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OZET

Arilkumarin Turevlerinin Beta-Laktamaz ve Karbapenemaz Aktivitesi Uzerine
Etkilerinin Incelenmesi

B-laktam antibiyotikleri genis spekturumlart ve yiiksek antibakteriyel etkileri nedeniyle
en Oonemli ve yaygin olarak kullanilan antibiyotik siniflarindan biridir. Fakat son yillarda
B-laktama kars1 goriilen ¢oklu ilag direncinin (MDR) artmasi ve genellikle p-laktama
direncli olan Gram negatif patojenlerin yayginlasmasi toplum sagligini tehdit eder hale
gelmistir. Klinik olarak oldukca 6énemli olan bu bakterilerde goriilen en yaygin direng
mekanizmasi, bu bakteriler tarafindan iiretilen p-laktamazlar ile p-laktam halkasinin
acilarak antibiyotik etkinin ortadan kaldirilmasidir. B-laktama gosterilen bu direng ve bu
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarda goriilen 6liim oraninin her gegen giin artmasi
saglik otoritelerini alarm durumuna gegirmistir. Karbapenemazlar ise, Ambler
smiflamasinda A, B ve D sinifi B-laktamaz igeren genis bir enzim grubudur ve tedavi
edilmesi zor enfeksiyonlarin hedef enzimleridir. S6z konusu dirence ¢6ziim olarak, f-
laktam antibiyotikleri ile birlikte B-laktamaz inhibitorleri olan klavulanat, tazobaktam ve
sulbaktam B-laktamazlar1 inhibe etmek igin kullanilmaktadir. Ancak bu inihibitorlerin
enzime afinitileri zayiftir ve ayrica karbapenemazlar gibi yeni kesfedilen bircok -
laktamazi inaktif hale getiremezler. Bu nedenle, yeni etkili B-laktamaz inhibitorleri

gelistirilmesine acil ihtiyag vardir.

Bu tezde, daha 6nce sentezlenmis olan 39 arilkumarin tlrevlerinin doking yontemi ile
smif A, C ve D B-laktamazlara olan afiniteleri hesaplanmistir. Bu enzimlere yiksek
afinite gosteren bilesikler in siliko olarak taranmis ve B-laktamaz aktivitesi Uzerine
etkileri in vitro biyokimyasal deneyler ile test edilmistir. Her 3 enzim sinifina kars1 en
yuksek afiniteyi gosteren ligandin enzim ile kompleksinin, molekiler dinamik (MD)
simiilasyonu incelenmistir. /n siliko ¢alismalar sonucunda, AmpC ve KPC-2 enzimleri
icin benzokumarin tirevi A10 umut verici etkili bir inhibitor olarak bulunmus ve ileriki

calismalar i¢in Onerilmistir.

Mayis, 2019 Beyza Hamur



ABSTRACT

Investigation of Arylcoumarin Derivatives for p-Lactamase and Carbapenemase
Activities

B-lactam derivatives are the most widely used antimicrobial agents due to their extended
spectrum and high antibacterial effects. However, in recent years, the increase of
multidrug resistance (MDR) seen against B-lactam and the spread of Gram negative
pathogens, which are generally resistant to B-lactam drugs, have been threatening the
public health. The most common resistance mechanism seen in these clinically important
bacteria is the hydrolysis of the B-lactam ring by the f-lactamase produced by these
bacteria and the elimination of the antibiotic effect. MDR and the rate of death related to
the infections caused by these bacteria keep growing fast and the health authorities are on
the alert. Carbapenemase enzymes are a large group of A, B, and D type p-lactamases
being the target for difficult-to-treat infections. As a solution to the resistance, p-lactam
antibiotics are often given with p-lactamase inhibitors clavulanate, tazobactam,
sulbactam. However, the affinity of these inhibitors for the f-lactamase enzymes is weak
and also many pB-lactamases which have been discovered recently such as
carbapenemases can not be inactivated by these inhibitors. Therefore, there is an urgent

need to develop new efficient -lactamase inhibitors.

In this thesis, the affinities of 39 previously synthesized arylcoumarin derivatives were
calculated by molecular docking method for class A, C and D p-lactamases. Compounds
with high affinity to these enzymes were screened in silico and their effects on -
lactamase activity were tested by in vitro biochemical experiments. The molecular
dynamics (MD) simulations of the enzyme-ligand complexes showing the highest affinity
in all 3 enzyme classes were investigated. As a result of in silico studies, benzocoumarin
derivative A10 was proposed to be the most promising and efficient inhibitor for AmpC

and KPC-2 enzymes for further studies.

May, 2019 Beyza Hamur
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KISALTMALAR

p-laktam : Beta-laktam

MDR : Coklu ilag Direnci

B-laktamaz : Beta-laktamaz

MD : Molekuler Dinamik

PBP : Penisilin Baglayan Proteinler

WHO : Diinya Saglik Orgiitii

GSBL : Genis Spekturumlu Beta-laktamaz
y-lakton : Gama-lakton

ADME : Absorpsiyon, Dagilim, Metabolizma, Ekskresyon
KPC-2 : Klebsiella pneumoniae karbapenamaz-2
OXA-1 : Oksasilinaz-1

t-RNA : Tas1tyic1 Ribo Niikleik Asit

DNA : Deoksiribo Nukleik Asit

PG : Peptidoglikan

MRSA : Metisiline direncli olan S aureus
GHSA : Kiiresel Saglik Giivenligi Giindemi
Klebsiella spp. : Klebsiella tirleri

E. coli : Escherichia coli

MBL : Metalo B-laktamaz

A. baumannii : Acinetobacter baumannii

P. aeruginosa : Pseudomonas aeruginosa

BLI : Beta-laktamaz Inhibitorleri

CADD : Bilgisayar Destekli Ilag Tasarmmi

ADMET : Absorpsiyon, Dagilim, Metabolizma, Ekskresyon, Toksitite
NMR : Nikleer Manyetik Rezonans

PDB : Protein Data Bank

Ser > Serin

Asn - Aspaarajin

Lys - Lizin

Thr : Treonin
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Tyr : Tirozin

Leu : Losin
PM6 : Paramtrik method 6
DMSO : Dimatil Silfoksit
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1.GIRIS
1.1 Giris ve Amag

Enfeksiyon hastaliklar1 her zaman toplum sagligini tehdit eden en biiyiik sorunlardan biri
olmustur. Bakteriler, virlisler, funguslar ve parazitler gibi ¢esitli mikroorganizmalar
enfeksiyon hastaliklarina sebep olurlar. Antibiyotikler ise bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antimikrobiyel ajanlardir. Antibiyotikler hastaliga
sebep olan bakterilerin biiylimesini durdurak ya da o&ldiirerek, bagisiklik sistemini
desteklerler. Antibiyotikler sentetik olarak elde edilebildikleri gibi biyolojik kaynakli da
olabilen, ¢ok etkili biyoaktif maddelerdir (Fernandes ve Martens, 2017; Topal ve ark.,
2015). Insan ve hayvan enfeksiyonlarinda tedavi amaci ile kullanilan antibiyotikler,
ayrica ginlimiizde hayvanlarda blyumeyi destekleyici olarakda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Topal ve ark., 2015).

Tarihte bilinen ilk antibiyotik olan penisilin, Ingiliz bakteriyolog Alexander Fleming
tarafindan Eylul 1929 yilinda tesadiifen bulunmustur (Fleming, 1929; Fernandes, 2006;
Fernandes ve Martens, 2017) ve bu kesif ile antibiyotiklerin altin ¢agi baslamistir
(Fernandes ve Martens, 2017). 1935 yilinda ise ilk sentetik antibiyotik olan Prontosil
(Sulfamidochrysoidin), Alman kimyact Gerhard Domark tarafindan sentezlenmistir.
Glinlimiizde kullanilan antibiyotiklerin pek c¢ogu da penisilinin kesfinden sonra,
antibiyotiklerin altin ¢agi olarak bilinen donemde bulunmustur. 1930'larda antibiyotik
déneminin baglangicindan bu yana, B-laktam, sulfonamidler, aminoglikozit, makrolid,
linkosamidler, tetrasiklinler dahil olmak Uzere sayisiz antibiyotik smifinin basarili
terapotik uygulamalart ile toplum sagligi korunmustur (Fernandes, 2006; Fernandes ve
Martens, 2017; Topal ve ark., 2015). Antibakteriyel ilaglar ¢ok etkili olmalarina ragmen
son yillarda bakterilerde gorilen antibiyotik direnci endise vericidir. Bu antibiyotik
direnci Onceleri hastane ortaminda ortaya c¢iksada giiniimiizde sik sik toplumda
goriilmeye baslanmistir (Munita ve Arias, 2016). Bu direncin giderek artmasi antibiyotik
cagindan onceki doneme geri doniilecegine dair endiselerin artmasina neden olmustur.
Antimikrobiyel direncin giderek yayginlagip kiiresellesmesi lizerine, Diinya Saglik
Orgutl (WHO) 2014 yilinda kiiresel bir rapor yaymlamigtir. Bu raporda &zellikle
antibakteriyel dirence dikkat ¢ekilmistir (WHO, 2014).



B-laktamlar, antibiyotik ¢aginin baslangicindan beri en basarali antibakteriyel ajanlar
olmuslardir. Bakteriler, en etkili antibiyotikler olan [B-laktamlara karsi da direng
gostermektedir. Bu diren¢ Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde siklikla
gorilmektedir. Ozellikle, tedavi seceneklerindeki sinirlamalar nedeniyle Gram negatif
bakterilerde goriilen direncin hizla artmasi toplum sagligini ciddi 6lgiide tehdit etmektedir
(Bush, 2010).

[-laktam antibiyotiklerine kars1 goriilen direng 3 yolla gelismektedir.

1) PBP’lerde (Penisilin baglayan proteinler) olusan degisiklikler ile antibiyotigin bu

proteinlere baglanmasinin engellenmesi.

2) Gram negatif bakterilerde aktif pompa sistemleri ile ilacin hiicre icine etkin

konsantrasyonda girisinin dnlenmesi veya atilmasi.
3) Bakteri tarafindan iiretilen B-laktamaz enzimleri ile ilacin inaktive edilmesi.

B-laktam antibiyotiklerine karsi olusan direncin en sik goriilen nedeni ise f-laktamaz
enzimleri ile antibiyotik etkisinin yok edilmesidir (Essack, 2001; Wilke ve ark., 2005;
Bush ve Jacoby, 2010). B-laktamazlarin yaygin siniflandirmalarindan biri olan Ambler
smiflandirmasinda, B-laktamazlar1 dort simifa (A, B, C ve D) ayrilir (Hall ve Barlow
2005). Karbapenemazlar ise Ambler siniflamasinda A, B ve D sinifi B-laktamazlara dahil

olan biyuk bir enzim grubudur (Queenan ve Bush 2007).

27 subat 2017 yilinda diinya saglik orgiiti (WHO), asagida listelenen antibiyotige
direncli “Oncellikli patojenler” listesini yayinlamistir. Bu liste insan saglina en biiyiik
zarar1 teskil eden 12 bakteri familyasindan olusmustur. Ozellikle Gram negatif
bakterilerin ¢oklu ilag direncine (MDR) sebep oldugu ve halk sagligi agisindan nemli

bir tehdit olusturdugu listede vurgulanmastir.

‘WHO 06ncelikli patojenler listesi’
Oncelik 1: Kritik

1. Acinetobacter baumannii, karbapenem direncli

2. Pseudomonas aeruginosa, karbapenem direncli

3. Enterobacteriaceae, karbapenem direncli, GSBL Ureten
Oncelik 2: Yiiksek

1. Enterococcus faecium, vankomisine direngli
2. Staphylococcus aureus, metisiline direncli, vankomisin-ara ve direncli



3. Helicobacter pylori, klaritromisin direncli

4. Campylobacter spp., Fluorokinole dayaniksiz

5. Salmonella, florokinole dayanikli

6. Neisseria gonorrhoeae, sefalosporine direngli, fluorokinole dayaniksiz
Oncelik 3: Orta

1. Streptococcus pneumoniae, penisiline duyarli olmayan
2. Haemophilus influenzae, ampisiline direngli
3. Shigella spp., Fluorokinole dayaniksiz

Bu listede dikkat ¢eken ise kritik seviyede bulunan bakteri familyalarinin, karbapenem
direngli olmasi ve bu bakteri familyalarinda giderek artan sekilde p-laktamaz enzimleri

goralmesidir.

Uzun zamandir, bu direngle savagmak ve -laktamaz enzimlerini inhibe etmek igin -
laktamaz inhibitorleri olan klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktam [-laktam
antibiyotikleri ile kombinasyon halinde kullanilmaktadir. (Bonomo ve Drawz, 2010).
Fakat bakteriler, ¢evrelerinde meydana gelen degisikliklere uyum saglama ve cevap
verme yeteneklerinden dolayr bu kombinasyonlarin asir1 tuketimi sonucunda, direng
gelistiren genlerde mutasyonlar yaparak, antibiyotik ve inhibitér kombinasyonlarina karsi
da direngli hale gelmislerdir. Bu mutasyonlar sonucunda, (-laktamaz inihibitdrlerinin
enzime afinitelerinin zayifladigi ve yeni kesfedilen bircok B-laktamazi inaktif hale

getiremedigi bulunmustur. (Thomson ve ark., 1990; Watkins ve ark., 2013).

Yeni kesfedilen B-laktamaz inhibitorleri avibaktam ve vaborbaktam gibi inhibitorler
yapilarinda -laktam halkasi icermeyen non B-laktam B-laktamaz inhibitorlerdir (Tehrani
ve Martin, 2018). Yapilan bir caligmada, 7-preniloksi kumarinlerin sinif A -laktamazlar
igin guclu ve segici inhibitorler oldugu bulunmustur (Safdari ve ark., 2014). Bir diger
caligmada ise non B-laktam olan iki y-lakton bilesiginin ¢esitli -laktamazlari inhibe ettigi
kesfedilmistir (Gal ve ark., 2000). S6z konusu bulgular, bazi kumarin tiirevlerinin non-3-
laktam yapil1, B-laktamaz inhibitorleri olabileceklerini gostermektedir. Ancak, bahsedilen
calismalarin disinda literatiirde kumarinlerin B-laktamazlar (zerine etkilerine ait

yayinlara rastlanmamaistir.

Yukaridaki bilgilerden yeni B-laktamaz inhibitorlerine ¢ok acil ihtiyag oldugu agikca
goriilmektedir. Kumarin tiirevi bilesiklerin ise antikanser, antimikrobiyal, antioksidant ve

antikoagulan Ozellikleri basta olmak {izere pek ¢ok farmakolojik ozelliklere sahip



olduklar1 bilinmektedir. Bu nedenle bu tez ¢aligmasinda, yakin zamanda boliimiimiizde
sentezlenen ve ¢ogu arilkumarin tiirevi olan 39 bilesik taranmustir. S6z konusu
bilesiklerin daha o6nce ADME ozellikleri de arastirilmis ve arzu edilen kriterleri

sagladiklar1 goriilmiistiir (Danis ve ark., 2016).

Bu tez c¢alismasinin amaci g¢esitli kumarin tiirevlerinin B-laktamazlar1 inhibe etme
potansiyellerini in siliko ve in vitro yontemlerle arastirmaktir. Akilcr ilag tasariminda,
hesaplamali ve deneysel stratejilerin entegrasyonu yeni umut verici bilesiklerin
tanimlanmasi ve gelistirilmesinde biiyik 6nem tagimaktadir. Bu tezde, karbapenem
direncli bakterilerin birinci derecede kritik 6neme sahip olmasi nedeniyle, 6zellikle
karbapenemaz enzimine odaklanilmistir. Hedef B-laktamazlar olarak sinif A grubundan
Klebsiella pneumoniae karbapenamaz-2 (KPC-2), sinif C grubundan AmpC ve sinif D
grubundan okzasilinaz-1 (OXA-1) secilmistir. Bu enzim siniflarinin hepsinde aktif
bolgelerinde bulunan serin aminoasiti 6nemli bir role sahiptir. Bu nedenle, tez

caligmasinda sinif A, C, D serin B-laktamaz enzimleri se¢ilmistir.
Bu bilgiler 1s181nda bu tez ¢alismasinin hedefleri sunlardir:

1) Kumarin bilesiklerinin p-laktamaz ve karbapenemaz enzimlerine baglanma

potansiyellerini 6nce molekdler doking yontemi ile taramak.

2) Baglanma afinitesi yiiksek olan bilesikleri tespit etmek ve in vitro olarak p-laktamaz

kiti kullanilarak biyokimyasal testler yapmak.

3) Yiiksek baglanma afinitesi belirlenen bilesiklerin ligand-enzim komplekslerinin

kararliliklarin1 molekiler dinamik (MD) simulasyonu ile incelemek.

KPC-2, AmpC ve Oxa-1 B-laktamazlara ait heniiz standart protokol bulunamadigindan
bu enzimler simdilik yalnizca in siliko molekiler doking ve molekiiler dinamik (MD)
simulasyonu yontemi ile galisilarak bu enzimler ile yiiksek afinite gosterebilecek

potansiyel arilkumarin tlrevi o6nerilmistir.

Bu tez calismasi ile diinyada giderek biiyiik bir sorun haline gelen ve kiiresellesen, sinirlt
tedavi se¢eneginden dolayr 6lim oranmi yiiksek olan Gram negatif bakterilerin neden

oldugu ¢oklu ilag¢ direnci ile miicadele i¢in katki saglanmasi beklenmektedir.



1.2 Antibiyotikler

Antibiyotikler, bakteriyel enfeksiyonlarla micadelede kullanilan en 6nemli ilaglardir.
Yunanca anti (kars1) ve bios (yasam) kelimelerinin bir araya gelmesi ile antibiyotik
kelimesi tlremistir. Bazi antibiyotikler hastaliga sebep olan bakteriyi tamamen
oldiirtirken, bazilar1 ise hastaliga sebep olan bakterinin biiylimesini engelleyerek bu
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar1 tedavi ederler. Bakterileri dogrudan 6ldiiren
antibiyotiklere bakterisidal, blyumesini engeleyen antibiyotiklere ise bakteriyostatik
denir (Etebu ve Arikekpar, 2016; Kohanski ve ark., 2010).

Baz1 antibiyotikler, sadece kisitli sayidaki bakteri tiiriine etki ederler. Bu tiir
antibiyotiklere ‘dar spekturumlu antibiyotikler’ denir. Bu antibiyotikler hastaliga neden
olan bakteri tiriiniin saptanabildigi durumlarda kullanilabilirler. Viicudumuzda bulunan
yararli diger bakterileri 6ldiirmemesi, bu antibiyotiklerin tercih edilme sebebidir. Bazi
antibiyotikler ise pek ¢ok bakteri tiiriine etki ederler ve ‘genis spekturumlu antibiyotikler’
olarak adlandirilirlar. Bu tiir antibiyotikler hastalia neden olan bakteri tam olarak
saptanamadig1 veya pek ¢ok farkli patojenin bir arada bulunmasi durumunda tercih
edilirler (Acar, 1997). Penisilinin kesfi ve sanayilesmenin artmasiyla pek ¢ok antibiyotik
kesfedilerek, gilinlimiizde de yaygm olarak kullanilmaktadir. Antibiyotiklerin
siniflandirmasinin  bir ka¢ yolu vardir. En yaygimlari; molekiiler yapilar, etki
mekanizmalar1 ve spekturum etkinliklerine gore yapilan siiflandirmalardir (Etebu ve

Arikekpar, 2016).
1.2.1 Antibiyotiklerin Siniflandirilmasi

Antibiyotiklerin en yaygin smiflandirilmas: etki mekanizmalarina gore yapilan

siniflandirmadir. Etki mekanizmalarina gore antibiyotikler 6 sinifa ayrilir.

1) Bakterinin hiicre duvari sentezinin inhibisyonu; p-laktam ve glikopeptit
antibiyotikleridir. Bu antibiyotik sinifi hiicre duvar1 biyosentezinde spesifik adimlara etki
ederek, hiicre sekli ve biiyiikliigiinde degisikliklere neden olur. Hiicresel stres tepkilerini

indukler ve hicre liziz olur.

2) Protein sentezinin inhibisyonu; Protein sentezini inhibe eden ilaglar, en genis

antibiyotik siniflart arasindadir. iki alt smifa ayrilir: 50S inhibitorler ve 30S inhibitorleri.



50S ribozom inhibitérler, makrolid, linkosamid, streptogramin, amphenicol,
oksazolidinon antibiyotikleridir. Ribozomun 50S alt birimine baglanarak protein
sentezini durdururlar. Makrolid, linkosamid ve streptogramin antibiyotikleri ise t-RNA
ile etkilesime girer ve peptidil transferazi inhibe ederek ribozom ile etkiselimini bloke

ederler.

30S ribozom inhibitorler, tetrasiklin ve aminosiklitol antibiyotikleridir. Aminosiklitol
antibiyotikleri, ribozomun 30S alt birimine geri doniisiimsiiz baglanirlar ve protein
sentezini durdururlar. Tetrasiklinler ise t-RNA’y1 bloke ederek ribozom ile etkilesimine

engel olurlar.

3)DNA sentezi inhibitorleri; Florokinolonlar ve Metronidazol antibiyotikleridir. DNA
enzimlerini hedefleyen bu antibiyotik sinifi, bu enzimleri DNA boluinmesi asamasinda

yakalar ve yeniden birlesmesini dnlerler. Boylece replikasyonu inhibe ederler.

4)RNA sentezi inhibitorleri; rifampisin antibiyotikleridir. DNA’ya bagli ve aktif olarak
transkripsiyon yapan RNA polimeraz enziminin alt birimine baglanarak, mMRNA sentezini

onler.

5) Mikolik Asit sentezi inhibitdrleri; Izoniazid antibiyotikleridir. Bakterinin

metobolizmasi i¢in gerekli olan mikolik asitin sentezini dnlerler.

6) Folik Asit sentezi inhibitorleri; Sulfonamidler, trimethoprim antibiyotikleridir.
Bakterinin metobolizmasi i¢in gerekli olan folik asitin sentezini engeller (Kohanski ve
ark., 2010, Moore, 2016).

1.2.2 p-laktam Antibiyotikleri

pB-laktam antibiyotikleri, etkinlik ve giivenliklerinden dolay: en yaygin olarak kullanilan
antibiyotik sinifidir. Penisilinin kesfinden sonra, pek ¢ok penisilin tiirevinin de iginde
bulundugu biiyiik bir antibiyotik grubudur (Ruben ve ark., 2013; Bush ve Bradford,
2016). p-laktam antibiyotikleri, hem Gram negatif hem de Gram pozitif bakterilerde,
penisilin baglayan proteinlere (PBP) kovalent olarak baglanirlar ve bu proteinler
tarafindan katalize edilen peptid bag olusum reaksiyonunu inhibe ederek, peptidoglikan
(PG) birimlerinin ¢apraz baglanmasini bloke ederler. BOylece hiicre duvari olusumu
engellenir ve bakteri lizize ugrar. Bu mekanizmanin PBP’lerin aktif bolgesinde bulunan
serin aminoasit kalintisina, antibiyotiklerin baglanmasiyla olustugu bilinmektedir
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(Kohanski ve ark., 2010; Bush ve Bradford, 2016). Molekiiler agirliklarina gére PBP’ler,
1-4 arasi rakamlar ile adlandirilirlar. Birden fazla PBP ayni molekiil agirligina sahip
olmas1 durumunda rakamlarin yanina harfler eklenir (PBP 1a gibi). Degisik B-laktamlarin
farkli PBP’lere baglanma afiniteleri ve etkiledikleri ila¢ diizeyleri birbirinden farklidir.
Bu durum B-laktam antibiyotiklerin antibakteriyel etkinliklerinin neden birbirinden fakli

oldugunu kismen agiklayabilir (Giilay, 2001).

Bu grup igerisinde yer alan antibiyotik gruplari; penisilinler, sefalosporinler,
monobaktamlar, karbapenemlerdir. Bu antibiyotik sinifinin ortak 6zellikleri ise tiimiiniin
yapisinda B-laktam halkas1 (Sekil 1.1) bulunmasi ve etki mekanizmalarinin ayni olmasidir

(Ruben, 2013).
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Sekil 1.1 B-laktam halkasi

Penisilinler; Penisilin 1928 yilinda, Alexander Fleming tarafindan kesfedilen ilk
antibiyotiktir. Baslarda dogal olarak elde edilsede sentetik olarak da pek ¢ok penisilin
tiirevi ilaglar gelistirilmistir. Penisilin smifi Giyeleri arasinda penisilin G, penisilin V,
oksasilin (dikloxasilin), metisilin, nafilin, ampisilin, amoksisilin, karbenisilin, piperasilin,
mezlosilin ve ticarsilin antibiyotikleri vardir (Etebu ve Arikekpar, 2016). Gram pozitif ve
negatif bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarda kullanilan penisilinlerin yapilarinda
ortak olarak, bir B-laktam halkas1 ve bir tiyazolidin halkasi vardir (Sekil 1.2) (Nathwani
ve Wood 1993).
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Sekil 1.2 Penisilinlerin ana iskeleti



Sefalosporinler; 1970°den beri yaygin olarak kullanilan sefalosporinler en etkili
antibiyotik simiflarindandir (Sekil 1.3) (Ruben ve ark., 2013). Penisilinler ile benzer
yaptya sahip olan sefalosporinlerin etki mekazimasi -laktam antibiyotikleri ile aynidir.
Sefalosporinler, E. coli gibi yaygin gram negatif bakterilere karsi etkilidir. Ancak
metisiline direncli olan S. aureus (MRSA\) gibi bakteriler sefalosporinlere karsi direnglidir
(Harrison ve Bratcher, 2008). Sefalosporinler genel olarak antibakteriyel etkinliklerine
gore 5’¢ ayrilir nesil basgligi ile gruplandirilir. Genel olarak diisiik nesil (1. Nesil, 2. Nesil)
sefalosporinler daha ¢ok Gram pozitif bakterilerde, ylksek nesil (4. Nesil, 5. Nesil)
sefalosporinler ise gram-negatif bakterilerde etkilidir (Harrison ve Bratcher, 2008; Ruben
ve ark., 2013).
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Sekil 1.3 Sefalosporinlerin ana iskeleti

Monobaktamlar; monosiklik f-laktam halkasina sahip olan antibiyotiklerdir ve bu yizden
monosiklik p-laktamlar olarakta bilinirler. Bu antibiyotik smifinda klinik olarak
kullanilan ilk antibiyotik aztreonamdir (Sekil 1.4). Gram negatif bakterilere kars1 etkili
olan monobaktamlar, gram pozitif bakterilere ve anaeroblara karsi etkili degillerdir
(Ruben ve ark,, 2013; Sykes ve Bonner, 1985).
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Sekil 1.4 Aztreonam yapist ve monobaktam ana iskeleti



Karbapenemler; yiizlerce farkli B-laktam antibiyotikleri icinde en genis etki alanina sahip
olan gruptur (Sekil 1.5). Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere kars1 en yiiksek etkiye
sahiptirler. Bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarda, hastalar agir hastalandiginda veya
vucudunda direngli bakteri bulundugundan siiphelenildigi durumlarda “son ¢are
antibiyotik” olarak siklikla kullanilirlar. Klinik olarak ilk kullanima giren karbapenem
antibiyotigi imipenem, daha sonra kullanima giren ise meropenemdir (Krisztina ve ark.,
2011, Bush ve Bradford, 2016). Daha genis spektrumlu ve daha kararli karbapenemler
olan biapenem, ertapenem ve doripenem antibiyotikleri sonradan klinik kullanima

girmistir.
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Sekil 1.5 Karbapenemlerin ana iskeleti

Son zamanlarda ¢oklu ila¢ direngli (MDR) patojenlerin ortaya ¢ikmasi, bu hayat kurtarici
antibiyotik smifinin etkisini yok etmekte ve halk saghg icin biiylik bir tehdit
olusturmaktadir. Ozellikle en yiiksek etkiye sahip olan ve bu 6zelliklerinden dolay1 son
care antibiyotik olarak kullanilan karbapenemlere kars1 goriilen direng, diinya genelinde
siklikla goriilmekte ve toplum sagligi i¢in biiyiik bir sorun olusturmaktadir (Krisztina ve

ark., 2011; Codje ve Donkor, 2018).
1.3 Antibiyotik Direnci

Bakteriler, antibiyotik molekdllerin varligi da dahi olmak iizere varliklarini tehlikeye
atabilecek cesitli gevresel tehditlere cevap vermelerini saglayan olaganiistii bir genetik
yapiya sahiptir. Antibiyotiklerin etkili bir sekilde bakteriyel biliylimeyi durdurma
kabiliyetini yitirdigi durumlarda ‘antibiyotik direnci’ meydana gelir ve bakteriler
antibiyotiklerin varliginda ¢ogalmaya devam ederler. Antibiyotiklerin varliginda bile
cogalan bu bakterilere, direncli bakteriler ad1 verilir (Zaman ve ark., 2017). Bakterilerde

goriilen bu diren¢ dogal ya da edinsel olabilir. Dogal yoldan kazanilan direng, genellikle



bilesigin etki mekanizmasiyla iligkili (gen)lerdeki mutasyonlarla olur. Edinsel direng ise
ayn1 veya farkli tiirdeki bakteriden, direng mekanizmasini kodlayan genin yatay gen
transferi yoluyla alinmasi ile olur (MacGowan ve Macnaughton, 2017; Munita ve Arias,
2016).

Antibiyotiklerin ge¢mislerine bakildiginda basarisizliklar1 az olan bu ajanlara karsi
direncin artmasi, kiiresel bir endise haline gelmistir. Ge¢gmiste bir antibiyotik basarili
olmadigr durumda bir digeri kullanilabilinirdi. Fakat glinimuzde bu direng giderek
artmakta ve yeni ilag kesifleri olmadan bu direncin Ustesinden gelmek oldukca
zorlagmistir. (MacGowan ve Macnaughton, 2017). Direng tek bir antibiyotik ile siirh
kalmayip diger benzer yapidaki antibiyotiklere kars1 da gorulebilir. Bakteriler zamanla
coklu ilag direncine sahip olup, farkli antibiyotik siniflarina kars1 direngli hale gelebilirler.
Bu durumun bir sonucu olarak, ginimuzde bu direng sadece hastane enfeksiyonlarin da

degil toplumda da siklikla goriilmeye baglanmistir (Zaman ve ark., 2017).

Gram pozitif bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarda yaygin bir sekilde antibiyotik
direncinin goriilmesinin yani sira, Gram negatif bakterilerde de diren¢ giderek artan
sekilde goriilmektedir. (Bush, K., 2010). Ozellikle en guclu antibiyotik grubu olan
karbapenemlere kars1 Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter
baumannii gibi Gram negatif bakterilerde goriilen diren¢ diinya ¢apinda artmakta ve
toplum saglig1 i¢in tehdit olusturmaktadir (Codje ve Donkor, 2018). Enterobacteriaceae
familyasi, toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlarin ana kaynagidir. Insanlar arasinda
kolayca yayilabilir (el, bulasik, yiyecek ve su) ve genetik materyalleri yatay gen transferi

yoluyla elde edebilirler (Nordmann ve ark., 2011).

Kiiresel Saglik Glivenligi Giindemi (GHSA) Subat 2014°te bulasic1 hastalik salginlarini
onleme, tespit etme ve bu salginlarla miicadele etme ¢abalarini kiiresel ¢apta artirmak igin
5 yillik bir plan baglatmistir (Toner ve ark., 2015). Diinya saglik o6rgiitii (WHO), 2014
yilinda antimikrobiyel direng ile ilgili bir rapor yaymlamis ve giderek biiyiik bir tehdit
haline gelen antibakteriyel dirence dikkat ¢ekmistir (WHO, 2014). Ve yine Diinya Saglik
Orgiitii, antibiyotik direncine kars1 harekete gecilmedigi takdirde kiigiik yaralanmalarin
dahi oliimle sonuglanabilecegi konusunda uyarida bulunmustur (WHO, 2017). Tim
bunlar antibiyotik direncinin toplum saglig1 i¢in ne kadar biiyiik bir tehdit olusturdugunu

gozler 6nuine sermektedir.
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1.3.1 Antibiyotik Diren¢ Mekanizmasi

Bakteriler, antimikrobiyal molekiiller tarafindan 6ldiiriilmelerini ya da blyumelerinin
durdurulmasimmi Onlemek i¢in antibiyotik diren¢ mekanizmalar: gelistirmislerdir.
Bakterilerin antibiyotiklere kars1 gosterdigi diren¢ mekanizmasini anlamak, bu sorunla

miicadele icin son derece 6nemlidir.

Antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin kapsamli siiflandirmasi igin, dirence neden olan
biyokimyasal yollarin bilinmesi gerekir. Bu biyokimyasal yollar; antibiyotigin hedefine
ulagmasinin 6nlenmesi (antibiyotigin hiicre igine alinimi azaltarak veya bilesigin aktif
olarak atilmasi), hedef bolgelerin degismesi, antimikrobiyal molekiiliin modifikasyonlari,

olarak kategorize edilebilir. (Munita ve Arias, 2016)
a) Antibiyotigin hedefine ulagsmasinin énlenmesi; bu mekanizma 2 yolla olur.

1)Azalan gecirgenlik; antibiyotiklerin etki edebilmesi ic¢in dis ve/veya sitoplazmik
membrana nlfus etmeleri gerekir. Ornegin P-laktam antibiyotikleri PBP’lere
baglanmabilmek icin sitoplazmik zarin dis yiiziine ulasirlar. Fakat gram negatif
bakterilerin dis zarinda yar1 gecirgen bir engel, i¢i su dolu bir kanal olan porinler vardir.
Antibiyotik molekdlleri gibi hidrofilik molekiiller dis zardan ancak porinler aracilig ile
gecebilir. Bu kanallardan gegen B-laktam antibiyotik molekiilleri PDB’lere baglanabilir.
Ancak porinlerde meydana gelen degisiklikler, antibiyotiklerin dis zardan girisini
engellemektedir. Porin degisiklikleri genelde 3 yolla olur; porin tipinde bir degisiklik,
porin ekspresyon seviyesindeki bir degisiklik ve porin fonksiyonunda bozulma. Bu
mekanizmalarin herhangi biri vasitasiyla meydana gelen zarin gegirgenligindeki
degisiklikler, genellikle diisiik seviyeli dirence neden olur. B-laktam antibiyotiklerin cogu
hidrofilik yan zincirler igerdiklerinden dolayr porin proteinlerindeki degisimlerden
etkilenmekte ve bu durum antibiyotik direncine neden olmaktadir (Munita ve Arias, 2016;
Gulay, 2001).

2)Aktif (akis/ efluks) pompa sistemi; hiicreden antibiyotik atan ve diisiik hiicre i¢i aktif
madde konsantrasyonunu koruyan zar proteinlerine akis pompalari denir. Bu pompalar
antibiyotikleri hedeflerine ulasmadan ©nce hucreye girdikleri hizla hiicre disina

pompalarlar (Kapoor ve ark., 2017). ilk defa 1980 yilinda E.coli’de tanimlanan pompa
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sistemi, o zamandan beri hem Gram negatif hem de Gram pozitif bakterilerde
tanimlanmustir. Bu sistemler substrata 6zgii olabilirler veya MDR gdsteren bakterilerde

genis substrat spesifikligine sahip olabilirler (Munita ve Arias, 2016).

b) Hedef bolgelerin degismesi; bakterilerde antibiyotige karsi goriilen direncin
sebeplerinden biri de, hedef bolgelerindeki degisiklikler ile antibiyotigin etkilerinden
kendilerini korumalaridir. Bu amagla bakteriler ya antibiyotigin hedef bdlgeye
baglanmasini engelleyerek hedef bolgeyi korurlar ya da hedef bdlgenin antibiyotik
molekiilii igin afinite azalmasina neden olan modifikasyonlar yaparlar (Munita ve Arias,
2016). Hedef molekiil ile antibiyotik etkilesimi genellikle oldukca spesifik oldugundan,
hedef molekiildeki ufak bir degisikligin, antibiyotigin baglanmasi tizerinde 6nemli bir
etkisi olur. Ornegin; B-laktam antibiyotikleri icin PBP’lerdeki ufak bir degisim sonucunda
antibiyotigin baglanamamasi, antibiyotiklere kars1 goriilen direngte Onemli bir
mekanizmadir. Penisilin baglayan proteinde mutasyonun varhigi, f-laktam antibiyotiklere

afinitenin azalmasina neden olur (Giilay, 2001; Kapoor ve ark., 2017).

c) Antimikrobiyal molekiilin modifikasyonlari; Bakteriler tarafindan antimikrobiyel
molekiiller tizerinde kimyasal modifikasyonlar gerceklestiren enzimlerin ekspresyonu,
hem Gram negatif hem de Gram pozitif bakterilerde iyi bilinen bir antibiyotik direnc
mekanizmasidir. B-laktamazlar, aminoglikozit modifiye edici enzimler ve kloramfenikol

asetil transferazlar gibi antibiyotikleri etkisizlestiren ii¢ ana enzim vardir (Kapoor ve ark.
2017)

1.4 p-laktamazlar ve Karbapenemazlar

B-laktamazlar, p-laktam halkasinin amid bagin1 hidroliz ederek, p-laktam
antibiyotiklerinin etkilerini inaktive ederler (Sekil 1.6). Bu diren¢ mekanizmasi, Gram
pozitif ve Gram negatif bakterilerin, f-laktam antibiyotiklerine karg1 gosterdigi direncin
ana mekanizmasidir. B-laktamazlar, penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar ve
karbapenemler gibi tum B-laktam antibiyotiklerini inaktive edebilirler (Munita ve Arias,
2016; Wilke ve ark., 2005).
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(penisilin)

Sekil 1.6 Serin B-laktamazlarin, B-laktam halkasini hidroliz mekanizmasi

Yeni B-laktam antibiyotiklerinin kesfi ve klinik kullanima sunulmasi onlar1 inaktive eden
yeni B-laktamazlarin ortaya ¢ikmasina neden olmus ve B-laktamazlarin evrimi yeni f3-
laktamlarin kesfi ve gelisimi igin dnemli bir itici gii¢ olmustur. Bu enzimlere, p-laktam
antibiyotiklerinin tip ve tarim alanlarinda yaygin olarak kullanilmalarindan 6nce nadir
olarak rastalanilirdi. Fakat karbapenem, monobaktam ve sefalosporin gibi B-laktam
antibiyotiklerinin yaygin olarak kullanilmasi yeni bir evrime yol agarak, genis
spekturumlu B-laktamazlarin ( GSBL) ortaya ¢ikmasina neden olmustur (Wilke ve ark.,
2005). Genis spektrumlu B-laktamaz (GSBL) enzimleri, aztreonam gibi monobaktamlari
ve sefotaksim, seftriakson gibi oksiimino sefalosporinleri inaktive ederler. Bu enzimler,
neredeyse tum Enterobacteriaceae ailesinde, ¢ogunlukla da Klebsiella spp. ve
Escherichia coli gibi bakterilerde gorulirler (Bektas ve ark., 2018).

2016 yilina kadar yaklasik 1000’den fazla, farkli B-laktamaz tanimlanmis ve daha pek
cok yeni B-laktamazin, bakteriyel evrim siirecinin normal bir pargast olarak rapor
edilmesi beklenmektedir (Munita ve Arias, 2016). Bu ¢esitlilik antibiyotik direncine kars1
miicadelenin boyutlarin1 ortaya koyarak, bu miicadelenin zorlugunu gozler 6niline
sermektedir. Cok sayidaki bu enzimleri daha iyi inceleyebilmek ve kavrayabilmek
amaciyla giinlimiizde yaygin olarak kullanilan 2 smiflandirma vardir; Ambler
siniflandirmasi (simif A,B,C,D), Bush ve Jacoby siniflandirmasi (grup 1,2,3) (Ambler,
1980, Bush ve Jacoby, 2010).

Karbapenemazlar, Ambler siniflandirmasinda smif A, B ve D B-laktamazlardan olusan

biiyiik bir enzim grubudur. Karbepenem ve cogu B-laktam antibiyotiklerini hidroliz

13



edebilirler. Buna ek olarak, ticari olarak kullanilan B-laktamaz inhibitorleri tarafindan

inhibisyona kars1 direnglilerdir (Queenan ve Bush 2007).

1.4.1 Ambler Simiflandirmasi: Molekiiler Stmflandirma

Ambler baslangigta B-laktamazlari, sinif A ve sinif B olarak 2 sinifa ayirmistir. Sinif A,
aktif bolgelerinde serin aminoasit kalintis1 bulunduran serin B-laktamazlar, sinif B ise
aktivite i¢in iki degerlilik bir metal iyonuna ihtiya¢ duyan metalo B-laktamazlardir. Daha
sonraki yillarda simif A ile az dizi benzerligi gosteren farkli serin B-laktamazlarin
bulunmasi ile 1980 yilinda tekrar bir simiflandirma yapmistir ve bu siniflandirma hala
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ambler f-laktamazlari aminoasit sekanslarina dayali,
smif A, B, C, D olarak dort smifa ayirmistir (Ambler, 1980). A, C ve D smifi B-
laktamazlar, aktif bolgelerinde serin aminoasit kalintisi ile B-laktamlar1 hidroliz ederler.
Bu B-laktamazlara, serin -laktamazlar da denir. B sinifi B-laktamazlar ise aktif bolgede
+2 degerlikli bir metal iyonu icerirler (genellikle ¢cinko) ve metallo-beta-laktamaz (MBL)
olarak adlandirilirlar. MBL ise aktif bolgelerindeki ¢inko ile B-laktamlari hidroliz ederler
(Munita ve Arias, 2016; Wilke ve ark., 2005).

1.4.2 Bush ve Jacoby Siniflandirmasi: Fonksiyonel Siniflandirma

Ik olarak 1989°da Bush tarafindan yapilan bu fonksiyonel siniflandirma, 1995°de
gelistirilmistir. Bakterilerde goriilen bu direncin artmasi ve yayginlasmasinin bir sonucu
olarak yeni -laktamazlarin tanimlanmas: tizerine, 2010 yilinda yeni alt gruplar eklenerek
en son halini almigtir. Bu siniflandirmada B-laktamazlar, inhibitorlere duyarlilik, substrat
profilleri gibi islevsel Ozelliklerinin de degerlendirildigi yeni bir fonksiyonel
siiflandirma ile 3 gruba ayirir.

Grup 1: sefalosporinazlar; molekiiller sinif olarak sinif C B-laktamazlardir. Gram negatif
bakterilerin plazmid kokenli enzimleridir. Enterobacteriaceae ve birka¢ diger
organizmada genel olarak goriiliir. Sefalosporinleri ve benzilpenisilinleri aktif sekilde
hidroliz ederler. Yeni bir alt simif olarak le enzimleri, oksiimino B-laktamlar1 hidroliz

edebilirler.

Grup 2: serin P-laktamazlar; bu smiflandirmadaki en biiyilk grubudur. Ambler
siniflandirmasinda, smif A ve D B-laktamazlar1 kapsar. Grup 2 B-laktamazlar substrat
profillerindeki farklilik nedeni ile 12 ayr alt gruba ayrilir.(2a, 2b, 2be, 2br, 2c, 2ce, 2d,
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2df, 2e, 2f) Penisilinleri, sefolasporinleri, karbapenemleri ve monobaktamlari hidroliz
edebilirler. Gram negatif bakterilerde ¢ok yaygin olarak goriilen bu grup enzimlerin

sayilar1 diinya ¢apinda hizla artmaktadir.

Grup 3: metallo B-laktamazlar (MBLs); molekiiler sinif olarak B sinifi B-laktamazlardir.
Hem fonksiyonel hem de yapisal olarak diger -laktamazlardan farklilardir. Aktif bolgede
genellikle ¢inko iyonuna gereksinim duyduklari i¢in diger B-laktamazlardan yapisal
olarak farklilardir. Monobaktam haricindeki pek cok B-laktami hidroliz edebilirler.
Genellikle karbapenemlere ilgileri yuksektir (Bush ve Jacoby, 2010).

1.5 Serin p-laktamazlar

SINIF A; Klinik olarak énemli B-laktamazlarin ¢ogunun sinif A serin B-laktamazlara ait
oldugu bilinmektedir. Stnif A B-laktamazlar, penisilin, genis spekturumlu sefalosporin,
karbapenem ve monobaktam (aztreonam) gibi pek ¢ok B-laktam sinifi antibiyotikleri
hidroliz edebilirler. Bu karbapenemazlar plazmid kodlu (KPC, GES, FRI-1), kromozomal
kodlu (SME, NmcA, SFC-1, BIC-1, PenA, FPH-1, SHV-38) veya her ikisi tarafindan
kodlu (IMI) olabilirler (Nass ve ark., 2016; Codje ve Donkor, 2018).

KPC’ler (K. Pneumoniae karbapenemaz) en yaygin gériilen sinif A enzimlerdir. ilk KPC
enzimi olan KPC-2, 1966 yilinda Amerika Bilesik Devletlerinde K. pneumoniae'de
tanimlanmistir.  Baslangigta  Klebsiella  Pneumoniae’da  gorilen  bu  enzim,
Enterobactericea ailesine ait bakterilerde de yaygin olarak goériilmeye baslanmistir.
Gunimuzde P. aeruginosa ve A. baumannii’de de giderek artan sekilde gorulmektedir.
KPC'ler kesfedildikten birkag y1l sonra diinyaya yayilmis ve bircok Asya, Kuzey Amerika
ve Avrupa lilkesinde ve Afrika'da enfeksiyonlara neden olmustur (Sekil 1.7). KPC (reten
bakterilerde P-laktamlara karsi ¢oklu ilag direnci goriilmesi, tedavi secgeneklerini
sinirlamaktadir. Buna bagli olarak bu bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarda goriilen
oliim orani yiiksektir (Nass ve ark., 2016, Nordmann ve ark., 2011, Papp-Wallace ve ark.,
2011). KPC’nin 22 varyant1 vardir ve bu enzimlerde birbirlerinden farkli olarak birkag
aminoasit degisikligi goriiliir. (KPC-2 — KPC-24) (Nass ve ark., 2016; Nordmann ve ark.,
2009). KPC-2 enzimi enterik bakterilerde yaygin olmasi nedeniyle de klinik olarak
oldukca 6nemlidir. Biyokimyasal veriler KPC-2'nin penisilinler, sefalosporinler ve

karbapenemleri hidroliz edebildigini gdstermistir (Mehta ve ark., 2015).
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I «pcC iireticilerinin endemik yayilimi
I KPC iireticilerinin sporadik yayihimi
[] KPC kaydedildi

[] Kayit yok
Sekil 1.7 KPC ureten Klebsiella pneumoniae’nin epidemiolojik 6zellikleri. (1) ABD; (2)
Kolombiya; (3) Brezilya; (4) Arjantin; (5) italya; (6) Yunanistan; (7) Polonya; (8) Israil;
(9) Cin; (10) Tayvan; (11) Kanada; (12) Ispanya; (13) Fransa; (14) Belgika; (15)
Hollanda; (16) Almanya; (17) Ingiltere; (18) irlanda; (19) Isveg; (20) Finlandiya; (21)
Macaristan; (22) Hindistan; (23) Giiney Kore; (24) Avustralya; (25) Meksika; (26) Kiiba;
(27) Porto Riko; (28) Uruguay; (29) Portekiz; (30) Isvigre; (31) Avusturya; (32) Cek
Cumbhuriyeti; (33) Danimarka; (34) Norveg; (35) Hirvatistan; (36) Tiirkiye; (37) Cezayir;
(38) Misir; (39) Giiney Afrika; (40) Iran; (41) Birlesik Arap Emirlikleri; (42) Pakistan;
(43) Rusya; (44) Japonya (Lee ve ark., 2016).

SINIF C; Birgok Enterobacteriaceae ve diger bazi bakterilerin kromozomlari iizerinde
kodlanan B-laktamazlardir (Bush ve Jacoby, 2010). Siif C, tiim sefalosporin ve penisilin
antibiyotiklerini hidroliz edebilir ve bu B-laktamazlara sefalosporinazlar da denir. Klinik
olarak en yaygimn sinif C enzimleri, genellikle kromozom (zerinde kodlanan AmpC'dir
(Munita ve Arias, 2016). Penisilini yok ettigi bildirilen ilk bakteri enzimi, 1940 yilinda
isimlendirilmemis olmasina ragmen Escherichia coli'de tanimlanmis AmpC f-
laktamazdir. AmpC, sefalotin, sefazolin, sefoksitin, pek ¢ok penisilin ve f-laktam-f3-
latamaz inhibitorlerine kars1 direng gdsteren ve klinik olarak 6nemli bir B-laktamazdir

(Jacoby, 2009).
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SINIF D; Diger B-laktamazlardan farkli olarak oksasilini (dar spekturumlu bir penisilin
antibiyotigi) hidroliz etme 6zelliklerinden dolay1 bu enzimlere OXA B-laktamazlarda
denir. 3. nesil sefalosporinleri, penisilinleri ve karbapenemleri hidroliz edebilen enzimleri
de oldugu i¢in birgok OXA variyant1 vardir. D siifi enzimler baslangigta A. baumanii'de
ozellikle yaygin olarak goériilmesine ragmen, E. coli, Enterobacteriaceae, K. pneumoniae
ve P. aeruginosa gibi klinik olarak 6nemli bircok organizmada da tanimlanmistir (Munita
ve Arias, 2016; Evans ve Amyes, 2014). Yapilan arastirmalar sonucu, 102 farkli OXA
sekansi tanimlanmis olup, 9’u GSBL, 37 tanesinin de karbapenemaz oldugu bulunmustur

(Codje ve Donkor, 2018).
1.6 p-Laktamaz Inhibitérleri

Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerde B-laktamazlarin neden oldugu p-laktamlara
kars1 goriilen direncin tstesinden gelmek igin, B-laktamaz inhibitorleri (BLI) kesfedilerek
klinik uygulamaya sokulmustur. Bu inhibitorler sayesinde -laktam antibiyotikleri hedefi
olan PBP’lere ulasabilirler ve dolayisiyla etkinliklerini geri kazanirlar. B-laktamaz
inhibitorleri, enzimlerin aktif bolgesindeki aminoasit kalintilar1 ile etkileserek onlar
inhibe ederler. Bu inhibitérler, klavulanat, sulbaktam ve tazobaktamdir. Bu inhibitorlerin
yapilarinda ortak olarak B-laktam halkasi bulunur ve B-laktam yapili inhibitorler olarak
da bilinirler. Uzun zamandir -laktamaz inhibitorleri, B-laktam antibiyotikleri ile birlikte
kombinasyon halinde B-laktamazlari inhibe etmek i¢in kullanilmaktadir (Bonomo ve
Drawz, 2010; Olsen, 2015; Drawz ve ark., 2014). Fakat bakterilerin bu inhibitorlere karsi
direng gostermesiyle, B-laktam antibiyotiklerine aktivitelerini geri kazandirabilecek etkili
inhibitorlere duyulan ihtiyag¢ artmistir (Bonomo ve Drawz, 2010; Drawz ve ark., 2014).
Hiz kazanan yeni inhibitor ¢aligmalari sonucu kesfedilen avibaktam, MK-7655 ve
RPX7009 gibi inhibitorlerin yapilarinda -laktam halkasi yoktur ve non B-laktam f-
laktamaz inhibitorler olarak bilinirler. Bu inhibitorlerin klinik ¢alismalar1 hala devam

etmektedir.
1.6.1 p -Laktam Halkasi iceren Inhibitorler

Klavulanik asit (klavulanat); 1970 yilinda Streptomyces clavuligerus bakterisinden izole
edilmis ilk B-laktamaz inhibitoriidiir. Daha sonra 1978’de sulbaktam, 1984 yilinda ise

tazobaktam sentetik olarak kesfedilmistir. Bu inibitorler simif A B-laktamazlara karsi
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etkiliyken genellikle sinif B, C ve D B-laktamazlara kars1 daha az etkilidirler (Bonomo ve
Drawz, 2010; Bush ve Bradfor, 2016; Olsen, 2015). B-laktamaz inhibitorleri, enzimin
aktif bolgesinine geri doniisiimsiiz baglanarak, enzimleri inhibe ederler (Sekil 1.8)

(Bonomo ve Drawz, 2010; Docquier ve Magnani, 2018).
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Sekil 1.8 Klavulanat, Tazobaktam ve Sulbaktam yapilar

Genel olarak bu inhibitérler PBP’leri etkisizlestiremezler. Antibakteriyel etkileri daha
zay1f oldugu i¢in B-laktam antibiyotikleri ile kombinasyon halinde kullanilirlar. Su anda,
mevcut bes p-laktam-B-laktamaz inhibitér formiilasyonu bulunmaktadir. Bunlar;
amoksisilin-klavulanat, tikarsilin-klavulanat,  ampisilin-sulbaktam,  sefaperazon-
sulbaktam ve piperasilin-tazobaktamtir. Bu kombinasyonlar bazi sinif A B-laktamazlara
( KPC-2, SHV ve IRT harici) karsi etkili olabilirler. Fakat simif B, C ve D enzimlerin
coguna karsi etkili degillerdir (Olsen, 2015; Docquier ve Magnani, 2018). Uzun yillardir
B-laktamaz inihibitorlerinin enzime afinitelerinin zayif oldugu bilinmektedir. Ayrica bu
inhibitorler sinif A karbapenemaz KPC-2’yi etkili sekilde inhibe edemezler (Khan ve ark.,
2014). Yapilan arastirmalarda yeni kesfedilen bir¢ok P-laktamazin, uzun zamandir
kullanilan bu pB-laktamaz inhibitorleri tarafindan inaktif hale getirilemedigi tespit

edilmistir (Thomson,1990; Watkins ve ark., 2013).
1.6.2 Non p-Laktam p-Laktamaz inhibitérler

Ug BLI’lerin ve karbapenem gibi son care olarak gorilen antibiyotiklerin zayifliklarindan
dolayr goriilen c¢oklu ilag direncinin Ustesinden gelmek icin, yeni inhibitorlerin
bulunmasina duyulan ihtiyag artmistir. f-laktamazlarin  etki mekanizmasinin
anlagilmasinda sonra, Sanofi-Avent’teki bilim insanlar1 kii¢iik bir molekiil iskeleti
tasarlamiglardir. Bu molekiil her ne kadar B-laktam taklitgisi olsada yapisal olarak f-
laktamdan farklidir ve bu fark sayesinden B-laktam yapili BLI’lere karsi direngten

kagabilecegi diisliniilmiistiir. Bu bilesik bisiklo (3.2.1) diazabisiklo-oktanon, yani

18



avibaktam’tir ve ilk non B-laktam BLI’diir. Klavulanik asit ile karsilastirildiginda daha
genis spekturumlu oldugu bulunmustur. Avibaktamin sinif A B-laktamazlari etkili sekilde
inhibe ettigi (KPC’ de dahil) ayn1 zamanda sinif C ve bazi sinif D B-laktamazlari da inhibe
ettigi bulunmustur (Docquier ve Magnani, 2018; Bonnefoy ve ark., 2004). Avibaktam
(Sekil 1.9) kovalent ve geri donlsiimlii inhibitordiir. Seftazidime-avibaktam, seftaroline-
avibaktam, aztreonam-avibaktam kombinasyon ¢alismalari 2010’dan beri klinik olarak
devam etmektedir. Bu kombinasyon ¢alismalarindan seftazidime-avibaktam Amerika ve

Avrupa da onaylanmistir (Docquier ve Magnani, 2018).
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Sekil 1.9 Avibaktam yapisi

MK-7655 (Relebaktam) diger bir bisiklik diazabisiklo-oktanon olup, klinik gelisimdeki
non B-laktam BLI‘dir. (Sekil 1.10) Yap1 ve etki mekanizmasi olarak avibaktamlara
benzer. Simif A ve C B-laktamazlari inhibe edebildigi in vitro olarak kanitlanmistir.
Imipenem-kilastatin ile kombinasyon c¢alismalari devam etmektedir (Olsen, 2015;

Docquier ve Magnani, 2018).
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Sekil 1.10 Relebaktam yapis1

Nacubaktam (FPI-1459, RG6080, OP0595), zidebaktam (sefepime ile kombinasyon
caligmalar1 devam etmekte) ve ETX2514 diger bisiklik diazabisiklo-oktanon inhibitorler
(Sekil 1.11) olup klinik gelisim altindadir (Docquier ve Magnani, 2018).
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Sekil 1.11 Nacubaktam ve Zidebaktam yapilari

30 yi1l once boronik asit tiirevlerinin serin P-laktamazlara karsi aktivite gosterdigi
bulunmustur (Kiener ve Waley, 1978). O zamandan beri ¢esitli tiirevleri sentezlenerek 3-
laktamazlara kars1 inhibitor aktiviteleri test edilmistir (Docquier ve Magnani, 2018). 2015
yilinda bilim insanlar1 giiglii bir serin B-laktamaz inhibitori bulmak icin bir program
baglatmis ve borik asit farmokoforu iceren bilesikler tasarlayarak bir seri
olusturmuslardir. Potansiyel yapilari serin f-laktamazlarin aktif bolgesine modelleyerek,
in siliko doking araciligiyla taramislardir. Bu taramalar sonucunda umut vaad eden
bilesikleri sentezleyerek in vitro ve in vivo testlerini yapmislardir. Bu arastirma
sonucunda da vaborbaktam’in (Sekil 1.12, RPX7009) halk saghigini tehdit eden ve
giderek yayginlasan KPC iireten bakterilere karsi karbapenemlerin aktivitesini geri

kazandirdigin1 bulmuslardir (Hecker ve ark., 2015).

Sekil 1.12 Vaborbaktam (RPX7009)
1.7 Kumarinler

Bir piron halkas1 ve bir benzen halkasi sisteminin birlesmesiyle olusan kumarinler ¢esitli
farmokolojik 6zellikler gosterirler (Sekil 1.13). Bir¢cok dogal iiriinde bulunan kumarinler,
bitkilerin meyve, kabuk, gévde ve yapraklarinda bulunurlar. Bunun yani sira sentetik ve
yar1 sentetik kumarin tiirevleri de vardir. Kumarinler enzim inhibitorii olarak davranma,

toksik maddeleri dnleme gibi énemli biyokimyasal etkiye sahiptirler. Sahip olduklari
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fonksiyonel yapilar1 sayesinde kumarin tiirevleri; antialerjik, antitimdr, antiastim,
analjezik, antidiyabetik, antihipertansif, antiviral, antifungal, antimikrobiyal, anti-
koagiilan, anti-inflamatuar, anti-kanser ve antidepresan olarakta biyolojik aktiviteye
sahiptirler. Bu 06zelliklerinden dolayr kumarinler ilag endiistrisinde oldukca yaygin

sekilde kullanilmaktadir (Vardar, 2012; Srikrishna ve ark., 2018).

0] 0]

=
Sekil 1.13 Kumarin halkasi

Kumarinlerin B-laktamazlar (zerindeki inhibitér aktiviteleri ilk defa 2014 yilinda
arastirtlmistir ve 7-preniloksi kumarinlerin simif A B-laktamazlar igin gucli ve segici
inhibitorler oldugu bulunmustur. Aurapten, umbelliprenin, galbanik asit ve 7-
izopenteniloksikumarin (71PC) ile yaptiklari ¢alismalarda, auraptenin (Sekil 1.14), Sinif
A B-laktamaza kars1 en giiclii inhibitor aktivite gdsterdigini, sinif D B-laktamaza kars1 ise
inhibisyon aktivitesi gostermedigini bulmuslardir. Bahsedilen bilesiklerin yap1 aktivite
iliskisini ve enzim inhibitdr sonug¢larint anlayabilmek i¢in, her iki B-laktamaz grubu igin
doking analizi ger¢eklestirmiglerdir. Doking analizi, bilesiklerin simf A B-laktamaza
gore, simif D B-laktamaza 100-500 kat diisiik baglanma derecesine sahip oldugunu

gostermistir (Safdari ve ark., 2014).

( )

\ J

Sekil 1.14 Aurapten

Ayrica, 2000 yilinda da kumarinler gibi yapisinda lakton halkasi bulunan 7 adet y-lakton
bilesiginin (Sekil 1.15) B-laktamazlar iizerindeki etkileri incelenmis ve bu bilesiklerden,

2 tanesinin gesitli bakterilerden izole edilen f-laktamazlari inhibe ettigi bulunmustur.
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Sekil 1.15 B-laktamazi inhibe eden y-lakton bilesigi (Gal ve ark., 2000)

Yapilan bu ¢aligmalar kumarinlerin potansiyel B-laktamaz inhibitorleri olabilecegini

gostermektedir.
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2.MATERYAL VE YONTEM

Bilgisayar destekli ilag kesfi/ tasarimi (CADD: computer-aided drug desing) ve
gelistirilmesi i¢in yardimci olan ve ayni zamanda bu uzun siireci kisaltan, maliyeti
diistiren yontemlerdir. Bilgisayar destekli ila¢ tasarimi ile deneysel olarak taranmasi
gereken ligand sayis1 azaltilararak, potansiyeli en yiiksek bilesiklerin hayvan deneyleri
icin belirlenmesi saglanir. Boylece hem maliyet azalir hem de ilacin piyasaya ¢ikma
stiresi kisalmig olur. Ayrica bu yontemler ile Oncii ligand bilesikleri belirlenebilir,
etkinligi ve olasi yan etkileri tahmin edilebilir ve olasi ilag molekiillerinin

biyoyararlarinin artirilmasina yardimei olunur (Leelananda ve Lindert, 2016).
Genel olarak bir ilacin kesfinde CADD 3 amacg i¢in kullanilir;

1) Buyuk bir molekil kutlphanesinden deneysel olarak test edilebilecek daha kiiguk

molekil kiimeleri elde etme,

2) Emilim (absorbsiyon), dagilim, metabolizma, atilim ve toksitite (ADMET) dahil olmak

Uzere, afinitesinin artirilmasi, ila¢ metabolizmasi

3) Farmokinetik dzelliklerinin optimizasyonu, yeni bilesiklerin tasarlanmasi (Sliwoski ve
ark., 2014).

Bu yontemler genel olarak yapi bazli ve ligand bazli yontemler olarak siniflandirilirlar.
Ligand bazli CADD, hedef yap1ya baglandigi bilinen molekiillerin bilgisinden yararlanilir
ve hedef protein yapisinin bilgisine ihtiya¢ yoktur. Bu yontemlere 6rnek olarak kantitatif
yapi-aktivite iliskisi (KYATI) verilebilir. Yap1 bazli CADD, test edilecek tiim bilesiklerin
hedefe baglanma enerjilerini hesaplamak icin hedef protein yapisinin bilgisine dayanir.
Molekdler doking ve molekdler dinamik similasyon (MD) bu yéntemlere 6rnek olarak
verilebilir. Hedef protein yapist genellikle X-1s1n1 kristalografisi ve ya NMR(nukleer

manyetik rezonans) ile elde edilir (Leelananda ve Lindert, 2016; Sliwoski ve ark., 2014).

Bu tez calismasinda, daha Once boOlimimiz Organik kimya ve Biyokimya
laboratuvarlarinda sentezlenmis olan ¢ogu arilkumarin tiirevi olan 39 bilesik ile caligilmis
ve ilk kez bu bilesiklerin B-laktamazlar tlizerine etkileri arastirilmistir. Akilci ilag
tasariminda hesapsal ve deneysel yontemlerin bir arada kullanilmasi ile inhibitor de dahi
olmak ftizere, pek cok yeni bilesiklerin tanimlanmasi ve gelistirilmesi saglanmistir. Bu

amacla bu bilesiklerin Oncellikle molekiiler doking yontemi ile p-laktamaz ve
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karbapenemaz enzimlerine karsi afiniteleri hesaplanmis ve potansiyel aday bilesikler
belirlenmistir. Belirlenen bilesiklerin B-laktamaz Gizerindeki etkileri in vitro biyokimyasal
yontem ile tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda belirlenen Oncu bilesigin
molekiler dinamik (MD) yontem ile enzim-ligand kompleksinin similasyonu

incelenmistir.
2.1 Molekuler Doking

Molekiiler doking yontemi, ila¢ kesfedilmesinde bir ara¢ olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu yontem, molekllerin belirli bir biyolojik hedefe olan afinitelerini
molekiler mekanik teorisine gore hesaplar. Bu molekillerin yani ligandlarin, hedef
makromolekiliin (enzim, reseptér, DNA, RNA, vs.) baglanma bdlgelerindeki,
konformasyonlarini1 tespit eder. Yani bu yontem, bir molekiiliin bagka bir molekiil ile
kararli bir kompleks olusturmasi sonucunda atomlarin uzaydaki tercih edebilecegi
pozisyonlari tahmin etmede kullanilir (Ferreira ve ark., 2015; Thiriot ve Monard, 2009).
Ligandin bir proteine baglandiginda kurdugu elektrostatik etkilesimler sonucunda
olusabilecek konformasyonlar1 tahmin eder ve bu etkilesimler sonucunda baglanma
potansiyelini temsil eden bir skor olusturur. Bu skor, elektrostatik ve Van der Walls

enerjilerinin toplami ile bulunur ve konformasyonlar1 siralamak i¢in kullanilir (Ferreira

ve ark., 2015; Pagadala ve ark., 2017).

Molekdler doking hesaplar ligand esnek (flexible), makromolekiil ise sabit (rijid) ya da
kismen esnek tutularak gerceklestirilir.

Bu tez ¢aligmasinda, ag¢ik lisansl bir doking programi olan ve Scripps Arastirma Enstitiisii
tarafindan gelistirilmis AutoDock Vina kullanilarak, esnek protein-ligand doklamalari

yapilmistir (Trott ve Olson, 2010).

Bu tez ¢alismasinda izlenen molekiiler doking basamaklari;
*Enzim dosyalarinin hazirlanmasi,

*Ligand dosyalarinin hazirlanmasi,

*Konigiirasyon dosyasinin hazirlanmasi

*AutoDock Vina ile doking,

*Doking sonuglarinin goriintiilenmesi seklindedir.
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2.1.1 Enzim Dosyalarimin Hazirlanmasi

Doking i¢in gerekli olan Sinif A Klebsiella pneumoniae KPC-2’nin (PDB kodu: 20V5)
(Ke ve ark., 2007), sinif C Escherichia coli AmpC (PDB kodu: 1L2S) (Powers ve ark.,
2002), siif D Escherichia coli OXA-1’in (PDB kodu: 3ISG) (Schneider ve ark., 2009)
yuksek ¢o6zunurlukli x-1s1n1 kristal yapilari protein data bankasindan PDB formatinda
indirilmistir. KPC-2’nin trimer halinde bulunan enzimdeki zincirlerden ikisi silinerek A
zincirine ait monomerik yapi elde edilmistir. AmpC ve OXA-1 enzimlerinin dimer
halinde bulunan zincirlerinden biri silinerek monomerik yapi elde edilmistir. Her 3 enzim
icin de, kristal yapisinda enzime bagli olan ligand yapidan silinip gerekli diger
diizeltmeler yapildiktan sonra aktif bolgesi bos enzim pdb olarak kaydedilmistir. Bu
dosyalar, AutodockTools 1.5.6 (Morris ve ark., 2009) programinda agilarak belirlenen
aktif bolgeki amino asitler (Tablo 2.1) doking islemi i¢in esnek olarak segilmis ve
donebilen bag sayilar1 tanimlandiktan sonra Gasteiger yikleri hesaplanarak pdbgt dosya

formatinda kaydedilmistir.

KPC-2 (1.85 A) AmpC (1.94 A) OXA-1 (1.4 A)

Sekil 2.1 KPC-2, AmpC ve OXA-1 enzimleri i¢in kullanilan kristal yapilar ve ¢ozinurlik

degerleri.

Tablo 2.1 KPC-2, AmpC ve OXA-1 enzimlerinin aktif bolgesinde yer alan ve esnek

olarak secilen amino asitler

KPC-2 AmpC OXA-1

SER70 SER64 SER67
SER130 LYS67 LYS70
ASN132 TYR150 SER115
ASN170 ASN152 LYS212
LYS234 TYR221 THR213
THR235 LYS315 LEU255
THR237
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2.1.2 Ligand Dosyalarmin Hazirlanmasi

Daha onceki ¢alismalarda (Erzincan ve ark., 2015) kumarin bilesiklerinin (Tablo 2.2,
Tablo 2.3, Tablo 2.4) Spartan programi (Wavefunction Inc., 2010) ile konformasyon
taramasi yari-deneysel PM6 yontemi (Stewart, 2007) ile yapilmistir. Bu tez ¢alismasi
kapsaminda, secilen en kararli konformasyon kullanilarak daha yiiksek seviye bir yontem
olan M062X/6-31G(d,p) (Zhao ve Truhlar, 2008) ile bilesikler optimize edilmistir ve bu
islem i¢in Gaussian09 yazilimi (Frisch ve ark., 2010) kullanilmistir. Optimize olmus
kumarin yapilart pdb formatinda kaydedilmistir. AutodockTools programi (Morris ve
ark., 2009) kullanilarak her bir ligand yapis1 doking islemine hazir hale getirilerek, pdbqt

formatinda kaydedilmistir.

Tablo 2.2 Benzokumarin tirevleri

= s i ~uf = [ H/,-;:" Lo r
Al-Ad ~F AS.AS TL JIH

Benzokumarin Tarevleri R1 R2

Al -OAc -OAc

A2 -OCHs -OCHjs

A3 -H -OCH3

A4 -H -Ph

A5 -OAc -OAcC

A6 -OCHs -OCHjs

A7 -H -OCH3

A8 -H -Ph
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Tablo 2.3 3-arilkumarin tiirevleri

R.
e ko _o
L L L .
R
T R
Rg
3-arilkumarin turevleri  Ri R2 R3 R4 Rs Rs R7
1 -H -OH -OH -H -OCHs -OCH; -H
2 -H -OCH; -OCHs -H -OAc -OAc -H
3 -H -OCH; -OCHs -H -OH -OH -H
4 -H -OAc -OAc -H -OCH; -OCHsz -H
5 -H -OH -OH -H -OH -OH -H
6 -H -OAc  -OCH; -H -OCH; -OCHs; -H
10 -OH -OH -H -H -OCHs -OCH; -H
11 -OAc -OAc -H -H -OCH;s -OCHgs -H
12 -OH -OH -H -H -CHs -H -H
14 -OH -OH -H -H -H -H -H
16 -OH -OH -H -H -H -CHs -H
22 -H -OCH; -OCH; -H -OCHs -OCHgs -H
23 -OH -OH -H -H -OH -OH -H
24 -H -OH -H -OH -OCH; -OCHgs -OCHs;
25 -H -OH -OH -H -OCH; -OCHgs -OCHs;
26 -H -OAc -H -OAc -OAc -OAc -H
27 -H -OAc -OAc -H -OCHz -OCH;  -OCHjs
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Tablo 2.4 4-arilkumarin tiirevleri

-~ ~

By

e o o
I T

Ra r/ 1/,R..
4-arilkumarin turevleri R1 R2 Rs R4 Rs Rs
7 -OH -OH -H -H -OCHs -OCHs
8 -H -OH -OH -H -OCHs;  -OCH3s
9 -OH -OH -H -H -OH -OH
18 -H -OH -H -H -H -H
21 -H -OH -OH -OH -OH -0

Tablo 2.5 Diger kumarin tiirevleri

Kumarin tirevleri

Al0
All
17
HO o o
19 -
NH,
OH

HO o o

20
=
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2.1.3 Konfigurasyon (Config) Dosyasinin Hazirlanmasi

Doking hesaplamasinin yapilabilmesi icin Oncelikle konfigiirasyon dosyasinin
hazirlanmasi gerekir (Sekil 2.2). Bir konfigiirasyon dosyasinda; protein molekiiliiniin,
ligandin adi, baglanmanin gerceklesecegi atom merkez alinarak olusturulan kiipiin
boyutlar1 (size) ve proteinin aktif bolgesi {izerinde baglanmanin gerceklesecegi atomun
kartezyen koordinatlarini (center) tanimlayan parametreler yer alir. Proteinin aktif bolgesi
ve bu bolgedeki baglanmanin gerceklesecegi atomun koordinatlari, doklama yapilacak
proteine gore farklilik gosterir. Ayrica baglanmanin ger¢eklesecegi atom merkez alinarak
olusturulan kiipiin boyutlar1 da proteinin aktif bolgesi ve ligand molekiillerinin boyutuna

gore farklilik gosterir.

Receptor = 20v5_rigid.pdbat receptor=112s_rigid.pdbgqt Receptor = 3isg_rigid.pdbqt
flex = 20v5_flex.pdbqt flex = 112s_flex.pdbqt flex = 3isg_flex.pdbqt
ligand = 3_opt.pdbqt ligand = 2_opt.pdbqt ligand = 2_opt.pdbqt
center_ x=56.9 center x =25.8 center x=-11.7

center_y =-21.5 center y =5 center_y =13.9
center_z=-4.4 center z = 16.1 center_z =-43.1

size x =40 size_x = 40 size_x =40

size_y =40 size_y = 40 size_y =40

size_z =40 size 7 = 40 size_z=40

Sekil 2.2 AutoDock Vina programi kullanilarak KPC-2 (20v5), AmpC (1L2S) ve OXA-
1 (3ISG) i¢in hazirlanan konfigiirasyon dosyalar1

2.1.4 Molekiiler Doking Islemi

Konfigiirasyon dosyalarinin hazirlanmasindan sonra AutoDock Vina programinin
validasyonu i¢in enzimlerin kristal yapilarindaki inhibitdriin enzime rigid olarak
doklanmasi ile elde edilen konformasyonlarin, X-ray yapisindan sapmasi (Root Mean
Square Deviation, RMSD) incelenmistir. Tiim enzimler i¢in yaplan bu islemde,
inhibitorlerin doking pozisyonlar1 ile kristal yapi pozisyonlar iist list cakistirilarak,
RMSD < 2 kriterini sagladigi bulunmustur (Trott ve Olson, 2010). RMSD hesab1 i¢gin
Discovery Studio 4.1 programi kullanilmigtir (Accelrys Software Inc., 2013). Smif A
KPC-2 (PDB: 20V5) i¢in RMSD degeri 1.448 A bulunmustur. Simf C AmpC (PDB:
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1L2S) igin RMSD degeri 1.850 A, siif D (PDB: 3ISG) icin RMSD degeri 1.536 A olarak
bulunmustur (Sekil 2.3, 2.4 ve 2.5).

dok edilmis yapi1

. J

Sekil 2.3 KPC-2 ( PDB: 20V5) kristal yapisindaki inhibitoriin (bicine) pozunun doking
sonrasi elde edilen poz ile karsilastirilmas1 (RMSD: 1.44 A)

( )

dok edilmis yapi

/r

kristal y%/

& /

Sekil 24 AmpC (PDB: 1L2S) kristal yapisindaki inhibitoriin  (3-[(4-
kloroanilino)sulfonil]tiyofen-2-karboksilik asit) pozunun doking sonrasi elde edilen poz
ile karsilastiriimas: (RMSD: 1.85 A)

( )

> dok edilmis yapi

kristal yapi

Sekil 2.5 OXA-1 (PDB:3ISG) kristal yapisindaki inhibitoriin (doripenem, B-laktam
halkasinin agik hali) pozunun doking sonrasi elde edilen poz ile karsilastirilmas: (RMSD:

1.536 A)
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2.1.5 Doking Sonuclarinin Goériintiilenmesi

Molekiler doking sonucunda elde edilen diisiik baglanma enerjisine sahip ligandlar
AutoDock Tools programi kullanilarak goriintiilenmis ve aktif bolge ile etkilesen
konformasyonlar segilmistir. Segilen konformasyonlar BIOVIA Discovery Studio
Modeling Environment, Release 4.0 - 2013 goriintileme yazilimi ile enzim-ligand

etkilesimleri ayrintili olarak incelenmistir (Accelrys Software Inc., 2013).
2.2 Molekuler Dinamik Simulasyon

Molekiiler doking ydnteminde, hedef baglanma bolgesinin esnekligi gbz Oniinde
bulundurulmasi gereken 6nemli fakat siklikla gdzden kacan bir 6zelliktir. Enzimler ve
reseptorleri, molekiiler tanima islemi sirasinda konformasyonel degisikliklere
ugrayabilir. Bu esneklik sorunu MD ile c¢ozulebilir. Bu similasyon yontemi ile
proteinlerin ve diger biyomolekiillerin davraniglar1 atomik detayda ve zamana bagh
olarak izlenebilir. MD ile biyomolekiillerin hareketleri hakkinda bilgiler edinilir ve
bilgiler biyolojik sistemlerin anlasilabilmesine katki saglar (Adcock ve McCammon,
2006). En yaygin kullanilan molekiiler dinamik yazilim paketleri NAMD, Gromacs ve
Amber'dir. Mangoni vd. (1999) kiiciik esnek ligandlar1 suda esnek hedeflere
yerlestirmek igin bir MD protokolii gelistirmislerdir. Proteinlerin kicuk molekulli
ligantlar veya inhibitorler ile kompleks halinde simiilasyonu, enzim katalizini anlamanin
onemli bir pargasidir (Lemkul, 2018). Bu tez ¢aligmasinda Gromacs 2016.3 (Abraham ve
ark., 2015; van der Spoel ve ark., 2005) programi kullanilarak, protein-ligand

kompleksinin 30 ns boyunca molekdler dinamik similasyonu yapilmistir.
Simiilasyon caligmasi i¢in izlenilen basamaklar,
*Topoloji olusturma; dncelikle enzimin ve ligandin topolojisi olusturulmustur.

*Kutu olusturma ve solvent ekleme; kompleksin i¢inde bulundugu birim hiicre

olusturulmus ve bu hiicreye solvent (su) molekiilleri eklenmistir.
«Iyon ekleme; sisteme iyon eklenerek nétralize hale getirilmistir.

*Enerji minimizasyonu; sistemin minimizasyon islemidir. 50000 adimda

gergelestirilmistir.
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*Denge; su molekiilleri ve iyonlarin dengelenmesi islemidir. Sistemin hacmi, basinc1 1
bar ve sicakligi 300 Kelvin’de dengeye getirilmistir. (NVT ve NPT; N: molekiillerin

sayisi, V: sistemin hacmi, P: sistemin basinci, T: sistemin sicakligi)

*MD 30 ns’lik similasyonu ve analizi seklindedir (Lemkul, 2018).
2.2.1 MD Simulasyon Analizi

MD simiilasyonlart Gromacs 2016.3 programi ile Charmm36 kuvvet alani1 kullanarak
standart protokol ile gergeklestirilmistir. Ligandin simiilasyon boyunca baglanma
pozunun ne kadar degistigini ve ilk pozundan ne kadar saptigin1 6grenmek i¢in RMSD
grafigi olusturulmus ve incelenmistir. MD simiilasyonu VMD 1.9.3 (Humprey, 1996)
programi kullanilarak izlenmistir. Program kullanilarak istenilen pozlar PDB olarak
kaydedilmis ve BIOVIA Discovery Studio Modeling Environment, Release 4.0-2013
Studio goriintiileme yazilimi kullanilarak ayrintili olarak incelenmistir. Similasyon
boyunca aktif bolgedeki aminoasit kalintilar1 ile ligand molekiilii ve serin aminoasit
kalintilar1 arasinda olusan hidrojen baglar1 sayisin1 veren grafik Gromacs 2016.3

programi kullanilarak elde edilmistir.

2.3 Arilkumarin Tirevlerinin p-Laktamaz Aktivitesi Uzerine Etkilerinin In Vitro

Belirlenmesi

Arilkumarin tdrevlerinin B-laktamaz enzim aktivitesi Uzerine etkileri Sigma Aldrich
Chemical Co.’dan (St., Louis, ABD) firmasindan temin edilen B-Laktamaz Inhibitor
Tarama Kiti kullanilarak, tiretici firmanin talimatlarina uygun olarak gerceklestirilmistir
(MAK?222). Bu kitin igeriginde aktivite dl¢limii i¢in gerekli olan, f-Laktamaz ¢alisma
tamponu, f-Laktamaz enzimi, nitrosefin substratt (DMSO iginde), pozitif kontrol olarak
kullanilacak olan klavulanik asit bulunmaktadir. Aktivite calismalar1 96 kuyulu
mikroplakalarda, Epoch ¢oklu plaka okuyuculu spektrofotometre (Biotek) kullanilarak

gerceklestirilmistir.

Bu yontemde p-laktamaz substratt olarak kullanilan nitrosefin kromojenik bir
sefalosporin tiirevidir ve reaksiyon hizi enzim etkisi ile olusan hidroliz {iriiniintin 490 nm
dalga boyundaki absorbansinin artigi ile takip edilir (Sekil 2.6) (O’Callaghan ve ark.,
1972).
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O=N NOz  cooH O=N N2 coom
A )N—J(O o beta-laktamaz ZNZ NH COOHO
A 2N
H S H s
Nitrosefin Nitrosefin hidroliz {irtinii (490 nm)
N J

Sekil 2.6 B-laktamaz inhibitor tarama kitindeki enzim-substrat tepkimesi

Enzimin inhibe edilmesiyle 490 nm’deki absorbansta dolayisi ile enzim aktivitesinde

azalma beklenmektedir.

Arilkumarin tiirevlerinin p-Laktamaz aktivitesi Uzerine etkisinin incelenmesi igin
oncelikle B-laktamaz enzim aktivitesi tayin edilmistir. Bu amagla 1pL B-laktamaz caligsma
tamponu, 2 pL B-Laktamaz enzimi ve 67 pL B-laktamaz ¢alisma tamponu 96 kuyulu
plakalara konularak karanlikta 25 °C sicaklikta 10 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra reaksiyon 1 uL nitrosefin (16 mM) ve 29 pL B-laktamaz ¢alisma
tamponundan olusan substrat ¢alisma ¢ozeltisinin eklenmesi ile baglatilmigtir. Enzim
aktivitesi ¢oklu mikroplakanin 2 saniye boyunca hizla karistirilmasindan sonra 490
nm’de, 20 dakika boyunca, her 1 dakikada bir absorbans 6l¢iimii alinarak belirlenmistir.
Kumarin tdrevlerinin ¢6ziinmesi i¢in kullanilan DMSO’nun enzim aktivitesi tizerindeki
etkisinin belirlenmesi amaciyla deneme 1uL B-laktamaz c¢alisma tamponu yerine 1pL

DMSO kullanilarak tekrarlanmastir.

Kumarin tiirevlerinin [-Laktamaz aktivitesi tzerine olan etkileri 100 pM inhibitor
konsantrasyonunda belirlenmistir. Bu amagla 1uL kumarin turevi (DMSO icinde
¢Oziinmilg, son konsantrasyon 100 uM), 2 uL B-Laktamaz enzimi ve 67 puL B-laktamaz
caligma tamponu 96 kuyulu plakalara konularak karanlikta 25 °C sicaklikta 10 dakika
inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra reaksiyon 1 uL nitrosefin (16 mM) ve 29 uL p-
laktamaz calisma tamponundan olusan substrat calisma c¢ozeltisinin eklenmesi ile
baslatilmigtir. Enzim aktivitesi ¢oklu mikroplakanin 2 saniye boyunca hizla
karistirilmasindan sonra 490 nm’de, 20 dakika boyunca, her 1 dakikada bir absorbans

Ol¢limii alinarak belirlenmistir.
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Her bir kumarin tiirevi i¢in yiizde inhibisyon degerleri asagida verilen denkleme gore

hesaplanmustir.

Aenz - Ainh

x100
Aenz

% inhibisyon =

Aenz: Inhibitorsiiz enzim aktivitesi
Ainh: Inhibitor varliginda enzim aktivitesi

Benzer sekilde bilinen B-Laktamaz inhibitéri klavulanik asidin 100 uM konsantrasyonda
enzim aktivitesi Uzerine etkisi 490 nm’de, 20 dakika boyunca, her 1 dakikada bir

absorbans 6l¢iimii alinarak belirlenmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda boliimiimiizde daha 6nce sentezlenmis olan arilkumain tiirevlerinin
serin B-laktamaz ve karbapenemaz enzimleri iizerine etkileri ilk defa incelenmistir.
Giliniimlizde sayilar1 binlere ulasan ¢esitli B-laktamaz enzimlerine ait ayr1 Kkitler
bulunamadigindan, in vitro deneylerimizi satin aldigimiz kit i¢inde yer alan ve hangi
sinifa ait oldugu hakkinda bilgi bulunmayan bir enzim ile galisarak gergeklestirdik. Bu
yiizden bu calismada molekiiler doking yontemi ile her 3 enzimde en etkili olan bilesik
tespit edilerek, molekiiler dinamik c¢alismalar1 gergeklestirilmis ve elde edilen sonuglar

neticesinde sinif A KPC-2 ve sinif C AmpC i¢in potansiyel olarak belirlenmistir.
3.1 Molekiiler Doking Sonuc¢lar:

Serin B-laktamaz enzimleri olan KPC-2, AmpC ve OXA-1 ile yapilan esnek doking
hesaplamalari her bir kumarin tiirevi i¢in 10 kez tekrarlanmistir. Enzime en yiiksek afinite
(en diislik serbest baglanma enerjisi; AG) ile baglanan konformasyonlarin baglanma
enerjileri asagida Tablo 3.1°de verilmistir. Ayrica B-laktamaz inhibitorii olan ve satin
alinanan enzim kitinde bulunan klavulanik asit ile yapilan molekiiler doking ¢alismasinin
sonucu da Tablo 3.1’e eklenmistir. Ki degerleri AG= RTInK; ( R=1,988 cal/mol.K,
T=298K) formiilii kullanilarak hesaplanmis ve Tablo 3.1°de verilmistir. Genel olarak
benzokumarin tirevleri A1-A11’in kuvvetli baglanma potansiyelleri goze ¢arpmaktadir.
Tum benzokumarinlerin 0zellikle AmpC enzimine ¢ok kuvvetli bir sekilde (baglanma
enerjileri -10 ile -12 kcal/mol arasinda) baglanma egilimi gosterdikleri, A10 ve A11’in
ise li¢ enzime de ¢ok iyi baglanabildigi tahmin edilmistir. Her ¢ enzimde de en yutksek
afiniteye sahip bilesik A10 olarak belirlenmistir. Ayrica klavulanik asit inhibitori ile
yapilan doking sonucuna bakildigi zaman enzimlere baglanma afinitesinin arilkumarin

tiirevlerine gore daha az oldugu goriilmektedir.
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Tablo 3.1 Arilkumarin tlrevlerinin KPC-2, AmpC ve OXA-1 enzimlerine baglanma

enerjileri (kcal\mol) ve Kj(mikro molar) degerleri.

Avrilkumarin Turevi KPC-2 AmpC OXA-1

AG Ki AG K AG K

Al -8,3 0,82 -10,1 0,03 -9,1 0,21
A2 -8,8 0,35 -9,9 0,05 -8,8 0,35
A3 -8,9 0,29 -10,0 0,04 -8,7 0,41
Ad -8,5 0,58 -11,7 0,00 -9,8 0,06
A5 -9,2 0,18 -10,1 0,03 -10,0 0,04
A6 -9,2 0,18 -10,1 0,03 -10,2 0,03
A7 -8,6 0,49 -10,0 0,04 -8,8 0,35
A8 -8,7 0,41 -10,5 0,02 -8,8 0,35
Al0 -11,2 0,00 -11,7 0,01 -11,1 0,01
All -10,1 0,03 -11,6 0,01 -10,4 0,02
1 -8,0 1,36 -8,2 0,97 -8,1 1,15
2 -7,8 1,91 -8,7 0,42 -8,2 0,97
3 -8,2 0,97 -9,5 0,11 -7,9 1,61
4 -8,2 0,97 -8,2 0,97 -8,6 0,49
5 -8,8 0,35 -9,3 0,15 -7,8 1,91
6 -8,4 0,69 -8,1 1,15 -8,4 0,69
7 -8,5 0,58 -8,2 0,97 -1,7 2,26
8 -8,0 1,36 -8,4 0,69 -7,6 2,68
9 -8,0 1,36 -9,1 0,21 -8,5 0,58
10 -9,1 0,21 -8,6 0,49 -8,0 1,36
11 -7,9 0,61 -8,8 0,35 -8,5 0,58
12 -9,1 0,21 -8,4 0,69 -8,5 0,58
13 -9,1 0,21 -8,7 0,41 -8,1 1,15
14 -8,8 0,35 -7,9 1,61 -8,1 1,15
15 -7,8 1,91 -8,2 0,97 -8,0 1,36
16 -9,1 0,21 -8,3 0,82 -9,9 0,05
17 -6,6 14,51 -6,4 20,33 -59 47,29
18 -7,5 3,17 -7,6 2,68 -7,2 5,27
19 -7,0 7,38 -7,0 7,38 -6,4 20,33
20 -6,3 24,07 -6,5 17,17 -6,0 39,95
21 -8,4 0,69 -8,3 0,82 -8,1 1,15
22 -8,7 0,41 -7,9 1,61 -8,0 1,36
23 -8,5 0,58 -9,0 0,25 -7,9 1,61
24 -8,1 1,15 -8,1 1,15 -7,6 2,68
25 -8,7 0,41 -8,3 0,82 -7,8 1,91
26 -9,0 0,25 -9,0 0,25 -8,8 0,35
27 -8,5 0,59 -8,0 1,36 -8,3 0,82
28 -7,9 1,62 -8,5 0,58 -8,1 1,15
29 -9,7 0,08 -9,3 0,15 -9,1 0,21
Ertapenem -9,1 0,213 -10,1 0,03 -106 0,01
Klavulanik Asit -6,5 17,17 -6,8 10,35 -6,5 17,17
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Her iic enzimde de en yiiksek afiniteye sahip bilesik A10 olarak belirlenmistir.
Karbapenem antibiyotikleri arasinda B-laktamaz enzimlerine afinitesi en yiiksek olan
antibiyotigin ertapenem oldugu bilinmektedir (Pina-Vaz ve ark., 2016). Klavulanik asit
inhibitoruniin ise KPC-2 ve AmpC enzimlerine etki etmedigi rapor edilmistir (Watkins
ve ark., 2013). Doking yontemini test amaciyla ertapenem ve klavulanik asit ile de doking
yapilmistir. Beklendigi gibi ertapenem bu enzimlere ¢ok giiclii afinite gostermis,
klavulanik asit ise ¢ok zayif baglanmistir. Ertapenem ile yapilan doking sonucunda
bulunan baglanma enerjisi ile A10 bilesigi karsilastirildiginda, A10 bilesiginin enzimlere

afinitesinin daha yiliksek oldugu goriilmektedir.
3.1.1 Enzim-ligand Baglanma Etkilesimlerinin Incelenmesi

Esnek doking c¢alismalar1 sonucunda yiiksek baglanma afinitesine sahip bilesiklerin,
enzim-substrat etkilesimleri BIOVIA Discovery Studio Visualizer 4.5 - 2013 programi
kullanilarak incelenmistir. Bu ¢alisma da potansiyel, segici serin B-laktamaz inhibit6ri
arastirildigindan her 3 enzimde de yiiksek afiniteye sahip bilesikler; A5, A6, A10, All,
16 ve 29 olarak belirlenmistir. Bu bilesiklerin baglanma mekanizmalar1 asagida detayli

bir sekilde incelenmistir.
3.1.1.1 Simif A KPC-2 Doking Sonuglari

Ertapenem’in karbapenem antibiyotikleri arasinda B-laktamaz enzimlerine en yiksek
afinite gosterdigi bilinmektedir (Pina-Vaz ve ark., 2016). KPC-2 enzimine doklanmasi -
9.1 kkal/mol baglanma enerjisi ile olmustur. Kumarin bilesiklerinden A5, A6, A10 ve 29
ertapenem’den daha iyi baglanma gosterirken 10, 12, 13, 16 ayn1 derecede baglanmistir.
Simif A B-laktamazlar KPC-2’de dahil olmak Uzere aktif bolgesinde yer alan SER70
aminoasit kalintis1 ile B-laktam antibiyotiklerini hidroliz ederler (Nass ve ark., 2016). Bu
yiizden doking sonuglarini incelerken 6zellikle SER70 aminoasit ile etkilesen bilesikler

potansiyel olarak belirlenmistir. Bu nedenle A6, A10, 16 ve 29 bilesikleri incelenmistir.

Sekil 3.1’de A6’nin KPC-2’ye iyi baglanmasini saglayan etkilesimlerin SER70, ASN132

ile H-baglar1 ve TRP105 ile de n-n istiflesme etkilesimleri oldugu goriilmektedir. Sekil

3.2’de de goriildigii gibi A10’nun KPC-2’ye iyi baglanmasini saglayan etkilesimler

SER70 ve SER130 ile H-baglari, TRP105 ile de n-x istiflesme etkilesimleridir. Sekil

3.3’de goriildiigii gibi 16’nin KPC-2’ye iyi baglanmasini saglayan etkilesimler SER70,
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THR235, ASN132, ASN170, LYS73 ile H-baglarinin yan1 sira TRP105 ile de yaptig1 -
7 istiflesme etkilesimleridir. Sekil 3.4’de goriildiigii gibi 29°un enzime iyi baglanmasini
saglayan etkilesimler SER70 ve ASN132 ile H-baglari, TRP105 ile de n-n istiflesme

etkilesimleridir.

A6- AG: -9.2 kcal/ mol

SER70-OH (H) .... A6: Kum-O (O) (H bag1 2.95)
ASN132-NH2 (H) .... A6: Kum-C=0 (O) (H bag1 1.92)
LEU167 .... A6: Fenil (n-sigma 3.43)

TRP105 .... A6: Kum (n-nt stacked 4.81)

TRP105 .... A6: Kum (n-n stacked 5.33)

TRP105 .... A6: KumFenil (n-n stacked 4.05)

TRP105 .... A6: KumFenil (n-n stacked 3.98)

TRP105 .... A6: BitisikFenil (n-n stacked 4.62)
TRPI10S .... A6: BitisikFenil (n-n stacked 3.89)

Sekil 3.1 A6 bilesiginin KPC-2nin aktif bolgesindeki aminoasitler ile etkilesimi ve

baglanma modu.
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Al10- AG: -11.2 kcal/ mol

SER70-OH .... A10: Kum-O (H bag1 2.75)
SER130-OH(H) .... A10: Kum-C=0(O) (H bag1 2.57)
ARG220-NH2(H) .... A10: Fenil-OH(O) (H bag1 2.76)
THR216-C=0(0) .... A10: Fenil-OH(H) (H bag1 2.31)
THR216-C=0(0) .... A10: Fenil-OH(H) (H bag1 2.43)
GLU168-C=0(0) .... A10: Fenil-OH(H) (H bag1 2.73)
TRP105 .... A10: Kum (n-nt stacked 4.75)

TRP105 .... A10: Kum (n-nt stacked 5.09)

TRP105 .... A10: KumFenil (n-n stacked 4.32)
TRP105 .... A10: KumFenil (n-n stacked 4.29)

Sekil 3.2 A10 bilesiginin KPC-2’nin aktif bélgesindeki aminoasitler ile etkilesimi ve

baglanma modu.
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16- AG: -9.1 kcal/ mol

SER70-OH (H).... 16: Kum-O (H bag1 2.15)
SER70-OH (O).... 16: KumFenil-OH (H) (H bag1 2.23)
SER70-OH (H) .... 16: KumFenil-OH (H bag1 2.23)
THR235-OH (H) .... 16: : Kum-C=0 (O) (H bag1 2.82)
LYS73-NHz (H) .... 16: KumFenil-OH (H bagi 2.48)
LYS73-NH3 (H) .... 16: KumFenil-OH (H bag1 2.54)
ASN132-C=0 (O) .... 16: KumFenil-OH (H bag1 2.17)
ASN170-NHz (H) .... 16: KumFenil-OH (H bag1 2.72)
GLU166-0 .... 16: KumFenil-OH (H) (H bag1 2.72)
ASN132-NH2 (H) .... BitisikFenil (z-Dondr H bagi)
TRP105 .... A10: Kum (n-n stacked 5.08)

TRP105 .... A10: Kum (n-nt stacked 4.47)

TRP105 .... A10: KumFenil (n-n stacked 5.92)
TRP105 .... A10: KumFenil (n-n stacked 5.00)

Sekil 3.3 16 bilesiginin KPC-2’nin aktif bolgesindeki aminoasitler ile etkilesimi ve

baglanma modu.

40



29- AG: -9.7 kcal/ mol

ARG220

SER70-OH (O) .... 29: Fenil-OH (H) (H bag1 2.75)

ASN132-NH: (H) .... 29: Fenil-OH (O) (H bag1 2.61)

TRP-105- NH (H) .... 29: Kum-C=0 (O) (H bag1 2.99)

ARG220 .... 29: KumFenil (n-katyon 4.39)

TRP105 .... 29: Kum (n-n stacked 4.66)

TRP105 .... 29: Kum (n-n stacked 5.26)

TRP105 .... 29: Fenil (n-n stacked 4.56)

TRP105 .... 29: Fenil (n-n stacked 3.88)

Sekil 3.4 29 bilesiginin KPC-2’nin aktif bolgesindeki aminoasitler ile etkilesimi ve

baglanma modu.

3.1.1.2 Sinif C AmpC Doking Sonuglari

Ertapenem’in AmpC enzimine doklanmast -10.1 kkal/mol baglanma enerjisi tahmin
etmistir. Kumarin bilesiklerinden A4, A8, A10 ertapenem’den daha iyi baglanma
gosterirken. Al, AS ve A6 ayni derecede baglanmistir. Sinif C p-laktamazlar AmpC’de
dahil olmak (zere aktif bolgesinde yer alan SER64 aminoasit kalintis1 ile p-laktam
antibiyotiklerini hidroliz ederler (Jacoby, 2009). Bu ytizden 6zellikle SER64 ile etkilesen
bilesikler potansiyel olarak belirlenmistir. Bu bilesiklerden A5, A6 ve A10 bilesiklerinin
baglanma mekanizmalar1 incelenmistir. Sekil 3.5’de A5 numarali bilesigin AmpC’ye iyi
baglanmasini saglayan etkilesimler SER64 ve LYS67 ile H-baglar1 ve TYR160 ile de n-
n istiflesme etkilesimleridir. Sekil 3.6’de gorildigi gibi A6’nin AmpC’ye iyi
baglanmasini saglayan etkilesimler SER64 ASN346, THR316 ile H-baglari, LEU293 ile
de m-alkil etkilesimleridir. Sekil 3.7’de A10’nun AmpC’ye iyi baglanmasini saglayan

41



etkilesimlerin SER64, LYS315, THR316 ile H-baglari, TYR150 ve TYR221 ile de n-nt

istiflesmeleri oldugu goriilmektedir.

A5- AG: -10.1 kcal/ mol Tvr1s0 LYS315

ASN152

SER64-OH (H) .... A5: Kum-C=0 (O) (H bag1 1.95)
LYS67-NH3 (H) .... AS: Kum-C=0 (O) (H bag12.73)
ALA318 .... A5: Kum (n-Alkil 4.96)

TYRI50 .... AS: Fenil (n-n stacked 4.78)

TYRI150 .... AS: Fenil (n-n stacked 4.15)

TYR221 .... A5: Fenil (n-n T-shaped 5.01)

Sekil 3.5 A5 bilesiginin AmpC’nin aktif bolgesindeki aminoasitler ile etkilesimi ve

baglanma modu

A6- AG: -10.1 kcal/ mol

SER64-OH (H) .... A6: Kum (7) (n-donor H bagi 2.95)
ASN346-NH2 (H) .... A6: Kum-C=0 (O) (H bagi 2.29)
THR316-OH (H) .... A6: Kum-C=0 (O) (H bag1 2.53)
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LEU293 .... A6: Fenil (n) (n-Alkil 5.45)
LEU293 .... A6: Kum () (nr-Alkil 5.39)
LEU119 .... A6: BitisikFenil () (z-Alkil 5.37)
GLU272 .... AG: Fenil (r) (n-Anyon 3.30)

Sekil 3.6 A6 bilesiginin AmpC’nin aktif bolgesindeki aminoasitler ile etkilesimi ve

TYR221
1 )

baglanma modu.

Al10- AG: -11.7 kcal/ mol

TYR150
‘ SER64
'/\
Fy

SER64-OH (H) .... A10: Kum (w) (n-donor H bag1 2.66)
TYR150 .... A10: Fenil (n-n stacked 3.89)

THR316-OH (O) .... A10: Fenil-OH (H) (H bag1 2.95)
LYS315-NH3 (H) .... A10: Fenil-OH (O) (H Bag1 2.65)
LYS315-NH3 (H) .... A10: Fenil-OH (O) (H Bag1 2.46)
THR316-0H (H) .... A10:Fenil-OH (O) (H bag1 2.95)
ALA318 .... A10: Kum (7) (z-Alkil 5.08)

ALA318 .... A10: BitisikFenil (r) (n-Alkil 5.17)
ALA318-NH (H) .... A10: Kum-O (O) ( H bag1 3.04)
TYR221 .... A10: BitisikFenil (n) (n- n stacked 5.13)
TYR221 .... A10: Kum (z) (n- © stacked 4.75)
SER212-NH (H) .... A10: Fenil (m) (nr-donor H bag1 2.89)

Sekil 3.7 A10 bilesiginin AmpC’nin aktif bdlgesindeki aminoasitler ile etkilesimi ve

baglanma modu.
3.1.1.3 Sinif D OXA-1 Doking Sonugclari

Ertapenem’in OXA-1 enzimine doklanmasi sonucunda bu enzime diger enzimlerden ¢ok

daha kuvvetli baglandig1 (-10.6 kkal/mol) ve secici oldugu goriilmiistiir. Kumarin

bilesiklerinden A5, A6, A10 ve All ertapenem’e en yakin baglanma afinitesi gosteren

ligandlardir. Simif D B-laktamazlar OXA-1’ de dahil olmak tizere aktif bolgesinde yer

alan SER67 aminoasit kalintis1 ile B-laktam antibiyotiklerini hidroliz ederler (Jacoby,

2009). Bu ylzden doking sonuglari incelenirken 6zellikle SER67 aminoasidi ile etkilesen
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bilesikler potansiyel olarak belirlenmistir. Bu bilesiklerden A5, A6, A10, 16 ve 29 icin
baglanma mekanizmasi incelenmistir. Sekil 3.8’de goriildiigii gibi A5’in OXA-1’e iyi
baglanmasini saglayan etkilesimler SER67, ALA215, SER115 ile H-baglari, LEU161 ile
yaptig1 n-sigma etkilesimidir. Sekil 3.9’da A6’nin OXA-1’¢e iyi baglanmasini saglayan
etkilesimler SER67, ALA215 ve SER115 ile H-baglarinin yani sira SER115 ile yaptigi
n-katyon etkilesimleri oldugu goriilmektedir. Sekil 3.10’da A10’nun OXA-1’e iyi
baglanmasini saglayan etkilesimler SER67, LEU255, SER115 ile H-baglari, LEU161 ile
de m-alkil etkilesimleridir. Sekil 3.11°de goriildiigi gibi 16’ nin OXA-1"e iyi baglanmasini
saglayan etkilesimler SER67, ALA215 ile H-baglar1 ve ALA215 ile de r-alkil, LEU161
ile w-alkil ve alkil-alkil etkilesimleridir. Sekil 3.12’de 29 numarali bilesigin OXA-1’¢ iyi
baglanmasini saglayan etkilesimler SER67, SER258 ile H-baglari, ALA215 ve LEU161
ile de m-alkil etkilesimleridir.

A5- AG: -10 kcal/ mol

SER67-OH (H) .... A5: Kum-C=0 (O) (H bag1 2.42)
ALA215-NH (H) .... A5: Kum-C=0 (O) (H bag1 3.02)
SER115-OH (H) .... A5: Kum-O (O) (H bag1 2.43)
SER115-OH .... A5: Kum (n-Katyon 3.83)
SER115-OH .... AS5: Kum (n-Katyon 3.80)

LEUI6I .... A5: Fenil (n-Sigma 3.92)

LEUIG6I .... A5: Fenil (n-Sigma 3.70)

Sekil 3.8 A5 bilesiginin OXA-1’in aktif bolgesindeki aminoasitler ile etkilesimi ve

baglanma modu.
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A6- AG: -10.2 kcal/ mol

SER67-OH (H) .... A6: Kum-C=0 (O) (H bag1 2.55)
SER115-OH .... A6: Kum (H bag1 3.92)
SER115-OH .... A6: Kum (n-Katyon 3.72)
SER115-OH .... A6: Kum (n-Katyon 3.72)
SER115-OH .... A6: Kum (n-Katyon 4.62)
ALA215-NH .... A6: Kum-C=0 (O) (H bag1 2.42)
LEUI6I .... A6: Fenil (n-Sigma 3.69)

LEU161 .... A6: Fenil (n-Sigma 3.99)

Sekil 3.9 A6 bilesiginin OXA-1’in aktif bolgesindeki aminoasitler ile etkilesimi ve

baglanma modu.

Al10- AG: -11.1 kcal/ mol

ASN154

U‘58;

1
SER163

A G
ALA215
SER67

iSER253

SER67-OH (H) .... A10: Kum-O (O) (H bag1 2.45)
SER258-OH (O) .... A10: Fenil-OH (H) (H bag1 2.14)
LEU255-OH (O) .... A10: Fenil-OH (H) (H bag1 2.41)
SER115-OH (H) .... A10: Kum-C=0 (O) (H bag1 2.68)
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SER115-OH (H) .... A10: Kum-C=0 (O) (H bagi 2.33)
ALA215 .... A10: Fenil ( n-Alkil 4.91)

TRP102 .... A10: Kum (n- © T-shaped 5.21)

TRP102 .... A10: KumFenil (n- © T-shaped 5.08)
VALI117 .... A10: KumFenil (n-Alkil 4.50)

LEU161 .... A10: KumFenil (z-Alkil 5.16)

LEU161 .... A10: KumFenil (n-Alkil 4.58)

LEUI6I .... A10: Kum (zn-Alkil 5.29)

GLUI158 .... A10: Fenil (m-Anyon 4.93)

ASN154 .... A10: Fenil (n-Dondr H bagi 3.12)
SER163-OH (H) .... A10: Fenil-OH (O) (H bag1 2.63)

Sekil 3.10 A10 bilesiginin OXA-1’in aktif bolgesindeki aminoasitler ile etkilesimi ve

baglanma modu.

16- AG: -9.9 kcal/ mol

SER67-OH (H) .... 16: Kum-O (O) (H bag1 2.40)
SER67-OH (H) .... 16: KumFenil-OH (O) (H bag1 2.21)
ALA215-NH (H) .... 16: Kum-O (O) ( H bag1 2.89)
ALA215 .... 16: Kum (n-Alkil 5.03)

ALA215 .... 16: KumFenil (n-Alkil 4.19)

LEU255 .... 16: KumFenil (n-Alkil 4.45)

VALI117 .... 16: Fenil (z-AlKkil 4.72)

LEUI6L1 .... 16: Fenil (n-Sigma 4.00)

LEUI6I .... 16: Fenil (Alkil-Alkil 4.49)

Sekil 3.11 16 bilesiginin OXA-1’in aktif bolgesindeki aminoasitler ile etkilesimi ve

baglanma modu.
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29- AG: -9.1 kcal/ mol

V117

SER67-OH (H) .... 29: KumFenil-OH (O) (H bag1 2.48)
SER258-OH (O) .... 29: Fenil-OH (H) (H bag1 2.07)
SER115 .... 29: Fenil (n-Katyon 4.26)

ALA215 .... 29: Kum (n-Alkil 5.05)

VALI117 .... 29: KumFenil (n-Alkil 5.03)

LEUI6I .... 29: KumFenil (n-Alkil 5.47)

Sekil 3.12 29 bilesiginin OXA-1’in aktif bolgesindeki aminoasitler ile etkilesimi ve

baglanma modu.

Yapilan incelemeler sonucunda her 3 enzimde A6 ve A10 bilesiklerinin katalitik etki
gosteren siif A i¢cin SER70, sinif C i¢in SER64, sinif D igin SER67 aminoasit kalintisi

ile etkilestigi tespit edilerek potansiyel olarak belirlenmislerdir.
3.2 Molekuler Dinamik Simiilasyon Sonuglar:

Bu ¢alismada smif A KPC-2, smif C AmpC, simif D OXA-1 enzimleri i¢in potansiyel
olarak belirlenen A10 bilesiginin, doking calismalarinda elde edilen enzim-ligand
komplekslerinin 30 ns boyunca similasyonu incelenerek, ligandin enzimin aktif

bolgesindeki hareketleri, aktif bdlgeden ayrilip ayrilmadig: tespit edilmistir.
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3.2.1 Smif A KPC-2 i¢cin MD Sonuclari

Ligandin baglanma pozunun simiilasyon boyunca ne kadar degistigini 6lgmek i¢in RMSD
(root mean square deviation) grafigine bakilmistir. RMSD sonucu, ligandin baglanma
pozunun similasyon sirasinda ne kadar iyi korundugunun anlasilmasi igin iyi bir
gostergedir. Sekil 3.13” teki RMSD grafiginde A10 ligand molekillniin baglanma pozu,
simulasyonun 12 ns- 25 ns arasinda yaklasik 0.4 nm'lik bir degisime ugradigi, daha
sonraki 5 ns'lik siire boyunca biiyiik bir degisime ugramadigi goriillmektedir.
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Sekil 3.13 KPC-2 i¢in A10 ligand molekiiliiniin RMSD grafigi

Sekil 3.14’deki grafikte, KPC-2 enziminin, hem enzim-ligand kompleksindeki hem de
bos enzimdeki RMSD analizi verilmistir. Bu analiz, enzimin baslangi¢ yapisindaki
konumundan 30 ns’lik simiilasyon boyunca ne kadar uzaklastigi hakkinda bilgi almamizi
saglar. Yani bu degerlere bakilarak yapi kararliligi hakkinda bazi ipuglar1 elde edilebilir.
Bu amagla enzimin, simiilasyon zamanina baglh olarak elde edilen grafik incelendiginde,
her iki yapinin yaklasik 0-7 ns arasinda benzer sekilde ilk konumundan uzaklastigi ve 25
ns’den sonra daha kararli yapiya doniistiigii, yaklagik 10-15 ve 19-24 ns arasinda bos

enzimin komplekse gore daha kararli yapiya doniistiigii soylenebilir.
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Sekil 3.14 KPC-2 i¢cin RMSD grafigi

Sekil 3.15°de enzim-ligand kompleksinin 0, 5, 15, 20, 25 ve 30 ns’deki goriintiileri

incelendiginde ligandin simiilasyon boyunca aktif bolgeden ayrilmadigi goriilmektedir.

Sekil 3.16’daki grafikte, dikey eksen aktif bolgedeki aminoasitler ile ligand molekull
arasindaki H bagi sayisini, yatay eksen ise simulasyon suresini gosterir. Siyah cizgiler H
bagi bulunduran en az bir veya daha fazla konformasyonu temsil eder. Siyah renk
siddetinin artmasi, 0 andaki H-bag1 yapan konformasyon sayisinin fazla oldugu anlamina
gelir. Ligand molekilu simdlasyon boyunca aktif bélgeden ayrilmadig: igin, buradaki

cesitli aminoasitlerle H baglar1 yapmaktadir.
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Sekil 3.15 KPC-2 veA10 ligand kompleksinin 0, 5, 15, 20, 25 ve 30 ns’lerdeki goriintiileri
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Sekil 3.16 KPC-2’nin aktif bolgesindeki aminoasitler ile A10 ligandi arasindaki H bagi

sayisi grafigi. Hidrojen bagi smir mesafe degeri <3.5 A olarak ayarlanmistir.
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Sekil 3.17 SER70 aminoasit kalintis1 ile A10 ligand molekiiliiniin H bag: grafigi. SER70

OH grubu ile kumarin iskeleti arasindaki hidrojen bag: sinir mesafe degeri 3.5 A olarak

ayarlanmistir.

Sekil 3.17°de, p-laktam antibiyotiklerini hidroliz eden ve aktif bolgede bulunan SER70
aminoasit kalintis1 ile ligand molekiilii arasinda olusan hidrojen bag sayisi verilmistir.
Baslangicta gozlenen H baginin kayboldugu, similasyonun ilerleyen zamanlarinda,

10000 ps ve 30000 ps arasinda H baginin tekrar olustugu goriilmektedir.
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3.2.2 Simf C AmpC Icin MD Sonuclar

Sekil 3.18’deki RMSD grafigi incelendiginde A10 ligand molekilinin ilk pozundan,
simiilasyon baslangicinda yaklasik 0.2 nm (2A) degistigi ve daha sonra ise baslangig
pozuna yaklastigt ve son adimlarda ise ligandin pozunda ufak bir degisim oldugu
(yaklasik 0.15 nm= 1.5 A) goriilmiistiir. Simiilasyon incelendiginde. Sekil 3.20’deki

pozlarda gortldiigi gibi ligand aktif bolgeden ayrilmamakta ve konumunu blylk oranda

korumaktadir.
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Sekil 3.18 AmpC i¢in A10 ligand molekiiliiniin RMSD grafigi

Sekil 3.19’daki grafikte, AmpC enziminin, hem enzim-ligand kompleksindeki hem de
bos enzimdeki RMSD analizi verilmistir. AmpC enziminin, simiilasyon zamanina bagli
olarak elde edilen RMSD grafigi incelendiginde, kompleks yapidaki enzimin bos enzime

gore daha kararli yap1 oldugu soylenebilir.
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Sekil 3.19 AmpC i¢cin RMSD grafigi
Asagidaki Sekil 3.20°de enzim ligand kompleksinin 0, 5, 15, 20, 25 ve 30 ns’deki

goriintiilerin de ligandin aktif bolgeden ayrilmadig goriilmektedir.

Sekil 3.21°de AmpC enziminin aktif bolgesindeki aminoasit kalintilar1 ile ligand
molekiilii arasinda simiilasyon boyunca olugan H bagi sayisi goriilmektedir. Ligand
moleklli similasyon boyunca aktif bolgede hareket ettigi i¢in, similasyon boyunca H

bag1 olusumu goriilmektedir.
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Sekil 3.20 AmpC ve A10 ligand kompleksinin 0, 5, 15, 20, 25 ve 30 ns’lerdeki goriintiileri
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Sekil 3.21 AmpC’nin aktif bolgesindeki aminoasitler ile A10 ligand: arasinda olusan H
bag sayis1 grafigi
Asagidaki Sekil 3.20°deki grafikte ilk 2500 ps’ye kadar ligand molekdli ile B-laktam

antibiyotiklerini hidoliz eden SER64 aminoasit kalintis1 arasinda H bag1 gézlenmemesine

ragmen, simiilasyon ilerledik¢e 2500 ps ile 30000 ps arasinda H bag1 gézlenmektedir.
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Sekil 3.22 SER64 aminoasit kalintis1 ile A10 ligand molekiiliiniin H bag1 grafigi
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3.2.3 Smif D OXA-1 i¢cin MD Sonugclar:

Sekil 3.23’deki RMSD grafiginde A10 ligand molekilinin pozunda degisimler oldugu
gortlmektedir. Simiilasyonun son 10 ns de ligand molekiiliiniin pozunu korudugu
gortlmektedir. Simiilasyon incelendiginde son 10 ns’de ligandin aktif bolgenin disinda
fakat genellikle LEU255 aminoasit kalintisi ile etkilesimine devam ederek, 30ns’deki gibi

hareket ettigi goriilmektedir.
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Sekil 3.23 OXA-1 icin A10 ligand molekiiliiniin RMSD grafigi

Enzim ligand kompleksinin 0, 5, 15, 20, 25 ve 30 ns’deki goruntileri Sekil 3.24” deki
gibidir.  Simulasyon ve goruntiler incelendiginde ligandin enzimin aktif bdlgesi
yakininda bir bolgede hareket ettigi tespit edilmistir. Ligand molekiiliiniin baslangicta
SER67 ile olusan H bagin1 koruyamadig: sekilde de goriilmektedir.
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Sekil 3.24 OXA-1 ve A10 ligand kompleksinin 1, 5, 15, 20, 25 ve 30 ns’deki goruntileri

30 ns’lik simiilasyon boyunca, enzimin aktif boélgesindeki aminoasitler ile A10 ligand
molekiilii arasindaki H-bagi grafigi Sekil 3.25’deki gibidir. Ligand molekdlinin
genellikle aktif bolgeden uzaklagsmasina ragmen LEU255 aminoasit kalintist ile bazi
konformasyonlarda ise LEU255 ek olarak SER115 aminoasit kalintisi ile de etkilesimini
korumasina bagli olarak grafikte, H bag olusumu goériilmektedir. Grafikte goriilen 1200-
1500 arasinda ki H baglar ligand ve LEU255 aminasit kalintis1 arasinda olugmaktadir.
Simulasyon boyunca, aktif bolgede yer alan ve B-laktam antibiyotiklerini hidroliz eden
SER67 aminoasit kalintis1 ile ligand arasinda H bag olusumu gozlenmemistir. Son

adimlarda ligand aktif bolgeden ayrildigi i¢in H bag olusumu azdir.
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Sekil 3.25 OXA-1’in aktif bolgesindeki aminoasitler ile A10 ligand: arasinda olusan H
bag sayis1 grafigi

3.3 In Vitro Analiz Sonuclar:

Enzim aktivitesi ¢alismalarinda 20 dakika sonunda 490 nm’de absorbans farki 0.213
olarak Ol¢iilmiistiir ve aktivite grafigi Sekil 3.24’de verilmistir. Enzim aktivitesi {izerine
kumarinlerin ¢ézlinmesinde kullanilan DMSO’nun kullanildig1 konsantrasyonda (% 1)
etkisinin olmadig1 belirlenmistir ve bu verilerin 1518inda kumarin tiirevleri ile inhibisyon

caligmalarina gegilmistir.
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Sekil 3.26 B-laktamaz aktivitesi ve aktivite {izerine %1 konsantrasyonda DMSO’nun

etkisi

100 uM konsantrasyonda kumarin tiirevleri ile gerceklestirilen inhibisyon denemeleri
sonucunda elde edilen yiizde inhibisyon degerleri Tablo 3.2°de verilmistir. 28 numarali
bilesik, 39 kumarin bilesigi igerisinde en yiksek % inhibisyon degerine sahiptir. Fakat

klavulanik asit ile karsilastirildiginda beklentilerimizi karsilamamaktadir.

Tablo 3.2 Arilkumarin tlrevlerinin ve klavulanik asidin B-laktamaz aktivitesi Uzerindeki

% inhibisyon degerleri". *NA analiz yapilmadi. ND inhibisyon etkisi bulunmadi.

Bilesik (100 uM) % Inhibisyon Bilesik (100 uM) % Inhibisyon
Al N.D 11 N.D

A2 N.D 12 20.18+0.089
A3 14.55+0.055 13 N.A

A4 N.D 14 6.57+0.033
A5 2.81+0.024 15 8.92+0.065
A6 8.45+0.113 16 14.08+0.054
AT 15.96+0.067 17 N.D

A8 19.24+0.018 18 N.D

Al0 16.90+0.038 19 N.D

All 3.750.062 20 N.D

1 2.84+0.044 21 N.A

2 N.D 22 20.18+0.017
3 N.D 23 6.57+0.108
4 N.D 24 N.D

5 N.D 25 5.16+0.075
6 N.D 26 19.72+0.061
7 N.D 27 2.347+0.069
8 11.74+0.134 28 40.84+0.137
9 4.22+0.122 29 N.A

10 10.79+0.086 Klavulanik Asit 96.56+ 0.571
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4. SONUCLAR

Antibiyotik direnci, toplum sagligini tehdit eden 6nemli sorunlardan biri haline gelmistir.
Antibiyotiklere kars1 direng gelistiren bakterilerde coklu ilag direnci goriilmesinin bir
sonucu olarak tedavi segenekleri oldukga sinirlidir. Bakterilerde goriilen bu direncin en
yaygin sebebi irettikleri B-laktamaz enzimleridir. Bu enzimler antibiyotik ¢aginin
baslangicindan bu yana en etkili olan p-laktam antibiyotiklerine etki ederler. p-laktam
antbiyotiklerine etkinliklerini geri kazandirmak igin en etkili yol dirence neden olan bu
enzimleri inhibe etmekdir. Cesitli f-laktamaz enzimleri arasinda ¢ok yaygin olan KPC-2
ve AmpC enzimleri, uzun yillardir kullanilan klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktam

inhibitorleri ile inhibe olmamaktadirlar.

Bu tez calismasinda ¢esitli arilkumarin tiirevlerinin KPC-2, AmpC ve OXA-1 B-
laktamazlara karsi baglanma afinitileri hesaplanarak, enzime ilgisi olup olmadig: tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglar ile B-laktamaz inhbitori olan klavulanik asidin baglanma
enerjileri ~ karsilastirildiginda ve baglanma dogasi1 incelendiginde, B-laktam
antibiyotiklerini hidroliz eden aktif bdlgedeki serin aminoasit kalintisi ile etkilesen
arilkumarin turevlerinin potansiyel olabilecegi diisiiniilmistiir. Her 3 enzimde de yiiksek

baglanma enerjisine sahip bilesikler in vitro test igin belirlenmistir.

In vitro tarama test, Sigma Aldrich Chemical Co.’dan (St., Louis. ABD) firmasindan satin
alman B-laktamaz inhibitdr tarama kiti kullanilarak gergeklestirilmistir. Kitin i¢inde
bulunan B-laktamaz enziminin, Biyokimya ve Organik Kimya Laboratvarlarimizda daha
Onceden sentezlenmis olan 3-arilkumarin, 4-arilkumarin, benzokumarin ve biskumarin
tiirevleri tarafindan inhibisyon ¢aligmalar1 yapilmistir. Gal ve ark., (2000) tarafindan
incelenen y-lakton tirevlerinin ve Safdari ve ark., (2014) tarafindan incelenen 7-
preniloksi kumarinlerin f-Laktamaz inhibisyonlar1 da ayn1 yontemle yapilmistir. Yapilan
caligmalar sonucunda elde edilen % inhibiyon degerleri beklentilerimizi karsilamamustir.
Bunun sebebinin, kitin iginde bulunan enzimin hangi sinif B-laktamaz enzimi oldugu
belirtilmediginden dolay1 Kit icerisinde yer alan enzimin, hedef aliman B-laktamaz
enzimlerinden olup olmadigi tam olarak bilinmemektedir. Doking ¢alismasinda
kullanilan B-laktamaz enzimlerinden KPC-2, AmpC enzimlerinin piyasada bulunan ve

kitte pozitif test igin kullanilan klavulanik asitle inhibe olmadigi bilinmektedir (Watkins
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ve ark., 2013). Kitin icinde bulunan B-laktamaz enziminin klavulanik asit ile inhibe
olmasi, bu enzimin, hedef alinan KPC-2 ve AmpC enzimlerinden biri ya da karigimi

olmadiginin bir kanit1 oldugu diistiniilmektedir.

Doking sonucunda her ii¢ enzim iginde yiiksek afiniteye sahip olan A10 bilesiginin, 30
ns boyunca enzim-ligand kompleksinin simiilasyonu incelenmistir. A10 bilesiginin aktif
bolgedeki konumunu koruyup korumadigimi gérmek icin yapilan molekiiler dinamik
simulasyon sonucunda, KPC-2 ve AmpC enzimlerinin aktif bolgesindeki pozlarini ve
konumlarini biiyiik oranda korudugu RMSD ve 1, 15, ve 30 ns’ lerdeki goriintiilerde de
acikca goriilmektedir. 30 ns boyunca enzimlerin aktif bolgesinde goriilen A10 bilesiginin
hidrojen bag1 grafigi incelendiginde bu siire zarfinda aktif bolgede bulunan aminoasit
kalintilar1 ile hidrojen bag1 olusturuldugu da gériilmektedir. Ozellikle AmpC enzimi ile
yaptig1 hidrojen baglar1 simiilasyon boyunca yogun bir sekilde korunmaktadir. A10
bilesiginin AmpC enzimine doklanmasi sonucu elde edilen ¢ok giiglii baglanma afinitesi
(-11.6 kcal/mol) de sekil 3.19’daki MD sonuglari ile ortiismektedir. KPC-2 enzimine
doklandiginda ise baglanma afinitesi biraz azalmis (-11.2 kcal/mol) olup MD son 5
ns’lerinde hidrojen bag sayisinin azalmis olmasi ile uyumludur. Diger yandan, OXA-1
enzimi ile yapilan MD sonucu incelendiginde, A10 bilesiginin simiilasyon sirasinda aktif
bolge disindaki bir bolgede daha ¢ok zaman gecirdigi ve simiilasyon incelendiginde H
bag grafiginde goriilen bag: aktif bolgede bulunan 16sin aminoasit kalintisi ile yaptigi
bulunmustur. Simiilasyon boyunca, aktif bolgede bulunan ve p-laktam antibiyotiklerini
hidroliz eden serin aminoasit kalintisindan uzaklastigi gozlemlenmistir.  Doking
sonucunda elde edilen anlik pozun incelenmesi sonucunda, A10 bilesiginin OXA-1’in
aktif bolgesindeki aminoasitlerle etkileserek yiiksek baglanma afinitesine sahip oldugu
bulunmustu fakat KPC-2 ve AmpC ile kiyaslandiginda baglanma afinitesi daha zayiftir.
Buna paralel olarak, simiilasyon incelendiginde zaman ilerledikge bilesigin aktif bolge
disinda zaman ge¢irdigi ve dolayisiyla A10 bilesiginin simif D OXA-1 igin potansiyel

olamayacag diisiiniilmektedir.

Tim bu ¢alismalar sonucunda, bitisik benzen halkali 3-aril kumarin turevi olan A10
bilesiginin molekiiler doking ve molekiiler dinamik simiilasyon caligmalarindan elde
edilen veriler dogrultusunda KPC-2 ve AmpC i¢in potansiyel olabilecegi ve ileri diizeyde

arastirma konusu olabilecegi diisiiniilmektedir.
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EKLER
Tablo Ek-1. Veri setindeki her bilesik i¢in KPC-2 ile 10 defa tekrarlanan flex doking
hesaplamalar1 sonucunda enzimin aktif bolgesine baglanan konformasyonlarin baglanma

enerjisi (AG; kcal/mol) degerleri

Deneme
Sayis1
Bilesik no 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10

Al -88|-89|-88]|-87|-8.7 -89 -85 | -8.7 | -8.7 | -8.7
A2 -88 | -88|-88|-88|-88|-88 -88 | -88 | -88 | -8.8
A3 -88 | -88|-88|-88|-8.8|-88 -8.8 | -8.8 | -89 | -8.8
Ad -85 |-85|-85|-82|-84 (-85 -85 | -85 | -84 | -8.3
A5 -84 |-87|-87]-91|-84 (-85 -83 | -86 | -8.7 | -9.2
A6 -921-93]-92]-92|-92 |91 -92 1 -91 | -92|-92
A7 -86 | -82|-86|-84|-86 |-8.6 -8.6 | -85 | -8.6 | -8.6
A8 -84 | -86|-84|-85|-83|-83 -84 | -86 | -8.7 | -8.6
Al0 -11.1|-10.9|-10.3 |-11.1 (-11.0 | -10.8 |-10.5| -11.2 |-11.1| -11.2
All -91|-89|-90|-90 (-89 |-9.0 -9.0 ] -90 | -89 |-9.0
1 -8.0 | -80|-80| -8.0 | -8.0 [-8.0 -8.0 | -81 | -8.0 | -8.0

2 -6 |-78|-77|-76 | -76 |-7.6 16| -76 | -7.7 | -1.7
3 -8.2 | -80|-80|-80 |-8.0-8.0 -82 | -80 | -7.9 | -8.2
4 -81|-81|-82|-81|-81|-81 -82 | -81 | -82|-82
S) -83 | -7.6 | -8.7 - -71.6 |-7.6 -1.7 . -8.7 -
6
7
8

-81|-84|-84|-83|-83|-83 -83 | -83 | -84 | -83
-83 | -85|-84|-75|-7.8 |-7.7 -83 | -75 | -81 | -8.3
-80|-78|-7.7|-77 | -15 |-7.7 =77 -7.7 | -80 | -7.9

9 -79 1 -80|-80|-80|-8.0 |-7.9 -80 | -79 | -8.0 | -8.0
10 -91|-89|-90]|-90 (-89 |-9.0 -9.0| -9.0 | -89 | -9.0
11 79 1-79|-79|-77 | -78 |-7.8 - -7.8 | -7.8 | -7.8
12 -911-91]-91]-90/|-91|-91 -91 1] -91 |-91| -91
13 -911-91]-91]-91|-90 |-9.1 -90] -91 | -91| -9.0
14 -88 | -88|-88|-86|-88|-86 -8.7| -87 | -88 | -8.8
15 -7.8|-75|-78 | -7.7 | -1.5 |-7.8 -7.8 | -75 | -7.7 | -71.8
16 -91-91]-91]-91|-9.01-9.0 -91] -91 | -9.0 | -9.1
17 -63|-63|-63|-66| - [-66 -6.6 | -6.3 | -6.4 | -6.6
18 12| -12|-712|-712|-1.2|-7.2 1.2 <12 | -1.2 | -7.2
19 12| -12|-712|-7.2 | -71.3 |-7.3 12| <13 | -1.3 | -7.2
20 -6.5|-6.6 | -6.6 | -6.5 | -6.5 |-6.7 -6.8 | -6.6 | -6.5| -6.5
21 -83 | -86|-86|-86|-8.6 |-8.6 -86 | -82 | -86 | -82
22 -7.8 | -78|-78 | -7.7 | -7.8 |-7.8 7.7 -78 | -76 | -7.8
23 -95|-95|-95]-95|-95|-95 95| -95 | -95| -95
24 -791-79|-80|-79|-7.9 [-8.0 -80 | -79 | -79 | -8.0
25 -80|-80|-81|-80|-8.1 (-8.0 -81 ] -81 |-81| -81
26 791 -78|-79|-79 | -79 |-7.9 -78 | -79 | -79 | -7.9
27 -78|-76 | -78 | -7.7 | -7.8 |-7.9 19| -79 | -7.8 | -71.7
28 19| -79|-78 | -76 | -7.9 |-7.8 19| -718 | -1.7 | -1.7
29 -96 | -96 | -9.6 | -9.6 | -9.7 |-9.6 -92 | -96 | -96 | -9.6
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Tablo Ek-2. Veri setindeki her bilesik i¢in AmpC ile 10 defa tekrarlanan flex doking
hesaplamalar1 sonucunda enzimin aktif bolgesine baglanan konformasyonlarin baglanma

enerjisi (AG; kcal/mol) degerleri

Deneme
Sayisi
Bilesik NO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Al -9.2 |-10.1 }-10.0 | -9.2 | -10.0| 95 | -91 9.7 | -96 | -9.8
A2 9.0 | -9.6 [9.9 9.9 | -98 | 9.9 -9.0 -89 | -9.1 | -9.7
A3 -9.6 | -10.0 9.7 -10.0| -9.8 | -9.8 -9.8 9.9 | -9.6 | -9.9
A4 -11.4| -11.7 +11.3 | -11.5|-11.4| -11.4 | -10.0 | -10.6|-11.7 | -10.3
A5 94| -99 | -10.0| -10.1| -9.9 | -10.0 | -10.0 | -99 |-10.1| -9.8
A6 -10.0| -10.1 +10.1 | -10.0|/-10.1| -9.9 -10.0 | -10.0|-10.0| -10.0
A7 93 1-9.2 9.1 9.2 | -99 | -9.8 -9.9 -9.3 |-10.0| -9.5
A8 -10.4| -10.3 8.7 -10.6| -9.4 | -10.1 | -10.5 | -10.4|-10.4| -10.5
Al0 -11.7|-116 | -11.7| -11.7|-11.7 | -11.7 | -11.7 | -11.7|-11.8 | -11.8
All -11.2|-11.1| -10.7| -10.9|-11.3 | -11.2 | -11.2 | -11.6|-10.7 | -10.9

79| -76 |-76 | 76| 82|-82 |-79 |-82 |-76 | -7.9
-87 | -86 |-87 |-87|-87| -87 |-87 -8.7 | -8.7 | -8.7

94 | 82 (-92 | -84|-95|-95 |-93 | -95 - -8.0
82| -82 |82 |-82|-82|-82 |-82 |-82|-82]|-82
-93 | -86 |-9.3 | -9.3 - |81 |-7.7 |-9.0 | 9.0 | -9.0

-81|-81|-81| -80|-81]|-80 |-81 -8.7 | -81 | -8.1
-75|-75 |81 |-75|-75|-715 |-75 -82 | -82 | -75
-84 | -84 |-84| -73|-85|-84 |-84 -7.3 | -84 | -8.2
-91(-79 |91 |-91|-90]|-90 |-85 -9.1 | 9.0 | -85
-79 | -79 |-80 | -85 | -86 |-85 |-7.9 81 |-79 | -7.9
88| -75 | -88|-88|-75|-87 |-87 -88 | -8.7 | -8.7
80| -79 |84 |-79|-80|-80 |-80 |-84|-79 | -83
80| 82 |-81|-81)|-86|-85 |-81 -8.7 | -86 | -8.6

-81|-82 82 |-82|-76|-82 |82 |-75|-82| -82
82| 83 |-83| -82|-81|-82 |-82 -82 | -82 | -82
63| -63 |-63 | -64|-62]|-62 |-63 -6.2 | 6.4 | -6.3
-716 | -76 | -76 | -76| -76 | -76 | -7.6 15| -715 | -7.6
-70| 69 |-70 | -70| -70 | -7.0 |-7.0 -7.0 | -7.0 | -7.0
64| 64 |64 | 64| -64|-64 |-64 -6.5 | 64 | -6.4
83| -81|-83|-83|-83|-83 |-81 -83 | -81 | -83
-78|-719 | -78 | -7.8 | -79 | -76 | -7.6 -76 | -76 | -7.9
-85|-80|-85|-90|-85|-89 |-85 -85 | -83 | -86
80| -80 | -76 | -81 | -80|-80 |-81 -79 | -8.0 | -8.0
81|80 -81|-78|-83|-81 |81 |-7.7 |-81]| -8.0
-85|-88 | -85 |-7.7 | -9.0 |-90 |-8.0 -88 | -9.2 | -84
80| -79 |-80|-79|-79 | -80 |-8.0 -80 | -80 | -7.9
-84 | -85 |-75|-80|-86|-75 |-81 -79 | -85 | -75
90| -91|-91|-91]-93|-91 |-91 -911]-91 | -9.0

N NI TN T NI D NI ST S ] Y ey SN I I I PSR N N
Ot B WN R o|lolo oo w N klo/e RN o gk~ w N
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Tablo Ek-3. Veri setindeki her bilesik i¢in OXA-1 ile 10 defa tekrarlanan flex doking
hesaplamalar1 sonucunda enzimin aktif bolgesine en baglanan konformasyonlarin

baglanma enerjisi (AG; kcal/mol) degerleri

Deneme
Sayisi
Bilesik No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10
Al -90 |-90|-89|-89|-89|-88|-89|-89|-9.1]-89
A2 -86 | -86|-88|-86|-86|-88|-86| -86|-8.61|-8.6
A3 -86 | 86 |-87|-87|-84|-87|-87|-86]|-85]|-87
Ad -911(-91(-90|-98|-91(-90|-91|-90]|-9.0]-9.0
Ab -10.0 |-10.0| -10.0{ -9.9 |-10.0| -10.0| -10.0/-10.0 |-10.0| -10.0
A6 -10.2 |-10.2| -10.1| -10.1|-10.1| -10.2|-10.2 | -10.1|-10.2| -10.1
A7 -87 |-87)|-87|-87|-87|-87|-87 | -87|-88|-87
A8 -88 | -88|-88|-88|-88|-88|-88|-88|-88]|-88
Al10 -11.1|-11.1)-11.1} -12.1|-11.1| -12.1| -11.1} -11.1|-11.1| -11.0
All -10.2 |-10.3| -10.0{ -10.2|-10.1 | -10.3| -10.2| -10.4|-10.2| -10.3

-81 -81|-81|-81|-80 |-80|-81|-81]|-81]-8.1
-80 | -80|-80|-80|-82 |-80|-80]-80]-82]-8.0
-78 |-78 |-78|-78 |-79 |-78 |-78 | -7.8 | -7.8 | -7.8
-84 | -82|-86|-84|-84|-82|-82|-84]|-84]-85
-78 |-78|-78 | -78 |-78 |-7.7 |-7.8 | -7.8 | -71.8 | -7.8
-84 | -83|-83|-83|-81|-83|-83|-83|-84]-83
-716 | -7.3|-716 | -7.7|-71.7|-76 |-7.6 | -7.7 | -7.7 | -1.6
13 |-13|-74|-74 |-75|-75|-74 |-715|-71.3 | -7.6
-84 | -84|-84|-84|-84|-84|-84]|-85]|-84]|-84
-80 | -80|-79|-78|-80|-80 |-79 |-79|-8.0 | -7.9
-85 | -83|-85|-81|-85|-84|-85|-85|-84]-85
-84 | -85|-84|-85|-85|-85|-84]-84]|-85]|-85
-1 -81|-81]-81|-81|-81|-81|-81|-81]-8.1
-1 -81|-81|-81|-81|-81]|-81|-81]|-81]-8.1
-80 | -80|-80|-80|-80|-80|-8.0|-80|-8.0]-8.0
-98 | -92]-97]-95|-95|-99|-98|-98 | -98]|-9.9
-59 | -59|-59|-59|-59|-59|-59]|-59]|-59]|-59
71|\ -71 | -72 | -71 |\ -7 |72 | 7.2 | -7.2 | -1.2 | -7.2
-64 | -64|-64|-64|-64|-64|-64]|-64]|-64]|-64
-6.0 | -6.0 | -6.0 | -6.0 | -6.0 | -6.0 | -6.0 | -6.0 |-6.0 | -6.0
-81 -81|-81|-78|-78|-81|-81]-81]|-81]-81
-80 |-78|-76 |-78|-76 |-78 |-78 | -7.6 | -8.0 | -7.8
-78 | -78 |-78 |-79|-78 |-7.7 |-78 | -7.8 | -7.8 | -7.8
-76 | -75|-76 | -76 | -75|-76 | -76 | -7.6 | -7.5 | -7.6
-1.8 | -1.8 |-7.7 | -1.7 | -71.8 | -7.7 | -7.7 | -1.8 | -1.7 | -1.7
-84 |-82|-81|-83|-83|-88|-80]-86|-83]-83
-81 |-81|-82|-82|-83|-80]|-81|-83|-8.0]-8.1
-81 -80|-79|-79|-80|-81|-80|-79|-8.0]-8.0
-91 1-91{-91}-91|-91(-91]-91|-91|-91]-9.1
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