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OZET

Acinetobacter baumannii yogun bakim {initelerinde siklikla izole edilen
klinikk o6nemi olan firsatct bir patojendir. Acinetobacter tiirlerinde goriilen
karbapenem direnci c¢ogu kez karbapenem hidroliz eden beta-laktamaz
(karbapenemaz) genlerinin varli§i ve yaygmhigi ile alakalidir. Acinetobacter’lerde
karbapenem direncine sebep olan OXA-23 (ARI-1) bir karbapenemaz olup 1985’te
Iskogya’da tanimlanmis daha sonra diinyanm birgok bolgesinde tespit edilmistir.
Kocaeli Universitesi yogun bakim iinitesinde salgin etkeni Acinetobacter baumannii
tiird izolatlarda blapy..2; geni klonlanarak tespit edilmistir. blapy4.23 geni ve bu genin
flanking bdlgeleri tespit edilen bu klona pAc-KOU1 adi verilmistir. Yapilan dizi
analizinde genin IS4bal transpozonu iizerinde oldugu belirlenmistir. Bu giine kadar
diinyanin ¢esitli bolgelerinde blapx4.23 geni tanimlanmasina karsin bu genin {riinii
olan OXA-23 enzimi saflagtirllmamis ve kinetik ozellikleri belirlenmemistir. Bu
calismada OXA-23 enzimini aktif halde saflagtirmak ve kinetik parametrelerini
tammlamak istedik. On denemeler OXA-23’iin klasik protein saflastirma metodlari
olan amonyum siilfat coktlirmesi, sicaklik inaktivasyonu ve iyon degistirici
kromatografi ile saflagtirilamayacagini gosterdi. Bu nedenle OXA-23 fiizyonla E.coli
maltoz baglama proteinine eklendi ve tek adimda amiloz kolon maddesi iizerinden
saflagtirildi. Saf protein ile imipenem, meropenem, sefepim, seftazidim, ampisilin,
piperasilin, penisilin G ve nitrosefin hidrolizi ¢alisildi. Ayn1 zamanda klavulanik asit,
sulbaktam ve tazobaktam ile enzim aktivitesini yartya indiren inhibitor
konsantrasyonlari belirlendi. OXA-23 enziminin ylizey yiik dagilimi, fiizyon haldeki
konformasyonu ve topolojik 6zellikleri enzimin kendine has 6zelliklerinin ortaya
c¢ikarilmast i¢in yapilan bir model iizerinde incelendi.

Anahtar sozciikler: Acinetobacter, beta-laktamaz, OXA-23’iin

saflagtirilmasi, enzim kinetigi
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ABSTRACT

Acinetobacter baumannii is the most common isolated opportunistic pathogen
that is frequently involved in outbreaks of infection. Carbapenem resistance which
are observed in Acinetobacter spp. is mostly related to carbapenem hydrolyzing beta-
lactamase genes and their prevalence. OXA-23 (ARI-1) responsible for carbapenem
resistance in Acinetobacter spp. was first described in Scotland in 1985 and then
isolated in many other parts of the world. blapx4.2; gene and its’ flanking region was
detected by cloning in Acinetobacter baumannii isolated from Kocaeli University
intensive care unit. The clone was named pAc-KOUI. Sequence analysis showed
that this gene is located on IS4Abal transpozon. Although blapyxs.2; 1s defined in
many parts of the world, the enzyme has not been purified. We, thus, aimed to purify
and characterize of OXA-23 protein and determine its kinetic properties. Preliminary
results showed that classic protein purification methods including ammonium
sulphate precipitation, heat inactivation and ion exchange chromatography were not
efficient for purification of OXA-23. Therefore, blapx4..; gene was cloned into pMal-
c4x to fuse the enzyme with maltose binding protein in E. coli. Recombinant protein
was purified in a single step. Pure protein was used for imipenem, meropenem,
cefepime, ceftazidime, ampisiline, piperasilin, penisilin G and nitrocefin hydrolysis.
Also clavulanic acid, tazobactam and sulbactam concentration that inhibit 50 % of
OXA-23 enzyme activity was calculated. Modelling of OXA-23 revealed its ionic
surface structure, conformation in the fused form and its topology.

Key words: Acinetobacter spp., beta-lactamase, OXA-23 purification,

enzyme kinetics
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

OXA Oksasilinaz

PBP Penisilin Baglayan Protein

pl Izoelektrik noktas:

IPM Imipenem

MEM Meropenem

OMP Di1s Zar Proteini (Outer Membrane Protein)
HMP Is1 ile Degisebilen Proteinler (Heat-Modifiable Protein)
MSF Major Facilitator Superfamily

RND Resistance-Nodulation- Division

PZR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

MBP Maltoz Baglama Proteini

PBS Fosfat tampon salin (Phosphate Buffer Saline)
IS Insersiyon dizileri (Insertion Sequence)
RMSD Karekoklerinin deviasyonu (Root Mean Square
Deviation)

PDB Protein Data Bankasi

BSA Bovine Serum Albumin
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1. GIRIS ve TEZIN AMACI

Bugiine kadar bir¢gok OXA tipi beta laktamaz geni tanimlanmis, bunlarin
bazilarina ait enzimler saflastirilmis ve degisik substratlarla olan aktivite ve kinetik
ozellikleri belirlenmigtir. Ancak OXA tiirli enzimlerin bir kismi klasik metotlarla
istenilen derecede saflastirllamamaktadir. Bir OXA-karbapenemaz olan ve yaygin
olarak rastlanan OXA-23 de heniliz saflastirilarak c¢alisilmamistir. Hastanemizin
yogun bakim iinitesinden izole edilen Acinetobacter baumannii suslarinda bu enzime
rastlanmistir. Diinyada oldugu gibi lilkemizde de Acinetobacter tiirleri arasinda
tedavi problemi yaratan OXA-23 enzimini saflagtirmak ve kinetik o6zelliklerini
belirlemek anlamhidir. Bu tezin amaci klasik protein saflastirma metotlart ile
saflagtirilmasi zor olan OXA-23’1l rekombinant metotlar kullanarak saflastirmak ve

karakterize etmektir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Acinetobacter Cinsi Bakterilerin Genel Ozellikleri

DeBord’un 1939 yilinda Gram negatif kokobasilleri iiretral 6rnekten izole
etmesi ile Acinetobacter tiirleri ilk kez tanimlanmistir (Madri, 1967). Yirmi iki farkl
genomik tiirde Acinetobacter cinsi tanimlanmistir ve Acinetobacter baumannii klinik
olarak en ¢ok izole edilen Acinetobacter tiriidiir (Vila et al., 2007). Acinetobacter
aerobik kosullarda 35-37 °C de iiremeyi seven Gram negatif nonfermantatif bir
mikroorganizmadir. Uremenin logaritmik fazinda 1-1.5 x 1.5-2.5 boyutlarinda basil,
duraklama fazinda ise kok seklinde goriilmektedir (Bergogne-Berezin and Towner,
1996).

Acinetobacter dig ortamda giinlerce canli kalabilmektedir (Aktas, 2004).
Acinetobacter tirleri Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa’a oranla
kuru yiizeyde ¢ok daha uzun siire yasayabilmektedir (Vila et al. 2007). Hava, toprak,
gida, esya, su ve lagimda bulunabilmektedir. Saglikli insanda agiz florasinda, fist
solunum yolu, genitoiiriner sistem ve gastrointestinal sistemlerde bulundugu
gbsterilmistir (Bahar and Esen, 2002). Insanda normal flora elemani olarak
sayllmamasiyla birlikte normal deri florasinda, genelde diisiik yogunlukta, kisa stireli
olarak bulunabildikleri belirlenmistir. Hastane ortaminda yaygin bulunmalar
nedeniyle cilt ve solunum sistemine kolonize olmaktadirlar. Genellikle hastane
kaynakli firsatg1 enfeksiyonlara neden olur ve ozellikle yogun bakim {initelerinde
onemli bir sorundur. Neden oldugu hastane enfeksiyonlar1 solunum sistemi
enfeksiyonlari, bakteremi\sepsis, iiriner sistem enfeksiyonu, yumusak doku
enfeksiyonlari, nozokomiyal menenjit ve diger bazi enfeksiyonlar seklindedir

(Bergogne-Berezin and Towner, 1996, Jehl et al., 2004 , Aktas, 2004 ).



2.2. Acinetobacter baumannii

Hastane kokenli enfeksiyon etkeni olan A.baumannii’nin izolasyon sikligi
diinyada gittikce artmakta, tedavi ve kontroliinde ciddi zorluklar yasanmaktadir.
Glinlimiizde Acinetobacter cinsi bakterilerde antibiyotik direnci giderek O6nem
kazanan bir sorun haline gelmistir. Diren¢ mekanizmas: bdlgeden bolgeye hatta

hastaneden hastaneye ve kullanilan antibiyotige gore degismektedir (Bastiirk, 2005).

2.3. Acinetobacter baumannii Coklu Diren¢ Mekanizmasi

Coklu dirence sebep olan en Onemli faktorler genetik elementlerdir. Bu
elementler plazmitler, transpozonlar ve integronlardir (Bergogne-Berezin and
Towner, 1996). Plazmitlere ilk 6rnek Goldstein ve arkadaglar1 tarafindan 1980’lerin
basinda gosterilmistir. Ug¢ adet direng geni tastyan bu plazmit sirasi ile bir beta-
laktamaz olan TEM-1"1 ve iki adet aminoglukozit degistirici enzimi kodlamaktadir
(Goldstein et al., 1983). Transpozonlara ilk drnek Ribera ve arkadaslarinin tetR ve
tetA genlerini tasityarak bakterinin tetrasikline diren¢ olusturmasin1 saglayan
transpozonu karakterize etmesiyle bulunmustur (Ribera et al.,, 2003). 4.
baumannii’deki genetik element olan integronlar ise Fournier ve arkadaglarinin A.
baumannii genomununda 86kb’lik diren¢ adaciginda 45 direng geninin
kiimelendigini gostermesiyle ortaya ¢ikmistir (Fournier et al., 2006).

Mikroorganizmanin ¢oklu diren¢ kazanim mekanizmasi baz1 antibiyotiklere
kars1 dis zarda diisiik gegirgenlik, baz1 efflux pompalarinin temel ekspresyonu ya da
ikisinin karsilikli etkilesimi ile olmaktadir.

Acinetobacter baumannii dis zarinda bulunan dis zar protein (Outer
membrane protein, OMPs) porini diren¢ mekanizmasinda o6nemli bir rol
oynamaktadir. 4. baumannii’deki major OMP proteini 1s1 ile degisebilen protein AB
(Heat Modifiable Protein AB, HMP-AB) denen 1s1 ile degistirilebilen bir proteindir.
Bu porin OmpA porin ailesine aittir. Bu porin ailesi yavas porinler olarak
bilinmektedir ve beta-laktamlarin hiicre icerisine daha az miktarda girmesine izin

vermektedir. Klasik trimerik porinleri olmayan organizmalarda bu protein ailesi



major porindir ve yiiksek diizeyde ana dirence katkida bulunmaktadir. A.
baumannii’deki diger OMP proteini OmpW’dir. Fonksiyonu tam olarak
bilinmemekle birlikte in vitro sartlarinda A. baumannii mutantlarinda olusan kolitsin
direncinin bu proteinden kaynaklandig: diistiniilmektedir (Vila, Marti et al. 2007)

Bakteriler efflux-pompalar1 yardim1 ile organik kimyasallarin toksik
etkilerinden korunmaktadirlar. Bakterilerde ¢oklu ilag direnci bu tasiyicilarin fazla
ekspresyonu ile alakalidir. Efflux pompalar1 diisiik gegirgenlikteki dis zar ile uyumlu
olarak caligmaktadir. Bakteri antibiyotik effluxunun artmasi ile hiicre i¢indeki ilag
birikimini engellenmekte ve minimal inhibitér konsantrasyonunu (MIC degeri)
arttirmaktadir. 4. baumannii’deki direnci saglayan efflux pompasi genellikle major
facilitator superfamily (MFS) ve resistance-nodulation-division (RND) ailesine aittir
(Vila et al., 2007).

Diger birgok Gram negatif organizmada oldugu gibi Acinetobacter’lerde de
beta laktamlara diren¢ beta laktamaz iiretimi ile iliskilidir. En ¢ok bilinen beta-
laktamaz enzimleri ACE, TEM-1, TEM-2, CARB-5, ARI-1 (OXA-23) olarak
belirlenmistir (Bergogne-Berezin and Towner, 1996). Diren¢ kromozomal AmpC
beta-laktamazlara bagli olarak da gelisebilmektedir. AmpC beta-laktamazlar
normalde indiiklenmeden diisiik diizeyde eksprese edilirken efektif promotor gorevi
goren ISAbal dizisinin On bolgesine yerlesmesi ile yogun eksprese
edilebilmektedirler. ISAbal A. baumannii’ de 13 kopya kadar bulunabilmektedir
(Livermore and Woodford, 2006).

2.4. Gram Negatif Bakteri Hiicre Duvar Yapisi ve Penisilin Baglayan

Proteinler (PBP)

Gram negatif Dbakterilerin hiicre duvar1 siki  ve c¢apraz bagh
peptidoglikanlardan olusan ve yiliksek i¢ ozmotik basincina karsi hiicre seklini
koruyabilen karmasik bir yapidir. Distan ice dogru; dis zar (lipopolisakkarit tabaka),
peptidoglikan tabakasi, periplazmik aralik ve i¢ zar seklinde katmanlasmistir.
Periplazmik aralik dig zarla hiicre zar1 arasindaki bolimii kapsar (Sekil 2.1) (Babic

et al., 20006).
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Sekil 2.1 Gram negatif bakteri hiicre zar yapisi (Jehl et al., 2004 )

Peptidoglikan, ardi ardina 20-100 adet N-asetilglukozamin ve N-
asetilmuramik asidin olusturdugu zincirlerin ii¢ boyutlu ag1 seklindedir. Bakteriyel
transpeptidazlar (penisilin baglayan proteinler, PBPs) bu ag1 olusturan en temel
enzimlerdir (Babic et al., 2006). Tiim PBP’lerin glikoziltransferaz, transpeptidaz ve
karboksipeptidaz aktivitesi vardir ve fizyolojik rolleri peptidoglikan sentezidir (Jehl
et al, 2004 ). Disiik molekiiler agirliktaki PBP’ler karboksipeptidaz, yiiksek
molekiiler agirlikta olanlar ise transpeptidaz olarak bilinirler. PBP’ler yapisal olarak
beta-laktamazlara ¢ok benzerler (Yiice, 2001). PBP’ler plazma zarma tutunmuslardir
ve periplazmik araliga dogru ¢ikint1 yaparlar (Jehl et al., 2004 ). Periplazmik kisimda
enzimin aktif bolgesi yer almaktadir (Giilay, 2005b). Beta-laktam ajanlar PBP’lerin
substrat analoglaridir (Giilay, 2005a). PBP’ler aynen beta-laktamazlar gibi beta-
laktam ajanlara baglanir ve onlar1 hidroliz ederler. Hidroliz hizi ¢ok diisiik
oldugundan olay geri doniismez agil-enzim ara kompleksi olusmasina, agil ara
tiirevinden ayrilamayan enzimin duvar sentezindeki gorevini yapamamasina, hiicre
duvar sentezinin durmasina ve yapim-yikim dengesinin yikim y6niinde bozulmasina

sebep olur (Babic et al., 2006, Livermore, 1998). Beta-laktam antibiyotiklere direncte



onemli bir mekanizma hedef PBP’lerin yapisindaki degisim sonucunda antibiyotigin
baglanamamasi seklindedir. Degisik PBP’lerin farkli beta-laktam ajanlara baglanma
afiniteleri ve etkilendikleri ila¢ diizeyleri birbirinden farklidir. Bu durum beta-laktam
antibiyotiginin antibakteriyel etkinliklerinin neden birbirinden farkli oldugunu
kismen agiklayabilmektedir. PBP’lerin amino asit dizileri birbirinden ¢ok farkli
olmasina ragmen genel yapilar1 birbirine benzemektedir (Giilay, 2005b). Beta-laktam
antibiyotiklerin ayn1 anda birden fazla PBP’yi inaktive etmesi bakteri i¢in dlimciil

bir sonu¢ dogurmaktadir (Giilay, 2005a).

2.5. Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalari

Direng, bir bakterinin antimikrobiyal bir ajanin O6ldiiriicii veya iiremeyi
durdurucu etkisine kars1 koyabilme yetenegidir. Bakterilerin antibiyotik direnci,
olumsuz ¢evre kosullarinda yasamini siirdiirmek i¢in olusabilecegi gibi, ayni
zamanda yaygin antibiyotik kullanimi sonucu da olusabilmektedir. Antibiyotiklere
bakteriyel diren¢ dogal, ¢capraz ya da kazanilmis sekilde olabilir (Jehl et al., 2004 ,
Yiice, 2001)

2.5.1. Dogal Direng

Kalitsal 6zellikte olmayan direng tipidir (Oztiirk, 2002). Belirli bir cins ya da
tiirtin temel 6zelligidir ve o cins ya da tiiriin tiim suslar1 i¢in gegerlidir (Jehl et al.,
2004 ). Genellikle ilaclarin etkili olmasi i¢in mikroorganizmanin aktif iireme
doneminde olmast gerekmektedir. Bakteri sporlart veya durgun haldeki
mikobakteriler gibi metabolik olarak inaktif mikroorganizmalar ilaclara fenotipik
olarak direng gosterebilir, ama bunlardan olusan yeni kdkenler ilaglara duyarlidirlar
(Oztiirk, 2002, Yiice, 2001).

Dogal direng, bakterilerin vahsi fenotipini belirler ve tiim sonraki kusaklara

dikey yolla gecirilir; yatay ge¢is yoktur ya da ¢ok nadirdir (Jehl et al., 2004 ).



2.5.2. Capraz Direng

Genellikle belli bir ilaca kars1 direngli olan bazi mikroorganizmalarin yapilari
ya da etki tarzi bakimindan benzer ilaglara karsida direngli olmasi halidir (Yiice,

2001, Oztiirk, 2002).

2.5.3. Kazanilmis Direng

Bakterilerde antibiyotiklere kars1 diren¢ kazanilmasi biyokimyasal reaksiyonlar
ile olmaktadir (Giir, 2004). Kazanilmis diren¢ zaman i¢inde degisir ve bir cinsin bir
tiirlinlin yalnizca bir boliimiyle ilgilidir. Dogal olarak duyarli olmasi gereken bir
mikroorganizma ¢ok 6zgiil diren¢ mekanizmasi ya da mekanizmalar1 gelistirerek
tlirliniin vahsi fenotipinden ayr1 bir direng fenotipi edinir (Jehl et al., 2004 ).

Genetik kaynakli diren¢ kromozomal veya kromozom dis1 elemanlara bagh
olabilir. Kromozomal direng, bakteri kromozomunda bazi fiziksel ve kimyasal
faktorlere bagli olarak kendiliginden olusan mutasyonlar sonucu ortaya c¢ikar.
Ekstrakromozomal direng, plazmid, transpozon ve integron denen genetik elemanlar

ile olmaktadir (Yiice, 2001).

2.6. Beta-laktam Antibiyotikleri

Beta-laktam antibiyotiklerinin ge¢misi 1928’de Alexander Fleming’in
penicillium’dan difiize edilen antibakteriyal ajani yani penisilini bulmasiyla
baslamistir (Rolinson, 1998). Beta-laktam antibiyotikler diisiik toksisiteye sahip
yogun kullanim alan1 olan antibiyotiklerdir. Beta-laktam antibiyotikler, yapisinda biri
azot ve lg¢li karbon olan dort liyeli doymus bir beta-laktam halkas1 igerirler (Sekil
2.2). Bunlardan monobaktamlar (beta-laktam halkasi tek basmna bulunur) disinda
grubun diger iiyelerinde beta-laktam halkasi bes veya alt1 liyeli bir bagka halka ile
birlesmis durumdadir (Essack, 2001).
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Sekil 2.2 Beta-laktam halkasi ve bazi beta-laktamlar (Essack, 2001)

Beta-laktam  antibiyotikler =~ grubunda  penisilinler,  sefalosporinler,
monobaktamlar ve karbapenemler bulunmaktadir.

Ayrica, klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam da yapilarinda beta-laktam
halkast igerirler. Bu ajanlar penisilinlere diren¢ gelismesinde dnemli rolii olan ve
beta-laktamaz enzimlerini geri doniisiimsiiz olarak inhibe eden bilesiklerdir. Beta-
laktam bilegsenlerinin kimyasal yapis1 ve biyolojik aktivitesi, beta-laktamaz kararlilig1
ve toksiditesi ile alakalidir. Beta-laktam antibiyotikler eklenmis yan karboksil
gruplarindan dolay1 asidik yapidadirlar, suda kolayca c¢oziiniirler ve porinleri
kullanarak periplazmik araliga gegerler. Gram negatiflerde dis zar1 en iyi gegen beta-

laktam en etkili antibiyotiktir (Jehl et al., 2004 , Essack, 2001, Cakir, 2004).



2.7. Beta-laktam Antibiyotiklere Diren¢c Mekanizmalari

2.7.1. Penisilin Baglayan Protein (PBP) Degisiklikleri

Antibiyotikler kendilerine 6zgii baglanma bdlgelerini tanirlar ve baglanirlar.
Antibiyotiklerin bakteri hiicresindeki hedefleri, hiicrenin iiremesi ve devami i¢in ya-
samsal Onemi olan proteinlerdir. Bu hedef bolgedeki tek bir mutasyon, bu
etkilesimi degistirebilmektedir (Giir, 2004, Oztiirk, 2002, Jehl et al., 2004 ). Beta-
laktam antibiyotikler kendilerine 6zgli PBP’yi taniyip baglarlar. PBP {izerinde
meydana gelen degisiklikler sirasi ile (i) PBP'nin asir1 sentezi, (ii) duyarli bir PBP'nin
daha direngli olanlar ile rekombine olmasi (iii) PBP'nin afinitesinde azalmaya yol
acacak nokta mutasyonlarin beta-laktam antibiyotiklere karsi direng olusturmasi seklinde
Ozetlenebilir. PBP'ler yolu ile olugan diren¢ Gram negatif bakterilerde nadir géziikmekle

birlikte daha ¢ok Gram pozitif bakterilerde goriilmektedir (Gtir, 2004, Essack, 2001).

2.7.2. Dis Zar Proteinindeki Degisiklikler

Antibiyotigin hiicre i¢ine alimindaki azalmadan veya hizla disar1 atilmasini
saglayan aktif pompa sistemlerinden kaynaklanan bir diren¢ s6z konusudur. Hedefe
ulasan antibiyotik miktarinda azalma bakteriyel dis zar proteinlerindeki degisiklik ile
olmaktadir (Yiice, 2001, Jehl et al., 2004 ). Bu degisiklikler Gram negatif
bakterilerde porinler {izerindeki degisikliklerdir. Kii¢iik hidrofilik antibiyotik
molekiilleri dis zardan i¢i su dolu kanalciklar olan porinler araciligr ile
gecebilmektedirler. Bu geg¢isi engellemek icin hiicreler porin proteinlerinin yapisini
veya iyonik yiikiinii degistirebilecegi gibi bu proteinleri kaybedebilir. Ornegin P.
aeruginosa’ da OprD kayb1 karbapenemlere karsi dirence sebep olmaktadir (Yiice,
2001).

Porin kayb1 tek basina yiiksek diizeyde beta-laktam direncine yol
acmamaktadir. Direng i¢in porin kaybinin yani sira aktif pompa sistemleri veya asir1

beta-laktamaz {iretimi gibi mekanizmalar da gereklidir. Aktif pompa sistemi



antibiyotik direncine yol acan bir diger mekanizmadir. Aktif pompa sistemi her tiir
hiicrede bulunmakta, antibiyotik gibi amfilik ilaglardan hiicreleri korumaktadir.
(Giilay, 2005a). Aktif pompa sistemlerini ilaci hiicre digina atabilen proton-motor
gliciinii  kullanan transmembran proteinleri olusturur (Jehl et al., 2004 )
Gliniimiizde bes sinif bakteriyel pompa sistemi tanimlanmigtir. Major facilitator
superfamily (MSF), ATP-binding casette (ABC), resistance-nodulation-division
(RND), multidrug and toxic compound extrusion (MATE), small multidrug
resistance (SMR). Gram negatif bakterilerde yaygin olan ve klinik olarak beta-laktam
antibiyotikler acisindan en 6nemli olan1 RND ailesidir. RND pompalarinin varliklari
E. coli, P. aeruginosa, A. baumannii, P. putida gibi bakterilerde gosterilmistir
(Elkins and Nikaido, 2002, Pannek et al., 2006). Bu pompalar sefalosporin ile

karbapenemlerin bakteri hiicresinden atimindan sorumludurlar (Poole, 2004).

2.7.3. Beta-Laktamazlar

Beta-laktam antibiyotiklerine kars1 direncin en sik nedeni beta-laktamazlardir.
Beta-laktam antibiyotigi olan penisilin ilk olarak Fleming tarafindan 1928 yilinda
kesfedilmistir (Frere, 1995). Froley ve Chain ise 1940 yilinda E. coli’den elde
ettikleri Oziitiin penisilinin etkisini ortadan kaldirdigini gostermisler ve elde ettiklere
enzime “penisilinaz” adin1 vermislerdir (Abraham and Chain, 1988). Bir siire sonra
penisilini parcalayan enzimi igeren patojen tiirlerinin sayisinin artmasi ile beta-
laktamaz c¢esitlerinde de artis olugmaya baslamistir. Beta-laktam antibiyotik
kullaniminin asir1 olmasi ise direncli tiirlerin ve yeni beta-laktamazlarin gelismesine
sebep olmustur (Frere, 1995).

Gilinlimiizde substrat profili, molekiiler yapi, inhibitorlere duyarlilik, hidroliz
etkinligi gibi Ozellikler acgisindan farkli yaklastk 530’u askin beta-laktamaz
tanimlanmistir (Giilay, 2005a, Babic et al., 2006). Kromozom veya plazmid
kontroliinde yapilan beta-laktamazlar beta-laktam halkasindaki siklik amid bagini
hidroliz edip beta-laktam antibiyotiginin etkinligine engel olmaktadirlar. Beta-

laktamazlar yapisal olarak PBP’lerden evrimlestiklerini diisiindiirecek kadar
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PBP’lere benzerler (Giilay, 2005a, Giir, 2005b). Aralarindaki ana fark deasetilasyon
hizlaridir (Helfand and Bonomo, 2003).

Beta-laktamazlarin  say1 ve  ¢esitlerindeki artis  bu  enzimlerin
gruplandirilmasint  zorunlu kilmistir. Bu enzimler kullandiklar1 substratlara,
biyokimyasal oOzelliklerine, gen dizilerine, kesfedildikleri yerlere, genlerin
kromozom iizerindeki yerlerine, bakteri cinsine, 6rnegin izole edildigi hastaya ve son
olarak enzimi tanimlayan arastirmacitya gore isimlendirilebilmektedirler (Jacoby,
2006). Beta-laktamazlarin siniflandirilmasinda en ¢ok Bush-Jacoby-Medeiros veya
Ambler siniflandirilmasi kullanilmaktadir (Giir, 2005b) (Cizelge 2.1).

Bush-Jacoby-Medeiros beta-laktamazlar1 penisilin, oksasilin, karbenisilin,
sefaloridin, genisletilmis spektrumlu sefalosporinler ve imipeneme karst hidrolitik
spektrumlar1 ve klavulanik aside duyarliliklarini esas alarak 1’den 4’e kadar
gruplandirmislardir (Jacoby, 2006).

Ambler tarafindan yapilan smiflandirma ise enzimleri kodlayan niikleotid
dizilerine dayanan molekiiler siniflandirmadir (Ambler, 1980). Bu smiflandirmaya
gore beta-laktamazlar A, B, C ve D olmak iizere dort grupta toplanmaktadirlar. A, C
ve D gruplarindaki beta-laktamazlar katalitik aktivite i¢in aktif bolgelerinde serin
dizileri igermektedirler. B grubu beta-laktamazlar ise metallo enzimdirler ve aktif

bolgede ¢inko icerirler (Walther-Rasmussen and Hoiby, 2006).
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Cizelge 2.1. Bush-Jacoby ve Ambler’e gore Beta laktamazlarin siniflandirilmasi

Beta-laktamaz Gruplar1 ve Genel Ozellikleri

~ »n 0 (] .
sE| zzE | ¢ | e2F |2[E[ i
g% EEF g 2% g = | 3 = 3
2 g £ S =4 2 - S
g = g 5 =
1 C Chr Sefalosporinler Gram negatif
Plz - - bakterilerin  AmpC
enzimleri; MIR-1
2a A Plz Penisilinler Gram Pozitif
+ - bakterilerin
penisilinazlari
2b A 1C)flhr ls’ett}ilsilinler., | . ] TEM-1, TEM-2,
zZ efalosporinler SHV-1
2be A 1()?lhr Penisillinler,dar . TEM-3 ile TEM26,
z b gems SHC-2 ila SHV-6,
Spektrumlu + - !
. Klebsiella  oxytoca
Sefalosporinler, K1
Monobaktalar
2br A Plz Penisilinler I TEM-30 ila TEM-
’ 36, TRC-1
2¢c A Cesitli Penisilinler,
karbenisilin + B PSE-1,3 4
2d D esitli Penisilinler .
b Kloksasillin +- | - OXA-1 ila OXA-
’ 11,PSE-2 (OXA-10)
2e A Cesitli Sefalosporinler Proteus vulgaris’in
+ - indiiklenebilir
sefalosporinazlari
2f A Chr Penisilinler, Enterobacter
Plz Sefalosporinler, cloacae’nin NMC-A
Karbapenemler + s1
0XA-24-26,40,
51,58,72
3 B Cesitli Penisilinler, Bacteroides
Sefalosporinler, ) N fragillis in CcrA’st
Karbapenemler VIM, IMP, SPM,
GIM
4 Belirlenmemis Penisilinler Pseudomonas
cepacia’nin
penisillinazi

CA inh.: Klavulanik asit inhibisyonu; EDTA inh.: EDTA inhibisyonu
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2.8. D grubu Beta-laktamazlar (OXA-ailesi)

D grubu beta-laktamazlar (OXA-ailesi) oksasilinaz olarak
adlandirilmaktadirlar. OXA-tip enzimler oksasilini benzilpenisilinden daha hizl
hidroliz etmektedir (Poirel and Nordmann, 2006). Bu enzimler penisiline,
kloksasiline, oksasiline ve metisiline diren¢ gosterirler. Klavulanik asit ile zayif
inhibe olurlar. NaCl’iin inhibitor etkisi vardir. D grubu beta-laktamazlar C veya A
grubu beta-laktamazlara amino asit diizeyinde % 16 benzerlik gosterirler. OXA
genlerinin plazmit ya da integron {izerinde bulunmasi yayilimini kolaylagtirmigtir
(Helfand and Bonomo, 2003). Simdiye kadar protein diizeyinde 121 farkli tiir D
grubu beta-laktamaz belirlenmistir. Bunlardan 45 tanesi diger D grubu beta-
laktamazlarin aksine karbapenem hidroliz aktivitesine sahiptir (Walther-Rasmussen
and Hoiby, 2006). OXA-1’den OXA-10’a kadar olan beta-laktamazlar dar
spektrumlu enzimlerdir ve tercih ettikleri substrat oksasilin ve kloksasilindir. Amino
asit dizilerindeki nokta mutasyonlar1 sonucu oksiiminosefalosporinleri hidroliz eden
genis spektrumlu enzimler haline gelmislerdir. Bunlar OXA-11, OXA-13-19,
OXA-28, -31, -32, -35, -45 GSBL dir (Giir, 2005a).

D grubu beta-laktamazlarin aktif bolgelerinde korunmus iic motif
bulunmaktadir (Cizelge 2.2). Bu motiflerin enzim reaksiyonlar1 sirasinda substrat
enzim etkilesimlerini kararl hale getirmede gorev alan hidrojen baglarinin ve diger
kovalent olmayan baglarin olusumunda gorev aldigi bilinmektir (Paetzel et al.,

2000).
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Cizelge 2.2. Ambler smiflamasina goére grup A, C ve D beta-laktamazlarda
korunmus ii¢ bdlgenin karsilastirilmasi

1. element 2.element 3.element
Grup A Ser’0-X-X-Lys3 | Ser!30-Asp'3!- Lys/Arg?34-
(S-X-X-K) Asn!3? Thr/Ser?33-Gly?3¢
(S-D-N) (K-T-G, K-S-G,
R-S-G, R-T-G)
Grup C Ser®4 -X-X-Lys Tyr-Ala/Ser-Asn | Lys/Arg/His-
(S-X-X-K) (Y-A-N) Thy/Ser-Gly
(K-T-G)
Grup D Ser’? -X-X-Lys Ser!18-X-Vallle Tyr/Phe!'44-Gly-Asn
-=-F- - - - - a a - -
(S-T-F-K) (S-X-V) (Y-G-N yada F-G
N)

2.8.1. OXA Tip Beta-laktamazlarin Alt Gruplart

Karbapenem hidroliz eden OXA enzimleri sekiz alt gruptan olugmaktadir.
Her alt grubun grup iiyelerinin birbirleri ile olan amino asit seviyesindeki dizi
benzerlikleri > 9%92,5 civarinda iken farkli alt gruplardaki grup iiyeleri ile

aralarindaki benzerlik % 40-70 civarindadir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Acinetobacter’de bulunan OXA beta-laktamazlarin filogenetigi (Walther-
Rasmussen and Hoiby, 2006)

5

OXA-23 alt grubu OXA-58, OXA-24 ve OXA-51 alt gruplari ile daha siki bir
filogenetik iligki gostermektedir. OXA-23 (ARI-1), -27 ve -49 ile birlikte 1. alt grubu
olusturmaktadir. Bu enzimler arasinda iki ile bes amino asit farklilik vardir. Tkinci
alt grup OXA-24, -25, -26, -40 tir. Bu enzimler arasinda da bir ile bes amino asit
farklilik vardir. Ikinci alt gruptaki OXA-24 ve 1. alt gruptaki OXA-23 arasinda < %
60 amino asit benzerligi bulunmaktadir. Ugiincii alt grup OXA-51 enzim ailesidir ve
A. baumannii de 1. ve 2. alt gruplar ile < % 63 amino asit benzerligi gostermektedir.
Dordiincii alt grubu OXA-58 olusturmaktadir ve diger oksasilinazlar ile < % 50
amino asit benzerligi gostermektedir (Walther-Rasmussen and Hoiby, 2006, Brown

and Amyes, 2006, Poirel and Nordmann, 2006).

2.8.2. OXA Tip Karbapenemazlar: Kodlayan Genlerin Genetik Cevresi

Klinik o6rneklerde D smnifi oksasilinazlar yaygin olarak plazmit iizerinde
integron gen kasetleri seklinde bulunmaktadirlar. Diinyanin ¢esitli yerlerinde plazmit
veya kromozomal DNA iizerinde tasinan blapxy2; geni A. baumannii’den izole
edilmistir (Bonnet et al., 2002, Boo et al., 2006, Dalla-Costa et al., 2003, Donald et
al., 2000, Jeon et al., 2005, Naas et al., 2005, Turton et al., 2005). blapx4.23, blaoxi.qs,
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blaopxs.ss, blapxs.7 genlerinin taginimu insersiyon dizileri (IS) ile iliskilidir. IS4ba
blapx4.5s’1 de igine alan kompozit bir transpozondur (Walther-Rasmussen and Hoiby,
2006). Sekans calismalar1 A. baumannii 6B92°de blapxs.2; geninin 6n tarafindaki
dizinin % 99.3 oraninda ISAbal dizisi ile benzerligini gostermistir. ISAbal
antibiyotik diren¢ genlerinin ekspresyonunda énemli bir rol oynamaktadir (Donald et

al., 2000, Segal et al., 2005).

2.8.3. OXA Tip Karbapenemazlarin Orijini

Dogal seleksiyon nedeni ile organizmalar orijinallerinde karbapenemaz
aktivitesine sahip enzim icermektedirler ya da bu genleri diger bakterilerden
plazmitler araciligiyla almaktadirlar. Ilk olarak 1985°te Iskogya’da belirlenen OXA
tip karbapenemaz A. baumannii kaynakli OXA-23’tiir. Bu enzimin kesfedilis zamani
imipenemin genel kullanimindan 6nce olmustur. Bu bulgu da imipenemin klinik
kullaniminin D grubu karbapenemazlarin evrimi ile baglantili olmadigi fikrini
desteklemektedir (Walther-Rasmussen and Hoiby, 2006). D grubu OXA allelerinin
dagilimi  Gram negatif bakterilerde limitlidir fakat Gram pozitif bakteri
kromozomunda baz1 homologlar bulunmustur.

Bayesian filogeni ile ortaya ¢ikartilan filogenik agag OXA genlerinin ii¢
farkli zaman diliminde plazmitler lizerinde bulundugunu ortaya g¢ikarmistir. 2,2
milyar y1l 6nce Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin ayrigtig1 diistintildiigiinde
D grubu genleri igeren plazmitin yaklasik 116+25 milyon yil 6nce, bir sonrakinin
42+ 9 milyon yi1l 6nce son zaman diliminin ise ¢ok daha yakin bir ge¢miste oldugunu

gostermektedir (Hall and Barlow, 2004).

2.8.4. OXA Tip Karbapenemazlarin Biyokimyasi

OXA tip karbapenemazlar 243 ile 260 amino asitten olusabilmektedirler.
Deneysel olarak belirlenen molekiiler agirlik 23-35,5 kDa arasinda olup izoelektrik

noktalar1 pI 5,1 ile 9,0 arasinda degismektedir. OXA tip karbapenemazlardan ilk
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olarak OXA-69 enziminin dimer yapi olusturdugu gosterilmistir (Heritier et al.,
2005).

OXA'’larin asetilasyon ve deasetilasyon igeren basit iic asamali model ile
calismaktadir (Livermore, 1995, Walther-Rasmussen and Hoiby, 2006).

Enzim oncelikle antibiyotik ile non-kovalent bir kompleks olusturmaktadir.
Enzim aktif bolgesinde bulunan serinin yan zincirinin serbest hidroksil grubu beta-
laktam halkasindaki karbonil karbona niikleofilik atak yapmaktadir ve kovalent agil
ester ara form olugmaktadir. Ester baginin hidrolizi ile aktif enzim ve hidrolize olmus
inaktif antibiyotik olusmaktadir. Bu mekanizma A ve C grubu beta-laktamazlarda da

goriilmektedir (Gtir, 2005b) (Sekil 2.4)

.— OH
N
Non-covalent

()/
Binding
complex

® -

l Acviation
Cowvalent acyl
enzyme
N
@ -
H,O Hydrolysis

L _LH
HO oy
OH

Sekil 2.4. OXA’larin asetilasyon ve deasetilasyon semasi (Livermore, 1995)

Serin aktif beta-laktamazlarin bu ii¢ asamali asetilasyon-deasetilasyon
mekanizmas1 aymidir fakat B grubu beta-laktamazlar ¢inko iyonuna ihtiyag
duyduklarindan A, C ve D grubu beta-laktamazlardan farklidir.

Asetilasyon hizi yani acil enzim ara formunun olusumu kcat/Km ile
deasetilasyon hizi yani enzimin etkinlik degeri kcat ile temsil edilmektedir. Cok
diisiik Km degerleri yiiksek kcat/Km degerini sebep olur ki bu da yiiksek katalitik
aktivite demektir. Sonu¢ olarak beta-laktamazlarin beta laktam antibiyotiklerini

hidrolizi kcat ve kcat/Km degerlerinin analizi sonucunda belirlenir.
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Beta-laktam hidrolizinde oldukca diisiik kcat degerine sahip enzimin in vivo
hidroliz miktar1 yiliksek olabilir. Bunun temel nedeni organizmanin oldukc¢a yiiksek
periplazmik konsantrasyonda (1 mM’a kadar) beta-laktamaz tiretebilmesidir. Beta-
laktam degredasyonunun maksimum hizi (Vmax) kcat ve enzim konsantrasyonuna
baglidir. (Vmax = kcat. [E]y). Diistiik kcat degeri yiiksek enzim konsantrasyonu ile
dengelenebilmektedir.

Klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktam beta-laktamazlarin en iyi bilinen
inhibitorleridir. Beta laktamazlar bu inhibitorler ile geri doniisiimsiiz olarak inhibe
olurlar. Genellikle D smifi beta-laktamazlarin klavulanik asit ile inhibisyon orani
disiiktiir. OXA tip karbapenemazlarda tazobaktamin klavulanik asitten daha fazla
inhibisyon etkisi vardir. Sulbaktam diger inhibitorler ile karsilagtirildiginda en az
inhibisyon saglayan inhibitordiir (Livermore, 1995, Walther-Rasmussen and Hoiby,

2006, Essack, 2001).
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Besiyerlerin Hazirlanmasi

3.1.1. Mueller-Hilton (MH) Agar

Mueller-Hilton (MH) agar (Oxoid), ticari olarak satilan preparatindan
ireticinin tavsiyesine uygun olarak hazirlandi. Besiyeri otoklavda 121 °C’de 15
dakika steril edildikten sonra yaklasik 45-50 °C ye kadar sogutuldu. Besiyeri, plastik
petrilere derinligi 3-4 mm olacak sekilde steril bir ortamda dokiildii ve diizgiin bir

zeminde sogumaya birakildi.

3.1.2. S Besiyeri

Bir litre s1v1 besiyeri i¢in; 10 g tripton, 5 g yeast extract, 5 g NaCl, 2 g glukoz
tartildi. 1000 ml’ye saf su ile tamamland1 ve otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril

edildikten sonra kullanilmayacaksa +4 °C’de saklandi.

3.1.3. Antibiyotikli Besiyeri

Hazirlanan stok antibiyotik konsantrasyonlar1 ve kullanilan antibiyotik

miktarlar ¢izelge 3.1.’de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Stok antibiyotik konsantrasyonu ve caligma konsantrasyonu

100 ml besiyeri i¢in
Calisma stoktan kullanilan
Antibiyotik | Stok konsantrasyonu | Konsantrasyonu miktar
Ampisilin 0,1 g/ml 100 pg/ml 100 pl
Kanamisin | 0,1 g/ml 35 pg/ml 35l

Antibiyotik etkinliginin inhibe olmamasi igin besiyeri yaklasik 50 °C’ye

sogutulduktan sonra antibiyotik eklendi. Iyice karistirildiktan sonra kat1 besiyeri ise

plastik petrilere yaklasik derinligi 3-4 mm olacak sekilde dokiilerek steril bir ortamda

sogumaya birakildi. Katilasan besiyeri kullanilmayacaksa +4 °C’de saklandi. Sivi

besiyerinde ise antibiyotik eklendikten sonra kullanildu.

3.2. Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

Tampon ¢ozeltiler cizelge 3.2.°de verildigi sekilde hazirlandi.

Cizelge 3.2. Kullanilan tampon ¢ozeltiler ve hazirlanigi

Tampon Konsantrasyonu ve | Hazirlamsi

Cozelti Ad1 | Miktar

Tris.Cl 50 mM, 500 ml 3,02 g Tris 400 ml saf suda ¢oziildii.

HCl ile pH 9,2 veya pH 8,0 'e ayarland1 ve
500 ml’ye tamamland1

Tris.H,SO4 | 50 mM, 500 ml 3,02 g Tris 400 ml saf suda ¢oziildii.
H,S0Oy ile pH 9,0 'a ayarlandi ve 500 ml’ye
tamamlandi.

HEPES 50 mM, 500 ml 5,95 g HEPES 400 ml saf suda ¢oziildii.
NaOH ile pH 8,0 'e ayarlandi1 ve 500 ml’ye
tamamlandi

Sodyum 50 mM, 500 ml 2,05 g sodyum asetat 400 ml saf suda

asetat ¢oziildi. HCI ile pH 6,0 'ya ayarlandi ve
500 ml’ye tamamlandi.

MES 50 mM, 500 ml 5,32 g MES 400 ml saf suda ¢oziildii.

HCl ile pH 5,5 'e ayarlandi ve 500 ml’ye
tamamlandi.

TBE 1 X, 11t 10,8 g Tris, 5,5 g borik asit, 4 ml EDTA
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(0,5 M pH 8,0) 1 It suda cozilerek
otoklavlandi.
Kolon 20 mM Tris.ClpH 7.4 | 0,24 g Tris, 1,16 g NaCl ve 0,037 g EDTA
Tamponu 200 mM NacCl 80 ml saf suda ¢oziildi. pH 7,4 olarak
1 mM EDTA ayarlandi ve 100 ml’ye tamamlandi.
100 ml

PBSpH 7,5 | 80 mM Na,HPO, 5,67 g Na,HPOy, 1,2 g NaH,PO4 ve 2,92 g
20 mM NaH,PO4 NaCl 500 ml saf suda ¢ozilerek
100 Mm NacCl otoklavlandi.
500 ml

Tris.Cl 1,5M, 100 ml 18,15 g Tris tartilarak 80 ml saf suda
¢oziildii. HCl ile pH 8,8 'e ayarlandi ve 100
ml’ye tamamlandi.

Tris.Cl 0,5M 100 ml 6 g Tris tartilarak 80 ml saf suda ¢oziildii.
HCI ile pH 6,8 'e ayarland1 ve 100 ml’ye
tamamlandi.

SDS-PAGE | 5 X, 300 ml 4,5 g Tris, 21,6 g glisin ve 1,5 g SDS saf

Yiirlitme suda c¢ozilerek 5 X tampon 1 X ‘e

Tamponu seyreltildi.

SDS-PAGE | 6 X, 8 ml 1 ml 0,5 M Tris-HCI pH 6,8, 0,8 ml

Yiikleme gliserol, 1,6 ml % 10 SDS, 0,4 ml BME,

Tamponu 0,2 ml BFB (% 0.05) ve 4 ml saf su
karistirildi. 1 X olacak sekilde seyreltilerek
kullanildi.

3.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Yiizde 1 agaroz iceren jel yapmak icin 40 ml 1 X TBE igine 0,4 g agaroz
(Prona Basica le Agarose, E.U) eklenerek karistim mikrodalga firinda agaroz
tamamen eriyene kadar kaynatildi. S1vi haldeki jelin igerisine 10 ng/ml stok etidyum
bromiirden 1 pl eklenerek elektroforez tankinda polimerlesmesi saglandi.
Elektroforez 1 X TBE tamponu igerisinde, 8 V/cm ile 20-30 dakikada tamamlanda.
UV 1s18inda goriintiileme cihaziyla incelendi. Olusan DNA bantlar1 molekiiler agirlik

belirtecinin bantlari ile karsilastirilarak degerlendirildi.
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3.4. Islenmemis Protein Cozeltisinin Hazirlanmasi

Onbes ml’lik tiipe 5 ml PBS pH 7,5 tampon ¢ozeltisi konuldu. 100 pg/ml
ampisilin ve 35 pg/ml kanamisin iceren 5 adet petriden bakteriler toplandi. Toplanan
bakteriler vorteks ile iyice homojen hale getirildi. 4,000 xg’de 5 dakika santrifiij
edildi. Ust kisim atilarak bakterinin kuru agirhigs tartildi. Kuru agirligm 1:3 oraninda
aynm1 tampon c¢Ozelti eklenerek ve karistirllarak homojen hale getirildi. Protein
aktivitesinin azalmamasi i¢in buz igerisinde c¢alisildi. Ultra sonikatér (Bendelin
Sonoplus HD 220, Berlin) ile 15 saniye 6 kez % 50 gii¢ ile uygulanan sonik dalgalar
ile bakteri hiicreleri pargalandi. 13,000 xg’de 15 dakika santrifiij edilerek {ist kisim
temiz bir tiipe alindi1. Izole edilen islenmemis protein ¢dzeltisi hemen kullanilmayack

ise damlaciklar halinde s1v1 azot tankinda saklanda.

3.5. Protein Miktarimmin Belirlenmesi

Protein konsantrasyonu Bradford yontemine gore belirlendi (Bradford, 1976).
Protein standardi olarak 0,2 - 0,9 mg/ml arasinda bes adet hazirlanan bovine serum
albumin (BSA) diliisyonlar1 ile 595 nm dalga boyunda Oolgiilen absorbanslar
kullanilarak lineer bir grafik elde edildi ve bu standart egri olarak kullanildi. Proteini
boyamada Biorad Protein Assay boyasit (Bradford reaktifi — Biorad, USA) 1:5
oraninda sulandirilarak kullanildi. Ozetle 200 pl Biorad Protein Assay boyasi, 800 ul
saf su ile karigtir1ldi. Olgiilecek proteinden 5 ul eklenerek oda sicakliginda en az bes
dakika bekletildi. Spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda absorbans oOl¢limii
yapildi. Elde edilen absorbans degerleri standart BSA ¢ozeltilerinin absorbanslart ile
karsilastirilarak ve diliisyon faktéri de g6z Oniine alinarak protein miktari

hesaplandi.
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3.6. pAc-KOU1 (Erisim numarasi: EF120622) Vektoriinden Eksprese
Edilen OXA-23 Enziminin Saflastirilmasi

Meri¢ ve arkadaslar1 (2008) tarafindan blapxs2; geni shotgun klonlama
yontemi (Brown, 2002) kullanilarak bir fajmid vektorii olan pPBK-CMV (Stratagene,
USA) igerisine yerlestirildi. Elde edilen rekombinant vektdre pAc-KOU1 ad1 verildi
(Meric et al., 2008). Rekombinant vektorii i¢eren E.coli hiicresi 100 pg/ml ampisilin
ve 35 pg/ml kanamisin iceren 15 adet MH agar besiyerine ekilerek 37 °C de gece
boyu inkiibe edildi. Ertesi giin bakteriler kullanilacak olan saflastirma prosediiriine
uygun tampon ¢ozeltide toplandi ve islenmemis protein ¢ozeltisi hazirlandi. Elde
edilen islenmemis protein c¢ozeltisi sicaklik inaktivasyonu, amonyum siilfat

coktiirmesi ve iyon degistirici kromatografi metodlari ile saflagtirilmaya ¢alisildi.

3.6.1. Sicakhk ile Enzim Inaktivasyonu

Islenmemis protein ¢dzeltisi 2 ml PBS pH 7,5 icerisinde hazirlandi. 200 pl
islenmemis protein ¢ozeltisi saflastirma oranini ¢alismak iizere saklandi. Ug adet 200
ul’lik islenmemis protein ¢ozeltisi 10 dakika boyunca 45 °C, 55 °C, 60 °C sicaklikta
muamele edildi. 15 dakika 13,000 xg de +4 °C’de santrifiij edildi. Ust fazda bulunan
enzimin protein miktar1 ve nitrosefin aktivitesi dlgiilerek 6zgiil aktivite ve saflastirma

dereceleri hesaplandi.

3.6.2. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Islenmemis protein ¢dzeltisi 2 ml PBS pH 7,5 icerisinde hazirlandi. 200 pl
islenmemis protein ¢ozeltisi saflastirma oranini ¢alismak iizere saklandi. Ug adet 200
ul’lik islenmemis protein ¢ozeltisine % 30 amonyum siilfat ¢oktiirmesi i¢in 0,035 g,
% 50 i¢in 0,058 g ve % 70 i¢in 0,082 g (Arda and Ertan, 2004) amonyum siilfat
eklendi ve karistirilarak ¢oktiiriildi. 15 dakika 13,000 xg +4 °C’de santrifiij edildi.
Ust faz temiz tiipe alindi, ¢okelek 0,2 ml tampon ¢ozelti ile ¢oziildii. Ust fazdaki ve
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cOkelekteki protein miktarlari ve nitrosefin aktiviteleri Olgiilerek 6zgiil aktivite ve

saflagtirma dereceleri hesaplandi.

3.6.3. Diyaliz

Diyaliz tiipii uygun boyutta kesilerek 1| mM EDTA’da hazirlanmig 10 mM
NaHCO; ¢ozeltisinde 30 dakika kaynatildi. Saf su ile iyice yikandiktan sonra
kullanilmayacak ise 1 mM EDTA ig¢inde +4 °C’de saklandi. Kullanilacak diyaliz
tiipii saf su ile iyice yikandi ve tiipiin bir ucu dikkatlice baglandi. Protein ¢ozeltisi
pipet ile dikkatlice tiipe doldurulup &teki ucu da kapatildiktan sonra anyon degisim
kromatografisi icin 50 mM Tris.Cl (pH 9,2), katyon degisim kromatografisi icin ise
50 mM MES pH 5,5 tampon ¢ozelti i¢inde manyetik karistirici ile karigtirilarak gece
boyu +4 °C’de tampon ¢oOzeltisinin degigsmesi ve amonyum siilfat tuzunun

uzaklagmasi saglandi.

3.6.4. Iyon Degistirici Kromatografi

HiTrap SP HP 5 ml katyon degistirici ve HiTrap Q HP 5 ml anyon degistirici
kolonlar Amersham Biosciences (USA) tarafindan paketlenerek ticari olarak

satilmaktadir.

3.6.5. HiTrap Q (anyon) HP 5 ml Iyon Degistirici Kolon Kromatografisi ile
Saflastirma

Onbes adet 100 pg/ml ampisilin ve 35 pg/ml kanamisin iceren MH-Agar
besiyeri hazirlandi. pAc-KOUTI plazmitini i¢eren E. coli DH 10B hiicresi besiyerine
ekilerek 37 °C de gece boyu inkiibe edildi. Biiyliyen hiicreler 5 ml 50 mM Tris.ClI
(pH 9.2) icerisinde toplandi. Islenmemis protein ¢ozeltisi hazirlandi. Islenmemis
protein ¢ozeltisine 0,075 g streptomisin eklendi ve 13,000 xg’de 4 °C’de 30 dakika

santrifiij edilerek niikleik asitlerin ¢okmesi saglandi. Islenmemis protein ¢dzeltisi
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igeren iist kisim temiz tiipe alindi. 0,2 ml islenmemis protein ¢ozeltisi saflastirma
oranini ¢alismak tizere saklandi. HiTrap Q HP kolonu 25 ml 50 mM Tris.Cl (pH 9,2)
ile yikandi. 25 ml 1 M NaCl iceren 50 mM Tris.CI (pH 9,2) tampon ¢ozeltisi ile
kolon temizlendi. Kolon tekrar 50 ml 50 mM Tris.Cl (pH 9,2) ile yikanarak tuzlar
uzaklastirildi. 4,5 ml islenmemis protein ¢dzeltisi kolona yiiklendi. Islenmemis
protein c¢ozeltisini iceren HiTrap Q HP kolonu, 20 ml 50 mM Tris.CI (pH 9,2) ile
kolondan ¢ikan fraksiyonlar nitrosefin aktivitesi vermeyinceye kadar yikandi. Enzim,
50 mM Tris.Cl (pH 9,2) i¢inde NaCl konsantrasyonu 0,05 M - 0,1 M - 0,2 M - 0,3
M- 0,4 M - 0,5M — 0,6 M olacak sekilde 5 ml’lik fraksiyonlar ile kolondan ayrildi.
Kolondan ¢ikan yikama fraksiyonlar1 ve kolondan ¢ikan her 5 ml’lik fraksiyonda
nitrosefin aktivitesi bakildi. Yiiksek aktiviteye sahip fraksiyonlarin protein miktar1 ve

nitrosefin hidrolizi bakilarak 6zgiil aktivite ve saflastirma derecesi hesaplandi.

3.6.6. HiTrap S (Katyon) HP 5 ml Iyon Degistirici Kolon Kromatografisi
ile Saflastirma

Onbes adet 100 pg/ml ampisilin ve 35 pg/ml kanamisin iceren MH-Agar
besiyeri hazilandi. pAc-KOUI plazmitini i¢eren E. coli DH 10B hiicresi besiyerine
ekilerek gece boyu biiyiitiildii. Biiyiiyen hiicreler 5 ml 50 mM MES pH 5,5 igerisinde
topland1. Islenmemis protein ¢dzeltisi hazirlandi. Islenmemis protein ¢dzeltisine
0,075 g streptomisin eklendi ve 13,000 xg’de 4 °C’de 30 dakika santrifiij edilerek
niikleik asitlerin ¢6kmesi saglandi. Islenmemis protein ¢ozeltisi igeren iist kisim
temiz tiipe alindi. 0,2 ml islenmemis protein ¢ozeltisi saflagtirma oranini ¢aligmak
tizere saklandi. HiTrap S HP kolonu 25 ml 50 mM MES pH 5,5 ile yikandi. 25 ml 1
M NaCl igeren 50 mM MES pH 5,5 tampon ¢ozeltisi ile kolon temizlendi. Kolon
tekrar 50 ml 50 mM MES pH 5,5 ile yikanarak tuzlar uzaklastirildi. 4,5 ml
islenmemis protein ¢ozeltisi kolona yiiklendi. Islenmemis protein ¢ozeltisini igeren
HiTrap S HP kolonu, 20 ml 50 mM MES pH 5.5 ile kolondan ¢ikan fraksiyonlar
nitrosefin aktivitesi vermeyinceye kadar yikandi. Enzim, 50 mM MES pH 5.5 iginde
NaCl konsantrasyonu 0,05 M — 0,1 M - 0,15 M - 0,2 M- 0,25 M — 0,3 M olacak

sekilde 5 ml’lik fraksiyonlar ile kolondan ayrildi. Toplanan fraksiyonlarin nitrosefin
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aktivitesi Olciildii. Yiiksek aktiviteye sahip fraksiyonlarda protein miktar1 bakilarak
Ozgiil aktivite ve saflastirma derecesi hesaplandi.

DEAE-25 (Whatman, USA) kolon materyali kullanilacak tampon ¢ozelti ile
yikanarak pH’1 tampon ¢6zeltinin pH’mna getirildi ve silindir cam tiipe hava kabarcigi
olmayacak sekilde paketlendi. DEAE-25 anyon degistirici kolon ile de HiTrap Q
anyon degistirici kolon kromatografisi ile saflastirma metodundaki gibi saflastirma

islemi yapildi. Enzimin HiTrap Q anyon degistirici kolonlara baglanamamasindan

dolay1 DEAE-25 kullanildu.

3.7. blagpx..-23 Geninin pMal-c4x Vektoriine Sub-klonlanma Asamalar

blapyx.23 geninin pMal-c4x vektoriine sub-klonlanmasinda asagidaki metotlar

kullanilmustir.

3.7.1. Alkali Lizis Metodu ile Plazmit DNA Izolasyonu

pAc-KOU1 rekombinant vektoriinli igeren bakteriden plazmit Macherey-
Nagel Plazmit DNA purifikasyon kiti prosediirii kullanilarak izole edildi. Uretici
tarafindan tarif edilen temel prensipte E.coli tasiyici hiicresinde bulunan plazmit
DNA’s1 SDS / Alkalin lizis metodu ile saflastirildi (Macherey-Nagel Plazmit DNA
purification kit, USA). Kisaca bakteriler uygun tampon c¢ozelti ile lizis edildikten
sonra ortam noétral pH’a getirildi ve hiicre debrisleri santifiij ile ¢oktiiriildii. Plazmit
DNA’sin1 iceren faz silika bir kolona baglandi. Tuz, metabolitler ve ¢oziilebilir
makro molekiiler hiicre igerikleri etonol yikamasi ile uzaklastirildi. Saf plazmit

DNA’s1 diisiik iyonik gii¢ kosullarinda alkalin tampon ¢6zeltisi ile kolondan ayrildi.

3.7.2. Sub-klonlama ile blagx4.23’iin pMal-c4x’e aktarimi

pAc-KOU1 rekombinant vektoriinden blapxs.o; geni, dizayn ettigimiz ve

uclarinda EcoRI ve BamHI restriksiyon kesim siteleri tasiyan primerler kullanilarak
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltildi ve pMAL-c4x vektoriine klonlandi.
PZR reaksiyonu i¢in Mastercycler Personal (Eppendorf, USA) cihazi kullanildi.

PZR reaksiyonu karigtmi 5 pM her primerden, 1 X Tag DNA polimeraz
reaksiyon tamponu, 2,5 mM MgCl,, her biri 2,5 mM olan dNTP karisimi, 2,5 U Tag
DNA polimeraz, 100 ng plazmit DNA’s1 igermistir.

3.7.2.1. Primerler ve Islem

OXA-23 gen dizisini ¢gogaltmak i¢in kullanilan reverse primerin bagina EcoRI

kesim sitesi, forward primerin bagina ise BamHI kesim sitesi eklenmistir.
Reverse primer: 5°’- GGATCCGGATCCTTAAATAATATTC -3’
Forward primer: 5°- GAATTCGAATTCATGAATAAATATTTTAC -3°
PZR 35 amplifikasyon dongiisii olacak sekilde ayarlandi.

94 °C’de 3 dakika

30 saniye 94 °C’de denatiirasyon
60 saniye 48 °C’de yapisma, 35 dongi

90 saniye 72 °C’de uzama

72 °C’de 10 dakika

Olusan PZR iirlinii agaroz jelde goriintiilendi.

3.7.3. PZR Uriiniiniin Agaroz Jelden Izolasyonu

Etidyum bromiir igeren % 1’lik agaroz jelde yiiriitilen PZR band1 UV 151k
kaynagi ile gorlintiilendi. Sonra etidyum bromiirsiiz jelden istenilen DNA parcasi
kesilerek High Pure PCR Product kiti (Roche, Germany) ile izole edildi (Kasap,
2007).
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3.7.4. Izole Edilen PZR Uriiniiniin ve MBP’yi Kodlayan pMal-cdx

Vektoriiniin Restriksiyon Endoniikleaz Kesimi

Agaroz jelden izole edilen PZR iiriinli ve pMal-c4x vektorii EcoRI ve BamHI
restriksiyon enzimleri (Fermentas, USA) ile kesildi. Iki enzim ile kesim aym tiipte
gerceklestirildi ve kesim i¢in {ireticinin tavsiye ettigi tampon ¢ozelti kullanildi.

7 pl PZR iirlinii, 5 {inite EcoRI ve 5 iinite BamHI enzimleri ile 1 X EcoRI
tamponu igerisinde 37 °C’de gece boyu kesildi.

0.5 pg pMal-c4x vektori, 5 iinite EcoRI ve 5 {inite BamHI enzimleri ile 1 X
EcoRI tamponu igerisinde 37 °C’de gece boyu kesildi.

Kesim sonrasi reaksiyonlar birlestirilip 100 ul’ye tamamlanarak fenol-

kloroform temizlemesi yapildi.

3.7.5. Fenol-Kloroform Temizlemesi

Restriksiyon enzimi ile kesilen pMAL-c4x vektorii ve OXA-23 DNA’s1 ayni
tiipte birlestirilerek fenol-kloroform temizlemesi metodu ile saflagtirildi.

Birlestirilen ve saf su ile 100 pl’ye tamamlanan kesim reaksiyonlarina 100 pl
fenol-kloroform (1:1) eklenerek iyice karistirildi ve 3 dakika 13,000 xg’de oda
sicakliginda santrifiij edildi. Ust faz temiz tiipe alindi. Uzerine esit miktarda
kloroform eklenerek iyice karistirildi ve 3 dakika 13,000 xg’de oda 1s1sinda santrifiij
edildi. Ust faz temiz tiipe alindi. Uzerine hacminin 1:10 oraninda 3 M sodyum asetat
ve Iml % 96 etanol eklenerek kuru buzda 20 dakika bekletildi. Bekleme sonunda
tipler 20 dakika 13,000 xg’de +4 °C’de santrifiij edildi ve st faz uzaklastirild1.
Coken DNA’lara 1 ml % 70 etanol eklenerek 5 dakika 13,000 xg’de +4 °C’de
santrifiij edildi. Ust faz uzaklastirildi ve etanol iyice ucurulduktan sonra c¢oken

DNA’lar ligasyon reaksiyonunda kullanilacak miktardaki saf su ile ¢oziildii.
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3.7.6. Ligasyon Reaksiyonu

Fenol-kloroform temizlemesinin son agsamasinda ¢coken DNA’lar 8,5 ul su ile
¢oziildii ve igerisine 1 X T4 DNA ligaz tamponu ve 2,5 iinite T4 DNA ligaz
eklenerek son hacim 10 pl olacak sekilde ligasyon reaksiyonu kuruldu ve +16 °C’de

gece boyu bekletildi. E. coli K12 TB1 alic1 hiicresine elektroporasyon ile aktarildi.

3.7.7. Elektroporasyon

Elektroporasyon, Elektroporatdr 2510 (Eppendorf, USA) kullanilarak 10 pF
ve 1700 V akim kullanilarak yapildi. Stv1 azotta dondurulmus 40 pl E. coli K12 TB1
alict hiicresi buzun iizerinde eritildi ve 2 pl ligasyon reaksiyonu eklenerek
mikropipet yardimiyla karistirildi. Onceden sogutulmus 1 mm capli 100 ul’ye kadar
hacmi olan elektroporasyon kiivetine konulan karistma akim uygulandiktan sonra
lizerine 500 pl zengin besiyeri eklendi ve 2 saat 37 °C’de 250 xg’de ¢alkalanarak
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler ampisilin 100 pg/ml iceren MH agar
besiyerine ekildi ve 37 °C’de gece boyu inkiibe edildi. Antibiyotikli besiyerde sadece

klonu igeren bakterilerin biiylimesi beklendi.

3.7.8. Rekombinant Vektorii Iceren KolonininTespiti

Ampisilin 100 pg/ml igeren MH agar iizerinde biiyliyen koloniler tek koloni
pasaji ile cogaltilarak plazmit DNA izolasyonu ve EcoRI - BamHI restriksiyon enzim

kesimleri yapildi. Boylece pMal-c4x-OXA-23 klonunu igeren hiicre belirlendi.

3.7.9. blagx4.23 Geninin pMal-p4x Vektoriine Klonlanmast

pMal-c4x vektoriine klonlanan blapys.2; geni sub-klonlama ile pMal-p4x

vektoriine ayni kesim siteleri ve ayni metotlar kullanilarak klonland.
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3.7.10. MBP-0XA23 Fiizyon Proteininin Saflagtirmasi

Klonu igeren bakteri 100 pg/ml ampisilin igeren 5 ml zengin besiyerine
ekilerek 37 °C’de gece boyu inkiibe edildi. Biiyiiyen kiiltiirtin 200 ul’si 100 pg/ml
ampisilin iceren 600 ml zengin besiyerine ekildi. ODgoo ~ 0,5 ( 2 x 10® hiicre/ ml)
oldugunda son konsantrasyonu 0,3 mM olacak sekilde IPTG eklendi ve 37 °C’de 3
saat daha inkiibe edildi. Hiicreler 3,500 xg’de 15 dakika 4 °C’de santrifiij edildi.
Ustte kalan kisim atilarak hiicreler buz iizerinde 5 ml kolon tamponu ile ¢oziildii.
Etanol-kuru buz karigiminda hiicreler donduruldu. Donan hiicreler buz iizerinde
¢oziildii ve islenmemis protein ¢dzeltisi hazirlandi. Islenmemis protein ¢dzeltisi i¢ine
500 pl amiloz rezin eklendi ve oda 1sisinda gece boyu sallanarak fiizyon proteinin
amiloz rezine baglanmasi saglandi. Ertesi giin rezine baglanmayan enzim 500 xg’de
5 dakika santrifiij edilerek uzaklastirildi. Materyal toplamda 50 ml olacak sekilde
kolon tamponu ile yikandi. Her asamada nitrosefin aktivitesine bakildi. Fiizyon
proteinin fraksiyonlarla alinmasi asamasinda kolon tamponu 10 mM maltoz igerdi.
Enzim kolondan 10 adet 200 pl’lik fraksiyonlar haline uzaklastirildi ve her
fraksiyonun nitrosefin aktivitesine bakildi. Toplanan fraksiyonlar protein jel
elektroforezinde yiiriitiildii. Saf proteini iceren fraksiyonlar sivi azot tankinda 20

ul’lik damlalar olarak saklandi.

3.7.11. MBP-0XA-23 Fiizyon Proteininin Faktor-Xa ile Kesimi

Protein konsantrasyonu ml ‘de en az 1 mg olacak sekilde konsantre edildi.
Yirmi pl flizyon protein 1 pl 200 pg/ml Faktor-Xa ile karistirilarak oda 1sisinda
kesime birakildi. Kesim verimini arttirmak amacli alternatif olarak kesim
reaksiyonuna % 0.01 SDS ve farkli konsantrasyonlarda (5, 10, 20, 100 mM) maltoz
eklendi.
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3.8. Protein Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

3.8.1. Soliisyonlar

Akrilamid — bisakrilamid (% 30) hazirlamak i¢in 29,2 g akrilamid, 0,8 g
bisakrilamid tartilip 100 ml saf suda ¢oziildii. Filtre edildi ve +4 °C’de saklandi.

Amonyum persiilfat (APS) (% 10) hazirlamak i¢in 1 g APS tartilip 10 ml saf
suda ¢ozildii. Filtre edildi ve +4 °C’de saklandi.

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (%10) hazirlamak i¢in 1 g SDS tartilip 10 ml
saf suda ¢oziildii ve oda sicakliginda saklandi.

Ticari olarak satilan N,N,N’, N’-tetramethyl-ethylenediamine (TEMED)
kullanild1 (Sigma, USA).

3.8.2. Sabitlestirici, Boyama ve Boya Uzaklastirici Soliisyonlar

Sabitlestirici soliisyon i¢in 40 ml metanol ve 10 ml asetik asit karigtirilarak su
ile 100 ml’ye tamamlandi. Sabitlestirici sollisyonun igerisine 0,25 g Coomassie
mavisi eklenerek boyama soliisyonu hazirlandi.

Jel zeminindeki fazla boyay:1 uzaklastirmak i¢in boya uzaklastirma islemi
yapildi. Fazla boyay1 uzaklastirmak i¢in jel 40 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 60 ml
saf su ¢ozeltisi ile 30 dakika oda sicakliginda yikandi.

3.8.3. Ayirma Jeli (% 12 )

Ayirma jeli (% 12) hazirlamak i¢in asagidaki karisim hazirlandi (Laemmli,

1970).
Saf su 1,75 ml
1.5 M Tris.Cl pH 8.8 1,25 ml
% 30 Akrilamid/bisakrilamid 2 ml
% 10 SDS :50 ul
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% 10 APS 25 ul
TEMED 2,5 ul

3.8.4. Yiikleme Jeli (% 4 )

Yiikleme jeli (% 4) hazirlamak i¢in asagidaki karigim hazirland1 (Laemmli,

1970).
Saf su 11,50 ml
0.5 M Tris.Cl pH 6.8 :625 ul
% 30 Akrilamid/bisakrilamid :325 ul
% 10 SDS 25 ul
% 10 APS 12,5 ul
TEMED 2,5 ul

iki ucu agik dikdértgen cam plakalar arasma once ayirma jeli {istten 5 cm
bosluk kalacak sekilde dokiildii. Ust yiizeyine 2 mm yiikseklige kadar su ile
doyurulmus n-biitanol pipet ile eklendi. Jel polimerize olduktan sonra n-biitanol saf
su ile uzaklastirildi. Kurutma kagidi ile cam plakalar arasi1 temizlendi ve ayirma jeli
eklenerek yiikleme taragi yerlestirildi. Polizmerize olan jel tanka yerlestirildi.
Yiiklenmek istenen protein ¢ozeltilerinin hacimlerine gore 6 X yiikleme tamponu 1 X
olacak sekilde eklendi. Protein ¢ozeltileri 95 °C’de 3 dakika kaynatilarak buz {lizerine
alind1 ve kisa bir santrifiijden sonra mikropipet yardimiyla yiikleme gozlerine
yiiklenerek 180 V’da 60 dakika yiiriitildi. Yirtime sonunda jel cam plakalardan
cikarildi ve 30 dakika sabitlestirici soliisyonda yikandi. Daha sonra jel Coomassie
mavisi igeren boyama sollisyonunda yikandi. Protein bantlar1 belirte¢ bantlar ile

karsilastirilarak belirlendi.
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3.9. 0XA-23’iin Kinetik Ol¢iimleri

Calisilacak antibiyotigin baslangi¢ yogunlugu antibiyotigin tablodaki molar
absorbsiyon katsayisi (Ag) degerine gore hesaplandi (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. OXA-23 kinetik dl¢iimlerinde kullanilan antibiyotiklerin dalga boyu ()
ve Ag degerleri

Antibiyotik A (nm) Ag (M'em™)
Ampisilin 230 -900
Penisilin G 235 -780
Piperasilin 235 -1640
Imipenem 300 -9000
Meropenem 300 -9500
Nitrosefin 482 15000
Sefepim 260 -10000
Seftazidim 260 -6916

Spektrofotometrik aktiviteler 30 °C’de ve uygun dalga boylarinda ol¢tldii.
Cihaz su ile kor okuma yapilarak sifirlandi. PBS tamponu igerisinde hazirlanan
substratlarin konsantrasyonlar1 Ae degerleri baz alinarak asagidaki gibi ayarlandi.
Lambert-Beer kuralina gore:

A=¢.b.c

A: Substratin absorbans

&: Molar absorbsiyon katsayis1 (M~ cm™)

b: Isik yolu kalinlig1 (1cm)

c: Substrat konsantrasyonu (M)

¢ (uM)=0D;, . 10°/ Ag , formiile gore hesaplandi (Laidler, 1993).

Her substrat i¢in enzimin baslangi¢ miktar1 belirlendi. Enzim kiivete konuldu
ve lizerine mikropipetle olabildigince hizli bir sekilde substrat eklenerek homojen bir
karisim olusmasi saglandi. Calisilan her antibiyotik i¢in belirtilen dalga boylarinda
(Cizelge 3.3) reaksiyondaki absorbans degisimi (AA/min) kaydedildi. Kontrol
okumada oto hidrolizden kaynaklanan herhangi bir degisim 6l¢iildiigiinde bu degisim

enzim tarafindan gergeklestirilen enzim aktivitesinden ¢ikartildi. Her substrat ile ii¢
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kere ol¢iim yapildi. Degerler grafik ¢izim programinda ¢izelge yapilarak Synex
ChemSW Enzyme Kinetic Pro™ (version 2.36) (Fairfield, CA) yazilim programina
gore degerlendirildi.

Sabit miktarda enzim farkli konsantrasyondaki klavulanik asit, tazobaktam ve
sulbaktam inhibitorleri ile muamele edilerek nitrosefin aktivitesini yartya indiren
inhibitor konsantrasyonlart belirlendi. Klavulanik asitten (0,25 g/ml) 1/1, 10, 1/50,
10'2; tazobaktamdan (0,1 g/ml) 1/1, 10'1, 10'2, 102 , 10 ve sulbaktamdan (0,15 g/ml)
1/1, 10", 10, 107 diliisyonlar yapilarak 10 pl’si enzim ile karstirildi ve nitrosefin

aktivitesini belirlendi.

3.10. OXA-23 Modelleme Calismalari

OXA-23’e ait ii¢ boyutlu bir yapmin bulunmayist nedeni ile daha once

belirlenmis ve Protein Data Bankasma (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do)

eklenmis OXA-24 ( PDB ulasim no: 2jc7) ii¢ boyutlu yapisi tizerinden Swiss Model

kullanilarak bir model yapildi (http://www.swiss-model.expasy.org ). Elde edilen

modelin dogrulugu ve kalitesi OXA-23 ve OXA-24 arasindaki esdeger atomlarin
karekoklerinin deviasyonuna (RMSD) bakilarak degerlendirildi. Tahmin edilen
OXA-24 yapist li¢ farkli goriintiileme programi ile analiz edildi. Bu programlar sirasi

ile MolMol (http://hugin.ethz.ch/wuthrich/software/molmol/), Swiss-Pdb

Goriintiileyici (http://www. expasy.org/spdv/) ve PyMOL

(http://pymol.sourceforge.net/)’ dur. Swiss-Pdb goriintiileyicide siiper impozisyon ve

RMSD hesaplamasi ig¢in iterative magic fit algoritmasi kullanilirken MolMol
icerisinde fit algoritmasi kontrol paneli iizerinden kullanildi. Aktif site amino
asitlerinin gorilintiilenmesi PyMOL araciligi ile MBP-OXA23 fiizyon proteini
MolMol aracilig ile gosterildi. Yiizey elektrostatik potansiyel yiik dagilimi MolMol
programi ile yapildi. Amino asit dizileri Clustel X ile karsilastirildi. OXA-23 ve
OXA-24 iizerindeki esnek ve esnek olmayan bolgeler FIRST programi kullanilarak
(http://firstweb.asu.edu) tahmin edildi.
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3.11. Farkh Klonlarin Nitrosefin  Aktivitelerine Bagh Unite

Tammlanmasi, Bu Unitelerin Esitlenmesi ve IPM ve MEM Aktiviteleri

pAc-KOU1, pMal-c4x-OXA-23 ve pMa-p4x-OXA-23 rekombinant
vektorlerini igeren bakteriler uygun antibiyotikli besiyerlerine ekildi ve islenmemis
protein ¢dzeltileri hazirlandi. Elde edilen islenmemis proten ¢ozeltilerinin nitrosefin
hidrolizleri 6lgiildii. Dakikadaki absorban degisimine gore hidroliz edilen nitrosefinin
konsantrasyonu hesaplandi. Assay hacmine gore hidroliz edilen nitrosefinin
konsantrasyonu nmol’e ¢evrildi. 100 nmol nitrosefini bir dakikada hidroliz eden
enzim miktar1 bir iinite olarak tanimlandi. Islenmemis protein ¢dzeltilerinin
nitrosefini hidroliz miktarlar iinite cinsinden hesaplandi ve seyreltilerek nitrosefin
aktiviteleri esitlendi. Esit nitrosefin aktivesine sahip bu seyreltilmis islenmemis

protein ¢dzeltilerinin imipenem ve meropenem aktiviteleri dlgiilerek karsilagtirildi.
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4. SONUCLAR

4.1. Sicaklik Uygulamasi ile Saflastirma

OXA-23’1in sicaklik uygulanarak yapilan saflagtirmasinda proteinin denenen

hicbir sicaklikta istenilen derecede saflagsmadigi ve hatta uygulanan sicaklik sokunun

proteini denatiire ederek aktivitesinin biiylik ¢ogunlugunu kaybetmesine neden

oldugu goriildii. Elde edilen en yiiksek saflastirma derecesi % 29 geri kazanimla 0,8

kat olarak 45 °C’de gozlemlendi. Sicaklik artikga hem geri kazanimin hem de

saflagtirma derecesinin digiisii OXA-23’lin “isiya dayaniksiz” bir protein 6zelligi

tagidigini gosterdi.

Cizelge 4.1. OXA-23 enziminin sicaklik inaktivasyonu ile saflagtirilmasi

Toplam Unite |Toplam |Ozgiil Saflastirma | % Geri
(nmol/dak 10'7) Protein Aktivite Orani [Kazanim
(mg) (U/mg 107)
Islenmemis
Protein 24 0,92 26
Cozeltisi
45 °C 7 0,324 21 0,8 29
55 °C 0,6 0,22 2,7 0,1 2,5
60 °C 0,02 0,1 0,2 0,007 0,08
4.2. Amonyum Siilfat Coktiirmesi
Benzer sekilde amonyum siilfat ¢Oktiirmesi ile yapilan saflagtirma

denemelerininde OXA-23’iin kullanilan hi¢bir amonyum siilfat konsantrasyonunda

istenilen saflastirmay1 vermedigini gosterdi.

Arzu edilen dogrultuda olsaydi eger

OXA-23’lin ¢ogunlugunun ya sivi fazda ya da ¢okelekte olmasi beklenilirdi. Test
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edilen ti¢ farkli amonyum siilfat konsantrasyonundan saflastirma amagli en faydali
goriineni % 50 amonyum siilfat ile yapilan1 olup % 12’lik bir geri kazanimla 2 kez
saflastima saglandi. ki kat saflagtirma tipik bir amonyum siilfat saflastirma orani
olmasina ragmen elde edilen geri kazanimin diisiik olusu bu metodunda OXA-23 i¢in
uygun bir metot olmadigin1 gosterdi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi geri kazanimi
ylksek olmasi halinde tercih edilen bir metot olup bir sonraki saflastirma adimindan
once tuzdan kurtulmak icin diyaliz yapiminmi gerektirir. Protein saflastirilmasinda
prosediire eklenen her bir adimin son asamada elde edilecek saf proteinden kayiba
neden olmasi amonyum siilfatin ancak yiiksek geri kazanimlarda kullanilabilecegine
isaret etmektedir.

Cizelge 4.2. OXA-23 enziminin amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile saflagtirilmasi

Toplam Toplam | Ozgiil Saflastirma | % Geri
Unite Protein | Aktivite Oram Kazanim
(nmol/dak  |(mg) |[(U/mg10")
107)
Islenmemis
Protein Cozeltisi >0 b8 %
% 30 Cokelek 24 0,06 40 1,3 4,8
% 30 Ust Faz 5 0,224 20 0,6 10
% 50 Cokelek 6,4 0,104 60 2 12,8
% 50 Ust Faz 1,2 0,192 6 0,2 2,4
% 70 Cokelek 7,4 0,284 26 0,9 14,8
% 70 Ust Faz 0,2 0,038 5 0,16 0,4

4.3. Anyon Degisim Kromatografisi ile Saflastirma

Q-Sepharose anyon degisimi kromatografisi 4 farkli tampon ¢ozeltisi ve iki
farkli tuz eluenti ile denemis olmasina ragmen test edilen higbir kosulda istenilen

saflikta ve geri kazanimda OXA-23 eldesine izin vermedi.
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Cizelge 4.3. OXA-23 enziminin saflastirilmasinda anyon degistirici kromatografide
kullanilan parametreler

Kullanilan Tuz Cozeltileri

Anyon Degistirici Tamponlar:

NaCl 50mM Tris.Cl pH 9,2
50mm Tris.Cl pH 8,0

KQSO4 50mM Tris.HZSO4 pH 9,0

K,>SO4 50mM HEPES pH 8,0

Ortamin pH’s1 9,2’de tutulmasina ve boylelikle OXA-23’lin net eksi yiikle

ylklenmis olmas1 zorlanmis olmasina ragmen anyon degisim kolonuna baglanmanin

zayif oldugu ve proteinin yikamalar sirasinda seyreltik bir sekilde geldigi goriildii.

Buna ilaveten kolona baglanan proteinin tuz gradienti ile indirilmesi halinde de

OXA-23’lin diger birgok proteinle birlikte kolondan indigi ve bu yiizden de

saflasmadig gozlendi (Cizelge 4.4.) Aktif fraksiyonlarda yapilan 6l¢iimde % 20 geri

kazanimin % 82’lik protein geri kazanimi ile uyusmayis1 OXA-23’lin bu kolonda

aktivite kaybettigini de gostermektedir.

Cizelge 4.4. Anyon degistirici kromotogafi sonucu

Toplam )

iinite Toplam | Ozgiil
Anyon Degistirici | (nmol/dak |protein |aktivite Saflastirma | % Geri
Kormotografi 107) (mg) (U/mg 10°7) orani kazamm
Islenmemis
protein ¢ozeltisi 5,32 35 0,14
Fraksiyon 1 0,155 2 0,0775 0,5 3
Fraksiyon 2 0,17 4 0,0425 0,3 32
Fraksiyon 3 0,225 10 0,0225 0,16 472
Fraksiyon 4 0,44 11 0,0415 0,3 8,2
Fraksiyon 5 0,075 2 0,0375 0,26 1,4
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Sekil 4.1. Anyon degistirici kromatografi sonucu. Toplam protein o, 6zgiil aktivite
A, Toplam {inite ¢ sembolleriyle gosterilmistir.

4.4. Katyon Degisim Kromatografisi ile Saflastirma

Katyon degisim krotmatografisi iki farkli tamponla iki farkli pH’da
gerceklestirildi.

Cizelge 4.5. OXA-23 enziminin saflagtirilmasinda katyon degistirici kromatografide
kullanilan parametreler

Kullanilan Tuz Cozeltileri Katyon Degistirici Tamponlari
NaCl 50 mM MES pH 5,5
NaCl 50 mM Sodyum Asetat pH 6,0

pH 5,5’de OXA-23’1in net yiikiiniin pozitif olmasi ve kolona gii¢lii bir sekilde
baglanmasi beklendigi halde kromatografi sonrasinda OXA-23’iin sadece % 20 sinin
aktivitesini kaybetmeden kolondan indigi ve bu % 20’ninde % 7’sinin yikamalar
sirasinda geldigi gozlemlendi. Katyon degisim kromatografisi yukarida bahsedilen

diger metotlar gibi OXA-23"lin saflastirilmasinda kullanilamaz.
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Cizelge 4.6. Katyon degistirici kromatografi sonucu

Toplam )
Katyon iinite Ozgiil
Degistirici ( nmol/dak | Toplam aktivite Saflagtirma | % Geri
Kromatografi 107) protein (mg) | (U/mg 10®*) |oram kazanim
Islenmemis
protein
cozeltisi 1270 15 84,6
Yikama 1 61 5,5 2,22 0,03 4,8
Yikama 2 29 8,5 3,41 0,04 2,28
Fraksiyon 1 6,6 0,065 10,1 1,2 0,5
Fraksiyon 2 7,3 0,1 7,3 0,52 0,57
Fraksiyon 3 6,2 0,07 8,8 0,8 0,49
Fraksiyon 4 4.2 0,05 8,4 1 0,33
0,12 - 122
2
3 01 10 B
E =
= 2
T 0,08 - +8 o
2 2
o '
c 0,06 - 6%
8 o
S 0041 4 2
o)
0,02 - 1o E
r=3
o
0 ‘ ‘ ‘ ‘ o F
0 1 2 3 4 5

Sekil 4.2. Katyon degistirici kromatografi sonucu.

Fraksiyon sayisi

A, Toplam {inite ¢ sembolleriyle gosterilmistir.
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4.5. Kontrol Deneyi-VIMS’in Saflastirilmasi

OXA-23’iin anyon ve katyon degisim kromatografisinden saflasmayisi, akla
bu kolonlarin satin alinan firmaca iyi iiretilemedigi veya laboratuvarda uygun
kosullarda saklanmadigi i¢in c¢aligmadigi ihtimalini getirmektedir. Bu ihtimallerin
dogru olmadigini gostermek i¢in ayni kolonlar1 kullanarak yapilan VIM-5 enzimi
saflagtirilmasi referans alinabilir. Yapilan saflastirma islemi sonucunda VIM-5’in %
48 geri kazanimla 10 kat saflagtigi bulunmustur (Gacar et al., 2005). Ayrica, DEAE-
25 (Whatman, USA) anyon degistirme kolon materyalide laboratuarimizda
olusturdugumuz kolon igerisine paketlenip OXA-23 saflagtirmasi i¢in kullanildi.
Alinan sonuglar bu materyalinde Q-Sepharose benzeri sonuglar verdigini gosterdi.
Bu nedenle klasik saflastirma metotlar1 yerine OXA-23’iin saflastirilmasi ig¢in

rekombianant fiizyon sistemlerinin denenmesi kararlastirildi.

4.6. OXA-23 Fiizyon Proteininin Saflastiriimasi

OXA-23 geni PZR ile pAc-KOUI iizerinden agaroz lizerinde tek band
verecek sekilde cogaltildi (Sekil 4.3).

1 2

DNA
belirteci

1000bp
900bp
800bp
700bp
600bp
500bp

850bp OXA-23 PZR
bandi

Sekil 4.3. OXA-23 genini iceren PZR {iriinii agaroz jel goriintiisii.
1. DNA belirteci (100bp DNA ladder Fermentas, USA), 2. PZR iiriinii OXA-23
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PZR’de kullanilan primerlerde EcoRI ve BamHI kesim bdlgeleri oldugu i¢in

bu iki kesim bolgeleri kullanilarak OXA-23 geni pMal-p4x ve pMal-c4x {izerine

klonlandi (Sekil 4.4).

10.000bp
3500bp

1000bp
500bp

6645bp pMal-c4x
ve pMAl-p4x
vektorleri

850bp OXA-23

Sekil 4.4. pMal-c4x-OXA23 ve pMal-p4x-OXA23 klon plazmitlerin EcoRI- BamHI
restriksiyon enzimleri ile kesimi. 1. DNA belirteci (GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
Fermentas, USA ), 2. EcoRI- BamHI kesilmis klon 1 pMal-c4X-OXA23, 3.EcoRI-
BamHI kesilmis klon 2 pMal-c4X-OXA23, 4. EcoRI- BamHI kesilmis klon 1 pMal-
p4X-OXA23, 5. EcoRI- BamHI kesilmis klon 2 pMal-p4X-OXA23
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Klonlamay1 takiben fiizyon proteini uygun sartlarda E. coli K12 igerisinde
ekprese edildi. Amiloz rezini iizerinden metotlar kisminda tarif edildigi sekilde

saflastirildi ve SDS-PAGE iizerinde saflik derecesi onaylandi (Sekil 4.5).

116 kDa L
MBP-0XA23 ~72 kDa

66 kDa S

45 kDa
MBP ~42kDa —

35kDa

OXA-23~30kDa———— o

25kDa -_—

Sekil 4.5. MBP-OXA-23 fiizyon protein Faktor-Xa kesimi ve saf fraksiyonlarin
SDS-PAGE goriintiisii. 1. Protein Belirteci (Fermantas, USA); 2. Saf MBP-OXA-23
flizyon protein; 3. Faktor-Xa ile kesilmis MBP-OXA-23 fiizyon protein; 4. Saf MBP-
OXA-23 fiizyon protein #1; 5. Saf MBP-OXA-23 fiizyon protein #2; 6. Saf MBP-
OXA-23 filizyon protein #3; 7. Saf MBP-OXA-23 fiizyon protein #4; 8. Saf MBP-
OXA-23 fiizyon protein #5.

SDS-PAGE iizerinde 72 kDa boélgesinde gozlemlenen tek band flizyon MBP-
OXA-23’1lin yliksek oranda saflagtigin1 gosterdi.

4.7. OXA-23’iin MBP’den Ayristirilmasi

OXA-23’i flizyon yapildig1 protein olan MBP’den ayirmak i¢in saf protein
Faktor-Xa ile metotlarda tarif edildigi gibi kesime birakildi. Kesim sonuglart OXA-
23’iin gece boyu siiren kesimlerde % 100 olmasa da biiyiik ¢ogunlugunun kesildigini
ancak kesilen proteinin aktif olarak MBP’den ayristirilamayacagini gosterdi. Kisa

stireli kesimler ise (2-3 saat, oda sicakliginda) Faktor-Xa’nin flizyon proteinini ¢ok
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diisiik seviyede kestigini ve dolayisi ile kesimin pratik bir anlam ifade etmeyecegini
gosterdi. Kesim verimini artirmak i¢in ortama eklenmesi tavsiye edilen diisiik
miktardaki SDS hem kesim verimini arttirmadi hem de proteinin aktivitesini
kaybetmesine neden oldu. Bu nedenle kinetik ¢aligmalar enzimin 6zgiin 6zeliklerini
etkilemiyecegini diigiindigiimiz MBP-flizyonu ile yapildi (Kapust and Waugh,
1999).

4.8. MBP’nin OXA-23 Aktivitesi Uzerindeki EtKkisi

MBP’nin OXA-23 hidroliz aktivitesi iizerinde etkisinin olup olmadigim
gosterebilmek icin enzimin li¢ farkli klondan ekspresyonu (pAc-KOU1, pMal-c4x-
OXA-23 ve pMal-p4x-OXA-23) yapildi. Her bir eksprese OXA-23 ile nitrosefin
aktivitesi bakildi. Nitrosefin aktiviteleri temel alinarak yapilan dilusyonlarla OXA-
23 nitrosefin hidroliz aktiviteleri esitlendi.

Cizelge 4.7. Farkli klonlarin nitrosefin aktivitelerine bagli {inite tanimlanmasi ve bu
tinitelerin esitlenmesi

Uniteleri esitlemek icin

kullanilacak enzim
Klon ismi Nitrosefin iinitesi diliisyonlari
pAc-KOU1 0,11 2,7 X
pMal-c4x-OXA-23 0,6 16,2 X
pMal-p4x-OXA-23 0,037 1 X

Nitrosefin aktiviteleri esitlenmis islenmemis protein ¢ozeltileri ile imipenem
ve meropenem hidrolizi ¢alisildi. Sonuglar sitoplazmik olarak eksprese edilen fiizyon
proteininin diger OXA-23’lere oranla aktivite kaybetmedigini ve hatta 3,2 kat daha
aktif oldugunu gosterdi (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. Nitrosefin aktiviteleri esdeger islenmemis protein ¢ozeltilerinin IPM ve
MEM aktiviteleri

Klon ismi Vektor ismi IPM AA/dak MEM AA/dak

pAc-KOU1 pBK-CMV 0,0200 +0,0002 0,0037 +£0,0006
pMal-c4x-OXA-23 |pMal-c4x 0,064 +£0,018 0,0055 +0,0009
pMal-p4x-OXA-23 | pMal-p4x 0,0138 +0,0003 0,0030 +0,0005

Not: Enzim aktiviteleri li¢ kez ol¢lilmiistiir.

4.9. OXA-23 Fiizyon Proteininin Kinetigi

Materyal metotda yazildig1 gibi OXA-23’{in farkli substratlar ile Michaelis-
Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 4.6).

Imipenem—OXA23 reaksiyonu Michaelis-Menten ve
Lineweaver-Burk Grafikleri

Curve fit (Simplex) Lineweaver-Burk

1200
0 []=000 I 0[]=0.00 |

800

400

0010
/ 200

005

1s)

45



Meropenem-OXA23 reaksiyonu Michaelis-Menten ve
Lineweaver-Burk Grafikleri

0008 Curve fit (Simplex) a0 Lineweaver-Burk
0)=000 | 01[]=000 |
T : iy
0.002 o E/ : 200 :
|S] -0.20 0.15 -0.10 -0.05 UIS] 0.05 0.10 015 0.20
Penisilin G-OXA23 reaksiyonu Michaelis-Menten ve
Lineweaver-Burk Grafikleri
o Curve fit (Simplex) Lineweaver-Burk
O []=000 I o0 0 []=000 |
004 /’_,_’_’J/ 300
ISI 0.002 0.002 0.004 0.006 ‘IIS] 0.008 0010 0.012 0014 0.016
Piperasilin-OXA23 reaksiyonu Michaelis-Menten ve
Lineweaver-Burk Grafikleri
o Curve fit (Simplex) oo Lineweaver-Burk
005 //—D" P 100.0 o
voe // 80.0

18] x10* s
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Ampisilin-OXA23 reaksiyonu Michaelis-Menten ve
Lineweaver-Burk Grafikleri

o Curve fit (Simplex) w00 Lineweaver-Burk
0 [i]=0.00 0 =000

o /—/// o o

o010 s
—1500
.
0.004 s00
s
0.002 00
1s] x10° 18]
Sefepim-OXA23 reaksiyonu Michaelis-Menten ve
Lineweaver-Burk Grafikleri
o008 Curve fit (Simplex) 2000 Lineweaver-Burk
o m=000 I O [m=0.00 I
" 2000 &
-
So0s 2
002 /
.
Is1 18]

Nitrozefin-OXA23 reaksiyonu Michaelis-Menten ve

— Lineweaver-Burk Grafikleri,. ...
0 [)=0.00 I

L—

1/Vo

100
o
50
B 9E‘D/D/
50
0.05 0.05 010 015 020 025 030 035 040
1s1 18]

Sekil 4.6. MBP-OXA-23 fiizyon proteininin farkli substratlar ile Michaelis-Menten
ve Lineweaver-Burk grafikleri.
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Bu grafik degerlerinden hesaplanan kinetik degerler (Km, Vmax, k. ve
k../Km) cizelgede verildi (Cizelge 4.9).
Cizelge 4.9. OXA-23 enziminin kinetik degerleri

Substratlar Km Vmax kcat kcat/Km
(uM) (nM/sn) ") (mM'sn™)
Ampisilin 161 0,02 31 200
Penisilin G 188 0,05 78 400
Piperasilin 302 0,06 47 150
Imipenem 6,26 0,02 2,8 450
Meropenem 17 0,004 0,7 40
Nitrosefin 108,75 1,9 1500 13800
Sefepim 173 0,1 3 18
Seftazidim Belirlenemedi | Belirlenemedi | Belirlenemedi | Belirlenemedi

Sabit miktarda OXA-23 flizyon proteininin farkli konsantrasyondaki
klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktam inhibitorleri ile nitrosefin aktivitesini
yartya indiren inhibitér konsantrasyonu belirlendi (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. OXA-23’iin farkli inhibitorler ile nitrosefin aktivitesini yariya indirdigi
inhibitor konsantrasyonu.

Inhibitér Konsantrasyonu ICsy (mM)

Tazobaktam Klavulanik asit Sulbaktam

OXA-23 31 210 3300
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5. TARTISMA

5.1. OXA-23’iin Saflastirilmasi

Bu calisma ile klasik protein saflagtirma yontemlerinin OXA-23 iizerinde
etkili olmadig1 gosterilmistir. Bu bulgu daha dnce OXA-2 {izerinde ¢alisan Holland
ve Dale tarafindan fark edilmis olup OXA-2’nin saflastirilmasi amacl daha uygun
bir metot gelistirilmeye calisilmistir (Holland and Dale, 1984). OXA-23’{in iyon
degisim kromatografisinde matriks maddelerine baglanmayis1 bu proteinin yiizey
yik dagiliminin yogun bir bi¢gimde noétral amino asitlerce tutulduguna isaret
etmektedir. Yapilan elektrostatik ylizey yiik dagilimi analizi deneysel yolla fark
edilen bu ger¢egi dogrular yondedir. OXA-23’ilin yiizeyi agirlikli olarak yiiksiiz

amino asitlerce kaplanmistir (Sekil 5.1).

Crea23

SHWT

TEM1

Sekil 5.1. OXA-23, SHV-1 ve TEM-1 proteinlerinin yiizey yiik dagilimi
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Bunun aksine klasik metodlarla kolayca saflagtirilabilen SHV ve TEM
proteinlerinin yiizey ylk dagilimi OXA-23’den oldukca farklidir ve hem negatif hem
de pozitif yiliklii amino asitlerle kaplanmistir. Bu nedenledir ki bu proteinler hem
anyon hem de katyon degisim kromatografisi ile kolayca saflagtirilabilinmektedir.

Bu c¢alismada OXA-23, MBP-proteinine fiizyon yolu ile baglanmis ve
rekombinant protein tek adimda saflagtirilmistir. OXA-23’{in MBP’den ayristirilmast
amagcl yapilan Faktor-Xa kesimi basarisizlikla sonuglanmis ve bu nedenle OXA-23’e
ait kinetik parametreler fiizyon proteini ile belirlenmistir. Faktor-Xa’nin basarisizligi
bu proteine ait kesim bolgesinin flizyon sirasinda erisimi zor bir noktaya
katlanmasindan kaynaklanabilmektedir. Bu nedenle ortama NEB Lab. Inc.’ce tavsiye
edildigi sekilde eklenen diisiik miktardaki SDS, Faktor-Xa kesimini arttirmigsa da
OXA-23 aktivitesini  diisiirdiigii i¢cin kullanilmamistir. Literatiirde MBP’nin
proteinlerin aktivitesini etkilemedigine aksine ekspresyonu zor ve ¢oziiniirligi az
proteinlerin ¢oziliniirliiglinii artirarak saflastirilmalarini kolaylastirdigi gosteren c¢ok
sayida yaym mevcuttur (Sorensen and Mortensen, 2005)

MBP-fiizyon sistemi ile yapilan ¢aligmalar bu proteinin kendisine flizyon
edilen proteinlerin ¢oziiniirliikklerini artirdigini, aktivitelerini ise etkilemedigi ve diger
tag sistemleri ile karsilastirildiginda tercih edilmesi gerekli bir sistem oldugu
vurgulanmistir (Kapust and Waugh, 1999). Bu nedenledir ki kristalizasyonu zor
proteinler dahi bu proteine fiizyon yapildiktan sonra bu proteinle birlikte kristalize
edilerek analiz edilmislerdir (Kobe et al., 1999, Liu et al., 2001, Adikesavan et al.,
2005). MBP’nin flizyon yapildig1 proteinlerin katlanmasin1i nasil etkiledigi
arastirtlmis ve MBP’ye saperon protein karakteri atif edilmistir (Kapust and Waugh,
1999). ileri siiriilen modele gore sentezi yapilan fiizyon proteini énce bir ara form
alir ve bu ara form {izerinden devam eden katlanma eger ‘“native
konformasyonunda”, yani dogru bir sekilde ise flizyon proteini hiicrede ¢oziiniir
sekilde aktivitesini ve yasamin1 devam ettirir. Aksi takdirde, MBP yanlis katlanan
fiizyon proteini ile yiizeyinde bulunan hidrofobik amino asitler vasitasi ile etkileserek

yanlig katlanan proteinin ¢okmesini neden olur (Sekil 5.2).
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Sekil 5.2. MBP’nin fiizyon yapildig1 proteinlerin katlanmasini etkileyisi (Kapust and
Waugh, 1999).

Sonug olarak, bu ¢alisma ile MBP-fliizyon sisteminin OXA tipi enzimlerin
saflagtirilmasi ve karakterizasyonunda kullanilabilinecek iyi bir sistem oldugu ve
diger sistemlere gore bu enzimlerin native konformasyonunu daha iyi korudugu i¢in
tercih edilme sebebi olabilecegi gosterilmis olunmaktadir. Ayrica MBP-OXA-23
fiizyon proteininde MBP’nin OXA-23’1in aktif bolgesinden uzak olusu, bu proteinin
OXA-23 aktivitesini etkilemesinin diisiik bir ihtimal dahilinde oldugunu
gostermektedir (Sekil 5.3).

MBP OXA-23

Sekil 5.3. MBP-OXAZ23 fiizyon proteininin ikincil yapisi
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Bu teorik yaklagimlar1 desteklemek amaclh tasarladigimiz deneyde ti¢ farkli
klondan elde edilen islenmemis protein c¢ozeltilerinin nitrosefin  hidroliz
aktivitelerinin esitlenmesini takiben yapilan imipenem ve meropenem hidrolizleri
OXA-23-MBP fiizyon proteininin diger klonlardan eksprese edilmis proteinlere
oranla daha aktif oldugunu gostermistir. Bu yiizden MBP-fiizyon sistemi tercih

edilen bir beta laktamaz ekspresyon sistemi olmalidir.

5.2. OXA-23’iin Topolojik Ozellikleri

OXA-23 modeli incelendiginde bu proteinin ii¢ boyutlu yapisinin bugiine dek
elde edilmis karbapenemazlara yiiksek seviyede benzerlik gosterdigi anlagilmaktadir.
OXA-23’iin topolojisi alfa ve beta katlanmalar1 ile olusturulmus ikincil yapilarin
yani sira ¢ok sayida serbest rotasyonlar icermektedir. Merkezinde alt1 adet paralel
veya antiparalel sekilde dizilmis beta yapilar1 ile bu beta yapilarini saran kisa ve uzun
alfa helix sekonder yapilar1 vardir. Yapilan ¢oklu dizi irdelemesinde OXA-23 benzeri
proteinler arasinda sadece katlanma bolgelerinde major farkhiliklar oldugu
gbzlemlenmis, proteinin topolojisini olusturan ana sekonder &gelerin degismeden
kaldiginin farkina varilmistir. Modelimizi ana yapt olarak kullandigimiz OXA-24
yapisi ile karsilastirdigimizda, bu iki proteinin arasinda yiiksek derecede benzerlikler
oldugu gozlemlenmistir. Amino asit diizeyindeki diisiik seviyedeki benzerligin {i¢
boyutlu yapiya yansimamis olmasi ilgingtir. (OXA-23 ile OXA-24 arasinda % 60
oraninda benzerlik vardir). Ancak, OXA-23 ile OXA-24 proteinlerinin
stiperimpozisyonu bu iki protein arasindaki minor farkliliklar1 ortaya koyma
acisindan onemlidir. Yapilan siiperimpozisyonda OXA-23’iin OXA-24’den daha kisa
beta yaprakciklari icerdigi fark edilmistir.
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Sekil 5.4. OXA-23 ve OXA-24 proteinlerinin ikincil yapilarinin st tiste bindirilmis
karsilastirilmalari

Alfa sirt karbon superimpozisyonunu takiben hesaplanan RMSD degeri bu iki
proteinin sirt karbonu seviyesinde aymi sekilde diizenlendigini ve uzayda ayni
pozisyonlari iggal ettigini gdstermektedir (RMSD karbon alfa = 0,07).

OXA-23 ve OXA-24 her ne kadar topolojik seviyede benzer olsa da bu iki
proteinin aktif bolgelerini incelemeden proteinler arasindaki aktivite farkliliklarini
aciklamak veya bu konuda herhangi bir yorumda bulunmak dogru degildir. OXA-24
tizerinde aktif bolgede ii¢ element bulunmaktadir. Bu elementlerden ilki proteinin N-
ucuna yakin bir boélgede bulunan 3. helix iizerinde olup Ser81-Thr82-Phe83-Lys84
amino asit grubunu i¢ine alir. Bu element penisilin baglayan proteinlerde ve beta-
laktamazlarda katalitik serin olarak tarif edilen ve Ser-XX-Lys motifi ile formulize
edilen Ser81’igerir. ikinci aktif bolge elementi Ser128-Ala129-Val130 amino asitleri
tarafindan olusturulmus ve 4.ve 5. alfa heliks bolgeleri iizerinde yer alan bolgedir.
Bu bolge Ser128-X-Val-lIle motifinin varligi ile karakterize edilir. Bu bodlgedeki
serin, ¢evresindeki diger aktif bolge amino asitleri ile hidrojen baglar1 olusturur. Bu
hidrojen baglarinin varlig1 ve sayisi oksasilinazlar arasindaki karakteristik farklarin

dogmasinda 6nemli rol oynar. Son aktif bolge elementi ise beta laktam

53



antibiyotiklerinin penisilin baglama proteinlerine baglanabilmesi i¢in oldukca
onemlidir ve Lys218 - Ser219 - Gly220 amino asitlerinden olugsmustur.
OXA-23 ile OXA-24 arasinda yapilan dizi irdelemesi ilk iki aktif bolge

elementlerinin birebir korundugunu ancak {giinci bolgedeki Ser219’un yerini

Thr219’un aldigini gostermistir (model tizerinde Thr217 olarak verilmistir).

Sekil 5.5. OXA-23 aktif bolgesi ve korunmus dizilerdeki Thr217 konumlanmasi

Bu tip bir aktif bolge OXA-10’da da gozlemlenmis olup OXA-10 aktif
bolgesinin OXA-24’e oranla daha zor erisilebilir bir yapiya sahip olmasina sebep
olmaktadir (Paetzel et al., 2000). Ancak eldeki bilgiler 1s18inda kesin bir yapi-
fonksiyon iligkisi kurmak miimkiin degildir. Daha 6nce OXA-10 ve OXA-24 ile
yapilan kristal yap1 ¢alismalar1 aktif bolgenin ¢apini dlgerek substratin aktif bolgeyi
cevreleyen bosluga sigip sigmamasina gore tahminde bulunmustur (Paetzel et al.,
2000, Santillana et al., 2007). Ancak bu proteinlerin esneklik degerlerinin bilinmeyisi
yapilan tahminlerin aslinda dogruyu ifade etmekte eksik kaldigin1 gostermektedir. Bu
nedenle OXA-23, OXA-24 ve OXA-10 proteinlerinin esnekliklerini incelemek
gerekmektedir. Yapilan FLEX WEB simulasyonunda OXA-24’{in OXA-23’e oranla
1,5 kat daha esnek bir protein oldugu (OXA-23 i¢in toplam esneklik derecesi % 37
iken OXA-24 icin % 54°diir) goriilmiistiir.
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5.3. O0XA-23’iin Kinetik Ozellikleri

Bu c¢alismada {ii¢c tip beta laktam grubunu temsil eden antibiyotik
kullanilmistir.  Antibiyotik grup 1 penisilin grubu olup penisilin G, ampisilin ve
piperasilin ile temsil edilmigtir. OXA-23 piperasiline diisiik seviyede ilgi gostermistir
(Km 302 uM). Ampisilin ve penisilin G antibiyotikleri ile elde edilen yiiksek Km
degerlerinden dolay1 penisilin grubu antibiyotiklerin OXA-23’ilin zayif substratlari
oldugunu gostermistir. Elde edilen Km ve kcat / Km degerleri gostermistir ki
(Cizelge 4.9.) OXA-23 ampisilin, penisilin G ve piperasilin substrat olarak tercih
etmemesine ragmen bu maddeleri etkili bir sekilde hidroliz edebilir.

Antibiyotik grup iki sefalosporin grubu olup seftazidim ve sefepimi ile temsil
edilmistir. Seftazidim OXA-23 i¢in ¢cok zayif bir substrattir ve bu ¢alismada hidrolizi
Olciilemeyecek derecede diisiiktiir. Benzer sekilde OXA-27, OXA-40, OXA-69 ve
OXA-20 i¢in seftazidim hidrolizi belirlenememistir (Heritier et al., 2003, Heritier et
al., 2005, Afzal-Shah et al., 2001, Keith et al., 2005). OXA-23"{in sefepimi diisiik
seviyede hidrolizi seftazidim hidrolizinin olmayis1 ile iligkilendirildiginde, bu
enzimin genel anlamda sefalosporinleri hidrolizinin yok denecek kadar az oldugu
sOylenebilir.

Antibiyotik grup li¢ karbapenem grubu olup imipenem ve meropenem ile
temsil edilmistir. OXA-23’iin imipenem (Km 6,26uM) ve meropeneme (Km 17uM)
ilgisi ¢alisilan diger antibiyotiklere gore daha fazladir. Bu da enzimin karbapenem
grubu antibiyotiklere yiiksek ilgisi oldugunu gostermektedir. OXA-23’de dahil tiim
OXA tip karbapenemazlar diger beta laktam antibiyotiklerine oranla imipeneme
diisiik Km degerinden dolay1 yiiksek afinite gostermektedirler (Girlich et al., 2004,
Bou et al., 2000, Heritier et al., 2003). OXA-23 meropenemi imipeneme gore daha
diisiik oranda hidroliz etmektedir. Birgok OXA tipi karbapenamazlarda oldugu gibi
OXA-23"de diisiik kcat degeri ve yliksek afinitenin kombinasyonu sonucu imipenem

hidrolizini gergeklestirir (Walther-Rasmussen and Hoiby, 2006).
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6. SONUC ve ONERGELER

Bir karbapenamaz tiirli olan beta-laktamaz OXA-23 enzimi karbapenem tiirii
antibiyotikleri (IPM ve MEM) substrat olarak tercih etmekte ve etki bir sekilde
hidroliz etmektedir.

OXA-23 enziminin elektrostatik ylizey yiik dagilimi sonucunda enzim
ylizeyinin yogun oranda notral amino asitlerce kaplandigr gosterilmistir. Anyon ve
katyon degisim kromatografi metodlar1 ile saflastirmanin yerine hidrofobik amino
asit igeriginin fazla olmasindan dolayr hidrofobik etkilesim kromatografisi tercih
edilinebilir. Gelecek calismalarda hidrofobik etkilesim kromatografisi kullanilarak
saflagtirilan OXA-23’1lin ¢calismada kullanilan beta-laktam antibiyotikleri ile hidroliz
degerleri belirlenerek MBP ile flizyon yapilarak hesaplanmis kinetik degerleri

karsilastirabilinir.
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