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Ozet

Salmonella enterica serovar Typhimurium genomunda kodlanan MisL ototransporter proteini, enfekte konakgi sisteminde eksprese
edilmekte, ancak bu bakterinin laboratuvar kdlturlerinde Gretilmemektedir. Bu ¢alismada, MisL ototransporter proteininin in vitro
kosullarda Uretimi; misL geninin transkripsiyonunu kontrol eden ve pozitif bir transkripsiyonel regiilator olan marT geninin, pBAD24
vektoriine klonlanmasi ve marT geni bloke edilmis (AmarT) S. Typhimurium 14028 susuna aktarimi yolu ile gerceklestirildi. LacZYA:
:misL flizyonu iceren rekombinant 14028 susunda MisL Gretimi, B-galaktozidaz aktivite testi (460 Miller Unitesi) ve Western blot yontemi
kullanilarak tanimlandi. immun elektron mikroskobi calismalari sonucunda, MisL proteininin bu bakterinin dis yiizeyinde lokalize oldugu
saptandi. Bu bulgular MisL ototransporter proteininin S. Typhimurium’un hiicre disi bir matriks adhezini olduguna isaret etmektedir.

Anahtar sézciikler: MisL, Klonlama, in vitro tiretim, S. Typhimurium

In Vitro Production of MisL Autotransporter Protein in
Salmonella enterica serovar Typhimurium 14028

Summary

The MisL autotransporter protein is encoded in the genome of the Salmonella enterica serovar Typhimurium, is expressed within
an infected host system but not the laboratory cultures of this bacterium. In this study, in vitro production of MisL autotransporter
protein was produced by cloning of marT gene, a positive transcriptional regulator controlling expression of misL gene, to the pBAD24
vector and by transforming to marT gene blocked (AmarT) S. Typhimurium strain 14028. MisL production in S. Typhimurium 14028
containing lacZYA: misL fusion was determined using both B-galactosidase activity test (460 Miller units) and Western blotting. Results
of immunelectron microscopy studies showed that MisL was localized to outer surface of this bacterium. These data pointed out that
MisL is an extracellular matrix adhesin of S. Typhimurium.

Keywords: MisL, Cloning, In vitro production, S. Typhimurium

GiRiS

Salmonella serotipleri gastroenterit, tifo, bakteriyemi,
fokal enfeksiyonlar ve yasam boyu tasiyici duruma kadar ge-
nis bir hastalik spektrumuna yol acabilmektedir. Bu has-
taliklar etiyolojik acidan degerlendirildiginde birbirinden
belirgin farklliklar icermektedir. Ancak konakgi-patojen
iliskilerinin temel molekiler mekanizmalarinin benzerligi,
Salmonella’yi builiskilerin aciklanmasinda model bir mikro-
organizma haline getirmistir. Ozellikle Salmonella'da pato-
jenite iliskili molekiler elemanlarin genetik ve biyokim-
yasal esasinin tanisi, enfeksiyon hastaliklarin temel biyo-
lojik stireclerinin aciklanmasina énciilik etmektedir ™.

Salmonella enfeksiyonunun ilk asamasi, konakg! ince
bagirsak epiteline patojenin tutunmasinin saglanmasidir.
Bu suireg, Salmonella'da, serovariyete 6zgilligu gosteren
degisik fimbriya'lar, diger enterik bakterilerde tanimlanan
ototransporter proteinlerle ylksek diizeyde homoloji gos-
teren MisL ve ShdA adhezinleri ve kapsiil yapilar tarafindan
gerceklestirilmektedir *°. Salmonella enterica’da yapilan
DNA dizi analizleri sonucu, MisL proteinini kodlayan genin
Salmonella patojenite adasi lll (SPI-ll) Gzerinde bulundugu
saptanmistir. Dizi analizi sonuclari, Salmonella ototrans-
porter proteinlerinin de diger bakteri gruplarinda tanim-
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lanan ototransporter proteinlerde oldugu gibi, bir N-ter-
minal sinyal peptit, bir ic domaini ve bir de C-terminal
translokator domaini icerdigine isaret etmistir. Bu bilgi-
ler 151ginda; MisL ve ShdA proteinlerinin sitoplazmik memb-
randan gegisleri esnasinda sinyal peptidin kesildigi, C ter-
minal bodlgesinin dis membranda beta formlari olustur-
dugu ve i¢ domaininin hicre yiizeyine salgilandigi 6ngo-
rilmektedir. Ayrica, i¢ domaininin S. Typhimurium’un pa-
tojenitesindeki fonksiyonunun, konakgl organizma bagir-
sak sisteminde bulunan hedef epitel hiicrelere tutunmayi
gliclendirme yoninde oldugu farkh arastiricilar tarafin-
danileri sGralmugstir 013,

Salmonella ototransporter proteinlerinin kultir kosul-
larinda Uretilmemesi nedeniyle, séz konusu proteinlerin
hiicresel lokasyonu ve patojenitedeki rolleri Uzerinde
detayl calismalar yapilamamistir. Bu arastirmada, MisL
ototransporter proteininin uygun klonlama sistemleri
gelistirilerek laboratuvar kosullarinda S. enterica serovar
Typhimurium'da Uretiminin saglanmasi, tespiti ve hiicre-
sel lokasyonunun belirlenmesi hedeflenmistir.

MATERYAL ve METOT

Bakteriyel Suslar, Plazmidler ve Bakteriyofaj

S. Typhimurium LT2 ve 14028 suslari ile pNK972 ya da
T-pop transpozonunu (TH3923) iceren varyantlari yaninda,
Escherichia coli S17-1\pir ve DH5a suslar, Dr. Andreas
BAUMLER'den (Kaliforniya Universitesi, Davis, ABD) saglan-
mistir. E. coliTop10 hiicreleri ve E. coliBL21 (DE3) Invitrogen
(Carlsbad, CA, ABD) ve Novagen (Madison, WI, ABD), fir-
malarindan satin alinmistir. Bakteriyofaj P22 HT105/1 int
genel transdiksiyonda kullanilmigtir ™.

Kiiltiir Kosullar:

Bakteriler aerobik kosullarda 37°C'de Luria-Bertani (LB)
broth ya da agar ortamlarinda Uretildi. Seleksiyon ama-
ayla, besi ortamlarina karbenisilin (Cb, 100 mg/I), kloram-

Tablo 1. Calismada kullanilan primer ciftleri
Table 1. Primer pairs used in this study

fenikol (Cm, 30 mg/l), ampisilin (Amp, 30 mg/l), kanamisin
(Km, 40 mg/l) ve tetrasiklin (Tc, 20 mg/I) ilave edildi. Sus-
larin B-galaktozidaz aktivitesi, LB agar ortamina, litrede 60
mg olacak sekilde 5-bromo-4-kloro-3-indolil-3-D-galakto-
piranozit (X-Gal) ilave edilerek belirlendi ™.

misL::lacZYA Fiizyonu

intihar vektérii pFUSE '@, S. Typhimurium 14028 susun-
da kromozomal misL:lacZYA flizyonunun olusturulmasi
icin kullanildi. misL geninin 5° ucunu iceren bir DNA frag-
menti, Tablo 1'de dizileri belirtilen misL [1] primer cifti ile
yuritilen polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) sonucu ¢ogal-
tildi. Uretilen PZR tiriini Xbal ve Smal ile kesildikten sonra
pFUSE plazmidine baglandi ve E. coli S17-1 Apir susuna
transforme edildi. S6z konusu plazmid, konjugasyon ile
S. Typhimurium 14028 susuna aktarildi. Konjugant sus LB
+ Cm plaklarinda secildikten sonra, aktarilan plazmidin
misL genine kromozomal entegrasyonu Southern hibri-
dizasyon teknigi ®ile belirlendi.

marT Geninin Klonlanmasi ve MisL Ototransporter
Proteininin Uretimi

marT geni, pBAD24 (Invitrogen, Carlsbad, CA, ABD) vek-
toriinin icerdigi arabinoz ile indiiklenebilen bir promo-
torun arkasina klonlandi. Dogal MarT regulator proteini-
nin pBAD24 (izerindeki arabinoz promotorundan ekspres-
yonu icin Tablo 1'de belirtilen marT [1] primer cifti kul-
lanilarak, ribozom baglanma bdélgesi yaninda baslama ve
durma kodonlari iceren marT PZR fragmenti Uretildi. Bu
fragmentin klonlandigi pBAD24 vektor, elektroporasyon
ile S. Typhimurium 14028 susuna aktarildi.

Elektrotransformantlarda MarT regilator proteinin eks-
presyonu, bu hicrelerin gelisme ortamlarina %0.00002-0.2
arasinda degisen konsantrasyonlarda L-arabinoz ilave edi-
lerek indiiklendi. U¢ saat indiiksiyon sonucunda kiiltiirlerde
MisL protein Uretimi, hem B-galaktozidaz aktivitesi ve hem
de Western blot yontemleri "> kullanilarak tespit edildi.

Primer Adi Primer Dizisi Referans
misL [1] ileri 5'-GCTCTAGACTTGCCAACAACTATGCG-3' Bu calisma
misL [1] geri 5-GCCCGGGCCTGAATCAGAAACTGTATTTC-3' Bu calisma
marT [1] ileri 5'-CGATTCACCATGTCCTGCTACGCAG-3’ Bu calisma
marT [1] geri 5'-ATCTGCAGTTACCCATGTGTCACCCC-3' Bu calisma
misL [2] ileri 5-TACTCACGGCGCGAATACT-3' Bu calisma
misL [2] geri 5'-ACGTAAATATTGGCCGATCC-3' Bu calisma
marT [2] ileri 5'-AATCGCCTGGCTTCATTATC-3' Bu calisma
marT [2] geri 5'-GGAACGCCATACCAGTCAG-3’ Bu calisma
gapA ileri 5'-GGAACGCCATACCAGTCAG-3' Bu calisma
gapA geri 5'-AACCCAGAAAACCGTTGAC-3’ Bu calisma
pBAD24 ileri 5'-ATG CCATAG CATTTT TAT CC-3’ 17
pBAD24 geri 5'-GAT TTA ATC TGT ATC AGG-3’ 17




Q-PZR Yéntemi ile MarT ve MisL Uretiminin Tespiti

Q-PZR calismasinda, Tablo 1'de dizileri verilen misL [2],
marT [2] ve gapA primer ciftleri kullanildi. PZR karisimi son
konsantrasyonu 200 ng olacak sekilde cDNA, ileri ve geri
primerler ve 2X Q-PZR Supermix (BioPioneer, La Jolla, CA,
ABD) eklenerek hazirlandi. Reaksiyon kosullari: 95°C'de 15
dak, 40 déngl boyunca 95°C'de 15 sn, 55°C'de 1 dak. ve
72°C'de 30 sn olarak uygulandi %°.

immun Elektron Mikroskopi

S. Typhimurium 14028 transformant susu LB broth besi-
yerinde optik yogunlugu (ODs) 0.5’ ulastiktan sonra
kulturlere son konsantrasyonu %0.02 olacak sekilde L-
arabinoz ilave edilerek 3 saat daha inkiibe edildi. MisL
ototransporter Uretiminin tesvikini esas alan bu uygula-
madan sonra, anti-MisL antiserumu (Anti-tavsan, IgG,
Molecular Microbiology and Immunology Department,
UC Davis, ABD) kullanilarak, s6z konusu proteinin hiicre
yuzeyindeki lokasyonu immun elektron mikroskobisi ile
belirlendi.

immiin altin isaretleme asamasinin ilk basamaginda,
fosfat ile tamponlanmis peptonlu su ile iki kez yikanan
bakteri siispansiyonu, 10 pL olacak sekilde elektron mik-
roskop gridlerine aktarldi ve 2 dak. oda sicakliginda tu-
tuldu. Grid tzerindeki fazla siispansiyon akitildiktan sonra,
Uzerine %1 oraninda sigir serum albumini iceren fosfat
ile tamponlanmis peptonlu su icerisinde 1/250 oraninda
seyreltilen MisL antikor ¢ozeltisinden 10 pL ilave edilmesi-
nin ardindan oda sicakhginda 20 dak. inklbe edildi. Bu
stre sonunda gridler %1 oraninda sigir serum albumini
iceren fosfat ile tamponlanmis peptonlu su (PBS) ile 1 dak.
yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra, %1 oraninda
sigir serum albumini iceren PBS icerisinde 1/20 oraninda
seyreltilen altin isaretli sekonder antikor (Gold Labelled
AntiGoat IgG, Sigma Chem Co. ABD) 10 uL olacak sekilde
ilave edildi ve tekrar 20 dak. oda sicakliginda tutuldu. Son
asamada gridler, %1 oraninda sigir serum albumini iceren
PBS ile 1 dak. yikandi ve oda sicakhginda tutularak kuru-
tuldu. Elektron mikroskobik fotograflar Philips CM 120-A
elektron mikroskobu kullanilarak alindi %21,

BULGULAR

S. Typhimurium 14028 MisL ototransporter proteininin
ekspresyonunun fenotipik tanisi icin, tanimlayici genler
olarak lacZYA kullanildi. Bu amacla 6ncelikle ¢ogaltilan
misL geni pFUSE plazmidinde yer alan ve promotor icer-
meyen lacZYA genleri ile flizyona ugratildi ve homolog
bolge rekombinasyonu gerceklestirilerek S. Typhimurium
14028 kromozomuna entegre edildi.

Bu islem icin ilk asamada; MisL ototransporter protein
geni icin dizayn edilen primerler kullanilarak elde edilen
polimeraz zincir reaksiyonu Urlnd, ilk asamada TopoTA
klonlama kiti (Invitrogen, Carlsbad, CA, ABD) yardimi ile
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PCR 2.1 vektoriine baglandi ve kimyasal kompetent E.
coli Top 10 hiicrelerine aktarildi. Transformantlar, PCR 2.1
plazmidinin icerdigi kanamisin direnclilik (Km’, 100 pg/
ml) ve B-galaktozidaz geni tahribi (60 pug/ml X-gal bu-
lunan ortamdaki beyaz koloniler) esasina gore secildi. S.
Typhimurium TH340 susundan izole edilen ve Tn10 trans-
pozonuna ait transpozaz geni ilave edilmis olan pNK972
plazmidi, elektroporasyon yolu ile, S. Typhimurium 14028
suslarina aktarildi ve karbenisilin direnglilik (Cb', 100 pg/
ml) esas alinarak transformantlar secildi (pNK972 plazmidi
karbenisilin direnclilik geni tasiyor). misL genlerini tasi-
yan E. coli S17 Apir susu ile (konjugal verici) pNK972 plaz-
midini tagtyan S. Typhimurium 14028 (konjugal alic) trans-
formantlan arasinda gergeklestirilen konjugasyon sonu-
cunda, misL genini tasiyan pFUSE plazmidi, homolog
bolge rekombinasyonu yolu ile alici sus kromozomuna
yerlestirildi. Konjugantlar kloramfenikol ve karbenisilin
(kloramfenikol verici susun, karbenisilin de alici susun
direnclilik marken) direnclilik esasina gore secildi. pFUSE
plazmidi bir intihar plazmidi oldugundan; sadece tasidigi
homolog genler (burada misL genleri s6z konusudur) saye-
sinde, konjuge edildigi Salmonella hiicrelerinin kromo-
zomal DNA’'sina homolog bdlge rekombinasyonu ile gire-
rek, bu hiicrelerde kalici olmaktadir %3, Kromozom disin-

Sekil 1. S. Typhimurium 14028 dogal susu ve misL:lacZYA
fiizyonunu iceren konjugantinin kromozomal DNA'sinin misL probu ile
hibridizasyonu
Hatlar: 7) S. Typhimurium 14028, 2) misL::lacZYA flizyonunu iceren
konjugant sus
Fig 1. Hybridization of chromosomal DNA regions with misL probe in

S. Typhimurium 14028 wild type strain and its conjugant, containing
misL::lacZYA fusion

Lanes: 1) S. Typhimurium 14028, 2) The conjugant strain, containing
misL::lacZYA fusion
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Sekil 2. S. Typhimurium 14028 susu genomik DNA'sindan ¢ogaltilan marT
geni PZR Urlnleri

Hatlar: 1) 100 b¢ molekuler marker (100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
900, 1000, 1500 bg, New England BiolLabs), 2-5) marT geni PZR Urinleri

Fig 2. PCR products of marT gene, amplified from the genomic DNA of S.
Typhimurium 14028 strain

Lanes: 1) 100 bp molecular marker (100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
900, 1000, 1500 bp, New England BioLabs), 2-5) marT gene PZR products

da bagimsiz replikasyon yetenegi yoktur. Dolayisi ile ho-
molog bdlge rekombinasyonunun gerceklesmemesi du-
rumunda aktarildigi konakg¢idan elimine olur 2'. pFUSE
plazmidinin konjugantta dogru bélgeye girip girmedigi,
konjuganttan izole edilen kromozomal DNA'nin; misL ge-
ninin hemen disinda iki kesim bdlgesi bulunan Ncol
restriksiyon endonikleaz enzimi ile kesilmesi ve Southern
blot yontemi ile problanmasi ile kontrol edilerek s6z ko-
nusu susun misL:lacZYA fizyonu icerdigi tanimlandi (Sekil 1).
Bu durumda MisL promotorundan énce lacZYA genlerinin,
ardindan da misL ototransporter proteininin ekspresyonu
s0z konusudur. Dolayisi ile bu bakteride B-galaktozidaz
aktivitesi, misL proteininin ekspresyonunu gosterdi.

MisL ototransporter proteininin Uretiminde; misL geni-
nin pozitif regililatort olan marT geni, pBAD24 vektoriine
arabinoz varhiginda indiiklenen promotordan eksprese
edilecek sekilde klonlandiktan sonra, misL::lacZYA flizyonu
iceren S. Typhimurium 14028 susuna aktarimi yapildi. Bu
amacla, oncelikle 18 saatlik S. Typhimurium 14028 susun-
dan bakteriyel genomik DNA kiti (NA2120, Sigma, Chem.
Co. ABD) ile genomik DNA izolasyonu gerceklestirildi ve
izole edilen genomik DNA 6rneginden marT genine 6zgu
primer cifti kullanilarak, marT geni ¢ogaltildi (Sekil 2).

Uygun primerler kullanilarak ¢ogaltilan marT geni (858
b¢) QlAquick PCR saflastirma kiti (Qiagen, Valencia, CA,
ABD) ile saflastirildi ve pBAD24 vektoriine aktarilmadan
once hem pBAD24 vektori hem de marT geni EcoRl ve
Pstl restriksiyon endontikleaz enzimleri ile ikili kesime tabi
tutuldu (Sekil 3).

Restriksiyon endonikleaz enzim kesimi gerceklestiri-
len ve kesimin dogru sekilde meydana geldigi agaroz jel
elektroforezi ile belirlenen plazmid DNA 6rneklerinde,

S5kb

1kb

Sekil 3. pBAD24 plazmid vektori ve marT geninin ikili restriksiyon
endontikleaz enzim kesim fragmentleri

Hatlar: 7) 1 kb DNA marker, 2) pBAD24 vektdriintin EcoRl ve Pstl enzimleri
ile kesimi, 3) marT geninin EcoRl ve Pstl enzimleri ile kesimi

Fig 3. Dual restriction endonuclease enzyme digestion fragments of
pBAD24 plasmid vector and marT gene

Lanes: 1) 1 kb DNA marker, 2) EcoRl and Pstl enzyme digestion of pBAD24
vector, 3) EcoRl and Pstl enzyme digestion of marT gene

bir sonraki basamakta defosforilasyon reaksiyonu ile ger-
ceklestirilerek plazmid vektortniin 5’ fosfat grubu uzak-
lastirilarak ligasyon etkinliginin artirilmasi saglandi. Bu
asamadan sonra, defosforile pBAD24 plazmidi ile marT
geninin ligasyonu ve ardindan kompetent S. Typhimurium
14028 (misL:lacZYA ve AmarT) susuna transformasyonu
gerceklestirildi (Sekil 4). marT geni ileve edilen pBAD24
vektorl, pNAO1 olarak adlandirild.

pBAD24 plazmidinin icerdigi ampisilin ve S. Typhimurium
14028 AmarT susunun icerdigi kanamisin direnclilik 6zel-
liklerine gore secilen transformantlarda hedef marT genini
tastyan plazmidlerin varligi, molekiler buytklikleri esas
alinarak dogrulandi (Sekil 5).

pNAO1 plazmidine marT geninin giris yonunin nihai
kontrolu icin; izole edilen plazmidlerin klonlama bélgeleri,
genel pBAD24 primerleri (Tablo 1) ile (Retrogene, Forster
City, CA, ABD) cogaltilarak dizi analizine tabi tutuldu
(Vaccine Research Institute, San Diego, CA, ABD). Aktarilan
genin, marT ve vektore giris yoninin dogru oldugu dizi
analizi sonucunda kesin olarak belirlendi (Sekil 6).

Bir sonraki basamakta, bakteri Greme ortamina arabi-
noz ilave edilerek gelistirilen mutant ve dogal tip S.
Typhimurium suglarindan RNA izolasyonu gerceklestiril-
mistir. RNA izolasyonu sonrasinda uygulanan Q-PCR yon-
temi ile marT geninin protein Grliiniinlin ortama arabinoz
ilavesinden 20 dak. ve 1 saat sonra maksimum diizeye ulas-
t1g1 belirlendi. pBAD24 vektorl aktarilan S. Typhimurium
14028 susunda yiritilen indiksiyon calismalar sonucunda;
[3-galaktozidaz aktivitesinin, Greme ortaminda %0.0002 ara-
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A marT,
LB+ AmptKan

Sekil 4. S. Typhimurium 14028 su-
suna (AmarT), pNAO1 (marT geninin
aktarildigi pBAD24 vektori) plazmi-
dinin transformasyonu sonucu elde
edilen transformantlarin uygun anti-
biyotikleri iceren LB agar plaklarinda
gelisimi

Fig 4. Growth of the trans-ormants,
obtained by the transformation of
pPNAO1 (marT gene cloned variant of
pBAD24 vector) to S. Typhimurium
14028, on the LB agar plates,
containing appropriate antibiotics

L2 3456 738NI 1718190212225 24 2526 2T 48 29

Sekil 5. pNAO1 plazmid DNA'si ve bu plazmid kullanilarak cogaltilan marT geni PZR rinleri

Hatlar: 7) 1 kb molekiler marker, 2-14) Farkli AmarT S. Typhimurium 14028 transformantlarindan izole edilen pNAO1 plazmid DNA, 15) pBAD24, 16)
Negatif kontrol (su), 17-29) pNAOT plazmid DNA'sindan ¢ogaltilan marT geni PZR Grtinleri

Fig 5. pNAO1 plasmid DNA and marT gene PCR fragments, amplified on this plasmid.

Lanes: 1) 1 kb molecular marker, 2-14) pNAO1 plasmid DNA, isolated from different transformants of AmarT S. Typhimurium 14028, 15) pBAD24, 16)
Negative control (water), 17-29) marT gene PCR products, amplified from pNA01 plasmid DNA

binoz varliginda, indiiksiyon yapilmayan kosullardan fark-
lllasmaya basladigi ve %0.02 arabinoz varliginda 460 Miller
Unitesine ulastigi saptandi. Arabinoz bulunmayan ortamda
gelistirilen S. Typhimurium 14028 susunda ise bu diizey 40
Miller Gnitesi diizeyinde bulundu. Bu susta ayni arabi-

noz konsantrasyonunda yurittlen indiksiyon calismalari
sonucunda ise, Western blot teknigi ile tespit edilebilen
MisL proteini Uretiminin %0.000002 arabinoz varliginda
basladigi ve arabinoz konsantrasyonu varligina bagli ola-
rak arttigi belirlendi.
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CGCTTTTTATCGCNCTCTCTACTGTTTCTCCATACCCGTTTTTTTGGGCTAGCAGGAGGAATTCA
CCATGTCCTGCTACGCAGCCACAGCATCAGACTATACTCAGTGGTGTCTATTAACCCTCTCCAA
CTACGTTATGTTTTGGCATGGTAACAATGCGATGTTATGGATAATTAACGATAATATTGAATTTA
ATCCAGAAATGAATCGCCTGGCTTCATTATCGAGGCCAGATCTCAACATTATTCTGACAACGCCC
GCCAGCCGCTGCTTGCGCCTTCTGCTGGAAAACGCCCCCTCCGTCGTCTCACAACAAACATTCTT
TCAAAAAGTGTGGGAAGAAGACGGCATGGTGGTGTCGGCAAATACGCTTTATCAGAATATCTCC
ATTATTCGCCGCGGATTACGTACCGTTGGCGAAAATGAAGATACGCTGATAATCACGGTTCCGC
GTAGAGGCTTTCAGATTGAGCCAGGTGTGAGCCTCATGACCATCCGCAAAGACTTCGCTCAGGC
AATAGAAAAAAAGGGTGAGACGCCACCGCGTATGTCAGGGCGTTGGTTTAAACATTATGTACCT
GTACTTTGGATGACCGGGACATTTGCTGTCGGTATTTTGCTTGGCACTATAAGCTGGCAAACCGT
TCCCGATAAGGATTTTTACGATCGCTACACGCTGGTTGAAACAACTCAGGGCTGTCATTTTTTCT
CGCGGAATGAAGATATCGAAAGCGGCAGCCGCTTTGCAAGCTATAAGTCAATGATTCTAAAAAC
CGGTATGGATTGTCAGAAATACCCATGGGTCTATTTCCCTTCCAGCAGTCGCACCCCAGCGGTTA

CNGGCATTGATTTGTCAGCAA
Sekil 6. AmarT S. Typhimurium 14028 transformantindan izole edilen pNAO1 plazmidinin DNA dizisi

Diziler: pNA0O1) AGGAG dizisinin arkasinda, AGGAG) Ribozom baglanma bdlgesi, ATG) baslama kodonu) ve marT bolgesi)
ATG dizisinin 6niinde

Fig 6. DNA sequence of the plasmid pNAOQ1, isolated from the transformant of AmarT S. Typhimurium 14028

Sequences: pNAOT) behind to AGGAG sequence, AGGAG) Ribosome binding site, ATG) start codon and marT region) in
front of ATG sequence
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-~ Sekil 7. LB broth (L-arabinozilave edilmemis,

1 um

A) ve misL Uretimi indiiksiyonu yapilmis
LB broth (%0.02 L-Arabinoz ilave edilmis,
B) ortaminda gelistirilen S. Typhimurium
14028 transformantinin immiin elektron
mikroskopi goriintiisi

Mikroskop biiyiitmesi: 27500

Fig 7. Immunelectron microscopy images
of S. Typhimurium 14028 transformant,
cultured in LB broth with the presence
(0.02%, A) and absence (B) of L-arabinose

Microscope magnification: 27500



Mevcut calismada S. Typhimurium 14028 transfor-
mantinda arabinoz induksiyonu yapilmayan (Sekil 7A) ve
yapilan (Sekil 7B) kosullarda elde edilen immun elektron
mikroskopi gorintuleri; MisL proteininin, dis ylzeye sal-
gilanarak kapstller polisakkaritlerin lzerinde biriktigine
ve hiicreye dizensiz dallanan bir dis yapi 6zelligi kazan-
dirdidina isaret etmektedir.

TARTISMA ve SONUC

S. Typhimurium'da misL::lacZYA transkripsiyonel fiiz-
yonu ile yurltilen calismalar, MisL ototransporter pro-
teininin in vitro kosullarda Uretilemedigini gdstermistir.
Bununla birlikte S. Typhimurium’un makrofajlara girisi asa-
masinda, bu proteinin Uretildigi Western blot yontemi
kullanilarak tanimlanmistir 242, Bu 6zelligi, bir adhezin
olmasi nedeniyle, S. Typhimurium'un patojenitesinin ilk
asamasinda 6nemli bir rol oynadigi disiinllen MisL oto-
transporter proteinininin fonksiyonel analizini giiglestiren
ana unsurdur. Bugiine dek MisL Uretiminin homolog ko-
nakcilarda pBAD vektorleri kullanilarak ifade edilmesin-
de, bir salgi vektori olmayan pBAD/gllIA'dan yararlanil-
migtir 19125, pBAD vektorlerinde bulunan ve arabinoz tara-
findan indiiklenen promotor, hem pozitif ve hem de ne-
gatif bir regllator olan AraC proteini tarafindan kontrol
edilmektedir. Arabinoz varliginda promotor aktive edil-
mekte, arabinoz yoklugunda ise promotordan transkripsi-
yon cok distk diizeyde gerceklesmektedir #’. Secilen vek-
torin, bir salgl vektorii olmamasi durumunda, MisL oto-
transporter proteininin in vitro Uretimi gerceklestirilebil-
se bile, bu durumda s6z konusu proteinin patojenitede
oynadigi roliin model sistemler kullanilarak tanimlanabil-
mesi mimkin degildir. Calismamizda olusturulan pBAD24
rekombinanti (pNAO1), MisL proteininin ekspresyonu ve
salgilanmasi esas alinarak diizenlenen ilk vektorddr. Bu
anlamda; pNAO1 vektorl ve MisL ototransporter proteini-
nin Uretimi gerceklestirilen S. Typhimurium 14028 konakgi
susu, s6z konusu proteinin Salmonella’nin patojenitesin
de oynadidi roliin molekiiler diizeyde tanimlanmasinda te-
mel biyomateryal gorevi Ustlenecek 6zellik gdstermektedir.

Bu 6ngorinin ilk sonuglari, calismamiz kapsaminda
immin elektron mikroskopi denemelerinden elde edil-
mistir. Bu bulgular MisL ototransporter proteininin S.
Typhimurium'da hiicre dis yuizeyine salgilandigini ve hiicre
ile iliskili olarak kaldigini kanitlamaktadir. S. Typhimurium
LT2 susu genomunda tanimlanan misL gen dizisi esas ali-
narak, bu genin kodladigi MisL proteininin; 6zellikle en-
teropatojenik E. coli’ de bulunan AIDA-1 (%43), Shigella
flexneri'de bulunan VirG (%38) ve Yersinia pestis'de bulunan
YapD ve YapH ototransporter proteinleri ile yiksek di-
zeyde benzerlik icerdigi saptanmistir. MisL ile homoloji
gOsteren bu proteinlerin, hicre ile iliskili olacak sekilde
dis yuzeye salgilandidi ve patojenin konakgi sistem hedef
hiicrelerine tutunmada rol aldigi belirlenmistir 202%32, im-
miin elektron mikroskopi sonuclari, MisL proteininin hic-
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resel lokasyonunu deneysel olarak kanitlayan ve diger
ototransporter proteinlerle bu anlamda benzerligini ta-
nimlayan ilk deneysel bulgulardir. Bu bulgular s6z konusu
proteinin Salmonella patojenitesinde, énemli bir rol oy-
nadigi gorisunu desteklemektedir.
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