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OZET

Oyardi, O. (2021). Cerageninler ve Antimikrobiyal Peptidlerin Insan Havayolu Epitel
Hiicresi Uzerinde Olusturulan Pseudomonas aeruginosa Biyofilmi Uzerine Etkileri.
Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Farmasétik Mikrobiyoloji ABD.
Doktora Tezi, Istanbul.

Pseudomonas aeruginosa, ozellikle kistik fibrozis (KF) hastalarinin akcigerlerindeki
kronik enfeksiyonlar sirasinda konak dokular ve epitelyal yiizeylerde biyofilm
olusturabilen Onemli bir patojendir. P. aeruginosa’nin uzun siire akcigerlerde
kolonizasyonu, anormal havayolu epiteline sahip KF’li kisilerde mortalite ve
morbiditenin en birincil nedenidir. Antimikrobiyal peptidler (AMP) ve AMP’ler ile ayni
antimikrobiyal mekanizmalar aracilifiyla etki gosteren ve sentetik tiirevleri olarak
tasarlanan cerageninler yeni nesil antimikrobiyal molekiillerdir. Bu ¢alismada,
cerageninler ve AMP’ler ile olusturulan bir ko-kiiltiir enfeksiyon modeline olan etkisi
incelenmistir. Caligmada cerageninlerden CSA-13, CSA-44, CSA-90, CSA-131, CSA-
131-poloksamer (CSA-131P), CSA-138, CSA-142, CSA-144 ve CSA-192; AMP’lerden
ise cecropin, magainin ve LL-37 kullanilmistir. Bu ajanlarin P. aeruginosa planktonik
hiicrelerine olan antimikrobiyal etkileri belirlendikten sonra, insan akciger epitel hiicre
hatt1 olan A549 iizerine olan sitotoksisiteleri de MTT testi ile belirlenmistir. A549 hiicre
hatt1 P. aeruginosa ile enfekte edilerek antimikrobiyallerin hem hiicre igi bakterilere
olan etkisi incelenmis hem de hiicre hatt1 iizerine P. aeruginosa’nin adezyon ve biyofilm
olusumunu inhibe etme etkileri arastirilmistir. Ayrica bakteriyel enfeksiyon olusumunun
ve antimikrobiyal madde kullaniminin hiicreler {izerine olan sitotoksisitesini anlamak
icin laktat dehidrogenaz (LDH) deneyi yapilarak, hiicrelerden LDH salinimi
belirlenmistir. Tespit edilen Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) sonuglarina gére,
antimikrobiyal etkinligi en yiiksek ajan CSA-131 olarak belirlenirken, AMP’lerin
antimikrobiyal etkisinin cerageninlerden ¢ok daha diisiik oldugu saptanmustir. En diisiik
IC50 degerine sahip olan ceragenin, CSA-131’in pluronik F127 ile kombinasyonu
olarak belirlenmistir. CSA-13 hem hiicre i¢i bakterilere etkili olmasi hem de biyofilm
olusumunu inhibe etme 6zelligi ile en etkili antimikrobiyal madde olarak saptanmaistir.
CSA-13’iin sitotoksisitenin azaltilmasi amaciyla g¢esitli kombinasyonlar1 yapilarak ileri
calismalarla devam edilmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Cerageninler, Antimikrobiyal peptidler, Pseudomonas aeruginosa,
Kistik fibroz, Hiicre Kiiltiirii

Bu caligma, Tiibitak tarafindan desteklenmistir. Proje No: 119S353
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ABSTRACT

Oyardi, O. (2021). Effects of Ceragenins and Antimicrobial Peptides on Pseudomonas
aeruginosa Biofilm Formed on Human Airway Epithelial Cell. Istanbul University,
Institute of Health Science, Department of Pharmaceutical Microbiology PhD Thesis,
Istanbul.

Pseudomonas aeruginosa is an important pathogen that can form biofilms in host tissues
and epithelial surfaces, especially during chronic infections such as cystic fibrosis (CF)
lung. Long-term colonization of P. aeruginosa in the lungs is the primary cause of
mortality and morbidity in people with CF with abnormal airway epithelium.
Antimicrobial peptides (AMP) and ceragenins, which act through the same
antimicrobial mechanisms as AMPs and designed as synthetic derivatives of AMPs, are
the new generation antimicrobial molecules. The effects of ceragenins and AMP were
investigated in a co-culture infection model. In this study, CSA-13, CSA-44, CSA-90,
CSA-131, CSA-131-poloxamer (CSA-131P), CSA-138, CSA-142, CSA-144 and CSA-
192 as ceragenins and, cecropin, magainin and LL-37 as AMPs were used. After
determining the antimicrobial effects of the substances on P. aeruginosa planktonic
cells, their cytotoxicity on the A549 cell line was also determined by MTT test. After
A549 cell line was infected with P. aeruginosa, the effect of antimicrobials on
intracellular bacteria as well as the effects in inhibiting adhesion and biofilm formation
of P. aeruginosa were investigated. In addition, Lactate dehydrogenase (LDH) release
from cells was determined by performing an LDH experiment to understand the
cytotoxicity of bacterial infection and antimicrobial treatment on cells. According to the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) results, CSA-131 was determined as the
antimicrobial agent with the highest antimicrobial activity, while the antimicrobial
effects of AMPs were found to be much lower than that of ceragenins. The ceragenin
with the lowest 1C50 value was determined as the combination of CSA-131 with
pluronic F127. CSA-13 has been determined to be the most effective antimicrobial with
its effectiveness to both intracellular bacteria and biofilm formation. Further studies
should be continued by making various combinations of CSA-13 in order to reduce its
cytotoxicity.

Key Words: Ceragenins, Antimicrobial peptids, Pseudomonas aeruginosa, Cystic
fibrosis, Cell culture

The present work was supported by Tubitak. Project No. 119S353



1. GIRIS VE AMAC

Antimikrobiyal maddeler, hastaliklardan korunmada ve tedavide yer aldiklar1 ilk
donemden giiniimilize kadar tibbi ilerlemelere ve saglik sisteminin siirdiiriilebilirligine
onemli katki saglamiglardir. Bununla birlikte, antimikrobiyallerin yaygin ve yanlis
kullaniminin beraberinde getirdigi antimikrobiyal direnci, her gegen giin hastaliklari
tedavi etme yetenegimizi kisitlamaktadir ve bu sorun oOnemli bir kiiresel krize
doniismektedir. Ozellikle, hastane kaynakli enfeksiyon hastaliklart etkeni olan
Pseudomonas aeruginosa, gerek dogal ve kazanilmis antimikrobiyal direnci, gerekse de
biyofilm olusumu gibi viriilans faktdrlerine sahip olmasi nedeniyle Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) (World Health Organization-WHO) tarafindan belitrlenen &ncelikli
patojenler listesindedir (WHO 2017). Bu nedenle, yeni antimikrobiyallerin kesfi ile
ilgili calismalar ¢ok Onemlidir. Fakat ¢ok sayida calisma yiiriitiilmekle birlikte, az

sayida yeni antimikrobiyal madde klinik kullanima girmektedir.

Cerageninler ve antimikrobiyal peptidler (AMP), iki yeni antimikrobiyal madde
sinifi olma potansiyeline sahip aday antimikrobiyal molekiiller olup, giiniimiizde
etkinlikleri ve giivenilirlikleri ile ilgili yogun caligmalar siirdiiriilmektedir. AMP’ler,
prokaryotlardan insanlara kadar deg§isen organizmalarda bulunan, patojenlerin viicuda
girmesini takiben ilk basamak savunma hattinda gorev alan biyoaktif kiigiik
molekiillerdir. Dogal olarak ciltte, solunum yollarinda, gastrointestinal sistemde, idrar
ve lireme yollarinda bulunurlar ve patojenlere maruz kalan dokularda yiiksek AMP
konsantrasyonlarina rastlanabilmektedir. Immiin sistemi aktive etmek, inflamasyon
mekanizmalarint  kontrol etmek ve bakteri hiicre membraninit parcalamak gibi
mekanizmalarla antimikrobiyal etkinlik gostermektedirler ve bu nedenle genis
spektrumludurlar ve hizli etki gosterirler. 1k AMP’nin  1920°li yillarda
kesfedilmesinden bu yana, bircok peptid elde edilmistir. Ozellikle antimikrobiyal
direncin yayginlagmasini takiben bilim insanlarinin tekrar dikkatini c¢ekmis ve
antimikrobiyal aktiviteleri ile ilgili ¢alismalar hiz kazanmistir. Bazi AMP’ler klinik
calismalara dahil edilmis, ¢ok sayida peptid bazli ilag Amerikan Gida ve ilag¢ Dairesi
(Food and Drug Administration-FDA) tarafindan c¢esitli hastaliklarin tedavisi igin
onaylanmis veya onaylanmayi1 beklemektedir (Magana ve ark. 2020; Mercer ve ark.

2020). AMP’lerin genis spektrumlu ve immiin sistemi diizenleyici etkide olmalar1 gibi



avantajlart bulunmakla birlikte, klinik kullanimlarini sinirlandiran dezavantajlar1 da
bulunmaktadir. Bu dezavantajlardan bazilar1 yiiksek Olgekte {iiretilmelerinin ¢ok
maliyetli olmasi ve bakteriler tarafindan salinan proteazlar tarafindan pargalanabilme
potansiyelleridir (Hashemi, Holden, Taylor ve ark. 2018). Ayrica toksisite ve
immiinojenisite, ila¢ direnci, hemolitik aktivite ve diger yan etkiler gibi klinik
uygulamalarda karsilasilabilecek sorunlar ve endiseler bulunmaktadir. Bu gibi
dezavantajlarin istesinden gelmek adina AMP’lerin peptid yapida olmayan sentetik
tirevleri gelistirilmistir. Cerageninler adi1 verilen bu yeni antimikrobiyal sinifi, safra
asidinin ¢ok sayida farkli tiirevi olarak sentezlenmigtir. AMP’ler ile ayni etki
mekanizmasina sahip olup, ¢ogu mikroorganizmaya karsi genis spektrumlu etki
gostermektedirler.  AMP’lerden farkli olarak -iiretimlerinin daha kolay olmasi,
proteazlardan etkilenmemeleri gibi 6zelliklerinden dolayi- biiylik capta iiretimleri ve

olasi klinik kullanimlart daha kolaydir (Hashemi, Holden, Taylor ve ark. 2018).

Kistik fibrozis (KF), kistik fibrozis transmembran iletkenlik diizenleyici (cystic
fibrosis transmembrane regulatory-CFTR) proteinini kodlayan 7. kromozom {izerindeki
CFTR genindeki mutasyonlarin neden oldugu kalitsal ve oliimciil bir hastaliktir. Bu
protein, solunum yolu, gastrointestinal sistem, karaciger, pankreas ve erkek tireme
sistemi dahil olmak iizere viicudun c¢esitli organlarinda bulunur. Solunum yollarinda, bu
proteinin islev bozuklugu, mukosiliyer sistem tarafindan temizlenemeyen mukus
kalinligimin artmasina neden olur. Bu da solunum yollarinda kronik enfeksiyona ve
ardindan da diizensiz iltihaplanmaya yol acabilmektedir (Blanchard ve Waters 2019).
KF akcigeri, antimikrobiyal maddelerle tedaviye zayif yamit veren kronik bir
inflamasyona sahiptir. KF hastalarinin solunum yollarinda baskin patojenlerden biri P.
aeruginosa’dir ve ozellikle hastane kaynakli bir enfeksiyon ajani olmasi hastalarin
hastane ve kliniklerden dolay1 enfekte olmasina neden olmaktadir (Blanchard ve Waters
2019; Moreau-Marquis, Stanton ve ark. 2008). KF havayollarinda meydana gelen P.
aeruginosa biyofilmi nedeni ile mevcut antibiyotik rejimleri yetersiz kalmakta ve bu
durum hastalarda prognozun kétiilesmesine, solunum yetmezligine ve 6liime neden
olabilmektedir. P. aeruginosa’nin KF akcigerlerinde biyofilm yapabilme yeteneginin,
KF akcigerlerinde diisiik oksijen ortami saglayan mukus tabakasinin fazla sekresyonu
ve notrofillerin nekrozu ile ortaya ¢ikan deoksiribo niikleik asit (DNA) ve aktin
varhigindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Moreau-Marquis, Stanton ve ark. 2008).
Biyofilme neden olan bakteriler ve olusturduklart kompleks biyofilm yapilari,



antibiyotiklere ve viicudun dogal savunma mekanizmalarina ¢ok daha direnclidirler. Bu
nedenle, P. aeruginosa’nin neden oldugu KF akciger enfeksiyonu olgularinda tedavi
basarisizlig1 yiiksektir ve yeni, etkili antibiyotiklerin tedavi rejimine girmesi

gerekmektedir.

In vitro biyofilm c¢alismalart cam veya propilen gibi cansiz yiizeylere
mikroorganizmalarin yapismasi prensibine dayanarak yiriitiilmektedir. Fakat KF gibi
hastaliklarda mikroorganizmalar canli  dokular iizerine yapisarak biyofilm
olusturmaktadir. Yapilan calismalar patojen ile konakg¢1 arasindaki etkilesimden
bagimsiz olarak yiiriitiilmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda bir insan havayolu epitel
hiicre hatti olan A549 (Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu-ATCC® CCL-185™)
izerinde P. aeruginosa biyofilm olusumu incelenmistir. Bu biyofilm olusumuna
cerageninlerin ve  AMP’lerin etkisi arastirilmis ve bu antimikrobiyallerin sadece
mikroorganizmaya karsit degil ayn1 zamanda canli insan hiicresine olan etkilesimi de
incelenebilmistir. Bu kapsamda, c¢alismada kullanilan antimikrobiyallerin P.
aeruginosa-Green fluorescent protein  (GFP) (ATCC® 10145GFP™)’e Karsi
antimikrobiyal etkisi belirlendikten sonra, A549 hiicresine kars: sitotoksisitesi de MTT
[3-(4,5-dimetil tiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bromide] yontemi ile belirlenmistir.
Patojen ve hiicrenin bir arada olusturdugu ko-kiiltiire karsi antimikrobiyallerin
etkinlikleri test edilmis ve tedavi rejiminin hiicre lizerine sitotoksik etkisi laktat
dehidrogenaz (LDH) sitotoksisite testi ile incelenmistir. Kullanilan P. aeruginosa-GFP
susunun floresan ozelliginden yararlanilarak floresan mikroskobu (Olympus ckx4) ile

olusan biyofilm ve tedavinin etkinligi goriintiilenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. P. aeruginosa’nin Genel Ozellikleri

P. aeruginosa, Pseudomonadaceae ailesine ait, aerobik, spor iiretmeyen,
yaklasik 1-5 um uzunlugunda, 0,5-1,0 um genisliginde Gram negatif bir basildir. Tek
tarafli flagellasi sayesinde hareketli bir mikroorganizmadir (Azam ve Khan 2019;
Diggle ve Whiteley 2020). Toprak ve suda dogal olarak bulunmakla birlikte, bitkiler,
hayvanlar ve insanlar gibi canli kaynaklarda da kolonize olabilir (Botelho ve ark. 2019;
Klockgether ve Tummler 2017). Yaklasik 37°C sicakliklarda iyi bitylimekle birlikte, 4—
42°C arasinda degisen sicakliklarda hayatta kalabilir. Toprakta polisiklik aromatik
karbonlar1 pargalayabilir. Bununla birlikte, 6zellikle insan ve hayvanlar tarafindan
kirletilen kanalizasyon sulari, hastane atik sular1 gibi sularda siklikla tespit

edilebilmektedir (Diggle ve Whiteley 2020).

P. aeruginosa insanlarda lokal veya sistemik enfeksiyonlar yapabildigi gibi,
hayat1 tehdit eden akut ve kronik enfeksiyonlara da neden olabilen firsat¢t bir
patojendir. P. aeruginosa’nin neden oldugu hastaliklar arasinda, idrar yolu
enfeksiyonlar;, yara ve yanik enfeksiyonlari, folikiilit gibi deri enfeksiyonlari,
gastrointestinal  enfeksiyonlar, bakteriyemi, KF’li hastalarda solunum yolu
enfeksiyonlart sayilabilir (Botelho ve ark. 2019; Azam ve Khan 2019). Ayrica énemli
bir hastane enfeksiyon etkenidir. Bu nedenle ventilatér iliskili hastane kokenli
pnomoninin baslica nedenlerinden biridir. Hastane enfeksiyon etkenlerinden biri oldugu
ve antimikrobiyal maddelerin etkilerinden kacabildigi i¢in yani yiiksek direng gelistirme
potansiyeli ve viriilans 6zellikleri nedeniyle ESKAPE grubu bakteriler igerisine dahil
edilmistir. Bu grupta hastane enfeksiyonu etkenlerinden Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, P.
aeruginosa ve Enterobacter tiirleri bulunmaktadir (Botelho ve ark. 2019; Mulani ve ark.
2019).

2.2. Antibiyotik Direnci

P. aeruginosa diger bakteriler ile karsilastirildiginda goreceli olarak daha biiyiik
bir genom (5,5-7 Mbp) yapisina sahiptir ve onemli sayida genler, organik bilesiklerin
metabolizmasi, tasinmasi, hiicre i¢ine alimi ve hiicre disina atilmasi gibi 6nemli

diizenleyici proteinleri kodlamaktadir. Bu genis kodlama kapasitesi cesitli ¢evresel



streslere kars1 tepki verebilme yetenegi kazandirmaktadir (Hwang ve Yoon 2019; Pang
ve ark. 2019). P. aeruginosa’nin kisitli dis zar gegirgenligi, antibiyotikleri hiicreden
disar1 pompalayan disar1 attim pompalar1 ve B-laktamazlar gibi antibiyotikleri etkisiz
hale getiren enzimlerin tiretimi yoluyla ¢cogu antibiyotige kars1 yiiksek diizeyde dogal
dirence sahip oldugu gosterilmistir. P. aeruginosa’nin porin yapisindaki farkliliklar
nedeniyle dis zar gecirgenligi oldukg¢a kisithidir. Escherichia coli’den 12 ila 100 kat
daha az gegirgen oldugu bilinmektedir. Bu nedenle hiicre igine girerek etkinlik gosteren
aminoglikozitler, kinolonlar gibi antibiyotiklerin gegirgenliginin azalmasina ve direng
gelisimine neden olmaktadir. Ayrica, yapisinda bulunan disari atim pompalari
antibiyotiklerin hiicre disina atilmasina neden olmaktadir. P. aeruginosa’nin sahip
oldugu dogal direncin en 6nemli sebeplerinden biri de B-laktamazlar ve aminoglikozit-
modifiye edici enzimler gibi antibiyotikleri modifiye ya da inaktive eden enzimlere
sahip olmasidir. Dogal direncin yan1 sira P. aeruginosa mutasyonlar veya gen transferi

yolu ile kazanilmis antibiyotik direnci de gosterebilmektedir (Pang ve ark. 2019).

P. aeruginosa suslari ii¢ ya da daha fazla antimikrobiyal grup igerisinde her
birinden en az bir ilaca direncli ise ¢oklu ilaca direngli (CID), en fazla 2 antibiyotik
grubunda bir ya da daha fazla ilaca direngli ise genislemis ila¢ direngli, tiim
antibiyotiklere direngli ise pan-resistant olarak isimlendirilmektedir (Magiorakos ve ark.
2012). Giintimiizde P. aeruginosa’nin antimikrobiyal maddelere gelistirdigi direng
nedeniyle tedavi secenekleri kisith hale gelmistir. Bazi P. aeruginosa suslari,
karbapenemler, iigiincii kusak sefalosporinler gibi CID mikroorganizmalarin tedavisinde
kullanilan antibiyotiklere karsi direng gelistirmislerdir (Azam ve Khan 2019). Hatta
diinyanin farkli yerlerinden tedavide kullanilan mevcut tiim antibiyotiklere direng
gelistirmis yani pan-resistant P. aeruginosa suslari rapor edilmistir (Xiong ve ark. 2017;
Castafieda-Montes ve ark. 2018). P. aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in yeni ve
etkili antibiyotiklerin kesfine ihtiya¢ duyulmaktadir. Fakat kullanima giren
antibiyotikler mevcut antibiyotik smiflarindan olmakla birlikte, kullanima girmesini
takiben direncin ¢ok hizla gelistigi gozlemlenmektedir. Terapétik alternatiflerin
olmamasi, direngli P. aeruginosa’nin neden oldugu enfeksiyonlarin diinya ¢apinda
morbidite ve mortalite acisindan énemli bir tehdit olusturmasina neden olmustur. Bu
nedenle, DSO 2017'de karbapeneme direngli P. aeruginosa'nin yeni antibiyotiklere
acilen ihtiya¢ duyulan "kritik" grupta listelendigini bildirmistir (WHO 2017).



Avrupa Antimikrobiyal Direng¢ Siirveyans Agina (European Antimicrobial
Resistance Surveillance Net-EARS-Net), 2019 yilinda 30 Avrupa Birligi ilkesi
tarafindan veriler rapor edilmistir. Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi
(European Centre for Disease Prevention and Control-ECDC) tarafindan yayinlanan bu
rapora gore, rapor edilen P. aeruginosa suslarinin %3,4’{iniin siirveyans aginda takip
edilen bes antimikrobiyal gruba (piperasilin-tazobaktam, florokinolonlar, seftazidim,
aminoglikozidler ve karbapenemler) direngli olduklar1 gosterilmistir. Ayrica suslarin
%31,8’1 de en az bir antimikrobiyal gruba karsi direngli bulunmustur. Ayni raporda,
2015 yilindan itibaren 2019 yilina kadar olan veriler karsilagtirildiginda Avrupa Birligi
tilkeleri diizeyinde, kiiciik ama onemli sayilabilecek bir azalma oldugu vurgulanmistir

(ECDC 2019).

Ulkemizde de DSO’niin 6nerileri dogrultusunda Ulusal Antimikrobiyal Direng
Siirveyans Sistemi (UAMDSS) kurulmustur. 2016 yilinda Tirkiye Halk Sagligi
Kurumu (THSK) tarafindan yayinlanan son rapora gore 2016 yili igerisinde izole edilen
suslarin %32,6’simin CID olduklar: bildirilmistir. En yiiksek direnc prevalans: %46,1 ile
karbapenemlere karsi saptanmustir. Tiirkiye ve Avrupa Birligi iilkelerinin 2016 yili
direng siirveyans verileri karsilastirildiginda, CID P. aeruginosa agisindan Tiirkiye’nin
yiiksek bir yiizdeye sahip oldugu goriilebilmektedir (THSK 2016). Benzer sekilde, DSO
tarafindan organize edilen ve Tiirkiye nin de icerisinde bulundugu Orta Asya ve Dogu
Avrupa Antimikrobiyal Direng (CAESAR) Ag1 2018 raporuna gore, 2017 yilinda en
yiiksek direng prevalansi karbapenemlere (%44) karsi bulunmustur (WHO 2018).

2.3. P. aeruginosa’min Viriilans Faktorleri
P. aeruginosa, patojenitesini arttiran ve antibiyotik direncine katki saglayan ¢ok

sayida viriilans faktoriine sahiptir.

Tek tarafli flagella, P. aeruginosa’ya bakteriyel kemotaksise yardimci olan
hareket kabiliyeti saglar. Ayrica hiicre membrani veya diger yiizeylere yapismada gorev
alan adezinler olan ¢oklu hiicre yiizeyi pilileri (Tip 4) bulunmaktadir. Yiizey pilileri
adezyon saglayarak biyofilm olusumunda ve hedef dokularda mikrokoloniler
olusturarak antibiyotikler ve viicut savunma sistemlerinden kagmada da gorev alir

(Newman ve ark. 2017; Gellatly ve Hancock 2013; Al-Wrafy ve ark. 2017).

P. aeruginosa’nin 6nemli viriilans faktorlerinden biri de sekresyon sistemleridir.

Bu salgilanan iiriinler ¢ogu zaman enzimler, proteinler ve toksinler olabilir. Bu



sistemlerden P. aeruginosa i¢in Tip 1 sekresyon sistemi (T1SS), T2SS, T3SS, T5SS ve
T6SS olmak iizere bes tane rapor edilmistir (Azam ve Khan 2019). P. aeruginosa dort
tip ekzoenzim iiretebilmektedir (Newman ve ark. 2017). T3SS, toksinleri dogrudan
konak¢1 hiicrelere enjekte etmeye yardimecir olur, akut invazif enfeksiyonlarda
ekspresyonu artar ve mortalite ile iliskili oldugu gosterilmistir (Gellatly ve Hancock
2013). P. aeruginosa dis membraninda bulunan lektinler olan LecA ve LecB’nin,
adezyon, biyofilm olusumu ve akciger hasarma katki sagladig1 gosterilmistir (Al-Wrafy
ve ark. 2017).

Lipopolisakkarit, dig zarin dig kismin1 olusturan kompleks bir glikolipiddir ve
onemli bir viriilans faktoriidiir. Lipopolisakkarit, bakteriyel yapigmaya, hiicrelerin
birbirlerine yapismasina ve biyofilmlerin viskoelastik 6zelliklerini etkileyerek biyofilm
islevine ve yapisina katkida bulunur (Al-Wrafy ve ark. 2017; Gellatly ve Hancock
2013).

P. aeruginosa suslarmin biiyiik ¢cogunlugu proteolitik ve elastolitiktir. Proteolitik
ve elastolitik proteinlerin P. aeruginosa'min viriilansina ve patojenitesine katkida
bulunduguna inanilmaktadir (Newman ve ark. 2017). P. aeruginosa tarafindan birgok
proteaz salgilanir ve viriilansa katkida bulunur. Bu proteazlar, okiiler enfeksiyonlarda ve
sepsiste, immiinoglobulinleri ve fibrini pargalayabilirler ve epitelyal dokuyu bozabilirler
(Gellatly ve Hancock 2013). Benzer sekilde salgilanan lipaz ve fosfolipazlar, konakg1
hiicre membranlarindaki fosfolipitleri pargalayabildikleri gibi yiizey aktif maddelerde
bulunan lipitleri de pargalayabilmektedirler (Gellatly ve Hancock 2013). Fosfolipazlar
hemolitik ve non-hemolitik olabilmektedir ve hemolitik fosfolipazlarin insan
eritoristlerini pargalama 6zellikleri vardir. Yapilan ¢alismalarda kronik P. aeruginosa
enfeksiyonu bulunan KF’li hastalarin tamaminda hemolitik fosfolipazlarin sayisinin

arttig1 belirlenmistir (Newman ve ark. 2017).

Sidereforlar, ozellikle ortamda smirli sayida bulunan demiri selatlayarak
kullanimin1 saglayan bilesiklerdir. P. aeruginosa tarafindan iiretilen sideroforlardan iki
tanesi piyoverdin ve piyokelindir (Newman ve ark. 2017; Al-Wrafy ve ark. 2017).
Piyosiyanin bir diger viriilans faktoriidiir ve konak solunum sisteminde oksidatif strese

neden olur ve siliyer fonksiyonlarin bozulmasina yol agar (Gellatly ve Hancock 2013).

Mikroorganizmalarin gevresel degisiklikleri algilamast ve bu degisikliklere

uygun cevaplar vermesi patogenezi agisindan Onemlidir. Quorum sensing (QS),



bakterilerin ¢evrelerindeki bakteriyel popiilasyonun yogunlugunu algilamasina ve farkli
genleri diizenlenmesi ile bu uyaranlara cevap olusturulmasina izin veren bir
mekanizmadir (Smith ve Iglewski 2003). Bakterinin g¢evresine salgilanan ve cesitli
virlilans faktorlerinin ekspresyonunun ve biyofilm olusumunun diizenlenmesinde
o6nemli bir rol oynayan, oto-indiikleyici olarak adlandirilan hiicreler arasi, kiigtik, sinyal
molekiillerini igerir. P. aeruginosa’nin patogenezi indiikleyen birgok geni QS sistemi
tarafindan diizenlenebilir. P. aeruginosa 3 temel oto-indiikleyici tiretir. Bunlardan iki
tanesi agil homoserin lakton (Las ve Ehl), bir tanesi ise kinolon bazli sistemdir (PQS)
(Al-Wrafy ve ark. 2017). P. aeruginosa’nin bazi viriilans faktorleri Sekil 2-1’de

sematize edilmistir.

Flagella

Hiicre disi sekresyon
iriinleri:
Diger adezinler - Enzimler (Lipaz,
fosfolipaz, proteaz)
- Toksinler
- Sideroforlar
- Qs sistemi

Ekzopolisakkaritler
Biyofilm

Sekil 2-1: P. aeruginosa viriilans faktorleri

2.3.1. Biyofilm Olusumu

P. aeruginosa’nin en Onemli virlilans faktorlerinden biri de biyofilm
olusumudur. Bakteriyel biyofilm, ilk olarak Costerton ve ark. (1978) tarafindan bir
yilizeye yapisan ve hiicre dis1 bir polisakkarit matriks iireten mikroorganizma toplulugu
olarak tanimlanmistir. Montana'daki Alpin Golleri ve Akarsulari’ndaki kayalarin
yiizeylerini incelediklerinde biyofilmlerde oldukca fazla sayida bakteri kesfetmislerdir.

Bu kesif sonucundaki verilere dayanarak biyofilmlerin dogadaki bakteriyel varligin



onemli bir bigimi oldugunu dogrulamiglar ve ayni zamanda endiistriyel ve tibbi

alanlarda da 6nemini vurgulamiglardir (Costerton ve ark. 1978).

Biyofilm kiitlesi, mikroorganizmalar tarafindan olusturulan hiicre dis1
polisakkarit matriks ve mikroorganizmalardan olusmaktadir. Hiicre dis1 matriks,
proteinler (%>2), ekzopolisakkarit (EPS) (%1-2), hiicre dis1t DNA (ekstraseliiler DNA-
eDNA) (%<1), riboniikleik asit (RNA) (%<1), lipitler ve iyonlar gibi bilesenlerden
olusmaktadir. Matriksin en biiyiik bileseni yiizde 97’sini kaplayan sudur. Biyofilm
icerigindeki temel besin maddelerinin akisi su igerigi sayesinde gerceklesir (Lee ve
Yoon 2017; Jamal ve ark. 2018). P. aeruginosa, g¢evresel degisikliklere yanit olarak
planktonik formdan daha sabit bir yasam tarzi olan biyofilm yapisina kolaylikla
gegebilir. Bu durum antibiyotiklere, viicut bagisiklik sistemlerine, dezenfektanlara kars1
artan dirence neden olurken, boylelikle kronik enfeksiyonlara zemin hazirlar (Thi ve

ark. 2020).

Uc ekzopolisakkarit, yani Psl, Pel ve aljinat, yiizey yapismasinda, biyofilm
olusumunda ve biyofilm yapisinin stabilitesinde biiylik 6l¢iide rol oynar. Psl, hem
mukoid olmayan hem de mukoid suslarin biyofilm sentezi baslangici sirasinda sabit
hiicrelerin (bir ylizeye bagh hiicreler) yiizeylere yapismasi ve hiicreden hiicreye
etkilesim i¢in gereklidir. Biyofilm olgunlasmasinin son asamasinda, biyofilmin disinda
biriktigi gosterilmistir ve boylelikle biyofilme yapisal destek saglar. Psl gibi Pel de,
mukoid olmayan suslarda biyofilmin temel bir matris bilesenidir ve ylizey
baglanmasiin baglatilmasinin yani sira biyofilm biitiinliigiiniin korunmasinda da rol

oynar (Thi ve ark. 2020; Lee ve Yoon 2017).

Aljinat, mukoid Pseudomonas suslarinin biyofilminde siklikla rastlanir ve
ozellikle KF akcigerlerinde kronik enfeksiyondan sorumludur. Aljinat, mannuronik asit
ve glukuronik asit kalintilarindan olusan negatif yiiklii asetillenmis bir polimerdir.
Aljinat varligi, mukoid olan ve olmayan suslarin ayirtedilmesine yardimci olur. Aljinat
varhigimin biyofilmin olgunlagsmasi, fagositozdan korunma, su ve besinleri tutma,
antibiyotiklerin  penetrasyonunu engellenme gibi 6nemli fonksiyonlari oldugu
belirlenmistir. Mannurik ve glukuronik asit diizeyindeki farkliliklarin biyofilmlerin
viskozitesini degistirdigi ve KF hastalarinin akcigerlerini etkiledigi gosterilmistir (Thi

ve ark. 2020; Lee ve Yoon 2017).
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Bir diger hiicre dis1 matriks bileseni eDNA’dir. Hiicre dis1 matrikste DNA’nin
varligi ile ilgili farkli teoriler bulunmaktadir. Bunlardan biri biyofilm olusumu
asamasinda bakterideki otoliz sonucu agiga DNA c¢ikmasidir. eDNA’nin biyofilm
matriksi igerisinde ¢ok Onemli gorevleri vardir. Erken biyofilm olusum asamasinda
gorev alir. Ayrica antibiyotik direncine de katki saglar (Lee ve Yoon 2017). P.
aeruginosa’da eDNA’nin 6nemli bir proinflumatuar faktor oldugu ve nétrofil

aktivasyonunu tetikledigi gosterilmistir (Fuxman ve ark. 2010).

P. aeruginosa, KF akciger epitelinde DNA, protein ve ekzopolisakkarit {iretimi
ile biyofilm olusturabilir ve kronik enfeksiyonlara neden olabilir. Biyofilm yasam
dongiisii diizenlenmesi temel faktorlerin etkisi ile gergeklesir. Bunlar QS sistemi,
ekzopolisakkaritler, Cyclic di-GMP ve iki diizenleyici sistem komponeti olan
GacS/GacA and RetS/LadS’dir (Pang ve ark. 2019). Mikroorganizmalarin i¢ine gomiilii
oldugu biyofilm matriksi, toplam biyofilm kiitlesinin %90’indan fazlasinm
olusturmaktadir ve igerigi susa, bliylime kosullarina, biyofilmin yasina bagli olmakla
birlikte c¢ogunlukla, su, polisakkaritler, proteinler, eDNA ve lipidlerden meydana
gelmektedir (Ciofu ve Tolker-Nielsen 2019; Moradali ve ark. 2017).

Bakteriyel biyofilmler birkag saat igerisinde gerceklesebilir. Biyofilm olusumu
kompleks siireclerdir. Temel olarak 5 farkli asamadan meydana geldigi sdylenebilir.
Bunlar, geri doniisiimlii baglanma, geri doniisiimsiiz baglanma, ¢ogalma ve matriks

iretimi, olgunlagsma ve ayrilmadir.

Geri doniisiimlii baglanma, ¢esitli bakteriyel yapilarin icerisinde bulundugu bir
dizi siire¢ sonucunda meydana gelmektedir. Ilk olarak bakteriler gevresel sinyaller
araciligiyla uygun bir yiizey tespit eder ve flagellasi yardimiyla hem yiizeye taginir hem
de biyofilm olusumunu baslatir. Inaktif bir flagellanin varliginda biyofilm olusumun
gerceklesmedigi gosterilmistir (Vallet ve ark. 2001). Bu ilk yapisma asamasi geri
dontisiimliidiir. Bu yapisma asamasi cevresel etkilerin yani sira yiizeyin yapisindan da
etkilenmektedir. Piirlizlii ve hidrofobik bir yiizey yapismayi arttirirken, ortamda organik
maddelerin varligr da yapigsma asamasina katkida bulunur. Bu asama ilk yiizey ile

temastan sonra birkag saniye igerisinde gergeklesir (Olivares ve ark. 2020).

Geri doniisiimsiiz baglanmada adezinler, Tip IV pili ve liposakkaritler gibi
yapilar goérev almaktadir. Bu yapilar bakterilerin yilizeye geri doniisiimsiiz daha sik1 bir

sekilde baglanmasina, yapisan bakterinin artmasina ve mikrokolonilerin olusmasina
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yardimer olur. Hiicre i¢i ikincil mesajct olarak gorev alan c-di-GMP’nin biyofilm
olusumu siirecinde artis gosterdigi belirlenmistir. C-di-GMP artiginin adezin ve diger
hiicre dis1 matriks bilesenlerinin liretimini tetikledigi gosterilmistir. Ayrica biyofilm
olusumun sRNA (small RNA) ile de diizenlendigi ve P. aeruginosa’nin hareketli
mikroorganizmadan sesil mikroorganizmaya gecisini sagladigi gosterilmistir (Lee ve
Yoon 2017; Tolker-Nielsen 2015). QS molekiillerinin hiicreler arasi iletisim ve belirli
genlerin ekspresyonunu saglamak gibi énemli gorevleri oldugu bilinmektedir. Yapilan
calismalar QS molekiilleri iiretemeyen bir mutant susun diiz ve farklilasmamis
biyofilmler {irettigini ve antibiyotiklere daha duyarli olduklarini gostermistir. Ayrica QS
inhibitorlerinin, P. aeruginosa’nin biyofilm olusumunu engelledigi gosterilmistir
(O’Loughlin ve ark. 2013; Tolker-Nielsen 2015). QS molekiilleri, biyofilm olusumunda
onemli gorevleri olan, ramnolipitler, lektin ve sideroforlarin iiretimini kontrol ederken,
ayni zamanda biyofilm matriksinin Onemli bir parcast olan eDNA’nin ortaya

cikmasinda da 6nemli rol oynar (Tolker-Nielsen 2015).

Geri doniisiimsiiz  baglanma asamasini takiben, ylizeye yapisan bakteri
bliylimeye ve biyofilmi stabilize etmek icin hiicre dist matriks iiretmeye baslar. P.
aeruginosa ti¢ ekzopolisakkarit (aljinat, Pel ve Psl) salgilayarak biyofilmin stabilitesini
saglar. Bu asamada bakteriyel mikrokoloniler olusur, biyofilm ¢ok katmanli hale gelir
ve biyofilm kalinlig1 10 um'ye kadar ¢ikabilir. Biyofilmin ikinci olgunlagsma asamasinda
bu mikrokoloniler, biyofilm olgunlagsmasinin ayirt edici 6zelligi olan kapsamli iig
boyutlu mantar benzeri yapilara doniisiir ve kalinlig1 yaklasik 100 um'ye ulasir (Thi ve
ark. 2020; Gupta ve ark. 2016). Bu yapilarda besinlerin ulastirilmasi ve atiklarin
uzaklastirilmast amaciyla oOzellesmis su kanallart da olusmaktadir. Biyofilm
olgunlastik¢a, bakteriler c¢evresel kosullara gore fizyolojik, yapisal ve metabolik
degisiklikler meydana getirebilir ve gevresel streslere daha direngli hale gelirler (Lee ve
Yoon 2017; Gupta ve ark. 2016).

Biyofilm olusumun son asamasi ayrilmadir. Bu asama, yeni bolgelerde biyofilm
olusumu i¢in gerekmektedir. Bu ayrilma asamasinin farkli tipleri bulunmaktadir. Biiyiik
parcalarin biyofilm kiitlesinden ayrilmas1 gerceklesebilecegi gibi, dis yiizeyden kiiciik
parcalarin erozyonu da goriilebilmektedir. P. aeruginosa biyofilminde, aljinat liyaz
enzimi salgilanarak biyofilm kiitlesinin parcalanmasi saglanir, ayrica biyofilmin

merkezinden de tek tek bakteriler veya mikrokoloniler ayrilabilir. Ayrilma
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mekanizmasinda hiicre dis1 matriksin pargalanmasi ve bazi bakterilerin otolizi
goriilebilir. Bazen bakteriyel ayrilma c¢evre sartlarindaki degisikliklere bagl olarak da
meydana gelebilmektedir. Ozellikle hiicre ici c-di-GMP seviyelerindeki degisiklikler
ayrilmay1 dogrudan etkilemektedir (Lee ve Yoon 2017). Biyofilm olusum asamalari
Sekil 2-2’de sematize edilmistir (Vasudevan 2014).

Planktonik Biyofilm
Ayrilma ve yeni
biyofilmler olusturma :

N_ - r P < 7

Sk ¥

——me * =

. Tek-tabakali biyofilm Mikrokoloni .
Yiizeye yapisma olusumu ve matriks olusumu, ok tabakals Olgun biyofilm
tiretimi biyofilm

Sekil 2-2: Biyofilm olusumu (Vasudevan 2014)

2.4. P. aeruginosa Biyofilminin Klinik Onemi

Giliniimiizde, biyofilmlerin hem ekolojik acidan hem enfeksiyon hastaliklar
acisindan Onemi daha net anlasilmistir. ABD Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH), tiim
mikrobiyal enfeksiyonlarin %65 inin, tiim kronik enfeksiyonlarin ise %80’inin biyofilm

olusumu ile iligkili oldugunu bildirmistir (Olivares ve ark. 2020).

Biyofilmler kompleks yapilari nedeniyle dezenfektanlara ve antibiyotiklere daha
direnglidirler. Bu durum biyofilm iliskili pek ¢ok sorunu beraberinde getirmektedir.
Icme suyu sistemlerinde kontaminasyon, ilag endiistrisinde giivenlik sorunlar1 gibi
endiistriyel alanlarda problemlere neden olabilecegi gibi, antimikrobiyallere ve viicut
savunma sistemlerine direngli kronik enfeksiyonlara da neden olabilmektedir.
Biyofilmin baz1 yararli kullanimlar1 da bulunmaktadir. Cevresel toksinler gibi cevre
kirliligine neden olan maddeleri yok etmek i¢in kullanilan biyoremediasyon

siireglerinde biyofilmlerden faydalanilabilmektedir (Lee ve Yoon 2017; Jamal ve ark.
2018).
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P. aeruginosa’nin biyofilm yapabilme yetenegi, siddetli ve tekrarlayan
enfeksiyonlara neden olan 6nemli bir faktordiir. Biyofilmlerin, antimikrobiyallere ve
savunma sistemlerine planktonik formlara gore gosterdigi direncin fazla olmasi
mortalite ve morbiditeyi arttiran en Onemli nedendir. P. aeruginosa biyofilm
enfeksiyonu en sik viicuda yapay olarak yerlestirilen cihazlarin yiizeyinde
gerceklesmektedir. Bu cihazlara, endotrakeal tiipler, triner kataterler, protezler, santlar,
yapay kalp kapakciklar1 ve stentler, ortopedik implantlar gibi viicuda disaridan eklenen
yapay cihazlar 6rnek olarak verilebilir. Bu yapay materyallerde biyofilm olusumu
materyalin insan viicuduna yerlestirilmesinden kisa siire sonra ortaya ¢ikabilir. Cihazin
¢ikarilmasi biyofilmin ve enfeksiyonun uzaklastirilmasi igin g¢ogunlukla tek Yol

olmaktadir (Maurice ve ark. 2018).

P. aeruginosa biyofilminin neden oldugu kronik enfeksiyonlara, KF hastalarinda
akciger enfeksiyonlari, endokardit, periodontitis, rinosiniizit, osteomiyelit, iyilesmeyen
kronik yaralar, menenjit ve bobrek enfeksiyonlari 6rnek verilebilir (Khatoon ve ark.
2018). Endokardit, kalbin endotel yiizeyi ile bakterilerin etkilesimi ile gergeklesir.
Bakteriyemi durumunda kanda bulunan mikroorganizmalar kalbin kapaklarina 6zellikle
hasar durumunda yerleserek biyofilm olusturabilir. Periodontitis durumunda dis minesi
ve dis etinde biyofilm olusumu gozlemlenebilir ve bu durum dis kayiplarina neden
olabilir. Pseudomonas’in bazi tiirlerinin de periodontitisten sorumlu oldugu
bilinmektedir. Osteomiyelit, bakteriyemi gibi bir i¢ kaynaktan ya da travma gibi bir dis
kaynaktan gelen mikroorganizmanin kemiklerde enfeksiyon olusturmasi ile meydana
gelmektedir. P. aeruginosa ile enfekte olmus yaralarin daha geg iyilestigi ve daha

biiyiik boyutta oldugu gosterilmistir (Gupta ve ark. 2016).

2.5. Kistik Fibrozis

KF, wviicutta epitel ylizeyler arasindaki ozmotik basinci dengeleyen 7.
kromozomda bulunan siklik AMP bagimli kloriir ve bikarbonat iyon tasima kanalini
kodlayan, CFTR adindaki bir gende meydana gelen mutasyondan kaynaklanmaktadir
(Malhotra ve ark. 2019; Parkins ve ark. 2018). Otozomal resesif kalitiml1 bir hastaliktir
ve yaklagik 2000 adet hastalik yapici mutasyon tanimlanmistir. KF'nin kapsami ve
komplikasyonu, CFTR genindeki polimorfizmlere baghdir. Farkli popiilasyonlarda

olduk¢a degiskendir. KF’nin ilk olarak tanimlanmasi ¢ok eski tarihlere dayanmakla
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birlikte, genetik bir bozukluk oldugu ve otozomal resesif bir mutasyondan

kaynaklandigi ilk olarak 1946 yilinda tanimlanmistir (Mirtajani ve ark. 2017).

KF, daha ¢ok Kafkas popiilasyonunu etkilemektedir ve Kafkas popiilasyonu i¢in
insidans1 3.400 canli dogumda 1’dir (Parkins ve ark. 2018). Dogu Avrupa’da bu oran
4.500 canli dogumda 1, Kuzey ve Orta Avrupa’da ise 6.000 canli dogumda 1°dir (Rossi
ve ark. 2021). Avrupa Kistik Fibrozis Dernegi (European Cystic Fibrosis Society-
ECFS) tarafindan 2018 yilinda yayinlanan son rapora gore igerisinde Tiirkiye’nin de
oldugu Avrupa iilkelerinde yaklasik 50.000 ¢ocuk ve geng yetiskinin KF hastasi oldugu
kaydedilmistir (ECSF 2018).

Tiirkiye’deki hastalar Cocuk Solunum Yolu Hastaliklart ve Kistik Fibrozis
Dernegi tarafindan kurulan Ulusal Kistik Fibrozis Hasta Kayit Sistemi (UKKS)’ne
kaydedilmekte ve yillik olarak ECSF’ye bildirilmektedir. Yayinlanan 2019 yili son
raporuna gore Tirkiye’de kayitlhi 1623 hasta bulunmaktadir. Bu hastalarin %471 kiz,
%353’10 ise erkektir. Hastalarin yaslar1 ortalama 8,92 olarak kaydedilmistir (UKKS
2019). Bununla birlikte, yapilan ¢alismalar Asya ve Afrika iilkelerinde KF prevalansini
gosteren verilerin yetersiz oldugunu gostermistir (Mirtajani ve ark. 2017). Yogun olarak
tedavi edilirse, KF hastalarinin ortalama beklenen yasam siiresi >35 yildir. Bu nedenle,
KF tedavisindeki her tiirlii yeni gelisme ve ilerleme KF hastalari i¢in 6nemlidir ve

yasam siiresini arttiracaktir (Heiby 2011).

Klortir iyonu tasinmasinda meydana gelen problem, epitel yiizeylerden sodyum
ve suyun fazla emilmesine ve dolayisiyla hava yolu yiizey sivi hacminde azalma ve
mukosiliyer klirensde bozulmaya yol acar (Malhotra ve ark. 2019; Smith ve ark. 2017).
KF, gastrointestinal sistem, pankreas ve lireme sistemi gibi bir dizi organ ve sistemi
etkileyebilmekle birlikte, KF’li hastalarda en biiyilk mortalite ve morbidite nedeni
solunum yolu hastaliklaridir. KF hastalarinin semptomlar1 arasinda inat¢1 mukuslu
Oksiiriik, tekrarlayan akciger enfeksiyonlari, gastrointestinal sistem bozukluklari,
biiylime hormonu bozukluklari, artmis kan sekeri gibi semptomlar sayilabilir. Bagirsak
stvilarinin azalmasi bagirsak tikanikliklarina neden olabilir. Hastalik genellikle bebeklik

veya ¢ocukluk doneminde ortaya ¢ikmaktadir (Mirtajani ve ark. 2017).

KF akcigerlerinde mukus yapisinin bozulmasi, mikrobiyal kolonizasyon ve
enfeksiyonun kalicilig1 i¢in ideal bir ortam yaratir. KF ilerledik¢e, akut ve kronik

enfeksiyonlar ciddi akciger hasarma neden olur ve solunum yetmezligi hastalarin
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kaybedilmesine neden olur (Parkins ve ark. 2018). KF’li hastalarin %95’inin 6liimiine

solunum yetmezligi neden olmaktadir (Rossi ve ark. 2021).

KF akciger enfeksiyonlarinda en sik karsilasilan patojen P. aeruginosa’dir. KF'li
yetiskinlerin yaklasik %80'inde kronik P. aeruginosa enfeksiyonu vardir (Heiby 2011).
Cevresel P. aeruginosa suslart KF havayollarindaki kalin mukus tabakasimnin da
etkisiyle kolonize olur. Siirekli antibiyotikler ve savunma sistemi ile uyarilan P.
aeruginosa suslarinda zamanla mutasyonlar birikir ve genetik ¢esitlilige neden olur.
Ayrica konake¢t enflamatuvar yanitin siirekli aktivasyonu doku hasarina neden olur. KF
hastalarinda P. aeruginosa enfeksiyon prevalansinin yas ilerledikge arttigi
bilinmektedir. Gegmiste, P. aeruginosa enfeksiyonu KF’nin kag¢inilmaz bir sonucu
olarak goriiliirken ve KF hastalarinin %50'sinde kronik P. aeruginosa enfeksiyonunun
baslangicindan sonraki 5 yil igerisinde mortalite goriiliirken, glinlimiizde erken dénem
etkin eradikasyon protokolleri ile hastaligin kroniklesmesinin Oniine gegilmeye veya
hastaligin geciktirilmesine ¢alisilmaktadir (Parkins ve ark. 2018; Hegiby 2011). KF'de
izole edilmis veya saptanmis diger firsatg1r patojenler arasinda S. aureus,
Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia kompleks (¢ogunlukla B.
multivorans ve B. cenocepacia), Achromobacter xylosoxidans ve Mycobacterium
abscessus gibi bakteriler; Aspergillus ve Candida spp. gibi mantarlar; ve viriisler (or.
rinoviriis, influenza viriisii ve solunum sinsitiyal virlisii [RSV]) sayilabilir (Malhotra ve
ark. 2019; Heiby 2011).

2.6. P. aeruginosa Biyofilm Enfeksiyonlarinda Tedavi

Biyofilmlerin, antimikrobiyal maddelere planktonik mikroorganizmalara gore
500-5.000 kez daha direngli olduklar1 yapilan ¢alismalar ile gdsterilmistir (Khatoon ve
ark. 2018; Prabu ve ark. 2020). Bu antimikrobiyal dirence farkli mekanizmalar katkida
bulunabilmektedir. Daha fazla bakteri popiilasyonu nedeniyle biyofilmin i¢ kisimlarinda
besin ve oksijen azhigi ortaya g¢ikmakta, c¢evresel stres nedeniyle bakterilerin stres
genleri eksprese olmakta, oksijen azligir anaerobik ortam olugmasini saglamakta ve bu
durum antibiyotiklerin penetrasyonunu yavaslatmaktadir. Biyofilm igerisindeki
mikroorganizmalarin metabolizmalarinin planktonik hiicrelere gére daha yavas olmasi
ve antibiyotiklerin aktif biiyliyen hiicrelere etkili olmasi nedeniyle etkinliklerinin
azalmasina neden olmaktadir. Tobramisin gibi bazi antibiyotiklerin aktivitesinin eDNA

tarafindan notralize edildigi  bildirilmistir. Beta laktamazlar, beta laktam
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antibiyotiklerini inhibe ederek antibiyotiklerin biyofilm i¢ine penetrasyonunu engeller.
Penetrasyonun basarisiz olmasi antibiyotiklerin etkinligini yok eder. Ayrica, biyofilm
icerisindeki bakteriler arasinda horizental gen transferi gergekleserek diren¢ genleri

aktarilabilmektedir (Khatoon ve ark. 2018).

Antibiyotikler cesitli sebeplerle KF akciger enfeksiyonunda kullanilmaktadir.
Hastanin enfeksiyon kapmasinin 6nlenmesi, erken donem enfeksiyonun eradikasyonu,
kronik enfeksiyonun kontrolii ve pulmoner alevlenmenin tedavisi gibi nedenlerle
antibiyotiklerden yararlanilmaktadir. Tedavide sistemik etki elde etmek igin oral ve
intravendz, lokal etki elde etmek icin ise inhale antibiyotik formlar1 kullanilabilmektedir
(Smith ve ark. 2017). KF’de sistemik antibiyotik tedavisi genellikle kan damarlarinin
yogun oldugu alveolleri etkilemektedir. Bu nedenle mukus tabakasinin yogun oldugu
trake, brons ve bronsiyollerde tedavi edici etkiye ulasabilmek icin geleneksel
antibiyotiklerin inhale formlar1 gelistirilmistir ve bu konudaki calismalar devam

etmektedir (Taccetti ve ark. 2021; Smith ve ark. 2018).

KF hastalarinin akcigerlerinde olusan P. aeruginosa enfeksiyonu biyofilm
olusturan mukoid suslar tarafindan olusturulmaktadir. KF’li hastalarin akcigerlerindeki
bu enfeksiyonun tedavisindeki en biiyiik zorluk, P. aeruginosa’nin antibiyotiklere ve
savunma sistemlerine direngli biyofilm biiyiime evresine ge¢mesidir. P. aeruginosa
biyofilmi olusumunu engellemek igin erken donemde agresif profilaktik tedavi
kullanilirken, tedavi igin kronik baskilayici antibiyotik tedavisi gerekmektedir (Haiby
2011).

Inhale tobramisin ve oral azitromisinin KF’de goriilen kronik P. aeruginosa
enfeksiyonun tedavisinde etkili olduklar1 ve akciger kapasitesini ve yasam kalitesini
arttirdig1 bilinmektedir (Nichols ve ark. 2017). Fakat KF akcigerlerinde goriilen P.
aeruginosa’nin S. aureus ile birlikte biyofilm olusturabildikleri ve bu iki bakteri
arasindaki polimikrobiyal etkilesimin inhale tobramisine karst direng gelisimini
destekledigi ve tedavinin olumsuz etkilenmesine neden oldugu gosterilmistir (Beaudoin
ve ark. 2017). Riethmiiller ve ark. (2016) kronik P. aeruginosa kolonizasyonlu KF
hastalarinda sirali inhale tobramisin ve kolistin kombinasyonunun hastalar tarafindan iyi
tolere edildigini, akciger fonksiyonu ve solunum semptomlar1 acgisindan faydali etkileri
olabilecegini gostermistir. Antibiyotiklere alternatif tedavilerle ilgili de ¢ok sayida

calisma ylriitilmektedir. Kolpen ve ark. (2016) tarafindan yiiriitillen bir calisma,
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hiperbarik oksijen tedavisinin siprofloksasin ile kombine edilmesinin siprofloksasinin
biyofilme kars1 etkinligini arttirdigint gostermektedir. Ayrica, KF hastalarinda
tekrarlayan P. aeruginosa enfeksiyonlarmin tedavisi igin diisiik doz nitrik oksitin ex-
vivo KF balgamda biyofilm pargalanmasina neden oldugu gosterilmis ve randomize
klinik ¢alisma ile dogrulanmistir (Howlin ve ark. 2017). Ayrica, antibiyotiklere siirekli
maruziyet nedeniyle, KF hastalarinda CID bakterilerle enfeksiyon gelisme riski daha

yiiksektir.

Tedavide antibiyotik se¢imi, yas ve enfeksiyon etkeni dikkate alinarak kiiltiir
sonucuna gore gergeklestirilmektedir. Ozellikle ileri yastaki hastalarin akcigerlerinde
CID P. aeruginosa ile kolonizasyon riski artmaktadir. Bu nedenle, bu popiilasyonda
CID P. aeruginosa enfeksiyonlar1 igin yeni antimikrobiyal tedavilerin gelistirilmesi
onceliklidir (Law ve ark. 2019; Smith ve ark. 2017). Uzun siire boyunca antibiyotik
kullanilmast KF hastalar1 i¢in ¢ok onemlidir. Fakat uzun siire antibiyotik kullanimu,
aminoglikozitlere bagli ototoksisite ve nefrotoksisite gibi antibiyotige bagli toksik
etkilere neden olmaktadir. Ayrica, antibiyotik tedavisi akciger mikrobiyotasin1 da
etkilemektedir. Alerjik reaksiyonlar ve advers etkiler de antibiyotik kullanimini
simirlandirmaktadir. Bu nedenlerle de yeni antimikrobiyallere ihtiyag giinden giine

artmaktadir (Smith ve ark. 2017).

2.7. Biyofilm Modelleri

Biyofilm enfeksiyonlari, tim kronik enfeksiyonlar igerisinde onemli bir yer
tutmakla birlikte, giincel tedavi eksiklikleri 6nemli bir sorundur. Biyofilm arastirmalari
ile ilgili en Onemli sorunlardan biri ise bu tarz enfeksiyonlarn klinik 6zelliklerini
yansitacak uygun test modellerinin olmamasidir. Klinik ve Laboratuar Standartlari
Enstitiisii (CLSI) tarafindan standardize edilmis Minimum Inhibitér Konsantrasyonu
(MIK) tayini gibi standardize bir biyofilm modeli bulunmamaktadir. Biyofilmin
yapisini ve olusumunu taklit etmek i¢in ¢ok sayida in vitro ve in vivo model
gelistirilmistir ve biyofilm g¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir (Wu ve ark. 2021).
Farkl1 biyofilm modellerinin birbirlerine kars1 zayif ve gii¢lii yonleri bulunabilmektedir.
Calismanin tiirline gore calisilacak biyofilm modeline karar verilebilir. Biyofilm
calismalar: saf kiiltiir ile ytirtitiilebilecegi gibi iki ya da daha fazla mikroorganizmanin

bir arada bulundugu ¢oklu biyofilmler de olabilir.
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In vitro biyofilm modelleri kapali sistem ve agik sistem biyofilm modelleri
olarak iki temel gruba ayrilabilir. Besin maddelerinin ve havalandirmanin kisitli oldugu
kapal1 sistem (statik model) biyofilmlerinden en sik kullanilan modeller agar pleyt ve
¢ok kuyulu mikroplak biyofilm modelleridir. Agar pleyt modeli temel olarak agar
yiizeyinde biiyliyen koloninin biyofilm formu olusturmasidir. Tekrarlanabilir ve basit
bir yontem olmasinin yani sira yiiksek verimlilikte kullanima uygundur. Antibiyotik
duyarhiliginin degerlendirilmesi ve morfolojik gdzlem ig¢in kullanilabilir (McBain 2009;

Lebeaux ve ark. 2013; Merritt ve ark. 2005).

Mikroplak biyofilm modeli, bakteriyel yapisma ve biyofilm olusumu
caligmalarinda kullanilabilen basit bir kantitatif yontemdir. Genellikle polistiren,
polipropilen veya polikarbonattan olusan kuyularda zamana bagli yapisma esasina
dayanir. Antimikrobiyal maddelerin biyofilm olusumunu engelleme veya eradike etme
potansiyelleri farkli konsantrasyonlarda maddelerin olgun veya yeni olugan biyofilmlere
eklenmesi ile test edilebilir. Biyofilm olusumu kristal viyole gibi boyalarla yapisan
hiicrelerin boyanmasi ve spektrofotometrik olarak dl¢iilmesi yolu ile tespit edilebilecegi
gibi olusan biyofilmin pargalanmasi sonucunda koloni sayilarak da belirlenebilir
(McBain 2009; Macia ve ark. 2014). Ayrica biyofilm igerisindeki canli hiicrelerin
varhigr da XTT (sodyum 3 ' - [1 - [(fenilamino) -karboni] -3,4-tetrazolyum] -bis (4-
metoksi-6-nitro) benzen-siilfonik asit hidrat) deneyi gibi kantitatif tespit yontemleri ile
de belirlenebilir (Lebeaux ve ark. 2013).

Agik sistem (dinamik sistem) biyofilm modellerinde prensip, metabolik
artiklarin, 61U hiicrelerin taze besiyeri ile stirekli degistirilmesidir. Cevresel parametlerin
degistirilmesine olanak saglamakla birlikte biyofilmin fiziksel ve kimyasal
dayanikliligim1 da tespit etmeyi saglar. Fakat yiiriitiilebilmesi i¢in teknik ve 06zel
ekipmanlara ihtiyag duyulmaktadir (Lebeaux ve ark. 2013; Macia ve ark. 2014).
Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (CDC) biyofilm reaktorleri, dénen disk
reaktorleri, Mikrofermantdrler, Modifiye Robbins cihazi, Akis hiicresi 6rnek olarak
verilebilir. CDC reaktorleri, tutarli biiyiime kosullart altinda antimikrobiyal maddelerin
ve yiizey temizleyicilerinin etkinligini degerlendirmek i¢in kullanilir. CDC reaktorlerde
biyofilm, reaktoriin tabaninda bulunan kuponlar tizerinde gelistirilir. S1v1 besiyeri kapta

dolastirilir ve devamli kiiltiir saglanir. Kuponlarin sonikasyonu, vortekslenmesi ve
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homojenizasyonu ile direkt canli mikroorganizma sayimmi yapilabilir (Williams ve

Bloebaum 2010; McBain 2009).

Ex vivo biyofilm modelleri, in vivo ve in vitro biyofilm modellerinin ortasinda
yer alan biyofilm modelleridir. Ex vivo biyofilmler, canli bir organizmadan ¢ikarilan
doku veya organlarin laboratuvar ortaminda yapay bir besiyerine yerlestirildigi ve
biyofilm c¢alismalarinda kullanildigi modellerdir. Dis hekimliginde dis kok kanal
biyofilmleri modeli, kalp kapak¢igi ex vivo modeli, vajinal mukozada kandidiyaz
olusturma modeli, trakea epiteli modeli siklikla kullanilan ex vivo biyofilm modellerine
ornektir (Lebeaux ve ark. 2013; Anderson ve ark. 2013). Hashemi, Holden, Taylor ve
ark. (2018) cerageninlerin etkinligini saglikli domuzlardan ¢ikarilan trakea ve akciger

dokusu iizerinde olusturulan biyofilm {izerinde test etmislerdir.

In vitro biyofilm ¢alismalarin konakg¢1 ortamin taklit etmede kisitlamalara sahip
olmasi nedeniyle in Vvivo biyofilm modelleri gelistirilmistir. /n vivo modellemelerde
omurgasiz canlilar ve kemirgenler kullanilabildigi gibi domuz gibi daha gelismis
canlilarin  da  kullanilabildigi karmasik modeller bulunmaktadir.  Biyofilm
modellemelerinde kullanilan omurgasiz canlilara 6rnek olarak Caenorhabditis elegans,
Galleria mellonella, Danio rerio, Drosophila melanogaster verilebilir (Lebeaux ve ark.
2013). In vivo biyofilm modelleri genellikle kompleks ¢alismalardir ve insan kosullarini
cogu zaman yansitamayabilmektedir. Ayrica en biiylik kisitlamalari, etik kaygilar
dolayisiyla oOzellikle memeli gelismis canlilarin kullaniminin yasal diizenlemelerle

kisitlandirilmasidir (Wu ve ark. 2021).

Biyofilmler konakgiya yerlestirilen yapay cihazlarda meydana gelen biyofilmler
olabilecegi gibi doku ile iliskili biyofilmler de olabilir. /n vitro veya in vivo olarak
yapay cihazlarda biyofilm olusumu gerceklestirilebilir ve c¢alismalarda kullanilabilir.
Cihaz ile iligkili biyofilm modellerine, vaskiiler katater, iiriner katater, ortopedik
implantlar, endotrakeal tiipler, vaskiiler greftler, kontakt lensler, dental implantlar
iizerinde olusturulan biyofilm modelleri 6rnek olarak verilebilir. /n vivo ¢alismalarda,
yapay cihazlar insanlarda kullanilan bolgelere uygun sekilde deney hayvanina
yerlestirilerek biyofilm modeli olusturulabilecegi gibi cihazin deri altina yerlestirilmesi
ile de biyofilm modeli calisilabilir (Lebeaux ve ark. 2013). In vitro calismalarda
endotrakeal tilipler gibi viicuda yerlestirilen cihazlarin {izerlerinde laboratuvar ortaminda

biyofilm olusturulmasi amaglanmaktadir. Latorre ve ark. (2021) tarafindan gelistirilmis
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bir in vitro biyofilm modelinde ceragenin ile kaplanmis endotrakeal tiiplerde P.
aeruginosa, E. coli ve S. aureus biyofilmi olusumu test edilmis ve kontrol grubuna goére

biyofilm olusumu agisindan anlamli azalma gozlemlenmistir.

Doku ile iligkili biyofilmler de in vivo olarak c¢alisilabilecegi gibi in vitro
modeller ve omurgasizlarda in vivo modeller de kullanilabilir. Doku ile iligkili in vivo
biyofilm modelleri, KF akciger enfeksiyonlari, iiriner sistem enfeksiyonlari, sistit,
kronik bakteriyel prostatit, sindirim sistemi enfeksiyonlari, yara enfeksiyonlari,
endokardit, kulak, burun, bogaz enfeksiyonlari, dental biyofilmler gibi enfeksiyonlar

modellenerek gergeklestirilmektedir (Lebeaux ve ark. 2013).

In vitro biyofilm modelleri, kullanimi kolay, ucuz ve etik agidan sorunsuz
oldugu igin in vivo modellerden daha fazla siklikta kullanilmaktadir. Fakat ¢ogunlukla
canli olmayan yiizeylerde olusturulan biyofilm modelleri konak¢i dokusu ve biyofilm
arasindaki etkilesimi yansitamamaktadir. Bu nedenle hiicre kiiltiirlerinin kullanildig:
calismalar ile KF akciger enfeksiyonlari, gastrointestinal enfeksiyonlar, yara
enfeksiyonlar1, peridontal enfeksiyonlar, implant iliskili enfeksiyonlar gibi biyofilm
enfeksiyonlarimi taklit eden modeller olusturulmustur (Moreau-Marquis ve ark. 2010;
Kim ve ark. 2010; Zaatreh ve ark. 2016; Ramage ve ark. 2017). Moreau-Marquis ve
ark. (2010), insan KF bronsiyal epitelyal hiicre hatti (CFBE) ve P. aeruginosa ko-
kiiltiirii 1le KF akciger enfeksiyonlarii modellemislerdir. Yaptiklar1 calismada hiicre
hatt1 lizerinde direkt bakteriyel biyofilmin olusturuldugu kapali sistem (statik) ko-kiiltiir
biyofilm modeli ile akis hiicresi aparati kullanarak agik sistem ko-kiiltiir modeli
olusturmuslardir (Moreau-Marquis ve ark. 2010). Ayrica cam gibi abiyotik yilizeylerde
biiyiitiilen biyofilmlere kiyasla P. aeruginosa biyofilmleri hava yolu hiicrelerinde
biiyiitiildiigiinde tobramisine direncin >25 kat arttigi bildirilmistir (Moreau-Marquis,
Bomberger ve ark. 2008). Zamanla hiicre kiiltiirii c¢aligmalar1 basit 2 boyutlu
kiiltiirlerden daha kompleks 3 boyutlu hiicre kiiltiirii yontemlerine dogru degismektedir.
Konak¢1 dokusunda olusan biyofilmin yapisini taklit etmek icin 3 boyutlu hiicre kiiltiirti
caligmalari da yiritilmistiir (Crabbé ve ark. 2017; Montefusco-Pereira ve ark. 2020).
Crabbé ve ark. (2017) yaptiklart g¢aligmada Doner duvarli biyoreaktdor (RDW)
kullanarak 3 boyutlu A549 hiicre hatt1 gelistirmislerdir. 3 boyutlu hiicre hattinin 11-14
giin icerisinde olgunlagmasini takiben, P. aeruginosa PAOT1 kiiltiirii ekleyerek biyofilm

olusmasini saglamiglardir (Crabbé ve ark. 2017).
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Wu ve ark. (2021) calismalarinda in vitro insan organoid biyofilm modelini
gelistirmis ve doku ile iliskili biyofilm enfeksiyonlarini in vitro modellemislerdir. S.
aureus ve P. aeruginosa tarafindan olusturulan deri enfeksiyonlarimi taklit etmek
amaciyla in vivo benzeri insanlastirilmis, hava-sivi arayiizlii bir deri epidermal modeli
gelistirmislerdir. Deri modeli olusturmak icin N/TERT keratinosit hiicreleri
kullanmiglar ve epidermisin gelismesi ve kalinlagsmasint saglamiglardir. Olusan
epidermise bakterilerin eklenmesi ile biyofilm olusumu gergeklestirilmis ve AMP
kullanilarak tedavi basarisi degerlendirilmistir. Bu sistemin hayvan deri enfeksiyon
modellerine  alternatif oldugu ve yeni antibiyofilm ajanlarin etkinliginin

degerlendirilmesinde kullanilabilecegi gosterilmistir (Wu ve ark. 2021).

Cevresel biyofilmlerin ¢ogunlukla birden fazla mikroorganizmanin bir arada
bulundugu biyofilmlerden olustugu uzun zamandir bilinmekle birlikte, insan
enfeksiyonlarinda c¢oklu biyofilmlerin varligi yakin zamanda arastirilmigtir. Son
zamanlarda calismalar tekli biyofilm calismalar1 yani sira ¢oklu mikroorganizmalarin
olusturdugu karisik biyofilm ¢alismalarina da odaklanmaktadir. Otitis media, vajinoz,
yara enfeksiyonlar1 gibi pek cok enfeksiyon hastaliginin ¢oklu mikroorganizmalarin
varhig ile iliskili oldugu gosterilmistir (Jung ve ark. 2017; Bair ve ark. 2020; Dalton ve
ark. 2011).

2.8. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirli galismalarinin tarihi, Harrison ve ark. (1907) tarafindan yiiriitiilen
sinir liflerinin kokenini ve gelisimini inceledikleri bir ¢alismada hiicre kiltiirii
kullanilmasi ile baslamigtir. O tarihten itibaren ¢ok sayida hiicre kiiltiirii temelli ¢aligma
yapilmustir. Hiicre kiiltiirii bankalar1 bu ¢alismalarin ¢ok daha kolay yiiriitiilmesine katki

saglamiglardir.

2.8.1. Hiicre Kiiltiirlerinin Simiflandirilmasi

Hiicre kiiltiirii tipleri temel olarak birincil ve ikincil hiicre kiiltiirii olarak ikiye
ayrilmaktadir. Birincil hiicreler, mekanik veya kimyasal parcalama veya enzimatik
sindirim yoluyla doku ve organlardan direkt olarak elde edilen hiicrelerdir. Hiicre
hatlarina gore elde edildikleri dokuyu daha fazla temsil ettikleri i¢in avantajlidirlar fakat
tiretilmeleri zor ve yavastir. Ayrica Omiirleri sinirlidir. En 6nemli dezavantajlarindan
biri de elde edilmeleri ve izolasyonlari sirasinda mikrobiyal kontaminasyona maruz

kalabilmeleridir. Kiiltiirdeki hiicrelere gore yapiskan hiicreler ve siispansiyon hiicreler
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olarak iki gruba ayrilmaktadir. Yapigkan hiicreler biiyiimek ve ¢ogalmak icin biyolojik
olarak inert bir yiizeye yapismaya ihtiya¢ duyarlar. Siispansiyon kiiltiirler ise sivi
besiyeri igerisinde ¢ogalabilirler, bir ylizeye ihtiyag duymazlar. Kan hiicreleri

stispansiyon kiiltiiriine 6rnek olarak verilebilir (Verma ve ark. 2020).

Birincil hiicre kiiltiirleri uzun siireler taze besiyerinde c¢ogaltildiginda ve
pasajlandiginda ikincil kiiltlirleri olustururlar. Birincil kiiltiirlerden farkli olarak daha
uzun Omirlidiirler. Birincil kiiltiirler heterojenken, bu tiir kiiltiirler benzer bir hiicre
poplilasyonunda calisma imkani verir. Ayrica siiresiz biiyiime Ozelliklerine sahip
olabilirler. Fakat uzun pasajlamalar sonucunda bu hiicrelerde farklilasma ve anormal

hiicreler olusturma egilimi ortaya ¢ikabilmektedir (Verma ve ark. 2020).

Birincil hiicre kiiltiirleri altkiiltiirlendiginde bir hiicre hatti meydana gelir. Hiicre
hatlar1 omiirlerine bagli olarak sonlu hiicre hatti1 ve sonsuz hiicre hatti olarak ikiye
ayrilmaktadirlar. Sonlu hiicre hatlart sinirl biiylime sayilarina sahiptir. Yavas biiyiiyen
hiicrelerdir. [n vitro olarak transforme edilmis veya kanserli hiicre hatlar1 sonsuz hiicre
hatlaridir. Sinirsiz altkiiltiirlenme potansiyeline sahiptirler ve hizli ¢ogalma ozelligi

gosterirler (Verma ve ark. 2020).

Cok sayida hiicre hatt1 ticari olarak bulunmakta ve c¢alismalarda
kullanilmaktadir. Hiicre hatti se¢iminde caligmanin gereklilikleri yani sira, hiicre

hattinin biiyiime 6zellikleri de dikkate alinmalidir.

2.8.2. A549 Hiicre Hatti

AS549 hiicre hatti, caligmalarda yaygin olarak kullanilan hiicre hatlarindan bir
tanesidir. Ilk olarak Giard ve ark. (1973) tarafindan beyaz bir erkek bireyin kanserli
akciger dokusunun c¢ikarilmasi ve kiiltiirlenmesi ile elde edilmistir. A549 hiicreleri
adenokarsinomik insan alveolar bazal epitel hiicreleridir. Yapiskan hiicreler olup kisa

slirede gogalabilmektedirler (Sekil 2-3).
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Sekil 2-3: A549 hiicre hatt1 goriiniimii

2.8.3. Sitotoksisite ve Hiicre Canhilik Deneyleri
Hiicre kiiltiirinde, bir maddenin sitotoksisitesini/hiicre canliligina etkisini

belirlemek amaciyla farkli yontemler kullanilabilmektedir.
- Boyama yontemleri: Tripan mavisi, eozin, kongo kirmizist, eritrosin B.

- Kolorimetrik yontemler: MTT, XTT, LDH, nétral kirmizis1 alimi, WST-1,
WST-8, Kristal viyole testi vs.

- Florometrik yontemler: AlamarBlue testi, CFDA-AM testi vs.

- Luminometrik yontemler: ATP (adenozin trifosfat) testi, ger¢ek zamanl
hiicre canliligi belirleme testi vs. (Erkekoglu ve Baydar 2021; Aslantiirk
2018).

Boyama yontemlerinde en sik kullanilan boya tripan mavisidir (Sekil 2-4).
Yontemin prensibi, hiicre ortamina konulan boyalari canli hiicrelerin almamasi, 6li
hiicrelerin ise hiicre zar1 gecirgenligi arttig1 i¢cin boyayr tutarak renklenmesidir.
Mikroskop kullanilarak canli hiicre yiizdesi belirlenebilir (Erkekoglu ve Baydar 2021).

Prosediir olduk¢a kolay olmakla birlikte, yiiksek sayili 6rneklerde uygulamasi zordur ve
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zaman alic1 bir yontemdir. Tripan mavisi disinda ayn1 yontem ile eozin, kongo kirmizisi

ve eritrosin B de kullanilabilmektedir.

w
/4
o
>
Z -
o
W
w
(o]

—l =
Il
o)

£
F:
%
g O

Sekil 2-4: Tripan mavisinin kimyasal formiilii

MTT  (3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium  bromiir),  suda
¢oziinebilen bir tetrazolyum tuzudur (Sekil 2-5). Mitokondride bulunan siiksinat
dehidrogenaz enzimi tetrazolyum halkasini1 kirmakta ve sonugta ¢ézlinmeyen mor renkli
formazon kristalleri olugsmaktadir. Olusan kristaller canli hiicrelerin hiicre zarlarindan
gecemez ve hiicre igerisinde birikir. Olusan formazon kristalleri Dimetil stilfoksit

(DMSO) gibi ajanlarla ¢oziindiiriilebilir (Fotakis ve Timbrell 2006).
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Sekil 2-5: MTT ve deney sonucu olusan formazanin formiilii

XTT, ikinci nesil tetrazolyum tuzudur (Sekil 2-6). XTT deki tetrazolyum halkasi

MTT’ de oldugu gibi metabolik olarak aktif hiicrelerde bulunan dehidrogenaz enzimi
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aracilifiyla parcalanir ve agiga suda c¢oziinen mor renki formazan kristalleri cikar.
MTT’ den farkli olarak olusan kristaller suda ¢oziindiigii icin DMSO gibi ajanlarin
uygulanmasina gerek yoktur. MTT ile ayn1 deney hassasiyetine sahip olmakla birlikte,

daha kisa siirede test olanagi sunar (Roehm ve ark. 1991).
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Sekil 2-6: XTT ve deney sonucu olusan formazanin formiilii

Notral kirmizisi (3-amino-7-dimetil-amino-2- metilfenazin hidrokloriir) alimi
deneyinde, lizozim membranlarinin biitiinligii bozulmamis canli hiicrelerde, nétral
kirmizisinin lizozim igerisine alimi gergeklesmektedir (Sekil 2-7). Notral kirmizist hafif
katyonik bir boya olarak sitoplazmaya rahat bir sekilde ge¢gmekte ve lizozom igerisinde
yiikli hale gelerek birikmektedir. Notral kirmizisi ile boyanan canli hiicrelerde rengi
¢ozmek icin asitlendirilmis etanol kullanilmaktadir (Erkekoglu ve Baydar 2021; Liu ve

ark. 2018).
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Sekil 2-7: Notral kirmizis1 kimyasal formiilii
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LDH sitotoksisite deneyi, hasarlt hiicrelerden aciga ¢ikan laktat dehidrogenaz
enzimini kantitatif olarak 6l¢gmeye dayanan kolorimetrik bir yontemdir (Sekil 2-8). LDH
enzimi normalde hiicre sitoplazmasinda bulunan bir enzim olmakta birlikte, hiicre hasari
durumunda sitoplazma iceriginin hiicre disina c¢ikmasi ile birlikte hiicre kiiltiirii
besiyerine geger. LDH saliniminin miktari, bir tetrazolyum tuzunun kirmizi renkli
formazana dontismesi ile sonuglanan birka¢ enzimatik reaksiyonun bir arada olmasi ile

belirlenir (Aslantiirk 2018).

Laktat NAD* Formazan
I:DH '
Piruvat N ADH: INT

Sekil 2-8: LDH deneyinin prensibi

AlamarBlue testi, boyanin floresan 6zellik kazanmasina dayanan bir testtir.
AlamarBlue, fenoksazin-3-on yapisinda rezasurin olarak da bilinen bir boyadir.
Rezasurin, hiicre kiltiiriine eklendiginde metabolik olarak aktif canli hiicrelerin
sitozoliine girer ve Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH), Flavin adenin
diniikleotit (FADH), Flavin mononiikleotit (FMNH), Nikotinamid adenin dintikleotit
(NADH)'in yani sira sitokromlardan gelen elektronlari alarak mitokondriyal enzimler
yardimiyla indirgenmis formuna doéniisiir (Sekil 2-9). Rezasurin mavi renkli floresan
olmayan bir boya olmakla birlikte indirgenmis formu olan resofurin ileri derece pembe
renkli floresan veren bir boyadir. Floresan siddeti kolorimetrik veya florometrik okuma
ile Olgiilerek hiicre canliligi kantitatif olarak belirlenebilir (Al-Nasiry ve ark. 2007;
Aslantiirk 2018; Erkekoglu ve Baydar 2021).
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Sekil 2-9: Resazur ve resofurinin kimyasal yapisi

ATP biyoliiminesans testi, canli hiicrelerin ATP aktivitesinin dl¢iilmesi esasina
dayanmaktadir. Canli hiicreler metabolik aktiviteleri i¢in ATP kullanmaktayken, 6li
hiicrelerde ATP agiga ¢ikmaz. ATP’nin Mg*? iyonlar esliginde lusiferini, luminesans
sinyali veren oksilusiferine doniistiirmesi sonucunda, luminesansin dolayli olarak da
ATP’nin dlglilmesi ile gergeklestirilir (Sekil 2-10). ATP miktar1 da hiicre canliliginin
gostergesidir (Erkekoglu ve Baydar 2021).

Canli hiicre

H S COOH Lusiferaz + Mg
O\QiNHN:}/ + ATP — Isik
s

Lusiferin

Sekil 2-10: ATP biyoluminesans deneyi prensibi
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2.9. Calismada Kullamilan Antimikrobiyal Maddeler

2.9.1. Antimikrobiyal Peptidler
Insan terapétik ajani olarak kullanim potansiyeli bulunan yeni bir antimikrobiyal
smif olan AMP’lerden giiniimiize kadar ¢ok sayida kesfedilmistir. Bunlarin en

onemlilerinden bazilar1t magainin, cecropin ve LL-37dir.

2.9.1.1. AMP’lerin Etki Mekanizmasi

AMP’lerin en 6nemli etki mekanizmasi hiicre membranina olan etkisidir. Fakat
yapilan ¢aligsmalar baska etki mekanizmalar1 yolu ile de antimikrobiyal etki gosterdigini
belirlemistir. AMP’lerin iki temel etki mekanizmasi vardir. Bunlardan biri dogrudan
mikroorganizma iizerine 6ldiiriicli etkisi, digeri ise immun sistem modiilasyonudur. Baz1
AMP’ler hiicre membranindaki reseptorler ile etkileserek etki gosterirken, ¢cogu AMP
reseptor ile etkilesime girmeden hiicre membranini hedefler. Gram pozitif bakterilerin
dis ylizeyinde bulunan teikoik asit ve Gram negatif bakterilerin yiizeyinde bulunan LPS
negatif ylklidiir ve pozitif yiiklii AMP, elektrostatik olarak bu molekiillerle etkilesir ve
antibakteriyel etki gosterir. Hlicre membranina etkisinin yani sira bazt AMP’lerin hiicre
duvar1 sentezinin inhibisyonu veya hiicre i¢i hedefler araciligiyla etki gosterdigi de

belirlenmistir (Kumar ve ark. 2018).

2.9.1.2. Magainin

Magainin ilk olarak 1987 yilinda Afrika pengeli kurbaga Xenopus laevis'in
derisinden izole edilmis, genis spektrumlu bir peptidtir (Zasloff 1987). Magaininin
Gram negatif ve Gram pozitif bakterilere karsi etkinligi yapilan g¢aligmalar ile
gosterilmistir. Kim ve ark. (2018), yaptiklar1 ¢alismada magainin 2’nin ilag direncli
Acinetobacter baumannii’ye karsi antimikrobiyal ve antibiyofilm etkili oldugunu ve
insan keratinosit hiicre hattina (HaCaT) sitotoksik etkili olmadigini belirlemislerdir.
Magainin Il etki mekanizmasinin bakterinin hem i¢ hem de dis membranini etkilemek
oldugunu gostermislerdir. Geitani ve ark. (2019) tarafindan yapilan bir calisma
AMP’lerin antibiyotiklere duyarli veya direngli S. aureus ve P. aeruginosa'nin hem
laboratuvar hem de klinik izolatlan {izerindeki giiglii ve hizl1 antibakteriyel aktivitesini
gostermistir. Ayrica, AMP'ler antibiyotiklerin etkinligini arttirarak sinerjizm gostermis
ve test edilen iki insan akciger epitel hiicre hatt1 iizerinde toksik etkiye neden
olmamusglardir. Calismada AMP olarak LL-37, magainin Il, nisin ve CAMA (Cecropin-
melittin) kullanmiglar ve CAMA c¢aligmada test edilen suslara karst en etkili AMP
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olarak belirlenmistir. Etkili AMP’lerden CAMA ve LL-37’nin kolistin ve imipenem ile
kombinasyonlar1 P. aeruginosa’ya karsi sinerjist aktivite gostermistir. Ayrica, in vitro
direng¢ indiikleme calismasinda CAMA ve LL-37 icin diisiik diizey ve gegici direng
gelisimi gézlemlenmistir. Fakat bununla birlikte yapilan bagka calismalar AMP’lere
kars1 direng gelisiminin de gozlemlendigine dikkat cekmektedir (Cardoso ve ark. 2018).
Ozellikle bakteriler tarafindan salgilanan proteazlar AMP’lerin pargalanmasina ve
inaktif olmalarina neden olmaktadir (Sieprawska-Lupa ve ark. 2004; Schmidtchen ve

ark. 2002). Magainin II’nin yapis1 Sekil 2-11’de goriilebilmektedir.

Sekil 2-11: Magainin Il kimyasal yapisi

2.9.1.3. Cecropin

Cecropin grubu AMP’ler 5 ana alt tiirden olusmaktadir (A-E) ve sarkotoksinler,
stomoksinler, papiliosinler, enbosinler ve spodopsinler gibi farkli isimlerde bagka
AMP’ler de bu gruba dahildir (Romoli ve ark. 2019). Cecropin A, ilk olarak
Hyalophora cecropia giivesinden izole edilmis bir AMP’dir. Hem Gram negatif hem de
Gram pozitif bakterilere kars1 genis spektrumlu etkinlik gosterir. Pozitif yiikli yapisi ile
negatif yiikli membran lipitlerine baglanir, por olusumuna neden olur, membran
gecirgenligini arttirir ve nihayetinde bakterinin 6liimiine neden olur. Bu nedenle yapisi
geregi Gram negatiflere etkinligi daha fazladir (Wang, Lin ve ark. 2019). Cecropin A
gibi peptidlerin dezavantajlarin1 azaltmak icin ¢ok sayida dogal veya yapay
modifikasyonlar denenmektedir. Bombyx mori ipek boceginden izole edilmis iki farkli
CecB izoformunun P. aeruginosa'ya kars1 etkinliklerinin test edildigi bir ¢alismada, iki
peptid de yliksek antimikrobiyal ve memranolitik aktivite gdstermelerine ragmen,

yapisindaki farkliliklar dolayisiyla glutamin igeren Q53 CecB izoformunun pH,
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sicaklik, yiiksek tuz konsantrasyonlarindaki stabilitesi agisindan daha avantajli oldugu
gosterilmistir (Romoli ve ark. 2019). Kalsy ve ark. (2020) tarafindan gergeklestirilen bir
calismada CecA’nin tiropatojenik E. coli (UPEC) biyofilmine kars1 hem tek basina hem
de nalidiksik asit ile kombinasyon halinde etkili oldugu belirlenmistir. Yapilan calisma
CecA’nin UPEC biyofilmini ¢ok sayida farkli etki mekanizmasi ile etkiledigini
gostermistir. Bu mekanizmalar; atim pompasinin aktivitesini azaltmak, hiicre i¢i ve dis1
niikleik asitler ile etkilesim ve dis membran gegirgenligini arttirmaktir. CecA’nin
nalidiksik asit ile kombinasyonun dis zar gecirgenligini daha fazla arttirdigi ve
boylelikle sinerjist etki gosterdikleri floresan mikroskobu goriintiileri ile dogrulanmustir.
Zheng ve ark. (2017) tarafindan yiiriitiilen bir baska calismada ise Aedes aegypti’den
izole edilen cecropin A2 ve tetrasiklin kombinasyonunun P. aeruginosa’ya karsi
sinerjist etki gosterdigi belirlenmistir. Bu sinerjizm P. aeruginosa/Galleria mellonella
modeli ile de dogrulanmigtir. CecA2 tek basina hiicre membran lipopolisakkaritine
(LPS) baglanarak, membran gegirgenligini arttirmakta ve bakteriyel DNA ile de
etkilesmektedir. Ayn1 zamanda tetrasiklin ile kombinasyonu antibiyotigin hiicre
icerisine aliimini arttirmakta ve bdylelikle bakterisidal aktivitede artis gostermektedir.
CecA2’nin tetrasiklin ile birlikte kullanimi1 hemolitik aktivitesini ve memeli hiicrelere
sitoksisitesini de azaltmaktadir. Wang, Lin ve ark. (2019), cecropin A’nin
dezavantajlarm diisiinerek, biyoinformatik programlar: aracilig1 ile hem Gram negatif
hem de Gram pozitif bakterilere kars1 daha giiclii antibakteriyel etki gosteren, yliksek
konsantrasyonlarda dahi hemolitik aktivite gdstermeyen ve yiiksek sicakliklarda, notral
ya da alkali soliisyonlarda, proteinaz K, pepsin ve tripsin varliginda stabil yeni bir CecA

tiirevi peptid gelistirmislerdir. Cecropin A kimyasal yapisi Sekil 2-12’de gosterilmistir.



31

Sekil 2-12: Cecropin A kimyasal yapisi

29.14. LL-37

LL-37, insanlardan izole edilen dogal immiin sistemde gorevli bir peptidtir.
Mukozal yiizeylerde, fagositlerin graniillerinde ve viicut sivilarinda diisiik
konsantrasyonlarda bulunur. KF akcigerleri gibi inflamasyonlu dokularda ise daha
yiiksek konsantrasyonlarda vardir. LL-37 kimyasal yapist Sekil 2-13te gdsterilmistir.
Overhage ve ark. (2008), yaptiklart c¢alisma ile LL-37’nin ¢ok disiik
konsantrasyonlarda bile (0,5 pg/ml) mikroplak iizerinde P. aeruginosa biyofilm

olusumunu istatistiksel olarak anlamli diizeyde inhibe ettigini gdstermislerdir.
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Sekil 2-13: LL-37 kimyasal yapisi
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Diger AMP’lere benzer sekilde LL-37 de yeni ve daha etkili AMP’ler
gelistirmek i¢in sablon olarak kullanilmistir. LL-37 baz alinarak tasarlanmis iki yeni
peptidin, P. aeruginosa biyofilm olusumuna tek baslarina kullanimlarinda etkili
olduklari, olgun biyofilmin parg¢alanmasi i¢in ise antibiyotiklerle kombinasyon halinde
kullanimlarinda etkili olduklar1 gosterilmistir (Mishra ve Wang 2017). AMP’ler ve
cerageninler bakteri membrani iizerine etkili membran aktif bilesikler olduklarindan,
manyetik nanopartikiiller ile yapilan kombinasyonlar1 P. aeruginosa Xen 5’e karsi
sinerjist etki gostermislerdir. Ayrica manyetik nanopartikiiller, Kkatyonik steroid
antimikrobiyal (CSA)-13, CSA-131 ve LL-37’nin biyofilm olusumunu inhibe etme
yeteneklerini arttirmislardir (Niemirowicz ve ark. 2016). Yapilan bir baska ¢alismada
ise LL-37 ve CSA-13 manyetik nanopartikiil yiizeyine immobilize edilmistir. Elde
edilen formiilasyonlarin viicut sivilarindaki inhibitér maddelerden daha az etkilendikleri
ve fungal biyofilm olusumunu etkili bir sekilde inhibe ettikleri gosterilmistir
(Niemirowicz ve ark. 2017). LL-37’nin Gram negatif ve Gram pozitif bakterilere karsi
giiclii antimikrobiyal etkinlik géstermesinin yani sira, dogal immiin sistemin bir pargasi
olarak bagisiklik tepkisini de modiile ettigi bilinmektedir. Ayrica, KF akcigerlerinde
bakterisidal konsantrasyonlarda bulunmasina ragmen, diisik pH veya proteoliz

nedeniyle etkinliginin azaldig1 diisiiniilmektedir (Malhotra ve ark. 2019).

KF akcigerlerinde goriilen P. aeruginosa enfeksiyonuna karsi ¢ok sayida AMP
etkinligi test edilmistir. LL-37 ile ilgili yapilan bir ¢alismada Pseudomonas’in 96
kuyulu mikroplaga yapismasinin inhibe edildigi ve olusan biyofilm miktarinin azaldigi
gosterilmistir. Ayrica ayni ¢alismada Galleria mellonella in vivo modeli ile de etkinlik
dogrulanmistir (Dean ve ark. 2011). Beaudoin ve ark. (2018), tasarladiklar1 6K-F17
isimli membran aktif bir AMP’nin, ¢oklu ilaca direngli P. aeruginosa biyofilmlerine
karst in vitro etkinligini test etmisler ve biyofilmi pargalayarak biyofilm kiitlesini
azalttigin1 gostermislerdir. Ayrica, tobramisin ile birlikte kullanildiginda, diisiik doz
peptidin tobramisinin etkisini arttirarak biyofilm parcalanmasina neden oldugu
gosterilmistir. Kombinasyon tedavisi tek basina kullanilan ilaglarin daha diisiik
dozlarmin kullanilabilmesini sagladigindan, ilaca bagli olas1 advers etkilerin Oniine de
gecebilmesi acisindan onemlidir. Ozellikle CID mikroorganizmalarin varliginda

kombinasyon tedavisi olduk¢a 6nem kazanmaktadir.
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2.9.2. Cerageninler

Cerageninler, AMP'lerin antimikrobiyal ve kimyasal 6zelliklerini gelistirmek
icin AMP'lerin peptit olmayan taklitleri olarak gelistirilen yeni bir antimikrobiyal ajan
smifidir. Cerageninlerin 6zellikle Gram negatif bakteriler, Gram pozitif bakteriler,
mantarlar, sporlar vb. iizerine antimikrobiyal aktivitelerini arastirmak i¢in g¢esitli
caligmalar yapilmistir (Oyardi ve ark. 2021; Wnorowska ve ark. 2019; Piktel ve ark.
2017; Hashemi, Holden ve Savage 2018; Bozkurt-Guzel, Oyardi ve ark. 2018; Bozkurt-
Guzel ve ark. 2011; Hacioglu ve ark. 2020).

2.9.2.1. Cerageninlerin Kimyasal Yapisi ve Sentezi

Cerageninler ilk olarak polimiksin B’nin Lipit A’ya baglanma bdlgesine gore
tasarlanmistir (Li ve ark. 1998; Ding ve ark. 2004). Polimiksin B’ye uygun olarak
yapilan bu tasarlama E. coli’ye karsi iyi bir etki bulunmasini saglamistir. Yap1 aktivite
caligmalar1 yapilarak ¢ok sayida ceragenin sentezlenmistir. Sentezlenen cerageninler
siras1 ile numaralandirilmistir. Yapilan c¢alismalar ile aktivitesi dikkat ¢eken
cerageninlere CSA-8, CSA-13, CSA-131 o6rnek olarak verilebilir. CSA-50’ye kadar
olan cerageninler birinci kusak, 50°den sonra numaralandirilanlar ise ikinci kusak

cerageninler olarak siiflandirilabilmektedir (Hashemi, Holden ve Savage 2018).

Cerageninlerin kimyasal yapisinda bir safra asidi yer almaktadir (Sekil 2-14). Bu
safra asidine bagli D halkasinda uzanan zincirin (C24) Gram negatif bakterilere karsi
duyarlilikta 6nemli bir yer aldig1 belirlenmistir. Bu zincire lipofilik gruplarin eklenmesi
ile hem Gram negatiflere hem de Gram pozitiflere kars1 genis spektrumlu antibakteriyel
etki elde edilmistir. CSA-13 lipofilik grup iceren cerageninlere Ornektir ve genis
spektrumludur. Lipofilik grubun olmamasi durumunda Gram pozitiflere karsi aktivite
devam ederken, Gram negatiflere karsi aktivitenin yok oldugu gosterilmistir. Ilk
tasarlanan grup cerageninlerden olan CSA-8, yapisinda lipofilik grup icermediginden
sadece Gram pozitiflere karsi etkilidir ve bu nedenle bu calismada da yer almamistir
(Hashemi, Holden ve Savage 2018).
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Sekil 2-14: Kolik asidin kimyasal yapisi

Cerageninler arasindaki birincil farklar, C24'teki ester veya aminden uzanan
lipid zincirlerinin uzunluklaridir. Daha uzun lipid zincirleri, cerageninlerin Gram negatif
bakterilerin dis zarlarin1 gegebilmesine ve sitoplazmik membran ile etkileserek
antibakteriyel etki gostermesine neden olmaktadir. Gram pozitiflerde dis membran
olmadigindan lipit zincirinden etkilenmemektedir. Bir diger fark ise bazi cerageninlerin
ester yapist icermesi, digerlerinin ise eter yapist icermesidir. Yapilan yapi aktivite
calismalar1 sonucunda eter baglar1 ester gruplari ile degistirilmistir. Ester bazl
bilesiklerin (6rnegin CSA-44) biiyiik 6l¢ekte hazirlanmasi daha kolaydir, ancak daha az
kararlidirlar ve suda kendiliginden hidrolize olabilmektedirler (pH 7'de 37 giinliik yari
omiir) (Hashemi, Holden ve Savage 2018). Bu galismada, Gram negatif etkinlikleri
bilinen CSA-13, CSA-44, CSA-131, CSA-138, CSA-142, CSA-144 ve CSA-192
kullanilmigtir (Sekil 2-15).

CSA-90 CSA-131
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CSA-138 CSA-142

CSA-144 CSA-192

Sekil 2-15: Cahsmada kullanilan cerageninlerin kimyasal yapilar:

2.9.2.2. Cerageninlerin Etki Mekanizmasi

Cerageninler de AMP’ler gibi pozitif yiiklii molekiillerdir. Yapilarinda bulunan
pozitif yiik, negatif yiiklii bakteri membranlari ile etkilesmesine ve membran yapisinda
bulunan ve bakteriyel endotoksin olan LPS ve teikoik asit gibi yapilarla birleserek
etkinligini kaybetmesine olanak saglar (Wimley 2010; Ding ve ark. 2002). AMP’lere
benzer sekilde cerageninlerle muamele edilmis Gram negatif bakterilerin dis
membranlarinda kabarcik benzeri yapilar ortaya c¢ikmaktadir. Fakat dis zarin zarar
gormesi yeterli olmadigindan cerageninlerin bakteri 6liimiinii sagladigi gercek hedef
bakterilerin hiicre membranidir. Cerageninlerin hiicre membran1 ile birlesmesi
sonucunda, membranda gegici defektler olusur, membran depolarize olur ve sonucunda
hiicre 6liimii gerceklesir (Hashemi, Holden ve Savage 2018). Cerageninlerin antifungal
ve antiviral etki mekanizmalarmin da benzer oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle zarfl1
virlislerin yapisinda bulunan lipit zarfta degisiklikler elektron mikroskobu ile
gosterilmistir (Howell ve ark. 2009). Mantarlarin da hiicre membraninda hasara ve islev
bozukluguna neden oldugu diisiiniilmektedir. Hem AMP’lerin hem de cerageninlerin C.
albicans’in hiicre membranin1 hedeflendikleri ve membranda deformasyona neden

olduklar1 floresan ve elektron mikroskoplari ile gosterilmistir (Durnas ve ark. 2016).
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2.9.2.3. Cerageninler ve Ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Tabletler, parenteral soliisyonlar, oral soliisyonlar gibi konvansiyonel ila¢ dozaj
sekilleri, diisik biyoyararlanim, ilk gecis etkisi, intolerans, kararsizlik, plazma kan
diizeylerinde stabilite olmamasi ve istenmeyen etkiler gibi baz1 dezavantajlara sahiptir.
Bu istenmeyen etkileri ortadan kaldirmak ve ilag¢ etkinligini arttirmak i¢in ilag tastyici
sistemler gelistirilmistir. Ayrica, antimikrobiyallerin biyofilmlere etkileri ¢cok kisitlidir
ve yiiksek dozda kullanim1 gerektirir. Yiiksek dozlarda kullanim ise antimikrobiyallerin
sitotoksik etkilerini agiga ¢ikarmaktadir. Bu durumdan kagimmak icin de ilag tasiyici
sistemler siklikla test edilmektedir. Ilag tasiyici sistemler lipozomlar, emiilsiyonlar,

mikrokiireler ve kolloidal jeller seklinde tiretilebilir.

Bir ilag tasiyici sistem olan pluronikler (diger adiyla poloksamer), suda
¢ozlinebilen, polietilen oksit-polipropilen oksit-polietilen oksit (PEO-PPO-PEO)'in iig
bloklu kopolimerleridir ve FDA tarafindan farmasétik kullanim i¢in onaylanmisglardir.
Misel olusumu kritik misel konsantrasyonuna, sicakliga ve polimer bilesimine baglidir.
Bu ailenin en bilinen {iyesi Pluronik F127°dir (Sekil 2-16). Pluronik F127 tarafindan
olusturulan miseller sicaklik degisikliklerine duyarlidirlar (Shriky ve ark. 2020; Wang,
Williams ve ark. 2019).

CH3
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Sekil 2-16: Pluronik F127 kimyasal yapisi

Cerageninlerin  Pluronik F127 ile kapsiillenmesi zar gegirgenligine katki
saglayarak sitotoksisiteyi azaltabilmektedir. Bdylelikle yliksek konsantrasyonlarda
kullanim1 saglanabilir. Yapilan calismalar, ilag tasiyici sistemlerin cerageninlerin
antimikrobiyal ve antibiyofilm &zelliklerini degistirmedigini gostermistir (Oyardi ve
ark. 2021; Hashemi, Holden ve Savage 2018). Sitotoksisitenin bir 6lgiisii olan hemolitik
aktivite Olciildiigiinde, CSA-13’iin bakterisidal konsantrasyonundan ¢ok daha yiiksek
konsantrasyonlarda (50 pg/ml) eritrositleri hemolize ugrattigi belirlenmistir (Moscoso

ve ark. 2014). Bu ¢aligsmada, sitotoksisiteyi azaltmak ve antibiyofilm etkinligi korumak
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icin CSA-131’nin poloksamer formu olusturulmus ve test edilmistir. Pluronik F127,
diistik sitotoksisiteye sahip olmasi, ¢oziiniirliik kapasitesinin yiiksek olmasi, 1s1 degisimi

ile kolayca ilag salma 6zelligi gibi avantajlar1 nedeniyle tercih edilmistir.

Bir diger ila¢ tasiyici sistemler manyetik nanopartikiillerdir. CSA-131 ve
manyetik nanopartikiillerin kombinasyonu ile ilgili yapilan bir bagka ¢alisma ise kolon
ve akciger kanser hiicrelerine olan sitotoksik etkinin kombinasyon durumunda artis
gosterdigini  belirlemistir. Ayrica daha Once yapilan c¢alismalara paralel sekilde
cerageninlerin manyetik nanopartikiiller {izerine immobilizasyonlarinin cerageninlerin

hemolitik aktivitesini azalttigi bulunmustur (Piktel ve ark. 2020).

2.9.3. AMP’ler ve Cerageninlerle Ilgili Yapilmis Bazi Calismalar

Bozkurt-Guzel ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada, CSA-13’ilin P.
aeruginosa plantonik hiicrelerine karsi antimikrobiyal etkinligi yiiksek (MICgp: 2
pg/ml) bulunmustur. P. aeruginosa nin tek basina veya C. albicans ile birlikte yaptigi
polimikrobiyal biyofilmlere ise cerageninlerin etkisi AMP’lere gore daha fazla

bulunmustur (Hacioglu ve ark. 2020).

Glintimiizde, AMP’lerin cerageninler ile birlikte kombinasyonlarinin etkili
olabilecegi goOsterilmistir. Yapilan c¢alismalar LL-37 seviyelerinin, idrar yolu
enfeksiyonu doneminde hem hastanin idrarinda hem de plazmasinda 6nemli 6lgiide
arttigini gostermistir (Babikir ve ark. 2018). LL-37’nin idrar yolu enfeksiyonu etkeni E.
coli’ye kars1 cerageninlerle birlikte kullanildiginda artmig bakterisidal etki gosterdigi
belirlenmistir. Ayrica ayni ¢alismada insan mesane epitel hiicre hatt1 olan T24 (ATCC®
HTB4™) {izerine LL-37 ve cerageninlerin gii¢lii bakterisidal etki gosterdigi dozlarda
sitotoksik  etki  olusturmadigr  gosterilmigtir.  LL-37’nin  cerageninler ile
kombinasyonunun sadece hiicre dis1 degil hiicre i¢i bakteri konsantrasyonunu azaltmada
da tek baslarina kullanimlarindan daha etkili oldugu belirlenmistir (Wnorowska ve ark.
2019). In vivo yiritilen bir ¢alismada domuzlarin derilerinde olusturulan yanik
yaralarda P. aeruginosa biyofilmi olusumu saglanmistir. CSA-44 ve CSA-144’in jel,
krem ve sulu formiilasyonlar1 test edildiginde %0,05 CSA-44 ve CSA-144 sulu

formiilasyonlarinin pozitif kontrolden daha etkili olduklar1 belirlenmistir (Savage 2020).

AMP’ler ve cerageninler birincil olarak antiinfektif ajanlar olarak calisilsalar da
antimikrobiyal etki mekanizmasina benzer sekilde antitiimor aktivite gosterdigine dair

ikna edici kanitlar bulunmaktadir (Wnorowska ve ark. 2020). AMP’ler ve cerageninler
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yapilarindaki pozitif yik nedeniyle negatif yiiklii bakteri hiicre membranina
baglanmakta ve hiicre gecirgenligini arttirarak etki gostermektedirler. Okaryotik
hiicrelerin membanlarinin dis yiizeyinde pozitif ylkli kemoterapdtiklerin ilgisini
cekebilecek bir negatif yiik bulunmamaktadir. Fakat bunun aksine kanser hiicrelerinin
membranlarinin dig yiizeyine fosfatidilserin eklenmesinden dolayr kismi negatif yiike
rastlanir ve bu durum membran aktif ajanlar olan AMP ve cerageninlerin antikanser
etkilerini agiklamaktadir (Wnorowska ve ark. 2020). Kurado ve ark. (2013) katelisidin
peptidlere benzer sekilde CSA-13’tin de kolon kanseri tiirevi hiicre hatti olan
HCT116’nin  proliferasyonunu doz bagimli olarak baskiladigini  ve apoptozu

indiikledigini gostermislerdir.

Yapilan literatiir ¢alismasinda, cerageninlerin ve AMP’lerin P. aeruginosa
biyofilmine olan etkileri ile ilgili kapsamli bir ¢calisma bulunmamakla birlikte, konakg1
mikroorganizma iligkileri agisindan degerlendirildiginde bu calisma bir ilk olma
ozelligindedir. Calismamizda cerageninlerin ve AMP’lerin, insan havayolu epitel hiicre
hatt1 lizerinde olusan P. aeruginosa biyofilmine kars1 etkileri arastirilmistir. CSA-13,
CSA-44, CSA-90, CSA-131, CSA-131-poloksamer (CSA-131P), CSA-138, CSA-142,
CSA-144 ve CSA-192 olmak iizere dokuz adet ceragenin ve magainin, cecropin ve LL-
37 olmak iizere ii¢ adet AMP calisilmis ve akciger kanser hiicre hattina olan sitotoksik
etkileri de belirlenmistir. Ayrica, sonuglar floresan mikroskobu kullanilarak da

dogrulanmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Caliymada Kullanilan Antimikrobiyal Maddeler

Bu calismada cerageninlerden CSA-13, CSA-44, CSA-90, CSA-131, CSA-
131P, CSA-138, CSA-142, CSA-144 ve CSA-192 kullanilmistir. AMP’lerden ise
magainin, cecropin ve LL-37 calismaya dahil edilmistir. Cerageninler kolik asit
scaffold-yapilandirma  teknigi ile (Prof.Dr. Paul B. SAVAGE tarafindan)
sentezlenmistir. Peptidler ve CSA-131P hazirlamak i¢in kullanilan Pluronic® F127
(2,3-bis- [2-metoksi-4-nitro-5-siilffenil]-2H-tetrazolium-5-karboksanilid ve menadion)
Sigma-Aldrich’ten (St. Louis, MO, ABD) temin edilmistir.

3.2. Antimikrobiyal Maddelerin Hazirlanmasi
Calismada kullanilacak olan cerageninler ve  AMP’lerin her birinden uygun
miktarlarda hassas terazide (Sartorius,CP224S) tartilarak, yeterli miktarda uygun
¢oOziiciide (distile su) ¢ozilindiiriildiikten sonra stok ¢ozeltileri hazirlanmis ve -20°C’lik

derin dondurucuda en fazla alt1 ay bekletilmistir.
Pluronik F127 kuru tozundan, ¢oziinene kadar 1s1 uygulanarak 15 mg/ml
konsatrasyonda su igerisinde soliisyonu hazirlanmigtir. CSA-131, %4 Pluronik F-127 ile
birlestirilerek CSA-131-poloksamer formu elde edilmis ve oda sicakliginda

saklanmustir.

3.3. Bakteri Susu ve Kiiltiir Kosullari

Calismada biyofilm pozitif P. aeruginosa-GFP (ATCC® 10145GFP™) susu
kullanilmistir. Bu susun -80°C’deki derin dondurucuda saklanan kiiltiirlerinden petri
kutusundaki triptik soy agar (TSA) besiyerine azaltma yontemi ile ekimleri yapilmustir.
37°C’lik etiivde bir gece inkiibe edildikten sonra olusan birbirine benzeyen 3 - 4
koloniden, icinde 5 ml Mueller Hinton buyyonu (MHB) bulunan tiiplerde bakteri
stispansiyonlar1 hazirlanmistir. Ekim yapilan bu tiiplerdeki bakteri siispansiyonlarinin
McFarland’da 0,5 absorbsiyon veren, 10® kob/ml’lik siispansiyonlar1 elde edilmistir.
Daha sonra, hazirlanan bu bakteri siispansiyonlari mikrodiliisyon deneylerinde
kullamlmak {izere MHB’de seyreltilerek inokulumlar hazirlanmigtir. Bunun igin 108
kob/mI’lik bakteri siispansiyonundan 10°® kob/ml’lik inokulumunun hazirlanabilmesi
icin 1/100 oraninda seyreltmeler yapilmistir. Hazirlanan inokulumlardaki bakteri

sayisini saptamak amaciyla steril fizyolojik tuzlu suda 10% ve 10* oraninda seyreltmeler
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yapilmis ve hazirlanan her seyreltmeden 100°er pl alinarak petri kutusundaki TSA
besiyerinin tiim yiizeyine yayilmistir. Petri kutular1 37°C’lik etlivde bir gece
bekletildikten sonra, ertesi giin olusan koloniler sayilmis, seyreltme faktori ile

carpilarak kob/ml belirlenmistir.

3.4. Minimum Inhibitor Konsantrasyonu (MIK) ve Minimum Bakterisidal
Konsantrasyonu (MBK) Tespiti

Sivi mikrodiliisyon ydntemi ile antimikrobiyal maddelerin MiK degerlerini
saptamak icin, 50 pl katyon ilaveli (Ca*? ve Mg*?) MHB icerisinde antimikrobiyal
maddelerin istenilen son konsantrasyonlarimin 2 kati konsantrasyonu hazirlanarak,
mikroplagin 1 ve 2 numarali kolonlaria eklenmistir. Mikroplagin 1 numarali kolonu
disindaki tiim diger kuyularina katyon ilaveli (Ca*? ve Mg*?) MHB’den 50’ser pl
dagitilmis ve cift katl seri diliisyonlar1 yapilmistir. En son mikroplagin tim kuyularina,
kuyulardaki son konsantrasyonu 5x10° kob/ml olacak sekilde 10° kob/mI’lik bakteri
stispansiyonundan 50’ser pl ilave edilmistir. Bakteriyel liremeyi kontrol etmek igin
mikroplagin son bir sirasina sadece bakteri konulmustur. Deneyin dogrulugunu kontrol
etmek i¢in standart antibiyotik olarak siprofloksasin, standart bakteri olarak ise P.
aeruginosa ATCC 27853 deneyde kullanilmigtir. Mikroplagin istii steril bir kapak ile
kapatildiktan sonra, buharlagsmamasi ic¢in naylon bir kilifa konulmustur. Mikroplak
37°C’de 18-20 saat etiivde inkiibe edilmistir. Ertesi giin liremenin goriilmedigi en diisiik
konsantrasyon MIK degeri olarak kabul edilmistir. Deneyler ii¢c kez tekrarlanmistir.
Antimikrobiyallerin MBK’lar1 da belirlenmistir. MIK’ler belirlendikten sonra, {ireme
gostermeyen her bir kuyudan ikiser kez olmak tizere 0,01 ml numuneler alinarak petri
kutusundaki TSA tizerine damlatilmistir. Hazirlanan petri kutulart 37°C’de 18-20 saat
etiivde inkiibe edilmistir. MBK'lar, canli bakteri sayisindan en az % 99,9 (ii¢ log)
azalma saglayan en diisiik antibiyotik konsantrasyonu olarak tanimlanmigstir. Tim
deneyler ii¢ tekrar halinde gerceklestirilmis ve ortalama degerler hesaplanmistir.
Deneyler, CLSI tarafindan belirlenen standartlara uygun olarak yapilmistir (CLSI 2006;
CLSI 2018).

3.5. Hiicre Kiiltiirii
Insan Akciger Karsinoma hiicresi olan A549 hiicre hatti ATCC’den temin

edilmistir. Calismada kullanilmak {izere -152°C’lik derin dondurucuda saklanmis ve



41

calisma oncesinde ¢oziindiirilmiis ve 3.4.1. boliimiinde anlatilan besiyeri igerisinde

mikrobiyolojik giivenlik kabini kullanilarak tiretilmistir.

3.5.1. Besiyerinin Hazirlanmasi

Besiyeri asagidaki formiilasyon kullanilarak hazirlanmistir.

- Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
- %10 Fetal Bovine Serum (FBS)

- 2mM L-glutamin

- %1 Penisilin-streptomisin ¢ozeltisi

Tiim besiyeri bilesenleri 37°C sicakliga getirilmistir. Uygun miktarlarda
karistirilmis ve 500 ml hacminde 0,22 pm vakum filtre sistemi (Sartorius) kullanilarak
steril edilmistir.

Ko-kiiltiir deneylerinde farkli olarak bakterilerin hiicre tek tabakali yapisini
bozmasint engellemek amaciyla arjinin eklenmis farkli bir deney besiyeri
olusturulmustur. DMEM igerisine %10 FBS, 2mM L-glutamin ve %4 arjinin eklenmis
ve filtrasyonla steril edilmistir. Antibiyotik ko-kiiltiirdeki bakteriyi etkilememesi i¢in

besiyerine eklenmemistir.

3.5.2. Hiicrelerin Coziinmesi

Derin dondurucuda bekletilen donmus hiicre 37°C’deki su banyosu igerisinde
hizlica ¢dziindiiriilmiistiir. Igerisindeki dondurma sivisini uzaklastirmak icin, santrifiij
tiiptine 9 ml besiyeri konulmus ve yaklasik 1 ml hiicre steril tek kullanimlik pasteur
pipet ile alinip 9 ml besiyeri iizerine eklenmistir. 5 dakika 1500 rpm’de santrifiij

edilerek dondurma sivisi uzaklastirilmistir.

3.5.3. Hiicrelerin Cogaltilmasi

Dondurma sivisi uzaklastirildiktan sonra 1 ml besiyeri tiipiin alt kisminda kalan
hiicre {izerine eklenmis ve resiispande edilmistir. Daha sonra hiicre, igerisinde 4 ml
besiyeri bulunan T25 flaska aktarilmistir. 37°C ve %5 CO2’li etliivde inkiibasyona
birakilmis ve ertesi giin hiicre canliligi mikroskop altinda incelenerek besiyeri

degistirilmistir. Besiyeri her 2-3 giinde bir degistirilerek hiicreler ¢ogaltilmistir.

3.5.4. Alt kiiltiirleme
Hiicreler belirli hizda biiytidiikleri i¢in belirli bir siire sonra flask yiizeyini

kaplamaktadirlar. Hiicreler, flask yiizeyinin ortalama %80’ini kapladiginda
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tripsin/EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) kullanilarak flask yilizeyinden kaldirilmis
ve bliylimelerine devam etmeleri icin baska bir flaska aktarilmislardir. Bunun igin
oncelikle flask icerisindeki besiyeri uzaklastirilmis, daha sonra iizerine fosfat tamponlu
tuzlu su (PBS) eklenip, dokiilerek yikama islemi yapilmistir. 3 ml 9%0,05'lik
tripsin/EDTA soliisyonu flaska eklenmis ve en fazla 10 dakika etiivde bekletilerek
hiicrelerin flask yiizeyininden ayrildig1 tespit edilmistir. 9 ml besiyeri flask igerisine
eklenerek, hiicre igeren tiim sivi ¢ekilmis, 5 dakika 1.500 rpm’de santrifiij edilmis,

coken hiicreler yeni besiyeri ile resiispande edilerek yeni bir flaska alinmastir.

3.5.5. Hiicrelerin Dondurulmasi
Hiicreler her iiretme asamasini takiben DMEM igerisinde %5 DMSO soliisyonu

kullanilarak dondurulmus ve -152°C’lik derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.6. Sitotoksisitenin Belirlenmesi

A549 hiicresinde cerageninlerin (CSA-13, CSA-44, CSA-90, CSA-131, CSA-
131P, CSA-138, CSA-142, CSA-144, CSA-192) ve AMP’lerin (magainin, cecropin,
LL-37) sitotoksisitelerinin belirlenebilmesi i¢in ¢alismalar yapilmistir. T75 flasklarda
besiyeri igerisinde hiicre tiretilmistir. Hiicreler her giin kontrol edilmis, iki giin ara ile
besiyeri degistirilmis ve en az %80 konfluent olduktan yani tim alani kapladiktan sonra
besiyeri uzaklastirilmis ve PBS ile 3 defa yikanmustir. Uzerine 3 ml Tripsin/EDTA
sollisyonu eklenerek en fazla 10 dakika olmak iizere 37 °C ve %5 CO2’li etiivde
bekletilmistir. Hiicrelerin flask yiizeyinden arindirildigindan invert mikroskop
yardimiyla emin olunduktan sonra hiicreler bir tiip igerisine aktarilmistir. Tripsinin
etkilerinden kurtulmak i¢in {lizerine besiyeri ilave edilmis ve 5 dakika 1.500 rpm’de
santrifiij edilmistir. Ust sivi uzaklastirilmis ve hiicreler besiyeri ile tekrar siispande
edilmistir. Hiicrelerin sayisinin belirlenmesi i¢in 10 pl hiicre siispansiyonu ile 10 pl
Tripan mavisi karistirilmis ve 10 pl 6rnek alinarak hemositometre {izerine konulmustur.
Mikroskop kullanilarak hiicreler sayilmistir. Asagidaki formiil kullanilarak ml’deki

hiicre sayis1 belirlenmistir.

ml’deki hiicre sayisi= Sayilan hiicre sayist x Seyreltme faktorii x 10.000

96 kuyulu diiztaban mikroplagm her bir kuyusuna 10* hiicre gelecek sekilde
hesaplamalar yapilmis ve hiicreler kuyulara eklenmistir. 24 saat 37°C ve %5 CO2’li
inkiibatorde bekletilmistir. inkiibasyon sonunda antimikrobiyal maddelerin artan

konsantrasyonlar1 (ug/ml) (cerageninler i¢in 5, 10, 20, 50, 75 ve 100; AMP’ler igin 5,
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10, 20, 50, 75, 100, 150 ve 200) kuyulara ilave edilmis ve 24 saat inkiibasyona
birakilmistir.
Antimikrobiyal maddelerin A549 hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksisitelerini

belirlemek i¢cin MTT testi kullanilmistir.

Toz halinde bulunan MTT’nin PBS igerisinde 5 mg/ml stok soliisyonu
hazirlanmistir. MTT deneyi i¢in kuyulardaki besiyeri uzaklastirildiktan sonra 10 pl
MTT soliisyonu ve 90 ul fenol kirmizisi icermeyen DMEM eklenerek 3 saat inkiibe
edilmistir. Ayrica negatif kontrol olarak bos bir kuyuya sadece 100 pl besiyeri ve baska
bir kuyuya da 90 ul besiyeri + 10 ul MTT soliisyonu eklenmistir. Inkiibasyon
sonucunda iist sivilar uzaklagtirilmistir. Olugan formazan kristallerinin ¢oziinmesi igin
tizerine 100 ul DMSO ilave edilmis ve calkalayicida 10 dakika bekletilmistir. 96°lik
well plate ELISA Reader (EON-BioTek Instruments, Winooski, VT, USA) ile 570

nm'de sonuglar okutularak belirlenmistir. Deneyler ti¢ kere tekrar edilmistir.

GraphPad Prism 8 programi kullanilarak hiicrelerin % 50’sinin 61diigii inhibitor

konsantrasyon (ICso) degerleri hesaplanmustir.

3.7. Hiicre I¢ci Bakteri inhibisyonunun Belirlenmesi

ICso degerleri belirlenen cerageninlerin ve AMP’lerin 20 pg/ml, 10 pg/ml, 5
ug/ml ve 1 ug/ml konsantrasyonlari ile ¢alisilmaya karar verilmistir. Cerageninlerin ve
AMP’lerin hiicre i¢i bakterilere olan etkisi test edilmistir (Chi ve ark. 1991; Noore ve
ark. 2013). Antimikrobiyallerin, hiicre i¢i bakterilere olan aktivitesinin belirlenmesi igin
A549 hiicre kiiltiirii ile ¢alisilmistir. P. aeruginosa-GFP susu enfeksiyon orant (MOI:
Multipilicty of infection) 2 olacak sekilde hiicrelere ilave edilmistir.

MOI: Koloni Olusturan Birim (kob)/Hiicre sayisi

Bunun igin ilk olarak 12 kuyulu diiztaban mikroplagin her bir kuyusuna 2x10°
sayida hiicre ekilmistir. Hiicreler 2 giin boyunca tek tabakali oluncaya kadar
bekletilmistir. P. aeruginosa-GFP susu bir giin 6énce TSA besiyerinde ¢ogaltildiktan
sonra olusan tek diismiis kolonilerden alinarak McFarland cihazi ile 108 kob/ml’ye denk
gelecek sekilde 0,5 McFarlanda deney besiyeri igerisinde ayarlanmistir. Deney besiyeri
kullanilarak 4x10° kob/mI’ye seyreltilmistir. Hiicre iki kere PBS ile ytkanmis ve hiicre
tizerine 1 ml bakteri slispansiyonundan eklenmistir. 1 saat boyunca 37 °C’de %5’lik
COy’li etiivde bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda 2 kere PBS ile yikanmustir. 50 pg/ml

gentamisin sollisyonu hazirlanmig ve 1 ml hiicre iizerine eklenerek hiicre disi
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bakterilerin o6ldiiriilmesi i¢in 1 saat inkiibatorde bekletilmistir (Garcia-Medina ve ark.
2005). Tekrar PBS ile yikama iglemi yapilmistir. Antimikrobiyaller 20 pg/ml, 10 pg/ml,
5 pg/ml ve 1 pg/ml konsantrasyonlarda ortama eklenerek bir gece 37°C’de %5’lik
CO2’li etiivde inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin PBS ile yikama isleminden sonra
DMEM igerisinde %0,5 Triton-X soliisyonu ile hiicreler par¢alanarak agiga ¢ikan hiicre
ici canli bakteri sayilar1 canli bakteri hiicre sayim metodu ile belirlenmistir. Bunun i¢in
kuyulardan silispansiyonlar toplanmis, gerekli seyreltmeler yapilarak TSA besiyerine
damlatma yolu ile tatbik edilmistir. Ertesi giin olusan koloniler sayilmistir. Deneyler ii¢

kere tekrar edilmistir.

3.8. Cerageninler ve AMP’lerin Statik Ko-kiiltiir Uzerine Etkileri

Uretilen A549 hiicreleri inverted mikroskobu kullanilarak sayilmis ve 24 kuyulu
hiicre kiiltiirii plaginda her bir kuyuya 2x10° hiicre denk gelecek sekilde hesaplanarak
uygun miktarda eklenmistir. Hiicreler 37°C ve %5 CO2’li etiivde bir hafta boyunca
yogun tek tabakali olmasi i¢in bekletilmis ve besiyeri 2-3 giin arayla degistirilmistir

(Anderson ve ark. 2008; Anderson ve ark. 2013; Moreau-Marquis ve ark. 2010).

Bakteri bir giin 6nce TSA besiyerine ekilmis, 37°C’de etiivde bir gece inkiibe
edildikten sonra olusan kolonilerden alinarak 5 ml BHI besiyeri igine eklenmis ve
37°C’de 18 saat biiyiitiilmiistiir. Ertesi giin McFarland cihazi kullanilarak, DMEM, %10
FBS, 2mM glutamin ve %0,4 arjinin iceren deney besiyerinde McFarland 0,5 yani 10®
bakteri yogunluguna ayarlanmstir.

Antibiyotiklerin 4 kati konsantrasyonlar1 (pg/ml) (80, 40, 20 ve 4) uygun
tiiplerde deney besiyeri igerisinde hazirlanmistir. Yogun tek tabakali A549 hiicreleri
tizerindeki besiyeri aspire edilmis ve bir kez PBS ile yikanmistir. Her bir kuyuya 1
birim antibiyotik (125 pl) ve 3 birim bakteri (375 pl) eklenmistir. Baslangigta ekilen
AS549 hiicrelerinin sayisina gore yaklagik 30:1'lik bir enfeksiyon sikliginda P.
aeruginosa ile inokiile edilmistir. Bu miktar 24 kuyulu plakta her bir kuyu igin 1x10°-
6x10° kob/ml’ye denk gelmektedir. Kontrol amaciyla kuyulardan birine antibiyotik
eklenmeden sadece bakteri eklenmistir.

Elde edilen ko-kiiltiir 37°C’de ve %5 CO2’li etiivde 2, 4 ve 6 saat inkiibasyona
birakilmistir. Bu metod, epitel hiicreleri {izerinde P. aeruginosa biyofilmi olusumu ile
sonuclanmistir. Inkiibasyondan sonra besiyeri uzaklastinhip sonraki deneylerde

kullanilmak iizere -20°C’de saklanmistir. Inverted mikroskop kullanilarak hiicrenin
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katman biitiinliigi kontrol edilmistir (Anderson ve ark. 2008; Anderson ve ark. 2013;
Moreau-Marquis ve ark. 2010).

Inkiibasyon sonunda, planktonik bakterileri uzaklastirmak icin ko-kiiltiir 2-3 kez
0,5 mL PBS ile yikanmis ve epitel hiicrelerinin parcalanmasi ve biyofilmin dagilmasi
icin 0,5 mL DMEM iginde %0,5’1lik Triton-X 100 ile 30 dakika inkiibe edilmistir. 3
dakika vortekslenmis ve siispansiyon toplanarak seri diliisyonlart hazirlanmigtir. Bu
diliisyonlar TSA besiyerine damlatma yontemi ile ekilmis ve gece boyunca 37°C'de
inkiibe edilmistir ve kob’u belirlemek i¢in ertesi giin koloniler sayilmistir. (Anderson ve
ark. 2008; Anderson ve ark. 2013; Moreau-Marquis ve ark. 2010). Deneyler ii¢ kez
tekrar edilmistir.

3.9. Ko-kiiltiiriin Sitotoksisiteye Etkisi

Bakteri ve antimikrobiyal maddelerin epitel hiicreler iizerine toksisitelerini
belirlemek icin, PBS ile yikama yapilmadan ve epitel hiicreleri tahrip edilmeden once
biyofilm iizerindeki siipernatant toplanmistir ve -20°C’de saklanmistir. Bu siipernatant
16.000 g’de santrifiij cihazinda 2 dakika santrifiij edilmistir. LDH sitotoksisite test kiti
(Promega, Madison, USA) kullanilarak 10 pl siipernatant iki kez test edilmis ve LDH
saliimi belirlenmistir. (Price ve ark. 2016).

LDH deneyi i¢in oncelikle ¢aligma soliisyonu hazirlanmistir. 10 ul siipernatant,
100 ul LDH reaksiyon karigimi 96°lik mikroplagin her bir kuyusuna eklenmistir. Arka
plan kontrolii olarak hiicre besiyeri, diisiik kontrol olarak sadece hiicre i¢eren kuyunun
stipernatanti, yiiksek kontrol olarak ise pargalama soliisyonu (Triton X) ile par¢alanmis
hiicrenin siipernatant1 kullanilmistir. Ayrica deneyin dogrulugunu test etmek amaciyla
LDH enzimi igeren 5 pl pozitif kontrol de eklenmistir. Ornekler ve LDH reaksiyon
karsimi1 eklenmis mikroplaklar 30 dakika oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Sonuglar
ELISA Reader (EON-BioTek Instruments, Winooski, VT, USA) ile 450 nm'de
okunmustur. Deneyler iki kere tekrarlanmistir.

Yiizde sitotoksisite asagidaki formiile gore hesaplanmustir.
% sitotoksisite: (Test Ornegi Absorbansi-Diisiik Kontrol Absorbansi) / (Yiiksek Kontrol
Absorbansi-Diisiik Kontrol Absorbansi) x 100

3.10. Floresan Mikroskobu ile Goriintiileme
Anabilim dalimizda bulunan floresan mikroskobu (Olympus ckx4) kullanilarak

hiicre ve bakterinin olusturdugu biyofilm tabakasi goriintiilenmistir. Bunun igin, P.
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aeruginosa-GFP’yi goriintiilemek igin floresan mikroskobu, hiicre tabakasini
goriintlilemek icin ise inverted mikroskobu kullanilmigtir. Tiim deneylerde yesil
floresan proteini kodlayan plazmid igeren P. aeruginosa-GFP susu kullanilmistir.
Biyofilm olusum yogunlugu tespit edilmis ve biyofilm olusumun inhibisyonu floresan

mikroskobu ile dogrulanmistir (Moreau-Marquis ve ark. 2010).

3.11. Istatistiksel Analiz

Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirmek i¢in GraphPad Prism versiyon 8 (San
Diego, CA, USA) programi kullanilmistir. Sonuglar ortalama deger + standart sapma
olarak hesaplanmistir. Veri analizi tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc
olarak Bonferroni analiz testi kullanilarak gerceklestirilmistir. P degeri 0,05’ den diisiik

olanlar anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. MiK ve MBK Sonuclarma Ait Bulgular

Cerageninlerin ve  AMP’lerin P. aeruginosa-GFP susuna karsi etkinligini
belirlemek icin MIK ve MBK degerleri belirlenmistir. Deneyin dogrulugunu kontrol
etmek i¢in P. aeruginosa ATCC 27853’¢ karsi1 standart antibiyotik olan siprofloksasinin
CLSI tarafindan Onerilen sinirlar igerisinde olmasina (0,12-1 pg/ml) dikkat edilmistir
(CLSI 2018). CSA-13, CSA-44, CSA-90, CSA-131, CSA-131P, CSA-138, CSA-142,
CSA-144 ve CSA-192 icin MIK degerleri (ng/ml) siras1 ile 16, 8, 32, 4, 8, 16, 8, 32 ve
32 olarak belirlenirken; MBK degerleri (ug/ml) sirast ile 32, 16, 64, 4, 8, 16, 8, 64 ve 64
olarak belirlenmistir. Test edilen AMP’lerin hepsinin MIK ve MBK degerleri 128
pg/ml’den biiyiik bulunmustur. Elde edilen MIK ve MBK verileri Tablo 4.1°de

gosterilmistir.

Tablo 4-1: Cerageninlerin ve AMP’lerin P. aeruginosa-GFP susuna karst MiK ve MBK
degerleri (ug/ml)

P. aeruginosa-GFP P. aeruginosa ATCC 27853
Antimikrobiyal MIiK MBK MiK
maddeler
CSA-13 16 32
CSA-44 8 16
CSA-90 32 64
CSA-131 4 4
CSA-131P
CSA-138 16 16
CSA-142 8 8
CSA-144 32 64
CSA-192 32 64
Magainin >128 >128
Cecropin >128 >128
LL-37 >128 >128

Siprofloksasin 0,5
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4.2. Sitotoksisite Sonuglarina Ait Bulgular

Cerageninlerin ve AMP’lerin A549 hiicre hattina olan sitotoksisiteleri MTT
yontemi ile belirlenmistir. GraphPad Prism 8 programi kullanilarak ICso degerleri
belirlenmis ve ayrica test edilen konsantrasyonlarin sitotoksisiteleri istatistiksel olarak
belirlenmistir. Cerageninler i¢in ICso degerleri 11,37+3,88 ila 40,05+2,65 pg/ml
araliginda belirlenirken, AMP’ler i¢in 40,76 + 5,35 ila >200 pg/ml aralifinda
belirlenmistir. ICso degerleri Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4-2: Cerageninlerin ve AMP’lerin A549 hiicresine karst MTT yontemi ile belirlenen
1Cs0 (ng/ml) degerleri

Cerageninler I1Cso degerleri (ng/ml)
CSA-13 20,68 + 4,34
CSA-44 26,03+ 0,95
CSA-90 11,62 + 4,05
CSA-131 11,37 £3,88
CSA-131P 40,05 + 2,65
CSA-138 11,78 +2,38
CSA-142 36,15+ 1,25
CSA-144 26,03+ 2,08
CSA-192 27,65+ 5,02
Magainin >200
Cecropin >200

LL-37 40,76 £ 5,35

Antimikrobiyal maddelerin sitotoksisite profilleri grafikler ile gosterilmistir.
CSA-90 ve CSA-142’nin 10 pg/ml konsantrasyonlar1 ile CSA-13 ve CSA-131’in 20
ug/ml ve tizeri konsantrasyonlar istatistiksel olarak anlamli sitotoksik etkiye sahiptir
(P<0,05). CSA-44, CSA-144, CSA-192 ve CSA-131P’nin ise 50 ug/ml ve iizeri
konsantrasyonlari sitotoksisite agisindan istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P <
0,0001). CSA-138 ise diger cerageninlerden daha diisiik konsantrasyonlarda (5 pg/ml)
bile sitotoksik etki gostermistir. AMP’lerden magainin test edilen konsantrasyonlarda
sitotoksisiteye sebep olmazken, cecropin ve LL-37 ise 50 pg/ml ve tizeri

konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli sitotoksiteye neden olmustur (P < 0,01).
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Cerageninlerin sitotoksisite profillerini gosteren grafikler Sekil 4-1’de ve AMP’lerin

sitotoksisite profillerini gosteren grafikler ise Sekil 4-2’de gosterilmistir.
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4.3. Hiicre i¢i Bakteri inhibisyonuna Ait Bulgular

Cerageninlerin ve AMP’lerin hiicre igindeki P. aeruginosa bakterilerine kars1
etkinlikleri belirlenmis ve elde edilen bulgular GrapPad Prism programi ile
degerlendirilmistir. Elde edilen grafik Sekil 4-3 ve 4-4’te gosterilmistir. CSA-13’tin 10
ug/ml ve yiiksek konsantrasyonlari hiicre i¢i bakteri sayisini en az 3 log azaltmislardir.
CSA-131’in 20 pg/ml konsantrasyonu da benzer sekilde 3 log’luk bir azalmaya neden
olmustur. CSA-90 ve CSA-192’nin 20 pg/ml konsantrasyonlart uygulandiginda hiicre
ici bakteri sayist yaklasik 2 log azalma gostermistir. AMP’lerden sadece LL-37 hiicre
ici bakterilere etki gdstermistir. LL-37°nin 20 pg/ml konsantrasyonu hiicre i¢i bakteri

sayisini yaklagik 2 log azaltmistir (Sekil 4-4).
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4.4. Biyofilm Olusumun Engellenmesine Ait Bulgular

Calismada kullandigimiz antimikrobiyal maddelerin A549 hiicre hatt1 {izerinde

P. aeruginosa biyofilmi olusumuna olan etkileri tespit edilmistir. Bu amagla olusturulan
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A549 hiicresi ve P. aeruginosa ko-kiiltiiriine ceragenin ve AMP’ler eklenmis ve
biyofilm olusumuna olan etkileri 2., 4. ve 6. saatin sonlarinda hem canli bakteri sayimi
belirleme yontemi ile belirlenmis hem de floresan goriintiileme yapilmistir.
Antimikrobiyal madde eklenmemis kontrol grubu ile antimikrobiyal maddelerin farkli
konsantrasyonlari eklenmis deney gruplarinin biyofilm olusumlar1 logaritmik olarak
kob belirlenerek karsilastirilmistir. Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmis ve elde
edilen grafikler Sekil 4-5 ve Sekil 4-6’da gosterilmistir. Bulgulara gére CSA-13, 5
pg/ml ve {istli konsantrasyonlarda biyofilm olusumunu istatistiksel olarak anlaml
sekilde inhibe etmistir (P < 0,05). 20 pg/ml konsantrasyonda biyofilm olusumunun
tamamen engellendigi goriilmektedir. Tiim cerageninler icerisinde CSA-142 test edilen
tim saatler ve konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli azalmaya neden
olamamustir (Sekil 4-5). En etkili AMP, LL-37 olarak belirlenmistir. Ozellikle 20 pg/ml
konsantrasyonda 6. saat sonunda kontrol grubuna gore anlamli azalmaya neden
olmustur (P < 0,0001). Magainin ise etkinligi en diisik AMP olarak belirlenmistir
(Sekil 4-6).
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etkileri

*, P <0,05** P<0,01; ** P < 0,001 **** P <0,0001
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*, P <0,05** P<0,01; ** P < 0,001 **** P <0,0001

4.5. Floresan Mikroskobu Gériintiileri

Elde edilen bulgulara dayanarak en etkili bulunan CSA-13’iin etkinligi floresan
mikroskobu kullanilarak gosterilmigtir. CSA-13’tn 1, 5, 10 ve 20 pg/ml
konsantrasyonlarinin 2., 4. ve 6. saat sonucunda biyofilm olusumu {izerine etkileri
kontrol grubu ile karsilastirilmigtir. Gortintiilerde yesil renkli olarak P. aeruginosa-GFP
susunun Ozellikle hiicre etrafinda olusturdugu biyofilm yapilar1 goriilebilmektedir.
Kontrol grubuna gore CSA-13’lin uygulandig1 grupta daha az yesil renkli floresan elde

edilmistir. Goriintiiler Sekil 4-7°de gosterilmistir.
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Sekil 4-7: CSA-13’iin ko-Kkiiltiire etkisinin floresan mikroskobu goriintiileri.

Yukaridan asagiya dogru A: Kontrol; B: 1 pg/ml; C: 5 pg/ml; D: 10 pg/ml; E: 20 pg/ml. Yesil renk P. aeruginosa-
GFP’yi gostermektedir (Biiyiitme x40, bar=20 um).
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4.6. LDH Deneyine Ait Bulgular

Cerageninlerin ve AMP’lerin 2., 4. ve 6. saatin sonunda Kko-kiiltiire olan
sitotoksik etkileri LDH sitotoksisite testi kullanilarak belirlenmistir. Sonuglar Sekil 4-8
ve Sekil 4-9°da gosterilmistir. Kontrol grubu olarak hem antibiyotik ve bakteri
icermeyen hem de sadece bakteri igermeyen hiicreler kullanilmistir. Sonuglar
incelendiginde, sadece bakterilerin 2. 4. ve 6. saat boyunca, bakteri igermeyen hiicreye
gore karsilastirildiginda anlamli sitotoksik etki yaratmadigi belirlenmistir. Bulgular
bakteri igeren kontrol grubu kuyulara gore hesaplanmistir. Bulgulara gore sadece P.
aeruginosa iceren kontrol grubuna goére cerageninler farkli konsantrasyonlarda
sitotoksik etkiye neden olmustur. Konsantrasyon arttik¢a ylizde sitotoksisitenin arttigi
goriilmektedir. Cerageninler igerisinde en yiiksek yiizde sitotoksisiteyi CSA-192’nin 20
png/ml konsantrasyonu 6. saatin sonunda gostermistir. CSA-131'in 20 pg/ml
konsantrasyonu, 6. saatin sonucunda hiicrelerin %20’sinden fazlasinin 6liimiine neden
olmasma ragmen, CSA-131’in poloksamer igindeki formiilasyonu sitotoksisiteyi
azaltmistir (Sekil 4-8). AMP’lerden magainin ve cecropin calisilan saatler sonucunda
sitotoksisiteye neden olmamistir. LL-37 ise diger AMP’ler ile karsilastirildiginda neden
oldugu sitotoksisite daha yiiksek olarak belirlenmistir (Sekil 4-9).
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5. TARTISMA

P. aeruginosa KF hastaliginda oldugu gibi akcigerlerde meydana gelen
enfeksiyonlarda yiiksek etiyolojiye sahip bir Gram negatif bakteridir. Coklu ilaca
direngli P. aeruginosa kiiresel bir sorun olusturmaktadir (Miyoshi-Akiyama ve ark.
2017). Antibiyotik direnci nedeniyle cerageninler ve AMP’ler gibi yeni antimikrobiyal
adaylarmin  kesfi ve tedavide kullanimi Onem tasimaktadir. Calismamizda
cerageninlerin ve AMP’lerin KF gibi hastaliklarda karsimiza ¢ikan canli doku ylizeyine
mikroorganizmalarin adezyonu, yapismasi ve biyofilm olusumuna olan etkileri tespit

edilmeye ¢aligilmistir.

Calismada yer alan antimikrobiyal maddelerin P. aeruginosa-GFP susunun
planktonik hiicrelerine kars: etkileri belirlenmistir. Elde edilen MiK ve MBK degerleri
Tablo 4-1°de gosterilmistir. Cerageninlerin MIK degerleri 4-32 pg/ml arasindayken,
AMP’lerin MIK degerlerinin 128 pg/ml’den daha yiiksek oldugu bulunmustur.
Cerageninler igerisinde en yiiksek antibakteriyel aktiviteyi CSA-131 (MIK: 4 pg/ml)
gostermigtir. MBK degerleri MIK degerlerine esit veya iki katidir. Daha &nce
yaptigimiz ¢alismalardan elde edilen duyarlihik verileri 1ile kiyaslandiginda
cerageninlerin bakterisidal aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir (Bozkurt-Guzel,
Oyardi ve ark. 2018). Xavier Vila-Farrés ve ark. (2015) tarafindan yayimlanan bir
caligmada cerageninlerin kolistin direngli P. aeruginosa suslarina karsi etkinlikleri
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore en etkili ceragenin CSA-131 bulunmakla
birlikte CSA-13, CSA-44 ve CSA-138’in de diisiik MIK degerlerine sahip oldugu

gosterilmistir.

Cerageninler AMP’lerin etkilerini arttirmak ve dezavantajlarini azaltmak
amactyla sentezlenmis bilesiklerdir. En eski izole edilmis AMP’lerden olan ceragenin,
magainin ve LL-37’yi kullandigimiz bu g¢alismamizda cerageninlerin etkinliginin
AMP’lerden ¢ok iistiin oldugu saptanmustir. Diger arastiricilarin da yaptigi ¢aligmalarda
magainin, cecropin ve LL-37’nin P. aeruginosa suslarina karsi cerageninlerden daha az
etkili oldugu gosterilmektedir (Wnorowska ve ark. 2015; Dosler ve Karaaslan 2014).
AMP’lerin aktivitelerini arttirmak i¢in ¢esitli modifikasyonlar1 veya kombinasyonlari
yapilmistir. Cecropin-A ve Melittin-A’nin hibridi olan CAMA, P. aeruginosa’ya karsi
LL-37 ve magaininden daha etkili bulunmustur. Benzer sekilde biyofilmi eradike eden
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en diisiik konsantrasyonlari (MBEK) karsilagtirildiginda ise LL-37 ve CAMA i¢in de
640 pg/ml konsantrasyonlar1 belirlenmistir (Dosler ve Karaaslan 2014). ileri

calismalarin diger hibrid ve modifiye AMP’ler ile siirdiiriilmesi gerekmektedir.

Antimikrobiyal direng yeni antimikrobiyaller i¢in de bir tehdit unsurudur.
AMP’ler neredeyse tiim organizmalarda patojenlere karsi yiizyillardir savagmaktadirlar.
Fakat buna ragmen antibiyotiklerden farkli olarak AMP’lere diren¢ gelismedigi
gozlemlenmektedir. Bunun nedeni olarak dogal ortamlarinda AMP’lerin etkisini devam
ettirecek sekilde patojenler ile birlikte evrimlesmesi ve diisiik konsantrasyonlarda degil
stirekli terapdtik seviyelerde patojenler ile bir arada bulunmasi oldugu diisiiniilmektedir
(Peschel ve Sahl 2006; Hashemi, Holden ve Savage 2018). Ayrica AMP’ler
mikroorganizmalarda belirgin bir enzimi degil hiicre zarin1 hedeflemektedirler.
Bakterilerin diren¢ kazanmasi i¢in koklii degisiklikler yapmasi gerekmektedir. Ayn
durum cerageninler i¢in de gecerlidir (Mangoni ve ark. 2016; Hashemi, Holden ve
Savage 2018). Pollard ve ark. (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada, siprofloksasin,
vankomisin ve kolistin ile karsilastirilarak CSA-13’¢ kars1 S. aureus, P. aeruginosa ve
A. baumannii’nin diren¢ gelistirme potansiyelleri incelenmistir. 30 pasaj sonrasi
geleneksel antibiyotiklere direng gelisirken, CSA-13lin S. aureus’e karst hala etkili
olabildigi gosterilmistir. Gram negatiflerde CSA-13’¢ kars1 direng gelismekle birlikte
geleneksel antibiyotiklerle karsilastirildiginda c¢ok daha ilimhi bulunmustur. Gram
negatiflere kars1 goriilen diren¢ mekanizmasinin, dis zarda bulunan ve cerageninlerin ve
AMP’lerin hedefi olan Lipit A’da goriilen modifikasyonlar oldugu gésterilmistir. Fakat
Hashemi ve ark. (2017) tarafindan yapilan benzer bir calismada Lipit A’daki
modifikasyonlarin kolistin direncini ¢ok arttirirken, cerageninlere kars1 direnci daha az
arttirdigini gostermistir. Bu sonug kolistin ile cerageninlerin ve AMP’lerin farkli direng
mekanizmalarina sahip olabilecegini gostermektedir. Antimikrobiyal direnci enfeksiyon
hastaliklarinin tedavisinde en 6nemli zorluk olarak karsimiza ¢iktigindan, AMP’ler ve

cerageninlerin terapdtik degeri daha ¢ok anlagilmaktadir.

Calismamizda antimikrobiyallerin A549 hiicre hatti iizerinde P. aeruginosa
biyofilm olusumuna olan etkileri arastirildigindan, ilk olarak arastirmada kullanilacak
antimikrobiyal konsantrasyonlarim1 belirlemek amaciyla MTT ile sitotoksisite testi

yapilmistir. Cerageninlerin ve  AMP’lerin c¢esitli konsantrasyonlarinin sitotoksisite



64

profilleri Sekil 4-1’de gosterilmistir. Ayrica GraphPad Prism 8 programi kullanilarak
ICs0 degerleri hesaplanmistir (Tablo 4-2).

Cerageninlerin ICso degerleri 11,37+3,88 ila 40,05+2,65 pg/ml araliginda
belirlenirken, AMP’lerin 40,76+5,35 ila >200 pg/ml olarak belirlenmistir. Tablo 4-2°de
goriilebilecegi gibi cerageninler igerisinde en diisiik sitotoksiteyi CSA-131’in
poloksamer formu gostermektedir (ICso: 40,05 + 2,65). Pluronik F-127, noniyonik ilag
tasiyici poloksamer sistem olarak gelistirilmistir. Pluronik F-127 kullanilarak ilaglar
miseller igerisinde hapsedilerek 6zel dokulara ilaglarin tasinmasi saglanabilmektedir.
Ayrica  antimikrobiyallerin  sitotoksik  etkilerini  azaltmak  amaciyla da
kullanilmaktadirlar. CSA-131’in poloksamer miseller igerisinde kapsiile edilmesi hiicre
membrani segiciligi saglayarak sitotoksisiteyi azaltmaktadir. Fakat Nagant ve ark.
(2012) tarafindan yapilan bir ¢alisma, CSA-13’{in endotel lizerine sitotoksik etkilerinin
sadece hiicre membrani biitiinliigiinii etkilemesi ile ilgili olmadig1 aym1 zamanda
hiicrelerin mitokondrisine de toksik etkilere sahip oldugunu gdstermistir. Calismamiz
sonucuna gore Pluronik F-127 nin CSA-131 ile kombinasyonu durumunda, Pluronik F-
127 CSA-131’in hiicre gecirgenlige etkisini rahatlatarak sitotoksisitesini azaltmakta,

fakat mitokondri hasarini engelleyememektedir.

Calisma sonuglarma gore AMP’lerin  A549 {izerine sitotoksisiteleri
cerageninlerden daha diisiik diizeyde bulunmustur. Yapilan bazi calismalar insan
akciger kanser hiicrelerinden LL-37’nin diigiik dozlarda eksprese edildigini ve timor
biiyiimesini tetikledigini gdstermistir. Ilging olarak LL-37’nin, gdgiis, yumurtalik ve
akciger kanserlerinde asir1 eksprese edildigi, ancak mide kanserinde zaman zaman
timor olusumunu baskiladigr belirlenmistir (Kurado ve ark. 2015). AMP’lerin
antikanser  ajanlar olarak potansiyeli bulunmaktadir. Bunun i¢in  gesitli
modifikasyonlarinin yapilmasi, ila¢ tasiyict sistemlerin kullanilmasi, kombinasyon
tedavileri deneme asamasindadir. Ayrica AMP’lerin sitotoksisitelerini azaltmak
amaciyla da tiirevleri sentezlenmistir. Ciornei ve ark. (2005) yaptiklar1 ¢aligma ile LL-
37°nin  yapisindaki N-terminal hidrofobik amino asitlerin  ¢ikarilmas1 ile

sitotoksisitesinin azaldigini1 gostermislerdir.

AMP'ler ve cerageninler, kanser hiicreleri ve IB3-1 (KF akciger hiicreleri) gibi
transforme edilmis hiicrelere karsi artmis aktivite gostermektedirler ve bu nedenle

antikanser ajanlar olarak kabul edilmektedirler (Wnorowska ve ark. 2020; Oyardi ve
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ark. 2021). Birincil (doniistiirilmemis) hiicrelere gore kanser hiicrelerinin membran
bilesimi degismektedir. Kanser hiicrelerinin yiizeyinin cerageninler ve AMP’lerin
pozitif yiiklii yapisinin ilgisini ¢ekebilecek negatif yiike sahip oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle, transforme edilmis kanser hiicreleri ile ilgili yapilan ¢alismalar cerageninler ve
AMP’lerin sitotoksisitesini belirlemek i¢in yeterli degildir. Birincil hiicreleri iceren
daha kapsamli ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Calismamizda kullanilan A549 hiicre hatti
insan akciger kanser hiicre hattidir ve yiiksek sitotoksisite goriilmesini agiklamaktadir.
Calismamizda belirlenen sitotoksik degerler, cerageninler ve AMP’ler antikanser ajanlar
olarak degerlendirildiginde 6nemlidir ve bu perspektiften ele alinmasi gerekmektedir.
Ko-kiiltiire kars1 antimikrobiyallerin etkilerinin belirlenebilmesi igin A549 hiicre hattina
sitotoksik olmayan konsantrasyonlarin kullanilmasi deneyin dogrulugu agisindan
onemlidir. Bu nedenle calismaya cerageninlerin ve AMP’lerin 20 pg/ ml, 10 pg/ ml, 5

ng/ ml ve 1 pg/ ml konsantrasyonlari ile devam edilmesine karar verilmistir.

Cerageninler ve AMP’ler ile iliskili ex-vivo veya in-vivo biyofilm g¢alismalari
oldukga az sayidadir. LL-37 tiirevi bir AMP’nin tavsanlarda P. aeruginosa PO1 susu ile
olusturulan siniizitte etkinligi incelenmistir. Yapilan calisma biyofilm eradikasyonu icin
yiiksek konsantrasyonlarda LL-37°nin (2,5 mg/ml) gerektigini gostermistir. Fakat
yiiksek konsantrasyonlardaki LL-37 tiirevi peptid, biyofilmi eradike edip bakteri
sayisini diigiirmesine ragmen, siniis mukozasi iizerinde proinflamatuar ve siliyotoksik
etkiler gostermistir (Chennupati ve ark. 2009). Siniislerle benzer sekilde soluk
borusunda ve akcigerlerde de silyalar bulunmaktadir ve etkili bir antimikrobiyalin hem
giiclii antimikrobiyal o6zellikler gostermesi hem de dokularda kritik gorevleri olan
silyalara zarar vermemesi istenmektedir. LL-37’ye benzer sekilde CSA-131’in yerlesik
biyofilmleri eradike eden konsantrasyonlarda (100 pg/ml) silyalar iizerine toksik etkileri
oldugu ve silyalarin islev kaybina neden oldugu yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir.
Bununla birlikte, CSA-131’in Pluronik F-127 kullanilarak poloksamer miseller
igerisinde formiile edilmesi antimikrobiyal etkinligi degistirmeden silya hasarini ortadan
kaldirmistir (Hashemi, Holden ve Savage 2018). Ayrica, ¢alismamizdan elde edilen
sonuclarda da goriilebildigi lizere CSA-131P, AS549 hiicre hattinda daha diisiik
sitotoksisiteye sahiptir. CSA-131P’nin 20 pg/ml konsantrasyonu istatistiksel olarak
anlamli sitotoksisiteye neden olmazken, CSA-131'in 20 ug/ml konsantrasyonu
sitotoksik olarak belirlenmistir (P < 0,0001). Hashemi, Holden ve Savage (2018)
yaptiklar1 bir ¢calismada poloksamer misellerde yiiksek konsantrasyonlarda CSA-131
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(100 pg/ml) kullanarak, silya islevini kaybetmeden ve silya hareketlerini etkilemeden
birincil hiicrelerde biyofilm olusumunu ortadan kaldirmayr basarmislardir.
Calismamizda kullanilan antimikrobiyal maddelerin konsantrasyonlari, silyalarin
hasaria neden olanlardan daha diisiik konsantrasyonlardir. Bu nedenle, cerageninlerin
ve AMP’lerin akcigerlerdeki silyalar {izerindeki konsantrasyona bagli etkilerini

incelemek i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

Hiicre i¢i bakterilerin varligi tekrarlayan enfeksiyonlara neden olmakta ve KF
akcigeri gibi enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirmaktadir. Ozellikle immiin sistemi
baskilanmig hastalarda kronik solunum yolu enfeksiyonlari sirasinda P. aeruginosa'nin
hiicre i¢i bolgelerde kalmasi ve bu nedenle konagin savunma mekanizmalarindan
korunma olasiligi bulunmaktadir. Boylelikle bakteriyel sag kalim artmakta ve kronik
enfeksiyonlar ortaya ¢ikmaktadir. Beta laktamlar, doksisilin gibi geleneksel
antibiyotikler, cerageninlere kiyasla daha biiyiik molekiiller olduklarindan, hiicre igi
bakterilere karsi etkisiz kalabilmektedirler (Chi ve ark. 1991; Noore ve ark. 2013).
Yapilan bir calismada akut enfeksiyonu takiben eklenen gentamisin hiicre disi
bakterileri dldiirmesine ragmen, P. aeruginosa’nin hiicre i¢inde en az 3 giin kalmasini
engelleyememistir. P. aeruginosa’nin hava yolu epitel hiicrelerini kalict bir sigmak
olarak kullandig1 ve kronik enfeksiyona neden olan biyofilm fizyolojisinde 6nemli geri
dontisimlii antibiyotik direnci gelistirebilecegi vurgulanmistir (Garcia-Medina ve ark.
2005). Bu nedenle sadece hiicre disi degil ayn1 zamanda hiicre i¢i bakterilere olan

etkilerin de arastirilmasi onemlidir.

Bu ¢alismada cerageninlerin ve AMP’lerin 20 pug/ml, 10 ug/ml, 5 pg/ml ve 1
ug/ml konsantrasyonlarinin hiicre i¢i bakterilere olan etkinlikleri incelenmistir. Sonuglar
Sekil 4-3 ve Sekil 4-4’te gosterilmistir. Yapilan deneyler sonucunda en yiiksek
aktiviteyi CSA-13’lin gosterdigi belirlenmistir. CSA-13’tin 5 pg/ml konsantrasyonu
baglangic bakteri sayisindan 1 log’luk bir azalmaya neden olurken, 10 pg/ml
konsantrasyonu 3 log, 20 pg/ml konsantrasyonu ise yaklasik 4 log’luk bir azalmaya
neden olmustur. Diger etkili olan ceragenin ise CSA-131 olarak saptanmistir. Ozellikle
20 pg/ml konsantrasyonu, baslangic hiicre igi bakteri sayisini 3 log azaltmistir. Diger
cerageninlerden CSA-90 ve CSA-192’nin 20 pg/ml konsantrasyonlari 1 log’luk azalma
saglarken, AMP’lerden sadece LL-37 20 ug/ml konsantrasyonda 1 log’luk azalmaya

neden olmustur. Noore ve ark. (2013) tarafindan yapilan bir ¢alisma LL-37’nin sadece



67

hiicre dist S. aureus’a karst degil hiicre ici S. aureus’a karsi da etkili oldugunu
gostermistir. Osteoblast hiicre kiiltiirii kullanilan bir baska ¢alismada ise, LL-37’nin
hiicre i¢i bakterilere olan inhibitér etkisi cefazolin ve doksisilinden ¢ok daha yiiksek
bulunmustur. Ayrica benzer bir ¢alismada insan mesane epitel hiicre hatti olan T24
(ATCC® HTB4™) kullanmis ve LL-37 ve cerageninlerin kombinasyonunun sadece
hiicre dist degil hiicre i¢i bakteri konsantrasyonunu azaltmada da tek baslarina

kullanimlarindan daha etkili oldugu belirlenmistir (Wnorowska ve ark. 2019).

CSA-131 ve CSA-131P’nin hiicre i¢i bakterilere olan etkileri karsilagtirildiginda,
CSA-131’in daha fazla etkili oldugu goriilmektedir. CSA-131’in poloksamer miseller
icerisinde kapsiillenmesinin, bu kapsiillerin hiicre icerisine girigini engellemis
olabilecegi ve etkinliginin kaybolmasina neden olabilecegi diisiiniilmektedir. CSA-
131’in test edilen konsantrasyonlar1 A549 hiicre hatti {lizerinde biyofilm olusumunu
engelleyememisken, CSA-131P’nin 20 pg/ml Kkonsantrasyonu 2 saat sonunda
biyofilmdeki bakteri sayisini yaklasik 2 log azaltmistir. CSA-131P’nin bakteri membran

seciciliginin daha yiiksek olmasi ve daha az sitotoksik olmasi1 6nemlidir.

KF akcigerlerinde mukus dretimi fazlaligi P. aeruginosa gibi firsatgi
patojenlerin  akciger epiteline invazyonu, adezyonu ve biyofilm olusumunu
kolaylastirmaktadir. Biyofilmler erken agresif antibiyotik profilaksisi veya tedavisi ile
onlenebilir ve kronik baskilayici tedavi ile tedavi edilebilmektedir. Fakat coklu ilaca
direngli P. aeruginosa varligi ve biyofilmlerin yapist dolayisiyla antibiyotiklere ve
savunma sistemlerine direngli olmalar1 yeni antimikrobiyallerin kesfini gerektirmektedir
(Malhotra ve ark. 2019; Moreau-Marquis, Stanton ve ark. 2008). Fakat P. aeruginosa
ile konakg1 hiicrenin etkilesimini incelemek ve antimikrobiyallerin etkinligini saptamak
icin biyotik yilizeylerin kullanildig1 yeni in vitro modellere ihtiya¢ bulunmaktadir. Bu
nedenle ¢alismamizda A549 hava yolu hiicre hatt1 ve P. aeruginosa ile birlikte ko-kiiltiir
olusturularak yeni bir in vitro model denenmistir ve sonuglar Sekil 4-5 ve Sekil 4-6’da
gosterilmistir. 2., 4. ve 6. saatlerden alinan Ornekler incelendiginde beklenildigi gibi
kontrol grubunda zamana bagli olarak bakteri adezyonunun ve biyofilm kiitlesinin
arttigr goriilmektedir. Hiicrelerin g¢evresine bakterinin adezyonu ve zamana bagh
biyofilm olusumunun artis1 floresan goriintiileri ile de dogrulanmistir (Sekil 4-7).
Cerageninlerin ve AMP’lerin, P. aeruginosa’nin A549 hiicre hatti iizerine adezyonu ve

biyofilm olusumuna olan etkileri incelendiginde, en etkili antimikrobiyal CSA-13
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olarak belirlenmistir. 20 ng/ml konsantrasyonunda CSA-13, P. aeruginosa’nin biyofilm
olusumunu 2., 4. ve 6. saatlerde tamamen engellemistir. Sekil 4-7’deki floresan
gorlintiillerde CSA-13’iin bakteriyel biyofilm olusumunu inhibe etme yetenegi
gosterilmistir. CSA-13’lin konsantrasyonu arttikca etkinligi beklenildigi gibi artarken, 2.
saatten itibaren hizli etkinin ortaya ¢iktigi gorilmektedir. CSA-13 10 pg/mi
konsantrasyonunda da oldukg¢a etkili inhibitor etki gostermistir (P < 0,0001). Tim
saatlerde kontrol grubuna gore 3 log’luk azalmaya neden olmustur. CSA-13, umut
vadeden antimikrobiyal etkilere sahip olmasi nedeniyle en ¢ok g¢alisilan prototip bir
ceragenindir. Ayrica Gram pozitif ve Gram negatiflerin CSA-13’e karst direng
gelistirmesinin geleneksel antibiyotiklere gore daha zor oldugu gosterilmistir (Pollar ve
ark. 2012). CSA-13’iin sitotoksik olmayan sub-MIK konsantrasyonlarda biyofilm
olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir. Nagant ve ark. (2011) tarafindan yapilan
calismada, 1 pg/ml CSA-13, 4 mukoid ve 4 mukoid olmayan toplam 8 adet P.
aeruginosa susundan 3 tanesinde biyofilm olusumunu anlamli olarak inhibe ettigi
saptanmigtir. Yapilan calisma, 24 ve 48 saat boyunca CSA-13’lin etkinligini
degerlendirmistir. Calismamiz sonuglarinda ise 2. 4. ve 6. saat sonunda 1 ug/ml CSA-13
anlamli inhibisyona neden olmazken 5 pg/ml konsantrasyondan itibaren etki ortaya
cikmistir. P. aeruginosa’nin A549 hiicre hatti ile enfeksiyonu sonucunda bakterilerin
toksinleri ve virlilans faktorleri ile sitotoksik etki gostermesi nedeniyle 6. saatten
itibaren hiicrelerin birbirlerinden ayrildiklar1 gézlemlenmistir. Hiicre besiyerine arjinin
eklenmesi hiicrelerin tek tabakali formunu 6. saate kadar korumasina yardimci olmakla
birlikte, 6. saatten uzun siirelerde bakterilerin etkilerini engelleyememistir (Moreau-
Marquis ve ark. 2010). O nedenle galismamizda cerageninlerin ve AMP’lerin 24 saat

veya daha uzun siirelerde biyofilm olusumu iizerine etkileri incelenememistir.

Bucki ve ark. (2015), yaptiklari hiicre kiiltiiri P. aeruginosa enfeksiyonu
modelinde, CSA-13’iin LL-37’den daha fazla bakteri 6liimiine ve azalmis bakteriyel
liiminesans O6l¢iimiine neden oldugunu gostermislerdir. Ayrica, deneye endojen LL-37
tiretimine neden oldugu bilinen butirik asit eklenmesi, CSA-13’lin etkinliginin
artmasina neden olmustur. Bucki ve ark. (2015) yaptiklar1 bu ¢alismada 10 uM ve 30
uM CSA-13’1 bakterinin hiicre kiiltiiriine eklenmesinden 18 saat sonra tedavi igin
kullanmiglardir. Calismamizda bakteriler ve antimikrobiyal maddeler birlikte konularak
bakteriyel adezyon ve biyofilm olusumun profilaktik olarak tedavisi dikkate alinmistir.

Bu calismada elde edilen bulgular daha onceki c¢aligmalarin sonuglari ile uyum
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icindedir. CSA-13, LL-37°den daha fazla etkili oldugu bulunmus ve bakterilerin epitel
ylizeyine invazyonunu ve biyofilm olusumunu 20 pg/ml konsantrasyonunda tamamen

engellemistir.

CSA-13’ten sonra en fazla biyofilm olusumunu engelleyici o6zellikte olan
ceragenin CSA-138 olarak saptanmistir. 20 pg/ml konsantrasyonu 3 log’luk bir
azalmaya neden olurken, 10 pg/ml ve 5 pg/ml konsantrasyonlari da oldukea etkili
bulunmustur (2 log azaltma). Bozkurt-Guzel, Hacioglu ve ark. (2018) yaptiklar1 bir
caligmada, C. albicans suslarina ve biyofilmine karsi test edilen cerageninlerden C.
albicans biyofilmine kars1 en etkili olan ceragenini CSA-138 olarak belirlemislerdir. Bu

sonuglar CSA-138’in anti-biyofilm etkinligi oldugunu gostermektedir.

Cerageninler, yapilarindaki karbon zincirlerinin uzunlugu veya diger gruplarin
varhgma gore farklilasmaktadirlar. Bu farkliliklar cerageninlerin aktivitelerini
etkilemektedir. CSA-44 yapisinda eter baglar1 yerine ester yapisi tasimaktadir. CSA-13,
CSA-131 ve CSA-138’in lipit zincir uzunluklar sirasi ile 8, 12 ve 13 karbondur. CSA-
13, protototip bir molekiildiir ve diger cerageninler genellikle CSA-13'e gore bazi
avantajlara sahip olmas1 amaciyla sentezlenmistir. Ornegin, CSA-142, kolik asit, beta-
alanin ve hekzanol vermek iizere zamanla bozunacak sekilde tasarlanmistir. Bu nedenle,
CSA-142’nin bozunma yolu iyi anlagilmistir ve g¢evrede birikmemektedir. CSA-192
nispeten kararlidir ve CSA-13 ile yakindan iligkilidir. Bununla birlikte, CSA-192, CSA-
13'ten daha kolay hazirlanabilir (bir sentetik adim daha az). Bu calismada, CSA-192
canli hiicrelerde P. aeruginosa biyofilmi olusumunu engelleme agisindan etkili
bulunmustur. 20 ng/ml konsantrasyonda kullanilan CSA-192, 4. ve 6. saatlerde biyofilm
olusumunu kontrol grubuna gore 2 log azaltmistir (P < 0,0001).

Cecropin, A549 hiicre hatt1 lizerinde P. aeruginosa biyofilm olusumu {izerine
etkisiz bulunmustur. Magainin ve LL-37’nin 20 pg/ml konsantrasyonlarinin biyofilm
olusumu iizerine etkileri ise cerageninlere gore ¢ok daha diisiiktiir. Test edilen AMP’ler
icerisinde en etkili AMP ise LL-37 olarak belirlenmistir. Byfield ve ark. (2011)
yaptiklari ¢caligma sonucunda LL-37’nin insan viicudunda sadece antimikrobiyal etkileri
nedeniyle bulunmadigin1 ayn1 zamanda akciger epitel sertligini arttirdigini, epiteller
aras1 gecirgenligi azalttigim1 ve boylelikle P. aeruginosa gibi mikroorganizmalarin
epitelyal invazyonunu engelledigini belirlemislerdir. Calismamizdan elde edilen

bulgular AMP’lerin test edilen konsantrasyonlarda bakteriyel adezyonu cok etkili
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sekilde engellemedigini gostermektedir. Bunun nedenlerleri arasinda diisiik
konsantrasyonlarda kullanilmasi ve proteazlarin etkileri olabilecegi diistiniilmektedir.
Proteazlardan etkilenmeyen AMP modifikasyonlarmin ileri ¢alismalarda kullanilmasi
diisiiniilmektedir. Benzer bulgular Wnorowska ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alisma
ile de ortismektedir. Calisma sonucuna gore katyonik lipidlerin, P. aeruginosa LESB58
biyofilm olusumunu LL-37'den daha etkili bir sekilde Onleyebildigi gosterilmistir.
Seyreltilmis KF balgam orneklerinde gergeklestirilen karsilastirmada da cerageninlerin
piiriilan balgam 6rneklerinde LL-37'nin yaptigindan daha gii¢lii bakterisidal aktiviteler

gosterdigi belirlenmistir.

Bu caligmada, A549 hiicre hattinin {izerindeki P. aeruginosa biyofilmi
olusumuna cerageninlerin ve AMP’lerin etkileri incelendikten sonra, hiicrelerden acgiga
cikan LDH diizeyleri saptanmistir. Toplanan siipernatantlardaki LDH seviyeleri LDH
sitotoksisite kiti ile dl¢iilmiistiir. Sonuglar antimikrobiyal konsantrasyonuna kars1 yiizde
sitotoksisite olarak Sekil 4-8 ve Sekil 4-9°da gosterilmistir. Elde edilen bulgular,
zamanla birlikte bakteri ve antimikrobiyaller hiicreyi etkiledik¢e salgilanan LDH’in
arttigim1  gostermektedir. Sadece magainin ve cecropinin uygulanan higbir
konsantrasyonunda sitotoksisite gdsterilmemistir. Uygulanan konsantrasyonlardaki
magainin ve cecropinin sitotoksik olmadigi daha once yapilan MTT testi ile de
dogrulanmistir. En yiiksek LDH salinimi ve yiizde sitotoksisiteye CSA-192 ve LL-37
ile muamele edilen hiicrelerde rastlanilmistir. CSA-131P, magainin ve cecropinden
sonra en az LDH salinim1 saptanan antimikrobiyaller olmustur. Bu sonug Pluronik F-

127 ile CSA-131 kombinasyonunun sitotoksisiteyi azalttigin1 dogrulamistir.

Nagant ve ark. (2010) yaptiklari bir ¢alismada CSA-13’iin HUVEC hiicrelerine
muamelesini takiben hiicrelerden LDH salinimini belirlemislerdir. 37° C'de 15 dakika
stireyle 50 ve 100 pg/mL CSA-13'e maruz kaldiktan sonra hiicreler, LDH igeriklerinin
strastyla % 22.6+1.6 ve % 48.5+4.2'sin1 serbest birakmislardir. Bu iki konsantrasyonda
LDH salimi, kontrolden onemli ol¢iide daha yiiksek bulunmustur. Daha diisiik
konsantrasyonlarda, CSA-13'in LDH salinimi iizerinde Onemli bir etkisi
bulunamamistir. Fakat ayni ¢alismada 20 pg/mL CSA-13’iin HUVEC hiicrelerine
etidyum bromiir alimimi arttirdigini gostermistir. Calismamiz sonuglarina goére, 20

png/mL CSA-131in sitotoksisiteye etkisinin yaklagik %10’a kadar arttirdigi goriilmistiir.
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Leszczynska ve ark. (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada da CSA-13’iin
insan mide adenokarsinom hiicrelerinden LDH salinimina etkisi belirlenmistir. Calisma
sonucuna gore 10 pg/mL CSA-13’tin LDH salinimu {izerine bir etkisi bulunamamakla
birlikte konsantrasyon arttikga LDH salinimin da arttigi gosterilmistir. Calismamizin
sonuglari bu bulgular ile uyumludur. 10 ug/mL CSA-13’tin ve P. aeruginosa ko-
kiltiiriiniin - A549 hiicrelerinden LDH salinimina anlamli etki etmedigi fakat
konsantrasyon arttikga LDH salimimin arttigi dolayisiyla sitotoksisitenin arttigi

goriilmektedir.

Sonug olarak, ¢alismamizdan elde edilen bulgular cerageninlerin ve AMP’lerin
KF gibi hastaliklarda ortaya ¢ikan P. aeruginosa biyofilm enfeksiyonlarinin
tedavisindeki Onemini gostermistir. Calisma sonucuna gore, cerageninlerin AMP’lere
olan yapisal ve iretimsel istiinliiklerinin yan1 sira antimikrobiyal etki acgisindan
tistlinliikleri de bulunmaktadir. Ayrica cerageninlerin kanser hiicre hattina AMP’lerden
daha yiiksek sitotoksisite gosterdigi belirlenmistir. Ozellikle en ¢ok umut vadeden
cerageninlerden biri olan CSA-13’lin diisiik dozlarda bile antimikrobiyal ve biyofilm
olusumunu inhibe edici Ozelliklerine sahip olmasi ve hiicre i¢i bakteri sayisim
azaltmaya olan anlaml etkisi ¢alismanin bir diger 6nemli bir sonucudur. CSA-131’in
poloksamer formunun CSA-131’e¢ gore antimikrobiyal ve antibiyofilm etkinliginin
degismedigi ama sitotoksisitesinin azaldigr gézlemlenmistir. Bu nedenle, CSA-13’iin
poloksamer formunun test edilmesine ve giivenilirlik, etkinlik, toksisite ve farmakolojik
caligmalarinin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica, CSA-13’iin ¢esitli geleneksel
antibiyotikler ve AMP’lerle kombinasyonlari yapilarak baska hiicre hatlarinda ko-kiiltiir

tizerine etkilerinin test edilmesinin yararli olacagi diigiiniilmektedir.
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INTIHAL RAPORU ILK SAYFASI

cerageninler ve antimikrobiyal peptidlerin insan havayolu
epitel hiicresi Gizerinde olusturulan pseudomonas aeruginosa
biyofilmi Gizerine etkileri
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