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SORUMLU MUTASYONLARIN OLUSUMUNDAKI ROLUNUN ARASTIRILMASI

Aslmur Giilnaz OZTURK

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Evren Doruk ENGIN

Bakterilerde antibiyotik direnci hem tibbi agidan ciddi bir sorun teskil etmekte, hem de
biyoteknoloji alaninda dikkatleri iizerine c¢ekmektedir. Bakteriler antibiyotiklere antibiyotigin
kimyasal yapisini bozacak enzimler iireterek, hiicreye giren antibiyotikleri hiicre disina ¢ikararak ve
stratejik nokta mutasyonlar1 olusturup antimikrobiyallerin isleyis mekanizmalarini engelleyerek
direnebilmektedir. Giinlimiizde kullanilan antibiyotikler bakteriyel enfeksiyonlarin tedavilerinde
yeterli olamamakta ve bakterilerin ¢oklu ilag direnci gelistirmelerine neden olmaktadir. Bu nedenle
bakterilerin antibiyotik direncini sinirlandirabilmek igin biyoteknoloji alninda alternatif yontemler
diistiniilmektedir. “Quorum sensing”, bakteri hiicrelerinin hiicreye niifuz edebilen otoindiikleyici
(OI) adl kiiciik sinyal molekiilleriyle gerceklestirdikleri iletisim mekanizmasidir. Bu mekanizmanin
bakterilerin popiilasyon yogunlugu, biyofilm olusturma ve gesitli sekonder metabolitler olusturma
gibi aktivitelerinin diizenlenmesinde rol aldig1 bilinmektedir. Bakterilerin antimikrobiyal direng
gelistirmesi, gerekli mutasyonlar1 gecirebilecek bakterinin kendi metabolik aktivitelerini azaltarak
dis diinyayla aligverisini sinirlayip antimikrobiyallerin zararl etkilerinden korunakli hale gelmesiyle
miimkiin olmaktadir. Bu tez kapsaminda, Escherichia coli'de “quorum sensing” mekanizmasinin
antimikrobiyal stresi altindaki bakteride direncli fenotipe gecisteki etkisi, E. coli suslarindan
“quorum sensing” molekiilii S-adenozil homosistein (SAH) iiretebilen JM109 ve SAH {iretemeyen
DHS5a AluxS kullanilarak incelenmistir. JM109 ve DHSa AluxS suslari Minimum Inhibitor
Konsantrasyon (MIK) testi ile artan degerlerde siprofloksasine maruz birakilip gyrd ve parC
genlerinde nokta mutasyonlarin olusumu tetiklenerek incelenmistir. JIM109 susunun antimikrobiyal
stresi altinda daha hizli nokta mutasyonu yapabildigi gozlemi {izerine “quorum sensing”
mekanizmasiin antimikrobiyal direnci kazanimindaki rolii, otoindiikleyici-2 (OI-2) ifadelenmesi
ve diizenlenmesinden sorumlu /uxS'in DH5a A/uxS susuna klonlamayla komplementasyon yapilarak
bu izogenik mutantin antimikrobiyal stresi altinda direncli fenotipe gecis davranisi incelenmistir.
Olusturulan mutant suslarm OI-2 iiretebilme kapasitesi Photobacterium phosphoreum susundaki
biyoliiminesansin baz alindig1 biyolojik tayin yontemiyle de gosterilmistir. /uxS komplementasyonu
sonucu mutant DHS5o’nin kontrol suslara gore yliksek dozda siprofloksasin maruziyetinde daha
fazla koloni olusturmasi, “quorum sensing”’in bakterilerde antimikrobiyal stres altinda persistan
fenotipe gegiste onemli rol oynadigini fizyolojik olarak gostermistir.

2014, 88 sayfa
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ABSTRACT

Ankara University — Biotechnology Institute
Master's Thesis

INVESTIGATION OF THE ROLE OF QUORUM SENSING IN THE DEVELOPMENT OF
ANTIMICROBIAL RESISTANCE MUTATIONS IN ESCHERICIA COLI

Aslmur Giilnaz OZTURK

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Evren Doruk ENGIN

Antibiotic resistance in bacteria is a serious problem in medical area that biotechnology is focusing
on lately. Bacteria can show resistance against antimicrobials by secreting enzymes that can destroy
the chemical structure of the antibiotics, exporting the antibiotics from the cell before they reach the
active sites and generating point mutations in certain genes. Antibiotics that are used widely
nowadays are found to be inefficient in the treatment of bacterial infections and also causing certain
bacteria to develop multi drug resistance. Therefore it is crucial to develop alternative methods in
the biotechnology field in order to control the antibiotic resistance in bacteria. Quorum sensing is a
communication mechanism in bacteria that is carried out with small diffusible signal molecules.
This mechanism that takes advantage of these molecules with low molecular weight is known to
regulate many metabolical activities such as bacterial population density, biofilm formation and
production of many secondary metabolites. In this thesis, the role of quorum sensing in inducing the
persistant phenotype that can develop antimicrobial resistancein Escherichia coli was investigated
by using JM109 that can express autoinducer (Al) molecule S-adenosyl homocysteine (SAH) and
DHS5a DHS5a which is defective of luxS gene. IM109 and DHS5a DHS5a A/uxS strains were exposed
to ciprofloxacin via Minimum Inhibitory Concentration (MIC) test and mutations in gyr4 and parC
genes were induced. The ability of IM109 strain to develop these mutations quicker than DH5a
DH5a AluxS strain JM109 led us to a conclusion that quorum sensing had a regulatory role on the
emergence of persistent strains that can develop antibiotic resistance quickly. Therefore, we cloned
luxS gene which is responsible of expression and the regulation of AI-2 molecule to DH5a DH5a
AluxS strain and observed its transition from ordinary phenotype to persistent phenotype that can
develop corresponding mutations quickly under antimicrobial pressure by exposing this isogenic
mutant to ciprofloxacin antibiotic. Moreover, mutant strains were cultured in Luria Bertaini (LB)
medium and their supernatants were investigated to detect the presence of Al molecules by
Photobacterium phosphoreum bioluminescence. The ability of the mutant DH5a to produce more
colonies under high ciprofloxacin concentration indicates that quorum sensing has an important
regulatory role in E. coli during the transition to persistent phenotype under antimicrobial stress.

2014, 88 pages
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1 GIRIiS

Bakterilerde antibiyotik direnci hem tibbi agidan ciddi bir sorun teskil etmekte, hem de
biyoteknoloji alaninda son zamanlarda dikkatleri {izerine ¢ekmektedir. Bakteriler antibiyotiklere
kars1 antibiyotigin kimyasal yapisin1 bozacak enzimler lireterek, hiicreye giren antibiyotikleri heniiz
aktif bolgelere ulasamadan hiicre disina ¢ikararak ve stratejik noktalarda mutasyonlar olusturup
antimikrobiyallerin isleyis mekanizmalarinin 6niine gegerek gergeklestirebilmektedir!. Giintimiizde
kullanilan ¢esitli antibiyotikler bakteri kaynakli enfeksiyonlarin tedavilerinde yeterli olamamakta ve
bu bakterilerin ¢oklu ilag direnci gelistirmelerine neden olmaktadir?. Hatta kisa bir siire i¢inde
giiniimiizde kullanilmakta olan antimikrobiyallerin bircok mikroorganizmaya kars1 etkisiz kalacagi
ve antimikrobiyallerde bilinen gruplarn tiirevlendirme yoOnteminin islevsiz bir yontem haline
gelecegi diistiniilmektedir®. Bu nedenle bakterilerde antibiyotik direncini kontrol altina alabilmek

icin biyoteknolojik alanda alternatif yontemler diistiniilmektedir.

Bakteriler “quorum sensing” ad1 verilen haberlesme mekanizmasi sayesinde popiilasyon yogunlugu
ve etraftaki diger organizmalarin varligima gore belirli gen ifadelerini diizenlemekte, ¢ogalma,
antimikrobiyal olusturma, sporlanma, biyofilm olusturma gibi yasamsal faaliyetlerini denetlemekte
ve en iyi sekilde hayatta kalabilmeye ¢alismaktadir*. Onemli yasamsal faaliyetlerin bu mekanizma
tarafindan kontrol ediliyor olusu “quorum sensing” mekanizmasinin bakterilerde antibiyotik
direncini kontrol edebiliyor olacagi fikrini olusturmustur®. Bu noktadan yola ¢ikilarak “quorum
sensing” mekanizmasinin kontroliiyle bakteride antibiyotik direnci kontroliiniin de saglanabilecegi

distiniilmistir.

Genel olara “quorum sensing” mekanizmasinin ¢alisma prensibi otoindiikleyici adli diisiik agirliklh
molekiillerin salgilanmasi, bu molekiillerin aktif veya pasif sekilde bakteriyel hiicre disina
salgilanmasi ve boylece hiicre dig1 ortamda otoindiikleyici molekiillerin belirli bir konsantrasyona
erismesi ve bu molekiillerin belirli reseptdrlere baglanip ¢esitli yolaklar1 harekete gecirmesi
silsilesiyle agiklanabilir>78. Gram negatif bakterilerin “quorum sensing” yolaginda agirlikli olarak
kullanilan otoindiikleyiciler molekiil acyl homoserine lactone (AHL) adli molekiillerdir ve
homoserine lactone'a baglanmig 4-18 karbonlu acyl zincirli yapidadir. Escherichia coli'nin “quorum
sensing” mekanizmasinda kullanilan otoindiikleyici ise furanozil borat diester adli otoindiikleyici
iki molekiiliidiir®. E. coli'de iiretilen otoindiikleyici 2 molekiilii /uxS tarafindan kodlanir ve hiicre

disina salgilanir, hiicre disinda belli bir esik konsantrasyona ulagan OI-2 molekiilii bakteriyel
1



periplazmik protein LsrB'ye baglanir, alic1 hiicreler tarafindan algilandiktan sonra hiicre i¢ine alinip
IsrK enzimi tarafidan fosforile edilir, fosforile OI-2 Isr operonunun negatif regiilatorii olan LsrR'yi
baskilayarak Isr operonunu harekete gecirir®®. Lsr operonu lizerinde bulunan genler ABC tasiyici
proteinlerini harekete gecirip OI-2 molekiillerinin hiicre i¢ine alinmasinmi siirekli hale getirir ve
hiicre i¢inde OI-2 molekiillerinin gerekli islemlerden geg¢irilmesini saglar, modifiye edilen
otoindiikleyici 2 molekiilii ¢gesitli genlerin ¢aligmasini tetikleyerek veya bazi genlerin ¢aligmalarini

durdurarak aktivite gosterir>7-19,

“Quorum sensing” mekanizmasinin bloke edilmesi “quorum quenching” olarak bilinmektedir, ve
bakterilerde viriilans faktorii olusumunun “quorum sensing” aracili bir durum olmast ve “quorum
sensing” mekanizmasinin modiilasyonu yoluyla mikroorganizmay: Oldiirmek yerine viriilans
gostermesinin engellenmesi klasik antimikrobiyal tedavilerine iyi bir alternatif olabilir!!. “Quorum
sensing” mekanizmasinin kontrol altina alinmasi ic¢in ¢esitli yontemler gelistirilmesi ve bu
yontemlerle bakteride antibiyotik direnci kontrolii biyoteknolojik ac¢idan biiylik 6nem tasimaktadir.
Bu yontemle bakteri ¢ogalma kinetiklerinden bagimsiz olarak viriilans fenotipinin ortaya ¢ikisinin
engellenip uzun vadede bakteriyel enfeksiyonlarin tedavi maliyetlerini ve siirelerini azaltmak

hedeflenmektedir.

“Quorum  sensing”  yoluyla  bakterilerde  birgok  hayatsal faaliyetin  kontroliiniin
gerceklestirilebilecegi literatiirde gosterilmis olsa da “quorum sensing” ve antibiyotik etkisinin
iligkilendirildigi deneysel c¢alismalar yeterince bulunmamaktadir!®!'!. Literatiirde simdiye kadar
yapilan ¢alismalar “quorum sensing” mekanizmasinin ¢esitli bakterilerde derinlemesine
arastirilmasi ve bu mekanizmanin ne gibi yasamsal faaliyetleri kontrol ettiginin ortaya ¢ikarilmasi
lizerine olmustur, fakat “quorum sensing” mekanizmasinin, segici baski altindaki bakteride olusan
mutasyonlar iizerindeki rolii ile ile ilgili ¢aligmalar bulunmamaktadir. Bu anlamda, “quorum
sensing”in bakteride antimikrobiyal secgici baskisi altinda bulunmanin mutasyon hizinda etkili
oldugunun tespiti ayn1 zamanda bu mekanizmanin bakterideki antimikrobiyal direncinde biiyiik rol
oynadiginin gostergesi olacaktir. Bu nedenle bu ¢alismanin bakteriyel antibiyotik diren¢ kontroliine

farkl bir bakis acis1 getirecegi diisliniilmektedir.

Patojenik bakterilerle miicadelenin klasik antibiyotiklerle daha fazla devam edemeyecegi artik

anlagilmistir, bu nedenle antimikrobiyallere alternatif segeneklerin gelistirilmesi ve bakteriyel
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enfeksiyonlarin tedavilerinde bir an 6nce kullanilabilir hale getirilmesi gerekmektedir. Bu kapsamda
bakterileri, antimikrobiyallere karst gdsterdikleri kadar hizli bir sekilde direng gosteremeyecekleri
yontemlerle alt etmek gerekmektedir, bunun icin gelecekte patojenik bakterilerle savasta “quorum
quenching” yontemlerinden yararlanilmasi oldukga umut verici olacaktir’”.  Quroum sensing
mekanizmasinin bakteri viriilansin1 biiyiik 6lciide kontrol ettigi bilinmektedir, bu nedenle “quorum
sensing” mekanizmasi i¢in ¢esitli inhibitorler gelistirilmesi biyofilm olusumunda, bakteri ¢cogalma

hizinda ve dolayisiyla viriilans kontroliinde oldukga etkili olacaktir-1°,



2 KURAMSAL TEMELLER

2.1 Eschericia coli'de Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari

2.1.1 Antimikrobiyaller ve Etki Mekanizmalar

Antibiyotik, diger adiyla antibakteriyel ilk olarak 1942 yilinda "bakterilerin veya bagka
mikroorganizmalarin iiremelerini ve metabolik aktivitelerini durdurabilen mikrobiyal kokenli
kimyasal madde" olarak tanimlanmustir!2. Hastalik kaynag1 bakterileri 6ldiirmek veya iiremelerini
engellemek i¢in iiretilen veya elde edilen antibiyotikler penisilin ve siilfonamidin hayatimiza girdigi
1940'l1 yillardan beri yaygin bir sekilde kullanilmakta ve gelistirilmektedir!>!?. Giiniimiizdeki
antibiyotiklerin bir kism1 dogal olarak elde edilirken bir kism1 kimyasal reaksiyonlar sonucu elde
edilmektedir'>'#. Antibiyotiklerin en genel siniflandirilmasi bakterisidaller ve bakteriyostatikler
olarak yapilmaktadir'3!3. Bakterisidal antibiyotikler bakterileri 6ldiirmek igin kullanilir ve temizlik
ve laboratuarlarda kullanilan dezenfektan ve antiseptik gibi maddeler de bakterisidal olarak
bilinirler’>. Buna karsilik bakteriyostatikler bakterileri 6ldiirmeyip sadece g¢ogalmalarina engel
olurlar’>. Bu iki smif altinda antibiyotiklerin gruplandirilmasi etki mekanizmalarina, kimyasal

yapilarina veya aktivite spektrumuna gore yapilmaktadir'3.

Aminoglikozidler: Aminoglikozidler modifiye amino grubu igeren seker molekiilleridir'®. Yaygin
olarak kullanilan aminoglikozidler arasinda amikasin, kanamisin, paromomisin, streptomisin,
neomisin, gentamisin gibi antibiyotikler bulunmaktadir'3>. Aminoglikozidlerin bakterilerin protein
sentez mekanizmasini 30S bakteriyel ribozoma tersinmez sekilde baglanarak sekteye ugrattig
bilinmekle birlikte bakterinin transkripsiyon ve translasyon mekanizmalarina miidahale ettigi,
ayrica bakteri hiicre duvarmin stabilitesini bozdugu gosterilmistir!>1¢, Aminoglikozidler kullanilan

dozaja gore bakterisidal veya bakteriyostatik olarak rol oynamaktadir!®.

Ansamisinler: Ansamisinler antimikrobiyal 6zellik gosteren sekonder metabolitlerdir ve bazi
bakteriyofajlara karsi da antiviral ozellik gosterdigi bilinmektedir!”. Yaygin olarak kullanilan
ansamisinler streptovarisin ve rifamisinlerdir'’. Ansamisinlerin bakteriyel RNA polimeraza
baglanma egilimlerinin biiylik olusu bakteriyel DNA sentezini olumsuz etkilemektedir, fakat bu

baglanmanin RNA sentezinin baslangicindan dnce gergeklesmesi gerekmektedir ¢linkii ansamisinler
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baglamis RNA sentezine engel olamazlar!”-'8, Ansamisinler lepra ve tiiberkiiloz hastaliklarinin

tedavilerinde kullanilmaktadir!3.

Karbapenemler: Kabapenemler genis spektrumlu etkiye sahip olan beta laktam antibiyotiklerdir ve
bir¢ok bakteriyel kaynakli hastaligin tedavisinde son ¢are antibiyotik olarak kullanilmaktadir!.
Beta laktam antibiyotikleri yapilarinda beta laktam halkasi igeren molekiiler yapi gosterirler!3.
Karbapenemler bakterinin hiicre duvart sentez mekanizmasini engelleyerek bakteri ¢ogalmasina
miidahale eder!®. Yaygin olarak kullanilan karbapenemler imipenem, meropenem, doripenem ve

biapenem gibi antibiyotiklerdir!>!°.

Sefalosporinler: Sefalosporinler de Karbapenemler gibi beta laktam antibiyotikleridir ve beta
laktam antibiyotiklerinin bakteri hiicre duvari sentezini engelleyen mekanizmasiyla calisan
bakterisidal antibiyotiklerdir'®>. Yaygin olarak kullanilan Sefalosporinler ceclor, cefoxidin,

cephamicin ve cefoxitin antibiyotikleridir!3.

Glikopeptidler: Glikopeptid antibiyotikler genelde Gram pozitif bakterilere etki eden, sekonder
metabolit Urinii ribozomal olmayan peptidlerdir!*»?°. Yaygin olarak kullanilan glikopeptid
antibiyotikler vancomycin, telavancin, decaplanin ve bleomycin antibiyotikleridir?. Glikopeptid
antibiyotikler bakteriyel hiicre duvar1 sentezini peptidoglikan iiretimini engelleyerek durdurur?.
Glikopeptid antibiyotikler toksik yan etkilerinden dolay1 sadece beta laktam hassasiyeti gdsteren

veya enfeksiyonun tehlikeli boyutlara ulastig1 hastalarda kullanilmaktadir!3-20.

Linkozamidler: Linkozamidler bakterinin biiyiik ribozom alt {initesine baglanip peptidil transfer
reaksiyonuna engel olup protein sentezini durdurarak etki eden bakteriyostatik antibiyotiklerdir?!.
Linkozamidler bakteriyel ribozomdan yapisal olarak farkli oldugu icin insan ribozomuna
baglanamaz, bu nedenle insanda protein sentezi mekanizmasi linkozamidlerden zarar gérmeden
devam eder!32!, Linkozamidlere direng gosteren bakteriler ribozomlarmim 23S alt iinitelerindeki
baglanma bdlgelerinde metilasyon modifikasyonuna sahip olup linkozamid antibiyotiklerinin

baglanmalarini engelleyebilmekte, boylece zarar gormeden konakta gelisebilmektedir?!.

Lipopeptidler: Lipopeptid antibiyotikler bakteriler tarafindan {iretilen peptide bagh lipid
5



molekiilleridir ve genellikle Gram pozitif bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar: tedavi etmek i¢in
kullanilir'322, Bakterisidal lipopeptid antibiyotikler bakterilerin hiicre zarinda depolarizasyona
neden olup hiicre zarinin potansiyelini kaybetmesine, ve sonug¢ olarak bakteri metabolizmasinin
zarar goOrlip O6lmesine neden olmaktadir'*??, Yaygm olarak kullanilan lipopeptid antibiyotikler

surfactin, daptomycin ve caspofungin antibiyotikleridir??.

Makrolidler: Makrolid antibiyotiklerin molekiiler yapis1 makrolid halkalarina eklenmis bir veya
daha fazla deoksi sekerinden olusur ve Gram pozitif bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilir?!. Yaygin olarak kullanilan makrolid antibiyotikler erythromycin, spiramycin,
telothromycin ve josamycin antibiyotikleridir'3-?!. Makrolid antibiyotikler peptidil transferazi inhibe
ederek ve ribozomal translokasyonu engelleyerek bakteriyel protein sentez mekanizmasinin

calismasini engellerler?!.
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Sekil 2. 1. Yaygin olarak kullanilan Makrolid ve Linkozamidlerin molekiiler yapilari?!.

Monobaktamlar: Monobaktamlar beta laktam antibiyotik sinifinda olup Gram negatif bakterilerin
neden oldugu enfeksiyonlarin tedavilerinde kullanilmaktadir'323. Yaygin olarak kullanilan

monobaktam antibiyotikler aztreonam, tigemonam, tabtoxin ve nocardicin A antibiyotikleridir?3.

Nitrofuranlar: Nitrofuranlar genel olarak kronik idrar yolu enfeksiyonunun ve tiiberkiilozun
tedavisinde kullanilan sentetik antibiyotiklerdir ve bakteride DNA ve RNA sentezinde gorev alan
enzimleri inhibe ederek etki eder’*?S. Yaygmn olarak kullanilan nitrofuran antibiyotikler

furalozidone, nitrofuratonin, nifurquinazol ve nifurzide antibiyotikleridir?*.

Oksazolidinonlar: Oksazolidinonlar Gram pozitif bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin
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tedavilerinde kullanilan sentetik antibiyotiklerdir!>?¢. Oksazolidinon antibiyotikleri bakterilerde N-
formylmethionyl-tRNA'nin ribozoma baglanmasini engelleyerek protein sentezi inhibitorii olarak
gérev yapar®®. Yaygm olarak kullanilan oksazolidinonlar linezolid, cycloserine, torezolid ve

posizolid antibiyotikleridir!3-2°,

linezolid F N D

Sekil 2. 2. Oksazolidinon antibiyitoklerinden linezolid molekiiler yapisi'3.

Penisilinler: Penisilinler Penicillium fungi'den tiiretilmis olan beta laktam antibiyotikleridir ve
Gram pozitif bakterilerin neden oldugu frengi gibi dliimciil hastaliklarin tedavisinde kullanilmig
olan tarihsel 6neme sahip bir antibakteriyeldir!*?7-?%, Yaygin olarak kullanilan penisilinler penisilin
G, procaine penisilin, penisilin V ve benzathine penisilin antibiyotikleridir?®. Diger beta laktam
antibiyotikleri gibi penisilinin de bakteriyel hiicre duvari sentezini inhibe eden bir etki mekanizmasi
mevcuttur'3, Penisilinin beta laktam halkast DD transpeptidaz enzimine baglanip, bu enzim
tarafindan katalizlenen hiicre duvari monomerlerinin ¢apraz baglanma islemini, dolayisiyla yeni
hiicre duvari olusturmasini engeller?®. Hiicre boliinmesi sirasinda mevcut hiicre duvari hidrolize
olmaya devam ederken yeni hiicre duvari olusmamasi bakterinin ozmotik basing dolayisiyla

parcalanip 6liimiine neden olur?’.

Polipeptid Antibiyotikler: Polipeptid antibiyotikler protein olmayan polipeptid zincirler igeren
molekiiler yapilara sahip, klasik antibiyotiklerden farkli etki mekanizmalarma sahip yeni nesil
antibiyotiklerdir’®3!. Yaygin olarak kullanilan polipeptid antibiyotikler bacitracin, actinomycin,
polymyxin B ve colistin antibiyotikleridir!3. Polipeptid antibiyotikler pozitif yiike sahiptirler ve
negatif ylklii bakteri hiicre zar1 yiizdeyindeki iki katmanli fosfolipid yapiyla etkileserek hiicre
zarmin biitiinliigiinii ve gegirgenligini bozarlar3!. Polipeptid antibiyotikler memeli hiicre zarindaki
fosfolipid yapisinin zwitterionik yiik durumundan dolayr memeli hiicre zarmma entegre olamaz3'.

Polipeptid antibiyotikler bakteri hiicre zariyla etkilesime girebilmek i¢in spesifik bir reseptore
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ihtiya¢ duymadiklarndan dolayr bakterinin mutasyon yoluyla hiicre zar1 ylizeyi reseptorlerinde

modifikasyonlar olusturup antibiyotik direnci kazanmasi miimkiin olmamaktadir3%3!,

Kinolonlar: Kinolonlar antibiyotik direnci kazanmis olan bakterilerin neden oldugu zatiirre gibi
agir enfeksiyonlarin tedavilerinde kullanilan genis spektrumlu sentetik antibiyotiklerdir3?. Yaygin
olarak kullanilan kinolonlar ciprofloxacin, nalidixic acid, ofloxacin, norfloxacin, levofloxacin ve
enoxacin antibiyotikleridir’?>. Kinolonlar, bakterideki rolii DNA replikasyon sirasinda olusan
replikasyon ¢atali nedeniyle gerilen ¢ift sarmal yapisindaki pozitif dongiileri negatif dongiilere
cevirerek zincirlerin gerilmesine engel olmak olan olan topoizomeraz II ve hiicre bdliinmesi
sirasinda plazmit replikasyonu asamasinda eski ve yeni olusturulmus plazmitlerin birbirinden
ayrilmasint miimkiin kilip hiicrenin bodliinmesine olanak saglayan topoizomeraz IV enzimlerini
inhibe ederek bakteriyel DNA'da kiriklar olugmasina, dolayisiyla bakterinin Gliimiine neden
olurlar®?-33, Bakteriler kinolon abtibiyotiklerine kars1 ¢ok hizli bir sekilde direng kazanabilmektedir,
bunun nedeninin kinolonlarin acil durumlar disinda ve yanlis dozlarda kullanimi oldugu

diistiniilmektedir33-34,

Siilffonamidler: Siilfonamid antibiyotikler siilfonamid fonksiyonel grubu iceren sentetik
antibiyotiklerdir ve bakteride folat sentez yolaginda gorev alan ve sadece bakteride sentezlenen
dihidropteroat sentaz enziminin rekabetgi inhibitoriidiir'3-33. Digaridan alinamamasi dolayisiyla folat
retimi olmadig1 siirece bakteri hayatta kalamamaktadir®. Yaygin olarak kullanilan siilfonamid

antibiyotikler sulfamethoxazole, sulfadiazine, sulfadoxine ve sulfisomidine antibiyotikleridir3>.

Tetrasiklinler: Tetrasiklinler bel soguklugu, sarbon ve tularemi gibi hastaliklarin tedavilerinde
kullanilan genis spektrumlu sentetik antibiyotiklerdir!33¢, Tetrasiklin antibiyotikler bakteride protein
sentezini inhibe edecek sekilde aminoagil tRNA'nin mRNA ve ribozom kompleksine baglanmasini
engeller'31532,  Yaygin  olarak  kullanilan tetrasiklinler  chlortetracycline, doxycycline,

demeclocycline ve minocycline antibiyotikleridir3®.



Sekil 2. 3. Tetrasiklin molekiil yapisi3°.
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2.1.2 Diren¢ Mekanizmasi Olarak Antibiyotik Parcalayic1 Enzimler

Ortamlaria antibiyotik verildiginde bakteriler ¢esitli sekilde direnis gostererek hayatta kalmaya
calisir. Bu direnis yontemlerinden biri verilen antibiyotigin kimyasal yapisini bozacak enzimler

uretmektir.

Escherichia coli tarafindan iiretilen ve beta laktam antibiyotiklerin kimyasal yapilarindaki beta
laktam halkasini kirarak antibiyotik 6zelliklerini kaybetmelerine neden olan beta laktamaz enzimleri
antibiyotiklere karsi enzimatik direnise &rnektir’’. Ilk olarak kesfedilen beta laktamaz E. coli
tarafindan tretilen ve hiicre digina salgilanan penisilinaz enzimidir ve sadece penisiline etki

edebilen yapidadir'3-37.
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Sekil 2. 4. Beta laktamaz enziminin beta laktam halkasini parcalayip antibiyotigi etkisiz hale
getirmesi reaksiyonu!'3,

wi L
sl _L

E. coli'nin iirettigi beta laktamazlar genel olarak plazmitlerdeki TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 genleri

tarafindan kodlanir ve kodlandiklar1 genlere gore simflandirilirlar3®.

TEM-1 beta laktamazlar Gram negatif bakterilerce, en ¢cok E. coli ve Klebsiella pneumoniae
tarafindan iretilir ve bu organizmalarin ampisiline kars1 direng gostermelerini saglar®®. SHV-1 beta
laktamazlar genel olarak Klebsiella pneumoniae tarafindan fretilir ve ampisilin direncinin
sorumlusudur®®. CTX-M beta laktamazlar TEM-1 ve SHV-1 beta laktamazlardan farkli olarak
patojenik Kluyvera tiirlerinden kazanilmis genlerin sonucu olarak {iretilirler ve sefalosporin tiirii

antibiyotiklere kars1 direng saglarlar!340.

Gittikge artan beta laktam antibiyotik direnci bakteriyel enfeksiyonlarin beta laktam antibiyotiklerle
11



tedavilerini zorlastirmaktadir, bu nedenle bu antibiyotiklerle birlikte beta laktamaz inhibitorler de
tedavi siirecinde kullanilmakta ve tedaviyi daha etkin kilmaktadir’’. Clavulanic asit ve Sulbactam
gibi maddeler beta laktamaz inhibitorlerine ornektir. Fakat bakterinin Genisletilmis Spektrumlu
Beta Laktamazlar liretmesi sonucu hem antibiyotikler hem de beta laktamaz inhibitorleri bir derece
etkisiz kalmaktadir?’3%4%, Genisletilmis Spektrumlu Beta Laktamazlar TEM-1, TEM-2 ve SHV-1
genlerindeki mutasyonlarin  {iretilen beta laktamazlardaki aktif bdlge amino asitlerin
konfigiirasyonlarim1 degistirmesi sonucu ortaya ¢ikar, ayrica séz konusu plazmitler baska
antibiyotiklere kars1 da direng genleri tasimalar1 nedeniyle Genisletilmis Spektrumlu Beta Laktamaz

tiretebilen bakterilerin neden oldugu hastaliklari tedavi etmek oldukg¢a zordur?’.
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2.1.3 Diren¢ Mekanizmasi Olarak Disar1 Akis Pompalari

Bakterilerin antibiyotiklere kars1 gosterdikleri diren¢ mekanizmalarindan bir digeri hiicreye giren

antibiyotikleri heniiz aktif bolgelere ulasamadan hiicre digina gikarmaktir*!.

Disar1 akis pompalart her organizmanin hiicre zarinda bulunmakta olup enerji harcayarak veya
elektrokimyasal potansiyel farkindan yararlanarak aktif tasima yaparlar. Bakteriyel disar1 akis

pompalari kullanilan enerji tiirline ve aminoasit dizisi farklihigia gore bes kategoriye ayrilmigtir?.

Major Facilitator Superfamily (MFS) disar1 akis pompalar1 bakteri, arkeler ve 6karyotlarda bulunan,
hem hiicre i¢ci hem de hiicre dis1 tasima saglayan hiicre zar1 proteinleridir®>. MFS disar1 akis
pompalar1 hiicre i¢ine ve disina basit seker, amino asit, ilag, Krebs dongiisii metabolitleri ve bir¢ok
organik ve inorganik materyal tasinmasini saglar®>*3. ATP Binding Casette (ABC) tasiyici pompasi
Adenozin Trifosfat (ATP) enerjisinden yararlanarak c¢aligir ve hiicre i¢ine ve digina metabolik iiriin,
ilag, lipit ve sterol tasirlar®®. Small Multidrug Resistance (SMR) protein ailesi bakteride ilag ve
metabolit tagimaktan sorumludurlar ve birgok homologu bulunmaktadir**. Resistance-nodulation-
cell division superfamily (RND) digsar1 akis pompalart Gram negatif bakterilerde antibiyotik
direnciyle en c¢ok iliskilendirilmis disar1 akis pompalaridir ve ayrica “quorum sensing”

mekanizmasinda gorev alan tiriinlerin de tasinmasindan sorumludur®?.

13
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Sekil 2 5. Escherichia coli'"de RND disar1 akis pompasi*?.

Coklu Antimikrobiyal Cikarma protein ailesi disar1 akis pompalar1 (CAC) hiicreden ilag ve sodyum

taginmasinda gorev alir ve bakteride, arkelerde ve 6karyotlarda bulunurlar2.

Disar1 akis pompa proteinlerinin normal diizeyden daha fazla ifade edilmesi bakteriye bircok ilag,
kimyasal, boya ve dezenfektan maddeye karsi koruma saglar®. Disar1 akis pompalari
antimikrobiyal ajanlar1 bakteri hiicresinin digina atip bakteriye hayatta kalmak icin daha uzun siire
taninmasini saglarken, bu sirada mutasyon igeren disar1 akis pompa genlerinin bulundugu plazmiti
iceren bakterilerin ortamda birikip ¢cogunluk saglamasini, ve bdylece avantajli popiilasyonun 6ne
cikmasini saglar*!. Disar1 akis pompa genlerinde mutasyon bulunan E. coli suslarinin yabanil tip E.
coli suglarma gore 1000 kat daha hizli florokinolon antibiyotik direnci gelistirdigi gosterilmistir®>.
Simdiye kadar E. coli'"de tamimlanmis olan disar1 akis pompa proteinlerinden en énemlileri AcrAB-
TolC, AcrEF-TolC, EmrB ve EmrD proteinleridir®®. Bakteriyel digar1 akis pompa proteinleri her
tiirlii antimikrobiyal ajan1 hiicre disina atabilecek 6zellikte oldugu gibi sadece bazi antimikrobiyal
ajanlar1 hiicre digina atabilecek Ozellikte de olabilir*!*3. Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda E.
coli'deki AcrAB pompa proteinlerinin bir¢ok ilag, boya ve kimyasali hiicre disina etkili bir sekilde
atabildigi gosterilmistir, fakat AcrAB-TolC pompa protein kompleksinde mutasyon bulunan E.

14



colimin, Ozellikle eritromisin ve klaritromisine karsi asir1 hassasiyet gostermis, fakat telitromisin
antimikrobiyaline hassasiyet gdstermemistir*’*3, Yine E. coli'de bulunan ve Major Facilitator
protein ailesine ait olan EmrAB pompa proteininin nalidiksik asit ve tiolaksomisin gibi bircok

yabanci maddeyi hiicre digina atabildigi gosterilmistir®3.

Bakteriyel disar1 akis pompalarinin bakteri kaynakli enfeksiyonlarin tedavilerinin 6niine gegmemesi
amaciyla cesitli ¢oziimler gelistirilmistir. Bunlardan biri disar1 akis pompalarin1 ekarte edecek
kimyasal yapida antibiyotikler tasarlamaktir, bdylece hiicre igine alman antibiyotik disar
atilamayacak ve aktif bolgeye ulasabilecektir*®. Ikinci olarak ilgili disar1 akis proteinlerinin ifade
seviyelerini diistirecek stratejiler gelistirilebilir, ¢linkii bilindigi lizere disar1 akis pompa protein
ifade seviyeleri o bakterinin belli antimikrobiyal ajanlara hassasligini belirlemektedir*®. Son olarak
disar1 akis pompalarini inhibe etmek amaciyla hiicre zarindaki elektrokimyasal potansiyeli diizensiz
hale getirecek carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP) gibi kimyasallar kullanilmasi
soz konusu olabilir*®, Goriilmektedir ki bakterinin antimikrobiyal direnci gelistirmesinde disar1 akis

pompa proteinlerinin rolii biiyiikdiir.
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2.1.4 Diren¢ Mekanizmasi Olarak Stratejik Mutasyonlar

Antibiyotik parcalayici enzimler ve disar1 akis pompalarinin disinda bakterinin antimikrobiyallerle
savasmasi i¢in hala birka¢ ¢oziimii mevcuttur. Bu ¢ozlimler stratejik noktalarda mutasyonlarin

olusturulup antimikrobiyallerin isleyis mekanizmalarinin oniine gegilmesi seklindedir.

Gram pozitif ve negatif bakteri kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan bakteriyostatik
kloramfenikol, bakteriyel ribozomda 50S ribozomal alt {initesne geri doniisiimsiiz olarak baglanip
peptidil transferaz enziminin aktivitesini inhibe ederek, yeni {liretilecek olan proteinde peptit
baglarinin olusumunu engelleyecek sekilde c¢alisir'3#7. Escherichia coli'de 50S ribozomal alt
tinitesindeki mutasyon kloramfenikol aktivitesini engelleyerek bakteride protein sentezinin devam
etmesini saglar'3. Bu konformasyonal degisiklik ribozomal genlerin toplandigi bolgedeki strAd'daki

mutasyondan kaynaklanmaktadir®s.

Florokinolonlar bakteride tip II topoizomeraz olan DNA giraz aktivitesini engelleyerek aktivite
gosteren genis spektrumlu antibiyotiklerdir®. E. coli DNA giraz enzimindeki antibiyotik baglanma
bolgelerinde degisiklikler yaparak florokinolonun enzime baglanmasini engelleyerek aktivitesini
yok eder’®3!. DNA giraz enzimindeki aktif bolge konformasyon degisiklikleri bu enzimin iki alt
tinitesini kodlayan gyr4 ve gryB genlerindeki nokta mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir*®. Tip IV
topoizomeraz enzimi ve tip Il topoizomeraz enzimi homoloji gostermektedir, 6zellikle florokinolon
baglanma bolgelerinde biiyiik Olglide  homoloji  goériilmektedir’>. Bu homolog bdlgeler
florokinolonun tip IV topoizomeraz enzimine de etki edebilecegi diisiincesini ortaya ¢ikarmis ve bu
diisiince son yapilan calismalarla dogrulanmistir. E. coli'de tip IV topoizomeraz enziminin iki alt
tinitesini kodlayan parC ve parE genlerindeki nokta mutasyonlar bu enzimdeki florokinolon
baglanma bolgelerinde konformasyon degisikliklerine neden olup bakteriyi florokinolon
antibiyotiklerine direngli hale getirmektedir'3->2>3. Bu ve bunun gibi mutasyonlar bakterileri gesitli

antibiyotiklere kars1 direncli hale getirmektedir.
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2.1.5 Escherichia coli'de Coklu ilac¢ Direnci

Coklu ilag¢ direnci (Mutlipe Drug Resistance) bir organizmanin in vitro ortamda birden fazla ilaca
veya antimikrobiyale dayaniklilik gosterebilme yetenegidir’*. Coklu ilag direnci gosterebilen
organizmalar bakteri, viriis, parazit veya fungus olabilir, bakteriler arasinda da 6zellikle ESKAPE
adi verilen grup (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter  baumanii, Pseudomonas aeruginosa) c¢oklu ilag direnci gdstermesiyle
bilinmektedir®. Ilaglara kars1 daha az gegirgen hiicre duvari, antimikrobiyallerin enzimatik olarak
inaktivasyonu, disar1 akis pompalariyla antimikrobiyallerin hiicre digina atilmasi, antimikrobiyal
stresine cevap olarak olusan mutasyonlar ve antimikrobiyallerin hedef baglanma bdlgelerinin
konformasyonel olarak degisiklige ugratilmasi ¢oklu ila¢ direnci gosterebilen bakterilerin bir veya

daha fazlasina sahip oldugu 6zelliklerdir#®:43-54-36,

Coklu ila¢ direnci disinda, bazi bakteriler Ekstrem ilag direnci gosterebilirler. Ekstrem ilag direnci
gosteren bakteriler neredeyse tiim antimikrobiyal ajanlara dayaniklilik gosterirler ve toplum sagligi
agisindan ¢ok tehlikeli olarak degerlendirilirler’*. Bir bakteri tiiriiniin ¢oklu ilag direnci gosterip
gostermediginin anlasilmasi igin bilinen antimikrobiyal siniflarindan en az birer antibiyotikle in

vitro ortamda yasayabilirlik testi yapilmas1 gerekmektedir.
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Antimicrobial agent
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Tetracye lines Tetracye line
Doy oy line
Mo cye line:

Sekil 2. 6. Bakteride ¢oklu ila¢ direncinin belirlenmesinde kullanilan antibiyotik siniflar



2.1.6 Eschericia coli'de “Quorum Sensing”

Bakterilerin bireysel olarak yasamsal faaliyetlerine karar verdikleri diislincesi hiicreler arasi
iletisimin derinlemesine arastirilmasiyla gecerliligini kaybetmis, tiir i¢i ve tiirler arasi iletisim
yolaklar1 kesfedildikge “Quorum sensing” mekanizmasinin arastiritlmasi onem kazanmigtir3’-8,
“Quorum sensing” mekanizmas1 bir¢cok bakteri tliriinliin yasamsal faaliyetlerini ortamdaki hiicre
yogunluguna gore diizenlemesini saglayan sinyal yolaklari silsilesini ifade eder’®-°!. “Quorum
sensing” mekanizmasi, bakteri popiilasyonunun kendisince veya etrafinda bulunan bagska bakteri
poplilasyonlarinca aktif veya pasif olarak salgilanan sinyal molekiillerinin ortamda belli bir
konsantrasyona ulastiktan sonra bakterideki cesitli genlerin ifadelerini etkileyerek, etkilenen
bakterilerin senkronize bir sekilde tepki vermesi seklinde Ozetlenebilir®?. “Quorum sensing”
mekanizmasi ilk olarak 1970 yilinda deniz bakterileri olan gram negatif Vibrio fischeri ve Vibrio
harveyi tiirlerinde, s6z konusu bakterilerin biyoliiminesans Ozelliklerinin bakteri popiilasyonu
yogunluguna bagh oldugu gozlemlendiginde kesfedilmistir®-%*. Dogal habitati Fuprymna scolopes
olan V. fischeri bu miirekkep balig tiiriiniin 1s1ma yapabilen organinda yasayip zengin besin ortami
saglandiginda hiicre popiilasyonunu artirmaktadir. Uretilip ortama salinan otoindiikleyici molekiilii
konsantrasyonunun yiiksekligi nedeniyle V. fischeri'de biyoliiminesantan sorumlu liisiferaz operonu
caligmakta, bakteri 1s51ma gerceklestirmekte ve bu da miirekkep baliginin avcilarinin ondan uzak
kalmasini saglamakta, av-avcr iligkisinde ona Ustiinliik saglamaktadirt>6495. Bu ¢aligmadan itibaren
yapilan aragtirmalar, “quorum sensing” mekanizmasinin bakterilerde biyofilm olusturma, viriilans
ozellik gosterme, antibiyotik direngliligi, fiziksel hareketlerin yonlendirilmesi ve antibiyotik

olusturma gibi 6zelliklerinde yol aldig1 yoniinde bulgular ortaya koymaktadir®6,

Bakterilerde “quorum sensing” mekanizmasi, bakteride {retilip ortama birakilan sinyal
molekiillerinin (indiikleyici) belirli bir esik konsantrasyona ulastiktan sonra bakteri hiicrelerindeki
0zel reseptorler tarafindan algilanip, reseptorlerin cesitli sinyal yolaklarini harekete gecirmesi
sonucu indiikleyici sentezinden sorumlu genler dahil belirli genlerin ifade diizeylerinin degismesi
seklinde islemektedir®®66-67  Bakterinin popiilasyon yogunlugu Diigiik Hiicre Konsantrasyonu
(DHK) ve Yiiksek Hiicre Konsantrasyonu (YHK) olmak iizere “quorum sensing” mekanizmasi
tarafindan algilanip, bu konsantrasyon farkliligina goére bakterinin popiilasyona uygun sosyal
faaliyetler gerceklestirmesini veya bireysel olarak yasamsal faaliyetlerine yoOnelmesini

diizenler®4.68:69,
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“Quorum sensing” mekanizmasinda rol alan molekiiller otoindiikleyici molekiiller olarak
adlandirilir ve oligopeptidler, furanozil borat diesterler, N-agil homoserin laktonlar ve metil
dodekanoik asitler sinyal molekiiller otoindiikleyicilere drnek olarak verilebilir’%’!. Giinlimiizde en
cok calisilmis “quorum sensing” sinyal molekiilleri N-acil homoserin laktonlardir (AHL) ve bu
molekiiller 70'ten fazla gram negatif bakteri tiiriince tretilmektedir’®72. Gram negatif bakterilerin
“quorum sensing” yolaginda agirlikli olarak kullanilan AHL molekiilii ve homoserin laktona

baglanmis 4-18 karbonlu acil zincirli yapidadir.

Sekil 2. 7. Acil homoserin lakton molekiiler yapisi.

AHL molekiilleri tiirler arast “quorum sensing” mekanizmasinda goérev alabilecegi gibi sadece tek
bir tiire 6zel molekiiller de olabilirler’3. “Quorum sensing” mekanizmasi luxIR, lasIR, rhlIR, tralR
ve esalR homolog genlerle bircok farkli gram pozitif ve negatif bakterilerde fonksiyon
gormektedir>®. V. fishceri deniz bakterisinde tanimlanmis “quorum sensing” mekanizmasi LuxIR
tipi olarak belirlenmigtir’*.
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Sekil 2. 8. Vibrio fishceri LuxIR tipi “quorum sensing” mekanizmasinin sematik anlatima.
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LuxI enzimi tarafindan sentezi gerceklestirilen otoindiikleyici molekiil N-3 homoserin lakton hiicre
disina salgilandiktan sonra ortamda bakteri popiilasyonu biiylidiik¢e belirli bir esik konsantrasyona
ulasir. Esik konsantrasyona ulasan otoindiikleyici N-3 homoserin lakton sitoplazmit reseptér olan
LuxR tarafindan algilanir. LuxR proteini ayn1 zamanda biyoliiminesans gergeklestiren lusiferaz
operonunun transkripsiyonel aktivatorii olarak gérev yapmaktadir ve bu reseptor ligandina bagh
olmadigi durumlarda kararsiz olup degredasyona ugramaktadir. Ligandi olan N-3 homoserin
laktona baglandig1 zaman LuxR proteini bu molekiille bir kompleks olusturur ve bu kompleks bahsi
gecen lusiferaz operonu iizerinde belirli bir dizi bolgesini taniyarak bu operonu aktiflestirici gérev
goriir. LuxR ve N-3 homoserin lakton kompleksi ayn1 zamanda LuxI ifadesini aktiflestirici 6zellikte
oldugu i¢in LuxIR mekanizmas1 pozitif geri besleme mantigiyla ¢alisip ortamdaki otoindiikleyici
molekiil konsantrasyonunu daha ¢ok artirici iglev gormektedir. Bu fonksiyonuyla “quorum sensing”
mekanizmasi1 bakterileri DHK sisteminden YHK sistemine gecirici 6zellik tasimaktadir. Bu durum
bakterilerin YHK ortaminda yasamsal faaliyetlerini daha senkronize bir sekilde yliriitmelerini

saglamaktadir60-64.69.74-76

V. fischeri bakterisinde tanimlanan “quorum sensing” mekanizmasi bir¢ok gram negatif bakteride de
homolog genlerle tanimlanmistir. E. coli'de liretilen otoindiikleyici molekiil Autoinducer-2 (AI-2),
V. fischeri organizmasindaki /uxR'in homologu olan /uxS tarafindan kodlanir ve hiicre disina
salgilanir®7377 Hiicre disinda belli bir esik konsantrasyona ulasan OI-2 molekiilii bakteriyel
periplazmik protein LsrB'ye baglanir, alic1 hiicreler tarafindan algilandiktan sonra hiicre ig¢ine alinip
IsrK enzimi tarafidan fosforile edilir, fosforile OI-2 Isr operonunun negatif regiilatorii olan LsrR'yi
baskilayarak Isr operonunu harekete gegirir’®. Lsr operonu iizerinde bulunan genler ABC tasiyici
proteinlerini harekete gecirip OI-2 molekiillerinin hiicre igine alinmasmm siirekli hale getirir ve
hiicre i¢inde OI-2 molekiillerinin gerekli islemlerden gecirilmesini saglar’>’8. Daha sonra
sentezlenen LsrG ve LsrF proteinleri fosforile haldeki OI-2 molekiillerinin gerekli islemlerden

gecirilmesini saglar.
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Sekil 2. 9. Escherichia coli'de “quorum sensing” mekanizmasi.

Cogu E. coli susu Isr operonunu tagimakla birlikte operonun tiim genlerini tagimayabilmektedir’3.
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Sekil 2. 10. Dogada bulunan ve laboratuarlarda kullanilan Escherichia coli suglarinin ve yakin
akrabalik gosteren Shigella tiirlerinin Isr operonlarinda bulunan ve bulunmayan “quorum sensing”

genleri’.
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Tiim canlilarin birbirleriyle ve ¢evreleriyle belirli bir seviyede iletisim kurabildikleri bilinmektedir
ve bu iletisim yetenegi bahsi gegen canlilarin sosyal olarak daha uygun kararlar vermelerini, daha
gliclii toplumsal baglar olusturmalarmi ve evrimsel olarak daha avantajli duruma gelmelerini
saglamaktadir’. Bakterilerin belirli bir ¢ogunluga ulastiktan sonra bu sosyalligin algilanmasi
“quorum sensing” mekanizmasinin harekete ge¢mesine ve bakterilerin toplumsal bir davranis
bigimi gostermesine neden olmaktadir”. Candida albicans farnesol adli otoindiikleyici molekiiliin
rol aldig1 “quorum sensing” mekanizmasina sahip bir fungus olup, filamentdz gelisim ve maya
gelisimi arasinda gegis yapabilen patojen bir mikroorganizmadir®. C. albicans tarafindan firetilip
salgilanan farnesol otoindiikleyici molekiiliiniin kiiltiir ortaminda hiicre popiilasyonunun belirli bir
konsantrasyonu asmasi sonrast bu mikroorganizmanin maya formundan migelli forma gecisini
engelledigi ve biyofilm olusumu siirecini etkilendigi gozlemlenmistir’-#!. Biyofilm olusumu
kolonize olmay1 ve yiizeye tutunmayi gerektiren karmasik bir sistemdir ve bu olusum birgok
bakteride oldugu gibi C. albicans mikroorganizmasinda da patojenite seviyesini belirleyici rol
oynamaktadir®'-#2, Heniiz “quorum sensing” mekanizmasinin biyofilm olusumu ve farkli formlara

gecis siirecini molekiiler diizeyde nasil diizenledigi bilinmemektedir.
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2.1.7 Klonlama Vektorleri ve Bu Vektorlerin Secimi

Gen geri kazanim1 ve inaktivasyonu ve rekombinant proteini iiretimi gibi deneylerde kullanilan
klonlama vektorlerinin belirli 6zellikleri tasimalar1 beklenmektedir. Molekiiler biyoloji alaninda
kullanilan klonlama vektorleri bakteriyofajlar, plazmitler, kozmidler, bakteri kokenli yapay
kromozomlar, insan kokenli yapay kromozomlar, maya kokenli yapay kromozomlar ve hatta
parazitlerdir®*34, Klonlama vektorlerinin ¢esitli restriksiyon enzim kesim dizileri igeren ¢oklu
klonlama bolgesi, segicilik saglayan bir veya birden fazla antibiyotik diren¢ kasedi, yabanci DNA
parcasinin ifade regiilasyonunu saglamasi i¢in promotor bolgesi ve kendini ve i¢inde bulundurdugu

yabanci DNA dizisini ¢ogaltabilme yetenegini bulundurmalar1 beklenmektedir®*.
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2.1.8 Kopya sayis1 ve Antibiyotik Diren¢ Kasedi

Yiriitilen deneyin 6zelligine goére kullanilan plazmitin iiretecegi kopya sayisi olduk¢a onemlidir.
Plazmitin kopya sayis1 ifade edilmesi istenen genin seviyesini belirleyici niteliktedir ve genelde
¢ogu plazmit yiiksek kopya sayisi tiretebilmektedir®®. Asagidaki ¢izelgede yaygin olarak kullanilan

plazmitler, replikasyon orijinleri ve tliretebildikleri kopya sayilar1 verilmistir:

Cizelge 2. 1. Biyoteknolojide siklikla kullanilan bazi plazmitler, replikasyon orijinleri ve kopya

sayilari

Plazmit Replikasyon Kopya Sayisi Siiflandirmasi
Orijini
pUC pMBI1 500-700 Yiiksek kopya sayisi
pBR322 pMB1 15-20 Diisiik kopya sayisi
pACYC plSA 10-12 Diisiik kopya sayis1
pTZ pMBI >1000 Yiiksek kopya sayisi
pSCI101 pSC101 yaklasik 5 Son derece diisiik kopya sayisi
pWEI15 ColE1 10-20 Diisiik kopya sayisi

Cizelg 2.1’de goriildiigli lizere plazmitlerin sahip oldugu replikasyon orijini ¢esidi ve
olusturabildikleri kopya sayis1 gesitlilik gostermektedir. Plazmitlerin iiretebildikleri kopya sayisi
cesitli mekanizmalarla kontrol edilmektedir ve kontrolde goérev alan genlerdeki mutasyonlar
plazmitlerin olusturdugu kopya sayismi da etkilemektedir®48. ColEl replikasyon orijinine sahip
olan plazmitlerin olusturduklar1 kopya sayilarmin diigiik oldugu bilinmektedir, fakat ColE1
replikasyon orijinine sahip olan pUC'larin bazi ¢esitlerinin yiiksek kopya sayisi olusturdugu
gozlenmistir?”. Bu durumun RNA polimeraz Il enziminindeki bir nokta mutasyonundan
kaynaklandig1 saptanmistir, bu mutasyon RNA polimeraz II molekiiliiniin RNA polimeraz I
molekiiliince inhibisyonunu zor kilmakta ve plazmitin normalde olusturacagindan ¢ok daha fazla

kopya sayis1 olusturmasina neden olmaktadir®’-38,
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3 AMAC VE GEREKCE

Memelilerin i¢ bagirsaginda yasayan ve patojenik olan ve olmayan cesitleri bulunan basil, gram
negatif, fakiiltatif anaerob bir bakteri olan Escherichia coli, glinimiizde biyoteknoloji alaninda
yaygin olarak kullanilmaktadir. E.coli suslarmin biiyiik bir kismi insan sagligina zararli olmasa da
bir kism1 patojenik 6zellik gostermekte ve insanda cgesitli hastaliklara neden olmaktadir. Patojen
E.coli suslarimin insanda neden oldugu hastaliklar genelde antibiyotik ile tedavi edilmektedir, fakat
suslarin antibiyotiklere kars1 gelistirdigi direng, tedavi siiresini ve maliyetini artirmakta, bazen de
tedavi basarisizlikla sonuclanmaktadir. Yanlis dozda antibiyotik kullanimi, ihtiya¢ dis1 antibiyotik
kullanimi, tedavi i¢in dogru antibiyotikerin kullanilmamasi gibi bilingsiz yaklasimlar patojenik
bakterileri 6ldiirmek yerine onlarin ¢oklu antimikrobiyal direnci kazanmalarina neden olmaktadir.
E. coli tiriiniin antimikrobiyallere karsi1 gelistirdikleri diren¢ mekanizmalarinin ¢ogu bilinmekle
birlikte, yine de tiim bu mekanizmalar1 alt edebilecek bir antimikrobiyal gelistirilememistir.
Rasyonel antimikrobiyal kullanim kurallarinin disiplinli bir sekilde uygulanmamasi, sorunu daha da
derinlestirmektedir. Buna karsin, ila¢ endiistrisi, uzun zamandir yliksek maliyetler nedeni ile
tamamen yeni antimikrobiyal kemoterapi hedeflerini aragtirmak yerine, bilinen hedefler {izerinde
etkili ana kimyasal yapilarin farmakodinamik ve bazen de farmakokinetik 6zelliklerini iyilestiren
tiirevlerin sentezine yonelmistir. Bu yaklagim, direng gelisimi sorununu ertelese de ortadan

kaldirmamaktadir.

E. coli ve birgok bakteri tiirlinlin, birbiriyle haberlesmek icin kullandigi diisiiniilen “quorum
sensing” mekanizmasinin aydinlatilmasiyla bu mekanizmanin bakteri virlilansiyla iligkisi
olabilecegi akillara gelmis ve cesitli arastirmalarda “quorum sensing” mekanizmasinin biyofilm
olusumu, bakteri ¢ogalma kinetigi ve viriilans faktorlerinin ifadelenmesi gibi 6nemli fenotipleri
kontrol ettigi gosterilmistir. Coklu antimikrobiyal direncine sahip patojen bakteriler tarafindan
olusturulan enfeksiyonlarin tedavisinde konvansiyonel antimikrobiyallerin yetersiz kalmaya
baslamasi yeni yaklasimlarin gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir. Bu yaklasimlardan biri de
“Quorum sensing” mekanizmasinin bloke edilmesi “quorum quenching” olarak bilinmektedir, ve
quenching yoluyla bakteri viriilansinin azaltilmasi veya tamamen yok edilmesi klasik antibiyotik
tedavileriyle kiyaslandiginda ¢ok daha 1yi bir alternatif olabilir. Bu kapsamda bakterileri,
antimikrobiyallere kars1 gosterdikleri kadar hizli bir sekilde direng gosteremeyecekleri yontemlerle
alt etmek gerekmektedir, bunun icin gelecekte patojenik bakterilerle savasta “quorum quenching”
yontemlerinden yararlanilmasi olduk¢a umut verici olacaktir.
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Tez kapsaminda, E. coli'de otoindiikleyici iki aracili “quorum sensing”in bakterisidal bir
antimikrobiyal olan siprofloksasine maruziyeti stresinde bakteri hiicrelerini metabolik olarak
inaktif, antimikrobiyal etkisinden korunmus, persistan duruma girmesindeki rolii arastirilmistir. Bu
amagla, OI-2 iiretebilen E. coli IM109 susu yanisira, feromon sentezleyemeyen E. coli DH50. ile bu
calismada olusturulmus S-ribozilhomosisteinaz komplementasyonu yapilmis E. coli DH5a
pACYC184/luxS* susu ve kontrol amacl olusturulmus izogenik mutant E£. coli DH5a pACYC184
susu kullanilmistir. Calismanin ilk kisminda, subletal dozda siprofloksasine maruziyet ile Oi-2
sentezleyebilen ve sentezleyemeyen hiicreler, bu antimikrobiyale basamakli olarak diren¢ gelisimi
yoniinden karsilastirilmistir. Calismanin ikinci béliimiinde ise, OI-2 aracili “quorum sensing”
yapabilme yeteneginin, o6ldiiriicii dozun iizerinde siprofloksasine kisa siireli maruziyet stresinde,

persistan duruma geg¢is ve sag kala birey sayisina etkisi arastirilmistir.
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4 MATERYAL VE YONTEM

4.1 Escherichia coli Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi ve Stoklanmasi

Escherichia coli bakterilerinin ¢ogaltilmas1 aseptik teknikler kullanilarak kati veya sivi
besiyerlerine yapilmistir. -80°C sicaklikta daha 6nceden stoklanmis olan JM109, DHSa AluxS ve
K12 suglarinin ¢ogaltilmasi i¢in bu sus stoklarindan kati LB besiyerine ekim yapilmis ve 37°C

sicaklikta gece boyu inkiibasyona birakilmistir.

Cogaltilan her sus daha sonra stoklanmak tizere %30 gliserol iceren LB besiyerine aktarilmistir.
Kati1 besiyerinden stoklanacak suglar besiyerinden steril 6ze yardimiyla toplanarak 1.5 ml
hacmindeki mikrosantrifiij tiiplerinde 400 pl %30 gliserol iceren LB buyyon iginde siispanse
edilerek -80°C sicakliga kaldirilmistir. Sivi besiyerinden stoklanacak suslar igin ise, iiremis
kiiltiirden alinan 1 ml bakteri siispansiyonu 10.000 x g ivme ile 5 dk santrifiij edilmis, stteki
besiyeri uzaklastirilarak bakteri pelletine 400 ul %30 gliserol igeren LB besiyeri eklenmistir.
Pelletin homojen sekilde siispanse edilmesinden sonra stok kiiltlir -80°C sicaklikta saklanmigtir.

Kullanilan besiyerlerinin icerigi asagidaki ¢izelgedelerde verilmistir (Cizelgeler 4.1, 4.2 ve 4.3)

Cizelge 4. 1. LB kat1 besiyeri

Malzeme Calisan Konsantrasyon
Tripton 10 g/l

Maya Oziitii 5¢/1

NaCl 0.5 g/l

Agar 15 g/l

NaOH 0.00I N

H>O
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Cizelge 4. 2. LB buyyon besiyeri

Malzeme Calisan Konsantrasyon
Tripton 10 g/l

Maya Oziitii 5¢/1

NaCl 0.5 g/l

NaOH 0.001 N

H>O

Cizelge 4. 3. %30 Gliserollii LB buyyon besiyeri

Malzeme Calisan Konsantrasyon
Tripton 10 g/l

Maya Oziitii 5¢/1

NaCl 0.5 g/l

NaOH 0.001 N

Gliserol %30

H-O
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4.2 Oldiiriicii Diizeyin Altinda Siprofloksasin Maruziyeti ile Kinolon Direncli gyrA ve parC
Mutantlarinin Se¢imi

4.2.1 Minimum Inhibitér Konsantrasyon Deneyi

Minimum inhibitdr konsantrasyon deneyi 96 kuyucuklu mikroplakalarda mikrodiliisyon bigiminde
gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan Escherichia coli JIM109, DHS5a AluxS ve K12 suslarmnin,
bir gecelik kiiltlirleriden SOC buyyona ekim yapilmistir. Kiiltiirler 0.5 Mc Farland bulanikligina
ulastiginda mikroplaka kuyucuklari, 0.023 — 12 pg/ml arasinda iki kat artan son konsantrasyonlarda
siprofloksasin icerecek sekilde inokiilasyon gergeklestirilmistir. Inokiilasyon sonrasi 37 °C
sicaklikta inkiibe edilen mikroplakalar, 24 ve 48. saatlerde kontrol edilerek her bir sus i¢in liremenin
gerceklestigi en yliksek siprofloksasin konsantrasyonu igeren kuyucuklardan alinan bakteriler, SOC
buyyona aktarilarak 0.5 Mc Farland bulanikliginda yeni bakteri slispansiyonlar1 hazirlanmistir. Bu
bakteri slispansiyonlar1 bir sonraki mikrodiliisyon deneyinin inokulumu olarak kullanilmistir. Her
bir MIK deneyi sonunda, ¢alismada kullanilan suslarin subletal dozda siprofloksasin degerleri
gozlenmis, takip eden deneyde siprofloksasin konsantrasyonlar1 yeniden diizenlenerek basamakli
olarak yukari1 ¢ekilmistir. Buna gore onuncu deneyde kullanilan siprofloksasin konsantrasyonlari

0.160 — 96 pg/ml arasinda degisen iki kat diliisyonlar olarak ayarlanmistir.

Cizelge 4. 5. SOC buyyon besiyeri

Malzeme Calisan Konsantrasyon
Tripton 20 g/l
Maya Oziitii 5g/l
NaCl 0.5 g/l
NaOH 0.001 N
Gliserol %30
KCl1 0.003 M
Glukoz 0.02 M
MgCl, 0.01 M
MgSO4 0.01 M
H.O
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4.2.2 gyrA ve parC Dizi Analizi

Oldiiriicii diizeyin altindaki siprofloksasin maruziyetinin ¢alismaya alinan E. coli suslarinda neden
oldugu kinolon direncinden sorumlu gyrd ve parC mutsayonlarinin belirlenmesi icin ilgili
lokuslarin DNA dizi analizi yapilmigtir. Bu amagcla, 5. ve 10. basamak subletal doz siprofloksasin
maruzitesi sonrasi elde edilen bakteri hiicrelerinden DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. So6z
konusu genlerin genomik DNA'dan PCR ile ¢ogaltilmasinin ardindan {iriinler silika matriksli
kolonlar kullanilarak saflastirilmistir. Cogaltma {irlinlerinin 6zgiilliigli agaroz jel elektroforezi ile
kontrol edilmis, {iriinlerin nicelendirilmesi ve saflik kontrolii ise spektrofotometrik olarak
gerceklestirilmistir. Saflastirilmis ¢ogaltma {irlinlerinin dizi analizi Sanger yontemi ile yapilmustir.
Buna gore dizileme tepkimesi florofor isaretli dideoksintikleotid trifosfat (ddNTP) terminatorler
kullanilarak gerceklestirilmistir. Dizileme {iriinlerinin iirline katilmamis florofor isaretli

ddNTP'lerden temizlenmesi i¢in etanol asetik asit ¢oktliirmesinden yararlanilmistir.

Etanol asetik asit ¢oktiirmesi isleminin timii buz tstiinde yapilmistir. DTCS PCR sonras1 1.5 ml
hacminde steril tiiplerde bulunan eldeki dizi iirlinlerinin tiimiine DTCS ¢oktiirme siispansiyonu
eklenmis, tizerine -20°C sicaklikta saklanmig olan %70 etanol eklendikten hemen sonra 18.000 x g
ivme ile +4°C sicaklikta 45dk boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 siipernatant atilmus,
pellet 200 pl %70 soguk etanolle iki kere yikamadan geg¢irilmistir. Yikama sonrasi pellet buz

istlinde kurumaya birakilmis, kuruyan pellet 40 ul deiyonize formamid ile siispanse edilmistir.

Daha sonra 6rnekler kapiller jel elektroforezi ile analiz edilmistir. (Beckman Coulter CEQ™ 8000
Genetic Analysis System) cihazinda dizi analizinden gegirilmistir. Spektrofotometrik Ol¢iim ve
guanidin saflastirma protokolleri Niikeik Asit Izolasyonu, Saflastirmasi ve Spektrofometrik
Olciim bashiginda, gyr4 ve parC igin kurulan PCR g¢izelgeleri lux.S Komplementasyonu basliginda
verilmigtir. DTCS PCR c¢izelgesi, gyr4 ve parC primerleri ve DTCS ¢oktiirme reaksiyonu ¢izelgesi

asagida verilmistir.
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Cizelge 4. 6. DTCS PCR protokolii.

Malzeme Calisan Konsantrasyon
DTCS Quick Start Mix Ix

DNA 30fmol

Primer 1600fmol

H>O

Cizelge 4. 7. gyrA ve parC ileri ve geri primerler

Primer Primer Dizisi Baglanma
Sicakligi (°C)
WPgyrA 5'-GACCTTGCGAGAGAAATTACAC-3' 59.82
CgyrA 5'-GATGTTGGTTGCCATACCTACG-3' 61.82
WPparC 5'-CGGAAAACGCCTACTTAAACTA-3' 58.90
CparC 5'-GTGCCGTTAAGCAAAATGT-3' 57.57

Cizelge 4. 8. DTCS ¢oktiirme siispansiyonu

Malzeme Calisan Konsantrasyon
Sodyum asetat pH 4.6 70,60mM

Glikojen 0,24 mg/ml

Na;- EDTA 2,35mM

Dizi Ornegi %17,70

%70 Etanol (-20°C) %67,10

H>O
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4.3  Niikeik Asit Izolasyonu, Saflastirmasi ve Spektrofometrik Ol¢iim

Tez ¢alismasinda DNA ve plazmit izolasyonlar1 mini(kii¢lik) ve midi(orta) 6l¢ekte alkalen lizis
yontemiyle yapilmis olup izolasyon sonrasi elde edilen niikleik asitlerin konsantrasyonu ve kalitesi,

spektrofotometrik yontemler ve agaroz jel elektroforezi yontemleri ile belirlenmistir.

Niikleik asit izolasyonu yapilmak istenen bakteriden aseptik kosullarda tek koloni secilerek LB
buyyon besiyerine ekim yapilmigtir. Hazirlanan ekim 37°C sicaklikta en az dort saat, miimkiinse
tim gece steril cam erlenmeyer icinde ¢alkalanarak inkiibasyona birakilmistir. Uygun bulanikliga
gelen kiiltiir 50 ml hacminde konik tabanli tiipe alinarak 4 °C sicaklikta 10 dk boyunca 2500 x g
ivme ile santrifiij edilerek besiyerinin bakteriden ayrilmasi saglanmis, besiyeri fazi bakteri
kalintisindan uzaklagtirilmistir. Bakteri kalintisinin lizerine soguk alkalen lizis I soliisyonundan
eklenerek vortekslenmis, siispansiyon 1.5 ml hacmindesteril, DNAz ve RNAz enzimlerinden
arindirilmis mikrosantrifiijtiipe aktarilmistir. Siispansiyonun {izerine taze hazirlanan alkalen lizis 11
soliisyonu ilave edilmis ve tiipiin kapag1 kapatilarak siispansiyon birkag¢ kere nazikce ¢alkalanmistir.
Tiip igerigine bu sefer soguk alkalen lizis III soliisyonu eklenip yine nazik¢e calkalandiktan sonra
siispansiyon buz iistiinde ii¢ ile 5 dk arasi inkiibasyona birakilip, sonrasinda 4 °C sicaklikta 13.000 x
g ivme ile 5 dk boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 olusan iist faz yeni mikrosantrifiij
tiiptine aktarilip, esit hacimde fenol:klorofom:izoamilalkol eklenmis ve silispansiyon
vortekslenmistir. Siispansiyon daha sonra 13.000 x g ivme ile dort derece sicaklikta iki dk boyunca
santrifiij edilmis, olusan fazlardan iist faz yeni bir mikrosantifiij tiipiine aktarilmis ve iizerine %100
1zopropil alkol eklenmistir. Alkol eklemesi sonrast 6rnek gece boyu -20°C sicaklikta inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonras1 érnek 13.000 x g ivme ile dort derecede 5 dk boyunca santrifiij
edilmis, tiiplin altinda beyaz pelet olusumu gozlenmistir. Siipernatant kismi uzaklastirilip pelet
tizerine %70 etanol eklenmis ve 13.000 x g ivme ile dort derecede iki dk boyunca santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonras: siipernatant uzaklastirilarak pelet oda sicakliginda tiip kapaklar1 agik
kalacak sekilde 30-60 dk arast kurutulmaya birakilmistir. Peletin kuruyup saydamlastigi
gozlendiginde peletin iizerine 50-100 pl aras1 20 pg/ml konsantrasyonda RNAz igeren steril suda
siispanse edilmis ve elde edilen plazmidin kalitesi ve niceligi agaroz jel elektroforezi ve
spektrofotometrik olarak analiz edilmistir. Deney sirasinda kullanilan alkalen lizis 1, II ve III

sollisyonlarinin igerigi asagidaki cizelgelerde verilmistir.
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Cizelge 4. 9. Alkalen lizis I ¢ozeltisinin icerigi

Malzeme Calisan Kosantrasyon
Tris-Cl (pH 8.0) 25mM
Glukoz 50mM
EDTA (pH 8.0) 10mM

Cizelge 4. 10. Alkalen lizis II ¢ozeltisinin icerigi

Malzeme Calisan Kosantrasyon
NaOH 0.2N
SDS %1

Cizelge 4. 11. Alkalen lizis I1I ¢ozeltisinin icerigi

Malzeme Calisan Kosantrasyon
Glasiyel Asetik Asit 11.5 ml

5M Potasyum Asetat 60 ml

H>O 28.5ml

Molekiiler klonlama islemleri sirasinda elde edilen kesim ve c¢ogaltma {iriinii gibi sonraki
basamaklar i¢in safsizliklar igeren niikleik asit Ornekleri silika matriksli santrifiij kolonlari
kullanilarak saflagtirllmigtir. Bu amacla saflastirilacak niikleik asit 6rnegine son konsantrasyonu
4M'dan az olmayacak sekilde guanidin eklenmistir. Cozeltinin pH'si, 3M sodyum asetat pH 5.0
kullanilarak DNA'min silikaya etkin baglanmasinin gergeklestigi diizeylere getirilmisti. DNA
guanidin slispansiyon silika kolondan geg¢irilmis, ardindan tuz giderimi i¢in iki kez saf 2-propanol
ile yikama gerceklestirilmistir. Yikama sonrast 2-propanol silika matriksten uzaklastirilmigtir.

Eliisyon islemi DNaz ve RNaz'lardan ari su ile 50 pl hacimde gerceklestirilmistir.
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Cizelge 4. 12. Guanidin bazh saflastirma tamponu

Malzeme Calisan Konsantrasyon
Na»S03 50mM
GuSCN 4.3M

Sodyum Asetat pH 5.2 21.5mM
Bromtimol Mavisi 0.2x
H>O

Izolasyonu tamamlanan niikeik asitlerin kalite ve nicelikleri agaroz jel elektroforezi ve
spektrofotometrik yontemlerle tayin edilmisti.  NanoDrop ile spektrofotometrik Olgiimler,
orneklerin gerekli diliisyonlar1 yapilarak 260nm dalgaboyunda gosterdikleri absorbans degerleri
dikkate almmmuis, niikleik asidin kalitesine ise 260/280 ve 260/230 oranlarmma bakilarak karar
verilmigtir. 260/280 orani niikleik asidin protein ile kontaminasyonunu gosterirken, 260/230 orani

niikeik asidin tiosiyanat veya baska organik maddelerce kontamine olup olmadigin1 géstermektedir.
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4.4 Agaroz Jel Elektroforez

Molekiiler klonlama deneylerin sirasinda elde edilen PCR iirnleri, kesim {iriinleri ve izole ediilmis
niikleik asit oOrneklerinin kalite ve nicelik kontrolleri agaroz jel -elektroforeziyle ve
spektrofotometrik dlgiimlerle tayin edilmistir. Boyutlarinin kisa oldugu bilinen PCR iiriinleri i¢in
(200bp-1000bp) yiiksek konsantrasyonlu, PCR iiriinii olmayip sadece izole edilmis niikleik asitler
icin (5000bp-10000bp) diisiik konsantrasyonlu agaroz jel hazirlanmistir. Agaroz jel hazirlamak i¢in
5x konsantrasyondaTris borik Asit-EDTA (TBE) ve 50x konsantrasyonda Tris Asetik Asit-
EDTA(TAE) tamponlar1 hazirlanmig ve kullanim oncesi 1x'e distile su ile seyreltilmistir. PCR
iriinleri icin TBE bazli agaroz jel kullanilirken geri kalan niikleik asitler i¢in TAE bazli agaroz jel
kullanilmigtir. Diisiik konsantrasyonlu agaroz jel icin TAE tamponda %0.8 konsantrasyonda agaroz
isitilarak siispanse edilmis ve jel kasetine dokiillip oda sicakliginda polimerlesmeye birakilmistir.
Yiiksek konsantrasyonlu agaroz jel icin ayni islem TBE tamponda ve 9%?2'lik agaroz
konsantrasyonunda yapilmistir. Jeller polimerlestikten sonra yliriitme tankina yerlestirilmis, tizeri
jelin hazirlandigi ayni tampon ile kaplanmistir. 6x yiikleme tamponu esit hacimde karistirilan
niikleik asitler jel kuyucuklarina yiiklenmis, niikleik asit boyut 6l¢iisti olarak HindIII restriksiyon
enzimi ile kesilmis lambda DNA markorii 6rneklerin yanina yiiklenmistir. Diislik konsantrasyonlu
agaroz jeller 60-70V'de yiiritiiliirken yiliksek konsantrasyonlu jeller 90-120V'de yiiriitiilmiis,
yiikleme boyasi jelin bitisine ulasmadan yiirlitme islemi durdurulmustur. Jellerin boyanip
goriintiilenmesi i¢in eser miktarda toz etidiyum bromiir igeren TBE tamponu hazirlanmis ve jeller
20-30dk araliginda bu tamponda bekletilmistir. Boyanma sonrasi jeller 302 nm dalgaboyu ile eksite
edilerek gortintiilenmistir (VersaDoc) goriintiileme cihazinda UV 1s18ma 30-50 s maruz birakilarak
goriintiilenmistir. Kullanilan TBE ve TAE tamponlarinin igerikleri ve lambda DNA/HindIII

molekiiler markor bant uzunluklari asagidaki cizelgelerde verilmistir.
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Lambda DNA/Hindlll Marker, 2
bp ngLS po %o

— 23130" 2384 47T
—aHE 971 194
— G357 BF.6 135
— 4361* 450 90

2322 3O 4B
— 2027 208 42

— 5G4 58 1.2

— 125 12 03

1% TopVision™ LE GO Agarmse (#R0491)

0.5 patane, 2 cm length gel,

1XTAE, 7Vizm, 45 min

Range

8 fragments (n bp): 23130%, 9416, 6557,
4361*, 2322, 2027, 564, 1245,

Sekil 4. 1. Lambda DNA/HindIII molekiiler markor.

Cizelge 4. 13. SX TBE tampon icerigi

Malzeme Calisan Konsantrasyon
Borik Asit 275¢g

Tris Baz 5S4 ¢

EDTA 500mM pH 8.0 20 ml

H>O

Cizelge 4. 14. 50X TAE tampon icerigi

Malzeme Calisan Konsantrasyon
Glasiyal Asetik Asit 54.1 ml

Tris Baz 242 g

EDTA 500mM pH 8.0 100 ml

H>O
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4.5 Klonlama ve Transformasyon

Tez kapsaminda, Escherichia coli'de otoindiikleyici — 2 iiretiminin, antimikrobiyal stresine maruz
kalan bakteri hiicrelerinin sag kalimina etkisi aragtirllmigtir. Bu amacla, s6z konusu lokusta nokta
mutasyon nedeni ile A/uxS genotipe sahip E. coli DH5a hiicreleri pACYC184/luxS diisiik kopya

sayil1 plazmidi ile komplemente edilmistir.
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4.5.1 [uxS Komplementasyonu

Nokta mutasyonu sonucu /uxS defektif olan DH5a AluxS susa /uxS komplementasyonu amaciyla
yapilan deneylerde Oncelikle E. coli K12 hiicrelerinden izole edilmis kromozomal DNA'nin kalip
olarak kullanildigi PCR ile luxS, NCBI Genbank NC 000913 numarali kayittaki dizilere uygun
olarak kendi dogal promotor dizisini ve HindIII restriksiyon enzim kesim dizilerini de icerecek

sekilde /uxSF-luxSR primerleriyle ¢ogaltilmitsir.

S-ribozilhomosistein liyaz enzimini kodlayan /uxS'in E. coli DHS5a hiicrelerine aktarilmasinda
pACYC184 omurgas1 kullanilmistir. Bu plazmit, pI5A replikasyon baslangi¢ noktasi ile secici
belirtec olarak tetrasiklin ve kloramfenikol diren¢ kasetlerini icermektedir. Tetrasiklin direng kaseti,
membrana bagl bir disaakis kanali kodladigindan hiicre i¢in otoindiikleyici ve siprofloksasin
konsantrasyonlar1 lizerinde Ongoriillemeyen etkilerde bulunma olasili§i nedeni ile bu g¢alismada
kullanilmamustir. Plazmit omurgasi, tetrasiklin diren¢ kasetinin hi¢ bir kismim1 kodlamayacak
sekilde PCR ile cogaltilarak molekiiler klonlamada kullanilmigtir. Plazmit ve /uxS ¢ogaltma
tiriinlerinin HindIII enzimi ile 37 °C sicaklikta bir saat sindirilmesinin ardindan plazmit omurgas,
ligasyon sirasinda kendi {izerine kapanmasinin 6nlenmesi amaci ile karides alkalen fosfatazi ile
muamele edilmistir. Alkalen fosfatazin 1s1 ile inaktive edilmesinin ardindan kesim {iriinlerinin
Ozgilliigliniin belirlenmesi ve nicelendirilmesi i¢in agaroz jel elektroforezi ve spektrofotometrik
Olciim gerceklestirilmigtir. Buna gore sindirilmis triinler, 1:3, 1:6 ve 1:10 plazmit : /uxS molar

oranlarinda ligasyon tepkimesine eklenmistir.

Ligasyon reaksiyonu 22°C sicaklikta bir saat ve ardindan 65°C sicaklikta 10dk boyunca
gerceklesmistir. Ligasyon sonucu pACYCI184 vektoriine yerlestirildigi diisiiniilen luxS
dizisininvarligin1 dogrulamak i¢in hem plazmitten hem de /uxS dizisinden komplimenter diziler
iceren primerler tasarlanmig(pl184CF-p184CR), PCR ileplazmite yerlesen genin varligi
kanitlanmistir. Tiim primer tasarim islemleri PearlPrimer ve CLC Sequence Viewer programlarinda
yapilmistir. Hazirlanan [uxS dizisi igeren vektdrler DHSa A/uxS susuna transformasyon yontemiyle
aktarilmistir. Transformasyonun basarili olup olmadigr pACYC184 vektoriiniin bulundurdugu
kloramfenikolden yararlanilarak secici katt LB besiyeri kullanilarak anlagilmistir. /uxS promotor
bolgesinin klonlamaya dahil edilmesinin nedeni bu genin {irliniiniin promotor {lizerinde etki yaparak

geri besleme mekanizmasi olusturmast ve genin ifade miktarini diizenliyor olmasidir. Genin
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plazmite yerlesme yoniiniin gen ifadesine etkisi olmadigi i¢in genin her iki ucunda farkl
restriksiyon enzim kesim bolgesi olmasi yerine tek bir enzim (HindIIl) kesim bolgesi kullanimi
tercih edilmistir. pACYC184 vektoriinden kloramfenikol antibiyotik direng kasedi yerine tetrasiklin
antibiyotik direnc¢ kasedinin ¢ikarilmasina, bakteri hiicresinin tetrasikline karsi gosterdigi direng
mekanizmasi nedeniyle karar verilmistir. Escherichia coli'min tetrasikline kars1 direng mekanizmast
hiicre zarindaki ve duvarindaki pompa proteinlerinin hiicreye giren antibiyotigi disar1 atmasi
tizerine kuruludur, ve bu mekanizmanin ileriki deneyleri etkileme ihtimaline karsi tetrasiklin
antibiyotik diren¢ kasedi saf dis1 birakilmis ve bakteri hiicresinin antibiyotik varligi karsisinda
pompa proteinlerinin ifadesini artirmasinin oniine gecilmeye ¢alisilmistir. HindIII kesim enzimi ile
kesim sonrasi vektoriin karides alkalen fosfataz ile defosforilize edilmesi vektoriin kesilen
uclarindan kendi iistiine tekrar kapanmasini engellemek ve /uxS dizisini problemsiz olarak kabul
etmesi amaciyla yapilmistir. Karides alkalen fosfataz vektoriin HindlIlII ile kesilmis uglarinda olusan
fosfat monoesterleri uzaksatirarak vektoriin kendi {istiine ligasyon ile kapanmasini dnlemek i¢in

yaygin olarak klonlama deneylerinde kullanilmaktadir.

Kullanilan primerler, kurulan restriksiyon ve saflastirma reaksiyon c¢izelgeleri, hazirlanan PCR
protokol c¢izelgesi, sicaklik ve konsantrasyon optimizasyon araliklart ve PCR dongiisiiniin sicaklik

ve zamanlamalari asagida verilmistir.

Cizelge 4. 15. luxS komplementasyon, vektor cogaltma ve kontrol primerlerinin dizileri ve
baglanma sicakhklar:

Primer Primer Dizisi Baglanma Sicaklig1
O
luxSF 5'-ATCAAGCTTATACTCAGACTCGCCTGGGA-3' 62.44
luxSR 5'- 62.01

ATCAAGCTTAAGCTTCTAGATGTGCAGTTCCTGCA
AC-3'

p184tetF 5'-ACTGCGTTAGCAATTTAACTGTGA-3' 61.80
pl184tetR 5'-ATCAAGCTTACCTCGCTAACGGATTCACC-3' 62.44
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Cizelge 4. 16. PCR Protokolii. HO ve PCR Tamponu disindaki malzemeler optimizasyon

geregi degisik konsantrasyonlarda kullanilmistir

Malzeme Calisan Konsantrasyon
H>O
10 x PCR Tamponu* 1X
MgCl, 1,5mM
dNTP 0,75mM
Ileri Primer 0,6mM
Geri Primer 0,6mM
Taq DNA Polimeraz 0,10/l
Kalip DNA 0,575png/ul

#100 mM Tris-Cl pH8.3 (25 °C), 500 mM KCl, %0.01 jelatin.

Cizelge 4. 17. PCR Sicaklik dongiisii.

Islem Sicaklik(°C) Siire(s) Déngii Sayist
[k denatiirasyon 94 120 1
Denatiirasyon 94 15
Baglanma a* b* 39
Uzama 72 60
Son uzama 72 300 1

* Baglanma sicakhigl ve uzama siiresi kullanilan primer cifti ve kalip DNA’nin bazcift
uzunluguna gore optimize edilmistir.

Cizelge 4. 18. Restriksiyon Enzim ile kesim reaksiyonu. Tez ¢alijmasinda HindIII kesim
enzimi kullamilmistir. DNA olarak vektor ve luxS dizileri ayr1 ayr1 reaksiyonlar halinde
kurulup kesim yapilmistir.

Malzeme Calisan Konsantrasyon
HindIIT Kesim Enzimi 10 Unite
10 x NEB2 Tamponu* I x
BSA 100 pg/ml
DNA 0,3-5 pg/ul
H20
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Cizelge 4. 19. Karides alkalen fosfataz ile vektoriin defosforilasyon reaksiyonu.

Malzeme (Calisan Konsantrasyon
SAP enzimi 4 Unite
SAP Tamponu (10x)* Ix
DNA 200 mg/ml
HO

* 50 mM potasyum asetat, 20 mM Tris-asetat, 10 mM magnezyum asetat, 100 pg/ml BSA, pH

7.9 (25°C)

Cizelge 4. 20. Ligasyon Reaksiyonu. PACYC184Atet vektoriiniin ve amplifiye /uxS dizisinin
molariteleri pg DNAXpmol/660pgx10°pg/1ngx1/N=pmol DNA formiiliine gore hesaplanmistir.
N niikleotid sayisidir ve 660pg/pmol bir niikleotid ¢iftinin ortalama agirhgidir

Malzeme Calisan Konsantrasyon
T4 Ligaz enzimi 0,5 Unite
T4 Ligaz tamponu (10x)* Ix
PACYC184Atet 0,05pmol
Amplifiye luxS 0,2pmol
HO

*50mM Tris-HCl, 10mM MgCl12, ImM ATP, 10mM DTT, pH 7.5 (25°C)
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4.5.2 Escherichia coli DHS5a Hiicrelerinin Plazmit DNA's1 ile Transformasyonu

Olusturulan vektorlerin bakterilere transformasyonu i¢in PEG 6000, DMSO ve c¢ift degerlikli

iyonlar ile 1s1 soku uygulanmasma dayanan transformasyon protokoliinden yararlanilmigtir®.

Buyyon iginde iiretilmis bir gecelik E. coli DH5a kiiltiirii, 50 ml LB buyyon igerisinde 100 kat diliie
edilerek 37 °C sicaklikta galkalanarak inkiibe edilmistir. Hiicre yogunlugu, bulaniklik 6l¢timleri ile
takip edilmis, 600 nm dalgaboyunda 0.5 — 0.6 absorbans {iinitesi bulanikliga ulasmis kiiltiirler
kompetan hale getirilmek iizere 580 x g ivmesi 10 dakikada 4 °C sicaklikta pellet haline
getirilmistir. Hiicre pelleti, 500 pl TSS igerisinde siispanse edilmistir. Buz iizerinde 30 dk
inkiibasyonun ardindan en fazla 5 pl ligasyon iiriinii 100 ul TSS kompetan hiicre siispasiyonu ile 10
ml hacmindeki cam tiiplerde karistirilmigtir. Kompetan hiicreler plazmit DNA's1 ile 60 dk buz
tizerinde inkiibasyonun ardindan 42 °C sicaklikta 90 sn 1s1 sokuna maruz birakilmistir. Kiiltiirler,
900 pul SOC buyyon eklenerek 60 dk 37 °C sicaklikta galkalanarak inkiibasyonun ardindan 50 pg/ml

kloramfenikol igeren LB agar plaklarina ekilmistir.

Cizelge 4. 21. TSS Icerigi

Malzeme Calisan Konsantrasyon
PEG-6000 %10
MgCl 10mM
MgSO4 10mM
DMSO %5
LB Buyyon Besiyeri
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Cizelge 4. 22. SOC Buyyon besiyeri icerigi

Malzeme Calisan Konsantrason
Maya Oziitii S5¢g/l
Tripton 20g/1
NaCl 0,5¢g/1
NaOH 0,001N
Glukoz 20mM
KCl 3mM
MgCl 10mM
MgSO4 10mM
H>O
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4.6 JM109, DH5a AluxS, DH5a pACYC184/luxS* ve DH50 pACYC184 Suslarinin Ureme
Egrilerinin Belirlenmesi

IM109, DHS5a AluxS, DHS5a pACYC184/luxS*™ ve DH5a pACYC184 suslarinin tireme egrilerinin
saptanmas1 amaciyla her bir bakteri susunun, %1 glukoz ve ImM borik asit iceren LB buyyonda
37°C sicakliktagalkalayicida bir gecelik kiiltiirleri liretimistir.  Bir gecelik baslangic kiiltiirlerinin
600 nm dalgaboyunda bulaniklik 6l¢iimleri yapilmis, iireme egrisinin kaydedilecegi kiiltiirler, taze
%1 glukoz ve 1 mM borik asitli LB buyyonda 0.02 absorbans {initesi bulaniklik elde edilecek
sekilde baslangic kiiltiirlerden uygun miktarda hiicrenin aktarilmasi ile inokiile edilmistir.
Inokiilasyonun ardindan kiiltiirler, 37 °C sicaklikta calkalayici giizerinde inkiibe edilmeye
baslanmigtir. Sigmoidal iireme egrisinin duragan fazina girilene kadar her saat basi bulaniklik

Olctimil yapilmistir. Son bulaniklik 6l¢iimii ertesi giin gerceklestirilmistir.
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4.7  Biyoisima (Biyoliiminesans) Ol¢iimii

Bakteri kiiltiir stipernatantlarinda OI-2 molekiillerinin saptanmasi i¢in biyoisima 6zelligine sahip

Photobacterium phosphoreum izolati kullanilmustir. 3.

Ureme egrisi deneyinde her sustan toplanmis olan siipernatantlardaki OI-2 molekiilii varligini
kanitlamak amaciyla, %3 deniz tuzlu LB agar besiyerinde bir gece 22 °C sicaklikta iiretilmis olan
Photobacterium phosphoreum kolonilerinden %3 deniz tuzu i¢inde bulanik siispansyon
hazirlanmistir. OI-2 iiretimi i¢in test edilecek E. coli kiiltiir list fazindan 89 pl ile 10 pl %30 deniz
tuzu ve bulanik P. phosphoreum kiiltiir siispansiyonundan 96 kuyucuklu mikroplaka {izerinde 1 pl
kanstirilmistir. P. phosphoreum 1s1mas1 10 s pozlama siiresi boyunca sayisal kamera yardim ile
kaydedilmistir. Elde edilen goriintiilerdeki 1stmanin nicelendirilmesi ImagelJ yazilimi yardimu ile

gergeklestirilmistir.
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4.8 Siprofloksasin Maruziyetinde Sag Kalan Hiicre Sayis1 Belirlenmesi

Calismaya alinan JIM109, DHS5a A/uxS, DHS5a pACYC184/luxS* ve DH50 pACYC184 suslar1 90
dakika boyunca olgiilen MIK diizeylerinin dért kati konsantrasyonda siprofloksasine maruz
birakilmis,inkiibasyon siiresinin sonunda her bir kiiltlirde antimikrobiyal etkisine karst direnme
fenotipi (persistans) gostererek lireme yetenegini kaybetmeyen bakteri sayis1 belirlenmistir. Dort sus
50ug/ml borik asit ve 10 mg/ml glikoz iceren 10ml sivi LB besiyerinde yaklasik bir saat boyunca
35°C'de calkalayicida inkiibe edilmistir. Calkalayict lizerinde 35 °C sicaklikta inkiibe edilen
kiiltiirlerin bulanikliklar: takip edilerek 0.2 absorbans birimine ulastiginda 4 pg/ml konsantrasyonda
siprofloksasin eklenmistir. Ayn1 inkiibasyon kosullarinda antimikrobiyal etkisine 90 dk boyunca
maruz birakilan kiiltiirlerin silirenin sonunda 10 ve 100 kat diliisyonlar1 antibiyotiksiz LB agara
ekilmistir. Bir gece 35 °C sicaklikta inkiikbe edilen kat1 besiyerlerinde koloni saymm

gergeklestirilerek her bir sus i¢cin mikrolitredeki koloni olusturan {inite sayist belirlenmistir.
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5 ARASTIRMA BULGULARI

5.1  [luxS Geni Klonlamasi ve Dogrulamasi

S6z konusu lokusta bulundurdugu nokta mutasyon nedeni ile fonksiyonel /uxS iirtinii S-
ribozilhomositeinaz ifadelendiremeyen DHS5a A/uxS susuna fonksiyonel /uxS genini aktarmak igin
K12 susu genomu kalip olarak kullanilarak promotor bélgesi ve /uxS kodlayan dizisi her iki ugta

HindIII restriksiyon enzim kesim motifi icerecek sekilde cogaltilmistir (Sekil 5. 1.)

Lambda
hiolelciler
Marloor

Sekil 5.1. 1, 2, 3 JuxS amplifiye iirlinleri. %2'lik TBE Agaroz jel.
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Cogaltilan /uxS'iyerlestirmek amaciyla pACYC184 vektorii, tetrasiklin diren¢ kasedini disarida
biracak sekilde ve uglarinda HindIIl kesim bolgesi icerecek sekilde cogaltilmistir. Normalde
4245b¢'lik bant hizasinda goriilmesi gereken plazmitten 1190bg'lik tetrasiklin kaseti ¢ikarildig: igin
elde kalan dizi yaklasik 3000bg'lik bant hizasinda goriilmektedir (Sekil 5. 2.).

Lambda
Moleldiler
Markor

Sekil 5.2. 1, 2, 3 pACYC184Atet amplifiye iiriinleri. %0,8'lik TAE Agaroz jel.

Secici LB plakalarda {ireyen kolonilere plazmit izolasyonu yapildiktan sonra, plazmitler HindIII
restriksiyon enzimiyle sindirilmistir. Reaksiyon sonucu jel goriintiilerinde /uxS kendi promotor
dizisiyle birlikte pACYCI184Atet'ten ayrilmis, pACYC184Atet 3055b¢'lik bir bant olustururken

luxS yaklagik 450b¢'lik bant olusturmustur. ki diziye de ait bantin goriildiigii plazmitlere sahip
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kolonilerle deneyere devam edilmistir (Sekil 5. 3.).

Sekil 5. 3. HindIll kesimi sonrasi birbirinden ayrilan /uxS ve pACYCI184Atet plazmitlerinin
goriintiisli. %2'lik TAE Agaroz jel.
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5.2 Buyyon Mikrodiliisyon Deneyiyle Escherichia coli JM109 ve DHSa Suslarinin
Siprofloksasin Duyarhliklarimin Belirlenmesi

Subletal konsantrasyonda siprofloksasin maruziyet ile basamakli olarak direngli mutantlarin, deney
boyunca ve sonunda JM109, DHS5a A/uxS ve K12 suslarinin siprofloksasine karsi duyarliliklari
antibiyotik konsantrasyonu olarak kaydedilmistir (Sekil 5. 4.).
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MiK Tur Sayisi

Sekil 5. 4. IM109, DHS5a AluxSve K12 suslarinin mutant se¢imi deneyi boyunca subletal doz

siprofloksasin konsantrasyon degerlerinin basamakli olarak yiikselmesi.
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5.3  gyrA ve parC Dizi Analizleri

JM109, DH50 AluxS ve K12 suslarinin MIK deneyi oncesi ve sonrast gyrd'da 83. ve 87.

kodonlarinda ve parC'de80. ve 84. kodonlarinda nokta mutasyonlar: tespit etmek amaciyla dizi

analizi gergeklestirilmistir.

MIe DHSee BLi1 2 El2 MI10¢ DHe BL21 -KI2

Sekil 5. 6. 1., 2., 3. ve 4, kuyular sirastyla subletal dozda siprofloksasin maruziyeti sonras1 gyr4
dizisi ¢ogaltilan JIM109, DHS5a AluxS, BI21 ve K12 suslarmi, 5., 6., 7. ve 8. kuyular sirastyla
subletal dozda siprofloksasin maruziyeti sonrast parC dizisi ¢ogaltilan JIM109, DHSa AluxS, BL21

ve K12 suslarinin dizi analizi i¢in saflagtirma sonras1 bantlarini gostermektedir. %2'lik TBE Agaroz
jel.

Dizileme sonrasi subletal dozda siprofloksasin maruziyetinde secilen mutant JM109, DHSa A/uxS
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ve K12 suslarinin gyr4 dizi analizleri BLAST algoritmasi kullanilarak gergeklestirilmistir. E.
coli'de gyrA 83. kodonu Serin (Ser) amino asidini, 87. kodonu Aspartik asit (Asp) amino asitdini
kodlamakta, parC 80. kodonu Serin (Ser), 84. kodonu Glutamik asit (Glu) amino asitlerini
kodlamaktadir. IM109 ve DHS5a AluxS suslarmin gyrd dizisindenokta baz mutasyonlari, K12

susunun gyrAdizisinde kodon delesyonu gozlemlenmistir.
Sequence 1D: Il 177103 Length: 498 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 496 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
911 bits(493) 0.0 495/496(99%) 0/496(0%) Plus/Plus

Query 42 GRAAGAGCTGRAGAGCTCCTATCTGGATTATGOGATGTCGETCATIGITGRCCGTREGCT 101
CETEEEETEE T Eeer e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e eeny
Sbjet 1 GEARGAGCTGARGAGCTCCTATCTGEAT TATGCGATGTCGETCATTGTIGECCGTGCGCT &0

Query 102 GCCAGATGTCCGAGATGECCT
FEVTETEETE T
Sbject 61  GCCAGATGTCCGAGATGGECCT

GRL ACACCGRTCGCGTACTTTACRCCATGRARACGET 16l

Catatatal ol

\J’uul\J’l\.‘l’I
FEVTEEEEETEr e e e et
GRAGCCGGTACRCCGTCGEGTACTTTACGCCATGRRACET 120

Guery 162 ACTAGECARTGACTGGRACARAGCCTATARRRRRTCTGCCCGIGICGITGRTGACETART 221
CETEEEETEE T EErr e e ee e e e e e e e e e e e e ey e e ey
Skjet 121 ACTAGECARTGACTGGRACAZAGCCTATARZARRRTCTGCCCGIGTCOGTTGETGACETART 180

Query 222 CGETARRTACCATCCCCATGGIGACTCGRCGETCTATGACACGATCGTCCGCATGRCGCE 281
FEVTETEEEETT e e e e e e e e e e et Eerrr e e
Gbjet 181 CGETARRTACCATCCCCATGGTGACTCGRCGGRTCTATIRACGATOGTCCGCATGECGCE 240

Query 282 GCCATTCICGCTIGCGTTATATGCTGRTAGRCS

&1
CETEETETEE e et e ey
Sbjct 241 GOCATTCTCGCIGCGITATATECTGETAGACESET

CL
[l
Ch

LT
[ |
AT

TRACTTICGG 341
[

FE TICT
ETEEEETETErrTd
GEETARCTTCOGETICT 300
Query 342 CGACTCTGCOGECGGCARTGCGITATACGGARATCCGTCTGECGARRATTCGCCCATGARCT 401
CETEEEEEEE T EEer e e e et e e e e et e e e e e e e e e e ey
Sbject 301 CGACTCTGCGECGGCARTGCGITATACGGARATCCGTCTGECGARRATTGCCCATGAACT 360

Query 402 GATGGCCGATCTCGARRARGAGACGETCGATTTCGTTGATAACTATGACEECRACES 48l
CEVTEEEETE e e e et e e ey e e ey e e e e e e e e

Sbjct 381 GATGGECCGATCTICGARAARGAGACGETCGATTTCOGTTEATAACTATCACEECACEE 420

Query 4482 AATTCCGGACGICATGCCAACCARARTTCOCTARCCTGCTGETGRARCGETICTICCGETAT 521
FEVTETEEEE e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 421 ARTTCCGGACGICATGCCRAACCARARTTCCTARCCTIGCTGETGRACGGTICTICCGETIAT 420

Query 522 CGCCGTAGGTATGECRE 537
FEVTLTTEE T

Sbjct 481 CGCCGTAGGTATGECR 498

Sekil 5. 7. BLAST algoritmasi kullanilarak yapilan JM109 susunun subletal doz siprofloksasin ile
mutant se¢imi deneyi sonrasi ¢ogaltilan gyrA dizisi ve ayn1 susun test dncesi gyr4 dizi hizalamasi.
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Sequence ID: [cl[16747 Length: 481 Humber of Matches: 1

Range 1: 1 to 481 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
878 bits(475) 0.0 479/481(99%) 0/481(0%) Plus/Plus

Query 57 CICCTATCTGEATTATGCGATGICGEICATIGTITGECCETGCECTGOCAGATETCCGAGE 114
FEVEEREEEEETEE e e e e e e e e e e ey |
Skjet 1 CTCCTATCTGRAT TAT GOGAT GICGRT CATIGI TRECCGTGOGCTGOCAGATGTCCGAGRE &0

Query 117 TGEECCTGRAGCCGGIACACCEICGLGTACTITACGCCATGAACGTACTAGRCAATGACTG 174
FEVTEELEEEE TR Eer e e et e e e ey e e e ey |
Sbjct 61 TGGCCTGAAGCCGGIACACCEICGCGIACTITACGCCATGAACGTACTAGRCAATGACTG 120

Query 177 GRACRRAGCCIATARRRRRTCTGCCCGIGICGITGGTIGACGTARTCGETARRTACCATCC 234
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Skject 121 GRACARAGCCTATARZRARRTCTGCCCGIGICGITGGIGACGIAATCGETARATACCATCC 180

Query 237 CCATGGIGACTICGGCGETCIATGACACGATCGTCCGCATGECRCAGCCATICTCGCIGN: 294
FEVTEELTEEETEE et FEr e e e ey e e e ey
Sbjct 181 CCATGGIGACTCGGCGGICTATINWACGATCGTCCGCATGGCGCAGCCATICICGCTGEE 240
Query 297 TIATATGCIGETAGACGGICAGGGTAACTTCGETTCTATCGACGECGACTCIGOGEEGEE 354
FEVTEEEEEEETEE e e e e e e e e ey e e b e v ey
Sbjct 241 TIATATGCIGETAGACGGICAGGGTAACTTCGGEITCTATCGACGECGACTCIGCGREGEC 300
Query 337 AARTGCGITATACGGARATCCGICIGGCGARRATTGCCCATGRACTGATGRCCGATCICGE 414
FEVPEEEEEEEEEE P e e e e e e e e e e e ey
Sbjct 301 ARTGCGITATACGGAAATCCGICIGGUGARRATTGCCCATGRACTGATGRCCEAICICERE 3460
Query 417 ARRRGAGACGETCGATITCGITGATAACTATGACGGCACGEARARAATTCCGEACGICAT 474

LLLELEE L LT TTLELLLEELL L TP LT
Skject  3el ARRAGAGACGEICGATTTCGITGATAACTATGACGGCACGGALRRAATTCCGEACGICAT 420

Sekil 5. 8. BLAST algoritmasi kullanilarak yapilan DH5a A/uxS susunu subletal doz siprofloksasin
ile mutant se¢imi deneyi sonrasi ¢ogaltilan gyrd dizisi ve aym1 susun test Oncesi gyrd dizi
hizalamasi.
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Sequence ID: 1cl|27075 Length: 498 Mumber of Matches: 1

Range 1: 1 to 498 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
205 bits(490) 0.0 498,/501(99%) 3/501{0%) Plus/Plus
Query 40 GRGEARAGAGCTGRRGAGCTCCTAICTGGEATTATGCGAIGTCGETCATIGTITGELCGIGCE 99
FEEEEEEr et e et e e et e et e et e et e e e ey
Skjet 1 GRGERAGAGCT GARGAGCTCCTATCTGEATTATGOGAT GTCGETCATIGITGECCGIGCEE a0
Query 100 CTGCCAGATGICCGAGRIGECCTGALGCCGETACRCCGICGOGTACTITACGCCATGRRS 159
CECEEEEr et e et e et e e e e et e et e e e et
Sbkjet 61  CTGCCAGATGTCCGAGRTGRCCTGARGCCGETACRCCGTOGOGTACTTITACGCCATGRRS 120
fuery 160 GIACTAGGCRATGRCTGGRACARRGCCTATRARRARRTCTGOCCGTIGTICGTTGETGACGTE 219
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbkjet 121 GTACTAGGCRATGRCTGGRACARRGCCTATARRARRTCTGOCCGIGTCGTTIGETGACGTE 120
Query 220 ATCGETARRTACCATCCCCATGEIGRCTCGECGETCTATGACACGATOGTCCGCATGECE 274
FEVEETETE et ety FEETELEETEr ettty
Sbkjct 181 ATCGETARATACCATCCCCRATGGIGL M CEETCTATGACRCGATCOGTCCRCATGREEE 237
Query 280 CAGCCATTCTICGCIGCGITATATGCTGETRAGACGETCAGEETRACTTCGETITCTATCGRC 339
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbkjct 238 CAGCCATTCTICGCIGCGITATATGCIGETRAGACGETCAGEETRACTTICGEITCTATCGRC 2497
Query 340 GECGACICTECGECGECAATGCGTTATACGE CCGICTGEOGRARARTTGCOCOCATGRAR 399
CEEEEEErr et e e et e e et e e et e et e e et e e et et
Sbjct 298 GECGACTCTECGECGECRAATGCGTTATACGRARATCCGICTRECOGARAATTRCCCATGRS 357
Query 400 CTGRTGECCGATCTCGRARRAGAGRCGETCGATTTCGITGATARCTATGRCGECACGS 4539
CEEEEEErr et e et e e e e e et e e et e et e e e et
Skjet 358 CTGRIGECCGATCTCGRARRRAGAGRCGETCGATTTCGITGATARCTATGRACGECACGS 417
Query 460 ARRARTTCCGGEACGTCATGCCRACCRRRRTTCCTARCCTGCTGETGRARCGEITCTICCGET 519
CEEEEEErr et e et e et e e et e et e et e e e ey
Sbkjet 418 ARRATTCCGGRACGTCATGCCRACCRRRARATTCCTARCCTGCTGGETGRARCGEITCTICCGET 477
Query 520 ATCGCCOGTAGGIATGGCRACC 540
|||||||||||||||||||||
Sbjct 478 ATCGCCOGTAGEIRTGGCRACC 4392

Sekil 5. 9. BLAST algoritmasi kullanilarak yapilan K12 susunu subletal doz siprofloksasin ile
mutant se¢imi deneyi sonrasi ¢ogaltilan gyrA dizisi ve ayn1 susun test dncesi gyr4 dizi hizalamasi.

Dizileme sonrasi subletal dozda siprofloksasin maruziyetinde secilen mutant JM109, DH50 AluxS
ve K12 suglarinin parC dizi analizleri BLAST algoritmasi kullanilarak gergeklestirilmistir. JIM109,
DHS5a AluxS ve K12 suslarinin parC dizisinde nokta baz mutasyonlar1 gozlemlenmistir. Dizi

hizalamasi1 sonucunda M109, DHS5a A/uxS ve K12 suslarinda ortaya ¢ikan baz mutasyonlar1 ve

delesyonlar asagidaki cizelgede verilmistir (Cizelge 5. 1.).
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GyrA 83. kodon GyrA 87. kodon GyrA diger kkodonlar

JM109 (recA-, luxS+) GAC->AAC (Aspartik Asit->Asparajin)
DHbalfa (recA-, luxS-) GAC->AAC (Aspartik Asit->Asparajin) TCT->TAT (Serin->Tirozin)
K12 (recA+, luxS+) ~ TCG-> — (Serin delesyonu)

ParC 80. kodon ParC 84. kodon ParC diger kodonlar
JM109 (recA-, luxS+) GAA->GAG(Glutamik asit->Glutamik asit)
DHbalfa (recA-, luxS-) GAA->GAG(Glutamik asit->Glutamik asit)
K12 (recAt, luxS+) GAA->GAG(Glutamik asit->Glutamik asit)

Cizelge 5. 1. gyrA ve parC genlerinin M109, DH5a AluxS ve K12 suslart igin subletal doz
siprofloksasin ile mutant se¢imi deneyi sonrasi dizi hizalamasinda bulunan baz mutasyonlar1 ve
delesyonlar.
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54  JM109 ile DHSo AluxS Suslarinin ve DH5a pACYC184/luxS™* ile DH5a pACYC184
Mutantlarinin Cogalma Hiz1 Tespiti

IM109, DH5a AluxS, DH5a pACYC184/luxS™ ve DH50 pACYCI184 suslarmin gece boyu
cogalarak olusturduklar1 biyokiitlenin spektrofotometrik Ol¢iimle saptanan ortalama bulaniklik
degerleri Sekil 5.13'te verilmistir. Fonksiyonel S-ribozilhomosisteinaz enzimine sahip olmayan ve
otoindiikleyici — 2 iiretimi yapamayan E. coli DH5a AluxS susunun 1.5633+0.0549 absorbans
tinitesi bulanikliga kadar tireyerek, kendisi gibi E. coli K12'den tiiretilmis bir sus olan, ancak
otoindiikleyici — 2 iireterek 0.9400+0.0208 absorbans iinitesi bulanikliga kadar lireme gosteren E.
coli IM109'dan daha yiiksek hiicre yogunluklarinda plato fazina girdigi saptanmistir (p = 0.0035).
Benzer sekilde, bir gecelik kiiltiirde E. coli DH5a susunun pACYC184/luxS plazmit vektori ile
transforme edilmesi ile olusturulan otoindiikleyici — 2 firetebilir izogenik mutant susun
1.2967+0.0835 absorbans iinitesi bulaniklikta {reyerek, 1.6567+0.0433 absorbans {initesi
bulanikliga ulasan pACYC184/4tefR kontrol transformantindan daha diisiik bulaniklikta plato
fazina ulastig1 belirlenmistir (p = 0.0314) (Sekil 5.13).
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Sekil 5. 13. JM109, DHS5a AluxS, DH5a pACYC184/luxS* ve DHSa pACYC184 suslarinin gece
boyu inokiilasyon sonrasi olusturduklari biyokiitlenin 600 nm dalgaboyunda spektrofotometrik
yontem ile bulaniklik 6l¢timii ile saptanmasi.
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5.5 Biyoisima (Biyoliiminesans) Ol¢iimii

Escherichia coli DH5a pACYC184/[uxS* ve DH5a pACYC184 suslarinin kiiltiir iist faz1 etil asetat
oOziitlerinin, bulanik kiiltiirden seyreltilen Photobacterium phosphoreum hiicrelerinde indiikledikleri
biyoisima yogunluklar1 Ol¢iilip E. coli DHSa AluxS ist faz Ozitlerinin biyoisimasi ile
oranlandiginda, DH5a pACYC184/luxS™" kiiltiirlerinin DHSa A/uxS kiiltiirlerine gore 1.4867+0.0351
kat daha fazla biyoisimaya yol agtig1 gozlenmistir (p = 0.0065). Bununla birlikte DH5a pACYC184
kiiltiirleri ise DHS5a AluxS hiicreler ile yaklasik ayni siddette (0.9822+0.0886 kat) biyoisima
indiikledigi saptanmistir (Sekil 5.14).
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Sekil 5. 14. Escherichia coli DH50 pACYC184/luxS™ ve DH5a pACYC184 kiiltiir iist faz1 organik
Oziitlerinin  Escherichia coli DHS5o AluxS hiicrelerine gore Photobacterium phosphoreum
hiicrelerinde indiikledigi biyoigima oranlari.
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5.6  Kisa Siireli Siprofloksasin Maruziyeti Sonrasi Ureyebilir Durumdaki Hiicre Sayisi
Belirlenmesi

Calismaya alinan suglarin siprofloksasin maruziyeti ardindan iireyebilme yetenegini koruyan hiicre
sayilar1 incelendiginde E. coli IM109 kiiltiirlerinin ortalama 323.2500+£36.9290 koloni olusturan
inite ile, 3.5000+1.2580 cfu olusturabilen DHS50/4/uxS hiicrelerine gore daha yiiksek sag kalima
sahip oldugu belirlenmistir (p = 0.0032). Benzer sekilde, E. coli DH5a pACYC184/luxS* ile DH5a
pACYC184 kiiltiirleri karsilastirildiginda, bir gecelik kiiltiir plaklarinda sirasi ile 66.7500+10.5860
ve 3.7500+0.8540 cfu olusturduklari, siprofloksasin maruziyeti sonrasi pACYC184/AtefR kontrol
hiicrelerine gore daha fazla sayida DH5a pACYC184//uxS™ hiicresinin hayatta kaldig1 saptanmistir
(p = 0.0092). Otoindiikleyici — 2 iiretimi yapamayan E. coli DH50/4luxS ve DH5a pACYC184
kiiltiirleri karsilagtirildiginda ise antibiyotik maruziyeti sonrasi iireme yetenegini koruyan hiicre

sayisinin benzer diizeyde oldugu gézlenmistir (p = 0.8755) (Sekil 5.15). .
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Sekil 5. 15. IM109, DH5a AluxS, DH5a pACYC184/luxS* ve DH5a pACYC184 suslarinin 4
ng/ml siprofloksasin varliginda olusturduklart koloni sayilari.
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6 TARTISMA VE SONUC

Bakterilerde “quorum sensing”, bir¢ok hayatsal faaliyeti kontrol eden, bakterinin popiilasyon
yogunluguna gére biyofilm olusturma, stres kosullariyla miicadele etme, viriilans 6zellik gosterme
ve bu tez ¢alismasinda iizerinde duruldugu gibi antibiyotiklere kars1 direnme fenotipine ge¢mede
etkili olan, ¢oklu gen ifadesi degisikliklerinin gozlemlendigi karmasik bir sistemdir®0-61.64.90,
Antibiyotiklerin bilingsiz kullanimi, Escherichia coli, Salmonella typhimurium ve Pseudomonas
aeruginosa basta olmak iizere bircok bakterinin antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmasina neden
olmakta ve enfeksiyonlara karsi insanlar1 garesiz birakmaktadir!'3?1-3, Giinlimiizde kullanilan
konvansiyonel antimikrobiyaller, miimkiin olan en yiiksek terapotik indeksi saglamak iizere, segici
toksisite yoniinden en avantajli metabolik yolaklar1 hedeflemektedir. Bakteri hiicre duvari sentezi,
protein sentezi, RNA sentezi ve DNA replikasyonu antimikrobiyallerin en 6nemli hedeflerini
olusturmaktadir. Antimikrobiyallerin bakteriler {iizerinde olusturdugu secici baski direncli
mutantlarin olusumu ve secilmesi i¢in gerekli kosullari hazirlamakta, bu mutasyonlarin bakteri
topluluklarinda yatay ve dikey olarak aktarilmasi nedeni ile antimikrobiyal direng 6nemli bir halk
saglig1 sorunu haline gelmektedir®*->4°194, Rasyonel antimikrobiyal kullanim kurallarinin disiplinli
bir sekilde uygulanmamasi, sorunu daha da derinlestirmektedir. Buna karsin, ila¢ endiistrisi, uzun
zamandir ylksek maliyetler nedeni ile tamamen yeni antimikrobiyal kemoterapi hedeflerini
arastirmak yerine, bilinen hedefler iizerinde etkili ana kimyasal yapilarin farmakodinamik ve bazen
de farmakokinetik 6zelliklerini iyilestiren tiirevlerin sentezine yonelmistir'3*!. Oysa ki, kimyasal
olarak tiirevlendirilmis ilaclara karsi direng gelisimi ya beklenenden hizli ger¢ceklesmekte, ya da
kimi bakteri tiirleri belirli bir ana grupta yer alan kimyasal tlirev antimikrobiyallerin tiimiine — o
madde hi¢ sentezlenmemis olsa bile — ¢apraz direng gdsterebilmektedir. Bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde, elde var olan ila¢ gruplar ve tiirevlerini “tilketmemek” i¢in rasyonel klinik kullanimin
yani sira, sistem biyolojisi perspektifinin yardimi ile rasyonel ila¢ tasarimi da biiylik 6nem
kazanacaktir. Bakteriyel enfeksiyon hastaliklarinin patogenezinde, istilaci bakterilerin virtilans
faktorlerini ifadelendirerek patojen hale gecmesi, bunun sonucu olarak, salgilanan enzim ve
toksinler ile doku hasari, dokularda ya da prostetik yiizeylerde biyofilm olusumu gibi mekanizmalar
rol oynamaktadir3%->%21, Mikrobiyal viriilans faktorlerinin ifadelenmesinde “quorum sensing”in rolii
bir ¢ok yazar tarafindan vurgulanmaktadir3®079% Enfeksiyon hastaliklarmin tedavisinde
antimikrobiyal kemoterapiyi ve bagisiklik sistemini destekleyici olarak “quorum sensing”
modiilatori ilaglarin kullanilmasi ile “antipatojenik™ etki olusturulmasi onerilmektedir®7%%, Buna
gore bakteriyel hiicrelerin iliremesinin durdurulmasi ya da oldiiriilmesinden ¢ok, viriilans faktorii

ifadelenmesinin ortadan kaldirilmasi ve patojenitesinin azaltilmasi ya da ortadan kaldirilmasi
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hedeflenmektedir’8->9.70.96.97

Bu tez calismasinda, Escherichia coli IM109 ve DHS5a AluxS suslar1 kullanilarak bu bakteride
otoindiikleyici-2 sentezleyebilme kabiliyetinin, bakterisidal antimikrobiyallerden siprofloksasin ile

karsilagma sirasinda hayatta kalabilmek icin “direnme” fenotipine gegisteki rolii arastirilmistr.

Bu tez ¢alismasinin ilk kisminda, otoindiikleyici — 2 {iretebilen Escheichia coli K12 ve JIM109
suslar1 ile otoindiikleyici — 2 iiretme yetenegi bulunmayan E. coli DH5a susunda, dldiiriicii dozun
altinda siprofloksasin maruziyeti ile kinolon direng¢li mutantlarin se¢imi gergeklestirilmistir. Bu
deney diizeneginde, calismaya alman suslardaki MIiK diizeylerindeki artislarin gyrd ve parC'de
gerceklesen mutsayonlar ile paralellik gosterdigi, gyrA83 ve gyrdA87 ile parC80 ve par(C84
kodonlarindaki mutasyonlar ile uyumlu olarak dort basamakta en yiiksek seviyeye ¢iktigi
gozlenmistir. Florokinolon smifindan bir antibiyotik olan siprofloksasin, E. coli'de tip 1I
topoizomeraz olan ve niikleik asit sentezi sirasinda iki niikleik asit zincirinin birbirinden
ayrilmasinda gorev alan DNA giraz enziminin aktif bolgelerine baglanarak niikleik asit sentezi
yolagini engelleyip bakterinin 6liimiine sebebiyet vermektedir®®. Siprofloksasin maruziyeti, E. coli
kiiltiirlerinde bu antibiyotige kars1 direngli bireylerin se¢ilmesine neden olmaktadir. Direngli klinik
izolatlarda yapilan incelemelerde siprofloksasine karsi diren¢ gelisiminin DNA giraz enzimindeki
aktif bolgelerde yapisal degisiklikler olusturarak antibiyotigin bu enzime baglanmasini engelleyip,
niikleik asit sentez yolagmin engelsiz bir sekilde ¢aligmasinmi saglamaktadir334%3!, DNA giraz
enzimindeki yapisal degisiklikler bu enzimin iki alt {initesini kodlayan gyr4 ve gryB genlerindeki
nokta mutasyonlarindan kaynaklandigi bilinmektedir33-%33, E. coli'de ayrica tip IV topoizomeraz
enziminin iki alt tinitesini kodlayan parC ve parE genlerindeki nokta mutasyonlar da, bu enzimdeki
florokinolon baglanma bdlgelerinde yapisal degisikliklerine neden olup bakteriyi siprofloksasin
dahil birgok florokinolon smifi antimikrobiyale karsi direngli hale getirmektedir’®®. Bu
mutasyonlarin goriilme sikliklar1 incelendiginde gyrA 83 ve 87. kodon, parC 80 ve 84. kodonlarda
amino asit degisikligine yol agan mutasyonlar daha siklikla goriilmektedir33-%32.33.190 Bakterilerde
belirli antibiyorik diren¢ mutasyonlarin olusturulmasi, dolayisiyla mutasyon frekansi, bakterinin
cogunluguyla dogru orantili olarak seyretmektedir'®’-192, Antibiyotik diren¢ genlerinin mutasyon
frekansi, popiilasyon biiytlikliigli disinda antibiyotigin bakteriyi 6ldiirme hizina, mutasyon olusacak
dizinin etrafindaki stabil olmayan dizilerin varligina, antibiyotigin hedef aldigi mekanizmalar
diizenleyen gen sayisina, ¢oktan olugmus antibiyotik diren¢ mutasyonlarina, antibiyotik direnci

saglayacak genlerin ¢esitliligine ve bakterinin o anda etkilendigi baska stres etkenlerine bagli olarak
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degisiklik gostermektedir’®192-195 Bu ¢alismada gergeklestirilen 6ldiiriici  dozun altinda
antimikrobiyale maruziyet ile direncli mutasyonlarin se¢ilmesi deney diizeneginde, antimikrobiyal
MIK diizeylerinin saptanmasi i¢in kullanilan standart inokulum olan 105 cfu/ml yerine 1000 kat
daha yogun bir inokulum kullanilmistir. Ayrica, OI-2 iiretebilen ve {iretemeyen suslarin test edildigi
bu deney diizeneginde, “quorum sensing”in etkisinin belirginlesmesi amaci ile besi yeri olarak %1
glukoz igeren SOC buyyon kullanilmistir. Bu c¢alismada, test edilen tiim suslarda siprofloksasin
MIK degerlerinin basamakli sekilde arttigi, otoindiikleyici-2 sentezleyebilen E. coli JM109
susunun, DH5a AluxS susundan bir tur dnce bir i{ist MIK basamagma ciktig1 gozlenmistir. Bu
bulgudan yola c¢ikarak, stres altindaki bakteri toplululuklarinda “quorum sensing”in persistan
duruma gegiste rol oynayarak uzun donem adaptasyona zemin hazirladig1 diisiiniilmiistiir. Bu
hipotezi sinamak amaci ile E. coli DH5o AluxS susunun luxS* izogenik mutant1 olusturulmus,
otoindiikleyici-2 sentezleme yetenegine sahip bu mutantin olusturdugu bakteri toplulugunun tireme
egrisi, otoindiikleyici-2 iiretim yetenegi ve siprofloksasin maruziyeti stresinde sag kalma orani, E.

coli DH5a AluxS ve E. coli IM109 suslart ile karsilagtirilmigtr.

E. coli JM109, DHSa AluxS, DH50 pACYC184/luxS* ve DH5a pACYC184 suslarinin iireme
egrileri, biyokiitlenin spektrofotometrik olarak dl¢iilmesi ile belirlenmis, her bir susun plato fazinda
ulastig1 en yiiksek bulaniklik diizeyi saptanmistir. “Quorum sensing”, ayni tiir i¢inde ya da tiirler
arasinda sinyal aktarimini saglayan bir iletisim ag1 olusturmakta, bireylerin gen ekspresyonlarini
etkileyerek yiiksek ve diisiik yogunluktaki bakteri topluluklarinin fizyolojik davranislarimi
sekillendirmektedir. E. coli'de besin maddelerinin kisitlilig1 ve starvasyona giris ile birlikte RpoS
aracili olarak duragan fazda enerji metabolizmasinin, DNA replikasyonunun baslatilmasinin,
viriilans genlerinin ifadelendirilmesinin regiilasyonu “quorum sensing” kontrolii altinda oldugu, OI-
2 sentezleyemeyen AluxS bakterilerin vahsi tipten daha yiiksek hiicre yogunluklarinda plato fazina
ulastiklar1 bildirilmektedir’®'%, Bu c¢alismada da, E. coli JM109, DH5a AluxS, DHS5a
pACYC184/luxS* ve DH5a pACYC184'in benzer logaritmik faz iireme egrilerine sahip oldugu,
ancak AluxS suslarin, OI-2 sentezleyenlerin duragan faza ulastiklar1 noktadan sonra da bir siire
iremeye devam ettikleri ve daha yiliksek hiicre yogunluklarina ulastiklar1 gézlenmistir. Bir ¢ok
bakteri tiirlinde starvasyon ve “quorum sensing” sinyallerinin birbirini modiile ettigi, “quorum
sensing”in bakteri hiicresi fizyolojisinin duragan faza hazirlanmasinda rol oynadigi One
stirtilmistiir'%’. Popiilasyon yogunlugunun belirleyici oldugu bu geri besleme mekanizmasi, bakteri
toplulugunun, duruma uygun bir stres yanit1 olusturmasinda énemli olabilir. Otoindiikleyici — 2

tiretemeyen E. coli DHS5a AluxS susuna fonksiyonel S-ribozilhomosisteinaz enzim geninin
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aktarildigin1 dogrulamak amaci ile OI — 2 varliginda biyoisima yanit1 veren deniz bakterilerinden
olan Photobacterium phosphoreum'un laboratuvarimizda izole ettigimiz bir susu belirte¢ hiicre

olarak kullanilmstir.

Bu calismada elde edilmis olan E. coli DH50. pACYC184/luxS* susunun fonksiyonel durumda S-
ribozilhomosisteinaz geni icerdigi ve bunu hiicre yogunluguna bagli ifadelendirebildigi P
phosphoreum biyoisima deneyi ile gosterilmistir. Plazmid vektor ile birlikte aktarilmis olan
kloramfenikol asetil transferaz geninin deney diizenegine etkisinin ihmal edilebilir diizeyde oldugu,
yine bu ¢alismada elde edilmis olan E. coli DH5a pACYC184 AtetR kontrol mutantinin biyoisima
deneyinde E. coli DH5a AluxS'e benzer diizeyde isimaya neden oldugunun gosterilmesi ile
dogrulanmistir. Bu calismada, E. coli IM109 susu ise kendisi gibi E. coli K12 genetik altyapisina
sahip DH5a ve bundan tiiretilen izogenik mutantlardan farkli metabolik 6zelliklere sahip oldugu
gbzlenmistir. Biyoisima deneyinde, esdeger hiicre yogunluguna sahip E. coli JM109 ve DH5a
kiiltiirlerinden karsilastirilabilir sonuglar alinamamasinin yani sira, ¢alismaya dahil edilen her dort
susun kiiltiir iist fazlarindan etil asetat 6ziitlemesi ile saflastirilan metabolitler , C18 ters faz kolon
kullanilarak yiiksek basingli kromatografi ile analiz edildiginde ise E. coli IM109 susunun daha
genis bir cesitlilikte indolik bilesikler olusturabildigi belirlenmistir. E. coli K12 ana susundan
kaynaklanan JM109 ve DHSo arasindaki en belirgin farklardan biri JM109'un OI - 2
sentezleyebilme yetenegidir®®10810%  S-ribozilhomosisteinaz geni kodlayan bolgesinde bir nokta
mutasyon nedeni ile fonksiyonel enzim ve OI — 2 sentezleyebilme yetenegini kaybetmis olan E. coli
DH50 susuna Plazmid vektér yardimi ile /uxS komplementasyonu yapilsa bile metabolik
profillerdeki bu farkliligin giderilememesi, “OI — 2 eksik” yasam tarzina adaptasyonun sonucu
olabilir. Iki énemli endiistriyel E. coli rekombinant protein iiretim konagi olan K12 ve B suslarmin
taslak genom projeleri bulunmaktadir (National Center for Biotechnology Information niikleotid
veritaban1 Escherichia coli K-12 substr. MG1655: NC _000913; Escherichia coli B REL606:
NC_012967). Bu suslarin fizyolojik ozellikleri karsilagtirmali olarak incelenmigtir''®. Ancak, bu
calismada elde edilen bulgular, “quorum sensing” gibi bakterinin tiim fizyolojisi tizerinde merkezi
Ooneme sahip siireglerde gergeklesen degisimlerin — O6rnegin, OI-2 iiretememek — bakterinin tim
metabolizmasinda bir adaptasyon siirecini tetikleyebilecegi, kaybedilen 6zellik tekrar yerine konsa

bile adaptif siirecin tamamu ile geri dondiiriilemeyecegini diisiindiirmektedir, 62111-114,

Devaminda, JM109, DHS5a AluxS, DH5a pACYC184/luxS* ve DH5a pACYC184 suslarinin MIiK

testinde tespit edilen siprofloksasinin belirli konsantrasyonu varliginda fenotip degisimi ve hayatta
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kalma oranlar1 gézlemlenmistir. /uxS komplementasyonu yapilan DH5a pACYC184//uxS™ mutant
susun kontrol DHS5a A/uxS susuna gore siprofloksasin varliginda ¢ok daha fazla koloni olusturup
direngli fenotipe gegebildigi gozlemlenmistir. DHSa pACY C184//uxS* mutant susun JM109 susuna
gore siprofloksasin varliginda daha az koloni olusturabildigi gozlemlenmistir. DHSa AluxS ve
DH5a pACYC184 susunun olusturdugu koloni sayilari karsilagtirdiginda tutarlilik gosterdigi
goriilmektedir. DHSo pACYC184/[uxS* susunun /uxS bulunduran JM109 susuna gore daha az
koloni olusturmast DHS5a A/uxS susuna transforme edilen vektdriin neden oldugu ve protein
ifadesini etkileyen bir metabolik yiik kaynakli stres yaniti sebebiyle gozlemlenmis olabilir.
Sperandino ve ark. tarafindan yapilan c¢alismada E. coli O157:H7 susunun /luxS'1 ¢ikarilmis
mutantinda mutant olmayan susa gore yaklastk 400 farkli geninde transkripsiyonel fark
gozlemlenmis, ifadesi degisen genlerin arasinda viriilans ve kimya go¢iimiinii kontrol eden énemli
genlerin de bulundugu gosterilmistir!'>. Buna benzer bir ¢alima DeLisa ve ark. tarafindan luxS
negatif mutant . coli W3310 susu lizerinde yapilmis ve 242 genin mutant olmayan susa gore ifade
farklih@i gosterdigi tespit edilmistir!'6, Wang ve ark. tarafindan E. coli K12 susu kullanilarak
yapilan /uxS negatif mutantin transkriptom analizinde sadece 40 tane genin mutant olmayan susa
gore farklilik gosterdigi gozlemlenmis, fakat bu genlerin Onemli metabolik genler oldugu
vurgulanmigtir!'7-1'8, Haigh ve ark. sadece tek bir E. coli susu yerine 3 farkli sus (E. coli E2348/69,
E. coli Sakai, E. coli NCTC12900) iizerinde, farkli yontemlerle olusturduklart /uxS mutasyonlarinin
sonucunda yaptiklar1 proteomik analizi sonucu /uxS mutasyonunun bakteride ciddi sekilde strese
neden oldugunu, mutant her susta ifade artis1 gosteren ve bakterinin uzun siiren aglik durumlarinda
veya amino asit yetmezliginde ifadesi artan bir stres proteini olan membrane-associated stringent
starvation protein A ve ifade diislisii gosteren ve bakteride asit direngliligi saglayan glutamat
dekarboksilaz enzimiyle gostermislerdir''®. Goriilmektedir ki /uxS'in ¢alismaz duruma gelmesi
bakteride metabolik stres yaratip protein liretimi, viriilans, kimya go¢iimii gibi dnemli hayatsal
faaliyetleri etkileyebilmektedir>7-61:6477.120 Bu nedenle DH5a pACYCI184/[uxS*susunun JM109
susuna  gOre  antibiyotik  varliginda daha az  koloni  olusturmasinin, DHS5a
pACYC184/luxS*susundaki [uxS mutasyonundan kaynakli metabolik stres nedeniyle oldugu

diistintilmektedir.

Hiicreler arasi sinyal iletimi mekanizmalarinin, bakteri hiicrelerinin besin kisitliligi, hiicresel hasar
ya da abiyotik streslere metabolik olarak yanit verebilmesinde Onemli role sahip oldugu
bildirilmektedir'?!. Ekolojik perspektiften bakildiginda, antibiyotikler, kisitlh kaynaklar igin

yarigmanin yogun sekilde yasandigi mikroorganizma topluluklarinda sosyal yasamin vazgecilmez
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bir pargasidir'?>2, Bu molekiiller, hedef mikroorganizmada, zehirledikleri metabolik yolaklara gore
stres yanitlarinin olugmasina neden olmaktadir. Genel stres yaniti, hiicre kilifi stres yaniti, toksin
antitoksin sistemleri, oksidatif stres yaniti, nitrozatif yanit ve “stringent” starvasyon yaniti sayesinde
bakteri hiicrelerinin metabolik olarak duragan bir faza ge¢cmesi ile antimikrobiyal ile “zehirlenerek”
durdurulmus ya da bozulmus olan metabolik yolaga ya da yolaklara gereksinimin en aza
indirilmesi, bakteri hiicrelerinin antimikrobiyal etkisine duyarsiz, persistan duruma ge¢cmeleri ile
sonu¢lanmaktadir'>. Daha da onemlisi, SOS yanitinin tetiklenmesi ile hata orani yiiksek DNA'ya
bagimlit DNA polimerazlarin replikasyonda ve tamirde kullanilmasi, bakteri toplulugunun mutasyon
hizin1 artirarak s6z konusu stres kosullarina adaptasyonu daha iyi mutamtlarin se¢ilmesi i¢in zemin
hazirlamaktadir'?!-123. Bu ¢alismada, E. coli hiicrelerinde stres yanitini tetiklemek igin klinik olarak
bakterisidal etkili oldugu bilinen antimikrobiyallerden siprofloksasinin kullanilmis, ‘“quorum
sensing” yapabilmenin, bu stres kosulunda persistan (direnme durumunda) hiicre olusturarak
siprofloksasinin dldiiriicti etkisinden kurtulma ve iireme yetenegini kaybetmeden ¢ikabilmeye etkisi
arastirilmistir. Oldiiriici diizeyin iizerinde siprofloksasine kisa siireli maruziyet sonrasinda sag
kalimin olusan koloni sayisi ile degerlendirildigi deney diizeneginde OI — 2 sentezleyebilen E. coli
JM109 hiicrelerinin, bu feromonu sentezleyemeyen E. coli DH5a AluxS hiicrelerinden yaklagik 100
kat daha fazla koloni olusturdugu belirlenmistir. Benzer sekilde, Ol — 2 sentez yetenegi
komplemente edilen E. coli DH50 pACYC184/luxS* susunun da feromon sentezleyemeyen
1izogenik mutant E. coli DHSa pACYC184 hiicrelerinden yaklasik 18 kat yiiksek sag kalim oranina
sahip oldugu saptanmstir. £. coli K12 ana susundan kaynaklanmalar1 nedeni ile ¢ok benzer genetik
arka plana sahip olan JMI109 hiicrelerinin, DH5a hiicrelerine gore siprofloksasin maruziyeti
stresinde daha c¢ok persistan birey olusturarak hayatta kaliyor olmasi bu iki susun kiiltiirlerinde
saptanan metabolit profilindeki farkliliklara bagli olabilir. Sperandino ve ark. tarafindan yapilan
calismada E. coli O157:H7 susunun /uxS geni ¢ikarilmig mutantinda mutant olmayan susa gore
yaklasik 400 farkli geninde transkripsiyonel fark gézlemlenmis, ifadesi degisen genlerin arasinda
viriilans ve kimya goglimiinii kontrol eden 6nemli genlerin de bulundugu gosterilmistir!'>. Buna
benzer bir ¢alima DeLisa ve ark. tarafindan /uxS negatif mutant E. coli W3310 susu iizerinde
yapilmis ve 242 genin mutant olmayan susa gore ifade farklilig1 gosterdigi tespit edilmistir!''®. Wang
ve ark. tarafindan E. coli K12 susu kullanilarak yapilan /uxS negatif mutantin transkriptom
analizinde sadece 40 tane genin mutant olmayan susa gore farklilik gosterdigi gdzlemlenmis, fakat
bu genlerin 6nemli metabolik genler oldugu vurgulanmistir!'7-118, E. coli kiiltiirlerinde indoliin, lipid
membranlarin elektrofizyolojik 6zelliklerini etkileyerek hiicre dongiisli ve boliinmesi lizerinde etkili
oldugu, yliksek indol diizeylerinin ise metabolik olarak inaktif persistan hiicre olusumunu tetikledigi

bildirilmistir'>412, Bu c¢alismada E. coli JM109 Kkiiltiir iist fazlarindan organik oOziitleme ile
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saflastirilmis ve HPLC ile ayrigtirilarak analiz edilmis olan indolik bilesiklerin ¢esitliliginin kiitle
spektrometrisi ile dogrulanmasi gerekmektedir. Bununla birlikte, Haigh ve ark. sadece tek bir E.
coli susu yerine 3 farkli sus (E. coli E2348/69, E. coli Sakai, E. coli NCTC12900) iizerinde, farkli
yontemlerle olusturduklar1 /uxS mutasyonlarinin sonucunda yaptiklari proteomik analizi sonucu
luxS mutasyonunun bakteride ciddi sekilde strese neden oldugunu, mutant her susta ifade artisi
gosteren ve bakterinin uzun siiren aglik durumlarinda veya amino asit yetmezliginde ifadesi artan
bir stres proteini olan membrane-associated stringent starvation protein A ile gostermislerdir!!®.
Goriilmektedir ki, /uxS geninin ¢aligmaz duruma gelmesi bakteride bircok metabolik yolakta
etkilenmeye neden olmakta ve bakteride metabolik stres yaratip protein iiretimi, viriilans, kimya
gb¢limii gibi 6nemli hayatsal faaliyetleri etkileyebilmektedir>7-61-:6477.120 " S_ribozilhomosisteinazi
kodlayan /uxS lokusunda bir nokta mutasyon nedeni ile Ol — 2 iiretimi olmayan E. coli DH5a,
susunun, pasajlar boyunca “feromonosuz yasam tarzi’na uyum saglamak iizere bir ¢ok ikincil
mutasyon ge¢irmis olabilecegi ve tek basma /uxS komplementasyonunun metabolik profili E. coli
JM109 susuna yaklastirmasinin miimkiin olmayabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle DH5a
pACYC184/[uxS*susunun /uxS genini bulunduran JM109 susuna gore antibiyotik varliginda daha
az koloni olusturmasinin, DHS5a pACYC184/luxS*susundaki [uxS mutasyonundan kaynakli
metabolik stres nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, ¢alismada bu susa /uxS
komplementasyonunu gerceklestirmek i¢in kullanilan diisiik kopya sayili pACYC184 plazmid
vektorii, pl5A replikasyon baslangic boélgesi bulundurmasi nedeniyle 15 kopya/hiicre sayisinda
bulunmaktadir'?6. Fizyolojik kosullarda E. coli genomunda tek kopya bulunmasi gereken /uxS'in, bu
calismada olusturulan E. coli DH5a pACYC184/luxS* hiicrelerinde 15 kopya/hiicre olarak

bulunmasi, deney tasarimini fizyolojik durumdan uzaklastiriyor olabilir.

E. coli DH5a pACYC184 AtetR ile E. coli DH5a kiiltiirlerinde antimikrobiyal maruziyet deneyinde
gozlenen koloni sayilarinin hemen hemen ayni olmasi, pACYC184 ve bakteri hiicresinde
ifadelendirdigi kloramfenikol asetil transferaz enziminin deney sistemini etkilemedigini

gostermektedir.

Sonug¢ olarak, bu tez calismasinda, E. coli kiiltiirlerinde otoindiikleyici — 2 aracili “quorum
sensing”in, siprofloksasin maruziyeti stresi kargisinda bakteri hiicrelerinin metabolik olarak inaktif
persistan duruma gecmesinde onemli rol oynadigi gosterilmistir. Oldiiriicii nitelikte bir etkiden
iireme yetenegini kaybetmeden ¢ikan koloni bireylerinin neye gore se¢ildiginin belirlenmesi siirecin

molekiiler mekanizmalariin aydinlatilmasi ile miimkiin olacaktir. Hiicre yogunlugunun algilanmasi
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ile persistan duruma gecis arasindaki iligkinin anlagilmasi, “quorum sensing” {izerine etkili yeni bir
adjuvan ilag smnifinin ortaya ¢ikmasini ve antimikrobiyal kemoterapide siklikla karsilagilan klinik

direng gelisimi sorununun ¢oziimiine katkida bulunacaktir.
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EK 1 — Tez deneylerinde kullanilan kimyasal malzemeler

Katalog
Malzemenin Adi Markasi Numarasi Kullanim Amaci
Agar (bakteriyel) Bioshop #AGROO01.1 Besiyeri hazirlanmasi
Agaroz Bioshop #AGAO001.500 | Jel Elektroforezi
Borik Asit Bioshop #BORO001.1 Tampon hazirlama
Brom fenol mavisi (BPB) Bioshop #BRO777.25 Tampon hazirlama
Dimetil siilfoksit (DMSO) | Bioshop #DMS555.500 | Transformasyon
EDTA Bioshop #EDTO001.1 Tampon hazirlama
Etidyum bromiir Bioshop #ETB333.5 Jel Elektroforezi
TK.200655.025
Etanol Tekkim 00 Genel kullanim
Etanol JT Baker 8462 Genel kullanim
Etanol (masa alkolii) Temizlik
Fenol kloroform izoamil
alkol Amresco K169-400ML DNA izolasyonu
Glasiyal asetik asit Riedel 27225 Tampon hazirlama
TK.010030.025
Glasiyal asetik asit Tekkim 00 Tampon hazirlama
Glasiyal asetik asit Bioshop #ACE222.1 Tampon hazirlama
Gliserol Bioshop #GLY002.1 Tampon hazirlama
Glisin Bioshop #GLNO0O1.1 Tampon hazirlama
#KIM-
GLN/01CP/120
Glisin USP/BP Kimetsan 518 Tampon hazirlama
Guanidyum (guanidine DNA Izolasyonu
thiocyanate) Fluka 50980 Saflagtirma
Guanidyum (guanidine DNA [zolasyonu
thiocyanate) Sigma #G9277 Saflastirma
TK.090250.025
Isopropanol Tekkim 00 Genel kullanim
Isopropanol Fisher #UN1219 Genel kullanim
Kanamisin Vetap Antibiyotik
Luria Bertani besiyesi (LB | Bioshop #LBL405.1 Besiyeri hazirlama
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Broth)

Maya 06ziitii (graniile) Merck 1.03753.0500 Besiyeri hazirlama
Maya 0ziitii (toz) Bioshop #YEX401.1 Besiyeri hazirlama
Magnezyum kloriir Besiyeri / Tampon
(MgCI2.6H20) Acros #413415000 hazirlama
Magnezyum stilfat Besiyeri / Tampon
(MgS04.7H20) Merck 1.05882.2500 hazirlama
Magnezyum stilfat Besiyeri / Tampon
(MgS04.7H20) Acros #213115000 hazirlama
Fischer Besiyeri / Tampon
Sodyum kloriir (NaCl) Scientific BP358-1 hazirlama
Besiyeri / Tampon
Sodyum kloriir (NaCl) Amresco x190-1KG hazirlama
Sodyum asetat (NaOAC) Riedel 25022 DNA izolasyonu
Besiyeri / Tampon
Sodyum hikroksit (NaOH) | Riedel 06203 hazirlama
Fischer Besiyeri / Tampon
Sodyum hikroksit (NaOH) | Scientific BP359-500 hazirlama
PBS Genel kullanim
Polietilen  glikol  (PEG)
6000 Bioshop #PEG600.1 Transformasyon
Conda
Pepton (bakteriyolojik) Pronadisa 1616.00 Besiyeri hazirlama
Pepton (bakteriyolojik) Bioshop #YEX401.1 Besiyeri hazirlama
Fischer
Potasyum asetat Scientific #P/3760/60 Tampon hazirlama
Besiyeri / Tampon
Potasyum kloriir Merck 1.04936.1000 hazirlama
Potasyum fosfat Acros #215470010 Tampon hazirlama
ProteinazK Protein izolasyonu
SDS  (sodyum  dodesil | Bioshop #SDS001.100 Tampon hazirlama
stilfat)
Trizma Baz Sigma T1503-1KG Tampon hazirlama
Tris hidrokloriir Bioshop #TRS002.500 Tampon hazirlama




Tripton

Conda

Pronadisa

1612.00

Besiyeri hazirlama
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EK 2 — Tez deneylerinde kullanilan enzimler ve kitler

Wizard® PCR Preps DNA | Promega #A2180 Saflagtirma
Purification system

Taq polymerase Sibenzyme #E341 PCR/PZT

Shrimp Alkaline Phosphatase | Promega #M820B Defosforilasyon
EcoRI Restriction | New England | #R0101S Restriksiyon
Endonuclease BioLabs (NEB) endoniikleaz kesimi
T4 DNA Ligase Fermentas #EL0014 Ligasyon

HindIII Restriction | New England | #R0104S Ters transkripsiyon
Endonuclease BioLabs (NEB)

DTCS Quick Start Mix Beckman Coulter | #608120 Dizi Analizi
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EK 3 — Tez deneylerinde kullanilan laboratuvar cihaz ve gerecleri

Kullanilan Cihaz Markasi Katalog Numarasi
Calkalamali Inkiibator Shealab SL
Buz Makinesi Scotsman AF80
Sogutmali Santrifiij IEC MICROCL 17R
(KUCUK) Thermo Centrifuge
Sogutmal1 Santrifiij (ORTA) | Sigma 3K30
Sogutmal Santrifiij
(BUYUK) Beckman Coulter Allegra X-15R Centrifuge
CEQ™ 8000 Genetic Analysis
Dizileme Cihazi Beckman Coulter System
Orbital Shaker FinePCR SH30
Shaker (JEL) Heidolph Unimax 1010
Thermal Cycler
(BIOMETRA) Biometra Thermocycler
Thermal Cycler (BIORAD) | BioRad DNA Engine Gradient Cycler
Spektrofotometre BioRad
Nanodrop NanoDrop ND-1000
Versadoc Gorlintlileme
Sistemi BioRad VersaDoc Imagining System
HPLC cihazi Agilent Technologies G1321A
Agaroz Elektroforez Thermo owl
Inkiibator Binder
Iki  Yana Calkalamali
Shaker Daigger Rocker
Ph Metre Hanna instruments HI221
Ph Metre Kagid1 Sigma P-4661
Ph Metre Kagid1 Merck 1.09535.0001
Su Cihazi Millipore ELIX + MilliQ (Gradient)
Su Banyosu Lab Line Aquabath
MS Major Science Dry Bath
Kuru Is1 Blogu Incubator
Otoklav ALP
Vorteks Labnet VX100
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Pastor Firini Memmert
Tart1 Shimadzu AX200/BX320H
Magnetik Karistiric Cimarec
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EK 4—JM109 ve DHS5a AluxS ve K12 suslarinin subletal dozda siprofloksasin maruziyeti
sonrasi sekans analizleri

1. IM109 gyr4

GGAAGAGCTGAAGAGCTCCTATCTGGATTATGCGATGTCGGTCATTGTTGGCCGTGCGCT
GCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACG
TACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTA
ATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTCGGCGGTCTATAACACGATCGTCCGCATGGCG
CAGCCATTCTCGCTGCGTTATATGCTGGTAGACGGTCAGGGTAACTTCGGTTCTATCGAC
GGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAAATTGCCCATGA
ACTGATGGCCGATCTCGAAAAAGAGACGGTCGATTTCGTTGATAACTATGACGGCACGG
AAAAAATTCCGGACGTCATGCCAACCAAAATTCCTAACCTGCTGGTGAACGGTTCTTCC
GGTATCGCCGTAGGTATGGCACC

2. DHSa AluxS gyrA

CTCCTATCTGGATTATGCGATGTCGGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGA
TGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGAACGTACTAGGCAATGACT
GGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATC
CCCATGGTGACTCGGCGGTCTATAACACGATCGTCCGCATGGCGCAGCCATTCTCGCTGC
GTTATATGCTGGTAGACGGTCAGGGTAACTTCGGTTCTATCGACGGCGACTCTGCGGCGG
CAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAAATTGCCCATGAACTGATGGCCGATCTCG
AAAAAGAGACGGTCGATTTCGTTGATAACTATGACGGCACGGAAAAAATTCCGGACGTC
ATGCCAACCAAAATTCCTAACCTGCTGGTGAACGGTTATTCCGGTATCGCCGTAGGTATG
GCA

3. K12 gyrd

GAGGAAGAGCTGAAGAGCTCCTATCTGGATTATGCGATGTCGGTCATTGTTGGCCGTGC
GCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCGCGTACTTTACGCCATGA
ACGTACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTTGGTGAC
GTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACGCGGTCTATGACACGATCGTCCGCATGGCG
CAGCCATTCTCGCTGCGTTATATGCTGGTAGACGGTCAGGGTAACTTCGGTTCTATCGAC
GGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAAATTGCCCATGA
ACTGATGGCCGATCTCGAAAAAGAGACGGTCGATTTCGTTGATAACTATGACGGCACGG
AAAAAATTCCGGACGTCATGCCAACCAAAATTCCTAACCTGCTGGTGAACGGTTCTTCC
GGTATCGCCGTAGGTATGGCAACC

4. JM109 parC
CCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAA

CTGGGCCTGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACT
GGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGCGCCTGTTATGAGGCGATGGTCCTGA
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5. DHSao AluxS parC

CTGATCATGGACCGTGCAGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCG
CATTGTGTATGCGATGTCTGAACTGGGCCTGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGC
CCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGCGCCTGTTATGA
GGCGATGGTCCT

6. K12 parC

TGGACCGTGCGTTGCCGTTTATTGGTGATGGTCTGAAACCTGTTCAGCGCCGCATTGTGT
ATGCGATGTCTGAACTGGGCCTGAATGCCAGCGCCAAATTTAAAAAATCGGCCCGTACC
GTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGCGCCTGTTATGAGGCGATG
GTCCTGATGGA
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