OZET

Doktora Tezi

SALMONELLA TYPHIMURIUM’UN MISL OTOTRANSPORTER PROTEINININ
IN-VITRO URETIMI VE PROTEIN-PROTEIN ETKILESIMLERININ
TANIMLANMASI

Nefise AKKOC

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi

Biyoloji Anabilim Dal1

Danigman: Prof. Dr. Mustafa AKCELIK

MisL ototransporter proteininin in vitro kosullarda tiretimi, MarT regiilator proteini
yapisal geninin pBADgIIl/a vektoriine klonlanmasi ve dogal Salmonella Typhimurium
LT2 susuna aktarimi yolu ile gergeklestirildi. Bu transformantta optimum MisL proteini
tretiminin gelisme ortamina % 0.02 L-arabinoz ilavesi sonucu gerceklestigi, -
galaktozidaz testi (560 Miller iinitesi) ve western lekeleme yontemi kullanilarak
belirlendi. In vitro kosullarda MisL iiretimi gerceklestiren S. Typhimurium LT2
mutantinda yiiriitiillen immiino elektron mikroskopi c¢aligsmalari, bu proteinin hiicre
yiizeyine salgilandigint ve ekzopolisakkaritlerle iliskilenerek hiicrenin en disinda
diizensiz bir tabaka olusturdugunu gosterdi. MisL geninin pozitif regiilatorii olan MarT
proteininin ifade edildigi mutantin, dogal sus ile karsilastirilarak yorumlanan mikrodizin
analizleri, bu regiilatoriin; dps, yliH, wraB, flgK, osmE, manZ, cheM, cheA, motB, fliA;
fliC genlerini negatif yonde, aceE, aceFi IpdA, tsf, allC, cydB, wzzB, rplP, rpsC, rplW,
rpID, rplC, rmbA, misL, fidL, marT, sIsA ve cpxP genlerini ise pozitif yonde regiile
ettigi kamitlandi. In vitro kosullarda yiiriitilen baglanma ve birlikte ¢oktiirme
denemeleri sonucunda ise, MisL proteininin fibronektinin heparin-I11 domainine (hep-I1)
0zgiil bir sekilde baglandig: saptandi.

Ocak 2011, 117 sayfa

Anahtar Kelimeler: S. Typhimurium, MisL, Protein-Protein Etkilesimleri, Uretim,

Baglanma, Mikrodizin



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

IN-VITRO PRODUCTION AND IDENTIFICATION OF PROTEIN-PROTEIN
INTERACTIONS OF MISL AUTOTRANSPORTER PROTEIN OF SALMONELLA
TYPHIMURIUM

Nefise AKKOC

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa AKCELIK

In vitro production of MisL autotransporter protein was performed by clonning
functional gene of the MarT regulator protein to pBADglll/a vector, which was then
used to transform wild type Salmonella Typhimurium LT2 strain. The optimum MisL
protein production of this transformant was obtained with addition of 0.02 % L-
arabinose to the growth medium, monitored by a -galactosidase test (560 Miller units)
and western blotting analysis. Immunoelectron microscopy experiments, performed
with S. Typhimurium LT2 mutants which produce the MisL protein under invitro
conditions, showed MisL to be secreted at the bacterial cell surface and forming an
irregular layer complexed with exopolysaccarides. Comparative microarray experiments
between wild type and mutant strains expressing the marT protein, which is the positive
regulator of misL gene, showed that the expression of marT downregulated the dps,
yliH, wraB, flgK, osmE, manZ, cheM, cheA, motB, fliA; fliC genes and upregulated the
aceE, aceFi IpdA, tsf, allC, cydB, wzzB, rplP, rpsC, rplW, rplD, rplC, rmbA, misL, fidL,
marT, sIsA and cpxP genes. Results of in vitro adhesion and pull-down experiments
showed that there was a specific binding interaction between MisL protein and the Hep-
I1 domain of fibronectin.
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1. GIRIS

Salmonella serotipleri gastroenterit’den, tifo, bakteremi, fokal enfeksiyonlar ve yasam
boyu tasiyict duruma kadar genis bir hastalik spektrumuna yol agabilmektedir. Bu
hastaliklar etiyolojik ag¢idan degerlendirildiginde birbirinden belirgin farkliliklar
icermektedir (Vasquez-Torres vd. 1999, Chessa vd. 2008a, 2008b). Ancak konakgi-
patojen iliskilerinin temel molekiiler mekanizmalarinin benzerligi, Salmonella’yr bu
iliskilerin agiklanmasinda model bir mikroorganizma haline getirmistir. Ozellikle
Salmonella’da patojen iligkili molekiiler elemanlarin genetik ve biyokimyasal esasinin
tanisi, enfeksiyon hastaliklarin temel biyolojik siireclerinin agiklanmasia onciiliik

etmektedir (McClelland vd. 2001, Morgan vd. 2007, Srivatsan ve Wang 2008).

Salmonella enfeksiyonunun ilk asamasi, konak¢i ince bagirsak epiteline patojenin
tutunmasmin saglanmasidir. Bu siireg, Salmonella’da, bazilar1 serovaryete 6zgulligii
gosteren degisik fimbriya’lar, diger enterik bakterilerde tanimlanan ototransporter
proteinlerle yiiksek diizeyde homoloji gdsteren MisL ve ShdA adhezinleri ve mukoid
kapsiil yapilar tarafindan gerceklestirilmektedir (Boekema vd. 2004, Tiikel vd. 2005,
Tiikel vd. 2006, Gibson vd. 2007, Galan 2008). Salmonella enterica’da yiiriitilen DNA
dizi analizleri sonucu, MisL proteini gen kodu Salmonella patojenite adasi 3 iizerinde
saptanmistir. Salmonella ototransporter proteinleri bir N-terminal sinyal peptit, bir i¢
yolcu domaini ve bir C-terminal translokator domaini igermektedir. Salmonella
ototransporter proteinleri ile yiiksek diizeyde homoloji gosteren diger enterik bakterilere
ait adhezinler iizerinde elde edilen bilgiler 15183inda, MisL ve ShdA proteinlerinin
sitoplazmik membrandan gegisleri esnasinda sinyal peptidin kesildigi, C terminal
bolgesinin dig membranda beta varil formlar1 olusturdugu ve i¢ yolcu domaininin hiicre
yiizeyine salgilandig1 6ngoriillmektedir. Ancak, Salmonella ototransporter proteinlerinin
kiiltiir kosullarinda iiretilmemesi nedeniyle, s6z konusu proteinler ile bu konuda detayl
calismalar yapilamamigtir. MisL proteininin i¢ yolcu domaininin S. Typhimurium’un
patojenitesindeki fonksiyonunun, konakg¢i organizma bagirsak sisteminde bulunan hedef
epitel hiicrelere tutunmay giiclendirme yoniinde oldugu degisik arastiricilar tarafindan
one siiriilmiistiir. Ozellikle MisL protein iiretimi engellenmis S. Typhimurium

mutantlarinda makrofajlara tutunmanin ve konake¢i sistemlerde kaliciligin 6nemli



diizeylerde engellendigi saptanmistir. Bu ¢alismalarda ayrica MisL ototransporter
proteininin fibronektin (FN) ile in vitro kosullarda interaksiyon verdigi belirlenmistir

(Raffatellu vd. 2005, Raffatellu vd. 2006, Tiikel vd. 2007, Galan 2008).

Tim bu 6n bulgulara ragmen MisL ototransporter proteininin hiicresel lokasyonu,
fibronektin baglanma aktivitesinin biyokimyasal esasi ve temel MisL regiilatoriiniin
(marT) detayli aktivitesi lizerinde herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Giintimiizde
en yaygin gida kokenli hastalik olan salmonellozun kontrolii ve tedavisinde saglanacak
ilerlemeler ancak hastalik etmeni bakterinin patojenitesinde rol oynayan molekiiler
yapilarin ve onlarin konake¢1 sistemdeki interaksiyonlarinin tanimlanmasi ile miimkiin
olabilecektir. Salmonella enfeksiyonunun baslama asamasi, konakg1 sisteme tutunma ve
kolonizasyondur. Bu nedenle tutunma agamasinin molekiiler biyolojisinin detayli tanisi,

enfeksiyon siireclerinin agiklanmasinda anahtar rol oynamaktadir.

Bu tez calismasinda, yukarida Ozetlenen temel amag¢ dogrultusunda; MisL
ototransporter proteininin uygun klonlama sistemleri gelistirilmesi suretiyle labotatuvar
kosullarinda S. Typhimurium’da iiretiminin saglanmasi, hiicresel lokalizasyonunun ve

konakg1 ince bagirsak sistemine tutunma 6zelliklerinin tanimlanmasi hedeflenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Salmonella Cinsinin Genel Karakteristikleri

Salmonella insanlarda gastroenterit ve tifo etmenidir. Diinya saghk orgiiti (WHO)
tarafindan agiklanan son istatistiklerde, diinyada yaklasik 18 milyon tifo (% 3.6 6lim
oran1) ve 1.5 milyar gastroenterit vakasi (% 0.23 6liim orani) bildirilmistir. Ozellikle
molekiiler genetik ve ileri biyokimyasal teknikler kullanilarak elde edilen veriler
is1ginda Salmonella cinsi igin; S. enterica ve S. bongori olarak adlandirilan iki tiir
onerilmistir. S. enterica daha sonra; S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp.
salamae, S. enterica subsp. houtaenae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp.
indica ve S. enterica subsp. arizonae olarak adlandirilan alti alt tiire ayrilmistir.
Serotipler (serovaryete) ile tiirlerin karigtirllmasini engellemek ve adlandirmay1
sadelestirmek i¢in, serotip esas alindiginda alt tiir adinin gozard: edilmesi (S. enterica
subsp. I serotype Typhimurium yerine, S. enterica serotype Typhimurium gibi) ve kisa
form (S. Typhimurium gibi) kullanimi 6nerilmistir. S. enterica sicak kanli hayvanlari
enfekte ederek sistemik ya da sistemik olmayan hastaliklara yol agar. S. bongori
serotipleri ise soguk kanli hayvanlara adapte olmustur. Bugiine kadar yiiriitiilen
serotiplendirme ¢alismalari sonucunda, S. enterica’ya ait 3000°e yakin  serotip
saptanmigtir. Belirlenen serotiplerin biiyiik bir cogunlugunda, patojenitenin molekiiler
mekanizmasi lizerine ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir (Tindall vd. 2005, Wain vd.

2005).

Salmonella, Enterobacteriaceac familyasina ait Gram negatif, spor olusturmayan,
fakiiltatif aerob ve ¢ubuk formunda bakterileri igceren bir cinstir. Cubuk seklindeki
hiicreler yaklasik 0.5-1.0 (en) x 1-5 (boy) um boyutlarindadir. Salmonella iiyelerinin
biiylik bir cogunlugu flagella icerir ve hareketlidir. Laktoz fermentasyon yetenegi
icermezler. Gelisme optimumlart 37 °C’dir. Salmonella tyeleri diisik pH, diisiik su
aktivitesi ya da yiiksek yag igerigine sahip gidalarda sicakliga direnglidir. Gidalarin
dondurularak depolanmasinda, ozellikle donma sicakligi civarinda canhilik diiser.
Optimum pH degeri 6.5-7.5 civarindadir. Ancak pH 4.5-9.0 arasinda gelisebilirler.

Salmonella esas olarak insan ve hayvanlarin bagirsak sisteminde bulunan bir patojendir.



Bazi Salmonella iiyeleri konak¢iya adapte olmus ya da konakgi spesifiktir. Bunun en
tipik Ornegi S. enterica serovar Typhi’dir. Konak¢1 spesifik diger serovaryeteler:
Paratyphi, Sendai (insan), Pullorum/Gallinarum (kanatlilar), Dublin (sigirlar),
Choleraesuis (domuzlar, ancak insanlar1 da enfekte eder); Typhimurium ve Enteritidis
(insan, sigir, kanatlilar, koyun, domuz, at ve yabani kemirgenlerde ana hastalik

etmenleridir) sayilabilir (Singleton ve Sainsbury 1996, Gibson vd. 2006).

Salmonella serotiplerinin biiyiik ¢ogunlugu genis konakg¢i dizgesi igerir. Lagim ya da
digki orneklerindeki Salmonella’lar, uygun kosullar altinda suda ya da toprakta
haftalarca yasayabilirler. Sularin rutin klorlanmasi, pastorizasyon ya da bir¢cok genel
dezenfeksiyon ajanlar1 kullanilarak Salmonella’lar 6ldiriilebilir (Fitzgerald vd. 2003,
Gibson vd. 2006). Ancak, saglikli ciftlik hayvanlar1 ve evcil kanathilarda da
S. Typhimurium kolonize olmakta ve bu yolla hayvandan insana ge¢is
gerceklesebilmektedir. Salmonella tiim diinyada gidalar araciligi ile enfeksiyona yol
acan en Onemli etmendir. Bu vakalarin % 26’sinin etmeni S. enterica serovar
Typhimurium olarak belirlenmistir. Salmonella’nin  en ¢ok bulundugu gida
maddelerinin baginda hayvansal {iriinler gelmektedir. Bunlar arasinda kiimes hayvanlari
eti, kiyma, sosis, yumurta triinleri, su iirlinleri, dondurma, siit tozu ve krema en yiiksek
risk iceren gidalardir. Ayrica gesitli soslar ve salatalar, pudingler ve diger siit iiriinleri de
Salmonella riski tasiyan gidalar arasinda yer almaktadir. Hammadde isleme teknolojisi,
depolama ve pazarlama kosullar1 Salmonella riskinin biiyiimesine neden olmaktadir.
Salmonella’nin  yol agtig1 gastroenterit’in siddeti konak¢min yasma baghdir.
Yenidoganlarda, bebeklerde ve yaslhilarda daha siddetlidir (Kim ve Surette 2003,
Voetsch vd. 2004, Suar vd. 2006).

S. Typhimurium kromozomu, yaklasik 4x10° baz ¢ifti uzunlukta olan tek bir ¢evrimsel
DNA molekiiliidiir. Cogu Salmonella enterica iiyesi bir viriilans plazmid ve lizogenik
faj icerir. S. enterica serovar Typhimurium ve serovar Typhi’nin genom dizi analizleri

tamamlanmistir (McClelland vd. 2001, Srivatsan vd. 2008).



2.2 Salmonella Enfeksiyonu

Daha once de ifade edildigi gibi, salmonelloz’un molekiiler mekanizmasinin
anlagilmasina yonelik ¢alismalarda kullanilan model bakteri S. Typhimurium’dur. En
yaygin kullanilan konakgr ise, fare model sistemleridir. Farelerde 6zellikle tifo atesinin
orneklenmesi, sistemi kullanishi kilan ana unsurdur. Ancak degisik konakgilarda
serovaryeteler i¢in Salmonella patojenitesinde farkli yanitlar alinmasi, hastaligin
molekiiler mekanizmasi iizerinde yiiriitiilen ¢aligmalarda ciddi sorunlar yaratmaktadir.
Bugiine kadar yiiriitiilen ¢alismalardan elde edilen veriler 1s18inda sistemik ve sistemik
olmayan Salmonella enfeksiyonunun genel molekiiler mekanizmalar1 aydinlatilmustir.
Salmonella enfeksiyonu, primatlar ve insanlarda 10° ya da daha fazla bakterinin gidalar
yolu ile alimi sonucu baglar. Salmonella’lar ilk olarak ince bagirsagin bir boliimiinii
teskil eden ve ileogekal valfe yakin bolgede yer alan ileum’a, bakteriyel adhezinler
araciligl ile tutunur ve mukozal hiicreler {izerinde kolonize olur. Bu tutunma ve
kolonizasyonu Okaryotik hiicrelerin isgali (invazyon) takip eder. Hiicre isgalinde ilk
asama, Payer plaki bolgesindeki M hiicrelerinin ve enterositlerin igerisine giristir

(Vasquez-Torres vd. 1999, Ohl ve Miller 2001).

Hastalarin diski orneklerinde l6kositlerin varligi ya da yokluguna baglh olarak yangili
diyare ya da sivi kaybmna yol agan diyare tanimlanmaktadir. Diski orneklerinde
laktoferrin ya da noétrofillerin bulunmasi yangili diyareye, diskida lokositlerin
bulunmasi halinde ise sivi kaybina neden olan diyareye karar verilmektedir. Sivi
kaybina yol agan diyareye; Vibrio cholerae, enterotoksijenik Escherichia coli,
enteropatojenik E. coli ve enterohemorrajik E. coli de neden olmaktadir. Bu bakteriler
genellikle invazif degildir ve ince bagirsak mukozasinda ¢ok diisiik diizeyde yangiya
yol agarlar. Buna karsin yangili diyareye neden olan patojenler (enteroinvazif E. coli,
Shigella spp., Campylobacter spp. ve tifoid olmayan Salmonella serotipleri gibi)
bagirsak epitelini isgal ederler ve bagirsakta yogun notrofil akisina neden olurlar

(Bolton vd. 2000, Helms vd. 2005).

S. Typhimurium tarafindan indiiklenen gastroenteritin mekanizmasi {izerinde yiiriitiilen

son caligmalarda, nétrofil sizmast (akisi) ile karakterize edilen yangili diyarenin



bakteriyel isgal ve onu takip eden dogal bagisiklik yanitindan ileri geldigi belirlenmistir.
Enfeksiyon esnasinda S. Typhimurium, Salmonella patojenite adasi 1 (SPI I)’de
kodlanan tip III salg1 sistemi (T3SS—1) aracilig ile efektor proteinlerini enjekte ederek,
enterositlere ve mikrofold (M) hiicrelerine girer. Alt1 efektor, Rho ailesi GTPazlar i¢in
iki guanin nukleotit degisim faktorii (SopE ve SopE2), inozitol fosfat fosfataz (SopB,
SigD olarak da anilmaktadir), aktin-baglanma proteinleri (SipA ve SipC), ve aktiviteleri
bilinmeyen efektorler (SopA ve SopD) beraber ¢aligmak suretiyle bakterinin bagirsak
epitel hiicrelerine girisini saglamakta ve bagirsak mukozasinda yangi olusumunu

tetiklemektedir (Unsworth vd. 2004, Raffatellu vd. 2005).

Salmonella’nin ince bagirsak epitel hiicrelerine tutunmasi, liimeni kaplayan mukoz
tabakadan gecme yetenegi sayesinde gergeklesir. Hayvan model sistemleri ile yiiriitiilen
calismalarda, Salmonella’nin tutunma ve hiicre isgali i¢in Oncelikli olarak bagirsak
epitelinde bulunan M hiicrelerini tercih ettigi saptanmistir. Bu agsamada ayrica fagositik
olmayan enterosit hiicrelerinin de kullanildigir saptanmistir. M hiicreleri pinositoz ile
bagirsak antijenlerini iclerine almakta ve Peyer plaklar (ince bagirsakta ve esas olarak
da ileumda -incebagirsagin son kisminda- yer alan, lenfatik doku plaklari) aracilig ile
ince bagirsak epitelinin altinda bulunan lenfoid hiicrelere bu antijeni tagimaktadir. Bu
aktivite mukozal bagisikligin olusturulmasi agisindan O6nemlidir. Salmonella’nin
Okaryotik hiicre isgalinde fagositoz yolu da kullanilmaktadir. Bu yolla 6zellikle CD18
antijenini reten fagositlerin icerisine girdikleri tespit edilmistir (Baumler vd. 1996a,
Baumler vd. 1996b, Baumler vd. 1996c, Zhou vd. 2001, Suar vd. 2006, Morgan vd.
2007). Salmonella serotipleri epitellerin salgi yanitt olusturmasini tetiklemekte ve
nédtrofillerin toplanarak bagirsak liimenine (bosluga) sizmasina yol agmaktadir. In-vitro
kosullarda yiiriitiilen doku kiiltiirii calismalarinda nétrofil birikimi i¢in, bakteri ve epitel
hiicrelerde ¢esitli sitokinlerin iiretimi ile iligkili proteinlerin sentezlenmesinin zorunlu
oldugu saptanmustir. Ozellikle epitel hiicreleri tarafindan iiretilen kemokin interlokin—8
aracilig1 ile mukozal boslukta nétrofil birikiminin tesvik edildigi tespit edilmistir (Lee
vd. 2000, Raffatellu vd. 2006, Morgan vd. 2007). Salmonella bagirsak epitel hiicrelerini
gectikten sonra, bir diger bagisiklik sistemi elemani olan ve mukozal boslukta yer alan
makrofajlar igine girmektedir. Sistemik enfeksiyona yol agan Salmonella serotipleri

makropinositoz yolu ile makrofaj icine girmekte ve fagositin antibakteriyel



fonksiyonlarindan kurtulmasini saglayan viriilans mekanizmalar1 aktive etmektedir.
Enfekte olmus fagositlerin retikuloendotelyal sistemde bulunan diger organlara goc
etmesi bakterinin konakg1 i¢inde yayilmasini kolaylastirmaktadir (Ohl ve Miller 2001,
Morgan vd. 2007).

S. Typhimurium ile insan hiicreleri arasindaki interaksiyon, makrofaj benzeri hiicreler
(THP-1 veya U937 hiicreleri), makrofajlardan tiireyen monosit hiicreleri veya birincil
noétrofillerin, s6z konusu bakteri ile enfekte edilmesi sonucu modellenmistir (Bolton vd.
2000, Chessa vd. 2008a). Son zamanda ise insan viicudundan alinan doku &rnekleri
S. Typhimurium ile insan bagirsak mukozasi arasindaki iligkinin tanimlamasi amaci ile
kullanilmaktadir. Insan epitel hiicrelerinin kullanildig1 bu ¢alismalarda; SopB tarafindan
tiretilen  fosfatidilinozitol  fosfatazlar ile  SopE-SopE2 tarafindan iiretilen
RhoGTPaz’larin beraber ¢alisarak S. Typhimurium iggali i¢in gerekli olan WASp/Scar
proteinlerini aktive ettigi saptanmistir (Unsworth vd 2004, Chessa vd. 2008b). Aktive
edilen WASp/Scar proteinleri Arp2/3 kompleksini etkileyerek aktin flamentlerinin yeni
dallar olusturmasini saglamaktadir. SipA proteini bu asamada aktin polimerizasyonu
icin gerekli olan kritik dal konsantrasyon miktarini diistirerek, yeni dallarin olusumunu
hizlandirmakta ve ayn1 zamanda ADF/kofilin tarafindan yonetilen aktin ¢6ziilmelerini
engellemektedir. Yeni aktin dallarinin hizla biiyiimesi membrani disar1 dogru itmekte ve
membran kabartilarinin olugmasina, makropinozitoz ile bakterinin iceri alinmasina

onciiliik etmektedir (Sekil 2.1) (Tiikel vd. 2006) (Burkholder ve Bhunia 2009).

Salmonella enfeksiyonunda ger¢ek doku hasari, nétrofiller aracihigr ile; proteazlarin,
miyeloperoksidazlarin ve NADPH oksidazlarin salgilanmas1 sonucu gerceklesmektedir.
Epitelin bariyer fonksiyonunu kaybetmesinden sonra, kan damarlarindan ¢ok miktarda
damar sivis1 kayb1 meydana gelir ve boylece kandan bagirsak liimenine yiiksek oranda
stvi akis1 gerceklesir. Nadir olmakla birlikte, bakteriler koruyucu makrofaj yaniti
olugsmadan 6nce kan dolagimina dahil olabilir ve bu durumda da septik sok ve 6lim

goriiliir (Sekil 2.2) (Tiikel vd. 2006, Chessa vd. 2008a, Burkholder ve Bhunia 2009).

Bagirsak mukozasinda yasamda kalabilmek i¢in S. Typhimurium’un tercih ettigi nis,

makrofajlarin igerisidir. Makrofajlarin icerisinde yasamda kalabilme aktivitesi i¢in ise,



SPI-II tarafindan kodlanan ikinci bir tip I1I salg1 sistemine (T3SS-2) gereksinim vardir.
Bu bakterilerde T3SS-2’nin inaktivasyonu sonucu, buzagilarda ve streptomisin
muamele edilmis farelerde S. Typhimurium’un agizdan enfeksiyonunu takip eden 24
saat icerisinde bagirsak mukozasinda notrofil sizmasinin 6nemli Olclide distigi
belirlenmistir. Yangi reaksiyonunun, hiicre i¢i bir adaptor protein olan ve Toll-benzeri
reseptorlerden (TLRs) alinan sinyalleri birlestiren MyD88’e bagimli olmasi, lamina
propria’da T3SS-2 ortamli bakteriyel yasamin, patojen taniyan algilayicilar (pathogen
recognition receptors) tarafindan siirekli izlendigine isaret etmektedir (Raffatellu vd.

2006, Bueno vd. 2010).
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Sekil 2.1.a.b. Salmonella’nin hiicre isgalinde kullandig1 pinositoz mekanizmasi
(sitoiskelet diizenlemesi), c.d. epitel hiicre ve nétrofil isgali (Tiikel vd.
20006)
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Sekil 2.2 Salmonella Typhimurium’un neden oldugu gastroenteritte doku hasar1

Enfekte buzagi ince bagirsak epiteli (a) normal epitel doku (b) (Tiikel vd. 2006)

2.3 Salmonella Patojenitesinde Rol Oynayan Molekiiler Elemanlar

Degisik mikroorganizmalar, insan hiicrelerinde bulunmayan ve bu nedenle insan
sistemine dahil olduklarinda immiin sistem reseptorlerini uyararak bagisiklik yanitinin
olusumuna yol acan yapisal elemanlar icerirler. Bu yapilar, patojen iligkili molekiiler
elemanlar olarak adlandirilmaktadir. Insan dogal immiin sisteminin temel patojen iliskili
molekiiler eleman algilayicilari, Toll benzeri reseptorlerdir (TLR). Diger algilayicilar
ise; dektin—1 (b-glukan igeren partikiilleri tamiyan C tipi lektin), makrofaj mannoz
reseptorii (degisik bakterilerin ylizeyinde bulunan sekerleri taniyan C tipi lektin),
makrofaj siipiiriicii reseptorii (diisiik yogunluktaki lipoproteinleri ve belirli anyonik
polimerleri tanir) ve peptidoglikan yapisini taniyan reseptorlerdir (karaciger, 6zefagus
ve kemik iliginde bulunur). Bugiine kadar Toll benzeri reseptorler tarafindan taninan
degisik Salmonella iligkili molekiiler elemanlar belirlenmistir. Bunlar; peptidoglikan
(TLR 2 ve 6), lipoprotein (TLR 2) ince agregatif fimbriya (agf), hekza asile lipit A
(TLR 4), flagellin (TLR 5), metillenmis CpG oligonukleotitler (TLR 9) ve RNA (TLR7
veya TLRS8)’dir (Mullins vd. 1998, Gentle vd. 2004), (Sekil 2.3).

Patojen iligkili molekiiler elemanlar, patojen mikroorganizmalarin biiyiik bir

cogunlugunda bulunan ve immiin sistem tarafindan taninan (dogal ve adaptif immiin
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sistem reseptOrlerinin tanimasi sonucu immiin yanit olusturulan) yapilardir. Bu
elemanlar yliksek diizeyde korunmus olup, mikrobiyel metabolizmanin iirlinleridir ve

antijenik yapi farkliliklarin1 kapsamazlar (Zierler ve Galan 1995, Gerlach vd. 2007).
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Sekil 2.3 Salmonella patojenitesinde rol oynayan patojen iligkili molekiiler elemanlar

(DM: dis membran, PP: periplazma, SM: sitoplazmik membran, S: sitoplazma, TLR (Toll benzeri
reseptor)

2.4 Salmonella’min Bagirsak Epiteline Tutunmasinda Etkili Molekiiler Elemanlar

Salmonella’da konakg¢1 hedef doku yiizeyine (bagirsak epiteli) tutunmada rol oynayan
temel yapilar, 13 adet operon tarafindan kodlanan fimbriya’lar, 2 adet ototransporter
protein (ShdA ve MisL) ve mukoid kapsiil yapilaridir (Gentschev vd. 2002, Bookema
vd. 2004, Tiikel vd. 2005).
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Fimbriya’lar, degisik ¢evresel kosullarda iiretilen ve bakterilerin aktif ylizey
tutunmasinda rol oynayan sa¢ benzeri yapilardir. Bir ya da daha fazla protein
monomerinden olusan bu yapilar hiicre yiizeyinden disartya dogru sentezlenirler.
Fimbriya’lar okaryotik hiicrelerin yiizeyine, doku matriksine, serum proteinine ya da
diger bakterilere tutunma islevi goriirler. Bu tutunma bakterilerin epitel ylizeyinde
kolonizasyonu, konak hiicreye giris, konjugasyon ve biyofilm olusumu siiregleri igin
zorunludur. Salmonella’nin genom dizi analizi sonucunda 13 farkli fimbriyal operon
icerdigi saptanmistir. Ancak bunlardan yalniz iki adetinin (ince agregatif fimbriya, agf,
ve tip-1 fimbriya, fim) in vitro kosullarda {iretimi tanimlanmistir. Ince agregatif fimbriya
tizerinde yiiriitiilen detayl1 analizler sonucunda; s6z konusu fimbriyanin ana alt {initesi
olan AgfA proteininin fibronektine (epitel doku bag proteini) spesifik olarak baglandigi
ve TLR 2 tarafindan tanindig1 belirlenmistir. Fim olarak adlandirilan fimbriyanin ana alt
tinitesinin (FimH) ise, eritrositler ve maya hiicrelerinin yiizeyinde bulunan
glikoproteinlerin igerdigi terminal d-D-mannoz birimlerine baglandigi saptanmistir. Son
yillarda yiiriitiilen glikomiks c¢aligsmalar1 sonucunda plazmid kodlu fimbriyanin PefA alt
tinitesinin (pef) Lewis kan grubu antijenine [Gal B1-4(Fucal-3) GIcNAc (trisakkarit)]
Ozgil baglanma gosterdigi tespit edilmistir. Uzun polar fimbriya’nin ise sadece
heterolog konakcida ifadesi Orneklenmis ve patojenin konakgi sistemde kalicilig
tizerinde rol oynadigi tanimlanmistir (Thanassi vd. 1998, White vd. 2003, White vd.
2006, Gibson vd. 2007). Diger dokuz Salmonella fimbriyasinin in vitro kosullarda
tiretilememesi nedeni ile tutunma ve kalicilikta oynadiklart roller {izerinde bilgi
bulunmamaktadir. Fimbriyal operonlarin regiilasyonu {izerinde yiiriitiilen ¢alismalardan
elde edilecek veriler 15181nda, laboratuvar kosullarinda tiretimleri miimkiin olabilecek ve

adhezif 6zellikleri aydinlatilabilecektir.

Salmonella’da MisL ve ShdA olarak adlandirilan iki ototransporter proteinin, adhezin
ozellikleri tanimlanmigtir. Salmonella patojenite adasi 11T (SPI-III)’de kodlanan MisL
proteininin C terminal bolgesi, Neisseria gonorrhoeae’da bulunan immunoglobulin A1l
proteaz ailesi iiyesi ototransporter proteinlerle benzer ozellikler gostermektedir. 955
amino asitlik MisL proteini sistein icermez ya da sistein bulunmasi durumunda, bu
amino asitler arasinda disiilfit baglar1 olugturmaz. Sinyal peptit, i¢ yolcu domaini ve

translokator bolgeleri enterik bakterilerde tanimlanan ototransporter proteinlerle 6nemli
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Olclide homoloji gostermektedir. Belirlenen ikincil ve tigiinciil yap1 ozellikleri esas
alinmak suretiyle, MisL, tip V salg1 sistemi tarafindan salgilanan bir ototransporter
protein olarak tamimlanmustir. MisL proteini; 6zellikle enteropatojenik E. coli’ de
bulunan AIDA-1 (%43), Shigella flexneri’de bulunan VirG (%38) ve Yersinia pestis’de
bulunan YapD ve YapH ototransporter proteinleri ile yiiksek diizeyde benzerlik
icermektedir (Sekil 2.4) (Dorsey vd. 2005), (Tiikel vd. 2007, Chessa vd 2008a).

MisL proteininin S. Typhimurium’un patojenitesindeki fonksiyonu fare model
sistemlerinde ¢alisilmistir. Bu arastirmada bir misL mutantinin fare bagirsak sisteminde
dogal susa oranla kalicih@inin diistiigli (cecum’da kolonize olma yetenegini onemli
Olciide kaybetmistir) ve digkida oraninin ise dnemli 6lciide azaldigi tespit edilmistir.
Ayrica MisL ototransporter proteininin S. Typhimurium’a 6zellikle fibronektin’e (FN)
ve kismen kollajen’e baglanma aktivitesi kazandirarak, kolonik karsinoma kdkenli insan
epitel hiicrelerinde invaziviteyi artirmada rol aldigi da tanimlanmistir. Bu veriler
MisL’in, bagirsakta Salmonella’nin kolonizasyonu igin gerekli bir ekstraseliiler matriks

adhezin proteini olduguna isaret etmektedir (Chessa vd. 2008a, Chessa vd. 2008b).
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Sekil 2.4 MisL ototransporter proteininin genetik organizasyonunun ve aktif
bolgelerinin sematik goriiniimii (Dorsey vd. 2005)

S. Typhimurium’da, MisL disinda, ShdA olarak tanimlanan bir baska ototransporter
protein daha izole edilmistir. Bu protein biiyiik bir dig membran proteini olup, konak¢1

hiicre heparini gibi davranarak yolcu domaini ile fibronektine ve kollajene
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baglanmaktadir. ShdA yolcu domaini 1500 amino asit ¢erir ve iki bolgeye ayrilir.
Burada bir N-terminal tekrarsiz bolgeyi, tipA ve tipB olarak adlandirilan iki amino asit
tekrar1 izlemektedir (Dorsey vd. 2005, Chessa vd. 2008a). S. Typhimurium shdA geninin
insersiyonal inaktivasyonunun ya da delesyonunun farelerde fekal orneklerden geri
aliman bakteri sayisinda diismeye neden oldugu belirlenmistir. S. Typhimurium fare
enfeksiyonu denemelerinde cecumun bakteriyel populasyonun ana rezervuari oldugu
saptanmigtir. ShdA geni, s6z konusu bakterinin cecumun duvari ve diger yapilarina
kolonizasyonu i¢in gerekli oldugu belirlenmistir. Sonug olarak, cecumda gerceklesen
ShdA-ortamli kolonizasyon S. Typhimurium’un sistemde kaliciligi ve enfeksiyon igin

zorunludur (Dorsey vd. 2005, Hamilton vd. 2009).

Salmonella’nin epitel hiicrelere tutunmasi ve kolonizasyonunda rol oynayan son eleman
mukoid kapsiil yapilari ya da diger bir deyisle ekzopolisakkaritleridir. Salmonella’da en
1yl tanimlanmis ekzopolisakkarit yap1 Vi-Ag’dir. Vi-Ag, lineer poli-a-1,4-2-GalANAc
homopolimeri olup, serotiplere gore C3 pozisyonunda O-asillenmis grup bakimindan
farkliliklar igerir. Ikinci ekzopolisakkarit yap: seliiloz’diir. Céziinmez bir B-(1,4) glukoz
homopolimeri olan seliiloz, 10000 adet glukoz monomeri igerebilmektedir. Seliiloz
abiyotik cevrelerde biyofilm olusumuna yol acarken, konake1 hiicrelerde, 6zellikle ince
agregatif fimbriya ile iliskilenerek, ylizey tutunmasinda rol almaktadir. Salmonella’da
tanimlanan son ekzopolisakkarit yap1 ise kolonik asittir. Kolonik asit yiiksek potasyum
konsantrasyonunda ve 15-20 °C arasinda mukoid yap1 olusturma 6zelligi gosterir. Iki
elemanli bir sistem (PhoP-PhoQ) tarafindan regiile edilen kolonik asit iiretimi sayesinde
abiyotik ¢evre kosullarinda biyofilm olusumu desteklenerek hiicreler oksidatif stresten
korunur. Son yillarda yapilan ¢alismalarda tavuk ince bagirsak epitel hiicrelerinde de
kolonik asidin biyofilm olusturarak tutunmay1 giiclendirdigi ve patojenin viriilansini

yukselttigi belirlenmistir (Ngwai vd. 2006, Chessa vd. 2008a, Dieye vd. 2009).

2.5 Konaka1 Hiicre Isgalinde Rol Oynayan Salg: Izyollan

Gram negatif bakterilerde I’den V’e kadar numaralandirilan bes adet salgi yolu

bulunmaktadir. T3SS yukarida agiklanmistir. Yakin ge¢miste yayinlanan iki makalede
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Vibrio cholarae’da tanimlanan VI bir salgi yolu tanimlanmistir (Henderson vd. 2004,
Frye vd. 2006).

Tip I salgt sistemi sitoplazmik membran ve dis membranda porlarin genislemesi
gorevini {istlenen en az ii¢ proteinin islevi ile fonksiyonel olmaktadir. Ik kez E. coli
alfahemolizin’inin (HlyA) okaryotik hiicrelere girisi {izerinde yiiriitiilen calismalar
sonucu tanimlanan bu sistemin, degisik patojenlerdeki karakteristikleri belirlenmistir.
HlyA modifiye proteine (11-179 amino asitler arasinda bir tekrar bolgesi igerir) lipit yan
gruplarinin baglanmasi sonucu meydana gelen bir lipoproteindir. in vitro sistemlerde
kalsiyuma baglanma 6zelligi gosterdigi belirlenmis ve bu yolla okaryotik hiicreler ile
iligkilendigi one stiriilmiistiir. Bu interaksiyon HlyA’nin, dkaryotik hiicrelerde plazma
membranindan gegisini ve sitoplazmik igeriklerin hiicre disina akisini tesvik eder (Galan

ve Curtiss 1989, Ghigo ve Wandersman 1992, Koronakis vd. 1995, Frye vd. 2006).

Tip II salg: sistemi, genellikle ana terminal dal olarak (main terminal branch, MTB)
adlandirilir. Sistemin, siirekli aktif olan tek bir operon tarafindan kodlanan 14’den fazla
proteine gereksinim duydugu saptanmistir. MTB sistemi ayni zamanda i¢ ve dis
membranlarda, biiylik olasilikla agilma yapilar1 olarak ortaya c¢ikan yapilarin
makromolekiiler 6zelliklerini tagir. MTB araciligi ile salgilanmanin tipik Ornegi,
Klebsiella oxytoca’da pullunazin (PulA) salgilanmasidir. PulA nisasta hidrolizini
gergeklestiren bir lipoproteindir. Once misel formlar1 olusturulur ve daha sonra dig
cevreye salgilanir. K. oxytoca’da MTB yolu bulunduktan sonra, Vibrio cholerae’de
kolera toksininin, P. aeruginosa’da enterotoksin A’nin ve degisik hiicre duvari
pargalama aktivitesine sahip enzimlerin bu yolla salgilandig1 belirlenmistir (Galan 2001,

Bourzac ve Guillemin 2005, Gerlach ve Hensel 2006).

Tip III efektdr molekiiller, i¢ ve dis membranlarin genislemesine yol agacak proteinlerin
oligomerik yapidaki kompleks birligine gereksinim duyar. Sec mekanizmasi salgi i¢in
zorunlu degildir ancak, yapisal proteinlerin i¢ membrandan translokasyonunu yonetir.
SipA, SopA, SopB, SopD, SopE ve SopE2 S. Typhimurium’da SPI-I de kodlanan T3SS
tarafindan salgilanan efektdr molekiillerin bazilaridir. Bunlar bakteriyel isgalden sonra

epitel hiicrelerine enjekte edilir (Zierler ve Galan 1995, Gentle vd. 2004, Galan 2008).
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Tip IV salgt sistemi, DNA’nin konjugatif transferini gergeklestiren sistemlerle
iligkilidir. Bu sistem, i¢ ve dis membranlar ile iliskili ve periplazma ve sitoplazmada
lokalize olan, en az 9 proteinin koordineli hareketinden sorumludur. Bu sistem sadece

Gram negatif bakterilerde bulunmaktadir (Wilson vd. 2008).

Tip V salgi sistemi ilk kez Neisseria gonorrhoeae’da IgA1 proteazin salgilanmasinda
tanimlanmis ve ototransporter salgi yolu olarak adlandirilmistir. Poliprotein
(ototransporter) dnciisiiniin sinyal serisi i¢ membrandan gegerken kesilir. Bu 6nciiniin i¢
membrandan transferi Sec bagiml izyolu ile gergeklesir. Ototransporter proteinin [3-
varil domainin karboksil terminali, yolcu domaininin dis membrandan transportunu
saglar. Bundan dolay1 ne enerji baglanmasi ve ne de yardimer faktorler s6z konusu
translokasyon siirecinde rol almaz. Bugiline kadar 31 adet IgAl proteaz-benzeri
ototransporter tanimlanmistir. Bunlarin 28 adeti, prototipik-Sec bagimli sinyal
sekanslarinin bazi karakteristiklerini tasiyan, sinyal peptit domaini igermektedir. Sinyal
seri pozitif yiikli amino asitlerden olusan bir N-terminal domainine sahiptir. Ayrica,
noétral amino asitler i¢eren bir hidrofobik bolge (H-domaini) ve C terminal konsensus
sinyal peptidaz tanima bolgesi (AXB) i¢ermektedir. Burada A ve B kiiciik amino
asitlerdir ve B olusumundan sonra peptit yapisindan kesilirler. Tipik amino-terminal
lider peptidin bulunmamasi gibi istisnalar hari¢, bu proteinlerin i¢ salgilanmasinda sec-
bagimli mekanizma s6z konusudur (Desvaux vd. 2004, Henderson vd. 2004, Lawrenz
vd. 2009). Tip V salgi sistemi i¢in Onerilen ve genel kabul goren modelde, i¢ membrani
gectikten sonra ototransporter protein periplazmik yiizeyde goriliir. Ototransporter
proteininin B-domaininin biyofiziksel olarak tercih edilen B-varil konfiglirasyonundaki
dis membrana insersiyonunun, kendiliginden meydana geldigi kabul edilmektedir. B-
varil, ¢cok sayida amfipatik antiparalel B-katlanmalar1 i¢eren kompleks protein yapisi
icermektedir. Ilk ve son B-katlanmalar, kendiliginden yakin halka (ring) yapisinda ve
antiparalel hidrojen baglar1 olusturur. Amfipatik primer yapi, molekiiler porlarin
olusumuna izin verir. Burada ototransporter proteinin hidrofobik yan zincirleri,
hidrofobik ¢ift tabaka igerisine girdikten sonra birbirini takip eder, ancak merkezde
hidrofilik yan zincirlerin sivi gevre ile temasini saglar. Boylece varil benzeri porlar

olusur. Yolcu domaini bu kanaldan disar1 salinir. Salinma sonrasinda ya kesilir ya da S.
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Typhimurium’un ototransporter proteini ShdA gibi bakteri ylizeyine bagh kalir (Sekil
2.5) (Desvaux vd. 2004, Lawrenz vd. 2009, Santiviago vd. 2010).

TipS, TipS,

v | P H W OO0 IR . = P
Hy K
TipS, TipS, TipS,
an sD - KYD . BE B zincir

Sekil 2.5 Ototransporter salgi yolu

KYD: Katlanmis yolcu domaini, dig membrandan salgilanmay1 yonetir, SD: sinyal dizisi, BB: baglayici
bolge. 1. evre: B-domaininin dig membran insersiyonu ve B-varil por olusumu. 2. evre: linker bdlge
pordan salgilanmay1 saglar. 3. evre: otosaperon domaini yolcu domaininin B-varil porundan ¢ikacak
sekilde katlanmasini tetikler. 4. evre: katlanan yolcu domaini hiicre ylizeyine ¢ikar (translokasyon) ve
efektor molekiil bir proteaz aktivitesi ile kesildikten sonra dis ¢evreye salgilanir. Peri: periplazma; OM:
dis membran; IM: sitoplazma membrani, EM: dis ¢evre (Desvaux vd. 2004).

2.6 Salmonella Patojenite Adalar1 (SPI)

Farkl tiirler arasinda gergeklesen yatay gen transferi tarafindan, viriilans 6zellik ile ilgili
genetik lokuslarin belirli genom bolgelerinde toplanmasi sonucu Salmonella’da
patojenite adalarimin (SPI) olustugu goriisii giderek yaygmlik kazanmaktadir. Tiim
patojen mikroorganizmalar, bir ya da birden ¢ok viriilans faktor icermektedir. Viriilans

ozelligi kodlayan ve genomun ayni bolgesinde lokalize olan patojenite adalari,
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organizma tipine bagli olarak, 10-200 kb arasinda bolgeleri kapsar. Bu bdélgelerin
% G+C igerigi ile kodon kullanma 6zellikleri bakimindan diger genomik bolgelerden
farkli olusu, yatay (lateral) gen transferi yolu ile kazanildiklarinin en énemli kanitidir.
Diger kanitlar ise; patojenite adalarinin genellikle dogrudan tekrar edilen DNA
bolgeleri ile ve tRNA genleri ile iligkili olmalaridir. Zira ¢ogu Okaryotik ve bazi
prokaryotik organizmalarda tRNA genlerinin ve tekrar serilerinin, yabanci DNA’nin
entegrasyon bolgeleri olarak iglev gordiigii belirlenmistir. Patojenite adalar1 ayrica,
genellikle integrazlar ve insersiyon elementlerinin bir bolimi gibi genetik hareketliligi
kodlayan fonksiyonel genler igerirler. Bu nedenle patojenite adalari stabil olmayan
bolgeler olarak degerlendirilmektedir. Bugiine dek Salmonella’da 10 adet farkli
patojenite adast ve 2 adet patojenite adasi benzeri genomik organizasyon tespit
edilmistir (Groisman ve Ochman 1996, Gunzel vd. 2006). Bunlar igerisinde, genel ya da

kismi viriilans fonksiyonlari tanimlanmis bes ada tizerinde durulacaktir.

Salmonella kromozomunda sentizom 63 iginde yer alan genler Salmonella patojenite
adas1 I (SPI-I) olarak adlandirilmistir. Kromozom {iizerinde 40 kb’lik bir bolgeyi isgal
eden SPI-I lokusu, yaklasik 30 genin kodladig1 Tip-3 salgi sistemi (T3SS-1) aktivitesi
ile, hiicre yiizeyinde igne benzeri uzantilar olusturulup Salmonella proteinlerinin
konakgiya aktarilmasini saglamaktadir. Bu lokusun ikinci eleman1 SitABCD genleri
invazif aktivite ile iligkili degildir. S6z konusu genler, Salmonella’da demir yakalama
sistemini kodlamaktadir. Bagirsaga invaze olma siirecinde, SPI-I’de kodlanan SipB
proteini, hiicre i¢i kaspaz-1’in makrofajlar icindeki aktivasyonunu tetikler. Sistein
proteaz ailesinin bir iiyesi olan Kaspaz-1, enfekte olmus makrofajlarda apoptozisi
(hiicre o6liimiinii) baslatir. Bu da Salmonella’nin bu hiicrelerden salinmasina yol agar.
Kaspaz-1 ayni zamanda lokal inflamasyonu ve polimorfoniikleer fagositlerin (PMN)
sizmasini arttiran biyoaktif sitokinleri tiretmek i¢in inflamatuvar 6ncesi sitokinleri (IL13
ve IL18) dogrudan baglar. Kaspaz-1’in Sip-B aracilig1 ile aktive edilmesi, Peyer plaki
tipi hiicrelerde ve mezenterik lenf diigiimlerinde gelismis kolonizasyon ile sonuglanir
(Zhou vd. 1999, Monack vd. 2001, Coombes vd. 2005). Fakat alternatif bir invaze olma
mekanizmasinin SPI-I’e bagli olmadigi belirlenmistir. Burada Salmonella, M
hiicreleriyle iliskiye girmez ve mukozal yiizeydeki epitel hiicreleri ve bakteriler

arasindaki siki baglantilart acan dallanmis hiicreler tarafindan (dentritik hiicreler)
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yakalanirlar (Coombes vd. 2005). Salmonella daha sonra CDI8 araciligi ile
gastrointestinal sistemden kan dolasimina aktarilir (Vasquez-Torres vd. 2000, Rescigno
vd. 2001, Coombes vd. 2005). Konake1 hiicrenin i¢ine translokasyonda yer alan ve SPI-
I de kodlanan T3SS’in efektdr proteinlerinin biiyiik bir kismi tanimlanmustir. SipA,
SipB, SipC, SptP ve AvrA SPI-I lokusunda yer alan genler tarafindan kodlanmaktadir.
Salmonella tiirlerinde olduk¢a korunan SipABC, sptP genleri ve avrA genleri ise SPI-I
ile bitisik, yiiksek diizeyde degisken bolgeler olarak tanimlanmistir. SOpA, SopB, SopD,
SopE ve SopE2 efektdr proteinleri SPI-I ‘in disinda bagimsiz bir lokus tarafindan
kodlanir. Salmonella tiirlerinde sopB, sopD ve SOpE2 lokasyonu oldukga stabil iken, faj
iceren SOPE lokasyonu ise degiskendir (Mirold vd. 1999, Lucas ve Lee 2000, Raffatellu
vd. 2006). SPI-I genlerinin ifadesinin regiilasyonu, lokal ve global regiilator sistemleri
iceren karmasik bir siirecte gerceklestirilir. AraC sinifinin SPI-I kodlu transkripsiyonel
regiilatorii olan HilA, SPI-I kodlu transkripsiyonel bir aktivator olan InVF’yi kontrol
eder. HilC ve HilD de, HilA fonksiyonlarini modiile eden diger SPI-I kodlu
regiilatorlerdir. PhoPQ, OmpR/EnvZ ve BarA/SirA gibi iki bilesenli global regiilator
sistemler, SPI-I genlerinin (flagella demeti sistemi gibi) ifadesini etkiler. Toplu olarak
bu regiilator sistemler; diisiik oksijen gerilimi, orta dereceli bazik pH, yiiksek osmolarite
ve kisa zincirli yag asitlerinin varlig1 gibi intestinal liimende Salmonella tarafindan
karsilagilan ¢evresel uyaranlarla uyarilir ve bu da istila genlerinin ifadesiyle sonlanir

(Lucas ve Lee 2000, Raffatellu vd. 20006).

SPI-II, Salmonella’nin sistemik enfeksiyonu gerceklestirebilmesi ve konakg1
organlarinda ¢ogalabilmesi igin gereklidir. Bu viriilans fenotipi, S. enterica’nin fagositik
hiicrelerde yasamda kalma ve gesitli 0karyotik hiicrelerde vakuoller i¢inde ¢ogalabilme
yetenegini saglar. SPI-IT lokusunun biiyiikligii de 40 kb’dir. Bu lokusta kodlanan ikinci
T3SS-2, Salmonella efektor proteinlerin konakgi hiicreye lokasyonunu saglamaktadir.
Bu salg1 sistemi ayni zamanda patojeni vakuol i¢inde konak¢i bagisiklik sisteminin
efektor fonksiyonlarina karsi da korumaktadir (Monack vd. 2001, Frye vd. 2006). SPI-
[I’'nin kodladig1 bazi proteinlerin; fagosit oksidazin ve indiiklenebilir nitrik oksit
sintazin  Salmonella igeren vokuollere (SCV) kolokalizasyonunu engelledigi
belirlenmistir (Chakravortty vd. 2002, Dieye vd. 2009). Salmonella enfeksiyonlu

epitelyal hiicrelerde, konak¢i hiicre endozomlarinda tiibiiler agregatlarin olusumu
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gozlenmistir. Bu fenotip SPI-II kodlu T3SS efektor proteini SifA’nin translokasyonuna
baghdir. SifA yoniinden eksik olan mutant suglar SCV’yi saglayamaz ve dogrudan
konakg1 hiicrenin sitoplazmasina dahil olur. Makrofajlarin hizli apoptozu Salmonella
tarafindan SPI-I’e baglh isgal ile tetiklenirken, gecikmis bir Kaspaz-1’ e bagl apoptoz
formunun da SPI-II fonksiyonuna bagli oldugu saptanmistir. SPI-II lokusu i¢inde diger
genlerin fonksiyonu sistemik patojenite ile iliskili degildir. SPI-II kodlu T3SS’in ifadesi
SPI-IT kodlu iki-bilesenli bir sistem olan SsrAB tarafindan kontrol edilir. SsrAB’nin
ifadesi ise, global regiilator fonksiyonlu diger bir iki bilesenli sistem olan OmpR/EnvZ
tarafindan ayarlanir. SPI-II ifadesinde ¢evresel uyaranlarin etkileri {izerinde yiiriitiilen
caligmalar, PhoPQ’nun da regiilatér gorevi iistlendigine isaret etmistir (Lee vd. 2000,

Tiikel vd. 2005, Tiikel vd. 2007, Jarvik vd. 2010).

SPI-III tarafindan kodlanan viriilans faktor, Salmonella’nin konakg1 hiicre iginde canli
kalabilmesi i¢in 6nemli olan yiiksek afiniteli magnezyum transport sistemidir (MgtCB).
MgtCB sistemindeki bozucu bir mutasyonu igeren suslarin sistemik viriilans etkilerinin
ve hiicre i¢inde c¢ogalma miktarlarinin az oldugu saptanmistir (Blanc-Potard ve
Groisman 1997, Blanc-Potard vd. 1999, Beuzon vd. 2000, Marathe vd. 2010). Bu gen
kiimesi i¢inde yer alan misL, bir ototransporter proteini kodlamaktadir. S. Typhimurium
ile enfekte olmus tavuk ve farelerde bagirsak yiizeyinde bakteriyel kolonizasyonun
gerceklesmesi icin misL geninin tam aktivitesini gostermesi gerektigi belirlenmistir
(Morgan vd. 2004, Tiikel vd. 2007, Marathe vd. 2010). Salmonella patojenite adasi-III
(SPI- IIT) S. enterica serovar Typhimurium kromozomunda 81 dakika bolgesinde yer
alan selC tRNA geninin 6niinde (3’ ucunda) lokalize olan 17 kb uzunlugunda bir
bolgeyi kapsamaktadir. Bu bélgenin G+C igerigi % 47.5’tur ve genomun diger
bolgelerindeki G+C igeriginden (% 52) farklilik gosterir. SPI-III’iin merkezinde yer
alan 4 genlik grup rmbA, misL, fidL ve marT yalniz baz1 alt tiirlerde bulunmaktadir ve
insersiyon seri kalintilar1 tarafindan genler ayrilmaktadir. SPI-III alt1 transkripsiyon
iinitesi halinde organize olmus on ac¢ik okuma kalibi (ORF) icermektedir. Bu agik
okuma kaliplari, yukarida séz edilen 4 gen disinda, Mg*" transport proteini MTB ve
biyokimyasal fonksiyonu bilinmeyen MgtC’yi kodlayan operonu teskil etmektedir.
Yakin ge¢miste yiiriitiilen caligmalar; mgtC geninin fare model sistemlerinde, makrofaj

icinde ve in vitro kosullarda diisik Mg®" konsantrasyonunda bakterinin canliligin
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korumasinda rol aldigin1 gostermistir (Dorsey vd. 2005, Tiikel vd. 2007, Chessa vd.
2008Db, Jarvik vd. 2010).

SPI-IV’iin fonksiyonel 6zelliklerine dair heniiz yeterli bilgi elde edilememistir. Ancak
yapilan ¢alismalar bu adada bulunan genlerin T3SS’e benzer DNA baz dizisi 6zelligi
icerdigini gostermistir. Bunun yaninda transpozon mutasyonu denemeleri sonucunda
Salmonella’nin makrofaj iginde hayatta kalabilmesi igin gerekli fonksiyonlari igeren
birka¢ lokus tanimlanmistir. SPI-IV iginde yer alan bu lokuslardan biri ims94 olarak
adlandirilmigtir (Baumler vd. 1996¢, Gerlach vd. 2007, Ragunathan vd. 2009). Son
yillarda yapilan deneyler sonucunda, SPI-IV’iin T3SS’e benzer bir mekanizma ile SiiE
ad1 verilen bir adhezin kodladigi tespit edilmistir. Ancak bu adhezin, fimbriyal
adhezinlerden farkli bir fonksiyon ile epitel hiicrelere tutunmaya yardimec1 olmaktadir.
Diger patojenite adalarina oranla % 44.8 gibi diisiik bir G+C igerigine sahip olan SPI-
IV, 23 kb biiyiikliigiinde bir bolgeyi isgal etmektedir. Dizi analizi ¢alismalarindan elde
edilen veriler, s6z konusu bélgenin S. Typhi ile S. Typhimurium arasinda 6nemli

farkliliklar gosterdigine isaret etmistir (Gerlach vd. 2007, Ragunathan vd. 2009).

SPI-V, salgi sistemleri ile translokasyonlar1 gergeklestirilen efektor proteinleri
kodlamaktadir. T3SS-1 aracilig1 ile translokasyonu yapilan ve sivi salinimini baglatarak
diyareye neden olan SopB efektor proteini ve T3SS-2 araciligi ile translokasyonu
gergeklestirilen PipB efektor proteini bu lokusta kodlanmaktadir. SPI-V genlerinin
regiilasyon sistemleri, SPI-Il genleri ile benzer bulunmustur. S6z konusu genlerin
aktivasyonu, hiicre i¢i (in-vivo) ya da bakterilerin Mg*" kisitlamasina maruz kaldig1 in
vitro kosullarda gerceklesmektedir. Buna karsin sopB ifadesi, HilA fonksiyonuna (SPI-I
kodlu merkezi regiilator protein) baglidir (Morgan vd. 2004, Choi vd. 2010).

2.7 Fibronektin
Fibronektin (FN) cok domainli ve biiyiik bir glikoproteindir. Bag dokuda, hiicre
ylzeylerinde, plazma ve diger viicut sivilarinda bulunur. FN sitoiskeletin ve

ekstraseliiler matriksin degisik elemanlari ile interaksiyon verir. Bu glikoprotein ayrica

kendi kendisi ile de interaksiyon vererek, heniiz detayli analizi yapilmamis olan fibriler
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yapilar1 meydana getirir. 1980°’li yillarda fibronektinin amino asit dizilimi
¢Oziimlenmistir (Engel vd. 1981, Erickson 1994). FN’in biiyiik bir kismi, {i¢ tip
homolog tekrar icermektedir. 1. tip tekrarlar 45, II. tip tekrarlar 60 ve III. tip tekrarlar 90
amino asit igerir. Protein yapisinda toplam 12 adet tip I, 2 adet tip 2 ve 17 adet tip III
tekrar bulunmaktadir (Sechler vd. 2001). FN genellikle, benzer fakat ayni olmayan iki
zincirden meydana gelen dimer yapilar olusturur. Dimerde yer alan her bir zincir
yaklagik 250 kDa’dur. Bir cift disiilfit bag1 zincirlerin karboksi (C)- terminal uglarini
birbirine baglar. Her bir zincirde ayrica, 30 adet zincir i¢i distilfid bag1 ve iki siilfidril

grubu bulunur (Maqueda vd. 2007).

Fibronektin yiiksek diizeyde glikolize edilmis bir proteindir. Bu karbonhidrat
gruplariin, proteinin belirli domainlerinin proteolizden korunmasinda ve fibronektinin
stabilizasyonunda rol aldig1 bilinmektedir. Ancak proteinin fonksiyonelliginde ilave bir
etkinlige sahip olup olmadiklar1 hakkinda bir bilgi bulunmamaktadir. Fibronektin gibi
kompleks glikoproteinlerin iizerindeki karbonhidratlar baz1 6zgiil enzimler kullanilarak
uzaklastirilabilmektedir. Glikoproteinlerden karbonhidrat gruplarinin uzaklagtirilmasi
bir ¢ok durumda 6nemli ¢aligma avantajlar1 saglamaktadir. Bu sayede peptit analizleri
kolaylasmakta ve ligand baglanma aktiviteleri tanimlanabilmektedir (Astrof vd. 2004,
Magqueda vd. 2007).

FN tek bir gen tarafindan kodlanir ve homolog tekrarlar halinde bulunan {i¢ ekzon igerir.
Alternatif ekzon diizenlenmesi mekanizmasi sayesinde c¢oklu FN izoformlar
olusturulabilmektedir. Ekzon diizenlenmesi FN geninin yalniz {i¢ bolgesinde meydana
gelir. Bunlar EDA, EDB ve V bdlgeleridir. V. bdlge duruma bagli olarak proteinin
yapisinda bulunabilir ya da bulunmayabilir. Ornegin hiicresel FN (cFN) EDA ve EDB
bolgelerini igerirken, plazma FN’inde (pFN) bu bdlgeler bulunmaz. cFN ve pFN
salgilandiklarinda ekstraseliiler matriks ile iligkilenir (Astrof vd. 2007).

FN’in; adhezyon, gb¢ (transport), farklilasma, transformasyon ve ¢ogalmada
fonksiyonel oldugu detayli bir sekilde tanimlanmistir. Genelde FN, epitel doku gibi,
degisik doku tiplerinde matriks yapilar olusturmak suretiyle, hiicrelerin baglanmasinda

gorev almaktadir (Sekil 2.6) (Singh vd. 2010). FN ayni zamanda degisik
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mikroorganizmalarin baglanmasini yonetmede de dnemli rol oynamaktadir. Cogu Gram
pozitif bakteri (Staphylococcus aureus gibi) FN’in (N)- terminal ucuna baglanmaktadir.
FN ayrica Candida albicans gibi kiiflere ya da Pneumocystis carinii ve diger parazit
protozoanlara da baglanma hedefi teskil etmektedir (Gee vd. 2008, Singh vd. 2010).

a Y b FN dimer
ng I
""h-,,___ .

Integrin

/
(

Actin

Sekil 2.6 Fibronektin matriksinin olusum basamaklar1

(a) Kompakt fibronektin dimeri 6ncelikle integrinlerle iliskilenmektedir. (b) Hiicre igi proteinler (pembe,
sar1 ve mavi renkler) integrinlerin sitoplazma igerisinde bulunan bolgelerini giiglendirmekte ve aktin
sitoiskeleti (yesil) ile integrinlerin iligskilenmesini saglamaktadir. Sitoiskelet baglantilart hiicrenin kasilma
yetenegini artirmakta, bu da fibronektinin yapisinda meydana gelecek degisimlere dnciiliik etmektedir. (c)
Integrin kiimeleri ve acikta bulunun fibronektin baglanma bolgeleri FN-FN baglanmalarini tesvik
etmektedir. (d) Meydana gelen bu olaylar sonrasinda stabil, ¢oziinmeyen fibriler matriks yapisi
olugsmaktadir. Kirmizi kutucuk igerisinde tek bir FN dimerinin alt iiniteleri arasinda gergeklesen bag
yapilart gosterilmistir. (i) FN alt {initelerinin N terminal uglar1 arasinda gergeklesen baglanmalar, (ii)
diger fibronektin baglanma boélgelerinin, 111, 1114, I11;,.14, katilimiyla lateral fibrillerin baglanmasi ile
sonu¢lanmaktadir (Singh vd. 2010).

Enzimatik proteoliz yolu ile FN pargalar1 olusturulabilir. Sekil 2.7°de (Singh vd. 2010)
bu parcalar biiyiikliikkleri ve baglanma yeteneklerine gore siniflandirilmistir. FN
termolizin ile par¢alandiginda degisik parcalar elde edilir. Bir 29 kDa’luk N terminal
Fib-1/Hep-1 parcasi, 1-5 adet arasinda tip I tekrar igerir. Bu fragment fibrin, heparin ve

bazi bakterilere baglanma spesifitesine sahiptir. S6z konusu bolge ayrica FN’in matriks
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ile birlesmesinde rol oynar. Bu parcay1 takip eden 42 kDa biiyiikliigiindeki jelatin
baglanma pargasi (GBF) 6-9 adet tip I ve 1-2 adet tip II tekrar igermektedir. Bu ikinci
parga denatiire kollajen ve doku transglutaminazina baglanma yetenegindedir. Ugiincii
siradaki parca ~9 kDa biiyiikliiktedir ve 1 adet tip III tekrara sahiptir. Bu parca zayif
bir sekilde heparin’e baglanmakta ve bu yolla molekiiliin kendi kendisi ile interaksiyon
vermesinde, yani fibril yapilarinin olusmasinda rol oynamaktadir. 110 kDa’luk biiytik
merkezi hiicre baglanma pargast (CBF) 2-10 adet tip III tekrara ve integrin tanima
sekans1 olarak gorev yapan RGD domainine sahiptir. Merkezi pargayi, 30 ya da 40
kDa olabilen Hep-2 domaini izler. Bu pargada 12-14 ya da 12-15 adet tip III tekrar
bulunmaktadir. FN’in C-terminalinde yer alan ikinci bir fibrin baglanma bolgesi 19 kDa
biiyiikliigiindedir ve bu bdlge Fib-2 pargasi olarak adlandirilmaktadir. S6z konusu bolge
10-12 adet tip I tekrar icerir (Xu vd. 2009, Singh vd. 2010).
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Sekil 2.7 Termolizin kesimi ile elde edilen FN parcalar

Kirmizi ¢izgiler pargalar ifade etmektedir (Singh vd. 2010)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Suslar ve plazmidler

Calismada kullanilan Salmonella Typhimurium ve Escherichia coli suslar1 ve vektor
plazmidler Vaccine Research Institute (San Diego, CA, USA) ve Ankara Universitesi
Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Genetik Laboratuvar: kiiltiir koleksiyonundan
saglanmistir. Bakteri suslar1 ve plazmidler, uygun tampon (Tris-EDTA) ya da % 40
gliserol iceren LB broth ortamlarinda (Difco, Surrey, UH) -80 °C’de saklanmustir.

LB (Luria-Bertani) Broth ve Agar

Tripton 10g
Maya Oxziitii 5¢g
NacCl 10g
Destile su 1000 mL

2 N NaOH kullanilarak pH 7.2-7.5 arasina ayarland1 ve 121 °C’de 15 dakika sicaklik
uygulamasi ile sterilize edildi. Kati ortam i¢in bu karigima 15 g/L olacak sekilde agar

ilave edildi.

Tris (Tris Hidroksimetil Amino Metan)/ EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit)

Cozeltisi

Tris 121¢g
EDTA 037¢g
Destile Su 1000 mL

pH 7.4 (2 N HCI kullanildr)

Sterilizasyon islemi 121 °C’de 15 dk siire sicaklik uygulamasi ile yapildi.
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Tez calismasinda genel kullanimi olan plazmid vektor haritalar (Sekil 3.1-3.4) :

1 o | Xho i Msil xba il Aol
1 |

|
ToZ O30 OO0 CTC R CAT CCA TCOT ACAR QO CCC AAT TOQ C TAT
L= =y L=r ] CT ACA TOT OO0 CCC TTA AST [COC ATR

+

AT SRS TOC TAT T AAT TCA|CTZS CCC OTC OTT TTA OZT OST CAC ToC SAR ARDC
\‘. TCA CTC ARCC ATA Al TIA ACT |EAC CoEZ CThRE CAR AAT 2ChR QCA CTQS ACC CTIT TT2

:
1]

L

e

pCR"2.1-TOPO"
3.9 kb

LacZd parcasi: 1-57. bazlar arasi

M13 ters primer bidlgesi: 205-221 bazlar
arasi

Coklu klon bilgesi: 234-357. bazlar aras

Kanamisin direnclililc: 1319-2113. bazlar
arasi

Ampisilin_ direnclililk: 2131-2991. bazlar

arasl

Sekil 3.1 pCR 2.1-TOPO vektoriiniin genetik haritasi

Bu vektér polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) iriinlerinin dogrudan E. coli’ ye klonlanmasinda
kullanilmstir (Invitrogene, Carlsbad, CA, USA).
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T7 Promotoru: 209-225, bazlar
darasi

Ampisilin direnclilik: 1949-2622.

bazlar aras
Lacl: 4493-5584. bazlar aras
Polihistidin bdlgesi (6XHis): 384-
401. bazlar arasi
V5 Epitopu: 333-374. bazlar aras
Ribozom baglanma bélgesi (RBS):
282-288, 200-228. bazlar arasi

Sekil 3.2 pET101/D-TOPO vektoriiniin genetik haritasi

Bu vektor, kiit u¢lu PZR iiriinlerinin dogrudan klonlanmasinda ya da T7 regiilasyonuna bagl ifadesinde
ve N-6xHis tag flizyon proteini {iretiminde kullanilmistir (Invitrogene, Carlsbad, CA, USA).
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pBAD/gllI
A,B,C

araBAD promotoru: 4-276. bazlar aras:

ATG baz bélgesi: 319-321. bazlar aras1

Coklu klonlama bélgesi: 374-428. bazlar
arasi

Ampisilin direnclilik: 1032-1892. bazlar
arasi

AraC geni: 3241-4139. bazlar arasi
Sekil 3.3 pBAD/gIII A, B, C vektorlerinin genetik haritasi

pBAD/gIIl plazmidler pBR322’den tiiretilen ifade vektorleridir. Bu c¢alismada MarT proteininin
iiretiminin indiiksiyonu amaci ile kullanilmistir (Invitrogene, Carlsbad, CA, USA).
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pGEX-4T-2 (27-4581-01)

Trombin

Leu val Pro Arg*Gly SerlPro Gly lle Pro Gly Ser Thr Arg Ala Ala Ala Ser
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCA GGA ATT CCC GGG TCG ACT CGA GCG GCC GCA TCG TGA

BamH | EcoR II Smal "Sall ¥ho | ' Not | Stop Kodonu

Tih1111
A

pS 10ABamT StopT

PGEX-4T-2

~4 000 baz cifti

Mar |

EcoR W

BstE Il
Miu |

Sekil 3.4 pGEX-4T-2 vektoriiniin genetik haritas1

Bu vektor, GST (glutatiyon-S-transferaz) flizyon proteinlerinin {iretimi amaci ile kullanilmistir (GE
Healthcare Life Sciences, New Jersey, USA).
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3.2 Yontem

3.2.1 Bakterilerden genomik DNA’nin izolasyonu

Calisilan bakteri susunun 5 mL sivi kiiltiirii; LB broth ortamimma % 1 oraninda
inokiilasyon yapilarak ve 37 °C’de ve 200 rpm calkalama hizinda 12 saat gelistirilerek
hazirlandi. Bu siire bitiminde 1.5 mL kiiltiir mikrosantrifiij tiiplerine alind1 ve 12000
rpm’ de 2 dakika santrifiij edilerek bakteri hiicreleri ¢oktiiriildii. Ust sivi ortamdan
alindiktan sonra, bakteri ¢okeltisi 567 pL Tris-EDTA (TE) tampon igerisinde ¢oziildii.
Uzerine 30 uL % 10 sodyum dodezil siilfat (SDS) ve 20 mg/mL proteinaz K (Sigma
Chem Co., USA) aktarilip karigtirildi ve 37 °C’de 1 saat tutuldu. Ortama 100 uL 5 M
NaCl ilave edilerek karistirildi. 80 uL CTAB (Hekzadezil Trimetil Amonyum Bromit)
/NaCl ¢ozeltisinin ilavesinin ardindan, kesik mikropipet uglari kullanilarak, beyaz
partikiil yapisi olusuncaya kadar iyice karistirilan tiipler, 65 °C’de 10 dakika tutuldu. Bu
ortam tizerine 0.75 mL kloroform/izoamil alkol (24/1 hacim/hacim) aktarild1 ve
karistirildi. 12000 rpm’de 5 dk santrifiij edilen ortamda iist faz yeni mikrosantrifiij
tiiplerine alind1. Alinan s1vi1 faz iizerine 0.75 mL fenol/kloroform/izoamil alkol (25/24/1
hacim/hacim) ilave edildi ve 12000 rpm’de 5 dk santrifiij islemine tabi tutuldu. Santrifiij
islemi sonunda tiiplerdeki tist sivi yeni mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi ve bu sivinin
tizerine, hacminin 0.6’s1 (~350 pL) oraninda izopropanol ilave edildi. Ortam, beyaz
cokelti olusuncaya dek, one arkaya hareket ettirilerek elle kanstirildi. Cokelti
olustugunda tiipler mikrosantrifiije yerlestirildi ve 12000 rpm’de 5 dk santrifiij islemi
yapildi. Ust s1vi dékiildiikten sonra ¢okelti % 70 etanol ile yikandi (350 uL) ve tekrar
12000 rpm’ de 5 dk santrifiij islemine tabi tutuldu. Ust s1iv1 dikkatli bir sekilde ortamdan
uzaklagtirildiktan sonra oda sicakliginda kromozomal DNA 06rnegi kurutuldu. Son
asamada Ornek 100 pl. TE tampon igerisinde yaklasik bir saat muamele edilerek

¢ozildil (Ausubel vd. 1994, Sambrook ve Russell 2001).
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CTAB (Hekzadezil Trimetil Amonyum Bromit) /NaCl Cozeltisinin Hazirlanmasi

Once 4.1 g NaCl 80 mL destile su igerisinde ¢dziildii ve iizerine 10 g CTAB yavas
yavag eklenerek karistirildi. CTAB’in ¢oziilmesi i¢in ¢ozelti araliklarla 65 °C’ye kadar

1sitildi. Son asamada toplam ¢dzelti hacmi destile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

3.2.2 Plazmid DNA izolasyonu

Biiyiik olgek plazmid izolasyonunda kullanilan tiim ¢ozeltiler Qiagen (Valencia, CA,
USA) firmasindan saglandi ve izolasyon i¢in firma tarafindan Onerilen kosullar
kullanild1. LB broth’ta gelistirilen (% 1 inokiilasyon orani, 37 °C inkiibasyon sicakligi,
200 rpm calkalama hiz1 ve 12 saat inkiibasyon siiresi) bakteri kiiltiirlerinden 100 mL
alind1 ve 5000 rpm de 10 dakika santrifiij islemine tabi tutularak, hiicreler ¢oktiiriildii.
Hiicre ¢okeltisi 4 mL P1 tampon igerisinde ¢oziildii. Uzerine 4 mL P2 tamponu ilave
edildi, elde 6 kez cevrilerek karigtirildi ve oda sicakliginda 5 dk tutuldu. Bu siire
bitiminde 4 mL P3 tamponu (3.0 M potasyum asetat, pH 5.5) uygulandi ve ayni
karistirma iglemine tabi tutularak buz banyosunda 15 dk bekletildi. Buz banyosundan
aliman tiipler 4 °C’de 13000 rpm de 30 dk santrifiij edildi (Sorvall RC5C Plus,
Asheville, NC, USA). Ust siv1 tekrar 4 °C’de 13000 rpm de 15 dk santrifiij edildi
(Sorvall RC5C Plus, Asheville, NC, USA). Burada olusan iist stvi, QBT tampon (750
mM NacCl, 50 mM MOPS, pH 7.0, % 15 hacim/hacim etanol ve % 0.15 hacim/hacim
tritonX-100) ile dengelenmis (kolonlarin dengelenmesi igin, kolonlara 4 mL QBT
tampon konularak tamamen akmasi beklendi) Qiagen-tip 100 kolonlara (Qiagen,
Valencia, CA, USA) aktarildi ve sivinin kolondan ge¢mesi beklendi. Bu asamadan
sonra kolon iki kez 10’ar mL QC yikama tamponu (1.0 M NaCl, 50 mM MOPS, pH
7.0; % 15 izopropanaol, hacim/hacim) ile yikandi. Yikanan kolona 5 mL QF geri
kazanim tamponu (1.25 M NaCl, 50 mMTris.HCl, pH 8.5; % 15 izopropanaol,
hacim/hacim) eklendi ve kolondan DNA alindi. Bu siviya 3.5 mL izopropanol ilave
edildi ve 4 °C’de 11000 rpm de 30 dk santrifiij islemi yapildi. Ust siv1 atildiktan sonra
cokelti % 70 etanol ile yikandi. Yikanan ortam 4 °C’de 11000 rpm de 10 dk santrifijj
edilerek ¢coktiiriildii ve st sivi atildi. Oda sicakliginda DNA ¢okeltisi kurutulduktan
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sonra (~ 30 dk) 100 uL steril destile su igerisinde ¢oziildii. DNA 6rnekleri kullanilana
dek -20 °C’de sakland.

3.2.3 Sodyum dodezil siilfat poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Jel plakalar1 arasina, 6nce; 6.0 mL akrilamit (% 30)/bisakrilamit (% 8), 3.75 mL 4xTris-
CI/SDS, pH 8.8, 5.25 mL steril destile su, 50 uL. % 10 amonyum persiilfat ve 10 uL
TEMED (N’N’N’N’-Tetra-metiletilendiamin) iceren ayirict jel, tarak yerlestirme
bolgesinin 1 cm altina gelinceye kadar dokiildii. Bu jelin {izerine yigma jelin dokiilecegi
yere kadar (tarak yerlestirme seviyesi) steril destile su ilave edilerek, polimerizasyonun
gerceklesmesi icin 30-45 dk beklendi. Polimerizasyonun gerceklesmesinden sonra su
akitildi ve tarak yerlestirme bolgesi seviyesine kadar; 0.65 mL akrilamit (%
30)/bisakrilamit (% 8), 1.25 mL 4xTris-Cl/SDS, pH 6.8, 3.05 mL steril destile su, 25
uL amonyum persiilfat ve 5 p. TEMED iceren yigma jel dokiildii. Bu asamada tarak
yerlestirildi ve yigma jelin polimerizasyonu i¢in 15-20 dk beklendi. Polimerizasyon
tamamlandiginda Tris-Glisin tampon dokiilen tanklara jeller yerlestirildi ve taraklar
cikarilldi. Tarak ¢ikarildiktan sonra 10 uL protein ve protein standart (Biorad
Laboratories, Hercules, CA, USA) ornegi yiiklendi ve 100 voltta 1.5 saat elektroforez
islemi yapildi. Ornekler ayirma jeli sonuna geldiginde elektrik akim kesildi. Jel tanktan
cikarildi ve Commasie Brilliant Blue boya ¢ozeltisinde boyandi ve ya protein standardi
(Sekil 3.5) ile birlikte goriintiilendi ya da dogrudan Western lekeleme amaci ile

kullanildi (Laemmli 1970).

4x Tris-Cl/SDS (pH 8.8)

Tris 91¢g
Destile Su 300 mL
pH 8.8 (1 N HCI kullanild1)

Destile su ile toplam hacim 500 mL’ye tamamlandi ve 2 g SDS ilave edilip ¢oziildii.
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4x Tris-Cl/SDS (pH 6.8)
Tris 6.05¢g

Destile Su 40 mL
pH 6.8 (1 N HCI kullanild1)

Destile su ile toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi ve 0.4 g SDS ilave edilip ¢oziildii.

% 30 AKkrilamit/ % 0.8 N, N’ Bisakrilamit Cozeltisi

30 g akrilamit ve 0.8 g N, N’ Bisakrilamit toplam hacim 100 mL olacak sekilde destile
su icerisinde ¢oziildii. Cozelti 0.45 pm por capindaki membran filtrelerden (Millipore
Co. Billerica, MA, USA) gecirilerek sterilize edildi. Kullanilana kadar 4 °C’de

karanlikta saklandi.

Tris-Glisin Tamponu (5X)

Tris 15.1g
Glisin 9% g
SDS (% 10) 50 mL

Bu karigim 700 mL destile su igerisinde ¢oziildii ve destile su ile toplam hacim 1000 mL

ye tamamlandi.
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Sekil 3.5 Protein biiyiikliiklerinin saptanmasinda kullanilan protein standardinin jel gog
plan1 (Biorad Laboratories, Hercules, CA, USA)

3.2.4 Restriksiyon endoniikleaz enzim kesimleri ve agaroz jel elektroforezi

Aragtirmada kullanilan tiim restriksiyon endoniikleaz enzimleri ve bu enzimlere ait
tampon c¢ozeltiler New England Biolabs (Herts, UK) firmasindan saglanmigtir. Tiim
kesim reaksiyonlar1 i¢in, bu firma tarafindan Onerilen ve asagida belirtilen reaksiyon
karigimlar1 kullanilmistir:

Restriksivon Endoniikleaz Kesim Reaksivon Karisimi

DNA (mini 6l¢ek izolasyon) 10 uL
Restriksiyon Endoniikleaz Enzimi I 1 uL
Restriksiyon Endontikleaz Enzimi 11 1 uL

Restriksiyon Endoniikleaz Tamponu (2X) 2 uL

Destile su 6 uL
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Kesim reaksiyonlarinda Smal ve Taql hari¢ diger tiim restriksiyon endoniikleaz
enzimleri i¢in 37 °C’de 1 saat inkiibasyon uygulandi. Bu siireler; Smal icin 25 °C’de 1
saat, Tagl icin ise 65 °C’de 1 saat olarak alindi. Farkli inkiibasyon sicakliklar1 ve
siirelerine ihtiyag duyan restriksiyon endoniikleaz enzimleri i¢in ise Once diisiik
sicaklikta aktif enzimin ve ardindan da yiiksek sicaklikta aktif enzimin kesim
reaksiyonlar1 i¢in uygun inkiibasyon kosullar1 olusturuldu. Biiyiik 6l¢ek DNA izolasyon
ornekleri i¢in kesimde 5 uL DNA o6rnegi alindi. Tek restriksiyon endoniikleaz enzim
kesimi kullanildig1 kosullarda destile su miktar1 6 puL olarak kullanildi. Kesim sonuglari
1 Kb marker (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) kullanilmak suretiyle % 1
konsantrasyonunda agaroz igeren jellerde kontrol edildi. izole edilen DNA &rnekleri jel
kuyucuklarma 20° ser uL yiiklendi. Jel gd¢iinlin goriilebilmesi i¢gin DNA 6rneklerine
5 pL Orange-G yiikleme boyasi ilave edildi. Agaroz jel elektroforezi 100 V sabit
elektrik akiminda ve TAE (Tris-Asetat-EDTA) tamponda, 1 saat siireyle yapildi.
Elektroforez islemi sonrasinda DNA bantlar1t TAE tampon igerisine 2 pg/mL olacak
sekilde etidyum bromit (Sigma Chem. Co., USA) ilave edilerek 1 saat siireyle boyandi
ve UV 151k altinda goriintiilenerek fotograflari alindi (Kodak 200). Molekiiler biiyiikliik
tespiti DNA standard kullanilarak gerceklestirildi (Sekil 3.6).

Tris-Asetat-EDTA (TAE) Tamponu (50X)

Tris.HCI1 242 ¢
Glasiyel Asetik Asit 57.1 mL
EDTA (0.5 M) 100 mL

Destile su ile son hacim] litreye tamamlandi

Orange-G Yiikleme Tamponu

TAE (50X) 242 g
Gliserol 57.1 mL
Orange G 100 mL
Bidestile Su 36.25 mL
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Ik olarak bidestile saf su ile gliseroliin karistirildi. Ardindan Orange-G (Sigma Chem.
Co. USA) ve 50X TAE tampon ilave edildi. Bu ortam tekrar karistirildiktan sonra 1 mL

hacimlere boliindii ve -20 °C’de saklandi.
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Sekil 3.6 Kullanilan DNA standardinin % 1 agaroz jel go¢ plani (Invitrogene, Carlsbad
CA, USA)

3.2.5 DNA baglama reaksiyonu (Ligasyon)

PZR ya da agaroz jellerden geri kazanilan DNA parcalarinin klonlanmasi1 ya da yeni bir

vektore aktarilip tekrar kesilmesi i¢in, baglanma reaksiyonlar1 yapildi. DNA
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parcalarinin baglanma reaksiyonlarinda, T4 DNA ligaz enzimi ve bu enzime ait

tampon ¢ozeltileri (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) kullanildi.

DNA Baglanma Reaksivonu Karisimi

Vektor DNA 2 uL
DNA pargasi 6 uL
DNA seyreltme tamponu 2 uL
T4 DNA ligaz tamponu (2X) 10 uL
T4 DNA ligaz 1 pL

Once vektdr DNA, DNA pargasi ve DNA seyreltme tamponu, tiip igerisinde karistirildi.
Ardindan T4 DNA ligaz tamponu ve son olarak da enzim ilave edildi. Bu karisim 16
°C’de 12-16 saat tutularak baglanma gergeklestirildi. Eger T4 Quick DNA ligaz (New
England Biolabs, Herts, UK ) enzimi kullanilmis ise, reaksiyonda DNA parcalar1 8§ pL
olarak alimmis ve DNA seyreltme tamponu ilave edilmemistir. Bu reaksiyon icin
inkiibasyon oda sicakliginda 5 dk gerceklestirildi. Olusturulan vektoér son asamada,
dogrudan elektroporasyon ya da kimyasal transformasyon yolu ile konak hiicrelere

aktarildi.

3.2.6 B-galaktozidaz testi

Test yapilacak bakteri kiiltiirii, LB broth ortamina % 1 oraninda inokiile edildi ve 37
°C’de 200 rpm calkalama hizinda 12 saat gelistirildi. Negatif kontrol olarak, -
galaktozidaz aktivitesi icermeyen S. Typhimurium LT2 susu kullanildi. Gelistirilen
hiicreler, yeni LB siv1 besiyeri ortamina inokiile edildi (% 1) ve 3 saat yukarida
belirtilen inkiibasyon kosullarinda gelistirildi (ODgoo 0.4-0.6 arasi). Bu kiiltiirler 20 dk
buz banyosunda bekletildikten sonra, 2 mL kiiltiir 4000 rpm’de 10 dakika (4 °C’de)
santrifiij islemine tabi tutuldu. Ust sivinin ortamdan uzaklastirilmasimdan sonra hiicre
cOkeltisi, buzda sogutulan 2 mL Z tampon igerisinde ¢6ziildi. Hiicrelerin optik

yogunlugu (ODggo), Z tampon ¢dzeltisi sahit olarak kullanilmak suretiyle dl¢iildii (UV-
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VIS spectrophotometer, Shimadzu, Japan). Bu ortamdan alinan 0.5 mL hiicre
stispansiyonu, 0.5 mL Z tampon ¢6zeltisi ile seyreltildi. Seyreltilen hiicre siispansiyonu
tizerine 100 pL kloroform ve 50 puL % 0.1 SDS ilave edilerek karistirildi. 28 °C su
banyosunda 5 dakika inkiibasyon uygulandi. Reaksiyon, 0.2 mL ONPG (o-nitrofenil-3-
D-galaktozidaz, 4mg/mL, BioVectra, Price Edward Island, Canada) uygulanip
karistirilarak baslatildi ve sar1 renk olusuncaya kadar 28 °C su banyosunda bekletildi.
Reaksiyon, uygun sar1 renk olusuncaya kadar siirdiiriildii. Uygun sar1 renk olusumu, bu
ortamin optik yogunlugunun OD4,¢ de 0.6-0.9 arasina ulagmasi ile degerlendirildi. Sari
renk olusumu saptandiktan sonra (genellikle 1-2 saat arasinda) 0.5 mL, 1 M Na,C0s
ilavesi ile reaksiyon durduruldu. Bu ortamlardan alinan 1’er mL hacimler,
mikrosantrifiij tiiplerine aktarildt ve 12000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek,
kloroform ve hiicre ¢okeltisi ortamdan uzaklastirildi. Her bir tiipte {ist sivinin optik
yogunlugu 420 nm ve 550 nm dalga boylarinda ol¢iildi. B-galaktozidaz aktivitesi

asagidaki formiil kullanilarak saptandi:

Miller Unitesi= 1000X{(OD420-1.750Ds50}/(T X V X ODgq0)

* OD4y0 ve ODss. Reaksiyon karigimlarinin optik yogunlugu

* ODggo: Yikanan hiicre slispansiyonlarinin hiicre yogunlugu

T= Dakika olarak reaksiyon zamanlar1

V= Deneyde kullanilan kiiltiiriin mL olarak hacmi

Laktoz operonunun tam indiiksiyonunda 1500 iinite, indiiklenmemis laktoz operonu i¢in
ise 1.5-3 unite aras1 3-galaktozidaz aktivite dl¢iimleri tipiktir (Miller 1972, Griftith ve
Wolf 2002).

Z Tampon Cozeltisi

Na,HPO, .7H,0 0.80¢g
NaH,HPO, .H,0O 028 ¢
KCI (1 M) 1 mL
MgSO4 (1M) 0.05 mL
B-merkaptoetanol (0.05 M) 0.135mL

39



Ortama, hacim 40 mL’ ye ulasincaya kadar destile su ilave edildi ve tiim tuzlar ¢oziildii.
Ortam pH’s1, 2N HCI kullanilarak, 7.0 olacak sekilde ayarlandi. Destile su ilavesi ile
toplam hacim 50 mL’ ye c¢ikarildi. 0.45 pm membran filtreden (Sartorius, Germany)
gecirilmek suretiyle sterilize edildi. Hazirlanan ¢ozelti 4 °C’de saklanda.

ONPG (o-nitrofenil-B-D-galaktozidaz) Cozeltisi

ONPG 0.004 g

Fosfat tampon I mL

Fosfat Tampon Cozeltisi

NazHPO4 . 7H20 1.61 g
NaH,HPO, . H,O 0.55¢g
Destile su 100 mL

Ortam pH’s1, 2N HCI kullanilarak, 7.0 olacak sekilde ayarlandi ve 0.45 pm membran

filtreden (Sartorius, Germany) gecirilmek suretiyle sterilize edildi. Hazirlanan ¢ozelti

4 °C’de saklanda.

3.2.7 marT geninin pBAD/gIIIA vektoriine klonlanmasi

Aktivite kontrol testleri i¢in marT geni, pBAD/gIIIA vektorii kullanilmak suretiyle
E. coli’nin indiiklenebilir arabinoz BAD promotorunun 6niine klonlandi. Bu klonlamada

iki strateji kullanildi:

Ik stratejide marT geni kendi ribozom baglanma bolgesi, baslama ve sonlanma
kodonlarini i¢erecek primerler kullanilarak klonlandi. Bu primerler, Sacl (ileri primer:
5’GGAGCTCGGGGACAATCCATGTCCTGCTACG 3’) ve Pstl (geri primer,
5’GCTGCAGTTACCCATGTGTCACCCCGCGG 3°, 867 baz giftlik PZR iiriinii)

kesim bolgeleri igerecek sekilde diizenlendi.
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Ikinci stratejide primer seti baslama ve bitis kodonlar1 igermeyecek sekilde diizenlendi.
Burada amag, pBAD vektoriinde bulunan baslama, ribozom baglanma ve sonlanma
kodonlarin1 kullanmakti. pPBAD vektoriiniin klonlama bdlgesinin sonunda (arabinoz
BAD geninin sonu) alt1 adet histidin kodonu (6xhis tag) bulunmaktadir. PZR {iriinii
sonlanma kodonu igermediginden, pBAD vektoriiniin igerdigi bu alti adet histidin
bolgesi de, klonlanan genin iirliniine (MarT proteinine) ilave edilir. Bu sayede MarT-his
(histidin isaretli MarT proteini) iiretilir. Bu tip protein iiretimi i¢in diizenlenen
primerler, Sacl (ileri primer: 5> GGAGCTCTCCTGCTACGCAGCCACAGCATC3’)
ve Pstl (geri primer: 5’GCTGCAGCCCATGTGTCACCCCGCGG3’, 856 baz ciftlik
PZR fiiriinii) restriksiyon endoniikleaz kesim bolgesi igermektedir. Primer dizayni igin
MacVector (Accelryrs Software Inc., San Diego, CA, USA) programi kullanilmis ve
tim primerler, Operon Technologies (Huntsville, AL, USA) firmas1 tarafindan
iretilmistir. Bu primerler kullanilarak elde edilen PZR iiriinleri, TopoTA klonlama
kitinden yararlanilarak (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) PCR 2.1 vektoriine klonlandi.
Uretici firma &nerileri dogrultusunda yapilan klonlamada kisaca asagida belirtilen
asamalar ve kosullar kullanildi; 2 pL saflagtirilmis PZR {irlinii, 2 pL steril destile su, 1
uL tuz ¢ozeltisi ve 1 pL PCR 2.1 vektorli bir mikrosantrifiij tiipiinde karistirildi. Bu
ortam oda sicakliginda 5 dk tutuldu. Bu asamadan sonra s6z konusu karisim, 50 puL
E. coli Topl0O hiicreleri (Invitrogene, Carlsbad, CA, USA) iizerine aktarildi. Buz
tizerinde 30 dk tutulan hiicre ortami, 30 sn 42 °C’de 1s1 sokuna maruz birakildi ve
tizerine 500 puL LB broth ilave edildi. Bu ortam 37 °C’de 1 saat karistirilarak (200 rpm)
inkiibasyona tabi tutuldu. Inkiibasyon siiresi bitiminde bu karisim, X-gal (30 mg/L)
iceren LB agar ortamlarina 200 pL olacak sekilde ilave edildi. 37 °C’de 1 gece
inkiibasyondan sonra, beyaz koloniler (PCR 2.1 vektoriine klonlanan gen, -
galaktozidaz genini inaktive etmektedir), 6ze ile kanamisin igeren LB broth ortamlarina
alindi ve 37 °C’de 1 gece, 200 rpm c¢alkalama hizinda gelistirildi. Bu gelistirilen
hiicrelerden plazmid izolasyonu, plazmid izolasyon kiti kullanilarak (Qiagen, Valencia,
CA, USA) gergeklestirildi. Izole edilen plazmidlerin ilave fragmenti (PZR iiriiniinii)
icerip igermedigi, Pstl-Sacl restriksiyon endoniikleaz kesim reaksiyonu kullanilarak
kontrol edildi. Bu reaksiyonda 10 pL plazmid DNA, 2 pL tampon I, 1 pL Pstl ve 1 pL.
Sacl karigimi kullanildi. Karisim 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi ve olusan fragmentler %

1 konsantrasyonda hazirlanan agaroz jel sistemine uygulanarak tanimlandi (867 ve 856
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baz ¢ifti biiyiikliikler esas alindi). Dogru klonlardan, deneyin daha ileri asamalarinda

kullanilmak tizere stoklar hazirlandi.

Deneyin bir sonraki agamasinda; pPBAD/gIIIA vektorii igeren E. coli DH5a susu, 50 mL
LB broth ortaminda 1 gece gelistirildi (200 rpm, 37 °C). Bu kiiltiirlerden, biiyiik 6lgek
plazmid izolasyonu yontemi ile (Qiagen-tip 100 kit, Qiagen, Valencia, CA, USA)
hazirlanan pBAD/gIIIA plazmid ornekleri, yukarida tanimlanan sekilde, PstI-Sacl
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesildi. PCR 2.1 vektoriine klonlanan
fragmentler de ayni sekilde kesildikten sonra; diizlemsel hale gelen PBAD/gIIIA
vektorleri ve fragmentler, agaroz jelden geri kazanildi. Son asamada fragmentler
diizlemsel pBAD/gIIIA vektoriine baglandi (Sambrook ve Russell 2001). Dogru

klonlardan, deneyin daha ileri asamalarinda kullanilmak {izere stoklar hazirlandi.

Dogru fragmentleri igeren plazmidler (her iki strateji i¢in olusturulan birer rekombinant
plazmid), kontrol edilen kolonilerden izole edildikten sonra, elektrokompotent
S. Typhimurium LT2 hiicrelerine, elektroporasyon yolu ile aktarildi. Transformasyona
tabi tutulan ortamlar, 200 pL’lik hacimler halinde karbenisilin (100 pg/mL) iceren LB
agar ortamlarma aktarildt ve 37 °C’de 1 gece inkiibe edildi. Iki farkli plazmid
transformasyonu i¢in, segilen birer koloninin 1 gecelik kiiltiirli; karbenisilin (100
ug/mL) iceren LB broth ortamina aktarildi ve 37 °C’de, 200 rpm ¢alkalama hizinda,
ODgoo = 0.5 oluncaya kadar (~ 2—3 saat) gelistirildi. Bu siire sonunda farkli oranlarda
arabinoz (% 0.2, 0.02, 0.002, 0.0002, 0.00002 agirlik/hacim, Cizelge 3.1) hiicre kiiltiir
ortamlarina aktarildi. Kiiltiirler ayn1 kosullarda, ilave 3 saat daha gelistirildi. Bu
ortamlardan alinan 100 puL ornekler, 100 uL. 2XSDS yiikleme tamponu ile karistirildi ve
10 pL hacimler SDS-PAGE sisteminde yiiriitiildii. Naylon membranlara aktarilan jel
bantlari, Western lekelemeye tabi tutularak MisL protein iiretim degisimleri belirlendi.
MisL iiretim diizeyleri ayrica, B-galaktozidaz testi ile de kontrol edildi. Bdylece bu
rekombinant plazmidde marT geni {iriiniiniin MisL iiretimini indiikleyip indiiklemedigi,

Western lekeleme analizleri yaninda, -galaktozidaz aktiviteleri de dlgiilerek belirlendi

(Dorsey vd. 2005).
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Cizelge 3.1 Arabinoz konsantrasyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan stok ¢ozeltiler

Stok Cozelti SmL’ ye Arabinoz
Aktarilan Miktar Konsantrasyonu

% 20 0.05 mL % 0.2

% 2 0.05 mL % 0.02

% 0.2 0.05 mL % 0.002

% 0.02 0.05 mL % 0.0002

% 0.002 0.05 mL % 0.00002

3.2.8 Western lekeleme (blotting)

Protein belirlemede yar1 sulu Western lekeleme yontemi kullanildi. Bu islem i¢in, 6nce
SDS-PAGE jeli boyutunda kesilen Immobilon-P (PVDF) membran (Millipore Co.,
Billerica, MA, USA) metanol icerisine konarak 5 dk oda sicakliginda karistirma iglemi
uygulandi. Bundan sonra 4 kez 5° er dk’ lik siirelerle bidestile steril saf su ile
kanstirilarak yikandi. Transfer tampon ¢ozeltisi (20 mL 5X Tris-Glisin Tamponu, 20
mM Metanol, 6mL Bidestile Saf Su) ile yikanan Whatman kagidi (Whatman 3MM
Cellulose Paper, Whatman International Ltd., Maidstone, England) Biorad (Trans-Blot
SD, Semi-Dry Cell) transfer hiicresi (Biorad Lab. Inc., Richmond, CA, USA) alt
ylizeyine konuldu. Ayni tampon igerisinde yikanan membran, bu Whatman kagidi
lizerine yerlestirildi ve {izerine, protein yiiriitiilen jel kondu. Cam bir pipet, jel iizerinde
hafif bir sekilde yuvarlanarak hava kabarciklar1 alindi ve en {ist kisima, transfer tampon
cozeltisi icerisinde 1slatilan 3 par¢a Whatman kagidi (Whatman 3MM Cellulose Paper,
Whatman International Ltd., Maidstone, England) yerlestirildi. Transfer hiicresinin {ist
kapag1 kapatildiktan sonra, 60 dk stiresince sabit elektrik akimi (konulan jel basina 150
mA ve en fazla 15 Volt) uygulandi. Transfer isleminden sonra membran, 100 mL blok
tampon ¢ozeltisine (25 g yagsiz siit tozu, 250 uL Tween—20, 500 mL PBS, pH 7.4) ve
karistirict lizerinde 1 saat ya da 1 gece (12 saat) inkiibasyona tabi tutuldu. 1 saatlik
inkiibasyonlar oda sicakliginda, 1 gecelik inkiibasyonlar 4°C’de ve blok tampon
cOzeltisine % 0.1 oraninda sodyum azid ilave edilerek gergeklestirildi. Ardindan
membran, 50 mL blok tampon ¢ozeltisi icerisine 50 uL primer antibadi ¢ozeltisi ile

muamele edildi ve oda sicakliginda 1 saat yavas bir sekilde karistirilarak inkiibasyona
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tabi tutuldu. Primer antibadi uygulamasi bitiminde membran, her seferinde blok tampon
igerisinde 5 dk siiresince karistirilarak (oda sicakliginda) 3 kez yikandi. Buradan alinan
membran, ikinci antibadi ¢ozeltisini (50 mL blok tampon ¢ozeltisi igerisine 2.5 uL
ikinci antibadi konularak hazirlandi) iceren plastik kaba aktarildi ve ayni kosullarda 1
saat daha tutuldu. Ikinci antibadi uygulanan membran, 3 kez blok tampon ve 3 kez de
steril PBS ¢ozeltisi kullanilarak son yikama isleminden gegirildi (membran sistemleri
yeni iglem i¢in plastik kaplara transfer edilmeden 6nce, bu kaplar daima % 70 etanol ile
temizlendi). Buradan alinarak koruyucu strece yerlestirilen transfer membrani {izerine
Biorad Immune-Star substratt uyguland1 ve 1 dk oda sicakliginda bekletildi ve siire
bitiminde substrat akitildi. Membran naylon koruyucu igerisine alind1 ve transfer yiizeyi
film ile temas edecek sekilde X-Ray film (Kodak Biomax MS film; Kodak Health
Imaging, Chelon, France) iceren kasete (Spectronics Co., Wetsbury, New York, USA)
yerlestirildi. Gelisim ic¢in farkli siirelerde bekletilen filmler, developer’a (X-Ray
Developer LX-24, Eastman Kodak Co., New York, USA) yerlestirildi ve lekeler

tanimlandi (Harlow ve Lane 1999).

5XTris-Glisin Tampon Cozeltisi

Tris 15.1g
Glisin 940 ¢
SDS (% 10) 50 mL

Bu igerikler 700 mL saf su igerisinde c¢oziildiikten sonra toplam hacim 1 litreye

tamamlandi.

3.2.9 Immiin elektron mikroskopi

Diisiik tuz konsantrasyonu i¢eren 4 mL LB broth ortamina S. Typhimurium NA23 susu
inokiile edildikten sonra optik yogunluk (ODggo) 0.5 diizeyine ulagincaya kadar 37
°C’de inkiibasyona tabi tutuldu. Kiiltiirler daha sonra ortama, son konsantrasyonu
% 0.02 olacak sekilde L-arabinoz ilave edilerek 3 saat daha inkiibe edildi. MisL

ototransporter iiretiminin tesvikini esas alan bu uygulamadan sonra, anti-MisL
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antiserumu kullanilarak, s6z konusu proteinin hiicre yiizeyindeki lokasyonu immiin

elektron mikroskopi yontemiyle belirlendi.

Immiin altin isaretleme asamasinin ilk basamaginda, fosfat ile tamponlanmis peptonlu
su ile iki kez yikanan bakteri siispansiyonu, 10 pL olacak sekilde elektron mikroskop
gridlerine aktarildi ve 2 dakika oda sicakliginda tutuldu. Grid {izerindeki fazla
siispansiyon akitildiktan sonra, {izerine % 1 oraninda si8ir serum albumini igeren fosfat
ile tamponlanmis peptonlu su igerisinde 1/250 oraninda seyreltilen MisL antibadi
cozeltisinden 10 uL ilave edildi. Bu ortam oda sicakliginda 20 dakika tutuldu ve bu
stire sonunda gridler % 1 oraninda si1g1r serum albumini igeren fosfat ile tamponlanmis
peptonlu su (PBS) ile 1 dk yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra, % 1 oraninda
sigir serum albumini igeren PBS igerisinde 1/20 oraninda seyreltilen altin isaretli ikincil
antibadi (Gold Labelled AntiGoat IgG, Sigma Chem Co. USA) 10 puL olacak sekilde
ilave edildi ve tekrar 20 dakika oda sicakliginda tutuldu. Son asamada gridler, % 1
oraninda s1g1r serum albumini igeren PBS ile 1 dk yikandi ve oda sicaklifinda tutularak
kurutuldu. Elektron mikroskopik fotograflar Philips CM 120-A elektron mikroskobu
kullanilarak alindi (Dorsey vd. 2005, Chessa vd. 2008a).

3.2.10 Salmonella Typhimurium 14028 susunda marT geninin ifadesi

3.2.10.1 marT geninin PZR ile ¢ogaltilmasi

Ik olarak Luria Bertani (LB) broth besi ortaminda 18 saat siire ile 37 °C’de 200 rpm
calkalama hizinda gelistirilen S. Typhimurium ATCC14028 susundan GenElute
bakteriyel genomik DNA kiti (NA2120, Sigma Chem. Co., USA) kullanilarak, iiretici

firmanin 6nerdigi protokole gére genomik DNA izolasyonu gerceklestirildi.

Sioma GenElute Bakterial Genomik DNA Kiti izolasyon Protokolii:

1. 18 saat siire ile 37 °C’de 200 rpm ¢alkalama hizinda gelistirilen S. Typhimurium
ATCC14028 susundan 1.5 mL alinarak steril mikrosantrifiij tiipiine aktarildi ve
14000 rpm’de 2 dk siire ile santrifiij islemi uygulandi. Ust sivi ortamdan
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10.

11.

uzaklastirildiktan sonra, elde edilecek genomik DNA miktarinin arttirilmasi amaci
ile ¢okelti lizerine aktif kiiltiirden 1 mL daha ilave edilerek ayni hiz ve zamanda
santrifiij islemi yapildi.

Cokelti 180 pL Liziz c¢ozeltisi (B 6678) icerisinde ¢oziildii. Siispansiyon {izerine
20 uL RNaz A (R 1648) eklendi, karistirildi ve 2 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi.

Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra, karistma 20 pL proteinaz K (20 mg/mL)
eklenip karistirildi ve 30 dk 55 °C’de inkiibe edildi.

Hiicrelerin parcalanmasi igin, karigim iizerine 200 pL Liziz C ¢ozeltisi (B 8803)
ilave edildi, 15 sn karistirildi ve 10 dk 55 °C’de inkiibasyona tabi tutuldu.
Inkiibasyon sirasinda GenElute Miniprep baglanma kolonlarmin galismaya hazir
hale getirilmesi amaci ile her kolona 500 puL kolon hazirlik ¢ozeltisi aktarildi ve
kolonlar 2 mL hacminde mikrosantrifiij tlipleri igerisine yerlestirildi. 12000
rpm’de 1 dk santrifiij basamagindan sonra, mikrosantrifiij tliplerine siiziilen sivi
uzaklastirildi.

Hiicreleri iceren ¢ozelti iizerine 200 pL % 100’liikk etanol eklenerek 10 sn
stiresince karigtirildu.

Hiicreleri igeren ¢Ozeltinin tamami, daha 6nceden hazirlanan kolonlara aktarildi ve
7000 rpm’de 1 dk santrifiij islemi uygulandi. Kolonlar 2 mL’lik yeni
mikrosantrifiij tiiplerine transfer edildi.

Kolonlar iizerine 500 uLL Yikama ¢ozeltisi O (Wash Solution O, W 0263) aktarildi
ve 7000 rpm’de 1 dk santrifiij uygulandiktan sonra, kolonlar 2 mL hacminde
baska bir mikrosantrifiij tlipline transfer edildi.

Konsantre yikama ¢ozeltisinin (B 6553) etanol kullanilarak seyreltilmesi sonucu
hazirlanan ¢o6zeltiden 500°er uL kolonlara aktarildi ve 14000 rpm’de 1 dk
siiresince santrifiij edildi. Etanol kalintisinin gézlenmesi durumunda santrifiij
tekrarland1 ve kolonlar temiz 2 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirildi.

200 pL, ImM Tris (pH 8) kolonlarin merkezine aktarildi, 5 dk oda sicakliginda
bekletildi ve 7000 rpm’de 1 dk siiresince santrifiij islemine tabi tutuldu.

Ayni islem 100 pL. 1mM Tris (pH 8) ilavesi ile tekrar edilerek, toplam hacimde
300 uL genomik DNA c¢ozeltisi elde edildi.
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marT geninin ¢ogaltilmasinda kullanilacak primerlere eklenen restriksiyon endoniikleaz
tanima serilerinin hangi enzime ait olacaginin belirlenmesinde, enzimin ¢ogaltilacak gen
icersinde kesim bdlgesi icermemesi ve aynmi enzimlerin, kullanilacak olan pBAD24
vektoriiniin  klonlama bolgesinde de kesim yapmasina dikkat edildi. Restriksiyon
endoniikleaz enzimlerinin hedef gen igerisinde kesim bdlgesinin olup olmadiginin
arastirllmasinda  Webcutter 2.0  (http://bio.lundberg.gu.se/cutter2/) programindan
yararlanildi ve ECORI ve Pstl restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin bu ¢alisma igin

uygun oldugu sonucuna varildu.

marT geninin tamaminin ¢ogaltilmasi amacina gore tasarlanan pimerler kullanilarak
gerceklestirilen polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) kosullari: 94 °C’de 2 dk, 30 dongii:
94 °C’de 15 sn, 49 °C’de 30 sn, 72 °C’de 1dk ve son basamak olarak 72 °C’de 5 dk

olarak belirlendi.

3.2.10.2 Elektrokompetent hiicrelerin hazirlanmasi

% 1 inokiilasyon orani ile LB broth ortamina (2 mL) aktarilan Salmonella suslari, 37
°C’de ve 200 rpm ¢alkalama hizinda 12 saat gelistirildi. Buradan 1 mL alinarak 100 mL
LB ortamina ekim yapildi ve ODggo 0.4-0.6 oranina ulasincaya kadar (yaklasik 3 saat)
37 °C’de ve 200 rpm ¢alkalama hizinda inkiibasyona tabi tutuldu. Bu zaman zarfinda %
10 gliserol ¢ozeltisi buz banyosunda sogutuldu. Hiicreler 5000 rpm’de 10 dk santrifiij
edilerek (+4 °C) ¢oktiiriildii. Coktiiriilen hiicreler, buz banyosunda sogutulmus steril
destile su igerisinde (50 mL) ¢6ziildii. Bu ortam tekrar 5000 rpm’de 10 dk santrifiij
edilerek (+4 °C) c¢oktiiriildii ve 25 mL buz banyosunda sogutulmus steril destile su
icerisinde ¢oziildii. Hiicre siispansiyonu son santrifiij isleminin ardindan (5000 rpm, +4
°C, 10 dk) 400 pL soguk % 10 gliserol igerisinde ¢oziildii. Buz banyosunda 30 dk
bekletilen bu ortam, daha sonra 50 pL’ lik hacimlere boliindii ve tiipler -80 °C’de
sakland1 (Dagert ve Erlich 1979, Nishumura vd. 1990).
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3.2.10.3 Elektroporasyon

Plazmid ya da vektéor DNA (>3 pg, <10 ug) 6rnegi, 50 uL elektrokompetent hiicre ile
karistirildi. Bu karisim daha once buz banyosunda sogutulmus elektroporasyon (Bio-
Rad Gene Pulser, Hercules, CA, USA) kiivetlerine (0.2 cm) aktarildi. Elektroporasyon
25 uFd, 2.5 K volt ve 200 ohm kosullarinda sabit zamanli olarak (tek wvurus)
gerceklestirildi. Bu islem sonunda hiicreler 1 mL SOC (% 0.5 maya oziitii, % 2.0
tripton, 10 mM NaCl, 2.5mM KCI, 10 mM MgCl,, 20 mM MgSQO,, 20 mM glukoz,
Teknova, Hollister, CA, USA) ortamina alind1 ve 37 °C’de 1 saat bekletildi (hiicreler T7
polimeraz igeriyor ise, sicaklik 30 °C olarak degistirildi). Hiicreler 9000 rpm’de 5 dk
santrifiij edilerek ¢oktiirtildii ve se¢im ortaminda elekrotransformantlar secildi

(Nishumura vd. 1990).

3.2.10.4 Arabinoz varhginda marT iiretiminin tesviki, RNA izolasyonu ve cDNA
iiretimi

Uygun antibiyotikleri igeren LB broth ortamlarinda 37 °C’de 1 gece gelistirilen
MZ1627 (S. Typhimurium AmarT+pNAOl) ve MZ1629 (S. Typhimurium
AmarT+pBAD24) suslari, uygun antibiyotikler ilave edilmis 200 mL LB broth besi
ortamina % 1 oraninda inokiile edildi. 200 rpm ¢alkalama hizinda, 37 °C’de ODgp=0.5
diizeyine kadar gelistirilen kiiltiir ortamlarina, marT geninin ifadesi i¢in optimum diizey
olarak belirlenen % 0.02 oraninda L-arabinoz eklendi ve inkiibasyona devam edildi.
Arabinoz ilavesinden 20 dakika, 1 saat ve 5 saat sonra 25’er mL Ornekler alinarak,
tizerlerine 5 mL buzda sogutulmus % 5 asidik fenol / % 95 EtOH c¢ozeltisinde ilave
edildi ve 5000 rpm’de, 4 °C’de, 20 dk siiresince santrifiij islemi uygulandi. Santrifiij
sonrasinda elde edilen hiicre ¢okeltisi, 1 mL TE tampon (pH 7.5) ile yikandi ve
¢okeltiler kullanilana dek -80 °C’de muhafaza edildi.

Arabinoz indiiksiyonu uygulanan bakteri g¢okeltileri, bir sonraki basamakta RNA
izolasyonunda kullanildi. RNA izolasyonu i¢in Promega SV total RNA izolasyon
kitinden (Promega Co. Madison, USA, Cat No. NZ3100) yararlanildi. Elde edilen RNA

ornekleri % 1.5 oraninda agaroz igeren jelde yiiriitiildii ve UV 151k altinda goriintiilendi.
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Promega SV total RNA izolasyon Kiti Protokolii:

1

2)

3)

4)
5)

6)

7)

8)

9)

10)

11)

-80 °C’de muhafaza edilen bakteri ¢okeltileri, taze hazirlanan ve 50 mg/mL
oraninda lizozim igeren 200 uL TE tampon igerisinde ¢6ziildii ve oda sicakliginda
5 dk inkiibasyona birakildi.

Karigim tizerine 150 pL SV RNA liziz tamponu ve 700 pLL RNA diliisyon
tamponu aktarilarak, iyice karigmasi saglandi. Bu karisim 70 °C’de 3 dakika
inkiibasyona tabi tutuldu.

Karigima, 400 puL % 95°1lik EtOH eklenerek 3-4 defa pipetlendi ve 14,000 rpm’de
10 dk siiresince santrifiij islemi uygulandi.

Karisim Spin kolon sistemine aktarilarak 14,000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

Tiip icerisine gecen sivi uzaklastirildiktan sonra, membran iizerine 600 pL. SV
RNA yikama ¢ozeltisi aktarilarak 14,000 rpm’de 1 dk santrifiij islemi uygulandi.
Bu basamaklar uygulanirken bir taraftan DNaz inkiibasyon karisimi hazirlandi:
reaksiyon basma 40 pL merkez tamponu + 5 pL 0.09M MnCl, + 5 pL DNaz I
enzimi olacak sekilde karisim hazirlanarak pipet araciligi ile karistirilda.

Her membran iizerine 50 pL. DNaz inkiibasyon karisimi aktarilarak 15 dk boyunca
oda sicakliginda bekletildi.

Inkiibasyon siiresi tamamlandiginda membran iizerine 200 pL SV DNaz durdurma
cozeltisi aktarildi ve 14,000 rpm’de 1 dk santrifiij uygulandi.

Stiziilen s1vi uzaklagtirildi ve membran tizerine 600 uL. SV RNA ¢ozeltisi transfer
edilerek 14,000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

Tiip igerisinde biriken siv1 atildiktan sonra, membrana 250 pL SV RNA yikama
cozeltisi aktarilarak 14000 rpm’de 2 dk santrifiij islemi uyguland.

Kolonun yeni bir mikrosantrifiij tlipline transferinin ardindan, membrana 100 pL
niikleaz icermeyen destile su aktarildi ve 1-5 dk beklendi. Ardindan 14,000
rpm’de 1 dk siiresince santrifiij islemi gerceklestirildi. Son asamada RNA
orneginin konsantrasyonu nanodrop yardimu ile belirlendi ve kullanilacagi zamana

dek -80 °C’de muhafaza edildi.

Elde edilen RNA ornekleri, daha sonra Q-PZR denemesinde yararlanilacak olan cDNA
sentezinde kullanildi. RNA 6rneklerinden cDNA sentezinde Superscript II RT cDNA
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sentez kitinden (Invitrogene, Carlsbad CA, USA) yararlanildi. RNA oOrneklerinden

cDNA sentezinin gerceklesip gerceklesmedigi, % 2 oraninda agaroz iceren jeller ile

kontrol edildikten sonra Q-PZR basamagina ge¢ildi.

Superscript II RT ¢cDNA sentez protokolii:

Toplam reaksiyon hacmi Ing-5pg RNA igerecek sekilde 20 pL olmalidir.

1.

o

Asagida belirtilen bilesenler niikleaz icermeyen bir tiip icerisinde karigtirildr :

Oligo (dt) (500pg/mL) ya da 50-250 ng rastgele primer........... 1 uL
INg-5 L RNA ..o x uL
1 uL ANTP karigimi (her biri 10mM).......ccceevviieiiiieeiieeeiies 1 uL
Steril destile SU......ocuiriiririeniiieeeeee e son hacim

12 pL olacak sekilde ilave edildi.
Karisim 65 °C’de 5 dk inkiibe edildikten sonra buz {iistiinde sogutuldu. Karigim

iizerine:

SX First strand tamponU...........ceeeueeevieniienieenieeieeiee e eseee e 4 uL

O IM DTt 2 ulL

RNase OUT (40 Gnite/pL)....cccevieeniieeiieeieeeeeeeee e 1 uL ilave edildi

Tiiplin icerigi yavas bir sekilde karistirildi (rastgele primerler kullaniliyor ise
25 °C’de 2 dk inkiibasyon basamagi uygulanir).

Inkiibasyon sonrasinda drnek iizerine 1 pL (200 iinite) SuperScript II RT ilave
edildi ve pipet kullanilarak karistirildi (eger 1pg’dan daha az miktarda RNA
kullanilmis ise SuperScript II RT miktar1 0.25 pL’ye diisiirtilebilir. Son hacim 20
puL’ye tamamlanmalidir).

42 °C’de 50 dk inkiibasyona tabi tutuldu.

Reaksiyon 70 °C’de 15 dk 1s1l islem uygulamasi sonucu durduruldu.

3.2.11 Q-PCR yontemi ile mikrodizin caliymasi icin en uygun zaman dilliminin

belirlenmesi

Yiiriittiiglimiiz calisma sirasinda kurgulanan denemede amag, mikrodizin sistemleri

kullanilarak, pBAD24 plazmidine akratilan marT geninin ifade diizeyinin, gelisme
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ortamina arabinoz ilavesi ile degisiminin belirlenmesidir. Boylece misL regiilasyonun
yani sira, marT ifadesindeki artisa bagli olarak hiicrede ifade diizeyi degisen diger

genlerin belirlenmesi miimkiin olacaktir.

Bu denemenin baslatilmasi i¢in oncelikle MarT ve dolayist ile misL {iretiminin en
uygun oldugu zaman diliminin belirlenmesi islemi gergeklestirildi. marT ve misL
genlerine 6zgli primerler dizayn edildikten sonra, marT ve misL genlerinin optimum
lretim zamanlart tanimlandi.  Primer dizileri sirast ile: misL ileri primer: 5’
TACTCACGGCGCGAATACT3 ,geri primer: 5’ACGTAAATATTGGCCGATCC3’;
marT ileri  primer: 5S’ATACACCACCATGCCGTCTT3, geri  primer:
5’AATCGCCTGGCTTCATTATC3’ kontrol olarak kullanilan gapA ileri primer:
5’"GGAACGCCATACCAGTCAGS3’, geri primer: 5’AACCCAGAAAACCGTTGAC3’
olarak belirlendi. PZR karigimi son konsantrasyonu 200 ng olacak sekilde cDNA, ileri
ve geri primerler ve 2X Q-PZR Supermix BioPioneer karistirilarak hazirlandi.
Reaksiyon kosullari: 95 °C’de 15 dk, 40 dongii boyunca 95 °C’de 15 sn, 55 °C’de 1 dk
ve 72 °C’de 30 sn olarak uygulandi. Q-PCR sonucunda elde edilen iiriin miktari

hesaplanmak suretiyle mikrodizin denemelerinde kullanilacak en uygun zaman araligi

belirlendi (Tiikel vd. 2007).

3.2.12 Mikrodizin denemeleri

3.2.12.1 RNA o6rneklerinin isaretlenmesi ve mikrodizin denemesine hazirlanmasi

Q-PCR c¢alismas1 sonucunda belirlenen zaman dilimlerine ait RNA 6rnekleri mikrodizin
slaytlarina uygulamadan Once, farkli renkte 151ma yapan 2 boya ile isaretlendi. Bu amag
icin GE Healtcare (Buckinghamshire, UK) firmasindan saglanan Cy5'"-5 dCTP
(PA55021) ve Cy3™-3 dCTP (PA53021) boyalar: kullamldi. Bu boyalar 1s13a karst
hassas oldugu i¢in RNA isaretlemesi isleminin karanlik bir ortamda gerceklestirilmesine
dikkat edildi. Calismamiz sirasinda, isaretlenecek RNA konsantrasyonu 30 pg olarak
belirlendi ve istenilen konsantrasyondaki RNA ile isaretleme calismalar
gergeklestirildi. Bu denemede calisilacak Ornek g¢iftleri asagida verildigi gibi

diizenlendi:
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Ornek ad1 Isaretlendigi boya

MZ1627 20 min Cy3
MZ1629 20 min Cy5
MZ1627 1s Cy5
MZ1629 1s Cy3

RNA orneklerinin isaretlenmesi

1.  Son konsantrayon 30 pg olacak sekilde alinan RNA Ornekleri, son hacim 28-30
pL olana dek vakum santrifiij sisteminde kurutuldu.

2. RNA o0rnegi lizerine 2 pL rastgele hekzamer Ng¢ (2 pg/uL) eklendi ve pipet
kullanilarak karistirildi.

3. 70 °C’de 10 dk siiresince inkiibe edilen ornekler daha sonra buz iizerinde
sogumaya birakildi.

4.  Taze olarak hazirlanan ana karigimdan 26 pL her bir 6rnek iizerine aktarildi ve

hassas bir sekilde karistirildi.

Ana Karisim

0.1 M DTT 6 uL

1. zincir tamponu 12 uL

1.2 pL niikleotit karigimi 1.2 uL (25 mM dATP, dTTP, dGTP/ 10mM
dCTP)

Superscript II (RT) 4 uL

RNazin (RNaz inhibitor) 2 uL

Niikleaz igermeyen su 0.8 uL

Toplam hacim 26 uL

5. Ornekler iizerine isaretlenecekleri boyalardan 4 pL aktarild: ve 42 °C’de 60 dk
inkiibasyona birakildi. Bu basamaktan itibaren 6rneklerin 1siktan korunmalarina
0zen gosterildi. Deneme sirasinda kontrol olarak kullanilacak 6rnek Cy5-dCTP,

deneme 6rnegi ise Cy3-dCTP ile isaretlendi.
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6.  Inkiibasyon siiresi tamamlandiginda 6rnekler iizerine 2 pL Superscript 11 aktarildi,
yavas bir sekilde karistirildi ve yeniden 42 °C’de 60 dk inkiibasyona tabi tutuldu.

7. Ornekler iizerine 3 pL 1M NaOH ilave edildikten sonra, 70 °C’de 10 dk tutuldu.

8. Her bir 6rnege 3 pL. IM HCI ilave edilerek karistirildi ve drnekler temizlenene

dek -80 °C’de muhafaza edildi.

Isaretlenmesi gerceklestirilen RNA 6rnekleri daha sonra QIAquick PCR saflastirma kiti
izlenmek suretiyle temizlendi ve mikrodizin slaytlarina uygulanmaya hazir hale

getirildi. Ornekler temizlendikten sonra hemen kullamlmayacak ise, 151k almayacak
sekilde -80 °C’de muhafaza edildi.

3.2.12.2 Mikrodizin slaytlarimin hazirlanmasi, hibridizasyonu ve analizi

Slaytlarin analiz islemindeki basamaklar asagida belirtildigi sira ile gerceklestirilmistir

(Porwollik vd. 2004).

On hibridizasyon:

1. On hibridizasyon ¢ézeltisi hibridizasyondan énce 42 °C’ ye kadar 1s1tildu.

2 Slaytlar % 0.1’lik SDS ¢ozeltisinde 2 dakika yikandi.

3. Daha sonra slaytlar 2 dakika boyunca destile suda yikandi.

4 Slaytlar 6n-hibridizasyon ¢ozeltisine alinarak, hibridizasyon firininda gevirilmek
suretiyle, 42 °C’de 45 dakika siiresince inkiibe edildi.

5. On hibridizasyondan sonra slaytlar 2 defa 2’ser dakika siire ile destile suda

yikandi ve santriflij islemi uygulanarak kurutuldu.

Hibridizasyon:

Hibridizasyondan asamasindan 6nce, kullanilacak olan 2xhibridizasyon ¢6zeltisi 70 °C

su banyosunda 1sitild1.

1. Daha onceden isaretlenen RNA oOrnekleri, hibridizasyon cozeltisi ile (40 pL
isaretlenmis prob + 40 pL 2x hibridizasyon ¢6zeltisi) karistirildi.

2. Hazirlanan prob karisimi 95 °C’de 5 dk siiresince inkiibe edildi.

3.  Inkiibasyon sonrasinda 30 sn santrifiij uygulanmas ile s1v1 alinds.
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4. Mikrodizin slaytlart Corning Hybridization ¢emberi icerisine yerlestirildi. Prob,
pipet yardimiyla slayt iizerine aktarildi ve iizerine cam slayt kapatildi. Ornek
mikrodizin slayt1 yiizeyine aktarilirken, hava kabarcigi kalmamasina 6zen
gosterildi. Cember kapatildiktan sonra 42 °C ‘de 1 gece inkiibasyona birakilarak
hibridizasyon gergeklestirildi.

Hibridizasyon sonrasi yikama:

1.  Hibridizasyon ¢emberi, cam slayt yiizeyi iistte kalacak sekilde sokiildii.

2. Mikrodizin slaytt 2X SSC, % 0.1 SDS igerisinde 42 °C’de 5 dk siiresince
calkalanarak yikandi.

3. Verinin bulundugu kenarlara dokunulmamasina dikkat edilerek, slayt 0.1XSSC, %
0.1 SDS ¢ozeltisine transfer edildi ve oda sicakliginda 10 dk siiresince ¢alkalanda.

4.  Mikrodizin slayti, oda sicakligindaki 0.1XSSC c¢ozeltisinde 1 dk siiresince
calkalamak suretiyle yikand1 ve bu basamak 4 kez tekrarlandi.

5. Son olarak 10 sn siiresince destile su ile yikanan slayt, vakumlu santrifiij

uygulamast ile kurutuldu ve lazer 15181 altinda taranmaya hazir hale geldi.

On hibridizasyon ve hibridizasyon sirasinda kullanilan cozeltiler

2XSSC/ % 0.1 SDS, kullanilmadan once 42 °C’ ye isitiimahdir

20x SSC 100 mL
% 10 SDS 10 mL
dH20 890 mL
Toplam 1000 mL

0.1x SSC/ % 0.1 SDS

20x SSC SmL

% 10 SDS 10 mL

dH20 985 mL

Toplam 1000 mL

0.1x SSC

20x SSC SmL

dH20 995 mL

Toplam 1000 mL
% 0.1 SDS

% 10 SDS 10 mL

dH20 990 mL

Toplam 1000 mL
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20x SSC (1 litre cozelti icin)

175.3g NaCl

88.2g Sodyum sitrat

800 mL distile su igerisinde ¢oziilerek pH 7.02 ayarlandi. Bu ¢ozelti 6n-hibridizasyon
¢Ozeltisi i¢in stok olarak kullanildi

10x SDS ¢ozeltisi

50 g SDS
500 mL distile su
Bu ¢6zelti 6n hibridizasyon ¢ozeltisi i¢in stok olarak kullanildi

On hibridizasyon cozeltisi

Form amid 25mL
20x SSC 25mL
% 10 SDS I mL

BSA (0.01g) (BSA- Albumin Bovine) 10mg
ddH20 49mL

2X Hibridizasyon tamponu

% 50 Form amid 500 uL
10x SSC 500 pL
%0.2 SDS 20 uL

Mikrodizin slaytlar1 ScanArray™ Express (Packard Bioscience, Meridien, USA) cihaz1
kullanilarak, 633 nm ve 543 nm lazer igiklart altinda tarandi. Elde edilen 1sima
sonuglari,, QantArray Version 3.0 programi kullanilarak analiz edildi. Denemede
kullanilan 6rnek c¢iftleri i¢in mikrodizin denemesi 3 kez tekrarlandi ve elde edilen

verilerin ortalamasi alinmak sureti ile sonuglar degerlendirildi.

3.2.13 Fibronektinin fragmentasyonu

Sigir fibronektininin (FN) sinirh proteolizi Sekiguchi ve Hakomori (1980) tarafindan
Onerilen yontem kullanilarak gergeklestirildi. 0.1 mL sigir FN (1 mg/mL) (Sigma Chem.
Co. USA), 0.005 mL termolizin (0.1 mg/mL) (Sigma Chem. Co. USA) ile muamele
edildi ve oda sicakliginda 4 saat tutuldu. Son konsantrasyonda 1 mM olacak sekilde
EDTA ilave edilerek reaksiyon durduruldu. Enzimatik kesime ugratilan FN (0.004
mg/kuyu) SDS-PAGE sisteminde tanimlandi. Ornekler hem Coomassie brilliant blue
ile boyanarak goriintiilendi ve hem de Immobilon-P (PVDF) membrana aktarilarak

Western lekeleme islemine tabi tutuldu. Membran 1 saat blok tamponda oda
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sicakliginda bekletildikten sonra 70 nM GST-MisL ya da 70 nM GST (blok tamponda

hazirlanmis) ile oda sicakliginda 90 dk muamele edildi.

Membran PBS’de (pH 7.4) yikandiktan sonra, baglanan GST-MisL ya da GST 1/1000
keci anti-GST primer antibadi (Sigma Chem Co. USA) ve monoklonal anti-keg¢i IgG
alkali fosfataz ikincil antibadi ile isaretlenerek tanimlandi (Biorad Laboratories,

Hercules, CA, USA).

3.2.14 Glutation S-transferaz (GST) fiizyon proteinlerinin saflastirilmasi

Karbenisilin (% 0.1) igeren 2 L LB ortami 50 mL E. coli/pGEX4T-2 ile inokiile
edilerek ODgpp = 0.6 diizeyine ulasincaya dek 37 °C’de inkiibasyona tabi tutuldu.
Yaklagik 3-4 saat sonra kiiltiir ortamina 1 mL (IM) IPTG (izoprapil-f-D-tiogalaktozit,
Ambion Inc., Austin, TX, USA) aktarilarak, inkiibasyona 3 saat daha devam edildi.
Indiiksiyon oncesi toplam protein lizatlar1 IPTG ilave edilmeyen hiicre kiiltiirlerinden
yapild1. Indiiksiyon sonrasinda hiicreler 7,000 rpm de 20 dakika (4 °C) santrifiij edilerek
coktiiriildi. Hiicre ¢okeltisi buzda sogutulan ve proteaz inhibitorii iceren 10 mL PBS’de
¢oziildii. Bu hiicreler French Press’de (French Press,Thermo Electron Co., Waltham,
MA, USA) 12,000 psi basingta 3 kez muamele edildi ve 15,000 rpm’de (4 °C) 45
dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii.

Saflastirma igleminin bir sonraki basamaginda glutatiyon sefaroz bilyeler hazirlandi.
Yavas bir sekilde karistirilan % 75 glutation sefarozdan (GE Healthcare Life Sciences,
New Jersey, USA) 1.5 mL alinarak, 50 mL lik falkon tiipe aktarildi. Bu ortam 1800
rpm’de 8 dakika santrifiij islemine tabi tutuldu ve {ist sivi ortamdan yavasca aspire
edildi. Sefaroz bilyeler 20 mL buzda sogutularak PBS igerisinde ¢oziildii ve bir dnceki
santrifiij islemi tekrar edildi. Olusan iist siv1 aspire edildikten sonra, sefaroz bilyeler 2
mL PBS icerisinde ¢oziildii. Bu ortam {izerine Frenh press’e tabi tutularak hazirlanan
hiicreler ilave edildi ve 4 °C’de 30 dakika siireyle yavas bir sekilde karistirildi. Flizyon
proteinin geri kazanimi i¢in, Qiagen kolonlara yiiklenen ortamin siiziilmesi beklendi.
Kolon matriksi buzda sogutulan 10 mL PBS ile 4 kez yikandiktan sonar 1 mL

glutatiyon geri kazanma tamponu (GE Healthcare Life Sciences, New Jersey, USA) ile
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muamele edildi ve oda sicakligina 10 dk tutuldu. Bu asama 5 kez tekrar edilerek fiizyon

proteini saflastirildi (Dorsey vd. 2005).

3.2.15 Histidin isaretli fiizyon proteinlerinin saflastirilmasi

Karbenisilin (% 0.1) igeren 1 L LB broth iizerine 50 mL E. coli/ pET101/D aktif
kiiltiirii ilave edilerek 37 °C’de ODggo= 0.6 oluncaya dek gelistirildi (yaklasik 3-4 saat).
Bu kiiltiirden 1 mL alindiktan sonra, 1 mL (IM) IPTG ilave edilerek 3 saat daha ayni
kosullarda inkiibasyona devam edildi. Toplam hiicre protein lizatlar1 indiiksiyon dncesi
ve sonrasi alinan 6rneklerde olusturuldu. Ana kiiltiirler 7,000 rpm de 20 dakika (4 °C)
santrifiij edilerek c¢oktiiriildii ve ¢okelti 8 mL liziz tamponunda ¢6ziildi (50 nM
NaH,PO4, 300 nM NaCl, 10 nM Imidazol). Uzerine 1 mg/mL olacak sekilde lizozim
ilave edildi ve buzda 30 dk tutuldu. Bu c¢ozeltiye sonikasyon, 200-300 W/10 sn
kosullarinda alt1 kez uygulandi (Branson Cleaning Equipment Company, Shelton,
Connecticut, USA). Daha sonra lizat 15,000 rpm’de 45 dk (4 °C) santrifiij edildi. Ust
stviya % 50 NiNTA bilye (1 mL/5 mL; Qiagen, Valencia, CA, USA) ilave edilerek
4 °C’de 60 dk karistirildi. Kolonlara yiiklenerek bu sivinin kolondan akmasi saglandi.
Buzda sogutulan 4 mL yikama tamponu (50 nM NaH,PO,, 300 nM NaCl, 20 nM
Imidazol, Qiagen, Valencia, CA, USA) ile bu ortam 2 kez yikandi ve 0.5 mL geri
kazanma tamponu (50nM NaH,PO,, 300nM NaCl, 250nM Imidazol; Qiagen, Valencia,
CA, USA) ile muamele edilerek islem tamamlandi (Chessa vd. 2008Db).

3.2.16 Kat1 faz baglanma deneyi

96 kuyucuklu plakalar (Maxisorb, Nunc, eBioscience, Inc. San Diego, CA, USA) 0.05
mL sigir plazma fibronektini (FN) (Sigma Chem. Co. USA) ile kaplandi ve diger
proteinlerle (100 mM Tris.HCI, pH 8 igerisinde hazirlanmis) muamele edilerek 4 °C’de
12 saat inkiibe edildi. Ilave baglanma bélgeleri kuyu basina 0.2 mL blok tampon (% 3
w/v yagsiz siit, % 0.02 v/v Tween 20+PBS, pH 7.4) ilave edilerek bloke edildi. Blok
tampon | saat sonra ortamdan uzaklastirildi ve kuyular dH,O ile 3 kez yikandi. Test
ligand1 (0.05 mL PBS, pH 7.4 igerisinde hazirlanmig) inhibitér varliginda ve
yoklugunda ortama ilave edildi ve oda sicakliginda 90 dk tutuldu. Kuyular destile su ile
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3 kez yikandiktan sonra, GST ya da GST- MisL primer antibadisi olarak 1/1000
oraninda seyreltilen keg¢i anti-GST antiserumu (GE Healthcare Life Sciences, New
Jersey, USA), sekonder antibadisi olarak ise 1/5000 oraninda seyreltilmis monoklonal
anti-ke¢i IgG alkali fosfataz konjuganti (GE Healthcare Life Sciences, New Jersey,
USA) kullanildi. Her bir kuyucuktaki alkali fosfataz aktivitesi (Sigma Chem. Co. USA)
1 mg/mL PNPP (P-nitrofenil fosfat; 100 mM glisin, 2 mM MgCl, ve 1 mM ZnCl, ,
Sigma Chem. Co. USA) ilavesi ile tanimlandi. Uriiniin birikimi, Biorad Microplate
Reader Model 68 (Biorad Laboratories, Hercules, CA, USA) kullanilarak 410
absorbansta izlendi (Salonen vd. 1984).

3.2.17 Birlikte ¢coktiirme deneyi

S. Typhimurium FB4 ve FBS5 suslari, misL proteininin {iretiminin indiiksiyonu igin
% 0.02 L-arabinoz varliginda 3 saat gelistirildi. Bu siire sonunda santrifiij edilerek
¢oktiirtilen hiicreler PBS igersinde hazirlanan % 1’°lik kazein blok ¢ozeltisi ile muamele
edildi ve 1 saat oda sicakliginda bekletildi. Her bir kiiltiir, blok tamponda fibronektin
(0.05 mg, Sigma Chem. Co. USA) ya da saflastirilan GST-Hep-2 bolgesi (0.05 mg) ile
muamele edildi ve hiicreler santrifiij islemine tabi tutularak ¢oktiiriildii. Hiicre ¢okeltisi
PBS ile 5 kez yikandi. Hiicrelerin, GST-Hep-2 proteinlerini ¢o6zeltide baglayip
coktiirdiigiinii belirlemek i¢in, toplam hiicre lizatlart SDS-PAGE sistemlerinde ayrildi
ve anti fibronektin ya da anti-GST (GE Healthcare Life Sciences, New Jersey, USA)
antiserumlar kullanilmak suretiyle Western lekeleme analizlerine tabi tutuldu (Liao vd.

2009).

3.2.18 Fibronektinin deglikolizasyonu

Denemede GlycoProfile™II enzimatik N-Degligolizasyon kiti (Sigma Chem. Co. USA)
kullanildi. Peptit N-glikolidaz F (PNGazF, Sigma Chem. Co. USA) N-bagh glikanlarin
glikoproteinlerden uzaklastirilmasi amaci ile kullanildi. Bu denemede baglanma
bolgesindeki asparajinin, aspartik aside deaminasyonu esas alinmaktadir. 90 pL
fibronektin ya da RNaz B (Sigma Chem. Co. USA) standardina (1.1 mg/mL) % 2 oktil
B-D-glukopironidaz ve 100 mM 2-merkaptoetanol iceren ¢ozeltiden 5 pL aktarildi ve
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100° C de 10 dakika tutuldu. Karisim oda sicakliginda sogutuldu ve iizerine 5 pL 1X

reaksiyon tamponu aktarildi. Deglikolizasyon etkinligi SDS-PAGE sistemlerinde
kontrol edildi (Zheng vd. 1994).

3.2.19 Konjugasyon

Konjugasyon denemeleri i¢in secilen verici ve alict sug kiiltiirleri, LB broth ortaminda
hazirlandi. Konjugal eslestirme i¢in ge¢ eksponensiyel fazdaki kiiltiirler (37 °C’de 6-8
saat 200 rpm de karistirilarak inkiibe edilmek suretiyle iretildi) kullanildi.
Mikrosantrifiij tiiplerine 1 mL olarak alinan kiiltiirler, 13000 rpm de 30 sn santrifiij
edilerek coktiiriildii. Coktiiriilen hiicreler, 1 mL 10 mM MgSOy igerisinde ¢oziildii. Her
bir sus i¢in alinan 0.5 mL hacimler karistirildi ve 13000 rpm de 30 sn santrifiij edilerek
coktiiriildii. Hiicre karigimi c¢okeltisi daha sonra 0.45 pum ¢apindaki membran filtreye
emdirildi (Millipore Co. Billerica, MA, USA). Bu islemi takiben filtreler LB agar
ortam {izerine yerlestirildi ve 37 °C’de 4 saat inkiibe edildi. Eslestirme denemelerinden
sonra bakteri karistmi 1 mL 10 mM MgSOy icerisinde ¢oziildii, PBS igerisinde seri
diliisyonlar1 hazirland1 ve 6zel antibiyotikleri igeren seg¢ici LB agar ortamlarina ekildi.
Yalniz verici ve alici suslarin ekildigi LB ortamlari ise sahit olarak kullanildi. 37 °C’de
12 saat inkiibasyondan sonra koloni sayimlari yapilarak, verici hiicre basina

konjugasyon siklig1 saptand1 (Sanderson ve Roth 1983, Camacho ve Casadesus 2002).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 MisL Ototransporter Proteininin Uretiminin Tesviki

MisL ototransporter proteininin iiretiminin tesviki caligmalari, pozitif regiilator marT
geninin arabinoz varliginda indiiklenen bir promotor iceren pBAD/gIIIA vektoriine
klonlanmasi ve Salmonella Typhimurium MA2 (Tiikel vd. 2007) susuna aktarilmasi

yolu ile gerceklestirilmistir.

Ilk asamada marT genine 6zgii dizayn edilen primerler (marT geni igin ileri primer: 5°
GGAGCTCCGGGGACAATCCATGTCCTGCTACG 37; Sacl kesim bolgesi, ribozom
baglanma bolgesi ve kendi stop kodonunu igeriyor; marT geni igin geri primer: 5’
GCTGCAGTACCCATGTGTCACCCCGCGG 3°, Pstl kesim bdlgesi igeriyor)
kullanilarak, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) iiriinii (marT yapisal geni, 867 baz
cifti) elde edildi (Sekil 4.1).

marT (867 bg)

Sekil 4.1 marT geni PZR {irtini
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Ikinci asamada ¢ogaltilan gen iiriinii, stabilizasyonunun saglanmasi1 amaci ile PCR 2.1
vektoriine klonlanarak, Escherichia coli DHS5o susuna elektroporasyon yolu ile
aktarilmustir. Transformantlar, PCR 2.1 vektoriiniin igerdigi kanamisin direnglilik (Km',
100 pg/ml) esas almarak tanimlanmigtir. Bu transformantlardan izole edilen PCR 2.1
vektoriinde marT geni varligi, Pstl ve Sacl ikili restriksiyon endontikleaz kesimleri ile
kontrol edilmistir (Sekil 4.2). Tiim klonlarda s6z konusu kesimler sonucunda 858 bg

insertin tanimlanmasi ile klonlarin dogrulugu saptanmustir.

CF:OFF

8 PCR2I
: - ‘ Vektorii
e W W w -

marT «— .8 N R - -
- e m W

Sekil 4.2 PCR 2.1 Vektoriine marT geni insersiyonunun kontrolii

Son asamada jelden geri kazanilan marT geni, Pstl ve Sacl ile kesilen pBAD/gIIIA
vektoriine, arabinoz promotoru klonlama bdlgesinden baglanmis (Sekil 4.3) ve kimyasal
transformasyon yolu ile S. Typhimurium LT2 susuna aktarilmistir. Transformantlarin
se¢iminde pBAD vektoriiniin igerdigi amfisilin direnglilik (Amp', 100 ug/ml)

Ozelliginden yararlanilmistir. Transformantlarda marT geni igeren pBAD/gIIIA
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vektori, soz konusu plazmidin izolasyonu ve Pstl ve Sacl restriksiyon endoniikleaz

enzimleri ile kesimi sonucu belirlenmistir (Sekil 4.3).

pBAD
marT

aded L1 L L L bBAD

ﬂﬁﬁ“‘.-----—— marT

Sekil 4.3 Transformantlarda marT geni igeren pBAD/gIIIA vektorii varliginin Pstl ve
Sacl enzim kesimi ile kontrolii

pBAD/glIl vektorii aktarilan S. Typhimurium NA23 (MA2 transformanti) susunda
yiriitiilen indiiksiyon ¢aligmalar1 sonucunda; [-galaktozidaz aktivitesinin, ilireme
ortaminda % 0.0002 arabinoz varliginda, indiiksiyon yapilmayan kosullardan
farklanmaya bagladigi ve % 0.02 arabinoz varliginda 460 Miller iinitesine ulastigi
saptanmistir. Arabinoz bulunmayan ortamda gelistirilen S. Typhimurium NA23 susunda
ise bu diizey 40 Miller {iinitesi diizeyinde bulunmustur (Sekil 4.4.B). Bu susta ayni
arabinoz konsantrasyonunda yiiriitiilen indiiksiyon ¢aligmalar1 sonucunda ise, Western
lekeleme teknigi ile tespit edilebilen MisL proteini {iretiminin % 0.000002 arabinoz
varhiginda bagladigi ve arabinoz konsantrasyonu varligina bagli olarak arttig

belirlenmistir (Sekil 4.4.a).
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Sekil 4.4.a. LacZYA::misL Filizyonu igeren S. Typhimurium NA23 susunda arabinoz
konsantrasyonuna bagli MisL iiretimi, b. B-galaktozidaz aktivite artisi

MisL-lac transkripsiyonel fiizyonu ile yiiriitilen ¢alismalar, s6z konusu proteinin S.
Typhimurium’da in vitro kosullarda iiretilmedigini gdstermistir. Bununla birlikte S.
Typhimurium’un makrofajlara girisi asamasinda, bu proteinin {retildigi Western
lekeleme yontemi kullanilarak tanimlanmistir (Blanc-Potard vd. 1999, Eriksson vd.

2003). Bu ozelligi, S. Typhimurium’un patojenitesinin ilk asamasinda 6nemli bir rol
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oynayan MisL ototransporter proteinininin in vivo ve in vitro fonksiyonel analizini
gliclestiren ana unsurdur. Bu giicliigiin asilmasi amaci ile degisik arastiricilar, MisL
yapisal geninin degisik pBAD vektorlerine klonlanmasini ve arabinoz tarafindan
indiiklenen bir promotora bagl olarak tesvikini ger¢eklestirmistir (Dorsey vd. 2005,
Tiikel vd. 2007). Ozellikle MisL ototransporter proteininin pozitif regiilatdrii olan marT
geninin tanimlanmasindan sonra, in vitro kosullarda MisL {iretiminde temel yaklasim;
yapisal gen kopyalarinin artirilmasi suretiyle bu proteininin {iretimi yerine, aktif
regiilatdr proteinin konake¢1 sistemde ifadesi yoniinde degisme gostermistir. Bunun
temel nedeni, yapisal genin ilave kopyalarimin 6zellikle stabilite sorunu yaratmasi ve
ayrica ¢ogu durumda klonlama stratejisinden kaynaklanan inaktif protein {iretimidir
(Srivatsan vd. 2008). Bakteriyel fizyoloji ¢aligmalarinda genellikle klonlanacak bir
genin indiiklenebilir bir promotordan transkripsiyonu esas alinmaktadir. Yapisal
genlerin bu indiiklenebilir promotorlar altinda klonlanmasinda, s6z konusu gen
kopyalarinin  kromozomal DNA {izerinde bulunmasi halinde tercih edilen yol,
kromozomal DNA iizerindeki gen ya da ilave kopyalarin inaktivasyonu, hatta
delesyonudur. Zira kismi olarak baskilanmig genlerde diisiik diizeyde ifade,
indiiklenebilir promotor altinda ¢aligtiritlan ayni genin klonlanan kopyasinin ifadesini
olumsuz yonde etkileyebilmektedir (Guzman vd. 1995, Srivatsan vd. 2008). MisL
ototransporter proteininin marT geni tarafindan gerceklestirilen pozitif regiilasyon
kinetikleri, regiilatoriin bulunmadig1 kosullarda bdylesi diisiik diizeyde gen ifadesinin
gergeklesebilecegine isaret etmektedir (Tiikel vd. 2007, Retamal vd. 2010). Tiim bu
veriler 1s18inda, misL geninin homolog konak¢ida ifade edilmesi ve saflastirilarak
biyolojik fonksiyonlarinin tanimlanmasi i¢in en etkin yol olarak, marT regiilatdr geninin
arabinoz tarafindan indiiklenen bir promotor iceren pBAD/gIIIA vektoriine aktarildiktan
sonra dogal S. Typhimurium suslarina transformasyonu ve bu sayede homolog misL
geninin aktivasyonu stratejisi se¢ilmistir. pPBAD vektorlerinde bulunan ve arabinoz
tarafindan indiiklenen promotor, hem pozitif ve hem de negatif bir regiilator olan AraC
proteini tarafindan kontrol edilmektedir. Arabinoz varliginda promotor aktive
edilmekte, arabinoz yoklugunda ise promotordan transkripsiyon ¢ok diisiik diizeyde
gerceklesmektedir. Promotor etkinliginde kritik deger, indiiksiyonda kullanilan
arabinozun konsantrasyonudur. Caligsmalarimiz sonucunda, % 0.02 arabinoz varliinda

saglanan yiiksek MisL tiretim diizeyi, fiizyon protein iiretimi i¢in literatiir verilerinde
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tanimlanan ideal konsantrasyon sinirlar1 igerisindedir (Dorsey vd. 2005, Tiikel vd. 2007,

Retamal vd. 2010).

MisL ototransporter proteininin pozitif regiilatorii olan marT geninin ifadesinin
indiiksiyonu ile MisL iiretiminin tesviki, dogrudan yapisal genin klonlanmasi s6z
konusu olmadigindan, homolog konakg¢1 sistemlerde fonksiyonel analiz ¢alismalarinda

biiylik onem tagimaktadir.

4.2 MisL Ototransporter Proteininin Hiicresel Lokasyonunun Tanimlanmasi

Bu arastirmada, MisL antiserumu ile gerceklestirilen immiin elektron mikroskopi
calismalar1 sonucunda MisL ototransporter proteininin, S. Typhimurium NA23
transformantinda ancak arabinoz varliginda firetildigi ve hiicre dis yiizeyinde lokalize
oldugu (Sekil 4.5) saptanmistir. Arabinoz indiiksiyonu yapilmayan, ancak diger tiim
kosullart1 ayni olan S. Typhimurium NA23 hiicrelerinde ise misL proteininin
tiretilmedigi belirlenmistir (Sekil 4.6). Bu bulgu MisL proteininin in vitro kosullarda
tiretilmediginin ilk kesin kanitin1 olusturmaktadir. Zira daha Once ylriitiilen
calismalarda MisL:lacZYA fiizyonu gergeklestirilen rekombinantlarda ya B-galaktozidaz
aktivitelerine bakilarak ya da Western lekeleme yontemi kullanilarak MisL {iretimi
kontrol edilmistir (Dorsey vd. 2005, Tiikel vd. 2007). Bu g¢aligmalardan elde edilen
bulgular da MisL proteininin in vitro kosullarda iiretilmedigine isaret etmistir. Ancak
s0z konusu ¢alismalarda fiizyon proteinlerin kullanimi nedeni ile, rekombinasyonun
dogasindan kaynaklanacak B-galaktozidaz enzim aktivitesi degisiklikleri ya da yine
MisL antibadilerinin flizyon proteinleri ile diisiik diizeyde 6zgiilliik tasiyan baglanma

karakteristikleri, bu bulgularin kesinlik kazanmasin1 engelleyen ana unsurlardir.

Immiin elektron mikroskopi goriintiileri, misL proteininin, dis yiizeye salgilanan
kapstiler polisakkaritlerin {izerinde biriktigine ve hiicreye diizensiz dallanan bir dis yap1
ozelligi kazandirdigina isaret ectmektedir. Salmonella cinsi disindaki bakteriler
tarafindan {iretilen adhezif Ozellikteki ototransporter proteinler ile yiiriitiilen
calismalarda, s6z konusu proteinlerin 6zellikle i¢ yolcu domaininin hiicre dis yiizeyinde

lokalize oldugu ve bu sayede konakg1 epiteline hiicreler arasi baglanma materyali ile
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iliskilenerek (fibronektin ya da kollajen) tutundugu saptanmistir. MisL {izerinde
ylriitiilen tek baglanma caligmasinda ise, s6z konusu proteinin sadece fibronektine
0zgil bir baglanma gosterdigi in vitro kosullarda 6rneklenmistir. Bu c¢aligmada cam
slaytlara baglanan saf fibronektin kullanilmigtir. Ayni kosullarda kollajenin kullanilmas1
durumunda ise 6zgiil baglanma aktivitesi tanimlanmamigtir (Henderson ve Nataro 2001,

Oomen vd. 2004, Dorsey vd. 2005, Santos vd. 2009).

Bu calismada elde edilen immiin elektron mikroskopi bulgulari, yukarida 6zetlenen
literatiir verileri ile birlestirildiginde; MisL proteininin sadece konakg1 epitel hiicrelerine
protein-protein interaksiyonu ile baglanmadigi, S. Typhimurium dis ylizeyine lokalize
olmada ise karbonhidrat-protein interaksiyonlarim1 kullandigina isaret etmektedir. Bu
ozelligi ile MisL, tamamen hiicre disina salgilanan bazi ototransporter proteinlerden
ayrilmaktadir. MisL’in de i¢inde bulundugu AIDA ailesi ototransporterlerde, i¢ yolcu
domaininin, hiicre dis yiizeyi ve duvar yapilari ile iliskilenmede bir ¢capa gorevi gordiigii
belirlenmigtir.  Ancak s6z konusu interaksiyonlarim dogasi bugiline kadar
tanimlanmamigtir (Henderson vd. 2004, Shultis vd. 2006, Scaria vd. 2008, Dieye vd.
2009). Salmonella ototransporter proteini MisL’in kapsiiler polisakkaritler yaninda,
olas1 hiicre duvari protein-karbonhidrat interaksiyonlarinin dogasinin tanimlanmasi, bu
interaksiyonun kontrolii ile S. Typhimurium virtilansliginin azaltilmasi acisindan kritik

bir 6nem tasimaktadir.
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Sekil 4.5.a. % 0.02 Arabinoz varhiginda indiiklenen S. Typhimurium NA23
transformantinda MisL proteini lokalizasyonunun immiin

elektronmikroskopik goriintiisii, b. bu bolgenin biyiitiilmiis hali
(27500X)
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Sekil 4.6.a. Arabinoz indiiksiyonu yapilmayan S. Typhimurium NA23 transformantinin
immiin elektronmikroskopik goriintiisli, b. isaretli bolgenin biiyiitiilmiis hali
(27500X)

4.3 MisL.  Ototransporter  Proteininin  Regiilasyon = Karakteristiklerinin
Tanimlanmasi

MisL ototransporter proteininin pozitif regiilatorii olan marT gen iiriiniiniin (Tiikel vd.
2007) misL ototransporter proteini tizerindeki ifade etkinliginin ve diger regiilasyon
karakteristiklerinin arastirtlmasit i¢in, marT geninin S. Typhimurium 14028 susunda
arabinoz varliginda indiiklenen bir promotora sahip olan pPBAD24 vektori aracilig ile
ifadesi saglanmistir. Bu amagla, Oncelikle 18 saatlik aktif S. Typhimurium 14028
susundan bakteriyel genomik DNA kiti (NA2120, Sigma, Che. Co. USA) kullanilarak

genomik DNA izolasyonu gergeklestirilmis ve izole edilen genomik DNA 6rneginden
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marT geni (STM3759, 858 be) ileri primer: 5’
ACGATTCACCATGTCCTGCTACGCAG 3° (EcoRI restriksiyon enzimi kesim
bolgesi), geri primer: 5> ATCTGCAGTTACCCATGTGTCACCCC 3’ (Pstl
restiriksiyon enzimi kesim bdlgesi) primer ¢ifti kullanilarak cogaltilmistir (Sekil 4.7).
Istenilen genin cogaltilmas1 igin kullanilacak primerler tasarlanirken, primerlere

restriksiyon endoniikleaz enzimi tanima serileri eklenmistir.

bg kiitle (ng)

1517 45
-1200 35
1000 95
200 7
— 800 24
— 700 a1
— @00 18
500517 97
400 el
300 29
— 200 25
100 48

Sekil 4.7 S. Typhimurium ATCC14028 susu genomik DNA’sindan ¢ogaltilan marT
geni

Kuyul: 100 b¢ molekiiler marker (100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500 bg, New
England BioLabs), Kuyu 2-5: PZR iiriinleri

Uygun primerler kullanilarak ¢ogaltilan marT geni (858 bg) QIAquick PCR saflastirma
kiti (Qiagen, USA) ile temizlenmis ve pBAD24 vektoriine aktarilmadan once hem
pBAD24 vektorii hem de marT geni ECORI ve Pstl restriksiyon endoniikleaz enzimleri
ile ikili kesime tabi tutulmustur (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9).
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8 kb
4.5 kb
3 kb

Sekil 4.8 pBAD24 plazmid vektoriiniin % 0.8 oraninda agaroz igeren jeldeki goriintiisii

Kuyu 1: 1 kb DNA marker, Kuyu 2-5: pBAD24 plazmid DNA &rnekleri
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5 kb

1kb

Sekil 4.9 pBAD24 plazmid vektdrii ve marT geninin ikili restriksiyon endoniikleaz
enzim kesimi sonrasi agaroz jel goriintiileri.

Kuyu 1: 1 kb DNA marker, Kuyu 2: pPBAD24 vektoriiniin ECORI ve Pstl enzimleri ile kesimi, Kuyu 3:
marT geninin ECORI ve Pstl enzimleri ile kesimi

Restriksiyon endoniikleaz enzim kesimi gergeklestirilen ve kesimin dogru sekilde
meydana geldigi agaroz jel elektroforezi ile belirlenen plazmid DNA &rneklerinde, bir
sonraki basamakta defosforilasyon reaksiyonu gerceklestirilerek plazmid vektoriiniin 5’
fosfat grubu uzaklastirilmis ve ligasyon etkinliginin arttirilmasi saglanmistir. Bu
asamadan sonra, defosforile pPBAD24 plazmidi ile marT geninin ligasyonu ve ardindan
kompetent S. Typhimurium 14028 dogal tip ve S. Typhimurium 14028 AmarT suslarina
transformasyonu gerceklestirilmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 S. Typhimurium 14028 susuna (AmarT) pNAOI (marT geninin aktarildig1
pBAD24  vektorii) plazmidinin  transformasyonu sonucu  olusan
transformantlarin antibiyotik iceren LB agar ortamlarinda gelisimi

pBAD24 plazmidinin igerdigi ampisilin ve S. Typhimurium 14028 AmarT susunun
icerdigi kanamisin direnglilik 6zelliklerine gore segilen transformantlarda hedef marT
genini tasiyan plazmidlerin varligi, molekiiler biiyiikliikleri esas alinarak dogrulanmistir

(Sekil 4.11).

marT geninin aktariminin gergeklestirildigi pPBAD24 plazmid DNA 6rneklerinde marT
geninin varligi; ayrica pBAD24 vektoriiniin klonlama bolgesine spesifik olarak dizayn
edilen ileri primer 5° TTAGCGGATCCTACCTGACG 3° ve geri primer 5’
CTGGCAGTTCCCTACTCTCG 3’ kullanilarak gergeklestirilen PZR sonucunda 858

b¢’lik marT geninin ¢ogaltilmasi ile kesinlik kazanmistir (Sekil 4.11). marT genini
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iceren pBAD24 plazmid vektorii pNAO1 olarak isimlendirilmistir. Antibiyotik iceren
ortamlardan segilen transformantlara, kiiltiir koleksiyonuna alinmadan o6nce MZ
numaralar1 verilmistir. Bu numaralandirmaya gore; MZ1627: pNAO1 plazmidini iceren
AmarT S. Typhimurium 14028 susunu, MZ1629: dogal pBAD24 plazmidini iceren
AmarT S. Typhimurium 14028 susunu ifade etmektedir.

12 34536 T8 9001213516 1718192021222324 2526 2T 28 09

Sekil 4.11 pNAO1 plazmid DNA’s1 ve bu plazmid DNA’sindan PZR ile ¢ogaltilan marT
geni

Kuyu 1: 1 kb molekiiler marker, Kuyu 2-14: pNAO1 plazmid DNA’s1 (transformasyon sonrasinda farkli
AmarT S. Typhimurium 14028 kolonilerden izole edilen plazmid DNA’lar), Kuyu 15: pBAD24, Kuyu 16:
Negatif kontrol (su), Kuyu 17-29: pNAO1 plazmid DNA’sinmn kalip olarak kullanildigi PZR sonucu
cogaltilan marT geni

marT geninin pPBAD24 vektoriine aktariminin PZR ile dogrulanmasinin ardindan bir
sonraki basamakta, marT geninin pPBAD24 vektoriine girig yoniiniin kontrol edilmesi
amaci ile farkli restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak ikili kesim reaksiyonlari
gerceklestirilmistir. ECORI+ECORV ikili kesimi sonrasinda tanimlanan yaklasik 660
b¢’lik ve ECORI+SSpI ikili kesimi sonrasinda tanimlanan 556, 675, 1358 ve 1953 bazlik
bantlar marT geninin pNAO1 plazmidine dogru yonde baglandigin1 gostermistir (Sekil

4.12).
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Sekil 4.12 pNAO1 ve pBAD24 vektorlerinin restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile
kesimi sonucunda olusan bantlarin agaroz jel goriintiileri

Kuyu 1 100 bp marker

Kuyu 2 1 kb marker

Kuyu 3 pNAO1 plazmid DNA’s1 ECORI+ECORYV ikili enzim kesimi
Kuyu 4 pNAO1 plazmid DNA’s1 EcoRI+EcoRYV ikili enzim kesimi
Kuyu 5 pNAO1 plazmid DNA’s1 ECORI+ECORYV ikili enzim kesimi
Kuyu 6 pNAO1 plazmid DNA’s1 EcoRI+EcoRYV ikili enzim kesimi
Kuyu 7 pNAO1 plazmid DNA’s1 EcORI+ECORV ikili enzim kesimi
Kuyu 8 pNAOI plazmid DNA’s1 ECORI+ECORYV ikili enzim kesimi
Kuyu 9 pNAO1 plazmid DNA’s1 EcoRI+EcoRYV ikili enzim kesimi

Kuyu 10 pBAD24 EcoRI+EcoRI ikili enzim kesimi
Kuyu 11  pBAD24 EcoRI+Sspl ikili enzim kesimi
Kuyu 12 pNAOI plazmid DNA’s1 ECORI+SspI ikili enzim kesimi

PNAO1 plazmidine marT geninin girig yoniiniin tekrar kontrol edilmesi amac1 ile izole
edilen plazmidlerin klonlama boélgeleri, evrensel pBAD24 primerleri kullanilarak (ileri
primer 5' ATG CCA TAG CAT TTT TAT CC 3' ve geri primer 5' GAT TTA ATC TGT
ATC AGG 3") (Retrogene, Forster City, CA, USA) cogaltilmis ve dizi analizine tabi
tutulmustur (Vaccine Research Institute, San Diego, CA, USA). PZR firiiniiniin dizi
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analizi sonucunda, aktarilan genin marT ve vektore giris yoniiniin de dogru oldugu bir

defa daha kanitlanmistir (Sekil 4.13).

| utilities || NextN || Find... | Data || Screen | H|2 |~ | v|a |+

TCTATTAACCCTCTCCAACTACGT

| |”F‘1|F'| H qﬂw \[ N ]| “ﬁﬂ"l TR

CGCTTTTTATCGCNCTCTCTACTGTTTCTCCATACCCGTTTTTTTGGGCTAGCAGGAGGAATT
CACCATGTCCTGCTACGCAGCCACAGCATCAGACTATACTCAGTGGTGTCTATTAACCCTC
TCCAACTACGTTATGTTTTGGCATGGTAACAATGCGATGTTATGGATAATTAACGATAATATT
GAATTTAATCCAGAAATGAATCGCCTGGCTTCATTATCGAGGCCAGATCTCAACATTATTCT
GACAACGCCCGCCAGCCGCTGCTTGCGCCTTCTGCTGGAAAACGCCCCCTCCGTCGTCTCAC
AACAAACATTCTTTCAAAAAGTGTGGGAAGAAGACGGCATGGTGGTGTCGGCAAATACGCT
TTATCAGAATATCTCCATTATTCGCCGCGGATTACGTACCGTTGGCGAAAATGAAGATACGC
TGATAATCACGGTTCCGCGTAGAGGCTTTCAGATTGAGCCAGGTGTGAGCCTCATGACCATC
CGCAAAGACTTCGCTCAGGCAATAGAAAAAAAGGGTGAGACGCCACCGCGTATGTCAGGGC
GTTGGTTTAAACATTATGTACCTGTACTTTGGATGACCGGGACATTTGCTGTCGGTATTTTGC
TTGGCACTATAAGCTGGCAAACCGTTCCCGATAAGGATTTTTACGATCGCTACACGCTGGTT
GAAACAACTCAGGGCTGTCATTTTTTCTCGCGGAATGAAGATATCGAAAGCGGCAGCCGCTT
TGCAAGCTATAAGTCAATGATTCTAAAAACCGGTATGGATTGTCAGAAATACCCATGGGTCT
ATTTCCCTTCCAGCAGTCGCACCCCAGCGGTTACNGGCATTGATTTGTCAGCAA

Sekil 4.13 MZ1627 transformantindan izole edilen plazmidin (pNAO1) baz dizi analizi

Sar1 olarak isaretenen kisim vektoriin klonlama bdlgesinden 6nce bulunan dizileri, gri olarak isaretlenen
kistm marT geninin ¢ogaltilmasinda kullanilan ileri primer dizisini, alt1 ¢izili AGGAG Shine-Delgarno
serisini (ribozom baglanma bolgesi) ve yine alt1 ¢izili ATG dizisi ise baglama kodonunu ifade etmektedir.
Geriye kalan dizi ise marT gen dizisini gdstermektedir.

Bir sonraki basamakta, bakteri lireme ortamina arabinoz ilave edilerek gelistirilen

mutant ve dogal tip S. Typhimurium suslarindan RNA izolasyonu gergeklestirilmistir.
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RNA izolasyonu sonrasinda (Sekil 4.14) Q-PCR yontemi ile marT geninin {iretiminin
ortama arabinoz ilavesinden 20 dakika ve 1 saat sonra maksimum diizeye ulastigi
belirlenmis ve calismalara bu zaman dilimdeki Ornekler ile devam edilmistir.
Superscript II RT cDNA sentez kiti (Sigma, Chem. Co. USA) kullanilmak sureti ile
RNA oOrneklerinden c¢DNA sentezi gerceklestirilmis ve agaroz jellerde cDNA
orneklerinin safligi kontrol edildikten sonra (Sekil 4.15) ornekler Cy5™-5 dCTP
(PA55021) ve Cy3™-3 dCTP (PA53021) boyalar1 (GE Healtcare Life Sciences, New
Jersey, USA) ile isaretlenmistir. Orneklerin mikrodizin slaytlar1 (Nimblegene, Northern
Marina Islands, USA) {izerinde hibridizasyonu ger¢eklestirildikten sonra, mikrodizin

analizleri yapilmstir.

o v 0 (O

Sekil 4.14 MZ1627 ve MZ1629 orneklerinden arabinoz ilavesinden sonra izole edilen
RNA ornekleri.

Kuyu 1: 100bp molekiiler marker, Kuyu 2: MZ1627 20 dk-1, Kuyu 3: MZ1627 20 dk-2, Kuyu 4:
MZ1627 1s-1, Kuyu 5: MZ1627 1s-2, Kuyu 6: MZ1627 1s-2 tekrar, Kuyu 7: MZ1627 5s-1, Kuyu 8:
MZ1627 5s-2, Kuyu 9: MZ1629 20dk-1, Kuyu 10: MZ1629 20dk-2, Kuyu 11: MZ1629 1s-1, Kuyu 12:
MZ1629 5s-1, Kuyu 13: MZ1629 5s-2
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Sekil 4.15 MZ1627 ve MZ1629 bakterilerinden izole edilen RNA 6rnekleri kullanilarak
sentezlenen cDNA’larin agaroz jeldeki goriintiileri

3 paralel halinde gergeklestirilen mikrodizin denemelerine ait slaytlar WebArrayDB
(www.webarraydb.org) programi kullanilarak analiz edilmis ve ifade diizeyinde azalig

belirlenen genler, Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1 MarT regiilator proteini varliginda ifade diizeyinde azalma belirlenen genler

Gen ad1 | Gorevi

dps Stresten sorumlu DNA-baglanma proteini

yliH Olas sitoplazmik protein

wraB Trp-baskilayict baglanma proteini

flgkK Flagella biyosentezi, kanca — bosluk protein 1

flgL Flagella biyosentezi, kanca — bosluk protein

osmE Fonksiyonu bilinmeyen zarf proteini

manZ Seker spesifik PTS ailesi, mannoz-spesifik enzim 11D

cheM Metil akseptdr kemostaz protein I (MCPII), aspartat reseptor proteini

cheA sensor histitin protein kinaz

motB Flagellar motor doniisiin diizenleyicisi

RNA polimerazin sigma F (sigma 28) faktorii, geg¢ flagella genlerinin
fhiA
transkripsiyonunu diizenlemektedir

fliC Flagella biyosentezl; flagellin, filament yapisal protein

MarT regiilator proteini varhiginda ifadesi azalan ilk gen dps geni olarak tanimlanmuistir.
S. enterica tzerinde yiiriitilen ¢alismalarda, Dps proteininin oksidatif strese karsi
direnglilikten sorumlu bir DNA baglanma proteini oldugu saptanmistir. Bu proteinin
tiretimi Salmonella hiicrelerinin makrofajlar tarafindan fagosite edilmesinden sonra
gerceklesmektedir. Bu sayede Salmonella hiicreleri fagositlerin igerisindeki oksidatif
stres kosullarna karst direng gosterebilmekte, cogalabilmekte ve viriilansligini
stirdlirebilmektedir (Libby vd. 1994, Tsolis vd. 1995, Halsey vd. 2004). Mikrodizin

sonuglart MarT proteininin, dps genlerinin negatif regilatérii olduguna isaret
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etmektedir. Bu durum fagositik kosullarda MarT iiretiminin engellenmesi suretiyle dps

genlerinin {izerindeki baskilamanin kalkmasi ile agiklanabilir.

Ifadesi azalan bir diger gen olan yliH (BssR) iizerinde ¢ok az bilgi bulunmaktadir.
Ancak E. coli’de yiiriitilen mutasyon analizleri sonucunda, bu proteinin s6z konusu
bakteride biyofilm olusumunu ve hareketliligi engelleyen negatif bir regiilatér oldugu
tanimlanmistir (Domka vd. 2006). Bununla birlikte, Salmonella’da yiiriitiilen benzer
calismalarda, yliH geninin ifade edildigi kosullarda hareketlilik ve adhezif 6zelliklerin
cok az degistigi, biyofilm olusumunun ise hi¢ etkilenmedigi saptanmistir (Park vd.
2007). Bu veriler dikkate alindiginda, yliH geninin Salmonella’daki fonksiyonunun
farkli oldugu ortaya ¢ikmaktadir. S. Typhimurium’da yliH geninin fonksiyonel
analizlerinin gergeklestirilmesi, MarT regiilatoriinlin bu gen iizerindeki negatif
regiilasyon karakteristiklerinin anlagilmasini saglayacaktir. yliH gibi homolog genlerin,
farkli organizmalarda farkli fonksiyonlar gostermesinin molekiiler diizeyde agiklanmasi,

s0z konusu organizmalarin farklanma siireglerinin tanimlanmasina 6nemli katkilarda

bulunacaktir.

MarT regiilator proteini varliginda azalan en ilging gen grubu; flagellar biyosentez
asamalarinda etkin proteinleri kodlayan motB, flgK, flgL, fliA (sigma 28) ve fliC
genleridir. Bu durum MarT {iretiminin flagella biyosentezini negatif yonde ve etkin bir
sekilde regiile ettigine isaret etmektedir. fliA (sigma 28) hari¢, bu genlerin tamami
flagella biyosentezinde III sinif promotorlardan transkribe edilen ge¢ asama genleridir.
S6z konusu genlerin tlimiinlin transkripsiyonunu gerceklestiren RNA polimeraz
haloenzim kompleksinin sigma faktorii fliA geni riiniidiir (sigma 28) (Chilcott ve
Hughes 2000, Cano vd. 2002, Kazmierczak vd. 2005, Chessa vd. 2008a). Sigma 28
faktorii olmaksizin flagellar biyosentezin ge¢ asama genlerinin transkripsiyonu miimkiin
olmayacagindan, MarT regiilatér proteininin bu grup genler igerisinde yalmz fliA
geninin dogrudan negatif regiilatorii oldugunu séylemek olasidir. MarT proteininin, S.
Typhimurium’da flagellar biyosentez ge¢ asama genlerinin negatif regiilatorii olarak
davranmasi, esasen flagellanin sentezi esnasinda hiicre yiizeyi ile iliskili diger viriilans
faktorlerinin fonksiyonu ya da ifadesini engelleme o6zelligi ile aciklanabilir. S.

Typhimurium’da flagellanin konak¢i hiicre isgalinde Onemli birgok proteinin
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fonksiyonunu engelledigi 6ne siiriilmistiir. Diger yandan Salmonella’nin mide gibi asit
cevrelerde bu stres kosuluna adaptasyon amaci ile flagella biyosentezini durdurdugu
saptanmigtir. Mutasyon calismalarindan elde edilen bazi bulgular da, flagella
biyosentezi yapamayan degisik Salmonella mutantlarinin viriilansliginin diismedigini
gostermistir (Strauss 1995, Adams vd. 2001, Chessa vd. 2008b). Ancak flagella
biyosentezinin ve 6zellikle bazi flagella alt tinitelerinin Salmonella virtilansliginda ¢ok
etkin oldugunu gosteren arastirma bulgulart1 da mevcuttur (Kazmierczak vd. 2005,
Barnhart ve Chapman 2006, Santos vd. 2009, Barker vd. 2010). Yukarida 6zetlenen
literatlir verileri, flagellar yapilarin ve hareketliligin Salmonella patojenitesindeki
rolliniin halen agik olmadigina isaret etmektedir. Bizim g¢alismamizda elde edilen
veriler, S. Typhimurium’da flagellar yapilarin in vivo kosullarda konak¢i doku
adaptasyonunu ve viriilans faktorlerin fonksiyonlarin1 engellendigi tezini destekler
niteliktedir. Bu durumun kesinlik kazanabilmesi i¢cin marT geni aktive edilmemis ve
edilmis mutantlar ile hayvan model sistemlerde kalicilik ¢alismalarinin yiiriitiilmesi ve
sigma 28 geni promotoru ile MarT proteininin 6zgiil interaksiyonunun tanimlanmasi

gerekmektedir.

MarT regiilator proteini varliginda ifadesi azalan protein WraB, Salmonella’da triptofan
biyosentezi represoriine (TrpR) baglanmak suretiyle onu aktive eden, bir diger ifade ile
triptofan biyosentez genlerinin transkripsiyonunu dolayli bir sekilde baskilayan bir
regiilatordiir (Kim ve Surette 2003). Salmonella konak¢i sisteme dahil oldugunda
karsilastigr en Onemli stres kosullarindan biri besinsel yetersizliktir. Bu kosula
adaptasyonun en genel yolu ise amino asit biyosentez yollarinin aktivasyonudur
(Coldham ve Woodward 2004, Hamilton vd. 2009, White vd. 2010). Bu bilgiler goz
oniinde bulunduruldugunda, @ MarT regiilatoriiniin in vivo kosullarda triptofan
biyosentezi iizerindeki baskilamay1 kaldiracak mekanizmayi regiile etmesi anlam

kazanmaktadir.

Ifadesi azalan gen grubunda yer alan osmE, S. enterica ve E. coli’de yiiksek
ozmolaritenin olustugu kosullarda iiretimi tesvik edildigi bilinen bir zarf proteinidir.
Ancak fonksiyonu heniiz tanimlanamamistir. Bu proteinin ifadesinin iissel iireme

fazinin ortasinda transkripsiyonel bir regiilator araciligi ile baskilandigi, E. coli’de
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yiiriitiilen ¢alismalar sonucu belirlenmistir. E. coli’de 0SME geninin negatif regiilatorii
Fis olarak adlandirilan bir proteindir. Ancak Salmonella’da s6z konusu genin
regiilasyonu lizerinde bir ¢calisma bulunmamaktadir (Bordes vd. 2002, Sonck vd. 2009,
White vd. 2010). Calismamizda gerceklestirilen mikrodizin sonuglart bu genin S.

Typhimurium’daki negatif regiilatoriiniin MisL proteini oldugunu gostermektedir.

manZ geni, mannoz spesifik fosfotransferaz enzim sisteminin IID alt {initesini
kodlamakta ve bu enzim kompleksinde transmembran tastyic1 gérevini listlenmektedir.
Mannoz spesifik tastyici proteinlerin mutasyonel ve evrimsel analizleri, bu enzim
sistemlerinin S. enterica ve E. coli’de epitelyal yiizeylere adaptasyonun ve simbiyotik
iliskinin gelismesinde rol oynadigina isaret etmektedir. Baz1 arastirmalarda s6z konusu
enzim genlerinin inaktivasyonunun S. enterica ve E. coli’de viriilanshig1 diistirdigii
ifade edilmekle birlikte, bu bulgular kesinlik kazanmamistir (Turner vd. 1998, Alteri vd.
2009, Zuniga vd. 2009). Calismamizda elde edilen ve enfeksiyon siirecinde MarT
proteininin S. Typhimurium’da ManZ iiretiminin negatif transkripsiyonel regiilatorii
oldugu bulgusu, mannoz tasiyici proteinlerin enterik bakterilerde simbiyotik iliski

tizerine etkili oldugunu savunan evrimsel goriisli destekler niteliktedir.

MarT regiilatorii varliginda ifadesi azalan son grup proteinler bakteriyel kemotakside rol
oynayan CheA ve CheM (MCP-II) olarak belirlenmistir. Che A, 654 amino asit i¢eren
dimerik yapida ve bakteriyel kemotakside sinyal transdiiksiyonunu gergeklestiren bir
protein kinaz enzimidir. CheA, histidin aminoasitlerinden otofosforile olduktan sonra bu
fosforil gruplarmi iki sitoplazmik efektdr proteine (CheY ve CheB) iletir. CheY
dogrudan flagella bazal yapisi ile iliskilenerek flagellar hareketi baslatir. Eger ortamda
kimyasal ¢ekiciler var ise, metil akseptdr kemostaz proteinleri (MCP-I, MCP-II ve
MCP-III) bir metiltransferaz enzimi tarafindan geri doniisebilir sekilde metillenmekte
ve kimyasal cekiciye dogru hareketi yapacak sekilde flagellay1r aktive etmektedir
(Chelsky ve Dahlquist 1980, Tawa ve Stewart 1994, Frye vd. 2007, Barker vd. 2010).
MarT proteininin cheA ve cheM genlerinin negatif regiilatorii oldugu bulgusu, flagellar
biyosentez asamalarinda etkin proteinleri kodlayan motB, flgK, flgL, fliA (sigma 28) ve
fliC genlerinin de MarT tarafindan negatif regiile edilmesi sonuglar1 ile paralellik

tagimaktadir. Bu bulgular beraber yorumlandiginda, S. Typhimurium’un mide asitligine
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toleransinin saglanmasinda, hareket yetenegini kaybetmesinin (baskilanmasinin) énemli

bir rolii oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

MarT proteinin varliginda pozitif regiile edilen genler ise Cizelge 4.2’de, fonksiyonlari

da agiklanarak belirtilmistir.

MarT varliginda artis gosteren ribozomal proteinler; L2 (50 S ribozom alt {initesinde
yer alan ve peptidil transferaz aktivitesi gosteren protein), L16 (50 S ribozom alt
tinitesinde yer alan, 23 S ribozomal alt linitesine baglanarak peptidil transferaz aktivitesi
merkezinde lokalize olan ve bu yolla aktif ribozom konformasyonunun olusumuna
katkida bulunan protein), S3/S10 (30 S ribozom alt {initesinde bulunan ve yine 30 S
ribozom alt iinitesi proteini S14 ile birleserek 16 S ribozomal RNA molekiiliiniin,
ribozomda amino asile tRNA’nin yerlestigi “A” bolgesine lokalize olmasini saglayan
protein), L4 (50 S ribozom alt iinitesinde yer alan ve S10 operonunu trankripsiyonel
diizeyde regiile eden protein), S10 (30 S ribozom alt iinitesinde yer alan ve tRNA’nin
ribozom ile iligkilenmesinde gorev yapan, ayrica translasyon uzama faktorii gibi
davranan protein), L23 (50 S ribozom alt iinitesinde yer alan ve 23 S rRNA molekiiliine
erken baglanan protein. Bu sayede 50 S ribozomunun birlesmesi siirecinde diger
proteinlerin baglanmasini regiile eder), L3 (50 S ribozom alt {initesinde yer alan ve
23 S rRNA molekiiliiniin 3’ ucuna baglanarak, diger ribozomal proteinlerin sirali

bir sekilde birlesmesi i¢in baslangic noktasini olusturan protein) ve  EF-Ts
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Cizelge 4.2 MarT regiilator proteini varliginda ifade diizeyinde artis belirlenen genler

Gen ad1 | Gorevi

acekE Piirivat dehidrogenaz, dehidrogenaz bileseni

aceF Piirivat dehidrogenaz , dihidrolipoamit asetiltransferaz bileseni
IpdA Lipoamit dehidrogenaz ; 2-okzodehidrogenaz ve purivat bileseni
tsf Protein zincir uzama faktorii; EF-Ts

aliC Allantoat amidohidrolaz

cydA Sitokrom bd terminal oksidaz, polipeptit altiinite I

cydB Sitokrom bd terminal oksidaz polipeptit altiinite II

wzzB Lipopolisakkarit zincirinin O-antijeninin bilylikliik belirleme regiilatorii
rplP 50S ribozomal alt {initesi, protein L16

rpsC 30S ribozomal alt {initesi protein S3

rplB 50S ribozomal alt iinitesi protein L2

rplwW 50S ribozomal alt iinitesi protein L23

rplD 50S ribozomal alt {initesi protein L4, S10 operonunun ifade regiilatorii
rplC 50S ribozomal alt iinitesi, protein L3
rpsJ 30S ribozomal alt {initesi, protein S10

rmbA Olas sitoplazmik protein

misL Ototransporter protein

fidL Olas1 i¢ membran proteini

marT Transkripsiyonel regiilator

sIsA Olas1 i¢ membran proteini

cpxP Ekstrasitoplazmik toksisitenin engelleyicisi bir periplazmik protein

(protein sentezi zincir uzama faktorli) olarak tanimlanmistir. Salmonella konakg1
sistemine dahil oldugunda; asit, tuz, besinsel azlik gibi temel stres faktorlerine maruz
kalmas1 yaninda, MisL ototransporter proteininin de dahil oldugu bir¢ok viriilans
faktoriin sentezini baslatmak zorundadir. Ozetle bu bakteri, metabolizmasmi yeni
kosullara adaptasyon ve ¢ogalmanin saglanacagi sekilde yonlendirir. Degisik

calismalarda, Salmonella’nin konak¢i sisteme dahil olmasi halinde metabolik
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kapasitesinin diistiigii ve makrofaj hiicre kiiltiirlerinde toplam genlerinin sadece %
21’inin ifade edildigi belirlenmistir (Stelzl vd. 2001, O’Connor vd. 2004, Kirthi vd.
2006, Uthe vd. 2007, Raghunathan vd. 2009). MarT regiilatorii, daha once de ifade
edildigi gibi, ancak S. Typhimurium’un konak¢i sisteme dahil olmasi halinde
tiretilmektedir. Bu durumda, yukarida tanimlanan ribozomal protein genlerinin MarT
tarafindan pozitif regiilasyonu, sentez kapasitesine degil, protein sentezinin gii¢lii bir
sekilde regiile edildigine isaret etmektedir. Zira MarT varliginda ifadesi artan tiim
ribozomal proteinler, ribozom birlesmesi ve fonksiyonunu regiile eden proteinlerdir.
Ozellikle metabolik kapasitenin diistiigii konakg¢1 sistem kosullarinda ribozomal
proteinlerin sentezinin regiilasyonunun siki bir sekilde yapilmasi ve protein sentezinin
dogrulugunu kontrol edecek enzimlerin iiretim diizeyinin artirilmasi hiicre enerjisinin
ekonomik kullanimi agisindan hayati bir 6nem tagimaktadir. Bu esaslar dogrultusunda

MarT nin s6z konusu ribozomal proteinlerin iirtetimini tesvik etmesi anlamlidir.

MarT varliginda ifadesi artan aceE ve aceF genleri, piruvat dehidrogenaz enziminin,
sirastyla dehidrogenaz ve dihidrolipoamit asetil transferaz bilesenleri olan proteinleri
kodlamaktadir. Piruvat dehidrogenaz multienzim kompleksi, piruvatin asetil koenzim
A’ya (Asetil-CoA) oksidadif dekarboksilasyonunu katalize etmektedir. aceE ve aceF
genleri bakimindan mutant Salmonella suslar1 aerobik kosullarda gelisme igin asetata
ihtiyag duymaktadir. MarT varliginda ifadesi artan IpdA geni iiriinii lipoamit
dehidrogenaz da, kesintiye ugramis tri karbon asidi (TCA) ¢evriminde anahtar bir enzim
olan, okzalglutarat dehidrogenaz komplekslerinin olusumu i¢in zorunlu bir bilesendir
(Eisenreich vd. 2010). Degisik arastirmalarda; yukarida tanimlanan enzim
aktivitelerinin zorunlu oldugu asetat metabolizmasinin ya da kesintiye ugramis tri
karbon asidi ¢evriminin Salmonella ve E. coli suslarinda viriilanshigi artirdigi
belirlenmistir (Jeyaseelan ve Guest 1980, Marcado-Lubo vd. 2009, Sonck vd. 2009,
Eisenreich vd. 2010). Bu bilgiler, S. Typhimurium’um gerek mide bagirsak sisteminde
ve gerekse hiicre i¢i kosullarda enerji metabolizmasini diizenlemek ve viriilansini
artirmak i¢in piruvatin hizli bir sekilde Asetil-CoA’ya ¢evrimine ve bazi durumlarda
kesintiye ugramis TCA dongiisiine ihtiyag duyduguna isaret etmektedir. Bu durum

MarT varhiginda aceE, aceF ve IpdA ve genlerinin ifadesinin artisini agiklamaktadir.
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Allantoat amidohidrolaz enzimini kodlayan genin (allC) MarT varliginda ifadesinin
artisi, Salmonella’nin da iginde bulundugu birgok enterik bakteri ig¢in anaerobik
kosullarda, purin ve primidinlerin parcalanma f{iriinii olan allantoninin baglica azot
(bazen karbon) kaynagini teskil etmesi ile aciklanabilir. Zira bu genin indiiksiyonu,
ozellikle fagozomlar igerisinde olusan anaerobik kosullarda Salmonella’nin gelisimini
destekleyecektir (Matiasovicova vd. 2007, Kingsley vd. 2009). Sitokrom bd terminal
oksidaz enzimi yapisal genlerinin (CydA ve cydB) MarT regiilatorii tarafindan pozitif
regiilasyonu, allantoat amilohidrolaz’da oldugu gibi, oksijen miktarmin azaldig1
kosullarda adaptasyonu saglama gorevi gormektedir. S6z konusu genlerin inaktive
edildigi E. coli mutantlarinda tiremenin durma fazinda canli kalma orani belirgin bir
sekilde diismektedir. Aymi sekilde degisik patojen bakterilerde oksijenin azaldig:
kosullarda bu genlerin yoklugunda gelisimin 6nemli 6l¢iide yavasladigi belirlenmistir.
Zira anaerobik kosullarda olusan dioksijen elektronlari, sitokrom bd terminal oksidazin
etkin rol oynadig1 dioksijen bagimli solunum zincirinde kullanilmaktadir (Kana vd.

2001, Kingsley vd. 2009).

MarT’nin pozitif regiilator olarak gorev aldig1 bir diger gen lipopolisakkarit zincirinin
O-antijeninin biiyiikliik belirleme regiilatorii olan wzzB geni olarak tanimlanmistir.
Patojenik Salmonella serovaryeteleri tarafindan iretilen diger proteinler ile birlikte,
lipopolisakkaritler (LPS) konake¢1 hiicre isgalinde ¢ok onemli bir rol {istlenmektedir.
wzzB geni, Ozellikle hiicrelerin aktif gelisimi siirecinde kisa S-OAg antijen zincirinin
tiretiminden sorumludur ve bu genin delesyonu halinde Shigella ve Salmonella’nin
invazivitesinin diistiigii belirlenmistir (Carter vd. 2007, Santos vd. 2009). Ussel gelisme
fazindaki S. Typhimurium Kkiiltlirlerinden mikrodizin denemelerinin yapilmis olusu,
yukarida oOzetlenen literatiir verilerinin paralelinde sonuglarin elde edilmesine yol
acmistir. Bu bulgular hiicre isgalinin erken asamasinda kisa S-OAg antijen zincirinin

tiretildigini dogrulamaktadir.

Mikrodizin sonuglarina gére MarT tarafindan pozitif regiile edilen grup genler; rmbA
(dizi homolojisi esas alinarak olasi bir sitoplazmik protein tanimi yapilmistir), misL
(ototransporter protein), fidL (dizi homolojisi esas alinarak olasi bir i¢ membran

proteini tanimi yapilmistir), marT (transkripsiyonel regiilator) ve SISA (dizi homolojisi
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esas alinarak olas1 bir i¢ membran proteini tanimi yapilmistir) olarak tanimlanmistir.
Salmonella patojenite adasi1 III’de (SPI-III) tanimlanan bu genler, komsu genler olup;
rmbA, misL, fidL, marT ve sISA sirasiyla kesintisiz bir sekilde birbirini takip etmektedir.
Bu grupta fidL ve marT operon olusturmakta, diger genler ise bagimsiz transkribe
edilmektedir. Yukarida da ifade edildigi gibi, bu gen grubu igerisinde yalniz MisL ve
MarT proteinlerinin fonksiyonu hiicresel siireclerde tanimlanmistir. Amino asit dizi
homolojileri esas alinarak adlandirilan diger proteinlerin fonksiyonlari hakkinda ise
herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Daha 6nce DNA jel kayma deneyleri ile MarT
proteininin MisL ototransporter proteinini kodlayan genin pozitif regiilatorii oldugu
saptanmistir (Blanc-Potard vd. 1999, Dorsey vd. 2005, Tiikel vd. 2007, Retamal vd.
2010). Bu caligma jel kayma denemelerine kesinlik kazandirmistir. Arastirma sonuglari,
ayn1 zamanda rmbA, misL, fidL, marT ve sISA genlerinin regiilon organizasyonu
icerdigini kanitlamaktadir. MarT proteininin, bu regiilonun ve o6zellikle marT-fidL
operonunun otoregiilatorii oldugunun belirlenmesi, bu grup icerisindeki genlerin S.
Typhimurium viriilanst i¢in 6nemli oldugunun c¢ok gii¢lii kanitidir. Bu nedenle s6z

konusu gen grubunda fonksiyonel analizlerin tamamlanmasi biiylik 6nem tagimaktadir.

MarT proteini varliginda pozitif yonde regiile edildigi belirlenen son gen olan cpxP
geni, hiicre zarfi stres yanitinin olusturulmasindan ve bu yanitin gerekli olmadigi
kosullarda cpx ikili regiilator sisteminin baskilanmasindan sorumlu bir proteindir. cpx
ikili regiilator sistemleri hiicre zarfi (i¢ zar, periplazma ve dis zar sistemlerinin kapladig:
sitoplazma dis1 bolge) stabilitesini bozan her tiirlii etkinin olusturdugu strese karsi, stres
yanitt saglanmasindan sorumludur. Bu yanit; hatali katlanan ya da yanhs bolgede
lokalize olan proteinlerin par¢alanmasi, zarf proteinleri saperonlarinin tiretiminin tesviki
ve stres faktorlerine karsi yanit trafigini olusturan degisik faktorlerin aktive edilmesi
sonucu meydana getirilmektedir. Sistem; CpXA (membran bagimli sensor histidin
kinaz), cpxR (sitoplazmik yanit regiilatorii) ve cpxP’den olusmaktadir. cpxP hatali
katlanan ya da yanlis bolgede lokalize olan proteinlere spesifik olarak baglanmak
suretiyle, bu proteinleri ikili regiilatér sistem tarafindan aktive edilen parcalayici
proteinlere hedef haline getirmekte ve degisik zarf stresi faktorleri tarafindan meydana
gelen bu sonucun ortadan kaldirilmasinda rol oynamaktadir. Stres kosulu ortadan

kalktiginda ve dolayisi ile hatali iiretilen ya da yanlis bolgeye lokalize olan proteinlerin
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varhig1 zarf bolgesinde azaldiginda ya da yok oldugunda ise, CpxP proteini ikincil
hedefi olan CpxA’ya baglanmakta ve ikili regiilator sistemi bloke etmektedir. Yapilan
arastirmalarda CpxP proteininin 6zellikle asit stresi basta olmak tizere, degisik ¢evresel
stres kosullar1 altinda aktive edildigi belirlenmistir. Salmonella konakg1 sisteme dahil
oldugunda ilk karsilagtigi cevresel stres, mide asitliginden kaynaklanan stres kosuludur
(Danese ve Silhavy 1998, Raivio vd. 2000, Santos vd. 2009, Jarvik vd. 2010). MarT
proteininin, CpXP’nin pozitif regiilasyonunu yonetmesi, muhtemelen marT—fidL
operonunun da asit indiiklenebilir bir operon olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu
tespitin kesinlik kazanmasi i¢in in vivo kosullarin taklit edildigi deney diizeneklerinde

marT promotoru aktivasyon kinetiklerinin belirlenmesi gerekmektedir.

4.4 MisLL  Proteininin Fibronektine (FN) Baglanma Karakteristiklerinin
Tammlanmasi

4.4.1 Fibronektin deglikolizasyonunun MisL baglanmasi iizerine etkisi

MisL ototransporter proteininin fibronektine baglanma karakteristiklerinin belirlenmesi
calismalarinin  ilk asamasinda, MisL proteininin fibronektine baglanmasinda

karbonhidrat yan gruplarinin rolii olup olmadig: arastirilmistir.

MisL yolcu domaininin fibronektine, bu proteinde yer alan glikan gruplarindan baglanip
baglanmadigin1 belirlemek icin; oncelikle MisL proteininin deglikolize ve glikolize
FN’e baglanma karakteristikleri, in vitro kat1 faz baglanma deneyleri ile arastirilmistir.
FN’in deglikolizasyonunda GlycoProfile™ II deglikolizasyon kitinden (Sigma Chem.
Co. USA) yararlanilmistir. Peptit N-glikozidaz F (PNGaseF), FN’den, N-bagh
glikanlarin uzaklagtirilmasi amaci ile kullanilmistir. Bu uygulama deglikolize protein
stabilitesini korumakta, yalniz glikan baglanma bdlgesindeki asparajinin deaminasyonu
sonucu aspartik asit olusumuna yol a¢maktadir (Hagglund vd. 2007). Denemede
deglikolizasyon etkinligi SDS-PAGE yontemi ile test edilmistir. Bu testte deglikolize
edilen molekiillerin jel iizerindeki hareketliliginde kaymalar, deglikolizasyonun basarili
olduguna isaret etmektedir. FN biiyiik molekiiler agirlikta bir protein oldugundan,
molekiiler biiyiikliik degisiminden kaynaklanan kaymanin tanimlanmasi olduk¢a zordur.

Fibronektinin  ¢oktiiriilmesinde denatiirasyon uygulandigi icin, deglikolizasyon
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asamasinda denatiirasyon uygulanmamistir. Bu c¢alismada, deneyin dogrulugunun
kontroliinde RNaz B kullanilmis ve FN ile aym kosullarda deglikolizasyon
gerceklestirilmistir (Sekil 4.16.A ve B). Sahit RNaz B 6rneginde agikca goriildiigi gibi
(Sekil 4.16.B), deglikolizasyon sonucu belirgin bir kayma ger¢eklesmistir. Bu sonug,

denemenin dogrulugunu kanitlamaktadir.

A B

kDa Deglikolize FN FN

100 s—
75 I

50—

37—

25—

Sekil 4.16.a. N-bagl deglikolize edilmis Fibronektin (okla gosterilen deglikolize FN), b.
N-bagli deglikolize edilmis RNaz B (okla gosterilen deglikolize RNaz B)

GST-MisL proteininin fibronektine ya da N-bagli deglikolize fibronektine baglanma
ozellikleri 96 kuyucuklu plaklarda gerceklestirilmistir. Kuyucuk bagina 2pg FN ya da
N-bagh degklikolize FN ile kaplama yapilmis ve lizerlerine artan konsantrasyonlarda
MisLL (50uL, fosfat ile tamponlanmis fizyolojik tuzlu su igerisinde ¢dziilerek
hazirlanmistir) ilave edilmistir. Baglanan GST-MisL komplekslerinin belirlenmesinde,
Anti-GST antiserum kullanilmistir. Artan GST-MisL konsantrasyonuna bagli olarak,
MisL’in deglikolize ve dogal fibronektin formlarina (glikolize) esit diizeyde artan bir
etkinlikte baglanma gosterdigi saptanmistir (Sekil 4.17). Bu bulgular, MisL’in

fibronektine baglanmasinda glikan gruplarinin bir rolii olmadigini kanitlamaktadir.

88



MisL ototransporter proteininin fibronektine 6zgiil baglanma gosterdiginin tespit
edildigi ilk ve halen tek olan arastirmada, s6z konusu denemeler plakalara tutundurulan
dogal fibronektin ile yiiriitilmiistiir (Dorsey vd. 2005). Dolayist ile sd6z konusu
baglanmanin, posttranslasyonel modifikasyon siirecinde fibronektine ilave edilen
glikan yan gruplarindan mi1 yoksa dogrudan proteinden mi kaynaklandigi bugiine kadar
bilinmemekteydi. Dogal fibronektin ve deglikolize edilmis fibronektin ile
ylriittiiglimiiz deneme sonuglari, MisL ototransporter proteininin fibronektine protein-

protein interaksiyonu ile baglandigini saptayan ilk bulgulardir.
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Sekil 4.17 Artan konsantrasyonlardaki GST-MisL proteininin fibronektine (mavi
kolonlar) ve N-baglh deglikolize fibronektine (kirmiz1 kolonlar) baglanma
etkinligi
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4.4.2 Fibronektinin termolizin fragmentlerine ayrilmasi ve MisL baglanma
domaininin belirlenmesi

Fibronektin plazmada genellikle benzer fakat ayni olmayan ¢ift zincirden olusan dimer
formunda bulunmaktadir. Her bir zincir yaklasik 250 kDa biiytikliigiindedir. Bir ¢ift
distilfit bagi, zincirlerin C-terminalinin baglanarak iliskilenmesinde rol oynamaktadir.
Her bir zincirde 30 adet zincirler aras1 distilfit bagi ve iki siilfidril grubu bulunmaktadir.
Molekiiler biiyiikliikk varyasyonu, 14 Fnlll ve 15 FnlIl tekrar modiillerinin arasina
giren dizilerden (V bolgeleri) kaynaklanmaktadir. Domainler arasindaki bu esnek
serilerin limitli proteoliz araciligi ile hidrolize edilmesi sonucu, aktivite ve
konformasyon  degisikligine  ugramamis  karakteristik  protein  fragmentleri
olusturulabilmektedir (Bershadsky vd. 2003, Tan vd. 2004, Astrof vd. 2007).
Calismamizda, Bacillus thermoproteolyticus tarafindan {iretilen bir proteolitik enzim
olan termolizin’in sigir fibronektini {izerinde olusturdugu fragmentler SDS-PAGE
sisteminde tanimlanmigtir. Sigir fibronektininin limitli proteolizi sonucunda yaklasik;
140 kDa, 120 kDa, 60 kDa, 40 kDa, 30 kDa, 20 kDa and 10 kDa biiyiikliigiinde
fragmentler belirlenmistir (Sekil 4.18).

150 m—
100 m—
75—
50—
37—

25 e—
20 w—
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Sekil 4.18 Termolizin’in si1g1r fibronektini tizerinde olusturdugu fragmentler. Molekiiler
bliyiikliik markeri (1), termolitik fibronektin fragmentleri (2; 0.004 mg)
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Fibronektinin termolizin ile kismi parcalanmasi sonucunda olusan peptit fragmentleri
SDS-PAGE sisteminde tanimlandiktan sonra, naylon membrana transfer edilmis ve bu
membrana 70 nM GST-MisL uygulanmistir. Western lekeleme denemesinde ayni
muameleye tabi tutulmus membrana 70 nM GST uygulamas: ise kontrol olarak
gergeklestirilmistir. Yikama agamasini takiben membranlar anti- GST antiserum ve
ikinci bir keci/tavsan AP konjuge antiserum ile muamele edilmistir. Immiinstar substrat
ile yapilan belirleme denemesinde, sadece 25 kDa biiyiikliikteki fragment bolgesinde
sinyal belirlenmistir. GST-MisL yerine, GST kullanilan kontrol denemede ise baglanma
sinyali saptanamamustir (Sekil 4.19). Bu bulgular, GST-MisL  proteininin sadece 25
kDa biiytikliikteki termolitik fibronektin fragmentine baglandigini gostermektedir.

25 kDa biiytikliikte termolitik fragmentin karakterizasyonu i¢in, N-terminal amino asit
dizisi analizine gonderilen Orneklerde, 8 amino asit AVTTIPAP (Alanin, Valin,
Treonin, Treonin, Izoldsin, Prolin, Alanin, Prolin) dizisi belirlenmistir (Vaccine
Reseasrch Institute, San Diego, USA). Bu dizi, sigir fibronektini heparin II baglanma
bolgesi (Hep 1) FNIII 12 tekrar modiilii ile tamamen ayni pozisyonda bulunmustur.
Tiim bu veriler, GST-MisL proteininin, fibronektinin Hep-II domainine baglandigina

isaret etmektedir.
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Sekil 4.19 GST-MisL flizyon proteininin fibronektin fragmentlerine baglanma
ozgulligi

Termolitik FN fragmentlerinin (0.004 mg) GST-MisL (A) ve GST (B) ile verdigi reaksiyon. Commasie
brilliant blue boyasi ile boyanan jellerde termolitik fragmentlerin goriiniimii (C)

MisL ototransporter proteininin fibronektin Hep-2 domainine baglandiginin kesin bir
sekilde kanitlanmasi i¢in, ikinci asamada doza bagli baglanma karakteristikleri
incelenmistir. FNIII 10 ile FNIII 15 fragmentlerini iceren ve histidin ile isaretli olan
Hep-2 bolgesi, rekombinant plazmid pTRC HisC’ye sahip bir E. coli susu kullanilarak
saflagtinnlmistir (Kapila vd. 1997). Hep 11, E. coli susunun IPTG varliginda indiiksiyonu
sonucu tiretilmis ve 6xHis-tag fiizyon proteini NiNTA agaroz kolonlar kullanilarak
kazanilmistir. 6xHis-tag Hep-2 bolgesinin farkli saflastirmalar ile elde edilen
fraksiyonlar1 Sekil 4.20.a.b’de goriilmektedir. Son asamada elde edilen saflastirilmig

Hep-II bolgesi 75 kDa molekiiler biiyiikliikte belirlenmistir. Western lekeleme yontemi
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sonucunda ayni1 zamanda, saflastirilan bolgenin Hep-2 bolgesi oldugu, primer antibadi
olarak anti-His antiserum ve sekonder antibadi olarak monoklonal anti-fare/tavsan IgG
(Jackson ImmunoReserach, Madison, USA) kullanilmak suretiyle elde edilen sinyal

sonucu tanimlanmustir (Sekil 4.20.b).
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Sekil 4.20.a. Saflastirma islemine tabi tutulan 6xHis-tag FNIII 10-15 fiizyon proteininin
farkli asamalarindaki fraksiyonlarinin SDS-PAGE, b. Western lekeleme
sisteminde izlenmesi

Hatlar; (1) ve (2): E. coli DH5a/ pTRC HisC susunun IPTG ile indiiksiyondan onceki toplam protein
igerikleri; (3) ve (4): E. coli DH5a/ pTRC HisC susunun IPTG ile 3 saat indiiksiyondan sonrasindaki
toplam protein igerikleri; (5): ¢ozlinmeyen fraksiyon; (6): ¢oziinen fraksiyon; (7); akis fraksiyonu; (8 and
9) yikama fraksiyonlari; (10- 13) saflastirilan fraksiyonlar (a). Saflastirilan proteinin Western lekeleme
analizi; lekeler, bir anti- His antibadi ve alkali fosfataz ile konjuge edilen bir anti-fare/tavsan antibadi
kullanilarak elde edilmistir (b)

GST-MisL proteininin fibronektinin Hep-2 bolgesine baglanma 6zgiilliigliniin
belirlenmesi amaci ile yiiriitiilen kat1 faz baglanma denemelerinde 6xHis-tag FNIII 10-
15 fiizyon proteini kullanilmistir. Bu deneme kisaca, ya kuyu basina 2 pg fibronektin
(Kontrol, Sekil 4.21.a) ya da kuyu basina 2 pg saflastirilmis 6xHis-tag Hep-2 bolgesi
(Sekil 4.21.b) ile kaplanmig 96 kuyucuklu plakalarda yiiriitilmistiir. Baglanma, artan
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konsantrasyonlarda GST-MisL ya da GST kullanim1 sonucu ELISA okuyucu (American
Instrument Exchange Inc.Haverhill, MA, USA) sistemlerinde tespit edilmistir.
Denemelerde GST-MisL ve GST proteinlerinin belirlenmesi i¢cin  GST antiserum
kullanilmigtir.  Sekil 4.21.a.b, GST- MisL flizyon proteininin  fibronektine ve
fibronektinin Hep-II bdlgesine 6zgiil bir sekilde ve doz artisi ile paralel bir sekilde daha
yuksek ilgi ile baglandigina, ancak GST i¢in aym Ozgiilligli gostermedigine isaret
etmektedir. Bu veriler de MisL’in fibronektinin Hep-II bdlgesine 6zgiil bir sekilde
baglandigini kesin bir sekilde kanitlamaktadir.

Fibronektinin Hep-II domaini fibronektinin fokal adhezyonunu ve aktin stres
fibrillerinin olusumunu kontrol etmektedir. Degisik patojen bakterilerin virulanslhiginda
rol alan yapisal elemanlarin, konak¢1 sistemlerde fibronektinin Hep-II domaini ile
iligkilenerek hiicre isgalinin ilk asamasi olan epitel dokuya tutunmay1 gerceklestirdigi
bilinmektedir (Pozzi vd. 2009, Wolfram vd. 2009, Singh vd. 2010). Bu ¢alismada elde
edilen sonuglar S. Typhimurium tarafindan iiretilen MisL ototransporter proteininin
fibronektinin Hep-II domainine baglandigini gosteren ilk bulgulardir. Caligmamizda
elde edilen bu sonug, MisL ototransporter proteininin, yukarida tanimlanan 06zgiil
protein-protein interaksiyonu nedeni ile, S. Typhimurium patojenitesinde ¢ok énemli bir

fonksiyon tistlendigini gostermektedir.
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Sekil 4.21.a. GST (Mavi) ve GST-MisL (kirmizi) proteinlerinin artan
konsantrasyonlarinin fibronektine (2 pg/mL) baglanma etkinlikleri

95



OD 410 nm

0,7 -
0,6 -

04
0,3

0,1 -

0 ;. .

[ [

4 30 15 7,5 3,25 1,6 0,8 0,4

Artan Protein Konsantrasyonu (ug/mL)

Sekil 4.21.b. GST (Mavi) ve GST-MisL (kirmizi) proteinlerinin  artan
konsantrasyonlarinin saflastirilmis 6xHis-tag Hep-2 bdlgesine (2
ng/mL) baglanma etkinlikleri

4.4.3 MisL proteininin Hep-2 domaini icerisindeki baglanma bolgesinin
haritalanmasi

Fibronektinin Hep-2 bolgesi; 4 farkli modiil igermektedir. Bunlar; FNIII 10, FNIII 12,
FNIII 13 ve FNIII 14 olarak adlandirilmaktadir (Singh vd. 2010). MisL proteininin
Hep-2 bolgesinde yer alan bu modiillere baglanma aktivitesinin belirlenmesi i¢in, s6z
konusu modiillerin GST-fiizyonlarini i¢ceren Escherichia coli K-12 susu kullanilmistir.
Hep-II baglanma bolgesi modiilleri, glutatiyon sefaroz kolonlarda saflastirilmis ve son
fraksiyonlar SDS-PAGE sisteminde goriintiilenmistir (Sekil 4.22.a). Western blot

analizleri ise anti-FN antiserum, kullanilarak gerceklestirilmistir (Sekil 4.22.b) .
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Sekil 4.22 Saflastirilan fibronektin flizyon proteinlerinin SDS-PAGE goriintiisii

A; hat 1: GST; 2: GST- FNIII 10; 3: GST- FNIII 12; 4: GST- FNIII 13; 5: GST- FNIII 14) ve Western
lekeleme yontemi ile tanimlanmast (B; hat 1: GST-FNIII 10; 2, GST- FNIII 12; 3: GST- FNIII 13; 4:
GST- FNIII 14; 5: tam fibronektin

Saflastirilan fibronektin fiizyon proteinleri yiiriitiilen beraber ¢oktiirme denemesinde S.
Typhimurium FB4 ve FB5 (MisL proteininin iiretiminin indiiksiyonu i¢in bu bakteriler
% 0.02 arabinoz varliginda gelistirilmistir) kullanilmistir. Her bir kiiltiir GST- FNIII
10, GST- FNIII 12, GST- FNIII 13 ve GST- FNIII 14 (her biri 0.05 mg) ile muamele
edilmistir. Denemede kontrol olarak kiiltiirler GST (0.05 mg) ile muamele edilmis ve
hiicreler c¢oktiiriilerek toplanmistir. Hiicrelerle beraber ¢oken fibronektin flizyon
proteinlerinin belirlenmesinde anti-FN ve anti-GST antiserumlart kullanilmistir. Bu
deneme sonucunda ne S. Typhimurium FB4 ne de FBS5 hi¢ bir fibronektin fiizyon
proteinine (Sekil 4.23.a) ve GST proteinine (Sekil 4.23.b) spesifik baglanma
gostermemistir. GST icin belirlenen bantlar biiyiik olasilikla spesifik olmayan

baglanmaya isaret etmektedir.

Tim bu bulgular, fibronektinin Hep-II domaininin degisik modiillerinin degil, tiimiiniin

birlikte MisL spesifik bir baglanma igerdigini kanitlamaktadir.
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Sekil 4.23 GST, GST- FNIII 10, GST-FNIII 12, GST-FNIII 13 ya da GST-FNIII 14’in
% 0.02 L-arabinoz varliginda ve diisiik tuz konsantrasyonunda gelistirilen S.
Typhimurium FB4 (hatlar; 1,3,5,7,9) ve FBS (hatlar; 2,4,6,8,10) suslarinda
baglanma karakteristikleri

Toplam hiicre lizatlar1 SDS-PAGE sisteminde ayrilmis ve GST-FN proteinlerinin bu hiicre lizatlarina

baglanma karakteristikleri, anti-FN antiserum (A) ve anti-GST antiserum (B) kullanilarak Western
lekeleme yontemi ile belirlenmistir
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5. SONUC

Bu tez ¢alismasinda elde edilen bulgularin evrensel bilime katkisini agsagidaki basliklar

altinda toplamak olasidir.

l.

2.

3.

MisL. ototransporter proteini gibi, patojen bakterilerin viriilanshiginda rol
oynayan ancak, in vitro kiiltiir kosullarinda iiretilmeyen proteinlerin homolog
konakgilarda tiretiminde; katabolit indiiksiyonu yapilabilen promotorlara sahip
salg1 vektorlerine, iiretimi istenilen proteinin pozitif regiilatdriiniin klonlanmasi
ve hedef konakgiya aktarimi stratejisi, basarili bir sekilde uygulanabilir. Bu
sayede Tretilecek proteinin genetik organizasyonuna bir miidahalede
bulunulmaksizin, in vivo kosullar taklit edilebilir. Bu da s6z konusu proteinin
katildig1 fizyolojik siireclerin ve kontrol ettigi fenotipin tanimlanmasinda 6nemli

avantajlar saglamaktadir.

Yukarida ifade edilen strateji kullanilarak, MisL ototransporter proteininin hiicre
ylizeyine salgilanan bir protein oldugu ve ekzopolisakkaritlerle iliskilenerek
S. Typhimurium hiicre zarfinin en dis tabakasini olusturdugu tespit edilmistir.
Bu bulgu, MisL’in de AIDA ailesi ototransporter proteinler ile ortak davranis

gosterdiginin ve patojen-konaket iligkisinde rol aldiginin yeni bir kanitidir.

MisL ototransporter proteininin pozitif transkripsiyonel regiilatorii olan marT
geninin, S. Typhimurium’daki diger regiilasyon karakteristikleri mikrodizin
analizleri sonucu belirlenmis ve bu regiilatériin viriilanshig1 baskilayan bazi
genlerin negatif, konak¢1 sisteme giris sonucu olusan stres faktorlerine
adaptasyonda rol oynayan bazi genlerin ise pozitif regiilatdrii oldugu
saptanmustir. Ozetle, marT S. Typhimurium’da global bir regiilatordiir.
Calismamizda ilk kez tespit edilen bu o6zellik, Salmonella enfeksiyonunun
anlagilmasi1 ve kontroliine yeni boyutlar kazandiracak nitelikte 6neme sahiptir.
Bu bulgular, marT geni bakimindan mutant suslarla konak¢i sistemlerde
yiriitiilecek ¢aligmalara 1s1k tutacaktir. Diger yandan, enterik bakterilerde marT

homologlarinin tespiti ve bunlarin regiilasyon karakteristiklerinin belirlenmesi,
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4.

s0z konusu mikroorganizmalarda patojenitenin evriminin agiklanmasina yeni

boyutlar kazandiracaktir.

MisL ototransporter proteininin patojen-konake¢i iliskisinde rol aldigi, daha
onceden de Ongoriilmekle birlikte, bugiline kadar molekiiler kanitlarla ortaya
konulmamigstir. Calismamizda, MisL ototransporter proteininin epitel doku bag
materyali fibronektine, protein-protein interaksiyonu ile baglandigi ve bu
baglanmada fibronektin proteininde yer alan glikan gruplarin bir rolii olmadig1
belirlenmistir. Detaylandirilan analizlerde ise, MisL ototransporter proteininin
fibronektin baglanma bolgesinin, bu proteinin yapisinda bulunan heparin II
(Hep-1I) domaini iizerinde oldugu kanitlanmistir. Calismamizda elde edilen bu
bulgular, S. Typhimurium konakg¢i sisteme dahil oldugunda, bagirsak epitel
hiicrelerine tutunma mekanizmasiin tanimlanmasinda anahtar rol oynayacak
nitelik tasimaktadir. Zira calismamizda MisL proteininin hiicre yiizeyine
salgilandiginda fimbriya yapilarini maskeleyecek sekilde organize oldugu tespit
edilmistir. Bu durum, MisL proteininin epitel dokuya tutunmada fimbriya

yapilarindan daha 6nemli bir gorev gordiigiine isaret etmektedir.
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