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Quorum Quenching

Eda Acikgoz'

Ozet

Bircok organizma tlr ici ve/veya tlrlerarasinda farkh sinyal molekullerini kullanarak
birbirleriyle iletisim kurmaktadir. Bakteriler sinyal molekullerini salgilayabildikleri gibi,
bu molekdllerin ortamdaki yodunlugunu O&lgebilen bir mekanizmaya da sahiptir.
GUnUmUzde bu olaya “quorum sensing” (yeterli cogunlugu algilama) adi veriliyor (38,
43). Beslenme, Ureme, spor olusumu, antibiyotiklere direng, biyofilm olusumu gibi
davraniglarin ¢ogu QS sinyal mollekilleri araciligiyla gergeklesmektedir. QS
arastirmalarinin en muhtemel yarari, mikroorganizmalar arasi sinyal iletisimini
bozarak mikroorganizma topluluklarinin kontrol altinda tutulmasidir. Bu baglamda
bakteri hicreleri arasindaki iletisimin engellenmesi ile ilgili mekanizmalar “Qourum
Queching”olarak adlandiriimaktadir. Son yillarda hem prokaryot hem de 6karyotlar
taraftan, farkli kaynaklarda yeterliligi bozan enzim ve inhibitérler gérilmustir. Gerek
klinik gerekse diger biyofilmlerin olusumunu engelleyebilmek amaciyla; buglin yeni
bir yaklasim olan QQ ile QS molekdllerinin Gretiminin dnlenmesi, parcalanmasi veya
inhibisyonu, QS sinyalinin alinmasinin énlenmesi ile ilgili stratejilerin Uzerinde
calismalarin yapilmasi bayik énem kazanmistir.

GiRIiS

Mikroorganizmalarin aralarinda iletisim kurabildiklerini ve dedisen ortama birlikte
ayak uydurabildiklerini biliyoruz. Gogunluk-yeterlilik algilamasi olarak da bilinen QS,
bircok durumda, gen ekspresyonu ve bakteri topluluklarn arasi fonksiyonel
koordinasyonda ©6nemli bir rol oynamaktadir (7, 16, 24, 49). QS molekulleri,
gbzlemler ve klctk sinyal molekdllerinin konsantrasyonuna gére salinirlar. Bu hlicre
yogunluguna baghdir ve bdylece hedef genlerin ekspresyonu diizenlenir. Son yillarda
bircok bakteriyal hlcre-hlcre iletisim sinyali kesfedilmistir, bunlardan baslicalarn
acilhomoserin lakton (AHL), siklik tiyolakton (AIP), hidroksil-palmitik asit metil ester
(PAME), furanosilborat (Al-2) ve metil dodesenoik asit olup (DSF) bunlar bakteriyal
toksisiteyi etkilerler (24, 31, 35). Bu QS sinyalleri arasinda, AHL’ler en belirgin hicre-
hiicre iletisim sinyalleridir. QS fenomeni sadece prokaryotik aleme 6zgU degildir; tek
hicreli o6karyotik mantar patojenleri de QS sinyalleri kullanarak biyolojik
fonksiyonlarini  diizenlemektedirler. Yakin zamanda patojen mantar Candida
albicans’'in farnezoik asit (FA) Ureterek mantar toksisitesi i¢cin énemli olan miselyum
olusumunu dizenledigi kesfedilmistir (56, 39).
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Prokaryot-prokaryot ve prokaryot-6karyot etkilesimler, dogal ekosistemde yaygin
olarak gorllurler. Birgok bakteri tlrGnin, toksisite gibi, QS koordine toplumsal
biyolojik etkinlikleri kullanarak rekabet avantajlarini arttirdigini dasinidrsek bu
rekabetci mikroplarin QS sistemini devre disi birakarak avantaj saglama Uzerine bazi
mekanizmalari olmasi da mantiklidir (9, 39). Bu mekanizmalarin gen ve molekul
dizeyinde aydinlatiimasi, ilgili organizmalara kargi gelistirilecek olan stratejilerin daha
etkili olmasina katkida bulunacaktir.

GUnimuzde mikroorganizmalarin kontrol altina alinmasina yénelik gelistirilen yéntem
sayisinin ¢ok oldugunu gdrmekteyiz. Buna karsin mikroorganizmalarin gelistirmis
oldugu diren¢ mekanizmalari da buna bagli olarak cesitlenmektedir (4, 11). Quorum-
Quenching (QQ) olarak ifade edilen yaklasim, mikroorganizmalar arasi sinyal
iletisimini bozarak mikroorganizma topluluklarinin etkili bir sekilde kontrol altinda
tutulmasini hedefler (53).

QUORUM QUENCHING MEKANIZMASI

QQ mikroorganizmalar arasi sinyal iletisimini bozarak mikroorganizma topluluklarinin
kontrol altinda tutulmasidir. Quorum quenching ile ilgili arastirmalarin ¢ temel
stratejide toplandigi gériimektedir:

QS Molekiil Uretiminin Onlenmesi

Onemli QS molekiillerinden birisi olan AHL, S-adenozil metiyoninden
sentezlendiginden bu aminoasidin analoglart QS sentezini &dnlemek igin
denenmektedir. ilave olarak, bir makrolid olan eritromisin tam bilinmeyen bir
mekanizma ile ribozomal dizeyde QS molekll sentezini engelleyebilmektedir.
Pseudomonas QS molekull olan PQS'nin antranilattan sentezinin metil-antranilat ile
bloke edilmesi deneysel olarak elastaz gen ekspresyonunu 6nleyerek alternatif bir
tedavi yaklasim érnegi olusturmustur (5). Ayrica, QS inhibitéri varliginda Uretilen S.
aureus biyofilmlerinin  antibiyotik ve dezenfektanlara daha duyarli olduklari
bilinmektedir (26).

QS Molekiiliiniin Degradasyonu veya inhibisyonu

QS sinyalinin yayiimasini énlemenin en bilinen yolu yikima ugratiimasidir. Bazi
Bacillus turleri Gretmig olduklari bir enzim aracihdi ile AHL molekilini pargalayarak
etkisiz hale getirirken, bir toprak bakterisi olan Variovorax paradoxus AHL'u tek eneriji
ve azot kaynagi olarak kullanmaktadir. Bu bakterilerin klinik énemi bilinmemekle
birlikte, AHL yikan enzimlerin klinik énem tasiyabilecekleri aciktir (5, 12). Dogada
bazi bitki ve mantarlar, birlikte simbiotik olarak yasadiklari bakteri populasyonunun
miktarini, bakterilerin Gretmis olduklari AHL sinyal iletisimini bozarak kontrol altinda
tutmaktadir. Bu kontrolin en bilinen &érnedi bir kirmizi makroalg olan Delisea
pulchra'nin  Uretmis ve veziklllerinde depolamis oldugu furanon bilesikleri ile
kendisine zararl olabilecek bakteri kolonizasyonunu énlemesidir. Bu molekilin insan
patojeni P. aeruginosa ve Serratia liquefaciens QS molekiillerini de inhibe ettigi
gOsterilmigtir (52, 57).
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QS Sinyal Aliniminin Onlenmesi

QS sinyalinin alinmasini énlemek amaciyla reseptére kargi yarisan AHL analoglari
denenmektedir. Bu analoglar genellikle AHL molekulinin yan zincirlerini uzatarak
taretilmektedir. AHL molekllindn reseptéri sitoplazmik veya membranin sitoplazmik
yuzinde yerlesik olan LuxR proteini, AIP sinyalinin reseptérii ise membrana bagli
histidin kinazlardir. Al-2 moleklll ise ya AHL benzeri sekilde LuxR homologu LuxP
ile etkilesir veya Lsr transporter molekill ile hdcre icine girerek etki gdsterir. Bu
noktadan hareketle, D. pulchara’nin Urettigi bilesiklerden birisinin LuxR proteinine
baglanarak AHL'nin ayrilmasina neden oldugu ve bdylece S. liquefaciens'in bugu
tarzi Gremesini bozdugu saptanmistir (57). Daha ilgin¢g bir mekanizma ise, bazi
bitkilerin Urettikleri AHL analogu bilesikler ile Bacillus cereus tarafindan antibiyotik
sentezini tetikleyerek kendileri icin zararli olan Pythium torulosum'un Uremesini
6nlemeleridir (33, 45).

PROKARYOT- PROKARYOT QUORUM QUENCHING

Birgcok Bacillus tur( AiiA olarak bilinen bir enzim salgilarlar ki, bu enzim AHLS’lerdeki
acilden gelen lakton halkasina yapisir ve sinyal transdiksiyonunda AHLS’i pasif
duruma getirir. AiiA, bu stratejisini gram negatif bakteriler arasindaki AHL’ye bagl
komUnikasyona genetiksel olarak karisan AHL acil yan zinciri bakimindan énemli
degildir. Bu ylzden bu taktik gram negatif bakteriyal komanikasyonu engellediginden,
Bacillus huicre-hicre iletisimi Gzerinde herhangi bir etkiye neden olmaz. (8)

Bir toprak bakterisi olan Variovorax paradoxus farkli bir AHL quorum-quenching
taktigini  kullanir. Bacillus gibi Variovorax paradoxusda AHL molekdillerini
parcalayabilir. Bu organizmada AHL’lerin yikimi acilaza bagh lakton halkasinin
aclimasi ile gergeklesir. Variovorax paradoxus reaksionlarin gizgisel Urinlerini karbon
ve nitrogen kaynagi olarak kullanir. Bu strateji Variovorax paradoxusa iki yonde
fayda saglayabilir: rakiplerinin grupsal davranisina bir son verir ve ayni zamanda
kendi blylme gicuni de artirir. Belirli Ralstone izolatlari, aiiD tarafindan kodlanan
bir agil AHL iceririler. Bu AHL-acilaz Variovorax paradoxus'a benzer bir anti-quorum
sensing mekanizmasini destekler. Rastoniaa da otoindikleyici olarak fonksiyon
gbsteren 30OH-PAME aiiD aktivitesinden de etkilenmez (31, 33).

Bazi durumlarda bakteriler quorum sensing aktivitelerini sonlandiran kendi
otoindUkleyicilerini de parcalayabilirler. Ornegin statisyonel fazda A. tumefaciens
kendi otoindUkleyicisini parclayabilen AttM AHL laktonazi Uretebilir. Bazi
arastirmacilar AttM’nin bu prosesi durdurmasinin bir dezavantaj oldugu gértsuindeler.
Erwinia carotovora ve Xanthomonas campestris statisyonel fazda benzer bir
mekanizma sergilemektedir (46). Pseudomonas aeruginosa AiiD tipte PvdQ olarak
isimlendirilen bir agilaz vasitasiyla AHL’deki uzun olan zincirleri pargalayabilmektedir.
Bu durumda C4-homoserin lakton olan Rhll otoindlkleyici pargalamaz iken, 3-OC12-
homoserin laktonu olan las | otoindiikleyicisi zarar gérebilir. ilging olan sey lasIR
regulon'nun bir Gdyesi olan pvdQ ‘nun 30C12-homoserin ‘nin kontroll altinda
olmasidir (21).
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S. typhimurium ve Escherichia coliyi igceren bazi enterik bakteriler Al-2 transporter ile
uyarihirlar. Al-2 sitoplazma icinde iken, bir takim enzimatik reaksiyonlar Al-2 ‘nin
sinyal aktivitesini etkisiz hale getirirler. Bu proses, Al-2 konsantrasyonunu duisuk
hiicre yogunlugu seviyesine disurir. Al-2 internalizasyonunun bakteriler arasindaki
kimyasal komunikasyonun engellenmesin icin dider mekanizmalarin da
olabileceginden stpheleniliyor. Clnkl E. coli ve S. typhimurium da Al-2 Urettiginden
ve bu sinyallere tepki verdiginden bu bakterilerin kendi Al-2 sinyal kaskatlarinin
uygunlugunu koruruken nasil kendi Al-2 ‘sini ifadesini dizenlenledigi tam olarak
bilinmiyor (43, 44, 51).

Bacillus thuringiensis CTC’de ctc ve ctc2 adi verilen iki gen ylzey S-layer protein
sentezinden sorumludur. B. thuringiensis 4Q7 ‘de bulunan aiiA4q7 geni de AHL-
laktonaz enziminin sentezini saglamaktadir. Bu enzimde bitkilerdeki yumusak
hastalik olusumunun inhibisyonunda rol oynamaktadir. AHL laktonaz olusumundan
sorumlu olan gen S-layer proteinlerinin sekresyonundan sorumlu olan cfc genin
upstream sekansi ile kaynastiriliyor ve bunun sonucunda da s/h-aiiA kombinasyonu
olusturuluyor. Bu iglem yapildiktan sonra s/h-aiilA gen fUzyonunun B. thuringiensis
Tr5’de ekspresyonu yapiliyor. Bunun sonucunda da bu organizmada ytksek diizeyde
bir AHL parglama aktivitesi gdzlenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda elde edilen
sonuglar bitkierde yumusak curiklik hastaligina neden olan E. carotovora ile
mucadelede kullanilabilir (27, 23).

OKARYOT- PROKARYOT QUORUM QUENCHING

Bakteriyal quorum sensing mekanizmasini harekete geciren bazi 6karyorik
mekanizmalar yeni kesfedilmistir. Avusturyali kirmizi makro alg olan Delisea
punchrainin ylzeyi AHLs ile ayni yapida olan halojenlenmis furanonlar ile
kaplanmigtir. Furanonlar bakteriler tarafindan hicre igine alinir, luxR tipi proteinlere
baglanir ve bu proteinlerin pargalanmasina neden olur. Bu strateji quorum sensing
kontrolli  biyofilm olusumunun engellenmesi ile algal ylzeydeki bakteriyal
kolonizasyondan korur (14).

Baklagillerden olan Medicago truncatula, Sinorhizobium meliloti ve P. aeruginosa
olarak adlandirilan iki quorum sensing bakteri modelinin Grettigi AHLS’ye yanit olan
150 proteinin kontrolind gergeklestirir. Bitki AHL'ye yanit olan bilesikler salgilar. Bu
faktorler Al-2 sinyalini inhibe eder ve AHL ‘yi stimille eder. Bu bitki Al-2 GUreten
bakterilerde degil de AHL Ureten bakteriler arasindaki sinyalleri harekete gegirir.
CuUnkl sadece AHL bitki icin faydalidir. Ayni sekilde Pisum sativum degisik bakteri
tarlerindeki AHL dlzenleyici davranislari hem pozitif hem de negatif etkileyen AHL
benzeri molekdlleri Uretir (14, 28).

NADPH tarafindan Uretilen reaktif oksijen ve nitrojenler hava kesesi skin modeli
faresindeki S. aureus otoindikleyici peptidleri inaktive eder. Bu buluslar, bakteriyal
enfeksiyonlardan korunmada kalitsal bagisikligin énemli bir bileseni olan NADPH
oksidaz icin yeni rol belirliyor. Buna bagh olarak faredeki NADPH eksikligi S. aeurus
quorum sensing mutasyonundan gelen enfeksiyon NAPH oksidaz kaybini etkilemez
iken, bu eksiklik S. aureus enfeksiyonuna karsi direnci azaltir. Bu son sonug, reaktif
oksijen tdrlerinin sadece quorum quenching boyunca etkinligi etkiledigini gésteriyor.
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Bu calismayi yapan bilimadamlari, NADPH oksidaz tarafundan Uretilen diger quorum
sensing molekdl gesitlerinin oksidasyonunun mimkuin olabilecedini tahmin etmektedir
(26).

insan hiicreleri de quorum quenching aktivitesine sahiptir. Primer ve immortalize insan
epitelyum hicrelerinin P. aeruginosa ‘daki 30C12-homoserin lakton otoindtkleyicini
inaktive ettigi géralmastir. Ama C4-homoserin laktonu otoindikleyicine karsi béyle bir
etkiye sahip degiller. Su anda karakterize edilmemesine ragmen quenching
aktivitesinin zarla iligkili oldugu distniltyor (14, 47).

QS iNHIBISYONU

QS Mimikleri

Son yapilan calismalarda bazi yiksek bitkiler ve alglerde gram negatif bakterilerdeki
AHL sinyallerine benzer yapida olan molekiller saptanmistir. Bu konu ile yapilan
calismalarin ¢odu kirmizi deniz algi olan Delisea pulchra tarafindan Uretilen
halojenlenmis furanonlar Gzerinde yapilmistir. Delisea furanonlari gram negatiflerdeki
N-acyl homoserin laktonlar (AHL) ile benzer kimyasal yapiya sahiptir. Furanonlar
spesifik olarak cesitli bakterilerdeki AHL ile reglle edilen davraniglan
engellemektedir. Delisea’daki QS mimikleri bakterilerdeki AHL reseptdr proteinlere
baglanarak fonksiyon gdstermektedirler. Bdéylece bu reseptodrlerin  proteolitik
degregasyonunu saghyorlar. Furanon AHL mimiklerinin in vitroda P. aeruginosa’nin
biyofilm yapisina etki ettigi ve normal virulans faktérlerinin Gretimini bloke ettigi
g6ralmastdr. Bu molekiller ayni zamanda deniz ¢evresindeki algal ylzeyde gelisen
dogal bakteriyal komunitenin de yapisini degistirmektedir (3, 6, 14).

Bezelye, soya fasulyesi, piring ve Medicago truncatula gibi yuksel bitkiler bakteriyal
AHL sinyallerine benzer bazi molekuller salgilar. Yapilan bazi ¢alismalarda, degisik
bitkilerin farkh AHL bilesikler Grettikleri ortaya ¢ikmistir (28). Delisea’daki AHL mimik
bilesiklerine karsin bitkilerdeki molekuller spesifik AHL reseptdrlerinin ekspresyonunu
stimile etmektedir. Ayni zamanda tek hucreli yesil alg olan Clamydomonas
reinhardtii de AHL resepdrlerinin ifadesini artiracak molekiller sentezlemektedir.
Clamydomonas’dan purifiye edilmis AHL mimik P. aeruginosadaki LasR
reseptorlerini stimile etmektedir. Bu molekll ayni zamanda Sinorhizobium melilotide
QS regule eden proteinlerin akiimilasyonunda hem artirici hem de azaltici etkiye
sahiptir. Taklit bilesikler ile bazi AHL reseptdrleri arasindaki interaksiyon
transkripsyonel aktivasyonu etkilerken diger reseptdrlerle olan iligkisi reseptor
proteinlerin proteolitik degradasyonu yoluyla AHL yikimini stimdle ediyor ya da inhibe
ediyor (13).

AHLs’lere ilave olarak baska QS sinyal molekdillerin kimyasal yapisi aydinlatiimistir.
Ancak diger sinyal molekdllere karsi bitkilerin herhangi bir benzeri yapida Grin
sentezledigi tam olarak bilinmiyor. Son zamanlarda yapilan calismalarda M.
truncatula, C. reinhardii ve Chlorella spp.’nin sentezlemis oldugu tanimlanamayan
substratlarin Al-2-spesifik reporter stimule ya da inhibe ettigi géralmustar (5, 41). Al-2
Vibrio harvey, Vibrio chlorea ve belki de diger enterik bakteriler konakgiyla olan
iligkileri regule etmek igin kullaniliyor (22).
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Wang ve arkadaslari Xanthomonas campesteriste a-f doymamis yagd asidi
yapisinda QS sinyal molekdlin varligini tanimlamiglardir. Bu sinyal yapisal ve
fonksiyonel olarak fungal patojen Candida albicans’in morfolojik ve virulansini regile
eden farnesoik asitle iligkilidir. Memelilerdeki epinefrin hormonu Al-3 QS reseptér
vasitasiyla Escherichia coli’deki virulans genlerin ekspresyonunu stimlle ediyor.
Bakteri bu hormonal sinyalleri enfeksiyon olusumu igin gerekli olan QS-regllator
mekanizmay tetiklemede kullaniyor olabilir (25, 56).

Degisik bakteri tirlerinin Uretmis odugu AHL QS sinyaller dogal bugday rizosferindeki
Pseudomonas’'in gen ekspresyonunu aktive ettigi gérilmusttr. Bazi bakteriler diger
bakterilerdeki QS regtlasyonunu bozacak sekilde etki gdsterebilir (1).

QQ Enzimleri
Prokaryotlardaki yeterlilik bastiran (QQ) enzimler

Bulasici bakteri hastaliklarindan korunmak igin QS’in uygun bir hedef olup olmadigi
arastirilirken, Erwinia carotovora, Erwinia chrysanthemi, Erwinia stewartii,
Pseudomonas aruginosa ve Xenorhabdus nematophilus gibi bitki ve insan patojen
bakterilerinin toksisiteleri igcin AHL QS sinyallerine bagimli oldugu bulunmustur. Bir
AHL sinyali konsantrasyonu toksisite gen ekspresyonu igin anahtar rol oynadigi icin,
patojen bakterilerin Urettigi AHL sinyallerinin azaltiimasi Uzerine bir strateji
gelistiriimektedir. aiiA geni tarafindan kodlanan yeterlilik bastiran bir enzim ilk defa
Gram-pozitif Bacillus tliriine ait bir toprak bakterisinde gérilmustir, bunun bir AHL-
laktonaz oldugu sonradan belirlenmistir (31). AiiA'nin tanimlanmasindan kisa bir sure
sonra, Leadbetter ve Greenberg Variovorax paradoxus’a (VAI-C) ait tek enerji ve azot
kaynagi olarak AHL molekullerini kullanan bir tlr bulmuslardir. Variovorax
paradoxus’un AHL metabolik karisiminda homoserin lakton bulunmasi bakerinin
AHL-acilaz Uretebildigini distindirmustir fakat AHL-acilaz gen kodlamasi klonlanmig
ve tanimlanmis durumdadir. Benzer sekilde, AHL-parcgalayici enzimler Urettidi bilinen
diger bakteril izolatlar ve tirleri toprak, bitki ve biyofilm &rnekleri ile laboratuvarda
bakteri kiltlrlerinde saptanmistir.

QQ (yeterlilik bastiran) enzim etkinligi simdiye kadar en az 10 bakteri tiriinde
gbsterilmis ve kaydedilmistir, bunlar arasinda dért Bacillus tirl, Agrobacterium
tumefaciens, Arhrobacter tirleri ve V. paradoxus da bulunmaktadir (2). AHL
parcalayici enzimleri kodlayan genler bircok durumda klonlanmis ve tanimlanmistir.
Bu bakteri cinsleri, (Arthrobacter sp.), Firmicute (Bacillus sp.) ve Proteobacteria (A.
tumefaciens, K. Pneumoniae P. aeruginosa, Ralstonia sp. ve V. paradoxus)’dir.
Belirtilen bu genis dagihm, AHL-parcalama genlerini kodlayan enzimlerin birgok
prokaryot organizmmada bulunabilecegi olasiligini dogurmustur. Bu bakteriyal tlrlerin
taksonomik dagilmi ayrica Urettikleri AHL-pargalayici  enzimlerindeki sira
farkhliklarini da ortaya cikarmktadir. Ralstonia sp. XJ12B ve P. aeruginosa PAO1
AHL-acilazlar sadece ortalama bir homolojiye sahip olup peptit seviyesinde %39
benzerlikleri bulunmaktadir. Benzer sekilde, farkli bakterilerin AHL-laktonazlarinin
aminoasit kompozisyonlari da biylk degisiklikler géstermektedir. Filogenik analizler
bu prokaryotik AHL-laktonazlarinin iki gruba ayrilabilecegini géstermistir. aiiA grubu
Bacillus sp. tirinden tam AHL laktonazlari icerir, bunlar arasinda %90 peptit sirasi
homolojisi vardir.
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attM grubu A. tumefaciens K. pneumoniae ve Arthrobacter sp. enzimlerini icerir ve
bunlar peptit siralamalarinda %30-58 benzerlik gdsterirler. Sasirtici sekilde, ki
gruptaki AHL-laktonazlar %25'ten az homolojiye sahiptir, 6rnegin, aiiA ve attM, ama
hepsi AHL etkinligi icin 6nemli oldugu bilinen en ylksek derecede korunmus
HXDH~H~D maotifini igerirler. Bulgular, AHL-latonazlar arasinda olan ylksek
derecede korunmus katalitik bir mekanizmaya isaret etmektedir (21, 31).

Okaryot’larda yeterlilik bastiran (QQ) enzimler

Okaryot konuklar da diizenli olarak mikrobiyal patojenlerle karsilastig icin, daha
ylUksek organizmalarin da patojenik istilacilarin QS sinyal sistemlerini etkisiz hale
getirmek icin mekanizmalar Urettigi ya da dizenledigini digtnebiliriz. Simdiye kadar
6karyotik olan sadece iki tir AHL-parcalayici enzim bulunabilmistir (31, 14. 41). Yeni
bir calisma, ortak porsin bébrek agilaz I'in (EC 3. 5. 14) C4-HSL ve C8-HSL deagilazi
yaparak L-homoserini Uretebildigini géstermistir. Enzim kisa zincir molekdilleri tercih
etmekte, nitekim C8-HSL deagcilasyonu C4-HSL’ninkinin alti kati zaman almaktadir.
Enzimin genelde acil zincirinin 3. pozisyonunda bulunan diger dogal AHL sinyallerine
karg! etkin olup olmadidi bilinmemektedir. Dahasi, bunun AHL’lere karsi biyolojik
etkinligi stpheli, nitekim bu enzim asidik ve nétr pH durumlarinda C4-HSL'’ye karsi
cok yavas bir etkinlik géstermektedir. Yine de, bir BLAST aramasi ile domuz bébregi
acilaz | genelde Okaryotlarda korundugu, érnegin fare, sican ve zebra baliginda
bilinmektedir; fakat bu organizmalarda yeterlilik bastiran enzimin etkisi ise hala
aydinlatilamamistir (14).

Greenberg ve ark. tarafindan degisik hayvan hiicresi gbzlemleriyle ilgili bulgular elde
edilmigtir. Hlcre hatlarindaki aiiA geninin transgenik ekspresyonunu test ederken,
kontrol hlcre hatlarinda ylUksek bir AHL-inaktivasyonu fark edilmistir. Sonraki
calismalar, enzim etkinliginin farkli solunum yolu epitellerinde farklihk gdsterdigini
ortaya ¢ikarmistir. Enzim, C6-HSL ve 30C12-HSL'yi inaktive edebilmis, fakat C4-
HSL'yi inaktive edememistir. 3-OC12- HSL'yi inaktive edebilme &zelligi hicre tirine
g6re farkhlik gdéstermektedir; insan akcigerlerinden A549 ve insan kolonundan CaCo-
2 hucreleri gibi patojenlere maruz kalma olasiligr yiksek olan dokularin en yiksek
QS sinyali inaktivasyonu 6zelligi gdsterdigi saptanmigstir. Daha yeni c¢alismalar ise,
30C12-HSL parcalama etkinliginin  en ¢ok PON genlerinde kodlanan
paraoksonazlara bagli oldugunu gdstermektedir. Bu bulgu sasirtici olmayip, insan
para-oksonazlarinin laktonaz etkinligi 30 farkh non-AHL tipi laktonla gosterilmigtir.
Ayrica, PON enzimleri ilag metabolizmasi ve sinirlerin detoksifikasyonu gibi diger
bazi énemli fizyolojik hidrolik etkinlikleri de g&stermektedir. QS sinyallerinin
inaktivasyonu artik PON enzimlerinin bilinen biyolojik fonksiyonlarindan biri olarak
sayllmaktadir (17, 18).

QQ enzimlerinin etki mekanizmalari
AHL-Laktonaz Enziminin Mekanizmasi
N-agil-L-homoserin lakton (AHL lactonases) metallo-g-laktamaz stperfamilyasinin bir
dyesidir. Bu familyadaki enzimlerin bir¢ok fonksiyonunun oldugu bulunmustur. Nitrit

oksidaz, oksijen rediktaz, C-O, C-N, C-S, S-O, P-O gibi baglarin parcalanmasi gibi
g6revleri bulunmaktadir.
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Bu proteinlerin ¢gogu anti-kanser ilaglarin detoksifikasyonu, mRNA prosesing ve
antibakteriyal rezistans mekanizmalarin anlasiimasi acisindan &énemlidir. Bu
enzimlerin aktif bodlgesindeki metal merkezler farklidir. Sekans benzerlikleri sinirh
olmasina ragmen bu enzim glioksilaz Il ve RNase Z proteins ile benzer yapisal
6zelliklere sahiptir.

Yapilan deneysel calismalarda bu enzimin katalitik bdlgesinde iki ¢inko iyonunun
bulundugu géraimuUstir. Gram negatif bakterilerdeki QS iki komponentten olusuyor.
AHL sentaz olusturan Luxl proteini ve AHL reseptéri ve transkripsiyonel regulator
olarak fonksiyon go6steren LuxR proteinleri. LuxR ve luxl proteinlerin yapisal
karakterleri analiz edilmistir. Son zamanlarda bir Bacillus tiriinden elde edilen AHL-
laktonaz enziminin AHLs’nin homoserin lakton halkasindaki ester baglarini hidrolize
etmektedir. Bu sadece gram negatif bakterilerdeki QS engellenebilmektedir. Bu
enzimdeki korunmus sekans motifi '**HXHXDH'® "H'®, glioksilaz- Il ve arilsulfataz
enzim familyasi, B-laktamaz ve RNase Z gibi enzimleri iceren c¢esitli
metalohidrolazlarin Zn?* -baglanma motifleri ile benzerlik gdstermektedir. AHLs
bircok 6karyotik hormonlarla benzer yapisal 6zellik gbstermektedir (5, 21, 31).

AHL-Agilaz Enzim Mekanizmasi

Variovorax paradoxus, P. aeruginosa PAO1 ve Streptomyces sp. 'nin de icinde
bulundugu cesitli bakteri tirlerinin AHL-acilaz enzimine sahip oldugu bulunmustur. Bu
enzim AHLs’deki amid baginin hidrolizi, yag asidleri ve homoserin laktona karsilik
olarak Uretilmesiyle ahl molekillerini degrade etmektedir (3, 45, 48). Su ana kadar G¢
AHL-acilaz enzimi tanimlanmigtir. Bunlar: Ralstonia sp. XJ12B'deki P. aeruginosa
PAO1’daki PvdQ ve Streptomyces sp. 'deki AhIM’dir. Bu enzimler a- sublnit, spacer
sekans ve B- subuniti izleyen bir sinyal peptidinin igerildigi Ntn hidrolaz’in bilinen
karakterlerini paylasmaktadir. Buna karsin bu enzimler arasinda dikkate deger
farkliliklar da bulunmaktadir. AiiD AHLs uzun zincirleri ve daha az etkinlikte de olsa
kisa zincirleri parcalamaktadir. . PvdQ sekiz karbondan daha kisa AHLs agil
zincirlerini pargalayamiyor. Benzer sekilde AhlM yalnizca sekiz karbondan daha kisa
AHLs ‘leri parcalayabilme aktivitesine sahiptir. Ayrica AiiD penicillin G and ampicillini
parcalayamiyor. Bu U¢ AHL-acilaz enzimi Pseudomonas diminutada bulunan
cephalosporin agilaz (CAD) ile benzer yapiya sahiptir (1).

Paraoxonaz Enzimlerinin Mekanizmasi

Paraoksonaz (PON), hem arilesteraz (E. C. 3. 1. 1. 2) hem de paraoksonaz (arildialkil
fosfataz; organofosfat hidrolaz; paraokson hidrolaz; E. C. 3. 1. 8. 1) aktivitesine sahip
bir ester hidrolazdir (17).

Memeli tlrleri arasinda genis bir dagilima sahip olan PON proteinleri, baliklarda,
kuslarda ve eklembacakllar gibi omurgasizlarda mevcut degildir. Memelilerde, en
azindan insanlarda ve farelerde, ayni kromozom Uzerinde birbirine komsu U¢ ayri
PON geni (PON1, 2, 3) bulunmaktadir. Farelerde 6. kromozom (zerinde yerlesen
PON genlerinin, insanlarda 7. kromozomun uzun kolunda, g21. 3 ile g21. 1
bdlgesinde lokalize olduklar bildirilmektedir (31).
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AHL inaktivasyonuyla ilgili calismalar daha o6nceleri insan epitelyum hiclerinde
incelenmigtir. Daha sonralari test edilen insan, fare, tavsan, at, koyun ve sigir gibi
memeli tdrlerindeki serumlarda oldukca korunmus oldugu bulunmustur. PON’lar
(PON1, PON2 vePON3) ilagc metabolizmasi ve organofosfat detoksifikasyonu gibi
6nemli aktivitelere sahiptir.

Bunlarin quorum quenching enzim aktivitesi bu son zamanlarda biribirinden bagimsiz
olarak calisan (¢ laboratuar tarafindan tanimlanmistir. Saflastirilmigs PON2'nin ¢esitli
test edilmis Ahl komponentlerini hidroloze edebildigi gdsterilmigtir. Farelerde
eksprese edilen PON1, PON2 ve PONS3’Un hizli bir sekilde AHL degradasyon
aktivitesine sahip oldugu goértlmustir. Ayni zamanda P. aeruginosahin 3-oxo- C12
HSL sinyal molekiline karsi olan insan serumundan bulunana purifiye edilmis
PONTY’in hidrolitik aktivitesi de bulundugu anlasiimistir. Bu PON enzimleri 3-oxo-C12
HSL gibi uzun zincirli AHL molekillerine karsin aktivitesi kisa zincirli olanlara oranla
daha fazladir. AHL laktonazda oldugu gibi PON enzimleri AHLs sinyallerindeki
homoserin lakton halkasini pargalamaktadir. (31)

QQ Mekanizmasindaki Spesifik Molekiiller
Furanonlar

Dogal furanonlar P. aeruginosadaki QS mekanizmasini etkili bir sekilde bloke
edemiyor. Degisik furanonlarin yapisi ve fonksiyonlari Gzerinde arastirmalar yapilmis
ve bunlardan hangilerinin P. aeruginosada etkili olabilecegdi incelenmistir. Bu sentetik
bilesikler arasinda C-30ve C-56 ‘nin bu organizmada QS inhibitéri (QSI) olarak
fonksiyon goésterdigi ortaya c¢ikariimistir. Onlar in vitro biyofilmin QS regllasyonun
incelemek icin bir lasB’te bagh AHL monitér kullaniyorlar. LasB ekspresyonunun
kontroll transkripsiyonel olarak LasR ve RhIR tarafindan yénetilmektedir (57).

Diketopiperazinler

Diketopiperazinler (DKPs); P. aeruginosa, P. mirabilis, Citrobacter freundii ve
Enterobacter agglomerans’' iceren bakyeriyal tidrlerin  degisik kiltGrlerindeki
sUpernantlardan izole edilen ve siklik dipeptit familyasininda yer alan bir bilesiktir.
ilging olan sey bazi DKPs'ler thyrotropin-saliveren hormonlar gibi benzer yapisal
Ozellikleri paylasmaktadir. DKPs’ler bazi luxR’ye bagh QS sistemleri iginde AHL
antagonisti seklinde fonksiyon géstermesine bagli olarak cesitli bakteri tlrlerinde
quorum sensinge bagli fenotipleri degdistirebilmektedir (25).

Azitromisin

Azitromisin, makrolid sinifinin azalid grubundan bir antibiyotik olup benzerlerinden
ayirici 6zelligi 15 Gyeli lakton halkasinda bir karbon yerine metil grubu baglanmis bir
azot atomu igermesidir. Azitromisinin énemli 6zellikleri sdyle 6zetlenebilir: Yiksek
doku penetrasyonu, dokulardaki enfeksiyon yerlerinde yogunlasma, makrofaj ve
nétrofillerde konsantrasyon ve enfeksiyon yerine tasinma, uzun terminal yari 6mur ve
bunun sonucu kisa tedavi siresi, asit ortamda ylksek stabilite ve bunun sonucu
daha iyi absorpsiyon ve biyoyararlilik ve genislemis antibakteriyel spektrumdur.
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Azitromisin diger makrolid antibiyotiklerinde oldugu gibi bakteri ribosomlarinin 50 S
Unitesine baglanarak bakteri protein sentezini inhibe eder, nukleik asid sentezine
dokunmaz (40, 36).

Yapilan bir calismada AZM (azitromisin) nin subletal konsatrasyonunda
Pseudomonas’in yanitinin traskriptom ve proteom analizleri yapilmistir. Bu
calisamada AZM’nin QS ile ilgili genler ve proteinler GOzerindeki etkilerinin ne
olabilecegine dair veriler elde edilmigtir.

Haptenler

Son zamanlarda antibody katalizi kullaniimasi fikri dnem kazanmistir. Bu yaklagim
cercevesinde, haptenler gibi kiclUk moleklller kullanilarak AHL hidrolizinin
katalizienmesi ve bdylece quorum sensingin engellenmesi amaclanmaktadir.
Reaksiyondaki gecis durumuna benzeyen kiclik molekdlll haptenler reaksiyonda
katalist olarak fonksiyon gbésteren antibodyler ile tepkimeye girebilecek 6zellikte
olmahdir (19, 50, 10). Yapilan bir calismada AHL molekullindeki lakton halkasini
hidrolizleyen uygun bir gecis analogunun dizayni ile calismalara baslanmistir.

GABA etkisi

GABA, Agrobacterium tumefaciens ‘teki quorum sensing sinyal dizeyini kontrol
etmektedir. Yarali bitki dokularinda GABA sentezinin hizli bir sekilde arttigi
gb6zlenmistir. GABA Agrobacterium laktonaz AttM ile N- (3-oxooctanoyl)homoserine
lactone (OC8- HSL) inaktivasyonunu stimule etmektedir. GABA attKLM operonunun
ekspresyonunu indukllyor ve bdylece Agrobacterium tumefaciens kultlrlerindeki N-
(3-oxooctanoyl)homoserine lakton (OC8- HSL) miktarinda bir azalmanin olamasina
neden olamaktadir. Agrobacterium GABA transporter, Bra GABA sinyal yol izi i¢in
gereklidir. GABA bakteri, maya, bitki ve hayvanlarda bulunan ir molekdlddr.
Hayvanlarda, embriyonik gelisim boyunca, ergenlikte ndrogenesiste ve olgun
néronlarda bir nérotransmitter olarak islev géstermektedir. GABA hicre-hlicre
sinyalinde &nemlidir. Bitkilerde GABA degregasyonundan sorumlu olan enzimin
parcalanmasi sonucunda anormal bitki gelisimi ortaya ¢ikmaktadir. Ayni zamanda
erkeklerde polen tibindn olusturuimasinda da GABA &6nemli rol oynamaktadir.
Bitkilerde ve bakterilerde GABA sentezi ve degregasyonu asidik durum gibi abiyotik
ve biyotik streslerle de iligkilidir. Tipik olarak GABA sentezi yarali bitkilerde glutamat
dekarboksilaz (GAD) aktivitesinden dolayi hizl bir sekilde gerceklesmektedir. (2)

Asetosiringon gibi molekuller enfekte bitkilerde Ti plazmidin bakteriden bitkilere
transferini aktive etmektedir. Transforme bitki dokusu N- (3-oxooctanoyl) homoserine
lakton (OCB8-HSL) sentezininpozitif kontrolini saglayan bazi opinlerin Gretimini
gerceklestirmektedir.  Agrobacterium’daki OC8-HSL  sinyali Ti  plazmidin
konjugasyonunun kontrolinden sorumludur. Ti plazmidin amplifikasyonuna bagli
olarak cesitli timéral semptomlar ortaya ¢ikmaktadir. A. Tumefaciens C58 deki AttM
ve AiiB OC8-HSL QS signal ‘in y-butyrolactone (GBL) halkasinin agiimasiyla iligkilidir.
AttM laktonaz, attK ve ayni zamanda AttL attkKLM operonu tarafindan
kodlanmaktadir. Suksinat semialdehid , y-hidroksibutirat gibi molekillerin varliginda
AttKLM promotoru aktive ediliyor ve bunu neticesinde A. Tumefaciens C58 OC8-HSL
akimdilasyonunu geceklestiremiyor.
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Bu son zamanlarda yapilan calismalarda bitkiler tarafindan sentezlenen ve tam
olarak karakterize edilemeyen bir sinyal molekilin laktonaz AttM ‘nin ekspresyonuna
neden oldugu ortaya cikariimistir (2).

AttKLM-inducer GHB ve SSA (suksinat semialdehid)’e yapisal benzerlige sahip olan
GABA da laktonaz AttM ekspresyonunu aktive etmektedir. GABA sinyal yol izi igin
aktif bir sensér transport sistemi gerekiyor.

indol etkisi

indol E. coli icin bir ekstraseliiler biyolfim sinyalidir ve codu bakteriyal oksigenaz
indoll  degisik  7-hidroksiindoli  (7HI)'iceren  degdisik oksitlenmis bilesiklere
dénlsturebilmektedir. Yapilan bir caligsmada indol ve 7HI''n Psedomonas aeruginosa
PAO1 virulansi ve quorum sensing Uzerindeki etkisi arastinimigtir. Bu strain bu
bilesikleri sentezleyememektedir ancak bunlari  hizli  bir sekiilde degrade
edebilmektedir. indol ve 7HI ‘in her ikisi de aciliomoserin laktonlara karsit olarak gen
ekspresyonunun genis olctide degistirmektedir. mexGHI-opmD Multidrug akis
pompasini kodlayan baskilanmig genlerin cogu ve piosiyanin (phz operon) iceren QS
reglilasyonundaki virulans faktérler. indol ve 7HI pioksiyanin, rhamnolipit, PQS ve
piyoverdin Uretimini azaltmaktadir ve antibiyotik direngliligini artirmaktadir. Bu
ilaveten, indol karbon, nitrogen ve fosfor kullanimini da etkilemektedir. 7HI
kobaylarda P. aeruginosahnin akcigerdeki kolonizasyonunu azaltmakta ve
akcigerlerin temizlenmesini artirmaktadir. Bu nedenle indolle ilgili bilesikler inatci
patogen P. aeruginosa icin potansiyel bir antivirulans etkisine sahiptir (33, 41, 45).

Salmonella enterica ve E. coli AHLs sentezleyememesine ragmen SdiA yoluyla
acilhomoserin laktonlari belirleyebilmektedir ve E. coli SdiA yoluyla AHLs varliginda
biyofilm olusumunu azaltmaktadir. Salmonella enterica indollii sentezleyememesine
ragmen indole tepkide ilag direncliligini artirmaktadir. Yapilan g¢alismalarda P.
aeruginosa ve P. fluorescens ‘Iin biyofilm olusturmasi indol varliginda artmaktadir ki
bu organizmalar indoli sentezleyebilme yetenedine de sahip degillerdir. E. coli
tarafindan sentezlene indol Burkholderia cepacia G4 gibi diger bakteriler yardimiyla
hidroksillenmektedir. Bunun sonucunda hidroksiindol olugturuluyor ve E. coli
O157:H7 ‘deki biyofilm olusumunu artirmakta ve azaltmaktadir. E. coli , Vibrio
vulnificus (Dalsgaard et al. , 1999), Haemophilus influenzae, Pasteurella multocida ,
Klebsiella oxytoca ve Proteus vulgaris gibi organizmalarin L-triptofandan indol
olusturduklar! bilinmektedir. indol biyofilm olusumunu engelleyen bir ekstraseliiler E.
coli sinyalidir. indol E. coli'de ayni zamanda hareketlilik, aside direnglilik, kemotaksis
ve epitel hiicrelere baglanmayi da etkilemektedir (51, 42).

P. aeruginosa, E. colinin dominant halde bulundugu bagirsak bélgesinde
bulunmaktadir. Bu nedenle bu organizmanin indol ve 7HI ile karsi kargiya kalabilmesi
muhtemeldir. Yapilan bir galismada hem DNA mikroarray hem de fenotip arrayleri
kullanilarak E. coli indol sinyalin ve 7HI ‘nin P. aeruginosa PAO1 ‘in QS regule edilen
fenotipler ve global gen ekspresyonu (izerindeki etkileri calisiimistir. indol ve 7HI
genis Olcede gen ekpresyonunu degistirmekte ve degisik virulans faktérlerin Gretimini
azalttigi g6zlenmistir. Bunu yani sira 7HI kobay akcigerlerindeki P. aeruginosa
kolonizasyonunu engellemektedir.
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Fitokimyasallarin etkisi

Dietary fitokimyasallar bitkiler tarafindan Uretilen sekonder metabolitlerdir. Dogada
bitkilerle bakteriler arasinda oldukc¢a siki bir iligkinin oldugu ¢ok agiktir. Yiksek
bakteriyal yogunlukta bile bitkiler kendi gelisimlerini strdtrebilmektedir. Hi¢ siphesiz
bitkler dogadaki patojen mikroorganizmalara muicadele etmek zorundadir. Bitkiler
genellikle  Gretmis  olduklart  sekonder metabolitleri  vasitasiyla  patojen
mikroorganizmalarla mucadele edebiliyor. Phytokimsallar bitkilerden ekstrakte
edilerek bu molekillerin aktimikrobiyal etkileri arastinimistir. Aralarinda insan
patojenlerini iceren Escherichia, Helicobacter, Streptococcus, ve Salmonella gibi
organizmalar Gzeride bu molekullerin oldukga etkili oldugu géraimastar ([30).

Bu molekdillerin etkilerinin nasil olduguna dair ylratilen ¢alismalarda bunlarin AHL
sentezini baskiladiklari gérGimustir. Bu baskilma sonucunda ise AHL ile regulle
edilen fenotipik Ozellikler de engellenmis oluyor. Bilindigi gibi AHL bakteriyal
fonksiyonlarinin blyuk bir kisminin kontrolliini saglamaktadir (28, 20).

Canavanin etkisi

L-Canavanindaha ¢ok legiimli bitkilerin tohumlarinda bulunan bir arginin analogudur.
Bu molekil fidelerin germinasyonunda nitrogen kaynagi olarak kullaniimanin yani
sira bir quorum sensing inhibitéri olarak da fonksiyon gdstermektedir. Handelsman
ve calisma arkadaslari canavanin Bacillus cereus populasyonunu etkiledigini
gb6stermiglerdir. L-Canavanin olusmaya baslayan protein sentezi sliresince L-arginin
ile birlestiriliyor, protein yapi ve fonksiyonunun degistiriimesi hedef hlcrelerin
6lmesine neden olmaktadir (5, 25).

Alfalfa (Medicago sativa) ile yapilan bir galismada farklh bakteriyal strainlerin quorum
sensing sistemini etkileyen cesitli spesifik sinyal molekullerinin varligi kesfedilmigtir.
Bu molekullerin bazilar quorum sensing’i inhibe ederken kimi molekuller ise bu
sistemin aktivasyonunu saglamaktadir. Quorum sensing inhibitér bilesiklerinden biri
Chromobacterium violaceum CV026 indikatér organizmasinda violacein Uretimini
inhibe etmektedir. Violacein pigmentini Uretenler pembe koloniler seklinde
g6rilmektedir. Bu pigmentin Gretimi ise quorum sensing ile regule edilen fenotipik bir
Ozelliktir. L-canavanin sentetik AHLs’lerin varhdinda violacein Uretimini inhibe
etmektedir. Bu calismalardan sonra L-canavanin M. sativa tohumlarindan izole
edilmistir ve onun bakteriyel simbiyontu olan Sinorhizobium meliloti ‘in quorum
sensing sistemi Uzerine olan etkisi incelenmistir. S. meliloti strainlerinde Sin ve Tra
sistemleri bulunmaktadir. Sin quorum sensing sistemi 200 den fazla genini
regllasyonu saglamaktadir. Bu genlerden biri simbiyotik iliskide énemli bir etkiye
sahip olan ekzopolisakkarid EPS II'yi Gretmektedir. Calismalarda L-canavaninin EPS
Il ekspresyonunu inhibe ettigi gbzlenmistir (28, 54).

Urasil analoglarinin etkisi
Urasil Pseudomonas aeruginosada bulunan U¢ quorum sensing yol izlerini

etkilemektedir. Fenotipik c¢alismalarda urasilin LasR (elastaz), RhIR (piosiyanin,
rhamdolipirler), PQS ve swarming regulonlari tizerinde etkili oldugu gdsterilmistir.
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Buna ilaveten antikanser urasil analoglar ( 5-fluorourasil ) bu organzmadaki biyofilm
olusumunu ve virulans faktérlerinin sentezlenmesini engellemektedir (3).

Siklik adenozin monofosfat (CAMP), siklik guuanozin monofosfat (cGMP) ve siklik-
diguanosin monofosfat (c-diGMP), ribonlkleik asit sekonder mesajcilar olarak
fonksiyon gostermektedir. Bu molekiller ayni zamanda fakli biyolojik fonksiyonlari
iceren yol izlerinde sinyal molekuller olarak da gérev yapmaktadir. c-diGMP P.
aeruginosadaki biyoilm olusumunu ve virulans faktorlerinin regilasyonunu
gergeklestirmektedirve cAMP intraselller reseptor ve protein kinazlara baglanma ile
ilgili olaylarin kontroliinde fonksiyon gdstermektedir. insanlarda, uridin -5 -trifosfat
(UTP) mitozla ilgili olaylarin regllasyonunu saglayan &nemli bir ekstraselller
sinyaldir. Gorildiga tGzere bu molekiller hicresel reglilasyonlardaki kritik noktalarda
yer alan biyolojik molekullerdir.

Biyofilm olusumu ile ilgili binlerce organizma ve gen arastirildiginda urasilin QS
prosesinde bir regulatdr olarak gérev aldigi gbsterilmistir. Ama her nikleik asit bdyle
bir etkiye sahip degildir. Purinler (zerinde yapilan detayli calismalarda bu
molekdllerin QS ile ilgili olaylarda herhangi bir etkiye sahip olmadigi bulunmustur.
Urasilin QS Uzerindeki etkileri aydinlatildiktan sonra urasil analoglarinin sentetik
olarak Uretiimesi ve QS sisteminin 6nldne gecilmesine yoénelik calismalar
baslatilmistir. Bu calismalarin neticesinde 5-aminourasil, 6-azaurasil, 5-bromourasil,
5-FU gibi urasil analoglarinin biyofilm olusumu Uzerindeki etkilei test edilmistir. Bu
calismanin sonucunda bu molekilleri distik dizeyde kullaniimasinda bile etkili
olduklari gézlenmistir (3).

insan hormonlarinin bakteriyal Quorum Sensing’i engellemesi

Enterohemorajik Escherichia coli (EHEC) lzerinde yapilan son calismalar insan
hormonlari ile bakteriyal quorum-sesing ile ¢apraz etkilesimin oldugunu gdstermistir.
EHEC ‘te LuxS- bagimli quorum-sensing sistemi patojenite, tip Ill sekresyon gibi
cesitli fenotipler bu sisrem tarafindan kontrol edilmektedir. Epinefrin ve norepinefrin
gibi hormonlar quorum sensing sistemini bloke etmektedi. Ama bu hormonlarin etki
mekanizmalari tam olarak agiklanamamistir (51).

BiYOTEKNOLOJIK ALANLARDA QQ
AHL-Parcalayici Enzimlerin Biyoteknolojik ve Farmasoétik Kullanimlari

Patojen bakterilerin QS eksigi mutantlarin toksisite gen ekspresyonu bulunmadigi ve
zararsiz hale geldikleri dasindlirse, bakteri infeksiyonlarinin  durdurulmasi igin
mikrobiyal patojenlerin QS sinyallerinin engellenmesi uygun bir yoldur (48). QQ
enzimlerin ve yeterlilik bastirma inhibitérlerinin bulunmasi, bu degisik stratejinin
kullanilabilirliginin élgiimesinde veri saglamistir. E. carotovora ve P. aeruginosa, yani
insan ve bitki patojenlerindeki yeterlilik bastiran enzimlerin ekspresyonu, AHL-
laktonaz veya AHL-agilazdan ayri olarak, bunlarin tosisitelerini blylk oranda
azaltmistir (3, 34, 37). Yapilan bir ¢calismada, aiiA genini dizenleyen E. carotovora
veya P. aeruginosa titlin ya da nematot Caenorhabditis elegans’a karsi toksisitelerini
yitirmislerdir (46).
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Daha ilginci, AHL-laktonaz tanimlayan transgenik bitkiler etkin bir sekilde bakteriyal
QS sinyallerini durdurabilir ve bakteri toplulugu yogunluguna bagli infeksiyonlari yok
edebilirken kontrol bitkileri ciddi hastalik semptomlari géstermektedirler. Bu sonuglar
disgaridan tanimlanan  AHL-pargalayici enzimin, fizyolojik olarak alakal
konsantrasyonlarda QS sinyalini engellemekte ve patojenlerin QS’ye bagli toksisite
gen ifadesinde etkili oldugunu gd&stermistir. Hastaliga bagisik “R” genlerinin
ekspresyonu ciddi 0riin ve biyokitle sorunlarn c¢ikarsa da, yeterlilik bastiran
mekanizmalarla bitkinin savunma sistemlerinin entegrasyonu patojenik istilacilara
karsi en mantikli korunma mekanizmasi olacagi suphesizdir. Bu nedenle, bu yeterlilik
bastiran enzimleri kodlayan genler, bitkilerde hastalik direnci yaratma konusunda
blylk umutlar vaat etmektedir (33, 34).

QQ enzimler mikrobiyal enfeksiyonlarin biyokontroll igin yeni bir antagonist olabilirler.
Bacillus thuringiensis, Arthrobacter sp. ve P. fluorescens gibi bazi dogdal ve yapay
AHL-laktonaz Ureticiler, E. carotavora patojeni ile karsilastiklarinda patateslerde
yumusaklik ya da ciddi ¢ctiirime semptomlari gésterirler. Bunun tersine, AHLlaktonaz
Uretmeyen B. thuringiensis ve yabani-tlr P. fluorescens biyokontrolde daha az etki
gbstermektedir. Antibiyotik Uretimi bakteri ya da mantar hastaliklarin biyokontroliinde
en fazla kullanilan mikrobiyal antagonizm mekanizmasidir. QS’nin bulunmasi,
biyokontrolde yeterlilik bastirma mekanizmasinin toksisitesinin didzenlenmesi igin
kullanilacak yeni bir mekanizma ortaya atmistir (31, 32, 48).

ilgingtir ki, AHL-parcalayici enzimler ayrica AHL-bagimli QS bakterilerinde de
g6zlenmistir. AHL-laktonaz ve AHL-acilazi kodlayan genler A . tumefaciens ve P.
aeruginosada tanimlanmig ve incelenmistir. Agrobacterium tumefaciens’in attM'si ile
kodlananan AHL-laktonaz, sadece bakteriyal hiicre blyimesinden duragan faza
gecildiginde gorilmektedir (2). Gen ekspresyonunun molekller mekanizmasinin
daha fazla incelenmesi, erken QS sinyali pargalayicilarinin etkinlestiriimesinde yeni
yollarin tanimlanmasi ve tasarlanmasi igin kullaniimalidir. QQ enzimlerin farmasétik
kullaniminda potansiyel uygulamalarinin aydinlatiimasi i¢in enzim gdnderimi,
stabilitesi, etkinligi, toksisitesi ve yan etkileri konularinda bilinmeyen pekgok sey
bulunmaktadir. Yine de AHL-parcalayici laktonazlar insan hicrelerinde de bulundugu
ve calistigindan dolayi, AHL-parcalayici insan vicuduna “yabanci” bir fonksiyon
degildir. Dahasi, AHL sinyallerinin parcalanmasi ile birlikte, PON enzimleri de
koruyucu etkiler kazanmaktadir. aiiA ve attM yiginlarinin oksidasyona kargi benzer
koruyucu rolleri olup olmadiginin ve bu QQ enzimlerin koruyucu terapétik proteinler
olup olamayacaklarinin belirlenmesi 6nemlidir (33, 9, 50).

TARTISMA ve SONUC

Klinik olarak antibiyotiklerin bilingsiz ve gereksiz kullanimlarinin patojenik biyofilm
organizmalarinin  neden oldugu infeksiyonlarin inatgiliklarini  arttirict  ézellik
gOsterecegi kacinilimazdir. Gerek Kklinik gerek diger biyofilmlerin olusumunu
engelleyebilmek amaciyla; bugln yeni bir yaklagsim olan QQ ile QS molekdllerinin
dretiminin 6nlenmesi, pargcalanmasi veya inhibisyonu, QS sinyalinin alinmasinin
dnlenmesi stratejileri Gzerinde durmak 6nemlidir. Bu amagla insan ve ekolojik agidan
toksik 6zellikte olmayan yeni QQ bilesiklerinin sentezi gerekmektedir.
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Mikroorganizmalarca sentezlenen QS molekdllerinin engellenmesine yénelik degisik
yaklagimlar bulunmaktadir. Klasik ydntemlerin yani sira molekiler ve genetik
dizeydeki ydéntemlerin kullaniimasi daha etkili olacaktir. QS mekanizmalarinin
aydinlatiimasi, QQ ile ilgili yapilacak olan calismalara isik tutacaktir. QQ ile ilgili
degdisik enzimlerin ve molekullerin ortaya c¢ikarilmasi igin bu alanda galismalara
devam edilmektedir.
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