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OZET

REKOMBINANT MRKD PROTEINININ FIBROBLAST HUCRESINE VE
KOLAJENE ADEZYONDAKI ROLUNUN BELIRLENMESI

Orbayoglu, A. G. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Molekiiler Biyoteknoloji, Yiiksek Lisans tezi Aydin, 2025

Amag: Bu tezde, rekombinant olarak iiretilen MrkD proteininin insan fibroblast hiicreleri ve
kolajenle olan etkilesimi molekiiler diizeyde incelenmis, bu proteinin potansiyel terapotik hedef

olarak degerlendirilmesi amacglanmustir.

Gereg ve Yontem: Rekombinant DNA teknolojisi ile K. pneumoniae'nin mrkD geninin
cogaltilmast i¢in primerler tasarlanmis ve ¢ogaltilan gen pET30a(+) ekpresyon vektoriine
klonlanmistir ardindan E. coli BL21 hiicrelerine transforme edilmistir. MrkD proteini IMAC
yontemi ile saflastirilmis, fibroblast hiicre hattina karsi sitotoksitesi ve K. pneumoniae’nin
hiicreye baglanabilme potansiyelindeki etkisi incelenmistir. Ayrica MrkD proteininin Tip V

kolajen ile olan etkilesim degerleri ELISA yOntemi ile 6l¢tilmiistiir.

Bulgular: Saflastirilan MrkD proteininin boyu 40.8 kDa olarak hesaplanmistir. MrkD proteinin
tip V kolajen ile etkilesim gosterdigi ELISA yontemi ile dogrulanmistir. Proteinin BJ fibroblast
hiicrelerine dair herhangi bir sitotoksik etkisinin olmadigr Wst-1 yontemi ile belirlenmistir.
MrkD proteini K. pneumoniae nin Bj hiicrelerine baglanma potansiyelini yaklasik 0,85 log

azaltmistir.

Sonug: Bu calisma kapsaminda, BJ insan fibroblast hiicreleriyle MrkD proteini arasinda
gerceklesen etkilesim ilk kez deneysel olarak ortaya konmus ve protein yapisinin sitotoksik
potansiyeli dogrudan analiz edilmistir. Elde edilen sonuglarm, MrkD proteininin kolajenle
iliskisini agikliga kavusturmasi ve tedavi hedefi olabilecek yapilar i¢cin yol gosterici olmasi

beklenmektedir.

Anahtar kelimeler: K. pneumoniae, MrkD, Adezin, Rekombinant DNA Teknolojileri
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ABSTRACT

TITLE: DETERMINATION OF THE ROLE OF RECOMBINANT MRKD
PROTEIN IN ADHESION TO FIBROBLAST CELLS AND COLLAGEN

Orbayoglu, A. G. (2025). Master’s Thesis, Aydin Adnan Menderes University,
Institute of Health Sciences, Department of Molecular Biotechnology, Aydin, Turkey.

Objective: The present study aimed to investigate, at the molecular level, the interaction of
recombinant MrkD protein with human fibroblast cells and type V collagen, and to evaluate its
potential as a therapeutic target.

Material and Methot: The mrkD gene from K. pneumoniae was amplified using specifically
designed primers and cloned into the pET30a(+) expression vector, followed by transformation
into E. coli BL21 cells. The recombinant MrkD protein was purified using IMAC. Its
cytotoxicity on BJ human fibroblast cells was assessed via the WST-1 assay, and its impact on
bacterial adhesion capacity was determined. In addition, ELISA assays were employed to

evaluate the interaction between MrkD and type V collagen.

Results: The molecular weight of the purified recombinant MrkD protein was determined to
be approximately 40.8 kDa. ELISA analyses confirmed the specific interaction between MrkD
and type V collagen. WST-1 assay results indicated that MrkD exhibited no cytotoxic effects
on BJ fibroblast cells. Furthermore, the presence of recombinant MrkD protein was associated

with a reduction of approximately 0.85 log in the adhesion of K. pneumoniae to fibroblast cells.

Conclusion: This study provides the first experimental evidence demonstrating the specific
interaction between recombinant MrkD protein and human fibroblast cells. It also directly
evaluates the cytotoxic potential of MrkD. The findings offer new insights into the collagen-
binding capacity of this adhesin and suggest that MrkD may serve as a promising target for

anti-adhesion therapeutic strategies against K. pneumoniae infections.

Keywords: K. pneumoniae, MrkD, Adhesin, Recombinant DNA Technologies
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1. GIRIS

Bakteriyel enfeksiyonlar, kiiresel saglik sistemlerinde dnemli morbidite ve mortaliteye
neden olan yaygin enfeksiyonlardir. Solunum, idrar, dolagim, gastrointestinal ve sinir sistemleri
gibi cok cesitli anatomik bolgelerde enfeksiyonlara yol acabilen bu mikroorganizmalar,
bagisiklik sisteminin islevlerini hedef alarak ciddi klinik tablolarmm gelismesine neden
olabilmektedir (Paczosa & Mecsas, 2016). Ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde
veya invaziv tibbi girisimlerin uygulandigi hastane ortamlarinda enfeksiyonlarin kontrolii daha
da zorlagsmaktadir. Bu 6zellikleri en iyi1 sekilde temsil eden bakteri grubu, literatiirde “ESKAPE
patojenleri” olarak bilinmektedir. ESKAPE kisaltmasi, alt1 6nemli patojenin bas harflerinden
olugsmaktadir. Bunlar: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, K. pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter spp’dir. (Rice, 2008;
Panda ve digerleri,, 2022). Bu bakteriler, 6zellikle hastane kaynakli (nosokomiyal)
enfeksiyonlarin ¢ogundan sorumlu olup, tedaviye direng ve bagisiklik sisteminden kagis
yetenekleri nedeniyle ciddi halk saghgi tehdidi olusturmaktadir. Son yillarda, 6zellikle
karbapenem ve kolistin gibi antibiyotiklere karsi gelisen diren¢ bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisini giderek zorlastrmaktadir (Tacconelli ve digerleri,2018). 2017°de bir rapora gore
Avrupa’daki bakteriyemi vakalarmmin yaklasik %45’inden Enterobacteriaceae ailesindeki
bakteri tlirlerinin sorumlu oldugu ve Klebsiella spp’nin bu oranda 6nemli bir role sahip oldugu
bildirilmektedir. (ECDC, 2018). Klebsiella tiirleri, 6zellikle hastane kaynakli enfeksiyonlarda
giderek artan prevalansa sahiptir; ventilatorle iliskili pndmoni, kateterle iliskili iiriner sistem
enfeksiyonlar1 ve nozokomiyal sepsis gibi durumlarda siklikla izole edilmektedir (Martin &
Bachman, 2021). Antibiyotik direnci ile hiperviriilansin birlesimi, K. pneumoniae cinsini
enfeksiyon kontrolii ve tedavi agisindan kritik bir hedef haline getirmistir (Zhu ve
digerleri,2021). Bir enfeksiyonun baslayabilmesi i¢in, hastaliga neden olan bakterinin dnce
viicuttaki epitel hiicrelerin yiizeyine tutunmasi ve ardindan daha derin doku veya organlara
ilerlemesi gerekmektedir. Enfeksiyonun ilk adimi, belirli bakteriyel yiizey yapilari ile onlara
0zgll konak hiicre yiizeyleri arasinda gergeklesen adezyon etkilesimidir. Fimbrial adezinler,
bakterilerin yiizeyinden disartya dogru uzanan ipliksi yapilar olan fimbrialarin (veya pili)
ucunda yer almaktadir. Bu ipliksi yapilar, konak hiicrelerin yilizeyindeki 6zgiil reseptorlere

baglanarak bakterinin tutunmasini saglamaktadir (Hakansson ve digerleri,2018). Her bir



fimbria, ardigik yap1 proteinlerinden olugmakta olup ucunda genellikle bir veya birka¢ adezin
yer almaktadir. Bu adezinler, baglanma 0zgiilligli sayesinde bakterinin belirli doku veya

organlara tropizm gostermesinde etkilidir (Krachler & Orth, 2013).

Enfeksiyon tedavisinde bakterinin heniiz hiicre yiizeyine tutunmadan once miidahale
etmek oldukca etkili bir stratejidir. Bu amagla gelistirilen antiadezyon tedavi yaklasimlari,
enfeksiyonu heniiz baslamadan engellemeye odaklanmaktadir. Bakterilerin konak hiicreye
tutunmasini hedef alan bu modern tedavi stratejileri, 6zellikle antibiyotiklere direncgli bakteri
tiirleriyle miicadelede olduk¢a onemli bir alternatif haline gelmektedir. Enfeksiyonun ilk
adimmi  engellemek, tiim slireci durdurmanin  en etkili yollarindan  biridir.
Yapilan calismada K. pneumoniae 'nin fimbrial adezini olan MrkD rekombinant olarak tiretilmis
olup K. pneumoniae bakterisinin insan hiicre hattina ve kolajene olan baglanma kapasitesi
saptanmistir. Bu calisma K. pneumoniae enfeksiyonlarinin tedavisine yonelik adezyon

inhibitorlerine dayali yeni stratejilerin gelistirilmesinde temel olusturmasi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1.  ESKAPE Patojenleri

Gliniimiizde hastane kaynakli enfeksiyonlarin 6nemli bir kismi, artan antibiyotik
direnciyle karakterize edilen belirli bir grup patojen tarafindan olusturulmaktadir. Bu bakteriler,
“ESKAPE” kisaltmasi ile anilmakta olup Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, K.
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter tiirlerini
kapsamaktadir. (Miller ve digerleri,2024) Bu mikroorganizmalar, mevcut antibakteriyel
tedavilere kars1 kacis mekanizmalar1 gelistirmeleri nedeniyle bu adla anilmaktadir (Mulani ve
digerleri,2019). ESKAPE patojenleri, Diinya Saglk Orgiitii tarafindan 6ncelikli tehdit
kategorisine almmustir. Her biri kendine 6zgii diren¢ profilleri sergileyerek, kiiresel saglik
acisindan ciddi bir endise kaynagi olusturmaktadir (Tacconelli, 2017. Bu bakteriler,
antimikrobiyal tedavilerden etkili sekilde kagmalarin1 ve yiizeylere siki sekilde tutunmalarini
saglayan biyofilm olusturma yetenekleri basta olmak tlizere, miicadeleyi zorlastiran cesitli
Ozelliklere sahiptir (Dale, ve digerleri,2015). Ayrica, enfeksiyonlarn viriilansini artiran ¢esitli
enzimler ve toksinler lretirler (Aloke veAchilonu, 2023). Bunun yani sira, farkli ¢evresel
kosullara hizla uyum saglama ve bakteriyel konjugasyon ile plazmit transferi gibi genetik
mekanizmalar yoluyla direng genlerini degistirme konusundaki dikkat ¢ekici yetenekleri, bu
patojenlerle miicadeleyi daha da karmasik hale getirmekte; bu da bulasici hastaliklarin kontroli

alaninda onemli bir engel olusturmaktadir (Roque-Borda ve digerleri,2024)

ESKAPE patojenlerinin temel ortak 6zelligi, cesitli diren¢ mekanizmalarini etkin bir
sekilde kullanabilmeleridir. Bu bakteriler antibiyotiklerin yapisini bozan B-laktamaz enzimleri
gibi enzimlerle antibiyotikleri inaktive edebilir, antibiyotik hedeflerini degistirebilir ya da aktif
efiilks sistemleriyle antibiyotikleri hiicre disina atabilirler (Patil ve digerleri,. 2022). Aynmi
zamanda, biyofilm olusturarak hem konak bagisikligindan hem de antibakteriyel ajanlardan
korunurlar. Bu biyolojik savunma yapilari, 6zellikle kalic1 enfeksiyonlarin gelismesinde dnemli
rol oynar (Mulani ve digerleri,2019; Bhukta, ve digerleri, 2022.). S6z konusu patojenlerin
neden oldugu direngli enfeksiyonlar, ciddi morbidite ve mortalite oranlariyla iliskilidir. Bu
nedenle, geleneksel antibiyotiklere ek olarak yeni ve etkili tedavi stratejilerine ihtiyag

duyulmaktadir. Son yillarda gelistirilen yaklagimlar arasinda antimikrobiyal peptitler,



bakteriyofaj terapileri, anti-viriilans ajanlar, immiinoterapi ve CRISPR-Cas tabanli genetik

miithendislik uygulamalar1 dikkat ¢cekmektedir (Mulani ve digerleri,2019).

Anti-viriilans stratejiler 6zellikle dnem kazanmaktadir ¢iinkii bu yaklasimlar bakterilerin
hayatta kalma yeteneklerini degil, enfeksiyon olusturma kapasitelerini hedef alir. Bu, segici
basing olusturmadan direng gelisimi riskini azaltabilecek bir strateji olarak

degerlendirilmektedir.

2.2. K. pneumoniae

K. pneumoniae, Enterobacteriaceae ailesine ait, Gram-negatif, kapsiillii, hareketsiz ve
cubuk seklinde bir bakteri tiiriidiir (Douradinha, 2024). i1k olarak 1882 yilinda Carl Friedlander
tarafindan zatiirreden oOlen hastalarin akcigerlerinden izole edilen bir bakteri olarak
tanimlanmistir.  Enterobacteriaceae ailesine ait olup, saglikli insan ve hayvanlarin
gastrointestinal mikrobiyotasinda dogal olarak bulunan bir mikroorganizmadir (Fliss ve
digerleri,2022). Gram negatif enfeksiyonlarm yaklasik iicte birinden sorumlu olan bu bakteri,
yaygin bir firsat¢t ve hastane kaynakli patojen olarak one c¢ikmaktadir. Normalde insan
gastrointestinal sisteminde kommensal olarak yer alan K. pneumoniae, firsat¢i bir patojen
olarak ciddi enfeksiyonlara yol acabilmektedir (Douradinha, 2024). Idrar yolu enfeksiyonlar,
sistit, pndmoni, cerrahi yara enfeksiyonlari, endokardit ve septisemi gibi yasami tehdit eden
cesitli bagirsak dis1 enfeksiyonlarda rol oynamaktadir. Ayrica, nekrotizan pndmoni, piyojenik
karaciger apseleri ve endojen endoftalmi gibi ciddi toplum kokenli enfeksiyonlarm da 6nemli

etkenlerinden biridir (Chang, ve digerleri,2021).

2.2.1. Tarihgesi ve Taksonomisi

K. pneumoniae, ilk olarak 1882 yilinda Alman mikrobiyolog Carl Friedlédnder tarafindan
kesfedilmistir. Friedldnder, pndmoni hastalarinin akcigerlerinden izole ettigi bu kapsiillii
bakteri tiirlinii detayli bir sekilde tanimlamis ve bu bakterinin zatiirre (pndmoni) etkeni
olabilecegini One siirmiistiir. Bu nedenle K. pneumoniae uzun yillar “Friedldnder basil’i olarak
da anilmistir (Friedldnder, 1882; Podschun & Ullmann, 1998). Bakteri daha sonra Avusturyali
patolog Edwin Klebs’in adin1 alarak, taksonomik olarak K. cinsine dahil edilmistir. 1970’11



yillardan itibaren nozokomiyal enfeksiyonlarda artan bir sekilde izole edilen bu bakteri,
antibiyotik direnci gelistirmesiyle dikkat ¢ekmeye baslamistir. (Jacoby & Medeiros, 1991).
2000’11 yillarin basindan itibaren ise K. pneumoniae'nin hem klasik (kIKp) hem de hiperviriilent
(hvKp) suslarmin varhigi ortaya konmus, hiperviriilent tiirlerin Asya kokenli oldugu ve
karaciger apsesi, endoftalmi gibi sistemik enfeksiyonlara neden olabildigi bildirilmistir (Yong

ve digerleri 2009; Shon, 2013;).

Tablo 1. K. pneumoniae taksonomisi (NCBI,2024)

Taksonomik Diizey Siniflandirma
Domain (Alem) Bacteria

Phylum (Sube) Proteobacteria

Class (Sinif) Gammaproteobacteria
Order (Takim) Enterobacterales
Family (Aile) Enterobacteriaceae
Genus (Cins) Klebsiella

Species (Tiir) Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae, bakteriyel taksonomiye gore Bakteri dlemine, Proteobakteri subesine,
Gammaproteobakteri sinifina, Enterobacterales takimima ve Enterobacteriaceae ailesine ait bir

tiirdiir. Klebsiella. cinsi i¢inde yer almaktadir (Tablo 1). (NCBI,2024)

2.2.1. Morfolojisi

K. pneumoniae, Enterobacteriaceae ailesine ait, Gram-negatif, cubuk seklinde (basil) bir
bakteri tiirli olmakla beraber ortalama 0.5-0.8 um capinda ve 1.0-2.0 pm uzunlugunda ¢ubuk
bicimli morfolojiye sahiptir. K. pneumoniae'yi diger bakterilerden aymran en belirgin
ozelliklerinden biri, kalin polisakkarit kapsiil ile ¢evrili olmasidir (Martin & Bachman, 2021).
Bu kapsiil, bakteri viriilansinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bakteri kapsiilii dolayisiyla
konagin bagisiklik sisteminden kaginabilmektedir. Kapsiil varligi, ayn1 zamanda gram boyama
veya kapsiiliin spesifik boyalarla muamelesi ile mikroskop altinda da gosterilebilir. K.
pneumoniae, hareketsiz bir bakteri olup flagella tasimaz (Alasedi ve digerleri,2021). Bu durum,
Enterobacteriaceae ailesindeki hareketli tlirlerden ayirt edilmesini kolaylastirir. Ayrica spor
olusturmaz ve genellikle fakiiltatif anaerobik bir yagam bicimi sergiler, yani oksijen varliginda

ya da yoklugunda biiyliyebilir. Besiyerlerinde kolaylikla iirer; 6zellikle MacConkey agar gibi



secici besiyerlerinde laktoz pozitif olmasi nedeniyle pembe-kirmizi koloniler olusturur.

(Podschun & Ullmann, 1998).

Sekil 1. K. pneumoniae 'nin morfolojisi : (A) TSA'da koloni morfolojisi. (B) Kanli agarda
koloni morfolojisi. (C) McConkey agarda koloni morfolojisi. (D) K. pneumoniae'nin

Gram boyama mikroskobik morfolojisi, 100x. (Wang,F 2022)

2.2.3. K. pneumoniae’nin Virillans Faktorleri

Viriilans faktorleri, bakterilerin konak organizma iginde yerlesmesini, cogalmasini ve
yayilmasini saglayan ayrica konak bagisiklik sisteminden kagmalarina ya da baskilamalarina
yardimct olan yapisal ve molekiiler araclar olarak tanimlanmaktadr (Mendes ve
digerleri,2023). K. pneumoniae, Ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmig bireylerde ciddi
enfeksiyonlara neden olabilen, kapsiillii bir Gram-negatif bakteridir. Bu bakterinin hastalik

yapici giicli, sahip oldugu cesitli viriilans faktorlerinden kaynaklanir.
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Sekil 2. K. pneumoniaenin ana viriilans faktorlerinin sematik gdsterimi (Monteiro, 2024)

K. pneumoniae nin ana viiriilans faktorleri; kapstiler polisakkarit, lipopolisakkarit (LPS),
demir tutucu sistemler (sideforlar), Tip I ve Tip III fibrialar olarak bildirilmistir (Monteiro,

2024).

Kapsiil Polisakkaritleri (CPS)

Kapsiil polisakkaritleri (CPS), bakteriyi bagisiklik sisteminden koruyan en 6nemli
yapilardan biridir. Ozellikle K1 ve K2 serotipleri, hiperviriilan suslarda daha baskindir (Paczosa
ve Mecsas, 2016; Zhu ve digerleri 2021).. Kapsiil tiretimi, rmpA ve rmpA2 genleriyle kontrol
edilir ve bu genlerin yiliksek ekspresyonu bakterinin daha saldirgan hale gelmesini

saglamaktadir (Martin & Bachman, 2018).
Lipopolisakkarit (LPS)

Lipopolisakkarit (LPS) yapisi, bagisiklik sistemiyle etkilesimde onemli rol oynar.
LPS’nin Lipid A kismi siddetli inflamasyonu tetiklerken, O-antijeni kompleman sisteminden
kagis1 kolaylastirir. Bu yapi, bakterinin sepsise neden olma potansiyelinde 6nemli bir etkendir

(Raetz & Whitfield, 2002; Paczosa & Mecsas, 2016).



Sideroforlar

Sideroforlar, bakterinin yasamini siirdiirebilmesi i¢in gerekli demiri konaktan ¢ekmesini

saglamaktadir.
Baslica sideroforlar:

v Enterobaktin
v Aerobaktin

v Yersiniabaktin ve Salmochelin

Enterobaktin, en yliksek demir baglama kapasitesine sahip molekiil olup genellikle klasik
suslarda goriiliirken, aerobaktin ve yersiniabaktin 6zellikle hiperviriilan suslarda yaygmdir Bu
sideroforlar, konak savunma molekiillerini bypass ederek bakterinin invazif potansiyelini artirir

(Zhu ve digerleri,2021; Shokri ve digerleri, 2023).
Biyofilm

Bakteriler, ¢esitli cevresel stres faktorlerine karsi hayatta kalabilmek amaciyla biyofilm
ad1 verilen koruyucu topluluk yapilarini olustururlar. Bu stres faktorleri arasinda ultraviyole
(UV) radyasyon, kuruma, sinirl besin kaynaklari, asir1 pH degerleri, yiiksek sicaklik, yiiksek
tuz konsantrasyonlari, yiiksek basing ve antimikrobiyal maddeler yer almaktadir. Biyofilm

olusum siireci genellikle bes asamada gergeklesir:
1. Geri doniisiimlii yilizey tutunmasi,
2. Geri doniigiimsiiz baglanma,
3. Ekstraseltler polimerik madde (EPS) Uretimi,
4. Olgun biyofilm yapisinin olusumu ve
5. Hucrelerin dagilmasi.

Bu asamalar sonucunda bakteriler, dis etkilere karsi korunakli bir matris i¢inde organize

olur ve antibiyotik direnci gibi avantajlar kazanir (Limoni ve digerleri,2020).
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Sekil 3. Biyofilmin gelisimi ve dagilmasina yol acan bes ana fazin sematik gosterimi.

(Limoni ve digerleri,2020)

K. pneumoniae, 6zellikle tibbi cihaz ylizeylerinde biyofilm olusturarak kaliciligini ve
antibiyotik direncini arttirmaktadir. Fimbrial yapilar (6zellikle tip 3), kapstil polisakkaritleri ve
cesitli matriks proteinleri biyofilm olusumunu destekler. Biyofilm ortamindaki bakteriler,

serbest yasayan formlara kiyasla 10 ila 1000 kat daha direnclidir (Wang ve ark,., 2020).

Tip 1 ve Tip 3 Fimbrialar

Fimbrialar, bakterinin yiizeyinde yer alan, kamgisiz ve ipliksi yapilar olup, konak
hiicrelerine tutunmada gorev almaktalardir. K. pneumoniae'de iki tip fimbria bulunmaktadir.
Bunlar Tip 1 ve Tip 3 fibrialar olarak tanimlanmaktadir. Tip 1 fimbria, mannoz igeren
reseptorlere baglanma yetenegine sahiptir ve bu 6zellik, 6zellikle idrar yolu enfeksiyonlarinin
patogenezinde dnemli rol oynamaktadir (Struve ve digerleri,, 2008). Tip 3 fimbria ise tanenle
muamele edilmis eritrositlere baglanarak agliitinasyona neden olur ve ayn1 zamanda endotel,
solunum ve {irogenital epitel hiicrelerine yapismada gorev almaktadwr. (Murphy ve
digerleri,2012) Tip 3 fimbrialar, (saperon/tasiyict) smifina aittir ve elektron mikroskobu ile
yapilan analizlerde, Mrk fimbrialarinin 2—4 nm genisliginde ve 0.5-2 pm uzunlugunda, ince ve
esnek lifler seklinde oldugu gosterilmistir (Hornick ve digerleri, 1995). mrk ABCDF gen kiimesi

tarafindan kodlanir. Bu gen kiimesinde:



v mrkA, temel yapisal fimbrial alt birimini,
v mrkB ve mrkC, saperon ve tasiyici proteinleri,
v mrkD, adezin proteinini,

v mrkF ise fimbrialarin stabilizasyonu ya da montajinda gorevli oldugu diisiiniilen bir

proteini kodlamaktadir.
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Future Microbiol. © Future Science Group (2012)

Sekil 4. Tip 3 fimbrianin yapisal bilesenlerini kodlayan genler (Murphy, 2012)

Tip 3 fimbrialarin lokalizasyonu i¢in gerekli olan proteinler, Sec tasgima sistemi
araciligiyla periplazmaya tagmmaktadir. Periplazmada, yapisal alt birimler olan MrkA, MrkD
ve MrkF, saperon protein MrkB ile etkilesime girmektedir. Bu saperon, ilgili proteinleri dis
membranda bulunan ve iskele gorevi géren MrkC proteinine yonlendirmektedir. MrkC,
fimbrial proteinlerin hiicre yiizeyinde diizenli olarak birlestirilmesinden sorumludur ve ayni
zamanda fimbria iiretimi i¢in bir platform gérevi gérmektedir. Bu fimbrialar, ardisik olarak
dizilen MrkA (ana yapi alt birimi) ve aralara serpistirilmis MrkF (mindr alt birim)
proteinlerinden olusur; MrkD adezin proteini ise, fimbrial uzantinin ucunda konumlanmaktadir

(Struve, 2013).

2.2.4. Epidemiyolojisi
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K. pneumoniae, diinya genelinde hastane kaynakli enfeksiyonlarda en sik izole edilen
patojenlerden biridir. 2020’de sunulan bir rapora gére Avrupa'daki yogun bakim iinitelerinde
goriilen nozokomiyal pnomonilerin yaklagsik %9-12’sinden, kateter iliskili iiriner sistem
enfeksiyonlarmin ise %7-9’unun etkeni olarak bildirilmektedir (Martin & Bachman, 2021).
Diinya genelinde ve Tirkiye’de, 6zellikle karbapenemaz iireten suslarin hizla yayilmasi,
enfeksiyonlarin tedavisini giiclestirmektedir (Telli, 2022; Annals of RSCB, 2025). Diinya
Saghk Orgiitii (WHO) tarafindan “kritik Oncelikli patojen” olarak tanimlanan ve yeni
antibiyotik gelistirilmesi gereken en tehlikeli bakterilerden biri olarak kabul edilmektedir
(WHO, 2017). Ayn1 zamanda, K. pneumoniae’nin biyofilm olusturma yetenegi, hastane
cthazlar1 ve ylizeylerinde kalic1 kolonizasyonu desteklediginden dolay1 bakteri ile miicadele
zorlasmaktadir (Wang ve digerleri,2020). K. pneumoniae; 2020 yilinda Central Asian and
European Surveillance of Antimicrobial Resistance (CAESAR) hazirlamis oldugu rapora gore
ilkemizdeki K. pneumoniae suslarinda %39 oraninda karpenem direncinin varlig
bildirilmektedir. Hiperviriilant K. pneumoniae (HvKp), saglikli bireylerde bile agir invaziv
enfeksiyonlara neden olabilen yliksek viriilansa sahip bir alt tiir olarak tanimlanmaktadir
(Abbas, ve ark 2024). Hiperviriilant 1980’lerde Tayvan'da bildirilen vakalar, saglikli bireylerde
hiperviriilan K. pneumoniae (hvKp) kaynakli karaciger apseleri ve eszamanli menenjit,
endoftalmi gibi ciddi komplikasyonlar1 ortaya koymustur. O tarihten bu yana, 6zellikle Asya'da
yiiksek yaygimlikla, diinya genelinde hvKp vakalar1 artmaktadir.

I High severity
B Moderate severity
Low severity
(] Data unavailable

Sekil 5. hvKp'nin yayilim1 (Abbas, ve digerleri 2024).
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2.3. K. pneumoniae enfeksiyon kaynakh hastahklari:

K. pneumoniae, hem toplum kokenli hem de hastane iliskili enfeksiyonlarin etiyolojisinde
onemli yer tutan, Gram-negatif, kapsiilli bir firsat¢1 patojendir (Effah ve digerleri, 2020.
Ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde; akciger, iiriner sistem, kan dolasimi ve
yumusak doku enfeksiyonlaria neden olarak ciddi klinik tablolara yol acabilmektedir (Li ve
digerleri, 2014). Bu bakterinin neden oldugu enfeksiyonlar, artan antibiyotik direnci ile kiiresel
diizeyde onemli bir halk sagligi sorunu haline gelmistir (Chen ve digerleri, 2023). Bakteri
pnomoni, karaciger apsesi, bakteriyemi, yumusak doku enfeksiyonlari, idrar yolu
enfeksiyonlar1 (IYE), endoftalmi ve menenjit gibi cok cesitli klinik tablolara neden
olabilmektedir. Hastane kaynakli enfeksiyonlarda bulas yollar1 arasinda; hastalar arasi
dogrudan temas, saglik personelinin elleriyle ¢apraz bulas, steril olmayan tibbi cihazlar ve

kontamine yiizeylerle temas 6nemli rol oynamaktadir.

" Classical and
RyRsidiient e Hypervirulent Kp

/o -
Endophthalmitis

Meningitis

Bacteremia

Liver and Splenic Pneumonia

Abscesses

Surgical Site

Infection
/

Urinary Tract
Infection

Soft Tissue
Infection

Sekil 6. K. pneumoniae (Kp) enfeksiyonlarinin anatomik yerlesim bolgeleri (Gonzalez-Ferrer

ve ark 2021)
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Hiperviriilan K. pneumoniae enfeksiyonlar1 (Sekil 6) genellikle merkezi sinir sistemi,
gozler, karaciger, dalak ve yumusak doku enfeksiyonlarina neden oldugu bildirilmistir. Klasik
K. pneumoniae enfeksiyonlar1 ise siklikla ¢oklu antibiyotik direnci gelistirir ve genellikle

hastane ortaminda ortaya ¢ikmaktadir.

Her iki form, yani klasik ve hiperviriilan K. pneumoniae ,bakteriyemi, pndmoni, cerrahi
alan enfeksiyonlar1 ve idrar yolu enfeksiyonlar1 gibi hastalik tablolarina neden olabilmektedir
(Gonzalez-Ferrer ve digerleri ,2021; Kumkar ve digerleri,2023). Bu tiirlin diger Gram-negatif
firsatg1 patojenlere kiyasla daha yaygin enfeksiyon etkeni olmasinin arkasinda; besin
yetersizligine karsi1 dayaniklilig1 dogal antibiyotik direnci diger bakterilerle rekabet tistiinliigii,
insan mikrobiyotas1 iiyeleriyle genetik materyal aligverisi yapabilme kapasitesi ve mobil
genetik elemanlar araciligiyla cok sayida antibiyotik direng ve viriilans geni kazanma yetenegi
gibi mekanizmalarin etkili oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica, ESKAPE patojenleri arasinda yer
almas1 ve siklikla coklu ila¢ direnci (MDR) gdstermesi, bu bakteriyi hem tedavi hem de
enfeksiyon kontrolii agisindan daha da problematik hale getirmektedir (Martin ve digerleri,,

2016).

2.3.1.1. Tedavisi ve Antibiyotik direnci

K. pneumoniae, antimikrobiyal diren¢ kazanma ve bunu hizla yayma kapasitesi nedeniyle
kiiresel saglik acisindan 6nemli bir tehdit olmaya devam etmektedir. Multidrog direngli (MDR)
ve karbapenem direngli suslarm giderek daha yaygin hale gelmesi, mevcut antibiyotiklerin
etkinligini ciddi bicimde zayiflatmakta ve yeni tedavi yaklagimlarina olan acil ihtiyaci ortaya
koymaktadir (Navon-Venezia, ve ark 2017). Gram-negatif bakteriler, 6zellikle K. pneumoniae,
B-laktam antibiyotiklere karsi hizla direng gelistirme yetenekleriyle dikkat ¢eker. Bu direng,
yalnizca B-laktamlara degil, ayn1 zamanda florokinolonlar ve aminoglikozidler gibi diger
antibiyotik smiflarina da yayilmaktadir (Tacconelli ve digerleri,, 2018). Genis spektrumlu (-
laktamazlar (GSBL) ve karbapenemazlar, ii¢lincii kusak sefalosporinlerin ve karbapenemlerin
etkinligini 6nemli dl¢lide azaltmakta ve tedavi se¢eneklerini sinirlamaktadir (Bonomo, 2017).
K. pneumoniae gibi patojenlerin neden oldugu karbapenem direngli suslarin (CRKP) artisi,
ozellikle yogun bakim iinitelerinde ciddi klinik sorunlara yol agmaktadir. Bu gibi durumlarda

basvurulan tedavi secenekleri; kolistin, fosfomisin, gentamisin gibi ajanlarla monoterapi,
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karbapenem icermeyen kombinasyonlar ya da MIK degeri diisiik olan karbapenemlerle
sinerjistik kombinasyon tedavileri olarak siralanabilir (Tzouvelekis ve digerleri,2012). Son
yillarda FDA ve EMA onay1 alan seftazidim/avibaktam (CAZ-AVI) kombinasyonu, GSBL,
AmpC ve bazi karbapenemazlara karsi etkili bir tedavi segenegi olarak dne ¢ikmigtir (van Duin
ve Bonomo, 2016). Bu kombinasyon, Enterobacteriaceae ailesine mensup direngli suslara kars1
genis spektrumlu aktivite gostermekte ve klinik basari oranlarini artirmaktadir. Geleneksel
antibiyotiklere alternatif olarak, anti-viriilans stratejiler de giderek 6nem kazanmaktadir.
Ozellikle DsbA/DsbB disiilfit bag sisteminin inhibisyonu, bakteriyel adezin, toksin ve dis
membran proteinlerinin dogru katlanmasini engelleyerek viriilans1 diisiirmektedir. Bu yaklagim,
ayni zamanda bakterinin antibiyotiklere karsi duyarliligini da artirabilmektedir (Ireland ve
digerleri,, 2014). Genel olarak degerlendirildiginde, klasik antibiyotiklerin yetersiz kaldig1
MDR ve XDR bakterilere kars1 hem yeni nesil B-laktamaz inhibitér kombinasyonlar1 hem de
bakteriyel patojenitenin temel faktorlerini hedefleyen anti-viriilans yaklagimlar umut verici

stratejiler sunmaktadir (Mulani ve digerleri,2019; Carneiro ve ark,2022)).

2.4. Tedavi Yaklasimlarinda Adezyon Mekanizmalarinin Hedeflenmesi

2.4.1. Adezyon Proteinleri

Mikroorganizmalarin bir ylizeye tutunarak orada yasamlarmi siirdiirebilmeleri icin
kullandiklar1 en 6nemli araglardan biri, adezin adi verilen 6zel proteinlerdir. Bu proteinler,
bakterilerin ya da diger mikroplar bulunduklar1 ortama sikica tutunmasini saglar. Bu tutunma
ozelligi 6zellikle 6nemlidir ¢iinkli zararli bakterilerin viicuda veya tibbi yiizeylere yerlesip
enfeksiyona yol agmasini engellemek i¢in bu baglanmanin hedeflenip durdurulmasi
miimkiindiir (Guglielmo ve digerleri,, 2023). Fibriller adezinler, bircok bakteri tiirii tarafindan
iiretilen ve mikroorganizmalarin baglanma yetenegini saglayan 6nemli yiizey proteinleridir. Bu
proteinler, 6zellikle konak canliya ait hiicre dis1 matriks (ECM) proteinleri gibi yapilarla
etkilesime girerek bakterilerin ylizeylere tutunmasma aracilik eder (Khan ve ark,, 2023).
Bakterilerin bu sekilde ylizeye baglanmasi, zamanla patojenik kolonizasyona ve enfeksiyonlara
yol agabilir. Bu nedenle, 6zellikle tekli fibriller adezinler bilim insanlarinin dikkatini ¢ekmis;

ayrintili olarak incelenmis ve antiadezyon temelli tedavi stratejileri gelistirilmesinde hedef
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almmistir. Clinkli bu yapilar engellendiginde, bakterilerin konaga tutunmast ve enfeksiyon

olusturmasi da biiylik 6l¢iide dnlenebilir.

2.4.2. Adezyon ve Enfeksiyon Arasindaki iliski

Bakteriyel patojenlerin konak organizmalarda enfeksiyon olusturabilmesi en kritik
adimlardan biri olan adezyon, bakteri hiicrelerinin konak doku yiizeylerine tutunmasi olarak
tanimlanmaktadir. Adezyon olay1 genellikle bakterinin yiizeyinde bulunan adezin adi verilen
protein yapilar1 sayesinde gerceklesmektedir. Adezinler, konak hiicrelerin yiizeyinde bulunan
reseptor molekiilleri taniyarak konak hiicrelere bakterilerin tutunmasini saglamaktadir (Kline
ve digerleri,2009). Boylece bakteri konak hiicrede tutunarak, bagisiklik sisteminden kagabilir
ve sonrasinda bakterinin enfeksiyon olusturmasi ise kolaylagsmaktadir. Adezyon sadece
enfeksiyonun baglamasini degil, ayni1 zamanda patojenin invazyon, immiin yanittan kaginma ve
antibiyotiklere diren¢ kazanma gibi ileri evrelerini de etkilemektedir. Bu sebeplerden dolay1
bakteriyel adezyon mekanizmalarmin anlasilmasi hem enfeksiyonlarin patogenezi agisindan
hem de yeni tedavi hedeflerinin gelistirilmesi i¢in biiylik 6nem tasimaktadir (Hultgren ve

digerleri,, 2006)

Konak Hiicrelere Tutunmada Fimbrial Proteinlerin Rolii

Fimbrialar, bakteriyel dis zar {izerine yerlesmis, cubuk benzeri bir iskeletten ve bu yapinin
ucunda bulunan 6zel adezin proteinlerinden olusmaktadir. U¢ bolgede bulunan bu adezinler,
konak hiicre tizerindeki 6zgiil reseptorlere baglanmaktalardir. (Proft & Baker, 2009).
Bakterilerin konak hiicrelere veya ylizeylere tutunmasi, bakterinin hayatta kalmasi ve
enfeksiyon olusturabilmesi agisindan olduk¢a énemli bir faktordiir. Ozellikle konak hiicrelere
veya hiicre dis1 matriks (ECM) bilesenlerine tutunma, patojen mikroorganizmalarin doku

kolonizasyonunu kolaylastirmaktadir (Monzon ve Bateman, 2022).
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2.5. MrkD Adezini:

Sekil 1. Discovery Studio 2019 ile ¢izilen tahmini MrkD proteini 3B yapisi

MrkD proteini, K. pneumoniae tarafindan ifade edilen Tip 3 fimbrialarin ug¢ bilesenidir
ve bakterinin konak dokulara yapismasinda (adezyon) gorev alan bir adezin proteinidir (Li, ve
ark 2010). Bu protein, 6zellikle biyofilm olusumu, doku kolonizasyonu ve enfeksiyon siirecinde
kritik rol oynamaktadir (Alwan, ve Abass, 2016). MrkD proteini, 29-31 kDa biiytikliigiinde
olup, fimbrial altbirimlerden farkli olarak fimbrial yapinin en u¢ kisminda yer alir. Genellikle
bir B-sandwich yapiya sahiptir ve lektin benzeri bir baglanma bdlgesi icerir. Bu baglanma
bolgesi sayesinde cesitli konak molekiillerini, 6zellikle tip IV ve tip V kolajenleri, tantyarak
onlara baglanabilir. Yapisal analizler (6r. homoloji modelleme, cryo-EM ve X-ray kristalografi
caligmalar)) MrkD’nin, fimbrial yapilarm stabilitesini korudugu gibi, spesifik baglanma

motifleri i¢erdigini de gostermektedir.
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MrkA
MrkA

Tip 3 Fimbria

Resim 1. mrkD geninin lokasyonu

Stahlhut ve digerlerinin yapmis oldugu ¢alismada mrkD lokusunun tiim K. pneumoniae
izolatlarmin neredeyse %95'inde ¢ogaltilabildigini ve bu izolatlarn tip 3 fimbrialarm varligini
gostermekte oldugunu bildirmektedir (Stahlhut ve digerleri,2013). K. pneumoniae’nin en ug
kisminda bulunan ve baglanma islevini yiiriiten MrkD lokusu, 6zellikle N-terminal bolgesinde
kolajen V’e baglanmay1 saglayan 6zgiil bir alan bulundugu goriilmektedir; bu bolge literatiirde
“reseptOr baglanma bolgesi” ya da MrkDrd olarak adlandirilir. C-terminal kismi ise fimbrial

saftla baglant1 kurar (Bellifa ve digerleri, 2013).

2.6. Rekombinant DNA Teknolojileri

Rekombinant DNA (rDNA) teknolojisi, farkli organizmalara ait genetik materyallerin
laboratuvar ortaminda birlestirilerek yeni DNA molekiilleri olusturulmasini ve bu molekiillerin
konak organizmalara aktarilmasini temel alan bir molekiiler biyoloji yontemidir. Bu teknoloji,
ilk kez 1970’li yillarda Paul Berg, Stanley Cohen ve Herbert Boyer tarafindan gelistirilmis olup,

giiniimiizde genetik mithendisliginin temel tasi haline gelmistir (Watson ve digerleri,2020).

Son yillarda yasanan biyoteknolojik ilerlemeler, rekombinant DNA teknolojisinin daha
hassas, hizli ve giivenilir hale gelmesini saglamistir. CRISPR-Cas9 sistemi gibi genom
diizenleme teknikleri ile birlikte kullanildiginda, genetik manipiilasyonlar artik sadece model
organizmalarla smirli kalmayip, insan hiicrelerinden mikroorganizmalara kadar genis bir

yelpazede uygulanabilir hale gelmistir (Doudna & Charpentier, 2014).
17



Giincel olarak rDNA teknolojisi; saglik, tarmm, endiistri ve ¢evre alanlarinda genis

uygulama alanlarna sahiptir:

Saghk alaninda, rekombinant protein {retimi (Ornegin insiilin, biiylime hormonu,
interferonlar), monoklonal antikorlar ve rekombinant asilar (6rnegin HPV ve hepatit B asilar1)
bu teknolojinin temel uygulamalar1 arasinda yer alir (Walsh, 2018). Ayrica, kanser ve genetik

hastaliklarin tedavisinde hedefe yonelik molekiillerin tasariminda da kullanilmaktadir.

Tarim sektoriinde, genetigi degistirilmis organizmalar (GDO’lar) araciligiyla boceklere,
hastaliklara ve herbisitlere direncli bitkilerin gelistirilmesi miimkiin olmustur. Bu yaklagim,

verimlilik artis1 saglarken ¢evresel siirdiiriilebilirligi de desteklemektedir (ISAAA, 2023).

Endiistriyel biyoteknolojide, mikroorganizmalarin rekombinant enzimler iiretmesi sayesinde
biyoyakitlar, biyoplastikler ve ¢evre dostu deterjanlar gibi pek cok iiriin iiretilmektedir.
Ozellikle E. coli ve Saccharomyces cerevisiae gibi sistemler, rekombinant ekspresyon i¢in

siklikla tercih edilmektedir (Rosano & Ceccarelli, 2014).

Cevresel biyoteknolojide, agir metal ve toksik madde detoksifikasyonunda kullanilmak {izere
rekombinant mikroorganizmalarin gelistirilmesi, kirlenmis alanlarin biyoremediasyonunda

yeni ¢oziimler sunmaktadir (Singh ve digerleri,2022).

Bu teknoloji sayesinde istenilen bir gen, bir tasiyic1 vektore (genellikle plazmid)
klonlanarak uygun bir konak hiicreye aktarilir ve burada ifade ettirilerek rekombinant protein
elde edilir. Genellikle bu siire¢, genetik materyalin izolasyonu, restriksiyon enzimleriyle
kesilmesi, ligasyon ile vektore baglanmasi, konak hiicreye transformasyonu ve sonrasinda

iirlinlin elde edilmesi gibi temel adimlardan olusur (Watson ve digerleri,2020).
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Sekil 7. Rekombinant DNA Teknolojileri (Ahmed, S., ve Riaz, M. 2020).

1.Gen klonlamasi ve rekombinant DNA'nmin gelistirilmesi: Kaynaktaki yabanci DNA

(1lgi duyulan gen) enzimatik olarak kesilerek rDNA iiretmek i¢in klonlama vektoriine (plazmid

vb.) aktarilmaktadir.

2. Vektoriin konakg¢iya transferi: rDNA igeren klonlama vektorii bir konake1 hiicreye

transfer edilir ve i¢cinde tutulur. rDNA'y1 bir konake1 hiicreye sokma yontemine transformasyon

denir.

3. Doniistiiriilmiis hiicrelerin (konakei) secimi: rDNA'y1 alan konaker1 hiicreler taninir

ve havuzdan secilir.

4. Eklenen genin transkripsiyonu ve translasyonu: Gerekliyse, klonlanmig DNA dizisi

tarafindan kodlanan protein iiriiniiniin konaker hiicre tarafindan iiretildigini dogrulamak i¢in bir

rDNA yapis1 formiile edilebilir (Ahmed, S., ve Riaz, M. 2020).
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2. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Cihazlar

Thermal Cycler (LONGGENE A300):

PCR reaksiyonlarmi gerceklestirmek ve gen bdlgelerini ¢ogaltmak i¢in kullanildi.

Thermo Shaker (MSC-100 Thermo Shaker Incubator):
Reaksiyonlar sirasinda gerekli sicakligi saglamak amaciyla kullanildi.
Elektroforez Cihaz1 (Thermo Electron Corporation EC330):
DNA o6rneklerini boyutlarina gore ayirmak i¢in kullanildi.
Otoklav (Hirayama HV-50L):
Besiyeri ve kimyasallarim steril edilmesi i¢in kullanilda.
Distile Su Cihaz1 (Sartorius Arium Pro):
Deneylerde kullanilmak {izere saf su iiretilmek i¢in kullanildi.
Santriftj (Hettich MIKRO 200):
Bakteri ¢oktiirmek ve DNA izolasyonu islemlerinde kullanildi.
Sonikator / Homojenizatér (BANDELIN SONOPULS):
Hucreleri parcalamak icin kullanildi.
Etiv (Memmert Incubator Oven INB200):
Bakteri kiltirlerinin inkiibasyonunu igin kullanildi.
Hucre Kalttr Steril Kabin (ESCD Class 11 BSC):
Hiicre kiiltiirlerinde steril ¢alisma ortami i¢in kullanild.
pH Metre (HANNA Instruments HI2211):

Cozeltilerin pH degerini 6lgcmek icin kullanild.
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Hassas Terazi (KERN ABJ-220-4NM):

Cozelti hazirlarken hassas miktar dlgiimleri yapildi.

3.1.2. Besiyerleri Cozeltiler ve Tamponlar

Tripton-Kazein Soy Agar (TSA)

12 g TSA (Biokar, Fransa) hassas terazide tartilip 300 mL distile suda ¢ozulerek
hazirlanmistir. 121 °C°de 15 dakika boyunca otoklavda sterilize edilip steril petri kaplarina

aktarilmistir. Bu besiyeri, stok bakteri suslarini aktiflestirmek amaciyla kullanilmistir.

Tripton-Kazein Soy Broth (TSB)

9 g TSB (Biokar, Fransa), 300 mL distile suda ¢oziilmiis ve 121 °C’de 15 dakika

sterilize edilmistir. S1vi ortamda bakteri ¢ogaltimi i¢in kullanilmistir.

EcoRlI ve Hindlll Restriksiyon Enzimleri

EcoRI ve HindIII (10 U/uL, Thermo Scientific) enzimleri, FastDigest buffer ile birlikte

plazmit ve genomik DNA’dan hedef gen bolgelerini kesmek amaciyla kullanilmistir.

SDS Stok Solusyonu

100 g SDS distile su igerisinde ¢oziilerek 1 L’ye tamamlanmis ve pH 6.6’ya
ayarlanmigtir. SDS-PAGE jel hazirliginda kullanilmigtir.

Separasyon Buffer

18.25 g Tris Base 40 mL distile suda ¢oziiliip pH 8.8’e ayarlanmis ve 50 mL’ye

tamamlanmistir. SDS-PAGE jelinde separasyon jelinin hazirlanmasinda kullanilmigtir
Stacking Buffer

3 g Tris Base 10 mL distile suda ¢oziiliip pH 6.8’e ayarlanarak 50 mL’ye

tamamlanmistir. SDS-PAGE jelinin stacking kismi i¢in hazirlanmustir.
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Sample Buffer (Numune Yukleme Tamponu)

Cesitli bilesenler karistirilarak hacim 50 mL’ye tamamlanmistir. Protein 6rneklerinin jel

oncesi hazirlanmasinda kullanilmistir.

Running Buffer
*Glisin: 7,2 g
*Tris: 1,59
- SDS (%10): 10 mL

500 mL’ye tamamlanarak pH:8,3’e ayarlanmustir. Tris Base, glisin ve SDS igeren ¢ozelti

1 L’ye tamamlanarak elektroforez kosullar1 i¢in uygun ¢alisma tamponu hazirlanmistir.

Destaining Soltisyonu

100 mL metanol, 100 mL asetik asit ve 800 mL distile su karistirilarak jel boyasini

uzaklastirmak i¢in kullanilmistir.

Coomassie Brilliant Blue Boyama Soltisyonu

Coomassie boyasi, metanol, glasiyel asetik asit ve distile su ile ¢dzillerek jel boyama

islemi i¢in hazirlanmistir.

2X YT (Yeast Extract-Trypton) Ortam Hazirhg

Protein ekspresyon ¢aligmalarinda, hedef rekombinant bakterilerin yiiksek yogunlukta
iiretimi i¢in 2X YT ortami kullanilmistir. Bu ortam, asagidaki i¢eriklerin 1 L distile su i¢inde

¢oziilmesiyle hazirlandi:
¢ 16 g Tripton
« 10 g Maya 0zutl (Yeast extract)
*5 g NaCl

Hazirlanan karisim, 121 °C’de 1 atm basing altinda 15 dakika boyunca otoklavda

sterilize edildi.
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Amonyum Persulfat (APS) Cozeltisi

75 mg APS 5 mL distile suda ¢oziilerek jel polimerizasyonu i¢in taze hazirlanmistir.

TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) Tamponu

10X stok soliisyon hazirlanmis, ardindan 0.5X kullanim tamponu elde edilmistir. DNA

elektroforezi uygulamalarinda kullanilmistir

Skim Milk (%610):

Skim milk tozu distile suyla %10’luk ¢ozeltisi hazirlanmis, 110°C’de 5 dakika sterilize

edilmistir. Bakteri izolatlarinin -20 ve -80°C’de saklanmasinda kullanilmistir.

EDTA (0,5 M):

186,1 g EDTA, 800 mL distile suda ¢oziilerek pH:8’e NaOH ile ayarlanmis, 1 L’ye

tamamlanip sterilize edilmistir.

Tris-HCI (1 M, pH 7.4):

121 g Tris Base, HCl ile pH 7,4 e ayarlanarak 1 L’ye tamamlanmis, 121°C’de 15 dakika

otoklavlanmuistir.

NaCl (5 M):

146,1 g NaCl 500 mL distile suda ¢6ziilerek hazirlanmustir.

%1 Agaroz Jel:
Agaroz: 1g
0,5X TBE: 100 mL

Safeview: 10 pL
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Agaroz, TBE i¢inde mikrodalgada eritilmis ve 50-60°C’de Safeview eklenerek jel

tablasina dokiilmiistiir.

DNA Marker Hazirhgn:

Pstl enzimi ile kesilmis A DNA marker olarak kullanilmigtir. Hazirlanan karigim

37°C’de 1 saat inkiibe edilip, 30 pL yiikleme boyasi eklenmistir.
TE Tamponu:

* 10 mM Tris-HCI

1 mMEDTA

Izole edilen DNA ve RNA’nin ¢dziilmesinde kullanilmistir.

CaCL ve MgCL (1 M):

[lgili hidratlar distile suda ¢dziilerek 121°C’de otoklavlanmustir. Transformasyon

islemlerinde seyreltme sonrasi kullanilmastir.

9610 ve %80 Gliserol:

Transformasyon ve SDS-PAGE yiikleme tamponlarinda kullanilmustir.

SDS-PAGE i¢in Jel Tamponlar ve Bilesenleri:

Ayirma ve yogunlastirma jellerinin hazirlanmasinda Tris-HCI (pH 8,8 ve 6,8), %10

SDS, %10 APS, TEMED, akrilamid-bisakrilamid karisimi kullanilmistir. Gliserol, bromfenol

mavisi ve B-merkaptoetanol igeren 2X Laemmli tamponu 6rneklerin hazirlanmasinda

kullanilmaistir.

Protein Standarda:

10 mg/mL BSA stokundan, 0,05-1 mg/mL araliginda standartlar hazirlanmastir.
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IMAC Tamponlar:

Protein saflastirma islemlerinde lizis, yikama ve eliisyon i¢in hazirlanmis tamponlar;

NaCl, NaH:POs ve imidazol icermekte, pH:8’e ayarlanarak kullanilmaktadir.

PBS ve PBS-T:

PBS tabletleri ile hazirlanan ¢6zelti pH:7,4’e ayarlanmis ve sterilize edilmistir. PBS-T
(PBS + %0,05 Tween-20) ise ELISA yikama tamponu olarak kullanilmustir.

Luria-Bertani (LB) Broth

Maya ekstrakt1 5,0 g/L; pepton 10,0 g/L; NaCl 10,0 g/L olacak sekilde yeterli miktarda

distile su ile ¢ozdiiriildiikten sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir.

Gel Loading Buffer (6X)
Bromfenol Mavisi: 25 mg
Stkroz: 4 g

H20:10 ml Karistirilarak soliisyon hazirlanmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1 K. pneumoniae mrkD genine spesifik primer tasarim

PZR i¢in kullanilacak primerler https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ GenBank
veritabaninda bulunan K. pneumoniae izolatina ait mrkD geni kullanilarak tasarlanmistir
(Resim 2). mrkD geni iizerindeki kesim bolgeleri (Resim 3 ) ve klonlamada kullanacagimiz
pET30-a(+) plazmidi lizerindeki kesim bdlgeleri (Resim 4) arastirilmis ve dizayn edilen
primere restriksiyon enzim kesim bdlgeleri eklenmistir. Klonlacak mrkD geninin igerisinden
kesmedigi ve pET30-a(+) yer aldig1 i¢in primerler EcoRI ve HindIII restriksiyon enzimlerine

gore tasarlanmistir. (Resim 3-4)

type 3 fimbria adhesin subunit MrkD [K.K. pneumoniae)

LOCUS KF777787 996 bp DNA linear BCT 27-NOV-2013
DEFINITION Klebsiella pneumoniae strain 128 MrkD (mrkD) gene, complete cds.
ACCESSION  KF777787
VERSION KF777787.1
KEYWORDS
SOURCE Klebsiella pneumoniae
ORGANISM Klebsiella pneumoniae
Bacteria; Pseudomonadati; Pseudomonadota; Gammaproteobacteria;
Enterobacterales; Enterobacteriaceae; Klebsiella/Raoultella group;
Klebsiella; Klebsiella pneumoniae complex.
REFERENCE 1 (bases 1 to 996)
AUTHORS ~ Stahlhut,S.G., Chattopadhyay,S., Kisiela,D.I., Hvidtfeldt,K.,
Clegg,S., Struve,C., Sokurenko,E.V. and Krogfelt,K.A.
TITLE Structural and Population Characterization of MrkD, the Adhesive
Subunit of Type 3 Fimbriae
JOURNAL 3. Bacteriol. 195 (24), 5602-5613 (2013)
PUBMED 24123820
REFERENCE 2 (bases 1 to 996)
AUTHORS  Stahlhut,S.G., Chattopadhyay,S., Kisiela,D.I., Hvidtfeldt,K.,
Struve,C., Clegg,S., Sokurenko,E.V. and Krogfelt,K.A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL  Submitted (@8-0CT-2013) Department of Microbiology and Infection
Control, Statens Serum Institut, Artillerivej 5, Copenhagen S 2300,
Denmark
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..996
forganism="Klebsiella pneumoniae"”
/mol_type="genomic DNA"
/strain="128"
/isolation_source="water"
/db_xref="taxon:573"
£ene. 1..99
/gene="mrkD"
<os 1..996
/gene="mrkD"
/note="adhesin subunit of type 3 fimbriae"
/codon_start=1
/transl_table=11
/product="MrkD
/protein_id= 83319.1"
/translation="MSLRKLLTLFIVLMALGTTSSHASCTRLSSPTVMLDMVVGRVVV
PPDLPVGSVILTRDWTMSAPGGASYRCTSGTNRFAAKIVSPGATDLGNKIYSTNVPGI
GMRFSRGGATVNIVYPDVFSSRVYNTTNYSLEGSRFTLEIIKTAATTGSGTLAAGKYT
SYDWESGGNPILETYLSANAITVVSPSCSVLSGKNMNVDVGSIRRTDLKGVGTTAGGK
DFNIDLQCSGGLSETGYANISTSFSGTLATSTTATMGALLNEKAGSGMAKGIGIQVLK
DGSPLQFNKKYTVGRLNNQETRYITIPLHARFYQYGPTTSTGEVESHMIFNLTYD"

Resim 2 K. pneumoniae ait mrkD gen dizisi
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1 atgtcgetga ggasattact aacgettttt atcgtcttaa tggegetgge aaccaccteg
61 tcctgggect cetgtacgeg teteteateg ccaacggtga tgetggacat ggtgptggsc
121 aggetgetee tgcccecgga tetgecgets goctegatea tecttacceg cgactggacg
181 atgagcgete ccggegggpc aagetatege tgtacttecg geaccaaceg ctttgegece
241 aagatcgtgt cgecagggec cacggacctt ggasatasaa tetactccac caacgtgecg
301 ggaatcggca tgcgtttcag ccgeggcgge peaacggtaa atatcgteta teccgacgte
361 ttttegtcce gggtatataa caccaccaac tattcccteg aagggtegeg ctttacgetg
421 gagattatca saaccgegge aaccaccgge ageggeacce tggegecgeg taagtacacc
481 tectacgact gggagagege cgptaacceg atcctegaaa cctatctgag cgecaacgec
541 atcaccgtgg tetegeccte ctgtteggty ctgageggga saaatatgaa tgtegatpts
601 ggttccatce ggegeaccga cctgasaggg gteggcacca ccgecggege gasggatttt
661 aatatcgacc tgcagtgcag cggcggecty agtgasacgg gatatgecaa cattagcace
721 tegttetecg gtaccetgge caccageact accgetacca tgggegectt getgaatgas
781 asagccggca gegggatggc gasaggeatt ggcatccagg tgctgasgga tggetecceg
841 ctgcagttta atasgasata caccgtcgge cgettgaata atcaggagac ccgetacate
991 accataccge tgeacgegeg tttttatcag tatggeccga cgaccageac cggegaggte
961 gagtcgcata tgatctttaa cctgacgtac gattaa

/l

Resim 2 K. pneumoniae ait mrkD gen dizisi (Devam)

(138) MAT* - BstyT

(134) BaeGI - Bme15801
(85) Esp3I1 - BsmBI (370) Smal
(76) Mlul - AT (368) Aval - Xmal - BsoBI - TspMI e
(71) BugZ1 (359) Aatll sfol (765)
(49) PspFl (357). Zral PluTI (767)

(45) BseYT (326) Boll

{7) BbvCI - Bpulol {312) Nspl - Sphi

Neol (758)
Kasl (763)

(679) Btsl - Btsal
(546) BstX1 (677) BfuAl AlWNI* (822) Ndel (968)
(502) BStENT Bephiy et oy | Aeul (844) BSiWI (986)
(186) Afel (292) Alel (498) Bl (643) Mrel Kpnl (734)

(0) Start (154) Banll (439) Bpml (571) Bipl Hnl:l‘ (739) Bsifl (570)

Zoo oo ZooT SooT

mrkD_gene
996 bp

Resim 3 mrkD geni iizerinde yer alan restriksiyon enzimleri kesim bolgeleri



Xho I(158)
Not |(168)
Eag |(166)
Hind i(173)
Sal l(179)
Sac I(190)
EcoR (182)
BamH l(198)
EcoR V(206)
Nco 1(212)
Kpn l(238)

Bpu1102 I(80) Bgl ll(241)
Nsp V(268)
Nde I(346)

Xba I(384)

SgrA (495)

Dra lli(5180)

Pvu l(4479)
Sgf 1(4479)

Sma |(4353)
Mlu K(1178)

Bl I(1190)

Nru I(4136)
BstE 11(1357)
Apa l(1387)

-30a(+
PETnatt)

(506 1-gzg) 102\

Eco57 1(3825) BssH lI(1587)

AlwN 1(3693) Hpa K(1682)
BssS 1(3450) PshA 1(2021)
BspLU11 I(3277) 7
Sap I(3161)

Bst1107 I(3048)
Tth111 1(3022)

Resim 4 pET-30a (+) lizerindeki klonlama bdlgesinde bulunan restriksiyon kesim bolgeleri

Tablo 2. mrkD i¢in tasarlanan primer sekanslari

Primer Primer sekansi
mrkD Forward primeri 5’-ATAGAATTCATGTCGCTGAGGAAATTAC-3’
mrkD Reverse primeri 5’-ATAAAGCTTAATCGTACGTCAGGTTAAAG-3’

Forward primer i¢in EcoRI ve Reverse primer i¢in HindIII enzim kesim boélgeleri kalin font

olarak primerlerde belirtilmistir.

3.2.2. mrkD Geninin PZR ile Cogaltilmasi ve Elektroforez

Bu ¢alismada Aydin Adnan Menderes Universitesi Rekombinant DNA ve Rekombinant
Protein Uygulama ve Arastirma Merkezinde (REDPROM) bulunan K. pneumoniae izolatlar

kullanilmustir. izolatlar dncesinde LB-Agar besiyerine ekilmis ve 1 gece inkiibasyona
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birakilmistir. izolatlardan koloni PZR ydntemi ile mrkD geni ¢ogaltilmistir. PZR kurulurken
kullanilan konsantrasyonlar ve miktarlar1 Tablo 2’de belirtilmistir. Amplifikasyon sonucunda

elde edilen {iriin, safeview iceren %1’lik agaroz jelde yiriitiilerek goriintiilenmistir.

Tablo 2 . PZR Reaksiyonun hazirlanma oranlar1

Malzeme (Ticari) Istenen Son Konsantrasyon 1 ornek icin alinan
miktar (ul)

%1,5 MgCI2 Buffer(10X) Ix S5ul

dNTP (10 mM) 0,2 Mm 1yl

Primer-F (100 pmol) 0,4 pmol 0,2 ul

Primer-R (100 pmol) 0,4 pmol 0,2 pul

Taq Polimeraz (5U) 0,3 pl/50 pl 0,3 ul

ddH,O 41,3 ul

Toplam 50 ul

3.2.3. mrkD Geninin pET30-a(+) Plazmidine Klonlanmasi

Klonlama i¢in sirasiyla restriksiyon enzimleri kullanilarak kesim, DNA presipitasyonu,
ligasyon, kimyasal transformasyon i¢in kompetan hiicre (BL21) hazirligi ve kimyasal

transformasyon yapilmaistir.

3.2.3.1. Restriksiyon

mrkD amplikonu ve pET30-a(+) vektoriiniin restriksiyonu i¢in asagida verilen tablodaki

karisim hazirlanmis ve 37 °C’ de 1 saat inkiibe edilmistir.

Tablo 3. Kesim reaksiyonun hazirlanma oranlar1

Amplikon (mrkD) Plazmid (pET-30a (+))
DNA 10ul 10pl
Su 6ul 6ul
Thermo Scientific 10X Fast Digest Buffer 2ul 2ul
Thermo Scientific Restriksiyon Enzimi (EcoR1) Tl 1ul
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Thermo Scientific Restriksiyon Enzimi (HindIII) 1l 1ul

Total 20ul 20ul

3.2.3.2. Prespitasyon

Elektroforez analizi i¢in enzim kesimi sonrasi, toplam reaksiyon hacminden 5 pl'lik bir
ornek ayrilmustir. Geriye kalan 15 pl'lik DNA/plazmid karisimina, 85 pl saf su eklenerek hacim
100 ul'ye tamamlanmistir. Karigima 100 pl Fenol:Kloroform:Izoamilalkol (25:24:1) ¢ozeltisi
ilave edilip iyice karistirilmis ve ardindan 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij uygulanmistir.
Santrifiij sonras1 olusan {ist siv1 (sulu faz) yeni bir eppendorf tiipline dikkatlice aktarilmistir.
(Bu asamada kesilmis DNA ve plazmid tek tiipte birlestirilmistir.) Ust faza, toplam hacmin
%10'u kadar 3 M sodyum asetat (pH 5.2) eklenerek karistirilmistir. Daha sonra hacmin 2-3 kat1
kadar %100 etanol (veya esdeger oranda izopropanol) ilave edilip, tiip ters diiz edilerek
homojen bir sekilde karistirilmistir. Bu karisim -20°C'de yaklasik 20 dakika boyunca ¢oktlirme
islemi i¢in bekletilmistir. Ardindan 10.000 rpm'nin iizerinde, +4°C’de 20-30 dakika santrifiij
edilerek DNA ¢okeltilmistir. Ustte kalan siv1 dikkatlice uzaklastirilmis ve pellete 300 pl %70
etanol eklenerek yeniden yiiksek devirde (>10.000 rpm), 10 dakika santrifiij edilmistir. Son
olarak, etanol uzaklastirilmig, pellet bir siire kurutulmus ve 17 pl steril saf su igerisinde

coziilerek kullanima hazir hale getirilmistir.

3.2.3.3. Ligasyon

Presipitasyon asamasmin ardindan ligasyon reaksiyonu uygulanmistir. Ligasyonda
kullanilan malzemeler ve konsantrasyonlar1 tablo 5’te belirtilmistir. Hazirlanan reaksiyon,
22 °C’de 1 saat bekletildikten sonra 16 °C’de gece boyunca inkiibasyona birakilmistir. Ligaz

enziminin inaktivasyonunun saglanmasi amaciyla 65°C’de 10 dk inkiibasyona birakilmistir.

Tablo 4. Ligasyon reaksiyon hazirlanma oranlar1

Plazmid-DNA Karisim 17ul
Thermo Scientific 10X T4 Ligaz Buffer 2ul
Thermo Scientific T4 Ligaz Enzim 1ul
Total 20ul
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3.2.3.4. Kompetan Hiicrenin Hazirlanmasi

Klonlama islemlerinde kullanilacak olan E. coli BL21 susuna ait kimyasal kompetan
hiicreler, standart kompetan hiicre hazirlama protokoliine uygun sekilde hazirlanmistir. Bu
amagla, bir gece dnceden kat1 besiyerinden izole edilen tek bir BL21 kolonisi 10 mL siv1
besiyerine eklenmistir. Ertesi giin bu kiiltiirden 1 mL almarak 50 mL’lik taze siv1 besiyerine
aktarilmis ve yaklasik 4 saat boyunca 37 °C’de inkiibasyona birakilarak log fazmna ulasmasi
saglanmistir. Log fazina ulasan kiiltiir 35 dakika boyunca buzda bekletildikten sonra 5000
rpm’de, +4 °C’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Stipernatant uzaklastirilmis ve hiicreler 10 mL
steril su ile resiispansiyon edilmistir. Su ile yikama islemi tekrarlandiktan sonra elde edilen
hiicre pellet’i, 10 mL %10 gliserollii su ile siispanse edilmis ve ayni sartlarda yeniden
santrifiijlenmistir. Stipernatant uzaklastirilmis, hiicreler bu kez 30 mL 80 mM MgCl: — 20 mM
CaCl: ¢ozeltisi ile resiispansiyon edilmistir. Ardindan 5000 rpm’de, +4 °C’de 10 dakika daha
santrifiij uygulanmis ve son olarak pellet 1 mL 0.1 M CaCl: ¢ozeltisinde siispanse edilmistir.

Hazirlanan kompetan hiicreler 100 pL’lik alikotlar halinde eppendorf tiiplerine dagitilmistir.

3.2.3.5. Transformasyon

Transformasyon igslemi kapsaminda, 10 puL ligasyon karisimi ve kontrol amacgh ayr1 bir
ependorf tiipiine ise 10 L pET30(+) plazmidi eklenmistir. Her iki ependorf 20 dakika boyunca
buzda inkiibe edilmistir. Siire sonunda tiipler 42 °C’de 2 dakika boyunca thermoshaker
cihazinda inkiibe edilmis ve ardindan 5 dakika siireyle tekrar buzda bekletilmistir. inkiibasyon
islemlerinin ardindan her bir tiipe 900 pL. LB-Broth besiyeri ilave edilmistir. Ependorflar ,
37°C’de 1 saat boyunca thermoshaker’da calkalanarak inkiibe edilmistir. inkiibasyon
tamamlandiktan sonra 100’er pL 6rnek alinarak, kanamisin iceren LB-Agar besiyerine steril
0ze yardimiyla yayma ekimi yapilmistir. Plakalar 37 °C°de en az 24 saat siirecek sekilde

inkiibasyona brrakilmistir.
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3.2.3.6. insert Alan Rekombinant Plazmidleri iceren Kolonilerin Secimi ve

Dogrulanmasi

Koloni PZR metodu kullanilmistir. mrkD geninin ¢ogaltilmasi icin spesifik tasarlanan
primerleri araciligi ile insert alan koloniler secilmistir. Ayn1 zamanda 10 ml sivi kiiltiirden
iireyen kolonilerden plazmid ekstraksiyonu yapilarak; mrkD geni i¢in restriksiyon enzimleri

kullanilarak kesim gerceklestirilmistir.

3.2.3.7. Sekans Analizi

Secici besiyerinde segilen klonlarm dogrulanma yapildiktan sonra elde edilen klonlardan
T7 primerleri ile PZR islemi gergeklestirilmistir. Sekans analizi i¢in 6zel bir firmaya
gonderilmistir. Analiz sonucunda belirlenen DNA sekans1t BLAST ile karsilastirilmistir. Tablo

6’da T7 primerlerinin gen sekanslar1 belirtilmektedir.

Tablo 5. T7 primerlerinin gen sekanslari

Primer Primer sekansi
T7 - Forward: 5’- TAATACGACTCACTATAGGG- 3°,
T7 - Reverse: 5’- GCTAGTTATTGCTCAGCGG- 3’

3.2.4. Protein Analizi

3.2.4.1. Rekombinant MrkD proteinin indiiklenmesi ve SDS-PAGE jel ile gosterilmesi

Dogrulanan koloni, 50 pg/ml kanamisin iceren 10 ml 2X-YT besiyerine gecelik
ekilmistir. Gecelik kiiltiirden 1 ml alinip 50 pg/ml kanamisin iceren 50 ml 2X-YT besiyerine
ekilmis ve ODgoonm 0.8 oldugunda 10 g/l laktoz ile indiiklenmistir. Indiikleme &ncesi 1 ml rnek
alinip santrifiijlenmis ve 500 pl 1X PBS ile ¢oziilmiistiir. Indiikleme sonras1 ertesi giin drnekten
tekrar 1 ml ahinip santrifiijlenmistir. Ust siv1 atilip 500 pl 1X PBS ile ¢dziilmiis ve oanikasyon
islemi ile hiicreler parcalanmistir. Parcalama sonrasi siipernant ayr1 bir ependorfa ayrilmis ve
pellet Uzerine 500 pl 1X PBS eklenmistir. Elde edilen indiikleme oncesi pellet, indiikkleme
sonrast ayrilmig supernatant ve indiiklenme sonrasi pellet %10 SDS-PAGE (Sodyum Dodesil
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Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi) (Tablo 6) jele yiikklenmis ve rekombinant proteinin

indiiklenmesi kontrol edilmistir.

Tablo 6 SDS-PAGE hazirlanmasi i¢in gerekli tiriinler ve oranlar1

Ayirma jeli (%10) Yogunlastirma jeli (%4)

H,O 4.1mL H.0 6.1 mL
Tris—HCI (1.5 M, pH 8.8) 25mL Tris—HCI (0.5 M, pH 6.8) 2.5mL
Acrylamide/bis (30% 37.5:1) 3.3mL Acrylamide/bis (30%, 37.5:1) 1.3mL
SDS, 10% 100 pL SDS, 10% 100 pL
?On(j/omonlum persulfate  (APS), 32 uL Ammonium persulfate (APS), 10% 100 pL
TEMED 10 pL TEMED 10 pL

3.2.4.2. rMrkD’nin E.coli BL21 hiicrelerinde Kiiltiirlenmesi

Rekombinant antijenlerin saflastirilmasi, immobilize metal afinitesi kromatografisi
(IMAC) yontemi ile gergeklestirilmistir. PZR ve plazmid ekstraksiyonlar1 sonrasi yapilan
restriksiyon islemlerinin ardindan dogrulanan koloniler s1vi besiyerine ekilmistir. Rekombinant
E.coli BL21 hiicresi, 10 ml 2X-YT besiyerinde gecelik 37 °C’de inkiibe edilmistir. Ertesi glin
1 L 2X-YT besiyerine inokiile edilerek ve ODgoo 0.8 olana kadar inkiibe edilmistir. Ardindan
son konsantrasyonu 10 g/L olacak sekilde laktoz eklenerek indiiklenmistir. 16 saat oda
sicakliginda havalandirilarak inkiibe edilmistir. Sonraki giin santrifiij yardimiyla hiicreler
toplanmustir. Hiicre pelleti yeterli miktarda liziz tamponu (% 1 Triton X-100, 50 mM sodyum
fosfat, 400 mM sodyum kloriir, 20 mM Imidazol pH 8.0) ile siispanse edilerek sonikator
yardimiyla hiicreler pargalanmistir. Santriftij yardimiyla hiicre kalintilar1 ¢oktiirtilerek

stipernatanttaki ¢6ziiniir formdaki proteinler elde edilmistir.
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3.2.4.3. IMAC yontemi ile rMrkD’nin Saflastirilmasi ve SDS-PAGE ile Gosterilmesi

6xHis etiketli rekombinant MrkD proteininin saflagtirilmast IMAC yontemiyle
saflagtirilmistir. Yikama islemi, yikama tamponu (50 mM sodyum fosfat, 0.5 M sodyum kloriir,
0-80 mM imidazol, pH 8.0) kullanilarak gradient olarak yapilmistir. MrkD proteini i¢eren hiicre
lizat1 kolona yiiklenmistir. Lizat yiiklemesini takiben, kolona on kolon hacmi %4 eliisyon
tamponu igeren baglanma tamponu uygulanarak kolondaki safsizliklarin uzaklastirilmasi
saglanmistir. Kolon hacminin 5 kat1 kadar eliisyon tamponu (50 mM sodyum fosfat, 0.5 M
sodyum kloriir, 500 mM imidazol, pH 8.0) kolondan gecirilerek kolona baglanmis olan
rekombinant MrkD protein fraksiyonlar1 toplanmistir. Elde edilen eliisyon fraksiyonlarindan
imidazol uzaklagtirmak ve tampon degisimi saglamak amaciyla Ornekler desalting kolonu

(desalt column) iizerine yiiklenmis ve 1x PBS tamponu kullanilarak buffer degisimi yapilmistir.

MrkD proteininin saflik derecesini degerlendirmek amaciyla fraksiyonlar %10°luk SDS-
PAGE’de analiz edilmistir. Jel boyamasi icin Coomassie Brilliant Blue kullanilmistir. SDS-
PAGE jel sistemi hazirlanirken, reaksiyon karisimi (Tablo 7) olusturulmus, ardindan jel kasetine
once ayirma jeli dokiilmiis ve ylizeyi %96’lik etanol ile kaplanarak polimerizasyonun
tamamlanmas1 beklenmistir. Ayirma jeli polimerlestikten sonra etanol uzaklastirilmus,
yogunlastirma jeli dokiilmiis ve Ornek yiikkleme kuyucuklarmin olusmasi igin tarak
yerlestirilmistir. Protein miktarlar1 Bradford yontemi ile belirlenmis, ardindan proteinler
liyofilize edilerek kullanim 6ncesi istenilen konsantrasyonda yeniden siispanse edilecek sekilde

saklanmustir.

3.2.4.4. Protein Konsantasyonunun Belirlenmesi

Protein miktarlarinin belirlenmesinde Bradford yontemi kullanilmistir (Bradford, 1976).
Standart olarak 10 mg/mL konsantrasyonunda hazirlanan sigir serum albiimini (BSA) stok
cozeltisinden 0,05—1 mg/mL araliginda standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Her bir standarda ve
numuneye 100 pL 6rnek ve 5 mL Coomassie Brilliant Blue G250 ¢ozeltisi eklenerek 2 dakika
inkiibasyon yapilmistir. Absorbanslar 595 nm’de 6l¢iilmiis ve standart egriye gére protein

konsantrasyonlar1 hesaplanmuistir.
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y =0.4851x + 0.0415
0.5 R2=0.9839

Konsantrasyon (mg/ml)

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Absorbans (OD595)

Sekil 8. Bradford grafigi

3.2.5. Tip V Kolajen ve rMrkD Proteini Arasindaki Etkilesimin ELISA ile Dogrulanmasi

Saflagtirilan MrkD proteininin N-terminalinde bulunan 6xHis etiketine 6zgiil afinite
gosteren HRP-konjuge anti-6xHis antikoru kullanilarak hiicreye 6zgii dogrudan ELISA (C-
ELISA) yontemi uygulanmistir. Bu amagla, 96 kuyucuklu bir ELISA plakasi, kaplama tamponu
(8.5 g/L NaCl, 1.4 g/L Na:HPOs., 0.2 g/L. NaH2POa) igerisinde ¢6ziinmiis insan Tip V kolajeni
(Southern Biotech) ile kaplanmis ve plaka 4°C’de gece boyunca inkiibe edilmistir. Ertesi giin,
kuyucuklar yikama tamponu (%0,05 Tween 20 iceren 1X PBS) ile yikanmis ve test edilecek
kuyucuklara saflastirilmis MrkD proteini ve kontrol olarak PBS ve BSA eklenmistir. Plaka
37°C’de 2 saat boyunca ¢alkalamali inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonras1 kuyucuklar
i¢ kez yikanmis ve 200 pL/kuyu bloklama tamponu (%1 BSA iceren yikama tamponu)
eklenerek 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Bloklama sonrasinda plak tekrar ii¢ kez
yikanmig ve her bir kuyucuga 100 pL. HRP-konjuge anti-6xHis antikoru (yikama tamponunda
1/1000 diliisyon) eklenmistir. Plaka 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmis ve ardindan bes kez
yikanmistir. Her kuyucuga 100 uL TMB (tetrametilbenzidin) substrati eklenmis ve renk
degisimi gozlenene kadar 10—15 dakika inkiibasyon gerceklestirilmistir. Reaksiyon, 100 L 1M
HCI igeren durdurma tamponu ile sonlandirilmis ve optik yogunluk 450 nm dalga boyunda

ELISA okuyucusu ile ol¢tilmiistiir.
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Tablo 7. ELISA Deney Gruplar1

Deney Gruplar :
MrkD 50 pg/ml

MrkD 200 pg/ml

BSA 50 pg/ml (negatif)
PBS (kontrol)

3.2.6.1. Fibroblast BJ Hiicre Hattinin Kiiltiirlenmesi

Tez calismasinda fibroblast BJ] (ATCC® CCL-2™) hiicre hatt1 kullanilmistir. Hiicre
kiiltiirii, %10 fetal bovine serum (FBS), 100 U/mL penisilin , 100 pg/mL streptomisin LG-Sp
yaz iceren Minimum Essential Medium (MEM) ile gerceklestirilmistir. Hiicreler, calisma
stiresince %5 CO:2 ve %95 nemli hava igeren inkiibatérde, 37°C’de kiiltiirlenmistir. S1v1 azot
icerisinde muhafaza edilen hiicreler, 37°C’de su banyosunda hizlica ¢oziindiiriilmiis ve 5 mL
taze besiyeri igerisine aktarimistir. Kriyoprotektanlarin uzaklastirilmasi amaciyla hiicre
stispansiyonu 400xg’de, 10 dakika boyunca santrifiijlenmis ve siipernatant uzaklastirilmistir.
Elde edilen hiicre pellet’i 12 mL taze besiyeri i¢inde ¢oziindiiriilerek 75 cm?'lik kiiltiir kabina
aktarilmis ve inkiibasyona birakilmistir. Deney siiresince antibiyotik icermeyen besiyeri

kullanilmstir .

Thoma lam ile hiicre sayim formiilii:

Sayim alaninda sayilan hiicre sayis1 x Seyreltme katsayis: x 10?

Hiicre sayis1 (adet/mL) =
' Sayun yapilan kare sayisi

3.2.6.2. Hiicre Canhihg Testi

96 kuyucuklu plakaya her bir kuyuya 100 pl hiicre siispansiyonlarindan eklenmis ve 24
saat boyunca 370C, %5 CO2 ’de inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin besiyerleri uzaklastirilip
ve hiicreler PBS ile yikanmistir. Kuyulara MEM besiyeri igerisinde slispanse edilmis 50ug/ml
MrkD proteini 100 ul eklenmistir. Kontrol grubu olarak PBS kullanilmistir. Hiicreler 24 saat
boyunca 37°C’de %5 CO, ortaminda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan, MrkD
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proteinin Bj Fibroblast hiicrleri {izerisindeki sitotoksik etkisinin belirlenmesi amaciyla igin
WST-1 assay gerceklestirilmistir. Her bir kuyucuga WST-1 soliisyonunda 10 pl eklenerek ve 1-
4 saat boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. 1. 2. ve 4. saatlerde 450 nm’de optik dansite
(absorbans) spektrofotometre ile dlgiilmiistiir. Olgiilen absorbans degerleri kontrol grubuyla

karsilastirilmis, MrkD’nin hiicreye olan sitotoksik etkisinin varlig1 degerlendirilmistir.

3.2.6.3. MrkD Proteininin Fibroblast BJ Hiicrelerine Baglanmasinin K. pneumoniae

Baglanmasina Etkisi

Bj Fibroblast hiicreleri kiiltiiriin ardindan 96 kuyucuklu plakaya ekilmistir. 1 giinliik
inkiibasyonun ardindan besiyerleri uzaklastirilmig PBS ile yikanmistir. Rekombinant olarak
saflagtirilmis MrkD proteini, besiyeri igerisinde 50 ug/ml konsantrasyonunda hiicre
stispansiyonuna eklenmis ve hiicreler 96 kuyucuklu plakalarda 45 dk boyunca 37°C’de, %5
CO: ortaminda inkiibe edilmistir.

Ardindan besiyerleri uzaklastirilmis ve hiicreler PBS ile yikanmustir. Sonrasinda 10°
bakteri/mL yogunlugundaki K. pneumoniae sivi kiiltiiriinden her kuyucuga 100 pl eklenmis,
hiicreler 45 dk 37°C’de inkiibe edilmistir. Siire sonunda besiyeri uzaklastirilmig, kuyucuklar
PBS ile yikanmig ve hiicrelere yapisan bakteriler kuyucuklardan kazinarak PBS icinde
homojenize edilmistir. Elde edilen slispansiyonlardan uygun diliisyonlar hazirlanarak LB-Agar
besiyerine yayma yontemiyle ekim yapilmis ve plakalar 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.

Koloni sayimlar1 gerceklestirilerek baglanma diizeyleri logaritmik degerlendirilmistir.

Koloni sayisi

CFU/ml = % seyreltme katsayisi

inokiile edilen hacim (ml)
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4. BULGULAR

4.1. mrkD genin PZR sonucu

PZR sonucunda elde edilen amplikon, safe view iceren %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek
goriintiilenmis ve amplikonun yaklasik 1014 bg biiytikliigiinde oldugu belirlenmistir (Resim 5).
Marker olarak; lambda DNA/Pst markir kullanilmistir. 3 adet K. pneumoniae klinik susu
kullanilmis ve 1,2 ve 3 olarak belirtilmistir. Markir M ile gdsterilmis ve amplikon boyutu 1014

be. olarak kullanilan suslardan elde edilmistir.

1093 bg
805 be

Resim 5 mrkD geni PZR sonucu agaroz jelde goriintiisii.
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4.2. mrkD amplikonun pET30a-(+) vektoriine klonlanmasi ve transformasyonu

5077 bg

1093 bg
805 be

Resim 6 mrkD amplikonu ve pET-30 a (+) vektoriiniin EcoRI ve HindIII enzimleri ile kesim

sonucu

mrkD amplikonu ve pET-30 a (+) vektorinin EcoRI ve Hindlll enzimleri ile kesim sonucu

agaroz jel goriintiisii. Marker M ile gosterilmistir.

Resim 7 Tranformasyon Sonucu Petri Goriintiisii
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Transformasyon sonucunda elde edilen kanamisin (50 pg /ml) ortaminda biiyiiyen

kolonilerin petri goriintiisii.

4.3.1.Insert alan rekombinant plazmidleri iceren kolonilerin se¢imi ve dogrulanmasi

1093 bg
805 bg

Resim 8 Koloni PZR metodu ile mrkD amplikonlarini tagiyan kolonilerin elektroforez sonucu

Resim 7.’de daire iglerinde belirtilen 15 koloniden 7 tanesi secilip Tablo 1.’de belirtilen
primer c¢ifti ile belirtilen kosullarda koloni PZR yapilmistir (Resim 8). Secilen 7 koloniden 5
tane pozitif sonug elde edilmistir. Bir tane K. pneumoniae susu pozitif 6rnek olarak ve bir tane
negatif kullanilmistir. Markir M ile belirtilmistir. Pozitif kolonilerden 1014 b¢ boyutunda

amplikon elde edilmis ve dogrulanmastir.

Koloniler 50 pg/ml kanamisin igeren sivi besiyerine gecelik ekilmistir. Sonraki giin
plazmit izolasyonu yapilmis ve EcoRI — HindIII enzimleriyle Tablo 3.’deki gibi enzim kesim
islemi yapilmistir. Kesim sonucu %1°lik agaroz jel ile gosterilmistir (Resim 9). 2 koloninin
kesim sonucu gen boyutu (1014 bg) ve pET30a-(+) vektoriiniin (5422 bg) boyutlar: gosterilmis

ve vektoriin mrkD amplikonunu igerdigi dogrulanmustur.
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5077 be

1093 be
805 be

Resim 9 Kolonilerden elde edilen plazmitlerin enzimler ile kesim sonucu agaroz jel

goruntust.

4.3.2.T7 primerleri PZR kurulmasi ve DNA Dizi Analizi ve Karsilastirma Sonucu

Koloni PZR ve restriksiyon analizleri ile dogrulanan genlere ait birer adet amplikon DNA
sizi analizinin yapilmasit amaciyla T7 primerleri kullanilarak hizmet alimi ile firmaya
gonderilmistir. Fasta formatinda tarafimiza gonderilen sekanslar gen bankasi ile
karsilagtirilmistir. Bu amagla Nucleotidnucleotide BLAST programi araciligi ile mrkD genine
ait sekans degerlendirilmis olup %99.80 oraninda K. pneumoniae izolatlarinda bulunan mrkD

genleri ile elde ettigimiz amplikonun sekansinin eslendigi dogrulanmistur.
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Sequences producing significant alignments

[7) selectall 0sequences selected

Download v

Select columns ¥ Show

00O00o0oooooooooooo

Description
v

Klebsiella pneumoniae isolate 326 genome assembly, chromosome: main
Klebsiella pneumoniae strain 1 chromosome, complete genome

Klebsiella pneumoniae strain KP18-2113 chromosome, complete genome

Klebsiella pneumoniae strain VHVKP8 chromosome, complete genome

Klebsiella pneumoniae strain JX-CR-hvKP-5 chromosome, complete genome

Klebsiella pneumoniae st Zagreb029 genome assembly, chromosome: 1

Klebsiella pneumoniae strain VA585-22 chromosome, complete genome

Klebsiella pneumoniae strain LAKp235 chromosome, complete genome

Klebsiella pneumoniae strain A16KP0127 chromosome, complete genome

Klebsiella pneumoniae isolate 15 genome assembly, chromosome: main
Klebsiella pneumoniae isolate 2024CK-01877 chromosome, complete genome

Klebsiella pneumoniae strain 51015 chromosome, complete genome

Klebsiella pneumoniae strain TK77 chromosome, complete genome

Klebsiella pneumoniae strain NK_H18 003 chromosome, complete genome

Kiebsiella pneumoniae strain Zagreb006 genome assembly, chromosome: 1

Scientific Name
-

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Kiebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

. Kiebsiella pneumoniae subsp. p...

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

Kiebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae isolate 326 genome assembly, chromosome: main

Sequence ID: OW995946.1 Length: 5323918 Number of Matches: 1
Range 1: 895117 to 896112 GenBank Graphics. E

core Expect Identities Gaps trand

1829 bits(990) 0.0 995/997(99%) 1/997(0%) PIus/PIus
Query 218 ATGTCGCTGAGGAAATTACTAACGCTTTTTATCGTCTTAATGGCGCTGGGAACCACCTCG 277

% ALLULERLLEELL R ELEE DLV LR R LR LR LT LELI
Sbjct 895117 ATGTCGCTGAGGAAATTACTAACGCTTTTTATCGTCTTAATGGCGCTGGGAACCACCTCG 895176
Query 278 GGGCCTCCTGTACGCGTCTCTCATC 337
) IlIIIIlIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sbjct 895177 895236
Query 338 297
) I|IIIIlIIIIII|IIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII|II
sbjct 895237 AGGETGGTGGTGCCCCCGGATCTGCCGGTGRGCTCGTGATCCTTACCCAC 895296
Query 338 ATGAGCGCTCCCGGCGGGGCAAGCTATCGCTGTACTTCCGGCACCAACCGCTTTGCGGCG 457
. IECERECLTELTEREL LR LT CEE TEEECLECE DR ETLEEEETTETLINIT TR
Sbjct 895297 ATGAGCGCTCCCGGCGGGGCAAGCTATCGCTGTACTTCCGGCACCAACCGCTTTGCGGCE 895356
Query 458  AAGATC( GTGCCG 517
S IIIIII III IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII II I LT
sbjct 895357 AAGATCGT( Grceccusesﬁc CGRACCTT CAc CACCAA(G GCCG 895416
Query 518 mecm‘rmccecescs&cccmcﬂwnrc crA CCCGACGTC 577
- IIIIIIIIIIIII 11 I ILLLLCERLLECELITRLLEEELITELL] I |I| I
sbjct 895417 AGCCGCEGLGECGCAACGRTARATATCGTCTATCCCGACGTC 895476
637

Query 578 TTTTCGTCCCGGGTA Wllll i I?NCTI ki | |

GAAGGGTCGCGCTTTACGCTG
LELLLLLLLELLTLEELLT

LILLLLLLELLLLEELT L
sbjct 895477 TTTTCGTCCCGGGTATATAACACCACCAACTATTCCCTCGAAGGRTCGCGCTTTACGLTG 895536

Query 638
sbjct 895537
Query 698
sbjct 895597

Query 758  ATCACCGTGGTCTCGLCCTCCTGTTCGGTGC
IIIIIIlIIIIIIIlIIII1IIIIIIIIIII_IrIIIIII

GAGATTATCAAAACCGCGGCAACCACCGECAGCGRCAC
FECCLEETPELTORCTIPCL TR IREETTeen LT
GAGATTATCAAMACCGCGGCAACCACCGECAGCGECAC

TCCTACGACTGGGAGAGC GGCGGTAACCCGATCCTCGAAA
ITCCCCCTEETTITECTOEECTCRTITLELTUnT
TCCTACGACTGGGAGAGCGECGETAACCCGATCCTCGAAA

CCTGGCGGCGRGTAAGTACACC
LEETCTEETTTRLLITELTITE
CCTGGCGGCGGGTAAGTACACC
CCTATCTGAGCGCCAACGCC
LEELLEEL TR ETETLTIT
\CCTATCTGAGCGCCAACGCC 895656

GGGAAAMATATGAATGTCGATGTG 817
LELLLLEELTULTELEELTTTE

Sbjct 895657 ATCACCGTGETCTCECCCTCCTGTTCGGTGCTGAGCGGEAARAATATGAATGTCGATGTG 895716
Query 818 GGTTCCATCCGGCGCACCGACCTGAAAGGEGTCGECACCACCGCCGGRGGAAGGATTTT 877

. LLCLLELULEL DL LEELLLEEL LR LEEEELEEEELEERELLELLELET LI
sbjct 895717 GGTTCCATCCGGUGCACCGACCTGARAGEGRTCEGCACCACCGCCGRLGRGARGRATTTT 835776
Query 878 um' GCCAACATTAGCACC 937

% II LI l|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sbjct 895777 TCACCTGLAGT GLAGCGRCGRC GGGATATGCCAACATTAGCACC 895836

I 1l
T G
Query 938 ‘IT??TTCT ??GGT ACCCTE GGCCA?MACTMCGCT ACCATGGGCGCCTTL ?CTGMTGM 997

TEELLTEELTNTTITLL T
'GGGCGCCTTGCTGAATGAA

sbjct 895837 ACCCTGGCCACCAGCACTACCGCTACCATG 895896

Query 998  AAAGCCGGCAGCGGGATGGCGAAAGGCATTGGCATCCAGGTGCTGAAGGATGECTCCCCS 1057
) TELCLERTLEELPUEEEEEELCERE L LU LR LECEL TR LT TR LT

Sbjct 895897 ARAGCCGGCAGCGGGATGGCGAAAGGCATTGGCATCCAGGTGCTGAAGGATGGCTCCCCG 895956

Query 1058 CAGTTTAATAAGAAATACACCGTCGRCCGCTTGARTAATCAGGAGACCCGCTACATC 1117
5 IIIIlI!IIIIlII|I|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

sbjct 895957 AAGARATACACCGTCGGCCGCT TGAATAATCAGGAGACCCGLTACATC 896016

Query 1118 1177

ACCA
11

ATACCGCT GECCC
1l IIIIIIIII IIIIIIIIIII!IIIIIIII

GACGACCAGCACCGGCGAAGTG
LELLEEELTLELELELL 1T

L] I | |
sbjct 896017 ACCATACCGCTGCACGCGCGTTTTTATCAGTATGECCCGACGACCAGCACCGGLGAGET- 896075

Query 1178 AACCTGACGTACGATTAA
X IIIIII[IIIII III LTI
sbict 83676 S AL UL

896112

Score
v

1829
1829
1829
1829
1829
1829
1829
1829
1829
1829
1829
1829
1829
1829
1829
1829

Total
Score
v

1829
1829
1829
1829
1829
1829
1829
1829
1829
1829
1829
1829
1829
1829
1829
1829

Query
Cover
-
75%
75%
75%
75%
75%
75%
75%
75%
75%
75%
75%
75%
75%
75%
75%
75%

value
v

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Resim 10 Rekombinant MrkD dizisine ait sekans sonucu

Per.
Ident
-
99.80%
99.80%
99.80%
99.80%
99.80%
99.80%
99.80%
99.80%
99.80%
99.80%
99.80%
99.80%
99.80%
99.80%
99.80%
99.80%

Acc. Len
v

5323918
5337811
5484309
5372757
5405388
5328306
5493754
5334759
5419267
5352208
5293679
5292101
5306856
5414673
5395861
5328216

Accession

OW995946.1
CP097237 .1
CP082029 1
CP184403 1
CP064232 1
0Z111507.1
CP079807.1
CP135186.1
CP165612.1
CP052565.1
OW969599.1
CP181420.1
CP050376.1
CP128663.1
CP152792.1

0Z111324.1
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4.3.3.Sematik olarak MrkD’nin pET30a-(+) vektoriine klonlanmasi

(5199) Ndel

(6180) SgrAl
(6098) Eagl | |
(6075) Acul | | |
(6053) AlwNI* |

(5989} Ncol °
(5965) KpnI
(5961) ACC65I N N\
(5874) Sgral_ NN\
(5802) BIpI N\

(5733) BstEIl

(5704) Tatl
(5601) Smal

HindIII (5226)

mrkD_R_HindIIl (6206 .. 6231)

/
I/
/
/ ./////

s
ff s //
[/ /
!/ /

!
/ ‘Eagl - NotI (6233)

_PaeR7I - PspXI - Xhol (5241)
Blpl (6320)

Dralll (245)
Psil (370)

(5599) TspMI - Xmal /

(5557) Bgll. ™ .ﬂ/ )
(5543) Sphl. ™. W[ /47 _ASISI - Pvul (945)
5442) Tatl. /

(5942) Tl 0> // _TspMI - Xmal (1067)
(53073 ML~ e e .~ _Smal (1069)
(5226) ECORI._ NN T
R o e
™ e
P
e - Nrul (1286)

(5226 .. 5250) mrkD F EcoRI -_ -
(5220) BamHI-—__
MCS

{5206) Ncol ~

enterokinase site ~
(5188) Kpnl "
(5184) AcceSI "
(5177) Bglll -~
(5152) BstBI

(5034) Xbal /
T7 promoter| /‘ ‘
(4923) Sgral

(4775) Sphl /
(4566) BStAPI

(4242) Mot /| |
(4228) Bel1r | || ‘
(4060) BStEIT | |
(4042) NmeAIII |
(4039} Apal

(4035) PspOMI

mrkD_pET-30a
{+)_cloned

N
S | floy T
A e Minag,

5403 bp

Acul (1599)

T T AWNI (1732)

" BssSI - BssSal (1968)

TPeil (2141)

. BspQI - SapI (2258)
Tatl (2337)

Bstz171 (2374)

PAIFI - Tth111I (2399)

PpuMI (3136)
FsplI - FSpAI (3164)

‘\\ Bgll (3185)

‘PshAI (3401)

Hpal (3740)

BssHII (3831)

Resim 11. mrkD genin pET30-a(+) plazmidine klonlanmasinin sematik olarak gosterilmesi

SnapGene uygulamasi kullanilarak NCBI sisteminden mrkD geninin sekansi fasta formatinda
indirilmis ve pET30-a(+) vektoriine biyoinformatik yontem ile klonlanmistir. pET30-a(+)

plazmidine klonlama sonrasi, MrkD i¢in beklenen proteinin molekiiler agirligi 40.8 kDa olarak

hesaplanmistir (Resim 11).
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4.4.1.rMrkD’nin protein ekspresyonu sonucu

Sekil 9 MrkD proteinin indiiklenmesinin SDS-PAGE ile gdsterimi

rMrkD igeren E.coli hiicresi laktoz (10 g/L) ile indiiklenerek, lizat hazirlanmig ve SDS-
PAGE yapilmistir. SDS-PAGE sonuglar1 Sekil 10 *de verilmistir. M ile belirtilen markir 33 kDa
boyutundadir. A ile belirtilen indiiklenme sonrasi siipernatant, B indiiklenme sonrasi pellet ve
C indiiklenme 6ncesi pelleti ifade etmektedir. Ok ile isaretlenen MrkD proteinin indiiklendigini

ve pellette kaldigimi gostermektedir.
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4.4.2.r-MrkD’nin IMAC yontemi ile saflastirilmasi sonucu

Sekil 10 Saflastirma sonrasi elde edilen fraksiyonlarin SDS-PAGE ile gosterimi.

M ile gosterilenler 33 kDa ve 48 kDa boyutunda farkli markerlardir. 1 parcalama sonrasi
liziz tampon ile elde edilen lizat, 2 kolona baglanmayan proteinlerdir. 3, 4 ve 5 yikama tamponu
ile elde edilen fraksiyonlar1 ifade etmektedir. 6, 7 ve 8 eliisyon tamponu ile elde edilen MrkD
proteinini gostermektedir. MrkD proteini 40,8 kDa boyutundadir. Eliisyon tamponu ile elde
edilen fraksiyonlar 33 kDa ve 48 kDa markirlar arasinda bulunmaktadir ve MrkD proteinin

saflastigini ve boyutunu dogrulamaktadir.

4.5. Tip V Kolajen ve rMrkD Proteini Arasindaki Etkilesimin ELISA ile Incelenmesi

Deney kapsaminda 3 farkli zamanda ELISA analizleri gerceklestirilmis olup, MrkD
proteinin uygulanma konsantrasyonlar1 50 pg/ml ve 200 pg/ml olarak belirlenmistir.
Spektrofotometrik yontem kullanilarak her bir grubun ODaso degerleri dlciilmiistiir. Olgiilen
degerler sekil 13’te goriindiigii lizere grafik halinde belirtilmistir.
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Tablo 8. MrkD'nin Tip V kolejenle Etkilesim seviyelerinin ELISA ile dl¢timii

GRUP LELISA 2. ELISA 3.ELISA
MrkD 50 pg/ml 1,41 1,372 1,382
MrkD 200 pg/ml 1,349 1,328 1,319
BSA (Negatif) 0,085 0,098 0,06

PBS (Kontrol) 0,074 0,069 0,073

Farkli zamanlarda gergeklestirilen ii¢ bagimsiz ELISA analizinin sonuglarina gore, 50
png/ml konsantrasyonundaki MrkD proteini ile yapilan 6lgiimlerde absorbans degerleri sirasiyla
1. ELISA’da 1,41, 2. ELISA’da 1,372 ve 3. ELISA’da 1,382 olarak belirlenmistir. 200 pg/ml
MrkD konsantrasyonu i¢in elde edilen absorbans degerleri sirastyla 1,349, 1,328 ve 1,319'dur.
Negatif kontrol olarak kullanilan BSA'nin absorbans degerleri zaman sirasma gore 0,085 (1.
ELISA), 0,098 (2. ELISA) ve 0,06 (3. ELISA) olarak 6lgiilmiistiir. PBS kontrol grubunda ise
ayni siralamayla 0,074, 0,069 ve 0,073 absorbans degerleri kaydedilmistir. Bu veriler, MrkD
proteininin farkli konsantrasyonlarda belirgin baglanma diizeyi gosterdigini ve negatif
kontrollerle karsilastirildiginda 6zgiil etkilesim sergiledigini gostermektedir. Elde edilen

verilerin ortalamalar1 Sekil 13 grafiginde belirtilmistir

MrkD- Tip V Kolajen ELISA Verileri

15

13

1.1
E m MrkD 50 pg/ml
S 09 Hg
= = MrkD 200 pg/ml
g 07 m BSA (Negatif)
o]
S 05 = PBS (Kontrol)
8
<

0.3

0.1

- = I
-0.1 1. ELISA 2. ELISA 3. ELISA

Sekil 11 ELISA sonuglarinin grafik olarak gosterimi
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MrkD'nin Tip V Kolejenle Olan Etkilesimin ELISA
Ile Olciimii

® MrkD 50 pg/ml

® MrkD 200 pg/ml

m BSA (negatif)

m PBS (kontrol)
N |

MrkD 50 pg/ml - MrkD 200 pg/ml BSA (negatif) PBS (kontrol)

14

12

[EEN

0.8

0.6

0.4

ABSORBANS (450 nm)

0.2

GRUPLAR

Sekil 12. MrkD'nin Tip V Kolejenle Etkilesim seviyelerinin ELISA ile 6l¢iimiiniin ortalamasi

Tablo 9. MrkD'nin Tip V Kolejenle Etkilesim seviyelerinin ELISA ile 6l¢iimiiniin ortalama

degerleri

MrkD 50 pg/ml MrkD 200 pg/ml  BSA (negatif) PBS (kontrol)

1,388 1,332 0,081 0,072

MrkD proteininin Tip V kolajen proteinine baglanma potansiyelini degerlendirmek
amaciyla yapilan ELISA testinde, 50 png/ml MrkD uygulanan grupta ortalama absorbans degeri
1,388, 200 ng/ml MrkD uygulanan grupta ise 1,332 olarak 6l¢iilmiistiir. Buna karsilik, negatif
kontrol olarak kullanilan BSA grubunda bu deger 0,081, PBS kontrol grubunda ise 0,072 olarak
kaydedilmistir.
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4.6.BJ Fibroblast Hiicre Hattinin Kiiltiirlenmesi

Resim 12 Bj Fibroblast hiicrelerinin 400X mikroskop goriintiisii

Bj fibroblast hiicrelerinin monolayer (tek katmanli) kiiltiir formasyonunda diizgiin sekilde
yiizeye tutundugu, igsi (fusiform) morfolojilerini koruduklar1 ve hiicre-hiicre temaslarmin
belirgin oldugu gozlemlenmistir. Hiicrelerin saglikli morfolojide oldugu ve kiiltiir yiizeyine

yayilim gosterdigi belirlenmistir.
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4.6.1.Thoma Lami Kullamlarak Hiicrelerin Sayilmasi

Resim 13 Bj Fibroblast hiicre sayimi i¢in kullanilan Thoma Lami goriintiisii

Tripsin kullanilarak kaldirilan hiicreler santrifiij edilip elde edilen pelet 1 mL besiyeri ile
¢Oziilmiistiir. 10ul hiicre siispansiyonundan, 10ul de Tripan Blue boyasi kullanilarak

karigtirilmig ve Thoma lamina alinarak asagidaki formiile gore hiicre sayimi yapilmistir.

Sayim alamnda sayilan hiicre sayis1 x Seyreltme katsayis: x 10%
Hiicre sayis1 (adet/mL) = Y a Y Y Y

Sayun yapilan kare sayisi

4.6.2.Hiicre Canhih@ Testi

Sitotoksisite testinde farkli zaman noktalarinda fibroblast hiicrelerine uygulanan MrkD
proteininin etkisini degerlendirmek amaciyla elde edilen ODuaso degerleri Tablo 10 ve Tablo
11°de verilmistir . Kontrol grubunda (PBS ile muamele edilen fibroblastlar) 1. saatte 0.2703, 2.

saatte 0.2870 ve 4. saatte 0.3233 absorbans degeri dl¢iilmiistiir. MrkD proteini ile muamele
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edilen fibroblast grubunda ise 1. saatte 0.2603, 2. saatte 0.2743 ve 4. saatte 0.2910 degerleri

elde edilmistir. Bu veriler dogrudan sitotoksisite degerlendirmesinde kullanilmistir.

Tablo 10. BJ Fibroblast hiicre hattina MrkD ve PBS uygulama sonrasi OD4so 6l¢timii

Fibroblast + PBS (Kontrol) ODaso Fibroblast +MrkD ODaso
1. Saat 0.2703 0.2603
2. Saat 0.2870 0.2743
4. Saat 0.3233 0.2910

Tablo 11. BJ Fibroblast hiicre hattina MrkD uygulama sonrasi yiizde olarak hiicre canliligi

1.Saat 2.Saat 4.Saat
Kontrol/MrkD*100 %96.26 %95.57 %94.02

Kontrol grubuna kiyasla MrkD proteini uygulanan fibroblastlarda hiicre canliligi; 1. saatte

%96.26, 2. saatte %95.57 ve 4. saatte %94.02 olarak belirlenmistir.
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MrkD'nin Sitotoksite Grafigi
100

90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

Kontrol 0. Saat 2. Saat 4, Saat
Zaman (Saat)

Hiicre Canliligi (%)

Sekil 13. MrkD'nin BJ Fibroblast Hattina Kars1 Sitotoksik Etkisinin Degerlendirilmesi

WST-1 hiicre canlilig1 testi sonuglarma gore, MrkD proteini uygulanan fibroblast
hiicrelerinde canlilik orani kontrol grubuna kiyasla 0. saatte %96,26, 2. saatte %95,57 ve 4.
saatte %94.02 olarak Olciilmiistiir. Bu sonuglar, MrkD proteininin kisa siireli uygulamalarda

hiicre canlilig1 tizerinde anlamli bir toksik etki olusturmadigini gostermektedir.
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4.6.1 MrkD Proteininin Fibroblast BJ Hiicrelerine Baglanmasinin K. pneumoniae

Baglanmasina Etkisinin Incelenmesi

Resim 14 LB-Agar besiyerine ekilen diliisyonlar, PBS uygulanan kontrol grubu

A)10° bakteri diliisyonunun LB - Agarda goriintiilenmesi, B) 10~ bakteri diliisyonunun LB- Agarda

goriintiilenmesi, C) 10* bakteri diliisyonunun LB- Agarda gériintiilenmesi

Elde edilen sonuglar dogrultusunda, PBS uygulanan kontrol grubunda K.
pneumonieae nin koloni olusumu sayilmistir. Bu bakimdan C’de belirtilen 10* diliisyon

orneginde toplamda 219 koloni sayilmistir.

52



A

Resim 15. LB-Agar besiyerine ekilen diliisyonlar, MrkD uygulanan deney grubu

A)10° bakteri diliisyonunun LB - Agarda goriintiilenmesi, B) 10~ bakteri diliisyonunun LB- Agarda

goriintiilenmesi, C) 10* bakteri diliisyonunun LB- Agarda gériintiilenmesi,

Elde edilen sonuclar dogrultusunda, MrkD wuygulanan deney grubunda K.

pneumonieae nin koloni olusumu sayilmistir. Bu bakimdan C’de belirtilen 10* diliisyon
Orneginde toplamda 31 koloni sayilmustir.

Logio Bakteri Sayimi (CFU/mL) Hesaplanmasi:

Elde edilen koloni miktarlarmm deney ve kontrol grubu olarak Logio bakteri sayisinin
hesaplanmasi1 asagida belirtilmektedir.
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Yapilan bakteriyel sayim sonucunda, deney grubunda (MrkD uygulanan fibroblast + K.
pneumoniae) elde edilen koloni sayis1t 31 olarak belirlenmistir. Bu degere gore CFU/mL
hesaplamas1 31 + 0,1 x 10* = 3,1 x 10° CFU/mL seklinde yapilmistir. Elde edilen bu degerin
logaritmik karsilig1 ise Logio(3,1 x 10°) = Logio(3,1) + Logie(10°) = 0,491 + 5 = 5,491 logio
CFU/mL olarak hesaplanmustir.

Kontrol grubunda (PBS uygulanan fibroblast + K. preumoniae) ise toplam koloni sayist
219 olarak bulunmustur. CFU/mL degeri 219 + 0,1 x 10* = 2,19 x 10°* CFU/mL olarak
hesaplanmis; bu degerin logaritmasi Logio(2,19 x 10°) = Logi0(2,19) + Logio(10¢) = 0,340 + 6
= 6,340 logio CFU/mL seklinde bulunmustur.

Koloni Logio Bakteri Sayim (CFU/mL)
Sayisi
GRUPLAR (10%)
Kontrol 219 ~6,340
(Fibroblast+ PBS+ K. pneumoniae)
Deney 31 ~ 5,491

(Fibroblast+MrkD+K. preumoniae)

Kontrol grubunda (Fibroblast + PBS + K. pneumoniae) toplam koloni sayist 219 olarak
belirlenmis olup, bu deger yaklasik olarak 6,340 logio CFU/mL’ye karsilik gelmektedir. Deney grubunda

(Fibroblast + MrkD + K. pneumoniae) ise koloni sayis1 31 olarak tespit edilmis ve bu deger yaklasik
5,491 logio CFU/mL olarak hesaplanmuistur.
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Yukaridaki grafigin sonuglarina bakildiginda, Bj fibroblast hiicre hattma MrkD
uygulandiginda, kontrol grubuna kiyasla K. pneumoniaenin Bj hiicrelerine baglanma
potansiyelinin yaklasik 0,85 log azaldig1 gosterilmektedir. Bu durum 1 log’luk bir diisiis ile
bakterinin hiicrelere baglanma potansiyelinin yaklasik =~ %90 oraninda azalmis oldugunu

belirtmektedir.
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5.TARTISMA

Bakteriyel adezinler, mikroorganizmalarin konak hiicrelere veya yilizeylere tutunmasini
saglayan O0zellesmis yiizey bilesenleridir. Pek ¢ok bakteriyel adezin, 6zellikle Gram-negatif ve
Gram-pozitif bakterilerde, fimbrialar (pili) ad1 verilen ince ipliksi yapilar seklinde organize
olmustur. Bu ipliksi uzantilar; konjugasyon, adezyon (yapisma), biyofilm olusumu ve konak
bagisiklik sisteminin modiilasyonu gibi ¢esitli siireglerde kritik rol oynar. Adezinlerin
enfeksiyon siireclerindeki kilit rolii ve hiicre ylizeyinde disa maruz olmalari, onlar1 geleneksel
antibiyotiklere alternatif terapotik hedefler olarak one ¢ikarmaktadir. Adezinleri hedef alan
stratejiler, bakterinin konak hiicreye yapismasini engelleyerek enfeksiyon dongiisiinii bastan
kesebilir. Nitekim adezin proteinleri genelde kuvvetli immiinojenik 6zelliklere sahiptir; bu da
onlar1 as1 gelistirme acisindan da cazip kilar. Enfeksiyonlarin onlenmesi veya tedavisi i¢in
adezinlere kars1 antikor gelistirme, molekiiler inhibitorler kullanma gibi anti-adezyon
yaklagimlari, bakteri Oldiirmeye odaklanan antibiyotiklere goére direng gelisimini

yavaslatabilecek bir antiviriilans stratejisi sunar.

Tablo 12’de, Gram-negatif bakterilerde yer alan baslica adezin proteinleri, hedef

molekiilleri, bunlara yonelik tedavi yaklagimlar1 ve ilgili literatiir kaynaklar1 6zetlenmistir.

Tablo 12 Bakteriyel adezinleri hedefleyen tedavi yaklasimlar1

Bakteri & Adezin Hedef Molekadl / Tedavi Stratejisi Kaynaklar
Sistem

Escherichia coli Mannoz reseptorleri D-mannoz tirevleri (Cusumano,2011)
(UPEC, FimH) (mannozidler),

glikomimetikler
K.K. pneumoniae Tip IV/V kolajen Anti-MrkD monoklonal (Sebghati ,1998; Jagnow ve
(MrkD, Tip-3 pili) antikorlar, rekombinant Clegg 2003)

asilar
Pseudomonas Galaktoz / fukoz Lektin inhibitorleri, (Tielker ve ark,. 2005;
aeruginosa (LecA/  reseptorleri glikomimetikler, Pecoraro ve digerleri, 2023)
LecB) nanoteknolojik tastyici

sistemler
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Genel Distilfit bag katalizi Kugtk molekul Pecoraro ve digerleri,2023,;

Gram-negatif (adezin inhibitdrleri (6rnegin Soares-da-Silva ve

(DsbA enzim katlanmasi/direk feniltiyofen), DsbA/DsbB  digerleri,2022; McMahon ve

sistemi) diizenlenme) engelleyiciler digerleri,2021).

Acinetobacter Otomotriker adezin Anti-AtaA protein Smith et al. (2024)

baumannii (AtaA yapist inhibitorleri, gen terapotik

benzeri TAA) yaklasimlar

Salmonella DsbA ile virtlans Feniltiyofen bazli McMahon et al. (2021)

enterica (DsbA protein diizenlemesi inhibitorler, antivirilans

homologlart) ajanlar

Yersinia Kolajen, fibronektin, YadA inhibitorleri, genis Leo ve digerleri,2011; El

enterocolitica YadA  integrinler spektrumlu antiadezin Tahir & Skurnik, 2001
ajanlar

Uropatojenik E. coli’de tip 1 fimbria adezini olan FimH igin gelistirilmis D-mannoz
tiirevleri (mannositler), konak hiicre ylizeyindeki mannoz reseptorlerine baglanarak FimH nin
mesane epiteline tutunmasini engellemistir (Sarshar, ve digerleri,, 2020). Bu kiiclik molekiillii
FimH inhibitdrleri, kronik ve tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonlarmi (IYE) tedavi etmede ve
profilaksisinde basarili bulunmus; ayrica direng gelisimi potansiyelini azaltan bir mekanizma
ile etki gostermistir (Foroogh,ve digerleri,2021). Bu 6rnek, pilus u¢ adezinlerini hedef almanin,

bakterileri 61diirmeksizin enfeksiyonu kontrol altina alabilecegini gosterir.

Benzer sekilde, Pseudomonas aeruginosa’nin lektin tipi adezinleri LecA ve LecB, konak
epitel hiicreler lizerindeki galaktoz ve fukoz kalintilarina baglanarak bakterinin tutunmasini ve
biyofilm olusumunu destekler. Bu adezinlere karsi gelistirilen glikomimetik inhibitorler, P
aeruginosa enfeksiyonlarina karsi yeni nesil tedavi yaklagimlarinin oniinii agmaktadir (Tielker
ve digerleri,2005; Pecoraro ve digerleri,2023). Yine Acinetobacter baumannii’deki trimerik
autotransporter adezin (AtaA proteini) 6rneginde oldugu gibi, Gram-negatif ve Gram-pozitif
patojenlerde farkli adezin tiplerini hedefleyen non-antibakteriyel, antiviriilans tedavi stratejileri

lizerine arastirmalar bulunmaktadir.

K. pneumoniae, yogun bakim iinitelerinde kateter iliskili idrar yolu enfeksiyonlari,
ventilator iliskili pndmoniler, septisemi ve yara enfeksiyonlar1 gibi durumlarda sik izole edilen
bir patojendir. Bu enfeksiyonlarin gelisiminde, bakterinin konak mukozal ylizeylere ve tibbi
cihazlarmn (Or. idrar sondalari, endotrakeal tiipler) ylizeylerine sik1 tutunmasi 6nemli bir adimdr.
Tip 3 fimbrialar ve MrkD adezini, 6zellikle hasarli veya yapay ylizeylerde kolonizasyonu
kolaylastirmaktadir. Ornegin, idrar sondalarmnin ve diger implant yiizeylerinin viicut sivilariyla
kaplanmas1 sonucu bu yiizeylerde fibronektin, kollajen gibi konak ECM proteinleri birikir
(Donlan, 2001). MrkD’ye sahip fimbrial1 bakteriler, bu kaplanmis yiizeylere kollajen baglayict
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etkinlikleri sayesinde etkin bigimde tutunarak biyofilm olusturabilirler (Jagnow & Clegg,
2003). Nitekim, yapilan ¢aligmalar Tip 3 fimbrialarin abiyotik ylizeylerde biyofilm gelisimini
tesvik ettigini, ancak bunun 6zellikle yilizeyin kollajen gibi ECM proteinleriyle kapl oldugu
durumlarda belirgin oldugunu gostermistir (Langstraat ve digerleri,2001; Jagnow & Clegg,
2003). Langstraat ve digerleri, (2001), K. pneumoniae’nin plastik yiizeylerde biyofilm
olusturma kapasitesinin Tip 3 fimbria varligmma bagl oldugunu ancak MrkD proteininin
yoklugunda da (sadece MrkA saft proteiniyle) bir miktar biofilm olusabildigini raporlamistir.
Buna karsilik Jagnow ve Clegg (2003), kollajen kaph yiizeylerde MrkD aracili baglanmanin
biyofilm olusumunu anlamli derecede artirdigini gostermistir. Bu bilgiler dogrultusunda
planlanan ¢aligmada, MrkD proteininin insan BJ fibroblast hiicre hattina baglanma potansiyeli
ile saf kolajenle olan etkilesimi arastirilmistir. Calismanin ilk asamasinda, K. pneumoniae
susuna ait mrkD genine 6zgii primerler tasarlanmis ve PZR amplifikasyonu gergeklestirilmistir.
Elde edilen amplikon, pET30a(+) vektorii ile uygun restriksiyon enzimleri kullanilarak kesilmis
ve ardindan ligasyon islemi uygulanmistir. Bu rekombinant yapi, E. coli BL21 hiicrelerine
transforme edilmistir. Insan tip V kolajen, ticari olarak temin edilmistir. Rekombinant olarak
iiretilen MrkD proteini, yapisma eklenen 6x His etiketi sayesinde IMAC (Immobilize Metal
Iyon Afinite Kromatografi) yontemi kullanilarak HPLC sistemi ile saflastirilmustir. Saflastirilan
proteinin Tip V kolajene baglanabilirligi, HRP-konjuge anti-His antikoru kullanilarak dogrudan
ELISA yontemiyle degerlendirilmistir. Boylece MrkD proteininin insan Tip V kolajene olan
baglanma kapasitesi spektrofotometrik olarak dl¢iilmiistiir. Buna ek olarak, MrkD proteininin
BJ fibroblast hiicrelerine baglanma potansiyeli ve sitotoksik etkisi de hiicre canlilig testi (WST-
1) analiz edilmistir. Boylece hem baglanma diizeyi hem de hiicre sagkalimi tizerindeki etkiler

ayrintili olarak degerlendirilmistir.

Literatiirde MrkD’nin, 6zellikle kolajen tip IV ve V gibi ECM proteinlerine spesifik
olarak baglanarak enfeksiyonlarin ilk basamagi olan kolonizasyona katkida bulundugu iyi
bilinmektedir (Tarkkanen ve digerleri,1990; Sebghati ve digerleri,1998). Nitekim K.
pneumoniae gibi firsat¢1 patojenlerin idrar yolu enfeksiyonlari ve pndmoni gibi hastane
kaynakli enfeksiyonlarinda Tip 3 fimbrialarin dnemli bir adezin komponenti olan MrkD, konak
doku yiizeylerine tutunmay1 saglayarak bakterinin uzaklastirilmasmi veya fagositoza maruz
kalmasimi zorlastirir (Hornick ve digerleri, 1995; Jagnow & Clegg, 2003). Caligmamizda,
saflagtirilmis MrkD proteininin BJ fibroblast hiicrelerinde uygulamasinin belirgin bir sitotoksik
etki yaratmadigi gozlenmistir. WST-1 canlilik testinde MrkD wuygulanan BJ fibroblast

hiicrelerinde canlilik oranlar1 4 saat sonunda kontrol grubunun yaklasik %94’t diizeyinde
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kalmigtir. Bu sonug¢, MrkD’nin dogrudan hiicre 6liimiine veya zarara yol agmadigini, yani esas
islevinin bir toksin degil, yapisma saglayici adezin olarak rol aldigmi gostermektedir.
Literatlirde de benzer sekilde, bakteriyel adezin ve fimbria proteinlerinin genellikle konak
hiicrelere dogrudan sitotoksik olmadigi, bunun yerine bakterinin hiicrelere/ECM’e tutunmasini
kolaylastirdig1 belirtilmektedir. Bir diger bulgumuz ise hiicre hatlarma uygulandiginda
reseptorlerin saturasyonuna neden olan rMrkD proteininin K. preumoniae’nin fibroblast
hiicrelere yapigmasmi belirli bir dlclide engellediginin gosterilmesidir. MrkD ile muamele
edilmis BJ fibroblast hiicrelerine bakterinin baglanma potansiyeli yaklasik 1 log (= %90)
oraninda azalmistir. Bu diisiis, K. pneumoniae’nin bu hiicre hattina tutunmasinda MrkD aracil
bir mekanizmanin baskin oldugunu gostermektedir. Ortama eklenen saf MrkD proteini, konak
hiicre ylizeyindeki MrkD’ nin hedefreseptorlerine baglanarak, bakterinin kendi fimbrialarindaki
MrkD ile yarismali olarak etkilesime girmesini engellemistir olabilir. Boylece, bakteriyel
adezin-reseptor etkilesimi bloke edilmis ve bakterinin hiicreye tutunmasi biiyiik oranda
onlenmigtir. Hornick ve arkadaslar1 (1995), mrkD geninin silindigi mutant K. pneumoniae
suslarinin epitel hiicrelere ve diger ylizeylere yapisma yeteneginin vahsi tipe kiyasla ciddi
oranda azaldigmni rapor etmislerdir. Benzer sekilde, Jagnow ve Clegg (2003) de Tip 3 fimbriali
ancak yapisma yetenegi olmayan mutantlarin kollajen kapl yilizeylerde biyofilm olusturma ve
tutunma kapasitesinin, adezin-yeterli suslara gore zayif oldugunu gostermistir. Bizim
rekombinant MrkD proteinini kullanarak elde ettigimiz rekabetci inhibisyon deney sonuglari,
MrkD’nin konak dokudaki 6zgiil ligandlarina (6rn. kolajenlere) baglanmasmin, bakterinin
yapismasi i¢in elzem oldugunu gii¢lii bigimde teyit etmektedir. MrkD proteininin kolajen
baglama aktivitesini dogrudan gosteren ELISA sonuglarimiz yalnizca hiicrelere degil kollajen
iceren yiizeylere baglanmada da MrkD’nin etkili oldugunu gostermistir. Saf MrkD, tip V
kollajene yiiksek diizeyde baglanmis; 50 pg/ml ve 200 pg/ml konsantrasyonlarinda elde edilen
yiiksek absorbans degerleri (=1,3 ve lizeri), kollajen-MrkD etkilesiminin spesifik ve doymus
oldugunu diistindiirmektedir. Buna karsin BSA veya PBS ile kapli kontrol kuyucuklarinda
minimal sinyal goriilmiistiir. Bu veriler, MrkD’nin tip V kollajene 6zgiil bir afiniteye sahip
oldugunu gostermektedir (Régo, ve digerleri,,2012). Sebghati ve digerleri, (1998), Klebsiella
cinsinde mrkD geninin ii¢ farklh aleli oldugunu ve bunlarin farkli baglanma o6zellikleri
sergiledigini bildirmistir. Plazmid kodlu MrkD1P proteini 6zellikle Tip V kolajene yliksek
afiniteyle tutunurken, kromozomal MrkDI1C1 varyant1 Tip IV ve Tip V kolajene
baglanabilmekte; buna karsilik MrkD1C2 varyant1 kollajenlere baglanamayip sadece tannik
asitle islenmis eritrositlere yapisarak mannoz-diren¢li hemagliitinasyona neden olabilmektedir

(Sebghati ve digerleri, 1998).
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Benzer sekilde, MrkD’nin adezyon engelleyici etkisi baska arastirmalarda da ortaya
konmustur. Ornegin Cui ve arkadaslar1 (2021), bir sigir mastiti kokenli K. pneumoniae
susundan klonlay1p tirettikleri rekombinant MrkD proteininin, bovin meme epitel hiicrelerine
bakteriyel yapigsmayi anlamli diizeyde engelledigini bildirmislerdir. Yaptiklar1 calismada
rekombinant MrkD ile 6n muamele, K. pneumoniae’nin epitel hiicrelerine tutunmasini belirgin
sekilde azaltmis; ayrica MrkD’ye kars1 gelistirilen spesifik antiserumun, bakterinin adezyonunu
toplu antiseruma kiyasla daha etkin bicimde bloke ettigi gosterilmistir (Cui ve digerleri,, 2021).
Bizim insan fibroblast modelimizde gozlemledigimiz yapisma azalmasi, bu bulgularla
paralellik gostermekte ve MrkD’nin farkli konak hiicre tiplerinde benzer adezyon
mekanizmalariyla baglandigini isaret etmektedir. Kisa siireli temaslarda bile sitotoksisite
olusturmamasi, MrkD bazli as1 ya da immiinoprofilaksi stratejilerinde bu antijenin giivenle
kullanilabilecegini gdstermektedir. MrkD adezini, gerek yapisal Ozellikleri gerekse konak
bagisiklig1 tarafindan taninmasi bakimindan, K. pneumoniae enfeksiyonlarma karsi asi
gelistirme ¢alismalarinda ilgi cekmektedir. Ozellikle patojenitenin ilk adimi olan bakterinin
konak dokulara tutunmasi, engellenebilir bir hedef olarak goriilmektedir. Bu baglamda, fimbrial
adezinleri hedefleyen asilar ve pasif immiinizasyon yaklagimlari literatiirde destek bulmustur.
Ornegin, in vivo ¢alismalar K. pneumoniae tip 3 fimbrialarinm (Mrk fimbrialar1) saflastirilmis
preparatlar1 ile asilanan farelerin, Oldiiriici dozda bakteri ile yapilan solunum yolu
enfeksiyonlarina karsi daha direngli oldugunu gostermistir (Lavender ve digerleri,, 2005;
Assoni ve digerleri,, 2021). Benzer sekilde, rekombinant fimbria alt birimleriyle (6rn. MrkA
proteini) asilamanin da akciger enfeksiyonu modelinde belirli diizeyde koruma sagladigi
bildirilmistir (Wang ve digerleri,, 2016; Assoni ve digerleri,, 2021). MrkD proteini 6zelinde, bu
adezine kars1 gelisen antikorlarin koruyucu olabilecegi farkli ¢aligmalarla ortaya konmustur. Li
ve arkadaglar1 (2009), MrkD’nin gii¢lii bir immiinodominant antijen oldugunu ve MrkD’ye
0zgilil monoklonal antikorlarin farelerde K. pneumoniae enfeksiyonuna karsi korunma ile iligkili
bulundugunu rapor etmislerdir. Hatta MrkD proteininden belirli T-hiicre epitoplar1 da izole
edilmis; bu epitoplarin bazilar1 Thl tipinde (6rnegin IFN-y iireten), bazilarinin ise Th2 tipinde
(IL-4 gibi sitokinler iireten) bagisiklik yanitlarmi uyardigi gosterilmistir (Li ve digerleri,,
2010)..K. pneumoniae’ye kars1 koruyucu bagisikligin tam olarak hangi Th yanitlarina ihtiyag
duydugu heniiz netlesmemis olsa da (baz1 arastirmalar hem hiicresel Thl hem de humoral Th2
yanitlarmin birlikte gerektigini 6nermektedir), MrkD’nin bu ac¢idan uygun epitoplar tasidigi ve
genis bir immiinojenik etki olusturabildigi anlagilmaktadir. Dolayisiyla, MrkD’yi hedef alan as1
calismalarinda, adezine kars1 dengeli bir Th1/Th2 yanit1 olusturmak, hem antikor iiretimini hem

de hiicresel immiiniteyi tetikleyerek enfeksiyona karsi daha etkili bir koruma saglayabilir.
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Bu calismada elde edilen bulgular, K. pneumoniae’nin Tip 3 fimbrial adezini olan MrkD
proteininin, konak hiicrelere tutunma ve ECM (ekstraseliiler matriks) bilesenlerine baglanma
yoluyla bakterinin viriilansinda kritik bir rol oynadigini1 desteklemektedir. Elde ettigimiz
bulgular1 K. pneumoniae’nin patogenezi baglamida degerlendirdigimizde, MrkD aracilt

yapigsmanin enfeksiyonlarda oynadigi kilit rol netlik kazanmaktadir.

61



6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, K. K. pneumoniae’nin 6nemli adezinlerinden biri olan MrkD proteini
rekombinant DNA teknolojileri kullanilarak iiretilip insan BJ fibroblast hiicreleri ile Tip V
kolajen lizerindeki biyolojik etkileri degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, MrkD proteininin
hem dokuya 0zgii baglanmada hem de potansiyel terapotik hedef olarak Onemini ortaya
koymaktadir. Rekombinant MrkD proteininin fibroblast hiicre hatt1 lizerine sitotoksik etkisi
WST-1 yontemi ile degerlendirilmis ve 1., 2. ve 4. saatlerde swrasiyla %96,26, %95,57 ve
%94,02 oranlarinda hiicre canlilig1 tespit edilmistir. Bu sonuglar, MrkD'nin insan fibroblast
hiicreleri lizerinde anlamli bir toksisite olusturmadigini gostermektedir. Bununla birlikte, MrkD
proteini ile muamele edilen fibroblast hiicrelerinde K. pneumoniae’nin adezyon kabiliyeti
kontrol grubuna kiyasla yaklasik 0,85 log (yaklasik %90) oraninda azalmistir. Bu bulgu,
rekombinant MrkD’nin, konak hiicre iizerindeki 6zgiil baglanma bélgelerini isgal ederek
bakteri baglanmasini kompetitif olarak inhibe ettigini diisiindiirmektedir. Ayrica, yapilan
ELISA analizlerinde 50 ve 200 pg/mL MrkD uygulanan gruplarda yiiksek absorbans degerleri
(srrastyla 1,388 ve 1,332) elde edilirken, negatif kontrol gruplarinda bu degerlerin oldukca
disik olmast (PBS: 0,072; BSA: 0,081) MrkD’nin Tip V kolajene yiiksek afiniteyle
baglandigimi gostermistir. Bu kapsamda, bu ¢alismada ilk kez rekombinant MrkD proteini
kullanilarak insan fibroblast hiicre hattinda yapilan in vitro analizlerle bu proteinin spesifik
baglanma kapasitesi, sitotoksik etkisizligi ve kolajene afinitesi gosterilmistir. Ayrica, MrkD’ nin
hiicrelere bakteriyel tutunmay1 engelleyici etkisi dogrudan sayisal olarak ortaya konmustur. Bu
sonuglara dayanarak, MrkD proteini hem adezin inhibitorleri gelistirilmesi hem de as1
stratejileri i¢in degerlendirilebilecek potansiyel bir biyolojik hedef olarak 6ne g¢ikmaktadir.
Ilerleyen ¢alismalarda MrkD’nin in vivo hayvan modellerinde immiinojenik ve koruyucu
etkilerinin test edilmesi bu hedefin klinik uygulamalara aktarilmasi agisindan kritik dneme
sahiptir. Ayrica, rekombinant MrkD ile gelistirilecek antikorlarm, yliksek viriilansla K.
pneumoniae suslarinda terapotik potansiyelinin degerlendirilmesi, anti-adezyon temelli

yenilik¢i tedavi yaklasimlarina zemin hazirlayabilir.

Bu bulgular, MrkD'nin gelecekte yapisma Onleyici tedaviler veya K. pneumoniae

enfeksiyonlarina karsi as1 gelistirme i¢in umut verici bir aday olabilecegini diisiindiirmektedir.
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T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNIVERSITESI

SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

BIiLIMSEL ETIiK BEYANI

“Rekombinant MrkD Proteininin Fibroblast Hucresine ve Kolajene Adezyondaki Rolinin
Belirlenmesi” baslikli Yiiksek Lisans tezimdeki biitiin bilgileri etik davranis ve akademik
kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi, tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢alismada,
bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagma eksiz atif yaptigimi bildiririm. ifade

ettiklerimin aksi ortaya ¢iktiginda ise her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim.
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