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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

CESITLI BITKi EKSTRAKLARININ PSEUDOMONAS AERUGINOSA’DA
CEVREYI ALGILAMA SISTEMi UZERINE ETKILERININ INCELENMESI

Eylem YURT GOZE
Siileyman Demirel Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Ana Bilim Dah
Jiiri: Do¢.Dr.Giilglin TINAZ (Danigman)

Dog.Dr.Aysegiil KUBILAY
Yrd.Do¢.Dr.Giilsen ULUKOY

Patojen bakteriler konag1 enfekte etmek ve hastalik olusturmak ic¢in bir seri virtilens
faktorii tretirler. Birgok farkli Gram pozitif ve Gram negatif patojenin, viriilens
faktorlerinin tiretimini koordine etmek igin kiiciik, diflize olabilen N-ac¢il homoserin
lakton (AHL) tiirevi sinyal molekiilleri tiretmek suretiyle birbirleriyle haberlestikleri
bilinmektedir. Cevreyi algilama (quorum sensing QS) olarak adlandirilan bu olayin
biyoliiminesans, antibiyotik biyosentezi, konjugasyon, viriilens faktorlerinin iiretimi
ve biyofilm olusumu gibi c¢esitli fizyolojik islemlerin regiilasyonunda kullanildig:
kesfedilmistir. Giinlimiizde biyoteknolojik c¢alismalar, AHL antagonistlerinin
gelistirilmesine odaklanmistir. Tipta bu tip molekiillerin kullanimi, hiicreler arasi
haberlesmenin bloke edilerek viriilensin azaltilmasi ve dolayisiyla enfeksiyonlarin
kontroliine firsat verecek yeni bir tedavi yaklasimi olarak diistiniilmektedir.

Gram negatif bakterilerde cevreyi algilama sistemini bloke ettigi bilinen, kirmizi bir
deniz alginden (Delisea pulchra) izole edilen halojenlenmis furanonlardir.
Furanonlarm bu 6zelliklerinin kesfi, yiiksek yapili bitkilerin de g¢evreyi algilama
sistemini bloke edebilecegi olasiligini giindeme getirmistir. Furanonlardan baska
birka¢ karasal bitkinin daha bakterilerin ¢evreyi algilama sistemini inhibe ettigi
bildirilmistir. Bu ¢aligma kapsaminda, Tirkiye’de (Alanya ve Isparta bolgesinde)
yetisen ve tibbi 6neme sahip 13 aromatik bitki toplanarak, farkli bakteri tiirlerinde
QS’le diizenlenen davranislari inhibe edip etmedigi arastirildi. Cesitli ¢oziiciiler
kullanilarak elde edilen 39 bitki ekstraktmnim, C. violaceum CV026 ve Beechams ESS
indikator suslar1 kullanilarak, 10 bitkinin AHL sinyal molekiilii liretimi {izerine bir
etkisinin olmadigi, 3 bitkinin (kekik bitkisinin kloroform ve etil asetat ekstrakti,
lavanta bitkisinin kloroform ekstrakti, adacayi bitkisinin etanol esktraktl) AHL
iiretimi lizerine etkisinin oldugu saptandi. Bu bitki ekstraktlarinin ¢ok onemli bir
insan patojeni olan P. aeruginosa’da las ve rhl sistemlernin etkisinde olan elastaz
aktivitesi, kayma, ramnolipid iiretimi ve proteaz aktivitesi gibi davraniglari
engelleyebildigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: P. aeruginosa, Cevreyi Algilama, N-Acil- Homoserin lakton,
Cevreyi Algilama Sistemi Engelleyicileri.

2009, 70 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

INVESTIGATION OF EFFECTS OF VARIOUS PLANT EXTRACTS ON
QUORUM SENSING SYSTEM IN PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Eylem YURT GOZE
Suleyman Demirel University Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Biology

Thesis Committee: Assoc.Prof.Dr. Glilgiin TINAZ (Supervisor)
Assoc.Prof.Dr. Aysegiil KUBILAY
Asst.Prof.Dr. Giilsen ULUKOY

To infect a host and cause disease bacteria produce an array of virulence
determinants that contribute to pathogenesis. It is now known that many different
Gram positive and Gram negative pathojens communicate via production of small,
diffusible N- acyl homoserine lactone (AHL) derivetive signalling molecules, to
coordinate virulence determinant production. This event is quorum sensing. A
variety of physiological process is a range of bacterial species is regulated by quorum
sensing. Examples include bioluminescence, antibiotic biosynthesis, conjugation, the
production of virulence determinants and biofilm differentiation in animal and plant
pathojens. Biotechnological research is now focused on the development of AHL
antagonists. In medicine, usage of such molecules represents a novel therapeutic
approach offering the opportunity to attenuate virulence, and thus infection, by
blocking cell-to-cell coomunication. To date, the only known anti-quorum sensing
compounds are halogenated furonones isolated from the red alga Delisea pulchra.
The discovery of these effects of furonones raised the possibility that higher plants
might also bloke quorum sensing systems of bacteria. Besides furonones, a few
terrestrial plants have also been shown to have anti-quorum sensing activity. In this
work, for their ability to inhibit QS-regulated behaviors in different bacterial specises
we tested 13 terrestrial plants which have medical and aromatic importance and
which are grown in Turkey, (Alanya and Isparta region). Plant materials were dried
and 39 plant extracts extracted using different solvents It is found that 10 plant have
no influence on the production of AHL signal molecule by using C. violaceum
CV026 and Beechams ESS indicator strain. Chloroform extract and Etyl asetat of
extract of 7hymus sp , Chloroform extract of Lavandula sp, Ethenol extract of Salvia
sp, and are found that 3 plant have influence on the production of AHL signal
molecule. It is proved that elastase activity which is under the influence of the
systems of las and rhl in P. aeruginosa that is so important a human pathogen of
these plant extracts ,in other words, that is regulated by QS, elastase activity,
swarming, production of rhamnolipid and protease activity and such these attitudes
can be blocked by these exracts.

Key Words: P. aeruginosa, Quorum sensing, N-Acyl-Homoserine lactone, Quorum
Sensing Inhibitors.
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1. GIRIS

Bakteriler c¢evreleriyle ve birbirleriyle etkilesim yetenegine sahip sosyal
organizmalardir (Rasmussen ve Givskov, 2006). Bakteriler pH, osmolarite, besin
azligi, antibiyotik madde varligi v.b. degisen mikrogevre kosullarma cesitli
mekanizmalar ile uyum saglayabilirler. Bu uyum saglamada oldukc¢a onemli olan
populasyon yogunlugunu, sinyal molekiilleri ile belirleyip de§isen yogunluga gore

davranislarii degistirirler (Dong ve Zhang, 2005).

Sinyal molekiilleri, bakteri tarafindan i¢inde bulundugu ortama salgilanir. Bakteriler
sinyal molekiillerini salgilayabildikleri gibi, bu molekiillerin ortamdaki yogunlugunu
Olgebilen bir mekanizmaya da sahipler. Bu mekanizmaya Cevreyi Algilama (Quorum
Sensing) adi verilir. Ciinkii bakteriler ortamdaki sinyal molekiillerinin yogunlugunu
Olgerek aslinda c¢evrelerindeki hiicre yogunlugu hakkinda bilgi edinmis olurlar

(Sperandio vd., 2002; Otto, 2004; Bassler ve Losick, 2006; http.1).

Bir¢ok patojen bakteri konagin 6zelliklerini kullanarak, konagin hem i¢inde hem de
disinda yasama yetenegine sahiptir. Bu farkli ortamlarda yasamasi virtilens faktorlere
sahip olmay1 ve bu faktorleri etkili bir sekilde diizenlemeyi gerektirir. Dort farkl
diizenleme  mekanizmast  tamimlanmistir.  Bunlar, DNA  Degisiklikleri,
Transkripsiyonal Diizenleme, Posttranskripsiyonal Diizenleme ve Cevreyi
Algillamadir. Bu mekanizmalardan Ozellikle ¢evreyi algilama sistemi, ¢ok 1yi
arastirilmakta olu hem Gram negatif hem de Gram pozitif bakterilerde gozlendigi

calismalarla ortaya konmustur (Kayser vd., 2005).

Gram negatif bakterilerde c¢evreyi algilama sistemi, ag¢il homoserin laktonlar
seklinde, sinyal molekiillerinin varligina ve iiretimine baglidir ( Rasmussen ve

Givskov, 2006; Steindler ve Venturi, 2007).

Sinyal molekiillerine, iiretildikleri hiicrenin metabolizmasini diizenlemeleri nedeni
ile otouyaric1 da denilmektedir. Sinyal molekiilleri ile mikroorganizma genetik

diizenlemeler yapar, ¢evreye adaptasyon saglar ve viriilensini kontrol etmeyi basarir.



Boylece bircok mikroorganizma konakta uygun bir bolgede etkili bir ¢ogunluk
olusturuncaya  kadar  saptanmasmi  geciktirebilmekte, konak  yanitindan
kacabilmektedir. Baz1 ¢evreyi algilama sistemi molekiilleri bir tiir ya da susa 6zgii
iken bazi molekiiller birden fazla bakteriden salinabilmekte, hatta ayni g¢evreyi
algilama molekiiliinii kullandiklar1 i¢in iki bakteri birbirlerinin viriilens faktorlerinin

sentezine yardimci olabilmektedir (http 16).

Cevreyi Algilama, hiicre populasyon yogunluguna bagli olarak, bir sensor veya
transkripsiyonal aktivatorle, sinyal molekiiliiniin etkilesimiyle, bu genlerin
ekspresyonu sonucu olusan, bakteriler arasindaki iletisim mekanizmasidir (Dowell

vd., 2001).

Bu sistemde hiicreden hiicreye sinyal gonderme 2 genin aktivasyonu ile miimkiindiir.
I geni, sinyal molekiiliiniin sentezinden sorumludur. Sinyal molekiilii (¢cogu zaman
bir N-acil homoserin lakton) hiicre duvarindan disariya dogru kolayca hareket
edebilir. R geni ¢esitli viriilens genlerin transkripsiyonu i¢in uyariciyla birlikte

kombine olan transkripsiyonal regiilator proteini kodlar (Kayser vd., 2005).

Cevreyi algilama sistemi ilk olarak, bir deniz bakterisi olan Vibrio fischeri’de
biyoisima olayiyla tanimlanmistir. Bu bakteri biyoisima olayi icin ¢evreyi algilama

sistemini kullanmistir (Waters ve Bassler, 2005).

Vibrio fischeri’de luxI geninin transkipsiyonu ile AHL’ nin iiretimi baslamakta ve
diisiik populasyon yogunlugunda /ux/ bazal diizeyde ifade edilmektedir. Boylece bu
iiretilen AHL ler ¢evrelerine yayilirlar. LuxR olarak adlandirilan aktivator proteinler
AHL’leri fark ederler ve AHL esik konsantrasyona gelerek sinyal molekiilii aktif
hale gelir ve luxR ile bir kompleks olusturur. Aktive olan reseptor-sinyal kompleksi
diger LuxR-AHL komleksleriyle dimer veya multimerler olustururlar. Bu dimer ve
multimerler, c¢evreyi algilamay1 diizenleyici hedef genlerin ifadesini saglar

(Rasmussen ve Givskov, 2006).



Kisacas1 Cevreyi algilama; bakterilerin yeterli cogunluga veya en az populasyon
birimine ulastig1 zaman, diisiik molekiiler agirliga sahip olan sinyal molekiillerini
algilamalar1 i¢in imkan veren birikme olayr seklinde tanimlanir (Bosgelmez-Tinaz,

2003).

Hastalik yapan bakterilerin bu haberlesme sistemini bozacak ya da yok edecek
yollarin bulunmasi insanlarda hastaliklara kars1 6nemli bir koz olacaktir. Bu sekilde
tasarlanacak yeni ilaglar, drnegin bakterilerin salgiladig1 sinyal molekiillerini hedef
alacak ve boylece bakterilerin etkinligi minimize edilebilecektir. Bu sayede

bakterilerin viicuda zarar vermesi engellenmis olacaktir (http 1).

Gilinlimiizde ¢oklu antibiyotik direnci gdsteren mikroorganizma infeksiyonlari
klinikte ciddi tedavi sorunu yaratmaktadir. Buna karsin 6zellikle son yillarda yeni
antibiyotik gelistirilmesi ciddi bigcimde azalmistir. Gelistirilen antibiyotikler i¢cinde de
yeni bir antibakteriyel mekanizma ile etkinlik gdsteren hemen hi¢ yeni bir molekiil
yoktur.

Halen kullanilan antibiyotiklere karsi olusan yaygin direng gelisimi ve ¢ogu kere
gelisen direncin farkli smiftan antibiyotiklere karst da direng gelisimini
kolaylastirmasi, yeni antibakteriyel hedeflerin bulunmasi ve bu hedeflere yonelik ilag
ve stratejilerin  gelistirilmesini  zorunlu kilmaktadiwr. Giiniimiizde infeksiyon
hastaliklarinin tedavisinde patojenin virulansinin azaltilarak etken-konak arasindaki
etkilesimin ortadan kaldirilmas1 umut veren tedavi yaklasimlarindan birisini
olusturmaktadir. Bakterinin konakta infeksiyon hastaligi olusturmak amaciyla
irettigi ¢esitli virilens faktorleri bu amacgla kullanilabilecek ©nemli hedef
noktalarindan birisidir. Bu faktdrlerin ¢ogunun c¢esitli bakteriler i¢in 6zgiil olmas1 ve

konak organizmada bulunmayis1 tedavinin 6zgiilliigiinii saglayabilecektir.

Bakteri hiicresinde virlilens genlerinin ekspresyonunun engellenmesinin ve bu
sayede bakteri viriilensinin azaltilmasmin infeksiyon hastaliklarinin onlenmesi ve
tedavisinde Oonemli bir strateji olabilecegi kabul edilmektedir. Bu amagla 6rnegin
Pseudomonas. aeruginosa’da AHL sinyal molekiillerinin tahrip edilmesi veya

sentezlerinin inhibisyonu veya LuxR/AHL kompleksinin olusumunun blokaj1 ile



“quorum sensing” inhibisyonu yeni bir tedavi sekli olusturabilecektir. Bu amagla
iizerinde ¢alisilan molekiillerden halojenlenmis furanon tiirevleri en ¢ok umut
vaadedenler arasindadir. Delisea pulchra ad1 verilen bir deniz algi tarafindan tiretilen
dogal maddeler olan halojenlenmis furanonlar, bu yosunlarin bakteriler tarafindan
kolonize edilmesini dnlemektedir. Bu tipte furanon tiirevlerinin ¢esitli bakterilerde
biyofilm iiretimi dahil g¢esitli AHL’ler araciligi ile gelisen viriilens faktorlerinin
sentezini engelleyebildigi gdsterilmistir. Bu molekiillerin temel etki mekanizmasi
LuxR proteininin degredasyonunu artirmasi olarak saptanmistir. Ne yazik ki furanon
tiirevleri insan ve diger memelilerde toksik etki gdstermektedir. Ancak temel etki
mekanizmalarindan hareketle toksik olmayan yeni tiirevlerin elde edilebilmesi i¢in
calismalar siirmektedir (Akova, 2005).

Biz de bu tez calismasi kapsaminda, Tirkiye’de (Alanya ve Isparta bdlgesinde)
yetisen ve tibbi 6neme sahip 13 aromatik bitkiyi toplayarak, farkl bakteri tiirlerinde
QS’le diizenlenen davranislar1 inhibe edip etmedigini arastirdik. Cesitli ¢oziiciiler
kullanarak elde ettigimiz 39 bitki ekstraktinin, C. violaceum CV026 ve Beechams
ESS indikator suslari tizerindeki etkisini arastirdik. 10 bitkinin AHL sinyal molekiilu
iretimi lizerine bir etkisinin olmadigini, 3 bitkinin AHL {retimi {izerine etkisinin
oldugu ortaya koyduk. Bu bitki ekstraktlar1 sunlardir: Kekik bitkisinin kloroform ve
etil asetat ekstrakti, lavanta bitkisinin kloroform ekstrakti, adacay1 bitkisinin etanol
esktraktr Bu bitki ekstraktlarin1 ¢ok 6nemli bir insan patojeni olan P. aeruginosa’da
las ve rhl sistemlernin etkisinde olan elastaz aktivitesi, kayma, ramnolipid tiretimi ve

proteaz aktivitesi gibi davraniglar1 engelleyebildigini tespit ettik.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Gram Negatif Bakterilerde Cevreyi Algilama Mekanizmasi

Bakterilerin izole olarak yasamadiklari, degisen ortam kosullarina uyumlarini
kolaylastirmak i¢in karmagik hiicreler arasi haberlesme sistemleri kullanan topluluklar
halinde bulunduklar1 giderek artan bir yaygimlikla kabul edilmektedir. Bu tip hiicreler
aras1 haberlesmenin 1yi karakterize edilmis bir 6rnegi, ¢evreyi algilamadir. Cevreyi
algilama, bir bakteriye kendi hiicre populasyon yogunlugunu izlemesine olanak veren
otouyarict veya feromon olarak adlandirilan sinyal molekiillerinin iiretimine

bagimlidir (Bosgelmez-Tmaz, 2003).

Viriilens geni

Regiilator Transkripsiyonun
aktivasyonu

-
sentezi l

@)

Otouyarici Otouyarici ve aktivator protein

kompleksi (Aktivator)
Hiicre duvari

@

Sekil 2.1. 2 genin aktivasyonuyla meydana gelen hiicreden hiicreye sinyal
mekanizmasi (Kayser vd., 2005)



2.1.1.Cevreyi Algllama Sistemini Kullanan Organizma Gruplan

2.1.1.1. Vibrio fischeri’de Cevreyi Algilama

Bakterilerin birbirleri ile haberlesebildikleri ilk olarak Fuqua ve arkadaslar
tarafindan V. fischeri ile yapilan bir calismada gosterilmistir. Bu bakteri normalde
deniz suyunun mililitresinde 100’den az sayida bulunan ve 1s1ma yapmayan
bakteridir. Ancak bakteriler bazi deniz baliklarmin 151k organellerinde yerlestiginde
ve yiikksek yogunluga ulastiklarinda ¢evreye 1sik sagabilmektedirler ve bu olaya
biyoliiminesans denir (Daniels vd., 2003). Bu bakterinin ¢evreyi algilama sistemi,
iizerinde cok iyi ¢alisilmis model bir sistemdir. V. fischeri, deniz suyunda cansiz bir

organizma gibi, miirekkep baligi, kalamar, gibi deniz canllarinin 151k yayan

organlarinda simbiyotik olarak yasayan, fakiiltatif aerob olan, denizde biyolojik

olarak 151k sacabilen bakterilerdir (Sekil 2.1)(Bosgelmez-Tmaz, 2003).

Sekil 2.2. a) Euprymna scolopes (miirekkep baligi) b) Euprymna scolopes tizerindeki
151k organi (http 2)

V. fischeri tarafindan iiretilen ¢evreyi algilama sistemi molekiilii ilk kez 1981 yilinda
saflastirilmis ve N-3-0x0-Cs (3-oxohexanoyl)-homoserin lakton (acil-HSL) yapisinda
oldugu gosterilmistir (Waters ve Bassler, 2005).
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Sekil 2.3. V. fischeri’de gevreyi algilama (http 3)

V. fischeri’de biyoliiminesans gen kiimesi 8 genden olusur. (lux A-E, lux G, lux I, lux
R) (Sekil 2.2). Operonun sag tarafi, 151k liretimi ve otouyarici i¢in gerekli genleri
icerir. Jux 1 geninin iirlinii, N-L homoserin laktonun sentezi i¢in gerekli olan
otouyarict sentez proteinidir. Operonun sol tarafi Lux R, bir transkripsiyonal

aktivatorden olusur.
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Sekil 2.4. V. fisheri’ de biyoliiminesans (http 4)

Diisiik hiicre yogunlugunda /ux/ tarafindan kodlanan OHHL, yeterli ¢ogunluga
ulasana kadar yavas yavas birikir. LuxR/OHHL kompleksi daha sonra luxICDABEG

operonunun transkripsiyonunu giiclii bir sekilde tesvik eder ve /ux kutusu olarak



bilinen /ux/’nin promotor bdlgesinin akigsyukari kismina baglanir. Bu 1518m igeri
salinmasma sebep olur ve daha fazla OHHL ve /luxI’nin ifadesini saglamak icin

onciiliik eder (Sekil 2.3)(Bosgelmez-Tinaz, 2003).

2.1.1.2. Agrobacterium tumefaciens’te Cevreyi Algilama

A. tumefaciens’teki Ti plazmidi, bitki tag yapraklarinda tiimorlere neden olan bir

plazmidtir (Waters ve Bassler, 2005).

Bu bakteri, konak¢inin niikleusuna transfer ettigi onkojenik DNA’siyla, tiimdrlere
neden olan bir Gram negatif toprak bakterisidir. A. tumefaciens’in asil viriilens
sebebi Ti plazmid olarak bilinen biiyiik bir plazmidtir. Ti plazmitin T-DNA bdlgesi
bitki hiicresinin niikleer genomu i¢ine entegre olur. Ti plazmid {izerinde bulunan tra

genleri LuxI ve LuxR homologu olan Tral ve TraR proteinleri ve sinyal molekiilii

olan N-3(okzokitonol)-L-homoserin lakton araciligiyla aktive edilirler (Sekil

2.4)(Bosgelmez-Tinaz, 2003).

Sekil 2.5. A. tumefaciens’teki Ti plazmidi tarafindan bitki hiicresi i¢ine T-DNA’nin
transferi A) Agrobacterium hiicresi, B) Agrobacterium DNA’s1, C) Ti Plazmid, a) T-
DNA, b) viriilens geni, c¢) replikasyon merkezi, d) opin katabolizmasi, D) Bitki
hiicresi, E) Bitki mitokondrisi, F) Bitki kloroplasti, G) Bitki hiicresi niikleusu (http 5)



2.1.1.3. Chromobacterium violaceum’da Cevreyi Algilama

C. violaceum, genellikle toprak ve suda bulunan P. aeruginosa gibi firsat¢i, Gram

negatif, patojen bir bakteridir (Gomi vd., 2006).

Sekil 2.6. C. violaceum’un elektron mikroskop goriintiisii (http 6)

C. violaceum tropikal ve subtropikal bolgelerde bulunur. Otouyarict olarak N-
hekzanol homoserin laktonu kullanarak c¢evreyi algilamanin bir sonucu olarak
viyolasin pigmentini sentezler. Otouyarici olarak Cvil tarafindan iiretilen HHL, belli
bir degere ulastiginda bakteri i¢inde ¢ogalir ve ¢evresine salinir. Otouyarict daha
sonra viyolasin gibi spesifik genlerin ifadesine katilir ve CviR denilen
transkripsiyonal diizenleyiciye (protein) baglanir. Boylece viyolasin pigmentinin
iiretiminden sorumlu olan gen ifade edilir ve mor pigment iiretimi baslar (Sekil 2.5).
Bu bakteri genomunun ag¢ilimi biyoteknolojik yontemlerle ¢ok 1yi aciklanmistir ve
endiistriyel bakisagis1 ve bir¢ok farmakolojik yontemle gosterilmistir (Choo vd.,

2005).



2.1.1.4. Escherichia coli’de Cevreyi Algilama

E. coli’nin dogada bulundugu tek yer sicak kanli olarak bilinen memeli ve kanath
hayvanlari bagirsak sistemleri ve dolayisi ile bunlarin digkilaridir. Boylece bir gida
maddesinde, igme ya da kullanma suyunda E. coli’ye rastlanilmasi o Ornege
dogrudan ya da lagim suyu araciligiyla diski bulastiginin gostergesidir (http 7).

Bakteriler arasindaki iletisim, c¢esitli bakteriler tarafindan salgilanan ve sentezlenen
farkli kimyasal sinyaller araciligiyla olur. Bu sinyaller, ya ¢evreyi algilama sinyali
denen hiicre yogunlugu ya da biiylimenin sabit fazinda E. coli tarafindan {iretilen

indole gibi basit sinyallerdir (Jayaraman ve Wood, 2008).

a b

Sekil 2.7. a) E. coli’nin elektron mikroskop goriintiisii (http 8), b) E. coli ‘nin
biiylimesi ve boliinmesi ( orta kismindan yeni hiicre duvari yaparak biiyiir) (http 9)

LuxR homologu olan SdiA, E. coli’de hiicre boliinmesini diizenler. SdiA, ftsQAZ
operonun pozitif olarak diizenler. Bu operon birka¢ promotor tarafindan eksprese
edilir ve SdiA, aktif hiicre biliylimesi sirasinda, ftsQAZ’nin ifadesinden sorumlu

baskin promotoru aktive eder (Fuqua vd., 1994; Kanamaru vd., 2000).
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2.1.1.5. Erwinia carotovora’da Cevreyi Algilama

E. carotovora, hassas bitkilerin vaskiiler dokularinda lokalize olan ve viriilens
faktorler icin gerekli olan hiicre duvarmi eritebilen enzimleri iireten, yumusak
clriikliige neden olan firsat¢1 bir patojendir (Sekil 2.7). Enzim aktivitesi, biiyiime

egrisinin son agamasinda uyarilir (Fuqua vd.,1994).

Sekil 2.8. E. carotovora subsp. Atroseptica (http 10)

Bu bakterinin patates, havug, salgam, kereviz, salatalik, sogan ve ananas gibi ¢ok
sayida bitkide hastaliklara sebep olmasi yiiziinden ekonomik 6nemi vardir (Sekil

2.8)(Bosgelmez-Tmaz, 2003).

Sekil 2.9. E. carotovora’nin sebep oldugu hastaliklar (http 11)
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E. carovotora’da, ekstraseliiller enzimlerin iiretimi ve karbapenem antibiyotiginin
iiretimi gibi olaylar c¢evreyi algilama ile kontrol edilir. AHL olan 3-oxoCsHL (3-

okzohekzanol-L), lux I benzeri olan car I tarafindan iiretilir (Bodman vd., 2003).

7/H carRF carA carB | carC rcarl) lcf;'l carF |ca:G|narH H/L

B-laktam sentaz Oksijenaz

Bilinmeyen

Transkripsiyonal Karbapenem €
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Sekil 2.10. E. carotovora’da car gen takimi (McGowan vd., 1999)

E. carotovora’nin patojenlik etkisi, bitkinin parankima dokusunu yumusatmada
kullandig1, proteaz (Prts), seliilaz, pektin liyaz, pektat liyaz iceren ekzoenzimleri

fazla miktarda iiretme yetenegine baglidir.

E. carotovora’nin genetik olarak calisilabilme kolayligi ve bir f-laktam antibiyotigi
olan karbapenemin ticari potansiyeli sebebiyle bu organizmada molekiiler genetik
calismalar1 baglamistir. Bu yapilan c¢alismalarin birinde E. carotovora’da
karbapenem antibiyotiginin iiretiminden sorumlu olan 8 genden olusan bir operon
bulunmustur. Molekiiler genetik analizler, bu operonun ilk 5 geni olan car ABCDE
antibiyotik biyosentezi i¢in gerekli olan yapisal genler oldugunu, carF ve carG’nin
ise organizmanin bu antibiyotige direng mekanizmasinda rol oynadig1 bulunmustur.

carH geninin fonksiyonu ise bilinmemektedir (Bosgelmez-Tinaz, 2003).
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2.1.1.6. Pseudomonas aeruginosa’da Cevreyi Algilama

P. aeruginosa, bitkisel ve hayvansal dokularda, deniz kiyilar1 gibi habitatlarda
yasayabilen, Gram negatif ve ¢ok yonlii bir toprak bakterisidir (Sekil 2.10). Kistik
fibroz olan kisiler, kanser olan bireyler, yanik kisiler ve hastanelerin yogun bakim
iinitelerinde yatan ve 6zel bakim gereken kisiler genellikle P. aeruginosa nedeniyle

risk altindadir (http 12).

=
7

P

Sekil 2.11. P. aeruginosa’nin sematik goriiniimii (http 13)

Bu bakteri kulak iltihabi, g6z iltihabi, gastrointestinal enfeksiyonlar, idrar yolu
enfeksiyonlar1 ve solunum yollar1 enfeksiyonlarma da sebep olan firsat¢i bir
patojendir. P. aeruginosa, hastane enfeksiyonlarinin yaklasik %10’unu olusturan en
yaygin dordiincii nosokomiyal patojendir. Bu enfeksiyonlarin antibiyotikle tedavisi
zordur ve dolayistyla bu hastalarm sonu 6liimle sonucglanir. P. aeruginosa’nin inatgi
dogasi, biyofilm olarak bilinen, ekzopolisakkarit bir ortamda bakterinin zirh
olusturma yetenegi ve antibiyotik direng mekanizmasmin  olmasindan

kaynaklanmaktadir (Demuth vd., 2005; Tiimmler, 2006).
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Sekil 2.12. Quorum sensing ve biyolfilm olusumu a) Biyofilm olusum basamaklari,
b) P. aeruginosa ‘da confocal mikroskoptan alinmis bir resmi (http 14)

Biyofilm olusumu, sinyallerle diizenlenen yiizeye tutunma, mikrokoloni olusmasi,
hiicre dis1 polisakkarit bilesenlerin tiretilmesi, olgunlasma ve diger bolgelere yayilma

seklinde 4 ana siiregten olusur (Sekil 2.11)(Ulusoy, 2007).

Bu bakteri, gida kaynagi olarak organik bilesikleri ¢ok degisik sekillerde kullanabilir.
Boylece besin olarak sinirli yerlerde dahi lokalize olma yetenegindedirler. P.
aeruginosa, insanlarda bagisiklik sistemini bozmanin yani sira, doku zararlarmna yol

acan bir¢ok toksik proteini iiretebilen bir bakteri tiirtidiir (http 12).

Viriilenste c¢cok o©nemli rol oynayan, salgiladigi birgok ekstraselliiler enzimin
dretiminin kontrolii, sinyal molekiilleri ile saglandig1 i¢in, cevreyi algilama
sistemlerinin anlagilmasinda iizerinde en cok c¢alisilan bakterilerden biri de P.

aeruginosa'dir. Sinyal molekiillerinin saptanmasi mikrogevre kosullarinda P.
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aeruginosa'nin davranislar1 hakkinda 6nemli ipuglar1 verir. Bu ipuglar1 bu bakterinin

tanis1 ve infeksiyonun sagaltiminda 6nemli acilimlar saglayabilir (Bertani vd., 2003).

P. aeruginosa’nin lrettigi ve viriilenste 6nemli oldugu bilinen ekstraseliiler enzimler
arasinda elastaz, proteaz, ramnolipid, piyosiyanin, piyoverdin sayilabilir. Elastaz,
elastin ve kollajen gibi 6karyotik proteinleri parcalayan ve insan immunoglobulin G
hiicrelerini inaktive eden bir metalloproteazdir. Elastaz /asB geni tarafindan kodlanir.
lasB geni, LasR-Lasl cevreyi algilama sisteminin kontroliindeki LasR regiilatorii

tarafindan kontrol edilir.

Elastazin P. aeruginosa’nin patojenitesine Onemli katkist oldugu, hayvan
deneyleriyle ortaya konmustur. LasB elastaz gerek tek basina gerekse Pseudomonas
tarafindan tretilen diger proteazlar ile birlikte islev gostererek biyolojik olarak
onemli birgok substrati parcalar veya inaktive eder. Bu proteinler ayni zamanda
onemli virlilens faktorleri olarak kabul edilmektedirler. P. aeruginosa belirli ¢cevresel
kosullar altinda ramnolipid olarak adlandirilan, hidrofilik kism1 bir veya iki ramnoz
molekiilii igeren ve hidrofobik kismi yag asidi yapisinda olan biyosurfaktan iiretir.
Ramnolipidler yiizey gerilimini azaltict 6zelliklerinden dolay1, endiistriyel ve
cevreyle ilgili pek ¢ok alanda kullanilmaktadir. Bunlar arasinda hidrokarbonlar gibi
diisiik ¢oziintirliige sahip kirleticilerin uzaklastirilmas1 yada biyodegredasyonunun

arttirilmasi sayilabilir.

Pek ¢ok P. aeruginosa susu bakteriyal kolonilere mavi-yesil renk veren piyosiyanin
pigmentini tiretirler. P. aeruginosa tarafindan tiretilen diisitk molekiil agirligina sahip
olan piyosiyanin molekulii, 6nemli patojenite faktorlerinden birisidir. Bu molekiil
bircok bakteri tiirline karsi antibiyotik 0Ozelligi gostererek, P. aeruginosa’nin
bulundugu ortamda rekabet sansini arttirir. Yapilan in vitro ¢aligmalar, piyosiyaninin
kistik fibrozisli hastalarin akcigerlerinde oldukc¢a fazla hiicresel hasara neden
oldugunu gostermektedir. Ayrica bu molekiil insan hiicrelerinde hiicresel solunumun,

epidermal hiicre biliylimesinin engellenmesi gibi fonksiyonlara sahiptir.
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P. aeruginosa siderofor olarak adlandirilan ve demirin eksik bulundugu durumlarda
demiri giiclii bir sekilde baglayan piyoverdin denen temel bir bilesen iiretir.
Sideroforlar demiri baglarlar ve reseptore dayali mekanizmalarla bunlar hiicre i¢ine
almirlar. Bu mekanizmayla, Pseudomonas demir i¢cin yarigsarak ortamdaki diger
bakterilerin gelismesini kisitlar (Ulusoy, 2007).

Cizelge 2.1. P. aeruginosa’da bulunan ¢evreyi algilama sistemleri ve bu sistemler

tarafindan kodlanan 6zellikler

las sistemi tarafindan kontrol edilen
ozellikler

rhl sistemi tarafindan kontrol edilen
ozellikler

PQS sentezi

PQS sentezi

Rhl sistemi

Ramnolipid iiretimi

Biyofilm olusumu

Alkalin proteaz liretimi

Elastaz tiretimi

Elastaz tiretimi

Piyosiyanin tiretimi

Lipaz tiretimi

Lipaz tiretimi

Lektin A ve B tiretimi

Hidrojen siyanid tiretimi

Hidrojen siyanid tiretimi

Xcp salgilanmasi

Xcp salgilanmasi

Kitinaz tretimi

RpoS

Ekzotoksin A tretimi

Noraminidaz

Katalaz tretimi

Siiperoksit dismutaz liretimi

Aminopeptidaz

Yiizme Hareketi

Ekzoenzim S tretimi

Kayma Hareketi

Kayma Hareketi

Titreme Hareketi

Titreme Hareketi

Pseudomonaslar, insan patojeni olan P. aeruginosa ve P. syringe gibi bitki patojeni
olan tiirlerde ¢ok 1yi calisilmistir. Ayrica, P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida, P.
aureufaciens ve P. chlororaphis gibi, bitkilerde kolonize olma yetenegi olan tiirlerde
de iy1 calisilmistir. Cogu Pseudomonas tiirii, patojenite ve bitki biiylimesi gibi 6nemli

islevlerin kontrolii i¢in acillenmis homoserin laktonlar1 tiretirler.
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P. aeruginosa'da tanimlanan iki farkl sistem ile calisan ¢evreyi algilama sisteminin

ekstraselliiler virulans faktorlerinin ekspresyonunu (elastaz, alkalen proteaz,
piyosiyanin, ramnolipid gibi) diizenledigi gosterilmistir (McGrath, vd., 2004;

Wagner, 2005; Juhas vd., 2005; Venturi, 2006; Reading ve Sperandio, 2006).

Redoks, immunolojik ve fiziksel etkiler

T iltihaph
-
Pivosi . faktor,
iyosiyanin >
—_— Elast —» ylizey
PMNs <= Ramnolipid & proteinleri
\ T / azaltir.
Alkali
HCN P.aeruginosa QS | wep Fos?altnaz — Sitokinez
Akciger Pz dizenlenmesi
fonksiyonl
arini / l \
bozar ROS'a
. Stperoksit karsi
Biyofilm dismutaz savunma
I'4 Formasyonu
Staphylococcus’a l

karsi rekabet

DNA’nin gizlenmesi,
antibiyotik tolerans,
immiin cevaptan kagma

Sekil 2.13. P. aeruginosa’da ¢evreyi algilama sisteminin diizenlenmesi ile viriilens
faktorleri ve Kistik Fibrozisle iliskileri. ROS, reaktif oksijen tiirevleri; PMN,
polimorfontiklear 16kosit (notrofil) (Winstanley ve Fothergill, 2009)

‘ F 9
a A A
A
| R |
‘ A
D, 7 %
1 R RhIR
| Las;i/ Las ‘ RhIR hiR
&=~ ' —
hiR
Las Sistemi | - ’ ; T_ L
Rhl Sistemi | ==

H.i

H.D

Sekil 2.14. P. aeruginosa’nin quorum sensing sistemi asamalar1 H.D, hiicre dis1; H.I,
hiicre i¢i (Waters ve Bassler, 2005)
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P. aeruginosa’nin cevreyi algilama sistemi asamalari, hedef genlerin biiyiik bir
kismmi kontrol etmek i¢in calisir. Lasl otouyarict kirmizi iiggenlerle, RhI
otouyariciise mavi tiggenlerle temsil edilmektedir (Sekil 2.13)(Waters ve Bassler,

2005).

Diisiik hiicre yogunlugunda, otouyaricilarin kii¢ciik bir miktar1 hiicre digindaki
ortamda mevcuttur. Hiicre yogunlugu artarsa, otouyaricinin konsantrasyonu hiicre
disindaki ortamda artar ve hiicre i¢i konsantrasyonu esik bir degere gelir (Wagner,

2005).

Ik kesfedilen sistem olan “las sistemi”, las I (“3- oxo-C12-HSL” nin sentezinden
sorumlu otouyarict sentaz geni ) ve las R (transkripsiyonal aktivatdr proteinini

kodlayan gen) olmak iizere iki bilesenden olugsmaktadir.

Bir viriilens faktorii olan las B elastazin ekspresyonunu diizenledigi i¢in las sistemi
olarak adlandirilan bu sistem; Las A proteaz, alkalen proteaz, biyofilm olusumunu ve

ekzotoksin A gibi gesitli hiicredis1 enzimlerin sentezlenmesini diizenler.

rhl sistemi ise; rhl I (C4- HSL, otouyarici sentaz) ve rhl/ R (transkripsiyonal aktivator
proteinin kodlayan gen)' den olusmaktadir. Rhl AB operonunun ekspresyonunu
kontrol eden rhl sistemi; ramnolipid {retimi i¢in ramnosiltransferaz’ 1n
sentezlenmesini diizenlemesinin yan sira Las A/B elastaz, piyosiyanin, siyanid ve
alkalen proteazin optimal miktarda liretimi i¢in gereklidir (Delden vd., 1998; Smith

vd., 2003; Daniels vd., 2004).

2.2. Cevreyi Algilama Mekanizmasinin Diizenledigi Fenotipler

Bir¢ok farklit Gram pozitif ve Gram negatif patojenin, viriilens faktorlerinin iretimini
koordine etmek i¢in kiiclik, difiize olabilen N-ac¢il homoserin lakton (AHL) tiirevi
sinyal molekiilleri iiretmek suretiyle birbirleriyle haberlesmektedirler. Cevreyi

algilama (quorum-sensing) olarak adlandirilan bu olaymn bir¢ok Gram(-) bakteri,
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hayvan, bitki ve balik patojeni tarafindan biyoliiminesans, antibiyotik biyosentezi,
konjugasyon, viriilens faktorlerinin tliretimi ve biyofilm olusumu gibi c¢esitli
fizyolojik islemlerin regiilasyonunda kullanildig1 kesfedilmistir (Bosgelmez-Tinaz,

2003).

P. aeruginosa ¢ogu dogal yasam alaninda kati ve siv1 yiizeylerde biyofilm ad1 verilen
yapilar icerisinde canliliklarma siirdiirtirler. Bakteriyel biyofilmler dogal olarak ¢ogu

islak yiizeyde yaygmdir ve bunlar ¢evresel sorunlara yol acabilir. P. aeruginosa
sadece dogal yasam alanlarinda degil, kronik olarak bu bakteri ile infekte olmus
kistik fibrozis hastalarinin akcigerlerinde de biyofilm olusturarak canliliklarini
devam ettirirler. Bakterilerin bu yapiy1 olusturmasi, bakteriyal antibiyotik direncini
arttrmas1 ve biyofilm tlizerindeki bakterilerin konagmm immiin cevabindan daha az
etkilenmesi nedeniyle tibbi acidan 6nem tasimaktadir. Aerobik ortamlarda biyofilm
olusumunda /as sistemi merkezi rol oynar. Yine bir biyosurfaktan olan ramnolipid

iiretimi de biyofilm olusturulmasinda 6nem tagimaktadir (Ulusoy, 2007).

P. aeruginosa’da flagella yiizme hareketinin gergeklestirilmesini saglarken, tip IV
pili ise titreme (twitch) hareketinin gergeklestirilmesini saglamaktadir.

Titreme hareketi ilk olarak Acinetobacter calcoaceticus’ta 1961°de Lautrop
tarafindan tanimlanmistir. Titreme hareketi, S. sangius gibi Gram + bakterilerde, P.
stutteri, P. aeruginosa gibi Gram — bakterilerin ¢ogunda da gosterilmistir. Titreme
hareketinin varli§i, genetik olarak bu hareketin oldugu bilinen P. syringe ve P.
fluorescens’te ise heniiz kanitlanamamistir. P. aeruginosa kolonileri agarda
karakteristik olarak kenarlar1 diiz ve buzlu cam goriiniimiinde gelisirler. Buna karsilik
titreme hareketi yetenegine sahip mutantlar kubbeli ve yumusak koloniler olustururlar

(Whitchurch, 2006).
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Cizelge 2.2. Bakteriyel N-acil homoserin laktonlarin ve diizenledikleri fenotiplerin
baz1 6rnekleri (Bosgelmez-Tmaz, 2003)

viriilens faktorleri

Organizma Diizenledigi fenotip Sinyal molekiilii

Aeromonas hydrophila Biyofilm, ekzoproteaz BHL, HHL

Aeromonas salmonicida Ekzoproteaz BHL, HHL

Agrobacterium tumefaciens Plasmidle konjugasyon OOHL

Chromobacterium violeceum Ekzoenzim, siyanid, violasin HHL

Erwinia carotovora SR-karbapen-2-em-3-karboksilik asit | OHHL
antibiyotigi

Erwinia carotovora (Eca) Viriilens faktorleri: proteaz, seliilaz, OHHL
pektinaz

Erwinia stewartii (Est) Ekzopolisakkarit sentezi OHHL

Escherichia coli Hiicre boliinmesi Bilinmiyor

Pseudomonas aeruginosa Ramnolipid, siyanid elastaz ve BHL+OdDHL
hemolizin igeren viriilens faktorleri

Pseudomonas auerofaciens Phenazin iiretimi HHL

Rhizobium leguminosarum Rizosfer genlerinin ekspresyonu HtDeHL

Serratia spp. ATCC 39006 Karbapenem antibiyotigi, pigment BHL+HHL
(prodigiosin)

Serratia liquefaciens Hareket BHL

Vibrio fischeri Biyoliiminesens OHHL

Vibrio harveyi Biyoliiminesens HBHL

Yersinia enterocolitica Bilinmiyor HHL+OHHL

Xanthomonas campestris Ekstraseliiler enzimler ve polisakkarit | OOHL

OHHL

: N-3-(okzohekzanol)-L-homoserin lakton

BHL : N-butanol-L-homoserin lakton
HHL : N-hekzanol-L- homoserin lakton

OOHL
HBHL

: N-3-(okzooktanol)-L-homoserin lakton
: N-3-(hidroksibutanol)-L-homoserin lakton

OdDHL : N-3-(okzododekanol)-L-homoserin lakton
HtDeHL: N-3R-(hidroksi-7-cis-tetradekanol)-L- homoserin lakton
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2.3. Cevreyi Algillama Sistemi Molekiillerindeki Cesitlilik

Degisik bakteri tiirlerinde, ¢esitli fizyolojik islemler, ¢evreyi algilama ile regiile edilir.
Bu islemlere oOrnek olarak, biyoliiminesans, antibiyotik biyosentezi, biyofilm
olusumu, konjugasyon ve hayvan, bitki ve balik patojenleri tarafindan olusturulan

viriilens etkenlerinin tiretimi verilebilir (Hardman vd., 1998; Chen vd., 2002).

Gram negatif bakterilerde en yaygin olarak bulunan sinyal molekiilleri N-agil
homoserin lakton tiirevleridir (acil HSL). Sinyal molekiilleri AHL, ‘autoinducer
peptidler (AIP)’ ve ‘autoinducer 2 (Al-2)’ bilesikleri basta olmak {izere birkag¢ farkli
smifta incelenir. Her bir smif igerisinde yan zincir uzunluk farkliligi gibi kiiciik

degisiklikler de s6z konusudur (Saracl, 2006).

o =]
Erwinia carotovora 3-Oxohexanoyl AHL /‘\)j\/u\n <
> H (s}
o]
Yersinia enterocolitica Hexanoyl AHL /\/\)\?/Knto
H Qo
[o]
Octanoyl AHL /\/\/\)\N o
H o
o
Pseudomonas aureofaciens /\/\)j\ o
and Hexanoyl AHL I;nl
Chromobacterium violaceum H Lo ]
(o] (=}
Agrobacterium tumefaciens 3-Oxo-octanoyl AHL r:l =
H o
(o] (o]
/\/\/\/\_)J\/u\';l o
Pseudomonas aeruginosa 3-Oxododecanoyl AHL H (=]
HOH O
\/\WMT/ ;O
Rhizobium leguminosarunm 3R-hydroxy-7-cis-tetradecenoyl HSL H o

Sekil 2.15. Bakterilerin kullandig1 baz1 N-a¢il homoserin laktonlar (http 15)
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2.4. Cevreyi Algilama Sistemi Engelleyicileri

Cogu patojen bakteri, viriilens faktorlerin ifadesi i¢in c¢evreyi algilama sistemini
kullanir. Ornegin; P. aeruginosa’da gevreyi algilama sistemi tarafindan diizenlenen
gen ifadesi, bu bakterinin antimikrobiyallere kars1 toleransina ve biyofilm olusumuna
katkida bulunur. Laboratuvar sartlarinda, c¢evreyi algilama sistemi, sinyal
molekiillerinin alimini etkili bir sekilde engelleyen, yeni bir siif antimikrobiyal ilag
gelistirmek icin yeni bir hedeftir. Hem dogal hem de sentetik orijinli kimyasal
kiitiiphanelerle, tanimlanmis olan birkag cevreyi algilamay1 engelleyici bilesenin,
hayvanlarin akcigerlerinde meydana gelmis olan enfeksiyonu yok ettigi ispat
edilmistir. Buna ilaveten, bakteriyel ¢evreyi algilama sinyal molekiillerini inaktive
eden birka¢ enzim tanimlanmistir. Bu inaktivasyonun birka¢ modelde, bitki
patojenlerinin ¢evreyi algilama kaynakli virlilensi bloke ettigi de bulunmustur

(Rasmussen ve Givskov, 2006).

Cevreyi algilama sistemini inhibe eden bilesiklerin bazi Ozelliklerinin olmasi
onemlidir. Cevreyi algilamay1 engelleyen ideal bir bilesigin, viriilens genlerin
ekspresyonunda Onemli diisiise neden olan ve diisiik molekiiler agirliga sahip
molekiiller olmas1 gerekir. Bu engelleyicilerin hem okaryotik konaklarda hem de
bakterilerde toksik yan etkilerinin olmamas:1 gerekir. Ayrica c¢evreyi algilama
engelleyicilerin yiiksek organizasyonlu konaklara dayanikli ve kimyasal olarak da
kararli olmalidir. Bu ¢evreyi algilama sistemini inhibe eden bilesenleri tanimlamak
icin ¢ok cesitli arastirmalar yapilmistir. Bu arastirmalarda C. violaceum, V. fischeri,

E. coli gibi bakteriler kullanilmistir.

Bu cevreyi algilama inhibitorlerinden Nys ve arkadaslar1 ilk defa 1993 yilinda
Avustralya sahillerinde yasayan kirmizi bir alg D. pulchra’dan A,B,C,D ve E ile
gosterilen halojenlenmis furononlar1 izole etmislerdir (Sekil 2.15). Bu bilesenlerin
Gram Negatif bakterilerde AHL kaynakli cevreyi algilamayr engelledigi
bulunmustur. Ornegin; A ve B ile gosterilen bilesenlerin, S. liquefaciens’te kayma

hareketini engelledigi bulunmustur (N1 vd., 2008).
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Sekil 2.16. Delisea pulchra’dan izole edilen halojenlenmis furononlar

Suga ve arkadaslari, lakton kisimlarmin keton, alkol ve aminlerini degistirerek, yan
zinciri C4 ve 3-0x0-Cy; olan P. aeruginosa’nin, PAIl ve PAI2 sinyal molekiillerinin

analoglarmi sentezlemislerdir (Sekil 2.16) (N1 vd., 2008).

3-0x0-Cy, 0O o Cs O

/\/\/\/\/K)J\,@ /\)\x2

SE% QPN o R o RN
0 0 OH H o A 6m

X1 = PAI1
X2 = PAI2

Sekil 2.17. P. aeruginosa’nin sinyal molekiillerinin ve analoglarmin yapilari

Patojen bir bakteri olan P. aeruginosa’da ¢evreyi algilamaya karsi etkileri anlamak
icin Spring ve arkadaslar1 dort tane AHL analogunu sentezlemislerdir (Sekil 2.17).
Agil zinciri degistirmek yerine, lakton bas grubuna H ile gosterilen ve LasR’ye zit
calisan 2-pyridil ve L ve M ile gosterilen analoglar eklenmistir. N ile gdsterilen
bilesen ise OdHL analogudur. OdHL (3-0x0-C;HSL) P. aeruginosa’nmn Las

sisteminin bir analogudur. OdHL nin konak organizmada immiin cevabi etkiledigini
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bulmuslardir. P. aeruginosa’da piyosiyanin ve piyoverdin gibi viriilens faktorlerinin
renkli sentezleri ¢cevreyi algilama sistemiyle kontrol edilir. P .aeruginosa’da pigment
iretiminin onarimu sentetik analoglarin biyoaktivitesinin basit bir gostergesidir (N1

vd., 2008).
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Sekil 2.18. P. aeruginosa’da ¢evreyi algilamay1 engelleyen AHL analoglar1 (H, L,
M, N)

Wood ve arkadaslar1 E. coli’de biyofilm olusumunu engelleyen ursolik asit ve 7-

hidroksiindol olarak adlandirilan 2 tane c¢evreyi algilama sistemi inhibitori

bulmuglardir (Sekil 2.18)(Ni vd., 2008).
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Sekil 2.19. E. coli’de biyofilm olusumunu engelleyen QS inhibitorleri Z) Ursolik asit
X) 7-hidroksiindol
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Dacheng Ren ve arkadaglar1 (2001), E. coli’de dogal furanon olan 4-bromo-5-
(bromometilen)-3-butil-2’in, kayma ve biyofilm formasyonu {izerine etkilerini
calismislardir. Kayma hareketi ve biyofilm formasyonunun engellenmesinin
molekiiler temelini gostermek i¢in V. fischeri’nin mutant suslarinda, furanonlarin
otouyarici I ve otouyarici II iizerine engelleme etkisi test etmislerdir. Bu dogal
furanonlarm belirli miktarlarmin V. fischeri ve E. coli’de otouyarici I ve otouyarict 11

yoluyla ¢evreyi algilamay1 engelledigini bulmuglardir (Ren vd., 2001).

Manefield ve arkadaslar1 (2001), E. carotovora’da yaptiklar1 calismada seliilaz,
proteaz ve karbapenem iiretimi {izerine deniz algi olan D. pulchra’dan elde edilmis
olan halojenlenmis furanonlarin etkilerini test etmislerdir. Karbapenem ve ekzoenzim
iretiminin diizenlenme mekanizmalarindaki farkliliklara ragmen alga ait metabolitler
tarafindan engellendigini bulmuglardir. Karbapenem iiretiminin furanona bagl
engellenmesi, carABCDEFGH operonun, 3-0x0-Cs-HSL’ye bagh ifadesindeki

kesintiler sonucu oldugunu géstermistir (Manefield vd., 2001).

Smith ve arkadaslar1 (2003), P. aeruginosa’da transkripsiyon aktivatdr proteini olan
LasR’yi etkinlestirme yetenegine sahip, yeni bir agonist olan 3-0x0-Ciz-(2-
aminosiklohekzanol)yi kesfetmislerdir. Cevreyi algilama aktivator proteinleri olan
LasR ve RhIR’1 tekrar aragtirmiglar ve her iki proteinin homoserin laktona baglanma
yerlerinin ayni oldugunu bulmuslardir. Fakat bu proteinlerin farkli yapisal motiflere
sahip olduklarini bulmuslardir. Bu antagonistlerin viriilens faktorleri ve biyofilm

olusumunu azalttigin1 yani ¢evreyi algilamay1 engelledigini géstermislerdir.

Juhas ve arkadaglar1 (2004), viriilensi ve ¢evreyi algilamayi diizenleyen dordiincii bir
luxI homologu dizayn ettiklerini rapor etmislerdir. AHL sinyal molekiiliiniin
iiretimini engelleyen VqsR geninin inaktivasyonu, viriilens faktorlerin iiretimini ve
bir nematodun enfeksiyon modelinde P. aeruginosa’nm patojenitesini azalttigini
gostermistir. ' VqsR’nin C. elegans {izerinde viriilens etkisine sahip oldugu

bulunmustur (Juhas vd., 2004).
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Muh ve arkadaslar1 P. aeruginosa’da 200.000 bileseni goriintiilemisler ve iki tane
engelleyiciyi bulmuslardir (Sekil 2.19). Bu c¢alismada F ve G olarak belirtilen
bilesenlerin, ¢evreyi algilamaya bagh elastaz, piyosiyanin gibi viriilens faktorlerinin
iretimini engelleyebildiklerini bulmuslardir. P. aeruginosa’nin yabani tipinde iki
ekstraseliiler viriilens faktorlerinin 6l¢iimii yapilmistir. F bileseniyle piyosiyanin
iretiminin engellenmesi %90, G bileseniyle liretimin engellenmesi ise %40 oraninda
engellenmistir. F bileseniyle elastaz tiretimi %60, G bileseniyle ise %20 oraninda

engellenmistir (Ni vd., 2008).
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Sekil 2.20. P. aeruginosa’da bulunan QS engelleyiciler

Ayrica sentetik bir furonon olan C-30’un P. aeruginosa’daki cevreyi algilamay1
AHL sinyali ile yariga girerek inhibe ettigi fare modelinde akcigerlerde bakterinin

persistansina engel oldugu gosterilmistir (Hentzer ve Givskov., 2003; http 16).

Cevreyi algilama sisteminin engellenmesi multi antibiyotik direngli bakterilerle
savagmada yeni bir umuttur. Bakterisidal ve bakteriyostatik stratejilerden ziyade
bakteriyel ¢evreyi algilama sistemlerinin engellenmesi, gida teknolojisi, tarim ve tip

gibi ¢cok farkli alanlarda talep gorebilir (Bosgelmez-Tiaz vd., 2006).

2.4.1. Dogal Cevreyi Algilama Sistemi Engelleyicileri

Cevreyi algilama sisteminde engelleyiciler, bitki ve mantar gibi kaynaklardan izole
edilebilir. Hem bitkiler hem de mantarlar milyonlarca yildan beri ¢evreyi algilama
sistemini kullanan bakterilerle isbirligi i¢indedirler. Bu mantar ve bitkilerin, ¢evreyi
algilama sistemini engelleyen bilesenleri iireterek, bu bakterilerin hastalik
olusturmalarmi, kolonize olmalarim1 ve bulagsmalarmi azalttiklar1 gorilmistiir

(Rasmussen, 2006).
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Son zamanlarda 50 penisilum tiiriiniin, farkli biiylime ortamlarinda %66 gibi biiytik
bir kismmin ¢evreyi algilama sistemini engelleyici aktivitesiyle ikincil metabolitleri
irettigi bulunmustur. Bilesiklerden ikisi P. coprobium ve P. radicicola’dan iiretilen
patulin ve penisillik asittir. DNA mikroarray transkriptomiks dogrulama analizlersi,
LasR ve RhIR diizenleyicilerinin, P. aeruginosa’da ¢evreyi algilama genlerinin %60
penisillik asit, %40 nin patulin genleri oldugunu géstermistir. Bu deneyin bir kaniti
da LuxR proteinine kars1 antikorlar ile Western Blot analiziyle elde edilmistir. Bu da

LuxR’nin hizl1 yikilan bilesikleri oldugunu gdéstermistir (Rasmussen, 2006).

Sekil 2.21. A) Birgcok Gram Negatif bakteri tarafindan sinyal molekiilii olarak
kullanilan acillenmis homoserin laktonlarmm basit yapisi. B) Mantar olan P.
coprobium’dan izole edilen bir QS engelleyici Patulin C) 30 bilesenli furanon D, P.
aeruginosa’da las sistemin dogal sinyal molekiilii (3-oxo-C12 HSL) E) Las sistemin
bir antagonisti olarak gorev yapan 3-0xo-C12 HSL’nin bir analogu F) zayif
antagonistik etkisi olan AHL analogu G) Giiglii antagonistik etkisi olan AHL analogu
(Rasmussen ve Givskov, 2006)

Nielsen ve arkadaslar1 engelleme sistemini cevreyi algilamayi kullanarak test
ettiklerinde, sarimsaktan elde edilen bilesenlerin LuxR {izerinde engelleme etkisinin
oldugunu bulmuslardir (Sekil 2.21). T ve U ile gosterilen bilesenler ¢evreyi algilama
engelleme sisteminde pozitif yanit vermistir. Diger 2 analog olan V ve Y’nin ise

LuxlI reseptorii tizerinde zit bir etkisi oldugu gosterilmistir (Ni vd., 2008).
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Sekil 2.22. Sarimsaktan elde edilen ve P. aeruginosa’da g¢evreyi algilama sistemini
engelleyen AHL analoglari, T ve U: LuxR sistemine antagonist ¢alisan engelleyiciler
V ve Y: LuxI sistemine antagonist ¢alisan engelleyiciler

Choo ve arkadaslar1 (2005), Vanilya oziitiiyle yaptiklar1 calisma ile C. violaceum’da
pigment {iretimini engelledigini bulmuslardir. Genelde vanilya olarak bilinen Vanilla
planifolia Andrews baharat ve ¢esni olarak kullanilir. Bu calismada vanilya
ekstraktinin bazi asitler, esterler, fenoller ve hidrokarbonlar icerdigi belirlenmistir.
Ana bilesenlerinin hicbirisinin furonon tiirevleri ve dogal uyaricilarla yapisal
benzerligi olmadig1 saptanmustir. Izole edilen bilesikler toksik furonon
bilesiklerinden farkli oldugu i¢in gilivenle kullanilabilecegi insanlar i¢in biiyiik bir
avantaj saglamistir. Sarimsak ekstraktini kullanarak P. aeruginosa’da gevreyi
algilama sistemini engelleyen bir grup arastirmaci, vanilya ekstraktinin da bu
bakterideki cevreyi algilama sistemini engelleyici aktivitesiyle ilgili ¢aligmaktadir.
Baska caligmalarla da C. violaceum CV026’da Lotus corniculatu (gazalboynuzu)
bitkisinin g¢evreyi algilama sistemini engelleyici aktivitesi oldugu rapor edilmistir

(Choo vd., 2005; Bjarnsholt vd., 2005).

Rasmussen ve arkadaslar1 (2006), bitkilerden burcak, havug, soya fasiilyesi, niliifer,
domates, bezelye tohumlari, biber ve sarimsagin da bakteriyel cevreyi algilama
sistemini engelleyen bilesikler iirettigi bulunmustur. Ayrmntili incelendiginde

sarimsak ekstraktmin 3 farkli cevreyi algilama engelleyicisinin oldugu saptanmustir.
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Bunlardan birisi siklik distilfiir bilesenidir. Bu ¢evreyi algilama engelleyicisi LuxR
temelli gliclii bir antagonist kullanir ama P. aeruginosa’da ¢evreyi algilamaya karsi

etkili degildir (Waters ve Bassler, 2005).

Bosgelmez-Tmaz ve arkadaslar1 (2006), Scorzonera sandrasica bitkisinin C.
violaceum CV026, C. violaceum ATCC indikator bakterilerde ve E. carotovora’da
cevreyi algilama ile diizenlenen aktiviteleri engelledigini saptamiglardir.

S. sandrasica’dan elde edilen bilesenlerin, E. carotovora’da, ¢evreyi algilama sistemi
tarafindan kontrol edilen, karbapenem antibiyotigi iiretimini engelleyebildigini
gostermistir. Bu bitki patojeninde, patojeniteleri icin gerekli olan ekstraseliiler
enzimler ve karbapenem antibiyotiginin liretimi ¢evreyi algilama sistemine bagl olan
3-0x0-C¢-HSL tarafindan diizenlenir. Bu yilizden S. sandrisica tarafindan salgilanan
bilesenler araciligiyla E. carotovora’nin gevreyi algilama sistemini engellemesi, bitki
hastaliklarina sebep olan bu fitopatojenlerin kontol altinda tutulmasina olanak
saglayabilir. S. sandrasica Tiirkiye’de Ege Bolgesinde Sandras Dagi’nda yetisir ve
Asteraceae tamilyasmdan endemik bir tiirdiir. Scorzonera cinsinin bazi tiirleri cesitli
hastaliklar1 tedavi etmek i¢in geleneksel tibbi bitki ve yiyecek olarak da kullanilmstir.
Bu cinsin diiiretik, depurative ve analjezik 6zellikte oldugu da bilinmektedir. Bu
bitkinin farmakolojik 6zelligi hakkinda rapor ve bilgi yoktur. Bu bitkinin salgiladig:
cevreyi algilamay1 engelleyen bilesenlerin kimyasal niteligi ve engelleme aktivitesinin
molekiiler mekanizmasi bilinmemektedir. Bu ylizden D. pulchra furononlar1 gibi, bu
engelleyici bilesenlerin de AHL reseptor proteinine baglanarak AHL diizenleyici

davraniglar1 engelleyebildigini rapor etmislerdir (Bosgelmez-Tmaz vd., 2006).

Singh ve arkadaslar1 (2008), Akasya (Acacia nilotica) bitkisinin yesil kabuklarinin
anti quorum sensing ve antioksidan 6zelligini ¢alismislardir. Bu ekstraktlarin fenolik
degerlerini ve miktarlarmi HPLC ve MS gibi yontemlerle belirlemisler. Bu bitkinin
ph:4’te hidrolize edilmis ham ekstrakti ve hidrolize edilmis etil asetatli ¢ozeltisinin
cevreyl algilamay1 engelledigi bulunmustur. Sonuglar, ayni zamanda Akasya
bitkisinin 6nemli dogal antioksidanlar1 igerdigini géstermistir (Singh vd., 2009).

Ikeda ve arkadaslar1 2008 yilinda N-agil siklopentilamin (Cn-CPA)’nin Lux tipi

cevreyi algilama sistemini arastirmislardir. Lux tipi c¢evreyi algilama sistemi V.
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fischeri’de 1s1mayla ilgili gen ifadesini diizenler. Zaten Cn-CPA’nin sentezinin P.
aeruginosa ve S. marcescens’te cevreyi algilama sistemini engelleme yeteneginin
oldugu rapor edilmistir. P. aeruginosa (Las ve Rhl) ve S. marcescens (Spn cevreyi
algilama sistemi)’te 6zel ac¢il zincir uzunluguna sahip CnCPA ile, ¢evreyi algilama
sistemi bu bakterilerde en yiiksek engelleme etkisini gostermistir. Yine Lux tipi
cevreyi algilama sisteminde karbon sayist 5 ve 10 araliklarinda olan Cn-CPA’nin
bir¢ok ¢esidinde benzer giiclii engelleyici etkileri gosterdigi bulunmustur. Ayrica Lux
tipi cevreyi algilama sistemindeki Cn-CPA’nin engelleyici etkisi, dogal bir ¢evreyi
algilama engelleyicisinin halojenlenmis furanonlardan daha giicli oldugunu

gostermistir (Wang vd., 2008).

Girennavar ve arkadaglar1 (2008), yaptiklar1 calisma ile greyfurt suyundan elde
ettikleri ve kanin pihtilagsmasimi onleyen furokumarin denen madde ile E. coli, P.
aeruginosa ve Salmonella typhimurium’da biyofilm olusumunu engellemislerdir

(Girennavar vd., 2008).

Cevreyi algilama sistemini engelleyen bir bilesenle calismak, laboratuvar sartlarinda
cok 1y1 yapilmasina ragmen in vivo (canl i¢inde) olduk¢a zordur. P. aeruginosa’nin
virlilensi, basit bir model olarak toprak solucami olan Caenorhabditis elegans’ta
calisilmistir. Bu kiiclik solucanlar zararl bakterilerle beslenir. Ama P. aeruginosa ile
beslendiginde hizlica &liirler. Oliime sebep olan faktorlerin, g¢evreyi algilama ile
diizenlenen HCN (hidrojen siyaniir) ve phenazinlerin iiretimi oldugu bulunmustur.
Nematodlarm %100 6liimii, yabani tip P. aeroginosa ile beslendiginde birkac¢ saat
icinde meydana gelmistir. C. elegans, ¢evreyi algilama sistemi bloke edilmis P.
aeruginosa mutantlar1 ile beslendiginde %10 azalma tespit edilmistir (Waters ve

Bassler, 2005).
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2.5. Cevreyi Algilama Engelleyicilerinin Tedavideki Yeri

1930’larda, antibiyotiklerin kesfi bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde yeni bir ¢igir
acmis ve bakteriyel enfeksiyonlardan 6liim sayisinda 6nemli bir diisiis yasanmustir.
Ancak 1950’lere gelindiginde, klinik olarak siklikla kullanilan antibiyotiklere karsi
direng gelismeye baslamist1 bile. Gliniimiizde ise direngli bakterilerin hizla yayilimi
bir¢cok hastaligin tedavisini zorlastirmakta bazi durumlarda miimkiinsiiz kilmaktadir.
Metisiline direngli Staphylococus aureus (MRSA) gibi ¢oklu antibiyotik direnci
gosteren bakteriler, tedavilerinin giic olmasi nedeniyle hastane ortaminda ciddi
problemlere yol olmaktadirlar. Bu nedenle, her yil milyonlarca dolar yeni
antibiyotiklerin gelistirilmesi i¢in harcanmakta ancak hizla gelisen bakteriyel direng
daha eczane raflarina ulagsmadan Once antibiyotiklerin etkilerini kaybetmeye

baslamalarina neden olmaktadir (Camara vd., 2002).

Bir yandan gelisen antibiyotik direnci, diger taraftan yeni gelistirilen antibiyotik
sayisindaki azalma infeksiyon hastaliklar1 tedavisi agisindan Onemli bir sorun
olusturmaktadir. Gilinlimiizde yeni antimikrobiyal hedeflerin saptanmasina yonelik
arastirmalar arasinda, bir bakteri toplulugu icindeki tek tek hiicrelerin birbirleri
arasindaki iletisimin engellenmesi konusundaki ¢alismalar, heniiz pratige
yansimamis olsa da, gelecek icin umut vaadetmektedir. Kisaca cevreyi algilama
adiyla bilinen ve bakteri hiicresinin ayn1 topluluk i¢indeki yogunlugunu algilamasi ve
bunun sonucunda topluluk i¢indeki tiim bireylerin koordine bicimde davranig
degisikligi gostermesi olarak tanimlanabilecek bu 6zellik ¢ok sayida Gram pozitif ve
Gram negatif mikroorganizmada saptanmistir. Bu mekanizmanm farkli bi¢cimlerde
inhibisyonunun antibakteriyel etki gosterebilecegine dair gozlem ve kanitlar

mevcuttur (Akova, 2005).

Glinlimiizde, Gram-negatif bakterilerde cevreyi algilama sistemini bloke ettigi
bilinen tek bilesik, kirmizi bir deniz algi olan D. pulchra’dan izole edilen
halojenlenmis furanonlardir. Furononlarin bu o6zelliklerinin kesfi, yiiksek yapili
bitkilerin de cevreyi algilama sistemini bloke edebilecegi olasiligini giindeme
getirmistir. Furononlardan baska, bir kac¢ karasal bitkinin daha Gram-negatif

bakterilerin ¢evreyi algilama sistemini etkiledigi rapor edilmistir. Bitkiler alemi ¢ok
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uzun zamandan beridir ilaglara kaynak olusturmaktadir. Bilindigi iizere, iilkemiz
bircok aromatik ve tibbi 6neme sahip bitki tiiriinii igeren zengin bir bitki Ortiisiine
sahiptir. Bu nedenle, 6zellikle iilkemizde yayilim gdsteren bitkilerin se¢ilerek onemli
insan patojenlerinde cevreyi algilama sistemine olan etkilerinin incelenmesi, bu
patojenlerin neden oldugu hastaliklarin tedavisinde yeni stratejilerin gelistirilmesine

cok onemli katkilar saglayacaktir.

Arastiricilar tarafindan, bakterileri antibiyotik kullanarak oldiirmek yerine, onlar
arasindaki haberlesme sistemini hedef alarak antibiyotik direncine bir ¢oziim

gelistirilebilecegi onerilmistir (Hentzer ve Givskov, 2003).

Bu ylizden ilag firmalar1 bakteriyel enfeksiyonlar: tedavi etmek ve kontrol altinda
tutmak i¢in antibiyotikler haricinde baska yeni tedavi yollar1 bulmaya
odaklanmislardir. Bu konuda simdiye kadar yapilmis olan ¢aligmalar, kirmizi bir
deniz algi olan D. pulchra’dan izole edilen halojenlenmis furanonlarin bazi
bakterilerdeki ¢evreyi algilama sistemini bloke ettigini gostermistir (Manefield vd.,

2001; Hodgkinson vd., 2007).

Cevreyi algilama sistemine ait sinyal molekiillerinin, mikroorganizmalarin viriilens
faktorlerini uyarmasit ve biyofilm olusumunda goérev almasi yeni ilaglarin
gelistirilmesi i¢in bu sinyal molekiillerini 6nemli bir hedef haline getirmistir. Cevreyi
algilama inhibitorleri ile ilgili arastirmalar hentliz deneme asamasinda olup ¢caligmalar
bakteriler lizerinde yogunlasmistir. Cevreyi algilama molekiillerinin inhibisyonu ii¢

mekanizma tlizerinden saglanmaktadir (Rasmussen ve Givskov, 2006).

a) Cevreyi algilama molekiiliiniin iiretiminin 6nlenmesi

Gram-negatif bakterilerde 6nemli bir sinyal molekiilii olan AHL’nin sentezinde
gorevli bir enzimi inhibe eden “triclosan” dolayisiyla bu molekiiliin sentezini de
engellemis olur. Ayrica bazi makrolit antibiyotiklerin de benzeri etkileri oldugu
bilinmektedir. P. aeruginosa izolatlarinda yapilan bir ¢alismada, azitromisinin sinyal

molekiillerini kodlayan genin transkripsiyonunu azalttigi ve elastaz gen
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ekspresyonunu Onleyerek infeksiyonun siddetini azaltarak alternatif bir tedavi

yaklagimi sagladig1 gosterilmistir (Tateda vd., 1996).

b) Cevreyi algilama molekiiliiniin yikilmasi veya inhibisyonu

Sentezlenmis olan cevreyi algilama molekiillerinin parcalanmasi diger bir hedef
olabilir. Sinyalin yikima ugratilmasinda Gram negatif bakterilerde AHL inhibitorleri
olan AHL laktonaz ve AHL agilaz S52 enzimleri, Gram pozitif bakterilerde protein
kinaz inhibitorleri olan “closantel” ve ‘RWJ- 49815’ in etkili oldugu gosterilmistir

(Zhang ve Dong, 2004).

¢) Cevreyi algilama sinyalinin alinmasinin 6nlenmesi

Cevreyi algilama sinyalinin alimmasint Onlemek amaciyla sinyal reseptor
proteinlerinin ya da AHL analoglar1 araciligi ile reseptore baglanmanin azaltilmasi
da iiclincii mekanizma olarak denenmektedir. Bir kirmizi makro alg olan D.
pulchra’nm tretmis ve vezikiillerinde depolamis oldugu furonon bilesikleri yapisal
olarak AHL sinyal analogu olup LuxR proteinine baglanarak AHL’nin ayrilmasina
neden oldugu ve bdylece V. fisheri’nin tedavisinde bakteriyel cevreyi algilamayi

inhibe ettigi bildirilmektedir (Zhang ve Dong, 2004).

Gen ifadesinin QS Diizenlenmesi Sinyal Engelleme Mekanizmasi

Sinyal Bozulmasi
AHL-laktonaz
AHL-agilaz

Sinyal Uretiminin Bozulmasi
Yag Asidi Biyosentezi
Engelleyicisi (Triklosan)

R proteininin Bozulmasi
Halojenlenmis Furanonlar

Sekil 2.23. QS modelleri ve Sinyal engelleme mekanizmalar1 A) Gram Negatif LuxR
tipi QS sisteminde LuxI proteini (I) AHL sinyallerinin sentezini katalizler. Bakteriyel
hiicrelerin ¢ogalmasiyla biriken AHL sinyalleri LuxR’ye baglanarak sinyal vermeye
baslar. LuxR-AHL kompleksi hedef genlerin ifadesini tesvik eder. B) LuxR tipi QS
sistemlerine kars1 sinyal engelleme mekanizmalarina ornekler (Zhang ve Dong,
2004).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller

3.1.1. Kullamilan Sarf Malzemeler
1) Agar (Sigma)
2) Tripton (Bio basic inc)
3) Maya oziitii (Idg)
4) Sodyum kloriir (Riedel de Haen)
5) Balon joje
6) Beher
7) Etil Asetat (Riedel de Haen)
8) Gentamisin (Oxoid; 20ug)
9) Metanol (Fluka)
10) Etanol (Riedel de Haen)
11) Eldiven
12) Ependorf Tiipii
13) Falkon Tiipii
14) Gliserol
15) Huni
16) Kanamisin (Sigma)
17) Kloroform (Riedel de Haen)
18) Petri Kutusu
19) Pipet Ucu (10pl, 200pl, 10001, 5000ul )
20) Filtre Kagid1
21) 0.45 pm’lik Filtre Kagidi
22) M9 Besiyeri
23) CTAB (Sigma)
24) L-Glutamik Asit (Merck)
25) Magnezyum siilfat MgSQO,. 7 H,O (Riedel-de Haen)
26) Yagsiz Siit Tozu (Fluka)
27) D-(+)-glukoz, minimum %99.8 (Sigma)
28) Tris (Merck)
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29) Metilen mavisi (Fluka)

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

e %° A

Derin Dondurucu: Analiz i¢in kullanilan suslar uzun siireli saklama
amaciyla (3-6 ay), -80 °C’de Niive Marka derin dondurucuda muhafaza
edilmistir. Bitki ekstraklar1 ise -20 °C’de Arcelik marka derin dondurucuda
muhafaza edilmistir.

Etiiv: Besiyerlerine ekilen suglar, inkiibe edilmek icin Wtcbinder Marka
normal etiiv ve Gallenkamp Marka yatay ¢alkalamali etiiv kullanilmistir.

UV Spektrofotometre: Yapilan analizler sirasinda sivi bakteri kiiltiirlerin
optik yogunluklar1 Schimadzu 1610 Marka UV/ VIS Spektrofotometre
kullanilarak ol¢tilmiistiir.

Otoklav: Analizler sirasinda tum sterilizasyon islemleri CertoClav Marka
otoklav kullanilarak gerceklestirilmistir.

Hassas Tartim Cihazi: Besiyeri ve kati kimyasallar1 tartmak i¢in Metter
Toledo PB303-S Marka hassas terazi kullanilmstir.

Buzdolabi1 (Beko)

Mini Santrifiij (Minispinplus Eppendorf)

McFarland

Rondo (Tefal)

. Saf Su Cihaz1 (Milipore Progard 2)
11.
12.
13.

Steril Kabin (Telstar CV-100)
Vorteks (Velp Scientifica)
Evaporator (Heidolph Laborota 4001)
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3.1.3. Kullamilan Bakteri Suslarn

Cizelge 3.1. Kullanilan Bakteri Suslar1, Ozellikleri ve Kaynaklari

Sus Adi Ozellik Kaynak

C. violaceum CV026 Miguel Camara ve Dr. Steve
Diggle

ESS B-lactam super sensitive Beechams Pharmaceuticals

Erwinia carotovora GS101 ATCC39048 SDU Deneysel ve Gozlemsel
Ogrenci Lab Stogu

PAO1 PTS5 orijinal tip Dr. Thilo Koehler

3.1.4. Besiyerleri ve Cozeltiler

Cizelge 3.2. Calismamizda kullanilan besiyeri ve ¢ozeltilerin icerikleri

Besiyeri ve Cozeltiler

Her litre i¢cin Bilesenler

Luria Bertani agar (LB)

10 g Tripton

5 g Yeast Ekstrakt
5 g NaCl

15 g Agar

Luria Bertani Broth (LB)

10 g Tripton
5 g Yeast Ekstrakt
5 g NaCl

%0.7 LB Soft Agar (50 ml)

0.5 g Tripton

0.25 g Yeast Ekstrakt
0.25 g NaCl

0.7 g Agar

Kayma (Swarming) Testi

%0.5 lik LB (agar 1000 ml igin 5gr eklendi.)
10 g Tripton

5 g Yeast Ekstrakt

5 g NaCl

5 gr Agar

Yizme (Swimming) Testi

10g tripton
3g agar
5g NaCl
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Cizelge 3.2 (devami)

Proteaz Testi 10 g Tripton

5 g Yeast Ekstrakt
5 g NaCl

15 g Agar

M9-glutamat minimal 48mM Na2HPO4
medium agar 22mM KH2PO4
8.5mM NaCl
18.7mM NH,Cl
2mM MgS0,.7H20
0.1mM CaCl,.2H20
15g Agar

%0.02 CTAB

%0.2 Glikoz
%0.0005 Metilen Mavisi
%0.05 Glutamat

Elastin Kongo Red (ECR) 100 mM Tris,
tamponu 1 mM CaCl2, pH 7.5,
20 mg Elastin Kongo Red

3.2. Yontemler

3.2.1. Bakteri Suslarinin Uretimi ve Saklanmasi

Deneylerde kullanilmis olan bakteri suslarini uzun siireli saklamak i¢in Luria Bertani
s1v1 besiyerine ekilmis ve tiremeleri i¢in gerekli olan sicakliga ayarlanmis etiivlerde 1

gece liremeye brrakilmistir.

Cizelge 3.3. Bakteri suglarmin tiremeleri i¢in gerekli sicaklik

Bakterinin adi Gerekli sicaklik
Chromobacterium violeceum CV026 30°C
Beechams ESS 37°C
Erwinia carotovora 30°C
Pseudomonas aeruginosa 37°C
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Kiiltiir ortamina toplam hacmin %10’u oraninda gliserol ilave edilmis ve bakteriler -

80 °C’de saklanmustir.

3.2.2. Besiyerlerinin ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

Besiyerleri ve kullanilan tiim ¢6zeltiler Millipore saf su kullanilarak hazirlanmistir.
Tiim besiyerleri i¢in otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilizasyon islemi

uygulanmistir.

3.2.2.1. Kat1 ve Siv1 Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Luria Bertani (LB) siv1 besiyerleri cam tiiplere 5 ml, 4 ml veya 2 ml hazirlanarak,
121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilerek kullanilmigtir. Luria Bertani (LB)
agar besiyerleri ise steril petri kutularma ve her bir petriye yaklasik 25 ml besiyeri
dokiilmiis, oda sicakhiginda katilasmaya birakilmigtir. Daha sonra +4 °C’ye

kaldirilmastir.

3.2.2.2.Yumusak Agarin Hazirlanmasi

%0.7 ‘lik yumusak agarlar falkon tiiplere 4 ml hazirlanarak, 121 °C de 15 dakika
otoklavda sterilize edilerek kullanilmistir. Otoklavdan ¢ikarildiktan sonra donmamasi

i¢in +70 °C sicakliga ayarlanmis etiive kaldirilmigtir.

3.2.3. Bitkilerin Toplandig1 Alanlar, Bitkilerin Ozellikleri ve Yetisme Sartlar

Tez calismamizda quorum sensing engelleyici 6zelligi arastirilacak 13 bitki tiirii
kullanilmistir. Ac1 yavsan, adagayi, kekik ve defne Alanya’dan toplanmistir; nane,
kirmizi sogan, sarimsak, mersin, tesbih (yaprak ve tohum), lavanta, siyah cay, yesil

cay, Isparta’dan aktardan almarak kullanilmistir.
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Sekil 3.1. Bitkilerin toplandig1 yerleri gosteren harita (http 40)

Defne (Laurus sp): Defnegiller (Lauraceae) familyasmin Laurus cinsini olusturan

herdem yesil aga¢ veya agaggik goriinimiindeki bitki tiirlerinin ortak adidir.

T

Sekil 3.2. Defne bitkisinin goriintiisii (http 17)

Ug tiirii bilinmektedir. Azor defnesi (Laurus azorica) Azorlar’da, Akdeniz defnesi
(Laurus nobilis), Tiirkiye, Yunanistan, Ispanya’da, Kanarya Adalar1 defnesi (Laurus

novocanariensis), Kanarya Adalari, Madeira Adalari’nda yetisir. (http 18.)

Aci1 Yavsan (Artemisia absinthium): Pelin otu Asteraceae familyasindan Anadolu'da
dogal olarak bulunun bir bitki tiiriidiir. 120 cm'ye kadar uzayabilen bu bitki grimsi ya

da beyazimsi yesil renkli, parcali yapraklidir. Itirh bir bitkidir. Hekimlikle kullanilir.
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Sekil 3.3. Aci1 yavsan bitkisinin goriintiist (http 19)

Genellikle akdeniz bolgesinde yetisir.kirmizi ¢igekleri vardir. Daglarda yetisen tadi

ac1 olan bir ¢icektir ve ilag-icki yapiminda kullanilir. Oldukga ac1 bir ottur (http 20)

Kirmizi sogan (Allium cepa L.var.cepa): Sogan, Alliaceae familyasindaki Allium

cinsine dahil tiim bitkilerin genel adidir.

Sekil 3.4. Kirmiz1 sogan bitkisinin goriintiisii (http 21)

Ozellikle Allium cepa tiiriinii anlatmak i¢in kullanilir ve bu anlamda "bahce sogan1"
olarak da adlandirilabilir. Yumrusu ve yesil yapraklar1 yemeklere tat vermek igin

kullanilir (http 22)

Adacayr (Salvia sp): Ulkemizde bir ¢ok tiirii dogal olarak yetisen bu bitkinin
yaklagik yedi tiirii balli bitki olarak bilinmektedir. Bitki ¢ok yillik olup boyu 30-60
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cm arasinda degisir. Yapraklari sik tiiyliidiir. Cicekleri agik sar1 renktedir (http 23).

Sekil 3.5. Adagay1 bitkisinin goriintiisii (http 24)

Kekik (Thymus sp): Ulkemizde yaygin olarak yetisen bir bitkidir. Kekikte timol,
karvakrol, simol, linalol ve borneol maddelerini igeren % 1 oraninda ugucu yag; ac1
esanslar, tanen, flavonit ve tripenoit bulunur. Kekik bitkisine hos kokusunu veren,

timol ve karvakrol adli maddelerdir (http 25).

Sekil 3.6. Kekik bitksinin gortintiisii (http 26)

Yol kenarlarinda, tepelerde ve daglarda yetisen kekik hos kokuludur ve ¢ok yilliktir.

Cigeklenme donemi Mayis basindan Agustos sonuna kadar devam eder (http 27).

Nane (Mentha sp): Bu bitkinin birlesiminde ugucu yag olan "mentol" vardir.
Nane'nin ¢i¢ceklenme donemi Haziran bagindan Agustos sonuna kadar siirer.. Bu bitki

bal1 diger ballardan aromasinin farkli olusu ile hemen ayirt edilir (http 28).
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Sekil 3.7. Nane bitkisinin goriintiisii (http 29)

Sarimsak (Allium sativum): Alliaceae familyasina dahil olan, A/lium cinsinden bir
soganli bitki tiirii. 25-100 cm yiikseklige kadar boy atar. Yapraklarinda, saplarinda ve
toprak altindaki soganinda kokulu bir yag bulunur. Sarimsak yillik bir bitkidir.
Sogan, yabani sogan, zambak ve pirasa ile akraba olan sarimsak dogada yabani

ortamda yetismez.

Sekil 3.8. Sarimsak bitkisinin goriintiisii (http 30)

Sarimsagin, ¢ig halde veya yagmin, mikroorganizmalar {izerine antibiyotik etkiye
sahip oldugu, antiviral, antifungal, antiprotozoon, antiparazitik ve antibakteriyal
ozellikleri iizerinde durulmaktadir. Bunun yani sira antiseptik islevi, grip, nezle, ses
kisiklig1, astim rahatsizliklarina, bademcik, romatizma ve eklem enfeksiyonlarina,
oksiiriik ve bronsite iyi geldigi on plana ¢ikarilmaktadir. Terletici etkisi nedeniyle

ates digiiriilmesine yardimci olur (http 31).

Mersin (Myrtus communis): Mersingiller ailesindendir. 100 kadar tiirii vardir.

Karadeniz, Ege ve 0Ozellikle Akdeniz kiyilarimizda kendiliginden yetisir. Mayis-
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haziran aylar1 arasinda, beyaz renkli ¢igekler agan, 1-3 m boylarinda, yapraklarini

dokmeyen, bir agaggiktir.

Sekil 3.9. Mersin bitkisinin goriintiisii (http 32)

Yapui itibariyle govde ve dallar seklinde degil maki goriiniimiindedir. Yapraklar kisa
sapli ve karsilikli, yesil renkli, derimsi, oval sekillidir ve iizerinde salgi bezleri
bulunur. Yapraklar1 hos kokuludur. Yapraklarinda ve ¢igcek dallarinda regine, tanen,

sinaol, terpen, mirtol, pinen gibi maddeler vardir (http 33).

Tesbih (Melia azaderach): Tespih agaci (Melia azedarach), tespih agacigillerden
(Meliaceae) Hindistan'da ve Avrupa'nin sicak bolgelerinde yetisen bir agag tiirii.

Meyvesi zehirli ve kabuklar1 ates diistirtictidiir.

a b
Sekil 3.10. a) Tesbih bitkisinin goriintiisii (http 34) b) Tesbih tohumunun goériintiisii
(http 35)
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Lavanta (Lavandula sp): Ballibabagiller (Lamiaceae) familyasindan Lavandula

cinsini olusturan Akdeniz kokenli bitki tiirlerinin ortak adidir.

Sekil 3.11. Lavanta bitkisinin goriintiisii (http 36)

Atlas Okyanusu adalarindan Akdeniz gevresi iilkelerine ve Hindistana kadar uzanan
genis bir alanda yetisen, lavanta cinsi liyeleri, ¢ali goriintimlii, toplu bagak bi¢ciminde
mavi, morumsu ya da kirmizi ¢igekler agan bitkilerdir. Lavanta, daglarda, 1000-1800

m arasinda yiiksekliklerde yetisir. (http 36).

Siyah cay (Camellia sinensis): Cay, islenmis yapraklarinin kaynatilmasiyla veya

haslanmasiyla icecek elde edilen bir bitki tiirtidiir.

Sekil 3.12. Siyah ¢ay bitkisinin goriintiisii (http 37)

Cay, calinin yapraklarinin fermantasyonu, isitilmasi, kurutulmasi ve bazen diger

meyve veya bitkilerle karistirilmasi sonucu elde edilir (http 38).

Yesil cay (Camellia sinensis): Camellia sinensis yapraklarindan elde edilen ¢aydir.

Ayni bitkiden elde edilen siyah ¢ay i¢in yapraklar yavas yavas kurutulur, yesil ¢ay
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ise yapraklarin toplanir toplanmaz kavrulup hizla kurutulmasi ile elde edilir. Siyah

cay kurutulurken oksijenle tepkimeye girer, yesil ¢aym ise tepkimeye girmesine izin

verilmez.

Sekil 3.13. Yesil cay bitkisinin goriintiisii (http 39)

Her iki ¢ayda da kafein bulunmaktadir, ancak yesil caydaki kafein orani daha
disiiktiir. Siyah ¢ayin da, yesil cayin da antioksidan 6zellikleri vardir, ancak daha az

islem gordiigii icin yesil caydaki antioksidan miktar1 daha fazladir (http 39).

3.2.4. Bitki Ekstraksiyonu icin Gerekli Malzemeler ve Hazirlanmasi

Bitki Ekstraksiyonu I¢cin Gerekli Malzemeler

Bitki Materyali (gdvde, yaprak, tohum )

Etil Asetat

Etanol

Metanol

Kloroform

Bitki ornekleri daha 6nceden belirlenmis olan Alanya ve Isparta’dan toplanmistir.
Ornekler secilirken ¢aligmanmn orjinalitesi acisindan &zellikle iilkemizde yayilim
goOsteren tibbi Oneme sahip bitki tiirleri tercih edilmistir. Toplanan bitkilerin
kullanilacak kisimlar1 kisimlar1 olan govde, yaprak ve tohum kisimlar1 35°C’de 72
saat firinda kurutulmustur. Kurutulmus bitki numunelerinden 10’ar gram tartilip
rondoda oOgiitiildiikten sonra toz haline getirilmistir. Hemen sonrasinda kloroform,
etanol, metanol ve etil asetat gibi c¢oOziiciiler kullanilarak c¢oklu karistiricida

ektraksiyon iglemi gergeklestirilmistir. Daha sonra ekstraktlar kaba filtre kagidindan
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stizlilerek doner buharlastiricida (evaporatdr) c¢oziiciileri tamamen ucgurulmustur.
Hazirlanan ekstraktlar steril 0.45 um filtre kagidi kullanilarak sterilize edilmis ve

kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmistir.

3.2.5. Bitki (")rne_klerinin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonunun
Belirlenmesi (MIK)

Bir mikroorganizmanin inkiibasyon siiresi sonunda gozle goriiniir lremeyi
engelleyen en diisiik antimikrobik ila¢ yogunluguna minimum inhibitor
konsantrasyon (MIiK) denir ve mg/L olarak ifade edilir. MIK degerinin duyarliligi m1
yoksa direnci mi temsil ettigini belirlemek i¢in, bulunan konsantrasyon duyarlilik
sinir1 adi verilen bir deger ile karsilastirilir. MIK, bu smirdan diisiik ise
mikroorganizma s6z konusu ajana ‘duyarli’ olarak degerlendirilir. Bunun disinda
‘orta’ ve ‘direngli’ kategorileri de saptanir. Kullandigimiz bitkilerin MIK’leri bu
calismadaki tiim bakteriler i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir. Her bitki 6rnegi i¢in 8 tiip LB
hazirlanmis olup; bir tiip 4ml, 7 tiip ise 2’ser ml olarak hazirlanmistir. Tiiplerin
iizerine 4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0,06 ve 0.03ml yazilmistir. Tiiplere 160 pl bitki
ekstrakti eklenerek son tiipe kadar seyreltilmistir. Her tiipe bakteri kiiltliriinden
20’ser ul eklenerek bir gece etiivde inkibasyona birakilmistir. Ertesi giin hangi tiipte
bakteri lirememisse, o bakteriyi O0ldiiren bitki ekstrakti miktar1 odur. Sonuglarin
degerlendirilmesi su sekilde yapilmistir.

MIK degerinin 4 olmast durumunda, 1000ml besiyerine eklenen 4 ml bitki
ekstraktinin bakteriyi 6ldiirmesi anlamina gelir. 5 ml besiyerine eklenen 200 pl bitki
esktrakt1 6ldiiren degerdir. Bu degerden daha diisiik bir deger eklenmelidir.

MIK’in 2’ye esit ¢ikmas1 1000 ml besiyerine eklenen 2ml bitki ekstraktinmn bakteriyi
oldiirmesi anlamima gelir.

MIK’in 4’ten biiyiik ¢ikmasi ise; 1000 ml besiyerine 4 ml bitki ekstraktnin bakteriyi
oldiirmedigi anlamina gelir. 5 ml besiyerine 200 pul’den daha fazla bitki ekstraktinin

eklenmesi gerekir.
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3.2.6. AHL Molekiillerinin Tespiti

AHL sinyal molekiilerinin tespiti, C. violaceum CV026 (McClean vd., 1997) ve
Beechams ESS ( E.coli sliper hassas sus) indikator suslar1 kullanilarak
gerceklestirilmistir. Acil yan zincirinde 4-8 karbona sahip AHL molekiilerinin tespiti
icin, C. violaceum CV026 indikatér susu kullanilmistir. Ortamdaki mevcut AHL
molekiileri, C. violaceum CV026 indikator susunda mor bir pigment olan viyolasinin
dretimini uyarr (McClean vd., 1997). Diger bir indikatér olarak karbapenem
antibiyotigine hassas olan Beechams ESS kullanilmistir. E. carotovora’nin
karbapenem antibiyotigini iiretmesi ile ortamdaki Beechams ESS ‘nin 6lmesine yol

acarak seffaf bir zon olusmasini saglar.

3.2.6.1. Ramnolipid Uretimi Testi

0.2 g cetiltrimetilamonyumbromid (CTAB) ve 5 mg/lI" metilen mavisi iceren M9-
glutamat minimal medium agar petrileri kullanilarak test gercgeklestirilmistir
(Siegmund ve Wagner, 1991). Besiyerleri igerisine bitki ekstraktlarmin P.
aeruginosa’daki MIK degerine gore hesaplanan bitki ekstrakti eklenerek agar
katilasmaya birakilmistir. P. aeruginosa susunun LB agar kiiltiirlinden petrilerin
ortasma steril kiirdanla bir koloni ilave edilmis ve 37 °C’de 24-48 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonucunda bakteri kolonisi etrafindaki saydam zon ramnolipid
aktivitesinin gostergesi olarak kabul edilmistir. Test sirasinda LB negatif kontrol
olarak kullanilmistir. Sonucglar bitki ekstraktt eklenmemis PAO1 susuyla

karsilastirilarak degerlendirilmistir. Ramnolipid testi 3 defa denenmistir.

3.2.6.2. Kayma Testi

P. aeruginosa susu bir gece LB agar besiyerinde 37°C’de iiretilmistir. Besiyerleri
icerisine bitki ekstraktlarinin P. aeruginosa’daki MIK degerine gore hesaplanan bitki
ekstrakti, otoklavdan ¢ikmis olan agara eklenerek agar katilagmaya birakilmistir. P.
aeruginosa susunun LB agar kiiltiiriinden, kayma besiyeri iceren petrilerin ortasina

steril kiirdanla bir koloni ilave edilmis ve 37 °C’de 16-18 saat inkiibasyona
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birakilmistir (Rashid ve Kornberg, 2000). Kayma hareketi, inokiilasyonun yapildigi
noktadan ¢evreye dogru yayillmanin capinin Olgiilmesiyle test edilmistir. Test
srrasinda LB negatif kontrol olarak kullanilmistir. Sonucglar bitki ekstrakti
eklenmemis, PAOI susuyla karsilastirilarak degerlendirilmistir. Kayma testi 3 defa

denenmistir ve sonucglarin oratalamasi1 alinmstir.

3.2.6.3. Elastaz Testi

Elastaz aktiviteleri test edilecek bitki ekstrakti eklenmis P. aeruginosa susuna Elastin
Kongo Red (ECR) testi uygulanmistir (Ohman vd., 1980). C. violacein CV026’da
mor pigmentin {iretilemedigi ve Beechams ESS‘de seffaf zon olusturan bitki ekstrakti
derisimleri P. aeruginosa susuna eklenerek LB’ de 37°C’de 14 saat iiretilmistir. Bu
kiiltiirlerin stipernatantlarindan 100 pl, tizerine 900 ul ECR tamponu (100 mM Tris,
1 mM CaCl2, pH 7.5, 20 mg ECR ) ilave edilmis ve 37°C’de 3saat ¢alkalayici
iizerinde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda ¢dziilmemis olan ECR
santrifiij edilerek uzaklastirilmig ve siipernatantin OD si 495nm’de okunarak kayit
edilmistir. Test sirasinda LB negatif kontrol olarak kullanilmistir. Sonuglar bitki
ekstrakti eklenmemis PAOI1 susuyla karsilastirilarak degerlendirilmistir. Elastaz

aktivitesi testi 3 defa denenerek sonuglarin ortalamasi alinmistir.

3.2.6.4 .Proteaz Testi

P. aeruginosa susu 14-16 saat LB agar besiyerinde 37°C’de iiretilmistir. Besiyerleri
icerisine bitki ekstraktlarinmn P. aeruginosa’daki MIK degerine gdre hesaplanan bitki
ekstrakt1 eklenerek agar katilasmaya birakilmistir. P. aeruginosa susu bir gece LB
agar besiyerinde 37°C’de tretilmistir. Kiiltiirden % 2 yagsiz siit tozu igeren LB agar
petrilerinin ortasina, steril kiirdanla bir koloni ilave edilmis ve 37°C’de 16-18 saat
inkiibasyona birakilmistir (Dong ve Zhang, 2005). Suslarin proteolitik aktiviteleri
bakteri kiiltiirii ilave edilen bdlgedeki berrak zon capi Olgiilerek kayit edilmistir.
Inkiibasyon sonucunda bakteri kolonisi etrafindaki saydam zon proteolitik aktivitenin

gostergesi olarak kabul edilmistir Test sirasinda LB negatif kontrol olarak
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kullanilmistir. Sonuglar bitki ekstrakti eklenmemis PAO1 susuyla karsilastirilarak

degerlendirilmistir. Proteaz testi 3 defa denenerek sonuglarm ortalamasi alinmastir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) Belirlenen Bitkiler

Cizelge 4.1. E. carotovora, C. violaceum CV026 ve Beechams ESS suslarinda, bitki

ekstraktlarmin minimum inhibisyon konsantrasyonlarmin sonuglari

Bakteri Erwinia carotovora Chromobacterium Beechams ESS
Coziicii violaceum CV026
Kloroform Dethe >4 Dethe >4 Dethe >4

Aci yavsan >4
Adacgay1 >4
Kekik >4

Nane >4

Kirmizi sogan >4
Sarimsak = 1
Mersin >4
Tesbih yaprak >4
Tesbih tohum >4
Lavanta >4

Siyah cay >4
Yesil cay >4

Ac1 yavsan >4
Adacgay1 >4
Kekik =4

Nane >4

Kirmiz1 sogan >4
Sarimsak = 0.25
Mersin >4
Tesbih yaprak >4
Tesbih tohum >4
Lavanta=2
Siyah cay >4
Yesil cay >4

Ac1 yavsan >4
Adacgay1 >4
Kekik >4

Nane > 4

Kirmizi sogan > 4
Sarimsak =0.5
Mersin > 4
Tesbih yaprak > 4
Tesbih tohum > 4
Lavanta=4

Siyah cay >4
Yesil cay >4

Etil Asetat

Defne >4

Act yavsan >4
Adagay1 >4
Kekik =4
Nane >4
Lavanta >4
Siyah cay >4
Yesil cay >4

Defne >4

Ac1 yavsan >4
Adacgay1 >4
Kekik >4
Nane >4
Lavanta >4
Siyah cay >4
Yesil cay >4

Defne >4

Act yavsan =4
Adacay1 =4
Kekik >4

Nane >4
Lavanta=4
Siyah cay >4
Yesil cay >4
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Cizelge 4.1 (devami)

Metanol Defne >4 Defne =4 Defne =4
Act yavsan >4 Act yavsan =4 Act yavsan =4
Adacgay1 >4 Adacgay1 >4 Adacgay1 >4
Kekik =4 Kekik =4 Kekik =4
Nane >4 Nane >4 Nane > 4
Kirmiz1 sogan >4 Kirmiz1 sogan >4 Kirmizi sogan > 4
Sarimsak >4 Sarimsak = 0.5 Sarimsak > 4
Mersin>4 Mersin>4 Mersin> 4
Tesbih yaprak>4 Tesbih yaprak>4 Tesbih yaprak> 4
Tesbih tohum>4 Tesbih tohum>4 Tesbih tohum> 4
Lavanta >4 Lavanta >4 Lavanta >4
Siyah cay >4 Siyah cay >4 Siyah cay >4
Yesil cay >4 Yesil cay >4 Yesil cay >4
Etanol Defne >4 Defne >4 Defne >4
Act yavsan >4 Act yavsan >4 Act yavsan =4
Adacgay1 >4 Adacgay1 >4 Adacay1 =4
Kekik =2 Kekik =4 Kekik =4

Cizelge 4.2. Indikatér suslarda inhibisyon zonu gosteren bitki ekstraktlarmmin P.
aeruginosa’da MIK degerleri

B Bakteri
M P.aeruginosa
Kloroform-Kekik >4
Etil asetat-Kekik =4
Etanol-Adagayi =4
Kloroform-Lavanta >4
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4.2. indikator Suslarda N-butanol-L-homoserin lakton (BHL) ve N-3-
(okzododekanol)-L-homoserin lakton (OdHL) Sinyal Molekiillerinin Uretimi

C. violaceum CV026 ve Beechams ESS indikator suslari kullanilarak, BHL sinyal
molekiiliiniin tiretilemedigi tespit edilen 6rnekler i¢cin kuyucuk metodu kullanilmstir.

Baz1 bitki ekstraktlarmin, indikator suslarin sinyal molekiilii iiretimine bir etkisi

olmadig1 deneysel olarak kanitlanmistir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2)

Sekil 4.1. Nane bitkisinin kloroform ekstrakti ile kuyucuk testi a) Beechams ESS’de
b) C. violaceum CV026°da

Sekil 4.2. Siyahgay bitkisinin kloroform ekstrakti ile kuyucuk testi a) Beechams
ESS’de b) C. violaceum CV026’da
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4.3. Indikator Suslarda inhibisyon Gésteren Bitki Ekstraktlan ve Kuyucuk

Testi Bulgulan

Sekil 4.3. Kekik bitkisinin etil asetat ekstraktinin kuyucuk testi a) Beechams ESS’de
b) C. violaceum CV026°da

Sekil 4.4. Adagay1 bitkisinin etanol ekstraktinin kuyucuk testi a) Beechams ESS de
b) C. violaceum CV026°da
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Sekil 4.5. Lavanta bitkisinin kloroform ekstraktinin kuyucuk testi a) Beechams
ESS’de b) C. violaceum CV026’da

Sekil 4.6. Kekik bitkisinin kloroform ekstraktinin kuyucuk testi a) Beechams ESS’de
b) C. violaceum CV026°da
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4.4. P. aeruginosa’da Ramnolipid Uretimi ve Bulgular

C

Sekil 4.7. P. aeruginosa’da a) lavanta ve kekik bitkisinin kloroform ekstraktiin b)
kekik bitkisinin etil asetat ve adacayi bitkisinin etanol ekstraktlarmin c) bitki
ekstrakt1 eklenmemis besiyerinde ramnolipid tliretimi {izerine etkisini belirlemek i¢in

yapilan test
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4.5. P. aeruginosa’da Kayma (Swarming) Testi ve Bulgular

Cizelge 4.3. P. aeruginosa’da Kayma testi sonuglar1

Zon Cap1
Kloroform-Lavanta (200ul) 0.5cm
Kloroform-Kekik (100 pl) 0.8cm
Etil Asetat-Kekik (100 ul) 0.7cm
Etanol-Adagay1 (100 ul) 1.7cm
Bitki Ekstrakti Olmayan 3cm
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Sekil 4.8. P. aeruginosa’da a) lavanta bitkisinin kloroform ekstraktinin b) kekik
bitkisinin kloroform ekstraktinin c) kekik bitkisinin etil asetat ekstraktinin d) adagay1
bitkisinin etanol ekstraktinin e) bitki ekstrakti olmayan besiyerinde kayma hareketi
iizerine etkisinin testi
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4.6. P. aeruginosa’da Elastaz Uretimi ve Bulgular

Cizelge 4.4. P. aeruginosa’da Elastaz Uretimi ve Sonuglar

OD
Kloroform- Lavanta (200 pl) 0.229nm
Kloroform- Lavanta (100 pl) 0.767
Kloroform- Lavanta (50 pl) 0.984
Kloroform- Kekik (100 pl) 0.237
Kloroform- Kekik (50 pl) 0.583
Etil Asetat- Kekik (100 pl) 0.333
Etil Asetat- Kekik (50 pl) 0.791
Etanol- Adacayr (100 pl) 0.639
Etanol- Adagayr (50 pl) 0.702
PAOI 0.634
PAOI + 200 pl etanol 0.290
LB 0.280

4.7. P. aeruginosa’da Proteaz Zon Caplar Bulgulan

Cizelge 4.5. P. aeruginosa’da Proteaz Zon Caplar1

Zon Cap1
Kloroform- Lavanta (200 pl) 0.85 cm
Kloroform- Kekik (100 ul) 0.75 cm
Etil Asetat- Kekik (100 pl) I.1cm
Etanol- Adacayr (100 pl) 1.4cm
Bitki Ekstrakt:1 Olmayan 1.7cm
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Sekil 4.9. P. aeruginosa’da a) lavanta bitkisinin kloroform ekstraktinin b) kekik
bitkisinin kloroform ekstraktinin c) kekik bitkisinin etil asetat ekstraktinin d) adagay1
bitkisinin etanol ekstraktinin e) bitki ekstrakti olmayan besiyerinde protez tiretimi
iizerine etkisinin testi
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5. TARTISMA VE SONUC

Bir¢ok mikroorganizma tiirii sosyal bir davranis sergilemektedir. Uretmis olduklar1
sinyal molekiilleri aracilig1 ile birbirleri ile iletisim kurmakta, belirli bir gogunluga
ulasip ulagsmadiklarini izlemekte ve yeter ¢ogunluga ulastiklar1 anda da viriilens
faktorlerinin sentezi gibi kritik gen ekspresyonlarini tetiklemektedir. Boylelikle,
konagin bagisiklik sistemini zamanindan Once uyarmayarak basarili bir enfeksiyon

siirecini olusturmaktadir (Saragli, 2006).

Insanlarda farkl tipte pek cok enfeksiyona neden olan P. aeruginosa’nm viriilens
mekanizmas1 da sinyal molekiillerinin tiretimi dogrultusunda cevreyi algilama
sistemi tarafindan kontrol edilmektedir. Bu nedenle P. aeruginosa suslarinda bu
sinyal molekiillerinin iiretimi viriilens faktorlerinin tiretilmesi yani patojenitenin

olusturulmasi agisindan dnem tagimaktadir (Ulusoy, 2007).

Ote yandan, ¢evreyi algilama molekiilleri araciligi ile gerceklestirilen iletisimin
bozulmast durumunda ise mikroorganizmalarin koordineli davranamayacaklar1 ve
basarili bir enfeksiyon siireci ortaya koyamayacaklari agiktir. Bu agidan bakildiginda,
cevreyi algilama caligmalarinin yeni ve Onemli bir antibiyoterapi alanit oldugu

goriilmektedir.

Cevreyi algilama sistemini engelleyici bilesenlerin ilk 6rnegi olan D. pulchra’dan
elde edilen halojenlenmis furanonlardir. Son zamanlarda bakteriyel cevreyi
algilamay1 engelleyen bilesenleri iiretebilen vanilya, L-canavanine, sarimsak, bezelye

tohumu gibi bitkilerle inhibisyon kanitlanmistir (Saracly, 2006).

Son zamanlarda lzerinde c¢alisilan ve c¢evreyi algilama sistemiyle diizenlenen
davranislari, bitkilerden elde edilen dogal inhibitorlerle engelleme amaciyla
basladigimiz ¢alismamizda kullandigimiz 13 bitkiden elde edilen 39 ekstraktin 4
tanesi indikator suslarda ¢evreyi algilamayi engelleyici bir davranig gostermistir. Bu
nedenle bu 4 ekstrakt (kekik bitkisinin kloroform ekstrakti, lavanta bitkisinin
kloroform ekstrakti, adagay1 bitkisinin etanol esktrakti ve kekik bitkisnin etil asetat

ekstrakt1) 6nemli bir insan patojeni olan P. aeruginosa’da ¢evreyi algilama ile kontol
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edilen davranislar1 engelleyip engellemedigi kuyucuk metoduyla gosterilmistir.
Yapilan calismalar sonucunda P. aeruginosa’da cevreyi algilama ile diizenlenen
kayma hareketi, elastaz aktivitesi, proteaz ve ramnolipid {iiretimini etkiledigi

bulunmustur.

Buna gore kayma testinde, kekik bitkisinin kloroform ekstrakti, lavanta bitkisinin
kloroform ekstrakti, adagay1 bitkisinin etanol esktrakti ve kekik bitkisnin etil asetat
ekstrakti eklendigi besiyerlerindeki bakterilerin kayma hareketi, bitki ekstrakti
eklenmeyen PAO1’e gore ¢cok daha kiiclik bir zon ¢apinda 6l¢iilmiistiir.

Proteaz testinde yine kekik bitkisinin kloroform ekstrakti, lavanta bitkisinin
kloroform ekstrakti, adagay1 bitkisinin etanol esktrakti ve kekik bitkisnin etil asetat
ekstraktinin eklendigi besiyerlerindeki bakterilerin proteaz iiretimi bitki ekstrakti

eklenmeyen PAO1’e gore ¢cok daha kii¢iik bir zon ¢apinda ol¢iilmiistiir.

Cevreyi algilama sistemi, besin kaynaklarmin kisitli oldugu durumlarda ramnolipid
dretimini uyararak, besin kaynaklarinin bulundugu ortamlara dogru bakterinin
hareketine imkan saglar (Ulusoy, 2007). Ramnolipid testinde kekik bitkisinin
kloroform ekstrakti, lavanta bitkisinin kloroform ekstrakti, adagay1 bitkisinin etanol
esktrakti ve kekik bitkisnin etil asetat ekstraktinin eklendigi besiyerlerindeki
bakterilerin ramnolipid iiretimi bitki ekstrakti eklenmeyen PAO1’e gore ¢ok daha

kii¢iik bir zon ¢apinda Olclilmiistiir.

Elastaz aktivitesi a¢isindan P. aeruginosa’da denedigimiz 4 bitki ekstrakti olan kekik
bitkisinin kloroform ekstrakti, lavanta bitkisinin kloroform ekstrakti, adagay1
bitkisinin etanol esktrakt: ve kekik bitkisnin etil asetat ekstrakti analiz edilmistir.
ECR (elastin congo red assay) uygulanarak analiz gerceklestirilmis ve PAO1 kontrol

susuyla karsilastirildiginda daha az aktiviteye sahip olduklar1 gosterilmistir.
Antibiyotik direnci ¢ok fazla olan P. aeruginosa ve bunun gibi patojenitesi yiiksek

bakterilerin, cevreyi algilama ile diizenledigi viriilens faktorlerini, antibiyotik yerine

tibbi 6neme sahip olan dogal 6zlerle engellemek daha umut verici bir yaklagimdir.
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Simdiye kadar yapilan bazi calismalarla P. aeruginosa’da ve diger bazi onemli
patojen bakterilerde c¢evreyi algilama sistemini bloke eden bazi maddeler
tanimlanmistir. Ancak bu maddelerin konaga karsi toksik olmasi veya konak
tarafindan tolere edilemeyecek konsantrasyonlarda etkili olmalar1 sebebiyle tedavide
kullanilmalar1 miimkiin degildir. Tanimlanmis ¢evreyi algilama sistemini engelleyici
bilesenlerin ¢ogu insan kullanimina uygun degildir. Toksisite ve canli igindeki etki
testleri potansiyel adaylar1 azaltmistir. Ornegin; halojenlenmis furanonlar son derece
toksik ve reaktif olmalar1 sebebiyle endiistride, tipta ve tarimda kullanimlar1 miimkiin

degildir (Saracl, 2006).

Baz1 furonon bilesiklerinin gokkusagi alabaliginda oldiiriicii etkisinin oldugu
gosterilmistir. Bu yiizden zehirli olmayan yeni ¢evreyi algilama engelleyicilerinin
tanimlanmasina ihtiya¢ vardir. Bundan dolayi, insan, hayvan ve bitki hastaliklarinin
kontrolii icin dogal olan bitkilerin kullanilmas1 yeni bir hedeftir (Bosgelmez-Tinaz

vd., 2006).

Ayrica bakterilerde antibiyotiklere karsi direng mekanizmasinin olmasi bdyle bitki
Ozleriyle yapilmis olan calismalarin Oonemini bir kat daha arttwrmaktadir. Ciinkii,
bitkilerden elde edilen AHL analoglariyla yapilan bakteriyel iremenin veya sinyal
alimmin engellenmesine karsi bakteride bir direng gelisimi s6z konusu degildir.

Antibiyotik olmayan bu engelleyicilerin tanimlanmasi, bitkiler ve hayvanlar gibi

insanlarda da bakteriyel hastaliklarin tedavisi i¢in, bize yeni firsatlar sunabilir.

Ozet olarak tez galismamizda kullandigimiz 39 ekstraktin 4 tanesi P. aeruginosa gibi
cok Onemli bir insan patojeninde inhibisyon gostermistir. Kaynak arastirmasinda,
kullandigimiz bu bitki ekstraktlarinin inhibisyonunun daha once belirlenmemis

olmas1 mevcut bilgilere katki agisindan 6nem tasimaktadir.
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