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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Salmonella Typhimurium’da CsgD Regiilasyonunun Otoindiiktér-2 Aktivitesine ve Quorum

Sensing Iliskili Kiiciik RNA’larin Ekspresyon Seviyelerine Etkilerinin Belirlenmesi
Melih ASAN
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Danisman Ogretim Uyesi Dog. Dr. Nefise AKCELIK

Insanlarda gida kaynakli hastaliklarda en sik karsilasilan patojen olan Salmonella Typhimurium,
bulundugu yiizeylerde biyofilm olusturma yetenegine sahiptir. Bu sayede; gesitli ¢evresel stres
kosullarina, konak bagisiklik sistemine ve antibiyotiklere karsi biiyiik ol¢iide direng gosterir. S.
Typhimurium biyofilmleri, hiicre disi matriks bilesenleri olan kivrimli fimbriya ve seliillozun
ekspresyonu ile karakterize edilir. Transkripsiyonel regiilator olan CsgD, bu yapilarin biyosentezini
aktive ederek bakteri hiicrelerinin planktonik yasamdan biyofilm formuna gegisini saglar. Giincel
bilgiler, kiiciik RNA'lar (sSRNA’lar) ve Quorum Sensing (QS) sisteminin bu siire¢te 6nemli roller
iistlendigini gostermektedir. Bu tez, S. Typhimurium biyofilmlerinin ana regiilatorii csgD ile QS
sinyalizasyonu arasindaki iliskinin ilk ipuclarim ortaya c¢ikarmay:r amaglamistir. Oncelikle, S.
Typhimurium’da csgD’nin ifadesi kontrol altina alinarak QS iligkili oldugu bilinen MicA, CsrB,
CsrC ve RyeE adli sSRNA’larin ekspresyon seviyelerine etkisi belirlenmistir. QqRT-PZR analizlerine
gore, aragtirtlan sRNA'larin tiimii, csgD ifadesine bagli olarak yukari dogru diizenlenmistir.
Dolayisiyla esgD geni, incelenen dort sSRNA'nin pozitif regiilasyonu agisindan 6nemli bir role
sahiptir. Calisgmanm diger asamasinda, QS sinyalizasyonunu saglayan AlI-2 aktivitesinin csgD
ifadesine bagli olarak degisimi saptanmistir. Sonuglar, csgD’nin asir1 ifade edildigi susun, 4 saatlik
inkiibasyonun ardindan en yiiksek (% 277) bagil AI-2 aktiviteye sahip oldugunu géstermistir. Bunu
takiben, csgD ifadesinin Al-2’nin hiicre igine aliminda gorevli Lsr tasima sisteminde yer alan [sr4,
IsrK ve IsrR genlerinin ifadeleri lizerindeki etkileri aragtirilmistir. En yiiksek Al-2 aktivitesine sahip
oldugu belirlenen susta, yalnizca IsrK ifadesinin artigt gézlenmistir. Dolayisiyla csgD’nin Al-2
aktivitesi Ulzerindeki pozitif etkisini, Lsr tasima sisteminde yer alan genler iizerinden
gerceklestirmedigi sonucuna varilmistir. Bu sonug, csgD’nin LuxS tarafindan gerceklestirilen Al-2
sentezi siirecinde pozitif bir regiilasyona sebep olabilecegi hipotezini giiglendirmektedir. Ote yandan
csgD eksikliginin IsrA, IsrK ve IsrR ifadelerinin tamaminda artisa sebep oldugu ancak Al-2
aktivitesinde onemli bir degisiklik yaratmadigi belirlenmistir. Bu durumda, LsrR’nin, QS siireci
tizerindeki bilinen negatif etkisi, /sv4 ve IsrK ifadelerindeki giiclii artig sebebi ile kompanse edilmig
gibi goriinmektedir. Tiim bu sonuglar birlikte ele alindiginda, CsgD’nin S. Typhimurium’da biyofilm
olusumundaki roliine benzer olarak QS sinyal ileti yolaginda da pozitif bir etkisi oldugunu
bildiriyoruz. Biyofilm olusumu ile QS sinyalizasyonu arasindaki iligkinin tam bir resminin elde
edilmesi yalnizca transkripsiyon faktorlerinin degil ayni zamanda diizenleyici sRNA'larin bu
stirecteki rollerinin agiklanmasi ile miimkiindiir. Ayrica bu tip diizenleyici mekanizmalarin
aydmlatilmasi, bakteriyel enfeksiyonlarin onlenmesi amaciyla yeni stratejilerin gelistirilmesine
yardimci olacaktir.

2021, 115 sayfa

Anahtar Kkelimeler: Salmonella, biyofilm, CsgD, Quorum sensing, Al-2, kii¢giik RNA.

i



ABSTRACT
Master Thesis

Determination of the Effects CsgD Regulation on Autoinducer-2 Activity and Expression Levels of

Quorum Sensing Related Small RNAs in Salmonella Typhimurium
Melih Asan
Ankara University Biotechnology Institute
Supervisor: Assoc. Prof. Nefise AKCELIK

Salmonella Typhimurium is the most common pathogen in foodborne diseases in humans. With its
ability to form biofilms on different surfaces, this pathogen shows great resistance to various
environmental stress conditions, host immune system and antibiotics. Biofilms formed by S.
Typhimurium are characterized by the expression of extracellular matrix components, curli fimbriae
and cellulose. CsgD, a transcriptional regulator, activates the biosynthesis of these components,
allowing bacterial cells to shift from planktonic life to sessile life. Current literature shows that small
RNAs (sRNAs) and Quorum Sensing (QS) system play important roles in this process. This thesis
aimed to reveal the first clues of the relationship between CsgD, the master regulator of S.
Typhimurium biofilms, and QS signaling. First of all, by controlling the expression of csgD in S.
Typhimurium, its effect on the expression levels of MicA, CsrB, CsrC and RyeE sRNAs, which are
known to be related to QS, were determined. Based on qRT-PCR analyses, the expressions of all
investigated SRNAs were upregulated depending on csgD expression. Thus, the csgD gene has an
important role in the positive regulation of the four sSRNAs studied. In the other phase of the study,
the effect of csgD expression on the activity of the QS signalling molecule was determined. Our
results showed that the strain in which csgD was overexpressed had the highest (277 %) relative Al-
2 activity after 4 hours of incubation. Following this, the effects of csgD expression on the
expressions of Isr4, Is¥K and Is¥R genes, which are involved in the Lsr transport system involved in
the uptake of AI-2 into the cell, were investigated. In the strain known to have the highest Al-2
activity, only increased expression of Is¥rK was observed. Therefore, we concluded that csgD did not
exert its positive effect on Al-2 activity through the genes involved in the Lsr transport system. This
result strengthens the hypothesis that csgD may cause a positive regulation of the Al-2 synthesis
process by LuxS. On the other hand, csgD deficiency caused an increase in all IsrA, IsrK and IsrR
expressions, but did not cause a significant change in AI-2 activity. Thus, the known negative effect
of LsrR on the QS process appears to be compensated for by the significant increase in Isr4 and IsrK
expressions. Taken together, we report that CsgD has a positive effect on the QS signal transduction
pathway, similar to its role in biofilm formation in S. Typhimurium. Obtaining a complete picture of
the relationship between biofilm formation and QS signaling is possible by revealing not only the
roles of transcription factors but also regulatory SRNAs in this process. In addition, elucidating such
regulatory mechanisms will help develop new strategies for the prevention of biofilm related
bacterial infections.

2021, 115 pages
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1. GIRIS

Salmonella cinsi bakteriler, insan ve kanatli hayvanlar dahil olmak iizere ¢ok cesitli
konaklarda hastaliga neden olabilen enterik patojenlerdir. Enterobacteriaceae familyasina
ait olan bu cins bakteriler, Salmonella enterica (S. enterica) ve Salmonella bongori (S.
bongori) olmak tlizere iki genis tiirli kapsamaktadir. S. enterica'ya ait serovarlarin ¢cogu ise
bakteriyel gida kaynakli hastaliklarin en sik karsilagilan sebebidir. Dahasi,
Campylobacter'den sonra, insan gastrointestinal sistem enfeksiyonlarindan en ¢ok sorumlu

olan ikinci patojenlerdir (1,2).

Salmonella cinsinin liyeleri, dogada sadece planktonik hiicreler olarak degil, ayn1 zamanda
yiizeylere bagli ¢ok hiicreli formlar olarak da bulunurlar. Biyofilm olarak adlandirilan bu
yasam formunda bakteriler, kendilerinin iirettikleri hiicre dis1 polimerik maddeler (EPS) ile
cevrili ylizeye gomiili bir sekilde yasamlarina devam ederler. Biyofilm icerisinde yasayan
bakteriler; fagositoza, immiin efektorlere ve antibiyotiklere karsi biiyiik 6l¢iide artan direng
gosterirler. Bu direncin biiyiik bir kismi, hiicresel bagisikliga karsi giiclii bir fiziksel engel
olusturan ve ortadan kaldirilmasi son derece gii¢ olan EPS yapisindan ileri gelmektedir. EPS
bakteri tiirleri arasinda yapisal olarak cesitlilik gosterse de; genellikle su, proteinler,
polisakkaritler ve hiicre dist DNA (eDNA) igermektedir. EPS yapisi, bakterilerin
gelisimlerini sagladigi mikrogevrelerini olusturdugundan, konake hiicre ile ilk etkilesime
giren yapidir. Bu nedenle, EPS'nin antimikrobiyallere ve bagisiklik sistemine karsi nasil
koruma sagladigini anlamak ¢ok 6nemlidir (3,4). Biyofilmlerin, hastaneye yatis oranlarini,
saglik bakim maliyetlerini ve morbidite ve mortaliteyi artiran kronik enfeksiyonlarin
yaklasik % 80'inde yer aldig1 tahmin edilmektedir. Bu nedenle, yiiksek derecede tibbi ve

ekonomik etkileri vardir (5).

Salmonella biyofilmleri iki ana bilesenden meydana gelmektedir; protein yapisindaki curli
(ince agregatif fimbriya) ve seliiloz (6). Curli ve seliilozun ekspresyonu ile birlikte hiicreler
oldukga kararli bir yap1 olusturacak sekilde bir araya gelirler ve EPS matriksine siki1 bir
bicimde tutunurlar (7). Sa/monella Typhimurium (S. Typhimurium) biyofilmleri, kivrimh
fimbriya ve seliiloz sentezi sonucu, rdar (kirmizi, kuru ve piiriizlii) olarak adlandirilan koloni
morfotipi  olusturmaktadir (8). Selilloz ve kivrimli fimbriyalarin ekspresyonu,

transkripsiyonel regiilator olan CsgD’ye baglidir (9). csgD, kivrimli fimbriyalar i¢in yapisal



alt birimleri kodlayan csgBAC operonunun transkripsiyonunu pozitif olarak diizenler ve
adrA transkripsiyonunu aktive ederek dolayli olarak seliiloz {iretimine katkida bulunur (7,8).
AdrA ve di-guanilat siklazlar, ikincil mesajc1 siklik diguanilat monofosfat (c-di-GMP)
molekiiliinlin iiretilmesini uyararak seliiloz {iretiminin baslamasini saglar (10,11). Bu

sebeple csgD, biyofilm yapisinin olusumunu pozitif yonde regiile eden ana elemandir (12).

Biyofilm olusumu, c¢evresel sinyallerle diizenlenen ve ¢ok sayida genin regiilasyonunun
gerceklestigi dinamik bir siirectir. Giincel bilgiler, Gram negatif bakterilerin ¢ogunda,
biyofilm olusumunun ana diizenleyicilerinin Quorum Sensing (QS) sistemi, c-di-GMP

molekiilleri ve bakteriyel kiiciik RNA'lar (sSRNA'lar) oldugunu isaret etmektedir (13).

QS sistemi, hiicreler arasi iletisim i¢in kullanilan ve otoindiiktdr (Al) olarak adlandirilan
bakterinin kendi tirettigi kiigiik sinyal molekiillerine dayanan 6zel bir dil olarak kabul edilir.
Populasyondaki bakteri sayisina bagl olarak AI’larin konsantrasyonu bir esik seviyesine
ulastiginda, bakteriler kritik kiitlelerini hissetmeye ve hedef genleri baskilayarak veya aktive
ederek cevap vermeye baslar (14). Giinlimiizde, bakterilerin ¢esitli sinyal molekiilleri
kullanarak hem tiir i¢i hem de tiirler arasi iletisime gegebildikleri bilinmektedir (15). Gram
negatif bakteriler agirlikli olarak N-ac¢il homoserin lakton (AHL) molekiillerini (Al-1), Gram
pozitif bakteriler ise modifikasyona ugramis peptitleri (AIP) kullanarak birbirleri ile
iletisime ge¢cmektedir. Ugiincii bir Al tiirii olan AI-2 molekiilii ise hem Gram negatif hem

Gram pozitif bakteriler tarafindan sentezlenip algilanarak tiirler arasi iletisimi saglamaktadir

(16).

S. Typhimurium'da LuxS tarafindan sentezlenen AI-2 molekiilii, logaritmik {ireme fazinda
sentezlenip salinir ve ardindan ABC transporter (ATP-binding cassette) araciligryla
bakterilere aktarilir (17). Bu sinyal molekiilii, biyofilm olusumu, hiicre bdliinmesi,
hareketlilik ve viriilans gibi hiicre davraniglarinin diizenlenmesinde anahtar bir rol oynar
(18). Salmonella, QS mekanizmas1 sayesinde stres molekiillerini tespit edebilir, viriilans
faktorlerinin ekspresyonunu aktive edebilir ve konake1 hiicrede kolonizasyon basarisini

artirabilir (19).

Son yillarda gergeklestirilen calismalar, Sa/monella’da biyofilm olusumunun ana regiilatorii
olan CsgD’nin, sRNA’lar ve RNA saperonu Hfq tarafindan da kontrol edildigini

gostermektedir (20,21). sRNA’lar, 6zellikle stres kosullarinda transkripsiyon sonrasinda



protein sentezini dogrudan etkileyen ve gen ekspresyonuna oOnemli etkileri bulunan
regiilatorlerdir (22). Yaklasik 30-500 niikleotid uzunlugunda olan sRNA’lar, hiicresel
metabolizmadaki degisikliklerin modiile edilmesine yardimei olurlar. Transkripsiyonu,
translasyonu ve mRNA (mesajc1 riboniikleik asit) stabilitesini modiile edebilirler (23).
CsgD’nin transkripsiyonel regiilasyonuna ek olarak, c¢evresel sinyallerin etkisiyle
sentezlenen en az bes adet Hfg-bagimli sRNA (McaS, RprA, OmrA/OmrB, GcvB)
tarafindan mRNA seviyesinde regiile edildigi bilinmektedir. S6z konusu sRNA’larin timi
Salmonella ile yakin akraba olan Escherichia coli (E. coli) csgD mRNA’sinin 5’-UTR
(mRNA’nin translasyonu yapilmayan 5’ ucu) bolgesi ile baz eslesmesi yaparak, RBS’yi
(ribozom baglanma bolgesini) kapatip translasyonun baslamasimi engelledikleri

gosterilmistir (24).

sRNA'larin, bakterilerde QS sistemini ve dolayist ile biyofilm olusumunu regiile ettigi
yonlinde smirhh  sayida calisma bulunmaktadir. Salmonella’daki QS  sisteminin
regiilasyonundaki rolleri hala bilinmemekle birlikte, bazi bakteri gruplarinda yapilan
caligmalar, transkripsiyon sonrasi regiilasyonu nasil gergeklestirdiklerini acikca
gostermektedir. Ornegin, Gram negatif bakterilerde bulunan Csr (karbon depolama
regiilatorii) sistemi; hiicre hareketliligi, QS, biyofilm gelisimi ve viriilans da dahil olmak
tizere bir¢ok 6zelligi regiile eder. Bir RNA baglayici protein olan CsrA, lireme fazina gegisi
tesvik eder. CsrB ve CsrC olarak adlandirilan sRNA’lar ise CsrA proteinine baglanir ve
etkilerini antagonize eder (25). 2004’de Lenz ve ark.’lar1 Vibrio cholerae’da QS sistemini
regiile eden dort sSRNA kesfetmislerdir (26). Bu RNA’lar genel olarak Qrrl-4 (quorum
diizenleyici RNA) olarak adlandirilmistir ve bu kesif sRNA'larin dnemini artirmis olup,
ilerleyen yillarda sSRNA'lar lizerinde daha fazla caligsmanin gerceklestirilmesini tetiklemistir.
2007°de, Tu ve Bassler, tarafindan V. harveyi'de QS sistemini kontrol eden beg adet Qrr daha
tanimlanmis ve karakterize edilmistir (27). 2009°da De Lay ve Gottesman tarafindan
gergeklestirilen bir calismada, RyeE (CyaR) isimli bir SRNA’nin dogrudan /uxS geninin de
dahil oldugu bir¢ok geni negatif olarak etkiledigi gosterilmistir (28). 2010°da ise Kint ve
ark.’lan tarafindan S. Typhimurium /uxS geni bakimindan mutant suslarla gerceklestirilen
bir caligmada, biyofilm olusumunun MicA adi verilen bir sRNA’dan etkilendigini
gostermislerdir. Bu ¢alisma sonucunda, /uxS mutantlar ile dogal tip suslar arasinda MicA

ekspresyon seviyesi bakimindan, yiiksek diizeyde bir farklanma belirlenmistir (29).



QS sisteminin regiilasyonunu dnemli 6l¢iide etkileyen sRNA'larin mevcudiyeti, biyofilm
olusumunun kompleks ve dinamik bir diizenleyici ag tarafindan kontrol edildigini gozler
Online sermektedir. Biyofilm olusum mekanizmalarinin arastirilmasindaki ilerlemeler,
biyofilmle iliskili hastaliklar1 6nlemek ve gida tiretiminde biyofilm kaynakli Sa/monella'y1
dekontamine etmek i¢in yeni arag ve stratejilerin gelistirilmesine yardimci olacaktir. Bu tez
calismasinda, S. Typhimurium biyofilmlerinin ana diizenleyicisi oldugu bilinen csgD’nin
ifadesi kontrol altina alinmasi suretiyle hiicrede ekspresyonu degisen QS iligkili sSRNA'larin
belirlenmesi ve QS sinyalizasyonunu saglayan AI-2 aktivitesi iizerindeki etkilerinin

arastirilmasi amaglanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. SALMONELLA CINSINE GENEL BAKIS

Salmonella, Enterobacteriaceae familyasina ait Gram-negatif, basil seklinde bir bakteri
cinsidir (Sekil 2.1.). Fakiiltatif anaerobiktirler. Dolayisiyla hem aerobik hem de anaerobik
kosullar altinda iiremelerine devam edebilirler. Bulunduklar1 ortama bagli olarak 4 °C ila 54
°C arasinda yasamlarini siirdiirebilirler. Ureme optimumlari ise, insan viicudunun sicaklig

olan 37 °C’de gergeklesir (30).

Sekil 2.1. Salmonella’nin taramali elektron mikroskop goriintiisii (31).

Salmonella cinsi bakteriler en sik izole edilen gida kaynakli patojenlerdir ve agirlikli olarak
kiimes hayvanlari, yumurta ve siit iiriinlerinde bulunurlar. Sa/monella'nin bulagsmasinda rol
oynayan diger gida kaynaklar1 arasinda ise taze meyve ve sebzeler yer almaktadir.
Salmonella cinsi lyeleri, neden olduklar1 enfeksiyonlarla tibbi sorunlara ve ekonomik
kayiplara yol actiklari i¢in diinya ¢apinda onemli bir halk sagligi sorunu teskil ederler.
Bugiine kadar 2500°den fazla Salmonella serotipi tanimlanmistir. insanlar igin patojenik
olan ii¢ ana serotip: Salmonella enterica subspecies enterica serovar Typhimurium,
Enteritidis ve Typhi'dir. Yalnizca insanlar i¢in patojenik olan S. Typhi ve S. Paratyphi, tifo

atesine neden olurken, digerleri gastroenterit ve bakteremiye yol agar (32,33).



Salmonella cinsi bakteriler, planktonik formda olabildikleri gibi, abiyotik veya biyotik bir
ylizeye yapismis halde ¢ok hiicreli formlar olarak da bulunabilirler. Bakterilerin
olusturduklar1 bu yasam formu “biyofilm” olarak adlandirilir (34). Biyofilm olusumu
genellikle pH, sicaklik, oksijen ve besin mevcudiyeti gibi degisimlerin algilanmasiyla,
olumsuz ¢evresel uyaranlara yanit olarak gergeklesir. Biyofilmdeki bakteriler antibiyotiklere
ve konake¢1 bagisiklik sistemine daha direncli oldugundan, biyofilm olusumu Salmonella
virlilansina katkida bulunmaktadir. Bu nedenle biyofilm yapisi, 6zellikle saglik ve gida

sektoriinde onemli problemlere neden olmaktadir (3).
2.1.1. SALMONELLA CINSININ SINIFLANDIRILMASI

Salmonella cinsi bakteriler, Enterobacteriaceae familyasi, Enterobacteriales takimi,
Gammaproteobacteria siifi ve Proteobacteria subesinde yer alirlar. Ayrica taksonomi ve
serolojiye dayali olarak tiirlere, alt tiirlere ve serovarlara ayrilmaktadirlar (Sekil 2.2.).
Salmonella cinsi, 16S rRNA (ribozomal riboniikleik asit) dizi analizlerine gore, daha 6nce
belirtildigi gibi, Salmonella enterica (S. enterica) ve Salmonella bongori (S. bongori) olmak
tizere iki blyiik tiire ayrilmistir. Bu tiirler, White-Kauffmann-Le Minor semasina gore
flagella (H1 veya H2), oligosakkarit (O) ve kapsiiler polisakkarit (K) yiizey antijenlerine
dayali olarak 2500'den fazla serotipe sahiptir. En iyi bilinen serotipleri; Typhi, Paratyphi,
Enteriditis ve Typhimurium’dur. Genomik akrabaliklar1 ve biyokimyasal 6zelliklerine gore
S. enterica tirl, S. enterica subsp. enterica (1), salamae (11), arizonae (111a), diarizonae
(ITIb), houtenae (IV) ve indica (VI) olmak iizere isim ve roma rakam ile adlandirilan alt1

alttiire ayrilmaktadir (35).
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Sekil 2.2. Salmonella cinsi, White-Kauffman-Le Minor semasina gore tiirler, alttiirler ve
serovarlar olarak simiflandirilir.  Serovarlar genellikle tifoidal veya non-tifoidal
kategorilerine ayrilir. Ancak bu ayrim, resmi Sa/monella siniflandirma semasinda yer almaz
(36).

Salmonella, ayn1 zamanda, insanlarda neden olduklar1 hastaliklara ve yaygin olarak izole
edildikleri konak¢1 organizmalara gére de siniflandirilabilir. Ishal ile karakterize edilen ve
siklikla bulanti, kusma ve bas agrisinin eslik ettigi gastroenterite, yaygin olarak non-tifoidal
serovarlar olan S. Enteritidis ve S. Typhimurium neden olmaktadir. Ekstraintestinal doku

invazyonu ile karakterize edilen tifo veya enterik ates ise, serovar S. Typhi, S. Paratyphi A

ve S. Paratyphi B'den kaynaklanmaktadir (32,37).
2.1.2. SALMONELLA ENFEKSIYONLARININ PATOGENEZI

Salmonella, fagositik olmayan insan konakg¢1 hiicrelerini istilast esnasinda konaker hiicreye
erismek i¢in kendi fagositozunu indiiklemeyi esas alan ilging bir strateji izler. Bu stratejiyi,
bakteriyel kromozomal DNA’da yer alan Salmonella patojenite adalari (SPI) olarak
adlandirilan ve istila siirecinde fonksiyonel olan efektor proteinleri kodlayan gen kiimeleri

sayesinde gergeklestirir. SPI'lar ayrica, Salmonellamin efektor proteinlerini bagirsak epitel



hiicre zar1 boyunca sitoplazmaya enjekte etmesine izin veren tip III sekresyon sistemlerini
(T3SS) kodlar. Hem tifoidal hem de non-tifoidal Salmonella serotiplerinin patogenezi,

biiyiik 6l¢iide kullandiklar1 T3SS’nin fonksiyonlarindan kaynaklanmaktadir (33,38)

T3SS ile enjekte edilen bakteriyel efektorler sinyal iletim yolunu aktive eder ve konake1
hiicrenin aktin hiicre iskeletinin yeniden yapilandirilmasini tetikler. Bu da, bakterileri
sarmak i¢in epitel hiicre zarinin disaritya dogru uzamasina neden olur. Bu siirecte, membran
kivriminin morfolojisi tipki fagositoz siirecini andirir (39). Salmonella, konake1 hiicreye bu
modifiye fagozom (Sal/monella igeren vakuol, SCV) ile girer ve farkli bir T3SS sistemi
kullanarak yeni efektdr proteinlerin salgilanmasint saglar. Bu efektdr proteinlerin
gergeklestirdigi modiilasyon sayesinde, lizozomlarin fiizyonu bloke edilir ve Salmonella’nin
konakg1 hiicre igerisinde replikasyonu olanakli hale getirilir. Bunun sonucunda Salmonella,

diger hiicrelere ve dokulara ulasarak invazif hastaligin neden olur (32,40).

Salmonella'nin olusturdugu biyofilm yapisi ile kronik enfeksiyonlara yol actigini ve
viriilanst etkiledigini gosteren ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (41-43). Bu ¢alismalardan en
dikkat c¢ekeni, S. Typhi'nin biyofilm araciligiyla safra kesesinde lokalize oldugunun
belirlendigi arastirmadir. Biyofilm yapisi, S. Typhi'ye konak¢r bagisiklik sistemi ve
antibiyotik tedavisi gibi diger potansiyel tehditlere kars1 artan bir diren¢ saglayarak uzun
siire hayatta kalma avantaji saglar (44,45). Diger yandan, non-tifoidal Salmonella suslari ile
gerceklestirilen arastirmalar da, biyofilm olusturma yeteneginin viriilans 6zelligi artirdigin
gostermektedir. 2001°de Solano ve ark. tarafindan S. Enteritidis biyofilmlerinin, HEp-2 ve
Caco-2 hiicrelerinde epitelyal bariyerin bozulmasima yol actigi ve viriilans ile pozitif
korelasyon gdsterdigi belirlenmistir (46). Tavuklarda akut veya kalic1 enfeksiyona neden
olarak 6nemli ekonomik kayiplara yol agcan S. Pullorum'un biyofilm olusturma kabiliyetinin
enfeksiyon asamasi i¢in onemli viriilans faktorlerden biri olabilecegi yoniinde bulgular
yukarida anilan literatiir verisini desteklemistir (47). Ayrica S. Typhimurium biyofilmlerinin
ana bilesenlerinden olan fimbriyalarin bakterinin yapismasina ve bagirsak mukozasinda
tiremesine aracilik ettifine dair spesifik kanitlar mevcuttur. Bu durum, konak¢i1 bagirsak
dokusunun kolonizasyonunun enfeksiyonun onemli bir erken basamagi olarak kabul

edilmesi nedeniyle ¢ok 6nemlidir (48).



2.2. BAKTERIYEL BiYOFIiLMLER

Biyofilmler, farkli biyotik veya abiyotik yiizeylerde yliksek diizeyde kalicilik saglamis olan
mikrobiyal birlik veya topluluklardir. Biyofilm yapisinin kaliciligi, igerdigi hiicrelerin
tiretmis oldugu hiicre dist polimerik maddelerden (EPS) meydana gelen matriks ile
iligkilendirilebilir. Bakteriler, bu matriks igerisine gdmiilii bir bicimde yasayarak uzun siireli
hayatta kalma yetenegi kazanirlar. EPS yapisi, genellikle; proteinler, lipitler, niikleik asitler
(eDNA) ve polisakkaritlerden meydana gelmektedir. Bu bilesenler sadece biyofilmin yiizeye
sabitlenmesini saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda besinleri hapseder, yapisal destek saglar
ve dis etkenlere kars1 kalkan gorevi listlenerek bakterileri korur (49,50). Biyofilm bakterileri,
sahip olduklar1 EPS kalkani sayesinde planktonik formlar i¢in 6liimciil olan stres kosullari
altinda yasamlarim1 stirdiirebilmektedirler. EPS kalkan gorevini, antimikrobiyallerin ve
konak¢1 bagisiklik sistemi elemanlarinin  bakterilere penetrasyonunu zorlastirarak
gerceklestirir. Bunun yani sira, pH, sicaklik, tuz konsantrasyonu gibi degisen olumsuz ¢evre
kosullarinda bakterilere direng saglar. EPS, ayn1 zamanda, biyofilm hiicrelerini birbirlerine
yakin tutmasi nedeniyle hiicre-hiicre iletisimini (QS) ve yatay gen transferini kolaylastirir

(51,52).

Biyofilmdeki bakterilerin genetik ¢esitliligi, antibiyotik direncinin sekillenmesinden biiyiik
ol¢iide sorumludur. Insanlarda meydana gelen tiim mikrobiyal enfeksiyonlarin yaklasik %
80'inin dogrudan biyofilmlerin bir sonucu oldugu tahmin edilmektedir ve antibiyotik
kullaniminin bu biyofilm aracili enfeksiyonlarin eradikasyonunda yetersiz oldugu
bilinmektedir. Cogu antibiyotik, planktonik bakterilere karsi gelistirilmistir ve aym
bakterilerin biyofilm formlarina kars: etkili degildir. Ozellikle son 20 yilda biyofilm esasl
enfeksiyonlarin, planktonik enfeksiyonlardan ¢ok daha yogun oldugunun belirlenmesi, anti-

biyofilm ajanlar iizerindeki ¢calismalarin ivme kazanmasina yol agmistir (5).

Biyofilm iligkili enfeksiyonlar igerisinde tibbi acidan en dikkat g¢ekeni, kistik fibroz
hastalarinin akcigerlerindeki Pseudomonas aeruginosa biyofilmleridir. Bu firsat¢1 patojenin,
ylksek diizeyde morbidite ve mortalite ile sonuglanabilen akut ve kronik akciger
enfeksiyonlarina neden oldugu bilinmektedir (53). Giiniimiizde gida kaynakli patojenlerin
biiylik bir ¢ogunlugunun biyofilm olusturma yeteneginde oldugu, higbir kuskuya yer

birakmayacak sekilde kanitlanmistir. Gida isleme ortamlari, 6zellikle biyofilm olusumunun



erken asamasi1 olan mikrobiyal baglanmanin ger¢eklesmesi i¢in olduk¢a uygun ortamlardir.
Bu ortamlarin ve kullanilan ekipmanlarin yetersiz sanitasyonu, Ozellikle Listeria
monocytogenes ve Salmonella i¢in biyofilm olusumunu tetiklemekte ve bu sayede stirekli
enfeksiyon kaynaklart olusturularak, siire¢ inat¢r gida kaynakli hastaliklara dogru
evrilmektedir. Gida kaynakli hastaliklar, her y1l yaklasik 600 milyon insanin hastalanmasiyla

kiiresel bir halk saglig1 sorunu olmaya devam etmektedir (54).

Biyofilm iliskili enfeksiyonlarin sik¢a karsimiza ¢iktigi bir diger alan ise, implante edilmis
tibbi cihazlardir. Implante edilmis tibbi cihazlarda biyofilm olusumuna neden olan
mikrobiyal baglanma yaygin rastlanan bir durumdur ve ciddi hastaliklara ve oliime yol
acabilir. Damar i¢i kateterleri, idrar sondalarmi, kalp pillerini, kalp kapak¢iklarini ve
ortopedik implantlar1 icerebilen bu tibbi cihazlar, bakteriyel biyofilmler tarafindan kolonize

edildiginde ortadan kaldirilmasi zor olan enfeksiyon sorunu ortaya ¢ikmaktadir(55).
2.2.1. BAKTERIYEL BiYOFILMLERIN OLUSUM ASAMALARI

Bakterilerde biyofilm olusumu, uygun bir yasam alani elde etmek, besin maddelerini
korumak ve hayatta kalmay1 saglamak amaciyla gerceklesir (56). Biyofilm olusumunun
genel mekanizmasi farkli bakteri tiirleri arasinda benzer olmakla birlikte, tiire baglh olarak
kiigiik farkliliklar igerebilir. Genel biyofilm olusum mekanizmasi, tipik olarak dort asamada
gerceklesir. Bu agamalar; ilk yapigsma (geri doniistimlii ve geri doniisiimsiiz), mikrokoloni

olusumu, olgunlasma ve dispersiyon (dagilma) asamalaridir (Sekil 2.3.) (57).
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Sekil 2.3. Mikroorganizmalarin biyofilm olusturma asamalari. a) Biyofilm olusumunun ilk
asamasinda, mikroorganizma ve yiizey arasinda hiicre yiizeyi ile iliskili adezinler (hiicre
uzantilar1 ve adezin proteinler) araciliiyla bir etkilesim meydana gelir. Aktif hale gelen
adezinler mikroorganizmanin abiyotik veya biyotik yiizeye tutunmasini saglar. b) Biyofilm
gelisiminin erken asamasinda hiicre boliinmesi ve EPS {iretimi gergeklestirilerek matriks
olusumu baslar. ¢) Olgun hale gelen biyofilm yapist 3 boyutlu bir yap1 haline doniigerek
bakteriyel etkilesimlerin gelismesini ve direngli hiicrelerin meydana gelmesini saglar. d)
Olgun biyofilmden EPS matriksinin yeniden diizenlenmesini igeren dispersiyon
mekanizmalari ile kopmalar gerceklesir (58).

[k yapisma asamasinda, planktonik formda olan bakteri, biyotik veya abiyotik bir yiizeye
flagellasini kullanarak ulasir. Yiizeye ulastiktan sonra, fiziksel kuvvetler veya pili ve flagella
gibi hiicresel uzantilar ya da MisL gibi adezin proteinler sayesinde tutunma gergeklestirilir.
Bu agama geri doniisiimlii tutunma olarak adlandirilir. Cilinkii bakteri ile yiizey arasinda zay1f

etkilesimler mevcuttur. Tutunma siireci, hidrofobik ve elektrostatik etkilesimler, adezin

11



proteinleri ve Van der Waals kuvvetleri tarafindan yonetilir. Bu esnada bazi bakteriler,
tutundugu yiizeyde meydana gelen itme kuvvetinin listesinden gelerek hareketsiz kalir ve

geri doniisii olmayan bir sekilde iliskilenme (tutunma) gergeklestirilir (59).

Geri donlisiimsiiz tutunma gergeklestikten sonra, ylizeye yapisan hiicreler, biyofilm iliskili
spesifik genlerin ekspresyonu ile sonuglanan otoindiiktor sinyal molekiillerinin iiretimi ile
kendi aralarinda etkileserek ¢ogalir ve olgunlasir. Bu asamada bakteri hiicrelerini kaplayacak
EPS'nin salgilanmasi baslar. Biyofilm igerisindeki bakterileri dis etkenlerden koruyacak olan
bu yap1, aym zamanda biyofilm kommiinitesini stabilize eder. Ozetle, olgunlagsma asamasi;
EPS matriksinin olusmasi, hiicrelerin bir araya gelmesi, kimyasal etkilesimler, sinyallesme

ve mikro ve makrokolonilerin olusumu gibi temel agsamalarla karakterize edilebilir (60).

Biyofilm yapis1 olgunlastik¢a, bakterilerin kullandig1 kaynaklar sinirli hale gelerek toksik
tirlinler birikebilir. Bu nedenle, hiicreler daha ¢ok besine ulasmak ve strese neden olan
kosullar1 ve atiklar1 ortadan kaldirmak i¢in dagilabilir (dispersiyon). Hiicrelerin dispersiyonu
bagimsiz hiicreler veya hiicre kiimeleri halinde meydana gelebilir. Dispersiyon asamasinin,
oksijen seviyesinin dlismesi (aerobik durumda) veya besin miktarinin azalmasiyla
gerceklesen bir siire¢ oldugu diisiintilmektedir. Serbest hale gelen bakteri hiicreleri farkl
bolgelerde daha fazla biyofilm olusturabilir veya hareketliliginde onlara yardime1 olmak i¢in
flagella proteinlerinin ekspresyonunu diizenleyerek yilizeyde serbest halde bulunabilirler

(61,62).
2.2.2. SALMONELLA BiYOFILMLERI

Salmonella hiicrelerinin planktonik formdan biyofilm yasam formuna ge¢isinin sebebi
ortamdaki cesitli ¢evresel tetikleyicilerdir. Biyofilm olusum siireci; bakteri hiicreleri
(flagella, pili, kapsiil veya ekzopolimerik maddelerin varligi), hiicrelerin baglandiklari
ylizeyin Ozellikleri ve cevresel kosullar (pH, sicaklik ve besin miktar1) arasindaki
etkilesimlere baghdir (63,64). Salmonella biyofilmleri, kongo kirmizisi olarak adlandirilan
boya ile yar1 kati agar lizerinde rdar (kirmizi, kuru ve piiriizlii) morfotipi olusturmasiyla
tanimlanir (Sekil 2.4.). Biyofilm gelisimi, 30 °C'nin altindaki sicakliklarda diisiik tuzlu

ortamda veya 37 °C'de demirden yoksun ortamlarda gozlenir (10).
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Sekil 2.4. Salmonella biyofilmlerinin rdar morfotipi (66).

Rdar kolonileri protein yapisindaki bilesiklerden ve ekzopolisakkaritlerden meydana gelir.
Kongo kirmizisi boyasi, Salmonella biyofilmlerinin iki ana bileseni olan kivrimli
fimbriyalara ve seliiloza baglanir (67). Salmonella Typhimurium’da kivrimli fimbriya ve
seliiloz gibi hiicre dis1 polisakkaritlerin sentezi transkripsiyonel regiilator olan CsgD’ye
baglidir. CsgD tarafindan yonetilen biyofilm olusumunun diizenlenmesi daha sonra
tartisilacaktir (9). Kivrimli fimbriyalar esas olarak bulunduklar yilizeye yapigsmayi ve
hiicrelerin bir araya gelmesini saglar. Ayrica konaker hiicrelere tutunmaya ve konakgei hiicre
isgaline aracilik ederler (68). 1-4-B-D-glukoz birimlerinin tekrarlayan dogrusal
zincirlerinden meydana gelen seliiloz ise biyofilm matriksinin temel ekzopolisakkaritidir ve
bakterinin hareketliligini inhibe ederek biyofilm yapisinin olgunlagsmasinda rol oynar

(7,69,70).

Latasa ve ark. (2005) kivrimli fimbriyalar ve selilloz yapisina ek olarak BapA adim
verdikleri proteinin biyofilm yapisina katildigin1 kesfetmislerdir. BapA, homofilik etkilesim
yoluyla hava-sivi ara ylizeyinde bakteri hiicrelerinin agregasyonunu saglar ve biyofilm
olusumunda 6nemli bir role sahiptir. Ayrica enfeksiyon asamasinda kolonizasyon siirecine

katkida bulunur (71).

2.2.2.1. Salmonella Biyofilmlerinin Regiilasyonu

Biyofilm olusumu ve dagilimi, ¢evresel sinyallerle diizenlenen dinamik bir siirectir.
Biyofilm hiicreleri ile planktonik hiicreler tarafindan ifade edilen gen setlerinin ekspresyon

seviyeleri birbirlerinden 6nemli dl¢lide farklilik gdstermesi, bu iki yasam formunun oldukca
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farkli olan dogasindan kaynaklanmaktadir (72). Enterik bakterilerde biyofilm olusumunun
regiilasyonu, kivrimli fimbriya, seliiloz, kolanik asit ve poli-N-asetilglukozamin (PGA) gibi
biyofilm matriks bilesenlerinin sentezinin diizenlenmesini igerir. Bu siirecler, molekiiler
diizeyde, RNA polimeraz i¢in rekabet eden ¢esitli sigma faktorleri, bir dizi transkripsiyon
faktorii, c-di-GMP gibi ikincil mesajcilar ve QS sistemi tarafindan siki bir sekilde kontrol
edilirler. Ek olarak, sasirtici derecede ¢ok sayida SRNA’nin dogrudan veya dolayli olarak
hareketliligi ve/veya biyofilm olusumunu modiile ettigi bilinmektedir (73). Hareketlilik ve
biyofilm olusumunda rol oynayan diger diizenleyici sistem ise, iki bilesenli BarA/SirA
sistemidir. Bu sistem, pH, metabolik son {iriinler (format, asetat), kisa zincirli yag asitleri
veya safra tuzlari gibi faktorler tarafindan modiile edilir. SirA, hareketlilik, viriilans, karbon
depolama, ikincil metabolizma ve biyofilm olusumunun 6nemli bir diizenleyicisi olan Csr
sistemini diizenler. CsrA, esas olarak hareketliligi aktive ederek, sabit hiicreler ve
hareketlilik arasindaki degisimi kontrol eder. SirA ayrica, CsrA aktivitesini ve hareketlilikle
ilgili genleri inhibe eden SRNA'lar olan CsrB ve CsrC'nin transkripsiyonunu aktive eder. Bu
durum, tip I fimbriya iiretimini ve dolayisiyla biyofilm olusumunu artirir (74,75). Csr
tarafindan diizenlenen PGA sentezine “sRNA’larin biyofilm olusumuna etkileri” kisminda

daha ayrintili deginilecektir.

2.2.2.1.1. CsgD

S. Typhimurium’da biyofilm olusumunun ana regiilatérii daha once de belirtildigi lizere
CsgD’dir. CsgD, kivrimli fimbriyalar i¢in yapisal alt birimleri kodlayan csgBAC operonunun
transkripsiyonunu pozitif olarak diizenler ve c-di-GMP'nin sentezi i¢in adrA genini aktive
eder. AdrA, seliiloz sentaz enzimi olan BesA'y aktive eden ve seliiloz liretiminin artmasina
neden olan c¢-di-GMP'yi sentezler. Bu da flagellum {iretiminin ve rotasyonunun
inhibisyonuna neden olur. Bu sebeple; CsgD, hiicre hareketliliginin kontrolii ve ylizeye
tutunmada yer alan genlerin ekspresyonunu koordine ederek planktonik ve biyofilm yasam
formu arasinda bir gecis gorevi goriir (76,77). csgD, csgBAC ve csgDEFG operonlarinin
farkli transkripsiyonu ile olusturulan kivrimli fimbriya biyosentezinin ayrilmaz bir
parcasidir (78). CsgD'nin ekspresyonu igin alternatif sigma faktérii RpoS gerekir ve bu
ekspresyon islemi cevresel faktorlere bagli olarak diizenleyici proteinler veya kiiciik

niikleotitler tarafindan kontrol edilir (Sekil 2.5.) (9,79).
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Kivrimli fimbriya

Sekil 2.5. S. Typhimurium’da CsgD aracili biyofilm olusumunun transkripsiyonel seviyede
diizenlenmesi. CsgD’nin ifadesi i¢in RpoS ve OmpR gereklidir. CsgD, kivrimli fimbriyalar
icin yapisal alt birimleri kodlayan csgBAC operonunun ve seliiloz biyosentezinin
aktivasyonu icin gereken diguanilat siklazlarin iiretilmesini saglayan adrA’nin
transkripsiyonunu gerceklestirir. Ayrica CsgD, Salmonella'da BapA ekspresyonu igin bir
diizenleyici olarak kabul edilir. CsgD ekspresyonu, diguanilat siklazlar (DGCs) gibi c-di-
GMP'ye ozgii fosfodiesterazlarin (PDEs) aktivitesi ile belirlenen c-di-GMP tarafindan
pozitif olarak modiile edilebilir (80).

S. Typhimurium'da csgD'nin transkripsiyonel regiilasyonu, RpoS, OmpR, H-NS ve IHF gibi
transkripsiyonel regiilatorler tarafindan diizenlenir (81). RpoS, yardimci protein Crl'nin
destegi ile csgD ekspresyonunu aktive eder. Bu nedenle S. Typhimurium’da biyofilm
olusumu ve rdar morfotip gelisimi i¢in 6nemli bir faktordiir (82). OmpR, yliksek
ozmolariteye yanit olarak fosforile olur ve yiiksek/diisik ozmolaritede DNA'ya
baglanabilme 06zelligi gostererek csgD’nin ekspresyonunu diizenler (10). Histon benzeri
proteinler olan IHF ve H-NS ise, csgD dahil olmak {izere ¢esitli genetik stirecleri kontrol
eder. IHF, csgD promotoru iizerinde birden fazla bolgeye baglanabilen niikleoprotein
kompleksi olarak tanimlanmistir ve IHF1 olarak adlandirilan bolgeye baglandiginda
transkripsiyonu artirdigi gozlenmistir. H-NS (histon benzeri ¢ekirdek materyali), DNA'nin
AT (adenin-timin) acisindan zengin bdlgelerine baglanan bir proteindir ve baglandigi

konuma bagli olarak csgD’nin transkripsiyonunu aktive eder veya baskilar (81).
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2.2.2.1.2. c-di-GMP Sinyalizasyonu

Diger bir biyofilm regiilatorii olan c-di-GMP sinyalizasyonu, bakterilerde bulunan en
karmagik ikincil sinyal sistemi olarak kabul edilir ve planktonik hiicrelerden biyofilm
formuna geciste dnemli bir rol oynar. c-di-GMP molekiilleri, cesitli hiicresel reseptorlere
baglandiktan sonra, transkripsiyonu, enzimlerin aktivitesini ve hatta daha biiyilik hiicresel
yapilarin isleyisini kontrol edebilir (83,84). c-di-GMP ii¢ boyutlu biyofilm yapisinin
gelismesi i¢in 6nemli olan faktorleri regiile eder. Bu faktorler; ekzopolisakkaritlerin sentezi,
pili ve adezinler, eDNA'nin salgilanmasi ve hiicre 6liimiiniin ve hareketliliginin kontroliiniin
saglanmasidir (85). Genellikle hiicre dis1 matriks iiretimini uyararak ve hareketliligi
baskilayarak saglamligi destekler. Seliiloz biyosentezini aktive etmenin yani sira, yiiksek c-
di-GMP konsantrasyonlarinin, transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi csgD ve csgA
ekspresyonunu tesvik ederek kivrimli fimbriya tiretimini de artirdigr gosterilmistir (86,87).
Ayrica Salmonella biyofilmlerinin “rdar” morfotipi, farkli biyofilm kosullarinda c-di-GMP

tarafindan yiiksek oranda diizenlenir (88).

2.2.2.1.3. QS

QS sistemi ilk olarak, 40 y1l1 agkin bir siire 6nce liiminesans (1s1ldama) 6zelligine sahip deniz
bakterileri olan Vibrio fischeri (V. fischeri) ve Vibrio harveyi'de (V. harveyi) kesfedilmistir.
Her iki tiirde de liminesans 6zelliginin, salgilanan Al sinyal molekiillerinin birikimine yanit
olarak sadece yiiksek hiicre popiilasyon yogunlugunda meydana geldigi belirlenmistir. Bu
durum bakterilerin kendilerinin {iretmis oldugu sinyal molekiilleri araciligiyla birbirleri ile
iletisime gegtiklerinin ilk kanitiyd: (89). Giiniimiizde ise hem Gram negatif hem de Gram
pozitif bakterilerin bu tiir iletisimi kullandiklar1 bilinmektedir. Ancak kullandiklar1 sinyal
molekiilleri her iki grup arasinda yapisal ve islevsel olarak farklilik gosterir. QS sadece ayni1
tiirlin hiicreleri arasinda (tiir i¢i) degil, ayn1 zamanda tiirler arasinda ve bakteriler ile daha
yiiksek organizasyonlu canlilar arasinda da tanimlanmustir (90). Gram negatif bakteriler
agirlikli  olarak AHL molekiillerini (AI-1) kullanirken, Gram pozitif bakteriler
modifikasyona ugramuis peptitleri (AIP) kullanirlar. Ugiincii bir Al tiirii olan AI-2 molekiilii
ise hem Gram negatif hem Gram pozitif bakteriler tarafindan sentezlenip algilanarak tiirler

arasi iletisimi saglamaktadir (16).
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Biyofilm olusum siirecinde ve dagilmasinda 6nemli bir mekanizma olan QS sistemi
sayesinde, bakteriler iirettikleri sinyal molekiilleri ile iletisime gecerek populasyon
yogunlugunu Olcebilmektedir. Yiizeye tutunan bakteri miktar1 arttikca bu sinyal
molekiillerinin konsantrasyonu artar ve bu artisla birlikte bir takim islemler dogrudan

biyofilm olusumunun baslamasina neden olur (91).

Salmonella’da ¢ tip QS molekiilii tanimlanmistir. Bunlar, Al-1 olarak adlandirilan AHL'ler,
AI-2 ad1 verilen furanosil borat diesterler ve konak hiicre ile iliskili AI-3 molekiilleridir. i1k
sistemde Salmonella, diger bakteri tiirleri tarafindan tiretilen AHL'lere yanit vermek i¢in
SdiA adli proteini kullanir. SdiA esasen, LuxR ailesinden kodlanan bir transkripsiyon
faktoriidiir. SdiA ve Salmonella biyofilmleri arasinda dogrudan bir baglant1 bildirilmemis
olsa da, SdiA tarafindan diizenlenen genlerin biyofilm olusumunda da bir rolii olabilecegini
one siirtilmiistiir. Clinkii SdiA, fimbriyal proteinlerin ekspresyonunu ve bir araya gelmesini

dolayli olarak etkileyebilir (92,93).

Ikinci QS sisteminde, Salmonella Al-2’nin sentezi i¢in LuxS enzimini kullanir (94).
Sentezlenen Al-2 sinyal molekiillerinin hiicre tarafindan taninmasi ve tasinmasinda ise Lsr
tagima sistemi gorevlidir (Sekil 2.6.) (95). AI-2 sinyal molekiilleri hem Gram negatif hem
de Gram pozitif bakteriler tarafindan kullanilan ortak bir dildir (96). Jesudhasan ve ark.
(2010), Salmonella’da biyofilm olusumunun /uxS geninin mutasyona ugramasindan
etkilendigini saptamustir. S. Typhimurium /uxS mutant suslarmin polistiren iizerinde
bozulmus bir biyofilm yapisi olusturduklar1 gézlenmistir. Mikrodizin analizleri, dogal tipe
kiyasla /uxS geni delesyona ugratilmis mutantta bazi hareketlilik genleri yaninda, biyofilm

ile ilgili genlerin ifadelerinin de azaldigini ortaya koymustur (97).
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Sekil 2.6. Salmonella’da Al-2 aracili QS mekanizmasi. AI-2 sentezi LuxS tarafindan
gergeklesir ve digsa atim pompasi ile hiicre digina salinir. Hiicre dis1 Al-2, LsrB'ye baglanir
ve Isr operonunda kodlanan bir ATP tasiyicist yoluyla bakteri hiicresine tasinir. Al-2,
Salmonella hiicresine girdikten sonra, LsrK tarafindan fosforile edilir ve fosforile edilmis
olan AI-2, LsrR'nin /sr operonuna olan baskilayici etkisini hafifletmesine neden olarak daha
fazla AI-2 ige alimina izin verir (98).

Ucgiincii QS sistemi, iki bilesenli PreA/B elemanlarini kullanir. Bu sistem, E. coli’de Al-3
molekiilllerini ve 6karyotik hormonlar olan epinefrin ve norepinefrini algiladigi gosterilen

QseB/C iki bilesenli sistemle homologdur (99).

2.3. BAKTERIYEL KUCUK RNA’LAR

Bakterilere 6zgii kiiciik RNA’lar (sRNA’lar), yaklasik 30-500 niikleotid uzunlugunda olup
genellikle stres kosullarinda hiicresel metabolizmadaki degisikliklerin diizenlenmesine
yardimci olurlar. Bu sayede mevcut besinlerin kullanimini optimize ederek bakterinin
hayatta kalma olasiligmi artirirlar. Regiilator RNA'lar transkripsiyonu, translasyonu ve
mRNA stabilitesini  diizenleyebilir. Bu diizenlemeleri; RNA konformasyonunda
degisiklikler yaparak, proteinlere baglanarak, diger RNA'larla baz eslesmesi yaparak ve
DNA ile etkilesime girerek gerceklestirebilirler (23). sSRNA'larin ¢ogu hedef mRNA'larla
baz eslesmesi gerceklestirerek etki ederler. Baz eslesmesi yapan sRNA'lar trans-kodlu ve

cis-kodlu olarak iki kategoriye ayrilir (Sekil 2.7.).
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Trans-kodlu sRNA'lar, diizenledikleri mRNA'lardan uzak olan genomik konumlarda
kodlanir ve genellikle hedefleriyle kismi bir komplementerlik paylasirlar. Bu nedenle, trans-
kodlu sRNA'larin ¢ogunun birden fazla mRNA hedefi vardir. Baz1 bakterilerde, bu tip baz
eslesmeleri, RNA saperonu olan Hfq proteinini gerektirir. Hfq, bakterilerde yaygin olarak
bulunan ve gen ekspresyonunun kontroliinde anahtar rolleri olan RNA’ya baglanabilen bir
proteindir. Hfg, sRNA'larin hedef mRNA'lartyla eslesmesini kolaylastirarak spesifik
transkriptlerin translasyonunu etkiler. Cis-kodlu sRNA'lar ise, bakteri kromozomlari
tizerinde hedef genlerinin kars1 zincirinden transkribe olurlar ve bu nedenle hedef mRNA'lar1

ile ytiksek diizeyde komplementerlik gosterirler (100).

A) cis-kodlu sRNA B) trans-kodlu sRNA
NN NN o AN
sRNA
& NN\
272 NN
Yiiksek Komplementerlik Kismi Komplementerlik
NN
e NN /\T?/\/
NN

Sekil 2.7. Trans-kodlu ve cis-kodlu sRNA'larin genomik lokasyon farkliliklarinin
hedeflerine etkisi. A) cis-kodlu sRNA'lar, hedef genlerinin karsi zincirinden transkribe
olurlar ve hedef mRNA'lar1 ile yiliksek komplementerlik gosterirler. B) Trans-kodlu
sRNA'lar, hedef genlerine gore genomun herhangi bir bdlgesinden transkribe olabilirler ve
hedef mRNA'lar1 ile kismi komplementerlik gosterirler. Turuncu kutular sSRNA'y1, mavi
kutular hedef mRNA'nin agik okuma ¢ergevesini (ORF), gri kutu ise genler arasi bolgeyi
temsil etmektedir (101).

Baz eslesmesi yoluyla etki eden sRNA'lar; RBS’ye erisimi degistirebilirler, riboniikleaz
(RNaz) aracili degradasyonu tesvik edebilirler, mRNA ‘nin ikincil yapisini degistirebilirler
veya hedef mRNA'da bulunan protein baglanma sekanslarini taklit edebilirler (Sekil 2.8.)
(23).
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Sekil 2.8. sSRNA’larin Hfq ile iliskisi ve hedef mRNA ’lara etki mekanizmalari. a) Hfg-sRNA
kompleksi hedef mRNA'nin RBS’sini etkisiz hale getirebilir (sekestre edebilir), bdylece 30S
ve 50S ribozomal alt birimlerinin baglanmasini bloke edebilir ve translasyonu baskilayabilir.
b) Bazi mRNA'larda, 5’ translasyona ugramayan bolgedeki (UTR) sekonder bir yapi,
RBS’yi gizleyebilir ve translasyonu engelleyebilir. Hfq-sRNA kompleksi, RBS’yi aciga
cikararak mRNA'nin translasyonunu aktive edebilir. ¢) Hfq, bazi sRNA'lari, pek ¢ok
durumda RNaz E tarafindan gerceklestirilen degradasyondan koruyabilir. d) Hfq, bazi

sRNA'larin ve hedef mRNA'larinin degradasyonunu RNaz E araciligi ile indiikleyebilir
(102).

2.3.1. sSRNA’LARIN BIYOFIiLM OLUSUMUNA ETKIiLERIi

Biyofilm sentezi ¢ok sayida genin regiilasyonunun gergeklestigi kompleks bir siiregtir.
Flagella yapis1 bakteri hiicresinin yiizeye ulagsmasinda ve biyofilm olusumunun diger

asamalarinda rol alan bir yapidir ve bu yapinin sentezinden sorumlu ana regiilator f/ADC’dir.
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Kivrimli fimbriya uzantilar1 gibi proteinler ve PGA gibi ekzopolisakkaritler hiicrelerin
birbiriyle ve yiizeyle iliski kurmalarin1 saglamanin yan sira, bakterilerin etrafinda matriks
yapisinin olugsmasina da katkida bulunur (77). Kivrimli fimbriya sentezinin transkripsiyonel
regiilatorii, daha oOnce de ifade edildigi iizere CsgD’dir. Son yillarda gerceklestirilen
caligsmalar, CsgD ekspresyonunun sRNA’lar ve RNA saperonu Hfq tarafindan da kontrol
edildigini gostermektedir (21). sSRNA’larin biyofilm olusumunun genetik regiilasyonuna
katildig1 ve fThDC ve csgD ifadesini diizenledigi bilinmektedir (Sekil 2.9.) (103). Ayrica Hfq
bagimli sRNA’larin c¢esitli stres kosullarina cevap olarak, kivrimli fimbriya sentezinde,
hiicre hareketliliginin regiilasyonunda ve biyofilm olusumunda 6nemli oldugu bilinen

neredeyse biitiin yolaklarda kilit rollere sahiptir (104).

sRNA’larin biyofilm olusumunda rol alan genler iizerindeki regiilasyon karakteristikleri,
farkli bakteri gruplar1 kullanilarak cesitli arastirmacilar tarafindan incelenmistir. Ornegin, E.
coli’de biyofilm olusumu ile ilgili ylize yakin sSRNA tanimlanmistir ve bu sRNA'larin

biyofilm olusumu ile ilgili fenotiplere etkisi belirlenmistir (105).
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Sekil 2.9. CsgD'yi kontrol eden genetik mekanizmalarin biyofilm olusumu ve hiicre
hareketliligi iizerine etkileri. CsgD’nin ekspresyonu, transkripsiyonel seviyede, alternatif
sigma faktorii RpoS, transkripsiyonel regiilator protein OmpR ve dolayli olarak c-di-GMP
seviyelerine bagli olarak YdaM tarafindan kontrol edilir. Ayrica CsgD ifadesi, ¢evresel
faktorlerin etkisiyle uyarilan ¢esitli SRNA'lar vasitasiyla transkripsiyon sonrasi da regiile
edilmektedir. Sekilde goriilen her bir sSRNA, farkli stres kosullarinda ifade edilmektedir. Bu
stres kosullarina bagl olarak CsgD’nin regiilasyonu OxyS, RprA, McaS, OmrA/B ve GevB
tarafindan negatif regiile edilirken, DsrA tarafindan pozitif regiile edilir. CsgD'nin
aktivasyonu, planktonik yasam tarziyla iliskili genleri baskilar (6rnegin fIhDC) ve kivrimli
fimbriya ve seliiloz gibi biyofilm ile iliskili genleri aktive eder (104).

DsrA, transkripsiyonel regiilatér olan RpoS'nin translasyonunu diizenledigi bilinen yaklasik
87 niikleotid uzunlugunda bir sSRNA'dir ve diisiik sicaklikta indiiklenerek bakterinin soguga
kars1 direncli hale gelmesine katki saglar (106). DsrA, dogrudan rpoS mRNA'nin
translasyonunu uyarir ve flhDC ifadesinin dolayli bir aktivatorii olarak etki eder (103).
DsrA’nin bu fonksiyonlarinin sonucu olarak E. coli’de asir1 ekspresyonunun biyofilm
olusumunu 6nemli derecede artirdig1 bilinmektedir. Buna karsilik DsrA’nin delesyonu ise
biyofilm olusumunu azaltir (107). Bir baska calismada ise, E. coli’de DsrA’nin asir1
ekspresyonunun biyofilm olusumunu azalttigi ve DsrA’nin delesyonunun biyofilm

olusumunu artirdig1 gosterilmistir (105).
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RprA, ozmotik soka cevap olarak RpoS iiretimi i¢in gerekli olan sSRNA'dir (108). RprA’nin,
duragan fazda ekspresyonu gergeklesir ve RcsC-ResB sistemi tarafindan aktive edilir (109).
RprA'nin asir1 ifadesinin asit toleransini artirdigi gosterilmistir (110). Hem DsrA hem de
RprA, RpoS translasyonunu kolaylastirmak ve 7poS mRNA'nin hem birikimini hem de yar1
Omriinii artirmak i¢in 7poS mRNA'nin lider dizisindeki ikincil yapiy1 degistirirler (111,112).
Ayrica E. coli’de RprA’nin, c¢sgD ve ydaM genlerinin ifadesini negatif olarak diizenledigi
bilinmektedir. RprA’nin asir1 ekspresyonu csgD mRNA miktarin1 dogrudan azaltir veya
vdaM ifadesini diisiirerek dolayli olarak csgD ifadesini de azaltmis olur (113,114). Tiim bu
bulgularla birlikte yorumlandiginda, RprA’nin biyofilm olusumunu negatif yonde regiile

ettigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (105).

GcevB, aminoasit metabolizmasinin regiilasyonunu saglayan yaklasik 205 niikleotit
uzunlugunda bir sRNA'dir ve transkripsiyonu, GcvA tarafindan uyarihir (115,116).
GcevB’nin, S, Typhimurium’da periplazmik tasiyici bilesenleri olan dppA ve oppA
mRNA'larina baglanarak translasyonu engelledigi bilinmektedir. E. coli’de ise GcvB'nin,
RpoS’nin ifadesini artirdig1 ancak csgD mRNA'sina baglanarak csgD’nin translasyonunu
engelledigi belirlenmistir (117). GevB'nin bu fonksiyonlarinin, E. coli’de biyofilm

olusumunu artirdig1 ve hareketliligi azalttig1 belirlenmistir (105).

OxysS ise, oksidatif strese bagli olarak ekspresyonu gergeklesen ve transkripsiyonel olarak
OxyR tarafindan aktive edilen yaklasik 110 niikleotit uzunlugundaki bir sSRNA'd1r. E. coli'de,
RprA’nin aksine OxyS, RpoS'min translasyonunu baskilar (118,119). Ayrica fIhDC
ekspresyonunu azaltarak flagella sentezini inhibe eder (120). Buna bagl olarak OxyS’nin
asir1 ekspresyonunun kivrimli fimbriya sentezini ve E. coli hiicre hareketliligini azalttigi ileri

stirtilmiistiir (105).
2.3.2. QUORUM SENSING ILISKILi sSRNA’LAR

Bakterilerde Quorum sensing (QS) sisteminin sSRNA’lar tarafindan kontrol edildigine dair
bulunan kanitlarin ¢ok uzak olmayan bir gegmisi vardir (121,122). Ozellikle, Gram negatif
Vibrionaceae ailesi ve Gram pozitif stafilokoklar iizerinde gerceklestirilen calismalar,
tamamen sRNA'lar tarafindan yonetilen QS regiilasyonunu agikca gostermistir (123,124).

Bu sRNA'lar, Al molekiillerinin sentezini katalize eden enzimlerin iiretimini etkilemek
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suretiyle QS sistemini ve buna bagli olarak biyofilm olusumu gibi bir ¢ok biyolojik siirecin

kontroliinii saglarlar.

Ilk olarak 2004'te Vibrionaceae ailesinde tanimlanan QS iliskili sRNA'lar, Quorum
diizenleyici RNA’lar (Qrr'ler) olarak adlandirilmistir. Qrr’lerin ifadesi, fosforile edilmis
LuxO tarafindan aktive edilir ve Csr sistemi tarafindan da ek bir regiilasyon igerir (26).
Qrr'ler, 5" UTR'ye baz eslesmesi yoluyla hedef mRNA'larin translasyonunu aktive etmek
veya baskilamak i¢in Hfg'ya bagimli trans-kodlu sRNA'lar gibi davranir. V. harveyi'deki
Qrr’ler i¢in simdiye kadar toplam 20 hedef mRNA tanimlanmistir (125). Bunlardan ikisi,
QS regiilonunun biiyiik ¢ogunlugunu kontrol eden ana transkripsiyon faktorlerini kodlayan
luxR ve aphA’dir. AphA ve LuxR, biyoliiminesans, hareketlilik ve tip III ve tip VI sekresyon

sistemleri gibi ¢esitli davranislar1 kontrol eder (126).

Qrr’lerin ifadesi, fosforile edilmis LuxO tarafindan aktive edilir. Diisiik hiicre yogunlugunda
(LCD), Qrr‘ler, diisiik hiicre yogunlugunun ana diizenleyicisi olan AphA'nin translasyonunu
saglar ve yiiksek hiicre yogunlugunun (HCD) ana diizenleyicisi olan LuxR/HapR'nin
translasyonunu engeller. HCD durumunda ise; defosforile edilmis LuxO inaktif oldugu icin
Qrr ifadesi ile AphA translasyonu durur ve LuxR/HapR translasyonu gerceklesir. LuxO
tiretimi, bir negatif geri besleme dongiisiinde Qrr’ler tarafindan baskilanir. Ayrica AphA ve

LuxR, transkripsiyonel diizeyde birbirini baskilar. (Sekil 2.10.) (127).

1

/ \/ Biyofilm olusumu
/ » V. harveyi, V. fischeri
N —

Biyofilm olusumu

e V. cholerae
m— Yiiksek hiicre yogunlugu

D5k hicre yogunlugu

Sekil 2.10. Vibrio tiirlerinde QS sisteminin Qrr’ler tarafindan diizenlenmesi (104).
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Enterik bakterilerde, sSRNA'larin QS sistemini regiile ettigi yoniinde sinirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Bu ¢alismalarin 6nemli bir 6rnegi, Salmonella ile yakin akraba olan E.
coli'deki Al-2 sentezini kodlayan /uxS mRNA’nin CRP-cAMP tarafindan aktive edilen RyeE
(CyaR) olarak adlandirilan bir sSRNA tarafindan baskilanmasidir (28). cAMP, glikoz gibi
hizla metabolize olabilen karbon kaynaklarinin yoklugunda birikir ve transkripsiyon faktorii
CRP'nin (cAMP reseptor proteini) indiikleyicisi olarak gorev yapar. CRP-cAMP ayrica Al-
2’nin hiicre i¢ine alinmasi ve islenmesi i¢in gerekli proteini kodlayan Lsr operonunu da
aktive eder. Bu nedenle, AI-2’nin sentezi ve taminmasi, E. coli'deki karbon kaynagi
mevcudiyetine giiclii bir sekilde baglidir (128). Ayrica RyeE’nin, E. coli’de kivrimli
fimbriya olusumunu baskiladig1 da bilinmektedir (105).

Enterobacteriaceae ailesinde yliksek oranda korunmus olan MicA isimli sSRNA, /uxS geni
ile komsudur ve 5" UTR'si ile ortlisiir (129). MicA ekspresyonu; biyofilm olusumu, hiicre
hareketliligi, virlilans ve dig membranin yeniden modellenmesi gibi siireglerle
iligkilendirilmistir. MicA'nin ilk tanimlanan hedefi, ifadesi duragan faz esnasinda
diizenlenen OmpA'dir. MicA, ompA mRNA'sinin RBS’sini bloke ederek translasyonunu
baskilar. Bu diizenleme, Hfq poteinini gerektirir. Hfq proteini, MicA ve ompA'y1
yakinlagtirarak saperon gorevi goriir (130-132). MicA’nin en dikkat ¢eken islevi ise, /uxS
mRNA'nin translasyonunu tipki RyeE gibi baskilamasidir (133). Ayrica S. Typhimurium’da
luxS bakimindan mutant suslarin bozulmus bir biyofilm fenotipi sergilemesinin, LuxS'nin
kendisinin  yoklugundan ziyade, dengesiz MicA seviyesinden kaynaklandigi

distiniilmektedir (29).

Gram negatif bakterilerde bulunan Csr (karbon depolama regiilatorii) sistemi; hiicre
hareketliligi, QS, biyofilm gelisimi ve viriilans da dahil olmak iizere ¢esitli fizyolojik
ozellikleri kontrol eder. CsrA proteini ise bu sistemin merkezi bilesenidir ve duragan faz ile
iligkili metabolik siirecleri baskilayarak logaritmik tireme fazina gecisi tesvik eder. Csr
sistemi, iki bilesenli sensor/regiilator sistemler ve SRNA'lar tarafindan regiile edilmektedir.
Bu sistem, E. coli'de, CsrA proteini ve CsrB/C adl1 iki SRNA'dan olusur (134). CsrA, aslinda
glikojen biyosentezinin bir regiilatoriidiir. Bakteri duragan fazdayken glikojen biyosentezini
engellemek i¢in hedef mRNA-‘larin translasyonunu inhibe eder. Shine-Dalgarno (SD)
sekansina yakin bir bolgeye baglanarak translasyonu onler ve mRNA degradasyonunu

kolaylastirir. CsrB ve CsrC olarak adlandirilan sSRNA’lar ise, CsrA proteinine baglanarak
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aktivitesini diizenler ve onun hedef mRNA'sina baglanmasini onlerler (Sekil 2.11.) (25).
Ayrica CsrB ve CsrC’nin E. coli’de biyofilm olusumunu ve kivrimli fimbriya sentezini
tesvik ettigi bilinmektedir (105). Lenz ve ark. (2005) tarafindan gerceklestirilen bir
calismada, insan patojeni V. cholerae’da E. coli'nin CsrB/C sRNA'larina benzeyen iic SRNA
tanimlanmistir. CsrB, CsrC ve CsrD olarak adlandirilan bu sRNA'lar, global regiilatér olan
CsrA’nin aktivitesini kontrol ederler. Bu sRNA'larin ekspresyonu ise, iki bilesenli
VarS/VarA sensor sistemi tarafindan saglanir. VarS/VarA homologlari, E. coli’de
BarA/UvrY, S. Typhimurium’da BarA/SirA olmak iizere ¢esitli Gram negatif bakterilerde
bulunur. V. cholerae’da gerceklestirilen calismanin en 6nemli bulgularindan biri de,
VarS/VarA-CsrA/BCD'nin QS regiilatorii olan sapR’nin ifadesinin regiilasyonunda yer
almasidir. VarS/VarA-CsrA/BCD'min hapR'yi kontrol etmek icin oncelikli olarak LuxO
aracilifiyla ¢aligtigini gdsteren 6n kanitlar mevcuttur. Sonug olarak biyoinformatik analizler
ve deneysel yontemler, VarS/VarA ve CsrA arasindaki baglantinin CsrB/C/D olarak
adlandirilan {i¢ SRNA oldugunu ortaya ¢ikarmistir (135).
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Translasyon baskilanir Translasyon gerceklesir
CsrA hedef mRNA'y1 baskilar CsrA hedef mRNA'ya baglanamaz

Sekil 2.11. CsrA aktivitesinin CsrB tarafindan diizenlenmesi. CsrB, yiiksek afinite ile birden
fazla CsrA dimerine baglanir ve CsrA’nin hedef mRNA'lara baglanmasini 6nler. Ribozomlar
mavi renkle gosterilmistir ve Shine-Dalgarno dizisi SD olarak kisaltilmistir (136).
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3. GEREKCE VE AMAC

Salmonella cinsi bakteriler, diinya genelinde 6nemli bir halk sagligi sorunu olusturan ve en
sik izole edilen gida kaynakli patojenlerdir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore
her yil 10 kisiden 1’1 gida kaynakli hastalik gecirmektedir (137). Ayn1 zamanda biyofilm
olusturmalar1 sebebiyle, patojenitesi artmakta ve tedavi edilmeleri gii¢ haline gelmektedir
(138). Bu nedenle, Salmonella'nin biyofilm yasam dongiisiiniin daha iyi anlagilmasi, bu

patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlarin yiikiinii azaltmamizi saglayacaktir.

Son yillarda, bakteriyel sSRNA'lar, transkripsiyon faktorleri tizerindeki diizenleyici islevleri
nedeniyle dikkat ¢cekmektedir. Baslangicta agirlikli olarak stres tepkilerini diizenlemeyle
iligkilendirilen sRNA'lar, bakterilerde gelisimsel siire¢lerin yani1 sira QS sinyalizasyonu,
biyofilm olusumu ve hiicre hareketliligi gibi bir¢ok davranisin kontroliinde de anahtar
unsurlar olarak yer alirlar (139). Salmonella cinsinde ¢ok sayida sRNA ayritili olarak
incelenmis olsa da, bu sRNA'larin QS diizenlemesindeki rolleri halen bilinmemektedir.
Ancak diger bakteri gruplarinda yapilan bazi ¢alismalar, QS sistemi ile biyofilm olusumu
arasindaki baglantinin SRNA'lar oldugunu gostermektedir. Bu durumun en belirgin 6rnegi,
V. cholerae’da, QS regiilatorii olan AapR’nin ifadesini diizenleyen VarS/VarA sensor sistemi
ile biyofilm olusumu ve hiicre hareketliliginin kontroliinii saglayan Csr sistemi arasindaki
baglantinin CsrB/C/D adli ti¢ SRNA olmasidir. S. Typhimurium’da BarA/SirA olarak bilinen
V. cholerae'nin VarS/VarA sensor sistemi, QS sinyal iletim yolunu CsrA ve CsrA'y1 inhibe
eden bu lic sSRNA araciligiyla dolayl olarak diizenledigi bilinmektedir (135). Buna karsin
Salmonella’da QS sinyal ileti yolag: ile biyofilm olusumu arasindaki iliskinin varlig1 ve
hangi mekanizmalar1 igerdigi halen gizliligini korumaktadir. Bu nedenle, calismamizda S.
Tyhimurium biyofilmlerinin ana regiilatorii olan CsgD’nin AI-2 aktivitesi ve QS iliskili
sRNA’lar ile baglantisinin oldugunun 6n kanitlarin1 sunmak istedik. Bu amagla asagida yer

alan hedefleri gerceklestirdik:

e FE. colive V. cholerae gibi farkli bakteri gruplarindaki giincel ¢aligmalarin taranmast ile
S. Typhimurium’da var olan QS iligkili SRNA'larin belirlenmesi

e S. Typhimurium’da csgD ifadesinin kontrol altina alinmasi i¢in arabinoz ile
indiiklenebilir pBAD24 plazmidine klonlanmast ve c¢sgD bakimindan mutant S.

Typhimurium susuna aktarilmasi
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e QS iligkili sRNA'larin, csgD ifadesine bagli olarak hiicredeki ekspresyon seviyelerinde
meydana gelen farklanmalarin qRT-PZR denemeleri ile saptanmasi

e Dogal tip ve csgD ifadesinin kontrol altina alindigt S. Typhimurium suslarindaki AI-2
aktivitesinin belirlenerek karsilagtirmali analizinin gerceklestirilmesi

e AI-2 aktivitesinde anlaml farkliliklarin belirlendigi suslarda bu molekiillerinin hiicre
icine aliminda gorevli genlerin ifade seviyeleri {iizerindeki etkisinin qRT-PZR
denemeleri ile arastirilarak regiilasyonun hangi yolak iizerinden gergeklestigini

kararlastirmak

Biyofilm ile miicadelede yeni stratejilerin belirlenebilmesi i¢in, altinda yatan molekiiler
mekanizmalarin anlagilmasi son derece dnemlidir. Sa/monella biyofilmlerinin olusumu ile
iligkili bu tip diizenleyici mekanizmalarin aydinlatilmasi, hem saglik hem de ekonomik
acidan kayiplarin 6nlenmesine katkilar sunmakla birlikte, literatiirde bu konu ile ilgili
mevcut olan eksikligi tamamlayacaktir. Bu ¢calismada sunulan bir¢ok varsayilan diizenleyici
etkilesimin gelecekte diger arastirmacilar tarafindan dogrulanacagini umut ediyoruz. Ayrica
CsgD regiilasyonunun indiikledigi sSRNA'larin, QS regiilasyonunda da rol aldigini gosteren
caligmalara ihtiya¢ vardir. Bulgularimiz, S. Typhimurium'da biyofilm olusumunun ana
regiilatorii olan CsgD ile QS iligkili sSRNA'larin yer aldigi post-transkripsiyonel aglari
genisletecektir. Ustelik csgD’nin, Al-2 aktivitesindeki iizerindeki etkilerinin belirlenmesi,
QS sinyal ileti yolaginda yer alan faktorler iizerinde de dogrudan veya dolayl olarak rol

aldigina dair ipuglar1 verebilir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. MATERYAL
4.1.1. BAKTERILER VE PLAZMID

Caligmada kullanilan pBAD24 plazmidi, dogal tip S. Typhimurium 14028 ve csgD geni
bakimindan mutant S. Typhimurium 140284csgD susu ve pBAD24 plazmidini igeren S.
Typhimurium MZ1629 susu Biyoteknoloji Enstitiisii Sistem Biyoteknolojisi Ileri Arastirma
Birimi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda mevcut olan kiiltiir koleksiyonundan saglandi. csgD
geninin ifadesinin kontrol altina alinmas1 amaciyla BAD promotoru arkasina klonlandig: S.
Typhimurium 140284csgD/pBAD24+csgD susu ise bu tez ¢aligmasi sirasinda olusturuldu
ve tez stiresince MN1630 kodu kullanilarak adlandirildi. Salmonella suslarinin AI-2 sentez
aktivitelerinin arastirilmasinda kullanilan Vibrio harveyi BB170 susu ATCC (American

Type Culture Collection) kiiltiir koleksiyonundan saglandi.

4.1.1.1. Gelisme Kosullar:

Salmonella suslari, Luria Bertani Broth (LB) ortaminda 37 °C’de 18 saat calkalamali
kosullarda (200 rpm/dakika) gelistirildi. S. Typhimurium 140284csgD susunun gelisme
ortamina kanamisin (75 pg/mL), S. Typhimurium MN1630 susunun gelisme ortamina ise
kanamisin (75 pg/mL) ve ampisilin (100 pg/mL) antibiyotikleri ilave edildi. Ayrica csgD
ifadesinin saglanmasi i¢in MN1630 susunun gelisme ortamina, daha 6nceki ¢alismalarimiz
sonucunda pPBAD promotorunu optimum diizeyde tesvik ettigi belirlenen % 0.1 oraninda L-
arabinoz ilave edildi. Vibrio harveyi BB170 susu, otoindiiktor biyoanaliz besiyeri (AB
Broth) ortaminda 30 °C’de 18 saat calkalamali kosullarda (200 rpm/dakika) gelistirildi.
Bakteri kiiltiirleri, % 60 gliserol igeren Luria-Bertani (LB) siv1 besi ortaminda, pBAD24
plazmidi ise uygun tampon (Tris-EDTA) icerisinde -80 °C’de saklandi.
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4.1.2. BESIYERLERI VE COZELTILER

Tez caligmasinda kullanilan besiyerleri ve ¢ozeltilerin igerikleri asagida yer almaktadir.

Cizelge 4.1. Luria Bertani (LB) Broth ve Agar (Merck, Germany)

Icerik Miktar (g/L)
Tripton (Fluka,France) 10g

Maya ekstrakti (Merck, Germany) 5¢g

Agar (Merck,Germany) I5¢g

Cizelge 4.1.’deki besiyeri igerikleri distile su ilavesi ile ¢ozdiiriilerek toplam hacim 1000
mL’ye tamamlandi. Sterilizasyondan once pH 7.0 £ 0.2’ye ayarlandi. Hazirlanan sivi
besiyeri cam tiiplere dagitildiktan sonra, kati besiyeri ise agar ilavesinden sonra otoklavda
121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. Kat1 besiyerleri 55 °C’ye kadar sogutulduktan sonra
petri plaklarina 15 mL olacak sekilde dagitildi.

Cizelge 4.2. Otoindiiktor Biyoanaliz Besiyeri (2746 AB Medium)

Icerik Miktar (g/L)
NaCl (Merck, Germany) 175 ¢
MgSOs4 (BioShop, Canada) 123 ¢
Casamino asit (BD, USA) 2g

Cizelge 4.3. Otoindiiktor Biyoanaliz Besiyeri (2746 AB Medium)

Icerik Hacim
KH2POs4 (pH 7.0) (BioShop, Canada) 10 mL
0,1 M L-Arjinin (Merck, Germany) 10 mL
Gliserol (Sigma, USA) 10 mL

Cizelge 4.2.°de verilen igerik 970 mL distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek 3N NaOH ile pH
degeri 7.5 + 0.02’ye ayarlanarak otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. Tamamen
soguduktan sonra Cizelge 4.3.’de belirtilen hacimlerde eklemeler yapilarak son hacim 1 L’ye

tamamlandi.
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Cizelge 4.4. Stok Tris-Borat-EDTA (TBE) Tamponu (5X)

Icerik Miktar
Trizma (Sigma, USA) 54¢g
Borik asit (Sigma, USA) 275¢g
EDTA (0.5 M, pH 8.0) (Sigma, USA) 20 mL

Cizelge 4.4.°de verilen igerik distile su ilavesi ile ¢ozdiiriilerek son hacim 1 L’ye

tamamlandi.

4.1.3. PRIMERLER

Tez ¢alismasinda kullanilan primerler asagida yer almaktadir.

Cizelge 4.5. qRT PZR yontemi ile ifade diizeylerindeki degisimlerin arastirildigi genler ve

bu genlere ait primer dizileri

Gen Ad1 Primer Dizisi (5°- 3’) Uriin biiyiikliigii (bc)

F: GCGATGAGTGAGTAATGCGG

csgD 176
R: GGCCTCAATATTAACGGCGTG
F: CAGGATGAAGCAAAGTGGAAAG

csrB 131
R: GCCCGATGTGATAGCTTCTT
F: CGAGGACGCTAACAGGATCA

csrC 116
R: GCCCTGTTTTTCCCTTAGCC
F: GGGCGAGTCTGAGTATATGAAAG

micA 112
R: AAACACGCCTGACCCAAA
F: TTCGCTCAATGCGGGTATTA

ryek 148
R: GGCGGGAAGTACCACTTT
F: AACTGGCTGAAACGCTGTAC

Isr4 184
R: AGCGAACAGACATTCCATGC
F: GGATGGCCTTTATGCTCAGC

IsrK 144
R: TTACCGGCGAGAGAATGTCA
F: CGATATTGGTCTGCGCTTAG

IsrR 156
R: GTGACCAGTCGGATTTGTTG




Cizelge 4.6. csgD geninin PZR ile ¢ogaltilmasi amaciyla kullanilan primer ¢ifti

Gen Ad1 Primer Dizisi (5°- 3°) Uriin biiyiikliigii (bg)
csgD F EcoRI | CAACGAATTCATGTTTAATGAAGTCCATAGTAGTC
csgD R Pstl TCATCTGCAGTTACCGCCTGAGATTATCG

671

Alti gizili diziler RE kesim bolgelerini gostermektedir.

Cizelge 4.7. pBAD24 vektdriine klonlanan genin dogrulanmasi amactyla kullanilan koloni
PZR primeri

Gen Adi Primer Dizisi (5°- 3°) Uriin biiyiikliigii (bg)
F: ATGCCATAGCATTTTTATCC
pBAD24 *209
R: GATTTAATCTGTATCAGG

*Hedef genin pBAD24 vektoriiniin klonlama bdlgesine insersiyonu gerceklesirse, 209 bg olan PZR
iiriin biiyiikliigline klonlanan dizinin biiyiikliigii (b¢) eklenir.

4.2. YONTEM
4.2.1. csgD GENININ pBAD24 VEKTORUNE KLONLANMASI

Gergeklestirilen bu ¢alismada, csgD gen ifadesini kontroliimiiz altina almak amaci ile csgD
geninin acik okuma cercevesi arabinoz ile indiiklenebilir BAD promotorunun arkasina
klonlandi. Bu dogrultuda dncelikle hedef gen, restriksiyon enzim kesim bdlgelerini iceren
primerler kullanilarak PZR ile ¢ogaltildi. Ardindan hem pBAD24 vektorii hem de csgD
kodlama bolgesi uygun enzimlerle (EcoRI ve Pstl) kesilerek ligasyon reaksiyonu
gerceklestirildi. Elde edilen rekombinant plazmid, bir sonraki asamada transformasyon

islemi i¢in kullanildi. Bu agamalar detayli olarak asagida yer almaktadir.

4.2.1.1. Bakteriden Genomik DNA Izolasyonu

S. Typhimurium 14028 susu, LB sivi besiyerinde 37°C’de 18 saat siire ile calkalamali
kosullarda (200 rpm/dakika) gelistirildi. Genomik DNA izolasyonu i¢in, GenElute Bacterial
Genomic DNA (Sigma/ABD) kiti kullanild1 ve {iretici firma tarafindan belirtilen asamalar
takip edildi. Izolasyon sonrasi elde edilen DNA’larin saflik ve miktar tayini Nanodrop ND-
1000 Spektrofotometre (Thermo Scientific/ABD) cihazi kullanilarak belirlendi. Absorbans
260/280 nm degeri 1.7-2.0 araliginda ve 260/230 nm degeri 2.0-2.2 araliginda olan DNA’lar
saf olarak degerlendirildi. Saflig1 belirlenen DNA’lar, % 1 agaroz jelde 100 V (volt) sabit

elektrik akiminda 1 saat elektroforez islemine tabi tutuldu. Bu siire sonunda jel, 366 nm
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dalga boyunda ultraviyole (UV) 1sikta Syngene Gene Genius Jel Goriintilleme Sistemi
SN:SYDR2 (Synoptics Group, Cambridge, Birlesik Krallik) kullanilarak goriintiilendi.

4.2.1.2. csgD Geninin PZR ile Amplifikasyonu

csgD geninin amplifikasyonu, S. Typhimurium 14028 susundan izole edilen genomik DNA
kalip olarak kullanilarak gergeklestirildi. csgD geninin ¢ogaltilmasinda kullanilacak primer
cifti, EcoRI ve Pstl restriksiyon endoniikleaz (RE) tanima bolgeleri eklenerek dizayn
edilmistir (Cizelge 4.6.). Primerlere eklenen RE tanima dizilerinin ait oldugu enzimin
cogaltilacak gen igerisinde kesim bolgesi icermemesine ve pBAD24 vektoriiniin klonlama
bolgesinde var olmasia dikkat edildi. Amplifikasyon, Thermal Cycler (Bio-Rad T100,
ABD) cihazi1 kullanilarak gergeklestirildi. Hazirlanan reaksiyon karisimi ve amplifikasyon
kosullart sirasiyla Cizelge 4.8. ve Cizelge 4.9.'da verilmistir. PZR sonrasinda, ¢ogaltilan
DNA ornekleri Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) kullanilarak
saflagtirildi1 ve TBE tamponu igeren tankta, 0.2 ng/mL EtBr igeren % 1°lik agaroz jelde 100
V sabit elektrik akiminda 1 saat yiiriitiildii. Son agamada jel UV 1s1k altinda goriintiilendi.
Molekiiler biiyiikliik tespiti, GeneRuler 100 b¢ Plus DNA Ladder (Thermo Scientific/ABD)
kullanilarak gerceklestirildi.

Cizelge 4.8. csgD geninin amplifikasyonu i¢in kullanilan reaksiyon karigimi (1X)

Icerik Hacim (pL)
Taq tampon ¢ozeltisi (10X) 2.5

dNTP (10 mM) 1

Ileri primer (10 uM) 1.25

Geri primer (10 pM) 1.25

MgCl2 (25 mM) 4

Taq DNA polimeraz (Fermentas, 1 U/uL) 0.125
Niikleaz icermeyen su 12.875
DNA (100 ng/uL) 2

Toplam 25
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Cizelge 4.9. csgD geninin amplifikasyonu i¢in kullanilan sicaklik dongiisii

Basamak Sicakhik Siire Dongii Sayisi
On denatiirasyon 95 °C 5 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 30 saniye

Baglanma 60 °C 45 saniye 30
Uzama 72 °C 1 dakika

Son uzama 72 °C 10 dakika 1

4.2.1.3. PZR Uriiniiniin RE Enzim Kesim Reaksiyonu ile Dogrulanmasi

Saflagtirilan ¢sgD PZR iirlinli, EcoRV RE enzimi ile kesilerek dogru bdlgenin
amplifikasyonunun gergeklestigi kontrol edildi. EcoRV enzimi, toplam uzunlugu 671 bg
olan csgD PZR iiriiniinii tek bir bolgeden keserek 514 bg ve 157 bg olmak iizere iki DNA
parcasina ayirmaktadir. Kesim {iriinlerinin uzunlugunu belirlemek i¢in RestrictionMapper
(http://www.restrictionmapper.org/, version 3) hizmetinden yararlanildi. EcoRV enzimi ve
tampon ¢ozeltisi Jena Bioscience firmasindan saglandi ve kesim reaksiyonu i¢in bu firma
tarafindan Onerilen reaksiyon karisimi (Cizelge 4.10.) hazirlanarak, onerilen inkiibasyon
kosullar1 takip edildi. Kesim iirtinleri 0.2 pg/mL EtBr iceren % 1°lik agaroz jelde 100 V sabit
elektrik akiminda 1 saat yiiriitiildii ve jel UV 151k altinda goriintiilendi. Molekiiler biiyiikliik
tespiti, GeneRuler 100 b¢ Plus DNA Ladder (Thermo Scientific/ABD) kullanilarak
gergeklestirildi.

Cizelge 4.10. PZR iirilinii olan csgD geni i¢in EcoRV RE kesim reaksiyon karigimi

Icerik Hacim (uL)
Niikleaz icermeyen su 24.4
Universal tampon UB (10X) 5
Saflastirilmis csgD PZR iiriinii (500 ng/pL) 20

EcoRV RE enzimi (10 U/uL) 0.6

Toplam 50
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Cizelge 4.10.’da belirtilen reaksiyon karigimi hazirlandi ve kesim reaksiyonu i¢in 37 °C’de
30 dakika inkiibasyon uygulandi. Ardindan EcoRV enziminin inaktivasyonu i¢in 80 °C’de
20 dakika bekletildi. Sicaklik islemleri, Thermal Cycler (Bio-Rad T100, ABD) cihazi
kullanilarak gerceklestirildi.

4.2.1.4. pBAD24 Plazmid DNA’sinin izolasyonu

pBAD24 plazmidini (Sekil 4.1.) iceren S. Typhimurium MZ1629 susu, 100 pg/mL ampisilin
iceren LB siv1 besiyerinde 37 °C’de 18 saat siire ile ¢alkalamali kosullarda (200 rpm/dakika)
gelistirildi. Aktif kiiltirden High Pure Plasmid Isolation (Roche, USA) kitinin protokolii
izlenerek plazmid DNA izolasyonu gergeklestirildi. Elde edilen plazmid DNA’larin saflik
ve miktar tayini Nanodrop ND-1000 Spektrofotometre (Thermo Scientific/ABD) cihazi
kullanilarak belirlendi ve 0.2 pg/mL EtBr iceren % 1’°lik agaroz jelde 100 V sabit elektrik
akiminda 1 saat elektroforez islemi gergeklestirildi. Elekroforez islemi sonunda jel, UV 151k
altinda gortintiilendi. Molekiiler biiytikliik tespiti, GeneRuler 1 kb (kilobaz) DNA Ladder
(Thermo Scientific/ABD) kullanilarak gerceklestirildi.

1
4542 bp I

Eco 1311)

i iy Meol (1318)
Asel (2497} | 113

Fspl (2449) rmB_T2_terminator, KPnl (1326)

Sekil 4.1. pPBAD24 plazmidinin genetik haritas1 (140).
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4.2.1.5. RE Enzim Kesim Reaksiyonlar:

csgD geninin klonlanmasinda kullanilan RE enzimleri ve bu enzimlere ait tampon ¢ozeltiler
Thermo Scientific/ABD firmasindan saglandi. Tiim kesim reaksiyonlar1 i¢in, bu firma

tarafindan Onerilen reaksiyon karisimlari (Cizelge 4.11. ve Cizelge 4.12.) kullanildi.

Cizelge 4.11. PZR iiriinii csgD geni i¢in ikili RE kesim reaksiyon karigimi

Icerik Hacim (uL)
Niikleaz igermeyen su 11

Tango tamponu (10X) 5
Saflastirilmis csgD PZR iiriinii (500 ng/pL) | 7

Pstl RE enzimi (10 U/uL) 1

EcoRI RE enzimi (10 U/uL) 1

Toplam 25

Cizelge 4.12. pPBAD24 vektor DNA i¢in ikili RE kesim reaksiyon karigimi

Icerik Hacim (uL)
Niikleaz igermeyen su 3

Tango tamponu (10X) 5

pBAD24 DNA (500 ng/uL) 15

PstI RE enzimi (10 U/uL) 1

EcoRI RE enzimi (10 U/uL) 1

Toplam 25

RE enzim kesim reaksiyonlari i¢in 37 °C’de 2 saat inkiibasyon uygulandi. Ardindan Pstl RE
enziminin inaktivasyonu i¢in 65 °C’de 20 dakika ve EcoRI RE enziminin inaktivasyonu i¢in
80 °C’de 20 dakika bekletildi. Enzimatik reaksiyonlarla kesilen DNA’lar Wizard SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega) kullanilarak saflastirildi. Kesim iiriinleri, molekiiler
biiyiikliik tespiti icin GeneRuler 1 kb ve 100 b¢ DNA Ladder varliginda % 1’lik agaroz jelde
100 V sabit elektrik akiminda 1 saat yiiriitiildiikten sonra UV 151k altinda goriintiilendi.
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4.2.1.6. Ligasyon

Kesim iiriinlerinde olusan yapiskan uglar vasitasiyla PZR {iriiniinii lineer hale getirilen
pBAD24 vektoriine aktarip rekombinant plazmid elde etmek icin ligasyon reaksiyonlari
gerceklestirildi. T4 DNA ligaz enzimi ve bu enzime ait tampon c¢ozeltileri Thermo
Scientific/ABD firmasindan saglandi. Uretici firmanm uygulama 6nerisi dikkate almarak,
pBAD24 vektori ve vektore klonlanacak csgD gen dizisinin molar konsantrasyonlarina gére
3:1 oraninda ligasyon karigimlar1 (Cizelge 4.13.) hazirland1 ve bu karigimlar 37 °C’de 20
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra karisim, 70 °C’de 5 dakika inkiibe edilerek T4
DNA ligaz enziminin inaktivasyonu saglandi. Rekombinant plazmid DNA’lar, Wizard SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega) araciligi ile saflastirildi ve kullanimina kadar -20
°C’de muhafaza edildi. DNA-Vektor molar oranlarimin hesaplanmasinda asagida verilen

denklemden yararlanildi.

DNA boyutu (bg)
Vektor boyutu (bg)

DNA Konsantrasyonu (ng) = x Vektor Konsantrasyonu (ng)x Ligasyon orani (3: 1)

Cizelge 4.13. Ligasyon reaksiyonu karigimi

Icerik 3:1 *Kontrol Grubu
Niikleaz icermeyen su 2 uL 7 uL

T4 DNA ligaz tamponu (10X) 2 uL 2 uL
Saflastirilmis csgD PZR iiriinii (88,64 ng/ul) S5uL -

pBAD24 (200 ng/uL) 10 pL 10 uL

T4 DNA ligaz (1 Weiss U) 1 uL 1 pL

Toplam Hacim 20 pLL 20 pL

*Kontrol grubu olarak yalnizca vektorii igeren bir ligasyon karigimi hazirlandi.
4.2.2. REKOMBINANT PLAZMIiDIN TRANSFORMASYONU

Ligasyon reaksiyonu ile elde edilen rekombinant plazmid (pBAD24+csgD),
elektrokompetan hale getirilmis S. Typhimurium 140284csgD susuna aktarildi. Daha sonra,
rekombinant plazmidi i¢eren kolonilerin, kanamisin (75 pg/mL) ve ampisilin (100 pg/mL)
iceren LB besiyerlerinden secilimi yapildi ve bu plazmidi icerdikleri dogrulandi. Bu

asamalar detayli olarak asagida anlatilmistir.
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4.2.2.1. Elektrokompetan S. Typhimurium 140284 csgD Hiicrelerinin Hazirlanmasi

S. Typhimurium 140284csgD susu, 5 mL LB siv1 besiyeri igeren tiiplerde 37 °C ve 200
rpm/dakika ¢alkalamali kosullarda 1 gece gelistirildikten sonra, 75 pg/mL kanamisin i¢eren
LB Agar petri plaklarina tek koloni disiiriilecek sekilde steril 6ze ile ekildi ve 37 °C’de 18
saat inkiibe edildi. Agar yiizeyinde gelisen tek koloniler segilerek steril 6ze ile 5 mL LB s1vi
besiyeri igeren tiiplere alindi ve 37 °C’de 200 rpm/dakika ¢alkalamali kosullarda 1 gece
inkiibe edildi. Ureme gozlenen kiiltiirden LB besiyerine 1/50 oraninda (5 mL LB besiyerine
100 pL aktif kiiltiir) inokiile edildi ve 37 °C’de 200 rpm/dakika ¢alkalamali kosullarda 1
saatlik inkiibasyonun ardindan, 15 dakikalik periyotlarda kiiltiiriin optik yogunluk (ODsoo)
degeri belirlendi. Kiiltiiriin optik yogunlugu 0.3-0.4 araligina ulastiktan sonra inkiibasyon
sonlandirildi ve kiiltiir ortam1 4 °C’de 6000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Ust siv1
dokiildiikten sonra hiicre ¢okeltileri 6nceden 4 °C’ye sogutulmus % 10 gliserol igeren steril
deiyonize su igerisinde silispanse edildi. Elde edilen siispansiyon, 4 °C’de 5500 rpm’de 15
dakika santrifiij edilerek tekrar hiicre ¢okeltileri elde edildi. Ust s1v1 dokiildiikten sonra hiicre
cokeltileri dnceden % 10 gliserol iceren steril deiyonize su icerisinde siispanse edildi ve
onceden buz lizerinde sogutulmus mikrosantrifiij tiiplerine 50 pL’lik slispansiyonlar halinde

dagitildi. Hazirlanan kompetan hiicreler kullanimlarina kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

4.2.2.2. Rekombinant Plazmidin Elektroporasyonu

Ligasyon reaksiyonu ile elde edilen rekombinant plazmid, Gene Pulser Xcell Electroporation
System cihazinda (Bio-Rad, USA), 2 mm genisliginde 6rnek haznesine sahip
elektroporasyon kiivetleri (Gene Pulser Cuvettes, Bio-Rad, USA) kullanilarak S.
Typhimurium 140284csgD elektrokompetan hiicrelerine aktarildi. Elektroporasyon
oncesinde -80 °C’de muhafaza edilen kompetan hiicreler, -20 °C’de muhafaza edilen
rekombinant plazmid ve elektroporasyon kiivetleri buz iizerinde bekletildi. 50 pL kompetan
bakteri siispansiyonu ile 0.1-1 pg rekombinant plazmid DNA karistirilarak kiivete aktarildi.
Bu islem esnasinda kiivetin kuru olmasina ve baloncuk olusturmamaya dikkat edildi.
Elektroporatdr cihazinda 2500 V degeri ayarlanarak 5 ms elektrik akimi uygulandi.
Elektroporasyon uygulanmis hiicrelerin bulundugu kiivete énceden 37 °C’ye 1sitilmig 500
pL LB besiyeri eklendi ve pipet yardimiyla karistirildi. Ardindan tiim igerik steril
mikrosantrifiij tlipiine aktarildi ve tekrar 500 pL. LB besiyeri eklendi. 1 saat boyunca 37
°C’de 200 rpm/dakika calkalamali kosullarda inkiibe edilen ortamdan segici antibiyotikler
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iceren (100 pg/mL ampisilin ve 75 pg/mL kanamisin) LB agar plaklarina yayma ekim
yapildi ve 37 °C’de 1 gece inkiibe edildi. Besiyeri lizerinde gelisen koloni elde edene kadar

bu basamak tekrar edildi.

4.2.2.3. Rekombinant Kolonilerin PZR ile Dogrulanmasi

Ampisilin ve kanamisin igeren LB agar plaklar1 tizerinde iiredigi gézlenen koloniler rastgele
secildi ve hedef genin varligiin saptanmasi amaciyla pBAD24 primerleri (Cizelge 4.7.)
kullanilarak koloni PZR gerceklestirildi. PZR o6ncesinde, segilen her bir koloninin
rekombinant plazmidi igerme olasilig1 g6z oniine alinarak LB agar plaklarina ekimi yapildi
ve 37 °C’de 1 gece inkiibe edildi. PZR sonrasinda, hedef geni icermeyen pBAD24
plazmidleri 209 bg iiriin olustururken, rekombinant plazmidlerde bu {irtine hedef genin
uzunlugu eklenir. insersiyonu hedeflenen csgD geni 665 bg oldugu icin pozitif kolonilerin
PZR islemi sonrasinda 874 b¢ uzunlugunda iiriin olusturmasi beklendi. Koloni PZR i¢in
hazirlanan reaksiyon karisimi ve amplifikasyon kosullar sirasiyla Cizelge 4.14. ve Cizelge
4.15.'de verilmistir. Secilen koloniler 50 pL distile su igerisinde siispanse edilerek 98 °C’de
10 dakika inkiibe edildi ve ardindan 2 pL alinarak PZR denemesinde kalip DNA olarak
kullanildi. PZR iiriinleri, TBE tamponu iceren tankta, 0.2 ng/mL EtBr igeren % 1°lik agaroz
jelde 100 V sabit elektrik akiminda 1 saat yiiriitiildii. Stire sonunda jel, UV 1s1k altinda
goriintiilendi. Molekiiler biiyiikliik tespiti, GeneRuler 100 b¢ Plus DNA Ladder (Thermo
Scientific/ABD) kullanilarak ger¢eklestirildi.

Cizelge 4.14. Koloni PZR i¢in kullanilan reaksiyon karisimi (1X)

Icerik Hacim (pL)
Taq tampon ¢ozeltisi (10X) 2

dNTP (10 mM) 0.5

fleri primer (10 uM) 0.5

Geri primer (10 uM) 0.5

MgCl2 (25 mM) 2

Taq DNA polimeraz (1 U/uL) 0.1

Niikleaz icermeyen su 7.4
Stispanse koloni 6rnegi 2

Toplam 15
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Cizelge 4.15. Koloni PZR i¢in kullanilan sicaklik dongiisii

Basamak Sicakhik Siire Dongii Sayisi
On denatiirasyon 94 °C 2 dakika 1
Denatiirasyon 94°C 15 saniye

Baglanma 54 °C 30 saniye 25
Uzama 72 °C 2 dakika

Son uzama 72 °C 10 dakika 1

4.2.2.4. Rekombinant Plazmidlerin Dogrulanmasi

Koloni PZR ile hedef geni icerdigi dogrulanan koloniler 6ze ile 5 mL LB s1v1 besiyeri iceren
tiiplere alind1 ve 37 °C’de 200 rpm/dakika calkalamali kosullarda 1 gece inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda High Pure Plasmid Isolation (Roche, USA) kitinin protokolii
izlenerek plazmid izolasyonu gergeklestirildi. Elde edilen plazmid DNA’larin hedef geni
icerip icermedigi RE enzim kesimiyle belirlendi. Kesim reaksiyonu i¢in hem hedef gen dizisi
hem de plazmid DNA dizisi icerisinde birer kesim bdlgesi bulunan EcoRV enzimi tercih
edildi. EcoRV, toplam biiytikliigii 5175 bg (csgD+pBAD24) olan rekombinant plazmidi bu
iki tanima bolgesinden keserek 4088 be ve 1087 bg olmak iizere iki pargaya ayirir. Kesim
iiriinlerinin  uzunlugunu belirlemek i¢in RestrictionMapper version 3 hizmetinden
yararlanildi. EcoRV enzimi ve tampon ¢ozeltisi Jena Bioscience firmasindan saglandi ve
kesim reaksiyonu i¢in bu firma tarafindan Onerilen reaksiyon karigimi (Cizelge 4.16.)
kullanildi. Kesim iirlinleri % 1’lik agaroz jelde 100 V sabit elektrik akiminda 1 saat
yiiriitiildii. Son asamada, 0.2 ug/mL EtBr igeren jel, UV 151k altinda goriintiilendi. Molekiiler
biiyiikliik tespiti, GeneRuler 1 kb DNA Ladder kullanilarak gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.16. Rekombinant plazmidlerin kesiminde kullanilan EcoRV RE reaksiyon
karigimi

Icerik Hacim (pL)
Niikleaz icermeyen su 14
Universal tampon UB (10X) 5

Plazmid DNA (500 ng/uL) 30

EcoRV RE Enzimi (10 U/uL) 1

Toplam 50
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Cizelge 4.16.”da belirtilen reaksiyon karigimi hazirlandi ve kesim reaksiyonu i¢in 37 °C’de
30 dakika inkiibasyon uygulandi. Ardindan EcoRV enziminin inaktivasyonu i¢in 80 °C’de

20 dakika bekletildi.

4.3. CsgD REGULASYONUNA BAGLI OLARAK QS ILiSKiLi GENLERIN
iFADE DUZEYLERINDEKI DEGiSIMLERIN BELIRLENMESI

Dogal tip S. Typhimurium 14028, csgD geni bakimindan mutant S. Typhimurium
140284csgD ve csgD geninin ifadesinin kontrol altina alinmasi amactyla BAD promotoru
arkasma klonlandigr S. Typhimurium MN1630 suslarinda cs#B, csrC, micA, ryeE
sRNA'larin ve AI-2 molekiillerinin hiicre i¢in aliminda gorevli Isr4, IsrK, IsrR genlerinin
ifade diizeyi arastirildi. Tiim suslar LB sivi besiyerinde 18 saat boyunca 37 °C’de 200
rpm/dakika calkalamali kosullarda gelistirildi. S. Typhimurium MNI1630 susu, siire
bitiminde yine uygun antibiyotikleri iceren LB s1v1 besiyerine % 1 oraninda inokiile edildi.
ODsos degeri 0.2 diizeyine ulasana kadar ¢alkalamali kosullarda, 37 °C’de gelistirildikten
sonra, otama BAD promotorunun tesviki i¢in % 0.1 oraninda L-arabinoz ilave edilerek 30
dakika daha inkiibasyona tabi tutuldu ve boylece csgD geninin over-ekspresyonu saglandi.
Ardindan calisma kapsaminda arastirilan genlerin CsgD regiilasyonuna bagli ifade
degisimlerinin belirlenmesi ¢aligmalar1 i¢in tiim suslardan toplam RNA izolasyonu
gercgeklestirildi. L-arabinoz ile indiiklenmemis S. Typhimurium MN1630 susu kontrol grubu
olarak kullanildi. Tim suslardan elde edilen RNA’lar kullanilarak c¢cDNA sentezi
gerceklestirildikten sonra qRT-PZR ile sSRNA genlerinin goreceli kat degisimleri (fold-
change) belirlendi.

4.3.1. TOPLAM RNA iZOLASYONU

Tiim Salmonella suglari LB sivi besiyerinde ODs9s degeri yaklasik 0.3 diizeyine ulagana
kadar (duragan faz) calkalamali kosullarda, 37 °C’de gelistirildikten sonra, toplam RNA
izolasyonu i¢in High Pure RNA Isolation (Roche/Germany) kiti kullanild1 ve iiretici firma
tarafindan belirtilen asamalar gergeklestirildi. Aktif kiiltiirlerden 1.5 mL alinip
mikrosantrifiij tiiplerine aktarilarak 4 °C’de ve 12000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Elde
edilen hiicre ¢okeltileri 200 puL pepton ile tamponlanmis tuzlu su (PBS, pH 8.0) ile siispanse
edildi. Uzerine 400 uL liziz/baglama tamponu ilave edilerek 15 saniye karistirildi. Ardindan
100 uL lizozim (50 mg/ml) eklenip 37 °C’de 15 dakika inkiibasyona birakild:. Inkiibasyon
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sonunda soliisyon, kitin i¢erisinde bulunan spin kolona aktarilarak 4 °C’de, 12000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi. Toplama tiipindeki sivi uzaklastirildiktan sonra spin kolondaki
filtrenin iizerine 90 pl DNaz inkiibasyon tamponu ve 10 uL. DNaz I karistirilarak eklendi. 25
°C’de 15 dakika inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonras1 kolona 500 uL yikama tamponu
I eklendi ve 4 °C’de 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipiindeki sivi
uzaklastirilarak kolona 500 puL yikama tamponu II eklendi ve 4 °C’de 12000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi. Toplama tiipiindeki siv1 uzaklastirilarak kolona 200 pl yikama tamponu II
eklenip 2 dakika santrifiij edildi. Son asamada, kolonda bulunan filtrenin iizerine 50 puL
elisyon tamponu eklendi ve 4 °C’de 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek toplam RNA
izolasyonu gerceklestirildi. Izole edilen RNA’larin saflik ve miktar tayinleri ND-1000
Spektrofotometre (Thermo Scientific/ABD) cihazi kullanilarak belirlendi ve % 2 agaroz
jelde 100 V sabit elektrik akiminda 1 saat elektroforez islemi gergeklestirildi. Siire sonunda,
0.2 pg/mL EtBr igeren jel, UV 151k altinda goriintiilendi. Molekiiler biiyiikliik tespiti,
GeneRuler 1 kb (kilobaz) DNA Ladder (Thermo Scientific/ABD) kullanilarak
gerceklestirilmistir.

4.3.2. ¢DNA SENTEZi

Tiim Salmonella suslarindan elde edilen RNA 6rnekleri ile cDNA sentezi, cDNA Synthesis
Kit (Roche, Germany) kullanilarak gerceklestirildi. cDNA sentezinde kullanilan reaksiyon
karisimlar1 ve uygulanan sicaklik dongiisii Cizelge 4.17., Cizelge 4.18. ve Cizelge 4.19.’da
verilmigstir. Elde edilen cDNA’lar, qRT-PZR denemelerine kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

Cizelge 4.17. Denatiirasyon karisimi

Icerik Konsantrasyon | Son Konsantrasyon @ Hacim (uL)

RNA - 1000 ng/uL -

Random hekzamer | 600 pmol/uL 60 uM 2

primer

Su (PCR grade) - - Son hacmi 13 pL’ye
tamamlar.
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Son hacim su ile 13 plL’ye tamamlandiktan sonra tiipler 65 °C’de 10 dakika RNA
denatiirasyonu i¢in bekletildi. Siire bitiminde hemen buz {izerine alinarak Cizelge 4.18.’de

belirtilen miktarlarda ters transkripsiyon karisimi eklendi.

Cizelge 4.18. Ters transkripsiyon karigimi

Icerik Konsantrasyon Son Konsantrasyon Hacim (nL)
Ters transkriptaz | 5X 1X (8§ mM MgCl) 4

tamponu

RNaz inhibitori 40 U/uL 20U 0.5

dNTP karigimi Her niikleotid i¢cin 10 mM | Her niikleotid i¢in 1 mM | 2
Ters transkriptaz | 20 U/mL 10U 0.5

Son Hacim - - 20

Cizelge 4.18.’de belirtilen icerikler sirasi ile steril bir tiipe aktarildiktan sonra pipet yardimi
ile karistirildi. Ardindan Cizelge 4.19.’da belirtilen ters transkripsiyon reaksiyonu
gerceklestirildi.

Cizelge 4.19. Ters transkripsiyon sicaklik dongiisii

Basamak Sicaklik (°C) Zaman (dakika) Dongii Sayisi
Uzama 1 25 10 1
Uzama 2 50 60 1
Inaktivasyon 85 5 1

Dongili sonunda tiipler buz iizerine alinarak reaksiyon durduruldu ve ornekler qRT-PZR

denemelerine kadar -20 °C’de sakland.
4.3.3. GEN IFADE DUZEYLERININ qRT-PZR iLE BELIRLENMESI

gRT-PZR denemelerinde ifade diizeyleri arastirilan genler ve gene 6zgii primerler, Cizelge
4.5.°de gosterilmistir. QRT-PZR denemeleri Light Cycler 480 (Roche, Germany) cihazi
kullanilarak gergeklestirildi. Tiim genler i¢in kullanilan amplifikasyon karigimlar1 5x HOT
FIREPol EvaGreen qPCR Supermix (Solis BioDyne, Estonia) kiti kullanilarak iiretici

firmanin 6nerileri dogrultusunda hazirlandi (Cizelge 4.20.). Amplifikasyon reaksiyonlar1 96
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kuyulu plaklarda toplam 10 uL hacimde gergeklestirildi. cDNA kalibini igermeyip ayni

hacimde ddH20 igeren reaksiyon karisimi negatif kontrol (NK) olarak kullanildi. Light

Cycler 480 cihazinda amplifikasyon icin kullanilan dongii program Cizelge 4.21.°de

verilmigtir.

Cizelge 4.20. qRT-PZR i¢in amplifikasyon karigimi

Icerik Son Konsantrasyon Hacim (ul)
EvaGreen qPCR supermix (5X) 1X 2

fleri primer 10 pmol/puLL 0.5

Geri primer 10 pmol/puLL 0.5

cDNA (1:10 sulandirilmis) 10 ng/pL 1

ddH20 - 6

Toplam hacim - 10

Cizelge 4.21. LightCycler 480 cihazinda kullanilan qRT-PZR program

Basamak Islem Sicaklik (°C) | Siire | Artis (°C/s)
[1k Denatiirasyon [Ik Denatiirasyon | 95 15dk 4.4
Denatiirasyon 95 15sn |44
Amplifikasyon (40 Dongii) | Baglanma 58* 20sn | 2.2
Uzama 72 20sn | 4.4
Denatiirasyon 95 30sn | 4.4
Erime Egrisi Baglanma 60 30sn | 2.2
Denatiirasyon 99 0.11
Soguma Soguma 40 30sn 2.2

*Primer baglanma sicakligi (Tm) tiim genler i¢in 58 °C iken referans gen olan 16S igin 55 °C olarak

belirlendi.
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4.3.4. qRT-PZR VERI ANALIZi
4.3.4.1. Goreceli Kantifikasyon

qRT-PZR verilerinin analizi i¢in Oncelikle orneklerin gruplari olusturuldu. Dogal tip
Salmonella 14028 susu kontrol grubu, diger iki sus (S. Typhimurium 140284csgD ve S.
Typhimurium MN1630) test grubu olarak belirlendi. Veri analizi i¢in goreceli kantifikasyon
olarak adlandirilan ve kontrol ve test grubunda bulunan hedef genin goéreceli ifade miktarina
(kat farkina, fold change) dayanan yontem kullanildi. Bu yontem, hedef genin farkli gruplar
arasindaki ifade diizeyindeki degisimine oranlanmasini esas alir. Hesaplamalar, esik dongi
degeri (Ct) farkliliklarinin amplifikasyon verimi de gz Oniinde bulundurularak
karsilagtiritlmasina dayanir. QRT-PZR ile elde edilen veriler, biyolojik olarak anlamli hale
getirilmesi amaciyla normalize edilmistir. Normalizasyon islemi ig¢in, ekspresyon
seviyelerinin tiim test gruplarinda sabit oldugu kabul edilen 16S referans geni kullanildi.
Hedef genlerin ifade seviyeleri; referans gen olarak kullanilan 16S geninin her bir 6rnek

grubundaki ifade seviyeleri ile oranlanarak normalize edildi.

4.3.4.2. 2MCt(Livak) Metodu

2-2Ct metodunu kullanmadan 6nce, hedef ve referans genin amplifikasyon verimliliklerini

belirleyerek varsayimlari dogrulamak esastir. Tiim genlerin % 100'e yakin amplifikasyon
verimliligine sahip oldugu belirlendikten sonra, normalize edilmis 6rnek gruplarindaki
genlerin ifade seviyelerinin kat farkinin hesaplanmasi igin asagida verilen 2"24Ct yontemi

kullanildi (141).

2—AACt _ o(Ctx-Ctr)p — (Ctx - CtR)T

Ctx : Hedef genin ortalama Ct degeri
Ctr : Referans genin ortalama Ct degeri
K: Kontrol grubu (dogal tip sus grubu)

T: Test grubu (mutant sus gruplari)
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44. SALMONELLA’DA CsgD REGULASYONUNUN AI-2 AKTIiVITESINE
ETKILERININ BELIRLENMESI

4.4.1. SUSLARDAN SUPERNATANT ELDESI

QS sinyalizasyon siirecinde rol alan otoindiiktér molekiilleri, hiicreler tarafindan dis ortama
salgilanmaktadir. Deney kapsaminda, Salmonella test suslarinin sentezledigi Al-2
molekiillerinin elde edilmesi amaciyla, bakteri hiicrelerinden arindirilmis siipernatant
ornekleri kullanildi. Bu amagla; csgD geni bakimindan mutant ve dogal tip Salmonella
suslar1 LB s1v1 besiyerine % 1 oraninda inokiile edilerek 37 °C’de ¢alkalamali kosullarda
(200 rpm/dakika) eksponansiyel fazin ortalarina kadar (ODsos 0.3-0.5) inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra test edilecek olan suslardan 1.5 mL alinarak steril mikrosantrifii]
tiiplerine aktarildi ve 3000 rpm‘de 60 dakika santrifiij uygulamasi ile hiicreler ¢oktiiriildii.
Hiicrelerin tamamen uzaklastirilmasi amaci ile slipernatant, 0.22 pm por ¢apl filtrelerden
gegirilerek steril bir baska mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Suslardan toplanan silipernatantlar

otoindiiktor aktivitesi analizine kadar -20 °C’de muhafaza edildi.
4.4.2. SUSLARIN AI-2 AKTIVITESININ BELIRLENMESI

Kontrol sus V. harveyi BB170, otoindiiktor biyoanaliz besiyerine (AB Broth) % 1 oraninda
inokiile edilerek 175 rpm calkalamali kosullarda 30 °C’de 18 saat inkiibe edildi. Ardindan
bir gecelik aktif V. harveyi BB170 kiiltiirii steril AB besiyerinde 1:5000 oraninda diliie edildi
ve 96 kuyulu polistiren mikrodiliisyon plaklarina 90 pL hacimde dagitildi. Calismada
kullanilan Salmonella suslarinin otoindiiktdr aktivitesinin belirlenmesi igin, bir onceki
asamada hazirlanan siipernatantlardan 10 pL alinarak V. harveyi BB170 susunun iizerine
aktarildi. Kontrol kuyularina ise 10 L. AB Broth eklendi ve 30 °C’de 200 rpm’de 4 saat
boyunca inkiibasyona birakildi. Her saat bas1 mikroplaka okuyucuda (Perkin-Elmer Victor
V3) luminometrik dl¢limler ile okumalar gergeklestirildi. Suslarin otoindiiktor-2 aktiviteleri
stipernatant i¢eren ornek kuyularindan elde edilen okumalarin yalnizca AB Broth eklenen
kontrol kuyularindan elde edilen okumalara oranlanmasi ile ytlizde (%) kat degisimi olarak

hesaplandi. Hesaplama i¢in, asagida verilen denklemden yararlanildi (142).

Yiizde kat degisimi (%) = (stipernatant kuyular / kontrol kuyular1) x 100
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5. ISTATISTiKi ANALIiZLER

Tim istatistiki analizler, GraphPad Prism (siirim 9.2) Windows paketi kullanilarak
gerceklestirildi. Gen ifadesi ve AI-2 aktivitesi analizlerinde anlamli farkliliklari
degerlendirmek amaciyla Mann-Whitney testi kullanildi ve p<0.05 degeri istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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6. ARASTIRMA BULGULARI
6.1. csgD GENININ pBAD24 VEKTORUNE KLONLANMASI
6.1.1. GENOMIK DNA iZOLASYONU VE csgD GENININ AMPLIFIKASYONU

csgD geninin PZR ile ¢cogaltilmasi i¢in ihtiya¢ duyulan kalip genomik DNA (gDNA), dogal
tip S. Typhimurium 14028 susundan izole edilerek % 1°lik agaroz jelde 100 V sabit elektrik
akiminda 1 saat elektroforez islemi gerceklestirildi. Siire sonunda gDNA’nin ¢aligsmalarda
kullanilabilecek saflikta elde edildigi, UV 151k altinda goriintiilenerek kontrol edildi (Sekil
6.1.).

GeneRuler 1 kb DNA Ladder

gDNA

10000
8000
6000
5000
4000
3500
3000
2500
— 2000
ol — 1500

b — 1000
— 750
— 500

NS

— 250

Sekil 6.1. S. Typhimurium 14028 genomik DNA’sinin agaroz jel goriintiisii. Kuyu 1, 1 kb
DNA Ladder (Thermo Scientific, #SM0311); kuyu 2-3, S. Typhimurium 14028 genomik
DNA’s1 (>10 kb) icermektedir.

S. Typhimurium 14028 susundan izole edilen gDNA kullanilarak csgD geninin acgik okuma
cercevesi PZR ile ¢ogaltildi. EcoRI ve Pstl RE enzim kesim bolgelerinin de dahil edildigi
primerler ile 671 bg biiyiikliigiinde PZR {iriinii elde edildi. Elde edilen csgD PZR iiriini,
saflagtirma sonrasi, Sekil 6.2.’de gosterildigi lizere, olusturacagi fragment biiytikliigl bilinen

EcoRV RE enzimi ile tek bir bolgeden kesilerek dogrulandi.
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Sekil 6.2. csgD PZR iirlinliniin EcoRV enzimi ile kesilmesi sonucu meydana gelen DNA
fragmentlerinin biiytikliikleri. EcoRV enzimi, toplam uzunlugu 671 bg¢ olan csgD PZR
iriiniinii tek bir bolgeden keserek 514 bg ve 157 b¢ olmak tizere iki DNA fragmenti meydana
getirir.

Elde edilen kesim iiriinleri, agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra DNA fragmentlerinin
biiytikliikleri UV 151k altinda 514 bg ve 157 bg olmak tizere gosterildi. Sekil 6.3.’de verilen

agaroz jel goriintlisii, EcoRV enzimi ile tek bir bolgeden kesilen csgD PZR iiriiniiniin

amplifikasyonunu dogrulamaktadir.
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GeneRuler 100 bp
Plus DNA Ladder
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1500
~ 1200
1000
— 900
— 800
— Q0
= Bl
— 500
o — 400

:
i
{

csgD
(671 bg)

It

= 300
— 200

— 10K

Sekil 6.3. csgD geni PZR iirliniiniin agaroz jel goriintiisii. Kuyu 1, 100 b¢ Plus DNA Ladder
(Thermo Scientific #SM0321); kuyu 2, csgD geni PZR {iriiniiniin EcoRV RE enzim kesim
tiriinleri (514 ve 157 bg); kuyu 3, csgD geni PZR {iriinii (671 bg).

6.1.2. PLAZMID DNA iZOLASYONU
Gen klonlamasi ¢alismalarinda kullanilmasi amaciyla, S. Typhimurium MZ1629 susundan
pBAD24 plazmidinin izolasyonu gerceklestirildi. Molekiiler biiytikliigii 4542 bg¢ olan

plazmid DNA’lar, tek bir bolgeden kestigi bilinen EcoRV RE enzimiyle kesilerek agaroz
jelde dogrusal formda gosterildi (Sekil 6.4.).
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pBAD24
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Sekil 6.4. pPBAD24 plazmidinin agaroz jel goriintiisii. Kuyu 1, 1 kb DNA Ladder; kuyu 2,
pBAD24 plazmidi; kuyu 3, pBAD24 plazmidinin dogrusal formunu (4.5 kb) icermektedir.

6.1.3. RE ENZIM KESIM REAKSIiYONLARI

Dairesel formda bulunan saflastirilmig saf pPBAD24 vektorii ile saflastirilmis csgD geni PZR
irlinli yapiskan ug¢ olusturmalar1 i¢in EcoRI ve Pstl enzimleri ile kesime tabi tutuldu.
pBAD24 vektoriiniin ¢coklu kesim bolgesinde yer alan EcoRI ve Pstl enzim kesim bolgeleri
arasindaki uzaklik yalnizca 42 bg¢ olmasi nedeniyle kesim sonucu agaroz jelde 4.5 kb
biiyiikliigiinde tek bir bant olarak lineer halde gériintiilendi. ikili kesim sonras1 csgD gen
irlinii ise sadece ug bolgelerinde RE kesim dizisini igerdiginden agaroz jelde yaklasik 665

be biiytikliigiinde bir bant olarak goriintiilendi (Sekil 6.5.).
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Sekil 6.5. pPBAD24 plazmid vektorii ve csgD geninin ikili RE enzim kesimi agaroz jel
goriintiisii. Kuyu 1, 1 kb DNA Ladder; kuyu 2, pBAD24 plazmidi; kuyu 3, csgD geninin
EcoRI ve Pstl enzimleri ile kesim {irlinli; kuyu 4, pBAD24 plazmidinin EcoRI ve Pstl
enzimleri ile kesim iirliniinii icermektedir.

6.2. csgD GENINI IFADE EDEN S. TYPHIMURIUM 14028 SUSUN ELDESI
6.2.1. REKOMBINANT PLAZMIDIiN ELEKTROPORASYONU

Ligasyon reaksiyonu ile elde edilen rekombinant plazmid (pBAD24+csgD),
elektrokompetan hale getirilen S. Typhimurium 140284csgD hiicrelerine elektroporasyon
cihazi yardimiyla aktarildi. Calismada kullanilan pBAD24 vektorii ampisilin, S.
Typhimurium 140284csgD susu ise kanamisin direngliligi tagimasi nedeni ile se¢ici besiyeri
olarak kanamisin (75 pg/mL) ve ampisilin (100 pg/mL) iceren LB agar kullanildi. Secici
besiyeri ylizeyinde iiredigi gézlenen kolonilerden (Sekil 6.6.) rastgele se¢im yapilarak koloni

PZR gerceklestirildi.
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Sekil 6.6. S. Typhimurium 140284csgD susuna ligasyon iriinlerinin (csgD genini igeren
pBAD24 vektorii) transformasyonu ile elde edilen kolonilerin segici antibiyotik iceren LB
agar ortaminda gelisimi.

Gergeklestirilen koloni PZR sonucu, 874 bg biiyiikliigiinde iiriin elde edilen kolonilerin
transformant hiicreler oldugu belirlendi. pBAD24 plazmidine 06zgii primerler ile
gerceklestirilen PZR sonucu hedef geni icermeyen pBAD24 plazmidleri 209 bg iiriin
olustururken, rekombinant plazmidlerde bu iiriine hedef genin (csgD) biytikligii (665 bg)
dahil edildiginden 874 bg¢ biiyiikliigiinde {iriin meydana getirmesi beklendi. Tranformant
kolonilerin vektor spesifik primerler kullanilarak se¢iliminin yapildigi bu islemler Sekil

6.7.’de Ozetlenmistir.
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Sekil 6.7. Koloni PZR ile hedef geni iceren transformant kolonilerin belirlenmesi. pPBAD24
vektoriine 0zgli primerlerle gerceklestirilen koloni PZR sonucunda, csgD geninin
insersiyonu ger¢eklesmemis olan pBAD24 vektoriinli igeren negatif koloniler 209 bg
biiytikliigiinde iiriin meydana getirir. csgD geninin insersiyonu gerg¢eklesmis olan pozitif
koloniler ise 665 bg biiyiikliigiinde olan csgD geninin amplifikasyonu ile birlikte 874 bg
biiytikliigiinde iirlin meydana getirir.

Koloni PZR firiinleri, biiyiikliiklerinin belirlenmesi amaci ile agaroz jelde yiiriitiilerek
goriintiilendi (Sekil 6.8.). Rekombinant plazmidi (pBAD24+csgD) igeren transformant
koloniler daha 6nce belirtildigi gibi 874 b¢ uzunlugunda iiriin olustururken sadece pBAD24
plazmidini igeren koloniler 209 bg¢ biiyiikliigiinde PZR iiriinii olusturdu. Agaroz jel

goriintilisli esas alinarak, pozitif oldugu belirlenen kolonilerin se¢ilimi gergeklestirildi.
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Sekil 6.8. Koloni PZR {iriinlerinin agaroz jel goriintiisii. Kuyu 1, 100 b¢ Plus DNA Ladder;
kuyu 2 ve 4, transformant olmayan kolonilerin PZR iiriinleri; kuyu 3, transformant
kolonilerin PZR iiriinii.

6.2.2. REKOMBINANT PLAZMIDLERIN iZOLASYONU VE DOGRULANMASI

Koloni PZR ile hedef geni icerdigi belirlenen transformant hiicrelerden High Pure Plasmid
Isolation (Roche, USA) kitinin protokolii izlenerek plazmid izolasyonu gergeklestirildi.
Ardindan hem pBAD24 plazmidinde hem de hedef gen dizisinde olmak iizere sadece iki
bolgede kesim yaptigi bilinen EcoRV RE enzimi ile kesilerek rekombinant plazmidin
(pBAD24+csgD) varligi dogrulandi. pPBAD24 plazmidi ve c¢sgD gen dizisinde yer alan
EcoRV enzim kesim bolgeleri ve kesim reaksiyonu sonucu olusan DNA fragmentlerinin

molekiiler biiyiikliikleri Sekil 6.9.’da gdsterilmistir.
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Sekil 6.9. csgD PZR firiiniliniin pBAD24 plazmidine insersiyonu ile elde edilen rekombinant
plazmidin EcoRV enzimi ile kesilmesi sonucu olusan DNA fragmentleri. Kesim {iriinlerinin
gorsellestirilmesi i¢cin SnapGene 5.3 (https://www.snapgene.com) hizmetinden yararlanildi.

Molekiiler biiytikliigi 5165 olan rekombinant plazmid (pBAD24+csgD), hem pBAD24
plazmidinde hem de hedef gen dizisinde kesim yaptig1 bilinen EcoRV enzimi ile kesilerek
1077 bg ve 4088 bg kesim iirlinleri elde edildi. Kesim {iriinlerinin molekiiler biiyiikitigii
agaroz jelde gosterildi (Sekil 6.10.). Rekombinant plazmidin csgD gen bolgesini igerdigi
dogrulandiktan sonra transformantlarin (S. Typhimurium MN1630 susu) ¢alisma ve stok

kiltiirleri olusturuldu.
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Sekil 6.10. Segilen kolonilerden izole edilen plazmid DNA’s1 ve EcoRV enzim kesim
iiriinlerinin agaroz jel goriintlisii. Kuyu 1, 1 kb DNA Ladder; kuyu 2 ve 4, rekombinant
plazmid DNA’nin (pBAD24+csgD) EcoRV enzim kesim iiriinleri; kuyu 3 ve 5, rekombinant
plazmid DNA.

6.3. SALMONELLA SUSLARININ AI-2 AKTIVITESININ BELIRLENMESI

csgD geni bakimindan mutant ve dogal tip Salmonella suslarinin bagil AI-2 aktivitesi, 4 saat
stire ile luminometrik olarak 6l¢iildii. Kontrol susu olan V. harveyi BB170 varliginda tiim
suslardan elde edilen siipernatantlarin igerdigi AI-2 miktari, yiizde (%) kat degisimi olarak
hesaplandi ve Sekil 6.11.’de verilen siitun grafigi halinde gorsellestirildi. Hesaplamalar,
siipernatant iceren drnek kuyularindan elde edilen okumalarin AB Broth eklenen kontrol
kuyularindan elde edilen okumalara oranlanmasi ile elde edilmistir. Istatistiksel analizler
GraphPad Prism (stirim 9.2) Windows paketi kullanilarak gerceklestirildi. Gruplar
arasindaki anlamli farkliliklar1 hesaplamak i¢in Mann-Whitney testi kullanildi ve p<0.05

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Sekil 6.11. Salmonella suslariin 4 saatlik bagil AI-2 aktivitesi. Luminometrik 6l¢iimler, V.
harveyi BB170 raportor susun 4 saat (sa) inkiibasyonu ile farkli zaman noktalarinda (1, 2, 3
ve 4 sa) elde edilmistir. Hata cubuklari, li¢c bagimsiz tekrara dayali standart sapmalari
gostermektedir ve * sembolii, p<0.05, anlaml1 fark derecesini temsil etmektedir.

Dogal tip (WT) S. Typhimurium 14028 susu, 4 saat siire boyunca biiyiik 6l¢tide sabit bir Al-
2 aktivitesi gosterdi. Dogal tip sus ile karsilastirildiginda, csgD geninin asir1 eksprese
edildigi susta (MN1630), AI-2 aktivitesinin énemli dl¢iide (p<0.05) arttig1 goriildi. Sekil
6.11., bu artisin Ozellikle 3 saatten sonra hizlandigin1 gostermektedir. Ancak csgD geni

bakimindan mutant susun (140284csgD), Al-2 aktivitesinde dnemli 6l¢iide bir artis veya

diisiis gortilmedi.

6.4. CsgD REGULASYONUNA BAGLI OLARAK QS ILiSKiLi GENLERIN
iFADE DUZEYLERINDEKI DEGiSIMLERIN BELIRLENMESI

Dogal tip 14028, 140284csgD ve MN1630 Salmonella suslarinda arastirilan csrB, csrC,
micA, ryeE sSRNA'larin ve AI-2 molekiillerinin hiicre i¢gine aliminda gorevli IsrA4, IsrK, IsrR
genlerinin ifadelerindeki farkliligi belirleyebilmek amaciyla yapilan qRT-PZR denemeleri
icin ilk agamada tiim suslardan toplam RNA izolasyonu gerceklestirildi ve safliklar1 agaroz
jel elektroforezi ile kontrol edildi (Sekil 6.12.). Ardindan, izole edilen RNA’lardan cDNA
sentezi gerceklestirildi ve qRT-PZR denemelerinde kullanildi.
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Sekil 6.12. Salmonella suslarindan izole edilen toplam RNA’larin agaroz jel goriintiisii.
Kuyu 1, 1 kb DNA Ladder; kuyu 2, §. Typhimurium 14028 toplam RNA; kuyu 3, S.
Typhimurium 140284csgD toplam RNA; kuyu 4, MN1630 toplam RNA.

gRT-PZR sonuglarinin analizinde kullanilan kantifikasyon i¢in, primerlerin amplifikasyon
verimlilikleri belirlendi. Dogal tip susun cDNA’sinin seri diliisyonlari ile her primer ¢iftinin
Ct degerleri kalibrator olarak kullanildi ve amplifikasyon verimlilikleri (Cizelge 6.1.)
belirlendi. Sekil 6.13.’de olusturulan reaksiyonun amplifikasyon egrileri, standart egrisi,

erime egrileri ve erime pikleri gosterilmistir.
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Sekil 6.13. qRT-PZR denemelerinde gerceklestirilen standardizasyon isleminin sonuglari. a)
amplifikasyon egrileri, b) erime egrileri, c) standart egri, d) erime pikleri. NK, negatif
kontrol.

Cizelge 6.1. qRT-PZR denemelerinde kullanilan primer ¢iftlerinin amplifikasyon

verimlilikleri

Gen Ad1 Verimlilik (E) Verimlilik Yiizdesi (%)
csgD 2.042 104.2
csrB 2.192 115.3
csrC 2.153 119.2
micA 2.006 100.5
ryeE 2.007 100.7
IsrA 2.094 109.4
IsrK 1.954 95.3
IsrR 2.206 120.6
168 2.128 112.8
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Amplifikasyon verimliliginin belirlenmesinin ardindan Livak metodu kullanilarak dogal tip
ve mutant Salmonella suslarinda arastirllan sRNA'larin ifade seviyelerinin kat farki

hesaplandi (Cizelge 6.2.).

Cizelge 6.2. Salmonella suslarinda arastirilan sSRNA'larin ifade seviyelerinin normalize
edilmis kat farki

csgD micA csrB csrC ryeE
WT 14028 0,075 1 1 1 1
140284csgD 1 4629,583 | 2775,118 | 3843,842 7074,112

pBAD24::csgD 1067,485 158,683 403,568 136,082 239,963

Test gruplari arasinda yukar1 veya asagi regiile edilen genleri belirlemek amaciyla normalize
edilmis kat farki verileri kullanilarak logaritma 2 (log2) tabanina gore kat degisimleri

belirlenmistir (Cizelge 6.3.).

Cizelge 6.3. Salmonella suslarinda arastiritlan sSRNA'larin normalize edilmis gen ifade
seviyelerinin log2 tabanindaki degerleri

csgD micA csrB csrC ryeE
WT 14028 0 0 0 0 0
140284csgD -3,728 12,177 11,438 11,908 12,788
pBAD24::csgD 10,060 7,310 8,657 7,088 7,907

Cizelge 6.2. ve Cizelge 6.3.°de belirtilen suslar siras1 ile WT 14028, dogal tip S.
Typhimurium; 140284csgD, csgD geni bakimindan mutant S. Typhimurium;
pBAD24::¢csgD, csgD genini asir1 eksprese eden pBAD24 plazmidini igeren S. Typhimurium
MN1630 kodlu susu temsil etmektedir. Gen ifadelerindeki kat degisimi, dogal tip susa
kiyasla belirlenmis olup Sekil 6.14.’de grafiksel olarak gdsterilmistir.
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Sekil 6.14. Salmonella suslarinda arastirilan genlerin dogal tip susa kiyasla log2 kat degisim
grafigi. Hata ¢ubuklari, ortalamanin standart hatasin1 (SEM) gosterir. Onemli dlgiide farkli
olan AACt degerlerini belirtmek {izere *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 sembolleri
kullanilmustir.

Dogal tip susa kiyasla, csgD genini asir1 ifade eden Sal/monellla susunda csgD ifadesinin
onemli Ol¢iide (*p<0.05) artisinin saglandig1 Sekil 6.14.’de gosterilmistir. csgD geninin asiri
ifade edilmesi, QS iliskili SRNA genlerinin (micA, csrB, csrC ve ryeE) istatistiki olarak
anlaml seviyelerde artisina neden olmustur. Benzer bir sekilde, csgD geni yoklugunda,
sRNA genlerinin ifade diizeylerinin 6nemli derecede (p<0.001) artis gosterdigi
belirlenmistir. Sonuglar, Salmonella‘da csgD’nin asir1 veya diisiik ekspresyonunun
arastirilan QS iliskili sRNA’larin ifade seviyelerinin pozitif yonde regiilasyonunu

sagladigina isaret etmektedir.

MNI1630 susunda csgD ifadesi, BAD promotorunu en yliksek diizeyde tesvik ettigini
belirledigimiz % 0.1 oraninda L-arabinoz lavesi ile indiiklenmistir. Arabinoz
konsantrasyonunun test gruplarinda aragtirilan sRNA'lar ve csgD ifadesi iizerindeki etkisi
belirlenmis olup normalize edilmis kat fark: verileri kullanilarak log2 tabanina gore kat
degisimleri hesaplanmistir (Cizelge 6.4.). Gen ifadelerindeki kat degisimi Sekil 6.15.’de

grafiksel olarak gosterilmistir.
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Cizelge 6.4. Arabinoz konsantrasyonuna bagli olarak test gruplarinda arastirilan SRNA'lar
ve csgD ifade seviyelerinin log2 kat degisimleri.

csgD micA csrB csrC ryeE
140284csgD Ara (-) -3,728 12,177 11,438 11,908 12,788
140284csgD Ara (% 0.1) -3,200 7,410 9,425 8,065 6,055
pBAD24::csgD Ara (-) 5,950 7,698 9,130 7,477 4,480
pBAD24::csgD Ara (% 0.1) 10,060 7,310 8,657 7,088 7,907
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Sekil 6.15. Arabinoz varliginda ve yoklugunda Salmonella suslarinda arastirilan genlerin
log2 kat degisim grafigi. Hata ¢ubuklari, ortalamanin standart hatasin1 (SEM) gdosterir. Test
gruplar1 arasinda onemli Ol¢lide farkli olan AACt degerlerini belirtmek tizere *p<0.05
sembolii kullanilmistir.

Arabinoz konsantrasyonuna bagli olarak yalnizca % 0.1 arabinoz ile indiiklenen
pBAD24::csgD susunda, csgD’nin ifadesi istatistiki olarak anlamli seviyede artmustir.
Aragtirillan diger genlerin ifade seviyeleri, arabinoz konsantrasyonundan énemli derecede
etkilenmemistir. Tiim bu veriler, arabinoz konsantrasyonunun yalnizca csgD ifadesi

tizerinde etkili oldugunu kanitlamaktadir.

csgD gen ifadesinin QS iliskili SRNA'larin ekspresyonu iizerindeki etkisinin belirlenmesinin

ardindan QS sinyalizasyonunu saglayan AI-2 molekiillerinin hiicre i¢ine aliminda goérevli
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IsrA, IsrK ve IsrR genlerinin ekspresyonuna etkisi arastirilmistir. Test gruplari arasinda

yukar1 veya asagi regiile edilen genleri belirlemek amaciyla normalize edilmis kat farki

verileri kullanilarak log2 tabanina gore kat degisimleri belirlenmistir (Cizelge 6.5.).

Cizelge 6.5. Salmonella suslarinda arastirilan AI-2 molekiillerinin hiicre i¢ine aliminda
gorevli genlerin normalize edilmis ifade seviyelerinin log2 tabanindaki degerleri

IsrA IsrK IsrR
WT 14028 0 0 0
140284csgD 7,453 8,318 4,923
pBAD24::csgD 3,290 4,275 0,620

Gen ifadelerindeki kat degisimi, dogal tip susa kiyasla belirlenmis olup Sekil 6.16.’da

grafiksel olarak gosterilmistir.
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Sekil 6.16. Salmonella suslarinda arastirilan Lsr tasima sisteminde gorevli genlerin ifade
diizeylerinin dogal tip susa kiyasla log2 kat degisim grafigi. Hata ¢ubuklari, ortalamanin
standart hatasin1 (SEM) gosterir. Onemli l¢iide farkli olan AACt degerlerini belirtmek iizere
*#p<0.01, ***p<0.001 sembolleri kullanilmistir.

Dogal tip susa kiyasla, csgD geninin asir1 ifade edilmesi, AI-2 molekiillerinin hiicre igine

aliminda gorevli genlerden yalnizca IsrK ifadesi ilizerinde istatistiki olarak anlamli bir artigsa

neden olmustur. csgD geni yoklugunda ise, IsrA, IsrK ve IsrR gen ifade seviyelerinin

tamaminda dnemli derecede artig belirlenmistir.
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7. TARTISMA VE SONUC

Bakteriler, degisen ¢evresel kosullara hizli tepki verme ve uyum saglama amaciyla belirli
gen gruplariin ifadesini koordine etme yetenegine ihtiya¢ duyarlar (139). Gen ifadesinin
kontrolii, transkripsiyon faktorlerinin ve diizenleyici RNA'larin etkilesimini igeren ¢ok
katmanli bir siiretir. Ozellikle hiicrelerin hizli bir tepki vermesi gerektiginde, bu siirece
transkripsiyon sonrasi diizenleyici molekiiller olan sRNA'lar katilir. Baglangigta agirlikli
olarak stres tepkilerini koordine etmeyle iliskilendirilen sSRNA'larin, bakterilerde gelisimsel
stireglerin yani sira, ¢ok hiicreli davranisin kontroliinde de anahtar unsurlar olarak yer aldig:

bilinmektedir (143).

sRNA'larin dahil oldugu riboregiilasyon iizerindeki ilk arastirmalarda, model organizma
olarak patojenik olmayan E. coli suslar1 kullanilmustir. E. coli'de tanimlanan aday genlerin,
genom c¢apinda korunmasinin incelendigi ¢calismalar ise, Salmonella’daki sSRNA'larin biiyiik
boliimiinlin tanimlanmasint beraberinde getirmistir. Genellikle sRNA'larin korunmasi
durumu, sadece genomik konumu ile degil, ayn1 zamanda hem Salmonella hem de E. coli'de
paralel olarak yiiriitiilen birka¢ calismanin gosterdigi ilizere, fizyolojik islevleri ile de
baglantilidir (115,144,145). E. coli'den sonra Gram-negatif bakterilerde sRNA aracili
diizenlemenin en 1iyi karakterize edilmis modeli, Salmonella’dir. S. Typhimurium,
transkripsiyon faktorleri ve sRNA'lar araciligiyla karmasik ¢evresel sinyallerin
entegrasyonunu kolaylastirarak transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi seviyelerde gen
ekspresyonunun koordinasyonunu saglar (146). sRNA'larin  Salmonella’da QS
diizenlemesindeki rolii hala bilinmemekle birlikte, diger bakteri gruplarinda yapilan
caligmalar, bu transkripsiyon sonrasi mekanizmanin 6nemi hakkinda bize fikir vermektedir
(19). Ornegin, daha once de bahsedildigi iizere, Hfq saperonu ve ¢ok sayida sSRNA'nimn V.
cholerae'da QS sistemini kontrol ettigi bilinmektedir. Hfq, SRNA'lar ile QS sisteminin ana
diizenleyicisi olan ~apR mRNA’s1 arasindaki etkilesimlere aracilik eden saperon gorevi
tistlenmektedir (26,147). V. cholerae'da, QS sinyal iletim yolunu diizenleyen dort sSRNA
(Qrr1-4) vardir ve bunlarin ekspresyonu, hiicre popiilasyonunun yogunlugu ile siki bir iligki
icerisindedir (148). V. harveyi’de ise, QS sisteminin ana diizenleyicisi olan /uxR mRNA'sim
etkileyen bes SRNA (Qrr1-5) bulunur ve bunlarin V. cholerae'daki sSRNA'lara benzer bir etki
gosterdikleri bilinmektedir (26,149). Ayrica Lenz ve ark. (2005), V. choleraemin QS

sisteminde sSRNA’larin ek bir diizenleyici olarak gorev aldigini saptamistir. V. cholerae'nin
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VarS/VarA sensor sisteminin (S. Typhimurium’da BarA/SirA olarak adlandirilmaktadir) QS
sinyal iletim yolunu, CsrA ve CsrA'y1 inhibe eden iic SRNA aracilifiyla dolayl olarak
diizenledigi kanitlanmistir. Bu iic SRNA, E. coli'nin CsrB/C adli sRNA'larina benzemekte
olup CsrB/C/D olarak adlandirilmistir. VarS/VarA-CsrA/CstBCD sistemi, QS sistemi ile
Qrr sRNA'larin ifadesini ve dolayistyla tiim QS regiilonunu diizenlemek i¢in birlikte hareket

etmektedir (135).

Bahsedilen ¢alismalar Salmonella'y1 degerlendirmemis olsa da, QS diizenlenmesinde
sRNA'larin oynadigi rollere dair bize ipuglart vermektedir. Karsilastirmali dizi analizlerine
gore, V. cholerae’da bulunan csrB dizisinin baglanma bolgesi, E. coli ve S. Typhimurium’da
bulunan csrB'nin yukar1 akigindaki (upstream) sekansla yalnizca bir baz farklilik
gostermektedir (135). Salmonella’da csrB ve c¢srC’nin transkripsiyonu, BarA/SirA sistemi
tarafindan kontrol edilir. Fosforile SirA, transkripsiyonel seviyede csrB/C'yi aktive eder.
Artan csrB/C seviyesi, CsrA proteininin aktivitesini inhibe eder. CsrA aktivitesinin
azalmasi, FIhDC ve HilA proteinleri gibi biyofilm olusumunu olumsuz etkileyen faktorlerin
ifadelerinde azalmaya neden olarak, biyofilm olusumunu destekler (74,150). Max ve ark.
(2006), Salmonella’da sirA'min diizenlenmesini etkileyen genleri belirlemek igin bir
transpozon mutagenez stratejisi kullanmiglardir. cya veya crp'nin sird'yr diizenledigi
hipotezini test etmek i¢in cya ve crp mutasyonlarini igeren Salmonella suslarinda, sirA-
lacZY translasyonel flizyon ifadesinin X-gal igeren agar plaklar1 {izerinde 6nemli Olgiide
azaldigin1 belirlemiglerdir. Sonug olarak, sir4 geninin, crp ve cya tarafindan aktive edildigi

gosterilmistir (151) (Sekil 7.1.).
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Sekil 7.1. Salmonella’da crp/cya tarafindan aktive edilen sir4’nin diizenleyici roli. cAMP,

sir4 ve csrA'nin ifadesini crp'ye bagimli bir sekilde kontrol eder. crp, csr4 ekspresyonunu
artirir. csrB ve csrC, CsrA proteininin aktivitesini inhibe eder. Oklar ve diiz bagh oklar
sirastyla pozitif ve negatif etkilesimleri temsil eder. Kesikli oklar ise, etkilesimin dogrudan

veya dolayl olabilecegini gosterir (151).

Ayrica Salmonella’da csrC ifadesi, lireme kosullarina bagl olarak CRP-cAMP tarafindan
diizenlenir. Bu diizenleme, duragan ve logaritmik biiyiime fazinda farkli sonuglar dogurur.
csrC, logaritmik fazda, SirA’dan bagimsiz bir yolakta baskilanirken, duragan fazda
indiiklenir (152). CRP, adenilat siklaz CyaA tarafindan sentezlenen hiicre ici cAMP'nin
baglanmasi ile metabolik bir sensoér gorevi goren global bir transkripsiyonel regiilatordiir.
CRP-cAMP, DNA'ya baglanmak ve RNA polimeraz ile etkilesime girmek suretiyle,
genellikle transkripsiyonel aktivatdr islev gormektedir (153). cAMP'nin biyofilm
olusumundaki rolii kapsamli bir sekilde calisilmamustir. Calisilan tiim mikroorganizmalar
icin gecerli olmasa da, mevcut veriler biyofilm modiilasyonunda genel olarak olumsuz bir
rol oynadigina isaret etmektedir. CRP-cAMP’nin, S. Typhimurium'da da csgD'nin
transkripsiyonunu baskiladigi ve biyofilm olusumunu engelledigi bilinmektedir (154). CRP-
cAMP'nin aracilik ettigi biyofilm olusumunun altinda yatan mekanizmalar birkag¢ bakteride
1yi arastirilmis olmasina ragmen, c-di-GMP'in diizenleyici yollar ile karsilastirildiginda
hala yeterince anlagilmamistir. Zira, biyofilmlerin ii¢ boyutlu yapisin1 modiile etmek i¢in
Salmonella'daki cAMP seviyesini hangi fizyolojik ve/veya ¢evresel sinyallerin degistirdigi

heniiz acikliga kavusturulmamistir (155,156). cAMP'nin diizenleyici gorevinin genellikle
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dolayli bir etkiyle iligkili olmasi dikkate alinacak olursa, ilerleyen zamanlarda etkiledigi

sRNA havuzunun artmasi kaginilmaz olacaktir.

CsrB/C’nin biyofilm olusumundaki rollerinin daha detayli olarak incelendigi Bak ve ark.
(2015) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, E. coli’de bulunan 99 ayr1 sSRNA'y1 asir1 ifade
eden bir plazmid koleksiyonu olusturularak biyofilm olusumu ve ilgili fenotipler iizerindeki
etkileri arastirilmistir. Calisma sonucunda, bu hiicresel siirecleri onemli 6l¢iide etkileyen 33
sRNA tanimlanmistir. Bu sRNA'lar arasinda yer alan CsrB’nin asir1 ifadesinin csgD-lacZ
translasyon fiizyonunun ifadesini 6nemli 6l¢iide (>1.5 kat) diislirdiigli gézlenmistir. Ancak
aynt calismada, CsrB/C’nin hem biyofilm hem de kivrimli fimbriya olusumunu
destekledikleri belirtilmistir (105). Bu durumda, csgD ekspresyonunun baskilanmasinin,
kivrimli fimbriya olusumunu inhibe etmek icin yeterli olmadig1 ve baska bir diizenleyici

katmanin bu siirecte yer aldig fikri 6ne siiriilmiistiir.

Bizim ¢alismamiz sonucunda, ¢sgD regiilasyonunun CsrB ve CsrC isimli her iki SRNA'nin
ekspresyon seviyelerinde onemli miktarda artisina neden oldugunu belirledik. csgD
bakimindan mutant Salmonella susunda, csrB'nin log2 kat degisimi, dogal tip susa gore 11.4
kat daha ytiiksek iken, cs¥C'nin ifadesi 11.9 kat daha yiiksekti. csgD’nin asir1 ifade edildigi
susta ise, csrB'nin log2 kat degisimi, dogal tip susa gore 8.6 kat, cs¥Cnin ifadesi 7 kat daha
yiiksekti. Yukarida bahsedilen ¢aligmalar ile bizim sonuglarimiz birlikte ele alinacak olursa,
CsgD regiilasyonunun dolayli olarak CsrA aktivitesinin azalmasina neden oldugunu
sOyleyebiliriz. Ciinkii CsgD regiilasyonuna bagli olarak hiicrede cs»B/C ifadesinin artmasi,
daha once bahsedildigi lizere CsrA aktivitesinin azalmasi ile sonuglanacaktir. Diger yandan
csgD bakimindan mutant Salmonella susunda, csrB/C adli sSRNA'larin ¢ok daha yiiksek
seviyede artisinin gergeklestigini belirledik. Bu durum, ¢ok daha fazla CsrA proteininin
etkilerinin antagonize edilmesini saglayacaktir. CsrA, yalnizca hiicre hareketliligini degil,
ayn1 zamanda Salmonella'nin degisen ortamlara uyum saglamasi i¢in 6énemli olan bir dizi
hiicresel siireci de kontrol eder (157). Ozellikle, kolonizasyon ve biyofilm olusumu icin
gerekli fimbriyalarin segici ekspresyonunda rol oynayarak Salmonella'nmin patogenez
stirecini 6nemli 6l¢iide diizenler (150). Jonas ve ark. (2009) tarafindan gerceklestirilen bir
calismada, CsrA’nin, flagella fonksiyonunu ve biyofilm matriks bilesenlerinin iiretimini
kontrol eden c-di-GMP'ye 6zgii fosfodiesterazlari dogrudan diizenledigi bildirilmistir. Ayn
zamanda FIhDC/FliA flagella kaskadinin, EAL benzeri bir protein olan STM1344
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araciligiyla CsrA tarafindan dolayli olarak diizenlendigini gostermislerdir. CsrA,
STM1344"in ekspresyonunu dogrudan asagi regiile etmektedir (157). Simm ve ark. (2009)
ise, STM1344'tin CsgD ekspresyonunu pozitif ve hiicre hareketliligini negatif olarak
diizenledigini bildirmiglerdir (158). Bahsedilen ¢alismalar, Sekil 7.2.’de gosterildigi lizere
CsgD ile CsrA arasindaki iliskiyi 6zetlemektedir. Calismamiz sonucu elde ettigimiz veriler
bu iliski agia dahil edilmis olup, CsgD ile CsrA’nin birbirleri iizerinde bir negatif etkiye

sahip olduklar1 goriisiinii destekler nitelikte bir sonug ortaya ¢ikmaktadir.

o —  csrB/C
Iy

Hiicre Hareketliligi Biyofilm Olusumu

Sekil 7.2. CsgD ile CsrA arasindaki iliskinin Sa/monella’daki hiicresel siireglere etkileri.
Oklar ve diiz bagh oklar sirasiyla pozitif ve negatif etkilesimleri temsil eder. Kesikli oklar
ise, etkilesimin dogrudan veya dolayli olabilecegini gosterir. Caligmamizdan elde edilen
bulgular, kirmizi ok kullanilarak var olan diizenleyici aga dahil edilmistir.

Ek olarak csr4 bakimindan mutant S. Typhimurium suslari, beklendigi gibi artan tutunma
veya rdar morfotip ifadesi gostermez. Bunun yerine mukoid ve piirlizsiiz bir koloni
goriinlimiine sahiptirler (74). Bu veriler, ¢calismamiz bulgularindan hareketle yaptigimiz
CsgD ile CsrA’nin birbirleri iizerinde bir negatif etkiye sahip oldugu yorumunu dogrular

niteliktedir.

Salmonella ile iligkili olan E. coli tiirlinde, QS sisteminde rol oynayan sRNA'lar iizerine bazi
on calismalar mevcuttur. Ornegin, Al-2 sentezini saglayan /uxS mRNA’nin, CRP-cAMP
tarafindan aktive edilen RyeE adinda bir sSRNA tarafindan baskilandig1 bilinmektedir (28).
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cAMP, glikoz gibi hizla metabolize olabilen karbon kaynaklarinin yoklugunda birikir ve
transkripsiyon faktorii CRP'nin bir indiikleyicisi olarak gorev yapar. CRP-cAMP, AI-2’nin
hiicre i¢ine aliminda gerekli olan s operonunu da aktive eder. Bu nedenle, E. coli'de hem
Al-2 sentezi hem de AI-2 tespiti, karbon kaynagi mevcudiyetine gii¢lii bir sekilde baglidir
(128). Ayrica E. coli’de, ryeE'nin asir1 ifadesinin kivrimli fimbriya sentezini azaltarak
biyofilm olusumunda negatif bir rolii oldugu goézlenmistir (110). RyeE’nin E. coli’de
tanimlanmig olan diger 6nemli hedefleri arasinda, alternatif sigma faktorii »poS ve dis zar
porini ompX mRNA yer alir. ryeE’nin asir1 ifadesinin rpoS ekspresyonunu asagi regiile

ettigi, ompX mRNA'sinin ise degradasyonunu destekledigi bilinmektedir (159,160).

RyeE’ye benzer bir sekilde MicA isimli SRNA’nin da QS iliskili oldugu bilinmektedir. Kint
ve ark.’lart (2010), /uxS geni bakimindan mutant S. Typhimurium suslar1 ile
gerceklestirdikleri bir ¢alismada, biyofilm olusumunun MicA’dan Onemli Olcilide
etkilendigini gostermislerdir. mic4’nin ekspresyon seviyesinde, /uxS mutant suslar ile dogal
tip suslar agisindan karsilagtirildiginda onemli bir farklilik belirlenmistir ve biyofilm
fenotipinin, LuxS'nin yoklugundan ziyade, hiicredeki MicA seviyesine bagli oldugu
belirtilmistir. Ancak MicA'nin, Salmonella biyofilm olusumundaki roliinii tam olarak
aydinlatmak i¢in daha fazla kanita gereksinim vardir (29). Buna ek olarak MicA’nin 6nemli
hedefleri arasinda, dis zar porinleri ompA/X ve tip I fimbriyanin regiilasyonunda rol oynayan
fimB mRNA’s1 yer alir. MicA'nin tanimlanan tiim bu hedefleri iizerinde negatif bir etkisi
oldugu bilinmektedir (155). Udekwu ve ark. (2005) tarafindan belirtildigi lizere micA'nin
baglanma bolgesi, uxSnin kodlama bolgesi ile ortiismemektedir (132). Ancak /uxSmin
kodlama bolgesi, micA ifadesine miidahale eden diger diizenleyici unsurlari icerebilir. Her
iki genetik lokus arasindaki etkilesim mekanizmasini aydinlatmak i¢in hem /uxS hem de
micA promotor bolgeleri ve transkripsiyon ile ilgili daha ileri calismalar gereklidir. Ayrica,
E. coli’de micA’nin asir1 ifadesinin, biyofilm olusumunu hafif bir sekilde baskiladig1 ve tip

I fimbriya olusumunu 6nemli ol¢iide azalttig1 gosterilmistir (105).

Calismamiz kapsaminda, Salmonella’da csgD regiilasyonunun tipki csrB/C gibi, micA ve
ryeE ifadelerinin de ciddi seviyelerde artisina neden oldugunu belirledik. Dogal tip susa
kiyasla, csgD genini asir1 ifade eden Salmonella susunda, micA ve ryeE’nin ifade diizeyleri
yaklasik 7 kat artarken, csgD geni bakimindan mutant susta yaklasik 12 kat artig gosterdi.
Daha once bahsedildigi tlizere, her iki SRNA'nin AI-2 sentezinde gorevli /uxS mRNA's1
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tizerinde negatif bir etkisi oldugu bilinmektedir. Bu sebeple artan micA ve ryeFE ifadesinin,
Al-2 sentezini azaltacagini bekleriz. Ancak ilerleyen boliimde bahsedilecek olan csgD
ifadesinin AI-2 aktivitesine etkilerini belirledigimiz ¢aligma verileri, bu siirecin daha
karmagik bir diizenleme icerdigini diisiindiirmektedir. Cilinkii csgD’nin asir1 ifadesinin
gerceklestigi susta, AI-2 aktivitesinin anlamli seviyede artig gosterdigini belirledik.
Dolayisiyla micA ve ryeE ifadelerinin artmasi, hiicrede AI-2 aktivitesini azaltmaya yeterli
olmamustir. Bu siiregte, transkripsiyon faktorleri veya heniiz tanimlanmamis QS iliskili

sRNA’lar rol oynuyor olabilir.

Ozetle, bu calismada arastirilan sSRNA'larin (MicA, CsrB/C ve RyeE) tiimii, csgD ifadesine
bagl olarak yukari dogru diizenlenmistir. Calismay1 bilime katkisi ve uygulanabilirligi
acisindan degerlendirecek olursak; csgD, Ozellikle biyofilm olusumu ve QS iliskili olan
Salmonella'daki 4 ayr1 sSRNA {izerinde pozitif bir transkripsiyonel diizenleyici role sahiptir.
Ayrica bu sSRNA’larm, biyofilm olusumu ve QS iliskili olmalarinin yani sira, birden fazla
mRNA hedeflerine sahip olmalar1 (Cizelge 7.1.) ve diger bir¢cok yolakta da rol oynadiklari
dikkate alindiginda (Sekil 7.3.), bakterilerde degisik fenotiplerin in vitro modiilasyonunda
kullanilabilecekleri ortaya ¢ikmaktadir.

Cizelge 7.1. Tez ¢alismasinda arastirilan sSRNA'larin bazi 6nemli hedefleri.

sRNA Onemli Hedefleri Referans
MicA luxS, fimB, phoP/Q, ompA/X (29,161-163)
RyeE luxS, rpoS, ompX (28,159)
CsrB/C CsrA (164)

Arastirilan SRNA’larin 6nemli hedefleri ile olan etkilesimleri ve hiicresel siire¢lere etkileri

ise Sekil 7.3.’de gdsterilmistir.
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Sekil 7.3. QS iligkili sRNA'larin hedefleri ve hiicredeki fizyolojik etkileri. sRNA'lar,
diizenleyici proteinler ve alternatif sigma faktorii sirasiyla turuncu, mavi ve gri renkte
gosterilmektedir. Kirmiz1 figiir, AI-2 molekiiliinii ve italik yazilar mRNA’lar1 temsil
etmektedir. Mavi renkte gosterilen proteinlerin yer aldigi yolaklar Salmonella ve E. coli
bakterilerine 0zgii iken yesil renkte gdsterilen diizenleyici proteinlerin yer aldigi yolak
yalnizca V. cholerae ile iliskilidir. Oklar ve diiz basli oklar sirasiyla pozitif ve negatif
etkilesimleri temsil eder. Kesikli oklar ise, etkilesimin dogrudan veya dolayli olabilecegini
gosterir (121,146,165).

Bu ¢alismada, S. Typhimurium’da CsgD regiilasyonu ile QS iligkili sSRNA'larin ekspresyonu
arasindaki iliskiyi arastirarak QS ve biyofilm olusumu gibi hiicresel siireglere
entegrasyonunun nasil gerceklestiginin genel hatlar1 belirlenmistir. Bildigimiz kadariyla,
burada sunulan ¢alisma, sSRNA'larin Sa/monella’da CsgD regiilasyonuna bagl olarak QS
diizenlemesindeki rolii ile ilgili ilk ¢alismadir. Calismanin uzun vadeli amaci, burada
sunulan verilerin S. Typhimurium’daki molekiiler biyolojik aglarin tam tanimina katkida
bulunmasidir. Gelecekte bu caligmanin  gelistirilmesi  i¢in  birgok arastirma
gerceklestirilebilir. CsgD’nin, yer aldig1 QS iligkili SRNA regiilasyonunun tam bir resminin
elde edilmesi RNA dizileme ¢alismalart ile miimkiindiir. RNA dizileme teknolojilerinin

azalan maliyetleri ve erisilebilirliginin kolay hale gelmesi, hiicresel diizenleyici aglarla ilgili

daha biiyiik 6l¢ekli veri kiimelerinin iiretilmesiyle sonuglanacaktir ve bu ¢alismada sunulan
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veriler arasindaki baglantiy1 tamamlayacaktir. Bizim ¢alismamizda gergeklestirdigimiz gibi
bakteriyel regiilonlar1 aragtirmak icin mutant suslarin kullanimi yaygin bir uygulamadir,
ancak gen ekspresyonundaki degisiklikler dogrudan veya dolayli bir sekilde
gerceklesmektedir. Bir transkripsiyon faktorii tarafindan dogrudan gen diizenlemesini
dogrulamak i¢in protein-DNA veya protein-mRNA etkilesimlerinin gosterilmesi gereklidir.
Dolayisiyla mutagenez temelli calismalar ve protein baglanma bolgelerini tanimlayan global
caligmalar, diizenleyici aglar i¢indeki dogrudan yollar1 belirlemek i¢in birbirini tamamlayici
olacaktir. Elbette, S. Typhimurium’da QS iligkili SRNA'larin biyofilm olusumunda oynadig:
rolleri aydinlatmak i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir. Bu calisma, arastirilan QS
iligkili sRNA'lar iizerinde CsgD tarafindan dogrudan veya dolayli olarak diizenlenme
mekanizmasinin varligini ortaya ¢ikarmistir. Bununla birlikte, arastirilan sSRNA'lar ile hedef
genleri arasindaki etkilesimin dogrulanmasi, S. Typhimurium'da QS sinyal ileti yolagindaki
veya biyofilm olusumundaki rollerini anlamamiz i¢in gereklidir. Calismamizda, CsgD ile
QS iligkili sRNA'lar arasindaki dogrudan bir etkilesimi dogrulayacak deneysel siire¢
yuriitmedik, ancak CsgD regiilasyonunun arastirilan sSRNA'larin ifadesini 6nemli seviyede
artirdigimi kanitladik. Bu etkilesimin, dogrudan CsgD tarafindan veya CsgD’nin dahil
oldugu bagka bir mekanizma ile meydana gelmesi miimkiindiir. Bu nedenle, sonuglar

dogrulanmay1 beklemektedir.

Calismamizin diger bir basamaginda, CsgD regiilasyonuna bagl olarak S. Typhimurium
tarafindan tiretilen hiicre dis1 AI-2 sinyal faktoriinii saptamak i¢in V. harveyi BB170 raportor
susunu kullandik. V. harveyi BB170 susu, hiicre dis1 ortamda bulunan AI-2 molekiillerinin
varliginda biyoliiminesans (151ma) sergiler (166). Bu 1s1ma miktarinin 6lgiilmesi yoluyla
dogal tip ve mutant S. Typhimurium suslarindaki AI-2 aktivitesini hesapladik. CsgD
regiilasyonunun AI-2 aktivitesine etkilerinin belirlendigi liiminesans denemelerinin
sonuglar1 bize csgD’nin asir1 ifade edildigi susun, en yiiksek bagil AI-2 aktiviteye sahip
oldugunu gosterdi. Dort saatlik inkiibasyon sonunda, bu susun bagil AI-2 aktivitesinde %
277 artis gerceklestigini belirledik. Bu artisin 6zellikle tigiincii saatten itibaren giiclii bir
sekilde ¢ogaldigin1 gbzlemledik. Diger yandan dogal tip ve csgD bakimindan mutant susun
Al-2 aktivitesi birbirlerine olduk¢a yakindi. Bu yakinlik, 4 saatlik inkiibasyon siiresinin
ardindan csgD bakimindan mutant susun % 123 artig gostermesi ile degismistir. Ancak bu

artis istatistiki acidan anlamli bir farklilik olarak degerlendirilmedi.
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CsgD regiilasyonuna bagli olarak AI-2 aktivitelerini belirledigimiz tim Salmonella
sugslarindan istel fazin ortalarinda elde ettigimiz slipernatantlar1 kullandik. .
Typhimurium'da AI-2 iiretimi, orta iistel fazda maksimum konsantrasyona ulasir ve duragan
fazin baslangicinda, bu sinyal, glukoz tiikenmesi ile birlikte ortamdan kaybolmaya baglar
(167). Bu durum, 1 saatlik inkiibasyon sonucunda gergeklestirilen liminometrik 6lgtimiin

kabaca tiim suslarda esdeger miktarda ve yiiksek aktivite gostermesini agiklar.

Sonuglar, S. Typhimurium’da csgD’nin asir1 ifadesinin AI-2 iiretimini etkileyerek tesvik
ettigini diisiindiirebilir. Bu durum anlasilabilirdir. Ciinkii, artan AI-2 aktivitesi dogrudan
veya dolayl olarak biyofilm miktarini artirmaya yonelik bir regiilasyon saglayabilir. E. coli
ile gerceklestirilen ¢alismalar bunun miimkiin oldugunu gostermistir. Ornegin, Andrés ve
ark. (2006), Al-2'nin biyofilm olusumunu artirdigin1 ve hareketliligi uyararak biyofilm
mimarisini etkiledigini gostermislerdir. Ayni c¢alismada, Al-2'nin EPS iiretimini tesvik
ederek biyofilm olusumunu diizenledigi belirtilmistir (168). Ancak, csgD’nin asir1 ifadesinin
AI-2 iiretimini tesvik ettigini kesin bir ifadeyle sdyleyemeyiz. Oyle ki csgD’nin asiri
ifadesinin AI-2’nin hiicre i¢ine alimini olumsuz etkiledigini ve bunun sonucunda var olan
AlI-2 molekiillerinin birikmesine neden oldugunu da diisiinebiliriz. Bu hipotezin test
edilmesi amaciyla, csgD regiilasyonunun, AI-2 sinyal molekiillerinin hiicre tarafindan
taninmasi ve tasinmasinda gorevli olan Lsr tagima sistemi iizerindeki etkilerini qRT-PZR
denemeleri ile belirledik. Lsr tagima sisteminde yer alan Isr4, IsrK ve IsrR genlerinin
ifadelerinin arastirilan test gruplari arasinda normalize edilmis kat farki verileri kullanilarak
log2 tabanina gore kat degisimlerini belirledik. Sonuglar, dogal tip susa kiyasla, csgD’nin
asir1 ekspresyonunun yalnizca IsrK ifadesinin (4.2 kat) artisina neden oldugunu gostermistir.
Ayni zamanda bu susta, daha once belirtildigi tizere, hiicre dis1 AI-2 miktarinin diger suslara
kiyasla en yliksek seviyede oldugunu gozlemledik. LsrK, AI-2 molekiilerinin hiicre i¢ine
alindiktan sonra fosforile edilmesinde gorevlidir. Normal sartlarda bu fosforilasyon, /sr4
ifadesinin de artmasina neden olarak daha fazla AI-2 molekiiliiniin hiicre i¢ine alinmasini
saglar (169). csgD, her ne kadar IsrK ifadesinin artmasina neden olsa da, Isr4 ifadesinin
artisginin gergceklesmemesi bu siiregte bagka bir diizenleyici mekanizmanin var oldugunu
diistindiirmektedir. Sonug olarak csgD, Lsr tagima sisteminde yer alan Is74 ve IsrK genleri
tizerinde beklendigi gibi negatif bir etki yaratmamistir. Dolayisiyla AI-2’nin hiicre disinda
birikmesine neden olmadigi sonucuna varabiliriz. Bu durum, csgD’nin asir

ekspresyonunun, LuxS tarafindan gergeklestirilen AI-2 sentezi lizerinde pozitif bir
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regiilasyona sebep olabilecegi hipotezini giiclendirmektedir. Ote yandan csgD eksikliginin
IsrA, IsrK ve IsrR gen ifade seviyelerinin tamaminin artisina neden oldugunu belirledik.
Daha once bahsedildigi tlizere dogal tip susa kiyasla, csgD geni bakimindan mutant
Salmonella susunun Al-2 aktivitesinde dnemli derecede bir degisiklik belirlemedik. Ayn
susta, IsrA (7.4 kat), IsrK (8.3 kat) ve IsrR (4.9 kat) gen ifadelerinin artisi, AI-2’nin hiicre
icine alimini artirdigina isaret etmektedir. Ancak Is¥R’nin, AI-2 molekiillerinin taginmasi
siirecinde negatif rol oynadigi bilinmektedir. Hiicre disindaki AI-2, LsrA’nin dahil oldugu
sistem aracilifiyla hiicre i¢ine alinarak LsrK tarafindan fosforile edilir. LsrR, fosforile
edilmis AI-2'nin yoklugunda Isr operonunun ekspresyonunu baskilamaktadir. Fosforile
edilmis AI-2, LsrR proteinine baglanarak onu inaktive eder ve Isr operonu ilizerindeki baskiy1
hafifletir (169). LsrR’nin bahsedilen baskilayici etkisi, csgD geni bakimindan mutant
Salmonella susunda AI-2 molekiillerinin hiicre i¢ine alimini azaltmis olabilir. Ancak bu
baskilama, IsrR’ye kiyasla IsrA ve IsrK ifadelerinin daha yliksek seviyede artmalar

sebebiyle kompanse edilmis gibi gériinmektedir.

Sonug olarak, Salmonella’da csgD’nin asir1 ifadesinin AI-2 aktivitesini artirdigi agiktir. Bu
nedenle, biyofilm olusumunun ana regiilatorii olan CsgD’nin QS sinyal ileti yolaginda da
pozitif bir rolii olabilecegini bildiriyoruz. CsgD regiilasyonuna bagli olarak QS iliskili
sRNA’larin (MicA, CsrB/C ve RyeE) ifadelerinin 6nemli seviyelerde artis gostermesi, bu
hipotezimizi desteklemektedir. CsgD’nin biyofilm olusumu, QS iligkili sSRNA'lar ve AI-2
aktivitesi tlizerindeki etkileri, elde ettigimiz veriler dikkate alinarak Sekil 7.4.’de

Ozetlenmistir.
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Sekil 7.4. S. Typhimurium’da CsgD regiilasyonun biyofilm olusumu, QS iliskili sSRNA'lar
ve Al-2 aktivitesi lizerindeki diizenleyici etkileri. CsgD regiilasyonu, arastirdigimiz dort
sRNA (CsrB/C, MicA, RyeE) ve Al-2 aktivitesi iizerinde pozitif bir etkiye sahiptir. Oklar
ve diiz basl oklar sirasiyla pozitif ve negatif etkilesimleri temsil eder. Kesikli oklar ise,
etkilesimin dolayli olabilecegini gosterir. Bu ¢alismadan elde edilen bulgular, kirmiz1 ok
kullanilarak var olan diizenleyici aga dahil edilmistir.

Salmonella’da  CsgD regiilasyonunun oOnemli derecede etkiledigini belirledigimiz
sRNA'larin, AI-2 iretiminde gorevli /uxS operonunun regiilasyonunda da rol aldigini
gosteren calismalarin ortaya ¢ikmasi beklentilerimiz arasindadir. Bu ¢alismalar, hem QS
hem de biyofilm iligkili sRNA'larin belirlenmesini saglamakla birlikte her iki siireg
arasindaki baglantinin SRNA'lar araciliiyla ger¢eklestigini gosterebilir. Diger yandan bu tip
diizenleyici mekanizmalarin aydinlatilmasi, bakteriyel enfeksiyonlar1 oOnlemek veya

azaltmak icin yeni stratejilerin belirlenmesine ve gelistirilmesine yardimci olacaktir.
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Ozet

Biyofilm yapisi, canli veya cansiz bir yiizeye tutunan bakterilerin olusturduklar: toplulugun kendi
tirettikleri polimerik matriks igerisinde paketlenmesi sonucu olusan yasam formu olarak
tanimlanmaktadir. Sahip olduklar1 bu koruyucu tabaka nedeniyle biyofilm bakterileri; ¢esitli ¢evresel
stres kogullar1 ve konak bagisiklik sistemi basta olmak iizere, antibiyotiklere ve dezenfektanlara kars
da daha direncli olmaktadir. Son kanitlar, bakterilerin, biyofilm yapisinin olusumunun ya da hiicrelerin
planktonik formda canliliklarini siirdirmesinin kodlama yapmayan kiigiilk RNA'lar (sRNA'lar)
tarafindan diizenlendigini gostermektedir. Cevresel sinyallere cevap olarak sRNA’lar regiilator
yolaklarda yer alan proteinlerin ifadesini etkileyerek ya da dogrudan biyofilm olusumunda rol alan
proteinleri regiile etmek suretiyle biyofilm olusumunu kontrol etmektedir. Biyofilm olusumu ¢ok sayida
genin regiilasyonunun gerceklestigi kompleks bir siirectir. Bu siiregte hiicrenin biiyiime kosullarina bagh
olarak aktive olan SRNA’lar da hedef genlerin transkripsiyonlarini regiile ederek hiicrenin hayatta kalma
olasiligini artirirlar. sSRNA'lar, transkripsiyon, translasyon ve mRNA stabilitesini hem pozitif hem de
negatif olarak modiile edebilirler. Bu nedenle biyofilm gelisimi sirasinda sRNAlarin rolii gok dnemlidir
ve bu regiilasyonun tam bir resmini elde etmek icin biyofilm biiyiimesi, olgunlasmasi ve dagilmasina
odaklanan ¢aligmalarm Otesine gecilmesi gerekecektir.

Anahtar Kelimeler: Biyofilm, sSRNA, CsgD, Hfq.

Influence of small RNAs on Biofilm Formation Process in Bacteria

Abstract

The biofilm structure is the life form that occurs when a group of bacteria attached to biotic or abiotic
surface is packaged within the polymeric matrix produced by them. Due to this protective layer, biofilm
bacteria are also more resistant to antibiotics and disinfectants, particularly various environmental stress
conditions and the host immune system. Recent evidences suggest that the formation of biofilm structure
or the viability of cells in planktonic form are regulated by non-coding small RNAs (sRNAs). In
response to environmental signals, sSRNAs control biofilm formation by influencing the expression of
proteins in regulatory pathways or directly regulating proteins involved in biofilm formation. Biofilm
formation is a complex process in which a large number of genes are regulated. In this process, activated
sRNAs, depending on the cell's growth conditions, also regulate transcription of target genes, increasing
the likelihood of cell survival. sSRNAs can positively and negatively modulate transcription, translation
and mRNA stability. Therefore, the role of SRNAs during biofilm development is very important, and
to obtain a whole picture of this regulation, studies focusing on biofilm growth, maturation and
dispersion will need to be extended

Keywords: Biofilm, sSRNA, CsgD, Hfq.

ORAL PRESENTATION 254

98



	ETİK BEYAN
	ÖZET
	ABSTRACT
	TEŞEKKÜR
	İÇİNDEKİLER
	ŞEKİLLER DİZİNİ
	ÇİZELGELER DİZİNİ
	SİMGELER DİZİNİ
	1. GİRİŞ
	2. KURAMSAL TEMELLER
	2.1. Salmonella Cinsine Genel Bakış
	2.1.1. Salmonella Cinsinin Sınıflandırılması
	2.1.2. Salmonella Enfeksiyonlarının Patogenezi

	2.2. Bakteriyel Biyofilmler
	2.2.1. Bakteriyel Biyofilmlerin Oluşum Aşamaları
	2.2.2. Salmonella Biyofilmleri
	2.2.2.1. Salmonella Biyofilmlerinin Regülasyonu
	2.2.2.1.1. CsgD
	2.2.2.1.2. c-di-GMP Sinyalizasyonu
	2.2.2.1.3. QS



	2.3. Bakteriyel Küçük RNA’lar
	2.3.1. sRNA’ların Biyofilm Oluşumuna Etkileri
	2.3.2. Quorum sensıng İlişkili sRNA’lar


	3. GEREKÇE VE AMAÇ
	4. MATERYAL ve yöntem
	4.1. Materyal
	4.1.1. Bakteriler ve Plazmid
	4.1.1.1. Gelişme Koşulları

	4.1.2. Besiyerleri ve Çözeltiler
	4.1.3. Primerler

	4.2. Yöntem
	4.2.1. csgD Geninin pBAD24 Vektörüne Klonlanması
	4.2.1.1. Bakteriden Genomik DNA İzolasyonu
	4.2.1.2. csgD Geninin PZR İle Amplifikasyonu
	4.2.1.3. PZR Ürününün RE Enzim Kesim Reaksiyonu İle Doğrulanması
	4.2.1.4. pBAD24 Plazmid DNA’sının İzolasyonu
	4.2.1.5. RE Enzim Kesim Reaksiyonları
	4.2.1.6. Ligasyon

	4.2.2. Rekombinant plazmidin transformasyonu
	4.2.2.1. Elektrokompetan S. Typhimurium 14028ΔcsgD Hücrelerinin Hazırlanması
	4.2.2.2. Rekombinant Plazmidin Elektroporasyonu
	4.2.2.3. Rekombinant Kolonilerin PZR İle Doğrulanması
	4.2.2.4. Rekombinant Plazmidlerin Doğrulanması


	4.3. CsgD regülasyonuna bağlı olarak QS ilişkili genlerin ifade düzeylerindeki değişimlerin belirlenmesi
	4.3.1. Toplam RNA izolasyonu
	4.3.2. cDNA Sentezi
	4.3.3. Gen ifade düzeylerinin qRT-PZR ile belirlenmesi
	4.3.4. qRT-PZR veri analizi
	4.3.4.1. Göreceli Kantifikasyon
	4.3.4.2. 2-ΔΔCt (Livak) Metodu


	4.4. Salmonella’da CsgD regülasyonunun AI-2 aktivitesine etkilerinin belirlenmesi
	4.4.1. Suşlardan süpernatant eldesi
	4.4.2. Suşların AI-2 aktivitesinin belirlenmesi


	5. İstatistiki analizler
	6. ARAŞTIRMA BULGULARI
	6.1. csgD Geninin pBAD24 Vektörüne Klonlanması
	6.1.1. Genomik DNA izolasyonu ve csgD geninin amplifikasyonu
	6.1.2. Plazmid DNA İzolasyonu
	6.1.3. RE Enzim Kesim Reaksiyonları

	6.2. csgD genini ifade eden S. Typhımurıum 14028 suşun eldesi
	6.2.1. Rekombinant plazmidin elektroporasyonu
	6.2.2. Rekombinant plazmidlerin izolasyonu ve doğrulanması

	6.3. Salmonella suşlarının AI-2 aktivitesinin belirlenmesi
	6.4. CsgD regülasyonuna bağlı olarak QS ilişkili GENLERİN ifade düzeylerindeki değişimlerin belirlenmesi

	7. TARTIŞMA VE SONUÇ
	8. KAYNAKLAR
	ÖZGEÇMİŞ
	TEZDEN ÇIKAN YAYINLAR

