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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

BAZI BORONIK ASIT TUREVLERININ
Pseudomonas aeruginosa’da VIRULENS FAKTORLERININ URETIMINE
ETKISININ ARASTIRILMASI

Ramadan Bilgin AKALIN

Silleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Seyhan ULUSOY

Amag: Bu tez ¢alismasinin amaci, Pseudomonas aeruginosa’da lretimi cevreyi
algilama (QS) sistemi tarafindan diizenlenen virtilens faktorleri lizerine boronik
asit tlirevi molekiillerin potansiyel inhibitor etkisinin arastirilmasidir.

Yontem ve Bulgular: 2-Nitrofenilboronik asit (2-NFBA), 4-Bromofenilboronik
asit (4-BFBA), 4-Klorofenilboronik asit (4-KFBA), 4-Fluorofenilboronik asit (4-
FLFBA), 4-Formilfenilboronik asit (4-FFBA), 4-Metoksifenilboronik asit (4-
MFBA), Metilboronik asit (MBA) ve Fenilboronik asit (FBA) molekiillerinin,
potansiyel QS inhibitor etkileri QS inhibitor segici sus 1 (QSIS1) incelenmistir.
Potansiyel inhibitor oldugu tespit edilen molekiillerin QS {tzerine etkileri,
Chromobacterium violaceum 026 ve C. violaceum VIR07 biyosensor suslari
kullanilarak test edilmistir. Ayrica bu molekiillerin P. aeruginosa PAO1 susu, P.
aeruginosa PAKO1, P. aeruginosa PAKO02, P. aeruginosa PAK04 izolatlarinda
elastaz ve piyosiyanin iiretimi, biyofilm olusumu ve kayma hareketi iizerine
inhibitor etkileri arastirilmistir. Calisma sonucunda QS inhibitori olarak en aktif
molekiliin 4-BFBA oldugu tespit edilmistir.

Sonug: 2-NFBA, 4-BFBA, 4-KFBA ve 4-FLFBA molekiillerinin viyolasin, elastaz
ve piyosiyanin iretimini, kayma hareketi ve biyofilm olusumunu o6nemli
derecede inhibe ettigi tespit edilmistir. inhibitér etkisi en yiiksek olan 4-BFBA
molekiiliintin, P. aeruginosa PAO1 ve P. aeruginosa PAKO1, PAK02, PAKO4 klinik
izolatlarinda sirasiyla elastaz liretimini % 44-73, piyosiyanin tiretimini %54-74,
biyofilm olusumunu %18-39 kayma hareketini %34-88 oraninda inhibe ettigi
belirlenmistir.

Calismanin Onemi: Bu calismanin sonuglar P. aeruginosa viriilensini azaltmak
icin boronik asit molekiillerinin potansiyel etkinliklerini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, ¢evreyi algilama sistemi, boronik
asit

2014, 71 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SOME BORONIC ACID DERIVATIVES
ON VIRULENCE FACTOR PRODUCTION OF Pseudomonas aeruginosa

Ramadan Bilgin AKALIN

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

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Seyhan ULUSOY

Objective: The aim of this study was to investigate the potential inhibitory
effect of the boronic acid molecules on the production of virulence factors in
Pseudomonas aeruginosa regulated by the quorum sensing (QS) system.

Method and Findings: QS inhibitor selector strainl (QSIS1) was used as the
first screen to evaluate the potential QS inhibitory effect of boronic acid
molecules 2-Nitrophenylboronic acid (2-NPBA), 4-Bromophenylboronic acid (4-
BPBA), 4-Chlorophenylboronic acid (4-CPBA), 4-Fluorophenylboronic acid (4-
FLPBA), 4-Formylphenylboronic acid (4-FPBA), 4-Methoxyphenylboronic acid
(4-MPBA), Methylboronic acid (MBA) and Phenylboronic acid (PBA). We have
tested boronic acid molecules as quorum sensing inhibitor by
using Chromobacterium violaceum CV026 and C. violaceum VIR07 as biosensor
strains. And QS inhibitory activity of the chosen substances further investigated
on elastase, pyocyanin production, biofilm formation and swarming motility in
P. aeruginosa PAO1 strain, P. aeruginosa PAKO1, P. aeruginosa, PAKO2, P.
aeruginosa PAKO4 isolates. Our results have demonstrated that the most active
molecule was 4-BPBA as a QS inhitor.

Conclusion: 2-NPBA, 4-BPBA, 4-CPBA and 4-FLPBA caused a significant
inhibition of violacein, elastase and pyocyanin production, swarming motility
and biofilm formation. The most active molecule was 4-BPBA caused a
substantial decrease in elastase production (44-73% decrease), in pyocyanin
production (54-74% decrease), in biofilm formation (18-39% decrease) and in
swarming motility (34-88% decrease) in P. aeruginosa.

Significance of the Study: The results of this study highlight the potential
effectiveness of boronic acid molecules in attenuating the virulence of P.
aeruginosa.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, quorum sensing, boronic acid

2014, 71 pages
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1. GIRIS

Bakteriler gelisip boliinerek c¢ogalan ve turettikleri 6zel sinyal molekilleri ile
ortama uyum saglayabilen tek hiicreli organizmalardir. Bakteriler tekbir hiicre
olarak yasamlarini devam ettirebilmelerine ragmen, virtlens faktorlerinin
tretimi, biyofilm olusturma, biyoisima faaliyetinin gerceklestirilmesi, gibi
birlikte hareket etmegi gerektiren faaliyetleri gerceklestirmek icin diger
bakterilerle birlikte koordineli olarak ¢alismalar1 gerekir (Solano vd. 2014).
Cevreyi algilama/Cogunlugu algilama (QS) olarak bilinen haberlesme sistemi
yardimiyla pek ¢ok mikroorganizma topluluk halinde gerceklestirilmesi gereken

faaliyetleri dlizenlerler (Ni vd., 2009).

Bakterilerde hiicreler arasi iletisim otoindiikleyici denilen hiicre dis1 sinyal
molekiillerinin alisverisi yoluyla gerceklestirilmektedir. Bu islem bakteri
popiilasyonlarinin gen ifadelerini diizenlemesine imkan saglar (Chen vd., 2002).
N-acil homoserin lakton molekullerini (AHL) kullanan QS sistemleri en iyi gram
negatif bakteriler icerisinde anlasilir. Bu sistem 30'dan fazla Gram negatif
bakteride tespit edilmis ve ilk olarak bir deniz bakterisi olan Vibrio fischeri’de

calisilmistir (Veselova, 2010).

Cogu zaman, Gram-negatif bakteriler AI-1 olarak bilinen otoindiikleyici acil
homoserin laktonlar1 (AHL) kullanirken (Camilli ve Bassler, 2006), Gram-pozitif
bakteriler iletisim kurmak icin otoindikleyi olarak  peptidleri (AIP)
kullanmaktadirlar. Otoindiiktér-2 (AI-2) hem Gram-pozitif bakterilerde hem de
Gram-negatif bakterilerde cevreyi algilama sisteminde kullanilmasindan dolay1

evrensel otoindiiktor olarak adlandirilir (Ni vd., 2008).

Pseudomonas cinsi bakteriler, ¢esitli besin kaynaklar1 kullanabilme ve farkh
cevre kosullarinda biiyliyebilme yetenekleri sayesinde dogada yaygin olarak

bulunan Gram negatif bakterilerdir (Veselova, 2010).

Pseudomonas tiirleri arasinda QS sistemini en ¢ok kullanan firsat¢1 insan

patojeni P. aeruginosa’dir. P. aeruginosa insanlar, hayvanlar ve bitkiler icin



patojendir ve hem topraktan hem de sudan izole edilebilmektedir. P. aeruginosa
insanlarda siddetli solunum yolu enfeksiyonlarina neden olabilir. P. aeruginosa
ekzoenzimler (elastaz, alkalin proteaz v.b.), ikincil metabolitler (piyosiyanin,
hidrojen siyaniir, pyoverdin, v.b.) ve toksinler (ekzotoksin A) gibi hiicre disi
hastalik olusturma faktorlerinin ekspresyonunu ve ayrica biyofilm olusumunu

QS sistemi ile kontrol eder (Venturi, 2006).

Bakteriyel ¢evreyi algilama sistemi biyofilm olusumu ve bakteriyel viriilens gibi
cesitli patolojik olaylarla ilgili oldugundan, ¢evreyi algilama sistemi inhibitorleri
degerli arastirma araclar1 ve potansiyel antimikrobiyal ajanlar olabilecegini
varsaymak mantiklidir. Bu nedenle, QS inhibitéru gelistirmekte, artan bir ilgi
olmustur (Ni vd., 2009). Buna ek olarak, ¢evreyi algilama sistemi inhibitorleri
QS sisteminin bakterideki roliiniin anlasilmasinda etkili bir arastirma araci

olmustur.

Yapilan bazi ¢alismalar; bor bilesiklerinin bakteri, kiif, maya ve viriislere karsi
bakteriostatik, bakterisidal, fungistatik, fungisidal ve antiviral etkilerinin
oldugunu ve bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilabileceklerini gostermektedir
(Kahyaoglu vd., 2009). Son zamanlarda yeni tanimlanan antibakteriyel bilesik
olan boronik asit pikolinat esterlerinden ANO0128’in (3-hidroksipridin-2-
karbonilosi-bis (3-kloro-4-metilfenil borat) hem antibakteriyel hem de anti-

inflamatuvar aktivite 6zelligi gosterdigi belirtilmektedir (Baker ve vd., 2006).

Borik asit esterlerinin, mikroorganizmalara ait pek ¢ok esansiyel enzimi inhibe
ettikleri gosterilmistir. Gram negatiflerde bulunan, DNA metiltransferaz ve
Gram-pozitiflerde bulunan menakinonemetiltransferaz, HIV-1 proteaz,
Streptomyces griseus’a ait NAD-glikohidrolaz ve ADP-ribosiltransferaz baslica
orneklerdir (Groziak, 2001). Boronik asitler, acil gruplarinin transferinde rol
alan enzimleri, 6zellikle de hidrolazlari; kimotripsin, tripsin, trombin ve diger
proteazlar1 inhibe ederler. Bu etkiyi, proteazlarin aktif bolgesine, 6zellikle de

serin rezidilerine baglanarak gosterirler (Myung vd., 2001).



Bakteri kokenli enfeksiyonlarda enfeksiyona neden olan viriilens faktorlerinin
cevreyi algillama sistemi tarafindan kontrol ediliyor olmasi, ¢alismalart bu
sistemin inhibisyonu tzerine yogunlastirmistir. Bu calisma kapsaminda 2-
Nitrofenilboronik asit, 4-Bromofenilboronik asit, 4-Klorofenilboronik asit, 4-
Fluorofenilboronik asit, 4-Formilfenilboronik asit, 4-Metoksifenilboronik asit,
Metilboronik asit ve Fenilboronik asit molekiillerinin, firsatg¢i bir patojen olan P.
aeruginosa’da kontrolii cevreyi algilama sistemi tarafindan gerceklesen viriilens
faktorlerinin (elastaz ve piyosiyanin) turetimi, biyofilm olusmu ve kayma
hareketi faaliyeti Uzerine inhibisyon etkileri arastirilmis ve ilk kez P.
aeruginosa’da etkisi arastirllan bu molekiillerin ¢evreyi algillama sisteminin
inhibisyonuna ve bu konudaki c¢alismalara o6nemli katkilar saglamasi

amagclanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Cevreyi Algilama Sistemi (Quorum Sensing)

Bakterilerin izole olarak yasamadiklari, degisen ortam kosullarina daha rahat
uyum saglayabilmek icin hiicreler arasi haberlesme sistemleri kullanan
topluluklar halinde bulunduklar1 giderek artan bir yayginlikla kabul
edilmektedir. Bu tip hiicreler arasi haberlesmenin iyi karakterize edilmis bir
ornegi, cevreyi algilama (Quorum Sensing) sistemidir. Cevreyi algilama sistemi,
bir bakteriye kendi hiicre populasyon yogunlugunu algilamasina imkan
saglayan otoindiiktér veya feromon olarak adlandirilan sinyal molekiillerinin
tretimine bagimhdir. Degisik bakteri tiirlerinde, c¢esitli fizyolojik islemler,
cevreyi algilama ile regiile edilir. Bu islemlere 6rnek olarak, biyoisima faliyetinin
olusturulmasi, antibiyotik biyosentezi, biyofilm olusumu, konjugasyon, hayvan
ve bitki patojenleri tarafindan olusturulan viriilens etmenlerinin {retimi

verilebilir (Hardman vd., 1998; Bosgelmez-Tinaz, 2003).

“Quorum” kelimesi Latince kokenli bir kelime olup “minimum popilasyon
birimi” anlamina gelmektedir. Dolayisiyla “quorum sensing” (QS) kavrami
“minimum popiilasyon birimini algilama” olarak ifade edilebilir. Bu kavram ilk
defa Fuqua vd. (1994), tarafindan tanimlanmistir. Bu arastirmacilar, Vibrio
harveyi ve Vibrio fischeri olmak tlzere iki deniz bakterisinin bir baligin 151k
organinda yiiksek yogunlukta olduklari zaman bioisima faliyetini
gerceklestirdiklerini saptamislardir (Sekil 2.1). Bu bakteriler deniz suyunda
mililitrede yaklasik 100 adet bulunurken, biyoisima faliyetini gerceklestirdikleri
151k organinda yaklasik 1010-101! adet civarinda bulunabilmektedir. Dolayisiyla
bakterilerin olusturduklar1 1sik sadece yiiksek yogunluklarda olduklarinda
saptanabilmektedir. Arastirmacilarin gézlemlerine gore, bakteriler ortamdaki
yogunluklarini bir molekiilin ortamdaki yiliksek konsantrasyonu ile
algilamaktaydilar ve bu molekiliin yliiksek miktarda olmasi bakteri yogunlugu
ile paralellik gostermekteydi (Fuqua vd. 1994). Bu goézlemden sonra QS
konusundaki arastirmalar insan patojenleri ile devam etmis ve 06zellikle

Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus lzerinde yapilan pek cok
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calisma ile bu iki bakterideki QS sistemleri ¢6zlimlenmeye calisiimistir (Swift,

2001).

Sekil 2.1. Kalamar baliginin 151k organinda meydana gelen bioisima faaliyeti (http1)

QS sisteminde kilit rol otoindiikleyiciye aittir. Hiicre icinde sentezlenen
otoindiikleyici ekstraseliiler ortama salinir. Bu otoindiikleyici komsu hiicre
membranindaki reseptorlerce algilanir. Bu algillama ise hiicre icinde gen
transkripsiyonuna kadar giden bir sinyal iletisini baslatir. Meydana gelen gen
ekspresyonu ile de hiicre toplulugu ortak bir yanit gelistirmis olur. QS'nin
gerceklesmesi icin ekstraseliler ortamdaki otoindiikleyicinin yeterli diizeye
ulasmas1 gerekir. Bunun iginde hiicre sayisinin artarak belli bir yogunluga
ulasmasi gereklidir. Hiicre sayisi yeterli yogunluga ulasmadan QS gerceklesmez
(sekil 2.2). QS sistemi temel olarak Gram negatif bakterilerde bir cift regiilatér
protein (LuxI ve LuxR vd.) ve bir otoindiikleyiciden (AHL vd.), Gram pozitif
bakterilerde ise bir 6ncii peptid, ondan olusan otoindikleyici peptid ve
otoindiikleyici peptidi algilayabilemek icin hiicre membraninda bulunan

histidin kinaz reseptoérlerinden olusur (Schaber vd., 2004).
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Sekil 2.2. Vibrio fischeri’de yiiksek hiicre yogunlugunda farkedilebilir biyoisima
faaliyetinin gerceklesmesi (http 2)

Bakterilerde cevreyi algillama sistemi olarak goriilen ugiinci tip sistem hem
Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilerde goriiliip, ‘Hibrit Sistem’ olarak

adlandirilmaktadir (Bassler, 1999).

2.1.1. Gram negatif bakterilerde goriilen AHL aracili (LuxI/LuxR Tipi)

cevreyi algilama sistemi

Cevreyi algilama sistemi kisaca ifade edilecek olunursa dort farkli komponentin
sirkiilasyonu ile gerceklesir. AHL sinyal molekiilii, LuxI tip sentaz, LuxR tip reseptor ve

hedef gen (Hentzer ve Givskov, 2003).

Lux sisteminin ve organizasyonunun tanimlanmasinin temeli 9 kb ik DNA
parcasinin V. fischeri’den E. coli’'ye aktarilmasi ile baslamistir. Sonug 1s1manin V.
fischeri'de goriilen sekliyle gerceklesmesi olmus ve hem gen ekspresyon
mekanizmasi hem de V. fischeri’de lux geninin polisistronik iletimin yapis1 tam

olarak karakterize edilmistir.



V. fischeri’de biyolliminesanstan sorumlu genler karakterize edilmis ve iki
operonda organize olmus yedi gen (luxR, luxl, luxC, luxD, luxA, luxB ve luxE)
tarafindan kontrol edildigi gosterilmistir. Bu genlerden luxA ve IuxB genleri
lusiferaz enziminin alfa ve beta alt birimlerini kodlar. lux C, D ve E genleri ise
lusiferaz enzimi sentezinde gerekli olan aldehid substratlarin sentezi ve geri
kazanilmasinda gorev alir. luxl, AHL sentezinde gerekli olan bir gen iken, [uxR,
AHL transkripsiyonunu kontrol eden bir regiilatorii kodlar. luxI mutantlarina
AHL saglanmasi, kaybolmus olan fonksiyonu diizeltir, ancak AHL sentez
edilemez. Buna karsiik [uxR mutantlarina AHL saglanmasi fonksiyonu
diizeltmez ve o6lgiilebilir diizeyde AHL sentezi de gerceklesemez. LuxR proteini
ile AHL'nin birlesmesi LuxR’nin tli¢ boyutlu yapisinda degisiklige, DNA’ya
baglanabilmesine ve lux operonunun  (luxCDABE) ve  luxI'nin
transkripsiyonunun aktivasyonunu saglayarak lusiferaz tiretimine neden olur.
Lux operonunun ve luxI geninin aktive olmasi daha fazla AHL (OHHL) iiretimini
dogurur (Sekil 2.3). Uretilen AHL'min LuxR ile birlesmesi, bir pozitif geri
besleme saglayarak 1s1mada hizli bir artisa neden olur. Bu bilgiler 1s181nda V.
fisheri’nin esas alindig1 6rnek bir AHL sistemi Sekil 2.4."de 6zetlenmistir (Raffa

vd,, 2005).

Sekil 2.3. V. fisheri’de luxI geninin lirettigi N-(3-okzohekzanoyil)-L-homoserin lakton
(OHHL) sinyal molekiilii (Williams vd., 2000)
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Sekil 2.4. V. fisheri'de Luxl/LuxR quorum sensing sistemi (Welch vd., 2005)

Gram negatif bakterilerde pek ¢ok tip sinyal molektl ailesi tanimlanmis olmakla
birlikte, lizerinde en fazla durulan N-agil homoserin lakton ailesine ait olandir
(Fuqua vd., 2001). Ozellikle firsatq1 insan patojenleri olan P. aeruginosa,
Aeromonas hydrophila, Burkholderia cepacia, Yersinia pseudotuberculosis ve
Serratia marcescens gibi bakterilerin AHL urettikleri saptanmistir. Lakton siklik
bir molekiildiir. Ayni1 molekil i¢ginde karboksil grubun hidroksil grup ile ester
olusturmasi sonucu olusur. Bu siklik yapiya bir amid bag ile acil yan zinciri
eklenir. Yan zincirin ucu degisken uzunlukta olup, simdiye kadar 4-14 karbon
uzunlugunda AHL’ler tanimlanmistir (Stock vd., 2000; Whitehead vd., 2001).
AHL pek ¢ok Gram negatif bakteride bulunmasina ragmen, AHL disinda farkh
sinyal molekiilleri iireten Gram negatif bakterilerde vardir. Ornegin P.
aeruginosa’da AHL’ye ek olarak “Pseudomonas kinolon sinyal molekilii” (PQS)
bulunur. Bu molekiil yapisal olarak kinolon grubu antibiyotiklere benzemekte
ve P. aeruginosa’da AHL'ye bagh QS sistemini modile etmektedir (Pesci vd.,
1999). Buna ek olarak pek cok Gram negatif bakteride siklik dipeptidler sinyal
molekiilii olarak kullanilir. Bu dipeptidlerin fizyolojik fonksiyonlari tam olarak
bilinmemekle beraber AHL’lerin antagonisti olduklar diisiiniilmektedir. AHL
tretimi bircok Gram negatif bakteride bulunmakla beraber, insan patojenleri
olan Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae ve
Salmonella gibi bakterilerde AHL olusumu gozlenmemistir (Michael vd., 2001;
Wither vd., 2001).



2.1.2. Cevreyi algilama sistemini kullanan bazi1 bakteriler ve bunlarin

cevreyi algilama sisteminde rol alan homoserin lakton molekulleri

Gram negatif bakterilerde acil homoserin lakton sinyal molektilleri araciligl ile
gerceklestirilen cevreyi algilama sistemi, bu sistemin ilk kesfedildigi V. fischeri
deki sekliyle tim Gram negatif bakterilerde LuxI/LuxR Sistemi olarak
adlandirilmaktadir. Sistemi kullanan bir¢ok Gram negatif bakteri tiirtinde
LuxI/LuxR homologlar1 bulunmaktadir ve sistem son Uuriini 1sima olmayip
(Cizelge 2.1) 6rnegin P. aeruginosa da oldugu gibi viriilens faktorlerinin tiretimi

olabilmektedir (Bassler, 1999).

Cizelge 2.1. Cevreyi algilama sistemini kullanan bazi bakteriler ve bunlarin g¢evreyi

algilama sisteminde rol alan homoserin lakton molekiilleri

ORGANIZMA SINYAL REGULATOR FENOTIP
MOLEKULU PROTEINLER
Vibrio fischeri (3-Okzo -C6-HSL) N- LuxI/LuxR Biyoisima
(3-okzohekzanoyl)-
HSL
Vibrio harveyi 3-Hidroksi-BHL LuxLM/LuxN Biyoisima
Vibrio anguillarum 3-0kzo-C10-HSL Vanl/VanR
P. aeruginosa a)N-(3- Okzo a)LasI/LasR a)Hucre dis1 enzimler
dodekanoyil)-HSL b)RhlI/RhIR ve biyofilm uretimi
(3-Okzo -C12-HSL) (b) lasB, rhl1AB
b)N-butyril-HSL (ramnolipid uretimi),
( BHL) rpoS
Pseudomonas N-hekzanoyil-HSL PhzI/PhzR Fenazin
aureofaciens (C6-HSL) antibiyotiginin
uretimi
Agrobacterium N-(3-okzooktanoyil)-  Tral/TraR Ti plasmit
tumefaciens HSL konjugasyonu
3-0kzo-C8-HSL
Erwinia carotovora N-(3- Expl/ExpR Ekzoenzimler ve
subsp. Okzohekzanoyil)-HSL  Carl/CarR karbapenem
carotovora (3-Ox0-C6-HSL) antibiyotiginin
uretimi
Erwinia chrysanthemi  N-(3- Expl/ExpR Pektat liyaz
Okzohekzanoyil)-HSL
(3-Okzo-C6-HSL)
Rhizobium C6-HSL Rhil/RhiR RhiABC
leguminosarum rhizosphereexpressed
genes, nodulation
Chromobacterium N-hekzanoyil-HSL Cvil/CviR Ekzoenzimler,
violaceum (C6-HSL) antibiyotik ve

viyolesin uretimi




Cizelge 2.1. Cevreyi algilama sistemini kullanan bazi bakteriler ve bunlarin ¢evreyi
algilama sisteminde rol alan homoserin lakton molekiilleri (Devam)

ORGANIZMA SINYAL REGULATOR FENOTIP
MOLEKULU PROTEINLER
Burkholderia cepacia ~ N-oktanoyil-HSL (C8-HSL) Proteaz ve siderofor
CepI/R uretimi
Aeromonas BHL N-butanoyil-HSL ~ Ahyl/AhyR Ekzoproteaz uretimi
hydrophila
Aeromonas BHL N- butanoyil- Asal/AsaR Hucredisi proteaz
salmonicida HSL uretimi
Ralstonia N-oktanoyil -HSL Soll/SolR tanimlanmamistir
solanacearum (C8-HSL)
Serratia liquifaciens N- butanoyil -HSL Swrl/SwrR Hucredisi proteaz
(BHL) uretimive kayma
hareketinin kontrolu
Yersinia N- hekzanoyil-HSL, Yenl/YenR tanimlanmamistir
enterocholitica (C6-HSL)
Yersinia (a) N-(3-okzo (a) YpsI/YpsR Bakteriyal
pseudotuberculosis hekzanoyil)-HSL (b) YtbI/YtbR kumelesme
(b) N- oktanoyil -HSL ve hareketliliginin
kontrolu

2.2. Pseudomonas aeruginosa

2.2.1. P. aeruginosa’nin genel ozellikleri

P. aeruginosa 0,5-0,8 um eninde, 1,5-3 um boyunda olabilen basil veya kokobasil
morfolojisinde bakterilerdir (Sekil 2.5). Diiz veya hafif kivrik olabilir. Spor
olusturmazlar. Gram negatif olarak boyanir. Tek polar flagellasi ile hareketlidir.
Diger Pseudomonas tiirlerinde birden fazla flagella bulunabilir (Peabody vd.,
2003).
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Sekil 2.5. P. aeruginosa’nin morfolojik yapisi (http 3)

Zorunlu aerobtur, ancak oksijen yoklugunda da ortamda elektron alic1 olarak
yeterli NO3 varsa yasamini devam ettirebilir. En iyi 37°C’de olmakla beraber, 20-
42°C arasindaki 1silarda treyebilir. Tek karbon kaynagi olarak ¢ok fazla sayida
substrati kullanabilmesi sayesinde birgok besiyerinde tireyebilir. Organik tireme
faktorlerine gereksinimleri yoktur. Tek bir karbon kaynagi varliginda
treyebilen nadir bakterilerdendir. Mikrobiyoloji laboratuarlarinda siklikla
kullanilan besiyerlerinde kolayca treyebildikleri i¢in izolasyonlar1 kolaydir. P.
aeruginosa kolonileri tli¢ farkli tipte olabilir. Dogal ortamdan, toprak ve sudan
izole edilenler kiiciik, kaba koloniler olusturur. Klinik materyellerden izole
edilenler ise iki tipte gorulir. Birinci tip biiyiik, yumusak, diiz ve kalkik kenarl
koloniler (non-mukoid) olustururken viriilensi daha yiiksek olan ikinci tipte
alginat Uretimi sonucu mukoid tipte koloniler gozlenir. Kanl basiyerinde 1-5
mm ¢apinda, yassl, buzlu cam gériuniimiinde, kenarlar1 ondiilan yapida koloniler
olusturur (Palleroni, 2003). Genellikle  hemoliz olustururlar. Eozin Metilen
Blue (EMB), McConkey agar gibi laktoz iceren besiyerlerinde laktoz negatif
koloni yaparlar. Besiyerlerinde kendisine 6zgii bir kokusu vardir. Tatlimsi
aromatik meyve, tath lizlim ya da trimetilamin kokusuna benzeyen 6zel koku, 2-
aminoasetofenon’a aittir ve P. aeruginosa’ya o6zgidir (Deretic vd., 1995; Winn

vd., 2006)

Karbonhidratlar1 fermente etmez ama glukoz, fruktoz ve ksilozdan oksidatif
metabolizma ile asit olusturur, laktoz ve siikrozdan asit olusturmaz. Oksidaz

testi glcli pozitiftir, 42°C’de lreyebilmesi ile P. fluorescens ve P. putida’dan
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ayrilir. Asetamid alkalinizasyonu pozitiftir, nitrat ve nitriti denitrifiye eder,
Simmon’s sitrat besiyerinde iireyerek pozitif reaksiyon verir, hidrojen siilfit
liretimi negatiftir. L-arjinin dehidrolaz testi pozitif, L-lizin dekarboksilaz ve L-
ornitin dekarboksilaz testleri negatiftir. Polar yerlesimli flagellas1 sayesinde
hareketlidir. Distile suda dahi iireyebilir. Diisiik pH degerlerinde (pH<4,5)

ureyemez.

2.2.2. P. aeruginosa’'nin epidemiyolojik 6zellikleri

P. aeruginosa nemli ortami sever. insanda perine, koltuk alti, kulak gibi nemli
bolgelere yerlesir. Solunum cihazlart temizlik solisyonlari, ilaglar
dezenfektanlar, kiivetler, paspaslar yerlesim yerleridir. Bulas yiizme havuzu,
jakuzi, sauna, kontak lens soliisyonlar1 gibi hastane disinda su ile ilgili

kaynaklardan da olabilir (Chiller vd., 2006).

Pseudomonas tiirleri insanlarin normal florasinda yer alabilir (Chan ve Hadley,
2001). Deride %0,2, burun mukozasinda %0-3,3, bogazda %0-6,6, diskida %?2,6-
24 oraninda goriilebilir. Hastane enfeksiyonlarinda 6nemi giderek artan bakteri,
hastanede yatan yanikli hastalarin derilerinde, solunum cihazina bagh
hastalarin alt solunum yollarinda, kemoterapi alan hastalarin gastrointestinal
sisteminde, antibiyotik alan hastalarda %50 oraninda tasiyicilig1 olabilmektedir

(Shannon ve French, 2004).

Hastane enfeksiyonuna yol acan suslarin toplum kokenlilerden farki; hastane
ortaminda yasamlarini surdurebilmeleri, hastane personelinin deri ve
mukozalarinda  kolonize  olmalar;, c¢esitli  yiizeylerde  canhliklarini
koruyabilmeleri ve antibiyotik tedavilerine bazende antiseptiklere direng
gosterebilmeleridir (Sasaki vd., 2004; Micek vd., 2007). Yapisal olarak direngli
olmasi ve yeni diren¢ mekanizmalar edinebilmesi, mikroorganizmaya hastane
ortaminda yasamini strdiirebilmesi bakimindan bir stiinliik saglar (Esel vd.,

2003).
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2.2.3. P. aeruginosa enfeksiyonlarinin patogenezi

P. aeruginosa enfeksiyonlar1 genellikle konak immiin sisteminde bir defekte
neden olan travma, cerrahi, yanik ya da katater uygulamalar1 gibi sekonder
durumlarin normal cilt ya da mukozal yiizeylerin bitiinliigiiniin bozulmasina
neden oldugu durumlarda gelismektedir. Genis spektrumlu antibiyotik
kullanimi, normal mukozal floray:1 baskilayabilir veya notropeni, kistik fibrozis,
AIDS gibi durumlarda savunma mekanizmalarinin bozulmasina neden olabilir.
Bunlarin sonucunda bakteri kolonizasyon imkani saglayabilir (Van Delden ve

Iglewski, 1998).

Kolonizasyon sonrasinda iiretilen bir¢ok hiicre dis1 viriilens faktérii doku hasari,
kan dolasimina karisma ve yayilima neden olur. In vivo calismalarla ekzotoksin
A, ekzoenzim S, elastaz ve alkali proteazin P. aeruginosa’nin viriilensinin en

yuksek seviyede sergilenebilmesi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir.

2.2.4. P. aeruginosa’'nin viriilens faktorleri

2.2.4.1. bakteri hiicre yiizeyi ile iligkili viriilens faktorleri

Flajel: P. aeruginosa’nin ylizeyinde kutupsal yerlesimli filamant6z bir uzantidir
ve P. aeruginosa’nin yluzme seklindeki hareketinden sorumlu yapidir. Flajel
patogenezde kritik bir role sahiptir, asiolaGM1 gibi yaygin membran
komponentleri araciligiyla epitel hiicrelerine baglanarak adezyonu saglar. Flajel
P. aeruginosa’nin kolonizasyonunun basarisindan sorumludur ve oldukca

immiinojeniktir (Feldman vd., 1998).

Pili (Fimbriae): P. aeruginosa’nin kisa filamantéz yiizey uzantilaridir.
Cogunlukla c¢oklu pililer mevcuttur ve pililer P. aeruginosa’da titreme
(twitching) seklinde hareketten sorumludur. P. aeruginosa’nin pilileri bakteriyel
harekette rol alan nadir prokaryotik piluslardandir. Hava yollarinda hizla

yayllmaya ve kolonizasyona yardimci olur. Flajel gibi pililerde epitel hiicre
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ylzeyinde asialoGM1 yapilarina baglanarak kolonizasyonun adezyon fazinda

onemli rol alirlar (Gupta vd., 1994).

Lipopolisakkarit (LPS): P. aeruginosa’da dis membranin i¢ yuzu tipik ¢ift kath
fosfolipid tabakaya benzese de, dis membranin dis ytizi baslica lipopolisakkarit
(LPS) tabakadan olusmaktadir. LPS tabaka, fosfolipid ikili katman i¢ine yerlesen
lipid A ve buna bagl kor polisakkaridi ve O-spesifik polisakkaridi igeren
hidrofilik kuyruktan olusur. Farkli O-spesifik polisakkarit zincirleri, esas olarak
P. aeruginosa serotiplerinin tanimlanmasinda kullanilir. Lipid A komponenti ise
pek c¢ok proinflamatuar yolakta aktiftir (Wieland vd., 2002). LPS tabaka
TLR4/CD14 veya TLR4/MD-2 reseptorlerinin taninmasi ve asialoGM1 veya
CFTR (cyctic fibrosis transmembrane conductance regulator) reseptorlerine
baglanmasi araciligiyla adezyonda rol alan o6nemli bir viriilens faktoridur

(Kipnis vd., 2006).

Aljinat: Aljinat, P. aeruginosa tarafindan uretilen ekzopolisakkarit mukoid bir
yapidir. Tekrarlayan mannuronik asit ve glukronik ait polimerlerinden meydana
gelir. Aljinat LPS gibi adezin fonksiyonu gosterir ve solunum epiteline P.
aeruginosa’nin tutunarak kolonize olmasini saglar. Aljinatin asir1 lretimi P.
aeruginosa’ylr fagositozdan, antibiyotiklerden ve hatta kazanilmis konak

yanitindan korur (Hentzer vd., 2001).

2.2.4.2. hiicre disina salgilanan viriilens faktorleri

Elastaz: Elastaz, Las A (serine proteaz) ve Las B (¢inko metalloprotez) olarak iki
formda bulunan ve Pseudomonas enfeksiyonlarinda elastini sinerjistik olarak
parcalayabilen enzimdir. Viriilensle iliskisi acik olan bu enzim elastin iceren
dokularda ve akciger parankiminde hasara neden olmaktadir. Ayrica
enfeksiyonun yayilmasi ile iligkili olarak hemorajik lezyonlardan ( ektima
gangrenozum) sorumludur. Bu enzimler (Las A ve Las B) kompenan bilesikleri
pargalayarak notrofillerin kemotaksis ve fonksiyonlarini inhibe ederler. Boylece
akut enfeksiyonlarda doku hasarina ve daha fazla yayilima sebep olurlar

(Erdem, 1999; Gillihan, 1995).
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Alkali Proteaz: Elastaz benzeri bir protein olan alkalen proteaz ise doku
hasarina ve P. aeruginosa enfeksiyonunun yayillmasina katkida bulunur. Ayni
zamanda konagin immiin cevabina engel olmaktadir. Her iki enzim (Elastaz ve
Alkalen protez) de, deride, akcigerde ve korneada nekrozlar yapar (Erdem,

1999; Gillihan, 1995).

Piyosiyanin: P. aeruginosa’nmin mavi pigment metaboliti olan piyosiyanin,
notrofillerde apopitozisi uyarmasi, konak yanitini baskilamasi ve IL-8 artisi gibi

etkilerle patogenezde rol alir (Leidal vd., 2001).

Piyoverdin: Bir siderofordur. Cevredeki demiri baglayarak P. aeruginosa’nin
metabolizmasi icin demir saglar. Ekzotoksin A’'nin lretimini diizenledigi gibi

kendi liretiminide dlizenleyerek viriilenste rol oynar (Lamont vd., 2002).

Proteaz IV: Proteaz IV, P. aeruginosa tarafindan salgilanan diger proteazlar gibi
patogenezde rol alir. Proteaz I[V'in o6zellikle P. aeruginosa Kkeratitinin
patogenezine katildigi bilinmektedir. Bununla birlikte son yillarda yapilan
calismalarda strfektan proteinleri A, D ve B'nin yikimi aracihigiyla akciger
enfeksiyonlarinin patogenezinde de etkili oldugu gosterilmistir (Malloy vd.,

2005).

Fosfolipaz C: Fosfolipaz C, ozellikle hemolitik fosfolipaz C, P. aeruginosa
tarafindan tip II salgilama sistemi araciligiyla ekstraseliiler bosluga salgilanan
bir fosfolipazdir. P. aeruginosa’min akut akciger hasar1 ve inflamasyonun
patogenezinde rol aldig1 gosterilmistir. Patojenik etkilerinin bir kismi elastaz

gibi siirfektan inaktivasyonu ile olmaktadir (Terada vd., 1999).

Ramnolipit: Hemolitik etkisi olan hemolizindir. Yapisindaki ramnoz iceren
glikolipid sayesinde biyosiirfektan etkisi gosterir. Deterjan benzeri etkisiyle
akciger stirfektani fosfolipidlerini ¢6ziiniir hale getirerek fosfolipaz C'nin etki
etmesine yardimci olur. Ayrica mukosilyer tasinimi ve silya fonksiyonlarini

inhibe eder (Salyers ve Whitt, 1994).
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Ekzotoksin A: Ekzotoksin A hiicre dis1 bir enzim olup, P. aeruginosa suslarinin
cogu tarafindan yapilir. Difteri toksini i¢in tanimlanan mekanizma ile 6karyotik
hiicrelerde (memelilerde) protein sentezini onler. Her iki toksinde adenozin
difosfat transferini katalize eder. Bu reaksiyon elongasyon faktér 2 (EF2)
inaktive edilerek protein sentezi inhibe edilir. Ekzotoksin A, 613 aminoasitten
olusan tek bir polipeptid zinciridir. Ekzotoksin A’nin biiyiik ihtimalle yanik
yaralarindaki doku nekrozundan, okiiler enfeksiyonlarda korneal hasardan ve
kronik  akciger hastaliklarinda doku hasarindan sorumlu oldugu
distinilmektedir. Saflastirlmis ekzotoksin A, hayvanlar i¢in olduk¢a
oldiricidiir. Bu toksin ayni zamanda immiinosupresif etkiye sahiptir (kopek ve

rhesus maymunlarinda).

Tip 3 salg: sistemi : Yersinia, Salmonella, Shigella ve Pseudomonas tiirlerinde
saptanmistir. Bakterilerin hedef hiicre ilizerinde por acgarak, pilus benzeri bir
olusumla iki hiicre arasinda kopri olusturdugu ve bu kopri yardimiyla efektor
proteinlerini 6karyot hiicre stoplazmasina ilettigi bir sistemdir. P.
aeruginosa’nin tip 3 salgi sistemiyle salinan toksinleri ExoS, ExoT, ExoY ve

ExoU’dur (Kipnis, 2006).

2.2.5 Biyofilm olusturma

Biyofilmin en yeni tanimi mikroorganizmalar tarafindan olusturulan, herhangi
bir ylizeye, ara ylizeye veya birbirlerine yapismalarini saglayan ve biiylime
oranlar: ile gen transkripsiyonuna bagh olarak farkh fenotip gosterebilen ve
olusturan mikroorganizmanin icinde gomuli olarak bulundugu hiicre disi
polimerik madde (EPS) olusmus matriks seklindedir (Donlan, 2002). Biyofilm
olusumu las sistemi kontroliinde gerceklesir (De Kievit vd., 2001). Biyofilm
olusumu, kati veya sivi bir yiizeye tutunma, mikrokolonizasyon, hiicre disi
polisakkarit bilesenlerin iretilmesi, bakterilerin olgunlasmasi1 ve yayilmasi

basamaklarini icerir (Sekil 2.5).
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Biyofilm Gelisimi

Sekil 2.6. Biyofilm olusum basamaklari; 1-Yilizeye tutunma, 2-Geri doniisiimsiiz
tutunma, 3-0Olgunlasma fazi-1, 4-Olgunlasma fazi-2, 5-Ayrilma, kopma (http 4)

Biyofilm icinde mikroorganizmalar1 barindiran korunaklh bir yapidir.
Mikroorganizmalar biyofilm yapisinda iken antimikrobiyal ajanlara,
antiseptiklere daha direng¢li olduklari, biyofilm bakterilerinin planktonik
hallerine gore, 10- 1000 kat daha direngli olduklar1 bildirilmistir (Douglas,
2003).

Bakteriler biyofilm tabakasindan wuzaklastirthp sivi kiltir ortamlarinda
serbestce tUretilirse, direncli olduklarn dezenfektanlara tekrar duyarl hale
gelirler. Biyofilm tlireten bakteriler antiseptik soliisyonlar icinde uzun stire canh

kalabilmektedirler.

2.3. Pseudomonas aeruginosa ve Cevreyi Algilama Sistemi

P. aeruginosa’nin hiicre disina salgiladig1 pek ¢ok virtilens etmeninin kontrolii ve
biyofilm olusumunun; birbiri ile iliskili “las” ve “rhl” olarak tanimlanan iki QS

sistemi ile kontrol edildigi gosterilmistir (Costerton, 1999). Bu sistemler
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biyofilm olusumu, elastaz (Las A ve Las B), alkalen proteaz, hidrojen siyanid,
ekzotoksin A, piyosiyanin, lektin, rhamnolipid, sigma etmen, siiperoksid
dismiitaz basta olmak iizere c¢esitli viriilens etmenlerinin Uretimini kontrol

etmektedir (Murray vd., 2007).

Las B elastazin yapimini diizenleyen ve bu nedenle de “las sistemi” olarak
adlandirilan birincil sistem; Las [ (3-o0xoC12-HSL-L, uzun zincirli AHL
sentezinden sorumlu Al sentaz geni) ve Las R (“transcriptional activator”
proteinini kodlayan gen) genlerinden olusmaktadir. Bu sistem biyofilm
olusumunu ve Las B elastaz, Las A proteaz, ekzotoksin A gibi diger ekstraseliiler
virtilens etmenlerinin en uygun diizeyde tretimini kontrol eder (Landry vd.,

2006; Baskin, 2006).

ikincil QS sistemi olan “rhl sistem” ise; rhl I (C4-HSL, Al sentaz geni, kisa zincirli
AHL) ve rhl R (“transcriptional activator” proteinini kodlayan gen)’den olusur.
Rhl AB operonunun (yonetici DNA bolgesi) yapimini kontrol eden bu sistemin,
rhamnolipid tretimi icin gerekli olan “rhamnosyltransferase” enziminin
sentezlemesini diizenlemesinin yani sira, Las B elastaz, Las A proteaz,
piyosiyanin, siyanid ve alkalen proteazin iiretiminide diizenledigi bilinmektedir

(Murray vd., 2007; Baskin, 2006).

P. aeruginosa’'nin patogenezinde rolii olan viriilens faktorleri elastaz, alkali
proteaz, Las A proteaz, fosfolipaz C, ekzotoksin A, rhamnolipid ve piyosiyanin
tretimi ve biyofilm olusumu QS ile baglantihdir (Hogardt, 2004). QS sisteminin
P. aeruginosa virilensindeki fonksiyonel onemi in-vivo hayvan modelleri ile

yapilan ¢alismalarda a¢ikga gosterilmistir (Rumbaugh vd., 2000).

Son yillarda QscR olarak isimlendirilen ticiincii LuxR homologu saptanmistir. Bu
sistemin Lasl ve Rhll'nin transkripsiyonunu diizenledigi gosterilmistir. QscR,
cesitli viriilens faktorlerinin iiretiminin diizenlenmesinde olduk¢a 6nemlidir
fakat bu diizenleme Las ve Rhl sistemlerinin her ikisinin ekspresyonunun
kontroliiye meydana gelmektedir (Hogardt, 2004). QS molekiillerinin

saptanmasinda AHL varligini inceleyen fenotipik (enzimatik) metodlarin yani
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sira las ve rhl genlerinin saptanmasinda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
temelli molekiiler yontemler kullanilmaktadir (Bazire vd., 2005; Cabrol vd.,

2003; Singh ve Greenstein, 2006).

2.4. Cevreyi Algilama Sistemi inhibitérleri

P. aeruginosa’da QS sistemi tarafindan diizenlenen gen ifadesi, bu bakterinin
antimikrobiyallere karsi toleransina ve biyofilm olusumuna katkida bulunur.
Laboratuar sartlarinda, QS sistemi, sinyal molekiillerinin alimim etkili bir
sekilde engelleyen, yeni bir siif antimikrobiyal ila¢ gelistirmek i¢in yeni bir
hedeftirr Hem dogal hemde sentetik orjinli kimyasal kiutiiphanelerle,
tanimlanmis olan birka¢ QS inhibitor bilesenlerinin, hayvan akcigerlerinde
meydana gelmis olan enfeksiyonu yok ettigi ispat edilmistir. Buna ilaveten,
bakteriyel QS sinyal molekiillerini inaktive eden birka¢ enzim tanimlanmistir.
Bu inaktivasyonun birka¢c modelde, bitki patojenlerinin QS kaynakh viriilense

bloke ettigide bulunmustur (Rasmussen ve Givskov, 20064, b).

QS sistemini inhibe eden bilesiklerin baz1 6zelliklerinin olmasi 6nemlidir. QS’i
engelleyen ideal bir bilesigin, viriilens genlerinin ekspresyonunda 6nemli bir
diistise neden olan ve diisiik molekiiler agirhiga sahip molekiiller olmasi gerekir.
Bu inhibitorlerin hem o6karyotik konaklarda hem de bakterilerde toksik yan
etkilerinin olmamasi gerekir. Ayrica QS inhibitérlerinin yiiksek organizasyonlu
konaklara dayanikli ve kimyasal olarakta kararli olmasi gerekmektedir. Bu
konuda yapilan arastirmalarin baslica amaci, sinyal molekiillerinin sentezini
inhibe ederek konsantrasyonunu diisiirmek veya sinyal molekiiliiniin hedef
genlerin ekspresyonunu aktive etmesini dnlemek olarak sayilabilir. Makrolid
grubunda yer alan azitromisinin QS inhibitori oldugu belirlenmistir (Tateda vd.,

2001).

Yapilan in-vitro c¢alismalar azitromisinin, P. aeruginosa’da elastaz ve
rhamnolipid sentezini inhibe ettigini gostermistir (Tateda vd., 1996). Ayrica
azitromisin sinyal molekiillerini kodlayan genin transkripsiyonunu %80

oraninda diisiirmekte, bunun sonucunda sinyal molekiillerinin sentezi yaklasik
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%90 oraninda inhibe olmaktadir. Dolayisiyla makrolid kullaniminin, sinyal
molekiili sentezini inhibe ederek kismen de olsa doku hasarini 6nleyebilecegi

disiintilmektedir.

Uzerinde calisilan diger bir QS inhibitorii, deniz otundan elde edilen bir
bilesiktir. Deniz otunun biyolojik olarak aktif halojenize furanon trettigi ve bu
furanonun bitki ylizeyinde yer aldigi zaman gerek prokaryotlarin gerekse
okaryotlarin bitki ylizeyinde kolonize olamadiklarnt gozlemlenmistir. Bu
bilesenlerin Gram negatiflerde AHL kaynakli cevreyi algilamay1 engelledigi
bulunmustur (Ni, 2009).

Manefield vd. E. carotovora’ da yaptiklar1 ¢alismada sellilaz, proteaz ve
karbapenem iiretimi lizerine deniz algi olan D. pulchra’dan elde edilmis olan
halojenlenmis furanonlarin etkilerini test etmislerdir. Karbapenem ve
ekzoenzim iretiminin diizenlenme mekanizmalarindaki farkliliklara ragmen
alge ait metabolitler tarafindan engellendigi bulunmuslardir. Karbapenem
tretiminin furanono bagl engellenmesi, carABCDEFGH operonun, 3-oxo-C6-
HSL’ye bagh ifadesindeki kesintiler sonucu oldugunu gostermistir (Manefield

vd., 2001).

Smith vd. P. aeruginosa transkripsiyon aktivatér proteini olan LasR’yi
etkinlestirme yetenegine sahip, yeni bir agonist olan 3-o0xo0-C12-(2-
aminosiklohekzanol) ‘yi kesfetmislerdir. QS aktivator proteinleri olan LasR ve
RhIR’ yi tekrar arastirmislar ve her iki proteinin homoserin laktona baglanma
yerlerinin ayni oldugunu bulmuslardir. Fakat bu proteinlerin farkl yapisal
motiflere sahip olduklarinida bulmuslardir. Bu antogonistlerin virtlens
faktorlerini ve biyofilm olusumunu azalttigim1 yani QS’'i inhibe ettigini

gostermislerdir (Smith vd., 2003).
Shih ve Huang (2002), biyofilm olusturma 6zelligine sahip mutant PAO1 susu ile

cevreyi algilama sistemi baskilanmis PDO 100 susuna kanamisinin etkisini

arastirmis ve sonucta yiiksek kanamisin konsantrasyonda (100mL) PAO1
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mutant susunun olusturdugu biyofilmin ¢ok az etkilendigi PDO 100 susunun
olusturdugu biyofilmin ise bu antibiyotige hassasiyet gosterdigini bulmuslardir.
QS inhibitorleri bitki ve mantar gibi kaynaklardan izole edilebilir. Mantar ve
bitkilerin, QS’i inhibe eden bilesenleri iireterek, bu bakterilerin hastalik
olusturmalarini, kolonize olmalarin1 ve bulagsmalarini azalttiklar1 gorilmistir.
(Rasmussen ve Givskov, 20064, b). Choo vd. (2006) vanilya o6ziitliyle yaptiklari
calisma ile C. violaceum’da pigment lretimini engelledigini bulmuslardir.
Genelde vanilya olarak bilinen Vanillia planifolia Andrews baharat ve g¢esni
olarak kullanilir. Bu ¢alismada vanilya ekstraktinin baz asitler, esterler, fenoller
ve hidrokarbonlar igerdigi belirlenmistir. Ana bilesenlerinin hi¢ birisinin
furanon tiirevleri ve dogal uyaricilarla yapisal benzerligi olmadig1 saptanmistir.
izole edilen bilesikler toksik furonon bilesiklerinden farkli oldugu icin giivenle
kullanilabilecegi insanlar icin bilylk bir avantaj saglamistir. Sarimsak
ekstraktin1 kullanarak P. aeruginosa’da QS sistemini engelleyen bir grup
arastirmaci, vanilya ekstraktininda bu bakterideki QS sistemini engelleyici
aktivitesiyle ilgili calismaktadir. Baska calismalarla da C. violaceum CV026’da
Lotus corniculatu (gazalboynuzu) bitkisinin QS sistemini engelleyici aktivitesi

oldugu rapor edilmistir (Bjarnsholt vd., 2005).

Boronik asit tiirevlerinin P. aeruginosa’da viriilens sistemi iizerine etkilerini
inceleyen bir ¢alisma literatiirde bulunmamakla birlikte Ni vd. (2009), Vibrio
harveyi tlizerinde yaptiklar1 bir calismada, baz1 boronik asit tiirevi molekiilleri
tek haneli mikromolar seviyede Al-2 inhibitorii olarak tespit ettiklerini

bildirmislerdir.

2.5. Quorum Sensing Sisteminin inhibisyon Mekanizmasi

Cevreyi algilama sisteminin molekiillerinin inhibisyonu ii¢ mekanizma

tizerinden saglanmaktadir.
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2.5.1 AHL sentezinin engellenmesi

Uzerinde en az arastirma yiiriitiilen yaklasim sinyal iiretiminin blokaj1 olmustur.
Onemli QS molekiillerinden birisi olan AHL, S-adenozil metiyoninden
sentezlendiginden dolay;, bu aminoasidin analoglar1 ¢evreyi algilama
molekiiliinlin sentezini 6nlemek icin denenmektedir. Bir makrolid olan
eritromisin tam bilinmeyen bir mekanizma ile ribozomal diizeyde QS sinyal
molekiliiniin sentezini engelleyebilmektedir. Gram-negatif bakterilerde 6nemli
bir sinyal molekiilii olan AHL'nin sentezinde gorevli bir enzimi inhibe eden
“triclosan” dolayisiyla bu molekiiliin sentezini de engellemis olur. P. aeruginosa
izolatlarinda yapilan bir ¢alismada, azitromisinin sinyal molekiillerini kodlayan
genin transkripsiyonunu azalttigl ve elastaz gen ekspresyonunu onleyerek
enfeksiyonun siddetini azalttigl ve alternatif bir tedavi yaklasimi sagladigi

gosterilmistir (Tateda vd., 1996).

2.5.2. AHL sinyal molekiiliiniin yikilmasi

Bakteriler arasindaki iletisimin baskilanmasi ortamdaki aktif sinyal
molekiillerinin azaltilmasi ile de gerceklestirilebilmektedir. Bu yonde yapilan
arastirmalarda bazi1 bakteri tiirlerinin AHL sinyallerini indirgedikleri rapor
edilmistir. Dong vd., yaptiklar1 bir calismada bir Bacillus tiriintin AiiA adi
verilen bir enzim aracilifl ile AHL sinyallerinin hidrolizini katalizledigini
gostermislerdir. aiiA geninin ekspresyonunun bir bitki patojeni olan E.
carotovara da AHL sinyallerini azalttig1 ve test edilen tiim bitkilerde yumusak
curiiklik hastaligini semptomlarini hafiflettigi gorilmiustir (Hentzer ve

Givskov, 2003; Dong vd., 2000).

2.5.3. AHL sinyal molekiiliiniin alinmasinin énlenmesi

QS sinyalinin alinmasini1 6nlemek amaciyla sinyal reseptdr proteinlerinin ya da
AHL analoglar araciligl ile reseptore baglanmanin azaltilmasi denenmektedir.
Bir kirmizi makro alg olan D. pulchra’nin iiretmis ve vezikiillerinde depolamis

oldugu furonon bilesikleri yapisal olarak AHL sinyal analogu olup LuxR
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proteinine baglanarak AHL'nin ayrilmasina neden oldugu ve bdylece Vibrio
ficheri'nin tedavisinde QS inhibitori olarak kullanilabilecegi bildirilmektedir

(Zhang ve Dong, 2004).
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Calisilan Boronik Asit Tiirevi Molekiillerin Yapilari

Tez ¢alismasinda kullanilmak tlizere c¢evreyi algilama sistemi inhibitor aday:
olarak 2-Nitrofenilboronik asit (2-NFBA), 4-Bromofenilboronik asit (4-BFBA), 4-
Klorofenilboronik asit (4-KFBA), 4-Fluorofenilboronik asit (4-FLFBA), 4-
Formilfenilboronik asit (4-FFBA), 4-Metoksifenilboronik asit (4-MFBA),
Metilboronik asit (MBA) ve Fenilboronik asit (FBA) molekilleri secilmistir.
Calismada kullanilan tiim ¢oziiciiler analitik niteliktedir. Bilesiklerin sentezinde
ve yapilan analizlerde kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler, Sigma-Aldrich

ve Merck firmasindan temin edilerek kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Cevreyi Algilama Sistemi Inhibitér Aday: Olarak Secilen Molekiiller

2-Nitrofenilboronik asit 4-Bromofenilboronik asit

MA: 166.93 g/mol MA: 200.83 g/mol

HO. ;-OH
OH

OH
NO, Br
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Cizelge 3.2. Cevreyi Algillama Sistemi Inhibitor Adayr Olarak Secilen

(DEVAM)

4-Klorofenilboronik asit
MA: 156.37 g/mol

HO.__OH
0. .0

Cl

4-Fluorofenilboronik asit
MA: 139.92 g/mol

HOﬁB,OH

4-Formilfenilboronik asit

MA: 149.94 g/mol

OH

I
B<
OH

O

4-Metoksifenilboronik asit

MA: 151.96 g/mol

HO\_B,OH

OCHs

Metilboronik asit

MA: 59.86 g/mol

HO.__OH
C)IB O

CHs

Fenilboronik asit

MA: 121.93 g/mol

OH

B<
OH
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3.2. Calismada Kullanilan Bakteri Suslari

Calisma sirasinda 2-Nitrofenilboronik asit, 4-Bromofenilboronik asit, 4-
Klorofenilboronik asit , 4-Fluorofenilboronik asit, 4-Formilfenilboronik asit, 4-
Metoksifenilboronik asit, Metilboronik asit ve Fenilboronik asit molekiillerinin
cevreyi algilama sistemi uzerine potansiyel inhibitor etkilerinin test edilmesi
basamaginda referans olarak QSIS1 biyosensor sus kullanilmistir. Viyolasin
pigment tUretimi testinde ise Chromobacterium violaceum 026, C. violaceum

VIR07 suslar1 kullanilmistir.

Cevreyi algillama sistemi kontroliinde gercgeklesen viriilens faktorleri tiretimi
(Elastaz ve piyosiyanin), biyofilm olusturma ve kayma hareketi iizerine, 2-
Nitrofenilboronik asit, 4-Bromofenilboronik asit, 4-Klorofenilboronik asit , 4-
Fluorofenilboronik asit, 4-Formilfenilboronik asit, 4-Metoksifenilboronik asit,
Metilboronik asit ve Fenilboronik asit molekiillerinin inhibitér etkilerinin
arastirildigi testlerde ise; P. aeruginosa PAKO1, P. aeruginosa PAKO02, P.
aeruginosa PAKO4 klinik izolatlar ile pozitif kontrol olarak P. aeruginosa PAO1
susu kullanilmistir. Calismada kullanilan o6rnekler Siilleyman Demirel

Universitesi Biyoloji Boliimii bakteri stogundan temin edilmistir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Deneysel calismalar sirasinda kullanilan bakteri suslar1 ve 6zellikleri

Sus Ad1

Ozellik

Kaynak

P. aeruginosa PAO1

PT5 orijinal tip

SDU Biyoloji Béliimii
Bakteri Stogu

Rekombinant tip
QSIS1 (Quorum Sensing Inhibitér SDU Biyoloji Béliimii
Secicisi) Bakteri Stogu
Chromobacterium Viyolasin pigmenti tretimi SDU Biyoloji Béliimii
violaceum acisindan mutant CV026 Bakteri Stogu
Chromobacterium Viyolasin pigmenti tretimi SDU Biyoloji Béliimii
violaceum acisindan mutant VIR07 Bakteri Stogu

P. aeruginosa PAK1

Kinik izolat

SDU Biyoloji Béliimii
Bakteri Stogu

P. aeruginosa PAK2

Kinik izolat

SDU Biyoloji Béliimii
Bakteri Stogu

P. aeruginosa PAK4

Kinik izolat

SDU Biyoloji Béliimii
Bakteri Stogu
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3.3. Calisilan Boronik Asit Tiirevi Molekiillerin Cevreyi Algillama Sistemi

inhibitor Ozelliklerinin Test edilmesi

3.3.1. QSIS1 (QS i¢in secici sus 1) Testi

Bu test ile biyosensor bakteri olan QSIS1 kullanilarak; 2-Nitrofenilboronik asit,
4-Bromofenilboronik asit, 4-Klorofenilboronik asit , 4-Fluorofenilboronik asit,
4-Formilfenilboronik asit, 4-Metoksifenilboronik asit, Metilboronik asit ve
Fenilboronik asit’in ¢evreyi algilama sitemi tlizerindeki potansiyel inhibitor

etkileri arastirlmistir (Rasmussen vd., 2005).

QSIS1 mutant bakterisinin 6zelligi sinyal molekiillerinin bulundugu ortamda
yasayamaylp, c¢evreyi algilama sistemi inhibitorlerinin (QSIs) etkinligini
gosterdigi ortamda yasayabilmesidir (Bjarnsholt, vd. 2010). Bu bakteri
Escherichia coli 1100’tun laktoz pozitif susuna V. fischeri'nin [uxRI QS tasiyan
pTBR2iB plazmidinin klonlanmasiyla olusturulmustur (Rasmussen vd., 2005).
luxI promotorunun kontrolii altinda hiicreye eklenen fosfolipaz A proteinini
kodlayan gen (phlA) sentezlendigi taktirde hiicrenin 6liimiine yol agmaktadir.
Eger ortamda toksik olmayan c¢evreyi algilama inhibitérii mevcut ise phlA

sentezlenemez ve hiicre gelisimine devam eder (Bjarnsholt vd., 2010).

Bu calismada ABT minimal besi ortamina %0,5 glikoz ve %0,5 kosamino asit
(2,5 mg/litre Tiamin iceren AB ortami) eklenerek ¢alisilmistir. Besiyerine ayrica
3-0x0-C6-HSL  (Sigma-Aldrich), ampisilin, 5-bromo-4-kloro-3-indoksil-D-
galaktopiranozid (X-Gal, Sigma-Aldrich), ve isopropil-D-tiyogakatozid (IPTG,
Sigma-Aldrich) son derisimleri sirasiyla 200 nM, 100 ppm, 80 ppm, ve 100 puM
olacak sekilde eklenip, icerisine gecelik QSIS1 kiiltiirinden ilave edilerek
petrilere dokiilmiistiir. Besi ortami katilastiktan sonra ortama steril pastor
pipeti vasitasiyla kuyucuklar a¢ilmis ve acgilan bu kuyucuklara son derisimi 0,1
M olacak sekilde dimetil stilfoksit (DMSO) ile ¢6ziilen 2-Nitrofenilboronik asit,
4-Bromofenilboronik asit, 4-Klorofenilboronik asit , 4-Fluorofenilboronik asit,
4-Formilfenilboronik asit, 4-Metoksifenilboronik asit, Metilboronik asit ve

Fenilboronik asit'ten 50 ul yiiklenmistir. 30 °C de 24 saat inkiibasyonun
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sonucunda olusan yesil zon pozitif olarak degerlendirilmistir. Deneyler ii¢ defa
tekrarlanmistir. DMSO negatif, patulin ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir

(Rasmussen vd., 2005).

3.3.2. Calisilan boronik asit tiirevi molekiillerin Chromobacterium

violaceum’da viyolasin tiretimine etkisi

C. violeceum tarafindan tiretilen viyolasin adli pigmentin iiretimi bu bakterinin
cevreyi algilama sisteminin kontroli altinda gerceklesmektedir. Luria Bertani
(LB) agar besiyeri iceren petri kaplarina, sivi LB besiyerinde iretilmis ve
%0.7’lik yumusak agar ile karistirllmis C6-HSL veya C12-HSL eklenmis C.
violeceum 026 veya C. violeccum VIR07 Kkiltirii yayilarak, Kkatilasmasi
beklenmistir. Katilasan besi yerinde steril pastor pipetinin arka kismi ile
kuyucuklar acilmistir. A¢ilan bu kuyucuklara farkli derisimlerde hazirlanmis 2-
Nitrofenilboronik asit, 4-Bromofenilboronik asit, 4-Klorofenilboronik asit , 4-
Fluorofenilboronik asit, 4-Formilfenilboronik asit, 4-Metoksifenilboronik asit,
Metilboronik asit ve Fenilboronik asit 50pul yiiklenerek 30 °C de 24 saat
inklibasyona birakilmistir. Patulin pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
inkiibasyon sonucunda, viyolasin iiretimi kontrol edilerek mor zeminde renksiz
bolge olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir (Mc Clean vd., 1997, Morohoshi
vd., 2007). Yani bu sistemin, kullanilan 2-Nitrofenilboronik asit, 4-
Bromofenilboronik asit, 4-Klorofenilboronik asit , 4-Fluorofenilboronik asit, 4-
Formilfenilboronik asit, 4-Metoksifenilboronik asit, Metilboronik asit ve
Fenilboronik asit tarafindan bloke edilmesi bakteri tarafindan viyolasin

pigmentinin tiretilememesi ile sonu¢lanmistir.

3.4. Cahsilan Boronik Asit tiirevi Molekiillerin Minimum iInhibisyon

Konsantrasyonunun Belirlenmesi (MiK)
2-Nitrofenilboronik asit, 4-Bromofenilboronik asit, 4-Klorofenilboronik asit , 4-

Fluorofenilboronik asit, 4-Formilfenilboronik asit, 4-Metoksifenilboronik asit,

Metilboronik asit ve Fenilboronik asit molekiillerinin MIK degerleri bu ¢alisma
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sirasinda incelenen P. aeruginosa PAO1 i¢in tespit edilmistir. Bu amacgla PAO1 5

ml LB siv1 besiyerinde 37°C’de 120 rpm’de inkiibasyona birakilmistir.

Test edilen 2-Nitrofenilboronik asit, 4-Bromofenilboronik asit, 4-
Klorofenilboronik asit , 4-Fluorofenilboronik asit, 4-Formilfenilboronik asit, 4-
Metoksifenilboronik asit, Metilboronik asit ve Fenilboronik asit molekiilleri
derisik, % 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 kat olacak sekilde dimetilsiilfoksit (DMSO) ile
seyreltilmistir. Herbir kuyucugunda 155 pL LB besiyeri bulunan 96’k
mikroplakanin yine her bir kuyucuguna 0,5 McFarland bulanikliga esdeger
bulanikliga ayarlanmis bakteri kiiltiiriinden 20’ser pl ve son derisimleri
55,500mM, 27,750mM, 13,875mM, 6,937mM, 3,468mM, 1,734mM 0,867mM ve
0,433mM olacak sekilde seyreltilen 6rneklerden 5’er pl eklenmistir. 37 °C’lik
inkiibatorde 1 gece inkiibasyona birakilmistir (Hammer vd., 1999). inkiibasyon
sonrasinda MIK degerini tespit etmek icin 6rnek sayis1 kadar LB agar besiyeri
hazirlanmistir. Petri kaplarinin lizerine derisim oranlar1 yazilarak bdlmelere
ayrilmistir. Inkiibasyon sonrasi mikroplakadaki kiiltiirler seyreltme oranina
gore, hazirlanan petri kaplarinin tizerindeki uygun bélmeye 5 pl damlatilmis ve
37 °Cde 1 gece inkiibasyona birakilmistir. Ertesi glin koloni olusup
olusmamasina bakilarak kullanilan 6rneklerin suslar tizerindeki MIK degerleri
tespit edilmistir. Kolonin gorilmedigi ilk bolme MIK degeri olarak kabul

edilmistir.

3.5. Biiyiime ve Gelisme Egrileri

MiK ile belirlenen derisimler icin 96 kuyucuklu mikroplaka kullanilarak
biiylime-gelisme egrileri olusturulmustur. Kuyucuklara 180 pl LB siv1 besiyeri
eklenmis ve 2-Nitrofenilboronik asit, 4-Bromofenilboronik asit, 4-
Klorofenilboronik asit , 4-Fluorofenilboronik asit, 4-Formilfenilboronik asit, 4-
Metoksifenilboronik asit, Metilboronik asit ve Fenilboronik asit molekiillerinin
8mM, 4mM, 2Z2mM ve 1mM derisimleri kuyucuklarda diliie edilerek
hazirlanmistir. 37°C’de inkiibasyona birakilan mikroplakalar 30 dakika
araliklarla Epoch marka mikroplaka okuyucuda 600 nm de okutulmus ve veriler

kaydedilmistir.
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3.6. Viriilens Faktorleri Uretim Testleri

3.6.1. Elastaz testi

Elastaz aktivitesini test icin Elastin Kongo Red (ECR) testi uygulanmistir
(Ohman vd., 1980). P. aeruginosa PAO1 susu ve P. aeruginosa PAK1, P.
aeruginosa PAK2, P. aeruginosa PAK4 Kklinik izolatlar1 LB besiyerinde 2mM’lik
derisimlerde  2-Nitrofenilboronik asit, 4-Bromofenilboronik asit, 4-
Klorofenilboronik asit , 4-Fluorofenilboronik asit, 4-Formilfenilboronik asit, 4-
Metoksifenilboronik asit, Metilboronik asit ve Fenilboronik asit varliginda 37°C,
120rpm de 24 saat Uretilmistir. Bu Kkiiltiirlerin stipernatantlarindan 100-uL
tizerine 900 pl ECR tamponu (100 mM Tris, 1 mM CaCl;, pH 7.5, 20 mgECR )
ilave edilmis ve 37°C'de 3 saat c¢alkalanarak inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonucunda ¢éziilmemis olan ECR santrifiij edilerek uzaklastirilmig
ve ust faz absorbans1 495nm’de Epoch marka mikroplaka okuyucuda okunarak
kayit edilmistir (Sekil 3.1.). Test sirasinda Luria Bertani (LB) negatif kontrol
olarak kullanilmistir. Sonuglar kimyasal eklenmemis kontrol ornekler ile

karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Sekil 3.1. Elastaz testinde siipernatantlarin mikroplakadaki goériintiisi

3.6.2. Piyosiyanin testi

Test edilecek bakteri suslar1 LB broth besiyerinde 37°C’de 24 saat lretilmistir.
10 ml piyosiyanin broth (PB) besiyerine, son derisimi 2mM olacak sekilde 2-
Nitrofenilboronik asit, 4-Bromofenilboronik asit, 4-Klorofenilboronik asit , 4-

Fluorofenilboronik asit, 4-Formilfenilboronik asit, 4-Metoksifenilboronik asit,
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Metilboronik asit ve Fenilboronik asit eklenmis ve 600 nm’de OD 0,05 olacak
sekilde ayarlanan bakteri Kkiiltiirlerinden ilave edilip 37°C’'de 24 saat
calkalanarak tretilmistir. PB ortaminda tretilen P. aeruginosa kiiltiirtiniin 10
ml’si 5 ml kloroform ile ekstrakte edilmis ve 1 ml organik faz temiz bir tiipe
ayrilmistir (Essar vd. 1990). Ayrilan faza, 1 ml 0,2 M HCI ilave edilerek
piyosiyanince zengin organik faz ayrimistir. Ekstrakte edilen kisimdaki
piyosiyanin miktar1 520 nm’de Epoch marka mikroplaka okuyucuda okunarak
OD sonuglar1 kayit edilmistir. Sonuclar PAO1 susuyla Kkarsilastirilarak

degerlendirilmistir.

Sekil 3.2. Ekstrakte edilen piyosiyaninin mikroplakadaki goriintiisii

3.7. Biyofilm Testi

P. aeruginosa PAO1 susu ve P. aeruginosa PAK1, P. aeruginosa PAK2, P.
aeruginosa PAK4  klinik izolatlarinda  2-Nitrofenilboronik  asit, 4-
Bromofenilboronik asit, 4-Klorofenilboronik asit , 4-Fluorofenilboronik asit, 4-
Formilfenilboronik asit, 4-Metoksifenilboronik asit, Metilboronik asit ve
Fenilboronik asit molekiillerinin biyofilm olusumuna etkisi incelenmistir.
Biyofilm testi icin O'Toole ve Kolter (1998) tarafindan tanimlanan yontem
modifiye edilerek kullanilmistir. Bu test icin 2mL’lik plastik tiipler
kullanilmistir. Her bir plastik tiipe 800uL LB broth besiyeri, 50uL 0,5 McFarland
bulanikliga ayarlanmis kiiltiir ve son derisimi 2mM olan 2-Nitrofenilboronik
asit, 4-Bromofenilboronik asit, 4-Klorofenilboronik asit , 4-Fluorofenilboronik
asit, 4-Formilfenilboronik asit, 4-Metoksifenilboronik asit, Metilboronik asit

veya Fenilboronik asit molekiillerinden biri eklenerek 24 saat 37°C de inkiibe
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edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirler dokiildiikten sonra tiipler steril
saf su ile 3 kez yikanmistir. Tiipler oda sicaklifinda kurulandiktan sonra 1 ml
%0.5 (w/v) kristal viyole ile 30 dakika boyanmis ve steril saf su ile boyanin
fazlas1 yikanmistir. Tiiplere eklenen 1 ml % 95 (v/v) etanoliin optik dansitesi
570 nm’de okunarak tespit edilmistir. Olusan biyofilm miktarlar1 kimyasal

eklenmemis 6rneklerle karsilastirilarak degerlendirilmistir.

3.8. Kayma Hareketi Testi

Test edilecek P. aeruginosa PAO1 susu ve P. aeruginosa PAK1, P. aeruginosa
PAK2, P. aeruginosa PAK4 Kklinik izolatlar1 bir gece Luria-Bertani broth
besiyerinde 37°C’ de iiretilmistir. 8g nutrient broth 1-1, 5 g bakto agar 1-1ve %
0,5 glikoz iceren kayma besiyeri icine inhibisyon etkisi arastirilan 2-
Nitrofenilboronik asit, 4-Bromofenilboronik asit, 4-Klorofenilboronik asit , 4-
Fluorofenilboronik asit, 4-Formilfenilboronik asit, 4-Metoksifenilboronik asit,
Metilboronik asit ve Fenilboronik asit molekiillerinden son derisim 2 mM olacak
sekilde eklenmistir. Her bir kiiltiir santriflij edildikten sonra siipernatantin
S5uL’si kayma besiyeri petrilerine ilave edilmis ve 37 °C’de 16-18 saat
inklibasyona birakilmistir (Rashid ve Kornberg, 2000). Kayma hareketi,
inokiilasyonun yapildigi noktadan ¢evreye dogru yayilmanin g¢apinin
Olciilmesiyle test edilmistir. Test sirasinda LB negatif ve kimyasal eklenmemis
besiyerleri pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Sonuglar  kontrol ile

karsilastirilarak degerlendirilmistir.

3.9. Verilerin Degerlendirilmesi

Tim deneyler 3 tekrarh olarak yapilmis ve elde edilen veriler P. aeruginosa
PAO1 susuyla karsilastirilarak degerlendirilmistir. Sonuclar tek yonlit ANOVA
testi ile analiz edilmislerdir. Sonuglar ile kontrol arasindaki fark p<0.05

seviyesinde istatistik olarak degerlendirimistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Boronik Asit Tiirevi MoleKkiillerinin Cevreyi Algilama Sistemi inhibitor
Ozellikleri

4.1.1. QSIS1(QS icin secici sus 1) test bulgulari

Cevreyi algilama sistemi inhibitor aday1 olarak secilen 2-Nitrofenilboronik asit,
4-Bromofenilboronik asit, 4-Klorofenilboronik asit , 4-Fluorofenilboronik asit,
4-Formilfenilboronik asit, 4-Metoksifenilboronik asit, Metilboronik asit ve
Fenilboronik asit molekiillerinin ¢evreyi algilama sistemi tizerindeki inhibitér
etkileri QSIS1 testi sonucunda kuyucuklar etrafinda mavi halka olusumu

gozlenmis ve sonuglar pozitif olarak kabul edilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Boronik asit tiirevi molekiiller (0,1 M) i¢in QSIS1 yontemi test sonuclarinin
ABT agar tlizerindeki goriintiisii (1) 2-NFBA, (2) 4-BFBA, (3) 4-KFBA, (4) 4-
FLFBA, (5) 4-FFBA, (6) 4-MFBA, (7) MBA, (8) FBA ve pozitif kontrol (K)
Patulin

4.1.2. Calisilan boronik asit tiirevi molekiillerin C. violaceum’da viyolasin
iretimine etkisi

Sinyal molekiilii varliginda pigment tiretebilen biyosensor C. violaceum 026 ve C.
violaceum VIR07 suslar1 ile yapilan test sonucu besiyeri ortamina sinyal
molekilii eklenerek hazirlanan petrilerde mor viyolasin pigment {iretimi
gozlenmis ve besiyeri lizerinde kuyucuk agilarak viyolasin pigment tretimi

lizerine inhibisyon etkisi arastirllan  2-Nitrofenilboronik  asit, 4-
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Bromofenilboronik asit, 4-Klorofenilboronik asit , 4-Fluorofenilboronik asit, 4-
Formilfenilboronik asit, 4-Metoksifenilboronik asit, Metilboronik asit ve
Fenilboronik asit molekiilleri son derisimi 0,1 M olacak sekilde kuyucuklara
yiiklenmistir. Inhibisyon etkisi kuyucuk etrafinda renksiz bolge olusumu olarak
gozlenmis ve kuyucuk etrafinda renksiz bolge olusturan molekiiller pozitif

olarak kabul edilmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. (1) 2-NFBA, (2) 4-BFBA, (3) 4-KFBA, (4) 4-FLFBA, (5) 4-FFBA, (6) 4-MFBA,
(7) MBA, (8) FBA molekiillerinin C. violaceum CV 026’da pigment iiretimine
etkisinin agar lizerindeki goriintiisti (K) Patulin

4.2. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu Belirlenen Ornekler

Derisimleri 55,500mM, 27,750mM, 13,875mM, 6,937mM, 3,468mM, 1,734mM,
0,867mM ve 0,433mM olacak sekilde seyreltmeleri yapilan 2-Nitrofenilboronik
asit, 4-Bromofenilboronik asit, 4-Klorofenilboronik asit, 4-Fluorofenilboronik
asit, 4-Formilfenilboronik asit, 4-Metoksifenilboronik asit, Metilboronik asit ve
Fenilboronik asitin P. aeruginosa PAO1 susu iizerindeki inhibisyon etkileri
arastirilmistir. Sonug olarak P. aeruginosa PAO1 susunda 2-Nitrofenilboronik
asit icin 27,75mM, 4-Bromofenilboronik asit icin 3,468mM, 4-Klorofenilboronik
asit icin  3,468mM, 4-Fluorofenilboronik asit icin 13,875mM, 4-
Formilfenilboronik asit igin >55,500mM, 4-Metoksifenilboronik asit icin
27,750mM, Metilboronik asit icin >55,500mM ve Fenilboronik asit icin

27,750mM seviyelerinde inhibisyon etkisinin olmadig1 gozlenmistir.
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4.3. Gelisme Egrileri

2-Nitrofenilboronik asit, 4-Bromofenilboronik asit, 4-Klorofenilboronik asit, 4-
Fluorofenilboronik asit, 4-Formilfenilboronik asit, 4-Metoksifenilboronik asit,
Metilboronik asit ve Fenilboronik asit molekiillerinin c¢alisma sirasinda
kullanilacak derisimlerinin belirlenmesi amaciyla mikroplaka okuyucu
kullanilarak dl¢iim yapilmis ve gelisme egrileri olusturulmustur. 0D600 nm’de
24 saat sonunda tespit edilen sonuclara gore 2 mM ve altindaki degerler
tiremenin baskilanmadigi degerler olarak tespit edilmistir (Sekil 4.3). Calismada

kullanilacak olan derisim (2mM) bu sonuglara gore belirlenmistir.
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Sekil 4.3. Calisilan boronik asit tiirevi molekiillerin P.aeruginosa PAO1 susunun gelisimi
tizerine etkisi. a) 2-NFBA, b) 4-BFBA, c) 4-KFBA, d) 4-FLFBA, e) 4-FFBA, f) 4-MFBA, g)
MBA, h) FBA

4.4. Cahisilan Boronik Asit Tiirevi Molekiillerin Bakteriyel Suslardaki

Elastaz Uretimine EtKisi

Elastaz, elastin ve kollajen gibi okaryotik proteinleri parg¢alayan ve insan
immunoglobulin G hiicrelerini inaktive eden bir metalloproteazdir (Hamood vd.,
1996). Elaztaz lasB geni tarafindan kodlanir. lasB geni, LasR-Lasl ¢evreyi
algilama sisteminin kontroliindeki LasR regiilatoru tarafindan kontrol edilir

(Passador vd, 1993).

Elastaz iretimi i¢cin 2mM derisimde 2-Nitrofenilboronik asit, 4-
Bromofenilboronik asit, 4-Klorofenilboronik asit, 4-Fluorofenilboronik asit, 4-
Formilfenilboronik asit, 4-Metoksifenilboronik asit, Metilboronik asit ve
Fenilboronik asit varliginda P. aeruginosa PAO1 susu ve P. aeruginosa PAKO1, P.
aeruginosa PAKO2, P. aeruginosa PAKO4 klinik izolatlar1 {izerinde inhibisyon
etkileri test edilmistir.

P. aeruginosa PAO1 susunun elastaz lretimi 2mM seviyesindeki inhibisyon

degerleri One-Way Anova ile analiz edilmis ve kontrol ile inhibitér maddeler
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arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Anlamli bulunan sonuglar (*) ile isaretlenmistir. Istatistiksel analiz sonucunda
en etkili inhibisyon degerleri 2-NFBA %67, 4-BFBA %44, 4-KFBA %53, 4-FFBA
%65 ve 4-MFBA %46 olarak tespit edilmistir (Sekil4.4).

0D 495

KONTROL 2-NFBA 4-BFBA 4-KFBA 4-FLFBA 4-FFBA 4-MBA MBA FBA

Sekil 4.4. P. aeruginosa PAO1 susunun elastaz liretimi

P. aeruginosa PAKO1 izolatinin elastaz liretimi 2mM seviyesindeki inhibisyon
degerleri One-Way Anova ile analiz edilmis ve kontrol ile inhibitér maddeler
arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Anlaml bulunan sonuglar (*) ile isaretlenmistir. Istatistiksel analiz sonucunda
en etkili inhibisyon degerleri 2-NFBA %65, 4-BFBA %66 ve 4-KFBA %51 olarak
tespit edilmistir (Sekil4.5).
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0D 495

KONTROL 2-NFBA 4-BFBA 4-KFBA 4-FLFBA 4-FFBA 4-MFBA MBA FBA

Sekil 4.5. P. aeruginosa PAKO1 izolatinin elastaz tiretimi

P. aeruginosa PAKO2 izolatinin elastaz uretimi 2mM seviyesindeki inhibisyon
degerleri One-Way Anova ile analiz edilmis ve kontrol ile inhibitér maddeler
arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Anlamli bulunan sonuglar (*) ile isaretlenmistir. Istatistiksel analiz sonucunda
en etkili inhibisyon degerleri 2-NFBA %60, 4-BFBA %59 ve 4-KFBA %49 olarak
tespit edilmistir (Sekil4.6).

0,5

0D 495

KONTROL 2-NFBA 4-BFBA 4-KFBA 4-FLFBA 4-FFBA 4-MFBA MBA FBA

Sekil 4.6. P. aeruginosa PAKO2 izolatinin elastaz tretimi
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P. aeruginosa PAK04 izolatinin elastaz iiretimi 2mM seviyesindeki inhibisyon
degerleri One-Way Anova ile analiz edilmis ve kontrol ile inhibitér maddeler
arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Anlamli bulunan sonuglar (*) ile isaretlenmistir. Istatistiksel analiz sonucunda
en etkili inhibisyon degerleri 2-NFBA %53, 4-BFBA %73, 4-KFBA %71 ve 4-
FLFBA %47 olarak tespit edilmistir (Sekil4.7).

0D495

KONTROL 2-NFBA 4-BFBA 4-KFBA 4-FLFBA 4-FFBA 4-MFBA MBA FBA

Sekil 4.7. P. aeruginosa PAK04 izolatinin elastaz liretimi

4.5. Calisilan Boronik Asit Tiirevi Molekiillerin Bakteriyel Suslardaki

Piyosiyanin Uretimine Etkisi

Pek ¢ok P. aeruginosa susu bakteriyal kolonilere mavi-yesil renk veren
cozunebilir fenazin tlrevi bir pigment olan piyosiyanini lretme 06zelligine
sahiptir. P. aeruginosa tarafindan tretilen diisiik molekiil agirhgina sahip olan
piyosiyanin molekiilii, 6nemli patojenite faktorlerinden birisidir. Solunum
yollarn siliyer aktivitesinin kesintiye ugramasindan ve akcigerde oksidatif ve
notrofil baglantih doku hasarindan sorumludur ve iiretimi ¢evreyi algilama

sisteminin kontrolii altinda gerceklesir (Fuqua vd., 2001).
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Piyosiyanin {retimi icin 2mM derisimde 2-Nitrofenilboronik asit, 4-
Bromofenilboronik asit, 4-Klorofenilboronik asit, 4-Fluorofenilboronik asit, 4-
Formilfenilboronik asit, 4-Metoksifenilboronik asit, Metilboronik asit wve
Fenilboronik asit varliginda P. aeruginosa PAO1 susu ve P. aeruginosa PAKO1, P.
aeruginosa PAK02, P. aeruginosa PAKO4 izolatlar: lizerinde inhibisyon etkileri

test edilmistir.

P. aeruginosa PAO1 susunun piyosiyanin tiretimi 2mM seviyesindeki inhibisyon
degerleri One-Way Anova ile analiz edilmis ve kontrol ile inhibitér maddeler
arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Anlamli bulunan sonuglar (*) ile isaretlenmistir. statistiksel analiz sonucunda
en etkili inhibisyon degerleri 4-BFBA %74 ve 4-KFBA %73 olarak tespit
edilmistir (Sekil4.8).
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Sekil 4.8. P. aeruginosa PAO1 susunun piyosiyanin iiretimi

P. aeruginosa PAKO1 izolatinin piyosiyanin tiretimi 2mM seviyesindeki
inhibisyon degerleri One-Way Anova ile analiz edilmis ve kontrol ile inhibitor
maddeler arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak anlamh
bulunmustur. Anlamh bulunan sonuclar (*) ile isaretlenmistir. Istatistiksel
analiz sonucunda en etkili inhibisyon degerleri 2-NFBA %50, 4-BFBA %69, 4-
KFBA %68, 4-FLFBA %42 ve 4-FFBA %46 olarak tespit edilmistir (Sekil4.9).
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Sekil 4.9. P. aeruginosa PAKO1 izolatinin piyosiyanin tiretimi

P. aeruginosa PAKO2 izolatinin piyosiyanin iiretimi 2mM seviyesindeki
inhibisyon degerleri One-Way Anova ile analiz edilmis ve kontrol ile inhibitér
maddeler arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Anlamh bulunan sonuclar (*) ile isaretlenmistir. Istatistiksel
analiz sonucunda en etkili inhibisyon degerleri 2-NFBA %56, 4-BFBA %54, 4-
KFBA %44, 4-FLFBA %38 ve FBA %49 olarak tespit edilmistir (Sekil4.10).
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Sekil 4.10. P. aeruginosa PAKO2 izolatinin piyosiyanin tiretimi
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P. aeruginosa PAKO4 izolatinin piyosiyanin turetimi 2mM seviyesindeki
inhibisyon degerleri One-Way Anova ile analiz edilmis ve kontrol ile inhibitor
maddeler arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur. Anlamh bulunan sonuglar (*) ile isaretlenmistir. Istatistiksel
analiz sonucunda en etkili inhibisyon degerleri 4-BFBA %68, 4-KFBA %70 ve 4-
FLFBA %43 olarak tespit edilmistir (Sekil4.11).
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Sekil 4.11. P. aeruginosa PAK04 izolatinin piyosiyanin iiretimi

4.6. Boronik Asit Tiirevi Molekiillerin Bakteriyel Suslardaki Biyofilm

Olusturulmasina EtKisi

Mikrobiyel hiicrelerin doniisiimsiiz olarak polisakkarit matriks ve ylizey ile
baglanti kurmasi ve bu yapida iireyip 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). Planktonik bakterilerin sebep oldugu akut enfeksiyonlar
antibiyotiklerle = tedavi  edilebilirken,  biyofilm  olusturan  bakteri
enfeksiyonlarinin tedavisi zor olup kroniklesmektedir (Bjarnsholt, vd., 2010).
Biyofilm olusumu las sistemi kontroliinde gerceklesir (De Kievit vd., 2001).
Biyofilm {retimi icin 2mM derisimde 2-Nitrofenilboronik asit, 4-

Bromofenilboronik asit, 4-Klorofenilboronik asit, 4-Fluorofenilboronik asit, 4-
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Formilfenilboronik asit, 4-Metoksifenilboronik asit, Metilboronik asit ve
Fenilboronik asit varliginda P. aeruginosa PAO1, P. aeruginosa PAK1, P.
aeruginosa PAK2 ve P. aeruginosa PAK4 suslari lizerinde inhibisyon etkileri test

edilmistir.

P. aeruginosa PAO1 susunun biyofilm olusturmasinda 2mM seviyesindeki
inhibisyon degerleri One-Way Anova ile analiz edilmis ve kontrol ile inhibitor
maddeler arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur. Anlamhi bulunan sonuglar (*) ile isaretlenmistir. Istatistiksel
analiz sonucunda en etkili inhibisyon degerleri 2-NFBA %36, 4-BFBA %39, 4-
KFBA %42, 4-FLFBA %30, 4-FFBA %35 ve 4-MFBA %36 olarak tespit edilmistir
(Sekil4.12).
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Sekil 4.12. P. aeruginosa PAO1 susunun biyofilm olusumu

P. aeruginosa PAKO1 izolatinin biyofilm olusturmasinda 2mM seviyesindeki
inhibisyon degerleri One-Way Anova ile analiz edilmis ve kontrol ile inhibitor
maddeler arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak anlamh
bulunmustur. Bu izolat icin istatistiksel analiz sonucunda etkili bir inhibisyon

degeri tespit edilememistir (Sekil4.13).
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Sekil 4.13. P. aeruginosa PAKO1 izolatinin biyofilm olusumu

P. aeruginosa PAKO2 izolatinin biyofilm olusturmasinda 2mM seviyesindeki
inhibisyon degerleri One-Way Anova ile analiz edilmis ve kontrol ile inhibitor
maddeler arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur. Anlamli bulunan sonuglar (*) ile isaretlenmistir. Istatistiksel
analiz sonucunda en etkili inhibisyon degerleri 2-NFBA %39, 4-BFBA %35, 4-
KFBA %33, 4-FLFBA %22, 4-FFBA %22 ve FBA %28 olarak tespit edilmistir
(Sekil4.14).
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Sekil 4.14. P. aeruginosa PAKO2 izolatinin biyofilm olusumu
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P. aeruginosa PAKO4 izolatinin biyofilm olusturmasinda 2mM seviyesindeki
inhibisyon degerleri One-Way Anova ile analiz edilmis ve kontrol ile inhibitor
maddeler arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur. Anlamli bulunan sonuglar (*) ile isaretlenmistir. Istatistiksel
analiz sonucunda en etkili inhibisyon degerleri 4-BFBA %29 ve 4-KFBA %30
olarak tespit edilmistir (Sekil4.15).
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Sekil 4.15. P. aeruginosa PAK04 izolatinin biyofilm olusumu

4.7. Calisilan Boronik Asit Tiirevi Molekiillerin Bakteriyel Suslardaki

Kayma Hareketine EtKkisi

Flagellasinin yapisindaki tip-IV pili ve rhamnolipit Uretimi sayesinde P.
aeruginosa kayma hareketi yapabilmektedir. Bunlardan birisinin eksikligi P.
aeruginosa PAO1’'in bu tiir hareketi gerceklestirememesine neden olmaktadir
(Kohler vd, 2000). Kayma hareketi aktivitesi icin 2mM derisimde 2-
Nitrofenilboronik asit, 4-Bromofenilboronik asit, 4-Klorofenilboronik asit, 4-
Fluorofenilboronik asit, 4-Formilfenilboronik asit, 4-Metoksifenilboronik asit,
Metilboronik asit ve Fenilboronik asit varliginda P. aeruginosa PAO1 susu ve P.
aeruginosa PAKO1, P. aeruginosa PAKO2, P. aeruginosa PAKO04 izolatlan

tizerinde inhibisyon etkileri test edilmistir.
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P. aeruginosa PAO1 susunun kayma hareketi faliyetinin 2mM seviyesindeki
inhibisyon degerleri One-Way Anova ile analiz edilmis ve kontrol ile inhibitér
maddeler arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur. Anlamhi bulunan sonuglar (*) ile isaretlenmistir. Istatistiksel
analiz sonucunda en etkili inhibisyon degerleri 2-NFBA %71, 4-BFBA %84, 4-
KFBA %85, 4-FLFBA %81, 4-FFBA %79, 4-MFBA %86 ve FBA %65 olarak tespit
edilmistir (Sekil4.16).
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Sekil 4.16. a) P. aeruginosa PAO1 susunun kayma hareketi petri goriintiileri b) P.
aeruginosa PA01 susunun kayma hareketi

P. aeruginosa PAKO1 izolatinin kayma hareketi faliyetinin 2ZmM seviyesindeki
inhibisyon degerleri One-Way Anova ile analiz edilmis ve kontrol ile inhibitor
maddeler arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur. Anlamh bulunan sonuclar (*) ile isaretlenmistir. Istatistiksel
analiz sonucunda en etkili inhibisyon degerleri 2-NFBA %54, 4-BFBA %388, 4-
KFBA %85, 4-FLFBA %81, 4-FFBA %77, 4-MFBA %67 ve FBA %81 olarak tespit
edilmistir (Sekil4.17).
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Sekil 4.17. a) P. aeruginosa PAKO1 izolatinin kayma hareketi petri goriintiileri b) P.
aeruginosa PAKO1 izolatinin kayma hareketi
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P. aeruginosa PAKO2 izolatinin kayma hareketi faliyetinin 2ZmM seviyesindeki
inhibisyon degerleri One-Way Anova ile analiz edilmis ve kontrol ile inhibitér
maddeler arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur. Anlamhi bulunan sonuglar (*) ile isaretlenmigtir. Istatistiksel
analiz sonucunda en etkili inhibisyon degerleri 2-NFBA %69, 4-BFBA %70, 4-
KFBA %64, 4-FLFBA %47, 4-FFBA %54, 4-MFBA %82 ve FBA %46 olarak tespit
edilmistir (Sekil4.18).
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Sekil 4.18. a) P. aeruginosa PAKO2 izolatinin kayma hareketi petri goriintiileri b) P.
aeruginosa PAKO2 izolatinin kayma hareketi

P. aeruginosa PAKO4 izolatinin kayma hareketi faliyetinin 2ZmM seviyesindeki
inhibisyon degerleri One-Way Anova ile analiz edilmis ve kontrol ile inhibitér
maddeler arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur. Anlamh bulunan sonuclar (*) ile isaretlenmistir. Istatistiksel
analiz sonucunda en etkili inhibisyon degerleri 2-NFBA %34, 4-BFBA %34, 4-
KFBA %41, 4-FLFBA %34, 4-FFBA %29, 4-MFBA %22 ve FBA %29 olarak tespit
edilmistir (Sekil4.19).
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Sekil 4.19. a) P. aeruginosa PAKO4 izolatinin kayma hareketi petri goriintiileri b) P.
aeruginosa PAK04 izolatinin kayma hareketi
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Bircok mikroorganizma tiirt sosyal bir davranis gostererek tretmis olduklar:
sinyal molekilleri aracilig ile birbirleriyle iletisim kurmakta, hiicre sayilarinin
belirli bir esik degere ulasip ulagsmadiklarini izlemekte ve yeterli ¢ogunluga
ulastiklar1 anda da viriilans faktorlerinin sentezi gibi kritik 6zellikleri kodlayan
gen ekspresyonlarini tetiklemektedir. Boylelikle, konagin bagisiklik sistemini
zamanindan Once uyarmayarak basarii  bir enfeksiyon siirecini
olusturmaktadir. Ote yandan, cevreyi algillama sistemi molekiilleri aracilig: ile
kontrol edilen iletisimin bozulmasi durumunda ise mikroorganizmalarin
koordineli davranamayacaklari ve basarili bir enfeksiyon silireci ortaya
koyamayacaklar1 agiktir. Bu yilizden bakterilerin birbirleri ve konak ile
iletisimini 6nlemek, baska bir deyisle QS sistemini inhibe etmenin daha etkili bir
yaklasim olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu konuda yapilan arastirmalarin baslica
amaci, sinyal molekiiliiniin sentezini inhibe ederek Kkonsantrasyonunu
diisiirmek, sinyal molekiiliinii hidrolize etmek veya sinyal molekiliintin hedef

genlerin ekspresyonunu aktive etmesini 6nlemek olarak sayilabilir (Camara vd.,,

2002).

insanlarda farkli tipte pek cok enfeksiyona neden olan P. aeruginosa’nin
viriilens mekanizmas1 da sinyal molekiillerinin tretimi araciligi ile g¢evreyi
algilama sistemi tarafindan kontrol edilmektedir. Bu nedenle P. aeruginosa
suslarinda bu sinyal molekullerinin liretimi viriilens faktorlerinin tretilmesi

enfeksiyonun olusturulmasi acisindan 6nem tasimaktadir.

Simdiye kadar yapilan bazi ¢alismalarla P. aeruginosa’da ve diger bazi énemli
patojen bakterilerde cevreyi algillama sistemini (QS) bloke eden bazi maddeler
tanimlanmistir. Ancak bu maddelerin konak icin toksik olmasi veya konak
tarafindan tolere edilemeyecek konsantrasyonlarda etkili olmalar1 sebebiyle
tedavide kullanilmalar1 mimkiin degildir. Tanimlanmis ¢evreyi algilama sistemi
inhibitori bilesenlerin ¢ogu insan kullanimina uygun degildir. Toksisite ve in

vivo testleri potansiyel adaylar azaltmistir. Ornegin; halojenlenmis furanonlar
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son derece toksik ve reaktif olmalar1 sebebiyle endiistride, tipta ve tarimda

kullanimlar1 mimkiin degildir.

Bu durum arastirmacilar1 konak igin toksik olmayacak yeni ¢evreyi algilama

sistemi inhibitorlerinin arastirilmasina sevketmistir.

Yapilan bazi ¢alismalar; bor bilesiklerinin bakteri, kiif, maya ve viriislere karsi
bakteriostatik, bakterisidal, fungistatik, fungisidal ve antiviral etkilerinin
oldugunu ve bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilabileceklerini gostermektedir

(Kahyaoglu vd., 2009).

Borik asit esterlerinin, mikroorganizmalara ait pek cok esansiyel enzimi inhibe
ettikleri gosterilmistir (Groziak, 2001). Boronik asitler, acil gruplarinin
transferinde rol alan enzimleri, 6zellikle de hidrolazlari; kimotripsin, tripsin,
trombin ve diger proteazlari inhibe ederler (Myung vd., 2001). Ancak boronik
asitlerin, P. aeruginosa’da cevreyi algilama sistemi lizerine etkisini inceleyen

¢alisma bulunmamaktadir.

Bu tez calismasinda boronik asit tiirevi olan 2-Nitrofenilboronik asit, 4-
Bromofenilboronik asit, 4-Klorofenilboronik asit , 4-Fluorofenilboronik asit, 4-
Formilfenilboronik asit, 4-Metoksifenilboronik asit, Metilboronik asit ve
Fenilboronik asit molekiilleri, biyosensor suslarla yapilan testler sonucunda
potansiyel inhibitér aday: olduklar tespit edilmis ve firsat¢i bir insan patojeni
olan P. aeruginosa PAO1 susu, P. aeruginosa PAKO1, PAKO2 ve PAKO4 klinik
izolatlarinin viriilens faktorlerinin (elastaz ve piyosiyanin) tretimi, biyofilm

olusturmasi ve kayma hareketi faaliyeti iizerine etkileri incelenmistir.

Cevreyi algilama taramasi i¢in tiim hiicrelerde ¢ok yararl ve pratik bir yaklasim
olan 0Ozel indikator suslar kullanilarak yapilan fenotipik biyotestlerinden
yararlanilmaktadir. Bu testler oldukc¢a hassastir ve yiiksek performansh sivi
kromatografisi (High Performance Liquid Chromatography [HPLCs]) ile sivi
kromatografi kiitle spektrometresi (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry
[LCMS]) gibi cihazlarin kullanimini gerektirmez (Kawaguchi vd., 2008).
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Bu calismada da bakterilerki cevreyi algilama sistemine boronik asit tiirevi

molekiillerin potansiyel etkisi, indikator suslar kullanilarak arastirilmistir.

Elastaz ile ¢evreyi algilama sistemi arasindaki iliski pek ¢ok calismanin konusu
olmustur. Pesci vd. (1996), P. aeruginosa’da las ve rhl sistemleri ile diizenlenen
kinolon sinyal iletim yolunun elastaz tiretimini kontrol ettigini géstermislerdir.
Bunun yaninda gevreyi algillama sisteminin inhibisyonu ile elastaz iliretiminin
azaldigr gosterilmistir (Pechere, 2001; Reimmann vd., 2002). Bu Tez
calismasinda ise 2-Nitrofenilboronik asit, 4-Bromofenilboronik asit, 4-
Klorofenilboronik asit , 4-Fluorofenilboronik asit, 4-Formilfenilboronik asit, 4-
Metoksifenilboronik asit, Metilboronik asit ve Fenilboronik asitin P. aeruginosa
PAO1 susunda, P. aeruginosa PAKO1, PAKO2 ve PAKO4 klinik izolatlarinda
elastaz iretimi uzerine etkileri 2ZmM derisimde incelenmistir. P. aeruginosa
PAO1 susunun ve P. aeruginosa PAKO2 klinik izolatlarinin elastaz turetimi
lzerine en fazla inhibitor etkiye 2-Nitrofenilboronik asitin neden oldugu
gozlenmistir. 2-Nitrofenilboronik molekiiliintin, P. aeruginosa PAO1 susunda, ve
P. aeruginosa PAKO2 klinik izolatinda elastaz tretimine inhibisyon oranlar
sirasiyla %67 ve %60 olmustur. P. aeruginosa PAKO1 ve PAKO04 klinik izolatinda
ise elastaz liretimi lizerine en yiiksek inhibisyon etkisini sirasiyla %66 ve %73

oranlari ile 4-Bromofenilboronik asit gostermistir.

Piyosiyanin tiretimi ile ¢evreyi algilama sistemi arasindaki iligkiyi inceleyen
calismalar mevcuttur. Bir ¢evreyi algilama sistemi inhibitérii olan N-oktanoyil
siklopentilamid (C8-CPA) kullanilarak yapilan bir calismada HSL iretimi
yaninda elastaz, rhamnolipid ve piyosiyanin gibi viriilens faktorlerinin
uretiminin de engellendigi gosterilmistir (Ishida vd., 2007). Benzer sekilde
Dietrich ve arkadaslar1 (Dietrich vd., 2006) piyosiyaninin cevreyi algilama
sistemi ile kontrol edilen genlerin regiilasyonunda bir sinyal molekiilii olarak
gorev aldigin1 gostermistir. Bu Tez calismasinda 2-Nitrofenilboronik asit, 4-
Bromofenilboronik asit, 4-Klorofenilboronik asit , 4-Fluorofenilboronik asit, 4-
Formilfenilboronik asit, 4-Metoksifenilboronik asit, Metilboronik asit ve
Fenilboronik asitin P. aeruginosa PAO1 susunda, P. aeruginosa PAKO1, PAK02 ve

PAKO04 Kklinik izolatlarinda piyosiyanin iliretimi lizerine etkileri 2mM derisimde
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incelenmistir. P. aeruginosa PAO1 susu, P. aeruginosa PAKO1 ve PAKO4 Kklinik
izolatlarinda en yliksek inhibisyon 4-Bromofenilboronik asit ve 4-
Klorofenilboronik asit molekiillerinde gézlenmistir. P. aeruginosa PA01 susunda
piyosiyanin liretimi i¢in inhibisyon degerleri 4-Bromofenilboronik asit i¢in %74
ve 4-Klorofenilboronik asit i¢in %73, P. aeruginosa PAKO1l izolatinda 4-
Bromofenilboronik asit i¢cin %69 ve 4-Klorofenilboronik asit i¢cin %68, PAK04
izolatinda 4-Bromofenilboronik asit i¢in %68 ve 4-Klorofenilboronik asit i¢in
%70 olarak tespit edilmistir. P. aeruginosa PAKO2 izolati1 i¢in ise inhibisyon
degerleri 2-Nitrofenilboronik asit i¢cin %56 ve 4-Bromofenilboronik asit i¢in
%54 oraninda oldugu tespit edilmistir. Sonuglara gore P. aeruginosa PAO1 susu
ve P. aeruginosa klinik izolatlarinda inhibisyon degerleri birbirine yakin olmakla
birlikte piyosiyanin {iretimi icin en etkili inbitér molekiillerin 4-
Bromofenilboronik asit ve 4-Klorofenilboronik asit oldugu ve bu molekiillerin
calisilan diger boronik asit tirevi molekiillere gore daha ylksek oranda

inhibisyon yaptig1 tespit edilmistir.

Son yillarda P. aeruginosa enfeksiyonlarinin gelismesinde biyofilm olusumu
o6nemli rol oynamakta ve nozokomiyal enfeksiyonlarda gittik¢ce artan morbitide
ve mortaliteye sebep olmaktadir. Bakteriyel biyofilmler 6zellikle dis ctiriikleri
ve osteomiyelit gibi bircok enfeksiyondan sorumludur. Bakteriyel
biyofilmlerlerin planktonik hiicrelerle kiyaslandiginda antibiyotiklere karsi bin
kat daha fazla toleransli olmasi biyofilm kaynakli enfeksiyonlarin ne kadar
onemli oldugunu gostermektedir. Bu yoniiyle biyofilm kaynakli enfeksiyonlarda
antibiyotiklerle tedavinin zor olmasi biyofilm olusumunun engellenmesi, dogal
olarak da biyofilm olusumundan sorumlu olan c¢evreyi algilama sisteminin
inhibisyonu tUzerine yapilan c¢alismalarin artmasina neden olmustur. Bu
calismada da 2-Nitrofenilboronik asit, 4-Bromofenilboronik asit, 4-
Klorofenilboronik asit , 4-Fluorofenilboronik asit, 4-Formilfenilboronik asit, 4-
Metoksifenilboronik asit, Metilboronik asit ve Fenilboronik asit molekiillerinin
P. aeruginosa PAO1 susunda, P. aeruginosa PAKO1, PAKO2 ve PAKO4 klinik
izolatlarinda biyofilm olusumu tlzerine etkileri 2ZmM derisimde incelenmistir. P.
aeruginosa PAO1 susunda ve P. aeruginosa PAKO4 Kklinik izolatinda biyofilm

olusumunu en fazla inhibe eden molekiiliin 4-Klorofenilboronik asit oldugu ve
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inhibisyon degerlerinin sirasiyla %42 ve %44 oranlarinda oldugu tespit
edilmistir. P. aeruginosa PAKOZ2 izolatinda en etkili molekiiliin %39 inhibisyon
oraniyla 4-Bromofenilboronik asit oldugu tespit edilmistir. P. aeruginosa PAKO1
izolatinda ise inhibisyon etkileri arastirilmis ancak etkili bir inhibisyon tespit

edilememistir.

P. aeruginosa li¢ tip hareket gostermektedir. Sivi ortamda flagella yardim ile
olan hareketi ylizme, kat1 ylizeyde tip IV pili yardimi ile olan hareketi titreme,
yar1 kati ortamda her iki hareket tipinin kombinasyonu ve biyosurfaktan gorevi
yapan ramnolipid yardimi ile olan hareketi ise kayma olarak adlandirilir. Bu
motilite fonksiyonlar1 bakterinin yiizeye yapismasi ve kolonizasyonu icin
gereklidir (O’'Toole ve Kolter.,, 1998). Cevreyi algilama sistemi ile motilite
arasindaki diizenleyici iliski daha once de incelenmistir. Reimmann ve
arkadaslar1 HSL blokaji yapilan P. aeruginosa suslarinda kayma hareketinin
engellendigini ancak ylizme ve titreme hareketinin mevcut oldugunu ve
bakterilerin kolonize olabildigini gostermislerdir. Bu Tez calismasinda da 2-
Nitrofenilboronik asit, 4-Bromofenilboronik asit, 4-Klorofenilboronik asit , 4-
Fluorofenilboronik asit, 4-Formilfenilboronik asit, 4-Metoksifenilboronik asit,
Metilboronik asit ve Fenilboronik asit molekiillerinin P. aeruginosa PAO1
susunda, P. aeruginosa PAKO1, PAKO2 ve PAKO4 klinik izolatlarinda kayma
hareketi faaliyeti tizerine etkileri 2ZmM derisimde incelenmistir. P. aeruginosa
PAO1 susunda, P. aeruginosa PAKO1 ve PAKO2 izolatlarinda metilboronik asit
disindaki tiim molekiillerde kayma hareketinde yiiksek oranda inhibisyon
gozlemlenmistir. P. aeruginosa PAO1 susu i¢in kayma hareketi inhibisyonunda
en etkili molekiillerin 4-BFBA, 4-KFBA ve 4-MFBA’tin oldugu ve inhibisyon
yuzdelerinin sirasiyla %84, %85 ve %86 oldugu tespit edilmistir. P. aeruginosa
PAKO1 izolatinda kayma hareketi inhibisyonunda en etkili molekiiller 4-
Bromofenilboronik asit ve 4-Klorofenilboronik asitin oldugu ve inhibisyon
oranlarinin sirasiyla %88 ve %85 oldugu tespit edilmistir. P. aeruginosa PAK02
izolat1 icin en etkili molekiiliin %82 inhibisyon oraniyla 4-Metoksifenilboronik
asitin oldugu tespit edilmistir. P. aeruginosa PAK04 izolatinda ise en etkili
inhibisyon =~ %41 oramiyla 4- Klorofenilboronik asit molekiiliinde

gozlemlenmistir.
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Sonug¢ olarak bu tez calismas1 kapsaminda P. aeruginosa’da ¢evreyi algilama
sistemi tarafindan liretimi kontrol edilen c¢esitli viriilens faktorleri lizerine
inhibisyon etkisi tespit edilen boronik asit tiirevi molekiiller ile ilgili daha 6nce
mevcut bilgi bulunmamaktadir. Bu sonuglar ilk kez bu calisma ile tespit
edilmistir. Ancak bu molekiillerin ¢evreyi algillama sistemi tizerinde nasil bir
mekanizma ile inhibisyon yaptigi heniiz bilinmemektedir. Literatiirde, Gram
negatif bakterilerdeki ¢cevreyi algilama sistemine ait ¢ok sayida yayin olmasina
ragmen konunun bu yonii ile ilgili calisma sayis1 oldukga azdir. Bakterilerin her
gecen glin antibiyotiklere gosterdikleri diren¢ ve 06zellikle bu direncin
bakterilerde goriilen bazi mekanizmalar disinda biyofilm olusumu ile de artiyor
olmas1 bakterilerle miicadelede yeni stratejilerin gelistirilmesini zorunlu hale
getirmistir. Biyofilm olusumunun enfeksiyon hastaliklarin % 80 inden sorumlu
olmast ve etkin bir tedavinin gerceklestirilmesini engellemesi yapilan
calismalar1 c¢evreyi algilama sistemi kontroliinde gerceklesen biyofilm
olusumunun inhibisyonu iizerine yogunlastirmistir. Ozellikle P. aeruginosa’nin
yapmis oldugu biyofilm kokenli akciger enfeksiyonu olan hastalarda 6zellikle de
kistik fibrozlu hastalarda 6liimlere neden olmaktadir. Bunun yaninda AIDS
hastalarinda, medikal implant uygulmasi goriilen hastalarda meydana gelen
enfeksiyonlar mortaliteyi arttirmaktadir. Doku veya organ islevlerini yerine
getirmek iizere insan vicuduna implante edilen cihazlarin uzun siire
kullanimini etkileyen nedenlerin basinda, biomalzemeden kaynaklanabilecek
enfeksiyon olasiligi gelmekte ve bu enfeksiyonlarin nedeni, bakterilerin
implante edilen cihazlarin yiizeyine tutunup tiremeleri ve kolonize olarak
biyofilm tabakasi olusturmalaridir. Bu ciddi durum karsisinda simdiye kadar
cevreyi algilama sistemi inhibisyonu iizerine yapilmis ¢ok fazla calisma
bulunmakta ve sistem tizerine inhibisyon etki gozlemek tizere ylizbinlerce bitki
ya da sentetik molekiiller denenmektedir. Bu calisma ile cevreyi algilama
sistemi inhibitori oldugu tespit edilen molekiillerin daha sonraki ¢alismalarda
yeni cevreyi algilama sistem inhibitdr adaylarinin sentezlenmesinde onci
olabilecegi, klinik dneme sahip diger patojen mikroorganizmalarda da etkili

olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Ayrica Diinyanin en biiytik bor rezervlerine sahip olan Tiirkiye, bor minerali ve
ticari boratlar uretiminde belirli bir yerde olup jeopolitik konumu ve sahip
oldugu diger degerlerle birlikte diistiniildiigiinde stratejik 6nemde bir kaynagin
basinda bulunmaktadir. Ger¢ek anlamda rekabet ustiinliigii icin ancak yiiksek
katma degerde 6zellikli bor bilesiklerinde yogunlasmay: gerektirmektedir. Bu
konu ise agirlikl olarak yiiksek bilgi icerigi ve ileri teknoloji uygulamalar1 goz
oninde bulunduruldugunda bilimsel-teknolojik yetenegin yiikseltilmesi ile
miimkiin gériinmektedir (http 5). Yapilan bu tez ¢alismasi ile bor ve bor tiirevi
maddelerin gelistirilip kullanim alanlarinin genisletilmesine katki saglayacagi

diistiniilmektedir.
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