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Onur S6zu

Yuksek Lisans olarak sungum "Vitreoscilla Hemoglobin Geni Tgiyan Stres
Altindaki Rekombinant Pseudomonas aeruginosa’da Piyosiyanin Uretimi " bashkli
bu calsmanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykirgeliek bir yardima Baurmaksizin
tarafimdan yazilggni ve yararlanggam butin kaynaklarin, hem metin icinde hem de
kaynakca yontemine uygun bicimde gosterilenlerdastwsunu belirtir, bunu onurumla
dogrularim.
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Bu tez camasindaPseudomonas aeruginosa onunVitreoscillahemoglobin (VHDb)
geni (vgb klonlanms rekombinant sgu kullaniimstir.  P. aeruginosa bakteriler
arasinda bilinen en etkin pigment Ureten bakteridizellikle piyosiyanin gibi).
Rekombinant sy vgbyi tek kopya halinde (homolog rekombinasyon ilegitnaktadir.
Bu bakterilerin virllens faktor olan piyosiyaniretimi; ¢eitli karbon kaynaklari, farkh
calkalama keullari ve &ir metal varlginda aratiriimistir. Ortam kgullari ve sicaklk
her iki bakterinin Uretfii piyosiyanin miktarini etkilemektedir. Ayrica bwstarin;
yuzme, titreme ve kayma hareketleri gibi cevreygilama sistemi tarafindan
gerceklgtirilen ozellikleri de analiz edilmgtir. En aktif hareketin kayma hareketi
oldugu ve VHbkgb sisteminin flagella ile yapilan bitin bu hareketlarttirdig
gorulmektedir. Stres kallarinda 6nemli bir sekonder metabolit olan piyasin
uretiminde, 0Ozellikle bakterilerde VHigb sisteminin solunumu ve blyumeyi de
arttirmasindan dolayi, gdi stres kaullarinda bakteri icin bir avantaj @adig

gorulmektedir.

ANAHTAR KEL IMELER: Pseudomonas aeruginosa, Vitreoscillkdemoglobini,

Stres, Piyosiyanin.
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DUYGU OZCAN

Inonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Institute of Natural Sciences

91 +ix pp
2011
Supervisor: Hiseyin KAHRAMAN, Assist. Prof.

In this study, we used’. aeruginosaand its recombinant strain which
Vitreoscilla hemoglobin (VHb) genev@b) was clonedP. aeruginosas known to be
the most efficient pigment-producing bacteria (esgdby pigments like pyocyanin). The
recombinant strain carries a single copy wgfb. Production of virulence factor
pyocyanin in these bacteria was investigated urdifferent conditions including
various carbon sources, different agitation condgiand the presence of heavy metals.
Temperature and the other conditions effect theuarinof pyocyanin production in both
bacteria. In addition, characteristics of thesaistr such as swimming, tremor and slip
movements performed by the sensory systems welgzada We saw that the most
active movement was sliding and VKb system increases all those movements
performed by flagella. Pyocyanin is an importantoselary metabolite especially
bacteria under stress conditions. Vil system which increases the respiration and

growth was found to provide an advantage to théebiacfor pyocyanin production.

KEY WORDS: Pseudomonas aeruginosa, Vitreoscllamoglobin, Stress, Pyocyanin
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Pa Pseudomonas aeruginosa

PaJC Kromozomavgbentegre edilmirekombinant
Pseudomonas aeruginosa

Hb Hemoglobin

VHb Vitreoscillahemoglobini

vgb Bakteriyel hemoglobin sentezleyen gen

DNA Deoksiribonikleik asit

rRNA Ribozomal RNA

EPS Ekzopolisakkarit

YYA Yeterli yogunluk algilamasi
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PGA Pseudomonagliserolll agar

PBP PseudomonaBroth P besiyeri

mM Milimolar

nm Nanometre

uM Mikromolar

g Gram

ul Mikrolitre

rpm Dakikadaki donme hizi (Dakikadaki gdd#ima hizi)

L Litre

mg Miligram
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1. GIRIS

“Mikroorganizma” terimi bakteri, fungus, alg ve poaoalari da iceren mikro
boyutlardaki geni yelpazede bircok canliyl tanimlamak icin kullaraktadir.
Mikroorganizmalar insanlarin sahip olglu bircok gene sahip olmalarinin yani sira
bizde olmayan bazi genleri de barindirirlar. Balkderbunlar arasinda ve hatta tim
canlilar arasinda yerklre Uzerinde en ¢cok sayiegg igeren mikroorganizmalardir.
Yapilan calmalar, diinyamizda 1010’ kadar farkli bakteri turiinin olabilegai
gostermektedir. Bu bakterilerin bazilari patojeiikellik gdsterirken, bazilari ise bu

Ozelligi gostermezler.

Patojen bakterilerden biri oldPseudomonas aeruginosiagada,toprakta ve sulu
ortamlarda ygayabilen gram-negatif, aerobik hareketli bir baklier P. aeruginosalk
kez Fransiz eczaci Carle Gessard tarafindan mae gintilarindan 1882 yilinda
tanimlanmgtir. 19. yuzyillin sonlarinda ise hastanin tim amato bolgelerinde
enfeksiyon etkeni olarak belirlengtir. P. aeruginosaetkenli hastane kokenli ilk
enfeksiyon, 1960 yilinda anlémis ve bu tarihten gunimize kadar nazokomiyal
enfeksiyonlardan daha sik izole edgtmi Bu bakteri firsat¢i insan patojeni olup
insanlarda nazokomiyal enfeksiyonlara neden olngiggli adaptasyon yeteneklerinin
olmasi gibi sebeplerden dolayl gata konusu olmgtur. Bu firsat¢i patojen, ¢#li
ciddi enfeksiyonlargiddetli yanik, AIDS, kanser) sonucugsgklik sistemi baskilanngi
hastalarda veya kistik fibrozisli hastalarin gecinde enfeksiyonlara neden olmaktadir
[1-3]. P. aeruginosaenfeksiyonuna maruz kalmikistik fibrozisli hastalarda, bu

enfeksiyona sebep olan bakteri yiiksek morbitidenegtalitenin sebebi durumundadir

[4].

P. aeruginosaayni zamanda kataterler, kalp kapaklari wepdotezleri gibi viicut
ici tibbi cihazlarda da kolonize olmaktadir [B. aeruginosa virlanslgin ortaya
¢ctkmasinda rolu olan ok g#i hticre dgi Urln sentezler. Bu virtlans faktorlerinin
sentezlenmesi, hucre §onluguna b&h olarak dizenlenir ve pek gonun

sentezlenmesi surekli giédir [5].

Yerytzinde bir¢cok canli, 6zellikle de mikroorganedardanPseudomonasinsi

tyeleri, ireme ve @galmak icin farkli karbon kaynaklar (glikoz, gliggr siikroz)

1



kullanarak ikincil metabolitler (ekzopolisakkaripiyosiyanin ve ramnolipid gibi)
sentezlemektedirler [6]. Biyodegredasyon yegeryéiksek olan ve yiksek oranda EPS,
ramnolipid ve 6zellikle piyosiyanin Gretme yetgmee sahip olafPseudomonasp. sgu

bu calsmada kullanimi amaclangtir. Sekonder metabolitler, organizmanin herhangi
bir stres durumuyla kaulastigi zaman faaliyet gosteren 6zghas metabolik yollarla
uretilirler. Sekonder metabolit olan piyosiyarin aeruginosaarafindan Uretilen, suda
ve kloroformda eriyen, mavi-y# pigment 6zellginde olan fenazin grubu kimyasal bir
maddedir [7]. Bu cajmada, bakterinin dgsik ortam Kkaullarindaki Grettgi
piyosiyaninin spektroskopik analizi hedeflentmi

Vitreoscilla hemoglobini (VHb) bakteriyel orjinli prokaryotik bhemoglobindir.
VHb geni {gb) klonlanms bitliin yabanci organizmalarda, bu proteinin orgaalar
Uzerinde pozitif etkisi oldgu belirlenmgtir. Bu etkinin 6zellikle belli oksijen seviyesi
gerektiren glemlerde daha gozle goruliur olglu belirlenmgtir. Bakterinin aerobik
solunum yapf@ii fakat diguk oksijen kagullarinda daha aktif rol algh gozlenmitir.
Bizim calsmamizda VHb geni vgb) klonlanms P. aeruginosa swu (PaJC)
kullaniimistir [8].

1.1. Bakterilerde Pigmentasyon

Gerek saprofit ve gerekse patojen mikroorganizrmelasinda pigment adi verilen
renkli maddeler olgturabilen turler vardir. Bunlar kati ortamlarda tildikleri zaman
cinslerine ve tdrlerine 6zel renkte koloniler glururlar. Pigmentler; “Fotosentetik
Olanlar” ve “Fotosentetik Olmayanlar’ olmak Uzerkiye ayrilirlar. Fotosentetik
olmayan suda erimeyen bu pigmentler; koloni icedsi kalirlar ve kolonilerin renkli
gorinmelerine yol acarlar. Kolonilerdersah cikmadiklari icin ortama yayillamazlar.
Suda eriyebilen pigmentler mikroorganizmalar tardén sivi veya kati besi yerinde
uretildiklerinde ortama gecebilir ve bunlarin rankir gérinim almasina sebep olurlar
[9].

Bakteriler kendi hiicreleri icerisinde kalan veydumauklari ortama salgiladiklari
bazi renkli maddeler Uretirler. @0 mikroorganizmalardan o6zelliki®seudomonas
StreptomycesStreptosporangiumMicrobisporg Sorangiumve Brevibacteriumcinsi
dyelerinin pigment Uretti bildirilmistir [10]. Pseudomona<insi bakteriler csgtli

2



fenazin turevi olan pigmentler UretirlerPseudomonastirlerinin  piyoverdin,
piyosiyanin, piyorubin ve piyomelanin adi verilessidi pigmentler olgturduklar ve
bu pigmentler sayesinde secici bir 6zellik kazatatikbildirilmistir [11] Son yillarda
yapilan bircok casmada, fluoresens?seudomonasinsinden 6zellikle de besiyeri
icerisinde mavi-ygl piyosiyanin pigmentini UreterP. aeruginosaile calsiimistir.
Simdiye kadar cgtli mikroorganizmalar tarafindan uretilen yafla olarak 30 farkli
fenazin bilgigi tanimlanmgtir. Fenazin, ayni zamand@seudomonasinsi bakteriler
tarafindan Uretilen antifungal antibiyotik benzemaddelerdir [3]. Fenazinler,
kiltarlerden organik ¢ozuculer yardimiyla izole ledglerdir. Sonucta, ¢gtli fenazin
pigmentlerinin Uretimi ve biyosentetik yollari minektedir [12-13]Pseudomonasp.’
leri arasinda fluoreser®seudomonadara ait bircok sgla veP. cepeciggrubunun bazi
uyeleri tarafindan fenazin uretilmektedir. Ozelikl fenazin pigmentlerinden

piyosiyanin sadecB. aeruginosdarafindan Uretilmektedir.

Kisaca bakteriyel pigmentler yapilarina gére 6f&anoplanir:
Karotenoidler: Bu tur pigmentler isimlerini doymambir hidrokarbon olan karotenden
alirlar. Bunlar; sari, kirmizi ve turuncu renkteplsuda erimezler. Buna kdrk alkol,
eter, kloroform ve karbon stilfirde erirler. Vitama@inin oncull olan karoten ga
yumurta sarisi ve havucta bulunur.
Antosiyaninler: Su ve alkolde eriyen buna kdik eterde erimeyen meyve ve bitkilerde
sikga rastlanan glikozit karakterde kirmizi, maenkte pigmentlerdir. Bu grup
pigmentler en fazl&treptomycese Actinomycesirlerinde bulunur.
Melaninler: Melaninler solventlerde erimeyen bir yapi gosterir Genellikle siyah,
esmer ve kirmizi renkte olan pigmentlerdir.
Fenazin Perivatlari: Bu tlr pigmentler suda ve alkolde erirlé?. aeroginosanin
piyosiyanini bu gruptandir.
Kinonlar: Pseudomonas, Actinomyces, Mycobadende rastlanan kinonlar suda
erimezler.
Piroller: Sarcina marcesefteki pigmentlerdir [9].

Pigmentli bakteriler laboratuvarda uzun zaman jpgagilirsa veya anaerobik
kosullarda uretilirse pigment formasyonunu kaybetmekter. Pigment ygunlugu ve

miktari tlrler arasinda farkliliklar gosterir.



1.2. Sekonder Metabolitler

Dogada yaygin olarak bulunan bircok mikroorganizmartiolarak 6nemli primer
(aminoasit, proteinler, karbohidratlar, vitaminlaseton, etanol, organik asitler v.s) ve
sekonder metabolitler (antibiyotikler, toksinler]kaoitler v.s) Uuretirler. Primer
metabolitler, bakteri gealimine paralel olarak mikroorganizmanin gele fazinin
baslangicinda olgurken bakterilerin ggdimi ve Uremesi icin gerekli olmayan sekonder
metabolitler ise geime fazinin sonuna @gou ya da durgan fazda sadece bazi
mikroorganizmalar tarafindan Uretilir [7]. Sekonaeetabolitler; organizmanin hayatta
kalmasini, yumurta veriminin artmasini tetikleyegtaincak nadirende hicbir gsikli ge
sebep olmayabilir [9]. Tipik bir mikrobiyal Uretineg primer blylime fazi esnasinda
alkol fermentasyonunda olgu gibi Griin (etanol) okur. Sekonder metabolit denilen
ikincil metabolitlerin birggu 0Onemli metabolitler olup, biyolojik olarak aktif
bilesiklerin zengin bir kayngini sunarlar ve bu metabolitler endistriyel alantthukca
onem tairlar. Sekonder metabolitler prokaryot, alg, mantadcek ve cgtli bitki
turlerinde buydk cgtlilik gosterirler. Bu canhlarda ikincil metabalitiretimi benzer
biyokimyasal yollar ve genlerle kontrol edilir [14]

Mikrobiyal sekonder metabolitler, insanlar, hayvanke bitkiler icin 6nemli olan
ajanlar, reseptdr antagonistleri ve agonistlerstigéler, antitimdr maddeleri, hayvan ve
bitkilerin bayime hizlandirici imminmodulatér anyitikler, pigmentler, toksinler,
feromonlar, enzim inhibitorlerini icerir. Genel od&k siradyl yapilara sahip olan
sekonder metabolitler; gk, beslenme ve toplumun ekonomisi Uzerinde buirk
etkisi vardir. Sik sik ve glimadik yapilara sahip olan sekonder metabolitbesinler,
biyime hizi, geri beslemeli kontrol, enzim inaksyanu ve enzim indiksiyon
tarafindan duzenlenir. Sekonder metabolitlerin essingenellikle kromozal DNA ve
nadirende plasmid DNA’'sindaki genler tarafindan l&adhstir [15]. Primer
metabolizmadan farkli olarak sekonder metabolizrieeg@deri hala tam anlamiyla
anlaggilamamstir. Bu ylizden sekonder metabolitler enzimolojinkol ve farklilgma
Uzerine temel asfirmalar icin firsatlar s#dar. Sekonder metabolizma; besin,
biyosentez, indukleyicilerin ilavesi ile veya gain oranindaki azalmayla ortaya cikar
[7].

Ayrica sekonder metabolitlerin go tedavi edici, yem ilavesi gibi amaclar icin

kullaniimaktadir. Buekilde endistriyel agidan énemli olan metabolitlaha ekonomik
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ve kolay olarak elde edilebilir. Bu pamda sekonder metabolitlerden en iyi
bilinenlerden birisi antibiyotiklerdir [16-17]. Aigiyotikler ve dger sekonder
metabolitler mikroorganizmalarin ticari 6neminitarhaktadir. Sekonder metabolizma
Uzerinde yapilacak camalar icin yiksek uUretim kapasitesi ile endistriggpbemi olan
suslarinin sekonder metabolitlerini secmek 6nemlid2][ 1995 yilinda, yakkak % 55
bakteriler tarafindan dretilen 12,000 antibiyotilantmlanmgtir [18]. Sekonder
metabolitlerin cgu DNA ve protein sentezi, sinir sistemi, kalp akesgi ve mikrottbul

yapisi modulasyonun inhibisyonu gibi guclu biydtagtkilere sahiptir [14].

1.3. Sekonder Metabolitlerin Temel Ozellikleri

» Sekonder metabolitler, galma ve Greme icin gerekli olmayan bir 6zelliktéshr

» Sekonder metabolitlerin ajJumu, 6zellikle ortamin kompozisyonu olmak Uzerearige
kosullarina son derece panldir. Sekonder metabolit ojumunun baskilanmasi
siklikla gerceklgir.

» Sekonder metabolitler ga kez yakin ilgkili bilesiklerin bir grubu olarak uretilirler.
Ornesin, Streptomyceim bir tiriiniin tek bir sgunun, 30’un tzerinde drunle gkili
oldugu bulunmuytur. Fakat bunlar, farkl antraksilin antibiyotikigir.

*Sekonder metabolitlerin s Uretimi ¢@u kez mumkin olurken, primer
metabolizmaya k@dantili olduklarindan primer metabolitler, genelgigksek oranda

uretilmeleri mumkan daldir [19].

1.4.Pseudomonacginsi Bakterilerin Genel Ozellikleri

Pseudomonasinsi, Pseudomonadaceaalesine ait olup, diz veya hafif kivrik
cubuk seklindedir. Pseudomonask kez Fransiz eczaci Carle Gessard tarafindan mav
yara akintilarindan 1882 yilinda tanimlagimi [3]. Pseudomondar gram negatif,
zorunlu aerop ve tek flagellali mikroorganizmalard?. mallei hari¢ bitin turlerde
flagella vardir. Buna famen flagellasiz sflar zaman zaman izole edilebilmektedir [20].
Hareket, bir veya birkac¢ polar flagella ilegtmnir, bazi turleri farkli uzunlukta lateral
flagellaya sahiptir, nadiren hareketsizdirler [2Pplar flagellalarin sayisi 6nemli bir
taksonomik karakterdir. Sahip olglu flagella ve pilileri sayesinde kayma, titreme,

yuzme hareketini gercekfrirler. P. aeruginosasularinin hareketli olmalari, besin
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ortamindan yeterince yararlanmalariniglaa Ayrica Pseudomonascinsi Uyeleri,
karbon kayng olarak kullandiklarseker gibi ilgi duydgu molekillere kemotaksisini
flagellasi aracifilyla salar. Insanlarda hastaliklara neden ol&seudomonakr,
enfeksiyonun erken safhalarinda konak canliya taturve dokuda yayilmak icin
flagellalarini kullanirlar. Pseudomonassp., oksidaz pozitif veya negatif, katalaz
pozitiftirler [7].

rRNA/DNA oranina ve karakteristik testlere gd?eeudomonadacedamilyasi
birbiriyle iliskili 5 grupta siniflandinlir. Gruplar arasindakarkhliklar 7 tip teste
dayanir. Bu testler:
a) Koloni Yapisi,
b) Koku,
c) Fenazin Pigmentlerinin Uretimi,
d) 42°C’'de Ureyebilme Yetens,
e) Jelatini Sivilgtirma,
f) Denitrifikasyon,
g) Ozel Karbon bilgiklerini kullanarak farkhlamis bilyime 6rnekleri gosterme olarak

sayilir [22].

PigmentasyonPseudomonasinsi tyelerinin genel bir 6zeflidir, ancak pigment
olusturmayan tirlere de sahiptir. Pigmentasyon yapalertimorfolojik olarak ayirt
etmekte kolaydir [23].

Pseudomonasinsinin bazi turleri 4 °C’de Ureyebilirken, anceégu 30-37 °C
arasi optimal gejim sicaklgina sahip mezofilik bakterilerdir. Bazi turleri #2’de
Ureyebilir. Bir ¢ok tird, asidilsartlarda (pH 4.5) gelemezler.Pseudomonagrubu
bakteriler, toprak bakterileridir [24-25].

Bircok Pseudomonagtri amonyum tuzlarinin ve tek bir karbon kagman
bulundigu ortamlarda gejebilirler. Ancak bu gruba dahil olan bakterileryrfeentatif
ve fotosentetik daldir [7]. Pseudomonaginsi bakteriler dgada 6zellikle havada,
toprakta ve sularda yaygin bulunmalarindan dolaggugun direkt izolasyonu
yapilabilmektedir [26].

Cins uyelerinin bir kismi bitkiler, hayvanlar vesanlar lzerinde patojenik
Ozellikler gosterirlerPseudomonasinsi Uyeleri sahip oldiu virtlans faktorlerinden

dolay! insanlarda, hayvanlarda ve bitkilerde enfgksa sebep olurlar [27]. Bu virulans
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faktorlerden en iyi bilinenleri; ekzotoksin A, fadipaz C, proteaz, npili,
ekzopolisakkaritler, pigmentler ve ramnolipidlerdi, 28]. Bu virulans faktorlerden
ekzopolisakkarit kapsul, pigmentler ve ramnolipidlesseudomonaslar tarafindan

Uretilen sekonder metabolitler olarak adlandiriltadklar [18, 29]. Bu metabolitler
bakterilerin hayatta kalmasini vegdr bakterilerle rekabet etmelerinigtamaktadir.

Ornegsin, suda ¢dziinebilen bir sekonder metabolit olaggiyanin, 6karyot hiicrelerin
de bulundgu cssitli mikroorganizmalara kar antimikrobiyal aktivite gostermektedir
[30].

Bakterilerdeki d§ memran, bazi enterik bakterilerde aidu gibi hicreyi
konakc¢inin hidrolitik enzimlerinden korumaktadir. eMbran (zerindeki protein
yapisindaki porlar kiicik molekiug@ligina sahip maddelerin gecmesine izin verirken,
antibiyotik gibi buyidk molekiller g1 membrana yasapenetre olmaktadirlar. Gram
negatif bakterilerin antibiyotiklere yiksek orangieeng géstermelerinin sebebi bununla
izah edilebilir [31].

Pseudomonascinsi bakterileri genetik c¢aimalarda da yaygin olarak tercih
edilmektedir. Bunun nedenleri; hava, su ve topraatalim gostermesi, medikal agcidan
Onemi, beslenme ve biyokimyasal cok yonfidisahip olmalar ile laboratuvar
ortamlarinda minimunsartlarda ¢ok kolay birsekilde Ureyebilmesi ve izolasyonun
kolay olmasidir. Genetik agrmalar yoninden géli fonksiyona sahipP. aeruginosa
PAO1 syu oldukca detayl cahlmistir ve bu sgun genom dizisi belirtilngtir.
Bakterinin genom buyukgiinin 6, 264, 403 bp olgu belirlenmgtir (Sekil 1.1)[32].

} : Pseudomonas aeruginosa
== strain PAO1
6,264,404 bp

Ty oot

Sekil 1.1. P. aeruginosaiin genom dizisilfiternet sitesi).



Bircok organik bilgik Pseudomonadsiirleri tarafindan mineralize edilebilir. Bu
bakterilerin biyolojik iyilestirme ve biyolojik yikim yetenekleri olduk¢a gghistir.

Bakteriler bu bilgikleri karbon ve enerji kayrga olarak kullanirlar [16].

1.5.Pseudomonas aeruginosain Genel Ozellikleri

P. aeruginosa toprakta, bataklik ve sahil deniz habitatlaritkibive hayvan
dokulari gibi ortamlarda wayabilen gram-negatif, cubukeklinde hareketli bir
bakteridir. Bu mikroorganizmalarin boylari ortala®®-1 um (en) ile 1.5-4 um (boy)
arasindadir. Sekil 1.2). P.aeruginosain genom buyuklgu, bilesimi % 65 G + C
olmak Uzere 5.9Mb’dir [20].

Sekil 1.2.P. aeruginoséakterisinin genel goriintiisii (Wikipedlaternet sitesi)

P. aeruginosa,tek bir kutupta birkac flagellaya sahiptigekil 1.3). Flagella
bakterinin kati besi yerine yeglmelerine yardimci olur. Sivi besi yerindeki haréket
olan yizme hareketini de flagella ile gercgtitegler. Pseudomonasgiluslari, tip 1V
olarak adlandirnlan sinifa aittir. Piluslar epitbliicrelere ve mukozal yuzeylere
tutunmasinda 6nemli role sahiptir. Piluslarin uanak hicre ylzeyine tutunmadan
sorumludur. Flagellin ve pili, yapisina, fonksiyorauve genetik organizasyonuna gore

degisik cesitlilik gosterirler.



Sekil 1.3.P. aeruginosaa) Sematik gosterim b) Elektron mikroskop goériintiisii {Rs internet sitesi).

1- Pilus, 2- Lipopolisakkarit, 3- Hiicre ici, 4- Bkella

En iyi Greme isilan 37 °C dirP. aeruginosave bazi tirleri 42 °C ‘de de
ureyebilirler, fakat 4 °C de Uremezler. Besiyeride rahatlikla Urediklerinden dolayi
kolayca izole edilebilirler.P. aeruginosafermentasyon yapmaz, tipik floresens
pigmentlerine sahiptirler. MacConkey Agar'da mgesil rofle vererek urerler. Bu
gorinim piyosiyanin pigmentinden kaynaklanmaktadidi agarda ve sivi besi
ortaminda mavi-y@l renk olwur. P. aeruginosatipik olarak; piyosiyanin, elastaz,
proteaz, ramnolipid, ekzotoksin A, ekzoenzim S, inatj lipopolisakkarit,
ekzopolisakkarit, lipaz adi verilen virllans fakésr tretirler. AyricaP. aeruginosa
piyosin adi verilen ve @er bakterileri 6lduren bakteriyosinleri de UrefiB].

P. aeruginosabircok cait pigment Uretebilme kapasitesine sahiptir. Piyasin,
suda ve kloroformda eriyen, fluoresens vermeyenaZen grubundan mavi-ygé
pigment Ozellginde olan kimyasal bir maddedir. Piyoverdin, flusgas grupta yer alan
suda eriyen, kloroformda erimeyen, ultraviyokginda fluoresens veren, sarisyje
renkte bir pigment grubunu ifade eder. Piyosiyanitirevi olan piyoselin,P.
aerugionasa’ larin sideroforlarindan biridir. Biyogenetik olatalsalisilik asit ve
sisteinin iki molekuliniin kondensasyon UrtinuduyoRibin, bazP. aeruginosaulari
tarafindan Uretilen parlak kirmizi renkte, klorofmta ¢c6zinmeyen ancak suda ¢6ziinen
bir fenazin pigmentidir. Dk oksijen konsantrasyonunda geri diimastiz olarak
rengini yitirir. Tum pH derecelerinde kirmizi reskiir. Piyomelanin,P. aeruginosa
kokenlilerin % 2-3' U tarafindan ojturulan ve bgka hicbir bakteri tarafindan

sentezlenmeyen, suda eriyen, kahverengimsi-siyatigdir pigmenttir [13].



P. aeruginosainsanlarda hem akut hemde kronik glci hastaliklarina sebep
olan gram (-) bir bakteridir. Ozellikle immiin siste baskilanmy bromsit ve kistik
fibrozisli hastalarin solunum yolu hicrelerinde dwike olup doku hasarina neden
olurlar [1, 6, 12]. Bu bakteri sayisiz protein \v@kander metabolite sahiptir. Bunlarin
¢cogu insanlarda, hayvanlarda, bitkilerde vaittiemikroorganizmalarda patolojik etkiye
sahiptir [5]. P. aeruginosanin patojenlgi insanda cgtli enfeksiyonlara neden olan
virulans faktérlerinden kaynaklanmaktadir.

P. aeruginosagcogu dasal yssam alaninda kati ve sivi ylzeylerde biyofilm adi
verilen yapilar icerisinde canliliklarini strdtemnl Bakteriyel biyofilmler dgal olarak
cogu I1slak ylizeyde yaygindir ve bunlar gevresel samaniyol acabilirler. Cgu inatci
enfeksiyonlarin sebebi olan biyofilmlerin genel Kz antimikrobiyal direnc
gostermeleridir. Bu bakterinin afturdugu biyofilmler, batin bakteriyel enfeksiyonlarin
% 65’'den sorumludur. Kronik olarak bu bakteri ilefekte olmy kistik fibrozis
hastalarda en iyi biyofilm Oorge gorilmektedir [1]. Bakteriyel komunitenin
gerceklemesi icin de biyofilm gereklidir. Hicreler arasindatisimin olmasi igin
bakterilerin ceitli hareketleri gerceklgirmeleri gerekir [11, 33]P. aeruginosala
hareket mikrobiyolojik fizyolojisinde en etkili OHé&lerden biridir. Bu bakteriler
yuzme, titreme ve kaymgeklinde lc¢ cgit hareket gosterirler [21]. Kayma, ylzme ve
titreme hareketi tek bir azot kayhaolmak sartiyla, digtik miktarda agar (% 0.5-0.7)
ilavesiyle gerceklgr [26].

Yeterli yogunluk algilamasi (YYA); bakterilerin salgiladikldamyasal maddeler
aracilgl ile birbirleri ile haberlgmeleri ve iletsim kurmalaridir. Hucrenin bireysel
davrang yerine, organize bir topluluk olarak davrargtstermesi YYA olarak tarif
edilir. YYA kimelesme, hareket, biyofilm okiurma, antibiyotik sentezi, virtilans
faktorler gibi bircok fizyolojik olayin diizenlenmiesle rol oynar [34]. YYA sistemi iki
gen tarafindan kontrol edilir. Bunlar otoinduklalec tarafindan duzenlendas ve rhi
gen sistemleridir. Bunlardaias sistemi; LasA proteaz, LasB proteaz (elastaz),lialka
proteaz, ekzotoksin A ve Lasl gibi viriilans fakéinhin ifadesini kontrol ederkemhl
sistemi; LasA proteaz, LasB proteaz, Rhll ve piyasin ifadesini diizenlemektedir
[35-36].

P. aeruginosatoprak, rizosfer, tatlisu ve denizdeki cevresallilkgi yluksek
oranda giderebilme yetegiae sahiptir. Bu Kirlilgi gidermek icin pili, aljinat ve

lipopolisakkarit gibi hicre ifikili faktorler ile toksinler (ekzotoksin A ve ekzogm S),
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proteazlar (elastaz, LasA proteaz ve alkalin pmtedemolizinler (fosfolipaz ve
ramnolipid) gibi virlans faktorler gorev almaktaf36].

P. aeruginosasalgiladgl bir diger virlilans olan ekzotoksin ile 6karyotik
hiicrelerdeki protein sentezini inhibe etmektedif][®. aeruginosaarafindan Uretilen
fenazinler, insan solunum yolu epitel htcrelerindekminomodilator proteinlerin
ifadesini de d@istirebilmektedir [5].

1.6.Pseudomonasginsi Bakterilerin Sekonder Metabolitleri

Pseudomonasp.’ larin sekonder metabolitleri hakkindakisamanalarin bir ¢cgu
saf UrUnlerin izolasyonu sonrasinda terk editimi Fenazin ve piyrolnitrin sentezinin
haricinde sekonder metabolitlerin biyosentezi, ¢ignheve regilasyonu hakkindaki
mevcut bilgiler ¢cok azdir. Yine d@seudomonasp.’ larin biyokimyasi ve gengi
Uzerine yapilan asairmalara sekonder metabolitler ile ilgili olan gramalarin
katilmasi, sekonder metabolizmanin aydinlatiimasiadan énemlidir [12]. Bitkiler ve
mikroorganizmalar tarafindan Uretilen molek@iragi 2500 kDa’ dan az 100,000
sekonder metabolit tanimlanghr [18]. Son vyillardaki cajmalar yabani tip
Pseudomonaslarin pigmentlerinin, buPseudomonaslarin pigment olgturmayan
mutant seglari arasindaki gelim ve rekabete odaklargini gostermgtir. Pigment
olusturan yabani tipPseudomonaslarin mutantlarina gore cevrede canli kalabilme
sansinin daha yuksek olgw bildirilmistir [7]. FloresendPseudomonasp.’lerin Urettgi
metabolitlerin tedavi amacgh kullanimina dayall ilgtirmalar 80 yil dncesine
dayanmaktadir. O zamandan bu yana izole edilen brmiktarlardaki antibiyotik
bilesikler arasinda piyosiyanin ve piyrolnitrin, nadidenpseudomonik asit pratik olarak
uygulamalarda kullanilngiir. Pseudomonasp.’larin biyokimyasi ve gengti (izerine
yapilan argtirmalara sekonder metabolitler ile ilgili olan giremalarin katiimasi,
sekonder metabolizmanin aydinlatiimasi acgisindaemédir [12]. Bundan dolayi
antibiyotik UretenrPseudomonadarin etkin bir biyolojik kontrol ajani olarak Kanimi
on gorulmektedir.

P. aeruginosason yillarda artan insidansi, urgttvirtlans faktorlerinin ¢gtlili gi
ve surekli yikselen antibiyotik direng oranlarigik rastlanan, mortalite ve morbiditesi

yuksek, tedavisi glc infeksiyonlarin etkeni olateksimiza cikmaktadir. Bakterinin
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virlilans faktorlerini htcre ile gkili ve hicre dgina salinan faktorler olarak
inceleyebiliriz [38].

P. aeruginosagssitli virilans faktorleri Gretmektedir. Endustriyalanda bircok
kullanima sahip olan bu faktorler;

piyosiyanin,

elastaz,

proteaz,

ramnolipid,

ekzotoksin A,

ekzoenzim S,

aljinat,

lipopolisakkarit,

ekzopolisakkarit,

ve lipazdir.

Bu virllans faktorlerden olan ekzopolisakkaritipigmentler ve ramnolipidler
Pseudomonadgar tarafindan dretilen sekonder metabolitlefdir

EPS nin ylzey gerilimini azaltarak kirli alanlarintemizlenmesi
(biyoremediasyonu) ve bircok endustriyel uygulamddakullanilan biyoemiuilstilfiye
aktivitesini bildirmglerdir. EPS’nin ticari biyosurfektanlardan daha sék emdlsilfiye
yetengi oldugu bircok calgymada test edilngtir [39].

Ramnolipid biyosurfektanlar, cevrenin kendi kendiisyenilemesini sglayan
bilesiklerdir. P. aeruginosaswinin ramnolipid bilgikleri ile biyolojik yikim yetengi
oldukca fazladir. Yapisindaki ramnoz iceren gligmli sayesinde biyosurfaktan etki
gosterir. Deterjan benzeri etkisiyle aker surfaktani fosfolipidlerini ¢6zinlr hale
getirerek fosfolipaz C’nin etki etmesine yardimduro Ayrica mukosiliyer tanimi ve

silya fonksiyonlarini inhibe eder [38].

1.7. Piyosiyanin Ozellgi

Fenazin pigmentleri 19. yy.In sonlarindan itiba@amimlanmaya danmstir.
Pseudomonasinsi Uyelerinin dretfii bu pigmentler ayni basit yapilara sahiptir. Bu
fenazin pigmentlerinin gau suda veya kloroformda eriyebilme ve geh boyunca

birikebilme yetengine sahiptir [40]. Fenazin pigmentlerinden 6nemtrove en cok
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calsilanlarindan bir tanesi piyosiyanindir. Piyosiyanfanazin pigmentlerinin ilk
tanimlanmasindan bu yanaggocalsmada argtirma konusu olmgtur. Pigmenti ilk
olarak Gessard (1890) kompleks bir ortan®laaeruginosanin ¢ogalmasini takiben
izole etmsgtir. Jordan (1899) ise piyosiyanin uUretimineskin kimyasal ortamlari
tanimlamgtir. Laktik, asetik veya sitrik asitin amonyum taal ilavesiyle ya da
asparajin ile tuz kagimi bir ortamda pigmentin miktari artmaktadir. Kambkayngi
olarak genelde gliserol kullanilir. gt besi ortamlarinda piyosiyanin miktari da farkl
olmaktadir. Pigmentin orjinal yapisi Wrede ve Strét929) tarafindan gdosterilirken,
son kabul edilen cift halkali yapisi Hilleman (1938&rafindan ifade edilrglir [3]. Bu
pigment bakterinin hem patojenite hem de fizyolnjis belirlenmesinde kullanilan
onemli faktorlerden birisidir [41].

Pek cok P. aeruginosaswu bakteriyal kolonilere mavi-yé renk veren
piyosiyanin (N-metil-1-hidroksifenazin) pigmentiriretirler. Piyosiyanin, suda ve
kloroformda eriyen, fluoresans vermeyen fenazinbgndan mavi-ygl pigment
Ozelliginde olan 6nctu molekdli korizmik asitten son hati kalkali piyosiyanine
sentezlenen kimyasal bir maddedyekil 1.4). Sivi besiyerlerinden yapilgnbakteri
kultarlerine git miktarda kloroform eklenir ve calkalanirsa bugmient besiyerinin
icinde ¢okmg halde bulunan kloroform igerisinde kristalize alarmavi-yail renkte
gozlenir [16, 41].

]Tl O- O-
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Sekil 1.4.P. aeruginosanin lrettgi piyosiyanin molekilu a) notr veya bazik pH'ta #teriyon olarak

davranir ve mavi renklidir b) asidik ortamda isenkizi renklidir [42].
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P. aeruginosdarafindan Uretilen giik molekul g&irligina sahip olan piyosiyanin
molekdll, insan, hayvan ve gii mikrobiyolojik canlilar Uzerinde 6nemli derede
patojenite gosteririr [43]. Bu pigmentin Uretimivgeyi algilama sisteminin kontrolu
altindadir. QS sisteminin kontrol geni olgri sistemi, piyosiyanin tretimi i¢in kontrol
basamaini olusturmaktadir [36].

SadeceP. aeroginosatarafindan dretilen bu pigment oksijenin toksikilleri
olan suUperoksit ve hidrojen peroksit radikalleririinetimini katalizler [43-44]. Bir
demir balayici siderofor olan piyoselin vaginda doku hasarina yol acabilen daha
toksik hidroksil radikallerini Uretir. Piyosiyaninpflamatuar cevabi uyarg hicre
solunumunu inhibe etfil, siliyer fonksiyonlari bozdgu, epidermis c¢galmasini
durdurd@gu, prostasiklin salinimina yol agtl kalsiyum homeostazini bozgu
saptanmytir [38]. P. aeruginosale enfekte olan kistik fibrozisli hastalarin pulmer
sekresyonlarinda tespit edigtir ve akcperlerde hasara sebep ofgukanitlanmgtir
[45]. Piyosiyanin ayrica oksitlengniglutatyon seviyesini arttirmaktadir [46]. Bunun
disinda, notrofillerde apopitozisi uyarir [47-48]. Bgfyanin ayni zamanda pek cok
mikroorganizmaya kar antibiyotik aktivite godstermektedir [43]. Bu Olikl P.

aeruginosanin bulundgu ortamda mikroorganizmalara karekabegansini arttirir.

1.8.Pseudomonasiarda Metal Direnci

Pseudomonasiva, arsenik, kadmiyum, telluriyum, krom ve gigrgibi bir ¢ok
toksik metal iyonuna direnclidir. Bu direng genten pek ¢@gu plazmit tarafindan
kodlanir. Nadiren kromozom uzerindeki regulatorigese kodlanir.

Civa: Bu toksik bir &ir metaldir. Pseudomonatiki cesitli proteinler civanin

tasinmasinda rol oynarlar. MerA isimli protein, g Hg”a donistiirir bu da bakteride

diren¢ olyumunu sglar.

Bakir: Bu bir major mikrobesleyicidir. Elektron transponte redoks reaksiyonlarinda
rol alan protein ve metalloenzimlerin bilinde bulunur. Bakteride normal olarak
bakirin Cu (I) ve Cu (Il) formlari bulunur. Bakiym zamanda toksik olmayan radikal
olusumunda da rol oynar.

Kadmiyum: Bu metal bakteriler i¢in oldukc¢a toksiktiP. putida kadmiyumlaselat

olusturarak onun toksisitesini azaltan sdid molekdl &irhkh protein Gretmektedir.
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Ayrica kadmiyumun effluks sistemiyle hicreye alimm azaltarak, bakteride
kadmiyum direncinin olgmasina katkida bulunur.

Arsenik: Pseudomonagyrubu bakteriler, Urettikleri rediktazlar ile tdksolan As
(1l1)’u, daha az toksik olan As (IV)’e dontiirerek direnc sdarlar.

Krom: Toprak kdkenli pek colPseudomonasuu, toksik olan Cr (VI)'yr daha az
toksik olan Cr (lll)'e Urettikleri reduktazlar ilgevirirler [22].

1.9. Bakteriyel (Vitreoscilla) Hemoglobin (VHb)

Zorunlu aerobik bakteriVitreoscilla bir homodimerik hemoglobin (VHb)
sentezler. Siniflandirmada mor fotosentetik baleen bir alt boéliminde yer alan
Vitreoscilla, Beggiatoaceadamilyasinin kayarak hareket eden bir tyesifek{l 1.5).
Bu bakteri gram-negatif zorunlu aerob olmasingnman oksijence fakir ortamlarda
bliylume gilimine sahiptir.

Baslangicta sitokrono denilen, VHb’ninVitreoscilla bakterisi tarafindan ¢oézinar
bir terminal oksidaz oldtuna inanilirdi. Ancak kinetik, spektral ve yapiéakllikleri
bu proteinin Hb karakter olgunu kanitladiilk bakteriyel hemoglobin, oksijenin gk
oldugu ortamlarda ygayan Vitreoscilla cinsi bakterilerden izole edilgtir. VHD;
bakteriyel hemoglobin protein grubunun en iyi kaeaize Uyesidir.Vitreoscilla
hemoglobini olarak adlandirilgtir. VHb geni, 500 baz cifti uzungunda olup 15,7
kDa molekul girliginda izole edilmy oksijen b&layici protein kodlayan bir gendir.
Genin promotoru, diilk oksijen ile indiklenmekte ve % 20 oksijen varida inaktif
hale gelmektedir [49]. Webster ve ark. 1986 yilindaptgl aratirmada
hemoglobinlerin 6karyotik orjinli proteinler olmagni, gram negatif bir bakteri olan
Vitreoscilla stercorariahin dgzal hemoglobin icerdini tespit etmglerdir. VHb bilinen
en iyi prokaryotik hemoglobindir [50]. VHb; bakterimantar, bitki ve memeli
hiicrelerde uretkenlik ve biuylume lzerinde pozitd sgslar [51].VHb geni, 6zellikle
bakteri ve mantarlarin blyimesinin yani sira prote metabolit sentezini artirir [52].
Vitreoscilla mikroaerofilik cevrede buyime ve gganini strdirmeg@limi gosterir [53].
Bundan dolayi, VHb teknolojisi genel olarak oksgenfakir sartlarin bulundgu
alanlarda ve okumlar belli kritik seviyede oksijen gerektiren Bitbiyoproseslerde
uygulama alani bulabilir. Oksijen sinirinin altindédytime keullarinda, VHb protein

ureten hicreler daha yiksek hicregyauklarina ve daha fazla protein sentezleme
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yetengine sahiptirler [54]. VHb'in, Pseudomonakirda, biyoremediasyonu
guclendirmeye yonelik bir potansiyele sahip @dwgdsterilmgtir [55].

FProkaryota

Begmotoaceae

Sekil 1.5.Bakteriyel hemoglobin geni ¢gyan yegane bakte¥itreoscillanin taksonomik konumu [56].

Bu gen prokaryotik bir yapiya sahip olmasingman ceitli 6karyotik hiicrelere
aktariimstir. Bu bakterinin klonlanmi oldugu tim organizmalarda, regulasyonu
oksijenle olan bir ¢ok metabolit ve rekombinant tpnoin sentezinde Onemli agti
gozlenmgtir [56].

Bu tezin kapsaminda, kromozomuna transpozon terbel rekombinasyon
sistemi ilevgb geni aktarilmy [57]. P. aeruginosgPaJC) ile gen aktariimagyabanil
tip swun (Pa) farkh keullarda piyosiyanin Uretim kapasiteleri kdastirmali olarak
calsilmistir. Bu acidan ilk kez agariimistir. Calsmamizda P. aeruginosa
kullanmamizin en énemli nedeni bu bakterinin bitiren iyi piyosiyanin Ureten bakteri
olmasidir [41].
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2. KAYNAK OZETLER i

Genel olarak toprakta bulunaBseudomonasinsi bakteriler, Ozellikle cevre
kirlili gi bakimindan ciddi risk okturan kirlilik faktorlerini 6Gnemli oranda yikabilme
kabiliyetine sahiptir. Topf@ dogal yolla temizlenmesinden dolayr cevre
biyoteknolojisine yonelik caymalarda tercih edilmektedir. Bu 6zglhin yani sira bu
bakteriler tarafindan birgcok alanda dnemli olanob&knolojik metabolitlerin Gretimi
biyoteknoloji alanindaki agarmalara yeni bir boyut getiregedustnilmektedir. Bu
amacla yapilan camalarda, atlk su ve toprak oOrneklerinden izole redil olan
Pseudomonas sp. sylarnt kullanilarak bu sgarin  c¢aitli  cevrelerde dier
mikroorganizmalara oranla canl kalabilrg@nsini artiran ve onlari Gstiin kilan bazi
metabolitleri (ekzopolisakkarit (EPS), ramnolipid Gzellikle piyosiyanin) tretebilme
yetenekleri argiriimaktadir. AyricaPseudomonasp. suglarinin farkl inkiibasyon
surelerinde bazi organik bgikleri (2,4-D, benzin, BTX) hiicre gslmlerine bagl
olarak biyolojik yikim kapasiteleri ve EPS, piyosiyn ve ramnolipid Uretim
yetenekleri spektrofotometrik olarak incelegtmi Yapilan argtirmalarda biyolojik
yikim yetengi yuksek olan ve yiksek oranda EPS, piyosiyanimarenolipid tUretme
kapasitesine sahipseudomonasp. sglarin secimi amaclangtir. Arastirmada 20 tane
Pseudomonaginsine ait bakteri sgari kullaniimstir. Pseudomonasp. sglarinin
olusturdusu ikincil metabolit Gretimleri amginimistir. Bu amacla 24 saatlik aktif
kultarlerdenPseudomonadgar (PA), Pseudomona&liserollii Agar (PGA), King's B
Agar, Muller Hinton Agar,Pseudomona#\gar-P ve Pseudomonas\gar Base CN
Selective Supplement Agar besiortamlarina cizgmekapilms ve 37 °C’ de 24 saat
inkilbasyona birakilmtir. Mavi-yesil renk oluturan Pseudomonas aeruginosa
suslarinin piyosiyanin miktarlari Essar ve ark. (1986h metoduna gére belirlensgtir.
Swlar 5 mL NB besiortaminda 37° C' de 72 saat sgjelmistir. Bu sularin
olusturduklari  pigment (6rn; piyosiyanin), EPS ve ramyd Uretimleri
spektrofotometrik olarak Olculip bu ¢ maddenintéicsonuclar karlastirilmistir.
2,4-D herbisitinde en yuksek piyosiyanin Uretimip. saattd®. aeruginosaBl suyu
tarafindan gercekjeistir. Yapilan spektroskopik ol¢cimlerin  sonucunda npémt

dretimlerinin 2,11-10,10 pg/L arasindagd#i gi bulunmutur [7].
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Bir diger calsmada, Sileyman Demirel Universitesi Areama ve Uygulama
Hastanesi Ygun Bakim Servisi hastalarindan izole edgmiO0 adetP. aeruginosa
klinik izolati kullaniimstir. Bu izolatlar proteaz, ramnolipid, piyosiyanigastazjasA
gibi virulans faktorleri ayrica; yuzme, titreme \“ayma hareketleri gibi kontrolU
cevreyi algilama sistemi tarafindan gercglitden 6zellikler bakimindan analiz edilgi
ve buP. aeruginosaizolatlari ¢evreyi algilama sistemlerinde bozukloidunmasina
ragmen, yukarida adi gecen farkli metabolitleri stlwabilec&i sonucuna varilngtir
[22].

Dier bir calsmada hastalarin @gik bolgelerinden elde edilen 97 adét
aeruginosasuu kullanilarak deneyler gercektailmis ve piyosiyanin, elastaz dretimi
ve LasA aktivitesi Ao nm'de YYA (+)1,27 + 0,7 ve YYA (-) 1,25 £ 0,7 olan
orneklerde birbirine yakin d@erlerde oldgu gortulmitar. Piyosiyanin dlcima igin
Gliserolli Agar kullanilmgtir. 24 saat boyunca inkibasyona birakglme oOlcim
yapilmstir. Bakterilerin izole edildikleri kayrg gore yapilan karastirmada ise yara
ornekleri dger tim orneklerden anlamli olarak daha az piyosiydiretirken, kan
ornekleri kateter vdrakea aspirat sivisi 6rneklerine gore anlamh aladaha fazla
piyosiyanin olgturdugsu ve dier 6rnekler arasindaki farkigin ise anlamli bulunmagh
sonucuna varilngtir. YYA (+) bulunan sglarda motilite YYA (-) olanlara gore anlamli
derecede daha fazla gozlestimi Sonuclar Ao nm’de YYA (+) sylarda yizme 0,73 £
0,2, kayma 0,32 £ 0,2, titreme 0,75% 0,3 iken YYA d¢lanlarda sirasiyla 0,59 * 0,2,
0,25 + 0,1 ve 0,63 + 0,2 olarak bulungtur. (P=0,0002, 0,03 ve 0,008)rar drnekleri
her ¢ motiliteseklinde dger 6rneklere gore daha fazlagdee ulamistir [58].

Yapilan baka bir calgmada, dgadan ve klinik drneklerden izole edilen 155
Pseudomonasspp.de, biofilm, elastaz, alkali proteaz, pigmé€itn. Piyosiyanin)
ekzotoksin A, fosfolipaz C ve adezyon kuvvet gibiilans faktorleri argtinimistir ve
toplam 100P. aeruginos&linik izolatinda, % 35’inde piyosiyanin tretimulunurken,
% 63’Unde ise piyoverdin dretimi bulungtur [59].

Takahashi ve ark. (2007) tarafindan yurutulensgedda, P. aeruginosaPAQ1L
‘in sahip oldgu polar flagellalar ile % 1.5 agar iceren ortamkiagiinde gerni kayma
hareketleri gozlemglerdir. P. aeruginosaPAQLl’in sulari Luria-Bertani % 1.5 agar
ortaminda bdyle bir kayma hareketinin olmadi fakat Davis minimal sentetik agar
ortaminda 37 °C oksijen vaginda (6zellikle % 0.8 sodyum sitrat ve % 1.5 Eilegyar

iceren) kaydadger bir yayllmanin oldgunu aratirmislar ve sonucgta; % 0.1 sodyum
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sitrat varlginda 21,9+1,3 mm, Luria—Bertani 15,942, 7 mm kaymawidusu sonucuna
varmslardir [60].

Long ve ark. (2008) bir ¢cgimada, 6lumcul barsak kaynakli sepsise neden olan
P. aeruginosavirtlansinin operatif yaralanmadan sonraitsaktaki fosfat tiketimi
calismasinda yuksek ve glilkk fosfat varlginda 24 saat inkiibasyon sonunda piyosiyanin
miktari argtirilmigtir. Calsma Uc¢ tekrarli olarak yapilgtir. Fosfat solisyonunda
bakterinin Uremedi, fakat spektroskopik 6lcimde Qg 15 mM fosfat iceren ortamda
0,16+0,02; 0,1 mM fosfat iceren ortamda ise 1,620zZbsorbans oldg sonucuna
variimistir [61].

Ramalho ve ark. (2001), mineral sularfdaaeruginosanin varliginin modifiye
PseudomonasAgar Base (PAB) ortamlarinda 41,5 °C'de 24-48 saedsl renk
degisimini calismislardir. Bu calmada PAB ortaminda koyu kahverengin piyosiyanin
ile iliskisi calsilmis ve sonucta BHPO,'Uin ortamda bulunmasi piyosiyanin miktarini
artirrken renk olarak hicbir d@esikligin gozlenmediini, FeSQ varlginda ise;
piyosiyaninin ortamda demir ol@u icin kolonilerin koyu kahve renkli goérinimiinden
sorumlu oldgunu gostermektedir. Sonugea aeruginosgpiyosiyanin (+))’nin mineral
sularda varkil PAB FeSQ eklenmesiyle tespit edilegekanitlanmgtir. Sonuglar 0,1-
0,2 (log10) cfu/ml olarak yorumlangtir [62].

Atatirk Universitesi, Erzurum $hk Hizmetleri Meslek Yiksek Okulu, Tibbi
Laboratuvar Boluma Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji velikik Mikrobiyoloji Anabilim
Dalinda yapilan bir c¢aimada P. aeruginosasularinin antikandidal aktiviteleri
calisiimis ve sonug olaral. aeruginosauslarinin ¢@u incelendginde Candidaturleri
Uzerine antikandidal aktivite gostegditespit edilmgtir. Sonucta Candida tirleri
Uzerine % 16-18 arasinda kismi inhibisyon orantaspit edimgtir. Pseudomonas
infeksiyonlarinin tedavisi sonrasinda olasi antyinetkinin ortadan kalkmasi ile
olusabilecek, ozellikleCandidave diger mantar infeksiyonlarina kardikkatli olunmasi
gerektgi, ayrica Pseudomondsrin Urettigi maddelerden yeni antifungallerin
gelistiriimesinin mumkin olabileggé sonucuna varilngtir [63].

Le Berre ve ark. 2007'deP. aeruginosaiin YYA aktivitesi ve virllans
faktorlerinin varlgina iliskin calsmislardir. Las ve rhl sistemleri ve 06zellikle
piyosiyanin dretimi igin rhl sisteminin dnemi anaulmistir. Las sistem LasA proteaz,
LasB proteaz (elastaz), alkalin proteaz, ekzotok&irve Lasl virtlans faktorlerini

kontrol ederken, rhl ramnolipid, LasA proteaz, LapBteaz, Rhll and piyosiyanin
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kontrol etmektedir. Klinik patolojik izolatlarda REL syunun daha fazla piyosiyanin
urettigi PA 103 sgunun ise daha az piyosiyanin Urgittsonucuna varilngtir. Deger
olarak, PA103 sw yaklglk 0,25 OB20.600PAQL sgu ise 2,0 Olro-s000ldugu tespit
edilmistir [64].

Onbasli ve ark. (2008eker pancari giindaP. aeruginosaBl1 ve B2 tarafindan
uretilen bazi metabolitler arasindakiskliyi arastirmiglardir. Yapilan argtirmada NB
ortami kontrol grubu icin kullanilngtir. Melas ortaminda Uretilen metabolitleri (EPS,
ramnolipid, piyosiyanin) % 1-5 konsantrasyon ardai@4, 48 ve 72 saatgigen farkl
periyotlarda ¢cabmislardir. P. aeruginosaB1 en yuksek % 5 melas konsantrasyonunda
sirasiyla 72 saat sonra piyosiyanin 17.1+Q@mL deserini alirken, en az % 1
konsantrasyonda son 24 saatte 10.64@/2nL deserini almstir. P. aeruginosaB?2 ise
%5 melas konsantrasyonunda sirasiyla 72 saat sggosiyanin 5.8+0.0ug/mL
degerini alirken, en az %1 konsantrasyonda son 2#&es@a3+0.3ug/mL deserini
almistir [65].

Bir baska calsmada, ev hayvanlarindan alinBnaeruginosaiin 1740 sgundaki
virllans faktorleri argiirmiglar ve sonucgta 1-13 pg/ml arasinda piyosiyaniniri ga
tespit edilmgtir [66].

Yates ve ark.P. aeruginosatarafindan duretilen piyosiyanin Uzerine demir
iyonunun etkisi argirilmis ve sonugta 37 °C’de 18-24 saatleri arasinda demiru
iceren gliserol alanin (GA) ortaminda 520 nm delg@ak 0,280 absorbans olgu
sonucuna varmlardir [67].

Yapilan dger bir calgmada piyosiyanin Uretimi v@®. aeruginosaiin hareket
yetenekleri test edilngiir. Piyosiyanin Uretimi icin King A besi oratminarasil ve
gentamisin ilave edilip 37 °C’de inkibasyona bikaks ve Kurachi 1958, MacDonald
1966 ‘nin yontemini kullanarak Qfy de absorbans gerlerine bakilmgtir. Sonucta
0,600+0,020 ile en yuksek absorbangeate gozlemlemglerdir. Kayma (swarming),
yuzme (swimming), titreme (twitching) hareket testicin ayri ayri uygun besi oratmi
hazirlanip icerisine urasil ilave edilgnive ortamda urasil (+) ve urasil (-)
karsilastiriimistir. Twitching testi sonucunda urasil (+) icin ¢itne 24,75 mm iken,
urasil (-) 19,75 mm olgulmiiiir. Sonug olarak bu t¢ hareket testi icin urasjlareketi
arttirici etki gosterngtir [68].

Diger bir calsmada, P. aeruginosaiin virulans faktorleri ve hareket testleri

calisiimistir. Piyosiyanin Uretimi icin King A ortami kullaimmis, bu ortama 40 pg/ml
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urasil ve orotat ilave edilmive sonuclarn karlastirmislardir. Piyosiyanin miktarlari;
orotat ilavesinde yak$ak 3+0,5 pug/5 ml iken, urasil ilavesinde 1,25+042§/5 ml ve
King A ortaminda ise 1,26+0,18 pg/5 migeeini almstir. Hareket testleri icin karbon
kayna olarak % 0,2 glikoz kullanilgive ¢ hareket testi icin uygun besi ortami,
sicaklik kaullari ayarlanmygtir. Besi ortamina 40 pg/ml urasil ve orotat ilas@ilip
inkiibasyona birakilngtir. Ytzme testi icin 30 °C’de 24 saat inktubasybmakilims ve
sonucgta King A ortami ve orotat ilave edilen ortamuklirgin bir hareketin oldiu
gozlemlenmgtir. Kayma hareketi icin 37 °C’'de 14 saat inkibasydbirakilmg ve
sonucgta King A ortami ve orotat ilave edilen ortamgbk daha belirgin bir hareketin
oldugu gozlemlenmtir. Titreme hareketi icin 37 °C’de 24 saat inkiyp@sa birakilmg
ve sonucta King A ortami ve urasil ilave edilenaantla ¢ok az bir hareketin olglu
gozlemlenmgtir. Sonugclar nicel olarak gerlendirilmistir [69].

Bu tez camasinda, stres kallari altindaPseudomonas aeruginogda) ve onun
Vitreoscilla hemoglobin geni tayan rekombinant sunun (PaJC) piyosiyanin Uretimi
ve hareketlilgi karsilastirmali olarak cakiimistir. Bu calsma kapsamindaki baca
hedefimiz, bakteri Gremesinin sekonder safhasirikia eldugu VHb’nin piyosiyanin
dretimine katkisini agarmaktir.

Ortam oksijenini tamponlamadaki rolti ve kultUrUerilfazlarinda onu membran
transferazlarina aktararaksyiahticreler icin daha iyi bir solunum, buyime vegimna
karakteristgi saglayan VHbigb sisteminin, bu amag icin dnemli avantaglsgaca

dUstndlmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Arastirmada Kullanilan Kimyasallar ve Ayiraclar

Bu calsmada besiyeri hazirlamasinda kullanilan kimyasalMgCl,, K,SQO,,
NacCl, KCI, CaC}, Cd(NG;),, HCI, glikoz, gliserol, sikroz, tripton, nitriebtoth, agar,
pepton, yeast ekstract, kloroform, analitik safti&recesinde olup Sigmgrketinden

temin edilmitir.

3.2. Arastirmada Kullanilan Bakteriler ve Saklanma Kosullari

CalsmadaP. aeruginosaATCC 10145 (NRRL B- 771)(Pa) ve bu bakterinin
kromozomuna homolog rekombinasyon ile tek kopyandal vgb entegre edilngi
rekombinanP. aeruginosgdPaJC) $ekil 3.1) kullaniimgtir [57].

Bu bakterilerin devamligini sglamak icinP. aeruginosave PaJC ana stok olarak
-20 °C’de gliserolde saklanmgtir. Arastirmalarimiz icin kullandimiz P. aeruginosa
her 20 gunde bir LB plaklarina 6ze ile pasaj yapKagece boyu uretilrgive ertesi gin
parafilmle etrafi sariip 4°C’de saklanmgtir. Deneyler esnasinda bu stoklar

kullaniimistir.
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3.3. Calsmada kullanilan besiyerleri
Asagida deneysel ¢gimalar sirasinda kullanilan besiyeri ve ¢ozeltileriimistir.

Besiyeri ve Cozeltiler Gram/Litre

PseudomonaBroth P, Base (Modifiye)20 g Pepton
1.4 g MgCl
10 g keSO,
10 ml Gliserol

Kayma Testi 8 g Nutrient broth
5 g Agar
5 g Glikoz

Yuzme Testi 10 g Tripton
3 g Agar
5 g NaCl

Titreme Testi 10 g Tripton

5 g Maya Oziitii
5 g NaCl

10 g Agar

Besi yeri olarak kullanilan tim kimyasallar otokd@a steril edildikten sonra

kullaniimistir. Daha sonra besi ortamlari pH 7.0 olagekilde ayarlannsgtir.
3.4. Kullanilan Karbon Kaynaklari

Glikoz ve gliserol % 25'lik, siukroz ise % 20lik ¢t solisyon olarak
hazirlanmgtir. Hazirlanan bu kaynaklar 121 °C’de 20 dk oted#ka steril edilmgtir.

Stok c¢oOzeltiler, 4 °C muhafaza edilerek kullangimi Bu karbon kaynaklari
besiyerlerine steril kallarda % 1 ve % 0,1’lik olacajekilde eklenerek kullanilngtir.
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3.5. Kullanilan Agir Metal

Calismamizda gir metal stresi icin kullanilacak Cd(NJR stok olarak hazirlandi.
Hazirlanan bu stok ¢ozelti 121 °C’de 20 dk otokketkril edilmg ve 4 °C muhafaza
edilmistir. Calsma amacina k@ olarak, Pseudomona®roth P besi ortami bulunan
erlenlere 100 ve 200 ppm olacgkilde steril kgullarda stoktan eklenmtir.

3.6. Calsmada Kullanilan Tuzlar

Calismamizda stres kaypaolarak kullanilan tuzlar; NaCl, KCI ve CaCUdir.
Kullanilan tuzlar stok olarak hazirlangnwve her biri ayri ayri son konsantrasyonda 50

mM ve 250 mM olacakekilde besi yerine eklengtir.

3.7. Kaltar Ko sullari

Bir gece uretilen kulturler, 6ze yardimiyla 10 nd1ml Luria-Bertani besiyerine
eklenerek deney kallarina gore 30 veya 37 °C’de 15 saat inkubasymrekilmstir.
Ertesi giin O/N kulturlerden 250l alinarak 50 ml/150 mPseudomonad$roth P
besiyerine bulunan erlenlere eklewtimi Calisma 3 tekrarli olacakekilde yapilimgtir.
Kaltarlerden 24, 48, 72 ve 96. saatlerde 6rneknagtir. Kalttr dGretimi 200 rpm 30
veya 37 °C’de surdaralngtur.

3.8. Piyosiyanin Analizi

Piyosiyanin miktarinin tayini Essar (1990) yonteenigore yapilngtir. Yontem
asidik solisyonda Of3y nm’de piyosiyanin absorbansina dayanmaktadir. S3rgnin
dretiminin maksimum oldgu PseudomonaBroth ortaminda uretilen 5 ml kiltlr 6ghe
santrifilj edilmg stpernatan tzerine 3 ml kloroform eklegwé daha sonra 1 ml 0,2 N
HCI ilave edilmitir. Olusan mavi-yeil rengin izlenmesi 520 nm de o&l¢ulgtir.
ODsyode 17,072 ile carpim sonucunda ml'deki konsantasyhesaplanmive pg/ml
olarak ifade edilmtir [16, 70-71].
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3.9.Pseudomonasaeruginosanin Hareket Testleri

3.9.1. Kayma Testi

Test edilecekP.aeruginosave PaJC bir gece Luria-Bertani (LB) besiyerinde 30
°C ‘de Uretilmgtir. Her bir kiltirden 21l daha 6nce belirtilngiolan kayma besiyerlerini
iceren petrilere eklenmtir. Kilttrler 37 °C’de 16-18 saat inkibe edi§mi[72] ve
kayma hareketi, inokilasyonun yapgdnoktadan cevreye gou yayillmanin ¢apinin
Olcilmesiyle Dbelirlenngtir. Yabanil ve rekombinant sun kayma hareketi

karstlastiriimistir.

3.9.2. Yizme Testi

Yuzme testi icinP. aeruginosasulari, 37 °C’de bir gece LB besiyerinde
uretilmistir. Ytzme testi besiyeri iceren petrilere stefir#anlarla ekim yapilngive 25
°C'de 16 saat inkibasyona birakgtm [73]. YUzme hareketi, ekimin yapifgi

noktadan cevreye @ou yayilan bulanikfin capinin élcilmesiyle saptanytr.

3.9.3. Titreme Testi

Titreme testi icin test edilecdR. aeruginosaswlarinin her birinden titreme testi
besiyeri iceren petrilere steril kiirdanlarla ilaadilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiilbasyona
birakilmstir. Titreme hareketi, ekimin yapilgl noktadan cevreye @ou yayilan

zikzaklarin durumuna gore belirlergtir [73].
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Piyosiyanin (pg/ml)

4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Pa ve PaJC'nin vePseudomonasBroth P besiyerinde 37 °C’de piyosiyanin
dretimi

Pseudomona®roth P besiyeri bulunan ortamlarda, Pa ve PaJkebkerinin
piyosiyanin Uretimi 24, 48, 72, 96. saatlerde sampugtir. Pa 24. saatte 4,78 pg/ml

piyosiyanin Uretirken, 72. saatte 6,35 pg/ml ileygéksek dgere ulamistir. PaJC ise
24. saatte 5,29 pug/ml ve 72. saatte 6,21 pg/miloistir (Sekil 4.1).

6,5

45 A

4 T T T T

12 24 36 48 60 72 84 96
Zaman (Saat)

Sekil 4.1. P. aeruginosa(Pa) ¢) ve PaJC €)'iIn Pseudomona®roth P besiyeri iceren ortamda
piyosiyanin duzeyleri. Hicreler, 50 rlseudomonaBroth P besiyeri / 150 ml erlen olacsékilde 37
°C’de ve 200 rpm’de Uretilrgiir. Hata cubuklarinin dgri % 10’un altindadir.
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4.1.1. Pa ve PaJCn karbon kayn@g olarak glikoz ve caitli tuzlar iceren

ortamlarda piyosiyanin Uretimi

4.1.1.1. Farkh miktarlarda glikoz iceren ortamlarda piyosiyanin Uretimi

Pseudomona®roth P besiyeri ve % 1 glikoz bulunan ortamlarBa, ve PaJC
bakterilerinin piyosiyanin Uretimi 24, 48, 72, %aatlerde saptangtr. Pa 24. saatte
4,96 pg/ml piyosiyanin Uretirken, 48. saatte 6,28 ile en yuksek dgsre ulamistir.
PaJC ise 24. saatte 5,71 pug/ml piyosiyanin Uratirkg. saatte 6,23 pug/ml en yuksek
degerini almstir, fakat PaJC 72. saatte yabangasgotre 1,10 kat daha fazla piyosiyanin
Ureterek avantajli duruma gegtini (Sekil 4.2 a). % 0,1 glikoz bulunan ortamlarda ise;
Pa 24. saatte 4,45 pg/ml piyosiyanin Uretirken, gkatte 6,24 pug/ml ile en yuksek
degere ulamistir. PaJC ise 96. saatte 4,71 pg/ml ve 48. saddté 16g/ml ulaillmistir.
Sonucta; Pa 96. saatte PaJC'dan 1,19 kat daha pazbaiyanin Ureterek avantajli
duruma gecnstir (Sekil 4.2 b).
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Sekil 4.2. P. aeruginosaPa)p) ve PaJC¢)'in (a) % 1 glikoz (b) % 0.1 glikoz iceren besil@inde
piyosiyanin duzeyleri. Hicreler, 50 rRlseudomonaBroth P besiyeri / 150 ml erlen olacsékilde 37
°C’de ve 200 rpm’de Uretilrgiir. Hata ¢cubuklarinin dgri % 10’un altindadir.
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4.1.1.2. Glikoz ve NaCl iceren ortamlarda piyosiyaim Uretimi

Pseudomona8roth P besiyeri ve % 1 glikoz 50 mM NaCl bulunamamlarda,
Pa ve PaJC bakterilerinin piyosiyanin Uretimi 28, 42, 96. saatlerde saptagtm Pa
96. saatte 2,52 pug/ml piyosiyanin Uretirken, 7attea4,43 pg/ml ile en yuksek g
almistir. PaJC ise 96. saatte 2,16 pg/ml ve 24. sa@ie|&y/ml ulailmistir. Boylece Pa
72. saatte PaJC’'dan 1,64 kat daha fazla piyosiyi#m@terek avantajli duruma gegtn
(Sekil 4.3 a). 250 mM NacCl bulunan ortamlarda ise; 24atte Pa'nin piyosiyanin
miktari PaJC’in piyosiyanin miktarindan fazla gidugtzlenmgtir. Pa 24. saatte 2,65
png/ml piyosiyanin Uretirken, 48. saatte 3,20 pgleen yiksek dgerini almstir. PaJC
ise 24. saatte 1,99 pg/ml ve 48. saatte 2,82 pglmillmistir. Sonucta; Pa 48. saatte
PaJC’dan 1,13 kat daha fazla piyosiyanin Uretevekiajli duruma gecriir (Sekil 4.3
b).

29



:I‘_‘~.
B (8]
I I

Piyosiyagin (Mg\ml)
o

3 |

2.5 A
2 T T T T T T 1
12 24 36 48 60 72 84 96

Zaman (Saat)

4 _
(b)

3,5

w
I

Piyosiyeln\?in (Mg/ml)
(S (3

—
(@)
I

1 T T T T T T

12 24 36 48 60 72 84 96
Zaman (Saat)

Sekil 4.3. P. aeruginosa(Pa)p) ve PaJC{)'in (a) 50 mM (b) 250 mM % 1 glikoz NaCl iceren
besiyerlerinde piyosiyanin dizeyleri. Hicreler, B0 Pseudomona®roth P besiyeri / 150 ml erlen

olacaksekilde 37 °C’de ve 200 rpm’de Uretilgiir. Hata cubuklarinin dgeri % 10'un altindadir.
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4.1.1.3. Glikoz ve KCl iceren ortamlarda piyosiyam Uretimi

PseudomonaBroth P besiyeri ve % 1 glikoz 50 mM KCI bulunaramnlarda, Pa
ve PaJC bakterilerinin piyosiyanin uretimi 24, 482, 96. saatlerde saptarstm. Pa 96.
saatte 2,49 ug/ml piyosiyanin Uretirken, 72. sadt# pg/ml ile en yuksek gere
ulasmistir. PaJC ise 96. saatte 2,07 pg/ml ve 72. sag@te|Zy/ml ulaiimistir. Béylece
Pa 72. saatte PaJC'dan 1,5 kat daha fazla piyasiyareterek avantajli duruma
gecmitir (Sekil 4.4 a). 250 mM KCI bulunan ortamlarda ise; Za saatte 2,52 pg/mi
piyosiyanin Uretirken, 72. saatte 3,29 pg/ml ileyéiksek dger almstir. PaJC ise 72.
saatte 2,45 pg/ml ve 96. saatte 2,75 pg/nyilohastir. Sonucta; Pa 72. saatte PaJC’dan
1,34 kat daha fazla piyosiyanin ureterek avantiasifuma gecgnstir (Sekil 4.4 b).
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Sekil 4.4. P. aeruginosa(Pa)p) ve PaJCf)'in (a) 50 mM (b) 250 mM % 1 glikoz KCI igeren
besiyerlerinde piyosiyanin dizeyleri. Hicreler, B0 Pseudomona®roth P besiyeri / 150 ml erlen

olacaksekilde 37 °C’de ve 200 rpm’de Uretilgtir. Hata cubuklarinin dgri % 10’un altindadir.
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4.1.1.4. Glikoz ve CaGliceren ortamlarda piyosiyanin Uretimi

PseudomonaBroth P besiyeri ve % 1 glikoz 50 mM Ca@iulunan ortamlarda,
Pa ve PaJC bakterilerinin piyosiyanin Uretimi 28, 42, 96. saatlerde saptagtm Pa
96. saatte 2,21 pug/ml piyosiyanin Uretirken, 72ttea3,83 pg/ml ile en yiksek ghre
ulasmistir. PaJC ise 96. saatte 2,16 pug/ml ve 24. sadte|By/ml ulaiimistir. Béylece
Pa 72. saatte PaJC'dan 1,51 kat daha fazla piyusiy@reterek avantajli duruma
gecmitir (Sekil 4.5 a). 250 mM Caglbulunan ortamlarda ise; Pa 48. saatte 1,63 pg/ml
piyosiyanin Uretirken, 24. saatte 2,73 pg/ml ileyéiksek dger almstir. PaJC ise 48.
saatte 1,91 pg/ml ve 24. saatte 3,43 pg/nyilohastir. Sonucta; PaJC 24. saatte Pa‘dan
1,25 kat daha fazla piyosiyanin Ureterek avanthjnuma gecerken, grafik genelinde
Pa'nin ise PaJC’'a paralel fakat dahastil miktarda piyosiyanin Uretimi yagti
gozlenmigtir (Sekil 4.5 b).
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Sekil 4.5. P. aeruginosa(Pa)f) ve PaJC{)'in (a) 50 mM (b) 250 mM % 1 glikoz CagClceren
besiyerlerinde piyosiyanin dizeyleri. Hicreler, B0 Pseudomona8roth P besiyeri / 150 ml erlen
olacaksekilde 37 °C’de ve 200 rpm’de Uretilgtir. Hata cubuklarinin dgri % 10’un altindadir.
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4.1.2. Pa ve PaJC'in karbon kayng olarak gliserol ve caitli tuzlari iceren

ortamlarda piyosiyanin Uretimi

4.1.2.1. Farkh miktarlarda gliserol iceren ortamlarda piyosiyanin tretimi

Pseudomona8roth P besiyeri ve % 1 gliserol bulunan ortamdarBa ve PaJC
bakterilerinin piyosiyanin Uretimi 24, 48, 72, %aatlerde saptangtr. Pa 72. saatte
5,90 pg/ml piyosiyanin Uretirken, 24. saatte 7,08l ile en yiuksek dgere ulamistir.
PaJC ile, 96. saatte 6,21 pg/ml ve 48. saatte 1igA%l ulgiimistir. Boylece PaJC 48.
saatte Pa’dan 1,6 kat daha fazla piyosiyanin tektavantajli duruma gecstir (Sekil
4.6 a).% 0,1 gliserol bulunan ortamlarda ise; Pa 96. saa9 pg/ml piyosiyanin
uretirken, 48. saatte 7,23 pg/ml ile en yuksekede ulamistir. PaJC ile 24. saatte 6,14
pag/ml ve 48. saatte 8,26 pg/ml glenistir. Sonugta; PaJC 48. saatte Pa'dan 1,14 kat
daha fazla piyosiyanin Ureterek avantajli durumeegeen, Pa‘nin piyosiyanin miktari

ise PaJC'a paralel fakat dahasdki miktarda oldgu gozlenmgtir (Sekil 4.6 b).
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Sekil 4.6.P. aeruginosgPa)e) ve PaJC)'in (a) % 1 gliserol (b) % 0.1 gliserol iceren beslerinde
piyosiyanin duzeyleri. Hicreler, 50 rlseudomonaBroth P besiyeri / 150 ml erlen olacsékilde 37
°C’de ve 200 rpm’de Uretilngiir. Hata cubuklarinin deeri % 10’un altindadir.



4.1.2.2. Gliserol ve NaCl iceren ortamlarda piyospnin tretimi

PseudomonaBroth P besiyeri ve % 1 gliserol 50 mM NaCl bulnraatamlarda,
Pa ve PaJC bakterilerinin piyosiyanin Uretimi 28, 42, 96. saatlerde saptagtm Pa
24. saatte 2,36 pg/ml piyosiyanin Uretirken, 72ttea3,67 pg/ml ile en yiksek ghre
ulasmistir. PaJC ile 96. saatte 2,68 pg/ml ve 72. saait¢ @g/ml ulailmistir. Boylece
PaJC 48. saatte Pa’'dan 1,18 kat daha fazla piyasiyareterek avantajli duruma
gecmitir (Sekil 4.7 a). 250 mM NaCl bulunan ortamlarda ise;7/Rasaatte 2,07 pug/ml
piyosiyanin Uretirken, 48. saatte 2,65 ug/ml ileygksek dgere ulamistir. PaJC ile 72.
saatte 2,11 pg/ml ve 48. saatte 2,99 pg/nyilohastir. Sonucta; PaJC 48. saatte Pa'dan
1,12 kat daha fazla piyosiyanin ureterek avantiaifuma gecgnstir (Sekil 4.7 b).
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Sekil 4.7. P. aeruginosa(Pa)p) ve PaJC{)'in (a) 50 mM (b) 250 mM % 1 gliserol NaCl iceren
besiyerlerinde piyosiyanin dizeyleri. Hicreler, B0 Pseudomonafroth P besiyeri / 150 ml erlen
olacaksekilde 37 °C’de ve 200 rpm’de Uretilghir. Hata cubuklarinin dgeri % 10'un altindadir.
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4.1.2.3. Gliserol ve KCI iceren ortamlarda piyosiyain tretimi

PseudomonasBroth P besiyeri ve % 1 gliserol 50 mM KCI bulunan
ortamlarda, Pa ve PaJC bakterilerinin piyosiyaniatithi 24, 48, 72, 96. saatlerde
saptanmytir. Pa 24. saatte 2,40 pg/ml piyosiyanin Uretirfk#h saatte 3,15 pg/ml ile en
yuksek dger almstir. PaJC ile 24. saatte 2,52 pg/ml ve 96. saatB8 ig/ml
ulasiimistir. Boylece PaJC 96. saatte Pa’dan 1,04 kat darla piyosiyanin Ureterek
avantajli duruma gecstir (Sekil 4.8 a). 250 mM KCI bulunan ortamlarda ise; 2a
saatte 2,40 pug/ml piyosiyanin Uretirken, 96. sadtte/ pg/ml ile en yiuksek gere
ulasmistir. PaJC ile 72. saatte 2,29 pg/ml ve 24. saa®@ @g/ml ulailmistir. Sonucta;
PaJC 24. saatte 2,86 pg/ml ile avantajli durumdaykRa 96. saatte PaJC’dan 1,5 kat
daha fazla piyosiyanin Ureterek avantajli durumgnggir (Sekil 4.8 b).
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Sekil 4.8. P. aeruginosa(Pa)e) ve PaJGf)'in (a) 50 mM (b) 250 mM % 1 gliserol KCl iceren
besiyerlerinde piyosiyanin dizeyleri. Hicreler, B0 Pseudomonafroth P besiyeri / 150 ml erlen
olacaksekilde 37 °C’de ve 200 rpm’de Uretilgtir. Hata cubuklarinin dgri % 10’un altindadir.
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4.1.2.4. Gliserol veCacCl, iceren ortamlarda piyosiyanin tretimi

PseudomonaBroth P besiyeri ve % 1 gliserol 50 mM CaBlilunan ortamlarda,
Pa ve PaJC bakterilerinin piyosiyanin Uretimi 28, 42, 96. saatlerde saptantm Pa
24. saatte 1,71 pg/ml piyosiyanin Uretirken, 72ttea2,91 pg/ml ile en yiksek ghre
ulasmistir. PaJC ile 96. saatte 2,47 pg/ml ve 48. saatte @g/ml ulailmistir. Boylece
PaJC 48. saatte Pa'dan 1,25 kat daha fazla piyosiyareterek avantajli duruma
gecmitir (Sekil 4.9 a). 250 mM Caglbulunan ortamlarda ise; Pa 24. saatte 1,77 pg/ml
piyosiyanin Uretirken, 48. saatte 2,50 pg/ml ileyéksek dgerini almstir. PaJC ile 24.
saatte 2,19 pg/ml ve 96. saatte 2,61 pg/nyilohastir. Sonucta; PaJC 72. saatte Pa'dan
1,17 kat daha fazla piyosiyanin ureterek avantiasifuma gecgnstir (Sekil 4.9 b).
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Sekil 4.9. P. aeruginosa(Pa)¢) ve PaJC{)'in (a) 50 mM (b) 250 mM % 1 gliserol CaCiceren
besiyerlerinde piyosiyanin dizeyleri. Hicreler, 80 Pseudomona®roth P besiyeri / 150 ml erlen

olacaksekilde 37 °C’de ve 200 rpm’de Uretilgtir. Hata cubuklarinin dgri % 10’un altindadir.
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4.1.3. Pa ve PaJC'in karbon kayng olarak sikroz ve caitli tuzlarn iceren

ortamlarda piyosiyanin Uretimi

4.1.3.1. Farkh miktarlarda sukroz iceren ortamlarda piyosiyanin tretimi

Pseudomona®roth P besiyeri ve % 1 sikroz bulunan ortamlaia,ve PaJC
bakterilerinin piyosiyanin Uretimi 24, 48, 72, %aatlerde saptangtr. Pa 24. saatte
2,45 pg/ml piyosiyanin Uretirken, 72. saatte 3,821l ile en yuksek dgere ulamistir.
PaJC ile 96. saatte 2,44 pg/ml ve 48. saatte 3gl®lwlasiimistir. Boylece PaJC 24.
saatte 2,86 pg/ml ile avantajli durumdayken, Pas@adtte PaJC’dan 1,23 kat daha fazla
piyosiyanin Ureterek avantajli duruma gegimi (Sekil 4.10 a). % 0,1 sikroz bulunan
ortamlarda ise; Pa 24. saatte 1,91 pg/ml piyosiyéretirken, 96. saatte 2,48 pg/ml ile
en yuksek dger almstir. PaJC ile 72. saatte 1,70 pg/ml ve 24. saa®é pg/ml
ulasiimistir. Sonucta; PaJC 24. saatte 2,86 pg/ml ile ajlamtarumdayken, Pa 72.
saatte PaJC'dan 1,42 kat daha fazla piyosiyaniteii@e avantajli duruma gecgtir
(Sekil 4.10 b).
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Sekil 4.10.P. aeruginosaPa)E) ve PaJC{)'in (a) % 1 suikroz (b) % 0.1 sikroz iceren besgrmde
piyosiyanin duzeyleri. Hicreler, 50 rAlseudomonaBroth P besiyeri / 150 ml erlen olacsékilde 37
°C’de ve 200 rpm’de Uretilngiir. Hata cubuklarinin deeri % 10'un altindadir.
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4.1.3.2. Suikroz ve NaCl iceren ortamlarda piyosiyan uretimi

PseudomonaBroth P besiyeri ve % 1 suikroz 50 mM NaCl bulumatamlarda,
Pa ve PaJC bakterilerinin piyosiyanin Uretimi 28, 42, 96. saatlerde saptagtm Pa
24. saatte 2,44 pg/ml piyosiyanin Uretirken, 9@ttea2,73 pg/ml ile en yiksek ghre
ulasmistir. PaJC ile 24. saatte 2,50 pg/ml ve 48. saaite @g/ml ulailmistir. Boylece
PaJC 48. saatte Pa'dan 1,42 kat daha fazla piyasiyareterek avantajli duruma
gecmitir (Sekil 4.11 a). 250 mM NacCl bulunan ortamlarda ise248. saatte 2,37 pg/ml
piyosiyanin Uretirken, 72. saatte 2,42 pug/ml ileygiksek dger almstir. PaJC ile 72.
saatte 2,52 pg/ml ve 96. saatte 4,02 pg/nyilohastir. Sonucta; PaJC 96. saatte Pa'dan
1,62 kat daha fazla piyosiyanin treterek avantiifuma gec¢nstir (Sekil 4.11 b).

45



Piyosiyanin (pg\ml)

Piyosiyagin (Mg/ml)
o

N
o

b
A oo

w

NS

—_
(@)

(N}
|

NN NN
NN R W

B G 0 &
T R S

A

—_
NS

24 36 48 60 72 84 96
Zaman (Saat)

._
e -
12 24 36 48 60 72 84 96

Zaman (Saat)

Sekil 4.11. P. aeruginosa(Pa)f) ve PaJCf)'in (a) 50 mM (b) 250 mM % 1 siikroz NaCl iceren
besiyerlerinde piyosiyanin dizeyleri. Hicreler, B0 Pseudomonafroth P besiyeri / 150 ml erlen
olacaksekilde 37 °C’de ve 200 rpm’de Uretilgtir. Hata cubuklarinin dgeri % 10'un altindadir.
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4.1.3.3. Sukroz ve KCl iceren ortamlarda piyosiyam tretimi

PseudomonaBroth P besiyeri ve % 1 suikroz 50 mM KCI bulunatamlarda, Pa
ve PaJC bakterilerinin piyosiyanin uretimi 24, 482, 96. saatlerde saptarstm. Pa 48.
saatte 2,52 pug/ml piyosiyanin Uretirken, 24. saat® pg/ml ile en yuksek gere
ulasmistir. PaJC ile 48. saatte 2,58 pg/ml ve 24. saaftg/gl ulgiimistir. Boylece Pa
96. saatte PaJC’dan 1,12 kat daha fazla piyosiyiam@terek avantajli duruma gegtn
(Sekil 4.12 a). 250 mM KCI bulunan ortamlarda ise; P& saatte 2,07 pg/ml
piyosiyanin Uretirken, 96. saatte 2,48 pg/ml ileygiksek dger almstir. PaJC ile 24.
saatte 2,11 pg/ml ve 96. saatte 3,57 pg/mdilohastir. Sonucta; Pa 24. saatte 2,45
png/ml ile avantajli durumdayken, PaJC 96. saattafadl,43 kat daha fazla piyosiyanin
Ureterek avantajli duruma gegtim (Sekil 4.12 b).
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Sekil 4.12. P. aeruginosa(Pa)f) ve PaJCf)'In (&) 50 mM (b) 250 mM % 1 siikroz KCI iceren
besiyerlerinde piyosiyanin dizeyleri. Hicreler, 80 Pseudomona®roth P besiyeri / 150 ml erlen

olacaksekilde 37 °C’de ve 200 rpm’de Uretilgtir. Hata cubuklarinin dgri % 10’un altindadir.
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4.1.3.4. Sukroz ve CaGligeren ortamlarda piyosiyanin tretimi

PseudomonaBroth P besiyeri ve % 1 suikroz 50 mM Calllunan ortamlarda,
Pa ve PaJC bakterilerinin piyosiyanin Uretimi 28, 42, 96. saatlerde saptagtm Pa
24. saatte 2,86 pg/ml piyosiyanin Uretirken, 7attea3,14 pg/ml ile en yuksek g
almistir. PaJC ile 96. saatte 2,31 pg/ml ve 24. saa@é Rg/ml ulailmistir. Pa 96.
saatte PaJC'dan 1,33 kat daha fazla piyosiyanitelige avantajli duruma gelgtir
(Sekil 4.13 a). 250 mM Caglbulunan ortamlarda ise; Pa 96. saatte 1,61 pg/ml
piyosiyanin Uretirken, 72. saatte 3,32 ug/ml ileygksek dgere ulamistir. PaJC ile 96.
saatte 1,89 pg/ml ve 72. saatte 3,96 pg/nyilohastir. Sonucta; PaJC 72. saatte Pa'dan
1,19 kat daha fazla piyosiyanin ureterek avantiifuma gec¢nstir (Sekil 4.13 b).
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Sekil 4.13. P. aeruginosa(Pa)p) ve PaJC)'in (a) 50 mM (b) 250 mM % 1 siikroz Cadkeren
besiyerlerinde piyosiyanin dizeyleri. Hicreler, B0 Pseudomonafroth P besiyeri / 150 ml erlen
olacaksekilde 37 °C’de ve 200 rpm’de Uretilgiir. Hata cubuklarinin dgeri % 10'un altindadir.
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4.1.4. Cd(NQ), iceren ortamda piyosiyanin Uretimi

PseudomonaBroth P besiyeri ve 100 ppm Cd(M@bulunan ortamlarda, Pa ve
PaJC bakterilerinin piyosiyanin Uretimi 24, 48, BB, saatlerde saptangnr. Pa 24.
saatte 1,73 pug/ml piyosiyanin Uretirken, 72. sadt® pg/ml ile en yiuksek gere
ulasmistir. PaJC ile 96. saatte 2,77 pg/ml ve 72. saa#@ @g/ml ulailmistir. Boylece
PaJC 72. saatte Pa'dan 1,14 kat daha fazla piyosiyareterek avantajli duruma
gecmitir (Sekil 4.14 a). 200 ppm Cd(N{2 bulunan ortamlarda ise; Pa 24. saatte 1,86
png/ml piyosiyanin dretirken, 72. saatte 2,72 puglenken yiksek dger almstir. PaJC ile
96. saatte 2,43 pg/ml ve 24. saatte 2,86 pg/miloigtir. Sonucta; PaJC 48. saatte
Pa'dan 1,42 kat daha fazla piyosiyanin Ureterekntaja duruma gecngtir (Sekil 4.14
b).
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Sekil 4.14. P. aeruginosa(Pa)p) ve PalJC)'n (a) 100 ppm (b) 200 ppm Cd(NJR iceren
besiyerlerinde piyosiyanin diizeyleri. Hicreler, 80 Pseudomona®roth P besiyeri / 150 ml erlen

olacaksekilde 37 °C’de ve 200 rpm’de Uretilgtir. Hata cubuklarinin dgri % 10’un altindadir.
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4.2. Pa ve PaJC'in 30 °C’de Piyosiyanin Uretimi

4.2.1. Pa ve PaJC'n karbon kayn@g olarak glikoz ve caitli tuzlar iceren

ortamlarda piyosiyanin Uretimi

4.2.1.1. Glikoz ve NaCl iceren ortamlarda piyosiyaim Uretimi

Pseudomona8roth P besiyeri ve % 1 glikoz 50 mM NaCl bulunamamlarda,
Pa ve PaJC bakterilerinin piyosiyanin Uretimi 28, 42, 96. saatlerde saptagtm Pa
48. saatte 2,35 pg/ml piyosiyanin uretirken, 9Guttea3,59 pg/ml ile en yiksek ghre
ulasmistir. PaJC ile 96. saatte 2,74 pg/ml ve 24. saa®@ @2g/ml ulailmistir. Boylece
PaJC 24. saatte 2,86 pg/ml ile avantajli durumdayRa 96. saatte PaJC’dan 1,31 kat
daha fazla piyosiyanin Ureterek avantajli durumanggir (Sekil 4.15 a). 250 mM
NaCl bulunan ortamlarda ise; Pa 72. saatte 2,9Myg¥osiyanin Uretirken, 24. saatte
3,73 ug/ml ile en yuksek der almstir. PaJC ile 72. saatte 2,48 pg/ml ve 48. sazd@ 3
pg/ml ulgilmistir. Sonucta; Pa 48. saatte PaJC’'dan 1,18 kat tta piyosiyanin
ureterek avantajli duruma gegtm. Grafik geneline bakilggnda da Pa'nin avantajli
oldugu gorulmigtar (Sekil 4.15 b).
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Sekil 4.15. P. aeruginosa(Pa)¢) ve PaJCf)'in (a) 50 mM (b) 250 mM % 1 glikoz NaCl iceren
besiyerlerinde piyosiyanin dizeyleri. Hicreler, B0 Pseudomona8roth P besiyeri / 150 ml erlen
olacaksekilde 30 °C’de ve 200 rpm’de Uretilgtir. Hata cubuklarinin dgri % 10’un altindadir.
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4.2.1.2. Glikoz ve KCl iceren ortamlarda piyosiyam Uretimi

PseudomonaBroth P besiyeri ve % 1 glikoz 50 mM KCI bulunaramnlarda, Pa
ve PaJC bakterilerinin piyosiyanin uretimi 24, 482, 96. saatlerde saptarstm. Pa 48.
saatte 2,61 pug/ml piyosiyanin Uretirken, 96. sadt&8 pg/ml ile en yuksek gere
ulasmistir. PaJC ile 72. saatte 2,70 pg/ml ve 48. saa@®@ @2g/ml ulailmistir. Boylece
Pa 96. saatte PaJC'dan 1,26 kat daha fazla piyasiyareterek avantajli duruma
gecmitir (Sekil 4.16 a). 250 mM KCI bulunan ortamlarda ise;3a saatte 2,94 pg/ml
piyosiyanin Uretirken, 24. saatte 3,84 ug/ml ileygiksek dger almstir. PaJC ile 96.
saatte 2,73 pg/ml ve 24. saatte 3,13 pg/nyilohastir. Sonucta; Pa 48. saatte PaJC’'dan
1,17 kat daha fazla piyosiyanin treterek avantiifuma gec¢nstir (Sekil 4.16 b).
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Sekil 4.16. P. aeruginosa(Pa)f) ve PaJC€)'in (a) 50 mM (b) 250 mM % 1 glikoz KCI igeren
besiyerlerinde piyosiyanin dizeyleri. Hicreler, B0 Pseudomona8roth P besiyeri / 150 ml erlen
olacaksekilde 30 °C’'de ve 200 rpm’de Uretilghir. Hata cubuklarinin dgeri % 10'un altindadir.
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4.2.1.3. Glikoz ve CaGliceren ortamlarda piyosiyanin Uretimi

Pseudomona8Broth P besiyeri ve % 1 glikoz 50 mM Ca®ulunan ortamlarda,
Pa ve PaJC bakterilerinin piyosiyanin tretimi 28, 42, 96. saatlerde saptagtm Pa
24. saatte 2,56 pg/ml piyosiyanin Uretirken, 72ttea3,78 pg/ml ile en yiksek ghre
ulasmistir. PaJC ile 96. saatte 2,73 pg/ml ve 72. saa#® @g/ml ulailmistir. Boylece
PaJC 48. saatte 3,07 pg/ml ile avantajli durumdayRa 72. saatte PaJC'dan 1,16 kat
daha fazla piyosiyanin Ureterek avantajli durumanggir (Sekil 4.17 a). 250 mM
CaCl bulunan ortamlarda ise; Pa 48. saatte 1,82 pghabiyanin Uretirken, 72. saatte
2,15 pg/ml ile en yuksek der almstir. PaJC ile 48. saatte 2,41 pg/ml ve 24. sagd@ 3
pa/ml ulgilmistir. Sonugta; PaJC 72. saatte Pa’dan 1,52 kat tta piyosiyanin
Ureterek avantajli duruma gegtim (Sekil 4.17 b).
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Sekil 4.17. P. aeruginosa(Pa)@) ve PaJCf)'In (a) 50 mM (b) 250 mM % 1 glikoz CagClceren

besiyerlerinde piyosiyanin dizeyleri. Hicreler, 80 Pseudomona®roth P besiyeri / 150 ml erlen
olacaksekilde 30 °C’'de ve 200 rpm’de Uretilgtir. Hata cubuklarinin dgri % 10’un altindadir.
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4.2.2. Pa ve PaJC'in karbon kayng olarak gliserol ve caitli tuzlari iceren

ortamlarda piyosiyanin Uretimi

4.2.2.1. Gliserol ve NaCl iceren ortamlarda piyosgnin tretimi

Pseudomond3roth P besiyeri ve % 1 gliserol 50 mM NaCl bulor@tamlarda,
Pa ve PaJC bakterilerinin piyosiyanin tretimi 28, 42, 96. saatlerde saptagtm Pa
96. saatte 2,83 pug/ml piyosiyanin Uretirken, 72ttea3,33 pg/ml ile en yiksek gkre
ulasmistir. PaJC ile 72. saatte 2,50 pg/ml ve 96. sag@e @2g/ml ulailmistir. Boylece
Pa 72. saatte PaJC'dan 1,33 kat daha fazla piyusiyareterek avantajli duruma
gecmitir (Sekil 4.18 a). 250 mM NacCl bulunan ortamlarda ise4B. saatte 2,45 pug/ml
piyosiyanin dretirken, 72. saatte 2,97 pug/ml ileygiksek dger almstir. PaJC ile 48.
saatte 2,36 pg/ml ve 96. saatte 2,63 pg/nyilohastir. Sonucta; Pa 72. saatte PaJC’'dan
1,21 kat daha fazla piyosiyanin treterek avantijfuma gecnstir (Sekil 4.18 b).
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Sekil 4.18. P. aeruginosa(Pa)f) ve PaJCf)'in (a) 50 mM (b) 250 mM % 1 gliserol NaCl iceren
besiyerlerinde piyosiyanin dizeyleri. Hicreler, B0 Pseudomona8roth P besiyeri / 150 ml erlen
olacaksekilde 30 °C’de ve 200 rpm’de Uretilgtir. Hata cubuklarinin dgri % 10’un altindadir.
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4.2.2.2. Gliserol ve KCI igeren ortamlarda piyosiyain tretimi

Pseudomona8roth P besiyeri ve % 1 gliserol 50 mM KCI bulunartamlarda,
Pa ve PaJC bakterilerinin piyosiyanin tretimi 28, 42, 96. saatlerde saptagtm Pa
24. saatte 2,73 piyosiyanin Uretirken, 48. saat8 Jug/ml ile en yiksek dere
ulasmistir. PaJC ile 72. saatte 2,28 pg/ml ve 48. saa®@ @g/ml ulailmistir. Boylece
PaJC 48. saatte 3,30 pg/ml ile avantajli durumdayRa 72. saatte PaJC'dan 1,31 kat
daha fazla piyosiyanin treterek avantajli durumgnggir (Sekil 4.19 a). 250 mM KCI
bulunan ortamlarda ise; Pa 48. saatte 2,37 pgholspianin Uretirken, 72. saatte 3,86
pg/ml ile en yuksek dger almstir. PaJC ile 48. saatte 2,09 pug/ml ve 96. sagité 2
pa/ml ulgilmistir. Sonugta; Pa 72. saatte PaJC’'dan 1,66 kat tta piyosiyanin
Ureterek avantajli duruma gegtim (Sekil 4.19 b).
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Sekil 4.19. P. aeruginosa(Pa)f) ve PaJC€)'in (a) 50 mM (b) 250 mM % 1 gliserol KCI igeren
besiyerlerinde piyosiyanin dizeyleri. Hicreler, B0 Pseudomonafroth P besiyeri / 150 ml erlen
olacaksekilde 30 °C’de ve 200 rpm’de Uretilgtir. Hata cubuklarinin dgri % 10’un altindadir.
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4.2.2.3. Gliserol ve CaGliceren ortamlarda piyosiyanin Uretimi

PseudomonaBroth P besiyeri ve % 1 gliserol 50 mM CaBlilunan ortamlarda,
Pa ve PaJC bakterilerinin piyosiyanin Uretimi 28, 42, 96. saatlerde saptantm Pa
96. saatte 2,91 pug/ml piyosiyanin Uretirken, 4&ttea3,64 pg/ml ile en yiksek ghre
ulasmistir. PaJC ile 72. saatte 2,82 pg/ml ve 48. saatte @g/ml ulailmistir. Boylece
Pa 72. saatte PaJC'dan 1,20 kat daha fazla piyusiy@reterek avantajli duruma
gecmitir (Sekil 4.20 a). 250 mM Caglbulunan ortamlarda ise; Pa 96. saatte 1,62
png/ml piyosiyanin dretirken, 24. saatte 2,41 puglenken yiksek dger almstir. PaJC ile
48. saatte 2,31 pg/ml ve 72. saatte 2,52 pg/mlloigtir. Sonucta; PaJC 72. saatte
Pa'dan 1,20 kat daha fazla piyosiyanin Ureterekntayia duruma gecngtir (Sekil 4.20
b).
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Sekil 4.20. P. aeruginosa(Pa)e) ve PaJCf)'in (a) 50 mM (b) 250 mM % 1 gliserol CaCiceren

besiyerlerinde piyosiyanin dizeyleri. Hicreler, B0 Pseudomona8roth P besiyeri / 150 ml erlen
olacaksekilde 30 °C’'de ve 200 rpm’de Uretilghir. Hata cubuklarinin dgeri % 10'un altindadir.
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4.2.3. Pa ve PaJC'in karbon kayng olarak sikroz ve caitli tuzlar iceren

ortamlarda piyosiyanin Uretimi

4.2.3.1. Sukroz ve NaCl iceren ortamlarda piyosiyan uretimi

PseudomonaBroth P besiyeri ve % 1 sikroz 50 mM Nd@lunan ortamlarda,
Pa ve PaJC bakterilerinin piyosiyanin tretimi 28, 42, 96. saatlerde saptagtm Pa
24. saatte 2,79 pg/ml piyosiyanin Uretirken, 72ttea3,44 pg/ml ile en yiksek gkre
ulasmistir. PaJC ile 72. saatte 2,56 pug/ml ve 48. saa#té @g/ml ulailmistir. Boylece
PaJC 48. saatte 3,46 pg/ml ile avantajli durumdayRa 72. saatte PaJC’dan 1,34 kat
daha fazla piyosiyanin Ureterek avantajli durumanggir (Sekil 4.21 a). 250 mM
NaCl bulunan ortamlarda ise; Pa 72. saatte 2,9lyg¥osiyanin Uretirken, 96. saatte
3,61 pg/mlile en yuksek der almstir. PaJC ile 72. saatte 2,90 pg/ml ve 24. saade 4
pg/ml ulgilmistir. Sonucta; PaJC 24. saatte Pa’dan 1,13 kat ttla piyosiyanin
Ureterek avantajli duruma gegtim (Sekil 4.21 b).
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Sekil 4.21. P. aeruginosa(Pa)f) ve PaJCf)'in (@) 50 mM (b) 250 mM % 1 stikroz NacCl iceren
besiyerlerinde piyosiyanin dizeyleri. Hicreler, 80 Pseudomona®roth P besiyeri / 150 ml erlen

olacaksekilde 30 °C’de ve 200 rpm’de Uretilgtir. Hata cubuklarinin dgri % 10’un altindadir.
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4.2.3.2. Suikroz ve KCl igeren ortamlarda piyosiyam tretimi

Pseudomona8Broth P besiyeri ve % 1 suikroz 50 mM Ki@llunan ortamlarda,
Pa ve PaJC bakterilerinin piyosiyanin tretimi 28, 42, 96. saatlerde saptagtm Pa
24. saatte 2,72 pg/ml piyosiyanin Uretirken, 72ttead,02 pg/ml ile en yiksek ghre
ulasmistir. PaJC ile 24. saatte 2,86 pg/ml ve 48. saadté @g/ml ulaiimistir. Boylece
Pa 72. saatte PaJC'dan 1,36 kat daha fazla piyusiy@reterek avantajli duruma
gecmitir (Sekil 4.22 a). 250 mM KCI bulunan ortamlarda ise;Ra saatte 2,77 pg/ml
piyosiyanin Uretirken, 24. saatte 3,77 pug/ml ileygiksek dger almstir. PaJC ile 72.
saatte 2,46 pg/ml ve 24. saatte 3,17 pg/nyilohastir. Sonucta; Pa 48. saatte PaJC’'dan
1,23 kat daha fazla piyosiyanin treterek avantiifuma gecgnstir (Sekil 4.22 b).
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Sekil 4.22. P. aeruginosa(Pa)f) ve PaJCf)'in (a) 50 mM (b) 250 mM % 1 siikroz KCI iceren
besiyerlerinde piyosiyanin dizeyleri. Hicreler, B0 Pseudomona8roth P besiyeri / 150 ml erlen
olacaksekilde 30 °C’'de ve 200 rpm’de Uretilgiir. Hata cubuklarinin dgeri % 10'un altindadir.
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4.2.3.3. Sukroz ve CaGligceren ortamlarda piyosiyanin tretimi

PseudomonaBroth P besiyeri ve % 1 suikroz 50 mM Calllunan ortamlarda,
Pa ve PaJC bakterilerinin piyosiyanin Uretimi 28, 42, 96. saatlerde saptagtm Pa
24. saatte 2,93 pug/ml piyosiyanin Uretirken, 72ttea4,53 pg/ml ile en yiksek ghre
ulasmistir. PaJC ile 48. saatte 2,66 pg/ml ve 96. saaf@ @g/ml ulailmistir. Boylece
Pa 72. saatte PaJC'dan 1,43 kat daha fazla piyusiy@reterek avantajli duruma
gecmitir (Sekil 4.23 a). 250 mM Caglbulunan ortamlarda ise; Pa 24. saatte 1,60
png/ml piyosiyanin dretirken, 96. saatte 1,71 puglenken yiksek dger almstir. PaJC ile
72. saatte 2,20 pg/ml ve 24. saatte 2,93 pg/milogtir. Sonugta; PaJC 96. saatte
Pa'dan 1,56 kat daha fazla piyosiyanin Ureterekntayia duruma gecngtir (Sekil 4.23
b).
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Sekil 4.23. P. aeruginosa(Pa)p) ve PaJC)'in (a) 50 mM (b) 250 mM % 1 siikroz Cadkeren
besiyerlerinde piyosiyanin dizeyleri. Hicreler, B0 Pseudomonafroth P besiyeri / 150 ml erlen
olacaksekilde 30 °C’'de ve 200 rpm’de Uretilgtir. Hata cubuklarinin dgri % 10’un altindadir.
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4.3. Pa ve PaJC'in Yluzme, Titreme ve Kayma Hareketlinin Analizi

P. aeruginosada cevreyi algilama sistemi, sadece virulans féidin Uretiminde dgil
ayni zamanda ylzme, titreme ve kayma hareketlem@irgceklgtiriimesinde de ©6nemli rol
oynamaktadirP. aeruginosala flagella yliizme hareketinin gercetidlmesini salarken, tip
IV pilus ise kayma hareketinin gercefielmesini salamaktadir [74].

4.3.1. Kayma Testi Analizi

P. aeruginosare PaJC bakterilerinde 30 °C’de kayma hareketiegomktir. Pa’'da 0,2-
0,3 mm’lik anlamli belirgin bir kayma hareketi gémmezken §ekil 4.24 a), PaJC da yaklk
2-9 mm arasinda belirgin bir hareketin @dwdzlenmtir (Sekil 4.24 b). Aradaki fark 30 kata
kadar PaJC'in lehine olaca&kilde gerceklgmistir.

(@)

(b)

Sekil 4.24.a) Pa’nin kayma hareketi b) PaJC’'in kayma hareket
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4.3.2. Titreme Testi Analizi

P. aeruginosave PaJC bakterilerinde 37 °C’de titreme hareketzlgimitir. Pa’'da
anlamli bir titreme hareketi gbzlenmezk&eKil 4.25 a), PaJC da belirgin bir hareketin @alu
gozlenmgtir (Sekil 4.25 b). Pa’'lar yakkak 0,2 mm'lik titreme hareketi gosterirken, PaJar |
ise, 0,4-0,5 mm’lik titreme hareketi gostestini Sonugta 2-2,5 kat PaJC daha fazla hareket
gostermgtir.

(@

(b)

Sekil 4.25.a) Pa’nin titreme hareketi b) PaJC'in titremeckati
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4.3.3. YUzme Testi Analizi

P. aeruginosave PaJC bakterilerinde 37 °C’'de yuzme hareketi egipktir. Pa’da
yaklasik 0,2 mm’'lik az miktarda belirgin bir yizme harékgozlenirken §ekil 4.26 a), PaJC da
1,1-2,2 mm’lik gok daha belirgin bir hareketin ofdugozlenmgtir (Sekil 4.26 b). Aradaki fark
10 kat PaJC'in lehine olaca&kilde gerceklgmistir.

(b)

Sekil 4.26.a) Pa’nin yiizme hareketi b) PaJC'in yiizme hareket



5. TARTISMA VE SONUC

Bu calgmada, P. aeruginosave onun kromozomuna/gb geni aktarilmy
rekombinant sgunun 6nemli bir sekonder metabolit olan piyosiyamitiretimi caitli
stres kagullarinda argtiriimistir. Calsmamizda bilinen en iyi piyosiyanin treten bakteri
olmasi nedeniyl®. aeruginosdercih edilmgtir [41].

P. aeruginosageni bir habitat da gejebilme yetengine sahip bir bakteridir.
Ayni zamanda bu bakteri metabolik yetgnee cevresel ¢ok yonlufiii nedeni ile de
genk oranda cadilimaktadir [31].

Vgb geninin aktarildii swun yabanil tip sga gore piyosiyanin Uretimi stres
kosullari altinda kaplastiriimali olarak argtirilmistir. Ayrica bu genin bakteri
hareketine olan etkisi de kaastiriimistir.

P. aeruginosaiin kromozomu Uzerine vgb geninin  entegrasyonu,
transpozon/transpozas sistenyieKil 3.1) yardimiyla yapilmgtir. Bu kromozomal
entegrasyon bu genin hicreleringgbnasi sirasinda hicreden hicreye aktariimasi
sirasinda bir kaybin olmasini da engellemektedi}.[3

Calismamizin ilk kisminda, herhangi bir madde eklenmed=ece besi
ortaminda zamana fla olarak 37 °C’de her iki bakterinin piyosiyanirretimine
bakilarak en yiksek piyosiyanin dretim zamani tesdilmistir (Sekil 4.1). Sonugta,
zamana bl olarak Ozellikle 96. saatte PaJC’'in 6,21 pg/tatug1 gorilmektedir.

Calsmamizin dger parametreleri incelenginde; 37 °C’de farkli karbon
kaynaklarinin (glikoz, gliserol, siikroz) farkli yiederdeki (% 1 ve % 0,1) piyosiyanin
dretimleri incelenmi ve sonugta; glikoz bulunan ortamlarda Pa ve PaJ@3. saatte
yaklasik 6,23 pg/ml ulstigi gorulmektedir. Gliserol vagiinda PaJC’'in 48. saatte 11,35
pa/ml ulgtigl ve her iki yizdede avantajli olgu sonucuna varilngtir. Stikroz bulunan
ortamlarda ise; 24. saatlerde PaJC’in piyosiyamgtidiinde daha avantajli durumda
oldugu gozlenirken, Pa’nin piyosiyanin miktarinin giderarttigi 96. saatte ise
piyosiyanin miktari acgisindan avantajli duruma igectgorulmektedir Sekil
4.2,4.6,4.10).

74



5.1. 37 °C'de Farklh Karbon Kaynaklan (glikoz, gliserol, sikroz) ve Tuz
Kosullarindaki Piyosiyanin Uretimi

5.1.1. Glikoz ve farkli tuz stresi iceren ortamlarc piyosiyanin tretimi

Pa ve PaJC bakterilerinin % 1 glikoz ve farkli steesi iceren ortamlarda (NacCl,
KCI, CaCb) piyosiyanin Uretimi acgisindan incelgohizde; 50 pg/ml NaCl bulunan
ortamlardasekil incelendginde 96. saatte en gik deser alirken, 72. saatte en yuksek
degsere ulailmistir (Sekil 4.3 a). Pa'nin 72. saat oOrnekleri PaJC'in Kleryle
kiyaslandginda 1,64 kat daha fazla piyosiyanin Gggttbelirlenmgtir. Diger bir
deyimle, grafik geneli incelenginde Pa’'nin piyosiyanin dretimi acisindan avantajli
durumda oldgu goérilmektedir. 250 pg/ml NaCl bulunan ortamlaisky 24. saatte en
disuik deserini alirken, en yuksek gerini ise 48. saatte algligorulmektedir. Pa’'in 48
saat kultir orneklerinde rekombinantina gére 1,58 fazla piyosiyanin Uregi
gozlemlenmy ve sonug olarak Pa’nin piyosiyanin dretimi aciaménemli bir avantaj
sgladigl sonucuna varilmtir (Sekil 4.3 b).

50 pg/ml KCI bulunan ortamlardakil incelendginde, hem Pa hem deb geni
tastyan rekombinant su 72. saatte en yiuksekghe alirken, 96. saatte engdik dezer
almlardir Sekil 4.4 a). Piyosiyanin dretimi Pa'da ©Onemli dexge avantaj
sgglamaktadir. 250 pg/ml bulunan ortamlarda ise; 24tte en ditik deser alirken, 72.
saatte en yuksek gere ulgiimistir. Pa’nin piyosiyanin Uretimi, 72. saat ornekbele
rekombinantina gore 1,34 kat daha fazla gidgérulmektedir. Buna I olarak, sekil
incelendginde, ilk 48. saatte her iki baktegiemiktarda piyosiyanin Uretirken, Pa’nin
(72. ve 96. saatlerde) rekombinantina gére dahaekikniktarda piyosiyanin Uredti
saptanmytir (Sekil 4.4 b).

50 pg/ml CaGl bulunan ortamlarda en yiksek piyosiyanin Uretir2i Zaatte
olurken, 96. saatte ise en sdé deser aldgl gorilmektedir $ekil 4.5 a). Sekil
incelendginde, Pa’'nin 96. saate kadar piyosiyanin Uretinsiagdan avantajli durumda
oldugu gozlenmgtir. Diger bir deyimle Pa, 96. saatte 2,21 pg/ml piyosiyaimeterek
en diguk deserini alirken, 72. saatte ise 3,83 pug/ml ile ensgkkdgere ulgiimistir.
250 pg/ml CaGlbulunan ortamlarda ise 48. saatte eglédideser alirken, 24. saatte en

yuksek dgere ulailmistir. Sekil incelendginde, bu ytksek konsantrasyonda PaJC’in
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avantajli durumda oldiu ve VHbkgb sisteminin bakteriye avantaj@adigi sonucuna
variimitir (Sekil 4.5 b).

5.1.2. Gliserol ve farkli tuz stresi iceren ortamlada piyosiyanin tretimi

Pa ve PaJC bakterilerinin % 1 gliserol ve farkh $tresi iceren ortamlarda (Nacl,
KCI, CaCb) piyosiyanin Uretimi acisindan incelgoizde, 50 pg/ml NaCl bulunan
ortamlarda 96. saatte en sdit deserini alirken, 72. saatte ise en ylksekzate
ulastimistir (Sekil 4.7 a).Sekil incelendginde, PaJC’in 96. saatte kadar piyosiyanin
dretimi acisindan avantajli durumda gidusonucuna varilngiir. 250 pg/ml NacCl
bulunan ortamlarda ise; 72. saatte egu#idezerini alirken, en yuksek dere ise 48.
saatte ulgldigi goralmektedir. Buna l@h olarak, 48. saatte en yiksekgdee ulgan
her iki bakteride, rekombinantlarin yabanils@ugore ortalama 1,15 kat fazla
piyosiyanin Uretii saptanmytir (Sekil 4.7 b).

50 pg/ml KCI bulunan ortamlarda 24. saatte eguldifiezer alirken, 96. saatte en
yuksek dgere ulailmistir (Sekil 4.8 a). Grafikte her iki bakterinin hemen henesit
miktarda piyosiyanin uregti gorilmektedir. 250 pg/ml KCI bulunan ortamlarda;i72.
saatte en diilk deserini alirken, 96. saatte en ylksekgdee ulailmistir. Grafik
geneline bakildinda, ilk 48 saatte PaJC’in avantajli durumda gldgorultrken,
Pa'nin piyosiyanin miktarini giderek arttigdive PaJC'dan daha avantajli duruma
gectigi belirlenmgtir. Sonug olarak Pa, 96. saatte rekombinagtasul1,5 kat fazla
piyosiyanin tretmitir (Sekil 4.8 b).

Stres kagulu olarak, 50 pug/ml Caglbulunan ortamlardaekil incelendginde,
yabanil ve rekombinant garin en yiksek dgerlerine 72. saatte ylddigl gorulirken,
24. saatte en guk deser almslardir Sekil 4.9 a).Sekil incelendginde, rekombinant
bakterinin yabanil sgian 1,25 kat fazla piyosiyanin Ureterek avantajruina geci
fakat son saatlere (96. saat)sdo piyosiyanin miktarinda bir azain oldysu sonucuna
variimistir. 250 pg/ml CaGlbulunan ortamlarda ise; 24. saatte egldideser alirken,
96. saatte en yuksek gire ulgiimistir. Rekombinant bakterinin 72. saatte 1,17 kat
fazla piyosiyanin uretimi yagh belirlenmgtir. Bunun sebebi ise; VHbgb sisteminin
bakteriye avantaj ggamis olmasidir §ekil 4.9 b).
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5.1.3. Sukroz ve farkli tuz stresi iceren ortamlara piyosiyanin Gretimi

Pa ve PaJC bakterilerinin % 1 siikroz ve farkligtresi iceren ortamlarda (NacCl,
KCI, CaCb) piyosiyanin Uretimi acisindan incelgoizde, 50 pg/ml NaCl bulunan
ortamlarda 24. saatte ensdid dezerini alirken, 48. saatte en yukselgeee ulgiimistir.
48. ve 72. saatler arasinda rekombinanususekonder metabolit olan piyosiyanin
dretiminin yabanil sgtan 1,42 kat fazla oldiwm saptannstir (Sekil 4.11 a).Sekilde,
PaJC’in piyosiyanin Uretimi acisindan oldukca aagindurumda oldgu gorulmektedir.
Stres kgulu olarak 250 pg/ml NaCl bulunan ortamlarda isk;\& 72. saatler arasinda
her iki bakterinin piyosiyanin miktarlarinda barkar degisikli gin olmadgl ancak
rekombinant sgun sahip oldgu VHbA/gb sisteminin bakteriye gtadigi avantajdan
dolay piyosiyanin miktarinda agtn olduzu distndlmektedir. $ekil 4.11 b).

50 pg/ml KCI bulunan ortamlarda 48. saatte eguludeserini alirken, geng
hiicrelerin oldgu 24. saatte en yuksekgbre ulgiimistir (Sekil 4.12 a). Pa, 96. saatte
rekombinant sgtan 1,12 kat fazla piyosiyanin Ureterek avantajiiugna gecnstir. 250
pg/ml KCI bulunan ortamlarda, yabanilsan calsilan slre igerisinde piyosiyanin
miktar1 bakimindan bariz bir @sikli gin olmadgi g6zlenmgtir. Grafik incelendginde,
ilk 48. saatte Pa, piyosiyanin Uretimi agisindaard&jli durumdayken, son saatlere (96.
saatte) dgru PaJC’nin sahip olgu VHbA/gb sisteminin piyosiyanin miktarini giderek
arttirdgl ve yabanil tipe gére daha avantajli durumda gidgorilmektedir $ekil 4.12
b).

Stres kaulu olarak 50 pg/ml Cag€lbulunan ortamlardgekil incelendginde 96.
saatte en diilk deserini alirken, en yiksek @dere 72. saatte wddigl gorilmektedir.
Pa, 96. saatte rekombinanttn 1,33 kat fazla piyosiyanin Ureterek avantaginkma
gelmistir (Sekil 4.13 a). 250 pg/ml Cagbulunan ortamlarda ise; her ikista 96. saatte
en diguk deserlerini alirken, rekombinant swabanil sgtan 72. saatte 1,19 kat fazla
piyosiyanin tretimi yapmtir. Sekil incelendginde, PaJC’invgb gen sistemi sayesinde

yabanil sgtan daha fazla piyosiyanin Urgitgozlenmstir (Sekil 4.13 b).
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5.2. 30 °C'de Farkli Karbon Kaynaklan (glikoz, gliserol, sikroz) ve Tuz
Kosullarindaki Piyosiyanin Uretimi

Calsmamizin dger bir parametresi olan 30 °C’de Pa ve PaJC béddern ¢eitli
karbon kaynaklarinin (glikoz, gliserol, siikroz) fagkli tuz stresi iceren ortamlarda
(NaCl, KCI, CaC}) piyosiyanin Uretimleri incelenrtir.

5.2.1. Glikoz ve farkli tuz stresi iceren ortamlarc piyosiyanin tretimi

Stres kgulu olarak 50 pg/ml NaCl bulunan ortamlarda rekamabi sgun
calisilan sire icerisinde piyosiyanin Uretimi bakimindzariz bir dgisikli gin olmadgi
sonucuna varilngtir. Yabanil sgun ise 48. saatte engdik deserini aldgl, 96. saatte ise
en yiksek dgere ulatigi gorulmektedir $ekil 4.15 a). 48. saatten itibaren Pa’nin,
piyosiyanin Uretimini giderek arttirgh ve PaJC’dan piyosiyanin Uretimi acisindan daha
avantajli duruma gegi gortlmektedir. Stres kolu olarak 250 pg/ml NaCl bulunan
ortamlarda ise; 72. saatte ensiki deserini alirken, en yiuksek gere ise 24. saatte
ulasildigi gorulmektedir. Yabanil sun piyosiyanin Uretimi agisindan rekombinant
swtan daha avantajli durumda ofgusonucuna varilrgtir (Sekil 4.15 b).

Stres kgulu olarak 50 pg/ml KCI bulunan ortamlarda yabasw§ 96. saatte
rekombinant sgtan 1,26 kat fazla piyosiyanin Ureterek en yiksegece ulgirken, en
disUk desere ise 48. saatte ghaistir (Sekil 4.16 a). 250 pg/ml KCI bulunan ortamlarda
ise; rekombinant sun piyosiyanin Uretiminde bariz bir fark gdzlenmeak yabanil
swsun 24. saatten itibaren piyosiyanin Uretimindedzalsin olduzu saptannstir. Sekil
incelendginde, her iki ortam icin Pa’nin piyosiyanin Uretingicisindan avantajl
durumda oldgu gorilmektedir. §ekil 4.16 b).

50 pg/ml CaG bulunan ortamlardagekil incelendginde, 24. saatte en glik
deser alirken, 72. saatte en yiksekgeie ulgiimistir. Ozellikle Pa’nin 72. saatte
PaJC’dan 1,16 kat fazla tretim yaptdikkat cekmektedir§ekil 4.17 a). Yabanil sun
avantajli durumda oldiu ancak catmamizin son saatlerine (96. saatte)grdo
piyosiyanin miktarinda azaln olduysu sekilde gozlenmektedir. Stres «du olarak 250

png/ml CaCj bulunan ortamlarda ise; 48. saatte egiidideserini alirken, 72. saatte en
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yuksek dgere ulamistir. Rekombinant swun 72. saatte 1,52 kat kadar dretimini
arttirdgl ve yabanil sgtan avantajli durumda olgu saptanngtir (Sekil 4.17 b).

5.2.2. Gliserol ve farkli tuz stresi iceren ortamlada piyosiyanin tretimi

Stres kaulu olarak 50 pg/ml NaCl bulunan ortamlarda, 7atteaPa en yuksek
desere ulairken, PaJC ise en glik deserini almstir. (Sekil 4.18 a). Grafik geneline
bakildginda, Pa 72. saatte rekombinanstan 1,33 kat fazla piyosiyanin Ureterek
avantajli durumdayken, son saatlerde piyosiyaniktaninda aza$l gérilmektedir. 250
png/ml NaCl bulunan ortamlarda ise; 48. saatte eyilldidezerini alirken, en yuksek
desere 72. saatte ufagl gorulmektedir. Yabanil sun 1,21 kat fazla piyosiyanin
Ureterek avantajli durumda olglusonucuna varilngtir (Sekil 4.18 b).

50 pg/ml KCI bulunan ortamlarda 72. saatte egiildideserini alirken, 48. saatte
en yuksek dgere ulatigl tespit edilmgtir. Rekombinant su48. ve 72. saatte yakl&
10 kat kadar bir djils gostererek dezavantajli konuma gegini(Sekil 4.19 a).ilk 48.
saatte PaJC’in piyosiyanin uretimi acisindan ayamtarumda oldgu gorultrken, 96.
saate dgru Pa’'nin piyosiyanin dretimini arttirgh ve PaJC’dan piyosiyanin Uretimi
KCI bulunan ortamlarda ise; 48. saatte egi#tideserini alirken, 72. saatte en yiksek
degere ulamistir. Buna bgli olarak, yabanil surekombinant sgtan 1,66 kat fazla
piyosiyanin ureterek avantajli durumda gidwsonucuna varilrgtir (Sekil 4.19 b).

50 pg/ml CaGl bulunan ortamlardaekil incelendginde, en yiiksek dere 48.
saatte uls@irken, 72. saatte ise engdik dezere ulamistir (Sekil 4.20 a). Grafikte, Pa’nin
72. saatte rekombinantsan 1,20 kat fazla piyosiyanin Urgitfakat son saatlere gou
piyosiyanin miktarinda azaln oldusu sonucuna varilmgtir. Stres keulu olarak 250
pg/ml CaC} bulunan ortamlarda ise, her iki bakteri 24. saayt® miktarda piyosiyanin
Uretirken, rekombinant su72. saatte en yuksek ghre ulamistir. PaJC sgu hem
konsantrasyon miktarindaki arthem de sahip olgw vgb sistemi sayesinde yabanil

swstan daha avantajli durumda ofgusonucuna varilrgtir (Sekil 4.20 b).
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5.2.3. Sukroz ve farkli tuz stresi iceren ortamlara piyosiyanin dretimi

Stres kgulu olarak 50 pg/ml NaCl bulunan ortamlarda, Pa8Cs8atte en yiksek
desere ulairken, Pa ise 72. saatte en yiksegeide ulamistir (Sekil 4.21 a). Pa’in, 1,34
kat fazla piyosiyanin Ureterek daha avantajli dudtarold@gu gortulmektedir. 250 pg/ml
NaCl bulunan ortamlarda ise; her iki bakteri ilk.48aatte hemen hemen ayni
paralellikte bir Gretim gorilurken, daha sonralatsarde rekombinant su,13 kat daha
fazla piyosiyanin Uretimi gercekiérerek yabanil sga gore avantaj kazanghr (Sekil
4.21 b).

50 pg/ml KCI bulunan ortamlarda 24. saatte eguldideserini alirken, 72. saatte
en yuksek dgere ulamistir. Yabanil sy 24. saatten itibaren piyosiyanin dretimi
acisindan rekombinant gan daha avantajli konuma gecerken, 96. saatteclieiicr
yaslanmasi ve ortam kallarinin olumsuzlgu nedeniyle miktarinda azalma
gorulmistar (Sekil 4.22 a). Stres kolu olarak 250 pg/ml KCI bulunan ortamlarda ise,
her iki bakteri birbirine paralel bir @sim gostermektedir. 24. saatte en yuksek
piyosiyanin Uretimine ukarken, 72. saatte en glik dezerini aldg gortlmektedir $ekil
4.22 b).

50 pg/ml CaGl bulunan ortamlardgekil incelendginde, her iki bakteri 24. saatte
ayni miktarda piyosiyanin tretimiyle englik deserini alirken Pa, 72. saatte en yiksek
degerini almstir (Sekil 4.23 a). Pa, piyosiyanin Uretimi acgisindan (Paile
karsilastirildiginda 1,43 kat daha fazla tretim ygptsonucuna varilngtir. 250 pg/mi
CaCb bulunan ortamlarda ise; PaJC 48. saatte ise gikdigerini alirken, 24. saatte
en yuksek dgere ulamistir. PaJC, sahip olgu vgb gen sisteminden dolayl 96. saatte
tekrar arty gostermektedir. Pa’nin piyosiyanin miktarinda RaJC’a gore bariz bir
artisin olmadg tespit edilmgtir. Sekilde, PaJC’in piyosiyanin Uretimi acisindan yaban

tipten daha avantajli durumda ofalugdrilmektedir §ekil 4.23 b).

5.3. Agir Metal [Cd(NO 3),] Varli ginda Piyosiyanin Uretimi

Stres kgulu olarak 37 °C’'de 100 ppm ve 200 ppm CdghOvarliginda
piyosiyanin uretimi incelendi zaman, rekombinant suPaJC’'in avantajli oldiu ve
yaklasik olarak 1,15 kat daha fazla piyosiyanin Ugetgozlenmektedir. Ancak 72.

saatten sonra her iki konsantrasyonda hem Pa hermekdenbinant sy olan PaJC’in
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piyosiyanin Uretiminde bariz bir azah oldusu gorilmektedir. Sonucgtage metalin
fizyolojik etkilerinden dolay! bu azgin oldusu tahmin edilmektedir§ekil 4.7 a-b).

Yine calsmamizin bir farkli gamasi olarak 30 ve 37 °C’lerde piyosiyanin
Uretimlerine bakilmy ve sonuctasekil 4.22 (a-b) incelendinde 30 °C’'de Pa’nirgekil
4.6 (a-b) bakildiinda ise 37 °C’'de PaJC’in daha yluksek miktardaspygmin tretimi
yaptigl gozlenmgtir.

Calismamizin temelini olgturan zaman acisindan bahktnizda, dger ortam
kosullari dikkate alinmaksizin oOzelliklesekil 4.13 (b) incelenginde 24. ve 96.
saatlerde en @ik Uretimin,sekil 4.6 (a-b)'de ise 48. saatlerde en yluksek pyasn
dretimin old@gu sonucuna varilngir. 48. ve 72. saatler arasinda rekombinagtodan
PaJC’larda piyosiyanin Uretimi acisindan agalioldysu, Pa’nin ise farkh tuz
ortamlarinda piyosiyanin dretiminde bazen azabazen de agi goOsterdgi
gorulmektedir. 72. ve 96. saatler arasinda iseayalsiyun hicrelerin yglanmasi ve
ortam kaullarinin giderek kotukgmesi nedeniyle azaligosterdgi, rekombinantin
VHb/vgb sisteminin, ortam oksijenini tamponlamadaki ro&ikiiltirin ileri fazlarinda
membran transferazlarina aktarilaraklyatcrelere daha iyi bir solunum, biyime ve
cogalma yeten@ saslamasi nedeniyle genelde ani oldusu sonucuna varilngtir.

Sonuclan yalniz karbon kaynaklari agisindan sikagtirdigimizda, glikoz
varhiginda yabanil sdiarin Sekil 4.2 b), gliserol ve sikroz bulunan ortamlaide;
rekombinant sgun (Sekil 4.6, 4.11) daha yiksek miktarda piyosiyanietiigi tespit
edilmistir. Calismamizi konsantrasyon bakimindan kiyagiadizda, 50 mM ya da 250
mM konsantrasyonun hangisinde daha iyi bir Uretipapildg hakkinda genel bir
yarglya varilamaz. Cunku ortamskidlari ve 1si dereceleri @estikce her iki bakterinin
Urettigi piyosiyanin miktari da dgésmektedir.

Essar ve ark. yagh calsmada,PseudomonaBroth ortaminda 37 °C’de 20 saat
sonundaP. aeruginosanin ¢ssitli swlarinda piyosiyanin miktarlarini; 6,30 pg/ml, 5,44
pg/ml, 2,13 pg/ml,1,45 pg/ml ve 0,02 pg/ml olarak tespit etieidir [16].

Diger bir calgmamiz iseP. aeruginosave rekombinantinin; yiizme, titreme ve
kayma hareketlerinin kaitastiriimasidir. Caimamizda; 24 saatlik stire sonunda kayma
hareketi incelen@di zaman rekombinant suwlan PaJC’in yabanil tipe gore 30 kata
varan bariz bir hareketin oldu sonucuna varilrgtir (Sekil 4.24 a-b). Bakteriler titreme
hareketi acisindan incelegthde, 24 saatlik sire sonunda rekombinant BaJC’'in

yabanil tipe gore yakjek 2,5 kat daha fazla titreme hareketi gost@rtéspit edilmstir
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(Sekil 4.25 a-b). Bakteriler yizme testi agisindanlgiddiginde, 24 saatlik sire sonunda
rekombinant sy olan PaJC’'in yabanil tipe gore yajtka10 kat fazla yizme hareketi
yaptgl sonucuna varilmtir (Sekil 4.26 a-b).

Bizim calsmamizda, kayma testinde 2-9 mm kadar bir kaymahd0,5 mm
kadar titremenin ve 1,1-2,2 mm kadar yizme harekebdldusu gorultrken, Takahashi
ve ark.P. aeruginosaPAQl'in sylari Davis minimal sentetik agar ortaminda 37 °C
oksijen varlginda (6zellikle % 0.8 sodyum sitrat ve % 1.5 Eikagar iceren)
kaydadger bir yayllmanin oldgunu aratirmiglar ve sonugta; % 0.1 sodyum sitrat
varliginda 21,9+1,3 mm, Luria—Bertani 15,9+2,7 mm kaymanidusu sonucuna
varmslardir [60].

Bu sonuclara goére, en aktif hareketin kayma harek&tugu ve VHbigb
sisteminin flagella ile yapilan bitin bu hareketlarttirdigi tespit edilmgtir. Besi
ortamlarina ilave edilen kaynaklar dikkate alinmaks yaptgimiz calgmadaki
sonugclarda bu ¢aimalardaki bulgularla 6rtimektedir.

Sonu¢ olarak, 6zellikle bakteri ve funguslarda VAHib sisteminin solunumu-
blylumeyi arttirmasindan dolayi,s¢é stres kaullarinda 6énemli bir sekonder metabolit
olan piyosiyanin Uretiminde bakteriye bir avantagladigi distinulmektedir. Bundan
dolayi, VHb teknolojisi genel olarak oksijence fakartlarin bulundgu alanlarda ve
olusumlari belli kritik seviyede oksijen gerektiren Bit biyoproseslerde (biyolojik
iyilestirmeden (sekonder metabolitleri de kapsayan) rddpamt protein Uretimine

kadar) uygulama alani bulabilmektedir [53, 55, B$-7
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