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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

FARKLI COGRAFIK BOLGELERE AiT COK iLACA DIiRENCLI
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS iIZOLATLARININ KARSILASTIRMALI
GENOM ANALIZI

Serdar ULAS

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Sezer OKAY

Bu calismada, verem hastaliginin etmeni olan Mycobacterium tuberculosis (MTB)
bakterisinin ¢ok ilaca direncli suslarinin farkli cografik bolgelerden elde edilen
izolatlarina ait genomlarinin referans sus olan MTB H37rv genomu (Genbankasi erigim
numaras1 AL123456.3) ile karsilastirildi. Boylece, ila¢ direncinde rol oynayan genomik
degisimleri ve cografik bolgelere ait izolatlar arasindaki olasi farkliliklar1 ortaya
cikarildi. Arjantin izolati olan MTB 410 (Genbankasi erigim numarast CM007646) susu
ile Malezya izolati olan PR10 susunun (Genbankasi erisim numarasi CP010968)
genomlar1 tizerinde yapilan analizlerde, ¢ogunlugu lipit, karbonhidrat, protein ve
niikleik asit ile enerji metabolizmalarina, oksidasyon-rediiksiyon prosesine, transport
(tasima) islevine ve membran yapilara ait olmakla birlikte fonksiyonu bilinmeyen
proteinlerin de bulundugu sirasiyla 435 ve 430 adet proteinde mutasyon tespit edildi.
Her iki CID susta ortak olan mutasyona ugramis, lipit metabolizmasmna ait 11,
karbonhidrat metabolizmasimna ait 6, protein metabolizmasina ait 8, niikleik asit
metabolizmasina ait 16, oksidasyon-rediiksiyon prosesine ait 6, enerji metabolizmasina
ait 3, demir ve silfiir metabolizmasina ait 3, transport islevi goren 10, ilag ve
ksenobiyotik metabolizmasina ait 1, viriilansta gorev alan 8, kofaktor metabolizmasina
ait 2, sinyal iletiminde gbrev alan 4, membran yapilarda yer alan 3, hiicre duvariyla
ilgili 1, sekonder metabolizmaya ait 4, metilasyon gorevi olan 1 protein ve farkli
yolaklarda gorev alan 3 protein olmak iizere toplam 90 protein oldugu belirlendi. Sonug
olarak, muhtemel degisiklige ugramis proteinlerin daha ¢ok biyofilm olusumu, DNA
onarimi, replikasyon, transkripsiyon, translasyon mekanizmalari, oksijenli solunum, tip
7 sekresyon sistemi, iki bilesenli sinyal iletimi, poliketit sentezi, B vitamini biyosentezi,
hiicre duvari, membran ve transport islemleri ile ilgili oldugu belirlenmistir.
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ABSTRACT
Master Thesis

COMPARATIVE GENOME ANALYSIS OF THE MULTIDRUG RESISTANT
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS ISOLATES FROM DIFFERENT
GEOGRAPHIC REGIONS
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Cankir1 Karatekin University
Institute of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sezer OKAY

The aim of this study is to find out genomic alterations playing role in drug resistance
and possible differences between isolates belonging to different geographic regions. For
this, comparative genome analyses of multidrug resistant (MDR) Mycobacterium
tuberculosis (MTB) isolates, causing the disease tuberculosis, from different
geographical regions were performed using non-MDR H37Rv strain (Genbank
accession number AL123456.3) as reference. The genome analyses of the strain 410
from Argentina (Genbank accession number CMO007646) and the strain PR10 from
Malaysia (Genbank accession number CP010968) revealed 435 and 430 proteins with
putative mutations, respectively. Majority of the mutant proteins were included into
lipid, carbohydrate, protein, nucleic acid, and energy metabolisms, oxidation-reduction
process, transport and membrane structures as well as proteins with unknown function.
The number of common proteins in both MDR strains was 90; 11 in lipid metabolism, 6
in carbohydrate metabolism, 8 in protein metabolism, 16 in nucleic acid metabolism, 6
in redox process, 3 in energy metabolism, 3 in iron and sulfur metabolism, 10 in
transport function, 1 in drug and xenobiotic metabolism, 8 in virulence, 2 in cofactor
metabolism, 4 in signal transduction, 3 in membrane and 1 in cell wall structures, and 3
in diverse pathways. Consequently, it was determined that the putative mutant proteins
were mostly related with biofilm production, DNA repair, replication, transcription and
translation mechanisms, aerobic respiration, type VII secretion system, two-component
signal transduction, polyketide synthesis, vitamin B biosynthesis, cell wall, membrane
and transport functions.

2019, 82 pages
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ONSOZ VE TESEKKUR

Bu ¢alismanin amaci, verem hastaliginin etmeni olan Mycobacterium tuberculosis
(MTB) bakterisinin ¢ok ilaca direngli suslariin farkli cografik bolgelerden elde edilen
izolatlarina ait genomlarinin referans sus olan MTB H37rv genomu ile karsilastirarak
ila¢ direncinde rol oynayan genomik degisimleri ve cografik bolgelere ait izolatlar
arasindaki olas1 farkliliklar1 ortaya ¢ikarmaktir.

Tez calismamin planlanmasinda, arastirilmasinda, yiiriitiilmesinde ve olusumunda ilgi
ve destegini esirgemeyen, engin bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim, yonlendirme ve
bilgilendirmeleriyle calismami bilimsel temeller 1s18inda sekillendiren sayin hocam
Dog. Dr. Sezer OKAY’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Her tiirlii maddi ve manevi destegiyle egitim 6gretim hayatim boyunca yanimda olan,
annem Neziha ULAS, ablam Serpil BASLARLI’ya, Dostum Hamdi KAYA’ya ve her
an varliginin bana gii¢ verdigini hissettigim esim Turna ULAS’a ¢ok tesekkiir ederim.
Cankirt’ya geldigimden bu yana arkadashigi, dostlugu, yardimsever ve misafirperverligi
i¢in Fatih KARABULUT ve Rukiye CETIN’e ayrica tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

1.1 Tiiberkiiloz Hastalig:

Insanlarda tiiberkiiloz (TB), etiyolojisinde Mycobacterium tuberculosis (MTB) basilinin
yer aldigl, ¢ok farkli klinik goriinlimlere sahip verem olarak da bilinen kronik bir
hastaliktir. Insanda baslica TB hastaliginin etkeni olan MTB’dir. MTB, M. tuberculosis
kompleksinin bir tiyesidir. Bu kompleks i¢inde M. pinnipedii, M. bovis, M. africanum,

M. microti, M. tuberculosis ve M. caprae bulunurlar.

TB, basta akciger olmak iizere c¢esitli organlarda graniilomlar olusturan bulasici bir
bakteriyel enfeksiyondur. Hastalik, TB hastasi bir kisinin nefes vermesi, hapsirmasi
veya Okstlirmesi ile havaya karigan basillerinin solunum yolu ile saglikli bir insanin

akcigerlerine ulagmasi ile bulasir (Gutierrez et al. 2005).

TB, neredeyse insanlik tarihi kadar eski bir hastaliktir. Viral hastaliklara nazaran uzun
inkiibasyon donemi olan dénemi olan bir hastaliktir (Koprowski and Michael 1996). TB
sadece diinyanin gelismis, az gelismis veya gelismekte olan tlkelerinde degil, tim
diinyada; HIV ile enfekte olan yiiksek riskli gruplar arasinda veya tiiberkiilozun hala
etkin oldugu tilkelerden go¢ eden kisilerde de 6nemli saglik problemi olarak ciddiyetini
korumaktadir. MTB, insanlik tarihinden beri tabiatin her yerinde varligini siirdiirmekte
ve bulunmaktadir. Ge¢gmisi insanlik oncesi ¢aglara kadar uzanan mikobakterilerin diinya
tizerinde yaklasik 300 milyon yildan beri bulunduklar ileri stirtilmektedir. Bazi bilim
adamlar1 tarafindan tiiberkiiloz basilinin ilk atalarimin Afrika’nin dogusunda 3 milyon
yil 6nce bulundugu ve bulundugu boélgede yasamis olabilecek eski ¢ag insanlarimi

enfekte ettigi diistiniilmektedir (Cetin vd. 2012).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) Kiiresel TB Raporu’na gore (2018), 2017°de, TB tahmini
1,3 milyon oliime neden oldu. Diinya niifusunun %23’i yaklasik 1,7 milyar insanin
MTB ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir. TB olasiligt HIV ile enfekte olan
bireylerde, HIV ile enfekte olmayan bireylere nazaran ¢ok daha yiiksektir (Gutierrez et

al. 2005). TB hastaliginin etiyolojisinde yer alan MTB kompleks iiyelerince olusturulan,



olgularin ¢ogu pulmoner hastaliktir. Ekstrapulmoner hastalia da neden olmakla
birlikte, disiik insidansli tilkelerde pulmoner/ekstrapulmoner TB orami %15
civarindadir (DSO 2015). Ustelik ekstrapulmoner TB vakalarinda numunelerin pek
cogunun invaziv girisimler yoluyla alinmasi ve ek olarak alinan numunedeki basil

yiikiiniin az olmasi tanida zorluklara yol agmaktadir (Zignol et al. 2011).

Direkt siirtintii 6rneginde Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) boyasi ile aside direngli bakteri
(ARB) varliginin mikroskopik olarak aragtirilmasi ve kiiltiir, hastaligin teshisinde temel
yontemlerdir (Negi et al. 2005). Aside direngli basillerin mikroskopi ile belirlenmesi,
tiiberkiilozun laboratuvar tamisinda ve bulastirici olgulart saptamada en Onemli
metotlardan biridir. Kiiltiir ise altin standart olarak kabul edilmektedir. Tanimlamada
mikroskobik inceleme ile kiiltiiriin birlikte degerlendirilmesi onemlidir. Kiiltiir i¢in,
yumurta bazli veya agar muhtevali kat1 besiyerleri ve sivi besiyerleri kullanilmaktadir.
En hizli tanmy1 saglayabilmek i¢in, sivi besiyerlerinin otomatize ve yari otomatize
cihazlarda kullanilabilen cesitli sistemler gelistirilmistir (DSO 1997). TB tanis1 igin
kullanilan yayma mikroskopisi olduk¢a ucuz ve hizli bir yontem olmasina ragmen
diisiik duyarlilig1 (%45-80) ve negatif prediktif degeri acisindan sinirh bir degeri vardir
(Moure et al. 2011). Tan igin en 6nemli standart kiiltiirdiir ancak, sonug¢ raporunun
¢ikmasi igin beklenen siire 2 ila 8 hafta araliginda degismektedir (Zeka vd. 2011). Son
yillarda TB’nin tamisim1 ve ilag¢ direncini dogru ve hizli bir sekilde belirliye bilmemizi
saglayan pek ¢ok molekiiler test yontemi gelistirilmistir (Bunsow 2013). Bunlardan biri
olan GeneXpert MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, ABD) test sistemi, bakteriyel lizis,
DNA ekstraksiyonu, heminested PCR yontemi ile genomik amplifikasyonu ve
semikantitatif MTB tespitinin tek kullanimlik plastik bir kartus i¢cinde sonug¢landirilmasi
esasina dayanmaktadir. Ayn1 zamanda bu kartus i¢inde rifampisin (RIF) direncine de
bakilabilmektedir (Sicheritz-Ponten et al. 2009).

1.2 Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium kelimesi Yunanca kokenli olup ‘fungus’ (myces) ve ‘kii¢iik ¢ubuk’
(bakterion) kelimelerinden tiiremistir (Iseman 2002). Bu bakteri s1vi besi ortaminda kiif

seklinde benzedigi i¢in isminde myces kullanilmistir (Ozkara 2002). Eski Misir ve Inka



donemi insan kalintilarinda spinal tiiberkiiloz hastaligina dair bulgulara rastlanmistir
(Kiligarslan 2007). Insanlik tarihinin ilk dénemlerinden beri varhigini siirdiiren ve
hastalik olusturan mikobakterilerdir. Bu genis bakteri ailesinin, glinlimiiziin geligmis
laboratuvar teknolojileriyle tanimlanmis 130’dan fazla iiyesi bulunmaktadir (Gutierrez
et al. 2005). Bu tiirler patojen olmayan (saprofit), patojen ve firsat¢r mikobakteriler
olmak tizere li¢ gruba ayrilirlar. Mycobacterium cinsi, Prokaryot aleminin, Firmicutes
bo6limiiniin, Actinobacteria smifinin, Actinomycetales takiminin, Mycobacteriaceae
ailesine dahil olup bu ailedeki tek cinstir (Koksal vd. 2003). DNA hibridizasyon
calismalar1 sonucunda bu kompleksteki suslar arasinda yakin homoloji oldugu
gosterilmistir (Gutierrez et al. 2005). M. tuberculosis, aside direngli, 1-4 pm
uzunlugunda 0,3-0,6 um eninde, ince ve bazen hafif¢e kivrik, hareketsiz, kapsiilsiiz,
sporsuz, comak seklinde ve aerobik bir bakteridir (Sekil 1.1). Biyolojik 6zelliklerinden
en Onemlilerinden birisi zorunlu aerob olmalaridir. Bundan dolay1 oksijen
konsantrasyonunun yiiksek oldugu dokularda yerlesmeye egilimlidir ve akcigerlerde de

oksijen konsantrasyonun yiiksek oldugu apikal bolgede daha sik rastlanilir.

Sekil 1.1 MTB’nin elektron mikroskobu goriintiisii (www.microbiologybook.org)

Tiiberkiiloz basilinin kendine has bazi karakteristik ozelliklere sahiptir. Bunlar yavas
biiyiime, dormansi, hiicre duvari, hiicre i¢i yasayabilmesi ve genetik homojenliktir.
MTB’nin enfekte olan canlida veya sentetik ortamlarda biiylime siireleri ortalama 24

saattir (Sekil 1.2) (Cole et al. 1998)
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Sekil 1.2 MTB’nin koloni goriintiisii (www.microbiologybook.org)

MTB, TB hastalar1 tarafindan tiretilen aerosoller yoluyla bulasan, hiicre i¢i yasayabilen
bakterilerdir (O’Garra 2013). TB enfeksiyonu ve hastaliginin ortaya ¢ikma sebebi
olduk¢a degiskendir: Geleneksel olarak, TB enfeksiyonu ve hastaliginin farkli
sonuclarinin sebebi konake1 ve cevresel degiskenlere atfedilmistir. Farkli insan genetik
tespitleyicilerinin TB'ye duyarlilig: etkiledigi bilinmektedir (Casanova and Abel 2002).
Asirt kalabalik ortamlar ve havalandirma yetersizligi gibi ¢evresel etmenler bulasict
partikiillere maruz kalmay:1 arttirir (Clark et al. 2002). Cesitli deneysel galismalar
gostermektedir ki, MTB'nin klinik suslarinin viriilansta farklilik gosterdigine dair kanit
saglamigtir (Coscolla et al. 2010). Son yillarda yapilan arstirmalar MTB susu
varyasyonunun immiinojeniklik ve virlilans tizerindeki etkisini arastirmistir (Gagneux
2013). MTB ozellikle insanlara adapte olmus, akciger hastaligmin insandan insana
bulagsmasina neden olan, bir patojendir (Gehre et al. 2013). Baska bir deyisle, viriilans,
dogrudan bulagma ile baglantilidir (Brites et al. 2012). TB'deki virulans, bakterilerin
konakg¢1 immiin savunmasi karsisinda canliligini saglayan, akciger hasarina neden olan
aerosol haline gelme Kkapasitelerini  arttiran, igeren bir bilesik olarak
kavramsallastirilabilir. Boylece konak¢i disinda, basariyla yeni bir konakgiya bulasir
(Gagneux et al. 2012). Bazi ¢alismalar, insanlarda MTB enfeksiyonlar1 sirasinda farkli
bagisiklik tepkisini incelerken konake1 ve bakteri faktorlerini birlestirmistir (Coussens

et al. 2013). Etnik kokenliligin viriilans profilinde énemli yeri bulunmaktadir. Ornegin;
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Avrupa’da ya da Londra’daki bir niifustan, Afrikali niifusun immiin savunmasinin farkl

ve onemli bir rol oynadigi bildirilmistir.

Insan genetik varyasyonu TB'de 6nemli bir rol oynar (Gagneux et al. 2012). MTB ve
konag1 olan insan arasindaki uzun siireli iliski yakindan incelendiginde belirli bir
dereceye kadar es evrim gergeklesmis olabilir (Fenner et al. 2013). Son zamanlarda
yapilan c¢alismalarda, TB'ye yatkinligin hem patojede hem de konakgidaki
varyasyondan etkilendigini gostermistir (van Crevel et al. 2009). Bu nedenle, konakg1
genomik ve patojen genomik cesitlilikleri arasindaki etkilesimlerin arastirilmasi ve yeni
yaklasimlar kullanilarak daha iyi anlasilmasi gerekir (Caws et al. 2008). Ayrica, bu
etkilesimleri gevresel degiskenlerle de modiile edildigi goz ardi edilmemelidir (Comas
et al. 2009). Degisen ¢evrelerin igerigindeki fenotipleri veya evrimsel tepkileri
ongormektir. MTB yasam dongiisii boyunca bir¢ok farkli ¢evresel kosullarla karsi
karsiyadir. Bunlar, konak¢1 hiicrelere niifuz ederken, graniilom ve bosluklarda hayatta
kalirken, aerosol iletimi sirasinda veya ilag etkisine direng gosterdigindedir (Kwan et al.

2011).

1.3 M. tuberculosis’in Hiicre Yapisi

Tiiberkiiloz basilinin hiicre duvari yliksek oranda yag icermesinden dolayr diger
bakterilere gore daha kalindir (Sekil 1.3). Hiicre duvarmin dis ylizeyi 60 ila 90
karbonlu, mikolik asitten, uzun ve dalli yag asitlerinden olusmustur. Mikolik asitler i¢
kisimlardaki peptidoglikan tabakasina arabinogalaktan molekiilleri ile baglanir.
Peptidoglikan tabakas1 hiicre duvarmin i¢ kismini olustur ve tiiberkiiloz basilinin seklini
veren temel yapidir (Alp 2010). Peptidoglikan tabakasi yapisal biitiinliigin
saglanmasinda da onemlidir. Mikobakteri hiicresini i¢ten disa dogru Peptidoglikandan,
arabinogalaktan ve mikolik asit olarak siralaya biliriz. Bu saglam yapi1 mikobakteri
hiicresi zirh gibi sarar. lipoarabinomannan, mannofosfoinositid, serbest lipid ve
polipeptidlerin de yapiya katilimiyla saglamlik daha da artar. Arabinogalaktan tabakasi,
mikolik asitlerle peptidoglikan arasinda kdprii gérevi goren dallanmis bir polisakkarittir
(Brennan 2003). Lipofilik 6zelliginin fazla olmast MTB’nin diger bakterilere gore

oldukca kalin bir hiicre duvarina sahip olmasini saglar.
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Sekil 1.3 MTB’nin hiicre duvari tabakalar1 (Soulen et al. 1998)

MTB hiicre duvarinda ii¢ tabaka bulunmaktadir. Hiicre zarinin iizerinde, en i¢ tabakada
peptidoglikan (miirein) bulunur. Bu tabakada bulunan peptit zincirleri kisadir ve g¢apraz
baglarla siki bir sekilde baglanmis uzun polisakkarit zincirleri vardir. Hiicreye sert
yapistm kazandirir. Ikinci tabaka olan arabinogalaktan, hiicre duvari kalmliginin
%35’in1  olusturur ve fosfodiester baglariyla peptidoglikan tabakasina baglhdir.
Arabinogalaktan molekiillerinin ug¢ arabinaz birimlerine uzun zincirli bir yag asidi olan
mikolik asit baglanir. Ugiincii tabaka olan mikozidler ise en dis tabakada bulunur

(Ullrich 2009).

Hiicre duvarmin mumsu yapist bir¢gok ilag molekiiliiniin hiicre i¢ine girmesini
engelleyen dogal bir koruma saglar. MTB’ye ilaglarin etkili olabilmesinin ilk sarti
mumsu hiicre duvar1 yapisinda gecgebilme 0Ozelligine sahip olmasidir. Mikroskobik
incelemelerde hiicre duvarmin kalin yagsi yapist birgok boyanin hiicre i¢ine girmesini
engelledigi goriilmiistiir. Bu nedenle mikobakterilerin boyanabilmesi amaciyla diger
bakteriler icin kullanilan boyama yontemlerinden daha farkli boyama yontemleri
kullanilir (Ryll et al. 2001, Ullrich 2009). Hiicre duvarinin ihtiva ettigi yogun lipit
yapisi, asit ve alkole direngli olmasini saglar Konak hiicreleri tarafindan salinan eritici

enzimlere ve bakterisidal ilaglara kars1 direncglidir (Ullrich 2009).
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1.4 Mycobacterium tuberculosis’in Genetik Ozellikleri

Giiniimiizde, yeni nesil dizilim teknolojilerinin gelistirilmesi ile maliyet ve zamandan
kazang saglanmaktadir. Ozellikle mikroorganizmalarin sayisiz genom projesinin
uygulanmasinin  arka planmna karsi, virlilansin molekiiler ~mekanizmalarinin
anlasilmasindaki ana beklentiler ve patojenlerin direncinin yani sira kemoterapi i¢in
yeni hedeflerin kesfedilmesinde ana beklentiler tiim genom dizisi (WGS) verileridir
(Metzker 2010).

MTB susu H37Rvnin tim genom DNA'sinin sekanslanmasi, tiiberkiiloz
arastirmalarinda atilim saglamis olup, bu patojenin biyolojisini, metabolizmasini ve
evrimini anlama yolunu acti. MTB genomunun tam niikleotit dizilerinin mevcudiyeti,
karsilagtirmali genomik analizler, MTB suslarin1 incelenmesi, ila¢ direnglerinin
belirlenmesini ve evrimsel gecmislerindeki farkliliklart incelemek i¢in bir ara¢ olarak

kullanilabilir (Cole et al. 1998).

MTB H37RV’nin genomu 4.411.529 baz ciftinden (bp) olusmaktadir (Sekil 1.4).
Escherichia coli genomuyla yaklasik ayni biyiiklikte ve kromozomu halkasal
yapidadir. M. smegmatis gibi hizli iireyen mikobakteri tiirlerine gore MTB’nin genomu
daha kisadir. Bu durum hiicre i¢i ortamda gereksiz olan genlerin kaybina ve hiicre igi
ortamdaki genetik izolasyona baglanmaktadir. MTB genomunun C+G igerigi %
65,6’dir. Yiksek C+G igerigi bakterinin aerobik yasam sekliyle iligkilidir (Cavusoglu
2010).

MTB’nin metabolizmas1 anaerobik ortamlara da uyum saglayabilecek potansiyeldedir.
Psodogenler, MTB’nin genomunda ¢ok az yer kaplamaktadir; genomda ortalama her
1,1 kb’da bir gen bulunur ve potansiyel kodlama kapasitesinin %91°1 kullanilir. MTB
genomunda 3.993’1 protein 50’si RNA kodladig1 diisiiniilen 4.043 adet gen
tanimlanmistir.  Bakteriler arasinda genlerin  horizontal transferi plazmidler,
transpozonlarla ve fajlar yapilmaktadir. MTB’de patojeniteden veya viriilanstan
sorumlu olabilecek horizontal gen transferiyle alinmis genetik adalar bulunamamustir.

MTB’de bunlarin yani sira plazmit de bulunmamaktadir. Buna beraber MTB
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genomunun yaklasik %4’li profajlardan ve hareketli genetik elemanlardan (IS)
olusmaktadir. IS kopya sayist MTB H37Rv’de 16 iken farkli suslarda O ile >25 arasinda
farklilik gosterir. Bu nedenle, molekiiler epidemiyolojik ¢alismalarda 1S6110 temelli
tiplendirme yontemi basariyla kullanilmaktadir (Cavusoglu 2010).

M. tuberculosis

H37Rv
4,411,529 bp

Sekil 1.4 MTB’nin genom yapisi (Cole et al. 1998)

1.5 Mycobacterium tuberculosis’te Antibiyotik Direnci

TB’a kars1 antibiyotiklerin yaygin olarak kullanilmasi ve bakteri genomunda ortaya
c¢ikan mutasyonlar nedeniyle antibiyotiklere direncli suslarin meydana gelmesi ve
yayllmast TB tedavisindeki en biiyiik sorunlardan biridir. TB tedavisi i¢in 5 grup
antibiyotik kullanilmaktadir:

Grup 1: birinci kusak oral ajanlar (izoniazit, etambiitanol, rifampisin, pirazinamit)

Grup 2: enjektabl ajanlar (amikasin, kanamisin, streptomisin, kapreomisin)

Grup 3: florokinolonlar (levofloksasin, ofloksasin, gatifloksasin, moksifloksasin)
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Grup 4: ikinci kusak oral bakteriyostatik ajanlar (sikloserin, p-aminosalisilik asit,
terizidon, protionamit, etionamit)
Grup 5: etkinligi bilinmeyen ajanlar (linezolit, klofazimin, klaritromisin, amoksisilin,

tioasetazon, imipenem) (Cui et al. 2016).

En az izoniazit (INH) ve rifampisin (RIF) direnci olan suslar ¢ok ilaca direngli (CiD
TB) olarak, bunlara ilaveten bir florokinolon ve ikinci kusak enjektabl bir ajana direnci
olan suslar da yaygn ilaca direngli (YID TB) olarak isimlendirilmektedir (Lacoma et al.
2012). Pirazinamit ve dordiincii kusak bir florokinolon kullanimi1 RIF i¢ermeyen yeni

TB tedavilerinde ve daha kisa siiren CID TB tedavilerinde 6nem arz etmektedir.

Diinyada YID TB'nin ortaya cikisi ve ilk olarak gecici tanimlanmasi Kasim 2005°te
olmustur (Ozkara 2007, Jain et al. 2008). 24 Mart 2006 tarihinde ise DSO ile ABD'deki
"Hastalik Kontrolii ve Onlenmesi Merkezleri (CDC)" tarafindan yaymlanan raporda
yaygin ila¢ direnci, "INH ve RIF direncine ek olarak, ikinci-basamak alt1 ana sinif anti-
TB ilaglardan (aminoglikozidler, florokinolonlar, tiyoamidler, polipeptidler, sikloserin
ve para-aminosalisilik asit) en azindan iicline daha direngli olma" seklinde
tanimlanmistir (Palomino et al. 2007). Daha sonra, 9-11 Ekim 2006’da DSO'niin YID-
TB Gorev Gicti tarafindan Cenevre'de gerceklestirilen Kiiresel Calisma Kolu
toplantisinda YID-TB, bugiin de gegerliligi olan daha kabul edilebilir bir bigimde "MTB
susunun birinci-basamak anti-TB ilaglardan en azindan INH ve RIF'a ilaveten ikinci-
basamak anti-TB ilaglardan herhangi bir florokinolona (ofloksasin, levofloksasin ve
siprofloksasin gibi) ve parenteral kullanilan anti-TB ilaglardan (kanamisin, amikasin ve
kapreomisin gibi) en azindan birine kars1 gelisen direnci" olarak tanimlanmistir (Furin
2007). Son yapilan tanimlamadaki degisikligin iki temel nedeni vardir:

1. Florokinolonlar ve ikinci basamak enjeksiyonla verilen anti-TB ilaglarin duyarlilik
testleri, diger ikinci basamak anti-TB ilaglara gore daha giivenilir ve tekrarlanabilir
ozelliktedir

2. Ozellikle florokinolonlar ve ikinci basamak enjeksiyonla verilen anti-TB ilaclara
kars1 tespit edilen diren¢ durumu ile hastalarin tedavi basarisizliklar1 arasinda dogrudan

iliski bulunmaktadir (LoBue 2009).
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RIF ve INH’e direng diizeyi TB’un endemik oldugu bir¢ok {ilkede ilag¢ direnci
belirlemelerinde kullanilsa da florokinolon ve pirazinamit sensitivite testleri rutin
siirveyans programlarinda yer almadigindan, bu ilaglara diren¢ diizeyi popiilasyon
seviyesinde bilinmemektedir. Diren¢ diizeylerine ait veriler arasinda yiiksek oranda
degiskenlik bulunmaktadir (%3,1-42,1). Elde edilen verilerde pirazinamit direnci
yiiksek oranda RIF direnci ile iliskili bulunmustur (RIF duyarli olgularda %0,5-4,2; RIF
direncli olgularda %36,7-81,3) (DSO 2016).

DSO, CID TB'nin neden oldugu toplam 480.000 TB vakas1 tahmin etmistir. Bu CID TB
vakalar arasinda, ~%9,5'i florokinolonlara ve diger ikinci sira enjekte edilebilir anti-TB
ilaglarindan birine kars1 direnci olan yaygin ilaca direngli (YID) TB suslaridir (Diinya
Saglik Orgiitii 2016). DSO’niin Avrupa verilerine gére TB’de CID etken orani iilkeden
ilkeye farklilik gostermekle birlikte, bazi iilkelerde %28’lere kadar varmaktadir.

Saglik Bakanligi’nin yayinladig “Tiirkiye’de Verem Savasi 2017 Raporu”na gore, 2015
yilinda iilkemizdeki diren¢ oranlari RIF i¢in %5,4, INH i¢in %13,7’dir ki en yiiksek
diren¢ oran1 INH igin belirlenmistir. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda yeni ve tedavi
edilmis vakalar birlikte degerlendirildiginde, tek bagina RIF direnci %0-10, INH direnci
%2-24 arasindadir. Son yillarda ilag direncinde goriilen artis, her yeni TB olgusunun
anti-TB ilaglarina direngli olma ihtimalini ortaya ¢ikarmaktadir. Uygun olmayan tedavi
planlamasi (ila¢ se¢imi, tedaviye uyumsuzluk, erken ilag kesme) nedeniyle niiks gelisen

hastalarda yiiksek oranda ilag direnci gézlenmektedir (Ozmen vd. 2017).

Son 10 yil boyunca, neredeyse tiim birinci ve ikinci basamak ajanlara direngli olan
Italya, Iran, Hindistan ve Giiney Afrika'da da daha siddetli ilaca direngli TB formlari
ortaya ¢ikmistir (Migliori et al. 2007). Bu vakalarin toplami 30 olup, biiyiik olasilikla
tiiberkiilozun endemik oldugu kaynak kisitlama ortamlarindan dolayr bu vakalarin
diisiik bir tahmindir. Pekin'de uzun zaman 6nce tespit edilen bu iki vaka genisletilmis
bir test edilmis antibiyotik paneline kars1 fenotipik ila¢ direnci gosterdi (Li et al. 2015).
Bu nedenle onlar genis spektrumlu yaygin ilaca direngli tiiberkiiloz (XXDR) suslar1

olarak adlandirilmstir.

17



1.6 Mycobacterium tuberculosis’te Antibiyotik Direncinin Molekiiler Temelleri

Diinyadaki pek ¢ok arastirmacinin, MTB’nin ilaca direngli suslarin kokenine ve
dogasina iliskin fikir edinme c¢abalarina ragmen, hala arastirmalar ilag direncinin
dogasini tam olarak ortaya koyamamistir. XXI. yiizyilin baslarinda, klinisyenlerin ve
bilim adamlarinin dikkatini CID TB’den sonra yaygin ilag direnci ¢ekmistir. YID TB
tanim1 Ekim 2006'da DSO tarafindan kabul edilmesine ragmen, 1993'den 2006'ya kadar
Amerika Birlesik Devletleri'nde 49 YID TB vakasi bildirilmistir. Rutin olarak kullanilan
anti-TB ilaglarinin ¢oguna direng gosteren bu suslar basarili bir TB kontroliinii ciddi
sekilde engellemektedir. YID/CID fenotiplerinin molekiiler temelini anlamak, bu
hastaligin teshisinde, tedavisinde ve kontroliinde yeni yaklagimlarin gelistirilmesine

yardimet olabilir (LoBue 2009).

TB konakgi-patojen etkilesimlerini ve kompleks ¢evresel kosullart bir arada bulunduran
karmasik bir enfeksiyondur (De Jong et al. 2010). MTB bir¢ok antibiyotige dogal olarak
direnclidir bu yiizden de tedaviyi zor hale getirmektedir. Bu diren¢ esas olarak
gecirgenlik bariyeri gorevi olan son derece hidrofobik yapisi olan hiicre zarindan
kaynaklanmaktadir. Fakat birgok potansiyel direng belirleyiciler ise genomda
kodlanmistir. Bunlar ise; hidrolitik veya ila¢ degistirici enzimlerdir. Ornegin; bir¢ok
potansiyel digsa atim sistemleri ve [-laktamazlar, ATP baglanma kaseti (ABC)
tastyicilaridir (Louw et al. 2009). MTB viriilansinin molekiiler temelini anlamak ve
bunlarin nasil hastadaki enfeksiyon sonucuna katkida bulundugu, tiiberkiilozun daha iy1

teshisine ve kontroliine yonelik stratejilerin tasarlanmasinda 6nemlidir.

MTB’nin bircok kemoterapotik ajana karsi dogal direng kazanmasinin nedeni hiicre
duvar yapisinin zengin mikolik asit igeriginin bakteriye diisik permeabilite
saglamasidir. Yakin zamanlarda yapilan calismalarda efliks mekanizmasinin da
aminoglikozidler, tetrasiklinler ve florokinolonlar gibi antibiyotiklere kars1 dogal
direngte onemli bir faktdr oldugu belirlenmistir (De Rossi et al. 2006). Son yillarda
gittikce artan sayida ¢alisma bizi YID TB olusumunun agiklamasima yaklastirmaktadir
(DSO 2018). Molekiiler temeli iyi tanimlanmis olan CID TB'nin aksine, YiD

fenotipinin kokeni belirsizdir. Ilag direncinden sorumlu kanonik ve yeni molekiiler
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mekanizmalarin kesfedilmesine ve ayrintili analizine, MTB biiylimesi ve hayatta
kalmasi i¢in temel genlerin tanimlanmasina, morfolojik ve fizyolojik farkliliklarin
netlestirilmesine yonelik gesitli girisimlerde bulunulmustur (Lew et al. 2011). Duyarli
ilag, CID ve YID MTB suslar1 arasindaki kuvvetler. Bir dizi MTB izolatinin biitiin
genom dizilerinin (WGS) kapsamli bir analizi, bu tiir arastirmalar i¢in ¢ok faydali

goriinmektedir (Copin et al. 2014).

Tedavi siirecinde direngli suslarin seleksiyonu meydana gelmekte ve enfeksiyon
yeniden ortaya ¢ikmaktadir. (LoBue 2009). CID TB fenotipinde ilag direnci tek bir gen
mutasyonuna bagli olarak gosterilemese de, ila¢ direncinin baslangicinda dirence neden
olan bilinen mutasyonlar ve devamindaki diger mutasyonlarin birikimi CID TB
fenotipini ortaya ¢ikarmaktadir (Furin 2007). MTB'de, susa 6zgii varyasyonun hastalik
ve enfeksiyon tizerindeki etkilerini belirlemek zordur. Genotip-fenotip iligkilerinde
bilinen kaliplar1 arastirma sinirlamalarinin bazilari, MTBC klinik suslar ig¢in filo-
genetik olarak saglam simiflandirma sistemlerinin eksikligi olmustur (Comas et al.
2009). Ayrica, viriilansin genetik belirleyicilerinin tespitinde, sadece “genotipleme”nin
aksine genomik cesitliligi daha kapsamli bir sekilde dizinleyen analitik yontemleri
gerektirir. Dinyanin dort bir yanindan MTB klinik suglarinin birgok genom dizisini
miimkiin kilmigtir MTB'nin genel genomik ¢esitliliginin diger bakterilere gore diisiiktiir
fakat MTB'nin farkli filogenetik soylarinda birikmis olan mutasyonlarin biiyliik bir
bolimiiniin fenotipik farkliliklara yol agabilecegini gostermektedir (Stucki et al. 2013).

Prokaryotlarda her replikasyon i¢in mutasyon gelisme orami 0,0033 gibi diisiik bir
seviyededir. Her baz c¢ifti i¢cin mutasyon orani genom biiylikligi ile ters orantilidir.
Daha 6nceki ¢alismalar mutasyon oraninin segilen ilaca tabi oldugunu 6ne siirmiislerdir.
Ancak anti-TB ilaglarin ¢ogu ig¢in, dirence sebep olarak bilinen mutasyonlari da
karsilayacak bicimde, bir basilde kendiliginde mutasyon goriilme ihtimalleri
hesaplandiginda, hiicrenin her bdliinmesinde mutasyon goriilme olasihiginm 10 oldugu
gosterilmistir. Ila¢ direnci kazannus bakterilerde genellikle transpozonlar, plazmitler,
veya integronlar gibi mobil genetik elementlerle horizontal gen transferi yolu ile
miimkiin olmaktadir. Mikobakterilerde diren¢ gelisimi genellikle kromozomda

kendiliginden olusan mutasyonlarin sonucu olusmaktadir (Hughes and Levin 2009).
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Mutasyonlarin  fonksiyonel sonuclarmmi tahmin etmenin diger bir yolu, ilgili
mutasyonlarin evrimlesmesine bagli olarak karsilik gelen secim basinglarinin ve
genomik bolgelerin evrimsel korunumunu belirlemektir (Ryndak et al. 2008). MTB’de
ilag direnci ile ilgili genlerde ortaya ¢ikan mutasyonlar ila¢ hedefini degistirebildigi gibi
ilacin hedefledigi genin ifadesini artirarak veya ilag aktivasyonunu azaltarak bir ilaca
yatkinlig1 azaltabilir (Chesne-Seck et al. 2008). Ornegin, MTB’nin bir laboratuvar susu
olan H37Ra’da PhoP proteininin 219 pozisyonunda meydana gelen bir aminoasit
degisikligi, bu proteinin kendi promotoruna baglanma etkinligini degistirir (Gonzalo-
Asensio et al. 2014). Bu nedenle, hastalik yapict H37Rv muadili ile karsilastirildiginda
H37Ra susu oldukca zayiflatilmistir. Genislemis gen kopyalar1 ve gen aileleri, evrimsel

yenilikler agisindan 6nemli genetik ¢esitlilik kaynaklaridir (Shell et al. 2013).

Giiniimiizde, genis c¢aptaki polimorfizmden tek niikleotid polimorfizmlerine (SNP'ler)
kadar genomlar arasindaki farkli ¢oziiniirlik seviyelerinde ortaya ¢ikan degisiklikleri
belirleyebiliriz. Bu bilgiyi kullanarak, meydana gelen genetik degisikliklerin viriilans
tizerindeki olasi etkileriyle ilgili test edilebilir hipotezler iiretebiliriz (Coll et al. 2014).
MTB’nin Dogu-Asya soylari, artan patojenlikleri, hiper viriilanslar1 ve yiiksek
gecirgenliklerinden dolayi, ilag direngleri ile iligkili en basarili tiirlerden biri olarak
kabul edilir. Kolombiya'da yapilan son ¢alismalar, Pekin benzeri genotipin, ililkenin
giineybatisindaki vakalarm CID ve YID ile baglantili oldugunu gdstermistir, ancak
bakterinin yayilmadaki basarisinin genetik temeli bilinmemektedir (Gagneux 2012).

Antimikrobiyallere direngli genomlar, mutasyonlarin ¢oklu olusu siirekli birikiminden
ortaya ¢ikmis olabilir (Casali et al. 2012). Bu nedenle, WGS mikroorganizmalarin
antibiyotik diren¢ taramasi i¢in 6nemli bir ara¢ haline gelmistir ve bununla birlikte
antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin hizli bir sekilde tanimlanmasini miimkiin
olmaktadir. WGS ayrica mutasyon gecirmis genlerin mutasyon sayisinin ve islevlerinin
incelenmesini de saglar (Casali et al. 2014). WGS, tani testleri, yeni antibiyotik
gelistirme, mevcut antibiyotiklerin yonetimi ve patojenik bakterilerin ortaya ¢ikmasini
ve direncini arttiran faktorleri ortaya koymak gibi bir¢cok antimikrobiyal uygulamada
yardimcr olmaktadir. Karsilastirmali genomik metodolojiler hedeflere ulagmak igin

firsatlar sunar, patojenin viriilansinin mekanizmalarin1 daha iyi anlamamiza ve bu
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mikroorganizmalar1 noétralize etmek veya teshis etmek i¢in yeni yaklagimlar
Onermemize izin vererek, organizmalar arasindaki genetik bilgiyi birkac seviyede
karsilagtirmamizi miimkiin kilar (Joshi et al. 2014). Karsilastirmali genomik analiz, iki
CID TB klinik izolat1 arasinda polimorfizm tanimlamistir. Bu polimorfizmlerin énemini
arastirmak i¢in, patojenik mikobakteriyel tiirlerin ¢ogunu kapsayan, kendi tiirlerinin
farkl1 soylarim1 temsil eden cesitli patojenik mikobakteri suslarindan ortologlar

kullanilarak ¢oklu protein dizilimi yapildi (Leung et al. 2017).

Protein islevleri icin gerekli olan kalintinin, farkli tiirler arasinda yiliksek oranda
korunan bolgelerde kalmasi gerektigini varsaydik. Protein fonksiyonu i¢in elzem
olmayan kalintilar icin, ayni mikobakteriyel tiirlerin farkli soylar1 arasinda bile
polimorfizmler ortaya c¢ikacaktir. Baska bir deyisle, eger SMRT Dizilimi'nde
tanimlanan polimorfizmler korunmus bdlgelerde bulunuyorsa, mutasyonun sonucta
ortaya ¢ikan protein fonksiyonu tizerinde énemli bir etkisi olmas1 muhtemeldir (Leung
et al. 2017). Ote yandan, aym soyun suslar1 karsilastirma icin kullanilsa bile, yine de
binlerce potansiyel mutasyonla sonuglanacak ve daha kapsamli deneysel onaylamalar
gerekli olacaktir. susun klonal iligkisi, soy-spesifik mutasyonlarin karsilastirmali
genomik analiz sirasinda genis Olgiide c¢ikarilabilecegi ve fenotipik farkliliklardan

sorumlu mutasyonlarin ortaya ¢ikarilabilecegi anlamina gelir (Leung et al. 2017).

Calismalar, CID TB klinik izolatlarinin fenotipik direng profillerinin, direngle iligkili
genlerdeki iyi karakterize edilmis genetik mutasyonlarla agiklanabilecegini gostermistir.
Bununla birlikte, yeni tanimlanan mutasyonlar ve MTB fizyolojisi arasindaki nedensel
iliskiyi tanimlamak icin daha ileri deneysel dogrulamalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Mutasyona ugramis genler, elektroporasyonla hem muamele 6ncesi hem de muamele
sonrasi suslara doniistiiriiliir. Bu durumda antibiyotik duyarlilik profilleri ve transforme
edilmis suslarin bilyiime uygunlugu, CID TB'nin asamali gelisimi icin mutasyonlarin
roliinii kanitlamak icin kullanilabilecektir. CID TB klinik izolatlar1 arasindaki
mutasyonlari belirlemede SMRT dizilemesinin saglamligmi tanimlanustir. CID TB
suslar1 arasindaki fizyolojik 6zelliklerde potansiyel olarak dnemli bir rol oynayabilecek
yeni genler olabilecegi goriilmiistiir (Leung et al. 2017). ilag¢ direncine neden olan

molekiiler mekanizmalar1 ve CID TB'nin iletimini anlamak, hastaliga kars1 yeni tedavi
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edici ve Onleyici yontemlerin gelistirilmesinde biiyiik 6neme sahiptir. MTB bakterisinin
dogal direncinin en 6nemli nedenleri, sahip oldugu cok tabakali hiicre duvar1 ve ¢ok
ilaca etkili disa-atim (efluks) pompalaridir (Jarlier et al. 1994). Ayn1 zamanda, fenotipik
RIF direncinin% 95'inden fazlasi, rpoB'nin 81 b¢ RIF direncini belirleme bdlgesinde
(RRDR) mutasyonlarla (McCammon et al. 2005), katG S315T eksiklik mutasyonu ve
inhA'nin promotor bélgesindeki mutasyonlarla agiklanabilir. Bu mutasyonlar, fenotipik
INH direncinin yalnizca %50-95 ve %8-43"inii agiklar (Witney et al. 2016). Genotipik
ve fenotipik ila¢ direng goriiniimii arasindaki uyumsuzluk, CID TB suslari arasindaki
genetik varyasyonlarin tam olarak agiklanamadigini géstermistir. Kisa okuma dizileme
platformunu kullanan biitin genom dizilimi, ek diren¢ iliskili mutasyonlarin
tanimlanmasina izin verir, fakat mevcut yontemde hala smirlamalar vardir. MTB
genomunda tekrar bolgelerinin ¢oklugu ve GC igeriginin yiiksek olmasi nedeniyle
genellikle genom kiitiiphanesi hazirligi zordur ve amplifikasyon sirasinda sorunlar

ortaya ¢ikar. Bu da genom analizi sirasinda giigliik ortaya ¢ikarir (Read et al. 2002).

Bu c¢aligmanin amaci, insanlarda tliberkiiloz hastaliginin etiyolojisinde yer alan M.
tuberculosis (MTB) bakterisinin Arjantin ve Malezya’da izole edilen ve ¢ok ilaca
direngli genomlarinin, referans sus olan MTB H37rv genomu ile karsilastirilarak, ilag
direncinde rol oynayan genomik degisimlerin ve cografik bolgelere ait izolatlar

arasindaki olasi farkliliklarin belirlenmesidir.

22



2. MATERYAL VE YONTEM

Farkli cografik bolgelerden izole edilmis CID TB suslarmin genom dizileri NCBI
Niikleotit veri bankasindan (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) alindi. Malezya’nin
Kuala Lumpur sehrinde izole edilmis PR10 susunun erisim numarasi CP010968 ve
Arjantin’in Buenos Aires sehrinden izole edilmis 410 susunun erisim numarast
CMO007646’dir. Referans genom olarak ilag direnci bulunmayan MTB H37rv susu
(erisim numaras1t AL123456.3) kullanildi.

Mutasyonlari tespit etmek amaciyla CID TB suslarinin genom dizisiyle H37rv referans
susun genom dizisi, NCBI BLAST programinda (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
“blastn” ve “align two or more sequences” secenekleri kullanilarak karsilastirildi.
Niikleotit degisimi olan dizilerde “blastx” secenegi kullanilarak mutasyon tipi tespit
edildi. Yanlis anlamli mutasyonlardan peptit zincirinde radikal degisime neden olanlar,
prematiire stop kodonuna neden olan anlamsiz mutasyonlar ve cergeve kaymasina
neden olan insersiyon/delesyonlar (indel olusumlari) protein fonksiyonunda muhtemel
degisimler meydana getirecegi i¢in 6nemli kabul edildi. Mutasyona ugramis proteinlerin
metabolik  islevleri  UniProt  (http://www.uniprot.org) ve NCBI  Gene

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ gene) web araglar1 kullanilarak tahmin edildi.

MTB 410 susunda HNH endoniikleaz proteinlerine ait ¢ok sayida mutasyon tespit
edildigi i¢cin ornek olarak bu proteine ait diziler segilerek farkli suslara ait dizilerle
ClustalW programi kullanilarak karsilastirildt (Hung and Weng 2016). MEGA7
programinda (Kumar et al. 2016). Neighbour Joining metodu (Saitou and Nei, 1987)
kullanilarak filogenetik agac ¢izildi. Daha sonra, Phyre2 sunucusu (Kelley et al. 2015;
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index)  kullanilarak  proteinin
(erisim nuimarast OMH54996) 3 boyutlu yapist belirlendi. Proteinin fiziksel ve
kimyasal oOzellikleri ProtParam araci (https://web.expasy.org/protparam) kullanilarak

belirlendi.
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3. BULGULAR

3.1. Karsilastirmali Genom Analizi

Arjantin’de izole edilen ¢oklu ilag direncine sahip MTB 410 susunun genom dizisi ile
antibiyotik direnci olmayan referans sus H37Rv’nin genom dizisi karsilastirildi (Cizelge
1). Lipit metabolizmasina ait 25, karbonhidrat metabolizmasina ait 18, protein
metabolizmasina ait 29, niikleik asit metabolizmasina ait 67, oksidasyon-rediiksiyon
prosesine ait 33, enerji metabolizmasina ait 6, demir ve siilfiir metabolizmasina ait 11,
transport (tasima) islevi goren 18, ila¢ ve ksenobiyotik metabolizmasina ait 16,
viriilansta gorev alan 67, kofaktdr metabolizmasina ait 7, sinyal iletiminde gdrev alan
13, membran yapilarda yer alan 9, hiicre duvariyla ilgili 4, sekonder metabolizmaya ait
8, metilasyon gorevi olan 3, farkli yolaklarda gérev alan 10 protein ve fonksiyonu
bilinmeyen 91 protein olmak {izere toplam 435 proteini kodlayan gende mutasyon tespit
edildi.

Malezya’da izole edilen ¢oklu ilag¢ direncine sahip MTB PR10 susunun genom dizisi ile
antibiyotik direnci olmayan referans sus H37Rv’nin genom dizisi de karsilagtirildi
(Cizelge 2). Lipit metabolizmasina ait 29, karbonhidrat metabolizmasina ait 17, protein
metabolizmasina ait 28, niikleik asit metabolizmasina ait 53, oksidasyon-rediiksiyon
prosesine ait 33, enerji metabolizmasina ait 17, demir ve siilfiir metabolizmasina ait 4,
transport (tagima) iglevi goren 32, ilag ve ksenobiyotik metabolizmasina ait 8, viriilansta
gorev alan 32, kofaktér metabolizmasma ait 5, sinyal iletiminde gorev alan 10,
membran yapilarda yer alan 26, hiicre duvariyla ilgili 6, sekonder metabolizmaya ait 8,
metilasyon gorevi olan 7, hiicre bilylimesi/canliligi/bdliinmesi/hareketi ile ilgili 5, farkli
yolaklarda gorev alan 12, okzalat metabolizmasina ait 1, asetat metabolizmasina ait 1,
asit-baz dengesiyle ilgili 1 protein ve fonksiyonu bilinmeyen 95 protein olmak iizere

toplam 430 proteini kodlayan gende mutasyon tespit edildi.
Daha sonra, MTB 410 susu ve PR10 susundan elde dilen sonuglar karsilastirilarak

mutasyona ugrayan ortak proteinler tespit edildi (Cizelge 3). Buna gore, lipit

metabolizmasina ait 11, karbonhidrat metabolizmasina ait 6, protein metabolizmasina
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ait 8, niikleik asit metabolizmasina ait 16, oksidasyon-rediiksiyon prosesine ait 6, enerji
metabolizmasina ait 3, demir ve siilfiir metabolizmasina ait 3, transport islevi goren 10,
ilag ve ksenobiyotik metabolizmasina ait 1, viriilansta gorev alan 8, kofaktor
metabolizmasina ait 2, sinyal iletiminde gorev alan 4, membran yapilarda yer alan 3,
hiicre duvariyla ilgili 1, sekonder metabolizmaya ait 4, metilasyon gorevi olan 1 protein
ve farkli yolaklarda gorev alan 3 protein olmak iizere mutasyona ugrayan toplam 90

proteinin her iki susta da ortak oldugu belirlendi.

Cizelge 1. Arjantin izolat1 olan MTB 410 susu ile referans H37Rv susunun genom
karsilagtirmast sonucu MTB 410 susunda mutasyonla iliskili genom bolgeleri ve
proteinler.

Fonksiyon Genomda Niikleotit Aminoasit Protein ad1
bulundugu degisimi degisimi
yer
Lipit metabolizmasi

50638 T>C R>G inositol-3-phosphate synthase

265245 G>T A>S(+) wax ester/triacylglycerol synthase family
O-acyltransferase

529396 C>A G>V CDP-diacylglycerol--serine O-
phosphatidyltransferase

530338 C>T V>M(+) phosphatidylserine decarboxylase
proenzyme

751782 A>G Y>C malonyl CoA-ACP transacylase

885484 G>T C>F KsdD-like steroid dehydrogenase

1713756 A>G T>A fatty-acid--CoA ligase FadD25

1785824 T>C 1>V (+) lipase

1811023 A>T H>L acyl-CoA thioesterase 11

2185920 G>C S>C enoyl-CoA hydratase

2247818 A>G S>G 3-alpha-(or 20-beta)-hydroxysteroid
dehydrogenase

2517274 G>A D>N(+) Malonyl CoA-acyl carrier protein
transacylase

2534835 GA delesyon Apolipoprotein N-acyltransferase

2783358 C>T R>Q(+) glycerol-3-phosphate 1-O-
acyltransferase

2813622 G>A P>L CoA transferase subunit B

2880437 C>A A>E esterase

2906560 C>G C>S lipoprotein

2923206 T>C STOP>Q polyprenol-phosphate-mannose-
dependent alpha-(1,2)-
phosphatidylinositol mannoside
mannosyltransferase

25




Cizelge 1’in devami

2934640 G>C S>C phosphatidylinositol mannoside
2034924 T>C >M (+) acyltransferase
3656672 GAAGTGAGTG | EVSDGNET | acyl-CoA carboxylase subunit epsilon
ACGGGAACGA | NNPAPVSR
GACGAACAAT | VSGTN
CCGGCCCCTG | delesyon
TGAGTCGAGT
GAGCGGAACG
AAC delesyon
3948265 C>G A>P acyl-CoA synthetase
3949636 G>A G>D crotonase/enoyl-CoA hydratase family
protein
3956254 C>T T>1 lipid-transfer protein
3956793 C>A Y > STOP acetyl-CoA acetyltransferase
4252777 A>G I>T acyl-CoA carboxylase subunit beta
Karbonhidrat metabolizmasi
154601 T>C S>P maltokinase
387540 A>C K>T beta-1,3-glucanase
393988 T>C S>G PIG-L family deacetylase
496096 A>T K>M glucose-6-phosphate dehydrogenase
(coenzyme-F420)
580131 A>G N>S (+) D-inositol-3-phosphate
glycosyltransferase
631850 G>C R>P NAD-dependent dehydratase
653444 G>C R>P glycosyltransferase family 1 protein
717152 A>G T>A galactose-1-phosphate
uridylyltransferase
825584 G>T A>D fuculose phosphate aldolase
1114940 A>G Q>R (+) UTP--glucose-1-phosphate
uridylyltransferase
1625447 C>G R>P glucose-6-phosphate dehydrogenase
assembly protein OpcA
2142604 G>C V>L(+) Sorbitol dehydrogenase
2289890 C>A V>F L-arabinose transport system permease
protein AraQ
2695769 T>G V>G glycoside hydrolase family 15 protein
2696191 G>A V>M (+)
3234018 G>A P>S acylphosphatase
3422093 C>G H>D carbon starvation protein A
3422636 C>A R>S
3813651 C>A C>STOP Alpha,alpha-trehalose phosphorylase
TreP_1
4275981 G>T D>E(+) Cof-type HAD-1IB family hydrolase
Protein metabolizmasi
57474 A>T Y >F(+) DJ-1/Pfpl family protein
146225 T>C N>S(+) elongation factor G-like protein
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Cizelge 1’in devami

494840 C delesyon MBL fold metallo-hydrolase
759178 A>G L>P CPBP family intramembrane
metalloprotease
821623 C>T P>L signal peptide peptidase SppA
879856 CG insersiyon ptrB protease
948677 G>A G>S PLP-dependent cysteine synthase family
protein
1105199 T>C L>P serine protease
1131854 G>C R>G methionine--tRNA ligase
1225854 T>C V>A serine hydroxymethyltransferase
1350512 G>A A>T succinyl-diaminopimelate desuccinylase
1670290 C>A H>N (+) MoxR family ATPase
1743917 C>G R>P asparaginase
1795428 T>C V>A imidazoleglycerol-phosphate
dehydratase HisB
1796312 G>A S>N(+) imidazole glycerol phosphate synthase
subunit HisH
1836686 CACTGCTCCTA | AHMTRAN | MBL fold metallo-hydrolase
TGCCGGCTGC | DDDAGAA
GCCGGCATCA | GIGAV
TCGTCGTTGGC | insersiyon
GCGGGTCATA
TGCGC
insersiyon
1854908 G>T G>C phenylalanine--tRNA ligase subunit beta
1937108 A>G S>G cyclase family protein
2202471 G>A D>N(+) SecB-like chaperone
2733545 C>A A>S(+) glutamate 5-kinase
2756125 A>G Y>C homocysteine S-methyltransferase
2756214 G>A E>K(+)
2856180 T>C 1>V (+) type 11 3-dehydroquinate dehydratase
2883468 T>C L>P transglutaminase
2947733 A>T F>Y (+) site-2 protease family protein
2967567 T>G Q>H glutamine synthetase
3155513 AA delesyon peptide synthetase
3467721 A insersiyon protease
3686716 G>A H>Y (+) M20 family peptidase
4031663 C>T A>V serine hydrolase
Niikleik asit metabolizmasi
4114 T>C I>T DNA replication and repair protein RecF
7463 G>C E>Q(+) DNA gyrase subunit A
7686 G>C S>T(+)
9405 G>A G>D
62130 A>G R>G intein-containing replicat. DNA helicase




Cizelge 1’in devami

79676 CCGGTGGACC | PVDPVD maturase
CGGTGGAC insersiyon
insersiyon
103912 G>C R>W HNH endonuclease
103914 G>A
104848 C>T V> (+)
187738 G>C P>R TetR/AcrR family transcriptional
regulator
279001 C>G H>D ribonucleoside-diphosphate reductase
NrdB
395013 A>G N>S(+) ArsR family transcriptional regulator
459427 C>T G>D RNA methyltransferase
766132 A>T H>L DNA-directed RNA polymerase subunit
beta
770142 G>A G>E DNA-directed RNA polymerase subunit
beta
837809 A>C N>H(+) transposase
925285 C>G A>G transposase
963627 GTCAGTCAA (M)TD helicase
insersiyon insersiyon
983281 G>C G>R rRNA methyltransferase
993578 G>C P>A LuxR family transcriptional regulator
1074280 T>C S>P magnesium chelatase
1132613 C>A T>N YchF/TatD family DNA exonuclease
1175371 C>A Q>K(+) 1S256-like element 1S1081 family
transposase
1239436 G>C A>G Exonuclease VII large subunit
1239509 C>G G>R
1281495 T>G Q>P HNH endonuclease
1281496 T>G
1281514 G>T A>E
1281561 T>G P>A
1281563 G>C
1281588 G>T H>K
1281590 G>T
1281968 T>C 1>V (+)
1281985 T>C K>R(+)
1281986 T>G
1282027 G>C A>G
1282035 A>T F>L
1282038 C>A A>G
1282039 G>C
1282047 A>G N>H(#)
1282049 T>G
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Cizelge 1’in devami

1333863 G>C A>P PucR family transcriptional regulator

1343348 G>C F>L PucR family transcriptional regulator

1346800 G>T Q>K(#+) 1S256-like element 1S1081 family

1346926 C>T D>N(+) | lransposase

1401213 G>A P>L TMO0106 family RecB-like putative

1401489 G>T P>H nuclease

1553169 G>A R>W HNH endonuclease

1640473 C>A Q>K(+) Purine catabolism regulatory protein

1781617 G>T N> K HNH endonuclease

1781660 C>T G>D

1781677 C>G E>D(+)

1847404 T>C L>P RNA methyltransferase

1917485 C>T A>V CTP synthase

2006871 G>A H>Y (+) IcIR family transcriptional regulator

2009765 G>C R>G TetR/AcrR family transcriptional
regulator

2073807 G>T E>STOP bifunctional nuclease family protein

2162734- 12 baz degisimi repeat_region, rpt_family="CRISPR"

2162842

2225095 A>T L>H ribonuclease VapC36

2260164 C>T A>V 1S110 family transposase

2274419 T>C D>G type | restriction enzyme EcoKI subunit
R

2352135 ACCC delesyon flap endonuclease

2353078 C>G F>L DNA polymerase |

2700838 AGCGACCATA | SDHIAEL ribonuclease Z

TCGCCGAGCT | insersiyon
C insersiyon

2748671 C>A G>C helicase

2823435 G>T Q>K(#+) 1S256-like element 1S1081 family

2824392 T>C T>A transposase

2905728 G>T A>E adenine phosphoribosyltransferase

2954016 G>A G>D RNA-splicing ligase RtcB

3007851 C>G V>L(+) deoxyuridine 5'-triphosphate
nucleotidohydrolase

3063234 A>G L>P type | restriction endonuclease subunit
M

3066634 C>A G>V restriction endonuclease subunit S

3080275 G>T P>H MarR family transcriptional regulator

3107939 A>T E>V transposase

3112067 A>G R>G transposase

3113659- 26 delesyon, 26 insersiyon, 90 | repeat_region, rpt_family="CRISPR"

3114060 baz degisimi

3126979 CGGCGATGT insersiyon type 3-A CRISPR-assoc. Cas10/Csml
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Cizelge 1’in devami

3185659 C delesyon 23S rRNA (adenine(2503)-C(2))-
methyltransferase RImN
3332574 T>A | C>S restriction system protein MRR
3332607 A delesyon
3475415 NNNNNNN 1S256-like element 1S1081 family
3574259 A>G T>A DNA methyltransferase
3683844 A>C Q>P recombinase XerC
3683846 G>A A>T
3683854 CGGCGACGATGCACGCCGC
GCAGCGGCGTGAGGAGGAG
CCGAGCAGTCAAGCACAGC
T insersiyon
3778201 T>G I>L(+) error-prone DNA polymerase
3806523 A>C L>V (+) GMP synthase glutamine-hydrolyzing
GuaA
3820386 C>T S>L Ribonuclease VapC47
3826981 G>A S>L ECF RNA polymerase sigma factor
SigD
4060185 G>T L>M(+) hypoxanthine phosphoribosyltransferase
4072328 C>A A>E 1S21 family transposase
4091568 G delesyon helicase
4179550 G>A R>H ATP-dependent DNA ligase
4298891 T>C T>A transposase
4304034 G>A V> 1(+) AraC family transcriptional regulator
Oksidasyon-rediiksiyon prosesi
67487 C>G P>A FAD-binding oxidoreductase
76058 G>C V>L(+) short chain dehydrogenase
94480 G>A V>1(+) hydrogenase HycQ
107621 T>C I>T TauD/TfdA family dioxygenase
234795 T>G Y > STOP molybdopterin oxidoreductase family
protein
311294 G>A A>V sirohydrochlorin chelatase
400435 G>C A>P NAD(P)/FAD-dependent oxidoreductase
793251 G>T G>V NAD(P)/FAD-dependent oxidoreductase
1297639 C>T A>V nitrate reductase subunit beta
1312773 C>G C>S NADPH-dependent 2,4-dienoyl-CoA
reductase
1620633 A>G H>R molybdopterin guanine dinucleotide-
containing S/N-oxide reductase
1654963 T>C Q>R (+) acyl-CoA dehydrogenase
1762198 C>T S>L succinate dehydrogenase iron-sulfur
subunit
2054634 A>G L>P NADH dehydrogenase
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Cizelge 1’in devami

2094180 CGTCAG DA delesyon | phosphogluconate dehydrogenase
delesyon (NADP(+)-dependent, decarboxylating)
2140600 C>T A>T nitronate monooxygenase
2140833 GCGA delesyon nitronate monooxygenase
2180466 CTTGTTTGACCATCGCCTTG | short-chain dehydrogenase
GC insersiyon
2484540 G>C W>S Epimerase family protein
2526051 G delesyon putative FAD-linked oxidoreductase
2775109 T>C S>G NAD-dependent glutamate
dehydrogenase
2804234 T>C T>A branched-chain alpha-ketoacid

dehydrogenase complex
dihydrolipoyllysine-residue
acyltransferase

2893604 C>T P>S oxidoreductase
3031444 T>C Q>R (+) FAD-binding protein
3074862 A>G L>P flavodoxin family protein
3455865 GGCGC insersiyon LLM class F420-dependent
oxidoreductase
3565936 C>A V>F NAD-binding protein of Kef-type K+
transporter
3682306 G>T C>STOP NAD(P)H-quinone dehydrogenase
3697437 G>C V>L(+) succinate dehydrogenase
3989699 C>T S>F electron transfer flavoprotein
4159194 A>G T>A FAD-binding oxidoreductase
4175564 T>C V>A radical SAM protein
4220027 T>C V>A oxidoreductase
Enerji metbolizmasi
958987 A>G S>G acetyl-CoA acetyltransferase
1023210 A>G Y >H(+) acetyl-CoA acetyltransferase
1628007 T>C T>A transaldolase
1630804 A>C Y>D transketolase
2160319 G>A G>D isocitrate lyase
2160665 T insersiyon
2461707 T insersiyon STOP kodon | Cytochrome b6
olusumu
Demir ve siilfiir metabolizmasi
987062 T>G S>A(+) diiron oxygenase
407140 G>A A>V (Fe-S)-binding protein
407486 T>C R>G
487798 A>T I>N transport acessory protein MmpS
507094 C>G S>C thiazole synthase
780631 T>C 1>V (+) siderophore RND transporter MmpL5
782785 C>T A>T
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Cizelge 1’in devami

812957 C insersiyon arylsulfatase AtsA (pseudo)
1445647 C>G P>R adenylyl-sulfate kinase
1649552 G>A M>1(+) Fe-S cluster assembly protein SufB
1651004 A>G N>D (+) Fe-S cluster assembly protein SufD
3658097 G>A W > STOP sulfurtransferase
3963649 G>A Q>STOP sulfotransferase family protein
Transport
122245 A>G K>E (+) cation-transporting P-type ATPase B
125967 A insersiyon S>F cation-transporting ATPase |
641773 G>A P>S low-affinity inorganic phosphate
transporter
691113 C>T T>1 ABC transporter permease
882285 G>C R>G putative transport protein HsrA
1158641 C>G F>L potassium-transporting ATPase subunit
A
1365386 T>C S>G ABC transporter permease
1367183 T>C Q>R ((+) ABC transporter ATP-binding protein
1380292 G>A P>L magnesium transporter
1380902 A>C C>G
1387806 T>C K>E (+) magnesium and cobalt transporter CorA
1887405 GTCTTGCCGC insersiyon ABC transporter ATP-binding protein
1923029 G>C R>G amino acid permease
1924180 C>A R>L
2583009 G>C V>L(+) sugar ABC transporter permease
2691330 C>G G>A sulfate ABC transporter permease
subunit CyswW
2709768 C>T Q>STOP metal ABC transporter ATPase
2999252 G>T P>T multidrug ABC transporter ATP-binding
protein
3003759 A>G T>A TrkA family potassium uptake protein
4201296 A>G S>P glycine/betaine ABC transporter
4201975 A>G L>p substrate-binding protein
flac ve ksenobiyotik metabolizmasi
83978 G>A R>Q(+) amidohydrolase family protein
84118 A>G N> D (+)
164994 G>A D>N (+) cytochrome P450
574328 GCCCGGCGACGAGCGCGCC | amidohydrolase
GCACCGGCGCGCGCAGGAG
CCGGGCAATCCAGCTTGC
delesyon
1116791 G>T R>L N-acetyltransferase
1237211 C>A P>T carboxylesterase




Cizelge 1’in devami

1416388 T>G S>A(+) amidase
1571188 C>A R>L cytochrome P450
1645128 GGCGCGGTTC | V(M)NRA Daunorubicin/doxorubicin resistance
AC insersiyon insersiyon ATP-binding protein DrrA
2293574 A>C Y>D Pyrazinamidase
2543237 C delesyon Cytochrome P450 107B1
2562066 A>G D>G haloalkane dehalogenase
2601910 C>A D>Y multidrug resistance protein Stp
2685667 G>C G>A gamma-glutamyltransferase
3480702 A>G K>E(+) cytochrome P450
3969988 C>G E>D(+) 4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase
3982275 A>C W>G cytochrome P450
Viriilans
105935 C>T ‘ T>M PPE family protein
150399- 53 insersiyon, 74 delesyon, 198 | PE family protein
151208 baz degisimi
179264 C>T A>T PE family protein
189118 T>C T>A PE family protein PE3
206657 T>C L>P MCE-family protein
336829- 188 insersiyon, 55 delesyon, 437 | PE family protein
339427 baz degisimi
339851- 1 delesyon, 1 insersiyon, 11 baz | PE family protein
339880 degisimi
341129 A>C D>A
341507 ATCCGCCGG delesyon
341951 G>A T>V
341952 T>C
343533 T>C T>A PPE family protein
359689 A>G N>D (+) type VII secretion system ESX-3 subunit
EccE3
376445 A delesyon PPE family protein
470644 G insersiyon PPE family protein
470656 G insersiyon
470664 G>C
470674 C>G
470694 G>C
470705 A>C
470712 A>C
470733 G>C
470738 T>C
470769 T>G
470786 G>T
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Cizelge 1’in devami

627584- 22 insersiyon, 26 baz degisimi PE family protein
627741
691430 T>C F>S MCE-family protein
696346 C insersiyon MCE-family protein Mce2D
841373 A>G E>G PE family protein
841555 A>G T>A
841639 A>G N>D (+)
841759 A>G T>A
842134 A>G T>A
843986- 50 amino asit degisimi, 17 | PE family protein
844423 insersiyon, 14 delesyon, 45 baz
degisimi
931647 GTCGCCGCC delesyon PE family protein
971996 GCCGGGTTG insersiyon PE family protein
980476 G delesyon PPE family protein
1098890 C>G W > | PE domain-containing protein
1098891 C>A
1098892 A>T
1098900 T>G N>A
1098901 T>C
1098924 T>G D>P
1098925 C>G
1098926 G>C 1>A
1098927 A>G
1098928 T>C
1098934 T>G N>H(#)
1098953 T>C P>K
1098954 G>T
1098955 G>T
1098962 G>C T>V
1098963 G>A
1098964 T>C
1098970 A>C S>A(+)
1098973 G>C Q>E(+)
1098975 A>G V>T
1098976 C>T
1098980 T>C A>T
1098982 C>T
1098990 G>A A>V
1098992 A>C D>G
1098993 T>C
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Cizelge 1’in devami

1099009 CAGGGCCTGC | EQAL ] o ]
TC insersiyon insersiyon PE domain-containing protein
1099010 C>G V>1(4) (devam)
1099012 C>T
1099013 G>C N>Q
1099015 T>G
1099063 C>T G>S
1100997 C>G W > | PE domain-containing protein
1100998 C>A
1100999 A>T
1101007 T>G N>A
1101008 T>C
1101031 T>G D>P
1101032 C>G
1101033 G>C 1>A
1101034 A>G
1101035 T>C
1101041 T>G N> H (+)
1101060 T>C P>K
1101061 G>T
1101062 G>T
1101069 G>C T>V
1101070 G>A
1101071 T>C
1101077 A>C S>A(+)
1101080 G>C Q>E(+)
1101082 A>G V>T
1101083 C>T
1101087 T>C A>T
1101089 C>T
1101097 G>A A>V
1101099 A>C D>G
1101100 T>C
1101105 CAGGGCCTGC | EQAL
TC insersiyon insersiyon
1101117 C>G V>1(+)
1101119 C>T
1101120 G>C N>Q
1101122 T>G
1101288 G>T H>Q
1195060 A>C L>W PE family protein
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1196327- 21 inse PE family protein
1196675 rsiyon, 6 delesyon, 59 baz
degisimi

1304009 C>A G>W PPE family protein

1346205 G>T P>T ESAT-6-like protein EsxL

1574281 T>G R>S PE family protein

1631614- Cok sayida indel ve baz degisimi | PE family protein

1634873

1637808- 12 delesyon ve 49 baz degisimi PE family protein

1638142

1754854 T>C D>G PPE family protein

1857915 T>C T>A PE family protein

1926731 C>T R>H PPE family protein

2025849 T>C S>P type VI secretion system ESX-5 target
PE18

2026709 CGGCCG delesyon type VII secretion system ESX-5 target
PPE26

2048428 T>C F>S PPE family protein

2048460 G>C V>L(+)

2051398 G>T V>L(+) PPE family protein PPE33

2060797 CCGCCGGCG insersiyon PE family protein

2168601 T>G Q>T PPE family protein

2168602 G>T

2168623 C>G V>L(+)

2168626 T>C T>A

2168627 G>T I>T

2168628 A>G

2168631 T>C N>G

2168632 T>C

2168639 T>A T>1

2168640 G>A

2168645 T>G T>1

2168646 G>A

2168648 A>C A>P

2168650 C>G

2168656 T>C 1>V (+)

2168662 A>C L>V(+)

2168669 C>A V> 1 (+)

2168671 C>T

2168672 C>A T>S(+)

2168673 G>C

2168679 C>T G>Q

2168680 C>G
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Cizelge 1’in devami

2168687 A>G D>N(+)
5168689 CST PPE family protein (devam)
2168721 A>G M>T
2168723 C>T A>T
2168725 C>T
2203528 G>A Q>STOP plasmid stabilization protein ParE
2216082 C>A A>E MCE-family protein
2652177 A>G V>A protein MbtH
2656271 C>G E>D(+) non-ribosomal peptide synthetase
2747777 C>T R>Q(+) Resuscitation-promoting factor RpfE
2803119 G>C R>P type Il toxin-antitoxin system VapC
family toxin
2968842 A>G I>T phage major capsid protein
3048388 A>G D>G PE family protein
3132573 G>A A>V type 1l toxin-antitoxin system Phd/YefM
family antitoxin
3158318 C>G R>G PE family protein
3459536 G>A P>L PE domain-containing protein
3583532 C insersiyon 4'-phosphopantetheinyl transferase
3583909 T>C K>E (+) ParA family protein
3727209 A>G I>T PPE family protein
3727671 G>C A>G
3727679 G>A V>F
3727681 C>A
3727688 A>C F>wW
3727689 A>C
3731643 T>G E>A
3733243 CGCGCCGCCGGTGGAGCCA | PPE family protein
GGGCCGACACCGTCGCCGC
CCTTGCCGCC delesyon
3733502 TGCCGCCGCTGCCGCCGT
insersiyon
3735576- Cok sayida indel ve baz degisimi
3736335
3739849 G>A A>V
3741789 A>G T>N
3741790 G>T
3741797 C>T G>S
3741853 A>T F>Y(+)
3741893 A>T S>T(+)
3746320 A>C L>R
3774723 GGCAACGGT insersiyon PE family protein
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3835991- 6 insersiyon, 89 baz degisimi putative PPE family protein PPE36
3836477
3946095- 37 baz degisimi PE family protein
3946186
3946188 TCCGCC insersiyon
4052304 G>A T>1 type VII secretion system ESX-1 target
ESpA
4056704 G>A S>L ESAT-6-like protein Esxl
4056713 T>A QO>L
4090861- 64 insersiyon, 1 delesyon, 30 baz | PE family protein
4091050 degisimi
4343018 A>G M >V (+) type VII secretion system ESX-1 subunit
EccB1
4348014 C>T A>V type VI secretion system ESX-1 target
PPEGS
4349329 G>A E>K(+) type VII secretion system ESX-1
WXG100 family target CFP-10
4353977 C>A T>K type VII secretion system ESX-1
associated protein EspJ
4354451 C>G A>G type VII secretion system ESX-1
4356019 G>C P>A associated protein EspK
4356028 GGTTCCCGGG | PITPGTPIT
GTGATCGGGG | PGT
TTCCCGGCGT insersiyon
GATCGG
insersiyon
4356557 A>C L>wW
4359697 A>G V>A type VII secretion system ESX-1 subunit
EccEl
4362351 G>A Q>STOP type VII secretion AAA-ATPase EccA
4363085 T>C E>G
4369897 T delesyon ESX-2 secretion-associated protein
EspG
Kofaktor metabolizmasi
36558 C delesyon 8-amino-7-oxononanoate synthase
1780724 T>C M>T ATP-dependent dethiobiotin synthetase
BioD
2334172 A>G L>P Precorrin-6Y C(5,15)-methyltransferase
decarboxylating
2509465 G>C S>C cobalamin biosynthesis protein
3329008 C>T A>T thiamine-phosphate kinase
3654186 C>T V>1(+) biotin--[acetyl-CoA-carboxylase] ligase
4004030 A>C D>A pyridoxal phosphate-dependent
aminotransferase
Sinyal iletimi
857831 C>T P>L sensor histidine kinase
996923 A>C F>V adenylate/guanylate cyclase domain-
containing protein
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1155550 G>A P>S sensor protein KdpD
1418326 C>T A>V adenylyl cyclase
1419199 C>T R>Q(+) serine/threonine protein kinase
1419706 G>A A>V
1485979- 379 baz degisimi, 4 insersiyon, 13 | Adenylate cyclase 2 CyaB_2
1487553 delesyon
1487560- 39 baz degisimi, 11 insersiyon, 7 | Adenylate cyclase 2 CyaB_3
1488205 delesyon
1562236 G>A A>T cell motility protein
1710364 C>T L>F GAP family protein
1849881 G>C A>P adenylate/guanylate cyclase domain-
containing protein
3080855 T>C M>V (+) cell motility protein
3617911 T>G M>L (+) two component sensory transduction
histidine kinase
4207129 A>G C>R sensor histidine kinase
Membran proteinleri
262189 T>C C>R membrane protein
652456 T>G L>R membrane protein
1140216 T>G E>A putative CONSERVED LIPOprotein
LPQT
1379243 T>C S>G membrane protein
1646734 T>C K>E(+) membrane protein
2053350 G>A R>H MgtC/SapB family protein
2171978 T>C 1>T membrane protein
4092293 C>G G>R putative CONSERVED ALANINE
RICH membrane protein
4184672 A>G D>G membrane protein
Hiicre duvan
55634 C>T A>V penicillin-binding protein
2868191 T>C D>G endolytic transglycosylase MItG
3182603 G>A A>T cell surface protein
4239658 G>C V>L(+) arabinosyltransferase
Sekonder metabolizma
492358 C>G L>V (+) polyketide synthase
493579 C>G L>V(+)
1111387 T>C 1>V (+) polyprenyl synthetase family protein
1320367 A>C STOP>Y polyketide synthase
1724995 A>C L>R type | polyketide synthase
2132724 TCGCATGCCGT | VTACE SRPBCC family protein
CACC insersiyon | insersiyon
2300681 G>C P>A Phenolphthiocerol synthesis polyketide
2305185 A>T H>0Q synthase type | Pks15/1
2308707 C>A E>D(+)
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3243244 C>G D>E(+) phthiocerol type | polyketide synthase
3243779 G>A A>T PpsA
3243781 C>T
3243794 C>A Q>R (+)
3243795 A>G
3243796 A>G
3243797 A>G N>D (+)
3244002 G>A H>R
3244003 C>T
3292771 A>G V>A polyketide synthase
Metilasyon
1690281 C>T R>H class | SAM-dependent
methyltransferase
1791402 G>A G>D SAM-dependent methyltransferase
3810815 C>A A>E putative S-adenosyl-L-methionine-
dependent methyltransferase
Farkh islevler
1696296 C>G G>R transferase
2146343 A>C I>M (+) 3-oxoadipate enol-lactonase 2
2340133 A>G Y>C alpha/beta hydrolase fold protein
2500051 G>A D>N (+) CHAD domain-containing protein
2949706 T>C R>G alpha/beta hydrolase
3103524 G>A G>S hydrolase
3434187 G>C G>R hydrolase
3434614 G>A R>H
3444182 C>T A>V alpha/beta hydrolase
3474199 G>A G>E HAD family hydrolase
3573484 T delesyon alpha/beta hydrolase
Fonksiyonu bilinmeyenler
11471 C>T A>V hypothetical protein
24822 GTTGCTCGGG | AVTPSN DUF2662 domain-containing protein
GTAACCGC delesyon
delesyon
29568 A delesyon hypothetical protein
31025 C>T P>S DUF4226 domain-containing protein
52030 A>G V>A DUF1707 domain-containing protein
52035 T>A E>D(+)
69952 C>T L>F hypothetical protein
70070 G>A G>D
70897 A>G D>N (+)
71005 C>T L>F
225641 T>C K>E (+) hypothetical protein
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283571 T>G ‘ T>P DUF3367 domain-containing protein
334837- 93 delesyon, 28 insersiyon, 281 | hypothetical protein
336565 baz degisimi
382867 C>G | P>R hypothetical protein
427481 C insersiyon hypothetical protein
430471 TGCCGAGGTTTGCAC

delesyon
431986 C>T A>V
446423 A>C D>E (+) hypothetical protein
457313 T>C Y>C hypothetical protein
478326 T>C V>A hypothetical protein
503062 C>A D>Y hypothetical protein
557012 ACT insersiyon hypothetical protein
635176 G>C R>P hypothetical protein
669747 A>G F>L hypothetical protein
680403 C>T A>V hypothetical protein
990040 G>C G>R hypothetical protein
1013782 G insersiyon DUF3471 domain-containing protein
1056444 C>T D>N(+) DUF4873 domain-containing protein
1078136 G>A P>L hypothetical protein
1101532 A>G C>R hypothetical protein
1101598 T>G T>P
1153220 G>A G>D hypothetical protein
1173682 T insersiyon hypothetical protein
1230583 G>A R>C hypothetical protein
1286293 T>C T>A DUF1697 domain-containing protein
1347896 T>C hypothetical protein
1347899 G insersiyon
1398872 C>A A>S(+) hypothetical protein
1449380 C>G L>F DUF2254 domain-containing protein
1491440 A>C S>R hypothetical protein
1547747 T>C T>A hypothetical protein
1590004 A>G T>A hypothetical protein
1612900 CGTCGA insersiyon hypothetical protein
1613252 ATCGGTACCGGTGCGCCAGG | hypothetical protein

G insersiyon
1619269- 22 baz degisimi, 7 baz insersiyon | hypothetical protein
1619325
1623620 C>A A>D hypothetical protein
1677222 C>A K>N hypothetical protein
1694493 A>G Y>C hypothetical protein
1781083 G>T R>L hypothetical protein
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1841023 C>G V>L(+) hypothetical protein
2039264 C>T A>V hypothetical protein
2057137 A>T I>F hypothetical protein
2136792 CTCCGATCAC insersiyon hypothetical protein
2145373 GCGACGGCGGGCAAGGCGG | hypothetical protein
TCGCGGCGGGGCGGGCGGT
AGAGGCG insersiyon
2187014 G>A P>L hypothetical protein
2207230 C insersiyon hypothetical protein
2218981 T>G K>T hypothetical protein
2263399 C>T P>L hypothetical protein
2264421 C>A A>E hypothetical protein
2287426 C>T C>Y hypothetical protein
2339714 A>G F>S hypothetical protein
2342834 C insersiyon hypothetical protein
2343634 G>A A>T hypothetical protein
2344249 GCAGCG delesyon hypothetical protein
2344583 C insersiyon
2345256 C>G P>R hypothetical protein
2346271 C>G L>V (+) hypothetical protein
2532376- 53 baz delesyon hypothetical protein
2532385
2638335 C>T A>T hypothetical protein
2676610 T>G L>R hypothetical protein
2714825 T>G 1>S hypothetical protein
2771565 G>A A>T hypothetical protein
2781400 TC delesyon hypothetical protein
2825138 C>A T>K hypothetical protein
2860373 A>G T>A hypothetical protein
2861820- 66 baz degisimi hypothetical protein
2862375
2861737 G>T V>L(+) hypothetical protein
2861758 T>C S>P
2861847 C>A H>Q
2861849 A>G N>S(+)
2861876 G>A G>D
2862013 G>A D>T
2862014 A>C
2862018 C>A D>E(+)
2862025 A>G N>A
2862026 A>C
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2862028 A>G 1>G i .
hypothetical protein (devam)

2862029 T>G

2862030 A>G

2862032 A>G Q>R (+)

2862034 C>A Q>K(+)

2862037 T>G S>A(+)

2862039 T>C

2862046 A>G N>E

2862048 C>A

2862052 G>T A>L

2862053 C>T

2862054 A>G

2862055 C>T L>S

2862056 T>C

2862061 G>A D>K

2862063 C>G

2862064 A>G K>E (+)

2862066 G>A

2862074 C>G A>G

2862075 G>C

2862100 A>G N>D (+)

2862103 A>G S>A(+)

2862104 G>C

2862105 C>A

2862111 G>C M > 1 (+)

2862118 G>A A>T

2862120 C>T

2862121 A>G T>A

2862145 A>G 1>V (+)

2862149 C>T A>V

2862151 G>A A>T

2862918 A>C N>R hypothetical protein

2862919 A>G

2862920 C>A

2862924 G>C G>L

2862925 G>T

2862926 C>G

2875971 G>C V>L(+) hypothetical protein

2876858 T delesyon hypothetical protein

2876871 G delesyon
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2886995 A>G Q>R (+) hypothetical protein
2964761 T>C L>P hypothetical protein
2967372 A>T I>F hypothetical protein
2976870 G insersiyon hypothetical protein
2978650 A>G H>R hypothetical protein
2984495 AGCGGTGATCGCAAGCGCG | hypothetical protein
GCGAGCCGGGCGCAGCGGG
TCACCGCCATCGGGACT
insersiyon
2990184 GGCGACGATGCAGAGCGCA | DUF3000 domain-containing protein
GCGATGAGGAGGAGCGGCG
CTTGACCTCCGCC insersiyon
3005759 A>C L>V (+) hypothetical protein
3018644 G>C A>G DUF4192 domain-containing protein
3035938 G>T A>E hypothetical protein
3090874 G>T S>1 hypothetical protein
3228631 G>A D>N (+) hypothetical protein
3484830 G>A Q>STOP hypothetical protein
3549121 A>G L>P hypothetical protein
3549453 G>T S>R
3755833- 9 insersiyon, 21 delesyon, 13 baz | hypothetical protein (pseudo, internal
3755891 degisimi stop codon)
3985971 C>T R>H hypothetical protein
4065795 G>A A>T hypothetical protein
4296579 G>T C>STOP hypothetical protein
4321482 G>A D>N(+) hypothetical protein
4336860 A>C T>P hypothetical protein
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Cizelge 2. Malezya izolati olan MTB PR10 susu ile referans H37Rv susunun genom
karsilastirmasi sonucu mutasyona ugrayan genom bolgeleri ve ilgili proteinler.

Fonksiyon Genom Niikleotit | Aminoasit Protein ad1
bolgesi degisimi degisimi

Lipit metabolizmasi
2956 G>A G>D enoyl-CoA hydratase
9574 C>T T>1 lipid-transfer protein
220116 G>T A>S(+) cutinase
312561 C>T G>S fatty-acid--CoA ligase
624281 T delesyon epoxide hydrolase; disrupted
686068 T>C S>P lipoprotein
726258 G>A H>Y (+) diacylglycerol O-acyltransferase
946392 G>T R>L acyl-CoA synthetase
946983 C>T P>L
987276 C>A G>V CDP-diacylglycerol--serine O-

phosphatidyltransferase

1236498 C>A F>L enoyl-CoA hydratase
1476103 C>G D>E(+) enoyl-CoA hydratase
1554840 G>C N>K acetyl-CoA carboxylase
1669409 A>C Q>P esterase
1817724 G>C E>D(+) long-chain-acyl-CoA synthetase
2135776 T>C S>G aconitate hydratase
2158013 A>G M>V (+) esterase
2182807 G>C M>1(+) acyl-CoA synthetase
2183669 C>T R>C
2226307 G delesyon glycerol-3-phosphate acyltransferase; disrupted
2262984 T>C 1>V (+) lipase
2288183 A>T H>L acyl-CoA thioesterase
2378573 G>A V> 1(+) acyl-CoA synthetase
2567130 C>T R>W esterase
3419337 G>C S>C lipid A biosynthesis acyltransferase
3419621 T>C 1>M (+)
3764588 A>G T>A acyl-CoA synthetase
3781874 G delesyon acyl-CoA synthetase; disrupted
3818555 G>C P>A glycerol-3-phosphate dehydrogenase
3934268 C>G L>V (+) diacylglycerol O-acyltransferase
4093251 C insersiyon diacylglycerol O-acyltransferase
4093845 T>C R>G
4136848 G>A V>M(+) acyl-CoA transferase
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Karbonhidrat metabolizmasi

432483 G>T Q>K(+) transglycosylase

600260 G>A W > STOP D,D-heptose 1,7-bisphosphate phosphatase;
disrupted

616408 T>C S>P maltokinase

628689 A>G 1>V (+) NAD-dependent dehydratase

679627 C>T P>S beta-glucosidase

846059 C>T P>S 1,3-beta-glucanase

846723 A>C K>T

852135 C>T T>M UDP-glucose 6-dehydrogenase

1175161 A>G T>A galactose-1-phosphate uridylyltransferase

1175778 T>C C>R galactokinase

1283562 G>T A>D fuculose phosphate aldolase

1577759 A>G Q>R (+) UDP-glucose pyrophosphorylase

1683531 C>A Q>K(+) glycosyl hydrolase family 12

1960482 A>G S>P glycogen branching protein

2161081 T>G L>V (+) glycosyl transferase

3254519 T>C V>A alpha-amylase

3811316 CG delesyon dihydroxyacetone kinase

4120953 [ G>A ‘ S>L phosphomannomutase

Protein metabolizmasi

91736 C>T A>T lysyl-tRNA synthetase

162602 T>C 1>V (+) serine protease

205635- 17 baz degisimi 2 delesyon | 2-isopropylmalate synthase; disrupted

205747

506877 A>G R>G leucyl-tRNA synthetase

608050 T>C N>S(+) elongation factor G

609225 G>T D>E(+)

968360 G>A A>T peptidase

1011748 C>G R>P peptidase

1283708 A>G L>P 3-phosphoglycerate dehydrogenase

1283831 C>T R>H

1337915 CG insersiyon protease 2 (PtrBb)

1594673 G>C R>G methionine--tRNA ligase

1688468 T>C V>A serine hydroxymethyltransferase

2026456 T>C S>P carbamoyl phosphate synthase small subunit

2211300 C>T G>S asparaginase

2273472 G>A S>N imidazole glycerol phosphate synthase

2320141 A>G I>T lysine--tRNA ligase

2329766 C>A A>D phenylalanyl-tRNA synthetase subunit alpha
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2500403 10ntN MAEA > peptidase M22
XXXX

2500434 T>C STOP>Q

2542235 C>A T>K glycine cleavage system protein H

2551919 A>G C>R serine esterase

3140261 C>G E>D(+) peptide synthetase

3153760 C>G V>L(+) peptide synthetase

3507763 T>C V>A proteasome protein

3816777 T>C T>A D-alanine--D-alanine ligase

3832761 G>T D>E(+) 3-isopropylmalate dehydrogenase

3838187 A>T M > L (+) peptidase M23B

3855117 A>C F>C methionine synthase

3882768 C>T G>E phosphoserine phosphatase

3908922 C>A R>S carbon starvation protein CstA
Niikleik asit metabolizmasi

78907 A>G T>A DNA integrity scanning protein DisA

139214 T>C L>P DEAD/DEAH box helicase

166783 G>A D>N (+) Crp/Fnr family transcriptional regulator

206267 C>A V>L(+) DNA polymerase 111 subunit epsilon

206671 C>T G>D

210635 C>A G>C recombinase RecR

232960 G>A R>H ATP-dependent DNA ligase

450873 C delesyon RNA polymerase sigma factor SigM

458139 T>G E>D(+) 16S rRNA methyltransferase

524165 A>G R>G DNA helicase

603741 A>T H>L LysR family transcriptional regulator

656430 GG insersiyon GntR family transcriptional regulator

675273 C>A D>Y RNA polymerase factor sigma-70

675407 C>T G>D

740810 C>G H>D ribonucleotide-diphosphate reductase subunit beta

827213 C>G H>D TetR family transcriptional regulator

854196 A>G T>A ArsR family transcriptional regulator

854604 T>C STOP >Q 6-O-methylguanine DNA methyltransferase

918970 T>C M >V (+) RNA methyltransferase

995932 C>G R>T anti-sigma K factor

1004899 C>G H>D transcriptional regulator

1018376 A>G C>R Cro/Cl family transcriptional regulator

1133015 G>A R>H ArsR family transcriptional regulator

1183841 T>G E>D(+) exodeoxyribonuclease V subunit alpha

1224142 C>G H>Q DNA-directed RNA polymerase subunit beta

1224162 T>C L>P
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1447351 G>C G>R RNA methyltransferase
1457649 G>C P>A LuxR family transcriptional regulator
1459544 T>C E>G
1495866 G>A G>D transposase
1514812 T>C C>R ATP-dependent DNA ligase
1538349 T>C S>P magnesium chelatase
1595432 C>A T>N DNAase
1616714 C>T G>S Fis family transcriptional regulator
1698566 G>A T>1 MRNA interferase MazF3
1968528 G>T T>K ATP-dependent helicase
1998710 CGA E delesyon transcriptional regulator

delesyon
2064589 G>A V>1(+) excinuclease ABC subunit C
2065025 T>C V>A
2301427 A>C T>P DNA polymerase |
2301433 A>G R>G
2324507 T>C L>P RNA methyltransferase
2621153 T>G L>W anti-anti-sigma factor
3184828 AGCGAC | SDHIAEL ribonuclease Z

CATATC | insersiyon

GCCGAG

CTC

insersiyon
3390425 G>T A>E adenine phosphoribosyltransferase
3528877 C>G V>L(+) recombinase RecX
3549132 A>G L>P restriction endonuclease subunit M
3796909 A>C M>L (+) formyltetrahydrofolate deformylase
3814001 G>A Q>K(+) transposase
3815660 G>C P>R resolvase
3892563 T>C Q>R (+) ribonucleotide-diphosphate reductase subunit alpha
3906863 T delesyon ATP-dependent DNA ligase; disrupted
4059090 T>C Q>R (+) ATP-dependent DNA helicase
4060356 C>T E>K(+) ATP-dependent DNA helicase
4064272 A>G T>A DNA methyltransferase
4147182 C>A A>D septum formation inhibitor Maf
4160974 A>C K>T ATP-dependent helicase
4244993 G>C transposase; disrupted
4268495 G>A RNA methyltransferase
4268496 | G>T R>H

Oksidasyon-rediiksiyon prosesi

26751 G>T R>S 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase
37905 C>T A>T short-chain dehydrogenase
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43213 G>A G>E electron transfer flavoprotein
55269 G>C W>S acyl-CoA dehydrogenase
58902 A>G 1>T monooxygenase
96162 C>T V>M(+) oxidoreductase
221003 G>C V>L(+) oxidoreductase
221229 A insersiyon
224396 G>C G>R oxidoreductase
273433 T>C V>A NAD(P)H-quinone oxidoreductase
353669 G insersiyon dehydrogenase
453058 C>T ‘ P>S thioredoxin
530454 C insersiyon oxidoreductase
538094 G>C V>L(+) short-chain dehydrogenase
646395 T>C L>P NAD(P) transhydrogenase subunit alpha
729880 G>C A>G aldehyde dehydrogenase
758442 C>T S>F oxidoreductase
767053 A>G V>L nitrite reductase
916709 T>G T>P XdhC/CoxI family protein
916733 C>T A>T
1119612 C>T R>H FAD-dependent oxidoreductase
1261356 G>C A>P dehydrogenase
1343643 G>T C>F FAD-binding dehydrogenase
1501857 TGC S delesyon short-chain dehydrogenase
delesyon
1522431 C>G R>G oxidoreductase
2089867 C>G L>V (+) molybdopterin oxidoreductase
2094477 C>G R>P oxidoreductase
2094842 A>T D>E (+)
2095019 GGT T insersiyon
insersiyon
2525184 A>G L>P NADH dehydrogenase
2624641 C>A R>L hydroperoxidase
2625085 C>G S>T(+)
2628026 T>C D>G oxidoreductase
3378486 T>C M>T 2-dehydropantoate 2-reductase
3516791 C>T V>M(+) acyl-CoA dehydrogenase
3560760 A>G L>P flavodoxin
4156882 T>A C>S aldehyde dehydrogenase
4172248 G>T C>STOP flavoprotein disulfide reductase
4172741 A>G L>S
Enerji metabolizmasi
1345338 | T>C | Y>H(+) | ATPase
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Cizelge 2’nin devami

1612369 A>G R>G enolase

1613632 A>C K>Q(#+)

1712567 C>T P>S glucose-6-phosphate dehydrogenase

1718987 C>T G>E pyruvate phosphate dikinase

2097040 T>C H>R transaldolase

2098442 T>C 1>V (+) transketolase

2099837 A>C Y>D

2230240 A>G D>G fumarate reductase

2556538 C>T G>S malate synthase

2564785 AGCGTC | DA delesyon | 6-phosphogluconate dehydrogenase

delesyon

2592256 C>T V>M(+) lactate dehydrogenase

2592837 C>G A>G

2630915 G>A G>D isocitrate lyase

2631261 T insersiyon

2941035 T insers. S>STOP menagquinol-cytochrome C reductase

3005379 G delesyon flavoprotein

3214040 T>C V>A ribokinase

4080108 C>G G>R ATPase

4126845 A>C E>A lactate dehydrogenase

4187495 A>G T>A succinate dehydrogenase
Demir ve siilfiir metabolizmasi

866365 G>A A>V FeS-binding protein

866711 T>C R>G

1220140 C>A R>S arylsulfatase

1220183 A>G D>G

2016372 C>T P>L sulfotransferase

4148478 G>A E>K(+) thiosulfate sulfurtransferase
Transport

157247 T>C Q>R(+) ABC transporter substrate-binding protein

170563 G>C G>A anion transporter

171099 A>G N>D (+)

254717 C>T G>S glycine/betaine ABC transporter substrate-binding

255385 A>G L>P protein

255590 A>G W >R

584070 A>G L>S cation-transporting ATPase

685051 G>A T>A MFS transporter

692296 C>T P>L multidrug transporter

1099789 G>A P>S inorganic phosphate transporter

1148728 G>A A>T ABC transporter permease

1504658 T>C M>T phosphate ABC transporter permease
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Cizelge 2’nin devami

1512458 T insersiyon phosphate ABC transporter permease; disrupted
1547839 G>A D>N () metal ABC transporter ATPase
1548256 A>G 1>V (+)
1571440 C>T A>V ABC transporter substrate-binding protein
1811309 G>A G>D major facilitator transporter
1828463 G>A P>S ABC transporter permease
1829276 C>T A>T
1829997 T>C Q>R (+) ABC transporter ATP-binding protein
1835477 T>G W>G preprotein translocase
1843718 A>C C>G magnesium transporter
1850622 T>C K>E(+) magnesium transporter CorA
1874650 G insersiyon transporter
2309966 G>C ‘ G>R major facilitator transporter
2364529 GTCTTGCCGC ABC transporter ATPase
insersiyon
2401246 C>A R>L amino acid transporter
2537606 G>A V>M(+) preprotein translocase subunit SecA
2704467 G>A C>Y amino acid transporter
2718843 G>T L>M(+) transporter
3175320 C>G G>A sulfate ABC transporter
3236961 A>G M>T MFS transporter
3364032 A>C M>L (+) glutamine ABC transporter ATP-binding protein
3489666 A>G T>A potassium transporter TrkA
3489808 A>G D>G
3490394 A>G 1>V (+) potassium transporter TrkA
4050327 T>C S>P ABC transporter ATP-binding protein
4095673 T>C T>A potassium transporter
Ilac ve ksenobiyotik metbolizmasi
84982 C>T A>V beta-lactamase
625829
625830 C>T P>F cytochrome P450
873133 C>T P>S Isoniazid-inducible protein iniB
979743 T>C D>G GCNS5 family acetyltransferase
1477855 G insersiyon beta-lactamase
1479160 A>C
1579462 G>A G>S GCNS5 family acetyltransferase
2040254 C>A R>L cytochrome P450
3900763 A>G D>G cytochrome P450
Viriilans
82373 G>A A>V PE-PGRS family protein
83108 G>A A>V
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Cizelge 2’nin devami

100713 A>T S>T GTP cyclohydrolase
145176 G delesyon | S> STOP pilus biosynthesis protein TadE
403546 17N secretion protein Espl; disrupted
409311 GGTTCC | PITPGTPIT | secretion protein EspK
CGGGGT | PGT
GATCGG | insersiyon
GGTTCC
CGGCGT
GATCGG
insersiyon
409862 C>T D>N (+)
416404 T>C E>G secretion protein EccA
650924 T>C T>A PE family protein
661596 T>G S>A(+) MCE-family protein MCE1A
662369 G>C G>R mammalian cell entry protein
808634 C>G P>R secretion protein EccC
815668 G>A S>N secretion protein EccD
815724 G>A A>T
888882- yiiksek oranda indel+baz PPE family protein; disrupted
889701 degisimi
1135002 GGTGCCGCC delesyon PE-PGRS family protein
1135199 CCG insersiyon
1149436 T>C ‘ F>S MCE-family protein MCEL1A
1151261 G insersiyon mammalian cell entry protein
1154744 AGC S insersiyon | mammalian cell entry protein
insersiyon
1156999 A>G N>S(+) mammalian cell entry protein
1436078 GTTGGC | GQP PE-PGRS family protein
CGG insersiyon
insersiyon
1628545 G>A S>L type VII secretion protein Esx|
1628554 T>A Q>L
1657878 A>C PE-PGRS family protein; disrupted
1679991 CTCGGCGTAGCGCCCG | PE-PGRS family protein
GCGTGCCCGGCGGCG
CCGGCGGTGCCGGCG
GC delesyon
1680406 ACGGCGGCGCCGGCG
GGGCCGGTGGCGCCG
GTGGCG delesyon
1681431 GGCGGCGCCGGTGGC
GGCGGCGGGGCCGGC
GGCATCGGCGGCGAC
insersiyon
1682895 T delesyon PE family protein
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Cizelge 2’nin devami

1684945 A>C D>A PE-PGRS family protein
1686684 G>A G>S
1853074- Cok sayida indel ve baz PE-PGRS family protein
1853580 degisimi
2335132 CCGCCGGCCCCGCCGT | PE-PGRS family protein
CGGGT insersiyon
3136167 A>G S>P protein mbtH
3534689 A>G S>G PE-PGRS family protein
3558143 C>T V>M(+) PE family protein
3806508 A>C N>H(+) 2,5-diketo-D-gluconic acid reductase
3821489 G>T A>S(+) polyphosphate kinase
3946924 C>G G>A PE-PGRS family protein
4270162 GGTGGC | GGN PE-PGRS family protein
AAC insersiyon
insersiyon
Kofaktor metabolizmasi
964975 C>G S>C thiazole synthase
1968851 C>G G>A nicotinate phosphoribosyltransferase
2248378 T>C M>T dethiobiotin synthetase
2988793 G>C S>C cobalamin biosynthesis protein CobD
4193107 T>A S>C pterin-4-alpha-carbinolamine dehydratase
Sinyal iletimi
260539 A>G C>R histidine kinase
1038292 C>T A>V diguanylate cyclase
1315990 C>T P>L ATP-binding protein
1618369 G>A P>S histidine kinase
1619088 C>A R>L
1881910 C>T R>Q(+) serine/threonine protein kinase
2414174 A>G S>G cyclase
2414469 T>C V>A
2603329 TTCGCA | VTACE cyclase
TGCCGT | insersiyon
CAC
insersiyon
2616953 A>C 1>M(+) cyclase
4107925 T>G M >L (+) histidine kinase
4109422 G>A P>S
4265893 T>C Q>R (+) histidine kinase
4265925 A>C S>R
4267511 T>C 1>V (+)
Membran proteinleri
183486 A>T | T>S | membrane protein
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238082 A>G D>G membrane protein
317821 T>C D>G membrane protein
360099 T>G L>R membrane protein
429253 G delesyon membrane protein
429888 C>G R>P
732559 G>C P>A membrane protein
745739 G>A A>V membrane protein
745743 T>C S>G
848775 C>G G>A membrane protein
960943 C>A D>Y membrane protein
1093192 G>C R>P membrane protein
1217187 A>G L>P membrane protein
1238640 T>C 1>V (+) membrane protein
1239101 G>A T>1
1239183 C>T D>N (+)
1336243 G>C I>M(+) membrane protein
1443215 C>A M>1(+) membrane protein
1842059 T>C S>G membrane protein
2077959 A>C N>T membrane protein
2179380 C>T L>F membrane protein
2279840 C>A T>N membrane protein
2607399 TCCGATCACC membrane protein
insersiyon
3127847 G>A R>C membrane protein
3407903 T>C STOP>Q membrane protein
3490967 C>T G>R membrane protein
3501867 TTCGAC | FDD membrane protein
GAC delesyon
delesyon
3511133 A>G Y >H(+) membrane protein
3521836 G>T A>E membrane protein
3536732 G>T P>T membrane protein
Hiicre duvari
173942 G>A A>T penicillin-binding protein
279428 T>C V>A galactofuranosyl transferase
517663 CCGCCG | PPS penicillin-binding protein
TCG insersiyon
insersiyon
2203273 C>G A>P thioesterase
2274616 C>A P>Q inositol monophosphatase
3001081 A>G D>G propionyl-CoA carboxylase subunit beta
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Sekonder metabolizma

306383 G>T A>D polyketide synthase
308279 G>A T>M
1574206 T>C 1>V (+) polyprenyl synthetase
1679197 A>C S>R farnesyl-diphosphate synthase
2192176 A>C L>R polyketide synthase
2356000 G>A A>T polyketide synthase
3729027 T>G polyketide synthase; disrupted
3738355 CCCCCCCAGACTCCCC | polyketide synthase
ACCCCCCCGAACCCCA
CCCCGTGCTGCCCACC
ACCCCAT delesyon
3776320 CCGCGGC insersiyon polyketide synthase
3776798 | A>G ‘ V>A
Metilasyon
1200990 T>G E>D(+) SAM-dependent methyltransferase
1463853 T>C K>E(+) SAM-dependent methyltransferase
2268562 G>A G>D methyltransferase type 11
2608322 A>G SAM-dependent methyltransferase; disrupted
2608339 C>T
2696006 G>C S>T(+) methyltransferase type 11
3240116 A>G Y>C homocysteine methyltransferase
3784920 G>A G>R SAM-dependent methlyltransferase
Hiicre biiyiimesi/canliligi/boliinmesi/hareketi
1557836 G insersiyon exopolyphosphatase
1575724 A>C S>A(+) flagellar basal body P-ring biosynthesis protein
FlgA
3218239 A>C S>R GTPase ObgE
3231768 C>T R>Q (+) Resuscitation-promoting factor RpfE
3232086 G>C T>R
4073922 T>C K>E (+) chromosome partitioning protein
Farkh islevler
83732 A>G F>L alpha/beta hydrolase
230097 G>C Q>H transferase
334599 G>A P>L acyltransferase
341453 A>C L>V (+) transporter
511801 CC delesyon hydrolase; disrupted
587792 A insersiyon HAD family hydrolase
1169802 T>C T>A tetratricopeptide repeat family protein
1329130 G>A R>C acylase
2165745 C>T A>T transferase

55




Cizelge 2’nin devami

2376145 A>G T>A radical SAM protein
3960480 G>A G>E phosphatase
4063497 T delesyon alpha/beta hydrolase
Okzalat metabolizmasi
‘ 605170 ‘ T>C | S>G | oxalyl-CoA decarboxylase
Asetat metabolizmasi
‘ 954536 ‘ G>C | G>A | phosphate acetyltransferase
Asit-baz dengesi
‘ 2715456 ‘ G delesyon ‘ carbonate dehydratase; disrupted
Fonksiyonu bilinmeyenler
18162 A>C F>L hypothetical protein
119448 G>A A>T hypothetical protein
144503 CGGCGCCGGCGGCGC | hypothetical protein
CGG insersiyon
263098 ACC T delesyon hypothetical protein
delesyon
265695 C>T A>T hypothetical protein
265746 G>C P>A
271332 C delesyon hypothetical protein
328139 TCCT delesyon hypothetical protein; disrupted
356304 T>C F>L hypothetical protein
425837 G>T T>K hypothetical protein
428713 T>C D>G hypothetical protein
433353 CGGGG insersiyon hypothetical protein
433868 A>G STOP>Q
514056 A>G V>A hypothetical protein
527266 C>T P>S hypothetical protein
532106 G>A T>1 hypothetical protein
532384 G>T V>F
532933 A>G N>D (+)
533453 G>C R>P
541712 G>C A>P hypothetical protein
541714 C>G
566897- 10 baz degisimi hypothetical protein; disrupted
567006
567697 T>C V>A hypothetical protein
585415 C>T Q>STOP hypothetical protein
594380 C>G R>G hypothetical protein
612218- yiiksek oranda indel-+baz hypothetical protein
613019 degisimi
678103 C>T A>V hypothetical protein
687449 T>C K>E(+) hypothetical protein
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711651 T>C V>A hypothetical protein

712502 C>A A>E hypothetical protein

800069- yiiksek oranda indel+baz hypothetical protein
800956 degisimi

802088 GGCGACGAACTTCTTC | hypothetical protein
GGCAT insersiyon

830446 GCTGCCGGTGTTGAT hypothetical protein

delesyon
835627 A delesyon
841871 G>T E>D(+) hypothetical protein

864026 GGCCCA | GPPPDPH hypothetical protein
CCACCG | insersiyon

GATCCC

CAC

insersiyon
929874- 2 insersiyon 9 baz degisimi | hypothetical protein
930016
937565 T>C V>A hypothetical protein
939621 T>G E>D(+) hypothetical protein

1085600- | 31 insersiyon, 10 delesyon, | hypothetical protein
1086046 27 baz degisimi

1127763 A>G F>L hypothetical protein
1131503 T>A D>V hypothetical protein
1262667 A>G D>G hypothetical protein
1332562 T>C E>G hypothetical protein
1440626 C>T G>S hypothetical protein
1444553 G insersiyon hypothetical protein
1455239 G insersiyon hypothetical protein; disrupted
1460994 A>C V>G hypothetical protein
1491995 A>G S>G hypothetical protein
1539613 A>G N>D (+) hypothetical protein
1542205 G>A P>L hypothetical protein
1543956 G>T P>T hypothetical protein
1544959 A>G V>A hypothetical protein
1573470 C>G L>A hypothetical protein
1573471 T>C

1659141- Cok sayida indel ve baz hypothetical protein; disrupted
1659569 degisimi

1716170 A>G S>G hypothetical protein

1719650- 2 delesyon, 18 baz hypothetical protein; disrupted
1719950 degisimi

1730753- Cok sayida indel ve baz hypothetical protein; disrupted
1731311 degisimi

1959080 C insersiyon hypothetical protein

2016793 T>C ‘ T>A hypothetical protein
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2031608 G>C E>D(+) hypothetical protein
2043348 T>G R>S hypothetical protein
2063624 CGACC delesyon hypothetical protein; disrupted
2082290 GGTACCGGTGCGCCC | hypothetical protein
GGTATC insersiyon
2088804 CCGGCTCCACCGGCGC | hypothetical protein
CG delesyon
2146239 C>A K>N hypothetical protein
2148655 A>C L>V (+) hypothetical protein
2159298 C>T R>H hypothetical protein
2163510 A>G Y>C hypothetical protein
2176633 C>A G>V hypothetical protein
2181618 C>T R>C hypothetical protein
2206152 C>T Q> STOP hypothetical protein
2222509 T>C D>G hypothetical protein
2259857
2250878 C>T A>T hypothetical protein
2514369 T>G L>R hypothetical protein
2520735 G>C G>A hypothetical protein
2521948 G>T V>L(+) hypothetical protein
2527687 A>T I>F hypothetical protein
2531347 CCGCCGGCG insersiyon | hypothetical protein
2539693 C>A Q>K(+) hypothetical protein
2544357 G>T E > STOP hypothetical protein
2614893 C>T G>D hypothetical protein
2623656 TCATCCCCGTCTCG hypothetical protein
delesyon
2720286 C>A Q>P hypothetical protein
2737042 T>A E>D(+) hypothetical protein
3122325 C>T A>T hypothetical protein
3198716 T>G I>L hypothetical protein
3214448 A delesyon hypothetical protein
3360667 G>C V>L(+) hypothetical protein
3361567 G delesyon hypothetical protein
3371692 A>G Q>R (+) hypothetical protein
3391257 C>G C>S hypothetical protein
3504308 G>A T>1 hypothetical protein
3559842 A>G F>S hypothetical protein
3790580 T>C Y>C hypothetical protein
3888102 T>C T>A hypothetical protein
3926704 C>G F>L hypothetical protein
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3947470 C>G N>K hypothetical protein

4039134 A>G L>P hypothetical protein

4105301 A>C F>C hypothetical protein

4146650- | AATCCGGCA delesyon, hypothetical protein

4146677 11 baz degisimi

4251507 C delesyon hypothetical protein; disrupted
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Cizelge 3. Arjantin izolati MTB 410 susu ile Malezya izolati PR10 susunda mutasyon
bulunan ortak genlerin kodladig1 proteinler.

Lipit metabolizmasi

Enoyl-CoA hydratase

Lipid-transfer protein (C>T; T > 1)

Fatty-acid--CoA ligase

Lipoprotein

Acyl-CoA synthetase

CDP-diacylglycerol--serine O-phosphatidyltransferase (C > A; G > V)

Esterase

Glycerol-3-phosphate acyltransferase

Lipase (T>C; 1>V (+))

Acyl-CoA thioesterase (A>T; H> L)

Karbonhidrat metabolizmasi

Maltokinase (T > C; S > P)

NAD-dependent dehydratase

1,3-beta-glucanase (A>C; K>T)

Galactose-1-phosphate uridylyltransferase (A > G; T > A)

Fuculose phosphate aldolase (G > T; A>D)

Glycosyl transferase

Protein metabolizmasi

Serine protease

Elongation factor G (T > C; N > S (+))

Protease 2 (PtrBb) (CG insersiyon)

Methionine--tRNA ligase (G > C; R > G)

Serine hydroxymethyltransferase (T >C; V > A)

Asparaginase

Imidazole glycerol phosphate synthase (G > A; S> N (+))

Peptide synthetase

Niikleik asit metabolizmasi

ATP-dependent DNA ligase (G > A; R > H)

DNA helicase (A>G; R >G)

TetR family transcriptional regulator

ArsR family transcriptional regulator

RNA methyltransferase

DNA-directed RNA polymerase subunit beta
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rRNA methyltransferase (G > C; G > R)

LuxR family transcriptional regulator (G > C; P > A)

Transposase

ATP-dependent DNA ligase

Magnesium chelatase (T > C; S > P)

DNA polymerase |

Ribonuclease Z (AGCGACCATATCGCCGAGCTC insersiyon; SDHIAEL insersiyon)

Adenine phosphoribosyltransferase (G > T; A > E)

Restriction endonuclease subunitM (A > G; L > P)

DNA methyltransferase (A>G; T > A)

Oksidasyon rediiksiyon prosesi

Acyl-CoA dehydrogenase

Oxidoreductase

Short-chain dehydrogenase (G > C; V > L (+))

Molybdopterin oxidoreductase

NADH dehydrogenase (A > G; L > P)

Flavodoxin (A> G; L > P)

Enerji metabolizmasi

Transaldolase

Transketolase

Isocitrate lyase (G > A; G > D + T insersiyon)

Demir ve siilfiir metabolizmasi

FeS-binding protein (G>A; A>V+T>C;R>G)

Arylsulfatase

Sulfotransferase

Transport

Cation-transporting ATPase

Multidrug transporter

ABC transporter permease

ABC transporter ATP-binding protein (T > C; Q > R (+))

Magnesium transporter (A > C; C > G)

Magnesium transporter CorA (T > C; K> E (+))

Amino acid transporter (C>A; R>L)

Sulfate ABC transporter (C > G; G > A)

Potassium transporter TrkA (A>G; T > A)
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ABC transporter ATP-binding protein

Ilac ve ksenobiyotik metbolizmasi

Cytochrome P450 (C > A; R>L)

Viriilans

Secretion  protein  EspK  (GGTTCCCGGGGTGATCGGGGTTCCCGGCGTGATCGG  insersiyon;
PITPGTPITPGT insersiyon)

Secretion protein EccA (T > C; E > G)

PE family protein

PPE family protein

MCE-family protein (T > C; F > S)

Type VII secretion protein Esxl (G>A; S>L+T>A;Q>L)

Protein mbtH

Resuscitation-promoting factor RpfE (C>T; R>Q (+))

Kofaktor metabolizmasi

Cobalamin biosynthesis protein CobD (G > C; S > C)

Dethiobiotin synthetase (T >C; M >T)

Sinyal iletimi

Histidine kinase (A > G; C > R)

Serine/threonine protein kinase (C>T; R > Q (+))

Cyclase

Histidine kinase (T > G; M > L (+))

Membran proteinleri

Membrane protein (A > G; D > G)

Membrane protein (T > G; L >R)

Membrane protein (T > C; S> G)

Hiicre duvar

Penicillin-binding protein

Sekonder metabolizma

Polyprenyl synthetase (T > C; | >V (+))

Polyketide synthase (A > C; L > R)

Polyketide synthase (G > A; A>T)

Polyketide synthase (A > G; V > A)

Metilasyon

SAM-dependent methyltransferase

Farkh islevler

Transferase
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HAD family hydrolase

Alpha/beta hydrolase (T delesyon)

3.2. Ornek Bir Mutant Proteinin Analizi

Genomda yer alan mutasyona ugramis genlere ornek olarak MTB 410 susunda ¢ok
sayida mutasyon tespit edilen HNH endoniikleaz incelendi. Referans sus H37Rv’de
oldugu gibi pek ¢ok susta sadece bir HNH endoniikleaz geni olmasina ragmen, MTB
410 susunun genomunda dokuz adet HNH endoniikleaz geni belirlendi. Bu genlerden
bazilarinin duplikasyon olayiyla ¢ogaldig: diisiiniildii ¢linkiit OMH54143 ve OMH54331
dizileri 100% esleniktir. Bunun yaninda, biiyiik delesyonlar da bulunmaktadir. Ornegin
OMH54201 dizisi OMH54143 ve OMH54331 aminoasit dizilerine yiiksek oranda
benzemektedir ancak proteinin amino terminal ucunda biiylik bir delesyon
bulunmaktadir (Sekil 3.1). MTB 410 susunda bulunan dokuz HNH endontikleazdan besi
filogenetik agacta iki farkli dala ayrilmistir (Sekil 3.2). MTB 410 susuna ait iki HNH
endoniikleaz PR10’a ait olan bir HNH endoniikleaza, diger iki tanesi de baska bir CiD
sus olan KZN 1435’e ait HNH endoniikleaza yakin bulundu. MTB 410 susuna ait HNH
endoniikleazin (OMH54996) ii¢ boyutlu yapisi birkag beta plaka igeren alfa helikslerden
meydana geldigini gosterdi (Sekil 3.3). In silico analizler sonucunda bu proteinin 496
aminoasitten (aa) meydana geldigi, 51,44 kDa molekiiler agirliga ve 6,63 pl degerine
sahip oldugu hesaplandi.

OMH54143 i¢in bu degerler 480 aa, 51,5 kDa, pl 7,90;

OMHb54201 igin 328 aa, 34,71 kDa, pl 6,78;

OMHb5433 i¢in 480 aa, 51,53 kDa, pl 7,90;

OMHS55230 igin 429 aa, 46,17 kDa, pl 8,80;

OMH55627 igin 418 aa, 45,71 kDa, pl 6,66;

OMH55810 ve OMH55891 i¢in 482 aa, 52,92 kDa, pl 6,37,

OMH56954 igin 424 aa, 44,95 kDa, pl 7,65 olarak hesaplandi.
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1. ARK45441.1 (MIB strain CDCLSS1)
2. ABROSS516.1 (MIB strain F1l)

3. ACT25115.1 (MIB strain KZN 1435)
4. ALB18309.1 (MIB strain SCAID 187.0)
5. AMP29603.1 (MIB strain PR10)

6. ASD94208.1 (MIB strain MIB2)

7. CCP43%03.1 (MIB strain H37Rv)

2. OMHS4143.1 (MIB strain 410)

9. OMHS4201.1 (MIB strain 410)

10. OMHS4331.1 (MTB strain 410)

11. OMHS4996.1 (MTB strain 410)

12. OMHSS230.1 (MTB strain 410)

[L13. OMHS5627.1 (MIB strain 410)

14. OMHSS810.1 (MTB strain 410)

15. OMHSS891.1 (MTB strain 410)
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16. OMHS6954.1 (MTB strain 410)
17. WP_0039010%9.1 (MIB strain CTRI-4)
1. RRK45441.1 (MIB strain CDCL551)

2. ABROSS1€.1 (MIB strain F1l)

3. ACT25115.1 (MIB strain KZN 1435)

4. ALB1£309.1 (MIB strain SCAID 187.0)
S. AMP29603.1 (MIB strain PRLO)

6. ASD94208.1 (MIB strain MIB2)

7. CCP43903.1 (MIB strain H37Rv)

5. OMHS4143.1 (MIB strain 410)

5. OMHS54201.1 (MIB strain 410)

10. OMHS4331.1 (MTB strain 410)

11. OMHS4996.1 (MTB strain 410)

12. OMHSS230.1 (MTB strain 410)

13. OMHSS627.1 (MTB strain 410)

14. OMHSS810.1 (MTB strain 410)
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Sekil 3.2 MTB 410 susu ve diger suslara ait HNH endoniikleaz proteinlerinin
filogenetik acidan yakinliklari.
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Sekil 3.3 MTB 410 susuna ait HNH endoniikleazin (OMHS54996) {i¢ boyutlu yapisi.
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4. TARTISMA VE SONUC

MTB’de ila¢ (antibiyotik) direncinin anlasilabilmesi i¢in genom ¢apinda yapilan
analizler vardir ancak bu calisma ile ilk defa farkli cografik bolgelere ait ¢oklu ilag
direncine sahip (CID) MTB suslarin, antibiyotik direncinde rol alabilecek muhtemel
genler arastirilmistir. Bu amagla, Arjantin izolati olan 410 susu ve Malezya izolati olan
PR10 susunun genomlar1 oncelikle ila¢ direnci bulunmayan referans sus H37Rv ile
karsilastirildi ve mutasyona ugrayan genler belirlendi. Daha sonra iki CID susunda

tespit edilen ortak mutant genler saptandi.

Biyofilm olusumu, patojenlerde ¢oklu ilag direncine neden olan faktorlerden biridir
(Dias et al. 2018). MTB de biyofilm olusturabilen bir bakteridir (Brennan 2017). Lipit
metabolizmasinda rol alan proteinlerden enoil-CoA hidratazin biyofilm olusumuna
katkida bulundugu rapor edilmistir (Cameron et al. 2019). Bu enzimin, ila¢ direnci
bulunan bir MTB izolatinda mutasyona ugradig gosterilmistir (ilina et al. 2013). Yine
lipit metabolizmasinda yer alan fatty agil-CoA ligaz enziminin MTB’de pirazinamit ve
rifampin direnciyle baglantis1 gosterilmistir (Rosen et al. 2017). Lipit metabolizmasinda
yer alan, fosfolipaz ve tiyoesteraz aktiviteleri bulunan lipG geninin M. smegmatis’te
delesyonunun bir¢ok antibiyotige duyarhilifi azalttigi bildirilmistir (Santucci et al.
2018). Ayn1 zamanda, esterazlarin antimikrobiyal ilaglar1 modifiye eden enzimlerden

oldugu ifade edilmistir (Egorov et al. 2018).

MTB’nin antibiyotik direncinde, karbonhidrat metabolizmasinda yer alan bazi
proteinlerdeki muhtemel degisikliklerinde etkili oldugu belirlenmistir. f-1,3-glukan
biyofilm olusumunda rol alan bir polisakkarit olup, B-1,3-glukanaz enzimi de biyofilm
olusumunu engelleyen bir proteindir (Tan et al 2018). B-1,3-glukanin biyofilm
icerisinde E. coli’nin ofloksasin direncini artirdigi rapor edilmistir (De Brucker et al.
2015). Benzer sekilde, galaktoz metabolizmasinda yer alan, galaktoz-1-fosfat
uridililtransferaz (GalT) dahil gal genlerinin de biyofilm olusumunda etkili oldugu
gosterilmistir (Chai et al. 2012). Diger yandan, hiicre duvarinda yer alan peptidoglikan
tabaka bircok antibiyotik icin hedef bolgedir ve glikoziltransferazlar bu tabakanin
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sentezinde gorev alir (Sauvage and Terrak 2016). Bu ¢alismada, antibiyotik direngli

MTB’de glikoziltransferazin mutasyona ugradigi gorilmiistiir.

Protein metabolizmasiyla ilgili genlerde meydana gelen mutasyonlar da MTB’de ilag
direncinde etkilidir. Proteazlarin MTB’nin konak hiicre igerisinde canliligini devam
ettirmesinde 6nemli gorevleri vardir. Bu nedenle, proteazlar potansiyel ilag hedefleri
arasindadir (Roberts et al. 2013). Bu calismada yapilan analizlerde ¢esitli proteaz ve
peptidaz enzimlerini kodlayan genlerde mutasyon tespit edilmistir. Protein sentezinin
inhibisyonu da antibakteriyel ila¢ gelistirmede basarili bir stratejidir (Faghih et al.
2017). CID MTB suslarinda, bu mekanizmada yer alan metiyonin--tRNA ligaz,
fenilalanin--tRNA ligaz, 16sil-tRNA sentetaz, peptit sentetaz gibi enzimleri kodlayan
genlerde mutasyon oldugu belirlenmistir. Diger yandan, azot metabolizmasina dahil
olan histidin biyosentez yolagiin biyofilm olusumuna katkida bulundugu belirtilmistir
(Zhou et al. 2018). Bu yolakta rol alan HisB ve HisH proteinlerini kodlayan genler de

mutasyon oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

MTB’nin antibiyotik direncinde etkisi olan dnemli metabolizmalardan biri de niikleik
asit metabolizmasidir. RNA polimerazin beta alt {initesinin (RpoB) MTB’de rifampisin
direncinde rol oynadigi uzun zamandir bilinmektedir (Donnabella et al. 1994). Yapilan
analizlerde, ila¢ direnci bulunan MTB suslarinda transkripsiyon diizenleyicilerinde de
mutasyon tespit edildi. TetR ailesi transkripsiyon diizenleyicisinin M. smegmatis’te
transportla 1lgili genlerin anlatimini diizenledigi ve rifampisin direncinde rol oynadigi
gosterilmistir (Liu et al. 2016). Arsenik direncinde gorev alan ArsR ailesi transkripsiyon
diizenleyicisinde (Antonucci et al. 2017) de mutasyon tespit edilmistir. DNA
replikasyon mekanizmalarinda yer alan DNA ligaz, DNA helikaz, DNA giraz, DNA
polimeraz gibi proteinlerde de mutasyon tespit edilmistir. Ayn1 zamanda DNA tamir
mekanizmasinda gorev alan DNA ligazin MTB’de potansiyel ila¢ hedefi oldugu
belirtilmistir  (Korycka-Machala et al. 2007). DNA replikasyon ve tamir
mekanizmalarimin MTB’de potansiyel ila¢ hedefleri arasinda oldugu bildirilmistir
(Reiche et al. 2017). Bu c¢alismada yapilan analizlerde, MTB 410 susunda DNA
replikasyon ve tamir proteini (RecF) kodlayan gende mutasyon tespit edilmistir.
Niikleik asit metabolizmasinda mutasyon tespit edilen diger bir grup protein de
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niikleazlardir. MTB 410’a ait HNH endoniikleaz enzimlerinde yogun mutasyon oldugu
belirlenmistir. Ronayne vd. (2016)’nin ¢alismasinda, HNH endoniikleaz ailesinden Ref
endoniikleazin antibiyotik tarafindan hasara ugratilmis DNA’ya baglanan RecA’ya
baglanarak genomu degrede ettigi, boylelikle antibiyotigin toksik etkisini artirdig1 rapor
edilmistir.  MTB’nin antibiyotik direncinde rol oynayan faktorlerden biri de
metiltransferazlar tarafindan gergeklestirilen RNA modifikasyonudur. Bu enzimler, ilag
hedefini modifiye ederek veya ribozomu koruyarak dirence katkida bulunabilir (Nguyen
2016). Epigenetik degisiklige neden olan DNA metilasyonunun da MTB’nin RIF ve
INH direncinde rol oynadig1 gdosterilmistir (Chen et al. 2018). Bu caligmada, her iki
direncli susta RNA metiltransferaz ve DNA metiltransferaz enzimlerinin mutasyona

ugradigi belirlenmistir.

Anti-TB ilaglariin bir kisminin etki mekanizmasi, solunum zinciri reaksiyonlarinda yer
alan oksidasyon-rediiksiyon enzimlerinin inhibisyonu yoluyladir (Maitra et al. 2015,
Bald et al. 2017). Bu ¢alisma ile solunum zincirinde yer alan siiksinat dehidrogenaz,
fumarat rediiktaz ve sitokrom C rediiktaz enzimlerinin mutasyona ugradigi
belirlenmistir. Abrahams et al. (2012)’nin c¢aligmasinda, anti-TB ilac1 olarak
degerlendirilebilecek imidazo[1,2-a]piridin bilesiklerinin MTB’de sitokrom C rediiktaz
enzimini inhibe ettigi gosterilmistir. Diger onemli enzimlerden olan oksidorediiktazlar,
INH-NAD(P) kompleksine yiiksek baglanma affinitesi gdsteren proteinler arasindadir
(Jena et al. 2015). Bu galismada yapilan analizlerle, NAD(P)H-kuinon oksidorediiktaz
dahil bir¢ok oksidorediiktaz enziminin mutasyona ugradigi gosterilmistir. Yine bu
calisma ile mutasyona ugradig1 belirlenen oksidasyon-rediiksiyon enzimlerinden agil-
CoA dehidrogenaz ve NADH dehidrogenaz, INH ile etkilesime giren proteinler
arasindadir (Jena et al. 2016). Igbal et al. (2018), anti-mikobakteriyel ilaglarin NADH
dehidrogenazi hedefledigini bildirmistir. Molibdopterin oksidorediiktaz ailesi protein ve
molibdopterin guanin dintikleotit-igeren S/N-oksit rediiktaz gibi molibdenum kofaktor
(MoCo) igeren proteinlerde de mutasyon tespit edilmistir. Anti-TB etkiye sahip TCAL
molekiiliiniin MoCo biyosentezini bloke ettigi gosterilmistir (Wang et al. 2013).

Enerji metabolizmasinin oksidatif olmayan enzimlerinden transketolazin (Fullam et al.

2012) ve malat sentazin (Quartararo et al. 2011). TB tedavisinde yeni ilag¢ hedefleri
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arasinda oldugu belirtilmistir. Izositrat liyazin da MTB’de genis bir antibiyotik ¢esidine
tolerans sagladig bildirilmistir (Nandakumar et al. 2014). izositrat liyaz ve malat sentaz
enzimleri ayni zamanda yag asidi metabolizmasinda da islev goriir (Puckett et al. 2017).
Bu calismada, her iki CID MTB susunda transketolaz ve izositrat liyaz enzimlerinin,

PR10 susunda da malat sentazin mutasyona ugradigi tespit edilmistir.

CID MTB genomlari ile yapilan analizlerde, demir ve siilfiir metabolizmasinda yer alan
proteinlerde de mutasyon tespit edildi. FeS-baglanma proteininde meydana gelen
mutasyonun INH direnciyle baglantisi bildirilmistir (Jena et al. 2016). Ayrica, RND
(direng, nodiilasyon ve hiicre boliinmesi) proteinlerinden olan MmpL ailesinin MTB’de
ilag direnciyle baglantili oldugu ifade edilmistir (Domenech et al. 2005). Bu ¢alismada,
MTB 410 susunda siderofor RND transporter MmpL5 ve transport aksesuar protein
MmpS proteinlerinde mutasyon tespit edilmistir. Tiazol sentaz enzimi potansiyel ilag
hedefleri arasinda bahsedilmekte olup (Zhang et al. 2018). MTB 410 susunda belirlenen

mutant proteinlerden biridir.

ATP baglanma kasedi (ABC) transport sistemleri, MTB’ nin antibiyotik direncinde rol
oynayan 6nemli mekanizmalardan biridir (Braibant et al. 2000). Hiicre zarindan katyon
transportunda gorev alan P-tipi ATPazlar da bir¢ok antibiyotigin hedefidir (Novoa-
Aponte and Soto Ospina 2014). Bu ¢alismada yapilan karsilagtirmali genom
analizlerinde, birgok ABC transporterda, ¢oklu ilag¢ transport proteininde, MFS
transporter, potasyum transporter TrkA ve katyon transport eden ATPazda mutasyon
bulundu. ABC ve MFS transporter proteinlerinin INH direnciyle baglantisi bildirilmistir
(Jena et al. 2016). Potasyum transporter TrkA’nin membran potansiyelini ve pH
homeostazisini kontrol ettigi ve mutant TrkA’nin RIF direnciyle sonuglandig1 rapor

edilmistir (Castafieda-Garcia et al. 2011).

Ilag ve ksenobiyotik metabolizmasinda yer alan bazi proteinler MTB’nin antibiyotik
direncinde etkilidir. Ilag biyotransformasyonunda rol oynayan sitokrom P450 enzimi
RIF tarafindan indiikenir (Manika et al. 2012) ve bu enzim anti-TB ilag
hedeflerindendir (Hudson et al. 2012). Coklu ilag direng proteini Stp mutasyona

ugrayan bagka bir protein olup disa atim pompasi olarak i gérmektedir (Ramon-Garcia
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et al. 2007). ABC transport kompleksinin bir pargasi olan DrrA proteini de mutasyona
ugramistir ve daunorubisin ve doksorubisin direncinde gorev alir (Choudhuri et al.
2002). Pirazinamidaz enziminde meydana gelen mutasyonlar MTB’de pirazinamit
direnciyle iligkilidir (Ramirez-Busby and Valafar 2015) ve bu g¢alismada 410 susunun
pirazinamidaz enziminde mutasyon tespit edilmistir. MTB PR10 susunda ise INH

direncinde rol oynayan IniB proteininde (Alland et al. 2000) mutasyon bulunmustur.

MTB’de tip VII sekresyon sistemi (T7SS) bakterinin viriilansinda 6nemli bir yer teskil
etmektedir ve T7SS’de yer alan proteinler, yeni anti-TB ilaglarin gelistirilmesinde
potansiyel hedefler olarak gosterilmistir (Bottai et al. 2014). Bu ¢alismada, T7SS
icerisindeki ESX-1, ESX-I iligkili proteinler EspK ve EspJ, ESX-3, ESAT-6 benzeri
protein EsxL, ESX-5 hedefi PE18 ve PPE26, ESX-2 iliskili protein EspG, ESX-1 hedefi
EspA ve PPEG68 ile ESX-I alt tiniteleri EccB1 ve EcCE1’de mutasyon tespit edilmistir.
Ayn1 zamanda T7SS iliskili bircok PE, PPE ve PE PGRS ailesi proteinde de yiiksek
oranda mutasyon belirlendi. Bunlarin disinda MTB’nin viriilansinda gorev alan ve lipit
ABC transporter bilesenlerinden olan MCE (mammalian cell entry, memeli hiicresine
giris) proteinlerinde de mutasyonlar tespit edildi. Bainomugisa et al. (2018)’in bir YID
MTB sus iizerinde yapilan c¢alismasinda, PE, PPE, PE PGRS ve MCE ailelerine ait
proteinlerde mutasyon oldugu bildirilmistir. ESAT 6 benzeri EsxG ve EsxI proteinleri

de ¢oklu ilag direnciyle baglantili bulunmustur (Penuelas Urquides et al. 2013).

Esansiyel kofaktorlerin biyosentezi, bu yolaklar insanda bulunmadig: i¢in, MTB’ye
karst ilag gelistirmede Ozellikle dikkat ¢cekmektedir (Dick et al. 2010). Bu calismada
incelenen her iki CID MTB susunda biyotin (B7 vitamini) biyosentezinde rol alan
detiyobiyotin sentetaz ve kobalamin (Bi2 vitamini) biyosentez proteini (CobD)’de
mutasyon tespit edilmistir. MTB 410 susunda diger bir kobalamin biyosentez proteini
prekorrin-6Y C(5,15)-metiltransferaz, tiyamin (B: vitamini) biyosentezinde yer alan
tiyamin-fosfat kinaz ve biyotin biyosentezinde gdrevi olan 8-amino-7-oksononanoat
sentaz proteinlerinde mutasyon bulunmustur. Diger taraftan MTB PR10 susunda
tiyamin biyosentezinde gorevi olan tiyazol sentaz proteininde mutasyon tespit
edilmistir. MTB’de sinyal iletiminde etkili olan iki bilesenli (two-component) sinyal

iletim sistemi ila¢ direncine katkida bulunur (Wang et al. 2015). Bu iki bilesenden biri
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olan histidin kinazlarm, incelenen her iki CID MTB susunda mutasyona ugradig
goriilmiistiir. Diger bilesen olan cevap diizenleyicilerden (response regulator) olan
LuxR ailesi transkripsiyonel diizenleyici de mutasyona ugramistir. Histidin kinazlar
hedefleyen molekiillerin yeni antibiyotiklerin gelistirilmesinde kullanilabilecegi
belirtilmistir (Matsushita and Janda 2002). Diger yandan, sinyal iletiminde gorevli
siklik adenozin monofosfat (CAMP) ve siklik guanozin monofosfat (cGMP)
molekiillerinin biyosentezinde gorev alan siklaz enzimlerinde de mutasyon oldugu
belirlenmistir. Siklik di-GMP’nin MTB’de etionamit direncinde etkili oldugu
gosterilmistir (Zhang et al. 2017).

Bir¢ok patojende oldugu gibi MTB’de de membran proteinleri 6zellikle ilag disa atimi
yoluyla antibiyotik direncinde 6nemli rol oynamaktadir (Smith et al. 2013, Nguyen
2016). Bu calismada yapilan analizlerde her iki CID susta ¢ok sayida membran
proteininin  mutasyona ugradigi goriilmiistir. Aym1 zamanda, hiicre duvar
biyosenteziyle ilgili penisilin baglanma proteininde de mutasyon tespit edilmistir.
MTB’de penisilin baglanma proteini PonAl’in transpeptidaz boliimiiniin antibiyotik

direnciyle iligkisi rapor edilmistir (Filippova et al. 2016).

Poliketit sentazlar (Pks), MTB’nin hiicre duvarinda yer alan mikolik asitlerin sentezi
(Pks13) (Aggarwal et al. 2017), biyofilm olusumu (Pang et al. 2012) veya viriilansi
(Rousseau et al. 2003) gibi bircok mekanizmada gérev alir. Pks13’l inhibe eden beta
laktonlar (Lehmann et al. 2017) veya kursun bilesikleri (Aggarwal et al. 2017) gibi baz1
molekiiller MTB iizerine antibakteriyel etkiye sahiptir. Bu calismada da bircok Pks

enziminin mutasyona ugradigi gosterilmistir.

Sonug olarak, MTB’de antibiyotik direnci hakkinda daha fazla bilgi elde etmek i¢in iKi
CID-TB sus iizerinde yapilan analizlerde, farkli metabolik yolaklar iizerinde yer alan
proteinlerde ¢ok sayida mutasyon meydana geldigi tespit edilmistir. Muhtemel
degisiklige ugramis proteinlerin daha c¢ok biyofilm olusumu, DNA onarimi,
replikasyon, transkripsiyon, translasyon mekanizmalari, oksijenli solunum, T7SS, iki
bilesenli sinyal iletimi, poliketit sentezi, B vitamini biyosentezi, hiicre duvari, membran

ve transport islemleri ile ilgili oldugu belirlenmistir.
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