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OZET

YENI BIR ANTIMIKROBIYAL TEDAVI YAKLASIMI OLARAK INSAN
SERUM PARAOKSONAZ 1 ENZIMININ KULLANILMASI

Aynur AYBEY
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim dal
(Yiiksek Lisans tezi/Tez Damisman: Dog. Dr. Selma SINAN)

Balikesir, 2010

Son yillarda laktonaz olarak da bilinen paraoksonaz enziminin bir ¢ok
patojen bakteri tarafindan kullanilan sinyal molekiillerinin yikiminda rol
alabilecegi yapilan calismalarda gosterilmistir. Bu amagla calismamizda insan
serum paraoksonaz 1 (PON1) enzimi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve hidrofobik
etkilesim kromatografisi (Sepharose 4B-L-tyrosine-1-Naftilamin) yo6ntemleri
kullanilarak saflastirilmistir. Saflastirilmis  enzim SDS-Poliakrilamid jel
elektroforezinde yaklasik 43 kDa molekiil agirliginda tek bant vermistir.

Saflastirilmis PON1 enziminin ticari olarak satin almman N-hexa-L-
homoserin lakton (C10-HSL) ve N-3-oxooktonoyil-L-homoserin lakton (30C8-
HSL) bilesikleri iizerindeki hidroliz etkisi HPLC analizleri ile gosterilmistir.
Sinyal molekiillerinin PON1 tarafindan hidrolizinin Km ve Vmax degerleri tespit
edilmistir. Enzimin bu bilesikleri substrat olarak katalizledigi diisiiniilmektedir.
Sirastyla 30C8HSL ve C10HSL icin Km degerleri 2.714 mM ve 0.8 mM, Vmax
degerleri 1428.57 U/ml dakika ve 45.24 U/ml dakika olarak hesaplanmustir.

PONI enziminin artan konsantrasyonuna bagli olarak Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve Staphylococcus aureus
bakteri liremelerini azalttig1 da tespit edilmistir. Ortamda enzimin etki edecegi
sinyal molekiilii konsantrasyonunun bakteri konsantrasyonu ile dogru orantili
oldugu gbz oOniine alinirsa enzimin sinyal molekiiliinii hidrolizlemek suretiyle
bakteri liremesini azalttig1 diistintilmektedir.

Quorum quenching ajani olan PON1 enziminin birgok bakterinin tiire 6zgii
davraniglarindan olan P. aeruginosa’nin biyofilm olusumu tizerindeki etkisi
incelenmistir.

PON1 enziminin laktonaz aktivitesi ile sinyal molekiillerini yiktig
diistiniilerek bakteriler arasi iletisim olan Quorum sensing inhibisyonuna neden
oldugu yapmis oldugumuz ¢aligmalarda gosterilmistir.



Anahtar Kelimeler: Quorum sensing, quorum quenching, paraoksonazl,
laktonaz, sinyal molekiilii



ABSTRACT

NEWLY ANTIMICROBIAL THERAPY BY USING HUMAN SERUM
PARAOXONASE 1

Aynur AYBEY

Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology
(Msc. Thesis/Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Selma SINAN)
Balikesir-Turkey, 2010

In the recent years, studies carried on by scientists showed that paraxonases
enzymes, known as lactonase can play a role in degredation of signal molecules
used by a number of pathogen bacteria. In our study to achieve this aim, human
serum paraoksonazl (PON1) was purified by using ammonium sulfate
precipitation and hydrophobic interaction chromatography (Sepharose 4B-L-
tyrosine-1-Naftilamin). Purified enzyme was shown a single band with 43 kDa in
SDS-polyacyrilamide gel electrophoresis.

Hydolysis effect of purified PON1 enzyme was shown on the N-hexa-L-
homoserine lactone (C10-HSL) and N-3-oxooctonoyl-L-homoserine lactone
(30C8-HSL) compounds that are commercial with HPLC analysis. The Km and
Vmax values of hidrolysis effect of signal molecules by PON1 enzyme were
determined. Enzyme was thought to catalyze these compounds as substrate. The
Km values of 30C8HSL and C10HSL were calculated as 2.714 mM ve 0.8 mM,
Vmax Values were calculated as 1428.57 U/ml min and 45.24 U/ml min,
respectively.

We determined that the reduction of Pseudomonas aeruginosa, Escherichia.
coli, Klebsiella. pneumoniae ve Staphylococcus aureus bacterial reproduction
according as increasing of PON1 enzyme concentration. Considering that signal
molecule concentration that enzyme effects is parallel with bacterial
concentration, bacteria reproduction is reduced by the enzyme hydrolizes the
signal molecules. Effect of PON1 enzyme as Quorum quenching agent on P.
aeruginosa biofilm formation which is various bacteria’s actions belong to species
was investigated.

In this study, it is shown that PON1 enzyme via lactonase activity is
responsible for inhibition of quorum sensing by hydrolyzes of signal molecules.

Key words: Quorum sensing, quorum quenching, paraoxonase 1, lactonase,
signal molecule.
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1.GIRIS

Yakin zamana kadar ¢ok hiicreli organizmalarda hiicreler arasinda sinyallerin
gelip gitmesi, karmagik sinyal yollarinin olmasi onlari tek hiicrelilerden ayiran bir
Ozellikti.  Simdi ise bakterilerin kendi aralarinda haberlesebildigini biliyoruz.
Bakterilerin yasamsal fonksiyonlar1 ile yakindan iliskili olan haberlesmelerini kendi
tirettikleri sinyal molekiilleri ile sagladiklart tespit edilmistir. S6z konusu sinyal
molekiilleri sayesinde ortamdaki aynmi veya farkli tiirden bakterilerin sayilarini

algilayabilmektedirler. Bu algilamaya Quorum sensing denir [1].

Bakteriler hem degisen ¢evresel sartlara uyum saglamada hem de hayatlarina
devam ettirmek i¢in biyoliiminisens, hiicre bdliinmesi, biyofilm olusumu, antibiyotik
liretimi gibi tiire 0zgii davraniglart sergilerler. Quorum-sensing mekanizmasi da, tiire
0zgli davranist hep birlikte sergilemeyi, bu davranist ortaya koymada zamanlamanin

ayarlanmasini saglar [1].

Her ne kadar baz1 6zellikleri ile insanoglu i¢in faydali olsa da karsilagtigimiz
birgok cevresel sorunlarin, ¢esitli hastalik ve oliimciill durumlarin kaynagi yine
bakterilerdir. Bakterilerin bu zararli etkilerine karsi énlem alabilmenin en 6nemli
yollarindan biri de onlarin yasamini yani bakteriler arasinda kullanilan Quorum
sensing olarak adlandirilan bu lisanin sifrelerini ¢6zebilmektir. Quorum sensing
inhibisyonunun c¢esitli sekillerde gerceklestirilmesi ile bakterilerin ¢evreye ve diger

canlilara verdikleri zarar minimuma indirilebilir, hatta tamamen Onlenebilir.

Son yillarda yapilan arastirmalara goére, paraoksonaz (PON) ailesi
enzimlerinin - Quorum  Quenching olarak adlandirilan  Quorum  Sensing
inhibisyonunda kullanilabilecegi tespit edilmistir. PON enzimleri s6z konusu
inhibisyonu sahip oldugu laktonaz aktivitesi ile gerceklestirmektedir [2].
Paraoksonazl (PONI1) karacigerde sentezlenip oradan seruma salgilanan yiiksek
yogunluktaki lipoproteine (HDL) bagli, kalsiyum bagimli bir esterazdir.
Paraoksonazin laktonaz aktivitesinin yaninda organofosfatlarin detoksifikasyonu, ve

sarin, soman gibi sinir ajanlarini da hidrolizinde de 6nemli rolleri vardir [3].



Quorum sensing mekanizmasinin PON ailesi enzimleri ile inhibisyonu
veterinerlik, tip, gida, farmakoloji, ziraat ve biyoteknoloji gibi alanlarda 6nemli roller

oynayacagi agiktir.

1.1. QUORUM SENSING ( SALT COGUNLUGU ALGILAMA )

Sinyal molekiillerinin algilanmasi, bakterinin bulundugu ortamda diisiik veya
yiiksek miktardaki populasyon yogunlugunu ayirt edebilmesini miimkiin kilmakta ve
bu sayede ortamda hiicre sayisindaki degisiklige cevap olarak gen ekspresyonunun
populasyon diizeyinde kontrolii saglanmaktadir. Bu olay “Quorum Sensing” olarak
ifade edilmektedir. Baska bir deyimle Quorum Sensing, bir bakteri populasyonunda
gen ekspresyonunun, biitiin bir populasyonun gen ekspresyonu dikkate alinarak
koordineli bir sekilde gerceklesmesini ve kontrol edilmesini saglayan bir iletisim

mekanizmasidir [4].

Populasyon igerisindeki bakteriler, “otoindiikleyici (AI)” denilen ve sinyal
molekiilleri olarak da adlandirilan kimyasal molekiilleri salgilayarak ve bu
molekiillere yanit vererek diger bakterilere varliklarini bildirirler. Quorum Sensing
denilen bu iletisim mekanizmasi ilk kez 1960°larda deniz bakterisi Vibrio fischeri’de
biyoliiminesans olayinda gosterilmistir. Yapilan ¢aligmalarda deniz biyoliiminesans
bakterisi V. fischeri sivi kiiltiirlerde yetistirilmekteydi ve bu kiiltiirlerde 151k
olusumunun yalnizca ortamdaki bakteri sayisinin ¢ok fazla oldugu yogunluklarda
meydana geldigi gozlenmistir [5]. Bu olayla ilgili ilk agiklamalar, kiiltlir ortaminin
bir biyoliiminesans inhibitorii i¢erdigi ve bu inhibitdriin bakteriler tarafindan ¢ok
fazla sayiya ulasilarak ortamdan uzaklastirildigr seklinde olmustur [6]. Ancak
ortamdaki bakteriler, {lireme siirecinin baglangicinda ilgili maddelere maruz
birakilarak yetistirildiginde, biyoliiminesans olaymin diisiik hiicre yogunlugunda da
indiiklendigi goriilmiistiir. Buna bagli olarak, daha sonra biyoliiminesans olayinin bir
inhibitér maddenin ortamdan uzaklastirilmas1 yoluyla degil de, bir aktivator
molekiiliin (AI) birikerek artmasi sonucu meydana geldigi anlasilmistir [7]. Bu

molekiil, bakteriler tarafindan iiretilmektedir ve yeterli konsantrasyon diizeyine



ulastiginda biyoliiminesans1 aktive etmektedir. lgili bakteriler otoindiikleyici
molekiillerin konsantrasyonunu izleyerek hiicre yogunlugunu algilayabilmektedir. V.
fischeri tarafindan tretilen molekiil ilk kez 1981°de Eberhard ve arkadaslar
tarafindan izole edilmis, Ozellikleri belirlenmis ve N-(3-oxohexanoyil)-homoserin
lakton (3-0x0-C6-HSL) olarak tanimlanmustir (Sekil 1.1) [8].

Sekil 1.1. 3-0x0-C6-HSL

V. fischeri’ye ait QS mekanizmasi i¢in gerekli olan genlerin analizi ilk kez
1983°de Engebrech ve Greenberg tarafindan yapilmistir. Bu calisma, bugiin diger
QS sistemlerine 6rnek teskil eden, V. fischeri’ deki QS mekanizmasinin esas
modelini ortaya ¢ikartmistir [9]. Agil homoserin laktonlara (AHL) baglh ¢alisan QS
mekanizmalarinin sadece V. fischeri ve V. harvei gibi deniz bakterileriyle sinirl
oldugu zannedilmistir. Ancak Nottingham ve Warwick’te yiiriitiillen antibiyotik
senteziyle ilgili arastirmalar, QS mekanizmasinin diisiiniildiigiinden ¢ok daha fazla

genis alana yayildigini ortaya ¢ikartmistir [10].

1.1.1. QS Mekanizmasinda  Kullanilan  Sinyal = Molekiilleri
(Otoindiikleyiciler)

QS mekanizmasinda kullanilan sinyal molekiilleri tiirden tiire degismekle
birlikte bakterilerin Gram (+) ve Gram (-) olma 6zelligi dikkate alinarak ii¢ ana gruba

ayrilmaktadir. Bunlar;

1. Agil-Homoserin Lakton (AHL veya HSL) tiirevleri,
2. Oligopeptitler,
3. Furanosil borat diester tiirevleri.
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AHL sinyal molekiilleri Gram (-) tiirler tarafindan kullanilirken oligopeptit
grubu sinyal molekiilleri Gram (+) bakteriler tarafindan kullanilir. Furanon tiirevleri
ise bazt Gram (-) veya Gram (+) tiirlerde ikinci sinyal molekiilii olarak gdrev alir

[11].

Pek c¢ok bakteride Agcil-HSL molekiillerinin varlig1 tespit edilmistir.
Genellikle bu sinyal molekiilleri yag agil zincirine amid bagiyla baglanmis
homoserin lakton molekiilinden olusur.  Farkli bakteriler arasinda Agil-HSL
molekiilleri agisindan ¢esitlilikler mevcut iken ayni bakteri tiiriince sentezlenen farkli
Acil-HSL molekiilleri de mevcuttur (Sekil 1.2). Agil zincirinin uzunlugu 4-16 C
arasinda degisebilir. C-16 HSL molekiilii Rhodobacter capsulatus tarafindan tiretilir.
Agil zincirinin 3.C’u tamamiyle okside olabilecegi gibi, tasidig1 hidroksil grubuyla

tamamen rediikte bir durumda da bulunabilir [12].
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Sekil 1.2. Homoserin lakton molekiilleri

A)N-(3-okzohekzanoyil)-L-homoserin lakton (OHHL), B) N-butanoyil-L-homoserin
lakton (BHL), C)N-(3-hidroksi butanoyil)-L-homoserin  lakton (HBHL),
D)Nhekzanoyil-L-homoserin lakton (HHL), E)N-(3-okzooktanoyil) -L-homoserin
lakton (OOHL), F) N-(3-okzodekanoyil)-L-homoserin lakton (ODHL), G) N-(3-
okzododekanoyil)-L-homoserin lakton (OdDHL).

Bakteri populasyonlarinda, hiicresel metabolitler ile QS molekiillerinin ayirt
edilmesi giictiir. Bu nedenle gercek bir QS molekiiliiniin bir metabolitten farkli

olarak tagimasi gereken 6zellikler sdyle 6zetlenmektedir:



1. QS molekiiliiniin dretimi {remenin degisik basamaklarinda, &zel
fizyolojik kosullar altinda veya ¢evresel degisikliklere cevap olarak ortaya
cikar.

2. QS molekiilii ekstraselliiler olarak birikir ve 6zgiin reseptorler tarafindan
algilanir.

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

4. QS molekiiliiniin dogurdugu hiicresel cevap, QS molekiiliiniin metabolize
veya detoksifiye edilmesinden ¢ok daha genistir. Bu dort 6zellikten ilk
iiclinli bircok metabolit de gosterirken, dordiincii ozellik bir QS

molekiiliiniin mutlaka tagimasi gereken bir 6zelliktir [13].

Farkli mikroorganizma tiirleri, farkli QS molekiilleri tiretir. Bu nedenle farkli
QS molekiillerini iireten mikroorganizmalar da birbirleri ile anlasamamaktadir. Baz1
mikroorganizmalar ise birden fazla farkli QS molekiilii kullanmaktadir. Farkli QS

molekiillerinin dogurdugu yanitlar da farkli olmaktadir [14,15].

1.1.2. QS Mekanizmasimin Cesitleri

QS mekanizmasinda kullanilan sinyal molekiillerinin ¢esidi ve bu
molekiillerin algilanma mekanizmalar1 dikkate alindiginda ii¢ ¢esit QS mekanizmasi

vardir [16];

1. LuxI/LuxR Sistemi [Gram (-) Bakterilerde]
2. Oligopeptit Sistemi [Gram (+) Bakterilerde]
3. Hibrit Sistem [Gram (-) ve Gram (+) Bakterilerde]



1.1.2.1. Gram Negatif Bakterilerde Luxl-LuxR Tip Cevreyi Algilama
Sistemi

Gram-negatif bakteriler arasinda en iyi calisilmig ¢evreyi algilama sistemi
LuxR-LuxI homolog sistemidir (Sekil 1.3) ve temel sinyal molekiilii agil homoserin
laktonlardir. Bu ¢evreyi algilama sistemi, gram-negatif bakteriler arasinda yaygindir
ve konakla ilgili virulens faktorlerinin ve sekonder metabolitlerin iiretiminin kontrol

edilmesinde rol oynar [17].

Gegen 10 yil igerisinde 25°den fazla gram-negatif bakteri tiirlinde g¢evreyi
algilama dongiistiniin oldugu tespit edilmistir.  Vibrio harveyi ve Myxococcus.
xanthus’un c¢evreyi algilama sistemleri hari¢ gram negatif bakterilerdeki tiim ¢evreyi
algilama sistemi, simbiyotik bakteri olan V. fischeri’deki dongiiye benzer. Bu
bakteriyel gevreyi algilama dongiileri en azindan V. fischeri’nin regiilatér proteini

olarak bilinen Luxl ve LuxR proteinlerinin homologlarini igerirler.

Aeromonas hydrophila ve Aeromonas salmonicida gibi bazi gram-negatif
tirler de agil homoserin lakton molekiilleri tiretirler veya LuxRI’in homologlarini
igerirler. Bu yaygin balik patojenleri LuxRI’nin homologlari olan AhyRI ve AsaRI’1
exprese ederek, BHL ve HHL sinyal molekiillerinin sentezini diizenlerler. Yine bir
bagka balik patojeni olan Vibris anguillarum’da LuxRI homologu olan Vanl N-(3-
oxo-dekanoyl)-L-HSL (ODHL) molekiiliiniin sentezini katalizler. Serbest yasayan
bir mikroorganizma olan Chromobacterium violaceum’da HHL, kismi olarak
antibiyotik iretimini, virulens faktorlerini, kitinolitik aktiviteyli ve mor pigment
dretimini bu sinyal molekiillerine dayanan cevreyi algilama mekanizmasim
kullanarak diizenler. Yine bu bakterinin sinyal molekiilii iiretemeyen mutanti, diger

bakterilerin a¢il homoserin lakton molekiilii tiretimlerini test i¢in kullanilmaktadir
[18].

LuxI benzeri proteinler, sinyal molekiilii olarak bilinen homoserin lakton
sinyal molekiillerinin biyosentezinden sorumludur. Ortamdaki sinyal molekiilii
konsantrasyonu, ¢ogalan hiicre populasyon yogunluguyla artar. LuxR benzeri

proteinler ayn1 kokenli homoserin lakton sinyal molekiillerine, bu molekiillerin

7



yogunluklar1 kritik smir degerine ulastiginda baglanir ve bu molekiil kompleksi
hedef genin transkripsiyonunu da aktive ederek, genler tarafindan kodlanan

Ozelliklerin gerceklestirilmesini saglar [19].
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Sekil 1.3. Vibrio fischeri’ de IuxR-I tip g¢evreyi algilama sistemi ve 151K
iretimi a) diisiik bakteri konsantrasyonunda luxR-I diisiik seviyede ekspresse edilir
ve ortamdaki OHHL miktar1 genlerin ekspresyonu i¢in yetersizdir, b) yiiksek bakteri
konsantrasyonunda OHHL miktar1 esik degere ulasir ve OHHL-LuxR kompleksi

biyoisimanin gerceklestirilmesini saglar.



AHL molekiillerinin spesifik reseptorleri, transkripsiyonel regiilatorlerin
LuxR ailesinin iiyelerindendir. LuxR ailesinin tiyeleri DNA’ya baglanan C-terminal
ve AHL’lara baglanan N-terminal domainleri olmak tizere 2 domainden olusur.

Genellikle R ve I genleri birbirleriyle baglantili olarak islev gosterirler [20].

Gram-negatif bakteriler, ¢evreyi algilama mekanizmasimi kullanarak, hiicre
populasyon yogunlugundaki degisikliklerle, gen expresyonunu iyi sekilde
diizenlerler. 25 tiir bakteri arasinda ¢evreyi algilama sistemi LuxI/LuxR tip déngiiye
dayali olanlardan V. fischeri, P. aeruginosa, A. tumefaciens ve E. carotovora en iyi

calisilmus sistemlerdir [19].

V. fischeri, pek ¢ok Okaryotik konakla simbiyotik iligski i¢inde yasar. Bu
orneklerde konak canli, 6zellesmis bir 151k organina sahiptir. Ayrica bu simbiyotik
yasamda Okaryotik konak V. fischeri’ye yasamasi i¢in besince zengin bir ortam
saglar ve her 6karyotik konak bakterinin sagladigi 15181 6zel amaglar i¢in kullanirlar.
Ornegin, miirekkep balig1 Euprymna scolopes —V. fischeri birlikteliginde miirekkep
balig1 bu olayr savunma araci olarak kullanir. Yine bir balik olan Monocentris
Japonicus, V. fischeri nin Urettigi 15181 Kars1 cinsi cezbetmek i¢in kullanir. Bu durum
da bu baligin {izerinde kars1 cinsi cezbetmek i¢in 151k sagan iki bolge bulunmaktadir.
V. fischeri’nin iirettigi 151k, avcilardan kagmak ve yemini kendine dogru ¢ekmek igin
de kullanilmaktadir. Isik emisyonu, 151tk organindaki bakteri kiiltliriiniin hiicre
yogunluguyla siki sekilde iligkilidir ve bu olay cevreyi algilama sistemi ile kontrol
edilir. Isik orgaminda V. fischeri’nin yogunlugu ml’de 10 hiicre gibi oldukca
yiksek degerlere ulasir. V. fischeri kiltiiriiniin yogunlugu arttikga iirettigi sinyal
molekiilii hormonu hiicre disina salar. Bu hormon bakterinin 151k organinin i¢inde
tutulur. Uygun pozisyonundaki 1sik organinda kiimelesen her 6nemli yogunlukta,
sinyal olarak gorev goriir. V. fischeri’nin ¢evreyi algilama sistemi, bu bakterinin 151k
tiretiminin sadece 151k i¢in olumlu durumlar oldugunda iiretilmesini saglar. V.
fischeri’nin hiicre sayis1 arttikga, sinyal molekiilii kiimeleserek yeterli sinir degere
ulagir (~ 1-10 tg/ml). LuxR, LuxI CDABE promotoruna baglanir ve onun

transkripsiyonunu aktive eder. Bu olay hem sinyal molekiilii iiretiminde hem de 151k



emisyonunda hizli artisga neden olur. LUXR homoserin lakton kompleksi ayni

zamanda LuxR’1n expresyonunda negatif diizenleyici olarak da rol oynar [19].

A. tumefaciens, hassas konaklarda tag tlimorlerini uyaran bitki patojenidir.
A.tumefaciens’te cevreyi algilama sistemi bakteriler arasinda Ti plazmitinin konjugal
transferini kontrol eder. Timoér olusum siireci igin, onkogenik Ti plazmitinin
bakteriden konaga transferi gereklidir.  Ti plazmit genleri bitkide opinelerin
biyosentezini ve salgilanmasini yonetir. Ti plazmiti ayn1 zamanda tiimorlerle
sonuglanan konak hiicresinin ¢ogalmasini uyaran bitki hormonlarinin iiretimini

saglayan genleri kodlar [21].

Erwinia tiirleri hasat 6ncesi ve sonrasi donemlerde ¢esitli bitki tiirlerinde
hastaliklara neden olan firsatg1 bir fitopatojendir. Bitkiler lizerinde saprofit olarak
yasarlar. Bitkilerde sulu ¢iiriige neden olurlar ve 6zellikle patates ve havuglarda iiriin
kaybina yol agarlar. Bu sulu g¢iiriige konagmn hiicre duvarini pargalayan enzimler
neden olur. Bu enzimler arasinda pektatliyaz (pel), poligalaktoiironaz (peh), seliilaz
(cel), proteaz (prt) sayilabilir. Bu enzimler iki farkli mekanizmasiyla salgilanirlar.
E. carotovora’nin bazi tiirleri bir beta laktam antibiyotik olan 1-carbapen-2-em-3-
karboksilik asit {iretirler. Bu antibiyotik iiretimi, bakterinin rizosferde, antibiyotige
hassas diger yariggt bakterilerin sayisini azaltarak, Erwinia’nin hayatini devam
ettirmesini saglar. Bu bakteride de tiim bu ekzoenzimlerin [22] ve antibiyotigin

tiretimi [23] ¢evreyi algilama sistemi tarafindan kontrol edilir.
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Cizelge 1.1. Cevreyi algilama sistemini kullanan bazi bakteriler ve bunlarin ¢evreyi

algilama sisteminde rol alan homoserin lakton molekiilleri

Organizma Sinyal Molekiilii Regiilator Fenotip
Proteinler
Vibrio fischeri (3-Okzo -C6-HSL) N- | LuxI/LuxR Biyoisima
(3okzohekzanoyil)-
HSL
Vibrio harveyi 3-Hidroksi-BHL LuxLM/LuxN Biyoisima
P. aeruginosa a)N- a)Lasl/LasR a)Hiicre dis1 enzimler
(30kzododekanoyil)- | b)Rhll/RhIR ve biyofilm tretimi
HSL (3-Okzo -C12-
HSL) (b) lasB, rhIAB
b)N-butyril- (ramnolipid tiretimi),
HSL(BHL) rpoS
Vibrio anguillarum | 3-Okzo-C10-HSL Vanl/VanR
Pseudomonas N-hekzanoyil-HSL Phzl/PhzR Fenazin
aureofaciens (C6-HSL) antibiyotiginin {iretimi
Agrobacterium N-(3-okzooktanoyil)- | Tral/TraR Ti plasmit
tumefaciens HSL konjugasyonu
3-Okzo-C8-HSL
Erwinia carotovora | N-(3- Expl/ExpR Ekzoenzimler ve
subsp. Okzohekzanoyil)- Carl/CarR karbapenem
carotovora HSL antibiyotiginin iiretimi
(3-Ox0-C6-HSL)
Erwinia N-(3- Expl/ExpR Pektat liyaz
chrysanthemi Okzohekzanoyil)-
HSL
(3-Okzo-C6-HSL)
Rhizobium C6-HSL Rhil/RhiR RhiABC
leguminosarum rhizosphereexpressed
genes, nodulation
Chromobacterium N-hekzanoyil-HSL Cvil/CviR Ekzoenzimler,

violaceum

(C6-HSL)

antibiyotik ve
viyolesin iiretimi
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Burkholderia N-oktanoyil-HSL Cepl/R

cepacia (C8-HSL)

Aeromonas BHL N-butanoyil- Ahyl/AhyR Ekzoproteaz tiretimi

hydrophila HSL

Aeromonas BHL N- butanoyil- Asal/AsaR Hiicredisi proteaz

salmonicida HSL tretimi

Ralstonia N-oktanoyil -HSL Soll/SoIR ?

solanacearum (C8-HSL)

Serratia liquifaciens | N- butanoyil -HSL Swrl/SwrR Hiicredisi proteaz
(BHL) Uretimi ve kayma

hareketinin kontrolii

Yersinia N- hekzanoyil-HSL, Yenl/YenR ?

enterocholitica (C6-HSL)

Yersinia (a) N-(3-okzo a) Ypsl/YpsR Bakteriyal kiimelesme

pseudotuberculosis | hekzanoyil)-HSL (b) Ytbl/YtbR ve hareketliliginin
(b) N- oktanoyil -HSL kontrolii

1.1.2.2.

Sistemi

P. aeruginosa’da LasI/LasR-RhlI/RhIR Cevreyi Algilama

Vibrio, Agrobacterium, Erwinia ve Yersinia gibi bir¢ok bakteri tiirti gibi

Pseudomonaslar da, Quorum Sensing (¢evreyi algilama) adi verilen mekanizmayla
ortamda kendi yogunluklarmi algilayabilirler. Bu sistemde bakterilerin iirettigi
diisiik molekiil agirlikli molekiiller, hiicre dis1 ortamda birikirler. Bu molekiillerin

miktar1 esik degere ulastig1 zaman populasyonun cevabi uyarilir.

P. aeruginosa’da ¢evreyi algilama sistemi ¢evresel faktorler ile stres kosullari
bakteriyel cevap arasindaki onemli iliskiden dolayi, V. fischeri’dekinden daha
karmagiktir. P. aeruginosa virulensinin ortaya ¢ikmasinda rolii olan, ¢ok cesitli
hiicre dis1 iirlin sentezler. Bu virulens faktdrlerinin tiretilmesi, hiicre yogunluguna

bagli olarak diizenlenir ve pek c¢ogunun iiretilmesi siirekli degildir. Bu gen
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mekanizmasi, P. aeruginosa‘nin konagin savunma mekanizmasi ile bas etmesini

saglar. Ayrica konakta enfeksiyon olusturabilecek gerekli hiicre yogunluguna

ulagincaya kadar immiin sistem tarafindan mikrorganizmanin fark edilmemesini
saglar. Diger bircok gram negatif bakteri gibi P. aeruginosa da, difiize olabilen AHL
sinyal molekiillerine dayanan, kendi populasyon yogunluklarmi algilamalarini

saglayan ve cevreyi algilama sistemi olarak adlandirilan mekanizmay1 kullanirlar
[24-26].
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Sekil 1.4. P. aeruginosa’da rhll-R ve lasl-R ¢evreyi algilama sistemleri.

— Negatif etki
— Pozitif etki
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Bu iletisim sisteminin temeli iki protein molekiiliine baglidir. Bunlardan birisi
Luxl ailesine mensup AHL sentaz ve digeri de LuxR ailesine ait AHL reseptor
proteinidir.  Disiik hiicre yogunlugunda az miktarda AHL {iretilir.  Hiicre
yogunlugunun artmasiyla AHL sinyal molekiilleri biiyiime ortaminda sayica artar ve
smir degere ulastigi zaman AHL LuxR tip reseptor proteine baglanarak hedef
genlerin uyarilmasini veya baskilanmasini saglar. P. aeruginosa’da transkripsiyonal
aktivatorii LasR ve AHL molekiillerinin sentezini saglayan Lasl, ayrica N-(3-
okzododekanoyil)-L-homoserin lakton (OdDHL) molekiiliniin sentezini kontrol
eden las sistemi ve RhIR ve Rhil’den olusan ve N-butanoyil-L-homoserin lakton
(BHL) molekiiliiniin sentezini kontrol eden rhl olmak iizere iki adet ¢evreyi algilama
sistemi mevcuttur. Iki sistem birbirinden bagimsiz degildir ve las sistemi rhIR ve
rhll nin ekspresyonunu pozitif olarak diizenler. P. aeruginosa’da las sistemi, bu iki
sinyal sisteminin en iizerinde yer alir ve iki dongii hiyerarsik bir sekilde islemektedir.
Bu karmagik sistemde rol oynayan Vfr, GacA, Rsal ve RpoS gibi ilave regiilatorler
mevcuttur. Las sistemi, elastaz A, elastaz B ve alkalin proteaz gibi virulens
faktorlerinin ekspresyonunu kontrol eder [27,28]. Rhl sistemi, ramnolipid ve
piyosiyanin biyosentez enzimlerinin ekspresyonunu ayrica hidrojen siyanid sentezini
kontrol eder [29-31]. Las ve rhl sistemleri birlikte iki ylizden fazla genin

ekspresyonunda etkilidirler ve biyofilm olusumunu da kontrol ederler [32].

Son zamanlarda P. aeruginosa’nin ¢evreyi algilama sisteminin bir pargasi olan
ve temelde Pseudomonas quinolone sinyal molekiiliine (PQS, 2-heptyl-3-hydroxy-4-
quinolone) dayanan tgiincii sinyal sisteminin, varligi ortaya konmustur [33]. Bu
molekiiliin tiretimi lasR sistemi tarafindan kontrol edilir ve ekzojen PQS elastaz

B’nin ve rhl’nin ekspresyonunu gii¢lii bir sekilde uyarir [34].

Cevreyi algilama sistemi kullanilarak gen isleyisinin engellenmesiyle, P.
aeruginosa enfeksiyonlarinin kontrol edilmesi yeni stratejiler arasindadir [35]. Bu
karmasik regiilator sistemde bir cok potansiyel hedef bolgenin varligi mevcuttur.
Ornegin regiilator proteinlerin otoindiikleyici molekiil baglanma bolgesi icin afinite

gosterecek diigiik molekiil agirlikli engelleyiciler kullanilabilir.
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1.1.2.3. Pseudomonas aeruginosa ve Biyofilmler

P. aeruginosa gevreyi algilama sisteminin kontrolii altinda, sivi ve kati
yiizeylerde biyofilm adi verilen bir yap1 olusturur (Sekil 1.5). Bakterilerin bu yapiy1
olusturmasi, bakteriyal antibiyotik direncini arttirmasi ve biyofilm {izerindeki
bakterilerin konagin immun cevabindan daha az etkilenmesi nedeniyle tibbi agidan
Oonem tasimaktadir [36]. Aerobik ortamlarda biyofilm olusumunda las sistemi

merkezi rol oynar [26].

Sekil 1.5. Bakteriyel biyofilmlerde sinyal molekiilii ile iletisim (Can Yastioglu)

P. aeruginosa ¢ogu dogal yasam alaninda kat1 ve siv1 yiizeylerde biyofilm ad1
verilen yapilar icerisinde canliliklarini siirdiiriirler. Bakteriyel biyofilmler dogal
olarak ¢ogu 1slak yiizeyde yaygindir ve bunlar gevresel sorunlara yol acgabilir. P.
aeruginosa sadece dogal yasam alanlarinda degil, kronik olarak bu bakteri ile infekte
olmus kistik fibrozis hastalarinin akcigerlerinde de biyofilm olusturarak canliliklarini

devam ettirirler [36].
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Biyofilmler, bakterilerin uygun olmayan sartlarda biiyiimelerini ve hayatta
kalmalarimi saglar. Biyofilm 6ncelikle i¢ ylizeylerde veya 6lii dokularda, yaygin
olarak tibbi aletlerin {izerinde ve 6lii doku fragmentlerinde gelisir ve bunlarin yam
sira canlt dokularin iizerinde de olusurlar. Biyofilmler bir veya daha fazla bolgede
yavas bir sekilde gelisirler. Sesil bakteri hiicreleri antijenleri nedeniyle antikor
yapimint uyarirlar.  Ancak antikorlar biyofilm igerisindeki bakterileri 6ldiiremez.
Her bir birey olduk¢a miikemmel hiicresel ve humoral bagisiklik sistemine sahip
olmasma ragmen, konagin savunma sistemi tarafindan biyofilm enfeksiyonlarinin

iistesinden gelinmesi olduk¢a nadir meydana gelir [36].

Biyofilm olusumu, sinyallerle diizenlenen yiizeye tutunma, mikrokoloni
olugmasi, hiicre dist polisakkarit bilesenlerin iiretilmesi, olgunlasma ve diger

bolgelere yayilma seklinde 4 ana siirecten olusur (Sekil 1.6 ).

Paslanmaz Celik

Sekil 1.6. Paslanmaz ¢elikler yiizeylerde bakterilerin biyofilm olusturma

basamaklari (Can Yastioglu)
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Biyofilmin derinligi ve biyofilm olusumunun tiim asamalar1 olduk¢a iyi
korunmus sinyallerle kontrol edilir. Bu diizenleyici sinyaller, biyofilm igerisindeki

bakteri hiicrelerinin besin gereksinimlerini optimize ederler [37].

Biyofilm Kkiitlesinin %97 gibi biiyiikk bir kismini su olusturur. Matriks
icindeki diger bilesenler ise; %1-2 ekzopolisakkarit (EPS), %1-2 globuler
glikoproteinler ve diger proteinler, %1-2 niikleik asit, lipit, fosfolipitlerdir. Ancak bu
oranlar mevcut organizmalarin ¢esidine, fizyolojik 6zelliklerine, gelisme ortaminin

dogasina, akigkanin tipine, genel fiziksel dzelliklere gore degisebilmektedir [38].

Polisakkarit, protein, DNA ve sudan olusan ekstraseliiler matriks biyofilm
hiicrelerinin tutunmasini saglar. Yiizeye sikica tutunan bakteri burada ¢ogalarak
once mikrokolonileri, mikrokolonilerde biiyiiyerek ve genisleyerek biyofilm
tabakasin1 olusturur.  EPS iretimi, organizmanin ylizeye doniisiimsiiz olarak
tutunmas i¢in gereklidir ve bu biyofilm olusumunun bir gostergesidir. Olgun bir
biyofilmin kiitlesinin %75-90’1n1 EPS olusturmaktadir [39]. EPS Jel ya da
viskoelastik davranis sergileyebilmekte, biyofilm yapisi protein, Ca* iyonlar ve
polisakkaritler ile daha da saglamlasmaktadir [40]. Bununla birlikte, hidrolaz, liyaz,
glikozidaz, esteraz ve diger enzimler biyofilmin bilesimine ve fiziksel 6zelliklerine
etki edebilir. Biyofilm yapisindaki bu enzimlerin bir¢ogu diisiik molekiil agirlikli
parcalanma iiriinlerinin olusumuna neden olmakta, bunlar da biyofilmde tutunan

bakterilerin metabolizmasinda karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilabilmektedir
[38].

Biyofilm olusumu, tibbi alanlarda ve ekonomik olarak ciddi sorunlara sebep
oldugu i¢in ilgi gosterilen c¢alisma konularindan birisi olmustur. Biyofilm
olusumunun incelenmesi igin P. aeruginosa model organizma olarak

kullanilmaktadir.
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1.1.2.4. P. aeruginosa’da Cevreyi Algilama Sisteminin Onemi

Cevreyi algilama sisteminin isleyisini engelleyebilecek dogal veya sentetik
AHL analoglari, gram-negatif bakterilerle yapilan ¢esitli caligmalarda
kullanilmiglardir [41, 42, 33].

P. aeruginosa’nin patojenitesinde c¢evreyi algilama sisteminin 6nemi, ¢esitli
hayvan deneyleriyle ortaya konmustur. Bunlar arasinda Caenorhabditis elegans
nematot modeli [43], neonatal pnomonili fare modeli [44] ve yanik fare modeli [45]
sayilabilir. Bu hayvan deneylerinin tiimiinde, ¢evreyi algilama sisteminde mutasyon
olan suglarin orjinallerine goére daha az virulent oldugu ortaya konmustur. P.
aeruginosa’da c¢evreyi algilama sistemi alanindaki son ¢alismalar, bu sistemin
biyofilmin dogru olusumu i¢in hayati oldugunu gostermistir. P. aeruginosa Kistik
fibrozisli hastalarin akcigerinde kritik Kkolonizasyonla biyofilm olusturur [46].
Biyofilm gelismesi sirasinda hiicre disinda polimerik molekiillerden olusan kalin
matriks icindeki bakteri hiicreleri, konagin immun cevabindan etkilenmeksizin
normal siv1 kiiltiir igerisinde yasayan bakterilere gore antibiyotiklere ve biyositlere
dramatik bir sekilde artan direng gelistirirler [47,48]. Bu yiizden antimikrobiyal
tedaviler kistik fibrozisin tedavisinde kullanmak iizere, ¢evreyi algilama sistemi ile

ilgilenmektedir.

P. aeruginosa, yapisal olarak ilgisi olmayan antibiyotiklere de i¢ direng
gosteren, en problemli insan patojenidir. Dahasi kistik fibriozisli hastalarin bu
mikroorganizma ile kolonizasyonunun onlenmesi imkansiz oldugu igin cabalarin
¢ogu P. aeruginosa’ya karsi yeni tedavi edici secgenckler bulunmasi
dogrultusundadir. Bagvurulan yaklagim ekstraseliiler virulens faktorlerinin iiretimini

azaltmak yoniindedir. Bunun i¢in gevreyi algilama sistemi oldukga caziptir [49].

Antibiyotik tedavisi, biyofilm igerisindeki planktonik hiicrelerin sebep oldugu
semptomlar1 degistirirken, biyofilmi yok etmede basarisizdir. Bu sebepten dolayi
biyofilm enfeksiyonlari, bu sesil populasyon, cerrahi olarak viicuttan

uzaklastirilincaya kadar antibiyotik tedavisinin ardindan tipik olarak tekrarlanan
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semptomlar  gdsterirler. Biyofilmler farkli mekanizmalarla antimikrobiyal
miicadeleye karsi koyarlar.  Antimikrobiyal ajanlara karsi biyofilm direng
cesitlerinden birisi, bu ajanlarin biyofilm kalinligindan dolayr biyofilmin igine

penetre olamamasi seklindedir [36].
1.2. Paraoksonaz Enziminin Biyokimyasi

1.2.1. Adlandirilmasi

Yapilan ilk arastirmalara gore paraoksonaz enzimi, paraoksonaz aktivitesi
gibi arilesteraz aktivitesi gdsteren ve paraokson gibi ¢cok sayida aromatik karboksilik
asit esterlerini hidrolizleyebilme 6zelligine sahip A-esterazlari grubunda yer alan ve
EC 3.1.1.2 enzim kodu ile isimlendirilmistir [50]. Ancak isimlendirme komitesi
(International Union of Biochemistry and Molecular Biology Nomenclature
Committee) bu siniflandirmay1 tekrar diizenleyerek, s6z konusu enzimi, enzim kodu
girisi EC 3.1.8 olan fosfo triester hidrolazlar veya organofosfat hidrolazlar grubunun
1 numarali enzimi olarak belirlenmistir [51]. Paraoksonaz enzimi de
arildialkilfosataz ismi ve EC 3.1.8.1. kodu ile bu grupta yer almaktadir [52]. Bu
grupta yer alan paraoksonaz enzimi, aktivitesinin dlgiimiinde ilk olarak paraokson

substrat1 kullanildig1 i¢in bu ismi almastir [53,54].

1.2.2. Paraoksonaz Enziminin Genel Ozellikleri ve Yapisi

Insan serum paraoksonaz enzimi; karacigerde sentezlenen, arildialkilfosfataz
olarak da adlandirilan Ca*? bagimli, HDL ile iligkili ve 43 - 45 kDa molekiil agirlikli
bir ester hidrolazdir [55-57]. Kalsiyum, enzimin hem aktivitesi hem de stabilitesi
icin gerekmektedir ve katalitik mekanizmada da rol oynamaktadir. Aktif bolgeden
dietilfosfatin uzaklastirilmasi bu bdlgenin uygun konformasyonel yapi kazanmasini

saglar [55, 58, 59]. Paraoksonaz enziminin yapisi Sekil 1.7’de 6zetlenmistir [60].
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Sekil 1.7. insan Serum Paraoksonaz (PON 1) Enziminin Yapis1 [60]

Paraoksonazin yapisinda bulunan N-terminal hidrofobik sinyal peptidi, HDL
ile etkilesim i¢in gerekmektedir. Paraoksonaz enzimi N-terminal hidrofobik sinyal
peptidi araciligi ile fosfolipidlere ve lipoproteinlere baglanir [61,62]. Aslinda
paraoksonaz denildiginde terminolojide paraoksonazl enzimi anlasilmakla beraber
ayrica PON1 disinda iki farkli {iyeyi de kapsar. Paraoksonaz ailesi insan
paraoksonaz 1 (PON1), PON2 ve PON3 ‘ten olusmaktadir [63]. Bu ii¢ insan
paraoksonazi 7. kromozomun uzun kolunda lokalize olmuglardir. PON1 355
aminoasitten meydana gelmistir. S6z konusu paraoksonaz izoenzimlerinin aminoasit
seviyeleri bakimimdan %65, niikleotid seviyeleri bakimindan %70 benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir. Insan PONI ve PON3 birincil olarak karacigerde
sentezlenirken insan PON2 daha genis bir dagilim gostermektedir. Kalp, bobrek
karaciger, akciger, plesenta, ince bagirsak, dalak, mide ve testiste bulunmaktadir [55,

63, 67].
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Paraoksonaz aktivitesi, yeni doganlarda ve prematiire bebeklerde
yetiskindekinin yaklasik yaris1 kadardir.  Dogumdan yaklasik bir yil sonra
erigskindeki diizeyine wulasir ve hayat boyu degismeden devam eder [55].
Paraoksonaz, 3 tane sistein molekiilii icerir, bunlardan iki tanesi molekiil i¢i disiilfit
baginin olusumuna katilirken, 284. pozisyondaki sistein molekiilii ise serbest halde
bulunur. Sistein 284’{in, enzimin aktif merkezine yakin bolgede bulundugu ve bu
bolgenin substrata baglanma i¢in gerekli oldugu diisliniilmektedir. Son yillarda,
sigara kullaniminin enzimin serbest tiyol gruplarint modifiye ederek; PON1 enzim
aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir [56, 64, 65]. Ug sistein rezidiisiiniin varlig
PON1’in serin esterazlarin katalitik merkezlerinde serin amino asitleri yerine
niikleofilik sistein amino asitlerini kullanan bir sistein esteraz oldugu hipotezini
destekler [66].

Paraoksonaz enzimi, bir insektisit olan parathionun oksidatif desiilfiirilasyonu
ile olusan paraoksonu hidroliz ederek p-nitrofenol ve dietilfosfat olusumuna yol acar.
Paraokson olusumu karaciger ve diger dokularda mikrozomal sitokrom p-450 enzim
sistemi ile kataliz edilmektedir [55,58]. Paraoksonaz enzim aktivitesi -20°C’de 1 y1l
stabildir.

HO—<©>—NOJ

§ 0 .
p nitro fenol
EtemQ || B —0
\ \
5o /P—O NO, —» /P—(} NO, —»
Metabolizma B0 Pataoksonaz 0
Paration Paraoksan 70 \"
P
B=—0 /\
OH
di efil hidroksi fosfat

Sekil 1.8. Paraoksonaz Enzim Mekanizmasi [68].
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Enzimin izoelektrik noktasi 5.1°dir. 355 aminoasit igeren paraoksonaz enzimi
yiiksek oranda 16sin igermektedir. Yapisindaki 3 sistein aminoasitin 284. siradaki
serbest iken 42 ve 353. siradaki sistein rezidiileri tek disiilfit bagi yapmistir. Her
molekiil toplam agirliginin %15.8’ini olusturan ii¢ karbohidrat zinciri icermektedir
[69, 70].

Paraoksonazin genel yapisina bakildiginda 6 adet -kirmali yapidan olusmus 4
adet zincirden meydana geldigi goriliir. 42. ve 353. sistein rezidiileri arasindaki
distilfit kopriisii ile sonlanip ii¢ boyutlu yapist olusur. Enzimin yapisinda goriilen N
terminal ve C terminal uglarinin kovalent baglanmasi B-kirmali yapiya sahip

enzimlerde son derece ender goriilen bir durumdur [68].

Sekil 1.9. Paraoksonaz enziminin ii¢ boyutlu yapisinin goriiniimii. (A) B-kirmali
tabakalar ve (B) H1, H2, H3 ile gosterilen hidrofobik bolgelerin B-kirmali tabakalara

gore durumu.

Sekil 1.9°da da goriildiigii gibi; f-kirmali yapilarin ortasinda 7,4 A araliklarla

iki tane Ca*? iyonu bulunmaktadir. Bu kalsiyum iyonlarindan bir tanesi yapisal olup,
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uzaklagtirilmasi doniisiimsiiz denatlirasyona sebep olmaktadir. Diger kalsiyum iyonu
ise katalitik etkinlikle gorevlidir. Ayrica bu kalsiyum iyonu 2,1-2,5 A mesafesinde
Asn224, Asn270, Asnl68, Asp269 ve Glu 53’ den olusan 5 adet aminoasit ile
etkilesim halindedir. Bunun yaninda ayni kalsiyum iyonu, fosfat iyonunun oksijeni

ile bir su molekiilii ile etkilesmektedir [71].

PONI enzimi protein yapist bulunmus olmasina ragmen PONI 1 saflagtirmak

halen zor olmaktadir. Bunun nedeni PON1 in HDL (apoAl) ile siki iligkisidir [72].

PONI1 enziminin protein yapist bulunmus olmasina ragmen daha endojen
substratlar1 bilinmemektedir [61]. Daha yakin zamanlarda, rekombinant miithendislik

PONTI’in molekiiler yapisini aydinlatmistir [73].

1.2.3. Paraoksonaz Enziminin Fonksiyonlari

Ilk kez Mackness tarafindan; paraoksonaz enziminin serumda o&zellikle
HDL’ye bagli olarak bulunmasi ile bu enzimin lipit metabolizmasinda 6nemli
fizyolojik rolii oldugu tespit edilmistir [74, 75]. PONI’in bu roli ozellikle lipit
peroksitlerini metabolize etmesi ve LDL lipitlerinin okside olmasin1 6nlemesi olarak
gosterilmektedir [69, 76, 77].  Ozellikle PON1’in fizyolojik fonksiyonunun
belirlenmesinde, s6z konusu enzime sahip olmayan fareler ile yapilan c¢aligmalar
onemli ipuglar1 vermistir. Ornegin, bu enzime sahip olmayan farelere lipit agisindan
zengin dietle beslendiklerinde damar sertligi (arterosklerosis) olusmustur ve bu
farelerin HDL yapilart LDL’nin yiikseltgenmesini énlemede basarisiz olmustur [78].
Saflastirilmis paraoksonaz enziminin de ateroskleroz siirecinin baslangi¢ evresi olan
LDL fosfolipidlerinin yiikseltgenmeye karsi korunmasinda Onemli oldugu
gosterilmigtir [79, 80]. Ateroskleroza karst koruyucu etkisinde baslangicta ters
kolesterol transportundaki roliine odaklanilmig, 1990’larda atardamar duvarinda
LDL’yi oksidatif modifikasyondan korunmasi ve yiikseltgenmis LDL’nin zararh
etkilerine kars1 koruma gibi farkli antiaterojenik 6zelliklere sahip oldugu saptanmistir

[81-84]. PONI’in LDL’nin yani sira lipid peroksitlerin tasiyicist HDL’i de
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korudugu, bdylece makrofajlardan kolesterol ¢ikisindaki etkinligini arttirdigi

tanimlanmistir [80].

Serum paraoksonaz enziminin, aromatik karboksilik asid esterleri ve
paraokson, diazookson, sarin, soman gibi organofosfat tiirevlerini detoksifiye ettigi
pek ¢ok c¢alisma ile gostermistir [55, 64, 65, 85,86]. Son yillarda PON1’in ayrica
laktonaz, siklik karbonat esterleri ve farmakolojik ajanlar1 da hidroliz ettigi

gosterilmistir [59]

Yapilan bir baska caligmada ise, karacigerde PON1 mRNA seviyelerinin
okside fosfolipidlerle inhibisyon sirasinda azaldigi gosterilmistir [56]. Yine son
yillarda flavonoidlerin; LDL’nin endojen antioksidanlarinin yikimini engelledigi,
LDL’nin hiicre aracili oksidasyonunu inhibe ettigi ve HDL iliskili enzim olan

PON1’in aktivitesini korudugu gosterilmistir [56, 87].

Statin laktonlar (simvastatin ve lovastatin) ve diiiretik spironolakton, dnceleri
PON1 tarafindan hidrolize edildigi rapor edilmesine ragmen, PON3 tarafindan
metabolize oldugu ortaya cikmistir.  Ancak PONI antibakteriyel ila¢ olan
prulifloxacini 6zellikle PON1 R192 aleli bulunanlarda ¢ok yiiksek oranda hidrolize
ve aktive eder. Son yillarda yapilan c¢alismalarda PON1 ve PON2‘nin bir bagka
gorevi ortaya cikmustir.  Pseudomonas bakterisinin patogenez ve biyofilm
olusturmasini kontrol eden tanima molekiillerini (N-acilhomoserin lakton) hidrolize
ettigi gosterilmistir. PON’larin laktonaz aktiviteleri ile yag asitlerinin oksidasyonu

ve genel yag metabolizmasinda rol oynadig1 gozlenmistir [73].
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PON1 in gorevleri

LDL oksidasyonunun inhibisyonu
Organofosfatiarin hidrolizi
Farmakolojik ajanlarin metabolizmasi

PON1 modilasyonu
cevresel kimyasallar
farmakolojik ajanlar
sigara

alkol

yag
beslenme

fiziksel ve patolojik
kondusyon

Sekil 1.10. PON1’in biyolojik etkilerinin diizenlenmesi [3]

26



1.2.4. Enzimin Katalitik Mekanizmasi

Enzimin aktif bdlgesinde bulunan His-His ¢ifti, kalsiyum iyonu ve su

molekiilii, esteraz aktivitesinde 6nemli rollere sahiptir (Sekil 1.11).

. H H
H'Sw\N/ HisUN/
\
J g
\\ |—\|
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His115 P 4 > Hisl15 E—— T/ * ROH

Sekil 1.11. Paraoksonazin katalitik mekanizmasi [88]

Katalitik etkinlik gosteren Ca*® iyonu, substrattaki fosfat iyonunun negatif
yiiklii oksijenine 2,2 A uzakliktadir. Aktif bdlgedeki His-His ¢ifti, su molekiiliiniin
bir protonunu alarak bu molekiiliin niikleofilik giiciinii arttirir. Olusan hidroksil
iyonu karbonil veya fosfat esterine saldirir. Bu esnada meydana gelen kompleks
tetrahedral bir diizlem sonucu Ca*? tyonu ile kararli kilinir. Olusan yapidaki Ca*
iyonu negatif yiiklii oksijenden uzaklagarak bag tekrar fosfat veya karbonilin iizerine

yikilir ve ester bagi kopar.

PON1’in mekanizmasin1 agiklamak amaciyla, esteraz aktivitesi i¢in 2-

naftilasetat ve fosfotriesteraz aktivitesi i¢in paraoksan substratlari kullanilmistir. Bu
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substratlarin optimum pH araliklar1 saptanmis ve substratin yapisinda bulunan yan

zincirin katalizlenmeye direkt katilmadigi sonucu bulunmustur [88].

1.2.5. Katalizledigi Reaksiyonlar ve Substratlari

Paraoksonaz enzimi genis bir substrat Ozgilligii gosterirken, fizyolojik
substrati tam olarak belirlenmemistir. Ancak arilesteraz, organofosfataz ve laktonaz
aktivitelerine sahip oldugu tespit edilmistir. S6z konusu aktivitelerin tlimiiniin tek
bir aktif merkezde mi yoksa birden fazla aktif merkezde mi gergeklestigi, substrat

seciciliginin nasil belirlendigi de heniiz tespit edilmemistir.

PONT1’in arterosiklerozisin dnlenmesinde ve ila¢ metabolizmasinda énemli rol
oynadig@i bilinmektedir [89-91]. PONI1 ozellikle LDL ve HDL lipitlerinin
yiikseltgenmesini Onleyerek ve lipit peroksitlerini metabolize ederek arterosklerozise
kars1 koruyuculugunu sahip oldugu laktonaz aktivitesi ile géstermektedir [2, 92, 93 ].
S6z konusu enzim 4 atomdan 7 atoma kadar degisen lakton halkasi ihtiva eden en az
30 gesit laktonu hidrolizleyebilmektedir. Alifatik lakton substrati olan 6-valerolakton
(6 halkali lakton), y-butirolakton (5 halkali lakton) ve e-kaprolaktondan(7 halkali
lakton) daha hizli hidrolizlenmektedir. PON1 enziminin aromatik laktonlar afinitesi
alifatik laktonlara oranla daha fazladir ve daha kolay hidrolizlenirler. Ancak ilgi
cekicidir ki, pek cok ilacin etken maddesinde bulunan kumarin bilesiginin lakton
halkasmmda o ve P ¢ift bag olmasmna ragmen PONI1 tarafindan
hidrolizlenememektedir, fakat dihidrokumarin hidrolizlenmektedir [94-97] (Sekil
1.12).
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Sekil 1.12. Lakton hidrolizi [89]

Onceleri PON1’in yapisinin ve substratlarla olan iliskisinin belirlenmesinde
yapi-aktivite analizi tizerine c¢alismalar yapilmistir.  Bu konuda ilk olarak,
Augustinson ve Ekedahl aromatik halkali veya ¢ift bagl aromatik esterlerin PONI1
tarafindan hidrolizlendiklerini bulmustur. Bu reaksiyonda PON1’in substrat olarak
kullanacag esterin karbon-karbon ¢ift baginin birbirine ¢ok yakin olmasi gerektigi
tespit edilmistir [98]. Ayrica, yapilan bir bagka c¢alismada, vinil asetat ve A®-
siklopentil asetatin PON1 tarafindan hidrolizlenmesi fakat etil asetat ve siklopentan
asetatin PON1 tarafindan hidrolizlenememesi bu oneriyi desteklemektedir [92].
Lakton halkasinin olusturdugu uzaysal yapi, bu yapiyr iceren bazi substratlarin
enzimin aktif merkezine girmesini saglayarak etkilesmelerine ve hidrolizlenmelerine
izin verir. Bu etkilesim benzer sekildeki icte bulunan ester formlar1 i¢in miimkiin
degildir. Ornegin etil asetat PON1 ile hidrolizlenmezken, ayn1 sayida atom ve ester

yapist gosteren y-biitirolakton iyi hidrolizlenmektedir [89, 92].

PONI1 enziminin laktonaz aktivitesi i¢in 284. rezidiide bulunan serbest sistein
aminoasiti olduk¢a 6nemlidir. Bu serbest sistein rezidiisiiniin, s6z konusu enzimin
LDL’nin okside olmasini énlemesinde de rol almasi; PON1’in sahip oldugu laktonaz
aktivitesi araciligiyla LDL ve HDL fosfolipitlerinin yiikseltgenmeye karsi korudugu
diistintilmektedir [80, 99]. Sorenson ve arkadaglar1 284. pozisyonda bulunan serbest

sistein rezidiisiiniin arilesteraz ve paraoksonaz aktivitesinde gerekli olmadigini
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gostermislerdir [70]. Ancak aktif merkezdeki histidin rezidiilerinin paraoksonaz ve
arilesteraz hidrolitik aktivitelerini gostermesinde ¢ok gerekli oldugu gosterilmistir
[100].

PONI1 baz1 lakton ve karbonat esterlerini i¢eren ilaglart ve ilag 6n maddelerini
de hidrolizleyebilmektedir. Ornegin, diiiretik bir ilag olan spironolakton ve 3-
hidroksimetilglutaril-CoA rediiktaz inhibitorleri olan mevastatin, lovastatin ve
simvastatin bu enzim tarafindan hidrolizlenir. Onceleri yapilan calismalarda bu
hidroksimetil glutaril-CoA rediiktaz inhibitorlerinin hidrolizlenmesi séz konusu
enzimin statinaz aktivitesi olarak tanimlanmistir [101, 102]. Ayrica PONI1
glukokortikoid d-laktonlarin [93] sistemik metabolize edilmesinde ve o©n ilag
maddesi olan karbonat ester yapisindaki prulifloksasinin aktivasyonunda [103] rol
oynamaktadir. Bunun gibi PON1’in laktonaz aktivitesinden baslica yoOnetici
ajanlarin  metabolize edilmesinde ve bunlarin istenmeyen yan etkilerinin
azaltilmasinda yararlanilmaktadir [93]. Laktonlarin isosterik formlari olan laktamlar
oksijen halkasi yerine azot halkasi ihtiva ederler. Laktamlar PONI1’in substratini
olusturmazlarken enzimi inhibe ederler. /n vitro calismalarda §-valerolaktam, e-
kaprolaktam ve 2-hidroksikinolin gibi laktamlar PONI1 enziminin gigli
inhibitorleridir [92].

Insan serum PONI1 enzimi ayrica paration, diazinon ve klorpirifos gibi ¢ok
sayida insektisitin toksik okson metabolitlerini (Sekil 1.13) [104, 105] ve soman,
sarin ve tabun gibi organofosfat sinir ajanlarini hidrolizleyebilmektedir [106-109].
Insan sagligi acisindan organofosfatli bilesikler ise terdrizm tehdidi kadar bir
cevresel risk olusturur [88]. PONI enziminin ¢ok yonlii bir arastirma konusu

olmasinin en dnemli nedenlerinden biri budur.
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Sekil 1.13. insektisitlerde yaygin olarak kullanilan okson metabolitlerinin
hidrolizi [89]
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R1=N(CH5), R,=CH,CHj3 X=CN Etil N-dimetilfosforoamidosiyanid (Tabun)
R;=CHs; R,=CH(CHjs), X=F Izopropil metitfosfonofluoridat (Sarin)

R;=CHs; R,=CH(CH3)C(CH3); X=F Pinakolil metitfosfonofiuoridat (Soman)

Sekil 1.14. Sinir gazlarinin hidrolizi [89]

Bu aktivitelerinin yaninda PONI1 enzimi siniflandirilmada yer aldigi A-
esteraz grubunda bulunmasit ile fenilasetat gibi ester substratlarin1 da
hidrolizleyebilmektedir. Ayrica, tiofenil asetat ve 2-naftil asetat PON1’in aromatik
ester substratlar1 arasindadir (Sekil 1.15) [70, 104, 110].
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Sekil 1.15. Aromatik esterlerin hidrolizi [89]

1.2.6. PONT’in Sentezlenmesi ve Salgilanmasi

PON1 sentezi karacigerde gercgeklestiginden dolayi, serumdaki PONI
seviyesini belirleyen baglica faktor karaciger fonksiyonlaridir. Serumdaki PON
seviyesi ve aktivitesi bireyler arasinda ¢ok degiskendir [111]. Bunun nedeni enzim
aktivitesini ve peptit konsantrasyonunu etkileyen PON1 geninin kodlanma ve
promoter bolgesinde ¢ok sayida polimorfizm goéstermesidir.  PONI1’in serumdaki
aktivitesini ve konsantrasyonunu belirleyen promoter aktivitesi lizerinde en dnemli
polimorfizm -107 pozisyonundadir [112-114]. PONI sentezinde 6nemli olan bir
diger faktor karaciger hiicrelerindeki kolesterol dengesidir. Ayrica PON1’in

karacigerden sentezini herhangi bir hastalik durumu da etkilemektedir [115-117].

PONI1 karacigerden sentezlendikten sonra serumda HDL’ye veya karacigerde
mikrozomlara baglanabilmesi i¢in sentez sirasinda N-terminal hidrofobik bolgesi
olmas1 gerekmektedir. N-terminal hidrofobik boélgesi baglamada belirleyici oldugu
kadar salgilanma prosediiriinde de Onemli role sahiptir [110, 118]. Yapilan
caligmalarda hamster ovaryum hiicresi ve insan hepatosit hiicresine katilarak PON1
sentezlendikten sonra hiicre zarinin dis ylizeyine baglandigi gosterilmistir [119].
PONI1 karacigerde sentezlendikten sonra da 6nce mikrozomlara, daha sonra hiicrenin

dis yilizeyine baglandigi diigiiniilmektedir [120, 121]. PON1 enziminin HDL
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lipoproteinine baglanmasinda HDL’nin yapisindaki fosfolipit kompleksi énemli rol
oynamaktadir.  Ancak LDL’nin fosfolipit igerigi PON1’in hiicre zarinin dis

yilizeyinden salinmasinda ve kendisine baglanmasinda yeterli degildir. [119, 120]

1.2.7. PON Enziminin Saflastirilmasi

Paraoksonaz enzimi karacigerde, endoplazmik retikulum membranlarinin
pargaciklarinin uclar1 kapanarak olusan mikrozomlarda, serumda HDL’ye bagh
olarak bulunmaktadir [122]. Saflastirma prosediirlerinde 6ncelikle s6z konusu

enzimin bagli olarak bulundugu yapilardan uzaklastirilmasi gerekmektedir.

Ik olarak A-esterazlari (diizopropil fosfofloridat hidrolaz) Mazur tarafindan
tavsan bobreginden yaklasik 13 kat [123] ve daha sonra Mounter tarafindan 65-100
kat saflastirilmistir [124]. Ancak paraoksonaz ismi ile ilk saflagtirma koyun
serumundan 330-385 kat etanol, pH ve iyonik ¢oktiirme yontemleri kullanilarak
Main tarafindan basarilmistir [125]. Daha sonra Furlong ve arkadaslar1 tarafindan

insan ve tavsandan s6z konusu enzim saflastirilmis ve cDNA’s1 karakterize edilmistir
[126].

Paraoksonaz enziminin saflagtirllmas: igin, wulasilmak istenen saflik
derecesine ve enzimin serumda veya karacigerde bulunus durumuna gore degisen
cok cesitli metotlar tanimlanmistir.  Bu metotlardan siklikla uygulananlari
hidroksiapatit — adsorbsiyonu, =~ DEAE-Sepharose = CL-6B iyon degistirme
kromatografisi, Cibacron Blue 3GA spesifik olmayan afinite kromatografisi,
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE anyon degistirme kromatografisi, Concanavalin
A-Sepharose afinite kromatografisi, mono Q HR 5/5 anyon degistirme
kromatografisi ve DEAE biojel kromatografisidir. Uygulanan metotlarin sirasi
enzim kaynaginin serum veya karaciger olmasina bagli olarak degisebilir. Bazi
durumlarda bir yada diger saflastirma basamagi tekrar kullanilabilir. Ornegin; Gan
ve arkadaglarmin yaptifi c¢alismada insan serum paraoksonazinin saflastirma
prosediirii i¢in iki DEAE anyon degistirme kromatografisi kullanilmigtir [127].

Furlong tavsan ve insan serumundan paraoksonaz enzimini Cibacron Blue 3GA-
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Agaroz, Sephadex G-75, DEAE Trisacril M ve tekrar Sephadex G-75 jel filtrasyon
kromatografi yontemlerini kullanarak saflastirmistir [128]. Sig¢an karacigerinden
paraoksonaz enzimi sirasiyla hidroksiapatit adsorbsiyonu, DEAE-Sepharose CL-6B
iyon degistirme, Cibacron Blue 3GA spesifik olmayan afinite Mono Q HR 5/5 anyon
degistirme kromatografisi ile saflastirilmistir [129]. Sican karacigerinden PON3
enzimi de sirasiyla hidroksiapatit adsorbsiyonu, DEAE-Sepharose CL-6B iyon
degistirme, Cibacron Blue 3GA spesifik olmayan afinite, birinci DEAE anyon
degistirme, ikinci DEAE anyon degistirme ve konkanavalin A-Sepharose afinite

kromatografisi ile saflagtirilmigtir.

Paraoksonaz enzimi karacigerde mikrozomlara, serumda da HDL’ye baglh
olmasindan dolayr homojen bir saflik elde etmek oldukc¢a zordur [130-132]. So6z
konusu enzimin saflagtirilmasi sirasinda bagli oldugu yapilardan uzaklastirilmasi
gerekmektedir. Bu amagla, karacigerde enzimi mikrozomlardan ayirmak igin
TritonX-100 kullanilirken [133] serumda HDL’den uzaklastirilmas: i¢in deterjan
veya yiiksek tuz konsantrasyonu kullanilmasi gerekmektedir [127, 128].

1.3. Quorum Quenching ( Yeterlilik bastirma )

Quorum Quenching (QQ) mikroorganizmalar arasi sinyal iletisimini bozarak

mikroorganizma topluluklariin kontrol altinda tutulmasidir [134].

Coklu ilag direncine sahip kdkenlerin artig1 infeksiyonlarin tedavisinde yeni
yaklagimlari gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir. Bakterilerin birgok viriilans
faktoriiniin QS ile diizenlenmesi, yeni antimikrobiyaller gelistirilebilmesi amaciyla
ilginin QS iizerine yogunlasmasina neden olmustur. QS’nin dogrudan bakteri
tiremesi lizerine etkisinin olmamasi, QS inhibisyonunun antibiyotiklerde gozlenen
direng gelisimine benzer sekilde direngli kokenlerin se¢ilmesine neden olmamasiyla
bir avantajdir [135].

Cevreyi algilama sistemi (QS) kullanilarak gen isleyisinin engellenmesiyle,

cok sayida bakteri enfeksiyonlarinin kontrol edilmesi yeni stratejiler arasindadir [35].
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Bu karmasik regiilator sistemde bir ¢ok potansiyel hedef bolgenin varligi mevcuttur.

QS inhibitérlerinin (QSI) tanimlanabilmesi amaciyla dogal ve sentetik ¢ok
sayida kimyasal madde taranarak inhibitor etkili bir¢ok bilesik saptanmistir. Bu

bilesikler etkilerini ti¢ farkli seviyede gostermektedirler:

1) QS molekiiliiniin sentezinin engellenmesi,
2) QS molekiiliiniin yikilmas1 veya inhibisyonu,

3) QS sinyal aliniminin énlenmesi [135, 136].

Uzerinde en az arastirma yiiriitilen yaklasim sinyal iiretiminin blokajt
olmustur. Her ne kadar holo-ACP, L/D-S-adenozilhomosistein, sinefungin, biitiril-S-
adeniozilmetiyonin (biitiril-SAM) gibi bazi maddelerin AHL iiretimini engelledikleri
gosterilmigse de [137], bakteri tizerine etkileri in vivo ¢alisitimamigtir. Ayrica bakteri
metabolizmasinda onemli gorevler alan bu molekiillerin diger hiicre fonksiyonlarini

nasil etkileyecegi bilinmemektedir.

Bir diger yaklasim sinyal molekiillerinin etkisizlestirilmesi olabilir. AHL
molekiilindeki lakton halkasinin dayanikliligi ortamin pH degerine bagimlidir ve pH
7’den yiiksek degerlerde lakton halkas: acilir (laktonoliz) [138]. Bir bitki patojeni
olan Erwinia carotovora’nin patolojik etkilerinden korunmak amaciyla bu bakteri ile
karsilasan bitkilerin pH degerini artirarak bakteriye karsi korunma sagladiklar
gosterilmistir [139]. Laktonoliz enzimler yardimiyla da gerceklestirilebilir, 6rnegin
Bacillus tiirlerinin AiiA adinda bir enzim tireterek AHL’yi parcaladigi gosterilmistir
[140], bunun yamisira P. aeruginosa PAI-A, Arthrobacter sp., Klebsiella
pneumoniae, Agrobacterium tumefaciens ve Rhodococcus sp.’de de AiiA homologu
enzim iiretimi gosterilmistir [141-144]. Insan solunum yolu epitel hiicrelerinde de
benzer bir enzimatik aktivite ile AHL molekdillerinin par¢alandigi gosterilmistir. 3-
okso-C12-HSLyi etkileyen bu aktiviteden C4-HSL etkilenmemektedir [145].
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Sekil 1.16. AHL degredasyon yollar1 ve degredasyon iiriinleri. Degredasyon yollar1 :
(1) Lakton hidrolizi; 2) Aminohidroliz; 3) Oksidorediiktaz; 4) Oksidaz ) [141].

Son olarak QS sistemini durdurmak i¢in bir diger yaklagim, sinyalin bakteri
tarafindan algilanmasimi engellemek olabilir. Bu amagla reseptor proteinin (LUXR
homologu) AHL sinyal molekiilii analogu ile bloke edilmesini amaglayan ¢alismalar

yiritilmistir [146].

1.3.1. Quorum Sensing Inhibitérleri

Rasmussen ve ark. [147] rasgele cok sayida molekiilii tarayarak QSI etkili
molekiiller tanimlamaistir, bunlarin i¢inde en etkili bulunan 4-nitro-piridin-N-oksit’in
(4-NPO), P. aeruginosa’ da QS ile diizenlenen genlerin ifadesinde %37’lik bir

azalma sagladigini gostermislerdir.

Ayn1 etkiyi gosterecek dogal bilesiklerin saptanmasi amaciyla bitkiler ve
mantarlar tarandiginda, arastirilan 50 Penicillum tiiriiniin %66’sinda QSI aktivitesi
gosteren ikincil metabolitler oldugu belirlenmistir.  Bunlardan penisilik asit P.
aeruginosa’da QS ile diizenlenen genlerin ifadesinde %60°11k, patulin ise %45°lik bir
azalma saglamistir [148]. Ayrica bir¢ok bitkide (renkli burgak, havug, soya
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fasulyesi, niliifer ¢icegi, domates, bezelye, kirmizi biber ve sarimsak gibi) QSI
ozelligi oldugu belirlenmistir [147]. Yapilan kisith sayidaki in vivo ¢alismalarda fare
akciger infeksiyonu modelinde furanon 30 [149], sarimsak 6ziitii [150], patulin [148]
gibi bazi QSI molekiilleri denenmis ve molekiillerin akcigerlerdeki bakterilerin
temizlenmesine, mortalitenin azalmasina yol actifi gdsterilmistir. Insan
infeksiyonlar1 tedavisinde QSI kullanimi i¢in heniiz erken olsa da, iimit vaat eden

bulgulara erisilmistir.
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Sekil 1.17. Dogal kaynaklardan quorum sensing inhibitorleri A) Delisea pulchra
‘dan halojenlenmis furanon. B) Penicillium’dan penisilik asit. C) Sarimsaktan elde
edilmis siklik siilfiir igeren bilesik. D) Penicillium’dan patulin . E) Medicago

truncatula ¢ dan L-kanavanin
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Sekil 1.18. Sentetik quorum sensing inhibitérleri A) 30,C12-aminofenol. B) 30,C12
—aminosiklohekzanol . C) 30,siklohekzanil C6-HSL. D) 30,benzil C6-HSL. E) N-
stilfonil- HSL .

1.3.2. Quorum Quenching (QQ) Enzimleri

1.3.2.1.Prokaryotlarda yeterlilik bastiran (QQ) enzimler

Bulasic1 bakteri hastaliklarindan korunmak i¢in QS’in uygun bir hedef olup
olmadig1 arastirilirken, Erwinia carotovora, Erwinia chrysanthemi, Erwinia
stewartii, Pseudomonas aruginosa ve Xenorhabdus nematophilus gibi bitki ve insan
(ve hayvan) patojen bakterilerinin toksisiteleri icin AHL QS sinyallerine bagimli
oldugu bulunmustur. Bir AHL sinyali konsantrasyonu toksisite gen ekspresyonu i¢in
anahtar rol oynadig1 i¢in, patojen bakterilerin iirettigi AHL sinyallerinin azaltilmasi
lizerine bir strateji gelistirilmektedir. aiiA geni tarafindan kodlanan yeterlilik
bastiran bir enzim ilk defa Gram-pozitif Bacillus tiiriine ait bir toprak bakterisinde

goriilmiistiir, bunun bir AHL-laktonaz oldugu sonradan belirlenmistir [151].
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aiiA’nin tanimlanmasindan kisa bir siire sonra, Leadbetter ve Greenberg [152]
Variovorax paradoxus’a (VAI-C) ait tek enerji ve azot kaynagi olarak AHL
molekiillerini kullanan bir tiir bulmuslardir. Variovorax paradoxus’un AHL
metabolik karisiminda homoserin lakton bulunmasi bakterinin - AHL-acilaz
tiretebildigini distindiirmiistiir [152], fakat AHL-agilaz gen kodlamasi klonlanmis ve

tanimlanmis durumdadir [153].

Benzer sekilde, AHL-parcalayici enzimler iirettigi bilinen diger bakteri
izolatlar1 ve tiirleri toprak, bitki ve biyofilm Ornekleri ile laboratuvarda bakteri
kiiltiirlerinde saptanmistir [154,155]. QQ (yeterlilik bastiran) enzim etkinligi
simdiye kadar en az 10 bakteri tiirlinde gosterilmis ve kaydedilmistir, bunlar arasinda
dort Bacillus tiirii, Agrobacterium tumefaciens, Arhrobacter tiirleri ve V. paradoxus
da bulunmaktadir (Cizelge 1.2 ).

Filogenik analizler bu prokaryotik AHL-laktonazlarmimn iki gruba
ayrilabilecegini gostermistir. aiiA grubu Bacillus sp. tiirtinden tiim AHLIlaktonazlar
igerir, bunlar arasinda %90 peptit sirast homolojisi vardir [155] attM grubu A.
tumefaciens, K. pneumoniae ve Arthrobacter sp. enzimlerini igerir ve bunlar peptit

siralamalarinda %30-58 benzerlik gosterirler [151].

1.3.2.2. Okaryotlarda AHL par¢alayici enzimler

Okaryot konaklar da diizenli olarak mikrobiyal patojenlerle karsilastig1 igin,
daha yiiksek organizmalarin da patojenik istilacilarin QS sinyal sistemlerini etkisiz
hale getirmek i¢in mekanizmalar iirettigi ya da diizenledigini diisiinebiliriz. Simdiye
kadar okaryotik olan sadece iki tiir AHL-parcalayict enzim bulunabilmistir (Cizelge
1.2). Yeni bir ¢alisma, ortak porsin bobrek agilaz I'in (EC 3.5.14) C4-HSL ve C8-
HSL deagilaz1 yaparak L-homoserini tiretebildigini gostermistir [156].

Daha yeni c¢alismalar ise, 30C12-HSL parcalama etkinliginin en ¢cok PON
genlerinde kodlanan paraoksonazlara bagl oldugunu gostermektedir [157]. Bu bulgu

sasirtici olmayip, insan paraoksonazlarinin laktonaz etkinligi 30 farkli non-AHL tipi
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laktonla gosterilmistir [2]. Ayrica, PON enzimleri ilag metabolizmasi ve Sinirlerin
detoksifikasyonu gibi diger bazi 6nemli fizyolojik hidrolik etkinlikleri de
gostermektedir [158]. QS sinyallerinin inaktivasyonu artik PON enzimlerinin bilinen

biyolojik fonksiyonlarindan biri olarak sayilmaktadir.
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Cizelge 1.2. Prokaryotlarda ve okaryotlarda AHL parcalayici enzimler

Tiir Gen
Enzim Prokaryotlar
Bacillus sp. 240B1 aiiiA AHL
laktonaz
B. thuringiensis aiiiA homologlart AHL
laktonaz
B. cereus aiiiA Homologlar1 AHL
laktonaz
Mycoides aiiid homologlart AHL
laktonaz
B. anthracis aiiiA homologlart AHL
laktonaz
Agrobacterium tumefaciens attM, aiiB AHL
laktonaz
Arthrobacter sp. IBN110 ahlD AHL
laktonaz
Klebsiella pneumoniae ahlK AHL
laktonaz
Variovorax paradoxus VAI-C - AHL
agilaz?
Pseudomonas strain PAI-A
P. aeruginosa PAO1 pvdQ AHL
agilaz
Ralstonia strain XJ12B aiiD AHL
agilaz
Okaryotlar
Insan (dis epitel) PONs
Laktonaz
Porsin (bobrek) ACY1
Acilaz 1
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Bu amagla calismamizda PON1 enzimi, insan serumundan amonyum siilfat
¢oktirmesi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi (Sepharoz 4B- L tirozin -1

naftilamin) yontemleri ile saflastirilmistir.

Saf enzim ile oncelikle P. aeruginosa’nin biyofilm olusumu iizerine etkisi
arastirtlmistir.  Daha sonra literatiirde sinyal molekiilii olarak bilinen N-hexa-L-
homoserin  lakton, = N-3-oxooctonoyil-L-homoserin ~ lakton = molekiillerinin
saflagtirllmis PON enzimi ile hidrolizlendigi in vitro calismalarla gosterilmistir.
Ayrica lakton yapidaki sinyal molekiillerini kullanan bazi gram negatif ve gram

pozitif bakterilerin liremesi lizerine serum PON1 enziminin etkisi de belirlenmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1. MATERYALLER

2.1.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Deneysel c¢alismalarda kullanilan Sepharose-4B, 1-Naftilamin, L-tirozin,
standart serum albumin, N,N,N,N’tetrametiletilendiamin (TEMED), trihidroksimetil
aminometan (Tris-Base), paraoksan, Tris-HCI, Fetal Calf Serum (FCS) Sigma
Chemical’den; sodyum hidroksit, amonyum siilfat, glisin, fosforik asit, asetik asit,
etil alkol, hidroklorik asit, sodyum dihidrojen fosfat, -merkaptoetanol, sodyum
dodesil siilfat, akrilamid, N,N-metilen bis-akrilamid, amonyum persiilfat, bromofenol
mavisi, gliserol, Coomassie brillant blue G-250, sodyum bikarbonat, sodyum fosfat,
potasyum fosfat, kalsiyum kloriir Merk’den saglandi. Bunlara ilave olarak LB (%1
tripton, %0.5 maya ekstrakti, %0.5 NaCl), kristal viyole (Sigma), metanol (Merck),
TSB ( tripton soy broth), asetonitril, aseton, N-hexa-L-homoserine lactone (fluka),
N-3-oxooctonoyl-L-homoserine lactone (sigma), HEPES, bakir siilfat, NaK tartarat,

folin fenol, iodo nitrotetrazolium violet (fluka) kullanilmustir.

2.1.2. Bakteri Suslar1 ve Besiyerleri

Tez calismas1 kapsaminda bircok patojen bakterinin sinyal molekiilleri
tizerine  etkinin  gozlemlenmesi  amaciyla  Universitemiz ~ mikrobiyoloji
laboratuvarimizdan temin ettigimiz gram negatiflerden Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae CCM 2318, Escherichia coli ATCC 11230 ve
gram pozitiflerden Staphylococcus aureus ATCC 6538P kullanilmigtir. Ayrica QS
mekanizmas1 sonucu meydana gelen biyofilm davranisi {izerine enzim etkisinin
incelenmesi i¢in de P. aeruginosa PAO303 Assoc. Dr. Jeppe Lund NIELSEN
[Aalborg University Department of Chemistry, Biotechnology and Enviromental
Engineering, DENMARK]’ dan temin edilmistir.

P. aeruginosa ATCC 27853, K. pneumoniae CCM 2318, E. coli ATCC
11230, S. aureus ATCC 6538P Nutrient Agar, Nutrient Broth besiyerlerinde ayrica

43



Pseudomonas aeruginosa PAO303 LB agar, LB broth besiyerinde, biyofilm
davranis1 deneyleri i¢in de TSB (Trypticase Soy Broth) (Sigma) besiyerlerinde
30°C*de tiretilmistir.

2.1.3. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Bu calismada agagidaki alet ve cihazlardan yararlanilmistir.

Sogutmali santrifiij Sigma 3K15

Sogutmali Ultrasantrifiij Hettich EBA 12R

Multi Santrifiij Thermo IEC

(Falkon santrifiijii)

pH metre Hana pH 211 Microprocessor

UV-Spektrofotometre Biotek Power Wave XS

(Plaka okuyuculu)

Manyetik karistirict Torrey Pines Scientific

Peristaltik pompa Atta SJ1211

Terazi Sartorius BL 210S

Otomatik pipetler Hi-Tech ve Finipipette

Elektroforez Sistemi Hoefer, HSI

Kromatogafi Kolonu Sigma (1 cm ¢ap ve 20 cm
uzunluk)

Derin Dondurucu (-80 °C) CFC Free

Vorteks Fisons Whirli Mixer

Laminar Flow Telstar Bio 1A

Gradient Mikser Atta Magnetik Karistirict  ve
Gradient Tiip

Otoklav Hirayama HV 85

Buz makinesi Fiocchetti AF 10

Su Banyosu Elektro-mag

Thermo-block Eliwell FALC

Inkiibator Nuare  CO,-Water  Jacket
Incubator
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Jel Gorilintiileme Sistemi Gel Doc-H Imaging System
HPLC (UVP)
Agilent 1100 Series

2.1.4. Kullanilan Cozeltiler ve Besiyerlerinin Hazirlanmasi

> Hidrofobik jelin dengelenmesi icin kullanilan tampon: 1M
(NH4)2SOy igeren, 0.1 M Na,HPO, tamponu (pH 8.0); 14.2 g (0.1 mol)
Na,HPO, ve 132.14 g (1 mol) NH4(SO), 950 mL distile suda ¢oziilerek, 1N

HCl ile pH’s1 8.0’e getirildi ve son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi.

> Hidrofobik jele baglanmis PON1 enziminin eliisyonu icin
kullamlan ¢ozelti: 1M NH4(SO), iceren, 0.1 M Na,HPO,4 tamponu (pH 8.0)
ve 0.1 M Na;HPO, tamponu (pH 8.0) ile gradient mikser kullanilarak tuz
gradienti olugturuldu; 14.2g (0.1 mol) Na,HPO, ve 132.14 g (1 mol)
NH4(SO), 950 mL distile suda ¢oziilerek, 1IN HCI ile pH’s1 8.0’¢ getirildi ve
son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi. 14.2 g (0.1 mol) Na,HPO, 950
mL distile suda ¢oziilerek, 1 N HCI ile pH’s1 8.0’¢ getirildi ve son hacim

distile su ile 1 L’ye tamamlandi.

»  Proteinlerin kantitatif tayininde kullamlan cézeltiler:

Fenol aywraci: Folin-fenol ve distile sudan bire bir oranda alinarak
hazirland: .
Ayirag A : % 2’lik Na,CO3 0.1 M NaOH‘da ¢6ziildii.
Ayirac B : %1 NaK tartarat distile suda ¢oziildi
Ayirag C : % 0.5’lik CuSOq distile suda ¢ozildi.
Ayira¢ D : 48 mL A ayiracindan, ImL B ayiracindan, 1mL C ayiracindan
konulup hazirlandi.
Sigir Serum Albumini (BSA): 5 mg 5 ml suda ¢oziilerek taze olarak

hazirlandi.
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> Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucunda olusan ¢okelegin alindig:
tampon: 0,1 M Tris-Baz tamponu (pH 8.0); 1.211 g (0.01 mol) tris-Baz 95
mL distile suda ¢oziilerek, 1IN HCl ile pH’1 8.0a getirildi ve son hacim distile

su ile 100 mL’ye tamamlandi.

> Substrat ¢ozeltisi: 2 mM paraokson ¢ézeltisi; 10.8 ul paraokson, 1
mL asetonda iyice ¢oziildiikten sonra lizerine 1 mL bazal aktivite tamponu

eklendi ve iyice karigtirildiktan sonra kullanildi.

> Paraoksonaz aktivite ol¢iimiinde kullamilan bazal aktivite
tamponu: 2 mM CaCl, iceren 100 mM tris-HCI, pH=8; 3.0285 g (25 mmol)
Tris, 200 mL distile suda ¢6ziildii. 1 N HCl ile pH’1 8.0’e getirildi. 0.0555 g

(0.5 mmol) CaCl; katilarak son hacim 250 mL’ye tamamlandi.

> SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan numune tamponu;

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.5mL
% 10’luk SDS 4.0 mL
Gliserol 2.0mL
B-merkaptoetanol 1.0mL
Bromfenol mavisi 0.01g

Distile su 0.5mL

> SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan tank tamponu;

Tris-HCI 39
Glisin 1449
SDS 10g

46



> SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma ve yigma jellerinin
hazirlamisi; SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karisimlarinin

hazirlanis1 ve kullanilan miktarlar1 Cizelge 2.1°de verilmektedir.

> SDS-PAGE elektroforezinde kullamlan renklendirme c¢ozeltisi;
0.66 g Coomassie brillant blue G-250, 120 mL metanolde ¢oziildi. Bu
cozeltiye 24 mL saf asetik asit ve 120 mL distile su ilave edildi.

> SDS-PAGE elektroforezinde Kkullanillan renk ac¢ma c¢ozeltisi;
Hacimce % 7.5 asetik asit, % 5 metanol ve % 87.5 mL distile su icermektedir.

Bu amacla 75 mL asetik asit ve 50 mL metanol, 875 mL saf su ile karistirildi.
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Cizelge 2.1. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karigimlarinin

miktarlari.

Ayirma Jeli

Yigma Jeli

%10

%3

Akril amid/Bis
Akril amid 159
Bis 049

Almarak son hacim distile su ile 50

mL'ye tamamlanir.

16.65

2.6 mL

Distile su

20.1 mL

12.2 mL

1.5 M tris-HCL (pH 8.8)
Tris-HCI 11.82 ¢
Almarak pH 8.8 oluncaya kadar 0.1 M

NaOH ilave edilerek son hacim distile

su ile 50 mL'ye tamamlanur.

12.5mL

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)
Tris-HCI 3.94¢
Almarak pH 6.8 oluncaya kadar 0.1 M

NaOH ilave edilerek son hacim distile

su ile 50 mL'ye tamamlanir.

5mL

% 10 'luk SDS
SDS 1g

Alinarak son hacim distile su ile 10

mL'ye tamamlanir.

0.5 uL

200 pL

TEMED

25 L

20 L

%10'luk amonyum persiilfat

Amonyum persiilfat  1Ig
Almarak son hacim distile su ile 10

mL'ye tamamlanir.

750 L

400 pL
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» Sinyal molekiillerinin hazirlamis1 i¢in kullanilan tamponlar:
1 mM CacCl; iceren 100mM HEPES tamponu (pH 7.4); 6.507 g HEPES 200
ml distile su igerinde ¢oziildi. 1 N HCI ile pH’1 7.4’e getirildi. 0.011 g
CaCl; katilarak son hacim 250 mL’ye tamamlandi.
1 mM CaCly igeren 100mM tris HCI tamponu (pH 7.4); 0.06057 g tris HCI 80
ml distile su igerinde ¢oziildi. 1 N HCI ile pH’1 7.4’e getirildi. 0.011 g

CaCl; katilarak son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

» Gram boyama i¢in kullanilan ¢ozelti : %0.5° /ik Kristal viyolet; 1.25 ¢
kristal viyolet 250 ml distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. Her bir

kullanimdan 6nce filtre kagidindan siiziildii .

» HPLC Cozeltilerinin Hazirlams1: Kullanilan eliisyon ¢ozeltileri A (% 0.2
asetik asit), B (% 20 distile su), C (% 80 asetonitril)’dir.

» Tetrazolyum viyolet metabolizma indikatorii: 0.04 g iodo nitrotetrazolyum

viyolet 5 ml steril distile suda ¢6ziilerek hazirandi.

» Serum Fizyolojik Hazirlamsi: 4 g NaCl, 1 | distile suda ¢oziilerek
hazirlandi. Daha sonra falcon tiiplere paylastirilarak 20 dk 121°C’de steril

edildi. Inokulum siispansiyonunun hazirlanisi isleminde kullanilda.

> Inokulum Siispansiyonunun Hazirlamsi: Antibakteriyal aktivitede bakteri
stispansiyonlar1 serum fizyolojik ile MacFarland 0.5 standardina gore
hazirlandi. Ayni zamanda spektrofotometre ile 600 nm’de 0.5 absorbans
degeri okunarak dogrulugu teyit edildi.

Kati1 kiiltiirden inokulum hazirlanirken Middlebrook 7H9’da siispanse
edilen ornek vortekslendikten sonra kati pargaciklarin ¢okmesi beklenerek
iistte kalan stipernatant kismu steril tiipe aktarildi. MacFarland 0.5 oluncaya
dek gozle ayarlama yapildi. Daha sonra 1 ml alinip 4 ml serum fizyolojik ile

sulandirilarak inokulum siispansiyonu hazirlandi.

49



» Luria-Bertani (LB) Broth ve Agar Besiyerlerinin Hazirlanmasi: LB
besiyeri Sambrook ve ark., 2001 protokoliine gére hazirlanmistir. 1000 ml
saf su igerisinde 5 g NaCl, 10 g triptone ve 5 g yeast extract (maya 0ziitii)
¢oziindiiriilerek pH’s1t 7.5 olarak ayarlanmistir. Hazirlanan LB 15 dakika
121°C’de sterilize edilmistir. Hazirlanan LB besiyerine % 1.5 bacto agar

eklenerek kat1 besi ortamlar1 hazirlanmastir.

» Tryptic Soy Broth (TSB) Besiyerinin Hazirlamisi: Besiyeri, 30.0 g/L olacak
sekilde distile su icinde eritilir. Amaca uygun sekilde tliplere ve/ veya
erlenlere dagitilip, otoklavda 121°C'da 15 dakika sterilize edilir. Hazirlanmig
besiyeri berrak ve sarimsi renktedir. Otoklav sonras1 25°C'da pH's1 7.3+0.2

olacak sekilde muhafaza edilir.

» Nutrient Broth ve Agar Besiyerlerinin Hazirlanisi: Besiyeri, 8.0 g/L
olacak sekilde distile su iginde eritilir ve amaca uygun kaplara (tiip, erlen vs.)
dagitilir. Otoklavda 121°C'da 15 dakika sterilize edilir. Hazirlanmis besiyeri
berrak ve sarimsi renkli olup, 25 °C'da pH's1 7.0+0.2 olacak sekilde muhafaza

edilir.
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2.2. METOD

2.2.1. Kan serumunun ayrilmasi

Kan numuneleri, kuru santrifiij tiipiine alindiktan sonra 5000 rpm’de, +4°C’de
ve 10-15 dakika santrifiij edilerek serumlarinin ayrilmasi saglanmistir.  Serum
orneklerinin paraoksonaz enzim akrivitesine spektrometrik olarak bakilmistir. Belirli
aktiviteye sahip ornekler elde edilmesi halinde ayrilan serum saflastirma islemine

kadar —20°C’de bekletilmistir. Daha sonra enzim kaynag1 olarak kullanilmustir.

2.2.2. Enzim Aktivite Tayini

Paraoksonaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi.
Aktivite Olgiimi i¢in 0.05 mL enzim ¢ozeltisi (serum) alinip daha oOnceden
hazirlanmis olan 1mL tampon (100 mM tris-baz pH:8.00) + substrat (2 mM
paraoxon) + koenzim (2 mM CacCl,) ¢ozeltisine ¢abuk bir sekilde eklendikten sonra
412 nm’de 1 dakikada 37°C’de absorbansta meydana gelen degisme okundu. Bu
sekilde paraoksonun p-nitrofenole enzimatik doniisiim hiz1 tespit edildi. Ayni islem
enzim olmadan tekrarlanarak aradaki fark enzim aktivitesi olarak belirlendi. 1 iinite

paraoksonaz dakikada meydana gelen p-nitrofenoliin nmol’ii olarak tayin edildi.

2.2.3. Lowry Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sirasinda elde edilen ¢ozeltilerdeki protein
miktar tayinleri bu yontemle belirlendi. Bu yontem alkali kosullar altinda biiiret
reaksiyonu ve aromatik aminoasitlerin Cu*? katalizli oksidasyonundan sonra, ayiragta
bulunan fosfomolibdik, fosfotungisdik asiti ile heteropolimolibden mavisine
indirgenmeyi iceren Folin- Ciocalteu reaksiyonun bir kombinasyonudur. Ozetle
deneyin prensibi alkali ortamda proteinlerin peptid baglarinin ve tirozin artiklarinin
bakir ile kompleks olusturmasina dayanir [159]. Koyu mavi olusu karakteristiktir ve
600 nm dalga boyunda absorbans verir. Yontem ¢ok duyarlidir. Ancak pH‘ya
baghdir. Hassasiyet araligt 5-100 pg/mL‘dir. Ortam pH’s1 10-10.5 olmalidir. Bu
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yontem triptofan ve tirozin igerigi fazla olan proteinlerin miktar tayini igin
avantajlidir. Zira ayirag bu aminoasitlere daha yiiksek hassasiyet gosterir. Bu

yontemde 4 farkli ¢6zelti kullanilir.

Protein tayini isleminde su yol izlendi: 1 ml’sinde 1 mg protein iceren
standart sigir alblimin ¢ozeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100
ul alindi. Her tiipe 2 ml D ayiracindan eklendi. 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
Her tiipe 0.2 mL folin-fenol ¢6zeltisinden eklenip vorteks ile zaman kaybetmeden
karistirildi ve 30 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. 600nm de kore kars1 absorbans
degerleri okundu. Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri

ile standart grafik hazirlandi (Sekil 3.1).

Protein miktarin1 6lgmek i¢in hazirlanan enzim ¢dzeltilerinde 0.1 ml 2 ayri
tipe konuldu. Uzerlerine 2 ml D ayiracindan eklendi. Oda sicakliginda 10 dk
inkiibe edildi. Daha sonra her tiipe 0.2 ml folin-fenol bilesigi eklenip vorteksle
karigtirlldi. 30 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 600 nm de absorbanslari
okundu. Olgiimlerin ortalama absorbansima karsilik gelen protein miktar1 standart

grafik yardimiyla hesaplandi.
2.2.4. Enzimin Saflastirilmasi
2.2.4.1. Amonyum siilfat coktiirme arahgi
Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin

¢okelmesini saglayan 2 degerlikli, cok kullanilan bir tuzdur. Oncelikle, kullanilacak

uygun amonyum siilfat konsantrasyonu asagida verilen formiille tespit edildi:

_L77xVx(S, - S,)
3.54-5,

g(NH, ),SO,
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V : Serum hacmi
S1: I’in kesri seklinde mevcut amonyum stilfat doygunlugu

S, : I’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

Paraoksonaz enzimi i¢in uygun amonyum siilfat ¢oktiirme araligi 60-80°dir.

Paraoksonaz enzimini saflastirmak i¢in % 60-80 aralifinda ¢oktiirme yapilmistir.

2.2.4.2. Hidrofobik etkilesim kromatogafisi ile enzimin saflagtirilmasi

PONI1 enziminin saflastirilmasinda amonyum siilfat ¢oktiirmesinin ardindan
hidrofobik etkilesim kromatografisi tercih edilmistir. Bunun i¢in de
laboratuvarimizda  sentezledigimiz  hidrofobik jel sepharose-4B-L-tirozin-1-

naftilamin kullanilmistir. ( Sekil 2.1)

1

I
— COOH

|
NI—I—ClH—CHg OH

Sepharose-4B-L-Tirozin

WNEHcr

Diazolaturig 1-naftilamin

n

|
—Cl (_l_:ODH
NH—CH—CHQ@DH
N:N

Jepharose-4B- L-Tirozin-1-naftilatmin

Sekil 2.1. Hidrofobik jel sepharose 4B L tirozin 1 naftilamin
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Hazirlanan hidrofobik etkilesim kolonu 6nce 1M (NH4),SO, iceren 0.1M
Tris-HCI pH:8.0 tamponu ile dengelendi. Kolonun dengeleme islemi bittikten sonra,
jel iizerindeki tampon ¢oOzeltisi jel seviyesine kadar indirildi. Amonyum siilfat
¢oktiirmesi sonucu elde edilen enzim ¢dzeltisi 5 ml ¢okelek tampon ile ¢oziildiikten
sonra 1M amonyum siilfat doygunluguna getirildi. Ardindan ¢ozeltinin enzim
aktivitesi spektrometrik olarak belirlendikten sonra kolona tatbik edildi. Kolona 1 M
(NH;)2SO4 igeren 0.1M Tris-HCI pH:8.0 tamponu ve 0.1M Tris-HCI pH:8.0
tamponu ile olusturulan yiiksek tuz konsantrasyonundan diistik tuz konsantrasyonuna
dogru tuz gradienti uygulandi. Kolondan toplanan yikama ve eliisyon ¢ozeltisi 1.5
mL halinde tiiplere alindi. Yikama ve eliisyon islemi 280 nm’deki absorbans sifir
oluncaya kadar devam edildi. 0.1M Tris-HCI pH:8.0 tamponu kor olarak
kullanilarak her bir tiipte 280 nm‘de kalitatif protein tayini ve 412 nm 1dk 37°C’de
aktivite tayini yapildi. Elde edilen degerlerin tiip numarasina kars1 aktivite ve protein

miktar1 grafigi ¢izildi (Sekil 3.2).

2.2.4.3. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-

PAGE) ile enzim safliginin kontrolii

Paraoksonaz  enziminin  hidrofobik  etkilesim  kromatogafisi  ile
saflastirilmasindan sonra iki farkli akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli % 3,
ayirma jeli % 10 olacak sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi (SDS-
PAGE) Laemli tarafindan belirtilen yontemle yapilarak enzimin saflik derecesi

kontrol edildi [160].

Bu amagla elektroforez cam plakalar1 once su, sonra etil alkol ile iyice
temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek iki
cam plaka birbiri tlizerine konuldu ve elektroforezin dokme aparatina sabitlendi.
Cizelge 2.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina iistten 2-3
cm kalana kadar otomatik pipet veya enjektorle dokiildii. Jel igerisinde hava
kabarcig1 kalmamasina dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizglin olmasi i¢in distile su ile

ince bir tabaka olusturuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (30 dakika) {ist
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yiizeydeki distile su dokiildi. Daha sonra cam plakalarin arasina tamamen
doluncaya kadar polimerlesmis ayirma jelinin {izerine yigma jeli ilave edildi. Jel
kasetindeki yiikleme jelinin {izerine tarak dikkatlice yerlestirilerek jelin
polimerlesmesi beklendi (30 dakika). Yiikleme jeli polimerlestikten sonra tarak
kuyucuklarin arasinin bozulmamasina dikkat edilerek ¢ikarildi. Kuyucuklar 6nce saf
suyla sonra tank tamponuyla enjektor yardimiyla yikandi. Polimerize jellerin
bulundugu kaset elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve iist

kismina yiirlitme tamponu konuldu.

Hidrofobik etkilesim kromatogafisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan
yiiksek aktivite gosterenler birlestirilerek enzim havuzu olusturuldu. Elde edilen
cozelti toplam hacim 50 pl olacak sekilde 1:1 oraninda numune tamponuyla
karistirildi. B-galaktosidaz (118.0 kDa), sigir serum albumin (79.0 kDa), yumurta
albumini (47.0 kDa), karbonik anhidraz (33.0 kDa), B-laktoglobulin (25.0 kDa) ve
Lizozim (19.5 kDa) igeren standart protein markirt kullanildi. Jele yiiklenecek
numuneler 3 dakika 100°C’de termoblok da bekletildi. Numuneler sogutularak
kuyucuklara yiliklendi. Elektroforez gii¢ kaynagina baglanarak 80 volt’a ayarlandi.
Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan numune tamponu i¢indeki boyaya
ait bant ayirma jeline ulastiginda voltaj 150 volt’a yiikseltildi. Yiriitme islemine
proteinler, jelin altina Icm kalana kadar devam edildi. Daha sonra akim kesilerek
yiirlitme durduruldu. Cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi ve yigma jeli
kesilip ayrildiktan sonra protein bantlarini igeren ayirma jeli renklendirme ¢ozeltisi
icine konuldu ve 1-1.5 saat kadar galkalayici iizerine birakildi. Daha sonra jel
renklendirme c¢ozeltisinden c¢ikartilarak renksizlestirme ¢ozeltisine kondu. Belirli
araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi acilip protein bantlar
belirginlesinceye kadar (1 gece) bu ¢ozelti icinde calkalandi. Jel renksizlestirme
cozeltisinden ¢ikarildiktan sonra jel goriintileme sistemi (UVP) ile goriinti

bilgisayara aktarildu.
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2.2.5. HPLC Analizi

HPLC cihazi, bir Agilent 10100 model HPLC sistemidir. Bu sistem, bir ¢ift
dalgic pompa, UV dedektor, kolon firin1 ve 20 upl enjeksiyon ilmiginden
olusmaktadir. HPLC’de kullanilacak kolon 5 um paketleme ile bir Apex oktadesil
104 C15 (25 x 0.4 cm ID) kolonudur.

HPLC’de analiz icin asagida belirtilen metod kullanilds;

Dalga boyu taramasi i¢in 10 uM 3-0x0-C8HSL ve 100 uM C10HSL seklinde
sinyal molekiilleri hazirlandi. 10 uM 3-0x0-C8HSL, 100 mM HEPES tamponu (pH
7.4) igerisinde ¢Oziilerek hazirlanirken [161], 100 uM C10HSL ise 5 mM Tris HCI
tamponu (pH 7.4) igerisinde ¢ozildi [162]. Sinyal molekiilleri ilgili reaksiyon
tamponunda hazirlandiktan sonra her biri i¢in reaksiyon tamponuna karst dalga boyu

taramasi yapildi.

3-0x0-C8HSL ve CIOHSL i¢in absorbans degeri olarak sirayla 220 nm ve
210 nm kullanildi. Kullanilan eliisyon ¢ozeltileri A (% 0.2 asetik asit), B (% 80
asetonitril), C (% 20 distile su)’dur. Akis oran1 1 ml / dk ve calisma siiresi 30
dakikadir. Caligsma 30°C de yapildi. Ornek enjeksiyon hacmi 20ul’dir. Bilesiklerin

tespit edilmesi onlarin standartlari ile alikonma siireleri kiyaslanarak yapildi.

10 mg/ml PON1 enzimi, 10 mg/ml C10HSL ve 100 mg/ml 30C8HSL sinyal
molekiilleri ile 9:1 oraninda ayr1 ayr karistirildiktan sonra 37°C’de 60 dk
inkubasyona birakildi. Ardindan 95°C’de 3 dk reaksiyonun durdurulmasi amaglandi
[163]. Ornek, HPLC igin kullanima hazir hale getirildi.
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Sekil 2.2. 3-0x0-C8HSL ve C10HSL

2.2.6. Optimum sartlarda sinyal molekiillerine ait Ky Ve Viax

degerlerinin bulunmasi

Km ve Vmax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla optimum sartlarda substrat
olarak kullanilan, ticari olarak satin alman 30C8HSL ve CI10HSL sinyal
molekiillerinin en az bes farkli konsantrasyonunda paraoksonaz enzimine karsi
aktivite Ol¢timii yapildi. Her Olgiim ii¢ defa tekrarlanarak, bulunan degerlerin

ortalamasi alind.

1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Km ve

Vmax degerleri grafigin denklemlerinden yararlanilarak bulundu.

2.2.7. PONT’in P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae ve S. aureus

bakterilerinin iiremesi iizerindeki etkinin gosterilmesi

Bakteri iiremeleri iizerindeki etkinin incelenmesi amaciyla herbir bakterinin
24-48 saatlik taze kiiltiirlerinden Macfarland 0.5 indeksine gore inokulum
siispansiyonlar1 hazirlandi. Pozitif kontrol grup olarak plakalardaki her ii¢ kuyucukta

bir bakteri 6rnegi olacak sekilde 20 ul mikroorganizma, 150 pl distile su ve 50 ul
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nutrient broth besiyeri ilave edildi. Aym kosullar altinda mikroorganizma
bulundurmayan negatif grup olusturuldu. Diger her bir kuyucuga da 50 pl nutrient
broth besiyeri, 150 pul farkli konsantrasyonlarda ( 1 mg, 500 pg, 250 ug, 100 pg, 1 ug
ve 0.1 pg) filtre edilerek hazirlanmis steril saf serum PON1 enzimi ve son olarak da
her bir enzim iceren kuyucuga 20 pl mikroorganizma ilave edilerek 37 °C’de 24 saat

inkubasyona birakildi. Plaka diizenegi sekil 2.5°deki gibidir.

Inkubasyonun ardindan her bir kuyucuga 10 pl tetrazolyum viyolet
metabolizma indikatorii ilave edilerek her bir bakteri tliriiniin boyanma siiresine bagli
olarak 37°C’de 1-4 saat tekrar inkubasyona birakildi. Ardindan her bir plakanin
goriintiisii alinarak PON1’in farkli konsantrasyonlarinin her bir bakteri {iremesine in
vitro etkisi kalitatif olarak belirlendi. Ayni zamanda tetrazolyum viyolet eklenmis
plakalardaki PON1 konsantasyonu artirilip 600 nm’de OD degerlerine bakilarak

enzimin etkisi kantitatif olarak da gosterildi.

1 [2 |3 4 5 6 7 8 9 10 [ 11 |12
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Sekil 2.3. Farkli konsantrasyonlarda PON1 enzimi igeren plaka diizenegi
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PON1 enziminin bakteri tiremesine etkisinin desteklenmesi amaci ile soz
konusu bakteriler plakalardaki belirli kuyucuklardan ve kontrol gruplarindan alinarak
nutrient agarli besiyeri iceren petrilere ekildi. 37°C’de 24 saatlik inkubasyondan

sonra sonuglar goriintiilendi.

2.2.8. PON1 enziminin Pseudomonas aeruginosa biyofilm olusumuna
etkisi

Her bir kuyucukta toplam hacim 220 ul olacak sekilde 200 ul TSB besiyeri,
10 pl gram negatif bakteri 6rnegi Pseudomonas aeruginosa ve son olarak da farkli
konsantrasyonlarda hazirlanmis 10 ul PON1 enzimi ilave edildi. Kontrol grubu
olarak kuyucuklara 200 pl TSB besiyeri, 10 pl mikroorganizma ve enzim yerine 10

ul distile su kullanildi.

0O (0 (O [oO,001f{O0,001]|0,001]001]001]001 (01 (01 |01
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Sekil 2.4. Biyofilm olusumu i¢in hazirlanan farkli konsantrasyonlarda PON1

(ng/ml) enzimi igeren plaka diizenegi

Enzimin ortama ilavesi biyofilm olusumunun farkli evrelerini igermesi
acisindan farkli zaman araliklarinda yapildi. Belli siirelerle 37°C*de inkubasyonun
ardindan 6rnek bulunduran her bir kuyucuk sirastyla distile su ile yikandi. % 0.5
kristal viyole ile boyand1 ve etil alkol ile yikanarak 560 nm’de OD degerleri tespit
edildi [161].

S6z konusu ana metod kullanilarak asagidaki kosullarda PONI’in etkisi

incelendi:
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2.2.8.1. PONL1 enziminin P. aeruginosa olgun biyofilmlerine etkisi

TSB besiyeri ve bakteri ekilerek 24 saat 37°C’de inkubasyona birakildi.
Bakterinin besiyerinde log faza ulasmasi ile birlikte farkli konsantrasyonlarda PON1
her bir kuyucuga ilave edildi. 48 saat 37°C’de inkubasyona birakildi. inkubasyon
sonrasi islemlerin ardindan 560 nm’de OD degerleri tespit edildi. Bu islemde olgun

biyofilmlerde PON1 in etkisinin gézlenmesi amaglandi.

2.2.8.2. PON1 enziminin gelismekte olan P. aeruginosa biyofilmleri iizerine

siirekli ilavesinin etkisi

TSB besiyeri ve bakteri ekiminin ardindan inkubasyona birakilan plakaya 12
saat sonra farkli konsantrasyonlarda PON1 eklendi ve tekrar inkubasyona birakildi.
24. ve 36. saatlerde de PON1 ortama eklenerek toplam 48 saat 37°C’de inkubasyona
birakildi. Inkubasyon sonrasi islemlerin ardindan 560 nm’de OD degerleri tespit
edildi.

2.2.8.3. PONL1 enziminin P. aeruginosa biyofilmleri iizerine zamanin etkisi
TSB besiyeri, bakteri ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanmig PON1 enzim
ornegi iceren Kuyucuklar 12, 24, 36, 48. saatlerde ayr1 ayri olmak iizere 37°Cde

inkubasyona birakildi. Ardindan zamana kars1 bakteri konsantrasyonuna PON1°¢ in

etkisi 560 nm’de OD degerlerine bakilarak tespit edildi.
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3.BULGULAR

3.1. PON1 Enziminin Saflastirilmasi

3.1.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Boliim 2.2.4.1°de belirtildigi gibi serum paraoksonaz enzimi i¢in daha 6nce
belirlenen % 60-80 amonyum siilfat ¢oktiirme araligi kullanilmigtir.  Coktiirme
sonunda 0.1 M Tris-Baz (pH 8.0) tamponu kullanilarak ¢oziilen ¢okelegin toplam
aktivitesi 1504.58 U/ml ve toplam protein miktar1 19215 mg/ml olarak belirlenmistir
(Cizelge 3.1). Cokelegin ¢oziilmesiyle elde edilen numune hidrofobik kolona tatbik

edilmistir.

3.1.2. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile Enzimin Saflastirilmasi

Bolim 2.2.4.2°de belirtildigi gibi amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonunda elde
edilen numune diyaliz edilmeden daha once sentezledigimiz hidrofobik yapidaki
sepharose 4B-L-tirozin-1-naftilamin jelini iceren kolona uygulanmistir. Kolondan
alinan numunelerin 0.1 M Tris-HCI pH:8.0 tamponu kor olarak kullanilarak, 280
nm’de kalitatif protein tayini ve 412 nm’de aktivite tayini yapilmistir. Sekil 3.1°de
goriildiigi gibi elde edilen degerlerin tiip numarasina kars1 aktivite ve protein miktari
grafiginden yliksek aktivite gdsteren 18, 19 ve 20 numaral tiipler birlestirilmistir.
Kolona tatbik edilen ve birlestirilen eliiatlar i¢in Lowry metoduyla kantitatif protein
ve aktivite tayinleri yapilarak spesifik aktiviteler ve saflagtirma oranlar1 tespit

edilmistir ( Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 saflastirma tablosunda gosterildigi gibi s6z konusu enzim %11.89

verimle 324.5 kat saflastirilmistir.
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Sekil 3.1. Hidrofobik etkilesim kolonundan PON1 enziminin eliisyon grafigi (kolondaki jel yiiksekligi 5 cm ve ¢ap 1 cm)
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Cizelge 3.1. Saflastirma tablosu

. o Toplam Protein Toplam  Spesifik Saflastir
Hacim Aktivite L . .
Aktivite Miktar1 Protein Aktivite % Verim ma
(ml) (U/ml) .
(U/ml) (mg/ml)  (mg/ml)  (U/mg) Derecesi
Serum 50 66.316 3315.8 1482.88 74147 0.0448 100 -
Amonyum Siilfat
Coktiirmesi 18 83.588 1504.58 1067.5 19215 0.0783 45.37 1.74
Hidrofobik
Etkilesim 3 131.404 394.21 5.17 15.51 25.41 11.89 32452

Kromatografisi
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3.2. Kantitatif Protein Tayini I¢cin Hazirlanan Standart Egri

Saflastirma basamaklarinda kantitatif protein tayini i¢in Lowry metodu
kullanilmistir. Lowry metodu kantitatif diger protein tayinlerinden oldukga hassas
olup hassasiyet araligit 5-100 pg/ml’dir. So6z konusu yontemle protein miktar
tayininde sigir serum albiimin proteini standart olarak kullanilmistir.  Standart
cozeltideki mg proteine karsilik gelen absorbans degerleri sekil 3.2°de gosterilmistir.
Sekilde goriildiigi gibi regresyon katsayisi 0.9941 olarak belirlenmistir. S6z konusu

grafigin dogru denkleminden ilgili absorbansa karsilik gelen mg protein miktar

tespit edilmistir.
0,6 -
y = 0,0053x + 0,0091
05 4 R?=0,9941

Absorbans ( 600nm )

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

ug protein

Sekil 3.2. Lowry yontemi ile protein miktarinin tayin edilmesinde kullanilan

standart grafik
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3.3. Serum Paraoksonaz Enziminin SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Hidrofobik etkilesim kolonundan saflastirilan serum paraoksonaz enziminin
safligin1 kontrol etmek amactyla boliim 2.2.4.3.”de anlatildig1 sekilde hazirlanan SDS
poliakrilamid jel elektroforezine enzim numunesi tatbik edildi. Protein bantlari

iceren jellerin goriintiileri jel goriintiileme sistemi ile bilgisayara aktarildi (Sekil 3.3).

hPON MW (kDa)
= — 116.0
— 66.2

_— 184

B 144

Sekil 3.3. Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile saflastirilan paraoksonaz
enziminin SDS-polakrilamid jel elektroforezi. Molekiil agirlik standartlar;; (-
galaktosidaz (118.0kDa), sigir serum albumin (79.0kDa), yumurta albumini (47.0
kDa), karbonik anhidraz (33.0 kDa), B-laktoglobulin (25.0kDa) ve Lizozim (19.5
kDa)
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3.4. HPLC Analizleri ile Sinyal Molekiilleri Yikim

Ticari olarak satin aliman 3-0xX0-C8HSL bilinen bazi gram negatif bakteriler
tarafindan sinyal molekiilii olarak kullanilmaktadir. 100 uM 3-0x0-C8HSL sinyal
molekiiliiniin alikonma siiresinin tayini amactyla bolim 2.2.5’de belirtilen yonteme
gore HPLC kolonuna 20 pl 6rnek enjekte edilmistir. Sekil 3.4’de de goriildigi gibi
3-0xX0-C8HSL sinyal molekiiliiniin s6z konusu sartlar altinda alikonma siiresi
5.82’inci dakikadir. ilk 10 dakikadan sonra herhangi bir pik gdzlenmemistir.
Kromatogramda da goriildiigii gibi ticari olarak satin alinan 30C8HSL’nun tek pik

vermesi molekiiliin saf oldugunu gdstermektedir.

30C8HSL

miW'olt=
B
|
3

dakika

Sekil 3.4. 30C8HSL sinyal molekiiliiniin standart1 igin HPLC kromatogrami
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Saflagtirilan PON1 enziminin 30C8HSL sinyal molekiilii tizerindeki etkisi
HPLC analizi ile belirlenmistir. Paraoksonaz enziminin laktonaz aktivitesi ile
30C8HSL molekiiliinii 30C8HSL asit iiriiniine etkili bir sekilde hidrolizledigi tespit
edilmistir. Bolim 2.2.5’de belirtildigi gibi konsantrasyon 100 uM olacak sekilde saf
PON1 enzimi ve 30OC8HSL sinyal molekiilii 9:1 oraninda karistirilmistir.
Saflagtirllan PON1 enzimine eklenmis 30OC8HSL sinyal molekiiniin HPLC

kromatogram analizi sekil 3.5’de gosterilmistir.

Kromatogramda goriildiigii gibi 30C8HSL asit {irlinlinlin alinkonma siiresi
3.4’lincii dakikadir. S6z konusu pikin disinda herhangi bir pikin bulunmamasi lakton
yapisindaki sinyal molekiiliiniin saflagtirilan PON1 enzimi ile hidrolizlendigini

gostermektedir.

30C8HSL asit

3446

mVaolts

Sekil 3.5. 30C8HSL sinyal molekiilii i¢in {riin piklerini gosteren HPLC

kromatogrami
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Ticari olarak satin alinan C1OHSL bilinen bazi gram negatif bakteriler
tarafindan sinyal molekiili olarak kullanilmaktadir. 10 pM C10HSL sinyal
molekiiliiniin alikonma siiresinin tayini amaciyla boliim 2.2.5’de belirtilen prosediire
gore HPLC kolonuna 20 pl 6rnek enjekte edilmistir. Sekil 3.6’da goriildiigli gibi
CI10HSL sinyal molekiiliniin s6z konusu sartlar altinda alikonma siiresi 4.371’inci

dakikadir. Ilk 10 dakikadan sonra herhangi bir pik gézlenmemistir.

C10HSL

43

mWyalts
ot
|

B = -:!Ir
. v

| [ | | | I T |
1 rJ 3 1 ] £ T £ ] I

dakika

Sekil 3.6. CI0HSL sinyal molekiiliiniin standart1 i¢in HPLC kromatogrami
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Saflastirilan PON1 enziminin C10HSL sinyal molekiilii tizerindeki etkisi
HPLC analizi ile belirlenmistir. Paraoksonaz enziminin laktonaz aktivitesi ile
CI10HSL molekiiliinii CIOHSL asit iirtintine etkili bir sekilde hidrolizledigi tespit
edilmistir. Boliim 2.2.5°de belirtildigi gibi konsantrasyon 100 uM olacak sekilde saf
PON1 enzimi ve C10HSL sinyal molekiilii 9:1 oraninda karistirtlmistir. Saflastirilan
PON1 enzimine eklenmis C10HSL sinyal molekiiniin HPLC kromatogram analizi
sekil 3.7 de gosterilmistir.

Kromatogramda goriildiigii gibi 30C8HSL asit iiriiniin alinkonma siiresi
3,7’inci dakikadir. S6z konusu pikin disinda herhangi bir pikin bulunmamasi lakton

yapisindaki sinyal molekiiliiniin saflagtirilan PON1 enzimi ile hidrolizlendigini

gostermektedir
C10HSL asit
3.79%
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Sekil 3.7. C10HSL sinyal molekiilii i¢in iriin piklerini gosteren HPLC

kromatogrami
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3.5. Optimum Sartlarda 30C8HSL ve C10HSL Sinyal Molekiillerinin Ky

Ve Vmax Degerlerinin Bulunmasi

HPLC analizleri ile 30C8HSL ve C10HSL sinyal molekiillerinin saflastirilan
PONI1 enzimi ile hidrolizlendikleri tespit edilmistir. Bu amagla hidrolizlenmis s6z
konusu sinyal molekiillerinin maximum absorbans verdigi dalga boyunda laktonaz
aktiviteleri belirlenmistir. ~ Substrat olarak kullanilan 30C8HSL ve C10HSL
molekiillerinin Km ve Vmax degerleri tespit edilmistir. Ky Ve Ve degerlerinin
bulunmasi amaciyla, optimum sartlarda substrat olarak kullanilan 3OC8HSL ve
CIOHSL sinyal molekiillerinin degisen konsantrasyonlarinda aktivite olgilimleri
yapilmistir. Cizelge 3.2 ve 3.3°de belirtilen hacimlerde tampon, substrat ve enzim
karisimindan elde edilen aktivite hizlar1 gosterilmistir.  Her oOl¢iim {i¢ kez

tekrarlanarak bulunan degerlerin ortalamasi alinmstir.

0,08 -

1/v

-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40

1/1s] (M)

Sekil 3.8. Saflastirilmis insan serum paraoksonaz enziminin 30C8HSL sinyal

molekiilii substrati ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi.
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Cizelge 3.2. Insan serum paraoksonaz enziminin 30C8HSL substrati kullanilarak, Ky Ve Vax degerlerinin tespitinde

kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S].

100mM Enzim Substrat Kiivetteki Kiivetteki
HEPES  Cozeltisinin  ¢ozeltisinin toplam Substrat AOD Aktivite
_ _ _ 1/Vx10? 1/[S]
tamponu Hacmi hacmi hacim Kons [S] (230 nm) (U/ml dak)

(1)) (1)) (n (nh (mM)
720 30 28.57 0.01 14.583 6.82 35.01
700 50 47.62 0.016 23.33 4.29 20.99
680 300 70 66.6 0.023 33.542 2.98 15.15
660 90 1050 85.72 0.032 46.66 2.14 11.66
640 110 104.72 0.033 48.13 2.08 9.545
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Her bir sinyal molekiilii i¢in belirlenen dalga boyunda olgiilen aktivite
degerleri reaksiyon hiz1 (U/ml dakika) olarak gosterilmistir. 1/V ve 1/[S] degerleri
bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilmistir (Sekil 3.8-3.9).  Grafikten
yararlanarak 30C8HSL icin Ky degeri 2.714 mM ve Vpax degeri 1428.57 U/ml
dakika, CIOHSL i¢in Ky degeri 0.8 mM ve Ve degeri 45.24 U/ml dakika olarak

tespit edilmistir.

0,12 -

1/v

1/1s1(m)

Sekil 3.9. Saflastirilmis insan serum paraoksonaz enziminin C10HSL sinyal

molekiilii substrati ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi.
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Cizelge 3.3. Insan serum paraoksonaz enziminin C10HSL substrati kullanilarak, Ky ve Vmax degerlerinin tespitinde

kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S].

5mM Enzim Substrat Kiivetteki Kiivetteki
Tris Cozeltisinin  ¢ozeltisinin toplam Substrat AOD Aktivite
_ _ _ 1/Vx102 1/[S]
tamponu Hacmi hacmi hacim Kons [S] (205 nm) (U/ml dak)
(nD (nD (b (b (mM)
820 30 285 0.005 10.096 9.90 0.0035
800 50 476 0.006 12.115 8.25 0.0021
780 200 60 1050 571 0.007 14.135 7.075 0.00175
760 70 666 0.01 20.192 4.95 0.00150
740 90 857 0.01 20.192 4.95 0.00116
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3.6. PON1 Enziminin P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae ve S. aureus

Bakteri Uremelerine Etkisi

Boliim 2.2.7.2° de belirtildigi gibi PON1 enziminin P. aeruginosa, E. coli, K.
pneumoniae ve S. aureus bakteri tiremeleri tizerindeki etkileri belirlenmistir. Sekil
3.10’de goriildigi gibi 96 mikro ¢ukurlu plakanin kuyucuklarina ekilen her bir
bakteri i¢cin PONI1 enziminin farkli konsantrasyonlari eklenmistir.  Enzimin
eklenmesinden 24 saat sonra, bakteri yogunlugunu gostermek amaciyla her bir

kuyucuk tetrazolyum viyolet metabolizma indikatorii ile boyanmaistir.

Sekil 3.11°da goriildiigii gibi artan PONI1 konsantrasyonuna bagli olarak
kuyucuklardaki renk siddetinde azalma gozlenmistir.  Kuyucuklardaki bakteri
yogunlugunun da renk siddetine bagli olarak azaldig: tespit edilmistir. PON1 enzimi
laktonaz aktivitesi ile kullanilan bakterilerin sinyal molekiillerine etki ederek bakteri

yogunluklarinda azalmaya neden olmustur.

Sekil 3.10 ve 3.12°deki gibi hazirlanan plakalardaki PON1 enzimi igermeyen
pozitif kontrol grubunda normal bir bakteri biiytimesi gézlenmistir. Negatif kontrol
grubunda da bakteri liremesinin olmamas1 herhangi bir kontaminasyonun olmadigini

gostermektedir.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9
A | Negatif img 500pg | 250ug | 100ug | 10ug lug 0,1ug Pozitif
grup PON1 PON1 PON1 PON1 PON1 PON1 PON1 grup
% B | Negatif img 500pg | 250ug | 100ug | 10ug 1ug 0,1ug Pozitif
Q=
= S grup PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | grup
2 E
8 3 | C | Negatif | 1mg 500pg | 250pg | 100pg | 10pg | 1pg 0,1pg | Pozitif
[}
< S grup PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | grup
D |- - - - - - - - -
E | Negatif img 500pug | 250pg | 100pg | 10pg 1lpg 0,1pg Pozitif
2 grup PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | grup
(&}
8 F | Negatif img 500pg | 250ug | 100ug | 10ug 1ug 0,1ug Pozitif
o
o grup PON1 PON1 PON1 PON1 PON1 PON1 PON1 grup
>
g_ 8 G | Negatif img 500pug | 250pg | 100pg | 10pg 1lpg 0,1pg Pozitif
(U S
b grup PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | grup
H |- - - - - - - - -
Sekil 3.10. K. pneumoniae ve S. aureus bakterileri igin hazirlanan plaka
diizenegi
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Sekil 3.11. K. pneumoniae ve S. aureus bakterileri tizerine PONI‘in

konsantrasyona bagli etkisi
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1 2 3 4 5 6 7 8 9
A | Negatif [ Pozitif | 1mg 500ug | 250pg | 100pg | 10pg lpg 0.1pg
grup grup PON1 PON1 PON1 PON1 PON1 PON1 PON1
%)
©
g o | B | Negatif [ Pozitif | 1mg 500pug | 250pg | 100pg | 10pg lpg 0.1pg
(72)
gg grup grup PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | PON1
% 8’ C | Negatif | Pozitif | 1mg 500ug | 250pg | 100pg | 10pg lpg 0.1pg
S
Qg grup grup PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | PON1
D |- - - - - - - - -
E Negatif | Pozitif | 1mg 500ug | 250pg | 100pg | 10pg 1pg 0.1pg
§ grup grup PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | PON1
© F Negatif | Pozitif | 1mg 500pg | 250ug | 100ug | 10ug 1ug 0.1ug
e
o grup grup PON1 PON1 PON1 PON1 PON1 PON1 PON1
S
% G | Negatif [ Pozitif | 1mg 500ug | 250pg | 100pg | 10pg 1pg 0.1pg
ou) grup grup PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | PON1 | PON1
H |- - - - - - - - -
Sekil 3.12.
A
B
o
0=
E
F
G
H

Sekil 3.13. P.

aeruginosa ve E.

konsantrasyona bagli etkisi
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Sekil 3.11 ve Sekil 3.13’deki plakalarin pozitif kontrol gruplari ve 1 mg
PONI1 igeren kuyucuklarindan alinan 6rnekler nutrient agarli besiyeri igeren petrilere
ekilmistir.  PON1 enzimi igeren bakteri kuyucuklarindan alinan 6rneklerin agarh
besiyerinde tiremesinin devam etmesi PON1’ in s6z konusu bakterileri 61diirmedigini

gostermektedir.

Sekil 3.14°de goriildiigi gibi K. pneumoniae (KP) ve E. coli (EC)‘ nin PON1
enzimi igeren Orneklerinde minimum diizeyde bir ireme gozlenmektedir. P.
aeruginosa (PA) ve S.aureus (SA)’ nin PON1 enzimi igeren drneklerin de ise pozitif

kontrol grubuna gore daha az iireme tespit edilmistir.

PONI enziminin s6z konusu bakteri tiirlerinin agarli besiyerinde de iiremesini
azalttig1 gosterilmistir.  Bu etkiyi laktonaz aktivitesi ile bakterilerin sinyal

molekiillerini hidrolizleyerek gosterdigi diisiiniilmektedir.

Sekil 3.14. PON1 enziminin bakteri liremesi iizerine etkisinin petri goriintiileri
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3.4. PON1 Enziminin E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae ve S. aureus

Uzerine Etkisinin Kantitatif Belirlenmesi

PONL1 enziminin P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae ve S. aureus bakteri
liremesi lizerine etkisinin kantitatif olarak belirlenmesi amaciyla Sekil 3.9 ve
3.10°daki plakalardaki PON1 konsatrasyonunu artirarak ( 10 mg, 5 mg, 2.5 mg, 1 mg
ve 0.1 mg ) 600 nm’de absorbans degerleri tespit edilmistir. Cizelge 3.4 ve 3.5’de ii¢
tekrarli olarak belirlenen degerlerin ortalama OD ve standart sapmalari
hesaplanmistir.  Sekil 3.13 ve 3.14°de gorildigi gibi artan PON1 konsantrasyonu
bagli olarak s6z konusu bakteri yogunlugunun azaldigi kantitatif olarak tespit

edilmistir.

2,5 A

1,5 -

Absorbans 600nm
N

0,5 -

10 5 2,5 1 0,1 0

PON1 (mg/ml)

Sekil 3.15. P. aeruginosa ve E. coli bakteri iiremesine PON1’in kantitatif etkisi

78

HPA
OEC



Cizelge 3.4. P. aeruginosa (PA) ve E. coli (EC)’ nin PON1 varliginda 600

nm’deki OD degerleri, ortalama ve standart sapmalari

Pseudomonas aeruginosa (PA) ve Escherichia coli (EC)

PON1 ( mg/ml)

PON1
(mg/ml)
PA EC PA EC | PA EC
O(kontrol)
10 1144 1139 | 0473|1594 (171 |0.333]|1.002 | 1.212 {0.47 |0.76
5
2.5 2414 (1041113251353 |2643 (133 |159 |1775(0.72 [0.75
L [PAT6[Lsa7[ 18131006 [3201] 1452 [1045 [1880 041 [116 |
0.1 2.352 [ 2.115 | 2.021 | 2.213 | 3.405 | 3.323 | 2.176 | 2.980 [ 0.16 | 0.66
1,8 -
1,6 -
1,4 -
1,2 -
f=
(=]
8 11
g B KPR
2038 -
2 mSA
el
<06 -
0,4 -
0,2 -
0
0 0,1 1 2,5 5 10

Sekil 3.16. K. pneumoniae ve S. aureus bakteri iiremesine PON1’in kantitatif etkisi



Cizelge 3.5. K. pneumoniae (KP) ve S. aureus (SA)’nin PONI1 varliginda 600
nm’deki OD degerleri, ortalama ve standart sapmalari

Klebsiella pneumoniae (KP) ve Staphylococcus aureus (SA)

"PON1 |

(mg/ml)

~0(kontrol)

10  [0.39 [037 [043 [0.28 [0.254[023 [0.39 [025 [0.03 [0.025
—

25  |0.795[0.75 [0.736 [ 0.588 | 0.507 | 0.536 | 0.76 [ 0.54 [0.03 |0.041
O ) )l i i L
01  [1.37 [1.112]0968[067 |[0.701[0.73 [1.03 [0.70 [0.072[0.03




3.8. Pseudomonas aeruginosa Biyofilm Olusum Evrelerinde PON1
Enziminin Etkileri

3.8.1. Olgun Biyofilmlerde PON1 Enziminin Etkisi

P. aeruginosa biyofilm davranisina PON1 enzim etkisinin incelenmesi
amactyla bolim 2.2.8.1°de belirtildigi gibi 24 saat inkubasyona birakilmig P.
aeruginosa bakterisi tlizerine saflastirtlmis PON1 enzimi eklenmistir. Saf PONI
enziminin gelisimini tamamlamis biyofilmler iizerinde biyofilm kiitlesinde azalmaya
neden oldugu tespit edilmistir. S6z konusu azalmanin artan PON1 konsantrasyonuna

bagli oldugu Sekil 3.15°de gosterilmistir.

0,45 -
0,4 -
0,35 -
0,3 -
0,25 -
0,2 -

Absorbans560nm

0,15 -

0,05 ~

0 0,001 0,01 0,1

PON1 ( pg/ml)

Sekil 3.17. Olgun biyofimlerde PON1 konsantrasyonuna bagl etki
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Cizelge 3.6. P. aeruginosa’ nin PONL iceren olgun biyofilmlerinde OD
degerleri, ortalama ve standart sapmalari

PON1 ( OD 560 Degerleri Ortalama Standart Sapma
ng/ml)
0 (kontrol 0.329 0.372 0.275 0.34 0.06
grubu)
0.001 0.174 0.254 0.148 0.19 0.05
0.01 0.165 0.185 0.167 0.17 0.01
0.1 0.168 0.153 0.114 0.14 0.02

3.8.2. Biyofilm Gelisimi Boyunca PON1 Enziminin Siirekli ilavesinin
Etkisi

P. aeruginosa biyofilm gelisimi boyunca PON1 enzim etkisinin incelenmesi
amactyla boliim 2.2.8.2°de belirtildigi gibi her 12 saatte bir bakteri ortamma farkli
konsantrasyonlarda PON1 enzimi ilave edilmistir. Saf PON1 enziminin biyofilm
gelisimi boyunca artan PON1 konsantrasyonuna bagli olarak biyofilm olusumunu
azalttigr Sekil 3.16’da gosterilmistir. S6z konusu azalmayla beraber belirli zaman
araliklarinda ortama ilave edilen PON1’ in biyofilm gelisimi boyunca herhangi bir

bozulmaya ugramadigi da tespit edilmistir.
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0,3 -

0,25 -
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -
0

kontrol 0,001 0,01 0,1

Absorbans 560 nm

PON1 ( pg/ ml)

Sekil 3.18. Gelismekte olan biyofimlerde PON1 enziminin etkisi

Cizelge 3.7. P. aeruginosa biyofilm gelisimi boyunca PON1 ilavesinin OD
degerleri, ortalama ve standart sapmalari

PON1 ( OD 560 Degerleri Ortalama Standart Sapma
pg/ml)
0 (kontrol 0.226 0.205 0.282 0.039
grubu) 0,23
0.001 0.281 0.187 0.119 0.081
0.19
0.01 0.16 0.216 0.125 0.045
0.16
0.1 0.187 0.167 0.138
0.16 0.024

83



3.8.3. Gelismekte Olan Biyofilmlerde PON1 Enziminin Zamana Bagh
Etkisi

PONI1 enziminin gelisen biyofilmler iizerinde zamana baglh etkisinin
gosterilmesi amaciyla bolim 2.2.8.3’de belirtildigi gibi farkli konsantrasyonlarda

PONI igeren her bir plaka farkli inkubasyon siirelerine tabi tutulmustur.

Inkubasyon siireleri arttkca PON1 enziminin biyofilmler iizerindeki etkisinin
azaldigi sekil 3.17, 3.18 ve 3.19°da gosterilmistir. Ayrica uzun stireli
inkubasyonlarm PON1 enziminin bozulmasina sebep olmakla beraber enzimin

biyofilmler lizerindeki etkisini de azalttig1 tespit edilmistir.

0,4 -

0,35 -

0,25 -
0,2 -

0,15 -

Absorbans 560 nm

0,1 -

0,05 -

12 saat 24 saat 36 saat 48 saat
M Kontrol
00,001 mg/ml PON1
= 0,01 mg/ml PON1

W 0,1 mg/ml PON1

Sekil 3.19. Geligsmekte olan biyofilmlerde PON1 enziminin zamana bagh etkisi
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Cizelge 3.8. PON1 varliginda P. aeruginosa biyofilmlerinin 12 saat sonraki
OD degerleri, ortalama ve standart sapmalar1

PONL1 ( OD 560 Degerleri Ortalama Standart Sapma
ng/ml)
0 (kontrol 0.267 0.298 0.319 0.026
grubu) 0.294
0.001 0.3 0.296 0.252 0.026
0.282
0.01 0.275 0.234 0.258 0.020
0.255
0.1 0.248 0.215 0.268
0.243 0.026

Cizelge 3.9. PON1 varliginda P. aeruginosa biyofilmlerinin 24 saat sonraki
OD degerleri, ortalama ve standart sapmalari

PONL1 ( OD 560 Degerleri Ortalama Standart Sapma
pg/ml)
0 (kontrol 0.345 0.337 0.307 0.02
grubu ) 0.329
0.001 0.314 0.326 0.251 0.04
0.297
0.01 0.265 0.32 0.254 0.035
0.278
0.1 0.214 0.231 0.206

0.217 0.012
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Cizelge 3.10. PONI1 varliginda P. aeruginosa biyofilmlerinin 36 saat sonraki
OD degerleri, ortalama ve standart sapmalar1

PONL1 ( OD 560 Degerleri Ortalama Standart Sapma
ng/ml)
0 (kontrol 0.341 0.273 0.264 0.042
grubu) 0.292
0.001 0.273 0.219 0.289 0.036
0.26
0.01 0.278 0.256 0.217 0.03
0.25
0.1 0.26 0.235 0.194
0.229 0.033

Cizelge 3.11. PONI1 varliginda P. aeruginosa biyofilmlerinin 48 saat sonraki
OD degerleri, ortalama ve standart sapmalari

PON1 ( OD 560 Degerleri Ortalama Standart Sapma
pg/ml)
0 (kontrol 0.282 0.219 0.267 0.032
grubu) 0.25
0.001 0.237 0.217 0.202 0.017
0.21
0.01 0.275 0.222 0.251 0.026
0.24
0.1 0.226 0.249 0.19

0.22 0.029
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4. TARTISMA VE SONUC

Gilinimiizde ¢oklu antibiyotik direnci gosteren mikroorganizma infeksiyonlari
klinikte ciddi tedavi sorunu yaratmaktadir. Buna karsin 6zellikle son yillarda yeni
antibiyotik gelistirilmesi ciddi bigimde azalmistir [164].  Halen kullanilan
antibiyotiklere kars1 yaygin direng gelisimi ve cogu kere gelisen direncin farkli
siiftan antibiyotiklere karsi da direng gelisimini kolaylastirmasi, yeni antibakteriyel
hedeflerin bulunmasi ve bu hedeflere yonelik ila¢ ve stratejilerin gelistirilmesini
zorunlu kilmaktadir [165, 166]. Giiniimiizde yeni antimikrobiyal hedeflerin
saptanmasina yonelik arastirmalar arasinda, bir bakteri toplulugu igindeki tek tek
hiicrelerin birbirleri arasindaki iletisimin engellenmesi konusundaki ¢aligmalar,
heniiz pratige yansimamis olsa da, gelecek i¢cin umut vaadetmektedir. Kisaca
“quorum sensing” (QS) , bakteri hiicresinin otoindiikleyici olarak islev géren bazi
sinyal molekiilleri sentezleyerek cevresinde bulunan ayni tiirden diger bakterilerin
sayisit/yogunlugunu izlemesidir. Belli bir ortamdaki otoindiikleyici yogunlugu, o
ortamda bulunan bakteri sayisi ile dogru orantilidir. Bu nedenle bir bakterinin
ortamdaki otoindiikleyici miktarmi “hissetmesi” ortamdaki diger bakterilerin sayisi
hakkinda fikir sahibi olmasini saglamaktadir [167]. Ozellikle lakton yapisinda olan
bu molekiillere karsi bakterinin gen ekspresyonunu degistirerek yanit vermesi, bir
bakteri toplulugu i¢inde her bir hiicrenin bir digeri ile koordine bir bigimde
davranmasi sonucunu dogurmaktadir. Insan patojeni olan 20°den fazla bakterinin
farkli molekiiller araciligr ile bu o6zelligi sergiledigi gosterilmistir [168]. QS
sinyalinin yayilmasint 6nlemenin en bilinen yolu iletisim molekiillerinin yikima
ugratilmasidir. Lakton yapisindaki bu molekiileri yikan enzimlerin klinik 6nem
tasiyabilecekleri agiktir. Bu enzimlere “quorum sensing”i bozduklar i¢in “quorum-
quenching” enzimleri denilmektedir [153]. Yapilan bir calismada ilk olarak insan
epitelyum hiicrelerinde bu sinyal molekiillerin inaktivasyonunu saglayan aktivite
tespit edilmistir [145]. Daha sonra tavsan, fare, at, koyun ve sigir gibi pek ¢ok
memelide benzer aktivite tespit edilmistir [163]. Bu sinyal molekiillerinin
inaktivasyonuna neden olan enzim; karakteristik olarak kalsiyuma bagimli ve
laktonaz aktivitesi gosteren paraoksonaz (PON) enzimlerini hatirlatmaktadir [161,

163].
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Bu c¢alismada laktonaz olarak bilinen insan serumundan saflastirilmis
paraoksonaz 1 enziminin ii¢ farkli agidan QS sinyal molekiilleri iizerindeki etkisi
incelenmistir. Bu amagla ilk olarak saflastirilmis PONI enziminin N-hexa-L-
homoserin lakton, ve N-3-oxooktonoyil-L-homoserin lakton sinyal molekiillerini
hidrolizledigi HPLC analizleri ile gdsterilmistir. lkinci asamada PON1 enziminin
besiyeri ortaminda gelismekte olan P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae ve S.
aureus bakterilerinin {iremeleri tizerine etkisi incelenmistir. Son olarak PONI1
enziminin s6z konusu AHL yapidaki sinyal molekiilleri araciligiyla meydana gelen
tire Ozgl davramglardan P. aeruginosa biyofilm olusumu iizerine etkisi

arastirilmistir.

Arastirmamizda insan serum paraoksonaz enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi
ve hidrofobik etkilesim kromatografisi kullanilarak 324.5 kat saflastirilmistir.
Hidrofobik etkilesim kromatografisi olarak laboratuvarimizda daha once sentezlenen
sepharose 4B- L-tirozin-1-naftilamin jeli kullanilmstir.  Kullanilan saflagtirma
yontemi iki asamal1 olup literatiirde bilinen pek ¢ok yonteme gore daha kisa siirede
gerceklesmekte ve yiiksek derecede saflik saglamaktadir. Ornegin Furlong ve
arkadaslar1 4 basamaktan olusan agarose blue, sephadex G-200, DEAE Trisakril M
ve Sephadex G-75 yontemlerini kullanarak tarafimizdan go6zlenen saflagtirma
katsayisindan daha diisiik bir deger (62.1) elde etmislerdir [128]. Ancak bir bagka
calismada sadece {i¢ basamaktan olusan blue agaroz, DEAE I ve DEAE Il
yontemlerini kullanarak yaklasik 600 kat saflastirma derecesine ulagsmislardir. [127].
Calismamizda saflastirilan enzim i¢in SDS-PAGE uygulanmistir. Molekiil agirligi
yaklagik 43 kDa olarak tahmin edilen PON1 enzimi tek bant olarak SDS-PAGE
jelinde gozlenmistir. Bu deger literatiirle uygunluk gostermektedir. PONI’in
minimum molekiil agirligint Gan ve arkadaglar1 43 kDa olarak belirlemislerdir [127].
Ciinkii enzimin yapisinda, toplam molekiil agirliginin %15.8’1 kadar karbohidrat
molekiilii bulunmaktadir. Molekiil agirligr tasidigr karbohidrat zincirinin varligina
bagl olarak degismektedir [128]. PONI enziminin molekiil agirlig1 tiirden tiire
degismemekte ve insan PONI enziminin molekiil agirligi ile tavsan, sican ve

koyunun PON1 enziminin molekiil agirlig1 benzerlik gostermektedir [127,128,169].
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Arastirmamizin ilk asamasi olan HPLC analizi ile PON1 enziminin ticari
olarak alman 30xoC8HSL ve CIl0HSL sinyal molekiillerini hidrolizledigi
gosterilmistir.  PON1 enzimi igermeyen HPLC kromatogramlarinda s6z konusu
sinyal molekiillerinin tek pik verdigi gézlenmistir. Sinyal molekiiliine enzim ilavesi
ile s6z konusu piklerin lakton halkalarmin agildigi ve laktonaz aktivitesi ile asit
formuna dontstiikleri alikonma siirelerinin farklilig ile tespit edilmistir. Benzer bir
yontem kullanilarak literatiirde 30OC12HSL sinyal molekiiliine serum ve karaciger
homojenatinin hidroliz etkisi gosterilmistir [162]. Yang ve arkadaslar1 fare PON
genlerinin expresyonu sonucu elde edilen enzimin 30CI12HSL sinyal molekiiliinii

hidrolizledigini HPLC ve ESI-MS analizi ile ortaya koymuslardir [163].

Calismamizda kullandigimiz sinyal molekiillerinin lakton halkas1 ortamin
sicaklik ve pH’sindan etkilenmektedir. Yates ve arkadaslart CAHSL ve C6HSL
sinyal molekiillerini 37°C’ de 22°C’ ye gore 1.5 kat daha hizli hidrolizlendigini
gostermistir. pH’nin 7°den biiylik oldugu ortamda da lakton halkasinin hidrolize
oldugu Byers ve arkadaglari tarafindan tespit edilmistir [134.] Bir bitki patojeni olan
Erwinia carotovara’nin patolojik etkilerinden korunmak amaciyla bu bakteri ile
karsilasan bitkilerin pH degerini artirarak bakteriye karsi korunma sagladiklar1 da
gosterilmistir [139]. Bu amagla arastirmamizda sinyal molekiillerinin hazirlanisinda
kullanilan tamponlarin ve in vitro calisma ortamimm pH’inin 7’den biyiik
olmamasina dikkat edilmistir. Bdylece sinyal molekiillerinin pH’ ya baglh hidroliz

etkisi ortadan kaldirilmistir.

Yukarida agiklanan sinyal molekiillerinin saflagtirllan PONI1 tarafindan
hidrolizinin kinetik degerleri olan Km ve Vmax tespit edilmistir.  Sirasiyla
30C8HSL ve C10HSL i¢in Km degerleri 2.714 mM ve 0.8 mM, Vmax degerleri
1428.57 U/ml dakika ve 45.24 U/ml dakika olarak hesaplanmigtir. Enzimin C10HSL
sinyal molekiiliine kars1 ilgisi 30C8HSL sinyal molekiiliinden oldukca fazladir.
Ancak PON1’in 30C8HSL molekiilii tizerindeki katalitik etkinligi daha yiiksektir.

Arastirmamizin ikinci agsamasini olusturan saflastirilmis PONI enziminin
artan konsantrasyonuna bagli olarak P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae ve S.

aureus bakteri tiremelerini azalttig1 tespit edilmistir. Ortamda enzimin etki edecegi
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sinyal molekiilii konsantrasyonunun bakteri konsantrasyonu ile dogru orantili oldugu
g0z Oniine alinirsa eklenilen enzimin sinyal molekiiliinii hidrolizlemesi ile bakteri
iremesini azalttigr dislniilmektedir. Ancak yapilan caligmalar daha ¢ok sinyal
molekiillerini yikan enzimlerin veya inhibitorlerin, bakterilerin s6z konusu

molekiilleri kullanarak gosterdigi tiire 6zgii davraniglar {izerine etkisi konusundadir.

Bakterilerin kullandig1 bir¢ok sinyal molekiiliiniin ticari olarak satin
allnamamasi, izolasyonlarinin da teknik agidan zaman gerektirmesi ve mali agidan
masrafli olmasi nedeniyle aragtirmamizda enzimin etkisinin bakterilerin {ireme
ortaminda gozlenmesi uygun goriilmiistiir. Bu sekilde fazla miktarda saf enzim elde
etmenin giic olmasi ve PONI enziminin bakteri iremeleri iizerine etkisinin
incelenmesinde kullanilan miktarin da minimum olmasiyla da enzim israfinin 6niine
gecilmigtir.  Yapilan plaka c¢alismalarinda kullanilan inkubasyon siirelerinin
belirlenmesinde ortamdaki sinyal molekiilii konsantrasyonlarinin maximum oldugu

zaman dilimi kullanilmistir.

Calismamizda P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae ve S. aureus bakteri
tremeleri Ulzerine artan konsantrasyonda PONI etkisinin tetrazolyum viyolet
metabolizma indiikatorii ile boyandiktan sonra elde edilen goriintiilerin kantitatif
degeri i¢in spektrofotometrik analiz yapilmistir. Bunun sonucunda elde edilen
degerler artan PONI1 konsantrasyonunun sdz konusu bakterin liremesini azalttig
sonucunu desteklemektedir. Ayni zamanda saflastirilmis PON1 enziminin kullanilan
bakteriler icin antimikrobiyal ajan oldugu sdylenilebilir. PONI1 enziminin sinyal
molekiillerine etki ederek bakteri iiremesini azalttifi ve bakterileri Sldiirmedigi,
enzim iceren plakadan alinan Orneklerin petride {iremenin gosterilmesi ile
desteklenmistir. Uroz ve arkadaslan tarafindan da agiklandigi gibi QQ stratejileri
bakterileri Oldiirmekten ziyade bakterilerin tiire 06zgli davraniglarinin ortaya
cikmasini etkilemeyi amaglamaktadir. Bu ise enfeksiyonlara karsi tedavide yeni

stratejilerin gelistirilmesi i¢cin 6nemli bir 6zelliktir [134].

Bu c¢alismada QQ ajan1 olarak kullandigimiz PON1 enziminin birgok
bakterinin tlire 6zgli davraniglarindan biri olan biyofilm olusumu tizerindeki etkisi

Pseudomonas aeruginosa tarafindan olusturulan biyofilmler {izerinde incelenmistir.
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Baz1 bakteriler biyofilm olusturmak i¢in yiiksek egilime sahiptir. Bunlardan en
yayginlari Pseudomonas, Enterobacter, Flavobacterium, Alcaligenes,
Staphylococcus ve Bacillus’dur [170]. Dolayisiyla biyofilm davranisinin
incelenmesi amaciyla calismamizda yaygin olarak kullanilan patojenik bir bakteri

olan P. aeruginosa tercih edilmistir.

Biyofilm olusumu, bakterilerin sadece bir araya gelerek belirli bir yiizeye
tutunduktan sonra oraya yapismasi ve o ylizeydeki diger tiirlerle birlikte yagamaya
devam ettikleri seklinde gerceklesen rastgele bir olay degildir. Bir¢ok
mikroorganizma aktivitelerini kontrol etmek i¢in QS mekanizmasimi kullanirlar.
Biyofilm igerisindeki bakteriler interseliiler, diisiik molekiil agirliklarina sahip sinyal
molekiilleri aracilifiyla haberleserek s6z konusu tiire 0zgli davranislarini
sergileyebilirler [171]. Patojenik bir bakteri olan P. aeruginosa da viriilens
faktorlerini salgilama, elastaz iiretimi, antibiyotik sentezi ve biyofilm olusumu gibi
birgok tlire 6zgii davranis1 sergilemek icin AHL yapidaki 30C12HSL ve C4HSL
sinyal molekiillerini kullanmaktadir [172, 173]. Onemli bir gevre ve saglik sorunu
haline gelen biyofilm olusumunun Onlenmesi, mikroorganizmalar arasi sinyal
iletisimini bozarak mikroorganizma topluluklarinin kontrol altinda tutulmasim
hedefleyen ve QQ olarak adlandirilan yaklasim ile miimkiin olabilmektedir. Ornegin
P. aeruginosa biyofilm olusumundan sorumlu 30OC12HSL sinyal molekiiliiniin
yikimi ile biyofilm olusumunun azaltilabildigi Ozer ve arkadaslar1 tarafindan
gosterilmistir  [161]. Son yillarda yapilan yeni c¢aligmalarla biyofilmlerin
parcalanmasi i¢in enzimlerin de kullanilabildigi ve P. aeruginosa biyofilm
olusumundan sorumlu sinyal molekiillerinden biri olan 30C12HSL pargalanma
etkinliginin de en ¢ok PON genlerinde kodlanan paraoksonazlara bagli oldugu da
tespit edilmistir [157]. Ayrica insan paraoksonazlarinin laktonaz aktivitesi 30 farkl

non-AHL tipi lakton {izerinde gdsterilmistir [2].

Calismamizin bu bdliimiinde PON1 enziminin sirastyla olgun biyofilm ve
gelismekte olan biyofilmler iizerine etkisi belirlenmistir. Ayni zamanda enzimin
biyofilm olusumunda zamana bagl etkisi tespit edilmistir. S6z konusu g¢alismalar
Aalborg University Department of Chemistry, Biotechnology and Enviromental
Engineering, Denmark biyoteknoloji laboratuvarlarinda Assoc. Dr. Jeppe Lund

NIELSEN danismanliginda yapilmistir.  Sistemin yapisina, mikroorganizmanin
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tiiriine ve cevresel faktorlere bagli olarak olgun bir biyofilmin olugmasi birkag¢ saat
ile birkag¢ hafta zaman alir [174]. Buna baglh olarak ¢alismamizda P. aeruginosa
bakterisinin olgun biyofilm olusturmasi i¢in en uygun inkubasyon siiresi 24 saat
olarak belirlenmistir. S6z konusu inkubasyon siiresi sonundaki yiiksek
konsantrasyonda bakteri populasyonu ortamdaki sinyal molekiilii konsantrasyonu
hakkinda da bilgi vermektedir. Bu calismada artan konsantrasyonda PONI
enziminin olgun biyofilmleri ortamda fazla miktarda bulunan sinyal molekiilleri

yikmak kosulu ile bozdugunu géstermektedir.

Biyofilm gelisimi boyunca belirli zaman araliklarinda siirekli artan
konsantrasyonlarda PON1 enzimi ilavesi ile de biyofilm olusumunun azaldig:
goriilmistiir. Enzimin s6z konusu bakteri ortamina siirekli ilavesinin amaci, ortamda
enzimin bozulmas: veya yikilmasindan kaynaklanan aktivitesinin kaybolmasini
onlemektir. Biyofilm olusumu bilindigi gibi mikroorganizmalarin ylizeye tutunmasi,
kolonizasyon ve kopma basamaklarindan olusan bir olaydir [175, 176]. Dolayisiyla
P. aeruginosa bakterilerinin heniiz yilizeye tutundugu andan itibaren ortama belirli
zaman araliklarinda siirekli PON1 enziminin ilavesi ile biyofilm olusumdaki azalma,
enzimin biyofilm gelisimi boyunca herhangi bir bozunmaya ugramadigini
gostermistir. Ayrica  kolonizasyon sonrast ortamin sinyal molekiilii
konsantrasyonunun artti1 géz Oniinde bulundurulursa enzim az miktarda sinyal

molekiiliinii yikmak kosulu ile de biyofilm olusumunu azaltabilmektedir.

Arastirmamizin son asamasinda gelismekte olan biyofilm {izerinde PONI
enziminin zamana bagl etkisi incelenmistir. Biyofilm gelisiminin ilk basamaginda
ortama ilave edilen artan konsantrasyonda PON1 enzimi etkisinin inkubasyon

stirelerini artirdikc¢a biyofilm olusumu tlizerine etkiyi de azalttig1 goriilmiistiir.

PONI1 enziminin laktonaz aktivitesi ile sinyal molekiillerini yiktig
diisiiniilerek bakteriler arasi iletisim olan QS inhibisyonuna neden oldugu yapmis
oldugumuz ¢alismalarda gosterilmistir. Paraoksonaz enzimlerinin Burkholderia,
Yersinia, Serratia ve Aeromonas gibi bir¢ok patojenik bakteri tarafindan iiretilen
AHL yapidaki sinyal molekiillerini hidrolizledigi bilinmektedir [177-179]. Ayrica
30C12HSL [162], 30OC8HSL ve CI0HSL gibi birgok AHL sinyal molekiiliinii de
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hidrolizleyebilmesi PON enzimlerinin AHL inaktivasyonunda onciil enzimler
olabilecegini gdstermektedir. Devam eden c¢alismalar PON enzimlerinin AHL
laktonaz aktivitesi ile QQ ajam1 olarak bir¢ok gram negatif ve gram pozitif
bakterilerinin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde yeni stratejilerin
gelistirilmesini  saglayacagi diistiniilmektedir [162]. Detoksifikasyon ve
antiaterosikloratik aktiviteleri ile karsimiza ¢ikan PON enzimlerinin son yillarda da

QS inhibisyonunu saglayarak antimikrobiyal ajan olabilecegi kanaatindeyiz.

Sonug olarak yapilan ¢alismalarda asagida bulgular elde edilmistir:

> Insan serum paraoksonaz 1 enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve Sepharose
4BL-tirozin 1-naftilamin kimyasal yapisina sahip bir hidrofobik etkilesim

kromatografisi jeli ile iki asamada saflastirilmistir.

» Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi yontemi
ile saflagtirilan insan serum PONI enzimi SDS-PAGE elektroforezinde

yaklasik 43 kDa molekiil agirliginda tek bant elde edilmistir.

» Saflastirilan PON1 enziminin ticari olarak alinan 30xoC8HSL ve C10HSL

sinyal molekiillerini hidrolizledigi HPLC analizleri ile gdosterilmistir.

» So6z konusu sinyal molekiillerinin saflagtirllan PON1 enzimi tarafindan
hidrolizinin kinetik degerleri olan Km ve Vmax tespit edilmistir. Sirasiyla
30C8HSL ve CI0HSL i¢in Km degerleri 2.714 mM ve 0.8 mM, Vmax
degerleri 1428.57 U/ml dakika ve 45.24 U/ml dakika olarak hesaplanmuistir.

» Saflastirllmis PON1 enziminin artan konsantrasyonuna bagli olarak P.
aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae ve S. aureus bakteri iiremelerini sinyal

molekiillerini yiktig1 diistintilerek azalttig1 tespit edilmistir.

» P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae ve S. aureus bakteri iiremeleri iizerine
artan konsantrasyonda PONI enzim etkisinin kantitatif degeri igin

spektrofotometrik analiz yapilmistir.
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> QQ ajanmi olarak kullandigimiz PON1 enzimi P.aeruginosa bakterisinin tiire
0zgii davranislarindan biri olan olgun biyofilmler tizerinde inhibisyon etkisi

gostermistir.

> Gelismekte olan biyofimler iizerine siirekli PON1 enzimi ilavesi biyofilm

tizerindeki inhibisyon etkisini arttirdig tespit edilmistir.

» Biyofilm ortamma eklenen PONI enziminin uzun siireli inkubasyonlar

sonunda etkinliginin azaldig1 gosterilmistir.
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