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OZET

KLINIK Pseudomonas aeruginosa iZOLATLARINDA B-LAKTAMAZ DIRENC
GENLERININ TARANMASI VE YENI BiR METALLO-B-LAKTAMAZIN (VIM-38)
KARAKTERIZASYONU

Azer OZAD DUZGUN

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Ana Bilim Dah
Doktora Tezi
Damsmani: Do¢. Dr. Cemal SANDALLI

Bu doktora tezinde, 104 P. aeruginosa susu caligilmigtir. Antibiyogram sonucuna gore
izolatlardan 24 tanesinin g¢oklu ilag-direngli oldugu belirlendi. Tiim izolatlarda beta-laktam
direng genlerinin varligit PZR yontemiyle degerlendirildi ve 104 6rnekten birinin GES digerinin
ise VIM pozitif oldugu tespit edildi. DNA dizi analizine gére, GES’in %100 GES-5’¢, VIM tipi
MBL’in ise bir aminoasit farkla (Ala265Val) %99 VIM-5’e¢ benzedigi belirlendi. Bu yeni
varyant VIM-38 olarak adlandirildi ve niikleotid sirasi1 GenBank’a giris yapilarak kayit
numarasi alind1 (Kayit No: KC469971). blayiu.zs PET-28a ekspresyon vektoriine klonlanarak
Ni-afinite ve jel filtrasyon kromotografisi ile saflastirildi. Kiitle spektrometresi kullanilarak
VIM-5 ve VIM-38’in kiitleleri belirlendi ve proteinlerin bir veya iki ¢inko iyonu igerdikleri
dogrulandi. Aynmi deneysel kosullar altinda VIM-1, VIM-2 ve VIM-5 enzimleri ile
karsilagtirmali olarak VIM-38 enziminin detayli kinetik ve biyokimyasal karakterizasyonu
yapildi. Genel olarak, VIM varyantlar1 test edilen pB-laktam substratlara karsi katalitik
etkinliklerinde c¢ok az farkliliklar goriildi. Sefalothin ve nitrosefin tim VIM varyantlart
tarafindan esit hidroliz edildi. Sefoksitin i¢in VIM-2, VIM-5 ve VIM-38 ile VIM-1
karsilagtirlldigi zaman VIM-1 ¢ok diisiik K./K,, degerine sahiptir ve aralarinda yaklasik 6 kat
fark vardir. VIM-38 VIM-5 enzimi ile karsilastirildigi zaman seftazidim igin yaklasik 10 kat
diisiik Ke/Kr degerine sahip oldugu belirlendi. VIM varyantlar iizerine triptofan tiirevleri ile
yapilan inhibisyon arastirmasinda 6zellikle VIM-5 ve VIM-38 enzimlerinin en diisik %KA
sahip oldugu gorildii. Test edilen inhibitorler tarafindan VIM-1 hi¢ inhibe olmazken VIM-2’nin
zayif bir sekilde inhibe edildi. Enzimlerin ¢ok yakin CD spektrasina ve sekonder yapiya sahip
olduklar1 belirlendi. VIM-5 ve VIM-38 enzimleri VIM-1 ve VIM-2 ile karsilatirildiklar1 zaman
cok daha kararli olduklar1 tespit edildi.

2015, 138 sayfa

Anahtar Kelimeler: Kinetik, Metallo-beta-laktamaz, MIK, VIM.



ABSTRACT

SCREENING OF B-LACTAMASE RESISTANCE GENES CLINICAL ISOLATES OF
Pseudomonas aeruginosa AND CHARACTERIZATION OF A NEW METALLO-g-
LACTAMASE (VIM-38)

Azer OZAD DUZGUN

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Ph.D. Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Cemal SANDALLI

In this dissertation, 104 P. aeruginosa clinical isolates were investigated. According to
antibiotic resistance profile, 24 isolates were considered as a multidrug resistant. The presence
of beta-lactam resistance gene in all strains evaluated using the PCR method and one of the 104
samples was determined that while the GES other VIM positive. According to DNA sequence
analysis revealed that GES is the closest 100% to GES-5, VIM type MBL's is exhibiting one
amino acid substitution (Ala265Val) in comparison to the closest 99%, VIM-5. This novel
blaVIM variant, named VIM-38 and the nucleotide sequences of the new VIM allel was
submitted to the GenBank database and can be found under accession number KC469971.
blayim.ss cloned into the expression vector pET-28a, protein is purified by Ni-affinity and gel
filtration chromatography. Mass spectrometric analysis validated the identities of VIM-5, VIM-
38 and confirmed the binding of two or one metal ions for each of the proteins. Under the same
experimental conditions, VIM-38 enzyme were performed with detailed kinetic and biochemical
characterization of as compared to VIM-1, VIM-2 and VIM-5. Overall, the VIM variants tested
showed minimal differences in their catalytic efficiencies towards the tested p-lactam substrates.
Cephalothin and nitrocefin were equally hydrolysed by all the tested VIM variants. For
cefoxitin VIM-2, VIM-5 and VIM-38 compared to VIM-1 had the lowest k../K, values; >6 fold
higher. VIM-38 had a ~10 times lower k./K, value for ceftazidime compared to VIM-5. The
tryptophan derivatives were shown to have the lowest RA% particularly for VIM-5 and VIM-
38. VIM-1 was not inhibited by any of the tested compounds while VIM-2 was only weakly
inhibited. The enzymes had very similar CD spectra and secondary structures. VIM-38 and

VIM-5 were the most stable variants compared to VIM-1 and to VIM-2.

2015, 138 pages
Keywords: Kinetic, Metallo-beta-lactamase, MIC, VIM.
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1. GENEL BILGILER
1.1. GIRIS

Antibiyotik terimi, bazi mikroorganizmalar tarafindan {iretilen ve diger
mikroorganizmalarin iiremesini inhibe eden maddeler olarak Selman Waksman
tarafindan 1942 yilinda tanimlanmigtir (Waksman ve Flynn, 1973). Ancak giiniimiizde
antibiyotik terimi, bakteri ile infekte olmus Okaryotik kaynaga zarar vermeden spesifik
interaksiyonlar ile mikroplarin biiyiimesini inhibeden/6ldiiren dogal veya sentetik
kaynaklardan elde edilen maddeler veya antimikrobiyal ajan olarak kullanilmaktadir
(Davies ve Davies, 2010; Walsh, 2000). Hedef olarak bakterileri oldiiren veya
bliyiimeyi inhibe etmelerine gore antibiyotikler Tablo 1°de gosterilen 5 ana gruba

ayrilmaktadirlar (Ternover, 2006).

Tablo 1. Hedef bolgelerine gore antimikrobiyallerin siniflandirilmasi (Ternover, 2006)

Hedef bolge Hedef Antibiyotik

Hiicre duvari Penisilin baglama Penisilinler, Sefalosporinler,

sentezinin proteinleri, D-alanyl-D- Karbapenemler, Monobaktamlar,

inhibisyonu alanin, Muropeptit Daptomisin, Glikopeptidler
taginmasi

Protein sentezi 30S ve 50S ribozom alt Tetrasiklinler, Kloromfenikol,

inhibisyonu tiniteleri Makrolidler, Aminoglikozidler,

Linkosamidler,
Oksxazolidinonlar,
Streptograminler

Niikleik asit DNA giraz, DNA yapisimin  Kinolonlar, Nitroimidazoller,
sentezi engelleme  tamami, RNA polimeraz Rifampisin

Bakteri Fosfolipit yapisi Polimiksinler

membraninin

bozulmasi

Folik asit Dihidrofolat rediiktaz, Sulfonamidler, Trimethoprim
yolunun Dihidropteroat sentetaz

inhibisyonu

1.2. Antibiyotik Direnci ve Diren¢ Mekanizmalari

Antibiyotik direnci mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi gosterdikleri direng,
hayatta kalma ¢abasidir ve bu durumda duyarl bakteriler elimine olurlar (Walsh, 2000).

Antibiyotiklerin etkisi antibiyotik konsantrasyonu ve amacina gore bakterisidal veya



bakteriyostatik olabilir. Duyarli bakteriler diren¢ mekanizmas: olmayan sub-
populasyona aittirler. Boyle duyarli bakteriler antibiyotik diren¢ genlerini veya
mutasyonlar1 kazanarak direng gelistirebilirler ve bundan dolay:1 antibiyotik basincinda
canli kalirlar ve direngli olurlar. Klinikte ise bakteri antibiyotik tedavisine cevap verirse
duyarli cevap vermez ise direngli olarak katagorize edilmektedir. Bu yiizden klinikte,
bakteriler duyarli, orta duyarli ve direngli olarak smiflandirilirlar (EUCAST, 2000).
Bakterilerde diren¢ mekanizmasi ya dogal olarak ya da sonradan kazanilmis olarak
bulunmaktadir. Dogal direng, bakteri populasyonlari genomunda dogal olarak direng
genlerinin var olma durumudur (Davies ve Davies, 2010). Ornegin, Gram negatif
bakteriler gegirgen olmayan dis zarlarindan dolay: glikopeptitlere ve makrolidlere karsi
dogal direng gosterirler (Allen vd., 2010). Diger bir 6rnek, Mycoplasma’lar hiicre
duvarina sahip olmadiklarindan dolay1 B-laktam gibi hiicre duvari sentezini inhibe eden
antibiyotiklere kars1 dogal direng gosteriler (Allen vd., 2010). Kazanilmis direng
mekanizmasi ise transformasyon, konjugasyon ve transdiiksiyon gibi horizontal gen
transfer mekanizmalar1 veya mutasyonlar ile bakteriler tarafindan kazanilmis
mekanizmalardir (Sykes, 2010). Ornegin, pek cok P-laktamaz genleri plazmitler,
transposonlar ve insersiyon sirast ortak bolgesi (ISCR) gibi mobil genetik elementler
yoluyla bakteriler tarafindan kazanilmistir (Toleman vd., 2006). Plazmitler bakteri
icerisinde bagimsiz olarak replike olabilir ve ayrica bakteri hiicreleri ve tiirler arasinda

taginabilirler ve boylece diren¢ genlerinin yayilmasina neden olurlar (Walsh, 2000).

Genel olarak bakteriler li¢ farkli diren¢ mekanizmasi ile biyokimyasal direng
gosterirler (Sekil 1); a) hiicre iginde gegirgenligin azalmasi ve aktif efflux mekanizmasi,
b) yapisal olarak antibiyotik hedefinin degismesi, c) hedefe ulagsmadan once
antibiyotiklerin inaktivasyonu veya enzimatik modifikasyonu. Bakteriler antibiyotiklere
kars1 diren¢ olusturmak i¢in bu mekanizmalar1 birlikte bulundurabilirler (Fisher vd.,
2005; Stein, 2005).
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Sekil 1. Bakteriyal diren¢ mekanizmasinin sematik gosterimi (Levy ve Marshall, 2004).

1.2.1. Gegirgenligin Azalmasi ve Aktif Disa Atim

Gram negatif bakterilerin dis membrani protein kanallari igerir. Antibiyotik
girigini engellemek icin bakteriler dis membran (Gram negatif bakterilerde) ve hiicre
duvar1 (Gram pozitif) tarafindan ¢ogunlukla antibiyotik girigini azaltirlar. Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumannii gibi Gram negatif
bakteriler porin kaybi veya porinlerin degismesi ile -laktam gibi antibiyotiklere direng
gosterirler (Hancock, 2005). Ornegin, dis mebran delesyon kombinasyonlari ile iiretilen
plazmit-aracili AmpC B-laktamazin varligiyla K. pneumoniae imipeneme karsi direng
gosterir (Cao vd., 2000).

Bakteriler antibiyotiklerin  hedefini yapisal olarak afiniteyi azaltarak
degistirebilirler. Ornegin, penisilin baglayan proteinlerin (PBPs) modifikasyonu. En iyi
bilinen 6rnek ise mecA geni tarafindan PBP (PBP2a veya PBP2) degisikligi kazanmis
metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA)’dir (de Lencastre vd., 2007). Ayrica
A. baumannii ve P. aeruginosa gibi Gram negatif bakterilerde degismis PBP’lerin B-

laktamlara kars1 direncle iligkili oldugu ileri siiriilmektedir (Zamorano vd., 2010).



Antibiyotiklerin ¢ogu hidrolitik duyarliligt olan ester ve amid baglart ile
karakterize edilmektedirler ki bunlarin hedefi baz1 bakteri enzimleridir ve bu enzimleri
inaktif duruma getirmektir (Wright, 2005). Aminoglikozidleri modifiye eden enzimler
tarafindan aminoglikozid antibiyotiklerin modifiyesi Gram negatif bakterilerde ana

diren¢ mekanizmasidir (Ramirez ve Tolmasky, 2010).

1.3. p-laktam Antibiyotikler

Ik antibiyotik Staphylococci’i 6ldiiren Penicillium notatum kiiltiiriinden 1928
yilinda Alexander Fleming tarafindan elde edilmistir. Bu aktif maddeye Penisilin adi
verilmistir (Fleming, 1929). Howard Florey ve Ernst Chain ikinci diinya savasi boyunca
bakterilerle enfekte olmus ¢ok sayida insani tedavi etmek icin penisilini ilk kez
kullanmislardir (Chain vd., 1940). Fleming, Florey ve Chain 1945 yilinda penisilin kesfi
ve uygulanmastyla Tip ve Fizyoloji dalinda Nobel o6diilii almislardir. 1949 da X-ray
klistalografisi ile penisilinin yapist ¢oziilmiis ve anahtar fonksiyonel ozellik olarak
penisilinin B-laktam halkasi tanimlanmistir (Hodgkin, 1949). Penisilinin kesfinden beri
B-laktam antibiyotikler en 6nemli antibiyotik grubu olmustur ve Gram negatif ve Gram
pozitif bakteri enfeksiyonlarinda kullanilmaktadirlar (Siu, 2002). B-laktamlar
penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler ve monobaktamlar olmak {izere 4 ana gruba

ayrilirlar (Sekil 2).
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Sekil 2. B-laktamlarin ¢ekirdek yapisi (Saradhi, 2012).

B-laktamlar ya dogal ya da yari-sentetik molekiillerdir. Ug karbon ve bir nitrojen
atomu igeren dort-iyeli laktam halkas1 temel niikleusu ile karakterize edilmektedirler.
Dahasi P-laktam halkas1 bir bi-siklik halkasi igerisinde biyolojik aktiviteyi, B-laktam
kararliligimi ve toksisiteyi gelistirmek icin 5 veya 6 iiyeli halka ile kaynastirmaktadir. -
laktam halkas1 penisilinler i¢in bes-iiyeli thiazolidine halkasi ile sefalosporinler i¢in alti-

tiyeli dihidrothiazine halkasi ile kaynasmaktadir (Demain ve Elander, 1999).

1.3.1. Penisilinler

Penisilinler genel olarak Gram-pozitif bakterilere kars yiiksek aktivite gosterirler
ve konakta ¢ok diisiik toksik etkiye sahiptirler. Genel olarak, penisilinlerin temel yapisi
B-laktam halkasina eklenmis bir thiazolidine ve C6 pozisyonunda bir yan zinciri igerir
(Hodgkin, 1949). Yan zincirler penisilinlerin farkli gruplarmni temsil eder; penisilin G
(grup 1), penisilin M (grup 2), penisilin A (grup 3), 6-a-yer degistirmis penisilinler
(grup 4), a-karboksi-ve o-sulfopenisilinler (grup 5), amidinpenisilinler (grup 6) ve
oksiminopenisilinler (grup 7) (Bryskier, 2005).



1.3.2. Sefalosporinler

[lk sefalosporin 1945 yilinda fungal Cephalosporium acremonium’un kiiltiiriinden
elde edilmistir (Saradhi, 2012). Kimyasal olarak modifiye edilmis sefalosporin-C olan
sefhalotin parental kullanim i¢in ilk sefalosporindir (Bryskier, 2005). Sefalosporin
cekirdek yapisi pozisyon bir de siilfiir atomu ile alti-elemanli dihidrothiazin halkasina
birlesmis P-laktam halkas1 icerir (Bryskier, 2005; Saradhi, 2012). Sefalosporinler
antibiyotik aktivitelerine gore ve tarihsel gelisimlerine gore dort ana smifa ayrilirlar.
Her bir yeni smif eski simifa gore Gram-negatifler lizerinde daha fazla aktiviteye
sahiptirler. 1. siif sefalosporinler (sefazolin, sefaloridin ve sefhalotin) Gram-pozitif
bakteriler iizerinde daha fazla etkiye sahiptirler. 2. sinif sefalosporinler (sefoksitin,
sefuroksim ve seftriakson) Gram-negatif bakteriler tizerinde ki etkileri artmustir. 3. sinif
sefalosporinler (seftazidim, sefotaksim ve sefiksim) Gram-negatiflere karsi ¢ok daha iyi
aktivite gosterirler ve Gram-pozitifler tizerindeki etkileri daha azdir. 4. simf
sefalosporinler (sefepim, sefpirom ve sefozopran) hem Gram-negatif hem de Gram-
pozitif bakteriler tizerinde ¢ok yiiksek aktivite gosterirler. Dahas1 4. siif sefalosporinler

B-laktamazlara gore ¢ok daha kararhidirlar (Bryskier, 2005).

1.3.3. Karbapenemler

Ik karbapenem olan thienamycin Streptomyces cattleya’ dan elde edilmistir ve
pH>8 de kararli olmadigi igin klinik kullanim i¢in uygun gorilmemistir
(Albersschonberg vd., 1978). Karbapenemler thienamycin gibi dogal veya imipenem
gibi sentetik orjinli olarak ayrilabilirler. Imipenem klinik olarak kullanilabilen ilk
karbapenemdir (Kesado vd., 1980). Karbapenemler, B-laktamlarin en giiglii sinifidir ve
Gram-pozitif, Gram-negatif ve anaerobik bakteriler lizerinde yiiksek aktivite gosterirler
(Zhanel vd., 2007).

1.3.4. Monobaktamlar

Aztreonam klinikte kullanilan tek monobaktamdir. Enterobacteriaceae’ye ve P.
aeruginosa’a kars1 yiiksek aktivite gosterir (Sykes vd., 1981). p-laktamlarin
antibakteriyel spekturumlari Tablo 2 de gosterilmistir.



Tablo 2. B-laktam simiflar1 ve antibakteriyel spektrumlar1 (Todar, 2012).

Aktivite spekturumu

B-laktam Kimyasal Sinif ~ Ornekler Gram-pozitif Gram-negatif
Penisilinler Penisilinler Penisilin-G + -
Penisilin-M
Yari-sentetik Amoksilin, + -
B-laktamlar Ampisilin
Sefalosporinl 1. simif Sefhalotin, Sefazolir + +
2. smif Sefoksitin, + +
Sefuroksim
3. smif Seftazidim, + +
Sefotaksim
4, simf Sefepim, Sefpirome + +
Penemler Karbapenemler ~ Imipenem, + +
Meropenem
Monobaktam Monobaktamlar ~ Aztreonam + +

+: 1yi aktivite, + azalmis aktivite

1.4. B-Laktamazlar

B-laktamlarin etkinligi, inhibe etme kabiliyetlerine ve hedeflerine girebilme
ozelliklerine baghdir. Bakterilerin PB-laktamlara karsi direng olusturmalarinin temel
mekanizmasi hidrolitik enzimler {iretmeleridir. Bu hidrolitik enzimler, pB-laktamazlar
olarak adlandirilirlar ve B-laktam halkasindaki amid baglarini kirarak B-laktamlari
inhibe ederler (Essack, 2001; Siu, 2002). Gram-pozitif bakterilerde B-laktamazlar, ya
ekstraseliiler yiizeye atilirlar ya da sitoplazmik membrana giderler. Gram negatiflerde
ise periplazmik yiizeye yerlesmislerdir (Fisher vd., 2005). B-laktamazlar yapisal olarak
penisilin baglayan proteinlerle (PBP) ile iliskilidirler. ilk pB-laktamazlar daha
penisilinlerin klinik kullanimi olmadan 6nce 1940 (Abraham, 1940) yilinda Escherichia
coli de rapor edilmistir. Daha sonra f-laktamazlar Gram-pozitif, Gram-negatif ve
Mycobacteria’da rapor edilmistir (Livermore, 1995; Majiduddin vd., 2002). Simdiye
kadar 1000’ den fazla PB-laktamaz rapor edilmistir (Davies ve Davies, 2010). Bu
enzimler ya kromozomal olarak kodlanirlar ya da genler, transpozonlar ve plazmitler
gibi mobil genetik elementler {izerinde bulunmaktadirlar. Sonug olarak, bakteriler -

laktamlara diren¢ gosterme ve B-laktamaz genlerini elde etme kabiliyetindedirler.



1.5. p-Laktamazlarin Mekanizmasi

Temel olarak P-laktamazlar bakterilerin hiicre duvar1 biyosentezi {izerinde
bakterisidal aktivite gdosterirler. 1960’larda, bakteri hiicre duvarmin yapist ve
biyosentezinin mekanizmasi tanimlanmistir. Hiicre duvar1 bakteriler i¢in koruyucu bir
bariyerdir, osmotik basinca karsi diren¢ gosterir ve hiicre boliinmesine katilir
(Nanninga, 1998 ). Bakteri hiicre duvari, hiicre duvarin sekil ve biitiinliiglinden sorumlu
peptit zincirleri ve sekerler ile i¢ ice baglanmis linear glikanlardan olusan peptidoglikan
birlesenlerinden meydana gelir. Glikan zincirleri N-asetilmuramik asitten olusmuslardir
ve N-asetilglukozamin B-1-4 glikosidik baglar1 tarafindan sekerlere baglanmiglardir
(van Heijenoort, 2001).

Hiicre duvari biyosentezi transpeptidaz enzimleri ve PBP tarafindan yapilmaktadir.
Genel olarak B-laktam PBP’leri inhibe ederek ve baglanarak hiicre duvari biyosentezini

hedeflerler (Tipper ve Strominger, 1965).

1.6. p-laktamazlarin Simiflandirilmasi

-laktamazlar fonksiyonel, biyokimyasal ve amino asit siralarinin benzerliklerine
gore ¢ok fazla farklilik gosterirler. Ambler molekiiler siniflandirmasinda amino asit
siralarina gore, B-laktamazlar sinif A, B, C ve D olmak {izere dort farkli sinifa ayrilirlar
(Tablo 3) (Ambler, 1980). Ambler molekiiler siniflandirmasina gore, yapisal olarak f-
laktamazlar serin (Sinif A, C ve D) ve metallo- B-laktamazlar (sinif B) olarak iki siiper
familyaya ayrilabilirler. Serin B-laktamazlar ve metallo- B-laktamazlarin ikisi de f-
laktamlar1 hidroliz etse de katalitik mekanizmalar1 farklidir. Serin p-laktamazlar, aktif
bolgelerinde serin igerirken metallo-B-laktamazlar katalitik aktivite de onemli olan Zn*?
iyonu igerirler. Bush and Jacoby B-laktamaz smiflandirilmasi substrat/inhibitor iizerine

yapilmistir (Bush vd., 1995; Bush ve Jacoby, 2010) (Tablo 3).



Tablo 3. Fonksiyonel, molekiiler smiflandirma ve PB-laktamazlarin 6zelligi (Bush vd.,
1995; Bush ve Fisher, 2011)

Bush- Molekiiler | Tercih edilen substrat Inhibisyon Enzimler
Jacoby grup simf
CA | EDTA
1 C Penisilinler, Sefamisinler, - - MIR-1, CMY-2, FOX-1,
Sefalosporinler, Aztreonam P99
le C Penisilinler, Sefamisinler, - - GC1, MY-37
Sefalosporinler, Aztreonam,
G-S
2a A Penisilinler + - PC1
2b A Penisilinler, + - TEM-1, TEM-2, SHV-1,
ilk Sefalosporinler TLE-1
2be A Penisilinler, Sefalosporinler | + - TEM-10, TEM-26,
Monobaktamlar, G-S SHV-2’den-SHV-6’ya,
CTX-M-15, CTX-M-44,
PER-1, SFO-1, VEB-1,
GSBL’ler
2br A Penisilinler, + - TEM-30,TME-76,
ilk Sefalosporinler EM-103, SHV-10,
SHV-26
2ber A Penisilinler, Sefalosporinler | + - TEM-50,TEM-68,
Monobaktamlar, G-S TEM-89
2C A Karbenicilinler + - PSE-1, CARB-3
2d D Cloxasilin veya Oxasilin + - OXA-1, OXA-10,
PSE-2
2de D Penisilinler, Sefalosporinler, | + - OXA-11, OXA-15
G-S
2df D Karbapenemler, Cloxasilin + OXA-23, OXA48
2e A Sefalosporinler + - CepA
2f A Penisilinler, Sefamisinler, + - IMI-1, KPC-2, KPC-3,
Karbapenemler NMC-A, SME-1, GES-2
Sefalosporinler
3a B Penisilinler, Sefamisinler, - + IMP, VIM, NDM,
Sefalosporinler, Bcll, CcrA, L1,
Karbapenemler AIM-1, FEZ-1
3b B Karbapenemler - + CphA, Sfh-1
CA: klavulanik asit; EDTA: Ethylenediaminetetraacetic asit; G-S: Genislemis-

Spektrum; +:pozitif; -:negatif; +: kismen inhibe ediliyor.

1.7. Metallo-g-Laktamazlar (MBL’ler)

Metallo-B-laktamazlar, metallo-hidrolaz siiper familyasina aittirler. ilk MBL

enzimi, 1966 da Bacilluc cereus (Bcll) de tanimlanmistir ve EDTA ile inhibe olmasi ve

sefolasporinaz aktivitesine sahip olmasi gibi ilging 6zellikler gostermistir (Abraham,

1940). ilk baslarda MBL’ler gevresel ve firsatg1 Gram-negatif bakterilerde bulunmustur.

Ancak, yaklasik 20 yil kadar sonra MBL’ler klinik olarak onemli pek ¢ok patojen

bakterilerde goriilmiistiir. MBL genleri bazi ¢evresel inhabitant bakterilerde siklikla
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bulunmaktadir. Simdiye kadar yapilan calismalar MBL genlerinin ya horizontal gen
transferi tarafindan kazanilmis (kazanilmig MBL’ler) olarak ya da kromozomlar
tizerinde dogal olarak bulundugunu géstermistir (Cornaglia vd., 2011).

MBL’ler son 50 yilda B-laktamlara kars1 direncin en onemli faktorii olmustur. Dahasi,
MBL’ler monobaktam olan aztreonam hari¢ tiim -laktam siif antibiyotikleri hidroliz
edebilirler ve genis-spekturum aktivite gosterirler (Walsh, 2010). MBL’ler aktif
bolgelerinde B-laktamlar1 hidroliz etmek i¢in polarize olmus su molekiilii ve korunmus
amino asitler ile koordine olmus bir veya iki Zn*? iyonu bulundururlar (Ganta vd.,
2009). Biitiin MBL’ler metal bagimli katalitik mekanizmalarindan dolayi, EDTA ve
diger metal selatorleri ile inhibe olurlar. MBL’ler’in hidroliz mekanizmasi, diger f-
laktamazlarla karsilastirildiginda farklidir (Walsh, 2010). Bundan dolayir MBL’ler
klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktam gibi klasik serin B-laktamaz inhibitorleri ile
inhibe olmazlar ve MBL’ler aktivitesini inhibe eden klinikte kullanilabilecek inhibitor
yoktur (Saradhi, 2012). Genel olarak, tim MBL’ler de, Zn*? iyon(lar)lu merkezde
“’BPp’’-sandwich ve diger tarafinda iki a-heliksli “’afy/pa’’ motifli dort tabaka ortak
olarak bulunur (Fabiane vd., 1998) ve bu yiizden ortak bir atadan geldikleri ileri
stirilmektedir (Daiyasu vd., 2001).

1.7.1. Kromozomal Olarak Kodlanan MBL’ler

Kromozomal olarak kodlanan MBL’ler: Bacillus cereus (Bcll), Bacteroides
fragilis (CcrA), Bacillus anthracis (bla2), Chryseobacterium indologenes (INDs),
Chryseobacterium meningosepticum (BlaBs), Chryseobacterium gleum (CGB-1),
Myroides odoratus (TUS-1), Myroides odoratimimus (MUS-1), Flavobacterium
johnsoniae (JOHN-1), Aeromonas hydrophila (CphA), Aeromonas veronii (ImiS ve
AsbM1), Serratia marcescens, Elizabethkingia meningoseptica, Stenotrophomonas
maltophilia (L1), Legionella gormannii (FEZ-1), Caulobacter crescentus (Mbllb ve
CAU-1), Janthinobacterium lividium (THIN-B), C. meningosepticum (GOB-1) ve
Serritia fonticola (SFH-1) &rnek olarak verilebilir. Ilk silent MBL geni B. anthracis’ de
kesfedildi ve daha sonra bir diger silent MBL gen olan blacita B. fragilis de
goriilmiistiir. Kromozomal MBL'ler genellikle bulunduklar1 cinse veya tiire

bakilmaksizin kendi aralarinda ¢ok az degisiklik gosterirler (Saradhi, 2012).
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1.7.2. Kazamlms MBL’ler

Kazanilmis MBL’ler’lerin P.aeruginosa, A.baumannii ve K.pneumoniae gibi
tirleri bulunduran Enterobacteriaceae gibi kilinikte ¢ok Onemli olan Gram-negatif
patojenler arasinda yayilmasi c¢ok ciddi problemdir (Cornaglia vd., 2011). Daha
onemlisi MBL’ler diger direng genleri ile birlikte tasinirak ¢oklu ilag direngli suslar
olustururlar (Walsh vd., 2005). MBL’ler hizli yayilimi, plazmidler, transpozonlar ve
ISCR elementleri gibi mobil genetik elementler ile MBL genleri arasindaki iliskiden
dolayidir (Walsh vd., 2005; Cornaglia vd., 2011). Kazanilmis MBL’ler’lerin orjini hala
bilinmemektedir fakat cevresel bakteriler ve Gram-negatif fermenterlerden orjin
aldiklarina inanilmaktadir (Cornaglia vd., 2011). Kazanilmis MBL’ler yayiliminin
Onlenmesi hastalarin tedavisi ve infeksiyon kontrolunde c¢ok onemli yer tutmaktadir
(Cornaglia vd., 2011). Yunanistan da cesitli Enterobacteriaceae tiirlerinde transfer
olabilen MBLIlerin tanimlanmast MBL’ler yayilim oraninin standart bir 6rnegidir. Daha
onemlisi aztreonam hari¢ tiim beta-laktam antibiyotikleri hidroliz edebilen New Delhi
Metallo-beta-laktamaz-1 (NDM-1)’in 2009 yilinda ilk raporundan bu yana pek g¢ok
iilkede rapor edilmeye baslanmistir (Walsh vd., 2011; Wilson ve Chen, 2012).

1.7.3. Kazamlmis MBL’lerin Kiiresel Epidemiyolojisi

Ik kazamlmis MBL’ler olan blayp, P. aeruginosa susunda Japonya’ da
tanimlanmistir (Watanabe vd., 1991). Diger kazanilmis MBL’ler: VIM, NDM, SPM-1,
GIM-1, SIM-1, DIM-1, TMB-1, KHM-1, AIM-1 ve SMB-1’ dir (Tablo 4) (Walsh vd.,
2005; Cornaglia vd., 2011). Kiiresel skalada IMP, VIM, NDM ve baz1 SPM-1 en sik
bulunan MBL’ler’lerdir. Diger MBL’ler sinirli jeografikal bolgede veya tek bir vakada
goriilmiistiir. IMP, VIM ve NDM’nin pek ¢ok varyanti tamimlanmistir. Simdiye kadar
IMP’nin 51, VIM’m 46 ve NDM’nin 16 aleli  tanimlanmistir
(http://www.lahey.org/Studies). Sirasiyla IMP, VIM ve NDM’nin farkli varyantlari
arasinda amino asit benzerlikleri %87.1-%99.7, %74.3-%99.6 ve %98.6-%99.6’dr.
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Tablo 4. Bakteriyel konak ve orjinleriyle kazanilmis MBL’ler

MBL- Konak Orjin Kaynak
tipi
IMP P. aeruginosa, P. putida, Japonya, Kore, Brazilya, Walsh vd., 2005;
P. mendocina, P. fluorescens, Singapur, ingiltere, Italya, Cornaglia vd., 2011,
P. stutzeri, Hong Kong, Cin, lyobe vd.,2002;
A. baumannii, A. Iwoffii, E. coli, ~ Avusturalya, Portekiz, Jeannot vd., 2012
S. marcescens, P. mirabilis, Kanada, Malezya, Tayvan,
A. xylosoxidans, Amerika, Norveg
K. pneumoniae,
K. oxytoca, S. flexneri,
A. caviae,
P. rettgeri,
A. faecalis,
C. freundii,
E. aerogenes,
E. cloacae,
P. vulgaris,
VIM P. aeruginosa, P.putida, Italya, Kore, Singapur, Walsh vd., 2005;
P. fluorescens, Yunanistan, Fransa, Ispanya, Cornaglia vd., 2011;
P.stutzeri, A. baumannii, Sile, Hirvatistan, Cezayir, Papagiannitsis vd.,
A. hydrophila, Kolumbia, Venezuela, 2011
S.marcescens, A. xylosoxidans, Arjantin, Portekiz,
K. pneumoniae, C. freundii, Isveg, Polonya, Amerika,
E. cloacae, E.coli, Norveg, Hindistan, Tayvan,
P. stuartii, Turkiye, Meksika, Japonya
P. mirabilis,
E. aerogenes,
NDM K. pneumoniae, Hindistan, Isveg, Fransa, Wilson ve Chen,
A. baumannii, Norveg, Danimarka, 2012;
P. stuartii, P. aeruginosa Ingiltere, Hollanda, Cezair, Yong vd., 2009;
Afganistan, Cin, Giiney Poirel vd., 2012a.
Afrika, Misir, Israil, Kore
Almanya, Italya, Turkiye
Digerleri P. aeruginosa, S. marcescens, Almanya, Libya, Walsh vd., 2005;
(GIM-1, P. stutzeri, A. xylosoxidans, Hollanda, Brazilya, Rieber vd., 2012;
DIM-1, A. baumannii, C. freundii Avusturalya, Kore, Japonya  Wachino vd., 2011
SPM-1,
KHM-1,
SIM-1
TMB-1,
AIM-1,
SMB-1)

1.8. MBL’lerin Sub-Siniflandirilmasi

B-laktamazlarin Ambler siniflandirilmasina gére, MBL’ler simuif B’ye aittirler
(Ambler, 1980). Aminoasit siras1 fakliliklar1 ve yapisal fakliliklarina gére MBL’ler B1,
B2 ve B3 olmak iizere ¢ alt sinifa ayrilir (Garau vd., 2004; Galleni vd., 2001). Her bir
alt grup pek cok varyant ve ¢esitli MBL’ler’leri icerir. MBL’ler {i¢ boyutlu yapisi, bu alt
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siniflarm aktif bolgedeki aminoasit Zn*? iyon koordinasyonu, aktif bolgedeki Zn*?
iyonunun miktar1 ve loop bolgelerinde 6nemli fakliliklara sahip oldugunu gostermistir

(Galleni vd., 2001).

1.8.1. B1 MBL’ler

Bl alt siif enzimleri Bcll enzimi hari¢ aktif bolgelerinde iki Zn*?

iyonu
bulunduran monomerik enzimlerdir. B1 alt sinifina ait MBL’ler amino asit seviyesinde
yaklasik %23 benzerlik gosterirler ve ¢ok sayida fakli MBL’ler leri igerirler. Bu
enzimler karbapenemler dahil ¢ogu beta-laktamlara karsi genis-spekturum aktivite
gosterirler (Felici vd., 1993). Istisna olarak Shewanella frigidi’ de tanimlanmis SFB-1
enzimi benzil-penisilin, tigarcilin, meropenem ve 3. sinif sefalosporinlere kars1 diisiik
aktivite gosterir (Poirel vd., 2005). Bl alt smifinin ¢ok fazla iic boyutlu yapisi
¢oziildiigiinden dolay1 B1 altsinifi B2 ve B3 alt siniflarina gére daha iyi karakterize
edilmistir. B1 alt sinifit Bell, CcrA, BlaB gibi kromozomal kodlanan MBL’ler ve IMP,
VIM. NDM, GIM-1, DIM-1, TMB-1, KHM-1, SPM-1 ve SIM-1 gibi kazanilmis

MBL’ler icerir (Cornaglia vd., 2011). Iyi bilinen cogu MBL’ler B1 alt sinifina aittir.

1.8.1.1. VIM-Tipi Metallo-Beta-Laktamaz

Kazanilan MBL’lerin dominant grublarindan biri VIM-tipi metallo-beta-
laktamazlardir. VIM-1 ilk olarak 1999 yilinda Verona Italya’da bir P. aeruginosa
izolatinda tanimlanmustir. blaye’ de oldugu gibi, blaym.1 geni simif 1 integron gen
kasetleri ile birlikte bulunmaktadir. Bu integron blayu-1 gen kasetine ek olarak, sinif 1
integronlarda tipik olan integraz geni ve aminoglikozidlere direnci kodlayan aacA4 gen
kasetini tagir (Lauretti vd., 1998). blaym 2, ilk olarak Giiney Fransa’da 2000 yilinda P.
aeruginosa izolatinda goriilmiistir (Poirel vd., 2000). Tayvan’da P. aeruginosa
izolatlarinda VIM-3 goriilmiistiir. VIM-3’{in aminoasit yapist VIM-2’den 2 aminoasit
oynamayla degisir. Yunanistan Larissa’dan bir P. aeruginosa izolatinda VIM-4 rapor
edilmistir. VIM-4, VIM-2 ve VIM-3 te oldugu gibi, VIM-1’den sadece bir amino asit
degisikligiyle (Ser1 75Arg) ayrilir.

13



VIM-1’den 5 aminoasit degisikligi ile ayrilan VIM-5 ise, 2004 yilinda ilk olarak
Tiirkiye- Ankara’da K. pneumoniae ve P. aeruginosa izolatlarinda izole edilmistir
(Bahar vd., 2004). Singapur’dan iki P. putida izolatinda B-laktamaz VIM-6 izole
edilmistir. VIM-6 VIM-2’den iki aminoasit degisikligi (59. pozisyonda glutamin/arjinin
ve 165. pozisyonda asparajin/serin) ve VIM-3’den sadece bir aminoasit degisikligi ile
ayrilir. VIM—7, Houston Teksas’tan bir karbapenem direngli P. aeruginosa izolatinda
tanimlanmistir. VIM-1 ile %77 ve VIM-2 ile %74 benzerligi olup, VIM—tipi B—
laktamazlar arasinda yeni bir igiincii alt grup olusturur. Raporlar, VIM-tipi B-
laktamazlarin farkli cografi alanlardan goriildiiglinii isaret etse de, bu gibi enzimlerin
belirli bolgelerde yayilimini degerlendirmek iizere bazi ¢alismalar yapilmistir. VIM-1
ve VIM-2 birka¢ degisik Enterobakter tiirlerinden tanimlanmis olsa da, bu enzimlerin

bilinen en 6nemli rezervuari P. aeruginosa’dir (Pagniez vd., 2004).

1.8.1.2. NDM-1 Tip Metallo-Beta-Laktamaz

NDM-1 (NewDelhi metallo-p-laktamaz-1) en son kesfedilen molekiiler sinif B
(cinko-metallo) beta-laktamaz enzimidir. Ik kez 2008 yilinda isvicre’de yasayan Hintli
bir hastadan izole edilen K. pneumoniae ve E. coli suslarinda tanimlanmig (Yong vd.,
2009; Nordmann vd., 2011) olup yapilan calismada her iki izolatin fenotipik testleri
metallo-beta-laktamaz iiretiminden dolay1 karbapenem direncinin oldugunu ileri siirmiis
fakat PZR analizi bilinen metallo-beta-laktamaz genlerini tespit etmek i¢in basarisiz
olmustur. Klonlama ve sekanslama c¢alismalari sonucu yeni bir MBL enziminin
oldugunu gostermis (Yong vd., 2009) ve bu yeni MBL geni NDM-1 olarak
belirlenmistir (Yong vd., 2009). 2011 yilinda NDM-2 tanimlanmis ve tek bir aminoasit
degisimi ile NDM-1"den farkli oldugu tespit edilmistir (Kaase vd., 2011). NDM-1"in ilk
kesfinden sonra, NDM-1 pek ¢ok bakteri tiirii olmak iizere diinya genelinde goriilmeye
baslamustir. 2008-2009 yillar1 arasinda Ingiltere, Hindistan, Pakistan ve Bangladesh’ de
genis bir arastirma g¢alismasi baslatilmig ve toplam 37 NDM-1 pozitif izolatin 29°u
Ingiliz hastalarinda bulunmustur. ingiltere’ deki raporlarda NDM-1 tasiyan 29 hastanin
yarisindan fazlasinin Hisndistan’a ve Pakistan’a seyahat ge¢mislerinin oldugunu
gostermistir (Bogaerts vd., 2010). 2010 yilinda Pune de bir hastane de NDM-1 pozitif
Acinetobacter spp. ve Pseudomonas spp. suslari tespit edilmistir (Bharadwaj vd., 2012).
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Yine ayni yil iginde NDM-1 pozitif Acinetobacter spp. Chennai de bir hastane de
goriilmiustiir (Karthikeyan vd., 2010).

NDM-1 genel olarak Enterobacteriaceae familyasi iiyelerinde tanimlanmis ve
epidemiyolojik olarak Hindistanla baglantili olduklar1 tespit edilmistir. Son bulgular
Balkanlarin ve Orta Dogunun NDM-1’in ikinci bir rezervuari olabilecegini ileri

stirmektedir (Nordmann vd., 2011).

NDM-1 simdiye kadar Almanya, Hindistan, Ingiltere, Kanada, Amerika, Kenya,
[srail, Giiney Africa, Giiney Kore, Tayland, pek ¢ok Avrupa iilkelerinde ve Cin gibi
Uzak Dogu Ulkelerinde tespit edilmistir (Karthikeyan vd., 2010; Nordmann vd., 2011;
Chen vd., 2011a; Chen vd., 2011b; Kus vd., 2011; Espinal vd., 2011; Poirel vd., 2011;
Brink vd., 2012; Kim vd., 2012; Rimrang vd., 2012). Tiirkiye’ de 2011 yilinda K.
pneumoniae susunda tanimlanmustir (Poirel vd., 2012b). E. coli ve K. pneumoniae
izolatlar1 diginda pek ¢ok tilke de Klebsiella oxytoca, Proteus mirabilis, Enterobacter
cloacae, Citrobacter freundii ve Providencia spp. gibi klinik Enterobacteriaceae
tiyelerinin yani sira klinik A. baumannii isolatlarinda da tanimlanmigtir (Chen vd.,

2011a; Chen vd., 2011b).

NDM-1 Hindistan da ¢evresel izolatlarda da goriilmeye baslanmis ve yapilan bir
calismada kanalizasyon ornekleri ve New Delhi musluk suyu incelendiginde, NDM-1
Enterobacteriacacae  iiyeleri de dahil olmak iizere, Pseudomonas spp.,
Stenotrophomonas spp., Aeromonas spp. ve Vibrio cholerae da bulunmustur. Bu
dagilim, konak ayrimi gozetmeyen plazmit ile blaypma arasindaki iligkiyi
gostermektedir (Walsh vd., 2011). blanpm-1 geni, IncA/C, IncF, IncL/M gibi farkli
plazmitler tarafindan tasinilabilir ve ¢ok nadir olarak kromozomal olarak entegre olur
(Walsh vd., 2011). blanpm-1 kodlayan ¢ogu plazmitler gesitli direng determinantlar
icinde ortak siginak olabilirler. blargm.1, blaoxa1, blaoxa-10 ve blacmy gibi beta-
laktamazlar1 kodlayan genler dahil olmak iizere, kinolan direnci olusturan qnrA6 ve
gnrB1, 16S RNA metilasyonuna neden olan armA, rmtA, ve rmtC (54-56), rifampisin
ribosil transferazi kodlayan arr-2, sulfonamid direncine neden olan sul-2, kloromfenikol
asetiltransferazi kodlayan ereC geni bu diren¢ determinantlarina &rnek olarak

verilebilir. VIM ve IMP gibi ¢ogu metallo-beta-laktamaz genleri sinif 1 integronlar
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icinde gomiilii halde olan mobil gen kasetleri lizerinde bulunurlar ki bu durum NDM-1
geni i¢in gegerli degildir. Boyle bir ayrimin olmasi NDM-1 geninin kdkeninin VIM ve
IMP tipi beta-laktamaz enzimlerinden farkli oldugundan kaynaklanmaktadir (Walsh vd.,
2005).

1.8.2. B2 MBL’ler

B2 alt smifi MBL’ler karbapenem hidrolizine kars1 yiliksek spesifite
gosterdiklerinden dolayr ‘dogru’ karbapenemazlar olarak kabul edilirler fakat B2
MBL’ler B1 ve B3 ile Kkarsilastirildigi zaman penisilinlere ve sefalosporinlere karsi
zay1f hidrolitik aktiviteye sahiptirler (Felici vd., 1993). B2 alt sinifi B1 alt sinifi ile
aminoasit seviyesinde benzerlik gdsterir (Hall vd., 2003; Hall vd., 2004) ve ortak atadan
geldikleri ileri siiriilmektedir (Garau vd., 2005). Ancak, B2 alt sinifi enzimleri aktif
bolgelerinde 1 Zn*? iyonu tasimalariyla karakterize olmuslardir ki bu B-laktam hidrolizi
yapabilmeleri igin gereklidir. Cok az miktarda B2 alt simif enzimi vardir ve kendi
aralarinda aminoasit seviyesinde %51 farklilik gosterirler. Simdiye kadar rapor edilen
B2 enzimleri monomeriktir ve tanimlanan B2 enzimleri CphA, ImiS ve SFH-1

kromozomal olarak kodlanmaktadirlar (Saavedra vd., 2003).

1.8.3. B3 MBL’ler

Alt sinif B3 enzimleri, kromozom veya plazmit {izerinde bulunan bla,; geni ve
sonradan kazanilmis olan AIM ve SMB-1 enzimleri hari¢ dogal olarak kromozom
tizerinde bulunmaktadirlar (Wachino vd., 2011). Alt simf B3 MBL’lere baska 6rnek
olarak FEZ-1, THIN-B, Mbllb, BJP-1 ve CAU-1 verilebilir (Stoczko vd., 2006). B3
MBL’ler iireten bakterilerin ¢ogu ¢evresel inhabitantirlar ve non-patojendirler. B3
enzimleri aktif bolgelerinde iki Zn*? iyonu tasirlar ve L1 enzimi (tetramer) hari¢ hepsi

monomerdir.
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1.9. MBL’ler U¢ Boyutlu Yapisi

Bcll mono-¢inko sekli ilk ¢oziilen MBL’dir ve MBL’ler’ lerin aff/Ba protein

yapist ortaya cikmustir. Simdiye kadar ii¢ alt siniftan pek ¢ok MBL’ler yapisi

¢Oziilmiistiir (Tablo 5).

Tablo 5. B1, B2 veB3 alt simif MBL’lerin erisilebilir {i¢ boyutlu yapilari ve PDB
kodlar (http://www.rcsb.org./pdb/home/home.do).

Alt ssmif  Enzimler  PDB kodlan Kaynaklar
Bcll 1BMC, 1BVT, 1BC2, 2BC2, 3BC2, Fabiane vd., 1998; Carfi vd.,
1DXK, 2NZE, 2NYP, 2NXA, Chantalat vd., 2000
3111-3115, 3KNS, 310V
CcrA 1ZNB, 2ZNB, 3ZNB, 4ZNB, 2BMI, Concha vd., 1996; Murphy vd.,
Bl 1AT7T, 1A8T, 1HLK, 1KRS, 2003)
SPM-1  2FHX (Murphy vd., 2003
IMP-1 1DDK, 1JJE, 1JJT, 1DD6, 2DO0O Toney vd., 2001; Kurosaki vd.,
2006
VIM-2 1K02, 1K03, 2YZ3 Garcia-Saez vd., 2008;
Yamaguchi vd., 2007
VIM-4 2WRS Lassaux vd., 2011
IND-7 3L6N Yamaguchi vd., 2010
NDM-1 306X, 3RKJ, 3RKK, 3SBL, Kim vd., 2011; Zhang vd., 2011,
3SFP, 3ZR9, 3SRX, 3SPU, 3PG4 Green vd., 2011; King vd., 2011
CphA 1X8l, 1X8H, 1X8G, 2GKL, 2QDS Garau vd., 2005
B2 SFH-1 3Q6V Fonseca vd., 2011
L1 1SML, 2AI0O, 2FM6, 2FU6-2FU9, Nauton vd., 2008; Spencer vd.,
B3 2GFJ, 2GFK, 2H6A, 2HB9, 2005; Crisp vd., 2007; Lienard
2QIN, 2QJS, 2QDT vd., 2008
FEZ-1 1JT1, 1KO7, 1L9Y Garcia-Saez vd., 2003
BJP-1 3M8T, 3LVZ, 2GMN, 1ERO Docquier vd., 2010

Tiim MBL’ler’lerin karakteristik tabakaya sahip olmasi (afy/Ba) ve katalitik

mekanizma veya fonksiyona sahip olmasiyla hepsinin ortak bir atadan geldigi ileri

siiriilmektedir (Daiyasu vd., 2001). Tim MBL’ler biitiin yapist ¢ekirdekte 2 B-tabakasi

i¢ kisimda 5 a-heliks ile B-tabakasi ve a-heliks i¢eren ¢esitli looplardan olusur (Sekil 3).

Aktif bolge oluklar1 substratla en iyi etkilesim olacak sekilde B-tabakalar1 tarafindan
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sekillendirilerek i¢ yiizeye yerlesmistir (Wang vd., 1999). Ug¢ boyutlu tabakada
korunmus motifler ve ortak bir tabaka olmasina ragmen, her bir alt sinif arasinda aktif
bélgede Zn*? iyon koordine kalintilari, Zn*? iyonu sayisi ve gozlenmis loop bdlgeleri
gibi dikkate deger farkliliklar vardir (Bush vd., 2010). Dahasi, intramolekiiler disiilfiit
kopriileri B3 alt simifinin tek 6zelligi olarak gozlemlenmistir ve bu ozelligin protein
katlanmasinda 6nemli bir roliiniin oldugu ileri siiriilmektedir. FEZ-1 ve L1 de Cys256-
Cys290 arasinda ve BJP de Cys200-Cys220 arasinda bir intramolekuler koprii
gbzlenmistir (Garcia-Saez vd., 2003; Docquier vd., 2010).

c) CphA d) FEZ-1
Sekil 3. MBL’lerin ii¢ boyutlu yapist a) VIM-2 (PDB kodu: 1KO3, B1 alt simnifi), b)
SPM-1 (PDB: 2FHX, BI1 alt sinifi), c¢) CphA (PDB:1X8G, B2 alt sinifi), d)
FEZ-1 (PDB: 1K07, B3 alt sinifi). Zn*? iyonlari turuncu renk, loop bélgeleri
mavi renk ve VIM-2 i¢in loop 2 yesil renkte gosterilmistir (Saradhi, 2012).

Cesitli looplar agisindan, B1 alt sinift SPM-1 hari¢ N-terminal domainden 60-66
residuslar tarafindan sekillendirilmis olan ve loopl olarak anilan 6nemli esnek veya
hareketli loop igerir (Murphy vd., 2006). Loopl’in substrat ve inhibitor ile
interaksiyonun oldugu gosterilmistir (Moali vd., 2003; Huntley vd., 2003). Elde
edilebilir B1 MBL’ler yapilarina gore, hem dogal hem de inhibitor ile kompleks yapilar

loop1’in dogal enzimlerde esnek oldugunu gostermektedir (Moali vd., 2003). Ancak, bir
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inhibitér enzime baglandig1r zaman loopl stabilize veya hareketsiz olabilir. Boylelikle
loop1 substrati aktif bolgede yakalar (Moali vd., 2003). Bu yiizden loop1’in delesyonu
enzim aktivitesi lizerinde ciddi azalmaya neden olur (Moali vd., 2003). Ayrica 223-242
residus bileseni olan loop2 bolgesinin substrat veya inhibitor interaksiyonlariyla
etkilestigi ileri siiriilmektedir (Murphy vd., 2006). Uzatilmis looplarin delesyonu
substratlara kars1 aktivitede ve enzim afinitesi lizerinde ciddi etkiler gosterir (Murphy
vd., 2006). SPM-1’in yapisal 6zelliklerinin ve sekans sirasinin aydinlatilmasi ile B1 ve
B2 alt gruplariin bir hibridi oldugu ileri siiriilmektedir (Bebrone, 2007).

Alt sinif B2 ve B3 MBL’lerde loop1 bolgesi yoktur (Bebrone, 2007). B2 alt sinifi
aktif bolgeye yakin uzamis o3 heliksi tasir (residues 140-161). CphA da bu loop enzim
yiizeyinde kavisli bir yap1 olusturmustur ve bu yiizden 6zellikle karbapenemler basta
olmak {izere substratlara baglanma 6zelligi artmistir (Garau vd., 2005). B3 alt sinifi B-7
B-iplik¢igi ve a3 (residus 156-166) heliksi arasindaki residuslar tarafindan
sekillendirilmis loop2 ile karakterize olmustur. Bu loop bolgesi B3 alt sinifinda aktif
bolgeye yakin olarak yerlesmistir (Garcia-Saez vd., 2003). Mutasyonel ¢aligmalar B3 alt
siifinda loop2 residuslarinin substratla etkilesecegini afinite ve katalitik etkide

cesitlilik gdsterecegini ileri stirmektedir (Carenbauer vd., 2002).

1.9.1. Aktif Bolge ve Zn-baglanan Aminoasitler

MBL’ler aktif bolgeleri iyi tanimlanmistir ve katalitik ¢inko iyonlar ile etkilegen
ozel rezidiisler tagirlar (Bebrone, 2007). Ancak, bu Zn*? iyonunun koordinasyonu ve
miktar alt siiflarda farklilik gosterir. B1 ve B3 aktif bolgede iki Zn*? iyonu tagirken
(mono-ginkolu B1 MBL’ler’ler hari¢), B2 MBL’ler’ler aktif bolgelerinde bir Zn*? iyonu

bulundururlar.

B1 alt sinifinin yapisi ¢ok iyi organize olmustur ve her iki bdlgesi (enzimin
ortadan ikiye boliindiigli diisiliniiliirse) katalitik Zn*? iyonlar ile baglantili kurabilir.
Aktif bolgede, bir Zn*? iyonu (Znl) His116-His118-His196 (histidin bolgesi)
aminoasitleri ve su molekiiliinden olusan tetrahedral diizenleme tarafindan koordine
edilmektedir. Diger Zn*? iyonu (Zn2) Asp120-Cys221-His263 (sistein bolgesi) ve iki su
molekiiliinden olusan kdseli bipramidal diizenleme tarafindan koordine edilmektedir.

Ayn1 su molekiilii (genellikle W1 veya Wx) her iki Zn*? iyonlar tarafindan paylasilir ve
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hidroliz boyunca bir nukleofil olarak is goriir (Concha vd., 1996 ve Saradhi, 2012).
Bahsedilen B1 alt sinift (Bell’nin ilk baslarda ¢ozililmiis yapisi hari¢) aktif bolgede 2
potansiyel Zn*? iyonu bulundurur (Carfi vd., 1995). Ancak, Bell’nin diger ¢oziilmiis
yapilar1 ve spektroskopik calismalar Bcll’nin aktif bdlgesinde iki ¢inko iyonunu

bulundugunu gostermistir (Orellona v., 1998).

B2 alt simifi aktif bolgesinde bir Zn*? iyonu bulundurmasiyla B1 ve B3 ‘den
farklidir. CphA’nin aktif bolge yapisi katalitik Zn*? iyonunun sistein bdlgesinde
oldugunu gostermektedir (Garau vd., 2005). Zn*? bolgesi ise hala aydinlatilmamistir. B2
alt smifinda histidin bolgesinde His116, Asnl16 ile yer degistirmistir ve bu bdylece
Aspl120, Cys221 ve His263 ile mono-ginko iyonunun koordinasyonu igin bir ortam

olusturmustur (Garau vd., 2005).

B1 alt siifi gibi, B3 alt smifi da aktif bolgede 2 katalitik Zn*? iyonuna sahiptir
(GOB-I mono-¢inko harig) (Hall vd., 2003; Bebrone, 2007). Ancak, B1 alt sinifi ile
karsilastirildign zaman B3 alt simfinin Zn™ iyonunun koordinasyonu veya bolgesi
farklidir. B3 alt sinifin da histidin bolgesi Bl alt sinifiyla aynidir fakat Zn*? bolgesi
farklidir. B3 alt smifimin Zn*? bolgesi His121 ile Cys221 yer degistirmistir. Ikinci Zn*?
iyonu Aspl120-His121-His263 ve iki su molekiilii ile olusan koseli bipramidal yapi ile
koordine edilmektedir (Garcia-Saez vd., 2003). Ancak 6nemli bir istisna olan GOP
enziminde metal ligandlar His116 ve Ser221 ile GInl16 ve Met221 yer degistirmistir
(Moran-Barrio vd., 2007). Ayn1 su molekiilii hem Znl hem de Zn2 tarafindan paylasilir

ve bu su molekiilii B alt sinifinda oldugu gibi nukleofili olarak is goriir.

B1 alt simif enzimleri mono ve di-¢cinko formlar1 ile aktiftir fakat Bcll de
gozlendigi iizere ikinci c¢inko iyonunun baglanmasi aktiviteyr artirir (Davies ve
Abraham, 1974). CphA ve ImiS, gibi B2 alt sinifi enzimleri sadece mono-¢inko
formuyla aktiftirler ve ikinci Zn*? iyonunun baglanmasi CphA’nin katalitik etkinligini
azaltmaktadir (Hernandez Valladares vd., 1997). B3 alt simif enzimleri di-¢inko iyonu
formuyla aktiftir (sadece L1 igin gdzlenmistir) (Felici vd., 1993). Argl21’in Zn*? iyonu
afinitesinin ¢esitliliginden sorumlu olabilecegi ileri siiriilmektedir. Argl21 (pozitif
yiiklii amino asit) Argl21 ile Ser121 ve Cys121’in (ndtr amino asitler) CcrA ve IMP-1

de yer degistirmesi hari¢c B1 ve B2 alt siniflarinda korunmustur. Bu ylizden CcrA ve
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IMP-1 digerleri ile karsilastirildigi zaman her iki ¢inko bolgesi i¢in yiiksek afinite
gosterirler. B3 alt sinifinda bu pozisyonda His121 vardir bu yiizden her iki ¢inko
iyonuna kars1 yiiksek afinite gosterirler (Bebrone, 2007).

1.10. MBL’lerin Biyokimyasi

MBL’ler iyi tanimlanmis aktif bolge tasirlar ve aztreonam harig tiim [-laktam
antibiyotikleri hidroliz edebilirler (Felici vd., 1993). Tiim MBL’ler, a) iyi karbapenem
aktivitesi, b) EDTA veya metal serlatorleri ile inhibisyon, ¢) monobaktamlara karsi
aktivitenin goriilmemesi gibi ortak ozelliklere sahiptirler (Saradhi, 2012). Genelde, B1
alt smifi MBL’ler penisilinler, karbapenemler (etkili hidroliz) ve sefalosporinler
(penisilinler ve karbapenemler ile karsilastirildiginda daha az hidroliz olurlar) dahil
olmak tizere genis substrat profili gosterirler (Bush, 1998). B2 alt simif MBL’ler ise
karbapenemleri etkili bir sekilde hidroliz ederler fakat penisilin ve sefalosporinlere karsi
diistik katalitik etkinlik gosterirler. B3 alt smifi da penisilin ve karbapenemler ile

karsilastirildiginda sefalosporinleri hidrolizleri daha iyidir (Bush, 1998).

Bir enzimin substrata kars1 olan ilgisi Ky, enzim tarafindan birim zamanda iiriine
doniistiiriilen substrat molekiilii sayisina turnover sayist denir ve kisaca Kea: sembolii ile
gosterilir, enzimin katalitik etkinligi Kca/Kpy olarak olgiilebilir. Bu kinetik parametreler;
hidroliz i¢in substratlar, aktif bolge yapisi, Zn*? iyonlar1 ve rezidiislerin aktif bolgeye

yakinlig1 tarafindan etkilenmektedir.

Afinite (Ky), turnover (ke) ve katalitik etkinlik (kcat/Km) farkli substratlar igin
MBLler alt siiflarina ait sonuglar Tablo 6 ve Tablo 7 de gosterilmektedir.
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Tablo 6. B1 alt sinif MBL’lerin Steady state kinetik sonuglar1 (GIM-1, IMP-1, VIM-7 VE VIM-2)
(Castanheira vd., 2004; Samuelsen vd., 2008).

Substrat GIM-1 IMP-1 VIM-7 VIM-2

Keat Km Keal K | Keat Km Kea Kin Keat Km Kea/ Kin Keat Km Keat/ K

69 M) | (@M™ | (59 (M) | (uM™ ¢ @M @Mt [ 6D [ @M | M

s1) sh) st s7)

Ampisilin__ | 3.3 20 |016 | 950 200 |48 190 |15 |13 125 |90 |14
Piperasilin 6.9 69 0.10 ND ND ND 140 26 54 300 125 2.4
Nitrosefin | 5.8 12 |047 |63 27 |23 1500 |58 | 26 770 |18 | 42.8
Sefhalotin | 1.6 22 072 |48 21 | 24 180 |45 |4 130 |11 |12
Sefuroksim | 5.9 7 0.80 8 37 0.22 16 29 0.55 8 20 0.4
Sefoksitin 8.3 206 0.04 16 8 2 10 68 0.15 15 13 12
Seftazidim | 18 31 |058 |8 44 | 018 14 |120 |0012 |36 |72 |005
Sefotaksim | 1.1 4 024 |13 4 0.35 56 |22 |26 70 |12 |58
Sefepim 17 431|004 |7 11 | 0.66 53 |580 |00091 |40 |400 |o0.1
Imipenem | 27 287 | 0.09 |46 39 |12 100 |27 |37 34 |9 3.8
Meropenem | 2.7 25 | 011 |50 10 | o012 42 |38 |11 5 2 25
Moxalactam | 14 1.035 | 0.01 |88 10 |88 ND |ND | ND 9 |55 |16




€

Tablo 7. B2 alt sinmif MBL’lerin Steady state kinetik sonuglar1 (AIM-1, BJP-1, FEZ- VE L-1)

(Stoczko vd., 2006; Docquier vd., 2010)

Substrat AIM-1 BJP-1 FEZ-1 L-1

Km kcat kcat/ Km Km kcat kcat/ Km Km kcat kcat/ Km Km kCﬁt kCﬁt/ Km

(uM) s M) [ M) [ [T M) [ | sTM) ®M) [ s [ ™)
Penisilin G 11021 590+31 5.4X10 [ 130 | 18 1.3X10° [590 |70 1.1X10° 50 1110 | 2.2X10’
Ampisilin 24+3 150+£5 6.3X10 [ 670 | 13 1.3X10% [ >500 | >5.5 | 1.1X10° 40 175 | 4.4X10°
Sefoksitin 2242 52+1 2.4X10 | 140 | 10 7.1X10* |11 3 2.7X10° 2 1.1 5.5X10°
Sefuroksim 35+4 17045 4.8X10 | 115 |58 5.0X10° | 50 320 | 6.4X10° 30 80 2.7X10°
Seftazidim 730+180 46+7 6.3X10 | >700 | >3 4.3X103 | >100 | >4 4.0X103 | 145 |27 0.2X106
Sefepim 440+60 37+1 8.4X10 | >400 | >0.08 | 2.0X102 | >100 | >6 6.0X103 | 130 | 0.33 | 2.5X104
Imipenem 410<16 2200+£50 | 5.4X10 | 260 | 15 6.0X104 | >100 | >200 | 2.0X105 | 90 65 7.3X105
Meropenem 41+4 760£16 1.8X10 | 190 | 156 | 8.3X105 | 85 45 5.0X105 |13 77 5.9X106
Ertapenem 45+4 34049 75X10 [ND |[ND [ND ND |[ND |ND ND |[ND |[ND




Substratlara kars1 afinite (Ky) MBL’ler arasinda gesitlilik gdsterir. Ornegin SPM-
1 ve L-1 substratlarin ¢oguna kars1 yliksek afinite gosterse de IMP-1 ve FEZ-1 diger
MBL’lerle karsilastirildiginda sefalosporinler ve meropeneme karsi daha yiiksek afinite
gosterirler. Benzer sekilde, MBL’lerin turnover oran1 da degiskenlik gosterir. Ornegin,
Bell ve FEZ-1 daha disiik afinite ve yiiksek turnover orani gosterirken VIM-1
karbapenemlere kars1 yiiksek afinite ve daha diisiik turnover sayisina sahiptir. Genelde
IMP-1, VIM-2 ve SPM-1 gibi bazi1 MBL’ler Bcll, FEZ-1 ve GIM-1 gibi diger MBL’ler
karsilastirildiklarinda substratlarin coguna kars1 yiiksek katalitik etki gosterirler.

Iki enzim arasinda kinetik parametrelerinin karsilastirilabilinmesi icin aym
deneysel kosullarda kinetik parametre verilerinin elde edilmesi gerekmektedir
(Docquier vd., 2003). Bu yilizden, kinetik wveriler yapisal farkliliklara nazaran
fonksiyonel farkliliklari temsil edebilir (Docquier vd., 2003). Ornegin, VIM-1 ve VIM-
2 VIM-familyasinin iki varyantidir ve amino asit seviyesinde %93 benzerlik gosterirler.
Farkli substratlar icin VIM-2 enzim kinetik verileri (penisilinler, sefalosporinler ve
karbapenemler) VIM-1 kinetik verileri ile ayn1 kosullar altinda elde edilerek yapilmigtir
(Docquier vd., 2003).

VIM-2 diisiik turnover oranindan (Kea;) dolayr VIM-1 (50-100 kat) ile
karsilastirildigi zaman temosillin hari¢ penisilinlere karsi hidrolizi etkindir (Docquier
vd., 2003). Yine VIM-1 ile karsilastirildiginda VIM-2’nin benzilpenisilin ve ampisilin
hidrolizi oldukga etkilidir. VIM-1 VIM-2’den azosilini daha iyi hidroliz eder. VIM-1 ve
VIM-2’nin karbanisilin ve mezosilin kinetik parametreleri aynidir. Ek olarak,
piperasilin, tigarsilin ve temosillin hidrolitik etkinlikleri iki enziminde karsilastirilabilir
seviyededir. VIM-1 ve VIM-2 arasinda tigarsilin ve temosillin afinitelerinin farkliliklari
onemlidir. Temosillinde 6-a-methoxy grubunun olmasi VIM-1 ve VIM-2 arasindaki
afinite farkinin ortaya ¢ikmasina neden oldugu ileri siiriilmektedir. Sefepim (40-kat
daha yiiksektir) hari¢ sefalosporinlere karst VIM-2, VIM-1" den daha diisiik Kest Ve Ky
degerlerine sahiptir. Sefoksitin, sefuroksim, sefotaksim ve moksalaktam gibi substratlar
icin Kea/K (hidrolitik etkinlik) degerleri VIM-1ve VIM-2’nin birbirinden farklidir.
Dahasi, VIM-2 seftazidime kars1 daha yiiksek afinite (Ky,) gosterir.
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Karbapenemlere karst VIM-1 ve VIM-2’nin hidrolitik etkinligi dikkate degecek
oranda farklidir. Imipenem ve meropenem yiiksek turnover ve daha diisiik Kp
degerlerinden dolayr VIM-2 tarafindan ¢ok etkili bir sekilde hidroliz edilmislerdir.
Benzilpenisilinle yapilan ¢alismalar VIM-1 ve VIM-2’nin aktif bolgesindeki 224 ve
228. pozisyonda olan aminoasit degisikliklerinin bu enzimlerin  kinetik
parametrelerindeki degisikliklerinden sorumlu oldugunu gostermistir.\VIM-1 daha kisa
ve c¢ogunluk noétral His224’e sahipken VIM-2 daha uzun ve yiikli Tyr224 amino
asitlerine sahiptir. Bu yiizden VIM-1’in His224 ile VIM-2’nin Tyr224’u
karsilastirildiginda Tyr224 ile seftazidimin pozitif olarak yilikli C3 grubunun
stabilizasyonu daha etkili bir sekilde olmaktadir. Dahasi, VIM-2’nin aktif bolgesinde
disar1 ¢ikmis olan uzun pozitif yiikli Arg228 VIM-1 de bulunan kisa Ser228 ile
karsilagtirildigt zaman substratin afinitesini etkileyebilir. Sinirh veriler VIM-2 Arg228
guanidium grup benzilpenisilin karboksilat ile etkilesebilecegini ama VIM-1 Ser228
boyle bir etkilesimi yapamayacagini ileri slirmiistiir (Docquier vd., 2003). Bundan
dolay1 kinetik parametrelerin enzimler arasinda farklilik gostermesi aminoasitlerin

yerlesimlerine ve ayrica substrat tipine baglidir.

Ayrica pek cok calisma, kinetik parametreleri etkileyen cesitli faktorlerin
oldugunu da gdstermistir. Zn*? iyonlarmmn aminoasitler ile koordinasyonu MBL’lerin
katalitik etkinligin de 6nemli bir rol oynar. Ornegin, CphA (B2 altsinif) Asn116 ve Cys
ile koordine olmustur ve CphA iizerine yapilan mutasyonel ¢aligmalar Cys221Ser ve
Cys221Ala degisiminin enzimin inaktive olacag: sekilde Zn*? iyonun koordinasyonunu
zayiflatmistir. Fakat Asn116Cys ve Asnl16His yer degisimi yabanil tip ile (mutasyon
yapilmadan onceki hali) karsilastirildi§i zaman penisilinlere ve sefalosporinlere karsi
katalitik etkinligi arttirdig1 gozlemlenmistir (Vanhove vd., 2003). Aktif bolgeye yakin
looplarin ve loop boélgesinden aminoasitlerin MBL’lerin kinetik parametrelerini
etkiledigi ileri siiriilmektedir. B1 alt sinifindaki loopl ve loop2 farkli substratlara kars:
kinetik parametreleri etkilemekte dnemli bir rol oynar. B3 altsinifinda loop bolgeleri
156-162 ve 223-230 amino asitleri ile sekillenmistir ve bu bolgeler aktif bolgede
bulunanlar ile benzer fonksiyon ve benzer substrat etkilesimi gostermektedirler. VIM-1,
VIM-2 ve VIM-7’nin Kkatalitik etkinliklerinin karsilastirilmast yapildigi zaman,
penisilinler i¢in: VIM-7>VIM-2>VIM-1, sefalosporinler i¢in: VIM-1=VIM-2>VIM-7
ve karbapenemler i¢in VIM-7=VIM-2>VIM-1 sonucu elde edilmektedir.
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1.11. MBL’lerin Katalitik Mekanizmasi

Genelde B-laktamlarin MBL’ler ile hidrolizi ilk olarak karboksil grubu iizerine
nukleofilik bir atak ile ve laktam halkasinin C-N baginin kirilmasi ile olur. Bunlari
takiben azot kopriilerinin tetiklenen protonasyonu ile olmaktadir (Bounaga vd., 1998).
Hidroliz boyunca B-laktam karboksil grubu katalitik Zn*? iyonlari veya substratin Zn*?
iyonlar1 ile etkilesimiyle dogrudan koordine edilmektedir. Ilk elde edilen Bcll yapisi
mono-¢inko formundadir ve hidrolizin mononiikleer enzim tarafindan yiiriitiildiigl ileri
stiriilmektedir (Carfi vd., 1995). Ancak sonraki Bcll enzim c¢alismalar1 maksimum
katalitik aktivite i¢in sadece di-¢inko formunun aktif oldugunu gostermistir (Fast vd.,
2001). Farkli bir arastirmada ise Bcll enzimi igin hem mono-¢inko hem de di-¢inko
forumlarinda aktif oldugu gosterilmis ve boylece her iki durumda muhtemel iki
mekanizmanin olabilecegi ileri stirlilmistiir (Paul-Soto vd., 1999). Ancak hidroliz i¢in
Zn*? iyonuna ihtiyac1 oldugu hala tartismal bir konudur. Ek olarak MBL’ler hidroliz
mekanizmasi ¢esitli substratlar iizerine temellendirildigi ileri siiriilmektedir (Bush ve
Fisher, 2011). Ug boyutlu yapiya gére MBL’lerin katalitik mekanizmasi mono ve di-
¢inko mekanizmasi olarak ikiye boliinebilir (Murphy vd., 2006).

1.12. MBL inhibitorleri

MBL’ler klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktam gibi klasik serin B-laktamaz
inhibitdrleri ile inhibe olmazlar (Miller vd., 2001; Toney, 2003). Simdiye kadar rapor
edilen MBL inhibitorleri Tablo 8 de gosterilmektedir fakat toksisitelerinden dolayi
klinik kullanim i¢in uygun degillerdir. MBL ile alakali ilk inhibitér ¢alismalar1 klinik
olmayan arastirmalar {izerine yogunlagmistir. Ancak VIM-2, IMP-1 ve FEZ-1’in kristal
yapist ile merkaptokarboksilat inhibitor kompleksi inhibitorlerin MBL’lere nasil
baglandig1 gibi bazi bilgiler sagladi (Yamaguchi vd., 2007; Garcia-Saez vd., 2003).
Yine BlaB ile D-captopril kompleksi MBL’lerin inhibitor etkilesimi hakkinda bilgi
vermistir. Ancak g¢esitli MBL’ler olmasi1 ve aktif bolge katmanlariin memeli enzimleri
ile benzerlik gostermesi basarili inhibitor gelistirilmesi i¢in ana engeldir. Bu yiizden
simdiye kadar MBL’ler klinikte kullanilabilecek inhibitorleri yoktur. Ayrica MBL’ler
kendi igindeki ¢esitliliginden dolay1 tiim MBL’lerin aktivitesine karsi tek bir inhibitor
yeterli olmayacaktir (Daiyasu vd., 2001)
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Tablo 8. MBL inhibitorleri

Inhibitériin Tipi Bilesen Test Kaynaklar
edilen Enzimler
Mercaptoacetic acid IMP-1
Mercaptopropionic acid IMP-1
2’-Mercaptoethyl derivative Bell
Thiobenzoate derivative IMP-1, CcrA
Thiol 2-para-Thiomandelic acid Bell
Quinoline C45H IMP-1,VIM-2
Thioester Morpholinoethanesulfonic acid CcrA
SB217782/8018/9158, L1
SB214752
Biphenylmethyl derivatives IMP-1,CcrA
Tricyclic urunler SB238569 Bcll,IMP-1,CcrA
2S-3S disubstitute IMP-1
1-B-Methyl J-110, 441 IMP-1,CcrA, L1,
carbapenem Bell
J-111, 225 IMP-1
Penicillin Penicillinate sulfone L1,Bcll
derivatives Penamaldic derivatives Bcll
N-Arylsulfonyl 2-Napthy! derivatives IMP-1
hydrazone Walsh
Biphenyl tetrazole L161, 189 CcrA vd. 2008
Cysteinyl peptide D-Phenylalanine derivative Bell
Trifluoromethyl D-Alanine derivative Bell, L1
Alcohol
ve ketones
Thioxocephalosporin Thioacid Bcll
Pthalic acid Pthalic acid derivatives (12f) IMP-1 Hiraiwa
vd., 2009
Maleic acid ME1071 IMP-1 Ishii vd., 2010
derivatives
Benzohydroxamic acid | 2,5-substituted benzophenone FEZ-1 Lienard
hydroxamic acid vd., 2007
Mercaptophospha Compound 10a, 18 VIM-4,CphA, Lassaux
tederivatives FEZ-1 vd., 2010
Triazoles 3-Mercapto-1, 2, 4-triazoles and IMP-1 Faridoon
N-acylated thiosemicarbazides vd., 2012
Peptides Peptide derivatives L1,FEZ-1 Bounaga
vd., 2001;
Sanschagrin vd., 2005;
Sun vd., 2006

27




2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Cahismada Kullanilan Kimyasallar, Enzimler, Kitler ve Vektorler

Calisma kapsaminda kullanilan kimyasallar: bovine serum albumin (BSA) (Sigma),
agaroz (Sigma), gliserol (Sigma), dNTP (Promega), MgCl, (Promega), etidyum bromiir
(BioRad), ampisilin (USB), kanamisin (USB), etanol (Sigma), SDS (Merck), NaCl
(Fluka), KCI (Merck), EMB (Sigma), Tris (Merck), EDTA (Merck), Agar (Merck),
DNA ladder (New England Biolabs, Evry, France), CaCl.2H,O (Sigma), KCO,CHj3
(Sigma), IPTG (Sigma), X-gal (Sigma), Tween 20 (Merck), PMSF (Sigma), Triton X-
100 (Sigma), HEPES (Sigma), nitrosefin (Thermo Scientific), imipenem (Sigma),
meropenem (Sigma), doripenem (Sigma), seftazidim (Sigma), sefhalotin (Sigma),

sekositin (Sigma).

Calisma kapsaminda kullanilan enzimler: lizozim (Sigma), Taq DNA polimeraz
(GoTaq, Promega), Q5® High-Fidelity DNA Polimeraz (Biolabs), HRV 3C proteaz
(UK), EcoRI (Fermentas), XHol (Fermentas), Dpnl (Roche), T4 DNA ligaz
(Fermentas), Dnaz (Life Technologies).

Calismada kullanilan kitler ve vektorler: Wizard Genomic DNA Purification Kit
(Promega), Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega), pGEM-T
Easy Vector TA Cloning Kit (Promega), QlIAquick PCR Purification Kit (Qiagen),
QIlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), pET-28a (Novagen), Thermo Scientific
GeneJET Plasmid Miniprep Kiti (USA) ve pET100 TOPO® (Life Technologies).

2.2. Cozeltiler ve Tamponlar

Calisma kapsaminda kullanilan ¢ozeltiler ve bilesenleri Tablo 9°da verilmistir.
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Tablo 9. Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve tamponlar.

Tampon Adi Tampon Bilesenleri

FSB 100 mM KCI, 50 mM CaCl.2H;0, %10
gliserol, 1 M KCO,CHj3

50X TAE 242 g Tris Base, 57.1 mL glacial asetik Acid,
100 mL 0.5 M EDTA

Kiitle spektrometre tamponu 15 mM amonyum asetat

Histrap-Ni-Binding tamponu 500 mM NacCl, 50 mM Tris, 5 mM imidazol
pH; 7.5

Elusyon tamponu 500 mM NaCl, 50 mM Tris, 500 mM imidazol,
pH; 7.5

Jel filtrasyon tamponu 200 mM Nacl, 20 mM Tris, pH; 7.5

Aktivite deney Tamponu 1 mg/mL BSA, 1 mM ZnSQOy, ve 0.01% Triton
X-100 50 mM HEPES (pH 7.2)

CD Spektroskopisi tamponu 10 mM fosfat tamponu

2.3. P. aeruginosa Izolatlarinin Temini ve Antibiyotik Duyarlihginin Arastiriimasi

Calisma kapsaminda B-laktamaz diren¢ genleri tasiyiciligi arastirilacak tiim P.
aeruginosa izolatlar1 Kasim 2011 ve Agustos 2012 tarihleri arasinda Bezmialem Vakif
Universitesi Hastanesinde izole edilmistir. Ornekler -20 "C’ de %20 gliserol igerecek
sekilde stoklanmistir. Bu tarihler arasinda toplam 104 izolat elde edilmistir. Tiim klinik
izolatlar, APl 32GN sistemi (bioMerieux, Marcy-I’Etoile, France) (CLSI, 2012)
kullanilarak tanimlanmistir. Minimum inhibisyon konsantrasyon degerleri, VITEK
cthaz1 kullanilarak belirlenmistir. VITEK kartlar iiretici firmanin belirledigi sekilde
kullanmilmistir. Disk difiizyon yontemiyle karbapenem iireten suslar belirlenmistir.
Antibiyotik duyarlilik testi i¢in;, piperasilin, piperasilin/tazobaktam, seftazidim,
sefoperazone/sulbaktam, sefepim, amikasin, gentamisin, netilmisin, tobramisin,
siprofloksasin, levofloksasin, kolistin, doripenem, imipenem, meropenem
antibiyotikleri kullanilmig ve CLSI 2013’ e gore degerlendirilmistir. Coklu ilag direngli
olan suglar, E-test ydntemiyle Bezmialem Vakif Universite Hastanesi tarafindan
belirlenmistir. Sonuglar CLSI’e gore degerlendirilmis ve 24 ¢oklu ilag direngli P.

aeruginosa susu tespit edilmistir.
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2.4. P. aeruginosa Izolatlarindan DNA izolasyonu

Gliserol stok yapilmig olan P. aeruginosa izolatlarindan tek koloni diisecek
sekilde 6ze ile EMB agar’ayayma ekimi yapilmis ve 37 'C etiiv de 16 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi izolatlardan tek koloni almarak 3 mL sivi LB
besiyerine ekilmis ve 37 °C’de gece boyu inkiibe edildikten sonra 1.5 ml gece kiiltiirii
13000 rpm’ de 1 dakika ¢oktiiriilmiistiir. Total DNA izolasyonu kaynatma yontemiyle
elde edilmis ve pellet 500 puL deiyonize suda ¢oziilerek hiicreler 95°C° de 10 dk
isitilarak  lizise ugratilmastir. Debris, 14.000 rpm’de 10 dk santrifiijlenerek

coktiiriildiikten sonra siipernatantlar PZR reaksiyonlarinda kullanilmistir.

2.5. Coklu Ila¢ Direncli P. aeruginosa izolatlarimn 16S rRNA Dizi Analizi

27F  (5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") Forward ve 1492L (5'-
GGYTACCTTGTTACGA CTT-3') reverse (Macrogen, Amsterdam, The Netherlands)
oligonukleotidleri kullanilarak her g¢oklu ila¢ direngli izolatlar i¢in 16S rRNA gen
bolgesi amplifiye edildi. PZR reaksiyonu; 50 puL son hacim olacak sekilde; 1,5 iinite
DNA polimeraz I (GoTaq, Promega), 5 ul DNA, 10 pul 5X DNA polimeraz tamponu
(Promega), 3 ul 1,5 mM MgCly, 2,5 ul 4 mM her bir ANTP ve 2 pL her bir primer stoku
(25 pmol/uL) ve son hacim steril deiyonize su ile 50 pul’ye tamamlanarak hazirlandi.
PZR amplikasyonu 2 dk 94°C, 45 sn 94°C, 60 sn 55°C, 60 sn 72°C (35 dongii), ve son
sentez 10 dk 72°C de gergeklestirildi. PZR {iriinleri, %1’ lik agaroz jelde yiiriitiilerek
goriintiilendi. PZR firiinleri DNA dizi analizi igin Macrogen’e (Amsterdam, Hollanda)
gonderilmis ve sekans sonuglart BLAST programi (NCBI GenBank database)
kullanilarak degerlendirildi (Altschul et al., 1990; Benson et al., 2012).

2.6. Molekiiler Tiplendirme ve Klonal iliski

Izolatlar arasindaki genetik benzerlik RAPD (rastgele artirilmis polimorfik DNA)
teknigiyle arastirildi. RAPD reaksiyonu, 50 pL son reaksiyon hacminde, 1X polimeraz
tamponu, 5 ng DNA, 4 mM MgCl,, 200 uM her bir ANTP, 10 uM primer, 1,5 U Taq
polimeraz (Promega, Madison, USA) eklenerek hazirlandi. izole edilen DNA ilk olarak

8 farkli primer (Tablo 10) kullanilarak degerlendirildi ve daha sonra en iyi sonug¢ veren
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2 farkli primer RAPD-29 (5’-GGGTGTGCAG-3’) ve RAPD-34 (5’-CACAGCGACA-
3’) secgilerek DNA’lar ¢ogaltildi. RAPD amplikasyonu, 94°C de 1 dk, 40 dongii 94°C
de 1 dk, 32°C de 1 dk ve 72°C de 3 dk; son uzama 72°C de 10 dk da gerceklestirildi.
Uriinler ethidium bromide (10 pg/ml) igeren 1,4% agaroz jelde (1X TAE), 1 kb DNA
ladder (molekiiler marker, New England Biolabs, Evry, France) yiiriitiildii ve UV ile

goriintlilendi.

Tablo 10. RAPD analizlerinde kullanilan primerler

Primer Ismi Primer Sirasi
RAPD24 GGATGCCATC
RAPD25 GGTGAACGCT
RAPD29 GGGTGTGCAG
RAPD31 ACGGGCCAGT
RAPD33 AGGCCCGATA
RAPD34 CACAGCGACA
RAPD35 CAAAGCGCTC
RAPD37 GGCTGCAATG

2.7. Beta Laktamaz Genlerinin PZR Yontemiyle Belirlenmesi

P. aeruginosa susunun antibiyotik direng¢ genlerinin karakterizasyonu PZR
metoduyla yapildi. PZR ile karakterizasyonlarinda kullanilan oligoniikleotidler ve
amplifiye edilecek beta-laktamaz direng genleri Tablo 11’ de gosterilmektedir. Standart
PZR’ ler 50 pL son hacim olacak sekilde; 1,5 iinite DNA polimeraz I (GoTaq,
Promega), 5 pl DNA, 10 ul 5X DNA polimeraz tamponu (Promega), 3 ul 1,5 mM
MgCly, 2,5 pl 4 mM her bir ANTP ve 2 uL her bir primer stoku (25 pmol/uL) ve son
hacim steril deiyonize su ile 50 ul’ye tamamlanarak hazirlandi. Amplikasyon 5 dk 94°C,
30 sn 94°C, 45 sn 72°C (25 dongii) ve son sentez 7 dk 72°C de gerceklestirildi. PZR
amplikasyon i¢in kullanilan Tm’ler Tablo 10 da verilmistir. Amplifikasyon {iriinleri,

%1 lik agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilendi.
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2.8. Integronlarin PZR Yontemiyle Belirlenmesi

P. aeruginosa suslarinda smif 1 ve smif 2 integron varliginin karakterizasyonu,
PZR metoduyla arastirildi. Integronlarm varliligmin arastirilmasinda kullanilan
primerler Tablo 11° de gosterilmektedir. PZR’ ler 50 pL son hacim olacak sekilde; 1,5
tinite DNA polimeraz I (GoTaq, Promega), 5 ul DNA, 10 pl 5X DNA polimeraz
tamponu (Promega), 3 ul 1,5 mM MgCly, 2,5 ul 4 mM her bir ANTP ve 1,5 uL her bir
primer stoku (25 pmol/pL) ve son hacim steril deiyonize su ile 50 pl’ye tamamlanarak
hazirlandi. Integronlar igin amplikasyon 3 dk 94°C, 45 sn 94°C, 3 dk 72°C (34 dongii)
ve son sentez 5 dk 72°C de gerceklestirildi. Integronlar PZR amplifikasyon igin
kullanilan Tm’ler Tablo 11’ de verilmistir. Amplifikasyon tiriinleri %1’ lik agaroz jelde

yiirtitiilerek goriintiilendi.

Tablo 11. Calismada kullanilan spesifik primerler ve Tm’ler (Cigek vd., 2014).

. Amplicon
Primer 5°-3’ Tm Kaynaklar
buyukligi

F: TAATGCTTTGATCGGCCTTG
OXA-51 353
R: TGGATTGCACTTCATCTTGG

F: GATCGGATTGGAGAACCAGA
OXA-23 501
R: ATTTCTGACCGCATTTCCAT

F: GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA

OXA-24 246 52
R: AGTTGAGCGAAAAGGGGATT Woodford vd., 2006
F: AAGTATTGGGGCTTGTGCTG

OXA-58 599
R: CCCCTCTGCGCTCTACATAC
F:ATGCGCTTCATTCACGCAC

GES 863 56
R:CTATTTGTCCGTGCTCAGGA

Moubareck vd., 2009

F:ATTTCCCGATGCAAAGCGT

VEB 542 55
R:TTATTCCGGAAGTCCCTGT
F:ATGAATGTCATCACAAAATG

PER-2 927 50 Celenza vd., 2006

R:TCAATCCGGACTCACT

F:CATGGTTTGGTGGTTCTTGT
IMP 488 56
R:ATAATTTGGCGGACTTTGGC

F:ATTGGTCTATTTGACCGCGTC Jeon vd., 2005
VIM 780 58
R:TGCTACTCAACGACTGAGCG

CTXM1 F:GCGTGATACCACTTCACCTC

grup R:TGAAGTAAGTGACCAGAATC 260 %0

CTXM2 F:-TGATACCACCACGCCGCTC 31 50 Xu vd., 2005
grup R:TATTGCATCAGAAACCGTGGG

TEM F:AGTATTCAACATTTYCGTGT 860 49 Bu caligma da

R:TAATCAGTGAGGCACCTATCTC
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F: GAGATTGCCGAGCGACTTG

NDM 457 54 Chihara vd., 2011
R: CGAATGTCTGGCAGCACACTT

Simif 1 5°CS:5'-GGCATCCAAGCAGCAAG-3'

integron 3’CS:5'-AAGCAGACTT ACCTGA-3'

Smif 2 hep51:5-GATGCCATCGCAAGTACGAG-3’

integron hep74:5'-CGGGATCCCGGACGGCATGCACGA- Degisken 55 Cigek vd., 2013

3

Degisken 55 Cigek vd., 2013

2.9. Kompetent Hiicrelerin Hazirlanmasi

E.coli’nin DHS5a, XL-1 Blue, BL21 (DE3) ve BL21(DE3)pLysS soylarini
kompetent hale getirmek icin ekildigi LB-Agar iizerinden tek bir koloni alinarak 3 ml
LB ortamma ekilerek 37 °C’ de bir gece boyunca iiretildi. Uretilen 6rnekten 500 pl
alinarak 50 mL LB besi yerine tekrar ekim yapild. 37 "C’ de yaklasik 2-3 saat
ODgpo=0,4’e ulasincaya kadar biiyiitiildii. Biiyiitildiikten sonra kiiltiir 5 dakika buzda
bekletildi ve falkonlara almarak +4 ‘C’ de 5 dakika 3000 rpm’de santrifiijlendi. Pellet
7,5 ml soguk FSB (Frozen storage buffer: 100 mM KCI, 50 mM CaCl.2H,0, %10
gliserol, 1 M KCO,CHj3) tamponunda ¢6ziildiikten sonra 2 saat buzda bekletildi ve 10
dk 6000 rpm’de santrifijjlendi. Siipernatant uzaklastirilip tekrar 2 ml soguk FSB

tamponunda pellet ¢6ziildii. Hazirlanan hiicreler -80 °C de saklandi.

2.10. PZR Sonrasi1 Pozitif Olan Orneklerin pGEM-T Easy Vektoriine

Klonlanmasi

Elde edilen PZR iriinleri, pGEM-T Easy vektorine (Promega) ligasyonu
saglandi. Ligasyon reaksiyonu toplam 4 ul hacimde 0,2 ul pGEM-T easy (10 ng), 2 ul
ligasyon tamponu (2X), 0,2 ul T4 DNA ligaz (0,6 {inite/ pul ) ve 1,6 ul PZR iriini
kullanilarak 16 °C’de 16 saat olarak gergeklestirildi. PZR {iriiniinii tasiyan pGEM-T
easy vektorii, E. coli DH5a kompetent hiicrelerine kimyasal yontemle transforme edildi
(Sambrook vd., 1987). Daha sonra hiicreler IPTG ve X-Gal iceren ampisilinli petrilerde
mavi-beyaz renk olusumuna bakilarak ayrildi. Belli sayida beyaz hiicreden plazmit izole
edildi ve EcoRI restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesildi, PZR {iriinii ile yan yana
%1’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve pozitif olanlar belirlendi. Pozitif oldugu dogrulanan
plazmitleri igeren rekombinant hiicreler, 3 ml LB besiyerine ekimi yapilarak 37 “C de

gece kiiltiirii yapild1 ve kiiltiirler 14000 rpm’ de 2 dk santrifiij yapilarak ¢oktiiriildii.
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Elde edilen pelletler ile Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep Kiti (ABD)
kullanilarak plazmit DNA purifikasyonu gerceklestirildi. izole edilen plazmidler DNA

dizi analizine gonderildi.

2.11. Sekans Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

PZR ile tespit edilen 6rneklerin pGEM-T Easy vektoriine klonlandiktan sonra
DNA baz dizin analizi i¢gin Macrogene gonderilen orneklerin sonuglar1 Expasy

(http://web.expasy.org/translate/) ve Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

programlar1 kullanilarak degerlendirildi. Sekans sonucuna gore yeni alel oldugu
diisliniilen 6rnekler tekrar ¢ogaltildi ve sekans analizine gonderilerek dogrulandi. BP2
(Bezmialem Pseudomonas) izolatinda tanimlanan VIM-tipi metalla beta laktamaza ait
aminoasit dizilimi bilinen tim VIM-tipi betalaktamaz varyantlarindan bir aminoasit
farklilik gosterdigi belirlendi ve resmi internet sitesine (http://www.lahey.org/Studies/)
girilerek yeni alelin adlandirilmas: yapilip kayit numarasi alindi. Yeni enzimin

ozelliklerinin belirlenebilmesi i¢in gerekli ¢aligmalar baglatildi.

2.12. Filogenetik Analiz

Filogenetik analizler, MEGAS programi kullanilarak degerlendirildi. MEGAS
programinda yeni blaym- geninin sekans sirast tiim blayv-varyantlarinin  sekans

siralartyla karsilagtirilarak filogenetik agag ¢izildi (Tamura et al., 2011)

2.13.  Yeni blayv alelinin Champion™ pET100 TOPO® Vektoriine Klonlanmasi

Yeni blayv geni, pET100 TOPO® vektoriine klonlandi. Geni igeren vektor E.
coli DH5a hiicrelerine transform edilerek MIiK degerlerinin belirlenmesi hedeflendi. Bu
amagla, klonlamay1 etkinlestirmek icim Forwad primer 5’ ucunda ‘CACC’ sirasi
eklendi. Revers primer dizayn ederken yiiksek verimlilikte klonlamadan emin olmak
icin, PZR reverse primeri vektoriin 5° ucundaki GTGG sekansina komplamenter

olmamasina dikkat edildi.
VIM-TOPO-Fw:5’-CACCATGTTMAAASTTWTKAGTARTTTATTG-3" VIM-
TOPO-Rw: 5’-CTACTCAACGACTGAGCGATTTTTG-3" primerleri dizayn edilerek
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PZR yapildi. Amplikasyon, 2 dk 94 °C, 45 sn 94 °C, 1 dk 56 °C, 3 dk 72 °C (30 dongii)
ve son sentez 5 dk 72 °C de gergeklestirildi. PZR sonrasi pozitif olan 6rmeklerin
pET100 TOPOR vektoriine ligasyonu yapildi. Ligasyon reaksiyonu toplam 6 pul hacimde
1 ul pET100 TOPOR, 1 ul tuz solusyonu, 1 ul saf su ve 3 pl PZR iirtinii kullanilarak 25
°C’de 7 dk olarak gergeklestirildi. Ligasyon iriinii , E. coli DHS5o kompetent
hiicrelerine kimyasal yontemle transforme edildi (Sambrook vd., 1987). Olusan belli
sayida hiicreden plazmit izole edildi. Pozitif oldugu diistiniilen plazmitler i¢in yeni
blayu aleline yonelik PZR yapildi ve blayyy alelini tasiyan vektoriin ait oldugu hiicreler
tekrar buyiitiilerek plazmit DNA purifikasyon kiti (Thermo Scientific GeneJET Plasmid
Miniprep ) kullanilarak DNA dizi analizi i¢in tekrar izole edildi. Daha sonra blaym
alelini tasiyan rekombinant vektér ve karbapenemaz {iireten P. aeruginosa (BP2)

susunun MIK degerleri belirlendi.

2.14. Yeni blayv alelinin pET-28a Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

Yeni blayv alelinin pET-28a vektoriiniin ECORI ve Xhol bolgesine klonlanmasi
icin primerler dizayn edildi. Primerler dizayn edilirken gene ait sinyal peptid sirasinin
var olup olmadigi SignalP 4.1 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)
program kullanilarak arastirildi. Sinyal sirasinin varligi belirlendikten sonra sinyal dizisi
disarida birakilacak sekilde primerler dizayn edildi.

Yeni blayv aleli PZR da g¢ogaltmak igin EcoRI ileri (VIM-NoSig-EcoRI:5’-
GAATTCAGTCCGTTAGCCCATTCCG) ve  Xhol geri  (VIM-R_Xhol-5-
CTCGAGCTACTCAACGACTGAGCGATTTTTG) primerleri kullanildi.
Amplifikasyon {iriinii %1’ lik agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilendi. Ornek pGEM-T
Easy klonlama vektoriine (Promega) aktarildi. Ligasyon reaksiyonu toplam 4 pl
hacimde 0,2 ul pGEM-T Easy, 2 ul ligasyon tamponu, 0,2 ul T4 DNA ligaz ve 1,6 pl
PZR iirtinii kullanilarak 16 °C’de 16 saat olarak gergeklestirildi. Ligasyon iriinii E. coli
DH5a kompetent hiicrelerine transforme edildi (Sambrook vd., 1987). Pozitif oldugunu
dogrulamak i¢in plazmitleri i¢eren rekombinant hiicrelerden plazmit izole edilerek DNA
dizi analizine gonderildi. DNA sekans analizi sonucu yeni blay alelinin pGEM-T
Easy vektoriine klonlandig: tespit edilen 6rneklerden tekrar plazmit izole edildi. 40 puL
plazmit DNA, 100 pL hacimde EcoRI ve Xhol tamponu kullanilarak plazmit kesildi.
Kesim i¢in 4 pL EcoRI (40 iinite) ve 2 pL (20 tnite) Xhol kullanildi ve kesim
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reaksiyonu 37°C’de 4 saat boyunca gergeklestirildi. Kesim sonrasi plazmitler %1 lik
jelde yiiriitiilerek, jelden QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) kullanilarak temizlendi.
Her iki enzimle kesilmis yeni alel fragmenti ve pET-28a vektori ligasyonu, toplam 10
ul hacimde yapildi. Ligasyon reaksiyonu 1 pl T4 DNA ligaz tamponu (10X’den), 1pul
T4 DNA ligaz (10 unite/ul), 3 pl ekspresyon vektorii (EcoRI ve Xhol ile kesilmis pET-
28a) ve 5 ul jelden izole edilen blay fragmenti iiriinii kullanilarak 16°C’de 16 saat
olarak gergeklestirildi (Tablo 12). Ligasyon sonrasi plazmit, E. coli DH5a hiicrelerine
transforme edildi. Belli sayida koloniden tekrar plazmit izole edildi, EcoRI ve Xhol
kesimi ve PZR ile dogrulanan 6rnekler tekrar DNA dizi analizine gonderildi. Pozitif
oldugu dogrulanan orneklerden bir tanesi segilerek ekspresyon i¢in E. coli BL21
(DE3)Lys hiicrelerine aktarildi (Maniatis vd.,1989).

Tablo 12. Ligasyon ve restriksiyon endonukleaz kesim sartlari
pGEM-T Easy Ligasyonu Restriksiyon  endonukleazlar ile ' T4 DNA ligaz ile

Kesim Ligasyon
0,2 pl pGEM-T 40 pl plazmid DNA 1 ul T4 DNA ligaz
2 pl Ligasyon Tamponu 4 ul EcoRI 3 ul pET-28a
1,6 PZR urunu 2 pl Xhol 5 pl PZR urunu
- 54 pl Tampon 1 pl Tampon
16°C’de 16 saat 37°C’de 4 saat 16°C’de 16 saat

2.15. VIM-5 Nokta Mutasyonu

Yeni alel, 265. pozisyon da bir aminoasit degisikligi ile VIM-5 den farklidir. 265.
pozisyonda VIM-5 alanin aminoasiti bulundururken yeni alel valin aminoasiti
bulundurmaktadir. Bu farkliligin enzim aktivitesi {lizerinde etkisinin olup olmadigini
aragtirmak icin yeni alel tizerinden nokta mutasyonu yapilarak VIM-5 elde edilmek
istenmistir. VIM-5 nokta mutasyonu igin: yeni alelin 265.

Valini aminoasiti kodlayan GTT, VIM-5° de Alanini kodlayan GCC
niikleotitlerine cevirmek igin ileri-5’-CACAAAAATCGCTCAGTCGCCGAG-3 ve
Geri-5’-CTCGGCGACTGAGCGATTTTTGTG-3 primerler dizayn edildi. PZR: 1,5
tinite Q5® High-Fidelity DNA Polimeraz (Biolabs), 20 ug plazmit DNA, 5 ul 5X DNA
polimeraz tamponu, 5 pl Q5® High GC Enhancer tamponu, 2,5 pl dNTP mix (10 mM)
ve 1 pL her bir primer stoku (25 pmol/pL) ve son hacim steril deiyonize su ile 25 pl’ye
tamamlanarak hazirlandi. Mutasyon amplikasyonu i¢in dongii sartlari: 2 dk 94°C, 45 sn
94°C, 1 dk 55°C, 12 dk 68°C (19 dongii), ve son sentez 20 dk 68°C’ de gerceklestirildi.
PZR iiriinleri 1,25 pl Dpnl enzimi ile 37°C de 16 saat siire ile restiriksiyon endoniikleaz
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kesimi yapildi. Kesim sonrast 6rnekler E. coli XL-10 Gold hiicrelerine transforme
edilerek kanamisinli petrilere hiicreler ekildi. Olusan kolonilerden plazmitler izole
edilerek DNA dizi analizine gonderildi. Hedeflenen mutant klonlar ekspresyon igin E.
coli BL21 (DE3)Lys hiicrelerine aktarildi.

2.16. pET-28a/blavivs ve pET-28a/blavim-Yeni Alel Genlerine HRV 3C Proteazin
Insersiyonu

Ekspresyon i¢in kullanilan pET-28a vektorii N-terminalinde 6 Histidin ve trombin
kesim bolgesi igermektedir. 6 Histag bolgesinin enzim aktivitesi iizerine etkisinin
olabilecegi  varsayilmaktadir. Bundan dolayr Ni-afinite  kromotografisi ile
saflagtirildiktan sonra 6 Histag bdlgesi enzimden uzaklagtirilmak istenmektedir.
Trombinden daha az maliyetli ve kullanish olan HRV 3C proteaz Histag
uzaklastirilmasinda kullanabilmek i¢in blaym.s ve blayu-yeni alel genlerini i¢eren pET-
28a vektorine HRV 3C proteaz aminoasit sirasi 143. ve 144. nukleotitler (Sekil 4)
arasmna PZR ile eklenmesi i¢in QuikChange Primer Design programi: kullanilarak

primerler dizaynedilmistir

Ileri-5' GAATGGGCTAACGGACTCGGGCCCTGAAACAGCACTTCCAGGA
ATTCAGTCATGCTAGCC-3' ve geri-5’GGCTAGCATGACTGAATTCCTGGAAGT
GCTGTTTCAGGGCCCGAGTCCGTTAGCCCATTC-3' primerleri kullanilarak HRV
3C proteazi kodlayan Leu-Glu-Val-Leu-Phe-GIn-|-Gly-Pro sekiz aminoasitin vektore
insersiyonu i¢in PZR: 1,5 iinite Q5® High-Fidelity DNA Polimeraz (Biolabs), 20 pg
plazmid DNA, 5 ul DNA polimeraz tamponu (5X), 5 pl Q5® High GC Enhancer
buffer, 2,5 ul ANTP mix (10 mM) ve 1 pL her bir primer (25 pmol/uL) ve son hacim
steril deiyonize su ile 25 ul’ye tamamlanarak hazirlandi. Mutasyon amplikasyonu icin
dongii sartlar: 2 dk 94°C, 45 sn 94°C, 1 dk 55°C, 12 dk 68°C (19 dongii), ve son
sentez 20 dk 68°C’ de gerceklestirildi. PZR {iriinleri 1.25 pl Dpnl enzimi ile 37°C de 16
saat siire ile kesim yapildi. Kesim sonrasi ornekler E.coli XL-10 Gold hiicrelerine
transforme edilerek kanamisinli petrilere hiicreler ekildi. Olusan kolonilerden plazmitler
izole edilerek DNA sekans analizine gonderildi. Pozitif oldugu dogrulanan 6rnekler

ekspresyon i¢in E. coli BL21 (DE3)Lys hiicrelerine aktarildi.
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atgggcagcagocatcatcatcatcatcacagcagoggocctggtgoccgocgoggcagoocat
M 6 5 5 H H H H HH S 8§ & L VvV P B G 5 H
143 . H 144 . H

atggoctagcatgactgaatte  insersivon bélgesi  agtccocgttagoccatteco
M A 5 M T E F LEVLFQGEP T P L A H &

Sekil 4. HRV 3C proteazin (L E V L F Q G P) Insersiyonu (143. niikleotit ve yukari
sekans sirasi blayu-s-in klonlandigr pET-28a vektoriine ait niikleotit sirasi, 144.
niikleotit ve sonrasi sekans sirasi ise blayu.s genine ait niikleotit sirasi. 143. ve
144. Niikleotit arast HRV 3C proteazi kodlayan 8 aminoasit sirasinin eklendigi
bolge).

2.17. Dblayiuv-s ve blayim-Yeni Alelin Ekspresyon Sartlarinin Belirlenmesi

Yeni alel ve blayu.siin ekspresyonunu varligini gozlemlemek ve ekspresyon
sartlarint belirlemek i¢in deneylere baslanmis ve Novagen kit kullanilarak proteinler
saflastirilmistir. Yeni VIM aleli ve blayu.s genlerini iceren plazmitler transfer edildigi
E. coli BL21 (DE3)Lys hiicrelerinden rastgele tek bir koloni segilerek ekspresyon i¢in
kullanildi ve bu koloniler 3 ml besiyerinde biiyiitiildiikten sonra %20 gliserol stok
yapilarak -80 “C de saklannustir. 100 mL sivi kanamisinli LB’ ye ekim yapilarak 37 °C’
de O.D 0,6 olana kadar inkiibe edildi. Daha sonra 0,1 mM, 0,5 mM ve 1 mM IPTG
(izopropil B-D-1-Tiyogalaktopiranozit) ile indiiklenerek, 37 “C de 4 saat ve 18 "C’ de
gece boyunca biyiitiildii (Tablo 13). Hiicreler 8000 rpm’ de 10 dk santrifiijle
coktiirlildii. Novagen protein saflagtirma kiti kullanilarak proteinler saflastirildi.
Ekspresyonun en iyi oldugu sartlar belirlendi ve ¢ok miktarda protein {iretimi ve

saflagtirilmasi yapildi.
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Tablo 13. Proteinlerin ekspresyon sartlari

Farkl1 Sicakliklar Inkiibasyon siiresi IPTG konsantrasyonu

18°C 4 saat 0,1mM
18°C 4 saat 0,5mM
18°C o/n 0,5mM
18°C o/n 1 mM

37°C 4 saat 0,1mM
37°C 4 saat 0,5mM
37°C 4 saat 1 mM

37°C o/n 0,5mM
37°C o/n 1mM

2.18. Dblayium-s ve Yeni blay;vm Genlerinin Ekspresyonu

Ekspresyonun en iyi oldugu sart belirlendikten sonra ¢ok miktarda protein
tiretimine baglandi. Daha 6nce plazmitler E. coli BL21 (DE3)Lys hiicrelerine transfer
edildi ve gliserol stok yapildi. Bu stoklardan kanamisinli petrilere yayma ekimi yapildi
ve tek bir koloni secilerek, ilk basta 100 ml 30 pg/mL kanamisinli LB’ye ekimi
gerceklestirilerek 37 °C de gece boyu inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi her bir
protein i¢in dnceden hazirlanmis 600 mL LB besiyeri iceren 12 tane 2 mL’lik erlenler
kullanildi. Her bir erlene 600 pl kanamisin ve 6 ml hiicreler eklendi ve 37 °C’ de ODggo
0,6 olana kadar inkiibe edildi. Daha sonra 0,1 mM IPTG (izopropil B-D-1-
Tiyogalaktopiranozit) ile indiiklenerek 18 ‘C’ gece boyunca bityiitiildii. Hiicreler 8000
rpm’ de 10 dk santrifiijle ¢oktiiriildii ve saflastirmada kullanmak igin pelletler -80 "C de

saklandi.

2.19. VIM-5ve Yeni VIM Proteinlerinin Saflastirilmasi

Proteinler sirasi, ile Ni-afinite kromotografisi ve jel filtrasyon kromtografisi
teknikleri kullanilarak saflastirildi. Saflastirma islemi icin AKTA Prime FPLC
(Amersham Biosciences, Isveg) sistemi kullanildi. -80 °C’den alinan pelletler hassas
terazide tartildiktan sonra kiitlesinin 3 kat1 kadar Histrap-Ni-Binding tamponu (500 mM
NaCl, 50 mM Tris, 5 mM imidazol pH; 7.5), lizozim, Dnaz, Tween 20 ve PMSF
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(phenylmethanesulfonylfluoride) eklenerek lizis yapildi. Pelletler ¢oziildiikten sonra 15
dk buz iizerinde sonikasyon yapildi. Sonikasyon sonrasi, 24000 rpm’ de 30 dk santrifiij
yapildi ve siipernatant filtreden gegirildikten sonra Ni- afinite kromotografisi ile

saflastirma da kullanildi.

2.19.1. Ni-Afiniti Kromotografisi ile Proteinlerin Saflagtirilmasi

VIM-5 ve yeni VIM proteinin ekspresyon i¢in klonlandig1 vektér olan pET-28a,
N-terminal bolgesinde 6 Histidin kodonu igermektedir. Bundan dolay1, E.coli’nin diger
proteinlerinden VIM-5’i ve VIM proteinini ayirmak i¢in afinite kromotografisi
kullanilmistir. Histidinin kobalt ve nikel iyonuna kars: afinitesi vardir. Icerisinde nikel
bulunan bir kolondan proteinler ge¢irildigi zaman 6 Histidin bulunduran protein kolona
baglanir ve istenmeyen diger proteinler kolondan akar gider. Kolona baglanmis proteini
kolondan ayirmak igin ise imidazol kullanilir ¢iinkii imidazolun nikele kars1 yiiksek
afinitesi vardir.

Saflastirmada 5 ml Histrap High Performance (HP) kolonu, AKTA explorer Fast
Protein Liquid Chromatography (FPLC) sistemi ve Unicorn 5.0 programi (GE
Healthcare United Kingdom) kullanildi. Saflastirmaya baslamadan 6nce kolon ilk
olarak su ile daha sonra da saflastirmada kullanilan tamponu (Histrap-Ni-Binding) ile

yikandi. Daha sonra Sekil 5 de gosterilen program kullanilarak proteinler saflastirildi.
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2.19.2. Ultrafiltrasyon ile Proteinlerin Konsantre Edilmesi

Afinite kromotografisi tamamlandiktan sonra proteinin bulundugu fraksiyonlar
secildi. Proteinler ultrafiltrasyon tiiplerine (10 kDa) koyularak 4000 rpm de 15 dk.
santrifiij edildi. 3C proteaz kesimi igin toplam hacim 10 ml olacak sekilde protein

konsantre edildi ve proteinin konsantrasyonu nano-dropla belirlendi.

2.19.3. HRV 3C Proteaz Enzimi ile 6 Histidinin Uzaklastirilmasi

HRV 3C Proteaz, 3C proteaz, insan rhinovirus tip 14’iin rekombinant formudur.
HRV 3C proteaz LeuGluValLeuPheGIn/GlyPro aminoasit sirasina tanir ve Glutamin
amino asiti ve Glisin amino asiti arasindan kesim yaparak histidin bdlgesini uzaklastirir.
Proteinin konsantrasyonu belirlendikten sonra 1:25 mg/ml oranin da 3C proteaz
eklenerek 17 saat +4 °C de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras: 20 mM imidazollu tampon
kullanilarak saflastirma yapildi. ilk olarak 5 ml histrap kolonu 20 mM imidazol
tamponu ile dengelendi daha sonra 10 ml protein 3C proteaz soliisyonu kolondan
gecirildi, bu esnada 3C proteaza bagl histidin nikele baglanmustir. istenilen protein ise
histidin igermediginden kolondan akmistir. Soliisyon gecirildikten sonra 3 kez 10 ml 20
mM imidazol tamponu kolondan geg¢irildi ve toplam 4 tiip 40 ml protein elde edilmis
oldu son olarak kolonu temizlemek i¢in 10 ml 500 mM imidazol tamponu kullanildi. 40
ml protein ultrafiltrasyon ile konsantre edildi. 4000 rpm de 15 dk santrifiij yapilarak jel

filtrasyon i¢in son hacim 2 ml olacak sekilde ayarlandi.

2.19.4. Jel Filtrasyon Kromotografisi ile Proteinlerin Saflagtirilmasi

Jel filtrasyon, enzim kinetik c¢aligmalarinda kullanilacak proteinin istenilen
saflikta elde edilmesi i¢in kullanilmistir. 3C proteaz kesim ve ultrafiltrasyon sonrasi
elde edilen 2 ml protein jel filtrasyonun da kullanildi. S75 300 ml Superdex kolonu,
AKTA Explorer Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) sistemi ve Unicorn 5.0
programi (GE Healthcare United Kingdom) kullanildi. Kullanilan program Sekil 6° da

gosterilmektedir.
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Sekil 6. Jel filtrasyon kromotografisi ile proteinlerin saflagtirilma basamaklari
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2.19.5. Protein Konsantrasyonlariin Belirlenmesi

Nano-drop 2000c spektrofotometre (Thermo Sciences) kullanilarak proteinlerin
konsantrasyonlar1 belirlendi. Koér olarak, afinite kromotografisinden sonra elusyon
tamponu (500 mM NaCl, 50 mM Tris, 500 mM imidazol, pH; 7.5) jel filtrasyondan
sonra ise jel filtrasyon tamponu (200 mM Nacl, 20 mM Tris, pH; 7.5) kullanildi.
Proteinlerin  konsantrasyonlarinin belirlenebilmesi icin, gerekli olan proteinlerin
molekiiler agirliklar1 ve extinction coefficient degerleri proteinlerin sekans siralari

kullanilarak Expasy Protparam online programu ile belirlendi (Tablo 14).

Tablo 14. VIM-5 ve Yeni VIM’in in molekiiler agirliklart ve extinction coefficient

degerleri
Protein Molekiiler 3C Proteaz Kesim sonrasi Extinction
Agirlik (kDa) molekiiler Agirlik (kDa) Coefficient (AE)
VIM-5 29.77 26.08 28.42
Yeni VIM 29.80 26.11 28.42

2.19.6. Kiitle Spektrometresi ile VIM-5 ve Yeni VIM Proteinlerin Kiitlelerinin
Belirlenmesi

Proteinler saflastirildiktan sonra, kiitle spektrometresi igin proteinin iginde bulundugu
tampon degisimi gerceklestirildi. Bunun icin 2 ayr1 kiitle spektrometresi tampon
degisim kolonu kullanilarak yapildi. Once kolonlar alt-iist edildikten sonra alt kismi
kesildi ve kapagi agilarak kurumasi beklendikten sonra 1000 g’ de 2 dakika
santrifujlendi. Alt kisimdaki sivi dokiildiikten sonra 500 pl 15 mM amonyum asetat
tamponu eklendi ve 1000 g de 1 dakika santrifiijlendi. Yiiksek kalite de tampon
degisikligi istendiginden dolayr bu basamak 4 kez tekrarlandiktan sonra 1. kolona saf
proteinden 75 ul eklendi ve yine 1000 g de 4 dakika santrifiijlendi. Daha sonra alttaki
stvi (75 ul) alinarak 2. kolona aktarildi ve 1000 g de 4 dakika santrifiij yapildi. Kiitle
spektrometresi i¢in en uygun protein konsantrasyonu 100 pM oldugundan dolayi
tampon degisiminden sonra nano-drop ile protein konsantrasyonu belirlendi ve
konsantrasyon 100 uM’a ayarland:1 (yaklasik 2,8 mg/ml). Plate 5 pl (0,75 ul protein,
4,25 pl amonyum asetat tamponu eklenerek son konsantrasyon 15 mM’a ayarlandi)

eklenerek okuma gerceklestirildi.
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2.20. VIM-1, VIM-2, VIM-5 ve Yeni VIM Enzimi ile Aktivite Deneyleri
2.20.1. Steady-State Kinetik

VIM-5 ve yeni VIM proteini saflastirildiktan sonra VIM-1 ve VIM-2 ise Oxford
Universitesi Kimya arastirma laboratuvari enzim stoklarmdan alinarak —aktivite
deneylerinde kullanildi. Aktivite deneylerinde nitrosefin, imipenem, meropenem,

doripenem, seftazidim, sefholatin, sefoksitin ve ampisilin substrat olarak kullanildu.

[k olarak, her substrat icin ayri ayr1 enzimlerin en calistigi konsantrasyonlari
belirlendi. 50 uM substrat konsantrasyonu ve 8 nM seri seyreltme (Tablo 15) ile farkl
konsantrasyonlarda enzim kullanilarak deneyler yapildi. Deneyler {i¢ tekrarli olarak

gerceklestirildi. Her substrat i¢in Tablo 16’ de gosterilen dalga boylar1 kullanildi.

Her substrat i¢in ayr1 ayri en iyi enzim konsantrasyonlari belirlendikten sonra
steady state Kinetik deneyleri gergeklestirildi. Steady-state kinetigi i¢in farkli substrat
konsantrasyonlar1  kullanmildi (Tablo 17). Tablo 18’de gosterilen baslangig
konsantrasyonlar1 alinarak seri seyreltme ile substratlar seyreltildi. Deneylerde, 1
mg/mL BSA, 1 mM ZnSQ,, ve 0.01% Triton X-100 igeren 50 mM HEPES tamponu
(pH 7.2) kullanildi. Deneyler ti¢ tekrarli olarak gergeklestirildi ve plate okuyucu (BMG
Labtech Pherastar FS plate reader)’ da 1 dakika araliklarla yapilarak toplam 20 okuma
yapildi. Sonuclar daha sonra GraphPad Prism 5.01 software programi kullanilarak

Michaelis—-Menten grafikleri elde edildi.
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Tablo 15. Her substrat igin enzim Konsantrasyonlarmin belirlenmesi

Farkli Enzim
Konsantrasyonu (nM) (50 ul)

Subsrat konsantrasyonu (uM) ve
deneyde kullanilan miktar (ul)

Deneyde kullanilan
Tampon miktar (ul)

8

4

2

1

0,5

0,25
0,125
0,0625
0,03125
0,015625
0,007813
0,003906

50 (uM) ve 50 (ul)

100 (ul)

Tablo 16. Deneylerde kullanilan substratlarin dalga boylar1 ve coefficent degerleri

Substrat € AU/uM Amax (NM)
Nitrosefin 0,0078 495
Imipenem 0,0040 300
Meropenem 0,0055 300
Seftazidim 0,099 265
Doripenem 0,0044 276
Sefhalothin 0,0066 265
Sefoksitin 0,0070 265
Ampisilin 0,0019 235
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Tablo 17. Aktivite Deneylerinde Kullanilan Substrat Konsantrasyonlari

Substrat pM (enzim konsantrasyonunu uM (Steady-state
belirlemek i¢in kullanilan kinetiginde kullanilan
substrat konsantrasyonu) substrat konsantrasyonu)

Nitrosefin 50 500

Imipenem 50 500

Meropenem 50 500

Seftazidim 25 200

Doripenem - -

Sephalothin 50 500

Sefoksitin 50 500

Ampisilin 50 1000

Tablo 18. Kinetik Deneylerde Kullanilan Substrat Konsantrasyonlari

Farkl1 substrat Enzim Miktar1 (ul) (Her substrat Deneyde kullanilan
konsantrasyonu(uM) (50 igin farkli konsantrasyonda Tampon miktari
ul) enzim kullanild) (u)

500
250
125
62,5
3,25
15,625 50 (ul) 100 (ul)
7,8125
3,90625
1,953125
0,976563
0,488281
0,244141

2.20.2. Doripenem ile Inhibisyon Deneyi

Doripenem i¢in 40 nM enzim konsantrasyonuna kadar ¢ikilarak aktivite deneyi

icin en iyl enzim Kkonsantrasyonu belirleme deneyleri 50-200 pM

konsantrasyonu ile 300 nm dalga boyunda 20 dk okuma yapilarak gerceklestirildi. Fakat

her hangi bir sonu¢ alinamadi. Bundan dolayr doripenemin muhtemelen enzimleri

inhibe ettigi disiiniilerek VIM-1, VIM-2 VIM-5 ve Yeni VIM enzimleri ile doripenem

inhibisyon deneyi yapildi (Tablo 19).
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Tablo 19. Doripenem inhibisyon deney kosullari
Doripenem Enzim Miktar1 ve Nitrosefin Deneyde kullanilan
konsantrasyonu(uM) konsantrasyonu konsantrasyonu Tampon miktar (pul)
(Kullanilan miktar 50 ul) ve miktari
500
250
125
62,5
31,25
15,625
7,8125 50 (ul) ve 0,5 (nM) 50 (uM) ve 50 (ul) 50 (ul)
3,90625
1,953125
0,976563
0,488281
0,244141

2.20.3. inhibisyon Deneyleri

VIM-1, VIM-2, VIM-5 ve VIM-38 metallo-beta-laktamaz enzimlerinin
inhibisyonunu arastirmak igin toplam 56 farkl1 bilesik (Tablo 20) kullanild:. Inhibisyon
deneylerinde kullanilan birlesikler Oxford Universitesi Kimya arastirma laboratuvari
tarafindan sentez edilmistir. Inhibisyonun gerceklesip gerceklesmedigini belirlemek icin
beta laktamazlar icin belirlenen en iyi substratlardan biri olan nitrosefin raportor
substrat olarak kullanildi. Inhibisyonda kullanilan her enzim konsantrasyonu, nitrosefin
icin belirlenen enzimin c¢alistigt en 1iyi konsantrasyon kullanildi. Nitrosefin
konsantrasyonu 50 puM, inhibitor (inhibitérler DMSO ile ¢6ziilmiistiir) konsantrasyonu
ise 100 uM konsantrasyonda deneylere baslandi. Tampon olarak 1 mg/mL BSA, 1 mM
ZnSOy4, ve 0,01% Triton X-100 igeren 50 mM HEPES tamponu (pH 7,2) kullanildi.
Plate ilk tampon, inhibitor ve enzim eklendikten sonra 10 dk inkiibe edildi ve nitrosefin
eklenerek deneyler 25 °C de gergeklestirilirdi. 2 farkl kor yapildi. ilki %100 aktiviteyi
veren kor (inhibitor yok) ikincisi ise %0 aktivite veren kor (enzim yok). Deneyler ii¢
tekrarli olarak gerceklestirildi ve 495 nm (nitrosefinin dalga boyu) dalga boyunda plate
okuyucu (BMG Labtech Pherastar FS plate reader)’ da her dakika da bir okuma
yapilarak toplam 20 dakika okuma yapildi. Okuma yapildiktan sonra %100 aktivite
korli baza alinarak her inhibitoriin kalan aktivitesi hesaplandi (Tablo 21). % kalan
aktiviteye gore inhibisyonun gerceklestigi diisiiniilen inhibitorler segilerek maksimal

inhibitor konsantrasyonunun yarist (ICsp) degerlerinin hesaplanabilinmesi i¢in deneyler
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baslatildi. 50 uM nitrosefin ve farkli konsantrasyonlarda inhibitorler ile 3 tekrarli

okuma yapilarak inhibitérlerin ICsp degerleri belirlendi (Tablo 22).

Tablo 20. Inhibisyon deneyinde kullanilan inhibitdrler

No | Bilesikler Yap1 No | Bilesikler Yap1
1 3-OH-pridin- OH 29 9] 0O
COOCH
2COOH é/ 2,4 PDCA HO N OH
N |
N~
2 Kynurenik asit OH 30 o /o)
D 2,6 PDCA N
N/ OH ' HO - | OH
() NS
3 AR7COOH80 | ~~ 31 _ _ o
| Thio Mandelik
H N COOH .
OH asit OH
SH
4 Ksantiirenik OH 32 0]
; X L
st Q\/i Tiosalisilik asit (:f‘\OH
COOH
OH SH
5 | AR2COOH D 33 o
Merkapto
8OH COOH ) HO
OH stiksinik asit OH
o SH
6 AR615 B OHH o 34 OH O
AN ccteare |~ A M~ s
o) /[ III__J?
0 N 0
7 AR753B O 35
O OH X
H —
N Aon 8HQ (5) N” “COOH
© OH
8 ARG675 | X OHH o 36 OH
P N
%OH AR659 D P
© = N OH
NH
N=/ o
9 AR618 | oM 0 37 cl
H
N7 N\:)J\OH | \
5 CCT1-92 e
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Tablo 20. Inhibisyon deneyinde kullanilan inhibitorler (Devam)

No | Bilesik Yap1 No Bilesik Yap1
10 ARG699 38 Cl
A
| H
CCT2-66 N
OH 0
Me— ~ S
11 AR 672 | OHH o 39 | \ H
N Hon N N
I CCT1-68
OH ‘ o)
Me
12 AR633 OH 40
» P | b o H
N v~ “OH 7 N
o i N N
8““ CT-5 oH O N
Cl
13 | AR663 41 OH O
OH
= CCT6-140 j\)\r‘\/@
Z__OH
N 0” N0
0 |
14 | AR696B o B 42 Cl O
o N om ML302F o L Il
o X _ S “ﬁv""% -~ MOH
F i”” (tiofenolat) I| _ lH
HJﬁClh
15 AR671 A o) 43 8]
| H H
N/ N\)LOH ~ N_.f"'\-\. N‘\]
OH ML302 oL = Iy LF l
16 AR632 | AN OHH o 44 o
N L ML302 P
0 karboksilat A ©
cl o s
17 AR648 | A OHH 0 45 M o
A N, AR605 LA N,
bt O
(0] OH
18 AR646 xOH 46
L H\)Ok OH O )\
N " “OH AR 732B :
: OH
° :ﬁfOH \N H/\g
O ~
cl
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Tablo 20. inhibisyon deneyinde kullanilan inhibitérler (Devam)

No

Bilesik Yapi No Bilesik YAp1
19 AR631 | N OHH o 47
N AR731B OH @ o
o = TN
Y _N H 0o
cl
20 AR635 ~M 5 48
| NI OH O
N { oM D-Val-FG2216 N AN OH
I
\©\ N "0
OH cl
21 AR636 ~" o 49 | AR616 S o
(IW on LRI
N OH
° o)
(0]
H
22 AR619 X OHH o 50 | AR606 I\ OHH o
EN:Q(N\HJ\OH N N\( EOH
o [e]
23 AR740B 51 | AR649 | AN OHH o
NN oH
O
O~ "OH
24 AR634 | N OHH o 52 | AR730B
— N
N OH NH
© “NNH OH O =
~ OH
X ”/ﬁ(
N (e}
Cl
25 AR621 53 | AR678B q__“\?
"hH
oH o Ii;”’
-~ OH
g "W
[LU-.'-': = H o
|
26 AR653 OH 54 | AR731B
'\ COOH OH O
_N NN YO
4 N H 0
cl
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Tablo 20. inhibisyon deneyinde kullanilan inhibitérler (Devam)

No | Bilesik Yap1

No | Bilesik

Yap1

28 | AR746 B OHH
N

pZ

T

56 | L-Phe-FG2216

Tablo 21. Inhibitdrlerin inhibisyon oranlarinin belirlenmesi

Inhibisyon Deney Konsantrasyon Deneyde kullanilan % 0 Aktivite % 100 Aktivite
Bilesenleri Miktar Deneyi Deneyi
Inhibitor 100 (uM) 2 () - -
Nitrosefin 50 (uM) 50 (ul) 50 (ul) 50 (ul)
Enzim 0,5 veya 1 (NM) 50 (ul) - 50 (ul)
Tampon - 98 (ul) 148 (ul) 98 (ul)
DMSO - - 2 (ul) 2 (ul)
Son Hacim - 200 (ub) 200 (ul) 200 (ub)
Tablo 22. Inhibitdrlerin ICsy degerlerinin belirlenmesi
Inhibitor Nitrosefin Enzim Tampon
konsantrasyonu (kullanilan
miktar 2 pl)
100
50
25
12,5
6,25
3,125
1,5625 50 (uM) ve 50 (ul) 50 (ul) ve 0,5 (M) 98 (ul)
0,78125
0,390625
0,195313
0,097656
0,048828
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2.21. Circular Dichroism (CD) Spektroskopisi

CD spektroskopisi igin jel filtrasyon tamponu igerisinde bulunan enzimlerin
tamponun hazirlanan fosfat tamponu ile degistirilmesi gerekmektedir. Bunun igin
tampon degisim kolonu kullanildi. Once kolonlar alt-iist edildi sonra alt kism1 kesildi ve
kolonun kapag: agilarak kurumasi beklendi. Daha sonra 1000 g de 2 dakika santrifiij
yapildi. Alt kistmdaki sivi dokiildiikten sonra 500 pl 10 mM fosfat tamponu eklendi ve
1000 g’ de 1 dakika santrifiij yapildi. Yiiksek kalite de tampon degisikligi istendiginden
dolay1 bu basamak 4 kez tekrarlandiktan sonra kolona saf proteinden 60 ul eklendi ve
yine 1000 g’ de 4 dakika santrifiij yapildi. CD spektroskopisi i¢in en uygun protein
konsantrasyonu 0,2 mg/ml oldugundan dolay1 tampon degisiminden sonra nano-drop ile

protein konsantrasyonu belirlendi ve konsantrasyon 0,2 mg/ml olarak ayarlandi.

CD spektroskopisi i¢in kullanilan kiivet distile suyla iyice yikandiktan sonra
tekrar icerisine su konularak oOl¢lim yapilir. Bu okuma kiivetin iyice temiz olup
olmadigin1 kontrol etmek i¢indir. Su ile okuma yapildiktan sonra fosfat tamponu ile
yine bir kag kez kiivet yikandi ve 300 pl tampondan eklenerek okuma gergeklestirildi ve
kor olarak kullanildi. Daha sonra 0,2 mg/ml proteinden 300 ul kiivete konarak 6nce 25 °
C de 185-260 nm dalga boyu arasinda her 0,5 nm fark dalga boyu ile 3 tekrarli okuma
gerceklestirildi. Farkli dalga boyunda okuma gerceklestirildikten sonra 222 nm de 25-95
° C sicaklik arasinda her 0,5 ° C farkla proteinin erime noktasi belirlendi. Okuma sonrasi

elde edilen veriler GraphPad Prism 5.01 yazilimi kullanilarak sonuglar degerlendirildi.
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3. BULGULAR

3.1. P. aeruginosa Izolatlariin Temini ve Antibiyotik Duyarhlhginin Belirlenmesi

Toplam 104 P. aeruginosa susu, Bezmialem Vakif Universite Hastanesinde izole
edildi. 104 susun 40’1 yara 6rneklerinden, 17’si kandan, 39 tanesi balgamdan ve 8 tanesi
ise diger farkli numunelerden elde edildi (Tablo 23). Suslarin antibiyotiklere karsi
gostermis oldugu direng profili VITEK sistemi kullanilarak belirlendi. Piperasilin,
piperasilin-tazobaktam, seftazidim, sefoparozon-sulbaktam, sefepim, doripenem,
imipenem, meropenem, amikasin, gentamisin, netilmisin, tobramisin, siprofloksasin,
levofloksasin ve kolistin olmak iizere 15 farkli antibiyotik kullanildi. Suglarin hepsinin
kolistine kars1 duyarli oldugu goriildii. En disiik direng oranmi ise toplam % 0,9 ile
tobramisine karst oldugu tespit edildi. Tobramisine karsi direng balgam ve kan
orneklerinden alinan izolatlarda goriilmezken, %2,5 oran ile sadece yara 6rneklerinde
tespit edildi. Penisilin grubu antibiyotiklerden; piperasiline kars1 toplam direng %26,9,
yara Orneklerinden izole edilen orneklerde %22,5, kandan alinan orneklerde %35,2,
balgamdan izole edilen suslarda %30,7 ve diger 6rneklerden izole edilen bakterilerde
%12,5 direng orani saptandi. Piperasilin-tazobaktama ise toplam %22,1 direng frekansi
goriildii ve yara (%17,5), kan (%35,2), balgam (%23) ve diger 6rneklerden elde edilen
izolatlarda %12,5 direng orami tespit edildi. Sefalosporinlerden sirasiyla en yiiksek
direng sefoparozon-sulbaktam (%19,2), seftazidim (%16,3) ve sefepim (%9,6) olarak
tespit edildi. Yara, kan, balgam ve diger 6rnekler arasindan, sefoparozon-sulbaktama
direng; %17,5, %23,5, %20,5 ve %12,5, seftazidime direng orani, %16,3, %5, %17,6,
%28,2 ve %12,5, sefepime direng orani ise, % 9,6, %7,5, %17,6, %7,6 ve %12,5 oldugu
goriildii. Karbapenem tipi antibiyotiklerden en yiiksek diren¢ frekansi meropeneme
(%24) kars: tespit edildi. Imipenem ve doripeneme kars1 direnc¢ oranlarinin sirasiyla
%19,2 ve %6,7 oldugu saptandi. Yara, kan, balgam ve diger ornekler arasindan,
meropeneme karsi direng %20, %23,5, %30,7 ve %12,5, imipeneme, %12,5, %23,5,
%23 ve %25, doripeneme kars1 direng ise %2,5, %11,7, %7,6 ve %12,5 dir. Beta-
laktam olmayan antibiyotiklere ise sirasi ile diren¢ orani, levofloksasin 9%32,6,
netilmisin %29,8, gentamisin %26,9, siprofloksasin %25,9 ve amikasin %25°dir. Yara,

kan, balgam ve diger orneklerden izole edilen suslarin direng orani, amikasine %30,
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%17,6, %25,6 ve %125, gentamisine %30, 9%29,4, %25,6 ve %12,5, netilmisine
%37,5, %23,5, 28,2% ve %125, siprofloksasine %25,9,%32,5, %29,4, %20,5 ve
%12,5 levofloksasine ise %32,6, %32,5, %35,2, %35,8 ve %25’ dir (Tablo 23).

Tablo 23. Farkli numunelerden izole edilen 104 P. aeruginosa susunun antimikrobiyal
direng oranlar1

Antibiyotik Toplam Yara Kan Balgam Diger
(n=104) (n=40) (n=17) (n=39) (n=8)

B-laktamlar

Piperasilin %26,9 %225 %35,2 %30,7 %12,5
Piperasilin-tazobaktam %22,1  %17,5 %35,2 %23 %12,5
Seftazidim %16,3 %5 %17,6 %28,2 %12,5
Sefaporazon-sulbaktam %19,2 %175 %23,5 %20,5 %12,5
Sefepim %9,6 %7,5 %17,6 %7,6 %12,5
Doripenem %6,7 %2,5 %11,7 %7,6 %12,5
Imipenem %19,2  %12,5 %23,5 %23 %25
Meropenem %24 %20 %23,5 %30,7 %12,5
B-laktam olmayanlar

Amikasin %25 %30 %17,6 %25,6 %12,5
Gentamisin %26,9 %30 %29,4 %25,6 %12,5
Netilmisin %29,,8 %37,5 %23,5 %28,2 %12,5
Tobramisin %0,9 %2,5 %0 %0 %0
Siprofloksasin %259  %32,5 %29,4 %20,5 %12,5
Levofloksasin %32,6  %32,5 %35,2 %35,8 %25
Kolistin %0 %0 %0 %0 %0

3.2. Disk Difiizyon ve E-test Sonuclar:

Coklu-ilag direngli ve karbapenem fiireten suslar disk difuzyon ve E-test
yontemiyle belirlenmistir. Coklu-ilag direng terimi 3 veya daha fazla antibiyotige karsi
direng gosteren suslar i¢in kullanilmaktadir. Karbapenem direnci, suslarin imipenem,
meropenem, doripenem veya ertapenem gibi karbapenmelerden birine direng gostermesi
halinde gelisen direnctir. Disk diflizyona ve E-test sonucuna gore toplam 104 P.

aeruginasae izolatindan 24 (%23) tanesi ¢oklu-ilag direngli olarak belirlendi ve 24
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izolatta karbapenem iiretmektedir. Tablo 24’ de g¢oklu-ilag direnci gosteren suslarin

numaralart ve hangi antibiyotik kombinasyonlarda direng gosterdigi verilmistir.
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Tablo 24. Coklu ilag direngli sus kodlar1 ve bu 6rneklerin direng gosterdikleri antibiyotikler

No
2

11
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22
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34
41
53
58
72
75
81
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3.3.24 Coklu-ila¢ Direncli P. aeruginosa Suslariiin 16S rRNA Gen DNA Dizi
Analizi

Her coklu ilag direngli (24) izolat i¢cin 16S rRNA gen bolgesi amplifiye edildi ve
yaklasik 1500 bp’lik bolge ¢ogaltildi. 1500 bp’lik bolge BLAST programi kullanilarak
degerlendirildigi zaman suslarin %99 P. aeruginosa’ ya benzedigi tespit edildi. Bu
sonuglar dogrultusunda biyokimyasal yontemler kullanilarak tanimlanan P. aeruginosa

suslar1 16S rRNA DNA dizi analizi sonuglara gore de dogrulugu teyit edildi.

3.4. Molekiiler Tiplendirme ve Klonal Iliski

RAPD-PZR yontemi ile 24 coklu-ilag direngli susun klonal iligkisine bakildi.
RAPD-PZR yontemi i¢in literatiirde en yaygin olarak kullanilan primerler arasindan 8
tane farkli primer kullanilarak PZR yapild1 ve icerisinden en iyi ¢alisan 2 primer secildi
(RAPD-29 ve RAPD-34). iki farkli primer ile 24 susa PZR yapildi. Cogaltilan DNA
ornekleri agaroz jel elektroforezi yontemi ile yiiriitiildii ve olusan bantlar goriintiilendi

(Sekil 7 ve Sekil 8).

RAPD-PZR yoéntemi ile olusan DNA bantlar1 arasindaki klonal iligki ig¢in
dendogram yapildi. Primer 29 ile gerceklestirilen RAPD-PZR sonucunda olusan
paternler incelendiginde 24 susun 4 farkli gruba ayrildigi belirlendi (Sekil 8). Birinci
grup, sadece bir drnek (90 numarali sus) icermektedir. Ikinci grupta 14 ve 58 numarali
ornek bulunurken iiglincii grubu ise 91-94-102-103 nolu o6rnekler olusturmaktadir.
Dérdiincii grup kendi arasinda 2 farkl alt gruba ayrilir. Tlk grupta 2-11-17-22-28-29-34-
41-53-75-82-85 numarali 6rnekler bulunurken ikinci grupta 72-81-84-87-104 numarali
suslar bulundugu goriildi (Sekil 9).
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Sekil 7. Primer 29 kullanilarak elde edilen PZR {iriinlerinin agaroz jeldeki goriintiisii

M 2 11 14 17 22 28 29 34 41 53 58 72 75 81 82 84 85 87 90 9194102103 104

""éég?i;i::'ii--ilyqxt‘

Sekil 8. Primer 34 kullanilarak elde edilen PZR {iriinlerinin agaroz jeldeki goriintiisii
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Strain
Similarity dendogram no RAPD profile R type

87 SAMPIP,TZP,CAZ,CFP,AK,CN,NET,CIP,LEV,TET,TYG,SXT,DOR IMP MEM
E 84 SAM,PIP,TZP,CAZ,CFP,FEB,AK.CN,NET,CIP,LEV,TET,TYG,SXT,DOR,IMP,MEM

104 SAMPIP,TZP,CAZ,CFP FEBAK,CN,NET,TET,TYG,SXT.IMP,MEM

81 [ TN s AMPIP,TZP,CAZ CFP.AK.CN,NET,CIP.LEV,TET,TYG,SXT.DOR.IMP,MEM
72 SAMPIP,TZP FEBAK,CN,NET,CIP,LEV,TET,TYG,SXT,DOR,IMP MEM
& 85 msx\wmup,mznnnc,sn
82 [ M czreesm
34 [ N s M PIPTZP,CAZAK.CNNET,CIP.LEV, TET,TYG,SXT.IMP MEM
53 3 SAM,PIP,TZP,CAZ,CFP FEB,AK,CN,NET,CIP,.LEV,TET,TYG,SXT.IMP,MEM
E 75 1] SAMPIP,TZP,CAZ,.CFP,FEB,AK,CN.NET,CIP,LEV,TET, TYG,SXT,DOR,IMP MEM
22 [ N s2PIP,TZP,CFP.FEB,AK,CN,NET,CIP.LEV,TET,TYG, SXT,IMP,MEM
" ¥ | _SM[,P]P,TZ.P,CAZ,CFP,CIP,L[\’,]‘ET,T\'G,SX‘[J\[[M
—t .| 29 msxu,Pm,Izr,c.\z,cr?,!IB__us;c.\',\‘n,CELE\*,TET,TYG,SH,L\IP,\E.\I

_+: 28 [ N s\ PIP.TZP,CFPFEB,AK,CNNET,CIP,.LEV,TET,TYG, SXT,MEM

17 SAM,PIP,TZP,CFP FEB,AK,CN,NET,CIP,LEV,TET,TYG,SXT,MEM
2 [ N sAMPIP.TZP,CAZ,CFPFEBAK.CN,NET,CIP.LEV, TET,TYG,SXT.IMP,MEM
[ & | m SAM,PIP,TZP,CFP,AK,CN,NET,CIP,LEV, TET,TYG,SXT,MEM
R 103 [ R s AM.PIP,TZP,CAZ, CFPFEB,CNNET,CIP.LEV,TYG,SXT,IMPMEM
—: 102 3 SAM,TET,TYG,SXT,IMP MEM

_+: 94 S-\l\LP]:P TZP,CFP,AK.CNNET,CIP,LEV,TET,TYG,SXT,IMP MEM
) 91 m SAMPIP,TZP,CFPAK,.CN.NET,CIP.LEV,TET,TYG,SXT.IMP,MEM
58 [T IS AMPIP.TZPAK.CN.NET,CIP.LEV, TET.TYG,SXT

14 mSAM,CAZ,.-\K,C.\’,NET,CIP,LIV,TET,H’G,SXT,I.\IP,!\!I_\I
90 [ s AMPIP,TZP,CAZ CFPAK.CN.NET,CIP.LEV, TET,TYG, SXT,IMPMEM

T T T T T T i
030 040 050 060 070 08 09 1,00 ‘

Sekil 9. Primer 29 ile RAPD-PZR analizi sonucu UPGMA metoduyla olusturulan ve P.
aeruginosa ornekleri arasindaki genetik iliskiyi gosteren dendogram.

3.5. Beta-laktamaz Genlerinin ve Integronlarin Belirlenmesi

P.aeruginosa susunda, PZR yontemiyle beta-laktamazlar1 kodlayan genlerin ve
integronlarin varligi tespit edildi. 104 klinik kdkenli P. aeruginosa izolatinda sinif A-B
ve D beta-laktamazlara ait genler tarandi. Siif A beta-laktamazlardan GES, VEB, PER-
2, CTX-M-1 grup, CTX-M-2 grup ve TEM genlerinin varlig1 arastirildi. Simif D beta-
laktamazlardan OXA-51, OXA-23, OXA-24 ve OXA-58 genleri, Simif B beta-
laktamazlardan ise VIM, IMP ve NDM-1’i kodlayan genler tarandi. Smif D beta-
laktamazlardan PZR sonucu herhangi bir pozitif sonu¢ alinamazken, sinif A ve sinif B
beta-laktamazlardan birer tane pozitif sonug tespit edildi. Siif A beta-laktamazlardan
GES primerleri ile gogaltilan 6rneklerden bir tane sinif B beta-laktamazlardan ise VIM

primerleri ile ¢ogaltilan 6rnekten bir tane pozitif sonug alindi.
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Sinif 1 ve smif 2 integronlarin varliginin arastirilmasinda simif 2 integron pozitif

sus tespit edilemezken, 3 susun sinif 1 integron tasidigi tespit edildi.

Sonug olarak bir tane GES-tip beta laktamaz, bir tane VIM-tip metallo beta
laktamaz, ve 3 tane smif 1 integron PZR ile tespit edildi. PZR ile 6rneklerin tespitinden
sonra bu drneklerin beta-laktamazlarin hangi aleli oldugunu belirlemek ve integronlarin
hangi direng genini kodladigini tespit edebilmek igin 6rnekler DNA dizi analizine

gonderildi.

3.6. Sekans Sonugclarinin Degerlendirilmesi

GES, VIM tipi beta-laktamaz ve integron ornekleri DNA dizi analizi ile elde
edilen baz dizinleri Expasy translate tool ve protein BLAST programlari kullanilarak
degerlendirildi. Expasy Translate tool programi kullanilarak orneklerin sekans siralar
aminoasit siralarina doniistiiriildii. BLAST programinda ise aminoasit dizilimine gore

karsilastirma yapilarak sonuglar degerlendirildi.

Integron pozitif drneklerin sekans siralart degerlendirildiginde {ic 6rnegin de
aminoglikozid direncine neden olan genleri kodlayan gen kasetlerini tasidigi tespit
edildi. Orneklerden iki tanesi aadA6 ve bir tanesinin aadA2/aacA4 gen kasetlerini

tasidig belirlendi.

BLAST programima gore GES-tipi beta laktamazin tasiyan 6rnegin tam olarak
GES-5 aleli oldugu belirlendi. VIM-tipi beta-laktamazin ise aminoasit sirasi tim VIM
varyantlar ile karsilastirildiktan sonra bugiline kadar var olan VIM varyantlarinin hig

birine %100 benzemedigi tespit edildi.

3.7. Yeni blayu-tipi Metallo Beta-laktamaz Varyantinin Belirlenmesi

Yeni varyant olma olasilig1 géz oniine alinarak VIM tipi metallo-beta-laktamaz
tasiyan sustan yeniden DNA izole edildi. Taze DNA kullanilarak ayni sartlar altinda
VIM primerleri ile tekrar PZR yapildi ve pGEM-T vektoriine klonlanarak tekrar DNA
dizi analizi i¢in Macrogen’e gonderildi. Gelen sonuglar programlar kullanilarak

degerlendirildiginde ilk alinan sonuglara benzer oldugu tespit edildi. DNA dizi analizi
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sonucu VIM pozitif 6rnegin 780 bp’lik (Sekil 10) bir gen oldugu ve 266 aminoasitlik
(Sekil 11) bir protein kodladig: tespit edildi. BLAST program yardimiyla diger alellere
benzerligi belirlendi. VIM- tipi metallo-beta-laktamazin simdiye kadar olan
varyantlardan hig¢ birine benzemedigi ve VIM-1 grubu igerisinde en yakin bir aminoasit
farkla %99 benzerlik oraniyla VIM-5’e benzedigi tespit edildi. Bu bir aminoasit farki
265. pozisyonda VIM-5 enziminde var olan Alanin aminoasidinin Valin amino asidine
doniismesi ile olustugu goriildii. Bu yeni alel blayu-ss olarak adlandirildi ve niikleotit
dizisi GenBank’a giris yapilarak aksesyon numarasi alindi (Kayit numarasi:

KC469971).

ATGTTAAAAGTTATTAGTAGTTTATTGGTCTATTTGACCGCGTCTGTCATGGCTGTAGCTAGTCCGTTAG
CCCATTCCGGGGAGCCGAGTGGTGAGTATCCGACAGTCAACGAAATTCCGGTCGGAGAGGTCCGGCTTTA
CCAGATTGCTGATGGTGTTTGGTCGCATATCGCAACGCAGTCGTTTGATGGCGCGGTCTACCCATCCAAT
GGTCTCATTGTCCGTGATGGTGATGAGTTGCTTTTGATTGATACAGCGTGGGGTGCGAAAAACACAGCGG
CCCTTCTCGCGGAGATTGAGAAGCAAATTGGACTTCCCGTAACGCGTGCAGTCTCCACGCACTTTCATGA
CGACCGCGTCGGCGGCGTTGATGTCCTTCGGAAGGCTGGAGTGGCAACGTACGCATCACCGTCGACACGC
CGGCTAGCCGAGGCAGAGGGGAACGAGATTCCCACGCACTCTCTAGAAGGACTCTCATCGAGCGGGGACG
CAGTGCGCTTCGGTCCAGTAGAGCTCTTCTATCCCGGTGCTGCGCATTCGACCGACAATCTGGTTGTATA
CGTCCCGTCAGCGAACGTGCTATACGGTGGTTGTGCCGTTCTTGCGTTGTCACGCACGTCTGCGGGGAAC
GTGGCCGATGCCGATCTGGCTGAATGGCCCACCTCCGTTGAGCGGATTCAAAAACACTACCCGGAAGCAG
AGGTCGTCATTCCCGGGCACGGTCTACCGGGCGGTCTAGACTTGCTCCAGCACACAGCGAACGTTGTCAC
AGCACACAAAAATCGCTCAGTCGTTGAGTAG

Sekil 10. blayuv-3s genine ait niikleotit sirasi

MLKVISSLLVYMTASVMAVASPLAHSGETPSGEYZPT
VNEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQSFDGAVYUPSN
GLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAETIEIZXKOQTIGTL
PVTRAVSTHFHDDRVGGVDVLRKAGVATYASPSTR
RLAEAEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVETLTFEFYFP
GAAHSTDNILVVYVPSANVLYGGCAVLALSRTS SAGN
VADADLAEWPT SVERIOQKHYPEAEVVIPGHGTLZPGS®G
LDLLQHTANVVTAHZEKNRUSVVE

Sekil 11. VIM-38 enziminin aminoasit Sirasi

blayiv alellerinin aminoasit siralarimin karsilagtirilmast blaym-ss geninin tiim
niikleotit siras1 belirlendikten sonra Expasy programi yardimiyla aminoasit sirasina

donustiirildi. Daha sonra 37 blayy aleli aminoasit siralar1 kullanilarak benzerlik
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Clustal W programinda arastirildi (EK1 ve Sekil 12). Ayrica VIM-1, VIM-2, VIM-5 ve
VIM-38 enzimlerinin  aminoasit diizeyinde Kkarsilastirilmas:  Sekil 13° de

gosterilmektedir.
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VIM-5
VINI-38

og VIM-25
1 — VINI-12

Sekil 12. blayv alellerinin benzerlik diyagrami1
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ni B B2

vIim-1 1 MLRVISSLLVYMTASVMAVASPLAHSGLFSCEYPTVNEIPVOEVRLYQIADGVNSHNIATQ
viM-2 1 MFKLLSKLLVYLTASIMAIASPLAFSVUSSGEYPTVSEIPVGEVRLYQIADGVNSHIATQ
vin-5 1 MLRVISSLLVYMTASVMAVASPLAKSGLFSGEYPTVNEIPVGEVRLYQIADGVNSRIATQ
VimM-38 1 MLEVISSLLVYMTASVMAVASPLANSGEFSGEYPTVNEIPVGEVRLYQIADGVNSHIATQ

B3 pe al Bs o2
-y - —— sl e 0000000222200 — pO00
vIin-1 61 SYDGCAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTANGARKNTAALLAEIEXKQIGLPVTIRAVSTHIRDDRY
viM-2 61 SFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAXNTAALLAEIEXQIGLPVTRAVSTEFEDDRV
VIN-5 61 SFDCAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTANGAXNTAALLAEIEZKQIGLPVIRAVSTHFEDDRY
VIM-38 61 SFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHEDDRYV

% Ir

al po ad B B8 po
. - —— 0000LQ002040 - —_— —_———

ViM-1 121 GGVOVLRAAGVATYASPSTRARLAEAEGNEIPTHSLEGLSESSGDAVRFGPVELFYPGAAXS
ViM-2 121 GOGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEVEGONEIPTHSLEGLSSSODAVRFGPVELFYPOAANS
ViM-5 121 GOGVOVLRIAGVATYASPESTRRLAE/AEGNEIPTNSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAARS
VIM-38 121 GOVDVLREAGVATYASPSTRRLAEAEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAANS

B10 Bt as p12
ViM-1 181 TONLVVYVPSANVLYGGCAVHELSSTSAGNVADADLAENPTSVERIQERYPEALVVIPGH
ViM-2 181 TONLVVYVPSASVLYGOCA!I YELSHTSAGNVADADLAENPTS I ERIQUEYPEAQFVIPAGN

Vim-5 181 TONLVVYVPSANVLYGGCAVLALSHATSAGNVADADLAENPTSVERIQIEYPEALVVIPGH
VIM-38 181 TONLVVYVPSANVLYGGCAVLALSHTSAGNVADADLAENPTSVERIQKEYPEALVVIPGR

* *

ViM-1 241 GLPGGLDLLUHTANVVIAHXNRSVAE
ViM-2 241 CGCLPCGOLDLLEETINVVIEANTNARASVVE
ViM-5 241 GLPGGLDLL HETANVVIAHNENRSVAE
VIM-38 241 OGLPGOLDLLUNTANVVTANENRSVVE

Sekil 13. VIM-38’in VIM-1-2-5 enzimleri ile aminoasit diizeyinde karsilastirilmasi

3.8. VIM-38’in Minimum inhibisyon Konsantrasyonunun Belirlenmesi

VIM-38’in minimum inhibisyon konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in metot
kisminda belirtilen basamaklar gerceklestirilerek TOPO vektoriine klonlandi. 15 farkl
beta-laktam antibiyotige karst VIM-38 ve VIM-5’in minimum inhibisyon

konsantrasyon degerleri belirlendi.

VIM-38 pozitif P. aeruginosa (BP2) susunun MiK degerleri; ticarsilin, piperasilin
ve sefoksitin igin 256, sefotaksim ve seftazidim icin 64, sefotaksim+CLA ve
seftazidim+CLA i¢in 1, meropenem, doripenem ve imipenem i¢in 32 oldugu belirlendi
(Tablo 24). E.coli TOP10 vektoriine klonlanan (pTOPO/blayim-3s) ve (pTOPO/blaym-
5) VIM-38 ve VIM-5"in kullanilan antibiyotiklere karst MIK degerlerinin benzer oldugu
goriildii (Tablo 25).
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Tablo 25. MiK sonuglari

B-laktamlar P. aeruginosa E. coli TOP10 E. coli TOP10 E. coli

BP2 (VIM-38) (PTOPO-VIM-38) (PTOPO-VIM-5) TOP10
Ticarsilin >256 >256 >256 2
Ticarsilin + CLA >256 >256 >256 2
Piperasilin >256 128 128 1
Piperasilin + TZP >256 128 128 1
Sefoksitin >256 32 32 2
Sefotaksim >64 32 32 0,06
Sefotaksim + CLA >1 >1 >1 >1
Seftazidim >64 32 32 0,12
Seftazidim + CLA >1 >1 >1 >1
Sefepime >64 0,094 0,094 0,06
Aztreonam >256 0,06 0,06 0,03
Meropenem >32 16 16 0,03
Doripenem >32 0,125 0,125 0,03
1mipenem >32 0,5 0,5 0,12
Imipenem + EDTA 1,5 0,12 0,12 0,12




3.9. blayim-38 Genin pET-28a Vektoriine Klonlanmasi

VIM-38 enziminin SignalP- 4.1 programi kullanarak sinyal dizisi belirlendi (Sekil
14) ve proteinin sinyal siras1 disarida kalacak sekilde genomik DNA kullanilarak blaym-
3g geni PZR’da ¢ogaltildi. PZR sonucu “dur” kodonu ile birlikte toplam VIM-38’in 741
bp’lik (Sekil 15) bolgesi gogaltildi ve ekspresyon vektoriine klonlandi. Klonlanan
ornekler DNA dizi analizine gonderildi.

SignalP-4.1 prediction (gram- networks) Sequence

C-score ——
10 F Sscore ————
Y-score ———
08
06
@ i
2
5]
o 04 F
02+
oo NI T
METLEVISSLLVYLTASVMET AVAS PLAHSGEPSGEYFTVNE | PVGEVRLYQI ADGVWSH | AT QS FDGA
0 10 20 30 40 50 60 70
Position
# Measure Position Value Cutoff signal peptide?
max. C 25 0.441
max. Y 25 0.546
max. 3 14 0.831
mean 3 1-24 0.82¢
D 1-24 0.583 0.570 YES

Hame=Sequence SP='YES' Cleavage site between pos. 24 and 25: AVA-SP D=0.583 D-cutoff=0.570 Networks=SignalP-noTH

Sekil 14. SignalP 4.1 programi kullanilarak VIM-38’in sinyal dizisinin tespiti

Sekil 15. blayv-3s geninin %1°lik agaroz jel goriintiisii
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3.10. Nokta Mutasyonu ile VIM-38’ den VIM-5 Elde Edilmesi

VIM-38 ile VIM-5 arasinda tek bir aminoasit farki vardir. Bu fark 265. aminoasit
VIM-5’ de Alanin VIM-38 ise valin aminoasitidir. Farkli iki enzim arasindaki enzimatik
Ozelliklerin belirlenmesi ve aralarindaki farklari ortaya koymak amaciyla VIM-38
tizerinden VIM-5 elde edilebilinmesi igin nokta mutasyonu gergeklestirildi. VIM-38 in
265. aminoasidi valini VIM-5’in 265. aminoasidi alanine ¢evirmek igin primerler
dizayn edildi. PZR metoduyla plazmit DNA (pET-28a+/blayiv-3s) kullanilarak
cogaltild1 ve sekans analizine génderildi. Sekans analizi sonucu VIM-5 kodlayan gen
(pET-28a+/ blayms) elde edildi ve calismalarda VIM-38 ile karsilagtirmali olarak
kullanildi.

3.11. Insersiyon ile 3C Proteaz1 Kodlayan Genin pET-28a+/blayu.s ve pET-28a+/
blayim-3s’ € Klonlanmasi

HRYV 3C proteaz Histag uzaklastirilmasinda kullanabilmek i¢in blaym.s ve blay-
3g genlerini iceren pET-28a vektoriine HRV 3C proteaz aminoasit sirasi (L E V L F Q
¢ p) PZR ile eklendi. HRV 3C proteaz aminoasit sirasini igeren pET-28a+/blaym-s ve

PET-28a+/ blayiu-3s sekans siralar1 Sekil 16 ve Sekil 17 de gosterilmektedir.

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTEFLEVLEFQGPSPLAHSGEPSGEYPTVNEIPVGEVRLYQI
ADGVWSHIATQSFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAETEKQIGLPVTRAVST
HFHDDRVGGVDVLRKAGVATYASPSTRRLAEAEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVREGPVELEYPGA
AHSTDNLVVYVPSANVLYGGCAVLALSRTSAGNVADADLAEWPTSVERIQKHYPEAEVVIPGHG
LPGGLDLLOHTANVVTAHKNRSVAE

Sekil 16. HRV 3C proteaz aminoasit sirasini igeren pET-28a+/blayv.s Sekans sonucu

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTEFLEVLEFQGPSPLAHSGEPSGEYPTVNEIPVGEVRLYQI
ADGVWSHIATQSFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAETEKQIGLPVTRAVST
HFHDDRVGGVDVLRKAGVATYASPSTRRLAEAEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVREFGPVELEYPGA
AHSTDNLVVYVPSANVLYGGCAVLALSRTSAGNVADADLAEWPTSVERIQKHYPEAEVVIPGHG
LPGGLDLLOHTANVVTAHKNRSVVE

Sekil 17. HRV 3C proteaz aminoasit sirasini igeren pET-28a+/blay -3 Sekans sonucu
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3.12. blayim-s ve blayiuv.s Genlerinin Ekspresyon Sartlarinin Belirlenmesi

blayims ve blaym-ss’in ekspresyonunu varligini gézlemlemek ve ekspresyon
sartlarin1 belirlemek i¢in farkli konsantrasyonlarda IPTG (0,1 mM, 0,5 mM ve 1mM) ve
farkli sicakliklarda (37 °C ve 18 'C) deneyler yapildi ve proteinler SDS-PAGE (Sekil
18) de goriintiilendi. Ekspresyonun gozlendigi sartlardan 0.1 mM IPTG 18 "C gece boyu
secilerek indiikleme gergeklestirildi ve proteinler sirasiyla Ni-kromotografisi ve jel

filtrasyon yontemiyle saflagtirildi.

Sekil 18. Ekpresyon sartlart SDS-PAGE jel goruntisu. (1: 0,1 mM IPTG 37 'C 4 saat,
2:0,5mM IPTG 37 C 4 saat, 3: 1 mM IPTG 37 C 4 saat, 4: 1 mM IPTG 18
Co/n, 5:0,1 mM IPTG 18 Co/n, 6: 0,5 mM IPTG 18 C o/n)

3.13. Ni-Afinite Kromotografisi ile Proteinlerin Saflastiriimasi

VIM-5 ve VIM-38 5 ml Histrap kolonu kullanilarak afinite kromotografisi ile
saflagtirildi. Proteinler saflastirildiktan sonra UV de gosterilen pik’lerin hangi tliplere
denk geldigi belirlenerek (Sekil 19 ve Sekil 20) proteinleri igeren tiipler alind1 (VIM-5
icin 12-17 aras1 toplam 6 tiip, VIM-38 icin 13-19 arasi toplam 7 tiip). Her tiip, 5 ml
protein icermektedir. VIM-5 30 ml ve VIM-38 ise 35 ml protein icermektedir. Jel
filtrasyon yonteminde kolona en fazla 2 ml protein enjekte edilmektedir. Bundan dolay:
30 ml ve 35 ml protein 2 ml olacak sekilde konsantre edildi. Konsantre edilmeden 6nce
proteinler SDS-PAGE de goriintiilendi (Sekil 21).
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VIM 5 Hisfrap 05012015:10_UV. VIM 5 Histrap 05012015:10_Conc ™77, VIM 5 Histrap 05012015:10_Fractions

ffffffff VIM 5 Histrap 05012015:10_Logbook
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Sekil 19. VIM-5’1n afinite kromotografisi saflagtirma sonucu

—_VIM 38 Hisfrap 09012015:10_UV VIM 38 Histrap 09012015:10_Conc =™~~~ VIM 38 Histrap 09012015: Fractions
---------- VIM 38 Histrap 09012015:10_Loghook
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Sekil 20. VIM-38’in afinite kromotografisi saflagtirma sonucu
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Sekil 21. VIM-5 ve VIM-38’in afinite kromotografisi sonras1t SDS-PAGE goriintiisii

3.14. Jel filtrasyon Kromotografisi ile Proteinlerin Saflagtiriimasi

Proteinler 2 ml olacak sekilde konsantre edildikten sonra Superdex 75 300 ml
kolonu kullanilarak VIM-5 ve VIM-38 saflastirildi. Saflagtirma sonrast VIM-5 (Sekil
22) ve VIM-38 (Sekil 23) igin 16-21 arast tiipler (6 tiip 30 ml) se¢ildi ve SDS-PAGE de
goriintiilendi (Sekil 24). Daha sonra proteinler 3C proteas histrap kesimi i¢in 10 ml
olacak sekilde konsantre edildi.
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Sekil 22. VIM-5’1n jel Filtrasyon kromotografisi saflagtirma sonug grafigi
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Sekil 23. VIM-38’in jel Filtrasyon kromotografisi saflastirma sonug grafigi
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Sekil 24. VIM-5 ve VIM-38’in jel filtrasyon kromotografisi sonrasi SDS-PAGE

gortintiisi

3.15. Protein Konsantrasyonlarmin Belirlenmesi

VIM-5 ve VIM-38 i¢in 10 ml protein elde edilecek sekilde konsantre edildi.
Proteinlerin molekiiler agirligi ve coefficient degerleri daha once belirtildigi iizere
Expasy Translate ProtParam programiyla elde edilmisti. Bu degerler kullanilarak
proteinlerin konsantrasyonlart nano-drop cihazi kullanilarak belirlendi. VIM-5’in

konsantrasyonu 5 mg/ml, VIM-38’in 2,32 mg/ml oldugu tespit edildi.

3.16. Histag Kuyrugunun Uzaklastirilmasi

VIM-5 ve VIM-38 protein konsantrasyonlari sirasiyla 5 mg/ml ve 2,32 mg/ml
olarak belirlendi. Bu konsantrasyon VIM-5 i¢in 1 ml de 5 mg protein, VIM-38 igin ise 1
ml de 2,32 mg protein oldugu anlamina gelmektedir. Jel filtrasyon sonrasi toplam 10 ml
de protein elde edilecek sekilde konsantre edildi. Elde edilen toplam protein miktari
VIM-5 igin 50 mg, VIM-38 i¢in ise 23 mg’dir. Her epperndorf tiip iginde 200 pl 3C
proteaz bulunmaktadir ve 200 ul 3C proteaz toplam 25 mg proteini kesebilmektedir.
Bundan dolayr VIM-5’ten 6 histidini uzaklastirabilmek i¢in iki 3C proteaz igeren tiip ve
VIM-38’ten 6 histidini uzaklastirabilmek i¢in ise bir 3C proteaz igeren tiip kullanildi. 10
ml protein iceren tiiplere 3C proteaz eklendikten sonra tiiplerin kapaklar1 parafilm ile

iyice kapatilip +4 ° C de gece boyu (minimum 17 saat) hafifce calkalamali cihazda
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inkubasyona birakildi. Elde edilen proteint3C proteaz karigimi daha sonra 20 mM
imidazollu tampon ile 5 ml histrap kolonu kullanilarak tekrar saflagtirildi. Saflagtirma
sonucu 40 ml VIM-5 ve 40 ml VIM-38 elde edildi. 3C proteaz ile 6 histidin
uzaklastirildiktan sonra yine Expasy Translate ProtParam programi kullanilarak VIM-5
ve VIM-38 in molekiiler agilig1 belirlendi (26.08 kDa, 26.11 kDa). 40 ml olan proteinler
1 ml elde edilecek sekilde konsantre edildi. Son olarak 23.43 mg/ml VIM-5 ve 13.64
mg/ml VIM-38 elde edildi. Saf olarak elde edilen VIM-5 ve VIM-38’in dogru kiitleye

sahip olup olmadigini belirlemek i¢in tekrar kiitle spektrometresi yapildi.

3.17. VIM-5 ve VIM-38 Proteinlerinin Kiitlelerinin Belirlenmesi

VIM-5 in molekiiler agirligi aktif bolgede ¢inko iyonu (65 g/mol) bulundurmadan
26,08 kDa, VIM-38’in ise 26,11 kDa olarak belirlendi. Kiitle spektrometresi ile 6lglim
yapildiginda Expasy programinda tespit edilen molekiiler agirliga bir veya iki ¢inko
iyonu kiitlesi eklenerek proteinlerin tam molekiiller agirliklar1  belirlenmesi
gerekmektedir. VIM-5 ve VIM-38 proteinleri ile yapilan 6lgtimler sonucu VIM-5 in
molekiiler agirlig1 26.200 kDa VIM-38’ in ise 26.230 kDa oldugu belirlendi. Elde edilen
sonuglar karsilastirildigi zaman program kullanilarak elde edilen hem VIM-5 hem de
VIM-38 Kkiitleleri ile spektrometre ile belirlenen kiitleleri arasinda 120 g/mol fark
oldugu belirlendi. Bu fark proteinlerin aktif bolgede bir ¢inko iyonu 65 mg/ml ve ¢inko
iyonundan farkli bir metal daha bulundugunu gostermektedir (Sekil 25 ve Sekil 26). Bu
sonuglar hem VIM-5’in hem de VIM-38’in aktif bolgede ¢inko iyonu bulundurdugunu

yani her iki proteinin de dogru sekilde katlandigini1 gostermektedir.
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Sekil 25. VIM-5’1n kiitle spektrometre sonug grafigi
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Sekil 26. VIM-38’in kiitle spektrometre sonug grafigi
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3.18. VIM-1, VIM-2, VIM-5 ve VIM-38 Enzim Aktivite Deneyleri
3.18.1. Steady-State Kinetik

VIM-5’in saflastirildiktan sonra en son elde edilen konsantrasyonu 23,43 mg/ml
VIM-38’in ise 13,64 mg/ml olarak belirlendi. Proteinlerin konsantrasyonlar ve
molekiiler agirliklart kullanilarak proteinlerin molarite cinsinden degerleri hesaplandi.
VIM-5" in konsantrasyonu (23,43/26,08) 0,898 mM, VIM-38’in ise (13,64/26,11) 0,522
mM olarak belirlendi. Kinetik ve inhibisyon caligmalar1 i¢in VIM-5 ve VIM-38’in
konsantrasyonlar1 1 pM olacak sekilde aktivite tamponu ile sulandirilarak —80 °C de

saklandi.

Ayni1 deney sartlarinda enzimlerin aktivitelerini degerlendirebilmek i¢cin VIM-5 ve
VIM-38’in disinda VIM-1 ve VIM-2 enzimleride kullanildi. VIM-1 ve VIM-2 daha
once Oxford Universitesi ¢alisanlari tarafindan saflastirilmis ve 1 uM konsantrasyonda

~80 °C de saklandh.

VIM-1, VIM-2, VIM-5 ve VIM-38 enzimlerinin beta laktam antibiyotiklere karsi
aktivitelerinin belirlenmesi igin 8 farkli antibiyotik kullanild1. Tlk olarak her enzimin her

substrata karsi en iyi aktivite gosterdigi konsantrasyon belirlendi.

VIM-1, VIM-2 ve VIM-38 0,5 nM, VIM-5 ise 0,25 nM konsantrasyonda
nitrosefini iyi hidroliz ettigi gortldi. Meropenemi VIM-1 2 nM da, VIM-2 ve VIM-5 8
nM da ve VIM-38 4 nM da, imipenemi tiim enzimler 2 nM da, seftazidimi VIM-1 1 nM
da, VIM-2 0,1 nM da, VIM-5 ve VIM-38 0,5 nM da, sefhalotini VIM-1 ve VIM-2 0,5
nM da, VIM-5 ve VIM-38 1 nM da sefoksitini VIM-1 2 nM da VIM-2, VIM-5 ve VIM-
38 0,5 nM da ve ampisilini VIM-1 8 nM da, VIM-2 ve VIM-5 2 nM da, VIM-38 1 nM’
da en iyi hidroliz ettikleri belirlendi. Belirlenen bu enzim konsantrasyonlar1 steady-state
Kinetik ¢aligmalarda kullanildi (Tablo 26). Steady-state kinetikte de elde edilen veriler
kullanilan her substrat ve enzim i¢in Michaelis—Menten grafikleri ¢izildi (Tablo 27 ve
Tablo 28).

VIM varyantlar1 kullanilan beta-laktam antibiyotikleri hidroliz etmeleri a¢isindan

aralarinda ok kiigiik farklarm oldugu gériildii. Ozellikle VIM-5 ve VIM-38’in katalitik
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etkinliginin birbirlerine ¢ok benzer oldugu tespit edildi. Nitrosefine karsi en yiiksek
afinite 15 uM Km ile VIM-1 gosterirken 72 uM Km ile VIM-38’in nitrosefine karst en
az afinite gosterdigi belirlendi. 18 uM Km ile VIM-2’nin meropeneme karsi en yiiksek
afiniteyi gosterdigi belirlendi. VIM-2, VIM-1 ve VIM-5" gore, imipeneme 2 kat daha
yiiksek afinite gosterdi. VIM-38’in imipeneme karsi en digiik Km (147 uM) degerine
sahip oldugu goriildii. Sefalosporin grubundan seftazidime kars1 afinite en yiiksekten en
diisiige sirastyla VIM-1>VIM-5> VIM-2> VIM-38 (84 uM, 90 uM, 119 uM ve 213
uM)’ dir. Sefahalothin i¢in VIM-1 140 uM, VIM-2 49 uM, VIM-5 101 uM ve VIM-38
59 uM Km degerlerine sahip olduklari belirlendi. VIM-5 ve VIM-38 sefoksitine karsi
cok diistik afinite gosterdi. Ampisilinin ¢alisilan dort enzim igin de iyi bir substrat
olmadig1 goriildii. Tim enzimler ampisiline kars1 ¢ok diisiik afinite gosterdiler. Sirasiyla
VIM-1 1175 uM, VIM-2 713 uM, VIM-5 1138 uM ve VIM-38 388 uM Km degerleri
belirlendi (Tablo 26).

Keat (turnover sayisi) temel olarak, enzimin bir saniye de substrati ne kadar tiriine
cevirdigini gosterir. Nitrosefin i¢in VIM-1 ve VIM-2’nin Kg sonuglart birbirine gok
yakinlik gosterdi. Meropenem icin, VIM-1 en yiiksek kcat (43 s™) degerine sahipken
VIM-2nin en diisiik ke (7 ) degerine sahip oldugu belirlendi. Meropenem igin VIM-
5 ve VIM-38 ise birbirlerine ok yakin Keat’a sahip olduklari goriildii. Imipenem igin 4
enzimin de kcat degerleri arasinda ¢ok biiyiik fark gézlenmedi ve sirasiyla VIM-1,
VIM-2, VIM-5 ve VIM-38 igin kcat degeri, 31 (s%), 92(s) , 58 (s) , 89 (s™)’dir.
Sefalosporin grubu antibiyotiklere karsi enzimlerin kcat sonuglarina bakildigi zaman en
diisiik degerler seftazidime karsi goriildii. Seftazidim i¢in VIM-5 VIM-1’e gore 25 kat
daha yiiksek kcii’a sahip oldugu belirlendi Sefhalotin i¢in 4 enzimde yiiksek Kcat
degerine sahiptirler. Sefoksitin i¢in VIM-1, VIM-2, VIM-5 ve VIM-38’in K¢, degerleri
31(s™), 46 (s1), 460 (s™) ve 338 (s)’dir (Tablo 26).

Bu sonuglara gore Tablo 27 ve Tablo 28’ de enzimlerin Michaelis—Menten

grafikleri gizilmistir.
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Tablo 26. Yedi Antibiyotige kars1t VIM-1, VIM-2, VIM-5 ve VIM-38 enzimlerinin Kinetik
parametreleri

Substrat
E
N
[y
L
£ 5 £ E = c
S g g = £ 2 =
g ° 2 g - -
= p E 3 3 & <
Vmax | (s 0.0650 0.0856 | 0.0624 0.0046 0.2237 | 0.0632 0.9767
6
Km (uM) 15+0.9 7246 64+8 84+8 140413 | 170+47 | 1175+
174
Keat (sh 130 43 31.22 4.6 447 31 122
ket /| (s/uM) | 8 0.59 0.48 0.05 3.1 0.18 0.103
< | Kn
2
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S | Kn
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S | Kn
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1
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77
Keat (sh 723 13 89 25 123 338 169
D [ ke /] (sYuM) | 10 0.4 0.60 0.11 2.09 1.45 0.43
S | Kn
S | [E] (nM) 0.5 4 2 0.5 1 0.5 1
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6.

Tablo 27. Michaelis—Menten grafikleri
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Tablo 27 (devam). Michaelis—Menten grafikleri

08
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Tablo 27 (devam). Michaelis—Menten grafikleri
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Tablo 28. VIM-1, VIM-2, VIM-5 ve VIM-38 enzimlerinin karsilastirmali
Michaelis—Menten grafikleri
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3.18.2. Doripenem Antibiyotigi ile Inhibisyon Deneyi

Doripenem ile VIM-5 ve VIM-38 enzimleri aktivite c¢alismalarindan sonug
alimamamistir. Bunun iizerine doripenemin enzimleri inhibe edebilecegi diisiiniildii
VIM-5 ve VIM-38 ile inhibisyon deneyleri yapildi. VIM-38 iizerine doripenemin inhibe
etme etkisinin olmadig1 tespit edildi. VIM-5’in iizerine doripenemin inhibisyon
etkisinin arastirilmasinda doripenem baslangi¢ konsantrasyonu 500 uM kullanilmis ve
seri seyreltmeyle inhibisyon deneyi yapilmistir. Sonu¢ olarak 500 uM ve tizeri
doripenem konsantrasyonunda VIM-5’in inhibe oldugu goriildii (Sekil 27). Graphpad
prism programi kullanilarak ICsy degeri hesaplandi ve 1Cso degeri 157 olarak tespit
edildi.

VIM-5 inhibition
150-

100+

RA %

50+

O ] Ll Ll Ll 1
0.5 1.0 15 2.0 25 3.0

Log[DOR]

Sekil 27. VIM-5’in doripenem ile inhibisyon grafigi
3.18.3. inhibisyon Deneyleri

56 farkli birlesik kullanilarak VIM-1, VIM-2, VIM-5 ve VIM-38 enzimlerinin
inhibisyonu arastirildi. Ilk olarak 56 farkli bilesik ile enzimlerin % kalan aktiviteleri
hesaplandi. Her birlesik ve her enzim ayri ayri1 kullanilarak inhibisyon degerleri
belirlendi ve tablo haline getirildi (Tablo 28). Kalan aktivitesi en diisiik enzimler ve 4
enzimin aktiviteleri arasindaki fark, goriildiigii 6 bilesik segilerek 1Cso degerleri
belirlendi. 6 fakli bilesikten ilki 24 numarali bilesik olan AR634 ile yapilan inhibisyon
deneyi sonucu, VIM-1’in 100, VIM-2’nin 50, VIM-5’in 82 ve VIM-38’in 44 %kalan
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aktiviteye sahip oldugu tespit edildi. Ikinci bilesik 42 numarali &rnek ML302F ile
yapilan deney sonucu dort enzimin de <0,5 %kalan aktivite gosterdigi goriildii. Ugiincii
ornek 43 numaral bilesik ML302 ile; VIM-1 75, VIM-2 2, VIM-5 ve VIM-38 <0,5
%kalan aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Dordiincii bilesik 44 numarali 6rnek ML302
karboksilat ile VIM-1 65, VIM-2 6, VIM-5 47 ve VIM-38 48 %kalan aktivite gosterdi.
Besinci 6rnek 52 numarali bilesik AR730B ile; VIM-1 79, VIM-2 39, VIM-5 <0,5 ve
VIM-38 1,3, altinci bilesik 53 nolu ornek AR678B ile VIM-1’in %kalan aktivitesi
belirlenememisken VIM-2’nin 50, VIM-5’in 38 ve VIM-38’in 40 residual aktiviteye
sahip olduklar1 goriildii (Tablo 29).

Tablo 29. Ellialt1 Farkli inhibitore kars1 VIM-1, VIM-2, VIM-5 ve VIM-38’in % kalan
aktiviteleri (bilesiklerin molekiiler formiilleri i¢in Tablo 20’ye bakiniz)

No %KA No %KA
VIM-1 VIM-2 | VIM-5 | VIM-38 VIM-1 | VIM-2 | VIM-5 | VIM-

38

1 25 40 47 49 | 29 48 60 47 63

2 24 100 94 84 | 30 100 97 100 98

3 73 100 78 64 | 31 59 42 90 96

4 12 85 46 41 | 32 87 89 93 94

5 1 6 2 3|33 61 80 73 93

6 69 71 89 84 | 34 48 66 92 92

7 85 94 98 87 | 35 59 65 58 79

8 35 71 96 81 | 36 65 68 | 78 83

9 100 88 92 90 | 37 226 100 100 100

10 21 54 60 | 38 2 <0,5 <0,5 <0,5

11 74 100 100 100 | 39 70 20 30 32

12 36 100 91 100 | 40 58 12 41 43

13 62 100 85 89 | 41 24 60 72 79

14 70 100 79 88 | 42 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5

15 32 100 74 80 | 43 75 2 <0,5 <0,5

16 76 84 90 92 | 44 65 6 47 48

17 62 90 94 94 | 45 15 28 36 53

18 89 81 94 92 | 46 106 37 70 79

19 67 74 94 88 | 47 55 33 79 86

20 79 96 95 85 | 48 55 30 67 83

21 55 86 88 83 | 49 68 100 100 100

22 61 57 78 81 | 50 64 100 100 100

23 87 90 88 85 | 51 55 6 2 3

24 100 50 82 44 | 52 79 39 <0,5 1,3

25 49 79 85 79 | 53 - 50 38 40

26 91 89 82 | 54 68 64 79 78

27 55 77 71 68 | 55 78 78 87 90

28 95 92 85 100 | 56 31 76 79 89
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3.18.4. Enzimlerin ICso Sonuclari

ML302F, ML302, ML302 COOH, AR730B, AR634 ve AR678B bilesikleri
kullanilarak VIM-1, VIM-2, VIM-5 ve VIM-38 enzimlerinin 1Csy degerleri belirlendi.
ML302F ile yapilan inhibisyon deneyinde VIM-1’in 3,7 uM, VIM-2’nin 0,02 uM,
VIM-5’in 0,05 uM ve VIM-38’in 0,04 uM, ML302 ile yapilan deney sonucunda VIM-
1’in 1Csp degeri belirlenememisken VIM-2’nin 2,3 uM, VIM-5’in 1,2 uM ve VIM-38’in
1,6 uM, ML302 COOH ile yapilan deney sonucu VIM-1’in 248 uM, VIM-2’nin 4,5
uM, VIM-5’in 46 uM ve VIM-38’in 69 uM 1Csy degerlerine sahip oldugu tespit edildi.
Diger 3 bilesik ile yapilan deneylerde VIM-1 igin ICso degeri hesaplanamamuistir.
AR730B bilesigi kullanilarak; VIM-2, VIM-5 ve VIM-38 1Csy degerleri 91,6 uM, 1,5
uM, ve 1,6 uM AR634; 92,1 uM, 67 uM ve 62,5 uM AR678B; 335 uM, 50,3 uM ve
70,5 uM’dir (Tablo 30 ve Tablo 31).
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Tablo 30. Segilen inhibitorler tarafindan VIM-varyantlarinin inhibisyon grafikleri
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Tablo 30 (devam). Segilen inhibitorler tarafindan VIM-varyantlarinin inhibisyon grafikleri

log [AR634]
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Tablo 30 (devam). Segilen inhibitorler tarafindan VIM-varyantlarinin inhibisyon grafikleri
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Tablo 31. Enzim inhibisyonlarinin karsilastirmali grafikleri

KA/ 1Cso (uM) I
Birlesik Yapi IC50 Grafikleri
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Tablo 31 (devam). Enzim inhibisyonlarinin karsilastirmali grafikleri
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Tablo 31 (devam). Enzim inhibisyonlarinin karsilastirmali grafikleri
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3.19. CD Sonuclari

CD spektrometresi kullanilarak proteinlerin sekonder yapisi ve erime sicakliklar
belirlendi. CD spektrometresi ile proteinler 25-95 ° C sicaklikla denature edildikten
sonra proteinlerin yeniden katlanip katlanamayacag tespit edildi. 95 ° C de proteinler
denature edildikten sonra 95 ° C den tekrar 25 ° C ye sicakhik degistirildigi zaman
proteinlerin ¢ok kararli oldugu ve tekrar dogru bir sekilde katlandigi tespit edildi.
Denaturasyon oOncesi ve denaturasyon sonrast VIM-1, VIM-2, VIM-5 ve VIM-38
enzimlerinin a heliks yapida oldugu belirlendi. Denaturasyon sirast VIM-1, VIM-2,
VIM-5 ve VIM-38’in erime sicakliklart 69, 78,3, 83,8 ve 83,1 iken, denaturasyon
sonrast erime sicakliklarinin 65, 72,9, 77 ve 74,7 oldugu tespit edildi. Denaturasyon
siras1 proteinlerin erime sicaklik farklar1 VIM-1 ile VIM-2 arasinda 9 °C, VIM-1 ile
VIM-5 ve VIM-38 arasinda 14 °C, VIM-2 ile VIM-5 ve VIM-38 arasinda 5 *C oldugu
g6riildii. Denaturasyon sonrasi sicaklik faklari ise VIM-1 ile VIM-2 arasinda 7 ~ C,
VIM-1 ile VIM-5 ve VIM-38 arasinda yaklasik 10 °C, VIM-2 ile VIM-5 arasinda 5 ° C,
VIM-2 ile VIM-38 arasinda 2 ~C ve VIM-5 ile VIM-38 arasinda 3 ° C fark oldugu tespit
edildi (Tablo 32).
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Tablo 32. Enzimlerin sekonder yapisi ve erime sicaklik grafikleri
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Doktora tezi olarak yapilan bu ¢alismanin ilk kisminda 104 P. aeruginosa Bezmi
Alem Vakif Universitesi Hastanesinden alinmustir. izolatlarm antibiyotik duyarlilik
testleri VITEK 2 Compact sistem kullanilarak yapilmis ve suslarin antibiyotik direng
profilleri tespit edilmistir. Antibiyotik diren¢ profillerine gore izolatlardan 24 tanesinin
coklu-ilag direngli oldugu belirlenmistir. Tiim izolatlar antibiyotik diren¢ genlerininin
varligi acisindan degerlendirilmistir. Degerlendirilen 6rneklerin DNA sekans analizine
gore bir tane GES tipi serin-beta laktamaz (GES-5) ve bir tane VIM tipi metallo-beta-
laktamaz tespit edilmistir. VIM-tipi metallo beta laktamazin yeni bir protein oldugu ve
en yakin ve bir aminoasit farkla daha 6nce Tiirkiye de bulunan VIM-5 metallo beta
laktamaz enzimine benzedigi tespit edilmistir. Bu yeni varyant VIM-38 olarak

adlandirilmis ve genbankasina girilerek kayit numarasi alinmistir.

P. aeruginosa her yerde bulunan Gram-negatif firsat¢i bir organizmadir. P.
aeruginosa suslarimin hastane kokenli pndmoni ve dzellikle de bagisikligi baskilanmig
konaklarda fulminan sepsisler gibi ¢esitli enfeksiyonlara neden olmaktadir.
Hastanelerde P. aeruginosa cok c¢esitli kaynaklardan izole edilebilir ve bu bakterilerin
neden oldugu enfeksiyolarin kokiinli kazimak ¢ok zordur. Ciinkii bunlar dogal olarak
antimikrobiyal dirence sahiptirler. Bununla birlikte, B-laktamlar, aminoglikozidler ve

florokinolonlara gibi antibiyotiklere kars1 genler bakterileri daha direngli yapmaktadir.

Bu doktora tez ¢alismasinda, kan orneklerinden izole edilen P. aeruginosa suslari
piperasilin, piperasilin-tazobaktam, sefoperazon-sulbaktam, sefepime karsi ¢ok daha
direngli oldugu tespit edilmistir. Ayni antibiyotiklere karsi yara, balgam ve diger
orneklerden izole edilen suslar kandan izole edilen 6rnekler ile karsilastirildigi zaman
daha az direngli olduklar1 gériilmiistiir. Bu gozlemler, suslar1 elde ettigimiz hastanede
ampirik rejimi  Oncelikle kan kiiltiirlerinden tespit edilen Pseudomonas spp
enfeksiyonlarinda sefoperazon-sulbaktam VS piperasilin-tazobaktam gibi
antibiyotiklerin kullanimia dayandigi gercegini gostermektedir. Bunlarin aksine,
yaradan izole edilen Ornekler kandan, balgamdan ve diger orneklerden izole edilen
suslar ile karsilastirildigt zaman amikasin, gentamisin, netilmisin, tobramisin ve

siprofloksasin gibi antibiyotiklere karsi daha direncli oldugu tespit edilmistir. Bu direng
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orani suslarin alindig1 hastanede yara 6rneklerinden izole edilen Pseudomonas spp.’nin
ciddi enfeksiyonlarmin tedavi baslangicinda siprofloksasin ve aminoglikozidlerin
ampirik kullaniminm1 yansittifi gostermektedir. Karbapenemlerden olan meropeneme
kars1 direng orani kan ve yara drneklerinden izole edilen suslarda cok diisiik oldugu
goriiliirken balgam 6rneklerinden izole edilen suslarda yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Guiana extended spectrum (GES) B-laktamaz Ambler simiflandirmasinda Sinif A’ya
aittir ve ilk olarak Fransa da tamimlanmustir. GES-5 ilk basta Yunanistan da E. coli
izolatinda karakterize edilmistir ve GES-tipi beta-laktamazlar imipenemi, seftazidimi ve
sefoksitini hidroliz edebilir fakat aztreonami hidroliz edemezler (Naas vd., 2008). GES-
1 enziminin gesitli varyantlar1 P. aeruginosa susalarinda rapor edilmistir (GES-2, GES-
3, GES-5, GES-8, GES-9, GES-13 ve son olarak GES-18) ve GES-5 enzimi de dahil
olmak iizere bazi varyantlar karbapenem aktivitesi gdosterirler (Bonnin vd., 2013;
Bebrone vd., 2013; Cicek vd., 2013a). Genellikle, blages-tipi genler sinif 1 integronlarin
yapisinin bir pargasi olarak meydana gelirler fakat son zamanlarda yeni bir genetik
yapiyla iligkili integron mobilization unit (IMU) diye adlandirilan bir yapir tarif
edilmistir ve bu minyatiir ters degistirebilir (MITES) elemanlarla benzer 6zelliklere
sahiptir (Nordmann vd., 2011; Poirel vd., 2009). Daha onceki g¢alismalarda P.
aeruginosa susalarinda meydana gelen smif 1 integron-iliskili blaggs;, blages ve
blages-s genlerini tanimlanmistir (Poirel vd., 2001; Labuschagne vd., 2008). Bu doktora
tezinde P. aeruginosa susunda blaggss karbapenemaz geni ilk defa Tiirkiye’den

tanimlanmustir.

VIM-tipi metallo-beta laktamazlar, farkli iilkelerde P. aeruginosa suslarinda
tespit edilmistir; VIM-1 ilk olarak Italya’ da goriilmiistiir ve daha sonra VIM-2 varyant
diinya ¢apinda tanimlanmistir (Cornaglia vd., 2011). VIM-1 grubuna ait olan VIM-5
enzimi ise ilk olarak Tiirkiye’ de klinik bir P. aeruginosa susunda tespit edilmistir
(Bahar vd., 2004). blayiu-s geni ayrica karbapenemazlar iizerine Hindistan’ da genis-

capta yapilan bir ulusal ¢alisma da tanimlanmistir (Castanheira vd., 2009).

Yine bu doktora tezi kapsaminda blay geninin yeni bir varyanti tespit
edilmistir. VIM-5 ve VIM-38 aminoasit siralart karsilastirildiginda, birbirlerinden
aminoasitin fakli olduklar1 belirlenmistir. blay;u-ss geninin klonlama ve ekspresyon

calismalar1 VIM-38 enziminin kendine en yakin karbapenemaz olan VIM-5¢ hidrolitik
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profilinin ¢ok benzer oldugunu gostermistir. blayv-3s geni sinif 1 integron iginde
gomiilii halde bulunmaktadir. Bu simif 1 integron sadece iki gen kaseti icermektedir.
Baslangigta blayu-3s geni ve bunu takiben orfD gen kasetinin bulunmaktadir. orfD gen
kaseti fonksiyonu bilinmeyen 96 aminoasitlik kii¢iik bir polipeptiti kodladig1 tespit
edilmistir. Ayrica bu genetik yapinin varligr Tiirkiye’ de klinik 6rnekten izole edilen ve
blayiv-s genini tasiyan Enterobacter clocae susunda da goriilmiistiir (Meric vd., 2008).
Ayrica bu calismada tanimlanan blages.s geninin de smnif 1 integronla iliskili oldugu

tamimlanmustir (Poirel vd., 2009).

Calismada tanimlanan diger karbapenem direngli izolatlarin karbapenemleri
hidroliz eden beta-laktamazlarin varligi agisinda negatif oldugu tespit edilmistir. Bu
hem molekiiller hem de fenotipik c¢alismalarla desteklenmistir. Bu bulgular, bu
izolatlarin seftazidime duyarli, (meropenem hari¢) karbapenemlere direng oldugu P.
aeruginosa’ da degistirilmis OprD2 porinin olmasi ile agiklanmaktadir (Mesaros vd.,
2007).

Bu doktora tezi yapilana kadar toplamda VIM-tipi metallo beta-laktamazin 37
varyant1 oldugu rapor edilmistir. Bu varyantlar arasinda bir veya birka¢ aminoasit yer
degisimine sahiptirler (http://www. lahey.org/Studies/). Her yil bazi yeni varyantlar
Enterobacteriaceae tiirlerinde tanimlanmaktadir. Bu yeni varyantlardan olan blayw-3s bir
aminoasit degisimi ile VIM-5’¢ benzemektedir. Genler iizerinde mutasyonlarin
birikmesi yillar alir ve bir gen iizerinde biriken mutasyonlarin miktar1 o genin uzun
gecmisi hakkinda bilgi verir. Beta laktamazlarin diger tiirleri ile karsilastirildigi zaman
su anda VIM tipi B-laktamazlarin varyant1 azdir ama yillar sonra ne kadar varyantlara

sahip olacaklar1 tahmin edilemez.

Sonug olarak, bu doktora ¢aligmasinin sonuglarindan biri, Tiirkiye'de blaggs.s
karbapenemaz geninin ilk defa rapor edilmesidr ve yeni bir VIM-tipi metallo beta
laktamaz olan VIM-38 tanimlanmasidir. Tirkiye'deki antimikrobiyal segici stres bu
karbapenemaz genlerinin yayilimma neden olabilir ve bu genlerin P. aeruginosa

suslaria yerlesmelerine imkan saglayabilir.
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Doktora ¢aligmasinin bir diger sonucu ise ayni deneysel kosullar1 altinda VIM-1,
VIM-2 ve VIM-5 enzimleri ile karsilastirmali olarak VIM-38 enziminin detayli kinetik

ve biyokimyasal karakterizasyonunun yapilmis olmasidir.

BBL numbering sistemi, tiim MBL’leri kapsayan ortak aminoasit
numaralandirma sistemidir. Bu giine kadar var olan MBL’lerin hepsi farkli aminoasit
sayisina sahiptir ve bu goz Oniline alinarak ortak bir numaralandirma sistemi
gelistirmiglerdir (Garau vd., 2004). VIM-5 ve VIM-38 % 99 oraninda birbirlerine
benzemektedirler. Bu iki varyant VIM-1 grup enzimine aittirler. VIM-5 ve VIM-1
arasinda 5 aminoasit fark vardir. Bu farklar A130K, H224L, E225A, S228R, K291T
aminoasitleridir (BBL numbering) ve bu aminoasit degisikliklerine ek olarak VIM-38
BBL numbering diizenlemesine gore 288. (265. pozisyon) aminoasit Alanin Valine
donligmistiir. Bu varyantlar, aminoasit seviyesinde VIM-2 ile %90’lik benzerlik
gosterir. Ozellikle VIM-5 ve VIM-38’ de olan Arg228 ve Leu224 aminoasitleri biiyiik
onem arz etmektedir ki bu aminoasitlerin VIM-tipi metallo-beta-laktamaz enzimlerinin
substrat 6zgiilliigiinii etkiledigi daha onceki c¢alismalarda gdsterilmistir (Docquier vd.,

2003).

VIM-2, VIM-5 ve VIM-38 228. pozisyonda arjinin aminoasidi igermektedir.
Arg228’in substrat baglanmasi i¢in pozitif yiikli bir alan sagladigi one siiriiliirken
Ser228’in varlig ise agik ve dar aktif yer yarig ile sonuglanan bu fiziksel kisitlamay1
kaldirir. Nispeten, VIM-2, VIM-5 ve VIM-38 enzimlerinin meropeneme kars1 yliksek
afinite gOstermesi Arg228 tarafindan tanimlanan aktif bdlge boslugu icine piperazin

halkasinin daha i1yi uymasi nedeniyle olabilir.

Ayrica VIM-2 enziminde bulunan Try224’ iin seftazidim gibi substratlar
stabilize ettigi ileri siiriilmektedir. Bu aminoasidin varligi nedeniyle VIM-2 enzimi
VIM-1 enzimine gore seftazidime karsi daha fazla afinite gostermektedir. Bunlarin
aksine Leu224 bulunduran VIM-26 ve VIM-13 enzimlerinin kinetik g¢aligmasinda
oldugu gibi VIM-5 ve VIM-38 enzimlerinin sefalosporinaz aktivitelerinde énemli bir
diisiis goriilmemistir. Bu degisiklikler siiphesiz farklt VIM gruplar arasinda farkli

substratlar icin afiniteyi etkilemektedir.
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Genel olarak, VIM varyantlar1 = B-laktam  substratlara kars1 katalitik
etkinliklerinde minimal farkliliklar géstermistir. Ozellikle VIM-5 ve VIM-38’in ¢ok
benzer kinetik parametrelere sahip olduklar1 goriildi ve ¢ogu durumda VIM-1 ve VIM-
2 ile karsilastirldigi zaman VIM-1 ve VIM-2 enzimlerinin sahip olduklar1 kinetik
parametreler arasinda bir aktivite gosterdikleri belirlenmistir. VIM-1 enzimi, VIM-2
enzimiyle karsilastirildigi zaman meropeneme karsi 6 kat daha yiliksek Kp, degerine
sahip oldugu goriilmiistiir. Ancak bireysel kinetik parametrelerdeki farkliliklar benzer
hidrolitik verimlilikle sonuglanan yiiksek Kca: degerleri tarafindan dengeli olmustur.
Tiim enzimler imipenem i¢in benzer K, degerlerine sahiptirler. Ancak, VIM-2 igin
Keat/ Km degeri sonucu VIM-1 ile karsilastirildigi zaman 5 kat daha yiiksektir. VIM-5 ve
VIM-38 hem imipenem hem de meropenem igin ¢ok benzer hidrolitik etkinlige
sahiptirler. Nispeten ampisilin igin yiiksek Ky degerleri biitiin varyantlar i¢in tespit
edilmistir. Bu yiiksek K, degerinin belirlenmesi antibiyotik i¢in nispeten diisiik bir
afiniteye sahip olduklarini gostermektedir. Hem diisiik afinite hem de yiiksek turnover
oranindan dolayr ampisilin VIM-1 enzimindense VIM-2 ve VIM-38 igin iyi bir

substrattir.

Sefhalotin ve nitrosefin, tim VIM varyantlar1 tarafindan esit hidroliz

edilmislerdir. Diger B-laktamlara gore en yiiksek Kea/ Ky degerleri gostermektedirler.

VIM-5 ve VIM-38 test edilen nitrosefin ve sefalosporinlerden olan sefhalotin ve
sefoksitin i¢in ¢ok benzer kinetik parametrelere sahiptirler. VIM-1 sefoksitin i¢in ¢ok
diisiik Kkea/Km degerine sahiptir ve diger VIM varyantlari ile karsilastirildigi zaman
aralarinda yaklasik 6 kat fark vardir. VIM-5 enzimi VIM-1 enzimi ile karsilagtirildigi
zaman seftazidim igin 5 kat yiiksek Kgs degerine sahiptir fakat Keoi/ Ky degerleri her iki
enziminde aymidir. Sasirtict bir sekilde VIM-5 enzimi VIM-38 enzimi ile
karsilastirildigr zaman seftazidim igin yaklasik 10 kat yiiksek Kea/Km degerine sahip
oldugu goriilmiistiir.

VIM varyantlarinin inhibisyonunun arastirilmasinda ise bazi birlesikler igin
varyantlar arasinda farkliliklar goriildiigii tespit edilmistir. Simdiye kadar yapilan
inhibitér arastirmalarinda varyantlar arasindaki fakliliklara degil de enzim gruplari

lizerine caligmalar yapilmistir. Bu doktora tezi kapsaminda ise metallo beta laktamaz

98



enzim grubundan olan VIM tipi metallo beta laktamaz ailesinin farkli varyantlar
lizerine inhibisyon c¢alismalar1 yapilmigtir. Calismada kullanilan birlesikler hidroksi
piridinler ve hidroksiizokinolin aminoasit yerdegisimlerinden meydana gelmektedir.
Triptofan tiirevleri ile yapilan inhibisyon aragtirmasinda 6zellikle VIM-5 ve VIM-38
enzimlerinin en diisiik residual aktiviteye sahip oldugu gorilmiistir. Daha fazla
karakterizasyon 1Csy degerlerinin belirlenmesi ile yiiriitilmistiir. ICso degerleri arasinda
onemli farkliliklar belirlenmistir. Ozellikle bir birlesik igin, VIM-5 ve VIM-38
enzimleri ile karsilastirildigi zaman VIM-2 enzimi 57 kat yiiksek I1Csp degerine sahiptir.
flging bir sekilde VIM-1 enzimi test edilen birlesikler tarafindan hi¢ inhibe

edilememisken VIM-2 enzimi de sadece zay1f bir sekilde inhibe edilmistir.

VIM-1, VIM-2, VIM-5 ve VIM-38 enzimleri dairesel dikroizm spektrometresi
ile belirlenen ¢ok yakin CD ve sekonder yapiya sahiptirler. Ancak proteinlerin erime
sicakliklari arasinda 6nemli fakliliklar gozlenmistir. VIM-5 ve VIM-38 enzimleri en
stabil varyantlardir. VIM-5 ve VIM-38 enzimlerinin erime sicakliklart VIM-2 ile
karsilastirildigi zaman 4 °C ve VIM-1 enzimi ile karsilastirildiginda ise yaklasik 14 e
fark oldugu tespit edilmistir. Proteinler denatiire edilip (25-95 ° C) erime sicakliklari
belirlendikten sonra CD spektrasinda 95-25 ° C tekrar geri sogutma yapildiginda
proteinlerin ilk formuna geri dondiikleri belirlendi. Bu sonug, dort enziminde gok kararli

oldugunu gostermektedir.
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“Klinik Pseudomonas aeruginosa Izolatlarinda B-laktamaz Diren¢ Genlerinin
Taranmast ve Yeni Bir Metallo-B-laktamazin (VIM-38) Karakterizasyonu” baslikli
doktora tez ¢calismasinda su sonuclar elde edilmistir:

1. Klinik 6rneklerden izole edilen P. aeruginosa izolatlarinda VIM-tipi metallo-beta
laktamazin varlig1 tespit edilmistir

2. Yapilan klonlama ve sekans analizi ¢aligsmalariyla VIM-tipi metallo-beta-laktamazin
yeni bir aleli tespit edilmistir.

3. Ilk defa Tiirkiye de P. aeruginosa izolatlarinda GES-5 tespit edilmistir.

4. Bu yeni alelin VIM-5’¢ %99 benzedigi belirlenmis ve VIM-38 olarak
adlandirilmgtir.

5. VIM-5 ve VIM-38 arasinda bir amino asit fark oldugu belirlenmistir. Bu farkin 265.
pozisyonda VIM-5 enziminde bulunan Alanin amino asitinin VIM-38 enziminde Valin
amino asidine doniismesiyle olustugu belirlenmistir.

6. VIM-38 metallo-beta laktamazin farkli antibiyotik gruplarina kars1 MiK degerleri
belirlenmistir.

7. VIM-38 enziminin farkli antibiyotik gruplarina ait substratlara karsi kinetik
parametreleri VIM-1, VIM-2 ve VIM-5 enzimleri ile karsilastirilmustir.

8. VIM-38 metallo beta laktamaz enziminin karbapenem grubu antibiyotikleri iyi
hidroliz ettigi goriilmistiir. VIM-38" sefalosprinlere kars1 yiiksek afinite gosterirken
penisilin grubu antibiyotiklerden olan ampisiline kars1 ¢ok diisiik afinite gostedigi tespit
edilmistir.

9. VIM-1, VIM-2, VIM-5 ve VIM-38 enzimlerinin inhibisyonun arastirilmasinda 56
farkli bilesik kullanilarak yapilmis ve farkli bilesiklerin enzimler {izerinde farkli
inhibisyon etkisinin oldugu belirlenmistir.

10. VIM-1, VIM-2, VIM-5 ve VIM-38 enzmimleri sekonder yapilart ve erime

sicakliklar1 belirlenmistir.
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5. ONERILER

Diinya genelinde karbapenem iireten suslarin yayilmasi, biiyiikk bir endise
olusturmaktadir. Ozellikle metallo-beta-laktamazlarin son yillarda ortaya ¢ikmasi bu
kaos ortamini daha da artirmaktadir. Metallo beta laktamazlar, karbapenemler de dahil
olmak {izere, tiim beta laktam antibiyotikleri (aztreonam hari¢) hidroliz edebilirler. Bu
nedenle bu enzimlerin karakteristik 6zelliklerinin ortaya konmasi ve diger alelleri ile
benzerlik ve farkliliklariin karsilastirilmasi, halk sagligi acisindan biiyilk 6nem arz
etmektedir. Ozellikle metallo beta laktamaz ailesinin en biiyiik gruplarindan biri olan
VIM-tipi metallo beta laktamaz enzimleri lizerine, daha fazla arastirmalarin yapilmasi

gerekmektedir.

Bu baglamda VIM-varyantlarinda baz1 antibiyotiklere karst minimum inhibisyon
konsantrasyonlarinda degisime sahip olanlarin, yine ayni antibiyotiklere kars1 kinetik
parametreleri  belirlenebilir. VIM-varyantlari korunmus bolge iizerinde nokta
mutasyonlart yapilarak, farkli antibiyotik gruplarina karsi kinetik parametrelerdeki
degisimler gozlenebilinir. Yeni alel olan VIM-38 enziminin ii¢ boyutlu yapisi,
kristalografik yontemler ile calisilabilinir. Ayrica aminoasit degisimlerinin farkli
substratlara kars1 afinite tizerine etkileri molekiiler modelleme yontemiyle belirlenerek,

kinetik analiz sonuglar1 ve MIK degerleriyle karsilastirilabilinir.

Bu doktora tezinde 56 farkli birlesik kullanilarak, VIM ailesinin 4 farkli enzimi
lizerine inhibisyon caligmalar1 yapilmistir. Yine farkli dogal veya sentetik birlesikler
kullanilarak VIM varyantlar1 {izerinde inhibisyon calismalarina devam edilebilir. VIM
varyantlar1 tizerinde inhibisyon etkisinin gézlemlendigi muhtemel inhibitorler secilerek,
diger metallo-beta-laktamazlar {izerinde inhibisyon etkisinin olup olmayacagi

arastirilabilir.
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EKLER

Ek1l. VIM-38’in diger VIM enzimleri ile aminoasit diizeyinde karsilastiriimasi

VIM-1

VIM-35
VIM-34
VIM-32
VIM-33
VIM-27
VIM-37
VIM-26
VIM-28
VIM-4

VIM-14
VIM-19
VIM-29
VIM-5

VIM-38
VIM-25
VIM-12
VIM-8

VIM-9

VIM-16
VIM-2

VIM-3

VIM-6

VIM-11
VIM-18
VIM-36
VIM-23
VIM-24
VIM-15
VIM-10
VIM-17
VIM-30
VIM-20
VIM-31
VIM-13
VIM-7

VIM-1

VIM-35
VIM-34
VIM-32
VIM-33
VIM-27
VIM-37
VIM-26
VIM-28

MLKVISSLLVYMTASVMAVASPLAHSGEPSGEYPTVNEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQ
MLKVISSLLVYMTASVMAVASPLAHSGEPSGEYPTVNEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQ
MLKVISSLLVYMTASVMAVASPLAHSGEPSGEYPTVNEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQ
MLKVISSLLVYMTASVMAVASPLAHSGEPSGEYPTVNEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQ
MLKVISSLLVYMTASVMAVASPLAHSGEPSGEYPTVNEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQ
MLKVISSLLVYMTASVMAVASPLAHSGEPSGEYPTVNEIPVGEVRLYQIADGVWSHISTQ
MLKVISSLLVYMTASVMAVASPLAHSGEPSGEYPTVNEIPVGEVRLYQIADGVWSHISTQ
MLKVISSLLVYMTASVMAVASPLAHSGEPSGEYPTVNEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQ
MLKVISSLLVYMTASVMAVASPLAHSGEPSGEYPTVNEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQ
MLKVISSLLVYMTASVMAVASPLAHSGEPSGEYPTVNEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQ
MLKVISSLLVYMTASVMAVASPLAHSGEPSSEYPTVNEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQ
MLKVISSLLVYMTASVMAVASPLAHSGEPSGEYPTVNEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQ
MLKVISSLLVYMTASVMAVASPLAHSGEPSGEYPTVNEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQ
MLKVISSLLVYMTASVMAVASPLAHSGEPSGEYPTVNEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQ
MLKVISSLLVYMTASVMAVASPLAHSGEPSGEYPTVNEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQ
MLKVISSLLVYMTASVMAVASPLAHSGEPSGEYPTVNEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQ
MLKVISSLLVYMTASVMAVASPLAHSGEPSGEYPTVNEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQ
MFKLLSKLLVYLTASIMAIASPLAFSVDSSGEYPTVSEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQ
MFKLLSKLLVYLTASIMATASPLAFSVDSSGEYPTVSEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQ
MFKLLSKLLVYLTASIMAIASPLAFSVDSSGEYPTVSEIPVGEVRLYQIADGVWLHIATQ
MFKLLSKLLVYLTASIMATASPLAFSVDSSGEYPTVSEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQ
MFKLLSKLLVYLTASIMATASPLAFSVDSSGEYPTVSEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATK
MFKLLSKLLVYLTASIMAIASPLAFSVDSSGEYPTVSEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATR
MFKLLSKLLVYLTASIMATASPLAFSVDSSGEYPTVSEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQ
MFKLLSKLLVYLTASIMAIASPLAFSVDSSGEYPTVSEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATR
MFKLLSKLLVYLTASIMAIASPLAFSVDSSGEYPTVSEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATR
MFKLLSKLLVYLTASIMATASPLAFSVDSSGEYPTVSEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQ
MFKLLSKLLVYLTASIMAIASPLAFSVDSSGEYPTVSEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQ
MFKLLSKLLVYLTASIMAIASPLAFSVDSSGEYPTVSEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQ
MFKLLSKLLVYLTASIMATASPLAFSVDSSGEYPTVSEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQ
MFKLLSKLLVYLTASMMAIASPLAFSVDSSGEYPTVSEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQ
MFKLLSKLLVYLTASIMATASPLAFSVDSSGEYPTVNEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQ
MFKLLSKLLVYLTASIMATASPLAFSVDSSGEYPTVSEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQ
MFKLLSKLLVYLTASIMAIASPLAFSVDSSGEYPTVSEIPVGEVRLYQIADGVWSHIATQ
MLKVISSLLFYMTASLMAVASPLAHSGESRGEYPTVSEIPVGEVRLYQIDDGVWSHIATH
-MFQIRSFLVGISAFVMAVLGSAAYSAQPGGEYPTVDDIPVGEVRLYKIGDGVWSHIATQ

Sk wek akke kU k e Kkkkk s kkAKEAAKEAK ok KkAK AKks ks
SFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SEFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SEFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAISTHFHDDRV
SFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SEFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SEFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHEFHDDRV
SFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
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60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
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60
60
60
60
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60
60
60
60
60
60
60
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120
120
120
120
120
120
120
120
120



VIM-4

VIM-14
VIM-19
VIM-29
VIM-5

VIM-38
VIM-25
VIM-12
VIM-8

VIM-9

VIM-16
VIM-2

VIM-3

VIM-6

VIM-11
VIM-18
VIM-36
VIM-23
VIM-24
VIM-15
VIM-10
VIM-17
VIM-30
VIM-20
VIM-31
VIM-13
VIM-7

VIM-1
VIM-35
VIM-34
VIM-32
VIM-33
VIM-27
VIM-37
VIM-26
VIM-28
VIM-4
VIM-14
VIM-19
VIM-29
VIM-5
VIM-38
VIM-25
VIM-12
VIM-8
VIM-9
VIM-16
VIM-2
VIM-3

SFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SEFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SEFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SEFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SEFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SEFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SEFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SEFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SEFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SEDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SEFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SEFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SEFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
SEFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAALLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRV
TEFDGVVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGTKNTVALLAEIEKQIGLPVTRSVSTHFHDDRV
KLGDTVYSSNGLIVRDADELLLIDTAWGAKNTVALLAEIEKQIGLPVTRSISTHFHDDRV

KK AKX KXKAKAAAKX AAXKXAKAAAKAAAK e AAKX AAAAAAAAAAAAAA AKX e e kAKA AKX A KKK

GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEAEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEAEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEAEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEAAGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEAEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEAEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEAEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEAEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEAEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEAEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEAEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEAEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEAEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRKAGVATYASPSTRRLAEAEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRKAGVATYASPSTRRLAEAEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRKAGVATYASPSTRRLAEAEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEAEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSARRLAEVEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELEFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSIRRLAEVEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEVEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEVEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEVEGSEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
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VIM-6

VIM-11
VIM-18
VIM-36
VIM-23
VIM-24
VIM-15
VIM-10
VIM-17
VIM-30
VIM-20
VIM-31
VIM-13
VIM-7

VIM-1

VIM-35
VIM-34
VIM-32
VIM-33
VIM-27
VIM-37
VIM-26
VIM-28
VIM-4

VIM-14
VIM-19
VIM-29
VIM-5

VIM-38
VIM-25
VIM-12
VIM-8

VIM-9

VIM-16
VIM-2

VIM-3

VIM-6

VIM-11
VIM-18
VIM-36
VIM-23
VIM-24
VIM-15
VIM-10
VIM-17
VIM-30
VIM-20
VIM-31
VIM-13

GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEVEGSEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEVEGSEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLA----NEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEVEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEVEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEVEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEVEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEVEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEVEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEVEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEVEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYASPSTRRLAEVEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDALRAAGVATYASPSTRRLAEAEGNEVPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHS
GGVDVLRAAGVATYTSPLTRQLAEAAGNEVPAHSLKALSSSGDVVRFGPVEVFYPGAAHS
KKKk Kk kkXkkX o kk kg k% LK ek kkok s KRR KRk kR kk Rk ok s ok k kK ok ok kK
TDNLVVYVPSANVLYGGCAVHELSSTSAGNVADADLAEWPTSVERIQKHYPEAEVVIPGH
TDNLVVYVPSANVLYGGCAVHELSSTSAGNVTDADLAEWPTSVERIQKHYPEAEVVIPGH
TDNLVVYVPSANVLYGGCAVHELSSTSAGNVADADLAEWPTSVERIQKHYPEAEVVIPGH
TDNLVVYVPSANVLYGGCAVHELSSTSAGNVADADLAEWPTSVERIQKHYPEAEVVIPGH
TDNLVVYVPSANVLFGGCAVHELSSTSAGNVADADLAEWPTSVERIQKHYPEAEVVIPGH
TDNLVVYVPSANVLYGGCAVHELSSTSAGNVADADLAEWPTSVERIQKHYPEAEVVIPGH
TDNLVVYVPSANVLYGGCAVHELSRTSAGNVADADLAEWPTSVERIQKHYPEAEVVIPGH
TDNLVVYVPSANVLYGGCAVLELSSTSAGNVADADLAEWPTSVERIQKHYPEAEVVIPGH
TDNLVVYVPSANVLYGGCAVLELSRTSAGNVADADLAEWPTSVERIQKHYPEAEVVIPGH
TDNLVVYVPSANVLYGGCAVHELSRTSAGNVADADLAEWPTSVERIQKHYPEAEVVIPGH
TDNLVVYVPSANVLYGGCAVHELSRTSAGNVADADLAEWPTSVERIQKHYPEAEVVIPGH
TDNLVVYVPSAKVLYGGCAVHELSRTSAGNVADADLAEWPTSVERIQKHYPEAEVVIPGH
TDNLVVYVPSAKVLYGGCAVHELSSTSAGNVADADLAEWPTSVERIQKRYPEAEVVIPGH
TDNLVVYVPSANVLYGGCAVLALSRTSAGNVADADLAEWPTSVERIQKHYPEAEVVIPGH
TDNLVVYVPSANVLYGGCAVLALSRTSAGNVADADLAEWPTSVERIQKHYPEAEVVIPGH
TDNLVVYVPSANVLYGGCAVLALSRTSAGNVADADLAEWPTSVERIQKHYPEAQFVIPGH
TDNLVVYVPSANVLYGGCAVHELSSTSAGNVADADLAEWPTSIERIQQHYPEAQFVIPGH
TDNLVVYVPSASVLYGGCAIYELSRTSAGNVADADLAEWPTSIERIQQHYPEAQFVIPGH
TDNLVVYVPSASVLYGGCAIYELSRTSAGNVADADLAEWPTSIERIQQHYPEAQFVIPGH
TDNLVVYVPSASVLYGGCAIYELSRTSAGNVADADLAEWPTSIERIQQHYPEAQFVIPGH
TDNLVVYVPSASVLYGGCAIYELSRTSAGNVADADLAEWPTSIERIQQHYPEAQFVIPGH
TDNLVVYVPSASVLYGGCAIYELSRTSAGNVADADLAEWPTSIERIQQHYPEAQFVIPGH
TDNLVVYVPSASVLYGGCAIYELSRTSAGNVADADLAEWPTSIERIQQHYPEAQFVIPGH
TDNLVVYVPSASVLYGGCAIYELSRTSAGNVADADLAEWPTSIERIQQHYPEAQFVIPGH
TDNLVVYVPSASVLYGGCAIYELSRTSAGNVADADLAEWPTSIERIQQHYPEAQFVIPGH
TDNLVVYVPSASVLYGGCAIYELSRTSAGNVADADLAEWPTSIERIQQHYPEAQFVIPGH
TDNLVVYVPSASVLYGGCAIYELSSTSAGNVADADLAEWPTSIERIQQHYPEAQFVIPGH
TDNLVVYVPSASVLYGGCAIYELSLTSAGNVADADLAEWPTSIERIQQHYPEAQFVIPGH
TDNLVVYVPSASVLFGGCAIYELSRTSAGNVADADLAEWPTSIERIQQHYPEAQFVIPGH
TDNLVVYVPSASVLYGGCAIYELSRTSAGNVADADLAEWPTSIERIQQHYPEAQYVIPGH
TDNLVVYVPSASVLYGGCAIYELSRTSAGNVADADLAEWPTSIERIQQHYPEAQFVIPGH
TDNLVVYVPSASVLYGGCAIYELSRTSAGNVADADLAEWPTSIERIQQHYPEAQFVIPGH
TDNLVVYVPSASVLYGGCAIYELSRTSAGNVADADLAEWPTSIERIQQORYPEAQFVIPGH
TDNLVVYVPSASVLYGGCAIHELSRTSAGNVADADLAEWPTSIERIQQRYPEAQFVIPGH
TDNLVVYVPSANVLYGGCAVLELSRTSAGNVADADLAEWPGSVERIQQHYPEAEVVIPGH
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VIM-7 GDNLVVYVPAVRVLFGGCAVHEASRESAGNVADANLAEWPATIKRIQQRYPEAEVVIPGH 239

KA KA KKK | Kk ok x Kk, K RKKAK AR ARKEAR sk Rk sk RKk . KRR
VIM-1 GLPGGLDLLQHTANVVKAHKNRSVAE 266
VIM-35 GLPGGLDLLQHTANVVKAHKNRSVAE 266
VIM-34 GLPGGLDLLQHTANVVKAHKNRSVAE 266
VIM-32 GLPGGLDLLQHTANVVKAHKNRSVAE 266
VIM-33 GLPGGLDLLQHTANVVKAHKNRSVAE 266
VIM-27 GLPGGLDLLQHTANVVKAHKNRSVAE 266
VIM-37 GLPGGLDLLQHTANVVKAHKNRSVAE 266
VIM-26 GLPGGLDLLQHTANVVKAHKNRSVAE 266
VIM-28 GLPGGLDLLQHTANVVKAHKNRSVAE 266
VIM-4 GLPGGLDLLQHTANVVKAHKNRSVAE 266
VIM-14 GLPGGLDLLQHTANVVKAHKNRSVAE 266
VIM-19 GLPGGLDLLQHTANVVKAHKNRSVAE 266
VIM-29 GLPGGLDLLQHTANVVKAHKNRSVAE 266
VIM-5 GLPGGLDLLQHTANVVTAHKNRSVAE 266
VIM-38 GLPGGLDLLQHTANVVTAHKNRSVVE 266
VIM-25 GLPGGLDLLKHTTNVVKAHTNRSVVE 266
VIM-12 GLPGGLDLLKHTTNVVKAHTNRSVVE 266
VIM-8 GLPGGLDLLKHTTNVVKAHTNRSVVE 266
VIM-9 GLPGGLDLLKHTTNVVKAHTNRSVVE 266
VIM-16 GLPGGLDLLKHTTNVVKAHTNRSVVE 266
VIM-2 GLPGGLDLLKHTTNVVKAHTNRSVVE 266
VIM-3 GLPGGLDLLKHTTNVVKAHTNRSVVE 266
VIM-6 GLPGGLDLLKHTTNVVKAHTNRSVVE 266
VIM-11 GLPGGLDLLKHTTNVVKAHTNRSVVE 266
VIM-18 GLPGGLDLLKHTTNVVKAHTNRSVVE 262
VIM-36 GLPGGLDLLKHTTNVVKAHTNRSVVE 266
VIM-23 GLPGGLDLLKHTTNVVKAHTNRSVVE 266
VIM-24 GLPGGLDLLKHTTNVVKAHTNRSVVE 266
VIM-15 GLPGGLDLLKHTTNVVKAHTNRSVVE 266
VIM-10 GLPGGLDLLKHTTNVVKAHTNRSVVE 266
VIM-17 GLPGGLDLLKHTTNVVKAHTNRSVVE 266
VIM-30 GLPGGLDLLKHTTNVVKAHTNRSVVE 266
VIM-20 GLPGGLDLLKHTTNVVKAHTNRSVVE 266
VIM-31 GLPGGLDLLKHTTNVVKAHTNRSVVE 266
VIM-13 GLPGGLDLLQHTANVVKAHTNRSVAE 266
VIM-7 GLPGGLELLQHTTNVVKTHKVRPVAE 265

Rk SR b S S S 3 *x Kk k
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