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OZET

Calismada; akridin tirevi molekdller sentezlenerek bu molekillerin bakteriyel
biyofilm olusumunu engelleme potansiyeli arastirilmistir. Bakterilerde biyofilm
olusumundan sorumlu niikleotid, halkali dimerik guanozin monofosfat (c-di-GMP)
olup akridin tiirevleri bu niikleotidle etkileserek G-kuadrupleks yapisi
olusturmaktadir ve bu yapimin olugmasiyla biyofilm olusumunu kontrol eden
mekanizma durdurulabilir. Tez ¢alismas1 kapsaminda, akridin tiirevlerinin hem c-di-
GMP ile etkilesip etkilesmeyecegi arastirilmis hem de biyofilm olusturma 6zelligi
bulunan Bacillus subtilis susu Uzerindeki etkisi test edilmistir.

Akridin tdrevlerinin c-di-GMP (zerindeki etkisi, monomerik GMP ile yapilan
denemeler ile belirlenmis, etkilesim sonucu GMP konsantrasyonunda olusan
azalmalar ultraviyole (UV) spektroskopisi ve yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) kullanilarak saptanmustir. Bu tlrevlerin biyofilm olusumu
Uzerine etkisi ise kuyucuklu plakaya ekim yontemi ile belirlenmistir.

Sentezlenen akridin tiirevleri literatiirde yer almayan yeni yapilar olup c-di-GMP ile
etkilesmekte ve Bacillus subtilis susu iizerinde biyofilm olusumunu engelleyici etki

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Bakteriyel biyofilm, Bacillus subtilis, akridin tirevleri
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ABSTRACT

In this study, acridine derivatives have been synthesized and studied for their
potential to inhibit the bacterial biofilm formation. The nucleotide responsible for the
formation of biofilms in bacteria is the cyclic dimeric guanosine monophosphate (c-
di-GMP), which interacts with acridine derivatives to form the G-quadruplex
structure. In this way, the mechanism controlling biofilm formation can be blocked.
Within the scope of the study, it was investigated whether the acridine derivatives
interact with c-di-GMP, as well as the effect on the Bacillus subtilis strain, which has
the ability to form biofilms, has been tested.

The effect of the acridine derivatives on c-di-GMP was determined by means of
monomeric GMP assays, and the decreaase in the resulting concentration of GMP
were determined using ultraviolet (UV) spectroscopy and high performance liquid
chromatography (HPLC). The effect of these derivatives on the formation of biofilm
was determined by microtiter dish biofilm formation assay.

The synthesized acridine derivatives are novel structures that are not present in the
literature and interact with c-di-GMP resulting an inhibitory effect on biofilm

formation of Bacillus subtilis strains.

Key Words: Bacterial biofilm, Bacillus subtilis, acridine derivatives
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1. GIRIS

Mikroorganizmalarin doniisiimsiiz olarak yiizeylerde iireyip gelismesi ile kosullara
gore degisen en ve boyda, kaygan, piirlizsiiz, giderilmesi gii¢ polisakkarit matriks

yaptya biyofilm denir.

Biyofilm olusumu ¢evresel kirlilik unsurlarinin giderilmesi, bitkilerin biiylimesine
katk1 saglamasi, insan viicudundaki mikrobiyal dengenin korunmasini saglamasi gibi
avantajlartyla farkli siire¢lerde sik¢a kullanilsa da farkli endiistri dallarinda gesitli
sorunlara neden olmaktadir. Ozellikle patojen bakterilerin olusturdugu biyofilmler
gida endistrisinde baslica et, siit, meyve-sebze ve su dUrunlerinin islenmesi
streclerinde ¢esitli problemlere yol agmaktadir. Biyofilmde bulunan patojenik
mikroorganizmalar yiizeylerden, gida isleme ekipmanlarindan, isletme ortamindan
gidaya bulasarak gida giivenligi acisindan risk olusturmaktadir. Biyofilmler gida
isleme ekipmanlarinda, konveyor bantlarinda, borularda, zemin ve yiizeylerde
kolonize olarak bu bdlgelerden iiriine ve ¢evreye kontamine olmaktadir. Biyofilmler;
liriine patojen mikroorganizma kontaminasyonlarindan, 1s1 transfer verimliliginin
azalmasindan, isletme ekipmanlarinda olusan hasarlardan sorumludur. Bu gibi
nedenler son yillarda biyofilm olusum mekanizmasi {izerine yapilan ¢alismalarla gida

endustrisinin yakindan ilgilenmesine neden olmaktadir.

Biyofilm olusturabilme yetenegine sahip toprak kokenli bir bakteri olan Bacillus
subtilis, “subtilisin” ad1 verilen toksik etkili bir enzim salgilayarak, buna maruz kalan
kisilerde cesitli alerjik reaksiyonlara neden olmaktadir. Bacillus subtilis endospor

formu sayesinde tiim yiizeylerde biyofilm olusturabilmektedir.

Biyofilm olusumunun engellenmesi amaciyla kullanilan kimyasallarin malzemelerde
ve makinelerde paslanmaya yol agmasi, dezenfektanlarin tiiketici sagligi iizerinde
tehlike olusturmasi ve ¢evreyi olumsuz etkilemesi; inaktivasyon etkisi bulunan 1sil
islemlerin, antibiyotiklerin, dezenfektanlarin ve agir metallerin biyofilm {izerinde

yetersiz kalmasi, yeni tekniklerin gelistirilmesine neden olmustur.



Antimikrobiyal ve antiseptik nitelikteki akridin tlrevleri, DNA ile interkalasyon
yapabilmeleri ile farmakolojik ac¢idan Onemli molekiillerdir. Akridin tirevleri
floresans Ozellikleri sayesinde interkalator ajan olarak mutajenik ¢aligmalarda tercih
edilmektedir. Antikanserojen, antimalaryal, antiviral, antiglukom 6zellige sahip olan
akridin tdrevleri biyolojik aktiviteleriyle ilag, antiseptik ve dezenfektan olarak

kullanilmaktadir.

Bakterilerde biyofilm olusumu; bakteriler arasinda iletisim kurulmasini saglayan bir
sinyal molekiilii olan halkali dimerik guanosin 3’,5’-monofosfat (c-di-GMP) adi
verilen niikleotit tarafindan kontrol edilmektedir. Calisma ile oOzellikle hem
literatirde yer almayan yeni tirevler olan hem de c-di-GMP ile interkalasyon
potansiyeli tagiyan ve ¢oziinmeyen yapilar olan silika destekli akridin tirevleri
sentezlenerek anti-biyofilm etkinlikleri g6zlemlenmistir. Bakteriyel biyofilm
olusumunu kontrol eden, c-di-GMP niikleotidine baglanarak biyofilm olusumunu
engelleyecek akridin turevi bu molekullerin biyofilm olusturabilen Bacillus subtilis
susu Uzerindeki etkileri incelenmistir. Bu tirevlerin biyofilm olusumu iizerinde etkili
olan c-di-GMP nukleotidiyle interkalasyon saglayarak biyofilm olusumunu

engelleme potansiyeli bulunmaktadir.



2. KAYNAK OZETLERI

Biyofilm; bakterilerin ¢ogalip topluluk halinde birbirlerine veya canli ve cansiz
yuzeylere hiicre disi polimerik matriks ile baglant1 kurup ¢ogalmasiyla olusturdugu
polisakkarit bazli bir ag yapisidir (Chmielewski ve ark., 2003, Wimpeny ve ark.,
2000). Bu yap1 opak, kaygan, yapiskan, jelsi, piiriizsiiz nitelikte olup “hiicre dist
polimerik yap1”, “ekzopolisakkarit (EPS)” ya da “ekzopolimer” gibi farkli isimlerle
de anilmaktadir. Bakteriler, ortalama boyutlar1 100-500 um arasinda olan bu organik
polimer matriks tabaka icine gémulmektedir (Carpentier ve ark., 1993; O'Toole ve
ark., 2000; Kaya, 2012). Biyofilm tabakasina su ile temas eden tiim yiizeylerde
rastlamak muimkinddr (Costerton ve ark., 1981). Biyofilm tabakasi, bakterileri
besinsizlikten, kurakliktan, pH degisimlerinden ve toksinlerden korur. Bu yapilar
insan vicudunda kateterler, kontakt lens, protez, kalp kapakgiklari, kalp pilleri, rahim
ici arag, bobrek tasi ve akciger dokusu gibi canli ve cansiz bir¢ok yiizeyde
bulunabilir. Nazokomiyal (hastane) enfeksiyonlarinin yaklagik 9%65’inden
mikroorganizmalarin olusturdugu biyofilmlerin sorumlu oldugu bildirilmektedir

(Doganli, 2005).  Sekil 2.1°de c¢esitli yiizeylerde olusan biyofilm yapilar

gorulmektedir.

Dental Biyofilm

%

Kaya yiizeylerinde biyofilm Mutfak borusu i yiizeyinde biyofilm Dis firgas Dis yiizeyinde biyofilm
' ' iizerinde biyofilm

Sekil 2.1. Farkli yiizeylerde biyofilm yapisi (Noorbakhsh, 2014; Anonim 2015a;
Anonim 2015b)
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Biyofilmlerle ilgili yapilan ¢alismalar 1970’lerden beri siirdiiriilmektedir. Onceleri
bakterilerin bireysel olarak sivi ortamda bulundugu diisiiniilse de yapilan ¢aligsmalar
mikroorganizmalarin canliliklarin1 koruyabilmek icin kat1 yiizeylere de ihtiyag

duydugunu gostermistir (Kaya, 2012).

Biyofilmlerin biyokimyasal oksijen ihtiyacim1 karsilayabilme, azot doniistiirebilme,
metan gaz1 lretebilme ve mikro kirlilik unsurlarmi geri doniistiirebilme gibi
ozellikleri biyofilmlere ekolojik ac¢idan degerlendirilebilir nitelik kazandirmaktadir.
Biyofilmler ayrica suyun kalitesini gelistirmek i¢in teknolojide ve yenilenebilir enerji
tiretiminde kullanilmaktadir. Biyofilmlerin sanayide en yaygin kullanimlan ise;
damlatmali filtreler, biyolojik kuleler, sabit ve hareketli yatak biyofiltreleri, entegre
sabit film ve aktif camur, membran biyofilm reaktorleri, anaerobik filtreler, akiskan
yatakli anaerobik reaktorler ve mikrobik elektrokimyasal hiicrelerin anotlar1 seklinde

siralanabilir (Rittmann, 2018).

Eksopolisakkarit matriks biyofilmlerin 6nemli yap1 birimidir. Biyofilm yapis1 ¢esitli
kosullara gore farklilik gostermekle birlikte genel yap1; %94-97 su,%1-2 EPS, %1-2
protein, %1-2 nikleik asit ve lipitlerden olusmaktadir. Ekstra polisakkarit yapi
ylizeye tutunmayr saglayarak bakterilerin kolonize olmasma yardimci olur. EPS
tiretimi donligiimsiiz olarak tutunma ile biyofilm olusumunun gdstergesidir. Son
asamasina gelen bir biyofilmin kiitlesel olarak %75-90°’nin1 EPS olusturmaktadir.
Biyofilm icindeki bakteriler gerekli enerji kaynagini biyofilmde bu yolla olusturulan
enzimler sayesinde yuzeyde bulunan molekiilleri pargalayarak saglar (Giin, 2009).

Biyofilm olusmasinda ilk adim bakterinin ylizeye yapigmast oldugu i¢in yiizeyin
fizikokimyasal 6zellikleri oldukca 6nemlidir. Biyofilm olusturan bakterilerin cam,
paslanmaz celik, poliproplen, PVC, hafif celik, polietilen, etilen-propilen ylzeylerde
lateks yiizeylere gore daha zayif tutunma sagladigi gézlemlenmistir (Meyer, 2003).

Bakterilerin biyofilm olusturmasi ve ylizeye tutunabilmesi; ortamdaki pH diizeyi,
sicaklik degeri, bakteri ¢esidi, bakterinin yapisal 6zellikleri, bakterinin hareketli olup

olmadigi, bakterinin tutundugu yiizeyin Ozellikleri, ortamda besin madde varligi,



ortamin iyon derisimi gibi faktorlere bagl olarak degisim gostermektedir. Biyofilm
olusturan  bakteriler igin optimum c¢ogalma kosullarinda kolonizasyon
gerceklesebilmektedir (Gilin, 2009). Bakterilerin hiicre zar yapisi bilesimi biyofilm
olusturmada yiizeyle goOsterecegi etkilesim agisindan olduk¢a Onemlidir
(Kleerebezem ve ark., 2010). Gram (+) bakterilerin hiicre zarinda bulunan
peptidoglukan, teyikoik asitler, proteinler ve polisakkaritler biyofilm olusumunu
etkilemektedir. Ozellikle polisakkaritler biyofilm olusumunda 6nemli rol oynar

(Stewart ve Franklin, 2008).

2.1. Biyofilm Olusumunun Gida Endustrisine Etkileri

Gida kaynakli enfeksiyonlarin en 6nemli kaynaklarindan biri olan biyofilmler, gida
endustrisinde 1sinin yiizeyden akisini geciktirmesi, yiizeydeki sivinin siirtiinme
direncinin artmasi, yiizeydeki kimyasal siirtinme oraninin artmasi gibi ciddi

sorunlara neden olmaktadir (Costerton ve ark., 1999).

Cogu patojen mikroorganizmanin uygun kosullarda gidalarda ve gida ile temas eden
yilizeylerde biyofilm olusturdugu bilinmektedir. Biyofilm olusumu 1s1l isleme karsi
yalitkan gibi gorev yaparak 1s1 transfer verimliligini azaltmaktadir. Su aritma
sistemlerinde olusan biyofilmlerin uzaklastirllmasi i¢in kullanilan yiiksek klor
konsantrasyonlar1 yetersiz kalabilmektedir. Bu amag¢ dogrultusunda kullanilan yogun
dezenfektanlar isletmede enerji tiketimini artirmakta, Griin maliyetini yikseltmekte,

metal ylzeylerde ise korozyona neden olmaktadir (Shi, 2009).

Gida kaynakli patojenler insan sagligini tehdit ettigi icin biyofilmler gida
endlstrisinin her alaninda onem tasimaktadir. Siit ¢abuk bozulabilen ve cesitli
mikroorganizmalar tarafindan kontamine olmaya elverisli bir gidadir. Siit ve siit
urinlerinde meydana gelen kontaminasyon hatali veya eksik temizlenmis ve sterilize
edilememis ekipmanlardan kaynaklanmaktadir. Yapilan bir ¢alismada pastorize
stitteki Streptokok ve Bacillus popiilasyonunun ¢ig sltteki populasyonundan fazla
oldugu gozlemlenmis, bunun da pastorize siitte olugsmus biyofilmden kaynaklandigi
belirlenmistir (Srey, 2013).



Su tiriinleri isleme teknolojisinde biyofilmler hem rlin hem de isletme ekipmanlari
Uzerinde olusabilmektedir. Su iriinleri teknolojisinde isletmeye ekonomik katkilari
nedeniyle tath su yerine deniz suyu kullanilmaktadir. Bu amagla kullanilan deniz
suyundan biyofilmlerin kolaylikla isletmeye dahil olabildigi bilinmektedir (Srey,
2013).

Et isleme teknolojisinde ekipman ylizeylerinde tutunmus halde bulunan bakterilerin
diisiik sicakliklarda bile ¢cogalarak kolonize olabildigi ve kolaylikla iiriine kontamine
olabildigi belirtilmistir (Srey, 2013).

Biyofilm yapis1 bakterilere, dezenfektanlara karsi direng kazandirmaktadir. Bu da
ekonomik kayiplara ve saglik sorunlarina yol agar (Charlebois, 2017). Biyofilm
olusumunun 6nlenmesinde antibiyotikler, biyositler, iyon kaplamalar gibi kimyasal

yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir (Satpathy, 2016).

Sicaklik, pH, besin bilesimi ve bakteriyel popilasyon gibi cevresel faktorler biyofilm
mekanizmasi agisindan 6nemli faktorlerdir. Herald ve Zoottola tarafindan yapilan bir
caligmada ¢elik ylizeyde en iyi tutunmay1 L. monocytegenes’ in pH=7 ve 30°C’de;
Y.enterocolitia igin ise pH=8-9 ve 30 °C’de sagladig1 gozlemlenmistir. Kim ve Frank
(1995) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise diisiik fosfat seviyelerinin Listeria’nin
biyofilm olusturmasini indiikledigi gézlemlenmistir. Ayrica dezenfeksiyon amaciyla
kullanilan alkoller, gida igeriginde bulunan tuzlarin varligi ve ortamdaki diger
bakterilerin varligi bakteriyel tutunmayi ve biyofilm olusumunu artirabilecegi

belirtilmistir (Shi, 2009).

Bakteri hiicre yiizeyinin sahip oldugu fizikokimyasal 6zellikler, bakterinin yiizeye
yapismasi agisindan oldukca onemlidir. Cogu bakteri ylzeyi negatif yUkli olup,
hiicre ylizeyindeki negatif yiik elektrostatik itme kuvveti ile ylizeye tutunmayi
zorlagtirir. Bakterinin sahip oldugu filagella, fibril ve lipopolisakkarit yapilarin
hidrofobik olusu iki yiizey arasindaki itme kuvvetini azaltmaktadir. Fibrillerin temel
islevi hiicre ile ylizey arasindaki elektrostatik itme kuvvetini agmaktir. Bakteri yiizey

proteinleri de bu etkilesime katki saglamaktadir. Flagella ise bakteri hiicre yiizeyine



hareket 6zelligi kazandirir. Bu 6zellikler ile biyofilm olusumu i¢in 6nemli olan
bakteriyel tutunma saglanir. Ayrica biyofilmlerin tutunmasini saglayan yapisal 6ge
olan polimerik matriks; UV radyasyon varligi, farkli pH sartlari, ozmotik basing,
dehidrasyon, antimikrobiyal maddeler gibi olumsuz kosullara karsi bakteriyi
korumaktadir (Shi, 2009).

Biyofilmlere kars1 alinmasi gereken Onlemlerin basinda biyofilm olusumunu ilk
asamasinda Onlenmesi gerekliligi gelmektedir. Bu amacla bakteriyel tutunma
gerceklesmeden once biyofilmlerin dezenfeksiyonu igin gerekli dezenfektanlarin
belirlenmesi ve bakteriyel tutunmay1 6nlemek amaciyla uygun yiizey materyalinin
secilmesi gibi 6nlemler uygulanmalidir. Zeraik ve Nitschke (2010) tarafindan yapilan
calismada, yiizeyin aktif madde ile sartlandirildiginda hidrofilik 6zellik kazanarak
bakteriyel tutunmay azalttigi gézlemlenmistir (Srey, 2013).

Engel teknolojisi, uygulamada tek basina yetersiz gelen iki veya daha fazla
uygulamanin birlikte kullanilarak etkinlik diizeyinin artirilmasidir.  Engel
teknolojisinde ©Onemli olan etkili bir uygulama saglayabilmek i¢in dogru
kombinasyonun belirlenmesidir. DeQueiroz ve Day (2007) tarafindan yapilan
calismada NaClO ile hidrojen peroksit birlikte kullanildiginda P. aeruginosa
tarafindan olusturulan biyofilm tizerinde etkili oldugu gozlemlenmistir. Hidrojen
peroksit ile UV uygulamasinin biyofilm iizerindeki sinerjist etkisi, hidrojen
peroksitin tek basina olan etkisinin 10 katidir. Hidrojen peroksitin inaktivasyon
etkisinin sicaklikla birlikte artmaktadir. Biyofilm hiicreleri Gizerinde ozon ve ultrason
uygulamalarinin birlikte kullanimi tek baglarina olan etkisinden daha fazla oldugu

belirlenmistir (Srey, 2013).

Geleneksel kontrol stratejileri  kimyasal uygulama temellidir fakat bazi
mikroorganizmalarin bu tiir kimyasallara diren¢ gostermesi kullanilan uygulamalarin
biyofilm karsisinda yetersiz kalmasmna yol agmaktadir (Ahmed ve ark., 2018).
Kullanilan dezenfektanlarin miktarinin artirilmasiyla yontem etkinligi artirilmak
istense de ekipmanlarda meydana gelen korozyonlar, maliyet artiglari, dezenfektan

kalintilarinin uzaklastirilma zorlugu gibi faktorler gida endiistrisinde dezenfektan



kullanimin1 sinirlandirmaktadir. Boylece gida endiistrisinde biyofilm olusumunun

kontrol edilmesi i¢in yeni yaklasimlarin getirilmesi 6nem kazanmistir (Srey, 2013).

Gida isleme teknolojisinde her agamada kullanilan ultrasonikasyon uygulamalarinin
biyofilm olusumu Uzerinde de inaktivasyon etkisi oldugu bilinmektedir. Bununla
birlikte ultrasonikasyon uygulamalarinin biyofilm inaktivasyonu konusunda tek
basina yetersiz kalmasi diger tekniklerle birlikte kullanmasina olanak saglamaktadir.
Ultrason uygulamasiyla etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) ve ultrasonla enzim
uygulamalarmin  birlikte  kullanimi  sayesinde  biyofilm  inaktivasyonu
saglanabilmektedir (Srey, 2013). Baumann ve arkadaslar1 (2009) tarafindan yapilan
calismada gidayla temas eden celik yilizeylerde olusan biyofilmin uzaklagtirilmasi

i¢in kullanilan ozon ve sonikasyon uygulamalari yeterli olmustur.

Enzimler belirli bir kimyasal molekul Gizerinde katalitik etkiye sahip proteinler olup,
enzim uygulamasi gida endiistrisinde biyofilmlerin uzaklastirilmasi amaciyla
kullanilan 6nemli yontemler arasinda yer almaktadir (Meireles ve ark., 2016).
Enzimlerin biyofilmler (izerine inhibisyon etkisi bakteri tiiriine gore degismektedir.
Molobela ve arkadaslar1 (2010) tarafindan yapilan ¢alismada proteaz enziminin P.
fluorescens tarafindan olusturulan biyofilm {izerine amilaz enziminden daha etkili
oldugu gozlemlenmistir. Enzimlerin toksik olmamasi, c¢evre dostu olmasi gibi
avantajlara sahip olmasi biyofilm iizerinde enzim uygulamalarinin tercih sebepleri

olarak siralanabilir (Srey, 2013).

Isletmelerde uygun ve etkin sanitasyon uygulamalarinin yapilmasi, yiizey
dezenfeksiyonun firga ve basing uygulamasi ile desteklenmesi,  elektriksel
uygulamalarin sisteme entegrasyonu ve uygun kimyasal dezenfektan kullanimi ile
biyofilm olusumu Onlenebilmektedir. Isletmeye hakim mikroorganizma grubu
tahmin edilerek biyofilmin engellenmesi veya ortadan kaldirilmasi i¢in uygun sartlar
saglanmalidir (Gln, 2009). Sanitasyon asamalarinda meydana gelen aksakliklar
biyofilmlerin tekrar olusmasina olanak saglar. Bu nedenle uygulanilacak yontemler
ve kullanilacak dezenfeksiyon maddelerinin se¢iminde 6zenli davranilmali ve

teknolojik gelismeler takip edilerek sisteme entegre edilmelidir (Akan, 2014).



2.2. Bacillus subtilis ve Biyofilm Uretme Ozelligi

Gida endiistrisini en c¢ok etkileyen ve biyofilm olusturma 6zelligi bulunan
bakterilerin basinda Bacillus subtilis gelmektedir. Bu bakteri ekmek hamurunda
siinme olusturarak ekmegin i¢ yapisina zarar veren rope hastaligina neden

olmaktadir.

Bacillus subtilis, aerobik, Gram(+), katalaz(+), kapsuilsiiz, hareketli, endospor
olusturabilen toprak kokenli saprofit bir bakteri cinsidir. 1872 yilinda Robert Koch
tarafindan tamimlanmistir. Mezofilik 0zellikte olup optimum gelisme sicakligi 25-
30°C arasindadir. Vejetatif formu dayaniksiz olup spor formu kaynama sicakliklarina
birkag saat sire ile dayanabilmektedir (Kaya, 2012). Sekil 2.2’de Bacillus subtilis’ in

morfolojik yapist goriilmektedir.

Sekil 2.2. Bacillus subtilis’in morfolojik yapis1 (Anonim, 2013)

Toprak kokenli olan Bacillus subtilis gida isletmelerinde iiretimin her asamasinda
temel bolimlerden gidaya kontamine olabilmektedir. Bacillus subtilis bazi besin
maddelerinde “subtilisin” adi verilen dislik toksisiteye sahip proteolitik enzim
salgilamaktadir. Subtilisin toksisitesine maruz kalan kisilerde g¢esitli alerjik

reaksiyonlar ortaya ¢ikmaktadir (Kaya, 2012).

Biyofilm olusturma 6zelligine sahip olan Bacillus subtilis suslari; ATCC 6633, BM
19, NCIB 3610, PY 79, BAL 218, BAL 359, BAL 369, BAL 370, BAL 666, BAL
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667, BAL 344, BAL 354, BAL 363, BAL 691, BAL 692, JF 642 seklinde
siralanabilir. Bacillus subtilis tarafindan olusturulan biyofilm yUzeylerde zincir
seklinde biiyiiyerek olusan kuvvetli bir yapidir (Branda ve ark., 2006; Sarikhani ve
ark., 2018; Chu ve ark., 2006; Kearns ve ark., 2005; Lemon ve ark., 2008; Hamon ve
ark., 2006; Dacheng ve ark., 2004). Bacillus subtilis 6zellikle spor formuyla son

yillarda biyofilmle ilgili yiiriitiilen ¢alismalar i¢in iyi birer kaynak teskil etmektedir.

Bacillus subtilis endospor formu sayesinde tiim yiizeylerde biyofilm olusturabilir.
Gida endiistrisinde bu tiir biyofilmler gida isleme ekipmanlarinin yiizeylerinde, boru
ve dirseklerinde birikerek ilgili tirliniin bozulmasina neden olmaktadir. Mikrobiyal
inaktivasyon i¢in uygulanan temel islemlerin biyofilme kars1 yetersiz kalis1 dikkate
alindiginda gida isletmelerinde uygulanan sanitasyon islemleri ve yizey

dezenfeksiyonun 6nemi artmaktadir (Kaya, 2012).

2.3. Biyofilm Olusum Mekanizmalari

Biyofilm olusturan bakteri tiirleri; Pseudomonas, Enterobacter, Flavobacterium,
Alcaligenes, Staphylococcus ve Bacillus seklinde siralanabilir (Kocot ve ark., 2017,
Gun, 2009). Biyofilm olusmasi sirasiyla bakterinin yiizeye tutunmasi, yiizeyde
cogalarak kolonilesmesi, doniisiimsiiz eksopolisakkarit matriks olusturmasi seklinde

3 asamada gergeklesmektedir (Sekil 2.3) (Gun, 2009).

Planktonik hiicreler

- ; &

Ekzopolimerik matriks ye

WV e

/ \ %: @ gﬁ I
iﬂ% Wﬁ Vi,
% “ ﬁ.ﬁ. | %

<z
00z
‘E‘"J’%

g@%

;
|

Yiizeye tutunma Kolonilesme  Mikrokoloni BIYOFILM

Sekil 2.3. Biyofilm olusum mekanizmasi (Anonim, 2016)
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2.3.1. Déniisiimlii tutunma

Bu agamada bakteri tam anlamiyla tutunma saglayamaz. Hidrofobik, elektrostatik
etkilesimler, Van der Walls baglar1 gibi zayif etkilesimlerle yiizeyle uzun mesafeli
baglantilar olusturur. Yiizeyle temasi saglanmayan bakteriler bu asamada kolaylikla

uzaklagtirilabilir (Giin, 2009).

2.3.2. Doniisiimsiiz tutunma

Bu asamada bakteriler kisa mesafede etkili olan dipol-dipol, iyon-dipol etkilesimleri,
kovalent ve iyonik baglar ile doniisiimsiiz olarak yilizeye tutunma saglar. Organizma
ylzeye pilli veya flagella ile baglanip EPS olusumunu baslatarak yiizeye tutunma
saglar. Bu asamadaki yiizeyle ¢ok giiclii temas1 olmayan bakterilerin uzaklastirilmasi

i¢in yikama islemine firgalamanin da eklenmesi gerekmektedir (Gun, 2009).

2.3.3. Koloni olusumu

Dontisiimsiiz asamada tutunan bakterilerin gelisip sayilarmin artmasiyla biyofilm
olusumunun son asamasi baglar. Biyofilmi olusan koloni ortamda bulunan diger
bakterilerle iletisim kurarak ayni yiizeyde koloni olusturmasini saglar. Bu sekilde
saglanan biiylime ile eksopolisakkarit matrikste kapsiil olusmaya baslar. Matriks
icinde meydana gelen mikrokoloniler blyiiyerek makrokolonilere doniisiir (Gun,
2009).

Son olgunluga ulasan biyofilm yapisindan bakteriler tek veya koloni olarak koparak
ortama yayilir ve bu sayede yeni bir biyofilmi ilk asamadan itibaren tekrar
olusturmaya baglarlar. Bu kopma artan EPS diizeyi ve akis kuvveti, enzim sisteminde
meydana gelen bozulmalar, ortamda bulunan besin maddelerinin tiikenmesi gibi i¢
kaynakli sebeplerle olusabildigi gibi daha fazla yayilmak adina yeni biyofilm yapma
veya dis kuvvetlerin etkisiyle de olusabilir (Giin, 2009).
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Bircok mikroorganizma aktivitelerini koordine etmek amaciyla birbirlerine sinyal
verirken kiiclik yayilabilir molekiilleri kullanirlar. Mikroorganizmalar tarafindan
hiicreden hiicreye gergeklestirilen bu iletisim “Quorum Sensing (QS)” olarak
adlandirilmigtir. QS biyofilm olusumunda 6nemli bir mekanizmadir. Bakteriler
urettikleri  sinyal  yogunlugunu  Olgebilmekte ve  ¢evrelerindeki  diger
mikroorganizmalarin miktarin1  hissedebilmektedirler. Bu verilerin digerlerine
iletmesine imkan saglayan QS sayesinde bakteriler ¢evrelerindeki bakteriyel
popiilasyonun yogunlugunu belirleyebilir. Yiizeye tutunan bakterilerin sayisi arttikga
bu sinyalin konsantrasyonlar1 artar (Turan, 2017). QS, biyofilm olusum
mekanizmasinda O6nemli bir yer tutar. Bu iletisim serbest dolasan

mikroorganizmalarin yiizeye tutunmasi takiben kolonizasyonun olugsmasini saglar.

Yapilan arastirmalar, bakterilerde QS 6zelliginin ve dolayisiyla biyofilm olusumunun
halkali dimerik guanosin 3’,5’-monofosfat (c-di-GMP) adi verilen bir niikleotit
tarafindan kontrol edildigini gostermektedir (Ross ve ark., 1987; Romling ve ark.,
2005). Bu niikleotidle ilgili ¢aligmalar hem biyofilm olusum mekanizmasinin

anlasilmas1 hem de engellenmesi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

2.4. Halkah Dimerik Guanosin 3’,5’-monofosfat (c-di-GMP) Yapisi

Sekil 2.4°te yapisi gosterilen halkali dimerik guanosin 3’,5’-monofosfat (c-di-GMP)
yaygin olarak bakteriler arasi iletisimde ve sabit-hareketli bakteriyel yasam arasinda

mesajci olarak gorev yapar (Ross ve ark., 1987).
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Sekil 2.4. c-di-GMP yapisi
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Yapilan son ¢alismalar c-di-GMP'nin biyofilm olusum mekanizmasina etkilerinin
yan1 sira bazi bakteri ve viriislerde etkili bir immiinomodiilator olarak etkili oldugu

gozlemlenmistir (D'Argenio ve ark., 2004; Karaolis ve ark., 2007).

Sonu¢ olarak c-di-GMP, olduk¢a sik rastlanan ve bakteriler arasinda iletisim
kurulmasini saglayan bir sinyal molekiiliidiir ve pek ¢ok bakteri bu molekiilii igeren

proteinleri tantyan genler bulundurmaktadir.

Bakteriyel biyofilm olusum siireci boyunca c-di-GMP konsantrasyonu artmaktadir
(Sekil 2.5). Cesitli bakteriler iizerinde yapilan pek ¢ok c¢alismada c-di-GMP’nin
bakterilerdeki farkli hayati fonksiyonlari kontrol ettigi anlagilmistir (Qi ve ark., 2009;
Wan ve ark., 2009; Pratt ve ark., 2007). Ancak bakteriye disaridan c-di-GMP
verildiginde bu fonksiyonlarin artmasi beklenirken aksine azalma goézlenmistir.
Ornegin Karolis ve ekibi, S.aureus hiicrelerine 20 mM (izerinde in vitro c-di-GMP
ilavesinin biyofilm olusumunu %50 azalttigin1 belirtmektedir (Karaolis ve ark.,
2005). Fareler {izerinde yapilan in vivo testler de bu veriyi desteklemistir (Brouillette
ve ark., 2005). Ayrica S.mutans ve P. aeruginosa ile yapilan g¢alismalarda da
200 mM c-di-GMP ilavesinin benzer sekilde biyofilm olusumunu %350 azalttigi
gOzlemlenmistir (Yan ve ark., 2010; Ishihara ve ark., 2010). Biyofilm olusumunu
c-di-GMP’nin  kontrol ettigi géz oOnlinde bulunduruldugunda c-di-GMP
konsantrasyonundaki artisin biyofilm olusumunu arttirmasi beklenirken azalttiginin
gbzlenmesi, disaridan eklenen c-di-GMP’nin bakteri hiicresi ig¢ine giremedigini ve
hiicre disindaki reseptdrlere  baglanarak biyofilm olusumunu azalttigini

gostermektedir (Kalia ve ark., 2013).
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Disik c-di-GMP Yiksek c-di-GMP
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Sekil 2.5. Biyofilm olusum asamasinda meydana gelen c-di-GMP konsantrasyon degisimi

c-di-GMP yaklagik 20 yil once kesfedilmesine ragmen bu molekdl ile ilgili yapilan
calismalar olduk¢a yenidir (Ausmees ve ark., 2001). Bu ¢alismalar agirlikli olarak, c-
di-GMP molekiiliiniin segici inhibisyonuna ve bdylelikle bakterinin yasamsal
fonksiyonlarinin durdurulmasina yoneliktir (Nakayama ve ark., 2011a; Nakayama ve
ark., 2011b; Kelsey ve ark., 2012). Bunu saglayabilmek i¢in c-di-GMP yapisini

yakindan incelemek gerekir.

c-di-GMP, oldukga essiz bir yapiya sahip olup yapisindaki iki baz grubu trans ve cis
konfromasyonlar arast geg¢is yapabilir. Ardindan cis-konformasyonu tekrar
dimerleserek tetramolekiiler ve oktamolekiiler yapilar olusturabilir (Sekil 2.6).
Tetramolekiiler ~ve  oktamolekiiler  yapilar, olduk¢a diisik c-di-GMP
konstantrastyonunda, ortamda 0-300 mM K* tuzu bulunmas: durumunda rahatlikla
olusabilir. Bu durumda reseptor proteinlerin c-di-GMP yapisina segici olarak
baglanmas1 miimkiin olur (Egli ve ark., 1990; Zhang ve ark., 2004; Zhang ve ark.,
2006).
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Sekil 2.6. c-di-GMP Dimerlesmesi ile olusan tetramolekiiler ve oktamolekiiler yapilar

Bakteri htcrelerindeki c-di-GMP sentezi diguanylate cyclases (DGCs) ve yikimi
phosphodiesterases (PDE-As) tarafindan kontrol edilmektedir (Romling ve ark.
2005, Kulasakara ve ark. 2006, Schirmer ve ark. 2005). Biyolojik siiregleri sirasinda

c-di-GMP, dort temel reseptor proteine baglanir:

1. DGCs ve cesitli inhibisyon bolgeleri (I-site) iceren proteinler**® (Chan ve ark.,
2004; Christen ve ark., 2006; Lee ve ark., 2007)

2. PDE-As ve Kkatalitik yonden inaktif proteinler (Kulasekara ve ark., 2005;

Kazmierczak ve ark., 2006)
3. PilZ proteinleri (Romling ve ark., 2006)

4. FleQ ve VpsT gibi diger spesifik proteinler (Hickman ve ark., 2008; Krasteva ve
ark., 2010)

Yukarida belirtilen protein tiirlerinin her biri ¢-di-GMP’nin belirli konformasyonlari

lizerinden baglanabilir. Ornegin DGCs proteinlerinin PleD ve WspR gibi inhibisyon
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bolgeleri (1-sites), c-di-GMP dimerik cis yapida oldugunda baglanirken PDE-A’da
bulunan FimX protein bdlgesi monomerik trans yapiy1 tercih eder (Gross, 2008;
Navarro ve ark., 2009). Baglanan bu farkli yapilar lizerinden araya girebilecek
kiiciik molekiillerin tasarlanmasiyla c-di-GMP fonksiyonu inhibe edilerek biyofilm
olusumunun ve dolayisiyla bakteriyel enfeksiyonlarin engellenmesi mimkin

gorulmektedir.

Literatiir verileri incelendiginde, guanin bazi iceren yapilardan olan DNA ve
RNA’nin ¢esitli kiiclik molekiillerle interkalasyon (araya girme) {izerinden G-
kuadrupleks yap1 olusturdugu gozlenmektedir (Sekil 2.7) ve bu konuyla ilgili yapilan
calismalar oldukga fazladir (Le Gresley ve ark., 2011, Read ve ark., 2001, De Cian
ve ark., 2007).

DNA.

N: Nikleo baz, G: Guanin

Sekil 2.7. DNA’nin olusturdugu G-kuadrupleks yap1

Benzer sekilde farkli tip interkalatorlerin, olduk¢a diisik c-di-GMP
konstantrasyonunda bile etkili olarak G-kuadrupleks yapisi tizerinden c-di-GMP’nin
agregasyonuna neden olup etkinligini yok edebildigi gorilmektedir (Sekil 2.8)
(Kelsey ve ark., 2012).
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Sekil 2.8. c-di-GMP’nin olusturdugu G-kuadrupleks yap1

Bakterilerde c-di-GMP ile saglanan iletisimin bozulmasi i¢in c-di-GMP'nin énemli

farmakofor birimlerinin modellenmesi gerekmektedir.

Ozellikle akriflavin, proflavin, antrasen, metilen mavisi, tiazol oranj gibi coklu
aromatik halkalar iceren sistemler G-kuadrupleks yapilarina baglanabilir (Nakayama
ve ark., 2011). Akridin tirevleri de c-GMP’nin olusturdugu G-kuadrupleks yapisina

baglanma potansiyeli tastyan aromatik bilesik gruplarindan biridir.

2.5. Akridinler

Akridinler sahip olduklar1 yapi sayesinde floresans 6zellige sahip olan ve boyar
maddelerle bazi ilaglarin sentezinde kullanilan bilesiklerdir (Acheson, 1973). Komur
katranindan elde edilebilen akridinler alkol, eter ve hidrokarbonlarda ¢6zinir, suda
kismi olarak ¢6ziiniir ve zayif bazik 6zellik gosterirler (Goker, 2010). Bilesigin yap1
karakterizasyonu ise Hinsberg tarafindan yapilmistir (Ulus, 2012). Akridin, antrasen
yapisinda bulunan orta halkadaki -CH gruplarindan birinin yerine N gelmesiyle
olusan renksiz, kristal, diizlemsel yapida halkali bir alkaloittir (Sekil 2.9).

H H H

HEV/.JH. /l‘l‘ 2 H 2 {,‘/)\‘[’;‘%\[("Eh] T
) (
H” T N” s ~H 3 ‘“‘E\vz HN’P‘\.“{:’" &

Sekil 2.9. Akridinin kimyasal yapisi
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2.6. Akridin Turevleri

Akridin tdrevleri antimikrobiyal ve antiseptik 6zellikleriyle farmakolojik agidan
O6neme sahiptirler. En ¢ok bilinenler tirevler akriflavin ve proflavindir. Akridinler
diizlemsel polisiklik yapilar1 sayesinde DNA ile interkalasyon yapabilmektedir
(Goker, 2010). ilk kez 1961 yilinda Leonard Lerman tarafindan gerceklestirilen
interkalasyon; molekiiliin elektrostatik etkilesimle acilan DNA sarmalinda bazlarin
aralarina yerlesmesidir. Akridin tiirevlerinin sahip oldugu floresans 6zellik sayesinde
interkalator ajan olarak mutajenik ¢alismalarda tercih edilmektedir. Antikanserojen,
antimalaryal, antiviral, antiglukom 6zellige sahip olan akridin tiirevleri farmakolojik
Oonem tasiyan molekiil grubudur (Kaban ve ark., 1994; Ulus, 2012). Biyolojik
aktiviteleriyle ilag, antiseptik ve dezenfektan olarak kullanilan akridinler ayrica
yaygin bir sekilde boya, floresan malzemeler ve ¢esitli organik ve inorganikler igin
sensOr olarak kullanilir (Schmidt, 2015). Akridin tlrevleri, ¢ogunlukla biyolojik
aktivitelerini niikleotid yapilar1 arasinda interkalasyon saglayarak gosterirler.
Aromatik yapinin elektron dagilimi nedeniyle niikleotid yapilariyla kolayca
etkilesebilirler. Interkalasyon yapan bazi akridin tiirevlerinin yapis1 Sekil 2.10’da

verilmektedir.

N
s JOBS!
H,N N NH, SN S SN
| |

Akriflavin OOO Metilen Mavisi
O A Antrasen @[ _
H,N N7

N NH, 7\
lll &
Proflavin Tiazol Oran; \

Sekil 2.10. Cesitli interkalatorler

Cok benzer oOzellikte olduklar1 igin c-di-GMP ile G-kuadrupleks olusturabilen
yapilarin, DNA veya RNA ile de G-kuadrupleks olusturmasi s6z konusu olabilir.
Ancak c-di-GMP ile DNA ve RNA G-kuadrupleksleri arasinda segicilik saglayan
cesitli kiiciik molekiiller bulunmaktadir. Ornegin antrasen tiirevleri DNA ile

etkileserek dupleks olustururken c-di-GMP ile kuadrupleks olusturmaz. c-di-GMP’ye
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ait G-kuadrupleks yapisinda her bir iinite aras1 mesafe 6.8 A iken DNA icin bu
mesafe 3.7 A’dur. Bu durumda molekiiller arasinda segicilik saglanmasi séz konusu

olabilmektedir.

Sonug olarak bu seciciligi saglayacak molekiillerin kesfedilmesi i¢in pek cok deneme
yapilmasi gerekmektedir. Literatlir verilerinin 1s18inda gergeklestirilecek yeni

calismalarla uygun yapilarin bulunmasi s6z konusu olabilecektir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Coziicii olarak kullanilan diklorometan, etil asetat, hekzan, etanol, metanol ve dimetil
formamid Merck ve Sigma Aldrich firmalarindan satin alinmig olup analitik
safliktadir. Deneylerde kullanilan reaktifler Sigma Aldrich ve Alfa-Aesar
firmalarindan satin alman yiiksek safliktaki (>%99) kimyasallardir. ince tabaka
kromatografisi i¢in kullanilan 60G Fys4 silika jel plakalar Merck firmasindan satin

alinmustir.

3.2. Kullanmilan Cihazlar

Uriinlerin FT-IR (Fourier Transform Infrared) spektrumlari, Nicolet 6700 FT-IR
spectrometer cihazi ile ATR (Attenuated Total Reflection) kullanilarak alinmis,

veriler dalga sayis1 (cm™) cinsinden kaydedilmistir.

UV analizleri i¢in Thermo Scientific / Genesys 10S UV-VIS spektrofotometre cihazi
ve Perkin Elmer / Victor®V 1420 Multilabel Readers cihazi kullanilmustir.

HPLC analizleri Thermo Scientific / Dionex Ultimate 3000 HPLC cihazi
gerceklestirilmis, kolon olarak GL Sciences Inertsil (4.6 x 250 mm) HPLC kolonu
kullanilmistir. Analiz sirasinda mobil faz olarak 1,0 mM amonyum molibdat ¢ozeltisi
(A) ve metanol (B) karisimi dereceli olarak (%15 B : %85 A ile %95 B : % 5 A
arasinda) 0,5 mL/dk akis hiz1 ile 35 dk boyunca 30 °C’de uygulanmustir.

3.3. Silika Destekli Akridin Turevlerinin Sentezi

Sekil 3.1°de verilen reaksiyonlar1 gergeklestimek i¢in kuru bir balona tartilan 1g
(1,14 mmol) 3-(etilenamino) propil bagl silika jel ve 1,25 mmol akridin tirevi (9-
kloroakridin veya 6,9-dikloro-2-metoksiakridin) tzerine ¢ozicl olarak 30 mL N,N-

dimetil formamid eklenmistir. Ardindan 0,464 g (3,36 mmol) potasyum karbonat
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eklenerek balon igerigi 120 °C’de 16 saat boyunca azot altinda karistirllmistir (Sekil
3.2).

= NH K,COy
+ N 2
R, @\/\H DMF, 120 °C
|

9-Kloroakridin: 9-CASI:
R;=H, R,=H, ! R;=H, Ry=H,
6,9-Dikloro-2-metoksiakridin: SIDMA:
R,=OCHjg, R,= Cl R;=OCHj, R,= Cl

Sekil 3.1. Silika destekli akridin turevlerinin sentezi

9-Kloroakridin ile gergeklestirilen reaksiyonun ftrinii 9-CASi, 6,9-dikloro-2-

metoksiakridin ile gerceklestirilen reaksiyonun {iriinii SIDMA olarak kodlanmastir.

Sekil 3.2. Reaksiyon diizenegi

Reaksiyon igerigi sogutulduktan sonra elde edilen ham karisim, reaksiyona girmemis
olan biitiin bilesenlerden ve ¢6ziinebilir safsizliklardan kurtulmak amaciyla sirasiyla
diklorometan, hekzan, etil asetat, metanol, aseton c¢ozlcileriyle nuce erleninde
yikanmustir (Sekil 3.3). Elde edilmesi beklenen iirlinlerin ¢oziiniirliigii olmadigi igin
saflastirma isleminin gerceklesip gergeklesmedigi yikama c¢doziiciilerinden alinan
Ornegin ince tabaka kromatografisi (TLC) ile incelenmesi sonucunda anlagilmstir.

TLC’de UV altinda hi¢ bir spot gézlenmediginde yikama islemi sonlandirilmis ve
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tirtin vakumlu etiivde oda sicakliginda bir giin boyunca kurutulduktan sonra +4 °C’de

hermetikli olarak muhafaza edilmistir.

ooome=e= SIDAMATed-CASE
......... Corimebilir safnzliklar

7= Filtre

e = Mantar ipa
o= Nuceerlen

= - == Vakum baglantin

v - = Yikama ¢izicileri
+ Cozimebilir safshiklar

Sekil 3.3. Stizme diizeneginde yikama islemi

Beklenen iiriiniin olusup olusmadigi Fourier transform infrared spektrofotometrede
(FT-IR) kontrol edilmis ve IR ile iiriin olusumu anlasildiktan sonra ¢aligmanin diger

asamalarina geg¢ilmistir.
3.4. Guanosin 3',5’-siklik Monofosfat (c-di-GMP) ile Interkalasyon

Bakterilerde biyofilm olusumu, lireme, hareket etme gibi pek ¢ok fonksiyonu kontrol
eden dimerik formdaki guanosin 3',5'-siklik monofosfat (c-di-GMP) niikleotidine en
yakin yap1 oldugu icin sentezlenen akridin tiirevlerinin monomerik yapi1 olan c-GMP
ile etkilesimi incelenmistir. Bunun igin sentezlenen molekiillerin ¢-GMP ile
inkiibasyonu sonrast Once ultraviyole (UV) spektroskopisi, ardindan yiiksek

performansli s1vi kromatografisi (HPLC) ile sonuglar kontrol edilmistir.

3.4.1. UV spektrometre ile gergeklestirilen analizler

Baslangi¢c maddesi olan 3-(etilendiamino) propil bagl silika jel ve trtnlerin c-GMP
ile etkilesimleri UV-spektrofotometrede incelenmistir. Ornekler, Cizelge 3.1’de
belirtilen sekilde hem 9-CASi hem de SIDMA i¢in ayr1 ayr1 hazirlanarak 242 nm ve

309 nm dalga boylarinda absorbanslar1 belirlenmistir.
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Cizelge 3.1. UV-Spektrofotometre i¢in hazirlanan 6rnek igerikleri ve konsantrasyonlari

ORNEK BILESEN STOK COZELTI ALINACAK SON
NO KONSANTRASYONU MIKTAR KONSANTRASYON
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pL 7,143 mM
Sahit Destile Su - 600 pL -
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pL 7,143 mM
1 c-GMP 500 UM 50 pL 35,714 uM
Destile Su - 550 pL -
Bos Silika 1g/1,14 mmol 17,5mg 28,5 mM
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pL 7,143 mM
2 c-GMP 500 pM 50 pL 35,714 pM
Destile Su - 550 pL -
Bos Silika 1g/1,14 mmol 17,5 mg 28,5 mM
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pL 7,143 mM
3 KCI Cozeltisi 25M 50 pL 0,179 M
c-GMP 500 UM 50 pL 35,714 uM
Destile Su - 500 pL -
Bos Silika 1g/1,14 mmol 17,5 mg 28,5 mM
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pL 7,143 mM
4 NaCl Cozeltisi 25M 50 pL 0,179 M
c-GMP 500 pM 50 pL 35,714 pM
Destile Su - 500 pL -
9-CASi veya SIDMA  1g/1,12 mmol veya 1g/1,05 mmol 20 mg /22,5 mg 32 mM/33,8 mM
5 Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pL 7,143 mM
Destile Su - 600 pL -
9-CASi veya SIDMA  1g/1,12 mmol veya 1g/1,05 mmol 20 mg /22,5 mg 32 mM/33,8 mM
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pL 7,143 mM
0 c-GMP 500 pM 50 pL 50 pL
Destile Su - 550 pL -
9-CASi veya SIDMA  1g/1,12 mmol veya 19/1,05 mmol 20 mg /22,5 mg 32 mM/33,8 mM
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 L 7,143 mM
7 KCI Cozeltisi 25M 50 pL 0,179 M
c-GMP 500 uM 50 pL 35,714 uM
Destile Su - 500 pL -
9-CASi veya SIDMA  1¢/1,12 mmol veya 1¢g/1,05 mmol 20 mg /22,5 mg 32 mM/33,8 mM
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pL 7,143 mM
8 NaCl Cozeltisi 25M 50 pL 0,179 M
c-GMP 500 UM 50 pL 35,714 uM
Destile Su - 500 pL -




3.4.2. HPLC ile gerceklestirilen analizler

Sentezlenen silika destekli akridin tirevlerinin c-GMP ile etkilesim oraninin

belirlenmesi amactyla HPLC analizleri gergeklestirilmistir. Oncelikle c-GMP, B6lim

3.2°de belirtilen uygun kromatografik kosul belirlenmis ve diger ornekler de c-

GMP’nin kromatogrami referans almarak incelenmistir. Ornekler Cizelge 3.2’ye

gore hem 9-CASi icin hem de SIDMA igin ayri1 ayri hazirlanmig ve sonuglar
dedektoriin dalga boyu 242 nm, 253 nm ve 309 nm olacak sekilde ayr1 ayri

kaydedilmistir.

Cizelge 3.2. HPLC igin hazirlanan 6rnek igerikleri ve konsantrasyonlari

ORNEK BILESEN STOK COZELTI ALINACAK SON
NO KONSANTRASYONU MIKTAR KONSANTRASYON
Sahit Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pL 7,143 mM
Destile Su - 550 uL -
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pL 7,143 mM
1 c-GMP 500 pM 50 pL 35,714 pM
Destile Su - 550 pL -
9.CASiveyaSIDMA  19/b12mmol veya 1g/L0S 20 mrﬁ’g 225 3> mm/33,8mM
2 Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pL 7,143 mM
Destile Su - 600 pL -
9-CASi veya SIDMA  19/112 m"r‘r?r:n‘(;fya 19/1,05 20 mrg’g 225 35 mM/33,.8 MM
3 Tris Tampon Cozelti 50 Mm 100 pL 7,143 mM
c-GMP 500 pM 50 pL 50 pL
Destile Su - 550 pL -
9-CASi veya SIDMA  19/112 m"r‘:r:q‘éfya 19/1,05 20 mr% 225 35 mM/33,.8 MM
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pL 7,143 mM
4 KCI Cozeltisi 25M 50 pL 0,179 M
c-GMP 500 pM 50 pL 35,714 uM
Destile Su - 500 pL -
9-CASi veya SIDMA  19/112 m"r‘:r:q‘éfya 19/1,05 20 mr% 225 35 mM/33,.8 MM
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pL 7,143 mM
5 NaCl Cézeltisi 25M 50 pL 0,179 M
c-GMP 500 pM 50 pL 35,714 uM
Destile Su - 500 pL -
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3.5. Biyofilm Olusumu Uzerine Etkinin Incelenmesi

Biyofilm inaktivasyonu etkisinin belirlenmesi amaciyla O’Toole (2011) tarafindan

Onerilen yontem kullanilmistir.

3.5.1. Bakteri aktivasyonu

Liyofilize halde temin edilen Bacillus subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633 susu
Tryptic Soy Broth (TSB) besiyerine %10 inokiilasyon orani ile eklendikten sonra
30°C sicaklikta 24 saat siire ile inkiibe edilmistir. Stire sonunda yeniden pasaj ile
cogaltilan bakteri 6rneginden %15 gliserollii besi ortamma aktarilarak -20°C’de

saklanacak stok kiiltiirler hazirlanmustir.

3.5.2. Akridin tirevlerinin biyofilm inaktivasyon etkisinin incelenmesi

96 kuyucuklu polistren plaka kuyucuklarina; sadece besi ortami igeren, besiyeri-tuz
iceren, besiyeri-bakteri iceren, besiyeri-bakteri ve tuz iceren, besiyeri ve akridin
tlrevi igeren, besiyeri akridin tlrevi ve tuz iceren kuyucuklar kontrol ornekleri
olarak hazirlandiktan sonra akridin tiirevi maddesini igeren kuyucuklar
hazirlanmistir. Plaka UV ile sterilize edildikten sonra daha 6nce iki kez pasajlanarak
elde edilen ve O.Dgy: 0.5’e ayarlanan B.subtilis bakterisi 100 pL hacminde
eklenmistir (Sekil 3.4). 30°C’de 24 saatlik inkiibasyonun ardindan biyofilm

olusturma diizeyleri tespit edilmistir.
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Sekil 3.4. Polistren plakaya B.subtilis eklenmesi
3.5.3. Biyofilm olusumunun tespiti

Inkiibasyonun ardindan kuyucuklarda bulunan igerik uzaklastirildiktan sonra
kuyucuklar PBS ya da steril distile su ile 2 kez yikandiktan sonra 125 pL %0.1
kristal viyole boyasi ile 15 dakika boyanmustir (Sekil 3.5). Boya c¢ozeltisi
uzaklastirildiktan sonra su ile 2 kez yikanan plakalar oda sicakliginda kurutulmustur.
Kuyucuklarda tutunan boya 125 pL %30 asetik asit cozeltisi ile ¢Oziulup

spektrofotometrede 595 nm’de 6l¢lim yapilmistir.

Sekil 3.5. Kristal viyole ile boyama
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Silika Destekli Akridin Tiirevinin Yap1 Analizi

Elde edilen silika destekli iirlin herhangi bir ¢oziiciide ¢ozlinmedigi i¢in yap1 analizi
yalnizca infrared (IR) spektroskopisi ile ATR kullanilarak yapilmistir. Reaksiyonda
kullanilan 3-(etilenamino) propil bagl: silikanin IR spektrumu, reaksiyon sonrasi elde
edilen iiriinlerin IR spektrumu ile karsilastirilmis ve tiriinlerin spektrumunda yer alan
farkli bantlardan iirlin olusumunun gergeklestigi anlasilmistir (Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve
Sekil 4.3).
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Sekil 4.1. 3-(Etileneamino) propil bagl silikaya ait IR spektrumu
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Sekil 4.2. Elde edilen Urine (9-CASI) ait IR spektrumu
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Sekil 4.3. Elde edilen Urline (SIDMA) ait IR spektrumu
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4.2. c-GMP ile Etkilesimin Belirlenmesi

Sentezlenen akridin tirevlerinin c-di-GMP’ye baglanma potansiyelini belirlemek igin
monomerik formdaki c-GMP ile etkilesimi incelenmistir ¢linkii etkilesimi saglayan
fonksiyonel gruplar her iki molekiilde de aymidir. Etkilesimi belirlemek amaciyla,
akridin tlrevini iceren ve icermeyen ornekler hem UV spektroskopisi hem de HPLC
ile analiz edilmistir. Aym1 zamanda ortamda NaCl ve KCl tuzlarinin bulunmasi
akridinin c-GMP’ye baglanmasini olumlu ydnde etkileyebilmektedir. Boyle bir
etkinin olup olmayacagini da gézlemlemek amaciyla hazirlanan 6rneklerin bir kismi

NaCl ve KCl1 tuzlarini igermektedir.

4.2.1. c-GMP etkilesiminin UV spektroskopisi ile belirlenmesi

c-GMP’nin UV dalga boyu araliginda belirli bir absorbansi bulunmaktadir. c-
GMP’ye herhangi bir molekiilin baglanmasi durumunda absorbans degerinde
degisim olacagi i¢in bu degisimin Olgiilmesi, c-GMP ile herhangi bir molekilin

etkilesip etkilesmedigi anlamak ve etkilesim oranini belirlemek i¢in kullanilabilir.

c-GMP igin en uygun (en ylksek absorbans gozlenen) dalga boyu degerleri 242 ve
349 nm olarak belirlenmis ve hazirlanan Grneklerin absorbanslar1 bu iki dalga
boyunda Olgllmiistiir. Biitlin Orneklerde pH’1 sabitlemek ig¢in Tris (tris-
hidroksimetilaminometan) tampon ¢ozeltisi kullanilmigtir. 9-CASi ve SIDMA i¢in

sonugclar, sirastyla Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°de verilmektedir.



Cizelge 4.1. c-GMP ile 9-CAS:i inkiibasyonuna ait UV absorbanslari
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ORNEK BILESEN STOK COZELTI ALINAN SON ’242 349 nm’de
NO KONS. MIKTAR KONS. nm’deABS. ABS.
) Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pL 7,143 mM
Sahit . 0 0
Destile Su - 600 pL -
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 puL 7,143 mM
1 c-GMP 500 uM 50 pL 35,714 uM 0,475 0,578
Destile Su - 550 pL -
Bos Silika 1¢/1,14 mmol 17,5mg 28,5 mM
5 Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 puL 7,143 mM 0,443 0,546
c-GMP 500 uM 50 pL 35,714 uM
Destile Su - 550 uL -
Bos Silika 1g/1,14 mmol 17,5mg 28,5 mM
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 L 7,143 mM
3 KCI Cozeltisi 25M 50 pL 0,179 M 0,439 0,538
c-GMP 500 uM 50 pL 35,714 uM
Destile Su - 500 pL -
Bos Silika 1g/1,14 mmol 17,5 mg 28,5 mM
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 L 7,143 mM
4 NaCl Cozeltisi 25M 50 pL 0,179 M 0,44 0,49
c-GMP 500 uM 50 pL 35,714 uM
Destile Su - 500 pL -
9-CASI 19/1,12 mmol 20 mg 32 mM
5 Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 L 7,143 mM 2,695 2,483
Destile Su - 600 pL -
9-CASi 19/1,12 mmol 20 mg 32 mM
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 puL 7,143 mM
6 2,739 2,447
c-GMP 500 uM 50 pL 50 pL
Destile Su - 550 pL -
9-CASi 1g9/1,12 mmol 20 mg 32 mM
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 L 7,143 mM
7 KCI Cozeltisi 25M 50 pL 0,179 M 2,711 2,357
c-GMP 500 uM 50 pL 35,714 uM
Destile Su - 500 pL -
9-CASI 19/1,12 mmol 20 mg 32 mM
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 L 7,143 mM
8 NaCl Cozeltisi 25M 50 pL 0,179 M 2,745 2,276
c-GMP 500 uM 50 pL 35,714 uM
Destile Su - 500 pL -




Cizelge 4.2. c-GMP ile SIDMA inkiibasyonuna ait UV absorbanslari
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ORNEK BILESEN STOK COZELTi  ALINAN SON ’242 349 nm’de
NO KONS. MIKTAR KONS. nm’deABS. ABS.
. Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pL 7,143 mM
Sahit . 0 0
Destile Su - 600 uL -
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 puL 7,143 mM
1 c-GMP 500 uM 50 uL 35,714 uM 0,532 0,996
Destile Su - 550 pL -
Bos Silika 19/1,14 mmol 17,5 mg 28,5 mM
) Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pyL 7,143 mM 0.499 0,630
c-GMP 500 uM 50 uL 35,714 uM
Destile Su - 550 uL -
Bos Silika 1g/1,14 mmol 17,5 mg 28,5 mM
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 L 7,143 mM
3 KCI Cozeltisi 25M 50 pL 0,179 M 0,519 0,600
c-GMP 500 uM 50 uL 35,714 uM
Destile Su - 500 pL -
Bos Silika 1g/1,14 mmol 17,5 mg 28,5 mM
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 L 7,143 mM
4 NaCl Cozeltisi 25M 50 pL 0,179 M 0,523 0,580
c-GMP 500 uM 50 uL 35,714 uM
Destile Su - 500 pL -
SIDMA 1g/1,05 mmol 22,5mg 33,8 mM
5 Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 L 7,143 mM 0,563 0,589
Destile Su - 600 pL -
SIDMA 1g/1,05 mmol 22,5mg 33,8 mM
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pyL 7,143 mM
6 0,550 0,565
c-GMP 500 uM 50 pL 50 pL
Destile Su - 550 uL -
SIDMA 1g/1,05 mmol 22,5mg 33,8 mM
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 L 7,143 mM
7 KCI Cozeltisi 25M 50 pL 0,179 M 0,539 0,573
c-GMP 500 uM 50 uL 35,714 uM
Destile Su - 500 pL -
SIDMA 1g/1,05 mmol 22,5mg 33,8 mM
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 L 7,143 mM
8 NaCl Cozeltisi 25M 50 pL 0,179 M 0,563 0,594
c-GMP 500 uM 50 uL 35,714 uM
Destile Su - 500 pL -
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Akridin tirevlerinden 9-CASi ile yapilan UV 6l¢iimlerine bakildiginda 9-CASi’nin
kendi absorbansinin ¢c-GMP’nin absorbansindan daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Bu durum etkilesimin gézlenmesini giiglestirse de 9-CASi iceren tim Ornekler (5-8)
karsilagtirildiginda c-GMP’nin oldugu 6rneklerde absorbansin daha diisiik 6l¢tilmesi

arada bir etkilesim oldugunu gostermektedir.

SIDMA ile yapilan denemelerde ise, dzellikle 349 nm’de g¢alisildiginda, SIDMA

ortama eklendiginde c-GMP absorbansinda belirgin bir diisme g6zlenmektedir.

Bu sonuglardan yola ¢ikilarak, her iki tiirev i¢in de GMP ile etkilesim s6z konusudur.
Ancak NaCl ve KCI tuzlarimin bu etkilesime belirgin olarak arttiricit ya da azaltici
etkisi gdzlenmemistir.

4.2.2. c-GMP etkilesiminin HPLC ile belirlenmesi

Analize baglamadan 6nce c-GMP standardi HPLC’de analiz edilmis ve alikonma

zamani (Rt) 20.548 dk olarak belirlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. c-GMP’nin alinkonma zamani (Rt)
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Ardindan 9-CASi igin Cizelge 4.3’te belirtilen sekilde hazirlanan 6rnekler analiz
edilmis ve c-GMP piklerinin alanlar1 242 nm, 309 nm ve 253 nm’de belirlenmis ve

birbirleriyle karsilastirilmistir.

Cizelge 4.3. c-GMP ile 9-CAS:i inkiibasyonuna ait HPLC sonuglari

Alan - 242nm  Alan-309nm  Alan - 253nm

Mo ommsey SRGEET KR e maw Ay
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pL
Sahit Destile Su - 600 pL ° ° °
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pL
1 c-GMP 500 uM 50 pL 26.400 29.267 11.636
Destile Su - 550 puL
9-CASi 19/1,12 mmol 22,5 mg
2 Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pL 0 0 0
Destile Su - 600 pL
9-CASiI 19/1,12 mmol 22,5 mg
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pL
3 P eip sd - 22.783 24.822 10.378
Destile Su - 550 pL
9-CASI 1g/1,12 mmol 22,5mg
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pL
4 KCI Cozeltisi 25M 50 pL 22.984 25.127 10.566
c-GMP 500 pM 50 pL
Destile Su - 500 pL
9-CASiI 19/1,12 mmol 22,5mg
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pL
5 NaCl Cozeltisi 25M 50 pL 23.308 25.488 10.647
c-GMP 500 UM 50 pL
Destile Su - 500 pL

Cizelge 4.3’ten de anlasilacagi tizere 9-CASI, c-GMP konsantrasyonunu belirgin bir

sekilde azaltmistir. Kullanilan NaCl ve KCI tuzlarinin etkilesim tizerinde dnemli bir

etkisi gorilmemistir.

Ayni yontemle SIDMA iriinii de analiz edilmis ve sonuglar Cizelge 4.4’ de

verilmigtir.
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Cizelge 4.4. c-GMP ile SIDMA inkiibasyonuna ait HPLC sonuglari

ORNEK BILESEN STOK COZELTI ALINAN Alan - 242nm  Alan-309nm  Alan - 253nm
NO KONS. MIKTAR (MAU) (MAU) (MAU)
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pL
Sahit Destile Su - 600 pL ° ° °
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pL
1 c-GMP 500 uM 50 pL 38626 38508 38794
Destile Su - 550 pL
SIDMA 1g9/1,05 mmol 22,5 mg
2 Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pL 0 0 0
Destile Su - 600 pL
SIDMA 19/1,05 mmol 22,5 mg
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pL
3 e i 800 UM 50 L 33534 33741 33794
Destile Su - 550 uL
SIDMA 1g9/1,05 mmol 22,5 mg
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pL
4 KCI Cozeltisi 25M 50 pL 36502 36553 37198
c-GMP 500 pM 50 pL
Destile Su - 500 pL
SIDMA 1g/1,05 mmol 22,5mg
Tris Tampon Cozelti 50 mM 100 pL
5 NaCl Cozeltisi 25M 50 pL 37262 36936 37235
c-GMP 500 UM 50 pL
Destile Su - 500 pL

Benzer sekilde, SIDMA da c-GMP iizerinde etkili olmustur. Ancak burada kullanilan
KCl1 ve NacCl tuzlari, SIDMA’nin ¢c-GMP ile etkilesimini biiyiik dl¢iide engellemistir.

Sonug olarak, UV spektroskopisi ve HPLC ile yapilan analizler sentezlenen akridin

tirevlerinin -~ ¢c-GMP  ile etkilesime girdigini  gostermektedir. ~c-GMP

konsantrasyonunun azalmasina bagli olarak absorbansta (UV) ve pik alaninda

(HPLC) azalma gdzlenmistir.
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4.3. Silika Destekli Akridin Turevlerinin Biyofilm Uzerine EtKkisi

Silika destekli akridin turevlerinin B. subtilis’in biyofilm olusturma giicii iizerindeki
inaktivasyon etkisinin belirlenmesinde O’Toole (2011) tarafindan Onerilen yontem
esas alimmistir. Cizelge 4.5 te goriildigl gibi farkl icerikler halinde hazirlanarak
polistren mikro-kuyucuklu plakalara ekim yapildiktan sonra biyofilm aktivitesindeki

azalma 595 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir.

Cizelge 4.5°teki ilk 9 o6rnek kontrol Orneklerini temsil etmektedir. Igeriklerde
bulunan farkli maddelerin etkisi, absorbans degerindeki degisimle belirlenmektedir.
Maksimum biyofilm olusumu 10 numarali 6rnegin bulundugu kuyucuklarda
gerceklesmistir. YOnteme goOre sadece B. subtilis iceren kuyucuklarda biyofilm
olusumu en iist diizeyde olacagi icin bu kuyucuklardan elde edilen absorbans
degerlerinin de en yiliksek degerler olmasi beklenmektedir. Fakat sonuglar
incelendiginde SIDMA igeren kuyucuklardan elde edilen absorbans degerlerinin
yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu deger kristal viyole ile SIDMA’nin etkilesime

girerek absorbans degerini arttirdigi seklinde yorumlanmaktadir.

Ayrica SIDMA’nin suda ¢oziinmemesi, plaka kuyucuklarinda dip kisma ¢okmesi,
biyofilmin yiizeye yakin kisimlarda olusmasi gibi nedenler SIDMA ile biyofilmin
etkilesime girmesini engelleyen faktorlerdir. Belirtilen nedenler 1s18inda SIDMA nin
biyofilm ile etkilesim saglayamamasi sonucunda biyofilm iizerine inaktivasyon etkisi
hakkinda saglikli bir yorum yapilamamistir. Cizelge 4.5°te gorulen absorbans
degerleri 9-CASi’nin anti-biyofilm etkisinin oldugunu gdstermektedir.



Cizelge 4.5. Silika destekli akridin ttrevlerinin biyofilm tzerine etkisi

Ornek

No icerik Miktar ~ ABS! ABS? ABS® ABS*

1 Besiyeri 100 pL* 0,138 0,149 0,156 0,163
Besiyeri 100 pL*

2 9-CAS; 5 mg 0,187 0,237 0,156 0,163
Besiyeri 100 pL*

3 SIDMA 5,63 mg 2,015 2,079 0,217 0,169
Besiyeri 100 pL*

4 KCl 3.7 mg 0,147 0,162 0,159 0,158
Besiyeri 100 pL*

5 NaCl 2.9mg 0,231 0,149 0,167 0,219
Besiyeri 100 pL*

6 KCI 3,7mg 0,207 0,204 0,236 0,180
9-CASiI 5mg
Besiyeri 100 pL*

7 NaCl 2,9 mg 0,178 0,147 0,189 0,680
9-CASI 5 mg
Besiyeri 100 pL*

8 KCI 3,7mg 0,207 0,193 0,185 0,178
SIDMA 5,63 mg
Besiyeri 100 pL*

9 NaCl 2,9 mg 0,169 0,165 0,184 0,363
SIDMA 5,63 mg

10 Bacillus subtilis 100 pL 0,469 0,489 0,400 0,380

Bacillus subtilis 100 pL*

11 0,175 0,183 0,285 0,123

9-CASiI 5mg
Bacillus subtilis 100 pL*
12 SIDMA 5,63 mg 3,185 2,157 3,112 2,707
Bacillus subtilis 100 pL*
13 KCl 3.7 mg 0,382 0,402 0,334 0,303
14 Bacillus subtilis 100 pL* 0.302 0.374 0.204 0.298
NaCl 2,9mg
Bacillus subtilis 100 pL*
15 KCI 3,7mg 0,571 1,384 1,402 1,122
9-CASiI 5mg
Bacillus subtilis 100 pL*
16 NaCl 2,9 mg 0,239 0,460 0,433 1,269
9-CASI 5 mg
Bacillus subtilis 100 pL*
17 KCI 3,7mg 3,298 2,956 1,862 2,405
SIDMA 5,63 mg
Bacillus subtilis 100 pL*
18 NaCl 2,9mg 2,653 3,181 3,040 3,552
SIDMA 5,63 mg

* Spektrofotometrede bakterinin ODggonm; 0,5 ayarlamasi yapildi. Buna gore en uygun seyreltme orant
icin hacim %35’ besiyeri veya bakteri (35 pL) %65°1 saf su (L) olacak sekilde hazirland:.



37

5. SONUC VE ONERILER

Tez calismasi kapsaminda bakteriyel biyofilm olusumunu kontrol eden, c-di-GMP
niikleotidine baglanarak biyofilm olusumunu engelleme potansiyeli tasiyan farkli
akridin tiirevlerinin sentezi gergeklestirilmistir. Sentezlenen bu molekiillerin c-GMP
ile etkilesip etkilesmeyecegi test edilmis ve bakteri ortaminda biyofilm olusumu

lizerine etkisi belirlenmistir.

Sentezlenen buitin akridin tlrevlerinin ¢c-GMP konstantrasyonunda meydana
getirdigi azalma UV spektroskopisi ve HPLC ile yapilan analizlerle belirlenmistir.
Ayrica bu asamada akridin tirevi ile c-GMP etkilesiminde NaCl ve KCI tuzlarinin
etkisi de incelenmistir. Elde edilen sonuclar silika destekli akridin tirevlerinin c-
GMP ile etkilesimi bu tiirevlerin anti-biyofilm aktivitesi oldugunu gostermektedir.

Fakat NaCl ve KCI tuzlar1 bu etkilesimde belirgin diizeyde bir etki saglayamamustir.

Anlaml bir etkinlik saglayan akridin tiirevlerinin B. subtilis susu iizerindeki etkinligi
laboratuvar ortaminda test edilmistir. c-GMP konsantrasyonunda anlamli bir azalma
saglayan akridin tiirevlerinin (9-CASi) B. subtilis’ in biyofilm olusturma giicii
tizerinde de inaktivasyon etkisine sahip oldugu saptanmistir. SIDMA’nin kristal
viyole ile etkilesime girmesi biyofilm inaktivasyonu etkisinin belirlenmesi amaciyla
kullanilan yontem acgisindan sorun teskil etmektedir. Bu nedenle SIDMA’nin

biyofilm iizerine etkisi hakkinda yorum yapilamamustir.

Calisma kapsaminda sentezlen akridin tiirevlerinin giincel literatiirde yer almayan
0zgiin yapilar olmasi, elde edilen sonuglarin hem akademik alanda hem de saglik ve
gida sektoriine saglayacagi katkilar agisindan olduk¢a onemli oldugunu ortaya
koymaktadir. Elde edilen veriler 6zellikle saglik agisindan tehdit olusturan ve hastane
enfeksiyonlarinin % 65’ine neden olan biyofilm olusumunun engellenmesi igin

onemli bulgulardir.

Ayni zamanda bu tiirevler, herhangi bir ¢oziiciide ¢oziiniirligli olmayan silika jele
bagli yapilardir ve boylece kati bir destek tizerinde c-di-GMP molekuluni

tutabilmektedirler. Tutma miktar: 6l¢iilebildigi i¢in herhangi bir ortamda bulunan
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bakteri miktarinin belirlenmesinde kullanilabilecek biyosensdrlerin gelistirilmesi

mimkin olabilir.

Calismadan elde edilen veriler 1s18inda, sentezlenen yeni molekiillerin farkli
mikroorganizmalarin biyofilm olusturma potasniyelleri iizerindeki etkilerinin

incelenmesi gelecekte yapilmasi planlanan ¢alismalar arasinda yer almaktadir.
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