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OZET

RUTENYUM KOMPLEKSININ ANTIBIYOFILM AKTIiVITESININ
ARASTIRILMASI
YUKSEK LISANS TEZI
GULSEREN CETIiNKAYA
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. NAZIME MERCAN DOGAN)

DENIZLi, ARALIK - 2024

Sunulan yiiksek lisans tez ¢aligmasinda, antibiyofilm aktivite uygulamasini
hedefleyen bipiridin ligandi igeren rutenyum kompleksi (Ru(4,4’-dikarboksi-2,2’-
bipiridin)(4,4’-bis(3-etilheptil)-2,2 bipiridin(NCS)2)  kullanilmigtir.  RuCS27’nin
biyofilm inhibisyonu ve biyofilm parcalama performansi, Pseudomonas aeruginosa
PAO1, Escherichia coli ATCC 8739, Listeria monocytogenes NCTC 11994,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 19433, Listeria
innocua (6a) ATCC 32090, Streptococcus parasanguinis ATCC 15909, Bacillus
cereus ATCC 10976 ve Enterococcus hirae ATCC 10541°e karst XTT indirgeme
yontemi ile in vitro olarak test edilmistir. 40 uM RuCS27, P. aeruginosa, E. coli, S.
aureus ve E. faecalis biyofilm gelisimini sirasiyla %63,27 %92,59, %82,68 ve %95,44
oraninda inhibe ederken, L. innocua ve B. cereus biyofilminin %43,71 ve %43,15’1 65
uM RuCS27 varliginda inhibe olmustur. Buna karsilik E. hirae ve S. parasanguinis
biyofilmine kars1 herhangi bir inhibisyon etki gdézlenmemistir. RuCS27 nin tespit
edilen gii¢lii biyofilmi parcalama aktivitesinde biyofilm yasindan daha ¢ok rutenyuma
maruz kalma siiresi daha 6nemli olmustur. Bakterilerin biyofilm yapilar1 propidyum
iyodiir ve DAPI ile boyanarak floresan mikroskop altinda incelenmistir. Her iki
boyamada da bakterilerin kontrole kiyasla RuCS27 ile muamele sonrasinda biyofilm
yogunlugunda azalma oldugu goriilmiistir. RuCS27’nin ¢alismada kullanilan
patojenlerin biyofilm olusumunu engelledigi ve Onceden var olan biyofilmin
yogunlugunu azalttigi tespit edilmistir. Bu sonuglara gore, RuCS27 bakteri
biyofilmlerini 6nlemek ve ortadan kaldirmak i¢in antibiyofilm ajani olarak iyi bir
secenek olabilir.

ANAHTAR KELIMELER: Antibiyofilm, biyofilmi parcalama etkisi, floresan
mikroskop, rutenyum



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ANTIBIOFILM ACTIVITY OF RUTHENIUM
COMPLEX
MSC THESIS
GULSEREN CETIiNKAYA
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BiOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. NAZiME MERCAN DOGAN)

DENIiZLi, DECEMBER 2024

In this study, the ruthenium complex containing bipyridine ligand (Ru(4,4’-
dicarboxy-2,2’-bipyridine)(4,4’-bis(3-ethylheptyl)-2,2’-bipyridine) (NCS)2) was used
targeting antibiofilm activity. The biofilm inhibition and disruption performance of
RuCS27 was tested in vitro via the XTT reduction method against Pseudomonas
aeruginosa PAQ1, Escherichia coli ATCC 8739, Listeria monocytogenes NCTC
11994, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 19433,
Listeria innocua (6a) ATCC 32090, Streptococcus parasanguinis ATCC 15909,
Bacillus cereus ATCC 10976, and Enterococcus hirae ATCC 10541. 40 uM RuCS27
inhibited biofilm formation of P. aeruginosa, E. coli, S. aureus, and E. faecalis by
63.27%, 92.59%, 82.68%, and 95.44%, respectively, while 65 uM RuCS27 inhibited
43.71% of L. innocua and 43.15% of B. cereus biofilm formation. In contrast, no
inhibition effect was observed against the biofilms of E. hirae and S. parasanguinis.
In the biofilm disruption activity of RuCS27, the exposure time to ruthenium was
found to be more important than the biofilm age. Bacterial biofilm structures were
stained with propidium iodide and DAPI and examined under a fluorescence
microscope. In both stains, a reduction in biofilm density was observed in bacteria
treated with RuCS27 compared to the control. It was concluded that RuCS27 inhibited
biofilm formation of the pathogens and reduced the density of pre-existing biofilms.
According to these results, RuCS27 could be a promising antibiofilm agent to prevent
and eliminate bacterial biofilms.

KEYWORDS:, Antibiofilm, biofilm degradation effect, fluorescence
microscope, ruthenium
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1. GIRIS

Mikroorganizmalar serbest formda ya da biyofilm ad1 verilen farkli veya ayni
tirlerin olusturdugu topluluklar halinde yasayabilirler. Karmasik mikroorganizma
topluluklar1 olan biyofilmler, i¢lerine gdmiilii bakterileri stres, deterjan, antibiyotik ve
UV smlan gibi fiziksel ve kimyasal etkilerden korudugu gibi patojen
mikroorganizmalar1 immiin sistem savunmasina karsi direngli hale getirir (Bennett ve
dig. 2023). Biyofilm i¢inde bulunan mikroorganizmalarin birbiriyle yakin iletisimi ve
aligverisi sonunda yiiksek diizeyde antibiyotik direnci gelisir. Bu nedenle biyofilm
kaynakli enfeksiyonlar tipik olarak kronik seyreder. Uzmanlara gore, enfeksiyonlarin
yaklasik %80 gibi biiyiik bir kismini biyofilmler olusturur (Ausbacher ve dig. 2023).
Biyofilm sadece bir patojenik bakteri kaynagi degildir; ayn1 zamanda enfeksiyonel
hastaliklarin seyrinde konakgida iltihaplanmaya neden olmasiyla bagisiklik sisteminde
aktif bir rol oynayarak zayiflamalara da yol acar (Vestby ve dig. 2020). Bagisiklik
sisteminin zayiflamasi sonucu biyofilm yapisi, sik tekrarlayan idrar yolu
enfeksiyonlari, ¢ocuklarda goriilen orta kulak enfeksiyonlari, dis plaklar1 ve dis eti
iltihabi, kateter enfeksiyonlar1 gibi sik goriilen enfeksiyonlara sebep olur (Lewis
2001).

Halk sagligi, patojen mikroorganizmalar arasinda yayilan antimikrobiyal
diren¢ nedeniyle kiiresel olarak biiyiik tehdit altindadir. Ozellikle Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella spp., Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli gibi bakteriler antimikrobiyal direng
kazanan en yaygin bakteriler arasindadir. Bu tiir patojen bakterilerin olusturdugu
biyofilm, 6nemli bir viriilans faktoriidiir. Dolayisiyla kronik enfeksiyonlarin bir
parcas1 haline gelen biyofilm ile miicadelede etkili yeni {irlinlerin bulunmas: veya
taninmasi onemlidir.

Gilinimiizde mikrobiyal dirence bir alternatif olarak gecis metali kompleksleri
arasinda bulunan Rutenyum kompleksleri, diger platin grubu metal bilesiklere kiyasla
diisiik toksisite, antitimdr ve antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle klinikte umut vaat
etmektedir. Glinlimiizde antibiyotik dis1 tedavi yontemi gelistirilmek amaciyla bircok

rutenyum kompleksinin etkinligi arastirilmaktadir.



Bu calismada, Prof. Dr. Cigdem SAHIN ve arkadaslar tarafindan sentezlenen
Rutenyum CS27 (Ru(4,4’-dikarboksi-2,2’-bipiridin)(4,4’-bis(3-etilheptil)-
2,2’bipiridin(NCS)2) kompleksinin (Sahin ve dig. 2010) farkli patojenlere karsi
biyofilm inhibisyon etkisi ve biyofilmi pargalama antibiyofilm aktivitesi
arastirilmistir. Calismada, Rutenyumun antibiyofilm aktivitesi DAPI-CTC boyamasi

ile de dogrulanmustir.



2. LITERATUR BIiLGIiSI

2.1  Biyofilm

Mikroorganizmalar, biyotik ve abiyotik ylizeylere tutunarak kati yiizeylerde
kendiliginden protein, DNA ve lipit gibi ekzopolisakkarit (EPS) matriksler
sentezleyerek etraflarini1 saran biyofilm adi verilen koruyucu bir yapi olustururlar
(Coughlan ve dig. 2016). Canli dokular, implantlar, su kanallari, su borulari, dereler,
gida isleme {niteleri gibi bircok yerde olusabilen bu biyofilm tabakasi sayesinde
mikroorganizmalar ¢evresel toleranslarini artirarak stres kosullarina kars1 dayaniklilik
kazanirlar (Song ve dig. 2023).

Planktonik bakteri hiicreleri, uygun kosullar altinda bir ylizeye kendisini
baglayarak biyofilm siirecinin ilk asamasini baslatir. Mikroorganizmalarin ylizeylere
basaril1 bir sekilde yapismasindan kisa bir siire sonra, bu yapisan mikroorganizmalar,
uirettikleri EPS icerisinde ¢ogalmaya ve toplanmaya baslarlar. Daha sonra bir¢ok
hiicre, su kanallar1 ile birlikte mikro koloniler olustururlar. Koloni igindeki sayisiz
mikroorganizma, hiicreleri sabitlemek icin yogun olarak EPS salgilar ve bir EPS

matriksi olusturur.

Uygun kosullarin ve besin maddelerinin varliginda gelisen bu koloniler,
uzaysal bir mimariye sahip olgun biyofilm yapr olusturmak iizere farklilagir.
Olgunlasan biyofilm, yeni ylizeylere seyahat etme kapasitesine sahip bireysel
planktonik hiicreleri zaman i¢inde serbest birakarak bakteri istilasinin yayilmasina da
yol acar. Biyofilm olusum asamasi Sekil 2.1°de gosterilmistir (Rather ve dig. 2021,
Nadar ve dig. 2022). Biyofilm yapist igerisindeki mikroorganizmalar, ¢oklu direng
mekanizmalar1 sayesinde bilinen bir¢ok antibiyotige direng gelistirirler (Donlan ve
Costerton 2002). Bu yapi, bakteriler i¢cin koruyucu kalkan gorevi gorerek
antimikrobiyal ajanlardan ve konak¢inin bagisiklik sistemi elemanlarindan bakteriyi
koruyarak diren¢ kazanmasini saglar ve tedaviyi zorlastirir (Hussaini ve dig. 2023).
Biyofilm olusturma yetenegine sahip bu tiir mikroorganizmalar, ilk defa karsilastiklar:
antimikrobiyal bilesiklere karsi bile cok ¢abuk direng gelistirebilirler (Tsiodras ve dig.
2001, Bolhuis ve dig. 2011).
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Sekil 2.1: Biyofilm olusumu (Nadar ve dig. 2022)

Ayni1 bakterinin biyofilm yapisi ile planktonik formu kiyaslandiginda ortaya
¢ikan antibiyotik direnci birbirinden farklidir (Hassan ve dig. 2023). Diger bir deyisle,
antimikrobiyal ajanlara, konak¢inin immiin sistemine, stres gibi ¢evresel kosullara
kars1 biyofilm yapisinin i¢inde bulunan bakteriler serbest olarak bulunan planktonik
hiicrelere kiyasla daha direnglidirler (Crabbé ve dig. 2019, Gao ve dig. 2023).
Dayaniklilik ve diren¢ mekanizmas: bakteriden bakteriye farklilik gosterse de
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella ve Actinobacter gibi gram
negatif patojenler, dis zarlarin gegirgenliginin az olmas1 ve porlarin segici-gecirgen
hiicre yapisina sahip olmasiyla dogas1 geregi zaten direngli yapidadirlar (Munteanu ve
dig. 2021). Biyofilm igerisindeki mikroorganizmalar metabolik faaliyetlerini
olabildigince minimuma indirdikleri i¢in planktonik hiicrelere goére daha yavas
biiyiirler ve ortamdaki antimikrobiyal ajanlar1 da hiicre igerisine daha yavas alirlar

(Donlan ve Costerton 2002).

Patojenlerle miicadele uygulanan agresif ve yogun antibiyotik tedavisi,
genellikle daginik bakterilerin neden oldugu kronik biyofilm enfeksiyonlariin
alevlenmesini 6nlemeye ve biyofilmleri azaltmaya yardimci olur ancak bu uygulama

biyofilm enfeksiyonlarini ortadan kaldiramaz ¢linkii olgun biyofilmin yok edilmesi



icin minimum antibiyotik konsantrasyonuna in vivo olarak ulasmak olduk¢a zordur

(Heiby ve dig. 2010, Hengzhuang ve dig. 2011, Heiby 2011).

Bakteriyel biyofilm olusumu, suyun bulundugu dogal ortamlardan implant,
kateter gibi tibbi cihazlarla iliskili hastalara kadar ¢ok farkli ¢evrelerde yaygindir. Tip
bilimindeki ilerlemeyle birlikte insan hastaliklarinin tedavisinde tibbi cihazlar ve
yapay organlarin giderek daha fazla kullanilmasina bagl olarak bakteriyel biyofilm
enfeksiyonlar1 da siklasmistir. Hepsi degilse de biiyiik cogunlugunun biyofilm
enfeksiyonlarina yol agabilecegi bildirilmistir (Hall-Stoodley ve dig. 2004).

Biyofilm iiretimi ile olusan enfeksiyonlarda, biyofilm yapilar enfeksiyon
bolgesine bir kez yerlestiginde oradan uzaklastirilmasi zorlasir. Ciinkii biyofilmlerin
karmasik yapisi, biyofilm icindeki patojenleri antimikrobiyal maddelerin bilinen tiim
etki mekanizmalarindan koruyabilmektedir. Antibiyofilm ajanlar ¢ogunlukla, bakteri
tiremesini inhibe ederek, bakterilerin bulunduklar yiizeylere yapismasini engelleyerek
veya hiicre iletisimini bozarak etki gostermektedir (Sekil 2.2). Antibiyofilm ajanlar,
olusmus biyofilmleri de ortadan kaldirabilir ve hatta EPS'yi bozarak bakteriyel
hiicrelerin biyofilm matriksinden uzaklastirilmasini da kolaylastirabilirler (Sekil 2.3)

(Bi ve dig. 2021, de Almeida Campos ve dig. 2023).

flag 1

flac2

flag3

Bakteriler

- Sinyal molekiilleri

Sekil 2.2: Antibiyofilm stratejisi A: bakteriyel yapismanin engellenmesi, B: hiicre iletisiminin
bozulmast, C: bakterilerin ortadan kaldirilmasi (de Almeida Campos ve dig. 2023)



Sekil 2.3: Antibiyofilm stratejisi A: Biyofilmlerin yok edilmesine yonelik stratejiler, B: Bakteri
hiicrelerinin biyofilm matriksinden uzaklagtirilmasi (de Almeida Campos ve dig. 2023).

Biyofilmlerin, saglik diginda endiistriyel uygulamalarda da 6nemli bir yeri
vardir. Ornegin, azot bakimindan zengin tarim ve sanayi kaynakl atik su aritiminda,
bakterilerin kirletici maddeleri uzaklastirma yetenegi, aktif camur prosesi ve biyofilm
biyoreaktorleri araciligiyla kullanilmaktadir (Mai ve dig. 2021). Benzer sekilde, asirt
fosfat da su kiitlelerinde gereksiz biiyiimeyi tesvik ederek tikanmalara yol acar.
Biyofilm olusturabilen fosfat biriktiren Chlorella vulgaris, Scenedesmus vacuolatus
ve Scenedesmus obliquus'tan olugan mikroalgal biyofilmlerin bu biiyiimenin ortadan
kaldirilmasinda etkili oldugu tespit edilmistir (Akao ve dig. 2021) Biyofilmler, esas
olarak cevre dostu, diisiik maliyetli ve yesil teknoloji saglamalar1 nedeniyle organik
Kirleticilerin  parcalanmasinda da etkilidirler. Pseudomonas, Arthrobacter,
Alcanivorax, Cyclocasticus, Bacillus ve Rhodococcus biyofilmlerinin yiizeyindeki
aktif fonksiyonel gruplarin, petrolle kirlenmis denizlerdeki hidrokarbonlari temizleme
yetenegine sahip olduklar1 ve bakteriyel biyofilmlerin ham petrol sizintilarini

kolaylikla temizleyebildigi rapor edilmistir (Sonawane ve dig. 2022).



2.2 Metal Bazh Bilesikler

1978 yilinda Barnett Rosenberg’in sisplatinin biyolojik aktivitesi ile ilgili kesfi,
tipta biyoinorganik kimyaya karsi ilgiyi metal kompleksler sayesinde toplamistir
(Ghosh 2019, Scalese ve dig. 2022). Metal bazli komplekslerin boyutlari, fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri, onlarin endiistri, tip, sanayi ve tarim gibi birgok alanda tercih
edilmesine yol agmistir (Khan ve dig. 2021).

Giderek artan antibiyotik direnci kiiresel bir tehdit olusturarak en biiylik saglik
sorunlarindan biri haline gelmistir. Bu nedenle, bu sorunu ¢ézmek igin yeni
bilesiklerin bulunmasina acil ihtiya¢ duyulmustur. Yapilan c¢alismalarda var olan
antibakteriyel ilaclarin organometalik olarak iretilmeye baslamasiyla metal bazli
ajanlar patojenik bakterilere karsi antimikrobiyal olarak kullanilmaya baglanmistir
(Bieganski ve dig. 2021). Tek basina veya bilinen antibiyotiklerle birlikte kombine
kullanimt iizerine yapilan ¢aligmalardan elde edilen olumlu sonuglar, dikkati metal
bazli bilesiklere yonlendirmistir (Evans ve dig. 2021).

Acik Antimikrobiyal ilag Kesfi Toplulugu (CO-ADD)’ndaki verilere gore,
metal bazli bilesiklerin ESKAPE ad1 verilen Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa
ve Enterobacter spp. patojen ve mantarlara karsi goz ardi edilemeyecek Olgiide
antibakteriyel ve antifungal aktivite gosterdigi anlagilmistir (Frei ve dig. 2020).

Hastaliklara gore tedavilerde farkli metaller tercih edilmistir; 6rnegin romatoid
artrit hastaliginin tedavisinde altin, auranofin ve miyokrisin gibi metaller kullanilirken
bakteri veya mantar kaynakli hastaliklarda ise glimiis ve giimiisiin kompleksleri
kullanilmaktadir (Sharma ve dig. 2022). Demir, gii¢lii antimikrobiyal bir molekiil
oldugu igin tiiberkiiloz tedavisinde demir-kinoksalin kullanilmaktadir (Khan ve dig.
2007, Tarallo ve dig. 2010, Sharma ve dig. 2022).

Kanser tedavisinde metal komplekslerin 6zellikle tercih edilmesindeki ana
sebepler metallerin degisken koordinasyon yapilari, sahip olduklar1 redoks aktivitesi
ve organik substrata karsi reaktivite vermesidir. Bu oOzellikler sayesinde direk
biyomolekiiler hedefe baglanir ve o hedefte ¢cogalma mekanizmasinda degisikliklere
sebep olur (Lucaciu ve dig. 2022). Ayn1 zamanda yiiksek secicilik, diisiik toksisite ve
kanserli doku tarafindan kolayca emilim ve atilim 6zelliklerine sahip olmasi rutenyum

(Ru) gibi metal ilaglar1 kanser tedavilerinde essiz kilar (Benjamin ve dig. 2011).



2.3 Rutenyum Bazh Bilesiklerin Uygulama Alanlar

Merkez metale bagli organik ligandlardan olusan gecis metali kompleksleri
arasinda yer alan rutenyum kompleksleri halk saglig ile ilgili uygulamalarda 6nemli
bir rol almistir (Ma ve dig. 2013, Medici ve dig. 2015, Lee ve dig. 2020), ve rutenyum
kompleksleri birgok agidan bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmektedir (Levina ve dig.
2009, Dragutan ve dig. 2015, Lee ve dig. 2020). Gegis metali serisinin ikinci sirasinin
merkezinde yer alan rutenyum hem erken hem de geg¢ gecis metali 6zelliklerini gosterir
(Grubbs 2003, Lee ve dig. 2020). Rutenyum, diger metaller arasinda essiz
fizikokimyasal 6zelliklere sahiptir, bu da onun farmakolojide tercih edilebilirligini
arttirmistir (Allardyce ve dig. 2001; D’Amato ve dig. 2023). Segici antimetastatik ve
diisiik sistemik toksisiteye sahip olmasiyla hem in vitro hem de in vivo ¢aligmalarda
rutenyum kompleksleri, miikkemmel antitiimdr aktivite sergilemektedirler (D’ Amato

ve dig. 2023).

2.4 Rutenyumun Biyolojik Ozellikleri

Antibiyotiklerin ortaya ¢ikmasiyla enfeksiyonel hastaliklara ¢6ziim bulundugu
diisiiniilmiistli (Reygaert 2018). Ancak bakterilerin antibiyotiklere kars1 giderek direng
kazanmaya baslamasi hastaliklarin tedavisini zorlastirarak kiiresel bir saglik sorunu
halini almaya basladi (Jabtonska-Wawrzycka ve dig. 2021). Olusan bu antimikrobiyal
direng, halk sagliginin en 6nemli sorunu haline gelmistir. Var olan antibiyotiklerin
cogu bakterilerin daha da diren¢ kazanmasina sebep olduklart i¢in antibiyotiklerin
yerine gegebilecek yeni antibakteriyel ajanlarin gelistirilmesi gerekmektedir
(ChunYan ve dig. 2022).

Rutenyum kompleksleri stabil ve inert bilesiklerdir (Southam ve dig. 2017,
Munteanu ve dig. 2021). Komplekslerin antibakteriyel o6zellikleri lipofilik
ozelliklerine ve iyon yiiklerine baghdir; rutenyumun bulundugu ortamdaki pozitif
yiikler artisa gecer ve bakterilerin negatif yiiklii hiicre duvarlarini hedef alirlar
(Munteanu ve dig. 2021). Yiiksek termodinamik/kinetik stabiliteleri, DNA, RNA ve
proteinlerle etkilesime girebilme o6zelligi ve ¢ozinlrliigiinliin yiiksek olmasi
rutenyumlar tercih edilebilir kilar (Conti ve dig. 2021). Sisplatin gibi metal bazl

komplekslerle ilgili daha once yapilan ¢alismalarda basarili sonuclar elde edilmistir



ancak asir1 sitotoksisite ve yliksek oranda goriilen yan etkileri sonucunda baska metal
kompleks arayisina girilmis ve rutenyumun anti-bakteriyel ve anti-kanser
Ozelliklerinin kesfedilmesiyle rutenyum kompleksleri ve tiirevlerine ilgi artmistir
(Yang ve dig. 2018).

Genellikle rutenyum bazli ilaglarin iiretiminde fosfin, siklopentadienil tiirevleri
ve amin gibi ligandlarla kompleks olusturulur. Birgok ligandla kompleks
olusturulabilmesi sayesinde farkli etkiler gozlemlenebilmektedir. Ornegin aren ile
olusturulan komplekslerde gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere karsi iyi
antimikrobiyal aktivite gosterirken (Nolan ve dig. 2022, Huang ve dig. 2023),
dipiridofenazin ile kompleks olusturan rutenyum, gram-pozitif ve gram-negatif
bakterileri kolaylikla 6ldiirebilmektedir (Bolhuis ve dig. 2011, Huang ve dig. 2023).

Bu bilesiklerin biyoloji ve tibbi alanlardaki en énemli tercih edilme sebepleri
diger metal bazli komplekslere kiyasla hedeflenmis doku disindaki diger dokulara
kars1 hemen hemen hig toksik etki gostermemesidir (Singh ve dig. 2021). Rutenyumun
antimikrobiyal aktivitesini incelemek icin yapilan bir caligmada yiiksek ¢oziiniirliik ve
diisiik toksisite ozelliklerine sahip [Ru(CO)2Cl2] sentezlenmis ve UV-A 1simniminda
patojenik bakterilere karsi antimikrobiyal etki gostererek bakteriyel enfeksiyon
tedavilerinde umut vaat ettigi ifade edilmistir (Ghosh ve dig. 2021). Bilindigi lizere
antimikrobiyal peptitler biyofilm inhibisyonunda etkilidirler. Rutenyum ve
antimikrobiyal peptitlerin benzer 6zellikleri nedeniyle antibiyofilm etkili olabilecegi
diistintilerek yapilan bir ¢alisma ile Staphylococcus aureus’un olusturdugu biyofilmin
gelismesini Ru(Il)-1’in engelledigi goriilmiistiir (Wang ve dig. 2022).

Ru (II) ve Ru (IIT) kompleksleri, oktehadral yapisi, hedefler i¢in secici olmasi
ve ii¢ boyutlu yapist nedeniyle cesitli biyolojik ve biyomedikal 6zelliklere sahiptir
(Brabec ve dig. 2018). Ozellikle zengin koordinasyon kimyalar1 (Oner ve dig. 2012),
protein ve niikleik asitlere baglanma kapasiteleri nedeniyle bilim camiasinda ilgi
cekici kompleksler olmuglardir. Tan ve digerleri (2008), yaptiklar1 ¢alismada mer-
[RuCI3(CH3CN)(dpq)]'nin (1) ve mer -[RuCI3(DMSO)(dpq)] 'nin (2) olmak iizere iki
farkli rutenyum kompleksinin DNA ve proteine baglanma kapasitesini
karsilagtirdiklarinda birinci kompleksin DNA ve proteine karsi daha yiiksek baglanma
afinitesi oldugunu analiz etmislerdir.

Patojen bakterilere kars1 yeni antibiyofilm bilesikler arasinda belki de en umut

verici maddelerden biridir (Andrade ve dig. 2020, Sahin ve dig. 2021, Kilincarslan ve



dig. 2022). Rutenyum komplekslerinin kolayca sentezlenebilir olmasi, farkl fizyolojik
kosullara karst stabil olmasi ve Ozellikle diger metal bazli komplekslerde goriilen
sitotoksik etkinin olmamasi rutenyumun tercih edilebilirligini arttirmistir (Bolhuis ve
dig. 2011). Diger metal komplekslerle kiyaslandiginda anti-kanser aktivitesindeki
potansiyel de rutenyum komplekslerine karsi biiyiik ilgi dogurmustur (Aird ve dig.
2002, Kumarasamy ve dig. 2023).

Appelt  ve digerleri (2015), sentezledikleri ([Ru(mctz)2(PPhs)2] ve
[Ru(mcbtz)2(PPhs).]) rutenyum bazli komplekslerin Gram (+) ve Gram (-) bakterilere
kars1 nispeten yiiksek bir antibakteriyel aktivite gosterirken insan hiicrelerine karsi
disiik toksisite veya toksik olmayan bir etki gosterdigini bildirmislerdir.
Arastirmacilar, cis-[Ru(mctz)2(PPhs)2] ve cis-[Ru(mcbtz)2(PPhs).] komplekslerin
prokaryotik hiicrelere karsi spesifik etkisi oldugunu ve geleneksel antibiyotiklere
direncli bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi i¢in iyi adaylar olacagini ileri siirmiislerdir.
Jabtonska-Wawrzycka ve digerleri (2021), ligandlari birbirinden farkli 3 rutenyum
kompleksinin Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
PAO1, Pseudomonas aeruginosa LES B58 (klinik) suslarina etkisini incelemisler ve
rutenyum komplekslerinin suslar arasinda farkli aktivite gosterdigi sonucuna
varmiglardir. Test edilen tiim suglara karsilik en etkili olan bilesik Ru (III) kompleksi
olmustur. Pseudomonas susunun direncini incelediklerinde Ru (I11) kompleksinin
diisiik konsantrasyonlar bile kontrole kiyasla hiicre biiyiimesini azaltmistir. Liu ve
digerleri (2018), yaptiklar1 ¢alismada yeni mononiikleer dppz bazli [Ru(bb7)(dppz)]**
kompleksi sentezlemislerdir. Bu kompleksin ana kompleksi olan [Ru(phen)2(dppz)]**,
Gram pozitif bakterilere karsi yiiksek aktivite gosterirken gram negatif bakterilere
kars1 [Ru(bb7)(dppz)]?* daha yiiksek aktivite gdstermistir. 1,2-dioleoilfosfatidilgliserol
(DOGP) lipozomlarryla yapilan analizler, [Ru(bb7)(dppz)]?*’nin membranlarla
[Ru(phen).(dppz)]** ya gore daha giiglii etkilesime girdigini, bunun da membranlari
katyonik metal komplekslerine karsi daha gecirgen hale getirebildigini ortaya
koymustur. Ornegin, Andrade ve digerleri (2020), rutenyum kompleksi cis-
[RuCI2(dppb)(bqdi)]> (RuNN)'nin antibakteriyel aktivitesini, antibiyotikle iliskili
sinerjisini ve anti-biyofilm aktivitesini arastirmiglardir. Gram-pozitif bakterilere kars1
antibakteriyel aktivite sergileyen RuNN kompleksi, hem Staphylococcus aureus
biyofilm olusumunu engellemis hem de olgun biyofilmi bozmustur. Bolhuis ve
digerleri (2011), DNA'y1 baglayabilen mononiikleer polipridilrutenyum (II)

komplekslerinin, bazi1 metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) da dahil
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olmak tizere Bacillus subtilis ve Staphylococcus aureus suslarma karst 6nemli
bakterisidal aktivite sergiledigini bildirmis ve bazi komplekslerin Gram pozitif suslara
kars1 diisiik minimum inhibisyon kosantrasyonu (MiK) sergiledigini rapor etmistir.
Lam ve digerleri (2014), metisiline direngli Staphylococcus aureus’a (MRSA) karsi
iyi aktivite gosteren bir N-fenil ikameli diazafloren ligand1 igeren bir bis(2,2'-bipiridin)
rutenyum (II) kompleksini rapor etmistir. Devi ve digerleri (2013), ayrica dppz ligandi
veya 2-feni-imidazo-1,10-fenantrolin ligandlarinin tiirevlerini igeren bir dizi
mononiikleer rutenyum kompleksinin orta diizeyde aktiviteye sahip oldugunu
bulmuslardir. Benzer bir baska ¢alismada farkli bipiridin ligand1 igeren 3 rutenyum
kompleksinin Staphylococcus aureus ATCC 29213 biyofilmi lizerine etkisi incelenmis
ve RuL3’iin hem biyofilm inhibisyon etkisi hem de biyofilmi parcalama etkisinin
oldugu rapor edilmistir (Kilincarslan ve dig. 2022). Farkli rutenyum komplekslerinin
Pseudomonas aeruginosa suslarina karsi da segici antibiyofilm aktiviteleri rapor
edilmistir (Czerwonka ve dig. 2019; Rogala ve dig. 2019). Bu ve digerleri (2020),
sentezledikleri rutenyum kompleksinin Staphylococcus aureus biyofilmini inhibe
ettigini ve bakterinin rutenyum kompleksine direng gelistiremedigini ifade etmislerdir.
Ayrica, rutenyum kompleksinin bakterinin antibiyotiklere duyarliligin1 artirip
artiramayacagint test etmisler ve Ru (II)-1 ile Staphylococcus aureus'un bazi
aminoglikozid antibiyotiklere (kanamisin ve gentamisin) duyarliliginin arttigini
bildirmislerdir. Ustelik calismada murin deri enfeksiyonu modeli ile in vivo bakteriyel
enfeksiyon tedavisinde rutenyum komplekslerinin iyi antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu dogrulanmistir. Sales ve digerleri (2021), iki indazol ligandi1 igeren metal
kompleksi, cis-[Ru(Hind)2(bpy)2]** (FOROD2),  sentezlemisler ~ve  yaptiklar
calismalarda in vitro kanser hiicre hatlarinda, 6zellikle karaciger kanseri hiicrelerine
(HepG2) kars1 olumlu sonuglar almiglardir. HepG2 hiicrelerinde hiicre dongiistiniin S
fazinda apoptotik hiicre Oliimlerine neden oldugunu ortaya koymuslardir. Bu
maddenin saglikli insan hiicrelerine de sitotoksik etkisi goriilmemistir. Sonuglar
degerlendirildiginde  rutenyum kompleksinin  anti-kanser etkisinin  oldugu
goriilmiistiir. Kaushal ve digerleri (2024), [Ru(LY)3] (1), [Ru(L?)s] (2), [Ru(L®)s] (3),
[Ru(L*3] (3) ve [Ru(HL®)sCls] (5) olmak iizere bes tane rutenyum (III) kompleksi
sentezlemigler ve on farkli patojenik bakteri ilizerinde antibakteriyel aktivitesini
degerlendirmislerdir. Calismanin sonucunda sentezledikleri rutenyum (III)
komplekslerinin Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter

aerogenes, Staphylococcus epidermidis ve Alcaligenes faecalis'e karsi daha giiglii
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oldugu anlasilmistir. Zon inhibisyon caplari incelendiginde kompleks [Ru(LY)s] (1),
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter aerogenes ve Staphylococcus aureus’a karsi,
kompleks [Ru(L?)3] (2) Staphylococcus epidermidis, Alcaligenes
faecalis ve Pseudomonas aeruginosa’ya karsi, kompleks [Ru(L®)s] (3) Klebsiella
pneumonia, Pseudomonas aeruginosa ve Micrococcus luteus'a karsi, kompleks
[Ru(L*s] (4) Enterobacter aerogenes, Staphylococcus aureus, Aeromonas
hydrophila ve Pseudomonas aeruginosa'ya karst, kompleks
[Ru(HL®)sCls] (5) Aeromonas hydrophila ve Salmonella typhimurium daha aktiftir.
Ligandlar ve rutenyumun kompleksleri arasindaki iliski degerlendirildiginde bazi
komplekslerin ligand varliginda antibakteriyel aktiviteyi arttirirken bazi komplekslerin
de antibakteriyel aktiviteyi diistirdiigii goriilmiistiir. de Sousa ve digerleri (2020),
rutenyumun antimikrobiyal etkinligini incelemek igin Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli'ye karsi
cis-[Ru(bpy)2(Met)](PFs)2 kompleksi sentezlemislerdir. Sentezlenen bu rutenyum
kompleksi Gram negatif bakterilerden olan Pseudomonas aeruginosa’ya kars1 aktivite
gostermezken yliksek konsantrasyonlarda Escherichia coli’ye kars1 diisiik aktivite
gostermistir. Bu kompleksin daha ¢ok Gram pozitif bakterilere etkili oldugu
anlasilmistir. Binjawhar ve digerleri (2024), rutenyum nanokompozileri ile yaptiklar
caligmalarda, rutenyumun antimikrobiyal aktivitesinin enterokok biyofilmlerine karsi
stafilokok biyofilmlerinden daha etkili oldugunu ve bu komplekslerin giiglii
antimikrobiyal etkilerinin yaninda olgun biyofilmi pargalama yeteneklerini

gbzlemlemislerdir.

25 Tezin Amaci

Bu tez calisgmasinda Rutenyum CS27 (Ru(4,4’-dikarboksi-2,2’-bipiridin)(4,4’-
bis(3-etilheptil)-2,2’bipiridin(NCS)2) bilesiginin Pseudomonas aeruginosa PAO1,
Escherichia coli ATCC 8739, Listeria monocytogenes NCTC 11994, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 19433, Listeria innocua (6a)
ATCC 32090, Streptococcus parasanguinis ATCC 15909, Bacillus cereus ATCC
10976 ve Enterococcus hirae ATCC 10541 bakterileri lizerinde biyofilm inhibisyonu

ve biyofilm parcalama performansi test edilmistir
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3. YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Cahsmada Kullamilan Besiyerleri, Kimyasal Maddeler ve Kitler

Bu ¢aligsmada kullanilan kimyasal maddeler: Nutrient Broth (LabM, LAB068),
Tripto-Kazein Soy Broth (TSB-Biokar, BKO46HA); Agar (Liofilchem, 611001); Luria
Bartani-Miller Broth ((Tripton (CDH, 024290), Yeast ekstrakt: (Acumedia MC001),
Sodyum Klorit (Merck, 1.06404.1000)), Todd Hewitt Broth Besiyeri ((Sodyum
Bikarbonat (VWR,144-55-8), Disodyum Fosfat (Merck, 7558-79-4), Sodyum Klorit
(Merck, 1.06404.1000), Beef Extract Powder (Fluka, B4888-500G), Triptik Pepton
(CDH, 024290), D(+) Glucose-Monohydrat (Merck, 1.08342.1000), Siikroz (Merck,
1.07651.1000), Agar (Liofilchem, 611001)), Miieller Hinton Agar (Acumdia, 7101A),
Fosfat Tamponlu Salin (PBS, 0,01 M, pH 7,2), Dimetil siilfoksit (DMSO, Merck),
Propidyum iyodiir (PI, Biotium), D(+) Glikoz-Monohidrat (Merck, 1.08342.1000), 5-
Siyano-2,3-bis(4-metilfenil)-2 H -tetrazolium kloriir (CTC, Sigma-Aldrich, 94498-
10MG-F), 4',6-Diamidino-2-fenilindol dihidrokloriir (DAPI, Serva)

Calismada kullanilan kitler: Hiicre Proliferasyon Kiti XTT Bazli Kolorimetrik
Test (2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-stilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanilid)
(Sartorius, 20-300-1000)

3.1.2 Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Bu calismada kullanilan cihazlar: Buzdolabi (Beko, Vestel), Inkiibatér (Niive,
EN 120), Inkiibatér (Niive, ES 120), Otoklav (Niive, OT 4060), Santrifiij (Alfagen
Stiper Mini Santrifiij 14K; Hettich, EBA 20), Terazi (Radwag, AS 220/C/2), Vorteks
(Velp Scientifica), Spektrofotometre (Lange DR 5000), Mikroplaka Okuyucu (Biotek
Epoch), Manyetik Karistiric1 (WiseStir, MSH-20A), Pastér Firin1 (Niive, FN 120),
Mikroskop (Olympus CX 31, Trinokiiler mikroskop), Floresan Mikroskobu (Olympus
BX53F, Fluorescent Microscope).
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3.1.3 Cahsmada Kullamlan Besiyerleri

Calismada kullanilan besiyerleri ve icerikleri asagida verilmistir:

Luria Bartani-Miller Broth Besiveri (g/L)

e Tripton 10 g/L
e Yeast ekstrakti 59/L
e Sodyum kloriir 5¢g/L

Yukarida verilen maddeler belirtilen miktarlarda tartilarak distile suda ¢ozdiiriilmiis

ve 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.

Todd Hewitt Broth Besiyeri

e Sodyum Bikarbonat 2¢g/L
e Disodyum Fosfat 0,5 g/L
e Sodyum Klorit 2 g/L
e Beef extract powder 10 g/L
e Triptik pepton 20 g/L

e D (+) Glikoz-Monohidrat 2,2 g/L
e Siikroz 1,03 g/L
e Agar 15 g/L

Yukarida verilen maddeler belirtilen miktarlarda tartilarak distile suda ¢ozdiiriilmiis

ve 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.

14



3.1.4 RuCS27 ve Test Bakterileri

Calismada  kullanilan ~ Rutenyum  CS27  (Ru(4,4’-dikarboksi-2,2’-
bipiridin)(4,4’-bis(3-etilheptil)-2,2 bipiridin(NCS)2)  bilesigi Prof. Dr. Cigdem
SAHIN ve ekibi tarafindan daha 6nce gergeklestirdikleri bir calismada sentezlenmis
ve karakterize edilmistir (Sekil 3.1) (Sahin ve dig. 2010). Bu ¢alismada kullanilan
organizmalar: Pseudomonas aeruginosa PAO1, Escherichia coli ATCC 8739, Listeria
monocytogenes NCTC 11994, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus
faecalis ATCC 19433, Listeria innocua (6a) ATCC 32090, Streptococcus
parasanguinis ATCC 15909 Bacillus cereus ATCC 10976, Enterococcus hirae ATCC
10541 olup suslar Pamukkale Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii

Bakteriyoloji Laboratuvari bakteri stoklarindan temin edilmistir.

COOH

COOH

RuCS27

Sekil 3.1: Rutenyum CS27’nin molekiiler yapisi (Sahin ve dig. 2010).
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3.2 Metot

3.2.1 Rutenyum CS27’nin Biyofilm inhibisyon Etkisi

Rutenyum  kompleksinin ~ (Ru(4,4’-dikarboksi-2,2’-bipiridin)(4,4’-bis(3-
etilheptil)-2,2’bipiridin(NCS)2) biyofilm inhibisyon etkisi, XTT (2,3-bis-(2-metoksi-
4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanilid) indirgeme kiti yardimiyla 96-
kuyulu mikroplakalarda belirlenmistir.

Calismalarda kullanilmak tizere RuCS27, %100 saf dimetil siilfoksit (DMSO)
icinde c¢ozdirillerek 10 mM’lik ana stok hazirlanmistir. Daha sonra ana stok
seyreltilerek RUCS27’nin (40 uM, 50 uM, 55 uM, 60 uM, 65 uM, 70 uM, 80 uM, 90
uM, 100 uM) 9 farkli konsantrasyonu elde edilmistir. DMSO orani, 200 pl toplam
hacimde %1 olacak sekilde ayarlanmistir.

Kullanilacak bakteri tiirleri i¢in farkli besiyerleri kullanilmistir. Buna gore,
Listeria monocytogenes NCTC 11994, Listeria innocua (6a) ATCC 32090, Bacillus
cereus ATCC 10976 ve Enterococcus hirae ATCC 10541 bakterileri Tripto-Kazein
Soy Broth besiyerinde; Pseudomonas aeruginosa PAOL, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 19433 ve Escherichia coli ATCC 8739
bakterileri Luria Bartani-Miller Broth besiyerinde; Streptococcus parasanguinis
ATCC 15909 bakterisi Todd Hewitt besiyerinde 37°C’de aktiflestirilen bakteri
kiiltiirlerinin hiicre yogunluklar1 0,5 McFarlanda gore ayarlanmistir. Daha sonra, her
bir kuyuya 20 ul bakteri kiiltiirii, 2 ul rutenyum kompleksi (40 uM, 50 uM, 55 uM, 60
uM, 65 uM, 70 uM, 80 uM, 90 uM, 100 uM) konulmustur. Toplam hacim 200 ul
olacak sekilde besiyeri ilave edilerek mikroplakalar 24, 48 ve 72 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Siire sonunda siipernetant uzaklastirilarak fosfat tamponu (PBS, 0,01 M, pH
7,2) ile her bir kuyu nazik¢e 2 kez yikanarak biyofilme yapismayan hiicreler
uzaklastirilmistir.  Yikama isleminden sonra kuyulara XTT kiti igerisindeki
soliisyonlar karistirilarak her bir kuyuya 50 pl XTT soliisyonu ve 100 ul PBS eklenmis
olup mikroplakalar 37°C’de 5 saat boyunca karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda biyofilm icindeki canli hiicrelerin XTT yi metabolik olarak degistirmesi
sonucunda olusan suda ¢oziiniir formdaki turuncu renkli formazanin miktart 450-630
nm’de mikroplaka okuyucuda Ol¢iilmiistiir. Sonuclar asagida belirtilen formiille

hesaplanmis ve biyofilm inhibisyonu % olarak ifade edilmistir.
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Biyofilm Inhibisyonu (%) = 100 — [(Ornek OD / Kontrol OD) x 100]
Tim testler duplike olacak sekilde calisilmistir. Ayni islemler RuCS27 icermeyen

kontrol grubuna da uygulanmistir. Rutenyum igermeyen kontrol grubun metabolik

aktivitesi %100 olarak kabul edilmistir.

3.2.2 Rutenyum CS27’nin Olusmus Biyofilmi Parcalama Etkisi

RuCS27’nin biyofilmi parcalama aktivitesi i¢in, en iyi biyofilm inhibisyon
etkisi gosterdigi Pseudomonas aeruginosa PAO1, Escherichia coli ATCC 8739,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Enterococcus faecalis ATCC 19433
bakterileri Luria Bartani-Miller Broth besiyerinde, Listeria monocytogenes NCTC
11994, Listeria innocua (6a) ATCC 32090 ve Bacillus cereus ATCC 10976 suslar
Tripto-Kazein Soy Broth besiyerinde gelistirilerek 6nceden biyofilm olusumu
saglanmistir. Daha sonra olusmus biyofilmin bulundugu her kuyucuga, 2 pl farkh
konsantrasyonlarda (40 uM ve 65 uM) RuCS27 ilave edildikten sonra mikroplakalar
24 48 ve 72 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda ilerleyen deney basamaklari
yukarida belirtildigi gibi yapilmistir. Sonuglar agagida belirtilen formiille hesaplanmis
ve biyofilm degradasyonu % olarak ifade edilmistir.

Biyofilm Degradasyon (%) = 100 — [(Ornek OD / Kontrol OD) x 100]

3.2.3 Floresan Mikroskop Analizi

RuCS27°nin biyofilmleri parcalama etkisinin incelenmesi i¢in floresan
mikroskop analizi yapilmistir. Bu analizde iki farkli boyama yontemi kullanilmigtir:

Propidyum iyodiir (PI) boyama yonteminde; P. aeruginosa PAO1, E. coli
ATCC 8739, L. monocytogenes NCTC 11994, S. aureus ATCC 25923 ve E. faecalis
ATCC 19433 suslar1 12 mm'lik steril yuvarlak lamel ve 40 uM rutenyum igeren 6-
kuyulu mikroplakalarda 37 °C’de 48 saat inkiibe edilerek lamel yiizeyinde biyofilm
olusumu saglanmistir. Siire sonunda lamel yilizeyine tutunamayan hiicreler dH20 ile
yikanarak uzaklastirilmistir. Lameller tespit isleminin ardindan Propidyum iyodiir (PI)
boyast ile kaplanmistir. PI karisimi, 100 pL. dH20 igerisinde 1:3 oraninda

hazirlanmistir. Boya soliisyonunda karanlik odada 20 dakika bekletilen lameller
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immersiyon yag1 damlatilarak Floresan mikroskopta 100X biiyiitmede incelenmistir
(Feng ve dig. 2018, Sahin ve dig. 2021).

DAPI-CTC boyama yonteminde; E. coli ATCC 8739 bakterisi 12 mm’lik steril
yuvarlak lamel ve 40 uM rutenyum igeren 6-kuyulu mikroplakalarda 37°C’de 48 saat
inkiibe edilerek lamel yiizeyinde biyofilm olusumu saglanmustir. Inkiibasyon siiresi
sonunda kuyucuklarin igerisindeki lameller 2 ml fosfat tamponu ile yikanarak lameller
farkli bir kuyucuga alinarak {izerine 890 pl fosfat tamponu (PBS, 0,01 M, pH 7,2)
eklenmistir. Karanlik ve steril sartlarda kuyucuk tizerine 100 ul 5-Siyano-2,3-bis(4-
metilfenil)-2 H -tetrazolyum kloriir (CTC, Sigma-Aldrich, 94498-10MG-F) eklenerek
28°C’de 4 saat karanlikta inkiibasyona birakilmigtir. Siire sonunda yine karanlik
ortamda 110 pl 4’,6-Diamidino-2-fenilindol dihidrokloriir (DAPI, Serva) boyasi ilave
edilmis ve 28°C’de 1 saat karanlikta inkiibasyona birakilmistir. Kuyucuklara steril 3
ml bidistile su ilavesinin ardindan lamel lam iizerine alinarak fiksasyon islemi
yapilmistir. Lamel {izerine immersiyon yagi damlatilarak floresan mikroskopta 100X
objektifte DAPI igin 330-380 nm’de ve CTC i¢in 450-490 nm dalga boyunda inceleme
yapilmustir.

Biyofilmi incelemek igin yapilan islem basamaklarina benzer sekilde
planktonik hiicrelere RuCS27°nin etkisi floresan mikroskopta incelenmistir.
Biyofilmden farkli olarak planktonik hiicreler i¢in deney ortamu steril tiip icerisinde
gerceklestirilmis ve deneyde kullanilan ¢o6zeltiler ve boyalar tiipe eklenerek
vortekslenmistir. Ardindan 14.000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiijlenmistir.
Ardindan olusan ¢okelti kismindan lam {izerine alinarak fiksasyon yapilmistir. Lam
izerine immersiyon yag1 damlatilarak floresan mikroskopta 100X objektifte DAPI igin
330-380 nm’de ve CTC i¢in 450-490 nm dalga boyunda inceleme yapilmustir.

3.2.4 istatiksel Analiz

Calismalarda tiim deneyler iki kez gerceklestirilmis ve veriler ortalama +
stardart sapma olarak bildirilmistir. Istatistiksel analizler i¢in GraphPad Prism 9.0
uygulamasi kullanilmigtir. Kontrol ve doz uygulanan gruplar arasindaki istatistiksel
farkliliklar ¢ift yonlii varyans analizi (Two way ANOVA) ile analiz edilmis ve
ardindan Tukey testi uygulanmistir. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Rutenyum CS27’nin Antibiyofilm ve Metabolik Aktivitesinin

Belirlenmesi

Biyofilm, mikroorganizmalarin topluluk olusturarak bulundugu ortamdaki
stres kosullarina kars1 dayaniklilik kazanmasini saglayan bir yapidir (Serra ve dig.
2014, Rumbaugh ve Sauer 2020). Olusan bu topluluk, mikroorganizmalarin
planktonik hiicrelerle karsilastirildiginda besin yetersizligi, pH degisiklikleri ve
bakteriyofajlarla karsilasma gibi stres faktorlerine karsi hayatta kalma oranini arttirir
(Costerton ve dig. 1995, Rumbaugh ve Sauer 2020). Biyofilm yapist olustururken
mikroorganizmalar, EPS ad1 verilen ekstraseliiler matriks iireterek bir yiizeye yapisir
ve orada ¢ogalmalariyla birlikte dayanikli mikro koloniler olustururlar (Schilcher ve
Horswill 2020). Biyofilmlerin bu dayanikli yapis1 hastaliklarin tedavisini
zorlastirmakla kalmayip beraberinde periodontitis, kistik fibroz pndmonisi, kronik
idrar yolu enfeksiyonlari, tonsillit, kronik rinosiniizit, kronik orta kulak iltihab1 ve
kronik yara enfeksiyonlari birgok kronik enfeksiyona sebep olur (Hall-Stoodley ve dig.
2009). Patojen bakterilerin olusturdugu biyofilm yapilar, bakterilerin antibiyotik gibi
birgok kimyasala karsi direngli olmalarma katki sundugu ig¢in, biyofilm ile
miicadelenin 6nemi daha iyi anlagilmaktadir. Patojenlere karsi antibiyotiklerin etki
yetersizligi de patojenlerle miicadelede yeni bilesiklerin yogun olarak arastirilmasina
yol agmistir. Bu amagla kimyasal olarak sentezlenen metal kompleksler arasinda yer
alan rutenyum bilesikleri, biyolojik olarak 6ne ¢ikan {istiin 6zellikleri nedeniyle
biyofilm ile miicadelede de bilim camiasinin dikkatini gekmistir. Rutenyum bilesiginin
yapisina eklenen farkli ligandlar, rutenyum komplekslerin etkinliginde 6nemli rol
oynamaktadir. Ayrica saglikl hiicrelere toksik etkisinin olmamasi da tercih edilirligini
arttirmaktadir.

Bu baglamda sunulan c¢alismada bipiridin ligand: igeren Rutenyum kompleksi
RuCS27°nin Pseudomonas aeruginosa PA0O1, Escherichia coli ATCC 8739, Listeria
monocytogenes NCTC 11994, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus
faecalis ATCC 19433, Listeria innocua (6a) ATCC 32090, Streptococcus
parasanguinis ATCC 15909, Bacillus cereus ATCC 10976 ve Enterococcus hirae
ATCC 10541 bakterilerinin metabolik aktivitelerine ve olusturduklar1 biyofilme kars1
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antibiyofilm etkisi arastiritlmistir. Bu amagla, her bir bakteri kiiltiirti (0,5 McFarland)
ve besiyeri igeren 96 kuyucuklu mikroplakalara farkli konsantrasyonlarda RuCS27
eklenerek 37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyulara XTT
karisimindan eklenerek 37°C’de 5 saat karanlikta inkiibe edilmis ve kuyucuklardaki
renk degisiklikleri 450 ve 630 nm’de mikroplaka okuyucuda olgiilerek RuCS27’nin
bakteriler iizerindeki antibiyofilm ve metabolik aktivitesi hesaplanmustir.

Elde edilen sonuglar Tablo 4.1 ve 4.2°de verilmistir. Bu sonuglara gore
calismada kullanilan 9 bakteri tiirlinden ikisi (E. hirae ATCC 10541 ve S.
parasanguinis ATCC 15909) iizerine RuCS27’nin antibiyofilm aktivitesi
gostermedigi tespit edilmistir. Geriye kalan 7 bakteriden 5’inde (P. aeruginosa PAOL,
E. coli ATCC 8739, L. monocytogenes NCTC 11994, S. aureus ATCC 25923 ve E.
faecalis ATCC 19433) en yiiksek antibiyofilm aktivitesi 40 uM RuCS27 igeren
ortamda iken, 2’sinde (L. innocua (6a) ATCC 32090 ve B. cereus ATCC 10976) 65
uM RuCS27 igeren ortamda gézlenmistir.
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Tablo 4.1: RuCS27'nin antibiyofilm aktivitesi

Bakteriler

Antibiyofilm aktivite (%0)

40 pM

50 pM

55 pM

60 pnM

65 tM

70 pM

80 M

I0pM

100 pM

P. aeruginosa
PAO1

63,27+ 0,00 2

57,00+ 0,00 2

53,38 +£3,29¢

51,01 £2,54%

49,39+ 0,002

59,4+0,00?

48,01 £0,14°

45,85+ 0,162

42,62+ 0,632

E. coli
ATCC 8739

92,59 +1,782

84,78 £ 0,762

77,68 0,772

74,92 +0,972

67,39+ 1,342

61,46 + 1,442

62,78 £ 0,002

57,67 +3,502

52,50+ 5,922

L.
monocytogenes
NCTC 11994

42,61+1,97%

35,69+0,012

33,19+0,712

30,28 +0,41°

27,99 +0,13%

25,01 £0,12°

21,44+ 0,652

20,00+ 0,182

18,51 £ 1,48%

S. aureus
ATCC 25923

82,68+ 1,562

77,36 £2,11%

71,08 +£0,962

67,61 +1,37%

62,19+0,43%

59,23+ 1,422

54,54+ 1,532

52,19+2,132

51,91+ 0,982

E. faecalis
ATCC 19433

95,44+ 1,702

83,99 £2,24°2

76,18+ 1,612

68,95+0,712

60,44 £2,022

51,13+£0,412

51,07+ 0,362

54,62 + 0,592

53,38+ 1,012

L. innocua (6a)
ATCC 32090

14,81 + 1,422

19,54+ 0,552

25,49 +2,07°

2724 42,112

43,71 +0,88%

25,75+0,362

22,43 +1,382

19,31 + 0,222

18,41 + 0,422

B. cereus
ATCC 10976

20,27+ 0,522

27,66 +0,772

32,17+0,922

39,36 £0,712

43,15+1,79*

36,26 0,572

31,00+ 1,122

24,83 +1,162

20,06 +0,372

E. hirae
ATCC 10541

S.
parasanguinis
ATCC 15909

*: antibiyofilm aktivite yok
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Tablo 4.2: RuCS27'nin metabolik aktivitesi

Metabolik aktivite (%0)
Bakteriler
40 pM 50 pM 55 pM 60 pM 65 pM 70 pM 80 M 90pM 100 pM
P.aeruginosa |36,73 £ 0,002 | 43,00+ 0,002 | 46,62 + 3,292 | 48,99 + 2,542 | 50,61 = 0,002 | 40,55 + 0,002 | 52,00 + 0,142 | 54,15+ 0,162 | 57,38+ 0,632
PAO1
E.coli 7,42+1,782 | 15,23 +0,762 (22,33 £0,772 25,09+ 0,962 | 32,62 + 1,342 | 38,55+ 1,442( 37,22+ 0,002 | 42,33 +£ 3,502 | 47,50+ 5,922
ATCC 8739
L. 57,40 +1,972| 64,31+ 0,012 | 66,81 0,712 | 69,73 £ 0,412 | 72,01 £0,132| 74,99+ 0,122 | 78,57 + 0,662 | 80,01 £ 0,172| 81,49 + 1,482
monocytogene
S
S.aureus 17,33 £ 1,562 | 22,64 +£2,112|28,92+0,962(32,39+ 1,372(37,81 £ 0,432 40,77 + 1,422 | 4546 £ 1,532 | 47,81 £2,132| 48,09+ 0,98
ATCC 25923
E.faecalis 4,56+ 1,702 | 16,01 £2,242|23,83+1,622|31,05+0,712 39,572,022 |48,87+0,41%|48,93+0,36%|45,38+0,592| 46,62+ 1,012
ATCC 19433
L. innocua . X X . . . . . .
(6a) 85,17+ 1,412|80,47+0,552| 74,52 2,072 | 72,76 £ 2,112 | 56,29 = 0,882 | 74,25+ 0,362 | 77,57 + 1,382 80,70 + 0,222 | 81,59 0,42
ATCC 32090
B. cereus 79,74 +£0,522| 72,35+ 0,77%| 67,83 £ 0,922 | 64,14 £ 4,212 | 56,85+ 1,792 | 63,74+ 0,572 [ 69,01 £ 1,112 | 75,18 £ 1,162 | 79,94 + 0,372
ATCC 10976
E. hirae 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
ATCC 10541
S.
.. 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
parasanguinis
ATCC 15909

& *xk%: n<0,0001 seviyelerinde anlamli fark tespit edilmistir.
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Bacillus cereus ATCC 10976 Bacillus cereus ATCC 10976
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Sekil 4.1: RuCS27’nin bakteriyel biyofilm inhibisyonu ve metabolik aktivitesi ****: p<0,0001 A: P.
aeruginosa PAO1’nin biyofilm inhibisyonu ve metabolik aktivitesi; B: Enterococcus faecalis ATCC
19433’in biyofilm inhibisyonu ve metabolik aktivitesi; C: Escherichia coli ATCC 87392’nin biyofilm
inhibisyonu ve metabolik aktivitesi; D: Staphylococcus aureus ATCC 25923’un biyofilm inhibisyonu
ve metabolik aktivitesi; E: Listeria monocytogenes NCTC 11994’in biyofilm inhibisyonu ve metabolik
aktivitesi; F: Listeria innocua (6a) ATCC 32090’ nmin biyofilm inhibisyonu ve metabolik aktivitesi; G:
Bacillus cereus ATCC 10976 nin biyofilm inhibisyonu ve metabolik aktivitesi.

Genel olarak ¢alismada kullanilan test organizmalarin olusturdugu biyofilmin
inhibisyonu acisindan degerlendirildiginde elde edilen sonuclardan, rutenyum
bilesigimizin etkili bir ajan oldugu goriilmektedir. XTT indirgeme testi ile yapilan
biyofilm inhibisyon etkisi ve metabolik aktivite analizine gore, rutenyum bilesigi E.
hirae ATCC 10541 ve S. parasanguinis ATCC 15909 tiirleri hari¢ diger bakterilerin
biyofilmini etkili bir sekilde azaltmistir (Tablo 4.1). RuCS27’in farkl tiirlerde farkli
dozlarda etkili oldugu ve literatiirde rapor edilen rutenyum kompleksleriyle

antibiyofilm etki acisindan yarisir 6zellikte oldugu sonucuna varilmistir.

RuCS27’nin deneylerde kullanilan tiim bakterilerin 48 saatlik biyofilm olusum
asamasinda gosterdigi en yiiksek biyofilm inhibisyon aktivitesi sirastyla su sekildedir;
E. faecalis ATCC 19433 igin %95,44 + 1,70, E. coli ATCC 8739 i¢in %92,59 + 1,78,
S. aureus ATCC 25923 i¢in %82,68 + 1,56, P. aeuroginosa PAO1 i¢in %63,27 + 0,00,
L. innocua (6a) ATCC 32090 igin % 43,71 + 0,88, B. cereus ATCC 10976 i¢in %
43,15 + 1,79 ve L. monocytogenes NCTC 11994 icin %42,61 + 1,97°dir. Verilerde
goriildiigii iizere RuCS27 en yiiksek biyofilm inhibisyon etkisini E. faecalis ATCC
19433 (%95,44 + 1,70) ve E. coli ATCC 8739 (%92,59 + 1,78) bakterilerine karsi
gosterirken, E. hirae ATCC 10541 ve S. parasanguinis ATCC 15909 bakterilerinde
herhangi bir inhibisyon etki gériilmemistir.
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En yiiksek biyofilm inhibisyon aktivitesine ulagilan RuCS27
konsantrasyonunda gelisen patojen bakterilerin %7,42-%56,85 arasinda metabolik
olarak aktif olduklar1 gériilmiistiir. Genel olarak bakterilerin metabolik aktivitesi; E.
faecalis ATCC 19433 igin %4,56 + 1,70 (40 uM), E. coli ATCC 8739 igin %7,42 +
1,78 (40 uM), S. aureus ATCC 25923 i¢in %17,33 + 1,56 (40 uM), P. aeruginosa
PAO1 igin %36,73 £+ 0,00 (40 uM), L. innocua (6a) ATCC 32090 i¢in % 56,29 + 0,88
(65 uM), B. cereus ATCC 10976 i¢in % 56,85 + 1,79 (65 uM) ve L. monocytogenes
NCTC 11994 i¢in %57,40 + 1,97 (40 uM)’dir. RuCS27’nin metabolik aktivitesini en
fazla etkiledigi bakteriler E. faecalis ATCC 19433 (%4,56 + 1,70) ve E. coli ATCC
8739 (%7,42 + 1,78) olmustur. E. hirae ATCC 10541 ve S. parasanguinis ATCC
15909’in rutenyum igeren ortamda metabolik olarak aktifligini (%100) devam
ettirmesi dikkat ¢ekicidir.

RuCS27, P. aeruginosa PAOI1 biyofilmine karst 40 puM gibi disiik
konsantrasyonda maksimum antibiyofilm etkisi (%63,27 + 0,00) gostermistir. Bu
konsantrasyonda bakterinin metabolik olarak %36,73 oraninda aktif oldugu
goriilmiistiir.  Ayrica rutenyumun artan konsantrasyonlarinin aksine biyofilm
inhibisyonunda artis olmamasi dikkat ¢ekicidir. Bu sonuca gore, deneysel ¢alisma
yapilmamis olmakla birlikte Pseudomonas hiicrelerinin ya biyofilm yapisi igerisinde
kimyasal maddeye karsi tolerans gelistirmis olmasindan ya da kimyasal maddenin
biyofilm yapinin igine Yyeterince niifuz etmemesinden kaynaklanmis olabilir.
Rutenyum komplekslerinin baglandiklar1 benzimidazol ve tiirevi olan ligandlarin P.
aeruginosa PAOL bakterisinin planktonik formlarina hi¢ zarar vermeden biyofilm
olusumunu engelleyerek antibiyofilm aktivite sergiledigi baz1 arastirmacilar tarafindan
rapor edilmistir (Sambanthamoorthy dig. 2011, Lee ve dig. 2012, Czerwonka ve dig.
2019). Rutenyum komplekslerinin, P. aeruginosa biyofilm kolonilerinin mimari
yapisini degistirerek bakterilerin mikro koloniler halinde toplanmasina yol agtig1 ve
iki farkli komplekste de %71 ve %78 oraninda antibiyofilm aktivite ile biyofilm
biiylimesi inhibe ettigi gozlemlenmistir (Jabtonska-Wawrzycka ve dig. 2020).
Arastirmacilarin bildirdigine gore, P. aeruginosa PAO1 bakterisi 1 mM rutenyum ile
muamele edildiginde, rutenyum kompleksinin biyofilm olusumunu %75-83 oraninda
inhibe etmis ve bu konsantrasyon 0,5 mM iken en fazla %15-%46 oraninda biyofilmi
azaltabilmistir (Jabtonska-Wawrzycka ve dig. 2021). Bu calismalar incelendiginde
goriilmektedir ki, RuCS27 diger rutenyum komplekslerine gore yaklagik 25 kat daha
az konsantrasyonda P. aeruginosa PAO1 biyofilmini hemen hemen ayni oranda inhibe
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etmektedir. Bu da RuCS27 kompleksimizin literatiirde rapor edilen diger rutenyum

komplekslerinden ¢ok daha etkili oldugunu géstermektedir.

Bagka bir ¢alismada, mikrokapsiillenmis RuL3’iin, E. coli, S. aureus, L.
monocytogenes ve E. faecalis biyofilm biyokiitlesine karsi antibiyofilm etkisi
incelenmis ve yaklasik %90 azalmayla maksimum etki E. faecalis biyofilmi lizerinde
goriilmiistiir. RuL3’lin E. coli bakterisinin hiicre zar1 ve hiicre duvarina zarar vererek
bakteriyi inhibe ettigi de SEM analizleriyle gosterilmistir (Claessen ve dig. 2019,
Khelissa ve dig. 2021). Benzer sekilde, sentezlenen [Ru(I1)(dmb)2(PIPBT)](PFe)2 (Ru-
2) kompleksi S. aureus biyofilmini 025xMiK, 0,5xMIK ve 0,75xMIiK
konsantrasyonlarda sirastyla %17,9, %42 ve %54,2 oraninda inhibe etmistir (Deng ve
digerleri 2024). Baska bir ¢alismada ise sentezlenen ti¢ farkli rutenyum kompleksi
([Ru(dmob)2(BTPIP)](PFs)2 (Ru(ll)-1), [Ru(dbp)2(BTPIP)](PFs)2 (Ru(ll)-2),
[Ru(dpa)2(BTPIP)](PFs)2 (Ru(ll)-3)) Staphylococcus aureus bakterisinin gelisimini
cok diisiik konsantrasyonlarda inhibe edebilmistir (Wang ve dig. 2021). Jablonska-
Wawrzycka ve digerleri (2021), ligandlari birbirinden farkli 3 rutenyum kompleksinin
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa PAOL,
Pseudomonas aeruginosa LES B58 (klinik) suslarina etkisini incelemisler ve
rutenyum komplekslerinin suslar arasinda farkli aktivite gosterdigi sonucuna
varmiglardir. Test edilen tiim suslara karsilik en etkili olan bilesik Ru (III) kompleksi
olmustur. Pseudomonas susunun direncini incelediklerinde Ru (111) kompleksinin 0,5
mM konsantrasyonu, kontrole kiyasla hiicre biiyiimesini %72 azaltmistir. Bolhuis ve
digerleri (2011), polipiridil rutenyum (II) komplekslerinin, metisiline direngli
Staphylococcus aureus (MRSA), Bacillus subtilis ve Staphylococcus aureus suslarina
kars1 onemli bakterisidal aktivite sergiledigini bildirmis ve bazi komplekslerin 2
ug/mL kadar diisiik MiK degerine sahip oldugunu rapor etmislerdir. Bu ve digerleri
(2020)’nin sentezlegi rutenyum kompleksi Staphylococcus aureus'a karsi 0,016
mg/mL MIK degerinde biyofilmi inhibe etmistir. Ayrica, rutenyum kompleksinin
Staphylococcus aureus'un bazi aminoglikozid antibiyotiklere (kanamisin ve
gentamisin) duyarliligini da arttirdigi bildirilmistir. Andrade ve digerleri (2020),
rutenyum kompleksinin antibiyofilm ve antibakteriyel aktivitesini arastirmak igin
yaptiklar1 c¢alismada; 15,6 ve 62,5 ug/ml arasinda degisen minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) degerleri ve 62,5-125 pg/ml arasinda degisen minimum
bakterisidal konsantrasyon (MBK) degerleri ile gram-pozitif bakterilere kars
antibakteriyel aktivite sergileyen cis-[RuClz(dppb)(bqdi)]>*(RUNN)'nin kompleksi,
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hem Staphylococcus aureus biyofilm olusumunu engellemis hem de olgun biyofilmi
bozmustur. Literatiirde verilen rutenyum konsantrasyonlariyla kiyaslandiginda,
RuCS27’nin diisiik konsantrasyonlarda ulastig1 yiiksek derecede biyofilmi inhibe etme
yetenegi, antibiyofilm ajan olma potansiyelinin bir kanitidir. Literatiirde bu hipotezi

destekleyen caligmalar sunulmustur.

RuCS27, L. monocytogenes NCTC 11994 biyofilminin maksimum %18,51-
42.,61’sini inhibe etmistir (Tablo 4.1 ve Sekil 4.1.E). Konsantrasyon arttisina baglh
olarak biyofilm inhibisyon yiizdesindeki diisiis hem bakterinin biyofilm olusturma
yetenegiyle hem de RuCS27°nin stabilitesiyle iligkili olabilir. L. monocytogenes
bakterisi 40 uM RuCS27 igeren ortamda gelistirildiginde, bakteriyel biyofilmin
%42,61’si inhibe olmustur. Bu konsantrasyonda bakterinin %57,40 oraninda
metabolik olarak aktif oldugu goriilmiistiir. Khelissa ve digerleri (2021), rutenyumun
serbest ve kapsiillenmis yapisinin L. monocytogenes biyofilmi iizerine antibiyofilm
etkinligini arastirdiklar1 bir ¢alismada, serbest RuL3 kompleksi hiicre sayisini 4,8 log
CFU/cm?’ye diisiiriirken, kapsiillenmis RuL3 log3,0 CFU/cm?ye diisiirmektedir.
Literatiirde bu konuyla ilgili kisith calismalar olsa da L. monocytogenes NCTC
11994’in farkli metal komplekslere verdigi bazi tepkilere drnek olarak; Vazquez-
Armenta ve digerleri (2021), Makrosiklik ligand (edtaod) ve asiklik ligand (edtabz)
sentezleyerek Cu 2* ve Fe * kompleksleri olusturmuslardir ve bu maddelerin bakteriler
tizerindeki antibiyofilm etkilerini incelemislerdir. L. monocytogenes biyofilmi, 1 mM
konsantrasyonda makrosiklik ligandina orta diizeyde antibiyofilm etki gosterirken,
Fe3* ile kompleks olusturuldugunda %79,7-83,8'lik seviyelerine kadar ¢ikarak yiiksek
antibiyofilm etki gostermistir. Fe3* ile kompleks olusturuldugunda gosterdigi
antibiyofilm etkinin aksine Cu?* kompleksinde hig antibiyofilm etki goriilmemistir.

Literatiir bilgilerimize gore, test organizmalar1 arasinda yer alan L. innocua
(6a) ATCC 32090 ve B. cereus ATCC 10976 bakterilerinin olusturdugu biyofilmin
rutenyum kompleksine karsi antibiyofilm aktivitesi ilk kez bu ¢alismada rapor
edilmistir. L. innocua (6a) ATCC 32090 ve B. cereus ATCC 10976 bakterilerinde 65
uM konsantrasyonda en yiiksek antibiyofilm etki (sirasiyla; %43,71 ve %43,15)

gorilmiistiir.
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4.2 Rutenyum CS27’nin Olusmus Biyofilmi Parcalama Etkisi

Patojen bakterilerin, olugsmus biyofilm yap1 icinde daha korunabilir
olmalarindan dolay1, biyofilm yapilarin pargalanmasi onemli bir diger konudur.
Olusmus biyofilm yapilarin kararli ve direngli olmasi nedeniyle, biyofilmin kimyasal
yollarla bozunmasi daha zordur. Bu nedenle dogal ya da sentezlenen antibiyofilm
ajanlarin ayni zaman da olugmus biyofilmi pargcalama etkisine sahip olmasi istenilen
Ozellikler arasinda yer alir. Biyofilmin bozunmasi/uzaklastirilmasi c¢alismalarinda
dikkat edilmesi gerekli O6nemli noktalardan biri  kimyasal maddenin
konsantrasyonundan daha ¢ok tedavi siiresidir. Kimyasal maddelerin yiiksek veya
diisiik konsantrasyonlar1 biyofilmi enfekte etmek ve yapiya niifuz etmek icin yeterli
olmayabilir. Bu nedenle, tedavi siiresi bakteriyel biyofilm yikimi i¢in madde
konsantrasyonundan daha 6nemli bir faktér olarak degerlendirilmelidir. Ciinkii tedavi
sliresine gore dogru konsantrasyonlarin tespit edilmesi gereklidir.

RuCS27°nin olusmus biyofilmi par¢alama incelemek icin antibiyofilm
calismasindan farkli olarak 96 kuyulu mikroplakalara 0,5 McFarlanda gore ayarlanmig
hiicre yogunluguna sahip bakteri kiiltiirleri ve besiyerleri eklenerek farkli inkiibasyon
stirelerinde (24 ve 48 saat) biyofilm gelistirilmistir. Her bir bakteri igin RuCS27’nin
maksimum biyofilm inhibisyon dozu Onceden olusturulan biyofilmler {izerine
eklenmis ve biyofilmler degisen siireler boyunca (12 ve 24 saat) RuCS27 ile maruz

birakilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.3°de verilmistir.
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Tablo 4.3: RuCS27’nin olugmus biyofilmi par¢alama aktivitesi

Bakteriler ve RuCS27
Konsantrasyonlari

Biyofilm Olusmus Biyofilmi Parcalama Aktivitesi (%0)

Biyofilm Yasi-Maruz Kalma Siiresi (Saat-Saat)

24-12

24-24

48-12

48-24

P.aeruginosa
PAO1
(40 pM RuCS27)

81,98 £3,40°

84,41 £0,73%

60,24 £2,45%

64,02 +£1,53%

E.coli
ATCC 8739
(40 pM RuCS27)

60,75 +2,322

76,14 + 1,398

65,84 +0,33°

76,18 + 3,532

L. monocytogenes
NCTC 11994
(40 pM RuCS27)

27,28 +0,13°2

38,070,652

22,17+0,19¢4

23,84+0,28°

Staphylococcus aureus
ATCC 25923
(40 pM RuCS27)

41,77+ 0,932

55,37+0,75%

64,59 +2,55¢

66,64 +2,83%

Enterococcus faecalis
ATCC 19433
(40 pM RuCS27)

51,41+6,11°

61,6 +0,00°

57,58 +5,96°

82,91 +547%

L. innocua (6a)
ATCC 32090
(65 pM RuCS27)

30,19+£0,01°

26,41 +£0,532

26,13 +0,01°2

25,1 £0,65%

B. cereus
ATCC 10976
(65 pM RuCS27)

37,84 +0,60°

32,68 +0,26%

29,76 £ 0,112

27,95+0,5%

& *xk%: n<0,0001 seviyelerinde anlamli fark tespit edilmistir.
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Bacillus cereus ATCC 10976
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Sekil 4.2: RuCS27’nin olugmus biyofilmi pargalama aktivitesi. ****: p<0.0001 A: P. aeruginosa PAO1
biyofilminde 40 mikromolar RuCS27’nin biyofilm pargalama aktivitesi; B: Escherichia coli ATCC 87392
biyofilminde 40 mikromolar RuCS27’nin biyofilm pargalama aktivitesi; C: Enterococcus faecalis ATCC
19433 biyofilminde 40 mikromolar RuCS27’nin biyofilm parcalama aktivitesi; D: Staphylococcus aureus
ATCC 25923 biyofilminde 40 mikromolar RuCS27°nin biyofilm pargalama aktivitesi; E: Listeria
monocytogenes NCTC 11994 biyofilminde 40 mikromolar RuCS27’nin biyofilm pargalama aktivitesi; F:
Listeria innocua (6a) ATCC 32090 biyofilminde 65 mikromolar RuCS27’nin biyofilm parcalama aktivitesi;
G: Bacillus cereus ATCC 10976 nin biyofilminde 65 mikromolar RuCS27’nin biyofilm pargalama aktivitesi.
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RuCS27’nin biyofilm inhibisyon etkisine benzer sekilde biyofilm parcalama
aktivitesi Pseudomonas aeruginosa PAO1, Escherichia coli ATCC 8739,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Enterococcus faecalis ATCC 19433
bakterileri {izerinde diger bakterilere kiyasla daha fazlaydi. Her iki sonug
degerlendirildiginde RuCS27’nin bu tiirler {izerinde segici bir etkiye sahip oldugu
sOylenebilir. Etki yiizdeleri dikkate alindiginda genel olarak RuCS27’nin olusmus
biyofilmi pargalama aktivitesi, olusmakta olan biyofilmi inhibisyon etkisiyle
kiyaslandiginda azaldigi da goriilmiistiir. Bu da olusmus biyofilm yapinin direncinden
ve kararliligindan kaynaklanmaktadir.

Tablodaki veriler incelendiginde RuCS27, P. aeruginosa PAOL biyofilminin
%80, E. coli biyofilminin %70, S. aureus biyofilminin %60 ve E. faecalis biyofilminin
%80°den fazlasini pargalamistir. Diger test bakterileri olan Listeria monocytogenes
NCTC 11994, Listeria innocua (6a) ATCC 32090 ve Bacillus cereus ATCC 10976
biyofilmlerine karsi ortalama olarak %30 gibi oldukea diistik bir biyofilm degradasyon
aktivitesine ulagilmstir.

Biyofilm yasi-maruz kalma siiresi dikkate alindiginda ise P. aeruginosa
bakterisi hari¢ diger bakteri tiirlerinde maruz kalma stiresi biyofilmin pargalanmasinda
daha 6n plana ¢ikmistir. 24 ve 48 saatlik olugsmus biyofilmler, 24 saat RuCS27 ile
muamele edildiginde rutenyumun etkisinin arttigi goriilirken, P. aeruginosa
bakterisinde 48 saatlik biyofilmde rutenyumun par¢alama aktivitesinde bir diisiis
gozlenmistir. Bu sonug, P. aeruginosa bakteri biyofilminin daha gii¢clii olmasiyla
iliskilendirilmistir.

P. aeruginosa biyofilminin parcalanmasi, bir¢ok arastirmaci tarafindan da
calisilmistir ve birgok arastirmacinin iizerinde durdugu bu konu i¢in farkli maddelerin
etkileri arastirilmistir (Reighard ve dig. 2015, Banar ve dig. 2019, Blanco-Cabra ve
dig. 2020, Yin ve dig. 2022). Ornegin, antibiyotiklerle sinerjik etkili olarak alijinat
liyaz enzimlerinin degradasyon aktivitesinin Pseudomonas aeruginosa’nin olgun
biyofilmlerini pargalamak i¢in iyi bir tercih oldugu ileri siiriilmistiir (Blanco-Cabra ve
dig. 2020). Benzer sekilde B-glukozidaz enzimlerinin degradasyon aktivitesi yiiksek
oldugu (Banar ve dig. 2019), Pseudomonas biyofilmini par¢calamada antimikrobiyal

peptitlerin (AMP) etkinligi (Yin ve dig. 2022) literatiirde gosterilmistir.
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4.3  Mikroskop Analizi

Caligmanin bu asamasinda RuCS27°nin biyofilm inhibisyon ve biyofilm
pargalama aktivitesi dogrulamak amaciyla, rutenyumun etkili oldugu Pseudomonas
aeruginosa PAOQ1, Escherichia coli ATCC 8739, Listeria monocytogenes NCTC
11994, Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Enterococcus faecalis ATCC 19433
bakterilerinin biyofilm goriintiileri floresan mikroskopta incelenmistir. Bakterilerin
biyofilm yapilar1 propidyum iyodiir (Sekil 4.3) ve DAPI-CTC (Sekil 4.4) ile boyanarak
incelenmistir. Her iki boyamada da bakterilerin kontrole kiyasla RuCS27 ile muamele
sonrasinda biyofilm yapisinda azalma oldugu tespit edilmistir. Rutenyum ile muamele
edilmemis kontrol biyofilm yapilarin olduk¢a yogun oldugu ve kolonilerin birbiriyle
siki temas halinde olduklar1 goriilmektedir. Ancak bakteriler RUCS27 ile muamele
edildikten sonra hem hiicre sayisinda gozle goriiliir bir azalma hem de biyofilmin
kontrol gruplarinda gorillen mimari yapisinin bozuldugu goriilmektedir. Biyofilm
toplulugunun dagmik ve kiigiik topluluklar seklinde olmasi hiicreler arasinda iletisimin
bozuldugunu gostermektedir. Bu sonuglar, RuCS27’nin antibiyofilm etkisini kanitlar
niteliktedir. Benzer sonug, Jablonska-Wawrzycka ve dig. (2021) tarafindan da rapor
edilmis, rutenyum ile muamele edilen P. aeruginosa PAO1 bakterisinin biyofilminin
morfolojik ve yapisal goriintiisiiniin hasar gérdiigii ve biyofilm yapinin mikrokoloniler

seklinde gozlendigi ifade edilmistir.
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Sekil 4.3: Propidyum iyodiir (PI) boyamasi ile elde edilen Floresan mikroskop goriintiileri. P.
aeruginosa PAO1 A: Kontrol B: RuCS27 ile muamele edilmis biyofilm goriintiisii; E. coli ATCC
8739 C: Kontrol D: RuCS27 ile muamele edilmis biyofilm goriintiisii; L. monocytogenes NCTC
11994 E: Kontrol F: RuCS27 ile muamele edilmis biyofilm goriintiisii; S. aureus ATCC 25923 G:
Kontrol H: RuCS27 ile muamele edilmis biyofilm gériintiisii; E. faecalis ATCC 19433 I: Kontrol I:
RuCS27 ile muamele edilmis biyofilm goriintiisii
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Sekil 4.4: CTC boyamasi ile elde edilen E. coli ATCC 8739 biyofilminin floresan mikroskop
goriintiileri. A: Planktonik kontrol B: RuCS27 ile muamele edilmis planktonik hiicreler C:
Biyofilm kontrol D: RuCS27 ile muamele edilmis biyofilm goriintiisii
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada bipiridin ligand1 igeren rutenyum (RuCS27) bilesiginin farkli
bakteriler lizerinde antibiyofilm aktiviteleri incelenmistir. Calisma sonuglarimiza gore,
Pseudomonas aeruginosa PAOQOl, Escherichia coli ATCC 8739, Listeria
monocytogenes NCTC 11994, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus
faecalis ATCC 19433, Listeria innocua (6a) ATCC 32090 ve Bacillus cereus ATCC
10976 bakterilerine kars1 RuCS27 gii¢lii antibiyofilm etki gdstermis olup rutenyumun
bu etkisi floresan mikroskop analizi ile de dogrulanmistir. RuCS27 bu etkiyi,
bakteriyel biyofilm yogunlugunda azalmaya yol agarak gostermistir. Diger bir degisle,
RuCS27, deneylerde kullanilan patojenlerin biyofilm inhibisyonunda ve olgun
biyofilmin par¢alanmasinda onemli derecede etkinlik gostermistir. Bu etkiye,
literatiirde rapor edilen ¢ogu rutenyum kompleksinden daha diisiik konsantrasyonda
ulagilmistir. Bakteriyel biyofilmlerin biyotik ve/veya abiyotik yiizeylerden etkili bir
sekilde uzaklastirilmasi i¢in RUCS27 potansiyel bir antibiyofilm ajan olabilir. Ancak,
konu ile ilgili daha detayli ¢alismalar yapilmasi gereklidir.
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