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Yiritlcisi oldugum, “Planktonik ve Biyofilmden-Dagiimis Hicrelerin Yizeye Adhezyon
Kuvvetleri ve Hiicre Yiizeyi Fizyokimyasal Ozellikleri” isimli proje 118M404 kodu ile “TUBITAK
3501-Ulusal Geng Arastirmaci Kariyer Gelistirme Programi” kapsaminda desteklenmistir. Proje
24 ayda tamamlanmak Uzere 15 Kasim 2018 tarihinde yurirlige girmistir. Ancak, pandemi ve
izmir depremi nedenleriyle, yasanan olumsuzluklarin projenin isleyisine etkisini gidermek adina

ek sure almistir.

Bu proje destedi sayesinde proje konusuna ve laboratuvar igleyisine hakim, pek ¢ok farkli
arastirma yontemi kullanarak arastirmay! ve deneyleri kendi kendine yuratebilen, problemle
karsilasinca ¢ozUm Uretebilen iki tane arastirmaci yetistiriimis ve iki tane yuksek lisans tezi
uretilmistir. Proje konusu ile ilgili makalelerimiz SCI indeksli dergilere gonderilmek tizere hazirhk
asamasindadir. Bu proje destedi sayesinde edinilen ¢esitli laboratuvar malzemeleri, kazanilan

tecrube ve bilgi ile yeni projeler i¢in 6n ¢alismalar da yapiimaya baglanmistir.

Proje kapsaminda planktonik ve biyofiimden-dagilmis hiicrelerin, biyofilm olusum strecinin ilk
asamasl! olan, nano-dlgekteki yizeye ilk tutunmalari ve bu suUrece etki eden molekiler
mekanizmalar, fizyokimyasal ylzey 6zellikleri ve adhezyon kuvvetleri mihendislik bakis agisi ve
fiziksel yaklasimlarla incelenmistir. Projeden elde edilen sonuglarin biyofiimlerle micadelede

daha etkili stratejilerin gelistiriimesine buylk katki saglayacagi dusinilmektedir.
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OzZET

Biyofilm olusumu, planktonik bakterilerin bir ylizeye nano-6lgekte adhezyonuyla baslayan ve
biyofilmin dagiimasiyla tamamlanan gelisimsel bir surectir. Biyofiimden-dagiimis bakteriyel
hicrelerin planktonik muadillerine kiyasla daha oéldurictu 6zellik gosterip farkli fizyolojide
olmalari, biyofiimden-dagiimis bakterilerin olusturacagi yeni biyofilmlerle micadelede farkh
stratejilerin uygulanmasini gerekli kilmistir. NO-donoéri sodyum nitroprussid (SNP) kullanarak, c-
di-GMP yolaklarinin hedeflenmesi ve bdéylece biyofiim dagiliminin saglanmasi biyofiimlerle
micadelede yaygin olarak kullanilan etkili bir stratejidir. Bu sebeple, projede farkh
konsantrasyonlarda SNP ilavesiyle statik ve dinamik sistemlerde buyutilen biyofilmlerden
dagiimis Gram-negatif E. coli ve Gram-pozitif B. subtilis hiicreleri ile planktonik muadillerinin su
icinde silikon nitrat ylzeyine uyguladiklari adhezyon kuvvetleri atomik kuvvet mikroskobuyla
(AFM) olculerek karsilastiriimistir. Buna gére statik sistemde 5 yM SNP ilavesiyle biyofilmden-
dagiimis E.coli ve B. subtilis hicrelerinin adhezyon kapasitelerinin planktonik hicrelerinkine
benzer veya disik oldugu bulunmustur. Ayrica statik sistemde biyofiimden-dagiimis E. coli
hucrelerinin - adhezyon kapasitelerinin  ve yuzey heterojenliklerinin ilave edilen SNP
konsantrasyonuna baglh oldugu, 6zellikle 0.5 pM ve 2.5 mM (toksik) konsantrasyonlarda SNP
kullaniminin  biyofiimden-dagiimig  hucrelerin  molekuler adhezyonunda ve c-di-GMP
miktarlarinda dnemli artislara neden oldugu goérulmastir. Dinamik sistemde 5 uM SNP ilavesiyle
biyofilmden-dagiimis E. coli hicrelerinin adhezyon kapasitelerinin planktonik hlcrelerden daha
yuksek oldugu ve bu durumun ylzey hidrofobisiteleriyle iligkili oldugu gézlenmigtir. Dinamik
sistemde 5 yM SNP ile biyofilmden-dagiimis B. subtilis hucrelerinin adhezyon kapasiteleri, statik
sistemde oldugu gibi, planktonik hicrelere kiyasla daha dusuk bulunmustur. Tum kosullarda
hicrelerin  adhezyon kapasiteleri ile icerdikleri c-di-GMP miktarlari arasinda pozitif iligki
gbzlenmis, bu durumun da SNP ilavesiyle agida c¢ikan NO konsantrasyonuna ve ortam
kosullarina bagli olarak degisen nitrosatif stres ve aclik stresine bagli olabilecedi disiniimustar.
5 uM SNP ilavesiyle biyofilmlerden dagilan hucrelerin planktonik hucrelere kiyasla daha
hidrofobik olduklari ve bakteriyel adhezyonu spesifik hidrojen bagi kuvvetlerinin domine ettigi
bulunmustur. Projeden elde edilen sonuglarin biyofilmlerle micadelede daha etkili stratejilerin

gelistiriimesine buyUk katki saglayacagi dusunulmektedir.

Anahtar Kelimeler: Biyofilm dagilimi, adhezyon kuvveti, atomik kuvvet mikroskobu (AFM), c-di-
GMP, sodyum nitroprussid (SNP), E. coli, B. subtilis
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ABSTRACT

Biofilm formation is a developmental process that begins with nano-scale adhesion of planktonic
cells to a surface and is eventually completed by the dispersal of the biofilm. The fact that
biofilm-dispersed cells are more lethal and have different physiology compared to their
planktonic counterparts necessitated the application of different strategies to combat biofilms.
Targetting c-di-GMP pathways by NO-donor sodium nitroprusside (SNP), thereby inducing
biofilm dispersal, is a widely used strategy in combating biofilms. Therefore, in this project, the
adhesion forces of Gram-negative E. coli and Gram-positive B. subtilis dispersed from biofilms
grown in static and dynamic systems with the addition of different concentrations of SNP, and
those of their planktonic counterparts to silicon nitrate surface in water were measured by atomic
force microscopy (AFM). The adhesion capacities of biofilm-dispersed E. coli and B. subtilis at 5
MM SNP in the static system, were found to be similar or lower than that of planktonic cells. The
adhesion capacity and surface heterogeneity of biofilm-dispersed E. coli were found to be
depended on the added SNP concentration. The use of SNP at 0.5 pM and 2.5 mM (toxic)
concentrations, resulted in significant increases in molecular adhesion and cellular c-di-GMP
amounts. In dynamic system, the adhesion capacity of biofilm-dispersed E. coli at 5 uM SNP
was higher than that of planktonic cells, but dispersed B. subtilis showed lower adhesion
capacity. A positive correlation was observed between the adhesion capacities and amounts of
intracellular c-di-GMP, and linked to the released NO concentration and possible nitrosative and
starvation stresses. Dispersed cells were found to be more hydrophobic than planktonic cells,
and bacterial adhesion was dominated by specific-hydrogen bonds at all investigated. It is
thought that the results obtained from the project will contribute greatly to the development of

more effective strategies to combat biofilms.

Keywords: Biofilm dispersion, adhesion force, atomic force microscope (AFM), c-di-GMP,

sodium nitroprusside (SNP), E. coli, B. subtilis
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1. GIRIS

Bakteriler toprakta, insan vicudunda, su kaynaklarinda ve hatta radyoaktif atiklar gibi hemen
hemen her ortamda bulunmaktadir. Ortam kosullarina bagh olarak bakteri hicreleri, sivilarda
serbestce ylzen planktonik hiicreler olarak veya sivi-kati araytzde bakteriyel topluluklarin tg¢
boyutlu karmasik mimarileri olarak, yani biyofilmler olarak bulunabilirler. Bakteriler, cevrede
biyofilm olusturarak zorlu gevre kosullarina karsi direngli hale gelir. Bu topluluklar temelde
bakteri hlcrelerinin ylzeylerde hicre disi polimerik maddelerden (EPS'ler) olusan adhezif bir

matris iginde ¢ogalmasiyla olugsmaktadir.

Biyofilm formunda yasamanin bakteri hlicreleri icin bircok avantaji bulunmaktadir. Belki de en
onemli avantaji, hiicre disi matrisin hem fiziksel hem de kimyasal dis etkenlere karsi bakteriler
icin koruyucu kalkan gorevi Ustlenmesidir. EPS bilesimi ¢evre kosullarindaki degisikliklere gére
degisebilir, boylelikle biyofilm icinde bakteri yasaminin korunmasinin surekliligini saglar
(Kostakioti vd., 2013). Bir diger 6nemli avantaji ise metabolitlerin degisimini kolaylastiran bir
ortam yaratmasidir. Biyofilm matrisi, kligiik molekullerin difizyonunu azaltarak biyofiimde daha
uzun sire kalmalarini saglar. Boylece biyofilm icindeki bakteriyel hiicrelerin besin maddelerine
daha uzun sure erisimi olur (Flemming ve Wingender, 2010). Bu 06zellik aglik stresine giren
bakteriyel hicrelerin biyofilm formuna gecis yapmak istemesinin ve metabolizmalarini buna goére
ayarlamalarinin baglica nedenidir. EPS matrisinin ve ¢ok hlicreli yasam tarzinin avantajlarinin
sonucu olarak, biyofilmler, olumsuz c¢evresel kosullara, antibiyotiklere ve dezenfektanlara karsi
son derece direngli hale gelip, pek ¢ok farkli ylizeyde kontrolstizce blylyerek ciddi problemlere

yol acabilirler.

Biyofilmler, klima sistemlerinin, su sistemlerinin, gida isleme ekipmanlarinin ve medikal
malzemelerin ylzeylerinde olusarak insan sagligini etkileyebilecek pek c¢ok probleme neden
olabilirler. Ornedin, igme suyunun ya da gida driinlerinin patojenik bakteriyel biyofilmlerle
kontaminasyonu sonucu olusabilecek genis c¢aptaki bakteriyel enfeksiyonlar, tekrarlayan kulak
ve dis enfeksiyonlari, katater, eklem protezleri, yapay kalp kapakgiklari gibi medikal gereglerin
bakterilerle kontaminasyonu sonucu olusabilecek enfeksiyonlar gibi insan viicudunda meydana
gelen mikrobiyal ve kronik enfeksiyonlarin % 65-80'inden biyofilmlerin sorumlu oldugu tahmin
edilmektedir (Davies, 2003; Chua vd., 2014). Biyofilmler endistride ekipman, zaman ve is gucl
kayiplarina neden olurlar. Endustriyel/evsel su sistemlerinde, 1sI degistiricilerde veya gemi

karinalarinda istenmeyen tortu ve tabakalasmalarin olusumu ya da bakteri kaynakli yuzey
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korozyonu gibi problemlerin de nedeni biyofilmlerin olusumudur ve blyik ekonomik kayiplara

neden olmaktadir.

Biyofilm olusumu, farkli asamalarla gelisimsel bir siirec olarak ilerlemektedir. ik asama
planktonik varolus bicimindeki bakteri hiicresinin bir ylizeye temasina imkan saglayacak kadar
yaklasmasidir. Bakteriyel hiicre ylizeye yaklasirken, Lifshitz-van der Waals ve elektrostatik
kuvvetleri gibi spesifik-olmayan fizyokimyasal kuvvetlere maruz kalir. Bakteri ylzeyinin ve
yaklastiklari ylzeyin potansiyellerine gore bu kuvvetler itici (repulsive) veya c¢ekici (attractive)
Ozellik gdsterebilir. Dolayisiyla fizyokimyasal kuvvetler bakterinin adhezyonunu kolaylastiricagi
gibi yuzeye yaklagsmasina engel de olabilir. Baglanma surecindeki ikinci agsama, bakteri hicresi
ve yuzeyin geri dondurtlemez bir sekilde birbirine baglanmasidir. Bu asamada bakteriler hicre
yuzeyiyle iligkili adhezif yuzey biyopolimerleri veya molekller gruplar araciligiyla yuzeye
kilitlenirler. ikinci asamada gérilen geri déndiriilemez birlesmeye gegiste, kovalent, iyonik ve
hidrojen baglan kuvvetleri gibi spesifik kuvvetler s6z konusudur (Israelachvili, 1992; Kaplan,
2010; Gordesli ve Abu-Lail, 2012a). Bahsedilen iki asamali mekanizma ile ylzeye ilk tutunmayi
basaran 6ncu bakteri hicreleri bdlinmeye baglar, hicre disi polimerik madde (EPS) uUretir ve
mikrokoloniler olusturarak koruyucu EPS matrisiyle ortllu yapilar gelistirirler. Olgun biyofilm
asamasi olarak da adlandirilan bu agsamada, EPS matrisi mikrokolonilerin gelisebilmesi i¢in cok
fonksiyonlu ve koruyucu bir iskelet saglar (Donlan, 2002). Son asamada ise, bakteri hiicreleri
biyofilmi terkederek biyofilm dagilimini gergeklestirirler. Dagilma asamasi olarak bilinen bu
surecte, biyofiimden-dagiimis hicreler diger ylzeylere goc¢ ederek yeni biyofilm yapilar
olustururlar (Koo vd., 2017). Dolayisi ile bir biyofilmin son asamasi olan dagilim, baska bir

biyofilm olusumunun da ilk asamasidir.

Biyofilm olugsumunu engellemenin en temel yolu 6ncu bakterilerin yuzeye ilk tutunmasinin
onlenmesidir. Ancak nano-olgekte gerceklesen bu kritik asama ile ilgili gok az bilgi bulunmasi
sebebiyle biyofilmle micadelede gelistiriimis stratejilerin  gogu 6ncelikle olgun biyofilmin
dagitiimasini hedeflemektedir. Olgun biyofilmlerin antimikrobiyal ajanlara oldukg¢a direncli olmasi
nedeniyle, daha 6énce yapilan calismalar temel olarak enfeksiyonlari ortadan kaldirmak igin
biyofilmlerin dagihimina odaklanmistir. Biyofilm dagilimi biyofim yasam ddnglstnin bir
parcasidir ve c¢evredeki olumsuz sartlarin sonucunda veya biyofilm icindeki bakteriyel
populasyonun artmasiyla besin maddelerine olan ihtiyac sebebiyle dogal olarak meydana
gelmektedir. Arastirmacilar, biyofiimlerle micadele yontemi olarak bu dogal dagihm sirecini
tetikleyen yontemler gelistirmiglerdir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, EPS Ureten ekzoenzimleri,

polisakkaritleri, adhezinleri ve bakteriyel motiliteyi kontrol eden intraselller nukleotid siklik
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diguanozin monofosfat (c-di-GMP), cesitli ¢evresel faktorler ve bakteri hiicreleri arasindaki
sinyallere yanit olarak biyofilmin dagiimasini ve planktonik forma gegisi dizenleyen bir sinyal
iletim aginin merkezi unsuru olarak ortaya ¢ikmistir (McDougald vd., 2011; Koo vd., 2017).
Planktonik varolustan biyofilm formuna geciste veya biyofilm formundan planktonik forma geciste
bakteri hucrelerinin  ¢c-di-GMP seviyesi degisir. Baska bir ifadeyle, bakteriler ¢evresel
degisikliklere ve gesitli stres unsurlarina bir yanit olarak hticre igi c-di-GMP seviyelerini degistirip

farkl formlara gecis yapabilirler.

Hem in vivo hem de in vitro ortamlarda uygulanabilirligi ile c-di-GMP sinyal yollarinin
hedeflenmesi, biyofilmlerin ylzeylerden dagilimi igin oldukga etkili bir yaklasim olarak kabul
edilmektedir (Barraud vd., 2009a, 2015; McDougald vd., 2011; Romling vd., 2013; Chua vd.,
2014, 2015; Koo vd., 2017). Nitrik oksit (NO) dondrlerinin kullanimi yoluyla, biyofilmlerin c-di-
GMP seviyelerinin module edilerek dagilimlarinin saglanabildigi gozlenmigtir. Bu mekanizmanin
nasil oldugu Pseudomonas aeruginosa Uzerinde calisiimis ve NO’nun c-di-GMP’yi ayristiran
spesifik fosfodiesterazlari (PDE) aktive ettigi bulunmustur (Barraud vd., 2006, 2009a). Benzer
NO-c-di-GMP  etkilesim mekanizmalarinin  diger bakteri turlerinde de olabilecegdi
distnulmektedir. Bu baglamda, hipertansiyon tedavisinde FDA onayli ilag olarak kullanilan NO-
donériit sodyum nitroprussid (SNP) (Barraud vd., 2015), dusiuk dozlarda kullanildiginda
biyofilmlerin ylksek oranda dagiimini gerceklestiren ve disiik dozda kullanimi sebebiyle de
bakterilerin SNP’ye karsi diren¢ olusturmayacagi distnunen en yaygin NO dondéri biyofilm-

dagitici ajan olarak kullaniimaktadir.

Ancak yapilan ¢alismalar biyofiimden-dagiimis hicrelerin planktonik hicrelerden fizyolojik olarak
farkh oldugunu, daha oldirtcu (virdlent) oldugunu ve enfeksiyonu yaydigini gostermistir (Chua
vd., 2014; Guilhen vd., 2019; Ruhal vd., 2019). Biyofiimden-dagiimis hiicrelerin planktonik forma
gecisten once bir ara-form oldugu da ayrica belirtiimistir. Planktonik ve biyofiimden-dagiimis
hicrelerin farkli seviyelerde c-di-GMP igerigine sahip olmasi, bu hicrelerin adhezyon
kapasitelerinde de farkliliklar olacagini distndirmektedir. Clnkl c-di-GMP bakterilerin  bir
yluzeye ilk tutunmasini saglayacak ylzey biyopolimerlerinin olusumunda ve sonrasinda bakteri
ylzeyi iliskili EPS sentezinde etki géstermektedir. Ornegin endistriyel su sistemlerinde veya
gida isleme sistemlerinde istenmeyen biyofilmin dagiiminin gerceklestirildigi  bir islem
sonrasinda planktonik hiicrelere kiyasla, adhezif ozellikleri daha farkli biyofiimden-dagiimis
hicrelerin ortama salinmasiyla, vicut icindeki enfeksiyon yayiliminda gorildigu gibi, endustriyel
sistemlerde de daha glglu biyofilmlerin yeni ylizeylerde olusumu gergeklesebilir. Bu nedenlerle,

biyofilmlerin in vivo ve in vitro ylzeylerden arindiriimasi igin etkili bir strateji olarak disunulen
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biyofilm dagihiminin indlklenmesi, cevreye planktonik hicreler yerine daha farkh fizyolojide

hicre salinacagindan tekrar gézden gecirilmelidir.

Biyofilm olusumunu azaltmaya yonelik yeni velveya iyilestiriimis stratejiler gelistirmek igin
oncelikle planktonik hucreler ve biyofiimden-dagdiimis hicrelerin yuzeylere adhezyonunun
molekiler mekanizmalarinin incelenmesi gerektigi distintilmektedir. Proje kapsaminda Gram-
negatif Escherichia coli ve Gram-pozitif Bacillus subtilis planktonik bakteriyel hicreleri ile
biyofiimden-dagdiimis muadillerinin biyofilm olusum sirecinin ilk asamasi olan nano-6lgekteki
ylzeye ilk tutunmalari ve bu sirecte etki eden adhezyon kuvvetleri mihendislik bakis agisi ve
fiziksel yaklasimlarla incelenmistir. Bu amagla statik ve dinamik sistemlerde olusturulan
biyofilmler NO donéri SNP’nin farkli konsantrasyonlarda kullanimiyla dagitilmis, dagilan
hicreler ile planktonik hlicrelerin silikon nitrat ylzeyine uyguladiklari adhezyon kuvvetleri su
icerisinde atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ile dlgilmustir. Olglim sonuglarindaki heterojenlik ve
elde edilen toplam adhezyon kuvveti degerleri karsilastirilarak incelenen tim kosullarda
bakterilerin adhezyon kapasiteleri belirlenmistir. Detayli istatistiksel Poisson analizleri ile AFM ile
Olcilen adhezyon kuvvetleri spesifik ve spesifik-olmayan bilesenlerine ayristiriimis ve hangi
bilesenin adhezyonu domine ettigi belirlenmistir. Ayrica adhezyon kapasitelerinde gdrilen
farkhliklari acgiklamak amaciyla bakterilerin apolar ve polar ylzey gerilimleri ile ylzey
hidrofobisiteleri temas acisi 6lgim sonugclari ve termodinamik-tabanli harmonik ortalama modeli
(HM modeli) kullanilarak hesaplanmis, icerdikleri c-di-GMP miktarlari da sivi kromatografisi
Olcumleri ile belirlenmistir. Elde edilen tium bulgular literatlrdeki bilgiler 1s1§inda tartisilarak
ilerleyen boélimlerde sunulmustur. Sonuglarimizin biyofilmlerle miicadelede yeni ve daha etkili

stratejilerin gelistiriimesine katki saglayacagi dustunulmektedir.
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2. LITERATUR OZETi
2.1 Bakteriyel Biyofilmler

Bakteriyel hiicreler, insan viicudu, su sistemleri, tip ve gida enddstrileri de dahil olmak tzere ¢ok
cesitli cevresel nislerde bulunabilir. Bakteriyel hicreler, sivilarda serbest¢ce ylzen planktonik
hicreler olarak veya ylzeylerde ¢ boyutlu karmasik yapilar, yani biyofiimler olarak var
olabilirler. Biyofilm olusumu, bakterilerin tek hlcreli yasam tarzindan ¢ok hiicreli yasam tarzina
gegici gegisidir. Bu grup davranigi sayesinde bakteriler olumsuz ¢evre kosullarina karsi direngli
hale gelir. Bakteri hucresinin yuzeyle temasi, gen ekspresyonunu degistiren yanitlari uyararak,
biyofilmin olusumu ve olgunlagmasi igin gerekli gen ekspresyonunu tetikler. Bu genetik
dizenlemedeki ilk adim, hicre digi polimerik maddelerden (EPS'ler) olusan bir matrisin
olusumunu ve dolayisiyla biyofilmin olgunlagsmasini sadlayan genlerin ekspresyonudur. EPS'ler,
bakteri hiicrelerinin gevrelerine salgiladiklari yapi malzemeleridir (Di Martino, 2018) ve biyofilmin
fizyokimyasal Ozelliklerini olusturan matris olarak kabul edilir. EPS matrisi ayrica biyofilmlerin

islevsel ve yapisal butinligunin olusturulmasinda 6nemli rollere sahiptir (Flemming vd., 2000).

EPS'lerin ana bilesenleri olan ekzopolisakkaritler, hetero-polisakkarit veya homo-polisakkarit
yapida olabilir (Di Martino, 2018). Polisakkaritlerin cogu nétr olmasina ragmen, bircok bakteriyel
EPS’in negatif ylk tasidiklari goraimuagtir. Bakteriler, ¢cevre kosullarindaki degisikliklere gore
EPS bilesimini degistirerek, biyofilm mimarisini bulunduklari 6zel ortama goére uyarlarlar. EPS
matrisi, bakteri hicrelerini koruyucu bir tabaka ile kaplar ve zararli maddelerin biyofilm igine
difizyonunu engellerken, besinlerin matris icinde kalmalarini saglayarak bakteriler icin elverisli
bir ortam olusturur. EPS matrisi biyofilm hicrelerini konagin savunma sisteminden (Donlan,
2002), kurumadan ve oksitleyici ajanlardan, radyasyon etkilerinden ve antibiyotikler gibi diger
zararli maddelerden korur (Flemming ve Wingender, 2010; Kostakioti vd., 2013). Ayni zamanda
bakterileri yakin mesafede tutmayr miUmkdn kilar ve DNA degisimine ve hlcre-hlcre
etkilesimlerine izin verir. Tim bu 6zellikler EPS matrisini bakteri hlicrelerinin yuvasi haline getirir.
Ek  olarak, EPS matrisinin bilesenleri bakterilerin ylzeye ve birbirlerine

yapismasina/adhezyonuna izin verir.

Biyofilm yapisi, bakteri hucrelerinin yagsamsal aktiviteleri igin uygun bir ortam buldugu ve
kendilerini ¢cevresel faktorlerden korudugu bir mikro ekosistem olarak da ifade edilebilir (Kaplan,
2010; Yin vd., 2019). Dolayisiyla biyofilm yapisi, bakteri hicrelerinin kolonizasyonunu destekler.
Kolonilerdeki populasyonlar tek tip veya farkli bakteri tlrlerinden olusabilir. Populasyonlardaki

heterojenlik, karmasik ve kombine tedavi yontemleri gerektirdiginden biyofilm ile mucadeleyi
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zorlagtirmaktadir (Burmglle vd., 2006). Ayrica biyofilm yapisi, ortam pH’inin ve sicakliginin
degisimi, besin eksikligi ve antimikrobiyal ajanlar ve dezenfektanlar gibi dis etkenlere karsi
bakterileri direncli hale getiren énemli bir virtlans faktoridir (Koo et al., 2017; Deliorman vd.,
2019). Planktonik hucreler ile karsilastirildidinda, biyofilmlerin antibakteriyel tedavilere yaklagik
500 kat daha direncli oldugu belirtimektedir (Costerton vd., 1995).

2.1.1 Bakteriyel biyofilmlerin neden oldugu problemler

Biyofilmler, su sistemleri, gida urlinleri ve gida Uretim ylzeyleri, yaralar, konakg¢i organizmanin
mukozal yuzeyleri, implantlar ve tibbi cihazlar, kulak kanallari ve dis ylzeyleri gibi hemen hemen
her biyotik ve abiyotik ylzeylerde gelisebilir. Biyofilmler, antimikrobiyal islemlere karsi yuksek
direncleri ve dagildiktan sonra yuzeyleri yeniden kontamine etme kabiliyetleri nedeniyle ciddi
tibbi ve endustriyel sorunlara neden olurlar. Biyofilmlerin insan viicudundaki mikrobiyal ve kronik
enfeksiyonlarin % 65-80'inden sorumlu olduklari tahmin edilmektedir (Davies, 2003; Chua vd.,
2014).

Kateterler, implante edilebilir protez cihazlar ve eklem replasmanlari, bakteri hiicrelerinin kolayca
tutunup biyofilm olusturabildigi tibbi gereclerden bazilandir. Bu tir ylzeylerde olusan
enfeksiyonlarin tedavisi genellikle mevcut implantin ¢ikarilmasi yoluyla yapilmaktadir. Bu
ameliyatlar da travma sayisini ve tedavi maliyetlerini artirmaktadir (Blanchette ve Wenke, 2018).
Biyofilmlerin ayrica kronik yaralara neden oldugu da anlasiimistir. Kronik yaralarin tedavi
maliyetlerinin saglik sisteminde blyuk bir yuk olusturdugu bilinmektedir. Bakteriyel biyofilmler,
yara bdlgesindeki iltihabi uyararak bu alani tedaviye direngli hale getirir ve doku onarimini
yavaglatir (Zhao vd., 2013; Wu vd., 2019). Bu durumun, ézellikle diyabetik hastalarin tedavisinde
blylk problemlere yol actigi gorilmektedir. Etkili bir strateji ile kronik yara biyofilminin
dagitiimasi, iyilesme sirecini de kolaylastiracagindan, oldukga énemlidir. Ancak biyofilmlerin
dagitiimasi ya da ylzeyden siyrilmasiyla farkli ortamlarda yeni biyofilm olugumlari gérilebilecegi
unutulmamalidir. Bunun nedeni, biyofilmden-dagiimig hacrelerin olgun biyofilm dagitildiginda
serbest kalmasidir. Bu nedenle, biyofilm dagihmi hastada uygun antimikrobiyal kullanimi
ve/veya biyofiimden-dagiimis bakteriyel hicreleri de hedef alan diger stratejiler ile takip

edilmelidir.

Biyofilmler, tibbi/saglik sorunlarina yol acmanin yani sira borularda, tanklarda, isleme
ekipmanlarinda ve is1 esanjorlerinde tikanma ve korozyon gibi buylk ekonomik kayiplara ve
bircok farkll ambalaj malzemesinin ylzeylerinde kontaminasyon gibi farkli endUstriyel sorunlara

da neden olur (Li vd., 2013). Ozellikle gida endistrisinde, isleme ekipmanlarinin yiizeylerinde
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olusan biyofilmler dogrudan gida yuzeylerine gegerek gidanin kontaminasyonuna, raf dmrinin
kisalmasina, gida kaynakli hastaliklara ve ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Dinya ¢apinda
yilda yaklagik 1.3 milyar ton gida kaybi meydana gelmektedir ve bu kaybin ana nedenlerinden
birinin biyofilmler nedeniyle gida bozulmasi oldugu tahmin edilmektedir (Marino vd., 2018).
Escherichia coli ve Clostridium botulinum gibi gida kaynakli bakterilerin, gida isleme tesislerinin
yuzeylerinde ve dolayisiyla gida Urunlerinde biyofilmler olusturdugu goéralmastar. Bu durum
insan yasamini tehdit edebilecek hastaliklarla ve salginlarla sonuglanabilir. Ornegin 2007 ve
2013 yillar1 arasinda diinyada E. coli ile iligkili toplam 423 gida kaynakli salgin rapor edilmistir.
Biyofilm yapisi temizleme ve dezenfeksiyon proseduirlerine karsi da oldukga direncli oldugundan
olgun biyofilmlerle miicadele her alanda zor bir streg¢ haline gelmistir (Van Houdt ve Michiels,
2010; Galié vd., 2018). Biyofilmlerin olusumunu bastan énlemek veya var olan biyofilmi ortadan

kaldirmak amaciyla arastirmalar devam etmektedir.
2.1.2 Biyofilm olusumu ve yagsam doéngiist

Biyofilm olusumu, farkli asamalarla gelisimsel bir siire¢ olarak ilerlemektedir. ilk asama iki
basamaktan olugsmaktadir. Birinci basamak planktonik varolus bi¢imindeki bakteri hiicresinin bir
ylzeye temasina imkan saglayacak kadar yaklasmasidir. Bakteriyel hiicre ylzeye yaklasirken,
Lifshitz-van der Waals ve elektrostatik kuvvetleri gibi spesifik-olmayan fizyokimyasal kuvvetlere
maruz kalir. Bakteri ylzeyinin ve yaklastiklari yluzeyin potansiyellerine goére bu kuvvetler itici
(repulsive) veya cekici (attractive) o6zellik goésterebilir. Dolayisiyla fizyokimyasal kuvvetler
bakterinin adhezyonunu kolaylastiracagi gibi ylizeye yaklasmasina engel de olabilir. Yaklasik
<100 nm'lik bir mesafede bakteri ylzeye yaklasirken spesifik-olmayan kuvvetlerin etkileri
hissedilmeye baslar, spesifik kuvvetlerin etkilesim mesafesine (< 1nm) kiyasla spesifik-olmayan
kuvvetlerin uzun mesafeli/menzilli etkilesimler olduklari séylenebilir (Israelachvili, 1992; Gordesli
ve Abu-Lail, 2012a). Elektrostatik kuvvetler genellikle itici kuvvetler olarak etki gosterir, ¢lnkui
bakteri ve inert yuzeylerin ¢ogu sulu ortamda negatif olarak yUklenir (Gordesli ve Abu-Lail,
2012b). ikinci basamak ise, bakteri hiicresi ve ylizeyin geri déndiriilemez bir sekilde birbirine
baglanmasidir. Bu basamakta bakteriler hiicre ylzeyiyle iligkili adhezif yuzey biyopolimerleri
veya molekiler gruplar araciliiyla ylzeye Kkilitlenirler. ikinci basamakta gérilen geri
dondurilemez birlesmeye geciste, kovalent, iyonik, ligand-reseptor ve hidrojen baglari kuvvetleri
gibi spesifik kuvvetler s6z konusudur (Israelachvili, 1992; Kaplan, 2010; Gordesli ve Abu-Lail,
2012a). Bakterinin ylzeye ilk tutunmasi/adhezyonu sirasinda etkilesen ylzeylerin ve elektrolitik
cevrenin kimyasal dogasinin bu mekanizmaya etki ettigi disunulmektedir. Bahsedilen iki

basamakli mekanizma ile yuzeye ilk tutunmayi basaran oncl bakteri hicreleri bélinmeye ve
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hicre disi polimerik madde (EPS) Gretmeye baslar (Sekil 1). EPS matrisi, bakteri hiicrelerini bir
arada tutar ve bakterileri ylzeye sikica baglar. Cevre kosullarina ve bakteri tlrinin ylzey
Ozelliklerine bagli olarak EPS ve/veya biyofilm matrisi polisakkaritler, proteinler, hiicre disi DNA,

su ve iyonlar gibi farkh bilesenler icerebilir.
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Sekil 1. Biyofilm yasam déngisi. Planktonik hicrelerin ylzeye ilk adhezyonu ile baslayan, EPS
sentezi ve kolonilesme ile olgulasan biyofiimin en son asamada dagiimasini gosteren sematik
diagram (Kaynak: Ordek, 2021)

Biyofilm olugsum sirecinin Gglncl asamasi, EPS matrisinin glvenli ortaminda bakterilerin
mikrokoloniler olusturarak U¢ boyutlu yapilar gelistirmesidir. Mikrokoloniler, bir iskele olarak EPS
matrisini kullanip blyUr ve olgun biyofilmleri olusturur. Bu asamada, U¢ boyutlu bir yapi
olusturmak icin ilk katmanlara daha fazla bakteri ve EPS materyali eklenir. Ayrica biyofilm iginde
besinlerin ve atik Grtnlerin degisimi igin su kanallari olusturulur. Biyofilmin olgunlagsmasi olan
dordincu asama, EPS matrisi igerisinde heterojen kimyasal ve fiziksel mikro ortamlarin
olusmasini ve bu ortamlardaki bakteri hucrelerinin sosyal (rekabetci ve sinerjik) etkilesimlerini
icerir. Bu asamada mineral kristaller, korozyon pargaciklari, kil veya silt pargaciklari veya kan

bilegenleri gibi biyofilmin gelistigi cevreye bagh olarak hicre disi materyal de olgun biyofilm
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matrisinde bulunabilir (Donlan, 2002). Ortam kosullari, biyofilmin olgunlasma oraninin
belirlenmesinde 6nemli rol oynar. Besinci ve son asamada ise, bakteri hicreleri biyofilmi
terkederek biyofilm dagihmini gerceklestirirler (Sekil 1). Biyofilm yapisindan tek tek bakteri
ve/veya bakteri hiicre kiimelerinin dagilimi gordlebilir. Dagilan hicreler uygun ortam ve kosullar
saglandiginda Sekil 1'de belirtilen tim asamalari tekrar ederek yeni biyofilm olusumlarini
gerceklestirirler (Koo vd., 2017). Dolayisi ile bir biyofilmin son agsamasi olan dagilhim, bagka bir
biyofilm olusumunun da ilk asamasidir. Biyofilm yasam ddéngusiu biyofilmin yayillmasina veya

akut enfeksiyonlarin kronik bir duruma gecisine neden olmaktadir.
2.1.3 Bakteriyel biyofilmlerin dagilimi igin gelistirilmis stratejiler

Biyofilm olusumunu engellemenin en temel yolu 6ncl bakterilerin ylzeye ilk tutunmasinin
onlenmesidir. Ancak nano-0Olgekte gerceklesen bu kritik asama ile ilgili cok az bilgi bulunmasi
sebebiyle biyofiimle micadelede gelistiriimis stratejilerin ¢cogu Oncelikle olgun biyofilmin
dagitilmasini hedeflemektedir. Biyofilm dagilimi biyofilm yasam déngusindn bir pargasidir ve
cevredeki olumsuz sartlarin sonucunda veya biyofilm igindeki bakteriyel popilasyonun

artmasiyla besin maddelerine olan ihtiya¢ sebebiyle dogal olarak meydana gelmektedir.

Arastirmacilar, biyofilmlerle micadele yéntemi olarak bu dogal dagilim sirecini tetikleyen
yontemler gelistirmislerdir. Genel olarak, biyofilm dagihmi igin gelistirilen yontemler pasif ve aktif
biyofilm dagihim yontemleri olmak izere iki grupta ele alinabilir. Pasif dagilim yontemleri mekanik
uygulamalar yoluyla biyofilmlerin ylizeylerden dagitiimasini/siyrilmasini hedefler. Ornegin dis
ylzeyinde olusan plagin fircalanarak temizlenmesi pasif biyofilm dagilimina bir érnektir (Kaplan,
2010; Fleming ve Rumbaugh, 2017). Fircalama, baski uygulama veya kazima gibi mekanik
yontemlerle acgik ylzeylerdeki biyofiimlerden kurtulmak mimkin goérinse de kazima sonrasi
kazinan yuzey zarar gorebilir ve biyofilm artiklari buyimeye devam edebilir veya biyofiimden-
dagiimis hicreler farkli ortamlara kagip yeni biyofilm olugsumlarini baglatabilir. Ayrica hassas ve
kapali ortamlardaki yuzeylerde biyofilm ile micadele etmek buyuk caba gerektirir ve sadece
mekanik siyirma ile mumkun olmadigi gérulmektedir (Fabbri vd., 2016; Fleming ve Rumbaugh,
2017; Blanchette ve Wenke, 2018).

Aktif biyofilm dagilim ydntemleri ise U¢ ana baslk altinda toplanabilir; birincisi, ¢ogunlugu
algilama (quorum sensing) sistemlerinin hedef alinarak biyofilmin dagiimasinin tetiklenmesi,
ikincisi, EPS matrisinin hedef alinarak biyofilmin dagilmasinin tetiklenmesi, tUglncisu ise c-di-
GMP sinyal vyollarinin hedef alinarak biyofilmin dagiimasinin tetiklenmesi yontemleridir

(McDougald vd., 2011; Koo vd., 2017). Bu yéntemler arasinda ¢ogunlugu algilama sistemlerinin
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biyofilm gelisimi ve dagiimasindaki roll, yeni terapétiklerin gelistiriimesi icin yogun olarak uzun
zamandir ¢alisiilmaktadir (Koo vd., 2017). Codunlugu algilama sistemi, bakterilerin birbirleriyle
sinyal molekulleri araciigi ile iletisim kurarak yeterli codunluga ulasip ulasmadiklarini
algilamalarina olanak vermektedir. Yeterli cogunluga ulastiklari anda da biyofilm olusumu, EPS
matrisi ve virtlens faktorlerin Gretimi gibi kritik gen ekspresyonlari tetiklenmektedir. Bu olay
bakteriye kendi hicre popllasyon yodunlugunu izleme ve buna bagl olarak davranislarini
dizenleme olanadi verir. Bdylelikle, konakta enfeksiyon olusturabilecek yeterli ¢ogunluga
ulasincaya kadar bagisiklik sistemi tarafindan patojen bakterinin fark edilmemesi saglanarak
basarili bir enfeksiyon sireci olusturulur (Bosgelmez-Tinaz vd., 2007; Gutierrez vd., 2009).
Codunlugu algilama, AHL (acyl-homoserine lactones), AIP (autoinducer peptide) ve Al-2
(autoinducer-2) sinyal molekillerinin ve tdrevlerinin  karsihik geldigi bir transkripsiyon
duzenleyiciye baglanmasini gerektirir. Bu sinyal molekullerini bloke eden, dolayisi ile bakteriler
arasindaki haberlesme agini bozan ¢ogunluk algilama inhibitorleri (Qquorum sensing inhibitors,
QSI), in vitro ve in vivo modeller kullanilarak klinik olarak ilgili bakteriyel biyofilmler Gzerinde bazi
calismalarda denenmis ve biyofilmlerin dagilmasini sagladiklari rapor edilmistir (Lauderdale vd.,
2010; Anderson, 2015). Ancak bu bilesiklerin cogunun ya toksik olmalari ya da tolere edilebilir
dozlarda etki gdsterememeleri nedeniyle insan kullanimina ¢ok uygun olmadiklari géralmastir.
Ayrica bu bilesiklerin, biyofilmlerin EPS tabakasindan difizyonu sirasinda EPS tabakasina

baglanabilecegi dolayisi ile etkilerinin azalabilecedi disiunulmektedir (Koo vd., 2017).

EPS matrisinin hedef alinarak biyofilmin dagiimasi ise, EPS matrisinin EPS-ayristiran enzimler
ile tahribatt yoluyla gerceklestiriimektedir. Ekzopolisakkarit ayrigstiran enzimler olan
glukanohidrolazlar (dekstranaz ve mutanaz), dispersin-B ve deoksiribontkleaz (DNAaz) gibi
EPS-ayristiran pek ¢ok enzimin biyofilm dagiliminda etkili oldugu goérilmistir (Kaplan, 2014;
Okshevsky vd., 2015; Pleszczynska vd., 2015; Fleming vd., 2016). Ancak, EPS matrisinin
biyofilmi olusturan bakterilere ve olustugu ortama goére degiskenlik gosteren heterojen yapisi
nedeniyle, hedef alinacak biyofiime gére EPS-ayristiran enzim tasarlanmasi etkili biyofilm

dagiliminin gerceklesmesinde buyulk énem arz etmektedir (Becker vd., 2016).

Farkli bakteriyel tirlerin olusturdugu farkli yapidaki biyofilmlerin dagilmasi hedefinde
uygulanacak ortak ve etkili yontem ise c-di-GMP sinyal yollarinin hedef alinarak biyofilmin
dagiimasinin tetiklenmesi yontemidir (Barraud vd., 2009a, 2015; McDougald vd., 2011; Romling
vd., 2013; Chua vd., 2014, 2015; Koo vd., 2017). Birgcok farkl bakteri tlrinin biyofilm
olustururken Sekil 1’dekine benzer asamalardan gegtigi gézlemi, biyofilm olusumunun genetik

olarak dizenlenmis bir sire¢ oldugunu disundirmektedir. EPS Ureten ekzoenzimleri,
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polisakkaritleri, adhezinleri ve bakteriyel motiliteyi kontrol eden intraselller nukleotid siklik
diguanozin monofosfat (c-di-GMP), cesitli ¢evresel faktérler ve bakteri hicreleri arasindaki
sinyallere yanit olarak biyofilmin dagilmasini ve planktonik forma gecisi duzenleyen bir sinyal
iletim aginin da merkezi unsuru olarak ortaya ¢ikmistir (McDougald vd., 2011; Koo vd., 2017).
Genel olarak, hicre i¢i c-di-GMP seviyesindeki bir artis bakterilerin biyofilm modunda kalmasini
tesvik ederken, c-di-GMP seviyesindeki azalis biyofilmin dagilmasina, dolayisi ile bakteriyel
motilitenin artmasina ve bakterilerin planktonik varolus bigimine ge¢cmesine neden olmaktadir.
Hucre ici c-di-GMP seviyesi, c-di-GMP’yi sentezleyen diguanilat siklazlar (DGC) ve ayrigtiran
fosfodiesterazlar (PDE) tarafindan belirlenir. Bakteriyel hlcreler, karmasik ve degisen cevre
kosullarina uyum saglamak igin hucre ici c-di-GMP igerigini hizla ayarlayabilir. Aglik ve nitrosatif
kosullar da dahil olmak Gzere strese maruz kalma sirasinda bakteri hiicreleri, spesifik PDE'leri
aktive ederek biyofilm dagihmina neden olan hicre igi c-di-GMP igerigini degistirebilir (Koo vd.,
2017).

c-di-GMP’nin, hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakterilerin biyofilm yasam doéngusundeki
onemli rolt sebebiyle, hem in vivo hem de in vitro ortamlarda uygulanabilirligi ile c-di-GMP sinyal
yollarinin hedeflenmesi, biyofilmlerin ylzeylerden dagilimi igin oldukga etkili bir yaklasim olarak
kabul edilmektedir (Barraud vd., 2009a, 2015; McDougald vd., 2011; Romling vd., 2013; Chua
vd., 2014, 2015; Koo vd., 2017). c-di-GMP duzeylerini modile etmek icin iyi tanimlanmis ve
kolay uygulanabilir bir yaklagim ise nitrik oksit (NO) kullanimidir. Nitrik oksit (NO) biyolojik
sistemlerde serbestce dagilabilen ve her yerde bulunan bir sinyal molekulidir. NO, hiicrelerde
endojen veya ekzojen kaynakli olarak Uretilebilir. Nitrik oksit (NO) donérlerinin kullanimi yoluyla,
biyofilmlerin c-di-GMP seviyelerinin module edilerek dagilimlarinin saglanabildigi gézlenmistir.
Bu mekanizmanin nasil oldugu P. aeruginosa Uzerinde calisiimis ve NO’nun c-di-GMPyi
ayristiran spesifik fosfodiesterazlari (PDE) aktive ettigi bulunmustur (Barraud vd., 2006, 2009a).
Benzer NO-c-di-GMP etkilesim mekanizmalarinin diger bakteri tlrlerinde de olabilecegi
dusunulmektedir. NO'nun P. aeruginosa disinda ayrica Escherichia coli, Vibrio cholerae,
Staphylococcus aureus, Bacillus licheniformis, S. marcescens, Bacillus subtilis, Legionella
pneumophila, Nitrosomonas europaea ya da Neisseria gonorrhoeae bakterilerinin olusturdugu
tektur biyofiimlerde dagilimi uyardigi rapor edilmistir (Barraud vd., 2009b). icme suyu ve geri
doénlsumll su sistemleri yizeylerinde olusmus, pek ¢ok tirtn birlikte bulundugu biyofilmlerde de

dagiimayi sagladigi gdézlemlenmistir.

Hipertansiyon tedavisinde FDA onayl ilag olarak kullanilan NO-dondri sodyum nitroprussid

(SNP) (Barraud vd., 2015), disuk dozlarda kullanildiginda biyofilmlerin yliksek oranda dagilimini
11



v

TUBITAK

gerceklestiren ve dislk dozda kullanimi sebebiyle de bakterilerin SNP’ye karsi direng
olusturmayacagi distninen en yaygin NO dondru biyofilm-dagitici ajan olarak kullaniimaktadir.
Diger NO-donéri ajanlarin, S-nitrozo-L-glutatyon (GSNO) ve S-nitrozo-N-asetilpenisilamin
(SNAP), SNP kadar etkili olmasa da P. aeruginosa biyofilminde dagilimi uyardidi belirtiimistir
(Barraud vd., 2006).

C-di-GMP sinyal yollarinin gesitli molekillerle hedef alinarak, hiicre igi c-di-GMP seviyesinin
azaltilmasi yoluyla biyofilm dagiliminin saglanmasi biyofilmlerin yuzeylerden arindirilmasi
hedefinde olduk¢a basarili bir strateji olarak gérinmektedir. Ayrica Christensen vd. (2013),
intraseluler c-di-GMP iceriginin manipulasyonu ile bir implant-fare enfeksiyon modelinde
biyofilmin dagitilabileceg@ini, dolayisi ile in vivo ortamda bu stratejinin uygulanabilirligini
kanitlamistir. Ancak Chua vd. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada biyofilmden-dagiimis
hicrelerin planktonik hicrelerden fizyolojik olarak farkli oldugu bulunmustur. Bu bulguya ek
olarak biyofiimden-dagiimis hcrelerin morfolojik yapilarinin planktonik hicrelerden farkh
oldugunu ve yulzeylerinin hucre digi malzeme ile kapli oldugu SEM goruntuleri ile gosterilmistir
(Guilhen vd., 2019). P. aeruginosa biyofilmlerinden dagilmis hicrelerin planktonik P. aeruginosa
hiicrelerine kiyasla makrofajlara ve Caenorhabditis elegans'a karsi ¢ok daha fazla oldirtcu
(virGlent) oldugu gdézlemlenmistir (Chua vd., 2014). Bu durum, &érnegin, bir implant Uzerinde
olusmus biyofilmin ylzeyden arindiriimasi ve planktonik faza gececek hiicrelerin antibiyotiklerle
oldurulmesi gayesiyle, in vivo'da biyofilmin dagitiimasinin gergeklestirildigi bir tedavinin guvenilir
olup olmayacagi sorusunu giundeme getirmistir. Clnkli boyle bir tedavi yéntemi planktonik
hiicrelere kiyasla antimikrobiyal ajanlara daha fazla direngli ve ¢ok daha fazla élduricu 6zellik
goOsteren dagiimis hucrelerin enfeksiyonu yaymasi ya da septik soka neden olmasi ile
sonuglanabilir. Son zamanda yapilan bir ¢galismada ise biyofiimden-dagilmis hicrelerin akciger
enfeksiyonu fare modeli Gzerindeki etkileri incelenmis ve NO yoluyla biyofiimden-dagiimis
hicrelerin enfeksiyonlar Gzerinde 6nemli etkileri oldugu bildirilmistir. Bu calisma, biyofiimden-
dagilmig hucrelerin kan yoluyla akcigerden dalaga ve karacigere yayildigini, enfeksiyon ve 6lim
riskini artirdigini géstermistir (Ruhal vd., 2019). Biyofilmden-dagilmis hucreler biyofilm ile ilgili

enfeksiyonlari daha karmasik hale getirmektedir.

Planktonik ve biyofilmden-dagilmis hticrelerin farkli seviyelerde c-di-GMP igerigine sahip olmasi,
bu hicrelerin adhezyon kapasitelerinde de farkliliklar olacagini disiundirmektedir. Cinki c-di-
GMP, EPS ureten ekzoenzimleri, polisakkaritleri, adhezinleri ve bakteriyel motiliteyi kontrol

etmektedir. Bir bagka ifadeyle, c-di-GMP bakterilerin bir ylzeye ilk tutunmasini saglayacak
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ylzey biyopolimerlerinin olusumunda ve sonrasinda bakteri ylzeyi iliskili EPS sentezinde etki

gOstermektedir.

Planktonik ve biyofilmden-dagilmis htcrelerin adhezyon kapasitelerindeki farkliliklari anlamak
icin hucrelerin bir ylzeye ilk tutunmasinin veya baglanmasinin molekuler dizeyde incelenmesi
onemlidir. Konuyla ilgili derinlemesine bir anlayis saglamak ve yeni etkili stratejiler gelistirebilmek
icin, nano-dlcekte bakterilerin  ylzeye adhezyonunun arastirlmasi ve molekiler

mekanizmalarinin acgiklanmasi gerekmektedir.
2.2 Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ile bakteriyel adhezyonun arastiriimasi

Taramali ug¢ teknolojilerinin, 0zellikle atomik kuvvet mikroskobunun (AFM) icadi ile
nanoteknolojideki bilimsel arastirmalarda buyuk ilerleme saglanmistir (Binnig vd., 1986; Gerber
ve Lang, 2006). AFM'nin icadi fizik, kimya ve biyoloji gibi temel bilim alanlarindaki arastirmalarda
da o6nemli gelismelere katki saglamistir (Gerber ve Lang, 2006). AFM'nin calisma prensibi,
numune yuzeyini keskin bir ucla tarama ve etkilesim kuvvetlerini nano Newton duyarlilikla
o6lcmeye dayanmaktadir (Muller ve Dufrene, 2010). Hem hava ortaminda hem de sivi
cOzeltilerde yuksek c¢ozunurlikte ylzeyleri inceleyebilen AFM cihazi, o6zellikle nano-
biyoteknolojideki pek ¢ok konuyu aydinlatan ¢ok yonlu bir arastirma araci haline gelmistir
(Dufréne, 2004; Miller ve Dufrene, 2010).

Atomik kuvvet mikroskobunun diger geleneksel mikroskoplardan farki sulu ¢ozeltilerde dogrudan
biyolojik yapilari incelemek icin kullanilabilmesi ve nanometre veya alt-nanometre 6lgceklerinde
Uc boyutlu morfolojik goriintl elde edebilmesidir (Dufréne, 2004; Gaboriaud ve Dufréne, 2007).
Bdylelikle canli bakteri hlicrelerinin morfolojisi dogal ortaminda elde edilebilir. Gértuntlilemeye ek
olarak, AFM ucu/ignesi ile canli hicrelerin ylzeyinde sivi veya hava ortaminda yaklagsma-
dokunma-geri ¢ekilme yéntemiyle hicre ylzeyinde bulunan molekiller ve AFM ucu arasindaki
etkilesim ya da adhezyon olgllebilmektedir. Bdylelikle, canli bakteri hucrelerinin ylizey
biyopolimerlerinin fiziksel 6zellikleri ve etkilesim kuvvetleri hakkinda detayh bilgi AFM ile elde
edilebilir. Ek olarak, bakteriyel ylzey biyopolimerlerinin yapisi, esnekligi ve heterojenligi gibi
bilgiler de AFM kullanilarak elde edilebilmektedir. AFM'ye dayali analiz érnekleri arasinda;
bakteri yuzeyi iliskili eDNA (Das vd., 2011), flagella (Diaz vd. 2011) ve pili (Touhami vd., 2006)
de dahil olmak Uzere pek ¢ok bakteri ylzey yapilari bulunmaktadir. Ayrica, bakteri hicresinin
ylzeyinde bulunan adhezinlerin ligand-reseptér baglanmasi (Dupres vd., 2005), bakteri ylzey
biyopolimerlerinin mekanik ézellikleri (Gordesli ve Abu-Lail, 2012b, 2012c; Gordesli-Duatepe vd.,
2020), hidrojen bagi kuvvetleri (Busscher vd., 2008; Gordesli ve Abu-Lail, 2012a; Park vd.,
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2014) veya adhezyon kuvvetleri (Busscher vd., 2008; Das vd., 2011, Gordesli ve Abu-Lail,
2012a, 2012b, 2012c; Park vd., 2014; Gordesli-Duatepe vd., 2020) nicellestirilebilir.

AFM, son derece kiglk caph (yaklasik 40 nm g¢apinda) bir uc¢ ile numune ylzeyi arasindaki
etkilesim kuvvetlerini tespit edebilmektedir. Nano-6lcekte adhezyon kapasitesini anlamak igin
etkilesim kuvvetlerini dogrudan degerlendirebilmek olduk¢a Onemlidir. AFM'nin  temel
bilesenlerinden biri konsoldur (cantilever) (Sekil 2) (Dufréne, 2004; Gaboriaud ve Dufréne, 2007;
Madller ve Dufrene, 2010). Esnek konsolun sonunda, numune ile kendisi arasindaki ¢ekici veya
itici kuvvetleri algilayabilen, AFM ucu veya AFM probu olarak da adlandirilan keskin bir ug
bulunmaktadir. Numune ve AFM ucu arasindaki etkilesim kuvvetleri, konsolun sapmasi oélgllerek
izlenebilmektedir. AFM ucunun Ustline bir lazer 1sinini odaklayarak, konsol sapmasi ylksek
¢ozundrlikte olgulebilmekte ve yansiyan isinin konumu bir fotodiyot detektérl tarafindan
algilanmaktadir (Dufréne, 2004). Konsolun sapmasi (nm) yay sabiti ile garpildiginda (N/m)
gbzlenen kuvvetin degerini vermektedir. AFM cihazinin temel bilesenleri olarak sivri uglu
konsolun yaninda, konsolun hareketlerini kontrol eden piezo tarayici, konuma duyarl detektor
ve lazer diyot verilebilir (Sekil 2). Bunlar arasinda, AFM'nin anahtar bileseninin konsol, ézellikle

de konsolun ucuna yerlestirilen prob (keskin ug) oldugu séylenebilir.

Lazer Isini
Konuma
duyarl
detektor

Bakteri

Piezo tarayici

Sekil 2. AFM cihazinin temel komponentleri ve AFM ucu ile bakteriyel ylzey biyopolimerlerinin
arasindaki etkilesimin sematik gosterimi
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AFM, farkh uygulamalar icin farkli modlar igcermektedir. Bu modlar genellikle 2 kategoride
sunulabilir: contact ve tapping modlari. Contact modunda, konsol numune ylzeyi boyunca
suruklenir ve ylzey egilimleri ve/veya kuvvetler direkt olarak konsolun sapmasi olarak kaydedilir.
Bagska bir deyisle, numune ve AFM ucu dogrudan temas halindedir. Vurma modu olarak da
adlandirabilecegimiz tapping mod ya da dinamik akiskan modu (DFM), konsolun rezonans
frekansinin yakininda titrestigi veya salindigi durumdayken numune yuzeyini taramasidir.
Tapping mod biyolojik érneklerin kirilgan yapisi nedeniyle numuneye hasar vermeden dlgim
yapilmasina izin veren ve sivi iginde numune yuzeylerinin yuksek ¢ozunuarluklli topografik
gorintilerini saglayan bir AFM ¢alisma modudur (Dufréne, 2004; Gaboriaud ve Dufréne, 2007,
Muiller ve Dufrene, 2010).

Atomik kuvvet mikroskobu ile bakteri ve AFM ucu arasindaki adhezyon, AFM bakteri ylzeyinden
geri ¢ekilirken elde edilen kuvvet-mesafe egrilerinden (Sekil 3 (A) ve (B)) belirlenebilir (Busscher
vd., 2008; Das vd., 2011, Gordesli ve Abu-Lail, 2012a, 2012b, 2012c; Park vd., 2014; Gordesli-
Duatepe vd., 2020). Aslinda AFM ucu ve bakterilerin ylizey biyopolimerleri veya ylizeyinde
bulunan molekiller gruplarin AFM ucuna yapistigi ve AFM ucu geri ¢ekilirken koptugu noktada
gozlenen adhezyon piklerinin kuvvet degerleri adhezyonu temsil etmektedir. Bir bakteri tirinin
adhezyonunun kuvvet degerinin belirlenebilmesi igin, d&lgumlerin  bakteri hicrelerinin
yuzeylerinde belirli bdlgelerde yapilmasi ve pek c¢ok bakteriyel hicre Uzerinde tekrarlanmasi
gerekmektedir. Clinki bakteri ylizeyi heterojendir, kullandigimiz AFM ucunun c¢api (yaklasik 40
nm) ve bir bakterinin ortalama c¢api da (yaklasik 1000 nm) hesaba katilirsa bakterinin ortalama
adhezyon kuvvetinin elde edilebilmesi i¢cin AFM O&lgUmlerinin bakteri ylzeyinde mumkin
oldugunca c¢ok sayida tekrarlanmasi gerekmektedir. Bu sekilde AFM oélglimleri sivi ortamda ve
canli bakteri hiicreleri Gzerinde gerceklestirilebilirse, bakterilerinin dodal ortamlarindaki biyofilm
olusum surecinin ilk basamagini yani bir yizeye ilk tutunmalarini kantitatif olarak temsil
edebilmek mimkin olacaktir. Calismamizda AFM ile canh bakterilerin su icinde ortalama ve
medyan adhezyon kuvvetleri (adhezyon kapasiteleri) belirlenmis ve ilerleyen bdlimlerde

karsilastirmali olarak sunulmustur.
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! (A) (B)

E. coli (ATCC 25404)-Planktonik

B. subtilis (ATCC 6633)-Planktonik

Adhezyon Kuvveti (nN)

Mesafe (um)

Sekil 3. (A) AFM yaklagsma (kirmizi gizgi) ve geri-gekiime (mavi ¢izgi) egrileri, (B) Bakteri
hicreleri ve silikon nitrat AFM ucu arasinda su igerisinde elde ettigimiz etkilesimleri gdsteren
tipik AFM geri-cekilme egrileri ve adhezyon pikleri

3. GEREG VE YONTEM

3.1 Projede Kullanilan Model Planktonik Bakteriyel Hiicreler

Projede Uzerinde calisilan ve biyofilm olusturma 6zelligi olan Gram-negatif Escherichia coli K-12
(ATCC 25404), Penn State Universitesi Kimya Muhendisligi ve Biyoteknoloji Bolimi égretim
dyesi Prof. Dr. Thomas K. Wood tarafindan ve Bacillus subtilis (ATCC 6633) Adnan Menderes
Universitesi Temel Tip Bilimleri Bolimi 6gretim Gyesi Prof. Dr. Bllent Bozdogan tarafindan
saglanmistir. Gram-negatif E. coli K-12 (ATCC 25404) ve Gram-pozitif B. subtilis (ATCC 6633),
1) biyofilm olugturma Ozelliklerinin olmasi, 2) genom dizilimlerinin biliniyor olmasi, dolayisi ile
projeden g¢ikan sonuglarin daha kolay yorumlanabilmesi, 3) Gram-negatif ve Gram-pozitif
bakterileri temsilen kullaniimalari (Tong vd., 2010), 4) laboratuvar kosullarinda guvenli bir sekilde
calismaya elverigli olmalari (Biyoguvenlik Dizey 1) sebepleriyle model bakteriler olarak
secilmiglerdir. Ayrica E. coli Uzerindeki ¢alismalarin, genetik ve molekuler yaklagimlara daha az

yatkin olan bakterilerin incelenmesi i¢in de bir model olabilecedi disinilmektedir (Wood, 2009).

Bakteri kulturlerinin canhhiginin tespiti ve buylime egrilerinin eldesi icin oncelikle E. coli ve B.
subtilis aktiflestirimek Gzere 170 rpm'de calisan sicaklik kontrolli bir galkalayicida LB (Luria
broth) besiyeri icerisinde 37°C’de inkibasyona birakiimistir. Aktiflesme sonunda E. coli kulturi
LB (Luria broth) besiyeri icerisinde, B. subtilis kultiri ise TSB (Tryptic Soy Broth) besiyeri
icerisinde 1/100 oraninda seyreltildikten sonra tekrar 170 rpm ve 37°C’de blylUmeye
birakilmistir. Bakterilerin blylime egrileri UV/visible spektrofotometre ile optik yodunlugun

zamana kars1 600 nm dalga boyunda okunmasiyla Sekil 1’deki gibi gdzlemlenmistir.
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Elde ettigimiz tipik bakteri-blylime edrilerine gbre E. coli ve B. subtilis 37 °C’de yaklasik olarak 4
saat sonunda ge¢ eksponansiyel artis evresine (late exponential phase), 6 saat sonunda da
denge evresine (stationary phase) ulasmaktadir. Planktonik bakteri hiicreleri ge¢ eksponansiyel
artis evresine ulasmis bakteri kiltlirlerinin 5525g’de 10 dakikalik santrifljlenmesi sonrasinda
distile suyla tekrar karigtirilip bir 10 dakikalik daha santrifujlenmesi yoluyla elde edilmis ve stok

kaltdrleri hazirlanmigtir.

2,5 —&— Escherichia coli (ATCC 25404)
—8— Bacillus subtilis (ATCC 6633)
2
1,5
(=
(=]
(=]
(]
(o] 1
0,5
0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Zaman (Saat)

Sekil 4. E. coli (ATCC 25404) ve B. subtilis (ATCC 6633) bliylime egrileri. E. coli 170 rpm ve 37
°C’de LB besiyeri icerisinde, B. subtilis ise 170 rpm ve 37 °C’de TSB besiyeri igerisinde
blyutiimustar. Deneyler her bakteri igin 3 kere tekrarlanmigtir.

3.2 Statik Sistemde Biyofilmlerin Olusturulmasi, Dagitilmasi ve Dagilan Hiicrelerin

Eldesi

Aktiflestirme sonrasinda E. coli kilturt LB besiyeri ile, B. subtilis kiltlrl ise TSB besiyeri ile ayri
ayri 1/100 oraninda seyreltilip steril duz tabanli mikroplaklarin (96 well plate) her bir kuyusuna
200 pl konulmustur. E. coli kiltird 37 °C’de vyaklasik 16-17 saat calkalama olmadan
inkiibasyona birakilmig, B. subtilis ise (oldukga uzun slrede biyofim olusumunu
g6zlemledigimizden) yaklagik 72 saat inkibasyona birakiimistir. Deneylerimizde 96 kuyulu ya da
12 kuyulu mikroplaklar kullaniimistir. 96 kuyulu mikroplaklar igin ¢alisma hacmi 200 pl, 12 kuyulu
mikroplaklar igin ¢alisma hacmi ise yaklasik 4 ml olarak belirlenmistir. inkiibasyon sonrasinda

mikroplak kuyularindaki besiyeri sivisi bosaltilmis ve kuyular distile suyla 3 kere nazikge
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yikanarak planktonik hiicrelerin ortamdan ayrismasi saglanmistir. Daha sonra mikroplaklar ters
cevrilerek oda sicakhginda 10 dakikalik kurumaya birakilmistir. Bu islemi takiben, mikroplaktaki
her bir kuyuya % 0.1’lik kristal viyole ¢dzeltisinden 200 pl (ya da 4 ml) eklenerek 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi kuyular tekrar suyla yikanmis ve oda
sicakhginda bir 10 dakika daha kurutulmustur. Kuyularin yizeyinde olusan biyofilmler mor renkli
halkalar seklinde gézlemlenmistir (Sekil 5). Biyofilmlere baglanan boyanin geri ¢dzdurilmesi igin
her bir kuyuya % 30 asetik asit eklenmistir. Geri ¢ézdurilen boyanin optik yogunlugu olusan

biyofilm miktariyla dogru orantilidir.
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Mikroplak
kuyularinda besiyeri
icerisinde bakterilerin

inkiibasyonu

Besiyeri sivilarinin
bosaltiimasi ve
kuyularin yikanmasi
isleminden sonra
beyaz halka seklinde

orulen biyofilmler

Kristal viyole ile
boyanmis biyofilm
halkalarinin Ustten

goruntusi

Kristal viyole ile
boyanmis biyofilm
halkalarinin yandan
gorunttsu

Asetik asit ilavesiyle
biyofilmlerden geri
cozddrlen boyanin
goruntasa

Sekil 5. Statik kosulda mikroplak kuyularinda biyofilm olusumu, olusan biyofilmlerin kristal viyole
ile boyanmasi ve asetik asit ilavesiyle biyofilmlerden boyalarin geri ¢ézdurilmesi basamaklarini
iceren sematik diyagram. Goruntiler E. coli biyofilmlerine aittir.
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Biyofilmlerden ¢dzdulrilen boyalarin optik yogunluklarinin (OD) ELISA okuyucu ile 595 nm’de
okunmasiyla biyofilm olusumlar kantitatif olarak belirlenmistir. Her deney en az 3 kere

tekrarlanmig ve olcilen OD595 degerlerinin standart sapmalari hesaplanmistir.

Statik kosulda biyofilmlerin dagihimlar ise, Barraud vd. (2006)'nin ¢alismasi takip edilerek
biyofilmlerin 24 saat 37 °C’de farkh konsantrasyonlarda SNP iceren besiyerlerinde (125 nM-100
mM) inklbasyonu yoluyla gerceklestiriimistir. 24 saat inkibasyondan sonra, besiyerlerinin
bulaniklastigi yani biyofilmlerin dagildiklari ve dagilan hicrelerin  besiyerlerinde olduklari
gbzlenmistir. Kuyulardan besiyerleri nazikce mikropipetle c¢ekilmis ve santrifljlenerek
biyofilmlerden dagilan hicreler elde edilmistir. Dagilan hicrelerin alindigi ve dagiima sonucunda
kalan biyofilmlerin bulundugu mikroplaklar ise yikanmis ve kristal viyole ile boyanmistir. Daha
sonra ise, tekrar asetik asit ilavesiyle kalan biyofilmlerdeki boyalar ¢dzdirlilmus ve optik
yogunluklari (OD) 595 nm’de ELISA okuyucu ile belirlenmistir. Statik kosulda biyofilmlerin
dagitiimasi deneyleri, dagiima igin gerekli optimum SNP konsantrasyonunun tayini icin farkh

SNP konsantrasyonlarinda denenmigtir.

Statik sistemde olusan Gram-negatif E. coli biyofilmlerinden 0.5, 5 ve 50 uM disuk dozda SNP
ilavesiyle dagiimig hacreler ile 2.5 mM ylksek dozda (toksik) SNP ilavesiyle dagilimis E. coli
hicreleri, AFM ile adhezyon kuvvetleri dlgiimleri gibi daha detayli arastirma icin secilmistir. Statik
sistemde olusan Gram-pozitif B. subtilis biyofiimlerinden ise 5 uM disik dozda SNP ilavesiyle

dagiimis hlcreler segilmigtir.

3.3 Dinamik Sistemde Biyofilmlerin Olusturulmasi, Dagitiimasi ve Dagilan Hiicrelerin
Eldesi

Dinamik kosulda biyofilmlerin olusturulabilmesi igin, otoklavlanabilir ¢ift kanalli diz plaka akis
hicresi, otoklavlanabilir borular ve disik hacimsel akis saglayabilecek bir peristaltik pompa
kullanilmistir (Sekil 6). Sternberg ve Tolker-Nielsen (2006)’in protokoll takip edilerek, dinamik
kosulda E.coli biyofilmi oda sicakliginda 48 saat boyunca sistemden LB besiyeri gegirilerek, B.
subtilis biyofilmi ise oda sicakliginda 72 saat boyunca sistemden TSB besiyeri gegirilerek
olusturulmustur. Biyofilmlerin akis hicresinde cam Uzerinde olusumunun saglanabilmesi igin,
oncelikle steril besiyerleri hazirlanmig ve akis hicresinin kanallari peristaltik pompa yardimiyla
steril besiyerleri ile doldurulmustur. Daha sonra kanallara aktive edilmis E. coli ya da B. subtfilis
kiltirlerinden 1/1000 oraninda seyreltilmis 300 uL’lik bakteri kiltlirG siringa yardimi ile enjekte
edilmistir. Kanallara verilen bakteri hicrelerinin  cam yizeyinde biyofilm olusumunu

gercgeklestirebilmesi icin oncelikle cam ylzeyine tutunabilmeleri gerekmektedir. Bu sebeple
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bakteri hiicrelerinin cam Uzerine ilk tutunmasinin saglanabilmesi icin akis olmadan 1 saat
beklenilmis, daha sonra akis peristaltik pompa yardimi ile baslatiimistir. Laminar akigin

saglanabilmesi i¢in besiyeri yaklasik olarak 0.4 ml/dak hizla devamli olarak sisteme verilmigtir.

Besiyeri siseleri Koplik kapanlar Akis hiicresi

Sekil 6. Dinamik sistem ve komponentleri

E. coli biyofilminin dagilimi, dinamik sistemde olusan biyofilm tzerinden 24 saat boyunca 0.5
veya 5 yM SNP iceren LB besiyeri gecirilerek saglanmistir. B. subtilis biyofilminin dagilimi ise,
olusan biyofilm Uzerinden 24 saat boyunca 5 pM SNP iceren TSB besiyeri gecirilerek
saglanmistir. Akis hiicresinin kanallarindaki cam ylzeyler (akis hlicresinin cam pencereleri-cam
lameller) islemler bittikten sonra c¢ikarilarak floresan mikroskopta goértntilenmek lzere 6li ve
canli hucreleri farkh boyayan 200 uL Baclight ile (3 yL SYTO9 ve 3 uL propidyum iyodir
boyalarinin 1 mL distile su igerisinde karistirimasi sonucunda olusan iki komponentli floresan
boya) 15 dakika inklibasyona birakilmistir (Mufioz-Egea vd., 2013). Daha sonra E. coli ve B.
subtilis biyofilm (kontrol) 6rnekleri ve dagilim gergeklestikten sonra kalan biyofilm drnekleri

floresan mikroskopta goruntilenmistir.

Dinamik sistemde olusturulan biyofilmlerin dagihimlar floresan mikroskop goéruntileriyle
g6zlenmistir.  Biyofilmlerin  dagilimlari ayrica atik sisesinde SNP ilavesinden sonra
bulaniklagsmanin belirgin hale gelmesiyle de, yani dagilan hiicrelerin atik sisesinde birikimiyle de,
gorulmustur. E. coli ve B. subtilis biyofilmlerinden dinamik sistemde SNP ilavesiyle dagilan

hicreler ayri ayri atik toplama sisesinden santrifijleme ile elde edilmigtir.
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3.4 Planktonik ve Biyofilmden-dagilmig Hiicrelerin c-di-GMP Miktarlarinin Belirlenmesi

Statik ya da dinamik sistemlerde olusturulmus E. coli ve B. subtilis biyofilmlerinden besiyerlerine
farkli konsantrasyonlarda SNP ilavesiyle dadilan bakteri hiicrelerinin, aslinda hicre ici c-di-GMP
seviyelerindeki degisiklik sebebiyle dagildiklarinin gdsterilebilmesi igin, dagiimis hucrelerin ve
(SNP’ye maruz kalmamig) planktonik hicrelerin ihtiva ettikleri hicre ici c-di-GMP
konsantrasyonlari (pmol/ul) HPLC ile él¢iimus, pmol cinsinden c-di-GMP miktarlari hesaplanmig
ve Modified Lowry protein assay kit'i kullanilarak tayin edilen toplam hicresel protein miktarlari

(mg) ile normalize edilip pmol c-di-GMP/mg protein cinsinden karsilastiriimistir (Tablo 1).

3.4.1 Planktonik ve biyofilmden-dagilmis hiicrelerden c-di-GMP ekstraksiyonu ve kalan

bakteriyel pelletlerin toplam protein miktarlarinin belirlenmesi

Hucrelerden c-di-GMP ekstraksiyon islemi Petrova ve Sauer (2017)in protokoll takip edilerek
gergeklestiriimistir. Bu protokole goére, hicrelerden yeterli c-di-GMP ekstrakte edilebilmesi igin
hicrelerin optik yogunluklari (OD 600 nm) yaklasik 1.5-2.0 olana kadar c¢ogaltiimalidir. Bu
degerler E. coli ve B. subtilis igin ge¢ eksponansiyel artis evresi ile denge evresi arasinda
bulunduklari zamana tekabll etmektedir ve protokole gore HPLC-UV/Vis analizi igin o6lc¢ulebilir
dizeyde c-di-GMP’nin ekstrakte edilebilecegi evre olarak yorumlanmistir. Buna gdre planktonik
E. coli ve B. subtilis hucreleri LB ve TSB besiyerlerinde, biyofiimden-dagilmis hiicreler ise SNP
iceren LB veya TSB besiyerleri icinde 37 °C’de 170 rpm’de buydtiimustir (codaltiimistir). Daha
sonra bakteri kdltlrlerinin her birinden 1 ml alinmig, PBS (phosphate-buffered saline) ile
yikanmis ve 16000xg’'de, 4 °C’de santrifijlenmigstir. Elde edilen bakteriyel pellet’ler 100 °C’de
PBS icinde 5 dakika inkibe edilmis, hemen sonra da buz soguklugunda etanol eklenerek
vortekslenmistir. Bu basamakta bakteriyel hicrelerin pargalandigi ve c-di-GMP’nin hiicre disina
ciktig1 distuntlmektedir. c-di-GMP’yi iceren stpernatanlari elde etmek icin, son kez 16000xg’de,
4 °C’de santrifijleme yapilmistir. SUpernatanlar donmali kurutucu (freeze dryer) ile kurutulmus,
ekstrakte edilen c-di-GMP’nin de bulundugu beyaz partikiller -80 °C’de HPLC dlgiimlerine kadar

stoklanmistir.

Petrova ve Sauer (2017)’in protokolliinde ve pek ¢ok bagka c¢alismalarda (Barraud vd., 2009a;
Spangler vd., 2010; Chua vd., 2014) belirtildigi Uzere, c-di-GMP ekstraksiyonundan sonra geriye
kalan parcalanmis bakteriyel pelletllerin ihtiva ettikleri toplam protein miktarlarinin belirlenip,
HPLC ile tayin edilen c-di-GMP (pmol), toplam hiicresel protein miktarina (mg) bdlinerek
normalize edilmelidir. Sonuglarin pmol c-di-GMP/toplam hticresel protein (pmol/mg) olarak

karsilastiriimasinin daha dogru bir yaklasim oldugu duistnitlmektedir. Buna gore c-di-GMP
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ekstraksiyonundan sonra geriye kalan pargcalanmis bakteriyel pelletler (0.2 pm gézenek ¢aph
filtreler kullanarak) filtrelenmis yaklasik 500 pl distile suda tlpler icerisinde sispanse edilmistir.
Pelletlerin suda homojen dagilmasi igin tlpler 1 dakika vortekslenmistir. Stspansiyonlar, 10
saniye sonikasyon ve 15 saniye durma araliklari seklinde toplam 2 dakika buz Uzerinde
sonikasyona tabi tutulmustur. 0.2 mL’lik drnekler test tlplerine aktarilarak 15 saniye araliklarla
1.0 mL Modifiye Lowry reaktifi ile karistinlip 10 dakika oda sicaklijinda inkibasyona
birakiimistir. Daha sonra tlplere 100 uL daha 6nce hazirlanmis 1X Folin-Ciocalteu reaktifi
eklenmis ve 30 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra her tiipte miktari hiicre
slispansiyonunun protein miktari ile orantili olan suda ¢dzindr bir Griin olusmustur. Orneklerin
absorbans dlguimleri, 750 nm'ye ayarlanmis UV/visible spektrofotometre ile yapilmistir. Standart

olarak sigir serum albumini (BSA) kullaniimigtir.

3.4.2 Planktonik ve biyofiimden-dagilmis hicrelerin c-di-GMP konsantrasyonlarinin

belirlenmesi

Planktonik ve biyofilmden-dagilmis hicrelerin icerdikleri ¢c-di-GMP konsantrasyonlari UV/Vis
dedektdér ve C18 kolonu kullanilarak yuksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile
Olclimustar. Algilama dalgaboyu ise 253 nm olarak ayarlanmistir (Petrova ve Sauer, 2017).
Mobil faz igin iki adet ¢éziclt kullaniimigtir. Bunlar, 0.385 gram amonyum asetatin 500 ml su
icerisinde ¢ozunmesiyle olusturulan HPLC-A ve 0.385 gram amonyum asetatin 500 ml metanol
icerisinde ¢dzlinmesiyle olusturulan HPLC-B ¢ozlculeridir. Protokoldeki metoda gore, 0-9 dakika
%1 B (% 99 A), 9-14 dakika %15 B (% 85 A), 14-19 dakika %25 B (% 75 A), 19-26 dakika %90
B (%10 A) ve 26-40 dakika da %1 B (% 99 A) mobil fazi kolondan gegcirilecegdi ve yaklasik 14-15
dakika icinde c-di-GMP’nin elisyonunun gézlenebilecegi belirtiimistir (Petrova ve Sauer, 2017).
Ancak, protokolde kullanilan C18 kolonu (Reversed-phase C18 kolonu 2.1 x 40 mm, 5um) ile
projede kullanilan C18 kolonunun (Reversed-phase C18 kolonu 4.6 x 100 mm, 5 um) farkl
boyutlarda olmalari sebepleriyle kolonun son yikama iglemi 5 dakika daha uzatilarak metot
modifiye edilmis ve yaklasik 17.2 dakika sonra c-di-GMP ellsyonu gerceklestirilmistir (Sekil 7).
c-di-GMP standart pikleri 200 pmol/pl c-di-GMP stok ¢ozeltisinin seyreltiimesi ile elde edilmis 1,
2, 5, 10 ve 20 pmol/ullik c¢ozeltilerin HPLC analizi ile elde edilmistir (Sekil 7). Farkh
konsantrasyonlardaki c-di-GMP piklerinin altinda kalan alan hesabiyla olusturulan c-di-GMP

kalibrasyon egrisi de Sekil 8’te verilmistir.

Ekstraksiyon isleminden sonra stoklanmis 6rnekler su icerisinde (nanopure water) ¢oziindikten

sonra santrifljlenmis, ¢dézliinmeyen materyaller ise atilmistir. Stpernatanlar filtrelenerek vialler
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icerisine koyulmus ve icerdikleri c-di-GMP konsantrasyonlari (pmol/ul), yaklasik 17.2. dakikada
gérilen pikler baz alinarak HPLC d&lgimleri ile belilenmis, pmol cinsinden miktarlari
hesaplanmistir. c-di-GMP miktarlari (pmol) ekstraksiyondan sonra geriye kalan pargalanmis
bakteriyel pellet’lerin ihtiva ettikleri toplam protein miktarlarina (mg) bolinerek normalize edilmig

ve Tablo 1’de sunulmustur.

25 ——o pmoliul
1 pmol/ul
1 pmoliul -2
20
2 pmollul
2 pmoliul -2

15 5 pmol/ul

mAU

—>5 pmol/iul -2
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10 ——10 pmol/ul -2
——20 pmal/ul

——20 pmol/ul -2

17 17.1 17.2 17.3 17.4
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Sekil 7. c-di-GMP standart HPLC pikleri. 200 pmol/ul c-di-GMP stok ¢dzeltisinin seyreltiimesi ile
hazirlanan 1, 2, 5, 10 ve 20 pmol/pl'lik gézeltilerin HPLC analizi ile elde edilmistir.

16
14 A
12 A

10 A

y =0.7483x-0.1316
8 T R2=1

0 5 10 15 20 25
pmol/ul

U,NVW) IUEY XId

Sekil 8. ¢c-di-GMP kalibrasyon dogrusu. 1, 2, 5, 10 ve 20 pmol/ul'lik c-di-GMP c¢o6zeltilerinin

standart HPLC piklerinin altinda kalan alanlarin hesabiyla elde edilmistir.
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3.5 Planktonik ve Biyofilmden-dagilmis Hiicre Katmanlan Uzerinde Su ve
Diiyodometanin Temas Agilarinin Olgiilmesi ve Hiicrelerin Yiizey Gerilimlerinin

Hesaplanmasi

Temas agisi olgimlerinden 6nce, planktonik E. coli hicreleri 20 mL LB besiyeri igerisinde,
planktonik B. subtilis hiicreleri ise 20 mL TSB besiyeri icerisinde 37 °C’de 4 saat buyutlilmustir.
Statik ve dinamik sistemlerde biyofiimlerden 5 uM SNP ile dagiimis E. coli ve B. subtilis hiicreleri
37 °C’'de 4 saat 5 yM SNP iceren 20 mL’lik besiyerlerinde ayri ayri blyuttulmuastir (temas agisi
Olgumleri icin sadece 5 uM SNP ile biyofilmlerden dagdilmig hdcreler kullaniimistir). Daha sonra
hicreler santriflijlenmis ve 0.2 um-filtreden gecirilmis 20 mL distile suyla ayri ayn sispanse
edilmistir. Bakteri ¢cozeltileri gdzenek ¢api 0.45 ym olan sellloz asetat filtre membranindan bir
vakum filtresi ile negative basin¢ uygulanarak suzdurilmuigtir. Bu sekilde hazirlanan membran
Uzerindeki bakteri yogunlugunun 1x10’— 5x10” hiicre/mm? oldugu (yaklasik olarak 40 - 200
katman bakteri hiicresi) daha 6nceki ¢alismalarda belirtiimistir (Park ve Abu-Lail, 2011; Gordesli
ve Abu-Lail, 2012c). Membranlar uzerinde bulunan bakteri katmanlarindaki fazla suyun
buharlagsmasi i¢in yaklasik 30 dakika boyunca membranlar kurutulmustur. Ardindan bakteri
katmanlarinin nem oranini korumak i¢in, membranlar %10 gliserin iceren agar Uzerine
yerlestirilip petri kaplarinda muhafaza edilerek (Sekil 9) temas agisi dlgiimlerinin gergeklestirildigi
izmir Katip Celebi Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarlarina géturilmistir. Temas acisi
Olcimlerinde kullanilan sivilar, farkli polariteler ile karakterize edilen ultra saf su ve
diiyodometandir. Su ve diiyodometanin membranlar Uzerinde bulunan bakteri katmanlari
uzerindeki temas agcilari, sivilardan bakteri katmani ylzeyine damlalar damlatilarak (Sekil 9)
zamana karsi (yaklasik 10 saniye) kaydedilmis ve ortalamalari ile standart sapmalari

hesaplanmistir (Tablo 2).
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Sekil 9. Gliserin igeren agar Uzerine yerlestiriimis sellloz asetat membran Uzerinde filtrelenmis
olarak bulunan bakteri katmanlari gorintisi ve gercgeklestiriien temas agisi 6lglimlerinden
gorintiler

Wu (1971) tarafindan o6nerilen termodinamik-tabanli harmonik ortalama modeli (HM modeli)
kullanilarak, bakterilerin apolar ve polar ylzey gerilimi bilesenleri hesaplanmistir (Gordesli ve
Abu-Lail, 2012b, 2012c). HM modeli, apolar ve polar ylzey gerilimi bilesenleri ile diguk enerijili
fazlarin etkilesimlerinin tahmin edilmesinde kullaniimaktadir. Ozellikle bakteri yiizeyinde bulunan
biyopolimerlerin diger fazlarla etkilesimlerinde HM modelinin kullaniimasi &énerilmektedir
(Srivastava ve Siddique, 1973; Serro vd., 1997; Dario vd., 2010; Park ve Abu-Lail, 2011). HM

modeline gére temas agisi (8); 1) molekiller arasindaki dispersiyon enerjisi nedeniyle olusan

apolar (Lifshitz-van der Waals) yuzey gerilimi bilegenine (3{) ve 2) hidrojen baglari, dipol-dipol

etkilesimleri ve dipol momenti gibi polar etkilesimler nedeniyle olusan polar yuzey gerilimi

bilegenine (y{’ ) baghdir:

ViYs | YW

(1+cosf)y, =4
B P/ R VS

(1)

Esitlik-1’de verilen L (liquid) ve S (solid) alt simgeleri sirasi ile sivi ve kati fazlari ifade
etmektedir. Sivi fazi temsilen polariteleri farkli ve yuzey gerilimi bilegenleri bilinen saf su ve
diiyodometan (Park ve Abu-Lail, 2011) kullaniimistir. Sivilarin temas agilari bakteri katmani (kati

faz) Uzerinde Tablo 2’de verildigi gibi dlgilmistir. Sonucta, Esitlik-1’deki temas acisi (s, ve
R .. g - )/' Yy’
Baiyodometan), OlGUM sonuglarindan (Tablo 2), bu sivilarin yizey gerilimi bilesenlerinin (7%, 7L ve

— P
11 —yf Ty ) degerleri ise literatirdeki ¢calismalardan bilindigi icin, Esitlik-1’deki bilinmeyenler
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bakterilerin apolar (YL}) ve polar (pr) yuzey gerilimi bilesenleridir. Su ve diiyodometan temas
acilari olmak Uzere iki farkli temas agisi bilindiginden, Esitlik-1 kullanilarak iki bilinmeyenli
(bakterilerin apolar ve polar yiizey gerilimi bilesenleri) iki denklem elde edilmistir. iki bilinmeyenli
iki denklem sisteminin katsayilarini kullanarak bilinmeyenler Matlab ortaminda hesaplanmistir.
Ayrica bakteriyel hiicrelerin polarite degerleri de belirlenmistir (Tablo 2). Polarite, bir ylizeyin ne
kadar polar oldugunun bir élgtistidir ve bir bakteri ylizeyinde bulunan polar gruplarin miktarini
belilemek ve hidrofobisiteleri hakkinda bilgi edinmek icin kullaniimaktadir (Park ve Abu-Lail,
2011).

3.6 Planktonik ve Biyofilmden-dagilmis Hiicrelerin Su igerisinde Atomik Kuvvet
Mikroskobu (AFM) ile Goérintiilerinin Elde Edilmesi ve Adhezyon Kuvvetlerinin

Olgiimii
3.6.1 AFM olgumleri igin érneklerin hazirlanmasi

Bakteri hicresi ile silikon nitrat AFM ucu arasindaki adhezyon kuvvetinin olgllebilmesi igin
oncelikle bakteri hiicresinin AFM ile goérintilenebilmesi gerekmektedir. Bu amacla bakteri
hlcrelerinin bir yizeye immobilize edilmesi ve AFM gorunttlemesi ile kuvvet dlgumleri yapilirken
yuzeyde sabit durmasi gerekmektedir. Bu sebeple Poly-L-lysine (PLL) ile bakterilerin mika
yuzeylerine immobilizasyonu yontemi tercih edilmistir. PLL polikatyonik bir molekuldur yani su
icerisinde pozitif yuklidir. Bakteri hucrelerinin ise su igerisinde negatif yUkli olduklar
bilinmektedir (Gordesli ve Abu-Lail, 2012b). PLL kaplh mika diskin su igerisinde bakteri

hicrelerini glicli elektrostatik etkilesimlerle immobilize ettigi distinilmektedir.

AFM ile bakterilerin adhezyon olgumleri gcalismalarinda elde edilen sonuglarin kalitesini ve
guvenirligini artiran énemli etkenlerden ilki élgiimlerin bakterilerin dogal yasam alanini andiran
ortamlarda yapilmasi (6rnegin su igerisinde), digeri ise bakterilerin immobilize edildikleri ylzey
uzerinde ve bulunduklari ortamda canhliginin mimkin oldugunca korunmasi, bir baska ifadeyle
canli bakteriler Gzerinde ve dogal ortamlarinda dlgimlerin yapildiginin ve elde edilen adhezyon

bulgularinin dogal ortamdaki bulgular olarak kabul edilebileceginin gdsteriimesidir.

Poly-L-lysine (PLL) ile immobilizasyon ydntemini kullanarak planktonik bakteri hiicrelerini AFM
ile inceleyen pek ¢ok calisma literatirde bulunmaktadir (Schaer-Zammaretti ve Ubbink, 2003;
Obst ve Dittrich, 2005; Stukalov vd., 2008; Chen vd., 2009; Vadillo-Rodriguez vd., 2009; Liu vd.,
2009, 2010; Thompson vd., 2012; Potthoff vd., 2015; Mertens vd., 2019). Ancak PLL’in
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antibakteriyel 6zelligini, 6zellikle bakterilerin membrani Uzerindeki tahribatini rapor etmis
¢alismalara da rastlanmistir (Katsu vd., 1984; Colville vd., 2010). Bu sebeple PLL ile bakterilerin
immobilizasyonu yonteminde kullanilacak PLL konsantrasyonuna dikkat edilmesi gerekmektedir.
Calismamizda Wang vd. (2019)'nin Onerdigi protokol uyarlanarak planktonik ve biyofilmden-
dagilmig E. coli hicrelerinin PLL kapli mika diskler Uzerine immobilizasyonu yodntemi
kullaniimistir. Buna gore, %0.01 (w/v) konsantrasyonundaki PLL solisyonundan mika disk
Uzerine yaklasik 100 pl koyulup 2-3 saat inkiibe edilmigtir. Daha sonra disk tamamen yikanarak
yaklasik 1 saat kurumaya birakilmistir. Kuruma isleminden sonra bakteri kultiriinden 20 ul alinip
PLL kaph mika diskin tim yuzeyine yayillmistir. 10-15 dakikalik bekleme suresinden sonra ise
PLL kapli mika disk distile suyla tekrar yikanmistir (immobilize olmayan bakterilerin ortamdan
uzaklastiriimasi). Bu sekilde hazirlanmis PLL kapli mika diskler Gzerinde E. coli hicrelerinin

cogunlukla canli oldugu ve ¢ok sayida bakterinin immobilize oldugu goérilmustar (Sekil 10).

Planktonik 0.5 uM SNP-Statik 5 UM SNP-Statik
E. coli B-D E. coli B-D E. coli

50 uM SNP-Statik 2.5 mM SNP-Statik
B-D E. coli B-D E. coli

0.5 M SNP-Dinamik 5 uM SNP-Dinamik
B-D E. coli B-D E. coli

Sekil 10. PLL kapli mika disk Uzerine immobilize olmus plantonik ve biyofimden-dagiimis (B-D)
E. coli hucrelerinin floresan mikroskop géruntileri. Yesil ile (SYTO 9) boyanmis hucreler canl,
kirmizi ile (propidyum iyodir) boyanmis hicreler 6lG hicrelerdir.
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B. subtilis hiicrelerinin mika disk Gzerine immobilizasyonu, PLL inkiibasyonundan sonra yikama
olmadan kurumaya birakilan diskler Uzerine yapilmigtir. Canlihk testlerine gore B. subtilis
hicrelerinin de PLL kapli mika Uzerinde ¢ogunlukla canli oldugu ve ¢ok sayida bakterinin

immobilize oldugu gorulmustar (Sekil 11).

Yukarida verildigi gibi PLL kaph mika diskler Gzerine immobilize olmus ¢ogunlukla canli E. coli
ve B. subtilis hucreleri Gzerinde, immobilizasyondan hemen sonra AFM ile gdruntileme ve

adhezyon kuvveti élgtimleri yapiimistir.

Planktonik 5 pM SNP-Statik
B. subtilis B-D B. subtilis

5 uM SNP-Dinamik
B-D B. subtilis

Sekil 11. PLL kapli mika disk Uzerine immobilize olmus plantonik ve biyofimden-dagiimis (B-D)
B. subtilis hicrelerinin floresan mikroskop goérintileri. Yesil ile (SYTO 9) boyanmis hiicreler
canli, kirmizi ile (propidyum iyodur) boyanmig hlcreler 61U hicrelerdir.

3.6.2 AFM ile bakteriyel adhezyon kuvveti dl¢glimleri

AFM ile bakteriyel adhezyon kuvveti dlgimlerinden 6nce bakteri goruntilerinin elde edilmesi
gerekmektedir. Bakteriyel hicrelerin goérintileri elde edildikten sonra Uzerlerinde belirli
bdlgelerde kuvvet olgumleri yapilabilir. Bu amagla, ilk 6nce bakteriyel hicrelerin immobilize
oldugu PLL kapli mika diskler AFM piezo tarayicisi Uzerine yerlegtirilmigtir (Sekil 12). Tum
gorinleme ve dlgtimler HITACHI 5100N atomik kuvvet mikroskobu ile su igerisinde silikon nitrat
AFM ugclar kullanilarak yapilmistir (kullanilan AFM ugclarinin yay sabiti 0.24 N/m, Bruker AFM
Probes-DNP-S10). Silikon nitrat, bakterinin siklikla baglandigi ve Uzerinde kolaylikla koloniler
olusturabildigi substratlar olan toprak ve camin ylzey potansiyeliyle benzer bir yuzey
potansiyeline sahiptir (Allan vd., 2004; Gordesli ve Abu-Lail, 2012a, 2012b, 2012c), bu sebeple
bakteri adhezyonu ¢aligmalarinda yaygin olarak kullaniimaktadir. Silikon nitrat uclara sahip AFM
konsollari (cantilever), konsol tutucuya yerlestirilip AFM cihazina entegre edilmistir (Sekil 12).
Konsol ve numune birbirine su iginde yaklastiriimig, konsolun sudaki titresim spektrumu elde
edilmis ve sudaki rezonans frekansi belirlenmigtir (HITACHI 5100N'de Q egrisi 6lgimu). Daha
sonra tarama Tapping mod’ta disuk hizda (0.50 Hz) baslatilip bakteri hicrelerinin G¢ boyutlu
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goruntileri elde edilmistir (Sekil 13). Duzglin morfolojideki bakteri gorintileri alindiktan sonra
hicreler Gzerindeki belirli bélgelerde Sekil 13’te gorulduga gibi AFM adhezyon kuvveti élglimleri
gerceklestirilmistir (siyah + ile gdsterilen bolgeler). E. coli grubunda incelenen bir kosul i¢in en az
20 bakteri hicresi Uzerinde, B. subtilis grubunda incelenen her kosul i¢cin 10 bakteri hiicresi

Uzerinde AFM odlgumleri yapilmigtir.

Konsol tutucu

Konsol

Piezo tarayici

Ornek

Sekil 12. AFM dlgumleri igin 6n hazirliklar. a) Bakteriyel hucrelerin immobilize oldugu PLL kapli
mika disklerin AFM piezo tarayicisi Uizerine yerlestiriimesi ve b) diskler tzerine su koyulmasi, c)
konsolun tutucaya yerlestirilip AFM cihazina entegresi ve d) érnegin konsol ve dolayisi ile AFM
ucuna yaklastiriimasi
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Pull-off distances (m)

Sekil 13. AFM adhezyon kuvveti 6lgimi sematik gosterimi (Kaynak: Ordek, 2021). + ile verilen
yerler kuvvet dlgumlerinin yapildigi bolgeleri temsil etmektedir. Bir bolgeden bir adet geri-gekilme
egrisi alinip adhezyon piklerinin kuvvet degerleri belirlenmektedir.

3.7 Planktonik ve Biyofilmden-dagilmis Hiucrelerin Atomik Kuvvet Mikroskobu ile

Olgiilen Adhezyon Kuvvetlerinin Analizi
3.7.1 AFM geri-gekilme egrilerinin analizi

Adhezyon kuvveti olgimlerinin yapildigi her bélgeden 1 adet geri-cekilme edrisi elde
edilmektedir. AFM ile elde edilen adhezyon kuvvetleri, bakterilerin ylzeyinde bulunan
biyopolimerler aracihgiyla bir yizeye ilk tutunmalarindaki kuvvetleri temsil etmektedir.
Bakterilerin ylzey biyopolimerlerinin silikon nitrat AFM ucu yUzeyine su ortaminda tutundugu
(yapistigl) ve AFM ucu bakteri ylzeyinden geri cekilirken yapisan biyopolimerlerin belirli
mesafelerde AFM ucundan koptugu (pull-off), bu esnada da adhezyon pikleri olarak tasvir edilen
(AFM ucuna yapismis biyopolimerin AFM ucundan kopmasini saglayacak kuvvet degeri-pull-off
force) adhezyon kuvvetlerinin belirdigi tespit edilmistir. Calismamizda E. coli grubu icin en az
200 geri-cekilme egrisi, B. subtilis grubunda incelenen her kosul i¢in 100 geri-cekilme egrisi
analiz edilmistir. Geri-¢cekilme egrilerinin gosterdigi adhezyon piklerinin kuvvet degerleri (nN)
belirlenmig, ortalama, ortalamanin sapmasi, medyan ve mod degerleri hesaplanmistir (Tablo 1).
Her kosul icin incelenen bakteri hlcre sayisi, analiz edilen geri-cekilme egrisi sayisi ve

sonucunda elde edilen toplam adhezyon piki sayisi da Tablo 1’de verilmigtir.
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3.7.2 Ortalamasi hesaplanan adhezyon kuvvetlerinin istatistiksel Poisson analizi

AFM ucu ve bakteri ylzeyi arasinda Olgulen tum etkilesim kuvvetlerinin toplami, belirtilen geri-
cekilme egrilerinin analizi sonucunda bulunan ortalama adhezyon kuvvetidir. Bu toplam ortalama
kuvvetin spesifik ve spesifik-olmayan kuvvet bilesenlerine ayristirimasi AFM verilerinin
istatistiksel analizini gerektirmektedir. Ornegin, Poisson istatistiksel metodu ile cok sayida kuvvet
Olcimi yapmadan, boylelikle numuneye hasar vermeden toplam kuvvet bilesenlerine
ayristinlabilir (Gordesli ve Abu-Lail, 2012a; Park vd., 2014). Spesifik ve spesifik-olmayan
kuvvetlerin nicellestiriimesi ile bakteri hiicrelerinin bir ylizeye adhezyonunda etki eden Lifshitz-
van der Waals ve elektrostatik kuvvetler gibi numuneye spesifik-olmayan kuvvetler ya da ligand-
reseptdr ve hidrojen baglari kuvvetleri gibi numuneye spesifik olan kuvvetler hakkinda bilgi
sahibi olunabilir (Gordesli ve Abu-Lail, 2012a).

Poisson analizini gergeklestirebilmek icin iki temel varsayimda bulunulmasi gerekmektedir.
Bunlardan ilki olcllen adhezyon kuvvetinin silikon nitrat AFM ucu ve bakteri ylzey
biyopolimerleri arasindaki ayrik bag etkilesimlerinden kaynaklaniyor olmasidir. ikincisi ise; bu

baglarin rastgele olustugu ve bag kuvvetlerinin benzer degerlerde oldugudur. Dolayisi ile bir

bagin olusturdugu kuvvete Fi denilirse, Olcllen adhezyon kuvveti (F) , 1 adet bagin Fi

kuvvetlerinin toplami olacaktir (Esitlik-2).

F:nFl. )

E. coli-silikon nitrat ya da B. subtilis-silikon nitrat etkilesiminde ligand-reseptdr iligkisi olmadigi

icin buradaki Fi spesifik hidrojen bagi kuvvetini temsil etmektedir. Poisson olasilik
fonksiyonunu, bakteri-silikon nitrat sistemine uygularsak, fonksiyon Esitlik-3'te verildigi gibi

gOsterilecektir:

exp(—uF)
n! (3)

n

P(n; pp)=(pg|

P(n;pF) belirli bir degerde gbzlenen adhezyon kuvvetinin olasiligini, n bakteri-silikon nitrat

arasinda olusan bag sayisini, HF  ise bakteri yuzeyindeki bdlgelerde olglilen tim adhezyon
kuvvetlerinin ortalamasini (mean force) temsil etmektedir. Eger Poisson olasilik fonksiyonu

Olgulen adhezyon kuvvetlerinin olasilik histogramlarini ifade edebilirse (fitting), yani olusturulan
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histogramlar Poisson dagilimlari ise, Poisson dagiliminin “ortalama = varyans” ozelligi

kullanilabilecektir. Bu durumda, ortalama adhezyon kuvveti degeri, kuvvet degerlerinin

_ 2
varyansina esit olacaktir ( HF=0F ). Spesifik-olmayan kuvvetler (Fo) de hesaba
katildiginda, asagidaki esitlikler elde edilecektir.

Hp=H, FitE, 4)

2 2 =2
0p=0,F;=pp Fi—FF, (5)

2
Esitlik-5 kullanilarak, varyansa ( OF ) kargi ortalama kuvvet ( Hr ) dogrusu cizildiginde; egim
spesifik kuvveti ( Fi ), kesim noktasi ise spesifik ve spesifik-olmayan kuvvetlerin negatif

carpimint (- F!’FO ) verecektir. Poisson dagiliminin “ortalama = varyans” 06zelliginden
yararlanarak elde edilen esitlikler ile spesifik ve spesifik-olmayan kuvvetleri nicellestirebilmek
amaciyla ortalama adhezyon kuvveti degerleri ve bu kuvvet degerlerinin varyanslari planktonik
ve 5 yM SNP ile statik ve dinamik sistemlerde olusturulan biyofilmlerden dagilmis E. coli ve B.
subtilis hucreleri igin ayri ayri hesaplanmistir (Tablo 3). Daha sonra varyansa kargi ortalama

kuvvet dogrular gizilerek spesifik ve spesifik-olmayan kuvvetler nicellestiriimistir (Tablo 4).
4. BULGULAR

4.1 Eklenen SNP Konsantrasyonunun Statik Sistemde Biiyiitiilen E. coli ve B. subtilis

Biyofilmlerinin Dagilim Miktarlan Uzerindeki Etkisi

E. coli ve B. subtilis biyofilmleri olustuktan sonra NO donéri SNP'nin farkli konsantrasyonlarda
besiyerlerine eklenip 24 saat boyunca 37 °C’de inkubasyonu ile biyofilmlerin dagilim miktarlari
Uzerindeki etkisi statik sistemde test edilmistir. Sonuglarimiz, disik dozlarda (nanomolar ve
mikromolar seviyesinde) SNP'ye maruz kalan biyofilmlerin miktarlarinin 6nemli él¢cide azaldidini
go6stermistir (). Nanomolar-mikromolar seviyesinde SNP konsantrasyonu ilavesiyle biyofilmlerin
dagildiklar, besiyerlerinin bulaniklastigi yani biyofimden dagilan hucrelerin besiyerlerinde

olduklari g6ézlenmistir.
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Sekil 14. E. coli ve B. subtilis biyofilmlerinin farkli konsantrasyonlarda SNP ilavesiyle dagitiimasi
sonucunda kalan biyofilmlerin optik yogunluklarinin karsilastiriimasi

‘te goruldagi gibi E. coli biyofilmlerinin maksimum dagiimasi igin gerekli SNP konsantrasyonu 5
MM olarak belirlenmistir. Kontrol biyofilminin optik yodunlugu ile karsilagtirihinca 5 yM SNP
ilavesinin biyofilmi % 56 oraninda dagittigi hesaplanmigtir. 0.5 pM (500 nM), 2.5 yM, 50 uM ve
250 pyM SNP ilavelerinin ise sirasiyla % 48.5, % 54.5, % 50.5 ve % 51 oranlarinda biyofilmleri
dagittigr hesaplanmistir. B. subtilis biyofilmlerinin  maksimum dagilmasi i¢in gerekli SNP
konsantrasyonu 0.5 yM (500 nM) ya da 0.125 yM (125 nM) oldugu gdérulmektedir (). Kontrol
biyofilminin optik yogunlugu ile karsilastirilinca 0.5 pM (500 nM) ya da 0.125 pM (125 nM) SNP
ilavesinin B. subtilis biyofilmini % 45 oraninda dagittigi, 5 uM SNP ilavesinin ise % 37 oraninda
dagittigi  hesaplanmistir. Ancak projede Onerildigi Uzere, Gram-pozitif ve Gram-negatif
biyofiimden-dagdiimis bakteri hicreleri arasindaki karsilastirmalar her iki grup igin 5 yM SNP

ilavesiyle dagilmig B. subtilis ve E. coli hlcreleri Uzerinde yapilimistir.

Farkli konsantrasyonlarda SNP ilavesinin biyofiimden-dagiimis hicrelerin adhezyon kuvvetlerine
ve c-di-GMP miktarlarina etkisini arastirmak igin biyofilmlerden 0.5 uM (500 nM), 5 uM ve 50 uM

disuk dozlarda SNP ilavesiyle dagilmis E. coli hiicreleri segilmistir. Ozellikle E. coli hiicreleri
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Uzerinde yapilan ¢alismalar énemlidir. Bunun nedeni E. coli Gizerindeki ¢alismalarin genetik ve
molekiler yaklagsimlara daha az yatkin olan bakteriler i¢in de bir model olabilecedi duslncesidir
(Wood vd., 2009). 0.5 uM (500 nM), 5 pM ve 50 uM SNP konsantrasyonlarini segmemizin
nedeni ise, kademeli olarak SNP konsantrasyonundaki artisin biyofiimden-dagilmis hcreler
uzerindeki etkisini gorebilmek icindir. Ayrica, 0.5 yM SNP konsantrasyonu daha énce E. coli
biyofilmlerinin (Barraud vd., 2009b) ve P. aeruginosa biyofilmlerinin (Barraud vd., 2006)
maksimum dagiimasi i¢in 6nerilen en uygun diguk doz SNP konsantrasyonu olarak literatirde
verilmektedir. Ancak galismamizda, maksimum miktarda E. coli biyofilmi dagilimi (% 56) igin
belirlenen optimum SNP konsantrasyonu statik sistemde 5 yM SNP olarak belirlenmistir. Bu
sebeple, Ozellikle 0.5 pM ve 5 pM SNP ilavesiyle biyofimden-dagiimis E. coli hucrelerinin

adhezyon kuvvetlerinin karsilastirilmasi gerektigi distndlmuastir.

Biyofilmlerin dagilmasi i¢in kullanilacak optimum SNP konsantrasyonu, disuk doz (toksik
olmayan) SNP konsantrasyonlari arasinda maksimum biyofilm dagilimini saglayan SNP
konsantrasyonu olarak dugunilmektedir. Ancak, dagilan hucrelerin tekrar biyofilm
olusturabilecegi dusunudlirse, o6zellikle optimum SNP konsantrasyonlari olarak distnilen
konsantrasyonlarda biyofiimden-dagiimis hicrelerin adhezyon kapasitelerinin arastiriimasi ve
biyofilm olusumunun ilk basamaginda etki eden (nano-Olcekte) adhezyon kuvveti degerlerinin

belirlenmesi buylik dnem tasimaktadir.

Milimolar mertebesindeki yuksek SNP konsantrasyonlarinda ise hem E. coli hem de B. subtilis
biyofilmlerinde dagiimanin aksine artis gdzlenmistir. Bu durum daha énce Barraud vd. (2006)'nin
calismasinda da gézlenmistir. Yuksek SNP konsantrasyonlarinin biyofilm i¢in toksik etki yaptigi
ve bu etkiden korunmak icin biyofilmin asiri EPS tabakasi U(reterek miktarini artirdigi
dusunulmektedir. Yiksek dozlarda SNP ilavesinin biyofilm biyokltlesindeki artisa sebep
olmasina ragmen, bu gruplarin bulundugu kuyularda ¢ok az da olsa dagiimis hucrelere de
rastlanmistir. Biyofilmlerin ylUksek SNP konsantrasyonlarinda asin EPS tabakasi ureterek
blylimeye devam ettigi, ayni zamanda bazi bakteri hiicrelerinin de biyofilm toplulugundan
ayrildigi/dagildigi soylenebilir. Bu hicreler 6zellikle E. coli grubu icin 2.5 mM SNP’nin eklendigi
kuyularda, B. subtilis igin ise 25 mM SNP’nin eklendigi kuyularda gézlenmistir. Bunun sebebi,
2.5 mM veya 25 mM SNP konsantrasyonlarinda diger milimolar mertebesindeki yiksek SNP
konsantrasyonlarinda gdézlenenlerden daha az biyofilmin olusmasi olabilir (Sekil 14). Yiksek
dozlarda SNP ilavesinden sonra elde edilen bu tir biyofiimden-dagiimis hucrelerin, distk

dozlarda SNP ilavesinden sonra elde edilen biyofiimden-dagiimig hucrelere kiyasla farkh
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adhezyon Ozelliklerinin olup olmadigini arastirmak icin, 2.5 mM SNP konsantrasyonu ile

biyofiimden-dagilimis E. coli hiicreleri segilmistir.

Sonug olarak, statik sistemde uretilen Gram-negatif E. coli biyofilmlerinden 0.5, 5 ve 50 M
digslk dozda SNP ilavesiyle dagiimis hucreler ile 2.5 mM yuksek dozda (toksik) SNP ilavesiyle
dagiimis E. coli hicreleri, AFM ile adhezyon kuvvetleri dlgtimleri gibi daha detayl arastirma igin
secilmigtir. Statik sistemde Uretilen Gram-pozitif B. subtilis biyofiimlerinden 5 yM disik dozda
SNP ilavesiyle dagiimis hacreler, ayni konsantrasyonda biyofiimden-dagiimis Gram-negatif E.
coli hucreleri ile karsilastirma igin secilmistir. Biyofiimden-dagiimis hicreler Gzerindeki tim
bulgular planktonik muadilleri Gzerindeki bulgularla da karsilastiriimis, ilerleyen bdlimlerde

sunulmustur.

4.2 Eklenen SNP Konsantrasyonunun Dinamik Sistemde Biyiitiilen E. coli ve B. subtilis

Biyofilmlerinin Dagilimlan Uzerindeki Etkisi

Dinamik sistemde olusturulan E. coli biyofilminin dagiimasi sistemden 24 saat boyunca ayri ayri
0.5 uM SNP ve 5 uyM SNP iceren besiyerlerinin geciriimesiyle test edilmistir. Statik sistemde
oldugu gibi, dinamik sistemde de 5 uM SNP ilavesiyle E. coli biyofilminin 0.5 yM SNP ilavesine
kiyasla daha fazla dagildigi gozlenmigtir (Sekil 15). Dinamik sistemde olusturulan B. subtilis
biyofilminin dagilmasi ise sistemden 24 saat boyunca sadece 5 yM SNP iceren besiyerinin
geciriimesiyle test edilmistir. B. subtilis biyofilmi de yiksek oranda dagihm gdstermistir (Sekil
16). Dinamik sistemde gerceklestirilen tum deneylerden sonra atik sigsesindeki biyofilmden-

dagilmig hicreler incelenen her kosul icin santrifijlenerek elde edilmistir.
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Sekil 15. Dinamik sistemde akis hlicresinde olusturulan E. coli biyofilmi (A) ve sistemden 5 pM
SNP (B) ve 0.5 uM SNP (C) iceren besiyerleri gecirildikten sonra kalan biyofilmlerin floresan
mikroskop goruntuleri

Sekil 16. Dinamik sistemde akis hlcresinde olusturulan B. subtilis biyofilmi (A) ve sistemden 5
MM SNP (B) iceren besiyeri gegirildikten sonra kalan biyofilmin floresan mikroskop goruntuleri
4.3 Planktonik E. coli ve Farkh SNP Konsantrasyonu llavesi ile Statik ve Dinamik

Sistemlerde Biiyiitiilen E. coli Biyofilmlerinden Dagilmis Hiicrelerin AFM Goéruntiileri

ve AFM ile Olgiilen Adhezyon Kuvvetleri Dagilimlari

E. coli ile silikon nitrat AFM ucu arasindaki adhezyon kuvveti her kosul i¢cin en az 20 adet
(codunlukla canli) bakteri hiicresi lzerinde ve her bir bakteri ylizeyinde yaklasik olarak 9-12
bolgede su igerisinde olgllmustir. Olglimler éncesinde PLL kapl mika ylizeyine bakteriler
immobilize edilmis ve AFM ile su icerisinde dizgun morfolojideki goruntuleri elde edilmigtir (Sekil
17). Bu bakteriler Uzerinde AFM olcimlerinden elde edilen geri-gekilme egrilerinin gdsterdigi
adhezyon piklerinin kuvvet degerleri (nN) belirlenmis ve olasilik histogramlari hazirlanarak

heterojenlikleri Sekil 18 ve Sekil 19’da karsilastiriimigtir.

istatistiksel karsilastirmalar, planktonik hiicreler ile statik sistemde 5 pyM SNP ilavesiyle
biyofilmden-dagiimis hucrelerin AFM ile dlgulen ve olasilik dagilimlari verilen adhezyon kuvveti
degderlerinin birbirinden 6nemli dlgude farkli olmadigini géstermistir. Bu benzerlik ilgili htcreler
icin verilen adhezyon kuvvetlerinin dagilimlarindaki benzerlikten de anlasilabilir (Sekil 18 (A) ve
(C)). Ancak statik sistemde arastirilan diger kosullar igin dlgilen adhezyon kuvvetlerinin,
istatistiksel olarak ve 6nemli dl¢iide birbirinden ve planktonik hicreler igin bulunan adhezyon
kuvvetlerinden farkli olduklari bulunmustur (Dunn’s test, P <0.05). Karsilastinldiginda, en ylksek
heterojenlik ve/veya adhezyon kuvvetlerinin en genis dagihmi, statik sistemde buyutilen biyofilm

kaltdrine 2.5 mM toksik SNP eklendiginde dagilan hucreler icin gozlenmistir (Sekil 18 (E)),
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ardindan sirasiyla 0.5 pM (Sekil 18 (B)), 50 yM SNP (Sekil 18 (D)) ve 5 uM SNP (Sekil 18 (C))

eklendiginde elde edilen biyofiimden-dagdiimis hicreler igin gdzlenmigtir.

Planktonik hcreler igin elde edilen ve Sekil 18 (A)da dagilimlari verilen adhezyon kuvveti
degerleri ile dinamik sistemde olusmus biyofiimlerden 0.5 yM ve 5 yM SNP ilavesiyle dagiimis
E. coli hicreleri icin elde edilen ve Sekil 19°da olasilik dagilimlari verilen adhezyon kuvvetleri
karsilastirildiginda ise, planktonik ve 0.5 yM SNP ile dinamik biyofiimden dagilanlarin adhezyon
piklerinin kuvvet degerleri arasinda istatistiksel olarak bir fark olmadigi, ancak 5 yM SNP
ilavesiyle dinamik biyofiimden dagilanlarin ise istatistiksel olarak diger iki gruptan farkli oldugu
bulunmustur (Dunn’s test, P <0.05).

0.5 uM ve 5 uM SNP ile statik ve dinamik sistemlerde olusturulmus biyofiimlerden dagiimis
hicrelerin adhezyon kuvveti degerleri, statik ve dinamik kosul farkini gérmek amaciyla, kendi
aralarinda karsilastiriidiginda ise birbirinden istatistiksel olarak farkh olduklari her iki

konsantrasyon igin de ayri ayri gorilmuastir (Rank sum test, P = <0.001).
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Sekil 17. E. coli hiicrelerinin su altinda AFM ile elde edilen (¢ boyutlu gorintileri. A) Planktonik,
B) 0.5 uM, C) 5 uM, D) 50 uM ve E) 2.5 mM SNP ile statik biyofiimden-dagilmis hicreler; F) 0.5
MM ve G) 5 uM SNP ile dinamik biyofilmden-dagiimis hucrelerdir

50 25
mmmm Planktonik E. coli — Biofilmden-dagiimis E. coli
40 20 (0.5 uM SNP-Statik)
30 A 15 A
20 1 10 1
10 5
(A) (B)
0 w w w 0 w w w w w
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Adhezyon Kuvveti (nN) Adhezyon Kuvveti (nN)
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50 30
mmmm Biofilmden-dagiimis E. coli mmmm Biofilmden-dagiimis E. coli
40 | (5 uM SNP-Statik) 25 A (50 uM SNP-Statik)
20 +
30 1
15 A
20 A
10 A
10 A
5 4
(€) (D)
01— ‘ \ ‘ ‘ 0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4

Adhezyon Kuvveti (nN) Adhezyon Kuvveti (nN)

25

mmmm Biofilmden-dagiimis E. coli
(2.5 mM SNP-Statik)

15 4

10 A

(E)

0 1 2 3 4
Adhezyon Kuvveti (nN)

Sekil 18. Planktonik ve statik sistemde olusturulmus biyofiimlerden farkli konsantrasyonlarda
SNP ilavesiyle dagiimis E. coli hiucrelerin su icerisinde silikon nitrat AFM ucuna uyguladiklari
adhezyon kuvvetlerinin olasilik histogramlari

50 50
=== Biofilmden-dagiimis E. coli === Biyofilmden-dagiimis E. coli
40 (0.5 uM SNP-Dinamik) 40 - (5 uM SNP, Dinamik)
30 A 30
20 A 20 A
10 1 10 A
(A) (B)
0 w w \ ‘ : 0 w w w ‘ ‘
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Adhezyon Kuvveti (nN) Adhezyon Kuvveti (nN)

40



v

TUBITAK

Sekil 19. Dinamik sistemde olusturulmus biyofilmlerden farkli konsantrasyonlarda SNP ilavesiyle
dagilmig E. coli hicrelerin su icerisinde silikon nitrat AFM ucuna uyguladiklari adhezyon
kuvvetlerinin olasilik histogramlari

4.4 Planktonik B. subtilis ve 5 yM SNP ilavesi ile Statik ve Dinamik Sistemlerde

Buyutulen B. subtilis Biyofilmlerinden Dagilmis Hucrelerin AFM Goruntuleri ve AFM

ile Olgiilen Adhezyon Kuvvetleri Dagilimlari

B. subtilis ile silikon nitrat AFM ucu arasindaki adhezyon kuvveti her kosul i¢in 10 adet
(cogunlukla canh) bakteri hiicresi Gzerinde ve her bir bakteri ylzeyinde 10 boélgede su icerisinde

dlctlmustir. Olgiimler dncesinde PLL kapli mika yiizeyine bakteriler immobilize edilmis ve AFM

ile su igerisinde diizgiin morfolojideki gorlntileri B. subtilis icin de elde edilmistir (Sekil 20).

Sekil 20. B. subtilis hicrelerinin su altinda AFM ile elde edilen Ug¢ boyutlu goérintileri. A)
Planktonik, B) 5 uM SNP ile statik biyofiimden-dagiimis, C) 5 uM SNP ile dinamik biyofiimden-
dagiimis hdcrelerdir

Planktonik, 5 uM SNP ile statik biyofiimden-dagiimis ve 5 yM SNP ile dinamik biyofilmden-

dagiimis B. subtilis hicreleri icin AFM dlgimlerinden elde edilen geri-cekilme egrilerinin
goOsterdigi adhezyon piklerinin  kuvvet degerleri (nN) belirlenerek olasilik histogramlari
hazirlanmis ve heterojenlikleri karsilastinimistir. En ylksek heterojenlik ve/veya adhezyon
kuvvetlerinin en genis dagilimi planktonik B. subtilis hiicreleri igin gézlenmistir (Sekil 21 (A)),
ardindan sirasiyla 5 yM SNP ile statik biyofiimden-dagiimis hticreler (Sekil 21 (B)) ve 5 yM SNP
ile dinamik biyofilmden-dagilmis hicreler (Sekil 21 (C)) icin gézlenmistir. Ayrica B. subtilis igin
incelenen tum kosullarda olgulen adhezyon kuvvetlerinin, istatistiksel olarak ve dnemli dlglide

birbirinden farkh olduklari bulunmustur (Dunn’s test, P <0.05).
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25

30
m== Planktonik B. subtilis wmmmm Biyofimden-dagiimis B. subtilis
20 A 25 1 (5 uM SNP-Statik)
15 1 20 A
15 A
10 1
10 A
5 -
5 4
(A) (B)
0 = ‘ ‘ ‘ ‘ 0 L ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Adhezyon Kuvveti (nN) Adhezyon Kuvveti (nN)
60
] Biyofilmden-dagilmis B. subtilis
50 - (5 uM SNP-Dinamik)
40 A
30 A
%
N
o
10 A %
o
0 1 2 3 4

Adhezyon Kuvveti (nN)

Sekil 21. Planktonik ve biyofilmlerden 5 uM SNP ilavesiyle dagiimis B. subtilis hicrelerinin su
icerisinde silikon nitrat AFM ucuna uyguladiklari adhezyon kuvvetlerinin olasilik histogramlari

4.5 Planktonik E. coli ve Farkli SNP Konsantrasyonu ilavesi ile Statik ve Dinamik
Sistemlerde Bilyiitiilen E. coli Biyofilmlerinden Dagilmis Hiicrelerin AFM ile Olgiilen

Adhezyon Kuvvetleri Degerleri

Silikon nitrat AFM uglari ile planktonik ve biyofilimden-dagiimis E. coli hiicreleri arasinda élgllen
ve olasilik dagilimlari verilen (Sekil 18 ve Sekil 19) adhezyon kuvvetlerinin ortalama, medyan ve
mod degerleri hesaplanip, statik ve dinamik biyofilm kdltirlerine eklenen SNP
konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak Tablo 1‘de sunulmustur. Planktonik E. coli hicreleri ile
statik sistemde 5 yM SNP ilavesiyle biyofiimden-dagiimis hicreler ve dinamik sistemde 0.5 uM

SNP ile biyofiimden-dadiimis hicreler icin dagilimlari verilen adhezyon kuvvetleri
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karsilastirildiginda istatistiksel olarak adhezyon kuvvetleri arasinda bir 6nceki bdélimde
sunuldugu Uzere bir fark bulunmamistir. Bu gruplar i¢in bulunan adhezyon kuvvetlerinin
ortalama (0.347 nN, 0.358 nN, 0.327 nN) ve medyan (0.233 nN, 0.220 nN, 0.226 nN)
degerlerinin de beklenildigi Uzere birbirlerine ¢ok yakin degerler oldugu goériimugtir. Ayrica
incelenen kosullar arasinda gbézlenen en dusiuk ortalama ve medyan adhezyon kuvveti
degerleridir (Tablo 1).

En ylksek ortalama ve medyan adhezyon kuvveti degerleri ise statik sistemde bulyutllen
biyofilm kaltirine 2.5 mM toksik SNP konsantrasyonu eklendiginde dagilan hucreler igin
g6zlenmistir (0.917 nN, 0.720 nN), ardindan sirasiyla statik sistemde 0.5 yuM SNP (0.799 nN,
0.526 nN), 50 uM SNP (0.594 nN, 0.436 nN) ve dinamik sistemde 5 yM SNP (0.406 nN, 0.302
nN) eklendiginde elde edilen biyofiimden-dagiimis hicreler igin gdzlenmistir (bu hicreler igin
Olcilen adhezyon kuvvetlerinin, istatistiksel olarak birbirinden ve planktonik hicreler i¢in bulunan

adhezyon kuvvetlerinden farkl olduklari bulunmustur).

incelenen tiim gruplar igin AFM ile dlglilen adhezyonlarin siddeti veya giicii (adhesion strength)
adhezyon kuvvetlerinin ortalama ve medyan degerleri ile dlgtlmektedir. Adhezyon kuvvetlerinin
mod dederleri ise, her grup icin elde edilen veri setlerindeki en c¢ok tekrarlanan degeri
gOstermektedir. Buna gore, mod degerleri karsilasgtirildiginda, en yuksek deger beklenildigi
uzere statik sistemde buyutulen biyofilm kultarine 2.5 mM toksik SNP eklendiginde dagilan
hicreler igin goézlenmistir (Tablo 1). Ancak her grup icin elde edilen veri setleri yani adhezyon
pikleri sayilari ¢ok farkli oldugundan ve elde edilen verilerdeki heterojenlik ¢ok ylksek
oldugundan, mod de@eri karsilastirmalari yaniltici olabilir. Bu sebeple, adhezyon piklerinden
elde edilen adhezyon kuvvetlerinin olasilik dagilimlari karsilastirmalarinin sonuclarimizi daha
dogru ifade ettigi dustnulmektedir.
4.6 Planktonik B. subtilis ve 5 pM SNP ilavesi ile Statik ve Dinamik Sistemlerde
Biiyiitiilen B. subtilis Biyofilmlerinden Dagilmig Hiicrelerin AFM ile Olgiilen

Adhezyon Kuvvetleri Degerleri

Planktonik B. subtilis hucreleri ile statik ve dinamik sistemlerde 5 uM SNP ilavesiyle
biyofilmlerden dagilmis B. subtilis hicreleri igin olasilik dagihmlari verilen (Sekil 21) adhezyon
kuvvetlerinin ortalama, medyan ve mod de@erleri hesaplanmis Tablo 1‘de sunulmustur. En
yuksek ortalama ve medyan adhezyon kuvveti dederleri planktonik B. subtilis hicreleri igin
go6zlenmistir (0.896 nN, 0.665 nN), ardindan statik sistemde 5 yM SNP eklendiginde elde edilen
biyofiimden-dagiimis hicreler (0.284 nN, 0.201 nN) ve dinamik sistemde 5 pM SNP
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eklendiginde elde edilen biyofiimden-dagilmis hicreler (0.122 nN, 0.085 nN) icin sirasiyla
g6zlenmistir (B. subtilis igin incelenen tim kosullarda oélgllen adhezyon kuvvetlerinin, istatistiksel

olarak farkl olduklari bulunmustur).

Mod degerleri karsilastirildiginda ise, en dusuk deder dinamik sistemde 5 yM SNP ilavesiyle
biyofiimden-dagiimis B. subtilis hucreleri igin bulunmustur. Planktonik B. subtilis ve statik
sistemde 5 yM SNP ilavesiyle biyofimden-dagilimis B. subtilis hicreleri i¢cin bulunan adhezyon
kuvvetlerinin mod degderlerinin benzer oldugu sdylenebilir (Tablo 1). Adhezyon piklerinden elde
edilen adhezyon kuvvetlerinin olasilik dagilimlari kargilastirmalarinin sonuglarimizi daha dogru

ifade ettigi dustnulmektedir.

4.7 Planktonik ve Farkh Konsantrasyonlarda SNP ilavesi ile Statik ve Dinamik
Sistemlerde Biyiitiilen Biyofilmlerinden Dagilmis E. coli ve B. subtilis Hucrelerinin
c-di-GMP Miktarlari

Planktonik E. coli ve B. subtilis hicrelerinin ve farkli konsantrasyonlarda besiyerlerine SNP
ilavesiyle statik ve dinamik sistemlerde buyutilmus E. coli ve B. subtilis biyofilmlerinden dagiimis
hicrelerin icerdikleri c-di-GMP konsantrasyonlari HPLC ile él¢iimUs ve hicrelerin toplam protein

miktarlari ile normalize edilerek pmol/mg cinsinden ortalama degerleri hesaplanmistir (Tablo 1).

Tablo 1’e bakildiginda statik biyofilimden-dagilmis E. coli hicrelerinin c-di-GMP miktarlarinin
planktonik E. coli hucrelerine kiyasla daha fazla oldugu goérulmektedir. E. coli igin arastirdigimiz
kosullar arasinda, en yuksek c-di-GMP miktari statik sistemde buyUtllen biyofilm kultiriine 2.5
mM toksik SNP eklendiginde dagilan hicreler i¢in gézlenmistir (67.3 pmol c-di-GMP/mg protein),
ardindan sirasiyla statik sistemde 50 yM SNP (24.2 pmol/mg), 0.5 pM SNP (19.6 pmol/mg), 5
MM SNP (12.8 pmol/mg) eklendiginde elde edilen biyofimden-dagiimis hicreler igin ve
planktonik hicreler (8.4 pmol/mg) icin gdzlenmigstir. Bu hicrelerin igerdigi c-di-GMP miktarlari ve
Olcllen adhezyon kuvvetlerinin ortalama veya medyan dederleri arasinda yani hucrelerin

adhezyon siddetleri/gUgleri arasinda pozitif bir iliski oldugu sdylenebilir.

Dinamik sistemde olusturulmus biyofilmden-dagiimis E. coli hiicrelerinin c-di-GMP miktarlarinda
ise planktonik hlcrelere kiyasla dusls goézlenmektedir. Dinamik sistemde 0.5 yM SNP
eklendiginde elde edilen biyofiimden-dagiimis E. coli hicrelerinin igerdigi c-di-GMP miktari (8.2
pmol/mg) ile planktonik E. coli hucrelerinin c-di-GMP miktarlari arasinda istatistiksel bir fark
gbzlenmemistir. incelenen gruplar arasinda en disik c-di-GMP miktari (6.5 pmol/mg) iceren
hucrelerin ise dinamik sistemde 5 yM SNP eklendiginde elde edilen biyofiimden-dagiimis E. coli

hicreleri oldugu goérilmustar (Tablo 1).
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Planktonik B. subtilis hicrelerinin c-di-GMP miktarinin 15.3 pmol/mg oldugu gértlmustir. Statik
ve dinamik sistemde 5 pM SNP eklendiginde elde edilen biyofimden-dagiimis B. subtilis
hicrelerinin igerdikleri c-di-GMP miktarlari (8.3 ve 7.0 pmol/mg) planktonik B. subtilis hiicrelerine
kiyasla ¢ok daha azdir. Bu hicrelerin igerdigi c-di-GMP miktarlari ve d&lgilen adhezyon
kuvvetlerinin  ortalama veya medyan degerleri arasinda yani huicrelerin  adhezyon

siddetleri/gUgleri arasinda pozitif bir korelasyon goérilmektedir (Tablo 1).
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Tablo 1. Planktonik htcrelerin ve SNP ilavesi ile statik ve dinamik sistemlerde buyutllen
biyofilmlerden dagiimis hicrelerin AFM ile dlgilen adhezyon kuvvetlerinin ortalama, medyan ve
mod degerleri, analiz edilen geri-cekilme egrisi ve elde edilen toplam adhezyon piki sayilari.
Ayrica hicrelerin icerdigi c-di-GMP miktarlari da sunulmustur.

E coli Planktonik Biyofilmden-Dagilmig Hicreler
(ATCC 25404) hiicreler Statik Sistem Dinamik Sistem
Eklenen SNP

0 pM 05pM  S5pM S50pM 25mM | 0.5 pM 5 pM
Konsantrasyonu
Ortalama (nN) 0.347 0.799 0.358 0.594 0.917 0.327 0.406
SEM (nN) 0.008 0.019 0.011  0.011 0.017 0.008 0.018
Medyan (nM) 0.233 0.526 0220 0.436 0.720 0.226 0.302
Mod (niN) 0.070 0108 0050 0.126 0.659 0.090 0.030
Pik sayisi 1702 1615 856 2760 1974 1300 358
Geri-cekilme
aijrisi sayis| 225 225 225 350 240 200 200
Hiicre sayisi 25 25 25 35 25 20 20
c-di GMP
(pmol/mg) 8.4 19.6 12.8 242 67.3 82 65
Standart Sapma
(pmol/mg) 0.5 32 0.9 0.3 0.4 0.5 04
BE. subfilis Planktonik Biyofilmden-Dagilmis Hicreler
(ATCC 6633) hiicreler Statik Sistem Dinamik Sistem
Eklenen SNP 0 ulM 5 ulM 5 uM
Konsantrasyonu H H H
Ortalama (nN) 0.896 0.284 0122
SEM (nN) 0.025 0.013 0.007
Medyan (nM) 0.665 0.201 0.085
Mod (nM) 0.165 0.183 0.040
Pik sayisi 916 457 148
Geri-cekilme
edrisi sayisi 100 100 100
Hiicre sayisi 10 10 10
c-di GMP
(pmol/mag) 153 8.3 7.0
Standart Sapma
(pmolimg} 35 1.2 1.0
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4.8 Planktonik ve 5 uM SNP ilavesi ile Statik ve Dinamik Sistemlerde Biiyiitiilen
Biyofilmlerden Dagilmig E. coli ve B. subtilis Hiicre Katmanlari Uzerinde Olgiilen

Temas Acilari ve Hesaplanan Yiizey Gerilimleri

Su ve diiyodometanin temas acilari planktonik ve 5 uyM SNP ilavesiyle statik ve dinamik
sistemlerde buydtilen biyofilmlerden dagilmis E. coli ve B. subtilis bakteri katmanlari tzerinde

dlgtlmustar. Olgllen temas agilari ve termodinamik-tabanli harmonik ortalama modeli (HM

modeli) kullanilarak, incelenen bakterilerin apolar (ysd ) ve polar (yf) ylzey gerilimi bilesenleri ile
polariteleri hesaplanmistir (Tablo 2).

Tablo 2’'de E. coli icin sunulan apolar ylzey gerilimi bilesenlerine bakildiginda, dinamik kosulda
olusmus biyofilmden 5 uM SNP ilavesiyle dagiimis E. coli hicrelerinin (28.9 mJ/m?) sirasiyla 5
uM SNP ilavesiyle statik biyofimden-dagiimis (26.4 mJ/m?) ve planktonik E. coli hiicrelerine
(20.1 mJ/m?) kiyasla apolar ylizey gerilimi bileseninin daha yliksek oldugu goriilmektedir. Bu
durum dinamik biyofilmden-dagilmis E. colinin incelenen diger E. coli hicrelerine kiyasla
ylzeyinde daha az polar grup oldugunu ve dolayisi ile en ylksek hidrofobisiteye sahip oldugunu
goOstermektedir. Bu ayni zamanda, hicrelerin polarite degerlerinden de anlasilabilir. Polarite, bir
ylzeyin ne kadar polar oldugunun bir élgtistidlr ve bir bakteri ylizeyinde bulunan polar gruplarin
miktarini belirlemek igin kullaniimaktadir (Park ve Abu-Lail, 2011). Sonuclarimiza goére, E. coli
uzerinde mevcut olan en yuksek polarite ve dolayisiyla en yuksek polar grup miktar sirasiyla
planktonik (0.717), 5 uM SNP ile statik biyofiimden-dagiimis (0.632) ve 5 yM SNP ile dinamik
biyofimden-dagiimis E. coli  (0.602) icin gozlenmigtir. Polar moleklller suda kolayca
¢obziundukleri veya dogada hidrofilik olduklari igin, planktonik E. coli igin hesaplanan en yuksek
polarite, en duguk hidrofobisiteye sahip olan hicre grubu oldugunu gostermektedir. Bagka bir
ifadeyle, 5 yM SNP ile dinamik biyofiimden-dagiimig E. coli i¢in bulunan en diguk polarite en

yuksek hidrofobik ylzey 6zelligine sahip oldugunu géstermektedir.

B. subtilis igin ise, Tablo 2‘de sunulan sonuglarimiza gore, en ylksek hidrofobisite anlamina
gelen en dislk polarite 5 uM SNP ile statik biyofilmden-dagiimis B. subtilis hlcreleri igin (0.577)
bulunmustur. Daha sonra sirasi ile planktonik ve dinamik biyofimden-dagiimis B. subtilis
hicreleri igin gelmektedir (0.639 ve 0.654). Genel olarak yorumlamak gerekirse, Ozetle
biyofiimden-dagdiimis hicrelerin planktonik hicrelere kiyasla daha hidrofobik oldugu ancak bu
durumun biyofilmin olustugu statik veya dinamik kosula ayrica bakteri tlirine gore degisebilecegi

soylenebilir.
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Tablo 2. Planktonik ve 5 uM SNP ilavesi ile statik ve dinamik sistemlerde buydtilen
biyofilmlerden dagilmis E. coli ve B. subtilis hicre katmanlari Uzerinde O&lgulen su ve
diiyodometan temas acilari ve HM modeli kullanilarak hesaplanmis apolar ve polar bakteriyel
yuzey gerilimi bilesenleri

E. coli Planktonik Biyofilmden-Dadilmis Hicreler
(ATCC 25404) hiicreler Statik Sistem Dinamik Sistem
Konsanirasyonu | OHM 5 5
Osu 131207 128+10 127140
Opiyodometan 73.0+£0.1 588+02 533+02
e 20.1 26.4 28.9
i 50.9 45 4 437
v, =y +¥F 71.0 71.8 726
Polarite = 77 1y, 0717 0.632 0.602

4.9 B subfilis Planktonik Biyofilmden-Dadilimis Hlcreler
(ATCC 6633) hicreler Statik Sistem Dinamik Sistem
Konsanirasyonu | OHM 5 5
Osu 143+£13 118206 156+11
Opiyodometan 60.4 +0.1 483 +0.1 63.2+07
ol 257 31.2 24 4
' 455 425 46 1
v, =y +¥F 71.2 73.7 70.5
Polarite = 37 [y, 0.639 0577 0.654

Planktonik ve 5 pM SNP ilavesi ile Statik ve Dinamik Sistemlerde Biiyiitiilen
Biyofilmlerden Dagilmis E. coli ve B. subtilis Hiicrelerinin AFM ile Olgiilen ve
Ortalamasi Hesaplanan Adhezyon Kuvvetlerinin Poisson Analizi ile Spesifik ve

Spesifik-Olmayan Bilesenlerine Ayristiriimasi

Planktonik E. coli ve B. subtilis hucreleri ile statik ve dinamik sistemlerde buyutilmuis
biyofilmlerden besiyerlerine 5 yM SNP ilavesiyle dagilmis E. coli ve B. subtilis hicrelerinin AFM
ile 6lcllen ve (%) olasilik dagihmlari verilen adhezyon kuvvetlerinin Poisson dagilimi ile de ifade
edilebilecegi (minimum R? = 0.76) Sekil 22’de gosterilmistir.
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incelenen bakteri hiicrelerinin su icerisinde silikon nitrat AFM ucuna uyguladiklari adhezyon
kuvvetlerinin ortalamalari ve varyanslari; E. coli grubu i¢in incelenen her kosulda 20 adet bakteri
hicresi Uzerinde, B. subtilis grubu igin incelenen her kosulda 10 adet bakteri hlicresi Uzerinde

2
hesaplanmis ve Tablo 3’te sunulmustur. Daha sonra varyansa ( OF ) kargl ortalama kuvvet (

Hr ) dogrularn cizilerek spesifik ( Fi ) ve spesifik-olmayan kuvvetler (Fo) hesaplanmistir
(Sekil 23 ve Sekil 24, Tablo 4). Poisson dagiliminin “ortalama = varyans” &zelliginden
yararlanarak elde edilen egitlikler ile spesifik ve spesifik-olmayan kuvvet degerleri

nicellestirilmigtir.

AFM ile élcllmis ortalama adhezyon kuvveti degerleri Poisson analizi ile bilesenlerine (spesifik
ve spesifik-olmayan kuvvet bilesenleri) ayristinimistir. Dolayisi ile, teoride bu bilesenler
toplandiginda yine AFM ile élglilmus ortalama adhezyon kuvveti degerlerini vermelidir. Bagka bir
ifadeyle, Poisson analizi ile kuvvet bilesenlerine ayristirma isleminin basarisi, bu toplam kuvvet
degerleri ile AFM ile olgulen ortalama adhezyon kuvveti degerleri arasindaki % farka
baglidir.Tablo 4’te goruldigu gibi planktonik E. coli ve B.subtilis hicreleri icin yapilan Poisson
analizlerinin digerlerlerine kiyasla daha dodru sonuglar verdigi soylenebilir. Ayrica statik ve
dinamik sistemlerde 5 yM SNP ilavesiyle biyofiimden-dagdiimis E. coli ve statik sistemde 5 yM
SNP ilavesiyle biyofiimden-dagilmis B. subtilis i¢in bulunan % fark degerleri de literatirdeki
benzer galismalar sonucunda bulunan maksimum % fark degerlerine oldukga yakindir. Ornegin,
daha 6nceki calismamizda farkl sicakliklarda buydtilen L. monocytogenes hicrelerinin Poisson
analizi ile bulunmus spesifik ve spesifik-olmayan kuvvet bilesenleri toplandiginda, AFM ile
Olgulmus adhezyon kuvvetlerinden maksimum % 23 farkla ytksek oldugu gorilmustir (Gordesli
ve Abu-Lail, 2012a). Dinamik sistemde olusmus biyofiimden 5 uM SNP ilavesiyle dagiimis B.
subtilis i¢in bulunan % 38 fark ise diger gruplara kiyasla yuksektir. Ancak bu grup igin ayrigtirilan
kuvvet deg@erleri kendi icinde degerlendirilebilir; Poisson analizine goére % 62 ihtimalle (%100-
%38) dinamik sistemde olusmus biyofimden dagilan B. subtilis hicrelerinin spesifik adhezyon
kuvvetleri, spesifik-olmayan adhezyon kuvvetlerinden yiiksektir. Ozetle, Poisson analizleri
sonucunda incelenen her grup icin bakterilerin silikon nitrat yuzeyine ilk tutunmasinda etki eden
spesifik hidrojen bagdi kuvvetlerinin spesifik-olmayan fizyokimyasal kuvvetlerden daha etkili

oldugu goérulmugtur (Tablo 4).

Tablo 4’teki verileri E. coli gruplari arasinda karsilastirdigimizda ise, en yuksek adhezif spesifik

kuvvetin (0.350 nN) statik biyofiimden 5 yM SNP ile dagilmis E. coli hicreleri igin hesaplandigi
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goérulmuistir. Ardindan sirasiyla dinamik sistemde biyofimden 5 uM SNP ile dagiimis E. coli
hicreleri icin hesaplanan deger (0.218 nN) ve planktonik E. coli igin hesaplanan spesifik kuvvet
degderi (0.206 nN) gelmektedir. En yuksek adhezif spesifik-olmayan kuvvet degeri (0.126 nN) ise

dinamik sistemde biyofilmden 5 uM SNP ile dagiimis E. coli hiicreleri igin gdzlenmisgtir.

B. subtilis i¢in ise, en yuksek adhezif spesifik kuvvet degeri (0.569 nN) ve spesifik-olmayan
kuvvet degeri (0.408 nN) planktonik hicreler igin gdzlenmistir. Ardindan statik ve dinamik
sistemlerde biyofiimlerden 5 uM SNP ile dagiimis B. subtilis hiicreleri igin sirasiyla gézlenmistir
(0.128 nN ve 0.052 nN).

Planktonik B. subtilis hicrelerinin planktonik E. coli hicrelerine kiyasla spesifik ve spesifik-
olmayan adhezyon kuvvetleri bilesenleri (0.569 nN ve 0.408 nN) ile AFM ile élglimis toplam
adhezyon kuvveti degeri (0.896 nN) oldukga yiksek bulunmustur. Statik veya dinamik
sistemlerde biyofiimlerden 5 pM SNP ile dagilmis B. subtilis hicrelerinin ise 5 yM SNP ile
biyofilmden-dagiimis E. coli hiicrelerine kiyasla spesifik ve spesifik-olmayan adhezyon kuvvetleri

degerleri ve toplam adhezyon kuvvetleri daha dusuktir.

Tdm bulgularimiz bir sonraki bélimde literatirdeki bilgiler isiginda tartisiimistir.
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Sekil 22. Planktonik ve 5 uM SNP ilavesiyle statik ve dinamik sistemlerde olusmus E. coli ve B.
subtilis biyofilmlerinden dagilan bakteriyel hicrelerin su igerisinde silikon nitrat AFM ucuna
uyguladiklar adhezyon kuvvetlerinin Poisson dagilimlari
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Tablo 3. Planktonik E. coli ve B. subtilis hicreleri ile statik ve dinamik kosullarda olusmus
biyofilmlerden besiyerlerlerine 5 yM SNP ilavesiyle dagilan E. coli ve B. subtilis hlicrelerinin su
icerisinde silikon nitrat AFM ucuna uyguladiklari adhezyon kuvvetlerinin ortalamalari ve
varyanslari

Planktonik Statik Biyofilmden- Dinamik
V E. coli dagilmis E. coli Biyofilmden-
Huicre No : gimis £ dagiimis E. coli
Hg 0% He Oi- Hg 0‘%
1 0525  0.099 0213 0.063 0.814 0177
2 0.412  0.057 0.180 0.008 0.839 0.192
3 0.400  0.054 0.283 0.079 0.602 0.124
4 0.177  0.036 0.319 0.067 0.289 0.021
5 0.189  0.011 0.377 0.116 0.410 0.032
6 0250  0.017 0.459 0.138 0.297 0.019
7 0219  0.018 0.109 0.002 0.260 0.027
8 0.237  0.020 0.094 0.001 0.233 0.008
9 0.300  0.014 0.354 0.058 0.956 0.127
10 0.118  0.001 0.382 0.110 0.053 0.001
11 0.259  0.053 0.222 0.018 0.220 0.003
12 0.296  0.024 0.290 0.079 0.278 0.043
13 0.551 0.076 0.527 0.152 0211 0.023
14 0.527  0.079 0.482 0.113 0.227 0.034
15 0.255  0.030 0.427 0.091 0.410 0.032
16 0210  0.011 0.457 0.135 0.346 0.071
17 0.164  0.012 0.412 0.121 0.260 0.027
18 0.208  0.028 0.452 0.126 0.290 0.052
19 0.175  0.012 0.408 0.115 0.612 0.120
20 0.488  0.103 0.434 0.095 0.510 0.082
Planktonik Statik Biyofilmden- Dinamik
" B. subtilis dagiimis B.subtilis Biyofilmden-
Hiicre No : gimis & dagilmis B. subtilis
Hp Gi- Hp Oi- He Oi
1 1249 0.351 0261 0.021 0.203 0.007
2 0.994  0.338 0.317  0.030 0.143 0.006
3 0.825 0.176 0.432 0.038 0.128 0.007
4 1435  0.689 0.429  0.052 0.094 0.003
5 0.464  0.049 0.218  0.013 0.092 0.005
6 0.589  0.152 0.192  0.016 0.047 0.001
7 0.754  0.234 0.193  0.017 0.051 0.000
8 0.557  0.041 0.285 0.024 0.096 0.003
9 0.642  0.146 0.273  0.030 0.189 0.009
10 0.918  0.298 0.261  0.021 0.180 0.009
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Sekil 23. Planktonik ve biyofiimlerden 5 yM SNP ilavesiyle dagilmis E. coli hiicrelerinin su
icerisinde silikon nitrat AFM ucuna uyguladiklari adhezyon kuvvetlerinin varyanslarina karsi
cizilen ortalama kuvvet dogrulari
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Sekil 24. Planktonik ve biyofilmlerden 5 yM SNP ilavesiyle dagiimis B. subtilis hucrelerinin su
icerisinde silikon nitrat AFM ucuna uyguladiklari adhezyon kuvvetlerinin varyanslarina karsi
cgizilen ortalama kuvvet dogrulari
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Tablo 4. Planktonik hticreler ile statik ve dinamik kosullarda 5 uM SNP ilavesiyle biyofilmlerden-
dagiimis (B-D) E. coli ve B. subtilis hucrelerinin su igerisinde silikon nitrat AFM ucuna
uyguladiklari ortalama adhezyon kuvvetleri ve Poisson analizi ile bulunan spesifik ve spesifik-
olmayan adhezyon kuvveti bilegenleri. Ayrica spesifik ve spesifik-olmayan kuvvet bilesenlerinin
toplaminin AFM ile dlgulen ortalama adhezyon kuvveti de@erleri ile karsilastirmasi (% fark)
verilmigtir.

AFM ile Poisson Poisson analizi Poisson analizi AFM ile 6l¢iilen ve
Olciilen analizi ile ile belirlenen ile  belirlenen Poisson analizi ile
ortalama belirlenen spesifik- toplam kuvvet belirlenen  toplam
adhezyon spesifik olmayan kuvvet E. kuvvet  arasindaki
kuvveti F. ( F ) (') + % fark
kuvvet (! 0 ( F )
) 0
Planktonik 0.347 nN 0.206 nN 0.115nN 0.321 nN %8
E.coli
Sgat;l;l?—D 0.358 nN 0.350 nN 0.103 nN 0.453 nN % 26
g“;‘;‘glk B-D 19406 nN 0.218 N 0.126 1N 0.344 1N % 18
Planktonik 0.896 nN 0.569 nN 0.408 nN 0.977 nN %9
B. subtilis
Statik B-D 0.284 N 0.128 nN 0.082 nN 0.210 nN % 26
B. subtilis
Dinamik B-D | 157 0.052 nN 0.023 nN 0.075 nN % 38
B. subtilis
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5. TARTISMA

5.1 Planktonik ve Statik Sistemde Biyiutiilen Biyofilmlerden Dagilmis E. coli ve B.
subtilis Hicrelerinin Nano-6lgekteki Yiizeye Adhezyon Kapasitelerinin Dagilim igin

Kullanilan SNP Konsantrasyonu ve Hiicre igi c-di-GMP Miktari ile iligkisi

Bakterilerin ylzeyinde bulunan biyopolimerlerin bir yuzeye ilk tutunmay! saglayan baglanma
yapilari olarak gérev yaptiklari distntlmektedir (Boonaert vd., 2000; Camesano ve Abu-Laill,
2002; Dorobantu vd., 2009; Dufrene, 2004; Park ve Abu-Lail, 2011; Gordesli ve Abu-Lail, 2012a,
2012b, 2012c, Gordesli-Duatepe vd., 2020). AFM ile elde edilen nano-6lgcekteki adhezyon
kuvvetleri, bakterilerin ylzeyinde bulunan biyopolimerler araciligiyla bir yuzeye ilk
tutunmalarindaki kuvvetleri temsil etmektedir. Baska bir ifadeyle, AFM tarafindan olcllen her bir
adhezyon kuvvetinin degeri, AFM ucu ile bir ylzey biyopolimeri ve/veya bakteri yuzeyindeki bir
grup molekul arasindaki bir yapisma olayini temsil etmektedir. Gram-negatif E. coli ylizeyinde
bulunan fimbria, pili gibi uzantisal yapilarin ve polisakkaritlerin, lipopolisakkaritlerin (LPS) ve
proteinlerin bu bakterinin bir ylizeye adhezyonunda etki ettigi bilinmektedir (Walker vd., 2004;
Van Houdt ve Michiels, 2005; Hamadi vd., 2008). Benzer sekilde, Gram-pozitif B. subtilis
yuzeyinde bulunan peptidoglikan tabakasi, proteinler, polisakkaritler, teikoik asit ve lipoteikoik
asit gibi biyopolimerlerin de bu bakterinin ylzeye adhezyonunda etki ettigi rapor edilmistir
(Archibald vd. 1989; Driks, 1999; Hayhurst vd., 2008). Dolayisi ile bir grup bakteri ylzeyinden
elde edilen adhezyon kuvvetlerinin degerlerindeki heterojenlik, bu bakteri hicrelerinin tUzerinde
bulunan ylUzey biyopolimerlerinin heterojenliklerini karsilastirmak igin de kullanilabilir. Bakteri
yuzeyi ne kadar yuksek yogunlukta ve/veya ne kadar cesitli adhezif biyopolimerlerle kapliysa,

AFM ile elde edilen adhezyon kuvvetlerinin heterojenlikleri de o kadar ylksek olacaktir.

AFM ile kuvvet verilerinden elde ettigimiz heterojenligin temel sebebinin biyopolimer
cesitliliginden cok belirli biyopolimerlerin miktariyla ve/veya hicre yuzeyindeki yogunluguyla
iliskili oldugu planktonik htcreler igin tarafimizdan gézlenmistir (Aspar, 2021; Gordesli-Duatepe
vd., 2020). Gram-negatif E. coli igin Ozellikle ylzeyinde bulunan lipopolisakkaritlerin (LPS)
miktari/yogunlugu ve Gram-pozitif B. subtilis ve Gram-pozitif L. monocytogenes igin ylzeyinde
bulunan hdcre duvari iligkili teikoik asit ve proteinlerin miktari/yogunlugu ile dogru orantili olarak
bu bakterilerin adhezyon kuvvetlerinin heterojenliklerinde ve adhezyon kapasitelerinde artis
go6zlenmistir (Aspar, 2021; Gordesli-Duatepe vd., 2020). Ancak biyofiimden-dagiimis hicreler
icin bu calismay! henuz yapmadigimizdan elde edilen AFM verilerindeki heterojenligin kaynagi

biyopolimerlerin yogunlugu ve/veya cgesitliligine bagh olabilir.
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Biyofilmden-dagiimis E. coli hiicreleri icin en yilksek heterojenlik ve/veya adhezyon kuvvetlerinin
en genis dagilimi sirasiyla statik sistemde buyutilen biyofilm kaltirine 2.5 mM toksik SNP, 0.5
MM SNP ve 50 uM SNP eklendiginde elde edilen hucreler i¢in gdzlenmigtir. Planktonik hicreler
ile statik sistemde 5 yM SNP ilavesiyle biyofilmden-dagiimis hucrelerin adhezyon kuvvetlerindeki
heterojenliginin ise ¢ok benzer oldugu goriimustar. Dolayisiyla statik sistemde 0.5 yM, 50 uM ve
2.5 mM ilave SNP konsantrasyonlarinda biyofimden dagilan bakteri hucrelerinin, aragtirilan
diger hicre gruplarina kiyasla ylzeylerinin daha ylksek oranda veya cgesitlikte adhezif
biyopolimerlerle kapl oldugu sdylenebilir. Bunun sebebinin de icerdikleri c-di-GMP miktarlariyla

iliskili oldugu dusunulmektedir.

Statik sistemde B. subtilis biyofilmlerinin dagiiminda sadece 5 pM SNP’nin etkisi incelenmistir.
Sonuglarimiza goére, planktonik B. subtilis hicrelerinin AFM adhezyon kuvveti verilerindeki
heterojenlik, statik sistemde 5 pyM SNP ilavesiyle biyofimden-dagiimis hlcreler igin bulunan
heterojenlige goére oldukga ylksektir. Planktonik B. subtilis hiicrelerinin ylzeyinin biyofilmden-
dagilmig muadillerine kiyasla daha ylksek oranda adhezif biyopolimerlerle, 6zellikle de hucre

duvari iligkili teikoik asitlerle, kapli oldugu soylenebilir (Aspar, 2021).

AFM kuvvet verilerindeki yuksek heterojenlik yuksek adhezyon kuvveti degerleriyle
sonuclanmigtir. E. coli i¢in, en yuksek ortalama ve medyan adhezyon kuvveti de@erleri veya en
yuksek adhezyon kapasitesi sirasiyla statik sistemde buyutulen biyofilm kalturine 2.5 mM toksik
SNP, 0.5 yM SNP ve 50 yM SNP eklendiginde elde edilen biyofiimden-dagiimis hicreler igin
g6zlenmistir. Planktonik hiicreler ile statik sistemde 5 yM SNP ilavesiyle biyofimden-dagiimis E.
coli hucrelerinin adhezyon kuvveti degerleri arasinda istatistiksel bir fark bulunmamistir. B.
subtilis planktonik hiicrelerinin ise statik sistemde 5 yM SNP ilavesiyle biyofiimden-dagiimis B.

subtilis hicrelerine kiyasla gok daha yuksek adhezyon kapasitesine sahip oldugu gorulmustar.

E. coli Gzerinde statik sistemde yapilan calismalarimiz ve istatistiksel karsilastirmalar, adhezyon
kuvvetlerinde gbézlenen heterojenligin ve elde edilen kuvvet dederlerindeki farkliliklarin biyofilm
kiltirlerine eklenen nitrik oksit (NO)-donoéri sodyum nitroprussid (SNP) konsantrasyonuna bagli
oldugunu gostermigtir. Literaturde SNP ilavesiyle biyofilm dagiliminin gergeklestigini rapor eden
calismalarda farkli ortamlar ve kosullarda farkh bakteriyel biyofilmler olusturulmus ve farkli
konsantrasyonlarda SNP ilavesiyle biyofilm dagilimlari gerceklestirilmistir (Barraud vd. 2006;
Barraud vd. 2009a, 2009b; Chua vd., 2014; Howlin vd., 2017). Ancak bu calismalarda biyofilm

olusum surecinin ilk basamagi olan, biyofimden dagilan hucrelerin ylzeylere nano-Olgekteki

57



v

TUBITAK

adhezyonu veya farkli SNP konsantrasyonlarinin biyofiimden-dagilimis bakteriyel hicrelerin

adhezif 6zelliklerine etkisi arastirimamistir.

SNP’nin biyofilm dagilimini gergeklestirmesi NO Uretimi yoluyla olmaktadir. NO’nun biyofilm
icinde bulunan bakteriyel hucrelerin c-di-GMP seviyelerini dusurerek biyofilm dagilimini
tetikledigi rapor edilmistir. Bu mekanizmanin nasil oldugu P. aeruginosa Uzerinde calisiimis ve
NO’nun c-di-GMP’yi ayristiran spesifik fosfodiesterazlari (PDE) aktive ettigi bulunmustur
(Barraud vd., 2006, 2009a). Benzer NO-c-di-GMP etkilesim mekanizmalarinin diger bakteri
tlrlerinde de olabilecedi disunulmektedir. P. aeruginosa planktonik bakterilerinin 2 saat boyunca
SNP ilaveli besiyerlerinde (0.5 pM, 5 pM ve 50 pM konsantrasyonlarda) buyutuldikten sonra,
SNP ilavesiz besiyerinde buydtulen hicrelere kiyasla, c-di-GMP degerlerinde dusus
g6zlenmistir. Ayni ¢alismada dinamik sistemde blyutlilmias P. aeruginosa biyofilmlerinin 1 saat
boyunca 5 yM SNP’ye maruz birakiimasi biyofilmlerin c-di-GMP miktarlarinda (kontrol grubuna
goére) diustse yol agcmistir (Barraud vd., 2009a). Chua vd. (2014)'nin yaptid1 calismada ise,
dinamik sistemde 48 saat boyunca buyutulen P. aeruginosa biyofilmlerinin 5 saat veya 24 saat
boyunca 5 yM SNP’li besiyerinde inklibasyonu sonucunda biyofimden dagilan hicrelerin c-di-
GMP miktarlarinda planktonik hucrelere kiyasla dusis tespit edilmistir. Ayni c¢alismada
biyofiimden dagilan hicrelerin planktonik hicrelere gére daha farkl fizyolojide oldugu ve bu
fizyolojinin biyofilm dagilimini saglayan ajanin ortamda bulunmasiyla yani NO Uretiminin devam

etmesiyle korundugunu bildirmislerdir.

Statik sistemde inceledigimiz tium kosullarda biyofilm dagihmi, biyofilmlerin  SNP igceren
besiyerlerinde 37 °C’'de 24 saat inkUbasyonuyla gerceklesmistir. Biyofilm dagihmi 5, 12 ve 24
saat inklbasyon sirelerinde takip edilmistir. Biyofilmlerin SNP’li besiyerinde 5 saat
inkibasyonundan sonra dagiima gozlenmemig, 12 saat inkibasyonundan sonra dagiimanin
basladigi (besiyerlerinde bulaniklasma gorilmesi), 24 saat sonunda ise gozle gorilir sekilde
biyofilm halkalarinda kontrol grubuna gbére azalma/dagiima gergeklesmistir. Dolayisiyla
biyofiimden dagilan hicrelerin kuyucuklar icinde SNP’li besiyerlerinde en azindan 12 saat
boyunca kaldidi, bu sire icinde blyimeye/cogalmaya devam ettigi ve popilasyon arttikca da
besinlerin tlikenmeye baslamasi ile aclik stresine girmis olabilecekleri disiUnulmektedir. E.
colinin besin kaynaklari tikendiginde cesitli adhezif biyopolimerler Ureterek biyofiim moduna
gecmeye hazirlandigi ve biyofim moduna gecgerken de c-di-GMP miktarinin arttigr rapor
edilmistir (Hengge, 2011; Povolotsky vd., 2012). E. colinin strese karsi verdigi tepkilerin ve
dolayisi ile igerdigi c-di-GMP miktarinin bulundugu blylime fazina goére degistigi de bildirilmistir
(Hengge, 2011; Povolotsky vd., 2012). Ayrica benzer sekilde, acliga maruz birakilan
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Myxococcus xanthus hucrelerinin de zamanla c-di-GMP miktarlarinin arttigi tespit edilmistir.
Ornegin, 12 saatlik aghk M. xantus bakterisinde yaklasik 20 pmol/mg c-di-GMP birikimine yol
acarken, 48 saatlik aghk yaklasik 100-120 pmol/mg c-di-GMP birikimine yol acmigtir (Skotnicka
vd., 2016). Aclik stresi gibi stres kosullari altinda hicrelerin biyofilm moduna girmeleri bir gesit
korunma gudisu olarak da dusunulebilir. Benzer sekilde biyofilmin olustugu ortamda yeterli
besin kalmadidi durumda yani aglik stresinin etkisiyle biyofiimden hicreler dagilip daha elverigli
ortamlara da kacgabilirler. Ayni stres unsurlari kargisinda kalan planktonik, biyofiimden-dagiimis
veya biyofilm hucreleri c-di-GMP seviyelerini ayarlayarak planktonik formdan biyofilm formuna,
biyofilm formundan ara-form olan biyofimden-dagiimis forma (fizyolojik olarak planktonik
hucrelerden farkli olduklarindan yeni ve farkli bir form olduklari disunulmektedir (Chua vd.,

2014)) ve sonrasinda tekrar planktonik forma gegis yapabilirler.

24 saatlik inkibasyon boyunca SNP’nin yatiskin durumda NO dretimine devam ettigi
digunulmektedir.  Kullanilan SNP  konsantrasyonundan yaklasik 1000 kat dusik
konsantrasyonda NO Uretimi gergeklestigi 6nceki calismalarda gézlenmistir (Barraud vd., 2009a,
2009b; Bradley vd., 2015). Ancak bu calismalar, NO’nun mikrosensor ile tespit edilebilmesi
adina, yuksek konsantrasyonlarda SNP kullanilarak gercgeklestiriimistir. Bradley vd. (2015)’nin
calismasinda PBS (pH 7.4) icinde 100 yM SNP’nin G¢ glnlik NO dretim profili gbzlenmistir.
Birinci giin 100 yM SNP’nin yatiskin durumda yaklasik 70 nM NO drettigi, ikinci gin 61 nM,
Uclncu gun ise 64 nM Urettigi belirtiimigtir. Ayrica benzer sekilde 200 ve 300 yM SNP’nin
yatiskin durumda ve yaklasik 1000 kat dlslk konsantrasyonda NO Urettigi ayni calismada
g6zlenmistir. Ancak 0.5 pM veya 5 uM gibi ¢cok dusiuk SNP konsantrasyonlarinda NO salinim

profillerini inceleyen ¢alismalar bulunmamaktadir.

Yukarida sunulan bilgiler i1siginda, 0.5 pM SNP’nin LB besiyerinde statik sistemde biyofilm
dagilmina sebep oldugu, ancak dagilan hicrelerin kuyucuklar icinde kalma suresi boyunca 0.5
MM SNP’nin yeterli miktarda NO Uretimini gerceklestiremedigi ve biyofiimden-dagilmis hicrelerin
fizyolojik Ozelliklerini koruyamadigi distnutlmektedir. Yeterli NO’nun ortamda bulunmamasi
nedeniyle bu hicrelerin c-di-GMP seviyelerindeki distkligin korunamadidi ve aclik stresinin

etkisiyle de hicrelerin c-di-GMP seviyelerinde artis oldugu disinilmektedir.

5 uM SNP’nin LB besiyerinde statik sistemde biyofilm dagilimina sebep oldugu ve dagilan
hicrelerin kuyucuklar icinde kalma suresi boyunca yeterli miktarda (c-di-GMP degredasyonunu
saglayacak miktarda) NO’ya maruz kaldiklari ve fizyolojilerini koruduklari, bu sebeple de (0.5 yM

SNP’nin eklendigi durumda gézlenenin aksine) c-di-GMP seviyelerindeki disitsin korundugu
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dusunulmektedir. Aclik stresi bu kosul icin de gecerlidir ve bu stresin etkisiyle hlicrelerin c-di-
GMP seviyelerinin, aghgin gorilmedigi ge¢ eksponansiyel fazdan alinmis planktonik hiicrelerin

c-di-GMP seviyelerine kiyasla, az da olsa yuksek oldugu distntlmektedir.

50 yM SNP’nin LB besiyerinde statik sistemde biyofilm dagilimina sebep oldugu ve dagilan
hicrelerin kuyucuklar iginde kalma suresi boyunca fazla miktarda NO’ya maruz kaldiklari ve
belki de nitrosatif strese girdikleri distnilmektedir. Ozellikle E. colide gbzlenen stres
unsurlarinin biyofilm moduna gegisi yani c-di-GMP miktarlarini artirdigi disutnulirse, nitrosatif

stres ve aclik stresiyle birlikte bu hucrelerin c-di-GMP miktarlarinda artig goruldugu soylenebilir.

2.5 mM SNP konsantrasyonunun belirgin bir sekilde biyofilm olusumunu artirdigi gézlenmistir.
Biyofilm dagilimi i¢in Onerilen nanomolar veya mikromolar seviyesinde “toksik-olmayan”
konsantrasyon araliginda olmadigindan, “toksik” SNP konsantrasyonu olarak etkilerini gérmek
amaciyla ¢calismamizda kullaniimistir. 2.5 mM toksik SNP kullanildidinda biyofilm artigi gériimus
ancak az miktarda dagilan hicrelere de rastlanmistir. Bu hicrelerin kuyucuklar iginde kalma
siresi boyunca asiri miktarda NO’ya maruz kaldiklari, nitrosatif strese girdikleri, belki bunun
yaninda toksisiteden kaynakli baska stres unsurlarinin da hiicre igindeki spesifik enzimleri aktive
ettigi (Barraud vd., 2006; Hengge, 2011) ve aclik stresinin de etkisiyle hicrelerin asiri miktarda
c-di-GMP Urettigi distinilmektedir.

B. subtilis i¢in statik sistemde 5 yM SNP’nin TSB besiyerinde biyofiim dagilimina sebep oldugu
ve dadilan hucrelerin c-di-GMP miktarinin planktonik hlcrelerden daha dusuk oldugu
gorulmustur. Bu durum E. col’de (5 yM SNP eklendigi durumda) oldugu gibi dagilan B. subtilis
hicrelerinin kuyucuklar icinde kalma suresi boyunca yeterli miktarda NO’ya maruz kaldiklar ve
fizyolojilerini koruduklari, bu sebeple de c-di-GMP seviyelerindeki digusun korundugu seklinde
yorumlanabilir. NO’nun B. subtilis biyime hizi Gzerindeki etkisi daha dnce test edilmis ve toksik-
olmayan NO konsantrasyonlarinda B. subtilis hicrelerinin blytUmelerini/gogalmalarini askiya
aldiklari tespit edilmistir (Moore vd., 2004). Dolayisi ile dagilan hlcre populasyonu i¢in ortamda
yeterli besin oldugu veya aclik stresinin olmadigi bu sebeple de dagilan hicrelerin c-di-GMP
miktarinin planktonik hicrelere kiyasla (disik dozda NO’ya maruz kalmalari sebebiyle) oldukca

dusuk oldugu soylenebilir.

Biyofilm dagihmini kontrol etmenin yani sira, c-di-GMP’nin ayrica bakteriyel ylizey adhezinlerini,
ve ekzopolisakkarit matris malzemelerinin biyosentezini uyararak bakteri adhezyonunda

dizenleyici olarak gorev yaptigi bilinmektedir. Bagka bir ifadeyle, c-di-GMP, 6zellikle biyofilm
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olusum sirecinin ilk asamasinda bakterilerin ylzeylere tutunmasini saglayacak ylizey
biyopolimerlerinin olusumunda ve EPS sentezinde énemli iglevlere sahiptir (Romling vd., 2013).

Sonuclarimiz, bakterilerin icerdikleri yiksek c-di-GMP miktarinin ylksek adhezyon kapasitesine
yol actigini, yiuksek adhezyon kapasitesinin de AFM verilerindeki ylksek heterojenlikten

kaynaklandigini géstermektedir (Sekil 25).

1.4 1 E. coli (ATCC 25404) Ezza Ortalama (nN)
[ Medyan (nN)
121 c-di-GMP
10 - c-di-GMP 67.3 pmol/mg
19.6 pmol/mg -
| - c-di-GMP
0.8 24.2 pmol/mg
0671 caicw c-di-GMP
04 - 8.4 przol/mg 12.8 p_rPoI/mg
0.2 A
0.0 T T T T T
OpM  05uM 5uM 50uyM 2.5 mM
Statik Sistemde Eklenen SNP Konsantrasyonu
1.4 1 B. subtilis (ATCC 6633) B2 Ortalama (NN)
[ Medyan (nN)
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1.0 - 15.3 pmol/mg
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0.6 -
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Statik ve Dinamik Sistemlerde Eklenen SNP Konsantrasyonu

Sekil 25. AFM ile olcllen bakteriyel adhezyon kuvvetinin biyofilm kultirine eklenen SNP
konsantrasyonu ve hucresel c-di-GMP miktariyla iliskisi. 0 yM SNP, kontrol grubu olan
planktonik hiicreleri temsil etmektedir.
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5.2 Dinamik Sistemde Biiyitiilen Biyofilmlerden Dagilmis E. coli ve B. subtilis
Hucrelerinin Nano-6lgekteki Yuzeye Adhezyon Kapasitelerinin Dagilim igin

Kullanilan SNP Konsantrasyonu ve Hiicre igi c-di-GMP Miktari ile iligkisi

Dinamik sistemde E. coli biyofilmlerinin dagilimi icin 0.5 yuM ve 5 yM SNP konsantrasyonlari, B.
subtilis biyofilm dagilimi icin ise sadece 5 yM SNP konsantrasyonu kullaniimigtir. Biyofilmlerin
dagilimlari 24 saat boyunca laminar akigta sisteme sirekli SNP ilaveli besiyeri gegirilmesi ile
gerceklestiriimis ve dagilan hicreler elde edilmistir. Dinamik sistemin (strekli akis) statik ve/veya
kesikli sistemden en buyuk farki bilindigi Uzere sisteme surekli taze besiyerinin verilmesidir.
Calismamizda dinamik sistemde biyofilm dagilimi sisteme strekli olarak SNP igeren besiyeri
verilerek gerceklestirilmistir. Dolayisi ile atik sisesinde toplanan dagiimis hicrelere de yeni
hicrelerle birlikte slrekli taze besiyeri ilavesi olmaktadir. Bu sebeple, inceledigimiz dinamik
sistemde olusan biyofiimden-dagiimis hicrelerin  aglik stresine maruz kalmadiklar

dusUnulmektedir.

Dinamik sistemde biyofimden 0.5 yM SNP ile dagilmis E. coli hucrelerinin AFM kuvvet
verilerindeki heterojenligin planktonik htcreler icin elde edilen heterojenlikle benzer oldugu
gorulmustir. Bu durum planktonik E. coli hicreleri ile dinamik sistemde 0.5 yM SNP ile
biyofilmden-dagiimis hucrelerin yUzey biyopolimer yogdunluklarinin ve gesitliliginin de benzer
oldugu seklinde yorumlanabilir. Adhezyon kuvvetleri ve c-di-GMP miktarlari karsilastirildiginda
ise, planktonik ve 0.5 pM SNP ile dinamik biyofiimden dagilanlarin adhezyon piklerinin kuvvet
degerleri arasinda veya c-di-GMP miktarlari arasinda istatistiksel olarak bir fark olmadigi

gorulmustar.

0.5 yM SNP’nin LB besiyerinde dinamik sistemde biyofilm dagdilimina sebep oldugu, ancak
dagilan hicrelerin atik sisesi icinde kalma suresi boyunca 0.5 yM SNP’nin yeterli miktarda NO
uretimini gergeklestiremedigi, biyofilmden-dagilimis hicrelerin fizyolojik 6zelliklerini koruyamadigi
ve planktonik hlcre formuna girdigi dusunulmektedir. Chua vd. (2014) biyofiimden-dagiimis P.
aeruginosa hucrelerinin ortamda dagitici ajanin olmadigi durumda planktonik hlicre moduna geri

dondiagunu tespit etmistir. Benzer bir durum E. coli igin de gecerli olabilir.

Dinamik sistemde biyofimden 5 pM SNP ile dagiimis E. coli hicrelerinin AFM kuvvet
verilerindeki heterojenligin planktonik hiicreler icin elde edilen heterojenlige benzedigi gorilse de
adhezyon kuvvetleri karsilastirildiginda planktonik ve 5 uM SNP ilavesiyle dinamik biyofilmden
dagilanlarin kuvvet verilerinin istatistiksel olarak farkli oldugu bulunmustur. Dinamik sistemde 5

MM SNP eklendiginde elde edilen biyofiimden-dagilmis hucrelerin ortalama ve medyan
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adhezyon kuvveti degerleri de planktonik hicrelere kiyasla daha yiksek bulunmustur, yani

adhezyon kapasiteleri daha yuksektir.

5 yM SNP’nin LB besiyerinde dinamik sistemde biyofilm dagilimina sebep oldugu ve dagilan
hicrelerin atik sisesi iginde kalma siresi boyunca yeterli miktarda NO’ya maruz kaldiklari ve
fizyolojilerini koruduklari, bu sebeple de planktonik hticrelerin c-di-GMP seviyesine kiyasla daha

diusuk seviyede c-di-GMP icerdikleri diistiniimektedir.

Dinamik sistemde biyofiimden 5 yM SNP ile dagiimis B. subtilis hicrelerinin ise AFM kuvvet
verilerinde bir heterojenlik gortiimemigtir. Yuzeyinin planktonik B. subtilis hucrelerine kiyasla ¢ok
daha az yogunlukta biyopolimerle kapli oldugu soéylenebilir ve ¢ok daha disik adhezyon

kapasitesine sahip oldugu gorilmastir.

B. subtilis i¢cin dinamik sistemde 5 yM SNP’nin TSB besiyerinde biyofilm dagilimina sebep
oldugu ve dagilan hucrelerin c-di-GMP miktarinin, statik sistemde oldugu gibi, planktonik
hicrelerden daha distk oldugu goértlmustir (Sekil 25). Dagilan B. subtilis hicrelerinin atik
sisesi icinde kalma slresi boyunca yeterli miktarda NO’ya maruz kaldiklari ve fizyolojilerini
koruduklari, bu sebeple de c-di-GMP seviyelerindeki dusisin korundugu seklinde

yorumlanabilir.

Dinamik sistemden elde ettigimiz sonucglarimiz, statik sistemde oldugu gibi c-di-GMP miktari,
adhezyon kapasitesi ve AFM verilerindeki heterojenlik veya bakteriyel yuzey biyopolimer
yogunlugu/gesitliligi arasindaki iliskiyi desteklemektedir. Ancak dinamik sistemde 5 yM SNP ile
biyofiimden-dagdiimis hdcrelerin c-di-GMP miktarinin planktonik hicrelere kiyasla daha disik
olmasina ragmen, bu hicrelerin adhezyon kapasitesinin planktonik E. coli hicrelerinden yuksek
oldugu gérulmistir. Bu durum bakteriyel adhezyonun sadece c-di-GMP’ye bagli biyopolimer
Uretimine ve yogunluguna degil, ylzey biyopolimerlerinin ¢esitine ve dolayisi ile bakterilerin

ylzey fizyokimyasal 6zelliklerine de bagh oldugunu tekrar distindirmektedir.
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5.3 Planktonik ve 5 pM SNP ilavesiyle Statik ve Dinamik Sistemlerde Biiyiitiilen
Biyofilmlerden Dagilmis E. coli ve B. subtilis Hucrelerinin Yuzey Fizyokimyasal
Ozellikleri ve Spesifik Adhezyon Kuvvetlerinin Toplam Adhezyon Kapasiteleri ile
lligkisi

Elde ettigimiz bulgularimiza gore planktonik hiicrelere kiyasla 5 yM SNP ile biyofiimden-dagiimis

E. coli hucrelerinin yuzeyinin daha yuksek hidrofobik 6zellik gosterdigi bulunmustur. En yuksek

hidrofobisite veya en disuk ylzey polaritesi dinamik sistemde buyuatilen biyofiimden 5 yM SNP

ile dagilmis E. coli hicreleri igin gdzlenmigtir. Bu durum ylzeyinde bulunan LPS’lerin diger
kosullara goére daha fazla oldugu seklinde yorumlanabilir. LPS'lerin tekrarlayan birimlerinin
miktari ve u¢ boyutlu yapi gibi ézellikleri bakteri adhezyonunu buyik dl¢ide etkiler. Bununla
birlikte, LPS'ler, yapisinin diginda, hlcrenin arayuz enerjisi, hidrofobisite ve elektrostatik yuk gibi
fizyokimyasal 6zellikleri Gzerinde belirleyici bir etkiye sahiptir (Atabek ve Camesano, 2007). LPS,
buyuk hidrofobik lipid A ve hidrofilik oligosakkarit ve polisakkarit (O-antijen) iceren bir
makromolekildir. LPS miktarinin artmasiyla bakterilerin ylizey hidrofobisitelerinin de arttigi
gozlenmistir. Ayrica LPS molekullerinin E. coli adhezyon kapasitesini de arttirdigi AFM

calismalariyla tarafimizdan gézlenmistir (Aspar, 2021).

B. subtilis igin ise, en yuksek hidrofobisite anlamina gelen en disik polarite 5 uM SNP ile statik
biyofiimden-dagiimis B. subtilis hiicreleri icin bulunmustur. Bu hicre grubu icin hidrofobisite ve

adhezyon kapasitesi arasinda beklenen pozitif iliski gézlenmemistir.

Sonuglarimiz biyofiimden-dagiimis bakterilerin planktonik muadillerine kiyasla farkh adhezif
Ozellik gosterdigini ve farkli hidrofobisitelere sahip olduklarini, dolayisiyla farkl gesitlikte ve/veya

miktarda adhezif ylizey biyopolimeri ihtiva ettiklerini isaret etmektedir.

Biyofimden-dagilmis ve  planktonik  hucrelerin  biyofilm  olugturma  yeteneklerindeki
varyasyonlarin, hicre ylzeyi heterojenlikleri ve fizyokimyasal yuzey Ozelliklerindeki
varyasyonlarla iligkili olabilecegi daha 6nce literatirde belirtiimistir. Berlanga vd. (2017) hepsi
Gram-negatif olan, klinik, endustriyel veya cevre acisindan 6énemli ve farkl kokenden bakterileri
(A. baumannii, Klebsiella oxytoca, Halomonas venusta ve P. aeruginosa) aljinat boncuklar
Uzerine immobilize ederek besiyeri icinde 24 saat inklibe etmis ve biyofilmler olusturmus,
biyofiim-dagitici ajan kullanmadan dogal olarak aghk stresi nedeniyle 24 saat sonunda
biyofiimden-dagiimis hicreleri elde etmis ve bu hicreleri statik kosulda 96 kuyulu
mikroplakalarda 1 saat inkiibe ederek olusturduklari biyofilm miktarlarini incelemistir. Elde

ettikleri sonuglara gore dagilan hicrelerin biyofilm olusturma yeteneklerinin planktonik
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muadillerinden daha yiksek oldugu goérilmastir. Ayni calismada dagilan ve planktonik
hiucrelerin gesitli ¢dzlculere olan affiniteleri incelenmis ve yuzey fizyokimyasal 6zellikleriyle
baglanti kurulmaya cahlgiimistir. Buna gore dagilmis hucrelerin planktonik hicrelere kiyasla
daha fazla hidrofobik 6zellige sahip olduklari sonucuna varmislardir.

Projeden elde ettigimiz sonuclarimiz literattirdeki bilgileri desteklemekte olup, statik ve dinamik
sistemlerde olusan biyofilmlerden-dagilmis Gram-negatif ve Gram-pozitif bakteriyel hicrelerin

ele alinmis olmasiyla ¢ok daha kapsamli ve kantitatif bilgiler sunmaktadir.

Spesifik etkilegimler olarak da tanimlanan kisa menzilli molekuler etkilesimler, hicre ile yuzey
arasindaki mesafe 1 nm'nin (molekller temas mesafesi) altina dustuginde etkilidir. Bu
etkilesimler sistemimizde hidrojen baglarinin kuvvetlerini temsil etmektedir. Detayli Poisson
analizleri sonucunda incelenen her grup icin bakterilerin silikon nitrat ylzeyine ilk tutunmasinda
etki eden spesifik hidrojen bagi kuvvetlerinin spesifik-olmayan fizyokimyasal kuvvetlerden daha
etkili oldugu gérulmustir (Tablo 4). Bu durum inceledigimiz planktonik ve biyofiimden-dagiimis
bakterilerin ylizey biyopolimerleri aracihgiyla ylizeye geri déntisimsiz olarak baglanip biyofilm
olusturabilecegini ve bunu da Oncelikle hidrojen baglariyla gergeklegtirebilecegini

goOstermektedir.
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6. SONUG VE ONERILER

AFM ile dl¢lilen ve Poisson analizleri ile bilesenlerine ayristirilan adhezyon kuvvetleri degerleri
bakterilerin ylizeyinde bulunan cesitli adhezif biyopolimerler ile silikon nitrat AFM ucu arasinda
su icerisinde gerceklesen adhezyon olayinin siddetini/gicini temsil etmektedir. Bakterilerin
yuzeyinde bulunan biyopolimer c¢esitliligi veya miktari/yogunlugu fazlaysa adhezyon kuvvetlerinin
olasilik dagihmlarinin heterojenligi de fazla olacaktir. Bakteri ylzeyinde bulunan bazi spesifik
biyopolimerlerin ya da molekil gruplarinin diger molekiler gruplara kiyasla adhezyonu hidrojen
baglariyla domine etti§i dusutnulmektedir. Sonuglarimiz  biyofilmden-dagiimis bakterilerin
planktonik muadillerine kiyasla farkli adhezif 6zellik gosterdigini ve farkli hidrofobisitelere sahip
olduklarini, dolayisiyla farkli cesitlikte ve/veya miktarda adhezif ylzey biyopolimeri ihtiva

ettiklerini isaret etmektedir.

Statik sistemde biyofiimden-dagiimis E. coli hicrelerinin adhezyon kapasitelerinin ve ylzey
heterojenliklerinin ilave edilen SNP konsantrasyonuna bagli oldugu gézlenmistir. Ozellikle 0.5
MM ve 2.5 mM (toksik) konsantrasyonlarda SNP kullaniminin biyofilmden-dagiimis hicrelerin
molekiler adhezyonunda ve c-di-GMP miktarlarinda énemli artislara neden oldugu goériimustar.
Ancak statik sistemde 5 uM SNP ilavesiyle biyofiimden-dagiimis E.coli ve B. subtilis hiicrelerinin
adhezyon kapasitelerinin ve c-di-GMP miktarlarinin planktonik hicrelerinkine benzer veya distk
oldugu bulunmustur. Aglik stresinin de oldugu statik bir sistemde biyofilmleri SNP gibi NO-
donéril ajanlar yoluyla hedef alan bir stratejide kullanilacak NO-dondri konsantrasyonu énem
tasimaktadir. Hem biyofilm dagilim oranina hem de acgiga ¢ikan biyofiimden-dagiimis hiicrelerin
adhezyon kapasitelerine bakacak olursak, statik sistemde 5 yM SNP ilavesinin E. coli ve B.

subtilis biyofilm dagihimlari igin kullanilabilecek optimum konsantrasyon oldugu gorilmustur.

Aclik stresinin olmadigi surekli akisin gézlendigi bir sistemde biyofilmlerin dagiimasini SNP gibi
NO-donéri ajanlar yoluyla hedef alan bir stratejide kullanilacak NO-dondéri konsantrasyonunun
optimizasyonu da oldukga dnemli géztikmektedir. Sonuclarimiz disik doz 5 yM SNP ile Uretilen
yaklasik 1000 kat dusuk konsantrasyonda NO’nun dagilan E. coli hucrelerinin fizyolojilerini
korumalarina olanak sagladigini ve planktonik muadillerine kiyasla daha adhezif dagiimis
hicrelerin ortama salindigini ve bu hucrelerin daha hidrofobik oldugunu gdstermistir. Ayrica 0.5
MM SNP ilavesiyle saglanan E. coli biyofilm dagilim oraninin, 5 yM SNP’ye kiyasla daha az
olmasina ragmen, dagilan hicrelerin fizyolojik 6zelliklerini koruyamayip tekrar planktonik forma
donusmeleri ve planktonik adhezif 6zellik gostermeleri sebebiyle dinamik sistemde biyofilm

dagihmi icin optimum konsantrasyon olarak 0.5 yM SNP kullanilabilecedi gorulmustur.
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Surekli akisin gézlendigi durumda, statik sistemde oldugu gibi, 5 yM SNP ilavesiyle acgiga ¢ikan
NO’nun B. subtilis biyofilmini dagitabildigi, dagilan hucrelerin fizyolojik 6zelliklerini korudugu ve
planktonik hicrelere kiyasla daha dislik adhezyon kapasitelerine sahip olduklari gériimustar.
Ancak her iki sistemde de B. subtilis’in aglik stresine maruz kalmadigi distntlmektedir. Aglik
stresi gibi 6nemli bir stres unsuru oldugunda bu hicrelerin de biyofilm moduna gegis icgin bir
hazirlik olan ylzey biyopolimer Uretimlerini artirip daha yiliksek adhezyon kapasitelerine sahip
olabilecekleri dusunulmektedir. Ayrica B. subtilis igin de farkli konsantrasyonlarda biyofilm
kdltrlerine eklenen SNP’nin veya uretilen NO’nun biyofiimden-dagiimis hucrelerin adhezif
Ozelliklerine etkisinin arastiriimasi gerektigi disindlmektedir. Bdylece E. coli i¢in elde edilen tim
bulgularin karsilastirlmasi B. subtilis i¢in de yapilabilecek ve buylk resim c¢cok daha net

gorilebilecektir.

Literatirde biyofilm dagilimini konu alan galismalar biyofilm olusumunun c¢ok fazla goéraldigu
Gram-negatif bakteriler Gzerine ve 6zellikle klinik 6éneme sahip P. aeruginosa uzerine
yogunlasmistir. Gram-pozitif bakteriler Gzerinde kisith galismalar oldugundan B. subtilis Gzerinde
elde ettigimiz bulgularimizin ayrica énemli oldugu distnllmektedir. Ozellikle goklu antibiyotik
direnci olan, yuksek oranda o6lumle sonuglanan pek c¢ok gida iligkili salgina yol agan ve
neredeyse her ortamda Ureyip biyofilm olusturabilen, tUzerinde uzun zamandir ¢alistigim Gram-
pozitif patojen Listeria monocytogenes biyofilmlerinin dagiiminin da arastirilmasi ve B. subtilis

icin elde edilen bulgularla karsilastiriimasi planlanmaktadir.

Calismamizin belki de en 6nemli sonucu; NO-donéri ajan yoluyla Gram-negatif bakteriyel
biyofilm dagilimini hedef alan bir stratejinin etkisinin kullanilacak NO-donéri ajanin
konsantrasyonuna bagli oldugu ve bu konsantrasyonun optimizasyonu yapilirken sadece
biyofilm dagihm miktari veya kalan biyofilm miktarinin degil, ayni zamanda dagilan bakterilerin
adhezyon kapasitelerinin de hesaba katilmasi gerektigidir. Ayrica biyofilmlerle miicadelede NO-
dondrl ajanin konsantrasyonunun optimizasyonuna ek olarak, hidrojen baglarini da hedef alan
bir stratejinin gelistiriimesinin 6nemli oldugu gdsterilmistir. Projeden elde edilen sonuglarin
biyofilmlerle miicadelede yeni ve daha etkili stratejilerin gelistiriimesine biyik katki sadlayacagi

dusunulmektedir.
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Biyofilm olusumu, planktonik bakterilerin bir yliizeye nano-6lgcekte adhezyonuyla baslayan ve
biyofilmin dagiimasiyla tamamlanan gelisimsel bir suregtir. Biyofiimden-dagiimis bakteriyel
hicrelerin planktonik muadillerine kiyasla daha oéldiriict 6zellik gosterip farkli fizyolojide
olmalari, biyofilmden-dagilmis bakterilerin olusturacagi yeni biyofilmlerle miicadelede farkli
stratejilerin uygulanmasini gerekli kilmistir. NO-donéri sodyum nitroprussid (SNP) kullanarak,
c-di-GMP yolaklarinin hedeflenmesi ve bdylece biyofilm dagiliminin saglanmasi biyofilmlerle
mucadelede yaygin olarak kullanilan etkili bir stratejidir. Bu sebeple, projede farkli
konsantrasyonlarda SNP ilavesiyle statik ve dinamik sistemlerde blyutulen biyofilmlerden
dagilmis Gram-negatif E. coli ve Gram-pozitif B. subtilis hiicreleri ile planktonik muadillerinin
su iginde silikon nitrat ytizeyine uyguladiklari adhezyon kuvvetleri atomik kuvvet
mikroskobuyla (AFM) élcllerek karsilastinimistir. Buna gore statik sistemde 5 uM SNP
ilavesiyle biyofilmden-dagilmis E.coli ve B. subtilis hiicrelerinin adhezyon kapasitelerinin
planktonik hiicrelerinkine benzer veya diisik oldugu bulunmustur. Ayrica statik sistemde
biyofilmden-dagiimis E. coli hiicrelerinin adhezyon kapasitelerinin ve ylzey heterojenliklerinin
ilave edilen SNP konsantrasyonuna bagl oldugdu, 6zellikle 0.5 uM ve 2.5 mM (toksik)
konsantrasyonlarda SNP kullaniminin biyofilmden-dagdilmis hiicrelerin molekuler
adhezyonunda ve c-di-GMP miktarlarinda énemli artiglara neden oldugu goériimustir.
Dinamik sistemde 5 yM SNP ilavesiyle biyofiimden-dagiimis E. coli hiicrelerinin adhezyon
kapasitelerinin planktonik hiicrelerden daha ylksek oldugu ve bu durumun ylizey
hidrofobisiteleriyle iligkili oldugu g6zlenmistir. Dinamik sistemde 5 yM SNP ile biyofilmden-
dagiimis B. subtilis hiicrelerinin adhezyon kapasiteleri, statik sistemde oldugu gibi, planktonik
hicrelere kiyasla daha disuk bulunmustur. Tum kosullarda hicrelerin adhezyon kapasiteleri
ile igerdikleri c-di-GMP miktarlari arasinda pozitif iliski gézlenmis, bu durumun da SNP
ilavesiyle agida ¢gikan NO konsantrasyonuna ve ortam kosullarina bagl olarak degisen
nitrosatif stres ve aglik stresine bagli olabilecegi distnulmustur. 5 uM SNP ilavesiyle
biyofilmlerden dagilan hiicrelerin planktonik hiicrelere kiyasla daha hidrofobik olduklari ve
bakteriyel adhezyonu spesifik hidrojen bagi kuvvetlerinin domine ettigi bulunmustur. Projeden
elde edilen sonuglarin biyofilmlerle micadelede daha etkili stratejilerin gelistiriimesine buyuk
katki saglayacag! disinilmektedir.
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Abstract:

Biofilm formation is a developmental process that begins with nano-scale adhesion of
planktonic cells to a surface and is eventually completed by the dispersal of the biofilm. The
fact that biofilm-dispersed cells are more lethal and have different physiology compared to
their planktonic counterparts necessitated the application of different strategies to combat
biofilms. Targetting c-di-GMP pathways by NO-donor sodium nitroprusside (SNP), thereby
inducing biofilm dispersal, is a widely used strategy in combating biofilms. Therefore, in this
project, the adhesion forces of Gram-negative E. coli and Gram-positive B. subtilis dispersed
from biofilms grown in static and dynamic systems with the addition of different concentrations
of SNP, and those of their planktonic counterparts to silicon nitrate surface in water were
measured by atomic force microscopy (AFM). The adhesion capacities of biofilm-dispersed E.
coli and B. subtilis at 5 uM SNP in the static system, were found to be similar or lower than
that of planktonic cells. The adhesion capacity and surface heterogeneity of biofilm-dispersed
E. coli were found to be depended on the added SNP concentration. The use of SNP at 0.5
UM and 2.5 mM (toxic) concentrations, resulted in significant increases in molecular adhesion
and cellular c-di-GMP amounts. In dynamic system, the adhesion capacity of biofilm-
dispersed E. coli at 5 yM SNP was higher than that of planktonic cells, but dispersed B.
subtilis showed lower adhesion capacity. A positive correlation was observed between the
adhesion capacities and amounts of intracellular c-di-GMP, and linked to the released NO
concentration and possible nitrosative and starvation stresses. Dispersed cells were found to
be more hydrophobic than planktonic cells, and bacterial adhesion was dominated by
specific-hydrogen bonds at all investigated. It is thought that the results obtained from the
project will contribute greatly to the development of more effective strategies to combat
biofilms.

Anahtar Kelimeler:

biyofilm dagilimi, adhezyon kuvveti, atomik kuvvet mikroskobu (AFM), SNP, c-di-GMP

Fikri Uriin Bildirim Formu Sunuldu
Mu?:

Evet

Projeden Yapilan Yayinlar:

1- Comparison of Nanoscale AdhesionEnergies, Forces, Pull-off Distances andRepulsion
Energies Measured betweenBacterial Cells and Silicon Nitride under Waterby AFM (Bildiri -
Uluslararasi Bildiri - S6zIi Sunum),

2- Role of Growth Phase in Physiochemical properties and Adhesion Capacities of
Escherichia coli and Bacillus subtilis Cells at the Nano- and Macro-Scales (Tez (Arastirmaci
Yetistirilmesi) - Yiksek Lisans Tezi),

3- Molecular Mechanisms of Adhesion of Planktonic and Biofilm-Dispersed Escherichia coli
Cells to Silicon Nitride (Tez (Arastirmaci Yetistiriimesi) - Yiksek Lisans Tezi),
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