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OZET

Escherichia coli W3110°UN PORIN PROTEIN MUTANTLARINDA BiYOFIiLM iLE
ILGILI GENLERIN IFADELERININ ARASTIRILMASI

Biyofilm olusumu, bir¢ok farkli mekanizmanin ve diizenleyici genlerin dahil oldugu olduk¢a
kapsamli ve c¢ok hiicreli bir olusumdur. Bu olusum, besin varligi, sicaklik, nem ve pH gibi
birgok faktoriin varligindan etkilenmektedir. Bu ¢alismamizda, Escherichia coli’nin sahip
oldugu dis zar proteinlerinden ompA, ompC ve lamB porin mutantlarinda, biyofilm olusumunda
rol alan genlerin ifade diizeylerindeki degisim arastirllmistir. Calismamizda kullandigimiz
yabani tip E. coli W3110 susu ve bu susun phoE mutanti, denedigimiz hi¢bir kosulda biyofilm
olusturmamakla birlikte, bu susun ompA ve ompC mutantlar1 pH 6, 7 ve 8’de, lamB mutanti ise
sadece pH 7’de biyofilm olusturmustur. Mutantlardaki biyofilm mekanizmasinin aydinlatiimasi
icin pH 6, 7 ve 8’de buyuttlen yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin, biyofilmle
iliskili olan genlerinin (csgD, csrA, rcsB, pgaC, gseB, gseC, sdiA) ekspresyon seviyelerindeki
degisimler incelenmistir. Buna gore, ¢aligilan her pH degerinde ompA ve ompC mutantlarinda,
csrA ve rcsB genlerinin azalis gosterdigi, csgD, pgaC ve sdiA genlerinin ise, yabani tipe gore
artis gosterdigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda, ompA ve ompC mutantlarinda, flagellar genlerin
diizenleyicisi gseB ve gseC’nin pH 6 harig, diger pH’larda azalis gosterdigi tespit edilmistir.
gseB geni pH 6’da her iki mutantta da bir miktar artig gosterirken, gseC geni, ompA mutantinda
artis gosterip, ompC mutantinda azalis gostermistir. Fazla ekspresyonu biyofilm olusumunu
olumsuz etkileyebilen gseB ve gseC genlerinin, pH 6’da biraz artis géstermesi, 0mpA ve ompC
porin mutantlarinda biyofilm olusumunun pH 7 ve 8’e¢ gore biraz azalmasima sebebiyet
vermistir. pH 7’de diger mutantlarla benzer gen ekspresyonlari veren lamB mutantinda, qseBC
genlerinin pH 6°da asir1 eksprese oldugu ve pH 8’de ise ¢sgD geninin diisiik eksprese oldugu
tespit edilmistir. Bu durumlarin lamB mutantinda biyofilm olusumunu inhibe ettigi
belirlenmistir. Elde edilen ekspresyon verilerinin 1s1ginda, mutantlar1 biyofilm olusumuna
gotiiren mekanizmalar hakkinda goriisler ortaya koyulmustur. Bu goriislere gore, ompA, ompC
ve lamB mutantlariin biyofilm olusturmasinda biyofilm ile iligkili genlerin ekspresyonlarinin
biyofilm olusturmaya uygun sekilde artis ve azalig gosterdigi belirlenmistir. Ancak bu
verilerden biyofilm olusumunu porinlerin mutant olmasinin nasil indiikledigi hususunda heniiz

bir bilgi elde edinilememistir.

Anahtar Kelimeler: Esherichia coli, biyofilm, pH, gen ekspresyonu, porin



ABSTRACT

INVESTIGATION OF EXPRESSIONS OF BIOFILM-RELATED GENES IN PORIN
PROTEIN MUTANTS OF Escherichia coli W3110

Biofilm formation is a comprehensive and multicellular formation involving many different
mechanisms and regulatory genes. This formation is affected by many factors such as nutrient
availability, temperature, humidity, and pH. In this study, changes in the expression levels of
genes involved in biofilm formation were investigated in ompA, ompC, and lamB porin mutants,
which are outer membrane proteins of Escherichia coli. The wild-type E. coli W3110 strain we
used in our study and the phoE mutant of this strain did not form biofilms under any of the
conditions we tried, but ompA and ompC mutants of this strain formed biofilms at pH 6, 7, and
8, while the lamB mutant only formed biofilm at pH 7. To elucidate the biofilm mechanism in
mutants, changes in the expression levels of biofilm-associated genes (csgD, csrA, rcsB, pgaC,
gseB, gseC, sdiA) of wild-type E. coli W3110 and porin mutants grew at pH 6.7 and 8 were
investigated. Accordingly, it was determined that csrA and rcsB genes decreased in ompA and
ompC mutants at every pH value studied, while csgD, pgaC, and sdiA genes increased
compared to wild-type. Also, in ompA and ompC mutants, the regulators of flagellar genes gseB
and gseC decreased at other pHs except pH 6. While the gseB gene increased slightly in both
mutants at pH 6, the gseC gene increased in the ompA mutant and decreased in the ompC
mutant. The overexpression of gseB and gseC genes, whose overexpression may negatively
affect biofilm formation, slightly increased at pH 6, resulting in a slight decrease in biofilm
formation in ompA and ompC porin mutants than at pH 7 and 8. It was determined that in the
lamB mutant, which gave similar gene expressions with other mutants at pH 7, the gseBC genes
were overexpressed at pH 6 and the csgD gene was underexpressed at pH 8. These conditions
were determined to inhibit biofilm formation in the lamB mutant. In line with the obtained
expression data, opinions about the mechanisms that lead mutants to biofilm formation were
put forward. According to these views, it was determined that the expression of biofilm-related
genes increased and decreased in the biofilm formation of ompA, ompC, and lamB mutants by
biofilm formation. However, from these data, no information has yet been obtained about how

the mutant porins induce biofilm formation.

Keywords: Esherichia coli, biofilm, pH, gene expression, porin
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1. GIRIS

Biyofilmler, kendi iirettigi polimerik matriks igerisinde gdmiilmiis sekilde bulunan ve
canli veya cansiz yiizeyler ile iligkili mikroorganizma topluluklaridir (Costerton vd., 1995;
Costerton vd., 1999; Kostakioti vd., 2013). Biyofilm icerisinde yer alan bakteriler,
yapilandirilmis, birlikte hareket eden, islevsel topluluklar olusturan yiiksek diizeyde bir
organizasyona sahip biyolojik ¢ok hiicreli, koordine bir sistem olustururlar (O'Toole vd., 2000).
Popiilasyondaki organizmalarin ve hiicre dis1 polimerik maddelerin olusturdugu matriks
homojen veya heterojen olabilmektedir. Bu matriks yapisinin igerisinde bulunan organizmalar,
biyofilmin kendilerine sagladigi pek ¢cok koruyucu avantajdan da faydalanirlar. Serbest yiizen
bakterilerle karsilastirildiginda, biyofilm icerisindeki  bakteriler —fagositoza, besin
yoksunluguna, pH degisikliklerine, biyositlere ve antimikrobiyallere karsi daha dayanikli ve

daha kararli olarak varliklarini siirdiiriirler (Costerton vd., 1995; Costerton vd., 1999).

Bakteriyel biyofilmler birgok g¢evrede yaygin olarak bulunur ve birgok endiistriyel
aktivitede 6nemli roller oynar (Satpathy vd., 2016). Siit endiistrisinde biyofilm olusumu,
gidalarin ve ekipmanlarin bozulmasi nedeniyle ciddi hijyen sorunlarina ve ekonomik kayiplara
yol acabilmektedir (Mazaheri vd., 2021). Gida ile temas eden yiizeylerde olusan biyofilmlere
katilan gida kaynakli bazi patojenlerin kalicilifi gida iirlinlerinin kalitesini, miktarin1 ve
giivenligini etkilemektedir. T1ibbi agidan bakildiginda, kateterler, protez kalp kapag1 ve kontakt
lensler gibi birgok farkli tibbi implant {izerinde biyofilm olusumu gozlenebilir. Bu
enfeksiyonlarin tedavisi genellikle sadece implantin ¢ikarilmasiyla saglanabilmektedir. Bu
durum hastanin sagligini etkiledigi gibi hastaligin tedavi maliyetinin de artmasina neden
olmaktadir (Satpathy vd., 2016). Biyofilmlerdeki mikroorganizmalar, boru hatlarinda ve
tanklarda metallerin korozyona ugramasina neden olan kimyasal ve biyolojik reaksiyonlari
katalize ederler. Biyofilmlerin plakali 1s1 esanjorlerinde ve boru hatlarinda kalinlagsmasi, 1s1
transfer verimliliginin Onemli Ol¢lide azalmasina neden olarak 1s1 degisim tesislerinin

maliyetlerini arttirmaktadir (Pinel vd., 2021).

Biyofilmler, sebep olduklar1 bircok olumsuz etkiye ragmen ekolojide ve doganin
stirdiiriilebilirliginde 6nemli bir role sahiptir. Atik sularin aritilmasi, bitki koruma ve biiylime
tesvigi, petrol ve benzin sizintilarinin temizlenmesi (biyoremediasyon), altin gibi degerli
metallerin ¢ikarilmasi ve korozyonun onlenmesi ve kontrolii gibi birgok faydali yonleri

bulunmaktadir (Muhammad vd., 2020).



2. LITERATUR OZETI
2.1. Biyofilm Olusum Asamalari

Biyofilm olusumu 3 ana asamada gerceklesmektedir. (i) tutunma, (i1) olgunlagma, (iii)
ayrilma. Tutunma asamasi, iki basamakta gerceklesmektedir. ilk basamakta, tutunma
gerceklesir, tutunan hiicrelerin yiizeyle olan baglantilar1 zayiftir ve yiizeyden ayrilabilirler
(tersine cevrilebilir). Tutunmanin ikinci basamaginda ise yiizeyden ayrilmayan bakteriler,
biyofilm yapisinin erken gelisimini gerceklestirmektedir. Bu basamakta mikrokoloni olusumu
gozlemlenir ve bu basamak geri dondiiriilemez. Bir sonraki asamada, mikrokoloni gelisip
olgunlasir ve biyofilm olgun bir hal alir. Son olarak, ortamin sicakliginin degismesi, besin
maddelerinin azalmasi ve oksijen eksikligi gibi durumlarin olusmasi hiicrelerin planktonik
formlarma geri donmesine neden olabilir bu durumda da biyofilm olusumunun tigiincii asamasi
yani biyofilmin dagilmasi gergeklesir (Kostakioti vd., 2013; Rabin vd., 2015; Sharma vd., 2016;
Oztiirk vd., 2022).

2.1.1. Tutunma

Tutunma adimi, iki asamali bir siire¢ olarak kategorize edilmektedir: doniisiimli
tutunma ve geri doniisiimsiiz tutunma. Geri doniislimsiiz tutunma asamasindaki biyofilm, daha
guclu fiziksel veya kimyasal kaydirict kuvvetleri tolere edebilmektedir (Rabin vd., 2015; Yin
vd., 2019).

2.1.1.1. Doniisiimlii Tutunma

Biyofilm, uygun besin kosullarina sahip herhangi bir ortamda olusabilir. Hiicrelerin
tutunma yiizeyleri metal, cam, plastik, tibbi implantlar, paslanmaz c¢elik gibi abiyotik veya
epitel hiicreleri, insan derisi ve hayvan dokular1 gibi biyotik olabilir. Ortamin sicaklik, pH ve
iyonik kuvveti gibi ¢evresel kosullarin disinda, s1vi bir ortamda biyofilm olusumunu engelleyen
itici elektrostatik ve hidrodinamik kuvvetler bulunmaktadir (Sharma vd., 2016). Ayn1 zamanda
bakteri ylizeyinin bilesenleri de bakterinin ylizeyden uzaklagsmasini veya yakinlagmasini
etkileyen baska bir faktordir (Kostakioti vd., 2013). Yiizeye baglanmak i¢in
mikroorganizmalarin bu itici kuvvetlerin {istesinden gelmesi gerekmektedir (Sharma vd.,
2016). Mikroorganizmalar yiizeye tersine ¢evrilebilir bir sekilde baglanirken, van der Waals
kuvvetleri, hidrofobik etkilesimler ve EPS'nin yapiskan dogas1 gibi fiziksel kuvvetlerden
faydalanirlar (van Wolferen vd., 2018; Rodrigo-Navarro vd., 2021). Bakteriyel hareketi
saglayan kame¢1 benzeri ipliksi bir uzanti olan flagella, hiicre-yiizey -etkilesimlerini

engelleyebilecek itici kuvvetlerin tistesinden gelerek hiicrelerin ylizeylere yapismasini



saglayabilmektedir (Haiko ve Westerlund-Wikstrom, 2013). Kostakioti ve arkadaslar1 (2013),
hareketli bakterilerin hidrodinamik ve itici kuvvetleri, flagellas1 olmayan bakterilere nazaran
daha kolay astigini tespit etmistir. Flagellar motilitenin ilk baglanma icin 6nemli oldugu,
Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes, Vibrio cholerae ve E. coli’de dahil birgok
patojende gosterilmistir (O'Toole ve Kolter, 1998; Shi vd., 2018; Lai vd., 2020; Thi vd., 2020;
Mazaheri vd., 2021; Ozer vd., 2021). L. monocytogenes'in flagellasi olmayan mutantlari, kisa
stireli inkiibe edildiklerinde yiizey yapismalar1 bozulmaktadir. Bununla birlikte, daha uzun siire
inklibe edilen, flagellasi olmayan mutant hiicreler, flagellali hiicreler ile neredeyse ayni
seviyede bir ylizey kaplamasina ulagsmaktadir. Bu durum, flagella varliginin ilk ve erken
baglanma i¢in ¢ok Onemli oldugunu gostermektedir (Guan vd., 2023). L. monocytogenes
iizerine yapilan ¢aligmada da goriildiigii lizere, motilite, yapisma i¢in 6nemli bir faktordiir,
ancak hareketsiz bakteriler de saglam yapisma faktorlerinin ifadesiyle yiizeylere
yapisabilmektedir (Sharma vd., 2016). Flagella, E. coli'nin aktif hareketliligi ic¢in bir
mekanizma gorevi gorir ve E. coli ile yiizey arasindaki etkilesimi arttirir. Boylece yapisma igin
ilk hiicre-ylizey temasinin saglanmasinda gorev alir (Beloin vd., 2008). Ancak “ilk baglanma”
dinamik ve geri doniisiimliidiir, bu sirada bakteriler hidrodinamik kuvvetler, itici kuvvetler veya
besin mevcudiyetine yanit olarak ayrilabilir ve planktonik popiilasyona yeniden katilabilirler

(Cohen vd., 2019; Lin vd., 2021; Li vd., 2023).
2.1.1.2. Geri doniisiimsiiz Tutunma

Geri doniisiimsiiz baglanma, dipol-dipol etkilesimleri, hidrofobik etkilesimler, hidrojen,
iyonik ve kovalent baglara ek olarak bakteriyel ylizey bilesenlerinin ve adezinlerinin katilimiyla
gerceklesmektedir (Arciola vd., 2018; Reddy vd., 2019). Bakteri hucreleri genellikle negatif
yiikliidiir ve bu nedenle z1t yiiklii yiizeylerde itici kuvvetlerin iistesinden gelip kolonizasyon
olusturma sanslar1 daha yiiksektir. Kolonizasyona aracilik eden bir bagka faktoér olan bakteri
yiizey bilesenleri ise bakteriden bakteriye degisiklik gostermektedir (Arciola vd., 2018). Gram-
negatif bakterilerin dis zarlarinda, O-antijen, ¢ekirdek ve lipid A olmak {izere ii¢ kisma ayrilan
lipopolisakkaritler (LPS) bulunmaktadir. Teikoik asit (TA) ise Gram-pozitif bakterilerin hiicre
duvar yapilarinda yer almaktadir. Bakterilerin dis ylizeyinde bulunan LPS ve TA sayesinde,
hiicrelerin yiizeylere yapigsmasina ve bu sayede biyofilm olusturulmasina yardimci olan yiikler
olusturulur (Ruhal ve Kataria, 2021). Bakterilerin yuzeyinde, hicre yiizeyinden hiicre disi
ortama uzanan farkli adezinler bulunmaktadir. Simdiye kadar, flagella, pili/fimbriac ve
fimbriyal olmayan adezinler dahil olmak iizere bakterilerin adezin yapilarinin biyofilmlerin

gelisiminde rol oynadig tespit edilmistir (Berne vd., 2015). Bu yiizey organellerinin varhigi,



bakteri hiicrelerinin substratlarla ilk fiziksel temasi kurmasina yardimci olmaktadir (Petrova
vd., 2012; Berne vd., 2015; Carniello vd., 2018). Hucre ylizey adezinlerinden pili/fimbria,
bakterilerin birbirine baglanmasini ve erken hiicre yiizey baglantilarinin olugsmasini saglayan
filamentli uzantilardir (Maldarelli vd., 2016; Lam vd., 2019). Acinetobacter baumannii,
Klebsiella pneumoniae, Clostridium difficile, Streptococcus agalactiae'de pili, ylzeylere erken
baglanmalarda 6nemli roller oynamaktadir (Maldarelli vd., 2016; Pakharukova vd., 2018; Gori
vd., 2020). E. coli'nin ylizeye geri doniistimsiiz olarak baglanmasinda 6nemli bir rol oynayan
curli fimbriae, antijen 43 ve tip 1 fimbria’nin ilk ylizey yapismasimni arttirdigi bulunmustur
(Heras vd., 2014; Carter vd., 2016). Ayrica, baz1 bakterilerdeki farkli adezinler, kalic1 yiizey
tutunmasina aracilik etmektedir. Buna ornek olarak, Caulobacter crescentus'ta ilk katmanin
olusumuna holdfast adi verilen giiclii bir yapigkan polisakkarit aracilik etmektedir. S.
epidermidis tarafindan iiretilen polisakkarit hiicreler arasi adezinler (PIA) ise hiicreden hiicreye

baglanma ve ardindan biyofilm gelisimi i¢in gereklidir (Karatan ve Watnick, 2009).

Cogunluk algilama (Quorum Sensing=QS) adi1 verilen bir hiicreden hiicreye sinyal
mekanizmasi, bakteriyel biyofilm olusumunu baslatmak i¢in hiicreleri tek tek koordine
etmektedir (Abraham, 2016). Bakteriler QS mekanizmasi sayesinde, popiilasyon igerisinde
hiicreden hiicreye iletisimi saglayan kimyasal sinyaller (otoindiikleyiciler, Al'ler) gibi ilk
habercileri sentezler ve bu ilk habercileri hiicre disarisina birakirlar (Li ve Tian, 2012; Papenfort
ve Bassler, 2016). Hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakteriler, biyofilm olusumunu
dizenlemek igin hlcreden hicreye sinyal mekanizmalarindan yararlanirlar. Gram-negatif
bakteriler esas olarak ag¢il homoserin laktonlart (AHL'ler) kullanirken, Gram-pozitif bakteriler
hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakteriler tarafindan kullanilabilen evrensel Al'ler olan

oligopeptidleri kullanirlar (Muhammad vd., 2020).

Geri doniisiimsiiz tutunma, tutunmus bakteri hiicrelerinin QS'si tarafindan diizenlenen
EPS {iretimi sayesinde geligir. Biyofilm hiicre dis1 matriksinin énemli bir bileseni olan EPS,
bakteriler tarafindan sentezlendikten sonra hiicre disarisina salgilanir. Hiicre disina salgilanan
EPS, iyon kopriileme etkilesimleri ve hidrofobik etkilesimler yoluyla bakterilerin birbirine
yapismasini sagladigi gibi, bakterilerin ylzeylere de yapismasini kolaylastirmaktadir (Fahs vd.,
2014; Costa vd., 2018). Genel olarak EPS, yiizeylere yapigma, hiicre-hiicre tanima, biyofilm
olusumu, biyofilm yapisi, suyun tutulmasi, sinyallesme, hiicrelerin korunmasi ve genetik

degisimlerde kritik rollere sahiptir (Muhammad vd., 2020).



Polisakkaritler, proteinler, DNA'lar, lipidler ve diger polimerik bilesikler dahil olmak
iizere, EPS'nin ana bilesenleri bakteri tiirlerine ve ¢evresel kosullara baglh olarak degisiklik
gostermektedir (Muhammad vd., 2020). EPS matrisinin 6nemli bir bileseni olan polisakkaritler,
birgok bakterinin biyofilm gelisiminde ve biiylimesinde 6nem arz etmektedir (Flemming,
2016).

2.1.2. Biyofilm Olgunlasmasi

Geri doniisiimsiiz tutunmadan sonra, tutunan bakteri hiicreleri boliinerek ¢ogalirlar ve
artan EPS iretimiyle birlikte mikrokolonilerin olusumu gerceklesir (Trebino vd., 2021).
Mikrokoloni olusumuyla es zamanli olarak, hiicre dist matrisin olusumunda rol oynayan
genlerin ekspresyonlari da tetiklenir ve biyofilm olusumuna katilan hiicre dis1 matriks
elemanlar1 dlzenlenir (Kostakioti vd., 2013; Trebino vd., 2021). Hiicre dis1 elemanlarin
diizenlenmesiyle, hiicre dis1 matriksin olusumu gergeklesir ve devaminda biyofilmin {i¢ boyutlu
yapist sekillenir (Sharma vd., 2016). Matris olusumunu, dolasim sistemleri gibi davranan,
besinleri hiicre topluluklarina tasiyan ve istenmeyen iirlinleri uzaklastiran su dolu kanallarin
olusumu izler (Corsini vd., 2022). Biyofilmin ilk tabakasi olusturuldugunda, ayni tiiriin veya
diger tiirlerin hiicreleri biyofilm yapisina dahil olurlar. Bu sayede, biyofilm, ince bir tabakadan

"mantar" veya "kule" seklinde bir yap1 olusturacak sekilde biiyiir (Rabin vd., 2015).

Biyofilm yapisi, cevresel kosullara bagl olarak degismektedir. Ornegin, biyofilm
calismalarinda model olarak kullanilan P. aeruginosa, oksik kosullar altinda ¢ubuk sekilli
hiicrelerle makrokoloniler olusturur ve makrokolonilerin arasinda olusan kanallar, mantar
seklinde bir yapi olusturur. Diger bir yandan, P. aeruginosa, anoksik kosullar altinda uzun
filamentli hiicreleriyle makrokoloniler olusturur ve olusan bu makrokolonilerin arasinda kalan
kanallar, i¢ boyutlu ag benzeri bir yap1 meydana getirir (Yawata vd., 2008; Toyofuku vd.,
2016). Biyofilm icerisindeki bu morfolojik degisiklikler, biyofilm igerisinde maddelerin
yayilabilirligini degistirir. Bu sayede besin ve atik {iriinlerin degisimi optimize edilerek oksik

veya anoksik kosullar altinda metabolik adaptasyon saglanmis olur (Toyofuku vd., 2016).

Kalin bir biyofilmde, bakteriler metabolizmalarina ve oksijen toleranslarmma gore
konumlanirlar. Ornegin anaerobik bakteriler oksijene maruz kalmamak ic¢in daha derin
katmanlara yerlesirler. Biyofilm topluluklar1 i¢cinde bulunan bakteriler birbirleriyle iletisim
halinde olurlar ve her bir bakteri biyofilm icerisinde 6zel bir islevi yerine getirir. Biyofilm
olgunlastik¢a, proteinler, DNA, polisakkaritler vb. gibi daha fazla biyofilm yap1 elemana,

tutunan bakteriler tarafindan biyofilmin igerisine salinir (Rabin vd., 2015).



2.1.3. Biyofilm Dagilmasi (Ayrilma)

Biyofilm olusumunun bu son adimi, bakterilerin olgun biyofilmden ayrilarak
dagilmasini, yani bakterilerin baska bolgelerde yeniden biyofilm olusturabilen planktonik
forma ge¢cmesini ifade etmektedir (Sharma vd., 2016). Bu biyofilm evresi, bakteri hiicrelerinin
belirli fizyolojik veya cevresel kosullara yanit olarak diger taze substratlar iizerinde yeni
mikrokoloniler olusturabildigi dogal bir siireci ifade etmektedir (Diaz-Salazar vd., 2017). Besin
eksikligi, yogun rekabet, biyofilm matrisinin ve QS'nin enzimatik bozunmasi, oksijen
tiikenmesi, biiylimiis popiilasyon vb. gibi sayisiz faktor biyofilmin dagilmasini etkilemektedir
(Ballén vd., 2022). Dagilmaya dahil olan ¢evresel sinyaller, sinyal iletim yollar1 ve efektorler
stireci kompleks bir hale getirmektedir (Kaplan, 2010). Dagilma, biyofilm olusumunun

tamaminda meydana gelebildigi gibi sadece bir kisminda da gergeklesebilir (Rabin vd., 2015).

Bakterilerdeki dagilma mekanizmasi 3 ortak asamada gerceklesmektedir: ilk olarak
hiicreler mikrokolonilerden ayrilir, hiicre yeni bir substrata hareket eder ve hiicre yeni substrata
yapisarak, yeni bir biyofilm olusum siirecine gegis yapar (Kaplan, 2010; Shen vd., 2018).
Ayrilma, biyofilmlerdeki hiicrelerin antimikrobiyal stres, matrisin yapisini bozan enzimler ve
besin aglig1 gibi cevrelerindeki degisikliklere yanit olarak gerceklesebildigi gibi, kesme
kuvvetleri gibi dig etkenlerin etkisiyle pasif olarak da gergeklesebilmektedir (Kaplan, 2010;
Fleming ve Rumbaugh, 2017; K. Lee ve S. S. Yoon, 2017). Aktif dagilim gergeklesirken, kamgi
sentezi ve EPS bozunmasi gibi hiicre hareketliligiyle ilgili olan genlerin ekspresyonu yukari
regule edilirken, EPS dretimi, tutunma ve fimbriae sentezi ile ilgili genlerin ekspresyonu ise
genellikle asagi regiile edilir (Kostakioti vd., 2013). Aktif ayrilmanin en bilinen Grnegi,
mikrokolonilerin veya planktonik hiicrelerin biyofilmin merkezinden hizli bir sekilde serbest
birakilmasiyla gerceklesen tohumlama (seeding) dagilimidir. Bu ayrilma sonrasinda, biyofilm
tizerinde bos oyuklar olusur. Aggregatibacter actinomycetemcomitans, P. aeruginosa, Serratia
marcescens ve Staphylococcus aureus gibi bir¢cok bakterinin biyofilmlerinde tohum dagilimi
gbzlemlenmektedir (Kaplan, 2010; K. Lee ve S. S. Yoon, 2017; Muhammad vd., 2020). Pasif
olarak gerceklesen ayrilmalar, kabuk ayrilmasi (sloughing) ve erozyon seklinde olabilmektedir.
Kabuk ayrilmasi, biyofilmin biiyiik bir boliimiiniin aniden ayrilmasin1 ifade ederken, erozyon,
az miktarda bakterinin biyofilmden ayrilmasini ifade etmektedir (Kaplan, 2010; Lee ve Yoon,
2017). Aktif veya pasif, iki ayrilma tipinde de ortama planktonik bakterilerin salinmasi, diger
bolgelerde yeni biyofilmlerin baslamasini tesvik eder (Rabin vd., 2015).
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Kaynak: (Oztiirk vd., 2022: 260)

2.2. E. coli Biyofilm Olusumu

E. coli hiicrelerinin yiizeyle ilk temasi, diger bakteri tiirlerinde oldugu gibi
fizikokimyasal ve elektrostatik etkilesimlere bagli olarak gergeklesmektedir (Markova vd.,
2018). Bakteriler ve yiizeyin itici ¢ekici kuvvetleri arasindaki denge kirilmaya basladiginda E.
coli hiicreleri yiizeye geri dontisiimlii olarak baglanti kurar. Bu baglanti, kimi zaman bakterinin
hareketinden kimi zaman ise siv1 akisi gibi nedenlerden dolay1 bozulabilir, bu gibi durumlarda
bakteriler tekrardan planktonik faza dahil olurlar (Beloin vd., 2008). Flagella, bakterinin itme
kuvvetinin iistesinden gelmesini ve substrat yiizeyi boyunca yayilmasini saglar ve bu sayede
hiicrelerin yiizeyle ilk temasini destekler (Friedlander vd., 2015; Besharova vd., 2016).
Flagellar motilite, adezyon i¢in 6nemli bir faktér olmasina ragmen zorunlu bir gereklilik
degildir. Flagellas1 bulunmayan bakteriler de saglam adezyon faktorlerinin ifadesi ile ylizeylere

tutunabilmektedir (Beloin vd., 2008).

E. coli hiicrelerinin yiizeye geri doniisiimsiiz olarak tutunmasi sirasinda hiicreler
hareketsiz hale gelir, flagella sentezi baskilanir. Siklik-diguanilik asit (c-di-GMP) dahil birkag
kiiciik molekiil sayesinde planktonik durumdan biyofilm formuna gecis gergeklesir. Planktonik
formdayken diisiik olan c-di-GMP konsantrasyonu, biyofilm olusumu sirasinda artis gosterir
(Sharma vd., 2016). Yuzey adezinleri olan Tip 1 fimbriae/pili ve curli, geri donilisiimsiiz

baglanmanin ger¢eklesmesinde kilit rol oynar (Markova vd., 2018).



E. coli'de bulunan tip 1 fimbriae veya pili, dkaryotik hiicre yiizeylerindeki cesitli
reseptor molekiillerine ve abiyotik ylizeylere ilk baglanmanin gergeklesebilmesi i¢in 6nemlidir
(Beloin vd., 2008; Sharma vd., 2016). Tip 1 fimbriae, fimAICDFGH genlerinden olusan fim
operonu tarafindan kodlanir. Ana fimbrial alt birim FimA, fimA geni tarafindan kodlanirken,
tip 1 fimbrialarin mannoz reseptorlerine baglanmasina aracilik eden bir adezin olan FimH, fimH
geni tarafindan kodlanmaktadir (Staudova vd., 2015). Biyofilm olusumunun baslangic ve ilk
gelisimiyle birlikte fim genlerinin ekspresyonu indiklenir (Sharma vd., 2016). Tip 1 fimbriae,
dis zarda bulunan OmpA, OmpX, Slp ve TolC dahil bir¢ok proteinin miktarinin azalmasina
aracilik ederek bakteri ylizeyinin fizikokimyasal 6zelliklerinin degismesine neden olur. Bu
durumdan yiizey yapismasi da etkilenir (Marouf vd., 2022). Tip 1 fimbriae aracili yiizey
temaslart, OmpX miktarin1 azaltan fizyolojik bir adaptasyon sinyalidir (Zhou vd., 2023).
OmpX'in yoklugunda, tip 1 fimbriae ve ekzopolisakkarit iiretimi artar, bakteri hareketliligi
azalir (Beloin vd., 2008; Marouf vd., 2022). Birgok Enterobacteriaceae familya Uyesi tarafindan
iretilen ve ince agregatif fimbria olarak da adlandirilan, diger bir yiizey adezini ise curli
fimbriae’dir (Beloin vd., 2008). Curli fimbriae, csgBAC-csgDEFG operonlar1 tarafindan
kodlanmaktadir ve bu operonlar biyofilmle ilgili bircok genin ana diizenleyicisi olan CsgD
tarafindan kontrol edilmektedir (Liu vd., 2014). Curli'nin yapisal bilesenleri (CsgB ve CsgA),
csgBAC operonu tarafindan kodlanirken, curli disa aktarim mekanizmasi (CsgE-G) ve CsgD,
csgDEFG operonu tarafindan kodlanmaktadir (Beloin vd., 2008; Gaviria-Cantin vd., 2022).
Curli ifadesinin diizenlenmesinde ise, EnvZ/OmpR iki bilesenli sistemle birlikte, sicaklik,
ozmolarite, pH ve oksijenasyon gibi farkli ¢evresel ve stres kosullarina yanit veren birkag
transkripsiyonel duizenleyici (Crl, CpxR, H-NS, RcsCDB, IHF, RpoS, MIrA) yer alir. Curli
fimbriae, ilk hiicre yiizey etkilesimlerini ve hiicre-hiicre etkilesimlerini arttirir, bu sayede

abiyotik yiizeylerde olusan biyofilmi destekler (Beloin vd., 2008).

Tip 1 fimbriae ve curli fimbriae disinda, bakteri hiicre yiizey etkilesimlerini
giiclendirmede rol oynayan bir baska fimbriae de konjugatif pili (F-Pilus)’dir (Beloin vd.,
2008). Gram negatif bakterilerde bulunan F-Pilus, bakteri hiicreleri arasinda konjugasyon
kopriistinii kurarak genetik materyal aktarimini gergeklestirmesinin yani1 sira, abiyotik
ylizeylere rastgele baglanmay1 ve biyofilmin yapisini stabilize eden hiicreden hucreye temas

yoluyla ilk yapismay1 ve biyofilm olgunlagsmasini destekler (Beloin vd., 2008; Hu vd., 2019).

Geri doniisiimsiiz olarak ylizeye tutunan bakteri hticreleri, hiicre-hiicre etkilesimlerinin
etkisiyle bir araya gelmeye baslarlar. Hiicrelerin bir araya gelmesiyle, hiicre dis1 matriks de

iretilmeye baglar, matriks biyofilmin ii¢ boyutlu yapisini olusturarak biyofilmin olgunlagmasini



saglar (Sharma vd., 2016). Biyofilmin olgunlagsmasi asamasi, ototransportdrlerin ve EPS’nin
(Bakteriyel Ekstraseliiler Polisakkaritler) katilimiyla saglanir (Sharma vd., 2016).

Ototransportorler, dis zara lokalize olurken yardimci proteinlere ihtiya¢ duymayan
proteinlerdir (Beloin vd., 2008). Bircok E. coli’de bulunan, ana dis zar proteini olan ve flu geni
tarafindan kodlanan antijen 43 (Ag43), hiicreden hiicreye yapigsmay1 destekleyen, kendi kendini
tantyan bir yiizey ototransportor proteinidir. Ag43, sivi kiiltiirlerde otoagregasyonu ve hiicre
kiimelenmesini saglayarak biyofilmin ti¢ boyutlu gelisimine katkida bulunur (Heras vd., 2014).
Ayn1 zamanda Ag43, farkl tiirlerdeki bakterilerde de ifade edildiginden dolay1, E. coli ve P.
aeruginosa gibi bakterilerin karisik biyofilm olusumunu tesvik etmektedir. Abiyotik
yiizeylerde biyofilm olusumunda ve biyofilm olgunlasmasinda, Ag43 miktarinin artis1 Gnemli

bir role sahiptir (Beloin vd., 2008).

Biyofilm olusumunda yer alan diger ototransportdr proteinler ise AidA ve TibA’dir. Bu
proteinler genellikle E. coli'nin viriilan suslar ile iliskilidir ve bu proteinlerin ekspresyonu,
abiyotik yiizeylerde biyofilm olusumunu destekler ve otoagregasyonu saglar (Vogeleer vd.,
2014). Ag43, AidA ve TibA, hiicre agregasyonuna neden olan ve biyofilm olusumunu artiran,
kendiliginden birlesen proteinlerdir. Bu proteinler, birbirleriyle heterolog etkilesimler
kurabildikleri gibi karigik bakteri kiimelerinin olusumunu da tesvik edebilirler (Beloin vd.,
2008; Vogeleer vd., 2014).

Ototransportorlerin ekspresyonuyla birlikte matriks polisakkaritlerinin ekspresyonu
sayesinde biyofilm olgunlasmasi i¢in gerekli olan biyofilm matriksinin olusumu gerceklesir
(Beloin vd., 2008). Biyofilm matriksi, i¢erisinde bulunan bakterileri, dis etkilerden ve olumsuz
kosullardan (kuruma, biyositler, antimikrobiyaller, metalik katyonlar, ultraviyole radyasyon,
protozoalar ve konak¢1 bagisiklik savunmasi gibi) koruyan bir ortam olusturur (Flemming ve
Wingender, 2010).

Matrikste salgilanan polisakkaritler, biyofilme sekil verir ve ayn1 zamanda da biyofilme
yapisal destek saglarlar. E. coli biyofilmlerinde ti¢ temel ekzopolisakkarit bulunmaktadir; 3-
1,6-N-asetil-D-glukozamin polimeri (PGA), seliiloz ve kolanik asit. Ve bu polisakkaritlere ek
olarak hiicre ylzey polisakkaritlerinden lipopolisakkarit ve kapsiller de E. coli biyofilm
olusumuna dahil olan énemli faktorlerdir (Flemming ve Wingender, 2010; Sharma vd., 2016).
PGA, hiicre-hiicre yapigsmasinda hiicrelerin yiizeylere baglanmasinda rol oynamasina ek olarak,
E. coli biyofilmini stabilize eden bir adezin olarak da islev goriir. E. coli pgaABCD (veya

ycdSRQP) operonu, PGA polimerinin sentezinde, tasinmasinda ve lokalizasyonunda yer alan



proteinleri kodlar (Beloin vd., 2008; Sharma vd., 2016). PgaA ve PgaB, PGA tasinmasi igin
gerekliyken, PGA sentezi igin PgaC glikosiltransferaz ve PgaD gereklidir. Genellikle birgok
bakteriyel ekzopolisakkaritte oldugu gibi, PGA sentezi c-di-GMP tarafindan allosterik olarak
aktive edilmektedir (Echeverz vd., 2017).

Biyofilm olusumunun hava-sivi ara yiiziinde, sert ve kat1 bir sekilde gergeklesmesini
diger bir ekzopolisakkarit olan seliiloz saglamaktadir (Beloin vd., 2008; Sharma vd., 2016).
Mikrobiyal seliilloz, B-(1,4) baglarla baglanmis dogrusal bir glikoz polimeri olarak iiretilir
(McNamara vd., 2015). Seluloz, bcsABZC ve bcsEFG operonlar tarafindan kodlanmaktadir.
E. coli seluloz sentaz kompleksi, yedisi i¢ zarda lokalize olmak tzere dokuz alt birimden
olusmaktadir (Acheson vd., 2021). Seliiloz sentaz kompleksinde BcsA ve BesB yer almaktadir.
BcesA, zara gomili bir glikosiltransferaz, BesB ise periplazmik i¢ membran baglantili bir
proteindir (McNamara vd., 2015; Acheson vd., 2021; Manan vd., 2022). Temel katalitik olarak
aktif seliiloz sentaz alt birimi olan BcsA, uridin difosfat (UDP) ile aktive olan glikozu (UDP-
Glc) hucre ici bir glikoziltransferaz domaini sayesinde, selliloza polimerize eder ve bir
transmembran kanal1 yoluyla bu polimeri salgilar (McNamara vd., 2015). BcsA seliiloz sentaz

proteini, c-di-GMP baglanmasiyla allosterik olarak kontrol edilir (ROmling ve Galperin, 2015).

E. coli biyofilmlerinde bulunan (¢ ana ekzopolisakkaritin sonuncusu ise kolanik asittir.
Kolanik asit, ¢cevresel kosullar altinda bakteri hiicresi etrafinda koruyucu bir kapsiil olusturan
negatif yiiklii bir glikoz, galaktoz, fukoz ve glukuronik asit polimeridir. Cogu kapsiil tiiriinden
farkl1 olarak, iiretilen kolanik asidin 6nemli bir kismi hiicre dis1 ortama salmir (Beloin vd.,
2008). Kolanik asitin biyosentezi, wca olarak adlandirilan 20 genlik (cpsB, cpsG, gmd, wza,
wzb, wzc, wcaA, weaB, weaC, weaD, wcaE, weaF, weaG, weaH, wceal, weaJ, weaK, weal,
wcaM ve wzxC) bir gen kiimesi tarafindan kodlanan enzimler tarafindan gergeklestirilir (Wang
vd., 2020). Bu gen kiimesi, transkripsiyon regiilatorii RcsA varliginda, {i¢ bilesenli sistem RcsC
/ ResD / ResB tarafindan indiiklenmektedir. Kolanik asit, ilk bakteri baglanmasin1 bozabilir
ancak, biyofilm olusumunun ileri asamalarinda, yukar1 regiile edilir ve liretimi olgun biyofilm
yapisiin gelisiminde rol oynar (Beloin vd., 2008). Buna ek olarak, bazi ¢alismalarda, kolanik
asit kapsuiliinin ekspresyonunun, Ag43 ve AidA gibi ototransporter adezinleri maskeleyerek E.

coli suslarinin biyofilm olusumunu inhibe edebilecegi gosterilmistir (Vogeleer vd., 2014).

Bakteri hiicreleri ve ¢evresi arasindaki etkilesimlerin artmasini saglayan hiicre yiizey
polisakkaritleri gibi bilesenler de biyofilm fenotipine katki saglayabilir. Lipopolisakkarit (LPS)
O antijeni ve kapstler polisakkarit K antijeni, E. coli suslarina 6zgii yiizey polisakkaritleridir.

Gram-negatif bakterilerin dis membraninda bulunan lipopolisakkarit, endotoksin olarak da

10



bilinen glikolipidik bir polimerdir (Beloin vd., 2008; Sharma vd., 2016). LPS’nin sentezlenip
hiicre yilizeyinde birlestirilmesinde, bazilar1 biiylik operonlarda kiimelenen 50 iizerinde gen
gorev almaktadir. LPS yoksun E. coli’ler iizerine yapilan ¢alismalarda, abiyotik yiizeylere
yapismanin azaldig1 ve biyofilm kapasitesinin diistiigii belirlenmistir (Beloin vd., 2008). Baska
bir calismada ise rfaH genindeki mutasyon ile azalan LPS ekspresyonunun, E. coli
adezinlerinin lizerindeki LPS maskeleme etkisini kaldirdig1 ve bu sayede ilk yapigma ve/veya
biyofilm olusumuna olanak sagladigi bildirilmistir (Beloin vd., 2006). Bu ¢alismalar gosteriyor
ki, LPS hiicre yilizeyinde bulunan yapisma faktorleriyle etkilesime girerek biyofilm olusumu
arttirtp azaltabilmektedir (Beloin vd., 2008). Kapsiiler polisakkaritler ise hiicreyi sikica tutan
yiksek molekiil agirlikli ve yiizeyi saran yapilardir. E. coli kapsili, yizey adezinlerini
koruyarak biyofilm olusumuna dolayli olarak katki saglar (Beloin vd., 2008).

2.3. E. coli Biyofilmlerinin Olusumunda Yer Alan Cevresel Sinyaller ve
Diizenleyici Aglar

2.3.1. Sinyaller

2.3.1.1. Mekanik Sinyaller

Yiizeyle olan mesafesi azalan bir bakteri hiicresi, biyofilm ve planktonik yasam tarzi
arasinda gegis yapabilir. Bu durum, biyofilm olusumunun saglanabilmesi i¢in ylizeyin
algilanmasinin gerekli oldugunu gostermektedir (Karatan ve Watnick, 2009). Flagella, sadece
ylizeye yakin itici kuvvetlerin iistesinden gelmeye yardimci olarak ve yiizey yakinligini
uzatarak ylizey baglanmasini tesvik etmez, ayni zamanda yiizeyin algilanmasi asamasinda da
rol oynar (Nord ve Pedaci, 2020). E. coli’de flagellar master operon fIhDC, flagella tretip
uretmeme konusundaki temel kararin kontroliinden sorumludur. FIhDC proteinleri,
transkripsiyonel aktivator olarak islev goren bir heteromultimerik kompleks (FIhD4C2)
olustururlar. Bu sayede flagellanin sentezinde yer alan genlerin ekspresyonlar1 diizenlenir
(Karatan ve Watnick, 2009; Belas, 2014). Gergeklestirilen transkripsiyonel profilleme
caligmalarinda elde edilen veriler, flagellar gen ekspresyonunun ve biyofilm matris sentezinin
birbirinin tersi seklinde diizenlendigini gostermektedir. Bu diizenleme, bakterinin yiizey ile
etkilesiminden kaynaklanan flagellar motor iizerinde siirtiinme artiginin algilanmasi yoluyla
gerceklesebilmektedir. Siirtiinme ortaya ¢iktigi zaman, flagellar motorun doniisii durur ve
engellenir (Karatan ve Watnick, 2009). Flagellanin durmasi nedeniyle iyonik akisin ani
degisimi, hiicre igerisinde hiper-polarizasyon olusmasma neden olabilir. Mekanik olarak
indiklenen bu elektro-kimyasal uyarinin, heniiz net bir sekilde ortaya koyulmamis bir yolla,

biyofilm olusumu igin gerekli olan hiicre i¢i sinyallerin tetiklenmesine neden oldugu
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diistiniilmektedir (Belas, 2014; Nord ve Pedaci, 2020). Flagellar motorun olmadigi durumlarda

ise yiizeyle olan etkilesim iletilmez (Karatan ve Watnick, 2009).
2.3.1.2. Besin Varhg ve Metabolik ipuclan

Cevrede bulunan besin tiirleri ve bu besinlerin miktarlari, bakterilerin cevrelerine
verecekleri tepkileri diizenler. Bir biyofilmi olusturmanin ve sonrasinda biyofilmden
ayrilmanin enerji yoniinden maliyetleri, bakterilerin ortamin besin durumunu 1yi analiz etmesini
gerektirmektedir. Biyofilm olusumu, besin sinyallerinden etkilenmektedir (Karatan ve
Watnick, 2009; Zahra vd., 2019).

Glikoz ve katabolik represyonu, biyofilm olusumunu etkileyen besin sinyallerinden
birisidir. Glikoz, Diinya iizerinde yasayan butlin organizmalarin metabolizmasinda énemli rolii
olan bir karbonhidrattir. Baz1 bakterilerde, glikoz ve benzeri karbonhidratlar biyofilm
olusumunu tetiklerken, baz1 bakterilerde ise yiizey yapismasini inhibe ederler. Cevresel glikoz
ve katabolit represyon, cesitli E. coli suslarinda biyofilm olusumunu inhibe etmektedir. E.
coli'de, glikozun baskilayic1 etkisi, cAMP-CRP sistemi aracilifiyla katabolit baskilama
seklinde gergeklesir (Karatan ve Watnick, 2009; Zahra vd., 2019). E. coli’de bulunan bssS ve
bssR, katabolit represyonda yer alan birkag genin diizenleyicisi olarak gorev yapmaktadir. BssS
ve BssR, glikoz tarafindan modiile edilen farkli sistemler (RpoS, CRP, CreC ve CsrA gibi)
araciligiyla biyofilm olusumunu 6nemli dl¢lide baskilayabilir. CsrA'nin ekspresyonu, glikojen
metabolizmasinin bastirilmasini ve flnDC operonunun aktivasyonunu saglar. Ayni1 zamanda,
biyofilm olusumunun baglangiciyla birlikte cSrA ifadesi dramatik olarak diisiis gosterir,
biyofilm olgunlasmasindan sonra CcSrA’min aktif olmasiyla birlikte, flagellar genlerin
ekspresyonu saglanarak, hiicrenin biyofilmden ayrilmasi gerceklesebilir. CsrA, pgaABCD
operonunu dolayli yoldan etkileyerek, PGA {iretimini posttranskripsiyonel olarak diizenler.
Triptofanin, triptofanaz enzimi ile hidrolize edilmesi sonucunda, indol ve piruvat olusur, bunlar
az besin bulunan ya da besinlerin tilkenmis oldugu kosullar altinda bir karbon ve nitrojen
kaynagi olarak kullamilir. Indol, birgok gram-negatif bakteride oldugu gibi E. coli biyofilm
olusumu tizerinde de uyarici bir etkiye sahiptir (Domka vd., 2007; Karatan ve Watnick, 2009).
Indol, hiicrelerin ¢evredeki besin tiikenmesini algilamasini ve buna tepki vermesini saglayan

evrensel bir biyofilm sinyalidir (Karatan ve Watnick, 2009).

Putresin, spermidin ve norspermidin gibi poliaminler, ndtr pH'ta pozitif yiiklii, yapisinda
iki veya daha fazla amin grubu bulunduran organik molekdillerdir. Poliaminler, hicre bliyimesi

icin gereklidir ve biyofilm olusumunu modiile eden sinyaller olarak islev gorebilirler (Karatan

12



ve Watnick, 2009). E. coli'de bir spermidin alim tasiyicisi PotABCD ve bes putresin tasiyicisi
(PotE, PotFGHI, PuuP, PlaP (YeeF) ve YdcSTUV) bulunmaktadir. PotABCD tasiyicisinin
PotD'si biyofilm olusumu igin gereklidir (Thongbhubate vd., 2021). Yapilan ¢alismalarda,
ekzojen putresinin E. coli kiiltiirlerinde biyofilm olusumunu ve hiicre canliligini uyardigi,
spermidinin ise biyofilm olusumunu destekledigi belirlenmistir (Guo vd., 2021; Thongbhubate
vd., 2021).

2.3.1.3. Inorganik Molekiiller

Demir ve fosfat gibi inorganik molekiiller, biyofilm olusumu tizerinde etkilere sahiptir.
E. coli'de, demir aliminda rol oynayan genlerin bir transkripsiyonel aktivatoriinii kodlayan
fecR'nin transkripsiyonu CsgD tarafindan baskilanir. Bu durum, demir alimiyla biyofilm
olusumunun ters bir sekilde diizenlendigini gostermektedir (Karatan ve Watnick, 2009).
Ortamda bulunan fosfat, E. coli biyofilmlerinde hiicre canliligimi arttirmaktadir (Khan ve
Gupta, 2020).

2.3.1.4. Ozmolarite

Ozmolarite, birgok bakteri tiirlinde biyofilm olusumunun diizenlenmesinde rol oynar.
Ortamda yer alan ozmolitin tipine bagli olarak biyofilm olusumu etkilenir. Ornegin; E. coli 100
mM NaCl iceren ortamda kiiltiirlendiginde, curli genlerinin transkripsiyonu, CpxR
transkripsiyon faktorii tarafindan bastirilirken, 100 mM siikroz igeren bir ortamda ayni etki
gorulmemektedir. Bu durum ozmolaritenin degil, iyonik giiciin ¢evresel sinyal olarak
kullanildigin1 géstermektedir. Ortama 200 mM NaCl’nin eklenmesi ise, PNAG (poli-N- asetil-
R-(1-6)-glukozamin) sentezi igin gerekli proteinleri kodlayan pga operonunun
transkripsiyonunu aktive etmektedir. Ortamdaki farkli tuz konsantrasyonlari, E. coli
biyofilmleri iizerinde farkli etkilere sebep olmaktadir. Ozmolaritenin bakteriyel biyofilm
olusumu tizerindeki farkli etkileri, bakterilerin fizyolojik farkliliklarindan kaynaklanmaktadir

(Karatan ve Watnick, 2009).
2.3.2. ikincil Haberciler ve Kiiciik Molekiiller

Planktonik formdan biyofilm formuna gegiste, siklik di-GMP, asetil fosfat, alarmon
guanozin 5'-difosfat 3'-difosfat (ppGpp), N-Asetil-Glukozamin ve N-Asetilglukozamin-6-P gibi
kiiglik molekiiller gorev almaktadir (Beloin vd., 2008).
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2.3.2.1. Siklik di-GMP

Siklik di-GMP (c-di-GMP), diguanilat siklazlar tarafindan sentezlenen, fosfodiesteraz
tarafindan degradasyonu saglanan ikincil bir habercidir (Rémling vd., 2005; Beloin vd., 2008).
C-di-GMP, hicredeki birgok hiicresel islevi bulunmaktadir. Bu islevler arasinda, hareketin
diizenlenmesi ve biyofilm olusumu yer almaktadir. E. coli’de, biyofilm olusumu sirasinda c-di-
GMP konsantrasyonu yiiksek seviyedeyken, motilite sirasinda c-di-GMP konsantrasyonu
diisiik seviyededir. E. coli'de biyofilm olusumuna katilan seliloziin sentezinin diizenlenmesi,
CsgD aktivasyonunun bir diguanilat siklaz kodlayan gen olan adrA'nin ifadesini uyarmasiyla
gerceklesmektedir. Diguanilat siklaz, c-di-GMP iireterek BesA’yi aktive eder ve devaminda
bakteriyel selillozun olusumu saglanir. C-di-GMP’nin hareketi diizenlemesi YcgR yoluyla
gergeklesmektedir (Hufnagel vd., 2014; Ahmad vd., 2017; Suchanek vd., 2020).

2.3.2.2. Asetil Fosfat

Ortamda bol miktarda karbon kaynagi bulunuyorsa, hiicre igerisinde asetil fosfat (AcP)
birikimi gergeklesmektedir. Bakteriler bir yiizeye ulastiginda meydana gelen yerel oksijen
tikenmesi, hicre ici AcP seviyelerinin yikselmesine neden olan bir sinyaldir. AcP
seviyelerinde meydana gelen artis, yliksek seviyede tip 1 pili ve kolanik asit gen ekspresyonuna
ve diisiik seviyede flagellar gen ekspresyonuna neden olarak, biyofilm olgunlasmasini destekler

(Beloin vd., 2008; Christensen vd., 2019).
2.3.2.3. Alarmon ppGpp

Guanozin 5'-difosfat 3'-difosfat (ppGpp) ve guanozin 5'-trifosfat 3'-difosfat (pppGpp),
alarmon ad1 verilen kiigiik niikleotitlerdir. Alarmonlar, tepki dizenleyiciler tizerindeki etkileri
ile gen ekspresyonunu diizenleyerek ¢evresel etkilere uyum saglamada rol oynarlar (Steinchen
vd., 2020). E. coli’nin bulundugu ortamda, amino asit seviyeleri surekli olarak degisir, amino
asit seviyelerinin biiylimeyi etkileyecek kadar azalmasiyla, ppGpp'nin RNA polimeraza
baglanmasi tetiklenir. Boylece protein sentezinin azalmasina neden olan stabil RNA'larin
regulasyonu asagi yonlu olarak diizenlenir (Bessaiah vd., 2021). Alarmon miktarindaki birikim
ile yaklasik 500 genin transkripsiyonu etkilenir (Fernandez-Coll ve Cashel, 2020; Irving vd.,
2021). E. coli’nin gevresel strese yanitinin (stringent response) gerceklestirilmesinden sorumlu
olan ppGpp, cevresel strese yaniti sirasinda fimB promotoérlerinden birini etkileyerek fimB
transkripsiyonunun azalmasina ve dolayisiyla tip 1 fimbriae miktarinin da azalmasina neden
olur (Steinchen vd., 2020). ppGpp'nin, rRNA transkripsiyonunu azaltarak, RNA polimeraz
mevcudiyetini artirarak dsrA (klglk dizenleyici RNA) ve iraP (anti-adaptor protein)
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ekspresyonunu dolayli olarak artirabildigi gosterilmistir (Girard vd., 2018). DsrA ise dolayli
olarak RpoS'yi etkileyerek fimB ifadesinin baskilanmasina neden olur (Bessaiah vd., 2021).
Besin maddesinin tliikenmis oldugu ortamlarda bulunan planktonik bakterilerde ppGpp
sinyalinin, tip 1 fimbria lretiminde bir artisa sebep olarak, kosullarin daha iyi oldugu

yiizeylerde kolonizasyonu indiikledigi diisiiniilmektedir (Beloin vd., 2008).
2.3.2.4. N-Asetil-Glukozamin ve N-Asetilglukozamin-6-P

E. coli, bir karbon kaynagi olarak ve/veya peptidoglikan ve lipopolisakkarit
biyosentezinde bir 6ncl olarak N-asetilglukozamin-6-P'yi kullanabilir. Bunlara ek olarak, N-
asetilglukozamin-6-P, hiicrenin yapiskan molekiiller liretmesi igin bir sinyal olabilir. E. coli,
kat1 yiizeylere tutunmayi, hiicre-hiicre yapismasimni ve biyofilm yapisinin stabilizasyonunu
destekleyen N-asetilglukozamin alt birimlerinden (PGA) olusan hiicre dis1 bir polisakkarit
uretir (Beloin vd., 2008). Bu hiicre dis1 polisakkarit yap1 ayn1 zamanda antimikrobiyallerin
hicreler Gzerindeki etkisini azaltarak hucreleri gevresel faktorlerin etkilerinden de
korumaktadir (Little vd., 2014). Ortama eklenen miisin seker N-asetil-glukozaminin veya
dizenleyici protein NagC'nin mutant hale getirilmesinin AIEC LF82 susunda biyofilm

olusumunu azalttig1 gosterilmistir (Sicard vd., 2018).

2.3.3. Diizenleyici Aglar
2.3.3.1. iki Bilesenli Diizenleyici CpxRA Sistemi

Iki bilesenli diizenleyici bir sistem olan CpXRA, sensdr membran proteini CpxA ve
sitoplazmik regiilator CpxR'den olusmaktadir (Debnath vd., 2013). Bakterilerin cevresel
streslere adaptasyonuna katilan bu sistem, membran proteinlerinin asir1 iiretimi ve yanlig
katlanmas1 ve yliksek pH gibi streslere yanit olarak gen ekspresyonlarinin diizenlenmesini
saglar (Raivio vd., 2013; Mitchell ve Silhavy, 2019). E. coli’nin abiyotik ylzeylere ilk
tutunmasi, membran pertiirbasyonunu indiikler ve bu sayede yiizey algilayicis1 olan CpxR’e
bagli olarak cpx sistemi aktif olur (Shetty vd., 2019). Bu siirece yiizey algilama adi verilir.
CpxR’nin aktivasyonu, motilite ve kemotaksis genlerinin baskilanmasina neden olur, bu sayede
hiicrelerin biyofilmin sabit yapisina ge¢is siireci hizlanir. Yiizeyleri algilamasinin yani sira, CpX
sistemi etrafta bulunan bakterilerin de algilanmasini saglar (Beloin vd., 2008). Gelismekte olan
E. coli biyofilmlerindeki hiicrelerin birbirine temasi Cpx sisteminin indiiksiyonunu saglar. Bu

sayede cpx sistemi biyofilm olgunlasmasina énemli bir katki saglar (Beloin vd., 2008).
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2.3.3.2. iki Bilesenli Diizenleyici Rcs Sistemi

Res iki bilesenli diizenleyici sistemi, membranla iligkili olan RcsC ve RcsD
proteinlerinden ve sitoplazmik yanit diizenleyici RcsB'den olusmaktadir (Meng vd., 2020).
ResC sensor kinaz, kurumayi, ozmolaritedeki degisiklikleri ve membran pertiirbasyonlarini
(kat1 bir ylizey lizerindeki biiyiime durumunda) algilar, bu yiizden E. coli’de biyofilm
gelisiminin normal bir sekilde gergeklesmesi i¢in gereklidir (Beloin vd., 2008; Kimkes ve
Heinemann, 2020). Aym1 zamanda, iki bilesenli rcs, E. coli’de flagellar gen ekspresyonunu
bastirmaktadir (Meng vd., 2020). rcsC ve rcsB mutantlarinda hiicrelerin ilk baglanmasi
etkilenmemektedir, bu durum bu regulonun biyofilmin ilk agamalarinda degil, biyofilmin

olgunlagma asamasinda rol aldigini gostermektedir (Beloin vd., 2008).
2.3.3.3. IKki Bilesenli Diizenleyici EnvZ / OmpR Sistemi

EnvZ / OmpR iki bilesenli sistemi, ompC ve ompF porin proteini genlerinin
transkripsiyonunu dig ozmolaritedeki degisiklere yanit olarak diizenler (Kenney ve Anand,
2020). EnvZ / OmpR aktivitesi, dis ozmolaritede orta dereceli bir artis oldugunda, flagellar gen
ekspresyonunu baskilar ve ilk yapisma sonrasinda curli ekspresyonunu aktive ederek yapismay1
destekleyebilir (Beloin vd., 2008). Curli ekspresyonu (zerindeki OmpR etkisi, regulator
CsgD'nin fosforile OmpR tarafindan aktivasyonu sayesinde saglanir (Jubelin vd., 2005; Beloin
vd., 2008).

2.3.3.4. H-NS ve RpoS

H-NS ve RpoS, ¢evresel kosullara yanit olarak, biyofilm olusumunun diizenlenmesine
katilir (Beloin vd., 2008). H-NS, flagella, tip 1 fimbria gibi birgok biyofilm ile iliskili olan geni
dizenlemesinin yani sira, genomda farkli genlerin diizenlenmesine de katilmaktadir. H-NS,
RpoS sigma faktoriine etki ederek, RpoS’e bagli genlerin ekspresyonlarini diizenler (Beloin
vd., 2008). Bu diizenleme birka¢ sekilde olabilir. H-NS, RpoS’nin baglanacagi promotora
baglanarak onun baglanmasini engelleyebilir, dolayli olarak rpoS translasyonunu bastirabilir

veya RpoS yenilenmesini (turnover) uyarabilir (Beloin vd., 2008).
2.4. Yeterli Cogunluk Algilama (Quorum Sensing)

Quorum sensing (QS), hiicreler tarafindan salgilanan otoindiikleyiciler (Al) veya
quormonlar olarak adlandirilan kii¢iik sinyal molekiillerinin ortamda bulunma yogunluguna
gore gen ekspresyonlarint modiile eden bir kimyasal sinyallesme sistemidir. Farkl: tiirler i¢in
spesifik olan otoindiikleyicilerin yogunlugu ortamda bulunan hiicre popiilasyonu ile dogru

orantihidir. Popiilasyon yogunluguna bagli olarak artan otoindiikleyici miktari, hiicreden
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hiicreye sinyal mekanizmasi araciligiyla biyofilm olusumu ve olgunlagmasi sirasinda gen
ekspresyonunu kontrol eder (Sharma vd., 2016; Styles vd., 2020). Al yuksek bir konsantrasyona
ulastiginda, viriilans faktorlerinin gen ekspresyonunu modiile eden ve hareketliligi, fimbrialari
ve 1stya dayanikli toksin ekspresyonunu arttiran diizenleyici bir protein ile etkilesime girer
(Sturbelle vd., 2015). Gram negatif bakterilerde, Al-1 ve AI-2 olmak iizere iki tip
otoindiikleyici bulunmaktadir (Verbeke vd., 2017). AI-1 molekiilleri, N-ag¢il-homoserin
laktonlardir (AHL), AI-2 ise benzersiz bir furanosil borat diesterdir. AI-1 diizenleme sistemi,
Al-1 sentazin1 kodlayan luxl ve Al-1 yanit diizenleyicisini kodlayan luxR olmak Uzere iki
yapisal genden olusmaktadir. LuxI ve LuxR, viriilanstan biyofilm olusumuna kadar bir¢ok
stireci kontrol etmektedir (Sharma vd., 2016). E. coli, AHL'yi sentezleyememektedir ancak
genomu, bir Al-1 sensoru ve bir luxR homologu olan sdiA'y1 kodlamaktadir. Diger bakteriler
tarafindan sentezlenen AHL, sdiA tarafindan kodlanan LuxR tarafindan algilanmaktadir. Buna
ek olarak, SdiA, E. coli'nin biyofilm olusumunu, hareketliligini ve viriilansini artiran uvrY ve
csrA genlerini yukari regiile etmektedir (Beloin vd., 2008). AI-2, hem tiirler i¢i hem de tiirler
arasi bakteriyel QS'den sorumludur. AI-2'nin QS regiilatorii (YgiU) araciligiyla biyofilm
biyokiitlesini dnemli Olclide arttirmaktadir. YgiU, QseBC iki bilesenli sistem araciligiyla
flagellar hareketi diizenlemektedir. YgiU, daha sonra MotA ve FliA'y1 uyararak biyofilm
olusumuna yol agan ana regulon flnDC araciligiyla E. coli'deki hareketliligi kontrol eden
QseB'yi uyarmaktadir. Ayrica YgiU, crl araciligiyla curli ifadesinin indiiklenmesini ve CSrA

araciligryla da motilitenin uyarilmasini saglamaktadir (Sharma vd., 2016).
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Sekil 2.2. E. coli'de biyofilm olusumunun diizenlenmesinde rol oynayan anahtar genler ve
uranleri

Kaynak: (Oztiirk vd., 2022: 263)

2.5. E. coli Porin Proteinlerinin Biyofilm Olusumuyla iliskisi

Biyofilm olusumu literatiir bilgilerinden de anlasilacag1 iizere, ¢cok kapsamli ve
karmagsik bir olusumdur. Biyofilm olusturan mikroorganizmalarin, temelde benzer olan,
biyofilm olusum mekanizmalarina dahil olan birgok farkli gen bulunmaktadir. Bu ¢esitlilige ek
olarak, tiirler arasindaki etkilesimlerde rol oynayan ya da belirli sartlarda aktif olan
mekanizmalar da bulunmaktadir (Oztlirk vd., 2022). Mekanizmalarin tetiklenmesi cevresel
faktorlerin etkisiyle olmaktadir. UV radyasyonu, su kitligi, besin maddelerinin tiikenmesi,
degisken pH sartlari, yiiksek oranlarda tuz konsantrasyonlar1 ve yiiksek basing gibi etmenler
biyofilmler (zerinde dizenleyici etkilere neden olabilirler (Muhammad vd., 2020). Bu
dizenleyici etkiler, dogrudan ya da dolayli olarak biyofilm olusumuna indiikleyici ya da inhibe
edici etkide bulunabilirler (Oztiirk vd., 2022).

Biyofilm olusumuna katkida bulundugu bazi calismalarda ortaya koyulan porin
proteinleri, biyofilm olusumunu gevresel faktorlerin etkisiyle saglayabilir. Porin proteinleri,
Gram negatif bakterilerin dis zarim1 (OM) olusturan, fosfolipitler, lipopolisakkaritler,
lipoproteinler gibi yap1 elemanlarindan bir tanesidir (Henderson vd., 2016). OM porinler, su

dolu acik bir kanal olusturan ve hidrofilik bilesiklerin pasif taginmasina izin veren, B-figi
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yapisina sahip transmembran goézenekler olustururlar (Choi ve Lee, 2019). Porinler, ayni
zamanda Gram negatif bakterilerde OM'de bulunan proteinler arasinda en yogunudur.
Aktivitelerine gore spesifik olmayan veya spesifik porinler olarak siniflandirilabilmektedirler.
Ek olarak, fonksiyonel yapilarina gére monomerik, dimerik veya trimerik porinler olarak da
birbirlerinden ayrilirlar (Choi ve Lee, 2019). E. coli‘de bu zamana kadar 20'nin tzerinde dis
membran porin proteini tanimlanmistir. Bu dis membran proteinlerinden bazilari; OmpA,
OmpF, OmpC, LamB, PhoE, FecA, FepA, FadL, OmpN, OmpX, OmpG, OmpT, OmpL,
OmpH, OmpD, OmpW, TolC ve ScrY’dir (Han vd., 2012; Schmitt vd., 2019).

Cesitli molekiillerin pasif tasinmasina ek olarak, porinlerin Gram-negatif bakterilerin
zarf biitiinliigiiniin korunmasinda énemli bir rol oynadig: diisiiniilmektedir. Ornegin, dis zar
proteini A (OmpA), bir¢ok kiiciik kimyasalin pasif taginmasina izin veren spesifik olmayan bir
porindir (lyer vd., 2017; Choi ve Lee, 2019). Ayn1 zamanda peptidoglikan ile iligkili bir
proteindir (Samsudin vd., 2016). OmpC, iyonlarin ve diger hidrofilik ¢6ziinen maddelerin dig
zardan gegmesine izin veren trimerik bir porin proteinidir (Alva vd., 2020). LamB, dis
membranda bulunan diger bir trimerik porin proteinidir (Mirus vd., 2010). E. coli’de LamB
porininin ortasinda bulunan kanal, maltoz ve maltodekstrinin dis zar boyunca difiizyonunu
kolaylastirmaktadir (Wagh ve Escobar, 2019). OmpC, LamB porinlerinin ortalarinda 3 ayr1
kanal bulunmaktadir (Myint vd., 2021). Bakteriler bir¢ok ¢evresel strese maruz kalmaktadirlar,
maruz kaldiklar1 bu gevresel streslerden birisi de pH faktoriidiir. Cevresel pH'da ortaya
cikabilecek bir degisiklik, dogal topluluklarin metabolik aktivitelerini karmasik bir sekilde
etkileyebilmektedir (Jin ve Kirk, 2018). OM proteinlerinden, TolC, OmpC, OmpX ve LamB,
E. coli'de pH regiilasyonunun saglanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Wu vd., 2009).
ompF, ompC ve lamB porin genleri, nétral ve asidik pH ile diuzenlenmektedir (Heyde ve
Portalier, 1987). Dis zardaki OmpC ve OmpF miktarlarinin ortamim pH'indan etkilendigi
literatiirde bildirilmistir. Alkali pH'a bagli OmpF porin proteininin diizenlemesinin EnvZ'nin
kontrolii altinda oldugu 6ne stirtilmiistiir (Heyde ve Portalier, 1987; Darcan, 2004). Buna ek
olarak, ompC sentezi igin ayr1 bir diizenleme mekanizmasi bulunmaktadir (Heyde ve Portalier,
1987). Heyde, vd., (1988) arastirmalarini siirdiirerek, farkli porinlerin (OmpF, OmpC, PhoE)
farkli pH’larda islevlerini incelemisler ve porinlerin gézenek ¢apinin pH ile dogrudan iligkili
oldugunu bulmuslardir. Heyde, vd., (2000) E. coli’de pH 6.0°da OmpC’nin, pH 7.8’de ise
OmpF’nin sentezinin arttigin1 tespit etmislerdir. E. coli, degisen ortam pH’sina, porin
ekspresyonunda farkli konformasyonel degisiklikler yaparak yanit vermektedir. E. coli asidik

ortamlarda alkali ortamlardakine gore ¢ok daha iyi biylime gdsterirken, en iyi blytmeyi nétral
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ortamlarda saglamaktadir (Kim ve Ndegwa, 2018; Zhao vd., 2022). E. coli'deki iki bilesenli
sistemlerin yaklasik %50'si benzer sekilde diizenlenmektedir. Porin seviyeleri, pH, sicaklik,
ozmolarite ve biiylime fazi dahil ¢ok ¢esitli biiyiime kosullarindan etkilenmektedir. OmpC ve
OmpF’nin duzenlenmesi OmpR / EnvZ iki bilesenli sistem araciligiyla gerceklestirilmektedir.
Genel olarak, toplam OmpF ve OmpC miktar1 nispeten sabit kalir, ancak seviyeleri karsilikli
olarak osmolarite ve pH gibi cevresel uyaranlar tarafindan koordineli olarak diizenlenir
(Kenney ve Anand, 2020). OmpF ve OmpC'nin ekspresyonu, alkali pH'ta envZ’nin varligina
ihtiya¢ duymaktadir, ancak her iki protein de envZ mutant haldeyken asidik pH'ta eksprese
edilmektedir, bu da diisik pH’ta ozmolarite ile farkli bir sekilde diizenlenen porin
ekspresyonunun varligini ortaya koymaktadir (Sato vd., 2000). OmpC porin proteininin sentezi
alkali ve notr pH’a kiyasla asidik pH’da artis gosterirken, OmpF porin proteininin sentezi ise
alkali ve notr pH degerlerine kiyasla asidik pH’da azalis gostermektedir. Dolayisiyla dig
membran porin proteinlerinin bu sekilde diizenlenmesi, asidik ve alkalin stres altinda
biiyiimenin gergeklesebilmesi igin gereklidir (Darcan vd., 2009). lamB porin geni ise hem nétral
hem de asidik pH ile dizenlenmektedir (Heyde ve Portalier, 1987). Asidik pH’da
indiiklenemeyen OmpA’nin bazik pH’da indiiklendigi, OmpX’in pH 7 digindaki diger pH’larda
indiiklendigi gosterilmistir (Stancik vd., 2002).

Literattrde, porin proteinlerinin biyofilm olusumu ile baglantisin1 gosteren ¢aligmalar
bulunmaktadir. Herman vd., (2016), yaptiklar1 transkriptomik analizinde, Salmonella’dan
alinan ompA, ompC, ompX ve osmB genlerinin E. coli DH5a’da biyofilm olusumuna katkida
bulunabilecegini bildirmislerdir (Hermans vd., 2016). Baska bir ¢alismada da, E. coli F18’de
biyofilm olusumunda, ompC, ompF, ompT genlerinin ekspresyonunda artis oldugu
gosterilmistir, bu artis sayesinde adezyon ve otoagregasyonun gerceklestigi tespit edilmistir
(Liao vd., 2017). E coli MG1655 susunun kullanildig: bir ¢alismada, ompC ekspresyonunun
biyofilm olusturmayan hiicrelere kiyasla biyofilm olusturan hiicrelerde artis gosterdigi
belirlenmistir (Virolle vd., 2020). ompA ile yapilan bazi ¢galismalarda, ompA varliginin biyofilm
olusumunu destekledigine yonelik sonuglar bulunmustur. Lower vd., (2005), E. coli B susundan
tiretilen BL21 (DE3) ile gerceklestirdikleri c¢alismalarinda, OmpA'nin abiyotik yiizeylere
baglanmak igin gerekli oldugunu bildirmistir. E. coli XL1 blue’da ompA’nin asir1 eksprese
edilmesinin sonucu olarak, biyofilm olusumunun gergeklestigi tespit edilmistir (Orme vd.,
2006). Bir bagka g¢alismada, E. coli K12 susunun ompA geninin delesyonunda biyofilm
olusumunun %80 azaldig1 tespit edilmistir (Barrios vd., 2006). Biyofilm olusumu ile porin

proteinlerinin iliskisi hususunda porin ekspresyonunun artisinin biyofilm olusumuna katkis1
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oldugunu gosteren bu ¢aligmalarin yaninda aksi ya da zitt1 bulgularin oldugu ¢alismalar da
bulunmaktadir. Ma ve Wood, (2009) yapmis olduklar1 ¢alismalarinda, E. coli BW25113 yabani
tipine gbre, ompA mutant E. coli’nin daha fazla biyofilm olusturdugunu tespit etmislerdir. Bu
tespitten sonra biyofilm olusumunda ompA’nin etkiledigi yollarin belirlenmesi i¢in
transkriptom analizleri gergeklestirilmistir. Transkriptom analizinin sonucunda, Cpx sisteminin
ompA ile aktive edildigi belirlenmistir. ompA’nin  olmamasmin CpxAR sistemini
indiikleyebildigi ve bu sisteminde biyofilm tiretimi i¢in gerekli olan csgD ve adrA’y1 aktive
ettigi tespit edilmistir (Ma ve Wood, 2009). Buna karsin ompA ile yapilan baska ¢aligsmalarda,
ompA’nin varliginin biyofilm olusumunu destekledigine yonelik sonuglar da bulunmustur
(Lower vd., 2005). E. coli B susundan tiiretilen BL21 (DE3) ile gergeklestirilen bir ¢alismada,
OmpA'nin abiyotik yiizeylere baglanmak i¢in gerekli oldugu bildirilmistir. E. coli XL1 blue’da
ompA’nin asir1 eksprese edilmesinin sonucu olarak, biyofilm olusumunun gergeklestigi tespit
edilmistir (Orme vd., 2006). Bir baska c¢alismada, E. coli K12 susunun ompA geninin
delesyonunda biyofilm olusumunun %80 azaldig: tespit edilmistir (Barrios vd., 2006). E. coli
O157:H7’nin ise konake1 hiicrelere yapismada, OmpA’y1 kullandigi belirlenmis ve OmpA bir
viriilans faktorii olarak tanimlanmistir (Hirakawa vd., 2021; Scotti vd., 2021). Cymbopogon
martini’den (Hint sardunyasi) elde edilen esansiyel yaglarin kullanildigi bir ¢alismada da E.
coli O157:H7°’un M9 minimal besiyerinde biyofilm olusturmasinin 6niine geg¢ilmistir. Bu
stirecte gergek zamanli PZR ile ekspresyon seviyeleri kontrol edilen ompA’nin biyofilm
olusumunun kaybiyla orantili olarak hiicrede azalis gosterdigi belirlenmistir. Bu durum,
ompA’nin biyofilm olusumunda 6nemli bir rol oynadigina atfedilmistir (Scotti vd., 2021). Yani
bazi durumlarda ompA eksikliginde biyofilm olugmaktadir, bazi durumlarda ise ompA
eksikliginde biyofilm olusumu azalmaktadir. Ancak ompA geni olmadiginda hangi mekanizma
ile biyofilm olusumunun kontrol edildigi bilinmemektedir. ompA’nin biyofilm olusumunu nasil
bir molekiiler mekanizma ile etkilediginin netlestirilmesi gerekmektedir. Literatiirde
Aeromonas veronii TH0426’de LamB porinin nakavt edildigi bir ¢alisma yapilmistir, bu
mutantta biyofilm olusumunun azaldig: tespit edilmistir (Yang vd., 2019). Ayrica Salmonella
enterica serovar typhimurium’da lamB mutantin biyofilm olusturma kapasitesinin 6nemli
olgiide degismedigi belirlenmistir (Kint vd., 2010). E. coli’de ise LamB porininin biyofilm ile

iliskisine dair literatiirde herhangi bir veriye rastlanmamustir.

Yapilan bir ¢alismada; yabani tip E. coli W3110 porin proteinlerine sahip olmasina
ragmen asidik, notr ve alkali pH degerlerinde biyofilm olusumu géstermemistir. Ancak E. coli

W3110’un ompA, ompC ve lamB porin mutant suslari, asidik, notr ve alkali pH degerlerinde
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farkli oranlarda biyofilm olusumu gostermistir (Er, 2018). Ayni ¢calismada ompT, ompG, ompF
ve phoE mutantlar1 da ¢alisilmis ancak bu mutantlarda biyofilm olusumu gézlenmemistir.
ompA’nin yoklugunun asidik pH degeri olan 6,5’da hava-sivi ara fazinda kalin bir biyofilm
tabakas1 olugsmasina neden oldugu tespit edilmistir. Biyofilm olusumu pH degerleri 7 ve 7,5’ta
artig gosterirken, pH 8’den sonra azalma gostermistir. Buna ek olarak, ompA mutant E. coli
susunda biyofilm yapisina ek olarak, seliiloz iiretimi de tespit edilmistir. ompC mutant E. coli
susu, en iyi pH 6,5 olmak Uzere, denenen biitiin pH degerlerinde (5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 ve 8.0)
kati-s1v1 ara fazinda biyofilm olusturmustur. LamB dig membran proteinini kodlayan lamB geni
bakimindan mutant olan E. coli susu ile gergeklestirilen ¢aligsmalarda, iki farkli pH degerinde
(7, 7,5) biyofilm olusumu tespit edilmistir, ancak diger pH’larda bitofilm olusumu
goriilmemistir. Literatiirde benzer ¢alismalarin varligi tarandiginda, lamB geni ve biyofilm
olusumu hakkinda ¢alismaya rastlanmamustir. Yapilan ¢aligmada bu mutantlarda nhaR ve ygiU
genlerinin seviyeleri gergek zamanli PCR ile arastirilmigtir (Er, 2018). Bu genlerle elde edilen
sonuclarda porin mutantlari ile bu genlerin iligkisi ortaya konulmustur. Ancak biyofilm ile ilgili
diger genlerin durumlari arastiritlamadigi i¢in tam anlamiyla bir molekller mekanizma ortaya
cikarilamamigtir. Biyofilm iiretimi gerceklestirmeyen yabani tipe kiyasla ompA, ompC ve lamB
genlerinin yoklugu biyofilm olusturma mekanizmasini bir sekilde tetikleyerek susun biyofilm
olusturmasina neden olmaktadir. Burada bahsi gegen OmpA, LamB ve OmpC porin
proteinlerine ait genlerin mutant olmasinin pH degisimine bagli olarak biyofilm olusumu

mekanizmasina nasil dahil oldugu belirsizligini korumaktadir.

22



2.6. Calismanin Amaci

Bu caligmada verilen literatiir bilgilerinden de goriilebilecegi gibi biyofilm olusumunda
E. coli’nin kullandigi bir¢ok farkli biyofilm olusumu mekanizmast bulunmaktadir.
Calismamizda kullandigimiz E. coli W3110 yabani tip susu biyofilm olusumu
gostermemektedir. Daha onceki ¢aligmalarda, bu susun sahip oldugu porin gen mutantlarinda
biyofilm olusumu verdigi belirlenmistir. W3110 ompA, ompC ve lamB mutantlarinda farkli pH
degerlerinde biyofilm olusumu gozlenirken, phoE, ompG, ompF ve ompT mutantlarnin
calisilan higbir sart ve kosulda biyofilm olusumu vermedigi tespit edilmistir. Ancak porin
mutantlarinda, biyofilm ile direkt iliskili genlerin ifade durumlar1 hususunda bir bilgi
bulunmamaktadir. Dolayis1 ile porin aracili biyofilm olusumunun molekiiler mekanizmasi
aciklanamamustir. Bu ¢alismanin amaci, E. coli W3110’un ompA, ompC, lamB ve phoE porin
genleri bakimimdan mutant olmasinin biyofilmle iligkili genlerin (cSrA, rcsB, sdiA, gseB, gseC,
pgaC ve csgD) ifadeleri tizerinde ne gibi etkilerinin oldugunu arastirmak ve bu genler
iizerindeki etkilerden yola ¢ikarak molekiiler mekanizmay1 aydinlatmaktir. Boylece ompC,
ompA ve lamB aracili biyofilm olusumunun mekanizmasina yonelik literatiire yeni bulgular

kazandirmay1 hedefliyoruz.
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3. MATERYAL METOT
3.1. Escherichia coli suslar:

Calismada kullanilan W3110 mutant suslar1 Tablo 3.1’de verilmistir. Komplement
hicreler ise transformasyon yonetimi ile elde edilmis, laboratuvar stoklarimiza eklenmistir.
Biitiin suslar, %60 gliserol (Merck) ihtiva eden Luria Bertani (LB) broth besiyerinde hazir hale
getirilmis, stoklar -80 °C kosullarinda derin dondurucuda (Panasonic) saklanmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan suglar

Genotip Kaynak
W3110 Yabani Tip Lab. Stok
W3110 ompA::Km Lab. Stok
W3110 ompC::Km Lab. Stok
W3110 lamB::Km Lab. Stok
W3110 phoE::Km Lab. Stok
W3110 pLATES51::0mpA Lab. Stok
W3110 pLATE5S1::ompC Lab. Stok
W3110 pLATES1::lamB Lab. Stok
W3110 pLATES1::phoE Lab. Stok

W3110 + pLATE51 Lab. Stok

3.2. Kullanilan besiyerleri ve soliisyonlar

3.2.1. LB agar besiyeri

Bakteri suslarinin stoklarmin +4 °C’de buzdolabi icerisinde saklanabilmesi icin
kullanilmustir. 25 g LB broth (Merck) besiyerine, 15 g Agar Agar tartilip ilave edildikten sonra
1 L dH20’da ¢ozdiiriilmiistiir. Sonrasinda, otoklavda 15 dakika (dk) 121 °C’de steril edilmistir.

Daha sonrasinda aseptik kosullarda steril petrilere dokiilerek hazir hale getirilmistir.
3.2.2. LB broth besiyeri

Bakteri suslarinin  biiylimesi icin gerekli ortam kosullarinin saglanmasinda
kullanilmustir. LB broth (Merck) besiyerinden 25 g tartilarak, 1 L dH20 igerisinde ¢6zdiiriilmiis,
tiiplere ve erlenlere dagitilmistir. Sonrasinda, otoklavda 15 dk 121 °C’de steril edilmistir.
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3.2.3. Tris-Borat-EDTA (TBE) elektroforez tamponu

108 g TRIS (Ultrapure), 40 mL pH 8’e ayarlanmis 0,5 M EDTA, 55 g borik asit (Merck)
Uzerine 1 L dH20 ilave edilerek 10X TBE tamponu hazirlanmistir.

3.2.4. Tris-HCI tamponu

1 M Tris-HCI’den 157,6 g/mol tartildiktan sonra iizerine 1 L dH2O ilave edilerek

hazirlanmustir.
3.2.5. Tris-EDTA (TE) tamponu

1 M Tris-HCI’den 10 mL alinarak, son konsanstrasyonda 10 mM Tris-HCI, 0,5 M
EDTA’dan 2 mL alinarak, son konsantrasyonda 1 mM EDTA elde edilecek sekilde 1 L dH.O

igerisinde hazirlanmustir.
3.2.6. IPTG (izopropil B -D-1-tiyogalaktopironasid) soltisyonu

100 mM IPTG (Sigma) hazirlanilmasi i¢in 2,38 g IPTG (Thermo Scientific) tartilarak
99 mL dH20 igerisinde ¢oOzdiirilmistiir. Daha sonrasinda filtreden gegirilip steril hale
getirildikten sonra 2 mL’lik ependorflara birer mL alikotlanarak, -20 °C’de kosullarinda

saklanmustir.
3.2.7. pH tamponlarimmin hazirlanmasi

LB broth besiyerinin pH’s1 6, 7 ve 8 degerlerine pH tamponlar1 kullanilarak
ayarlanmigtir. Her bir tampon, besiyerinde son konsantrasyonda 50 mM’a denk gelecek sekilde

kullanilmastir.
3.2.7.1. 4-Morfolin etan sulfonik asit (MES) tamponu

1 M MES hazirlanilmasi i¢in 19,52 g MES (Serva) tartilarak 100 mL dH.O igerisinde
¢cozdiiriilmiistiir. Cozdiirtilen MES’in pH’s1 6’a ayarlandiktan sonra amber siseye konularak,
otoklavda 15 dk 121 °C’de steril edilmistir. Besiyeri pH’sinin 6’a ayarlanmasinda kullanilan
MES tamponu, kullanima kadar oda sicakliginda bekletilmistir.

3.2.7.2. 3-morfolin propan-1-sulfonik asit (MOPS) tamponu

1 M MOPS hazirlanilmasi igin 20,927 g MOPS (Amresco) tartilarak 100 mL dH2O
icerisinde ¢ozdiirilmiistiir. Cozdiirilen MOPS’un pH’s1 7°e ayarlandiktan sonra amber siseye
konularak, otoklavda 15 dk 121 °C’de steril edilmistir. Besiyeri pH’sinin 7’e ayarlanmasinda

kullanilan MOPS tamponu, kullanima kadar oda sicakliginda bekletilmistir.
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3.2.7.3. N-tris (hidroksimetil) metilglisin (tricine) tamponu

1 M tricine hazirlanilmasi i¢in 17,92 g tricine (Serva) tartilarak 100 mL dH2O igerisinde
¢Ozdiiriilmiistiir. Cozdiiriilen Tricine’in pH’s1 8’e ayarlandiktan sonra amber siseye konularak,
otoklavda 15 dk 121 °C’de steril edilmistir. Besiyeri pH’sinin 8’e ayarlanmasinda kullanilan

tricine tamponu, kullanima kadar oda sicakliginda bekletilmistir.
3.3. Koloni PZR

Stoklarimizda bulunan yabani tip W3110 susu, W3110 gen mutantlar1 ve bunlarin

komplement suslarinin kontrolii koloni PZR yontemi ile saglanmustir.

LB agar besiyerine tek koloni olarak diisiiriilmiis kolonilerden secilip 20 pL dH20
icerisinde seyreltilmistir. Sonrasinda PZR tiiplerine 1’er YL olacak sekilde alikotlanmustir.
Alikotlanan bakteri siispansiyonu iizerine PZR reaksiyonu karisimindan 9 pL eklenmistir
(Tablo 3.2). Ilgili genlerin dogrulamasinda kullanilan primerler Tablo 3.3’te verilmistir. PZR
reaksiyon karisimi hazir hale getirildikten sonra Tablo 3.4’te verilen reaksiyon kosullarina

uygun olarak PZR donguleri gergeklestirilmistir.

Tablo 3.2. Koloni PZR reaksiyon karigimi (1 6rneklik)

Soltsyonlar Miktar
dH20 6,15 pL
10X ThermaPol Reaksiyon Tamponu (Biolab) 1L
10 mM dNTP Mix 0,2 pL
10 uM ileri primer (Invitrogen) 0,5 pL
10 puM geri primer (Invitrogen) 0,5 pL
2 mM Mg* iceren MgCl. (Biolab) 0,6 pL
0,25U Tag DNA Polimeraz (Biolab) 0,05 pL
Bakteri Stispansiyonu 1L
Total 10 pL
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Tablo 3.3. PZR (Thermo) dongii kosullart

Sicaklik (°C) Sure (dk) Dongu
94 3 1
94 1
56 15 30
72 5
4 10 1

Tablo 3.4. Koloni PZR primerleri

Primerler

Primer Dizisi

Evrensel K1 geri primeri

5-CAGTCATAGCCGAATAGCCT-3’

W3110::ompA ileri primeri

5-TATGCCTGACGGAGTTCACA-3’

W3110::0mpA geri primeri

5-GGCATTGCTGGGTAAGGAAT-3’

W3110::ompC ileri primeri

5*-TTTGGGGAGAATGGACTTGC-3’

W3110::0ompC geri primeri

5’-CGCAACCAACAAAGAAGAGC-3’

W3110::lamB ileri primeri

5-ATGTCGTCGACTGCATAAGG-3’

W3110::lamB geri primeri

5-AGCCGTTGTAGGCCTGATAA-3’

W3110::phoE ileri primeri

5-AAGCATGGCGTTTTGTTGCG-3’

W3110::phoE geri primeri

5-TTTCACGAGAAGCTGCGTGA-3’

pLATES1::ompA ileri primeri

5’-GGTGATGATGATGATGACAAGATGAAAAAGACAGCTATCGCG-3’

pLATES51::ompA geri primeri

5’-GGAGATGGGAAGTTAAGCCCTGCCCTGGCGG-3’

pLATES51::ompC ileri primeri

5’-GTGATGATGATGACGAAAGTTAAAGTACTGTCCCTCC-3’

pLATES51::ompC geri primeri

5’-GGAGATGGGAAGTCATTAGAACTGGTAAACCAGACCCAGA-3’

pLATES1::lamB ileri primeri

5-GGTGATGATGATGACAAGATGATGATTACTCGAAACTTCC-3’

pLATES51::lamB geri primeri

5’-GGAGATGGGAAGTCATTACCACCAGATTTCCTCTGGGCAC-3’

pLATES51::phoE ileri primeri

5’-GGTGATGATGATGACAAGATGAAAAAGAGCACTCTGGC-3’
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3.4. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezinde kullanilan jel, %1’lik agaroz (Sigma) kullanilarak
hazirlanmistir. Jelin hazirlanmasi igin 1.2 g agaroz tartilarak erlene koyulduktan sonra tizerine
120 mL 1x TBE eklenmistir. Mikrodalgada orta 1sida 2 dk tutulduktan sonra agaroz iyice
¢oziindiiriilmiistiir. Erlenin oda sicakliginda birazcik sogumasi beklendikten sonra 10 mg/mL
EtBr’den (Sigma) 1 pL eklenmistir. Hazirlanan jel iyice karistirildiktan sonra elektroforez
cihazinin tankina dokiilmiistiir. DNA’larmn yiiklenecegi kuyucuklarin olusturulmasi adina tank
Uzerine taraklar yerlestirilmistir. Jelin katilagmasi gergeklestikten sonra taraklar ¢ikarilmig ve
olusan kuyucuklara 5 pL DNA o6rnegiyle birlikte 1 pL yiikleme boyasi (Sigma) karistirilarak
yiikleme yapilmistir. Yiikkleme sonrasinda elektroforez cihazi 120 mV 40 dk’a ayarlanarak

DNA’larin yiirtimesi saglanmistir.
3.5. Biyofilm olusumunun tespiti (tiip metodu)

Biyofilm olusumlarinin tespit edilmesi igin niteliksel bir yontem olan tip metodu
kullanilmistir (Christensen vd., 1982). Ilk olarak, LB agar igeren petride tek koloni olarak
diisiiriilmiis bakteri kolonisi, 5 mL LB broth besiyeri igeren vakum kapakl tiiplere aktarilmistir.
Tupler 37 °C’de 170 rpm ¢alkalama hiziyla gece boyunca (18 saat) inkiibe edilmistir. Ardindan
bakterilerin yogunlugu ODeoo’de dlgiilmiis ve 5 mL LB broth besiyeri igerisinde ODgoo’de 0,01
olacak sekilde seyreltilmistir. Yogunluklar1 esitlenmis bakterilerin biyofilm olusumlarini
degerlendirmek adina, bakteriler bir giin boyunca (24 saat) 37 °C’de 170 rpm ¢alkalama hiziyla
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, besiyerleri pipet ile dikkatli bir sekilde
uzaklastirilmustir. TUp icerisinde kalan besiyerinin ve ylizeye tutunmayan bakterilerin ortamdan
uzaklastirilmasi i¢in tiipler dH20 ile en az 3 kere yikanmistir. Daha sonrasinda tiipler bas asagi
sekilde kurumaya birakilmistir. Tipler kuruduktan sonra, uzaklastirilan besiyeri ile aym
hacimde (5 mL), %0,1’lik kristal viyole boyasindan tiiplere eklenmistir ve tiipler 20 dk boyunca
170 rpm c¢alkalama hiziyla inkiibe edilmistir. Boyama sonrasinda, tiiplerdeki fazla boyay1
ortamdan uzaklastirmak i¢in tiipler, dH2O ile en az 3 kere yikanmustir ve bas asagi sekilde
kurumaya birakilmistir. Tiipler kurutulduktan sonra, tiiplerde olusan kristal viyole halkalarinin
¢ozlinmesini saglamak igin her bir tiipe 5 mL %30’ luk asetik asit ¢ozeltisi eklenmistir ve tiipler
10 dk boyunca 170 rpm ¢alkalama hiziyla inkiibe edilmistir. Homojen hale gelen boya
cozeltisinden 1 mL alinarak spektrofotometre’de (Thermo) ODsso nm’de Slgiim alinmustir.
Olgiim sonuglar1 Tablo 3.5’¢ gore degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeye gére her bir susun

biyofilm olusumu derecelendirilmistir.
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Tablo 3.5. Biyofilm olusumu derecelendirmesi
Kaynak: (Stepanovi¢ vd., 2001; Swedan vd., 2019)

Ortalama OD Degeri Biyofilm Olusumu
OD < 0ODc Negatif Biyofilm Ureticisi
ODc < OD < 2x0Dc Zayif Biyofilm Ureticisi
2x0Dc < OD < 4x0Dc Orta Biyofilm Ureticisi
4x0Dc¢ < OD Kuvvetli Biyofilm Ureticisi

Optik dansite sinir degeri (ODc) = negatif kontroliin ortalama OD'si + negatif kontroliin 3x standart sapmasi (SD)

Tip metodu komplement hiicreler i¢in de uygulanmistir. Komplement hiicrelerde
protein ekspresyonunun indiiklenmesi i¢in LB broth besiyerine IPTG ilave edilmistir. Yapilan

her bir deneme i¢in en az 3 tekrar gerceklestirilmistir.

3.6. Biyofilm ile iliskili genlerin ifade seviyelerinin belirlenmesi

3.6.1. Total RNA izolasyonu

Total RNA eldesi igin total RNA izolasyon kiti (Macherey-Nagel, MN) kullanilmustir.
Farkli pH degerlerinde (6, 7 ve 8) biiyiitiilen yabani tip, mutant ve komplement suslardan i¢inde
10°hiicre olacak sekilde pelletler elde edilmistir. Pelletler, 1 mg/mL lizozim (Sigma) iceren 100
uL TE tamponunda yeniden siispanse edilmistir ve 37 °C’de 30 dk inkiibe edilmistir. Daha
sonrasinda kitin protokoliinde belirtildigi gibi, hiicre siispansiyonun iizerine 350 pL RA1 ve 3,5
pL B-merkaptoetanol eklenmis ve vortekslenmistir. Elde edilen karisim, 2 mL’lik ependorf
tiipiine yerlestirilen NucleoSpin filtresine (Mor halkal1) transfer edilmis ve devaminda 1 dk
11.000 x g’de santrifuj gergeklestirilmistir. Santrifiij sonrasi filtre atilmis, toplama tiipiine gegen
stv1 lizerine 350 pL %70’lik etanolden eklenmis ve 5 kez pipetaj yapilmistir. Pipetaj sonrasi
karisim, yeni bir toplama tuptine (2 mL) yerlestirilmis bir NucleoSpin® RNA Column’a (agik
mavi halka) alimmustir ve 11.000 x g'de 30 saniye (sn) santrifij edilmistir. Devaminda, 350 pL
MDB (Membran Tuz Giderme Tamponu) eklenmis ve membranin kurumasi i¢in 11.000 x g'de
1 dk santriftij edilmistir. Filtrede DNA kalintis1 kalmamasi igin filtrenin merkezine 95 pL
rDNase reaksiyon karigimi eklenmis ve 15 dk oda sicakliginda inkiibasyona tabi tutulmustur.
Sonrasinda, NucleoSpin RNA Column’a 200 uL RAW2 Tamponu eklemis ve 11.000 x g'de 30
sn santrifjlenmistir. Santrifiijden sonrasi, ilk olarak 600 uLL RA3 tamponu eklemis ve 11.000
x g'de 30 sn santriftijlenmis ve sonrasinda 250 pL. RA3 tamponu eklenerek 11.000 x g'de 2 dk
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santrifiijlenmistir. Son olarak filtreye 60 uL. RNase icermeyen H>O eklenmis ve 1 dk oda
sicakliginda inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyondan sonra 11.000 x g'de 1 dk
santrifiijlenerek RNA’larin eldesi saglanmis ve cDNA’ya dontstiiriilene kadar -80 °C’de derin

dondurucuda saklanmustir.
3.6.2. Total RNA eldesinin kontroli

Elde edilen RNA’larin durumlariin kontroliiniin saglanmasi i¢in, RNA’lar %1 agaroz
iceren 120 mL jele yiiklenmis ve 120 mV’de 40 dk yiiriitilmustiir. Jel goriintiileri kontrol edilen
orneklerden cDNA sentezi i¢in uygun (parlak ve iki bant veren) olan érnekler secilerek cDNA

sentezi gercgeklestirilmistir.
3.6.3. cDNA sentezi

Se¢ilmis RNA’larin cDNA’lariin sentezlenmesinde cDNA sentez kiti (RevertAid First
Strand cDNA Synthesis, Thermo Scientific) kullanilmistir. NUkleaz icermeyen bir PZR tipiline
RNA orneklerinden 1 pg’a denk gelecek sekilde RNA alinmig, 1 uL. Random Hexamer
Primer’den eklenmis ve tizeri niikleaz icermeyen H20 ile toplam hacim 12 uL olacak sekilde
tamamlanmistir. Sonrasinda ise karisima, 4 ulL 5X reaksiyon tamponu, 1 uL Ribolock RNase
inhibitord (20U/uL), 2 uL. 10 mM dNTP karigimi ve 1 pL RevertAid M-MiLV RT (200 U/uL)
eklenmis ve reaksiyon karigiminin toplam hacmi 20 pL’e getirilmistir. Nazikce pipetaj yapilmis

ve santrifiij edilmistir. PZR cihazinda Tablo 3.6’da gosterildigi sekilde inkiibe edilmistir.

Tablo 3.6. cDNA sentezi inkiibasyon kosullari

Sicaklik (°C) Sure (dk)
25 5
42 60
70 5

3.6.4. Kantitatif gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) icin primerler

tasarlanmasi

Kantitatif gercek zamanli PZR (qRT-PZR) deneylerinde kullanilacak ve arastirilan
genlere spesifik olan primerlerin dizayninda, baz dizilerinin G-C oranlarma ve dimerlesme
yapip yapmama durumlarina dikkat edilmistir. Dizaynlar1 yapilan primerler liyofilize olarak

tarafimiza ulagtirilmistir (Tablo 3.7). Primerlerin sulandirilmasinda, 10 mM’lik TE tamponu
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kullanilmustir. Her bir liyofilize primer TE ile ¢6zdiiriilmiis ve vortekslenmistir. Cozdurulen her
bir stok primer solisyonundan 10 pL alinarak tizerine 90 pL TE tamponu eklenmis ve 10 kat
sulandirilmis ¢alisma soliisyonlar1 elde edilmistir. Calisma soliisyonlar1 ve stok primer

sollisyonlar1 kullanima kadar -20 °C’de saklanmustir.

Tablo 3.7. Kantitatif ger¢ek zamanli PZR’da kullanilan primerlerin dizileri

Primerler Primer Dizisi
csgD ileri primeri 5’-ACGCCTGAAGATTACCCGTA-3’
csgD geri primeri 5’-GCGATCTCGTTATTAGACGC-3’
ycdQ (pgaC) ileri primeri 5’-AACCATACACGCCGCTTTAG-3’
ycdQ (pgaC) geri primeri 5-ATGCGGCAATAACACCGGAA-3’
csrA ileri primeri 5-TGCTGATTCTGACTCGTCGA-3’
CSrA geri primeri 5-CTGGATACGCTGGTAGATCT-3’
rcsB ileri primeri 5’-ACGGCGATGGCATTACCTTA-3’
rcsB geri primeri 5-GCGCAGAACTTCACTCTCTT-3’
sdiA ileri primeri 5’-CTGAGGCGTGGGTTAGTTAT-3’
sdiA geri primeri 5’-AACGCATCAGAGCCATCAGA-3’
gseB ileri primeri 5-TGATGCGGTGATCCTGGATT-3’
gseB geri primeri 5-TCGCAGATGATGCACATGCA-3’
gseC ileri primeri 5-AACTGGTCGGTGAAGACGAT-3’
gseC geri primeri 5-AACCATCATCGCATGTGTGC-3’
uidA ileri primeri 5’-CGGAAGCAACGCGTAAACTC-3’
uidA geri primeri 5’-TGATGGTATCGGTGTGAGCG-3’

3.6.5. Kantitatif gercek zamanh PZR

Kantitatif ger¢ek zamanli PZR’da kalip olarak cDNA’lar kullanilmistir. SsoFast
EvaGreen Supermix (Bio-Rad) kiti kullanilmis ve kitin kullanim kilavuzuna uygun olarak
bilesenler (Tablo 3.8) eklenerek Tablo 3.9’daki PZR dongu sicakliklarina ayarlanarak (AriaMx,
Agilent) PZR gerceklestirilmistir. mRNA seviyelerinin dogru bir sekilde 6lgiilmesini saglamak
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icin, her gen igin U¢ amplifikasyon, toplam mMRNA'nin 1 ve 1/10 diliisyonlar: ile yapilmistir.
Olciilen mRNA seviyeleri, referans gen (kontrol) olan Beta-glukuronidaz (uidA) (Barbau-
Piednoir vd., 2018) transkriptinin mMRNA seviyelerine normalize edilmistir. Test edilen farkli
kosullarda ifade diizeylerinin oranlarin1 hesaplamak icin normallestirilmis degerler

kullanilmstir. Verilerin islemesi igin ise, Agilent Aria v1.5 yazilimi kullanilmustir.

Tablo 3.8. Kantitatif ger¢ek zamanli PZR bilesenleri ve miktarlar

Bilesenler Miktar
cDNA kalip 1uL
Primer F 0,5 uL
Primer R 0,5 uL
DEPC’li dH20 3L
SsoFast EvaGreen Supermix (Bio-Rad) 5puL
Total 10 puL

Tablo 3.9. Kantitatif gergek zamanli PZR sicaklik dongiisii

Sicaklik (°C) sure (dk)
95 5
95 0,5
60 1

3.7. Istatiksel analiz ve sonuclarin degerlendirilmesi

Bu ¢alismada yapilan en az 3 bagimsiz ve 3 bagimli tekrarin istatistiksel analizleri i¢in
Graphpad programinda tek yonlu varyans analizi (One-Way ANOVA) kullanilmistir. Bu analiz
ile p degerleri hesaplanmistir (*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001, **** p<0,0001). Onem
dereceleri, grafiklerdeki "*” isaretleri ile gosterilmis, standart sapmalar ise hata ¢ubuklariyla

gosterilmistir.
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4. SONUC, TARTISMA VE ONERILER
4.1. Sonug
4.1.1. Yabani Tip ve Mutant Suslarin Dogrulanmasi

Calismada kullanilan yabani tip ve mutantlarin kontroliiniin saglanmasi i¢in Tablo
3.4’de verilen ileri primer ve geri primerler ile PZR gergeklestirilmistir. Yabani tip E. coli
W3110’da bulunan porin geni ompA, f-r primerleri kullanilarak yapilan PZR sonucunda 1328
baz cifti (b¢) biiyiikliigiinde bir PZR iiriinii verirken, ompA::Km ise 1501 bg biiyiikliigiinde bir
PZR iiriinti vermistir (Sekil 4.1. 1,2). Yabani tip E. coli W3110’da bulunan diger porin geni
ompC, f-r primerleri kullanilarak yapilan PZR sonucunda 1373 bg biiyiikliigiinde bir PZR {irliinii
verirken, ompC::Km ise 1483 bg biiyiikliigiinde bir PZR {irlinii vermistir (Sekil 4.1. 3,4). Yabani
tip E. coli W3110’da bulunan ve maltoporini kodlayan lamB geni, f-r primerleri kullanilarak
yapilan PZR sonucunda 1539 bg biiyiikligiinde bir PZR trtnl verirken, lamB::Km ise 1412 bg
biiyiikliigiinde bir PZR {irtinii vermistir (Sekil 4.1. 5,6). Yabani tip E. coli W3110’da bulunan
fosfoporin E’yi kodlayan phoE geni, f-r primerleri kullanilarak yapilan PZR sonucunda 1393
be biiyiikliigiinde bir PZR iiriinii verirken, phoE::Km ise 1551 bg biiyiikliigiinde bir PZR iirtinii
vermistir (Sekil 4.1. 7,8).

M 1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 4.1. Yabani tip E. coli W3110 ve gen mutantlarinin ileri ve geri primerleri kullanilarak
gergeklestirilen PZR’1n jel elektroforez goriintiisii

M: Marker, 1- W3110, 2- W3110 ompA::Km, 3- W3110, 4- W3110 ompC::Km, 5- W3110, 6- W3110 lamB::Km,
7- W3110, 8- W3110 phoE::Km

33



Yabani tip E. coli W3110 ve mutant suslarinin antibiyotik (kanamisin) direng genlerinin
kontroli igin ileri primerler ve k1 geri primerinin (Tablo 3.4) kullanildigt PZR
gerceklestirilmistir. Bunun sonucunda, yabani tip E. coli W3110’un bulundugu 1,3,5,7 nolu
kuyucuklarda PZR banti gozlenmemistir. Bu da yabani tip E. coli W3110’da antibiyotik
direncinin olmadigini gostermektedir. 2. kuyucukta, f ve k1 primerleri ile PZR’1 gergeklestirilen
ompA::Km mutantinin bant1 gésterilmektedir, buna gére ompA::Km mutanti ile yapilan PZR’da
689 bg biiyiikliiglinde bir PZR banti elde edilmistir. 4. kuyucukta, f ve k1 primerleri ile PZR’1
gerceklestirilen ompC::Km mutantinin bant1 gosterilmektedir, buna gére ompC::Km mutanti ile
yapilan PZR’da 661 bg biiyiikliiglinde bir PZR banti elde edilmistir. 6. kuyucukta, f ve kl
primerleri ile PZR’1 gergeklestirilen lamB::Km mutantinin banti gosterilmektedir, buna gore
lamB::Km mutanti ile yapilan PZR’da 605 bg biiyiikliigiinde bir PZR bant1 elde edilmistir. 8.
kuyucukta ise f ve kl primerleri ile PZR’1 gergeklestirilen phoE::Km mutantinin banti
gosterilmektedir, buna gore phoE::Km mutant1 ile yapilan PZR’da 701 bg biiyiikliigiinde bir
PZR bant1 elde edilmistir. K1 primeri kullanilarak yapilan antibiyotik direnci dogrulamasiyla

birlikte, ¢alismada kullanilan biitiin mutantlar dogrulanmstir (Sekil 4.2).

M 1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 4.2. Yabani tip E. coli W3110 ve gen mutantlarinin ileri ve K1 primerleri kullanilarak
gerceklestirilen PZR’1n jel elektroforez goriintiisii

M: Marker, 1- W3110, 2- W3110 ompA::Km, 3- W3110, 4- W3110 ompC::Km, 5- W3110, 6- W3110 lamB::Km,
7- W3110, 8- W3110 phoE::Km
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W3110 mutantlarindan elde edilen verilerin dogrulamasinin saglanmasi i¢in
komplement hiicreler kullanilmistir. Komplement hiicreler, mutant hiicrelerin olusturulmasi
sirasinda silinmis gen bolgelerinin plazmit aracilifiyla tekrardan mutant hiicrelere transforme
edilmesiyle elde edilmektedir. Laboratuvar stogumuzda bulunan komplement hiicreler,
aLICator™ LIC Cloning and Expression Kit 2 (Thermo Scientific) kullanilarak elde edilmistir.
Kit kullanim kilavuzunda belirtildigi sekilde, eksik olan her bir gen bdlgesi pLATES1
vektoriine aktarilip, ilgili gen bolgelerini igeren plazmitler transformasyon yontemiyle mutant
hlcrelere transforme edilmektedir. Transformasyon sonrasi elde edilen kolonilerin kontrolii

ampisilin antibiyotigi ile saglanmaktadir.

Calismada kullanilan gen mutantlarinin komplement hiicrelerinin kontrolii i¢in, her bir
gene Ozel olarak tasarlanmig ileri ve geri primerler (Tablo 3.4) kullanilarak PZR
gerceklestirilmigtir.  PZR  sonucunda elde edilen jel elektroforez goruntusinde,
PLATES1::ompA 1194 bg, pLATES51::ompC 1254 bg, pLATES1:lamB 1498 bg ve
PLATES1::phoE 1156 b¢ uzunlugunda PZR bantlar1 vermistir (Sekil 4.3). Bu bantlarin

kontroliiyle birlikte, komplement hiicrelerin dogrulamasi da yapilmustir.

2000
1500

1000
750

500

250

M 1 2 3 4

Sekil 4.3. W3110 pLATES1 mutantlarinn ileri ve geri primerleri kullanilarak gerceklestirilen PZR’1n
jel elektroforez goruntisi

M: Marker, 1- pLATE51::0mpA, 2- pLATES51::ompC, 3- pLATE51::lamB, 4- pLATES51::phoE
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4.1.2. pH Degisiminin Yabani Tip ve Mutant Suslarim Biyofilm Olusumu

Uzerindeki Etkisinin Degerlendirilmesi

Yabani tip E. coli W3110 ve gen mutantlarmin 3 farkli pH degerlerinde (6, 7, 8) biyofilm
olusumlar1 tlp metoduyla incelenmistir. Bu incelemelere gore, pH 6 degerinde yabani tip E.
coli W3110, lamB::Km ve phoE::Km’de biyofilm olusumu gézlenmezken, ompA::Km ve
ompC::Km’de biyofilm olusumu gozlenmistir (Sekil 4.4). pH 6 degerinde biyofilm olusumlari
test edilen suslarin her birinin 24 saat inkiibasyon sonrasi pH degisimleri 6l¢tilmiis, biyofilm
olusturan suslarda pH degerinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Tablo 4.1). Suslarin
olusturduklar1 biyofilm miktarlarinin belirlenmesinde ise kristal viyole metodunda belirtilen
prosediir uygulanip, ODs40 NM’de Sl¢iim alinmistir. Bu 6lgiim sonucunda elde edilen veriler
Grafik 4.1’de verilmistir. Elde edilen verilere gore, ompA::Km 0,568, ompC::Km 0,517 ve
yabani tip E. coli W3110 ise 0,132 OD degeri vermistir. Biyofilm olusumu veren mutantlarin
(ompA::Km ve ompC::Km) komplementlerindeki durumlart kontrol edilmis ve biyofilm
olusumunun yabani tip W3110 ile aym seviyeye geldigi belirlenmistir. ompA ve ompC
mutantlarinin komplement suslarinin biyofilm degerleri sirasiyla 0,172 ve 0,164 olmustur. Bu
degerlerin W3110’da elde edilen degere olduk¢a yakin oldugu belirlenmistir. Bu sayede

biyofilm olusumunun tek gen mutasyonu kaynakli oldugu dogrulanmustir.

Sekil 4.4. Yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarin pH 6 LB broth besiyerinde biyofilm
olusumu

1- W3110, 2- W3110 ompA::Km, 3- W3110 ompC::Km, 4- W3110 lamB::Km, 5- W3110 phoE::Km, 6- W3110
pLATES1::ompA, 7- W3110 pLATE51::ompC, 8- W3110 pLATE51::lamB, 9- pLATES51::phoE, 10- W3110 +
pPLATES51
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Grafik 4.1. Yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin pH 6’da inklibasyonu sonucunda LB broth
besiyerindeki biyofilm olusumlari

(**** p<0,0001)

Tablo 4.1. Yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin pH 6’da inkiibasyonu sonucunda LB broth
besiyerindeki pH degisimleri

Sus Inkiibasyon Sonras: pH

W3110 Yabani Tip 6,25+0.05
W3110 ompA::Km 6,53+0.09
W3110 ompC::Km 6,81+0.07
W3110 lamB::Km 6,35+0.04
W3110 phoE::Km 6,31+0.03
W3110 pLATES1::ompA 6,36+0.06
W3110 pLATE51::ompC 6,37+0.05
W3110 pLATES1::lamB 6,28+0.09
W3110 pLATE51::phoE 6,30+0.03
W3110 + pLATES1 6,27+0.04
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pH 7 degerinde yabani tip E. coli W3110 ve phoE::Km’de biyofilm olusumu
g6zlenmezken, ompA::Km, ompC::Km ve lamB::Km’de biyofilm olusumu gézlenmistir (Sekil
4.5). pH 7 degerinde biyofilm olusumlari test edilen suslarin her birinin 24 saat inkiibasyon
sonrast pH degisimleri Ol¢iilmiis ve biyofilm olusturan suslarda pH’in yiikseldigi tespit
edilmistir (Tablo 4.2). pH 7 de biyofilm belirlenmesi i¢in kullanilan kristal viyole 6l¢iim sonucu
elde edilen veriler Grafik 4.2’de verilmistir. En yiiksek OD degeri 0,705 ile, ompA::Km’de
Olgiilirken, diger biyofilm olusturan mutantlarda sirasiyla, ompC::Km’de 0,631 ve
lamB::Km’de ise 0,588 OD degeri dlciilmiistir. Yabani tip E. coli’nin OD degeri ise 0,129
olarak Olciilmiistiir. Biyofilm olusumu veren mutantlarin (ompA::Km, ompC::Km ve
lamB::Km) komplement suslarinda biyofilm olusumu goériilmedigi 0,158, 0,172 ve 0,155
degerleri ile belirlenmistir. Bu sayede biyofilm olusumunun porin geninin mutasyonu kaynakl

oldugu dogrulanmastir.

Sekil 4.5. Yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin pH 7 LB broth besiyerinde biyofilm olusumu

1- W3110, 2- W3110 ompA::Km, 3- W3110 ompC::Km, 4- W3110 lamB::Km, 5- W3110 phoE::Km, 6- W3110
PLATES1::0mpA, 7- W3110 pLATE51::0mpC, 8- W3110 pLATE51::lamB, 9- pLATE51::phoE, 10- W3110 +
PLATE51
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Grafik 4.2. Yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin pH 7’de inklbasyonu sonucunda LB broth
besiyerindeki biyofilm olusumlari

(***, p<0,001; **** p<0,0001)

Tablo 4.2. Yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlariin pH 7’de 24 inkiibasyonu sonucunda LB
broth besiyerindeki pH degisimleri

Sus Inkiibasyon Sonras: pH

W3110 Yabani Tip 7,01+0.07
W3110 ompA::Km 7,29+0.06
W3110 ompC::Km 7,37+0.09
W3110 lamB::Km 7,31+0.11
W3110 phoE::Km 7,08+0.05
W3110 pLATE51::0mpA 7,12+0.08
W3110 pLATES1::ompC 7,09+0.03
W3110 pLATES1::lamB 7,11+0.09
W3110 pLATES1::phoE 7,06+0.12
W3110 + pLATES51 7,05+0.04
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Ortamm pH’min 8 oldugu sartlarda, yabani tip E. coli W3110, lamB::Km ve
phoE::Km’de biyofilm olusumu yokken, ompA::Km ve ompC::Km’de biyofilm olusumu tespit
edilmistir (Sekil 4.6). pH 8 degerinde biyofilm olusumlar test edilen suslarin her birinin 24
saatlik inkiibasyon sonrasi pH degisimleri dl¢iilmiis ve pH’in biyofilm olusturan ompA ve
ompC’e ek olarak, lamB mutantinda da arttigi belirlenmistir (Tablo 4.3). Kristal viyole
metoduna gore suslarin olusturduklart biyofilmler boyanmis ve sonrasinda ¢ozdiiriilen boya
ODs40 nm’de Olgiilmiistiir. Bu 6lciim sonucunda elde edilen veriler Grafik 4.3’te verilmistir.
Elde edilen OD degerlerine gore, biyofilm olusturan ompA::Km’nin OD degerinin 0,684
oldugu, ompC::Km’nin OD degerinin ise 0,610 oldugu belirlenmistir. Biyofilm olusturmayan
yabani tip E. coli W3110’un OD degeri 0,135 olarak ol¢iilmiistiir. Biyofilm olusturan
mutantlarin (ompA::Km ve ompC::Km) komplement suslarinda biyofilm olusumunun yabani
tip W3110 ile ayn1 oldugu tespit edilmistir. Buna gore, pLATES1::0mpA 0,172 degerini
verirken, pLATES1::ompC ise 0,161 degerini vermistir. Bu sayede biyofilm olusumunun porin

mutasyonundan kaynaklandigi dogrulanmastir.

Sekil 4.6. Yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin pH 8 LB broth besiyerinde biyofilm olusumu

1- W3110, 2- W3110 ompA::Km, 3- W3110 ompC::Km, 4- W3110 lamB::Km, 5- W3110 phoE::Km, 6- W3110
PLATES1::0mpA, 7- W3110 pLATE51::0mpC, 8- W3110 pLATES1::lamB, 9- pLATE51::phoE, 10- W3110 +
PLATE51
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Grafik 4.3. Yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin pH 8’de inklbasyonu sonucunda LB broth
besiyerindeki biyofilm olusumlari

(**, p<0,01; ***, p<0,001)

Tablo 4.3. Yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin pH 8’de inklibasyonu sonucunda LB broth
besiyerindeki pH degisimleri

Sus Inkiibasyon Sonras: pH
W3110 Yabani Tip 7,48+0.04
W3110 ompA::Km 7,65+0.03
W3110 ompC::Km 7,64+0.06
W3110 lamB::Km 7,66+0.08
W3110 phoE::Km 7,54+0.06
W3110 pLATES1::0mpA 7,51+0.04
W3110 pLATES1::ompC 7,56+0.06
W3110 pLATES1::lamB 7,47+0.08
W3110 pLATES1::phoE 7,52+0.07
W3110 + pLATES1 7,50+0.08
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4.1.3. Porin Mutantlarinda Biyofilm Olusumunda Rol Alan Genlerin

Arastirilmasi

Gergek zamanli PZR kullanilarak, biyofilm olusumu tizerinde role sahip olan genlerin
pH degisimiyle nasil etkilendigi incelenmistir. Her bir susun calismada kullanilan pH
degerlerinde (6, 7 ve 8) biiyiitiilmiis 24 saatlik kiiltiirlerinden en az 3 bagimsiz tekrar olmak
tzere izole edilen RNA’larmin kullanildigr ger¢ek zamanli PZR ile, csrA, rcsB, sdiA, gseB,
gseC, pgaC ve csgD genlerinin ekspresyon seviyelerinin suslar arasindaki degisimleri
karsilagtirilmistir. Bunun sonucunda, pH 6, 7 ve 8 degerlerinde csrA igin elde edilen veriler
Grafik 4.4 — 4.6°da, rcsB igin elde edilen veriler Grafik 4.7 — 4.9°da, sdiA icin elde edilen veriler
Grafik 4.10 — 4.12°de, gseB icin elde edilen veriler Grafik 4.13 — 4.15’de, gseC igin elde edilen
veriler Grafik 4.16 — 4.18’de, pgaC icin elde edilen veriler Grafik 4.19 — 4.21’de ve csgD igin

elde edilen veriler ise Grafik 4.22 — 4.24°de verilmistir.

pH 6 degerinde 24 saat biiyiitilen suslarin RNA’larindan elde edilen ekspresyon
degerlerine gore, csrA gen ifadesi ompC::Km susunda kontrol olan yabani tip E. coli W3110
gen ifadesine gére 6nemli dlgiide azalmistir. Onemli sekilde azalmanin gozlendigi diger suslar
(azalma miktarma gore; biiyiikkten kiiclige), lamB::Km, ompA::Km ve phoE::Km olarak
belirlenmistir. Suslarin gen ekspresyonundaki bu azalmanin komplement suslarda ve pLATES1
iceren W3110°da olup olmadigit da kontrol edilmistir. Komplementlerdeki gen
ekspresyonlarinin gen mutantlarina goére daha fazla oldugu belirlenmis, kontrol olarak
kullanilan yabani tip E. coli W3110’un ekspresyon seviyesine yaklasmakla birlikte daha az

oldugu tespit edilmistir.

Tim suslar igerisinde en yiiksek csrA gen ifadesi, yabani tip E. coli W3110°da
go6zlenirken, en diisiik csrA gen ifadesi, ompC::Km (0,133) susunda tespit edilmistir (Grafik
4.4).
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Grafik 4.4. pH 6 ortaminda ger¢ek zamanli PZR ile csrA geninin ekspresyon seviyesi
(*, p<0,05; **, p<0,01; ****, p<0,0001)

pH degeri 7°¢ ayarlanmis besiyerinde 24 saat biiyiitiilen suslardan elde edilen RNA’lar
kullanilarak gerceklestirilen gercek zamanli PZR sonucunda elde edilen ekspresyon degerlerine
gore, csrA gen ifadesi pH 7 degerinde biyofilm olusumu veren (azalma miktarina gore;
biiyiikten kiiciige) ompA::Km, ompC::Km ve lamB::Km suslarinda kontrol olan yabani tip E.
coli W3110 gen ifadesine gore dnemli 6lglide azalmistir. Yabani tipte 1 olan ifade seviyesi
mutantlarda sirasiyla 0,145, 0,204 ve 0,227 seviyelerine azalmistir Onemli sekilde azalma
biyofilm olugturmayan phoE::Km susunda da tespit edilmistir. Suslarin gen ekspresyonundaki
bu azalmanin komplement suslarda ve pLATES]1 igeren W3110’da olup olmadig1 da kontrol
edilmistir. Komplementlerde de gen ekspresyonlarinda azalma tespit edilmistir. Ancak,
komplement hiicrelerin csrA gen ekspresyonlardaki azalma, gen mutantlarindaki azalmaya
kiyasla daha az oldugu belirlenmistir. Yani, komplementlerin sonuglar1 yabani tip E. coli

W3110’un ekspresyon seviyesine mutantlarin ekspresyon seviyesinden daha yakindir.

Ifade diizeyi arastirilan biitiin suslar icerisinde en yliksek csrA gen ifadesi, yabani tip E.
coli W3110’da gozlenirken, en diisiik csrA gen ifadesi ise ompA::Km (0,145) susunda
gOriilmistiir (Grafik 4.5).
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Grafik 4.5. pH 7 ortaminda ger¢ek zamanli PZR ile csrA geninin ekspresyon seviyesi
(*, p<0,05; **, p<0,01; ****, p<0,0001)

24 saat pH 8 degerinde biiyiitiilen suslardan izole edilen RNA’larin ger¢ek zamanli
PZR’deki ekspresyon degerlerine gore, csrA gen ifadesi pH 8 degerinde biyofilm olusumu
veren (azalma miktarina gore; biiylikten kiigiige) ompA::Km ve ompC::Km suslarinda, kontrol
olan yabani tip E. coli W3110 gen ifadesine gore onemli 6lgiide azalmistir. Buna gore,
ompA::Km 0,243, ompC::Km ise 0,293 degerini vermistir. Ekspresyonda Onemli sekilde azalma
pH 8 degerinde biyofilm olusturmayan (azalma miktarina goére; biiylikten kiigiige) lamB::Km
ve phoE::Km suslarinda da (0,283, 0,463) tespit edilmistir. Suslarin gen ekspresyonundaki bu
azalmanin komplement suglarda ve pLATES1 iceren W3110’da olup olmadig1 da kontrol
edilmigtir. Komplementlerde de gen ekspresyonlarinda azalma tespit edilmistir. Ancak,
komplement hiicrelerin csrA gen ekspresyonlardaki azalma, gen mutantlarindaki azalmaya
kiyasla daha azdir. Yani, komplementlerin sonuglar1 yabani tip E. coli W3110’un ekspresyon
seviyesine mutantlarin ekspresyon seviyesinden daha yakindir. Test edilen suslar arasinda en
yuksek csrA gen ifadesi yabani tip E. coli W3110’da gozlenirken, en diisiik gen ifadesi ise
ompA::Km (0,243) susunda gozlenmistir (Grafik 4.6).
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Grafik 4.6. pH 8 ortaminda ger¢ek zamanli PZR ile csrA geninin ekspresyon seviyesi
(*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; ****, p<0,0001)

Ortam pH’1 6 olan besiyerinde 24 saat biiyiitiilen suslarin RNA’larindan elde edilen
ekspresyon degerlerine gore, rcsB gen ifadesi ompC::Km susunda kontrol olan yabani tip E.
coli W3110 gen ifadesine gore dnemli ol¢giide azalmistir. Yabani tipte 1 olan ifade seviyesi,
ompC::Km’de 0,333 seviyesine azalmistir. Onemli sekilde azalmanin gozlendigi diger suslar
(azalma miktarina gore; bilyiikten kiigiige), lamB::Km (0,433) ve ompA::Km (0,472) olarak
belirlenmistir. phoE::Km susunda, yabani tip W3110 ekspresyon verilerine gore azalis degil
artis gOzlenmistir. phoE::Km susunda ifade seviyesi 1,303’¢ c¢ikmistir. Suslarin gen
ekspresyonundaki bu azalmanin komplement suslarda ve pLATES!1 iceren W3110’da olup
olmadig1 da kontrol edilmistir. W3110 pLATES1::ompC ve W3110 pLATES1::0mpA’nin gen
ekspresyonlarinin yabani tip E. coli W3110’un gen ekspresyonuna gore bir miktar arttigi
gorilurken, W3110 pLATES1::phoE ve W3110 pLATES51::lamB’nin ekspresyon seviyesinin
yabani tip E. coli W3110 ile ayni seviye oldugu tespit edilmistir.

Incelenen suslar icerisinde en yiiksek rcsB gen ifadesi W3110 pLATES51::ompC’de
(1,324) gozlenirken, en diisiik gen ifadesi ise ompC:Km’de (0,333) gozlenmistir (Grafik 4.7).

45



1.5+

*kk  kkkk * %
1.0 = = -
T I

Standardize Edilmis mRNA
Ekspresyon Seviyesi

0.0 ] 1 1 1 L]

Grafik 4.7. pH 6 ortaminda ger¢ek zamanli PZR ile rcsB geninin ekspresyon seviyesi
(*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; ****, p<0,0001)

pH 7 degerindeki besiyeri ortaminda 24 saat biiyiitiilen suslardan elde edilen RNA’larin
gercek zamanli PZR’deki ekspresyon degerlerine gore, rcsB gen ifadesi pH 7 degerinde
biyofilm olusumu veren (azalma miktarina gore; biiyiikten kiiglige) ompA::Km (0,382),
ompC::Km (0,452) ve lamB::Km (0,526) suslarinda kontrol olan yabani tip E. coli W3110 gen
ifadesine gore onemli ol¢iide azalmistir. Onemli sekilde azalma biyofilm olusturmayan
phoE:Km (0,591) susunda da tespit edilmistir. Suslarin gen ekspresyonundaki bu azalmanin
komplement suslarda ve pLATES1 iceren W3110°da olup olmadigi da kontrol edilmistir.
Komplementlerde de, suslarda da (W3110 pLATES1::phoE harig) gen ekspresyonlarinin
azaldigi, ancak bu azalmanin gen mutantlarina gére daha az oldugu tespit edilmistir. Yani,
komplement suslarin sonuclar1 nispeten yabani tip E. coli W3110’un ekspresyon seviyesine

daha yakindir.

Aragstirilan suslar arasinda en yuksek rcsB gen ifadesi W3110 pLATES1::phoE’de
(1,035) gozlenirken, en diisiik gen ifadesi ise ompA::Km’de (0,382) gézlenmistir (Grafik 4.8).
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Grafik 4.8. pH 7 ortaminda ger¢ek zamanli PZR ile rcsB geninin ekspresyon seviyesi
(*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; ****, p<0,0001)

24 saat pH 8 degerinde biiyiitiilen suslardan izole edilen RNA’larin ger¢cek zamanli
PZR’deki ekspresyon degerlerine gore, rcsB gen ifadesi pH 8 degerinde biyofilm olusumu
veren (azalma miktaria gore; biiyiikten kiictige) ompA::Km ve ompC::Km suslarinda, kontrol
olan yabani tip E. coli W3110 gen ifadesine gore onemli 6lglide azalmistir. Bu verilere gore,
ompA::Km’de 0,437 seviyesine azalan gen ifadesi ve ompC::Km’de 0,549 seviyesine
azalmigtir. Gen ifadesindeki bu onemli azalma, pH 8 degerinde biyofilm olusturmayan
lamB::Km (0,686) susunda da tespit edilmistir. pH 8’de biyofilm olusturmayan phoE::Km
(1,356) susunda ise, rcsB gen ifadesinin yabani tipe gore arttigi tespit edilmistir. Komplement
suslarin gen ifadeleri de kontrol edilmistir. Komplement suslardan sadece W3110
PLATES1::lamB’de bir miktar azalma gozlenirken, digerlerinde bir miktar artig gdzlenmistir.
PLATES1 iceren W3110’da gen ifadesinin yabani tip ile ayni oldugu tespit edilmistir.
Komplementlerin gen ifadeleri, yabani tip E. coli W3110’un ifade seviyesine mutantlara

nazaran daha yakindir.

Tiim suslar icerisinde en yiiksek rcsB gen ifadesi phoE::Km’de (1,356), en diisiik gen
ifadesi ise ompA::Km (0,437) susunda goriilmiistiir (Grafik 4.9).
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Grafik 4.9. pH 8 ortaminda ger¢ek zamanli PZR ile rcsB geninin ekspresyon seviyesi
(*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; ****, p<0,0001)

pH 6’da 24 saat boyunca inkibe edilen suslarin RNA’lariyla gergeklestirilen gergek
zamanli PZR’nin verilerine gore, sdiA gen ifadesi lamB::Km susunda kontrol olan yabani tip
E. coli W3110 gen ifadesine gore 6nemli 6lglide artis gostermistir. Buna gore, lamB::Km’de
gen ifadesinin seviyesi artarak, 2,673 olmustur. Onemli sekilde artisin gdzlendigi diger suslar
(artis miktarina gore; biyiikten kiigiige), ompA::Km (2,462), phoE::Km (2,024) ve ompC::Km
(1,672) olarak belirlenmistir. Suslarin gen ifadesindeki bu artisin komplement suslarda ve
PLATES1 igeren W3110°da olup olmadigr da incelenmistir. Komplement suslardan W3110
PLATES1::phoE ve W3110 pLATES51::lamB’nin gen ifade seviyesinin yabani tip E. coli
W3110’a gore azalis gosterdigi, ancak W3110 pLATES1::0ompA, W3110 pLATES1::ompC ve
pLATES1 iceren W3110°’un yabani tip ile benzer seviyede sdiA gen ifadesi verdigi

belirlenmistir.

Test edilen suslar arasinda en yiiksek sdiA gen ifadesi lamB::Km’de (2,673)
gozlenirken, en diisiik sdiA gen ifadesi pLATES51::phoE (0,514) susunda tespit edilmistir
(Grafik 4.10).
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Grafik 4.10. pH 6 ortaminda gergek zamanli PZR ile sdiA geninin ekspresyon seviyesi
(*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; ****, p<0,0001)

pH 7°de 24 saat boyunca inkiibe edilen suslardan elde edilen RNA’lar kullanilarak
gerceklestirilen gergek zamanli PZR sonucunda elde edilen ifade verilerine gore, sdiA gen
ifadesi pH 7 degerinde biyofilm olusturan (artis miktarina gore; biiyiikten kiigige) ompC::Km,
lamB::Km ve ompA::Km suslarinda kontrol olan yabani tip E. coli W3110 gen ifadesine gore
onemli 6lglide artis gostermistir. Artiglar sirasiyla, 1,873, 1,693 ve 1,454 olarak olglilmiistiir.
Biyofilm olusturmayan phoE::Km (0,783) susunda ise bir miktar azalis tespit edilmistir.
Biyofilm olusturan suglarin gen ekspresyonundaki bu artigin komplement suslarda ve pLATES1
iceren W3110’da olup olmadig1 da arastiritlmistir. Komplementlerde ise pLATES1::lamB haric
gen ekspresyonlarinda azalma tespit edilmistir. Komplementlerin sonuglar1 nispeten yabani tip
E. coli W3110’un ekspresyon seviyesine daha yakindir. Ekspresyon seviyeleri arastirilan suslar
arasinda en yuksek sdiA gen ifadesi, ompC::Km’de (1,873) g0Ozlenirken, en diisiikk sdiA gen
ifadesi ise pPLATES1::ompC (0,713) susunda gozlenmistir (Grafik 4.11).
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Grafik 4.11. pH 7 ortaminda gergek zamanli PZR ile sdiA geninin ekspresyon seviyesi
(*, p<0,05; **, p<0,01; ****, p<0,0001)

24 saat boyunca pH 8’de biydutllen suslardan izole edilen RNA’larin ger¢ek zamanli
PZR’deki ifade degerlerine gore, sdiA gen ifadesi pH 8’de biyofilm olusumu veren (artis
miktarina gore; biiyiikten kiigtige) ompA::Km ve ompC::Km suslarinda, kontrol olan yabani tip
E. coli W3110 gen ifadesine gore 6nemli 6lgude artmistir. ompA::Km’de 1,390 olan gen ifadesi
seviyesi, ompC::Km’de 1,240 olarak olgtilmiistiir. pH 8’de biyofilm olusturmayan lamB::Km
(1,178) susunda da artis gézlenirken, bu artis diger suslardaki kadar olmamustir. pH 8 degerinde
biyofilm olusturmayan phoE::Km (1,391) susunda ise, SdiA gen ifadesinin yabani tipe gore artis
gosterdigi belirlenmistir. Komplement suslarin gen ekspresyonlari da kontrol edilmistir.
Komplement suslarin her birinde artis gozlenmistir. pLATES1 iceren W3110’da gen
ekspresyonunun yabani tip ile ayni1 oldugu belirlenmistir. Komplementlerin gen ifadeleri,
yabani tip E. coli W3110’un ekspresyon seviyesinin yaklasik 1,5 katidir. Test edilen suslar
arasinda en yuksek sdiA gen ifadesi pLATES1::ompC’de (1,666), en diisiikk gen ifadesi ise
W3110 + pLATES51 (0,833) susunda gozlenmistir (Grafik 4.12).
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Grafik 4.12. pH 8 ortaminda gergek zamanli PZR ile sdiA geninin ekspresyon seviyesi
(*, p<0,05; *** p<0,001; **** p<0,0001)

24 saat pH 6°da biyiitiilen suslarin RNA’larindan elde edilen ekspresyon degerlerine
gore, gseB gen ifadesi lamB::Km susunda kontrol olan yabani tip E. coli W3110 gen ifadesine
gore 6nemli 6lglide artmistir. Buna gére, W3110’da 1 olan gen ifade seviyesi, lamB::Km’de
2,416 olarak 6lciilmiistiir. Onemli sekilde artisin gozlendigi diger suslar (artis miktarina gore;
biiyiikten kiigiige), phoE::Km (1,936) ve ompA::Km (1,805) olarak belirlenmistir. Suslarin gen
ekspresyonundaki bu artisin komplement suslarda ve pLATES51 igeren W3110’da olup
olmadig1 da kontrol edilmistir. Komplementlerdeki gen ekspresyonlarinin gen mutantlarina ve
kontrol olarak kullanilan yabani tip E. coli W3110’un ifade seviyesine gore daha az oldugu
belirlenmistir. Genel olarak, komplementlerin ifade seviyelerinin yabani tip E. coli W3110 ile

benzer oldugu tespit edilmistir.

Tiim suslar icerisinde en yiiksek qseB gen ifadesi, lamB::Km’de (2,416) gozlenirken, en
diistik gqseB gen ifadesi, pLATES51::phoE (0,705) susunda tespit edilmistir (Grafik 4.13).
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Grafik 4.13. pH 6 ortaminda ger¢ek zamanli PZR ile gseB geninin ekspresyon seviyesi
(*, p<0,05; **** p<0,0001)
pH 7’de 24 saat suresince inkiibe edilen suslarin RNA’lar1 kullanilarak gergeklestirilen
gercek zamanli PZR verilerine gore, gqseB gen ifadesi pH 7 degerinde biyofilm olusumu veren
(azalma miktarina gore; biiyiikkten kiigige) ompA::Km (0,553), ompC::Km (0,603) ve
lamB::Km (0,623) suslarinda kontrol olan yabani tip E. coli W3110 gen ifadesine gére 6nemli
olciide azalmistir. Onemli sekilde azalma biyofilm olusturmayan phoE::Km susunda da
belirlenmistir. Buna goére, yabani tip E. coli W3110’da 1 olan ifade seviyesi, phoE::Km susunda
0,713 olarak ol¢tilmustiir. Suslarin gen ekspresyonundaki bu azalmanin komplement suslarda
ve pLATES1 igceren W3110’da olup olmadigi da incelenmistir. Komplementlerde gen
ifadelerinde azalma (pLATES51::ompA ve pLATES51::ompC) ve artis ()LATES1::lamB ve
PLATES51::phoE) tespit edilmistir. pLATES1::0mpA ve pLATES51::ompC komplementlerin
sonuglar1 yabani tip E. coli W3110’un ifade seviyesiyle benzerdir. Test edilen suslar arasinda
en yuksek gseB gen ifadesi, pLATES1::lamB’de (1,463) g0zlenirken, en diisiik qseB gen ifadesi
ise ompA::Km (0,553) susunda goriilmiistiir (Grafik 4.14).
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Grafik 4.14. pH 7 ortaminda ger¢ek zamanli PZR ile gseB geninin ekspresyon seviyesi
(*, p<0,05; **, p<0,01)

pH 8’de inkiibe edilmis suslardan alinan RNA’larin gergek zamanli PZR’deki ifade
degerlerine gore, qseB gen ifadesi pH 8’de biyofilm olusumu veren (azalma miktarina gore;
biiyiikten kiigtige) ompA::Km ve ompC::Km suslarinda, kontrol olan yabani tip E. coli W3110
gen ifadesine gdre onemli Slciide azalmistir. Ifade seviyesi yabani tipte 1 seviyesindeyken,
ompA::Km’de 0,513, ompC::Km’de ise 0,571 olarak &lciilmiistiir. Ifade seviyesinde 6nemli
sekilde azalma pH 8’de biyofilm olusturmayan lamB::Km susunda da tespit edilmistir. Buna
gore, lamB::Km’de ifade seviyesi 0,711 olarak dlglilmiistiir. pH 8’de biyofilm olusturmayan
phoE::Km susunda ise, gseB gen ifadesinin yabani tipe gore artis gosterdigi belirlenmistir.
Komplement suslarin gen ekspresyonlar1 da kontrol edilmistir. Komplement suslardan sadece
W3110 pLATESL::phoE’de bir miktar artis gézlenirken, digerlerinde bir miktar azalig
gozlenmistir. pPLATES1 iceren W3110°’da gen ekspresyonunun yabani tip ile ayni oldugu
belirlenmistir. Komplementlerin gen ifadeleri, yabani tip E. coli W3110’un ekspresyon
seviyesine nispeten yakindir. Ekspresyon seviyeleri arastirilan suslar arasinda en yiksek gseB
gen ifadesi phoE::Km’de (1,553), en diisiik gen ifadesi ise ompA::Km (0,513) susunda
g6zlenmistir (Grafik 4.15).
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Grafik 4.15. pH 8 ortaminda gercek zamanli PZR ile gseB geninin ekspresyon seviyesi
(*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001)

pH 6’da 24 saat inkuibasyona tabi tutulan suslarin RNA’larindan elde edilen ekspresyon
degerlerine gore, qseC gen ifadesi phoE::Km susunda kontrol olan yabani tip E. coli W3110
gen ifadesine gore 6nemli dlciide artmistir. phoE::Km susunda artan gen ifadesi seviyesi 1,493
olarak &lciilmiistiir. Onemli sekilde artisin gdzlendigi diger suslar (artis miktarina gore;
biiytikten kiiglige), lamB::Km (1,422) ve ompA::Km (1,263) olarak tespit edilmistir. pH 6
degerinde biyofilm olusturan ompC::Km susunda ise, gen ifadesi yabani tipe gore azalis
gostermis ve 0,873 olarak Olglilmiistiir. Suslarin gen ifadesindeki bu artisin komplement
suglarda ve pLATES1 iceren W3110°da olup olmadigi da arastirilmistir. Komplementlerdeki
gen ekspresyonlarinin, gen mutantlarina ve kontrol olarak kullanilan yabani tip E. coli W3110’a

kiyasla daha az oldugu tespit edilmistir.

Tiim suslar igerisinde en yiiksek qseC gen ifadesi, phoE::Km’de (1,493) g0Ozlenirken,
en diistik qseC gen ifadesi, pLATE5S1::ompC (0,823) susunda tespit edilmistir (Grafik 4.16).
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Grafik 4.16. pH 6 ortaminda ger¢ek zamanli PZR ile gseC geninin ekspresyon seviyesi
(*, p<0,05; **, p<0,01; *** p<0,001)

pH degeri 7°¢ ayarlanmis besiyerinde 24 saat biiyiitiilen suslardan elde edilen RNA’lar
kullanilarak gerceklestirilen gergek zamanli PZR sonucunda elde edilen ekspresyon degerlerine
gore, gseC gen ifadesi pH 7 degerinde biyofilm olusumu veren (azalma miktarmna gore;
biiyiikten kii¢tige) lamB::Km (0,413), ompA::Km (0,453) ve ompC::Km (0,524) suslarinda
kontrol olan yabani tip E. coli W3110 gen ifadesine gére énemli dlgiide azalmistir. Onemli
sekilde azalma biyofilm olusturmayan phoE::Km susunda da tespit edilmistir. Yabani tipte 1
olan gen ifade seviyesinin phoE::Km susunda, 0,602 oldugu belirlenmistir. Suslarin gen
ekspresyonundaki bu azalmanin komplement suslarda ve pLATES!I iceren W3110’da olup
olmadig1 da kontrol edilmistir. Komplementlerde de gen ekspresyonlarinda azalma tespit
edilmistir. Ancak, komplement hiicrelerin qseC gen ekspresyonlardaki azalma, gen
mutantlarindaki azalmaya kiyasla daha az oldugu belirlenmistir. Yani, komplementlerin

sonuglar1 nispeten yabani tip E. coli W3110’un ekspresyon seviyesine daha yakindir.

[fade diizeyi arastirilan biitiin suslar arasinda en yiiksek gseC gen ifadesi, yabani tip E.
coli W3110’da gozlenirken, en diisiik gen ifadesi ise lamB::Km (0,413) susunda gézlenmistir
(Grafik 4.17).
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Grafik 4.17. pH 7 ortaminda gergek zamanli PZR ile gseC geninin ekspresyon seviyesi
(*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001)

24 saat pH 8 degerinde inkube edilen suslardan izole edilen RNA’larin ger¢ek zamanl
PZR’deki ifade degerlerine gore, qseC gen ifadesi pH 8 degerinde biyofilm olusumu veren
(azalma miktarina gore; biiyiikten kii¢iige) ompA::Km ve ompC::Km suslarinda, kontrol olan
yabani tip E. coli W3110 gen ifadesine gore 6nemli dlglide azalmistir. Gen ifadesinde 6nemli
sekilde azalma pH 8 degerinde biyofilm olusturmayan lamB::Km susunda da tespit edilmistir.
Buna gore, gen ifade seviyelerinin ompA::Km’de 0,454, ompC::Km’de 0,593 ve lamB::Km
susunda ise 0,773 oldugu tespit edilmistir. pH 8 degerinde biyofilm olusumu vermeyen
phoE::Km susunda ise, gseC gen ifadesinin yabani tiple ayni oldugu belirlenmistir.
Komplement suslarin gen ekspresyonlar1 da incelenmistir. Komplement suslardan sadece
W3110 pLATES1::o0mpC ve pLATES1::0mpA’da bir miktar azalma gozlenirken, digerlerinde
ekspresyon seviyesi yabani tip W3110 ile benzer ¢ikmistir. pLATES1 igeren W3110’da gen
ekspresyonunun yabani tip ile aynt oldugu belirlenmistir. Komplementlerin gen ifadeleri,
yabani tip E. coli W3110’un ekspresyon seviyesine yakindir. Test edilen butln suslar arasinda
en yuksek gseC gen ifadesi ompA::Km’de (0,454), en diisiik gen ifadesi ise pLATES1::lamB
(1,011) susunda gozlenmistir (Grafik 4.18).
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Grafik 4.18. pH 8 ortaminda gergek zamanli PZR ile gseC geninin ekspresyon seviyesi
(**, p<0,01; ****, p<0,0001)

pH 6’da biiyiitiilen suslardan 24 saatin sonunda izole edilen RNA’lardan elde edilen
ekspresyon degerlerine gore, pgaC gen ifadesi ompC::Km (1,725) susunda kontrol olan yabani
tip E. coli W3110 gen ifadesine gore dnemli dlgiide artmustir. Onemli sekilde artisin gdzlendigi
diger suslar (artis miktarina gore; biiylikten kiigtige), lamB::Km (1,624), ompA::Km (1,492) ve
phoE::Km (1,235) olarak tespit edilmistir. Suslarin gen ifadesindeki bu artisin komplement
suslarda ve pLATES] igeren W3110’da olup olmadigi da incelenmistir. Komplementlerdeki
gen ifadelerinin gen mutantlaria gore daha az oldugu belirlenmis, kontrol olarak kullanilan
yabani tip E. coli W3110’un ekspresyon seviyesine gore ise pLATES1::phoE hari¢ her bir
komplementin ekspresyon seviyesinin arttigi tespit edilmistir. Artis gosteren komplementler

icerisinde en yliksek artis1i pLATES1::o0mpC (1,223) vermistir.

Ekspresyon seviyesi arastirilan tiim suslar icerisinde en yiiksek pgaC gen ifadesi,
ompC::Km’de (1,725) gozlenirken, en diisiik pgaC gen ifadesi, W3110 + pLATE51 (0,933)
susunda tespit edilmistir (Grafik 4.19).
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Grafik 4.19. pH 6 ortaminda gergek zamanli PZR ile pgaC geninin ekspresyon seviyesi
(*, p<0,05; ***, p<0,001)

pH 7’de besiyerinde 24 saat inkilbe suslardan izole edilen RNA’lar kullanilarak
gerceklestirilen gergek zamanli PZR sonucunda elde edilen ekspresyon degerlerine gore, pgaC
gen ifadesi pH 7 degerinde biyofilm olusumu veren (artis miktarina gore; biiyiikten kiiglige)
lamB::Km, ompC::Km ve ompA::Km suslarinda kontrol olan yabani tip E. coli W3110 gen
ifadesine gore 6nemli dl¢iide artmigtir. ompC::Km (1,332) ve ompA::Km (1,273) suslarinda gen
ifade seviyeleri birbirine yakinken, lamB::Km’de (1,473) ifade seviyesi diger iki sustan daha
yuksektir. Biyofilm olusturmayan phoE::Km susunda da bir miktar artis tespit edilmistir.
Yabani tipte 1 olan ifade seviyesi, phoE::Km susunda 1,182 seviyesine gelmistir. Suslarin gen
ifadesindeki bu artisin komplement suslarda ve pLATES1 igeren W3110’da olup olmadig1 da
incelenmistir. Komplementlerde de gen ckspresyonlarinda artis belirlenmistir. Ancak,
komplement hiicrelerin pgaC gen ekspresyonlardaki artisin, gen mutantlarindaki artisa kiyasla
daha az oldugu belirlenmistir. Yani, komplementlerin sonuglar1 nispeten yabani tip E. coli

W3110’un ekspresyon seviyesine daha yakindr.

Tiim suslar icerisinde en yiiksek pgaC gen ifadesi, lamB::Km’de (1,473) g6zlenirken,
en diisiik pgaC gen ifadesi ise yabani tip E. coli W3110’da goriilmiistiir (Grafik 4.20).
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Grafik 4.20. pH 7 ortaminda gergek zamanli PZR ile pgaC geninin ekspresyon seviyesi
(*, p<0,05; **, p<0,01)

pH 8’e ayarlanmis besiyerinde biiyiitiilen suslardan elde edilen RNA’larin gergek
zamanlt PZR’deki ekspresyon degerlerine gore, pgaC gen ifadesi pH 8 degerinde biyofilm
olusumu veren (artis miktarina gore; biiylikten kiigtige) ompA::Km ve ompC::Km suslarinda,
kontrol olan yabani tip E. coli W3110 gen ifadesine gore 6nemli 6l¢lide artis gostermistir. Buna
gore, yabani tipte 1 olan gen ifade seviyesi, ompA::Km’de 1,613 olarak ol¢ulurken,
ompC::Km’de ise 1,354 olarak olglilmiistiir. Ekspresyonda énemli sekilde artis pH 8 degerinde
biyofilm olusturmayan lamB::Km (1,266) susunda da belirlenmistir. pH 8 degerinde biyofilm
olusturmayan phoE::Km susunda ise, pgaC gen ifadesinin yabani tipe gore artig gosterdigi
tespit edilmis ve ifade seviyesi 1,285 olarak Ol¢iilmiistiir. Komplement suslarin gen
ekspresyonlarinin  kontrolii de yapilmistir. Komplement suslarda da bir miktar artis
gozlenmistir. pPLATES1 iceren W3110°’da gen ekspresyonunun yabani tip ile ayni oldugu
belirlenmistir. Komplementlerin gen ifadeleri, yabani tip E. coli W3110’un ekspresyon

seviyesinin bir miktar Gzerindedir.

Tiim suslar igerisinde en yiiksek pgaC gen ifadesi ompA::Km’de (1,613), en diisiik gen
ifadesi ise yabani tip E. coli W3110’da goriilmistiir (Grafik 4.21).
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Grafik 4.21. pH 8 ortaminda ger¢ek zamanli PZR ile pgaC geninin ekspresyon seviyesi
(*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001)

pH 6 degerinde 24 saat inkibe edilen suslarin RNA’larindan elde edilen ekspresyon
degerlerine gore, csgD gen ifadesi ompC::Km susunda kontrol olan yabani tip E. coli W3110
gen ifadesine gore onemli Glglide artmigtir. ompC::Km’de gen ifade seviyesi 2,473 olarak
oliilmiistiir. Onemli sekilde artisin gdzlendigi diger suslar (artis miktarma gore; biiyiikten
kiigtige), lamB::Km (1,912), ompA::Km (1,803) ve phoE::Km (1,313) olarak belirlenmistir.
Suslarin gen ekspresyonundaki bu artigin komplement suslarda ve pLATES1 igeren W3110°da
olup olmadig1 da incelenmistir. Komplementlerdeki gen ekspresyonlarinin gen mutantlaria ve
kontrol olarak kullanilan yabani tip E. coli W3110’un ekspresyon seviyesine gore daha az

oldugu belirlenmistir.

Ekspresyon seviyesi arastirilan tiim suslar igerisinde en yiksek csgD gen ifadesi,
ompC::Km’de (2,473) gozlenirken, en diisiik csgD gen ifadesi, pLATES1::phoE (0,643)
susunda tespit edilmistir (Grafik 4.22).
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Grafik 4.22. pH 6 ortaminda gergek zamanli PZR ile csgD geninin ekspresyon seviyesi
(*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; ****, p<0,0001)

pH degeri 7 olarak ayarlanmig besiyerinde 24 saat inkibe edilen suslardan elde edilen
RNA’lar kullanilarak gergeklestirilen gercek zamanli PZR sonucunda elde edilen ekspresyon
degerlerine gore, csgD gen ifadesi pH 7 degerinde biyofilm olusumu veren (artis miktarina
gore; bliylikten kiigige) ompA::Km, ompC::Km ve lamB::Km suslarinda kontrol olan yabani
tip E. coli W3110 gen ifadesine gore dnemli dlglide artmistir. Gen ifadesinde artis sirasina gore,
ompA::Km 1,482, ompC::Km 1,452 ve lamB::Km 1,332 olarak 6l¢iilmiistiir. Onemli bir azals
biyofilm olusturmayan phoE::Km susunda tespit edilmistir. Suslarin gen ekspresyonlarinin
durumu komplement suslarda ve pLATES1 igeren W3110°da da kontrol edilmistir.
PLATES1::phoE hari¢ diger komplementlerde gen ekspresyonlarinda azalma goriilmiistiir.
Ancak, komplement hiicrelerin csgD gen ekspresyonlardaki azalma, ¢ok fazla degildir. Yani,
komplementlerin sonuglar1 nispeten yabani tip E. coli W3110’un ekspresyon seviyesine daha
yakindir. Test edilen tiim suslar igerisinde en yiiksek csgD gen ifadesi, ompA::Km’de (1,482)
go6zlenirken, en diisiikk csgD gen ifadesi ise phoE::Km (0,703) susunda gozlenmistir (Grafik
4.23).
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Grafik 4.23. pH 7 ortaminda gergek zamanli PZR ile csgD geninin ekspresyon seviyesi
(*, p<0,05; **, p<0,01; *** p<0,001)

pH 8 degerinde 24 saat buyutllen suslardan elde edilen RNA’larin ger¢ek zamanli
PZR’deki ekspresyon degerlerine gore, csgD gen ifadesi pH 8 degerinde biyofilm olusumu
veren (artis miktarina gore; biiyiikten kiiciige) ompA::Km ve ompC::Km suslarinda, kontrol
olan yabani tip E. coli W3110 gen ifadesine goére 6nemli 6lglide artmistir. Yabani tipte 1 olan
gen ifadesi, ompA::Km’de 1,384, ompC::Km’de ise 1,295 olarak olglilmiistiir. pH 8 degerinde
biyofilm olusumu vermeyen lamB::Km (0,903) susunda, ekspresyonda 6nemli sekilde azalma
tespit edilmistir. pH 8 degerinde biyofilm olusumu vermeyen phoE::Km (1,065) susunda ise,
csgD gen ifadesinin yabani tipe gore az bir miktar artis gosterdigi belirlenmistir. Komplement
suslarin gen ekspresyonlar1 da kontrol edilmistir. Komplement suslarin birinde bir miktar artis
gozlenmistir. pPLATES1 iceren W3110’da ve pLATES1::phoE’de gen ekspresyonunun yabani
tip ile ayn1 oldugu belirlenmistir. Komplementlerin gen ifadeleri, yabani tip E. coli W3110’un
ekspresyon seviyesine U(zerindedir. Tim suslar igerisinde en yiiksek csgD gen ifadesi
ompA::Km’de (1,384), en diisiik gen ifadesi ise lamB::Km (0,903) susunda gozlenmistir (Grafik
4.24).

62



15m csgD
XK K %k

1.0 . 4 g =

Standardize Edilmis mRNA
Ekspresyon Seviyesi

0.0 1 I I 1 I I 1 ] I I
S @ & & & I 2 &
RO < A A ARV o &
@Q ((\Q ,2,(0 © N o o o %
[s) Q N\ Q & & z<</ &Q/ x <
SIS SN R
Q& 4 ¥ 9 &

Grafik 4.24. pH 8 ortaminda gergek zamanli PZR ile csgD geninin ekspresyon seviyesi
(*, p<0,05; **, p<0,01; ****, p<0,0001)

4.2. Tartisma

Bakteriler bulunduklari1 ortamda, fagositoza, besin yoksunluguna, pH degisikliklerine,
biyositlere ve antimikrobiyaller gibi ¢evresel faktorlerin etkisine maruz kalirlar. Bakteriler, bu
cevresel faktorlerden etkilenmemek igin gesitli hiicresel genlerini aktive ederler ve boylece
yasamlarini siirdiirebilmelerini saglayan korunma stratejilerini devreye sokarlar. Bu koruyucu
stratejilerden biri olan biyofilm, bakterileri ¢evresel faktorlerin etkisinden koruyarak kararli

sekilde yasamlarini siirdiirmelerini saglar (Satpathy vd., 2016).

Biyofilm olusumu, bakteriyi ¢evresel streslerden korurken, bakterilerin sebep oldugu
zararli etkilerin de giderilmesini zorlagtirmaktadir. Biyofilmlerin zararli etkileri olabilecegi
gibi, ¢evreye yarar sagladiklari etkileri de bulunmaktadir. Biyofilmler, bitkilerin korunmasi,
biyoremediasyon, enerji iretimi, atik su aritma, korozyonun Onlenmesi gibi faydali
uygulamalarda kullanilabilmektedir (Sharma vd., 2019). Bu olumlu etkilerin arttirilmasi ve
olumsuz etkilerin de azaltilmasi igin, biyofilm olusumunun molekiiler mekanizmasinin her

yOniiyle aydinlatilmasi 6nem arz etmektedir.
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Biyofilmlerin karmasik yapisinin anlasilmasi ve mekanizmalarinin aydmlatilmast i¢in
bugiine kadar bir¢ok farkli galisma yapilmistir (Belas, 2014; Berne vd., 2015; Culler vd., 2018;
Zahra vd., 2019; Grabski vd., 2021; Meng vd., 2021). Bu kadar ¢alismaya ragmen, biyofilm
mekanizmas1 veya bu mekanizmay1 etkileyen faktorler net bir sekilde anlagilamamistir.
Bakterilerin yasamsal siireglerini etkileyen aclik, pH ve ozmotik stres gibi faktorlerin,
bakterilerin biyofilm olusumlarina da etki ettigi bilinmektedir (Mathlouthi vd., 2018;
Fernandez-Coll ve Cashel, 2020). E. coli’de pasif difiizyon ile besin alimlarinda rol oynayan
20’nin Uzerinde dis membran porin proteinleri bulunmaktadir, bu porin proteinleri dis etkilere
bagli olarak hiicrede farkli oranlarda ifade edilmektedir (Darcan, 2004; Han vd., 2012; Schmitt
vd., 2019). Porin proteinlerinin hicrede ifade edilmemesi, E. coli dahil birgok bakteride
yasamsal sorunlara sebebiyet vermektedir (Darcan, 2004). Bir ¢alismada, E. coli W3110 ompA,
ompC ve lamB porin gen mutantlarinda biyofilm olusumunun tetiklendigi belirlenmistir. Ayn1
calismada ompT, ompG, ompF ve phoE mutantlar1 da galisilmig ancak bu mutantlarda biyofilm
olusumu goézlenmemistir (Er, 2018). Ayrica yapilan bu g¢alismada, farkli pH degerlerinde
mutantlarin olusturdugu biyofilmlerin kaliniginin degistigi belirlenmistir. lamB mutantinda
diger mutantlardan ayr1 olarak, pH 6 ve 8’de biyofilm olusumu gdzlenmezken, pH 7’de
biyofilm olusumu gozlenmistir. Bu nedenle pH bagimli lamB mutanti araciligiyla diizenlenen
bir biyofilm olusumu oldugu varsayilmistir (Er, 2018). Biyofilm olusum mekanizmasi
Uzerindeki porin mutanti baglantili etkinin biyofilmle iliskili hangi genler ile saglandigi ve

mekanizmasinin nasil oldugu ¢alismamizda irdelenmistir.

Calismamizda, yabani tip E. coli W3110 ve ompA, ompC, lamB ve phoE porin
mutantlarinin 3 farkli pH’da (6, 7 ve 8) biyofilm olusumlar1 degerlendirilmistir. pH 6’da 24 saat
inkiibe edilen suslardan sadece ompA ve ompC’nin biyofilm olusturdugu belirlenmistir (Grafik
4.1). pH 7 degerinde 24 inkiibasyona birakilan suglardan, ompA, ompC ve lamB’nin biyofilm
olusturdugu belirlenmistir (Grafik 4.2). pH 8’de ise pH 6 degerindekine benzer olarak, sadece
ompA ve ompC’de biyofilm olusumu gozlenmistir (Grafik 4.3). Buradaki sonuclara gore,
calisilan her pH degerinde ompA ve ompC porin mutantlarinda biyofilm olusumu tespit
edilmistir. lamB mutant1 sadece pH 7°de biyofilm olustururken, phoE hic¢bir pH degerinde
biyofilm olusturmamistir. Ayn1 zamanda, inkiibasyonlardan sonra besiyeri pH’lar1 6l¢iilmiistiir.
Besiyeri pH’larmin biyofilm olusturan suslarda artis gosterdigi belirlenmistir (Tablo 4.1, 4.2 ve
4.3).

64



4.2.1. E. coli Suslarinda Biyofilm Olusumu

E. coli suslar1 arasinda metabolizma ve biyofilm olusturma yoniinden farkliliklar
olabilmektedir. Benzer kosullarin uygulandigi denemelerde, her E. coli susunun biyofilm
olusumu gostermedigi, gosterenlerin ise farkli oranlarda ve farkli molekiiler yollarla biyofilm
olusumu verdigi bilinmektedir (Somorin vd., 2018). Yabani tip BW25113 susunun cam tliplerin
yiizeylerine tutunamadigi ve biyofilm olusturamadig tespit edilmistir (Ma ve Wood, 2009).
Ayni susun, OmMpA mutantiyla yapilan c¢alismada, cam yiizeylerde biyofilm olusumu
gozlenirken, ompA mutantinin plastik yiizeylerde biyofilm olusturmadigi belirlenmistir (Ma ve
Wood, 2009). Enterohemorajik E. coli EHEC O157:H7 ve enteropatojenik E. coli (EPEC)
0127:Hé6'da seliiloz iiretimi biyofilm olusumuna katki saglar ve bu sayede de, bu suslar farkli
ortamlarda konak kolonizasyonu yapabilirken kendilerini de cevresel faktorlerden
koruyabilirler (Er, 2018; Soria-Bustos vd., 2022). Diger bir patojen E. coli susu olan
enteroagregatif E. coli (EAEC)'de kolanik asidin varligi, kalin biyofilmlerin olusumu ile
iliskilendirilmistir (Borgersen vd., 2018). Bunun aksine, kolanik asit tretimi, BW25113’te
oldugu gibi baz1 hiicre yiizeyi adezinlerini maskeleyebilir ve sonug¢ olarak ilk yapismay1
bozabilir (Ageorges vd., 2020; Ozma vd., 2022). E. coli suslarindan BW25113’te biyofilm
olusumunun ilk safthalarinda rcsB Uzerinden kontrol edilen wza’nin fazla sentezlenmesi ile
olusan kolanik asitin biyofilm olusumunu engelledigi bildirilmistir (Ozma vd., 2022). E. coli
K-12 suslari, sahip olduklar1 biyofilm iliskili genler sayesinde biyofilm olusturabilir ancak bu
suslarda seluloz veya curli gibi genler, her ¢evresel kosulda eksprese edilmemektedir (Domka
vd., 2007). Calismamizda kullanilan yabani tip E. coli W3110 susu test edilen higbir kosulda
biyofilm olusumu sergilememistir. Benzer sekilde, yabani tip E. coli W3110’un kullanildig1 bir
calismada da bu susun biyofilm olusumu vermedigi tespit edilmistir (Paxman vd., 2019).
Yabani tip E. coli W3110’da biyofilm olusumunun arastirildigi bir ¢aligmada, memeli
hiicrelerinde sentezlenen ¢ poliaminden birisi olan putresinin (Nakamura vd., 2019) besiyeri
ortamina ilave edilmesiyle W3110’un biyofilm olusturabildigi gosterilmistir (Er, 2018).
Biyofilm olusumunun indiiklenmesinde bu ¢alismada da gosterildigi gibi disaridan besiyeri
ortamina eklenen ¢esitli maddelerin etkisi olabilmektedir. Ayn1 zamanda, fajlar sayesinde de E.
coli suslarinin biyofilm olusturabilme kabiliyeti kazandig1 bilinmektedir. Bu baglamda K-12
MG1655 susu, A fajlar1 veya P1 vir ile muamele edilmis ve bunun sonucunda elde edilen
suglarin biyofilm olusturabilme yetenegine sahip oldugu belirlenmistir (Visnapuu vd., 2022).
Dogal olarak biyofilm olusumu sergilemeyen bazi E. coli K-12 suslari ise, konjugatif pili (F

pilus) sentezi icin gerekli genetik bilgileri tasiyan plazmitleri barindirdiklarinda yiiksek
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biyokiitleli biyofilmler olusturabilmektedir (Reisner vd., 2003; Shi vd., 2018; Virolle vd., 2020;
Buck vd., 2021) Konjugatif F pilusunun, ayni zamanda EAEC suslari tarafindan biyofilm
olusumu sirasinda merkezi adezyon faktorii olarak calisabilecegi bir baska calismada

gosterilmistir (Silva vd., 2020).

Yabani tip suslarin mutant hale getirilmesinde kanamisin kaseti iceren plazmidler
kullanilmaktadir. Hiicre icerisine alinan plazmit hiicreye belirli katkilar saglayabilmektedir. Bu
durumundan kaynakli hatali yorumlarin Oniine gegebilmek ve plazmit kaynakli gen
ekspresyonu farkliliklarini belirleyebilmek adina hiicreye igerisinde ekstradan gen tasimayan
plazmit (bos plazmit) aktarilmaktadir. Bu sayede mutantlarda olusan gen ekspresyonu
farkliliklar1 ortaya ¢ikarilabilmekte ve degerlendirmeler yapilirken bu farkliliklar géz 6niinde
bulundurulmaktadir. Literatiirde yapilan bir ¢alismada da biyofilm olusumu tizerinde plazmide
0zgl etki olusabilecegi ve bu etki konusunda dikkatli olunmasi gerektigi belirtilmistir
(Mathlouthi vd., 2018). Mathlouthi ve arkadaslarinin (2018) yapmis oldugu ¢aligmada elde
edilen verilere gore, E. coli MG1655 aktarilan plazmitlerin biyofilm {izerine bazi sartlarda hig
etki etmedikleri, bazi sartlarda ise biyofilm U(zerinde o6nemli etkilere sahip olduklar
gorulmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda, yabani tip W3110 E. coli igerisine bos pLATES1
plazmidi aktarilmis ve en az ti¢ tekrarli olmak iizere biyofilm iligkili genlerin ifade seviyeleri
aragtirtlmistir. Elde edilen ifade seviyelerinin yabani tip W3110 E. coli’de elde ettigimiz ifade
seviyeleriyle benzer oldugu belirlenmistir. Bu sayede, kullandigimiz pLATES1 plazmidinin

biyofilm iligkili genlerin ifadesine bir etki etmedigi ortaya konulmustur.

4.2.2. Porin Mutantlarimin Biyofilm Olusturmasinda Biyofilm ile Tlgili Genlerin

Rollerinin Arastirilmasi

Birgok farkli gen ve gen kiimesinin katilimiyla E. coli’de biyofilm olusumu kontrol
edilmektedir (Beloin vd., 2008). Biyofilm olusumu gosteren E. coli K-12 susu kullanilarak
yapilan bir gen ekspresyonu karsilagtirma ¢alismasinda, biyofilm olusumu sirasinda planktonik
hiicrelerdekinden farkli olarak, genomun (4290 gen) %4’inil temsil eden 171 genin farkli ifade
edildigi belirlenmistir. Bu genlerin 118 tanesi yukar1 yonlii ifade olurken, 53’1 ise asag1 yonli
ifade olmaktadir. Ayni zamanda duragan fazdaki hiicrelerle ekspresyon seviyesi karsilagtirildig:
zaman, aradaki farkin genomun %3’U kadar oldugu belirlenmistir (Beloin vd., 2004).
Ekspresyon farklilig1 gdsteren gen kiimelerinden en 6nemlisi olarak, amiloid benzeri proteinli
bir madde olan curli fimbriay1 kodlayan csgBAC ve csgDEFG kabul edilmektedir (Liu vd.,
2014; Sharma vd., 2016).
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Bu calismada, E. coli W3110'da biyofilm olusumunda rolii oldugu anlasilan, dis zar
diftizyon porinleri OmpA, OmpC ve maltoz ve maltodekstrinin dis zar boyunca difiizyonunu
saglayan maltoporin proteini LamB’nin mutant oldugu hiicrelerde biyofilm olusumuna katilan
genlerin ifade ediizeylerindeki degisimlerin arastirilmistir. Biyofilm olusumu veren porin
mutantlarina ek olarak, biyofilm olusumu vermeyen phoE mutantinin da gen ifadeleri
arastiritlmig ve biyofilm olusumu veren porinlerin gen ifadeleriyle kiyaslanmistir. Test edilen
pH degerlerinin (6, 7 ve 8) her birinde ompA ve ompC mutantlarinda biyofilm olusumu
gdzlenmis, bu mutantlarin, yabani tip W3110’dan farkli gen ekspresyonlar: sergiledikleri tespit
edilmistir. Sadece pH 7 degerinde biyofilm olusumu veren maltoporin lamB mutantinin
biyofilm ile iligkili gen ekspresyon seviyelerinin W3110 yabani tipinden farkli profiller
sergiledigi belirlenmistir. Test edilen hicbir pH degerinde biyofilm olusturmayan phoE
mutantinin biyofilm iliskili genleri, yabani tipte elde edilen sonuglar ile benzer bulunmustur.
Dolayis1 ile ompA, ompC ve lamB porin genleri mutant oldugunda biyofilm genlerinin

ifadesinde yabani tipe gore degisimler olmaktadir.

Calismamizda, pgaABCD operonunun negatif diizenleyicisi ve flagellar ana regulatort
fInDC ifadesinin pozitif duzenleyicisi csrA geninin ifade seviyesi (Seyll ve Van Melderen,
2013), E. coli'nin biyofilm olusumunu, hareketliligini ve viriilansin1 etkileyen uvrY ve csrA
genlerini regiile SdiA proteinini kodlayan sdiA geninin ifade seviyesi (Culler vd., 2018; Grabski
vd., 2021), E. coli’de flagella Uretimini baskilayan ve kolanik asit {iretimini indiikleyen rcsB
geninin ifade seviyesi (Konovalova vd., 2016; Meng vd., 2020; Meng vd., 2021), flagellar
genlerin ana dizenleyicisi FInDC proteinlerinin ifadesini aktive eden gseB/gseC genlerinin
ifade seviyeleri (Yang vd., 2014; Luvsandorj, 2017; Wu vd., 2021), curli ifadesi dahil bir¢ok
farkl1 biyofilm iligkili geni etkileyen biyofilm ana regulatori csgD’nin ifade seviyesi
(Ogasawara vd., 2020), E. coli pgaABCD operonun PGA polimerinin sentezinde, disa
saliniminda ve lokalizasyonunda yer alan PgaC glikosiltransferaz’mn1 kodlayan pgaC geninin

ifade seviyesi (Sharma vd., 2016) arastirilmustir.

Bu sayede, biyofilm olusumunda 6nemli yeri olan, temel elemanlarin (flagella, curli,
PGA, kolanik asit) ifade seviyeleri arastirilmistir. Er (2018)’in yapmis oldugu caligmada,
seltiloz Gretimleri incelenen ompA, ompC, lamB ve phoE porin mutantlarinda, sadece ompA
porin mutantinda seliloz Uretiminin biyofilm olusumuna katildigi tespit edilmistir. Biitiin
suglarda seliiloz tretimi tespit edilmediginden dolayi, calismamiz planlanirken biyofilm
olusumlarinda 6nemli rolleri oldugu bilinen bakteriyel seliillozun iiretimini etkileyen bcs

operonuyla ilgili genlerin (Acheson vd., 2021) ifade seviyeleri bu ¢aligmada aragtirtlmamustir.
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Calismamizda, pH 6, 7 ve 8 degerlerinde ¢alisilan tiim mutantlarda csrA’nin ekspresyon
seviyesi azalmistir. Literatiirde, CsrA'nin glikojen metabolizmasinin baskilanmasina ve flhDC
operonunun aktivasyonuna yol actigi bilinmektedir (Domka vd., 2007). Ayn1 zamanda, CsrA
ifadesi, biyofilm olusumunun baslamasiyla birlikte onemli Olclide azalis gostermektedir
(Karatan ve Watnick, 2009). CsrA, biyofilm olgunlasmasindan sonra aktiflesirse, hiicrelerin
biyofilmden ayrilmasina yol agan flagellar genlerin ekspresyonu meydana gelebilmektedir
(Karatan ve Watnick, 2009). CsrA, pgaABCD operonunu dolayli olarak etkileyerek,
transkripsiyon sonrast PGA iiretimini de diizenlemektedir (Domka vd., 2007). Literaturdeki
caligmalarda da gosterildigi {izere, her bir pH degerinde ompA ve ompC mutantlarinda cSrA
degerinin disiik ¢ikmasi biyofilm olusumlar1 ile dogru orantilidir. lamB mutantinda csrA
miktar1 her bir pH’da diisiik seviyededir. Bu mutantin sadece pH 7°de biyofilm olusturmasi bu
mutantta biyofilm olusumunun diizenlenmesinde csrA geninin diisiik seviyede olmasimin tek
basina yeterli olmadigin1 gostermektedir. Ayni zamanda, phoE mutantinda da csrA geninin
ekspresyon seviyeleri yabani tipe nazaran diisiik ¢ikmistir ancak phoE mutanti test edilen higbir

pH degerinde biyofilm olusumu vermemistir.

E. coli’deki SdiA, bakteriyel hiicre davranisi ve sinyal iletiminde rol oynayan bir
transkripsiyon faktorudur (Styles vd., 2020; Ishihama ve Shimada, 2021). E. coli sdiA geni,
hiicre yogunlugu, metabolit yogunlugu ve hiicre ortamindaki diger faktorlere duyarli olan AHL
molekiilleri ile etkilesime girerek hiicre davranisini diizenler (Nguyen vd., 2015). SdiA ayrica
uvrY genini pozitif olarak diizenleyerek, csrA geninin baskilanmasina neden olmaktadir. Bu
sayede, E. coli'nin motilitesini, viriilansini ve biyofilm olusumunu diizenler (Beloin vd., 2008).
Yani, SdiA miktarinin artmasiyla birlikte, cSrA miktar1 da azalis géstermektedir ve bu sayede
biyofilmle ilgili genler (csgA ve csgD gibi) yukari regiile olurken flagella ile iligkili genler agagi
yonll reglle olmaktadir (Domka vd., 2007; Beloin vd., 2008; Karatan ve Watnick, 2009).
Calismamizda elde ettigimiz ekspresyon sonuglarina bakildiginda, sdiA miktarinin test edilen
bitin pH degerlerinde ompA, ompC ve lamB mutantlarinda yapilan denemelerde yabani tipe
gore artig gosterdigi, cSrA miktarinin ise azalig gosterdigi belirlenmistir. Yalnizca phoE
mutantinin pH 7 degerinde, sdiA gen ekspresyonu azalma gostermistir. Ayni zamanda, E. coli
W3110 ompC mutantindaki sdiA miktarindaki artiglar, 6nceki bir ¢alismada arastirilan, pga ve
sdiA genlerinin transkripsiyonel aktivator proteinini kodlayan nhaR geninin verilerindeki
artiglarla paraleldir. Literatiirdeki bu ¢alismada, nhaR gen ifadesinin E. coli W3110 ompC
mutantinda pH 6 ve 7 degerlerinde arttig1 gosterilmistir (Er, 2018). Sonug olarak, yukaridaki
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caligmalarda belirtildigi gibi biyofilm olusturan mutantlarda biyofilm olusumu sirasinda, sdiA

miktarinin artigiyla birlikte cSrA ekspresyonun azaldigi gosterilmistir.

Iki bilesenli diizenleyici sistem olan Rcs, sitoplazmik reaksiyon diizenleyici RcsB ve
zarla iligkili proteinler ResC ve ResD'den olusmaktadir (Meng vd., 2020). Sensor kinaz RcsC,
kurumayi, ozmolaritedeki degisiklikleri ve (kat1 bir ylizey {izerinde biiyiirken) zar bozulmasini
algilar ve bu sayede E. coli'de gesitli genlerin diizenlenmesini saglar (Beloin vd., 2008; Kimkes
ve Heinemann, 2020). Flagellar gen ekspresyonu, E. coli'de iki bilesenli rcs tarafindan
baskilanmaktadir (Meng vd., 2020). Mutant rcsC ve rcsB hiicrelerinin  kullanildigi
caligmalarda, bu mutant hiicrelerin ilk baglanmasinin etkilenmedigi bulunmustur. Bu bulgular,
regulon'un biyofilmin erken asamalarindan ziyade biyofilmin olgunlagsma asamasinda yer
aldigin diisiindiirmektedir (Beloin vd., 2008). Biyofilm ilk baglanma asamalarini inceledigimiz
bu c¢alismada, test edilen her bir pH degerinde ompA ve ompC mutantlarinda rcsB geninin
ekspresyon seviyeleri azalis gostermistir ve bu durum biyofilm olusumunun ortaya ¢ikisiyla
paraleldir. pH 7 degerinde biyofilm olusumu gosteren lamB mutantimizda rcsB seviyesinin
dusiik ¢ikmig olmasi literatiir caligmalariyla benzerlik gostermektedir (Majdalani ve
Gottesman, 2005; Kimkes ve Heinemann, 2020; Meng vd., 2021; Fu vd., 2022). Ancak pH 6
ve 8’de de rcsB miktar1 yabani tipe gore azalis gostermis olmasina ragmen, lamB mutantinda
biyofilm olusumu gézlenmemistir, bu durum rcsB geninin diisiik olmasinin biyofilm
olusumuna etkisinin tek basma yeterli olmadigini gostermektedir. Ayn1 zamanda test edilen
higbir pH degerinde biyofilm olusturmamis olan phoE mutantinda pH 6 ve 8’de rcsB miktari
artis gostermistir, bu durumda biyofilm olusturmamasiyla dogru orantilidir. Ancak, pH 7’de
biyofilm olusturmamasma ragmen rcsB geninin ekspresyon miktarmin yabani tipe gore
diismesi biyofilm olusumu i¢in rcsB’nin disiisiiniin tek basma yeterli olmayacagini

distindiirmektedir.

Flagellar genlerin transkripsiyonel regulatorii QseBC ikili sistemi, QseB ve QseC’den
olusmaktadir. Bu ikili sistem, flnDC operonunu aktivatorii olarak g¢alismaktadir. Hiicrede
gseBC miktarinin artisiyla birlikte, motilite artis gostermekte, biyofilm miktar1 azalis
gostermektedir (Sharma vd., 2016). pH 6 degerinde, ompC mutanti yabani tipe yakin qseBC
seviyeleri verirken, diger mutantlarda yabani tipten diisiik seviyede qseBC gen ekspresyonlari
gozlenmistir. pH 7 degerinde ise her mutantta phoE geninin ekspresyon seviyeleri azalig
gostermistir. pH 8 degerinde ise phoE mutantinda qseBC seviyeleri artis gosterirken, diger
mutantlarda azalig gostermistir. pH 6 degerinde biyofilm olusumu vermeyen lamB mutantinda

gseBC seviyesinin artig gostermesi, lamB mutantinin biyofilm olusumu verdigi pH 7 degerinde
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gseBC ekspresyon seviyesinin yabani tipe gore oldukca diisiik seviyede olmasi gqseBC gen
ekspresyonu degerlendirmelerinde en dikkat ¢ekici durum olmustur. pH 6’da E. coli W3110
lamB mutantinda qseBC ifadesinin asir1 ifadesiyle birlikte, flIhnDC’nin uyarilmasiyla (Li vd.,
2020) hiicrenin motilitesi fazlaca artig gosteriyor olabilir ve bu ylizden hiicrenin biyofilm
olusturma durumu bozuluyor ve hiicre planktonik formda kaliyor gibi goriinmektedir. lamB
mutantinin biyofilm olusumu vermedigi pH 8 degerinde ise qseBC ekspresyonunun yabani tipe

gore bir miktar azaldig1 gézlenmistir.

Biyofilm olusumundaki bir¢ok genin ana diizenleyicisi olan ¢sgD’nin miktari, test
edilen her pH degerinde ompA ve ompC mutantlarinda artig gosterirken, lamB mutantinda, pH
6 ve 7 degerlerinde yabani tipe nazaran artis gostermis, pH 8 degerinde ise biraz azalis
gostermistir. lamB mutanti pH 6’da biyofilm olusumu vermezken, csgD ifadesi yabani tipe gore
yiiksek ¢ikmistir. Yakin zamanda yapilan bir ¢calismada, E. coli BW25113 igerisine aktarilan
bir plazmid ile csgD’nin asir1 eksprese edilmesinin, curli ifadesini bozabilecegi ortaya
koyulmustur (Sano vd., 2023). Bu durumun yeni tanimlanan Csgl (curli sentez inhibitorii) ile
gerceklestigi belirlenmistir. Csgl, OmpR fosforilasyon modulatorii ve CsgA polimerizasyon
inhibitori olarak ikili bir role sahiptir (Sano vd., 2023). Biyofilm olusumu veren mutantlarda,
csgD geninin ifade seviyesinin yabani tipten yiiksek olmasi, csgD’nin biyofilm olusumunda
artis gosterdigi literatiirdeki ¢aligmalar1 desteklemektedir (Ogasawara vd., 2020; Khambhati
vd., 2021). phoE mutantinda ise, pH 6 ve 7°de yabani tip ile benzer seviyede olan csgD

ekspresyonu, pH 8’de yabani tipe nazaran az bir miktar artis gostermistir.

PGA, hiicreleri yiizeylere baglayarak hiicre-hiicre adezyonunda rol oynamanin yani sira
E. coli biyofilmini stabilize eden bir adezin olarak da islev gormektedir. E. coli'deki pgaABCD
operonu, PGA polimerinin sentezi, tasinmasi ve lokalizasyonu ile ilgili proteinleri
kodlamaktadir (Beloin vd., 2008; Sharma vd., 2016). csrA artisiyla birlikte, pgaC miktar
baskilanmaktadir (Beloin vd., 2008). Calismamizda pgaC miktarinin cSrA’nin azalmasiyla
dogru orantili olarak arttig1 belirlenmistir. pH 6 ve 7 degerlerinde her bir mutantta pgaC miktari
artig gosterirken, phoE mutantinda pgaC miktar1 yabani tipe yakin seviyede kalmistir. pH 8
degerinde, lamB ve phoE’de yabani tipe gore pgaC seviyesi bir miktar artarken, ompA ve
ompC’de artis daha yiiksek olmustur. Elde edilen pgaC gen ekspresyon verilerine gore, lamB
biyofilm olusumunun goézlendigi pH 7 degerinde de, biyofilm olusumunun gézlenmedigi pH 6
ve 8 degerlerinde de pgaC miktarlar artis gdstermektedir. pgaC miktarindaki artislar, 6nceki
bir ¢alismada g¢alisilan ve pga genlerinin indukleyicisi olan nhaR gen ifadesinin E. coli W3110

ompC mutantinda pH 6 ve 7’de artis gdstermesiyle tutarlidir. Muhtemelen, nhaR gen ifadesinin
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artisiyla calismamizda arastirdigimiz pgaC gen ifadesinin E. coli W3110 ompC mutantlarinda
artis1 gergeklestirilmistir. Diger mutantlarda gézlemlenen pgaC artisinin da nhaR ile iligkili

oldugu diistiniilmektedir.

Yedi genin gercek zamanli PZR sonuglarimi her bir pH degerinde degerlendirerek

biyofilm olusumunun nasil bir sekilde diizenlendigini inceledik.

Bu verilere gore, pH 6 degerinde biyofilm olusumu veren ompA ve ompC mutantlarinda
gen ekspresyonlar1 benzer profil vermistir. Buna gore biyofilm olusumunun artmasina neden
olan birgcok faktor (csrA miktarinin azligi, rcsB miktarinin azligi, SdiA miktarinin fazla olmasi,
pgaC miktarinin fazla olmasi ve csgD miktarinin fazla olmasi) her iki mutantta da biyofilm
olusumuyla paralel bir sekilde diizenlenmistir. Biyofilm olusumunda artiglara sebebiyet veren
birgok faktoriin (csrA miktarinin azligi, rcsB miktarinin azligi, sdiA miktarinin fazla olmasi,
pgaC miktarinin fazla olmasi ve ¢sgD miktarinin fazla olmasi) pH 6 degerinde de lamB
mutantinda gozlenmesine ragmen biyofilm olusumunun bu pH degerinde goriilmemesi, lamB
mutantinda pH 6 degerindeki yiiksek qseBC seviyesine atfedilmektedir. gseBC aktivitesinin
yiiksek seviyede olmasiyla birlikte, pH 6’da lamB mutantinda motilite artig gostererek biyofilm
olusumunu engellemis olabilir. pH 7’de ise biyofilm olusumu veren ompA, ompC ve lamB
mutantlarinin her birinde gen ekspresyonlar1 aymi yonde diizenlenmistir (sekil 4.7). phoE
mutantinda ise SdiA ve csgD genlerinin ekspresyon seviyeleri diger mutantlara gore ters yonli
olarak diizenlenmistir. Buna gore ompA, ompC ve lamB mutantlarinda csrA, rcsB ve qseBC
miktarlar1 azalirken, csgD, sdiA ve pgaC miktarlar artis gostermektedir. phoE mutantinda ise
diger mutantlardan farkli olarak, sdiA ve ana biyofilm regulatori csgD miktarinin azaldigi
belirlenmistir. pH 8’de biyofilm olusumu veren ompA ve ompC mutantlarinda, gen
ekspresyonlarinin pH 7’dekine benzer sekilde oldugu tespit edilmistir. Buna gére ompA, ompC
mutantlarinda csrA, rcsB ve qseBC miktarlart azalirken, csgD, sdiA ve pgaC miktarlari artis
gostermistir. Biyofilm artislarina sebebiyet verebilecek faktorlerin (cSrA miktarinin azligi, rcsB
miktarinin azligi, sdiA ve pgaC miktarin biraz artist ve qseBC’nin azalis1) pH 8’de lamB
mutantinda goriilmistiir, ancak ana regulator csgD’nin azalmasi biyofilm olusumunun
gerceklesmesini engellemektedir. phoE mutantinda ise, rcsB ve gseB genlerinin miktari
artarken, csgD geninin miktar1 yabani tipin gen ekspresyon seviyelerine yakin ¢ikmistir. phoE
mutatinda, biyofilm olusumuna ters yonde gerceklesen bu regiilasyonlar biyofilm olusumunun

gozlenmemesine neden olmaktadir.
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Sekil 4.7. pH 7°de biyofilm olusturan porin mutantlarinda biyofilm ile iligkili genlerin ifadeleri

Yesil oklar: aktif yollari, Kirmizi oklar ise: inaktif yollari temsil etmektedir.

4.2.3. Porin Mutantlarinda Biyofilm Olusumunun Olasi Diizenleyici Yollari

Vidal ve arkadaslar1 (1998), E. coli laboratuvar suslari ile yaptiklar1 ¢alismalarinda, bu
suslarin kendiliginden inert yiizeylerde kolonize olamadigin1 belirlemistir. Bu suslarda olusan
bazi mutasyonlar ile suslar biyofilm olusturabilmektedir (Vidal vd., 1998). iki ana dis zar porin
proteinini kodlayan ompC ve ompF genlerinin ifadesini modile eden OmpR diizenleyici
proteinin 43. pozisyonunundaki l8sinin-arjinin ile yer degismesiyle olusan mutantta biyofilm
olusumu tespit edilmistir. Bu mutantta, cSgA ifadesinin incelenmesiyle, curli ifadesinin artig
gosterdigi tespit edilmistir. Bu sayede biyofilm olusumunun gerceklestigi belirtilmistir. Yani,
curlinin inert yiizeylerin kolonizasyonunda ve biyofilm olusumunda énemli bir morfolojik yap1
oldugu ve curli sentezinin EnvZ/OmpR iki bilesenli diizenleyici sisteminin kontrolii altinda
gerceklestigi belirtilmistir (Vidal vd., 1998). Calismamizdaki biyofilm olusturan suslarda, zarf
stresinin ortaya ¢ikmasi ve bunun tetikledigi OmpR iizerinden bir sekilde csgD ifadesinin

artisinin s6z konusu olabilecegi diisiiniilmektedir.

72



Bir beta-laktam antibiyotigi olan sefotaksime maruz kalan Salmonella suslarinda
EnvZ’nin CA alaninda meydana gelen mutasyonlarda, ATPaz aktivitesinin etkilendigi ve bu
sayede sefotaksime direng sagladigi belirlenmistir (Trampari vd., 2022). Bu diren¢ olusumuyla
birlikte, biyofilm olusumundan feragat eden Salmonella R397H susunda, ompC ve ompF porin
proteinlerinin ekspresyonu etkilenmistir. Yabani tipte ompF ekspresyonu, ompC ile dengeli bir
sekilde iken envZ mutanti1 R397H’da ompF ekspresyonu biiyiik bir oranda diismiis ve ompC
ekspresyonu ise bir miktar artig géstermistir. Kongo kirmizisi testinde biyofilm biyokiitlesinin
azaldig1 belirlenen mutantta ayn1 zamanda cSgA ve csgB gen ekspresyonlarinin da ¢ok diistiigii
belirlenmigtir (Trampari vd., 2022). ompC miktarinin artmasinin hiicrenin biyofilm
olusturmasini baskiladigi ortaya koyulan bu ¢alismada elde edilen verilere ek olarak, baska bir
calismada, ompF mutant E. coli W3110’da biyofilm olusumunun gézlenmedigi belirtilmistir
(Er, 2018). W3110 yabani tipinde de normal sartlarda biyofilm olusumu gézlenmemisken,
putresin varliginda biyofilm olusturabildigi ortaya koyulmustur (Er, 2018). Bu iki ¢alismada da
verilen bilgiler, ¢alismamizda elde ettigimiz bulgularla desteklemektedir. E. coli W3110 ompC
gen mutantinda gergeklestirdigimiz farkli pH (6,7 ve 8) denemelerinde de goriildiigii lizere
ompC’in sentezlenmemesiyle biyofilm olusumu gerceklesmektedir. Bu bulgular, Trampari ve
arkadaglarinin (2022) Salmonella’da elde ettigi ompC miktarmin artmasiyla biyofilm
olusumunun azalmasi seklindeki sonuglarla benzerlik gostermektedir. Enterik bakterilerde
bulunan ompC ve ompF’nin, ozmolarite ve pH degisimi gibi ¢evresel uyaranlara yanit olarak
EnvZ-OmpR tarafindan kontrol edildigi bilinmektedir (Kenney ve Anand, 2020). ompC’nin
mutant olmasimin EnvZ-OmpR (zerinden Salmonella’da diizenlenen biyofilm olusumuna
benzer bir sekilde, E. coli’yi biyofilm olusumuna tesvik ettigi diisiiniilmektedir. Bu sistem
uyarildiktan sonra, OmpR {izerinden biyofilm olusumunun ana diizenleyicisi CsgD’nin

uyarildig1 ve bu sayede biyofilm olusumunun gergeklestigi onerilmektedir.

E. coli’de bulunan marRAB operonununda yer alan MarA adli kodlanmis bir
transkripsiyon faktorl, disa attm pompasimi ve porin ifadesini modiile ederek antibiyotik
direncinin saglanmasinda gorev almaktadir (Kettles vd., 2019). Yakin bir zamanda, MarA'nin
E. coli'de ycgZ-ymgABC promotoriiniin pozitif diizenleyicisi oldugu ve ycgZ-ymgABC'nin
MarA tarafindan aktivasyonunun, biyofilm iiretimini rcsB vasitasiyla azalttigi gosterilmistir
(Kettles vd., 2019). RcsCDB sisteminin aktivasyonu, CsgD ifadesini inhibe eden RprA
sRNA'nin iiretimini tetiklediginden curli liflerin Gretimi de azalmaktadir (Sekil 4.8) (Kettles
vd., 2019). Planktonik biiyiime sirasinda mar yanitinin indiiklenmesinin biyofilm olusumunu

engelledigi ve ilag akisi, degisen dis zar gegirgenligi ve DNA onarimi dahil olmak iizere kisa
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vadeli hayatta kalma stratejilerini destekledigi diisiiniilmektedir (Kettles vd., 2019). Ayni
zamanda, MarA dogrudan veya dolayli olarak MicF ifadesini arttirmakta, bu durum da ompF
mRNA’da transkripsiyon sonrasi bir azalmaya ve azalmis OmpF miktarlarina neden olmaktadir
(Kettles vd., 2019). Ayni sekilde, ompF mutant E. coli W3110 susunun kullanildigi ve biyofilm
olusumunun arastirildigi bir ¢aligmada da, biyofilm olusumunun ompF mutantinda
gbzlenmedigi rapor edilmistir (Er, 2018). ompF miktarinin biyofilm olusumunda yiiksek
seviyede olmasinin biyofilm ile ilgili mekanizmalar1 dogrudan veya dolayli yoldan etkiledigi
diistiniilmektedir. Ayn1 sekilde elde ettigimiz verilere bakilarak, E. coli W3110’da ompA ve
ompC genlerinin mutant olmasinin biyofilm olusumunu MarA’nin bilinmeyen bir diizenleyici
sistem ile inaktive edilmesiyle, rcsB vasitasiyla gergeklestirdigi diistiniilmektedir. Bu sayede,
ilk baglanmada rcsB (zerinden kolanik asitin inhibe edici etkisi ortadan kalkarken, bir yandan

da csgD baskilanmadig igin biyofilm ile iligkili genlerin de artis1 gergeklesmektedir.

S bbbt
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yegl-ymgABC prA csgBAC

Sekil 4.8. MarA iizerinden biyofilm olusumunun kontrolii
Kaynak: (Kettles vd., 2019: 1619)
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Yaptigimiz calismada, gercek zamanli PZR sonuglarina gore biyofilm ile ilgili genlerin
ekspresyonlarindaki degisim mutantlarin biyofilm olusturma 6zelliklerinin mutasyona bagh
olarak degistigini gostermektedir. Biyofilm olusumu ig¢in biyofilm genlerinin ifadesi
gerekmektedir. Calistigimiz mutantlarda da bu genler aktiflesmis, hiicreler biyofilm tiretmistir.
Ancak porinlerin mutant olmasinin hangi gen veya genleri indiikleyerek biyofilm iliskili genleri
regiile etmektedir. Bu ¢alisma sonucunda bu diizenleyiciyi tespit etmis degiliz. Sonug olarak,
bu ¢alismada, porin mutantlarinin biyofilm olusturmasinin nedeni, biyofilm ile iliskili genlerin
artis veya azalislariyla dogrulanmistir. Ancak, ompA ve ompC genlerinin mutant olmasinin neyi
nasil tetikledigini ve hangi mekanizmayla bu genlerin ifadesinin artisina sebep oldugunu bu

caligmada tespit edemedik.
4.3. Oneriler

Hayatimizin her yerinde yer alan, olumlu ve olumsuz etkileriyle bizi etkileyen
biyofilmlerin 6nemi agiktir. Biyofilmlerin, 6zellikle saglik, gida ve ¢evresel alanlarda olumsuz
etkilerinin ortadan kaldirilmasi, olumlu etkilerinde kontrollii bir sekilde arttirilmasi 6nem arz

etmektedir.

Yapmis oldugumuz g¢alismamizda, porin proteinleri bakimindan mutant olan E. coli
W3110 suslarinda ¢esitli mekanizmalar ile biyofilm olusumunun desteklendigini
gostermekteyiz. Bu mekanizmalar, ¢alismis oldugumuz kisitli genler ile belirlenen ve tahmin
edilen mekanizmalardir. Daha fazla arastirmanin yapilmasi ve biyofilm olusumuna dahil olan
biitlin unsurlarin degerlendirilmesiyle, porin mutantlarinda biyofilm olusumunun molekiiler
mekanizmasi aydinlatilabilecektir. Biyofilm olusumuna katildig: literatiirde gosterilen biitiin
genlerin gercek zamanli PZR verilerinin elde edilmesiyle mekanizmanin ortaya ¢ikarilabilecegi
gibi, bu verilerle birlikte porin mutantlarinda transkriptomik c¢alismalarinin yapilmasi,
mekanizmanin aydinlatilmasinin saglanmasinda oneme sahiptir. Bununla birlikte, hesaba
katilmayan diger genlerin de ekspresyon seviyeleri incelenerek, biyofilm olusumuyla birlikte

indiiklenen veya baskilanan genlerin tespiti yapilabilecektir.

Ayrica, biyofilm meydana getiren porin mutantlarinda yapilacak ek mutasyonlar ile
biyofilm olusumuna neden olan mekanizmalar aydinlatilabilir. Biyofilm olusturan mutantlarda,
E. coli zarf stresiyle iliskili oldugu bilinen bes sinyal yolunun ayri ayri inaktif hale
getirilmesiyle, porin mutantlarinda biyofilmin azalmasi 6n goriilmektedir. Bunun i¢in faj sok
proteini’ne (Psp) ait pspA ve pspC, sigma E (cE) i¢in rpoE, bakteriyel adaptif yanit (Bae) i¢in
mdtA ve acrD, konjugatif pilus ifadesi (Cpx) icin cpxR ve kolanik asit sentezinin diizenlenmesi
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(Rcs) icin cpsB ve cpsG genleri mutantlarda inaktif hale getirilecektir. Zarf stres genlerine ek
olarak, ozmolarite sensor proteini olan EnvZ’nin ve ompC ve ompF genlerini regiile ettigi
bilinen OmpR diizenleyici proteinin de inaktif edilmesiyle biyofilm olusumunun mutantlarda

azalacag diisiiniilmektedir.

Biyofilm olusumunun ilk asamalarinda, énemi olan ancak fazla hareketlilige sebep
oldugunda da biyofilm olusumunu bozan flagellanin durumu motilite testleriyle arastirilmalidir.
Motilite testinden sonra, flagellaya 6zgii antikorlar kullanilarak immuinofloresan mikroskopi
gibi tekniklerle flagellanin varligi ve dagilimi gosterilmelidir. Bu sayede biyofilm olusumunda

E. coli W3110 porin mutantlarinda flagellanin nasil bir etkisinin oldugu aydinlatilabilecektir.

wza gen kiimesinin ekspresyonunun mutantlarda baskilanip, baskilanmadigini ortaya
koymak ve rcsB iizerinden nasil bir diizenleme oldugunu yorumlamak igin, FTiR analizi

gergeklestirilip, molekiler yap1 analiz edilmelidir.

Yapilacak bu analizler sayesinde, mekanizmaya yonelik ¢ikarimlar, varsayimlarin
Otesine gecebilecektir ve daha kapsamli sonuclar elde edilip, porin mutantlarinda biyofilm

olusumu aydinlatilabilecektir.
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