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Antibiyotik direnci goOsteren patojenik bakteri suslarn insan saghgini 6nemli
dizeyde tehdit etmektedir. Bu onemli sorunun Ustesinden gelebilmek igin, bu
bakterilerin gelisimlerini yavaslatacak veya durduracak yeni antimikrobiyal
maddelerin gelistiriimesine ihtiyac duyulmaktadir. Bu dogrultuda,
mikroorganizmalarin yagamsal faaliyetlerini veya patojenitelerini etkileyecek yeni
hedef molekullerin bulunmasi etkin bir strateji olarak gorulmektedir. Gram-pozitif
bakterilerin virtlansliklarina 6nemli dizeyde katki saglayan sortaz enzimleri,
antimikrobiyal maddelerin gelistiriimesinde kullanilabilecek yeni bir hedef molekiil
olarak karsimiza ¢gikmaktadir. Cogu Gram-pozitif bakteri farkli sortaz izoformlarina
sahipse de, bunlar arasinda sortaz A (SrtA) tum Gram-pozitif bakterilerde
korunmustur. SrtA enziminin inhibisyonunu saglayan maddelerin, Gram-pozitif
patojenlere kargi antimikrobiyal etkiye sahip olma potansiyellerinin yUksek
oldugunu goéstermektedir. Bu durum, SrtA’ya karsi etkili bir inhibitor gelistiriimesini
popduler bir calisma konusu haline getirmigtir.

Faj gosterim teknolojisi, herhangi bir hedef molekile afinite gdsteren peptitlerin
secilmesinde ve geligtirimesinde siklikla kullaniimaya baslanmistir. Faj gosterim

peptit kutuphaneleri hedef moleklllere secici olarak baglanan yapay taniyici



molekullerin  gelistiriimesini  sagladigi  gibi, protein-protein etkilesimlerinin
incelenmesine ve spesifik protein bdlgelerinin  haritalanmasina da imkan
tanimaktadir. Faj gosterim yontemi ile peptit yapisinda enzim inhibitorlerinin
basarli bir sekilde segilebilmesi, o6zellikle antibiyotik direncine sahip bakteri
suglarinin inhibisyonu igin yeni antimikrobiyal peptitlerin gelistiriimesini saglamistir.
Calismada, rastgele dizilimlerden olusan ve yuksek cesitlilik gosteren faj peptit
kutiphaneleri kullanilarak SrtA enzimini segici ve etkin bir sekilde inhibe edecek
yeni peptit inhibitorlerin gelistiriimesi amaglanmistir. Bu dogrultuda, oncelikle
Staphylococcus aureus SrtA geni ekspresyon vektord aracihigiyla Escherichia
coli’ye aktarilmis ve SrtA enziminin rekombinant olarak uretilmesi ve saflastiriimasi
saglanmistir. Saflastirilan SrtA, faj gosterim yonteminin segim asamasinda hedef
molekul olarak kullaniimistir. SrtA’ya secici olarak baglanan ve inhibe eden peptiti
tasiyan faj klonlarinin sec¢imi icin 7 amino asit uzunlugunda lineer ve halkali peptit
kutiphaneleri kullaniimigtir. Elisyon asamasinda serbest SrtA enzimi ve serbest
SrtA substrati kullaniimis ve 3 dbongu sonunda toplamda 88 faj klonunun
izolasyonu gergeklestiriimistir. izole edilen faj klonlarinin SrtA aktivitesi Gzerindeki
etkileri incelenmis ve 12 faj klonunun enzim aktivitesinde azalisa neden oldugu
saptanmistir. Secilen faj klonlari arasinda en yuksek inhibitér etkiye sahip klonun
SrtA aktivitesini %30 oraninda azaltti§i belirlenmistir. inhibitér etki gdsteren 6 faj
klonunun degisken bolge DNA sekanslari belirlenmis ve faj klonlarinin tagidiklari
peptit dizilimleri saptanmistir.

Calismanin sonucunda, patojen bakterilerin virtlanshgi Gzerinde dnemli bir etkisi
olan SrtA enzimine karsi inhibitor 6zellik gosteren peptitleri tagiyan faj klonlar
secilmigtir. Belirlenen peptit dizilimlerinin, potansiyel SrtA inhibitorleri olarak yeni

antimikrobiyal ajanlar gelistiriimesinde kullanilabilece@i dustunulmektedir.

Anahtar Kelimeler: Faj gosterim teknolojisi, peptit, enzim inhibitorleri, sortaz A,

antimikrobiyal madde
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The emergence of pathogenic bacterial strains resistant to antibiotics is a major
human health threat. In order to overcome this critical problem, it is in urgent need
of developing novel antimicrobial agents those either kill or inhibit the growth of
bacteria. Accordingly, the discovery of new target molecules, that will affect vital
functions or the pathogenicity of the microorganisms, has been considered as an
effective strategy for the development of new antimicrobial agents. Sortase
enzymes, found in Gram-positive bacteria, appear as a new target molecule which
can be used in the development of antimicrobial agents. Although many Gram-
positive bacteria possess different isoforms of sortase, among them, sortase A (Srt
A) is conserved in all pathogenic species. It has been shown that the infectivity of
bacteria decreased for those having SrtA gene mutation. Agents, inhibiting the
SrtA enzyme activity, have a great potential of showing antimicrobial activity
against Gram-positive pathogens. Hence, the development of effective inhibitors

against SrtA has become a popular subject for researchers.



Phage display technology has been used frequently in the selection and
development of peptides that show affinity to various target molecules. Phage
display peptide libraries not only provide the development of artificial recognition
molecules which selectively bind to target molecules, but also used in analysis of
protein-protein interactions and mapping specific regions of the protein. Selection
of enzyme inhibitors with the phage display method provides the development of
new antimicrobial peptides for inhibition of the antibiotic resistant bacterial strains.
In this study, it is aimed to develop novel peptide inhibitors that selectively and
effectively inhibit the SrtA enzyme by using high diversity phage displayed peptide
libraries. Accordingly, SrtA gene expression vector of Staphylococcus aureus was
transferred into Escherichia coli, for the production and the purification of
recombinant SrtA enzyme. Purified SrtA was used as the target molecule in the
biopanning of phage display method. Linear and cyclic peptide libraries of 7 amino
acids in length were used to select phage clones carrying the selectively binding
and inhibiting peptide to SrtA. During the elution phase, free SrtA and free SrtA
substrate were used and at the end of 3 cycles isolation of 88 phage clones was
performed. The effects of the isolated phage clones on SrtA activity were analyzed
and it was determined that 12 phage clones cause a decrease in enzyme activity.
It was determined that the clone with the highest inhibitory effect among selected
phage clones reduced the activity of SrtA by 30%. The variable region DNA
sequences of 6 phage clones with inhibitory effect were determined and the
peptide sequences of the phage clones were determined.

As a result of the study, phage clones carrying peptides showing inhibitory
properties against the enzyme SrtA, a significant effect on the virulence of
pathogenic bacteria, were selected. It is thought that the identified peptide
sequences may be used as potential SrtA inhibitors in the development of novel

antimicrobial agents.

Keywords: Phage display technology, peptide, enzyme inhibitors, sortase A,

antimicrobial agent
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1. GIRIS
Gunumuzde hizla artan antibiyotik direng kazanimi insan sagligini ciddi élgude
tehdit etmektedir. Bakterilerin buylk ¢ogunlugunun var olan antibiyotiklere karsi
direncli hale gelmesi, bakteriyel enfeksiyonlarin tedavi suresini uzatmakta ve
tedavi masraflarinin artmasina neden olarak ekonomik zarara yol agmaktadir.
Ayrica bazi ciddi vakalarda tedaviyi imkansiz hale getirdigi i¢in birgok insanin
hayatini kaybetmesine neden olmaktadir. Kuresel bir sorun haline gelen antibiyotik
direnci, yeni antibiyotiklerin  geligtiriimesini zorunlu hale getirmektedir.
Antibiyotiklerin etki mekanizmalarinin benzer olmasi, asin ve yanlis antibiyotik
kullanimi ve bakterilerin ortam kosullarina hizli ve kolay adapte olmalari
gelistirilen antibiyotiklere kisa surede direng kazanilmasina yol agmaktadir. Bu
problemin ¢6zUmuU igin antibiyotik tasariminda farkl yaklagimlarin ve farkh

araclarin kullanilmasi gereklidir.

Gram-pozitif bakterilerin hlcre duvarinda bulunan bazi enzimler ve ylzey
proteinleri, bakterinin virilanshgi Uzerinde etkili olup bakteriyel enfeksiyonlarin
olusmasinda onemli rol oynamaktadir. Bunlar arasinda c¢ogu Gram-pozitif
bakteride var olan sortaz enzimleri, bu bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde énemli bir hedef olmaktadir. Ozellikle sortaz A (SrtA) enzimi, tim
Gram-pozitif bakterilerde korunmus olup, Staphylococcus aureus gibi patojen
bakterilerin enfeksiyonlarindan sorumludur. Bakterinin yuzey proteinlerinin hicre
duvarindaki peptidoglikan tabakasina tutunmasini katalizleyen SrtA enzimi,
bakterinin hucre ve dokulara yapismasini kolaylastirarak veya bagigiklik
sistemindeki hlcrelerden kagmasini saglayarak vicutta enfeksiyon olusmasina
neden olmaktadir. Bu nedenle SrtA enzimine kargi inhibitor gelistirimesi yeni

antibiyotiklerin tasarlanmasinda énemli bir hedef olmaktadir.

Son yillarda SrtA enzimine karsi inhibitdr gelistiriimesi amaciyla birgok calisma
yapilmistir. Bu amagla farkli yontemler kullanilarak SrtA enzimini inhibe eden
bircok dogal ve peptidomimetik inhibitérler gelistiriimistir. Ozellikle ‘yiksek ciktili
goruntileme  (highthroughput screening, HTS)  yonteminin  kullaniimaya
baslanmasiyla SrtA’ya kargi inhibitdr gelistiriimesi ¢alismalari hiz kazanmigtir.
Klasik protein muhendisligi yontemlerine gore daha kisa surede ve daha az
maliyetle hedef moleklle 06zgl yUksek segicilk ve afinitede molekullerin

secilmesini saglayan bu yontem SrtA’ya karsi inhibitdr gelistiriimesinde basariyla
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kullaniimigtir. Bu amagla, ¢ok sayida cgesitli blyuk ve kiglk molekullerden olugsan
kitiphaneler taranarak SrtA’ya karsl kimyasal inhibitdrler secilmistir. Ancak
secilen bu inhibitorlerin segiciliklerinin ve inhibisyon oOzelliklerinin yeteri kadar iyi

olmamasi terapétik ajan olarak kullanimini sinirlandirmaktadir.

HTS tekniklerinden biri olan faj gésterim yéntemi, son yillarda enzim inhibitorlerinin
geligtiriimesinde c¢ok kullanilan bir yontem haline gelmistir. Cok fazla cesitlilikte
protein ya da peptit kodlayan fajlarin olusturdugu kutuphaneler kullanilarak, farkl
enzimlere Kkarsl inhibitorler segcilmigtir. Faj gosterim peptit kutuphaneleri
kullanilarak birgok proteaz enzimine karsi terapotik Gneme sahip peptit inhibitorleri
geligtiriimistir. Kimyasal inhibitérlerin aksine, SrtA enzimine karsi spesifik ve
yuksek inhibisyon katsayisina sahip peptit inhibitorleri gelistirmek amaciyla faj
goOsterim peptit kitliphanelerinden yararlanilmistir. ki halkali rastgele peptit
dizilimlerinden olusan peptit kitiphaneleri olusturularak SrtA’ya karsi inhibitorler
secilmistir. Secilen peptit inhibitorlerinin inhibisyon 6zellikleri incelendiginde dnceki
calismalarla elde edilen inhibitorlere kiyasla daha iyi inhibisyon parametrelerine
sahip oldugu gorulmustur. Bu noktada SrtA enzimine kargi ylksek afinite gosteren,
spesifik ve duslk inhibisyon konsantrasyonuna sahip inhibitér gelistiriimesinde faj
gOsterim  peptit kutuphanelerinin  kullanilmasinin  etkili  bir ara¢ oldugu

gorulmektedir.

YurUtulen tez kapsaminda, SrtA enzimine kargi inhibitor gelistirimesi amaciyla faj
gosterim peptit kutiphaneleri kullanilarak enzime baglanan faj klonlarinin
secilmesi amaclanmistir. Bu amagla, c¢alismanin ilk kisminda inhibitor
secilmesinde kullanilacak SrtA enzimi Escherichia coli hicresi kullanilarak
rekombinant olarak Uretilerek saflastirnimistir. Bu amacgla tez kapsaminda, S.
aureus SrtA enziminin N terminalindeki ilk 59 amino asiti icermeyen SrtApsg ve
SrtAasg enziminin kalsiyum olmayan ortamda aktivite gosterebilen mutanti (mutant-
SrtAasg) olmak Uzere iki farkli SrtA enziminin Uretimi gergeklestirilmistir. Histidin
etiketli SrtA’nin saflagtiriimasi amaciyla Nikel-afinite kolonu kullaniimis ve SrtA
enzimi %90’ In Uzerinde saflikta elde edilmigtir. Elde edilen enzim ¢dzeltilerinin

aktiviteleri ve konsantrasyonlari tayin edildikten sonra liyofilize edilmistir.

Calismanin ikinci agsamasinda, rastgele peptit dizilimlerinden olusan faj gdsterim
peptit katlphaneleri kullanilarak rekombinant olarak Uretilen SrtA enzimlerine

baglanan faj klonlari segilmigtir. Bu amagla, 7-mer lineer ve halkali peptit
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kutiphaneleri kullaniimis ve iki farkli ydntemle enzime baglanan fajlar segilmistir.
Bunlardan ilkinde ortama serbest enzim c¢o6zeltisi eklenirken digerinde SrtA
substrati eklenerek fajlarin geri kazanilmasi saglanmistir. Enzime en ylksek
afinite gosteren fajlarin secgilmesi amaciyla segim iglemleri 3 dongu halinde
uygulanmis ve yikama islemlerinin zorlugu arttiriimistir. 3 déngu sonunda iki farkl
kitiphaneden elde edilen dort farkli faj ¢ozeltisinden faj klonlar izole edilmistir.
Secilen faj klonlarinin enzim Uzerindeki inhibisyon ozellikleri incelenmis ve
inhibisyon gosteren faj klonlarinin degisken bolgesinde kodlanan peptit dizilimleri

belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Antibiyotikler

Antibiyotikler bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde ve onlenmesinde kullanilan
ilaglardir. 1928’de Alexander Fleming tarafindan penisilinin kesfedilmesinin
ardindan kullanilmaya baslanan antibiyotikler ginimuze kadar birgok bakteriyel
enfeksiyonun tedavisinde kullaniimistir [1]. Antibiyotikler, bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinin yani sira bazi kronik hastalida (diyabet, kanser vb.) sahip olup ilagla
tedavi gbren hastalarda ya da ameliyat sonrasinda enfeksiyonlarin dnlenmesinde
tedbir amaciyla da kullaniimaktadir [2]. Bunun yani sira antibiyotikler insanlarin
ortalama yasam sdurelerinin uzamasina ve gelismekte olan ve iyi sanitasyon
uygulamalarinin olmadigi ulkelerde gida kaynakh hastaliklar sonucu meydana

gelen dlumlerin azalmasina da yardimci olmustur [1, 2].

Gunumuzde tedavi amach kullanilan binlerce gesit antibiyotik bulunmaktadir. Bu
antibiyotiklerin  siniflandiriimasi; hedef hicreye etkilerine  gore,  etki
mekanizmalarina gore, etki gosterdigi mikroorganizma grubuna gore, etki
spektrumuna gore veya immunmodulator etkilerine goére farkli sekillerde
yapilabilmektedir. Antibiyotikler etki mekanizmalarina gére siniflandirildiklarinda
temel olarak; bakteri hiicre duvari biyosentezini, protein sentezini, nukleik asit
sentezini inhibe edenler ve folik asit metabolik yolu gibi biyokimyasal prosesleri

engelleyenler olmak Uzere dort gruba ayrilmaktadir [3].

Beta-laktam antibiyotikleri dort Uyeli laktam halkasina sahip olduklari i¢in beta-
laktamlar olarak adlandiriimiglardir [4]. Dogal veya yari sentetik penisilinler,
sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler ve beta-laktamaz inhibitorleri
olmak Uzere 5 alt gruptan olusan beta-laktamlar; peptidoglikan transpeptidazlarini
inhibe ederek bakterinin hicre duvari olusumunu engellemektedir [4, 5].
Glikopeptitler; vankomisin, teikoplanin, ramoplanin gibi dogal ve telavansin,
oritavansin gibi yari sentetik antibiyotikleri icermekte ve Gram-pozitif bakterilerdeki
hdcre duvari sentezini inhibe etmektedir [5]. Fosfomisin; hem Gram-pozitif hem de
Gram-negatif bakteriler Uzerine etkili olup bakterinin hicre duvari sentezini ilk
asamada inhibe ederek gelisimini engellemektedir. Sitoplazmik enzim olan
enolprivat transferaz enziminin aktif merkezine kovalent olarak baglanarak N-
asetilmuramik asit olusumunu reaksiyonun ilk asamasinda bloke etmektedir [4].

Genis spektrumlu, dusuk toksisiteli ve dusuk diren¢ oranlarina sahip olmasina

4



ragmen c¢ok kullanilan bir antibiyotik degildir [5]. Sikloserin; gogu Gram-pozitif ve
Gram-negatif bakterilerin gelisimini inhibe etmektedir. Genellikle Mycobacterium
tuberculosis’in neden oldugu tuberkiloz hastaliginin tedavisinde kullaniimaktadir
[4]. Basitrasin; yalnizca Gram-pozitif bakterilerde hucre duvari sentezini inhibe
etmektedir. Nefrotoksik etkisi oldugu icin sadece ciddi stafilokokal enfeksiyonlarin
tedavisinde bolgesel olarak uygulanmaktadir [6]. Lipopeptitler; Gram-negatif
bakteriler Gzerinde etkili olan polimiksinler (B ve E) ve Gram-pozitif bakteriler
uzerinde etkili olan daptomisin antibiyotiklerini igermektedir. Lipopeptitler
bakterilerin hlicre zarindaki fosfolipit tabakasinin yapisinda degisiklige neden
olarak bakteri gelisimini inhibe etmektedir [5]. Polienler; amfoterisin B ve nistatin
antibiyotiklerinden  olusmakta ve  fungal enfeksiyonlarin  tedavisinde
kullaniimaktadir. Funguslarin hlcre zarlarindaki ergosterollere baglanarak
membranda olusturduklari porlar nedeniyle hicre gecirgenligini degistirmektedir.
Amfoterisin B genis spektruma sahip olup mikotik enfeksiyonlarda siklikla
kullanihrken, genelde Candida turleri Uzerine etkili olan nistatin toksik olmasi
sebebiyle bolgesel olarak parenteral yolla kullaniimaktadir [4]. Azoller;
ketakonazol, mikonazol, itrakonazol, flukonazol gibi antibiyotiklerden olusmaktadir.
Ergosterol Uretimini azaltici etki yaparak funguslardaki membran gecirgenligini

bozduklari i¢in fungal enfeksiyonlarin tedavilerinde kullaniimaktadirlar [4].

ilk Uyesi streptomisin olan Aminoglikozit grubunda; dogal aminoglikozitlerden
tobramisin, kanamisin, neomisin, gentamisin ve sisomisin bulunurken, yari sentetik
olanlardan amikasin, netilmisin, isepamisin bulunmaktadir. Aminoglikozitler, 30S
ribozomal altbirime baglanarak translasyon igleminin dogru yapilamamasina
neden olmakta ve bodylece hlcrede protein sentezini inhibe ederek
mikroorganizma geligsimini engellemektedir [5]. Tetrasiklinler; dogal klortetrasiklin,
oksitetrasiklin ve yari sentetik minosiklin, tigesiklin antibiyotiklerinden olusmaktadir
[5]. Genel olarak tetrasiklinler bakteriyel 30S ribozomal altbirime baglanmakta ve
aminoagcil-t-RNA’nin ribozomal A bdlgesine baglanmasina engel olmaktadir.
Bdylece polipeptit zincirine aminoasit eklenmesine engel olduklari igin hicrede
protein sentezini inhibe etmektedir [6]. Makrolidler; eritromisin ile eritromisinin yari
sentetik turevleri olan azitromisin ve klaritromisinden ve ketolidlerden olugsmaktadir
[4]. Makrolidler tersinir olarak bakteriyel ribozomun 50S altbirimine baglanarak

ribozomu oyalamakta ve translasyon igslemini bloke ederek protein sentezine engel



olmaktadir [5]. Linkozamidler; linkomisin ve bunun yari sentetik turevi olan
klindamisinden olusup makrolidlerle ayni etki mekanizmasina sahiptir.
Klindamisinin avantaji ise anaerobik bakteriler Uzerine etkili olmasidir [5].
Kloramfenikol; genis etki spektrumuna sahip ilk antibiyotik olup guglt bir mikrobiyal
protein sentezi inhibitoridir [6]. Kloramfenikol 50S ribozomal altbirimin 23S
rRNA’sina baglanarak bakteriyel ribozomun peptidil transferaz aktivitesini inhibe
etmektedir [5]. Aerobik ve anaerobik Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler
uzerinde etkili olan antibiyotik ayrica riketsiyalar (Rickettsiae) Uzerinde de etkili
olurken klamidyalara (Chlamydiae) etki etmemektedir [4]. Fusidik asit;
bakteriyostatik etki yapmakta ve sadece Gram-pozitif bakterilerde protein
sentezini inhibe etmektedir. Sadece penisilinler, sefalosporinler ve fusidik asit
klinik olarak kullanimda olan fungal antibiyotiklerdir [6]. Linezolidin etki
mekanizmasi kloramfenikole benzemektedir. Gram-pozitif bakteriler Uzerinde aktif
olup 50S ribozomal altbirime baglanarak protein sentezini inhibe etmektedir [5].
Temel olarak bakteriyostatik etkisi olan linezolid istisna olarak streptokoklar
uzerinde bakteriyosidal etki yapmaktadir [4]. Streptograminler; streptogramin A ve
B olmak Uzere iki alt siniftan olusmakta ve makrolidlerle ayni etki mekanizmasini

gOstermektedir [5].

Kinolonlar grubunun ilk Gyesi tam olarak kinolonlara ait olmayan nalidiksik asit
olup, ikinci jenerasyon kinolonlar (norfloksasin, ciprofloksasin, ofloksasin vb.)
nalidiksik asite florid atomu eklenmesiyle sentetik olarak gelistirilmistir [5].
Kinolonlar, bakteriyel topoizomeraz Il (DNA giraz) ve topoizomeraz IV enzimlerini
inhibe ederek DNA sentezini bloke etmektedir. Topoizomeraz Il enziminin inhibe
olmasiyla hiucre bolinmesi sirasinda DNA’nin ikili sarmal yapisinin agilmasi ve
DNA'nin kopyalanmasi  engellenmektedir. Topoizomeraz IV enziminin inhibe
edilmesiyle de bolunme sirasinda eslenen DNA zincirlerinin ayrilmasi ve yeni
olusacak hucrelere bolinmesi engellenmektedir [4]. Nitroimidazoller; metronizadol,
tinidazol gibi antibiyotiklerden olugsmaktadir. Cogunlugu protozoalara karsi
kullanilsa da metronizadol anaerobik bakteriler Uzerinde de etkili olmakta ve DNA
ile interaksiyonu sonucu hlcre olumune neden olmaktadir [5]. Rifamisinler;
rifamisinin sentetik tlrevleri olan rifampisin, rifabutin, rifapentin ve rifaksimin
antibiyotiklerini icermektedir. Cogunlukla tlberkuloz tedavisinde kullanilan

rifamisinler ayrica ¢oklu antibiyotik direnci olan stafilokoklar ve pnédmokoklara karsi



da kullaniimaktadir [5]. Rifamisinler bakteriyel RNA polimeraz enzimini inhibe

ederek RNA sentezini engellemektedir [4].

Sulfonamidler 1932'de patenti alinan ilk sentetik antibiyotiktir. Yapisal olarak p-
aminobenzoik asit (PABA) analogu olduklar i¢in sulfonamidler, dihidropteroat
sentezinde yarismali inhibitdr olarak rol almakta ve folat Gretimini inhibe etmektedir
[5]. Gram-pozitif ve negatif bakteriler Gzerine etkili olan sulfonamidler anaerobikler
uzerinde zayif etki goOstermektedir [4]. Trimetoprim; secici olarak bakteriyel
dihidrofolik asit reduktaz enzimini inhibe ederek dihidrofolik asitin tetrahidrofolik
asite donuimune engel olmaktadir. Folat sentezini inhibe etmek i¢in sulfonamidlerle
birlikte de kullaniimaktadir [4]. Aminosalisik asit (PAS), sulfonamidler gibi p-
aminobenzoik asit yapisindadir ve folat sentezi inhibitorudur [4]. Dapson, cuzzam
hastaliginin tedavisinde en ¢ok kullanilan antibiyotik olup hicredeki folat sentezini
inhibe etmektedir [4]. Tlberklloz tedavisinde en etkili ilag olan izoniazid,
mikobakterilerin hticre duvarinin yapi tasi olan mikolik asit sentezini inhibe ederek

bakterinin dlimune neden olmaktadir [4].

2.1.1. Antibiyotik Direnci

Mikroorganizmanin antibiyotiklerin etkilerine karsi durabilme yetenegi antibiyotik
direnci olarak tanimlanmaktadir. Penisilinin bakteriyel enfeksiyonlarin kontrolinde
basarili bir sekilde kullaniimaya baslanmasindan kisa sure sonra penisilin direncli
stafilokoklar ortaya ¢ikmistir. Bu sorunun Ustesinden gelmek icin yeni beta-laktam
antibiyotikler geligtirilse de yine ayni donemde metisilin direngli S. aureus (MRSA)
tanimlanmasiyla ilk antibiyotik direngli mikroorganizma literatlire gecmigtir [2].
Daha sonra bakterilerde antibiyotik diren¢g kazanimi hizlanarak ciddi bir sorun
haline gelmistir. GUnumuzde patojenik bakterilerin %70’den fazlasi antibiyotik
direncine sahiptir [7]. Antibiyotiklerin asiri ve yanhs kullanimiyla yayginlasan
antibiyotik direnci dinya capinda insan sagligini buyuk oélgtide tehdit etmektedir.
Her Ulkeden, her yastan insanin yasamini etkileyen antibiyotik direnci, tedavi
suresini uzatarak tedavi masraflarini arttirmasinin yaninda 6lim oranlarinin da
artmasina neden olmaktadir [8]. Her yil ABD'de en az iki milyon kisi antibiyotik
diregli bakterilerle enfekte olmakta ve en az 23000 kisi bu enfeksiyonlar

sonucunda hayatini kaybetmektedir [9].



Antibiyotik diren¢ krizinin ortaya c¢ikmasinda; mikrobiyal etmenler, insandan
kaynaklanan etmenler, klinik ve tarimsal uygulama kaynakli etmenler gibi bir cok

etmen rol oynamaktadir [10].

Bakteriler diger cok hucreli organizmalara gore daha klguk ve basit canlilar
olduklarindan genomik olarak da daha az karmasik bir yapiya sahiplerdir. Bu
nedenle ortam kosullarina daha kolay adapte olurlar ve degisen ortam kosullarina
olan tepkilerini birbirlerine aktarabilirler. Bu yeteneklerinin temeli kiguk hacimde
olmalari ve ¢ok kisa surede ¢ogalabilmelerine dayanmaktadir. 20 dakika gibi kisa
surelerde bile ¢gogalabilen turlerinin olmasi, meydana gelen genetik degisimlerin 0
populasyon icinde hizlica yayllmasini saglamaktadir [10]. Kisa yasam doénguslne
sahip olmalari ve ortama kolay uyum saglama yetenekleri, patojen bakterilerin
antibiyotik direnci kazanmasinda ve bu direncin yayillmasinda etkili olmaktadir. Bu
nedenle yeni antibiyotik gelistiriise de kullanima baslandiktan yillar hatta aylar

sonra bile bakteriler bu antibiyotige karsi diren¢ kazanmaya baglamaktadir [11].

GUnumuzde hizla artan dunya nufusu, yeni bakteriyel enfeksiyonlarin olugsmasini
ve hizla yayilmasini beraberinde getirmigtir. Bakteriyel enfeksiyon vakalarinda
goérulen artigsa paralel olarak tedavi amagl antibiyotik kullanimi da artmis ve
insanlarin bilingsiz ve asiri antibiyotik kullanimi bakterilerin antibiyotik direng

kazaniminda dnemli rol oynamigtir [11].

Yeni geligtirilen antibiyotiklerin piyasaya surilmeden once belirli klinik testlerden
ve denemelerden gecmesi gerekmektedir. Laboratuvar ortaminda surdarulen
denemeler bazen haftalarca aylarca slrmektedir ve bu da fazla miktarda
antibiyotik kullanimina neden olmaktadir. Klinik olarak uygulanan bu antibiyotikler
de yine antibiyotik diren¢ olusumuna zemin hazirlamigtir [11]. Antibiyotiklerin
hayvan beslenmesinde buyumeyi arttirici madde olarak ve tarimsal UrUnlerde
verim arttirici olarak kullaniimasi bakterilerde antibiyotik direng kazanimini arttirici
etmen olmustur. Tarim ve hayvancilikta kullanilan bu antibiyotiklerin atik sularla,
hayvansal veya bitkisel yan urin ve atiklarla cevreye yayllmasi toprakta, su

kaynaklarinda yasayan bakterilerin antibiyotik diren¢ kazanmasina neden olmustur
[5].

Bakterilerin antibiyotik diren¢ kazanmasinda bir ¢ok farkli mekanizma etkilidir. Bu

mekanizmalar genetik agidan siniflandirildiginda dogal ve kazaniimis direng



mekanizmasi olmak Uzere iki grupta incelenebilir [12, 13]. Dogal direng
mekanizmasi; bakteri tirinin genetik yapisindan dolay! belirli bir antibiyotige 6zgu
gosterdigi diren¢ mekanizmasidir. Bunun nedeni bakterilerin antibiyotikten
etkilenmemesi ya da ilacin tirune ve bakterinin membran gecirgenligine bagh
olarak antibiyotigin bakteriyi inhibe edecek kadar iyi difize olmamasi olabilir [5, 12,
14]. Kazanilmis direng mekanizmasi ise; bakteriye disardan gen aktarimi (plazmid,
transpozon, integron ve Dbakteriyofajlar araciliiyla) sayesinde, hucresel

mutasyonla veya bunlarin kombinasyonu ile gelismektedir [13].

Diren¢ mekanizmasi biyokimyasal acidan incelendiginde literatirde farkh
sekillerde siniflandinldi§i gérilmektedir. Bakteriyel enfeksiyonlarda klinik olarak en
¢ok izole edilen ve en sik gorulenler ele alindiginda direng mekanizmalari;
enzimatik inhibisyon, penisilin baglayan proteinlerdeki (PBPs) degisimler,
membran protein degdisimleri, antibiyotigin etki ettigi hedefin modifikasyonu ve
antibiyotigin c¢esitli kanallarla hicreden disari atilmasi (efflux) seklinde
siniflandirilabilir [13, 15-18].

Gelismekte olan Ulkelerde en ¢ok kullanilan antibiyotik grubu olan beta-laktam
antibiyotiklerine karsi bakterilerin direng kazanmasinda iki farkli mekanizma rol
oynamaktadir. Bunlardan ilki bakteride bulunan ve beta-laktamlarin hedefi olan
penisilin baglayan proteinlerde (PBP) meydana gelen modifikasyonlardir.
Bakteriler genetik modifikasyonla PBP’lerinde degisime neden olarak beta-
laktamlarin onlara baglanmasina engel olup kendini antibiyotige kargi direncli hale
getirmektedir [12, 16]. Tipta ve veterinerlikte ¢cok kullanilan antibiyotiklerden biri
olan tetrasiklinlere kargi bazi bakteriler, yeni membran tasiyicilar geligtirerek veya
hedefi degistirerek diren¢ kazanmistir. Yeni geligtirlen membran proteinlerle
tetrasiklinler hucreden digarn atilarak hicre icindeki antibiyotik konsantrasyonu
dusurilmekte ve hucre antibiyotikten korunmaktadir. Diger bir mekanizma ise
tetrasiklinlerin protein sentezini inhibe etmek ig¢in baglandigi ribozomlarin
sentezlenen koruyucu proteinler sayesinde yapisinin degistirimesi ve degisen
konformasyon sonucu antibiyotigin ribozoma baglanmasinin engellenmesidir [13].
Bunlarin disinda bazi bakterilerin  membran gegirgenligini azaltarak fusidik aside
karsi direng gelistirmesi veya fazla miktarda peptidoglikan Ureterek glikopeptitlere
karsi diren¢ kazanmasi diger antibiyotik diren¢c mekanizmalarina ornektir [13].

Ancak bakterilerin antibiyotik diren¢g kazanmasinda en etkili mekanizma; bakterinin



o antibiyotige 6zgu, antibiyotigi cesitli yollarla inhibe eden enzim Gretmesidir [16].
S. aureus’un beta-laktamaz enzimi Uretme yetenedi kazanarak beta-laktam
antibiyotiklerine kargi direngli hale gelmesi yeni antibiyotikler olarak beta-laktamaz
inhibitorlerinin  geligtirimesine zemin hazirlamigtir [13]. Bu acgidan enzim
inhibitorleri, bakterinin patojenitesi Gzerinde etkili enzimlerin inhibe edilmesinde ve

yeni antibiyotiklerin gelistiriimesinde dnemli rol oynamaktadir.

2.1.2.Yeni Antibiyotik Gelistiriimesinde Enzim inhibitorleri

Enzimlerin bakteriyel enfeksiyonlarin olusumundaki roli ve antibiyotik direng
mekanizmasindaki etkisinin kesfedilmesiyle birlikte, bu enzimlere karsi inhibitor
gelistiriimesi yeni terapo6tik ajanlarin geligtiriimesinde populer bir konu haline
gelmigtir. Bu amagla bir ¢cok enzim inhibitori kesfedilmis ve klinik uygulamalar
sonunda yeni ilaglarin formullasyonlarinda kullanilmaya baslanmistir [19]. Yeni
ilaglarin ortaya konmasinda yapilan ilk ¢calismalar mekanizma bazli veya yapisal
bazli ilag tasarimina dayanirken, goérintileme metodolojisindeki yeni gelismeler
sayesinde HTS metodu ila¢ tasariminda en ¢ok kullanilan yontem haline gelmisgtir.
Bu yontem, ilag benzeri buyuk veya kuguk yapili moleklllerden olusan
kitiphaneler sayesinde hedef enzime karsi inhibitdér bulunmasina ve daha kisa
surede, daha az maliyetle ilag gelistiriimesine olanak saglamistir [20, 21]. HTS
metodlarindan biri olan faj gosterim teknolojisi enzim inhibitorleri ve yeni ilaglarin
gelistiriimesinde son yillarda ¢ok kullanilan bir ara¢ haline gelmistir. Faj gosterim
peptit kitiphanelerinin kullaniimasiyla, bakterilerin hiicre duvari sentezinde goérev
alan patojeniteden sorumlu enzimlere [22-24] ve bakterilerin antibiyotiklere kargi
diren¢ kazanmasinda etkili olan enzimlere [25] kargi inhibitorler secilerek yeni

antibiyotik maddelerin geligtiriimesi saglanmigtir.

2.2. Faj Gosterim Yontemi

ilk kez G. Smith tarafindan 1985 yilinda tanitilan faj gésterimi, cok sayida cesitli
peptit ve protein Uretmek ve belirli fonksiyonlari yerine getiren molekilleri izole
etmek igin ¢ok etkili bir tekniktir. Protein-ligand interaksiyonlarini, reseptor-antikor
baglanma bdlgelerini incelemek ve proteinlerin substratlarina olan afinitelerini
modifiye etmek veya gelistirmek amaciyla kullanilan faj gosterim ydntemi; ¢ok
saylida protein ya da peptitlerin faj yuzeyinde ekspresyonu ile olusmaktadir [26].
Faj vyuzeyinde ekspres edilecek DNA fragmenti virisin genomuna
yerlestiriimektedir [27]. Filamentdz fajlar, bakteri hicrelerini enfekte ederek tek
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zincirli genomlarini gift zincirli kopyalanabilen forma doénustirmekte ve bdylece
hem kilif proteinlerinin olugsmasini hem de nesillerini devam ettirecek DNA’larin
cogalmasini saglamaktadir [27]. Faj goOsterim teknigi kullanilan protein
muhendisligi ¢calismalarinin neredeyse tamaminda filamentoz faj kullaniimaktadir
[28]. CUnkd diger fajlarin aksine (T4, T7 vb.), filamentéz fajlar (M13, fd vb),
konakgi hlcreyi pargalamadan ¢odalmakta [29] ve bunun yaninda fajlarin yapisi
sayesinde kolaylikla modifiye edilebilmektedir [28]. Genis pH ve sicaklik
araliklarinda stabil olan filamentoz fajlar litik olmadiklari i¢cin bakteri hucrelerinde

yuksek konsantrasyonlarda ¢ogaltilabilmektedir [30].

Faj goOsterim yodnteminde genellikle, Ff ailesine ait M13 filamentdz faji
kullaniimaktadir. Yaklagik 6 nm ¢apinda ve 1 ym uzunlugundaki silindir seklindeki
M13 fajinin kapsidi 5 farkh proteinden olugsmaktadir [31]. Fajin uzunlugu boyunca
kilif proteinlerinin ¢cogunlugunu olusturan ve binlerce kopyadan olusan pVIIl kihf
proteini yer alirken; bir ucunda 5 kopyadan olusan plll ve pVI, diger ucunda ise 3-5
kopyadan olugsan pVIl ve plX mindr kilif proteinleri bulunmaktadir [27]. Faj
gosterim yonteminde peptitlerin faj ylzeyinde ekspresyonu igin ¢ogunlukla plll ve
pVIII kihf proteinleri kullaniimaktadir [32]. Her iki kilif proteini de fajin konakgi
hicreye yonelmesini saglayan N-terminal sinyal sekansina sahiptir [27]. Major kilf
proteini olan pVIIl proteini, 50 amino asit uzunlugunda olup faj ylzeyi boyunca
yaklasik 2800 kopyasi bulunmaktadir. 406 amino asit uzunlugundaki plll kilif
proteini, konakgi-faj baglanmasi igin gerekli olup fajin konakgi hicreyi infekte
etmesinden sorumludur [33]. Filamentéz faj infeksiyonu, tanimlama ve
translokasyon olmak Uzere 2 basamakli igslemden olusmaktadir. Filamentoz fajlar
turlerine goére (M13, lke vb.) bakteri hucre duvarinda bulunan farkli piluslara (F, N,
P piluslarn) spesifiklik gostermektedir [33]. Ff ailesine ait M13 filamentoz faji F
pilusa sahip Escherichia coli'yi tanima ve infekte edebilme yetenegine sahiptir [26].
infeksiyon, plll kiif proteinin  N-terminal bolgesinden F pilusun ucuna
baglanmasiyla baslamakta ve kilif proteinlerinin ¢éziinmesi sonucu faj DNA’sInin
E. coli hdcresinin sitoplazmasina girmesiyle devam etmektedir [31]. E. coli
hicresinde kopyalanan faj DNA’si, plazmid benzeri kopyalanabilir forma
donuserek plll ve pVIII proteinlerini ekspres edebilmek igin kalip/sablon gorevi
gormektedir. Fajlarin tek zincirli DNA’lari, konakgl hicreden gikislari sirasinda

tekrardan viral kilif proteinleriyle sariimaktadir [26].
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Faj gosterim kutuphaneleri, plll veya pVIII kilif proteinleri Gzerinde farkh dizilimdeki
peptitleri tasiyan farkh faj klonlarinin birlestiriimesiyle olusturulmaktadir. En yaygin
olarak kullanilan faj gosterim kutuphaneleri, rastgele peptit kutiphaneleridir [34].
Rastgele oligonukleotidler, plll kihf proteininin sinyal peptidi ile N-terminalini
kodlayan DNA sekansi arasina yerlestiriimektedir. 6 ile 43 amino asit arasinda
degisen uzunluga sahip lineer rastgele peptitler N-terminal plll fizyonu olarak
basarili sekilde ekspres edilmistir [27]. Bu sekilde 10'”dan daha fazla peptit
cesitliligine sahip faj goOsterim peptit katuphaneleri olusturulabilmektedir [29].
Yuiksek orandaki bu cesitlilik, peptitlerin hedef molekulle olan iligkisinin klasik
protein  muhendisligi  yontemleriyle  kisa  surede incelenmesini ve
karakterizasyonunu imkansiz kilmaktadir. Molekuler biyoloji teknikleriyle geligtirilen
faj gosterim peptit kitUiphaneleri, cok kisa surelerde milyonlarca peptit arasindan
hedef molekille 6zgu peptitin secilmesine ve saflastirlmasina olanak saglayan
pratik bir ydntemdir [28]. Faj gdsterim peptit kittiphaneleriyle hedef molekile 6zgu
peptitin secilmesi birkac basamaktan olusmaktadir. Oncelikle, hedef molekil kati
bir destek yuzeyine immobilize edilmekte ve ardindan peptit katiphanesiyle
inkiibasyona birakilmaktadir. inkiibasyonun sonunda baglanmayan fajlarin
uzaklastiriimasi igin yikama islemi yapilmaktadir. Baglanan fajlarin geri kazanimi
icin ortama farkli pH’da elisyon tamponu, serbest hedef molekll veya serbest
ligand gonderiimektedir [32]. Baglanan fajlar bir sonraki dongulerde kullaniimak
uzere E. coli kultiriyle ¢ogaltiimaktadir. Hedef molekule en iyi baglanan fajlarin
secimi icin yikama isleminin zorlugu arttiriimakta ve bu iglemler ardarda 2-3 dongu
seklinde uygulanmaktadir. Donguler sonunda segilen fajlara ait peptit dizilimleri,

degisken bdolge DNA sekans analizi ile saptanmaktadir [31].

Herhangi bir hedef proteine yuksek spesifiklik ve afinitede baglanan peptitlerin
izole edilmesini saglayan faj gosterim peptit kitiphanelerinin bir ¢cok farkh kullanim
alani bulunmaktadir [35]. Protein-protein iligkilerini inceleyen ¢ok sayida ¢alismada
faj goterim yodntemi kullanilmistir [36-38]. Ornegin; faj gosterim ydntemiyle
bakteriyel membran tasima proteinleri TonB ve BtuF arasindaki etkilesim
incelenmig ve her protein Uzerindeki potansiyel baglanma bdlgeleri belirlenmigtir
[38]. Antikor fragmentleri faj gosterimi yonteminde kullanilarak, proteomik, spesifik
ilag tasinimi ve hdcre igi sureglerin analizi dahil olmak Uzere birgok uygulamada

yararh olabilen hedefe 6zel antikorlarin Uretiimesinde basariyla kullaniimistir [39-
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41]. Faj godsteriminin en basarili uygulamalardan biri, bluyluk faj antikor
kUtiphanelerini kullanarak monoklonal antikorlarin ve bunlarin fragmentlerinin
izolasyonu olmustur [39]. Teshis, immunoterapi ve agi gelistirmede énemli olan ve
antikor ile spesifik etkilesimde bulunan antijen epitoplarinin haritalanmasi faj
gosterim yontemi ile ucuz ve hizl bir sekilde yapilabilmektedir [42, 43]. Ayni
zamanda faj gosterim peptit kitliphaneleri kullanilarak distk immunojenik profile
sahip karbonhidrat ve lipid antijenlerinin epitop taklidleri (mimotoplar) de
tanimlanabilmektedir [44]. Faj gosterim yOntemi reseptorlerin agonist ve
antagonistlerinin secilmesi ve tanimlanmasinda siklikla kullanilan bir yontemdir
[40].

2.2.1. Faj Gosterim Yontemi ile Enzim inhibitorlerinin Gelistiriimesi

Faj gosterimi, enzim biliminde substrat 6zgulliguni belirlemek ve enzimin aktif ve
alosterik bolgelerinin  modulatorlerini  gelistirmek amaciyla kullanilan etkili bir
yontemdir [39, 45, 46]. Faj gosterim peptit kutUphaneleri kullanilarak; alkol
dehidrogenaz, hekzokinaz, glikojen fosforilaz, B-glukozidaz gibi birgcok enzime
kargi peptit inhibitorler gelistiriimistir [47]. Filamentéz fajlarin genis araliktaki
proteaz enzimlerine kargi dayanikli olmasi faj gosterim yontemiyle proteazlara
kargi peptit inhibitorlerinin gelistiriimesine olanak saglamistir [27]. Faj gosterim
yontemi ile; serin proteaz faktoru FVlla enzimine [48], proteinaz-K enzimine ve
Katepsin-S sistein proteinazina [49] karsi peptit inhibitérleri secilmistir. Dogal
inhibitorlerin ¢ogu, ayni proteaz ailesindeki diger proteaz enzimlerini de inhibe
edebildigi icin dusuk spesifiklige sahiptir. Bu sorunun ustesinden gelebilmek igin
dogal inhibitorlerin farkli tekniklerden vyararlanilarak modifiye edilmeleri
gerekmektedir [50]. Faj gosterim ydntemi kullanilarak plazminojen aktivatori [51],
plazma Kkallikerin [52], tripsin [53], trombin [54] gibi birgcok enzime inhibitor
gelistirimesinde dogal proteaz inhibitorlerinin  mutantlarindan olusturulmus

kutiphaneler kullaniimigtir.

Proteazlar, birgok fizyolojik ve patolojik slregte kilit rol almaktadir [55]. Birgok
proteaz kanser, osteoporoz, iltihapli ve nérodejeneratif hastaliklarla iligkili oldugu
gibi ayni zamanda parazitik, bakteriyel veya viral hastaliklarla da iligkilidir [50]. Bu
nedenle bu proteazlara karsi inhibitor gelistirimesi terapdtik agidan da dnemli
olmaktadir [55]. Ozellikle bakteriyel enzimler hedef alinarak faj gosterim

yontemiyle inhibitdr peptitlerin segilmesi yeni antibiyotiklerin geligtiriimesinde
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onemli bir ara¢ haline gelmistir [22, 23, 25]. Ornegin, bakterinin beta-laktam
antibiyotiklerine diren¢ kazanmasina neden olan penisilinaz enzimine karsi faj
gOsterimi yontemiyle basarili bir sekilde inhibitor peptitler secilerek yeni beta-
laktam antibiyotiklerinin gelistirimesine katki saglanmigtir [56]. Ancak giderek
artan antibiyotik direng¢  sorunu, yeni antibiyotiklerin gelistirimesinde farkl
yaklasimlari zorunlu kilmaktadir. Bu amagcla, yeni hedef molekdillerin belirlenmesi
ve yeni hedefe 6zgu inhibitor geligtiriimesi antibiyotik direng sorununun ¢ézumu
igin potansiyel olusturmaktadir [57]. Bu noktada ¢ogu Gram-pozitif bakterinin hicre
duvarinda bulunan ve virtlansliklari Uzerinde etkili olan sortaz enzimleri, yeni
antibiyotiklerin tasarlanmasinda kullanilabilecek potansiyel bir hedef haline

gelmistir [58].

2.3. Sortaz Enzimleri

Sortaz enzimleri ¢ogu Gram-pozitif bakterilerin hlcre duvarinda yer alan bir
transpeptidaz ailesidir. Bakteriyel yluzey proteinlerinin bakterinin hicre duvarindaki
peptidoglikan tabakasina kovalent olarak baglanmasindan sorumlu sortaz ailesi,
sortaz A, B, C ve D olmak Uzere 4 siniftan olusmaktadir [59]. Farkh bakteri trleri
farkll sayida ve farkl gesitte sortaz enzimlerine sahiptir. Ornegin S. aureus sortaz
A ve sortaz B enzimlerine [60] sahipken S. pneumoniae 4 farkl sortaz enzimine
[61] sahiptir. S. aureus ve diger birgok Gram-pozitif patojenin virtilanshginda hicre
disinda yer alan virtlans proteinleri ve tutunmayla ilgili proteinler ve enzimlerin
birinci derecede katkisi bulunmaktadir. Bunlar arasinda sortaz A (SrtA) tim Gram-
pozitif bakterilerde bulunmakta ve patojenitede dnemli rol oynayan LPXTG maotifi

iceren proteinlerin hiicre duvarina baglanmalarini saglamaktadir [62].

2.3.1. Sortaz A Enzimi

206 amino asit uzunlugunda olan SrtA, N-terminalinde transmembran bodlge
bulunan bir sistein transpeptidazdir [63]. NMR ve X-ray kristallografisi analiz
sonuglarina gore SrtA, birkag kisa heliks ve dongu iceren 8 beta-pilili tabakadan
olusmaktadir (Sekil 2.1). Enzimin aktif bolgesi p6 ve (7 pilili tabakalarindan
olusan hidrofobik kisimda yer almaktadir [64]. Aktif bélgede, enzimin katalitik
aktivitesinden sorumlu olan sistein (C184), histidin (H120) ve arjinin (R197) amino
asitleri bulunmaktadir [62]. Histidin aminoasidinin imidazol halkasi, sisteini aktive
etmekte ve transpeptidasyon reaksiyonu sirasinda sistein amino asidinin naleofilik

atakla reaksiyonu katalizlemesini saglamaktadir. Ayrica NMR sonuglarina gore
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ortamda bulunan Ca*™ iyonunun, iyon baglayici bdlgedeki konformasyonu

degistirerek enzimin katalitik aktivitesini artirdigi rapor edilmistir [65].

Sekil 2.1. Sortaz A enziminin kristal yapisi [66]

SrtA  transpeptidasyon reaksiyonunu katalizleyerek yuzey proteinlerinin
bakterilerdeki peptidoglikana tutunmasini saglamaktadir (Sekil 2.2) [63]. Yuzey
proteinlerinden en ¢ok calisilani, S. aureus’un virtlansliginda etkili olan ve LPXTG
motifine sahip stafilokokal protein A’dir [67]. Protein A’nin 35 amino asit
uzunlugundaki C-terminal ucunda LPXTG motifi, hidrofobik bdlge ve pozitif yukli
kuyruk kismi bulunmaktadir [68]. Hem hidrofobik bdlge hem yukll kuyruk kisim,
SrtA transpeptidasyon reaksiyonu oncesinde yuzey proteinin korunmasina
yardimci olmaktadir [69]. S. aureus SrtA reaksiyonu sonucunda, hucre
membraninda yer alan ylzey proteininin LPXTG motifindeki treonin (T) ve glisin
(G) arasindaki bag kirilmakta, karboksil terminalindeki treonin ile stafilokokal hucre
duvarinda yer alan pentaglisin ¢apraz koprusunun serbest amino terminali
arasinda kovalent bag olugsmaktadir [70]. Boylece yuzey proteinleri, bakterinin
konakgi canlinin hicre ve dokularina tutunabilmesini, enfeksiyona neden olmasini,
bagisiklik sisteminden kagabilmesini ve biyofilm olusturabilmesini mumkuin
kilmaktadir. Yapilan hayvan denemeleri sonucu; sortaz enzimlerine ait genlerin
eksikligi proteinlerin tutunma yetenegini ve S. aureus’un virtlanshgdini azalttig
gorulmastir [71]. Ayrica diger enfeksiyon tiplerinde yapilan ¢alismalarda da SrtA

mutantlarinin daha dusik virdlanslik gosterdikleri gorilmustir [64]. Cogu Gram-
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pozitif bakterinin var olan antibiyotiklere direngli hale gelmesi, antibiyotik
gelistiriimesinde yeni hedef ve stratejilerin kullaniimasini zorunlu kilmistir [72]. Bu
nedenle, sortaz enzimlerinin inhibisyonu Gram-pozitif bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde ve yeni antibiyotiklerin gelistiriimesinde 6nemli bir

hedef haline gelmistir [73].
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Sekil 2.2. SrtA’nin katalizledigi transpeptidasyon reaksiyonunun sematik gésterimi

2.3.2. Sortaz A inhibitérlerinin Geligtirilmesi

Son yillarda SrtA inhibitorleri gelistiriimesi i¢cin buyuk ¢aba harcanmigtir [71].
Sistein nukleofilinin enzimin katalitik aktivitisindeki rolinun kesfedilmesi ve SrtA’nin
tiol grubu inaktivatorleriyle inhibisyonu, rasyonel yontemlerle yeni SrtA
inhibitorlerinin gelistiriimesine zemin hazirlamistir [62]. SrtA inhibitdri tasarimi igin
uygulanan stratejilerden birisi, SrtA’nin tanimladigi LPXTG motifine sahip peptitleri
taklit etmektir. LPXTG sekansina sahip peptit taklitlerinin karboksil terminaline tiol
reaktif ajanlar eklenmistir. Bdylece SrtA’nin LPXTG motifini taniyarak peptit
taklidini tersinmez olarak enzimin aktif bolgesine baglamasi ve tiol reaktiflerinin
enzimi tersinmez olarak inhibe etmesi amaclanmigtir [72]. Bu amagla yuratilen
calismalar sonucu peptidil-klorometan, peptidil-diazometan, peptidil-siyanoalkan
gibi SrtA inhibitérleri rapor edilmistir [62]. inhibisyon aktiviteleri incelenerek
inhibitor sabitleri belirlendiginde peptidil-klorometan’in  peptidil-diazometan’a
kiyasla iki kat daha fazla inhibitor potansiyeli oldugu goriimustur [74]. Yapilan bir

calismada SrtA’ya kargi vinil sulfon ile substrat mimetikleri sentezlenmis ve SrtA

16



enziminin tersinmez inhibisyonu saglanmigtir. Ancak inhibitér konsantrasyonlari
incelendiginde peptidil-vinil stlfon mimetiklerinin (Ki=9 pM) peptidil-klorometan
(Ki=0,21 pyM) kadar yuksek inhibitor potansiyeline sahip olmadigi gorulmektedir
[75]. SrtA’nin inaktivasyonu i¢in LPXTG motifinin hidrolize olmayan fosfinik peptit
taklitleri de geligtiriimigtir. Gelistirilen bu peptit taklitleri enzimi yarismali olarak
inhibe etmesine ragmen inhibitdr aktiviteleri (ICso0= 10 mM) dusuk bulunmustur
[76].

Ayrica bazi dogal Uriinler de SrtA inhibitérleri agisindan zengin kaynaklardir. ilk
olarak 80 medikal bitki ekstraktlarinin SrtA UGzerindeki etkisi incelenmis ve
bunlardan 4 tanesinin (Cocculus trilobus, Fritillaria verticillata, Rhus verniciflua ve
Liriope platyphylla) yuksek inhibisyon aktivitesi oldugu saptanmistir [77]. Daha
sonra F. verticillata tomurcuklarindan glukozilsterol b-sitosterol-3-O-
glukopiranozid izole edilerek SrtA enzimi Uzerine etkisi incelenmis ve SrtA
inhibitdri olarak tanimlanan ilk dogal bilesen olmustur [78]. Bunlarin yani sira
flavonoller, flavonoidler, alkoloidler gibi dogdal bilesenlerin de SrtA inhibitor
potansiyelleri incelenmis ve mikromolar dizeyde inhibitdr konsantrasyonlarina
sahip inhibitérler saptanmistir [72]. Ancak dogal bilesenlerin ve
peptidomimetiklerin  SrtA Uzerindeki inhibitér potansiyellerinin incelenmesini
olduk¢ca zaman alici bir yontemdir. Bu nedenle, HTS tekniginden yararlanilarak
SrtA inhibitorlerinin gelistirimesinde kuguk molekll kutiphaneleri etkili bir arag
olmustur [72]. Cok sayida klglk molekul igceren kitiphanelerin taranmasiyla
inhibitér konsantrasyonu mikromolar dizeyinde olan birgok SrtA inhibitdru
tanimlanmigtir. Bunlar arasindan aril-B-amino(etil) keton’un bir¢ok sortaz
izoformlarina karsi en etkili inhibitor oldugu belirlenmigtir [58]. Ancak tanimlanan
bu inhibitorlerin secicilikleri duguk ve inhibisyon sabitleri yeterli duzeyde degildir.
Bu calismalardan farkli olarak makrosiklik peptit kuttphaneleri olusturularak
SrtA’ya karsi halkali yapida peptit inhibitérlerinin segimi gergeklestirilmistir. Segilen
iki halkali peptitlerin inhibitdr sabitleri yaklasik 1uM olarak belirlenirken ICso= 167
MM olarak saptanmigstir [71]. Calismanin sonuglari incelendiginde, gelistirilen peptit
inhibitorlerinin inhibisyon Ozelliklerinin dnceki galigmalar sonucu elde edilen diger
SrtA inhibitérlerinden daha iyi oldugu goérilmektedir. Bu noktada faj gosterim
yonteminin SrtA enzimine karsi spesifik ve yuksek afiniteye sahip yeni inhibitdrlerin

gelistiriimesinde kullanilabilecek etkili bir ydontem oldugu anlagiimaktadir.
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Gergeklestirilen calismada, SrtA enzimine karsi inhibitor peptitlerin gelistiriimesi
icin farkli faj gosterim peptit kitiphaneleri kullanilarak enzime baglanan ve enzimi
inhibe eden fajlarin secilmesi amaclanmigtir. Bu amagla onceki ¢alismadan farkl
olarak, 7 amino asit uzunlugundaki lineer ve halkali peptitlerden olusan 2 farkh
rastgele peptit kitlphanesi kullanilmigtir. Calisma kapsaminda SrtA'ya en iyi
baglanan faj klonlari segilerek enzim aktivitesi Uzerindeki etkileri incelenmistir.
Yuksek inhibisyon gosteren faj klonlarinin degisken bodlge DNA diziliminden

kodladiklari peptit dizilimleri saptanmigtir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal ve Biyokimyasal Malzemeler

Calismada ekspresyon vektorleri olarak Hidde Ploegh tarafindan hediye edilen, E.
coli DH5a hucresinde kati besiyerinde temin edilen pET28a-SrtAasg plazmidi ve
mutant-SrtAxsg plazmidi  kullanilmigtir. Ekspresyon vektorlerinin elde edilmesi
amaciyla, Sigma-Aldrich Co. (St Louis, A.B.D.) firmasindan alinan LB sivi
besiyeri,agar ve sigir serum albumini (BSA), Life Technologies Co. (Kaliforniya,
A.B.D.) firmasindan alinan kanamisin sulfat, Macherey-Nagel (Duren, Almanya)
firmasindan alinan plazmid saflagtirma kiti, New England Biolabs Inc. (Ipswich,
A.B.D.) firmasindan saglanan BamHI, Ndel, Xhol enzimleri ve CutSmart tampon
cozeltisi kullaniimistir. Agaroz jel elektroforez sisteminde Bioline Inc. (Randolph,
A.B.D.) firmasindan alinan agaroz, HyperLadder 1kb DNA belirteci ve 5X érnek
yukleme tamponu, Santa Cruz Biotechnology Inc. (Teksas, A.B.D.) firmasindan
saglanan Tris bazi, Sigma-Aldrich Co. (St Louis, A.B.D.) firmasindan saglanan
etilendiamin tetraasetik asit (EDTA), Merck-Millipore (MA, ABD) firmasindan
saglanan asetik ait, Bio-Rad Laboratories Inc. (Kaliforniya, A.B.D.) firmasindan
saglanan SYBR Safe DNA jel boyasi kullaniimistir. SrtA ekspresyonu igin New
England Biolabs Inc. (Ipswich, A.B.D.) firmasindan saglanan kompetent E.coli
BL21(D3), Sigma-Aldrich Co. (St Louis, A.B.D.) firmasindan alinan
isopropilthiogalaktosid (IPTG), trizma hidroklorit (Tris-HCI), NaCl, lizozim ve
imidazol, Merck-Millipore (MA, ABD) firmasindan saglanan MgCl,, CaCl,, fosforik
asit (%85), Honeywell Riedel-de Haen (Seelze, Almanya) firmasindan saglanan
etanol ve Qiagen (Hilden, Almanya) firmasindan saglanan Ni-NTA recinesi
kullaniimistir. SDS-PAGE analizi igin, Panreac AppliChem ITW (Darmstadt,
Almanya) firmasindan alinan akrilamid ve bisakrilamid, Sigma-Aldrich Co. (St
Louis, A.B.D.) firmasindan alinan glisin, trikloroasetik asit (TCA) ve
merkaptoetanol, Bio-Rad Laboratories Inc. (Kaliforniya, A.B.D.) firmasindan
saglanan bromfenol mavisi, sodyum dodesil sulfat (SDS), tetrametiletilenediamine
(TEMED), coomassie brilliant blue, amonyum persulfat ve Merck-Millipore (MA,
ABD) firmasindan saglanan KOH kullaniimigtir. Enzim aktivitesi olgumlerinde
kullanilan florojenik 6zellikteki Abz-LPETG-K(Dnp)-NH, substrati ve LPETG SrtA
substrati GenScript (Ipswich, A.B.D.) firmasindan temin edilmistir.
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Calismada faj gosterimi igin, New England Biolabs Inc. (Ilpswich, A.B.D.)
firmasindan saglanan, M13 7-mer lineer ve C7C halkali faj gdsterim kuttiphaneleri
ve konakgl organizma, Escherichia coli ER2738, kullanilmistir. Calismada
kullanilan Tween 20, polietilen glikol-8000 (PEG-8000), 5-bromo-4-kloro-3-indolyl-
beta-D-galaktopiranosid (X-gal) Sigma-Aldrich Co. (St Louis, A.B.D.) firmasindan
ve NaHCO3; Merck-Millipore (MA, A.B.D.) firmasindan saglanmistir.

3.1.2. UV-VIS Spektrofotometresi

Rekombinant olarak uretilen ve saflastirilan SrtAaxse ve mutant-SrtAasg enzim
cOzeltilerinin protein miktarlari Agilent Technologies, Inc. (Santa Clara, A.B.D.)
firmasindan saglanan UV-Vis Absorpsiyon Spektrofotometresi ile ol¢Uimustar.
Olgtimler Agilent Technologies firmasindan sagdlanan quartz mikro kiivette (50 pL)
280 nm’de gerceklestirilirken Bradford yontemi ile 595 nm’de alinan olgimler LP
ltaliana SPA (Milano, italya) firmasindan saglanan polistren kiivetlerde (1 mL)

gerceklestirilmistir.

3.1.3. Floresans Spektrofotometresi

Yapilan galismada SrtA aktivitesi 6lcimleri i¢in kullanilan Cary Eclipse Floresans
Spektrofotometre Agilent Technologies, Inc. (Santa Clara, A.B.D.) firmasindan ve
quartz mikro kuvet (50 pL) Hellma Analiytics (Muallheim, Almanya) firmasindan
saglanmistir. Olglimler esnasindan sicaklik kontrolii Agilent Technologies, Inc.
firmasindan temin edilen Cary Eclipse yazilimi ve peltier sistemle saglanmistir (-10

- 100°C). Olglimler esnasinda PMT voltaji 600 volt olarak ayarlanmistir.

3.2. Metot

3.2.1. SrtA Ekspresyonu igin Vektérlerin Elde Edilmesi

Calisma kapsaminda iki farkl SrtA enziminin Uretimi gergeklestirilmistir. Bunlardan
ilki, S. aureus SrtA enziminin N terminalindeki ilk 59 amino asiti icermeyen SrtAasg
enzimi olup, pET28a-SrtAasg plazmidi (#51138) tarafindan kodlanmaktadir.
Kanamisin rezistansi ve T7 promotera sahip plazmid, enzimin amino terminalinde
hekza-histidin etiketini bulundurmaktadir. ikincisi ise S. aureus SrtA enziminin,
kalsiyum olmayan ortamda aktivite gdsterebilen ve katalitik aktivitesi arttiriimis
mutant-SrtAxsg enzimi olup, pet30b-7M SrtA plazmidi (#51141) tarafindan
kodlanmaktadir. Plazmid benzer sekilde kanamisin rezistansi ve T7 promotera
sahiptir  ve enzimin  karboksil  terminalinde  hekza-histidin  etiketini

bulundurmaktadir.
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E. coli DH5a hucresinde kati besiyerinde temin edilen plazmidler, kanamisinli (30
pMg/mL) LB sivi besiyerinde zenginlestiriimis ve kanamisin iceren (30 yg/mL) LB
agar kati besiyerine ekilmistir. Plazmid tasiyan hucreler inkibasyon sonunda
kanamisin iceren LB kati besiyerinde koloni olugsturmus ve olusan tek koloniler
besiyerinden izole edilmistir. izole edilen koloniler yine kanamisinli LB sivi

besiyerinde zenginlegtirilerek hucre stoklari olugturulmustur.

Plazmidlerdeki enzimi kodlayan gen segmentlerinin varliginin ortaya konmasi
amaciyla plazmid saflastirma islemi gergeklestiriimistir. Plazmid DNA izolasyonu
icin kullanilan saflastirma kitine ait prosedir takip edilmistir. izolasyon islemi
sonunda elde edilen #51138 ve #51141 plazmid DNA c¢ozeltilerinin, UV-Vis
spektrofotometre ve quartz mikro kivet (50 pL) kullanilarak 260 ve 280 nm dalga
boylarinda absorbans deg@erleri dlgulmustir. Elde edilen absorbans degerlerinden

DNA konsantrasyonlari ve saflik oranlari saptanmistir.

izole edilerek DNA miktari ve saflik degerleri belirlenen plazmidler, enzimi
kodlayan gen segmentlerinin baslangi¢ ve bitis bolgelerini taniyan ve plazmidi bu
noktalardan keserek hedef DNA fragmentinin elde edilmesini saglayan restriksiyon
enzimleri ile kesilerek analiz edilmistir. Bu amagla, #51138 plazmidi icin Ndel ve
BamHI enzimleri kullanilirken #51141 plazmidi icin ise Ndel ve Xhol enzimleri
kullaniimigtir. Plazmid DNA’nin kesimi i¢in kullanilan ¢ozeltiler Tablo 3.1’de
gosterilmistir. Kesim i¢in CutSmart tampon ¢ozeltisi kullanilarak reaksiyon
ortaminda enzimlerin aktif oldugu pH degeri korunmustur. Her iki plazmid igin,
kesim enzimlerini igermeyen, enzimlerden sadece birini iceren (Ndel) ve iki kesim
enzimini de igeren c¢ozeltiler hazirlanmigtir. Cozeltiler 37°C’'de 5 saat sureyle
karistirmali ortamda inkiibe edilmistir. inkiilbasyon sonunda &rnekler -18°C’de

muhafaza edilmistir.

Kesim fragmentlerinin buyuklikleri agaroz jel elektroforez yontemi ile belirlenmistir.
Bu amagla, oncelikle tris bazi (121g), asetik asit (28.55 mL) ve EDTA (50 mL, 0.5
M, pH=8.0) kullanilarak TAE tamponu (50X, 500 mL) hazirlanmistir. Daha sonra
hazirlanan tampon sistemde kullaniimak Gzere 1X oranina saf su ile seyretilmistir.
%1’lik agaroz jel, 1X TAE tamponu (pH 8.0) ve 10000X SYBR Safe DNA jel boyasi
iceren ¢ozelti iginde hazirlanmis ve mikrodalgada eritilmistir. Hazirlanan jel,
60°C’ye kadar sogutulduktan sonra tarak yerlestiriimis yatay jel kasedine

dokualmustar. Jel donduktan sonra kesimi yapilan DNA ¢oOzeltisinden 20 L
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alinarak 5 pyL 5X 6rnek yukleme tamponu ile karistirilmis ve jeldeki kuyucuklara
yuklenmigtir. Jel Uzerindeki bir kuyuya ise 10 yL HyperLadder 1kb DNA belirteci
yuklenmistir. Agaroz jele 1X TAE tamponu igerisinde yaklasik 150 V voltaj
uygulanmigtir. Yaklasik 1 saat sonunda jel sistemden g¢ikarilarak mavi led

transilliminator ile gorunttlenmigtir.

Tablo 3.1. Plazmid kesimi igin reaksiyon karigimi

Hacim Konsantrasyon GCozelti icindeki miktar
Plazmid 20 uL 25-30 ng/uL 500-600 ng
Tampon 25 L 10X 1X
BSA 1L 10 mg/mL 10 ug
Restriksiyon enzimi 1 uL 20 U/uL 20U

Ayrica, #51138 plazmidi igin enzimi kodlayan gen segmentinin DNA dizilimi
belirlenmis ve S. aureus SrtAasg geni ile karsilastiriimistir. Bu amagla izole edilen
plazmidin enzimi kodlayan bdlgesinin dizilimi GenScipt firmasi (Piscataway, NJ,
A.B.D.) tarafindan belirlenmistir. Elde edilen dizilim SrtAasg geninin esas dizilimi ile
[79] NCBI BLASTN programi kullanilarak karsilagtiriimistir [80].

3.2.2. SrtA Ekspresyonu

Bir dnceki asamada saflastirilan ve enzimi kodlayan gen bdlgeleri incelenen
plazmidler protein ekspresyonu icin E.coli BL21 kompetent hcrelerine
aktariimistir. Bu amagla, kompetent hucre stogundan alinan 50 plL’ye 10 L
plazmid c¢ozeltisi (~10 ng/uL) eklenerek karistirilmis ve buz igerisinde 30 dakika
inkiibe edilmistir. Sonrasinda ¢ozeltiye 42°C’de 10 saniye Is1 soku uygulanmis ve
tekrar buz igerisinde 5 dakika inkube edilmistir. Cozeltinin Gzerine 950 uL LB sivi
besiyeri eklenerek 37°C’de karistirmali inkibatorde 60 dakika bekletilmistir. Elde
edilen kulturden dilisyonlar hazirlanarak kanamisinli LB kati besiyerine ekim
yapilmis ve 37°C’de bir gece boyunca inklbe edilmistir. Besiyerinden tek koloni
izolasyonu gergeklestiriimis ve secilen koloniler kanamisinli LB sivi besiyerinde

¢ogaltilarak hucre stoklari hazirlanmigtir.

Hucre stoklarindan antibiyotikli LB sivi besiyerine ekim yapilarak 37°C’de bir gece
boyunca inkube edilmigtir. Bu kultirden 500 pL alinarak 50 mL antibiyotikli LB sivi
besiyerine ekim yapilmis ve 37°C’de karistirmali ortamda yaklasik 3 saat inkibe

edilmistir. Hazirlanan kaltarin optik yogunlugu (OD) yaklasik 0.5’e ulastiginda 50

22



ML IPTG gozeltisi (0.5 M) besiyerine eklenmis ve inkibasyona 4 saat daha devam
edilmistir. Kontrol i¢cin hazirlanan kulttre ise IPTG ilave edilmeden inkiibasyon
surdurilmastir. inkiibasyon sonucunda kuiltiirler santrifiij tiiplerine alinarak 6000
g'de 15 dakika santriflj edilmigtir. Supernatant uzaklastirilarak pelet -20°C’de 1
gece muhafaza edilmistir. Sonrasinda pelet lizozim igeren (10 mg/mL) 1 mL TBS
tamponunda (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM MgCly)
¢ozduralmustar. Cozelti 60 dakika boyunca buz igerisinde inkiibe edildikten sonra
10 dakika oda sicakhginda karistirmal ortamda bekletiimistir. Cozelti 4°C’de

18500g’de 45 dakika santriflij edilmis ve enzimi iceren supernatant alinmigtir.

3.2.3. SrtA Saflastiriimasi

Histidin etiketli enzimler ¢oOzelti icerisinden Ni-afinite kolon yardimiyla
saflastinimistir. Bunun igin éncelikle plastik kolonlar (Thermo Fisher Scientific Inc.,
A.B.D.) 1 mL yatak hacminde Ni-NTA recinesi ile doldurulmus ve TBS (50 mM
Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl) tamponuyla yikanmigtir. Enzimi iceren
supernatant kolona ilave edilerek karistirmali ortamda 30 dakika bekletilerek
recine ile etkilesimi saglanmigtir. Daha sonra baglanmayan bilesenlerin
uzaklastirilmasi amaciyla kolon TBS tamponuyla (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150
mM NaCl, 5 mM MgCl,) yikanarak 1 mL’lik fraksiyonlar toplanmistir. Yikama
islemi bittikten sonra kolona elisyon tamponu (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 500 mM
imidazol, 150 mM NacCl, 5 mM MgCl,) eklenerek 15 dakika bekletiimis ve baglanan

proteinleri igeren 500 yL hacminde fraksiyonlar alinmistir.

Alnan elusyon fraksiyonlarinda protein miktarinin belirlenebilmesi i¢in UV-VIS
spektrofotometre kullanilarak 280 nm’deki absorbans degerleri belirlenmistir.
Olgumler quartz mikro kiivette (60 pL) gerceklestiriimistir. Yiiksek absorbans

gorulen fraksiyonlar sonraki asamalarda kullaniimak Gzere birlestirilmigtir.

Plazmidlerin transforme edildigi htcrelerin SrtA enzimini Uretip Gretmediklerinin
belirlenebilmesi igin IPTG ile indiklenen ve IPTG induksiyonu yapilmayan kontrol
hlcrelerine ait lizat, yilkama ve elusyon ¢ozeltileri SDS-PAGE ile analiz edilmistir.
Karisim halindeki proteinlerin molekdl agirligina gore ayrilmasini saglayan SDS-
PAGE islemi dikey elektroforez sisteminde (VWR, Radnor, PA, A.B.D.)
yapiimistir. Elektroforez iglemi Laemmli metoduna [81] gdre hazirlanan %15’lik
akrilamid/bisakrilamid separasyon jelinde gercgeklestiriimistir. Analizde kullanilan

cOzeltiler agagida verilen tablolarda gosterilmigtir.
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Seperasyon jel c¢oOzeltisi Tablo 3.4’te gdsterilen bilesenlerin karistiriimasiyla
hazirlanmis ve 10x10 cm boyutundaki dikey jel kasedine dokulmustur. Jel
polimerlestikten sonra tarak cikarilarak jel saf su ile yikanmistir. Daha sonra
kuyucuklar, saf su ile 1X oranina seyreltiimis elektroforez yurutme tamponu (Tablo
3.2) ile doldurulmustur. Ornek ¢6zeltilerinden alinan 40 uL, Tablo 3.3'te goterilen
10 L érnek yukleme tamponu ile karigtirilarak 94°C’de 5 dakika inkibe edilmigtir.
Cozeltilerdeki proteinlerin molekuler agirligini belirlemek amaciyla 14.4-97.4 kDa
araligindaki standart protein belirteci kullaniimigtir. Tablo 3.6’da g0sterildigi gibi
hazirlanan ylukleme tamponundan 20 pL alinarak 2 uL protein belirteci ile
kanstinimis ve 94°C’de 5 dakika inklibe edilmistir. Elde edilen érneklerden 25 pL,
protein belirtecinden ise 20 pyL ¢ozelti alinarak jeldeki kuyucuklara yuklenmis ve jel
kasedi elektroforez tankina yerlestiriimistir. Elektroforez tanki 1X elektroforez
yuritme tamponu ile doldurulmus ve bromfenol mavisi boyasi jelin tabanina
ulasana kadar 250 V sabit voltajda elektroforez islemi gerceklestirilmistir.
Elektroforez iglemi tamamlandiktan sonra saf su ile iyice yikanan jeller boyama
¢cOzeltisi (Tablo 3.5) ile yaklasik 1.5-2 saat boyanmistir. Boyama isleminin
ardindan jeller saf su ile yikanarak goéruntuleri alinmis ve Agfa Foto Look programi

(Agfa-Geavert N.V., Belgika) ile jellerin goruntileri islenmistir.

Tablo 3.2. SDS-PAGE analizinde kullanilan elektroforez tamponu igerigi

Elektroforez Tamponu (5X) 1000 mL
Glisin 94 ¢
Tris Bazi 1519
SDS(%10) 50 mL

Tablo 3.3. SDS-PAGE analizinde kullanilan 6rnek yukleme tamponu igerigi

Ornek Yiikleme Tamponu (5X) 10 mL
1 M Tris-CI (pH=6.8) 2.5mL
Gliserol 4.5 mL
SDS 19

Bromfenol Mavisi 20 mg
Merkaptoetanol 0.5mL
Deiyonize su 2.5 mL
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Tablo 3.4. SDS-PAGE analizinde kullanilan seperasyon jeli igerigi

%15’lik Seperasyon Jeli 40 mL
%40’hk Akrilamid 14.49 mL
%2’lik Bisakrilamid 9.9 mL
1.5 M Tris-ClI (pH=8.6) 10 mL
%10’luk SDS 400 pL
Deiyonize su 5.012 mL
%10’luk Amonyum Persulfat 300 pL
TEMED 27 uL

Tablo 3.5. SDS-PAGE analizinde kullanilan boya ¢ozeltisi igerigi

Boya Cozeltisi 100 mL
TCA (%100) 13 mL
%0.25’lik Coomasie Brillant Blue 78 mL
10 N KOH 9mL

Tablo 3.6. SDS-PAGE'’de kullanilan protein belirteci igin yukleme tamponu icerigi

Protein Belirteci Yiikleme Tamponu 10 mL
1 M Tris-Cl (pH=6.8) 1.2 mL
Gliserol 1mL

%10’luk SDS 2mL

%0.1’lik Bromfenol Mavisi 0.5 mL
Deiyonize su 4.8 mL
Merkaptoetanol 0.5mL

Elde edilen ¢ozeltilerde SrtAase enziminin varliginin teyit edilmesi igin Floresans
Spektrofotometre kullanilarak aktivite Olgumleri gergeklestirilmistir. Bu amacla
florojenik 6zellikteki Abz-LPETG-K(Dnp)-NH, substratindan yararlaniimistir.
Olgimler esnasinda uyarma dalgaboyu 320 nm, emisyon dalga boyu 420 nm ve
slit agikligi 5 nm olarak ayarlanmistir. Aktivite dlgimleri igin, TBS tamponunda (50
mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM CacCl;) hazirlanmis substrat
gOzeltisinden (50 uM) 40 pL alinarak, 40 uL protein ¢Ozeltisi ile karistinimis ve
quartz mikro kuvete alinmistir. 2 dakika zaman araliginda 15 saniyede bir alinan
Olcimlerde c¢ozeltideki floresans siddetindeki artis zamana karsi takip edilmistir.
Birim zamanda Olgllen floresans siddetindeki artistan enzim aktivite degerleri

reaksiyon ilk hizlarindan yola ¢ikilarak hesaplanmistir.
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Elde edilen ¢ozeltilerde mutant-SrtAase enziminin varliginin teyit edilmesi igin
aktivite olciimleri gergeklestiriimistir. Olgiimler esnasinda uyarma dalgaboyu 320
nm, emisyon dalga boyu 420 nm ve slit acikligi 5 nm olarak ayarlanmistir. Aktivite
Olcimleri i¢in, TBS tamponunda (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NacCl)
hazirlanmis Abz-LPETG-K(Dnp)-NH, substrat c¢oézeltisinden (50 uM) 40 pL
alinarak, 40 pL protein ¢ozeltisi ile karigtiriimig ve quartz mikro kuvete alinmistir.
Cozeltideki floresans siddetindeki artis zamana karsi takip edilmistir. Olglimler 16
dakika zaman araliginda 2 dakikada bir alinmigtir. Birim zamanda Olgulen
floresans siddetindeki artistan enzim aktivite degerleri reaksiyon ilk hizlarindan

yola cikilarak hesaplanmistir.

SDS-PAGE’de goruntulenen ve enzim aktivitesi dlgumleriyle de SrtAasg ve mutant-
SrtApsg  enzim  varligi  dogrulanan  elisyon ¢ozeltilerindeki  imidazolin
uzaklastiriimasi amaciyla diyaliz iglemi gerceklestiriimistir. Bu amacla 14 kDa cut-
off dederine sahip sellloz membran (Sigma-Aldrich Co., St Louis, A.B.D.) igine
konan protein ¢ozeltileri TBS tamponu (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 5
mM CacCl,) kullanilarak 4°C’de 1 gece karistirmali olarak diyaliz edilmistir. Diyaliz
isleminin ardindan enzim c¢ozeltilerinde aktivite kaybi olup olmadiginin kontrol
edilmesi amaciyla enzim aktivitesi olgumleri yapilmistir. SrtAasg ve mutant-SrtAasg
enzimlerinin  aktivite  oOlgumleri  bir O6nceki asamada anlatildigi  gibi
gerceklestiriimistir. Diyaliz sonrasi enzim ¢ozeltilerinin safligi SDS-PAGE analizi ile
belirlenmistir.  SDS-PAGE analizi 6nceki asamalarda anlatildigi  gibi
gerceklestiriimistir. Elde edilen jel goérintilerinde, GelQuant.NET programi [82]
kullanilarak SrtAasg ve mutant-SrtAasg enzimlerine ait bantlarin intensiteleri diger

bant intensiteleri ile karsilastiriimis ve saflik degerleri belirlenmigtir.

Saflastinlan enzim ¢ozeltilerindeki protein miktarlari Bradford yontemi ile
belirlenmistir [83]. Bu amacgla TBS tamponu (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM
NaCl, 5 mM CacCl,) iginde 0.5-2.0 mg/mL konsantrasyon araliginda BSA standart
cozeltileri hazirlanmistir. Polistren kivet i¢cindeki 1 mL Bradford ¢dzeltilerine 20 uL
standart ve enzim ¢ozeltileri eklenerek karistiriimis ve oda sicakliginda 30 dakika
bekletilmistir. inkiibasyon sonunda UV-Vis spektrofotometre kullanilarak 595
nm’deki absorbans degerleri dlgulmustir. Standart ¢ozeltilerine ait absorbans

degerleri konsantrasyona karsi grafige aktariimis ve standart konsantrasyon egrisi
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olusturulmustur. Elde edilen kalibrasyon egrisinden vyararlanilarak enzim

cozeltilerindeki protein miktarlari belirlenmistir.

Son olarak uretilen, protein miktarlari, saflik degerleri ve aktiviteleri incelenen
SrtApsg ve mutant-SrtAasg enzimleri bir sonraki asamada kullaniimak Uzere

liyofilize edilerek -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.4. Faj Gosterim Peptit Kiitiphanelerinden Faj Klonlarinin Secgilmesi

SrtAsse enzimine baglanan faj klonlarinin secilmesi amaciyla 10%dan fazla
transformant bulunan ve 102 pob/mL faj iceren M13 faj gdsterim kitiiphaneleri
kullaniimigtir (Sekil 3.1). Bu amagla, 7 amino asit uzunlugunda lineer ve halkali faj
gOsterim kutiphanelerinden yararlaniimistir. SrtAasg enzim ¢dzeltisi, derigsimi 200
pMg/mL olacak sekilde, 0.1 M NaHCOg3; (pH 8.6) tamponu igerisinde hazirlanmigtir.
Bu ¢ozeltiden 150 pyL mikrotiter kuyucuklara eklenmis ve 4°C’de bir gece boyunca
inkibe edilerek enzimin kuyucuklarin ylzeyine tutunmasi saglanmistir. Enzim
¢Ozeltisi kuyucuklardan uzaklastirildiktan sonra, kuyucuklar tamamen bloklama
tamponu (0.1 M NaHCOg3, pH 8.6, 5 mg/mL BSA) ile doldurulmus ve 4°C’de 1 saat
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda bloklama c¢ozeltisi kuyucuklardan
uzaklastirildiktan sonra kuyucuklar alti defa hacimce % 0.1 Tween 20 igeren TBS
tamponuyla (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl) yikanmistir. Faj
kutiphanelerinden alinan 10 yL ¢ozelti TBS tamponuyla 100 yL’'ye tamamlanarak
kuyucuklara eklenmis ve oda sicakhginda 1 saat boyunca dusik hizda
kanistirllarak inkibe edilmistir. Baglanmayan fajlar kuyucuklardan uzaklastiriimis
ve kuyucuklar 10 defa Tween 20 igeren TBS tamponuyla yikanmigtir. SrtAasg
enzimine baglanan fajlarin geri kazaniimasi amaciyla 2 farkli ydntem
uygulanmigtir. Bunlardan ilkinde, kuyucuklara 150 pyL SrtAasg enzim ¢ozeltisi (200
pMg/mL) eklenmis ve kuyucuklar 1 saat boyunca disuk hizda karistirilarak inkiibe
edilmistir. Bdylece SrtAasg enzimine afinite gosteren fajlarin yarismali olarak
serbest SrtAxsg enzimine baglanmasi hedeflenmistir. inkiibasyon sonunda cozelti
kuyucuklardan alinmigtir. ikinci ydntemde ise kuyucuklara 150 yL SrtAase substrat
gOzeltisi (1.5 mg/mL) eklenmis ve kuyucuklar 30 dakika boyunca dusik hizda
karistirilarak inkibe edilmigtir. Bu sekilde enzimin aktif merkezine afinite gosteren
fajlarin  geri kazanilmasi hedeflenmistir. Inkibasyon sonunda g¢dzelti

kuyucuklardan alinmigtir.
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Sekil 3.1. Faj gosterim peptit kitlphanelerinden fajlarin secgilmesi

Kuyucuklardan alinan fajlarin titreleri E. coli kaltirG kullanilarak belirlenmistir. Bu
amagcla 200 pL E. coli kaltart 5 mL LB sivi besiyerine ekilmis ve optik yogunlugu
0.5’e ulasana kadar 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda
200 pyL E. coli kdltard alinmis ve 10 uL seri dilisyonlari hazirlanmis faj
cOzeltileriyle karistirilarak 5 dakika inklibe edilmistir. Karigim, eritilerek 45°C’de
bekletilen 3 mL LB kati besiyerine eklenerek karistiriimis ve petrideki IPTG ve X-
gal iceren LB kati besiyerlerine dokulmugstiur. Besiyerleri 37°C'de 1 gece

inkibasyona birakilmig ve petrilerde olusan mavi plaklar sayilimistir.

ilk dénglide segilen fajlar bir sonraki déngiide kullaniimak lizere cogaltiimistir. Bu
amagcla, 200 yL E. coli kaltirh ve faj ¢ozeltileri karistirilarak birka¢ dakika inkibe
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edilmistir. Daha sonra karisim 20 mL LB sivi besiyerlerine eklenmis ve 37°C’'de 5
saat kanstirilarak inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda kiiltirler santrifij
tuplerine alinmis ve 12000 g'de 15 dakika santriflj edilmigtir. Santrifij sonunda
supernatant temiz bir santrifuj tipune alinarak tekrar santrifuj edilmistir. Santrifdj
islemlerinin ardindan supernatant alinmig ve igerisine 3.3 mL % 20’lik (a/h) PEG-
8000 ve 2.5 M NaCl iceren ¢ozelti eklenerek 4°C’de 1 gece inkube edilmigtir.
Sonrasinda ¢ozeltiler 12000 g’de 30 dakika santriflj edilmis ve supernatant
uzaklastirlmigtir. Santrifj tUpunde kalan peletler 1 mL TBS tamponunda
¢6zduralmts ve 13000 rpm’de 5 dakika santrifij edilmistir. Santrifdj isleminden
sonra supernatant alinarak icerisine 180 pL PEG c¢ozeltisi eklenmis ve 0°C’'de 1
saat bekletiimistir. Inkiibasyon sonunda ¢dzeltiler 10000 rpm’de 10 dakika santrifilj
edilerek supernatant atiimistir. Elde edilen peletler 200 yL TBS tamponuyla

¢6zundurdlmus ve bir 6nceki asamada anlatildigi gibi faj titreleri belirlenmistir.

Birinci doénguden secilen ve c¢ogaltilan fajlar sonraki se¢im ddéngusitinde
kullaniimigtir. Diger segim dongulerinde de ilk dongudeki islemler uygulanmigtir.
ilkinden farkli olarak, diger segim déngiilerinde enzime en yiiksek afinite gésteren
fajlarin secilmesi amaciyla yikama ¢ozeltisindeki Tween 20 miktar1 % 0.1’den 0.5’e
cikarilmigtir. Segim igslemi ¢ dongl halinde uygulanmis ve se¢im asamasinda iki
farkl kUtiphane ve iki farkli elisyon yontemi kullaniimasiyla dort farkl faj ¢ozeltisi

elde edilmistir.

Secim islemlerinin ardindan Ggtinct dongl sonunda elde edilen faj ¢dzeltilerinden
faj klonlar izole edilmistir. Bu amacgla, son dénguden elde edilen faj ¢ozeltilerinin
dilisyonlari hazirlanarak 200 pL E. coli kaltira ile karistinimis ve 5 dakika inkiibe
edilmigtir. inklibasyon sonunda bakteri ve faj karisimlari, 45°C’de bekletilen 3 mL
LB kati besiyerine eklenmis ve IPTG ve X-gal igceren LB kati besiyerlerine
dokulmustar. Petriler 37°C’de 1 gece inklbe edilmis ve inkibasyon sonunda
petrilerde olusan mavi plaklardan rastgele plak sec¢imi yapilmigtir. Segilen plaklar
500 pL LB sivi besiyerlerine alinmig ve faj klonlarinin besiyerine gegmesi amaciyla
15 pL E. coli kdltira eklenerek 37°C’de 4.5 saat karistirmali ortamda inklbe
edilmistir. inkilbasyon sonunda c¢dzeltiler santrifiij edilerek fajlari igeren
supernatant alinmistir. Herbir faj klonuna ait faj ¢ozeltileri, titrelerinin arttiriimasi
amaciyla onceki agamalarda anlatildigi gibi E. coli kultra ile gogaltilmig ve titreleri

belirlenmistir.
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3.2.5. Segilen Faj Klonlarinin SrtAasg Enzimi Uzerindeki Etkilerinin
Belirlenmesi

Faj kitiphanelerinden segcilen faj klonlarinin enzim aktivitesi Uzerindeki etkilerinin
belirlenmesi amaciyla Floresans Spektrofotometre kullanilarak aktivite olgtimleri
gergeklestirilmistir. Olgiimler esnasinda PMT voltaji 600 volt, uyarma dalgaboyu
320 nm, emisyon dalga boyu 420 nm ve slit agikliklari uyarma igin 10 nm ve
emisyon i¢cin 20 nm olarak ayarlanmistir. Aktivite élgtimleri i¢in, TBS tamponunda
(50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM CacCl,) hazirlanmisg 360 pg/mL
SrtAase enzim gdzeltisinden 15 pL alinarak titresi yaklasik 10 pob/mL olan 10 pL
faj ¢Ozeltisi ile karigtirimis ve oda sicakliginda dusuk karistirma hizinda 30 dakika
inkiibe edilmistir. inkiibbasyon sonunda karisimdan 20 uL alinarak 60 pyL TBS
tamponunda (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM CacCl,) hazirlanmis
83.33 pM substrat ¢ozeltisi ile karigtinimis ve quartz mikro kuvete alinmistir.
Olglimler 4 dakika zaman araliyinda 0.2 dakikada bir alinmis ve c¢dzeltideki

floresans siddetindeki artis zamana karsi takip edilmistir.

3.2.6. Fajlara Ait DNA Diziliminin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi Olgcimleri sonucunda SrtAasg enzim aktivitesinde azalmaya neden
olan faj klonlarinin degisken bélge DNA dizilimleri belirlenmistir. inhibitdr etki
gosteren faj klonlarinin  DNA dizilimleri Genscript (Ipswich, A.B.D.) firmasi
tarafindan belirlenmistir. Bu amacla New England Biolabs Inc. firmasindan
(Ipswich, A.B.D.) saglanan -96 glll primer (5-CCCTCATAGTTAGCGTAACG-3’)
kullaniimigtir. Belirlenen DNA dizilimlerinden kodladiklari peptit dizilimleri

saptanmisgtir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Ekspresyon Vektorlerinin Elde Edilmesi

Calismada ekspresyon vektoru olarak SrtAxsg genini kodlayan #51138 plazmidi ve
mutant-SrtAasg genini kodlayan #51141 plazmidi kullaniimigtir. Her iki plazmid de
kanamisin rezistansi ve T7 promotera sahip olup hekza-histidin etiketini
bulundurmaktadir. Plazmidlerdeki enzimi kodlayan gen segmentlerinin varliginin
ortaya konmasi amaciyla izole edilen ve zenginlestirilen tek kolonilerden
plazmidler izole edilmistir. izolasyon igslemi sonunda elde edilen plazmid DNA
¢ozelltilerinin UV-Vis spektrofotometre ve quartz mikro kivet kullanilarak 260 ve
280 nm’deki absorbans degerleri Olclilmustir. 260 nm’deki absorbans
degerlerinden ¢ozeltilerin DNA konsantrasyonlari, absorbans degerlerinin
oranindan (Azso/Azg0) ise ¢ozeltilerin saflik degerleri saptanmistir.  Olglimler
sonucunda #51138 ve #51141 plazmidlerine ait DNA konsantrasyonu sirasiyla 25-
30 ug/mL olarak belirlenmistir. Plazmid DNA’lara ait Azeo/A2go degerleri ise #51138
icin 1.4 ve #51141 icin 1.7 olarak belirlenmigtir. Sonugclar incelendiginde ileriki
asamalarda kullanilabilir saflikta ve miktarda DNA izolasyonu yapildigi

gorulmustar.

Elde edilen plazmidler uygun restriksiyon enzimleri ile kesilerek analiz edilmigtir.
Bu amagcla, #51138 plazmidi icin Ndel ve BamHI enzimleri, #51141 plazmidi icin
Ndel ve Xhol enzimleri kullaniimistir. Reaksiyon sonucunda her iki plazmide ait
DNA fragmentlerini iceren ¢ozeltiler elde edilmistir. Elde edilen ¢dzeltilerdeki kesim
fragmentlerinin blayuklUkleri agaroz jel elektroforez sistemi ile belirlenmistir (Sekil
4.1).

Jelde siralanan DNA fragmentlerinin boyutlari, standart DNA belirteci ile
kiyaslanarak belirlenmistir. Jel goérintlsu incelendiginde; hem #51138 hem de
#51141 plazmidine ait tek restriksiyon enzimi ile kesilerek elde edilen ¢ozeltide
yaklasik 5900 bp buydkliginde molekuler agiriga sahip DNA fragmentleri
gorulmastir. #51138 plazmidinin toplam vektor buyukligu 5933 bp [84], #51141
plazmidi igin ise vektor buyukligu 5892 bp [85] olarak verilmistir . Cift restriksiyon
enzimi ile etkilestirildiginde vektorlere ait bantlarin molekuler agirhginin azaldigi ve
400-600 bp araliginda enzimi kodlayan gen segmentlerine ait bantlarin olustugu
go6zlenmigtir. #51138 plazmidindeki enzimi kodlayan gen segmentinin buyuklugu
564 bp [84], #51141 plazmidi icin ise bu deger 471 bp olarak verilmistir [85]. DNA
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fragmentlerine ait bantlar incelendiginde, jel elektroforez analizi sonucunda
vektorlere ait DNA fragmentinin ve enzimi kodlayan gen segmentinin

bayukluklerinin verilen degerlerle uyumlu oldugu goérulmustar.

1 2 3 4 5 6 7

6000 bp

S = W D oy
<= 5000 bp

| —
e —

Sekil 4.1. Plazmidlere ait agaroz jel elektroforez gorintlsi. 1) #51138 plazmidi, 2)
Ndel enzimi ile etkilestirilen #51138 plazmidi, 3) Ndel ve BamHI enzimleri ile
etkilestirilen #51138 plazmidi, 4) DNA belirteci, 5) #51141 plazmidi, 6) Ndel enzimi
ile etkilestirilen #51141 plazmidi, 7) Ndel ve Xhol enzimleri ile etkilestirilen #51141
plazmidi.

Ayrica, #51138 plazmidi icin enzimi kodlayan gen segmentinin DNA diziliminin
belirlenmesi amaciyla DNA dizi analizi yapilmistir. GenScript firmasi tarafindan T7
primeri kullanilarak gergeklestirilen analiz sonucunda izole edilen plazmidin enzimi
kodlayan bdlgesinin dizilimi belirlenmistir. Elde edilen dizilim S. aureus SrtAasg gen
dizilimi [79] ile karsilastirimistir. NCBI BLASTN programi kullanilarak yapilan
karsilastirma sonucunda iki dizilimin %100 benzerlik gosterdigi gorulmustir (Sekil
4.2).
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Score Expect Identities Gaps Strand

942 bits(510) 0.0 510/510(100%) 0/510(0%) Plus/Plus
Query 1 ATGAGRGECAGCAGCcatcatecatcatcatcalhFlAGOGECCTGETFOCGOGOGECAGE 60
FLLETTE TR e e et e e et e et
Sbkijct 56 ATGAGAGECAGCAGCCATCATCATCATCAT CACAGCAGCGECCTRETGCCOROGCGECRAGE 115
fuery &1 CATATGCAMGCTARRCCTCARA T TCCGARACATARATCGARMGTGECAGECTATATTGRAR 120
PECEETEEEertr et e ettt e et e e e e
Skjct 116 CATATGCRRGCTRARRCCTCRRRTTCCGRRRGATARRTCGRRRGTEECAGECTRTATTIGRARE 175

fuery 121 ATTCCAGATGCTIGATATTARAGRACCAGTATATCCAGGACCAGCRAACACCTGRACRATTA 180
FLLLEELI e b e bbb e e bbb et
Sbjct 176 ATTCCAGATGCTIGATATTARAGRACCAGTATATCCAGGACCAGCRACACCTGRACRATTRA 235

fuery 181 AATAGAGGEIGTAAGCTITTGCAGRAGRARARTGARTCACTAGATGATCRARARATATTTCRATT 240
FEEEEEEE et et e e e e e e e e et e e eyl
Sbjct 236 AATAGRAGGEIGTAAGCTITTGCAGAAGRARARTGARATCACTAGATGATCRARATATITCRATT 235
Cuery 241 CRGEACACACTTTICATTGACCEICCGRAACTATCARTTTACARATCTTARRGCAGCCARD 300
FEEEETEEEr et et e e e e e e e e e e e e e e e el
CRGEACACRCTTTCATTGRCCGTCCGRACTATCARATTTACARATCTTARAGCAGCCARD 355

L1 —0l

Sbict 296

fuery 301 ARARGETAGTAT B ARRGTTGGTAATCGRARACACGTRRAGTATARRRTGACARGT 360

GETIGTACTTT
FEEETEEEE et e e e e e e e e e e e e e e e e e eyt
Jbjct 3568 ARMGGTAGTIATGGIGIACTITIAARGTIGGTRAATGARACACGTRAGTATARRATGACRAGT 415

fuery 36l ATRARGRGATGITAAGCCTACAGATGIAGGAGTTCTAGATGRACARARAGGTARAGATARD 420
FEIETEETE e et e e e e e e e e e et et eyt
Sbjct 416 ATRARGRGATGITAAGCCTACAGATGIAGGAGTTICTAGATGRACARARAGGTRARLGATARL 473

Query 421 CAARTTARCATTARTTACTIGIGATGATTACRAATGARRAGRCAGECGTTIGS
PP Ere et e e e et e e e et e el
Sbjct 476 CARTTARCATTARTTACTIGIGATGATTACRAATGARRAGRCAGGCGITIGS

Query 481 ARRRTCTTTGTAGCTACAGRAGTICRARTRR 3510
FEEETEETEE e eyl
Sbject 536 RRRATCTTTGTAGCTACAGRAGTCRRATRR 585

Sekil 4.2. NCBI BLASTN programi kullanilarak DNA dizilim sonuglarinin
karsilagtiriimasi

4.2. SrtA Ekspresyonu ve Saflagtiriimasi

Calismada SrtA ekspresyonu igin E.coli BL21 protein ekspresyon konakgisi
kullaniimigtir. Onceki asamalarda saflastirilan ve enzimi kodlayan gen bélgelerini
iceren plazmidler, kompetent halde saglanmis E.coli BL21 hlcrelerine transforme
edilmistir. Trasformasyon isleminden sonra elde edilen kiltirden kanamisin iceren
LB kati besiyerlerine ekim yapilarak 37°C’de inkubasyona birakilmistir. T7
promotera sahip plazmidleri tasiyan hicrelerin, besiyerine IPTG eklenmesiyle
SrtApse Ve mutant-SrtAasg enzimlerini yuksek oranda sentezlemesi saglanmigtir.
Kontrol olarak ayrilan kultire ise IPTG ilavesi yapilmadan ayni sartlarda
inklibasyon gerceklestirilmistir. inkiibasyon sonunda kiltiirler santrifiij edilmis ve
cogaltilan hucreleri iceren pelet elde edilmistir. Sonrasinda pelet lizozim iceren
tamponla ¢o6zindiridlmas ve santriflj edilmigtir. Bdylece hlcreler pargalanmis ve

enzimi iceren hucre lizati elde edilmigtir.
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Hekza-histidin etiketine sahip SrtAasg ve mutant-SrtAxsg enzimlerinin saflastiriimasi
Ni-afinite kolon yardimiyla gergeklestirilmistir. Enzimi iceren hicre lizati kolona
ilave edilmis ve bir sure bekletilerek histidin iceren enzimlerin kolona baglanmasi
saglanmigtir. Inkiibasyondan sonunda yilkama tamponuyla kolona baglanmayan
proteinler kolondan uzaklastirilmis ve 1 mL hacminde ylkama fraksiyonlari
toplanmistir. Toplanan fraksiyonlarin UV-Vis spektrofotometre kullanilarak 280
nm’de absorbans degerleri dl¢iimus ve 10. fraksiyonda kolondan artik protein

ayrilmadigi belirlenerek yikama iglemi sonlandiriimigtir.

Daha sonra kolona baglanan enzimler, histidin analogu olan imidazol igeren
elisyon tamponu kullanilarak kolondan ayrilmistir. Bu asamada 500 uL hacminde
elisyon fraksiyonlari toplanmis ve UV-Vis spektrofotometre ile 280 nm’deki
absorbans degerleri belirlenmistir (Sekil 4.3). Olglimler sonunda SrtAase enzimi igin
2. ve 5. fraksiyonlar arasinda yuksek absorbans degeri goriimustir. Calismanin
bir sonraki asamasinda kullanilmak Gzere bu fraksiyonlar birlestirilmistir. Mutant-
SrtApsg enzimi igin ise ilk 3 fraksiyonda ylksek absorbans gorulmis ve bu

fraksiyonlarin birlestirilmigtir.
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Sekil 4.3. SrtApsg ve mutant-SrtAase enzimlerinin Ni-afinite kolonundaki elisyon
fraksiyonlarinin 280 nm’deki UV-Vis spektrofotometre absorbans degerleri
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97.4 kDa wp

66.2 kDa mmp

45 kDa wemp

31 kDa wemp

SrtArsy wep

21.5kDa wp

14.4 kD2 wemp

Sekil 4.4. #51138 plazmidinin transforme edildigi hucre lizatlarina ait SDS-PAGE
elektroforegrami.1) IPTG ile indUklenen lizat, 2) IPTG ile indiklenen lizatin Ni-
afinite saflagtirmasi sonrasinda yikama ¢ozeltisi, 3) IPTG ile indUklenen lizatin Ni-
afinite saflastirmasi sonrasinda elisyon c¢ozeltisi, 4) Protein belirteci, 5) Kontrol
lizat, 6) Kontrol lizatin Ni-afinite saflagtirmasi sonrasinda yikama c¢ozeltisi, 7)
Kontrol lizatin Ni-afinite saflastirmasi sonrasinda ellsyon ¢ozeltisi.

Elde edilen lizat, yikama ve elisyon ¢ozeltilerinde SrtA enzimlerinin kontroll icin
dikey jel elektroforez sisteminde SDS-PAGE analizi gergeklestirilmistir. SrtAasg
enzimini Ureten #51138 plazmidini tasiyan IPTG ile induklenen ve indiklenmeyen
hicre lizatlarina ait SDS-PAGE goruntist Sekil 4.4’te gortulmektedir. IPTG ile
indUklenen lizatta yaklasik 27 kDa agirhginda kalin bir bant gérulmustur. Kontrol
hicresine ait lizatta ise tum diger bantlar sabit kalirken 27 kDa bdlgesindeki
bandin kaybolmasi, bu bandin SrtAasg enzimine ait oldugunu dustindurmektedir.
Her ne kadar SrtAasg enziminin teorik molekiler agirligi 17.4 kDa olsa da, SDS-
PAGE analizinde 27 kDa civarinda bant vermektedir. Bu durumun, denatirasyon
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sirasinda enzimin tam olarak primer yapiya dénmeyip degisik katlanmalar sonucu
daha buyuk molekul agirhigina sahipmis gibi jelde yavas hareket etmesinden
kaynaklandigi digunulmektedir. Ayrica, Ni-afinite saflastirmasi sonrasinda yikama
¢Ozeltisinde bu bant kaybolurken, eliusyon ¢ozeltisinde ise yogun bir sekilde elde

edilmesi bu bandin SrtAasg enzimine ait oldugunu dogrulamaktadir.

97.4 kDa mmp

66.2 kD2 mmp

45 kDa mmp

31 kDa mp

21.5 kD2 mmp
Mutant SrtA 5o ™= =

14.4 kDa ™=

Sekil 4.5. #51141 plazmidinin transforme edildigi hicre lizatlarina ait SDS-PAGE
elektroforegrami. 1) IPTG ile induklenen lizat, 2) IPTG ile indiklenen lizatin Ni-
afinite saflagtirmasi sonrasinda yikama ¢ozeltisi, 3) IPTG ile indUklenen lizatin Ni-
afinite saflastirmasi sonrasinda elisyon ¢oézeltisi, 4) Protein belirteci, 5) Kontrol
lizat, 6) Kontrol lizatin Ni-afinite saflastirmasi sonrasinda yilkama, 7) Kontrol lizatin
Ni-afinite saflastirmasi sonrasinda elisyon ¢ozeltisi.

SrtAasg enziminin mutantina ait #51141 plazmidini tasiyan hicre lizatlarina ait
SDS-PAGE goruntusu Sekil 4.5'te gorulmektedir. IPTG ile indUklenen lizatta
yaklagik 21 kDa agirhiginda kalin bir bant goraimustur. Kontrol hicresine ait lizatta

ise tum diger bantlar sabit kalirken 21 kDa bolgesindeki bandin kaybolmasi, bu
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bandin mutant-SrtAase enzimine ait oldugunu dudsundirmektedir. Her ne kadar
SrtAase enzimine ait bant 27 kDa civarinda gorulmus olsa da, enzim Uzerinde
gerceklestirilen mutasyonlar sonucunda 21 kDa’'da bant vermektedir. Bu durumun
enzimdeki 7 amino asit Uzerinde yapilan mutasyon sonucu proteinin farkli
katlanmalar gostermesinden ve jelde hizli ilerledigi igin daha dusuk molekul
agirhginda bant olusturmasindan kaynaklandigi distinulmektedir. Ayrica Ni-afinite
saflagtirilmasi sirasinda elde edilen yikama c¢ozeltilerinin  SDS-PAGE jel
goruntisunde bu bant kaybolurken, elisyon g¢ozeltilerinde ise yogun bir sekilde
gorulmektedir. Sonuglar degerlendirildiginde 21 kDa’da gérilen bandin mutant-

SrtAasg enzimine ait oldugu dogrulanmaktadir.

4.3. SrtA Aktivitesi Analizi

Elde edilen cozeltilerde SrtAasg ve mutant-SrtAasg enzimlerinin varhginin teyit
edilmesi icin Floresans Spektrofotometre kullanilarak aktivite dlguimleri
gerceklestiriimistir. Bu amagla SrtA enziminin florojenik 6zellikteki Abz-LPETG-
K(Dnp)-NH; substratindan yararlanilarak 320 nm uyarma dalgaboyu ve 420 nm
emisyon dalga boyunda analiz yapilmistir. Substrat ve protein ¢ozeltileri quartz
mikro kuvette karistirilarak reaksiyon baslatimis ve zamana badl floresans
siddetindeki artis kaydedilmistir. Birim zamanda Odlg¢llen floresans siddetindeki

artistan enzim aktivite degerleri hesaplanmistir.

Reaksiyon hizlari hesaplandiginda IPTG ile indiklenen lizatta 40.33 a.b./dk ilk hiz
degerinde aktivite gorilurken, IPTG indiksiyonu olmayan lizatta bu deger 6.95
a.b./dk olarak hesaplanmistir (Sekil 4.6). Benzer sekilde, IPTG ile indUklenen
lizatin Ni-afinite saflagtirmasi sonrasinda elisyon ¢ozeltisinin fraksiyonunda 22.10
a.b./dk aktivite goralirken, IPTG indlksiyonu olmayan lizatin Ni-afinite
saflastirmasi  sonrasinda elisyon c¢oOzeltisinin  fraksiyonunda  aktiviteye
rastlanmamistir (Sekil 4.7). Sonuclar degerlendirildiginde ¢ozeltilerdeki enzim

aktivite degerlerinin SDS-PAGE analizi ile uyumlu oldugu gorulmustur.
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Sekil 4.6. SrtAase enzimi igin IPTG ile induklenen ve indiklenmeyen lizatin substrat
ile etkilesimi sonucu floresans siddetindeki degisim
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Sekil 4.7. SrtAasg enzimi icin IPTG ile indUklenen ve indUklenmeyen lizatin Ni-
afinite saflastirmasi sonrasinda ellisyon ¢ozeltisinin fraksiyonlarinin substrat ile
etkilesimi sonucu floresans siddetindeki degisim
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Sekil 4.8. Mutant-SrtAasg enzimi icin IPTG ile induklenen ve induklenmeyen lizatin
substrat ile etkilesimi sonucu floresans siddetindeki degisim
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Sekil 4.9. IPTG ile induklenen ve indUklenmeyen lizatinmytant-srianse Ni-afinite
saflastirmasi sonrasinda ellsyon ¢ozeltisinin fraksiyonlarinin substrat ile etkilesimi
sonucu floresans gsiddetindeki degisim
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Floresans olgcumler sonucunda mutant-SrtAasg enzimi icin IPTG ile induklenen
lizatta 10.56 a.b./dk ilk hiz degerinde aktivite goérulirken, IPTG induksiyonu
olmayan lizatta bu deger 0.23 a.b./dk olarak Ol¢ulmugtur (Sekil 4.8). IPTG ile
indiklenen ve IPTG induksiyonu olmayan lizatlarin Ni-afinite saflastirmasi
sonrasinda elisyon c¢ozeltilerinin fraksiyonlarinda aktivite élgimua yapildiginda
onemli bir degisiklik gdzlenmemistir (Sekil 4.9). Elde edilen aktivite degerleri
degerlendirildiginde SDS-PAGE’de 21 kDa civarinda gorulen bandin mutant-

SrtAase enzimine ait oldugu dogrulanmigtir.

4.4. Uretilen ve Saflagtirilan SrtA Enzimlerinin Karakterizasyonu

SDS-PAGE ve enzim aktivitesi analizleriyle SrtAasg ve mutant-SrtAasg enzim varligi
dogrulanan elUsyon c¢ozeltileri, icerigindeki fazla imidazolin uzaklastiriimasi
amaciyla diyaliz edilmistir. Bu amagla ¢ozeltiler, seliloz membran icine konarak
karistirmali ortamda bir gece diyaliz edilmigtir. Diyaliz sonunda eluisyon
gOzeltilerinden 14 kDa molekdl agirigindan kuguk bilesenlerin uzaklagtiriimasi

saglanmistir.

Diyaliz islemiyle safligi artirilan enzim ¢ozeltileri SDS-PAGE ile analiz edilmis ve
cozeltierin saflik degerleri belirlenmistir. Elektroforez islemi sonunda elde edilen jel
goruntuleri (Sekil 4.10), GelQuant.NET programi ile incelenmis ve enzimlere ait
bantlarin intensiteleri diger bantlarla karsilastirilarak saflik degerleri belirlenmistir.
Diyaliz islemi sonucunda %93 saflikta SrtAasg enzimi ve %90’nin Gzerinde saflik
degerine sahip mutant-SrtAxsg enzimi elde edilmistir. Uretilen enzimlerin her ikisi
de yuksek oranda saflik degerine sahip oldugundan ilave bir saflagtirma islemi

gerceklestiriimemistir.
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Sekil 4.10 Diyaliz sonrasi enzim ¢ozeltilerine ait SDS-PAGE elektroforegrami. A)
1; Protein belirteci, 2; Diyaliz sonrasi SrtAasg enzim ¢ozeltisi, B) 1; Protein belirteci,
2; Diyaliz sonrasi mutant-SrtAasg enzim ¢ozeltisi.

Saflastinlan enzim ¢oézeltilerindeki protein miktarlari Bradford yontemi ile
belirlenmistir. Bu amacla Bradford c¢ozeltisi ve standart protein ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Standart protein ¢ozeltileri ve saflastirilan enzim ¢ozeltileri Bradford
cozeltisi ile kanistirllarak inkiibe edilmistir. UV-Vis spektrofotometre ile 595 nm’de
absorbans Olcumleri gergeklestiriimis ve standart c¢ozeltilere ait absorbans
degerleri, konsantrasyon degerlerine kargi grafige aktarilarak kalibrasyon egrisi
elde edilmistir. Elde edilen kalibrasyon egrisi kullanilarak saflastirilan enzim
gozeltilerinin protein miktarlari hesaplanmistir. Olglimler sonucunda  SrtAnse
enziminin protein konsantrasyonu 1.48 mg/mL olarak bulunurken, mutant-SrtAasg

enziminin konsantrasyonu 2.34 mg/mL olarak belirlenmigtir.
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Saflastirilan ve protein miktarlari belirlenen enzim ¢oézeltilerinin enzim aktivitesi
degerlerinin belirlenmesi amaciyla Floresans Spektrofotometre ile enzim aktivitesi
Olcimleri yapilmistir. Saflastirilan enzim c¢ozeltilerinin diyaliz 6ncesi ve diyaliz
sonras! aktiviteleri incelenmigtir. Sonuglar incelendiginde SrtAasg enziminin
aktivitesinde diyaliz agsamasinda dnemli bir aktivite kaybi oldugu gértulmuastur (Sekil
4.11). Protein miktarinda énemli bir dedisim olmamasina karsin aktivitede degisim
gorulmesi diyaliz oncesi ortamda yuksek miktarda bulunan imidazolin etkisi
oldugu dusunulmektedir. Bu durumun, imidazol igeren tamponlarin protein
¢6zUnUrlGgunu arttirmasindan kaynaklanabilecegi gibi [86] imidazolin SrtA
enziminin aktif bdlgesindeki sistein (Cys) amino asitiyle etkilesime girerek [75]
aktiviteyi arttirmasindan da kaynaklanmis olabilecedi dustunulmektedir. Ancak ayni
durum mutant-SrtAase enzimde gézlenmemis ve diyaliz sonrasi aktivitede ¢ok az
bir azalis gézlenmistir (Sekil 4.12). Mutant enzimin ¢6zunarliginin daha yuksek
olmasi ve aktif bolgesinde meydana gelen dedisimlerden o6tirt imidazol

varligindan daha az etkilendigi dugtunulmektedir.
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Sekil 4.11. Diyaliz dncesi ve diyaliz sonrasi SrtAasg enziminin substrat ile etkilesimi
sonucu floresans giddetindeki degisim
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Sekil 4.12. Diyaliz 6ncesi ve diyaliz sonrasi mutant-SrtAase enziminin substrat ile
etkilesimi sonucu floresans siddetindeki degisim

Son olarak Uretilen, protein miktarlari, saflik degerleri ve aktiviteleri incelenen
SrtApse Ve mutant-SrtAasg enzimleri projenin bir sonraki asamasinda kullaniimak
uzere liyofilize edilmigtir.

4.5. Faj Gosterim Peptit Kutiphaneleri Kullanilarak Segilen Faj Klonlarinin

SrtAasg Enzimi Uzerindeki Etkileri

Calismada SrtAasg enzimine baglanan faj klonlarinin segilmesi amaciyla 7-mer
lineer ve halkali faj gosterim peptit katiphaneleri kullaniimistir. SrtAasg enzimi
kuyucuklara immobilize edildikten sonra faj gdsterim kutiphaneleriyle inkibe
edilmistir. inkiibasyon sonucunda baglanmayan fajlarin uzaklastiriimasi amaciyla
yikama iglemi yapilmistir. Ardindan SrtAasg enzimine baglanan fajlar geri
kazanmak icin iki farkl ydntem uygulanmistir. ilk olarak kuyucuklara serbest
SrtAase enzimi génderilmis ve inkliibasyon sonunda enzime afinite gdsteren fajlarin
yarismall olarak geri kazanilmasi saglanmistir. ikinci ydntemde ise enzimin aktif
merkezine afinite gosteren fajlarin geri kazanilmasi amaciyla kuyucuklara SrtAasg
substrati gdénderilmis ve inklibasyon sonucunda baglanan fajlar geri kazaniimistir.
Enzime en ylksek afinite gosteren fajlarin secilmesi amaciyla se¢im doénguleri ¢

defa uygulanmis ve yikama islemlerinin zorlugu arttirlmistir. Uglincli secim
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doéngusunin sonunda iki farkh peptit katiphanesinin kullaniimasiyla ve iki farkh
geri kazanim yonteminin uygulanmasiyla dort farkh faj ¢ozeltisi elde edilmistir.
Elde edilen faj ¢oOzeltilerinden rastgele plaklar secilmistir. Secim islemlerinin
sonucunda 7-mer lineer faj gosterim kutuphanesinden serbest enzimle ellisyon
yontemiyle 22, substratla elisyon yontemiyle 21 faj klonu izole edilmigtir. Halkali
faj gosterim kitiphanesinden ise serbest enzimle elisyon yodntemiyle 22,
substratla eliisyon yéntemiyle 23 faj klonu izole edilmistir. izole edilen faj klonlari

E. coli kaltara ile gogaltiimis ve titreleri belirlenmistir.

Secim donguleri sonunda izole edilen faj klonlarinin SrtA aktivitesi Uzerindeki
etkilerinin belirlenmesi amaciyla Floresans Spektrofotometre kullanilarak aktivite
Olcimleri gergeklestirilmistir. Bu dogrultuda, SrtAase enzim ¢dzeltisi izole edilen faj
klonlarini igeren ¢ozelti ile inkibe edilmigtir. Reaksiyon hizlari ilk 4 dakikada birim
zamanda floresans siddetindeki artistan hesaplanmistir. Kontrol olarak faj
icermeyen tampon c¢oOzeltisi SrtA ¢oOzeltisi ile inkibe edilmis ve reaksiyon hizi
belirlenmistir. Lineer peptit kitiphanesinden enzim elisyon yontemiyle segilen faj

klonlarinin SrtA aktivitesi Uzerine etkisi Sekil 4.13’te gorulmektedir.
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Sekil 4.13. Lineer peptit kitiphanesinden enzim elisyon yontemi ile segilen faj
klonlarinin enzim aktivitesi Uzerine etkileri
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Lineer peptit kitiphanesinden enzim ellisyon yontemi ile segilen ve izole edilen 22
faj klonundan 3 tanesi, SrtA aktivitesinde dustse neden olmustur. Geriye kalan 19
faj klonunda enzim aktivitesinde kayda deger bir degisim goérulmemistir. En yuksek
inhibisyona neden olan LES kodlu faj klonu SrtA aktivitesini yaklasik %20 oraninda

disurmustar.

Lineer peptit kitiphanesinden substrat ellisyon yontemiyle secilen faj klonlarinin
SrtA aktivitesi lizerine etkisi Sekil 4.14’te verilmistir. izole edilen 21 faj klonundan
besi belirgin bicimde SrtA inhibisyonuna neden olmustur. LS19 kodlu faj klonu

enzim aktivitesinde %30 oraninda inhibisyon etkisi gostermigtir.
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Sekil 4.14. Lineer peptit kitiphanesinden substrat elisyon yontemi ile segilen faj
klonlarinin enzim aktivitesi Uzerine etkileri

Halkali peptit kitiphanesinden enzim elisyon ydntemiyle segilen faj klonlarindan
22 tanesi izole edilmis ve SrtA aktivitesi Uzerine etkileri incelenmigtir (Sekil 4.15).
Bu faj klonlarindan U¢ tanesinde yaklasik %20 oraninda inhibisyon etkisine

rastlanmistir.
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Sekil 4.15. Halkali peptit kitliphanesinden enzim elisyon yontemi ile secilen faj
klonlarinin enzim aktivitesi Uzerine etkileri
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Sekil 4.16. Halkali peptit kitiphanesinden substrat elisyon yontemi ile segilen faj
klonlarinin enzim aktivitesi Uzerine etkileri
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Halkali peptit kutuphanesinden substrat ellisyon yontemiyle secgilen 23 faj
klonunda 6nemli bir inhibisyon etkisi gorulmemistir (Sekil 4.16). Bu faj klonlar
arasinda yalnizca CS13 kodlu faj SrtA aktivitesinde yaklasik %20 azalisa neden
olmustur. Sec¢im dongulerinden elde edilen lineer peptit kitiphanesinden secilen
LES, LE14, LE21, LS10, LS13, LS15, LS16, LS19 kodlu fajlar ve halkali peptit
kutiphanesinden secilen CE10, CE21, CE22 ve CS13 kodlu faj klonlari DNA

dizilimlerinin belirlenmesi igin segilmistir.

4.6. Segilen Faj Klonlarina Ait DNA Dizilimleri

SrtA aktivitesinde inhibisyona neden olan 12 faj klonunun degisken bdlge ntikleotid
dizilimleri belirlenmigtir. Segilen faj klonlari arasinda LE14, LS13, LS15 kodlu
fajlarin  degisken bdlge DNA dizilimi saptanamamigtir. Lineer peptit
kitiphanesinden enzim elisyon yontemi ile segilen LE5 ve LE21 kodlu faj
klonlarinin yani sira, ayni kutuphaneden substrat elusyon yontemi ile secilen
LS10, LS16 ve LS19 fajlart ayni DNA dizilimini gostermiglerdir. Dizi analizi
sonucunda toplamda 6 farkh peptit dizilimi elde edilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. SrtA aktivitesinde azalisa neden olan faj klonlarinin degisken bdlge
peptit dizilimleri

Faj Kodu Peptit dizilimi
LE5, LE21 NTESAPTL®
LS10, LS16, LS19 NWSIDHVG®

LE14, LS13, LS15 -

CE10 ACNWMINKEC
CE21 ACNDITQNHC
CE22 ACEWAGPWTC
CS13 ACELPWAQTC

Elde edilen 6 farkli peptit dizilimi incelendiginde, birbiri arasinda sekans benzerligi
olmadigr gorulmuagstir. Ancak belirlenen peptit dizilimlerinin hemen hemen
hepsinde triptofan (W) ve treonin (T) amino asitlerinin oldugu ve bazi peptitlerde

kendi iginde tekrar ettigi saptanmistir.
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5. YORUM

Bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antibiyotiklere karsi bakteriler
cesitli yollarla antibiyotik diren¢ mekanizmasi gelistirmektedir. insan, cevre,
mikrobiyal etkenler vb. sebeplerle son yillarda hizlanarak kiresel bir sorun haline
gelen antibiyotik diren¢ sorunu, tedavi suresini uzattigi hatta bazi durumlarda
olumlere yol actigi icin insan saghg! agisindan buyuk bir tehlike olusturmaktadir.
Bu nedenle, yeni antibiyotiklerin gelistirimesi ve ilag tasarimi bilimsel agidan
onemli bir calisma konusudur. Bakterilerin blyuk cogunlugunun antibiyotiklere
direncli hale gelmesi, yeni antibiyotiklerin gelistiriimesinde farkli yaklagimlari
gerektirmistir. Bu noktada, tim Gram-pozitif bakterilerde korunan, 6zellikle gida
kaynakli hastaliklarin olusmasinda buyuk role sahip S. aureus bakterisinde
bulunan Sortaz A (SrtA) enzimi antibiyotik geligtiriimesinde kullanilabilecek
potansiyel bir hedef haline gelmistir. Bu amagla, son yillarda SrtA enzimine karsi
inhibitor gelistiriimesi konusunda bir gok ¢calisma gercgeklestirilmis olup kimyasal ve
peptit yapisinda inhibitorler gelistiriimistir. Ancak, SrtA’'ya karsi yuksek afiniteye
sahip ve daha segici inhibitor gelistiriimesi hala 6nemini koruyan bir c¢alisma

konusudur.

Bu nedenle galismada SrtA enzimine karsi ylksek secicilikte ve afinitede inhibitor
gelistiriimesi hedeflenmistir. Bu amacla farkh enzimlere karsi aktivator ve inhibitor
geligtiriimesinde basariyla uygulanan faj gosterim tekniginden yararlaniimistir. Tez
kapsaminda, yuksek cesitlilikte peptitin faj ylzeyine ekspresyonu ile olusturulmus
faj gosterim peptit kitiphaneleri kullanilarak SrtA enzimine baglanan ve enzimi

inhibe eden fajlarin segilmesi amaclanmistir.

Bu amacg dogrultusunda, oncelikle calismada kullanilacak hedef enzim olan
SrtA’nin rekombinant olarak eldesi gerceklestiriimistir. Tez kapsaminda, SrtAasg
ve mutant-SrtAase genlerini kodlayan plazmidlerin E. coli hicrelerine aktarilarilarak
IPTG ile induklenmesiyle bu enzimler Uretilmis ve Ni-afinite kolonuyla saflagtirma
ve diyaliz islemleri sonunda enzim ¢ézeltileri elde edimistir. Uretilen ve saflastirilan
enzim c¢ozeltileri SDS-PAGE’de goéruntilenmis ve aktivite Olgumleriyle de
enzimlerin varh@ dogrulanmigtir. Saflastirma islemlerinin  sonunda %90’in
uzerinde saflikta, 1.48 mg/mL konsantrasyonunda SrtApasg ve 2.34 mg/mL
konsantrasyonunda mutant-SrtAasg enzimleri elde edilmistir. Sortaz enzimleri,

Gram-pozitif bakterilerin virGlanshk ve adhezyon 06zelliklerinin incelendigi
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calismalarin yani sira, transpeptidasyon fonksiyonu sayesinde peptitlerin ligasyon
ve siklizasyonu icin de kullaniimaktadir [87, 88]. Kimyasal siklizasyonun aksine,
SrtA enzimi kullanildiginda reaksiyon verimi blyuk oranda artmaktadir [87]. SrtA
enzimi ticari olarak ¢ok az sayida firma tarafindan saglanmakta olup maliyeti
oldukga yuksektir. Bu noktada, terapdtik 6neme sahip bu enzimin tez kapsaminda
uretiimesi ve saflastirlmasi kazanilan bilimsel altyapinin yani sira ekonomik

acidan da buyuk dnem tasimaktadir.

Tezin ilk asamasinda basaril bir sekilde Uretilip saflastirilan SrtAasg enzimi, ikinci
asamada faj gosterim peptit kutliphanelerinden fajlarin secgilmesinde hedef enzim
olarak kullaniimigtir. Bu asamada 7 amino asit uzunlugundaki lineer ve halkali
peptit kdtiphaneleri kullanilarak hem farkh dizilimlerde hem de farkli
konformasyonlarda peptitleri tagsiyan milyonlarca faj arasindan hedef enzime en iyi
baglanan fajlarin secilmesi hedeflenmistir. Baglanan fajlarin geri kazanimi
sirasinda iki farkh elisyon yontemi kullanilarak enzime farkli bdlgelerinden
baglanan fajlarin elisyonu saglanmistir. ilk ydntemde ortama serbest SrtA enzimi
gonderilerek immobilize enzime baglanan fajlarin yarigmali olarak serbest SrtA
enzimine baglanarak geri kazanilmasi amaclanmistir. Bu yontem kullanilarak 3
dongu seklinde uygulanan segcilim iglemi sonunda, lineer peptit kutuphanesinden
22 ve halkal peptit kitUphanesinden de 22 olmak Uzere toplamda 44 faj klonunun
izolasyonu gerceklestirilmistir. ikinci eliisyon yénteminde ise ortama serbest SrtA
substrati gonderilmis ve immobilize SrtA enziminin aktif merkezine baglanan
fajlarin substratla yarismasi sonucu serbest kalarak geri kazanimi saglanmistir.
Substratla elisyon yonteminin kullaniimasiyla 3 dongu sonunda lineer peptit
kitiphanesinden 21, halkal peptit kutuphanesinden ise 23 faj klonunun
izolasyonu gerceklestiriimistir. izole edilen faj klonlari E. coli hiicresi ile ¢ogaltiimis

ve ¢ogaltilan fajlarin enzim aktivitesi Uzerindeki etkileri incelenmistir.

Floresans spektrofotometre ile gergeklestirilen enzim aktivitesi dlgimleri sonunda,
halkali peptit kutiphanesinden enzimle elisyon yontemi ile izole edilen fajlar
arasindan CE10, CE21 ve CE22 kodlu 3 faj klonunun enzim aktivitesinde dususe
neden oldugu gorilirken substratla elisyon yontemi ile izole edilen fajlar
arasindan ise sadece CS13 kodlu faj klonunun enzim aktivitesinde %20
inhibisyona neden oldugu gorulmuastar. Lineer peptit kitiphanesinden segilen

fajlar arasindan, enzimle elisyon ydntemiyle izole edilen faj klonlarindan 3
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tanesinin (LE5, LE14, LE21), substratla elisyon yodntemiyle izole edilen faj
klonlarindan ise 5 tanesinin (LS10, LS13, LS15, LS16, LS19) SrtA enzimini inhibe

ettigi belirlenmigtir.

SrtA aktivitesinde inhibisyona neden olan faj klonlari segilerek DNA sekans
analizine goénderilmis ve faj klonlarinin kodladidi degisken bdlge peptit dizilimleri
belirlenmistir. Sekans analizi sonucunda lineer peptit kitlphanesinden izole
edilen, LE5 ve LE21 kodlu faj klonlarinin TESAPTL ve LS10, LS16, LS19 kodlu faj
klonlarinin ise WSIDHVG degisken bolge peptit dizilimine sahip oldugu
belirlenirken LE14, LS13 ve LS15 kodlu faj klonlarinin degisken bdlge peptit
dizilimi belirlenememistir. Halkal peptit kitiphanesinden izole edilen CE10, CE21,
CE22 ve CS13 kodlu faj klonlarinin ise her birinin farkli peptit dizilimlerini kodladigi
belirlenmistir. Peptit dizilimleri incelendiginde birbirleri arasinda herhangi bir
sekans benzerligi veya tekrarlanan motif olmadigi goértlmastir. Ayrica belirlenen
peptit dizilimleri, 6nceki galismalarda elde edilen SrtA inhibitorleri [71, 72] veya
SrtA substrati ile kargilastirildiginda aralarinda herhangi bir benzerlik olmadigi
saptanmigtir. Bu nedenle, elde edilen peptitlerin diger SrtA inhibitdrlerinden farkh

bir mekanizma ile enzime baglanarak inhibisyona neden oldugu dusunulmektedir.

Dizilimi belirlenen peptitlerin in-vitro sentez sonrasinda da SrtA aktivitesi Uzerine
inhibitor etki gostermeleri beklenmektedir. Ancak faj ylzeyinde birka¢ kopyasiyla
bir arada bulunan peptitlerin ¢oklu baglanma degerligine sahip olmasi nedeniyle
ya da sentezlendikten sonra ikincil yapilarinda farkliliklarin meydana gelmesi
durumunda tek baslarina ayni inhibisyonu gésterememe ihtimali de bulunmaktadir
[89]. Bu nedenle, dizilimi belirlenen peptitlerin inhibitér olarak kullaniima
potansiyellerinin tam olarak belirlenebilmesi icin serbest haldeki peptit
molekillerinin inhibisyon &zelliklerinin  arastirimasi  gerekmektedir.  Onceki
calismalarda hedef molekile 6zgl ligand veya inhibitdr seciminde halkali peptit
kGtiphanelerinin lineer peptit kitiphanelerine kiyasla daha etkili oldugu ve hedef
moleklle daha yuksek secicilikte ve afinitede peptit ligandlarinin ya da
inhibitorlerinin segilebildigi rapor edilmistir [90, 91]. Yapilan bir ¢galismada halkal
peptit kiutliphaneleri kullanilarak avidine 6zgu, yuksek segicilikte 2 farkh dizilimde
halkali yapida peptit ligandlari segilirken, ayni dizilimde lineer peptitlerin 80 kat
daha az afinite gosterdigi rapor edilmistir [91]. Halkali yapida peptitlerin hedef

molekule daha iyi baglandigi ve lineer peptitlere kiyasla daha iyi baglanma kinetigi
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gosterdikleri belirlenmis ve halkali peptit kutiphaneleri kullanilarak yuksek
afinitede ligand veya enzim substratlarinin gelistirilebilecegi gosterilmistir [90].
Ayrica SrtA enziminin hedef molekul olarak kullanildigi bir galigmada, 2 halkal
degisken peptit dizilimleriyle olusturulmus peptit kitiphanesi ile SrtA enzimine
kargi inhibitor Ozellik gdsteren peptitler elde edilmistir [71]. Halkali yapida
peptitlerin daha iyi baglanma 06zelligi gostermesinden yola c¢ikilarak olugturulan
peptit kitiphanesinin kullaniimasiyla onceki ¢alismalar sonucu elde edilen SrtA
inhibitorlerinden daha iyi inhibisyon 6zellik gosteren peptit inhibitorleri geligtirilmistir
[71]. Bu nedenle ileriki calismalarda, sentezlenen peptitlerle gergeklestirilecek olan
aktivite olgumleri sonucunda, halkal peptit kitiphanelerinden izole edilen faj
klonlarinin kodladigi peptitlerin daha yuksek inhibisyon 06zelligi gdstermeleri
beklenmektedir. Ayrica, substratla elisyon yontemi ile izole edilmis faj klonlarina
ait peptit dizilimlerinden sentezlenecek olan peptitlerin enzimle ellisyon yontemi ile
izole edilmis faj klonlarina ait peptitlerden daha basarili sonuglar verecegi
dusunulmektedir. Cunku enzimin aktif merkezine baglanan fajlarin geri kazanimini
saglayan substratla elisyon yontemi sonunda elde edilen peptitlerin, SrtA
enziminin aktif merkezine baglanarak enzim-substrat baglanmasini engelleyerek
reaksiyonda inhibitor etki yapacagi éngoértlmektedir. Enzimin aktif merkezi disinda
baska bir bolgesinden baglanan fajlarin geri kazanimini saglayan enzimle elisyon
yontemi ile elde edilmis peptitlerin ise enzimin aktif merkezinin disinda, uzak bir
bolgeden de baglanabilecegdi ihtimali dusunulerek daha dusuk inhibisyon 6zelligi

gOsterebilecegi varsayilmaktadir.

Calisma sonucunda, cogu Gram-pozitif bakterinin patojenitesi Uzerinde etkisi olan
ve terapotik Gneme sahip SrtA enzimine karsi inhibitor 6zellik gosteren faj klonlari
secilmis ve kodladiklari peptit dizilimleri belirlenmigtir. Dizilimi belirlenen peptitlerin
onceki calismalarla elde edilen SrtA inhibitérlerinden farkli olmasi nedeniyle,
sentezlenecek peptitlerin potansiyel yeni SrtA inhibitérleri olarak kullanilabilecedi
disunllmektedir. ilerleyen ¢alismalarda inhibisyon 6zellikleri ortaya konacak peptit
inihibitorlerinin yeni antimikrobiyal ajanlar olarak antibiyotiklerin gelistirimesinde

etkili rol oynayabilece@i ongorulmektedir.
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Esaslari'ni inceledim ve bu Uygulama Esaslari’nda belirtilen azami benzerlik oranlarina gére tez calismamin herhangi
bir intihal icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul
ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini saygilarimla arz ederim.
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