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OZET

Doktora Tezi

GENISLEMIS SPEKTRUMLU BETA-LAKTAMAZ (GSBL) URETEN KLEBSIELLA
PNEUMONIAE’DE ANTIBIYOTIK DIRENCLI ENZIMLERIN IN SILIKO
MOLEKULER DOCKING ANALiZI

Ahmed Nouri ALSHARKSI

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Serhat SIREKBASAN
Es Danisman: Dog. Dr. Tugba GURKOK TAN

Antibiyotik direnci, diinya genelinde artan bir halk saglig1 sorunu olup, 6zellikle hastane
kokenli enfeksiyonlarin tedavisinde biiyiikk zorluklara yol agmaktadir. Bu direncin
yayilmasinin en 6nemli nedenlerinden biri, beta-laktam grubu antibiyotiklerin bakteriler
tarafindan beta-laktamaz enzimleri araciliiyla etkisiz hale getirilmesidir. Klebsiella
pneumoniae, GSBL iireten onemli bir patojen olup, dzellikle bagigiklik sistemi zayif
bireylerde ve yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarda ciddi enfeksiyonlara neden
olabilmektedir. SHV, CTX-M ve TEM gibi GSBL enzimleri, bu bakterinin yaygin
olarak trettigi diren¢ mekanizmalar1 arasinda yer alir ve klinik agidan biiyilk 6neme
sahiptir. Bu ¢aligmanin amaci, SHV, CTX-M ve TEM enzimlerinin inhibitorleri olarak
potansiyel yeni molekiillerin belirlenmesi ve bu sayede antibiyotik direncine karsi
alternatif tedavi stratejilerinin  gelistirilmesine katki saglamaktir. Bu amag
dogrultusunda, hesaplamali yontemler kullanilarak ZINC veri tabaninda yer alan
biyolojik olarak aktif olma potansiyeline sahip kiigiik molekiiller taranmustir. In silico
yaklasimlar, 6zellikle molekiiler docking ve molekiiler dinamik simiilasyonlari, aday
molekiillerin SHV, CTX-M ve TEM enzimleri ile etkilesimlerini degerlendirmek i¢in
kullanilmistir. Arastirma bulgulari, bazi molekiillerin SHV, CTX-M ve TEM
enzimlerine karsi yliksek baglanma afinitesine sahip oldugunu ve bu enzimlerin
aktivitesini potansiyel olarak inhibe edebilecegini gdstermektedir. Bu molekiillerin
deneysel olarak test edilmesi ve klinik ¢aligmalar i¢in degerlendirilmesi, GSBL {ireten
K. pneumoniae enfeksiyonlarinin tedavisinde yeni ilaglarin gelistirilmesine 6nemli bir
katk1 saglayabilir.

2025, 68 sayfa
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IN SILICO MOLECULAR DOCKING ANALYSIS OF ANTIBIOTIC-RESISTANT
ENZYMES IN EXTENDED-SPECTRUM BETA-LACTAMASE (ESBL)-
PRODUCING KLEBSIELLA PNEUMONIAE
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Antibiotic resistance is an increasing global public health problem, creating significant
challenges in treating hospital-acquired infections. One of the main reasons for the
spread of this resistance is the inactivation of beta-lactam antibiotics by bacteria through
the production of beta-lactamase enzymes. Klebsiella pneumoniae is a major pathogen
that produces extended-spectrum beta-lactamases (ESBLS), leading to severe infections,
particularly in immunocompromised individuals and patients in intensive care units.
ESBL enzymes such as SHV, CTX-M, and TEM are commonly involved in the
resistance mechanisms of this bacterium and hold significant clinical importance. The
aim of this study is to identify potential new lead molecules that can act as inhibitors of
SHV, CTX-M, and TEM enzymes, thus contributing to the development of alternative
therapeutic strategies against antibiotic resistance. To achieve this, computational
methods were employed to screen small molecules with potential biological activity
from the ZINC database. In silico approaches, particularly molecular docking and
molecular dynamics simulations, were used to evaluate the interactions of candidate
molecules with SHV, CTX-M, and TEM enzymes. The findings suggest that some
molecules exhibit high binding affinity to these enzymes and may potentially inhibit
their activity. Experimental testing and clinical evaluation of these molecules could
significantly contribute to the development of new drugs for treating infections caused
by ESBL-producing K. pneumoniae.
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1. GIRIS

Antibiyotik direnci, modern tibbin kars1 karsiya kaldig1 en 6nemli saglik tehditlerinden
biridir ve kiiresel olarak yayginlasan bir sorundur. Bakteriyel patojenlerin
antibiyotiklere kars1 gelistirdigi diren¢ mekanizmalari, enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisini 6nemli Olgiide zorlagtirmaktadir. Bu durum, ozellikle hastanelerde yatan
hastalar ve bagisiklik sistemi zayiflamig bireyler icin ciddi bir risk olusturmaktadir.
Diinya Saglhk Orgiitii (WHO), antibiyotik direncinin diinya genelinde tibbi ilerlemeyi
tehdit eden ve ciddi Onlemler alinmasi gereken bir halk sagligi sorunu oldugunu
vurgulamaktadir. Antibiyotiklere karsi direngli bakteriler, her yil milyonlarca insanin
enfeksiyona bagli komplikasyonlar nedeniyle hayatini kaybetmesine neden olmaktadir.
Bu nedenle, yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi ve direngli enfeksiyonlarla basa
cikmanin alternatif yollarinin bulunmasi hayati nem tasimaktadir (Michael vd., 2014;

Ventola 2015).

Antibiyotik direncinin en yaygin sebeplerinden biri olan beta-laktamaz iretimi,
bakterilerin  beta-laktam  grubu antibiyotiklere karsi  gelistirdigi  savunma
mekanizmalarinin basinda gelmektedir. Beta-laktam antibiyotikler, bakteriyel hiicre
duvari sentezini inhibe ederek etkili olur; ancak, bakteriler bu antibiyotikleri hidroliz
eden beta-laktamaz enzimleri iireterek bu etkiyi azaltir veya tamamen ortadan kaldirir.
Beta-laktamazlar, beta-laktam halkasinin parcalanmasini saglayarak antibiyotigin
etkinligini ortadan kaldirir. Klebsiella pneumoniae, bu tiir enzimleri {ireten 6nemli bir
patojendir ve saglik tesislerinde yaygin olarak goriilen enfeksiyonlarin onemli bir
sebebidir. Bu bakterinin neden oldugu enfeksiyonlar arasinda idrar yolu enfeksiyonlari,
sepsis, zatlirre ve yara enfeksiyonlart yer almaktadir (Drawz ve Bonomo, 2010;

Bengoechea ve Sa Pessoa, 2019).

K. pneumoniae tarafindan iiretilen beta-laktamaz enzimlerinin gesitli tipleri vardir ve
bunlar arasinda geniglemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL'ler), ozellikle Kklinik
acidan biiyiik bir 6neme sahiptir. SHV (sulthydryl variable), CTX-M (cefotaximase-
Munich) ve TEM (Temoniera) gibi GSBL tiirleri, antibiyotik direncinin yayilmasinda



ve enfeksiyonlarin tedavisinin zorlasmasinda Onemli rol oynar. Bu enzimlerin
yayginligt ve bulasiciligi, direngli bakterilerin hizla yayillmasina ve hastane
enfeksiyonlarinin kontrol altina alinmasinmi zorlagtirmaktadir. Plazmidler araciligiyla
yatay gen transferi ile yayilabilen bu enzimler, bircok farkli antibiyotik tiirline karsi

direng gelistirilmesine olanak tanir ve bu durum tedavi seceneklerinin kisitlanmasina

neden olur (Darabi vd., 2019; Gao vd., 2020; Maclean vd., 2024).

Antibiyotik direngli enfeksiyonlarla miicadele etmek i¢in yaygin olarak kullanilan
stratejilerden biri, beta-laktamaz inhibitorleri gelistirmektir. Beta-laktamaz inhibitérleri,
bakteriyel enzimlerin aktivitesini engelleyerek antibiyotiklerin etkinligini artirir.
Gilinlimiizde yaygin olarak kullanilan inhibitorler arasinda klavulanik asit, sulbaktam ve
tazobaktam bulunmaktadir; ancak bu inhibitorler, 6zellikle genislemis spektrumlu beta-
laktamazlara kars1 her zaman yeterince etkili olmamaktadir. Bu nedenle, SHV, CTX-M
ve TEM gibi GSBL tiirlerini hedef alan yeni ve daha etkili inhibitorlerin kesfi biiyiik
onem tagimaktadir (Arer ve Kar, 2010; Carcione vd., 2021; Alfei ve Schito, 2022).

Bu tez ¢alismasinin amaci, SHV, CTX-M ve TEM enzimlerini inhibe edebilecek yeni
bas molekiillerin belirlenmesi ve bu sayede antibiyotik direncine karsi yeni tedavi
stratejilerinin  gelistirilmesine katki saglamaktir. Bu baglamda, ZINC veri tabani
kullanilarak hesaplamali yontemler ile potansiyel inhibitdr adaylar1 taranacak ve bu
adaylarin enzimlerle etkilesimleri degerlendirilecektir. ZINC veri tabani, biyolojik
aktivite gosterebilecek kiigiik molekiillerin yer aldigi genis kapsamli bir veri tabanidir
ve ilag kesfi calismalarinda sik¢a kullanilmaktadir. Hesaplamali kimya teknikleri,
deneysel calismalar Oncesinde aday molekiillerin belirlenmesi ve molekiiler
mekanizmalarinin anlagilmasi i¢in kritik bir rol oynar. Bu yontemler arasinda molekiiler
yerlestirme (docking), molekiiler dinamik simiilasyonlar1 ve sanal tarama (virtual
screening) gibi teknikler yer alir (Irwin ve Shoichet, 2005; Tingle vd., 2023; Potlitz vd.,
2023).

Molekiiler yerlestirme, bir ligandin (kii¢iik molekiil) hedef protein {izerindeki baglanma
bolgesine nasil baglanabilecegini tahmin etmek i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu

yontem, inhibitorlerin hedef enzim {izerindeki baglanma afinitesini ve baglanma



sekillerini degerlendirmek i¢in kullanilir. Molekiiler dinamik simiilasyonlar1 ise, bu
etkilesimlerin zaman igerisindeki degisimlerini ve sistemin termodinamik 6zelliklerini
incelemek icin kullanilan bir diger énemli hesaplamali tekniktir (Rahman ve Khan,
2020; Khademi Dehkordi vd., 2024). Bu ¢alismada, SHV, CTX-M ve TEM enzimleri
ile etkilesim kurabilecek molekiillerin belirlenmesi amaciyla, ZINC veri tabanindan elde

edilen molekiiller iizerinde bu teknikler uygulanacaktir.

Calismanin 6nemi, antibiyotik direncinin klinik ve toplumsal boyutlarini géz 6niinde
bulundurarak, mevcut tedavi seceneklerine ek olarak yeni inhibitorlerin gelistirilmesine
katki saglamaktir. Ozellikle SHV, CTX-M ve TEM enzimleri gibi yaygin olarak
bulunan GSBL tiirlerinin inhibitorlerinin kesfi, direngli enfeksiyonlarla miicadelede
yeni bir yol sunabilir. Ayrica, bu tez ¢alismasi, hesaplamali kimya yontemlerinin ilag
kesfi siireclerinde etkin bir sekilde kullanilabilecegini ve laboratuvar g¢alismalarini
destekleyici nitelikte olabilecegini gostermeyi amaglamaktadir. Bu sayede, potansiyel
inhibitorlerin deneysel olarak dogrulanmasi ve klinik uygulamaya gegis siirecleri

hizlandirilabilir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasi, antibiyotik direncinin iistesinden gelmek i¢in yeni
yaklagimlar gelistirmeyi ve SHV, CTX-M ve TEM gibi enzimlere kars1 etkili olabilecek
yeni inhibitér molekiilleri kesfetmeyi amaclamaktadir. Bu ¢alisma, sadece akademik
literatiire degil, ayn1 zamanda klinik uygulamalara ve halk sagligina da 6nemli bir katki

sunma potansiyeline sahiptir.



2. LITERATUR OZETi

Antibiyotik direnci, modern tibbin karsi karsiya oldugu en Onemli kiiresel saglik
sorunlarindan biri olarak tanimlanmustir. Ozellikle genislemis spektrumlu beta-laktamaz
iireten bakterilerin yayginlagsmasi, enfeksiyonlarin tedavisini giderek daha karmasik hale
getirmektedir. GSBL’lerin, igiincii nesil sefalosporinler ve aztreonam gibi genis
spektrumlu antibiyotiklere karsi diren¢ mekanizmalar1 gelistirmesi, klinik ve halk
saghigr acisindan Onemli bir tehdit olusturmustur. Bu bakteriyel direng
mekanizmalarinin anlasilmasi, yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi agisindan kritik

oneme sahiptir (Shah vd., 2004; Christaki vd., 2020).

Literatiirde, GSBL iireten K. pneumoniae'nin neden oldugu direngli enfeksiyonlarla basa
cikmak i¢in farkli molekiiler yontemlerin kullanildig: cesitli ¢alismalar yer almaktadir.
Ozellikle SHV, CTX-M ve TEM gibi GSBL tiirlerinin genetik ve biyokimyasal
Ozelliklerinin  detayli analizi, bu enzimlerin inhibitdr tasarimindaki rollerini
vurgulamaktadir (Papp-Wallace vd., 2018; Malathi vd., 2019; Li vd., 2022). Molekiiler
docking ve dinamik simiilasyon gibi in silico yaklagimlar, bu enzimlere kars1 etkili yeni
inhibitorlerin gelistirilmesinde sik¢a kullanilmaktadir (Sariyer ve Saral, 2021). ZINC
veri tabani gibi genis molekiil kiitliphaneleri iizerinden yapilan taramalar, bu tiir

calismalarin kapsamini genisletmis ve ilag kesfi siireglerini hizlandirmistir (Afzaal vd.,
2022).

Son yillarda yapilan ¢alismalar, GSBL enzimlerinin kiiresel dagilimini ve klinik
onemini daha iyi anlamak i¢in genetik ¢esitliligi ve plazmid aracili yatay gen transfer
mekanizmalarimi1 vurgulamaktadir (Denisuik vd., 2013; Ramatla vd., 2023). Bu
baglamda, SHV, CTX-M ve TEM gibi enzimlerin yayginligina iliskin epidemiyolojik
analizler, yeni nesil beta-laktamaz inhibitorlerinin gelistirilmesinin yalnizca bilimsel bir
ihtiya¢ degil, aym1 zamanda halk sagligi agisindan da acil bir gereklilik oldugunu
gostermektedir. Bu tiir caligmalardan elde edilen veriler, antibiyotik direncine karsi

gelistirilecek tedavi stratejilerine 151k tutmaktadir.



2.1 Antibiyotik Direnci

Antibiyotik direnci, enfeksiyonlarin tedavisi i¢in kullanilan antibiyotiklere kars
bakterilerin hayatta kalabilme ve ¢ogalma yeteneklerini ifade eder. Bu direng,
antibiyotikleri etkisiz hale getirebilecek ¢esitli biyokimyasal, genetik veya fizyolojik
degisikliklerle mikroorganizmalarin kazandigi bir ozellik olup, kiiresel saglik icin
biiyiik bir tehdit olusturmaktadir (Davies ve Davies, 2010). Antibiyotik direncinin hizla
artmasi, diinya genelinde bulasici hastaliklarin kontrol altina alinmasini zorlagtirmakta
ve direngli bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar, tedavisi daha zor ve maliyetli hale

gelen saglik sorunlarina yol agmaktadir (Ventola, 2015).

Antibiyotik direnci, diinya genelinde giderek daha ciddi bir sorun haline gelmektedir.
Diinya Saghk Orgiiti (DSO), antibiyotik direncini kiiresel saglik igin en biiyiik
tehditlerden biri olarak siniflandirmistir. DSO, 6zellikle karbapenem ve iigiincii kusak
sefalosporin gibi genis spektrumlu antibiyotiklere karsi direngli bakterilerin
yayginlagmasini, yiliksek Oncelikli bir halk sagligit sorunu olarak belirlemigtir
(Tacconelli vd., 2018). Yakin zamanda yayinlanan bir rapora goére, her yil diinya
genelinde yaklagik 700.000 kisi antibiyotik direncine bagli enfeksiyonlar nedeniyle
hayatin1 kaybetmektedir. Bu saymnin 2050 yilina kadar 10 milyon 6liime ulasabilecegi
ongoriilmektedir (O’Neill, 2016). Antibiyotik direncinin artmasi, sadece bireylerin
tedavisini zorlastirmakla kalmaz, ayni zamanda toplumda yaygin olarak goriilen

enfeksiyon hastaliklarinin kontroliinii de engeller.

Antibiyotikler, tibbin en Onemli araglarindan biridir ve bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak, antibiyotiklerin gereksiz veya yanls
kullanimi, bakterilerin bu ilaglara kars1 direng gelistirmesine neden olmaktadir (Ventola,
2015). Gereksiz antibiyotik kullanimi sonucunda bakteriler, genetik materyallerini
degistirerek antibiyotiklerin etkisini notralize edebilirler ve bu da tedavi seceneklerinin

azalmasina neden olur (Laxminarayan vd., 2013).

Antibiyotik direncinin yiikselmesi, modern tibbin en biiyiik tehditlerinden biri olarak

kabul edilmektedir. Gelismis tedavi yontemleri, ameliyatlar ve organ nakli gibi yiiksek



riskli tibbi miidahaleler antibiyotiklerin etkinligine baglidir. Antibiyotiklerin etkisiz hale
gelmesi, bu tiir uygulamalarin basarisini tehlikeye atar ve komplikasyon riskini artirir.
Ozellikle immiin sistemi zayiflamis hastalar, direngli bakterilere kars1 savunmasiz hale
gelir ve bu da hastanede yatan hastalar arasinda direngli enfeksiyonlarin hizla
yayilmasina neden olabilir (De Kraker vd., 2011; Ventola, 2015).

2.1.1 Antibiyotik direncinin tarihgesi

Antibiyotik direncinin tarihgesi, antibiyotiklerin kesfi ve kullanimimin baslamasiyla
birlikte gelismistir. Alexander Fleming'in 1928'de penisilini kesfetmesiyle bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde devrim niteliginde bir donem baslamistir (Aminov, 2010).
Ancak Fleming, antibiyotiklerin bilingsiz kullanimi durumunda direncin hizla
gelisebilecegi konusunda erken uyarilarda bulunmustur (Fleming, 1999). Penisilin
kullanim1 yayginlastik¢a, bu uyarilarin gergek oldugu kisa siirede anlasilmis ve ilk

penisilin direngli bakteriler 1940'l1 yillarda tespit edilmistir (Davies ve Davies, 2010).

Penisilin ve diger beta-laktam antibiyotiklerin 1940'larda tibbi alanda yayginlagmasi ile
birlikte, bakterilerin beta-laktamaz adi1 verilen enzimler iireterek bu ilaclara kars: direng
gelistirdikleri kesfedilmistir (Bush ve Jacoby, 2010). Beta-laktamaz enzimleri,
antibiyotik molekiillerini parcalayarak etkisiz hale getirme yetenegine sahiptir.
Escherichia coli gibi bakterilerde bulunan ilk beta-laktamazlardan biri olan TEM-1
enzimi, antibiyotik direncinin biyokimyasal mekanizmalarin1 anlamada 6nemli bir

kilometre tas1 olmustur (Livermore, 1995).

Farkli antibiyotik siiflarinin kesfi ve klinik kullanima girmesiyle birlikte 19501 ve
19601 yillarda yeni direncli bakteri tiirleri de ortaya ¢ikmustir. Ornegin, metisilin adli
antibiyotige direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ilk kez 1961'de Ingiltere'de
saptanmis ve bu durum antibiyotik direncinin klinik anlamda ilk ciddi 6rneklerinden biri
olarak kayitlara ge¢mistir (Hiramatsu vd., 2001). MRSA enfeksiyonlari, ozellikle
hastanelerde yayginlasarak hastane kaynakli (nozokomiyal) enfeksiyonlarin basglica

nedenlerinden biri haline gelmistir.



Genis spektrumlu antibiyotiklerin kullaniminin arttigi 1970'ler ve 1980'ler, bu
antibiyotiklere kars1 diren¢ mekanizmalarmin hizla gelistigi bir donem olmustur. Bu
dénemde, 6zellikle genislemis spektrumlu beta-laktamaz iireten bakterilerin yaygin hale
gelmesi, tedavi siireclerinde biiyiik zorluklar yaratmistir. GSBL'ler, {igilincii kusak
sefalosporinler gibi genis spektrumlu beta-laktam antibiyotiklere kars1 direng saglayan
enzimlerdir ve genellikle plazmidler araciligiyla diger Dbakterilere hizla

yayilabilmektedir (Paterson ve Bonomo, 2005; Bradford, 2001).

Antibiyotik direncinin 1980'lerin sonlarina dogru kiiresel Olgekte artmasi sonucu
direncli bakterilerin tedavi segeneklerini sinirlayan bir sorun haline geldigini ortaya
koymustur. Bu donemde, ozellikle karbapenemlere karsi direngli bakterilerin ortaya
cikist dikkat ¢ekmistir. Karbapenemler, genellikle direngli enfeksiyonlarin tedavisinde
son care olarak kullanilan antibiyotikler oldugundan, bu ilaglara kars1 diren¢ gelismesi

tedavi seceneklerini biiyiik dl¢tide kisitlamistir (Nordmann vd., 2011).

Yeni bin yilin baslarinda, metallo-beta-laktamaz (MBL) iireten bakteriler gibi yeni
diren¢ mekanizmalari dikkat cekmeye baslamistir. Bu enzimler, karbapenemler de dahil
olmak {iizere neredeyse tiim beta-laktam antibiyotiklere kars1 direng saglayabilir ve bu
durum, 6zellikle hastane enfeksiyonlar1 ve toplum kokenli enfeksiyonlar agisindan ciddi

bir tehdit olusturmustur (Walsh vd., 2005).

Son yillarda, antibiyotik direnci ile miicadeleye yonelik bircok strateji gelistirilmis
olmasma ragmen, diren¢ oranlar1 diinya genelinde hizla artmaya devam etmektedir.
Antibiyotiklerin asir1 ve yanlis kullanimi hem insan sagligt hem de hayvancilik
sektoriinde yaygin bir sorun olarak direng gelisimini tetiklemektedir (Laxminarayan vd.,
2013). Bu nedenle, antibiyotik direnci, halk saglig: politikalar1 ve klinik uygulamalar

acisindan oncelikli bir konu olmaya devam etmektedir.

Antibiyotik direncinin tarihgesi, antibiyotiklerin kesfi ile baslayan umut verici bir
donemin, bilingsiz ve asir1 kullanimla birlikte biiyiikk bir halk sagligi sorununa
dontigiimiinii gbzler Oniine sermektedir. Direncli bakterilerin gelisimi ve yayilim,

gecmiste tedavi edilebilir olan enfeksiyonlarin tekrar O6liimciil hale gelmesine yol



acmistir. Bu nedenle, antibiyotiklerin akiler kullanimi ve yeni antibiyotiklerin

gelistirilmesi, direngle miicadelede kritik Gneme sahiptir.

2.1.2 Antibiyotik direncinin yayginhg ve kiiresel etkileri

Antibiyotik direnci, kiiresel halk saglig1 i¢in ciddi bir tehdit olusturan yaygin bir sorun
haline gelmistir. Bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin
etkinliginin azalmasi, hastaliklarin daha uzun siirede iyilesmesine, saglik hizmetlerinin
maliyetinin artmasina ve Oliim oranlarinin yiikselmesine yol ag¢maktadir (Ventola,
2015). Diinya genelinde antibiyotik direncinin yayginligi hizla artarken, bu durum hem
gelismis hem de gelismekte olan ilkelerde Onemli saglik sorunlar1 yaratmaktadir

(Laxminarayan vd., 2013).

Antibiyotiklere kars1 direng gelisen bakteriler arasinda 6zellikle Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve Acinetobacter baumannii gibi patojenler
dikkat ¢ekmektedir. Bu bakteriler hem hastane kaynakli enfeksiyonlar hem de toplum
kokenli enfeksiyonlarda ciddi sorunlara yol agmaktadir (De Kraker vd., 2011).

Direncli bakterilerin yayginligi, iilkeler ve bolgeler arasinda farklilik gdstermektedir.
Gelismis iilkelerde antibiyotik direnci genellikle hastane ve saglik hizmetleriyle
iliskilendirilirken, gelismekte olan iilkelerde antibiyotiklerin recgetesiz ve kontrolsiiz
kullanim1 yayginhigi artirmaktadir (Okeke vd., 2005). Ornegin, Hindistan ve Cin gibi
iilkelerde, genis spektrumlu antibiyotiklerin yaygin kullanimi, direngli bakterilerin hizla

yayilmasina neden olmaktadir (Laxminarayan vd., 2016).

Karbapenemlere ve tiglincii kusak sefalosporinlere karsi direngli Enterobacteriaceae gibi
bakterilerin yayginlagmasi, 6zellikle kritik enfeksiyonlarin tedavisinde biiylik zorluklar
yaratmaktadir. Avrupa'da ve Amerika Birlesik Devletleri'nde yapilan ¢aligmalarda, bu
direngli suslarin yayginliginin arttigt ve hastane enfeksiyonlarinda 6nemli bir rol

oynadigi tespit edilmistir (CDC, 2019). Gelismekte olan iilkelerde ise diren¢ oranlari



genellikle daha yiiksek olup, bu durum antibiyotiklerin regetesiz kullanimi ve saglik

sistemlerinin yetersizligi ile iliskilendirilmektedir (O'Neill, 2016).

Antibiyotik direnci, tedavi edilmesi zor enfeksiyonlara yol acarak saglik sistemleri
tizerinde ciddi bir yiik olusturmaktadir. Direngli enfeksiyonlar nedeniyle tedavi siiregleri
uzamakta ve komplikasyon riski artmaktadir. Ayrica, direngli bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlar, genellikle daha yiiksek mortalite oranlar ile iliskilendirilmektedir (De
Kraker vd., 2011). Ozellikle hastane ve yogun bakim iinitelerinde, direngli patojenlerin

yayilmasi, saglik hizmetlerinin etkinligini olumsuz yonde etkilemektedir.

Antibiyotik direnci ayni zamanda saglik maliyetlerini de artirmaktadir. Direngli
enfeksiyonlarin tedavi edilmesi icin daha pahali ve genellikle daha toksik alternatif
antibiyotikler kullanilmasi gerekebilir. Ayrica, hastanede yatis siirelerinin uzamasi ve ek
tedavi gereksinimleri de maliyetleri artirmaktadir. Bu durum hem hastalar hem de saglik
hizmeti saglayicilart i¢in finansal bir yiik olusturmaktadir (Cosgrove, 2006; Sipahi,
2008).

Antibiyotik direncinin saglik sistemleri {lizerindeki etkisi sadece maliyet artiglari ile
siurlt degildir. Direngli enfeksiyonlar nedeniyle is giicii kaybi ve iiretkenlik kayb1 gibi
ekonomik sorunlar da ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin, enfeksiyon nedeniyle uzun siireli is
goremeyen calisanlar, is glicii kaybina ve ekonomik iiretkenligin azalmasina yol
acmaktadir (Smith ve Coast, 2013). Diinya genelinde antibiyotik direncinin yillik
maliyetinin milyarlarca dolart buldugu tahmin edilmektedir (Smith vd., 2005).

Antibiyotik direncinin yayginlasmasi, sosyal ve toplumsal etkiler de dogurur. Ozellikle
gelismekte olan iilkelerde, yoksulluk ve saglik hizmetlerine erisim sorunlari nedeniyle
direngli enfeksiyonlar daha ciddi saglik sorunlarina yol agabilir (Okeke vd., 2005).
Antibiyotiklerin kontrolsiiz ve asir1 kullanimi, toplum saglhigini olumsuz yonde
etkileyerek diren¢ gelisimini hizlandirir ve bu durum, halk saglig1 i¢in daha biiyiik bir
tehdit olusturur (Ventola, 2015).



Antibiyotik direncinin dnlenmesi ve kontrol altina alinmasi i¢in ¢esitli kiiresel stratejiler
gelistirilmistir. Diinya Saglik Orgiitii, antibiyotik direncine kars1 kiiresel eylem planlar
hazirlamis ve iilkelerin bu plana uygun stratejiler gelistirmelerini tesvik etmistir
(Tacconelli vd., 2018). Bu stratejiler arasinda antibiyotiklerin akiler kullanima,
enfeksiyon kontrol dnlemleri ve yeni antibiyotiklerin gelistirilmesi gibi onlemler yer

almaktadir (Laxminarayan vd., 2013).

Ayrica, antibiyotiklerin tarim  ve  hayvancilik  sektdriindeki  kullaniminin
sinirlandirilmas1 da direng gelisimini azaltmaya yonelik 6nemli bir adimdir. Gida
tiretiminde antibiyotiklerin biiylime promotorii olarak kullanilmasi, direngli bakterilerin
yayilmasina katkida bulunur ve bu nedenle, antibiyotiklerin sadece hastalik tedavisi igin

kullanilmasi gerektigi vurgulanmaktadir (Marshall ve Levy, 2011).

Antibiyotik direnci, yayginligi ve kiiresel etkileri nedeniyle halk saglig1 agisindan biiyiik
bir tehdit olusturmaktadir. Bu sorunun ¢oziimii, antibiyotiklerin akilct kullanimu,
enfeksiyon kontrol onlemlerinin giiclendirilmesi ve yeni antibiyotiklerin gelistirilmesi
gibi ¢cok yonlii bir yaklasim gerektirmektedir. Direncin yayilmasin1 dnlemek i¢in hem

ulusal hem de uluslararasi diizeyde etkili politikalarin uygulanmasi sarttir (Sekil 2.1).
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ilag olan Fleming penisilini direngli Avrupa'da direncli Bundan sonra sahip yeni bir enfeksiyon
Salvarsan kesfediyor ve stafilokoklar hayvan stafilokoklarla yaklasik 20 yil antibiyotik sinifi hastaliklarinin
sentezlendi ve antiblyotik kiresel bir yemlerine miicadele boyunca yeni olan tedavisinde
frengiyi tedavi potansiyelini salgina antibiyotikler etmek igin antibiyotik Teixobactin'in mevcut ilaglar
etmek igin arastirmaya dénismeye eklenmeye Metisilin siniflan geligtirilmis bir tamamen etkisiz
kullamilds baghyor basghyor baglaniyor kesfedildi kesfedilmedi formunu Gretti hale gelecektir

Sekil 2.1 Antibiyotikler ve direncin kisa tarihi
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2.1.3 Antibiyotik direncinin mekanizmalari

Antibiyotik direnci, bakterilerin ¢esitli biyokimyasal ve genetik mekanizmalarla
antibiyotiklerin etkisine karsi koyma yetenegi kazanmasi sonucu ortaya cikar. Bu
mekanizmalar, bakterilerin antibiyotik tedavisine yanit vermemesi veya ilacin etkisini
tamamen ortadan kaldirmasiyla sonuclanabilir (Nikaido, 2009). Antibiyotik direncinin
gelisimi, bakterilerin hayatta kalma ve ilireme yeteneklerini korumak igin evrimsel
olarak kazandiklar1 ¢esitli stratejilerle miimkiindiir. Diren¢ mekanizmalar1 genellikle
enzimatik inaktivasyon, hiicre zar1 gecirgenliginin azaltilmasi, hedef bdlgenin
degisikligi ve aktif disar1 atim (efflux) pompalar1 olmak iizere dort ana baslikta incelenir

(Sekil 2.2).

Aktif pompalama . X
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Sekil 2.2 Antibiyotik diren¢ mekanizmalari

2.1.3.1 Enzimatik inaktivasyon

Bakterilerin antibiyotiklere kars1 gelistirdigi en yaygin diren¢ mekanizmalarindan biri,
antibiyotigi etkisiz hale getiren enzimler {iretmeleridir. Bu enzimler, antibiyotik
molekiillerini pargalayarak veya kimyasal yapisin1 degistirerek ilacin etkinligini azaltir.

Ornegin, beta-laktamazlar, beta-laktam halkasina sahip antibiyotikleri (penisilinler ve
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sefalosporinler gibi) pargalayarak etkisiz hale getirir (Bush ve Jacoby, 2010). Beta-
laktamaz enzimleri, genis spektrumlu ve genislemis spektrumlu beta-laktamazlar gibi
farkli tiplerde siniflandirilabilir ve bu enzimlerin yayilimi, 6zellikle Enterobacteriaceae

gibi bakteriler arasinda ciddi bir tedavi sorunu yaratir (Paterson ve Bonomo, 2005).

Aminoglikozid antibiyotiklerine kars1 direnc¢ ise, antibiyotiin yapisini degistiren
enzimlerin (fosfotransferazlar, adeniltransferazlar ve asetiltransferazlar gibi) iiretimi ile
saglanir. Bu enzimler, aminoglikozidlerin ribozomlara baglanmasini1 onleyerek protein

sentezini durdurma yeteneklerini ortadan kaldirir (Shaw vd., 1993).

2.1.3.2 Hiicre zarmin gecirgenliginin azaltilmasi

Bakteriyel hiicre zarinda meydana gelen degisiklikler, antibiyotiklerin hiicre icine
girisini engelleyebilir. Gram negatif bakterilerde bulunan dig membran, antibiyotiklerin
hiicre igine gecisini zorlastirir ve bu membran {izerindeki porin proteinlerinin degisimi,
ilacin hiicreye girmesini daha da kisitlar. Ornegin, Pseudomonas aeruginosa gibi
bakteriler, porin kanallarinin sayisini azaltarak veya yapisini degistirerek antibiyotiklere

kars1 direng kazanabilir (Nikaido, 2003).

Karbapenemlere karsi direng gelistiren bazi Enterobacteriaceae tiirleri, dis membran
porin proteinlerinin eksikligi veya azalmis ifadesi nedeniyle bu antibiyotiklere karsi
direng gosterebilir (Nordmann vd., 2012). Bu tiir mekanizmalar, antibiyotiklerin

hiicreye ulasmasini zorlastirarak ilaclarin etkinligini azaltir.

2.1.3.3 AKktif disar1 atim (efflux) pompalari

Baz1 bakteriler, antibiyotikleri hiicre disina atan aktif disar1 atim pompalari
gelistirebilirler. Bu pompalar, ilacin hiicre i¢indeki konsantrasyonunu azaltarak etkisini
ortadan kaldirir. Coklu ila¢ direnci (MDR) tasiyan bakterilerde yaygin olan bu
mekanizma, antibiyotiklerin yani sira diger antimikrobiyal ajanlara karsi da direng
saglar (Poole, 2005).
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Aktif disar1 atim pompalari, bakterilerde bulunan bircok farkli gen ailesi tarafindan
kodlanabilir. Ornegin, AcrAB-TolC sistemi gibi RND (rezistans-nodiilasyon-hiicre
boliinmesi) ailesine ait disar1 atim pompalari, gram negatif bakterilerde genis bir
antimikrobiyal ajan spektrumuna karsi direng¢ saglar (Nikaido, 2009). Bu pompalar,

antibiyotigi hiicre digina tagiyarak bakterinin hayatta kalmasini destekler.

2.1.3.4 Hedef bolgenin degismesi

Bakteriler, antibiyotiklerin etki ettigi molekiiler hedeflerde degisiklik yaparak direng
gelistirebilirler. Bu mekanizma, antibiyotigin hedefledigi bdlgenin yapisinin
degismesiyle ilacin baglanmasini engeller veya azaltir. Ornegin, metisiline direngli
Staphylococcus aureus (MRSA), penisilin baglayici proteinlerde (PBP'ler) mutasyonlar
yaparak beta-laktam antibiyotiklere karsi diren¢ kazanir. Bu mutasyonlar,
antibiyotiklerin baglanmasin1 zorlastirir ve ilacin etkisini ortadan kaldirir (Hiramatsu

vd., 2001).

Benzer sekilde, makrolid ve lincosamid antibiyotiklerine karsi direng, ribozomal
RNA'da meydana gelen metilasyonlar ile saglanabilir. Bu degisiklikler, antibiyotigin
ribozomun 50S alt birimine baglanmasini engelleyerek protein sentezini durdurma

yetenegini azaltir (Roberts, 2008).

2.2 Beta-laktam Antibiyotikler ve Beta-laktamazlar

Beta-laktam antibiyotikler, bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan ve kimyasal yapilarinda beta-laktam halkasi igeren ilaglardir. Penisilinler,
sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemler gibi c¢esitli siniflar1 vardir. Bu
antibiyotikler, bakterilerin hiicre duvari sentezini inhibe ederek etkili olurlar. Bakteriyel
hiicre duvarinin sentezi, 6zellikle gram pozitif ve gram negatif bakterilerin hayatta
kalmast icin kritik dneme sahiptir, bu nedenle beta-laktam antibiyotikler genis bir

antibakteriyel etki spektrumuna sahiptir (Kong vd., 2010).

13



Beta-laktam antibiyotiklerin yaygin kullanimi, zamanla bakterilerin bu ilaglara karsi
direng gelistirmesine yol agmustir. Bakteriler, beta-laktam antibiyotiklerin etkisini
ortadan kaldiran beta-laktamaz enzimlerini lireterek diren¢ kazanabilirler. Bu enzimler,
antibiyotigin kimyasal yapisinmi degistirerek onun hiicre duvari sentezini inhibe etme
yetenegini azaltir veya tamamen ortadan kaldirir (Bush ve Fisher, 2011). Beta-
laktamazlar, beta-laktam halkasini hidrolize ederek antibiyotigi etkisiz hale getirir ve bu

durum 6zellikle hastane kaynakli enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirir.

Son yillarda, beta-laktam antibiyotiklere karsi direng¢ gosteren bakterilerin sayisinda
onemli bir artis goriilmiistiir. Bu direng, 6zellikle genislemis spektrumlu beta-laktamaz
(GSBL) iireten bakterilerin yayginlasmasi ile daha da kritik hale gelmistir. Bu nedenle,
beta-laktam antibiyotiklerin etkinligini artirmak i¢in beta-laktamaz inhibitorleri ile

kombine edilen tedavi yaklasimlari gelistirilmistir (Drawz ve Bonomo, 2010).

2.2.1 Beta-laktam antibiyotiklerin tanimi ve etki mekanizmasi

Beta-laktam antibiyotikler, bakteriyel hiicre duvarinin temel bilesenlerinden biri olan
peptidoglikan sentezini inhibe ederek etki gosterir. Bu ilaclar, penisilin baglayici
proteinler (PBP'ler) olarak bilinen enzimlere baglanarak hiicre duvar1 sentezini
durdurur. PBP'ler, peptidoglikan zincirlerinin ¢apraz baglanmasindan sorumlu
enzimlerdir ve bu enzimlerin inhibisyonu, hiicre duvarinin zayiflamasina ve bakterinin
lizis olmasina yol acar (Tomasz, 2004). Beta-laktam antibiyotiklerin genis kullanim
alani, gram pozitif ve gram negatif bakterilere kars1 etkili olmalarindan
kaynaklanmaktadir. Ancak, bazi bakteriler beta-laktamaz enzimleri iireterek bu

antibiyotiklere kars1 direng gelistirebilir.

2.2.2 Beta-laktamaz enzimlerinin siiflandirilmasi

Beta-laktamazlar, bakterilerin beta-laktam antibiyotiklere karsi gelistirdigi en yaygin
direng¢ mekanizmalarindan biridir. Bu enzimler, antibiyotigin beta-laktam halkasin

hidrolize ederek antibakteriyel etkisini ortadan kaldirir (Bush ve Jacoby, 2010). Beta-
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laktamaz enzimleri, molekiiler yapilar1 ve substrat 6zgiilliiklerine gore siniflandirilir ve

dort temel sinifa ayrilir: A, B, C ve D (Ambler siniflandirmasi) (Sekil 2.3).

Beta laktamazlarin siniflandirilmasi

Ambler siniflandirmasi Ozellikler Enzim ornekleri Ornek bakteriler
Sefalosporinazlar TEM
sSinif A GSBLler Staphylococcus aureus
serin B-laktamaz KPC harig genellikle SHV
( B ) klavulanik aside Klebsiella pneumoniae
duyarhidir GSBL, KPC
Karbapenemazlar
Ginko metal iyonu igerirler MBL .
(metallo—ﬁ—lakﬁ:m;zB Klavulanik asit tarafindan Pseudomonas aeruginosa
' inhibe edilmez
MBL) aztreonam tarafindan NDM, IMP, VIM Stenotrophomonas maltophilia
inhibe edilir
Klavulanik aside ampC . .
Sinif C direnclidir, ancak Escherichia coli
(serin p-laktamaz) sefoksitin ve seftazidim CcMY )
gibi sefamisinlere Pseudomonas aeruginosa
duyarhdir FOX
Bu B-laktamazlar,
Sinif D kloksasilin ve ) .
(serin B-laktamaz) oksasilin hidrolize OXA Acinetobacter baumannii
edici aktivite
gosterir

Sekil 2.3 Beta-laktamaz enzimlerinin siniflandirilmasi

2.2.2.1 A, B, C ve D sinif1 beta-laktamazlar

e A smifi beta-laktamazlar: spektrumlu

Genellikle penisilin ve genis
sefalosporinler gibi antibiyotiklere karsi etkilidir. Bu smifa ait en yaygin
enzimlerden biri, TEM ve SHYV tipi beta-laktamazlardir. Genislemis spektrumlu

beta-laktamaz tipleri de bu sinifa dahildir.

e B smifi beta-laktamazlar: Metallo-beta-laktamaz (MBL) olarak bilinen bu
enzimler, ¢inko iyonlarmma bagimlhidir ve karbapenemler dahil olmak iizere

bircok beta-laktam antibiyotigi hidrolize edebilir.
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e C smifi beta-laktamazlar: AmpC tipi enzimlerdir ve 6zellikle genis spektrumlu
sefalosporinlere karsi etkilidir. Bu enzimler genellikle kromozomal olarak

kodlanir ve baz1 gram negatif bakterilerde yaygindir.

e D simfi beta-laktamazlar: OXA tipi enzimler olarak bilinir ve oksasilin gibi
beta-laktam antibiyotiklere kars1 diren¢ saglar. Ozellikle Acinetobacter
tirlerinde sikg¢a bulunur (Poirel vd., 2010).

2.2.2.2 Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar

Genislemis spektrumlu  beta-laktamazlar, T{c¢iincii kusak sefalosporinler ve
monobaktamlar gibi genis spektrumlu beta-laktam antibiyotiklere kars1 direng saglayan
enzimlerdir. Bu enzimler, genellikle plazmidler araciligiyla taginir ve hizla yayilabilir.
GSBL iireten bakterilerin  yayginhigi, oOzellikle hastanelerde nozokomiyal
enfeksiyonlarin kontroliinlii zorlastirir ve tedavi seceneklerini sinirlar (Paterson ve
Bonomo, 2005). Bu direncli bakteriler, genellikle alternatif tedavi gerektiren daha giiclii

antibiyotiklerle tedavi edilmek zorundadir.

2.2.3 Beta-laktam/beta-laktamaz inhibitor kombinasyonlari

Beta-laktam/beta-laktamaz inhibitér kombinasyonlari, beta-laktam antibiyotiklerin
etkinligini artirmak icin kullanilan bir tedavi stratejisidir. Bu kombinasyonlar, beta-
laktam antibiyotiklerin yani1 sira, beta-laktamaz enzimlerini inhibe eden bir madde
igerir. Klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam gibi inhibitorler, beta-laktamazin aktif
bolgesine baglanarak antibiyotigin hidrolize edilmesini 6nler ve bdylece antibiyotigin
etkinligini geri kazandirir (Drawz ve Bonomo, 2010). Bu kombinasyonlar, 6zellikle
GSBL iireten bakterilere karsi tedavi segeneklerinin genisletilmesinde onemli bir rol

oynar.

16



2.3 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae, Enterobacteriaceae familyasina ait gram negatif comak seklinde
bir bakteridir. Bu patojen, Ozellikle bagisiklik sistemi zayif olan kisilerde ciddi
enfeksiyonlara neden olabilen firsatgr bir mikroorganizmadir. Dogal olarak insan
bagirsak florasinda ve g¢evresel alanlarda (toprak, su gibi) bulunabilir. Ancak, hastane
ortamlarinda yaygin olarak goriilen ve hastane kaynakli (nozokomiyal) enfeksiyonlarda

onemli bir etken olarak kabul edilir (Podschun ve Ullmann, 1998).

K. pneumoniae, kapsiilii sayesinde fagositoza karsi direng gosterir ve bu da onun
patojenik potansiyelini artirir. Kapsiil, bakterinin konake¢1 bagisiklik sistemi tarafindan
taninmasin1 zorlastirir ve bu nedenle enfeksiyonlar genellikle daha siddetli seyreder.
Ayrica, ¢esitli virlilans faktorleri iiretir ve bu faktorler bakterinin konake¢1r dokulara

tutunma ve invazyon yetenegini artirir (Bagley, 1985).

Son yillarda, K. pneumoniae'nin antibiyotiklere karsi direncinin yayginlagmasi, 6zellikle
genislemis spektrumlu beta-laktamaz tireten suslarinin yayginlagsmasi ile birlikte, klinik
acidan ciddi bir sorun haline gelmistir. Bu diren¢ mekanizmalari, bakterinin bir¢ok
yaygin antibiyotige karsi direncli olmasina neden olarak tedavi segeneklerini

siirlamakta ve hastalik yiikiinii artirmaktadir (Nordmann vd., 2012).

2.3.1 Bakteriyel ozellikleri ve tamim

K. pneumoniae, gram negatif ve fakiiltatif anaerobik bir bakteri olup hareket yetenegi
olmayan bir yapiya sahiptir. Kapsiil yapisi, bakteriye belirgin bir mukoid goriiniim
kazandirir ve c¢evresel faktorlere karsi direng saglar. K. pneumoniae'nin kapsiili,
polisakkaritlerden olusur ve bu yapi, bakterinin konak¢i bagisiklik sistemi tarafindan
taninmasini zorlastirarak enfeksiyonun siddetini artirir (Podschun ve Ullmann, 1998).
Bakteri, genellikle glikoz ve laktoz gibi karbon kaynaklarini fermente eder, bu da

laboratuvar tanisinda kullanilan bir ayirt edici 6zellik olarak 6nemlidir.
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Laboratuvar tanisinda K. pneumoniae'nin irettigi tipik mukoid koloniler ve
biyokimyasal testlerle belirlenen laktoz fermentasyonu, bu bakteriyi tanimada yardimci

olur. Kapsiillii suslar, 6zellikle virulans faktorleri agisindan zengin olup klinik agidan

daha tehlikeli kabul edilir (Bagley, 1985).

2.3.2 Enfeksiyonlarda rolii ve klinik 6nemi

K. pneumoniae solunum yolu, idrar yolu ve yara enfeksiyonlart gibi g¢esitli
enfeksiyonlara neden olabilir. Bu bakteri, o6zellikle yogun bakim {initelerinde ve
bagisiklik sistemi zayif olan hastalarda nozokomiyal enfeksiyonlarin onemli bir
nedenidir (Nordmann vd., 2012). K. pneumoniae'nin neden oldugu enfeksiyonlar
genellikle daha ciddi seyreder ve tedavi edilmesi zor olabilir. Toplum kokenli
pnomonilerde de etkili olabilen bu bakteri, siklikla karaciger apseleri ve septisemiler ile

iliskilendirilir (Keynan ve Rubinstein, 2007).

Hastane ortamlarinda K. pneumoniae'min neden oldugu enfeksiyonlar arasinda
ventilatorle iligkili pnémoni, idrar yolu enfeksiyonlari, bakteriyemi ve cerrahi alan
enfeksiyonlar1 yaygindir. Bu enfeksiyonlar, o6zellikle invaziv tibbi cihazlarin
kullanildig1 hastalarda daha sik goriiliir ve yliksek mortalite oranlara sahip olabilir

(Bengoechea ve Sa Pessoa, 2019).

2.3.3 Antibiyotik direnci ve yaygin GSBL iiretimi

K. pneumoniae, son yillarda yaygin antibiyotik direnci ile dikkat ¢ekmektedir. Bu
direng, ozellikle genislemis spektrumlu beta-laktamaz iireten suglarin yayginlagmasi ile
daha da belirgin hale gelmistir. GSBL iireten K. pneumoniae suslari, tiglincii kusak
sefalosporinler ve aztreonam gibi antibiyotiklere karsi direncglidir ve bu durum tedavi
seceneklerini 6nemli Olglide siirlamaktadir (Paterson ve Bonomo, 2005). GSBL
tiretimi, genellikle plazmidler lizerinde kodlanir ve bu direng genleri bakteriler arasinda

hizla yayilabilir bu da direncin kontrol altina alinmasini zorlastirir.
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Ayrica K. pneumoniae karbapenemaz (KPC) ve metallo-beta-laktamaz (MBL) gibi
enzimler Ureterek karbapenemlere karsi da diren¢ kazanabilir. Bu direng, tedaviye
yonelik son segenek antibiyotiklerin de etkisiz hale gelmesine neden olarak
enfeksiyonlarin yonetimini daha karmasik bir hale getirir (Nordmann vd., 2012).
Direngli K. pneumoniae enfeksiyonlari, hastane kaynakli salginlar ve yiliksek mortalite
oranlart ile iliskilendirilir ve bu nedenle halk sagligi acisindan Snemli bir tehdit

olusturur.

24 SHV, CTX-M ve TEM Enzimleri

SHV, CTX-M ve TEM enzimleri, genislemis spektrumlu beta-laktamazlar arasinda yer
alan ve beta-laktam antibiyotiklere karsi direng gelistiren onemli enzimlerdir. Bu
enzimler, beta-laktam halkasina sahip antibiyotiklerin yapisin1 hidrolize ederek
antibakteriyel etkisini ortadan kaldirir. Ozellikle hastane kaynakli (nozokomiyal)
enfeksiyonlarin yaygin oldugu ortamlarda bu enzimler, bakterilerin diren¢ kazanma
yetenekleri nedeniyle 6nemli bir klinik sorun haline gelmistir (Paterson ve Bonomo,

2005).

SHV, CTX-M ve TEM enzimleri genellikle plazmidler {izerinde kodlanir ve bu nedenle
bakteriler arasinda yatay gen transferi yoluyla hizla yayilabilir. Bu durum, antibiyotik
direncinin hizla yayilmasina ve tedavi seceneklerinin sinirlanmasina yol acar.
Enzimlerin genetik c¢esitliligi ve molekiiler 6zellikleri, farkli bakteriyel suslar arasinda
degisiklik gosterebilir ve bu da direng mekanizmalarinin karmasikligini artirir (Bush ve

Jacoby, 2010).

Bu enzimler arasinda CTX-M tipi beta-laktamazlar, Gzellikle son yillarda diinya
genelinde en yaygin GSBL tiirlerinden biri haline gelmistir. SHV ve TEM enzimleri ise
daha eski ve yaygin olarak bilinen GSBL'lerdir. Her ii¢ enzim tipi de gram negatif
bakterilerde, ozellikle K. pneumoniae ve E. coli gibi 6nemli patojenlerde direng
olusturur ve bu bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde zorluklara yol

acar (Livermore, 2008).
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2.4.1 Enzimlerin genetik ve biyokimyasal ézellikleri

SHV, CTX-M ve TEM enzimleri, genislemis spektrumlu beta-laktamazlar olarak
bilinen bir grup enzim iginde yer alir ve beta-laktam antibiyotiklerin beta-laktam
halkasini hidrolize ederek bu ilaglara karsi diren¢ saglar. Bu enzimler, genellikle
bakterilerde plazmidler iizerinde kodlanir, bu da onlarin yatay gen transferi yoluyla

diger bakterilere yayilmasini kolaylastirir (Bush ve Jacoby, 2010).

e SHV enzimleri: Baslangigta sulbaktam, klavulanik asit gibi beta-laktamaz
inhibitorleri ile etkisiz hale getirilebilen SHV enzimleri, zamanla inhibitorlere

kars1 direng kazanmis varyantlari ile yaygin hale gelmistir.

e CTX-M enzimleri: Aminoasit dizilimlerinde belirgin farkliliklar gosterirler ve
genellikle enterik bakterilerde bulunur. CTX-M enzimleri, tglincli nesil
sefalosporinlere kars1 ozellikle etkili diren¢ mekanizmalart sunar (Bonnet,

2004).

e TEM enzimleri: Ik olarak E. coli'de tanimlanan bu enzimler, beta-laktam
antibiyotiklere kars1 direng saglayan en yaygin enzimlerden biridir ve zaman

icinde birgok farkli varyant gelistirmistir.

2.4.2 Enzimlerin antibiyotik direncindeki rolleri

Bakterilerin beta-laktam antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmasinda SHV, CTX-M ve
TEM enzimleri 6nemli bir rol oynar. Bu enzimler, beta-laktam antibiyotiklerin beta-
laktam halkasin1 hidrolize ederek antibakteriyel etkisini ortadan kaldirir, bdylece
bakterilerin bu ilaglara maruz kaldiginda hayatta kalmalarmi saglar (Paterson ve

Bonomo, 2005).

CTX-M enzimleri, 6zellikle ti¢iincii kusak sefalosporinlere karsi yiiksek direng saglama

kapasiteleri nedeniyle dikkat ceker. SHV ve TEM enzimleri ise daha yaygin ve eski
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GSBL tiirleridir; ancak bu enzimlerin genis spektrumlu beta-laktam antibiyotiklere karsi
diren¢ saglayan mutant varyantlart da bulunmaktadir (Livermore, 2008). Bu direng
mekanizmalari, genellikle klavulanik asit gibi beta-laktamaz inhibitorlerine de direng

gosterir, bu da tedavi segeneklerini daha da sinirlar.

243 SHV, CTX-M ve TEM enzimlerinin kiiresel dagilimi ve klinik 6nemi

SHV, CTX-M ve TEM enzimleri, diinya genelinde genis bir cografi yayilima sahiptir ve
Ozellikle hastane kaynakli enfeksiyonlarda yaygin olarak goriilmektedir. CTX-M tipi
beta-laktamazlar, son yillarda diinya genelinde en yaygin GSBL tiirlerinden biri haline
gelmis ve Ozellikle Avrupa, Asya ve Amerika'da salginlara yol agmistir (Bonnet, 2004).
SHV ve TEM enzimleri de diinya genelinde yaygin olmakla birlikte, 6zellikle K.

pneumoniae ve E. coli gibi gram negatif bakterilerde klinik 6neme sahiptir.

SHV ve TEM enzimlerinin farkli varyantlari, diinyanin gesitli bolgelerinde farkl
prevalans oranlarima sahiptir. Ornegin, TEM-1 ve SHV-1 gibi enzimler baslangicta daha
yayginken, gliniimiizde bu enzimlerin GSBL tiirleri yayginlasmistir (Bush ve Jacoby,
2010). SHV, CTX-M ve TEM enzimlerinin kiiresel yayilimi, antibiyotik direncinin

kontroliinii zorlagtiran 6nemli bir halk saglig1 sorunu olarak kabul edilmektedir.

2.5 In Silico Yaklasimlar

In silico yaklasimlar, bilgisayar destekli yontemler kullanarak biyolojik siire¢lerin
simiilasyonlarini ve analizlerini yapmay1 amaglar. Bu yaklagimlar, 6zellikle ilag kesfi ve
gelistirme siireclerinde giderek daha fazla 6nem kazanmis ve deneysel yontemlere ek
olarak kullanilan temel araglardan biri haline gelmistir. In silico yontemler, biyolojik
sistemlerin ve molekiiler yapilarin simiilasyonlar1 sayesinde hem zamandan hem de
maliyetten tasarruf saglayarak arastirmacilara kapsamli veriler sunar (Kitchen vd.,

2004).
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Bu yontemler, ila¢ hedeflerinin belirlenmesi, molekiiler etkilesimlerin analiz edilmesi
ve potansiyel ila¢ adaylarmin taranmasi gibi birgok farkli alanda kullanilabilir.
Molekiiler yerlestirme (molecular docking), molekiiler dinamik simiilasyonlar1 ve sanal
tarama gibi in silico teknikler, ila¢ gelistirme siireclerinin hizlandirilmasina katkida
bulunur ve biyomolekiiler etkilesimlerin daha iyi anlagilmasini saglar (Ferreira vd.,
2015). Ozellikle biiyiik veri tabanlarinda potansiyel ila¢ adaylarinin taranmasi ve uygun

adaylarin oncelikli olarak secilmesi, in silico yontemlerin avantajlarini ortaya koyar.

Son yillarda, in silico yaklasimlar, antibiyotik direnci ile miicadelede de yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu yontemler, direngli bakterilerin enzimlerine karsi etkili yeni ilag
adaylarmin kesfinde onemli rol oynar. Bu tiir yaklasimlar, o6zellikle antibiyotik
direnciyle basa ¢ikmak i¢in yeni beta-laktamaz inhibitorlerinin gelistirilmesinde kritik

oneme sahiptir (Schaduangrat vd., 2020).

2.5.1 Insilico yaklasimlarin temelleri ve 6nemi

In silico yaklasimlar, bilgisayar ve bilgi teknolojileri kullanarak biyolojik ve kimyasal
stireglerin simiilasyonlarini yapma esasina dayanir. Bu yontemler, deneysel siireclerin
maliyet ve zaman ac¢isindan simirlandirildigi durumlarda alternatif bir ¢6ziim sunar.
Bilgisayar destekli simiilasyonlar, biyolojik sistemlerin ve ilag etkilesimlerinin daha iyi
anlasilmasini saglar ve bu sayede deneysel c¢alismalarin daha etkili bir sekilde

planlanmasina olanak tanir (Kitchen vd., 2004).

[lag gelistirme siirelerinde in silico ydntemler, potansiyel ilag adaylarinin
belirlenmesinde ve optimizasyonunda &nemli rol oynar. Ozellikle sanal tarama
teknikleri, biiylik veri tabanlarindaki kimyasal bilesiklerin taranmasini ve belirli
biyolojik hedeflerle etkilesime girme olasilig1r yiiksek olan molekiillerin secilmesini
saglar. Bu yaklasimlar, molekiiler dinamik simiilasyonlar1 ve molekiiler yerlestirme
yontemleriyle birlikte, ilag gelistirme siirecinin hizlandirilmasina ve daha maliyet etkin

hale getirilmesine yardime1 olur (Ferreira vd., 2015).
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2.5.2 Molekiiler yerlestirme (molecular docking)

Molekiiler yerlestirme, kiiclik molekiillerin (6rnegin ilag adaylarinin) hedef proteinlerin
aktif bolgelerine nasil baglandigini tahmin etmeye ¢aligan bir in silico yontemdir. Bu
teknik, biyolojik etkilesimlerin molekiiler diizeyde anlagilmasina olanak tanir ve ilag
adaylarinin etkinliklerinin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilir (Meng vd.,
2011). Molekiiler yerlestirme, ilag kesfi siirecinde dnemli bir ara¢ haline gelmistir ve
ozellikle hedef proteinlerin yapisal bilgisine dayali olarak potansiyel ila¢ adaylarinin

etkinliginin hizl bir sekilde taranmasini saglar.

2.5.2.1 Molekiiler yerlestirmenin prensipleri ve uygulama alanlari

Molekiiler yerlestirme, genellikle iki ana asamadan olusur: ligand ve protein arasindaki
baglanma bolgesinin belirlenmesi ve ligandin bu bolgeye nasil yerlestiginin tahmin
edilmesi. Bu siire¢, kimyasal baglanma enerjileri ve molekiiler sekil uyumu gibi gesitli
faktorler dikkate alinarak gerceklestirilir. Molekiiler yerlestirme, enzim inhibitdrlerinin
tasarimindan protein-protein etkilesimlerinin analizine kadar genis bir uygulama alanina

sahiptir (Meng vd., 2011).

2.5.2.2 Molekiiler dinamik simiilasyonlari

Molekiiler dinamik simiilasyonlari, biyomolekiiler sistemlerin zaman ic¢inde nasil
davrandigini simiile eden in silico bir tekniktir. Bu simiilasyonlar, proteinlerin yapisal
dinamiklerini anlamak, ligandlarin baglanma yerlerini incelemek ve ilag adaylarinin
etkinliklerini degerlendirmek i¢in kullamilir (Karplus ve Kuriyan, 2005). Molekiiler
yerlestirme c¢aligmalar1 sonrasinda yapilan dinamik simiilasyonlar, yerlestirmenin

dogrulugunu ve sistemin kararliligint degerlendirmek i¢in 6nemlidir.
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2.5.3 Insilico yontemlerle ilac kesfi

In silico yontemler, ilag kesfi siirecinde potansiyel ilag adaylarinin belirlenmesi ve
mevcut ilaglarin optimize edilmesi i¢in yaygin olarak kullanilir. Sanal tarama teknikleri,
biliyiik kimyasal bilesik veri tabanlarindan belirli biyolojik hedeflerle etkilesime
girebilecek molekiillerin sec¢ilmesini saglar. Bu yontemler, arastirmacilarin laboratuvar
calismalarinda daha etkili ve verimli bir sekilde ilerlemelerine olanak tanir

(Schaduangrat vd., 2020).

2.5.3.1 ZINC veri taban1 ve kullanim alanlar1

ZINC veri tabani, sanal tarama ve molekiiler yerlestirme calismalar1 i¢in genis bir
kimyasal bilesik koleksiyonu sunan {icretsiz ¢evrimi¢i bir kaynaktir. Bu veri tabani,
potansiyel ila¢ adaylarmin taranmasi ve kimyasal bilesiklerin biyolojik hedeflerle
etkilesimlerinin degerlendirilmesi i¢in siklikla kullanilir (Irwin vd., 2020). ZINC, ¢esitli
kimyasal bilesiklerin yapisal bilgilerini iceren genis bir veri tabani sunarak,

arastirmacilarin in silico yontemlerle ila¢ kesfi calismalarini destekler.

2.6 Yeni ilac Gelistirme ve Beta-laktamaz inhibitorleri

Beta-laktam antibiyotikler, bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde oOnemli bir rol
oynamaktadir; ancak, beta-laktamaz {ireten bakteriler bu ilaglara kars1 direng
gelistirmistir. Bu nedenle, beta-laktam antibiyotiklerin etkinligini artirmak ve direngli
enfeksiyonlarla basa c¢ikmak i¢in beta-laktamaz inhibitorleri gelistirilmistir. Bu
inhibitorler, beta-laktamaz enzimlerine baglanarak onlarin beta-laktam antibiyotiklerin
yapisin1 parcalama yeteneklerini engeller ve bdylece antibiyotiklerin etkinligini geri

kazandirir (Drawz ve Bonomo, 2010).
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Geleneksel beta-laktamaz inhibitorleri arasinda klavulanik asit, sulbaktam ve
tazobaktam yer almaktadir. Bu inhibitdrler, genellikle beta-laktam antibiyotiklerle
kombine edilerek kullanilir ve 6zellikle SHV, TEM ve bazi CTX-M tiirleri gibi yaygin
beta-laktamazlara karsi etkilidir. Ancak, yeni diren¢ mekanizmalarinin ortaya
cikmasiyla birlikte, bu klasik inhibitorlerin etkinligi bazi genis spektrumlu beta-
laktamazlar ve karbapenemazlar gibi daha direnc¢li enzimlere karsi sinirli kalmaktadir

(Livermore ve Brown, 2001).

Son yillarda, yeni beta-laktamaz inhibitorleri gelistirilmeye baslanmis ve bu alanda
onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Relebaktam, avibaktam ve vaborbaktam gibi yeni
nesil inhibitorler, daha genis bir beta-laktamaz yelpazesine karsi etkili olup, 6zellikle
karbapenemaz iireten bakterilere kars1 6nemli bir tedavi secenegi sunmaktadir (Ehmann
vd., 2013). Bu gelismeler, antibiyotik direnci ile miicadelede yeni stratejilerin

gelistirilmesi i¢in umut verici adimlar olarak degerlendirilmektedir.

2.6.1 Beta-laktamaz inhibitorlerinin gelistirilmesi ve klinik kullamim

Beta-laktamaz inhibitorleri, beta-laktam antibiyotiklerin etkinligini artirmak igin
gelistirilmis molekiillerdir. Bu inhibitorler, beta-laktamaz enzimlerine baglanarak
antibiyotiklerin hidrolize edilmesini 6nler ve bdylece bakterilerin diren¢ kazanmasini
engeller. Ilk nesil beta-laktamaz inhibitorleri olan klavulanik asit, sulbaktam ve
tazobaktam, genis spektrumlu beta-laktamazlara karsi etkili olmakla birlikte, bazi

direngli enzimlere kars1 sinirhi etkiye sahiptir (Drawz ve Bonomo, 2010).

Yeni nesil beta-laktamaz inhibitorleri ise daha genis bir etki spektrumuna sahiptir ve
ozellikle karbapenemaz gibi daha direngli beta-laktamaz tiirlerine karsi etkili olabilir.
Ornegin, avibaktam, relebaktam ve vaborbaktam gibi yeni inhibitorler, klasik
inhibitorlerin yetersiz kaldig1 direncgli bakterilere karst umut verici tedavi secenekleri
sunar. Bu yeni inhibitorlerin klinik kullanimi, antibiyotik tedavilerinin basarisini
artirmakta ve direngli enfeksiyonlarin yonetiminde onemli bir ilerleme saglamaktadir

(Ehmann vd., 2013).
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2.6.2 SHV, CTX-M ve TEM enzimlerine karsi potansiyel inhibitorlerin kesfi

SHV, CTX-M ve TEM beta-laktamazlarina karsi yeni inhibitorlerin gelistirilmesi,
antibiyotik direnciyle miicadelede kritik bir dneme sahiptir. Bu enzimler, yaygin olarak
GSBL fireticisi bakterilerde bulunur ve genis spektrumlu beta-laktam antibiyotiklere
kars1 diren¢ saglar. Yeni inhibitorlerin kesfinde, molekiiler yerlestirme (molecular
docking) ve yapisal biyoloji gibi in silico yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir

(Fisher vd., 2017).

Yeni nesil beta-laktamaz inhibitorlerinin gelistirilmesi sirasinda, inhibitdrlerin enzim
aktif bolgeleri ile etkilesimini optimize etmek amaciyla c¢esitli kimyasal
modifikasyonlar yapilmaktadir. Ornegin, avibaktam, SHV ve TEM tiirlerine kars
etkinligini artirmak icin kimyasal yapisinda modifikasyonlar igermektedir. Bu tiir
calismalar, genis spektrumlu ve direngli beta-laktamazlara karst daha etkili

inhibitorlerin kesfedilmesini saglamaktadir (Fisher vd., 2017).

2.6.3 Gelecekteki tedavi stratejileri ve aragtirma yonleri

Gelecekteki tedavi stratejileri, yeni beta-laktamaz inhibitorlerinin gelistirilmesi ve
kombinasyon tedavilerinin optimize edilmesi {izerine odaklanacaktir. Beta-laktamaz
inhibitorlerinin  antibiyotiklerle kombinasyonu, direngli bakterilere kars1 tedavi
seceneklerini genisletirken, hastalarin tedavi siireglerinde daha etkili sonuclar elde
edilmesini saglar. Ayrica, karbapenemazlar gibi daha direngli enzimler i¢in 6zel olarak
tasarlanmis yeni inhibitorlerin gelistirilmesi de biiyiik 6nem tasimaktadir (Ehmann vd.,

2013).
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Arastirma yonleri, ayn1 zamanda in silico yontemlerin daha fazla entegrasyonunu ve
yeni kimyasal yapilarin tasarimini igermektedir. Yapisal biyoloji ve molekiiler dinamik
simiilasyonlar1 gibi ileri in silico teknikler, yeni inhibitorlerin etkinligini tahmin etmek
ve optimize etmek i¢in kullanilabilir. Ayrica, genetik miithendislik ve sentetik biyoloji
teknikleri, bakterilerin diren¢ mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasina ve bu
mekanizmalarin etkisiz hale getirilmesine yonelik yeni stratejilerin gelistirilmesine

olanak tanir (Fisher vd., 2017).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu c¢alismada, GSBL iireten K. pneumoniae bakterisinde antibiyotik direng
mekanizmalarini incelemek ve potansiyel inhibitor bilesikleri belirlemek amaciyla
cesitli hesaplamali analiz yontemleri kullanilmistir. Bu boliim; hedef proteinlerin kristal
yapilariin hazirlanmasi, sanal tarama ve fizikokimyasal karakterizasyon islemleri,
farmakokinetik analizler, molekiiler docking analizi ve molekiiller dinamik

simiilasyonlarin1 kapsamaktadir.

3.1 Hedef Proteinlerin Kristal Yapisinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan CTX-M (PDB ID: 4s2i), SHV (PDB ID: 4zam) ve TEM (PDB ID:
lhtz) proteinlerinin {i¢ boyutlu kristal yapilari, Protein Veri Bankasi’ndan (PDB)
indirilmistir (Berman ve ark., 2000). Bu protein yapilari, molekiiler docking
analizlerinde dogru ve stabil sonuglar elde edilebilmesi i¢in kapsamli bir sekilde

optimize edilmistir.

[lk olarak, indirilen kristal yapilarda kristalize olmus ligandlar, su molekiilleri ve diger
heteroatomlar yapilar igerisinden ¢ikarilmistir. Bu adimlar, 6zellikle proteinlerin aktif
bolgelerinde istenmeyen etkilesimlerin 6nlenmesi amaciyla gerceklestirilmistir. Boylece
hesaplamali analizlerde hedef proteinlerin biyolojik islevleri iizerinde istenmeyen yan

etkilerin ortaya ¢ikmasi engellenmis ve analizlerin dogrulugu artirilmagstir.

Kristal yapilar {lizerinde gergeklestirilen ikinci adimda, proteinlerin ii¢ boyutlu
yapilarina eksik hidrojen atomlar1 ve yiikler eklenerek yapisal biitiinliik saglanmistir.
Ayn1 zamanda eksik atom veya kalintilar tamamlanarak proteinlerin biitiinligi
saglanmistir. Bu islemler protein yapilarinin hesaplamali analizlerde dogal biyolojik
ortamlarina en yakin sekilde temsil edilmesi adina biiyiik 6nem tasimaktadir. Ek olarak,
proteinlerin stabil bir yap1 sergilemesi gergeklestirilecek olan molekiiler docking

islemlerinin dogrulugu agisindan kritik rol oynamaktadir.
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Protein yapilarin enerji agisindan optimize edilmesi amaciyla Chimera yazilimi
kullanilmistir (Pettersen ve ark., 2004). Bu yazilim araciligiyla, protein yapilarinda
bulunan protein dis1 kalintilar enerji minimizasyonu ve yapi optimizasyonuna tabi
tutulmustur. Bu islem, proteinlerin aktif bolgelerinde potansiyel enerji dengesizliklerini
gidermek amaciyla gergeklestirilmistir. Enerji minimizasyonu sayesinde protein yapilari
enerji acisindan daha stabil bir hale getirilmis ve bdylece molekiiler docking

caligmalarina uygun hale getirilmistir.

Son olarak, optimize edilen ve enerji agisindan dengelenmis hedef protein yapilari,
molekiiler docking analizlerinde kullanilmak tiizere hazirlik siirecinin tamamlanmasi
adina tekrar gbézden gecirilmistir. Bu adimlarin her biri, ¢alismanin sonuglarinin
biyolojik olarak giivenilir ve gegerli olmasimni saglamak amaciyla dikkatlice

uygulanmustir.

Bu hazirlik siireci sonunda elde edilen yapilarin dogrulugu, proteinlerin dogal
ortamlarindaki biyolojik islevleri yansitabilmesi agisindan yiiksek dnem arz etmekte ve

calismanin genel sonuclarinin bilimsel giivenilirligini saglamaktadir.

3.2 Sanal Tarama ve Fizikokimyasal Karakterizasyon

Calismamizda, GSBL iireten K. pneumoniae’de antibiyotik direngli enzimleri hedef
alabilecek potansiyel inhibitorlerin kesfi amaciyla sanal tarama (virtual screening)
yontemi uygulanmistir. CTX-M, TEM ve SHV proteinlerinin kristal yapilari, bu
proteinlerin aktif bolgeleriyle etkilesim saglayabilecek bilesiklerin belirlenmesi
amaciyla Zinc veritabaninda tarama yapmak i¢in kullanilmistir. Tanimoto-10 tabanli
benzerlik taramasi ile Avibactam gibi beta-laktamaz inhibitorleriyle yapisal benzerlige
sahip bilesikler tespit edilmistir. Bu islem, potansiyel inhibit6rlerin seciminde referans
bir inhibitoriin 6zelliklerini dikkate alarak daha etkin bilesiklerin belirlenmesini

saglamistir.

29



3.2.1 Molekiil kiitiiphanesi secimi ve hazirhgi

Sanal tarama siirecinde genis kapsamli bir molekiil kiitliphanesi olusturulmus ve hedef
proteinlerle giiclii etkilesim gosterebilecek bilesikler taranmistir. ZINC veritabanindan
elde edilen otuz bilesik, Tanimoto-10 benzerlik skoru kullanilarak Avibactam’a
benzeyen yapilar arasindan secilmistir. Bu bilesikler {i¢ boyutlu modellere
dontstiirilmiis, pH 7.4’¢ gore protonasyon durumlar1 ayarlanmis ve hesaplamali

analizlerde kullanilmaya hazir hale getirilmistir.

3.2.2 Fizikokimyasal 6zelliklerin analizi

Belirlenen otuz bilesigin fizikokimyasal 6zellikleri in siliko ortamda analiz edilmistir.
Bu analizde, ilag benzerligi (drug-likeness), lipofilite ve ¢oziiniirlik gibi 6zellikler
Lipinski’nin Besli Kurali, Ghose Kurali, Veber Kurali ve Egan Kurali’na gore
degerlendirilmistir. SwissADME yazilim1 kullanilarak yapilan bu analizlerde, molekiil
agirligl, logP degeri ve hidrojen bagi donér/alici sayisi gibi Ozellikler géz Oniinde
bulundurulmustur. Biyoyararlanimi yiiksek bilesikler ileri analizler i¢in uygun kabul

edilmistir.

3.2.3 Farmakokinetik ozelliklerin degerlendirilmesi

Belirlenen bilesiklerin farmakokinetik ozellikleri, gastrointestinal (GI) emilim
seviyeleri, kan-beyin bariyerini (BBB) asabilme potansiyelleri, P-glikoprotein (P-gp)
substrati olarak goérev yapabilme Ozellikleri, 6nemli sitokrom P450 enzimlerinden
CYP1A2 ve CYP2D6’y1 inhibe etme potansiyelleri ve cilt gecirgenlik katsayilar1 gibi
kriterlere gore degerlendirilmistir. Bu analizler, bilesiklerin farmasotik etkinliklerini ve
biyolojik sistemlerdeki davraniglarini daha iyi anlamak i¢in SwissADME yazilimi ile

yapilmistir. GI emilim seviyeleri yiiksek olan ve BBB’yi ge¢gme potansiyeline sahip
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bilesikler, ozellikle sinir sistemi ve sistemik enfeksiyonlarin tedavisi acisindan

potansiyel tasimaktadir.

3.2.4 ADMET analizleri

Secilen bilesiklerin biyoyararlanim, toksisite, karaciger metabolizmasi ve bdbrek
eliminasyonu gibi o6zellikleri, ADMET (Absorpsiyon, Dagilim, Metabolizma,
Eliminasyon ve Toksisite) analizleri ile degerlendirilmistir. ADMET analizlerinde
bilesiklerin P-gp substrathigt ve CYP450 enzimleri ile uyumlu metabolik profil
gostermesi gibi Ozellikler de g6z onlinde bulundurulmustur. Bu analizler sonucunda,
giivenilir farmakokinetik ve farmakodinamik ozelliklere sahip bilesikler molekiiler

docking analizine uygun olarak se¢ilmistir.

Bu sanal tarama ve fizikokimyasal karakterizasyon islemlerinin sonucunda, hedef
proteinlerin aktif bolgeleriyle yiiksek afiniteli etkilesim gosterebilecek, fizikokimyasal
ve farmakokinetik olarak uyumlu potansiyel inhibitorler belirlenmistir. Belirlenen bu
bilesikler, ileri analizlerde protein-ligand etkilesimlerinin dinamik yapisini daha detayli
incelemek amaciyla molekiiler docking analizine ve en iyi komplekslerin molekiiler

dinamik simiilasyonuna tabi tutulacaktir.

3.3 Molekiiler Docking Analizi

Bu boliimde, farmakokinetik analizden gecen aday bilesiklerin hedef proteinlerle
etkilesimlerini analiz etmek amaciyla molekiiler docking islemleri yapilmistir.
Molekiiler docking, bilesiklerin hedef proteinlerin aktif bolgeleriyle olasi baglanma
modlarmi ve afinitelerini degerlendirmek i¢in kullanilan hesaplamali bir yaklagimdir.
Bu calisma kapsaminda, docking islemleri ile bilesiklerin proteinlerle yiiksek afiniteli

baglanma kapasiteleri degerlendirilmistir.

3.3.1 Docking protokolii ve yazilim se¢cimi

31



Docking islemleri, AutoDock Vina yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir. AutoDock
Vina, ligand-protein etkilesimlerini hesaplayarak baglanma skorlar1 ve enerji degerleri
sunar. Bu calismada, hedef proteinlerin aktif bdlgelerine diisiik enerji ile baglanan
bilesiklerin sec¢imi, yiiksek afiniteli etkilesimlerin belirlenmesi agisindan kritik 6neme

sahiptir.

3.3.2 Baglanma modlarimn ve skorlarinin analizi

Her bir bilesik i¢in yapilan docking islemleri sonucunda, baglanma modlar1 ve enerji
skorlar1 analiz edilmistir. En diisiikk baglanma enerjisi degerine sahip bilesikler, hedef
proteinlerin aktif bolgeleri ile en giiclii etkilesimi gosteren molekiiller olarak
belirlenmistir. Bu bilesiklerin baglanma modlar1 analiz edilerek, protein aktif bolgesi ile
hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler ve iyonik baglar gibi anahtar etkilesimler

detaylandirilmistir.

Docking analizleri sonucunda, yiiksek afiniteli ve uygun baglanma modlarina sahip
bilesikler, protein-ligand komplekslerinin dinamik yapisinin daha ayrintili incelenmesi

icin molekiiler dinamik simiilasyonlarina alinmstir.

3.4 En lyi Protein-Ligand Komplekslerinin Molekiiler Dinamik Simiilasyonu

Molekiiler docking analizleri sonucunda yiiksek afiniteli olarak belirlenen protein-
ligand kompleksleri, dinamik davranislarinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in molekiiler
dinamik simiilasyonlarina tabi tutulmustur. Bu simiilasyonlar, komplekslerin biyolojik
ortamda sergileyebilecegi olasi konformasyonel degisiklikleri ve stabilitelerini

incelemek amaciyla yapilmaktadir.

3.4.1 Simiilasyon protokolii ve yazilim secimi

Molekiiler dinamik simiilasyonlari, GROMACS yazilimi kullanilarak yiiriitiilmustiir.

GROMACS, protein-ligand komplekslerinin su ortaminda simiilasyonlarini
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gerceklestirmek i¢in genis kapsamli araglar sunan bir simiilasyon yazilimidir. Bu
calismada, simiilasyon siiresi 100 ns olarak belirlenmis olup, protein ve ligandlarin uzun

stireli etkilesim dinamikleri degerlendirilmistir.

3.4.2 Komplekslerin stabilite ve konformasyonel analizi

Simiilasyon siirecinde, komplekslerin RMSD (kdk ortalama kare hatasi) ve RMSF (kok
ortalama kare sapmasi) degerleri analiz edilmistir. Bu degerler, komplekslerin
stabilitesini ve esnekliklerini belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Ayrica, hidrojen baglari,
hidrofobik etkilesimler ve iyonik baglarin siiresi ve sayisi analiz edilerek, komplekslerin
dinamik stabiliteleri degerlendirilmistir. Simiilasyonlar sonucunda, stabilite ve
baglanma siirekliligi agisindan uygun oOzellikler gosteren kompleksler, potansiyel

inhibitor adaylar1 olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Secilen Bilesiklerin Karakterizasyonu ve Analizi

Sanal tarama sonucunda belirlenen otuz bilesik, fizikokimyasal Ozellikleri, ilag
benzerligi (drug-likeness), lipofilite ve ¢oziiniirliik acisindan degerlendirilmistir. Bu
degerlendirmeler, bilesiklerin biyolojik sistemlerde potansiyel bir farmakolojik etki
gosterebilme kapasitesini belirlemeye yoneliktir. Fizikokimyasal analizler; molekiil
agirhigin (MW), lipofilite (logP), topolojik polar yiizey alan1 (TPSA), hidrojen bagi donér
(HBD) ve alic1 (HBA) sayilar1, donebilen bag sayisi (RB) ve tahmini su ¢oziiniirligii
(Log S) gibi parametreleri kapsamaktadir. Elde edilen veriler Cizelge 4.1°de

sunulmaktadir.

Bilesiklerin farmakokinetik uygunluklarini degerlendirmek igin Lipinski’nin Besli
Kurali, Ghose Kurali, Veber Kurali ve Egan Kurali’na goére analiz yapilmistir. Bu
kurallar, bilesiklerin biyoyararlanim agisindan uygunluklarini ve farmakokinetik olarak
etkinlik potansiyellerini degerlendirmede 6nemli bir dl¢iit saglamaktadir. Ayrica, logP
degerleri, bilesiklerin yeterli lipofilite seviyesine sahip oldugunu ve hiicre zarindan
gecis kabiliyetinin yiiksek olabilecegini gostermektedir. Cizelge 4.1°de yer alan analiz
sonuglarma gore, bilesiklerin cogunlugunun ila¢ benzerligi kurallarina uygun oldugu

tespit edilmistir.

Coziintirliik agisindan yapilan degerlendirmelerde, bilesiklerin ¢ogunun ¢ok ¢dzilinebilir
ve yiiksek ¢oziinebilirlik siniflarinda yer aldig: tespit edilmistir. Bu durum, bilesiklerin
biyoyararlanimini destekleyici bir 6zellik olup, farmasoétik formiilasyon agisindan
onemlidir. Log S degerlerine gore belirlenen ¢oziiniirliik siniflari, bilesiklerin su i¢inde
¢Oziinilirliik profillerini yansitmaktadir ve ilag gelistirme silirecinde degerlendirilmeleri
gereken bir diger onemli faktordiir. Elde edilen karakterizasyon verileri, secilen
bilesiklerin biyolojik sistemlerde etkinlik gdsterebilecek potansiyele sahip oldugunu
gostermektedir. Bilesiklerin fizikokimyasal profilleri, farmakokinetik analizler ve daha

ileri molekiiler docking calismalarinda kullanilmak iizere yeterli nitelikte olup, bu
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analizlerin secilen bilesiklerin potansiyel inhibitér olarak degerlendirilebilmesi igin

giiclii adaylar olusturdugunu ortaya koymaktadir.
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Cizelge 4.1 Bilesiklerin Fizikokimyasal Ozellikleri, Ilag¢ Benzerligi, Lipofilite ve

Coziiniirlik Durumlari
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| 0)(=0)0
) COS(=0)(=0)ON
ZINC00204853| - - | 1C(=0)N2C[C@ | C8H13 ] ) very
6 2228 |« % |HjLcc[c@Hic( N3oes |279-27| 112 127621 116 ) 4 1049 g e
N)=0
~ . INCCO)IC@oH
ZINC00011685| [ ), ! ICC[C@@H]2CN| C7H11 ] ) very
7 4714 e OIS (O) | N3oss (24924 114 (12039 2 | 5 | 2 042/ Pl
° =0)0
. . NCEFO)C@eH]
ZINC00156040 “,-{ ) “ "liCC[C@@H]2CC| C8H11 ] very
8 2705 P L oN20s (= | N2ogs [26325 003 (11831 2 | 6 | 3 057
0)(=0)0
“an NC(=0)[C@@H]
ZINC00021759 N JICC[C@@H]2CN C7H13 ] highly
9 312" ION20S(20)(c0) N30ss 5126 137 (12185 2 | 7 |3 |09
" 0
77 |CS(=0)(=0)CNC(
10 zmcggggmos w7 lz0)NICCCC[C@ ﬁggég 264.30| 034 [112.16) 2 | 5 | 5 |-0.83 S(;/I?Jrgle
. A HpicE=0)0
~ NC(=0)[C@H]1C .
ZINC00030950 | /-« .. C7H13 highly
11 o129 | "¢ |CIC@HIZCNICN| Goridip61.26) 137 112185 2 | 7 | 3 |0.97 | (b

| 205(=0)(=0)0
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CC1=C[C@@H]2

ZINC00022088 . . ' |CN(C(=0)N20S(| C8H11 ] ol very
N H]J1C(N)=0
CC1=C[C@H]2C
ZINC00020530 . . 7 |N(C(=0)N20S(=| C8H11 very
13" e | ) 0)0)0ce@H Naoss 27725 104 (13862 0.08 e
N J1C(N)=0
CC1=C[C@H]2C
ZINC00022091| ' 7 |N(C(=0)N20S(= | C8H11 _ oL very
NN C(N)=0
“7 CCI=C[C@@HI(
ZINC00010324| i« - |C(N)=0)N2C[C@| C8H11 _ oL very
15 7N ,_/F(_\% o NLOS o N0gs 27725 -Lo4 (13862 0.08 v
~0)0)C2=0
“n NC(=0)[C@@H]
ZINC00030950| (- {1CC[C@H]2CN1| C7H13 _ highly
16 7N | NS (ON-0) | NaOsa 25128 137 [121.55 0.97| Y
" 0
S e [NOICoEH
ZINC00009820|-{ =" _[1CC[C@@H](NO| CTH13 _ highly
V1 o7 |7 Y . |s(=0)(=0)0)CN1|N306s [26726| 151 |147.41 195 soluble
: C=0
" |cs(=0)(=0)cC(
1 [FINCIIS2 T~~~ lg)nicceccce %1205'4? 262.33| -0.01 [105.92 0.08 Y
© U~ @HJIC(N)=0
1 |CS(=0)(=0)CCC(
19 [FINCIIL4T32 »\\/f ~0)N1CCCC[C@ %1205'4? 262.33| -0.01 [105.92 0.08 Y
© 0 L] Hieev=o
<~ 7\ |NC=o)c1=CaC]
20 [FINCI90040) é) < |cicennosEo| SN 26123 152 135,38 030 Ve
! )(=0)0)C2=0
. [ 1|CS(=0)(=0)CNC( .
21 zmcggjgmoe‘) - s~ |=0)NICCNC[C@ ﬁigig 264.30 -2.22 129.98 0.52 S*:)'f’uhb'?g
|| @HICM)=0
7w |CS(=0)(=0)CNC( .
22 Z'Ncggj$2406 e f ~0)NICCNC[C@ ﬁigig 264,30 -2.22 [129.98 0.52 sr:)llguhbll):e
| THpcy=0
) |CS(=0)(=0)CNC(
23 ZINC201082§2404 " |=0)NICCCCIC@ ﬁigég 262.33| 0.19 [124.73 -0.47 sg’lirgle
© U .| @HICEN)N
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7 esEoy=o)eNe
24 ZINC§f§£2408 .~ |=0)N1CCCCIC@ ,\%95'31872279.38 054 132.97 2 | 3 | 5 |-0.90 Sc‘)’lirg’le
) © .| @HJIC(N)=S
\ 1 |CS(=0)(=0)CNC(
25 Z'NC3582$2404 o [Foniceccice ﬁ,‘igéﬁ 26233 019 (12473 3 | 4 | 5 047
Cal HJICEN)N
7 |cs(=0)=0)CNC(
26 zmcgfzzgmos 7 |Foniceccice 5395'31872279.38 054 113297 2 | 3 | 5 0.90| WY
A | HIICN)=S
"7 [CS(=0)(=0)CNC(
27 zmcggozfmog ~_m - lzo)N1CCCC[C@ ﬁggég 26430 034 11216 2 | 5 |5 |-0.83 Vo
© L | @HJIc=0)0
—_|Nciceennice
ZINC00020496| . { ), * “|[C@@H]2CN1C(|CTHIN ] | very
28 |7INCD2 e OO oY | a0ss 24723 047 11932 1 | 6 | 2 062 (F
o O)O
. |CCEOIC@E@H]
29 Z|Ncgg§fz4o7 = “|1CCCCNIC(=0) %120(')*4188 262.33| 084 |91.93| 1 | 4 |5 |-092 Sc‘)’lirg’le
7 v Nese)=0)=0
—__|ccEO)C@HIIC
30 zmcggggmm ' |CCONIC(=O)NC %120(;_'4188262.33 084 |9193| 1 | 4 |5 092 W
A | s(0)(=0)=0
T [NCEOC@@H]
Z'NCOOOSO%OZB “ (5~ “LCCIC@@H]2CN CTHI1 very
) W . 265.24| -1.121 |1386| 2 | 6 |3 |-0.13
(Avibactam) 1C(=0)N20S(=0)| N306S soluble
: (=0)0

SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry System): Basitlestirilmis Molekiiler
Girdi Satir Girisi Sistemi; MF: Molekiil formiilii; MW: Molekiil agirligi (g/mol); logP:
Atomistik yontemle 6lgiilen lipofilite; A% Topolojik polar yiizey alam (TPSA); HBD:
Hidrojen bagi dondr sayisi; HBA: Hidrojen bagi alici sayisi; RB: Donebilen bag sayisi;
Log S: Topolojik yontemle tahmin edilen su ¢oziiniirliigi degeri; SC: Log S degerine
dayali c¢oziiniirlik simnifi; very soluble: ¢ok c¢oziinebilir; highly soluble: yiiksek
¢oziinebilirlik; Lipinski’nin Besli Kurali: MW<500, LogP<5, H-bond acceptor<10, H-
bond donor<5; Ghose Kurali: 160<MW<480, 40 <MR<130, 0.4<WLogP<5.6; Veber
Kurali: Rotatable bonds<10, TPSA <140; Egan Kurali: WLogP<5.88, TPSA <131.6.
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4.2 Tanimlanan Bilesiklerin Farmakokinetik Analizi

Otuz bilesigin farmakokinetik analiz sonuglarina gore, bilesiklerin 17’sinin yiiksek
gastrointestinal (GI) emilime sahip oldugu, 13’iiniin ise diisiik emilim gosterdigi tahmin
edilmistir. Yapilan karakterizasyon analizine gore, bilesiklerin higbirinin kan-beyin
bariyerini (BBB) gecme potansiyeline sahip olmadigi belirlenmistir. Ayrica,
bilesiklerden yalnizca ZINC001560403706, P-glikoprotein (P-gp) substrati olarak
tanimlanmistir; bu durum, bilesigin hiicre zarindan disar1 taginma egilimi tasidigini ve
biyoyararlanimimi etkileyebilecegini  gOstermektedir. Yapilan tahminlere gore,
bilesiklerin hi¢birinin CYP1A2 ve CYP2D6 enzimlerini inhibe etme potansiyeline sahip
olmadigi bulunmustur. Cilt gegirgenlik katsayisi agisindan ise bilesiklerin -10.28 ile -
8.14 cm/s arasinda degisen degerler gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.2).

Bu analizler, bilesiklerin emilim, metabolizma ve hedef dokulara ulasma potansiyelleri
hakkinda 6nemli bilgiler sunmaktadir. Ozellikle, GI emilim potansiyeli yiiksek olan
bilesiklerin oral biyoyararlanim ac¢isindan avantaj saglayabilecegi, ancak BBB’yi
gecememe durumunun sinir sistemi ile iligkili tedavi segeneklerini sinirlayabilecegi
anlasilmaktadir. CYP450 enzimleri ile uyumsuzluk gostermeyen bilesiklerin ise

potansiyel yan etkiler acisindan daha giivenilir olabilecegi ongoriilmektedir.

Cizelge 4.2 Bilesiklerin Farmakokinetik Ozellikleri ve Céziiniirliik Durumlari

No Bilesik em(isi:mi ;eEiEi suEsgt]fatl 11c1:l:l|:))1]£\r2u 1511512;(?21 Log Kp
1 |ZINCO000003966153| diisiik | hayir hayir hayir hayir -9.22
2 |ZINCO000033979726| diisiikk | hayr hayir hayir hayir -9.22
3 |ZINCO000001551650| diisiikk | hayr hayir hayir hayir -9.22
4 |ZINC000115657439| yiiksek | hayr hayir hayir hayir -8.76
5 |ZINC002048532234| diisiik | hayr hayir hayir hayir -9.37
6 |ZINC002048532228| yiiksek | hayr hayir hayir hayir -8.92
7 |ZINC000116854714| yiiksek | hayr hayir hayir hayir -8.76
8 |ZINC001560403706| yiiksek | hayr evet hayir hayir -8.70
9 |ZINC000217593512| yiiksek | hayr hayir hayir hayir -10.28
10 [ZINC002024038905| yiiksek | hayir hayir hayir hayir -8.27
11 |ZINC000309509129| yiiksek | hayir hayir hayir hayir -10.28
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12 |ZINC000220881117| diisiik | hayr hayir hayir hayir -9.44

13 |ZINC000205300596| diisik | hayr hayir hayir hayir -9.44

14 |ZINC000220913786| diisik | hayr hayir hayir hayir -9.44

15 [ZINC000103245006| diisik | hayr hayir hayir hayir -9.44

16 |ZINC000309509135| yiiksek | hayir hayir hayir hay1r -10.28

17 |ZINC000098209247| diisikk | hayir hayir hayir hay1r -10.99

18 [ZINC001347321411| disik | hayir hayir hayir hayir -9.09

19 |ZINC001347321412| disik | hayr hayir hayir hayir -9.09

20 |ZINC001560406141| yiiksek | hayir hayir hayir hayir -8.97

21 |ZINC002024063548| disiik | hayir hayir hayir hayir -9.79

22 |ZINC002024063547| dusik | hayr hayir hayir hayir -9.79

23 |ZINC002024042186| yiiksek | hayr hayir hayir hay1r -8.65

24 |ZINC002024082124| yiiksek | hayr hayir hayir hay1r -8.39

25 |ZINC002024042187| yiiksek | hayir hayir hayir hayir -8.65

26 |ZINC002024082126| yiiksek | hayir hayir hayir hayir -8.39

27 |ZINC002024038904| yiiksek | hayir hayir hayir hayir -8.27

28 |ZINC000204964427| yiiksek | hayir hayir hayir hayir -8.51

29 |ZINC002024079831| yiiksek | hayir hayir hayir hayir -8.14

30 |ZINC002024079830| yiiksek | hayr hayir hayir hayir -8.14

ZINC000009302239

(Avibactam) disik | hayir hayir hayir hayir -9.22

GI. gastrointestinal emilim, BBB: kan-beyin bariyeri, P-gp: P-glikoprotein, Log Kp: cilt
gecirgenlik katsayis1 (cm/s).

4.3 Bilesiklerin Molekiiler Docking Analizleri

CTX-M, SHV ve TEM enzimlerine karsi potansiyel inhibitdr olarak belirlenen 30
bilesigin molekiiler docking analizleri gergeklestirilmistir. Bu analizlerle, bilesiklerin
baglanma enerjileri hesaplanarak enzimlere karsi en iyi baglanma afinitesine sahip
bilesikler belirlenmistir. Molekiiler docking calismalari, bilesiklerin biyolojik etkinligini
tahmin etmek ve potansiyel inhibitdr adaylarini tespit etmek amaciyla yapilmistir.
Docking analizleri, PyRx ortaminda AutoDock Vina algoritmasi kullanilarak
yiirtitiilmistir. CTX-M, SHV ve TEM enzimlerinin ii¢ boyutlu yapilari Protein Data
Bank’ten 4s2i (CTX-M), 4zam (SHV) ve lhtz (TEM) tanimlayicilart ile indirilmistir.
4s2i ve 4zam yapilarinda, Avibactam ile kompleks halinde bulunan protein yapilari,

molekiiler docking islemi dncesinde protein hazirlik asamasinda bu ligand ¢ikarilarak
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hazirlanmistir. En diisiik baglanma enerjisine sahip konformasyon her bir bilesik i¢in
belirlenmis, baglanma bdolgesi tanimlanirken enzimlerin aktif bolgeleri merkez olarak

alinmustir.

Molekiiler docking analizleri sonucunda, 30 bilesikten on tanesinin (-7 kcal/mol veya
daha diisiik baglanma enerjisiyle) CTX-M, SHV ve TEM enzimlerine yiiksek afiniteyle
baglanabilecegi tespit edilmistir (Cizelge 4.3). Bu on bilesik (ZINC000003966153,
ZINC000033979726, ZINC000103245006, ZINC000115657439, ZINC000116854714,
ZINC000220881117, ZINC001560403706, ZINC001560406141, ZINC002024038905,
ZINC002048532234) ile ilgili elde edilen baglanma enerjileri, bu bilesiklerin enzimlerle
yiiksek oranda etkilesime girerek potansiyel inhibitor olabileceklerini gostermektedir.
Bu bilesikler ile enzimler arasindaki baglanma etkilesimleri, Discovery Studio
Visualizer ile detayli olarak incelenmistir. Her bir enzim ve ligand arasindaki hidrojen
baglari, van der Waals ve hidrofobik etkilesimler gibi bag tiirleri analiz edilmis ve
biyolojik etkinlik acgisindan kritik kabul edilen amino asit kalintilariyla etkilesimler
gdzlemlenmistir. Ornegin, ZINC000003966153 bilesigi Thr241 ve Tyr299 kalintilari ile
Pi-Pi yigilmas1 ve hidrojen bagi etkilesimi kurarken; ZINC000033979726 bilesigi
Val244 ve Lys315 ile giiglii hidrofobik etkilesimler gostermistir.

Cizelge 4.3 Bilesiklerin Karsilastirmali Serbest Baglanma Enerjileri

Baglanma Enerjisi (Kcal/mol)

Bilesik TEM SHV ~ CTX-M
ZINC000003966153  -7.4 7.9 7.2
ZINC000033979726 7.7 7.9 7.1
ZINC000103245006  -7.8 7.3 7.1
ZINC000115657439  -7.6 7 7.4
ZINC000116854714  -7.1 7 7
ZINC000220881117  -8.1 7.1 7.1
ZINC001560403706 7.7 7 7.3
ZINC001560406141  -7.3 8.2 7
ZINC002024038905 -7 7.3 7
ZINC002048532234 7.2 7.1 75
ZINC000001551650 -7 6.8 7.6
ZINC000098209247 -6 6.4 6.8
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ZINC000204964427 -6.4 -5.9 -6.3

ZINC000205300596 -7 -6.8 -6.6
ZINC000217593512 -7 -6.8 -6.6
ZINC000220913786 -7.4 -6.8 -7.5
ZINC000309509129 -6.7 -6.3 -6.7
ZINC000309509135 -6.9 -7.2 -6.7
ZINC001347321411 -6.9 -6.7 -6
ZINC001347321412 -6.8 -6.8 -6.8
ZINC002024038904 -7 -6.2 -6.7
ZINC002024042186 -6.7 -7.1 -6.1
ZINC002024042187 -6.5 -6.4 -6.4
ZINC002024063547 -6.8 -6.2 -6.6
ZINC002024063548 -6.6 -6.6 -6.4
ZINC002024079830 -6.7 -6.2 -6.2
ZINC002024079831 -6 -7 -6
ZINC002024082124 -6.2 -6.4 -5.6
ZINC002024082126 -6.9 -6.4 -5.7
ZINC002048532228 -7.2 -6.5 -7.2
Avibactam -7.6 -5.8 -7.6

Elde edilen baglanma enerjileri ve etkilesim profilleri goz oniine alindiginda, 6zellikle
ZINC000003966153 ve ZINC000115657439 bilesiklerinin CTX-M, SHV ve TEM
enzimlerinin  aktif bdlgelerine giicli baglanma potansiyeline sahip oldugu
anlasilmaktadir. Yapilan analizlerde, bu iki bilesik i¢in herhangi bir olumsuz donor-
donor veya acceptor-acceptor etkilesimi gozlemlenmemistir (Cizelge 4.4). Bu
ozelliklerinden dolayi, ZINC000003966153 ve ZINCO000115657439 bilesikleri, bu
enzimleri inhibe etme potansiyeline sahip en gii¢lii adaylar olarak degerlendirilmektedir.
Diger bilesiklere kiyasla daha diisik AG degerleri gosteren bu bilesikler, inhibitor

olarak kullanilabilme potansiyelleri bakimindan 6ne ¢ikmaktadir.
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Cizelge 4.4 On Secilmis Bilesigin iki Boyutlu (2D) Protein-Ligand Kompleks Yapilar
ve Baglanma Etkilesimleri

Baglanma Etkilesimleri

CTX-M

SHV

Bilesik
SER MET
A220 A69
GL!
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A% i . s
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PRO

ZINC000220881117 =

GLU
A166

ZINC001560403706

PRO.
Al67
SER SER
A130 L o A220 )
A166 233 A217
LYs THR LEU
AT73 A235 A169
6Ly
A236 R
ASN e
A132 @ o u\\ ,T
THR
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LYs
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Avibactam

LYS

GLU

A166 SER

A70
ASN
A:l70

ASN
A1132

THR ARG
A235 A276

CYs TYR
A69 A:105

i3
Al0d

Bu molekiiler docking analizleri, segilen bilesiklerin CTX-M, SHV ve TEM
enzimleriyle etkilesim potansiyellerini ve biyolojik etkinliklerini ortaya koymaktadir.
Ozellikle ZINC000003966153 ve ZINC000115657439 bilesiklerinin, diisiik baglanma
enerjileri ve giiclii baglanma profilleri nedeniyle bu enzimler i¢in potansiyel inhibitor
adaylar1 olarak degerlendirilmesi Onerilmektedir. Bu bilesiklerin inhibitor etkilerinin
dogrulanmasi i¢in ileri in vitro ve in vivo deneyler yapilmasi yararli olacaktir. Gelecek
calismalarda, bu bilesiklerin yapisal optimizasyonlarinin gergeklestirilmesi, inhibitor
etkinliginin artirilmasi ve biyoyararlanimin iyilestirilmesi i¢in potansiyel bir yol haritasi

sunabilir.

4.4 En lyi Protein-Ligand Komplekslerinin Molekiiler Dinamik Simiilasyonu

Molekiiler docking ve toksisite analizlerine dayanarak, bilesikler arasinda SHV, CTX-
M ve TEM enzimlerini ortak olarak inhibe etme potansiyeli en yiiksek iki bilesik olan
bilesik 8 ve bilesik 10 secilmistir. Bu nedenle, bilesik 8 ve 10’un 4s2i, 4zam ve 1htz
proteinleri ile olusturdugu komplekslerin stabilitesini dogrulamak igin molekiiler
dinamik (MD) simiilasyonlar1 gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, hem
bilesik 8 hem de bilesik 10'un 4s2i ile olusturdugu komplekslerde RMSD degerleri,
simiilasyonun 10. nanosaniyesinden itibaren stabil kalmistir (Sekil 4.1a). Benzer
sekilde, bilesiklerin 4zam ile olusturdugu komplekslerde de RMSD, baslangictan
itibaren stabil bir seyir izlemistir (Sekil 4.2a). 1htz proteini ile olusturulan
komplekslerde ise bilesiklerin RMSD degerleri 20. nanosaniyeden simiilasyonun

sonuna kadar stabil olup, bilesik 10 i¢cin 80-100 ns arasinda hafif dalgalanmalar
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gozlemlenmistir (Sekil 4.3a). Bu bulgular, bilesik 8 ve 10’un hedef proteinlerin

baglanma ceplerine basarili bir sekilde baglanabildigini gostermektedir.

04 T T T T T T T T

025 — compound 8 complexed with 4521

— compound 10 complexed with 4521

02 03l — compound § complexed with 4521 | |

| Wl Fl,l il | — compound 10 complexed with 4521
" m* *'“"Nl St

R&"‘vﬁ W lu’W\ J'

RMSID (nm)

=
o

=

005; . J

. 1
Sn 100 50 100
Time (ns)
- - 135 — — compound 8 complexed with 4521

sl = compound 8 complexed with 4521 - — ecompound 10 complexed with 4521
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H E sk
oo =z 125 —

= 3

L] L
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115§

110

. ‘ . . .
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<

Time (ps)
Sekil 4.1 Molekiiler dinamik simiilasyonlarinin analizi. (a) 8 ve 10 numarali bilesiklerin
4s2i ile komplekslerinin RMSD grafigi; (b) 8 ve 10 numarali bilesiklerin 4s2i
ile komplekslerinin RMSF grafigi; (c) 8 ve 10 numarali bilesiklerin 4s2i ile
komplekslerinin gyrasyon yaricapt (ROG); (d) 8 ve 10 numarali bilesiklerin

4s2i ile komplekslerinin SASA degeri

Benzer sekilde, protein-ligand komplekslerinin esnekligini incelemek igin RMSF
analizleri yapilmistir. RMSF grafikleri, bilesik 8 ve 10’un 4s2i, 4zam ve 1htz proteinleri
ile giicli etkilesimler gdsterdigini ve bazi kalintilarda minimum dalgalanmalara sahip
oldugunu ortaya koymustur (Sekil 4.1b, 4.2b ve 4.3b). Bu dalgalanmalarin higbirinin
0.3 nm'yi (3 A) asmadig: tespit edilmistir. Ayrica, bilesik 8 ve 10’un 4s2i, 4zam ve 1htz
proteinleri ile olusturdugu komplekslerin gyrasyon yaricapi 1.7-1.8 nm (17-18 A)
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araliginda kalmistir (Sekil 4.1c, 4.2c ve 4.3c). Gyrasyon yaricapt degerleri, bu

komplekslerin kompakt yapida oldugunu ve stabilitelerini korudugunu dogrulamaktadir.
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Sekil 4.2 Molekiiler dinamik simiilasyonlarinin analizi. (a) 8 ve 10 numaral1 bilesiklerin
4zam ile komplekslerinin RMSD grafigi; (b) 8 ve 10 numarali bilesiklerin
4zam ile komplekslerinin RMSF grafigi; (c) 8 ve 10 numarali bilesiklerin
4zam ile komplekslerinin gyrasyon yarigapt (ROG); (d) 8 ve 10 numarali
bilesiklerin 4zam ile komplekslerinin SASA degeri
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Sekil 4.3 Molekiiler dinamik simiilasyonlarinin analizi. (a) 8 ve 10 numarali bilesiklerin
1htz ile komplekslerinin RMSD grafigi; (b) 8 ve 10 numarali bilesiklerin 1htz
ile komplekslerinin RMSF grafigi; (¢) 8 ve 10 numaral bilesiklerin 1htz ile
komplekslerinin gyrasyon yaricapt (ROG); (d) 8 ve 10 numarali bilesiklerin
1htz ile komplekslerinin SASA degeri

Komplekslerin solvente acik yiizey alan1 (SASA) analizi, bilesik 8 ve 10’un ii¢ proteinle
olan komplekslerinde 110-135 nm? (11,000-13,500 A2) arasinda bir degisim
gosterdigini ortaya koymustur (Sekil 1d, 2d ve 3d). Komplekslerin stabilitesi, her
kompleksin enerji bilesenlerinin analiz edilmesiyle de dogrulanmigtir. Ortalama enerji
degerleri tiim kompleksler i¢in yaklasik -20 kJ/mol olarak bulunmustur (Sekil 4.4, 4.5
ve 4.6). 4zam ile komplekslenen bilesik 8’in enerji degeri -10 kJ/mol ile en yiiksek
enerjiye sahipken, ayni proteinle komplekslenen bilesik 10’un enerji degeri -23 kJ/mol

ile en diisiik enerji degerini gostermistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.4 Bilesik 8 ve 10'un 4s2i ile komplekslerinin baglanma serbest enerjisi. Mavi,
bilesik 8'in 4s2i ile kompleksini; kirmizi ise bilesik 10'un 4s2i ile kompleksini

gosterir
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Sekil 4.5 Bilesik 8 ve 10'un 4zam ile komplekslerinin baglanma serbest enerjisi. Mavi,
bilesik 8'in 4zam ile kompleksini; kirmizi ise bilesik 10'un 4zam ile

kompleksini gosterir



0 1HTZ ile bilesik 8
Bl THTZ ile bilesik 10

—
QVV"@ I
0 | | 1 |

I I 1 | 1
-100 -80 -60 -40 -20 0O 20 40 60 80
Serbest Enerji (kcal/mol)

Van der Waals enerjisi (VDWAALS), Elektrostatik enerji (EEL), Polar solvasyon enerjisi (EPB),
Polar olmayan solvasyon enerjisi (ENPOLAR), Genel gaz fazi enerjisi (GGAS), Genel solvasyon
enerjisi (GSOLV) ve segilen ligandlarin toplam serbest enerjisi

Sekil 4.6 Bilesik 8 ve 10'un 1htz ile komplekslerinin baglanma serbest enerjisi. Mavi,
bilesik 8'in 1htz ile kompleksini; kirmizi ise bilesik 10'un 1htz ile kompleksini
gosterir
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5 TARTISMA

Bu ¢aligma, genislemis spektrumlu beta-laktamaz iireten K. pneumoniae’yi hedef alarak,
SHV, CTX-M ve TEM enzimlerine kars1 inhibitor potansiyele sahip bilesikleri in silico
yontemlerle tanimlamay1 amaglamaktadir. Bulgular, sanal tarama teknolojisinin ilag
kesfi siirecinde giivenilir, maliyet-etkin ve hizli bir yontem olarak O6ne ¢iktigin
desteklemektedir (Kim ve ark., 2019; Jain, 2020). Sanal tarama, 6zellikle yapi-temelli
tarama yontemiyle hedef proteinlerin aktif bolgeleriyle uyumlu yiiksek baglanma
afinitesine sahip bilesikleri tanimlama siirecinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bdylece,
literatiirde yer alan benzer ¢alismalara katkida bulunulmus ve baglanma afiniteleri

acisindan umut verici baslica ilag adaylar1 belirlenmistir (Sliwoski ve ark., 2014).

Bu ¢alismada analiz edilen 30 bilesik, Lipinski’nin Besli Kurali, Ghose Kurali, Veber
Kurali ve Egan Kurali gibi ila¢ benzerligi kriterlerinin ¢ogunu saglamistir. Bu kurallar,
aday bilesiklerin biyoyararlanim 6zelliklerini destekleyen temel Slgiitlerdir. Literatiirde
ilag benzerligi kriterlerinin genis bir biyoyararlanim yelpazesi sundugu ve etkin
inhibitorlerin bu kurallar ¢ergevesinde yiiksek basar1 gosterdigi belirtilmistir (Lipinski
ve ark., 2001; Ghose ve Crippen, 1987). Bununla birlikte, bazi1 bilesiklerde Egan’in
Onerisinin biraz iizerinde topolojik polar yiizey alani1 (TPSA) degerleri gozlenmistir; bu
durum, bilesiklerin biyomembranlarda etkilesim potansiyelini etkileme agisindan
sinirlayict olabilir (Veber ve ark., 2002). Ancak, TPSA degerlerinin belirli terapotik
alanlar veya spesifik uygulamalar acisindan kabul edilebilir oldugu da literatiirde ifade

edilmektedir (Leeson ve Springthorpe, 2007).

Bilesiklerin lipofilite profilleri de analiz edilmis ve bu 6zelliklerin hiicre membranina
penetrasyonu  destekleyecek diizeyde oldugu belirlenmistir. Lipofilitenin, ilag
adaylarmin biyoyararlanim, dagilim, metabolizma ve atilim (ADME) 0zelliklerini
tahmin etmede kritik bir parametre oldugu bilinmektedir (Dearden, 2003). Diisiik
lipofilite, yetersiz membran gegisi ve diisikk biyoyararlanima neden olabilirken, asiri
lipofilite ise ¢Ozlniirliik sorunlarina ve toksisiteye yol agabilir (Baghel ve ark., 2020;
Wu ve ark., 2024). Bu calismadaki bilesiklerin Wlog P degerlerinin uygun aralikta

olmasi, literatiirde belirlenen giivenilir sinirlarla uyumludur (Benet ve ark., 2019).
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Ornegin, ideal lipofilite degerlerinin ilaglarin farmakokinetik (&rnegin, emilim ve
dagilim) ve farmakodinamik (biyolojik hedefler iizerindeki etki) profillerini olumlu

yonde etkiledigi vurgulanmaktadir (Avdeef, 2003).

Bilesiklerin ¢oziiniirliikk profillerine iliskin yapilan analizler, bu bilesiklerin in vitro ve
in vivo deneylerde kolaylikla ¢oziinebilecegini ve biyoyararlanim potansiyellerinin
yiikksek oldugunu gostermektedir. Delaney (2005) tarafindan gelistirilen yontem, ¢ok
¢cOziinebilir ve yiiksek c¢Oziinebilirlik smiflarina giren bilesiklerin, ilag gelistirme
siirecinde tercih edilen adaylar olarak degerlendirildigini ortaya koymaktadir (Delaney,
2005). Literatiir, ¢cozlintirliigi diisiik olan bilesiklerin biyoyararlanim sorunlarma yol
actigint ve bu bilesiklerin ilag gelistirme siireglerinde ek zorluklar yarattigini

gostermektedir (Savjani ve ark., 2012).

Farmakokinetik profiller agisindan, analiz edilen bilesiklerin ¢ogunun P-glikoprotein (P-
gp) substratt olmamasi, bu bilesiklerin biyoyararlanim agisindan potansiyel avantaj
sundugunu gostermektedir. P-gp, ilaglarin absorpsiyon ve dagilimini etkileyen onemli
bir protein olup, substrat 6zelligi tasimayan bilesikler farmakokinetik olarak daha tutarh
sonuclar gosterebilir (Fromm, 2003). Literatiirde, P-gp substrati olan ilaglarin diger
ilaglarla etkilesim riski tagidigi belirtilmektedir (Bauer ve ark., 2005). Bu calismada
sadece ZINC001560403706 bilesiginin P-gp substrati olarak tanimlanmis olmasi, bu
bilesigin klinik acidan ilag etkilesimleri agisindan degerlendirilmesi gerektigine isaret

etmektedir.

Bulgular, CYP2D6 ve CYP1A2 gibi sitokrom P450 enzimlerinin inhibitorleri olmamasi
bakimindan da onemlidir. Bu enzimlerin inhibitorlerinin eksikligi, aday bilesiklerin
potansiyel yan etki risklerini azaltabilir ve klinik gilivenlik profilini destekleyebilir
(Testa ve Kramer, 2006). CYP2D6 ve CYP1A2 enzim inhibitorlerinin diger ilaglarla

etkilesime girerek advers reaksiyon riskini artirabilecegi bilinmektedir (Flockhart ve
Oesterheld, 2000; Flockhart, 2007).
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Cilt gecirgenligi acisindan degerlendirildiginde, analiz edilen bilesiklerin diisiik cilt
gecirgenligine sahip oldugu ve bu nedenle transdermal uygulamalar i¢in uygun
olmadig1r gozlemlenmistir. Literatiirde diisiik cilt gecirgenligine sahip bilesiklerin
Ozellikle oral veya intravendz uygulamalarda tercih edildigi, transdermal
formiilasyonlarda ise biyoyararlanim sorunlarina yol acabilecegi belirtilmektedir

(Bronaugh ve Maibach, 2002).

Baglanma enerjisi analizleri, ligand ve reseptér arasindaki etkilesim giiciini
degerlendirmede 6nemli bir kriter sunmus olup, bu ¢alismada negatif baglanma enerjisi
degerlerine sahip bilesiklerin gili¢lii etkilesimler kurdugu goriilmiistiir. Baglanma
enerjisinin diisiik olmasi, literatiirde protein-ligand stabilitesinin yiiksek oldugu ve
biyolojik aktivite gosterme potansiyelinin arttig1 seklinde yorumlanmaktadir (Kitchen
ve ark., 2004). CTX-M, SHV ve TEM enzimleriyle gergeklestirilen docking sonuglari,
GSBL'lere kars1 genis spektrumlu inhibitdr adaylarini belirlemede umut verici bulgular

sunmustur.

Bu calisma antibiyotik direncine karsi yeni terapotik yaklasimlar gelistirme siirecine
katki saglayan degerli veriler sunmaktadir. Sanal tarama ve molekiiler dinamik
simiilasyonlarinin, GSBL inhibitorlerinin belirlenmesinde gilivenilir bir yontem olarak
etkinligini desteklemektedir. Literatiirde de desteklenen bu yaklagimlar hem ekonomik
hem de pratik avantajlartyla antibiyotik kesfinde gii¢lii bir rol oynamaktadir (Lavecchia
ve Di Giovanni, 2013). Gelecekte yapilacak deneysel dogrulama caligmalari, bu
bilesiklerin biyolojik etkinligini dogrulamak ve klinik olarak giivenilir adaylar olarak

gelistirilmepotansiyellerini ortaya koymak acisindan onemlidir.
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6 SONUC VE ONERILER

Calisma kapsaminda belirlenen bilesiklerin  6zellikle ZINC000003966153  ve
ZINC000115657439 gibi giiglii inhibitér adaylar1 oldugu bulunmustur. Bu bulgular,
literatiirde antibiyotik direncine kars1 etkili tedavi segenekleri gelistirme gerekliligi ile

uyumlu olup, ¢aligmanin antibiyotik kesfi siirecine katki sundugunu gostermektedir.

Calismada elde edilen bu bulgular dogrultusunda, in silico yontemlerle elde edilen
potansiyel inhibitér adaylarinin biyolojik etkinligini dogrulamak icin in vitro ve in vivo
deneylerin gerceklestirilmesi Onerilmektedir. Bu deneysel dogrulama c¢alismalari,
bilesiklerin laboratuvar kosullarinda ve canli organizmalarda benzer inhibitor etkiyi
gosterip gostermedigini ortaya koyacak, hesaplamali analizlerin klinik gegerliligini
artiracaktir. Potansiyel inhibitor olarak belirlenen bilesiklerin daha etkili bir inhibitor
profil gelistirmesi i¢in yapisal optimizasyon calismalarinin yapilmasi da dnerilmektedir.
Bu tiir optimizasyon g¢aligmalari, bilesiklerin lipofilite, ¢Oziiniirliilk ve biyoyararlanim
Ozelliklerini artirarak terapotik etkinligini maksimize etmeye yonelik yeni molekiil

tiirevlerinin olusturulmasini saglayabilir.

Bunun yani sira, aday bilesiklerin giivenli ve etkin bir tedavi secenegi olarak
degerlendirilebilmesi i¢in farmakokinetik (ADME) ve toksikolojik profillerinin detayli
analizleri yapilmalidir. Bu tir farmakokinetik ve toksikolojik degerlendirmeler,
bilesiklerin insan viicudunda giivenli kullanimini saglamaya yonelik bilgilerin elde

edilmesinde ve klinik potansiyelinin belirlenmesinde kritik rol oynayacaktir.

Bu c¢alisma SHV, CTX-M ve TEM enzimlerini hedef almakla birlikte, antibiyotik
direncine kars1 genis spektrumlu etkiler sunabilmesi i¢in gelecekte farkli GSBL
enzimlerine yonelik benzer inhibitor tarama calismalar1 da yapilmalidir. Boylece, genis
spektrumlu antibiyotik direnci ile daha kapsamli bir sekilde miicadele edilebilecektir.
Potansiyel inhibitor adaylarinin klinik kullanima sunulabilmesi i¢in, deneysel
dogrulama ve farmakokinetik degerlendirmelerin ardindan klinik caligmalarla bu

bilesiklerin insanlar iizerindeki etkinligi ve giivenilirligi test edilmelidir. Klinik
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caligmalar, bilesiklerin terapdtik uygulamalarda kullanilabilirligini saglayarak saglik

alaninda onemli katkilar sunabilir.

Sonug olarak, bu ¢alisma antibiyotik direncine karsi yeni inhibitér bilesiklerin kesfi
konusunda onemli bir adim atmakta ve bu alandaki arastirmalara degerli bilgiler
saglamaktadir. Gelecekte yapilacak deneysel ve klinik caligmalarla birlikte, burada
tanimlanan bilesiklerin antibiyotik kesfi siirecine yeni ve etkili ¢dzlimler sunma

potansiyeli bulunmaktadir.
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