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OZET

Doktora Tezi

CEVREYI ALGILAMA (QUORUM SENSING) INHIBITORU OLARAK
TASARLANAN MOLEKULLERIN ETKIiLERI UZERINE CALISMALAR

Ebru ONEM

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Danisman: Yrd. Do¢. Dr. Seyhan ULUSOY

Hiicre-hiicre iletisim ile popiilasyon yogunluguna bagh iletisim mekanizmasi ¢evreyi
algilama sistemi olarak adlandirilmakta ve pek cok bakteri cinsinde goriilmektedir.
Bakteriler arasindaki bu iletisimin temeli, bakterilerin bulunduklar1 ortama otouyarici
(AI) sinyal molekiilii olarak adlandirilan bir takim maddeleri sentezlemeleri ve
sentezlenen bu maddelerin yogunlugu ile ortamdaki popiilasyon yogunluklarin
algilayabilmeleri ve bunun neticesinde de sinyal molekiillerinin 6zel genlerin
ekspresyonun da rol oynamasina dayanmaktadir. Bakteriler bu sekliyle yiizlerce
davranis sergilemekte fakat bunlar igerisinde en 6nemli olan1 enfeksiyon hastaliklarin
kaynagi olan viriilens faktorlerinin bu sistem aracilig1 ile sentezidir.

Bakterilerde ¢ok fazla sinyal molekiilii tanimlanmis olup Gram negatif bakterilerde
yaygin olarak a¢il homoserin lakton sinyal molekiilii adi verilen molekiiller
goriilmektedir. Firsat¢1 bir patojen olan P. aeruginosa’da gevreyi algilama sistemini,
virlilens faktorleri tiretmek, biyofilm olusumunu saglamak, kayma hareketi yapmak
gibi hastaliklarin patogenezinde 6nemli rolii olan olaylarin diizenlenmesinde kullanir.
Cevreyi algilama sistemini viriilens faktorlerinin regiilasyonundan sorumlu olmasinin
kesfinden sonra bu sistemin inhibisyonu saglanarak bakterilerle miicadelede yeni
tedavi stratejileri olarak diisiiniilebilnektedir.

Bu amagla ¢evreyi algilama siteminde onemli rolii olan ag¢il homoserin lakton
molekiillerinin analoglar1 sistemin inhibisyonu iizerine denenmektedir. Bu ¢alismada
cevreyi algilama sistemi inhibitdr aday1 olarak tasarlanip sentezlenen benzimidazol
tiirevi molekiillerin (U65, U77, U92) viriilens faktorleri piyosiyanin, elastaz, proteaz
iiretimi, kayma hareketi iizerine etkisi ile biyofilm olusumu {izerine inhibitor etkileri
aragtirllmistir. Bu amagcla ¢alisma kapsamina P. aeruginosa PAO1 ve farkli viicut
dokularindan izole edilen dokuz adet klinik izolat dahil edilmistir. Cevreyi algilama
sistemi inhibitdr aday olarak tasarlanan molekiillerin inhibitor etkileri biyomonitdr
sus olan QSIS1 ve C. violaceum 026, C. violaceum VIRO07 suslar1 kullanilarak tespit
edilmistir. Inhibitér etkileri tespit edilen molekiillerin viriilens faktrleri kayma
hareketi ve biyofilm olusumu {izerine inhibitor etkileri arastirilmis ve sonucta ¢evreyi
algilama sistemi inhibitdr aday1 olarak sentezlenen benzimidazol tiirevi molekiillerin
(Ue65, U77, U92) viriilens faktorleri ilizerinde onemli inhbit6r etkilerinin oldugu
goriilmiistiir. Ozellikle P. aeruginosa PAO1 susunda biyofilm ve kayma hareketi
tizerine % 56- % 74 arasinda degisen inhibisyon oranlar1 gézlenmistir.

il



Anahtar Kelimeler: Cevreyi Algilama, N-Agil homoserin lakton, Pseudomonas
aeruginosa, viriilens faktorleri.

2013, 103 sayfa
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ABSTRACT

Ph. D. Thesis

STUDIES ON EFFECTS OF NOVEL QUORUM SENSING INHIBITORY
MOLECULES

Ebru ONEM

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

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Seyhan ULUSOY

Density-dependent cell-cell communication, or quorum sensing (QS), has been
demonstrated in numerous species of bacteria. And bacteria communicate with each
other within their vicinity using chemical signalling molecules which are known as
autoinducers (Al). Quorum sensing relies on these autoinducers to control gene
expression in response to changes in bacterial cell density. Several signalling
molecules have been identified and the most common type in most Gram negative
bacteria are the N-acylhomoserine lactones (AHLs). Quorum sensing signal
molecules are also emerging as multifunctional molecules that influence life,
significantly the outcome of host pathogen interactions. In the opportunistic pathogen
Pseuodomonas aeruginosa also use quorum sensing systems. In Pseuodomonas
aeruginosa quorum sensing systems plays a very important role in the regulation of
biofilm formation, virulence factors, conjugation and swarming mobility. The
discovery of quorum sensing systems regulating bacterial virulence has afforded a
novel opportunity to control infections without interfering with growth.

In this purposes new AHL analogs synthesis and investigated for inhibition of
quorum sensing. In this study we investigated inhibitor effect of several novel
benzimidazole molecules named U65, U77 and U92 on some virulence factors
elastase, pyocyanin, protease, swarming motility and biofilm formation in P.
aeruginosa PAO1 and 9 clinical P. aeruginosa isolates. U65, U77 and U92 screened
for anti-quorum sensing activity using a biomonitor strain, QSIS1(Quorum Sensing
Selector Strain 1) and Chromobacterium violaceum CV026, Chromobacterium
violaceum VIRO07. All of them showed anti-QS activity and the inhibitory effect of
U65, U77 and U92 on production of elastase, protease, pyocyanin, swarming motility
and biofilm formation has been observed. Conclusion novel benzimidazole
molecules inhibited especially swarming motility and biofilm formation on P.
aeruginosa PAO1 strain between % 56- %74.

Keywords: Quorum sensing, N-acyl-homoserine lactone, Pseudomonas aeruginosa,
virulence factors.

2013, 103 pages
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1. GIRIS

Bakteriler yeryliziinde yasamakta olan en eski canli grubudur ve milyarlarca yildan
beri de yasamlarini siirdiirmektedirler. Tek hiicreden olusurlar ve kisisel 6zelliklerini
kodlamak i¢in oldukca az sayida gene ve genetik bilgiye sahiptirler. Cok hiicreli
organizmalarda goriilen hiicreler arasi sinyallerin aligverisi, karmasik sinyal
yollarinin olmas1 ¢ok hiicreli organizmalar1 tek hiicreli organizmalardan ayiran
onemli bir 6zellik iken bakterilerin de kendi aralarinda iletisim kurabildiklerinin
kesfi bu basit oldugu diisiiniilen organizmalara karst genel goriisiin degismesine

sebep olmustur.

Bakteriler arasindaki bu iletisimin temeli, bakterilerin bulunduklar1 ortama sinyal
molekiilii olarak adlandirilan bir takim maddeleri sentezlemeleri ve sentezlenen bu
maddelerin yogunlugu ile ortamdaki popiilasyon yogunluklarini algilayabilmeleri ve
bunun neticesinde de sinyal molekiillerinin 6zel genlerin ekspresyonun da rol
oynamasina dayanmaktadir (Lerat, 2004). Bakterilerde bu sekliyle yiizlerce kollektif
davranis mevcuttur, fakat bunlar icerisinde en O6nemli olani viriilens faktorlerinin

sentezidir (Henke ve Bassler, 2004).

Bir¢ok mikroorganizma tarfindan kullanilan bu sistem ‘Cevreyi Algilama’ (Quorum
Sensing) olarak adlandirilmaktadir. Bunun yan1 sira ‘Yogunlugu Algilama’, “Yeter
Cogunlugu Algilama”, gibi ifadeler de kullanilmaktadir. Bakteriler ortamdaki sinyal
molekiillerinin yogunlugunu olcerek aslinda ¢evrelerindeki popiilasyon yogunlugu
hakkinda bilgi edinmis olmakta ve buna bagli olarak da popiilasyon diizeyinde gen

ekspresyonu kontrolii gerceklestirilmektedir.

Bu sistemde iiretilen sinyal molekiilleri otouyarici (autoinducer, Al) olarak
adlandirilmaktadir. Bakterilerdeki sinyal molekiilleri Gram negatif bakterilerde N-
acil homoserin lakton (AHL) molekiilleridir. Gram pozitif bakterilerde ise homoserin
lakton molekiilleri yerine hiicreler arasi iletisim kiiclik peptit molekiilleri ile

saglanmaktadir (Bassler, 1999) .



Tirler arasi iletisimde ise otoindiikleyici-2 (AI-2) denilen furanosil borat diester
molekiilleri salgilanir ve bu molekiiller hem Gram negatif hem de Gram pozitif

bakterilerde iletisimde 6nemli bir yere sahiptir (Yu vd., 2012).

Cevreyi algilama sistemi ile ilgili ortaya atilan ilk goriisler 45-50 yil Oncesine
dayanmaktadir. O donemler yayinlanan iki makaleden birincisinde Gram pozitif
Streptococcus pneumoniae’ nin bazi kimyasal sinyaller kullanarak koordineli olarak
hareket ettigi iddia edilmistir. Ikinci ¢alismada ise deniz vibriosu olan Gram negatif
Vibrio fischeri’nin aynmi sekilde bazi sinyal molekiilleri araciligi ile koordineli

davranarak biyoisima gercgeklestirdigi tanimlanmistir (Fuqua ve Greenberg, 2008).

Bundan sonra yapilan en detayli ve ¢evreyi algilama sisteminin ayrintili olarak
aciklandig1 ¢alisma serbest yasayan Gram negatif V. fischeri ve Vibrio harveyi
bakterileri iizerinde gergeklestirilmistir. Denizde biyoliiminesans (151ma) bakterisi V.
fischeri sivi kiiltiirlerde yetistirilmis, bu kiiltiirlerde 151k olusumunun yalnizca
ortamdaki bakteri sayisinin ¢ok fazla oldugu yogunluklarda meydana geldigi
gozlemlenmistir (Greenberg, 1997). Bu calisma, bugiin diger cevreyi algilama
sistemlerine 6rnek teskil eden, V. fischeri’deki ¢evreyi algilama mekanizmasinin esas
modelini ortaya c¢ikarmistir. Ayrica bu calismada otouyarici olan homoserin lakton
tiirevi N-3-okzo-hekzanoil-L-homoserin lakton bulunmustur. Bunun devaminda 1983
yilinda sinyal iiretimi i¢in gerekli enzim, sinyal reseptorii ve lux geni tek bir DNA
fragmentinden izole edilmistir. 1990’larin basinda ise lux geninin, sinyal reseptoriin
ve acil homoserin lakton molekiillerinin homologlar1 kesfedilmistir (Fuqua vd.,

1994).

Bunu takip eden yillarda, acil homoserin lakton (AHL)’ye baglh cevreyi algilama
mekanizmalarinin sadece V. fischeri ve V. harvei gibi deniz bakterileriyle sinirli
olmadig1 proteobakterilerle sinirli bircok bakteri tiiriinde bu molekiillerin bilinen 50

den fazla 6rneginin var oldugu ortaya konmustur (Gray ve Garey, 2001).

1990 larin baslarinda bir grup arastirmaci karbapenem antibiyotiklerini iiretemeyen
Erwinia carotovora mutantlarda eksik genlerin tespiti {lizerine ¢aligmis, iizerinde
calistiklart mutant gruplardan antibiyotik iiretemezken, ikinci bir mutant grubuyla

birlikte besi ortamina bu antibiyotigi iiretebildiklerini goérmiislerdir. Arastirmalar



sonunda ikinci gruptaki mutantlarin birinci grupta antibiyotik sentezini tetikleyen bir
“sinyal molekiilii” sentezledigini anlamislardir. Calismada ilging olan mutant
bakteride goriilen sinyal molekiiliiniin V. fischeri’de 151k olusumunu tetiklemek igin
kullanilan sinyal molekiilii ile ayni olmasit olup bu g¢alisma ¢evreyi algilama

sisteminin farkli bir yoniiniin ortaya ¢ikmasini saglamistir (Bainton vd., 1992).

Daha sonraki c¢aligmalarda firsatgr bir insan patojeni olan Pseudomonas
aeruginosa’nin da c¢evreyi algilama sistemini kullandig1 ortaya ¢ikmistir (Gambello
ve Iglewski., 1991). P. aeruginosa da ortaya ¢ikarilan sistemin biyoisima degil
virlilens faktorlerinde sorumlu oldugu da anlasilmistir. Bu ¢alismada ayrica énemli
bir viriilans faktor olan “elastaz”in lretiminin gerceklestii ve genin

indiiklenmesinde rol oynayan AHL nin 3-okso-C12-HSL oldugu ortaya konmustur.

Daha sonra bu konu iizerine artan ¢alismalarla ¢ok fazla sayidaki ¢evreyi algilama
sistemi, farkli organizmalarda birer birer tanimlanmaya baslanmistir. Yine bu
tarihlerde ramnolipid, hemolisin ve diger bazi virlilans faktorlerinin sentezini
diizenleyen ikinci bir ¢evreyi algilama sisteminin varligi ve bu sistemin C4-HSL

tiretiminden sorumlu oldugunu gosterilmistir (Winson vd., 1995).

Bakteri kokenli enfeksiyonlarda enfeksiyona neden olan viriilens faktorlerinin
cevreyi algilama sistemi tarafindan kontrol ediliyor olmasi, ¢aligmalart bu sistemin
inhibisyonu iizerine yogunlastirmistir. Bu amagla sistemi inhibisyonu iizerine ¢ok
fazla sayida bitki ve sentetik molekiil taranmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda AHL
molekiiliiniin analogu olarak tasarlanan ve sentezlenen bazi molekiillerin firsat¢i bir
patojen olan P. aeruginosa’da kontrolii ¢evreyi algilama sistemi tarafindan
gerceklesen viriilens faktorlerinin {iretimi iizerine inibisyon etkileri arastirilmis ve ilk
kez sentezlenip etkisi arastirilan bu molekiillerin ¢evreyi algilama sistemi inhibisyon

calismalarina 6nemli katkilar saglamasi amaglanmstir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Cevreyi Algillama (Quorum Sensing) Sistemi ve Bu Sistemi Kullanan

Bakteri Tiirleri

Birgok Gram pozitif ve negatif bakteri ve mantarlar birbirleri ile farkli sinyal
molekiilleri araciligiyla iletisim kurmaktadir. Bu sinyal molekiillerini iiretmekle
birlikte, —mikroorganizmalar bu  molekiillerin  konsantrasyonunu  dlgerek
cevrelerindeki mikrobiyal toplulugun miktar1 hakkinda da bilgi sahibi olmaktadir.
Boylece iyi koordine olmus bir davranis sergilemekte, konagin immiin yanitindan
kacabilmek i¢in viriilans faktorlerini regiile etmekte ve basarili bir enfeksiyon siireci

gelistirmektedir.

Farkl1 bakteri tiirlerinde, ¢evreyi algilama ile diizenlenen bazi olaylar 151k yayma
(biyoliiminesense), biyofilm olusumu, antibiyotik biyosentezi, konjugasyon ve
viriilans faktorlerinin iiretimi olarak siralanabilir (Bandara, 2006). Uzerinde en ¢ok
arastirma yapilan c¢evreyi algilama sisteminin ilk goriildiigii bakteri tiirii olan V.
fischeri, iizerinde ¢ok fazla arastirma yapilmis olmasindan dolay1r mekanizmasi en iyi
anlagilan tiir olup, model organizma olarak kullanilmaktadir. P. aeruginosa ise
virillans faktorleri iiretmesi ve insanda firsatgr bir patojen olmasindan dolay1
tizerinde yine cok fazla arastirma yapilan bir organizma olup Ozellikle bu
mekanizmanin bakterideki inhibisyonu tipta hastaliklarin tedavisinde biiyiik 6nem

tasimaktadir.

Cevreyi algilama sistemi sinyal molekiilleri Gram-negatif bakterilerde agil
homoserin lakton (AHL), Gram-pozitif bakterilerde kiigiik peptitler ve her iki grupta
bulunabilen “autoinducer-2” (Al-2) olarak adlandirilan ¢esitli gruplardan

olusmaktadir.

Sentezlenen bu molekiiller hiicrenin digina salgilanarak burada birikirler ve pasif
difiizyon, atim pompalar1 ya da 6zgiin tasiyicilar aracilig ile zardan gecis gosterirler.
Yeterli miktarda sinyal biriktiginde ilgili genlerin ekspresyonu uyarilmakta ve bazi
tiriinler ortaya ¢ikmaktadir (Hentzer ve Givskov, 2003., Lazazzera ve Grossman,

1998). Cevreyi algilama sistem molekiillerini hiicresel metabolitlerden ayiran temel



Ozelliklerin basinda; 6zel kosullar altinda salinmalari, hiicre disinda birikmeleri ve
0zglin reseptorlerce taninmalari, molekiil miktar1 belli bir esigi astiginda planlanmis
bir yanitin ortaya ¢ikmasi olarak siralanabilir. Bazi cevreyi algilama sistem
molekiilleri bir tiir ya da susa 6zgii iken bazi molekiiller birden fazla bakteriden
salinabilmekte ve bazen de ayni sinyal molekiilii iki fakli bakteri tarafindan
kullanildigr  i¢in  birbirlerinin ~ virulans  faktorlerinin  sentezine  yardimci

olabilmektedirler.

Gram negatif bakterilerde agil homoserin lakton sinyal molekiilleri araciligi ile
gerceklestirilen ¢evreyi algilama sistemi, bu sistemin ilk kesfedildigi V. fisheri’ deki
sekliyle tiim Gram negatif bakterilerde LuxI/LuxR Sistemi olarak adlandirilmaktadir.
Sistemi kullanan bir¢ok Gram negatif bakteri tlirinde LuxI/LuxR homologlari
bulunmakta olup ve sistem son {irlinii 1s51ma olmayip Ornegin P. aeruginosa da

oldugu gibi viriilens faktorlerinin iiretimi olabilmektedir (Bassler, 1999).

Gram pozitif bakteriler hiicre-hiicre iletisimlerinde Gram negatif bakterilerden farkli
olarak oligopeptitleri kullanmakta ve sistem Oligopeptit Sistemi olarak

isimlendirilebilmektedir.

Bakterilerde ¢evreyi algilama sistemi olarak goriilen {iglincii tip sistem hem Gram
pozitif hem de Gram negatif bakterilerde goriiliip, ‘Hibrit Sistem’ olarak

adlandirilmaktadir (Bassler, 1999).

2.2. Gram Negatif Bakterilerde Goriilen AHL Aracili (LuxI/LuxR Tipi) Cevreyi

Algilama Sistemi

AHL aracili ¢evreyi algilama sistemi proteobakterlerin a, 8 y alt sinifina ait pek ¢ok
Gram negatif bakteride goriilmektedir. Agrobacterium, Aeromonas, Burkholderia,
Chromobacterium, Citrobacter, Enterobacter, Erwinia, Hafnia, Nitrosomonas,
Obesumbacterium, Pantoea, Pseudomonas, Rahnella, Ralstonia, Rhodobacter,
Rhizobium, Serratia, Vibrio, Xenorhabdus ve Yersinia bu sistemin goriildiigii bazi

bakteri cinsleridir (Hentzer ve Givskov, 2003).



V. fisheri ve V. harveyi serbest yasayan iki deniz mikroorganizmasi olup, ¢evreyi
algilama sistemi iizerinde yapilan ¢alismalarda ve bu sistemin karakterize

edilmesinde kullanilan ilk bakteri 6rnekleridir (Sekil 2.1).

ASM Microbelibrary.org © MNealson

Sekil 2. 1. Kiiltiire edilen Vibrio fischeri suslari (http 1)

Lux sisteminin ve organizasyonunun tanimlanmasimnin temeli 9 kb lik DNA
pargasinin V. fischeri’den E. coli’ye aktarilmasi ile baglamistir. Sonug¢ 1s1manin V.
fischeri’de goriilen sekliyle gergeklesmesi olmus ve hem gen ekspresyon
mekanizmasi hem de V. fischeri’de lux geninin polisistronik iletimin yapisi tam

olarak karakterize edilmistir.

Bazi1 okaryotik canlilar bakterilerle simbiyotik bir yasam gosterirler. Bunlardan bir
tanesi miirekkep baligi Euprymna scolopes ile V. fischeri birlikteligidir. Miirekkep
baligi dogduktan kisa bir siire sonra cevredeki bakterileri toplar. Baligin 11k
organina yerlesen bakteriler geceleri balik avlanirken 1s1ma yapar ve balik ayisigi
yansimasi gibi goriinerek predetorlerine karsi kendini korur (Sekil 2. 2). Bakterilerde
151k organindaki besinlerle beslenir. Sabah oldugunda miirekkep balig1 viicudundaki
bakterilerin % 95 ini atar ve kuma gomiilerek dinlenmeye ¢ekilir. Atilan bakteriler
yavru mirekkep baliklar1 tarafindan toplanir. Yetiskin miirekkep baliginin

viicudunda kalan bakteriler ise geceyarisina kadar tekrar ¢cogalirlar.



Normalde deniz suyunun mililitresinde 100'den daha az sayida olan bu bakterinin
serbest yasarken 151ma (biyolliminesans) yapamamalari, ancak bazi deniz baliklar1 ve
miirekkep baliklarinin 151k organlarinda yiiksek konsantrasyonda olduklart zaman

cevreye 151k yaymaya baslamalart dikkatleri gekmistir.

Sekil 2. 2. Biyoisima goriilen miirekkep balig: (http 2)

Bu olayla ilgili ilk agiklamalar, kiiltlir ortaminin bir 151ma inhibitérii icerdigi ve bu
inhibitoriin bakteriler tarafindan ¢ok fazla sayiya ulagilarak ortamdan uzaklastirildigi
seklindeydi (Kempner ve Hanson, 1968). Ortamdaki bakteriler baslangicta ilgili
maddelere maruz birakilarak yetistirildiginde, 1s1ma olaymin diisiik hiicre
yogunlugunda bile indiiklendigi i¢in bu aciklama 6ne siiriilmiistiir. Fakat daha sonra
1s1ma olayinin bir inhibitér maddenin ortamdan uzaklagtirilmasi yoluyla degil de bir
aktivator molekiiliin (=otoinducer) birikerek artmasi sonucu meydana geldigi

goriilmiistiir (Nealson vd., 1970; Eberhard, 1972).

Cevreyi algilama sistemi kisaca ifade edilecek olunursa dort farkli komponentin
sirkiilasyonu 1ile gerceklesir. AHL sinyal molekiilii, LuxI tip sentaz, LuxR tip
reseptOr ve hedef gen (Hentzer ve Givskov, 2003).

Ik kez V. fisheri de aydimlatilan sisteme gore luxl operonu, 11k iiretimi icin luxl
genini takip eden bes gen (luxXCDABE) ve bunlara ilave olarak fonksiyonu tam olarak

bilinmeyen luxG genini igerir (Sekil 2.3).

Bu sistemde luxC, luxD ve luxE genleri, 151k iiretiminden sorumlu lusiferaz enzimi

icin uzun zincir yag asiti tetradekanoik asiti, yag aldehit substrata doniistiiren asit



rediiktaz enzimini kodlar. luxA ve luxB ise lusiferazin a, B alt tinitelerini kodlar. luxI
geni ise cevreyi algilama sistemi sinyal molekiilii 3-o0xo-C6 HSL (OHHL)’nin
tiretiminden sorumlu olan enzimi (Al-otoindiikleyici agil homoserin lakton sentaz)
kodlar. luxR geni ise, AHL transkripsiyonunu kontrol eden bir regiilatorii kodlar

(Fuqua ve Greenberg, 2002).

Diisiik hiicre yogunlugunda luxl bazal seviyede transkrip edilir ve OHHL yavas
yavas artmaya baslar ve yeterli konsantarsyona ulasincaya kadar devam eder (Steven
vd.,1994). Daha sonra AHL, LuxR proteini ile birlesir ve olusan bu kompleks
luxICDABEG operonunun transkripisiyonunu giiglii sekilde stimiile eden, lux kutusu
olarak da bilinen luxl in upstream bdolgesindeki lux promotoruna baglanir (Stevens
vd., 1994; Devin vd., 1989,). Bu durum biyoisimanin baglamasina sebep olur ve luxI
geninin daha fazla ekspresyonu ve da fazla OHHL sentezine bagli olarak igimanin

arttig1 pozitif bir geri beslemeyle sonuglanir.

V. harveyi, V. fisheri' ve diger gram negatif bakterilerden farkli olarak iki farkli
otoindiikleyiciye (Al-1ve Al-2) sahiptir. Bunlardan birisi N-a¢il-HSL, digeri ise 3-
hidroksi- C4-HSL (HBHL )'dir (Lilley ve Bassler, 2000).

<R \ C D || A ll B E G>

Biyoisima Uretim Geni

L Otoindiikleyici Sentaz Geni

| Transkripsiyonel Aktivatér Gen

Sekil 2. 3. V. fischeri lux Operonu (Fuqua ve Greenberg, 2002)



2.2.1. LuxI/LuxR Tipi Cevreyi Algilama Sistemi Goriilen Gram Negatif Bakteri

Tiirleri

2.2.1.2. Agrobacterium tumefaciens’te Cevreyi Algilama

Agrobacterium tumefaciens, toprakta dogal olarak yasayan gram negatif bir bakteri
olup, ozellikle dikotiledonlarin biiylikk c¢ogunlugunda yaralanmis dokulardan
organizmaya girerek ta¢ timorii olusturan bir bitki patojenidir (Piper ve Farrand,

2000).

Hastalik bakterinin sahip oldugu onkogenik DNA’ nin konagin c¢ekirdegine
aktarilmasi ile gergeklesir. A. tumefaciens viriilansa sebep olan en 6nemli etken
biiyiik bir plazmit olan ve Ti plazmit olarak adlandirilan plazmittir (Piper, vd.,1999).
Onkogenik DNA Ti plazmitte yer alir ve bitkiye transfer edilerek bitki genomuna
entegre olur. Iste bu Ti plazmitin konjugal transferi transkrisiyonel aktivatdr protein
TraR ve ona bagl sinyal molekiilii (Agrobacterium otoindiikleyici) AAI; N-(3-oxo-

oktanol)-L-homoserin lakton tarafindan diizenlenir (Piper ve Farrand, 2000).

Ti plazmitin otoindiiksiyon ile transferi olduk¢a karmasik bir sistem olup bu transfer
ikinci bir sistem tarafindan da diizenlenmektedir. ikinci sistemde konjugal opin adi
verilen kiiciik karbon molekiilleri rol oynamakta ve bu molekiiller traR geninin
eksperesyonunu saglamaktadir (Farrand, 1998). Bu sistemde oncelikle bakteri Ti
plazmit ile bitkiyi enfekte etmekte, daha sonra bitki hiicreleri opinleri liretmekte ve
bu opinler hiicrelerin etrafinda difiize olmakta ve sinyal molekiilleri opinlerin
yogunlugu arttiginda cevap olarak hiicrede eksprese olmaktadir. Daha sonra
otoindiikleyici bu molekiiller TraR proteinine baglanarak kompleks olusturmakta ve

bu kompleks de traR geninin ifade edilmesini saglamaktadir.

2.2.1.3. Chromobacterium violaceum’da Cevreyi Algilama

C. violaceum Gram negatif, fakiiltatif anaerob ve saprofit bir bakteridir ve mor
pigment bakterisi olarak tanimlanmaktadir. C. violaceum dogada yaygin olarak
ozellikle tropikal ve subtropikal alanlarda toprak ve su érneklerinde bulunur. Insanlar

icin patojen degildir (Dur’an ve Rettori, 1998). Fakat hayvanlar ve insanlar igin



bazen firsat¢1 patojen oldugu goriilmektedir. Ozellikle deri lezyonlari, kemik iligi
iltihab1, karaciger ve akciger apseleri gibi hayati septisemilere neden olabilmektedir.
C. violaceum ’un ozellikle bagisikligi baskilanmig hastalarda ciddi enfeksiyonlara

neden oldugu goriilmiistiir (Midani ve Rathore, 1998).

C. violaceum tarafindan iiretilen mor renkli pigment viyolasin pigmenti olup tiretimi
cevreyi algilama mekanizmasi kontrolii altinda gergeklesmektedir. (McClean vd.,

1997).

C. violaceum {izerine yapilan ¢alismalarda bakteri genomunda cvil ve cviR genleri
tanimlanmustir. V. fischeri’deki biyoisima kontroliindeki kimyasallarla fonksiyonel
ve yapisal olarak ayni olan regiilator protein ve HHL sentaz cvil ve cviR genleri
tarafindan kodlanir. C.violaceum’un iiremesi sabit faza yakin oldugunda, cvil geni
aktive olarak HHL birikimine sebep olur. Sinyal molekiilii cViR operatoriinii baglar
ve ekspresyonu indiikler. CviR genin aktif olmasi, viyolasin biyosentez operonunun
transkripsiyonel regiilatdr kismina baglanmasini saglar. Pigment iiretimi artar. Ayrica
CviR, kitinaz ve ekzoproteaz gibi, C. violaceum’daki diger bazi1 genlerin

ekspresyonunu stimiile etme kabiliyetindedir (Chernin vd., 1998).

2.2.1.4. Erwinia carotovora’da Cevreyi Algilama

E. carotovora firsat¢1 bir bitki patojeni olup bazi bitki tiirlerinde yumusak kok
hastaligina sebep olmaktadir. Bir¢ok onemli bitkide ozellikle de patates, havug,
salatalik, sogan gibi bitkilerde hastalik yaptig1 i¢in ekonomik anlamda onemlidir.
Patojenitesi trettigi fakli ekzoenzimlerin (pectate lisis, pektin lisis, celiilaz, proteaz)
bitki dokularima hasar vermesi ile ger¢eklesmektedir. Hastalik etmeni olan
ekzoenzimlerin iretilmesini kontrol eden genlerin regiilasyonu ortamdaki
popiilasyon yogunlugu ile kontrol edilmektedir. Cevreyi algilama sistemi LuxR/I
homologu Expl ve ExpR nin OHHL sentezinde sorumlu olmast ile

gerceklesmektedir (Tinaz, 2003).

Tarimsal 6nemi disinda bazi Ecc suslarinin beta laktam atibiyotiklerinde karbapenem
tirettigi goriilmistiir. Yapilan bir¢ok molekiiler genetik analizi sonucu ilk bes genin,

carABCDE, antibiyotik biyosentezi icin gerkli oldugu bulunmustur (McGowan,
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1997). Diger genler carF ve carG karbapenem direncini kodlarken, carH geninin

fonksiyonu bilinmemektedir.

LuxR regiilatorleri gibi CarR fonksiyonu ic¢in feromon sinyallere ihtiya¢ duyar.
Tanimlanan en i1yi feromon N-(3- okzohekzanol)-L-homoserin lakton (OHHL) dur
(McGowan vd., 1995). Bu molekiil V. fisheri’de biyoisimadan sorumlu olan

otoindiikleyici molekiiliin aynisidir.

2.3. Pseudomonas aeruginosa’da Cevreyi Algllama Sistemi ve Bu Sistem

Tarafindan Kontrol Edilen Viriilens Faktorleri

Pseudomonas cinsinde en siklikla izole edilen insan patojeni P. aeruginosa olup,
Staphylococcus aureus ve Escherichia coli’den sonra en sik karsilasilan ve ciddi
enfeksiyonlara neden olan o6nemli bir patojendir. Ozellikle agir seyirli hastane
enfeksiyonlarinda, bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda, kistik fibroz
hastalarinda kronik enfeksiyonlar olusturan firsatgi bir patojendir. P. aeruginosa
kaynakli enfeksiyon hastaliklarin meydana gelisinde Onemli rolii olan viriilens

faktorlerinin salinimi ¢evreyi algilama sistemi kontroliinde ger¢eklesmektedir.

P. aeruginosa’da iki ana ¢evreyi algilama sistemi karakterize edilmistir. Birbirleriyle
hiyerarsik iligkileri olan bu sistemler las ve rhl sistemleri olarak

adlandirilmaktadirlar (Bratu vd; 2006).

2.3.1. las Sistemi

P. aeruginosa’da tanimlanan iki sistemden biri las sistemi olup transkripsiyonel
regiilator protein LasR tarafindan diizenlenir. Sistemin bilesenleri; oto-uyaran sentaz
geni olan lasl, sentaz geninin iiriinii N-(3-oksododekanoil)-L-homoserin lakton (3-
okso- C12-HSL) ve transkripsiyonel aktive edici proteini kodlayan lasR genidir
(Karatuna ve Yagci, 2008, Gambello ve Iglewski, 1991). Las sisteminde LuxI
homologu Lasl N-(3-oksododekanoil)-L-homoserin lakton (OdDHL) sentezini
gerceklestirir.
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LuxR homologu LasR ve (OdDHL) otoindiikleyici molekiiller tarafindan aktive
edilen las sistemi, stafilolitik proteaz (lasA), ekzotoksin A (toxA), alkalin proteaz
(apr), elastaz (lasB), ve otoindiikleyici sentaz (lasl) ekspresyonunu gergeklestirir
(Gambello, vd, 1993).

A - B -
) N\ O O X
)'I\ ,-*"-_- 0 '__,[ - ;D
"0 LA

Sekil 2. 4. A: N-a¢il homoserin laktonunun genel yapisi, B: N-(3-oksododekanoil)-L-
homoserin lakton (OdDHL) (Praneenararat, vd., 2011).

2.3.2. rhl Sistemi

P.aeruginosa da ikinci bir ¢evreyi algilama sisteminin kesfi bu sistemin
diisiiniilenden ¢ok daha karmasik oldugunu gostermistir. rhl cevreyi algilama
sistemini agirlikli olarak N-butanoil-L-homoserin lakton (BHL) ve az miktarda N-
hekzanoyil-L-homoserin lakton (HHL) sentezinden sorumlu RhIR ve Rhll aktivator
proteinleri igerir. rhl sistemi kontroliinde ramnolipid, elastaz, piyosiyanin, siyanid ve

lipaz tiretimi diizenlenir.

Son yillarda yapilan ¢alismalar las ve rhl sistemlerinin etkilesim i¢inde oldugunu
gostermistir. Her iki sistem spesifik olup; sinyal molekiilleri diger sistemin
diizenleyici proteinini uyaramaz. Fakat bunun yaninda sistemler birbirinden tamamen
bagimsiz degildir. LasR/3-okso-C12-HSL kompleksi rhiR ifadesini uyardig i¢in las
sistemi hiyerarsik olarak rhl sisteminin tlizerinde yer alir (Pesci vd., 1997). Ayrica 3-
okso-C12-HSL RhIR’ye baglanabilir ve C4-HSL’nin transkripsiyonel aktive edici
proteinine baglanmasini engelleyebilir (Pesci vd., 1997). Boylece las sistemi rhl
sistemini hem transkripsiyonel seviyede, hem de translasyon sonrasi agamalarda

kontrol ettigi bilinmektedir.
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2.3.4. Pseudomonas aeruginosa’da Viriilens Faktorleri

Pseudomonaslar deri enfeksiyonlarindan sepsise kadar farkli klinik tablolara sebep
olabilen, yiiksek morbidite ve mortalitesi ile Onemli bir insan patojenidir.
Pseudomonaslar oncelikli olarak hastane kaynakli firsatg1 bir patojen olup, saglikli
insanda nadiren hastalik olusturur. Ozellikle hastane ortaminda, bagisik yaniti ve
savunma sistemleri bozulmus insanlarda firsat buldugunda her sistem ve organda

infeksiyon olusturabilme 6zelligine sahiptir.

Pseudomonaslar en sik mekanik ventilasyon destegindeki hastalarda ve kistik
fibrozlu hastalarda, yanik sonrasi gelisen yanik yarasi infeksiyonlarinda notropenik
hastalar ve HIV infeksiyonunu da igeren bagisikligi kirilmis hastalardaki
bakteriyemilerde, diyabetik hastalarda, intravenoz ila¢ kullananlarda ve daha bir¢ok

hastalikta 6nemli rol oynar.

P. aeruginosa infeksiyonu kolonizasyon, invazyon ve sistemik yayilim olmak iizere
lic asamada gelisir. Mikroorganizmanin konakta ¢ogalarak yukarida sozii edilen
basamaklar1 gerceklestirerek hastalik olusturmasi patojenite olarak tanimlanir ve

patojeniteden sorumlu yapilar viriilens faktorleri olarak adlandirilir.

2.3.4.1. Kirpik (Flagella)

Insanlarda hastaliklara neden olan Pseudomonaslar, enfeksiyonun erken sathalarinda
konak canliya tutunma ve dokuda yayilmak i¢in flagellalarmi (kirpik) kullanirlar. P.
aeruginosa’nin yiizeyinde kutupsal yerlesimli filamant6z bir uzanti olup sivi ve kati
besin ortamlarindaki yilizme, titreme ve kayma hareketlerini kirpik ile gerceklestirir.
(Kohler vd., 2000). Ayrica seker gibi ilgi duydugu molekiillere kemotaksisini yine
flagellas1 araciligiyla saglar. Patogenezde oOnemli role sahip olan kirpik P.
aeruginosa’nin  kolonizasyonunun  gergeklesmesinde etkindir ve oldukga

immiinojeniktir (Mahenthiralingam vd., 1994).
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2.3.4.2. Adezinler

P. aeruginosa’nin konak hiicrelerine yapisabilme &zelligi, konagin hasar gormiis
dokularinda hastalik olusturabilmeleri agisindan ¢ok 6nemlidir. P. aeruginosa’nin
piluslar1 ve tutunucu hiicre yiizeyi yapilari (nonpilus adezinler) olmak ftizere iki
protein adezini vardir. Bu yapilar epitellere tutunmadan sorumlu olup ikisinin

tutundugu hiicreler farklilik gésterir (Prince, 1992).

2.3.4.3. Lipopolisakkarit (LPS)

Pseudomonas tarafindan iiretilen diger bir viriilens faktoriidiir. Hidrofobik lipit A,
merkez oligosakkarit ve O polisakkaritten olusur. P. aeruginosa’nin irettigi lipid A
endotoksik iken O polisakkarit immunudominanttir. P. aeruginosa lipopolisakkariti
lipit A, organizmanin biyolojik etkisini diizenler, endotoksin olusumunu saglayarak
sepsise neden olur. Pseudomonas lipopolisakkaritleri biyolojik olarak diger gram
negatif bakteri LPS den daha zayiftir (Tang, vd., 1996).

2.3.4.4. Ekzopolisakkarit (Alginat)

Alginat, Pseudomonas aeruginosa tarafindan iretilen kapsiill benzeri
ekzopolisakkarit bir maddedir. AlgR transkripsiyonel regiilatoriiniin kontroliinde
tiretilen virlilens faktorlerinden bir tanesidir. Alginat iiretimi ile birlikte bakterinin
etrafinda vizk6z bir jel olusur. Alginat iireten bakterilerin olusturdugu koloniler,
alginat liretmeyen kolonilerden parlak (mukoid) goriintiileri ile kolaylikla ayirt edilir

(Cody vd, 2009).

Akcigerlerde bakteriyi saran alginat tabakasi ve bakteri mikrokolonileri bir adezin
gorevi gormekte ve bakterinin fagositozla sindirilmesini Onlemektedir. Bunun
yaninda alginatin, bakterinin enfeksiyon olusturmadaki bir diger rolii ise konagin
savunma sisteminden kagmasina yardim etmesi ve antibiyotiklere kars1 da bakteriyi
korumasidir. Dolayisiyla alginatin viriilans 6zellikleri saldirinin yaninda savunma

olarak da goriilmektedir (Shankar vd, 1995).
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2.3.4.5. Endotoksin

Endotoksin P. aeruginosa i¢in énemli bir hiicre duvar antijenidir. Lipopolisakkarit
yapida olup, arasidonik asid metobolitlerinin {iretimini sitimule ederek ates, sok,
dissemine intravaskiiler koagiilasyon ve metobolik degisikliklerle karakterize septik

sok sendromuna neden olur

2.3.4.6. Ekzotoksin A

P. aeruginosa’nin en onemli virulans faktoridiir. Bir¢ok P. aeruginosa susu
tarafindan sentezlenir. Etkisini difteri toksinine benzer sekilde ADP-ribozil transferaz
ozelligi ile elongasyon faktorii 2’yi (EF-2) ve dolayisiyla protein sentezini inhibe
edip hiicre Oliimiine yol agarak gosterir (Wick,vd.,1990). Ekzotoksin A’nin lokal

doku hasarinda ve bakteriyel invazyonda rolii vardir.

2.3.4.7. Ekzoenzim S-T (ExoS)

P. aeruginosa’da tip-III sitotoksinler olarak bilinen ekstraseliiler toksinler, ExoS,
ExoT, ExoU ve ExoY olup, o6zellikle ExoS, ExoT benzer yap:1 gosterirler ve
bakterilerin yayilmasii ve invazyonunu kolaylastirict etkileri sahiptirler. Viriilansi
yiiksek suslarda giiclii nekrotik etkisi deneysel olarak gosterilmistir (Barbieri ve Sun,

2005).

2.3.4.8. Enterotoksin

Normal gastrointestinal aktivitenin kesintiye ugramasina neden olarak diyareye yol

acar.
2.3.4.9. Sitotoksin (lokosidin)
Lokosit fonksiyonlarin1 bozar, deney hayvanlarinda pulmoner mikrovaskiiler hasar

yaptig1 gosterilmistir. Pseudomonaslar 16kositler ve diger dkaryotik hiicrelere karsi

da sitotoksin iiretirler (Scharmann, 1976). ctx geni tarafindan kodlanan pro-sitotoksin
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olgunlasarak 18 kDa biiyiikliigiinde aktif toksine doniisiir. CTX toksini, konak

hiicresinin lipid tabakasinda acgiklik olusumuna neden olur.

2.3.4.10. Hemolizinler

Hemolitik aktiviteleri ile bilinen hemolizinlerden biri fosfolipaz C olup 1s1ya duyarl
ozelliktedir. Diger hemolizin, ramnolipid ise 1siya dayanikli hemolizin 6zelliginde
olup siliyer aktivitenin azalmasi ve alt solunum yolu infeksiyonlarinin olusmasindan
sorumludur. Bu iki madde sinerjik hareket ederek lipitleri ve lesitini hasara ugratir.
Hemolizinler nekroz yaparak enfeksiyon etkeninin doku invazyonuna yardim eder

(Berka, vd., 1985).

2.3.4.11. Elastaz ve Alkalen Proteaz

Elastin akcigerlerdeki proteinin yaklasik % 30’unu olusturan ve bu organa elastikiyet
kazandirarak genisleyip daralmasini saglayan bir proteindir. Klinik 6rneklerden izole
edilen birgok P. aeruginosa izolatinda elastaz ve alkali proteaz {iretimi goriilmiistiir.
P. aeruginosa’da LasA proteaz ve LasB elastazin uyumlu ¢alismasi ile elastolitik
aktivite goriiliir. Her iki enzim de ¢inko bagimli metalloendopeptidazdir. Lokal doku
hasar1 ve bunun sonucunda enflamatuar reaksiyona sebep olarak, enfeksiyonun
yayillmasina yardimci olurlar. Bu aktiviteye Ekzoenzim S’in protein sentez
inhibisyonunun da katkis1 vardir. Ayrica her iki enzim deride, akcigerde ve kornea da
nekroza sebep olur. LasB elastaz gerek tek basina gerckse Pseudomonas tarafindan
tiretilen diger proteazlar ile birlikte islev gostererek biyolojik olarak dnemli bir¢cok
substrat1 pargalar veya inaktive eder (Nicas vd., 1985). Notrofil kemotaksisini
engeller, bakterilerin yayilimini artirir. Kronik Pseudomonas enfeksiyonlarinin

cogunda elastaza kars1 antikor saptanmustir.

2.3.4.12. Piyosiyanin

Pek ¢ok P. aeruginosa susu bakteriyal kolonilere mavi-yesil renk veren ¢dziinebilir
fenazin tiirevi bir pigment olan piyosiyanini liretme 6zelligine sahiptir. P. aeruginosa
tarafindan tiretilen diisiik molekiil agirligina sahip olan piyosiyanin molekiilii, dnemli

patojenite faktorlerinden birisidir. Solunum yollar1 siliyer aktivitesinin kesintiye
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ugramasindan ve akcigerde oksidatif ve notrofil baglantili doku hasarindan
sorumludur ve {iiretimi ¢evreyi algilama sisteminin kontrolii altinda gerceklesir
(Fuqua wvd., 2001). Piyosiyaninin hiicre solunumunu inhibe etttigi, siliyer
fonksiyonlart bozdugu, epidermis ¢ogalmasini durdurdugu, prostasiklin salinimina

yol acti81, kalsiyum homeostazini bozdugu saptanmustr.

Ayrica piyosiyaninin birgok bakteri tiiriine karsi antibiyotik 6zelligi gostererek, P.
aeruginosa’nin bulundugu ortamda rekabet sansini arttirdigi bilinmektedir. Diger bir
hiicre dis1 pigment olan piyoverdinin viriilansla ilgili herhangi bir rolii yoktur.
Piyosyanin ve piyoverdin’in siderefor fonksiyonlari da vardir. P. aeruginosa
cogalabilmek i¢in demire gereksinim duyar ve transferrin, ferritin gibi viicut
proteinleri ile demir i¢in yarisir. Kisithh demir igeren ortamlarda, piyosyanin ve
piyoverdin demir iyonlar1 ile selasyon yapar ve membran icindeki reseptor

proteinlere baglanarak demirin hiicre i¢ine alinmasini saglar.

2.3.4.13. Biyofilm

Bakteriler biiyiiylip c¢ogalirken iki ayr1 yasam formu gosterirler. Bunlardan
birincisinde bakteri tektir ve planktonik hiicreler olarak gelisir digerinde ise mukoid
agregatlarin igerisinde organize olarak gelisimini siirdiiriir. Mukoid yap1 olarak
goriilen bu gelisme sekli “biyofilm” olarak adlandirilmaktadir. Bakterilerde goriilen
bu iki yasam formu insanlarda goriilen bakteriyel enfeksiyonlar i¢in oldukca
onemlidir. Planktonik bakterilerin sebep oldugu akut enfeksiyonlar antibiyotiklerle
tedavi edilebilirken, biyofilm olusturan bakteri enfeksiyonlarinin tedavisi zor olup

kroniklesmektedir (Bjarnsholt, vd., 2010).

Dogada 6zellikle sucul ortamlarda taslar iizerinde ya da su borularinin i¢cinde goriilen
kaygan yapi, disler iizerinde zamanla olusan plaklar biyofilme birer 6rnek olup
tizerinde ¢ok fazla arastirmanin yapilmasi oOzellikle hastane enfeksiyonlarinda

yarattig1 ciddi sorunlardan ve sebep oldugu ekonomik kayiplardandir.

Biyofilm olusumu las sistemi kontroliinde gerceklesir (De Kievit vd., 2001).
Biyofilm olusumu, kat1 veya siv1 bir ylizeye tutunma, mikrokolonizasyon, hiicre dis1

polisakkarit bilesenlerin {iretilmesi, bakterilerin olgunlasmast ve yayilmasi
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basamaklarii igerir (Sekil 2.5). Biyofilmin baslangi¢ formunda bakteriler van der
Walls baglar ile ylizeye zayif bir sekilde tutunur. Yiizeyden kayip gitmedikleri
stirece fibmria yada pililerini kullanarak yiizeye geri doniisiimsiiz olarak tutunurlar.
Yiizeye sikica tutunduktan sonra ekzopolisakkarit (EPS) iiretmeye baslarlar ve bu
matriks ylizeye daha saglam tutunmalarimi ve ¢evresel faktorlerden korunmalarini
saglar. Biyofilm tabakasi yeterince biiyiidiigiinde ise biyofilm tabakasindan kopmalar
meydana gelir ve farkli ortamlara dagilarak yeni biyofilm tabakalarmin olusumu

gergeklesir (Olson, vd.,2002)

S

Sekil 2. 5. Biyofilm olusum basamaklar1 1-Yiizeye tutunma, 2-Geri doniislimsiiz
tutunma, 3-Olgunlagma fazl, 4-Olgunlagsma faz2, 5-Ayrilma, kopma
(Monroe, 2007)

2.4. Gram Pozitif Bakterilerde Cevreyi Algilama Sistemi

Gram pozitif bakterilerde c¢evreyi algilama sisteminde homoserin lakton sinyal
molekiillerini ya da LuxI/LuxR sistemi goriilmez. Bunu yerine sinyal molekiili,
Otoindiikleyici peptitler (= AIP) olarak adlandirilan molekiilleri kullanirlar. 5-17
amino asitten olusan bu molekiiller bazen alisilmisin disinda yan zincir

modifikasyonlar1 gostermektedir.

AHL sinyalinin aksine, bakteri hiicre membrani AIP i¢in gegirgen degildir. Hiicreden

dis ¢evreye AIP sekresyonunun taginmasi hiicre yiizeyindeki oligopeptid tasiyicilar
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ile, aranmalar1 ise iki komponentli sensor transdiiksiyon sistemleri ile olmaktadir

(Karaboz ve Sukatar, 2004).

Gram pozitif bakterilerde goriilen ¢evreyi algilama sisteminin regiilasyonu farkli
bakterilerde cesitlilik gdsterse de genellikle iki bilesenli algilama sistemini igerir. S.
aureus da viriilens faktor iiretiminden sorumlu olan gen regiilasyonu (Agr) siklik
peptit sinyal sistemini 6rnek verecek olursak, AIP nin konsantrasyonu arttikca kiiciik
regiilator RNA sentezi aktive olur ve bdylece viriilens faktorlerinin tiretimi aktive
olur. Ilging olan farkli S. aureus tiirleri farkli siklik peptit sinyalleri iiretirler ve bu
peptitler diger Agr sistemi iizerinde inhibitor etki gosterebilmektedir (Fuqua ve

Greenberg, 2002).

2.5. Hibrit Tipi ( Autoinducer 2 tipi ) Cevreyi Algilama Sistemi

Vibrio harveyi’de tanimlanan ve “hibrit sistem” adi verilen mekanizmada ise AI-1
ad1 verilen bir AHL sinyalinin yani sira furanosil borat ester yapi sindaki farkl
sinyaller de tiretilir. AI-2 adi verilen bu sinyallerin farkli tiirler (Escherichia coli,
Helicobacter pylori, Streptococcus pyogenes, Shigella ve Salmonella tiirleri)
tarafindan algilandig1 (cross-talk) ortaya ¢ikmistir. Yine Pseudomonas tiirlerinde
tiretilen “siklik peptitler” ve Bradyrhizobium japonicum’un iirettigi “Bradyoxetin”
cevreyi algilama sistemlerindeki sinyal ¢esitliligini gostermektedir (Cepni ve Giiler,

2011).

Serbest deniz vibrio su V. harveyi yogunluga bagl lusiferaz operonunun
(luxCDABE) ekspresyonunda iki otoindiikleyici sistem kullanmaktadir. Diger gram
negatif bakteriler gibi V. harveyi de agil-HSL sinyalleri {iretmektedir. Ama bunun
yaninda HSL aracili olmadigi bilinen bir sistem araciligr ile de Gram pozitif

bakterilerdeki iki bilesenli algilama sistemine benzer bir sistem goriilmektedir.

V. harveyi otoindiikleyici, AI-1 ve AI-2 sensor kinaz proteinleri tarafindan taninirlar
(LuxN ve LuxQ) (Bassler, 1999). Membrana bagl histidin kinazlar olan LuxN ve
LuxQ proteinleri sinyali hiicre i¢cine ¢ok basamakli fosforilasyonlar araciligiyla iletir

(Milton vd., 2001).
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Ilging olan V. harveyi cevreyi algilama sisteminde LuxI/LuxR homologunun
bulunmamasidir. V. harveyi’de HSL otoindiikleyici Al-1 in idiretimi luxL ve luxM
genleri tarafindan diizenlenirken, AI-2 nin sentezi luxS genine baghidir (Sekil 2.6).
Bu genler luxl ailesi otoindiikleyici sentezlerle hi¢ benzerlik gostermemektedirler

(Bassler, 1999).

Sekil 2. 6. V. harveyi de goriilen hibrit tip ¢evreyi algilama sistemi (Miller vd.,
2002).
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Cizelge 2. 1. Cevreyi algilama sistemi goriilen baz1 bakteriler ve sinyal molekiilleri

Organizma Fenotipler Sinyal Regiilator proteinler
molekiilleri

L ) OHHL LuxI/LuxR
Vibrio fisheri Biyoisima
o _ _ HBHL LuxM/LuxN
Vibrio harveyi Biyoigima

Viriilans
Pseudomonas faktorleri BHL+OJDHL | Lasl/LasR RhI/RhIR
aeruginosa (rhamnolipid,

elastaz,hemolizin)

(5R)-
Erwinia Karbapenem-2- OHHL Carl/CarR
carotovora em 3-karboksilik

asit antibiyotik
Agrobacterium | Tj plasmit OOHL Tral/TraR
tumefaciens konjugasyonu

) N-hekzanoil-

Chromobacterium | gxzoenzimler, HSL
violaceum antibiyotik ve Cvil/CviR

viyolesin pigment | (C6-HSL)

tiretimi

2.6. Cevreyi Algilama Sistemi Inhibisyon Mekanizmalar

Patojen bakterilerin ¢oklu direng o6zelligi kazanmalar1 geleneksel antibiyotik
tedavilerini de zamanla etkisiz hale getirmeye baslamistir. Tiim bu sebeplerden
dolay1 diinya genelinde yapilan ¢alismalar giiclenen bu mikroplara karsi savasa
bilecek yeni terapotik yaklasimlar {izerinde yogunlasmaktadir. Bakterilerle alternatif
savas seceneklerinden son zamanlarda en ¢ok iizerine diisiilen, bakterilerin konakta
hastalik olusturmasina sebep olan viriilens faktorlerinin {iretilmesinden sorumlu olan
cevreyi algilama sistemidir. (Hentzer ve Givskov, 2003). Ciinkii bu sistem Gram
negatif ve bircok Gram pozitif bakteride farkli sistemler seklinde bile olsa viriilens

faktorlerinin liretiminden sorumludur (Hartman ve Wise, 1998). Son yillarda bir ¢ok
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bliyiik biyoteknoloji firmalar1 6zellikle ¢evreyi algilama sistemi inhibisyonu {izerine

ilag gelistirmek icin spesifik ¢alismalar yapmaktadirlar.

Cevreyi algilama sisteminin inhibisyonu iizerine yapilan ¢alismalar agirlikli olarak
AHL sinyal molekiiliiniin sentezinin 6nlenmesi, AHL sinyal molekiiliiniin yikilmasi
veya AHL sinyal molekiiliiniin alinmasinin 6nlenmesi bashklar1 altinda

yogunlagmaktadir.

2.6.1. AHL sinyal molekiiliiniin sentezinin 6nlenmesi

AHL sinyal molekiilii tireten bakterilerin biiyiikk ¢ogunlugu V. fischeri *deki luxI
homologu bir ya da birden fazla gen icerir. Homoserin lakton molekiiliiniin halka
kism1 S-adenozil metiyonin tarafindan sentezlenir ve ACP (agil tasiyici protein-acyl
carrier protein) AHL sinyal molekiiliiniin acil yan zincirine uygun olarak
yonlendirilmesini saglar. Sinyal molekiilii iiretimi hakkinda bilinenler c¢evreyi
algilama sisteminin inhibisyonunda sinyal {iretimini hedef alan c¢aligmalar1 arttirmis
ve Ozellikle S-adenozil metiyonin analoglart bu amagla arastirmalara kaynak

olmustur.

SAM in S-adenozil homosistein, sinefungin, S-adenozil sistein gibi ¢esitli analoglari
P. aeruginosa’da RhIR proteini tarafindan katalizlenen AHL molekiilii iizerinde
potansiyel inhibitor aday1 olduklar1 gosterilmistir (Hentzer ve Givskov, 2003; Parsek
vd., 1999). SAM ile AHL sentezi 6zgiil bir kimyasal reaksiyon olamasina karsin,
SAM prokaryot ve okaryot bircok organizmada biyokimyasal reaksiyonlarda aktif
olarak rol oynamaktadir. Bu sebeple SAM’i substrat olarak kullanan Okaryotik
enzimlerin etkilenmeden, SAM analoglarinin ¢evreyi algilama sisteminde AHL

sentezi inhibitdr aday1 olarak kullanilmasi umudunu arttirmistir.

SAM analoglari disinda son zamanlarda yapilan bazi ¢aligmalar gostermistir ki bazi
makrolit antibiyotiklerin biiylimeyi engelleyen en diisiik dozda kullanilmasi1 P.
aeruginosa’da AHL sentezini baskilamistir (Tateda vd., 2001). Ozellikle
eritromisinin P.aeruginosa da hemagliitinin, proteaz, hemolizin ve AHL iiretimini

baskiladig1r rapor edilmistir. Makrolit antibiyotikler ribozomal seviyede protein
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sentezini inhibe eden molekiiller olarak bilinse de ¢evreyi algilama sistemi {izerine

etkisinin hangi mekanizma ile gerceklestigi tam bilinmemektedir.

2.6.2. AHL sinyal molekiiliiniin yikilmasi

Bakteriler arasindaki iletisimin baskilanmasi ortamdaki aktif sinyal molekiillerinin
azaltilmasi ile de gerceklestirilebilmektedir. Bu yonde yapilan arastirmalarda bazi
bakteri tiirlerinin AHL sinyallerini indirgedikleri rapor edilmistir. Dong vd.,
yaptiklar1 bir ¢alismada bir Bacillus tiiriniin AiiA ad1 verilen bir enzim araciligi ile
AHL sinyallerinin hidrolizini Kkatalizledigini gdstermislerdir. aiiA  geninin
ekspresyonunun bir bitki patojeni olan E. carotovara da AHL sinyallerini azalttig1 ve
test edilen tiim bitkilerde yumusak g¢iiriikliik hastaligini semptomlarini hafiflettigi
goriilmiistiir (Hentzer ve Givskov, 2003; Dong vd., 2000). Dahas1 AiiA ekspresyonu
gerceklestiren transgenik bitkiler E. carotovara’nin sebep oldugu enfeksiyonlara

daha az hassas olduklar1 gosterilmistir.

(Dong vd., 2001), bunun yanisira P. aeruginosa PAI-A, Arthrobacter sp., Klebsiella
pneumoniae, A. tumefaciens ve Rhodococcus sp.’de de AiiA homologu enzim
tiretimi gosterilmistir (Uroz vd., 2003, Huang vd.2003). insan solunum yolu epitel
hiicrelerinde de benzer bir enzimatik aktivite ile AHL molekiillerinin parcalandigi
gosterilmistir.  3-okso-C12-HSL’yi  etkileyen  bu  aktiviteden = C4-HSL
etkilenmemektedir (Chun vd., 2002). Ayrica bazi1 Bacillus tiirleri iiretmis olduklari
bir enzim aracilig1 ile AHL molekiiliinii pargalayarak etkisiz hale getirirlerken, bir
toprak bakterisi olan Variovorax paradoxus AHL'u tek enerji ve azot kaynagi olarak
kullanmaktadir. Bu bakterilerin klinik 6nemi bilinmemekle birlikte, AHL yikan

enzimlerin klinik 6nem tastyabilecekleri agiktir.

Dogada bazi bitki ve mantarlar, birlikte simbiyotik olarak yasadiklar1 bakteri
popiilasyonunun miktarini, bakterilerin iiretmis olduklari AHL sinyal iletigimini
bozarak kontrol altinda tutmaktadir. Delisea pulchra adi verilen bir kirmizi bir deniz
yosunu tarafindan {iretilen dogal maddeler olan halojenlenmis furanonlar, bu
yosunlarin bakteriler tarafindan kolonize edilmesini dnlemektedir. Bu tipte furanon
tirevlerinin c¢esitli bakterilerde biyofilm tiretimi dahil ¢esitli AHL-araciligl ile

gelisen virlilans  faktorlerinin  sentezini  engelleyebildigi  gosterilmistir. Bu
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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 ¢aligmalar stirmektedir. Bu molekiiliin insan
patojeni P. aeruginosa ve Serratia liquefaciens QS molekiillerini de inhibe ettigi
gosterilmistir (Manefield vd., 1999).

2.6.3. AHL sinyal molekiiliiniin alinmasinin énlenmesi

Cevreyi algilama sistemini baskilayabilmek icin yogunlasilan bir diger yaklasim,
sinyalin bakteri tarafindan algilanmasini engellemeye calismak olmustur. AHL sinyal
molekiiliiniin alinmasinin engellenmesi, dogal AHL sinyal molekiilii ile reseptor
proteine baglanmak i¢in rekabete girme yetenegine sahip antagonist molekiiller ile

basarilabilmektedir.

AHL ile rekabete giren molekiiller yapisal olarak AHL’ ye benzemekte ve AHL
baglanma bolgesi gibi ig gorerek reseptoriin aktive olmasini engellemektedir. AHL
analogu inhibitdrlerin sentezi {lizerine yogunlasan c¢alismalarin ¢ogu farkli yollarla
acil yan zincirin modifikasyonu ile gerceklesmektedir. A¢il yan zincir farkli yollarla
modifiye edilebilir ve yapilan calismalar yan zincirin uzunlugunun aktivitenin

gerceklesmesinde 6nemli rol oynadigini gostermistir.

E.caratovara da cevreyi algilama sistemi iizerine yapilan bir calismada acil yan
zincirin uzunlugun bir metil arttirllmasi ile aktivitenin % 50 azaldigi, 2 metil
uzatilmasi ile ise % 90 oraninda azalttig1 tespit edilmistir. Acil yan zincirinden bir

metilin azaltilmas1 durumunda ise aktivitenin sadece % 10 azaldig1 goriilmiistiir.

Ilging olan sudur ki dogal AHL molekiiliinden daha uzun zincire sahip olan analoglar

kisa zincirlilere oranla daha fazla inhibitor etki gostermektedirler.

AHL molekiiliiniin reseptorii sitoplazmik veya membranin sitoplazmik yiiziinde
yerlesik olan LuxR proteini, AIP sinyalinin reseptorii ise membrana bagli histidin
kinazlardir. AI-2 molekiilii ise ya AHL benzeri sekilde LuxR homologu LuxP ile

etkilesir veya Lsr transporter molekiilii ile hiicre icine girerek etki gosterir. Bu
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noktadan hareketle, D. pulchara'nin iirettigi bilesiklerden birisinin LuxR proteinine
baglanarak AHL' nin ayrilmasina neden oldugu ve boylece S. liquefaciens'in bugu
tarzi liremesini bozdugu saptanmistir (Raffa vd., 2005; Hentzer ve Givskov 2003).
Daha ilging bir mekanizma ise, bazi bitkilerin tirettikleri AHL analogu bilesikler ile
Bacillus cereus tarafindan antibiyotik sentezini tetikleyerek kendileri i¢in zararli olan
Pythium torulosum'un iiremesini 6nlemeleridir (Raffa vd., 2005). Yapilan bir diger
calismada in vitro sentezlenen N-oktanoyil siklopeptilamid (C8-CPA) molekiiliiniin
P. aeruginosa PAO1 susunda lasB-lasZ ekspresyonunu inhibe ettigi gézlemlenmistir
(Ishida vd., 2007). Yine ayni calismada denenen diger analog N- dekanoyil
ciklopeptilamitin (CP10-CPA) P. aeruginosa’da las ve rhl tarafindan diizenlenen
viriilans faktorlerini inhibe ettigi gosterilmistir (Ishida vd., 2007). Ayrica bu
molekiiliin D. pulchara’dan elde edilen halojenlenmis furanonlardan daha etkili

oldugu da gézlemlenmistir.

Rasmussen vd., (2005) rastgele ¢ok sayida molekiilii tarayarak QSI etkili molekiiller
tanimlamisg, bunlarin i¢inde en etkili bulunan 4-nitro-piridin-N-oksit’in (4-NPO), P.
aeruginosa’ da ¢evreyi algilama sistemi ile diizenlenen genlerin ifadesinde % 37’lik
bir azalma sagladigin1 gostermislerdir. Ayni etkiyi gosterecek dogal bilesiklerin
saptanmasi amaciyla bitkiler ve mantarlar tarandiginda, arastirilan 50 Penicillum
tiiriiniin % 66’sinda cevreyi algilama inhibisyon etkisi gdsteren ikincil metabolitler
oldugu belirlenmistir. Bunlardan penisilik asit P. aeruginosa’da g¢evreyi algilama
sistemi ile diizenlenen genlerin ifadesinde % 60°lik, patulinin ise % 45’lik bir
azalmaya sebep oldugu gozlenmistir. Ayrica bircok bitkide (renkli burgak, havug,
soya fasulyesi, niliifer ¢icegi, domates, bezelye, kirmiz1 biber ve sarimsak gibi)
sistemi inhibe etme 6zelligi oldugu tepit edilmistir (Rasmussen vd., 2005). Yapilan
kisith sayidaki in vivo ¢aligmalarda fare akciger infeksiyonu modelinde furanon 30 ,
sarimsak Oziitii, patulin gibi bazi ¢evreyi algilama sistem inhibitorler molekiilleri
denenmis ve molekiillerin akcigerlerdeki bakterilerin temizlenmesine, mortalitenin
azalmasina yol actigi gosterilmistir (Hentzer vd., 2003; Bjarnsholt vd., 2005;
Rasmussen vd.,2005).
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2.7. Cevreyi Algilama Sistemi Uzerine Yapilan Calismalar

Bakterilerin birbirleri ile iletisime girdikleri ilk olarak Fuqua ve arkadaslar
tarafindan 1994 yilinda yapilan bir caligmada gdsterilmis ve sonrasinda birgok

arastirmacinin dikkatini ¢ekerek giintimiize kadar ¢ok fazla ¢calismaya konu olmustur.

Ozellikle calismalar, patojen mikroorganizmalardaki kontrolii gevreyi algilama
sistemine bagl olarak gerceklesen viriilens faktorlerinin iiretilmesinin engellenmesi

izerine yogunlagmustir.

Onceleri V. fischeri’de kesfedilen ve tamamen aydinlatilan sistem daha sonra tiim
bakterilerde ayni sistemin varliginin arastirlmasi yoniinde yogunlagsmistir. Diger
bakterilerde  sistemin  anlagilmast  sonrasinda ise  c¢aligmalar  patojen

mikroorganizmalarda bu sistemin inhibisyonu iizerine yogunlagmistir.

P. aeruginosa’nin viriilansinda g¢evreyi algilama sistem mekanizmasimin roliini,
AHL molekiillerinin konak tizerindeki etkilerini ve bu molekiillerin P. aeruginosa’da
patojeniteyi nasil tetikledigini arastirilmis ve P. aeruginosa’da viriilansi etkileyen
bir¢cok faktoriin diizenlenmesinde rol aldigi, AHL molekiillerinin hem patojenite
faktorii hem de hiicre-hiicre iletisiminde sinyal molekiili olarak gorev yaptigi

belirlenmistir (Smith ve Iglewski,2003).

Tateda vd., (2001), P. aeruginosa izolatlarinda makrolitlerin etkilerini arastirmis ve
ozellikle azitromisinin elastaz gen ekspresyonunu Onleyerek oOzellikle akciger
enfeksiyonlarinda  enfeksiyonun  siddetini  azaltmaya yardimci  oldugunu

gostermislerdir.

Shih ve Huang (2002), biyofilm olusturma 6zelligine sahip mutant PAO1 susu ile
cevreyi algilama sistemi baskilanmig PDO 100 susuna kanamisinin etkisini arastirmisg
ve sonugta yiiksek kanamisin konsantrasyonda (100mL) PAO1 mutant susunun
olusturdugu biyofilmin ¢ok az etkilendigi PDO 100 susunun olusturdugu biyofilmin

ise bu antibiyotige hassasiyet gosterdigini bulmuslardir.
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Frezza vd (2008), acil zincire siilfoniliir tiirevi molekiiller eklenerek elde edilmis
sentetik homoserin lakton molekiillerinin V. fisheri’de Lux tipi ¢evreyi algilama
sistemi lizerine etkilerini aragtirmislar ve sentezledikleri 9 molekiiliin sistem tiizerine

antagonist etkisi oldugunu gdstermislerdir.

Wang vd. (2008), yaptiklar1 ¢aligmada sentetik N-acil homoserin lakton analoglarinin
V. fischeri’de goriilen Lux tipi ¢evreyi algilama sitemi, P. aeruginosa’da goriilen
Las/Rhl tipi ¢evreyi algilama sistemleri, ticlincii olarak da Serrita marcescens’de
goriilen Spn tipi ¢evreyi algilama sistemi {izerine inhibisyon etkisini arastirmiglardir.
Bu amagla farkli uzunluktaki N-agil siklopentilamin (Cn-CPA, C4-Cl11)
molekiillerini kullanmiglardir. Sonugcta etkisi arastirilan molekiillerin alt1 tanesi giiglii
inhibitor etki gostermis 6zelliklede C6, C7 ve C8-CPA molekiillerinin biyoisimay1
%90 oraninda inhibe ettigini tespit etmiglerdir. Cn-CPA molekiillerinin daha dnce
farkli aragtirma gruplar tarafindan g¢alisilmis olup, bu calismada ti¢ farkli bakteri
grubundaki cevreyi algilama sistemi {izerine inhibisyon etkisinin arastirldigi ilk

calisma olmasi agisindan farklilik gostermektedir.

Ishida vd (2007), ‘N-acil siklopentilamin tiirevleri tarafindan P. aeruginosa da
cevreyl algillama sisteminin inhibisyonu’ baslikli makalelerinde, N-oktanol
siklopentilamin (C8-CPA) ve N-dekanol siklopentilaminin (C10-CPA), P.
aeruginosa’da ¢evreyi algilama sistemi kontroliinde tiretilen bazi viriilens faktorleri

tizerindeki inhibisyon etkisini arastirmiglardir.

Daha once yaptiklar1 caligmalarda sentetik olarak iiretilen acil homoserin lakton
analoglarinin uzunluklar1 ve halka yapilarinin agonist ve antagonist etki gostermede
kritik rol oynadigim1 gostermisler ve bu calismalarinda uzunlugu C4-C12 araliginda
degisen bir seri molekiil kullanmislardir. Sonugta C8-CPA tiirevinin LasB elastazi
kodlayan lasB geni iizerinde inhibitor etkisinin oldugunu, ayrica C10-CPA tiirevinin
baz1 viriilens faktorleri ilizerinde, -elastaz, piyosiyanin, ramnolipit ve biyofilm
formasyonu- gii¢lii inhibitér etkisinin oldugunu gdstermislerdir. Ayni ¢alismada
C10-CPA otoindiikleyici analogunun gosterdigi giiclii inhibitdr etkisinin hangi
sistem iizerine oldugunu aragtirmislar ve sonucta hem las hem de rhl sistemlerinin
her ikisi ilizerine de etki ederek sinyal molekiilleri ile rekabete girip, LasR/RhR

proteinleri arasindaki etkilesimi engelledigini gostermislerdir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Cevreyi Algllama Sistemi Inhibitér Adayr Olarak Tasarlanan Molekiillerin

Sentezi

Tez calismasinda kullanilmak iizere ¢evreyi algilama sistemi inhibitor aday1 olarak
20 adet molekiil Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasdtik Anabilimdal
Ogretim iyelerinden Prof. Dr. Ningur Noyanalpan tarafindan tasarlanmaya
baslanmig, Prof. Dr. Ningur Noyanalpan’in emekli olmas1 nedeni ile tasarlama ve
sentez ¢alismalarina Yrd. Dog. Dr. Yasemin Diindar ile devam edilmistir. Calismada
kullanilan tiim ¢oziiciiler teknik ve analitik niteliktedir. Bilesiklerin sentezinde ve
yapilan analizlerde kullanilan kimyasal maddeler ve solvanlar, Sigma-Aldrich ve
Merck firmasimin iriinleridir. Mikrodalga ile yapilan tepkimeler, MicroSYNTH
mikrodalga sentez reaktoriinde gerceklestirilmistir. Calismada kullanilmak tizere 20

farkli molekiil sentezlenmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3. 1.Cevreyi Algilama Sistemi Inhibitér Aday1 Olarak Tasarlanan Molekiiller
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5-metil-1,3-dioktanoil-1,3-dihidro-2H-
benzimidazol-2-one
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Ue68
MA: 414.58 g/mol

O§7%\/ﬁ\/”\/ﬁ\\/cm
N>:O
SN

1,3-dinonanoil-1,3-dihidro-2H-benzimidazol-
2-one

U84
MA: 428.60 g/mol

o CHj
W\/

N}_o

OJL\/”\V/\\//\»/CW

5-metil-1,3-dinonanoil-1,3-dihidro-2H-
benzimidazol-2-one

H3C

U66
MA: 442.63 g/mol

1,3-didekanoil-1,3-dihidro-2H-benzimidazol-
2-one

US83
MA: 456.66 g/mol

CHjy
OW
N
-
H3C N

OW
CH

1,3-didekanoil-5-metil-1,3-dihidro-2H-
benzimidazol-2-one

3

3.1.2. Sentez Yontemleri

1,3-dihidro-2H-benzimidazol-2-on (U65)

1.08g (0.01 mol) o-fenilendiamin ile 0.9g (0.015) mol iire karistirilmis ve 140 °C’de
mikrodalga 1sin1 kullanilarak 6 dakika isitilmistir. Siire sonunda tepkime ortami
sogutularak suya bosaltilmistir. Ham iiriin siiziiliip, %10’luk NaOH ile ¢6ziildiikten
sonra siiziilmiis ve siiziinti der. HCI asit ile asitlendirilmigtir. Olusan c¢okelek

stiziilmiis, su ile yikanmig ve kurutulmustur. Verim 1.14g (% 85). Erime derecesi 315

°C [(Kym, 1907) 305 °C, (Kidwai vd., 2005) 304-305 °C].

H

NH, NH, N
MWI

NH, NH, N

H

Sekil 3. 1. 1,3-dihidro-2H-benzimidazol-2-on (U65)

31




5-metil-1,3-dihidro-2H-benzimidazol-2-on (U77)

1.22g (0.01 mol) 4-metil-o-fenilendiamin ile 0.9g (0.015) mol iire kanstirilmis ve
140 °C’de mikrodalga 11 kullanilarak 6 dakika isitilmigtir. Siire sonunda tepkime
ortami sogutularak suya bosaltilmistir. Ham tirlin siiziiliip, %10’luk NaOH ile
¢oOziildiikten sonra siiziilmiis ve siiziintii der. HCI asit ile asitlendirilmistir. Olusan

cokelek siiziilmiis, su ile yikanmis ve kurutulmustur. Verim 0.74g (% 50). Erime

derecesi 298 °C ((Efros, vd., 1953) 292 °C).

H
NH
NH; 2 MWI N
H;C NH, NH, HsC N
H

Sekil 3. 2. 5-metil-1,3-dihidro-2H-benzimidazol-2-on (U77)

Acil tiirevleri icin genel sentez yontemi

0.01 mol 1,3-dihidro-2H-benzimidazol-2-on (U65) veya S5-metil-1,3-dihidro-2H-
benzimidazol-2-on (U77), 40 mL tetrahidrofuran icinde ¢oziilmiistiir. Uzerine 0.022
mol trietilamin ve 0.02 mol uygun agil halojeniir ilave edilip ve karistirilmistir. 70
°C’de mikrodalga 1g1m1 kullanilarak 20 dakika 1sitilmig, siire sonunda tepkime ortami
sogutularak buzlu suya bosaltilimigtir. Ham {iriin siiziilmiis, su ile yikanmis ve

kurutulmustur. Etanolden kristallendirilmistir (Sekil 3.4).

CH
o 3

/
y(CHZ)n
N
N

H
N Acil halojenar
>:O > >:O n: 0-8
R N R

R: H, CHs
H
)\(CHz)n
o] \

CHj,

Sekil 3. 3. Agil tlirevlerinin genel formiilii
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1,3-Diasetil-1,3-dihidro-2H-benzimidazol-2-on (Bilesik 3, U92)

o)
CHg
N
(L~
N
CHg
o MA: 218. 20 g/mol

Sekil 3. 4. 1,3-Diasetil-1,3-dihidro-2H-benzimidazol-2-on (U92)

Etanolden kristallendirilmistir. Verimi 1.41g (%64)’dir. Erime derecesi 151 °C’dir.
(Lit e.d. 149-151 °C). IR spektrumunda, 1764, 1750, 1714 (C=0 gerilim) cm™ de
bantlar gozlenmistir. '"H-NMR spektrumunda, (CDCls); & 8.23 (2H, dd, benzimidazol
H4, H7), 7.27 (2H, dd, benzimidazol HS5, H6), 2.77 (6H, s, CH3;) ppm de pikler

gbzlenmistir.

Analitik Kontroller

Erime Derecesi Tayini

Bilesiklerin erime dereceleri “SMP-II Digital Melting Point Apparatus” erime
derecesi tayin cihazinda saptanmustir.

Spektrometrik Kontroller

IR Spektrumlar

Spektrumlar, Perkin-Elmer Spectrum 400 FT-IR spektrometresinde kaydedildi ve
dalga say1s1 (cm™) cinsinden degerlendirilmistir.

H-NMR Spektrumlar

Spektrumlar bilesiklerin CDCl; igindeki ¢ozeltisinde, Varian Mercury 400, 400 MHz
High Performance Digital FT-NMR spektrometresinde alinip 6 skalasinda
degerlendirilmistir. Bu analizler Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez

Laboratuarinda yaptirilmstir.
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3.2. Calismada Kullanilan Bakteri Suslari

Calisma sirasinda U65, U77, U92 molekiillerinin ¢evreyi algilama sistemi inhibitor
Ozelliklerinin test edilmesi basamaginda QSIS1 mutant sus kullanilmistir. Viyolasin
pigment tretimi testinde ise C.violaceum 026, C. violaceum VIRO7 suslari

kullanilmistir.

Cevreyi algilama sistemi kontroliinde tiretimi gerceklesen viriilens faktorleri iizerine,
U65, U77, U92 molekiillerinin inhibitor etkilerinin arastirildigi testlerde ise; P.
aeruginosa M1, P. aeruginosa M2, P. aeruginosa M3, P. aeruginosa M5, P.
aeruginosa M6, P. aeruginosa M7, P. aeruginosa M8, P. aeruginosa M9 klinik
izolatlari ile pozitif kontrol olarak P. aeruginosa PAO1 susu ve negatif kontrol olarak
da PAO-JP2 susu kullanilmistir. Calismada kullanilan 6rnekler Siileyman Demirel

Universitesi Biyoloji Béliimii bakteri stogundan temin edilmistir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3. 2. Deneysel calismalar sirasinda kullanilan bakteri suglar1 ve 6zellikleri

Sus Ad1

Ozellik/izole edilen yer

Kaynak

P. aeruginosa PAO1

PTS5 orijinal tip

SDU Biyoloji Boliimii
Bakteri Stogu

Segicisi)

_ SDU Biyoloji Boliimii
PAO-JP2 Mutant P. aeruginosa susu _
Bakteri Stogu
Rekombinant tip SDU Biyoloji Boliimii
QSIS1 (Quorum Sensing Inhibitor Bakteri Stogu

Chromobacterium

violaceum

Viyolasin pigmenti tiretimi

acgisindan mutant CV026

SDU Biyoloji Boliimii
Bakteri Stogu

Chromobacterium

violaceum

Viyolasin pigmenti liretimi

acisindan mutant VIRO7

SDU Biyoloji Boliimii
Bakteri Stogu

P. aeruginosa M1

Kinik izolat-Kan kiiltura

SDU Biyoloji Boliimii
Bakteri Stogu

P. aeruginosa M2

Kinik izolat-Kan kiiltira

SDU Biyoloji Boliimii
Bakteri Stogu

P. aeruginosa M3

Kinik izolat-Balgam

SDU Biyoloji Boliimii
Bakteri Stogu

P. aeruginosa M4

Kinik izolat-Idrar kiiltiirii

SDU Biyoloji Boliimii
Bakteri Stogu

P. aeruginosa M5

Kinik izolat-Kan kiiltura

SDU Biyoloji Boliimii
Bakteri Stogu

P. aeruginosa M6

Kinik izolat-Idrar kiiltiirii

SDU Biyoloji Boliimii
Bakteri Stogu

P. aeruginosa M7

Kinik izolat-drar kiiltiirii

SDU Biyoloji Boliimii
Bakteri Stogu

P. aeruginosa M8

Kinik izolat-Balgam

SDU Biyoloji Boliimii
Bakteri Stogu

P. aeruginosa M9

Kinik izolat-Balgam

SDU Biyoloji Boliimii
Bakteri Stogu
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3.3. U65, U77, U92 Molekiillerinin Cevreyi Algllama Sistemi Inhibitér

Ozelliklerinin Test Edilmesi

3.3.1. QSIS1 (Quorum Sensing Selector Strain 1) Testi

Cevreyi algilama sistemi iizerine inhibitor aday1 olarak sentezlenen molekiillerin
cevreyi algilama sistemi {izerine inhibitor etkisi QSIS1 indikator susu kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu bakterinin 6zelligi, sinyal molekiilii varliginda yasamayip,
cevreyi algilama sistemi inhibitorleri (QSIs) varliginda yasayabilmesidir. OSIS1 susu
V. fisheri de bulunan Lux R gevreyi algilama sisteminin E. coli lac” susuna
klonlanmasi ile olusturulmustur (Bjarnsholt, vd., 2010). Ifade edildiginde hiicre
oliimiine sebep olan fosfolipaz A proteinini kodlayan gen (phlA), LuxI promotorunun
kontrolii altinda hiicreye eklenmistir. Eger ortamda toksik olmayan cevreyi algilama
inhibitérii mevcut ise phl ifade edilmez ve hiicre gelisimine devam eder. (Bjarnsholt

vd., 2010).

QSIS1 susu phl geninin ifadesine sebep olan sinyal molekiilii, ampisilin, X-gal igeren
kat1 besiyerinde agilan kuyucuklara g¢evreyi algilama sistemi inhibitor adaylari
eklenir ve kuyucuklar etrafinda goriilen mavi halka yiiklenen adaylarin inhibitor
etkilerinin pozitifligini gosterir. Besi ortaminda olusan mavi halka ortamda bulunan
sinyal molekiiliiniin ¢evreyi algilama sistemi inhibitdr adaylar1 ile baskilandigini
bunun sonucu olarak bakterilerin gelisimine devam ettigini ve bakterilerin iirettigi
beta galaktozidaz enzimi ile X-Gal (5-bromo 4 kloro-3indol) molekiiliiniin hidrolize

edildigini ifade eder.

QSIS1 susu BT s1vi besiyerinde (0,1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 0,01 mM FeCls, %10
10XA, % 0,025 tiamin, % 0,5 glikoz, %0,5 kazoaminoasit) 30 de 1 gece {iiretilmis
ertesi giin, BT-agar besiyeri (0,1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 0,01 mM FeCl; ve %2
bacto agar) otoklavlandiktan sonra 43°C de, X-gal (40 mg/ml), IPTG
(izopropiltiogalaktosidaz) (100 mM), 10XA (100 mg/ml), tiamin (25 pg/ml),
ampisilin (100 mg/ml), % 0,5 glikoz, % 0,5 kozaminoasit, 3-oxo-C6 HSL (100 nM)
ve 800 pl bakteri kiiltiirii eklenerek; petri kutularina dokiilmiistiir (Cizelge 3.3).
Besiyeri katilagtiktan sonra besiyeri iizerinde kuyucuk acilmis ve test edilen

molekiiller (U65, U77, U92) dimetil siilfoksit ile (DMSO) ¢d6zdiiriildiikten sonra
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acilmis olan kuyucuklara 50 pl yiiklenmistir. Sonuclari karsilagtirmak ve yonteminin
calistigint dogrulamak i¢in ¢evreyi algilama sistemi inhibitorii (QSI) oldugu bilinen
patulin, pozitif kontrol olarak kullanilmistir. 1 saat oda 1sisinda bekletilen petriler
daha sonra 30 °C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
kuyucuklarin  etrafinda olusan mavi halka c¢evreyi algilama sisteminin

inhibisyonunun gdstergesi olmustur (Bjarnsholt vd., 2010).

Cizelge 3. 3. QSIS 1 testi i¢in kullanilan besiyeri icerigi

ABT besiveri

CaCl,, 0,1 mM
MgCl,, 1 mM
FeCl; 0,01 mM
Bacto agar %?2

X-gal 40 mg/ml
IPTG 100 mM
10XA 100 mg/ml
Tiamin 25 pg/ml
Ampisilin 100 mg/ml
Glikoz, % 0,5
Kozaminoasit , % 0,5
3-okzo-C6 HSL(OHHL) 100 nM
Bakteri 800 ul
5XA

(NH4)2SOq4 2 gr
Na,HPO, 6 gr
KH,PO4 3gr

NaCl 3gr
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3.3.2. Chromobacterium violaceum 026 - Chromobacterium violaceum VIR(7

Pigment Uretim Testi

C. violaceum mor pigment bakterisi olarak bilinmektedir. C. violaceum tarafindan
iiretilen mor renkli bu pigment viyolasin pigmenti olup iiretimi ¢evreyi algilama

mekanizmasi kontrolii altinda gergeklesmektedir (McClean vd., 1997).

C. violaceum’un mutant formu olan 026, C6-HSL iiretemezken ortama eklenen C6-
HSL varliginda viyolasin tiretebilir. C. violaceum 026 susundaki bu viyolasin iiretimi
C4 ile C8 uzunlugundaki N-agil zinciri tarafindan indiiklenir. Ayni sekilde C.
violaceum 12472’ nin mutant1 olan VIR07 susu da ortama uzun zincirli AHL (C10 -
C16) molekiilleri eklenildiginde viyolasin pigmenti iiretebilmektedir (Morohoshi vd.,
2007).

Cevreyi algilama sistemi inhibitor adayr olarak sentezlenen U65, U77, U92
molekiillerinin, tiretimi ¢evreyi algilama sistemi tarafindan kontrol edilen viyolasin

pigmenti lizerine inhibitor etkisi arastirilmistir.

C. violaceum 026 ve C. violaceum VIRO07 suslar1 sivi besiyerinde 30 °C’de 14-16
saat siireyle iiretilmistir. Igerisinde LB agar olan besiyerlerinin {izerine, % 0,5 agar
iceren 5 ml soft agar igerisine Oncelikle C. violaceum VIR07 i¢in OdDHL N-(3-
okzododekanoil)- L-homoserin lakton sinyal molekiiliinden, C. violaceum 026 igin
ise OHHL N-(3-okzohekzanol)-L-homoserin lakton sinyal molekiiliinden 5ul, sivi
bakteri kiiltiirlerinden ise 100ul eklenerek petri kutularindaki besiyerlerinin iizerine
dokiilmistiir. Petri kutularindaki besiyerleri katilagtiktan sonra kuyucuk agilmis ve
inhibitdér aday1 olarak sentezlenen U65, U77 ve U97 molekiillerinden 50 pl
kuyucuklara yiiklenmistir. Kuyucuklarin etrafindaki renksiz zon inhibisyonu

gostermistir.

3.4. rhll, lasl, lasR ve rhIR Genlerinin PCR ile Analizi

Klinik P. aeruginosa bakteri 6rneklerinde rhll, lasl, lasR ve rhIR genlerini tespit
etmek i¢in koloni PCR ydntemi uygulanmig ve PAO1 susu pozitif kontrol olarak

kullanilmistir. Bu amagla bakteri 6rneklerine ait 1 gecelik agar kiiltiirden 2-3 koloni
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steril kiirdan ile alinmis ve 1,5 ml’lik steril eppendorf tiipii igerisinde 50 pl steril saf
su ilave edilerek koloniler saf su igerisinde siispanse edilmistir. Siispanse koloni
iceren ependorflar agizlar1 parafilm ile kapatilarak 100 °C’lik saf suda 15 dakika
kaynatilmistir. Oda sicakliginda sogumasi icin bekletilen ependorflar daha sonra
14000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir (Hettich Universal 32). Santrifiij sonrasi
stipernatantin 3 puL si PCR i¢in kullanilmustir.

Bu calisma i¢in suglarda PCR ile yaklasik 625 bg, 605 bg, 725 bg ve 730 bg’lik
sirasyla rhll, lasl, lasR ve rhIR gen bolgelerinin varligr arastirilmistir. Bunun igin
arastirilacak gen bolgesine uygun dort ¢ift primer kullanilmistir (Schaber vd., 2004).
Taq DNA polimeraz enzimi kullanilarak gerceklestirilen PCR reaksiyonlar1 igin

kullanilan primerlerin niikleotit dizilimleri Cizelge 3.4.’de verilmistir.

Cizelge 3. 4. rhll, lasl, lasR ve rhIR gen bolgelerinin PCR analizi i¢in kullanilan

primerler ve olusacak iiriin biiytikliikleri

Gen Ileri primer Geri primer Uriin

adi (bg)

lasl | SSATGATCGTACAAATTG | 5GTCATGAAACCGCCAGTCG 605
GTCGGC-3° -3

lasR | 5’ATGGCCTTGGTTGACG | 5’ GCAAGATCAGAGAGTAATA | 725
GTT-3’ AGACCCA-3’

rhil | 5>CTTGGTCATGATCGAA | 5’ACGGCTGACGACCTCACAC 625
TTGCTC-3’ -3

rhiR | 5>CAATGAGGAATGACG | 5’GCTTCAGATGAGGCCCAGC 730
GAGGC-3° -3

2X Master Mix i¢inde, reaksiyon tamponuna ilaveten 0,05 U/ul Taqg DNA polimeraz
enzimi, dNTP karigimi (0,4 mM dATP, 0,4 mM dCTP, 04 mM dGTP ve 0,4 mM
dTTP), 4 mM MgCl, bulundugundan (Cizelge 3.5.) 6n denatiirasyon basamagi
atlanmig ve PCR reaksiyonun devami 30 dongii; 95 °C 45 saniye, 55 °C 45 saniye, 72
°C 60 saniye seklinde gergeklestirilmistir. 30 dongiiniin sonunda 1 dongii 72 °C 5
dakika seklinde gergeklestirilip PCR islemi tamamlanmistir.
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PCR sonucunda olusan {iriinler %1°’lik agaroz jel elektroforezde Etidyum Bromiir
(Sigma) ile boyanarak incelenmistir. PCR sonucu olusan iiriinler, marker (Fermentas
1kb ladder) ile karsilagtirilarak incelenmistir. Sonuglar P. aeruginosa PAO1 susuyla

karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Cizelge 3. 5. PCR reaksiyon karigimi

2X Master Mix 12,5 ul
(0,05 U/ul Taq DNA polimeraz enzimi
dNTP karisimi (0,4 mM dATP, 0,4 mM dCTP,

04 mM dGTP ve 0,4 mM dTTP),

4 mM MgCl,)

Bakteriyel DNA 3ul
fleri primer 1 ul
Geri primer I ul
Steril saf su 7,5 ul
Toplam hacim 25 ul

3.5. inhibitor Etkisi Arastirilan Molekiillerin (U65, U77, U92 ) Minimum

Inhibisyon Konsantrasyonunun Belirlenmesi (MIK) ve Biiyiime Egrileri

U65, U77, U92 molekiillerinin MIK degerleri bu c¢alisma sirasinda incelenen
izolatlar ( M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9) ve Pseudomonas aeruginosa
PAO1 i¢in tespit edilmistir. Bu amacla klinik izolatlar 5 ml LB sivi besiyerinde
37°C’de 120 rpm’de inkiibasyona birakilmistir.

Test edilen U65, U77 ve U92 molekiilleri derisik, % 2, 4, 8, 16, 32, 64 kat olacak
sekilde dimetilsiilfoksit (DMSO) ile seyreltilmistir. Igerisinde 900 ul LB s1v1 besiyeri
bulunan ve her bir sus ve molekiil i¢cin ayr1 hazirlanan 8 tane plastik tiipe seyreltilen
orneklerden 80’er ul ve inkiibasyona birakilmis bulanikligi 0,5 McFarland
bulanikliga esdeger bulanikliga ayarlanmis bakteri kiiltiirinden 10’ar pl ilave
edilmigtir. 37 °C’de calkalamali etiivde 1 gece inkiibasyona birakilmistir (Hammer
vd., 1999). Inkiibasyon sonrasinda MIK degerini tespit etmek icin P. aeruginosa

PAO1 ve P. aeruginosa klinik izolatlarinin her biri i¢in 6rnek sayist kadar LB agar
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besiyeri hazirlanmistir. Petri kaplarinin {izerine derisim oranlar yazilarak bélmelere
ayrilmistir. Inkiibasyon sonras1 ependorflar vortekslendikten sonra seyreltme oranina
gore, hazirlanan petri kaplarinin lizerindeki uygun bdlmeye 5 pl damlatilmig ve 37
°C’de 1 gece inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin koloni olusup olusmamasina
bakilarak kullanilan 6rneklerin suglar lizerindeki MIK degerleri tespit edilmistir.
Kolonin goriilmedigi ilk bolme MIK degeri olarak kabul edilmistir. MIK ile
belirlenen derisimler i¢cin 96 kuyucuklu mikroplate kullanilarak biiyiime gelisme
egrileri olusturulmustur. Kuyucuklara 180 pl LB s1v1 besiyeri eklenmis ve U65, U77,
U92 molekiillerinin 24 mM dan baslayan derigimleri (24 mM, 12 mM, 6 mM, 3 mM,
1,5 mM, 0,75 mM, 0.375 mM) kuyucuklarda diliie edilerek hazirlanmistir. 37°C’de
inkiibasyona birakilan mikroplateler 30 dakika araliklarla “Epoch Miproplate

Spektrofotometre” kullanilarak 600 nm de okutulmustur.

3.6. P. aeruginosa PAO1 ve P.aeruginosa M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9
Klinik izolatlarimin Antibiyotik Hassasiyetlerinin Arastirllmasi (Disk difiizyon

yontemi)

Calismalarda kullanilan P. aeruginosa PAO1 ve P. aeruginosa klinik izolatlarinin,
antibiyotik diren¢ profilleri onddrt cesit antibiyotige karsi disk difiizyon testi
uygulanarak arastirilmistir. Bu amagla Gram negatif bakterilerin tedavisinde en ¢ok
tercih edilen Piperacillin (Oxoid 100 pg), Ticarcillin (Oxoid 75 ng), Piperasillin-
tazobaktam, Imipenem (Oxoid 10 pg), Meropenem (Oxoid 10 pg), Gentamisin
(Oxoid 10 pg), Tobramycin (Oxoid 10 pg), Amikasin (Oxoid 30 ng),, Siprofloksasin
(Oxoid 5 pg), Levofloxacin (Oxoid 5 pg), Sefepim (Oxoid 30 pg), seftazidim (Oxoid
30) pug ,Kolistin (Oxoid 10 pg), Aztreonam (Oxoid 30 pg) antibiyotikleri
kullanilmigtir. 0,5 McFarland bulaniklifa esdeger bulamikliga ayarlanmis 2 mL
bakteri siispansiyonu, Mueller Hinton Agar (MHA) besiyeri bulunan petrilere
yayilmigtir.

Kullanilan antibiyotik diskler, besiyeri yiizeyine yerlestirilmis ve 37 °C’de 18-20 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonucunda her bakteri susu igin inhibisyon
zon c¢ap1 Ol¢iilmiistiir Test sonuglari, suslar i¢in hassas (S), direngli (R) ve orta
derecede duyarli (I) olarak CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) ’in
kriterlerine gore degerlendirilmistir (CLSI, 2011).
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3.7. Viriilens Faktorleri Uretim Testleri

3.7.1 Elastaz Testi

Elastaz aktiviteleri test edilecek P. aeruginosa PAOlsusu ve P. aeruginosa M1, P.
aeruginosa M2, P. aeruginosa M3, P. aeruginosa M4, P. aeruginosa M5, P.
aeruginosa M6, P. aeruginosa M7, P. aeruginosa M8, P. aeruginosa M9 klinik
izolatlarinin elastaz iiretimine etkisi Elastin Kongo Red (ECR) testi ile incelenmistir
(Ohman vd., 1980). P. aeruginosa suslar1 10 ml LB siv1 besiyerine U65, U77 ve U92
molekiillerinin 3 mM, 1,5 mM ve 0,75 mM derisimlerde eklenmesinden sonra 37
°C’de, calkalamali inkiibatorde 14-16 saat {retilmistir. Bu kiiltiirlerin supernatant
kismindan 100 pl iizerine 900 pl ECR tamponu (100 mM Tris, 1 mM CaCl,, pH 7,5,
20 mg ECR ) ilave edilmis ve 37°C’de 3saat 200 rpm de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonucunda ¢dziilmemis olan ECR santrifiij edilerek uzaklastirilmis ve

supernatant kisim OD 495 nm’de okunmustur (Sekil 3.4).

Sekil 3. 5. Elastaz testi deneysel agamalar
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3.7.2. Piyosiyanin Testi

U65, U77, U92 molekiillerinin piyosiyanin pigment iiretimi {izerine inhibisyon etkisi
test edilecek bakteri suslar1 (M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9, PAO1) LB
besiyerinde 37 °C’de 16-18 saat iiretilmistir. Test edilecek olan molekiiller 3 farkl
derisimde (3 mM, 1,5 mM ve 0,75 mM) olacak sekilde hazirlanip icerisinde 10 ml
LB besiyeri olan sigelere eklemistir. P. aeruginosa suslart 600 nm’de OD 0.05 olacak
sekilde ayarlandiktan sonra molekiillerin ilave edildigi siselere eklenmis ve 37 °C’de
16 saat calkalanarak iiretilmistir. 16 saat sonra LB besiyeri ortaminda iiretilen P.
aeruginosa kiiltiirlerine 5 ml kloroform eklenmis ve 30 saniye vortekslenmistir.
Siselerin alt kisminda kloroformdan ayr1 olan faz 2ml olacak sekilde her drnekten
ayn1 miktarda alinarak cam tiiplere konulmustur (Sekil 3.5). Daha sonra cam tiiplerin
iizerine 1ml HCL-su karisimi ilave edilerek 30 saniye vortekslenmis, tiiplerin st
kisminda olusan pembe faz OD 520 nm de okunarak kaydedilmistir (Essar vd.,
1990).

Sekil 3. 6. Piyosiyanin testi deneysel asamalar
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3.7.3. Proteaz testi

Icerisinde 10 ml LB siv1 besiyeri olan siselere, OD 600 nm’de 0.05 yogunluktaki
bakteri kiiltiirlerinden hesaplanan miktarda ekleyip 37°C bir gece ¢alkalamali etiivde
inkiibasyona birakilmistir. Ayrica igerisinde LB+U65, U77, U92 molekiilleri olan
siselere de bakteri kiiltlirlerinden OD 600’nm de 0.05 yogunlukta hesaplanan
miktarlarda eklenmis ve inkiibasyona birakilmistir. Bir gecelil inkiibasyon sonunda
bakteri kiiltiirlerinden 200 ul aliarak ve 500 pl % 0,2 azokazein igeren ependorflara
aktarilmistir. 60 dk 50°C 200 ppm de inkiibasyona birakilan endorflara bir saat sonra
200 pul %10 trikloroasetik asit eklenmis ve 120 dk 50°C de bekletilmistir. Daha sonra
15000 rpm’de 5 dk santrifiiriij edilmis, siipernatant kismi 350 nm’de okunmustur
(Senyiirek vd., 2009). Deneyler en az 3 kez tekrarlanarak ortalamalar1 alinmis ve
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Sonuglar P. aeruginosa PAO1 susu ile
karsilastirilarak degerlendirilmis ve negatif kontrol olarak P. aeruginosa JP2, P.

aeruginosa JP3 kullanilmustir.

3.7.4. Kayma Hareketi Testi

Test edilecek P. aeruginosa suslar1 (M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9, P.
aeruginosa PAO1) bir gece Luria-Bertani besiyerinde 37 °C’de iretilmistir. 8g
nutrient broth 17, 5 g bakto agar I-1 ve % 0,5 glikoz i¢eren kayma besiyeri igine
inhibisyon etkisi aragtirilan U65, U77, U92 molekiillerinden 1,5 mM derisimde
eklenmistir. Petrilere dokiilen besiyerleri katilastiktan sonra ortalarina bir gece dnce
ekilmis olan bakteri kiiltiirlerinin santrifiij sonrasi supenatant kismindan 5 pl
eklenmis ve 37 °C’de 16-18 saat inkiibasyona birakilmistir. Kayma hareketi,
inokiilasyonun yapildig1 noktadan cevreye dogru yayilmanin ¢apinin 6lgiilmesiyle
test edilmistir. Sonuglar kayma hareketi O6zelligine sahip olan PAOI susuyla

karsilastirilarak degerlendirilmistir.

3.7.5. Biyofilm Olusum Testi

P. aeruginosa PAO1 susu ve P. aeruginosa M1, P. aeruginosa M2, P. aeruginosa
M3, P. aeruginosa M4, P. aeruginosa M5, P. aeruginosa M6, P. aeruginosa M7, P.
aeruginosa MS8, P. aeruginosa M9 klinik izolatlarinda U65, U77, U92
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molekiillerinin biyofilm olusumuna etkisi incelenmistir. Bu amagla bakteriler LB
besiyerinde 37 °C’de 16-18 saat iiretilmis ve ertesi giin biyofilm olusumu {izerine
inhibisyon etkisi test edilecek olan molekiiller (U65, U77, U92) 3 mM derisimde
hazirlanip (DMSO da ¢oziilmiistiir) igerisinde 200 pul LB Broth besiyeri olan olan
plastik tiiplere 6 ul eklemistir. 16-18 saat iiretilmis olan bakteri kiiltiirleri bulaniklig1
0,5 McFarland bulanikligina esdeger bulanikliga ayarlanarak 200 ul LB Broth+6 pl
molekiil iceren ependorflara 10 pl ilave edilmistir. Her molekiil ve bakteri i¢in ii¢
plastik tiip kullanilmistir. Her bakteri igin besiyeri iceren plastik tiiplere sadece bateri
kiiltiiri eklenerek kontrol gruplari olusturulmustur. Negatif kontrol olarak PAO-JP2
susu LB igeren plastik tiiplere 10 pl eklenmis ve besiyeri igerenplastik tiiplerin {i¢
tanesine de molekiillerin ¢oziiciisii olan DMSO dan 6 pl eklenerek 37 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonunda plastik tiiplerdeki kiiltiirler OD 600
nm’de okunmus ve degerler kaydedilmistir. Daha sonra kiiltiir iceren plastik tiiplerin
icerigi dokiilerek 3 kez saf su ile yikanmis ve yikama islemi tamamlandiktan sonra
tiiplere % 0,1 lik kristal viyole ¢ozeltisinden 250 pl eklenmistir. 30 dakika kristal
viyole ile muamele edilen plastik tiipler 5 kez saf su ile yitkanmistir. Yikama islemi
tamamlandiktan sonra 250 ul %95 lik etanol ilavesiyle 15 dakika ¢ozdiiriilerek
ornekler 96 kuyucuklu mikroplate igerisine aktarilmis ve “Epoch Miproplate
Spektrofotometre” kullanilarak sonuglar 570 nm’de okunmustur (Sekil 3.7). Sonuglar
biyofilm olusturma Ozelligine sahip olan P. aeruginosa PAO1 susuyla

karsilastirilarak degerlendirilmistir.

JU0e] A9 6

Sekil 3. 7. Etanolde ¢oziinmiis kristal viyole iceren 6rnekler
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3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Tiim deneyler 3 tekrarli olarak yapilmis ve elde edilen veriler P. aeruginosa PAO1
susuyla karsilagtirilarak degerlendirilmistir. Sonuglar tek yonlii ANOVA testi ile
analiz edilmislerdir. Sonuglar ile kontrol arasindaki fark p<0.05 seviyesinde istatistik

olarak degerlendirimistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Cevreyi Algilama Sistemi inhibitér Aday1 Olarak Tasarlanan Molekiillerin

Secimi

Calisma kapsaminda cevreyi algilama sistemi inhibitér adayr olarak 20 molekiil
sentezlenmis, fakat bu 20 molekiiliin sadece 3 tanesi deneysel calismalarda
kullanilmak {izere secilmistir (Cizelge 4.1). Diger 17 molekiil ¢oziiniirliik

probleminden dolay1 ¢alismalarda kullanilamamustir.

Cizelge 4. 1. Cevreyi algilama sistemi inhibitér adayir molekiiller ve yapisal

kompozisyonlari
U65s u77
MA 134.13 g/mol MA 148.16
H H
N N
>:O >:O
N HaC N
H H
1,3-dihidro-2H-benzimidazol-2-on 5-metil-1,3-dihidro-2 H-benzimidazol-2-
on
U92
MA:218.20 g/mol
O
\}—CHg

y—

(L=
jp—

1,3-diasetil-1,3-dihidro-2 H-benzimidazol-2-on
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4.2. U65, U77, U92 Molekiillerinin Cevreyi Algillama Sistemi Inhibitor

Ozelliklerinin Test Bulgular1
4.2.1.QSIS1(Quorum Sensing Selector Strain 1) Test Bulgular:
Cevreyi algilama sistemi inhibitér adayi olarak sentezlenen U65, U77, U92

molekiillerinin ¢evreyi algilama sistemi iizerindeki inhibitor etkileri QSIS1 testi

sonucunda pozitif olarak gézlenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4. 1. U65, U77 ve U92 molekiilleri icin QSIS1 yontemi test sonuglarinin ABT
agar tzerindeki goriintiisii 1. U65 2. U77 3. U92 K. Patulin(pozitif
konrol)

4.2.2. C. violaceum 026 ve C. violaceum VIR07 Pigment Uretim Testi Bulgular

Sinyal molekiili varliginda pigment iretebilen mutant C. violaceum 026 ve C.
violaceum VIRO07 suslar ile yapilan test sonucu besiyeri ortamina sinyal molekiilii
eklenerek hazirlanan petrilerde mor viyolasin pigment tiretimi gozlenmis ve besiyeri
tizerinde kuyucuk acilarak viyolasin pigment {iretimi iizerine inhibisyon etkisi
arastirilan U65, U77, U92 molekiillerinin inhibisyon etkisi kuyucuk etrafinda olusan
renksiz zon ile pozitif olarak gozlenmistir (Sekil 4.2), (Sekil 4.3)
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Sekil 4. 2. (1) U65, (2) U77, (3) U92 molekiillerinin C. violaceum CV 026’da
pigment iiretimi {lizerine etkisinin agar lizerindeki goriintiisii K: Kontrol
(PeA)

el=F N 4

Sekil 4. 3. (1) U65, (2) U77. (3) U92 molekiillerinin C. violaceum VIR 07’de
pigment iiretimi iizerine etkisinin agar tizerindeki goriintiisii

4.3. Klinik izolatlarin Cevreyi Algilama Sistemi Genlerinin Arastirilmasi
PCR analiziyle 9 klinik izolatin ve P. aeruginosa PAO1 tamaminda lasl (605 bg),

lasR (725 bg), rhll (625 bg), rhiR (730 bg) cevreyi algilama sistemi genlerinin
mevcut oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.4).
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1000 be
800 bg

600 be

R

400 be

——————

Sekil 4. 4. Cevreyi algilama sistemi genlerinin agaroz jeldeki goriintiisii 1: PAO1
lasl, 2: PAOI rhIR, 3: PAOI rhll, 4: M1 lasl, 5: M1 rhIR, 6: M1 rhll, 7:
DNA Markir (200bg-6600bg), 8: M2 lasl, 9: M2 rhIR, 10: M2 rhll, 11:
M3 lasl, 12: M3 rhIR, 13: M3 rhll

4.4. Biiyiime ve Gelisme Egrileri

U65, U77, U92 molekiillerinin ¢alisma sirasinda kullanilacak derisimlerinin
belirlenmesi amaciyla Mikroplate spektrofotometre kullanilarak oliiglim yapilmis ve
bliyiime gelisme egrileri olusturulmustur. 600 nm’de 24 saat sonunda tespit edilen
sonuclara gére 6 mM ve altindaki degerler liremenin baskilanmadig1 degerler olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.5). Calismada kullanilacak olan derisimler (3 mM, 1,5 mM,
0,75 mM) bu sonuglara gore belirlenmistir.
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10,000

ue65
=4=6mM
=i=3mM
=fe=1,5mM
=>¢=0,75mM

1,000

=#&=0,375mM
=0-0,1875mM

Hicre yogunlugu (OD 600 nm)

==t==PA01

=== DMSO

0,100

Zaman

10,000

u77
=4=6mM

=f=3mM
=e=1,5mM

1,000

13 5 7 9 1113 =¥=0,75mM

=#=0,375mM
=0-0,1875mM

Hucre Yogunlugu (OD 600 nm)

=== PAQ1

=== DMSO

0,100

Zaman

10,000
u92

=4=6mM
=l=3mM

=#=1,5mM
1,000

=>=0,75mM
=3=0,375mM
=0-0,1875mM

Hicre Yogunlugu (OD 600 nm)

=+=PA01
=== DMSO

0,100

Zaman

Sekil 4. 5. U65, U77, U92 Molekiillerinin P.aeruginosa PAO1 susunun gelisimi

uzerine etkisi
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4.5. Antibiyotik Hassasiyet Testi

Disk difiizyon testi sonucunda P. aeruginosa PAO1 ve dokuz adet P. aeruginosa
klinik izolatlarinin tamaminin Piperasillin-tazobaktam, Imipenem, Meropenem,
Gentamisin, Tobramisin, Amikasin, Siprofloksasin, Levofloksasine kars1 duyarli (S)
oldugu tespit edilmistir. P. aeruginosa PAO1 susunun test edilen tiim antibiyotiklere
duyarli oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.1). Piperasilline M3 ve M9 klinik izolatlar1 orta
derecede duyarli iken M4 direngli olarak tespit edilmistir. Tikarsilline M2, M4, M7
orta derecede duyarli bulunmustur. Sefepime sadece M9 orta derecede duyarlilik (I)
gostermistir. Seftazidime ise M3 ve M9 izolatlar1 direngli (R) olup, M4 klinik izolati
orta derecede direnc¢li (I) bulunmustur. M3 klinik izolat1 Kolistin ve Aztreonama
kars1 direngli (R) olup, M1 Aztreonama kars1 orta derecede duyarli (I) olarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.1). P. aeruginosa PAO1 tiim antibiyotiklere duyarli olarak

goriilmiistir (Sekil 4.6).

. ———

Sekil 4. 6. P.aeruginosa PAO1 Susunun disk diflizyon test sonucu
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Cizelge 4. 2. P. aeruginosa PAO1 susu ve P. aeruginosa M1, M2, M3, M4, M5,
M6, M7, M8, M9 Klinik izolatlarmin Farkli1 Antibiyotiklere

Hassasiyetleri

M1 M2 M3 M4 MS M6 M7 M8 M9 PAO1
PENISILLIN
Piperasillin (100 pg) S S I R S S S S I S
Tikarsillin (75 pg) S I S I S S I S S S
B-LAKTAM/B-
LAKTAMAZ
Piperasillin-
P S S S S s S S S S S
KARBAPENEM
Imipenem (10 pg) S §$ S S S S S S S S
Meropenem (10 pg) s S §S§ §S§ S S S S S S
AMINOGLIKOZID
Gentamisin (10 pg) s s S S S S S S S S
Tobramisin (10 pg) s s S S S S S S S S
Amikasin (30 pg) S § S S S S S s S S
FLOROKINOLON
Siprofloksasin (5 pg) s s S S S S S S S S
Levofloksasin (5 pg) S §$ S S S S S S S S
SEFEM
Sefepim (30 pg) s s s S S S S 1 S S
Seftazidim (30 pg) S S R 1 S S S S R S
LIPOPEPTIT
Kolistin (10 pg) S § R S S S S s S S
MONOBAKTAM
Aztreonam (30 pg) I S R S S S S S S S
S: Duyarl I: Orta Derecede Duyarl R: Direngli
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4.6. U65, U77, U92 Molekiillerinin Bakteriyel Suslardaki Elastaz Uretimine
Etkisi

Cevreyi algilama sisteminin inhibisyonu lizerine yapilan ¢alismalarda kullanilan
inhibitdr adaylarinin bakteri gelisimini engellemeyip sistem iizerine inhibisyon
aktivitesinin olmasi istenmektedir. Yaptigimiz bu ¢alismada cevreyi algilama sistemi
lizerine potansiyel inhibitor aday1 olarak tespit edilen U65, U77, U92 molekiillerinin
inhibitér etkilerinin bakteri {izerinde antibakteriyel etkiye sahip olmadan
gergeklestirdiginin goriilmesi i¢in bakteri kiiltiirlerinin 6ncelikle OD 600 nm’deki
degerleri incelenmis ve viriilens faktorlerinin liretim testlerinde U65, U77, U92
molekiillerinin kullanilan 3 mM, 1,5 mM ve 0,75 mM derisimlerinin OD 600

nm’deki sonuglarina gore antibakteriyel etkilerinin olmadig1 goriilmustiir (Sekil 4.7).
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0,600 u Kontrol mU65 ny77 =92 = DMSO

0,500

0,400

0,300

0,200

0,100

0'000 S— —

M1 M2 M3 M4 M5 Mé M7 M8 M9 PAO1

Sekil 4. 7. U65, U77, U92 nolu molekiillerin (1):3 mM derisimleri i¢in P. aeruginosa M1, M2, M3, M4, M5,M6, M7, M8, M9, P. aeruginosa
PAOI klinik izolatlarinda absorbans (600 nm) degerleri.
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Calismada kullanilan P. aeruginosa M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7,M8, M9 klinik
izolatlarin elastaz iiretim Ozellikleri incelendiginde, 9 klinik izolattan 3 tanesinin
elastaz iiretimi % 100 olarak kabul edilen P. aeruginosa PAO1 susuna gore % 7 ile %
23 arasinda degisen oranlarda M5, M6, M9 klinik izolatlarinda daha fazla aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. Diger alt1 klinik izolatta ise elastaz tiretimi % 44 ile % 94
arasinda degismektedir. % 94 ile P. aeruginosa PAO1 susuna en yakin elastaz {iretme
yiizdesini P. aeruginosa M7 klinik izolat1 gosterirken, en az elastaz tiretim aktivitesi

% 45 ile P. aeruginosa M2 klinik izolatinda goriilmiistiir (Sekil 4.8).

140 ~

120 -

: I I I I I
MI M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M

PAO1

Elastaz Uretimi (%)
[e2) (o]
o o

~
o

N
o

9  PAO-JP2

Sekil 4. 8. P. aeruginosa PAO1ve P. aeruginosa M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7,M8,
MO klinik izolatlarinda elastaz iiretimi (%)

W Kontrol U65-1 B U65-2 HU65-3

ATAMAGRA

0
PAO1 M1 M2 M3

Elastaz Uretimi (%)

Sekil 4. 9. U65 molekiiliinin 3 mM, 1,5 mM ve 0,75 mM derisimlerinin P.
aeruginosa PAO1 ve P. aeruginosa M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8,
MO klinik izolatlarinda elastaz iiretimi {izerine etkisi (%).
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P. aeruginosa PAO1 susu ve P. aeruginosa M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9
klinik izolatlarinda U65 molekiilii 3 mM derisimde elastaz iiretimi iizerine % 18 ile
% 54 arasinda degisen inhibisyon etki gdstermistir. En diisiik inhibisyon ytizdesi %
18 ve % 21 olarak M1 ve M2 izolatlarinda goriilirken inhibisyonun en fazla
goriildigii izolat % 54 ile M5 olmustur. Bunu en yakin % 45 ile P. aeruginosa PAO1
susu takip etmistir (Sekil 4.9). Ayrica tespit edilen inhibisyon yiizdelerinden M4 (%
34), M5 (% 54), M6 (% 22), M7 (% 29), M8 (% 43), M9 (% 43) klinik izolatlarinda
ve P. aeruginosa PAO1 susu (% 45) sonuglar istatistik agidan anlamli bulunmustur
(p=<0,05) (Sekil 4.12., Sekil 4.13).

U65 molekiiliiniin ikinci derisiminde ise (1,5 mM) % 3 ile % 52 arasinda degisen
inhibisyon degerleri saptanmis olup bir {ist derisim sonuglar ile dogru orantili olarak
en yiiksek inhibisyon % 52 ile M5 izolatinda, % 37 ile P. aeruginosa PAO1 susunda
goriilmistiir. M5 (% 52), M7 (% 24), PAO1 (% 37) sonuglar istatistik agidan anlamh
bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.12., Sekil 4.13).

U65 molekiiliinlin test edilen 0,75 mM derisiminde ise, % 0 ile % 25 arasinda
degisen inhibisyon oranlar1 gozlenmistir (Sekil 4.9). Bulunan sonug¢lardan M7
izolatinda goriilen % 28 oranindaki inhibisyon degeri istatistik acidan anlaml
bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.13).

B Kontrol U77-1 U77-2 mU77-3

: ‘ l | I | l I |
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9

PAO1

Elastaz Uretimi (%)
3] S (o) ]
o o () (=)

o

Sekil 4. 10. U77 molekiiliiniin 3 mM, 1,5 mM ve 0,75 mM derisimlerinin P.
aeruginosa PAO1 ve P. aeruginosa M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7,
M8, MO klinik izolatlarinda elastaz iiretimi lizerine etkisi (%).
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Elastaz iiretimi {izerine inhibisyon etkisi aragtirilan ikinci molekiil U77 nin kullanilan
ilk derisimi 3 mM da inhibisyon degerleri %1 ile %58 arasinda degismistir. En
yiiksek inhibisyon degeri % 58 ile M8 klinik izolatinda gdriiliirken ikinci sirada % 54
ile M5 klinik izolat1 yer almistir. M4 klinik izolatinda ise inhibisyona sebep olmadigi
gozlenmistir (Sekil 4.10). M5 (% 54), M6 (% 37), M7 (% 24), M8 (% 58), M9 (%
46) klinik izolatlar ve PAO1 (% 37) susunda goriilen inhibisyon degerleri istatistiksel
acidan da anlamli bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.12., Sekil 4.13).

U77 molekiiliiniin ikinci derisimi 1,5 mM da ise % 2 ile % 46 arasinda degisen
inhibisyon yiizdeleri bulunmus ve bu sonuglardan M5 (% 34), M6 (% 22), M9 (%
34) ve PAO1 (% 36) orneklerinde goriilen inhibisyon yiizdeleri istatistik agidan
anlamli bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.12., Sekil 4.13).

U77 molekiiliiniin 0,75 mM olan {i¢iincii derisim inhibisyon sonugclari ise; % 0 ile %
29 arasinda degiskenlik gostermis olup, M9 izolatinda % 21 inhibisyon istatistik
acidan anlamli (p<0,05) olup, diger sonuglar anlamli degildir (Sekil 4.10).

Sonug olarak, U77 molekiiliiniin P. aeruginosa PAO1 susu ve 9 adet klinik izolattan
4 tanesinin (M1, M2, M3, M4) elastaz aktivitelerinde inhibisyona neden olmadigi

gozlenmistir.

m Kontrol U92-1 mU92-2 m U92-3

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9

PAO1

100

8

(=}

6

(=}

4

(=)

Elastaz Uretimi (%)

2

(=)

o

Sekil 4. 11. U92 Molekiiliiniin 3 mM, 1,5 mM ve 0,75 mM derisimlerinin P.
aeruginosa PAO1 ve P. aeruginosa M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7,
M8, MO klinik izolatlarinda elastaz iiretimi lizerine etkisi (%).
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P. aeruginosa PAO1 susu ve M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9 klinik
izolatlarinda elastaz {iretimine inhibisyon etkisi arastirtlan U92 molekiiliiniin
inhibisyon etkisi ilk derisimde (3 mM) % 6-% 56 arasinda bulunmustur. En fazla
inhibisyon etki M8 (% 56) ve M9 (% 55) klinik izolatlarinda goriilmiistiir. M5
izolatinda % 44, M4 izolatinda % 39, M6 izolatinda % 23 olarak tespit edilmis (Sekil
4.11) ve bu sonuglar istatistik agidan anlamli bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.12.,
Sekil 4.13).

U92 molekiiliiniin ikinci derisiminde go6zlenen inhibisyon ylizdeleri % 3-% 38
arasinda degiskenlik gostermis, M5 izolatindaki % 36, ve M9 klinik izolatinda da
goriilen % 24 inhibisyon orani istatistik ag¢idan anlamli bulunmustur (p<0,05) (Sekil

4.12, Sekil 4.13).
U92 molekiiliiniin {igiincii (0,75 mM) derisiminde goriilen % inhibisyon degerleri %

0 ile % 27 arasinda goriilmiis ve bu sonuglar istatistik agidan anlamli bulunmamigtir

(Sekil 4.12., Sekil 4.13).
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Elastaz uretimi OD 495nm

Elastaz tiretimi OD 495 nm
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M1 UB5-1 U65-2 U65-3 U77-1 U77-2 U77-3 U92-1 U92-2 U92-3 M2 U65-1 U65-2 U65-3 U77-1 U77-2 U77-3 U92-1 U92-2 U92-3
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Elastaz tretimi OD 495 nm

M3 U651 U65-2 U65-3 U77-1 U77-2 U77-3 U92-1 U92-2 U92-3

M4 U65-1 U65-2 U65-3 U77-1 U77-2 U77-3 U92-1 U92-2 U92-3

Elastaz tiretimi OD 495 nm

M5 U65-1 U65-2 U65-3 U77-1 U77-2 U77-3 U92-1 U92-2 U92-3

Sekil 4. 12. U65, U77, U92 nolu molekiillerin (1):3 mM, (2):1,5 mM, (3):0,75 mM
derisimleri i¢in P. aeruginosa M1, M2, M3, M4, M5, klinik izolatlarinda
elastaz iiretimine etkisi.

* ile isaretli sonuglarla kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde dnemlidir.
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Elastaz tiretimi OD 495 nm

PAO1 U65-1 U65-2 U65-3 U77-1 U77-2 U77-3 U92-1 U92-2 U92-3

Sekil 4. 13. U65, U77, U92 nolu molekiillerin (1):3 mM, (2):1,5 mM, (3):0,75 mM
derisimleri i¢in P. aeruginosa M5, M6, M7, M8, M9, klinik
izolatlarinda ve PAO1 susunda clastaz iiretimine etkisi.

* ile isaretli sonuglarla kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde énemlidir.
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4.7. U65, U77, U92 Molekiillerinin Bakteriyel Suslardaki Piyosiyanin Uretimine
Etkisi

P. aeruginosa i¢in karakteristik olan piyosiyanin pigment iretimi P. aeruginosa
PAO1 susu ve M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9 klinik izolatlarinda
arastirilmis M1, M2, M5, M7 ve M9 klinik izolatlarinda; piyosiyanin iiretimi PAO1
susuna kiyasla % 7-% 39 arasinda degisen oranlarda daha fazla tespit edilmistir. M8
susu PAO1 ile ayni1 seviyede aktiviteye sahip iken M3, M4, M6, izolatlarinda ise

sirastyla % 84, % 88 ve % 92 oraninda piyosiyanin pigment liretimi gézlenmistir
(Sekil 4.14).

140
120
100
80 7
60 1

40

Piyosiyanin Uretimi (%)

20 1

£

0_4’
PAO1 M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9
Bakteriyel Suslar

Sekil 4. 14. P. aeruginosa PAOlve M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7,M8, M9 klinik
izolatlarinda piyosiyanin tiretimi (%)
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Sekil 4. 15. U65 Molekiiliiniin 3 mM, 1,5 mM ve 0,75 mM derisimlerinin P.
aeruginosa PAOI ve P. aeruginosa M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7,
M8, M9 klinik izolatlarinda piyosiyanin iiretimi tizerine etkisi (%).

Piyosiyanin tiretimi tespit edilen PAO1 susu ve P. aeruginosa M1, M2, M3, M4, M5,
M6, M7, M8, M9 klinik izolatlarin piyosiyanin pigment iiretimi lizerine inhibisyon
etkisi oncelikle U65 molekiiliiniin 3 farkli derisimi (3 mM, 1,5 mM, 0,75 mM)

kullanilarak arastirilmistir.

U65 molekiiliniin 3mM olan ilk derisiminin piyosiyanin {iretimi {izerindeki
inhibisyon etkisi sonuglarina gore; M6 klinik izolatinda inhibisyon gozlenmezken, P.
aeruginosa PAO1 susu ve diger klinik izolatlardan M7 % 31, M3 ve M4 % 42, M8 %
45, M2 % 50, M5 % 53, M1 % 65, P. aeruginosa PAO1 da % 69 inhibisyon
saptanmustir. (Sekil 4.13.). Saptanan bu degerler istatistik acidan anlamlidir (p<0,05)
(Sekil 4.18., Sekil 4.19). En fazla inhibisyon % 69 ile P. aeruginosa PAO1 susunda
gozlenmistir. Bunu takiben % 65 ve % 53 inhibisyon orami ile M1 ve MS5
izolatlarinda piyosiyanin pigment liretimi {lizerine en yiiksek inhibisyon oranlari

gbzlenmistir (Sekil 4.15).

U65 molekiiliiniin 1,5mM olan ikinci derisiminde ise % 16 ile % 55 arasi inhibisyon
gbzlenmistir. Bu sonuglardan ise P. aeruginosa PAO1 susunda ve M2 izolatinda
goriilen % 55 ile M1 izolatinda goriilen % 39 ve M5 izolatinda % 28 inhibisyon
yiizdeleri istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.18., Sekil 4.12).

U65molekiiliiniin  bakterilerde piyosiyanin {iretiminin baskilanmasi amaciyla

uygulanan {igiincii derisiminde (0,75 mM) ise % 0 ile % 34 arasinda degisen
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inhibisyon oranlar1 goriilmiis (Sekil 4.18, Sekil4.19) ve bu sonuglar istatiksel agidan

anlamli bulunmamastir.

H Kontrol u77-1 u77-2 m U77-3
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Sekil 4. 16. U77 Molekiiliiniin 3 mM, 1,5 mM ve 0,75 mM derisimlerinin P.
aeruginosa PAOI ve P. aeruginosa M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7,
M8, M9 klinik izolatlarinda piyosiyanin iiretimi tizerine etkisi (%).

Piyosiyanin pigment iiretimine U77 molekiiliiniin 3 mM derisimdeki etkisi; tizerinde
arastirma yapilan bakterilerde % 27 ile %61 arasinda degismektedir. En yiiksek
inhibisyon % 61 ile P. aeruginosa PAO1 sus iizerinde tespit edilirken ve en az
inhibisyon orani ise % 27 ile M7 ve M8 klinik izolatlarinda goriilmiistiir (Sekil 4.16).
Bu sonuglardan M1 (% 56), M3 (% 32), M5 (% 47), M6 (% 49), M9 (% 49) ve P.
aeruginosa PAO1 (% 61) suslarinin piyosiyanin {iretimlerinin inhibisyon yiizdeleri
istatiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.18., Sekil 4.19).

U77 molekiiliniin ikinci derisiminde (1,5 mM) P. aeruginosa PAO1 ve klinik
izolatlarinda piyosiyanin pigment iiretimi iizerine en az etki M4 izolatinda % 16, en
¢ok inhibisyon ise P. aeruginosa PAOI susunda % 55 olarak gozlenmistir (Sekil
4.16). Bulunan sonuclardan ii¢ tanesi piyosiyanin pigment Uretimi iizerindeki
inhibisyon etki M1 (% 49), M3 (% 30) ve PAO1 (% 55) olarak gbzlenmis ve bu
inhibisyon ylizdeleri istatiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.18.,
Sekil 4.19).
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Bakterilere uygulanan U77 molekiiliiniin {igiincti derisiminde sadece P. aeruginosa
PAO1 susundaki piyosiyanin pigment liretimi iizerine goriilen % 49 inhibisyon
istatiksel agidan anlamli bulunmus (p<0,05) (Sekil 4.18), diger izolatlarda goriilen

inhibisyon ise % 2 ile % 31 arasinda olup anlamli bulunmamastir.
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Sekil 4. 17. U92 Molekiiliiniin 3 mM, 1,5 mM ve 0,75 mM derisimlerinin P.
aeruginosa PAO1 ve P. aeruginosa M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7,
M8, M9 klinik izolatlarinda piyosiyanin iiretimi tizerine etkisi (%).

U92 numarali molekiilin 3 mM derisiminin piyosiyanin {iretimi {iizerindeki
inhibisyon etkisi P. aeruginosa PAO1 susunda % 50 P. aeruginosa M9 klinik
izolatinda % 60, P. aeruginosa M8 klinik izolatinda % 50, P. aeruginosa M4 klinik
izolatinda % 46, P. aeruginosa M1 klinik izolatinda % 31, P. aeruginosa M3 klinik
izolatinda % 22 ve P. aeruginosa M6 klinik izolatinda % 8, P. aeruginosa M7 klinik
izolatinda % 30, P. aeruginosa M2 klinik izolatinda % 21, P. aeruginosa M5 klinik
izolatinda ise % 20 inhibisyona sebep olmustur (Sekil 4.17.). Piyosiyanin pigment
tretimi lizerine U92 molekillinin 3 mM derisiminin etki ettigi inhibisyon
yiizdelerinde P. aeruginosa PAO1 susu ve M1, M3, M4, M8, M9 klinik izolatlari
tizerinde goriilen inhibisyon etki istatistik agidan anlamli bulunmustur (p<0,05)

(Sekil 4.18, Sekil 4.19).
U92 molekiiliiniin piyosiyanin pigment iiretimi {izerine inhibisyon etkisinin 1,5 mM
derigsimdeki sonuglar1 ise M4 klinik izolatinda % 43, M8 klinik izolatinda ise % 39

inhibisyon yiizdeleri gbézlenmistir. Bu iki yiizde inhibisyon sonucu istatiksel olarak
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da anlamli bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.18., Sekil 4.19). P. aeruginosa PAO1 susu
ve diger klinik izolatlarda goriilen inhibisyon yiizdeleri istatistik a¢idan anlamli

bulunmamistir (Sekil 4.18., Sekil 4.19).
U92 molekiiliiniin son derisimi olan 0,75 mM da ise lizerinde calisilan bakterilerin

hicbirinde piyosiyanin pigment iiretimi iizerine anlamli bir inhibisyon yiizdesi

goriilmemistir (Sekil 4.18., Sekil 4.19).
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M3 U65-1 U65-2 U65-3 U77-1 U77-2 U77-3 U92-1 U92-2 U92-3 M4 U651 U65-2 U65-3 U77-1 U77-2 U77-3 U92-1 U92-2 U92-3

Piyosiyanin tiretimi OD 520 nm

M5 U651 U65-2 U65-3 U77-1 U77-2 U77-3 U92-1 U92-2 U92-3

Sekil 4. 18. U65, U77, U92 nolu kimyasallarin ( 1):3 mM, (2):1,5 mM, (3):0,75 mM

derigimleri i¢in M1, M2, M3, M4, M5 klinik izolatlarinda piyosiyanin
iiretimine etkisi.

* ile isaretli sonuglarla kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde 6nemlidir.
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Sekil 4. 19. U65, U77, U92 nolu kimyasallarin ( 1):3 mM, (2):1,5 mM, (3):0,75 mM
derisimleri i¢in M6, M7, M8, M9 klinik izolatlarinda ve PAO1 susunda

piyosiyanin iiretimine etkisi.

* ile isaretli sonuglarla kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde 6nemlidir.

68



4.8. U65, U77, U92 Molekiillerinin Bakteriyel Suslardaki Kayma Hareketine
Etkisi

P. aeruginosa da cevreyi algilama sistemi kontoriinde ger¢eklesmekte olan kayma
hareketi iizerine, cevreyi algilama sistemi inhibitér adayi benzimidazol tlirevi
molekiillerinin (U65, U77, U92) etkisi arastirilmistir. Bu amagla caligmalarda
kullanilan P. aeruginosa PAO1 susu ve 9 adet klinik P. aeruginosa izolatinda (M1,
M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9) benzimidazol tiirevi molekiillerin 1,5 mM
derisimdeki etkileri incelenmistir. Ayrica negatif kontrol olarak da lasl ve rhll
genleri icermeyen mutant PAO-JP2 susu kullanilmistir. Kayma hareketi, bakteri
kiiltiiriiniin  petrinin orta kismina inokiilasyon yapilan alandan c¢evreye dogru
gosterdigi yayillmanin cap1 olgiilerek tespit edilmistir. Ug tekrarli gergeklestirilen

deneysel calisma sonucu, sonuglar ististiksel olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.22)

Oncelikle P. aeruginosa PAO1 susunun gostermis oldugu aktivite % 100 olarak

kabul edilmis ve diger suslarin yaptigr kayma hareketi %’si hesaplanmigtir (Sekil
4.20).

P. aeruginosa PAO1 ve diger klinik izolatlarin yaptiklari kayma hareketi (mm) ve

inhibitdr adayr molekiillerin 1,5 mM derisimlerinin kayma hareketi {izerine etkisi
Sekil 4.21°de verilmistir.
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Sekil 4. 20. P. aeruginosa PAOlve M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7,M8, M9 klinik
izolatlarinda kayma hareketi (%)
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Uzerinde ¢alisilan klinik izolatlarin bir tanesi (M7), PA0O-JP2 negatif kontrol susu ile
aynit yayimh gosterdigi i¢cin kayma hareketi yapmadigi tespit edilmistir (Sekil 4.30).
M1 ve M9 suslar1 % 92 ve % 81 oranlar ile P. aeruginosa PAO1’ e yakin seviyede
kayma hareketi gosterirken, M5 ve M6 izolatlarinda kayma hareketi % 69 ve % 62
oraninda goriilmiistir. M2, M3, M4, M8 suslarinda ise bu oran % 28 ile % 45

arasinda olup en az aktivitenin bu izolatlarda oldugu gozlenmistir (Sekil 4.20).

B Kontrol u65 mu77 m 92

PAO1 M1 M2 M

Kayma Hareketi (mm)
= N w H Ul (o)) ~
o o o o o o o

o

3 M4 M5 M6 M7 M8 M9

Bakteriyel Suslar

Sekil 4. 21. U65, U77, U92 Molekiillerinin 1,5 mM derisiminin, P. aeruginosa PA0O1
ve P. aeruginosa M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9 klinik
izolatlarinda kayma hareketi izerine etkisi (mm)

Kayma hareketi {lizerine benzimidazol tiirevi molekiillerin inhibisyon etkisi petride
goriilen yayilma hareketinin mm olarak 6l¢iilmesi ile tespit edilmistir. Bu sonuglara
gore Sekil 4.21°de 3 farkli molekiiliin 1,5 mM derisimlerinin (U65, U77, U92)
kayma hareketi iizerine inhibisyon etkislerinin sonuglart verilmistir. Bu sonuglara
gore U65 molekiili tim suslarda % 19-% 74 arasi degisen inhibisyon etki
gostermistir. En yiiksek inhibisyon etki % 74 oraniyla P. aeruginosa PAO1 susu
tizerine olmustur (Sekil 4.24) ve bu sonug istatiksel agidan anlamli bulunmustur
(p=<0,05) (Sekil 4.25). M1 klinik izolatinda kayma hareketine inhibisyon etki % 59
olarak goriilmiis (Sekil 27) ve istatistiksel agidan degerlendirildiginde anlamli olarak
bulunmustur(p<0,05) (Sekil 28). M5 klinik izolatinda goriilen % 45 inhibisyon orani
da istatiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,05) (Sekil 29, Sekil 30). M9 klinik
izolatinda ise % 37 inhibisyon orani gozlenmistir. M1, M2, M5, M6, M8, M9 klinik
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izolatlar1 ile P. aeruginosa PAO1 susunda goriilen yiizde inhibisyon sonuglari
istatiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.22).

U77 molekiiliiniin 1,5 mM derisimi ise kayma hareketi tizerinde % 44 ile % 80 aras1
degisen oranlarda inhibisyona sebep olmustur. En yiiksek inhibisyon % 80 oraninda
P. aeruginosa PAO1 iizerinde saptanmustir. Diger izolatlarda ise %44 (M3), %45
(M2), % 46 (M8), % 55 (M5), % 58 (M4), % 60 (M9), % 73 (M1) ve % 75 (M6)
inhibisyona sebep olmustur (Sekil 4.20). M1, M2, M4, M5, M6, M8, M9 klinik
izolatlar1 ile P. aeruginosa PAO1 susunda goriilen yilizde inhibisyon sonuglari
istatiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.22).

U92 molekiiliinde ise kayma hareketi tizerine % 39 ile % 74 aras1 degisen inhibisyon
degerleri saptanmistir. Burada da en yiiksek inhibisyon P. aeruginosa PAO1 susunun
yapmis oldugu kayma hareketi lizerine olmustur. Diger izolatlarda ise U92 molekiili,
M3’de % 39, M8 % 41, M2 % 45, M4 % 49, M9 % 62, M6 % 63, M1 ve M5’ de %
67 inhibisyona sebep olmustur (Sekil 4.20). M1, M2, M4, M5, M6, M8, M9 klinik
izolatlar1 ile P. aeruginosa PAO1 susunda goriilen yilizde inhibisyon sonuglari
istatiksel agidan anlamli bulunmustur(p<0,05) (Sekil 4.22).

Calismada U65, U77, U92 molekiillerinin ¢6ziinmesinde kullanillan DMSO’nun
kayma hareketi lizerine inhibisyon etki gostermediginin tespiti i¢inde kullanilan
molekiillerin hacmi kadar DMSO eklenen petrilerde kayma aktivitesi aragtirilmig ve
P. aeruginosa PAO1 susuna yakin kayma hareketi gosterdigi tespit edilerek DMSO’

nun kayma hareketi lizerine inhibisyon etkisinin olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 4.23).
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Sekil 4. 22. U65, U77, U92 nolu kimyasallarin 1,5 mM derisiminin M1, M2,
M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9 klinik izolatlarinda ve PAO1
susunda kayma hareketine etkisi.

* ile isaretli sonuglarla kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde énemlidir.
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A B C

Sekil 4. 23. A - P. aeruginosa PAO1 (pozitif kontrol), B - P. aeruginosa PA0-JP2
(negatif kontrol), C - P. aeruginosa PA01+ DMSO kayma hareketi

A B

Sekil 4. 24. P. aeruginosa PAO1 susunda, U65, U77, U92 molekiillerinin 1,5 mM
derisiminde kayma hareketi lizerine etkisi [A (PAO1-Kontrol), B (PA01+U65), C
(PA01+U77), D (PAO1+U92)]

kayma hareketi (mm)

PAO1(Kontrol) U5 ur? u92

Sekil 4. 25. U65, U77, U92 nolu kimyasallarin 1,5 mM derisiminin P. aeruginosa
PAO1 susunda kayma hareketine etkisi.

* ile isaretli sonuglarla kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde dnemlidir.
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A B C D

Sekil 4. 26. M1 Klinik izolatinda, U65, U77, U92 molekiillerinin 1,5 mM
derisiminde kayma hareketi lizerine etkisi [A (M1-Kontrol), B
(M1+U65), C M1+U77), D (M1+U92)]
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Sekil 4. 27. U65, U77, U92 nolu kimyasallarin 1,5 mM derisiminin P. aeruginosa
M1 klinik izolatinda kayma hareketi {izerine etkisi.

* ile isaretli sonuglarla kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde 6nemlidir.
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A B C D

Sekil 4. 28. M5 Klinik izolatinda, U65, U77, U92 molekiillerinin 1,5 mM
derisiminde kayma hareketi iizerine etkisi [A (M5-Kontrol), B
(M5+U65), C (M5+U77), D (M5+U92)]
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Sekil 4. 29. U65, U77, U92 nolu kimyasallarin 1,5 mM derisiminin P. aeruginosa
M35 klinik izolatinda kayma hareketi iizerine etkisi.

* ile isaretli sonuglarla kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde énemlidir

A B

Sekil 4. 30. (A). PA0-JP2 negatif kontrol, (B). M7 klinik izolat1 kayma hareketi
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4.9. U65, U77, U92 Molekiillerinin Bakteriyel Suslardaki Proteaz Uretimi Etkisi
120 +
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Proteaz Uretimi (%)

Sekil 4. 31. P. aeruginosa PAOlve M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7,M8, M9 klinik
izolatlarinda proteaz tiretimi (%)

P. aeruginosa PAO1 susunun proteolitik aktivitesi %100 olarak kabul edilerek diger

klinik izolatlarin proteolitik aktivitesi kiyaslandiginda gosterdikleri aktivitenin % 71

ve % 92 oraninda oldugu tespit edilmigtir.

76



proteaz {retimi OD 520

proteaz dretimi OD 520
° - ~ ©
T T R B
g

M1(kontrol)65-1 U65-2 U65-3 U77-1 U77-2 U77-3 U92-1 U92-2 U92-3 M2 kontrolU65-1 U65-2 U65-3 U77-1 U77-2 U77-3 U92-1 U92-2 U92-3

proteaz iretimi OD 520
- ~ w IS o
1 1 1 1 1
proteaz tretimiOD 520
- ~ w IS @
1 1 1 1 1

0 -
M3 kontrol U65-1 U65-2 U65-3 U77-1 U77-2 U77-3 U92-1 U92-2 U92-3

0 -
M4 kontrol U65-1 U65-2 U65-3 U77-1 U77-2 U77-3 U92-1 U92-2 U92-3

44

proteaz iretimi OD 520
o = ~ w o
Il L L L L
proteaz tretimi OD 520
=) - N w IS @
Il L L L L ]

M5  kontrol U65-1 U65-2 U65-3 U77-1 U77-2 U77-3 U92-1 U92-2 U92-3 M6  kontrol U65-1 U65-2 U65-3 U77-1 U77-2 U77-3 U92-1 U92-2 U92-3

1

proteaz Gretimi OD 520
~ w IS
PR M T TR
proteaz iretimi OD 520
° N ~ w IS
1 1 1 1 1

0 -

M7 kontrol U65-1 U65-2 U65-3 U77-1 U77-2 U77-3 U92-1 U92-2 U92-3 M8 kontrol U65-1 U65-2 U65-3 U77-1 U77-2 U77-3 U92-1 U92-2 U92-3

proteaz retimi OD 520
- ~ w S
1 1 1 1
proteaz retimi OD 520
- ~ w IS
1 1 1 1

0 -
M9 kontrol U65-1 U65-2 U65-3 U77-1 U77-2 U77-3 U92-1 U92-2 U92-3

0
PAO1 kontrol U65-1 U65-2 U65-3 U77-1 U77-2 U77-3 U92-1 U92-2 U92-3

Sekil 4. 32. U65, U77, U92 nolu molekiillerin 1,5 mM derigsimi i¢in M1, M2, M3,
M4, M5, M6, M7, M8, M9 Kklinik izolatlarinda ve PAO1 susunda
proteaz liretimine etkisi.

* ile isaretli sonuglarla kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde énemlidir.
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Sekil 4. 33. U92 Molekiiliiniin 3 mM, 1,5 mM ve 0,75 mM derigimlerinin proteaz
iiretimi lizerine etkisi (%).
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Sekil 4. 34. U77 Molekiiliiniin 3 mM, 1,5 mM ve 0,75 mM derisimlerinin proteaz
tiretimi {lizerine etkisi (%).
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Sekil 4. 35. U92 Molekiiliiniin 3 mM, 1,5 mM ve 0,75 mM derigsimlerinin proteaz
iiretimi tizerine etkisi (%).

P. aeruginosa PAO1 susunda ve M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9 klinik
izolatlarunda goriilen ve kontrolii ¢evreyi algilama sistemi tarafindan kontrol edilen
proteaz tiretimi iizerine inhibitér adayi olarak tasarlanan U65, U77 ve U92
molekiillerinden; sadece U77 ve U92 molekiillerinin 3 mM derisimi PAO1 susu
lizerinde inhibitér etki gdstermistir. U77 molekiiliiniin 3 mM derisimde P.
aeruginosa PAO1 susunda proteaz iiretimine inhibisyon etkisi % 64 olarak tespit

edilmis ve bu sonug istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4. 32).

U92 molekiiliiniin 3 mM derisimde P. aeruginosa PAO1 susu iizerindeki inhibisyon
yiizdesi ise % 38 olup bu oran istatiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,05) (Sekil
4.32).

Diger klinik izolatlar {izerinde U65, U77 ve U92 molekiiliiniin 3 farkli derisiminin (3

mM, 1,5 mM, 0,75 mM) inhibisyon yiizdeleri % 0 ile % 28 arasinda degisiklik
gostermis olup, bu sonuglar istatiksel agidan anlamli degildir (Sekil 4. 32).
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4.10. U65, U77, U92 Molekiillerinin Bakteriyel Suslardaki Biyofilm Olusumuna
Etkisi

Biyofilm olususumu testi sonug¢larina gore ¢alismada kullanilan P. aeruginosa M1,
M2, M3, M4, M5 M6, M7, M8, M9, klinik izolatlarinin tamaminin biyofilm
olusturma 6zelliginin oldugu tespit edilmistir. Biyofilm olusturma aktivitesi % 100
olarak kabul edilen P. aeruginosa PAOI ile kiyaslandiginda ise en fazla biyofilm
olusturma yeteneginin % 95 ile M5 klinik izolatinda oldugu, bunu en yakin % 93 ile
M7 izolatinin takip ettigi tespit edilmistir. Ayrica M3 klinik izolatinin % 90, M6
klinik izolatinin % 72, M9 klinik izolatinin ise % 70 oraninda biyofilm olusturma
ozelligi goriilmiistiir. Bunlar1 takiben M8 izolatinin % 68, M2 izolatinin % 62, M4
izolatinin % 61 ve M1 izolatinin % 57 aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Sekil
4.37).
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Sekil 4. 36. P. aeruginosa PAO1ve P. aeruginosa M1, M2, M3, M4, M5, M6,
M7,M8, M9 klinik izolatlarinda biyofilm olusumu (%)
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Sekil 4. 37. U65, U77, U92 Molekiillerinin 3 mM derisiminin, P. aeruginosa PAO1
ve P. aeruginosa M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9 klinik
izolatlarinda biyofilm olusumuna etkisi (%)

P. aeruginosa PAO1 ve P. aeruginosa M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9
klinik izolatlarinda biyofilm olusumuna U65, U77, U92 molekiillerinin inhibitor
etkisi lic molekiiliin 3 mM derisimlerinde arastirilmis ve U65 molekiiliiniin M5 klinik
izolatinda % 50, M9 klinik izolatinda ise % 74 inhibisyona sebep oldugu tespit
edilmistir. Tespit edilen inhibisyon yiizdeleri istatistiksel agidan anlamli bulunmustur

(p<0,05). (Sekil 4.39, Sekil 4.40).

U77 molekiilinin M2, M3, M4 klinik izolatlarinda biyofilm olusumu {izerine
inhibisyon etkisi % 9, % 27, % 33 olarak tespit edilmis fakat bulunan inhibisyon
yiizdeleri istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. Diger klinik izolatlarda goriilen
inhibisyon yiizdeleri ise, M1 % 43, M5 % 65, M6 % 43, M7 % 55, M8 % 77, M9 %
80 ve P. aeruginosa PAO1 % 56 olarak tespit edilmistir. M1, M5, M6, M7, M8, M9,
P. aeruginosa PAO1 da goriilen inhibisyon yiizdeleri istatistiksel agidan anlamli
bulunmustur (p<0,05). (Sekil 4.39, Sekil 4.40).

U92 molekiiliiniin 3 mM derisiminin biyofilm olusumu iizerine inhibisyon etkisi M1,
M2, M3 ve M4 suglarinda % 8, % 18, % 36, % 39 olarak tespit edilmis ve bu
sonuglar istatistiksel a¢idan anlamli bulunmamistir. M5 klinik izolatinda % 52,
inhibisyon gozlenirken M6 klinik izolatinta % 37, M7 klinik izolatinda % 42, M8
klinik izolatinda % 53, M9 klinik izolatinda % 66 ve P. aeruginosa PAOlIsusunda %
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54 inhibisyon orani gozlenmistir. U92 molekiiliiniin bu degerler istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.40).

Biyofilm olusumu OD 570 nm
Biyofilm olusumu OD 570 nm

3,54

3,04

Biyofilm olusumu OD 570 nm
Biyofilm olusumu OD 570 nm

Biyofilm olusumu OD 570 nm

M5 u65 u77 U92

Sekil 4. 38. U65, U77, U92 nolu kimyasallarin ( 1):3 mM derisimi igin P. aeruginosa
M1, M2, M3, M4, M5 klinik izolatlarinda biyofilm olusumuna etkisi.

* ile igaretli sonuglarla kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde 6nemlidir.

82



Biyofilm olusumu OD 570 nm
Biyofilm olusumu OD 570 nm

Biyofilm olusumu OD 570 nm
Biyofilm olusumu OD 570 nm

Biyofilm olusumu OD 570 nm

Sekil 4. 39. U65, U77, U92 nolu kimyasallarin (1):3 mM, derisimi i¢in P. aeruginosa
PAO1 ve P. aeruginosa M6, M7, M8, M9, klinik izolatlarinda biyofilm
olusumuna etkisi.

* ile isaretli sonuglarla kontrol arasindaki fark p<0,05 seviyesinde 6nemlidir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bakteriyel enfeksiyonlarda antibiyotikler ile gerceklestirilen miicadele, bakterinin
her gecen giin gelistirdigi mutasyonlar sonucu gosterdigi direng sebebiyle gittikce
zor hale gelmekte ve mikroorganizmalarla miicadelede yeni stratejilerin

gelistirilmesini zorunlu hale getirmektedir.

1970’1 yillarda ilk kez V. fisheri’de mikroorganizmalarin sosyal bir davranis
sergiledikleri birbirleri ile iletisim kurduklari, sinyal molekiilleri olarak ifade edilen
bazi molekiiller araciligi ile yeterli gogunluga ulastiklarinin farkina varabildikleri ve
yeterli  c¢ogunluga  ulastiklar1 anda da  g¢esitli  fizyolojik  islemleri
gerceklestirebildiklerinin kesfi, daha sonraki caligmalara 151k tutmus ve patojen
mikroorganizmalarda bu sistemin ortaya ¢ikarilmasini saglamistir. V. fisheri’de bu
iletisim sonucu ortaya ¢ikan 11k tiretimi herhangi bir tehdit unsuru olmazken patojen
mikroorganizmalarda goriilen viriilans faktorlerinin bu sistem araciligi ile sentezi

enfeksiyon hastaliklarinin olugsmasinda insanlik i¢in 6nemli bir tehdit unsurudur.

Patojen mikroorganizmalarda, hastaligin ortaya g¢ikmasinda etkili olan viriilens
faktorlerinin, kesfedilen ¢evreyi algilama sisteminin kontrolii ile gerceklestiginin
anlasilmasi, patojen mikroorganizmalarla miicadelede bu sistemin inhibisyonu
lizerine yapilan ¢aligmalarin yogunlagmasina sebep olmustur. Ciinkii bakterilerin
bircok antibiyotigi tantyor olmasi ve her gecen giin farkli bir mekanizma ile direng
gelistirmesi bakterileri 6ldiirmek yerine hastalik yapma yeteneklerinin baskilanarak
bakteriyel enfeksiyonlarla miicadelede yeni ve etkili bir strateji olarak

distiniilmektedir.

Bu amagla ¢alismamizda cevreyi algilama sistemi inhibitdr aday1 olarak tasarlanip
sentezlenen molekiillerin 6nemli bir firsat¢1 patojen olan P. aeruginosa’da gevreyi
algilama sistemi kontroliinde iiretilen elastaz, piyosiyanin, proteaz gibi viriilens
faktorleri ile kayma hareketi ve biyofilm olusumu {izerine inhibisyon -etkileri

arastirilmustir.

Yaptigimiz calisma kapsamina kan, balgam, idrar gibi 6rneklerden izole edilen 9 adet

P. aeruginosa klinik izolati1 ve standart sus olarak da P. aeruginosa PAOI susu dahil
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edilmistir. Ayrica klinik izolatlar ve P. aeruginosa PAO1 susunda, gevreyi algilama
sistemi inhibitdr aday1 olarak tasarlanan ve U65, U77, U92 olarak adlandirilan

molekiiller de ¢alisma kapsamina dahil edilen diger 6nemli bilesenlerdir.

Cevreyi algilama siteminin inhibisyonu {izerine yapilan ¢alismalar bu sistemin
inhibisyonunun AHL olarak adlandirilan sinyal molekiillerinin sentezinin
engellenmesi ile gergeklesebilecegini, ya da sentezlenmis bir AHL sinyal
molekiiliiniin yikilmasi ile sistemin bloke edilebilecegini, ii¢lincii bir yaklasim olarak
da AHL reseptor proteininin sinyal molekiilii ile kompleks olusturmasinin
engellenmesi ile gerceklestirilebilecegini gostermislerdir (Hentzer ve Givskov,
2003). AHL sinyal molekiiliiniin sentezinin engellenmesine yonelik calismalar
Ozellikle S-adenozil metiyonin analoglarinin {iretimi lizerine olmustur. Ciinkii S-
adenozil metiyonin (SAM) AHL sinyal molekiili {iretim reaksiyonunda sinyal
molekiiliiniin lakton halkasinda amino verici olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle
SAM’in analoglart AHL sinyal molekiiliiniin sentezinin 6nlenmesinde potansiyel
olarak diisliniilmiistiir. Parsek vd. (1999), yaptiklar1 ¢alismada SAM analogu S-
adenozil-homosistein, S-adenozilsistein ve sinefungin molekiillerinin ~ Rhll
aktivitesini inhibe ederek sinyal molekiiliiniin sentezinin engelledigini tespit
etmislerdir. Tateda vd.(2001), ise baz1 makrolit antibiyotiklerin biiylimeyi engelleyen
en diisik dozda kullanildiginda P. aeruginosa PAO1 susunda AHL sentezini

baskiladigini gérmiislerdir.

Acil homoserin lakton sinyal molekiillerinin yikimi ya da yayilmasinin engellenmesi
izerine yapilan g¢aligmalarda bazi bakteriler tarafindan iiretilen enzimlerin AHL
sinyallerini indirgediklerinin kesfi olduk¢a dikkat ¢ekici olmustur. Dong vd. (2000)
yaptiklar1 ¢alismada Bacillus cinsi bakterinin {irettigi AiiA enziminin AHL
hidrolizini gergeklestirerek bitki patojeni Erwinia carotovora’nin sebep oldugu

yumusak kok hastaligi semptomlarinin azaldigini1 gézlemlemislerdir.

Cevreyi algilama sistemi ve bunun sonucu olarak viriilens faktorlerinin iiretiminin
engellenmesinin lizerine dogal ve sentetik molekiillerle ¢cok fazla ¢alisma yapilmis
olup benzer bir ¢alisma Reimman, vd.,(2002) tarafindan gerceklestirilmistir. Daha
once g¢evreyi algilama sistemi inhibitorii olarak rapor edilen aiiA geninin homologu

olan bir geni iki Bacillus sp tiiriinde izole etmisler ve P. aeruginosa PAOIsusunda
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AHLsinyal molekiiliiniin aiiA geninin homologu olan gen tarafindan sentezlenen

AHL laktonaz tarafindan yikilarak elastaz iiretimini baskiladigini gérmiislerdir.

Agil homoserin lakton molekiiliiniin ¢evreyi algilama sistemi kontroliinde
diizenlenen gen transkripsiyon mekanizmasinin 6n basamagi olan reseptor proteine
baglanmasinin engellenmesi ¢evreyi algilama sisteminin inhibisyonu iizerine yapilan
calismalarda genis bir yer tutmakta ve bu sistem iizerine pek ¢cok dogal ya da sentetik
AHL molekiilleri ile rekabete girecek molekiiller denenmekte ve sentezlenmektedir.
AHL ile rekabete giren molekiiller yapisal olarak AHL’ ye benzemekte ve AHL
baglanma bdlgesi olarak 1is gorerek aktivatdor proteinin aktive olmasini
engellemektedir. Bu amagla sentezlenen AHL analogu molekiiller agil yan zincirinin

modifikasyonlar1 seklinde olusturulmaktadir.

Yapilan bu c¢alismada oncelikle cevreyi algilama sistemi inhibitor adayr olarak
tasarlanan 20 farkli benzimidazol tiirevi molekiil farkli ¢oziiciilerde ¢ozdiiriilmeye
calisilmig ve sadece 1,3-dihidro-2H-benzimidazol-2-on (U65), 5-metil-1,3-dihidro-
2H-benzimidazol-2-on (U77) ve 1,3-Diasetil-1,3-dihidro-2H-benzimidazol-2-on
(U92) molekiilleri dimetil stilfoksitte (DMSO) ¢oziilebilmistir. U65, U77, U92
molekiillerinin daha sonra ¢evreyi algilama sistemi {izerine potansiyel inhibitor etkisi
QSIS1 kullanilarak test edilmistir. Ayrica C. violaceum 026 ve C. violaceum VIRO07
suslar1 ile de inhibitor etkileri arastirilmigtir. Her iki yOntem birbirleri ile paralel
sonuglar vermis ve U65, U77, U92 molekiillerinin ¢evreyi algilama sistemi iizerinde

potansiyel inhibitor etkilerinin oldugu tespit edilmistir.

Cevreyi algilama sistemi iizerine potansiyel inhibitor etkisi olan U65, U77, U92
molekiilleri dogal homoserin lakton molekiiliine yapisal olarak benzeyen ve cevreyi
algilama sistemi iizerinde inhibitér etki gosterme aktivitesine sahip 2(3H)-
benzoksazolon halkasinin ve klorzoksazon'un (5-kloro-2(3H)-benzoksazolon)
biyoizosteri olarak sentezlenmis molekiillerdir. 2(3H)-benzoksazolon halkasi, dogal
homoserin lakton molekiiliine yapisal olarak benzemekte, aralarindaki fark,
kaynasmis bir benzen halkast ve halkada azot atomunun bulunmasindan
kaynaklanmaktadir. Biyoizoster molekiiller sentezlenirken degisen gruplar ya da
atomlar hemen hemen ayni biiyiikliiktedir ve sekil, valans degeri ve aromatiklik gibi

aym Ozelliklere sahiptir. Bu ¢alismada kullanilan ve homoserin lakton molekiiliinden
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yola cikarak sentezlenen molekiillerde, homoserin lakton molekiiliindeki oksijen

yerine azot bulunmaktadir.

P. aeruginosa susunun, g¢evreyi algilama sisteminin kontrolii altinda olan elastaz,
proteaz enzim aktivitesi, piyosiyanin pigmenti ve kayma hareketi ile biyofilm
olusumu iizerine inhibisyon etkisi test edilen molekiillerin inhibisyon etkilerini
belirlemek amaciyla yapilacak testlerden dnce, bakterilerde gelisimin baskilanmadigi
derisimi hesaplayabilmek i¢in MIK degerleri tespit edilerek biiyiime gelisme egrileri
sonucunda uygun derisimleri saptanmistir. 600 nm degerinde yapilan Olglim
sonuglarima gore son konsantrasyonlar1 her molekiil i¢in 3mM, 1,5mM, 0,75 mM
olacak sekilde ayarlanan derisimlerin bakteri hiicre sayisinda azalmaya sebep

olmadig1 gozlenmistir.

Miih vd., (2006), ¢evreyi algilama sistemi inhibitér aday1 olarak ¢ok sayida sentetik
molekiil denemisler ve bunlardan PD-12 ve V-06-018 olarak adlandirdiklar1 iki
molekiilii potansiyel inibitor olarak bulmuslardir. PD-12 molekiilii 30C12-HSL deki
C12 alkil kuyruguna tetrazol eklenmesi ile olusturulmus olup, ikinci molekiil V-06-
018 ise C12 alkil kuyruguna fenil halkasinin eklenmesi ile olusturulmustur. LasR
tarafindan diizenlenen viriilens faktorlerinden elastaz ve piyosiyanin iiretimine
inhibitor etkilerini P. aeruginosa PAO1 iizerinde arastirmislar ve V-06-018 molekiilii
piyosiyanin pigment {iretimi tizerinde % 90 inhibisyon gosterirken, PD-12’nin % 40
inhibisyon gosterdigini tespit etmislerdir. Yaptigimiz ¢alismada ise P. aeruginosa
PAO1 susunda piyosiyanin pigment iiretimine U65 molekiiliiniin 3 mM derigsiminin
% 69, U77 molekiiliiniin %61 ve U92 molekiiliiniin %49 inhibisyon etki gdsterdigi
tespit edilmistir. Ayrica P. aeruginosa PAOl susunda elastaz iiretimine U65
molekili % 45, U77 molekiilii ise % 40 inhibisyon etki gostermistir. U92
molekiiliiniin P. aeruginosa PAO1 susu lizerinde elastaz {iretimine inhibisyon etkisi
% 25 olarak tespit edilmistir. U¢ molekiil icin kullanilan 3 mM derisim bakterilerin
gelisimi  iizerinde inhibisyon etki gdstermemistir. Cevreyi algilama sistemi
inhibisyonu lizerine yapilan aragtirmalarda klinik izolatlarla yapilan ¢alismalar ¢ok
az olup, bir¢ok ¢alismada inhibisyon etki sadece yabanil tip olan P. aeruginosa PAO1

susu kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Hodgkinson vd., (2012) tarafindan yapilan benzer bir calismada yeni sentezlenen
AHL tiirevleri ile LasR cevreyi algilama sistemi inhibisyonu {izerine denemeler
yapilmigtir. AHL molekiillerinin (BHL, OdDHL) bas ve kuyruk kisimlarinda
modifikasyonlar yaparak sentezledikleri AHL tiirevlerinin P. aeruginosa PAO1
susunda piyosiyanin {iretimi iizerine inhibisyonunu arastirmiglardir. Sonugta
sentezledikleri 15 kadar AHL tiirevinin iki tanesinde 200 puM derisimlerinde
piyosiyanin pigment liretimi tizerine % 73 ve % 90 olmak {izere inhibisyon degerleri
saptamiglar ve bu calismada da molekiillerin bakteri gelisimine baskilayici etki
gostermedigini  tespit etmislerdir. Calismada ayrica bu iki molekiiliin P.
aeruginosa’da elastaz {iretimi iizerine inhibisyon etkisini arastirmiglar ve %34 ve %

63 oraninda inhibisyon gbézlemislerdir.

Yapilan bu ¢alismada ise AHL tiirevi olarak sentezlenen molekiillerden U65, U77 ve
U92 molekiillerinin klinik izolatlardaki inhibisyon sonuglarinda elastaz iiretim
ozelligi P. aeruginosa PAO1 susundan fazla olan M5 klinik izolatinda U65 molekiilii
% 54 inhibisyona neden olurken, M9 klinik izolatinda % 43 inhibisyona neden olmus
ve bu sonugclar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. U77 molekiilii PAO1 yaninda
M35 ve M9 klinik izolatlarinda elastaz iiretimi lizerine 3 mM ve 1,5 mM derisimlerde
anlamli inhibisyon sonuglar1 gdstermistir. Bu sonuglara gore U77; MS5S klinik
izolatinin 3 mM ve 1,5 mM derisimlerinde sirasiyla % 54 ve % 34 inhibisyona sebep
olmustur. M9 klinik izolatinda ise 3 mM ve 1,5 mM derisimlerinde sirastyla % 46 ve
% 34 inhibisyona neden olmustur. U92 molekiilii diger iki molekiile benzer sonuglar
gbstermis ve M5, M9 klinik izolatlarinda 3 mM ve 1,5 mM derisimlerinde anlamli
inhibisyon sonuglar1 vermistir. Bu sonuglara gére M5 klinik izolatinda % 44 ve % 36
olan inhibisyon yiizdeleri, M9 klinik izolatinda % 55 ve % 24 olarak tespit edilmistir.
Iki klinik izolatta tespit edilen sonuglar birbirine yakinlik gosterse de izole edildikleri
viicut sivilart birinde balgam iken digerinde kandir. Aynmi viicut dokularindan elde
edilen izolatlarda farkli siddette virtilens faktorlerinin iiretildigi yapilan bazi

calismalarla desteklenmektedir.

Elastaz {iretimi {izerine inhibisyon etki, yapilan bir baska c¢aligmada azitromisin
kullanilarak arastirilmig ve azitromisinin 2 pg’mm P.aeruginosa PAO1 iizerinde
elastaz tiretimine % 65 civarinda inhibisyona neden oldugu goriilmiistiir. Fakat bu

inhibisyonun sinyal molekiilii ile rekabete girerek degil azitromisinin sinyal
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molekiilii sentezini engelleyerek bu inhibisyonu ger¢eklestirdigi tespit edilmistir

(Tateda vd., 2001).

Ayni etkiyi gdsteren dogal bilesiklerle yapilan bir ¢calismada elastaz iiretimi iizerine
inhibisyon etki Canocarpus erectus, Callistemon viminalis bitki ekstraktlari ile
calisilmis ve C. erectus’un P. aeruginosa PAO1 susu iizerinde eclastaz liretimine
inhibisyon etkisi % 65, C.viminalis’in ise % 63 olarak tespit edilmistir (Adonizio vd.,
2007)

AHL analogu inhibitorlerin sentezi iizerinde yapilan ¢aligmalarin ¢ogu farkli yollarla
acil yan zincirin modifikasyonu ile gerceklesmektedir. Bu calismalar gostermistir ki
yan zincirin uzunlugu inhibisyonda énemli rol oynamaktadir.

E. carotovara da g¢evreyi algilama sistemi inhibisyonu iizerine yapilan bir ¢alismada
kullanilan sentetik AHL analogunun acil yan zinicirnin uzunlugunun bir metil
arttirtlmasi sonucu aktivitenin % 50 azaldig1 2 {inite uzatildig: takdirde % 90 azaldig1
gozlenmistir. Bir metil tnitesi eksiltildiginde ise % 10 azalma gortldigi tespit

edilmistir (Hentzer ve Givskov, 2003).

Frei vd.,(2011), yaptiklar1 ¢alismada bromogeliferin, 3-indolasetonitril ve resveratrol
dogal molekiilleri iizerinde yaptiklar1  modifikasyonlarla  ozellikle  2-
aminobenzimidazol  tiirevi  molekiiller  sentezlemislerdir.  Sentezledikleri
molekiillerden 2 tanesinde P. aeruginosada biyofilm olusumu {izerine % 56 ve % 48
oraninda inhibisyon tespit etmislerdir. Sentezledikleri molekiillerden uzun zincirli
tiirevlerde etkili bir inhibisyon sonucu gozlenmezken ana halka i¢ceren molekiillerde

inhibisyon goriilmesi bizim ¢aligmamizi destekler niteliktedir.

Malender vd.,(2009), yaptiklar1 benzer bir calismada ise dogal deniz iirlinlerinin
analogu molekiiller tasarlamis ve 6zellikle 2-aminoimidazol (2-Al)’iin Gram negatif
bakterilerde, 5-amido yada 5-imido-2-aminobenzimidazol (2-ABI) tiirevlerinin Gram

pozitif bakterilerde antibiyofilm aktivitesi gosterdigini bulmuslardir.

Son yillarda P. aeruginosa enfeksiyonlariin patogenezinde biyofilm olusumu
onemli rol oynamakta ve nozokomiyal enfeksiyonlarda gittik¢e artan morbitide ve

mortaliteye sebep olmaktadir. Bakteriyel biyofilmler o6zellikle dis giiriikleri,
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osteomyelit, kistik fibroz gibi birgok enfeksiyondan sorumludur. Bakteriyel
biyofilmlerlerin planktonik hiicrelerle kiyaslandiginda antibiyotiklere karsi bin kat
daha fazla toleransli olmasi biyofilm kaynakli enfeksiyonlarin ne kadar onemli
oldugunu gostermektedir. Bu yoniiyle biyofilm kaynakli enfeksiyonlarda
antibiyotiklerle tedavinin zor olmasi biyofilm olusumunun engellenmesi, dogal
olarak da biyofilm olusumundan sorumlu olan c¢evreyi algilama sisteminin

inhibisyonu iizerine yapilan ¢aligmalarin artmasina neden olmustur.

Sambanthamoorthy vd.(2011), yaptiklar1 ¢alismada g¢evreyi algilama sistemi
inhibitorii olarak tasarladiklar1 ve ABC-1(Antibiyofilm bilesigi-1), ABC-2 olarak
adlandirdiklart benzimidazol tiirevi molekiillerin P. aeruginosa ve S. aureus’ta
biyofilm olusumu iizerine inhibisyon etkilerini arastirmiglar ve nanomolar seviyede
biyofilm olusumunu inhibe ettigini ve aym1 zamanda bakteri gelisimini de
baskilamadigin1 bulmuslardir. ABC-1(5 metoksi-2-[(4- metil benzil)siilfanil ]- 1H-
benzimidazol) molekiilii %95’ varan biyofilm inhibisyon oranlar1 goéstermis ve
calismanin bir boliimiinde medikal silikon kataterler iizerinde biyofilm olusumunun
inhibisyonunu arastirmiglardir. Sonugta P. aeruginosa PAO1 ile yaptiklar1 denemede
ABC-1 in uygulanmadigi kataterlerde P. aeruginosa PAO1’in gii¢lii biyofilm
olusumu gosterdigi, 100 pM ABC-1 varhiginda ise biyofilm olusumunu
gbzlenmedigini tespit etmislerdir. Calismamizin devaminda anti biyofilm 6zelligi
gosteren molekiillerin bu c¢aligmada kullanilan medikal materyallere yapilan

denemelerin benzerinin yapilmasi da diisiiniilmektedir.

Bu tez galismasinda P. aeruginosa PAO1 susu iizerinde U77 ve U92 molekiillerinin 3
mM derisimleri biyofilm olusumuna % 56 ve % 54 inhibisyon etki gostermistir.
Ayrica ¢alismada kullanilan klinik izolatlarin 5 tanesinde (M5, M6, M7, M8, M9)
biyofilm olusumu iizerine U77 ve U92 molekiillerinin 3 mM derisimde inhibisyon
etkileri anlamli bulunmustur. Klinik izolatlarda goriilen inhibisyon sonuglarindan
U65 molekiiliniin sadece M9 iizerindeki % 74 inhibisyon orani ile M5 klinik

izolatindaki % 50 inhibisyon orani anlamli bulunmustur.

U77 molekiilii P. aeruginosa PAO1 ile 6 adet klinik izolatta (M1, M5, M6, M7, M8,
M9) anlaml olarak degerlendirilen inhibisyonlara neden olmustur. P. aeruginosa
PAO1’ de % 56 inhibisyon gozlenirken, M9 klinik izolatinda % 80 en yiiksek
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inhibisyon orani1 gdzlenmis, bunu sirasiyla M8 izolatinda % 77, M5 izolatinda % 65,
M7 izolatinda % 55, M1 ve M6 izolatlarinda ise % 43 oranindaki inhibisyon
yiizdeleri takip etmistir. Klinik izolatlar ve olusturduklar1 biyofilm 6zellikleri ve
izole edildikleri yer acisindan sonuglar kiyaslandiginda anlamli bir iliski

gozlenmemistir.

U92 molekiiliiniin klinik izolatlarda biyofilm olusumu iizerine inhibisyon etkisi U77
molekiilii ile paralellik gostermistir. U92 molekiiliiniin tespit edilen inhibisyon
sonuclar1 % 37 ile % 66 arasinda degiskenlik gdstermistir. En fazla inhibisyon % 66
ile M9 klinik izolat1 tizerinde goriiliirken bunu sirasiyla, M8 % 53, M5 % 52, M7 %
42, M6 % 37 yiizde inhibisyon degerleri takip etmistir. Bu sonuglara goére77
molekiilii ile U92 molekiilinlin klinik izolatlarda biyofilm olusumu iizerine

inhibisyon etkisi U65 molekiiliine oranla daha fazla olmustur.

Cevreyi algilama sistemi kontroliinde gerceklesen kayma hareketinin inhibisyonu
tizerine dogal ve dogal olmayan AHL analoglari ile yapilan birgok ¢aligma
bulunmaktadir. Krishan vd., (2012) karanfil bitkisinin farkli ¢oziiciilerle hazirlanan
ekstraktlarinin kayma hareketi iizerine inhibisyon etkisini arastirmislar. Kloroform ve
metanol ile hazirlanan ekstraktlarin kayma hareketi {izerine inhibisyon etkisini
gbzlemlemislerdir. Karanfil ile yapilan bir baska ¢alismada Khan vd. (2009), karanfil
yagmin Pseudomonas aeruginosa PAO1 susunda kayma hareketi lizerinde inhibitor
etki gosterdigini rapor etmislerdir. Kayma hareketi iizerine AHL analoglar
kullanilarak yapilan bir calismada ise; Morohoshi vd.,(2007), agil yan zincir
uzunlugu 4-12 arasinda degisen N- agil siklopentilamid (CnCPA) molekiilleri
sentezlemigler ve c¢aligmanin sonucunda CoCPA molekiiliiniin gram negatif bir
bakteri olan Serratia marcescens de kayma hareketi ve biyofilm olusumu tizerine
inhibitor etki gosterdigini bulmuslardir. Ayrica bulduklari inhibisyon oranlarinin
halojenlenmis furanonlarin gosterdigi inhibitor etkiden daha fazla oldugunu da rapor

etmislerdir.
Yaptigimiz ¢aligmada kayma hareketi iizerine inhibisyon etkileri arastirilan U65,

U77, U92 molekiillerinin test sonuglarinda P. aeruginosa PAO1 susu ve klinik

izolatlarinda kayma hareketi tizerine dikkate deger inhibisyon ylizdeleri bulunmustur.
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Ozellikle P. aeruginosa PA01 susunda U65, U77, U92 molekiilleri sirasiyla % 74, %
80, % 74 oraninda 6nemli inhibisyon ylizdeleri gostermislerdir. Kayma hareketi
Ozelligine sahip olmayan M7 disinda, molekiiller sadece M3 ve MS8 klinik
izolatlarinda inhibisyona neden olmazken diger izolatlarda kayma hareketi tizerine

inhibisyon etki gostermis ve bu sonuglar istatistik olarak anlamli bulunmustur.

Calisma sirasinda kullanilan toplam 9 adet P. aeruginosa klinik izolatinin PCR
yontemiyle arastirilan ¢evreyi algilama sistemi genleri olan lasl (605 bp), lasR (725
bp), rhll (625 bp), rhIR (730 bp) genlerinin 9 klinik izolatin tamaminda mevcut
oldugu tespit edilmistir. Fakat bu sonuglara ragmen klinik izolatlar ve P. aeruginosa
PAOI susunda goriilen viriilens faktorleri tiretimleri arasindaki farklilik yapilan bazi
caligsmalarda da tespit edilmis ve Hamood, vd.,(1996) yaptiklar1 ¢aligmada izolasyon
bolgesi ne olursa olsun bazi P. aeruginosa izolatlarinda elastaz iiretiminin
olmadigini, bazilarinin daha diistik liretim gosterdigini, bazilarinin ise ¢ok yiiksek
diizeylerde elastaz iiretimi gosterdigini rapor etmislerdir. Bu konu ile alakali
literatiirde ¢ok fazla caligma olmasa da yapilan ¢alismalar bizim elde ettigimiz

sonuglarla paralellik gostermektedir.

U65, U77, U92 molekiillerinin proteaz iiretimine inhibisyon etkilerinin arastirildig:
calisma sonuglari ise diger testlerle paralellik gostermemis olup sadece P. aeruginosa
PAO1 susu tlizerinde U77 molekiiliiniin sebep oldugu % 64’liikk inhibisyon ile U92
molekiiliiniin sebep oldugu % 38’lik inhibisyon istatistik acidan anlamh

bulunmustur.

Calisma kapsaminda kullanilan klinik izolatlarin Gram negatif bakterilerde etkili
olan 14 fakli antibiyotik ile yapilan antibiyotik hassasiyet test sonuglarina gore
izolatlarin biiyiik ¢ogunlugu antibiyotiklere duyarli (S) profil sergilemis sadece M3

klinik izolat1; Aztreonam, Kolistin ve Seftazidime direncli (R) olarak bulunmustur.

Yaptigimiz tez ¢alismasinda bulunan sonuglar, ¢evreyi algilama sistemi inhibisyon
calismalarinda en ¢ok kullanilan kontrol sus mutant P. aeruginosa PAOlsusu
tizerinden Ozetlenecek olursa; U65 molekiiliiniin 3 mM derisiminin PAO1’deki
elastaz iiretimi lizerine inhibisyon etkisi % 45, piyosiyanin pigment iiretimi lizerine

inhibisyon etkisi % 69, kayma hareketi lizerine inhibisyon etkisi % 74 olarak tespit
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edilmis ve bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ancak biyofilm
olusumu U65 molekiiliiniin gosterdigi % 27 inhibisyon orami ile proteaz iiretimi
lizerine gosterdigi % 19 inhibisyon orani istatistiksel olarak anlamli olarak

bulunmamustir.

U77 molekiiliiniin ise 3 mM derisiminin PAO1’deki elastaz {retimi {izerine
inhibisyon etkisi % 37, piyosiyanin pigment {iretimi lizerine inhibisyon etkisi % 61,
kayma hareketi lizerine inhibisyon etkisi % 80, biyofilm olusumu iizerine inhibisyon
etkisi % 56 proteaz iiretimi lizerine inhibisyon etkisi % 64 olarak tespit edilmis ve

bulunan tiim inhibisyon yiizdeleri istatistiksel agidan da anlamli bulunmustur.

U92 molekiiliiniin 3 mM derisiminin PAO1 deki elastaz {iretimi iizerine inhibisyon
etkisi ise % 25 olarak tespit edilmistir. Diger sonuglar ise piyosiyanin pigment
tiretimi iizerine inhibisyon etkisi % 50, kayma hareketi iizerine inhibisyon etkisi
%74, biyofilm olusumu iizerine inhibisyon etkisi % 54 proteaz iiretimi iizerine
inhibisyon etkisi % 38 olarak tespit edilmis ve bulunan inhibisyon yiizdeleri elastaz
tiretimi tlizerinde gorillen % 25 lik oran disinda istatistiksel agidan anlamli

bulunmustur.

Tiim bu sonuglar géz oOnilinde bulundurularak PAO1 tarafindan {iretilen viriilens
faktorlerinin inhibisyonu tizerine U77 molekiiliiniin elastaz, piyosiyanin, proteaz
tretimi ile, kayma hareketi ve biyofilm olusumu {izerinde anlamli inhibisyon
sonuclarina sebep oldugu goriilmektedir. Diger iki molekiilde de benzer sonuglar
bulunmus olup, sonuglar agisindan aralarinda ¢ok biiyiik fakliliklarin olmadigi
goriilmiistiir. Bundan sonraki ¢alismalarda bu ii¢ molekiiliin in vivo caligsmalarla
desteklenmesi, toksisite Ozelliklerinin belirlenmesi ya da fakli bakterilerde ¢evreyi
algilama sistemi kontroliinde gerceklesen fizyolojik olaylarin baskilanmasi

calismalarinda kullanilmasi diisiiniilebilir.

Sonug olarak yaptigimiz tez calismasi kapsaminda c¢evreyi algilama sistemi {izerine
inhibisyon etkisi tespit edilen benzimidazol tlirevi molekiiller daha 6nce cevreyi
algilama sistemi iizerinde inhibisyon aktivitesi rapor edilmemis olup ilk kez
tarafimizdan denenmis ve sonuclar1 pozitif olarak gozlenmistir. Bakterilerin her

gecen giin antibiyotiklere gosterdikleri direng ve o6zellikle bu direncin bakterilerde
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goriilen baz1 mekanizmalar disinda biyofilmolusumu ile de artryor olmasi bakterilerle
miicadelede yeni stratejilerin gelistirilmesini zorunlu hale getirmistir. Biyofilm
olusumunun enfeksiyon hastaliklarin % 80 inden sorumlu olmasi ve etkin bir
tedavinin gergeklestirilmesini engellemesi yapilan calismalart ¢evreyi algilama
sistemi  kontroliinde gerceklesen biyofilm olusumunun inhibisyonu {izerine
yogunlastirmustir. Ozellikle P. aeruginosa’min yapmis oldugu biyofilm akciger
enfeksiyonu olan hastalarda 6zellikle de kistik fibrozlu hastalarda 6liimlere neden
olmaktadir. Bunun yaninda AIDS hastalarinda, medikal implant uygulmasi goriilen
hastalarda mortaliteyi arttirmaktadir. Doku veya organ islevlerini yerine getirmek
lizere insan viicuduna implante edilen cihazlarin uzun siire kullanimini etkileyen
nedenlerin basinda, biomalzemeden kaynaklanabilecek enfeksiyon olasilig1 gelmekte
ve bu enfeksiyonlarin nedeni, bakterilerin implante edilen cihazlarin ylizeyine
tutunup lremeleri ve kolonize olarak biyofilm tabakasi olusturmalaridir. Bu ciddi
durum karsisinda simdiye kadar c¢evreyi algilama sistemi inhibisyonu iizerine
yapilmis ¢ok fazla caligma bulunmakta ve sistem iizerine inhibisyon etki gézlemek
lizere binlerce yiizbinlerce bitki ya da sentetik molekiiller denenmektedir. Bu ¢aligsma
ile gevreyi algilama sistemi inhibitorii oldugu tespit edilen molekiillerin daha sonraki
caligmalarda yeni g¢evreyi algilama sistem inhibitér adaylarinin sentezlenmesinde
oncili olabilecegi, klinik dneme sahip diger patojen mikrorganizmalarda da etkili

olabilecegi diisliniilmektedir.
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