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culture experiments were carried out with antibodies were developed against the
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Neutralization assays showed that although the anti-misL illustrated a partial neutral
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application trials proved that MisL released into the environment by cutting from the
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impact of adequate neutralizing.
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1. GIRIS

Salmonella cinsinin sebep oldugu hastaligin primatlarda ve insanlarda genel seyri, 10°
ya da daha fazla mikroorganizmanin alimi ile baslamaktadir. Bu mikroorganizma grubu
ilk olarak ince barsagin bir boliimiinii teskil eden ve ileokokal valfe yakin bolgede yer
alan ileumda tutunmakta ve viicuda mukozal hiicreler araciligi ile dahil olmaktadir.
Daha sonra M hiicrelerine girerek enfeksiyonu baslatmaktadirlar (Whitt 2002).
Bakterinin konake1 hiicreler ile temasini saglayan tutunma faktorlerinden bir tanesi de
MisL ototransporter proteinidir. MisL ototransporter proteininin Salmonella enterica
serovar Typhimurium’a (S. Typhimurium) fibronektine (FN) baglanma aktivitesini
kazandirarak, kolonik karsinoma kokenli insan epitel hiicrelerinde invaziviteyi
artirmada rol aldigi tanimlanmistir (Dorsey vd. 2005, Raffatellu vd. 2008, Akgelik ve
Akgelik 2011).

MisL ototransporter proteininin regiilasyonu tizerinde yiiriitiilen bir diger ¢alismada ise,
bu proteinin in vitro kosullarda tretilmedigi, ancak patojenin konakg¢i sisteme dahil
olmasi kosulunda pozitif bir regiilatdr protein olan MarT proteini tarafindan {iretiminin
tesvik edildigi saptanmigtir (Dorsey vd. 2005, Tiikel vd. 2007, Akgelik ve Akgelik
2011). S. Typhimurium tarafindan iretilen MisL ototransporter proteininin, s6z konusu
patojenin konakg¢i hiicrelere tutunmada ve translokasyonda rol aldigi smirli sayida
calisma ile gosterilmistir. Bu sinirh literatiir verileri MisL ototransporter proteininin S.
Typhimurium’un patojenitesinde Kritik bir isleve sahip olduguna ve S. Typhimurium’a
kars1 konake1 sistemlerin olusturdugu immiin yanitta oynadigi role isaret etmektedir.
Bu tez calismast ile s6z konusu roliin biyolojik esast makrofaj model sistemlerinde
orneklenecektir. Boylece sinirli literatiir verilerinin igaret ettigi bu durumun gergekte var
olup olmadiginin tespit edilmesi amaglanmaktadir. Bu sayede bu yiizey proteininin S.
Typhimurium’un patojenitesinde oynadigr roliin kesin bir sekilde tanimlanmasi

mumkin olacaktir.

Calismadan elde edilecek veriler, halen tiim diinyada en yaygin gida kokenli enfeksiyon

kaynagir olma ozelligini koruyan Salmonella’nin patojenitesinin detayli bir sekilde



anlasilmasina katkida bulunacak ve s6z konusu enfeksiyonlarin engellenmesi i¢in etkin

yontemlerin gelistirilmesine 151k tutacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1 Salmonella Cinsinin Genel Ozellikleri

Salmonella cinsi insan ve hayvan gastrointestinal bolgesinde lokalize olan,
Enterobacteriaceae familyasi tiyelerinden biridir. Amerikan veteriner Dr. Daniel Elmer
Salmon’un kolerali domuz bagirsagindan elde ettigi izolata, kendi ismini vererek
Salmonella cinsini tanimlamistir (Salmon ve Smith 1885). Salmonella cinsinin
adlandirilmasi; lipopolisakkarit (O), flagella (H) ve kapsiiler polisakkarit (Vi antijeni)
gibi belirli yiizey antijenlerine gore gruplandiran Kauffmann-White semast ile
yapilmistir. Bu sema ilk olarak 1929 yilinda White tarafindan yaymlandiginda 20
serovar igermekteydi (Humphrey 2000). Semanin Kaufmann ve Le Minor tarafindan
gelistirilmesiyle birlikte, 1985 yilindan giinimiize kadar Salmonella serovar sayisi
2610’a yiikselmistir (Guibourdenche vd. 2010).

Salmonella cinsinin taksonomisinin ve adlandirilmasinin karmasikligi, yillar boyunca
bu smiflandirmanin degismesine yol agmustir. Giiniimiizde Salmonella cinsine ait; S.
enterica, S. bongori (V) ve S. subterranea (Shelobolina vd. 2004) olmak {izere 3 tiir ve
Salmonella enterica tiiriine ait Salmonella enterica subsp. enterica (I), salamae (lII),
arizonae (Il1a), diarizonae (I11b), houtenae (IV) ve indica (VI) olmak iizere 6 alt tiir
tanimlanmaktadir (Le Minor vd. 1987, Reeves vd. 1989). Serovaryetelerin sadece % 1’1
soguk kanli hayvanlar1 enfekte edebilen S. bongori tiirtine aittir. Baz1 serovaryeteler

konak secicilik 6zelligi gosterirken, bazilar1 gostermemektedir (Langridge vd. 2015).

Salmonella Gram negatif, fakiiltatif anaerob, spor ve kapsiil olusturmayan, basil
morfolojiye sahip, S. Gallinarum ve S. Pullorum disinda hareketli tiirleri igeren bir
cinsdir (Shahane vd. 2007). Biitiin enterobakterler gibi, Salmonella spp. glikozu
fermente edebilen, nitrat1 nitrite doniistiirebilen, katalaz pozitif ve oksidaz negatif olan
bakteri grubudur (Farmer Il vd. 2007). Bu bakteri grubunun ¢ogu, karbon kaynagi
olarak sitrati kullanabilmektedir ve inorganik siilfiir, dekarboksilat ornitin ve lizinden

hidrojen siilfid tiretmektedir (Grimont vd. 2000).



Cogu Salmonella serovaryetesi 5-47 °C arasinda ireyebilirken, optimum {ireme
sicakliklart 35-37 °C’dir. Fakat bazilar1 en diisiik olarak 2-4 °C’de, en yiiksek olarak ise
54 °C’de ireme gosterebilmektedir (Stabel vd. 2002). Salmonella sicakliga karsi
duyarlidir ve 70 °C’nin iizerinde 6lmektedir. Ureme pH aralig1 4-9 arasinda olup,
optimum pH araligi ise 6.5-7.5 arasindadir. Yiiksek su aktivitesi (0.94-0.99)
gereksinimleri olmasimna ragmen kuru gidalarda da yasamlarini siirdiirebilmektedirler

(Pui vd. 2011).

Diinyada en sik goriilen gida kaynakli enfeksiyonlarindan biri, bu patojen grubun sebep
oldugu salmonellozisdir. Salmonella serovaryetelerinin temel bulas1 kaynaklari
arasinda; kiimes hayvanlari eti, kiyma, sosis, yumurta iiriinleri, dondurma, siit tozu ve
krema yer almaktadir (Kim ve Surette 2003, Voetsch vd. 2004, Suar vd. 2006).
Epidemik veya endemik olarak seyreden enfeksiyon dzellikle ¢ocuklarda, yaslilarda ve
immiinsupresif bireylerde 6liimlere kadar varabilen ciddi sorunlara yol agabilmektedir
(Graham 2002). S. Typhi ve S. Typhimurium diinya ¢apinda insanlarda ¢ok genis
morbidite ve mortalite oranindan sorumlu iki patojendir (Crump vd. 2004, Majowicz
vd. 2010). Typhi ve Paratyphi serovaryetelerinin sebep oldugu tifoid ve paratifoid ates
vakalarinin sayis1 yilda 21 milyon civarinda olup, 6liim orami ise % 1 ile % 4
arasindadir (www.who.int, 2008, Jaglic vd. 2014). Tifoidal olmayan serovaryetelerin
sebep oldugu gastroenterit vaka sayisi her y1l 90 milyonun tizerinde olup, bu vakalardan
150 binden fazlas1 6liimle sonuglanmaktadir (Majowicz vd. 2010, Jaglic vd. 2014).

2.2 Salmonella Enfeksiyonu

Salmonella igceren kontamine su ve gidalarin tiiketimi enfeksiyona neden olmaktadir.
Enfeksiyon gastroenterit, tifo atesi, septisemi, bakteremi gibi sorunlara yol agmakta ve

bazen 6liimle sonuglanabilmektedir (Dougan vd. 2011).

Salmonella, agizla alim sonras1 konaktaki ilk bariyeri olan mide asiditesinde yasamsal
faaliyetlerini siirdiirebildiginden direkt olarak ince bagirsaga ge¢mektedir (Kaur ve Jain
2012). invazyonun gergeklesebilmesi i¢in bakterinin ilk olarak, ince bagirsak mukozal

tabakasina tutunmasi gerekmektedir. Ardindan bakteri mikrofold hiicreleri (M hiicreleri)
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gibi Peyer plaklarinin (ince bagirsagin sonunda yer alan kiimelenmis lenfoid nodiilleri)
izerini Orten Ozellesmis epitel hiicrelerini ve enterositleri istila etmeye caligmaktadir
(Monack vd. 2004). M hiicrelerinde kismen fagosite ve nétralize edilen infektif bakteri,
antijen sunan hiicreler tarafindan Peyer plaklarina ulastirilmaktadir. Peyer plaklarinda
bulunan dendritik hiicreler ise bakteriyel antijeni, T ve B lenfositlerin simiilasyonunu
saglayan mezenterik lenf nodiiliinde bulunan immiin hiicrelere sunmaktadir. Bu lenfosit
hiicreleri, lenfotik nodiillerden retikuloendotelyal sistem ile karaciger ve dalaga
ulagmaktadir (Kaur ve Jain 2012). Bu organlarda makrofaj sistemiyle bakteri fagosite
edilmektedir. Fakat, Salmonella fagositik hiicreler iginde yasamin siirdiirebilmekte ve
cogalabilmektedir (House vd. 2001).

Makrofaj hiicre habitatinin olusturulmasinda Salmonella patojenite adasi-1 (SPI-1) ve
Salmonella patojenite adasi-2 (SPI-2) tarafindan kodlanan, Tip 3 salgi sistemi 1 (T3SS-
1) ve Tip 3 salgi sistemi 2 (T3SS-2) sistemleri ile birlikte, fimbria ve bakteriyel
yiizeydeki diger adezinler viriilans faktor olarak rol oynamaktadir (Santos vd. 2009).
Makrofaj hiicre igine alim ardindan Salmonella, SCV (Salmonella igeren vakuol) olarak
bilinen, LAMP1 gibi lizozomal membran glikoproteinleri ihtiva eden ozellestirilmis
fagozom iginde kalmakta ve SipA, SipC, SopB/SigD, SodC-1, SopE2, SptP gibi efektor
proteinleri sitoplazma igine sokmaktadir (McGhie vd. 2009). Bu efektorler, aktin
sitoiskelet yapisinin bozulmasini saglayarak konak hiicre membran morfolojisinin
deformasyonuna, sitotoksik tepkimelere ve apoptoza neden olmaktadir (Lara-Tejero ve
Gallan 2009, de Jong vd. 2012). Boylelikle viriilan Salmonella, konagin bagisiklik
sistem yanitindan kagmay1 basararak kan dolagimina ge¢mektedir ve sistemik olarak
yayllmaya neden olmaktadir (Salcedo vd. 2001, Figueira ve Holden 2012).
Gastroenterit, tifo ve septisemiye neden olan Salmonella spp. biiyiik dl¢lide viriilans

faktorlere ihtiya¢c duymaktadir.

2.3 Salmonella Patojenite Adalar:

Salmonella genomunda hiicre i¢i invazyon ve patojeniteyi saglayan viriilans faktorlerini
kodlayan biiyiik gen kiimeleri Salmonella Patojenite adalart (SPI) olarak

tanimlanmaktadir (Mills vd. 1995). SPI gen bdlgeleri, diger mikroorganizmalardan



yatay gen transferi ile kazanilmaktadir (Groisman vd. 1999). Bugiine kadar
Salmonella’ya 6zgii 21 tane patojenite adasi kesfedilmistir (Blondel vd. 2009).
Patojenite adalarinin bazilar1 korunmusken, bazilar1 serovaryetelere gore degiskenlik
gostermektedir. Bu adalardan Typhimurum’a 6zgi tek bir ada (SPI-14), Typhi’ye 6zgii
4 ada (SPI-7,15,17,18) bulunurken, 11 patojenite adasi (SPI 1-6,9,11,12,13,16) hem S.
Typhimurium hem de S. Typhi genomunda ortak olarak bulunmaktadir (Shah vd. 2005).
5 tane patojenite adasi (SPI 1-5) S. Typhimurium viriilanshig: ile iliskili olarak
tanmimlanmustir (Fabrega ve Vila 2013).

SPI-1; sentizom 63’de lokalize olan, tip 3 sekresyon sistemini (T3SS-1) (Mills vd.
1995) ve metal transport sistemini kodlayan 40 kb’lik bolgedir (Janakiraman ve Slauch
2000). T3SS, fagositik olmayan hiicrelerin invazyonu ve pro-inflamatuar cevap
olusumuyla iligkilidir (Gal’an ve Collmer 1999). Bu sekresyon sistemi, bakteri
tarafindan efektor adi verilen proteinleri direkt olarak konak hiicre i¢ine sokmak igin
kullanilmaktadir (Sabbagh vd. 2010). S. Typhimurium SPI-1 T3SS efektorleri,
proinflamatuar sitokinlerin {iretimini, polimorfoniikleer l6kositlerin (PMN) uyarilmasini
ve akut intestinal inflamasyonunu saglayan mitojenle aktive edilen protein kinaz
(MAPK) yolaklarinin aktivasyonunu saglamaktadir (Bruno vd. 2009). SPI-1 bagimli bu
immiin yanit olusumu, makrofaj hiicre 6liimiinii ger¢eklestirmektedir (van der Velden
vd. 2000, Wallis ve Galyov 2000). Efektorler SPI-1’in igerisinde veya disarisinda
lokalize olan genler tarafindan kodlanabilmektedir (Parkhill vd. 2001). Serovaryeteler
arasinda goriilen patojenite adast genomik lokalizasyon farki, fonksiyonel farklilia

sebep olmaktadir (Eswarappa vd. 2008).

Sentizom 30°da lokalize olan SPI-2; valV tRNA geninin yaninda bulunan 40 kb
biiyiikliigiinde bir lokusdur. Konak hiicre i¢i yasamsal faaliyetleri siirdiirmeyi saglayan
T3SS-2 sistemini kodlamaktadir (Shea vd. 1996). S. enterica’ya ait tiim alt tiirlerde SPI-
2 T3SS bulunmustur ve bu yapinin sistemik yayilmaya katkida bulunan 6nemli viriilans
faktorleri igerdigi belirlenmistir (Ochman ve Groisman 1996). Efektor proteinlerin
epitel ve makrofaj gibi konak hiicrelerini enfekte eden SCV membrant igerisinde
transloke oldugu bilinmektedir (Figueira ve Holden 2012). Efektorlerin konak hiicre

sitozolline gegisi, bakteriyel mambranda yer alan sekresyon sisteminin translokon poru



olusturmast ile gergeklesmektedir (Chakravortty wvd. 2005). Sekresyon sistemi
genlerinin aktivasyonu, OmpR—EnvZ ve SPI-2 tarafindan kodlanan SsrA-B iki bilesenli
regiilatér sistemleri tarafindan saglanmaktadir (Feng vd. 2004). Yaklasik olarak 30
farkli efektor protein kesfedilmesine karsin; birbirleriyle etkilesimleri ve bazilarinin
fonksiyonel ozellikleri heniiz tam olarak agiklanamamistir (Mills vd. 2008).
Fonksiyonlar1 bilinen efektorlerden SseF proteini, mikrotiibiil paketlenmesini ve Sif
(Salmonella filamentleri) olusumunu; SifA, PipB2, SopD2, Ssel proteinleri, bakteriyel
vakuol membran dinamigini; SpvC, SseL, SspH1 proteinleri, konak hiicre MAP
kinazlarinin defosforilasyonu ve sitokin iiretiminin engellenmesini; SteC, SspH2,
SrfH/Ssel, SpvB proteinleri ise, konak aktin polimerizasyonun inhibisyonunu ve
makrofaj sitotoksisitesini saglamaktadir (Figueira ve Holden 2012). Bu patojenite adasi
icin serovaryeteler arast genomikler karsilagtirildiginda; SPI-1’in aksine biiyiik
lokalizasyon farkliliklar1 goriilmemesine karsin, sseF, sifA gibi efektorler ve sseC, sseD
gibi translokon genler bakimindan belirgin molekiler farkliliklar s6z konusudur

(Eswarappa vd. 2008).

SPI-3; selC tRNA geninin yaninda yer alan, sentizom 82’de lokalize olan 17 kb’lik, 10
geni barindiran bir lokusdur (Sekil 2.1). Hiicre i¢inde yasamsal faaliyetleri siirdiirmeyi
saglayan bu patojenite adasi, fagozom iginde besin yetersizligi adaptasyonu igin gerekli
olan magnezyum tastyict sistemi (MgtCB) kodlamaktadir (Blanc-Potard ve Groisman
1997). mgtC geni, mgtB geni ile birlikte transkribe edilmekte (Snavely vd. 1991) ve
PhoP-PhoQ regiilator sistemi tarafindan kontrol edilmektedir (Garci’a Ve'scovi vd.
1996). mgtC; makrofaj iginde yasamda kalmayi, farede virtilanshigi ve diisiik
magnezyum iceren besi ortaminda gelisebilmek i¢in gereksinim duyulan Salmonella’ya
ozgii gendir (Blanc-Potard ve Groisman 1997). MgtCB disinda viriilans determinantlar
olarak, MisL (AIDA-I otoransporter benzeri) ve MarT (ToxR benzeri) s6z konusudur.
SPI-3 genom varyasyonlar1 serovaryeteler arasi insersiyon ve delesyonlar nedeniyle
biiyiik oranda degiskenlik gdstermektedir (Blanc-Potard vd. 1999). Ornegin, S.
Typhimurium’da bagirsak kolonizasyonunu saglayan MisL geni (Dorsey vd. 2005) ve
bu genin regiilatorii marT (Tiikel vd. 2007) S. Typi’de inaktif durumdadir (Sabbagh vd.
2010).
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Sekil 2.1 Salmonella patojenite adasi-3’lin genetik organizasyonu (Fabrega ve Vila
2013)

tRNA benzeri bir genin yaninda sentizom 92’de lokalize olan, 24 kb uzunlugunda SPI-4
fragmenti, epitel hiicrelere adezyonunun gergeklesmesi fonksiyonunu kodlamaktadir
(Wong vd. 1998). Bu patojenite adasi, tip 1 sekresyon sistemini kodlayan (T1SS)
silABCDEF gen kiimesini barindirmaktadir. Bu sekresyon sistemi, 595 kDa molekiiler
agirliginda olan SiiE fimbrial olmayan adezini ile karakterize edilmektedir (Morgan vd.
2007). SiiE adezini, epitel hiicrelerin apikal bdlgesinde bulunan mikrovilluslarin
yapisint deforme eden SPI-1 efektorlerinin translokasyonuna yardim etmektedir

(Gerlach vd. 2008).

SPI-5; serT tRNA’nin yaninda bulunan, 8 kb’dan kiigiik, sentizom 25°de lokalize bir
adadir ve enteropatojenite i¢in gereklidir (Wood vd. 1998). Hem SPI-1 hem de SPI-2
efektorlerini  kodlayan bu adanin, serovaryeteler arasi lokalizasyon farki
bulunmamaktadir (Sabbagh vd. 2010). Diyareye yol agan SopB inositol fosfataz
efektorii, SPI-1 kodlu T3SS ile transloke olmaktadir ve SopB’nin ifadesi SPI-1’in ana
transkripsiyonal regiilatorii HilA’nin kontrolii altinda gerg¢eklesmektedir. Buna karsin,

PipB efektorii, SPI-2 kodlu T3SS ile transloke olmaktadir (Hensel 2004).
2.4 Gram Negatif Bakterilerde Sekresyon Sistemleri

Protein sekresyonu bakteriyel hiicre fizyolojisi ve bakterinin ¢evre ile olan iligkisi
acisindan anahtar rol oynamaktadir (Chagnot vd. 2013). Bakteriyel patojenitede temel
basamak olan adezyonun ve enfeksiyonun ilk basamagi olan kolonizasyonun
gerceklestirebilmesi icin sekresyon sistemine ihtiya¢ duyulmaktadir (Desvaux vd.

2004). Gram pozitif bakterilerde proteinler ya hiicre dis1 ortama salinmakta ya da hiicre



duvariyla baglantili olarak kalmaktadir (Cossart ve Jonquieres 2000, Mazmanian vd.
2001). Gram negatif bakterilerde, Gram pozitif bakterilerden farkli olarak sekresyon
proteinleri i¢ ve dis membran olmak iizere iki membrani da ge¢melidir. Sitoplazmadan
hiicre dis1 ortama bir dizi proteinin tasinmasi zorlugunu asabilmek igin, Gram negatif
bakteriler 6zellesmis salinim yolaklar1 gelistirmistir (Dautin ve Bernstein 2007).
Bugiine kadar Gram negatif bakterilerde 6 sekresyon sistemi tanimlanmistir (Das vd.
2011).

Tip | sekresyon sistemi (TOSS) ilk olarak Esherichia coli’de alfa-hemolizin (HIyA) ile
tanimlanmistir. HIyA i¢ ve dis membran {izerinden bir oligomerik kompleks araciligi ile
salinmaktadir. Bu oligomerik TOSS kompleksi; i¢ membran ATP baglayict kaset
(ABC) proteini (HlyB), yardimci faktor membran fiizyon proteini (HlyD) ve dis
membranda por olusturan protein (TolC) olmak tizere ii¢ protein icermektedir

(Wandersman ve Delepelaire 1990, Fath ve Kolter 1993, Gentschev vd. 2002).

Tip Il sekresyon sistemi  Klebsiella oxytoca’da pullulanaz enziminde (PulA)
orneklenmistir. Bu sekresyon sistemi iki basamakli siirecten olusmaktadir. Ilk olarak
Tip II salinimli proteinler secB sistemi araciligi ile periplazmik bosluga ve ardindan
sekreton olarak isimlendirilmis 12-16 proteinden olusan bir sekresyon sistemi ile dis

membrana tasinmaktadirlar (d’Enfert vd. 1987, Pugsley 1993).

Tip 11 sekresyon sistemi (TTSS) ilk olarak patojenik Yersinia spp. Yop proteinleri
lizerinde yiiriitiilen ¢alismalar sonucu belirlenmistir. Daha sonra Salmonella enterica,
Shigella flexneri, E.coli gibi patojenlerde de karakterize edilmis bu sistem, i¢ ve dis
membrana uzanan kompleks ile protein tagima sistemidir (Michiels vd. 1990, Biittner ve
Bonas 2002). TOSS sekresyon yoluna benzer olarak sec sistemine bagli degildir. Bu
tasima sisteminin en onemli 6zelligi makrofaj ve epitel gibi hedef dkaryotik hiicrenin
icerisine direkt olarak proteinin injeksiyonunu saglayabilmesidir. Molekiiler siringa
benzeri rol oynayan bu protein sistemi, yaklasik olarak 20 farkli protein igermekte ve
bu yap1 injektizom olarak adlandirilmaktadir. Hiicre dis1 ortama proteinlerin salinmasi,
flagella olusumu ve Hpr pilus olusumu gibi molekiiler mekanizmalarin bu sistemle

iligkisi bir¢ok bakteride tanimlanmistir (Desvaux vd. 2004).



Tip IV sekresyon sistemi (TFSS) Gram negatif protein sekresyon yolaklarindan en az
anlagilanidir. Bakteriyel DNA’nin  konjugatif transferi bu sistem araciligi ile
gerceklesmektedir. Bu sistem konjugatif siirecte rol oynayan niikleoproteinlerin,
pertusis toksini (PT) gibi ¢oklu alt birim toksinlerinin ve RecA gibi monomerik
proteinlerin salinmasini saglamaktadir (Ward vd. 1988). Son zamanlarda bu yolak
Agrobacterium tumefaciens VirB’yi igeren Tip IVa ve Shigella flexneri Incl Collb-P9
plazmidin Tra homolog bolgelerini igeren tip IVb olmak iizere 2 alt sinifa ayrilmistir

(Christie ve Vogel 2000).

Tip V sekresyon sistemi, Gram negatif bakterilerin dig membran poruna taginabilen ve
en basit sekresyon donanimina sahip en biiyiik protein ailesini olusturmaktadir (Yen vd.
2002). Tip V sekresyon sistemi ¢ alt tipten olusmaktadir; bunlar (i) Klasik
ototransporter (AT-1) tip Va, (ii) Ikili sekresyon sistemi (TPS) tip Vb, (iii)
Ototransporter adezin (TAA) tip Vc sistemleridir (Leyton vd. 2012), (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 Tip V sekresyon sistemi (Henderson vd. 2004)
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Tip Va sekresyon yolagi, ilk olarak Pohlner tarafindan Neisseria gonorrhoeae’da IgAl
proteazlarinda tanimlanmistir (Pohlner vd. 1986). Bu yolakda kendi sekresyonunu
gerceklestirebilen proteinlere ototransporter proteinler denilmektedir (Pizarro-Cerda ve
Cossart 2006). Protein N ve C terminal uglarimi igeren tek bir polipeptit olarak
sentezlenmektedir. Bu sekresyon yolunda IgAl proteazi hem N terminal hem de C
terminal ucundan modifiye edilmektedir. N terminal 27 aminoasitlik sinyal peptit dizisi,
Sec sistemi aracilifiyla proteinin taginmasi sirasinda kesilmektedir. Olgunlasan
proteinin dis membrandan salinmasi i¢in, C terminal por olusturmaktadir. IgA1 proteazi
otokatalitik aktivite ile aminoterminal domainin sinyal peptit kesimi gerceklestirdikten
sonra, protein beta tabaka tizerinden hiicre dis1 ortama salinmaktadir (Pohlner vd. 1986,
Yen vd. 2002).

Tip Vb ya da ikili sekresyon yolaginda, ilk olarak karakterize edilen protein Serratia
marcescens ShIA/ShIB hemolizin sistemidir (Desvaux vd. 2005). Tek bir polipeptit
olarak tretilen Tip Va sekresyon yolagina zit olarak, bu yolakta yolcu domain
(ekzoprotein-TpsA) ve por olusturan B domain (transporter protein-TpsB) iki ayri
protein olarak translasyona ugramaktadir (Jacob-Dubuisson vd. 2001). Tip Va
yolaginda oldugu gibi, yolcu domain (TpsA) Sec translokonu ile katlanmamis
konformasyonda periplazmik bosluga ulasmaktadir (Desvaux vd. 2005). Periplazma
icine tasinan yolcu domain, beta tabaka ile olusturulan dis membran poru igine
yerlesmektedir. Tip Va sekresyon sistemi ile karsilastirildiginda, beta tabaka topololojisi
farkli goriinmektedir. TpsB proteininde 14 yerine, 19 amfipatik B zincir bulunmaktadir
(Loveless ve Saier 1997, Guedin vd. 2000, Yen vd. 2002). Yolcu domain, § domain
tizerinden translokasyona ugradigi icin hiicre ylizeyinde katlanmaktadir (Guedin vd.
1998). Tip Va yolaginda oldugu gibi, Tip Vb yolagi da 100 kDa gibi ¢ok biiyiik
proteinlerin salinmasini gergeklestirebilme &zelligine sahiptir. Bakterinin yilizeyinde
iken, baz1 yolcu domainler fizyolojik gorevini etkinlestirmek i¢in proteolitik kesime

ugrayabilmektedir (Jacob-Dubuisson vd. 2001).

Tip Vc sekresyon yolaginda, Yersinia enterocolitica YadA ve Haemophilus influenzae
Hia proteinleri yiizey iligkili oligomerik ototransporterlar olarak tanimlanmis

proteinlerdir (St Geme ve Cutter 2000). YadA; N terminal sinyal peptit, bas, boyun, sap,

11



baglayici ve sadece 4 zincir igeren C terminal bolgesi olmak tizere 6 farkli domainden
olusmaktadir (Hoiczyk vd. 2000). Tip Va sekresyon yolaginda oldugu gibi,
translokasyon Sec araciliiyla i¢ membran {izerinden olmaktadir (Desvaux vd. 2005). C
terminal bolgesi sadece 4 zincir igerdiginden, sekresyonda dis membranda fonksiyonel
beta pilili tabaka olusturabilmek i¢in trimerik olmak zorundadir (Leyton vd. 2012). C
terminal bolgesi, trimerizasyon sonrasi 12 zincir igeren 3 tabaka poru olusturmakta ve
proteinler C bolgesiyle bakteriyel hiicre yiizeyinde bagh olarak kalmaktadir (Hoiczyk
vd. 2000).

Tip VI sekresyon sistemi (T6SS) ile salinan tipik proteinler; Vibrio cholerae Hcp
(hemolizin ko-regiile protein) ve VgrG (valin-glisin tekrarli G) proteinleridir (Pukatzki
vd. 2006). Bu kompleks molekiiler sistem, ¢esitli orijinlerden gelen 13 ¢ekirdek alt {inite
ve yardimei alt {initelerden olusmaktadir (Shalom vd. 2007). Bu alt iiniteler bakteriyofaj
bilesenleri, tip IV sekresyon sistemine ait IcmF ve IcmH proteinleri, lipoprotein ve
ClpV AAA" Atpaz’dan olusmaktadir (Cascales 2008). Hcp proteini bakteriyofaj
kuyrugu, VgrG proteini ise bakteriyofaj kuyruk kilifi ile onemli yapisal homoloji
gostermektedir (Leiman vd. 2009, Pell vd. 2009). Bu homolojiden Otiirii, sistem
sekresyonu faj injeksiyon sistemi gibi ger¢eklestirmektedir (Records 2011). Bu sistem
Tip IV sekresyon sistemine benzer olarak, proteinleri hem prokaryotik hem de
Okaryotik hiicrelere direkt olarak salgilayabilmektedir (Alvarez-Martinez ve Christie
2009, Schwarz vd. 2010). Bu sistemin Salmonella (Folkesson vd. 2002), Rhizobium
(Bladergroen vd. 2003), Fracisella (Nano vd. 2004) ve Edwardsiella (Rao vd. 2004)
tiirlerinde virtilanslikta rol oynadig: belirlenmistir (Ho vd. 2014). Cogu tiirde viriilans
faktor olmasinin yani sira, Tip VI sekresyon sisteminin bakterilerin biyofilm yapilarinda
yasamlarin1 siirdiirebilmek gibi ekolojik uyum fonksiyonlarima da yardimci oldugu

belirlenmistir (Miyata vd. 2013).

2.4.1 Ototransporter proteinlerin sekresyon mekanizmasi

Ototransporter (AT) proteinler, genellikle 100 kDa biiyiikliiginde, Gram negatif
bakterilerden salgilanan biiyiik viriilans faktorlerdir (Jong vd. 2010a). Bugiine kadar 11

tane ototransporter alt kiimesi tanimlanmistir (Henderson vd. 2004). En iyi karakterize
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edilen ototransporterlar Enterobacteriaceae familyasina ait serin proteaz ototransporter
(SPATES) ailesidir (van Ulsen vd. 2014). Ototransporter ailesi proteinler; proteoliz,
sitotoksisite, serum direngliligi, invazyon, agregasyon, biyofilm olusumu ve adezyon

gibi fonksiyonlardan sorumludur (Henderson vd. 2004).

Biitiin ototransporter proteinlerde; Sec translokonunu hedefleyen N terminal sinyal
peptit (lider peptit), yiizey lokalize olgun protein (yolcu domain) ve dis membrana
entegre olarak por olusturan C terminal karboksi terminal ug (B-domain) olmak iizere 3
farkli domain tanimlanmustir (Jose vd. 1995), (Sekil 2.3).

otogaperon  ohelils B pilili tabalea

HN- W ") cooH
L I J
T 1 |
Sinval selans Yolew domain Translokasvon birimi

Sekil 2.3 Ototransporter proteinin alt birimleri (Girard ve Mourez 2006)

Sinyal sekansi genellikle 18-26 aminoasit uzunlugundadir. Pozitif yiiklii aminoasit
ihtiva eden N domain, hidrofobik amino asit iceren H domain ve nétr prolin-glisin
aminoasitlerinden olusan Sinyal peptidaz tanima dizisine sahip C domain olmak iizere 3
alt birimden olusan bir organizasyona sahiptir (Leyton vd. 2012). Yolcu domainlerin
biiyilikliigii ve sekansi degismektedir. Bu heterojenite ototranporterlara farkli efektor
fonksiyonlar sunmasini saglamakta ve boylece bakterilere spesifik patojenite 6zelligi
kazandirmaktadir (Jacob-Dubuisson vd. 2004). Yolcu domain; ototransporter proteinin
aktivitesine yardim eden N terminal domain ve C terminal bolgedeki otosaperon domain
olmak tizere iki alt birime sahiptir (Oliver vd. 2003b). Bu otosaperon bdlge
translokasyon i¢in zorunludur. Otosaperonun etkinligi arttik¢a beta pilili tabaka stabilize
olmakta ve bu yolla yolcu domainin katlanmasi saglanmaktadir (Ohnishi vd. 1994,
Maurer vd. 1999, Oliver vd. 2003a, Mogensen vd. 2005). Yolcu domainin kovalent
bagla baglandig1 translokasyon birimi; o-helikal konformasyonunu saglayan 25

aminoasitlik linker bolge ve dis membrana yerlesmis 250-300 aminoasit igeren B-pilili
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bolge olmak iizere iki alt domain icermektedir (Oliver vd. 2003a). Anti-paralel B pilili
tabaka, 10-14 arasinda degisen P zincirlerinden olusmaktadir (Jacob-Dubuisson vd.
2004). Bu domain proteinin sonunda bulunan C terminalde lokalize olan son ana
domaindir (Oliver vd. 2003a), (Sekil 2.4).

ciheliks 10-14 B zincir

Translokasyon birimi

Sekil 2.4 Translokasyon birimi (Jacob-Dubuisson vd. 2004)

Ototransporter proteinlerde sekresyon sistemi, 4 adimli bir siirectir. Bu asamalar; (i)
proteinin i¢ membrana translokasyonu, (ii) periplazmaya tasinmasi, (iii) dis membrana
translokasyon biriminin insersiyonu ve (iv) yolcu domainin islenmesidir (Rutherford ve
Mourez 2006).

Proteinler bakteriyel sitoplazmada pre-pro-protein olarak sentezlenmektedir. Proteinin
sinyal peptit dizisi sinyal tanima partikiilii (SRP) ile taninmakta ve Sec sistemi icin
hedef haline gelmektedir (Lee ve Bernstein 2001, Huber vd. 2005). Sec sistemi ile ig¢
membrana tasinmanin ardindan, membranda proteinin lider sekansi sinyal peptidaz
tarafindan kesilmekte ve pro-protein formunda olgun bir poliprotein olarak

periplazmaya katlanmadan salinmaktadir (Klauser vd. 1992, Henderson vd. 1998).
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Poliproteinin beta domain kismi B pilili yapist olusturmak iizere, periplazmadan dig
membrana yerlesmekte ve termodinamik olarak katlanma gergekleserek P tabaka poru
olugsmaktadir. Bu katlanma, bugiine kadar arastiritlan Gram negatif bakterilerin tiimiinde
yer alan, BamA proteinini ve BamB-E lipoproteinlerini i¢eren Bam kompleksi
tarafindan gerceklestirilmektedir (van Ulsen vd. 2014). Bu esnada yolcu domainin
gecici olarak periplazma igine uzayarak ayrildigi Ongoriilmektedir. Por olusumu
sonrasinda ise, yolcu domainin por iizerinden hiicre yiizeyine translokasyonu
gerceklesmektedir (Henderson vd. 1998). Periplazmada ATP bulunmamas: ve dis
membranda elektrokimyasal gradient meydana gelmemesi nedeniyle translokasyon
stirecinde enerjiye ihtiya¢ duyulmadigi 6n goriilmektedir. Porlar kii¢iik molekiillerin
diftizyonuna izin vermektedir (Pohlner vd. 1986, Yen vd. 2002). Yolcu domainin dis
membrana translokasyon mekanizmalari; sa¢ tokasi, Omp85 ve multimer olmak iizere 3

modelden olusmaktadir (Sekil 2.5).

a) Sac tokasi modeli N

P Somain ]
ﬁ — — D13 membran
Yolco domsin
b) OmpSS modeli oy
“' & g D13 membran

, © Multimer modeli

Oligomerik p domsin komplaks

Sekil 2.5 Yolcu domainin dis membranda translokasyon mekanizmalari (Dautin ve
Bernstein 2007).
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a) Sag tokas1 yapist mekanizmasinda; ilk olarak yolcu domainin C terminal ucu 3 tabaka
ile olusan por i¢ine uzayan bir sa¢ tokasi yapisini olusturur. Sonrasinda yolcu domain C
ucundan katlanma konformasyonuna baslamaktadir. Yolcu domainin en az 20-30
aminoasiti sabit kalmakta ve sag¢ tokasi yapisi por {lizerinden proteinin en u¢ N terminali

salinana kadar stirmektedir.

b) Omp85 modelinde; yolcu domainin kiigiik bir segmenti Onciil tabaka igine
yerlesmekte ve periplazmada en azindan kismi olarak katlanmaktadir. Hem yolcu
domainin dis membrana taginmasi hem de dis membran i¢ine B domainin entegrasyonu

Omp85 ile katalize edilmektedir.

c) Multimer modelinde; yolcu domain periplazmada kismi olarak katlanmakta ve
ardindan  domainin oligomerizasyonu ile olusturulan biiyiik bir silindirik kanal olan
oligomerik B domain kompleks iizerinden dis membrana taginmaktadir (Dautin ve

Bernstein 2007).

Translokasyon sonrasi hiicre yiizeyinde birkag olasiligin gerceklesmesi miimkiindiir;

(i) protein bir biitiin biiyiik poliprotein olarak kalabilmektedir (St Geme ve Cutter 2000),
(11) protein ya otoproteolitik aktivite kazanarak kendi kendine ya da bir dis membran
proteazi tarafindan kesilmektedir. Fakat bu durumda yolcu domain B domainle kovalent
olmayan baglar aracilig1 ile hiicre yiizeyiyle temas halinde kalmaktadir (Suhr vd. 1996,
Charbonneau vd. 2009),

(111) yolcu domain ya kendi otoproteolitik aktivitesi (Serruto vd. 2003) ya da bir dis
membran proteazt (Shere vd. 1997) ile kesilmektedir ve hiicre dis1 ortama

salinmaktadir.

2.4.2 AIDA ototransporter ailesi

Mikrobiyal viriilans faktor olan adezin proteinleri; konak immiin savunma sistemine
direngli ve konak i¢in toksin olabilmesinin yani sira, uygun doku yiizeyini hedefleyerek
kolonizasyonu gergeklestirebilmektedir (Klemm ve Schembri 2000). AIDA
ototransporter ailesi, en genis ototransporter ailesi olup, iyi karakterize edilmis S.
flexneri IcsA, E. coli dis membran proteini antijen 43 ve E. coli adezini AIDA-I gibi
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proteinlerle birlikte 55’den daha fazla protein ihtiva etmektedir (Henderson vd. 2004).
AIDA-I adezin ototranporter proteini ilk kez enteropatojenik Escherichia coli (EPEC)
2787 susunda viriilans faktor olarak tanimlanmistir (Benz ve Schmidt 1992, Jose vd.
1995). Tek zincir polipeptit olarak sentezlenen AIDA-I adezin pre-proteini, 1286
aminoasitten olusan 132 kDa molekiiler agirliginda bir proteindir. 49 aminoasit igeren
sinyal peptitin islenmesinin ardindan meydana gelen pro-protein (N terminal
fonksiyonel o domain ve C terminal f domain), periplazmada lokalize olmaktadir
(Miiller vd. 2005). Bundan sonra, C terminal beta domain dis membrana entegre
olmakta ve P pilili tabaka poru olusturmaktadir (Suhr vd. 1996). Por olusumunu takiben,
beta domain ile N terminal yolcu domain dig membran iizerinde yer degistirmektedir.
Translokasyon sonrasinda ya da esnasinda, otokatalitik islenme gerg¢eklesmekte ve
AIDA-I adezini bakteriyel ylizey ile non kovalent olarak iliskide kalmaktadir (Suhr vd.
1996, Konieczny vd. 2001). AIDA adezini heptoz vasitasi ile modifiye edildigi
belirlenen ilk proteindir (Henderson vd. 1998). Glikolizasyon AIDA-I adezinin
molekiiler agirhigimi 79.5 kDa’dan 100 kDa’a ulastirmaktadir (Konieczny vd. 2001).

Ototransporterlarin yapisi korunmasina ragmen; yolcu domainin kesilmesi, lipidasyon,
glikozilasyon, oligomerizasyon gibi post-translasyonel islenme siiregleri ototransporter
stiper ailesinin fonksiyonel olarak farklilasmasina katki saglamaktadir. Spesifik
modifikasyonlarin tiimiiniin fonksiyonel 6nemi heniiz agiklanamamistir. Buna karsin O-
heptoz molekiilleri igeren AIDA-I’in kararliligin1  glikolizasyonun artirdigi
bilinmektedir (Benz ve Schmidt 2001, Lindenthal ve Elsinghorst 2001). Bu molekiiller
memeli hiicrelere baglanmak icin gereklidir ve glikolizasyon 6zellikle insan hiicre

hattina tutunabilme yetenegini artirmaktadir (Dautin ve Bernstein 2007).

2.4.2.1 MisL ototransporter proteini

SPI-3 patojenite adasinda yer alan MisL geni, 955 aminoasitlik bir polipeptiti
kodlamaktadir. Tip V sekresyon sistemi ile salgilanan MisL proteininin C terminal
domaini, HelLa (Henrietta Lacks insan servikal karsinoma) hiicrelerine tutunmay1
saglayan E. coli AIDA-1 (Benz ve Schmidt 1992) proteinin C ucu ile % 43 ve hiicreler
arasinda yayilmay1 saglayan S. flexneri VirG (Goldberg vd. 1993) proteinin C ucu ile ise
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% 38 gibi yiiksek bir oranda homoloji gosterdiginden Otiiri, bu protein bir
ototransporter protein olarak kabul edilmistir (Blanc-Potard vd. 1999). Sekil 2.6’da
MisL ototransporter proteininin I-TASSER programi kullanilarak elde edilen tahmini ti¢

boyutlu yapisi yer almaktadir.

MarT geninin MisL’in pozitif regiilator elementi oldugu Tiikel (2007) tarafindan TPOP
transpozon mutasyonu yontemiyle saptanmistir. SPI-3 bolgesinde yer alan 285
aminoasitlik proteini kodlayan marT geni, Vibrio cholerae ToxR proteinin N terminal
bolgesi (kolera toksinin sentezinde gereksinim duyulan regiilator protein) ve E. Coli K-
12 CadC transkripsiyonal aktivatorii ile % 41 oraninda sekans benzerligi gostermektedir
(Blanc-Potard vd. 1999, Welch vd. 2002).

MisL ototransporter proteini Dorsey (2005) tarafindan bagirsak kolonizasyonu ile
iliskili hiicre dis1 matriks adezini olarak tanimlanmustir. Akgelik ve Akgelik (2011)
tarafindan yapilan immiin elektron mikroskobi c¢alismalar1 sonuglar1 da bu
dogrultudadir. Bu c¢alisma MisL proteininin, dis ylizeye salgilanarak kapsiiler
polisakkaritlerin lizerinde biriktigine ve hiicreye diizensiz dallanan bir dis yap1 6zelligi
kazandirdigina isaret etmektedir (Akgelik ve Akgelik 2011). Ayrica, hiicre disi
matriksde bulunan MisL’in bitki dokusuna adezyonu Kroupitski (2013) tarafindan

tanimlanmustir (Jaglic vd. 2014).

MisL volcu domain

A s

@ MisL beta domain

Sekil 2.6 I-TASSER programi ile elde edilen MisL proteinin tahmini ii¢ boyutlu yapisi
(Zhang 2008, Roy vd. 2010, Yang vd. 2015, Yang ve Zhang 2015)
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S. Typhimurium ile enfekte olmus tavuk ve farelerde bagirsak yiizeyinde bakteriyel
kolonizasyonun gerceklesmesi icin MisL genin tam aktivitesini gdstermesi gerektigi
belirlenmistir (Morgan vd. 2004, Dorsey vd. 2005). S. Typhimurium MisL protein yolcu
domaini, hiicre dis1 matriks proteini Kollajen tip 1V’e¢ ve fibronektine baglanmakta,
boylelikle insan epitel hiicrelerine invazyonu artirmaktadir (Dorsey vd. 2005). Ayrica
MisL ekspresyonu makrofaj hiicrelerininde invazyonu tetiklemektedir (Eriksson vd.
2003). Ancak MisL ve MarT genlerinin bazi Salmonella serovarlarinin viriilanslhigina,
niikleotit sekanslarinin translasyonal stop kodonlarini kazandigindan ve bu yolla yalanci
gene dontismesinden otiirii, katkisi s6z konusu degildir (Retamal vd. 2010). Parkhill
(2001) tarafindan S. Typhi CT18’in SPI-3 bolgesinde 3 tane yalanci gen tanimlanmaistir.
S. Typhi’de bu genom sekansmin inaktivasyonu ya da bozulmasi viriilans iligkili

fonksiyonlarimin ifade olmasini engellemektedir (Retamal vd. 2010).

Enfeksiyon olusumunda Salmonella yiizey proteinlerinin rolii biyoteknoloji ve tip i¢in
onemli ilgi alanidir. Kesfedilen ototransporter proteinlerin sayisi artmasina ragmen,
biyolusumlar1 zayif anlagilmistir ve hala ¢ogu fonksiyonlari bilinmemektedir (Girard ve
Mourez 2006). Fonksiyonal yolcu domainlerin iyi terapotik hedefler ve as1 adaylar
oldugu 6ngoriilmektedir. Salmonella patojenitesinde tanimlanmig, fonksiyonu bilinen
virtilans efektorlerinden MisL ve SopB as1 gelisimi i¢in iyi adaylar olabilir. Tek bir tip
efektér protein asisinin konak savunmasina yeterli geleceginin garantisi yoktur.
Salmonella rekombinant as1 dizaymi i¢in ¢oklu efektér proteinler kullanilmalidir
(Husseiny vd. 2007, Pulickal ve Pollard 2007, Cheminay ve Hensel 2008). Bu konuda
detayli ¢alismalar yapilmasi1 gerekmektedir. Bu hem 6nemli tan1 yontemlerine yonelik
pratik uygulamalarinin hem de bakteriyel patojenitenin evriminin anlasilmasin

saglayacaktir.

2.5 Salmonella Enfeksiyonuna Karsi Olusturulan Konak Immiin Yamiti

Salmonella’nin bagirsak epitelinde karsilastigi ilk konak savunma bariyeri epitel
yiizeyini kaplayan kalin bir mukus tabakasidir. Bu tabaka, goblet hiicresi olarak
adlandirilan 6zellesmis epitel hiicre tiplerinden salgilanan glikoprotein ailesine ait

musinlerden olugmaktadir. Musinlere ek olarak, gastrointestinal sistem hiicreleri;
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bakteri hiicre duvarini bozan ve kiigiik amfipatik proteinler olan antimikrobiyal
peptitleri de salgilamaktadir. Bagirsak epitel hiicrelerinden antimikrobiyal peptit ve
musinlerin salgilanmasi, mikrobiyal invazyona karsi olusturulan dogal immiin yanitin

onemli bir kismii1 meydana getirmektedir (Broz vd. 2012).

Salmonella’da phoP-phoQ ikili regiilatdr sisteminin aktivasyonu, antimikrobiyal
peptitlere kars1 direncliligi saglamaktadir. Epitel bariyerden kagmayi1 basaran
Salmonella, M hiicrelerine ya da enterositlere gegmektedir. Bagirsak lenfoid dokusunda
yer alan (GALT) makrofaj ve dendritik gibi monosit kokenli fagositik hiicreler, ikincil
konak immiin savunmasini olusturmaktadir. Bu hiicrelerin ana gorevi, ya direkt olarak
ya da pro-inflamatuar sitokinlerin salinmasiyla diger immiin hiicreleri uyarmak ve
istilact mikroorganizmalar1 fagozitozla yok etmektir. Fagositozu takiben, Salmonella
SCV olarak adlandirilan hiicre igi vakuolii olusturmak i¢in SPI-2 T3SS’ni aktive
etmektedir (Haraga vd. 2008). invazyon ve hiicre ici replikasyon igin SPI-2 T3SS ve
SPI-1 T3SS koordinasyonuna gerek vardir. Salmonella bu vakuol iginde, yeni konak
hiicreleri enfekte etmeden Once yiiksek oranda replike olmaktadir. Salmonella kismen
hiicre i¢i nigde sakli kalmasina ragmen, tamamen konak hiicre sinyalinden

kagamamaktadir.

Biitiin monosit hiicreler, patojen iliskili molekiiler elemanlar: (PAMP) taniyabilen, kalip
tanima reseptorlerine (PRR) sahiptir. Toll benzeri reseptorler (TLR), hiicre dis
membraninda (TLR 1,2,4,5,6,10) ya da hiicre ici vesikiillerde (TLR 3,7,8,9,11,13)
lokalize olan Salmonella’nin varligini ortaya ¢akaran ilk PRR molekiilleridir
(Medzhitov 2001). TLR molekiilleri; LPS (TLR 4), bakteriyel lipoprotein (TLR 1,2,6),
flagellin (TLRS) gibi ¢esitli hiicre dist PAMP molekiillerini tanimaktadir. Makrofaj ve
lenfositler TLR molekiilleri disinda PAMP molekiillerini sitozolde taniyabilen NOD
benzeri reseptorlere (NLR) sahiptir (Broz ve Monack 2011). TLR ve NLR
molekiillerinin aktivasyonu ile konak dogal bagisiklik sisteminde 6nemli role sahip
sitokin, kemokin gibi immiin regiilatorlerinin makrofajlardan {iretimi ve salgilanmasi
gerceklesmektedir (Akira ve Takeda 2004, Franchi vd. 2009). Salmonella’ya karsi
Interferon (IFN)-y, Tiimér nekrozis faktor (TNF)-a, Interldkin (IL)-1, IL-6, 1L-12, IL-18
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gibi sitokinlerin iiretimi ile karakterize edilen giiglii bir inflamatuar cevabi olugsmaktadir

(Khan vd. 2001, Young vd. 2002).

IFN-y ya da TNF-a sitokinleri makrofajlarda bakterisidal mekanizmalarin
indiiklenmesini  ger¢eklestirdiginden Salmonella enfeksiyonunun ilk basamaklar
sirasinda gereklidir (Gulig vd. 1997). Bu mekanizmalar reaktif oksijen ve azot ara
bilesiklerinin tretimi ile birlikte lizozomlarda bulunan litik efektor molekiillere
bakteriyi sunan fagozomlarin olusumunu indiiklemektedir (Richter-Dahlfors ve Finlay
1997). Bu dogal direng, kromozom 1°de Ity lokusunda yer alan Nrampl geninin genetik
kontrolii altindadir (Skamene vd. 1998). Salmonella 6zellesmis sekresyon sistemi
sayesinde (tip 11l sekresyon sistemi) makrofajlar iginde yasamini siirdiirebilmekte ve
makrofajlarda apoptoza neden olabilmektedir (Monack vd. 1996, Richter-Dahlfors ve
Finlay 1997).

Dogal immiin sistem, S. Typhimurium replikasyonunu sinirlamaktadir, fakat yine de
dokulara yayilan Salmonella eradikasyonu ve etkili kontrol i¢in kazanilmis direng
zorunludur (Mittriicker ve Kaufmann 2000). Ilk enfeksiyon siirecinde gelisen
kazanilmig direng; antikor iireterek humoral bagisiklig1 saglayan B lenfosit hiicrelerine
ve sitokinlerle aktif hale gelerek hiicresel bagisikligir saglayan T lenfosit hiicrelerine
gereksinim duymaktadir (Mastroeni vd. 2001). Salmonella enfeksiyonu spesifik sitokin
tiretimini saglayan CD4+ yardimeir T hiicrelerinin ve CDg+ sitotoksik T hiicrelerinin
olusumunu indiiklemektedir (Mastroeni vd. 1993). CD4+ T hiicreleri 6zellikle lenfoid
dokularda inflamatuar cevap olusumunu tetiklemektedir (Broz vd. 2012) ve CDg+ T
hiicreleri ile sinerjistik olarak viriilan Salmonella tiirlerinin olusturdugu enfeksiyonu

kontrol etmektedir (Lo vd. 1999).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteriler ve plazmid

Tez galismasinda kullanilan Salmonella Typhimurium ile Escherichia coli suslari ve
vektdr plazmid (Sekil 3.1) Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Prokaryot Genetigi Laboratuvari ve Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuvar kiiltiir
koleksiyonundan saglandi. Bakteriler % 40 gliserol i¢eren Luria-Bertani (LB) siv1 besi

ortaminda, plazmid ise uygun tampon (Tris-EDTA) igerisinde -80 °C’de sakland.

LB (Luria-Bertani) Broth ve Agar

Tripton 10¢
Maya Oziitii 5
NaCl 10¢
Distile su 1000 mL

pH 7.0 + 0.02 (sterilizasyondan 6nce)
121 °C’de 15 dakika sicaklik uygulamasi ile sterilize edildi. Kat1 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 1219
EDTA 0,379
Distile Su 1000 mL

2 N HCI kullanilarak pH 7.4’e¢ ayarlandi ve 121 °C’de 15 dakika siire sicaklik

uygulamasi ile sterilizasyon islemi yapildi.
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Sekil 3.1 pET28a vektoriiniin genetik haritasi

Bu vektor polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) iriinlerinin dogrudan E. coli’ye

klonlanmasinda kullanild1 (Novagen, Madison, WI).
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3.2 Yontem

3.2.1 Bakteri genomik DNA izolasyonu

LB broth ortamina aktif kiiltiirlerden % 1 oraninda inokiilasyon yapilarak, 37 °C’de
200 rpm calkalama hizinda 18 saat gelistirildi. Bu siire bitiminde 1.5 mL kiiltiir
mikrosantrifiij tiiptine alind1 ve 12000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilerek bakteri
hiicreleri ¢oktiiriildii. Ust s1vi ortamdan alindiktan sonra, bakteri ¢okeltisi 567 pL Tris-
EDTA (TE) tampon igerisinde ¢oziildii. Uzerine 30 uL % 10 sodyum dodesil siilfat
(SDS) ve 20 mg/mL proteinaz K (Sigma Chem Co., USA) aktarilip karistirildi. 37
°C’de 1 saat tutulan ortama, 100 uL 5 M NaCl ve 80 uL CTAB (Setil Trimetil
Amonyum Bromit)/NaCl c¢ozeltisi ilave edilip, kesik mikropipet uglari kullanilarak
beyaz partikiil yapisi olusuncaya kadar iyice karistirildi ve tiipler 65 °C’de 10 dakika
tutuldu. Bu ortam iizerine 750 pL kloroform/izoamil alkol (24/1 hacim/hacim) aktarildi
ve karigtirildi. 12000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilen ortamdan, st faz yeni
mikrosantriflij tiiplerine alindi. Alinan sivi faz tizerine 750 pL fenol/kloroform/izoamil
alkol (25/24/1 hacim/hacim) ilave edildi ve 12000 rpm’de 5 dakika santrifiij islemine
tabi tutuldu. Santrifiij islemi sonunda tiiplerdeki iist s1vi yeni mikrosantrifiij tiiplerine
aktarildi ve bu sivinin iizerine, hacminin 0.6’s1 (~350 pL) oraninda izopropanol ilave
edildi. Ortam, beyaz c¢okelti olusuncaya dek, one arkaya hareket ettirilerek elle
kanistirildi. Cokelti olustugunda tiipler mikrosantrifiije yerlestirildi ve 12000 rpm’de 5
dakika santrifiij islemi yapildi. Ust siv1 dokiildiikten sonra ¢okelti % 70°lik etanol ile
yikand1 (350 pL) ve tekrar 12000 rpm’de 5 dakika santrifiij islemine tabi tutuldu. Ust
stvi uzaklastirtlip oda sicakliginda kurutulan kromozomal DNA 6rnegi, 100 uL TE
tampon igerisinde ¢oziildii (Ausubel vd. 1994, Sambrook ve Russell 2001).

CTAB (Hekzadezil Trimetil Amonyum Bromit)/NaCl Cozeltisi

Once 4,1 g NaCl 80 mL distile su igerisinde ¢oziildii ve iizerine 10 g CTAB yavas yavas
eklenerek karistirildi. CTAB’in ¢oziilmesi igin ¢6zelti araliklarla 65 °C’ye kadar 1sitildi.

Son asamada toplam ¢dzelti hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.
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3.2.2 Salmonella Typhimurium LT2 susunda MisL geninin ifadesi

3.2.2.1 MisL geninin PZR ile ¢cogaltilmasi

Calisma MisL geninin yolcu domaininin fonksiyonunun arastirilmasma yo6nelik
oldugundan, MisL geninde sadece N-terminal sinyal peptit ile  Beta-barrel
transmembran domainleri arasinda kalan bu bdlgeyi kapsayacak sekilde polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) gergeklestirildi. PZR’da kullanilacak primerlerin tasarimi igin
NCBI, Sinyal Peptide 4.1-prediction ve Ugene hizmetlerinden yararlanildi.

MisL geninde bu spesifik bolgenin ¢ogaltilmasinda kullanilacak primerlere eklenen
restriksiyon ~ endoniikleaz tanima  serilerinin hangi enzime ait olacaginin
belirlenmesinde, enzimin ¢ogaltilacak gen icerisinde kesim bdlgesi icermemesine ve
aynt enzimlerin, kullanilacak olan pet-28a vektoriiniin klonlama bolgesinde kesim
yapmasina dikkat edildi. Restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin hedef gen icerisinde
kesim bolgesinin  olup olmadigmin arastirllmasinda CLC Sequence Viewer
programindan yararlanildi ve ECORI ile Nhel restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin bu

calisma i¢in uygun oldugu sonucuna varildu.

Kullanilan primer giftleri (Metabion) ¢izelge 1.1°de verildi. Bu ¢alismada optimize
edilen yontemde Fermentas Taq DNA polimeraz kullanildi. Polimeraz Zincir
Reaksiyonlar1 GeneAmp9700 Thermocycler (Applied BioSystems, USA) cihazi
kullanilarak gergeklestirildi.

Cizelge 3.1 Polimeraz zincir reaksiyonlarinda kullanilan primerler

Primer Dizilim 5°— 3’ Tm (°C)

MisL-N-ter-clon-F  GAT GCT AGC GCC TGG GTT GACGTT GATAGTC 75

MisL-N-ter-clon-R ~ GAT GAATTC TTAGACCTT CTTCTCACCCGTC 71

Tm: Primer erime sicaklig
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Al gizili diziler restriksiyon endoniikleaz kesim bolgelerini gostermektedir.

Amplifikasyon i¢in kullanilan reaksiyon karisimi (Fermentas, EU) ve amplifikasyon

kosullar1 asagida belirtildigi sekilde hazirlandi ve uygulandi.

PZR icerigi (Tek reaksivon icin):

Niikleaz icermeyen su 30 puL

Tampon (10X) 5 uL

dNTP (2mM) 5 uL

Ileri Primer (20mM) 1 uL

Geri Primer (20mM) 1 uL

MgCI2 (25mM) 3 pL

Tag DNA polimeraz (1u/uL) 1 uL

DNA (40 ng/uL) 4 uL
PZR kosulu
Basamak Sicakhik Siire Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 94 °C 10 Dakika 1
Denatiirasyon 94 °C 1  Dakika
Baglanma 69 °C 45 Saniye 30
Uzama 72 °C 2 Dakika
Son Uzama 72 °C 10 Dakika 1
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3.2.2.2 MisL geninin tamimlanmasi

PZR uygulamasi sonrasinda, DNA 6rnekleri Tris-Asetat EDTA tampon igeren tankta %
I’lik agoroz jelde yiiriitiildii ve etidyum bromit iceren tamponda bekletildi. Boyanan Jel,
Kodak Gel Logic 200 Imaging System (Kodak, USA) kullanilarak incelendi ve
fotograflandi.

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

Tris.HCI 242 ¢
Glasiyel Asetik Asit 57,1 mL
EDTA (0,5 M) 100 mL

Distile su ile son hacim1 litreye tamamlandi.

3.2.2.3 MisL geninin dogrulanmasi

High Pure PCR Product Purification Kit (Roche Chem. Co., USA) ile saflastirilan DNA
orneginin dizi analizi REFGEN (ODTU Teknokent, Ankara) firmasi tarafindan yapild.
Dizi analizi sonucu elde edilen dijital dosyalar FinchTV program: kullanilarak

degerlendirildi.

3.2.3 Restriksiyon endoniikleaz enzim kesimleri ve agaroz jel elektroforezi

Aragtirmada kullanilan restriksiyon endoniikleaz (R.E) enzimleri ve bu enzimlere ait
tampon ¢ozeltiler (Fermentas, EU) firmasindan saglandi. Tiim kesim reaksiyonlar1 i¢in,

bu firma tarafindan onerilen ve asagida belirtilen reaksiyon karigimlari kullanildz:
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PCR iiriinii icin restriksiyon endoniikleaz kesim reaksiyon karisim (Hacim 30 plL)

Distile su 21 puL
R.E Tamponu- Tango Tampon (10X) 3 pL
Purifiye MisL tirtint (111.8 ng/ulL) 5 uL
Nhel R.E. Enzimi (10u) 1 uL

Vektor DNA icin restriksivon endoniikleaz kesim reaksivon karisimm (Hacim 20 plL)

Distile su 7 uL
R.E Tamponu-Tango Tampon (10X) 2 ub
PET28a ( 64.1 ng/uL) 10 pL
Nhel R.E. Enzimi (10u) 1 uL

Ik enzim kesim reaksiyonlar1 i¢in 37 °C’de 2 saat inkiibasyon uygulandi ve su
banyosunda 65 °C’de 20 dakika tutularak R.E enzim inaktivasyonu saglandi. ilk kesim

reaksiyonunun devaminda ikinci enzim kesim reaksiyonu gergeklestirildi.

ikinci restriksivon endoniikleaz kesim reaksiyvon karisim

PZR iiriinii icin Vektor DNA icin
R.E Tamponu-Tango (10X) 3,75 uL 2,5 uL
EcoRI R.E (10u) 1 L 1 L

Bu ortam ilave edilip, 37 °C’de 2 saat inkiibasyona birakildi ve bu siire sonunda 65

°C’de 20 dakika tutularak R.E enziminin inaktivasyonu saglandi.
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Enzimatik reaksiyonlarla modifiye edilmis DNA’lar, bu enzimlere ait tamponlardan,
High Pure PCR Product Purification Kit (Roche Chem. Co., USA) araciligi ile
uzaklastirildi. Kesim sonuglar1 1 Kb marker (Fermentas, EU) ve supercoiled marker
(Sigma, USA) kullanilmak suretiyle % 0.7 konsantrasyonunda agaroz igeren jelde
kontrol edildi. Agaroz jel elektroforezi 100 V sabit elektrik akiminda ve TAE (Tris-
Asetat-EDTA) tamponda, 1 saat siireyle yapildi. Elektroforez islemi sonrasinda DNA
bantlar1 TAE tampon igerisine 2 pg/mL olacak sekilde etidyum bromit (Sigma Chem.
Co., USA) ilave edilerek 30 dakika boyandi ve UV 1sik altinda goriintiilenerek
fotograflar1 alindi (Kodak Gel Logic 200 Imaging System, USA). Ayrica DNA
orneklerinin konsantrasyonu ve saflik oranlart nanodrop 2000 spektrofotometre cihazi

(Thermo) kullanilarak tespit edildi.

3.2.4 DNA baglama reaksiyonu (Ligasyon)

Kesim yapilan PZR iriiniiniin lineer hale getirilen vektore aktarip rekombinant plazmid
elde edebilmek i¢in ligasyon reaksiyonlart yapildi. DNA parcalarinin baglanma
reaksiyonlarinda, T4 DNA ligaz enzimi ve bu enzime ait tampon c¢ozeltileri
(Fermentas, EU) kullanilarak 20 uL toplam hacimde gergeklestirildi. Uretici firmanimn
uygulama Onerisi dikkate alinarak, vektor (pet28a) ve klonlanacak DNA 6rneklerinin
molar konsantrasyonlarina gore 1:1, 3:1 oranlarini igeren ligasyon karisimlar1 hazirlandi
ve bu karigimlar 22 °C’de 4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda su banyosunda 65
°C’de 10 dakika tutularak T4 DNA ligaz enziminin inaktivasyonu saglandi. Olusturulan

rekombinant plazmidler kullanimlarina kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

DNA-Vektor molar oranlarinin  hesaplanmasinda asagida verilen denklemden

faydalanildi.

DNA Konsantrasyonu (ng)=

DNA boyutu (b¢) x Vektor Konsantrasyonu (ng) x Ligasyon orani

Vektor boyutu (b¢)
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DNA Baglanma Reaksivonu Karisimm (Hacim 20 ulL)

1:1 3:1 *Kontrol Grubu
Distile su 11,5 uL 9,5uL 34 pL
T4 DNA ligaz tamponu (10X) 2 L 2 uL 5 uL
MisL (64ng/uL) 1 L 3 puL —
Pet28a (32ng/pL) 5 uL 5 puL 10 pL
T4 DNA ligaz 05 pL  05pL 1 pL

*Kontrol grubu olarak yalnizca vektorii iceren bir ligasyon karisimi uygulandi (Hacim

50 pL).

Ligasyon sonuglari 1 Kb marker (Fermentas, EU) ve supercoiled marker (Sigma, USA)

kullanilmak suretiyle % 0.7 konsantrasyonunda agaroz i¢eren jelde kontrol edildi.

3.2.5 Escherichia coli hiicrelerinin elektroporasyona hazirlanmasi

Elektrokompotent E. coli hiicrelerin hazirlanmasinda Sambrook vd. (1989) tarafindan
tanimlanan yontem kullanildi. -80 °C’de muhafaza edilen E. coli Dh5a ve BL21 susu, 5
mL LB sivi besiyeri igeren tiiplerde 37 °C ve 200 rpm karistirma hizinda 1 gece tretildi.
Bu kiiltiir, LB Agar igeren petri plaklarina tek koloni diisiiriilecek sekilde 6ze ile ekildi
ve 37 °C’de 1 gece inkiibe edildi. Agar yiizeyinde gelisen tipik koloniler 6ze ile 5 mL
LB siv1 besiyeri igeren tiiplere alindi. Hiicreler 37 °C ve 200 rpm karistirma hizinda 1
gece inkiibe edildi. Gelisen kiiltiir, inkiibatérde tutularak sicakligi 37 °C’ye getirilmis
LB besiyerine 1/100 oraninda aktarildi ve 37 °C 200 rpm karistirma hizinda iki saatlik
inkiibasyon sonrasinda, her 15 dakikada bir ortamin optik yogunluk (ODgn) degerleri
Olctldii. Kiiltliriin optik yogunlugu 0.4-0.6 degerleri arasina ulastiktan sonra inkiibasyon
sonlandirild1 ve kiiltiir ortam1 buz {izerine alinarak sicakligi 4 °C’nin altina diistiriildii.
Hiicre siispansiyonlari, dnceden buz igerisine yerlestirilerek sogutulan santrifiij tiiplerine
dagitildi ve 4 °C’de 10000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Ust sivinin dokiilerek

uzaklastirilmasindan sonra, hiicre ¢okeltileri dnceden 4 °C’ye sogutulmus % 10 gliserol
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iceren steril deiyonize su igerisinde ¢oziildli. Elde edilen siispansiyon, 4 °C’de 10000
rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek tekrar hiicre ¢okeltileri elde edildi. % 10 gliserol
iceren steril deiyonize su ile yapilan bu yikama islemi 2 kez daha tekrar edildi. Son
asamada, hiicre ¢okeltisi % 10 gliserol igeren deiyonize su ile ¢oziildii ve 6nceden buz
tizerinde sogutulmus mikrosantrifiij tiiplerine 50 pL’lik siispansiyonlar halinde dagitildi.
Hazirlanan kompetent hiicreler, kullanilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi

(Sambrook vd. 1989)

3.2.6 Rekombinant plazmidlerin E. coli Dh5a hiicrelerine elektroporasyonu

Olusturulan rekombinant plazmidler, CelljecT Uno elektroporator cihazinda (Thermo,
USA), 2 mm genisliginde 6rnek haznesine sahip elektroporasyon kiivetleri (Thermo,
USA) kullanilarak, oncelikle transformasyon etkinligi yiiksek olan alict kompetent
hiicre E. coli Dh5a’ya aktarildi. Bu islem oncesinde, -80 °C’de muhafaza edilen
kompetent hiicreler, -20 °C’de muhafaza edilen plazmid soliisyonlart ve
elektroporasyon kiivetleri buz {izerinde bekletildi. Buz iizerinde ¢oziindiiriilen plazmid
soliisyonundan 2 pL alinarak ¢dziinmiis kompetent hiicreler (50 pL) lizerine aktarildi.
Buz iizerinde inkiibe edilen bu karisim, pipetle elektroporasyon kiiveti igerisine hava
kabarcig1 kalmayacak sekilde aktarildi. Elektroporator cihazinda 1800 V degeri
ayarlanarak elektrik akim uygulamasi yapildi. Elektroporasyon uygulanmis hiicrelerin
bulundugu kiivete 1 mL rejenerasyon ortami (SOC+glukoz) ve LB besiyeri ilave edildi.
Tiim igerik steril mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. 2 saat 37 °C’de ¢alkamali olarak
inkiibe edilen ortamdan, 50 pg/mL kanamisin (kan) igeren LB agar plaklarina yayma
ekim yapildi. 37 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi (Sambrook vd. 1989).
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SOC Ortami

Tripton 2 g
NaCl 05 g
1M KCI 0,25 mL

1M MgSO4 2 mL

dH,0 97 mL

pH, 4 N NaOH kullanilarak 7.0 olarak ayarlandi ve ortam 121 °C’de 15 dakika sterilize
edildi. Ortam kullanilmadan hemen 6nce 18 pL (1 mL i¢in) 1 M glukoz ilave edildi.

1M Glukoz
Glukoz 18 gr
dH,0 100 mL

Sterilizasyon filtrasyonla yapildi.

3.2.7 DhS5So susundan rekombinant plazmid izolasyonu ve insert genin
dogrulanmasi

Kanamisin icermeyen LB broth besi ortaminda gelistirilen E. coli Dh5a ve kanamisin
iceren LB agar besi ortaminda secilen Dh50 "¢ suslarindan high pure plazmid DNA Kiti
(Roche Chem. Co., USA) kullanilarak, {iretici firmanin 6nerdigi protokole gore plazmid

DNA izolasyonu gergeklestirildi.

Roche High Pure Plazmid DNA Kiti izolasyon Protokolii:

Calismaya ODggp=1.5-5.0 araliginda olan 4 mL’lik kiiltiirlerle baslandi. Oda

sicakliginda 8000 rpm’de 30 saniye santirifiij edilen kiiltlirlerin iist sivis1 dokiildiikten
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sonra, bakteriyel ¢okelti 250 uL. RNaz’li tamponda ¢oziildii. Coziilen ¢okelti tizerine
250 pL lizis tampon eklendikten sonra, tiip 3-6 kez cevrildi ve oda sicakliginda 5 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda buzda bekletilen baglanma tamponundan 350 pL
eklendi ve tiip tekrar 3-6 kez ¢evrildi. Bu asama sonunda tiipler buzda 5 dakika
inkiibasyona birakild1 ve oda sicakliginda 12000 rpm’de 10 dakika santirifiij edildi.
Santrifiij sonrasi elde edilen st sivi filtreli tiipe aktarildi ve oda sicakliginda 12000
rpm’de 1 dakika daha santirifiij edildi. Santrifiij sonras1 iist faza 700 puL yikama
tamponu eklendi ve oda sicakliginda 12000 rpm’de 1 dakika santirifiij edildi. Santrifiij
sonras1 alt faz alarak, 1 kez daha santrifiij yapild1 ve filtreli tiip yeni steril bir
mikrosantrifiij tiipline aktarilarak, 100 uL eliisyon tamponu eklendi ve 1 kez daha
santrifiij yapildi. Sonraki analizlerde kullanilmak iizere elde edilen plazmidler -20 °C’de

saklandi.

Plazmid izolasyon sonuglar1 % 0.7 konsantrasyonunda agaroz igeren jellerde kontrol
edildi. Elde edilen rekombinant plazmidler, insert genin varliginin dogrulanmasi amaci
ile PZR analizinde kullanildi. MisL geninin amplifikasyonu i¢in reaksiyon karigimi ve
kosullar1 3.2.2.1°de belirtildigi sekilde uyguland1

3.2.8 Rekombinant plazmidlerin E. coli BL21 hiicrelerine elektroporasyonu

E. coli Dh5a hiicrelerinden elde edilen rekombinant plazmidler, CelljecT Uno
elektroporatdr cihazinda (Thermo, USA), 2 mm genisliginde 6rnek haznesine sahip
elektroporasyon kiivetleri (Thermo, USA) kullanilarak ifade etkinligi yiiksek alici
kompetent hiicre E. coli BL21’e aktarildi. Bu islem boliim 3.2.6’da belirtildigi gibi
gergeklestirildi.

Kanamisin iceren LB agar besi ortaminda secilen BL217¢ suglarindan ve kanamisin
icermeyen LB broth besi ortaminda gelistirilen E. coli BL21 susundan high pure
plazmid DNA kiti (Roche Chem. Co., USA) kullanilarak, iiretici firmanin onerdigi
protokole gore plazmid DNA izolasyonu gerceklestirildi. Izolasyon sonucu % 0.7
konsantrasyonunda agaroz igeren jelde kontrol edildi ve UV 1sik altinda goriintiilenerek
fotografi alindi (Kodak Gel Logic 200 Imaging System, USA). -20 °C’de muhafaza

33



edilen rekombinant plazmidlerin insert geni igerip igermedigini kontrol etmek amaciyla
PZR analizi yapildi. MisL insert geninin amplifikasyonu i¢in reaksiyon karigimi ve
kosullar1 3.2.2.1’de belirtildigi sekilde uygulandi. MisL geninin varhigi % 1

konsantrasyonunda agaroz igeren jelde kontrol edildi.

3.2.9 Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Elde edilen rekombinant BL21 hiicrelerinde MisL protein ifadesinin olup olmadiginin
anlagilabilmesi i¢in sodyum dodesil siilfat-poliakrilamit jel elektroforezi yapildi.
Kanamisin iceren 5 mL LB broth iizerine 1/100 oraninda BL21% Kkiiltiirii inokiile
edilerek 37 °C’de ODgp=0.3-0.4 oluncaya dek iiretildi (yaklasik 2 saat). Bu kiiltiirlere 5
mL indiikksiyon ¢ozeltisi (% 2’lik Pepton, 1 mM IPTG (izopropil B-D-1
tiogalaktopiranozid), 50mg/mL Kanamisin ve LB) ilave edilerek 1 gece boyunca ayni
kosullarda inkiibasyona devam edildi. Paralel olarak ayni bakteriler indiiklenme
gerceklestirilmeden tretildi. Kontrol olarak BL21 susu kullanildi. Kiiltiirler oda
sicakliginda 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek ¢oktiirtildii.

SDS-PAGE denemelerinde, Laemmli (1970) tarafindan Onerilen yontem kullanildi.
10x8 cm ve 10x7.5 cm ebatlarinda iki adet cam plaka kullanilarak dikey jel sistemi
kuruldu. Elektroforez plakalar1 % 70’lik etanol ¢6zeltisi ile yikanip kurutulduktan sonra,
Bio-Rad jel elektroforez tankina yerlestirildi. Bu asamadan sonra jel taraginin 1 cm
altina kadar gelecek sekilde % 10’luk ayirict jel dokiildii. Uzerine 100 pL isoproponol
ilave edilen ayirici jelin polimerizasyonu igin 45 dakika beklendi. Plakanin kalan kismu,
y1gma jel dokiilerek tamamlandi ve tarak yerlestirildi. Yigma jelin polimerizasyonu igin
20 dakika kadar beklendikten sonra plakalar elektroforez tankina yerlestirildi, elektrot
tamponu ilave edildi ve tarak ¢ikarildi. Ornekler yiiklenmeden once 2X protein rnek
tamponu (Sigma) ile iyice karigtirildiktan sonra 5 dakika 100 °C’de bekletildi.
Hazirlanan Ornekler jel kuyucuklarina hamilton igne uglu pipet araciligiyla 10 pL,
prestain protein marker ise 5 pL olacak sekilde aktarildi. Jel sistemine go¢ i¢in 100 V
akim uygulandi. Yaklasik 2 saat ayirict jelde yiiriitiillen ornekler jelin son kismina
ulastiginda, akim durduruldu. Sistemden ¢ikarilan jel, 45 dakika fiksasyon

cozeltisisinde bekletildikten sonra 1 gece Commasie Brilliant Blue Cozeltisinde tutuldu.

34



Boyanan jel boya giderme ¢ozeltisinde en az 2 saat bekletildikten sonra, beyaz 1s1k
kaynagi iizerine yerlestirilerek jel fotograflar1 alindi. Proteinlerin molekiiler
bliytikliikleri, marker proteinlerin bagil hareketlilik (Rf) degerleri ve molekiiler
bliyiikliiklerinin logaritmalarindan yararlanilarak c¢izilen standart egri kullanilmak

suretiyle belirlendi.

Aviricr Jel (% 10)

Steril distile su 3,93 mL

% 30 Akrilamit/bisakrilamit (Applichem) 3,33 mL

1,5 M Tris, pH 8.8 2,53 mL
% 10 Sodyum dodesil siilfat 100 pL
% 10 Amonyum persiilfat 100 pL

TEMED (N°’N’N’N’-Tetra-Metilendiamin) 10 pL

Dokmeden hemen 6nce, % 10 amonyum persiilfat ve TEMED ilave edildi.

Yigma Jel (% 5)

Steril distile su 2,80 mL

% 30 Akrilamit/bisakrilamit (Applichem) 0,70 mL

0,5M Tris, pH 6.8 1,25 mL
% 10 Sodyum dodesil siilfat 50 pL
% 10 Amonyum persiilfat 50 pL
TEMED (Sigma) 5 uL

Doékmeden hemen 6nce, % 10 amonyum persiilfat ve TEMED ilave edildi.
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9% 30 Akrilamit/bisakrilamit

Akrilamit 29,2 ¢
Bisakrilamit 08 g

Steril distilesu 100 mL

Cozelti 0.45 pum por ¢apindaki membran filtreden (Millipore Co. Billerica, MA, USA)
gegirilerek sterilize edildi. Kullanilana kadar 4 °C’de karanlikta saklandi.

15M Tris, pH 8.8

Tris-base 5459

Steril distile su 300 mL

Tris 200 mL distile suda ¢oziildiikten sonra, HCI kullanilarak pH 8.8’e ayarlandi.

Toplam hacim 300 mL’ye tamamlandi.

0,5 M Tris, pH 6.8

Tris-base 121¢g

Steril distile su 200 mL

Tris, 150 mL distile suda ¢oziildiikten sonra, HCl kullanilarak pH 6.8’¢ ayarlandi.
Toplam hacim 200 mL’ye tamamlandi.

% 10 Sodvum dodesil siilfat

Sodyum dodesil siilfat 5 ¢

Steril distile su 50 mL
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% 10 Amonyum Persiilfat

Amonyum Persiilfat 0,149

Distile su 1 mL

Fiksasyon Cozeltisi

Isoproponol 200 mL
Glasiyel Asetikasit 100 mL
Steril distile su 700 mL

Commasie Brilliant Blue Bova Cozeltisi

Commasie Brilliant Blue R250 0,3 g

Metanol 45 mL
Glasiyel Asetikasit 10 mL
Distile su 45 mL

Commasie Brilliant Blue, methanolde ve suda ¢6ziindiikten sonra glasiyel asetikaasit

eklendi.

Bova Giderme Cozeltisi

Metanol 100 mL
Glasiyel Asetikasit 50 mL
Distile su 350 mL
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Elektroforez Tampon (5X)

Tris-Base 15¢
Glisin 72 g
SDS 5 ¢

HCI kullanilarak pH 8.3’e ayarland1 ve distile su ile hacim 1 It’ye tamamlandi.

3.2.10 Rekombinant MisL proteininin saflagtirilmasi

MisL proteininin saflagtirilmas: g¢alismalarinin ilk asamasinda, hiicreler IPTG ile
indiiklendikten sonra lize edilmistir. IPTG ile indiiklendikten lizat, lizis tamponu
icerisinde 5 dakika boyunca sonike edildi (SONICS Vibra-Cell, Newtown, USA).
Sonikasyon sonrasi rotatérde 30 dakika inkiibasyona birakildi ve 13.300 rpm hizda 4
°C’de 15 dakika santrifiij edildi (Thermo IEC MICROCL 17R). Elde edilen iist sivi
kisimla kolon agamasina gegildi. Protein soliisyonundaki polihistidin—tag proteinlerinin
saflastirilmasi i¢in nikel yiiklii nitrilotriasetik asit (NTA) selat1 igeren HisPur Ni-NTA
(Thermo, Rockford, USA) spin kolonundan yararlanildi. Firmanin 6nerdigi protokol
takip edildi. Denge (10mM imidazol igeren PBS; pH 7.4), yikama (25mM imidazol
iceren PBS; pH 7.4) ve eliisyon (250mM imidazol iceren PBS; pH 7.4) tamponlari
hazirlandi. Kolon ¢alismaya baslamadan 6nce oda sicakliginda bir siire bekletildi ve
altindaki tika¢ kaldirildiktan sonra, 50 mL’lik falkona yerlestirildi. Icindeki stok
tamponu uzaklastirmak i¢in, 700 g hizda 2 dakika santrifiij edildi. Kolonun 2 kati
hacminde denge tampon eklendi ve bu tamponu uzaklastirmak i¢in 700 g’de 2 dakika
santrifiij edildi (Hettich Rotina 35 R). Protein ekstrakti esit hacimde denge tamponu ile
karistirildi ve kolonun tikaci alta takildiktan sonra hazirlanan protein ekstrakti eklendi.
30 dakika oda sicakliginda rotatorde karistirilmasi saglandi. Kolon tikaci tekrar
cikartilip, 700 g’de 2 dakika santrifiij edildi ve alt kisim toplandi. Kolonun iki kati
hacminde yikama tamponu ilave edildikten sonra 700 g’de 2 dakika santrifiij edildi ve
fraksiyonlar santrifiij tiiptine toplandi. Bu basamak iki kez daha tekrarlandi ve her

basamagin fraksiyonlar1 ayri steril tiiplere alindi. His-tag proteinleri ayirmak igin
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kolonun 1 kat1 hacminde eliisyon tampon eklendi ve 700 g’de 2 dakika santrifiij edildi.
Bu basamak iki kez daha tekrarlandi ve her basamagin fraksiyonlar1 ayr1 steril tiiplere
alindi. Protein saflastirilmasimin son asamasinda Ornekler imidazolden arindirildi. Bu
islem i¢in 0.2 M amonyum bikarbonat (pH:8.0) tamponu ile dengelenen D-Salt
Poliakrilamid Plastik Desalting Kolonundan (Pierce, Rockford, IL, USA) yararlanildi.
100 g’de santrifiij edilen bu kolondan 3 kez eliisyon 6rnegi toplandi. En son olarak da
kolondan 1X PBS gecirilmesi sonras1 ornek toplandi. Protein 6rnekleri Western Blot
teknigi ile analiz edildi ve fraksiyonlarin protein miktar tayinleri yapildi. Eliisyon

ornekleri analiz siiresince -20 °C’de % 50’lik gliserol (1:1 oraninda) igerisinde saklandi.

Lizis Tamponu (25 mL)

Tris-HCI pH: 8.0 10 mM
KCI 50 mM
EDTA 1 mM
Triton X-100 %1
IGEPAL CA-630 % 0,5
Lizozim 1/1000

3.2.11 Western blot yontemi

Saflagtirilan rekombinant MisL proteininin purifikasyonun gergeklestiginin SDS-PAGE
teknigiyle kanitlanmasinin ardindan Western Blotlama teknigi uygulandi (Renart vd.
1979, Towbin vd. 1979, Burnette vd. 1981). Aktarim i¢in Oncelikle jel boyutunda
kesilen Immun-Blot PVDF (Poliviniliden difluorid) membran (BIO-RAD Lab,
Hercules, CA, USA) % 100’liik metanol igerisine konularak 5 dakika oda sicakliginda
calkalandi. Bu asamadan sonra membran soguk transfer tampon c¢ozeltisinde
bekletilirken, ayni tampon igerisinde Whatman kagitlar1 ve silingerleri de 1slatildi.

Transfer kasedinin (BIO-RAD Lab, Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell)
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beyaz kismina sirastyla siinger, whatman kagidi ve membran yerlestirilirken, siyah
kismina protein orneklerinin yiriitiildiigii jel, whatman kagidi ve siinger yerlestirildi.
Kaset kapatilmadan 6nce, olusturulan bu transfer sistemi iizerindeki hava kabarciklari
cam bir pipetin hafif bir sekilde yuvarlanmasi suretiyle giderildi. Transfer kasediyle
birlikte buz kalib1 tanka (BIO-RAD Lab, Mini-PROTEAN) yerlestirildikten sonra, 90
dakika siiresince 100 Volt akim uygulandi. Transfer islemi gerceklestirildikten sonra
membran, 50 mL bloklama tampon ¢o6zeltisinde soguk odada 1 gece calkalandi.
Bloklanan membrana primer antikor ¢6zeltisi (Anti-His (C-term)-HRP (Horseradish
peroksidaz antikoru (invitrogen, Carlsbad, CA, USA) kullanilarak 1:2000 oraninda PBS
(fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) igerisinde seyreltilerek hazirlandi) ile muamele edildi ve
oda sicakliginda 1.5 saat boyunca yavas bir sekilde karistirilarak inkiibasyona tabi
tutuldu. Primer antikor uygulamasi bitiminde membran, % 0.1°lik PBS-Tween 20 (PBS-
T) igerisinde 10 dakika boyunca oda sicakliginda karistirilarak 3 kez yikandi. Buradan
aliman membran, sekonder antikor ¢o6zeltisi (Anti-mouse 1gG, HRP linked antikor
cozeltisi (Cell Signaling Technology, Inc.) 1:5000 oraninda PBS igerisinde seyreltilerek
hazirlandi) iceren ortamda, oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Sekonder antikor
uygulamasindan sonra membran PBS-T icerisinde 10 dakika boyunca oda sicakliginda
kanigtirilarak 3 kez yikandi. Kemiluminesans tanimlama goriintiileme i¢in, 20X
LumiGLO reaktif ve 20X Peroksit (Cell Signaling Technology, Inc) soliisyonlarindan
1:1 oraninda karstirilarak substrat hazirlandi. Substrat soliisyonunun membrana
uygulanmasindan sonra goriintii alindi (Kodak Image Station 4000 mm, Rochester,

USA). Goriintiileme ¢aligmalar1 karanlik ortamda gergeklesti.

1X Transfer Tampon Cozeltisi

Tris 6,04 g
Glisin 144 g
Methanol 100 mL

700 mL saf su igerisinde ¢oziildiikten sonra toplam hacim 1 litreye tamamlandi ve

sogumasi i¢in 4 °C’de bekletildi.
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10X PBS Cozeltisi

NaCL 80 ¢
Na2HPO4.2H20 8 g
KCL 2 g
KH2PO4 2 g

800 mL saf su igerisinde ¢oziildiikten sonra pH 7.4’e ayarlanip, toplam hacim 1 litreye

tamamlandi. 121 °C’de 15 dakika steril edildikten sonra, oda sicakliginda saklanda.

Bloklama Tampon Cozeltisi

Yagsiz siit tozu 2,50r

PBS-T 50 mL

Hazirlanan ¢ozelti 4 °C’de saklandi.

3.2.12 Protein konsantrasyonunun belirlenmesi

Immiinizasyon calismalarinda  farelere inokiile edilecek antijen  miktarini
belirleyebilmek i¢in protein konsantrasyonunun tespitinde BCA Protein Assay kitinden
(Novagen, Madison, WI, USA) yararlanildi. Reaktif maddesi bisinkoninik asit (BCA)
olan bu yontemde, standart olarak sigir serum albiimini (BSA) kullanildi. Firmanin
direktiflerine gore 0 pg/mL-1000 pg/mL araliginda BSA konsantrasyonlar1 ve standart
BCA c¢alisma reaktifi (BCA sollisyonu: % 4’liik kuprik stilfat, 50:1) hazirlandi. 96
kuyulu plaga her bir standarttan ve Olgiilmesi istenen protein Orneklerinden 25 pL
konulduktan sonra, iizerlerine 200 pLL BCA ¢alisma reaktifi eklendi. 30 saniye siire ile
iyice karistirilan plagin iizeri ortiiliip, 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Plak oda

sicakliginda bir siire bekletildikten sonra, ikili reaksiyon sonucu olusan renk
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komplekslerinin absorbans degerleri 560 nm dalga boyunda olgiildii (Perkin Elmer
Victor3 V 1420 Multilabel Plate Counter). Konsantrasyonlari1 bilinen BSA standartlarin
absorbans verilerinden elde edilen standart egriye gore olusturulan formiil ile 6rneklerin
protein konsantrasyonlar1 belirlendi (Smith vd. 1985, Kessler ve Fanestil 1986,
Wiechelman vd. 1988, Brown vd. 1989).

3.2.13 Poliklonal antikor eldesi ve kontrolii

3.2.13.1 Balb/c farelerde poliklonal antikor iiretimi

Poliklonal antikor (PADb) iiretimi, saf antijenin eldesinden sonra hayvan tiiriiniin
secilmesi, adjuvan tercihi, enjeksiyon protokolii, enjeksiyon sonrasi gézlemleme ve
serum toplama siireglerinden olusmaktadir. PADb iiretimi amaciyla gergeklestirilen
immiinizasyon uygulamalarinda saglikli, 8 haftalik, 3 adet disi BALB/c fare kullanildi.
Saflagtirdigimiz rekombinant MisL proteini antijen olarak kullanildi ve fareye immiin
cevab1 artirmak amaciyla Freund’un adjuvam ile iyice emiilsiyon haline getirilerek
verildi (Cox ve Coulter 1997). Immiinojen-adjuvan emiilsiyonu antijeni degredasyona
karsi etkili bir sekilde korumakta bdylece, antijen emiilsiyon i¢inden yavasca salinmakta
ve bu sayede uzun zamanl immiinojen olma etkisini stirdiirmektedir (Lindblad 2000).
Bu amagla intraperitonal enjeksiyon (IP) uygulamasinda oldiiriilmiis mikobakterileri
igeren yag-su emiilsiyonu olan Freud’un komplet adjuvani (CFA) ve sadece yag-su
emiilsiyonu olan Freud’un inkomplet adjuvani (IFA) kullanildi (Sigma-Aldrich Co.
LLC). Immiinizasyon protokoliinin  uygulanmasinda bazi  modifikasyonlar
gerceklestirildi (Harlow ve Lane 1999, Leenaars ve Hendriksen 2005, Hau ve
Hendriksen 2005). Hayvan basina kullanilan antijen konsantrasyonu ve Freund’un
adjuvan oranlar1 sekil 3.2°de gosterildi. 2-3 hafta araliklarla gergeklestirilen IP
enjeksiyonda 0.4 mm (26 G) capl steril enjektorler (Beybi A.S, Istanbul, Tiirkiye)
kullanildi.
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(174

1. immiinins:mn (0, Giln)
70 ug rekombinant protein

+1/1 CFA

3. Immiinizasyon (35, Giin)
20 pg rekombinant protein +
1i5 CFA

2. Immiinizasyon (15. Giin)
50 pg rekombinant protein +1/1
CFA

(50.Giin)
10 pg rekombinant protein +
19 CFA
(64. Giin)
5 ug rekombinant protein +
19IFA
(77. Giin)
5 ug rekombinant protein +
191FA
(92. Giin)
5 pg rekombinant protemn +
19TFA
&=
(106. Giin)
5 upg rekombinant protein
+191FA

Sekil 3.2 Takip edilen imminizasyon baszmalkdan



3.2.13.2 Farelerin antikor yamitinin kontrol edilmesi

Calismaya basladigimiz ii¢ fareden ikisi 1 ay i¢inde eks oldugundan 6tiirii sadece bir
farenin peritonal boslugunda biriken sivi (asit) toplanabildi. Farelerin immiinize olup
olmadiklarmm kontrolii, Western blotlama teknigi ile yapildi. Immiinize oldugu
kanitlandiktan sonra, Balb/c’lerde IP enjeksiyon uygulamalarina devam edildi. 3.5 aylik
bir siire sonunda yaklasik 5 mL serum elde edildi. Farelerden toplanan serum 4 °C’de
13.300 rpm hizda 15 dakika santrifiijlendi. PAb igeren iist faz yag icermeyecek sekilde
alindiktan sonra, western blot analizinde kullanilmak tizere 1:1 oraninda % 100’luk

gliserol igerisinde -20 °C’de saklandi.

3.2.14 Poliklonal antikor saflastirilmasi

Serumdan immiinoglobulin (IgG) proteinleri saflastirmak ic¢in kaprilik asit (oktanoik
asit) kullanildi (Rojas vd. 1994). Serumun tizerine hacminin % 5’1 kadar kaprilik asit
(Merck, Hohenbrunn, Germany) yavasca ilave edildi. Soliisyonun pH degerinin 6
civarinda olmas1 saglandi1 (Consort C3010). Iki saat boyunca oda sicakliginda manyetik
karistiricidda rengi beyazlagincaya kadar calkalandi (ATE Magnetic Stirrer VELP
SCIENTIFICA). Bu islemin ardindan 4 °C’de 20000 rpm hizda 10 dakika santrifiij
edildi (Sigma 3K30 Laboratory Centrifuges). Santrifiij sonrasi elde edilen tist sivi 100
kDa filtre iceren Sortorius VIVASPIN 20 biotech (Goettingen, Germany) kolon
igerisine aktarildi ve 4 °C’de 7000 rpm hizda 30 dakika santrifiij edildi. Ultrafiltrasyon
sonrast filtrenin tlizerinde kalan sivinin hacmince distile su ilave edildi ve 4 °C’de 7000
rpm hizda 10 dakika santrifiij edildi. Bu yikama islemi 2 defa tekrarlandiktan sonra
filtrenin lizerindeki sivi temiz bir tiipe aktarildi. Spektrofotometrede protein
konsantrasyonu hesaplamak i¢in 6l¢iim yapildi ve antikor etkinligi Western Blot teknigi
ile teyit edildi. Ornek makrofaj simiilasyon denemelerinde kullanilmak iizere -20 °C’de

saklandi.

Protein miktar1 = (280 nm absorbans*1,55)- (260 nm absorbans*0,76)
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3.2.15 Hiicre kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii deneylerinde Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez
Laboratuvarlar1 hiicre kiiltiirii koleksiyonundan elde edilen insan makrofaj hiicre hatti
U937 ve fare makrofaj hiicre hatt1 J774 hiicreleri ile Bilkent Universitesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boliimii Thor Laboratuvar hiicre kiiltiirii koleksiyonundan elde
edilen fare makrofaj hiicre hatt RAW hiicreleri kullanildi. Hiicreler % 10 inaktive
edilmis Fetal Bovin Serum (FBS; Biowest, Nuaille, France), 2 mM L-glutamin (Lonza,
Basel, Switzerland), 100u/mL penisilin ve 100 pg/mL streptomisin (HyClone
Laboratories, Logan, UT) ilave edilmis RPMI 1640 (Lonza, Basel, Switzerland)
ortaminda 37 °C’de % 5 CO; igeren inkiibatorde (Nuaire Inc., Plymouth, MN)
gelistirildi. Besiortamlar1 2-3 giinde bir degistirilerek, 2 haftalik inkiibasyon sonrasinda

hiicre kiiltiirleri ile ¢alisilmaya baslandi.

3.2.16 Makrofaj hiicrelerinin simiilasyonu

Simiilasyon denemeleri Maragkoudakis vd. (2006)’nin 6nerdigi yontemin modifiye
edilmesi ile gergeklestirildi. Invert mikroskop (Olympus CKX 41, Melville, NY, USA)
altinda thoma lami (Neubauer) {izerinde sayilan U937, J774 ve RAW makrofaj
hiicrelerinin konsantrasyonu 10° hiicre/mL olarak ayarlandi ve hiicreler 96 kuyulu hiicre
kiiltiirii plakalarma (Costar, Cambridge, MA) 10° hiicre/kuyu olacak sekilde inokiile
edildikten sonra 1 gece inkiibe edildi. LB sivi ortaminda bir gece gelistirilen S.
Typhimurium LT2 ve 14028, E. coli BL21, indiiklenmemis D (BL21+PNTO01) ve IPTG
ile indiiklenmis D(I), indiiklenmemis 1627 (14028 AmarT+pBAD24-marT) ve
arabinozla indiiklenmis 1627(I) ile 1629 (14028 AmarT) bakteri kiiltiirleri 14000 rpm
hizda oda sicakliginda 10 dakika santrifiij (Eppendorf 5415 R, Brinkman) edildi, kiiltiir
iist s1vis1 uzaklastirildiktan sonra PBS ile iki kere yikandi. Yikama isleminin ardindan
bakteriyel cokeltiler RPMI besiyerinde ¢oziildiikten sonra konsantrasyonu 2x10’
cfu/mL olacak sekilde ayarlandi. Bu siispansiyonlardan makrofaj hiicrelerinin
bulundugu kuyulara 10° hiicre/kuyu olacak sekilde dagitildi. Blokajli ve blokajsiz olarak
simiilasyon farkini goérebilmek adina, blokaj olarak Balb/c’lerden elde ettigimiz ve

saflastirdigimiz antikor kullanildi. Blokajin yapildigi kuyular icin saf antikordan
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kiiltiirlerin lizerine kuyu basina 0.4, 2 ve 10 pg/mL konsantrasyonlarinda olacak sekilde
ilave edildi. Negatif kontrol olarak PBS ve RPMI besiyeri kullanildi. Pozitif kontrol
olarak 1 pg/mL konsantrasyonunda Lipopolisakkarit (LPS) (Sigma, St. Louis, MO) ve
saf recombinant MisL proteini kullanildi. Plaklar 24 saat 37 °C’de % 5 CO, varliginda
inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi plaklar 300g hizda oda sicakliginda 10 dakika santifiij
edildi (Niive NF 1200R, Ankara, Turkey). Santrifiij sonrasi toplanan iist sivilar -20

°C’de sitokin miktarlarinin belirlenmesi i¢in saklandi.

3.2.17 Sitokin diizeylerinin belirlenmesi

Simiilasyon sonrasi elde edilen hiicre kalintilari uzaklagtirilmig {ist sivilardaki 1L-6
(Interlokin-6) ve TNF-o (Tiimor nekroz faktdr-alfa) sitokin seviyelerinin dlgiimii icin
ticari Enzim-Baglantili immiino-Sorbent teknik (ELISA) kiti (Millipore, Bedford, MA,
USA; Matriks Biotek Laboratories, Ankara, Turkey) kullanildi. ELISA reaksiyonu

firmanin direktiflerine gére hazirlandi.

e Standart stok soliisyonu kullanilarak seri diliisyonlar yapild1 ve 500, 250, 125,
62.5,31.3, 15.6, 7.8 pg/mL konsantrasyonlarinda standartlar hazirland.

e Plagin kullanima hazir hale gelmesi i¢in, dncelikle 4 kere 1X konsantrasyonlu
yikama tamponu ile yikanda.

e Kullanilacak her kuyuya 50 uL A tamponu dagitildi.

e Standart dillisyonlardan ve drneklerden kuyulara 50’ser pL ilave edildi.

e Plagin iizeri kapatilip, 200 rpm hizda calkalanmak suretiyle 2 saat oda
sicakliginda inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonrasi plak icerigi uzaklastirilip, 4 kere 1X konsantrasyonlu
yikama tamponu ile yikandu.

e Kuyulara 100’er pL Avidin-HRP A soliisyonundan dagitildi ve iizeri kapatildi,
ardindan ¢alkalanarak oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakildi.

e Plak igerigi yeniden uzaklagtirildiktan sonra, plak 1X yikama tamponu ile 5 kere

yikandu.
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e Her kuyuya 100’er pL substrat soliisyonu ilave edildikten sonra karanlikta 15
dakika inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonrasi her kuyuya 100’er uL durdurma soliisyonu ilave edilerek
reaksiyon durduruldu ve 450 nm dalga boyunda 30 dakika i¢inde orneklerin

absorbanslar1 okundu.

IL-6 ve TNF-a sitokin seviyelerinin arastirilmasi amaciyla ayrica iki adet 96 kuyuluk
plak (Nunc, Roskilde, Denmark) hazirlandi. Kuyu basina 50’ser uL anti-mouse 1L-6 ve
TNF-a (BioLegend, San Diego, CA, USA ) monoklonal antikorlari ilave edilip, 1 gece
boyunca +4 °C’de inkiibe edilerek, plaklarin kaplanmasi saglandi. Takiben bloklama
islemi yapildi ve kuyu basina 200’er uL. bloklama tamponu dagitilip, 2 saat boyunca oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. Ardindan igerik uzaklastirildiktan sonra, plaklar 5
kere 5 dakika boyunca yikama tamponuyla, 3 kere de distile su ile yikandi. Plaklar iyice
kurutulduktan sonra, kuyu basma 50’ser uL standartlardan ve hiicre kiiltiirtinden elde
edilen ist sivilardan eklenip, 1 gece boyunca +4 °C’de inkiibe edildi. Plaklarin igerigi
uzaklastirilip, tekrar yikama iglemi gergeklestirildi. Kuyu basina 50°ser pL biotinle
isaretlenmis anti-antikorlar (BioLegend, San Diego, CA, USA) (T-cell tamponu
kullanilarak 1:1000 oraninda diliisyonu hazirlandi) ilave edilip, plaklar 2 saat boyunca
oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan plaklar 5 kere 5 dakika boyunca yikama
tamponuyla, 3 kere de distile su ile yikandi. Kuyu basina 50°ser puL streptavidin-alkalin
fosfataz (Mabtech, Stockholm, Sweden) (T-cell tamponu kullanilarak 1:3000 oraninda
diliisyonu hazirlandi) eklendikten sonra, 1 saat boyunca oda sicakliginda bekletildi.
Takiben ayn1 sekilde yikama islemi gergeklestirildi. Kuyu basina 50’ser ulL pNPP (para-
nitrofenol fosfat) substratt (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) dagitilip,
reaksiyonun durdurulmasi saglandi ve renk olusumu i¢in beklendi. Renk degisimine
gore, 3 saat ve 1 gece sonrasinda 405 nm dalga boyunda 6rneklerin absorbans degerleri

olgiildi (Engvall ve Perlmann 1971).
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Bloklama Tampon Cozeltisi

BSA 25 gr
1XPBS 500 mL
Tween 20 250 pL

Iyice karistirildiktan sonra, filtreden gecirildi ve — 20 °C’de saklandu.

Yikama Tampon Cozeltisi

Distile su 4500 mL
10XPBS 500 mL
Tween 20 25 mL

T-hiicre Tampon Cozeltisi

FBS 25 mL
1XPBS 500 mL
Tween 20 250 pL

Iyice karistirildiktan sonra, filtreden gegirildi ve —20 °C’de saklandh.

3.2.18 istatistiksel analiz

Elde edilen sitokin diizey verilerinin istatistiksel degerlendirilmesinde SPSS 15.0
istatistik programindan yararlanildi. Gruplar arasi anlamlilik tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) testi ile degerlendirildi. Testlerde anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul
edildi.
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3.2.19 Floresans mikroskop denemeleri

3.2.19.1 Antikorun biotinle isaretlenmesi

Elde edilen poliklonal antikorun immiinofloresans mikroskopta kullanilmasi igin
biotinle isaretlenmesi gerckmektedir. Guesdon ve arkadaslar1 (1979) tarafindan
kullanilan yontem modifiye edilerek bu basamak gerceklestirildi. ilk asama olarak
antikordan tuzun uzaklastirilmasi amaciyla Mikrodiyaliz sistemi 100 (Pierce, Rockford,
USA 66315) kullanildi. Bunun igin sistem, firmanin direktiflerine gore kurulduktan
sonra, hazirlanan 0.1 M Sodyum bikarbonat (NaHCO3) c¢ozeltisi ile dolduruldu.
Sonrasinda diyaliz membran (Pierce, Rockford, USA 66310) distile su ile yikanarak
sistem lizerine yerlestirildi. Olusan hava kabarciklarin giderilmesi saglandi. Kuyuya 2.2
mg/mL konsantrasyonunda hazirlanan antikordan 100 pL ilave edildi ve iizeri
parafilmle Ortiildiikten sonra, kapagi kapatildi. Karistirict sistem tizerine diyalizer
konuldu ve sistem yavasca ¢alkalanmaya birakildi. En az 2 saat boyunca diyaliz edildi.
Karigmaya basladiktan 1 saat sonra sodyum bikarbonat tamponu yenilendi ve diyalize
devam edildi. Ikinci asama olarak antikorun biotinle konjuge olmasi igin 2 mg
Aminohekzanoil-Biotin-N-Hidroksisuksinimid Ester (AH-BNHS) (Zymed Laboratories
Inc., South San Francisco, California, USA 00-4302) 200 pL Dimetil sulfoksid
(DMSO) (Applichem, Darmstadt, Germany) igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. Diyaliz
kuyucugundan alinan 6rnek mikrosantrifiij tiipiine konuldu ve ardindan 2 pL biotin
ilave edildi. Karisim vortekslendikten sonra 2 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe
edildi. Mikrodiyaliz sistemi distile su ile yikandiktan sonra, fazla biotinin
uzaklastirilmas1 amaciyla tekrar kuruldu ve biotinle konjuge edilmis 6rnegimiz 2.5 saat
boyunca diyalize oldu. Bu sefer tampon olarak PBS kullanildi. 2.5 saat boyunca en az
2-3 kez PBS tamponu degistirildi. Diyalize edilen 6rnegimiz filtreli mikrosantrifiij
tiptine transfer edildi ve 1-2 dakika boyunca spin edildi. Bir sonraki asamada

kullanilincaya kadar elde edilen steril 6rnek +4 °C’de saklandi.
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0,1 M Sodyvum bikarbonat Cozeltisi

Distile su 500 mL
NaHCO3 42 gr
NaCl 2,92 gr

pH 8.4°¢ ayarlandi.

3.2.19.2 Kiiltiirlerin streptavidinle isaretlenmesi

Biotinlenmis antikorlarin kiiltiirlere baglanip baglanmadigini kontrol edebilmek igin,
kiiltiirlerin ~ streptavidinle isaretlenmesi gerekmektedir (Chaiet ve Wolf 1964).
Kiiltiirlerin 1/10 oraninda diliie edilmesinin (100 uL hiicre, 900 puL PBS) ardindan,
Accuri C6 Akim sitometri (BD, USA) cihazinda sayimi yapildi. Hiicreler 10° cfu/mL
olacak sekilde ayarlandiktan sonra, 13300 rpm hizda +4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi.
Ust siv1 uzaklastirildiktan sonra ¢okeltinin iizerine 100 pL antikor (1/20 oraninda Faks
tampon ile diliie edilerek hazirlandi) ilave edildi. +4 °C’de 30 dakika inkiibe edildi.
Uzerleri faks tampon ile 1 mL’ye tamamlandi ve 13300 rpm hizda +4 °C’de 10 dakika
santrifiij edildi. Ust s1v1 ¢ekilip ¢okelti iizerine, 100’er uL streptavidin (1/100 oraninda
Faks tampon ile diliie edilerek hazirlandi) (BioLegends) eklendi ve karanlikta 30 dakika
inkiibe edildi. Uzerleri PBS ile 1 mL’ye tamamlanip, ayn1 kosullarda santrifiij yapildi ve
¢okelti PBS ile ¢oziildii. Ardindan 6rnekler Faks tiiplerine alinip, akim sitometri
cihazinda biotinlenmis antikorun, streptavidinle isaretlenmis bakteri hiicresine baglanip

baglanmadigi kontrol edildi.

Faks Tamponu

BSA 5 40
Sodyum-Azid 250 mg

PBS 500 mL
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BSA ¢oziiliinceye kadar karigtirildi ve +4 °C’de saklandi.

3.2.20 MisL proteininin ekstraselliiler ortamda incelenmesi

Calismada kullanilan kiltiirlerde MisL proteininin varliginin tespiti i¢in, kiiltlirler
coktiriildi ve st sivilar ayrildi. Cokelti lizerine serin proteaz olan Granzim B (GzmB)
(Sigma) 6 mg/mL konsantrasyonunda ilave edildi. Santrifiij sonrasi, Granzim B igeren
¢okeltilerin tlizerine Lizozim (Sigma) 1 mg/mL konsantrasyonunda olacak sekilde ilave
edildi. Protein konsantrasyonunu artirmak ve yabanci etken maddelerin
uzaklastirllmasini saglamak amaciyla Link ve LaBaer (2011) tarafindan 6nerilen TCA
(Trikloroasetikasit)/Aseton protein ¢oktiirme yontemi st sivi, Gzm B ve Gzm
B+Lizozimle muamele edilmis Orneklere kullanildi. Protein &rnegine % 100’lik
sogutulmus TCA (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) soliisyonundan 110 pL
ilave edildi. 10 dakika buz iizerinde inkiibasyona birakildi. Ornek iizerine 500 puL %
10’luk sogutulmus TCA soliisyonundan ilave edildi. 20 dakika buz iizerinde
inkiibasyonun ardindan, 30 dakika 14000 rpm hizda santrifiij edildi. Ust s1v1 dikkatlice
uzaklastirildiktan sonra, 500 puL soguk aseton ilave edildi. Cokelti iki defa asetonla
yikandi. 14000 rpm hizda 10 dakika santrifiij ardindan asetonun uzaklagmasi igin, 1s1
blogunda 95 °C’de 5-10 dakika ¢okeltinin kurumasi beklendi. Ornek tamponu
eklenmesinin ardindan SDS-PAGE jelinde yiiriitillen 6rneklerin, anti-MisL antikoru

(primer antikor) kullanilarak elde edilen western blotlama gériintiisti alindi.

% 100’liik TCA Soliisyonu

TCA 229

Distile su 1 mL

Bu soliisyon kullanilarak % 10’luk TCA soliisyonu hazirlandi ve TCA soliisyonlar1 +4
°C’de saklandi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Salmonella Typhimurium LT2 Susunda MisL Geninin Yolcu Domaininin

Cogaltilmasi

2,8 kb’lik biiyiikliige sahip, 955 amino asitten olusan ve MisL proteinini kodlayan MisL
geni; calisma kapsaminda istedigimiz bolge olan yolcu domaine 6zgii dizayn edilen
ileri primer 5’-GATGCTAGCGCCTGGGTTGACGTTGATAGTC-3" ve geri primer
5’-GATGAA TTCTTAGACCTTCTTCTCACCCGTC-3" kullanilarak  Salmonella
Typhimurium LT2 susundan izole edilen genomik DNA’da ¢ogaltildi. Gergeklestirilen
PZR sonrasinda, 1968 baz ¢ifti (bg) biiyiikliiglinde iiriin elde edildi (Sekil 4.1).

3]
L

misL

Sekil 4.1 MisL geninin polimeraz zincir reaksiyonu agaroz jel goriintiisii

Kuyu 1 1 kb DNA marker (10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000,
750, 500, 250 bg, Fermentas)

Kuyu 2-5 MisL geni PZR {iriinleri

Kuyu 6 PZR negatif kontrol (su)
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€3

Elde edilen PZR firiinleri purifikasyon sonrasi, REFGEN firmasina sekans dizi analizi i¢in gonderildi. Firma tarafindan génderilen sonug

FinchTV programinda degerlendirildi (Sekil 4.2).

Fil= Edit W“iew Finch Help

= @ 0 w4 (O D@ 8 o] ceosta

Go ko Base Mo, Find Sequence | A C = T

A oa T S CC T CC ST G GG CT G ST S ToA S TT GSCC S0 0 6 & TTACSASS G CTAT TAT T CCOC G C TOoAG GO Ca G T aCC GG T T T CAaC o2 n
10 2o pe Ju] <40 S0 [=1u] o = ]u]

|
' M 'l’ 0’1\»&"‘“‘“
[<1| L ""Ls.—o *r \\.A AR AP T AV A TR A e ;-1._1L.

" FinchTW - MISL2-F_A

Sekil 4.2 MisL bolgesine ait 6rneklerin FinchTV kullanilarak elde edilen sekans dizi analizi
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Elde edilen sonuglarin BLAST analizine tabi tutulmasi sonucunda, s6z konusu dizinin Salmonella Typhimurium LT2 genomunda yer alan,

ototransporter protein tiretiminden sorumlu MisL geni ile % 99 oraninda homoloji gosterdigi saptandi (Sekil 4.3). Bu bulgu PZR iiriiniiniin

MisL geni yolcu domaini oldugunu kanitladu.

T T T | o5 | (5| ]

m| 2 hittp:/fwnnna. ncbi.nlm.nih.gow/blast/Blast.cgi®alnHdr_16445344

| = mcBIBlastMIs... = {ni Sr ied

3 Bul [ TACCCAAGGAATGCTGGGGATGAAATAC | Geri Tleri |[[7] Secenekler ~ |
B Descriptions
Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
T} Alignments Do GenBank Graphics Distance tree of results =
Deseription atore | score | covar | value | tdemt | Accession
™ Saimonella enterica subsp_enterica serovar Typhimurium str. U288, complste genome 1577 1577 298% 0.0 99% CPO03836.1
I Salmonella enterica subsp enterica serovar Heidelberg str B182. complete 1577 1577 o98% .0 99%% CPO03416.1
[~ Saimonelia enterica subsp. enterica serovar Typhimurium sir. 795, compiete genome 1577 1577 98% 0.0 90% CPD03386.1
™ Saimonella enterica subsp_enterica serovar Typhimurium str. UK-1. complste genome 1577 1577 298% 0.0 99% CcPo02614.1
I Salmonella enterica subsp enterica serovar Typhimurium sir. ST4/74_ complete genome 1577 1577 o98% 0.0 99%% CP002487 1
I~ Saimonella enterica subsp_enterica serovar Typhimurium str. TO00240 DA 1577 1577 98% 0.0 99% AP011957.1
T Salmonella enterica subsp_enterica serovar Typhimurium SL 1344 complete genome 1577 1577 98% 0.0 99% FQ312003.1
I Salmonella enterica subsp enterica serovar Typhimurium sir. 140285, complete genome 1577 1577 o98% 0.0 99% CPOD1363.1
I~ Saimonelia enterica subsp_enterica serovar Typhimurium str_D23580 complete genome 1577 1577 98% 0.0 99% FM424405.1
I~ Salmonella enterica subsp_enterica serovar Typhimurium sir LTZ complele genome 1577 1577 98% 0.0 99% AE0D5468 1
[~ Saimonelia enterica subsp. enterica serovar Heidelberg str. SL4T6. complete 1577 1577 98% 0.0 90% CPD01120.1
™ Samonella typhimurium pathogenicity island SPI-3_complete sequence 1577 1577 98% 0.0 99% AF106566.1
I Salmonella enterica subsp enterica serovar Gallinarum str. RKS5078. 1532 1532 o98% 0.0 99%% CPO03047 .1
[~ Saimonelia enterica subsp._enterica serovar Enteritidis str. 2125109 complete genome 1532 1532 08% 0.0 90%  AmSez3172 .1
— alnnonell B173. 1

=
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Sekil 4.3 BLAST analizi sonucu

Eklentileri sec

Daha sonra sor




Bu ¢alisma MisL ototransporter proteininin belirli bir domaininin klonlanmasi agisindan
bir ilktir. Arastirmada temel amag¢ MisL ototransporter proteininin Salmonella
patojenitesinde oynadigi roliin tanimlanmasi oldugu i¢in; fonksiyonel domainin (yolcu)
klonlanmasi, heterolog konakta ifadesi model sistemin olusturulmasi agisindan biiyiik
onem tasimaktadir. Bu nedenle bu ¢alismada elde edilen vektorler sadece arastirmamiz
acisindan degil, bu konuda calisma yapacak diger arastiricilara hizmet sunmasi

acisindan da kritik degere sahiptir.

4.2 Restriksiyon Endoniikleaz Enzim Kesimi

Sirkiiler halde bulunan saf pET28a vektorii ve saflastirilan MisL gen iiriinii yapiskan ug
olusturmalart i¢in Nhel ve EcoRI enzimleri ile kesime tabi tutuldu. pET28a vektorii
coklu kesim boélgesinde yer alan EcoRI ve Nhel enzim kesim bdlgeleri arasindaki
uzaklik sadece 39 baz ¢ifti oldugundan otiirii, kesim sonrasi agoroz jelde vektor
yaklasik 5400 bg biiyiikliigiinde tek bir bant olarak lineer halde goriintiilendi. ikili kesim
sonrast MisL gen {irlinii ise, sadece u¢ bolgelerinde Restriksiyon endoniikleaz kesim
dizisini igerdiginden dolay1 kendi boyutunu korumaktadir. Bundan 6tiirii, agoroz jelde
yaklasik olarak 2000 bg biiytikliikte bir bant olarak goriintiilendi (Sekil 4.4).
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Lineer vektor

misL

Sekil 4.4 pET28a plazmid vektorii ve MisL geninin ikili restriksiyon endoniikleaz enzim
kesimi

Kuyu 1 1 kb DNA marker (10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000,
750, 500, 250 bg, Fermentas)

Kuyu 2 Supercoiled marker (16210, 14174, 12138, 10102, 8066, 7045, 6030, 5012, 3990, 2972,
2067 bg, Sigma)

Kuyu 3 pPET28a plazmid vektorii
Kuyu 4 pET28a plazmid vektoriiniin Nhel ve EcoRI enzimleri ile kesimi
Kuyu 5 MisL geninin Nhel ve EcoRI enzimleri ile kesimi

4.3 DNA Baglama Reaksiyonu (Ligasyon)

Restriksiyon enzim kesim sonrasi elde edilen pET28a vektorii ve MisL gen iriinlerinin
saflagtirllmasinin  ardindan, ligaz enzimi kullannomiyla yapiskan ucglar arasinda
fosfodiester baglarmin olusumu saglandi. Ligasyon denemesi, insert gen molar
konsantrasyonu 1 (1 insert/1 wvektor) ve 3 (3 insert/l wvektor) olarak
gerceklestirildi. 1i/1v ligasyon denemesi sonucunda rekombinant plazmid eldesi
goriilmezken, 3i/1v olan ligasyon denemesi sonucunda 5400 bg biiyiikliikte vektoriin
(PET28a) ve 2000 bg biiyiikliikte inserte (MisL) baglanarak, yaklasik 7400 bg
biiyiikliikkte yeni bir rekombinant plazmid (pNTO1) olusturdugu belirlendi. Kontrol
amagl ligasyon denemesinde ise, sadece vektér tanmimlandi (Sekil 4.5). Bu sonuglar

PET28a vektoriine MisL geni yolcu domaininin ilave edildigini kanitlamaktadir.
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Pet28a+misL

Sekil 4.5 Rekombinant plazmid eldesi i¢in ligasyon denemesi agaroz jel goriintiisii

Kuyu
Kuyu
Kuyu

Kuyu
Kuyu

1

B~ w

1 kb DNA marker (10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000,
750, 500, 250 bg, Fermentas)

Supercoiled marker (16210, 14174, 12138, 10102, 8066, 7045, 6030, 5012, 3990, 2972,
2067 bg, Sigma)

Molar konsantrasyonu 1 olan ligasyon denemesi

Molar konsantrasyonu 3 olan ligasyon denemesi

Kontrol ligasyon denemesi

4.4 Rekombinant Plazmidlerin E. coli Dh5a Hiicrelerine Elektroporasyonu

Elde edilen rekombinant plazmid (pNTO01) kompetent hale getirilen E. coli Dh5a

hiicrelerine elektropratdr cihazi yardimiyla transforme edildi. Calismada kullanilan

PET28a vektorii kanamisin (50 pg/mL) direngliligi tagidigindan 6tiirii, segici besiyeri

olarak kanamisin (50 pg/mL) iceren LB agar kullanildi. Plazmidi olmayan Dh5a

susunun kan (50 pg/mL) ortamda gelistiginin belirlenmesi, elektroformasyon sonrasi

kanamisin diren¢ genini ihtiva eden vektor aktariminin gerceklestigini ve sonraki

analizler i¢in bu transformantlardan se¢im yapilabilecegini kanitlamistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Escherichia coli Dh5a susuna pNTOl (MisL geninin aktarildigi pET28a
vektorii) plazmidinin transformasyonu sonucu olusan transformantlarin
antibiyotik iceren LB agar ortamlarinda gelisimi

45 E. coli Dh5o Susundan Rekombinant Plazmid izolasyonu Ve insert Genin
Dogrulanmasi

Hedef MisL genini tasiyan plazmidlerin varligi, molekiiler biiyiikliikleri esas alinarak
dogrulandi. Elde edilen transformantlar arasindan rastgele secilen kolonilerden yapilan
plazmid izolasyonu sonucunda; rekombinant plazmid (pNTO1, 7400 bg) igeren suslar
yaninda, insert geni (MisL) igermeyen plazmid ihtiva eden (pET28a, 5400 bg) suslarin
varhigi da belirlendi. Ayrica, ara konak olarak kullanilan E. coli Dh5a susunun da

plazmid izolasyonu yapilarak, plazmide sahip olmadigi dogrulandi (Sekil 4.7).
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pet28a

pNTO1

Sekil 4.7 Secilen Dh5a kolonilerinin plazmid igerigi

Kuyu 1 1 kb DNA marker (10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000,
750, 500, 250 bg, Fermentas)

Kuyu 2 PET28a plazmid vektorii

Kuyu 3 DhS5a susunun plazmid DNA’s1

Kuyu 4-5 Dh5a " suslarinin pNTO1 plazmid DNA’s1

Kuyu 6-7 Dh5a R suslarnin pET28a plazmid DNA’s1

Izolasyon sonucu elde edilen pNTO1 plazmidleri kullanilarak, insert genin varliginin
kanitlanmasi amaciyla PZR gergeklestirildi ve MisL (2000 bg) gen bolgesinin varligi
agoroz jelde dogrulandi. Insert geni icermeyen plazmidlerle gerceklestirilen PZR
sonucunda ise, 2000 bg biiytikliikte herhangi bir bant gézlemlenmedi. Polimeraz Zincir
Reaksiyonunun calisabilirligini kontrol edebilmek amaciyla LT2 genomik DNA’si,
negatif kontrol olarak ise su kullanild: (Sekil 4.8).
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2000 bg —*

Sekil 4.8 Secilen Dh5a kolonilerinin plazmid DNA’sindan PZR ile ¢ogaltilan MisL geni

Kuyu 1 1 kb DNA marker (10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000,
750, 500, 250 bg, Fermentas)

Kuyu 2 LT2 susunun genomik DNA’sindan PZR ile ¢ogaltilan MisL geni (pozitif kontrol)

Kuyu 3 Dh5a susunun plazmid DNA’sindan PZR ile ¢ogaltilan MisL geni (negatif kontrol)

Kuyu 4-5 Dh5a " suslarinin pNTO1 plazmid DNA’sindan PZR ile gogaltilan MisL geni

Kuyu 6-7 Dh5a "¢ suslarinin pET28a plazmid DNA’sindan PZR ile ¢ogaltilan MisL geni

Kuyu 8 PZR negatif kontrol (su)

MisL geni yolcu domainine sahip rekombinant plazmidi i¢eren transformantlar segilerek

calisma ve stok kiiltiirleri olusturuldu.

4.6 Rekombinant Plazmidlerin E. coli BL21 Hiicrelerine Elektroporasyonu

E. coli Dh5a hiicrelerinden elde edilen rekombinant plazmid (pNTO1), ifade etkinligi
yiiksek alici olan E. coli BL21 kompetent hiicrelerine aktarildi. Plazmidi olmayan BL21
susunun kan (50 pg/mL) ortamda gelistiginin belirlenmesi, elektroporasyon sonrasi
kanamisin direng genini ihtiva eden vektor (pET28a) aktariminin gergeklestigini ve
sonraki analizler i¢in bu transformantlardan se¢im yapilabilecegini kanitlamistir (Sekil

4.9).

60



Sekil 4.9 Escherichia coli BL21 susuna pNTOl (MisL geninin aktarildigi pET28a
vektorii) plazmidinin transformasyonu sonucu olusan transformantlarin
antibiyotik iceren LB agar ortamlarinda gelisimi

4.7 E. coli BL21 Susundan Rekombinant Plazmid izolasyonu Ve Insert Genin
Dogrulanmasi

Hedef MisL genini tasiyan plazmidlerin varligi, molekiiler biiyiikliikleri esas alinarak
tespit edildi. Elde edilen transformantlar arasindan rastgele secilen kolonilerden yapilan
plazmid izolasyonu sonucunda, rekombinant plazmid (pNTO01, 7400 b¢) tanimlanirken,
insert geni (MisL) igcermeyen plazmid varligi (pET28a, 5400 bg) tespit edilmedi.
Kiyaslamanin kolay yapilmasi amaciyla Dh5o kiiltiirlerinden izole edilen pNTO01
plazmidi de jele yiiklendi. Ayrica, E. coli BL21 susundan da plazmid izolasyonu
yapilarak, plazmid icermedigi dogruland1 (Sekil 4.10).
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pNTO1

Sekil 4.10 Segilen BL21 kolonilerinin plazmid igerigi

Kuyu 1 1 kb DNA marker (10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000,
750, 500, 250 bg, Fermentas)

Kuyu 2 Supercoiled marker (16210, 14174, 12138, 10102, 8066, 7045, 6030, 5012, 3990, 2972,
2067 be, Sigma)

Kuyu 3 pET28a plazmid vektorii

Kuyu 4 pNTO1 plazmid DNA’s1

Kuyu 5 BL21 sugunun plazmid DNA’s1

Kuyu 6-11 BL21% suslarmim pNTO1 plazmid DNA’s1

Izolasyon sonucu elde edilen pNTO1 plazmidleri kullanilarak, insert genin varligmin
kanitlanmasi amaciyla PZR gergeklestirildi ve MisL (2000 bg) gen bolgesinin varligi
agoroz jelde dogrulandi. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun ¢alistiginin pozitif kontrolii

olarak LT2 genomik DNA’s1, negatif kontrol olarak ise su kullanildi (Sekil 4.11).
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misL

Sekil 4.11 Segilen BL21 kolonilerinin plazmid DNA’sindan PZR ile ¢ogaltilan MisL
geni

Kuyu 1 1 kb DNA marker (10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000,
750, 500, 250 bg¢, Fermentas)

Kuyu 2 LT2 susunun genomik DNA’sindan PZR ile ¢ogaltilan MisL geni (pozitif kontrol)

Kuyu 3 BL21 susunun plazmid DNA’sindan PZR ile ¢ogaltilan MisL geni (negatif kontrol)

Kuyu 4-9 BL21%® suslarinin pNTO1 plazmid DNA’sindan PZR ile ¢ogaltilan MisL geni

Kuyu 10 PZR negatif kontrol (su)

Bu bulgular E. coli BL21 susunda tanimlanan rekombinant plazmidin MisL yolcu

domaini gen bolgesini igerdigini kesin bir sekilde dogrulamistir.

4.8 E. coli BL21 Susunda Klonlanan MisL Gen Bélgesinin ifadesi

Elde edilen rekombinant BL21 hiicrelerinde MisL proteini yolcu domaininin ifadesini
gosterebilmek amaci1 ile SDS-PAGE analizi gergeklestirildi. MisL ifade diizeyini
artirmak i¢in, indiikleyici ajan olarak IPTG kullanildi. IPTG ile indiiklenen ve
indiiklenmeyen transformantlar arasindaki protein profilleri kiyaslandiginda, 68 kDa
biiyiikliigiinde tek bir bant pattern farkliliginin s6z konusu oldugu SDS-PAGE jelinde
goriintiilendi (Sekil 4.13). Bu bant biiyiikliigii, vektor igine aktarilan MisL geninin yolcu

domaini peptit biiylikligiine esittir. Kontrol olarak kullanilan BL21 susunun
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indiiklenmis ve indiiklenmemis halindeki protein profillerinde ise, herhangi bir

farkliligin bulunmadig saptanmistir (Sekil 4.13).

i
g se 8 §f

T
]

Sekil 4.12 Kullanilan protein standardinin % 10-20’lik SDS-PAGE jel go¢ plan1 (New
England BioLabs)

Insert edilen
misl. proteini

Sekil 4.13 Indiiklenen ve indiiklenmeyen suslarin protein profillerinin SDS-PAGE jel

goruntusu
Kuyu 1-3-5 IPTG’li ortamda gelisen BL217® suslarimin protein profili
Kuyu 2-4-6 IPTG’siz ortamda gelisen BL21%® suslarmimn protein profili
Kuyu 7 IPTG’li ortamda gelisen BL21 susunun protein profili
Kuyu 8 IPTG’siz ortamda gelisen BL21 susunun protein profili
Kuyu 9 Prestained protein marker, 7-175 kDa (175, 80, 58, 46, 30, 25, 17, 7 kDa)
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Bu veriler klonlanan MisL geni yolcu domaininin heterolog konak¢ida (E. coli BL21
susu) ifade edildiginin kesin kanitidir. Calismamiz bu acidan bir ilk olma o6zelligi
tasimaktadir. Yaptigimiz literatiir taramasi ¢alismalarinda MisL geninin belirli bir
domaininin homolog ya da heterolog konakgilara klonlandig1 ve ifade edildigine dair bir
veriye rastlanmamistir. Monomerik ototransporter proteinlerin iiyesi olan MisL proteini
Bordetella pertusis’den izole edilen pertaktin ve E. coli’den izole edilen IgA proteaz ile
birlikte AIDA-I ailesi tiyesi olarak tanimlanmaktadir (Provence ve Curtiss 1994). Bu
ototransporter ailesi tiyeleri Tip Va klasik ototransport sistemi ile salgilanmaktadir.
Monomerik ototransporterlar bir N-terminal sinyal peptit igeren tek bir protein olarak
tretilmekte ve periplazmaya Sec makinesi araciliglr ile salgilanmaktadir. Tim
ototransporter proteinler hiicre yiizeyine ulasmaya gereksinim duyarlar. S6z konusu
proteinlerin translokasyonu ve salgilanmasi heniiz tam anlami ile agiklanamamastir. Bu
anlamda ilk sorun bu proteinlerin ototransportu esnasinda pordan 6ncelikle N domainin
mi (yolcu domaini) yoksa C domaininin mi (translokator domain) gegtigidir. Her iki
Oongoriiyli destekler nitelikte arastirma bulgulari bulunmasina ragmen, bu konuda
giiniimiize kadar kesin kanitlar elde edilememistir (Sijbrandi vd. 2003, Szabady vd.
2005, Kostakioti ve Stathopoulos 2006, Yen vd. 2008, leva ve Bernstein 2009, Jong vd.
2010b). Ototransporterlarin salgilanmasi ile ilgili heniiz agikliga kavusmamis bir diger
konu ise; periplazmadan katlanarak dis membrana ulasan ototransporterlarin hiicre
disina salgilanmasinda bir proteolitik kesimin olup olmadigidir. Zira bazi arastirmalarda
bu gorevi listlenen proteazlarin varligr belirlenmis iken, bazilarinda ise s6z konusu
proteinlerin hiicreye bagli olarak hiicre disinda gorev yaptiklar ileri siiriilmektedir
(Junker vd. 2006, Grosskinsky vd. 2007, Ruiz-Perez vd. 2009, Sauri vd. 2009, Ruiz-
Perez vd. 2010). Diger yandan konak hiicrelerde immiin yanitin olusturulmasinda etkin
MisL domaininin tanimlanmasi i¢in, yolcu domaini igeren klonlarin hazirlanmasi
zorunludur. Tim bu temel sorunlarin agiklanmasi s6z konusu ototransporter
proteinlerin, bulunduklar1 bakterilerdeki fonksiyonlarmmin detayli bir sekilde
tanimlanmasini1 beraberinde getirecektir. Caligmamizda elde edilen MisL geni yolcu
domaini klonlanmis mutantlar bu anlamda bir ilktir ve ileri arastirmalarin temel

biyolojik materyalini teskil etme 6zelligi tasimaktadir.
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4.9 Rekombinant MisL Proteininin Saflastirilmasi

Dogrulugu kanitlanan MisL proteininin yolcu domaininin rekombinant suslardan
saflastirilma asamasi; His Pur Ni-NTA spin kolonu yardimiyla yapilmasinin ardindan,
SDS-PAGE jelinde kontrol edildi. Indiiklenmis lizatin igerdigi, saflastirma islemine tabi
tutulacak 68 kDa biiytikliigiindeki MisL proteini (1. kuyu), 2. kuyunun igerdigi alt-sivi
orneginde goriilmedi. Bu durum g¢alismaya devam edilen st sivi kisimda istedigimiz
protein varligimi kanitladi. Yikama soliisyonunun kolondan geg¢irilmesi ile elde edilen
ornekte (3. kuyu) protein varligi saptanmadi. Bu bulgu s6z konusu proteinin kolonda
var oldugunu kanitladi. 4., 5. ve 6. kuyulardaki eliisyon tamponu sonrasi elde edilen
orneklerde protein saf bir sekilde elde edilememistir. Buna karsin D-salt kolon
kullanimi sonrasi elde edilen eliisyon 6rneklerinde saf MisL protein varligi saptandi (7.
ve 9. kuyu). Kolondan PBS’in gegirilmesi sonrasi elde edilen 6rnekte (10. kuyu) ise,
higbir protein varlig1 belirlenmedi. Bu veri kolondaki proteinin timiinii elde ettigimizi
gostermektedir (Sekil 4.14).

Saf
relombinant
misl. proteini

Sekil 4.14 Purifikasyon esnasinda agamali olarak elde edilen 6rneklerin SDS-PAGE
goruntisu

Kuyu 1 Indiiklenmis lizat

Kuyu 2 Santrifiij sonrasi elde edilen alt kisim

Kuyu 3 Yikama soliisyonu ile muamele edilmis 6rnek

Kuyu 4 1. eliisyon 6rnegi

Kuyu 5 2. ellisyon drnegi

Kuyu 6 3. eliisyon ornegi

Kuyu 7 D-salt kolon kullanimi sonrasi elde edilen 1. eliisyon
Kuyu 8 D-salt kolon kullanimi sonrasi elde edilen 2. eliisyon
Kuyu 9 D-salt kolon kullanimi sonrasi elde edilen 3. eliisyon
Kuyu 10 PBS’de kalan 6rnek
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Rekombinant MisL proteini saflastirilmasinin  gergeklestiginin - SDS-PAGE ile
kamtlanmasinin ardindan, Western Blotlama teknigi uygulandi. indiiklenmis lizatin
igerdigi protein profilindeki MisL protein ifadesinin (2. kuyu), indiiklenmemis lizatin
icerdigi MisL proteinin ifadesine (1. kuyu) gore gii¢lii oldugu saptandi. indiiklenmis
lizattan asamal1 olarak saflagtirilan rekombinant MisL protein 6rneklerinin (3-8. kuyu)
ise, anti-his primer antikoru ile reaksiyon verdigi tespit edildi (Sekil 4.15). Bu durum,
MisL yolcu domaininin heterolog konakgida ifade edildiginin bir diger kanitidir. Tiim
bu dogrulama testleri MisL proteininin yolcu domaininin heterolog bir konakgida ifade
edildigini kesin bir sekilde ortaya koymaktadir. Daha oncede ifade edildigi gibi; hem
MisL geninin yolcu domaininin klonlanmasi ve hem de klonlanan bu bélgenin heterolog
bir konakg¢ida ifadesi bu ¢alisma ile ilk kez gergeklestirilmistir. Bu sayede ototransporter
proteinlerin salgilama sistemlerinin, fonksiyonlarinin ve fonksiyonel birimlerinin
tanimlanmasi ¢aligmalart 6nemli bir ivme kazanacaktir. Zira bu sistemler sayesinde
ototransporterlarin ana domainlerinin ayr1 ayri klonlanmasi, homolog ve heterolog
konakgilarda ifadesi ve ayri ayri fonksiyonlarinin incelenmesi miimkiin olabilecektir.
Calismamizda elde edilen bu biyomateryaller, Ozetle protein salgi sistemleri ve
sekretomlarin ¢oziimiine yonelik ¢alismalarin hareket noktasini teskil edecek oneme

haizdir.
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Saf
rekombinant
misL proteini

Sekil 4.15 Saf protein eldesinin western blot goriintiisii

Kuyu 1 Indiiklenmemis lizat

Kuyu 2 Indiiklenmis lizat

Kuyu 3 1. eliisyon 6rnegi

Kuyu 4 2. eliisyon 6rnegi

Kuyu 5 3. eliisyon Ornegi

Kuyu 6 D-salt kolon kullanimi sonrasi elde edilen 1. eliisyon
Kuyu 7 D-salt kolon kullanimi sonrasi elde edilen 2. eliisyon
Kuyu 8 D-salt kolon kullanimi sonrasi elde edilen 3. eliisyon

4.10 Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

MisL proteininin bakteriyel patojenitedeki roliiniin belirlenebilmesi amaciyla;
immiinizasyon  ¢aligmalarinda  farelere inokiille edilecek antijen  miktarini
belirleyebilmek icin, BCA Protein Assay kitinden yararlanildi. iki paralelli yiiriitiilen
calismada R? degeri 0.98 olarak belirlenmistir. Elde edilen grafik kullanilarak 1.
elisyon Orneginin konsantrasyonu 345 pg/mL olarak tespit edilmistir. Bu oran
immiinizasyon basamagi igin yeterli bir orandir. Bu ¢alismalar ayrica; gerektigi taktirde
poliantikor iiretim ¢aligmalari i¢in, 2. (275 pg/mL) ve 3. (153 pg/mL) eliisyon

orneklerinin de kullanilabilecegini kanitlamistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1 Saflastirma sonrasi elde edilen 6rneklerin protein konsantrasyonlari

Ornekler Konsantrasyon
Indiiklenmis lizat 2050 pg/mL
Santrifiij sonrasi elde edilen alt kisim 2048 pg/mL
Yikama soliisyonu ile muamele edilmis 6rnek 856 pg/mL
1. eliisyon 6rnegi 439 ug/mL
2. eliisyon 6rnegi 206 pg/mL
3. eliisyon 0rnegi 133 pg/mL
D-salt kolon kullanimi sonrasi elde edilen 1. eliisyon 345 pg/mL
D-salt kolon kullanimi1 sonrasi elde edilen 2. eliisyon 275 pg/mL
D-salt kolon kullanimi sonrasi elde edilen 3. eliisyon 153 pg/mL

4.11 Poliklonal Antikor Eldesi, Kontrolii Ve Saflastirilmasi

Yaklagik 110 giinlik immiinizasyon protokoliinii takiben intraperitonal enjeksiyon
caligmalart sonrasi, Balb/c farelerde poliklonal antikor iiretimi saglandi. Farelerin
antikor yanitinin Western Blotlama teknigi ile kontrol edilmesinin ardindan, poliklonal
antikor saflastirma basamagi kaprilik asit kullanilarak gerceklestirildi. Saflastirma

sonrast, antikor etkinligi Western Blot teknigi ile tekrar teyit edildi.

Iki paralel olarak yiiklenen drnekler, SDS-PAGE sonrasi membrana aktarildiktan sonra
membran ikiye kesildi. Bir membran i¢in primer antikor olarak fareden elde edilen
serum (1:2000) kullanilirken, diger membran i¢in anti-his primer antikoru (1:2000)
kullanildi. Sekonder antikorlama (anti-mouse IgG, 1:5000) siirecinden sonra, iki

membranin goriintiileri alind1 (Sekil 4.16).

Western blot goriintiisii, saf rekombinant MisL protein immiinojeni ile Balb/c’de

tiretilen poliklonal antikorun reaksiyonal bir iligkisinin bulundugunun kanitidir. Ticari
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olarak kullanilan antikor goz 6niinde bulunduruldugunda, fareden elde edilen antikorun
daha giiclii bir reaksiyon verdigi asikardir. Fareden toplanan serumda antijen-spesifik
antikorlarin varligi bu bulgularla kesinlik kazanmistir. Elde edilen kesin sonuglar, bu
asamadan sonra, MisL antijeninin immiin sistemdeki roliiniin anlasilmasina yonelik

tekrarlanabilir bulgular sunacak ¢aligmalara gegilebilecegini gostermistir.

Sekil 4.16 Balb/c’den elde edilen poliklonal antikor kontroliiniin ve ticari antikorla
(anti-his) karsilagtirilmasinin western blot goriintiileri

Kuyu 1 Indiiklenmemis lizat

Kuyu 2 IPTG ile indiiklenmis lizat
Kuyu 3 Saf rekombinant MisL proteini
Kuyu 4 Saf rekombinant MisL proteini

4.12 Makrofaj Hiicrelerinin Simiilasyonu Ve Sitokin Diizeylerinin Belirlenmesi

Elde ettigimiz rekombinant MisL antijeni; makrofaj hiicre hatt1i simiilasyon
denemelerinde kullanildi. Antijeni blokajlama isleminde Balb/c farelerden iiretilen ve
saflastirilan poliantikordan yararlanildi. Blokajli ve blokajsiz olarak simiilasyon farkini
gorebilmek i¢in, IL-6 ve TNF-a sitokin ELISA yapildi.
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Sitokin ELISA deneyinde negatif kontrol olarak kullanilan besiyeri ve PBS’den elde
edilen immiin yanit ile poliklonal antikorun (pAb) olusturdugu immiin yanit ayni
seviyede, sifira yakin durumdadir. Pozitif kontrol olarak kullanilan Lipopolisakkaritin
(LPS) olusturdugu immiin yanittaki sitokin seviyesi, negatif kontrollerin ve pAb’in
olusturdugu yanita kiyasla yiiksek diizeyde oldugu belirlenmistir (p<0.05). MisL
antijeninin hem TNF- o ve hem de IL-6 tiretimini LPS’den daha yiiksek diizeyde tesvik
ettigi saptanmustir. PAb, MisL antijeni ile birlikte kullanildiginda, antijenin etkinligini
azaltigr gorilmektedir. S6z konusu antikorun blokajlama yapabildigi bu durum
istatistiksel olarak da anlamlilik ifade etmektedir (p<0.05). Ayrica, antikorun
konsantrasyonu arttiginda, dogru orantili olarak antijenle birlikte verdigi sitokin yaniti
da giderek artmakta, dolayisiyla sinerjik bir etki gostermektedir. Diger yandan 6zellikle
TNF-a sitokin sonuglari géz 6niinde bulunduruldugunda, az miktarda da olsa suslarin
cogunda antikorun blokaj etkinliginin oldugu, yani sitokin yanitin1 beklendigi gibi
azaltigr gortlmektedir (Sekil 4.17-4.25). Buna karsin, tim suslarda bu etkinlik
goriilemediginden ve IL-6 igin, bu dogrultuda sonuglar elde edilemediginden antikorun
tam olarak nétralizan etkisinin oldugunu sdyleyebilmek zordur. Oncelikle bu ¢alismada
elde ettigimiz antikor poliklonal bir antikordur ve bu nedenle antijenik spesifitesi
bilinmemektedir. Diger yandan MisL yolcu domaini klonlanan E. coli BL21 ve dogal
MisL freticisi S. Typhimurium LT2 suslarinda blokajli ve blokajsiz deneme
sonuglarinin suslar arasinda benzerlik gostermesi MisL ototransporter proteininin
bugiine kadar 6ngoriildiigii gibi iretildikten sonra hiicre ylizeyine bagli olarak degil
(Dorsey vd. 2005, Tiikel vd. 2007, Akgelik ve Akgelik 2011), ylizeyden kesildikten
sonra tutunma ve konakge1 hiicrelere patojeni yonlendirdiginin kanitidir. Zira dogal MisL
tiretici susta bile notralizan etki ancak kismi olarak goriilebilmektedir. Bu durum biiyiik
olasilikla yiizeyden heniiz salgilanmamis olan bir miktar MisL’in varligindan

kaynaklanmaktadir.
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Sitokin Uretim Miktar1

12

mIL-6

OD405 nm

B TNF-a

Opg 2pg 10 ug 50 pg
LT2 susu ile birlikte kullanilan antikor miktarlari

Sekil 4.17 Blokajsiz ve blokajli olarak LT2 susu ile tesvik edilen IL-6 ve TNF-a sitokin
miktar1

Sitokin Uretim Miktar
30
S 20
c
=
15
g mIL-6
O
10 - B TNF-a
5 .
O .
Opg 2pug 10 pg 50 pg
BL21 susu ile birlikte kullanilan antikor miktarlar:

Sekil 4.18 Blokajsiz ve blokajli olarak BL21 susu ile tesvik edilen IL-6 ve TNF-a sitokin
miktari
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Sitokin Uretim Miktar1

30
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mIL-6
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B TNF-a

Oug 2ug 10 pg 50 ug
D susu ile birlikte kullanilan antikor miktarlarn

Sekil 4.19 Blokajsiz ve blokajli olarak D susu ile tesvik edilen IL-6 ve TNF-a sitokin
miktar1

Sitokin Uretim Miktar1

40

35
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25

20
mIL-6

OD405 nm

15 B TNF-a

10 -

Opg 2pg 10 pg 50 pg
D(i) susu ile birlikte kullanilan antikor miktarlar

Sekil 4.20 Blokajs1z ve blokajli olarak D(J) susu ile tesvik edilen IL-6 ve TNF-a sitokin
miktari
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Sitokin Uretim Miktar1
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14028 susu ile birlikte kullanilan antikor miktarlari

Sekil 4.21 Blokajsiz ve blokajli olarak 14028 susu ile tesvik edilen IL-6 ve TNF-a
sitokin miktar1

Sitokin Uretim Miktar1
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B TNF-a

Opg 2pg 10 ug 50 pg

1627 susu ile birlikte kullanilan antikor miktarlari

Sekil 4.22 Blokajsiz ve blokajli olarak 1627 susu ile tesvik edilen IL-6 ve TNF-a sitokin
miktari
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Sitokin Uretim Miktari
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1627(Q) susu ile birlikte kullanilan antikor miktarlar:

Sekil 4.23 Blokajsiz ve blokajli olarak 1627(I) susu ile tesvik edilen IL-6 ve TNF-o
sitokin miktar1
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1629 susu ile birlikte kullanmilan antikor miktarlar:

Sekil 4.24 Blokajsiz ve blokajli olarak 1629 susu ile tesvik edilen IL-6 ve TNF-a sitokin
miktari
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Kullanilan ajanlar

Sekil 4.25 Degisik ajanlarla tesvik edilen IL-6 ve TNF-a sitokin {iretim miktarlar

Bu sonuglar 6ncelikle MisL proteini yolcu domaininin konakg¢i hiicrelerde immiin
yanitlar1 olusturmada ana rolii Gistlendiginin kesin kanitlaridir. Bu bulgular ayrica MisL
proteininin patojen iligkili bir molekiiler eleman (PAMP) oldugunun ilk molekiiler
kanitlarii teskil etmektedir. TNF-a 6zellikle Gram negatif bakterilerde yer alan ve
patojenitede onemli bir role sahip oldugu bilinen lipopolisakkarit yapilara (LPS) karsi
yanit gelistirilmesi esnasinda makrofajlar tarafindan iretilmektedir. TNF-o’nin akut
inflamasyonda Onemli bir ara¢ oldugu degisik arastiricilar tarafindan yliriitiilen
calismalarda belirlenmistir. Bu faktor etkinligini; endotel hiicrelerini uyarmak suretiyle
adezyon molekiillerinin liretimini saglayarak ve ayrica kemokinlerin iiretimini uyararak
enfeksiyon bolgelerinde makrofaj ve noétrofillerin tutunmasina yardimer olarak
gostermektedir. Diger yandan TNF-o’nin akut faz proteinlerinin iiretimini stimiile ettigi
de bilinmektedir (Benz ve Schmidt 2011, van Ulsen vd. 2014, Hunter ve Jones 2015).
Ote yandan interldkin 6 (IL-6) da konak hiicrelerde erken immiin yanitin énemli bir
elemanidir. IL-6 ve TNF-a, patojen iligkili molekiiler elemanlar tarafindan uyarilmakta
ve makrofajlar tarafindan salgilanmaktadir. IL-6 ayrica homeostatik siireglerde,
hormon-benzeri karakteristikler gostermektedir (Zhang ve An 2007, Hunter ve Jones

2015). IL-6 yalniz enflamasyon ve enfeksiyon siireglerine degil, aynm1 zamanda
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metabolik, rejeneratif ve notral siireclere de regiilatdr olarak katilan bir sitokindir
(Scheller vd. 2011). Erken immiin yanitta 6nemli rol alan bu iki molekiiler elemanin
tiretiminin MisL proteini yolcu domaini tarafindan stimiile edildiginin heterolog bir
konakgida tanimlanmis olmasi, MisL proteininin konak¢1 reseptorleri tarafindan taninan
ve immiin yanitlart uyaran patojen iliskili bir molekiiler eleman oldugunun kesin
delilleridir. Ozetle bu bulgu ile sadece MisL proteininin bir PAMP oldugu
kanitlanmamus, ayrica s6z konusu fonksiyonu iistlenen domainin, yolcu domaini oldugu

da saptanmustir.

Bu calismada TNF-o i¢in elde edilen ve yukarida yorumlanan ndtralizasyon
sonuclarinin, IL-6 i¢in elde edilememis olmasinin bir diger nedeni ise TNF-a’nin
konsantrasyonuna bagli olarak IL-6 iiretiminin indiikklenmesi olabilir. TNF-o’nin IL-6
tiretimi i¢in bu denemelerde kritik konsantrasyona ulagsmamasinin bu sonucu dogurmasi

olasidir.

4.13 Floresans Mikroskop Denemeleri

Floresans mikroskop asamasi igin, biyotinlenmis antikorun streptavidinle isaretlenmis
bakteri hiicresine baglanip baglanmadiginin akim sitometri analizi ile kontrol edilmesi
gerekmektedir. Faks tiiplerinde streptavidin ile muamele edilmeyen, sadece
streptavidinle muamele edilen, biyotinlemis antikorla muamele edilen streptavidinli
hiicreler ve  biyotinlemis antikorla muamele edilen streptavidinli 10X hiicreler
kullanilarak 6l¢tim yapildi. Biyotinle isaretli antikorun streptavidinli LT2, 14028, D ve
D(i) hiicrelerine baglanip, reaksiyon vermedigi (Sekil 4.26-4.29) belirlendiginden ayrica
floresans mikroskop denemeleri gerceklestirilmemistir. Biyotinlenmis antikorun
streptavidinle isaretlenmis bakteri hiicrelerine (dogal MisL iireticisi ve MisL geni yolcu
domaini klonlanmis rekombinant sus) baglanmamasi, makrofaj denemelerinden
aldigimiz sonuglar1 kanitlar niteliktedir. Zira bu suslarda iiretilen tam ve kismi MisL
proteinleri yiizey salgi proteini niteligi tasimis olsa idi; antikor-antijen iligkisinin
kullanilan hassas belirleme yontemi ile tanimlanmis olmasi1 gerekirdi. Bdyle bir
durumun gergeklesmemesi MisL’in olgunlastirildiktan sonra hiicre ile iligkisinin

kesildiginin ve ortama salgilandiginin kanitidir. Muhtemelen salgilanan MisL konakg1
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hiicreler ile iliskilenmekte ve patojenin bu hiicrelere tutunma hedeflerini

olusturmaktadir.
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4.14 MisL Proteininin Ekstraselliiler Ortamda incelenmesi

MisL proteininin salg1 fonksiyonlarin incelenmesi ve buna paralel olarak bakteriyel
patojenite tizerindeki etkinliginin tanimlanmasi1 amaciyla planlanan deney diizeneginde
oncelikle MisL’in tamamen hiicre digina salgilanan bir protein olup olmadigi
aragtirtlmistir. Bunun i¢in MarT geni (MisL geninin regiilatorii) silinmis 6rnege ilave
olarak, IPTG ile indiiklenmis ve indiiklenmemis suslar kullanilmistir. Bu dogrultuda ilk
asamada MisL peptidi lizerinde kesim yapabilen GranzimB ile muamele edilmistir. Bu
sayede bakteri lizise ugratilmayarak hiicre disi (ekstraselliiler) MisL’in kesilmesi
planlanmistir. Diger yandan lizozim muamele edilerek hiicreler parcalanmis ve sadece
membrandaki degil, hiicre i¢indeki MisL peptidinin de elde edilmesi amaglanmistir.
Lizozim muamelesinden sonra tekrar GranzimB uygulamasi gergeklestirilmistir. Kiiltiir
slipernatantlar1 ve bakteri lizatlari, daha once elde ettigimiz anti-MisL antikorlari ile
Western blotlamaya tabi tutulmustur. Bu denemeler sonucunda MisL geni silinmis
(knock out) susda MisL sentezinin gerceklestirilmedigi kesinlestirilmistir. IPTG ile
indiikklenmis susda 6zellikle membrana ¢ikan MisL sentezinde artis goriilmiistiir. Daha
ilging olani, bu denemeler, MisL proteininin sadece membrana ¢ikmadigini, hiicre ile

iliskisiz bir sekilde ortama salindigin1 da kanitlamistir (Sekil 4.30).

Bu bulgular gerek sitokin denemeleri ve gerekse biyotinlenmis antikorun streptavidin
ile isaretlenmis bakteri hiicrelerine tutunma denemelerinin isaret ettigi gibi; MisL
ototransporter proteininin yolcu domaininin salg: siirecini hiicreden kesilerek ortama
salinmasi suretiyle tamamlandiginin ¢ok giiclii kanitlaridir. Bu durum MisL’in
patojenitede oynadigi roliin esasinin hedef konakg¢i epitel hiicreleri ve makrofajlara

tutunduktan sonra, patojenleri bu hiicrelere yonlendirdigi teorisini giiglendirmektedir.
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Sekil 4.30 Kiiltiirlerden TCA kullanilarak elde edilen MisL proteininin western blot
goruntiisu

1629 hiicre tist stvi TCA ¢oktiirmesi

D hiicre iist s1tvi TCA ¢oktiirmesi

D(i) hiicre iist stvi TCA ¢oktiirmesi

1629 hiicre ¢okelti + granzim B TCA ¢oktiirmesi

D hiicre ¢okelti + granzim B TCA ¢oktiirmesi

D(I) hiicre ¢okelti + granzim B TCA ¢oktiirmesi

1629 hiicre ¢okelti granzim B + lizozim TCA ¢oktiirmesi
D hiicre ¢okelti granzim B + lizozim TCA ¢oktiirmesi
D(I) hiicre ¢okelti granzim B + lizozim TCA ¢oktiirmesi
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5. SONUC

Bu ¢alismada temel amag¢ MisL ototransporter proteininin immiin yanittaki ve dolayisi
ile Salmonella patojenitesindeki roliiniin belirlenmesidir. Bu amag¢ dogrultusunda tiim
MisL proteinin degil, daha spesifik sonuglar almak i¢in MisL peptidinin etkin
domaininin (yolcu domaini) klonlanarak heterolog konakgida (E. coli) ifadesi
planlanmustir. S. Typhimurium MisL proteini bir N terminal lider peptit N terminalde
yer alan (Lider peptit varken i¢ bdlgede, lider peptit kesildiginde N terminalde) yolcu
domaini ve C terminalde yer alan translokatér domainden olusmaktadir. Diger
ototransporter proteinlerle elde edilen bilgiler 1s1ginda lider peptit salgi proteininin
hiicresel hedeflenmesinde, translokator C bolgesi periplazmada katlanan MisL
proteininin dis membrana translokasyonunda ve yolcu domaini ise bir adezin olarak
konake¢1 hiicrelere tutunmada rol oynadigi Ongoriilmektedir. Ancak 6zellikle yolcu
domaininin bu Ongoriilen fonksiyonuna dair literatiirde herhangi bir bulgu
bulunmamaktadir. Diger yandan MisL’in bu tutunma etkinligini patojen hiicrelerine
bagli bir protein olarak m1 yoksa tamamen patojen ylizeyinden kesilip atildiktan sonra
m1  gerceklestirdigi de bilinmemektedir. Ozetle Salmonella’da MisL proteininin
salgilanmast ve patojenitedeki roliinlin detaylar1 iizerinde deneysel ¢alismalar

bulunmamaktadir.

Bu c¢aligmada MisL proteininin yolcu domaininin heterolog konakg¢ida (E. coli)
klonlanmas1 ve ifadesi basar1 ile gerceklestirilerek, arastirmamizda 6ngdriilen model
olusturulmustur. Bu model ototransporter proteinlerin yapisal ve fonksiyonel
Ozelliklerinin incelenmesinde diger arastiricilara da kaynak olusturucak bir 6zellik
tasimaktadir. Heterolog konakgida firetilen MisL ototransporter proteininin yolcu
domainine karsi iiretilen antikorlar ile yiiriitiilen sitokin deneylerinde; MisL iireticisi
dogal sus ve heterolog konakg¢inin sitokin iiretimini (II-6 ve TNF-a) tetikledigi
belirlenmistir. Ancak nétralizasyon denemelerinde TNF-a igin kismi bir ndtralizasyon
gozlemlenirken, IL-6 i¢in ayni durumun belirlenememesi, tam bir nétralizan etkisinin
olmadig: seklinde degerlendirilmistir. Bununla beraber, anti-misL antikorunun bu etkisi

ile iyl bir as1 adjuvan adayr oldugunu sdylemek olasidir. Zira bu sonuclar birlikte
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degerlendirildiginde, MisL’in antikorlar tarafindan tutuldugu ve anti-MisL antikorunun

varliginda MisL’in makrofajlart daha az uyarabildigi ortaya ¢ikmaktadir.

MisL proteininin yolcu domaininin immiin sistem uyarmmindaki bu roliiniin
belirlenmesinden sonra, notralizan etkisinin hangi gerekce ile yiiksek diizeyde
gerceklesmediginin detayli bir sekilde arastirilmasi sonucunda; MisL proteininin
tamamen hiicre disina salgilandig1, yani bazi arastiricilar tarafindan 6ngoriildigi gibi
(Jong vd. 2010a, Benz ve Schmidt 2011, Chagnot vd. 2013, Jaglic vd. 2014) hiicreye
bagli olarak ekstraselliiler islev goéstermedigi kanitlanmistir. Bu bulgular da MisL
proteininin bakteriyel patojenitedeki (tutunma) etkin domaininin N terminal yolcu
domaini oldugunu kanitlayan ilk bulgulardir. MisL’in hiicre disina salgilanmasi; anti-
MisL antikorunun iyi bir adjuvan ajani olmasi yaninda, ayni zamanda iyi bir as1 aday1
olma potansiyeli tasidiginin da gostergesidir. Bu nedenle monoklonal antikorlarla ve

konaker sistemlerde bu ¢alismada yapilan deneylerin tekrar edilmesi gerekmektedir.

Bu arastirmada 6zetle;
1-MisL proteininin yolcu domaininin klonlanmasi ve heterolog konakg¢ida ifadesi,
2-MisL proteini yolcu domaininin bir PAMP oldugu,

3-MisL proteininin PAMP 6zellikteki yolcu domaininin, daha Onceki literatiir
verilerinin aksine, ylizeye baglh olarak degil, ylizeyden kesilerek salindiktan sonra ana

aktivitesini gosterdigi,

kanitlar ile birlikte ispat edilmistir. Tim bu veriler tamamen orjinaldir ve Salmonella
patojenitesinde MisL ototransporter proteininin roliinii ac¢iklamaktadir. Bu yonii ile
bulgularimiz; hem ototransporter proteinlerin biyolojik fonksiyonlarina ve hem de
Salmonella patojenitesinin molekiiler esasina ve salmonellozun kontroliine yonelik

caligmalara 6nemli katkilar saglayacaktir.
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