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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

DEMIR SELATORLERINDEN KOJiK ASIT, LIPOIK ASIT VE PIKOLINIK ASITIN
Pseudomonas aeruginosa’DA BiYOFILM OLUSUMUNA ETKIiSININ
ARASTIRILMASI

Kiibra CEVIK

Silleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Danisman: Dog¢. Dr. Seyhan ULUSOY

Bu tez c¢alismasinda, demir selatdrleri kojik asit, lipoik asit ve pikolinik asitin
inhibitor etkileri arastirllmistir. Cevreyi algilama sistemi (QS) inhibisyonu,
Chromobacterium violaceum 026 (CV026) ve C. violaceum VIR07 suslarinda
viyolesin pigmenti iiretimi ile test edilmistir. Selatorlerin, P. aeruginosa PAO1 ve
klinik izolatlarda biyofilm olusumu, elastaz, piyosiyanin iiretimi ve kayma
hareketi lizerine etkileri ayrica aragtirllmistir.

Kojik, lipoik ve pikolinik asit P. aeruginosa PAO1 ve klinik izolatlar (P.
aeruginosa PAKO1, P. aeruginosa PAKO2, P. aeruginosa PAKO03) i¢in sirasiyla %5-
27, %7-28, %24-33 oraninda biyofilm olusumunu inhibe etmistir. Test ortamina
FeCl3 (100uM) eklendigi zaman inhibisyon oranlar1 %39-57, %40-55, %50-57
olarak tespit edilmistir.

Lipoik asitin P. aeruginosa ‘da biyofilm olusumu ve kayma hareketi lizerine
inhibitor etkisi ilk kez rapor edilmistir. Bu sonuglar, lipoik asit ve pikolinik asitin
biyofilm enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in alternatif olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, kojik asit, lipoik asit, pikolinik

asit, biyofilm

2014, 63 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

INVESTIGATING EFFECTS OF IRON CHELATORS KOJIC ACID, LIPOIC ACID
AND PICOLINIC ACID ON BIOFILM FORMATION OF Pseudomonas

aeruginosa

Kiibra CEVIK

Siileyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Seyhan ULUSOY

In this study the inhibitory effects of iron chelators kojic acid, lipoic acid, and
picolinic acid were investigated. QS inhibition was measured in violacein
pigment producing Chromobacterium violaceum 026 (CV026) and C. violaceum
VIR07. And the effects of chelators on biofilm formation and elastase, pyocyanin
production, swarming motility of P. aeruginosa PAO1 and clinical isolates were
also examined.

Kojic, lipoic and picolinic acids have inhibited biofilm formation in P. aeruginosa
PAO1 and three clinical isolates (P. aeruginosa PAKO1, P. aeruginosa PAKO2, P.
aeruginosa PAKO03) by 5-27%, 7-28%, 24-33%, respectively. When the FeCls
(100puM) is added to the test medium inhibiton percentage were 39-57%, 40-
55%, 50-57%.

Inhibitory effect of lipoic acid on biofilm formation and swarming motility in P.
aeruginosa has been reported for the first time. These results showed that lipoic
acid and picolinic acid may provide an alternative for the treatment of biofilm
infections.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, kojic acid, lipoic acid, picolinic acid,
biofilm

2014, 63 pages
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1. GIRIS

Pseudomonas aeruginosa, Gram-negatif, biyofilm olusturan, bagisikligi baskilanmis
kistik fibrozlu ve yanikli bireylerde biyofilm kaynakli enfeksiyonlara neden olan
firsatci bir insan patojenidir. P. aeruginosa viriilens faktorlerinin Uretimini (elastaz,
ramnolipit, piyosiyanin, proteaz) ve biyofilm olusumunu kontrol etmek igin, Acgil
homoserin lakton aracili cevreyi (cogunlugu) algilama sistemi olarak bilinen bir gesit
hiicreler arasi iletisim mekanizmasi kullanir. Bu organizmada cevreyi algilama
sistemi las ve rhl sistemleri olarak bilinen birbirleriyle iliskili iki major sistemden
olusur. las sisteminde lasl N-3-okzo-dodekanoyil-homoserin lakton (3-oxo-C12-HSL)
sinyal molekilini kodlar ve LasR bu molekile baglanarak elastaz, LasA proteaz,
alkalin proteaz ve ekzotoksin A Uretiminin konrollini saglar. rhl sisteminde, rhll N-
butanoyil-homoserin lakton (C4-HSL) sinyal molekilini kodlar ve RhIR bu molekiile
baglanarak ramnolipit, elastaz, LasA proteaz, piyosiyanin ve siderefor lretiminin
kontrolini saglar (Ochsner vd., 1994; Deizel vd., 2003; Musk vd., 2005; De Kievit,
2008).

P. aeruginosa’da cevreyi algilama sistemi ile biyofilm olusumunun/gelisiminin
yakindan iliskili oldugunu gosteren pek ¢ok calisma mevcuttur (Ochsner vd., 1994;
Deizel vd., 2003; De Kievit, 2008; Jiricny vd., 2014). Bu firsatci patojen, kistik fibroz
hastalarinin akcigerlerinde antibiyotik direngli biyofilmler olusturan, tartismasiz
Uzerinde en fazla c¢alisma yapilan organizmadir. Kronik P. aeruginosa kaynakli
biyofilm enfeksiyonlari, kistik fibroz hastalarinda morbidite ve mortalitenin buylk
bir oraninin sebebi durumundadir (Van Delden ve Iglewski, 1998; Costerton vd.,
1999; Parsek ve Singh, 2003; Banin vd., 2005; Oglesbay vd., 2008; Braud vd., 2009).
Bu hastalarda bu enfeksiyonlar konagin savunma sistemi ve antibiyotik tedavisi
tarafindan eradike edilemez, bu ylzden biyofilm olusturan patojenlerin

engellenmesi igin yeni metotlara acilen ihtiyag vardir.

P. aeruginosa da gelisme ve biyofilm olusumu igin demire ihtiya¢ duyar (Glick vd.,
2010). Dahasi demir P. aeruginosa’nin olusturdugu biyofilmlerin daha kararl
olmasini saglar (Braun ve Hantke, 1997; Lamont vd., 2002). P. aeruginosa demirin

kisith oldugu ortamlarda demiri kullanabilmek igin piyoverdin ve piyoselin



molekullerini Gretir (Neilands, 1995). Bu selatér molekiiller konakta transferin ve
laktoferrin molekilleri ile yarisir. Laktoferrin uygulamasinin P. aeruginosa’da
biyofilm olusumunu inhibe ettigi rapor edilmistir (Musk vd., 2005; Musk ve
Hergenrother, 2008).

Transferin ve laktoferrin demiri glgli bir sekilde baglayarak bakterilerin demiri
kullanimini kisitlamaktadir (Wooldridge ve Williams, 1993). Yapilan calismalarda
laktoferrinin, bakterilerin demir kullanimini engelleyerek P. aeruginosa’da biyofilm
olusumunu engelledigi gosterilmistir (Singh vd., 2002). Cogu bakteride demir 107 ile
10° M arasinda bir fizyolojik konsantrasyonda gerekli olmasina ragmen, konak
hicrede serbestce kullanilamaz (Huston vd., 2003). Konakta serbest demirin
eksikligi karsisinda patojen bakteriler, konaktan demir elde etmek igin bir dizi sistem
gelistirmistir (Wooldridge ve Williams, 1993; Braun, 2001; Huston vd., 2003).
Bunlardan birisi de Fe(lll) igin yliksek afiniteye sahip distuk molekul agirhkli siderofor
salgilamaktir.

Sulu ortamlarda ¢6zliinmis bulunan demir seviyesi, iyonlarin hicre icine pasif
difiizyon ile alinmasi gereken demir icin cok disuktir (Griffiths, 1987). Bakteriler bu
problemi ¢6zmek igin kullandiklari stratejilerden en yaygini siderofor olarak
adlandirilan demiri selatlayabilen molekdllerin Uretilmesidir (Guerinot, 1994).
Ortamdaki ferrik iyon selatlari ve ferrisiderofor kompleksleri spesifik hiicre ylzeyi
reseptor proteinleri aracihig! ile bakteriler tarafindan alinir (Lamont vd., 2002).
Demir hiicre proteinlerine dahil edilmek icin ferrisiderofor kompleksinden salinir
(Lamont vd., 2002).

Tanimlanmis yaklasik 500 siderofor vardir ve ¢ogu bakteri cinsi siderofor Ureticisi

icerir (Drechsel & Winkelmann, 1997).

Demirin selatlanmasinin, P. aeruginosa’ da hicreleri 6ldirmeden, biyofilm
olusumunun engellenmesi veya bozulmasi igin umut verici yeni bir tedavi olabilecegi

duslinilmektedir.

Bu calisma kapsaminda, P. aeruginosa’da elastaz, piyosiyanin Uretimi, biyofilm

olusumu ve kayma hareketi Uzerine demir selatorleri 2,2’-bipiridil, kojik asit, lipoik
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asit ve pikolinik asitin etkileri incelenmistir. P. aeruginosa PAO1 susunda ve P.
aeruginosa klinik izolatlarinda (P. aeruginosa PAKO1, P. aeruginosa PAKO2 ve P.
aeruginosa PAKO3) biyofilm olusumu 2,2’-bipiridil, kojik asit, lipoik asit ve pikolinik

asit eklenerek ayrica FeCls selatlanarak etkileri incelenmistir.

2. KAYNAK OZETLERI

Musk ve Hergenrother (2008) tarafindan yapilan ¢alismada; pikolinik asit, kojik asit,
asetohidroksamik asit ve ferrik amonyum sitrat kullanilarak, demir: selatér orani 3:1
(300pl kimyasal: 100ul FeCls) olacak sekilde solisyon hazirlanmistir ve 250uM It
pikolinik asit: FeCls karisiminin P. aeruginosa biyofilm olusumu Uzerine %50 ve daha

fazla inhibitor etkisinin bulundugu tespit edilmistir.

Musk, vd. (2005) tarafindan yapilan calismada; demir selatorleri (ferrik silfat,
sodyum sitrat, sitrik asit, amonyum sitrat ve ferrik amonyum sitrat) kullanilarak P.
aeruginosa’da biyofilm olusumu Gzerine etkisi arastirilmistir. P.aeruginosa’da
biyofilm olusumunu bakteri gelisimini engellemeden, ferrik amonyum sitratin %40

oranindan fazla inhibe ettigini tespit etmiglerdir.

2.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa; Pseudomonadaceae ailesi Pseudomonas cinsine ait,
Gram-negatif, suda ve toprakta yasayan bir bakteridir. Ozellikle bagisiklig
baskilanmis bireylerde (yanikh ve kistik fibrozisli hastalarda) ciddi enfeksiyonlara
neden olan firsat¢l bir insan patojenidir (Van Delden ve Iglewski, 1998; Costerton
vd., 1999; Parsek ve Singh, 2003; Banin vd., 2005; Oglesbay vd., 2008; Braud vd.,
2009).

P. aeruginosa; sabun, goz damlasi, diyaliz sivilari, solunum cihazlari, ilaglar, uygun
kosullarda bekletiimeyen agzi agik dezenfektanlar, temizlik bezleri ve firgalar,

havalandirma cihazlari, lavabolar, dus basliklari ile hasta odalarindaki cicekler
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aracitligl ile bulasabilmekte ve hastana enfeksiyonlarinin %10-30°undan sorumlu
tutulmaktadirlar (Ciftci vd., 2005; Gazi vd., 2006; Topcu Albayrak, 2008; Ozdemir
vd., 2009).

P. aeruginosa’nin nemli ortamlari sevmesi, fiziksel ortamlara dayanikli olmasi,
Ureyebilmesi i¢in olduk¢a az besine ihtiya¢ duymasi, antiseptiklerden bir¢oguna ve
antibiyotiklere direngli olmasi, distile suda dahi treyebilmesi, bu mikroorganizmanin
dis ortamlarda ve o0zellikle hastane ortaminda yasamasini kolaylastirmaktadir

(Berktas vd., 2011).

2.2. P. aeruginosa VIRULENS FAKTORLERI

2.2.1. ELASTAZ

Elastin akcigerlerin genisleyip, daralmasina olanak saglayan bir proteindir ve
akcigerlerde bulunan proteinin yaklasik %30u elastindir. P. aeruginosa’nin elastolitik
etkisinden LasA proteaz ve LasB elastaz sorumludur, enzimler sinerjistik etki
gostererek elastini pargalarlar. LasA bir serin metalloproteinazdir, LasA proteaz
elastini yilkamaz ancak LasB elastazin elastolitik etkisini artirir. LasB bir ¢inko
metalloproteinazdir ve LasA proteazin yiprattigi elastini parcalar (Morihara, 1964;

Doring, vd., 1981; Morihara ve Homma 1985).

2.2.2. PiYOSIYANIN

P. aeruginosa tarafindan uretilen mavi renkli bir pigmenttir. Piyosiyanin Uretimi
gelisme ortamina bagl olup ortamdaki yliksek fosfat konsantrasyonlarinda artarken,
stoklanan kiltlrlerde pigment olusturma 6zelliklerini kaybedebilirler (Topgu
Albayrak, 2008). P. aeruginosa’nin suda eriyen piyoverdin pigmenti ile suda ve
kloroformda eriyen piyosiyanin pigmentinin birlesmesi sonucu karakteristik parlak

yesil rengi ortaya ¢ikar (Topgu Albayrak, 2008).



2.2.3. PIYOVERDIN

Piyoverdinin asil bileseni, kompozisyonu tiire gore degisen siklik peptide bagl
kinolin kromoforudur. Cevredeki demiri baglayarak P. aeruginosa’nin metabolizmasi

icin demir saglayan bir siderofordur (Meyer ve Hornsperger, 1978).

P. aeruginosa’ya ait piyosiyanin, cesitli flioresan ve flloresan olmayan
Pseudomonas’lar arasinda bulunan en belirgin pigment grubudur (Meyer ve

Hornsperger, 1978).

2.2.4. BIYOFiLM

Costerton ve arkadaslari (1999), bakteri tarafindan Uretilen ve bakterinin cansiz
veya canh ylizeylere yapismasini saglayan polisakkarit tabiatinda “glikokaliks” olarak
da adlandirilan polimerik matriks olarak tanimlarken; Elder ve arkadaslari (1995),
mikroorganizmalarin ekzopolimer matriks aracihig ile olusturduklari yapisal birlik
olarak, Carpentier ve Cerf (1993) ise cok basitce, bakterilerin gomillu olarak
bulundugu ve ylizeye yapismis olan organik polimer matriks olarak tanimlamistir.

Biyofilmin en yeni tanimi ise mikroorganizmalar tarafindan olusturulan, herhangi bir
ylzeye, ara ylizeye veya birbirlerine yapismalarini saglayan ve blylime oranlari ile
gen transkripsiyonuna bagh olarak farkh fenotip gosterebilen ve biyofilm olusturan
mikroorganizmanin igcinde gomulli olarak bulundugu ekstraselller polimerik

maddeden oluslmus matriks seklindedir (Donlan ve Costerton, 2002).

Bir biyofilmin yapisi %97 su olmak lzere %2-5 mikroorganizma, %1-2 polisakkarid,
%1-2 protein, %1-2 DNA ve iyonlardan olugsmaktadir (Uludag Altun ve Sener, 2008).
Biyofilmin olusmasi; sistem yapisina, mikroorganizma tiiriine ve ¢evresel faktorlere

bagli olarak birkag saat ile birkag¢ hafta sirebilir.



Biyofilm olusma basamaklari;
1-Mikroorganizmanin ylzeye tutunmasi
2-Geri donlisimsiliz tutunma

3- 1. Olgunlagma evresi

4- 2. Olgunlasma evresi

5- Dagilma seklindedir.
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Sekil.1. Biyofilm gelisim asamalari ve asamalarin elektron mikroskop gériintiileri: 1) ilk tutunma, 2) Geri déniisiimsiiz tutunma,
3) 1. Olgunlasma devresi, 4) 2. Olgunlasma devresi 5) Dagilma (http1)
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Biyofilm olusumu P. aeruginosa’da g¢evreyi algilama sistemi tarafindan kontrol edilir.
Cevreyi algilama sistemi, bakteriye oldukca fazla avantaj kazandirir. Bu sistem
sayesinde bakteri davranislarini koordine ederek, besin kaynaklarina adaptasyon
gelistirir (Uludag Altun ve Sener, 2008). Ayni besin icin yarisan diger bakterilere karsi
savasabilir. En 6nemlisi, infeksiyon sirasinda virlilens faktorlerinin regiilasyonu

sonucu konakta immin yanittan kagabilir (Uludag Altun ve Sener, 2008).

Ortamda besin kisitlanmasi sonucu eksprese olan g¢evreyi algillama sistemi
molekdillerinin salinimi, ortam pH’i, 02 perfiizyonu, karbon kaynagl ve ozmolarite

gibi cevresel faktorler biyofilm gelisiminde cok etkilidir (Sakarya, 2005).

Kistik fibrozis gibi hastaliklarin olusmasindaki en 6nemli etkenlerden biri P.
aeruginosa biyofilmidir. Yapilan son calismalar, bakteri blylmesi icin yeterli demir
ile bu metal seviyelerinin biyofilm gelismesi icin bir sinyal olarak gorev yaptigini

gostermistir (Singh vd., 2002).



Ortamda mevcut demir miktarinin azaltilmasi P.aeruginosa biyofilm gelisimini
etkileyebilecegi icin biyofilm olusumuna miidahale edilmesinde potansiyel bir arag
olarak onerilmistir (Banin vd., 2006; Musk vd., 2005). Ayrica demir, P.aeruginosa

biyofilm gelisimi icin cevresel bir sinyal gérevi gormektedir (Glick vd., 2010).

2.3. SELATORLER

2.3.1. LIPOIK ASIT

Vitamin benzeri bir antioksidan olan Alpha lipoik asit, suda ve yagda ¢oziinebildigi
icin genel antioksidan olarak adlandirilmaktadir. FDA tarafindan onayh olan alfa
lipoik asitin, HIV enfeksiyonlarinda, karaciger hastaliklarinda, glokom gibi goz
hastaliklarinda, diyabetli hastalarin sinir hasarlarinin hafifletiimesinde ve yaslanma
etkilerine karsi beyin hasarlarini hafifletmeye yardimci oldugu bilinmektedir (Karaca,

2009; http2).

2.3.2. PIKOLINIK ASIT

Pikolinik asit, triptofan katabolizmasinin dogal bir yan Grind olarak insan vicudu
tarafindan dretilir (Bosco vd., 2003). Yiiksek konsantrasyonlarda toksik degildir ve
ferrik pikolinat insanlarda demir eksikliginin gesitli formlarda tedavisi igin ilave

demirin popller bir formudur (Musk ve Hergenrother, 2008).

2.3.3. KOJIiK ASIT

Kojik asit; 1989 yilinda Japonya’da kesfedilmistir ve cesitli mantar tirlerinden,
ozellikle Aspergillus oryzae tarafindan Uretilen bir selatordir (Yabuta, 1924; Bentley,
2006). Kojik asitin, kozmetikte pigment agici olarak kullaniimasindan ziyade
antibakteriyel ve antioksidan 6zellikleri de bilinmektedir. Ayrica, demir iyonlari ile

parlak kirmizi bir kompleks olusturur.



2.3.4. 2,2’- BiPiRIDIL

Pek cok gecis metali ile kompleks olusturan bir selatordir. Genellikle demir tayini

icin kullanihr.

3. MATERYAL METOT

3.1. KULLANILAN BESiYERLERI VE BAKTERIYEL SUSLAR

Tez calismasi kapsaminda ABT, Mller Hilton Il Agar, Miiller Hilton Broth ve Luria
Bertani (LB) besi yerleri kullaniimistir.

Cahsma sirasinda kojik asit, lipoik asit, pikolinik asit ve 2,2’-bipiridil molekdllerinin
cevreyi algilama sistemi Uzerine potansiyel inhibitor etkilerinin test edilmesi
basamaginda referans olarak QSIS1 biyosensoér sus kullanilimistir. Viyolasin pigment
Uretimi testinde ise Chromobacterium violaceum 026, C. violaceum VIRO7 suslari

kullanilmistir.

Cevreyi algilama sistemi kontroliinde gerceklesen virllens faktorleri Gretimi (Elastaz
ve piyosiyanin), biyofilm olusturma ve kayma hareketi tizerine, kojik asit, lipoik asit,
pikolinik asit ve 2,2’-bipiridil molekillerinin inhibitor etkilerinin arastirildigi testlerde
ise; P. aeruginosa PAKO1, P. aeruginosa PAKO2, P. aeruginosa PAKO3 klinik izolatlar
ile pozitif kontrol olarak P. aeruginosa PAO1 susu kullaniimistir. Calismada kullanilan
bakteri suslari Siileyman Demirel Universitesi Biyoloji Bdlimi bakteri stogundan

temin edilmistir.

3.2. KOJIK ASIT, LIPOIK ASIT, PiKOLINiK ASIT VE 2,2’-BiPiRIiDIL'IN POTANSIYEL
CEVREYi ALGILAMA SISTEMI iNHIiBITORU OZELLIKLERININ INCELENMESi

3.2.1. QUORUM SENSING SELECTOR STRAIN 1 (QSIS1) TESTI

QSIS1 mutant bakterisi, sinyal molekillerinin bulundugu ortamda yasayamayip,
cevreyi algilama sistemi inhibitorlerinin (QSIs) etkinligini gosterdigi ortamda

yasayabilmektedir (Bjarnsholt, vd., 2010). Bu bakteri Escherichia coli 1100’in laktoz



pozitif susuna V. fischeri’'nin luxRl QS tasiyan pTBR2iB plazmidinin klonlanmasiyla
olusturulmustur (Rasmussen vd., 2005). luxI promotorunun kontroli altinda
hiicreye eklenen fosfolipaz A proteinini kodlayan gen (phlA) sentezlendigi taktirde
hiicrenin olimine yol agmaktadir. Eger ortamda toksik olmayan ¢evreyi algilama
inhibitori mevcut ise phlA sentezlenemez ve hiicre gelisimine devam eder

(Bjarnsholt vd., 2010).

ABT besi yerine %0,5 glikoz, %0,5 kosamino asit (2,5 mg/litre Tiamin iceren AB
ortami) eklenmis ve 3-Oxo-C6-HSL (Sigma-Aldrich) (200 nM), ampisilin (100 ppm), 5-
bromo-4-kloro-3-indoksil-D-galaktopiranozit (X-Gal, Sigma-Aldrich) (80 ppm),
isopropil-D-tiyogalakatozit (IPTG, Sigma-Aldrich) (100 uM) de belirtilen son
derisimlerde eklenerek calisilmistir. ABT besi yerine gecelik QSIS 1 kiltlirinden ilave
edilerek petrilere doékilmiustlr. Besi yeri katilagsinca pastér pipeti ile kuyucuklar
acilmis ve kuyucuklara 50 ser pl 2,2’-bipiridil, kojik asit, lipoik asit ve pikolinik asit
yiklenmistir. 30°C de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonucunda kuyucuklarin

etrafinda olusan yesil zon pozitif olarak degerlendirilmistir (Rasmussen vd., 2005).

3.2.2. Chromobacterium violeceum’da Viyolasin Uretimine Etkisi

Kojik asit, lipoik asit, pikolinik asit ve 2,2’-bipiridil'in gevreyi algilama sistemine
inhibitor etkileri C. violaceum 026 ve C. violaceum VIR07 biyoindikator suslari
kullanilarak incelenmistir. Bunun igin LB Broth igerisinde % 0,5 lik agar olacak sekilde
kati besiyeri hazirlanmistir. Pigment Uretimlerini engellemek igin ortama sinyal
molekulleri eklenmistir. C. violaceum 026 susu i¢in HHL sinyal molekult 10 kat, C.
violaceum VIRO7 susu igin ise OdDHL sinyal molekili 20 kat seyreltilerek
kullanilmistir. LB agar bulunan petrilerin her birine hazirlanan besi yerinden 5’er ml
dokilmustiir ve sonrasinda kuyucuklar aciimistir. Kuyucuklara 50 ser ul 2,2’-Bipiridil,

kojik asit, lipoik asit ve pikolinik asit ylklenerek 30°C de bir gece inklibe edilmistir.



3.3. Kojik Asit, Lipoik Asit, Pikolinik Asit ve 2,2’-Bipiridil'in Pseudomonas

aeruginosa icin Antibakteriyel Ozelliklerinin incelenmesi

96’lik mikroplakanin her bir kuyucuguna, 155ul Mdller Broth Il besi yeri, 0,5
McFarland bulanikliga esdeger bulanikhga ayarlanmis Pseudomonas aeruginosa
PAO1 kdaltirinden 20ul ve son derisimleri 30mM, 15mM, 7,5mM, 3,25mM,
1,625mM 0,8125mM, 0,406mM ve 0,203mM olacak sekilde seyreltilen kojik asit,
lipoik asit, pikolinik asit ve 2,2’-Bipiridi’den 5’er ul eklenmistir. 37°C’'de 1 gece
inkiibe edilmistir (Hammer vd., 1999). inkiibasyon sonrasinda MIK degerini tespit
etmek igin 6rnek sayisi kadar Mdller Agar Il kati besi yeri hazirlanmigtir ve petri
kaplarinin {zerine derisimleri yazilarak bélmelere ayrilmistir. inkiibasyon sonrasi
mikroplakadaki kiltiirler hazirlanan petrilerdeki uygun bélmelere 5ul damlatilmis ve

37°C'de 1 gece inkiibe edilerek en uygun derisim belirlenmistir.

3.4. BUYUME EGRISi OLUSTURULMASI

96 kuyucuklu mikroplaka kullanilarak biylme egrisi olusturulmustur. Her bir
kuyucuga 172ul LB Broth besi yeri, 5ul (2,2’-Bipiridil, kojik asit, lipoik asit, pikolinik
asit) ve LB Broth besiyerinde Uretilen P. aeruginosa PAO1 bakteri kiltirld yogunlugu
600nm de okunmus ve 0,05 e seyreltilerek 3ul eklenmistir. Kojik asit, lipoik asit ve
pikolinik asitin her birinden 8mM, 4mM, 2mM, 1mM derisimlerde ve 2,2’-Bipiridil
denise 1ImM, 0,5mM, 0,25mM ve 0,125mM derisimlerde olacak sekilde eklenmistir.
Mikroplaka, 37°C de inkiibasyona birakilmis ve her yarim saatte bir Epoch marka

mikroplaka okuyucuda 600nm de okutulmus, veriler kaydedilmistir.
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3.5. BiYOFiLM TESTI

P. aeruginosa PAO1 ve klinik izolatlar LB Broth besiyerinde Uretilmistir. Biyofilm testi
icin O’'Toole ve Kolter (1998) tarafindan tanimlanan yontem modifiye edilerek
kullanilmistir. 0,5 McFarland bulanikliga es deger bulanikhkta kaltir 50ul test
tlplerine eklenmistir. Son derisimleri 2,2’-bipiridil 0,125mM, kojik asit 2mM, lipoik
asit 4mM, pikolinik asit 2mM ve FeCls 100 uM olacak sekilde test tiplerine
eklenmistir. 37°C'de 1 gece inkibe edildikten sonra 600nm’de hiicre yogunluklari
Olgllmustlr. Taplerin icindeki kiltir dokulmis ve saf su ile 3 kere yikandiktan sonra
%1lik kristal viyole ¢ozeltisi eklenerek 30dk bekletilmistir. Kristal viyole ¢Ozeltisi de
saf su ile 3 kere yikandiktan sonra etanol eklenerek ve 15 dk beklenerek 570nm’de
absorbanslari ol¢lilmistiir. Calisma sirasinda 2,2’-Bipiridil, lipoik asit, kojik asit ve

pikolinik asit eklenmemis 6érnek kontrol olarak kullaniimistir.

3.5.1. Selatlanan Demir Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

2,2’-bipiridil, kojik asit, lipoik asit ve pikolinik asit selatorlerinin her birinden 50mM
lik ve FeCls’den 50mM lik stok ¢bzelti hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltilerden,
selatér:demir orani 3:1 (300ml kimyasal+100ml FeCl;) oraninda karistirilarak
solliisyon hazirlanmistir (Musk ve Hergenrother, 2008). Biyofilm testi icin, hazirlanan
solUsyonlarin son derisimleri 100uM ve 250uM olacak sekilde test tiplerine

eklenmistir. Biyofilm testi O'Toole ve Kolter (1998)’e gore uygulanmistir.

3.6. KAYMA HAREKETi TESTi

P. aeruginosa PAO1 ve klinik izolatlar LB Broth besiyerinde Uretilmistir. 2,2’-Bipiridil,
kojik asit, lipoik asit ve pikolinik asit’in her biri ve kontrol grubu igin 45ml saf suya
0,4gr LB Broth ve 0,25gr Noble agar eklenerek besiyeri hazirlanmistir. Son derisimi

%0.5 olacak sekilde glikoz otoklavlandiktan sonra besiyerine eklenmistir. 2,2-

11



bipyridyl 0,125mM, kojik asit 2mM, lipoik asit 4mM, pikolinik asit 2mM ve FeCl; 100
MM eklenmistir. Petrilere dokilen besiyeri katilastiktan sonra santrifiij edilen glinlik
bakteri kiltirinden 5’er pl damlatilmistir. 37°C de 24 saat inkibe edilmistir.
inkiibasyonun sonunda bakterinin inokiile edildigi noktadan etrafa dogru kayma
cap! Olcllerek sonuclar degerlendirilmistir. Deney sirasinda kimyasal eklenmemis

ornek kontrol olarak kullanilmistir.

3.7. ELASTAZ URETIM TESTi

Elastin Kongo Red testi uygulanmistir (Ohman vd., 1980). P. aeruginosa PAO1 ve
klinik izolatlar LB Broth besiyerinde Uretilmistir. Her sisede 10ml besiyeri olacak
sekilde LB Broth besiyeri hazirlanmistir. Bakteri kiltirinidn yogunlugu 600 nm de
okunarak besiyerinde 0,05 olacak sekilde bakteri slispansiyonundan siselere
eklenmistir. Her kimyasaldan iki derisim kullanilmistir. Lipoik asitin son derisimleri
4mM, 2mM, pikolinik asit ve kojik asitin son derisimleri 2mM, 1mM ve 2,2’-Bipiridil’
in son derisimleri 0,125 mM, 0,0625mM olacak sekilde hesaplanarak hazirlanan
stok cozeltiden 50 ser pl eklenmistir. 37°C de 1 gece 120 rpm de inkiibe edilmistir.
Ertesi giin 600 nm de bakteri yogunluklari okunmustur ve 1 er ml test tlplerine
alinmistir. Test tupleri 14500 rpm de 5 dk santrifiij edilerek Ust kisimdan 100 ul
alinmistir. Tampon ¢ozelti icerisine (900 ul Gzerine) alinan 100 ul eklenerek 37°C de
bir gece inkiibe edilmistir ve 495nm de absorbanslari okunmustur. Calisma sirasinda
2,2’-Bipiridil, lipoik asit, kojik asit ve pikolinik asit eklenmemis érnek kontrol olarak
kullanilmistir.

Tampon ¢ozeltisi icin; 0,1 M Tris ve 0,001M CaCl, ¢ozeltisi pH 7,5 olacak sekilde

hazirlanmistir ve ml ye 10mg Elastin Kongo Kirmizisi eklenmistir.

3.8. PIYOSIYANIN URETiM TESTI

P. aeruginosa PAO1 ve klinik izolatlar LB Broth besiyerinde Uretilmistir. Piyosiyanin
broth besiyeri hazirlanmistir ve her bir sisede 10ml olacak sekilde dagitiimistir. P.

aeruginosa PAO1 ile klinik izolat kultlrleri ve son derisimler 2,2’-Bipiridil 0,125mM
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ve 0,0625mM, kojik asit 2mM ve 1mM, lipoik asit 2mM ve 1mM, pikolinik asit 1mM
ve 0,5mM, FeCl; 100 uM olacak sekilde eklenmistir. 37°C de bir gece inkibe
edilmistir. Ertesi glin 600nm de bakteri yogunluklari okunarak Uzerine 5er ml
kloroform eklenmistir. Her bir sise 30sn vorteks ile ¢alkalanmistir ve kloroformda
¢Ozlinen piyosiyanin pigmenti test tuplerine alinmistir. 0,2M ik HCl den 1ml
eklenerek 30 sn vorteks ile ¢alkalanmistir. Asitte ¢oziinen pigmentin absorbansi
520nm de okunmustur. Test sirasinda 2,2’-Bipiridil, lipoik asit, kojik asit ve pikolinik

asit eklenmemis 6rnek kontrol olarak kullanilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Kojik Asit, Lipoik Asit, Pikolinik Asit Ve 2,2’-Bipiridil’in QSIS 1 ile Testi

QSIS testi ile gevreyi algilama sistemi inhibitor adayi olarak segilen selatorler kojik
asit, lipoik asit, pikolinik asit ve 2,2’-bipiridil'in cevreyi algilama sistemi Uzerine

potansiyel inhibitor etkileri incelenmistir.

inkiibasyon sonunda kuyucuklar etrafinda olusan mavi halkalar (Sekil 2.) test edilen
molekilin cevreyi algilama sistemi inhibitér aday! oldugunu goéstermektedir. Sekil
2’'ye gore test edilen selatorlerin potansiyel inhibitér molekdiller oldugu tespit

edilmistir.

Sekil 2. Kojik asit, lipoik asit, pikolinik asit ve 2,2’-bipiridil’in QSIS 1 testi sonucunda besiyeri Gzerindeki gériintisu

4.2. Kojik Asit, Lipoik Asit, Pikolinik Asit ve 2,2’-Bipiridil'in Chromobacterium

violaceum’da Viyolasin Uretimine Etkisi

Pigment Uretimini engellemek icin LB besi ortamina sinyal molekdlleri eklenmistir. C.

violaceum 026 biyosensor susu icin HHL ve C. violaceum VIR07 biyosensoOr susu icin
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ise OdDHL sinyal molekili besi ortamina eklenmistir. Viyolasin pigment lretimi
Uzerine inhibisyon etkisi arastirilan kojik asit, lipoik asit, pikolinik asit ve 2,2’-

bipiridil’in son derisimleri 0,1 M olacak sekilde kuyucuklara yiklenmistir.

Sinyal molekilleri indikator suslarin viyolasin Uretimini indlklemistir. Kuyucuklara
ylklenen selatorler, kuyucuktan diflize oldukca viyolasin Uretimini inhibe ederek
seffaf zon olusturmustur (Sekil 3., Sekil 4.). Seffaf zon, viyolasin liretiminin inhibe

edildigini gostermektedir.

2,2'-Bipiridil

!.

|
|

Kojik asit

Pikolinik-asit

Sekil 3. Agar difizyon yontemi ile C. violaceum (VIR07)’de viyolasin uretimine kojik asit, lipoik asit, pikolinik asit

ve 2,2’-bipiridil’in inhibitor etkisi

2,2'—Bipiridi|

Kontrel !
Pikolinik asit

A B =

\_Lipoik asit Kojik asit

Sekil 4. Agar diflizyon yontemi ile C. violaceum (CV026)’de viyolasin tretimine kojik asit, lipoik asit, pikolinik asit
ve 2,2’-bipiridil’in inhibitor etkisi
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4.3. Biiylime Egrisi

Biyofilm (retimi ve virllens faktorlerinin Gretimi sirasinda kullanilacak olan
derisimin belirlenmesi icin Kojik asit, lipoik asit ve pikolinik asit 8mM, 4mM, 2mM ve
ler mM’da, 2,2’-Bipiridil ise 1mM, 0,5mM, 0,25mM ve 0,125mM derisim igin
blylime egrisi hazirlanmistir (Sekil 5). Bliyime egrilerine gore 2,2’- Bipiridil icin
0,125mM, kojik asit icin 2mM, lipoik asit icin 4mM ve pikolinik asit icin 2mM calisma

derisimleri olarak belirlenmistir.
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Sekil 5. P. aeruginosa PAO1 igin kojik asit, lipoik asit ve pikolinik asit 8mM, 4mM, 2mM, 1mM, 2,2’-bipiridil igin
ise ImM, 0,5mM, 0,25mM ve 0,125mM derisimlerde (a, b, c, d) hazirlanmis biylime egrisi

4.4. Kojik Asit, Lipoik Asit, Pikolinik Asit Ve 2,2’-Bipiridil’in Biyofilm Olusumuna

Etkisinin incelenmesi

Bu tez calismasinda, 2,2-Bipiridil, lipoik asit, kojik asit ve pikolinik asit dogrudan
biyofilm test ortamina eklenerek ve ayrica demir selatorler ile 6nce selatlanarak test

ortamina eklenmis ve P. aeruginosa biyofilm olusumuna etkileri incelenmistir.
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Sekil 6.1. P.aeruginosa PAO1 icin biyofilm olusumuna 2,2’-bipiridil (0,125mM), lipoik asit
(4mM), kojik asit (2mM) ve pikolinik asit (2mM)(a) ve 100uM FeCl; eklendiginde (b)
etkisi. Sonuglar One way Anova ile analiz edilmis (*) ile isaretli sonuglar ile kontrol
arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak anlaml bulunmustur.
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Sekil 6.2. P.aeruginosa PAO1 susunun ortamda 2,2-bipiridil (0,125mM), lipoik asit (4mM),
kojik asit (2mM) ve pikolinik asit (2mM)(a) ve 100uM FeCl; eklendiginde (b)
600nm’deki absorbans degerleri

Biyofilm testi icin ortama 2,2’-bipiridil (0,125mM), kojik asit (2mM), lipoik asit
(4mM) ve pikolinik asit (2mM) olacak sekilde eklenerek P.aeruginosa PAO1 igin

biyofilm olusumuna etkileri incelenmistir (Sekil 6.1.a). Biyofilm olusumunu lipoik asit
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%28, pikolinik asit %24, kojik asit %18 oraninda inhibe ettigi tespit edilmis, 2,2’-
bipiridil icin inhibisyon tespit edilmemistir. Ortama FeCl; (100uM) ilave edildigi
zaman inhibisyon yuzdeleri artmis ve lipoik asit %25, pikolinik asit %41, kojik asit
%20, 2,2’-bipiridil icin %8 olarak tespit edilmistir. Lipoik asit, pikolinik asit, kojik
asitin inhibisyon degerleri ile kontrol arasindaki fark istatistiksel olarak onemli
bulunmustur. Ortama FeCl; (100uM) ilave edildiginde (Sekil 6.1.b) ise biyofilm
olusumunu, lipoik asit %25, pikolinik asit %41 ve kojik asit %20 oraninda inhibe
etmistir. P. aeruginosa PAO1 susu icin test icin kullanilan selatorlerin hiicre sayisina
etkileri, ortamda FeCl; yoklugunda (a) ve ortamda FeClz varlig§inda 600nm’deki

absorbans degerleri Sekil 6.2’de verilmistir.
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Sekil 6.3. P.aeruginosa PAKO1 izolatinda biyofilm olusumuna 2,2’-bipiridil (0,125mM), lipoik

OD600nm

asit (4mM), kojik asit (2mM) ve pikolinik asit (2mM)in etkisi(a) ve 100uM FeCl;
eklendiginde biyofilm dretimi. Sonuglar, One Way Anova ile analiz edilmis (*) ile
isaretli ornekler ile kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur.
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Sekil 6.4. P.aeruginosa PAKO1 susunun, ortamda 2,2’-bipiridil (0,125mM), lipoik asit (4mM),
kojik asit (2mM) ve pikolinik asit (2mM)(a) ve 100uM FeCl; eklendiginde (b)
600nm’deki absorbans degerleri

P.aeruginosa PAKO1 icin biyofilm olusumuna 2,2’-bipiridil (0,125mM), kojik asit

(2mM), lipoik asit (4mM) ve pikolinik asit (2mM)’in etkileri incelenmistir (Sekil

6.3.a). Biyofilm icin inhibisyon ylzdeleri lipoik asit %7, pikolinik asit %30, kojik asit

%5, 2,2’-bipiridil %14 olarak tespit edilmistir. Ortama FeCl; (100uM) ilave

edildiginde lipoik asit %7, pikolinik asit %30, kojik asit %18, 2,2’-bipiridil %17

oraninda inhibisyon tespit edilmistir. istatistiksel analiz sonucunda ise en etkili

selatoérin pikolinik asit oldugu ve inhibisyon oraninin %30 oldugu tespit edilmistir.

Biyofilm olusumu icin ortama FeCl; (100uM) ilave edildiginde (Sekil 6.3.b) pikolinik

asit icin inhibisyon orani degismemistir. P.aeruginosa PAKO1 izolati igin test icin

kullanilan selatorlerin hiicre sayisina etkileri ortamda FeCl; yoklugunda (a) ve

ortamda FeCl; varliginda 600nm’deki absorbans degerleri Sekil 6.4’te verilmistir.
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Sekil 6.5. P.aeruginosa PAKO2 klinik izolati icin biyofilm olusumuna 2,2’-bipiridil (0,125mM),

lipoik

asit (4mM), kojik asit (2mM) ve pikolinik asit (2mM)in etkisi(a) ve 100uM FeCl;
eklendiginde biyofilm Uretimi. Sonuglar One way Anova ile analiz edilmis (*) ile
isaretli ornekler ile kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur.
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Sekil 6.6. P.aeruginosa PAKO2 klinik izolatinin, ortamda 2,2’-bipiridil (0,125mM), lipoik asit
(4mM), kojik asit (2mM) ve pikolinik asit (2mM)(a) ve 100uM FeCl; eklendiginde (b)
600nm’deki absorbans degerleri

2,2’-bipiridil (0,125mM), kojik asit (2mM), lipoik asit (4mM) ve pikolinik asit
(2mM)’in P.aeruginosa PAKO2 izolatinda biyofilm olusumuna etkileri incelenmistir
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(Sekil 6.5.a). Biyofilm olusumu igin inhibisyon yizdeleri lipoik asit %24, pikolinik asit
%28, kojik asit %11, 2,2’-bipiridil igcin %2 olarak tespit edilmistir. Ortama FeCl;
(100uM) ilave edildiginde biyofilm olusumu igin lipoik asit %18, pikolinik asit %36,
kojik asit %24, 2,2’-bipiridil %23 oraninda inhibisyon oldugu tespit edilmistir.
P.aeruginosa PAKO2 izolatinin test igin ilave edilen selatorler (lipoik asit, pikolinik
asit, kojik asit, 2,2’-bipiridil) (a), ortamda selatorler ve FeCls varlig§inda 600nm’deki

absorbans degerleri Sekil 6.6’da verilmistir.
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Sekil 6.7. Biyofilm testi. P.aeruginosa PAKO3 klinik izolati i¢in 2,2’-bipiridil (0,125mM), lipoik
asit (4AmM), kojik asit (2mM) ve pikolinik asit (2mM)(a) ve 100uM FeCl; eklendiginde
(b) biyofilm Uretimi. One way Anova ile analiz edilmis (*) ile isaretli sonuglar ile
kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Sekil 6.8. P.aeruginosa PAKO3 klinik izolati i¢in 2,2’-bipiridil (0,125mM), lipoik asit (4mM),
kojik asit (2mM) ve pikolinik asit (2mM)(a) ve FeCl; (100uM) eklendiginde (b)
600nm’deki absorbans degerleri

2,2’-bipiridil (0,125mM), kojik asit (2mM), lipoik asit (4mM) ve pikolinik asit

(2mM)’in P.aeruginosa PAKO3 izolatinda biyofilm olusumuna etkileri incelenmistir

(Sekil 6.7.a). Biyofilm olusumu Uzerine inhibisyon degerleri lipoik asit %15, pikolinik

asit %33, kojik asit %27 ve 2,2’-bipiridil %25 olarak tespit edilmistir. Selatorlerle

birlikte ortama FeCl; (100uM) ilave edildigi zaman biyofilm olusumu i¢in inhibisyon
degerleri artmis ve lipoik asit %21, pikolinik asit %34, kojik asit %32 ve 2,2’-bipiridil

%28 olarak tespit edilmistir. Biyofilm olusumu igin en yiliksek inhibisyon orani

pikolinik asit igin %33, kojik asit icin %27 ve 2,2’-bipiridil igcin %25 seklinde tespit

edilmistir. Ortama selatorler ile birlikte FeCls (100uM) ilave edildiginde (Sekil 6.7.b)

en yuksek inhibisyon degeri pikolinik asit %34 ve kojik asit icin %32 olarak tespit

edilmistir. Selatorler ve FeCls test icin kullanilan derisimlerde P.aeruginosa PAKO3
izolatl icin hicre sayisi 600nm’de olcllerek (Sekil 6.8) kontrol edilmis ve hiicre

sayisini azaltmadan biyofilm olusumunun inhibe edildigi tespit edilmistir.
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4.5. FeCls'iin Kojik Asit, Lipoik Asit, Pikolinik Asit ve 2,2’-Bipiridil ile Selatlandiktan
Sonra Biyofilm Olusumuna Etkisi

OD570nm

PAO1 lipoik1 lipoik2  pikolinik1 pikolinik2  kojik1 kojik2  bipiridil1  bipiridil2

Sekil 7.1. 2,2’-bipiridil, lipoik asit, kojik asit ve pikolinik asit ile selatlanan demir (3:1)
sollisyonlarinin P.aeruginosa PAO1 icin biyofilm olusumuna etkisi (ilk derisimler
(1) 1200uM, (2) 250uM olacak sekilde ayarlanmistir). One way Anova ile analiz
edilmis (*) ile isaretli sonuclar ile kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Ortamda P. aeruginosa icin serbest FeCls kalmamasi icin test ortamina eklenmeden,
FeCls ile ayri ayni kojik asit, lipoik asit, pikolinik asit ve 2,2’-bipiridil karistirildiktan
sonra biyofilm testi igin kullanilmistir (Sekil 7.1.). bunun igin ayni derisimde selator
ve FeCl; (3:1) oraninda karistirilarak inkiibe edilmistir. istatistik analiz sonucunda
etkili inhibisyon degerleri 2,2’-Bipiridil (100uM) %42, 2,2’-Bipiridil (250uM) %50,
lipoik asit (100uM) %33, lipoik asit (250uM) %43, kojik asit (100uM) %40, kojik asit
(250uM) %48, pikolinik asit (100uM) %44, pikolinik asit (250uM) %54 olarak tespit

edilmistir.
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Sekil 7.2. 2,2’-Bipiridil, lipoik asit, kojik asit ve pikolinik asit ile selatlanan demir (3:1)
sollisyonlarinin P.aeruginosa PAKO1 klinik izolatinda biyofilm olusumuna etkisi ( (1)
100uM, (2) 250uM olacak sekilde eklenmistir). One way Anova ile analiz edilmis (*)
ile isaretli sonuclar ile kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur.

3:1 oraninda hazirlanan 2,2’-Bipiridil, lipoik asit, kojik asit ve pikolinik asit
solusyonlarinin P.aeruginosa PAKO1 susunda biyofilm olusumuna etkisi incelenmistir
(Sekil 7.2.). Biyofilm olusumu igin inhibisyon degerleri 2,2’-Bipiridil (100uM) %34,
2,2’-Bipiridil (250uM) %44, lipoik asit (100uM) %35, lipoik asit (250uM) %46, kojik
asit (100uM) %39, kojik asit (250uM) %45, pikolinik asit (100uM) %45 ve pikolinik
asit (250uM) %51 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 7.3. 2,2’-Bipiridil, lipoik asit, kojik asit ve pikolinik asit ile selatlanan demir (3:1)
sollisyonlarinin P.aeruginosa PAKO2 klinik izolatinda biyofilm olusumuna etkisi ( (1)
100uM, (2) 250uM olacak sekilde ayarlanmistir). One way Anova ile analiz edilmis
(*) ile isaretli sonuglar ile kontrol arasindaki fark p<0,05seviyesinde istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur.

3:1 oraninda hazirlanan 2,2’-bipiridil, lipoik asit, kojik asit ve pikolinik asit
solUsyonlarinin P.aeruginosa PAKO2 klinik izolati i¢cin biyofilm olusumuna etkisi
incelenmistir (Sekil 7.3.). Biyofilm olusumu igin inhibisyon degerleri 2,2’-bipiridil
(100uM) %21, 2,2-bipiridil (250uM) %41, lipoik asit (100uM) %27, lipoik asit
(250uM) %40, kojik asit (100uM) %28, kojik asit (250uM) %39, pikolinik asit
(100uM) %41 ve pikolinik asit (250uM) %50 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 7.4. 2,2’-bipiridil, lipoik asit, kojik asit ve pikolinik asit ile selatlanan demir (3:1)
sollisyonlarinin P.aeruginosa PAKO3 klinik izolatinda biyofilm olusumuna etkisi ( (1)
100uM, (2) 250uM olacak sekilde ayarlanmistir). One way Anova ile analiz edilmis
(*) ile isaretli sonuglar ile kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur.

3:1 oraninda hazirlanan 2,2’-bipiridil, lipoik asit, kojik asit ve pikolinik asit
solUsyonlarinin P.aeruginosa PAKO3 klinik izolatinda biyofilm olusumuna etkisi
incelenmigstir (Sekil 7.4.). Biyofilm testi sonucunda inhibisyon degerleri 2,2’-bipiridil
(100uM) %36, 2,2-bipiridil (250uM) %55, lipoik asit (100uM) %49, lipoik asit
(250uM) %55, kojik asit (100uM) %52, kojik asit (250uM) %57, pikolinik asit
(100uM) %45 ve pikolinik asit (250uM) %57 olarak tespit edilmistir.
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4.6. Kojik Asit, Lipoik Asit, Pikolinik Asit ve 2,2’-bipiridil'in P. aeruginosa’da Kayma
Hareketine Etkisi

Kayma hareketi icin 2,2’-bipiridil (0,125mM), lipoik asit (4mM), kojik asit (2mM) ve
pikolinik asit (2mM)’in P. aeruginosa PAO1 ve klinik izolatlar PAKO1, PAKO2, PAKO3
Uzerine etkileri ortama FeCl; eklenerek arastiriimistir (Sekil 8.1.a,b).
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Sekil 8.1. Kayma hareketi testi. P.aeruginosa PAO1 igin 2,2’-bipiridil (0,125mM), lipoik asit
(4mM), kojik asit (2mM) ve pikolinik asit (2mM)(a) ve ortama 100uM FeCl;
eklendiginde (b) kayma hareketine etkisi. Sonuglar One way Anova ile analiz edilmis
(*)ile isaretli sonuglarile kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur.

Kayma testi sonucunda inhibisyon degerleri lipoik asit icin %77, pikolinik asit igin
%29, kojik asit icin %46 ve 2,2’-bipiridil icin %21 olarak tespit edilmistir. Ortama
FeCl; (100uM) eklendiginde kayma hareketi igin inhibisyon oranlari lipoik asit %83,
pikolinik asit %47, kojik asit %56 ve 2,2’-bipiridil %27 olarak tespit edilmistir.
Ortama FeCl; (100uM) eklendiginde (Sekil 8.1.b) ise inhibisyon oranlari lipoik asit
%83, pikolinik asit %47 ve kojik asit icin %56 olarak tespit edilmistir. Kayma

hareketini en ¢ok lipoik asitin inhibe ettigi (Sekil 8.2.) tespit edilmistir.

Sekil 8.2. P.aeruginosa PAO1 susunda, kontrol (a) ve lipoik asit (4mM) eklenmis (b)
petrilerde kayma hareketi
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Sekil 8.3. P.aeruginosa PAKO1 klinik izolati i¢cin ortama FeCl; ilave edilmemis (a) ve 100uM
FeCl; ilave edilmis (b) kayma hareketi ¢aplari. Anova ile analiz edilmis (*) ile
isaretli sonuclar ile kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur.

2,2’-bipiridil (0,125mM), kojik asit (2mM), lipoik asit (4mM) ve pikolinik asit
(2mM)’in P.aeruginosa PAKO1 izolatinda kayma hareketine etkileri incelenmistir

(Sekil 8.3.a). Kayma testi sonucunda inhibisyon ylzdeleri lipoik asit %74, pikolinik



asit %28, kojik asit %34, 2,2’-bipiridil %24 olarak tespit edilmistir. Ortama selatorler
ile birlikte FeClz (100uM) ilave edildiginde lipoik asit %79, pikolinik asit %29, kojik
asit %35, 2,2’-bipiridil %24 oraninda inhibisyon tespit edilmistir (Sekil 8.3.b). Kayma
hareketini en ylksek seviyede inhibe eden molekill lipoik asit olarak tespit

edilmistir.
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Sekil 8.4. P.aeruginosa PAKO2 klinik izolati igin ortama 2,2’-bipiridil (0,125mM), lipoik  asit
(4mM), kojik  asit (2mM) ve pikolinik asit (2mM) (a) ve selatorler ile 100uM FeCl;
ilave edildiginde (b) kayma hareketine etkisi. Sonuclar One way Anova ile analiz
edilmis (*) ile isaretli sonuglar ile kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde
istatistiksel olarak anlaml bulunmustur.

2,2’-bipiridil (0,125mM), kojik asit (2mM), lipoik asit (4mM) ve pikolinik asit
(2mM)’in P.aeruginosa PAKO2 izolatinda kayma hareketine etkileri incelenmistir
(Sekil 8.4.a). Kayma hareketi Uzerine inhibisyon ylizdeleri lipoik asit icin %79,
pikolinik asit i¢cin %20, kojik asit icin %45, 2,2’-bipiridil icin %24 olarak tespit
edilmistir. Ortama FeClz (100uM) ilave edildiginde inhibisyon oranlari lipoik asit
%84, pikolinik asit %21, kojik asit %47, 2,2’-bipiridil %28 olarak tespit edilmistir
(Sekil 8.4.b).
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kayma hareketi (mm)

PAKO03 lipoik pikolinik kojik bipiridil
a

kayma hareketi (mm)

PAKO3fe lipoik fe pikolinik fe kojik fe bipiridil fe
b

Sekil 8.5. P.aeruginosa PAKO3 klinik izolati icin kayma besiyerine 2,2’-bipiridil (0,125mM),
kojik asit (2mM), lipoik asit (4mM), pikolinik asit (2mM) (a) ve ortama selatorler ile
birlikte FeCl; eklendiginde (b) hareketi (izerine etkisi. One way Anova ile analiz
edilmis (*) ile isaretli sonuglar ile kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde
istatistiksel olarak anlaml bulunmustur.
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2,2’-bipiridil (0,125mM), kojik asit (2mM), lipoik asit (4mM) ve pikolinik asit (2mM)’in
P.aeruginosa PAKO3 izolatinda kayma hareketine etkileri incelenmistir (Sekil 8.5.a).
Kayma testi sonucunda inhibisyon degerleri lipoik asit icin %66, pikolinik asit icin
%36, kojik asit icin %68, 2,2’-bipiridil %28 olarak tespit edilmistir. Ortama FeCl;
(100uM) ilave edildiginde inhibisyon oranlari artarak lipoik asit %69, pikolinik asit
%49, kojik asit %68 ve 2,2’-bipiridil %35 olarak tespit edilmistir. P. aeruginosa PAKO3
izolatindakayma hareketini en yiksek lipoik asit %66 ve kojik asit %68 oraninda
inhibe etmistir. Ortama FeCl; (100uM) ilave edildiginde (Sekil 8.5.b) ise yine lipoik

asit %69 en yuksek etkiyi gbstermistir.

4.7. Kojik Asit, Lipoik Asit, Pikolinik Asit ve 2,2’-bipiridil'in P. aeruginosa’da Elastaz
Uretimine Etkisi

Elastaz, elastin ve kolajen gibi 0©karyotik proteinleri parcalayan ve insan
immunoglobulin G hiicrelerini inaktive eden bir metalloproteazdir (Hamood vd.,
1996). Elaztaz lasB geni tarafindan kodlanir. lasB geni, LasR-Lasl cevreyi algilama
sisteminin kontroliindeki LasR regulatorii tarafindan kontrol edilir (Passador vd,
1993). LasB elastaz gerek tek basina gerekse Pseudomonas tarafindan tretilen diger
proteazlar ile birlikte islev gostererek biyolojik olarak 6nemli bircok substrati

parcalar veya inaktive eder (Nicas ve Iglewski, 1985).
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|

PAO1 Fe lipoik 1 Fe lipoik 2 Fe pikolinik 1 Fepikolinik 2 Fe kojik 1 Fe  kojik 2 Fe bipiridil 1 Fe bipiridil 2 Fe

b

Sekil 9.1. P.aeruginosa PAO1 icin ortamda 2,2’-bipiridill (0,125mM), 2,2’-bipiridil2
(0,0625mM), lipoik asitl (AmM), lipoik asit2 (2mM), kojik asitl (2mM), kojik asit2
(ImM), pikolinik asitl (2mM), pikolinik asit2 (1mM) (a) ve ortama 100uM FeCl;
eklendiginde (b) elastaz Uretimine etkisi. One way Anova ile analiz edilmis (*) ile
isaretli sonuglar ile kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur.
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PAO1Fe lipoik1Fe lipoik2Fe pikolinik1Fe pikolinik2Fe  kojik1Fe kojik2Fe  bipiridil1Fe bipiridil2Fe

b

Sekil 9.2. P.aeruginosa PAO1 susunun ortamda 2,2’-bipiridill (0,125mM), 2,2’-bipiridil2
(0,0625mM), lipoik asitl (4mM), lipoik asit2 (2mM), kojik asitl (2mM), kojik asit2
(ImM), pikolinik asitl (2mM), pikolinik asit2 (1mM) (a) ve 100uM FeCls
eklendiginde (b) 600nm’deki absorbans degerleri
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P. aeruginosa PAO1 susunda elastaz Uretimine 2,2’-bipiridill (0,125mM), 2,2’-
bipiridil2 (0,0625mM), kojik asitl (2mM), kojik asit2 (1ImM), lipoik asitl (4mM),
lipoik asit2 (2mM), pikolinik asitl (2mM) ve pikolinik asit2 (ImM)'nin etkileri
incelenmistir (Sekil 9.1.a). Test sonucunda inhibisyon degerleri lipoik asit(1) %69,
lipoik asit(2) %58, pikolinik asit(1) %54, pikolinik asit(2) %45, kojik asit(1) %35, kojik
asit(2) %25, 2,1-‘bipiridil(1) %42 ve 2,2’-bipiridil(2) %34 olarak tespit edilmistir.
Ortama FeCl; (100uM) ilave edildigi zaman elastaz Uretimi (zerine inhibisyon
oranlari lipoik asitl %73, lipoik asit2 %65, pikolinik asitl %58, pikolinik asit2 %50,
kojik asitl %45, kojik asit2 %28, 2,2-‘bipiridill %42 ve 2,2’-bipyridyl2 %38 olarak
tespit edilmistir (Sekil 9.1.a-b). istatistiksel analiz sonucunda tiim kimyasallarin
etkisinin kontrole gore anlamli oldugu tespit edilmistir. P.aeruginosa PAO1 susunun
ortamda FeCl; yoklugunda (a) ve ortamda FeCls varliginda OD600nm’deki absorbans

degerleri Sekil.9.2’de verilmistir.
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OD 495nm

PAKO1Fe lipoik1Fe lipoik2Fe pikolinik1Fe pikolinik2Fe kojik1Fe  kojik2Fe bipiridiliFe bipiridil2Fe

b

Sekil 9.3. P.aeruginosa PAKO1 klinik izolati igin 2,2-bipiridil(1) (0,125mM), 2,2-bipiridil(2)
(0,0625mM), lipoik asit(1) (4mM), lipoik asit(2) (2mM), kojik asit(1) (2mM), kojik
asit(2) (ImM), pikolinik asit(1) (2mM), pikolinik asit(2) (1ImM) (a) ve ortama 100uM
FeCl; eklendiginde (b) elastaz aktivitesi. One way Anova ile analiz edilmis (*) ile
isaretli sonuglar ile kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur.
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OD600nm
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b

Sekil 9.4. P.aeruginosa PAKO1 klinik izolatinin ortamda 2,2-bipiridill (0,125mM), 2,2’
bipiridil2 (0,0625mM), lipoik asitl (4mM), lipoik asit2 (2mM), kojik asitl
(2mM), kojik asit2 (ImM), pikolinik asitl (2mM), pikolinik asit2 (1mM) (a) ve
100uM FeCl; eklendiginde (b) 600nm’deki absorbans degerleri

P. aeruginosa PAKO1 icin 2,2’-bipiridill (0,125mM), 2,2’-bipiridil2 (0,0625mM), kojik
asitl (2mM), kojik asit2 (1mM), lipoik asitl (4mM), lipoik asit2 (2mM), pikolinik asit1
(2mM) ve pikolinik asit2 (1ImM)’nin elastaz lretimine etkileri incelenmistir (Sekil
9.3.a). Test sonucunda elastaz Uretimi icin inhibisyon degerleri lipoik asitl %65,
lipoik asit2 %57, pikolinik asitl %57, pikolinik asit2 %46, kojik asitl %33, kojik asit2
%31, 2,1-'bipiridill %36 ve 2,2’-bipyridyl2 %28 olarak tespit edilmistir. Ortama FeCls
(100uM) ilave edildigi zaman ise inhibisyon oranlari lipoik asitl %73, lipoik asit2
%69, pikolinik asitl %61, pikolinik asit2 %45, kojik asitl %50, kojik asit2 %49, 2,2-
‘bipiridill %40 ve 2,2’-bipiridil2 %29 olarak tespit edilmistir. Istatistiksel analiz
sonucunda en etkili inhibisyonunun lipoik asit i¢cin %65 oldugu tespit edilmistir.
Ortama FeClz (100uM) ilave edildiginde (Sekil 9.3.b) ise en etkili inhibisyona yine
lipoik asitin (%73) neden oldugu bulunmustur. P.aeruginosa PAKO1 klinik izolatinin

her iki test ortami icin OD600nm’deki absorbans degerleri Sekil.9.4.’de verilmistir.
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b

Sekil 9.5. P.aeruginosa PAKO2 izolati icin ortama 2,2-bipiridill (0,125mM), 2,2-bipiridil2
(0,0625mM), lipoik asitl (4mM), lipoik asit2 (2mM), kojik asitl (2mM), kojik asit2
(ImM), pikolinik asitl (2mM), pikolinik asit2 (1mM) (a) ve ortama 100uM FeCl;
eklendiginde (b) elastaz Uretimine etkisi. One way Anova ile analiz edilmis (*) ile
isaretli sonuglar ile kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur.
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Sekil 9.6. P.aeruginosa PAKO2 izolati i¢in ortamda 2,2-bipiridill (0,125mM), 2,2-bipiridil2
(0,0625mM), lipoik asitl (4mM), lipoik asit2 (2mM), kojik asitl (2mM), kojik asit2
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(ImM), pikolinik asitl (2mM), pikolinik asit2 (1mM) (a) ve 100uM FeCl;
eklendiginde (b) 600nm’deki absorbans degerleri

P. aeruginosa PAKO2 icin 2,2’-bipiridill (0,125mM), 2,2’-bipiridil2 (0,0625mM), kojik
asitl (2mM), kojik asit2 (1mM), lipoik asitl (4mM), lipoik asit2 (2mM), pikolinik asit1
(2mM) ve pikolinik asit2 (1ImM)’nin elastaz lretimine etkileri incelenmistir (Sekil
9.5.a). Test sonucunda inhibisyon degerleri lipoik asitl %69, lipoik asit2 %48,
pikolinik asitl %60, pikolinik asit2 %38, kojik asitl %43, kojik asit2 %40, 2,2-
‘bipiridill %34 ve 2,2’-bipyridyl2 %27 olarak tespit edilmistir. Ortama FeClsz (100uM)
ilave edildigi zaman inhibisyon oranlari lipoik asitl %70, lipoik asit2 %49, pikolinik
asitl %62, pikolinik asit2 %40, kojik asitl %47, kojik asit2 %39, 2,2-‘bipiridill %35 ve
2,2’-bipyridyl2 %30 olarak tespit edilmistir. istatistiksel analiz sonucunda en etkili
inhibisyon degerlerinin; lipoik asitl %69, pikolinik asitl %60 oldugu, ortama FeCls
(100uM) ilave edildiginde (Sekil 9.5.b) ise en etkili inhibisyon degerleri; lipoik asitl
%70, pikolinik asitl %62 olarak tespit edilmistir. P.aeruginosa PAKO2 izolatinin her

iki test ortami icin OD600nm’deki absorbans degerleri Sekil.9.6.’da verilmistir.
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Sekil 9.7. P.aeruginosa PAKO3 izolati icin 2,2-bipiridill (0,125mM), 2,2-bipiridil2
(0,0625mM), lipoik asitl (AmM), lipoik asit2 (2mM), kojik asitl (2mM), kojik asit2
(1mM), pikolinik asitl (2mM), pikolinik asit2 (1mM) (a) ve ortama 100uM FeCl;
eklendiginde (b) elastaz iretimine etkisi. One way Anova ile analiz edilmis (*) ile
isaretli sonuglar ile kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur.
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Sekil 9.8. P.aeruginosa PAKO3 izolati icin 2,2'-bipiridill (0,125mM), 2,2’-bipiridil2
(0,0625mM), lipoik asitl (4mM), lipoik asit2 (2mM), kojik asitl (2mM), kojik asit2
(ImM), pikolinik asitl (2mM), pikolinik asit2 (1mM) (a) ve 100uM FeCls
eklendiginde (b) 600nm’deki absorbans degerleri

P.aeruginosa PAKO3 izolati icin elastaz Uretimine 2,2’-bipiridill (0,125mM), 2,2’-
bipiridil2 (0,0625mM), kojik asitl (2mM), kojik asit2 (1mM), lipoik asitl (4mM),
lipoik asit2 (2mM), pikolinik asitl (2mM) ve pikolinik asit2 (1mM)’nin etkisi
incelenmistir (Sekil 9.7.a). istatistiksel analiz sonucunda inhibisyon degerleri lipoik
asitl %62, lipoik asit2 %47, pikolinik asitl %45, pikolinik asit2 %28, kojik asitl %21,
kojik asit2 %15, 2,2’-bipiridill %25 ve 2,2’-bipiridil2 %16 olarak tespit edilmistir.
Ortama FeCl; (100uM) ilave edildigi zaman ise inhibisyon oranlari lipoik asitl %71,
lipoik asit2 %59, pikolinik asitl %46, pikolinik asit2 %31, kojik asitl %26, kojik asit2
%18, 2,2’-bipiridill %44 ve 2,2’-bipiridil2 %22 olarak tespit edilmistir (Sekil 9.7.b).
istatistiksel analiz sonucunda en yiiksek inhibisyon yiizdesine lipoik asitl %62,
pikolinik asitl %45 neden oldugu tespit edilmistir. P.aeruginosa PAKO3 izolati icin

her iki test ortami OD600nm’deki absorbans degerleri Sekil.9.8.’de verilmistir.
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4.8. Kojik Asit, Lipoik Asit, Pikolinik Asit ve 2,2’-bipiridil’in Piyosiyanin Uretimine
Etkisi

Piyosiyanin, P. aeruginosa’nin mavi-yesil pigment metabolitidir. Yapilan ¢alismalar
sonucunda, piyosiyaninin hicre solunumunu inhibe ettigi, siliyer fonksiyonlari
bozdugu, epidermis ¢ogalmasini durdurdugu, prostasiklin salinimina yol acgtigl,
kalsiyum homeostazini bozdugu saptanmistir (Karatuna ve Yagci, 2008). Piyosiyanin
ayrica al-proteaz inhibitorini de etkisizlestirerek, proteaz-antiproteaz dengesini
bozar ve akcigerlerde hasara neden olur (Karatuna ve Yagci,2008).

P. aeruginosa PAO1 ve klinik izolatlari igin 2,2’bipiridil, kojik asit, lipoik asit ve
pikolinik asitin piyosiyanin Gretimine etkileri arastirilmistir.
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Sekil 10.1. P.aeruginosa PAO1 icin ortamda 2,2’-bipiridill (0,125mM), 2,2’-bipiridil2
(0,0625mM), lipoik asitl (2mM), lipoik asit2 (ImM), kojik asitl (2mM), kojik asit2
(1mM), pikolinik asitl (1mM), pikolinik asit2 (0,5mM) varliginda (a) ve ortama
100uM FeCl; eklendiginde (b) piyosiyanin Uretimi. Sonucglar One way Anova ile

analiz edilmis

(*) ile isaretli sonuclar ile kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Piyosiyanin testinde 2,2’-bipiridil, kojik asit, lipoik asit ve pikolinik asit iki farkh

derisimde calisilmistir. P. aeruginosa PAO1 de piyosiyanin Uretimini lipoik asit 1

(2mM) %75, lipoik asit 2 (1mM) %74, pikolinik asit 1 (1ImM) %58, pikolinik asit 2

(0,5mM) %42, kojik asit 1 (2mM) %31, kojik asit 2 (ImM) %25, 2,2’-bipiridil 1 (0,125

mM) %49, 2,2’-bipiridil 2 (0,0625 mM) %45 oraninda inhibe etmistir (Sekil 10.1.a).

Ortama 100uM FeCls ilave edildiginde inhibisyon oranlari artarak, lipoik asit 1

(2mM) %%77, lipoik asit 2 (1mM) %75, pikolinik asit 1 (1mM) %67, pikolinik asit 2

(0,5mM) %45, kojik asit 1 (2mM) %46, kojik asit 2 (ImM) %36, 2,2’-bipiridil 1 (0,125

mM) %51, 2,2’-bipiridil 2 (0,0625 mM) %46 olarak tespit edilmistir (Sekil 10.1.b).
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Sekil 10.2. P.aeruginosa PAKO1 izolati icin, ortamda 2,2-bipiridill (0,125mM), 2,2-bipiridil2
(0,0625mM), lipoik asitl (2mM), lipoik asit2 (ImM), kojik asitl (2mM), kojik asit2
(1mM), pikolinik asitl (1mM), pikolinik asit2 (0,5mM) varliginda (a) ve ortama
100uM FeCl; eklendiginde (b) piyosiyanin liretimine etkisi One way Anova ile analiz
edilmis (*) ile isaretli sonuglar ile kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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P. aeruginosa PAKO1 izolati icin lipoik asit 1 (2mM) %63, lipoik asit 2 (1ImM) %49,
pikolinik asit 1 (1ImM) %48, pikolinik asit 2 (0,5mM) %40, kojik asit 1 (2mM) %21,
kojik asit 2 (1mM) %15, 2,2’-bipiridil 1 (0,125 mM) %43, 2,2’-bipiridil 2 (0,0625 mM)
%33 oraninda piyosiyanin Uretimini inhibe etmistir (Sekil 10.2.a). Ortama 100uM
FeCls ilave edildiginde inhibisyon oranlari, lipoik asit 1 (2mM) %64, lipoik asit 2
(ImM) %56, pikolinik asit 1 (1mM) %52, pikolinik asit 2 (0,5mM) %46, kojik asit 1
(2mM) %28, kojik asit 2 (ImM) %25, 2,2’-bipiridil 1 (0,125 mM) %43, 2,2’-bipiridil 2
(0,0625 mM) %35 olarak tespit edilmistir ve kontrol ile uygulamalar arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 10.2.b).
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Sekil 10.3. P.aeruginosa PAKO2 izolati icin ortamda 2,2-bipiridill (0,125mM), 2,2-bipiridil2
(0,0625mM), lipoik asitl (2mM), lipoik asit2 (ImM), kojik asitl (2mM), kojik asit2
(1mM), pikolinik asitl (1mM), pikolinik asit2 (0,5mM) (a) ve ortama 100uM FeCl;
eklendiginde (b) piyosiyanin Uretimi. One way Anova ile analiz edilmis (*) ile isaretli
sonuclar ile kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur.

P. aeruginosa PAKO2 izolatinda piyosiyanin Uretimini lipoik asit 1 (2mM) %55, lipoik
asit 2 (ImM) %46, pikolinik asit 1 (1mM) %36, pikolinik asit 2 (0,5mM) %23, kojik
asit 1 (2mM) %25, kojik asit 2 (1mM) %13, 2,2’-bipiridil 1 (0,125 mM) %34, 2,2’-
bipiridil 2 (0,0625 mM) %30 oraninda inhibe etmistir (Sekil 10.3.a). Ortama 100uM
FeCl; ilave edildiginde inhibisyon oranlari, lipoik asit 1 (2mM) %63, lipoik asit 2
(ImM) %56, pikolinik asit 1 (1mM) %48, pikolinik asit 2 (0,5mM) %42, kojik asit 1
(2mM) %26, kojik asit 2 (1mM) %23, 2,2’-bipiridil 1 (0,125 mM) %42, 2,2’-bipiridil 2
(0,0625 mM) %34 olarak tespit edilmistir ve kontrol ile uygulamalar arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 10.3.b).
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Sekil 10.4. P.aeruginosa PAKO3 izolati igin, ortamda 2,2-bipiridil1 (0,125mM), 2,2-bipiridil2
(0,0625mM), lipoik asitl (2mM), lipoik asit2 (1mM), kojik asitl (2mM), kojik asit2
(2mM), pikolinik asitl (1mM), pikolinik asit2 (0,5mM) (a) ve ortama 100uM FeCls
eklendiginde (b) piyosiyanin Uretimi. One way Anova ile analiz edilmis (*) ile isaretli
sonuglar ile kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur.

P. aeruginosa PAKO3'te lipoik asit 1 (2mM) %67, lipoik asit 2 (1mM) %61, pikolinik
asit 1 (ImM) %61, pikolinik asit 2 (0,5mM) %45, kojik asit 1 (2mM) %25, kojik asit 2
(ImM) %58, 2,2’-bipiridil 1 (0,125 mM) %56, 2,2’-bipiridil 2 (0,0625 mM) %40
oraninda piyosiyanin Uretimini inhibe etmistir (Sekil 10.4.a). Ortama 100uM FeCls3

ilave edildiginde inhibisyon oranlari, lipoik asit 1 (2mM) %70, lipoik asit 2 (1mM)
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%65, pikolinik asit 1 (ImM) %63, pikolinik asit 2 (0,5mM) %56, kojik asit 1 (2mM)
%61, kojik asit 2 (ImM) %55, 2,2’-bipiridil 1 (0,125 mM) %56, 2,2’-bipiridil 2 (0,0625
mM) %45 olarak tespit edilmistir (Sekil 10.4.b). Kontrol ile uygulamalar arasindaki

fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

5. TARTISMA

Gunlmuzde, bakterilerde hicreler arasi iletisimi sinyal molekilleri aracilig ile
sagladiklari bilinmektedir. Pek cok bakteride bu hicreler arasi iletisim sistemi
cevreyi (cogunlugu) algilama sistemi araciligi ile diizenlenir ve virlilens faktorlerinin
Uretimi, biyofilm olusturulmasi, pigment Uretimi ve antibiyotik Gretimi gibi 6zellikler
bu sistem tarafindan genetik olarak kontrol edilir. P. aeruginosa firsatgi bir insan
patojenidir ve bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde hayati tehdit eden
enfeksiyonlara neden oldugu bilinmektedir. P. aeruginosa’nin hastalik olusturmak
icin gerekli virlilens faktorlerinin (elastaz, alkali proteaz, piyosiyanin, piyoverdin,
fosfolipaz, ekzotoksin A lretimi) Uretimi ve biyofilm olusumu ¢evreyi algilama
sistemi tarafindan kontrol edilir. Hastalik olusturulmasi sirasinda gevreyi algilama
sistemini  kullanan patojenlerde bu sisteminin modifiye edilmesi veya
yonlendirilmesiyle virlilens azaltilabilmektedir (Bjorn vd., 1979; Jhonson ve Boese-
Marrazzo, 1980; Pearson vd., 1997). Bu nedenle bu iletisim sistemini kullanan
bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlarin tedavisi icin 6nemli bir alternatif

sunmaktadir.

Bu tez ¢alismasi sonucunda daha 6nce c¢evreyi algilama sistemi Uzerine inhibitor
etkileri rapor edilen bazi selatorlerin (Lamont vd., 2002; Manning vd., 2009) disinda
lipoik asit ve kojik asitin de P. aeruginosa’da elastaz ve piyosiyanin tUretimi, kayma
hareketi ve biyofilm olusumunu bakteri gelisimini engellemeden inhibe ettigi tespit
edilmistir. Bu durum o6zellikle biyofilm kaynakh enfeksiyonlarin tedavisi igin ilag
gelistirilmesinde ortaya c¢ikabilecek antibiyotik direncinin engellenmesi agisindan

Onem tasimaktadir (Morihara ve Homma, 1985).
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2,2’-bipiridil, kojik asit, lipoik asit ve pikolinik asit biyofilm olusumunu sirasiyla en
fazla %25, %27, %33 ve % 28 oraninda inhibe etmislerdir. Ortama FeCl; (100uM)
eklendiginde ise biyofilm olusumu icin inhibisyon oranlari sirasiyla %28, %31, %33 ve

% 28 seklindedir.

Musk ve Hergenrother (2008), tarafindan yapilan calismada 250 pmol I”* pikolinik
asit:FeClI3 karisiminin biyofilm olusumu lzerine %50 ve daha fazla inhibitor etkisini
bulundugunu tespit edilmistir. Bu calismada ise ayni derisimde pikolinik asit:FeCl3
karisiminin test edilen tiim izolatlar ve P. aeruginosa PAO1 susu igin benzer sekilde
%50-57 oraninda biyofilm olusumunu inhibe ettigi tespit edilmistir. Ayrica lipoik asit
%40-55, kojik asit %39-57 ve 2,2’-Bipiridil %41-55 oraninda inhibisyona neden
oldugu tespit edilmis olup, lipoik asit icin P. aeruginosa da biyofilm olusumu icin

inhibitor etki ilk kez rapor edilmistir.

Ayrica, P.aeruginosa PAO1 susunda elastaz aktivitesi icin inhibisyon ylizdeleri, lipoik
asit (4mM) %69, pikolinik asit (2mM) %54, , kojik asit (2mM) %35 olarak tespit
edilmistir. Test ortamina 100uM FeCl; eklendiginde elastaz aktivitesi igin inhibisyon
yuzdeleri, lipoik asit (4mM) %73, pikolinik asit (2mM) %58, kojik asit (2mM) %45
olarak tespit edilmistir. Klinik izolatlardan P. aeruginosa PAKO1’de lipoik asit (4mM)
elastaz Giretiminde %65 oraninda inhibisyona neden olmustur. Test ortamina 100uM
FeCl; eklendiginde ise lipoik asit (4mM)’te inhibisyon oraninin %73 oldugu tespit

edilmistir.

Kayma hareketi icin arastirildiginda ise yine en yliksek inhibisyona (test ortamina
100uM FeCls eklendiginde P.aeruginosa PAO1 ve P.aeruginosa PAKO1l suslarinda

sirasiyla %83 ve %79 oraninda) lipoik asit (4mM) neden olmustur.

Demir selatérlerinin ortamdaki demiri baglayarak P. aeruginosa igin kullanimini
kisitlamasi biyofilm olusumu igin inhibitor etki olusturmaktadir. Bu ¢alismada demir
selatorlerinden ozellikle kojik asit, lipoik asit ve pikolinik asit P.aeruginosa PAO1 ve
klinik izolatlarda biyofilm olusumunu 6nemli derecede inhibe ettigi tespit edilmistir.

Pikolinik asit, triptofan katabolizmasinin dogal bir yan (irtini olarak viicut tarafindan
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Uretilmektedir, ylksek konsantrasyonlarda toksik degildir ve ferrik pikolinat
insanlarda demir eksikliginin tedavisi icin kullaniimaktadir (Manning vd., 2009).

Kistik fibrozlu hastalarin akcigerlerinde diger insanlara gore 400 kat daha fazla demir
bulunmasi (Morihara, 1964), P. aeruginosa’nin daha kolay biyofilm olusturmasina
imkan saglamaktadir. Bu nedenle 0&zellikle P. aeruginosa kaynakh biyofilm
enfeksiyonlarinin tedavisinde selatérlerin kullanimi, yeni bir yaklasim olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Dahasi FDA onayh bazi selatorlerin (deferoksamin ve
deferasiroks) kistik fibrozisli hastalarda, tobramisin ile kombine kullanildigi zaman,
antibiyotik direngli biyofilm olusumunu % 90 civarinda azalttigi rapor edilmistir

(Morihara, 1964).

Lipoik asitin P. aeruginosa icin biyofilm olusumu Uzerine inhibitor etkisi bu ¢alisma
ile ilk defa rapor edilmektedir. Lipoik asitin FDA tarafindan kullanimina izin verilen,
suda ve yagda cOzlinebilen vitamin benzeri bir antioksidan olmasi, Pseudomonal
biyofilm enfeksiyonlarinin engellenmesi i¢in yapilacak ¢alismalarda selator olarak
veya diger antibiyotiklerle kullanimini konu alacak ¢alismalar igin potansiyel
tasimaktadir. Ayni zamanda P. aeruginosa igin elastaz ve piyosiyanin Uretimi ve
kayma hareketi Gizerine glicl inhibitor etkisi ilk defa tespit edilmis olup bu konu ile
ilgili yapilacak yeni ¢alismalar icin i1sik tutabilecek niteliktedir.

Bu alanda vyapilacak daha detayll c¢alismalar ile P. aeruginosa kaynakli
enfeksiyonlarin tedavisi igin 6zellikle lipoik asitin tek basina veya ilaglarla kombine

olarak destekleyici 6zelligini ortaya ¢ikarmak igin yol gosterici olacaktir.
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