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OZET

CHRYSOPHANOL MOLEKULUNUN IN SILIKO VE IN VITRO ORTAMDA
PSEUDOMONAS AERUGINOSA QUORUM SENSING MEKANIZMASI VE
BiYOFIiLM FORMU UZERINE ETKIiLERININ BELIRLENMESI

Pseudomonas aeruginosa, ftrettigi viriilans faktorler ile akut ve kronik
enfeksiyonlara neden olan firsatgr bir patojendir. Gelisen antibiyotik direng
mekanizmalariyla P.aeruginosa enfeksiyonlarmin tedavisinde basarisiz olunmasi
viriilans faktor mekanizmalarin1 hedefleyen yeni stratejiler gelistirilmesine 6nem
kazandirmaktadir. Biyofilm olusumunun ve viriilans faktér tretiminin QS

mekanizmasiyla kontrol edebildigi bilinmektedir.

Bu c¢alismada, Chrysophanol molekiiliniin P. aeruginosa sensor suslari
kullanilarak anti-QS etkisi; PAO1 yabanil tip susu kullanilarak antibiyofilm ve
antiviriilans etkisi incelenmistir. Ayrica in siliko olarak P.aeruginosa’ya ait QS sinyal
mekanizmasinda gorevli proteinler ile molekiiler kenetlenme gibi cesitli simiilasyonlar
gergeklestirilmistir. RhIR reseptdriine ait yap1 homoloji modelleme ile elde edilmistir.
Molekiiler kenetlenme ile baglanma enerjisi en diisiik olarak hesaplanan ve istenilen
aminoasit baglantilarini i¢eren protein-ligand kompleksleri alinarak molekiiler dinamik
simiilasyonlarina tabi tutulmus ve MM-GBSA metoduyla baglanma serbest enerjileri
hesaplanmustir. Pozitif kontrol olarak her proteinin kendi endojen agonisti ve QSI etkisi
bilinen Penicillic acid molekiilii kullanilmistir. Chrysophanol, 135.8 uM’lik ilk dozunda
lasB-gfp, rhlA-gfp ve pgsA-gfp suslarinda sirasi ile % 52.6, % 20.1 ve % 73.1 oraninda
inhibisyon belirlenmistir. Ayn1 dozda antibiyofilm etkisi % 43.8 ve antiviriilans 6zelligi
piyosiyaninde % 96.4, elastazda % 88.3 ve proteazda %52.3’diir. Molekiiler kenetlenme
ve molekiiler dinamik simiilasyonlarinda Lasl, LasR ve PqsR sistemlerinde molekiiliin
etkinliginin basarili ve stabilitesinin kararli oldugu belirlenmistir. In vitro inhibisyonlar
g6z Oniine alindiginda in siliko ve in vitro caligmalarin birbirleriyle tutarli oldugu
gorilmiistiir. Chrysophanol molekiiliin antiviriilans ve QSI 6zelligininin in vitro olarak
belirlenmesi ve Lasl, LasR, PgsR ve RhIR reseptorlerine ait detayli in siliko

hesaplamalarin bu ¢aligmada yapilmasi ile literatiire katki saglanacag: diistiniilmektedir.

Vii



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE EFFECTS OF CHRYSOPHANOL ON
PSEUDOMONAS AERUGINOSA QUORUM SENSING MECHANISM AND
BIOFILM FORMATION VIA IN SILICO AND IN VITRO METHODS

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen that causes acute and
chronic virulence associated infections. Developing antibiotic resistance mechanisms
causes failure to treat P.aeruginosa infections. Consequently, new approaches are aimed

at reducing virulence factors.

In this study, the anti-QS effect of Chrysophanol using P. aeruginosa sensor
strains, antibiofilm and antivirulence effect using wild type strain PAO1l were
investigated in vitro. Molecular docking simulations were carried out with proteins
involved in the QS signaling mechanism of P. aeruginosa. The structure of the RhIR
receptor was obtained by homology modeling. Protein-ligand complexes with the lowest
binding energy and containing the desired amino acid connections were subjected to long

molecular dynamics simulations and MM-GBSA free energies were calculated.

In the first dose of 135.8 uM of Chrysophanol, inhibition of lasB-gfp, rhlA-gfp
and pgsA-gfp strains was 52.6%, 20.1% and 73.1%, respectively. The same dose of
antibiofilm effect is 43.8% and the antivirulence feature is 96.4% in piyosiyanin, 88.3%
in elastase and 52.3% in protease. Each protein has its endogenous agonist and the
Penicillic acid molecule known for its QSI effect is used as a positive control. Our
simulations indicated that the effectiveness of the molecule is successful and its stability
is stable in QS systems. Considering in vitro inhibition, in silico and in vitro studies were
found to be consistent with each other. It is thought that the antivirulence and QSI
property of Chrysophanol is determined in vitro and detailed in silico calculations of each

reseptors will contribute to the literature.
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1. GIRIS

Bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisindeki birincil problem, antibiyotiklerin yanlis
veya eksik kullanimlarina bagli olarak bakterilerin antibiyotiklere karsi gesitli direng
mekanizmalar1 gelistirmesi ve bu sebeple bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilan antibiyotiklerin tedavide yetersiz kalmasi olarak bilinmektedir. Artan
antibiyotik direnci ile firsatgr patojenlerin yayginlagsmasi sonucu insan saghig: ciddi
problemlerle karsi karsiya kalmaktadir (Neufeld ve ark., 2017). Epidemiyolojik
caligmalar, antibiyotik tiiketimi ile direngli bakteri suslarinin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi
arasinda dogrudan bir iliski oldugunu géstermektedir (Ventola, 2015). Hastalik Onleme
ve Kontrol Merkezi (Center for Disease Control, CDC) verilerine gore, ABD'de ¢oklu
antibiyotik direncine sahip bakteri kaynakli enfeksiyonlar nedeniyle her yil en az 23.000
kisinin dogrudan, ¢ok daha fazlasinin ise antibiyotik direngli enfeksiyonlar sebebiyle
dolayl1 yoldan 61diigii belirtilmektedir (CDC, 2013). Avrupa Saglik Onleme ve Kontrol
Merkezi’'ne (European Center for Disease Prevention and Control, ECDC) gore
Avrupa’da bakteri kaynakli enfeksiyonlarin 25000’inin antibiyotik direnci sebebiyle
Oliimle sonuc¢landigini bildirmektedir. ECDC verilerine gore Avrupa’da bakteriyel
enfeksiyon kaynakli saglik problemleri nedeniyle yilda 15 milyar Euro, CDC verilerine

gore Amerika Birlesik Devletleri’nde ise 35 milyar dolar kayip meydana gelmektedir.

Buna ek olarak her y1l Amerika Birlesik Devletleri’nde 51.000 kisi Pseudomonas
aeruginosa enfeksiyonu gegirmektedir. 6.000’den fazlasi (%13) ¢oklu ilag direncine
maruz kalmakta olup, her yil P. aeruginosa enfeksiyonu sebebiyle 400’den fazla kisi
hayatin1 kaybetmektedir (Mungroo ve ark., 2016). P. aeruginosa nin biyofilm olusturma
ve viriilans faktorleri liretme 6zelligi ile antibiyotik direnci gelistirmesi ve sebep oldugu
enfeksiyonun kroniklesmesi  dolayisiyla klinik acidan 6nemli bir patojen haline

gelmektedir.

ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi, cogu enfeksiyonun %65 ila %80'inin
biyofilmler tarafindan kaynaklandigin1 belirtmektedir (Lewis, 2007; Grandclément ve
ark., 2016). P. aeruginosa'nin patojenezi, yapismay1 diizenleyen ve/veya konakei hiicre

sinyal yollarin1 kesen birkag¢ bakteriyel viriilans faktorii tarafindan kontrol edilmektedir



(Valentini ve ark., 2017). P. aeruginosa hiicresel (flagella, pili, lektinler, aljinat/biyofilm
ve lipopolisakkarid) ve hiicre dis1 (proteazlar, hemolizinler, sitotoksin, piyosiyanin,
sideroforlar, ekzotoksin A, ekzoenzim S ve ekzoenzim U) viriilans faktorleri iretmektedir
(Strateva ve Mitov, 2011). Biyofilm olusumunun ve bir¢ok viriilans faktor {liretiminin
Quorum sensing (QS) mekanizmasi ile baglantili bir siire¢ oldugu bilinmektedir (Kalia
ve ark., 2013).

1.1. Antibiyotik Direnci

Antibiyotikler geg¢misten bu yana bakteri kaynakli enfeksiyonlarimin
tedavisinde  kullanilan terapétik ilaglardir (Defoirdt, 2018). Patojenik bakterilerin
geleneksel olarak kullanilan antibiyotiklere direng gelistirmesi diinya ¢apinda bir saglik
problemi haline gelmistir. Ayrica potansiyel diren¢ mekanizmalariyla (mutasyonlar,
konjugasyon, transdiiksiyon veya transformasyon gibi) bakterilerin kazandig1 antibiyotik
direnci, nesiller boyunca aktarilmaktadir (Sommer ve ark., 2017). Asir1 ve/veya
kontrolsiiz antibiyotik kullanimina bagl olarak ¢oklu ilaca direngli (MDR) ve asir1 ilaca
direngli (XDR) bakteri suslar1 ortaya ¢ikmistir. Bu direngli bakterilerin prevalansindaki
artis, klinikte geleneksel antibiyotiklerin etki mekanizmalarinin sinirlanmasina veya
kaybima neden olmaktadir (Banin ve ark., 2017). Bu durumun saglik alaninda artan
oliimlere ve biiyiik ekonomik kayiplara sebep olacagi bildirilmistir. Ancak, antibiyotik
direncinin artisina engel olmak imkansiz gibi goriinmektedir, ¢linkii hali hazirda
giinlimiizde kullanilan ilaglar uzun vadeli bir etkinlik beklenmeksizin 6nceden kesfedilen
antibiyotiklerin modifikasyonlaridir. Yeterli terapotik aktiviteye, farmakokinetik
dinamige ve giivenirlilige sahip yeni antibiyotik siniflarmin kesfinin, kati diizenlemeler
ve ekonomik sorunlar nedeniyle zorlasmasi (Wright, 2017) yeni tedavi stratejilerine olan
ithtiyact arttirmistir. ABD Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri (CDC), ABD'de ilag
direnci ve yetersiz kalan tedavi yontemlerinden 6tiirti 2013 yilinda ortalama 23.000 6lim
meydana geldigini ve ayrica antibiyotik direncine bagli olarak goriilen enfeksiyonlarin
tedavisi i¢in yilda yaklagik 20 milyar dolar harcandigini agiklamistir. Yine 2013 yilinda,
antibiyotik direnci nedeniyle Hindistan'da 58.000'den fazla bebegin 61diigii bildirilmistir
(Rather ve ark., 2017). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) yeni antibiyotik siniflarma duyulan

acil ihtiyac1 vurgulayarak patojenler i¢in kritik, yliksek ve orta diizey olarak kategorize



edilen antibiyotik oncelikleri listesi yayinlamistir. Bu listeye gore, P. aeruginosa yeni
antibiyotiklerin aragtiritlmasi ve gelistirilmesi noktasinda kritik bir Oncelige sahiptir
(Diinya Saglk Orgiiti (WHO), 2017). CDC verilerine gore, ABD’de her yil gériilen
51.000 P. aeruginosa enfeksiyonunun 6.000'den fazlasinin (%13) c¢oklu ilag direnci
nedeniyle ortaya c¢iktigt ve bu enfeksiyonlarin 400'iniin 6limle sonuclandigi
bildirilmistir. Bu nedenle, geleneksel olmayan ve yeni kesfedilecek antibiyotik
bilesiklerin kesfine olan ihtiya¢ mithimdir. Bu pencereden bakildiginda, arastirmacilar
antibiyotik benzeri etken maddelerin dogal iriinlerden elde edilebilecegine
inanmaktadirlar. Ancak, ila¢ kesifl siirecinde; ilag boyutu, etik kaygilar, genis spektrumda

etkinlik ve toksik olmama gibi dikkat edilmesi gereken siki kriterler bulunmaktadir.
1.2.Pseudomonas aeruginosa'mmn Klinik Onemi

Pseudomonas aeruginosa, toprak, deniz suyu, tatli su, bitki, hayvan, ev ve

hastane gibi ¢esitli ortamlarda koloni olusturabilen aerobik ve Gram negatif bir bakteridir.

Eglence, tedavi, spor gibi bircok nedenle insanlar arasinda sik kullanilan yiizme
havuzlari, kaplicalar ve jakuziler halk sagligi agisindan ciddi riskler tasimaktadirlar
(Mena ve Gerba, 2009). Ayrica P. aeruginosa salginlarinin kaplicalarda, jakuzilerde ve
sicak su kiivetlerinde goriilme sikliginin diger organizmalara oranla yiiksek oldugu
bildirilmistir. Su kaynakli hastaliklardan korunmak i¢in yapilan klor uygulamasinin, klora
direngli patojenlerin ¢ogalimini engelleyemedigi ve dezanfeksiyon yan f{iriinlerinin
(DBP) olusumuna bagl olarak kanserojenite gibi saglik riskleri tasidigi bildirilmistir
(Yeh ve ark., 2014; Cheema ve ark., 2017). Ayrica, P.aeruginosa nin <1 mg/L kalinti
klor seviyelerinde bile tiim yiizeyler tizerinde biyofilm olusturabilme kabiliyetine sahip

oldugu bildirilmektedir (Guida ve ark., 2016).

CDC ve ABD Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH) beyannamesine gore, ABD'deki tiim hastane
enfeksiyonlariin sirasiyla % 65'1 ve % 80'1 bakteri biyofilmleri ile iligkilidir (Joo ve Otto,
2012). Ancak, ¢ogunlukla biyofilm olusumlarina bagli enfeksiyon gegiren hastalarda
klinik uygulamadaki tedavi segenekleri kisithidir. Bu bakterilerin biyofilm formlarinimn
planktonik formlarina kiyasla antibiyotiklere karsi 1000 kat daha direngli oldugu

gosterilmistir (Olson ve ark., 2002). Yiizme havuzlarinda olusan biyofilm tabakasinin



ortadan kaldirilabilmesi i¢in dezenfektan olarak kullanilan klorun normal degerinden
3000 kat fazla kullanildiginda etkili oldugu bildirilmistir (Kekeg ve ark., 2016). Klor
uygulamasi kendi basina etkili olamadigindan, bu sorunun {istesinden gelmek i¢in yeni
alternatif yaklasimlar gelistirilmelidir. Bu firsatg1 patojenin klinikteki 6nemi, goklu olarak
antimikrobiyallere diren¢ gelistirebilme oOzelliginden, viriilans faktorleri (Ornegin,
ekzoproteazlar, sideroforlar, rhamnolipidler, piyosiyanin, elastaz, ekzotoksin A,
fosfolipaz C) salgilamasindan, toplum veya hastane kaynakli enfeksiyonlarla sonuglanan
biyofilm yapisi olusturabilmesinden kaynaklhidir. P. aeruginosa, immiin sistemi
baskilanmis hastalarda kistik fibrozise, zatiirre, idrar yolu enfeksiyonlari, cerrahi bolge
enfeksiyonlari, kan dolasimi enfeksiyonlar1 ve yanik iinitelerinde goriilen deri
enfeksiyonlar: gibi kalict hastane enfeksiyonlarina neden (Driscoll ve ark., 2007). Kistik
Fibrozis (KF), P.aeruginosa’nin sebep oldugu kronik akciger enfeksiyonlarina bagl
yliksek mortalite ve morbidite oranlarina sahip genetik bir hastaliktir (Lyczak ve ark.
2002). 2004 yilinda ABD Kistik Fibrozis Vakfi (Cystic Fibrosis Foundation Patient
Registry), solunum yollarindan alinan kiiltiirlerin  %57.3'tinde P. aeruginosa'nin
tanimlandigin1 bildirmistir (Driscoll ve ark., 2007). Avrupa Kistik Fibrozis Dernegi
verilerine ve yeni dogan tarama programlarina gore, 16 Avrupa iilkesinde 2025'teki KF
insidansinin yaklagsik olarak %50 artacagi ve bu artisin %75’ inin yetigkinlerde, %20’sinin

cocuklarda goriilecegi tahmin edilmektedir (Schwarz ve ark., 2018).

1.3.Pseudomonas aeruginosa’da Bakteriyel fletisim (Quroum Sensing-Salt

Cogunlugu Algilama)

Gecmiste, bakterilerin planktonik (serbest yilizen) tek hiicreler halinde bir arada
yasadigima ve cok hiicreli organizmalarda goriilen cevresel degisikliklere tepki
vermedigine inanilmaktaydi. Zamanla planktonik hiicrelerin var olmalart i¢in diger
organizmalarla rekabet etmeleri ve dogada kalmak zorunda olmalar1 sebebiyle dogada
tek olarak var olamayacaklar1 dogrulanmistir (Vu ve ark., 2009). Yakin ge¢miste ise,
bakterilerin sosyal davranislarini kontrol etmelerini saglayan salt ¢cogunlugu algilama-
quorum sensing (QS) sistemi ile iletisim kurduklart belirlenmistir (Fuqua ve ark. 2001).
Ortamdaki yiiksek bakteri popiilasyonu yogunlugu; tiir i¢i, tiirler aras1 veya alemler arasi

etkilesimler i¢in QS sisteminin tetiklenmesine yol agmaktadir (Waters ve Bassler, 2005;



Choudhary ve Schmidt-Dannert, 2010; Clinton ve Rumbaugh, 2016). Otoindiiktér
(autoinducer, Al)ler olarak adlandirilan kiigiik molekiil agirlikli ve kolaylikla diffiize
olabilen kimyasal sinyal molekiilleri bakterinin mikrogevresine salinmaktadir (Galloway
ve ark., 2012). Ug ana Al tiirii tanimlannustir: (i) Gram negatif bakteriler i¢in homoserin
laktonlar (HSL'ler) olarak da bilinen Al-1; (ii) Gram pozitif bakteriler i¢in otoindiikleyici
peptitler (AIP); (iii) Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin kendi aralarindaki iletigimi
saglamak i¢in ise otoindiiktor-2 (Al-2) (Parsek ve Greenberg, 2005; Rutherford ve
Bassler, 2012).

P. aeruginosa, tiir i¢i iletisim kurmak i¢in hiyerarsik olarak birbiriyle iliskili dort
QS sistemine sahiptir: las, rhl, pgs ve igs (Lee ve Zhang, 2015; Papenfort ve Bassler,
2016). P. aeruginosa, sinyal molekiilleri olarak N-a¢il homoserin lakton (AHL)lar1
kullanmaktadir. P. aeruginosa QS sistemi Lux homologlari olan LasRI ve RhIRI'y1
icermektedir. N- (3-oksododekanoil) homoserin lakton (3-okso-C12-HSL, OdDHL), Lasl
sentaz tarafindan sentezlenir ve daha sonra, bu otoindiiktor, lasA proteaz, lasB elastaz,
apr, alkalin proteaz ve ekotoksin A gibi viriilans genlerinin transkripsiyonuyla sonuclanan
reseptor LasR'ye baglanir. P. aeruginosa biyofilm olusumunun las sistemi tarafindan
diizenlendigi bildirilmistir. Las sistemi rhl sistemi iizerinde de diizenleyici rol
oynamaktadir (Pesci ve ark., 1997; Lee ve Zhang, 2015). Rhl sistemi ise benzer sekilde
RhI, RhR ve otoindiiktor N-butanoil-homoserin laktonu (C4-HSL, BHL) igerir. C4-HSL
salimimi ile rhamnolipid, piyosiyanin, elastaz, hidrojen siyanid ve lektinlerin iiretimi
tetiklenir. Uciincii QS sistemi olan “Pseudomonas quinolone signal” (pgs) sisteminin
regiilator olarak PqsR’yi, sinyal sentezi i¢in pqgsABCDE-phnAB operonunu ve PqsH’1 ve
sinyal molekiilleri olarak 2-heptil-3-hidroksi-4-(1H)-kinolon (HHQ) ve 2-heptil-4-
hidroksikinolonun dahil oldugu 2-alkil 4-kinolon (AQ)lar1 igerdigi bildirilmistir (Lee ve
Zhang, 2015).

QS sistemi tarafindan diizenlenen genlerin, tiire 6zgii viriilans faktorlerini ve
bakteri ile konak arasindaki etkilesimi saglayan diger genleri kodladigi bilinmektedir
(Hentzer ve ark., 2003) Ayrica, P. aeruginosa QS ile iliskili genlerin (% 10'dan fazla)
diren¢ ve stres kosullarinda; elastaz, proteaz, ekzotoksin A, rhamnolipid, piyosiyanin,

aljinat, lipaz, piyoverdin, lektinler vb., bircok virlilans faktorlerinin salinimindan,



motiliteden, antibiyotik direncinden, biyofilm olusumu i¢in metabolik yolaklarin

diizenlenmesinden sorumlu oldugu bildirilmistir (Moradali ve ark., 2017).

LasB geni elastaz tiretiminden sorumlu oldugu gibi konakta elastin, kollajen ve
diger matriks proteinlerinin degradasyonunu tetiklemekte gorevli oldugu bilinmektedir.
LasA geninin iirettigi proteaz enzimi, epitelyal bariyerin bozulmasina ve P.aeruginosa
kolonizasyonunun artmasina neden olur. TOXA geni tarafindan salgilanan ekzotoksin,
hiicre oliimiiyle birlikte bakteriyel kolonizasyonun artmasina neden olur. RhIAB geni
tarafindan kodlanan rhamnosiltransferazlarin (rhamnolipid) tiretimi, konakta makrofaj ve
polimorfoniikleer lenfositlerin nekrozu ve ayrica biyofilm olusumuyla sonuglanir. Lektin,
lecA (galaktofilik lektin) tarafindan kodlanir ve hava yollarindaki siliyalarin paralizine ve
kolonizasyonun artmasina yol agar. hcnABC, akciger fonksiyonlarinda bozulma ile
sonuglanan hidrojen siyaniir iiretiminden sorumlu olan bagka bir QS ile iliskili gendir.
phzABCDEFG phzM geni ile diizenlenen piyosiyanin tiretimi, oksidatif strese ve notrofil
hasarina neden olarak P. aeruginosa enfeksiyonlarina karsi verilen hizli inflamatuar

yanitin kaybina sebep olmaktadir (Lee ve Zhang, 2015).

QS ile iligkili biyofilm olusumu bakteriyel patogenezde 6nemli bir role sahiptir
(Costerton ve ark., 1999). Biyofilmler bakterilerin toplu davraniglarinin bir sonucu olarak
olusmaktadir (Hentzer ve Givskov, 2003). Biyofilmler, eDNA (hiicre disi- extracellular
DNA), lipid, ekzopolisakkarit, protein ve diger makromolekiilleri igeren hiicre disi
polimerik madde (EPS) matrisinde bakteri hiicrelerinin yiizeye tutundugu hiicre

topluluklaridir (Flemming ve Wingender, 2010).

Biyofilm olusumu siirecinde bakteriler yiizeye tip IV pili ve adhezinler ile
baglanmaktadir. Bu asamada, geri doniistimsiiz bir baglanma meydana gelir ve ardindan
mikrokoloniler olusur. Biyofilmin olgunlagmasi cevresel kosullara ve QS tarafindan
diizenlenen ¢esitli faktdrlere baglidir. Rhamnolipidin asir1 ekspresyonu ise, dagilmaya
neden olarak bakterilerin diger yiizeylerde de kolonilesmesini saglamaktadir. Biyofilm
olusumu dezenfektanlara, antibiyotiklere, UV'ye vb. kars1 diren¢ saglayarak istilact
patojenlerin  konagm immiin reaksiyonlarina karsi savasmasina izin vermektedir
(Costerton ve ark., 1999). Biyofilm formu iginde bulunan bakteriler planktonik

formlarma kiyasla antibiyotiklere kars1 10-1000 kat daha dayaniklidir (Olson ve ark.,



2002). Ayrica biyofilm yapisi i¢indeki bakteriler antibiyotiklere karsi direng gdsterme
egiliminde olmasi c¢oklu ilag direncine sebebiyet vermektedir (Lewis, 2007).
Antibiyotiklere ve konak bagisiklik sistemine ragmen gelisen bu direng gbz Oniine
alindiginda, kolonizasyon ve biyofilm olusumunun artmasiyla kronik enfeksiyonlarin
tedavisinin giic oldugu aciktir. Bjarnsholt ve ark., (2009) KF hastalarinda kronik P.
aeruginosa enfeksiyonlarimin yogun antibiyotik tedavisi ile baskilanabilecegini ancak
ozellikle olgun biyofilm formu i¢inde bulunan bakterilerin tamamen yok edilemeyecegini

bildirmislerdir.

1.4.Quroum Sensing Inhibisyonu: Pseudomonas aeruginosa Ile Miicadelede
Alternatif Yaklasim

Bilindigi lizere, viriilans faktorlerinin mikroorganizmalar tarafindan tiretilmesi
hastaligin klinik seyrinde 6nem tasimaktadir. Bu faktorler, bakteriyel patojenite ile konak
direnci arasindaki dengenin bozulmasina bagli olarak konak immiin sisteminde hasara
neden olabilir (Peterson, 1996). Bakteriyel enfeksiyonlar icin geleneksel tedavi
yontemleri bakteriyi 6ldiirmeyi veya gelisimini durdurmay1 hedef alan aktif bilesiklerdir
(Hentzer ve Givskov, 2003). Fakat onceki boliimlerde belirtildigi gibi, antibiyotiklere
kars1 gelisen bakteriyel direng sayesinde geleneksel antibiyotik tedavileri yetersiz kalmasi
halk sagliginda ciddi problemlerin yasanmasina sebep olmaktadir (Dickey ve ark., 2017).
Giliniimilizde arastirmacilar, bakteriyel antibiyotik direnci ile miicadele icin alternatif
olarak antiviriilans yaklasimlarina odaklanmistir. Bu alternatif yaklasimlarda hedeflenen
antibiyotiklerin etki mekanizmasindan farkli olarak bakterileri 6ldiirmek veya
gelisimlerini inhibe etmek Yyerine, bakterilerin viriilans faktorlerini iiretmesini
engelleyerek bakteriyel enfeksiyonlar1 ve konakta olusabilecek hasarlari dnlemektir
(Grandclement ve ark., 2016). Bu yaklagimin, geleneksel antibiyotiklere karsi ilag direnci
agisindan stiin ozellikleri oldugu varsayilmaktadir (Dickey ve ark., 2017; Defoirdt,
2018).

QS sisteminin bloke edilmesi antiviriilans yaklagimlardan biri olarak
bilinmektedir. Quorum quenching (QQ), QS sinyalizasyonunu bloke etme diger bir

deyisle bakteriyel haberlesmeyi engelleme islemindeki tiim siiregleri kapsamaktadir



(Dong ve ark., 2001). Bakteriyel iletisimi engelleme potansiyeline sahip dogal
bilesiklerin oldugu literatiirde bildirilmistir (Hentzer ve Givskov, 2003). Literatiirde QS
mekanizmasini inhibe etme (QSI) potansiyeli tasiyan gesitli enzimler ve kimyasal
bilesikler tanimlanmistir. Aksoydan (2014), dogal bir polimer olan kitosan ve kitosan
nanoparg¢aciklarinm antibakteriyel ve anti-QS etkisinin in siliko ve in vitro ortamlarda
incelenmesini arastiran ¢alismasinda kitosan-TPP nanopargaciklarin fosfat limitasyonu,
antimikrobiyal peptit, katyonik antimikrobiyal peptit ve redoks sinyalleri gibi
mekanizmalarda kitosan molekiillerine gore daha yiiksek bir skor gdosterdigini

belirtmistir.

Ancak bir molekiilin QSI 6zelligi tasimasi i¢in diisiik molekiiler agirlikta,
yiiksek spesifite gosteren verimli ve stabil bilesikler olmasi gerektigi bildirilmistir. Ayrica
QSI bilesiklerin  konak i¢in olumsuz etkilere sebebiyet vermemesi ve hidrolitik
enzimlerden etkilenmemesi gerektigi bildirilmistir (Kalia, 2013). Ote yandan, bazi
bilesikler reseptorlere baglanir ve agonist olarak etkilerini aktive eder ve QS ile iligkili
genlerde yukar1 regiilasyona neden olur. QSI'lerin bu anlamda inhibisyon hedefleri
tizerinde antagonistik etkiler gostermesi tercih edilmektedir. QS sistemi; QS sinyal
biyosentezinin inhibisyonu, QS sinyal molekiillerin degrade edilmesi veya sinyal
molekiiliiniin algilanmasinin inhibisyonu gibi yaklasimlarla inhibe edilebilmektedir

(Rasmussen ve Givskov, 2006; LaSarre ve Federle, 2013).

1.5.Bilgisayar Destekli Yaklasimlar (Computer Based Approaches- Virtual

Screenings- Bilgisayar tabanh sanal tarama):

Ilag kesfi siirecinde, terapotik hedeflere uygun potansiyel etkilesime sahip yeni
ilaglarin gelistirilmesi 6nemli bir yer tutmaktadir (Batool ve ark., 2019). Geleneksel
olarak, oncii tanimlama, deneysel yiiksek verimli tarama (HTS- high througput screening)
ile saglanir, ancak zaman alic1 ve yiiksek maliyetlidir (Cheng ve ark., 2012). Hedef
tanimlama siirecinin bagindan FDA onayli bir ilacin gelistirilmesine kadar tipik bir ilag
kesif dongiisiiniin tamamlanmasi yaklasik 2.6 milyar dolar (Mullard, 2014) maliyet ile 14
yila (Song ve ark., 2009) kadar siirmektedir. Bu duruma ek olarak, son yillarda, klinik



caligmalarin farkli asamalarindaki basarisizlik nedeniyle piyasadaki yeni ilaglarin

sayisinda bir diistis oldugu kaydedilmistir (Lavecchia ve Cerchia, 2016).

Kasim 2018'de, FDA onayl1 yeni ilaglarin gelistirilmesi i¢in temel denemelerin
toplam maliyetini tahmin etmek i¢in yapilan bir ¢alismada; FDA tarafindan 2015-2016
doéneminde onaylanan 59 yeni ilacin ortalama etkinlik maliyetinin 19 milyon dolar oldugu
belirtilmistir (Moore ve ark., 2018). Bu nedenle, hesaplamali yontemler ile etkin, diisiik
maliyetli ve genis spektrumlu alternatifler gelistirerek geleneksel ilag kesif yontemlerinin

sinirlamalarinin iistesinden gelmek gerekmektedir (Batool ve ark., 2019).

Son yillarda biyolojik hastaliklarin tanimlanmasinda kiiciik molekiil veri
bankalarindan elde edilen molekiiller umut vadetmektedir (Sahin & Durdagi, 2020;
Salmas ve ark.,2017). Hesaplamali biyoloji ve biyofizik teknikleri, terapétik ilag olarak
yeni molekiillerin bulunmasinda veya tanimlanmasinda, bu ligandlarin makromolekiillere
baglanma afinitelerinin yiiksek dogrulukla tahmin edilebilmesi sebebiyle biiyiik 6nem
tasimaktadir. Ayrica bu teknikler ila¢ adayinin belirlenmesindeki siireyi ve maliyeti
azaltarak klinik arastirma siirelerini hizlandirmasi ile ila¢ kesfinin daha pratik hale

gelmesi beklenmektedir (Sahaboglu ve ark., 2019)

Gelencksel ilag kesif yontemlerinin (klasik veya ileri farmakoloji) aksine,
rasyonel ilag tasarimi verimli ve ekonomiktir (Batool ve ark., 2019). Akilci ilag tasarim
yontemi ayni1 zamanda ters farmakoloji olarak da bilinir, ¢iinkii ilk adim, daha sonra
kii¢iik molekiillii kiitiiphanelerin taranmasi i¢in kullanilan hedef proteinleri tanimlamaktir
(Swinney ve ark., 2011). Biyomolekiiler spektroskopik yapi belirleme yontemlerinde
kaydedilen ilerlemeler ile birlikte yapisal ve molekiiler biyolojide garpici ilerlemeler
kaydedilmistir. Bu yontemler, 100.000'den fazla proteinin ii¢ boyutlu (3B) yapisinin aciga
¢ikartilmasini saglamistir (Ferreira ve ark., 2015). Bu tiir verilerin depolanmasi (ve
diizenlenmesi) ile birlikte, giin gectikce daha sofistike ve basarili hesaplama teknikleri
gelistirilmesiyle devam etmektedir. insan Genom Projesinin tamamlanmasi ve
biyoinformatikteki gelismeler, ¢cok sayida hedef protein bulunmasi nedeniyle ilag¢
gelistirme hizin1 artirmistir.  Terapdtik acidan Onemli proteinlerin 3B yapilarinin
mevcudiyeti, ligand baglanma bolgelerinin tanimlanmasini kolaylastirir ve yap1 bazli ilag

tasarimi (Structure Based Drug Design, SBDD) i¢in temel hazirlamaktadir.



Hesaplamali yaklasimlar, antibiyotik ila¢ tasarim siirecini hizlandirmak igin
deneyleri yorumlamak ve yonlendirmek igin yararli araglardir. Yap1 bazl ilag tasarimi
veya ligand bazli ilag tasarimi (Ligand Based Drug Design, LBDD), mevcut iki bilgisayar
destekli ilag tasarimi (CADD) yaklagimi tiiridiir. SBDD yontemleri, ilgili biyolojik
fonksiyonlar1 i¢in 6nemli olan kilit yerleri ve etkilesimleri tanimlamak igin, tipik olarak
proteinlerin veya niikleik asitlerin 3B yapisal bilgilerini analiz eder. Bu tiir bilgiler daha
sonra hedefe spesifik yolaklarla rekabet edebilecek ve bdylece mikroorganizmalarin
hayatta kalmasi igin gerekli biyolojik yollar1 engelleyebilecek antibiyotik ilaglarin
tasarlanmasinda kullanilabilir. LBDD yo6ntemleri, bir yapi-aktivite iligskisi (SAR) olarak
adlandirilan fizyokimyasal 6zellikleri ve antibiyotik aktiviteleri arasinda bir iligki kurmak

amaciyla bilinen antibiyotik molekiillerine odaklanir (Yu ve MacKerell, 2017).

SBDD tekniginde, hedef yapiya iliskin yapisal bilgiler, X-Isin1 kirinimi, NMR
veya elektron mikroskopi teknikleri kullanilarak elde edilebilirken (Kalyaanamoorthy ve
Chen, 2011) LBDD'de esas olarak hedef hakkinda mevcut yapisal bilgi yoktur, bu nedenle
niceliksel yapi -aktivite iliskileri (QSAR) dikkate alinir. Molekiiler kenetlenme (docking)
ve molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlari, SBDD'deki protein-ligand etkilesimleri igin

etkili hesaplama araglaridir (Batool ve ark., 2019).

Hedef proteinin yapisi belirlendikten sonra, bir sonraki adim baglanma boélgesini
tanimlamaktir. Bu boélgeler, ligandlarin istenen etkiyi liretmek i¢in hedefe baglandigi
oyuk ya da ylizeylerdir. Proteinin dinamik dogasina ragmen, potansiyel baglanma
rezidiilerini tespit edebilen birka¢ yontem vardir. Bu yontemler, baglanma bolgesi
haritalamasi i¢in etkilesim enerjisi ve van der Waals (vdW) kuvvetleri hakkindaki
bilgileri dikkate alir. SBDD i¢in 6zel olarak etkilesim enerjisi hesaplamalari ile yiizey
haritalamasi (sitemap) i¢in bircok yontem gelistirilmistir. Bu yontem, hedef protein
iizerindeki, ilag benzeri molekiiller iizerindeki 6nemli fonksiyonel gruplarla olumlu

etkilesime giren belirli yerleri tanimlar (Laurie ve Jackson, 2005).

Molekiiler kenetlenme teknikleri, ligand ile proteinin en yiiksek baglanma
modunu tahmin etmeyi amaglar. Bu baglanma yapisi proteinin baglanma bolgesi igindeki
ligandin ¢esitli konformasyonunun/ oryantasyonunun, yani pozlarinin iiretilmesinden

olusur (Salmaso ve Moro, 2018). Uygun ligand baglanma konformasyonu iki faktore
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baghdir: (i) olast baglanma pozlarini tanimlayan baglanma cebi ve (ii) her
konformasyonla iliskili baglanma enerjisinin tahmini (Kapetanovic, 2008). Ligand
baglanmas1 cesitli skorlama fonksiyonlari ile degerlendirilmekte ve minimum enerji

durumuna ulagilana kadar ¢oklu iterasyonlar yapilmaktadir (Ferreira ve ark., 2015).

Molekiiler yerlestirme, reseptoriin  baglanma cebindeki biyoaktif molekiillerin
konformasyonlarin1 belirlemek i¢in kullanilan bir yaklagimdir. Protein ve ligand
molekiilii arasindaki hidrojen bagi, hidrofobik, elektrostatik ve van der Waals
etkilesimleri gibi bagli olmayan etkilesimleri hesaplar ve tim bu bagli olmayanlarin
toplamina karsilik gelen AG (Gibbs serbest enerjisi) 'nin serbest enerjisini tahmin eder.
Pozitif yerlestirme skoru (yani yiiksek/pozitif AG degerleri) olumsuz baglanma pozuna
karsilik gelir ve negatif AG skoru baglanma cebindeki uygun baglanma konformasyonuna
karsilik gelmektedir. Cogu yerlestirme programi, hesaplama maliyetleri nedeniyle,
sadece protein esnekligini ihmal ederken ligand esnekligini dikkate almaktadir (Kitchen

ve ark., 2004).

DOCK, AutoDock, AutoDock Vina, FlexX, GOLD, Glide vb. gibi cesitli
yerlestirme algoritmalari ve yazilimlar mevcuttur (Friesner, RA ve ark., 2004 ; Jones, G.
ve ark., 1997). Bu programlarin her biri, baglanma bdolgesindeki ligandlarin farkli
konformasyonlarin1 ve molekiilleri baglanma afinitelerine gore siralamak i¢in puanlama
fonksiyonunu aramak i¢in kendi algoritmasina sahiptir. Bu tezde, Glide algoritmasi
kullanilmistir. Maestro molekiiler modelleme paketinde, kuantum-polarize ligand
kenetleme (Quantum Polarized Ligand Docking, QPLD), uyarlanmis uyum kenetleme
(Induced Fit Docking, IFD), ekstra hassasiyet (Extra Presicion ,XP), standart hassasiyet
(Standart Presicion, SP), ve yiiksek-¢iktili sanal tarama (High Throughput Virtual

Screening, HTVS) Glide kenetleme algoritmalar1 mevcuttur.

Molekiiler dinamik (MD), molekiiler sistemlerin dinamik davranigini zamanin bir
fonksiyonu olarak simiile eden, olusturulan bir simiilasyon kutusundaki (ligand, protein
su molekiilleri) tiim atomlarin hareketlerini Newton’un hareket yasasini kullanarak
hesaplayan bir tekniktir (Salmaso, 2018; Hospital ve ark., 2015). Bu teknikle hedef
yapilarin (6rnegin kenetlenme programlarindan alinan ligand-protein komplekslerinin)

istenilen sicaklik ve pH’da optimize edilmesi ve dengeye getirilmesi saglanir. Her bir
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atom tizerine uygulanan kuvvetler, bag uzunluklari, torsiyon agilari ve c¢evredeki
atomlarla olan uzak mesafe etkilesimler ile belirlenir. 1957'de sert kiireler arasindaki
carpismalari inceleyen ilk uygulama basit sistemleri simiile etmek icin gelistirilmistir
(Alder ve Wainwright, 1957). Bir biyomolekiilin ilk MD simiilasyonu 1977'de
McCammon ve arkadaglarinin (McCammon ve digerleri, 1977); ham molekiiler mekanik
potansiyeli ile vakumda gerceklestirilen 58-rezidii ile Sigir Pankreas Tripsin
Inhibitérii’niin (Bovine Pancreas Trypsin Inhibitor, BPTI) 9.2 ps simiilasyonu idi.
Molekiiler dinamik simiilasyonlari, Newton'un hareket denklemlerinin (klasik mekanik)
entegrasyonu ile atomlarin hareketlerini zamanla hesaplar (Leach, 2001; Adcock ve

McCammon, 2006).
1.5.1. Homoloji Modelleme

Protein Veri Bankasi’nda (PDB) (https://www.wwpdb.org/) yaklasik 144.000
adet proteinin deneysel olarak belirlenmis 3B yapisit bulunmaktadir (Muhammed ve Aki-
Yalcin, 2019). 2006 yilinda, NCBI'da bulunan sekans miktar1, PDB'de ortaya konulan

deneysel olarak ¢6ziilmiis 3B yapilardan yaklasik 120 kat daha fazladir (Levitt, 2007).
Bu, protein dizilerinin sayisinin, deneysel olarak belirlenen proteinlerin 3B yapilarinin
sayisindan alti kat daha fazla oldugu anlamina gelmektedir. Mevcut sekanslar ve
belirlenen protein 3B yapilari arasindaki bu artan bosluk endise verici bir durumdadir.
Dolayisiyla bu genisleyen boslugu doldurmak ic¢in hesaplamali yapisal belirleme

yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir (Muhammed ve Aki-Yalcin, 2019).

Proteinlerin ti¢ boyutlu yapilari, molekiiler diizeydeki islevleriyle ilgili degerli
bilgiler saglar. Cogu zaman, protein kompleksleri bir¢ok hiicresel siirecin merkezinde yer
alir. Genel kuaterner yapinin ayrintili bir agiklamasi, biyolojik sistemlerin kapsamli bir
sekilde anlasilmasi, protein komplekslerinin ve aglarinin nasil ¢alistig1 ve nasil modiile

edilebilecegi bilgisi i¢in gereklidir (Waterhouse ve ark., 2018).

Yontemler genellikle sablon tabanli (homoloji) modelleme ve de novo modelleme
olarak kategorize edilir (Mullins 2012; Baker ve Sali, 2001) Geleneksel homoloji

modellemenin (veya karsilastirmali modelleme), bu yontemler i¢cinde daha dogru oldugu
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kabul edilir ve bu nedenle yaygin olarak ilag¢ kesif arastirmalarinda kullanilir (Cavasotto
ve Phatak, 2009).

Homoloji modellemesi yapisal biyolojide 6nemli bir teknik haline gelmekte ve
bilinen protein dizileri ile deneysel olarak belirlenmis yapilar arasindaki boslugun
kapanmasinda 6nemli 6l¢iide katkida bulunmaktadir. Bu amagla gelistirilen sunucular
(Tablol.1), homoloji modelleme siirecini kolaylastirir, ayrica belirli bir hesaplama
uzmanhigr olmayan kullanicilarin da giivenilir protein modelleri iretmelerine ve
modelleme sonuglarina, gorsellestirmelerine ve yorumlarina kolayca erisebilmelerine

olanak saglar (Waterhaouse ve ark. 2018).

Tablo 1.1. Homoloji modelleme sunuculari

Protein Model Portal | (Arnold ve ark. 2009)
http://www.proteinmodelportal.org

HHpred (Hildebrand ve ark. 2009)
http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred

ICM (Abagyan ve ark., 1984)
http://www.molsoft.com

IntFOLD (McGuffin ve ark.,2011)
http://www.reading.ac.uk/bioinf/IntFOLD/

Modeller, ModWeb (Eswar ve ark. 2007)
http://salilab.org/modeller/

Phyre2 (Kelley ve ark. 2009)
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/

Rosetta (Raman ve ark. 2009)
http://robetta.bakerlab.org/

SWISS-MODEL (Waterhouse ve ark. 2018)
http://swissmodel.expasy.org/

Modbase (Pieper ve ark. 2006)
http://modbase.compbio.ucsf.edu
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Homoloji modelleri, bir protein yapisinin hesaplamali olarak tiiretilmis
yaklagimlaridir ve hatalar/yanligliklar igerebilir. Bir model i¢in gereken kalitenin biiyiik

olgtide kullanim amacina bagl olduguna dikkat edilmelidir (Schmidt ve ark. 2014).

Homoloji modelleme genellikle uygun bir model elde edilinceye kadar
tekrarlanabilen adimlar igerir: (1) deneysel olarak en uygun yapilarin belirlenmesi i¢in
sablon se¢imi; (ii) hedef sablon dizisi hizalamasi; (iii) 3B model yap1 olusturma; (iv)

model iyilestirme; ve (v) model kalite tahmini (Sekil 1.1.) (Cavasotto ve Phatak, 2009).
3D yapist bilinmeyen protein

Homolog bir proteinin deneysel o &
yapi ile tammlanmasi S & A

i 2
hedef/sablon
sekans hizalama

v

o s 0 cf
e s e e

Model olusturma 23 1 O o T
§ < o 8 51 J— ‘;\ QX'V.,"S "\ ﬁ;

geligtirme/validasyon ::79&0,{&:_-. = t:c"'l"‘?pj)
- >
t < ~
Protein fonksivonu ve mekanizmasimn incelenmesi
fla¢ tasarmunda Hedef yapmn degerlendirilmesi
llygllla“m Mutajenez deneylerinin tasanm

Yiiksek verimbi (high-throughput) yverlestirme (docking)

Oncil tespiti ve optimizasyonu

Sekil 1.1 Homoloji modelleme agamalar1 (Cavasotto ve Phatak, 2009).

1.5.2. SWISS MODEL

SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org) ilk tam otomatik protein

homoloji modelleme sunucusudur. Modelleme islevselligi, amino asit sekanslar1 goz
oniine alindiginda, homo ve heteromerik komplekslerin modellenmesini igerecek sekilde
genisletilmistir (Waterhouse ve ark. 2018). SWISS-MODEL giiniimiizde 1 giinde ~3000
model iiretmektedir (dakikada 2 model), 2014 yilinda giinde ortalama 1500’e yakin model
tireterek diinya ¢apinda en yaygin kullanilan yap1 modelleme sunucularindan biri haline

gelmistir (Biasini ve ark., 2014).
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Karsilagtirmalt modellemede, bir hedef sekansin 3B protein modeli, sablon olarak
kullanilan bir protein yapisindan deneysel bilgilerin ¢ikarilmasiyla iretilmektedir.
SWISS MODEL'de, varsayillan modelleme is akisi asagidaki ana adimlardan
olusmaktadir (Waterhaouse ve ark., 2018):

1. Girdi verileri (input data): Hedef proteine ait FASTA, Clustal formatinda veya
diiz bir metin olarak amino asit sekansi temin edilmelidir. Alternatif olarak, bir

UniProtKB erisim kodu belirtilebilir.

2. Sablon (template) arama: 1. adimda saglanan veriler, SWISS-MODEL sablon
kiitliphanesinde ilgili protein yapilarini aramak igin kullanilmaktadir (Biasini ve
ark., 2014). SWISS-MODEL bu gorevi iki veritabani arama yontemi kullanarak
gerceklestirir: benzerligi yiiksek sablonlar i¢in hizli ve dogrulugu yiiksek olan
BLAST (Altschul ve ark., 1995) ve diisiik homoloji durumunda hassasiyeti artiran
HHblits (Remmert ve ark., 2011).

3. Sablon se¢imi: Sablon aramasi tamamlandiginda, sablonlar Global Model Kalite
Tahmini (GMQE) (Biasini ve ark., 2014) ve Kuaterner Yapi1 Kalite Tahmini
(QSQE) (Bertoni ve ark, 2017) tarafindan tahmin edilmekte ve ortaya g¢ikan

modellerin kalitesine gore siralanmaktadir.

Model olusturma: Segilen her sablon icin, ilk olarak hedef sablon hizalamasi
tarafindan tanimlanan korunmus atom koordinatlarinin aktarilmasiyla bir 3B protein
modeli otomatik olarak olusturulur. Hizalamadaki eklemelere / delesyonlara karsilik
gelen rezidii koordinatlari, dongii modellemesi ile iiretilir ve korunmayan amino asit yan

zincirleri tamamlanarak protein modeli elde edilmektedir.

4. Model Kalitesi tahmini: SWISSMODEL, modelleme hatalarin1 6lgmek ve
beklenen model dogrulugu hakkinda tahminler vermek i¢cin, QMEAN puanlama
degerini kullanir (Benkert ve ark., 2011).

Homoloji modellemesinde, sablon olarak 2.2A'dan daha yiiksek bir ¢dziiniirliige
sahip X-1smm1 kristalografisi ile belirlenen yapilarin kullanilmasi genellikle tercih

edilmektedir.
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GMQE (Global Model Kalite Tahmini), hedef-sablon hizalamasi ve sablon arama
yontemindeki 6zellikleri birlestiren bir kalite tahminidir. Elde edilen GMQE puani, 0 ve
1 arasinda bir say1 olarak ifade edilir ve bu hizalama ve sablonla olusturulan bir modelin
beklenen dogrulugunu ve hedefin kapsamini yansitir. Yiiksek rakamlar daha yiiksek
giivenilirligi gosterir.

Modelin QMEAN (Benkert ve ark., 2011) puaninin benzer deneysel yapilardan,
beklenenin karsilastirilabilir olup olmadigini gosterir. Sifira yakin QMEAN Z skorlari,
model yapist ile benzer biiyiikliikteki deney yapilar1 arasinda iyi bir uyum oldugunu
gostermektedir. -4.0 veya daha disiik puanlar disiik kaliteye sahip modellerin bir

gostergesidir.

QMEAN dort ayr terimden olusur. QMEAN kalite puanlarinin dort ayri terimi
Sekil 2°de listelenmistir. Sekil 1.2°de 3 numalar1 ¢ubuk grafiklerindeki beyaz alan (sifira
yakin sayisal degerler), 6zelligin benzer biiytikliikteki deneysel yapilardan beklenenden
benzer oldugunu gostermektedir. Pozitif degerler, modelin ortalama olarak deneysel
yapilardan daha yiiksek puan aldigin1 gostermektedir. Negatif sayilar, modelin ortalama

olarak deneysel yapilardan daha diisiik puan aldigin1 géstermektedir.

Model Results o Orderby: GMQE .‘
3 Oligo-State @ Ligands © @cmozo QMEAN ©
e Homo-dimer 2xCUY 2xZNY A 088 06610
(matching 2 x COPPER (ll) ION
prediction)  Ligand 2 in contact with: Chain A : H45, H47, H62, V117, H119
»{, Ligand 4 in contact with: Chain B : H45, H47, H62, V117, H119
Y
2 X ZINC ION
Ligand 1 in contact with: Chain A : H62, H70, H79, D82
Ligand 3 in contact with: Chain B : H62, H70, H79, D82

aMeaN [T W os6
cg T T 020 LAY iy F—
AllAtom [T M -123 j-f y i
Soivationl . | Ml -1.25 i |
Torsion [T, [l 094 1

Global Quality Estimate @ Local Quality Estimate @ Comparison @ -~

Template Seq ldentity Coverage Description
319y1A 67.97% | ! Superoxide dismutase [Cu-Zn] v
1 WPV  Catoona @ | b | A&
1 153

iy e T ——————
QES! VK 56 (GKE] JENRI 20

Sekil 1.2. Swiss-Model verilerinin yorumlanmasi
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QMEAN puanlarmin  dogrulugu QMEANDIisCo tarafindan artirilmaktadir.
QMEANDIsCo, modelde gozlemlenen atomlar arasi mesafelerin tutarliligini, hedef
diziye homolog olan deneysel olarak belirlenmis protein yapilarindan ekstrakte edilmis
bilgiler ile degerlendirir. Yukaridaki sekilde yer alan "Yerel Kalite" grafigi (4), modelin
her rezidiisii i¢in (x ekseni iizerinde rapor edilmistir), y ekseni beklenen benzerligi
gosterir. Tipik olarak, 0.6'nin altinda bir puan gosteren rezidiilerin diisiik kalitede olmas1

beklenir. Farklt model zincirleri farkli renklerde gosterilmistir.

Yukaridaki sekilde "Karsilastirma" grafiginde (5), modellerin model kalite puanlari,
benzer biiyiikliikteki deney yapilari i¢in elde edilen puanlarla iligkilidir. X ekseni protein
uzunlugunu (rezidii sayisi) gosterir. Y ekseni QMEAN skorudur. Her nokta bir deneysel
protein yapisini temsil eder. Siyah noktalar, ortalamanin standart sapmasi (| Z-skoru | 0
ile 1 arasinda) QMEAN skoruna sahip deney yapilari, | Z-skoru | 1 ile 2 arasinda gri
renklidir. Ortalamadan daha ileri olan deneysel yap1 acik gridir. Ger¢ek model kirmizi bir
yildiz olarak temsil edilir. Yildizin x-konumu etrafindaki deneysel yapilarin ortalama ve
standart sapmasi, yukaridaki sekilde modelin (2) QMEAN Z-puanini hesaplamanin

temelidir.

Yapilan homoloji modelinin kalitesini belirlemek amaciyla Ramachandran
analizleri de yapilmaktadir. Protein zincirinin yaptigir rotasyonlar sonucunda, zinciri
olusturan amino asitlerin a-karbon ve nitrojenin bulundugu noktada iki diizlemde bulunan
acilar meydana gelir. a-karbon ve karbon (karboksil grubunda bulunan) atomlar1
arasindaki bag acilarina dihedral agilar denir. phi (¢) agis1 nitrojen atomu ve a-karbon
atomu arasinda, psi (y) agisi karbon ve a-karbon arasinda, omega agisi (®) ise nitrojen ve
karbon atomlar1 arasinda olusan agilar1 isimlendirmek icin kullanilir. Omega (w)
genellikle peptit bagi tizerinde olugu i¢in cogunlukla 180 derecedir ve dihedral ag1 olarak
degerlendirilmez, zira tek bir diizlemdedir. “y” ekseni psi (y), “x” ekseni ise phi (¢)
acilarii gostermektedir. G.N. Ramachandran ve ekibi tarafindan 1963 yilinda gelistirilen
grafik dihedral agilarin protein yapisi igerisinde dagiliminin anlasilmasinda ve sonuglarin
bir araya getirilerek dihedral ag1 degerlerinin izin verilen ve izin verilmeyen bolgelerinin

goriintiilenmesini saglamaktadir (Ramachandran, 1963).
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1.6.Chrysophanol’iin Farmakolojik Onemi

Chrysophanol, genis spektrumlu farmakolojik 6neme sahip olan bir
antrakinondur. Organizmaya 6zgii olarak biyosentezlendigi bildirilen ilk poliketit olma
ozelligini tasir (Yusuf ve ark., 2019). Chrysophanol 9,10-antrasendion halkanin 1,8-
dihidroksi-3-metil tiirevidir. Chrysophanol’iin anti-oksidan, antibakteriyel, anti-iilser,
anti-enflamatuar, anti-kanser, noroprotektif, yaslanma karsiti, akciger koruyucu,
antiobezite, hipolipidemik, antidiyabetik ve hepatoprotektif oOzellikleri igeren
farmakolojik  ozellikleri bildirilmistir. Seo ve ark. (2012)’nin c¢alismasinda
Chrysophanol’iin antikoagiilant ve antiplatelet etkisinin oldugu bildirilmistir. Zhang ve
ark. (2017) Chrysophanoliin fare modelinde alerjik astimi onleyebilecegini destekleyen
bir ¢alisma yaymlamistir. Bununla birlikte, Chrysophanol ile tedavi edilen insan
karaciger hiicreleri adenosin trifosfat seviyelerindeki diisiisler ve laktat dehidrojenaz
aktivitesindeki artislar, Chrysophanoliin nekrotik hiicre oliimiinii  uyardigini
gostermektedir (Lu ve ark., 2010). Chrysophanol molekiiliiniin antiviriilans etkisi
bilinmemektedir (Su ve ark., 2020). Chrysophanol molekiiliiniin ilk olarak Polygonaceae
familyasina ait ¢ok yillik otsu bir bitki olan Rheum rhabarbarum'da bulundugu
bildirilmistir (Tutin ve Clewer, 1911). Bugiine kadar, Polygonaceae, Rhamnaceae,
Fabaceae, Liliaceae, Asphodelaceae, Buphorbiaceae, Meliaceae, Podocarpaceae,
Picramniaceae ve Hemerocallidaceae gibi ¢esitli familyalarda bulundugu bilinmektedir
(Kuo ve ark. 2002; Panichayupakaranant ve ark., 2009). Mantarlarda, Chrysophanol ilk
olarak Penicillium islandicum Sopp'ta (ATCC 28431) bulunmustur (Gosh ve ark., 1978).
Parmeliaceae'ye ait Asahinea chrysantha gibi likenler de ¢ok gesitli antrakinonlar etkin
bir sekilde sentezlenmektedir (Malik ve ark., 2016). Chrysophanol mantarlardaki
polimalonat yolu (PMA) ve bitkilerdeki shikimate ve PMA yollari ile tiretilir (Leistner ve
Zenk., 1969).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal
2.1.1. Insiliko
2.1.1.1.Kullanilan Donanimlar

Bu tez ¢alismasinda in siliko hesaplamalarin gergeklestirilebilmesi igin yiiksek

islem giiciine sahip bir bilgisayar kullanilmistir (i7 4.4GHz, 16GB RAM, 128GB SSD).

3.

4.

2.1.1.2. Kullanilan Yazilimlar

Glide Module - Schrodinger Molecular Modeling Suite
Desmond Module - Schrédinger Molecular Modeling Suite
VMD (Visual Molecular Dynamics)

Prime Module — MM/GBSA (Molecular Mechanics / Generalized Born Surface

Area) - Schrodinger Molecular Modeling Suite

2.1.1.3.Kullanilan Veribankalari

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
RCSB Protein Data Bank — RCSB PDB

PDBsum

PubChem Database

Uniprot (Universal Protein Resource)
2.1.2. Invitro
2.1.2.1. Bakteri suslari

P. aeruginosa PAO1 Yabanil tip (Wild type ATCC15692)

P. aeruginosa lasB-gfp
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3. P. aeruginosa rhlA-gfp

4. P. aeruginosa pgsA-gfp
2.1.2.2. Kullamlan Sarf Malzemeler ve Kimyasallar

LB Broth Besiyeri (Sigma-Almanya)

M9 Minimal Besiyeri (Amresco-ABD)

Bacto agar (Sigma-Almanya)

Nitril Eldiven (Pudrasiz) (Broche-Tiirkiye)

Aliiminyum Folyo

Cam Deney Tiipleri

Portiip

Polistiren 96 Kuyucuklu Siyah Optik Mikroplaka (Thermo NUNC-ABD)
Plastik Petri Kaplar (Firatmed-Tiirkiye)

Bek Alevi

Platin Oze

Cam baget

Pipet Ucu (10ul, 100 ul, 1000 ul) (Axygen-ABD)

Quartz Spektrofotometre Kiiveti (1400 ul) (Hellma-Almanya)
Ultra Saf Su (ddH20)

0.45 pm’lik Filtre (Whatman-Ingiltere)

Dimetil siilfoksit (Sigma-Almanya)

Gliserol (Merck-ABD)

Gentamisin (Duchefa-Hollanda)

Chrysophanol (Cayman-ABD)

Tiyamin (Duchefa-Hollanda)
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Kazamino asitler (BD-ABD)
Glukoz (Merck-ABD)
Kloroform (Merck-ABD)
Etil Alkol (Merck-ABD)
Elastin-Kongo Kirmizisi (Sigma-Almanya)
Hidroklorik Asit (Merck-ABD)
Kristal Viyole (Sigma- Almanya)
Skimmed Milk (Sigma- Almanya)
Tris-HCI
CaCl»
2.1.2.3. Kullanmilan Cihazlar
Multimod Mikroplaka Okuyucu ve Goriintiileyici (Biotek-ABD): Bakterilerin

floresans ve absorbans dl¢iimleri i¢in kullanilmistir.

Ultra Derin Dondurucu (Esco-Singapur): Suslarin -86 °C’de uzun siireli

saklanmasinda (3-6 ay) kullanilmistir.
Derin Dondurucu (Vestel-Tiirkiye): Suslarin -20 °C’de saklanmasi i¢in kullanilmustir.

Manyetik Karistiricr (WiseStir-Almanya): Besiyerleri otoklava atilmadan Once

karisimin homojenize edilmesi i¢in kullanilmistir.

UV-VIS Spektrofotometre (Beckman-Coulter-ABD): Sivi bakteri kiiltiirlerinin optik

yogunluklarinin 6l¢timiinde kullanilmagtir.

Dijital Hassas Terazi (Ohaus-ABD): Besiyeri ve kati kimyasallar1 tartmak igin

kullanilmustir.

Inkiibatér (Memmert-Almanya): Besiyerlerine ekilen suslarin inkiibasyonu igin

kullanilmustir.
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Vorteks (Heidolph-Almanya): Sivi  bakteri  kiiltiirlerinin  ve  kimyasallarin

calkalanmasinda kullanilmistir.

Buzdolabi (Siemens-Almanya): Kimyasal ve hazirlanan kati-sivi besiyerlerinin

+4 °C’de saklanmasi i¢in kullanilmistir.

Otoklav (Niive-Tiirkiye): Besiyerlerinin sterilizasyon islemleri sirasinda kullanilmastir.

Mikropipetler (1000 ul, 100 ul, 10 pl) (Thermo/ Finnpipette-ABD): Besiyerleri, sivi

bakteri kiiltiirleri ve s1v1 kimyasallarin aktariminda kullanilmaistir.
Mikrodalga Firin (Phillips-ABD): Besiyeri hazirlanmasinda kullanilmastir.

Class IT Ayakh Steril Giivenlik Kabini (Esco ve Faster-Singapur ve italya): In vitro
sirecte yapilan biitiin deneylerin gerceklestirilmesi, kimyasallarin hazirlanmasi

islemlerinde kullanilmstir.

Ultra Distile Saf Su Cihaz1 (Millipore-ABD): Besiyeri ve kimyasallarda kullanilacak

soliisyonlarin hazirlanmasi sirasinda kullanilmistir.
2.1.2.4. Besiyerlerinin Hazirlanmasi
Sivi1 besiyeri - Lysogeny Broth (LB)

- 10 g Tripton
- 5 g Maya oziitii
- 5 g NaCl

10 g LB broth tartilarak bir miktar distile suda ¢oziilmiistir. Hacmi 500 ml’ye

tamamlanarak ardindan otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir.
Sivi minimal besiyeri - M9 Minimal Medium

- 10,5 g M9 Broth
- 5 g Glukoz

- 5 g Kazamino Asitler
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- 2 mM MgSO4
- 0,1 mM CacCl2

LB Dbesiyerinin oto-floresansi nedeniyle biyomonitor suslarla yapilan QS deneyinin
olgtimlerini etkilemektedir. Bu sebeple deneylerde M9 minimal besiyeri kullanilmistir.
Toz halindeki M9 brothdan 10,5 g tartilmis ve bir miktar distile su ile ¢oziildiikten sonra
otoklavda 121 °C’de 15 dakika siireyle steril edilmistir. Besiyeri oda sicakligina
ulastiktan sonra glukoz, kazamino asitler, tiyamin, MgSO4 ve CaCl2 eklenmis, daha
sonra son hacim didistile su ile 1000 ml’ye tamamlanmistir. Biyosensor suslar i¢in
30ug/ml son konsantrasyon olacak sekilde gentamisin antibiyotigi eklenmistir (Jakobsen
ve ark., 2011; Hentzer ve ark., 2002).

Kat1 besiyeri - Lysogeny Broth Agar (LB Agar)

- 10 g Tripton

- 5 g Maya oziiti
- 5 g NaCl

- 12 g Bacto agar

20 g LB broth besiyerinden tartilarak tizerine 12 g Bacto agar eklenmis ve bir miktar
distile suda ¢ozdiirtilmiistiir. Ardindan hacmi 1000 ml’ye tamamlanmis ve otoklavda
121°C’de 15 dakika steril edilmistir. Dokunulabilir bir sicakliga gelene kadar bekletilen
besiyeri steril kosullarda Petri kaplarina esit hacimlerde dagitilmistir. Kullanilana kadar
+4°C’de buzdolabinda saklanmuistir.

2.1.2.5. Kimyasallarin Hazirlanmasi
Chrysophanol QSI Cozeltisinin Hazirlanmasi

Toz halinde temin edilen saf Chrysophanol (Cayman — ABD), dimetil silfoksit
(DMSO) igerisinde, stok konsantrasyonu 2.3 mg/ml olacak sekilde c¢oziilmiistiir.
Hazirlanan stok ¢ozelti fizyolojik tuzlu su (FTS) ile %6’ ya seyreltilmistir.
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Skimmed Milk c¢ozeltisinin hazirlanmasi

Skimmed milk (yagsiz siit) tozundan 1.5 gr tartilmig ve tizerine 100 mL distile su ilave
edilerek 1.5%’luk ¢ozelti viriilans deneylerde kullanilmak {izere hazirlanmistir.

Otoklavda 121 °C’de 5 dakika steril edilmistir.
Elastin Kongo Kirmizis1 (ECR) tamponunun hazirlanmasi

100mM Tris-HCI igin Tris-HCI’den 1.57 gram ve ImM CacCl; i¢in CaClz’den 11.1
mg tartilmis, az bir miktarda steril distile suda ¢oziilmiis ve 100 ml’ye tamamlanarak
p:7.2’ye ayarlanmistir. 0.45 pm’lik steril filtreden gecirilerek kullanima hazir hale

getirilmistir.

Elastaz deneyinde kullanilmak {izere 15mg/ml oraninda olacak sekilde elastin Kongo
kirmizisindan tartilip, tampon eklenerek homojen hale gelene kadar vorteks ile

karigtirilmastir.
2.2. Yontem
2.2.1. Insiliko
2.2.1.1. MetaCore- MetaDrug Analizi

Clarivate Analytics'ten MetaCore / MetaDrug, molekiillerin farmakodinamik ve
farmakokinetik profillerini analiz etmek icin kullanilan kapsamli bir platformdur.
Molekiillerin yapisinda bulunan benzer kisimlara dayanan QSAR modellerinde analiz
edilen bilesikler ve bilesik setleri arasindaki benzerligi bulmak icin Tanimoto
Onceliklendirme (TP) 6zelligini kullanir. MetaCore / MetaDrug'ta tiiretilen modellerin
kalitesi, Ozgiilliik, hassasiyet, dogruluk Matthews Korelasyon Katsayisi (MCC) ile
degerlendirilir. 25 adet terapotik aktivitenin tahminini (Alerji, Alzheimer, Anjin, Artrit,
Astim, Bakteriyel, Kanser, Depresyon, Diyabet, HIV, Kalp YetmezIligi, Hiperlipidemi,
Hipertansiyon, Inflamasyon, Migren, Mantar Hastaligi, Obezite, Osteoporoz, Agrl,
Parkinson, Sedef Hastalig1, Sizofreni, Deri Hastaligi, Tromboz, Viral Hastaliklar) ve 26
adet toksik etkinin (AMES, Anemi, Karsinojenite, Disi ve Erkek Farede Karsinojenite,
Disi ve Erkek Siganlarda Karsinojenite, Kardiyotoksisite, Sitotoksisite modeli, -log G150
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(M), Epididim toksisitesi, Genotoksisite, Hepatoksisite, Bobrek Nekrozu, Bobrek
Biiytimesi, Karaciger Kolestazi, Karaciger Lipid Birikimi, Karaciger Nekrozu, Karaciger
Biiyiimesi, Onerilen Maksimum Terapotik Doz (MRTD), Nazal patoloji, Nefron Hasari,
Nefrotoksisite, Norotoksisite, Akciger Toksisitesi, Cilt Hassasiyesi, Testis Toksisitesi)
tahminini QSAR modelleri ile yapmaktadir. Terapétik aktivite degerinin >0.50 , toksik

etki tahmin degerlerinin ise < 0.50 araliginda olmasi gereklidir (Durdag: ve ark., 2018)

Chrysophanol’iin Metacore/MetaDrug terapotik ve toksisite tahminleri de belirtilen

modellerde yapilmistir.

2.2.1.2. Chrysophanol Molekiiliiniin U¢ Boyutlu Yapisinin

Hazirlanmasi

PubChem veritabanindan Chrysophanol molekiiliiniin ve Lasl/R, RhIR, PgsR
reseptOr proteinlerine ait sinyal molekiillerinin ii¢ boyutlu yapilari, sirasi ile; 3-0x0-C12-
HSL, C4-HSL ve 2-nonylquinolin-4(1H)-one (NNQ) sdf formatinda indirilmistir. Ayrica
kontrol olarak kullanilacak olan antagonist molekiiller olan penicillic acid ve 3-amino-7-
chloro-2-nonylquinazolin-4(3H)-one (QZN) molekiillerinin de ti¢ boyutlu yapilar1 sdf
formatinda indirilmistir. (Molekiillerin PubChem kodlari: 10208, 3246941, 10130163,
9856730, 1268111, 71627415°dir)

Ligandlarin hazirlanmasindaki tiim stireglerde Schrodinger molekiiler modelleme
paketinin modiilleri (Ligprep, MacroModel) kullanilmistir. Indirilen tiim molekiiller,
LigPrep modiilii (Schrodinger LigPrep) kullanilarak OPLS2005 kuvvet alanina gore
hazirlanmistir. Ligandlarin protonasyon durumlarin1 ayarlamak icin PROPKA ve
fizyolojik pH'da (pH=7.4) iyonlasmasin1 ve totomerik durumlarini tahmin etmek icin
Epik (Shelley ve ark., 2007) kullanilmistir. Elde edilen ligandlarin enerjilerini minimize
etmek i¢cin MacroModel modiilii kullanilmistir. Tiim ligandlar OPLS2005 kuvvet
alaninda, 2500 yineleme ve 0.005kcal/mol yakinsama parametreleri ile minimize

edilmistir.
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2.2.1.3. Pseudomonas aeruginosa Quorum Sensing Sistemi ve
Biyofilm Olusumu Mekanizmasinda Rol Oynayan Proteinlerin Ug

Boyutlu Yapilarimin Hazirlanmasi

KEGG PATHWAY veritabani kullanilarak P. aeruginosa bakterisinin QS sinyal
sistemi ve biyofilm olusumu ile dogrudan ilgili reseptor proteinler arastirilmis ve RCSB
PDB programindan alinan ilgili proteinlerin ii¢ boyutlu yapilari, Protein Hazirlama
Sihirbazi (PrepWizard) modiilii (Sastry ve ark., 2013) ile molekiiler kenetlenmeye
hazirlanmistir. Lasl (PDB ID: 1ROS), LasR (PDB ID: 2UV0), PqsR (PDB ID: 4JVI)
kristal yapilar1 protein veri bankasindan elde edilmistir. Elde edilen tiim proteinlerin
icerisindeki eksik elementler (6rnegin, hidrojen atomlari ve eksik atomlar), Protein
Hazirlama Sihirbazi modiilii (Sastry ve ark., 2013) tarafindan eklenmistir. Ligandlarin 5
A civarindaki su molekiilleri tutulmus ve diger su molekiilleri hesaba katilmamislardir.
Ligandlarin pKa tahmini ve protonasyon durumu, pH 7.4'te hesaplanmistir. Protein
rezidiilerinin protonasyon durumlarimi pH 7.4'te belirlemek i¢in PROPKA kullanilmustir.
Tiim reseptorler OPLS2005 kuvvet alaninda hazirlanmistir (Li ve ark., 2005; Bas ve ark.,
2008).

2.2.1.4. RhIR ye ait Homoloji Model Olusturulmasi

RhIR reseptoriine ait kristal yap1 bulunmadigi i¢in SWISS- MODEL ile homoloji
modelleme  yapilmistir. Reseptére ait sekans bilgisi FASTA  formatinda
https://www.uniprot.org/uniprot/P54292 ‘dan alinmustir. Sekans dizisi kullanilarak
SWISS-MODEL’de 2q00.1.A yapisi sablon alinarak model olusturulmustur.

Olusturulan model PrepWizard modiilii ile hazirlanmistir. Hazirlanan modele uzun MD
(500ns) simiilasyonu yapilmistir. Trajektori verilerine, RMSD ve RMSF degerlerine
bakilarak en disiik enerjili yapisi representatif olarak alinarak ileriki hesaplamalar
(molekiiler kenetlenme, molekiiler dinamik simiilasyonlari, MM-GBSA metoduyla

serbest enerji hesaplamalar1) igin sablon olarak kullanilmustir.
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2.2.1.5. Proteinlerin Aktif Bolgelerinin Belirlenmesi

1RO5 (Lasl), 2UVO0 (LasR) ve 4JVI (PgsR) proteinlerinin aktif bolgelerine ait
bilgiler RCSB PDB veritabaninda bulunan kristal yapilarin elde edildigi referans

makalelerden elde edilmistir.
Lasl Proteinin Aktif Bolgesinin Belirlenmesi

AHL Senraz proteini olan Lasl (1RO5)’nin aktif bdlgesinde bulunan aminoasit
rezidii bilgisine kristal makalesi olan Gould ve ark. (2004)’den ulasilmistir. Agil
homoserin lakton sentaz (Lasl), 3-0x0-Cl12-a¢il tasiyici protein (acyl-ACP) ve S-
adenozil-L-metiyoninin  (SAM) ve 3-0x0-C12-AHL’yi fdiretir. 3-0x0-C12-HSL
molekiiliinde 6zellikle 3-0xo-dodecanoyl kisminin uzunlamasma bir konformasyonla
LasI'da mevcut olan hidrofobik tiinele kolayca baglandigini gostermislerdir. Bu tiineli
olusturan rezidiiler; TRP33, TRP69, MET79, LEU102, PHE105, THR121, LEU122,
MET125, LEU140, THR142, THR144, VAL148, MET151, MET152, ALAI55,
LEU157, VAL188 ve LEU18’DIR. MET79, PHE105, THR142 ve THR 144 rezidiileri
AHL sentezi boyunca korunmus ve agil zincirini kataliz i¢in uygun bolgede tutmaktadir.
V seklindeki tiinelin bitisiginde bir elektrostatik rezidii oldugu belirtilmektedir. Bu
rezidiiler; ARG23, ASP42, ASP44, ASP47, ARG70, GLU101, SER103 ve ARG104’tiir
ve yapilan mutagenez caligmalar bu rezidiilerin AHL sentezi i¢in gerekli oldugunu
gostermektedir. LasI'de GLU101'e baglanan su molekiilii, AHL sentezlerinde yaygin
olarak korunan bir su molekiiliidiir ve AHL sentezlerinin katalitik mekanizmasinda rol

oynamaktadir. SAM baglanma bdlgesini i¢eren rezidiiler PHE27, ARG30, TRP33’diir.

Yukaridaki bilgiler goz oniine alindiginda ¢alismada kullanilacak olan Lasl (1RO5)
proteni icin belirlenen aktif bolge i¢inde bulunan rezidiiler; ARG30, TRP33, TRPG69,
MET79, LEU102, PHE105, THR121, LEU122, MET125, LEU140, THR142, THR144,
VAL148, MET151, MET152, ALA155, LEU157, VAL188, LEU18, ARG23, ASP42,
ASP44, ASP47, ARG70, GLU101, SER103 ve ARG104 tiir.
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LasR’ nin Aktif Bolgesinin Belirlenmesi

LasR reseptorii i¢in 2UV0 kodlu (PDB) kristali kullanilmigtir. Protein, endojen
ligand ile (3-ox0-C12-HSL) kristallendirildigi i¢in aktif bolgenin yeri ve bulundurdugu
rezidiiler bellidir. Bu kristal yapiya ait makalede (Bottomley ve ark., 2009), LasR
dimerizasyonunun meydana gelmesi ile birlikte, promoter DNA'nin baglanmasini ve
quorum sensing kontrollii genlerin transkripsiyonel aktivasyonun ger¢eklesmesine sebep

oldugu belirtilmistir.

LasR kristal yapisinin ligand baglanma bdlgesinde kendisinin endojen ligandi
olan 3-0x0-C12-AHL bulunmaktadir. LasR’de alt1 adet molekiiller arasi hidrojen bagi
goriilmektedir. Bunlar TYR56, TRP60, ARG61, ASP73, THR75 ve SER129’dur.
Ozellikle TYR56, TRP60, ASP73 ve SER129, aym1 HSL ana gruplarina sahip AHL'ler
tarafindan paylasilan aktivasyon mekanizmasini yansitan LuxR homologlarinda gii¢lii bir
sekilde korunmaktadir. LasR kompleksinde, HSL'nin 1-okso grubu, hem TYR56 hem de
SER129'a dogrudan H baglar1 olustururken, 3-0xo grubu H, bir su molekiilii yoluyla
ARG61 yan zincirine baglanir.

12-karbon uzunlugundaki AHL, LEU36, GLY38, LEU39, LEU40, TYR47,
GLU48, ALASO, ILE52, TYRS6, TRP60, ARG61, TYR64, ASP65, GLY68, TYRG9,
ALA70, ASP73, PRO74, THRY5, VALT76, CYS79, THR80, TRP88, TYR93, PHE101,
PHE102, ALA105, LEU110, THR115, LEU125, GLY126, ALA127 ve SER129

rezidiilerinden olusan biiytik bir hidrofobik cep i¢cinde konumlanmustir.
RhIR’nin Aktif Bolgesinin Belirlenmesi

RhIR, otoindiiktor tarafindan diizenlenmis transkripsiyonel diizenleyici protein
ailesine aittir. Kristali olmamasindan dolay1 sonraki hesaplamalarda kullanilmak tizere
kullanilacak olan yapt SWISS-MODEL sunucusu kullanilarak elde edmistir.
Annapoorani ve ark. (2012) RhIR’nin aktif boélgesinde bulunan rezidiilerin PHEA4O0,
TYR42, GLU32, THR63, TYR77, GLUS9, THR58, ASP168, SER16, GLY119 Ve
TRP124 oldugunu bildirmistir.
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PqsR’ nin Aktif Bolgesinin Belirlenmesi

PgsR reseptoriine ait bulunan kristalin {i¢ adet formu bulunmaktadir (PDB). 4JVC
apo formu olup ligand igermemektedir. 4JVD yapis1 agonist etki gosteren NNQ ligandi
ile kristallendirilmistir. 4JVI yapisi ise antagonist etki gosteren QZN ligandi ile
kristallendirilmistir. Molekiiler kenetlenme simiilasyonlarinda kullanilmak tizere 4JVI
yapist segilmistir. Ligand (QZN) ile kristallendirildiginden dolay1 proteinin aktif bolgesi
bilinmektedir.

Referans makalesinin igerdigi bilgilere gore (Ilangonav ve ark., 2013) 6nemli
hidrofobik etkilesim kuran rezidiiler; ILE149, ALA168, VAL170, ILE186, LEU189,
LEU207, LEU208, ILE236 ve TYR258 olarak bildirilmektedir.

2.2.1.6. Molekiiler Kenetlenme Simiilasyonlari

Schrédinger Molekiiler Modelleme yazilimina ait Maestro programinda Glide/SP
(Standard Precision) (Friesner ve ark., 2004, Halgren ve ark., 2004) protokolii varsayilan
(default) degerlerde kullanilmistir. Simiilasyon kutusu kristalin ligand baglanma
bolgesini iceren aminoasit rezidiileri ile tanimlanmig ve her bir ligand i¢in maksimum 15

poz istenmistir.
2.2.1.7. Molekiiler Dinamik (MD) Simiilasyonlari

MD simiilasyonlarinda kullanilmak {izere her bir protein- ligand kompleks
yapisindan (Lasl, LasR, RhIR ve PqsR) en iyi kenetlenme skorunu veren yapilar
alimmistir. Hedef yapilarin apo (ligandsiz) ve halo (ligandli) formu i¢in simiilasyonlar
Desmond (Desmond Molecular Dynamics System, D. E. Shaw Research, New York, NY,
2017) ile yapilmistir. Her bir sistemde kullanilan sistem kutusunun biiyiikliigi 10- 10-
10 A olarak ayarlanmis ve kutu sekli ortrombik olarak belirtilmistir. Sistemin
hazirlanmasinda agik su molekiilleri (SPC) (Berendsen ve ark., 1981) kullanilmis ve
ayrica sistemin nétralizasyonu igin 0.15 M NacCl iyon konsantrasyonu eklenmistir. MD
simiilasyonlarinda, NPT 310 K'da (Evans ve Holian, 1985) ve Martyna-Tobias-Klein
barostat (Martyna, 1994) araciligryla 1,01 bar'lik sabit basing saglanmistir. Coulomb
etkilesimlerinin hesaplanmasinda Particle Mesh Ewald (PME) (Essmann ve ark., 1995)
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protokolii kullanilmistir. OPLS 2005 kuvvet alanina gore hazirlanan tiim sistemler igin

uzun simiilasyon (250nanosaniye) yapilmistir.

2.2.1.8. Molekiiler Mekanik / Genellestirilmis Born Yiizey
Alam1 (MM / GBSA) Analizleri

MM/GBSA hesaplart Schrodinger Desmond programinin Prime modiilil ile
gerceklestirilmigtir (Onurfriev, 2004). 250 nanosaniyelik simiilasyonlarin yarisindan
itibaren (125 — 250ns) 100 adet frame se¢ilmis ve komplekslerin serbest baglanma
enerjilerinin tahmini igin OPLS2005 kuvvel alan1 (Banks ve ark., 2005) ve VSGB 2.0

¢ozme modeli ( Li ve ark., 2011) kullanilmustir.
2.2.2. In vitro

2.2.2.1. Bakteri Suslarimin Temini, Saklanmasi ve

Cogaltilmas

Floresan biyomonitor suslar, QS ile regiile edilen lasB (elastaz) ve rhlA
(ramnosiltransferaz 1 alt birim A) ve pgsA genleri ile GFP fiizyonu ve marker olarak
gentamisin direng geni bulundurmaktadir. QS mekanizmas: aktif hale geldiginde bu
genlerin ekspresyonu gergeklesmekte ve GFP sentezi ile floresan 1s1ma olusmaktadir. QS
sisteminin ¢alismasini, bakteri yogunlugu (OD) ve floresan miktarinin normalize

edilmesiyle incelemek miimkiindiir.

Kullanilan tiim bakteri suslari Kopenhag Universitesi, Tim Holm Jakobsen ve
Michael Givskov’dan temin edilmistir (Tablo 2.1). Bakteri stok kiiltiirleri, -80 °C’de %50
gliserol igerisinde saklanmistir. Tlim suslar stoklardaki kiiltiirden LB Broth besiyerine 2
giin ard arda pasaj gegcildikten sonra deney sirasinda kullanilmistir. Sivi besiyerinde
gelisen kiiltiirlerin safligt LB Agar besiyeri igeren Petrilere plaga ¢izim ydntemi ile

kontrol edilmistir.
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Tablo 2.1. Calismada kullanilan suslar

P.aeruginosa  Sus Tanim Referans
PAO1 Yabanil tip (Wild type) Holloway and
(ATCC15692) Morgan, 1986
rhiA-gfp Gm™0%; PAO1-ATCC, PrhiA- Yang et al., 2009

gfp(ASV)-Plac-rhIR- mini-Tn5
tiirevi: PMHRA

lasB-gfp Gm™%; PAO1-ATCC, PlasB- Hentzer et al.,
gfp(ASV)-Plac-lasR- mini-Tn5 2002
pasA-gfp tiirevi pPMHLAS

Gm"; PAO1-ATCC, PpgsA-gfp Yang etal., 2007
(ASV)-Plac -lasR- mini-Tn7
tiirevi-eGFP: pMHLAS

2.2.2.2. Bakteri Suslarinin Uygulanacak Yogunluklarinin

Belirlenmesi

M9 besiyerinde 37 °C’de 24 saat inkiibe edilen bakterilerin dansiteleri UV-Vis
spektrofotometre (Beckman-Coulter-ABD) kullanilarak belirlenmistir. 625 nm dalga
boyunda optik dansiteleri (OD) McFarland 1 standardina (yaklasik 3x108 cfu/ml)

ulasacak sekilde ayarlanmistir.
2.2.2.3. Chrysophanol QSI Etkilerinin Belirlenmesi

Chrysophanol’e ait QSI etkisinin belirlenmesi i¢in 96 kuyucuklu multimod
mikroplaka okuyucu kullanilmistir. 96 kuyucuklu optik siyah mikroplakalarin tim
kuyucuklarma 100’er pl M9 minimal besiyeri ¢oklu pipet yardimiyla dagitilmistir. .
Mikroplakalarda diisey siralardaki ilk kuyucuklara 100’er ul stok Chrysophanol QSI
cozeltisi eklendikten sonra pipetaj yapilmis ve 100 ul g¢ekilerek bir sonraki kuyucuga
aktarilmistir. Bu islem istenen doz miktarina gore tekrarlanarak her kuyucukta 2 oraninda
azalan bir seri dillisyon elde edilmistir. McFarland 1 standardina ayarlanmis biyosensor
suslardan 100 pl blank (sadece besiyeri iceren kuyucuk hari¢) tiim kuyucuklara
eklenmistir. Negatif kontrolii iceren ve uygulama yapilan tiim kuyucuklarda bakteri

yogunlugu 0,5 McFarland standardina ayarlanmistir. Tiim kuyucuklarin son hacmi 200
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ul  olmustur. Chrysophanol uygulamasi yapilan kuyucuklar 0,5 McFarland
konsantrasyonunda bakteri ve 135,8 uM, 67,9 uM ve 33,9 uM chrysophanol ¢o6zeltisi
konsantrasyonlarina sahip olmustur. Kor olarak M9 minimal besiyeri, negatif kontrol
olarak M9 besiyeri ile bakteri slispansiyonu kullanilmistir. Kontrol olarak literatiirde P.
aeruginosa’da QSI etkisi bilinen penicillic acid ve kullanilmig ve chrysophanol ile QSI
etkisi karsilastirilmistir. Biyomonitor suslarin GFP ekspresyon miktar1 Biotek multimod
mikroplaka okuyucu ile 37°C’de 16 saat boyunca 485 nm eksitasyon ve 535 nm emisyon
dalga boylarindaki floresan 6l¢iimleri ile biiylime miktarin1 gdzlemlemek icin OD450 ve

OD600 nm absorbans dlgtimleri gergeklestirilmistir. Tiim deneyler 3 kez takrarlanmustir.

2.2.2.4. Chrysophanol P. aeruginosa Biyofilm Formu Uzerine

Etkilerinin Belirlenmesi

Chrysophanol ¢o6zeltisinin P. aeruginosa PAO1 susu iizerindeki antibiyofilm
testleri 96 kuyucuklu mikroplakalar kullanilarak yapilmistir. M9 minimal besiyeri 50’ser
ul olacak sekilde biitiin kuyucuklara eklenmistir. Chrysophanol ¢6zeltisi yatay diizlemde
bulunan her siranm ilk kuyucuklarma mikropipet yardimiyla 50’ser ul eklenmistir. Oziit
eklenen her kuyucuga esit sayida pipetaj yapilarak 50’ser pl ¢ekilmis ve bir sonraki
kuyucuga eklenmistir. Bu islem tekrar sayisina gore tekrarlanmistir. Son olarak tigiincii
kuyucuklara pipetaj yapilmis ve 50’ser ul c¢ekilerek toplam da ii¢ farkli konsantrasyon
olacak sekilde %2 oraninda 6ziit konsantrasyonu elde edilmistir. Bir gecelik P.aeruginosa
PAOL1 siispansiyonu OD 600nm: 0.02 olacak bigimde ayarlanmis ve 50°ser ul kor olarak
belirlenen kuyucuklar haricinde biitiin kuyucuklara eklenmistir. Negatif kontrol olarak
M9 besiyeri ile bakteri siispansiyonu kullanilmigtir. Mikroplakalar 37°C’de 24 saat
boyunca inkiibe edilmistir. 24 saatlik inkiibe siiresinin sonunda mikroplakalar planktonik
hiicreleri uzaklagtirmak amaciyla mikroplaka dagitict ile 3 kez steril FTS ile yikanmustir.
Yikanan mikroplakalar 60°C’de 15-20 dakika boyunca kurumaya birakilmigtir. Daha
sonra iizerlerine 125 ul %0.1°lik kristal viyole soliisyonu eklenmis ve 10 dakika
bekletilmistir. Bekleme islemi bittiginde fazla boyanin uzaklastirilmasi amaciyla
mikroplakalar distile su ile 3’er kez yikanmig ve 1 saat boyunca 60°C ‘de kurutulmustur.
Mikroplakalar kuruduktan sonra 125’ser ul %96’lik etanol eklenmistir (Bu islemdeki

ama¢ boyanan biyofilm tabakasinin homojen bir sekilde c¢oziilerek Ol¢iilmesini
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saglamaktir.). Cytation 3 (BioTek) cihazi kullanilarak 590 nm’de absorbans Sl¢timleri
gerceklestirilmistir. Tiim testler 3 kere tekrarlanmis ve inhibisyon oranlarinin ortalamalari

alinarak % standart hata hesaplanmistir.
2.2.2.5. P.aeruginosa’ya ait Viriilans Faktorlerin Inhibisyonu

Piyosiyanin

Piyosiyanin ekstraksiyonu ve ol¢iimleri Essar ve ark. 1990’nin (Essar ve ark., 1990)

gelistirdigi metoda gore yapilmistir.

135,8 uM Chrysophanol ¢6zeltisi, P. aeruginosa PAO1 susu ile LB besiyeri ortaminda
24 saat boyunca calkalanarak inkiibe edilmistir. Olusan kiiltiirler 10 dakika boyunca
12000g devrinde santrifiijlenmis ve slipernatanlar, hiicresiz filtratlar elde etmek i¢in
filtrelerden gecirilmistir. Filtrasyon sonucu olusan 5 ml siiziintii {izerine, 3 ml kloroform
ile eklenmistir. Kloroform fazi alinarak iizerine 1 ml 0.2 M HC1 ile eklenmistir. Pembe
renkteki HC1 fazi1 OD 520 nm'sde 6l¢iilmiistiir. Piyosiyanin iiretimi, uygulama yapilan

ve yapilmayan kontrol gruplar1 arasindaki OD/absorbans oranlari ile degerlendirilmistir.
Elastaz

Elastaz aktivitesi Ohman ve arkadaslarinin (Ohman ve ark., 1980) gelistirdigi Elastin
Kongo Kirmizis1t (ECR) deneyi ile belirlenmistir. Hiicresiz filtratlar1 elde etme islemi
piyosiyanin deneyi ile ortak yiiriimiistiir. Hiicresiz slipernatanttan 500 ul alinarak tizerine
ECR tamponundan (0.1 M Tris-HCI, 1 mM CaCl2, pH 7.5) 500 ul (20mg/ml seklinde
hazirlanmistir) eklenmis ve 37 ° C'de 3 saat boyunca siirekli ¢alkalanarak inkiibe
edilmistir. Coziinmeyen ECR santrifiij ile ayrilmistir. OD 495 nm’de absorbans degerleri
oOlgtilerek elastaz iiretimi, muamele edilen ve muamele edilmeyen kontrol gruplari

arasindaki OD oranlar ile degerlendirilmigtir.
Proteaz

Hiicresiz filtratlarin proteaz aktivite deneyi EI-Mowafy ve ark. (2014)’a gore
yapilmustir. 500 pl filrat {izerine % 1.25’lik yagsiz siit (skimmed milk) ile eklendikten
sonra ¢ozelti 30 dakika boyunca 37 ° C'da bekletilmistir. Cozeltiler icin OD 600 nm ‘de
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Olgiilerek proteaz aktivitesi, muamele edilen ve muamele edilmeyen kontrol gruplar

arasindaki OD oranlar ile degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR ve TARTISMA
3.1. Bulgular
3.1.1. Metacore/MetaDrug Analizleri

637 adet liken sekonder metaboliti igeren  molekiil  kiitiiphanesinde
MetaCore™/MetaDrug™ terapodtik aktivite ve QSAR modellerinden basarili olan
molekiiller 6n ¢alisma olarak belirlenmistir. Tablo 3 ve 4’te bu tez ¢alismasinda kullanilan
Chrysophanol ve literatiirce bilinen QSI molekiil olan penicillic acid’in toksik etki
tahminleri ve terapotik aktivite tahminleri verilmistir.

Tablo 3.1 Chrysophanol ve penicillic acid molekiillerinin toksik etkilerinin tahminine
iliskin veriler.

L r Chrysophanol o
Toksik etkilerin tahmini Penicillic acid
Deger/TP
AMES (TP) _ 0.19 (31.76)
Sitotoksik model, -log G150 (M) (TP) 5.20 (81.75) 4.76 (38.68)
MRTD,Onerilen Maksimum Terapétik
0.28 (49.04) 1.42 (37.04)
Doz(TP)
ey 7 I
Karsinojenite (TP) 0.49 (89.32) 0.45 (37.72)
Disi farede karsinojenite (TP) 0.29 (59.22) 0.49 (30.51)
Erkek farede karsinojenite (TP) 0.33 (89.32) ;
Disi siganda karsinojenite (TP) 0.42 (59.22) 0.44 (37.72)
Erkek siganda karsinojenite(TP) 0.46 (89.32)
Kardiyotoksisite (TP)
Genotoksisite (TP) 0.36 (43.67) 0.46 (30.51)

Hepatoksisite (TP)
Nefrotoksisite (TP)

Norotoksisite (TP) 0.50 (42.03)

Karaciger kolestazi (TP)
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Karaciger lipid birikimi (TP)

0.35 (50.40)

Karaciger nekrozu (TP)

0.20 (28.92)

Karaciger biiyiimesi (TP)

0.40 (60.50)

0.61 (28.75)

Bobrek bekrozu (TP)

0.40 (60.13)

Bobrek biiyiimesi(TP)

Nefron hasar1 (TP)

0.38 (60.13)

Cilt hassasiyeti, EC3 (TP)

15.26 (42.48) 20.47 (28.57)

Nazal patoloji (TP)

0.11 (40.54)

Testis toksisitesi (TP)

0.37 (65.61) 0.28 (37.04)

Akciger toksisitesi (TP)

0.43 (32.94)

Epididim toksisitesi (TP)

0.49 (37.04)

Tablo 3.1°‘de Chrysophanol ve penicillic acid molekiillerine ait 26 adet QSAR modelinde

toksisite tahminleri verilmistir. Toksitite degeri >50 den biiyiik olan degerler molekiiliin

belirtilen QSAR modelinde toksik oldugu anlamma gelmekte ve kirmizi ile isaretlenen

satirlar ile ifade edilmektedir. Yesil ile isaretlenen satirlar ise belirtilen QSAR modelinde

molekiiliin toksik olmadigini belirtmektedir. Bu tahminlere gore disi/erkek fare ve/veya

sigan karsinojenitesine bakildiginda Chrysophanol penicillic acid’e gore daha az toksik

etki gostermektedir. Chrysophanol’iin nérotoksik 6zelligi penicillic acid den daha azdir.

Her iki molekiil de deri hassasiyeti, testis toksisitesi, genotoksisite de yapilan modellere

gore toksik etkiye sebep olmamaktadir.

Tablo 3.2. Chrysophanol ve penicillic acid molekiillerinin terapotik etkilerinin

tahminine iliskin verileri.

Terapotik

tahmini

Depresyon (TP)
Bakteriyel (TP)
Kanser (TP)
HIV (TP)

Kalp yetmezligi (TP)
Hiperlipidemi (TP)

aktivite | Chrysophanol

Deger/ TP

Penicillic acid

Deger/TP
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Obezite (TP)
Alerji (TP)
Alzheimer (TP)
Parkinson (TP)
Tromboz (TP)

0.74 (42.74)
0.51 (85.44)

+

Diyabet (TP)
Sedef hastalig1 (TP)

Viral (TP) ‘
Migren (TP) 0.58 (31.15)
Hipertansiyon (TP)

Astim (TP) 0.53 (46.32) 0.64 (31.15)

Agn (TP) 0.80 (54.19) 0.81 (29.91)

Deri hastaligi (TP) 0.80 (65.69) 0.79 (29.85)
Osteoporoz(TP) 0.50 (42.74)

[Itihap (TP)

Anjin (TP)

Artrit(TP)

Mantar hastaligi (TP) 0.57 (43.75)

Sizofreni (TP) 0.53 (85.44)

Tablo. 3.2°de yapilan MetaCore™/MetaDrug™ terapotik aktivite analizlerinde 25 adet
hastaliga ait QSAR modeli verilmistir. Yesil ile boyanan satirlar terapdtik aktivitesinin
oldugunu, kirmizi olan satirlar molekiiliin terapdtik —aktivite gostermedigini
belirtmektedir. Bu modeller incelendiginde >50 olan degerler terapotik olarak aktif
anlamma gelir. Yani hastaligin seyrinde pozitif yonde etkisi olabilir anlamina

gelebilmektedir.
3.1.2. Ligandlarin Hazirlanmasi

Tez ¢aligmasinda kullanilan tiim ligandlar Schrodinger molekiiler modelleme

paketinin LigPrep modiiliinde hazirlanmistir (Yontem 2.2.1.2).
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Tablo 3.3. Chrysophanol, agonist ve antagonist molekiillerin 2 boyutlu yapilar

(PubChem).
Molekiil ismi PubChem No. 2B yap1
H H
0 0 0
L
Chrysophanol 10208 ” “ ‘
O
3-0x0-C12-HSL 3246941 |
0~ |
o7 N"
. T -0
\'.| .l.’
e (0
‘- . H
0 N’
0
c4-hsl 10130163 H’x /
0
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2-nonylquinolin-4(1H)- 9856730 |t|1
one (NNQ)
L]
N
H
0
H H
penicillic acid 1268111 n 0 |
0 0 H
3-amino-7-chloro-2-
nonylquinazolin- 71627415 |
4(3H)-one |
Cl /N-Q'
|
L,
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3.1.3. RhIR ye Ait Homoloji Model Olusturulmasi

SWISS-MODEL ile yapilan homoloji modeline ait sonuglar asagida belirtildigi
gibidir. Sekil 3.1.’de sunucunun model sonunda verdigi rapor dosyasinda bulunan

modelin kalitesine ait veriler bulunmaktadir.

Model #08 File Built with Oligo-State Ligands GMQE QMEAN

o
‘ﬁ FDB Proiod3 2.0.0 monomer (matching prediction) None 0.63 -2.22

ovean VT T T 202
Cp BT " -6
anatom [ [ .08 ——— 005
solvation .::::E] 0.08

torsion .:::I:] -2.03 —

Residus Mumber m Size [Residues

Seq Oligo- Found - Seq L
Template identity  state QSQE by Method Resolution similarity Range Coverage Description
. , homo- . 3 i 6- Probable transcriptional
2q0o.1.A 20.80 dimer 0.39 HHblits  X-ray 2.00A 0.31 241 0.94 activator protein traR

Sekil 3.1. SWISS-MODEL'de modellenen RhIR'ye reseptoriine ait kalite verileri
Ramachandran grafigi, protein yapisindaki amino asit rezidiilerine karsi
backbone(omurga) dihedral agilari i¢in enerjisel olarak tercih edilen izin verilen ve izin
verilmeyen bolgeleri gorsellestirmektedir (Sekil 3.2.). Ramachandran grafiginin
degerlendirilmesinde bazi skorlar s6z konusudur. RhIR modelinde istenmeyen
bolgelerde (Ramachandran outliers) aminoasit bulunmadigi (%0), rezidiilerin %94,87si

izin verilen bolgelerde (Ramachandran favoured) oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.2 Homoloji modellemesinden tiiretilen RhIR protein yapisinin ramachandran

grafigi A. Genel B. Glisin C.Prolin D. Pre-Prolin

RhIR reseptorii i¢in ideal modelin degerlendirilmesi ve validasyonu asamasinda
Annaporouni ve ark. (2012) nin kullandig1 model

http://www.proteinmodelportal.org/query/uniprot/P54292 ile tez ¢alismasinda hazirlanan

modelin uzun MD simiilasyonlar1 sonucunda, elde ettigimiz modelin daha stabil oldugu
sonucuna RMSD (Sekil. 3.3.) ve RMSF (Sekil. 3.4.) analizleri incelenerek karar
verilmistir. Calismamizda elde edilen modelin 500 ns MD simiilasyonun son 250
nanosaniyelik trajektorisi iginden en diisik RMSD degerini veren yapi representatif

olarak alinarak baglanma paketi belirlenmistir (Sekil 3.35).

41


http://www.proteinmodelportal.org/query/uniprot/P54292

RhIR RMSD/ikinci 250ns

|
|
|
4 |
2 TLJ‘H!. 'L :
|

o+ttt
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Zaman (ns)

——referans —model

Sekil 3.3 RhIR’ye ait referans yapi ve homoloji model i¢in yapilan son 250 ns uzun MD
RMSD/Zaman(ns) grafigi

RhIR- RMSF(A)/ikinci250ns

o -ttt

0 50 100 150 200 250

Rezidli Numarasi

——referans ——model

Sekil 3.4 RhlR'ye ait referans yap1 ve homoloji model i¢in yapilan son 250 ns uzun

simiilasyonun RMSF/Zaman(ns) grafigi
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3.1.4. Chrysophanoliin las Sistemi Uzerine in siliko ve in vitro Analizi
3.1.4.1. Molekiiler Kenetlenme

Las sistemi i¢in Oonemli proteinler olan Lasl ve LasR proteinleri Yéntem.
2.2.1.3’deki protokole gore Protein Preparation Wizard modiilii ile molekiiler kenetlenme
icin hazirlanmigtir. Lasl (Yontem 2.2.1.5.1) ve LasR (Yontem 2.2.1.5.2) proteinlerin
aktif bolgeleri (grid generation) belirlenmistir. 1RO5 (Lasl) ve 2UVO0 (LasR) igin
olusturulan gridlerin 3B yapis1 Sekil 3.5 ve Sekil 3.6’da gosterilmistir. Olusturulan
gridler ile hazirlanan ligandlarin molekiiler kenetlenme simiilasyonlarinda Yoéntem

2.2.1.6°de belirtilen Glide modiiliiniin SP (Standard Precision) protokolii kullanilmistir.

Sekil 3.5. 1ROS reseptoriiniin aktif bolgesi ve ilgili aminoasitler.
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Sekil 3.6. 2UVO0 reseptorii ve endojen ligandin bulundugu hidrofobik cep

Lasl ve LasR proteinleri i¢in molekiiler kenetlenme simiilasyonlarinda en giiclii baglanma

enerjisini ve etkilesimi veren pozlara ait skorlar Tablo 3.4’te verilmistir.

Tablo 3.4. Lasl ve LasR proteinlerine ait molekiiler kenetlenme skorlari

Glide/SP molekiiler kenetlenme skoru (kcal/mol)

chrysophanol  penicillic acid  3-ox0-C12-HSL

1RO5(Lasl) -5.85 -3.51 -2.39

2UVO0(LasR) -6.83 -2.86 -8.39
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Her bir protein-ligand kompleksine ait molekiiler kenetlenme simiilasyonlarindan

alinan en yiiksek skorlu kompleklerin 2B ligand baglant1 diyagramlar1 Sekil 3.7 ve Sekil

3.8°de verilmistir.
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Sekil 3.7. 1RO5 proteini ile A. penicillic acid, B. 3-oxo-C12-HSL, C. Chrysophanol

komplekslerine ait 2B protein-ligand baglant1 diyagrami

1RO5- penicillic acid kompleksinde (A), penicillic acid ARG30 ile tuz koprisi,
ILE107 ile hidrojen bagi kurmustur. 1RO5-chrysophanol kompleksinde (B),
chrysophanol ARG30 ve PHE105 ile hidrojen bagi kurmustur. 1RO5- 3-ox0-C12-HSL
kompleksinde ise (C), 3-ox0-C12-HSL ARG30 ve ILE107 aminoasit reziileri ile hidrojen

bag1 kurmustur.
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Sekil 3.8. 2UVO0 proteini ile A. Chrysophanol, B. penicillic acid, C. 3-oxo-C12-HSL

komplekslerine ait 2B protein-ligand baglant1 diyagrami

2UV0-chrysophanol kompleksinde (A), Chrysophanol THR75 ile hidrojen bagi
kurarken; penicillic acid kompleksine (B) bakildiginda, TRP60 ile H bagi kurmustur. 3-
0x0-C12-HSL kompleksinde (C) ise TYR56, TRP60, ASP73 ve SER129 aminoasitleri

ile H bagi kurmustur.

3.1.4.2. Molekiiler Dinamik (MD) Simiilasyonlari

MD simiilasyonlari, ligand / protein etkilesimlerinin yapisal ve dinamik profilini
atomistik ayrintida nitel ve nicel olarak incelemek i¢in gereklidir (Durdag: ve ark, 2018).
Bu sebeple chrysophanol’iin las sistemi tizerindeki etki dinamigini incelemek {izere bu
tez c¢aligmasinda MD simiilasyonlar1 gerceklestirilmistir. Molekiiler kenetlenme
simiilasyonlarinda hit olarak belirlenen her bir protein-ligand kompleksi Yontem

2.2.1.7°deki protokole gore Desmond modiiliinde 250 ns boyunca simiile edilmistir.

Apo (ligandsiz protein), 1RO5-30C12-HSL (endojen ligand), 1RO5-chrysophanol ve
1RO5-penicillic acid (referans molekiil) komplekslerinin 250 nanosaniyelik simiilasyonu

boyunca konformasyonel degisiklikleri Sekil 3.9’da verilmistir.
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Sekil 3.9. 1RO5- ligand komplekslerinin 250 ns simiilasyon boyunca konformasyonel
degisiklikleri

Sekilde apo ve ligand bagli komplekslerde simiilasyonun basindan (kirmizi),
ortasindan (beyaz) ve sonundan alinan yapilar (lacivert) hizalandiginda protein ve
ligandin zamana bagli konformasyonel degisiklikleri gorsellestirilmistir. Buna gore
chrysophanol molekiiliiniin ~ baglanma bolgesi i¢inde konformasyonu degisiklik
gostermektedir. 30C12-HSL kompleksinde simiilasyonun ortasinda farklilagan
konformasyon, sonundan alinan yapida goriildiigii gibi baslangigtaki haline benzer hale
gelmigtir. Penicillic acid molekiiliinde ise yapisindaki donebilir baglarin miimkiin kildigi

konformasyonlarda bulundugu sdylenebilir.

1R0O5-30C12-HSL, 1RO5-chrysophanol ve  1RO5-penicillic  acid
komplekslerinin 2B, 3B ve yiizey goriintiilerinin detayl1 yapist Sekil 3.10- 3.12 arasinda

verilmistir.
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Sekil 3.10. 1RO5- 3-0x0-C12-HSL kompleksinin 250 nanosaniyelik simiilasyonundan

alinan 3B, 2B ve yiizey gortintiileri

Sekil 3.10°da 2B ve 3B goriintiilerinde 30C12-HSL ILE107 ve GLY110 ile H

€€

€ @

[J31etix

kurmustur.
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Sekil 3.11. 1RO5-Chrysophanol kompleksinin 250 nanosaniyelik simiilasyonundan

alinan 3B, 2B ve yiizey goriintiileri
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Sekil 3.11°deki 2B ve 3B goriintiilerde Chrysophanol TRP33 ile pi-pi etkilesimi

kurmustur.
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i ALA PHE 118 —e Pi-cation
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| : Solvent exposure

Sekil 3.12. 1RO5- penicillic acid kompleksinin 250 nanosaniyelik simiilasyonundan

alman 3B, 2B ve yiizey gorintiileri

Sekil 3.12’de verilen 2B ve 3B goriintiilerinde penicillic acidARG30 ile tuz
kopriisii ile H bagi ve ILE107 le H bagi kurmustur.

MD simiilasyonlari, proteinin apo formu ile protein-ligand komplekslerinin (Prot-
RMSD); ligandin protein icindeki konumunun (LigFitProt); ligandin kendi
konformasyonel ve rotasyonel degisiminin (LigFitLig) ve her bir protein rezidiisiine ait
konumsal degisimi (RMSF) ifade eden bir dizi kavram ile analiz edilmektedir (Sekil 3.13-
Sekil 3.16).
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1RO5 (Lasl)- Protein RMSD
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Sekil 3.13. 1ROS5 (LasI) Protein RMSD/zaman (ns) grafgi

250 nanosaniyelik zaman diliminde Sekil 3.13’de simiile edilen tiim sistemler
RMSD bazinda dengeye gelmistir. Antagonist molekiil olan penicillic acid’de 100
nanosaniye civarinda sapmalar goriilse de yaklasik 160. nanosaniyeden sonra sapma
miktarinin baslangic yapisina gore arttig goriilmiistiir (yaklasik 6A). 180 ns civarindan
sonra da 5,5 A dolaylarinda stabil kalmistir. Chrysophanol ve endojen ligand olan 3-oxo-
C12-HSL’nin benzer RMSD degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir (yaklasik 2.5A). Apo
(ligand bagli olmayan) yapida 40. Nanosaniyeden itibaren sapma goriilse de 200
nanosaniye dolaylarinda stabil hale gelerek chrysophanol ve endojen ligand ile benzer
RMSD seviyesinde bulunmustur.
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1RO5 (Lasl)- Lig Fit Prot
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Sekil 3.14. 1ROS5 (Lasl) adli protein ile ligand, agonist ve antagonist molekiillerin
RMSD(A)/ zaman (ns) degerlerine bagl olan Lig Fit Prot grafigi

Molekiiler dinamik simiilasyonlarindan elde edilen bilgilerle proteinin ligand
bagli ya da degilken yahut baglanan liganda gore yapisal olarak genel davranisinin nasil
degistigi izlenebildigi gibi, proteine baglanan kii¢iik molekiilin de gerek protein
icerisindeki gerek kendi igerisindeki yapisal davraniglari izlenebilmektedir. Lig-fit-prot
ile hesaplanan RMSD degeri, ligand molekiiliiniin protein igerisindeki translasyonel
degisimlerini ifade etmektedir (Sekil 3.14). Inhibitér olan penicillic acid’in protein

icerisinde stabil kaldig1 sdylenebilir.

Chrysophanol molekiiliiniin ise 10. nanosaniyeden sonra proteinden uzaklasma
egiliminde oldugu (10A’a kadar artis goziikmekte) ve ¢ok gegmeden sapmasmin 3 A
dolaylarina kadar diistigii ve simiilasyonun devam eden evrelerinde stabil kaldigi

goriilmiistiir.

Bunun yan1 sira, 3-0x0-C12-HSL endojen molekiil ve penicillic acid
simiilasyonlarinin bagindan sonuna kadar sapmasinda bir degisiklik olmadan protein

icinde sabit kaldig1 sylenebilir.
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1RO5 (Lasl)- Lig Fit Lig
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Sekil 3.15. 1RO5 adli protein ile ligand, agonist ve antagonist molekiillerin RMSD(A)/
Time (ns) degerlerine bagli olan Lig Fit Lig grafigi

Ligandin protein igerisindeki translasyonel degisimi lig-fit-prot RMSD degerleri
ile izlenebilirken, simiilasyon siiresince molekiiliin proteinden bagimsiz olarak kendi
icerisindeki konformasyonel degisikligi ve rotasyonlar ise lig-fit-lig RMSD degerleri ile
ifade edilebilmektedir (Sekil 3.15).

Sinyal molekiilii olan 3-0x0-C12-HSL simiilasyon boyunca konformasyon
degisikligine ugrarken (1.5- 3.5 A) chrysophanol stabil kalmistir. Bu grafikte goriildiigii
tizere, chrysophanol molekiilii kendi igerisinde ¢ok fazla konformasyonel degisiklige
ugramamustir (RMSD yaklasik 0.5 A civarindadir). Bu durumu Sekil 3.13 ve Sekil 3.14
'deki verilerin 15181nda degerlendirdigimizde ise, endojen molekiiliin yapisal olarak ¢ok
fazla torsiyona ugrayabilme Ozelliginde olmasi, lig-fit-lig grafigindeki yiiksek

dalgalanmalara sebep oldugu seklinde yorumlanabilir.
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1R05 (Lasl)- Protein RMSF
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Sekil 3.16. 1ROS5 adli proteine ait RMSF/Rezidii Numaras1 grafigi

Proteindeki tiim backbone atomlarinin zamana bagl konumsal degisimi RMSD-
zaman grafigi ile agiklanabilirken, bu degisimin aminoasit rezidiilerindeki (alfa karbon
atomu veya yine backbone atomlar1 baz alinarak) dagilimi ise RMSF grafigi ile ifade

edilmektedir (Sekil 3.16).

Bu grafige gore, ilk ve genel olarak, gerceklestirilen tiim simiilasyonlarda
proteinin yapisal olarak herhangi bir bozulmaya ugramadigi gozlenebilir. RMSF
degerlerinin yiiksek oldugu aminoasitlerin, diisilk olanlara gére daha esnek/hareketli
sekonder yapil1 bolgelerde (loop gibi) yer aldigi, ya da bu aminoasitler eger baglanma

bolgesinde ise, ligand molekiiliiyle etkilesim kurmadigi seklinde yorumlanabilir.

Simiilasyonun geneline bakildiginda yiiksek dalgalanma 30-50 (alfa heliks ve
loop), 80-100 (loop), 100-120(loop ve beta tabaka) , numarali aminoasitler arasinda
goriilmiistiir. Simiilasyonu yapilan tiim molekiillerin kompleks ve apo yap: icin yliksek
RMSF degerine sahip rezidiiler sirastyla ASP39, THR83, SER114, ARG197 (apo),
GLY32, TYR78, ARG197 (chrysophanol), ASP34, THR83, SER114 (3-okso-C12-HSL),
GLY32, LYS91, ARG197 (penicillic acid) dir. Bu siralanan aminoasitlerin higbiri

baglanma bolgesinde bulunmamaktadir.
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250 nanosaniye boyunca Lasl sistemi i¢in simiile edile protein-ligand
komplekslerine ait histogramlar Sekil20 (1RO5-chrysophanol), Sekil 21 (1RO5-30C12-
HSL) ve Sekil 22°de (1ROS5-penicillic acid) verilmektedir.
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Sekil 3.17. 1RO5- chrysophanol kompleksine ait protein ligand histogrami

Simiilasyonun geneli boyunca hidrofobik etkilesim kuran aminoasitler TRP33,
PHE84, ALA173 siras1 ile loop, alfa heliks ve beta tabaka yapida bulunmaktadir.
VAL143 c¢ogunlukla hidrofobik etkilesimler kurmakta ve simiilasyonun az bir kismi
boyunca hidrojen bagi ve su kopriisii kurmakta olup, alfa heliks yapida bulunmaktadir.
ARG30, ARG104 ve PHE105 genelde su kopriisti kurmakta olup sirasi ile alfa heliks ve
beta tabaka yapidadir. TRP33, simiilasyonun %80’i boyunca hidrofobik etkilesim

kurmustur.
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Sekil 3.18. 1RO5-3-0x0-C12-HSL kompleksine ait protein ligand histogrami

ILE107 beta tabaka yapida olup simiilasyonun tamaminda hidrojen bagi
kurmustur. SER109 beta tabaka yapida olup H bagi ve simiilasyonun bir kisminda ise su
kopriisit kurmustur. PHE117 alfa heliks yapida olup simiilasyonun %20 si boyunca
hidrofobik etkilesim kurmustur.
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Sekil 3.19. 1RO5- penicillic acid kompleksine ait protein ligand histogrami

ARG30 alfa heliks yapida olup simiilasyonun biiyiik bir kisminda hidrojen bagi
ve bir kisminda su kopriisii kurmustur. ILE107 beta tabaka yapida olup simiilasyonun
yaklasik %70 inde hidrojen bagi ve bir kisminda su kopriisit kurmustur. PHE105 beta
tabaka, PHE117 alfa heliks, VAL148 alfa heliks yapida olup simiilasyonun az bir
kisminda hidrofobik etkilesimler kurmustur.
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Apo (ligandsiz), 2UV0-30C12-HSL (endojen ligand), 2UV0-Chrysophanol ve
2UVO0-penicillic acid (referans molekiil) komplekslerinin 250 nanosaniyelik simiilasyonu

boyunca konformasyonel degisiklikleri Sekil 3.20’de verilmistir.

0 ns 0 ns

125ns 48 o

250 ns

% i 0 ns
gd

250 ns

0 ns

125ns

250 ms

2UV0_chrysophanol 2UV0_penicillic acid

250 ns

Sekil 3.20. LasR-ligand komplekslerine ait 0-125-250 nanosaniye goriintiileri

Sekil 3.20°de Chrysophanol kompleksindeki yapiya bakildiginda apo forma gore
loop bolgelerinde bir agilma s6z konusudur. Ligand konformasyonunda ise simiilasyonun
ortasindan alinan yapida degisiklik oldugu fakat sonundan alinan yapiya bakildiginda

bastaki konformasyona geri geldigi goriilmiistiir.

2UV0-30C12-HSL,  2UVO0-chrysophanol  ve  2UVO0-penicillic  acid
komplekslerinin 2B, 3B ve yiizey goriintiilerinin detayli yapis1 Sekil 3.20- Sekil 3.23

arasinda verilmistir.
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Sekil 3.21. 2UV0-30x0-C12-HSL kompleksinin 250 nanosaniyelik simiilasyonundan

alinan 3B, 2B ve yiizey gortintiileri

Yukarida LasR-30C12-HSL kompleksinin MD simiilasyonundan alinan yapilari
verilmigtir. 30C12-HSL TRP60, ASP73 ve SER129 ile H bag kurmustur.
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Sekil 3.22. 2UVO0-chrysophanol kompleksinin 250 nanosaniyelik simiilasyonundan

alinan 3B, 2B ve yiizey goriintiileri
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Chrysophanol, MD simiilasyonundan alinan yukaridaki gorsellerde ARG61,
THR75 ve SER129 ile H bagi kurmustur.
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Sekil 3.23. 2UVO0-penicillic acid kompleksinin 250 nanosaniyelik simiilasyonundan

alman 3B, 2B ve yiizey gorintiileri

Yukaridaki gorselde penicillic acid’in MD simiilasyonunda LasR kompleksi ile

kurdugu etkilesimler gosterilmektedir. Buna gore ARG61 ile tuz kopriisii ve TRP60 ile

H bagi1 kurulmustur.

2UVO0 ile 30C12-HSL, chrysophanol ve penicillic acid kompleksleri ile simiile
edilen sistemlerin Prot-RMSD, LigFitProt, LigFitLig ve Protein-RMSF analizleri Sekil

3.24 -Sekil 3.27 arasinda verilmistir.
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2UV0 (LasR)-Protein RMSD
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Sekil 3.24. 2UVO0 (LasR) Protein RMSD/zaman (ns) grafgi

LasR monomeri i¢in apo (ligandsiz yapi), 30C12-HSL (sinyal molekiilii),
penicillic acid (bilinen antagonist molekiil) ve chrysophanol 250 ns boyunca simiile

edilmistir. Sekil 3.24°de simiile edilen tiim sistemler RMSD bazinda dengeye gelmistir.
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2UV0 (LasR)-LigFitProt
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Sekil 3.25. 2UVO0 (LasR) adli protein ile ligand, agonist ve antagonist molekiillerin
RMSD(A)/ zaman (ns) degerlerine bagl olan Lig Fit Prot grafigi

Grafik incelendiginde, sinyal molekiilii (yaklasik 2 A) ve penicillic acid’in
(yaklasik 1.5-2 A) RMSD bazinda stabil hale geldigi goriilmiistiir. Chrysophanol de ise

simiilasyonun basindan itibaren sapma goriilmiistiir.

61



2UV0 (LasR)-LigFitLig

WATLRY e L g -.-\I\‘“H L

0 rr ¢+ v+ v v v v [ v v ¢ 1 ¢+t 1§t | §t. Tt 1T
0 50 100 150 200 250
zaman (ns)
3-0x0-C12-HSL ——chrysophanol —— penicillic acid

Sekil 3.26. 2UVO0 (LasR) adli protein ile ligand, agonist ve antagonist molekiillerin
RMSD(A)/ Time (ns) degerlerine bagh olan Lig Fit Lig grafigi

30C12-HSL (yaklasik 1A) ve chrysophanol (yaklasik 0.5 A) simiilasyonun
baslangicina gore konformasyonlar1 agisindan stabil olduklar1 RMSD degerlerinden
anlasilmistir. Penicillic acid’in ise 20. nanosaniyeye kadar 1 A, 20. nanosaniyeden

itibaren ise yaklasik 0.5 A diizeyinde sabit kalarak