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Konak-Patojen İlişkisi- Biyolojik Yolaklar

Michal (Ed.), Biochemical Pathways, John Wiley and Sons, New York, 1999.

• Özetle

- “Big Data”



Konak-Patojen İlişkisi

• Hiç bir şey olmaz 

• Patojen ölür

• Konak ölür

+



Mikroorganizma Sonrası;

1680

• Mikroorganizmaların ilk kez görülmesi

0. zaman



• Ignaz Semmelweis’ın

1841-1850 yılları arasında Avusturya ve Viyana’da iki farklı doğum hastanesindeki 

gözlemleri

Mikroorganizma Sonrası; 

1850

170. yıl



Mikroorganizma Sonrası;

1890

• Robert Koch ve Friedrich Loeffler; hastalık ile bir mikroorganizma arasındaki nedensel

ilişkiyi kriterize eden Koch postülatın

Koch Postülatı

210. yıl



Mikroorganizma Sonrası; 

• Bu tarihten sonra mikroorganizmalar ve insanoğlu arasındaki savaş başlamış ve

“mikrobu bul, mikrobu yok et” sloganı yıllar boyu sürecek mücadelenin ana fikri olmuştur. 

“ mikrobu bul, mikrobu yok et” 

210. yıl



Mikroorganizma Sonrası;

• Poul de Kruif tarafından 1924 yılında yazılan “Microbe Hunters” kitabında,  

mikroplarla savaşan cesur ve korkusuz “ölüm savaşçıları” olarak anlatılmaktadır. 

Spallanzani

Koch

Pasteur Metchnikoff

Paul Ehrlich



Mikroorganizma Sonrası; 

• Paul Ehrlich’in geliştirdiği “sihirli mermi” kavramı sonucunu vermiş ve 

bir arsenik türevi olan arsphenamine (salvarsan) ile mikrop katliamına başlanmıştır.  

244. yıl



Mikroorganizma Sonrası;

• Salvarsandan bugünkü modern sefalosporinlere kadar geçen süreç göz önüne alındığında, 

“mikrobu bul, mikrobu yok et” felsefesinin çok da başarılı olmadığı ve yeni yaklaşımlara 

ihtiyaç olduğu bir gerçektir. 

Bugün 336. yıl



Mikroorganizma Sonrası

• Bu yeni yaklaşımların odağında, 

bir mikroorganizmanın hastalık yapması için konağın da ve hatta çevrenin de önemli 

olduğu bilgisi vardır. 

mikroorganizma

hastalık

çevre konak 
mikrobiyota



Sistem Biyolojisi

• Geleneksel biyolojik yaklaşımlar;

daha az değişkeni incelemeye imkan sağlarken sistem biyolojisi, çok sayıda gene, proteine, 

hücreye, biyolojik ağlara ve bunların etkileşimlerinin çoklu veya tekli sistemlerde 

incelemesine odaklanmıştır.



Sistem Biyolojisi ve OMIC

• Gelişen teknoloji ile birlikte

genomik, transkriptomik, proteomik, metabolomik alanlarındaki gelişmeler, 

konak-patojen sistemlerindeki ilişkilerin araştırılmasını imkanlı hale getirmiştir.



Sistem Biyolojisi ve OMIC

Metagenomik

Metatrankriptomik

Metaproteomik

• Gelişen teknoloji ile birlikte

genomik, transkriptomik, proteomik, metabolomik alanlarındaki gelişmeler, 

konak-patojen sistemlerindeki ilişkilerin araştırılmasını imkanlı hale getirmiştir.



Sistem Biyolojisi

• Patojen mikroorganizmalar hayatta kalabilmek ve çoğalabilmek için

konak hücre savunma mekanizmalarını yıkmaya çalışırken, 

konak hücre de bazı gen ekspresyon değişiklikleri gerçekleştirerek bu istilaya cevap verirler. 

+



Konak-patojen ilişkilerinde yöntemler

• Bu oldukça karmaşık ve çok boyutlu dinamiklerin ortaya konması; 

yeni mikrobiyal virülans faktörlerinin ve bunlara karşı gelişen konak yanıtı 

aydınlatılabilecektir. 

• Tüm bu veriler bir arada değerlendirildiğinde, yeni tanı ve tedavi yaklaşımlarının 

geliştirilmesini sağlayacaktır.



Sistem Biyolojisi

Yeni teknolojiler

teknoloji

YENİ VERİLER

yeni yazılımlar

biyoinformasyon

YENİ HİPOTEZLER

www.systemsbiology.org

BİYOLOJİK
SORULAR

biyoloji

yeni kavramlar 



Polymerase chain reaction (PCR)

• Polimeraz zincirleme tepkimesinin 1983 yılında tanıtılması, biyolojinin her alanında olduğu 

gibi moleküler biyoloji alanında da yeni bir çağın başlangıcına neden olmuş ve genomdan 

bilgi akışında büyük bir ivme yaşanmıştır. 

• PCR

• Multiplex PCR

• Nested PCR

• Seminetested PCR

• Broad Range PCR

• Hot  Start PCR

• Touchdown PCR

• Reverse Transcription PCR



Revers transcriptase-PCR 

• Ters transkriptaz-PZT yönteminin geliştirilmesiyle 

RNA’yı cDNA’ya çevirmek mümkün olmuş ve transkiripsiyonel seviyede incelemeler 

olanaklı hale gelmiştir. 

AAAAA   mRNA

primer

cDNA

cDNA

primer

www.yourgenome.org’dan uyarlanmıştır.

mRNA

tRNA

RT

DNA
pol



• Deneysel fare modelinde yapılan bir çalışmada; 

Burkholderia pseudomallei enfeksiyonu sırasında konağın gösterdiği sitokin yanıtının, 

enfeksiyonun kronik / akut ilerleyişe etki edip etmediği araştırılmıştır. 

konağın sitokin yanıtı ? 

Revers transcriptase-PCR 



• Bu amaçla;

tümör nekroz faktör-α (TNF-α), interlökin-1β (IL-1β) ve interlökin-6 (IL-6) mRNA düzeyleri 

araştırılmış ve genlerin ekspresyon düzeylerinin artmasının enfeksiyonun kronikleşmesine 

neden olduğu tespit edilmiştir. 

TNF-α, IL-1β, IL-6  up-regülasyon

Revers transcriptase-PCR 

Quarum sensing mekanizmaları

Doğal bağışıklık reseptörleri

Sitokin profili ? 

Biyofilm



Revers transcriptase-PCR 

• Sistem biyoloji veri tabanı; TNF-α, IL-1β, IL-6 



Revers transcriptase-PCR 

• Belirlenen üç genin , diğer genlerle/proteinlerle birçok kategoride olabilecek etkileşimleri.



Revers transcriptase-PCR 

• Belirlenen üç genin birlikte  diğer genlerle birçok kategoride olabilecek etkileşimleri.



• Epstein–Barr virus (EBV) ve nazofarengeal baş-boyun kanserleri

Revers transcriptase-PCR 



• Bu çalışmada;

EBV ile enfekte olan ve olmayan kişilerde tümör supresör (TSG) ve tümör promotör

genlerin (TPG) gen ekspresyonları incelenmiş.

Revers transcriptase-PCR 

EBNA, BARF, LMP-1, LMP-2 



• Bunlardan “bağıl kantitasyon” yöntemi bir hücredeki transkripsiyon düzeylerinin 

belirlenebilmesi için kullanılmaktadır. 

Kontrol Grubu:  Ct = Ct (hedef gen) - Ct (ATCB)

deney grubukontrol grubu

Deney  Grubu: Ct = Ct (hedef gen) - Ct (ATCB)

Ct = Ct (deney grubu) - Ct (kontrol grubu)

Ratio = 2-CT

Real time-PCR 



• Pumbwe ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada;

Bacteroides fragilis enfeksiyonunda safra tuzlarının rolü araştırılmıştır.

Real time-PCR 



• Bu amaçla;

safra tuzları ile karşılaşmış ve karşılaşmamış B. fragilis suşlarının HT29 barsak hücre kültür 

hattı üzerindeki etkileri gen ekspresyon düzeyinde RT-PCR ile incelenmiştir. 

Real time-PCR 



Real-time PCR

• Safra tuzları ile önceden muamele edilen suşların;

fimbria, dış membran proteini (ompA), dış membran vezikülleri ve dışa atım pompa geni 

ekspresyon düzeylerinin arttığı görülmüştür. 



• Bununla birlikte; 

intestinal epitel hücrelerine adezyonu ve biyofilm üretiminin arttığı tespit edilmiş.

Real time-PCR 



Dijital PCR

• Başlangıçtaki hedef miktarının hesaplanması için denen yöntemlerden biri de 1990 

yıllardan beri araştırılan “limit dilüsyon” ve Poisson dağılım analizidir. 

Geleneksel PCR Dijital PCR

porsiyonlama



• Dijital PZT’nin en büyük avantajı “mutlak kantitasyon” için standart eğrilerine ihtiyaç 

duymaması ve “bağıl kantitasyonu” (gen ekspresyonları için) geleneksel PZT 

yöntemlerinden daha doğru hesaplamasıdır. 

• Emülsiyon PCR, Damlacık PCR

Dijital PCR



• Stauber Rački ve arkadaşların dPZT kullanarak yaptıkları çalışmada, 

gastrointestinal sistem enflamasyonu olan çocukların dışkılarında, ince barsak enfeksiyonu 

ile ilişkili olabilecek 18 farklı transkript düzeyi araştırılmıştır. 

Dijital PCR



Dijital PCR

• Stauber Rački ve arkadaşların dPZT kullanarak yaptıkları çalışmada, 

gastrointestinal sistem enflamasyonu olan çocukların dışkılarında, ince barsak enfeksiyonu 

ile ilişkili olabilecek 18 farklı transkript düzeyi araştırılmıştır. 

• Çalışmanın sonucunda;

konağın enflamatuar transkript miktarlarının tespit edilmesi ile gastrointestinal sistem 

hastalıklarının tespitinde özgül bir mRNA’nın bir biyobelirteç olarak kullanılabileceği 

belirtilmektedir. 



Mikroskopi

Kültür

Seroloji
PCR

Geleneksel Mikrobiyolojik Tanı Yöntemleri

Microarray temelli yöntemler 

• Konak-patojen etkileşimlerinin 

neden olduğu gen ekspresyon profillerinin belirlenmesinde en sık kullanılan yöntemlerden 

biridir.



• PCR  ile elde işaretlenmiş cDNA/cRNA amplikonları çok sayıda farklı 

oligonükleotid prob içeren katı yüzeylerde, kendisine uyan probla hibridize olması temeline 

dayanmaktadır.
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Microarray temelli yöntemler 



• Hartmann ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, 1918 ve 2009 pandemilerine neden olan 

influenza virüsleri iki mevsimsel virüs suşuna karşı insan dentritik hücrelerinin gösterdiği 

transkripsiyonel yanıt incelenmiştir. 

Microarray temelli yöntemler 



• Bu çalışmada Human HT-12 v4 Expression BeadChip (Illumina, San Diego, CA)

Microarray temelli yöntemler 

29 bp 50 bp

cRNA

bead

probe

5’ AAAA-3’
toplam RNA

3’ UUU-5’

3’ UUU-5’
3’ UUU-5’

biyotin işaretli
cDNA

stretavidin



Microarray temelli yöntemler 

• Dört influenza suşu içinde 58 gen ekspresyonu ortak.



• Çalışmanın en çarpıcı ve şaşırtıcı bulgularından biri pandemik ve mevsimsel virüsler 

tarafından oluşturulan enfeksiyon sırasında, mevsimsel virüs suşları tarafından gelişen 

enfeksiyonda yaygın mRNA kaybının gösterilmiş olmasıdır.

Microarray temelli yöntemler 



Microarray temelli yöntemler 



• Sitkiewicz ve arkadaşları Streptococcus agalactiae’nın (grup B streptekok, GBS)

insan amniyotik sıvısına gösterdiği adaptasyon sonucu değişen transkriptomu incelenmiştir. 

Microarray temelli yöntemler 



• Bu çalışmada transkriptomik inceleme için Affymetrix chip (Affymetrix, Santa Clara, CA, 

USA) kullanılmış. 1.994 probe özel olarak eklenmiş.

Microarray temelli yöntemler 



Microarray temelli yöntemler 

T7

T7

T7

T7
pol

T7
pol

3’ 3’

cDNA sentezi 
ve in-vitro transkripsiyon

rRNA temizlenmesi

https://www.westburg.eu
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rRNAmRNA
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Total RNA’dan cDNA sentezi

RT primer havuzu

• Bu çalışmada transkriptomik inceleme için Affymetrix chip (Affymetrix, Santa Clara, CA, 

USA) kullanılmış. 1.994 probe özel olarak eklenmiş.



• Bu çalışmada transkriptomik inceleme için Affymetrix chip (Affymetrix, Santa Clara, CA, 

USA) kulanılmış.

Microarray temelli yöntemler 



• GBS’ların amniyotik sıvıda herhangi bir stres yanıtı vermeden hızla üredikleri gözlendi.

• Todd Hewitt-yeast extract sıvı besiyerinde üreyen bakteriler ile amniyotik sıvıda üretilen 

bakteriler karşılaştırıldığında;

• adezin

• kapsül

• hemolizin

• IL-8 proteinaz gibi birçok virülans genin transkripsiyonundaki belirgin değişiklikler 

gerçekleşmiş.

Microarray temelli yöntemler 



• Transkriptomda gözlenen değişikliklerin çoğu;

amniyotik sıvı içeriği ve beslenme gereksinimlerine bağlı olarak temel bakteriyel 

metabolizmayla ilişkilidir. 

Microarray temelli yöntemler 

adezin
kapsül
hemolizin
IL-8 proteinaz



• Mikrodizin sistemleri; 

• saptama kapasitesinin belirlenen hedeflerle sınırlı olması (prob bağımlı sistemler)

• yüksek arka-plan gürültüsü ve çapraz-bağlanma gibi bazı dezavantajlara sahiptir. 

Microarray temelli yöntemler 



Dizi analizi temelli yöntemler

• Nükleik asit dizi analizi yöntemlerinin keşfi, 

biyolojinin her alanında olduğu gibi konak-patojen etkileşimlerinin incelenmesi açısından 

da oldukça önemli sonuçları olmuştur. 

Tüm Genom Dizileme



Dizi analizi temelli yöntemler

• Nükleik asit dizi analizi yöntemlerinin keşfi, 

biyolojinin her alanında olduğu gibi konak-patojen etkileşimlerinin incelenmesi açısından 

da oldukça önemli sonuçları olmuştur. 



• Düşük masraflı ve daha uzun DNA dizilemesine olan ihtiyaç “yüksek hacimli dizileme” 

(massive parallel sequencing) teknolojilerinin geliştirilmesine yol açmıştır. 

Dizi analizi temelli yöntemler

Yeni Nesil Dizileme Sistemleri 



• Yeni nesil dizileme yöntemlerinin keşfi metagenomik ve metatranskriptomik alanlarındaki 

çalışmalarda büyük bir ivme yaratmıştır.

Dizi analizi temelli yöntemler

Yeni Nesil Dizileme Sistemleri 

Reproduced from Gut, Zoetendal EG, M Rajilic-Stojanovic & WM de Vos. Vol 57, issue 11, pages 1605-15, 2008.

Hangileri

Nükleik asit

Ürünleri

Metatranskriptomik

Genetik 
potansiyelleri

Metagenomik

Metaproteomik Metabonomik

metabolitlerRNAproteinler

mikrobiyota



Dizi analizi temelli yöntemler

• Yöntemin bir diğer avantajı da;

• mRNA, ncRNA, (non-coding RNA) ayrımını yapabilmesi 

• RNA uç birleşme bölgelerinin (splice junction) tespit edilebilmesidir. 



Dizi analizi temelli yöntemler

• Yeni nesil dizilmenin yığın verileri için geliştirilen biyoinformatik araçlar;

Yeni Nesil Dizileme Sistemleri 



Dizi analizi temelli yöntemler

• Enfeksiyon hastalıklarının sistem biyolojisi çözümü için iş akış modülleri



Dizi analizi temelli yöntemler

• Hiyerarşik, taksonomik sınıflama ile ayrıştırılan dizilerin bir araya getirilmesi



Dizi analizi temelli yöntemler

• Taksonomik sınıflandırma ile birlikte gen ekspresyon paternlerinin belirlenmesi



Tek Molekül Dizileme Sistemleri 

Oxford Nanopore Technology IBM DNA Transistor Technology 

• “İkinci yeni nesil” ya da “üçüncü nesil” zenginleştirme aşamalarına gerek kalmadan tek 
DNA molekülü ile dizi analizi yapılabilmektedir.

Dizi analizi temelli yöntemler



• Oxford Nanopore tarafından geliştirilen MinION nanapore dizi analizi cihazıyla, direkt 

olarak örnekten chikungunya, Ebola virus ve HCV altı saatten kısa bir sürede tespit 

edebilmişlerdir.

Tek Molekül Dizileme Sistemleri 

Dizi analizi temelli yöntemler



Tek Molekül Dizileme Sistemleri 

Dizi analizi temelli yöntemler



Sistem Biyolojisi

• MetaPORE bioinformatics pipeline

Tek Molekül Dizileme Sistemleri 



Dizi analizi temelli yöntemler

• Dual RNA-seq; çeşitli farklılıktan yararlanılarak konak ve patojen transkriptleri aynı anda 

ancak ayrı ayrı incelenebilir. 



Dizi analizi temelli yöntemler

• Dual RNA-seq; çeşitli farklılıktan yararlanılarak konak ve patojen transkriptleri aynı anda 

ancak ayrı ayrı incelenebilir. 



• Bu yüzyılda mikroorganizmalarla mücadelede;

nihayi bir çözümün bulunabilmesi için yeni antimikrobiyol arayışlarının yerine

sistem biyolojisi yaklaşımı ile konak, patojen ve çevre etkileşimleri ortaya konacaktır.  

Sistem Biyolojisi


