T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANA BiLiM DALI

Pseudomonas aeruginosa'da PIYOVERDIN URETIMINI
ENGELLEYEN BIR INHIBITORUN MOLEKULER
HEDEFININ BELIRLENMESI

Yiksek Lisans Tezi

Esra UYANIK

) ) Danisman
Dr. Ogr. Uyesi Tugrul DORUK

SAMSUN
2022



T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIiVERSITESI
LISANSUSTU EGITIM ENSTIiTUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANA BiLiM DALI

B ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
I- LISANSUSTU EGITIM
ENSTITUSU

Pseudomonas aeruginosa'da PIYOVERDIN URETIMINI
ENGELLEYEN BIiR INHIBITORUN MOLEKULER
HEDEFININ BELIRLENMESI

Yiksek Lisans Tezi

Esra UYANIK

Danisman

Dr. Ogr. Uyesi Tugrul DORUK

Bu calisma TUBITAK tarafindan 119Z837 proje numarast ile desteklenmistir.

SAMSUN
2022



BIiLIMSEL ETiGE UYGUNLUK BEYANI

HazirladigimYiksek Lisans tezinin biitiin asamalarinda bilimsel etige ve
akademik kurallara riayet ettigimi, c¢alismada dogrudan veya dolayli olarak
kullandigim her alintiya kaynak gosterdigimi ve yararlandigim eserlerin
Kaynaklar’da gosterilenlerden olustugunu, her unsurun enstitii yazim kilavuzuna
uygun yazildigini1 ve TUBITAK Arastirma ve Yayin Etigi Kurulu Y®dnetmeligi’nin 3.
boliim 9. maddesinde belirtilen durumlara aykir1 davranilmadigimi taahhiit ve beyan
ederim.

Etik Kurul Gerekli mi?

Evetl] (Gerekli ise ekler kismina ekleyiniz)

Hayir

25/08 /2022
Esra UYANIK

TEZ CALISMASI OZGUNLUK RAPORU BEYANI
Tez Bashg : Pseudomonas aeruginosa'da PIYOVERDIN URETIMINI
ENGELLEYEN BIR INHIBITORUN MOLEKULER HEDEFININ
BELIRLENMESI

Yukarida basligi belirtilen tez ¢aligmasi i¢in sahsim tarafindan 23.06.2022
tarihinde intihal tespit programindan alinmis olan 6zgiinliik raporu sonucunda;
Benzerlik orani :% 15

Tek kaynak orani : % 5 ¢ikmugstir.

23/06 /2022
Dr. Ogr. Uyesi Tugrul DORUK



OZET

Pseudomonas aeruginosa'da PI'YOVERDIN URETIMINI ENGELLEYEN BiR
INHIBITORUN MOLEKULER HEDEFININ BELIRLENMESI

Esra UYANIK
Ondokuz Mayis Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Molekuler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali
Yuksek Lisans,Haziran/2022
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Tugrul DORUK

Bakterilerin bir¢cok antibiyotige karsi direng kazanmis olmalari, meydana
getirdikleri enfeksiyonlar ile micadelede 6nemli bir sorun olarak karsimiza
cikmaktadir. Bu nedenle giinlimiizde kullanilan geleneksel antibiyotikler yerine, etki
mekanizmalar1 farkli yeni nesil ilaglarin kesfi biiyiik onem tasimaktadir.

Viriilans, patojen mikroorganizmalarin bulundugu konaga zarar verebilme
kapasitesi olarak tanimlanir. Toksin iiretimi, ¢ogunluk algilanmasi (quorum sensing)
ve biyofilm mikroorganizmalarin viriilans mekanizmalar1 arasinda sayilabilir. Bu
mekanizmalara karsi iiretilen ilaglar ise antiviriilans ilaglar olarak adlandirilir.
Geleneksel antibiyotikler ile kiyaslandiginda antiviriilans ilaglar, bakteri tizerinde
evrimsel baski olusturmamakta ve diren¢ meydana getirmemektedir. Antiviriilans
ilaglar ile terapi bakterileri 6ldiirmeden veya gelisimlerini durdurmadan, sadece
onlarm virtilans 6zelliklerini inhibe etmeyi amaclayan bir yontemdir. Ayn1 zamanda
yararli mikrobiyotay1 korumak ve antibiyotik kullanimi azaltmak bu terapinin temel
amagclar1 arasindadir. Bu avantajlarindan dolay1 viriilans mekanizmalarin inhibe
edilerek hastaliklar ile miicadele edilmesi; yeni ve gilivenli bir yol olarak karsimiza
¢ikmaktadir.

Bu bilgilere dayanarak bu tezde, firsatg1 patojen Pseudomonas aeruginosa'nin
patojen Ozelligini olusturan en 6nemli viriilans faktorlerden piyoverdin iiretimini
engelledigi tespit edilen piperidinkarboksiamid turevi bir molekilin, molekiler
hedefi belirlenmistir. Piperidinkarboksiamid tiirevi inhibitor maddenin molekiiler
hedefi ¢ogu laboratuvar tarafindan kolayca benimsenen, inhibitér madde iizerinde
herhangi bir modifikasyona ihtiya¢ duymadan dogal hali ile ¢alisilmasma imkan
veren, Pai ve ark. tarafindan agiklanmis DARTS yontemi ile belirlenmistir. Bu
yontem temel olarak inhibitér madde ile etkilesime giren proteinlerin proteazlardan
korunacagina prensibine dayanmaktadir.Yapilan c¢alismalar sonucunda, kontrol
grubu ile karsilastirilan inhibitdr madde uygulanmis protein drneklerinde 0,25 mg/ml
Termolizin enzimi uygulamasmnin 2. dakikasinda proteazdan korunmus bir bant
gozlemlenmistir. QTOF-MS sisteminde analiz edilen korunmus bant iginde
kontrolden farkli 7 adet protein varlig1 tespit edilmistir. Analiz sonucunda viriilansa
etkili oldugu diisiiniilen proteinlerin yiiksek deger verdigi gorilmistiir. Piyoverdin
uretiminde gorevli Aspartat aminotransferaz proteinin ise en yuksek degere sahip
oldugu bulunmus ve boylece piperidinkarboksiamid tirevi inhibitér molekilimizin
molekiiler hedefi Aspartat aminotransferaz proteini olabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar SoOzcikler: Pseudomonas aeruginosa, Piyoverdin (PVD), Virllans,
Antiviriilans terapi, Antibiyotik Direnci, ila¢ hedefi



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE MOLECULAR TARGET OF AN INHIBITOR
WHICH INHIBITS THE PRODUCTION OF PYOVERDIN IN
Pseudomonas aeruginosa

Esra UYANIK
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department ofMolecular Biology and Genetics Programme
Master,June/2022
Supervisor:Assoc. Prof. Dr. Tugrul DORUK

The fact that bacteria have gained resistance to many antibiotics is a significant
problem in the fight against the infections they cause. For this reason, instead of the
traditional antibiotics the discovery of new generation drugs with different
mechanisms of action is of great importance.

Virulence is defined as the capacity of pathogenic microorganisms to harm the
host. Toxin production, quorum sensing and biofilm targeting the host can be
counted among the virulence mechanisms of microorganisms. Drugs produced
against these mechanisms are called antivirulence drugs. Compared with traditional
antibiotics, antivirulence drugs do not directlycause resistance and selective pressure
on bacteria. Antivirulence therapy is a method that just aims to inhibit the virulence
properties of bacteria without Killing them or effecting their growth. At the same
time, protecting the beneficial microbiota and reducing the use of antibiotics are
among the main goals of this therapy. Because of these advantages, fighting diseases
by inhibiting virulence mechanisms emerges as a new and safe way.

Based on this information, in this thesis, the molecular target on the virulence
mechanism of Pseudomonas aeruginosa of a piperidinecarboxyamide-derived
molecule, which was found to inhibit the production of pyoverdin, one of the most
important virulence factors forming the pathogenic feature of the opportunistic
pathogen P. aeruginosa, has been determined. The molecular target of the
piperidinecarboxyamide derivative inhibitor material is determined by the DARTS
method explained by Pai et al., which is easily adopted by most laboratories and
allows working in its natural state without the need for any modification on the
inhibitory substance. This method is based on the principle that proteins interacting
with the inhibitory substance would be protected from proteases. As a result of the
studies conducted, a band protected from protease was observed in the second minute
of 0.25 mg/ml Thermolysin enzyme test in inhibitory substance treated protein
samples compared with the control group. The presence of 7 different proteins from
the control were detected on the conserved band analyzed in the QTOF-MS system.
As a result of the analysis, it was seen that the proteins thought to be effective on
virulence gave high scores. Aspartate aminotransferase protein, which is involved in
the production of pyoverdin, was found to have the highest score, and thus, it was
concluded that the molecular target of our piperidinecarboxyamide derivative
inhibitor molecule could be Aspartate aminotransferase protein.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Pyoverdin (PVD), Virulence, Antivirulence
therapy, Antibiotic Resistance, Drug target
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1. GIRiS VE AMAC

Pseudomonas aeruginosa; Pseudomonadaceace ailesinde yer alan, dogada
yaygin olarak bulunan, aerob, hareketli ve sporsuz, Gram negatif firsat¢1 bir insan
patojenidir. Genel olarak nemli ortamlarda kolaylikla gogalabilen P. aeruginosa
bulundugu ortama kolaylikla uyum saglayabilme yetenegine sahiptir. Tipik koloni
morfolojisi, igerdigi pigmentleri ve liziimsii kokusuyla taninmasi oldukga kolaydir.
Bunun yani sira P. aeruginosa beslenme ihtiyaglarinin basit olmasi, liremek ve
cogalmak i¢in oldukga uzun bir 1s1 araligina sahip olmasi (20-42°C), tuzlu ortamlarda
yasayabilmesi, antiseptiklere ve bir¢ok antibiyotige karsi direng gelistirmis olmasi
gibi cesitli dzelliklere sahiptir (Siriken ve Oz, 2017) . Bu &zellikleri nedeniyle de
biitlin diinyada ilag, gida ve saglik endiistrilerinde biiyiik bir sorun olarak karsimiza

¢ikmaktadir.

P. aeruginosa suslar1t mavi ve floresan yesil olmak tizere 2 ¢esit pigmente
sahiptirler; mavi rengi veren Piyosiyanin ve floresan sari-yesil rengi veren
Piyoverdin. Bu pigmentler pH'nin alkali oldugu durumlarda ortaya ¢iktiklar1 i¢in bu
suslara 'aeruginosa' ismi verilmistir (King and Philips, 1978). Pigment {ireten
suslarda, tliretilen bu pigmentlerin bakteri viriilansi ile iliskili oldugu tespit edilmistir

(Finlayson and Brown, 2011).

P. aeruginosa bir¢cok antibiyotige karsi direng gelistirmistir. Bu nedenle
hastane kaynakli enfeksiyonlarin birgogundan sorumlu olan P. aeruginosa hastane
enfeksiyonlar1 nedenleri arasinda 5. swrada gosterilmektedir (Pier and Ramphal,
2005). Ayni zamanda kistik fibroz hastalarinda da 6nemli bir tehdit olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Giiniimiizde ¢ogu kistik fibroz hastasi, tipik olarak 10 ila 20 yillik bir
stire boyunca kalict P. aeruginosa kolonizasyonundan kaynakli enfeksiyonlar ile

mucadele etmektedir (Govan and Deretic, 1996).

Bakterilerin antibiyotiklere karsi siirekli diren¢ kazanmalari, enfeksiyonlarin
tedavisinde onemli bir sorun teskil etmektedir. Bu yuzden antibiyotikler yerine etki
mekanizmalar1 farkli yeni nesil ilaglarin kullanilmasi enfeksiyonlar ile miicadelede
onemli bir konu olmaktadir. Bakterilerin viriilans faktorlerine etki edecek bir
yaklasim olan antiviriilans terapi ila¢ kesiflerinde yeni ve glvenli bir yol olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Cegelski et al., 2008). Antiviriilans terapi i¢in iiretilmis

antiviriilans ilaglar; mikroorganizmalar1 zararsiz hale getirirken ayni1 zamanda



hastalik olusumunu da oOnlemektedir. Geleneksel antibiyotiklerin yaninda bu
tedavinin, mikroorganizmalarda bir evrimsel baski olusturmamasi ve boylece direng
gelisimi meydana getirmemesi en bilyiik avantajidir. Bu bilgilere dayanarak bu tezde,
Dr. Ogr. Uyesi Tugrul Doruk'un doktora sonras1 ¢alismalarinda elde ettigi; firsatg1
patojen P. aeruginosammn patojen Ozelligini olusturan en Onemli viriilans
faktorlerden olan piyoverdin iiretimini engelledigi, yiiksek verimli tarama ydntemi
ile tespit edilen piperidinkarboksiamid tirevi bir inhibitdrin molekuler hedefinin

belirlenmesi amaglanmustir.
1.1. P. aeruginosa'nin Mikrobiyolojik Ozellikleri

P. aeruginosa; 0,5-0,8 um eninde, 1,5-3 um boyunda basil veya kisa ¢ubuk
morfolojisine sahip, kolay boyanan Gram negatif bakterilerdir. Spor olusumu ve
kapsiil olusumu goriilmez. P. aeruginosa tek ucgta bulunan polar kamgiya sahiptir ve
hareketi kamg1 vasitasiyla saglar. Diger Pseudomonas tirlerinde ise birden fazla

kamg¢1 bulunabilecegi bilinmektedir (Peabody et al., 2003).

Zorunlu aerobik solunum yapar, ancak kisitli oksijen varliginda ortamda yeterli
miktarda NOs var ise solunuma devam edebilmektedir. Pseudomonas cinsinin
mezofil, psikrotrof ve psikrofil tiirleri bulunmaktadir. Uygun besiyerlerinde optimum
37°C'lerde biliylimesinin yani sira, 20-42°C arasindaki 1silarda da iireme
gosterebilmektedir. Bu 1s1 araliginda iireyebilme yetenegi P. fluorescens'den ayirt

edici bir 6zellik kazanmasin1 saglamaktadir.

Alkali ortamlarda gelisir. S1vi besiyerleri ylizeyinde yogun iireme gosterir ve
homojen bir zar tabakasi olusturur. Zar tabakasmnin hemen altinda mavi-yesil
pigment olusumu ayirt edilebilmektedir. Kat1 besiyerlerinde P. aeruginosa 3 farkli
tip koloni meydana getirir. 1. tip koloni genellikle klinik drneklerden izole edilen,
mavi-yesil floresan 6zellige sahip, mat yiizeyli ve tiim besiyerini kaplamig olarak
bulunur. Genellikle dogal kaynaklardan izole edilmis 2. tip koloniler ise diizensiz
yapili ve nispeten daha kiiciik kolonilerdir. Tip 3 koloniler ise hiicre dis1 salgilar
salgilamalar1 sebebiyle mukoz goriiniime sahip R (rough) kolonilerdir. P. aeruginosa
kat1 kiiltiirlerinde tipik karakteristik eksimsi bir {izlim kokusu vardir (triptofan 2-

aminoasetofenon iiretimine bagli) (Sen ve Halkman, 2006).

1.2. P. aeruginosa'nin Viriilans Ozellikleri

P. aeruginosa iredigi logaritmik fazda Sekil 1.1'de gOrilen virtilans



faktorlerinin salgilanmasimi gergeklestirir. Virtilans faktorlerin salgilanmasi ve
diizenlenmesi olduk¢a karmasik bir sistemdir. Bu faktorlerin salgilanmasi ile
enfeksiyon olusur ve enfeksiyonlarin patogenezinde hem konaga hem de bakteriye
ait virulans faktorler rol oynamaktadir. Genel olarak P. aeruginosa virllans

faktorleri;
1) hiicre ile iliskili viriilans faktorleri

i1) hiicre disina salinan viriilans faktdrleri, olmak {izere iki grup altinda toplanir
(Woods, 2004).

Ekstraselliler Urtnler,
* Proteazlar
¥ Elastaz
f v Alkalin proteaz
/ * Hemolizinler
¥ Fosfolipaz C

Fili disi adezinler ¥ Ramnolipid
s Ekzoloksin A

Alginat, biofilm

= Ekzoenzim S
s Pyosiyanin
* Piyoverdin

Sekil 1.1. Pseudomonas aeruginosa virtlans faktorleri (Delden and Iglewski, 1998)
1.2.1. Bakteri Hiicre Yiizeyi ile Iliskili Viriilans Faktorleri

P. aeruginosa hiicre yiizeyi ile iligkili ¢esitli viriilans faktorlere sahiptir. Hiicre
yiizeyi ile iligkili viriilans faktorler kirpik, kame¢i (flagella), pilus (fimbria),
lipopolisakkarit (LPS) ve aljinattir. Mikroorganizmanin kolonizasyonu i¢in biiytik bir

dneme sahiptirler.

Kirpik (Flagella): P. aeruginosa protein yapili, tek sayida, polar kilifsiz
kam¢iya sahiptir. Sitoplazmadan koken almaktadir ve mikroorganizmanin ylizme
(swimming) ve kayma (swarming) hareketinden sorumludur. Kamg¢i ile
mikroorganizma; hiicre zar1 bilesenleri araciligiyla konak epitelyum hiicrelerine
baglanarak adhezyonu gerceklestirir ve mikroorganizmanm Kolonizasyonunu saglar
(Singh et al., 2002).



Pili, Pilus (Fimbria): P. aeruginosa'nin ince, kisa, filamentoz, ekstraseliiler
yiizey cikmtilaridir. Pili yer degisim hareketinden sorumlu olmamakla birlikte P.
aeruginosa'da titreme (twitching) hareketinden sorumludur. Kolonizasyon sirasinda
konak hiicrenin yiizey reseptorlerine baglanarak patogenezde kritik rol oynar (Kipnis

et al., 2006).

Lipopolisakkarit (LPS): P. aeruginosa hiicre duvarmmm dis yilizeyinde
bulunur. Ikili fosfolipidkatman igerisinde yer alan lipit A ve O-polisakkarit yapili
hidrofilik kuyruktan meydana gelir. Lipit A bileseni pro-inflamatuar yolaklar
araciligiyla kistik fibrozisli (KF) hastalarda ciddi akciger sorunlarina neden olurken
O-polisakkarit bakteriyel keratitten sorumludur. Ayni1 zamanda P. aeruginosa

serotiplerinin tanimlanmasinda kullanilir (King et al., 2009).

Aljinat: P. aeruginosa tarafindan iiretilen mukoid yapidir. Mikroorganizmanin
solunum epitellerine tutunmasmi gerceklestirerek orada kolonize olmasini saglar.
Ortamda N azlig1 veya ozmolarite yiiksekligi aljinat iiretimini artirir (Salyers and
Whitt, 1994). Aljinat organizmay1 fagositozdan ve antibiyotik etkisinden koruma
ozelligi gosterir.

1.2.2. Bakteri Hiicre Disina Salgilanan Viriilans Faktorleri

P. aeruginosa'nin sahip oldugu bir¢ok salgi sistemi bulunmaktadir. Bu
sistemler ile hiicre disma viriilans faktorler salgilayarak bakterinin c¢evreye
adaptasyonunu, konak hiicreye kolonize olmus bakterinin doku hasar1 olusturmasini
ve yayllmasini saglar. Bu nedenle salgilanan viriilans faktorler patojenitede biiylik

role sahiptir (Kronish and Pittet, 2011).

Elastaz: Elastin akcigerlerin daralip genislemesinden sorumlu bir proteindir ve
akcigerlerde %30 oraninda bu protein bulunur. Elastaz ise elastin pargalayict bir
proteazdir. P. aeruginosa'nin elastolitik etkisinden LasA ve LasB elastazlar
sorumludur. LasA tek basmna elastini parcalayamaz ancak yipratir ayrica LasB ile
birlikte elastazin pargalayici etkisini artirir. LasB'nin proteaz 6zelligi diger salgilanan
proteazlara oranla 10 kat daha fazladir (Salyers and Whitt, 1994). Elastaz ayni

zamanda kan damarlarinda bulunan elastik tabakaya da zarar verici etkiye sahiptir.

Alkali Proteaz: P. aeruginosa c¢ok sayida hiicre dis1 proteaza sahiptir ve en
onemli 6rnekleri elastaz ve alkali proteazlardir. Yiiksek proteolitik etkiye sahip alkali

proteaz; apr geni tarafindan kodlanir ve en iyi alkali pH degerlerinde etkinlik
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gOsterir. P. aeruginosa'nin tip I salgilama sistemi (TISS) tarafindan salgilanir ve
fibrinoliz etki gosterir. Korneal enfeksiyonlarin patogenezinde ve akut akciger

hasarinda alkali proteazlarin etkisi biiyiiktiir (Alcorn et al., 2004).

Piyosiyanin: P. aeruginosa'min mavi pigment metabolitidir ve baska bir
bakteride bulunmaz. Diger bakterilere kars1 baskilayici 6zellik gdsteren piyosiyanin
Quorum Sensing sistemi tarafindan diizenlenir. Piyosiyanin pigmenti ayn1 zamanda
solunum yolu epitellerinin fonksiyonlarmi bozar ve hidrojen peroksit ve siiperoksit
gibi toksik serbest radikal salmimima neden olur. P. aeruginosa enfeksiyonu ile
piyosiyanin salmimi sonucu hiicre solunumu inhibe olur, siliyer fonksiyonlar

bozulur, epidermis ¢ogalmasi durur ve kalsiyum dengesi bozulur (Lau et al., 2004).

Piyoverdin: Siderefor olan piyoverdin P. aeruginosa metabolizmasinda
kullanilmast igin ¢evreden demir baglayan kiiciik molekiillerdir. P. aeruginosa'nin
diger viriilans faktorlerinin (Ekzotoksin A, Endoproteaz gibi) salgilanmasmin ve
kendi Uretiminin diizenlenmesinde de rol alan 6nemli bir virtlans faktordir (Lamont
et al., 2002).

Proteaz 1V: P. aeruginosa'nin salgiladigi1 proteazlardan proteaz IV, keratinin
patogenezinde rol alir, enzim en iyi alkali pH degerlerinde etkinlik gosterir. Ayni
zamanda yapilan caligmalar siirfaktan proteinlerin  yikimi ile  akciger

enfeksiyonlarinda da etkili oldugunu gdstermistir (Malloy et al., 2005).

Fosfolipaz C: P. aeruginosa tarafindan tip II salgi sistemi araciligiyla
salgilanan, ekstraseliiler boslukta enzim gdrevini yerine getiren bir fosfolipazdir.
Protein yapili ve 1s1 duyarli bir hemolizindir, hemolitik aktiviteleriyle ayrilan iki ayr1
tipi bulunur. Hemolitik yapil1 fosfolipaz C, fosfatidilkolini ve sfingomyelini hidrolize
ederken, hemolitik olmayan fosfolipaz C ise fosfatidilkolini ve fosfatidilserini
hidrolize eder. Genel olarak 6karyotik hiicrelerin hiicre zarindaki fosfolipidleri hedef
alir. Bu nedenle akut akciger hasarinda énemli bir rolii vardir (Wieneer-Kronish et

al., 1993).

Ramnolipid: Glikolipid yapisi, ramnoz icermektedir ve biyosirfaktan etki
gosterir. Deterjan benzeri etkisiyle akcigerlerdeki slrfaktan fosfolipidlerde hasar
verir ve fosfolipaz C'nin etkisini artirir. Ayrica mukosiliyer tagmimi etkileyerek
siliya fonksiyonlarini inhibe eder. Fosfolipaz C benzeri hemolitik etki gosterir,

fosfolipaz C ile birlikte lipit ve lesitinleri pargalar (Karatuna ve Yagci, 2008).



Ekzotoksin A (ExoA): P. aeruginosa viriilans faktorleri arasinda en toksik
olanidir ve viriilansta onemli bir rol oynar. Cok az miktarli dozlar1 bile 6limciil
etkiler yaratabilmektedir. Tip II salgi sistemi araciligiyla salgilanir ve ekstraseliler
boslukta etki gosterir. ExoA uzama faktori-2 (EF-2)'yi inhibe ederek protein
sentezini durdurur boylece hiicre oliimleri meydana getirir. ExoA O6zellikle yanik
yaralarinda ve kroniklesen akciger enfeksiyonlarinda doku hasar1 meydana getirir.

Ayrica, T ve B lenfositler icin immiinsupresyona da neden olabilmektedir
(Lederberg, 2000).

Sitotoksin (Lokosidin): Lokositlere karsi sitopatik etkiye sebep oldugu igin
I6kosidin olarak adlandirilan toksik proteinlerdir. Notrofilleri inhibe eder ve
lenfositlerin fonksiyonlarm1 bozar. P. aeruginosa'da bulunan bu toksik protein

"yetigkin solunum stresi" sendromu adi verilen akciger rahatsizliklarina neden olur

(Vasil and Ochsner, 1999; Kim et al., 2005).

Slime faktdr: P. aeruginosa bazi kosullarda 'slime tabakasi' adi verilen
polisakkarit bir kapsiil tabakasi olusturur. Konagin bagisiklik sistemini etkileyen bu

slime faktorii bakteriyi konak savunmasina karsi korumaktadir (Lagournintzis et al.,
2003).

Tip IIT Salg1 Sistemi (T3SS): Bu sistem ile konak hiicre yiizeyinde porlar
acilarak pilus benzeri yapilar olusturulur. Bu piluslar ile iki hiicre arasinda kopri
meydana gelir ve bu koprii yardimiyla P. aeruginosa'nin toksin proteinleri 6karyot
hiicrenin sitoplazmasina birakilir. Bu toksinler, aktin yapili hiicre iskeletini ve 0
hiicrelerin protein sentezini inhibe eder ve ayni zamanda hiicresel aligverisi durdurur.
T3SS, P. aeruginosa disinda bir¢ok bakteride daha bulunur (Kipnis ve ark., 2006).
T3SS ile salinimi gergeklestirilen toksinler; ekzoenzim S (exoS), ekzoenzim T
(exoT), ekzoenzim Y (exoY) ve ekzoenzim U (exoU)'dur. EXoS ve exoA es
enfeksiyonu goriilen hastalarda, 6liim orani ¢ok yiliksek bulunmustur. ExoS hiicresel
apoptoz i¢in gerekli bir unsurdur ve akciger enfeksiyonlarinda doku hasarma yol
acar, bakterinin yayilmasini kolaylastirir. ExoT P. aeruginosa'yi makrofajlara karsi
korur. ExoT'nin yara iyilesmesini inhibe edici 6zelligi bilinmektedir (Shaver ve
Hauser, 2004). ExoU fosfolipaz benzeri giiclii bir sitotoksindir ve cesitli hedef
hiicreleri pargalayici etki gosterir (Mitov et al.,2010).



1.3. Quorum Sensing (QS) ve P. aeruginosa Viriilansindaki Onemi

Biyofilm; mikroorganizmalarin birbirleriyle, bulundugu yiizey veya ara
yiizeyler ile tutunmalarmi ve oraya yerlesmelerini saglayan, hiicreleri dis
faktorlerden koruyan dinamik bir yapidir. Biyofilm mikroorganizmalarin uygun
olmayan ortamlarda Gremelerini ve hayatta kalmalarmi saglar. Bakteri, biyofilm
olusturdukga, ¢evresindeki degisikler gen ekspresyonlarina da yansir ve biyofilmin
olusumu hizlanir. Biyofilm olusturan genetik materyal plazmitler aracilig1 ile ¢evre

hiicrelere aktarilabilir. Biyofilm bes asamada olusur (Post et al., 2004) (Sekil 1.2). Bu

asamalar;
1. Yuzeyin uygun hale getirilmesi (surface conditioning),
2. Geri doniisiimlii tutunma (reversible attachment),
3. Geri doniisiimsiiz tutunma (irreversible attachment),
4. Kolonizasyon,
5. Kopma

Biyofilm olusumu ile mikroorganizmalar bagisiklik sistem elemanlarmdan,
cesitli antibiyotiklerden, anti-mikrobiyal Grtnlerden, fiziksel, kimyasal ve biyolojik
stresten korunurlar (Nouraldin et al., 2016). Mikroorganizmalar biyofilm icerisinde
cogalarak aralarinda kurduklar1 iletisim ile tek baslarina yapmalar1 miimkiin olmayan

davraniglar gosterirler ve bu asamada da QS mekanizmalar1 devreye girer.
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Sekil 1.2. Bakterilerde biyofilm olusumu (Meliani ve Bensoltane, 2015'den uyarlanmistir)

Bakteriler biyofilm olusturabilmek icin g¢evresinde yer alan diger hiicrelere
biyofilm olusturmasi yoniinde sinyal molekiilleri gonderirler. QS sistemi, bakteriler
tarafindan gonderilen ve diger mikroorganizmalar tarafindan algilanan bu sinyal
molekiillerinden olusmus olup aktive olmasi ortamdaki bakteri sayisi ile iligkilidir.
Baslangicta az sayida mikroorganizma varliginda QS sistemi aktif degildir. Bu
yiizden viriilans faktér salinimi gergeklesmez. Bakteri popiilasyonu artist ile belirli
bir yogunluga gelindiginde bakteri metabolizmalarinda gesitli degisiklikler meydana
gelir ve viriilans faktorlerin sentezi igin kritik gen ekspresyonlar1 gerceklesir
(Rumbaugh et al.,, 1999). Bu mekanizma bircok Gram pozitif ve Gram negatif

bakteride tanimlanmustir.
P. aeruginosa'da ii¢ ana QS sistemi tanimlanmuistir;
1) Lasl - LasR
2) RhlI-RhIR
3) PQS-MVTR (kinolon)

Bu sistemler biyofilm olusumunu ve viriilans faktorlerinin salinimini kontrol
eder. Ayrica QS sistemleri tek basma calismayip birlikte etki gosterirler ve bu

molekiler mediyatorler oto indikleyici (Als) olarak bilinirler, ¢lnkl bakterinin



cevreye karsit gosterdigi yanit1 kendileri diizenler. Las QS sisteminin Al ajani, bir
acil-homoserin lakton olan N-(3-oxododecanoyl)-L-homoserin lakton (C12-
HSL)'dur. Rhl sisteminin Al ajan1 N-butiril-L-homoserin laktondur (C4-HSL). PQS
sistemi ise sinyalizasyon igin 2-heptil-3-hidroksi-4-kinolon kullanir (Pesci et al.,
1997; Soukarieh et al., 2018).

1.3.1. las QS Sistemi:

P. aeruginosa'da varligi ilk tespit edilen QS sistemidir ve Gram negatif
bakteriler arasinda yaygindir. Cevreyi algilamaya yardimci olan bu sistemin
bilesenleri; oto-uyaran sentez geni olan lasl, sentez geninin drini olan lasR genidir.
Popiilasyon orani arttikga lasl geni kimyasal sinyallerin ortama salinimini saglarken
sinyallerin bakteriler tarafindan algilanmasmi lasR transkripsiyonel dizenleyici
protein gergeklestirir. Las sistemi lasB'nin ifadesini diizenler ve diger viriilans
faktorlerden lasA, elastaz ve exoA'nin sentezi i¢in gereklidir. Las sisteminin ayni

zamanda konak yanitini1 baskiladigi da bilinmektedir (Telford et al., 1998).
1.3.2. rhl QS Sistemi:

las QS sistemi tarafindan kontrol edilen bu sistem ramnolipid sentezi i¢in
ramnoziltransferaz1 kodlayarak rhlAB operonunun ifadesini dizenler. Sinyal
molekdilleri belirli bir yogunluga ulastiginda rhll geni rhIR geninin transkripsiyonunu
uyarir ve hedef genleri aktive eder. Sekil 3'te goriilen las ve rhl sistemleri kendilerine

Ozgii sistemlerdir ve birbirleriyle etkilesim igindedirler (Sekil 1.3).

Rhl sistemi; tirettigi acil homoserin lakton molekiilleri ile ramnolipid sentezinin
yaninda piyosiyanin, "swimming" (ylizme), "swarming" (kayma) ve "twitching"
(titreme) hareketleri gibi viriilans faktorlerin de uyarilmasini gerceklestirir (Parsek

and Greenberg, 2005).
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Sekil 1.3. Pseudomonas aeruginosa'daki birbirine bagli las, rhl ve pgs quorum sensing sistemlerinin
sematik diyagrami. Yesil oklar ve kirmizi bloklu ¢izgiler sirasiyla yukar1 veya asagi
regiilasyonu gosterir. Oval sekiller cesitli proteinleri, renk kodlu daire sekilleri QS sinyal
molekdllerini ve biyik renkli oklar genleri temsil eder. Ince gri oklar, protein ifadesini
temsil eder ve ince mavi oklar, QS sinyal molekdllerinin biyosentezini gosterir (Soukarieh
et al., 2018)

1.3.3. Kinolon Sinyal Sistemi (PQS) :

P. aeruginosa, las ve rhl sistemlerinin yaninda rhl sisteminin transkripsiyonel
aktive edici olan Gglinci bir pgs (kinolon) sistemine sahiptir. Bu sinyal sistemi lasR
geninin regulasyonu ile sentezlenir ve rhl sistemini aktive eder. Yani, las sisteminin
rettigi sinyal dizileri olustuktan sonra, pgs sistemi devreye girmekte ve rhl sistemi
aktive olmaktadir boylece pgs, las ve rhl igin ara baglant1 olusturan bir sistemdir

denir (Gera and Srivastava, 2006; Rasmussen and Givskov, 2006).
1.3.4. P. aeruginosa QS Sisteminin Ozellikleri
a) Quorum sensing sistemi yarigmaci nitelik tasimamaktadir.

b) Baz1 bakteriyel genler ¢ift gen tarafindan kontrol edilirken bazilar1 ise tek
gen tarafindan kontrol edilmektedir. Buna gore lasR proteini/C12-HSL, las geninin
altindadir. Bunlar rhIR geninin ekspresyonunu duzenler. rhIR proteini/C4-HSL ise

rhll gen transkripsiyonunu diizenler.

¢) C terminal, ATG baslangi¢ kodonu 40 bp akista las-Box'a baglanan heliks
sarmalmi ifade eder. las-Box 20 baz ciftlik bodlgede bulunur ve C terminaldeki

aminoasitler polimerizasyona katilirlar.

d) Rhl sisteminin R proteini C4-HSL varliginda veya yoklugunda dimer
meydana getirir ve DNA ile bag kurar (Pesci et al., 1999).
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1.4. P. aeruginosa'da Antibiyotik Direnci

Antibiyotik direnci; bakterinin anti-mikrobiyaller tarafindan tireme ve
gelismesini engelleyici veya direkt olarak oldiiriicii etkilerinden korunabilme
kapasitesidir. Bakterilerde direnclilik; dogal ve kazanilmig olmak {izere iki tiirlidiir.
Dogal direng, bakterinin genomunda yer alan oOzelikleri nedeniyle bazi
antibiyotiklere kars1 direngli olmasidir. Kazanilmis direng ise bir bakteriye bigim
degistirme, transdiiksiyon ve konjugasyon gibi yollarla veya plazmit, transpozon, gen
kasetleri ve integronlar gibi genetik elementlerin aktarimi araciligiryla gen transferi
sonucu, baska bir deyisle DNA'larina gen eklenmesi sonucu meydana gelen

degisimler ile diren¢ kazanmasidir (Kerr and Snelling, 2009).

P. aeruginosa, son yillarda artan insidansi, yiiksek antibiyotik direnci, yeni
diren¢ mekanizmalar1 gelistirme yetenegi ve antibiyotik kullanimindan dolay1
meydana gelen coklu antibiyotik direnci nedeniyle tedavisi gii¢ enfeksiyonlarin

etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Tielen et al., 2011).

Direng artisindaki en 6nemli etken, antibiyotik tiiketiminin artmasidir. Akilc1
olmayan antibiyotik kullanimi; viral enfeksiyonlarda kullanimi, yanlis antibiyotik
kullanimi, yanlis doz kullanimi veya gereksiz kombinasyonlar halinde kullanimi,
antibiyotik tiketimini bir hayli artirmistir. GUnimizde hemen her bakteri kendilerine
kars1 kullanilan antibiyotiklere kars1 belirli oranlarda diren¢ kazanmis durumdadir. P.
aeruginosa'da bu bakterilerden biridir. Sadece belirli antibiyotiklerin bakteriye etkisi
vardir ancak bu giiclii antibiyotiklere karsi bile artan oranlarda direng
gelistirmektedir. Diinya Saglik Orgltl, P. aeruginosa'yl, siirekli artan sayida
antibiyotik direngliligi nedeniyle, yalnizca karbapenem direngli Acinetobacter
baumannii ile yeni antibiyotiklere acilen ihtiya¢ duyulan iki numarali oncelikli

patojen olarak ilan etmistir (Tacconelli et al., 2017).

20. ylizyil'da bilimde ve tipta ilerlemeler kaydedilmis ve antibiyotik kesfi i¢in
altin ¢ag olarak goriilmiistiir. Bununla beraber, son 30 yilda neredeyse hi¢ antibiyotik
kesfedilmemis ve daha onceleri kolaylikla tedavi edilen bir¢cok enfeksiyon, modern
saglik hizmetleri i¢in ciddi bir tehdit haline gelmistir. Tarim endistrisinde de c¢ok
fazla sayida recetelenme ve antibiyotik kullanimi, anti-mikrobiyal direncin artigma
yardimct olmustur. Son on yilda goriilen bagisiklig1 baskilanmis niifustaki artis ile
birlestiginde, diren¢ zamanla biiyiik bir saghk ve ekonomik yiik haline gelecektir
(Lister et al., 2009; Taylor et al., 2014).
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Gunlimuzde  yeni  antibakteriyel madde ve yeni antibiyotiklerin
gelistirilmesinde yasanilan zorluklar nedeniyle bu konu iizerine yapilan ¢alismalarin
zamanla azalmasina karsin, bakterilerin direng gelistirmeleri ise devam etmektedir
(Mauldin et al., 2010). Bu nedenle patojenlerle miicadelede cok c¢esitli yeni
yaklagimlar ve yeni tedavi yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Yeni antibiyotiklerin
kesfedilmesi veya patojenlerin viriilans 6zelliklerinin yok edilmesi bu ydntemler
arasinda sayilabilir. Giiniimiizde antibiyotiklere kars1 gelistirilen direnci engellemeyi
amaglayan ve viriilans mekanizmalar1 inhibe eden yeni nesil ajanlarin kesfi biiyiik

Onem tasimaktadir.
1.5. Antivirdlans Terapi

Viriilans; patojen mikroorganizmalarin hastaliga neden olma yetenegidir,
patojenin ne derece hastalik yapacagmi ifade etmek i¢in kullanilir. Sekil 1.4'te
belirtilen konaga tutunma, toksin iiretimi, salgi sistemleri, quorum sensing (¢cogunluk
algilanmasi) sistemi, virtilans ile ilgili genlerin ifade asamalar1 ve biyofilm olusumu
gibi mekanizmalar mikroorganizmalarin viriilans mekanizmalar1 arasindadir (Sekil
1.4). Bu mekanizmalara kars1 gelistirilen ilaglara antiviriilans ilaglar denir.
Antiviriilans ilaglar hastalik olusumunu 6nlemesi yaninda patojen mikroorganizmayi
oldiirmeden, onlar1 zararsiz hale getirmeyi amaclar. Antivirtilans terapileri arastirmak
ve gelistirmek adina yapilan son calismalar, enfeksiyon ve hastaliklarin meydana
gelme nedenlerini degil, patojenlerin Sekil 1.5'te belirtilen ¢esitli viriilans faktorlerini

veya viriilans mekanizmalarmi hedeflemektedir (Sekil 1.5).
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Sekil 1.4. Antiviriilans ilaglar ile hedeflenebilecek enfeksiyon siireclerinin sematik gosterimi. Patojen
bakteriler kolonize olmak ve konakei igerisinde farkli bolgelere yayilmak i¢in oldukga
karmasik ve organize olaylar koordine eder. Adezyon, yerlesme ve replikasyon igin Gzel
viriilans faktorler iretir. Ayrica bircok patojen hiicre yiizeyinde veya iginde biyofilm
benzeri hiicre topluluklari olugturur (Muhlen and Dersch, 2016)

Yararli mikrobiyotanin korunmasi, asir1 antibiyotik kullaniminin énlenmesi ve
bununla beraber antibiyotik direnci gelisiminin engellenmesi antiviriilans terapinin
temel amaclar1 olarak soOylenebilir. Yiizlerce potansiyel antiviriilans bilesik
incelenmis ancak bunlardan c¢ok az1 klinik denemelere girmistir. Potansiyel
antiviriilans ajanlar, direng ve persistans mekanizmalar {lizerinde baski olusturmadigi
ve canlili@i etkilemedigi i¢in faydali mikrobiyotayr bozmaz. Aday antiviriilans
bilesikler; dogal iiriinlerin taranmasi, dogal ligandlar {izerinde modifikasyonlar veya

kimyasal kitapliklarin yiiksek verimli taranmasi (HTS) yoluyla tanimlanabilmektedir.

Patojen mikroorganizmalar, ornegin Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa
ve Enterobacter tiirleri, antibiyotik tedavilerinden ¢ogunlukla etkilenmezler, birgok
antibiyotik tedvilerine karsi diren¢ gelistirmislerdir ve bu geleneksel tedavilere
meydan okumaktadirlar. Bu mikroorganizmalarin artan antibiyotik direnci insidansi
ve en onemli hastane patojenleri grubunu temsil ettikleri i¢in 6zellikle endise verici

bir durum olmaktadir.
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Sekil 1.5. Gram-negatif bakteriyel patojenler icin tasarlanmig mevcut antiviriilans stratejilerin
hedeflerine sematik genel bakis (Muhlen and Dersch, 2016)

Patojen  mikroorganizmalarin  antiviriilans  hedeflerinin ve  bunlarin
inhibitorlerinin temsili 6rnekleri Tablo 1.1'de listelenmistir. Ornegin; sarimsak,
mentol, karanfil ve karabiber gibi i1yi tolere edilen dogal virlilans inhibitorleri;
enterotoksinler, T3SS ve biyofilme karsi umut vaat etmistir (Maura et all., 2016).
Termal yaralanmalar sirasinda ciltte meydana gelen hasar sonucunda alttaki dokular1
koruyan fiziksel bariyer tehlikeye girer ve konagin bagisiklik sistemi baskilanir, bu
da yanik yaralarmin enfeksiyonunu kolaylastirir. Bakteriler genellikle yaranim i¢inde,
bakterileri bagisiklik tepkisinden koruyan ve antibiyotiklere karsi direnglerini artiran
biyofilmler gelistirir. Geleneksel antibiyotiklerin kullanimi1 direncli suslarin se¢imini
tetiklediginden, yara patojenleri tarafindan biyofilm olusumunu onlemek icin yeni
ajanlarm kullanimi esastir. Yapilan ¢alismalarda bir inhibitor olarak sarimsagin farkli
Gram-pozitif ve Gram-negatif yara izolatlar1 tarafindan biyofilm gelisimini inhibe

etme yetenegine sahip oldugu bulunmustur (Nidadavolu et all., 2012).
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Tablo 1.1. Patojen mikroorganizmalar i¢in se¢ilmis antiviriilans hedef ve inhibitdr 6rnekleri (Maura et

al., 2016)
Hedef Patojen Ornek Inhibitor Kullamilan in vivo model
Hla S. aureus Morin hidrat Fare (akciger)
Stafiloksantin S. aureus Fosfonoasetamid tiirevi Fare (intraperitoneal)
Enterotoksin S. aureus Mentol -
Sortaz A S. aureus Klorojenik asit Fare (sepsis)
Biyofilm S. aureus Karabiber yagi C. elegans
A. baumannii TAGE-triazolkonjugatlar1 -
K. pneumoniae  GarO (sarimsak merhemi) -
P. aeruginosa Seker karigimi1 Fare (akciger)
C14-TO (3-asil tetronik asit) ~ Fare (artrit)
M64 Fare (yanik ve akciger)
Ebselen -
Anti-PcrV antikoru Fare (akciger)
Fasiyokinol E -
Triazinler Tetrahymenapyriformis
QS S. aureus Morin hidrat Fare (akciger)
P. aeruginosa Fosfonoasetamid tiirevi Fare (intraperitoneal)
Ci-di-GMP P. aeruginosa Mentol -
Protein sekresyonu P. aeruginosa Klorojenik asit Fare (sepsis)
Kapstil S. aureus Karabiber yagi C. elegans

K. pneumoniae  TAGE-triazolkonjugatlar: -

1.5.1. P. aeruginosa i¢cin Antivirtlans Stratejiler

P. aeruginosa i¢in ¢ogu antiviriilans strateji, viriilans sistemlerini (protein
salgilama, biyofilm) veya ana viriilans diizenleyicilerini (C-di-GMP, QS) hedefler.
P.aeruginosa T3SS, toksinlerin konak hiicreye aktarilmasi igin kritik oneme sahiptir
(Hauser, 2009); ilag kesfi ozellikle T3SS, ExoU/S, PscF/PcrV igne proteinleri ve
diizenleyici ExoA'y1 hedef almaya odaklanmistir. P. aeruginosa Tip II ve Tip V
salgilama sistemleri daha az oranda hedeflenmistir ancak T2SS ve T3SS aralarindaki

benzerlik tesadiifen T2SS inhibitorlerini ortaya ¢ikarabilir (Felise et al., 2008).

Karbonhidrat baglayici lektinleri hedefleyen anti-biyofilm inhibit6rleri, invitro
ve in vivo olarak iyi bir etki gosterir ancak konake1 lektinlerini bozabilir. Tip 1V pili,
P. aeruginosa izolatlarinda iyi korunmadiklar1 i¢in uygun olmayan hedeflerdir. C-di-
GMP sinyalizasyonu ve QS sistemleri gibi biyofilm duzenleyiciler, antivirllans
hedefler arasinda ¢ekici gelmektedir. C-di-GMP sinyali, patojenlerde hareketlilik ve
biyofilm olusumu igin 6nemlidir (Romling ve ark., 2013). P. aeruginosa biyofilm
olusumunu azaltan C-di-GMP inhibitorleri tanimlanmustir, ancak in vivo ¢alismalar

eksiktir.

las, rhl ve pgs QS sistemleri, ortak kdkenli aktive edici ligandlar icerir. las ve

rhl inhibitdrlerinin ¢ogu ligand analoglaridir. Tarama ile tanimlanan dogal bilesikler,
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iyi in vivo etki gosterirler ancak sitotoksik olduklari i¢in dirence maruz kalmislardir
(Hentzer et al., 2003; Maeda et al., 2012). Modifiye edilmis pgsD ligandlar1 ve pgsD
ile iligkili enzim ligandlar1 ve inhibitorleride potansiyel inhibitorler olarak
gelistirilmistir. Yiiksek verimli tarama (HTS) ile, farelerde akut ve tekrarlayan
enfeksiyonlara karsi etkinligi olan, oldukga gii¢lii P. aeruginosa QS inhibitorleri de

tanimlanmistir (Conlon et al., 2013).
1.6. P. aeruginosa ve Piyoverdin Yolag

Demir, tiim canli organizmalarda c¢ok sayida reaksiyonda kofaktor olarak
kullanilan temel bir elementtir. Bununla birlikte, oksijen varliginda, demir agirlikli
olarak ¢ok diisiik bir ¢oziiniirlik ile karakterize edilen Fe** durumunda meydana
gelir ve bu ayn1 zamanda ana biiylimeyi smirlayan faktorlerden biridir. Bu sorunun
istesinden gelmek i¢in, ¢ok sayida mikroorganizma, giiclii bir sekilde bulunduklar1
ortama salgilanan ve hiicrelerin i¢ine Fe**iin almmasmi kolaylastran demir
selatlayict molekiiller olan sidereforlar iireti. Bu sidereforlar patojen
mikroorganizmalarin, konak¢ilardan demir elde etmesi, o mikroorganizmanin
biiyiimesi, iiremesi ve enfeksiyon olusturabilmesi i¢in kesinlikle gereklidir. P.
aeruginosa da yiiksek afiniteli demir alimi igin siderefor olarak piyoverdin (PVD)
iretmektedir (Takase et al.,, 2000). PVD, kiiciik bir peptide bagl floresan
dihidroksikinolin tiirevidir ve Fe (III) iyonunu selatlamak i¢in hidroksamat ve
katekolat icerir (Wendenbaum et al., 1983). Pseudomonas'm farkli suslarindan ve

tiirlerinden elde edilen PVD'nin yapilar1 belirlenmis ve ii¢ kisimdan olustugu

gorilmiistiir:

(1) korunmus bir floresan dihidroksikinolin kromoforu;

(i1) kromoforun amino grubuna bagli bir asil yan zinciri (dikarboksilik asit
veya amid); ve

(i) kromoforun CI1 (nadiren C3) karboksil grubuna bagli bir amid grubuyla
baglanan degisken bir peptit zinciri (Folschweiller et al., 2000). PVD'nin transferrin
ve laktoferrinden demiri uzaklastirdigi ve bu demir baglayici proteinleri veya insan
serumunu igeren ortamlarda P. aeruginosa biiyiimesini destekledigi gosterilmistir
(Xiao and Kisaalita, 1997).

PVD'nin yapisi tiirler arasinda ve hatta ayni tiiriin suslar1 arasinda oldukga

degiskendir. Ornek olarak, P. aeruginosa tarafindan ii¢ farkli PVD tipi iiretilebilir.
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Bu degiskenlik, Pseudomonas cinsi i¢inde taksonomik farklilasma igin bir arag
saglar. PVD, farkli deneysel modellerde P. aeruginosa enfeksiyonu ve viriilansi i¢in
esastir. Ekzotoksin A (ExoA), PrpL ve AprA proteazlari ve PVD'nin kendisi gibi
onemli viriilans faktorlerinin iiretimi, PVD'ye bagl bir sinyal iletim yoluyla saglanir.
Yapilan galismalar, PVD diizenlemesinin ayni zamanda Quorum sensing (QS) ile
baglantili oldugunu ve bu sayede bakteri hiicrelerinde gen ekspresyonunun hiicre
popiilasyonu yogunluguna bagl bir sekilde diizenlendigini gdstermektedir. Baz1 QS
diizenleyicileri, PVD sentez genlerini birlikte dizenler veya PVD sentez genlerinin
ifadesini yonlendiren alternatif bir sigma faktorii olan PvdS araciligiyla diizenleme
gerceklestirirler (Cornelis and Aendekerk, 2004; Ochsner et al., 2002). PVD'lerin
ayrica rizosferdeki fitopatojenik mikroorganizmalarin biyolojik kontroliinde 6nemli
bir rol oynadig1 6ne siiriilmiistiir. Baz1 floresan Pseudomonas tlrleri, rizosferde
cesitli demir kaynaklarmi kullanarak, dolayli olarak bitki korumasina katkida

bulunur.

PVD sentezi en yogun olarak P. aeruginosa'nin PAOI susunda ¢alisilmistir. P.
aeruginosa PAOI genom dizisinin bilinmesi, PVD sentezi icin gerekli olan genlerin
tanimlanmasi1 ve deneysel olarak dogrulanmasi i¢in biiylik bir fayda saglamistir.
Diger Pseudomonas suslarinda da, PVD sentez genlerinin hepsi olmasa da ¢ogunlugu
tanimlanabilmistir. Sekil 1.6'da belirtildigi gibi PVD yolagi, diizenlenmesi, sentezi,
olgunlasmasi, tasinmasi ve alimu ile ilgili yaklasik 20 farkl protein i¢eren karmagik
bir sistemden olusmaktadir (Sekil 1.6). P. aeruginosa susu PAOI'deki en biyuk dort
PVD sentez geni - pvdL, pvdl, pvdJ ve pvdD - peptit sentetaz enzimlerini kodlarlar
(Ackerley et al., 2003). Bu genlerin iirlinii olan enzimler ribozoma bagl kalmadan
cesitli aminoasitlerin peptit bagi yapmasini (nonribozomal peptit sentezi, NRPS)
saglar ve PVD yapisinda bulunan kisa peptit zincirlerini meydana getirirler. PVD
tiretimi NRPS'de bulunan enzimler, farkli NRPS ve baska yardimci proteinler ile
birlikte calisirlar. Bu proteinler PVD olusmasi, olgunlagmasi ve tasinmasi, Fe**-PVD
kompleksinin hiicre igerisine alinmasi veya Fe**iin PVD'den ayrilmasi olaylarmi
gerceklestirirler. PvdH, PVD molekiilii ile etkilesime girecek 2,4-diaminobiitirat
sentezinden sorumlu iken, PvdA ve PvdF proteinleri yapida bulunan fOhOrn (N5-
formil-N5-hidroksiornitin) molekiliind sentezlerler. PvdQ (periplamik acilaz) ise
PVD molekiilinin hiicre disma salgilanmasi swrasinda agil gruplarinin

uzaklastirilmasmi saglar (Nadal-Jimenez et al., 2014).
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PVD P. aeruginosanin neden oldugu bir¢ok hastalikta etkili olan temel bir
siderefor molekiildiir. Yapilan bazi calismalarda PVD mutantlarinn veya PVD
iretimi engellenmis mikroorganizmalarm viriilans 6zelliklerinde 6nemli derecede
azalma bildirilmistir. Ornegin 1996 yilinda yapilan bir ¢alismada, PVD iiretemeyen
P. aeruginosa suslarinim biiyiimede ve enfeksiyon meydana getirmede etkisiz kaldig1
ancak digaridan ilave edilen PVD ile bakteri adina yasanan bu olumsuzlugun
giderildigi goriilmiistir (Meyer et al., 1996). Bu ylizden PVD f{iretimi antiviriilans

terapi i¢in hedef olarak diistiniilebilecek yolaklardan birisidir.
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Sekil 1.6. Piyoverdin Uretiminde gorevli genler. Nadal -Jimenez (2014)'den uyarlanmigtir
1.7. Piyoverdin Uretimini Engelleyen Inhibitor Molekiil

Biyolojik ve teknolojik gelismeler hiicre temelli deneylerin biyolojik olarak
aktif molekiil kesfedilmesi i¢in kullanilmasina olanak saglamistir. Hiicre temelli
deneyler kesfedilen molekiilii etkin oldugu ortamda test etmeye imkén saglar. Ancak
bu deneyler ile kesfedilen molekiiliin fenotipteki kesin hedefinin ne oldugunu
anlayabilmek i¢in destekleyici ¢aligmalara ihtiya¢ duyulur (Schenone et al., 2013).
Daha 6nce hakkinda ¢aligma yapilmamis ve bu ¢alisma kapsaminda incelenmis olan
molekiil, yiiksek verimli tarama yontemi ile 30.000 molekiil arasindan tespit

edilmistir. Bu molekiiliin P. aeruginosa'nin gelisimi Uzerine herhangi bir etki
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gostermedigi ancak mikroorganizmanin piyoverdin iiretim yetenegini Yyitirmesine
sebep oldugu goriilmiistiir. Bunlarin sonucunda inhibitér molekiiliin P. aeruginosa
Uzerinde hangi protein veya proteinler ile etkilesim kurdugu bilgisi i¢in kapsamli

laboratuvar ¢alismalarina ihtiyag¢ vardir.
1.8. Yuksek Verimli Tarama Yontemi ve Molekuler Docking

Yiiksek verimli tarama (HTS), belirli bir biyolojik hedef i¢in ¢ok sayida
kimyasal veya biyolojik bilesigin test edilmesini saglayan bir ilag kesif siirecidir.
Yuksek verimli tarama yontemleri, ila¢ endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir
ve genellikle ilaglar olmak iizere ¢cok sayida molekiiliin biyolojik veya biyokimyasal
aktivitesini  hizli bir sekilde test etmek i¢in robotik ve otomasyondan
yararlanmaktadir. Biliylik 6l¢ekli bilesik kitapliklar maliyeti uygun ve hizli bir sekilde
taranabildiginden hedef analizini hizlandirirlar. HTS, Ornegin farmakolojik
hedeflerin degerlendirilmesi, reseptorler (GPCR'ler gibi) ve enzimler i¢in
agonistlerin ve antagonistlerin farmakolojik olarak profilinin ¢ikarilmasi igin yararli
bir aragtir. HTS'min ilk amaci, "hit" veya "lead" olarak adlandirilan, hedefi istenen
sekilde etkileyen adaylar1 bilesik kiitliphane taramalar1 araciliiyla belirlemektir. Bu
genellikle sivi  isleme cihazlari, robotik, detektér plaka okuyucular ve

enstriimantasyon kontrolii ve veri isleme i¢in 6zel yazilimlar kullanilarak elde edilir.

HTS yontemi, NMR gibi analitik tekniklerle veya birlestirilmis yontemlerle
ornegin LC-MS/MS ile baglantili olarak daha sik kullanilir. Yapilan bir dizi ¢aligma,
hedefler i¢in afinite oraninin veya toksisite seviyesinin belirlenmesini saglar. Ayrica
nanopartikiillerin ilaclarla konjugasyonu ve bu yapilarin toksisitesinin belirlenmesi
ile ilgili aragtrmalar da yapilmaktadwr. Bu amaglar icin siklikla kullanilan hiicre
hatlar1 vardir. Tiim sistemlerin minyatiirlestirilmesi nedeniyle, bu bilesikten sadece
1-3 mg igeren bilesigin toksisitesini incelemek miimkiindiir. Sitotoksisitenin bu
sekilde belirlenmesi, calisma maliyetlerinde Onemli bir azalmaya ve calismanin
uzunlugunda bir azalma saglar. HTS, hedef tanimlama, reaktif hazirlama, bilesik
yonetimi, tahlil gelistirme ve yiiksek verimli kitaplik taramasi gibi birka¢ adimdan

olusur (Martis et al., 2011).

Tipik HTS ile giinde 10.000'e kadar bilesigi taramak mumkindir. Ultra
Yiiksek Verimli Tarama (UHTS) giinde 100.000 tahlil bile yapabilir. Ik basta

bilesikler, biyolojik tahlillerden daha az niceleyici olan birincil taramalarda test
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edilir. Incelenen bir bilesik, bu tiir bir testte pozitif bir sonu¢ veya “HIT” verirse,
daha kesin bir ikincil tarama yapilir ve IC50 degerlerinin hesaplamalar1 yapilir.
Ikincil tarama, benimsenen biyolojik ve biyokimyasal testler araciligiyla
gerceklestirilir. Testler temel olarak iki tiptedir ya filtrasyon, santrifiijleme, sivi
ekleme, inkiibasyon ve okuma gibi bes adimdan olusan heterojen veya heterojenden
daha basit ve daha ucuz olan homojen testler gergeklestirilir. Bununla birlikte,

heterojen testler daha duyarli gériinmektedir (Armstrong, 1999).
1.8.1. Tla¢ Kesfinde HTS

Tip, ilagbilim ve biyoteknoloji alaninda yer alan ila¢ kesfi; ilac hedefleri ve
mekanizmalar1 iizerine yapilan arastirmalarla iliskilidir. Ge¢miste cogu ilag, aktif
bilesenin geleneksel kaynaklardan (bitkiler, mineraller, vb.) belirlenmesi veya kesif
yoluyla bulunmustur. ila¢ kesfi, tipik olarak uygun ilag hedeflerinin (6rn. reseptorler,
enzimler ve iyon kanallar1 gibi biyolojik molekiiller) tanimlanmasiyla baslayan,
olduk¢a karmasik, cok disiplinli ve zaman alic1 bir programdir. Ila¢ kesfi; ilag
hedefinin incelenen hastalikla ilgili olup olmadiginin belirlendigi hedef
dogrulamadir. Ornegin hedefi ¢ok sayida kimyasal bilesige maruz birakan HTS ilag
kesfinde oldukca popiiler uygulamalari1 igermektedir. HTS, ilag kesfi i¢in yeni bir
yontemdir ancak tek yontem degildir. HTS sadece ila¢ kesfine yardimci olmakla
kalmaz, ayni zamanda aktivitelerini optimize etmek i¢cin mevcut ila¢ gruplarmin
gelistirilmesine de yardimci olur. Gegmis yillarda bilim ve teknolojideki birgok
ilerleme ve ekonomik baskilar, her arastrmaciyi, slirekli artan hastaliklarla ve
mevcut ilaglara direng kazanan bir¢cok patojenle miicadele etmek i¢in hizli ve kesin
ila¢ gelistirme ve tarama teknolojileri gelistirmeye zorladi. Bu ayni zamanda paralel
ve kombinatoryal kimyasal sentezdeki artis nedeniyle taranmay1 bekleyen ve giderek
artan bilesik kitapliklarmin taranmasi icin de gegerlidir. Baslangigta tahliller 96
oyuklu plakalarda gercgeklestirildi, ancak ilerlemeyle birlikte simdi 1586 oyuklu
plakalar da mevcuttur. Tipik HTS programlar1 giinde 10000'e kadar bilesigi tarama
potansiyeline sahipken, Ultra Yiiksek Verimli Tarama (UHTS) olan bazi
laboratuvarlar giinde 100.000 test gerceklestirebilir (Martis ve ark., 2011). ila¢ kesif
slireclerinin son agamalar1 insan denemeleridir. Giiniimiizde ila¢ gelistirmede ytiksek
verimli yontemler yiiksek talep gormektedir. Ana hedefleri, genellikle yiz binlerce
ila¢ adayindan olusan biiyiik kitapliklar1 (6rnegin, kombinatoryal kimya, genomik,

protein ve peptit kitapliklar1) tarayarak ila¢ kesfini hizlandirmaktir. HTS, ilag
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gelistirmenin erken asamasinda onemli bir rol oynamakta, bilesik kitapliklarin
niteleyici ve niceleyici karakterizasyonunu ve pre-klinik ve klinik ¢alismalar1 igin
analitik destek saglamaktadwr. Boylece HTS, uygun olmayan bilesiklerin erken

elimine edilmesini kolaylastirmis olur (Martis et al., 2011).
1.8.2. Molekiiler Docking (Molekiiler Yanastirma)

Insan genom projesinin tamamlanmasi, ila¢ kesfi icin artan sayida yeni
terapotik hedeflerin varhigini ortaya c¢ikarmistir. Ayni1 zamanda, yiiksek verimli
protein saflastirma, kristalografi ve niikleer manyetik tinlasim spektroskopi teknikleri
gelistirilmis ve proteinlerin ve protein-ligantkomplekslerinin bir¢cok yapisal detayina
katkida bulunmustur. Bu ilerlemeler, ila¢ hedefleri i¢in sanal tarama teknikleri ve
kursun optimizasyonu yontemleri gibi bugiin ilag¢ kesfinin en 6nemli yontemlerini
sunmustur. Geleneksel deneysel yliksek verimli tarama (HTS) ile karsilastirildiginda,
sanal tarama daha dogrudan ve rasyonel bir ilag¢ kesfi yaklasimidir ve diisiik maliyetli
ve etkili tarama avantajina sahiptir. Sanal tarama, ligant tabanli ve yapi tabanli
yontemler olarak smiflandirilabilir. Bir dizi aktif ligant molekiili bilindiginde ve
hedefler i¢in ¢ok az yapisal bilgi mevcut oldugunda veya hi¢ mevcut olmadiginda,
farmakofor modelleme ve niceleyici yap1 aktivite iliskisi (QSAR) yontemleri gibi
ligantbazli yontemler kullanilabilir. Yapiya dayali ilag tasarimina gelince, molekiiler
yanasma, 1980'lerin basindan beri yaygin olarak kullanilan en yaygm yontemdir.
Molekuler docking calismalarini gergeklestirmek igin farkli algoritmalara dayali
programlar gelistirildi ve bu, bu yontemin farmasotik arastirmalarda giderek daha

6nemli bir arac haline getirdi.

Molekiler docking yaklasimi, kiigiik bir molekiil ile bir protein arasindaki
etkilesimi atomik diizeyde modellemek i¢in kullanilabilir; bu, hedef proteinlerin
baglanma bolgesindeki kiiciik molekiillerin davranisini karakterize etmemize ve
ayrica temel biyokimyasal siiregleri aydinlatmamiza olanak tanir (McConkey et al.,
2002). Esasen molekiiler yanagtirmanm amaci, hesaplama yontemlerini kullanarak
ligant-reseptor karmasik yapisinin bir tahminini vermektir. Yanasma, birbiriyle
iligkili iki adim yoluyla gerceklestirilebilir: ilk olarak, proteinin aktif bdlgesindeki
ligandin bigimleri Orneklenir; daha sonra bu konformasyonlar bir puanlama
fonksiyonu  araciligiyla  swralanir.  Konsensiis  puanlamasi,  yerlestirme
konformasyonunu degerlendirmek i¢in birka¢ farkli puani birlestiren yeni bir

stratejidir. Bir dizi farkli puanlama semasi altinda iyi puan aldiginda, bir ligant veya
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potansiyel bir baglayici noktast kabul edilebilir. Konsensilis puanlamasi, sanal
taramada genellikle zenginlestirmeleri (yani, yiiksek puan alan ligandlar arasindaki

giicli baglayici yiizdesini) biliylik Olciide verir ve bagli konformasyonlarin ve

baglant1 noktalariin tahminini saglar (Meng et al., 2011).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyaller

Calisma Dr. Ogr. Uyesi Tugrul Doruk'un doktora sonrasi ¢alismalarinda elde
ettigi P. aeruginosa'ya patojen 0zellik saglayan piyoverdin isimli molekiiliin
tretimini engelledigi tespit edilmis, piperidinkarboksiamid (N,N-diethyl-1-[(4-
methoxy-1-naphthyl)methyl]-3-piperidinecarboxamide) tirevi bir inhibitor ile
yapildi. Liyofilize inhibitér molekiiliin kullanilabilir formu DMSO ile 25 mM stok

soliisyon olarak hazirlanir.
2.1.1. Bakteri suslan

Calisma sirasinda kullanilan PAOI P. aeruginosa susu, Ondokuz Mayis
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Molekiler Biyoloji ve Genetik Bolumu kiltiir
koleksiyonundan elde edildi. P. aeruginosa suslari, Luria Bertani (LB) besiyerinde
-80°'de %7 v/v DMSO igerisinde saklandi.

2.1.2. Kullanilan Cihazlar

1. Dijital hassas terazi: Besi yeri ve kat1 kimyasallar1 tartmak i¢in kullanildi.

2. Manyetik kanstirici: Besi yerleri ve kimyasallarin homojen hale
getirilmesinde kullanildi.

3. Spektrofotometre: Elde edilen hiicre proteinlerinin BSA analizi ile protein
miktarmin belirlenmesinde kullanildi.

4. Inkiibator: Besi yerlerine ekilen bakterilerin inkiibasyonunda kullanildu.

5. Vorteks: Sivi bakterikiiltiirlerinin ve kimyasallarin Kkaristirilmasinda
kullanildi.

6. pH metre: HCl ve KOH kullanilarak kimyasallarin pH degerlerinin
ayarlanmasinda kullanildi.

7. Derin dondurucu: Bakterilerin -80°C'de uzun siireli saklanmasinda
kullanildi. Calisilan hiicre lizatlarinin ve bazi1 kimyasallarin saklanmasi i¢in
kullanildi.

8. Buzdolabi: Kimyasallar ve kat1 besi yerlerinin +4°C'de saklanmasi i¢in
kullanildi.

9. Otoklav: Besi yeri hazirlama ve tiim sterilizasyon islemleri sirasinda

kullanildi.
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10. Otomatik pipetler: Besi yerleri, kimyasallar, bakteri kiiltiirleri, ¢alisma
ornekleri ve enzim gibi deney materyallerinin aktariminda kullanildi.

11. Class Il steril kabin: Calisilan bakteri kiiltiirlerinin ve kimyasallarin
kontamine olmasini engellemek i¢in kullanildi.

12. Ceker ocak: Kimyasallarin ve jellerin hazirlanmasinda kullanildi.

13. Saf su cihazi: Besi yeri ve kimyasallarin hazirlanmasinda kullanildi.

14. Biorad  protein  elektroforez  sistemi:  SDS-PAGE  jellerinin
yiriitiilmesinde kullanildi.

15. ChemiDoc gorinttleme sistemi: Jellerin goriintiilenmesinde kullanildi.

16. Santrifj: Hiicre lizat1 elde edilmesinde kullanildi.

17. Kuru blok: Enzimler igin dogru sicaklik ortami olusturmada kullanildi.

2.1.3. Besiyerleri ve Kimyasallar

LuriaBertani (LB) Sii& Agar

* YeastExract S5qr

* NaCl 10 gr
* Tripton 10 gr
» Agar-Agar 15gr

Toz halindeki LB besi yerinden 25 gr ve izerine Agar-Agardan 15 gr tartildi,
bir miktar distile su ile ¢ozdiiriilerek hacim 1000 ml'ye tamamlandi. Ardindan
otoklavda 121°C'de 40 dakika steril edildi. Otoklavdan ¢ikan besi yeri 45°C'ye kadar
sogutulduktan sonra petri kutularma 20-25 ml olacak sekilde dagitildi. Petri kutular

icerisinde donan besi yerleri kullanima kadar +4°C buzdolabinda saklandi.

CAA Medium Tartilan degerler bir miktar distile suda
*5¢r Casaminoasit  ¢ozdiiriilerek hacim 1000 ml' ye tamamlandi,
- 680 mg KoHPO, ardindan otoklavda 121°C' de 40 dakika steril

edildi. Hazirlanan besi yeri kullanima kadar
« 120 mg MgSO4

oda sicakliginda saklandi.
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Fosfat Tamponlu Salin (PBS) pH:7,4

* NaCl 137 mM 5M 219 puL

« KCI 2,7 mM 1M 216pL
* NazHPO4 10 mM IM 80 puL

« KH2PO4 2 mM IM 16 L

« dH20 7,6 mL

Proteaz Inhibitor Kokteyli (20X)
* 1 Kati tablet 2,5 mL dH2O ile ¢ézlndar.
* 10 puL siv1 inhibitor kokteyli 40 uL dH2O ile karistirilir.

Liziz Tamponu (1 mL)

* 50 uL 20X Proteaz Inhibitdr Kokteyli

* 50 puL 1M NaF

« 100 pL 100 mM B-gliserolfosfat

+ 100 pL 50 mM NasP207

« 10 pL 200 mM NasVOq

* 690 pL B-Per ayirac1 (ThermoScientific)

TNC Tamponu (10X) (1 mL) pH: 8

« 500 pL 1M Tris-HCI
- 100 pL 5M NaCl
- 100 pL 1M CcaCl,
- 300 pL dH.0

BCA Protein Konsantrasyon Ol¢iim Araclari (ThermoScientific)
* BSA Reaktif A, 500 mL
» BSA Reaktif B, 25 mL

« Alblimin Standart Ampuller, 2mg/mL, 10x1 mL
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Pronaz (Roche)

* dH20 ile 10 mg/ml stok soliisyon hazirlanir ve -20°C'de saklanir.
Termolizin (Sigma)

* 1X TNC tamponu ile 10 mg/ml stok soliisyon hazirlanir ve -20°C'de saklanir.
Proteinaz K

* dH20 ile 10 mg/ml stok soliisyon hazirlanir ve -20°C'de saklanir.

SDS PAGE
1 mm Resolving (Ayirma) Jeli 1 mm Stacking (Yogunlasma) Jeli
1610 pl dH20 510 pl dH20
1900 pl %30 Akrilamid 600 pl %30 Akrilamid
1180 pl 1,5 M Tris(pH: 8,8) 375 pl 0,5 M Tris(pH:6,8)
24 ul %20 SDS 7,5 ul %20 SDS
24 ul %10 APS 7,5 ul %10 APS
2,4 pl TEMED 1,5 pl TEMED
1,5 mm Resolving (Ayirma) Jeli 1,5 mm Stacking (Yogunlasma) Jeli
2720 pl dH20 680 pl dH20
3200 pl %30 Akrilamid 800 pl %30 Akrilamid
2000 pl 1,5 M Tris(pH: 8,8) 500 pl 0,5 M Tris(pH: 6,8)
40 pl %20 SDS 10 pl %20 SDS
40 pl %10 APS 10 pl %10 APS
4 ul TEMED 2 ul TEMED

SDS PAGE Yirutme Tamponu (5X) pH: 8,3

«72Qr Glisin
«151gr Tris
«10gr SDS

Once bir miktar, distile su ile pH &lgiimii yapild1 ve hacim 1L tamamland.

26



SDS PAGE Destaining Sollisyonu

* % 45 Metanol
* % 40 dH20
* % 15 Glasiyal Asetik Asit

SDS PAGE Boyama Solusyonu

«1lgr Commasie Blue R-250

* 500ml Metanol

+ 100 ml Glasiyal Asetik Asit

« 400 ml dH20

%10 APS

* 10 mg Amonyum Per Silfat

«1ml dH>0

SDS Loading Dye (4X) (5X)

o2 ml 1 M Tris(pH: 6,8) 2,5 ml 1 M Tris(pH:6,8)
«4ml Gliserol 5ml Gliserol

«0,4ml B-Merkaptoetanol 0,5 ml -Merkaptoetanol
*1ml 0,5 MEDTA (pH:8) 1,25 ml 0,5 M EDTA (pH: 8)
*8mg Bromofenol Blue 10 mg Bromofenol Blue
«0,8qr SDS 1or SDS

Tris-HCI, Lizozim, MgCI2 Soltisyonu
«10 mM Tris-HCI pH: 8,4

« 200 mM MgCl.

« 0,5 mg/ml Lizozim

Tripsin Cozeltisi

* 13 pg/ml Tripsin *10 mM

* %10 Asetonitril
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Giimiis Boyama Stok Soliisyonlar
* %50 Aseton

* %50 TCA

* %20 AgNOs3

* %10 NaS203.5H,

28



2.2. YOntemler

2.2.1. Piperidinkarboksiamid Tiirevi Inhibitériin Molekiiler Hedefinin

Belirlenmesi

Molekuler hedef belirleme tayini Pai ve ark. DARTS yontemi ile tespit
edilmistir (Pai et al. 2015). Bu yontem piperidinkarboksiamid inhibitori ile
etkilesime giren hedef molekiillerin, proteazlarin neden oldugu lizizden korunmasi
prensibine dayanmaktadir. Bu yontem sayesinde inhibitor molekiil; herhangi bir
molekiiler degisime gerek duyulmadan, dogal hali ile kullanilabilmektedir. Ydntem
Ozetle hiicre lizatinin hazirlanip inhibitdr molekiil ile farkli stireler boyunca bir araya
getirilmesi ve ardindan inhibitor molekiil iceren ve inhibitér molekiil igcermeyen
hiicre lizatlar1 iizerine proteaz uygulamasi yapilmasi prensibine dayanir. Proteaz
uygulamasi yapilan lizatlar SDS-PAGE’te yiiriitiilerek karsilastirilir. SDS-PAGE’te
proteazdan korunmus protein bantlar tespit edilerek MS analizi ile inhibitoriin hedefi

veya hedefleri tanimlanmaya c¢aligilir.
2.2.1.1. Hiicre Protein Lizatinin Hazirlanmasi

Calismalarimizda kullandigimiz P. aeruginosa bakteri susu kullanima hazir
hale getirmek i¢in LB sivi besi yerine ekildi ve ¢ogalmasi i¢in 37°C'de bir gece
inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan ependorflara gecelik Kkiiltiirden 1'er ml
konuldu. 13.000 rpm, +4°C'de 3 dakika santriftlj edilen kdlttrler 500 pl soguk PBS
ile yikandi. Ardindan tekrar 13.000 rpm, +4°C'de 3 dakika santriflij edildi ve elde
edilen siipernatant pipet yardimiyla c¢ekilerek atildi. Ependorflarda bulunan her bir
pellet Gzerine 500 ul Liziz tamponu eklendi ve pelletler ¢ozuldi. Hucrelerin lizizinin
saglanmas1 amaciyla 20 dakika buz igerisinde bekletildi. Lizizin ardindan 14.000
rpm, +4°C'de 10 dakika santriflij islemi gerceklestirildi ve elde edilen iist faz
slipernatant yeni tiiplere alindi (Yaklasik 500 pl). Her bir tiipe 1/10 oraninda
(vaklasik 50 ul) 10X TNC tamponu eklendi ve ¢aligmalara kadar -20°C'de bekletildi
(Pai et al. 2015).

Calismalar sirasinda farkli hiicre lizatlar1 hazirland1 ve ¢ikan protein miktari
degerleri karsilagtirildi. Piyoverdin indiikleyici CAA besi yerinde bir gece inkiibe
edilen PAOI kiiltiiriinden 1 ml alinarak 13.000 rpm +4°C'de 3 dakika c¢oktiirtildi, 1
ml CAA medium ile olusan pellet ¢ozildi. Coziilen pellete tekrar ayni iglemler

gerceklestirildi ve tekrar 1 ml CAA medium ile olusan pellet ¢oziildii. Elde edilen 1
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ml'lik ¢6zelti 50 ml CAA besi yeri icerisine konuldu, 5 saat 37°C'de inkibe edildi. 5
saatin ardindan S'er ml kiiltiir falkonlara almarak 13.000 rpm +4°C'de 3 dakika
santriflij edildi. Elde edilen slipernatant uzaklastirildi ve olusan pellet 2,5 ml PBS ile
¢oziildii. Ardindan 13.000 rpm +4°C'de 3 dakika santrifiij islemi tekrarlandu.
Stipernatant tekrar uzaklastirildi, pellet 2,5 ml Liziz tamponu ile ¢oziildi. 20 dakika
buzda inkiibasyonun ardindan 14.000 rpm +4°C'de 10 dakikalik bir santrifiij islemi
gerceklestirildi. Santriflij sonrasi olusan tist faz yeni tiipe alind1 ve 1/10 oraninda 10X

TNC eklendi.

Hazirlanan bir diger protein hiicre lizati ile ise periplazmik proteinler elde
edildi. LB broth besi yerine ekilmis ve ¢ogalmasi i¢cin 37°C'de bir gece inkiibe
edilmis PAOI kiiltiirtinden 40 ml'si falkona alinarak 4500 g'de 15 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirildi, pellet 1 ml Tris-HCI, lizozim,
MgCl, soliisyonu ile ¢6ziildii. Ardindan 30 dakika hafif ¢alkalamali olarak oda
sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan 11.000 g +4°C'de 15 dakika
santrifiij islemi gerceklestirildi. Santrifiij sonucu olusan siipernatant ile periplazmik

proteinler elde edildi.
2.2.1.2. Protein Miktar Tayini

P. aeruginosa hiicre lizatlarmin bisinkoninik asit, BSA yOntemi ile protein
miktarlar1 belirlendi. Thermo BSA protein 6l¢tim kiti kullanildi. Kullanilan bu kit
prosediirii Biiiretin tepkimesiyle baslar. Cu*?, alkali ¢Ozeltide bulunan proteinler

tarafindan Cu*"

e indirgenir ve BCA, indirgenmis Cu ile birleserek mor bir reaksiyon
karisimi olusturur. Olusan bu karistmm 562 nm'de Olgiilerek protein miktari

belirlenir.

Oncelikle seyreltilmis sigir serum albiimin (BSA) stok standartlar1 Tablo 2.1'e
gore hazirland1 (Tablo 2.1). Tablo 2.1 BSA kiti protokoliine uygun sekilde
hazirlanmistir. Ardindan BSA ¢alisma reaktifi hazirlandi. BSA calisma reaktifi 50:1
oraninda A ve B reaktiflerinden olugmaktadir. Gerekli toplam c¢alisma reaktifi
hacmini belirlemek i¢in su formiil kullanildi; (BSA standart sayis1 + numune sayisi)
x (kag¢ tekrar yapilacagil) x (numune basmna kullanilacak caligma reaktifi hacmi) =
gerek duyulan toplam c¢aligma reaktifi hacmi. Gerekli caligma reaktifi hacmi
belirlendi ve 50:1 oraninda hazirlandi ve kullanilacak tiim mikroplaka kuyularma

200 pl ¢alisma reaktifi koyuldu.

30



BSA standartlarindan 10 pl ve 25 ul olacak sekilde iki sira, calisma reaktifi
iizerine eklendi, mikroplakanin diger bir sirasina {icerli tekrarlar seklinde 10 pl ve 25
ul hiicre protein lizatlar1 koyuldu ve her bir kuyucuk 30 saniye boyunca pipetajlandi.
Daha sonra mikroplakanin iizeri kapatilarak 37°C'de 30 dakika inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyonun ardindan mikroplaka oda sicakliginda sogutuldu, 562 nm

absorbansta 6l¢iimii yapildi.

Tablo 2.1.BSA standart tablosu

BSA Seyreltici Hacmi BSA ve Kaynak Son BSA
Standart (L) Hacmi (uL) Konsantrasyonu
(Hg/mL)
A 0 Stoktan 300 2000
125 Stoktan 375 1500
C 325 Stoktan 325 1000
D 175 B'den 175 750
E 325 C'den 325 500
F 325 E'den 325 250
G 325 F'den 325 125
H 400 G'den 100 25
I 400 0 0

2.2.1.3. Hiicre Lizat1 ile Inhibitér Molekiiliin Karistirllmasi

Inhibitér molekiilin DMSO ile cesitli konsantrasyonlarda (ImM, 5mM,
10mM, 25mM) stok soliisyonlar1 hazirlandi. Calisma yapilacak hiicre oziitleri 99
pl'lik hacimlere ayrildi. Hiicre Oziitleri tizerine ¢esitli konsantrasyonlarda hazirlanmig
inhibitér molekiilden 1 pl eklendi. Ayn1 zamanda farkli tiiplerde bulunan 99 pl
hacimli hiicre 6ziitii lizerine 1 ul DMSO eklenerek karsilastrma yapilacak kontrol

grubu olusturuldu. Karigimlar; hafif calkalamali oda sicakliinda 1 saat inkiibe

edildi.
2.2.1.4. Karnisima Proteaz Uygulamasi

Inkiibasyonun ardindan karisimlar 20 pl'lik hacimlere ayrildi. Ornekler iizerine
2 ul ¢esitli oranlarda hazirlanmig proteaz (Termolizin, Pronaz veya Proteinaz K)
soliisyonundan eklendi. Termolizin eklenen 6rnekler 37/60°C'de, Pronaz eklenen
ornekler 37°C'de ve Proteinaz K eklenen drnekler 55/60°C'de; 1 dk, 2 dk, 3 dk, 5 dk,
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10 dk, 15 dk, 30 dk, 45 dk, 60 dk, 90 dk ve 120 dk'lar boyunca inkiibe edildi. Stresi
dolan her bir karigima 2 ul 20X proteaz inhibitor kokteyli eklenerek reaksiyon
durduruldu. Ornekler tizerine 6 pl 5X SDS yiikleme tamponu eklendi ve 70-90°C'de
10 dakika 1sitildi. Yapilan proteaz uygulamalari tablo 2.2, 2.3 ve 2.4'te gOsterilmistir
(Tablo 2.2, 2.3 ve 2.4).

Tablo 2.2. Farkli SDS PAGE jellerde Termolizin enzimi ile yapilan proteaz uygulamalari

Termolizin Inhibitor
Konsantrasyonu Konsantrasyonu Stcakitie () stire (dk)
10 mg/ml 10 mM 37/60 2,5,10, 15
10 mg/ml 5 mM 37/60 2,5
10 mg/ml 1 mM 37/60 2,5
5 mg/mi 10 mM 60 5, 10, 15
5 mg/mi 1mM 37/60 15, 30, 60, 90
2.5 mg/mi 10 mM 37/60 15, 30
2.5 mg/mi 1mM 37/60 15, 30, 45, 60
1 mg/ml 25 mM 37/60 1,23 4,5
1 mg/ml 10 mM 37 30, 60, 90, 120
1 mg/ml 10 mM 60 15, 30, 45, 60
1 mg/ml 10 mM 37/60 2,5, 10, 15
1 mg/ml 5 mM 37/60 2,5,10
1 mg/ml 1mM 37/60 15, 30, 45, 60
0,25 mg/ml 10 mM 60 2,5
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Tablo 2.3. Farkli SDS PAGE jellerde Pronaz enzimi ile yapilan proteaz uygulamalar1

Pronaz Inhibitor Sicaklik (°C) Siire (dk)
Konsantrasyonu Konsantrasyonu

75 pg/ml 10 mM 37 5,10, 15

10 pg/ml 10 mM 37 2,5,10, 15

10 pg/ml 1mM 37 2,5

1 pg/ml 25 mM 60 1,2

1 pg/ml 10 mM 37 30, 45, 60

Tablo 2.4. Farkli SDS PAGE jellerde Proteinaz K enzimi ile yapilan proteaz uygulamalari

ProteinazK Inhibitor
Sicaklik (°C) Sure (dKk)
Konsantrasyonu Konsantrasyonu

10 pg/ml 10 mM 60 2, 5,10, 15

10 pg/ml 1mM 60 2,5

5 pg/ml 10 mM 55 2,5,10,15

1 pg/mi 10 mM 55 2,5,10,15
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2.2.1.5. Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforezinde

Korunmus Bant Analizi

Proteaz uygulamasindan korunmus proteinlerin saptanmasi i¢in SDS-PAGE jel
sistemi kullanilmigtir. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel -elektroforezi
uygulamasinda ayirma ve yogunlasma jeli olmak {izere, yogunluklar1 farkl iki ayr1
ortam birlikte kullanilmaktadir, bu jellerin hazirlanmasi sirasinda uygun boyut ve
sekillerde cam plakalar bulunmaktadir. Bu sistemde ayirma jelinin konsantrasyonu
calismalarimizda kullanildigimiz O6rneklerin molekiiler agirhigmma gore degisiklik
gosterirken, yogunlasma jelinin konsantrasyonu genellikle sabittir. Hazirlanan bu
jellerden aymrma jeli ¢aligmalarimizdaki Ornegin asil analiz edildigi, saptandigi
yapidir ve enzim c¢alismalarinda genellikle %10-12 yogunlukta kullanilir.
Yogunlagma jeli, ayirma jelinin tizerinde yer alir ve ¢calisma 6rneklerinin yiiklenmesi
icin kuyucuklarin oldugu kisimdir. SDS-PAGE sisteminde jel icerisinde denature
edici ajan olarak SDS bulunur.

Belirtilen miktarlar ile ayirma ve yogunlasma jelleri hazirlanip, 6rnek sayisina
uygun tarak yerlestirildikten sonra, jellerin oda sicakliginda polimerize olmasi
saglandi. Polimerize olmus jelden tarak, olusan 6rnek yiikleme kuyucuklarmna zarar
vermeden ¢ikarild1 ve 6rnek yilikleme tamponu ile karistirilmis protein ornekleri 15-

25 ul arasinda kuyucuklara dolduruldu.

SDS jelin ilk kuyucuklarma kontrol grubu olmalar1 amaciyla konulan hiicre
lizati+DMSO ve hiicre lizati+inhibitor karisimlarina, proteazlar yerine 2 pl 1X TNC
solisyonu konuldu. Bdylece proteaz inhibitori konulmadan direkt olarak SDS
yikleme tamponu ile muamele edilmis oldu. Ardindan 100-120 W, 100-140 dakika
boyunca jel yuratuldd. Ydratulen jel 1 gece boyunca SDS boyama soliisyonu
icerisinde bekletildi. 1 gecenin sonunda destaining solisyon ile jeldeki fazla boya

giderildi ve jel goriintileme sistemi (Biorad Chemidoc) ile gorunttlendi (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Ornek jel goriintiisii. 1. kuyu: Hiicre lizati+DMSO, 2. kuyu: Hiicre lizati+ Inhibitér madde,
3. kuyu: 2.dk Hiicre lizati+Enzim+ DMSO, 4. kuyu: 2. dk Hiicre lizati+Enzim+inhibitor
madde, 5. kuyu: 5. dk Hicre lizatt + Enzim + DMSO, 6. kuyu: 5. dk Hicre
lizati+Enzim+inhibitér madde, 7. kuyu: 10. dk Hiicre lizati+Enzim+DMSO, 8. kuyu: 10. dk
Hiicre lizati+Enzim+inhibitér madde, 9. kuyu: 15. dk Hiicre lizati+Enzim+DMSO, 10.
kuyu: 15. dk Hiicre lizati+Enzim+inhibitér madde

Goruntiilenen jellerden daha hassas sonug¢ alabilmek amaciyla, yapilan
calismalardaki bazi jellere glimiis boyama protokolii uygulandi. Fiksasyon
asamasinda jel 60 ml aseton stok, 1,5 ml TCA ve 25 pl %37 CH20 karigimi
icerisinde 5 dakika bekletildi. Ardindan 3 tekrarli olarak S'er saniye dH2O ile jel
durulandi, yine distile su icerisinde jel 5 dakika boyunca yikandi 3 tekrarli S'er
saniyelik durulama islemi tekrarlandi. Ardindan jel 60 ml aseton icerisinde 5 dakika
boyunca bekletildi. Daha sonra 100 ml Na.S203.5H20 ve 60 ml dH20 icerisinde 1
dakika bekletildi ve 3 tekrarli olarak 5'er saniye dH.O ile durulama islemi
gergeklestirildi. Jel 0,8 ml AgNO3 stok, 0,6 ml %37 CH20 ve 60 ml dH-O igerisinde
8 dakika bekletilmesinin ardindan 2 tekrarli olacak sekilde S'er saniye dH20 ile
durulandi. Bant goriintiisii elde edilene dek jel 1,2 gr Na2COs, 25 pul CH20, 25
Na2S203.5H20 stok ve 60 ml dH20O igerisinde bekletildi. Ardindan 0,6 ml %1
glasiyal asetik asit ve 59,4 ml dH20 ile jel 30 saniye ve yalniz dH20 ile 10 saniye
durulanarak Sekil 2.2'deki goriintiisii alind1 (Sekil 2.2).

35



Sekil 2.2, Glimiis boyama goriintiisii

2.2.1.6. Korunmus Bandin Jelden Kesilmesi

Jel  goriintlisiinden  proteoliziz  yapilmayan ve  yapilan  Ornekler
karsilastirildiginda proteolizizden korunmus protein bantlar1 belirlendi. Istenilen bu
bant steril bir sekilde SDS PAGE jelindenShevchenko ve ark.'larinin yontemi ile
ayrildi. Ayrilan bant kii¢iik parcalar halinde kesilerek temiz bir ependorf icerisine
konuldu. Jel pargalar1 {izerine 100 pul amonyum bikarbonat (200 mM/asetonitril
(1/1,v/v)) karistmi eklenerek 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Cozelti
dokildikten sonra jel Gzerine 500 pl aseton ilave edildi. Karisim, jel parcalari
beyazlaymcaya ve biiziisiinceye kadar oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon
stiresince her 10 dakikada bir karisim vorteks edildi. Jel pargalarmin beyazlamasinin
ardindan aseton ortamdan uzaklastirildi ve 500 pl tripsin ¢Ozeltisi ilave edildi
ardindan 30 dakika buz igerisinde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda
tripsin ¢ozeltisi tamamen absorbe edildi ise bir miktar tripsin ¢ozeltisi daha eklendi
(yeterli diizeyde ise ekleme yapilmaksizin) ve 90 dakika ayni kosullar altinda
bekletildi. Daha sonra jel pargalar: iizerini kaplayacak miktarda 100 mM amonyum
bikarbonat ¢dzeltisi eklendi ve gece boyunca 37°C'de inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan jel parcalar1 oda sicakliginda sogutuldu ve protein hidroliz iirlinlerinin
ekstraksiyonuna gegildi. Hidrolizat Gzerine 100 pl ekstraksiyon tamponu (%5 formik
asit/asetonitril, 1/1, v/v) ilave edilerek 15 dakika, 37 °C'de inkiibe edildi. Ardindan
13.000 g'de 15 dakika santrifiij islemi gercgeklestirildi. Santrifiijiin ardindan

stpernatant kabin igerisinde temiz ependorf tiiplerine alind1 ve 6rnekler evaporatdrde
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1 gece boyunca liyofilize edildi (acetonitril ayarinda). Liyofilize 6rnekler iizerine %
0,1'lik (v/v) triflora asetik asit ¢ozeltisi eklendi, karisim vortekslendi ve ultrasonik su
banyosunda 5 dakika boyunca inkiibe edildi. Karisgim 10.000 rpm 15 dakika
santrifiijlendikten sonra siipernatant alinarak evaporatorde 1 gece boyunca liyofilize
edildi (TFA ayarmnda). Liyofilize edilen ornekler toz halinde oda sicakliginda

sakland1 ve analize gonderildi.
2.2.2. LC-MS/MS ile Proteomik Analizin Gerg¢eklestirilmesi

MS analizi i¢in hazirlanan &rnekler Hacettepe Universitesi Ileri Teknolojiler
Uygulama ve Arastrma Merkezine gonderildi ve analiz verileri elde edildi.
Proteomik analizler Sekil 2.3'te gosterilen nLC (nano Liquid Chromatography)
sistemine  (BrukerNanoElute) bagli ESI-QTOF-MS (Electrospraylonization-
Quuadrupole Time-of-Flight-Massspectrometer) sisteminde (BrukerMaxis Il ETD
QTOF MassSpectrometer, Resolution: 80.000) gergeklestirildi (Sekil 2.3). Yuksek
diizeyde kiitle dogrulugunu saptanmasi amaciyla sistemin analiz Oncesinde c¢ok
noktali kalibrasyonu saglandi. Gonderilen numuneler ilk olarak nLC sisteminde
bulunan sirimga yardimiyla cihaza bagl olan 100 um i¢ ¢aph, 2 cm uzunlugundaki
zenginlestirme kolonuna (AcclaimPepMap RSLC, Thermo) yiklendi. Daha sonra
¢Oziicii proglamlamasi ile bu kolondan ayrilan peptitler, 75 um i¢ ¢apl, 50 cm
uzunluga sahip ve C18 parcaciklari iceren analitik kolona (AcclaimPepMap RSLC,
Thermo) gonderildi ve peptit parcalarinin birbirlerinden ayrilmasi saglandi. nLC
cihazindan ayrilarak gelen peptit parcalar1 QTOF kiitle spekrometresinde bulunan
nano-ESI (Bruker captive spray) iyon kaynagina gonderildi ve iyonlasmalari
saglandi. Her numune LC-MS/MS analizinde yaklasik 1 mg peptit karigimma 20
dakikalik ayirma islemi uygulandi. Peptitler zenginlestirme kolonuna tampon A
(%0.1, v/v formik asit) ile yuklendikten sonra 15 dakikalik dogrusal %10-%50
gradient ile tampon B (%0.1 v/v formik asit, %60 v/v asetonitril) kullanilarak analitik
kolondan ayrildi. Ayrilma islemi sonunda tampon B miktar1 %98 yapilarak 450
ml/dk akis hizinda 5 dakika yikama gerceklestirildi ve analiz tamamlandi. Tim

ayirma iglemleri sirasinda kolon sicakligi 60°C tutuldu.
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Sekil 2.3. ESI-QTOF-MS sistemi

Kitle spektrometrik veriler Top5 data-dependent MS/MS yontemiyle elde
edildi. Bu calismada Tripsin ile pargalanan peptit pargalarmin hem normal MS
taramasi ile molekiiler iyonlar1 hem de QTOF igerisinde yer alan CID (Collision
Induced Dissociation) hiicresinde bu molekiillerin  kontrollii  bir sekilde
parcalanmasiyla (auto MS/MS) tandem kiitle spektrometrik verileri elde edildi. Elde
edilen bu veriler islendikten sonra Mascot (MatrixSciencelnc., A.B.D) arama motoru

ile elde edilen proteinlerin tarama islemleri gerceklestirildi.
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3. BULGULAR

3.1. Hiicre Protein Lizati BSA Sonuglar

P. aeruginosa hiicre lizatlarindan elde edilen protein miktar1 konsantrasyonu
standart grafik ile karsilastirilarak belirlenmistir. Yapilan ¢ift tekrarli BSA analizinde

0,8 mg/ml protein miktar1 tespit edilmis ve ¢aligmalarda bu oran kullanilmistir.

1.4000

y =0.0537x + 0.1197
R?=0.9984

1.0000 /
0.8000 /
0.6000

0.4000

0.2000 ?
0.0000 T T T T T 1

0 5 10 15 20 25

1.2000

Sekil 3.1. BCA Standart Egrisi
3.2. inhibitér Molekiiliin Etkisinin Kanitlanmasi

Yapilan testler sonucunda piperidinkarboksiamid turevi molekulin P.
aeruginosa hiicrelerinin biiyiimesi lizerine bir etkisinin olmadig: tespit edilmistir
(Sekil 3.2). Aym1 molekiiliin dlsiik konsantrasyonlarda (IC50= 2uM) piyoverdin
salgilanmasmi agik¢a engelledigi yapilan doz-cevap grafigi (Sekil 3.3) ve

goruntuleme yontemi ile gosterilmistir (Sekil 3.4).

Biiyiime egrisi

—+—Kontrol

logy, cfurml

—+—Molekiil

Sekil 3.2. 25 pM inhibitdr molekil varliginda yapilan biiyiime egrisi grafigi
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Sekil 3.3. Piyoverdin iiretiminin inhibitdr madde dozuna bagli degisim grafigi

Sekil 3.4. Piyoverdin indikli besiyerinde inhibitér madde eklenmemis (B2-4) ve 10 uM inhibitér
madde eklenmis PAOI (C2-4) kiiltlri floresan gorintisi

3.3. inhibitor Molekiiliin Molekiiler Hedefinin Belirlenmesi

Piyoverdin indiikli besiyerinde inhibitéor madde etkinligini kanitlamak
amaciyla yapilan calismalarda, 10 UM derisimde inhibitér madde eklenmis 3 tekrarli
g6zlemde inhibitor maddenin, PAOI susunda floresan Ozelligi inhibe ettigi
goriilmiistiir. Hazirlanan hiicre lizatlar1 BSA analizlerinde, genellikle 0,8 mg/ml
protein iceren, protein hiicre lizatlar1 ile ¢alisilmistir. Periplazmik hiicre lizatlar1 ve
piyoverdinindiiklii hiicre lizatlar1 ile yapilan caligmalarda istenilen korunmus bant

verisine ulasilamamistir.
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Pai ve ark. yontemi ile; hiicre lizat1 ve 10 mM inhibitor molekiil karigiminda,
0,25 mg/ml Termolizin enzimi uygulamasinimn 2.dk'sinda Sekil 3.5'te belirtildigi gibi,

proteaz enziminden korunmus bir bant gézlemlenmistir (Sekil 3.5).

Hicre  Termolizin Termolizin Pronaz Pronaz  Proteinaz K Proteinaz K
lizaty 2dk 2.dk 2.dk 2.dk 2.dk 2.dk

‘»ﬁ

nni

.'.“Li

Inbibitor Inhibitor Inhibitor
DAMSO DMS DMSO
madde madde i

Sekil 3.5. Termolizin enzimi muamelesinin 2.dakikasinda kontrol grubundan ayr1 olarak gézlemlenen
korunmus protein band1

Kontrol grubunda olmayan bu bant SDS-PAGE'den gerekli protokollere
uyularak almmis ve LC-MS analizine tabi tutulmustur. LC-MS analizinde bu
korunmus bant ile kontrol grubu jeli iizerindeki proteinler karsilastirilmis ve 8 adet
birbirinden farkl proteazdan korunmus protein bulunmustur. Bulunan bu proteinlerin
inhibitor madde ile etkilesime girdigi ve boOylece proteazdan korundugu

diistiniilmektedir.

3.4. LC-MS/MS ile Proteomik Analiz Sonuglar:

Proteomik analizler nLC (nano Liquid Chromatography) sistemi (Bruker
NanoElute) bagh ESI-QTOF-MS (Electrospray lonization — Quadrupole Time-of-
Flight — mass spectrometer) sisteminde (Bruker Maxis Il ETD QTOF Mass
Spectrometer, Resolution: 80 000) gerceklestirilmistir.

Yiiksek diizeyde kiitle dogrulugu saglamak icin sistem, analizler 6ncesinde ¢ok
noktali kalibrasyon teknigiyle kalibre edilmistir. Bu ¢aligma esnasinda Tripsin ile
parcalama sonrasi elde edilen peptit pargalarmin hem normal MS taramasiyla
molekiiler iyonlar1 (precursor ions) belirlenmis ayn1 zamanda QTOF igerisinde yer
alan CID (Collision Induced Dissociation) hicresinde bu molekiller kontrolli bir
sekilde parcalanarak (auto MS/MS) tandem kutle spektrometrik proteomik verileri

elde edilmistir.
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Kiitle spektrometrik (MS) analizler sonucu elde edilen veriler igslendikten sonra
Mascot (Matrix Science Inc., A.B.D) arama motoru yardimiyla protein tanimlama
islemleri gerceklestirilmistir. Elde edilen MASCOT sonuglarina ait 6rnekler Sekil
3.6'da belirtilmistir (Sekil 3.6).

MLY% MASCOT Search Results

Protein View: ATOB_PSEAE

Acetyl-CoA i (strain ATCC 15692 / DSM 22644 / CIP
104116 / JCM 14847 / LMG 12228 / 1C / PRS 101 / PAO1) OX=208964 GN=atoB PE=3 SV=1

Database: SwissProt
Score: 131
Menoisotopic mass (My): 40608
Calculated pI: 6.03

PAO1L
Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of ATOB PSEAE against nr.

Search parameters

MS data file: 281474976710737.m3f
Enzyme: Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P.
Fixed modifications:  Carbamidomethyl (€)

Variable modifications: ©xi

MY MASCOT Search Results

Protein View: BAMB_PSEAE

Outer protein y factor BamB aeruginosa (strain ATCC 15692 /
DSM 22644 / CIP 104116 / JCM 14847 / LMG 12228 / 1C / PRS 101 / PAO1) OX=208964
GN=bamB PE=1 SV=1

Database: SwissProt
Score: 105
Monoisotopic mass (M,): 40429
Calculated pl: 5.33

PAOL
Sequence similerity is available a5 an NCBI BLAST search of BAMB_PSEAE against nr.
Search parameters

MS data file: 281474976710737.mge

Enzyme: Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P.
Fixed modifications:  Carbamidomethyl (C)
Variable modifications: Oxidation (M),

Sekil 3.6. Ornek olarak segilmis MASCOT protein arama motoru sonuglari

Family Member Database Accession Score  Mass Num. of matches Num. of significant matches Num. of sequences Num. of significant sequences emPAI Description

1 1 SwissProtUCC PSEA 467 41830 8 3 5 5 05 Succinate--CoA ligase [ADP-fo

2 1 SwissProtORD_PSEA 272 48330 20 16 3 2 015 (: ATCC 15692/ DSM 226
3 1 SwissProtHHC PSEA 159 43589 17 un 4 3 id

4 1 40608 27 1 5 3

2

Sekil 3.7. Inhibitor madde iceren &rnekteki korunmus banttan elde edilen proteinlerin LC-MS/MS
sonucu. Sart renk ile igaretlenmis proteinler inhibitdrsiiz orneklerde de gozlemlenirken
mavi renk ile isaretlenmis proteinler yalnizca inhibitér varliginda gézlemlenmistir

Inhibitér varliginda proteaz uygulamasmdan korundugu diisiiniilen Sekil 3.7'de
belirtilen toplam 13 protein varlig1 tespit edilmistir. Bu proteinlerden 6 tanesi kontrol
grubunda yer alan inhibitdrsiz 6rneklerin LC-MS analizinde de yer alirken, diger 7

proteinin yalnizca inhibitor varliginda hazirlanan 6rneklerde bulundugu goriilmistiir.
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Tablo 3.1. LC-MS sonucu korunmus bantta elde edilen farkl proteinler ve LC-MS skorlari

Skor Protein

119 Aspartat aminotransferaz

105 Dis zar protein birlesme faktériiBamB

99 Kitin baglayici protein

81 Aspartat semialdehit dehidrojenaz

74 Glutamin asparajinaz

52 5-metilfenazin-1-karboksilat-1-monooksijenaz
50 O-suiksinilhomoserinsulfhidrilaz

LC-MS skoru 50 ve lizerinin anlamli oldugu 7 sonug elde edilmis ve Tablo
3.1'de verilmistir (Tablo 3.1). QTOF analizi sonucu en yiiksek skora sahip
proteininin "Aspartat aminotransferaz" enzimi oldugu goriilmektedir. Analiz
sonucunda inhibitor molekiilin hedefinin literatiir taramalarinda piyoverdin
iretiminde gorev aldig1 belirlenen Aspartat aminotransferaz proteini olabilecegi

sonucuna varilmistir.

43



4. TARTISMA

Calismada kullanilan DARTS yontemi literatirde c¢ogunlukla &karyot
organizmalarda uygulanan bir yontem olarak bilinmektedir. Bu g¢aligmada ise bu
yontem, prokaryotlara uyarlanmis ve ayni zamanda inhibitér maddenin dogal hali ile
kullanilmas1 saglanmistir. Bu yonteme alternatif olarak kimyasal maddeye etiket
(biotin vb ajanlar) eklenmesi ile kromotografik yontemler veya aktivite tabanli
yontemler kullanilabilir (Ha et al, 2021; Ziegler et al, 2013).

LC-MS analiz sonuclar1 incelendiginde inhibitor molekiiliin birden fazla
virilans mekanizmada gorev alan proteinler ile etkilesime girdigi gézlemlenmistir.
Sonuglar incelenirken 50 ve ilizeri deger veren proteinlerin anlamli sonug¢ verdigi
bilinmektedir ve ayrica viriilansa etkili oldugu diisiiniilen proteinlerin ytliksek skor
verdigi gortilmiistir. LC-MS sonucu elde edilen proteinlerden aspartat
aminotransferaz; virtlansta etkisi oldugu diisiiniilen bir enzimdir. PvdH tarafindan
uretilen L-2,4-diaminobutirat ile aminotransferaz birlikte ¢alisarak Piyoverdin
sentezinde 6nemli bir rol almaktadir (Vandenendeet al, 2004). Yiksek SGOT (Serum
levels of aspartate aminotransferase) seviyelerinin ortaya ¢ikmasi da hiicre zarmin

cok hizli bir sekilde hasar gérmesine neden olmaktadir (Pavlovskiset al., 1946).

Gram-negatif bakteriler i¢ zar ve dig zar olmak tizere ¢ift lipid tabakasi ile
cevrilidir. Bu zarlarin yapisinda énemli farkliliklar bulunmaktadir. I¢ zar simetrik bir
fosfolipid tabakasindan olusur ve agirlikli olarak a-sarmal proteinleri barindirirken,

dis zar asimetriktir ve esas olarak B-bariyer proteinleri icerir.

D1s zar proteini ailesi, temel fizyolojik islevleri yerine getirir, ayn1 zamanda
viriilans ve ¢oklu ila¢ direnci ile iliskili proteinleri de icerir. Bu nedenle hiicresel
canliligin korunmasinda temel bir rol oynar (Knowleset al., 2009). Dolayisiyla dis
zar protein birlesme faktorii BamB, bakterinin dis zarinin sekillenmesinde gorev
alirken ayn1 zamanda viriilansta etkili olabilecek proteinler arasinda yer almaktadir.
BamB'nin genomdan silinmesinin bazi patojenik bakterileri zayiflattigi gorilmis ve
mikroorganizmanin bazi antibiyotiklere karsi hassas hale geldigibildirilmistir (Klein
et al, 2019). BamB'nin, DNA kirilmasi, DNA onarimi ve homolog rekombinasyon ile
baglantili oldugu bazi ¢alismalarca bildirilmistir. BamB'nin diger proteinlerle
homolojiye dayali olarak yedi veya sekizli B-bariyer yapilarina sahip oldugu tahmin

edilmektedir (Knowles et al, 2009).

44



Kitin yapis1 boceklerin dis iskeletlerinde, kabuklularin kabuklarinda, bir¢ok
mantar ve alg hiicre duvarlarinda ve nematodlarda yapisal bir bilesen olarak bulunur.
Ayn1 zamanda P. aeruginosa'da da bulunan kitin baglayici proteinler CbpD, hiicre
dis1 ortama tip II salgilama yoluyla salgilanmaktadir. Kitin baglayici proteinler
(CbpD'ler), her yerde bulunan biyolojik polimer kitinin bozunmasida temel bir rol
oynar ve bozunma iirlinleri, deniz ve toprakta yasayan bakteriler i¢in 6nemli bir besin
kaynagi olarak hizmet eder (Frederiksenet al., 2013). Son caligmalar, bakteriyel
CbpD'lerin, kitini enzimatik olarak parcalayabildigini ortaya ¢ikarmistir. Bu nedenle,
bu proteinler i¢in daha agiklayici bir terim olan litik polisakkarit monooksijenaz ismi
onerilmistir (Aachmannet al., 2012). CbpD'nin, kitin iceren substratlara baglanmaya
aracilik ederek veya Okaryotik hiicrelerde N-asetilglukozamin kalintilar1 igeren N-
glikosillenmis hiicre duvar1 reseptorleri ile etkilesime girerek P. aeruginosa
patojenitesinde bir rol oynadig1 6ne siirtilmistiir. P. aeruginosa'nin bir kitinaz kadar
CbpD iiretme yetenegi tanimlanmis ve yapilan son ¢alismalarda CbpD'nin kistik
fibrozlu akcigerlerde bakteriyel kolonizasyonda dnemli roller oynadig1 gdsterilmistir.
(Folderset al., 2000; Folderset al., 2001; Manoset al., 2008). CbpD proteininden
yoksun suslarin ise viriilans 6zellikleri azalmig ve piyoverdin iiretiminden sorumlu
genlerin ekspresyon seviyelerinde azalmalar meydana gelmistir (Askarian ve ark.,
2021).

Asd geni; diaminopimelik asit, lizin, metionin ve treonin igin biyosentetik
yolaklarda anahtar bir enzim olan aspartat semialdehit dehidrojenazi kodlamaktadir
(Hoanget al., 1997). Aspartat semialdehit dehidrojenaz (ASADH, EC 1.2.1.11)
bakteri, mantar ve yiiksek bitkilerde bulunan temel bir enzimdir. Bakteri hiicre
duvarlarinin bir bilesenidir ve lizin iiretmek i¢cin dekarboksilatlanir (Hadfieldet al.,
2001). Bu temel Urinlerin biyosentezinin inhibisyonu, yeni antibiyotik, mantar
oldiiriicii veya herbisidal bilesiklerin gelistirilmesi i¢in olas1 bir strateji olacaktir.
Ayn1 zamanda aspartat semialdehit dehidrojenazin piyoverdin sentezinde 6nemli
rollere sahip oldugu bildirilmistir. Bunun nedeni, aspartat semialdehit dehidrojenazin
bakteri hiicre duvarlarinin c¢apraz baglanmasi icin ¢ok Onemli bir bilesen olan
diaminopimelik asit (DAP) iiretiminde oynadigi roldiir. Ayrica DAP, piyoverdin
sentezinde 6nemli gorevlere sahip bir proteindir (Vandenende, 2004). Dolayisiyla
aspartat semialdehit dehidrojenaz mikroorganizma viriilansinda biiyiik 6neme sahip

bir proteindir denilebilir.
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Pseudomonas glutamin asparaginaz enzimi (PGA); amidohidrolazlar ailesinden
bir protein olup glutamin ve asparajinin D ve L izomerlerinin hidrolizini katalize
eder (Ortlundet al., 2000). Biiyiime ortaminda glutamik asidin varligi, optimal enzim
uretimi igin gereklidir ve glikoz, glutaminaz-asparaginaz tretimini engellemektedir
(Lubkowskiet al., 1994). Literaturde bu proteinin piyoverdin dretimi ile ilgisi
bulunamamistir. S-metilfenazin-1-karboksilat-1-monooksijenaz ise virtlansta rol
oynayan mavi pigmentli bir fenazin tiirevi olan piyosiyaninin biyosentezinde yer alir.
5-metilfenazin-1-karboksilatin (5-metil-PCA) mavi pigmentli piyosiyanine oksidatif
dekarboksilasyonunu katalize eder. Ayrica fenazin-1-karboksilat (PCA) Uzerine de
etki ederek onu 1-hidroksifenazine (1-HP) doniistiirmektedir (Parsons et al., 2007).
5-metilfenazin-1-karboksilat-1-monooksijenaz proteininin piyoverdin tretimi tizerine
etkisi bulunamamistir ancak 5-metilfenazin-1-karboksilat-1-monooksijenaz proteini
yoksunlugunda viriilans 06zelliklerde azalmalar meydana geldigi bildirilmistir
(Mavrodiet al., 2001).

P. aeruginosa'da metiyonin biyosentezinde O-suksinilhomoserin sulfhidrilaz
enziminin  gerekli oldugu bildirilmistir. Ayrica P. aeruginosa, dogrudan
stlfhidrilasyon igin substrat olarak O-siiksinilhomoserin kullanan, simdiye kadar tarif
edilen tek organizmadir. Fe™? eklendikten sonra O-siiksinilhomoserin siilthidrilazin
etkinliginin %115 arttig1 bildirilmistir (Zhu et al., 2021). Yapilan ¢alismalarda ise O-
stiksinilhomoserin silfhidrilaz enziminin P. aeruginosa yapisina katildigi ancak
piyoverdin Uretimi veya mikroorganizma viriilans1 Uzerine ilgisi olup olmadig:

bulunamamaistir (Foglinoet al., 1995).
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5. SONUC

Bu tez caligmasinda, bir¢ok antibiyotige kars1 diren¢ gelistirmis ve bu nedenle
hastane kaynakli enfeksiyonlarin birgogundan sorumlu olan P. aeruginosa'nin;
patojen 6zelligini saglayan piyoverdin isimli molekiiliin tiretimini engelledigi tespit
edilmis piperidinkarboksiamid (N,N-diethyl-1-[(4-methoxy-1-naphthyl)methyl]-3-
piperidinecarboxamide) turevi bir inhibitér molekilin, mikroorganizma tzerindeki
molekiiler hedefleri belirlenmistir. Inhibitér molekil varhginda uygulanan proteaz
uygulamasinda, proteazlardan korundugu diisiiniilen toplam 13 protein bulunmustur.
Bu proteinlerden 6 tanesi, inhibitor molekil igermeyen kontrol grubu 6rneklerinin
LC-MS analizinde de yer alirken, diger 7 protein yalnizca inhibitér molekil
varliginda goriilmiistiir. Bu proteinler; Aspartat aminotransferaz, Dis zar protein
birlesme faktorii BamB, Kitin baglayici protein, Aspartat semialdehit dehidrojenaz,
Glutamin  asparajinaz, 5-metilfenazin-1-karboksilat-1-monooksijenaz  ve O-
stiksinilhomoserin sulfhidrilaz proteinleridir. Sonuglardan 50 ve uzeri LC-MS degeri
veren proteinlerin anlamli sonug¢ verdigi bilinmektedir. Boylece 50 ve iizeri deger
veren bu proteinlerin anlamli sonuglar verdigi, yani inhibitér molekiiliin hedefledigi
proteinler olabilecegi diisiiniilmektedir. Inhibitér madde ile etkilesime girerek
proteazdan korunan bu proteinlerin P. aeruginosa viriilansi {izerine etkili oldugu
goriilmektedir. Inhibitor maddenin asil molekiiler hedefinin ise QTOF skoru en
yilksek c¢ikan ve piyoverdin iiretimi iizerine dogrudan etkisi oldugu belirtilen

Aspartat aminotransferaz proteini olabilecegi diisiiniilmektedir.

Daha once hakkinda ¢alisma yapilmamis bu kimyasal maddenin molekiiler
hedeflerinin belirlenmesi, P. aeruginosa viriilansi iizerine etkilerinin kanitlanmasi bu
caligmanin zgiinliigiinii ortaya koymaktadir. Ulkemizde yapilan birgok ¢alismada
biyolojik aktif maddelerin molekiiler hedef veya hedeflerinin neler olduguna yonelik
veriler olmasina ragmen, kesfedilen kimyasal maddelerin molekiiler hedeflerinin ne
oldugu, hangi proteinlerle etkilestigi veya hangi mekanizmalara etki ettigi bilgisi
smirli kalmaktadir. Bu bakimdan bu calismanin yeni ila¢ adaylarinin kesfi ve
molekiiler hedeflerinin belirlenmesi ¢caligmalarina katkis1 olacaktir. Bu ¢aligma ayrica
bircok bakterinin antibiyotik direncinin 0nline gecebilmek i¢in diisiiniilen
stratejilerden antiviriilans terapi iizerine yapilacak bilimsel caligmalara katki

saglayacaktir.
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