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OZET
Doktora Tezi

BiR ANTIMIKROBIYAL AJAN OLARAK PARAOKSONAZI (LAKTONAZ)
ENZIMININ PSEUDOMONAS AERUGINOSA QUORUM SENSING ILISKIiLI
DAVRANISLARINA ETKiSININ INCELENMESI

Aynur AYBEY

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danmisman: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

Pseudomonas aeruginosa’da birgok virulans faktorii {iretiminin diizenlenmesinde
Quorum sensing (QS)’in rolii gosterilmistir. P. aeruginosa’da yiiksek antibiyotik direnci
yeni tedavi segenekleri arayisina yol agmis ve QS sisteminin inhibisyonu mercek altina
almmugtir. Bakterinin virulansinda azalmaya yol acacak QS inhibitorii ajanlarin
bulunmasi ile P. aeruginosa infeksiyonlar: tedavisinde yeni yaklasimlar gelistirilebilir.

Bu amagla ¢alismada, P. aeruginosa’da QS sinyal molekiillerini laktonaz aktivitesi ile
hidroliz eden insan serum paraoksonaz 1 (hPON1) enzimi kullanilmistir. hPONI
enzimi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi (Sepharose
4B-L-tirozin-1-Naftilamin) yontemleri kullanilarak saflagtirillmistir. Saf enzim, SDS-
poliakrilamid jel elektroforezi ile 43 kDa olan tek bir bant olarak saptanmustir. 3 adet P.
aeruginosa suslar1 biiylime egrisi igin degerlendirilmis ve duragan faz siireleri tespit
edilmistir. Duragan fazdaki bakteri 6rnekleri hPON1 enziminin artan konsantrasyonu
katilarak (0,1-10 mg/ml) iiretilmistir. Bu suslar arasinda, P. aeruginosa ATCC35032
tiremesinin 2,5 mg/ml konsantrasyondan itibaren azaldigi bulunmustur ve ¢aligmalara
bu sus ile devam edilmistir. Calismada, her bir davranis i¢in farkli konsantrasyonlarda
kullanilan hPON1 enziminin bakterinin virulans faktorlerini, hareketliligini ve biyofilm
olusumunu azalttigi bulunmustur. Ancak, hPON1 enzimi (0,1-10 mg/ml) virulans
faktorlerinden elastaz ve LasA proteaz lizerine azaltict yonde bir etki gostermemis,
alkali proteaza kars1 ise 0,1 mg/ml gibi diisiik konsantrasyonda azaltici etkisi
saptanmistir. 0,3-5 mg/ml konsantrasyonlar1 arasinda piyosiyanin ve ramnolipid
dretimlerinin 1,25 mg/ml’de 6nemli 6lgiide azalmistir. hPON1 enzimi (0,1-10 mg/ml),
biyofilm olusumu ve olgun biyofilmleri de 1 mg/ml’de %50 oraninda azaltmistir. Olgun
biyofilmlerin EPS bilesenini yikima ugratmistir. Enzimin 0,003-30 mg/ml
konsantrasyonlar1 arasinda kayma, ylizme ve titreme hareketlerine azaltici etkisi diisiik
konsantrasyon olan 0,3 mg/ml’de oldukca yiiksek olmustur.

Anahtar Kelimeler: Biyofilm, paraoksonazl, Pseudomonas aeruginosa, quorum
sensing, virulans faktorleri.

2014, xii + 109 sayfa.



ABSTRACT
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INVESTGATION OF EFFECT OF THE PARAOXONASE1 (LACTONASE)
ENZYME AS AN ANTIMICROBIAL AGENT ON QUORUM SENSING RELATED
BEHAVIORS OF PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Aynur AYBEY

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

The role of Quorum sensing (QS) on the regulation of many virulence factor production
in Pseudomonas aeruginosa has been shown. High antibiotic resistance in P.
aeruginosa has led to the search for new treatment options and inhibition of QS system
Is scrutinized. By the presence of QS inhibitory agents of lead to a reduction in bacterial
virulence, new approaches in the treatment of P. aeruginosa infections can be
improved.

For this purpose, human serum paraoksonazl (hPON1) which is hydrolized signal
molecules of P. aeruginosa by using lactonase activity was used. hPON1 was purified
by using ammonium sulfate precipitation and hydrophobic interaction chromatography
(Sepharose 4B-L-tyrosine-1-Naphthylamine). Purified enzyme was determined as a
single band with 43 kDa by SDS-polyacyrilamide gel electrophoresis. 3 P. aeruginosa
strains were evaluated for growth curve and stationary phase time was determined.
Samples of bacteria in stationary phase by addition of increasing concentrations of
hPON1 (0,1-10 mg/ml) were produced. Among strains, growth reduction of P.
aeruginosa ATCC35032 in 2,5 mg/ml concentration was found, and studies were
continued with these strain. In this study, hPON1 enzyme using different concentrations
for each behavior have been found to reduce the virulence factors, motility and biofilm
formation. However, hPON1 enzyme (0,1-10 mg/ml) on elastase and LasA protease did
not show an effect on the decrease, decreasing effect to against alkaline protease in the
lowest concentration as 0,1 mg/ml was determined. It was significantly decreased
production of pyocyanin and rhamnolipid in 1,25 mg/ml of hPON1 between 0,3-5
mg/ml concentrations. Biofilm formation and mature biofilm were decreased % 50 by
1mg/ml hPON1 concentration (0,1-10 mg/ml). EPS component on mature biofilm was
degraded. Decreasing effect of hPON1 between 0,003-30 mg/ml on swarming,
swimming and twitching motility was quite high even in 0,3 mg/ml concentration.

Key Words: Biofilm, paraoxonasel, Pseudomonas aeruginosa, gquorum sensing,
virulence factors.

2014, xii + 109 pages.
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1.GIRIS

Quorum sensing (QS), bakterilerin salgiladiklar1 kimyasal maddeler araciligi ile
birbirleri ile haberlesmeleri ve iletisim kurmalaridir (Bjarnsholt ve ark. 2007). Hiicrenin
bireysel davranis yerine, organize bir topluluk olarak davranis gostermesi de QS olarak
tarif edilir. QS bakterilerde kiimelesme, hareket, biyofilm olusturma, antibiyotik sentezi,
konjugasyon, virulans (ekzoenzim ve proteaz iiretimi) gibi pek c¢ok fizyolojik olayin
diizenlenmesinde rol oynar (Sakuragi ve Kolter 2007). Quorum sensing araciligi ile
kontrol edilen davranis bigimleri, ancak bir grup bakteri tarafindan gergeklestirildiginde
fonksiyonel olabilmekle birlikte bu davranig bigimleri arasinda bazi Vibrio tiirlerinde
151k olusturulmasi, Pseudomonas aeruginosa’da biyofilm yapimi, Photorhabdus
luminescences’de antibiyotik iiretimi, ayrica degisik tiir bakterilerde g¢esitli virulans
faktorlerinin sekresyonu, sporulasyon, konjugasyon ve pigment {iretimi sayilabilir
(Xavier ve Bassler 2003).

Virulansta ¢ok onemli rol oynayan, salgiladig1 birgok ekstraseliiler enzimin {iretiminin
kontrolii, sinyal molekiilleri ile saglandigi i¢in, QS sistemlerinin anlasilmasinda
tizerinde en ¢ok calisilan bakterilerden biri de P. aeruginosa’dir. Sinyal molekiillerinin
saptanmast mikrogevre kosullarinda P. aeruginosa’nin davranmislar1i hakkinda onemli
ipuclar1 verir. Bu ipuglar1 bu bakterinin tanist ve infeksiyonun sagaltiminda 6nemli
acilimlar saglayabilir (Bertani ve ark. 2003). P. aeruginosa’nin iirettigi ve virulansta
onemli oldugu bilinen ekstraseliiler enzimler arasinda elastaz, proteaz, ramnolipid,
piyosiyanin, piyoverdin sayilabilir. Tiim bunlarin patojenite de 6nemli katkilar1 oldugu
yapilan caligsmalarla belirlenmistir. P. aeruginosa’da tanimlanan iki farkli sistem ile
calisan QS sisteminin ekstraselliiler virulans faktorlerinin ekspresyonunu (elastaz, alkali
proteaz, piyosiyanin, ramnolipid gibi) diizenledigi gdsterilmistir (Mcgrath ve ark. 2004,
Juhas ve ark. 2005, Wagner 2005, Reading ve Sperandio 2006, Venturi 2006).

P. aeruginosa patogenezi ¢ok sayida virulans faktoriinii iceren kompleks bir yapiya
sahiptir. Bu faktorlerin {iretimi ve kontrolii biiyiik oranda QS sistemlerine, homoserin
lakton (HSL) tabanli sinyal molekiillerine ve spesifik transkripsiyonal aktivator
proteinlerine baglhidir. Bu diizenleyici sistemler, P. aeruginosa’nin virulans faktorlerini

koordinasyon i¢inde ve hiicre yogunlugu gozetilerek iiretmesini ve bdylece konak



savunma mekanizmasinin tstesinden gelmesini saglar. P. aeruginosa antibiyotiklere
direng gelistirme konusunda oldukg¢a basarilidir (Stein 2005). Dig membran yapisindaki
lipopolisakkaritler dogal bariyer olusturarak ¢ogu antibiyotigin penetrasyonunu
engeller. Biyofilm olusturarak koruyucu bir matriks iginde kolonize olmasi,
antibiyotiklerden korunmasini saglar. Bakterilerde mukus iiretimi ve/veya biyofilm
olusumu gibi virulans faktorlerde etkili genlerin ekspresyonunun engellenmesinin klinik
acidan Onemli bir strateji olabilecegi kabul edilmektedir. Bu amagla, 6rnegin P.
aeruginosa’da AHL sinyal molekiillerinin tahrip edilmesi veya sentezlerinin
inhibisyonu veya LUxR/AHL kompleksinin olusumunun blokaji ile QS inhibisyonu yeni
bir tedavi sekli olusturabilecektir (Hentzer ve ark. 2003, Sugo ve Smithy 2003).
Quorum Quenching (QQ) olarak ifade edilen bu yaklasim, mikroorganizmalar arasi
sinyal iletisimini bozarak mikroorganizma topluluklarinin kontrol altinda tutulmasini
hedefler (Molina ve ark. 2003). Antimikrobiyal tedavilerde P. aeruginosa’nin QS
mekanizmalar1 hedeflenirse anormal biyofilm formasyonu olusumu araciligi ile tedaviye
yardimci olunabilir (Huang ve ark. 1998, Hentzer ve ark. 2003, Bjarnsholt ve ark.
2005).

QS sinyalinin yayilmasini dnlemenin en bilinen yolu sinyal molekiillerinin yikima
ugratilmasidir. Bu sinyal molekiilleri yikan enzimlerin klinik 6nem tasiyabilecekleri
aciktir. Bu enzimlere quorum sensingi bozduklari i¢cin, quorum quenching enzimleri
denilmektedir (Dong ve ark. 2007). Ozellikle gram negatif bakterilerde gevreyi algilama
sistemi, acil homoserin laktonlar seklinde sinyal molekiillerinin varligina ve iiretimine
baglidir (Rasmussen ve Givskov 2006, Steindler ve Venturi 2007). Bu yapidaki sinyal
molekiillerinin inaktivasyonuna neden olan enzimlerden biri; karakteristik olarak
kalsiyuma bagimli ve laktonaz aktivitesi gosteren paraoksonaz (PON)’dir (Ozer ve ark.
2005, Yang ve ark. 2005, Teiber ve ark. 2008). PON enzimi PON1, PON2 ve PON3
izoenzimlerini i¢ine alan bir multigen ailesidir. Bu izoenzimler ila¢ metabolizmasi ve
organofosfat zehirsizlestirilmesi gibi fizyolojik olarak 6nemli hidrolitik aktivitelere
sahiptir (Draganov ve La Du 2004). PON izoenzimlerinin quorum quenching enzim
aktivitesi gosterdigi son yillarda kismen gosterilmistir. Yapilan bir c¢alismada
rekombinant insan PON2 izoenziminin bazi sinyal molekiillerini hidrolizledigi
gdsterilmistir (Draganov ve ark. 2005). Insan serumundan saflastirilan hPON1

enziminin P. aeruginosa tarafindan iiretilen 30x0C12 homoserin laktonu hidrolizledigi



belirtilmistir (Ozer ve ark. 2005). Ancak oOzellikle PONI enzimi organofosfat
insektisitleri, sinir ajanlarini, aromatik karboksilik asit esterlerini, siklik karbonat
esterlerini, aromatik laktonlar1 ve alkil laktonlarin hidrolizini (Billecke ve ark. 2000,
Draganov ve ark. 2005) katalizledigi bilinmesine ragmen, simdiye kadar s6z konusu
enzimin fizyolojik substrati tespit edilememistir. Belirli bir konak-patojen etkilesimi
oldugu disiiniiliirse; 6rnegin insan patojeni olarak bilinen P. aeruginosa tarafindan
tiretilen N-(3-oxodecanoyl)-L-homoserin laktona karst konak bagisiklik sisteminde s6z
konusu enzimin fizyolojik rolii oldugu diisiiniilmektedir (Telford ve ark. 1998, Ritchie
ve ark. 2003, Ritchie ve ark. 2005). Son yillarda yapilan ¢alismalar hPON1 enziminin
N-hexa-L-homoserin lakton, ve N-3-oxooktonoyil-L-homoserin lakton sinyal
molekiillerini hidrolizledigi HPLC analizleri ile gdsterilmistir. Ayrica oldukca patojen
bakteriler olan P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae ve S. aureus bakterilerinin

tiremeleri tizerine etkisi incelenmistir (Aybey 2010).

Bir yandan gelisen antibiyotik direnci, diger taraftan yeni gelistirilen antibiyotik
sayisindaki azalma infeksiyon hastaliklar1 tedavisi agisindan Onemli bir sorun
olusturmaktadir. QS adiyla bilinen ve bakteri hiicresinin ayni topluluk ic¢indeki
yogunlugunu algilamasi ve bunun sonucunda topluluk i¢indeki tiim bireylerin koordine
bicimde davranis degisikligi gostermesi olarak tanimlanabilecek bu 6zellik ¢ok sayida
gram pozitif ve gram negatif mikroorganizmada saptanmistir. Bu mekanizmanin farkl
bigimlerde inhibisyonunun antibakteriyel etki gosterebilecegine dair gézlem ve kanitlar

mevcuttur (Akova 2005).

Arastiricilar tarafindan, bakterileri antibiyotik kullanarak o6ldiirmek yerine, onlar
arasindaki haberlesme sistemini hedef alarak antibiyotik direncine bir ¢6zim
gelistirilebilecegi Onerilmistir (Hentzer ve ark. 2003). QS sistemine ait sinyal
molekiillerinin, mikroorganizmalarin virulans faktorlerini uyarmast ve biyofilm
olusumunda gorev almasi yeni ilaglarin gelistirilmesi i¢in bu sinyal molekiillerini
onemli bir hedef haline getirmistir. QS inhibitorleri ile ilgili arastirmalar heniiz deneme
asamasinda olup ¢alismalar bakteriyel davraniglar iizerinde yogunlasmistir (Rasmussen

ve Givskov 2006).



QS sisteminin engellenmesi multiantibiyotik direngli bakterilerle savasmada yeni bir
umuttur. Bakterisidal ve bakteriyostatik stratejilerden ziyade bakteriyel QS sistemlerinin
engellenmesi, gida teknolojisi, tarim ve tip gibi ¢ok farkli alanlarda talep gorebilir

(Bosgelmez-T1inaz 2006).

Bu ¢aligmanin konusu, son yillarda antimikrobiyal ajan olarak kargimiza ¢ikan hPON1
enziminin, Ozellikle patojen bazi bakterilerin QS mekanizmalarin1 kullanarak

sergiledikleri tiire 6zgii davranislara etkisinin incelenmesidir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Quorum Sensing

Bakterilerin birbirleri ile iletisim kurduklarmin gosterilmesi, mikroorganizmalarin
olusturdugu diinya hakkindaki diisiincelerimizi degistirmistir. Bu iletisimde kullanilan
dil, mikroorganizmalarin ¢evreye saldiklar1 sinyal molekiillerinden olusmaktadir. Sinyal
molekiillerinin algilanmasi, bakterinin bulundugu ortamda diisik veya yiiksek
miktardaki populasyon yogunlugunu ayirt edebilmesini miimkiin kilmakta ve bu sayede
ortamda hiicre sayisindaki degisiklige cevap olarak gen ekspresyonunun populasyon
diizeyinde kontrolii saglanmaktadir. Bu olay Quorum Sensing olarak ifade edilmektedir.
Bagka bir deyimle quorum sensing, bir bakteri populasyonunda gen ekspresyonunun,
biitiin bir populasyonun gen ekspresyonu dikkate alinarak koordineli bir sekilde
gergeklesmesini ve kontrol edilmesini saglayan bir iletisim mekanizmasidir (Schauder
ve Bassler 2001). Son zamanlarda kullanilmaya baslanan Quorum Sensing (QS) terimi
bu ozellikten hareketle Quorum: salt ¢ogunluk ve sense: hissetme kelimelerinden

olusturulmustur.

Bakterilerin ortamdaki otoindiikleyici miktarini algilamasi ortamdaki diger bakterilerin
say1s1t hakkinda fikir sahibi olmasim saglamaktadir. Otoindiikleyicilere Karsi bakterinin
gen ekspresyonunu degistirerek yanit vermesi, bir bakteri toplulugu ic¢inde her bir
hiicrenin bir digeri ile koordine bir bigimde davranmasi sonucunu dogurmaktadir.

(Akova 2005).

QS Dbakterilerde kiimelesme, hareket, biyofilm olusturma, antibiyotik sentezi,
konjugasyon, virulans (ekzoenzim ve proteaz iiretimi) gibi pek cok fizyolojik olayin
diizenlenmesinde rol oynar. Bu diizenlenme sonucunda bakteri ortamdaki besin
maddelerinin daha rasyonel kullanimi, bulundugu ortama uyum saglama, cevresel
etkenlere karsi korunma, aymt ortamdaki diger mikroorganizmalarla yarisma veya
konagin savunma mekanizmasi ile miicadele etme, populasyondaki birey sayisini
ortamin gereklerine gore kontrol etme gibi fonksiyonlar1 yerine getirme olanagi bulur

(Sakuragi ve Kolter 2007).



2.1.1. Tarihsel gelisimi

Ik QS incelemeleri, serbest yasayan iki deniz vibriosu olan Vibrio fischeri (V. fisheri)
ve Vibrio harveyi (V. harveyi) tizerinde gergeklestirilmistir ve 1960’ lara dayanmaktadir.
Normalde deniz suyunun mililitresinde 100'den daha az sayida olan bu iki bakterinin
serbest yasarken 1sima (biyoliiminesans) yapamamalari, ancak bazi deniz baliklar1 ve
miirekkep baliklarmin 1s1ma organellerinde 10'°™/ml diizeyinde konsantre olduklarinda
cevreye 1s1ma yaymaya baslamalar1 dikkatleri ¢ekmistir. Onceleri, besiyeri ortaminda
gergeklestirilen deneylerde bu durum besiyerinde mevcut olan bir inhibitoriin yiliksek
bakteri sayilara ulasildiginda uzaklastirilabilmesi ile agiklanmistir. Ancak daha sonra,
1s1ma goriilen bir kiiltiirlin diliie edilmesi sonucunda 1simalar1 kayboluyor olmasi veya
biyoliiminesans goriilen bir kiiltiirlin stipernatan kisminin az sayida bakteri iceren bir
baska kiiltiire eklendiginde 1s1tmanin ortaya ¢ikiyor olmasi nedeniyle 1stmanin baglama
sebebinin bir inhibitériin uzaklastirilmasindan degil, bir aktivatoriin birikmesinden
kaynaklandig1 gosterilmistir. Bakterilerce iiretilen sinyal molekiilii bazal seviyede
normal olarak iiretilmekle birlikte, mikroorganizma sayisinin belirli bir diizeye ulagmasi
ile birlikte bir esik degerine ulasmakta ve daha sonra hem sinyal molekiiliiniin

kendisinin hem de kontrol edilen virulans faktOriiniin tretiminin artmasina neden

olmaktadir (Nealson ve ark. 1970, Eberhard 1972).

V. fischeri tarafindan tretilen QS molekiilii ilk kez 1981 yilinda saflastirilmis ve N-
30x0C6 (3-0xohexanoyl) homoserin lakton (agil-HSL) yapisinda oldugu gosterilmistir
(Eberhard ve ark. 1981). S-adenozil metiyonin tiirevi olan bu agil-HSL molekiiliiniin
sentezinden sorumlu olan genler tamimlanmis ve QS arastirmalari i¢in 6rnek sistem

olarak kabul edilmistir (Raffa ve ark. 2005).

Her iki vibrio tiirliniin iiretmis olduklar1 QS molekiilii de N-a¢il- HSL (AHL) yapisinda
olmakla birlikte, aralarinda yan zincir yapilarinda farkliliklar gozlenmistir. QS
molekiillerinin otoindiikleyici (Al) olarak da ifade edilmelerinin nedeni, tretildikleri
hiicrenin metabolizmasi iizerinde diizenleyici etki gostermeleridir (Akova 2005). Yillar
boyunca AHL temeline dayanan QS galismalarinin V. fischeri ve V. harveyi gibi deniz
bakterileri ile sinirlt oldugu diistiniilmiis, ancak antibiyotik sentezine yonelik ¢aligmalar

bunun boyle olmadigin1 gdstermistir.



1990'larin basinda, karbapenem antibiyotik tiretemeyen Erwinia carotovora bakterisinin
farkli bir mutant bakteri grubu ile birlikte oldugunda diger bakteri tarafindan saglanan
sinyal molekiilii sayesinde antibiyotik sentezine yeniden basladig1r gosterilmis, bu
molekiiliin V. fisheri’de 1s1may1 tetikleyen molekiil ile ayni1 yapida oldugunun goriilmesi
yeni calisma alanlar1 dogurmustur. Daha sonra Enterobacter, Hafnia, Rahnella ve
Serratia gibi birgok bakteri cinsinde ve mantarlarda degisik QS sistemleri saptanmistir
(Bainton ve ark. 1992).

flerleyen yillarda Pseudomonas aeruginosa, Yersinia pestis, Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis gibi bakteri tiirlerinde, Candida albicans,
Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus fumigatus, gibi maya ve kiif tiirlerinde ¢esitli QS
sistemleri tanimlanmistir (Camara ve ark. 2002, Gera ve Srivastava 2006, Deep ve ark.
2011).

2.1.2. Sinyal molekiilleri

QS mekanizmasinda kullanilan sinyal molekiilleri tiirden tiire degismekle birlikte
bakterilerin gram (+) ve gram (-) olma 6zelligi dikkate alinarak gruplara ayrilmaktadir.
Sinyal molekiilleri AHL, otoindiikleyici peptidler (AIP) ve otoindiikleyici-2 (Al-2)
bilesikleri basta olmak iizere birka¢ farkli sinifta incelenir (Sekil 2.1). Her bir simf
icerisinde yan zincir uzunluk farkliligi gibi kiigiik degisiklikler de s6z konusudur
(March ve Bentley 2004).
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Sekil 2.1. Sinyal molekiilleri A) A¢il HSL B) Otoindiikleyici peptit (AIP) C) AI-2
(Antunes ve Ferreira 2009).



AHL sinyal molekiilleri yag agil zincirine amid bagiyla baglanmis homoserin lakton
molekiiliinden olusur. Farkli bakteriler arasinda Acil-HSL molekiilleri agisindan
gesitlilikler mevcut iken aym bakteri tiirlince sentezlenen farkli A¢il-HSL molekiilleri
de mevcuttur. Agil zincirinin uzunlugu 4-16 C arasinda degisebilir. C-16 HSL molekiili
Rhodobacter capsulatus tarafindan iiretilir. Agil zincirinin 3.C’u tamamiyla okside
olabilecegi gibi, tasidig hidroksil grubuyla tamamen rediikte bir durumda da bulunabilir
(Fugua ve Greenberg 2002).

Otoindiikleyici peptidler (AIP) sinyal molekiilii olarak ortalama 8-9 aminoasitten olusan
kisa peptit zincirleri seklinde salgilanirlar. Bu kisa peptitler, dnce propeptit olarak
sentezlenir. Ardindan sitoplazmada bulunan 6zel enzimlerle kesilip 6zgilin uzunluga
kisaltilir ve son olarak tiire 6zgii modifikasyonlara ugratildiktan (gerekiyorsa halkasal
yap1 kazandirildiktan) sonra hiicre disina salgilanir (Reading ve Sperandio 2005, Xavier

ve Bassler 2003).

AHL’lere benzer sekilde Al-2’de SAM (S-adenozil metiyonin)‘dan tiirevlenmektedir
(Sekil 2.2) (Xavier ve Bassler 2003). Chen ve ark. (2001) tarafindan AI-2’nin yapisi
aydinlatildiginda, siirpriz bir durumla karsilagilmistir. AI-2°nin yapisinda ilk kez
biyolojik bir molekiilde boron atomu oldugu goriilmiis ve AI-2 molekiiliiniin kimyasal
olarak bir (furanosil borat diester) oldugu ortaya konmustur (Federle ve Bassler 2003,
Coulthurst ve ark. 2002). Al-2’nin SAM’dan {i¢ enzimatik adimla {retildigi
goriilmektedir. Simdilik sadece V. harveyi ’nin AI-2 yapist belirlenmistir, fakat 30’dan
fazla farkli bakteri tiiriiniin olduk¢a korunmus LuxS geni icerdigi bilinmektedir

(Coulthurst ve ark. 2002).
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Sekil 2.2. Homoserin lakton (HSL) ve Al-2 biyosentezi (Podbielski ve Kreikemeyer
2004)

Al-2’nin karakterizasyonu bir¢ok bakimdan énemlidir:

-Dogada oldukg¢a yaygin ve bilinen diger tip otoindiikleyicilerden farkli olmasi,

-Oldukc¢a genis bir araliktaki bakterilerce yapilan ve taninan otoindiikleyici olmasidir.

Bu ylizden farkli bakteriler arasinda iletisimi sagladigi bilinen ilk molekiildiir.

Hem gram negatif ve hem de gram pozitif bakteriler Al-2’i bir sinyal olarak
kullanmaktadir. Bu nedenle AI-2’nin evrensel veya tiirler arasi atasal bir sinyal oldugu

onerilmektedir (Coulthurst ve ark. 2002).

Bakteri populasyonlarinda, hiicresel metabolitler ve QS sinyal molekiillerinin ayirt
edilmesi giigtiir. Gergek bir QS molekiiliiniin bir metabolitten farkli olarak tagimasi
gereken ozellikler soyle 6zetlenmektedir:
e QS molekiiliiniin iiretimi lremenin degisik basamaklarinda, 6zel fizyolojik
kosullar altinda veya c¢evresel degisikliklere cevap olarak ortaya cikar.
e QS molekiilii ekstraseliiler olarak birikir ve 06zglin reseptorler tarafindan

algilanir.



e QS molekiiliiniin birikmesi kritik bir esik degerine ulastiginda planlanmis bir
cevabi dogurur.

e QS molekiiliin dogurdugu hiicresel cevap, QS molekiiliiniin metabolize veya
detoksifiye edilmesinden ¢ok daha genistir. Bu dort 6zellikten ilk ii¢iinii birgok
metabolit de gosterirken, dordiincii 6zellik bir QS molekiiliiniin mutlaka

tagimasi gereken bir ozelliktir (Winzer ve ark. 2002).

Farkli insan topluluklarinin farkl: diller kullanmalar1 gibi, farkli mikroorganizma tiirleri
de genellikle farkli QS molekiilleri kullanir. Bu nedenle farkli QS molekiillerini

kullanan mikroorganizmalar da birbirleri ile anlasamamaktadir.

2.1.3. Quorum sensing mekanizmalari

Quorum sensing, yiikksek hiicre yogunlugunda spesifik genlerin aktivasyonu ile
kimyasal molekiillerin salinmasini igeren bir mekanizmadir. Bu kimyasal molekiiller
otoindiikleyicilerdir. Hiicre miktar1 artti§i zaman otoindiikleyici konsantrasyonu artar,
hedef hiicrelere baglanir (6rn; LasR-Lasl, RhIR-RhIl) ve otoindiikleyici protein
kompleksi QS’i kontrol eden genleri aktive eder. QS sisteminde kilit rol
otoindiikleyicilere aittir. Hiicre iginde sentezlenen otoindiikleyiciler ekstraselliiler
ortama salinir. Bu otoindiikleyiciler komsu hiicre membranindaki reseptorlerce algilanir.
Bu algilanma ise hiicre iginde gen transkripsiyonuna kadar giden bir sinyal iletisini
baslatir. Olusan gen ekspresyonu ile de hiicre toplulugu ortak bir yanit gelistirmis olur.
QS gergeklesmesi i¢in ekstraselliiler ortamdaki otoindiikleyicilerin yeterli diizeye
ulasmasi gerekir. Bunun i¢in de hiicre sayismin artarak populasyonda belli bir
yogunlasma saglanmasi gereklidir. Hiicre sayisi yeterli yogunluga ulasmadan QS
gerceklesmez. QS sistemi temel olarak gram negatif bakterilerde bir ¢ift regulator
protein ve bir otoindiikleyiciden, gram pozitif bakterilerde ise bir prekursor peptid,
ondan olusan otoindiikleyici peptid, hiicre membraninda otoindiikleyici peptidi

algilayan histidin kinaz reseptoriinden olusur (Schaber ve ark. 2004).

Gram negatif bakterilerde regiilator protein ¢ifti LuxI/LuxR homologu olarak
adlandirilir. LuxI/LuxR ¢ifti QS’in ilk kez tanimlandigi V. harveyi’de bulunan regiilator

protein ¢iftidir. QS’in saptandig1 diger tiim gram negatif bakterilerde regulator protein
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cifti yapr olarak LuxI/LuxR c¢iftine ¢ok benzediginden genel bir tanimla LuxI/LuxR
homologu olarak adlandirilirlar. Otoindiikleyici goérevi, acillenmis homoserin lakton
(HSL) molekiilii tarafindan yapilir ve tiim gram negatif bakterilerde aynidir. Gram
negatif bakterilerde Luxl homologu olan protein HSL sentezini indiikler. Sentezlenen
HSL hiicre disina ¢ikar. Hiicre disinda belli bir yogunluga erisen HSL hiicre membrani
tarafindan algilanarak, tekrar hiicre i¢ine girer ve diger regiilator protein olan LUxR ile
birleserek bir kompleks olusturur. Olusan HSL-LuxR kompleksi gen transkripsiyonunu
baslatir (Rumbaugh ve ark. 1999).

Gram pozitif bakterilerde AHL araciligiyla olusan QS sistemi bulunmamaktadir. Bunun
yerine gram pozitif bakterilerin kisa oligopeptit otoindiikleyicileri yaptig1 ve tasidig
belirlenmistir. Otoindiikleyici peptitler (AIP) olarak bilinen bu oligopeptitler 5-17
aminoasitten olusup, bazen alisilmisin disinda yan zincir modifikasyonlar
gostermektedir. AHL sinyalinin aksine, bakteri hiicre membrani AIP igin gecirgen
degildir. Hiicreden dis cevreye AIP sekresyonunun tasinmasi hiicre yiizeyindeki
oligopeptid tasiyicilar ile, aranmalar1 ise iki komponentli sensor transdiiksiyon
sistemleri ile olmaktadir (Delisa ve Bentley 2002, Federle ve Bassler 2003, Xavier ve
Bassler 2003).

Iki komponentli sistemler ¢esitli gram negatif ve gram pozitif bakterilerde mevcut olup,
bu sayede hiicre disindaki degisimler izlenip, ¢evredeki degisiklige uygun yaniti
verecek gen ifadesi icin gerekli bilgi iletisimi saglanmaktadir (Federle ve Bassler 2003).
Iki komponentli tiim bakteriyal sistemler; sensor kinaz ve respons regiilatorii olmak
tizere bir c¢ift komponent ile fonksiyon gostermektedir (Sekil 2.3). Bu ¢ift olusup,
fosforillendigi zaman, hedef gen ifadesini degistirebilmektedir (Xavier ve Bassler

2003).

Gram negatif ve pozitiflerden farkli olan bir diger quorum sensing mekanizmasi da AI-2
iiretiminden sorumlu gen LuxS ile gerceklesen hibrit sistemdir. Ornegin, V. harveyi
biyoliiminesensi regiile etmede hem Al-1 ve hem de Al-2’yi kullanir. Bu organizmadaki
sinyallesme iki paralel sensor yol izleri ile olmaktadir (Coulthurst ve ark. 2002, Delisa

ve Bentley 2002).
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Sekil 2.3. Bakterilerdeki ii¢ farkli Quorum Sensing mekanizmasi. a) Gram negatif
bakterilerde quorum sensing, b) Gram pozitif bakterilerde quorum sensing, ¢) V. harveyi
’de quorum sensing (Federle ve Bassler 2003).
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2.1.4. Pseudomonas aeruginosa’da quorum sensing

Onemli bir insan patojeni olan P. aeruginosa’da temel olarak ii¢ tip QS mekanizmasi
vardir. Bunlardan ilki AHL-LasI/LasR sistemidir. Ikinci sistem ise, AHL-RhII/RhIR
sistemidir. Bu iki AHL temeline dayanan sistem yaninda bir de kinolonlarin rol
oynadig1 tglincii bir sistem saptanmistir. Pseudomonas Quinolone Signal (PQS)
molekiilii olarak adlandirilan molekiil, las ve rhl sistemleri arasinda diizenleyici olarak
islev gormektedir (Delden ve Iglewski 1998, Diggle ve ark. 2007, Wagner ve Iglewski
2008).

P. aeruginosa’da ilk tanimlanan QS sistemi Lasl/LasR sistemidir. Lasl geni, agil
homoserin lakton sinyal molekiiliiniiniin tiretiminden sorumludur ve 30xoC12HSL (N-
3-oksododekanol-homoserin lakton) sinyal molekiiliinii iiretir. Bakteri hiicre yogunlugu
arttikca ortamdaki sinyal molekiilii konstantrasyonu artar ve belirli bir ¢ogunluga
ulastiginda lasR geni devreye girer. LasR, transkripsiyonel aktive edici proteini kodlar.
30xX0C12HSL, transkripsiyonel aktive edici proteine baglanir ve hedef genin
transkripsiyonunu uyarir (Sekil 2.4) (Rasmussen ve Givskov 2006, Antunes ve ark.
2010, Deep ve ark. 2011). P. aeruginosa, Las sisteminde irettigi AHL molekiili
sayesinde elastaz, proteaz, ekzotoksin A, swimming (ylizme), swarming (kayma) ve
twitching (titreme) hareketi gibi virulans faktorleri ile biyofilm iiretimini saglar (Juhas

ve ark. 2005, Parsek ve Greenberg 2005, Gera ve Srivastava 2006).

P.aeruginosa suslarinda bulunan ikinci QS sistemi Rhll / RhIR sistemidir. Bu sistemde
rhll geni C4HSL (N-biitiril-homoserin lakton) agil homoserin lakton sinyal
molekiiliiniin sentezinden sorumludur. Sinyal molekiilleri belirli bir yogunluga
ulastiginda rhiR geninin transkripsiyonunu uyarir ve hedef genin aktivasyonu saglanir
(Sekil 2.4) (Rasmussen ve Givskov 2006, Antunes ve ark. 2010, Deep ve ark. 2011).
Rhl sistemi tarafindan tiretilen AHL molekiilii ile ramnolipid, piyosiyanin, swimming
(ylizme), swarming (kayma) ve twitching (titreme) hareketi gibi virulans faktorlerinin
tretimi uyarilir (Juhas ve ark. 2005, Parsek ve Greenberg 2005, Gera ve Srivastava
2006).

13



Diger hicrelerle
haberlesme

. | Elastazlar, toksin A, | _ Ikonakistilasi
piyoverdinvb...

) ’ DR icreere
haber
& Kot RhIR —\ ‘\/ - L.
WVP4
\"'L:':': f @ B«cokfarklmrulans

* | faktrd; pqyoyyamn, * | Konak istilasi
biyofilm

Sekil 2.4. P. aeruginosa suslarinda bulunan Las ve Rhl QS sistemi mekanizmalari
(Suga ve Smith 2003).

P. aeruginosa suslarinda bulunan iiglincii QS mekanizmasi Pseudomonas kinolon signal
(PQS)’dir. Bu sistemde yer alan sinyal molekiilii olan 2-heptil-3-hidroksi-4-kinolon,
homoserin lakton grubunda bulunan sinyal molekiillerinden farklilik gosterir ve sadece
PQS sistemine 0Ozgiildir. Bu sinyal molekiiliiniin antimikrobiyal kinolonlardan 4-
kinolon ailesi ile benzerlik gosterdigi saptanmustir (Sekil 2.5) (Rahme ve ark. 2000,
Deep ve ark. 2011).

PQS, Las ve Rhl QS sistemleri ile birlikte lasB elastaz geninin ekspresyonunu kontrol
eder. PQS sinyal molekiiliiniin ekspresyonu i¢in lasR genine gereksinim vardir. LasR
geninin varliginda PQS sinyal molekiilii olan 2-heptil-3-hidroksi-4-kinolon iiretilir ve
bu molekiil rhll geninin transkripsiyonunu indiikler. Ozetle, Lasl/LasR QS sistemi

tarafindan tiretilen sinyal dizileri olustuktan sonra, PQS devreye girer ve Rhll/RhIR QS
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sisteminin aktive olmasina olanak saglar. Boylece PQS, Las ve Rhl sistemleri arasinda

baglant1 saglamis olur (Gera ve Srivastava 2006, Rasmussen ve Givskov 2006).

OH PQS

Sekil 2.5. PQS sinyal molekiilii ve 4-kinolonlarin temel yapis1 (William 2007).

2.2. Pseudomonas Virulans Faktorleri

Mikroorganizmanin konaga yerlesmesine, ¢ogalmasina, konak hiicrelerinin hasara
ugratilmasina ve hastalik olusturmasina virulans, bu olaydan sorumlu olan mikrobiyal
faktorlere de virulans faktorleri adi verilmektedir. Pseudomonas lar infeksiyonlarindan
sorumlu olan ¢esitli yapisal ve hiicre dist maddelere sahiptir (Delden ve Iglewski 1998).
Bir firsatg1 patojen olan P. aeruginosa konak savunmasinin bozuldugu durumlarda
sahip oldugu ¢esitli virulans faktorlerini kullanarak infeksiyonlara neden olabilmektedir.
P. aeruginosa suslarinda bulunan virulans faktorleri bakteri yiizeyi ile iligkili virulans
faktorleri ve hiicre disina salgilanan virulans faktorleri olmak iizere iki kategoriye
ayrilmaktadir (Cizelge 2.1, Sekil 2.6) (Delden ve Iglewski 1998, Rumbaugh ve ark.
1999, Gupta ve ark. 2011, Wiener-Kronish ve Pittet 2011).

P. aeruginosa’nin virulans mekanizmalar1 sinyal molekiilleri araciligi ile QS sistemi
tarafindan kontrol edilmektedir. Bu nedenle P. aeruginosa suslarinda bu sinyal
molekiillerinin tiretimi, virulans faktorlerinin liretilmesi yani patojenitenin olusturulmasi

acisindan 6nem tagimaktadir.
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Cizelge 2.1. P. aeruginosa’da bulunabilen virulans faktorleri

Bakteri Hiicre Yiizeyi Hiicre Disina Salgilanan
Ile iliskili Virulans Faktorleri Virulans Faktorleri

Kirpik Proteaz
Pili (Fimbriya) Elastaz
Lipopolisakkarit (LPS) Piyosiyanin
Alginat Ramnolipid

Fosfolipaz C

Ekzotoksin A

Sitotoksin

pilus

flagella

alginat . "
EkstraselUlar arunler

biofilm
\ proteazlar
LasB elastaz
nonpilus LasA elastaz
adezinler alkali proteaz

hemolizinler
fosfolipaz C
rhamnolipid
ekzotoksin A
ekzoenzim S
piyosiyanin

Sekil 2.6. P. aeruginosa’da bulunabilen virulans faktorleri (Delden ve Iglewski 1998)

2.2.1. Bakteri yiizeyi ile iligkili virulans faktorleri
P. aeruginosa hiicre yiizeyi ile iliskili bir takim virulans faktorlerine sahiptir ve bunlar

kolonizasyonda 6nemli rol oynar. Bu faktorler kirpik, pili (fimbriya), lipopolisakkarit

(endotoksin) ve alginatdir.
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2.2.1.1.Kirpik (Flagella)

Kirpik hareket organelidir. Protein yapida, sitoplazmadan koken alan uzantilardir.
Hareketli bakteriler kirpikleri sayesinde besin kaynaklarinin oldugu bolgeye daha kolay
gidebilirler.

Kirpik, P. aeruginosa’da swimming (ylizme) ve swarming (kayma) seklindeki
hareketleri saglar (Sekil 2.7). Yizme ve kayma hareketleri P. aeruginosa nin sahip
oldugu QS sistemi ile kontrol edilmektedir. Ayrica P. aeruginosa infeksiyonun
baslangi¢c asamasindaki aderans ve kolonizasyon i¢in de kirpigini kullanir (Wolfgang

2004, Wiener-Kronish ve Pittet 2011).

A Swarm edge

B Swarm center

Sekil 2.7. Flagellalariyla kayma hareketi yapan P. aeruginosa (Shrout ve ark. 2006).

2.2.1.2. Pili (Fimbriya)

Pili; bakterinin kisa, filamentoz, ekstraselliller yiizey yapilaridir. Pili, pilA geni
tarafindan kodlanir. 15-18 kDa’luk homopolimerlerden olusan uzun polar
filamentlerdir. Pilin ad1 verilen protein {initelerinin birlesmesiyle meydana gelir. Pilinler

yaklagsik 5,2 nm ¢apindadir ve ortalama 2,5 mm uzunlugundadir.

Pseudomonas pilisi tip 1V veya N-metil-fenil-alanin (NMeFe) olarak adlandirilan sinifa

aittir. Ayrica epitel hiicrelere ve mukozal yiizeylere tutunmasinda 6nemli role sahiptir.
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Pilinin ucu konak hiicre yiizeyine tutunmadan sorumludur. Pili aym zamanda
bakteriyofajlar igin reseptor gorevi goriir (Bradley ve Pitt 1974). Pili, pilA geni
tarafindan kodlanan ve pilin olarak adlandirilan 15-18 kDa’luk homopolimerlerden
olusan uzun polar flamentlerdir. PilA oncelikle prepilin olarak sentezlenir ve taginmasi
sirasinda pilin alt {initesini olusturmak tizere islenir. Kesildikten sonra yeni olusan N-

ucundaki ilk peptit metillenir (Bradley 1980).

P. aeruginosa’da bulunan Tip IV pili, titreme olarak adlandirilan twitching hareketini
saglar (Sekil 2.8). Titreme hareketi QS sistemi tarafindan kontrol edilmektedir. Tip IV
pili, kolonizasyon sirasinda konak hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanarak
patogenezde de dnemli rol oynar (Darzins 1993, Glessner ve ark. 1999, Deziel ve ark.
2001).

Sekil 2.8. Tip IV pili ve titreme (Patriquin ve ark. 2007)

2.2.1.3. Hareketlilik

Hareketlilik, bakterinin simbiyotik ve patojenik 6zelliklerini gostermesi i¢in gerekli bir
fonksiyondur. Hareket yetenegi sayesinde bakteri besin elemanlarina ulasir, toksik
maddelerden kagar, konak hiicresine translokasyon yapar, olusturdugu koloni igerisinde

yer degistirir, biyofilm i¢inde hareket eder (Toutain ve ark. 2005).

Hareket bakteri fizyolojisinde oldukga ilging ve Onemli bir yer tutar. Bakteri
hareketliligi ile ilgili ¢alismalar kayma, yiizme ve titreme olarak ii¢ farkli tip hareket
oldugunu gostermistir (Rashid ve Kornberg 2000). Bu ii¢ hareket tipinden yilizme ve

kayma flagella bagimli, titreme ise tip IV pili bagimhidir. P. aeruginosa nin hiicre
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yiizeyi elamanlarindan olan flagella bakterinin sivi ortamdaki yiizme hareketinden
sorumludur. Flagella ayn1 zamanda kayma hareketinden de sorumludur. Hareket etme
yetenegine sahip bakterilerin sivi ortamda yer degistirmeleri flagellalarinin dénerek
hareket etmesi ile olur. P. aeruginosa tek polar flagellas: ile sivi ortamda yiizer (Doyle
ve ark. 2004). P. aeruginosa nin kat1 yiizeydeki ilerlemesi titreme hareketi ile olur. Tip-
IV pili ile saglanir. Titreme hareketi sirasinda pilus uzayarak ylizeydeki bir noktaya
tutunur. Daha sonra kisalarak bakteriyi o noktaya dogru ¢eker ve hiicrenin yiizey
tizerinde ilerlemesi saglanir. Pili aym1 zamanda epitelyal ylizeye yapismakta da
onemlidir, boylece virulansa katkida bulunur (Mattick 2002, Patriquin ve ark. 2007).
Bakterinin yar1 kat1 ylizeyde ilerlemesi kayma hareketi ile olur. Kayma hareketi yapan
hiicrelerin boyu normal haline gore uzar ve flagella yapisi degisir. Normal sartlarda tek
polar flagellasi olan P. aeruginosa kayma hareketi yaparken cift polar flagellaya sahiptir
(Shrout ve ark. 2006).

2.2.2. Hiicre disina salgilanan virulans faktorleri
P. aeruginosa cok sayida salgi sistemine sahiptir. Bu sistemler sayesinde hiicre disina

salgiladig1 virulans faktorleri, bakterinin ¢evreye adaptasyonunda ve patojenliginde

oldukga yarar saglar (Wiener-Kronish ve Pittet 2011).
2.2.2.1. Ekzoproteazlar
P. aeruginosa proteazlari, mikroorganizmanin patogenezinde rol oynayan en 6nemli ve

en iyi bilinen virulans faktorlerindendir. Morihara ve Tsuzuki (1977) P. aeruginosa

tarafindan olusturulan proteazlar1 tanimlamaistir.

2.2.2.1.1. Elastaz

Elastaz, 39.5 kDa molekiil agirliginda ve notral pH’da aktif olan bir metalloproteazdir.
Ayn1 zamanda, elastini pargalayabilen LasA (serin proteaz) ve LasB (ginko
metalloproteaz) olarak etkisini gosteren enzimdir. P. aeruginosa elastolitik aktivitesinin

timiinii 4 gen (LasA, LasB, LasR ve son zamanlarda bilinen rhiR) ile yerine getirir.
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LasA ve LasB genlerinin ekspresyonu LasR ve rhIR genleri tarafindan kontrol edilir.
Ayrica LasR ve rhIR genleri P. aeruginosa’nin kendi indiiksiyonunu cevaplayan

diizenleyici sistem tiyesidirler.

P. aeruginosa 'nin yapisal LasB geni 22 kDa biiyiikliigiinde bir proteindir. LasA elastini
parcalayarak, LasB elastaz, alkali proteaz ve ndtrofil elastaz gibi diger proteazlara karsi
duyarli hale getirmektedir. Elastin igerisinde bol miktarda Gly-Gly peptit baglarinin
LasA tarafindan ortadan kaldirilmasiyla elastolitik aktivitenin daha da arttig
diisiiniilmektedir. Elastaz aktivitesi, agir metal iyonlar1 ve ¢inko varliginda inhibe
olabildigi gibi, proteinaz inhibitérlerinden olan plazma, alfa makroglobulin ve
fosforamidon varligindada inhibe olur. Ayrica ortamda demir konsantrasyonunun

artmasiyla birlikte elastaz aktivitesi de azalmaktadir (Pollack 1995, Coin ve ark. 1977).

Elastaz, elastin ve kollajen gibi oOkaryotik proteinleri pargalayan ve insanlarda
immunoglobulin G hiicrelerini inaktive eden bir metalloproteazdir (Hamood ve ark.
1996). Elastaz LasB geni tarafindan kodlanir. LasB geni, LasR-Lasl ¢evreyi algilama
sisteminin kontroliindeki LasR regiilatorii tarafindan kontrol edilir (Seed ve ark. 1995).
Elastazin, P. aeruginosa nin patojenitesine, 6nemli katkis1 oldugu hayvanlar {lizerinde
yapilan c¢alismada belirtilmistir. LasB elastaz ya tek basina ya da Pseudomonas
tarafindan {retilen proteazlar ile birlikte calisarak biyolojik olan birgok substrati

parcalar ya da inaktive eder (Nicas ve Iglewski 1985).

2.2.2.1.2. LasA proteaz

Pseudomonaslar tarafindan LasA proteaz, LasA tarafindan kodlanan 41 kDa’luk
prekiirsor olarak sentezlenir ve 22 kDa agirliginda aktif proteinin olusumunda kullanilir
(Nicas ve Iglewski 1985). LasA, 22 kDa agirliginda, ¢inko igeren bir metalloproteazdir.
Ayrica bir ekstraseliiler serin proteazidir. LasA elastindeki Gly-Gly-Ala zincirindeki
Gly-Ala kopriilerine baglanarak elastolitik etki yapar. Elastin yaninda fibrin ve kollejeni
de hasara ugratir. Kendisi elastolitik aktiviteye sahip oldugu gibi elastaz ve diger
proteinazlarin elastolitik etkisini arttirir. Elastaz ile sinerjistik olarak galisir (Grande ve
ark. 2007).
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LasA ayni zamanda stafilolitik proteazdir ve S. aureus hiicrelerini lizise ugratir. Bunun
icin peptidoglikan duvarindaki pentaglisin kopriilerine baglanarak stafilolitik aktivite
gosterir. Bu Ozellik lasA aktivitesini gostermekte kullanilir. Elastaz geni (LasB), LasA
geni LasR-Lasl sistemi ile diizenlenir. LasR; LasB, LasA, alkali proteaz genlerini ve
ckzotoksin A iiretimini regiile eder. Bu genler QS sisteminde gorevli genlerdir. Diger
QS genleri ise RhIR-RhII sistemi olup, elastaz salgilanmasi kadar alkali proteaz,

hemolizin, piyosiyanin salgilanmasiyla da ilgilidir (Brint ve ark. 1995).

Insan proteinleri; elastin, kollajen tip-111 ve tip 1V, laminin, IgA ve G, al-antiproteinaz

elastaza hassastir. Elastaz ve LasA’nin sinerjik calismasiyla olusan doku hasari
bakterinin dogal bariyerleri agsmasini sagladigi gibi organ yetmezliklerine de sebep olur.
Elastinin pargalanmasi ile bag dokusunu zayiflatir. Bunun sonucunda 6rnegin korneada
tilserler olusur, nekrotik cilt infeksiyonlar1 gelisir, yanik alaninda nekroz goriiliir. Bazal
membran yapisindaki elastinin pargalanmasi ile biitiinligii bozularak epitelyal bariyer

zedelenir (Cowel ve ark. 2003).

2.2.2.1.3. Alkali proteaz

Alkali proteaz, 48 kDa molekiil agirhginda ve pH 8-9’da iyi etkisini gosterir. Alkali
proteaz, insanlarda T hiicrelerinin gamma interferon olusturmasini inhibe eder. Ayni
zamanda daha 6nceden olusan gamma interferonun antiviral aktivitesini de azaltabilir.
Bu enzim kollogen, laminin A, polipeptiti pargalar. Bu enzim dokularda hasara neden
olurken bakterinin ihtiyag duydugu besin maddelerini de saglayarak Pseudomonas

infeksiyonlarinin yayilmasina sebep olurlar (Morihara ve Tsuzuki 1977, Pollack 1995).

Alkali proteaz, fibrinoliz 6zellikte bir metalloproteazdir ve apr geni tarafindan kodlanir.
Akut akciger harabiyetinde, erken evrede, alveoller igerisinde olusan fibrinin alkali
proteaz tarafindan eritilmesinin, infeksiyonun ilerlemesinde rol oynadigi belirtilmistir.
Alkali proteazin kornea infeksiyonlarinda 6nemli rolii bilinmesine ragmen, hastaligin
yayillmasinda ve sistemik hastaliklarda rolii iizerinde caligmalar devam etmektedir

(Karatuna ve Yagci 2008).
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Alkali proteaz ve elastaz enzimlerinin immunsipressif etkileri vardir. Yardimer T
lenfositlerinin yilizeyinde bulunan CD4 reseptorlerini pargalayarak antikorlarin bu
reseptorlere baglanmasini inhibe ederek infeksiyonun yerlesmesine neden olmaktadir
(Pollack 1995). Alkali proteaz fibrin formasyonuna engeleyerek fibrini lize eder. Elastaz
ve alkali proteaz, elastin ve fibrinin meydana getirdigi diger destek yapilar ile kornea
yapilarini tahrip ederler. Ayrica tiimor nekroz faktorlerini ve gamma interferonu birlikte
hareket ederek inaktive ettikleri bildirilmistir (Delden ve Iglewski 1998, Todar 2002).
Pseudomonas bakterilerinin yayilmasinda, elastaz ve alkali proteaz olduk¢a Onemli
virulans faktorleridir. Elastaz kollageni, IgA, 1gG ve komplementi parcalar ve solunum
sisteminde epitel hiicreleri bozarak siliar fonksiyonlara engel olur. Ayrica fibronektini
lize ederek akciger mukozasi ilizerinde yer alan ve yapismada rolii olan reseptdrlerin

aciga ¢ikmasini saglar (Delden ve Iglewski 1998, Todar 2002).

2.2.2.2. Piyosiyanin

Pek ¢ok P. aeruginosa susu bakteriyal kolonilere mavi-yesil renk veren piyosiyanin (N-
metil-1-hidroksifenazin) pigmentini dretirler (Sekil 2.9) (Denning ve ark. 1998).
Piyosiyanin mavi renkli, kloroformda eriyen bir pigmenttir. P. aeruginasa tarafindan
tiretilir, bakterinin fizyolojisinde ve patojenezinde 6nemli rol oynarken, olusturdugu
mavi renkte tan1 konmasinda kolaylik saglar (Mavrodi ve ark. 2001). P. aeruginosa
tarafindan tretilen diisik molekiil agirligina sahip olan piyosiyanin molekiili, 6nemli
patojenite faktorlerinden birisidir ve dretimi g¢evreyi algilama sisteminin kontroli
altindadir (Fuqua ve ark. 2001). Bu molekiil bir¢cok bakteri tiiriine karsi antibiyotik
ozelligi gostererek, P. aeruginosa’nin bulundugu ortamda rekabet sansini arttirir
(Hassett ve ark.1992).
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Sekil 2.9. P. aeruginosa’ nin iirettigi piyosiyanin molekiilii a) notr veya bazik pH’ta
zwitteriyon olarak davranir ve mavi renklidir b) asidik ortamda ise kirmizi renklidir.

Piyosiyanin, N-metil-1-hidroksifenazin ve iki elektron alarak rediiksiyona ugradiginda
renksiz 10kopyosiyanine doniigiir. Rediiksiyon kapasitesi oldugu i¢in P. aeruginosa
metabolizmasinda solunum i¢in gereklidir (Britigan ve ark. 1999). Piyosiyaninin
Pseudomonas metabolizmasindaki bir diger rolii bakterinin dis ortamdan demir iyonu
almasint kolaylastirmasidir (Buckling ve ark. 2007). Demir bu bakterinin {iremesi igin
gereklidir. Konakta demir c¢oktur fakat ulasilamayacak sekilde hiicre ig¢inde;
¢Oziinemeyen hidroksit, karbonat, fosfat ile ferik formunda bulunur. Konak demir
metabolizmast bakterinin tremesi i¢in gerekli demir kaynagimi saglamaz. Demir
kullammi i¢in P. aeruginosa, piyoselin ve piyoverdin sidereforlarimi kullanir.
Sidereforlar; bakteri hiicresine demir saglayan kiigiik ligantlardir. Bu sideroforlar dis
ortamdaki demir iyonunun hiicre i¢ine alinmasini saglar, ancak konak¢i organizmanin
en Oonemli demir kaynag olan transferrinden demir iyonu almakta yeterli olmaz.
Piyosiyanin rediiksiyon yetenegi olan bir molekiil olarak transferrinden demiri ayirma
ozelligine sahiptir. Bu olayda ilk reaksiyon piyosiyaninin lokopyosiyanine
rediiksiyonudur. Ikinci reaksiyon lokopyosiyanin tarafindan Fe*®iin rediiksiyonudur.
Ucgiincii reaksiyon demir iyonunun transferrinden ayrilmasi ve sideroforlar araciligi ile
P. aeruginosa’ya alinmasidir. Kiiltiir ortaminda piyosiyaninin rediiksiyonu olusmus
olan mavi rengin agilmasi ile gozlemlenir. Renksiz olan 16kopiyosiyaninin hem oksijen
hem de Fe™’ ii rediikte eder (Vasil ve Ochsner 1999).

Piyosiyanin bakteri metabolizmasindaki bu 6nemli rolii yaninda sitotoksik 6zelligi ile

de virulansa katkida bulunur. Piyosiyaninin okaryot hiicrelerde hiicre solunumunu

engelledigi, silia aktivitesini bozdugu, epitel hiicresi ve lenfosit proliferasyonunu inhibe
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ettigi gosterilmistir (Lau ve ark. 2004). Piyosiyanin otooksidasyon yaparak serbest
oksijen radikallerinin olugsmasina yol agmakta ve boylece sitotoksik etki gostermektedir
Yapilan in vitro ¢alismalar, piyosiyaninin kistik fibrozisli hastalarin akcigerlerinde
oldukca fazla hiicresel hasara neden oldugunu gdstermektedir. Ayrica bu molekiil insan
hiicrelerinde hiicresel solunumun, epidermal hiicre biiylimesinin engellenmesi gibi
fonksiyonlara sahiptir (Denning ve ark. 1998). Bu molekiilin konak hiicreye
sitotoksititesi genellikle redoks dongiisiiniin potansiyeliyle giiclii bir sekilde ilgilidir.
Elektronlar1 dogrudan NADH veya NADPH molekiillerinden alir ve aerobik kosullarda

bu elektronlari, reaktif oksijen tiirevleri (ROS) siiperoksit (O~ " ?) ve hidrojen peroksit

(H202) olusumuna yol acan O, molekiiliine aktarir (Griffith 1999). Yine piyosiyanin
epitel hiicrelerinde katalaz aktivitesini inhibe ederek akcigerde oksidatif hasara neden

olur.

Pek ¢ok memeli hiicresi radikal oksijen tiirevlerinin olugsmasini sinirlayacak birkag tipte
mekanizmaya sahiptir. Bu molekiillerin olusumunu engellemek i¢in kullamilan hiicresel
molekiillerden birisi glutatyondur. Ancak piyosiyanin glutatyonun aktivitesini inhibe

eder.

2.2.2.3. Ramnolipid

P. aeruginosa belirli cevresel kosullar altinda ramnolipid olarak adlandirilan, hidrofilik
kismu bir veya iki ramnoz molekiilii igeren ve hidrofobik kismi yag asidi yapisinda olan
biyosiirfaktan iiretir. Bunlar ramnolipid I, Ramnosil-L-ramnosil-B-hidroksi-dekanoil-§-
hidroksi-dekanoat (mono ramnolipid) ve Ramnolipid Il ise ramnosil-ramnosil-f-
hidroksidekanoil-3-hidroksi-dekanoat (diramnolipid) seklindedir. Bunlar disinda
Syldatk ve Wagner (1987) tarafindan yapilan ¢alismalarda gesitli karbon kaynaklarinda
P. aeruginosa tarafindan sentezlenen ramnolipit biyosiirfektanlarin ramnolipit-1
(RhC10C10), ramnolipit-2 (RhC10), ramnolipit-3 (Rh2C10C10) ve ramnolipit-4
(Rh2C10) seklinde siniflandirilabilecegini bildirmislerdir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. P. aeruginosa tarafindan sentezlenen R1, R2, R3 ve R4 ramnolipitlerin
molekiiler yapilar1 (Lang ve Wullbrandt 1999).

Ramnolipidler yiizey gerilimini azaltic1 6zelliklerinden dolayi, endiistriyel ve gevreyle
ilgili pek ¢ok alanda kullanilmaktadir. Bunlar arasinda hidrokarbonlar gibi disiik
¢coziiniirliige sahip Kirleticilerin uzaklastirilmasi ya da biyodegredasyonunun arttirilmasi
sayilabilir (Maier ve Chavez 2000).

Pseudomonas’ larm {irettigi bu molekiil, diger bircok bakteri i¢in antibakteriyel 6zellik
gostererek bulunduklart ortamda bu bakterilere avantaj saglar. Ramnolipidler, konakta,
akciger yiizeyindeki fosfolipidleri ¢6zerek P. aeruginosa tarafindan iiretilen fosfolipaz
C molekiiliiniin etki etmesini kolaylastirirlar. Ayrica bu bakterilerin kayma hareketinin
(Kohler ve ark. 2000, Deziel ve ark. 2003) ve biyofilm olusturmalarinin da (Deziel ve
ark. 2003) ramnolipid lretimiyle yakindan iliskili oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya

konmustur.

Ramnolipidler de ekzopolisakkaritler (EPS) gibi mikroorganizmalar tarafindan {iretilen
ve tureticilerine g¢esitli avantajlar saglayan seker igerikli polimerlerdir (Moraes ve ark.
2002, Rocha ve ark. 2006). Ramnolipidlerin mikrobiyal iiremenin gelisme, durgun ve
6lim fazlarinda sentezlendigi belirtilmektedir (Guerra ve ark. 1986). Bunlar, hiicre
duvarinin yapisinda bulunduklart zaman hidrokarbonlu bilesikleri periplazmik yiizeye

penetrasyonunu kolaylastirmalari, ektraselular olarak salindiklarinda ise hidrokarbonlu
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bilesikleri emiilsifiye etmeleri ile 6zellikle ¢evre kirliliginin kontroliinde 6nemli rol alan
biyosiirfektanlardir (Patel ve Desai 1997). Ramnolipid biyosiirfektanlari, kontamine
olmus bolgelerde kirlenmeyi azaltan maddelere, terminal elektron tutuculara veya besin
ve diger temizleyici maddelere ilave edilerek kirletici maddelerin pargalanmasini
arttiran ve c¢evrenin kendi kendisini yenilemesini saglayan bilesikler oldugu
belirtilmistir (Bonilla ve ark. 2005).

2.3. Pseudomonas ve Biyofilm

Mikrobiyal hiicrelerin doniisiimsiiz olarak polisakkarit matriks ve yiizey ile baglanti
kurmasi ve bu yapida treyip gelismesi sonucu makroskobik olarak opak yapida,
ortalama 100-500 um yiikseklikte kosullara gore degisen en ve boyda, kaygan, piiriizsiiz
ve giderilmesi ¢ok zor olan yapiya biyofilm denir (Donlan 2002).

Biyofilmin en yeni tanimi ise mikroorganizmalar tarafindan olusturulan, herhangi bir
ylizeye, ara ylizeye veya birbirlerine yapigsmalarini saglayan ve biiyiime oranlar ile gen
transkripsiyonuna  bagli  olarak  farkli  fenotip gdsterebilen ve olusturan
mikroorganizmanin i¢inde gdmiilii olarak bulundugu hiicre dis1 polimerik madde (EPS)

olusmus matriks seklindedir (Donlan 2002).

2.3.1. Biyofilm yapisi ve olusumu

Biyofilm kiitlesinin %97 gibi biiylik bir kismin1 su olusturur. Matriks i¢indeki diger
bilesenler ise; %1-2 EPS, %1-2 globuler glikoproteinler ve diger proteinler, %]1-2
niikleik asit, lipit, fosfolipitlerdir. Biyofilm, bakterinin ylizeyinde diizensiz bir sekilde
dagilmis polisakkarid bir matrikstir. Mikroskopik olarak incelendiginde biyofilm;
arasindan kanallarin gectigi, ortamdaki organik ve inorganik molekiillerin ekstraseliiler
yapida toplanmasiyla, mercan kayaliklar benzeri yapt olusturan ve bunun iizerindeki
piramid veya mantar sekilli uzantilardan olusan bir olusum goriiniimiindedir. Yapilan
caligmalarda matriksin yogunlugu ve genisliginin mevcut organizmalarin g¢esidine,
fizyolojik Ozelliklerine, gelisme ortaminin dogasina, akiskanin tipine, genel fiziksel

ozelliklere gore degisebilmektedir (Allison 2003).
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Biyofilmin yapisi, saf kiiltlirler i¢in tiire, ¢oklu Kkiiltiirler icin substrata Ozgiidiir.
Heterojenik biyofilmlerde yap1 ¢ogunlukla diizensizdir. Biyofilmin yapisi, etrafindaki
akis orani, farkl tiirlerin say1 ve tipine bagli olarak degismektedir. Biyofilm kalinlig1
laminer ve tiirbiilant akis arasinda maksimum seviyededir. Laminer alandaki kalinlik
substrata ulasabilirligine, tiirbiilant akista ise asinmaya bagli olarak degismektedir
(Poulsen 1999). Son yillarda baz1 6karyot ve prokaryot hiicreler tarafindan salinma ve
hiicreler arasi sinyal iletimini saglayarak, bakterinin gen sunumunu diizenleyen
molekiiller (AHL vs.) araciligi ile biyofilm yapiminin diizenlenebileceginin gosterilmesi
biyofilmin patojenite ve c¢evreye adaptasyonda quorum sensingin Onemini ¢ok

artirmistir (Stickler ve ark. 1998, Dong ve Zhang 2005).

Biyofilm olusumu ve bakterilerin biyofilme tutunmasi birka¢ asamada meydana gelir.
Ilkinde yiizey organik materyal ile kaplanir, bu yapismanmin ardindan bakteri
hiicrelerinin transfer asamasi1 meydana gelir ve hiicreler yiizeye transfer olur. Hiicre ile
tabaka arasinda geri doniisiimsiiz baglar meydana gelir. Bakteriyel EPS’ler organik
filme tutunmak i¢in aracilik eder, canli veya cansiz bir ylizeyle baglantiy1 saglarlar.
Bakteri EPS'leri ile organik bilesimli film olusur. Hiicre yiizeyinin 6zellikleri, flagella,
fimbria, icerip icermemesine ve pili durumuna bagli olarak biyofilm miktarinda

degisiklik olabilir.

Yapilan calismalar sonucu yapisal olarak planktonik hiicreden kdken alan biyofilmin
olusum asamalar1 su sekildedir (Sekil 2.11) (Gonpot ve ark. 2000, Watnick ve Kolter
2000, Shirtliff ve ark. 2002).

1. Tutunma yiizeyinin olusumu

2. Oncii bakterinin tutunmasi

3. Sekonder kolonizasyon

4. Olgun biyofilm olusumu

5. Kopma/Ayrilma

Biyofilmin olusumu mikroorganizmalarin hiicrenin yiizeye yapigsmasi ile baglayan aktif

bir siirectir. Cogu hiicre negatif yiik tasimakta, bu da sivi akist ile sarj olan yiizeye
yapismayi kolaylastirmaktadir. Fimbria ya da pilus gibi yapilarin hiicrelerin hidrofobik
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Ozellikte kalmasina yardimci oldugu hatta ayni c¢alismada incelenen cogu fimbria
yapisinin hidrofobik aminoasit kalintilarina sahip oldugu bildirilmistir. Fimbrianin,
yiizeyle arada bulunan akima kars1 gelerek tutunmayi sagladigr bildirilmistir (Bullitt ve
Makowski, 1995). Yiizeye organik ve/veya inorganik maddelerin yapismasini takiben
mikroorganizmalar bu yiizeye geri doniisiir 6zellikte tutunur. Bakterinin hareketi veya
bakteri yiizeyi ile tutunulan yiizey arasindaki elektrostatik veya fiziksel etkilesimler bu
evrede rol oynamaktadir. Yiizeye tutunan hiicreler, bakteri hiicre zarindaki proteinlerin
uyarimi sonucunda ekzopolisakkarid yapida materyal sentezlemeye baslar ve bu da
hiicrelerin birbirine ve yiizeye tutunmasini saglar. Yiizeye tutunan bakteriler boliiniip
cogalarak biyofilmin en kiiglik organizasyon birimi olan mikrokolonileri olusturur. Bu
mikrokolonilerin {izerine ortamdaki planktonik bakteriler de yapisarak kolonizasyon
saglanir (Altun ve Sener 2008). Mikrokoloniler kolonizasyonla birlikte su ve besin
maddesinin dagitildigi kilcal damar su kanallarinin bulundugu goézenekli bir yapi
seklinde olgun biyofilmleri olustururlar. Biyofilmin {ist kistmlarindan kopan hiicreler
yeni odaklarda biyofilm olusturabilir. Biyofilm olustuktan sonra bakteride genetik
diizenlenme sonrasinda hareketi saglayacak olan flajeller sentezlenir, iist tabakadan
kopmalar gergeklesir ve kopan planktonik hiicreler yeni biyofilm odaklarmi olusturmak

tizere ayrilir. Bu siire¢ bir dengeye oturunca stireklilesir (Altun ve Sener 2008).

Tutunma Kolonizasyon Biyofilm gelisimi Yayilma —) Sistem enfeksiyonu

Sekil 2.11. Biyofilm olusumu (Costerton, 2002)
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2.3.2. Biyofilm ve EPS

Biyofilm, temel olarak mikroorganizma ve ekstraselliiler polimerik substanstan (EPS)
olusur. EPS biyofilmdeki tiim karbonun yaklasik % 50-90’1n1 olusturur ve biyofilmin
ana matriks kismini olusturdugu kabul edilir. Kimyasal ve fiziksel yapilanma olarak
degisken olmakla birlikte temel olarak polisakkaritlerden olusur. Bu polisakkaritlerin
bir kism1 gram negatif bakterilerde oldugu gibi nétral ve polianyoniktir. Uronik asit (D-
glukuronik, D-galakturonik ve mannuronik asit gibi) veya keton bagli piruvatlarin
varlig1 anyonik 6zelligi belirler. Bu 6zellik 6nemlidir. Ciinkii kalsiyum ve magnezyum
gibi divalent katyonlarla baglanmay1 saglar ki, bu da polimer zincirleri arasinda ¢apraz

baglanma ile biyofilm iginde gii¢lii baglanma olusturur (Stewart 2003).

EPS yapisindaki hidrojen baglari ile ok miktarda suyu iginde tutabilir. EPS hidrofobik
olabilir ancak ¢ogu tipi hem hidrofilik hem de hidrofobiktir. EPS’nin ¢ozlintirligi de
degiskendir. EPS’nin iki 6nemli 6zelliginin biyofilm tizerinde belirgin etkisi vardir.
Birincisi polisakkaritlerin kompozisyon ve yapisi primer yapiy1 belirler. Ikincisi ise
biyofilm yapisindaki EPS tek bir bicimde degildir ve 3 boyutlu yap1 zaman igerisinde
farkli konfigiirasyonlarda goriilebilir. EPS metal iyonlar, divalent katyonlar ve diger
makromolekiiller (proteinler, DNA, lipidler gibi) ile birlikte olabilir. EPS {iretimi
ortamda besleyici elemanlarin durumundan etkilenir, karbon fazlaligina karsilik,
nitrojen potasyum ve fosfatin azlig1 sentezi artirir. Yavas bakteri ¢ogalmasi da artirir.
EPS yiiksek su tutucu oOzelligi ile biyofilmin kurumasinmi Onler. Antimikrobiyal
rezistansa katkida bulunabilir. Bunu muhtemelen ya antibiyotiklerin biyofilm igine
transportunu engelleyerek ve/veya bu ajanlart dogrudan baglayarak yapar (Stewart
2003).

Ayrica P. aeruginosa nin tirettigi EPS’nin biiyiik kismu1 alginattan olusur. Alginat hiicre
adezyonunu saglayan oOnemli bir molekiildiir. Alginat liyaz ise alginat tretimini
azaltarak hiicrelerin biyofilmden ayrilmalarma yol agar. Bu enzimi kodlayan algL
geninin hiicre ayrilmasi ile biyofilm yikilmasina yol actigi diisiiniilmektedir. Buna
benzer polisakkarit iretiminde rolii olan enzimlerin biyofilm gelisiminin farkli

donemlerinde rol oynadig: diisiiniilmektedir (Sauer ve ark. 2002).
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2.3.3. Pseudomonas aeruginosa biyofilm ve quorum sensing iliskisi

P. aeruginosa ¢ogu dogal yasam alaninda kati ve siv1 yiizeylerde biyofilm adi1 verilen
yapilar igerisinde canliliklarini siirdiiriirler. Bakteriyel biyofilmler dogal olarak ¢ogu
1slak yiizeyde yaygindir ve bunlar ¢evresel sorunlara yol agabilir. P. aeruginosa sadece
dogal yasam alanlarinda degil, kronik olarak bu bakteri ile infekte olmus kistik fibrozis
hastalarinin  akcigerlerinde de biyofilm olusturarak canliliklarini devam ettirirler.
Bakterilerin bu yapiyr olusturmasi, bakteriyal antibiyotik direncini arttirmasi ve
biyofilm {izerindeki bakterilerin konagin immiin cevabindan daha az etkilenmesi
nedeniyle tibbi agidan 6nem tasimaktadir. Aerobik ortamlarda biyofilm olusumunda las
sistemi merkezi rol oynar. Yine bir biyosurfaktan olan ramnolipid iiretimi de biyofilm

olusturulmasinda 6nem tagimaktadir (Ulusoy 2007).

P. aeruginosa’nin hiicre disina salgiladigi bircok virulans etmeninin kontrolii ve
biyofilm olusumunun birbiri ile iligkili las ve rhl olarak tanimlanan iki ¢ogunlugu
algilama sistemi ile kontrol edildigi gosterilmistir (Favre-Bonté ve ark. 2007). Bu
sistemler; biyofilm olusumu, elastaz (LasA ve Las B), alkali proteaz, ekzotokzin A,
piyosiyanin, lektin, ramnolipid basta olmak iizere ¢esitli virulans etmenlerinin tiretimini

kontrol etmektedir (Rumbaugh ve ark. 2000).

Bakteri mikrogevrede birikmeye baslayinca besin azligi nedeniyle iireme
yavaglamaktadir. Olgun biyofilmlerde meydana gelen iiremenin yavaglamasi,
antibiyotiklere dirence neden olabilmektedir. Kistik fibrosisli hastalarin akcigerlerinden
izole edilen P. aeruginosa virulans etmenlerinin ¢evre kosullarma gore diizenlendigi
gosterilmistir. Kistik fibrosisli hastalarin akcigerlerinin solunum yiizeylerinin diistik
oksijen igermesi nedeniyle bu mikro ¢evrede olusan P. aeruginosa biyofilmleri, aerobik
kosullarda olusan biyofilm yapilar i¢in gerekli olan farkli genlerin aktivasyonu ile

olusmaktadir (Murray ve ark. 2007).
P. aeruginosa yavas ireme evresinde, planktonik ve biyofilm hiicrelerinin

siprofloksasine esit diren¢ gosterdigi goriilmiistiir. Ancak iireme hiz1 arttikga,

planktonik hiicreler biyofilm hiicrelerinden daha duyarli hale gelmektedir. Bu sonuca
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gore biyofilmin yapisal elemanlar ve liremenin yavaslamasi, biyofilmlerin neden oldugu
direngte oldukca 6nemlidir. Biyofilm hiicrelerinin planktonik hiicrelerden 15 kat daha
fazla antibiyotik direnci kazandigi donem, duragan donemdir. Buna gore liremenin
hizlanmasi direng seviyeleri igin bir gostergedir ve liremenin yavaslamasi da koruyucu

bir etki gosterebilmektedir (Costerton 1999).

2.4. Quorum Quenching

QS arastirmalarinin en muhtemel yarari, mikroorganizmalar arasi sinyal iletisimini
bozarak mikroorganizma topluluklarinin kontrol altinda tutulmasidir (Uroz ve ark.
2009). Bu baglamda bakteri hiicreleri arasindaki iletisimin engellenmesi ile ilgili

mekanizmalar Quorum Queching olarak adlandirilmaktadir.

Bakteri hiicresinde virulans genlerinin ekspresyonunun engellenmesi ve bu sayede
bakteri virulansinin azaltilmas1 QS inhibisyonu ile miimkiin olabilmektedir. Bu nedenle
son yillarda QS inhibisyonu yeni antibakteriyel tedavi rejimlerinde 6nemli bir strateji
olarak diisiiniildiigiinden, konuya iliskin ¢ok sayida arastirma yapilmaktadir. Coklu ilag
direncine sahip kokenlerin artis1 infeksiyonlarin tedavisinde yeni yaklasimlarin
gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir. Bakterilerin bir¢ok virulans faktoriiniin QS ile
diizenlenmesi, yeni antimikrobiyaller gelistirilebilmesi amaciyla ilginin QS {izerine
yogunlagsmasina neden olmustur. QS’nin dogrudan bakteri liremesi {izerine etkisinin
olmamasi, QS inhibisyonunun antibiyotiklerde gozlenen direng gelisimine benzer

sekilde direngli kokenlerin sec¢ilmesine neden olmamasiyla bir avantajdir (Rasmussen

ve Givskov 2006a).

2.4.1. Quorum quenching mekanizmalari

Quorum quenching ile ilgili arastirmalar ii¢ temel stratejide toplandig1 goriilmektedir:
e QS molekiiliiniin sentezinin engellenmesi
¢ QS molekiiliiniin yikilmasi veya inhibisyonu

e QS sinyal alintminin 6nlenmesi (Rasmussen ve Givskov 2006a, Juhas ve ark.
2005).
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Uzerinde en az arastirma yiiriitiilen yaklasim sinyal {iretiminin blokaji olmustur. Her ne
kadar holo-ACP, L/D-S-adenozilhomosistein, sinefungin, biitiril-S-adeniozilmetiyonin
(biitiril-SAM) gibi baz1 maddelerin AHL diretimini engelledikleri gosterilmisse de
(Parsek ve ark. 1999), bakteri iizerine etkileri in vivo ¢alistimamistir. Ayrica bakteri
metabolizmasinda 6nemli gorevler alan bu molekiillerin diger hiicre fonksiyonlarim
nasil etkileyecegi bilinmemektedir. Bununla birlikte gram negatif bakterilerde 6nemli
bir sinyal molekiilii olan AHL’ nin sentezinde gorevli bir enzimi inhibe eden triklosan
dolayisiyla bu molekiilin sentezini de engellemis olur. Ayrica bazi makrolit
antibiyotiklerin de benzeri etkileri oldugu bilinmektedir. P. aeruginosa izolatlarinda
yapilan bir ¢alismada, azitromisinin sinyal molekiillerini kodlayan genin
transkripsiyonunu azalttigi ve elastaz gen ekspresyonunu oOnleyerek infeksiyonun
siddetini azaltarak alternatif bir tedavi yaklasimi sagladigi gosterilmistir (Tateda ve ark.
1996).

Bir diger yaklasim sinyal molekiillerinin etkisizlestirilmesi  olabilir.  AHL
molekiiliindeki lakton halkasinin dayanikliligi ortamin pH degerine bagimlidir ve pH
7’den yiiksek degerlerde lakton halkasi acilir (laktonoliz) (Yates ve ark. 2002). Bir bitki
patojeni olan Erwinia carotovora’nin patolojik etkilerinden korunmak amaciyla bu
bakteri ile karsilasan bitkilerin pH degerini artirarak bakteriye karst korunma
sagladiklar1 gosterilmistir (Byers ve ark. 2002). Laktonoliz enzimler yardimiyla da
gerceklestirilebilir, 6rnegin Bacillus tiirlerinin AiiA adinda bir enzim tireterek AHL’yi
parcaladigi gosterilmistir (Dong ve ark. 2000), bunun yanisira P. aeruginosa PAI-A,
Arthrobacter sp., Klebsiella pneumoniae, Agrobacterium tumefaciens ve Rhodococcus
sp.’de de AiiA homologu enzim iiretimi gosterilmistir (Uroz ve ark. 2003, Huang ve
ark. 2003, Park ve ark. 2003). insan solunum yolu epitel hiicrelerinde de benzer bir
enzimatik aktivite ile AHL molekiillerinin par¢alandigi gosterilmistir. 30x0C12HSL ’yi
etkileyen bu aktiviteden C4HSL etkilenmemektedir (Chun ve ark. 2004).

Sinyalin yikima ugratilmasinda gram negatif bakterilerde AHL inhibitorleri olan AHL
laktonaz ve AHL agilaz S52 enzimleri, gram pozitif bakterilerde protein kinaz
inhibitorleri olan closantel ve RWJ-49815’in etkili oldugu gosterilmistir (Zhang ve
Dong 2004).
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QS sinyal molekiillerinin engellenmesi ile ilgili diger bir yaklasgim da bakteriler
tarafindan algilanan sinyallerin alintmimin dnlenmesidir. Bu da reseptdr protein-LUxR
homologlarin ya yok edilmesi ya da bloke edilmesiyle gergeklestirilebilmektedir.
Cevreyi algilama sinyalinin alinmasini 6nlemek amaciyla sinyal reseptor proteinlerinin
ya da AHL analoglar1 araciligiyla reseptére baglanmanin azaltilmasi da tigiincii
mekanizma olarak denenmektedir. Bir kirmiz1 makro alg olan D. pulchra’nin tiretmis ve
vezikiillerinde depolamis oldugu furanon bilesikleri yapisal olarak AHL sinyal analogu
olup LuxR proteinine baglanarak AHL’nin ayrilmasina neden oldugu ve bdylece V.
fisheri'nin tedavisinde bakteriyel g¢evreyi algilamayi inhibe ettigi bildirilmektedir
(Zhang ve Dong 2004).

2.4.2. Quorum sensing inhibitorleri

Cogu patojen bakteri, virulans faktorlerin ifadesi i¢in gevreyi algilama sistemini
kullanir. Ornegin; P. aeruginosa’da gevreyi algilama sistemi tarafindan diizenlenen gen
ifadesi, bu bakterinin antimikrobiyallere karsi toleransina ve biyofilm olusumuna
katkida bulunur. Laboratuvar sartlarinda, ¢evreyi algilama sistemi, sinyal molekiillerinin
alimini etkili bir sekilde engelleyen, yeni bir sinif antimikrobiyal ilag gelistirmek icin
yeni bir hedeftir. Hem dogal hem de sentetik orijinli kimyasal kiitiiphanelerle,
tanimlanmis olan birka¢ c¢evreyi algilamay1r engelleyici bilesenin, hayvanlarin
akcigerlerinde meydana gelmis olan infeksiyonu yok ettigi ispat edilmistir. Buna
ilaveten, bakteriyel ¢evreyi algilama sinyal molekiillerini inaktive eden birka¢ enzim
tanimlanmistir. Bu inaktivasyonun birka¢ modelde, bitki patojenlerinin ¢evreyi algilama

kaynakl1 virulansi bloke ettigi de bulunmustur (Rasmussen ve Givskov 2006b).

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

(Rasmussen ve Givskov 2006a).
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2.4.2.1. Dogal ve sentetik inhibitorler

Dogal bilesiklerin quorum sensing inhibitor etkisini gosterebilmek icin bitkiler ve
mantarlar lizerinde ¢esitli ¢alismalar yapilmistir. Birgok bitkide (sarimsak, havug, soya
fasulyesi, bezelye, vanilya ekstresi, niliifer c¢icegi, domates) QS inhibitér etkisi
belirlenmistir. Cesitli arastirmalarla balin antiQS aktivitesi oldugu belirlenmistir
(Truchado ve ark. 2009a, Truchado ve ark. 2009b,). Bazi Penicillium tiirleri tarafindan
tiretilen patulin ve penisillik asidin quorum sensing iizerinde inhibitdr etki gosterdigi

belirlenmistir (Rasmussen ve ark. 2005).

Martinelli ve ark. (2004), bir seri furanon bilesenleri ile yaptiklart ¢alisma sonucunda,
furanon 12’nin N-ag¢il-homoserin lakton aktivitesini stimiile ettigini ve viyolasin
tretimini azalttigini bulmuslardir. D. pulchra’dan elde edilen halojenlenmis furanonlar,

etkili bir N-agil-homoserin lakton antagonisti olarak tanimlanmustir.

Rasmussen ve ark. (2006a), burgak, havug, soya fasulyesi, niliifer, domates, bezelye
tohumlar1, biber ve sarimsagin da g¢evreyi algilama sistemini engelleyen bilesikler
tirettigini bulmuslardir. Ayrmtili incelendiginde sarimsak ekstraktiin 3 farkli ¢evreyi
algilama engelleyicisinin oldugu saptanmustir. Bunlardan birisi siklik disiilfiir
bilesenidir. Bu ¢evreyi algilama engelleyicisi LuxR temelli giiglii bir antagonist olarak

kullanilacagini ileri stirmiislerdir.

Bosgelmez-Tinaz ve ark. (2006), Scorzonera sandrasica bitkisinin C. violaceum 026, C.
violaceum 12472 ve E. carotovora’da c¢evreyi algilama ile diizenlenen aktiviteleri
engelledigini  saptamuglardir. S. sandrasica’dan elde edilen bilesenlerin E.
carotovora’da, c¢evreyi algilama sistemi tarafindan kontrol edilen, karbapenem
antibiyotigi iiretimini engelleyebildigini gostermistir. Boylelikle bitki hastaliklarina
sebep olan bu fitopatojenlerin kontrol altinda tutulmasina olanak saglanabilecegini

ortaya ¢ikarmislardir.
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Singh ve ark. (2008), akasya (Acacia nilotica) bitkisinin yesil kabuklarinin anti quorum
sensing ve antioksidan 6zelligini calismislardir. Bu ekstraktlarin fenolik degerlerini ve

miktarlarint HPLC ve MS gibi yontemlerle belirlemislerdir.

Girennavar ve ark. (2008), yaptiklar1 ¢alisma ile greyfurt suyundan elde ettikleri ve
kanin pihtilagsmasint 6nleyen furokumarin denen madde ile E. coli, P. aeruginosa ve

Salmonella typhimurium’da biyofilm olusumunu engellemislerdir.

Truchado ve ark. (2009), farkli floradan ve cografik bolgeden 15 c¢esit balin C.
violaceum CECT 494 susuna etkisini arastirmiglardir. Bal konsantrasyonlarinin
azalmasmna bagli olarak anti quorum sensing etkisinin azaldigim1 en disiik
konsantrasyonda bile etkili oldugunu gostermislerdir. Kestane ve thlamur agacindan
elde edilen balin yiiksek oranda inhibitor aktivitesi gosterdigini, biberiye ve portakal
balinin daha diistik inhibe edici etkisi oldugunu belirtmislerdir.

Bodini ve ark. (2009), Agrobacterium tumafasiens, C. violaceum ve P. putida suslarinda
sarimsagin QS mekanizmasin1 inhibe ettigini ortaya ¢ikarmislardir. Fakat yiiksek
konsantrasyonlarda toksik oldugunu belirtmiglerdir. Sarimsak ekstraklarinin QS

reseptorleri LuxR, AhyR, TraR karsi antagonist etkisi oldugunu agiklamiglardir.

Szabho ve ark. (2010), disk diflizyon yontemiyle portakal, ardig, giil, lavanta, geranium
(turnagagasi), okaliptus, citrus (narenciye) yaglarinin C. violaceum 026 susunda quorum
sensing mekanizmasina etkisini incelemislerdir. Test sonucunda giil, geranium,
lavantanin Onemli bir quorum sensing inhibitorii oldugunu; okaliptus ve Sitrus
yaglarimin pigment iiretimini azalttigini; papatya, portakal, ardi¢c yaglarinin etkisiz

oldugunu gostermislerdir.

Sentetik kimyasal kiitiiphanelerin yapisi yan zincirdeki karbon sayilarinin degistirilmesi
ile tiiretilen AHL molekiillerinden olugmaktadir. Diiz veya diiz olamayan karbon atom
sayilart QSI aktivitesine sahip degillerdir. Buna karsin, bilesiklerin ¢ogu yarismali
antagonsit olarak sinanmaktadir (Schaefer ve ark. 1996). Antagonsit AHL analoglarinin

diger grubu yan zincirdeki en distaki karbon atomlar: {lizerine siklik ya da asiklik alkil
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substituent tagimaktadir. Aym1 zamanda, yan zincirdeki C-3 atomunun silfiir ile
degistirilmesiyle hem LuxR hem de LasR kontrolindeki QS reporterlerin
ekspresyonunu bloke edecek analoglar da yaratilabilmektedir (Persson ve ark. 2005).
QSI bilesikleri yan zincirin sonundaki (30X0C6HSL/LuxR kontroliindeki sisteminde en
azindan) aril substituenterin yer degistirmesiyle de elde edilmektedir. Eger
substituentlerin  boyutu fenil grubunun o&tesinde artirilirsa, antagonistik etkilerini
kaybetmektedirler. Ciinkii siklik alkiller ve aril substituentler minimaldir. Aril bilesikler
LuxR protein icindeki aromatik amino asitler ile etkilesime girebilmekte, normal
aktivitelerini 6nlemektedir (Reverchon ve ark. 2002). Aril AHL’lerin QS etkisi yan
zincirin C-1 karbonil grubu ile bir siilfonil grubun yer degistirmesi ile daha da
artirilabilir (Castang ve ark. 2004).

Cesitli QSI molekiilleri identifiye edilmistir. Bunlarin arasinda 4-nitro-piridin-N-okside
(4-NPQ), indol, p-benzoquinon, 2,4,5-tribromoimidazol, indol ve 3-nitrobenzen sulfon
amid gibi molekiilller bulunmaktadir. 4-NPO ‘nun oldukg¢a etkili oldugu gozlenmistir.
DNA microarray tabanli transkriptomik g¢alismalar bu bilesigin P. aeruginosa daki

genlerin ekspresyonunu %37 oraninda azalttig1 bulunmustur (Rasmussen ve ark. 2005).

Ayrica sentetik bir furonon olan C-30’un P. aeruginosa’daki ¢evreyi algilamayr AHL
sinyali ile yarisa girerek inhibe ettigi fare modelinde akcigerlerde bakterinin

persistansina engel oldugu gosterilmistir (Hentzer ve Givskov 2003).

2.4.2.2. Quroum quenching enzimleri

2.4.2.2.1. AHL laktonaz

N-acil-L-homoserin lakton (AHL laktonaz) metallo-g-laktamaz siiperfamilyasinin bir
tiyesidir. Bu familyadaki enzimlerin birgok fonksiyonunun oldugu bulunmustur. Nitrit
oksidaz, oksijen rediiktaz, C-O, C-N, C-S, S-O, P-O gibi baglarin pargalanmasi gibi
gorevleri bulunmaktadir. Bu proteinlerin ¢ogu anti-kanser ilaglarin detoksifikasyonu,
mRNA prosesing ve antibakteriyal rezistans mekanizmalarin anlagilmasi acisindan

onemlidir. Bu enzimlerin aktif bolgesindeki metal merkezler farklidir. Sekans
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benzerlikleri sinirli olmasina ragmen bu enzim glioksilaz Il ve RNaz Z proteinleri ile
benzer yapisal 0zelliklere sahiptir. Yapilan deneysel calismalarda bu enzimin katalitik
bolgesinde iki ¢inko iyonunun bulundugu gorilmistiir. Gram negatif bakterilerdeki QS
iki komponentten olugsmaktadir. AHL sentaz olusturan Luxl proteini ve AHL reseptorii
ve transkripsiyonel regiilator olarak fonksiyon gdsteren LuxR proteinleri. LuxR ve luxI
proteinlerin yapisal karakterleri analiz edilmistir. Son zamanlarda bir Bacillus tiiriinden
elde edilen AHL laktonaz enziminin AHL’nin homoserin lakton halkasindaki ester
baglarin1  hidrolize etmektedir. Bu sadece gram negatif bakterilerdeki QS
engellenebilmektedir (Thomas ve ark. 2005). Bu enzimdeki korunmus sekans motifi
WAXHXDH'™ ~H'® glioksilaz-1l ve arilsiilfataz enzim familyasi, p-laktamaz, ve
RNaz Z gibi enzimleri igeren ¢esitli metallohidrolazlarin Zn*? baglanma motifleri ile
benzerlik gostermektedir. AHL birgok Okaryotik hormonlarla benzer yapisal 6zellik

gostermektedir (Dong ve ark. 2000).

2.4.2.2.2. AHL acilaz

Variovorax paradoxus, P. aeruginosa PAO1 ve Streptomyces sp.’nin de iginde
bulundugu ¢esitli bakteri tiirlerinin AHL-agilaz enzimine sahip oldugu bulunmustur. Bu
enzim AHL’deki amid baginin hidrolizi, yag asidleri ve homoserin laktona karsilik
olarak tiretilmesiyle ahl molekiillerini degrade etmektedir. Su ana kadar iic AHL agilaz
enzimi tanimlanmistir. Bunlar: Ralstonia sp. XJ12B’deki (Lin ve ark. 2003), P.
aeruginosa PAO1’daki PvdQ (Huang ve ark. 2003) ve Streptomyces sp.’deki AhIM
(Park ve ark. 2003)’dir. Bu enzimler a subiinit, spacer sekans ve b subiiniti izleyen bir
sinyal peptidinin igerildigi Ntn hidrolazin bilinen karakterlerini paylagsmaktadir. Buna
kargin bu enzimler arasinda dikkate deger farkliliklar da bulunmaktadir. AiiD AHL
uzun zincirleri ve daha az etkinlikte de olsa kisa zincirleri pargalamaktadir (Lin ve ark.
2003). PvdQ, sekiz karbondan daha kisa AHL agil zincirlerini pargalayamamaktadirlar
(Huang ve ark. 2003). Benzer sekilde AhIM yalmzca sekiz karbondan daha kisa
AHL‘leri parcalayabilme aktivitesine sahiptir (Park ve ark. 2005). Ayrica AiiD
penisilin G and amfisilini par¢alayamamaktadir (Lin ve ark. 2003). Bu ii¢ AHL agilaz
enzimi Pseudomonas diminuta’da bulunan sefalosporin agilaz (CAD) ile benzer yapiya
sahiptir (Lin ve ark. 2003, Park ve ark. 2005).
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2.4.2.2.3. Paraoksonaz

Paraoksonaz (PON), hem arilesteraz (E.C. 3.1.1.2) hem de paraoksonaz (arildialkil
fosfataz; organofosfat hidrolaz; paraokson hidrolaz; E.C.3.1.8.1) aktivitesine sahip bir
ester hidrolazdir (Gan ve ark. 1991).

Memeli tiirleri arasinda genis bir dagilima sahip olan PON proteinleri, baliklarda,
kuslarda ve cklembacaklilar gibi omurgasizlarda mevcut degildir. Memelilerde, en
azindan insanlarda ve farelerde, ayni kromozom iizerinde birbirine komsu ii¢ ayri PON
geni (PON1, 2, 3) bulunmaktadir (Durrington ve ark. 2001). insan PON1 ve PON3
birincil olarak karacigerde sentezlenirken insan PON2 daha genis bir dagilim
gostermektedir. Kalp, bobrek, karaciger, akciger, plesenta, ince bagirsak, dalak, mide ve
testiste bulunmaktadir (Mackness ve ark. 1998, Ali ve ark. 2003, Lu ve ark. 2006).
Farelerde 6. kromozom {iizerinde yerlesen PON genlerinin, insanlarda 7. kromozomun
uzun kolunda, q 21.3 ile q 21.1 bolgesinde lokalize olduklar1 bildirilmektedir (Hegele
1999).

Ozellikle insan serum paraoksonaz enzimi (PONI1); karacigerde sentezlenen,
arildialkilfosfataz olarak da adlandirilan Ca*? bagimli, HDL ile iliskili ve 43-45 kDa
molekiil agirlikli bir ester hidrolazdir (Mackness ve ark. 1998, Aviram ve ark. 1999).

Paraoksonaz enziminin yapisi Sekil 2.12°de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.12. hPON1 enziminin yapisi (Aviram 1999)

Serum paraoksonaz enziminin, aromatik karboksilik asid esterleri ve paraokson,
diazookson, sarin, soman gibi organofosfat tiirevlerini detoksifiye ettigi pek ¢ok ¢alisma
ile gostermistir (Mackness ve ark. 1998, La Du ve ark. 1999, Aviram ve ark. 2000). Son
yillarda PON1 enziminin ayrica laktonaz, siklik karbonat esterleri ve farmakolojik
ajanlar1 da hidroliz ettigi gosterilmistir (Draganov ve ark. 2000). S6z konusu enzim 4
atomdan 7 atoma kadar degisen lakton halkasi ihtiva eden en az 30 gesit laktonu
hidrolizleyebilmektedir. Alifatik lakton substrati olan 6-valerolakton (6 halkali lakton),
y-butirolakton (5 halkali lakton) ve e-kaprolaktondan (7 halkali lakton) daha hizli
hidrolizlenmektedir. PON1 enziminin aromatik laktonlar afinitesi alifatik laktonlara
oranla daha fazladir ve daha kolay hidrolizlenirler. Ancak ilgi ¢ekicidir ki, pek ¢ok
ilacin etken maddesinde bulunan kumarin bilesiginin lakton halkasinda a ve B ¢ift bagi
olmasina ragmen PONI1 tarafindan hidrolizlenmemektedir, fakat dihidrokumarin
hidrolizlenmektedir (Sekil 2.13) (Kearny ve ark. 1993, Biggadike ve ark. 2000, Billecke
ve ark. 2000).
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Sekil 2.13. Lakton hidrolizi (Draganov ve La Du 2004).

AHL inaktivasyonuyla ilgili ¢aligmalar daha Onceleri insan epitelyum hiicrelerinde
incelenmistir (Chun ve ark. 2004). Daha sonralar1 test edilen insan, fare, tavsan, at,
koyun ve sigir gibi memeli tiirlerindeki serumlarda olduk¢a korunmus oldugu
bulunmustur (Yang ve ark. 2005). PON’lar (PON1, PON2 vePON3) ila¢ metabolizmasi
ve organofosfat detoksifikasyonu gibi 6nemli aktivitelere sahiptir. Bunlarin quorum
quenching enzim aktivitesi bu son zamanlarda birbirinden bagimsiz olarak ¢alisan ti¢
laboratuvar tarafindan tanimlanmustir. Saflastirilmis PON2’nin ¢esitli test edilmis AHL
komponentlerini hidrolize edebildigi gosterilmistir (Draganov ve ark. 2005). Farelerde
eksprese edilen PON1, PON2 ve PON3’in hizli bir sekilde AHL degradasyon
aktivitesine sahip oldugu gorilmistir (Yang ve ark. 2005). Ayni zamanda P.
aeruginosa nin 30xoC12HSL sinyal molekiiline karst olan insan serumunda bulunan
purifiye edilmis hPON1 enziminin hidrolitik aktivitesi de bulundugu anlasilmistir (Ozer
ve ark. 2005). PON enzimleri 30xoC12HSL gibi uzun zincirli AHL molekiillerine
karsin aktivitesi kisa zincirli olanlara oranla daha fazladir. AHL laktonaz da oldugu gibi
PON enzimleri AHL sinyallerindeki homoserin lakton halkasini pargalamaktadir (Sekil
2.14).
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Sekil 2.14. PON enzimlerinin genel mekanizmasi a) Protein agil-ACP ve SAM
substratlart kullanilarak AHL biyosentezini katalizlemektedir. b) AHL laktonaz, PON
ve AHL agilaz enzimlerinin aktiviteleri sonucunda AHL molekiillerinin par¢alanmasi
gosterilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Bu ¢alisma igin kullanilan kimyasallar Sepharose 4-B afinite jeli, L-tirozin, naftilamin,
CNBr, Na;HCO3 CaCl,, akrilamid, N, N, N’,N’- tetra metil etilendiamin (TEMED),
N,N- metilen bisakrilamid, - merkaptoetanol, SDS, glisin, coomassie brillant blue G-
250, coomassie brillant blue R-250, trisHCI, sodyum hidroksit, trihidroksi metil
aminometan (Tris), gliserol (Sigma), kristal viyole (Sigma), tripton, yeast extract, agar,
NaCl, nutrient broth, skim milk, paraokson, aseton, (NH4)2SO4, NazHPO4, bakir siilfat,
NaK tartarat, folin fenol, elastin kongo kirmizisi (Elastin Congo Red), kloroform,
metanol, hidroklorik asit (HCI), glukoz, etanol, asetik asit, tripton, magnezyum siilfat
(MgSOQg), potasyum siilfat, CTAB seklindedir.

3.1.2. Kullanilan besiyerleri ve cozeltiler

e Hidrofobik jelin dengelenmesi i¢cin kullanilan tampon: 1M (NH4)2SO4
iceren, 0.1 M Na,HPO, tamponu (pH 8.0); 14,2 g (0.1 mol) Na;HPO, ve 132,14
g (1 mol) NH4(SO); 950 ml distile suda ¢oziilerek, IN HCI ile pH’s1 8.0°¢
getirilmis ve son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlanmastir.

e Hidrofobik jele baglanmis PON1 enziminin eliisyonu icin kullanilan ¢ozelti:
1M NHy(SO); igeren, 0.1 M Na,HPO, tamponu (pH 8.0) ve 0.1 M Na;HPO,
tamponu (pH 8.0) ile gradient mikser kullamilarak tuz gradienti olusturuldu;
14,2g (0.1 mol) NazHPO4 ve 132,14 g (1 mol) NH4(SO), 950 ml distile suda
¢oziilerek, 1N HCI ile pH’s1 8.0°e getirildi ve son hacim distile su ile 1 L’ye
tamamlanmustir. 14,2 g (0.1 mol) Na;HPO,4 950 mL distile suda ¢oziilerek, 1 N
HCl ile pH’s1 8.0’ getirilmis ve son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlanmustir.

¢ Proteinlerin kantitatif tayininde kullamlan ¢ozeltiler:

Fenol ayiraci: Folin-fenol ve distile sudan bire bir oranda alinarak
hazirlanmstir.

Ayirag A: % 2’lik Na;CO3 0.1 M NaOH’da ¢6ziilmiistiir.

Ayira¢ B: %1 NaK tartarat distile suda ¢oziilmiistiir.

Ayirag C: % 0.5’lik CuSOq distile suda ¢oziilmiistiir.
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Aywra¢ D: 48 ml A aywracindan, 1ml B ayrracindan, 1ml C ayiracindan
konulup hazirlanmugtir.
Sigir Serum Albumini (BSA): 5 mg 5 ml suda ¢dozilerek taze olarak
hazirlanmastir.

e Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucunda olusan cokelegin alindig1 tampon:
0,1 M Tris-Baz tamponu (pH 8.0); 1,211 g (0.01 mol) tris-baz 95 ml distile suda
¢oziilerek, 1IN HCI ile pH’1 8.0’a getirilmis ve son hacim distile su ile 100 ml’ye
tamamlanmustir.

e Substrat ¢ozeltisi: 2 mM paraokson ¢ozeltisi;10,8 ul paraokson, 1 ml asetonda
iyice ¢Oziildiikten sonra lizerine 1 ml bazal aktivite tamponu eklenmis ve iyice
karistirildiktan sonra kullanilmustir.

e Paraoksonaz aktivite 6l¢iimiinde kullamlan bazal aktivite tamponu: 2 mM
CaCl; igeren 100 mM tris-HCI, pH=8; 3.0285 g (25 mmol) Tris, 200 ml distile
suda ¢oziildii. 1 N HCI ile pH’1 8.0°¢ getirilmis. 0,0555 g (0.5 mmol) CaCl,

katilarak son hacim 250 ml’ye tamamlanmustir.
Besiyerleri ve kullanilan ¢ozeltiler Millipore saf su kullanilarak hazirlanmistir. Ayni
zamanda besiyerleri icin otoklavda 121°C’de 15 dk’da sterilizasyon islemi

uygulanmustir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Besiyerleri ve ¢ozeltiler

Besiyerleri ve ¢ozeltiler gram/ litre

Luria- Bertani (LB) 10 g Tripton

5 g Yeast extract
5 g NaCl

15 g Agar

Kayma testi i¢in besiyeri 8 g Nutrient broth
5 g Agar
5 g Glikoz

Titreme testi i¢in besiyeri 10 g Tripton

5 g Yeast extract
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5 g NaCl
10 g Agar

Yiizme testi i¢in besiyeri

10 g Tripton
3 g Agar
5 g NaCl

Alkali proteaz testi i¢in besiyeri

LB Agar
2 g Skim milk

M9 glutamat minimal

medium agar/ broth

48 mM Na,HPO,4

22 mM KH2PO4

8.5 mM NaCl

18,7 mM NH,CI

2 mM MgS0,4.7H,0
0,1 mM CaCl,.2H,0
15 g Agar

% 0.02 CTAB

% 0.2 Glikoz

% 0.0005 Metilen mavisi
% 0.05 Glutamat

Piyosiyanin Sivi besiyeri (PB) 20 g Pepton
1,4 g MgCl,
10 g K;SO4

Elastin Kongo Red (ECR) 100 mM Tris,

tamponu

1 mM CaCly, pH 7.5,

20 mg Elastin kongo kirmizisi

Biyofilm ¢ozeltisi

% 1 ‘lik kristal viyole

SDS PAGE i¢in numune tamponu

0,5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2,5 ml
% 10’luk SDS 4 ml
Gliserol 2ml
B-merkaptoetanol 1mil

Bromfenol mavisi 0,01 g

44




Distile su 0,5ml

SDS PAGE igin tank tamponu Tris-HCI 39
Glisin 1449
SDS 1g

SDS PAGE i¢in renk agma ¢ozeltisi % 7.5 Asetik asit

% 5 Metanol

% 87.5 ml Distile su

SDS PAGE i¢in renklendirme ¢6zeltisi 0,66 g Coomassie brillant blue G-250

120 ml Metanol

Serum Fizyolojik Hazirlamsi: 4 g NaCl, 1 L distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir.
Daha sonra falkon tiiplere paylastirilarak 20 dk 121°C’de steril edilmistir. Inokulum
stispansiyonunun hazirlanisi isleminde kullanilmistir.

inokulum Siispansiyonunun Hazirlamsi:  Antibakteriyal —aktivitede bakteri
stispansiyonlar1 serum fizyolojik ile MacFarland 0.5 standardina gore hazirlanmistir.
Ayni1 zamanda spektrofotometre ile 600 nm’de 0.5 absorbans degeri okunarak
dogrulugu teyit edilmistir. Kati kiiltiirden inokulum hazirlanirken Middlebrook 7H9’da
stispanse edilen ornek vortekslendikten sonra kati pargaciklarin ¢okmesi beklenerek
iistte kalan siipernatant kismu steril tiipe aktarilmistir. MacFarland 0.5 oluncaya dek
gozle ayarlama yapilmistir. Daha sonra 1 ml alinip 4 ml serum fizyolojik ile

sulandirilarak inokulum siispansiyonu hazirlanmistir.

P. aeruginosa suslar1 olan P. aeruginosa ATCC35032, P. aeruginosa ATCC27853, P.
aeruginosa ATCC15692 ve S. aureus ATCC 25904 Uludag Universitesi T1p Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarindan temin edilmistir. P. aeruginosa suslari, LB besiyerinde

37°C’de iiretilmistir ve -80°C’de ve % 20 gliserol icerisinde muhafaza edilmistir

(Ausubel ve ark. 1988).
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3.1.3. Kullanilan alet ve cihazlar

Bu caligmada asagida isimlendirilen alet ve cihazlardan yararlanilmistir.

Buz Makinesi
Calkalayict
Elektrofez Tanki
Etiv

Hassas Terazi
Inkubator
Kromatografi Kolonu
Laminar flow

Magnetik Karistirici-Isitict
Masa Santrifiijii

Otomatik Pipetler

Pastor Firmni

pH-metre

Sogutmali1 Santrifiij

UV-Spektrofotometresi

: Fioccetti Scotsman otomatik buz makinesi
: Biolab 1575-2B calkalayici

: Hoefer, HSI

: Elektromag

:Libror, AEG-220 (Shimadzu)

. Nuare CO,-Water Jacket Incubator
: Sigma (1 cm ¢ap ve 20 cm uzunluk)
: Telstar Bio I1A

: ARE Magnetic, heating stirrer IKA Combimag RCO
: Hettich Zentrifrugen EBA 12 R

: Eppendorf, Medisis

: Memert

: Orion-model 920 A

: Sigma Laborzentrifriigen 3K 15/10706 / 10707

: CARY 1E, UV- Visible Spectrophotometer- VARIAN

UV-Spektrofotometresi (plaka okuyuculu) : Biotek Power Wave XS

Vorteks

: Fisons Whirli Mixer

46



3.2. Yontem
3.2.1. insan serum paraoksonaz 1 (hPON1) enziminin saflastirilmasi
3.2.1.1. Kan serumunun ayrilmasi

Kan numuneleri, santrifiij tiipiine alindiktan sonra 5000 rpm’de, +4 °C’de ve 10-15
dakika santrifiij edilerek serumlarinin ayrilmasi saglanmistir. Ayrilan serum ayni giin

deneysel ¢alismalarda kullanilmistir.
3.2.1.2. Amonyum siilfat ¢coktiirmesi

Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin ¢dkelmesini
saglayan 2 degerlikli, ¢ok kullanilan bir tuzdur. Oncelikle, kullanilacak uygun
amonyum siilfat konsantrasyonu literatiirden bakilarak %60-80 amonyum siilfat

¢Oktiirmesi (Sinan ve ark. 2006) asagida verilen formiille belirlenmistir;

_L77xVX(S, - S,)

NH, ),SO
g(NH,),S0, 3545,

V :Serum hacmi
S1: I’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu
Sz : I’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

3.2.1.3. Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile enzimin saflagtirilmasi

Hidrofobik etkilesim kromatografisi jeli olarak Sepharose-4B-L tirozinl-Naftilamin jeli
kullamilmistir. Hazirlanan hidrofobik etkilesim kolonu 6nce 1M (NHy)2SO; igeren 0.1M
Tris-HCI pH:8.0 tamponu ile dengelenmistir. Kolonun dengeleme islemi bittikten sonra,
jel iizerindeki tampon ¢dzeltisi jel seviyesine kadar indirilmistir. Amonyum siilfat
¢Oktlirmesi sonucu elde edilen enzim ¢ozeltisi 5 ml ¢okelek tampon ile ¢oziildiikten
sonra 1M amonyum siilfat doygunluguna getirilmistir. Ardindan ¢dzeltinin enzim
aktivitesi spektrometrik olarak belirlendikten sonra kolona tatbik edilmistir. Kolona 1 M
(NH4)2SO4 igeren 0.1M Tris-HCI pH:8.0 tamponu ve 0.1M Tris-HCI pH:8.0 tamponu

ile olusturulan yiiksek tuz konsantrasyonundan diisiik tuz konsantrasyonuna dogru tuz
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gradienti uygulanmistir. Kolondan toplanan yikama ve eliisyon ¢ozeltisi 1,5 ml halinde
tiplere alinmistir. Yikama ve eliisyon islemi 280 nm’deki absorbans sifir oluncaya
kadar devam edilmistir. 0.1M Tris-HCI1 pH:8.0 tamponu kor olarak kullanilarak her bir
tipte 280 nm’de kalitatif protein tayini ve 412 nm 1dk 37°C’de aktivite tayini
yapilmistir (Gan ve ark. 1991, Sinan ve ark. 2006, Aybey 2010). Elde edilen degerlerin

tiip numarasina kars1 aktivite ve protein miktart grafigi ¢izilmistir.

3.2.1.4. Enzim aktivite tayini

Paraoksonaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Aktivite
Ol¢timii igin 0.05 ml enzim ¢6zeltisi (serum) alinip daha dnceden hazirlanmis olan 1ml
tampon (100 mM tris-baz pH:8.00) + substrat (2 mM paraokson) + koenzim (2 mM
CaCly) cozeltisine cabuk bir sekilde eklendikten sonra 412 nm’de 1 dk’da 37°C’de
absorbansta meydana gelen degisme okunmustur. Bu sekilde paraoksonun p-nitrofenole
enzimatik doniisim hizi tespit edilmistir. Ayni islem enzim olmadan tekrarlanarak
aradaki fark enzim aktivitesi olarak belirlenmistir. 1 iinite paraoksonaz dakikada

meydana gelen p-nitrofenoliin nmol’ii olarak tayin edilmistir (Gan ve ark. 1991).

3.2.2. Lowry yontemiyle protein tayini

Amonyum stilfat ¢oktlirmesi sirasinda elde edilen ¢ozeltilerdeki protein miktar tayinleri
bu yontemle belirlenmistir. Bu yontem alkali ortamda proteinlerin peptid baglarinin ve
tirozin artiklarimin bakir ile kompleks olusturmasina dayanir. Koyu mavi olusu
karakteristiktir ve 600 nm dalga boyunda absorbans verir. Yontem ¢ok duyarlidir.
Ancak pH’ya baghdir. Hassasiyet araligit 5-100 pg/ml’dir. Ortam pH’st 10-10,5
olmalidir. Bu yontem triptofan ve tirozin igerigi fazla olan proteinlerin miktar tayini i¢in
avantajlidir. Zira ayira¢ bu aminoasitlere daha yiiksek hassasiyet gosterir. Bu yontemde

4 farkli ¢ozelti kullanilir.

Protein tayini isleminde su yol izlenmistir: 1 ml’sinde 1 mg protein iceren standart sigir
albiimin ¢ozeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 ul almmistir. Her
tiipe 2 ml D ayiracindan eklenmistir. 10 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Her tiipe

0,2 ml folin-fenol ¢o6zeltisinden eklenip vorteks ile zaman kaybetmeden karistirilmis ve
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30 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. 600 nm’de kore karsi absorbans degerleri
okunmustur. Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri ile

standart grafik hazirlanmistir (Lowry ve ark. 1951).

Protein miktarin1 6lgmek i¢in hazirlanan enzim c¢ozeltilerinde 0,1 ml 2 ayr tlipe
konulmustur. Uzerlerine 2 ml D ayiracindan eklenmistir. Oda sicakliginda 10 dk inkiibe
edilmistir. Daha sonra her tiipe 0,2 ml folin-fenol bilesigi eklenip vorteksle
karistirilmistir. 30 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 600 nm’de absorbanslari
okunmustur. Olgiimlerin ortalama absorbansina karsilik gelen protein miktar: standart

grafik yardimiyla hesaplanmistir.

3.2.3. SDS-PAGE ile enzim safhiginin kontrolii

PONI1 enziminin saflik kontrolii, yigma jeli % 3, ayirma jeli % 10 konsantrasyonlarinda
olacak sekilde kesikli Sodyum Dodesil Siilfat Jel Elektroforezi ile Laemelli tarafindan

belirtilen yontemle yapilmistir (Laemelli 1970).

3.2.4. Pseudomonas aeruginosa susunun secimi ve iireme egrisi

P. aeruginosa ATCC35032, P. aeruginosa ATCC27853 ve P. aeruginosa ATCC9027
suslarinin {ireme egrileri belirlenmek iizere, hazirlanan 6n kiiltiirler (OK)’den 1:8
oraninda olacak sekilde alnip steril besiyerine ilave edilmistir (3 ml OK / 25 ml LB
besiyeri). Ekimin yapildigi anda (to) ortam iyice karigtirllmigs ve 1 ml alinarak UV
Spektrometre’de ODgoo degeri dlciilmiistiir. Ilk dl¢iimden itibaren besiyeri 130 rpm’de
30°C’de tiremeye birakilmistir. Bir saat araliklarla besiyerinden 1 ml numune alinmig ve
ODggo degerleri belirlenmistir. Deney sonucunda elde edilen veriler yardimiyla, Excel
programinda bakterilerin tireme egrileri ¢ikarilmistir. Olusan grafiklerden yararlanarak

her bir susun duragan faz siireleri belirlenmistir.

3.2.5. Pseudomonas aeruginosa suslarmin iiremesine hPON1 enziminin etkisi

P. aeruginosa iiremesi tizerindeki etkinin incelenmesi amaciyla her bir bakteri susunun
duragan faz siirelerindeki kiiltiirlerinden Macfarland 0.5 indeksine gore inokulum
siispansiyonlart hazirlanmistir. Pozitif kontrol grup olarak plakalardaki her ii¢

kuyucukta bir bakteri 6rnegi olacak sekilde 20 pl mikroorganizma, 150 pl distile su ve
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50 ul nutrient broth besiyeri ilave edilmistir. Aym kosullar altinda mikroorganizma
bulundurmayan negatif grup olusturulmustur. Diger her bir kuyucuga da 50 ul LB
besiyeri, 150 pl bes farkli konsantrasyonda (0,1; 1; 2,5; 5; 10 mg/ml) filtre edilerek
hazirlanmus steril saf insan serum hPON1 enzimi ve son olarak da her bir enzim igeren
kuyucuga 20 pl mikroorganizma ilave edilerek 37°C’de 24 saat inkubasyona
birakilmistir.  Inkubasyonun ardindan plakalardaki her bir sus icin hPON1
konsantrasyonlarinin iiremeye etkisi 600 nm’de OD degerlerine bakilarak kantitatif

olarak gosterilmistir.

3.3. hPON1 Enziminin Viriilans Faktorlerine Etkisi
3.3.1. Ekzoproteazlara etkisi

3.3.1.1. Alkali proteaz testi

P. aeruginosa susu, 24 saat LB besiyerinde 37°C’de iiretilmistir. On kiiltiirden LB agara
ardindan tek koloni seklinde % 2 yagsiz siit tozu (skim milk) iceren LB agar petrilerinin
ortasina, bes farkli konsantrasyonda (0,1; 1; 2,5; 5; 10 mg/ml) 100’er ul hPON1 enzimi
ilave edilmis ve 37°C’de 16-18 saat inkubasyona birakilmistir (Dong ve Zhang 2005).
P. aeruginosa susunun proteolitik aktivitesi bakteri kiiltiirii ilave edilen bolgedeki
berrak zon ¢ap1 Glgiilerek kaydedilmistir. hPON1 enziminin etkisi de bu zon ¢aplarina
bagli degerlendirilmistir. Inkubasyon sonucunda bakteri kolonisi etrafindaki saydam
zon proteolitik aktivitenin gostergesi olarak kabul edilmistir. Test sirasinda enzim
icermeyen P. aeruginosa igeren proteaz besiyeri pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
Proteolitik aktiviteye hPON1 enziminin etkisi azalan zon ¢aplariyla gosterilmistir (Dong

ve Zhang 2005). Alkali proteaz testi 3 defa denenerek sonuclarin ortalamasi alinmustir.

3.3.1.2. Stafilolitik Las A proteaz testi

Stafilolitik Las A proteaz aktivitesi i¢in stafilokok hiicreleri hazirlanmistir. Bunun igin
S. aureus ATCC 25904 0,02 M tris-HCI iginde siispansiyon haline getirilmistir. 10-15
dk benmaride kaynatilmistir. Hiicre siispansiyonu ayni tampon ile optik dansitesi 595
nm’de 0,8 olacak sekilde diliie edilmistir. 0,1 ml 24 saatlik Pseudomonas susunun

stipernatantindan 1,9 ml stafilokok siispansiyonu ile karistirtlmis ve karisim hizlica 650
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nm’de spektrofotometrik olarak kaydedilmistir ve bu islemler ilk 30 dk icinde
gerceklestirilmistir. Bir {inite enzim aktivitesi 1 dk’da ODgsp degerinde azalmayla tespit
edilmistir (Wretlind ve ark. 1977). Ayni islemler farkli konsantrasyonlarda (0,1; 1; 2,5;
5; 10 mg/ml) 0,1 ml hPONT1 igeren 6rneklere uygulanmistir.

3.3.1.3. Elastaz testi

hPON1 enzimi varliginda elastaz aktivitesi i¢in P. aeruginosa susuna Elastin Kongo
Red (ECR) testi uygulanmistir (Ohman ve ark. 1980). P. aeruginosa susu 5 farkli
konsantrasyonda (0,1; 1; 2,5; 5; 10 mg/ml) 100’er ul hPONI enzimi igeren On
kiltiirlerle beraber LB’de 37°C’de 14 saat diretilmisti. Bu  kiltirlerin
stipernatantlarindan 100 pl tizerine 900 pl ECR tamponu ilave edilmis ve 37°C’de 3
saat calkalarak inkubasyona birakilmistir. Inkubasyon sonrasinda ¢dziilmemis ECR,
5000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek uzaklastirilmis ve siipernatantlarin OD g5 degerleri
Olciilerek kaydedilmistir. Kor olarak ECR tamponu kullanilmistir. Elde edilen degerler
kiiltiirlerin ODggo degerlerine boliinerek elastaz aktivitesi gosterilmistir. Elastaz testi 3

defa denenerek sonuglarin ortalamasi alinmustir.

3.3.1.4.Piyosiyanin testi

Pseudomonas susu LB besiyerinde 37°C’de 24 saat iiretilmistir ve 600 nm’ de OD 0.02
olacak sekilde ayarlanip 5 farkli konsantrasyonda (0,312; 0,625; 1,25; 2,5; 5 mg/ml)
100’er ul hPON1 enzimi igeren piyosiyanin broth (PB) besiyerine ekilmis ve 37°C’de
calkalanarak 120 saat inkubasyona birakilmustir (Prithiviraj ve ark. 2005). Bakteri
biyokiitlesi 24, 48 ve 72 ve 120. saatlerde ODggo Ol¢iiliip kaydedilmistir. Ayrica bu
zaman dilimlerinde asagidaki islemler uygulanarak bakterinin iirettigi piyosiyanin
miktar1 da ODsy‘de Olgiiliip kaydedilmistir. Essar ve ark. (1990)’larina gore, PB
ortaminda Uretilen P. aeruginosa kiltiirleri, 5000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek
slipernatanlar1 alinmistir. 2 ml siipernatanta 1 ml kloroform ile ekstrakte edilmis ve
vortekslenerek organik fazin ayrilmasi saglanmistir. 1000 rpm’de 10 dk santrifiij
isleminden sonra bu pigment besiyerinin i¢inde ¢0kmiis halde bulunan kloroform

icerisinde kristalize olarak mavi renkte gézlenmistir. Piyosiyanin i¢eren kisimlar, temiz
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tiiplere aktarilarak her bir tiip 1 ml 0.2 M HCl ile ekstrakte edilip vortekslenmistir. 5000
rpm’de 4 dk santrifiijden sonra hafif pembemsi kismin piyosiyanin miktari ODsyy’de
okunarak sonuglar kayit edilmistir. Kiiltlir siipernatantlarinin her bir ml’sinde tretilen
piyosiyanin pg’t ODs20(17.072)/ODggo kullanilarak hesaplanmistir (Essar ve ark. 1990).
Ayrica 120 saatlik en yliksek konsantrasyonda hPON1 enzimi igeren ve hPON1 enzimi
icermeyen kiiltlir Orneklerine gram boyama sonrasinda 1s1tk mikroskobu altinda
goriintiilenmistir. Incelemeler Olympus CX31 marka 1sik mikroskobunda, 100X
objektifle immersiyon yagi ile yapilmistir. Piyosiyanin testi 3 defa denenerek sonuglarin

ortalamasi alinmustir.

3.3.1.5. Ramnolipit testi

0,2 g cetiltrimetilamonyumbromid (CTAB) ve 5 mg/L metilen mavisi iceren M9
glutamat minimal medium agar petrileri kullanilarak ramnolipit testi ger¢eklestirilmistir.
P. aeruginosa susunun 37°C’de 24 saat LB onkiiltiirlerinden ve 5 farkh
konsantrasyonda (0,312; 0,625; 1,25; 2,5; 5 mg/ml) hPON1 enziminden 100°er ul
petrilerin ortasina damlatilip yayilmistir (Siegmund ve Wagner 1991). Ardindan
37°C’de 48-72 saat inkube edilmistir. inkubasyon sonucunda yayilmis bakteri kolonisi
etrafindaki koyu mavi zon ramnolipid aktivitesinin gostergesi olarak kabul edilmistir
(Pinzon ve Ju 2009a). hPON1 enzim konsantrasyonuna bagli koyu mavi zon ¢apinda
azalma kalitatif olarak tespit edilmistir. Ayrica 5 mg/ml hPONI1 enzimi igeren ve
icermeyen ramnolipid Ornekleri gram boyama yapilarak 1s1tk mikroskobu altinda
goriintiilenmistir. Incelemeler Olympus CX31 marka 151k mikroskobunda, 100X

objektifle immersiyon yagi ile yapilmistir.

Kantitatif bir test olarak, agarsiz M9 glutamat minimal medium igeren tiiplere P.
aeruginosa susunun 37°C’de 48 saat LB onkiiltiirlerinden ve 5 farkli konsantrasyonda
PON1 enziminden 100’er pl ilave edilmis olup 37°C’de 1 saat 200 rpm’de ¢alkalanmis
ve ardindan 6rnekler 5000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Pinzon ve Ju (2009b)’ya
gore, esit miktarda siipernatan kloroform ile ekstrakte edilmis ve ramnolipidin besi

ortamindaki CTAB ve metilen mavisi ile olusturdugu kompleks ODsgsg’de
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spektrofotometrik olarak tespit edilmistir. Ramnolipid testi 3 defa denenerek sonuglarin

ortalamasi alinmustir.

Alternatif olarak ramnolipid iiretimini gdzlemlemek amaciyla yapilan diger metod ise
yag tizerinde yayilma testidir. Bakteri siipernatantindan 0,1 ml 6rnek alinarak yag iceren
petri ortasina birakilmis ve yiizey aktif molekiilii varliginda yag molekiilleri kenarlara
dogru uzaklasarak ortada temiz bir zon olugmasina neden olmustur. Olusan zonun ¢api,
slipernatanttaki biyosiirfektan molekiillerin aktivitesi ile iliskilidir (Morikawa ve ark.
2000). hPONI enzimi iceren bakteri silipernatantlarinda zon olusumu

beklenmemektedir.

3.4. hPON1 Enziminin Antibiyofilm Etkisi

3.4.1. Tiipte biyofilm olusumu ve hPON1 enziminin etkisi

Polistren 12x75 mm tiiplere 0,5 ml LB broth konulmustur. LB kiiltiirde bir gece inkiibe
edilerek iiretilmis olan bakteri susundan bir 6ze alinarak inokulasyon yapilmistir. Farkli
konsantrasyonlarda (10“-10 mg/ml) hPON1 enziminden 1 ml her bir tiipe ilave
edilmistir. 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Distile suyla 3 kez yikandiktan sonra %
1’lik kristal viyole ile oda sicakliginda 20 dk boyanmustir. Tekrar distile suyla 3 kez
yikanip 2 ml % 95 etanol konarak boyali biyofilm eritilmis ve goriintiileri alinmistir

(Ozer ve ark. 2005).

3.4.2. Biyofilm olusumu ve olgun biyofilmlere hPON1 enziminin etkisi

P. aeruginosa, LB broth’a ekim yapilarak 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Bu siire
sonunda tiipler vortekslenmistir. Tiipten 10 ul 6rnek alinarak 990 pl LB broth ile
karistirilip 1/100°Lik bakteri diliisyonu hazirlanmistir ve tekrar vortekslenmistir. 3 farkli
doksanalt1 gozlii U plate alinarak bir ¢ukura 1/100’liik bakteri diliisyonundan 100ul ve
LB brothdan 100ul konulmustur. Farkli konsantrasyonlarda (0,1; 1; 2,5; 5; 10 mg/ml)
hPON1 enziminden 100 pl her bir kuyucuga ilave edilmistir. 12, 24 ve 48 saat 37°C’de
bekletilmistir. Kuyucuklar pipetle bosaltilip distile su ile 3 kez yikanmistir. Cukurlara
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1/100’lik kristal viyole ilave edilip 20 dakika beklenerek, biyofilm olusturmus
hiicrelerin boyanmasi saglanmistir. Tekrar distile su ile 3 kez yikanip kuyucuklara 200
ul etanol eklenmistir. 15 dakika beklenip bu sivi ependorf tiiplere alinmistir (Ozer ve
ark. 2005). Hacim distile su ile 1 ml’ye tamamlanmis ve spektrofotometrede 590 nm’de

okutulmustur.

Mikroskobik analiz i¢in, biyofilmler 12 kuyulu plakalarda 24 saat biiyiitilmis ve
yukaridaki yontem uygulanmis ve mikroskobik incelemeler Olympus CX31 marka 151k

mikroskobunda, 100X objektifle immersiyon yagi ile yapilmistir.

Olgun biyofilmlere hPON1 enziminin etkisini gostermek i¢in, bahsedilen yontemden
farkli olarak, farkli konsantrasyonlardaki (0,1; 1; 2,5; 5; 10 mg/ml) hPON1 enzimi 48
saat inkubasyondan sonra ortamlara ilave edilmistir. 30°C” de 1 saat 130 rpm’de
calkalanan Orneklere biyofilm analiz testi uygulanmistir. Spektorofotometrik ve
mikroskobik analizleri yapimustir. Incelemeler Olympus CX31 marka 151k
mikroskobunda, 100X objektifle immersiyon yagi ile yapilmistir. Tiim biyofilm testleri

3 defa denenerek sonuglarin ortalamasi alinmustir.

3.4.3.EPS degredasyonu

Ekzopolisakkarit ektraksiyonu i¢in Nithya ve arkadaslarinin metodu kullanilmistir
(Nithya ve ark. 2010). Biyofilm yapmis P. aeruginosa on kiltiirleri 48 saat
inkubasyondan sonra % 0.9 NaCl (0,3 ml) iginde siispanse edilmistir. Stispanse EPS
(0,1 ml), hPON1 enziminin farkli konsantrasyonlariyla (0,1; 1; 2,5; 5; 10 mg/ml)
muamele edilmistir. Ornekler, hPON1 enziminin EPS’yi yikmasi i¢in 30°C’de 2 saat
inkiibe edilmistir. Kontrol grubu olarak enzim icermeyen EPS 6rnegi kullanilmistir.
Inkiibasyondan sonra EPS ornekleri icin kantitatif protein ve karbohidrat tayini
yapilmustir. Karbohidrat igerigi glukoz standarti (1 mg/ml) kullanilarak OD4go (Dubois
1956) ve protein igerigi sigir serum albumin (200 pg/ml) standarti kullanilarak ODggo‘da
(Lowry ve ark. 1951) 6lgiilen degerlerden tespit edilmistir.
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3.5.Hareketlilik Testleri

3.5.1.Kayma (swarming) testi

Kayma testi i¢in, test edilecek P. aeruginosa 24 saat LB besiyerinde 37°C’de
iiretilmistir. Onkiiltiirden bir 6ze kadar LB agara ekilmistir ve bir koloni, 8 g nutrient
broth, 5 g bakto agar ve % 0.5 glikoz igeren kayma besiyeri igeren petrilere steril
kiirdanlarla ve hPON1 enziminden farkli konsantrasyonlarda (0,003; 0,03; 0,3; 3; 30
mg/ml) 100 pl ilave edilmistir. 37°C’de 16-18 saat inkubasyona birakilmistir (Rashind
ve Kornberg 2000). Kayma hareketi, inokulasyonun yapildigi noktadan ¢evreye dogru
yayilmanin ¢apinin lgiilmesiyle test edilmistir. Test sirasinda yalnizca P. aeruginosa
iceren kayma besiyeri pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Sonuglar hareketli olan
pozitif kontrolle karsilastirilarak degerlendirilmistir. Kayma testi 3 defa denenerek

sonuclarin ortalamasi alinmustir.

3.5.2.Yiizme (swimming) testi

Yiizme testi i¢in, P. aeruginosa 37°C’de 24 saat LB besiyerinde tretilmistir. Her bir
koloniden % 1 tripton, % 0.3 agar ve % 0.5 NaCl igeren yiizme besiyeri igeren petrilere
steril kiirdanlarla ilave edilmis ve lizerine hPON1 enziminden farkli konsantrasyonlarda
(0,003; 0,03; 0,3; 3; 30 mg/ml) 100 nl ilave edilerek 25°C’de 16 saat inkubasyona
birakilmistir (Deziel ve ark. 2001). Yiizme hareketi, inokulasyonun yapildigi noktadan
cevreye dogru yayilan bulanikligin ¢apinin 6l¢iilmesiyle test edilmistir. Test sirasinda P.
aeruginosa igeren yiizme besiyeri pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Yiizme testi 3

defa denenerek sonuglarin ortalamasi alinmistir.

3.5.3.Titreme (twitching) testi

Titreme testi i¢in, test edilecek P. aeruginosa’dan bir koloni ve 100 ul’lik farkh
konsantrasyonlarda (0,003; 0,03; 0,3; 3; 30 mg/ml) hPON1 enzim &rnekleri % 1 LB
agar petrilerine steril kiirdanlarla ilave edilmis ve 30°C’de 24 saat inkubasyona
birakilmistir. Titreme hareketi, inokulasyonun yapildigi noktadan ¢evreye dogru yayilan
zikzaklarin ¢apinin 6lgiilmesiyle test edilmistir (Deziel ve ark. 2001). Test sirasinda P.
aeruginosa igeren titreme besiyeri pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. Titreme testi 3

defa denenerek sonuglarin ortalamasi alinmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Her bir saflastirma isleminde yaklasik 50 ml serum kullanilmistir. Paraoksonaz enzimi
icin uygun amonyum siilfat ¢oktiirme aralign % 60-80°dir (Sinan ve ark. 2006).

Cokelegin ¢oziilmesiyle elde edilen numune hidrofobik kolona tatbik edilmistir.

4.2. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile Enzimin Saflastirilmasi

hPON1 enziminin saflastirllmasinda amonyum siilfat ¢oktiirmesinin ardindan
hidrofobik etkilesim kromatografisi tercih edilmistir. Bunun i¢in de laboratuvarda
sentezlenen hidrofobik jel sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin kullanilmistir. Yiiksek
aktiviteli enzim Ornekleri i¢in uygun tiipler seg¢ilip enzim havuzu olusturulmustur.
Kolondan alinan numunelerin, 280 nm’de kalitatif protein tayini ve 412 nm’de aktivite
tayini yapilmistir. Elde edilen degerlerin tliip numarasina karsi aktivite ve protein
miktar1 grafikleri ¢izilmistir (Sekil 4.1). Ayrica Kolona tatbik edilen ve birlestirilen
eliiatlar icin Lowry metoduyla kantitatif protein ve aktivite tayinleri yapilarak spesifik
aktiviteler ve saflastirma oranlar1 tespit edilmistir. hPON1 enzimi % 15,81 verimle

115,69 kat saflastirilmistir (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.1. Hidrofobik etkilesim kolonundan hPON1 enziminin eliisyon grafigi (kolondaki jel yiiksekligi 5 cm ve ¢ap 1 cm)
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Cizelge 4.1. Saflastirma basamaklari

_ | Hacim | Aktivite Toplla_m Pr-oteln Topla.m Spe§|f.|k Verim? | Safhik?
Saflastirma Basamag (ml) (U/ml) Aktivite Miktari Protein Aktivite (%) (ke2)
(U/ml) (mg/ml) (mg/ml) (U/mg) 0

Ham enzim 50 88,46 4423,32 1714.,84 85742,45 0,051 100 -
Amonyum Siilfat 17 52.83 898.17 170158 | 2892694 | 00311 20,3 0.6
Coktiirmesi
LIS 0 3 233.21 699 63 39,018 117,054 597 1581 | 11569
Kromatografisi

1)Verim toplam aktivite tizerinden hesaplanmustir.

2) Saflik, spesifik aktivite iizerinden hesaplanmustir.
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4.3. SDS PAGE ile Enzim Safliginin Kontrolii

Hidrofobik etkilesim kolonundan saflastirilan serum paraoksonaz enziminin saflifini
kontrol etmek amaciyla SDS poliakrilamid jel elektroforezine enzim numunesi tatbik
edilmistir. Protein bantlar1 iceren jellerin goriintiileri jel goriintiileme sistemi ile
bilgisayara aktarilmigtir. hPON1 enziminin Sekil 4.2°de de gorildiigii gibi molekiil
agirhigr 43 kDa olarak bulunmustur (Sekil 4.2).

116,00 kDia

66,2 Tia
45,0 kDa

hPON1

25,0 kDa

25,0 kDa

18,4 kDa
144 _kDa

Sekil 4.2. Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile saflastirilan PON1 enziminin SDS-
PAGE goriintiisii. Molekiil agirlik standartlar1 B-galaktosidaz (116.0kDa), sigir serum
albumin (66,2.kDa), yumurta albumini (45.0 kDa), laktat dehidrogenaz (35,0 kDa),
endoniikleaz (25.0 kDa), B-laktoglobulin (18.4 kDa) ve Lizozim (14.4 kDa)

4.4. Lowry Yontemi ile Protein Tayini

hPON1 enziminin protein miktar1 standart grafik yardimiyla hesaplanmistir. Standart
¢ozeltideki mg proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 4.3’de gosterilmistir.
Protein miktarlar1 g¢alismanin diger asamalarinda kullanilmak {izere ayr1 ayn
saflagtirilan hPON1 enzim 6rnekleri i¢in de hesaplanmis ve bu degerler tizerinden farkli
konsantrasyonlarda hPON1 enzim oOrnekleri hazirlanmistir (Cizelge 4.2). Sekilde

goriildigi gibi regresyon katsayisi 0.9941 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. Kullanilan hPON1 enzimlerinin protein miktarlar1

Saf hPON1 Enzim Ornekleri Protein Miktari
(mg/ml)
1 5,17
2 39,018
3 11,17
0,6 1
y =0,0053x+ 0,0091
05 | R2=0,9941
E
S04
o
[{e}
20,3
@
£
o
80,2
<
0,1
O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
mg protein

Sekil 4.3. Lowry yontemi ile protein miktarinin tayin edilmesinde kullanilan standart
grafik

4.5. Pseudomonas aeruginosa Suslarimin Ureme Egrileri

Hiicre sayisindaki artisa paralel olarak ortamda QS sinyal molekiili ve bu
mekanizmanin ~ kontrolii altinda sentezlenen molekiillerin  (6rnegin, virulans
faktorlerinin, ekstraseliiler proteinlerin) konsantrasyonlar1 da giderek artar. Duragan
faza gelindiginde ortamdaki hem sinyal molekiilleri hem de bu molekiiller sayesinde
sentezlenen diger molekiiller en yiiksek konsantrasyonda bulunur. Eger duragan fazda
olan bir kiiltiir veya bu kiiltiirden alinan siipernatant taze bir besiyerine eklenecek
olursa, ortamda biriken QS sinyal molekiillerinin etkisi gdzlemlenebilir. Bu sebeple, P.

aeruginosa ATCC35032, P. aeruginosa ATCC27853 ve P. aeruginosa ATCC9027
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suslarinin iireme egrileri belirlenmistir. Ozellikle sinyal molekiillerinin maksimum
diizeyde bulundugu duragan faz baslangi¢ siireleri tespit edilmistir. P. aeruginosa
ATCC35032, P. aeruginosa ATCC27853 ve P. aeruginosa ATCC9027 suslar1 igin
sirastyla duragan faz siireleri 24, 30, 35 saat olarak tespit edilmistir (Sekil 4.4).

2
18 == P. aeruginosa
16 ATCC35032
P.aeruginosa
1,4 ATCC27853
1,2 === P. aeruginosa
8 ATCC9027
a 1
o

0,8
0,6
0,4

0,2

0 10 20 30 40 50 60 70
zaman (dakika)

Sekil 4.4. P. aeruginosa suslarina ait iireme egrileri

4.6. Pseudomonas aeruginosa Suslarimin Uremesine hPON1 Enziminin Etkisi

Kullanilan bakteri suslarinin tireme egrileri ¢ikarildiktan sonra her bir bakteri susunun
iremesine hPON1 enziminin farkli konsantrasyonlarinin etkisi incelenmistir. Burada
amacg, hPON1 enziminin en etkili oldugu susun belirlenip virulans faktorleri, biyofilm
ve motilite ¢aligmalarinda kullanmaktir. Diger bakteri suslarinin iiremesine de hPON1
enzimi etki etmekle beraber, enzimin en etkili oldugu sus P. aeruginosa ATCC35032
olarak belirlenmistir. P. aeruginosa ATCC35032 susunda hPON1 enzimi, 2,5 mg/ml
konsantrasyondan itibaren Onemli Ol¢lide iliremeyi azaltmistir. hPON1 enzimi P.
aeruginosa ATCC35032 susuna karst anti quorum sensing ajani olarak etki gostermistir.

Kuyucuklardaki bakteri yogunlugunun enzim konsantrasyonuna bagli olarak azaldigi
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spektrofotometrik olarak tespit edilmistir (Sekil 4.5). hPON1 enziminin laktonaz
aktivitesi 1ile kullanilan bakterilerin sinyal molekiillerine etki ederek bakteri

yogunluklarinda azalmaya neden oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.5. P. aeruginosa suslarinin iiremesine hPON1 enziminin etkisi
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4.7. Virulans Faktorlerinin Uretimine hPON1 Enziminin EtKisi
4.7.1. Alkali proteaz aktivitesi

Alkali proteaz aktivitesi 3.3.1.1°de belirtildigi gibi olusan zon ¢aplarina bagli olarak
degerlendirilmistir. (Cizelge 4.3). hPON1 enziminin inhibisyon etkisi ile alkali proteaz
aktivitesi azalmistir. 0,1 mg/ml hPONI1 enzimi konsantrasyonunda bile alkali proteaz
aktivitesi zon ¢aplarinda da goriildiigii gibi % 53,25 oraninda azalmistir (Sekil 4.6). Zon
caplarinin artan hPON1 konsantrasyonuna bagli olarak biiylik oranda azalmasi, ortamda
alkali proteaz enziminin yeterli miktarda olmadig1 ve buna bagli olarak daha kiiciik zon
olusmasi sonucunu ¢ikarmstir. Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°den de anlasildigi gibi hPONI
enzimi alkali proteaz iiretimini artan konsantrasyonuna bagli olarak Onemli Olcilide

azaltmustir.

Cizelge 4.3. Pseudomonas aeruginosa alkali proteaz aktivitesi zon ¢aplari

Pseudomonas aeruginosa Alkali Proteaz Zon Caplari
hPON1 konsantrasyonu (mg/ml) mm
0 (Kontrol) 40 + 1
01 21,3 £4,2
1 14+£3,6
2,5 9,3+£0,5
5 6+2,6
10 1+1
120 -
100
100 -
<
2 80 -
o
2 60 - 53725
E
w® 40 -
X 23,25
i -
0
0 0,1 1 2,5 5 10
hPON1 konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 4.6. hPON1 enziminin farkli konsantrasyonlarinda alkali proteaz aktivitesi (O:

Kontrol)
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Alkali Proteaz Kontrol

Sekil 4.7. Alkali proteaz aktivitesine hPON1 enziminin etkisi

4.7.2. Stafilolitik LasA proteaz aktivitesi

LasA proteazin stafilolitik aktivitesi i¢in S. aureus hiicreleri lizise ugratilmistir. hPON1
enziminin farkli konsantrasyonlarmi iceren Pseudomonas érneklerinin siipernatantlart S.
aureus hiicreleri ile muamele edildiginde ortamda az konsantrasyonda LasA proteaz
olacagi diistintilerek lizis isleminin engellenmesi beklenmistir. Fakat hPON1 enziminin
stafilolitik aktiviteye dnemli dlgiide etkisi goriilmemekle beraber lizis isleminde hPON1

enzimi iceren drneklerde azalma gorilmustiir (Sekil 4.8).
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=@=0,1 mg/mlhPON1
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e ) 5 mg/mlhPON1
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0,1 =10 mg/ml hPON1

0 10 20 30 40
zaman (dakika)

Sekil 4.8. hPON1 enziminin farkli konsantrasyonlarinda Las A proteaz aktivitesi

4.7.3. Elastaz aktivitesi

Elastaz aktivitesine hPON1 enziminin etkisi énemli 6l¢iide olmamakla birlikte 2,5
mg/ml enzim konsantrayonundan itibaren aktivitede azalma oldugu goriilmustiir (Sekil
4.9). Elastaz ve LasA proteazin sinerjik ¢alistigi bilinmektedir. LasA proteaz
aktivitesine de enzimin 6nemli Olgiide etkisi olmamasi elastaz aktivitesinde de benzer

sonuclarla karsilagilabilecegini gostermistir.
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Sekil 4.9. hPON1 enziminin farkli konsantrasyonlarinda elastaz aktivitesi (0: Kontrol)

4.7.4. Piyosiyanin iiretimine hPON1 enziminin etkisi

37 °C'de 5 giin inkiibe edilen P. aeruginosa suslarinin % 80'i piyosiyanin olusturur. Oda
sicakliginda 3-4 giin birakilarak agar kiiltiirlerinde pigmentasyonda artis gézlenir. Buna
dayanarak Pseudomonas susunun 120 saatlik inkubasyonu ile olusan piyosiyanin
tiretimi spektrofotometrik olarak tespit edilmistir (Sekil 4.10). 72-120 saatlik kiiltiirler
kullanilarak hPON1 enziminin piyosiyanin {iretimine etkisi ODsyo degerlerindeki
azalmaya baglhh olarak belirlenmistir (Sekil 4.11). 1,25 mg/ml hPONI1
konsantrasyonundan itibaren piyosiyanin miktar1 énemli Ol¢lide azalma gostermistir.
3.3.1.4°de belirtildigi gibi hPON1 enzimi i¢eren ve igermeyen orneklerin piyosiyanin
konsantrasyonlar1 (png/ml) hesaplanmistir. Kontrol grubu 19,37 pg/ml piyosiyanin
igerirken, 5 mg/ml hPON1 enzimi muamele edilen 6rnekte piyoaiyanin miktar1 8,78
pg/ml olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.4). hPONI enziminin etkisiyle piyosiyanin
iretimi ve ortamdaki bakteri biyokiitlesi, artan enzim konsantrasyonuna bagli olarak
azalmigtir (Sekil 4.11). Bu durumun bakteri konsantrasyonuna bagli oldugu

diisiintilmiistiir. Mikroskop goriintiileri de bu diisiinceyi dogrulamistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.11. hPON1 enziminin piyosiyanin liretimine etkisi (0: Kontrol)
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Cizelge 4.4. hPONI1 enzimi muamele edilmis 6rneklerde piyosiyanin konsantrasyonu
(ug/ml: OD520(17.072)/OD600)

hPON1 konsantrasyonu (mg/ml) Piyosiyanin konsantrasyonu (ug/ml)
0 ( Kontrol) 19,37
0,312 17,53
0,625 13,93
1,25 11,84
2,5 10,17
5 8,78
hPONI1 icermeyen 72 saatlik kiiltiir 5 mg/ml hPON1 igeren 72 saatlik kiiltiir
\ < \ ~
>
o
7 TR P,
%
oA 13

Sekil 4.12. Isik mikroskobunda piyosiyanin iiretimi etkilenmis bakteri hiicrelerinin
gbriiniimii (100X)

4.7.5. Ramnolipid iiretimine hPON1 enziminin etkisi

hPON1 enziminin ramnolipid iiretiminden sorumlu sinyal molekiillerini etkiledigi
diisiiniilerek, ramnolipid iretimine hPONI1 enziminin etkisini belirlemek amaciyla
ramnolipid tretim ortamina farkli konsantrasyonlarda hPON1 enzimi ilave edilerek
3.3.1.5’de belirtilen yontem kullanilmigstir. hPONZ1 enziminin artan konsantrasyonuna
bagli ramnolipid liretimindeki azalma spektrofotometrik olarak tespit edilmistir (Sekil
4.13). 1,25 mg/ml hPON1 konsantrasyonundan itibaren ramnolipid miktarinda énemli
Olglide bir azalma gorilmistiir. Ramnolipid tretmis sivi  kiltirlere farkl
konsantrasyonlarda hPON1 enzimi ilave edilerek enzimin ramnolipid molekiillerine
etikisine bakilmistir. Fakat literatiirdeki yonteme goére hPON1 enziminin ramnolipid

molekiilleri lizerine etkisi olmadigi sonucuna ulasilmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.13. Ramnolipid tiretimine hPON1 enziminin etkisi (0: Kontrol)
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Sekil 4.14. Ramnolipid molekiillerine hPON1 enziminin etkisi (0: Kontrol)
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Ayrica ramnolipid agar testi ile de hPONI enzimine bagli ramnolipid olusumu
petrilerde gozlenen koyu mavi kisimlar ve bu kisimlara ait mikroskop goriintiileriyle de

kalitatif olarak belirlenmistir (Sekil 4.15).

Bakteriden Ramnolipid Uretimi 5 mg/ml hPON1 iceren Ortamda
(Kontrol) Bakteriden Ramnolipid Uretimi

Sekil 4.15. Petride ve 151k mikroskobunda hPON1 yoklugunda ve varliginda ramnolipid
tiretiminin gérinimii (100X)

Zon c¢aplarinin 6rnekte bulunan ramnolipid aktivitesi ile iliskili oldugu bilindiginden,

alternatif olarak orneklerdeki ramnolipid varlig1 yag iizerinde yayilma testi ile de tespit
edilmistir (Sekil 4.16). Bunun i¢in 100 pl ramnolipid i¢ceren ve icermeyen Ornekler bir
miktar yag igeren petrilerin ortasina damlatilmis ve 30 saniyedeki yayilma zonlar

kaydedilmistir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. Yag lizerinde ramnolipid yayilma zonlar1

Ramnolipid yayilma zonlar: (mm

|
0,625 mg/ml

|

Sekil 4.16. Ramnolipid igeren ve igermeyen 6rneklerin yag iizerinde yayilmalari

4.8. hPON1 Enziminin Biyofilm ve EPS Yikimina Etkisi

4.8.1. Tiipte biyofilm

P. aeruginosa susunun hPON1 enziminin farkli konsantrasyonlarinda tiip yiizeylerinde
biyofilm tabakasi olusturmasi saglanmistir. Enzim konsantrasyonuna bagli olusan
biyofilm tabakasi kalitatif olarak degerlendirilmistir. Tip yilizeylerinde 2,5 mg/ml
hPON1 konsantrasyonundan itibaren biyofilm olusumu gézlenmemistir (Sekil 4.17).
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Pozitif | 1.10* | 1.10° | 1.10° | 1.10" 1 2,5 5 10 Negatif
grup mg/ml mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml grup
hPON1 | hPON1 | hPON1 | hPON1 | hPON1 | hPON1 | hPON1 | hPON1

Sekil 4.17. Tiipte biyofilm yapan ve yapmayan kristal viyole ile boyanmis P.
aeruginosa hiicreleri

4.8.2.U plakada biyofilm olusumu ve olgun biyofilm

P. aeruginosa susunun hPON1 enzimi varliginda 12, 24 ve 48 saatlik kiiltiirlerinde
biyofilm yapmasi saglanmis ve biyofilm biyokiitlesindeki hPON1 konsantrasyonuna
bagli azalma spektrofotometrik olarak tespit edilmistir. hPON1 enziminin en etkili
antibiyofilm etkisi 24 saatlik kiiltiirlerde tespit edilmistir (Sekil 4.18). Buna bagli olarak
24 saatlik kiiltiirlerde enzime bagl % biyofilm olusumu belirlenmis ve 1 mg/ml hPON1
enzimi % 48,7 oraninda antibiyofilm etkisi gdstermistir (Sekil 4.19).

3,5 +
3
2,5 1
2 W 12 saat
1,5 7 24 saat
1 7 B 48 saat

Biyofilm olusumu OD 595

o
]

0 0,1 1 2,5 5 10
hPON1 (mg/ml)

Sekil 4.18. Biyofilm olusumuna farkli zaman dilimlerinde hPON1 enziminin etkisi (O:
Kontrol)
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0 0.1 1 2.5 5 10

hPON1 (mg/ml)

% Biyofilm

Sekil 4.19. 24 saatlik biyofilm olusumuna hPON1 enziminin antibiyofilm etkisi (0:
Kontrol)

Biyofilm olusumunda hPON1 enziminin etkisi mikroskobik analizle de teyit edilmistir.
Mikroskop goriintiilerinde hiicre konsantrasyonundaki azalma biyofilm olusumunun

hPON1 enziminin etkisi ile azaldigini gostermektedir (Sekil 4.20).
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Kontrol

0,1 mg/mi
hPON1

2,5 mg/mi 5 mg/ml 10 mg/ml
hPON1 hPON1 hPON1

Sekil 4.20. hPON1 enziminin farkli konsantrasyonlarinda biyofilm olusumunun 151k
mikroskobunda goriiniimii (100X)

Biyofilm olusumu, sinyallerle diizenlenen yiizeye tutunma, mikrokoloni olugmasi, hiicre
dis1 polisakkarit bilesenlerin iiretilmesi, olgunlagsma ve diger bolgelere yayilma seklinde
siireglerden olusur. Buna bagli olarak Pseudomonas kiiltiirlerinde olgun biyofilmler
olusturulduktan sonra ortama ilave edilen hPON1 enziminin antibiyofilm etkisi tespit
edilmistir. hPON1 enzimi olgun biyofilmlerde 1 mg/ml konsantrasyonda % 46,62
oraninda biyofilm olusumunu azaltarak 6nemli 6lgiide etkili olmustur (Sekil 4.21). Buna
ragmen hPONI1 enzimi bakterinin yiizeye tutundugu asama olan biyofilm olusum

asamasinda ¢ok daha etkili olmustur.
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100 +
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% olgun biyofilm

Sekil 4.21. Olgun biyofilmlere hPON1 enziminin antibiyofilm etkisi (0: Kontrol)

Olgun biyofimlerde hPON1 enziminin antibiyofilm etkisi mikroskop goriintiilerindeki
azalan hiicre yogunluguyla da teyit edilmistir (Sekil 4.22). Artan enzim

konsantrasyonuna bagli olarak azalan hiicre yogunlugu dikkat cekmektedir.
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Kontrol

0,1 mg/mi 1 mg/ml 2,5 mg/mi 5 mg/mi 10 mg/mli
hPON1 hPON1 hPON1 hPON1 hPON1

Sekil 4.22. hPON1 enziminin farkli konsantrasyonlarinda olgun biyofilmlerin 1s1k
mikroskopunda goriiniimii (100X)

4.8.3. EPS yikimi

Biyofilm, temel olarak mikroorganizma ve ekstraselliiler polimerik substanstan (EPS)
olusur. EPS biyofilmdeki tim karbonun yaklasik % 50-90’1mm olusturur ve biyofilmin
ana matriks kismini olusturdugu kabul edilir. Olgun biyofilm Orneklerinden EPS
ekstraksiyonu saglanarak farkli konsantrasyonlarda (0,1; 1; 2,5; 5; 10 mg/ml) hPONI
enzimi ile muamele edilmistir. Protein ve glukoz standartlari kullanmilarak hPON1
enzimi ile muamele edilmis ve edilmemis EPS 6rneklerindeki karbonhidrat ve protein
icerigi hesaplanmistir (Sekil 4.23). hPON1 enziminin EPS yikimina sebep oldugu
azalan karbonhidrat ve protein igerigi ile tespit edilmistir (Cizelge 4.6). EPS’nin biiyiik
bir kism1 karbonhidrat oldugundan karbonhidrat icerigindeki onemli azalma dikkat
¢ekmektedir.
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Absorbans (490 nm)

0 T T

y=0.001x +0.034
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Ghukoz Konsantrasyonu (ug/ml)

Sekil 4.23. Karbohidrat tayini i¢in glukoz standardi

Cizelge 4.6. hPON1 enzimi igeren EPS 6rneklerinde protein ve karbohidrat miktari

hPON1 konsantrasyonu EPS’ deki protein EPS ‘deki karbohidrat
(mg/ml) miktar1 ( ng/ml) icerigi (ng/ml)
0 ( Kontrol ) 279,6 £0,056 1914 £0,121
0,1 280,1 + 1,14 1703 +1,17
1 245,6 £5,77 1268 + 7,11
2,5 1957+ 7,13 988,6 £4,12
5 189,9 £ 2,66 987,3+2,9
10 163,37 £ 0,024 902 £ 0,083

4.9. Pseudomonas aeruginosa Hareketliligi Uzerine hPON1 Enziminin Etkisi

Pseudomonas aeruginosa hareketliligi, QS sisteminde yer alan AHL yapidaki sinyal
molekiillerine baglidir. Sinyal molekiillerinin hPON1 enziminin laktonaz aktivitesine
bagli hidroliz olabildigi bilinmektedir. Bu hidroliz etkisine bagli olarak s6z konusu
hareket yeteneginde hPON1 enzimi ile azalma beklenmektedir. hPON1 enziminin
bakteri hareketliligine etkisi azalan zon caplar ile tespit edilmistir (Cizelge 4.7). En
onemli etki titreme ve kayma hareketleri tizerine olmakla beraber yiizme hareketinde de

onemli Ol¢lide azalma oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.24). % hareketlilige bakildiginda 3
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png/ml hPON1 enzimi varliginda bakteri % 16,5 titreme ve % 28,6 kayma hareketi
sergileyebilmistir. Yiizme hareketi ise 30 pg/ml hPON1 enzimi ile % 36,6 seklindedir
(Sekil 4.25). Zon ¢aplarina bakildiginda hareketlilik {izerine enzim oldukga etkili bir

inhibisyon etkisi gostermistir.

Cizelge 4.7. P. aeruginosa titreme, kayma ve yiizme davranislarin zon ¢aplari

Pseudomonas aeruginosa Hareketlilik Zon Caplari

hPON1 Titreme (mm) Kayma (mm) Yiizme (mm)
konsantrasyonu
(mg/ml)
0 (Kontrol) 40 £ 0 30£0 30 £0
0,003 6,7+1,1 8,7x1,5 21+23
0,03 4,7+1,1 5,7+0,5 11+2,6
0,3 2,7+2 4+1 8+1
3 1,7+£2,9 1,7+£1,5 5,3+0,5
30 0,7+1,1 1+0,5 1+1,7

Kayma (Swarming) Kontrol

0,003 mg/mi 0,03 mg/ml 0,3 mg/mi 3 mg/mi
hPON1 hPON1 hPON1 hPON1
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Yiizme (Swimming) Kontrol

0,003 mg/ml
hPON1

0,03 mg/ml
hPON1

0,3 mg/mi
hPON1

3 mg/mi
hPON1

30 mg/ml
hPON1

Titreme (Twitching) Kontrol

0,003 mg/mi
hPON1

0,03 mg/mi
hPON1

0,3 mg/mi
hPON1

3 mg/mi
hPON1

30 mg/mi
hPON1

Sekil 4.24. Kayma, yiizme, titreme hareketlerine hPON1 enziminin etkisini gosteren

petri goriintiileri

80




B 120 -~ 100
@ 100 -
I
5 80 -
=
a 60 -
£
g 40 -
= 16,5
+ 20 - ! 11,5 6 5
5 : 4,15 1,65
. I T R
0 0,003 0,03 0,3 3 30
hPON1 konsantrasyonu(mg/ml)
(@)
120 -
100
.— 100 -
i
o 80 -
£
= 60 -
£
§ 40 - 28,6
R 50 . 186 13,33
5,53 3,33
0 ﬁ é ——
0 0,003 0,03 0,3 3 30
hPON1 konsantrasyonu (mg/ml)
(b)
120 -+
= 100 -
[J]
<
o 80 -
2
(o) 60 T
£
S 40 - 266
\i‘ 20 17,6
S a 3,33
0 B
0,003 0,03 3 30
hPON1 konsantrasyonu (mg/ml)

(©)

Sekil 4.25. hPON1 enziminin (a) titreme, (b) kayma ve (c) ylizme hareketine etkisi
(0:Kontrol)
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5. TARTISMA VE SONUC

QS sisteminin en fazla arastirildigi bakterilerden biri P. aeruginosa’dir. P. aeruginosa,
virulansin quorum sensing ile nasil diizenlendigini gosteren c¢arpict bir Ornektir.
Insanlarda 6nemli infeksiyonlara neden olan P. aeruginosa birgok QS sistemine
sahiptir. P. aeruginosa’da ¢esitli viriilans faktorlerinin tretiminin de sinyal iletim
sistemi QS ile kontrol edildigi bilinmektedir (Grossi ve Dalla 2006, Matsukawa ve
Greenberg 2004). Pek ¢ok calismada P. aeruginosa patojenitesinde QS sisteminin
katkis1 tammlanmustir (Steindler ve ark. 2009, Tielen ve ark. 2011). P. aeruginosa nin
patojenitesi hiicre yiizeyi ile iliskili; kirpik, pili (fimbriya), lipopolisakkarit
(endotoksin), alginat ve hiicre disina salgilanan proteazlar (elastaz, alkali proteaz),
hemolizinler (ramnolipid ve fosfolipazlar), toksinler (ekzoenzim S ve ekzotoksin A) ve
piyosiyanin gibi virulans faktorlerine baglidir (Rumbaugh ve ark. 1999, Gupta ve ark.
2011, Wiener-Kronish ve Pittet 2011).

Insanlarda farkli tipte pek cok infeksiyona neden olan P. aeruginosa’ min virulans
mekanizmasi da sinyal molekiillerinin iiretimi dogrultusunda QS sistemi tarafindan
kontrol edilmektedir. Bu nedenle P. aeruginosa suslarinda bu sinyal molekiillerinin
tiretimi virulans faktorlerinin iiretilmesi yani patojenitenin olusturulmasi acisindan

6nem tagimaktadir (Ulusoy 2007).

Son yillarda yapilan arastirmalar, bakteriler arasi iletisim sisteminin bozulmasi
durumunda bakterilerin koordineli davranamayacaklari, konakta kolonize olma
yeteneklerinin azalacagi ve bunun sonucunda basarili bir infeksiyon siireci ortaya
koyamayacaklarin1 gostermektedir. Giiniimiizde bakteriyel infeksiyonlar ile savas i¢in
tercih edilen antibiyotik kullanimi gibi klasik yontemler protein sentezi, DNA
replikasyonu ve hiicre duvari sentezi gibi bakteriler i¢in dnemli islemleri engelleyerek
onlar oldiirerek yok etme temeline dayanmaktadir. Ancak bu yontemler bir siire sonra
antibiyotiklere karsi1 direngli populasyonlarin ortaya ¢ikmasina, bu da kullanilan
antibiyotiklerin giderek etkisiz kalmasi, dolayisiyla hastaliklarin tam anlanmiyla tedavi
edilememesi, direncin yayilmasi ve ekonomik kayiplar ile sonuglanmaktadir (Rasko ve
Sperandio 2010). Bu durumda yapilacak olan antibiyotiklerle bakterileri oldiirmek

degil, QS sistemlerini bloke edip bakteriyel infeksiyonlar1 tedavi etmek ve kontrol
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altinda tutmak olmalidir. Bu amacgla simdiye kadar yapilan bazi caligmalarla P.
aeruginosa’da ve diger baz1 dnemli patojen bakterilerde QS sistemini bloke eden bazi
maddeler tanimlanmistir. Ancak bu maddelerin konaga karsi toksik olmasi veya konak
tarafindan tolere edilemeyecek konsantrasyonlarda etkili olmalar1 sebebiyle tedavide
kullanilmalart miimkiin degildir. Tammlanmis QS sistemini engelleyici bilesenlerin
¢ogu insan kullanimina uygun degildir. Toksisite ve canli igindeki etki testleri
potansiyel adaylar1 azaltmistir. Ornegin; halojenlenmis furanonlar son derece toksik ve
reaktif olmalar1 sebebiyle endiistride, tipta ve tarimda kullanimlari miimkiin degildir
(Saragh 2006). Bu nedenle insan kullanimina uygun QS inhibitorleri gelistirilmelidir.
Bu sekilde QS inhibitorleri gelistirildiginde bu molekiiller iiremeyi direk olarak
etkilemeyecekleri igin direngli bakteri gelisimi Onlenecek ve konakta mevcut faydal
bakterilerin de yok edilmesi engellenmis olacaktir. Ayrica bu molekiillerin mevcut

antibiyotiklerle kullanilmasinin da onlarin etkisini arttiracagi diisiintilmektedir.

Arastirmalar bazi antimikrobiyal maddelerin anti QS ajami olarak aktivite
gosterebildigini  belirlemistir. Bir c¢alismada 12 fakli antimikrobiyal maddenin
subinhibitér konsantrasyonlarinda QS inhibitor etkisi arastirilmis ve QS sinyal molekiili
iireten bir P. aeruginosa susu kullamlmistir. incelenen antimikrobiyal maddelerin
iclinde (azitromisin, seftazidim ve siprofloksasin) yliksek aktivite saptanmis ve bunlarin
P. aeruginosa susundaki QS ile regiile edilen virulans faktorleri tiretimini de azalttig

belirlenmistir (Skindersoe ve ark. 2008).

Paraoksonaz (PON) enzimlerinin Burkholderia, Yersinia, Serratia ve Aeromonas gibi
birgok patojenik bakteri tarafindan iiretilen AHL yapidaki sinyal molekiillerini
hidrolizledigi bilinmektedir (Draganov ve ark. 2005, Cataldi ve ark. 2007, Stoltz ve ark.
2007, Aybey 2010). Ayrica insan paraoksonazlarinin laktonaz aktivitesi 30 farkli non-
AHL tipi lakton iizerinde de gosterilmistir (Teiber ve ark. 2003). AHL sinyal
molekiillerini hidrolizleyebilmesi PON enzimlerinin AHL inaktivasyonunda Onciil

enzimler olabilecegini gostermektedir.

Antibiyotik direnci ¢ok fazla olan P. aeruginosa’nin, QS sistemi ile diizenledigi

virulans faktorlerini, antibiyotikler yerine tibbi agidan olduk¢a 6nemli enzimlerden biri
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olan PON1 enzimi ile kontrol altina almak yeni antimikrobiyal tedavi yontemleri
olusturmak i¢in umut verici bir yaklasimdir. PONI1 enzimi, 6zellikle patojen
bakterilerden P. aeruginosa iiremesine direk etki etmemesi, yalnizca sinyal
molekiillerini hidroliz ederek virulans faktdrleri, biyofilm ve patojenite de etkili motilite
davraniglarini azaltarak kontrol altinda tutmak suretiyle insan kullanimina uygun bir QS

inhibitorii olarak goriilmektedir (Greenberg ve ark. 2004, Stoltz ve ark. 2007).

Bu c¢aligmada da yeni bir antimikrobiyal olan hPONI enziminin P. aeruginosa
ATCC35032 susunun virulans faktorleri ekzoproteazlar (alkali proteaz, elastaz, LasA
proteaz), piyosiyanin, ramnolipid iiretimine ve biyofilmler ile patojenitede 6nemli rol

oynayan kayma, yiizme ve titreme hareketlerini lizerine etkisi arastirilmistir.

hPON1 enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi
kullanilarak 115,69 kat saflastirilmistir. Hidrofobik etkilesim kromatografisi olarak
laboratuvarda daha oOnce sentezlenen sepharose 4B-L-tirozin-1-naftilamin jeli
kullamlmistir (Sinan ve ark. 2006, Aybey 2010). Kullanilan saflastirma yontemi iki
asamali olup literatiirde bilinen pek ¢ok yonteme gore daha kisa siirede gerceklesmekte
ve yiiksek derecede saflik saglamaktadir (Furlong ve ark. 1991, Gan ve ark. 1991).
Molekiil agirligi yaklasik 43 kDa olarak tahmin edilen hPON1 enzimi tek bant olarak
SDS-PAGE jelinde gozlenmistir. Bu deger literatiirle uygunluk gostermektedir. hPON1
enziminin  minimum molekiil agirhgm Gan ve ark. (1991) 43 kDa olarak
belirlemislerdir. Molekiil agirlig: tasidigi karbohidrat zincirinin varligina bagli olarak

degismektedir (Furlong ve ark. 1991, Mackness ve ark. 1998, Aviram ve ark. 1999).

Bakteriler duragan faza geldiginde ortamdaki hem sinyal molekiillerinin hem de bu
molekiiller sayesinde sentezlenen diger molekiillerin en yiiksek konsantrasyonda
bulundugu bilinmektedir (Avci 2008). Buna bagli olarak duragan fazda olan bir kiiltiir
veya bu kiiltiirden alinan siipernatant taze bir besiyerine eklenecek olursa, ortamda
biriken QS sinyal molekiillerinin etkisinin gdzlemlenebilecegi diistiniilmektedir (Avct
2008). Calismada P. aeruginosa ATCC35032, P. aeruginosa ATCC27853 ve P.
aeruginosa ATCC9027 suslart kullanilmis ve her birinin iireme egrilerinden duragan

faz siireleri tespit edilmistir. En kisa siirede duragan faza (24. saat) ulasan sus P.
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aeruginosa ATCC35032 olarak belirlenmistir. Duragan faz siiresi bakteri kiiltiiriinde
bulunan sinyal molekiilii konsantrasyonu hakkinda bilgi verdiginden s6z konusu susun

calismanin diger asamalarinda kullanilmasi yapilan ¢alismalar1 da hizlandirmistir.

hPONI1 enziminin sinyal molekiillerini hidrolizleyerek P. aeruginosa ATCC27853,
Klebsiella pneumoniae CCM2318, Escherichia coli ATCC11230 ve Staphylococcus
aureus ATCC6538P gibi ¢esitli patojenlerin iireme yogunluklarini azalttigi daha 6nce
yapilan ¢aligsmalarda gosterilmistir (Aybey 2010). Bu calismada ise hPON1 enziminin
Pseudomonas suslarinin iiremelerine etkisi arastirilarak en etkili sus yine P. aeruginosa
ATCC35032 belirlenmis ve devam eden ¢alismalarda yararlanilmak iizere aktif olarak

kullanilmustir.

Bakteriler sahip oldugu ¢ok sayidaki enzimleri ve toksinleri ile konagin farkli
dokularinda etkili olurlar. P. aeruginosa da bir¢ok sayida hiicre disi proteaz enzimi
tretmektedir. Proteazlar doku harabiyeti olusturduklarindan, ayn1 zamanda bakterinin
dokular arasinda yayilimini kolaylastirir, immunoglobulinler ve komplemanin
proteolizine de neden olur (Gtirler 2008). Alkali proteaz akut infeksiyon siirecinde ve P.
aeruginosa 'nin neden oldugu doku hasarinda 6nemli rol oynamaktadir (Delden ve
Iglewski 1998). Dolayisiyla alkali proteaz gibi hiicre disi proteazlarin {iretimlerini
kontrol altina almak ya da aktivitelerini etkilemek patojenitenin engellenmesi acgisindan
Onemli olacaktir. Yapilan calismada besiortaminda olusan berrak zon caplar1 alkali
proteaz aktivitesinin bir gostergesidir. hPON1 enziminin farkli konsantrasyonlarinda

alkali proteazin iiretimi engellenmis ve aktivitesinde dnemli 6l¢iide diisiis gozlenmistir.

Diger iki ekzoproteaz olan LasA proteaz ve elastaz iiretimine ise hPON1 enziminin
etkisine bakilmis ve O6nemli bir etki ile karsilasiimamistir. Bunun sebebinin LasA
proteaz ve elastazin birer ektraseliiller enzim olmasi ve iki enzimin sinerjistik
calismasiyla ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir (Grande ve ark. 2007). P.
aeruginosa’nin elastaz iiretimi g¢esitli faktorlere baghidir. Bu faktorlerden biri P.
aeruginosa’nin biiyiime hizidir. Elastazin biiylik kismu hiicre biliylimesinde geg
logaritmik fazda veya hiicre yogunlugu arttigi zaman olmaktadir. Logaritmik fazda hizl
hiicre bliylimesi olur. Bu fazda iireme hiz1 sabit olup, bakterinin antibiyotik etkisine
duyarlilig1 en yiiksek, hiicre boyutlart en kiiciiktiir (Jaffar ve ark. 1995). Bu bilgilere

dayanilarak gec¢ logaritmik fazda sinyal molekiilii konsantrasyonu ile beraber elastaz
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enzimi de maksimum diizeyde olacagindan P. aeruginosa’nin ge¢ logaritmik fazdaki
onkiltiirleri deneysel c¢alismalarda kullanilmistir. Boéylece hPON1 enziminin sinyal
molekiillerini hidrolizlemek yoluyla elastaz tiretimini kismen de olsa azalttig1 yapilan

caligmayla tespit edilmistir.

Elastaz, LasA proteaz ve alkali proteaz enzimlerinin iiretimi QS sisteminin kontrolii
altindadir. P. aeruginosa‘da QS sisteminin virulans faktorleri ile ilgili genleri regiile
ettigi in vitro kosullarda belirtilmistir. Las sistemi elastaz, alkali proteaz, LasA proteaz,
biyofilm, katalaz gibi proteinlerin olusumunu, Rhl sistemi ise elastaz, Las A proteaz
proteinlerinin olusumunu kontrol etmektedir (Karatuna ve Yagci 2008). Alkali proteaz
icin P. aeruginosa yalnizca Las sistemini kullanirken, elastaz ve LasA proteaz i¢in hem
Las hem de Rhl sistemlerini kullanmaktadir. Bunun da hPON1 enziminin alkali proteaz
iiretimine kars1 oldukca etkili olurken, diger iki proteaza karsi daha az etkili olmasinin

sebebi olabilecegi diisiiniilmektedir.

Piyosiyanin mavi renkli bir fenazin tirevidir. P. aeruginosa igin karakteristiktir.
Asidifikasyonla rengi sartya donebilir, alkali ortamlarda ise renksizlesebilir. Suda ve
kloroformda erir. Sivi besiyerlerinden yapilmis bakteri kiiltiirlerine esit miktarda
kloroform eklenir ve ¢alkalanirsa bu pigment besiyerinin i¢inde ¢6kmiis halde bulunan
kloroform igerisinde kristalize olarak koyu mavi renkte gézlenir. 37 °C’de 5 giin inkiibe
edilen P. aeruginosa suslarinin % 80'i piyosiyonin olusturdugu ve oda sicakliginda 3-4
giin birakildiginda agar kiiltiirlerinde pigmentasyonda artis gozlenmistir (Wilson ve
Miles 196, Aydin 2001). Piyosiyanin tliretimi ¢alismalarinda literatiirde belirtilen 24-48
saat yerine (Prithiviraj ve ark. 2005), 120 saatlik uzun periyodlar kullanilmistir (Dergez
ve ark. 2014). Bu bilgilere dayanarak P. aeruginosa susu piyosiyanin besiyerinde
hPON1 enziminin farkli konsantrasyonlar: ile 120 saate kadar iretilmis ve kiltiirlerin
piyosiyanin lrettigi besiyerinde olusan mavi-yesil renk olusumu ile belirlenmistir. 72-
120. saatlerdeki Kkiiltiirlerin irettigi piyosiyanin konsantrasyonlar1 spektrofotometrik
olarak tespit edimis ve hPONI enziminin farklt konsantrasyonlarini iceren
besiyerlerindeki piyosiyanin miktarinin artan enzim konsantrasyona bagli olarak

azaldigi belirlenmistir.
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Essar ve ark. (1990) P. aeruginosa PAOI ve bu susun mutantlarinda piyosiyanin
dretimini spektrofotometrik olarak belirlemislerdir. Kiiltlirlerin piyosiyanin miktarini
mililitrede mikrogram olarak bildirmisler ve buna gbre bu suslarin piyosiyanin
miktarin1 P. aeruginosa PAO1 6,30 ug/ml, P. aeruginosa PADE E1 5,44 ug/ml, P.
aeruginosa PADE A47 2,13 pg/ml, P. aeruginosa PADE A48 1,45 ug/ml ve P.
aeruginosa PADE A47El1 0,02 ug/ml olarak bulmuslardir. Bu arastirma ile
kargilagtirilidiginda ¢alismada kullanilan P. aeruginosa ATCC35032 19,37 ug/mL
piyosiyanin miktari ile ¢ok daha 6nemli diizeyde piyosiyanin iiretmis ve bu piyosiyanin
miktari hPON1 enziminin 0,312; 0,625; 1,25; 2,5; 5 mg/ml seklindeki artan

konsantrasyonuna bagli olarak azalmistir.

Piyosiyanin bir¢ok bakteri tiiriine karst antibiyotik 6zellik gostererek P. aeruginosa’nin
bulundugu ortamda rekabet sansimi arttirir ve Pseudomonas spp. tarafindan diger
bakterilere karsi antimikrobiyal ajan olarak kullanilir (Hassan ve Fridovich 1980).
Yapilan arastirmalar piyosiyaninin 6liime sebep olan bir virulans faktorii oldugunu ve
salisilik asidin piyosiyanin iiretimini inhibe ettigini gostermektedir (Prithiviraj ve ark.
2005). Ayn1 zamanda bir¢ok makrolid antibiyotiklerinin (eritromisin, klatromisin ve
azitromisin) piyosiyanin sentezine etkileri arastirllmis ve yalnizca azitromisinin
piyosiyanin sentezini baskiladigi tespit edilmistir (Molinara ve ark. 1993). Salisilik asit
ve tiirevlerinin P. aeruginosa tarafindan iretilen piyosiyanine etkisi disik
konsantrasyonlarda (0.1-1 mM) olmakla beraber, bu etki 24 saat igin gecerlidir
(Prithiviraj ve ark. 2005, Bandara ve ark. 2006). Dergez ve ark. (2014) yaptig
caligmayla aspirin ve sodyum salisilatin piyosiyanin liretiminde 6nemli 6l¢lide azalmaya
sebep oldugu sonucuna varmislardir ve bu etki 72 saat i¢in gegerlidir. Salisilik asit P.
aeruginosa’min uzun siire hayatta kalmasma imkan vermistir. Bu yilizden yiiksek
konsantrasyonlarda salisilik asit kullanimi ile piyosiyanin inhibisyonu miimkiin
olmustur. Bu bilgilere dayanarak piyosiyanin iiretimine hPON1 enzimi de salisilik asit
caligmalarina benzer sekilde 1,25 mg/ml gibi yiiksek konsantrasyonlardan itibaren

onemli etki gdstermistir.

Ramnolipid molekiilleri biyofilm olusumunda etkili olan ve bakterilerin bulundugu

ortamda daha uzun siire yasamlarini siirdiirmelerini saglayan onemli biyosiirfektan
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molekiillerdir. QS sistemi, besin kaynaklarinin kisith oldugu durumlarda ramnolipid
dretimini uyararak, besin kaynaklarimin bulundugu ortamlara dogru bakterinin
hareketine imkan saglamaktadir (Ulusoy 2007). Pseudomonas spp. suslarinin
biyosiirfektan (ramnolipid) iiretimi iizerine yapilan caligmalar, ramnolipid sentezinin
ikincil metabolizma ile iliskili oldugunu ve ikincil metabolitlerin sentezinin tiremenin
durgunluk fazina erismesi ile arttigin1 gdstermektedir. Ramnolipid molekiillerinin yogun
oldugu uygun inkiibasyon siiresinin 72 saat oldugunu bildiren ¢alismalarin yani sira
yiiksek ramnolipid sentezine liretimin 24, 90 ve 120 saatlerde rastlandigini bildiren
aragtirmalar da vardir (Syldatk ve Wagner 1987, Mercade ve ark. 1993). Bu ¢alismada
ramnolipid iiretim zamani olarak 48-72 saat tercih edilmis ve hPON1 enziminin farkli
konsantrasyonlarinda iiretilen ramnolipid molekiillerinin besiortaminda bulunan CTAB
ve metilen mavisiyle kompleks olusturmast esasina gore artan hPONI
konsantrasyonunda azalan ramnolipid-CTAB-metilen mavisi kompleksi dikkat

¢ekmistir.

P. aeruginosa ham yaglarin ¢ogunlugunun dogrudan veya ortama ramnolipid ilavesiyle
dolayl1 olarak biyodegredasyonunu saglarlar (Beal ve Betts 2000). Bu ozellikten
faydalanarak Morikawa ve ark. (2000)’nin kullandig1 yonteme benzer sekilde bitkisel
yag tlizerine ramnolipid igeren bakteri siipernatanti damlatilmis ve yayilma zonu
ramnolipid  aktivitesi olarak  kabul edilmistir. hPONI enziminin farkhi
konsantrasyonlarini igeren bakteri slipernatantlarinin ramnolipid aktivitesinin, hPON1
icermeyen siipernatantin ramnolipid aktivitesine gore daha diisiik oldugu, azalan zon
caplariyla belirlenmistir. Bu da hPONI igeren siipernatantlarda daha az miktarda

ramnolipid olustugunu gostermektedir.

Biyofilm bakterileri antibiyotiklerin etkilerine ¢esitli yollarla direng gdsterirler. Bu
yollarin baslicalar1 antibiyotigin biyofilm i¢ine difizyonunun kisitli olmasi, biyofilm
icindeki  bakterilerin  farkli biiyiime hizlar1 ve mikrogevre degisikliklerinin
antibiyotiklere olumsuz etkisidir (Donlan ve Costerton 2002). Davides ve ark. (1998),
AHL gibi sinyal molekiillerinin biyofilm olusumunda ve ortama yapismasinda etkili
oldugunu ve yeni tedavi yontemlerinin bu molekiilleri engellemeye yonelik olmast

gerektigini bildirmiglerdir. Son yillarda yapilan yeni c¢aligmalarla biyofilmlerin
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par¢alanmasi i¢in enzimlerin de kullanilabildigi ve P. aeruginosa biyofilm olusumundan
sorumlu sinyal molekiillerinden biri olan 30C12HSL parcalanma etkinliginin de en ¢ok
PON genlerinde kodlanan paraoksonazlara bagl oldugu da tespit edilmistir (Greenberg
ve ark. 2004). Biyofilmlerin antibiyotiklere diren¢ gostermesine karst hPON1 enziminin
en 6nemli 6zelligi, biyofilm olusumunda ve olgun biyofilmlerde ortamda bulunan AHL

yapidaki sinyal molekiillerini hidrolizlemesiyle biyofilm olusumunu azaltmasidir.

Yapilan g¢alismalarda Prithiviraj ve ark. (2005)’na gore salisilik asit Arabidopsis
koklerinde P. aeruginosa biyofilm olusumunu ve bakterilerin yilizeye tutunmalarini
azaltabilmistir. Ayrica anaerobik biyofilmlerde biyofilm olusumunu engelleyememesine
ragmen aerobik biyofilmlerde biyofilm olusumunu tamamen inhibe edebilmistir. Daha
sonra yapilan arastirmalar da salisilik asidin biyofilm olusumunu o6nemli oOlgiide
azaltigim gostermistir. (Dergez ve ark. 2014). Calismada, laktonaz aktivitesiyle AHL
yapidaki sinyal molekiillerinin hidrolizini saglayan hPON1 enzimi P. aeruginosa
biyofilm olusumunu salisilik asit gibi inhibe edemese de onemli Sl¢iide azaltmistir.
Ayrica olgun biyofilm biyokiitlesinde Onemli azalmalara sebep olarak olgun

biyofilmlere de etki edebilmistir.

Goto ve ark. (1999) yapay idrar modeli kullanarak teflon katater tizerinde 24 saatte
olusturulan P. aeruginosa biyofilmi tizerine ¢esitli antibiyotiklerin etkilerine
bakmislardir. Calisma sonucunda, 24 saat sonunda katater {izerinde olusan biyofilm
yapist tarama elektron mikroskobu ile tespit edilmis ve bu yapinin 5 giin boyunca
degismeden kaldig1 gosterilmistir. 48 saat uygulanan antibiyotik tedavisi sonucunda
bir¢ok antibiyotigin yasayan canli hiicre sayisini dnemli Olgiide indirmis ya da tiim
bakteriler 6ldiirmiistiir. Literatiire benzer sekilde 24 saatlik biyofilmler ve 48 saatlik
olgun biyofilmler olusturulmustur. hPON1 enziminin biyofilm olusumu ve olgun
biyofilmlere etkisi incelendiginde, 24 saat sonundaki % biyofilm degerlerinde 6nemli
bir azalma gOrlilmiistiir. Ayrica mikroskop goriintiilerindeki artan hPON1
konsantrasyonuna bagli azalan biyofilm yapmis hiicre yogunluguyla da enzimin

antibiyofilm etkisi desteklenmistir.
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Baslangi¢, yapisma ve sonrasinda gelen basamaklarda Pseudomonaslar, EPS olarak
adlandirilan hiicre dist mukoid madde salgilarlar. EPS, polisakkaritlerin yaninda ¢esitli
protein ve niikleik asitlerden olusmakla beraber, tiirler ve cinsler arasinda farkliliklar
gozlenebilmektedir (Sauer ve ark. 2002). Alginat, EPS polisakkaritlerinin major
kompanentidir ve biyofilm olusturan suslarda alginat asir1 iiretiminin bakteriye sagladigi
avantajlar konusunda kesin bilgiler olmamakla beraber ortak goriis; alginatin bakteri
adezyonunu kolaylastirdigi, inflamasyon alaninda bakteriyi serbest radikallerden ve
makrofajlardan korudugu yoniindedir. Nivens ve ark. (2001) yapmis olduklar
calismada benzer sekilde biyofilm olusturmak i¢in alginatin mutlak gerekli olmayip,
biyofilm mimarisinde 6zellikle O-asetillemis formunun etkili oldugunu gostermislerdir.
Bu literatiir bilgisine dayanarak ¢alisjmada hPON1 enzimi EPS’nin protein igeriginden
ziyade karbohidrat igeriginde O6nemli azalmaya neden olmustur. Belki de hPON1

enzimi, alginat molekiillerini etkilemek yoluyla bunu basarabilmistir.

Quorum sensing ve virulans faktorleri ile ilgili yapilan ¢alismada, ¢alisma kapsamina
alinan P. aeruginosa susu, kayma, ylizme ve titreme hareketlerine hPON1 enziminin
etkisi yoniinden arastirilmis ve yapilan deneylerde tiim hareket tiplerine hPON1
enziminin Onemli Olglide etki ettigi azalan zon caplarmma gore belirlenmistir. P.
aeruginosa sivi besi ortamlarindaki hareketi olan yiizme hareketini kirpigi ile saglar.
Ayrica seker gibi ilgi duydugu molekiillere kemotaksi hareketini de kirpigi ile
gergeklestirir. Insanlarda ciddi infeksiyonlara neden olan P. aeruginosa, infeksiyonun
erken sathalarinda konak dokuya ulasma ve kolonizasyon i¢in kirpigini kullanir
(Wiener-Kronish ve Pittet 2011). Yiizme hareketi ile AHL molekiilleri arasinda anlaml1
bir iliski bulunmaktadir (Parsek ve Greenberg 2005). Kirpik yardimiyla gerceklesen
ylizme hareketine hPON1 enziminin etkisi 30 mg/ml en yiiksek diizeyde olmustur.
hPON1 enziminin artan konsantrasyonuna bagli olarak da yiizme hareketi olarak

gosterilen zon ¢ap1 azalmstir.

Glessner ve ark. (1999) titreme hareketi ve QS sistemleri ile iliskisini belirlemek igin
yaptiklar1 ¢alismada P. aeruginosa PAO1 susunu kullanmislar ve bu susun lasl ve rhll
genlerini inhibe ederek mutant suslar olusturmuslardir. P. aeruginosa PAO1 susunda

koloninin etrafinda zon olusumuyla titreme hareketi gozlemlenirken, rhll geni
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mutasyona ugratilmis susta zon olugmamuis, lasl geni mutasyona ugratilmis susta ise,
zon ¢apinda azalma belirlenmistir. Hem lasl hem de rhll genleri mutasyona ugratilmis
susta ise zon olusumu gozlemlenmemis, fakat her iki geni mutasyona ugratilmis bu
susun bulundugu besiyeri ortamina Las ve Rhl sistemleri tarafindan iiretilen sentetik
30x0C12HSL ve C4HSL ilave edildiginde zon ile titreme hareketinin olustugu
belirlenmistir. Bu bilgilere dayanarak hPON1 enzimi 0,003 mg/ml konsantrasyonda
bile, P. aeruginosa susunun titreme hareketini bu hareketin olusumundan sorumlu AHL
yapidaki sinyal molekiillerini hidrolizleyerek 6nemli 6l¢iide azaltmigtir. Hatta 30 mg/mi
hPON1 enzim konsantrasyonunda P. aeruginosa susu titreme hareketini neredeyse

gergeklestirememistir.

Kayma hareketi; yar1 kati, viskoz yiizeylerde bakteri populasyonlarinin hizli hareketi ya
da sosyal hareket olarak nitelendirilir (Deziel ve ark. 2001). Kayma hareketinin
gergeklesmesinde de ortamda, bakteriler tarafindan salgilanan faktorler ve sinyal
molekiillerinin artist rol oynar. Dogal olarak kayma hareketinin meydana gelmesinde
bakterinin sahip oldugu kirpik rol oynamaktadir. P. aeruginosa da sahip oldugu kirpigi
ile kayma hareketini saglar. P. aeruginosa’ da kayma hareketi QS sistemi araciligr ile
AHL molekiilleri tarafindan kontrol edilmektedir. Kayma populasyonu bir aktif zon
olarak tanimlanabilir. Bu yiiksek hiicre yogunlugu; besin, sinyal molekiilleri ve
bakteriler tarafindan salgilanan faktorlerin konsantrasyonuna bagli olarak kayma
hareketini destekler. Tamimlanan aktif zon asimetrik bir goriintiidedir. Yani hiicre
yogunlugu oldugu kadar sinyal molekiillerinin konsantrasyonu da zon i¢inde esit sekilde
dagilmamistir (Netotea ve ark. 2009). hPON1 enzimi P. aeruginosa susu kayma
hareketine 3 pug/ml gibi en diisiik konsantrasyonda oldukc¢a etkili olmus ve 30 mg/ml

konsantrasyonda kayma hareketini neredeyse tamamen engellemistir.

Gelecekteki arastirmalar QS mekanizmasinda Kkilit rol oynayan ve patogenezin
diizenlenmesinde etkili olan sinyal molekiillerinin baskilanmasi ya da {iretimlerinin
engellenmesine odaklanmaktadir. Bu sebeple tasarlanacak ve taranacak yeni
antibakteriyel maddelerin bakterinin {iremesine izin vererek sinyal molekiillerinin
baskilanmasi ya da bu maddeler ile antibakteriyellerin birlikte kullanilmasi ile etkili

olacagr distiniilmektedir. Ayrica yeni bir antibakteriyel tedavi yaklagimi olarak insan
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serum hPON1 enziminde oldugu gibi, QS inhibisyonunun bakteri hiicresinde virulans
genlerinin ekspresyonunun engellenmesinin ve bu sayede bakteri virulans faktdrlerinin
tretimi ve etkisinin azaltilmasinin infeksiyon hastaliklarinin 6nlenmesi ve tedavisinde

Onemli bir strateji olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu c¢alisma verilerinin, Ozellikle tibbi alanda bakteriyel hastaliklarla savasta
kullanilabilecek yeni stratejilerin  gelistirilmesine ©Onemli katkilar saglayacagi
diistinilmektedir. AntiQS ajani olarak hPON1 enzimi, laktonaz aktivitesi ile bakteriyi
oldiirmek yerine, QS sistemini bloke edip birgok virulans faktoriiniin de iretimini
azaltmaktadir. Boylece patojen bakterilerin antibiyotiklere direng gelisimi engellenmis

olacaktir.
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