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Phellinus hartigii ve Fomes fomentarius MANTARLARINDAN ELDE EDILEN
EKSTRAKTLARIN COKLU iLAC DIRENCLI BAZI SUSLARDA EFFLUX
POMPASI iNHIBITOR POTANSIYELININ iINCELENMESI

EDA ALTINOZ

KASTAMONU UNIiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANA BiLiM DALI

DANISMAN: PROF. DR. ERGIN MURAT ALTUNER

Antibiyotik direnci giinden giine hiz kazanmaya devam ederken, buna yonelik yapilan
calismalar da ayni oranda devam etmektedir. Yeni antimikrobiyal ajanlarin giinlimiize
kazandirilmasi da avantaj olabilmekle beraber, ne yazik ki her antibiyotigin bir giin etkisini
kaybedip, yeni diren¢ mekanizmalarinin olacagi bir gercektir. Etkisi azalan ya da yitirilen
antibiyotiklerin geri kazanilmasi efflux (disa atim) pompalar1 mekanizmasinin inhibisyonu ile
miimkiin olabilmektedir. Ancak, toksisiteden dolay1 sinirli klinik kullanimi olmasi sebebiyle
bilimsel ¢aligmalar diinya genelinde devam etmektedir. Bu tez ¢alismasinda, efflux pompasi
aktif olarak galisan ¢oklu ilag direncli Escherichia coli, Acinetobacter baumannii, Proteus
mirabilis ve Klebsiella pneumoniae suslarina kars1 Fomes fomentarius ve Phellinus hartigii
makromantarlarinin aseton, etil asetat, metanol ekstraktlarinin in vitro galigmasi ile potansiyel
inhibitor olarak etkisi aragtirilmigtir. Buradan elde edilen sonuglara gore, ekstraktlarin GS/MS
analizinde belirlenen major bilesenlerin (>%10) analizi yapilarak AcrB efflux pompasina karsi
protein-ligand uyum iligkisine bakilmistir. Protein-ligand baglanma iliskisine gore en iyi
baglanmanin Phellinus hartigii aseton ekstraktindaki octacosane bileseni (%13,03) -4,71
kcal/mol ve nonadecane (%28,22) bileseni -4,70 kcal/mol baglanma enerjisiyle 4DX5 proteini
ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. MST test sonucuna gore ise; F. fomentarius aseton ve P.
hartigii metanol ekstraktlarinin AcrB proteinine baglandigi, ancak baglanma etkisinin F.
fomentarius aseton ekstraktinda daha iyi oldugu goriilmiistiir. Ekstrakt olarak en giiglii etkinin
F. fomentarius metanol, aseton ve P. hartigii metanol oldugu sonucuna varilmistir. Sonuglar,
kullanilan makromantarlarin potansiyel birer efflux pompasi inhibitérii olabilecegini
gostermektedir. Ancak, bu bulgularin klinik kullanima uygun potansiyel efflux pompasi
inhibitorleri elde etmek i¢in gen ekspresyon ¢aligmalari ve in vivo deneysel ¢alismalar ile daha
ileriye gotiiriilmesi gerekmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: AcrB protein, antibiyotik direnci, efflux pompalari, efflux
pompalar1 inhibitorii, molekiiler docking
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ABSTRACT

PH.D THESIS

INVESTIGATION OF THE EFFLUX PUMP INHIBITION POTENTIAL OF
EXTRACTS OBTAINED FROM Phellinus hartigii and Fomes fomentarius
MUSHROOMS IN SOME MULTI DRUG RESISTANT STRAINS

EDA ALTINOZ

KASTAMONU UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
DEPARTMENT OF MECHANICAL ENGINEERING

SUPERVISOR: PROF. DR. ERGIN MURAT ALTUNER

While antibiotic resistance continues to gain momentum day by day, studies on this issue
continue at the same rate. Although it may be an advantage to introduce new antimicrobial
agents to the present day, unfortunately it is a fact that every antibiotic will one day lose its
effectiveness and acquire new resistance. Recovery of antibiotics whose effectiveness has
decreased or has been lost is possible by inhibiting the efflux pump mechanism. However, due
to its limited clinical use due to toxic reasons, scientific studies continue worldwide. In this
thesis study, the potential inhibitory effect of acetone, ethyl acetate and methanol extracts of
the macrofungi Fomes fomentarius and Phellinus hartigii against multidrug-resistant
Escherichia coli, Acinetobacter baumannii, Proteus mirabilis and Klebsiella pneumoniae
strains with active efflux pumps was investigated by in vitro study. According to the results
obtained here, the protein-ligand compatibility relationship against the AcrB efflux pump was
examined by analyzing the major components (>10%) determined in the GS/MS analysis of
the extracts. According to the protein-ligand binding relationship, the best binding is with the
4DXS5 protein in the Phellinus hartigii acetone extract, with the octacosane component
(13.03%) having a binding energy of -4.71 kcal/mol and the nonadecane (28.22%) component
having a binding energy of -4.70 kcal/mol has been observed. According to the MST test
result; F. fomentarius acetone and P. hartigii methanol extracts were observed to bind to AcrB
protein. However, it was observed that the binding effect was better in FF acetone extract. It
was concluded that the strongest effect as an extract was FF methanol, acetone and PH
metanol. The results show that the macrofungi used may be potential efflux pump inhibitors.
However, these findings need to be taken further with gene expression studies and in vivo
experimental studies to obtain potential efflux pump inhibitors suitable for clinical use.

KEYWORDS: AcrB protein, antibiotic resistance, efflux pumps, efflux pumps inhibitor
molecular docking
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1. GIRIiS

Antibiyotik direnci, glinlimiiziin en yaygin saglik problemlerinden biri olarak hizla
ivme kazanmaya devam etmektedir. Bu durumun iizerine, bir de ¢oklu ila¢ direnci,
yani birden fazla ilaca kars1 kazanilan direng, eklenince hastaliklarin tedavi stireglerini
daha da zorlastirmakta ve geciktirmektedir. Bu sorunu ortadan kaldirmaya yonelik

bilimsel ¢aligmalar diinya genelinde devam etmektedir (Yiice, 2001).

Bakteriyel enfeksiyon hastaliklarinda diren¢ mekanizmalart oldukca cesitlidir.
Bakterinin sahip oldugu bu diren¢ mekanizmalari, kendisini koruma ve yasama giidiisii
sebebiyle gittikce kuvvetli bir direng olusumunu tetiklemektedir. Bunun en belirgin
sebeplerden biri olarak gosterilen durum ise hi¢ siiphesiz, gecmiste kullanilan
antibiyotiklerdir. Gereksiz yere kullanilan antibiyotigin, bakterinin kendisini koruma
ve yasama icgiidiisii diren¢ mekanizmalarimi tetikledigi yadsinilamaz bir gercektir.
Neyse ki zaman igerisinde, antibiyotik kullanim bilinci gelismeye baslamis, gereksiz

antibiyotik kullanimi1 miimkiin oldugunca azaltilmistir (Yiice, 2001).

Bu direngler dogal veya kazanilmis direng seklinde olabilmektedir. Bunlara ek olarak,
capraz diren¢ durumu da goriilebilmektedir. Mikroorganizmalarin gelistirdigi ilag
direnci, antibiyotik gruplarina gore siiflandirilmakla birlikte, en ¢ok karsilagilan
direng mekanizmalari; ilacin baglanma bolgesinde meydana gelen degisimler,
enzimatik inaktivasyon, membranda meydana gelen degisiklikler, alternatif metabolik
yolak kullanimi, penisilin baglayici protein (PBP) degisiklikleri, ilacin sitoplazmaya
girisinin engellenmesi, ribozomal hedef degisiklikleri ve efflux pompa sistemleri (aktif

pompa sistemleri) seklindedir (Yiice, 2001).

Antibakteriyel aktivite ve diren¢ mekanizmalar1 sematik olarak Sekil 1.1°de verildigi

gibi gosterilebilir (Khameneh vd., 2019).
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Sekil 1.1 Antibakteriyel aktivite/direng mekanizmalarinin temsili gériiniimii

Efflux pompa sistemlerinin varligi ve ilag direnci tizerindeki etkisi ortaya konulduktan
hemen sonra, bu diren¢ mekanizmasininin iizerinde durulmaya baslanmis ve
calismalar hiz kazanmistir. Efflux pompalarinin, kullanilan ilacin hiicre igerisine
alimmin engellenmesi veya hiicre i¢i konsantrasyonunun azaltilmasinda etkili
olabilecegi ongoriilmekte olup, bu konu 6zellikle son yillarda 6nemli bir ¢alisma alani

haline gelmistir (Altindz ve Altuner, 2019; Aygiil, 2015).

Efflux pompalarinin inhibisyonu i¢in kesfedilen inhibitdrler bulunmakla birlikte,
bunlarin toksisite problemleri nedeniyle klinik kullanimlar1 sinirhidir (Altindéz ve

Altuner, 2019; Aygiil, 2015).

Bakterilerdeki diren¢ durumunun agiklanabilmesi i¢cin Gram negatif (G(-)), Gram
pozitif (G(+)) ve mikobakterilerin hiicre duvar yapilarin1 ve bu bakterilerin efflux

pompa sistemleri tizerinde durulmasi gerekmektedir.

1.1 G (-), G (+) ve Mikobakterilerin Membran Yapisi

G (+) ve G (-) bakterilerin hiicre duvar1 yapilarinin farkli olmasi, kimyasal maddelerin
penetrasyonu ve tutunmasinda farkliliklara neden olabilmektedir. G (-) bakterilerde
yer alan dis zarin temel islevi, bazi ilag ve antibiyotiklerin hiicre igerisine girmesini
engelleyen gecici bir bariyer olusturmaktir. Bu o6zellik, G (-) bakterilerde igsel
antibiyotik direncine sebep olan ana faktor olarak nitelendirilmistir (Silhavy vd., 2010;

Exner vd., 2017).



1.1.1 G (-) Bakterilerin Membran Yapisi

Tim G (-) bakterilerde i¢ membrana ek olarak bir de dis membranin bulundugu ¢ift
membranli bir membran sistemi bulunmaktadir. Cift katmanli olan dis membranin i¢
kism1 fosfolipid yapisindadir. Membranin hiicre disina bakan yiizey ise
lipopolisakkarit (LPS) yoniinden zengin olup, digs membran doymamis yag asitlerinden
yoksunlugu sebebiyle sitoplazmik membrandan farklilik gostermektedir (Hasdemir,
2007; Nikaido, 2001, Nikaido, 2003). Hiicre duvar1 ince bir peptidoglikan
tabakasindan olusmakta; i¢ ve dis zarin arasinda, periplazmik boslukta bulunmaktadir.
G (-) bakterilerin membran yapist Sekil 1.2°de (Bas, 2019; Brown vd., 2015)
gosterilmistir. D1s zarda porin adi verilen 6zel tasiyici sistemler de yer almaktadir (Bas,

2019; Brown vd., 2015).
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Y -
(- eee 4 ,),Y,,',!] ﬂ OO0E OOOE_2O00
Dl§Zar M A A M M M M 'y A4 AL AL A AL AL A A M M MM A M M MM
Periplazmik /\
Bosluk | Lipoprotein Peptidoglikan
YOOOQOQOQOQ0
= S 4 W \ 8 Ao \
DOOOQOOOOOOO
Periplazmik ‘ \"
Bosluk \“}/
Hiicre Zan

Sekil 1.2 Gram (-) bakterilerin hiicre duvar yapisi

G (-) bir bakteri olan Escherichia coli bakterisinden alinan ince bir zar kesitinin
gecirimli elektron mikroskop (TEM) goriintiisii Sekil 1.3’de gosterilmistir (Beveridge,
1999).



Sekil 1.3 E. coli’nin zarfindan ince kesitli bir TEM 6rnegi

1.1.2 G (+) Bakterilerin Membran Yapisi

G (+) bakteriler, G (-) bakterilerin aksine, sadece sitoplazma zar1 ve bu zarin iizerinde
bulunan kalin bir hiicre duvari seklinde bir yapiya sahip olup, dis membran
bulundurmamaktadir. Sitoplazma zarmin etrafin1 saran peptidoglikandan meydana
gelen hiicre duvari, lipoteikoik ve teoikoik asit icerir. G (+) bakterilerde bir dis zar
bulunmamasindan o&tiirii, ekstraseliiler vezikiillerin iiretilemedigi diisiiniilmektedir. G
(+) bir bakterinin membran yapisi1 Sekil 1.4’de verildigi gibidir (Bas, 2019; Brown vd.,
2015).

Peptidoglikan
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Sekil 1.4 Gram (+) bakterilerin hiicre duvar yapisi

G (+) bir bakteri olan Bacillus subtilis’in kriyo-elektron mikroskobundan elde edilmis

hiicre zar1 goriintiisti Sekil 1.5°de verilmistir (Matias ve Beveridge, 2005).
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Sekil 1.5 Bacillus subtilis hiicre zarfi kriyo-elektron mikroskobu goriiniimii

1.1.3  Mikobakterilerin Membran Yapisi

Mikobakterilerin yapisi, G (+) bakterilerin yapisina gére daha kompleks olup, hiicre
zarinin lizerinde, peptidoglikan ve arabinogalaktandan meydana gelen iki tabaka daha
bulunmaktadir. En dis tabakada yogun olarak bulunan ve gecirgenligi zayif olan
mikolik asitler yer almaktadir. Bu tabakaya ayni zamanda mikomembran da
denilmektedir. Hiicre duvarinda porinler, glikolipidler ve diagilgliserol yardimi ile
membrana bagli olan lipoarabinomannan bulunmaktadir. Mikobakterilerin membran

yapist Sekil 1.6’da gosterilmistir (Basg, 2019; Bitter vd., 2009).
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Sekil 1.6 Mikobakterilerin membran yapisi

Mikobakterilerin hiicre zar yapisinin kriyo-elektron mikroskobu goriintiisii ise Sekil

1.7°de verilmistir (Bas, 2019; Chevalier vd., 2014).
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Sekil 1.7 Kriyo-elektron mikroskobu mikobakteri membran yapisi
1.2  Efflux Pompalart Hakkinda Genel Bilgiler

Yapilan ¢alismalarda, ¢coklu ilag direncinin halk sagligi agisindan ciddi tehdit olusturan
bir etken oldugu belirtilmektedir. Ilacin hedefinin degistirilmesi ya da enzimatik yol
ile ilacin inaktive edilmesi, bu dirence sebep olan 6nemli etkenler arasindadir. Son
zamanlarda ¢oklu ilag direncine sebep olan baska bir mekanizma daha tespit edilmistir

(Hasdemir, 2007).

Ik kez 1980’li yillarda, E. coli bakterisinde hiicre icine almmus tetrasiklin
antibiyotiklerinin hiicrenin disina atildiginin tespit edilmesiyle efflux pompalari

tanimlanmstir (Bas, 2019; McMurry vd., 1980; Ozkanca, 2018).

Efflux pompa sistemleri; hiicre i¢ine giren ilac1 ya da herhangi bir kimyasal1 hizli bir
bicimde hiicrenin disina pompalayarak, bu maddelerin hiicre i¢indeki
konsantrasyonunu azaltmaktadir. Hiicre iginden, hiicre disina yapilan bu pompalama
islemi, membrana lokalize proteinler vasitasi ile gergeklesmektedir. Efflux pompa
sistemleri, bazi transport proteinlerine benzer 6zellikler gostererek, adenozin trifosfat
(ATP) veya proton gradientine (proton motive gii¢) bagimli olarak hareket
etmektedirler (Yiice, 2001). Bir memelinin hiicre zarinda bulunan P-glikoproteini
(ATP’ye bagl transmembran proteini) kanser ilaglarina karsi, bakterinin hiicre zarinda
kesfedilen Tet pompa proteininin ise tetrasiklin direncine sebep oldugu anlasildiktan
sonra, yapilan calismalar sonucunda efflux pompasi genlerinin bir¢ok patojen

mikroorganizmada bulunabildigi kaydedilmistir (Hasdemir, 2007; Li ve Nikaido,



2004; Nikaido, 1998; Poole, 2000; Nikaido, 2001; Poole, 2004). Lipofilik ve amfipatik
molekiiller de efflux pompalar1 vasitasiyla bakterilerin disina tasinabilmekte olup, tek
tip veya farkli yapisal 6zelliktei antibakteriyel ajanlarin da taginmasi sonucu ¢oklu ilag

direnci gelistirilebilmektedir (Khameneh vd., 2019; Webber ve Piddock, 2003).

Efflux pompalari, 0karyotik canlilarda (kiifler, mantarlar, mayalar, insanlar) ve

prokaryotik canlilarda (bakteriler) bulunabilmektedir (Gtilay, 2001).

2018 yilina kadar kabul goren yaklasima gore bes efflux pompa ailesi tanimlanmisken,
Du ve arkadaslarinin (2018) yapmis oldugu ¢alismada alt1 efflux pompasi tanimlanmis
ve Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux (PACE) ailesi bu pompalar arasina
eklenmistir. Bu pompalardan ATP-Binding Cassette (ABC) ailesi, tasima esnasinda
dogrudan ATP kullanarak enerji saglar. Diger bes grup ise transmembran iyon
gradientlerinde yakalanan elektrokimyasal enerji ile ¢alisan ikincil aktif tasiyicilardir.
Bu bes siiper aile ise Major Facilitator Superfamily (MFS), ¢oklu ilag ve toksin
ekstriizyon ailesi olarak tanimlanan Multidrug and Toxin Extrusion (MATE), kii¢iik
coklu ila¢ direncine sebep olan Small Multidrug Resistance (SMR), direng-
nodiilasyon-hiicre bdliinmesi olarak tanimlanan Resistance-Nodulation-Cell Division
(RND) ve Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux (PACE) aileleridir (Du vd.,
2018; Hassan vd., 2013, Hassan vd., 2015). Ayrica, Song ve Wu’nun (2016)
yayilamis oldugu bir calismada da efflux pompalar1 alt1 kategoriye ayrilmis olup,
bunlar MFS, ABC, SMR, RND, MATE ve Drug Metabolite Transporter (DMT) olarak
tanimlamistir (Putman vd., 2000; Poole, 2004; Song ve Wu, 2016).

Bes temel siiper ailenin sematize edilmis hali Sekil 1.8’de verilmistir (Abdi vd., 2020;
Yilmaz ve Ozcengiz, 2017).



| Substrat
1 Substrat

:::::::

Dis Zar Proteini

” Dis Zar

Periplazmik Bosluk

Substrat Substrat Membran Fiizyon Proteini

Substrat

Efflux Pompasi
2 Plazma

$ Zan

::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::

Sitozol

Sekil 1.8 Bes temel efflux pompas: siiper aileleri

1.2.1 ATP-Binding Cassette (ABC)

ABC efflux pompa ailesi, kanal yapisina ve sitozolik ATP baglanma bolgelerine sahip
bir grup transmembran proteindir. ATP hidrolizi, magnezyum varliginda tasima i¢in
enerji saglar. Ailenin en tipik ornegi olan P-glikoprotein (P-gp), iki hidrofobik
transmembran alan (TMD1 ve TMD?2) ile iki niikleotid baglayic1 alandan (NBD1 ve
NBD?2) olusur (Aller vd., 2009; Song ve Wu, 2016; Szakacs vd., 2006). ABC tipi efflux
pompast Sekil 1.9°da gosterilmistir.
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Sekil 1.9 ABC siiper ailesi

TMD, alt1 hidrofobik a-heliks igerir. Bu yapi, substrat tanima yerlerini ve transport
kanalin1 olusturur. DrrABC kompleksi (gen ad1 Rv2936/2937/2938) Mycobacterium
tuberculosis'deki ABC aile tasiyicilardan biridir. DrrA iki NBD igerir ve DrrB yapisal
ve fonksiyonel olarak P-gp'ye sahip alt1 a-helis icermektedir (Braibant vd., 2000; Song
ve Wu, 2016). Rv2686cRv2687c-Rv2688c ve Rv1456c-Rv1457¢c-Rv1458c tasima



sistemleri, yakin zamanda Mtb H37Rv'de tanimlanan iki ABC ailesi efflux pompasidir.
Birinci basamak anti-tiiberkiiloz (anti-TB) ilaglarinin varliginda bu iki pompanin
yiiksek ekspresyonu gozlenmis ve bu durumun izoniazid (INH), rifampisin (RIF),
streptomisin (STM) ve etambutol'dan (EMB) ilaglarin en az birine direncine yol actig1
goriilmiistiir (Hao vd., 2011; Song ve Wu, 2016). ABC tasiyicilari, heterodimerik ve
homodimerik gruplara ayrilabilmekte olup, O6zellikle homodimeriklerin (EfrCD,
LmrCD ve BmrCD) gram-pozitif bakterilerde antibiyotik direnciyle iligkili oldugu
belirtilmistir. Cogu homodimerik ABC tasiyicisinin iki ayni niikleotit baglayici
bolgeye sahip oldugu diisiiniilse de, heterodimerik ABC tasiyicilart ATP hidrolizine
ihtiya¢ duymayan dejenere bir baglanma yeri igerebilir (Abdi vd., 2020; Hiirlimann
vd., 2017).

Ilag etkinligi ile iligkili tasiyicilarn gogu ABC ailesine aittir ve mantar ve hayvan

hiicrelerinde goriiliir (Abdi vd., 2020; Cannon vd., 2009).

Gram negatif bakterilerde, ABC ailesine ait ilag effux pompalar1 nadir goriiliir. Bu
baglamda, lipopolisakkaritin (LPS) biyosentetik ara maddelerinin tasiyicist olan
MsbA'nin, Lactococcus lactis'de eritromisini pompaladigi ortaya ¢ikmistir (Abdi vd.,

2020; Woebking vd., 2005).

ABC tastyicist i¢in tasima mekanizmast Sekil 1.10°da verilmistir (Du vd., 2018).
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Sekil 1.10 ABC tasiyicisinin mekanizma 6rnegi



Sekil 1.10'da verilen semada, ilacin yerini degistirmek i¢in ¢alisan, membran boyunca
yerlesmis i¢e dogru agik ve disa acik konformasyonlar arasinda degisen protomerlerin

camasir mandalina benzer hareketi gosterilmektedir (Du vd., 2018).

1.2.2 Multidrug and Toxin Extrusion (MATE)

MATE tasiyicilan bakterilerde yaygindir ve benzer sekilde gelismis hayvanlarda ve
bitkilerde de bulunmaktadir. Bu pompa tipine ait ilk O6rnek olarak, Vibrio
parahaemolyticus'tan NorM adli bir Na*/katyonik antiporter ajan kabul edilmistir
(Kuroda ve Tsuchiya, 2009; Abdi vd., 2020). Bu pompalarin ana rolii, katyonik
boyalar, florokinolonlar ve aminoglikozitler gibi bilesenleri pompalamaktir. Bu
tagtyicilarin bir¢ogu, enerji kaynagi olarak bir Na* ve H* gradyan1 kullanmaktadir.
Vibrio cholerae'dan elde edilen NorM'un kristal yapisi, i¢ zarin dis yiizeyine agik olan

disa dogru yonlii bir konformasyonu isaret etmektedir (Abdi vd; 2020; He vd., 2010).

AbeM proteini (Acinetobacter baumannii) i¢in ¢oklu ila¢ efflux pompalarinin MATE
familyalarindan biri olabilecegi 6ngoriilmiistiir. AbeM proteininin efflux pompasinda
varligt durumunda; siprofloksasin, norfloksasin, ofloksasin, gentamisin, triklosan,
daunorubisin, doksorubisin, etidyum bromiir (EtBr) ve rhodamin 6G'nin minimum
inhibisyon konsantrasyonlarinda (MIK) 4 kattan fazla artis saglayabilecegi
belirtilirken; kanamisin, kloramfenikol, eritromisin, trimetoprim ve
tetrafenilfosfonyumun (TPPCI) MIiK degerlerinde de tekrarlanabilir bir 2 kat artis
olusturabilecegi ongdriilmiistiir (Abdi vd., 2020; Su vd., 2005).

MATE siiper ailesine ait sematik bir goriintim Sekil 1.11°de gosterilmistir (Khameneh

vd., 2019).
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Sitoplazma

Sekil 1.11 MATE siiper ailesi sematik goriiniim

MATE tastyicist i¢in tagima mekanizmasinin sematize edilmis hali Sekil 1.12°de

verilmistir (Du vd., 2018).

PfMATE

Sekil 1.12 MATE tasiyicisinin mekanizma ornegi

Sekil 1.12°deki semaya gore; MATE tastyicilarinin amino terminali ve karboksi
terminali alanlari, bir V sekilli merkezi bosluk olusturmaktadir. Yapilarin goriintise
gore, merkezi boslugun alt kismi, membranin yaklagik yarisina yerlesmis disa acik bir

duruma sahiptir. Neisseria gonorrhoeae NorM'de, membran-periplazma arayiiziiniin
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yakininda bulunan merkezi bir boslukta bir ilag baglama bdlgesi tanimlanmustir.
Substrat ve katyon (Na™*), farkli amino asit alt gruplariyla etkilesime girer ve ayni anda
proteine baglanabilir. Bu nedenle, Na*’nin akis1 ve ila¢ arasindaki baglanti dolayh
olmasi ve protein konformasyonel degisikliklerinin aracilik etmesi muhtemeldir. Sekil
1.12’de tasinan substratlar olan rodamin 6G ve etidyum bromiiriin yerleri de
belirtilmistir. Substratlar, etkilesimlere ¢cogunlukla hidrofobik amino asitlerin aracilik
ettigi DinF alt aile iiyesi DinF-BH'nin merkezi bosluguna daha derinden

baglanmaktadir (Du vd., 2018).

Baska bir DinF alt aile iiyesi olan PfIMATE igin, ila¢ baglama bolgesi sadece amino
terminal (N terminal) i¢inde olusturulmakta ve polar amino asitler tarafindan domine
edilmektedir. Substrat ve katyon (H*) ayn1 amino asitlerle etkilesir ve baglanmak icin
birbirleriyle rekabet eder. H* akis1 ve ilag arasindaki baglanma biiyiik olasilikla
dogrudandir. Sekil 1.12°de ayrica tagima substratlar1 verapamil ve norfloksasin tiirevi

substrat Br-NRF'nin yeri gosterilmistir (Du vd., 2018).

1.2.3  Major Facilitator Superfamily (MFS)

MEFS siiper ailesi 12 transmembran alani igeren dimerlerdir. Tastyiciya 6zgii alani
belirleyen bolgeler, zarlararasi alanlarin sonunda sarmal ve hiicre dig1 dongiiler olarak
bulunmaktadir (Kaback vd., 2001; Abramson vd., 2003; Huang vd., 2003; Yan, 2013;
Song ve Wu, 2016). MFS efflux pompalari, ilag molekiillerini substrat/H* (Na‘)
antiporter sistemiyle disar1 atmaktadir (Song ve Wu, 2016; Wang ve van Veen, 2012).
Tet ve Mef efflux pompalari, makrolid direnci ile iliskili oldugu gosterilen MFS
ailesindeki en iyi tanimlanmis efflux sistemleri oldugu bilinmektedir (Ojo vd., 2004;
Roberts, 2008; Song ve Wu, 2016). LfrA pompa tipi, Mycobacterium'da bulunan ilk
MES efflux pompasi olup, Staphylococcus aureus’daki QacA (Rv2846) tipi efflux
pompasi ile yiiksek derecede ayni homolojiye sahip oldugu belirtilmistir (Bellinzoni
vd., 2009; Takiff vd., 1996; Song ve Wu, 2016). Ayrica, Tap (Rv1258c) efflux pompasi
tipi MFS ailesinin bir iiyesi olup, aminoglikozid ve tetrasiklin gibi antibiyotiklerine
kars1 direng gosterdigi belirtilmistir (Gupta vd., 2006; Siddiqi vd., 2004; Song ve Wu,
2016). MFS siiper ailesine ait sematik goriintim Sekil 1.13°de verilmistir (Song ve Wu,
2016).
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Sekil 1.13 MFS siiper ailesi sematik goriiniim

MFS tastyicist igin tagima mekanizmasinin sematize edilmis hali Sekil 1.14°de
verilmigtir. Bu semaya gore; MFS grubunun galaktozid ve H* simportu, degisim ve
ters akis reaksiyonu icin bir salincak anahtar modelidir. Simport dongiisii sirasinda,
laktoz permeaz LacY simportorii, protonasyonunun bir sonucu olarak laktoza yiliksek
afiniteyle baglanir (Sekil 1.14 adim 1 ve 6). Galaktosidin baglanmasi (adim 2 ve 5),
disa dogru agik (influx) veya ice dogru acik (efflux) durumdan dimerin oklude bir
konformasyonuna dogru bir konformasyonel gecisi tetikler (adim 3 ve 4). Bu
asamalari, dimerin kars1 tarafa iceri dogru (influx) veya disar1 dogru (efflux) agmasi,
substratin serbest birakilmasi ve LacY'nin protondan deprotonasyonu (adim 1 ve 6)
takip etmektedir. Bu durumda LacY, apo-oklude bir konformasyonu uyarlamaktadir
(adim 7 ve 8). Bir degisim veya ters akis dongiisii durumunda, LacY yalnizca 2-5

arasindaki adimlardan (sagdaki renkli alan) gegcmektedir (Du vd., 2018).

LacY Substrate

®

.
S €

Sekil 1.14 MFS tastyicisinin mekanizma drnegi



1.2.4  Resistance-Nodulation-Cell Division (RND)

RND efflux pompalari, bir i¢ membran proteini, bir membran flizyon proteini ve bir
dis membran faktoriinden olusan proton bagimli pompalardir. En iyi tanimlanmis
RND ailesi efflux pompasi; AcrB (i¢ zar proteini), AcrA (membran fiizyon proteini)
ve TolC (dis membran faktorii) tarafindan olusturulan E. coli’deki AcrAB-TolC
pompasidir (Murakami vd., 2002; Song ve Wu, 2016). AcrB bir homotrimerdir ve her
alt birim, belirgin bir kapak benzeri yap1 ve 12 a-sarmal transmembran alanlarindan
olugmaktadir (Elkins vd., 2010; Husain ve Nikaido, 2010; Song ve Wu, 2016). Ilag
molekiilleri AcrB'ye baglanmakta ve AcrA ve TolC ile tam bir efflux pompa
olusumuna neden olugmaktadir (Seeger vd., 2008; Ge vd., 2009; Song ve Wu, 2016).
[lag molekiilleri TolC tarafindan AcrB'nin transmembran alanlarindan atilmaktadir.
Bu islem, AcrB'nin ilag molekiillerini TolC'ye transfer edip enerji saglamasi igin
proton degisimini gerektirmektedir (Hobbs vd., 2012; Murakami vd., 2006; Seeger
vd., 2006, 2008; Song ve Wu, 2016). Ayrica, E. coli’deki AcrB disinda; RND ailesinin
iyi karakterize edilmis G (-) 6rnegi olarak Pseudomonas aeruginosa MexB, Neisseria
gonorrhoeae MtrD ve Campylobacter jejuni CmeB verilebilir (Bolla vd., 2014; Eicher
vd., 2012; Du vd., 2018; Murakami vd., 2002; Nakashima vd., 2011; Oswald vd.,
2016; Su vd., 2017). Mycobacterium tuberculosis'deki baslica RND ailesi efflux
pompast olarak mikobakteriyel membran proteinleri (MmpL) ve mikobakteriyel
kiiciik membran proteini (MmpS) bulunmakta olup, bunlar arasinda homoloji s6z
konusu oldugu belirtilmistir. MmpL7'nin, EPI rezerpin (RES) ve karbonil siyaniir m-
klorofenil hidrazon (CCCP) tarafindan antagonize edilebilen izoniazid’e (INH) kars1
giiclii bir dirence sahip oldugu gosterilmektedir. MmpS4 ise hiicre yiizeyi
glikolipitlerinin liretimi ve pompalanmasi i¢in gereklidir (Deshayes vd., 2010; Milano

vd., 2009; Pasca vd., 2005; Song ve Wu, 2016).

RND siiper ailesine dair sematik bir goriiniim Sekil 1.15’de verilmistir (Song ve Wu,

2016).
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Sekil 1.15 RND siiper ailesi sematik goriinim

RND tastyicist igin tasima mekanizmasinin sematize edilmis hali Sekil 1.16°da
verilmigtir. Bu semaya gore; RND tasiyicisina ait AcrB, seklin {ist kisminda
gosterildigi sekilde, esdeger olmayan ii¢ yap1 durumundan ge¢cmektedir. Bu modele
gore, ila¢ molekiiliiniin bu pompaya ulasmast durumunda; ilag, periplazmik alandaki
kesik ¢izgilerle gosterilen baglanma cebine baglanir. ilag molekiilleri, baglanma
durumda baglanma cebine dogru ilerleyebilir ve daha sonra ekstriizyon durumunda

huni seklinde bir kanyona ekstriide edilir. (Du vd., 2018).

Baglanma

Proton Yiklemesi

Ig Zar

Sekil 1.16 RND tasiyicisinin mekanizma Srnegi

1.2.5 Small Multidrug Resistance (SMR)

SMR siiper ailesi, aminoglikozid ve makrolid antibiyotiklerin hidrofobik bolgeleri ile
dogrudan etkilesime giren korunmus amino asitleri i¢eren dort transmembran sarmal
yapidan olusan kiigiik proteinlerdir (100-200 amino asit) (Poulsen ve Deber, 2012;
Song ve Wu, 2016). Mmr (Rv3065), QacEu (Staphylococcus) ve EmrE (E. coli) efflux
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pompalari ile yiiksek homoloji sergileyen ilk tanimlanmig SMR ailesi effux pompasi
olup, eritromisin ve etidyum bromiir (EtBr) disa atima aracilik etmektedir (De Rossi
vd., 1998; Song ve Wu, 2016). Rv3789 geninin de ayrica potansiyel bir SMR efflux
pompasint kodladigi one siiriilmiistiir (Larrouy-Maumus vd., 2012; Song ve Wu,
2016). SMR siiper ailesine ait sematik bir goriinim Sekil 1.17°de verilmistir
(Khameneh vd., 2019).

Hiicre Dist Ortam

Sitoplazma :

Anu;q.'otik

Sekil 1.17 SMR siiper ailesi sematik goriiniim

1.2.6 Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux (PACE)

Du ve arkadaslarinin (2018) vyaymlamis oldugu ¢alismada Proteobacterial
Antimicrobial Compound Efflux (PACE) ailesi; SMR siiper ailesine benzer olmasina
ragmen, Acinetobacter klorheksidin efflux proteini (Acel), PACE ailesi olarak
adlandirilan ¢oklu ilag efflux pompa ailesinin yeni bir iiyesi olarak tanimlanmistir (Du
vd., 2018; Hassan vd., 2015). E. coli kromozomunda PACE protein kodlayan genlerin
bulunmamasi, bu genlerin diger y-proteobakterilerden ayrigsmasi sonrasinda erken

kaybedildigini diisiindiirmektedir (Du vd., 2018).

PACE tagima proteinleri; dezenfektan ve antiseptik olarak kullanilan bir dizi biyosidal
maddeye diren¢ saglayabilir ve bircok 6nemli G (-) insan patojeni tarafindan
kodlanmaktadir. PACE proteinlerini kodlayan genler bakteri tiirlerinin ana
genomlarinda korunurlar, bu da biyosit direncine ek olarak dnemli fonksiyonlara sahip

olduklarini gostermektedir. PACE ailesi proteinleri i¢in {i¢ boyutlu yap1 bilgisi heniiz
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mevcut degildir. Bununla birlikte, PACE proteinleri, substrat taginmasi i¢in 6nemli
olmas1 muhtemel olan, ¢ok yiiksek oranda korunmus amino asit sekans1 motiflerine
sahiptir. Acel'ye homolog proteinleri kodlayan genler, Pseudomonas, Klebsiella,
Enterobacter, Salmonella ve Burkholderia tiirleri gibi patojenler de dahil olmak tizere
bircok bakteri tiirlinlin genomlarinda bulunmaktadir. Bu genler Proteobacteria
arasinda Ozellikle yaygindir, ancak bazi Actinobacteria'da ve bunlarla ilgili olmayan
bazi bakteri tiirlerinde sinirli sayida bulunabilmektedir (Hassan vd., 2015, Hassan vd.

2018).

Ongoriilen transmembran topolojisi ve PACE ailesi proteinlerinde bulunan korunmus
amino asit dizisi motifleri Sekil 1.18’de gosterilmistir. Sekil 1.18’de biiyiik harfle
gosterilmis amino asitler protein dizilerinin % 90'indan fazlasinda korunurken, kii¢iik
harfle gosterilmis amino asitler % 65 - % 90 arasinda korunmaktadir. Sekilde
korunmus olan amino asitler renkli olarak gosterilmistir (kirmiz1 renk: negatif ytikli,
mavi renk: pozitif yiiklii, turuncu renk: aromatik, siyah renk: digerleri) (Hassan vd.,

2018).

(BTP =Bacterial Transmembrane Pair = Bakteriyel Zar Cifti)
BTP domain 1 BTP domain 2
Y4

Periplazma

ic Zar

Sitoplazma

Sekil 1.18 Ongoriilen PACE ailesi transmembran topolojisi

1.2.7 Drug Metabolite Transporter (DMT)

Song ve Wu’'nun (2016) yayinlamis oldugu bir ¢aligmada; bilinen bes siiper aileye ek
olarak Drug Metabolite Transporter (DMT) ailesi de eklenmistir. DMT siiper ailesi;

Okaryotlarda, bakterilerde ve arkealarda her yerde bulunan biiyiik bir membran tasiyici

17



grubudur ve toksik bilesikler, metabolitler gibi oldukg¢a genis bir substrat yelpazesi
i¢in tastyict icermektedir (Jack vd., 2001; Tsuchiya vd., 2016). YddG, aromatik amino
asitleri ve ekzojen toksik bilesikleri disar1 atan bakteriyel DMT proteini olup, hiicresel
homeostaza katkida bulunmaktadir (Doroshenko vd., 2007; Santiviago vd., 2002;
Tsuchiya vd., 2016). Lipozom bazli analizler kullanarak E. coli ve Starkeya novella
Y ddG'nin ¢esitli amino asitleri disar1 pompalandig1 Tsuchiya ve arkadaglarinin (2016)

yapmis oldugu calismada gosterilmistir.

Her DMT ailesi iiyesinin, farkli bir topolojiye sahip proteinlerden olusup; polipeptid
zinciri bagina dort, bes, dokuz veya on olarak varsayilan transmembran sarmaldan
meydana geldigi ve her biri karakteristik bir fonksiyon, boyut ve topolojiye sahip 35
farkli tiyeye sahip oldugu belirtilmistir (Jack vd., 2001; Véstermark vd., 2011).

1.3 Efflux Pompasi Tasima Sisteminden Sorumlu Proteinler

Efflux pompasi protein ailelerine ait bilgi Tablo 1.1°de verilmistir (Hasdemir, 2007).

Tablo 1.1 Protein siiper ailelerine ait genel 6zetleme tablosu

Protein Kullanilan Tinik
Siiper Enerji Membran Topolojisi Bakteri Ttirti P
o < Protein
Ailesi Kaynagi
6+6=12 Transmembran
Segmentli o-Helikal Lactococcus lactis
ABC ATP Simetri Yapili Protein (G(+) LmrA
12 ya da 14 Transmembran Escherichia coli
MATE Na* Gradient Segmentli Protein 5¢ igi_)l)a cott YdhE
Escherichia coli
MFS Proton 12 ya da 14 Transmembran (G(-)) EmrB
Motive Giig Segmentli Protein Staphylococcus
aureus (G(+)) NorA
Iki Biiyiik Eksternal Escherichia coli AcrB
RND Proton Cikintili 12 (G(-)
Motive Giig Transmembran Segmentli Pseudomonas
Protein aeruginosa (G(-)) MexB
Escherichia coli EmiE
SMR Proton 4 Transmebran Segmentli (G(-)
Motive Giig Protein Staphylococcus Smr

aureus (G(+))
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G (-) bakterilerdeki RND siiper ailesindeki ¢oklu ila¢ pompa sistemlerine ait bilgiler
Tablo 1.2°de, RND siiper ailesine iiye olmayan ilaglarin pompa protein tipleri Tablo

1.3’de tanimlanmistir (Hasdemir, 2007).
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Tablo 1.2 G (-) RND siiper ailesine ait ¢oklu ilag pompa sistemleri

Membran
Bakteriler Fiizyon RN].) . Ds Merpbran Substratlar
il Proteini Proteini
Proteini

Acznetobq‘cter AdeA AdeB AdeC Ammoghkgmd, Erltromlsln, Et@yqrn Br'omur, Eloroklnolon, Kloramfenikol,

baumannii Novobiyosin, Sefotaksim, Tetrasiklin, Trimetoprim

Burkholderia

cepacia CeoA CeoB OpcM Florokinolon, Kloramfenikol, Trimetoprim

Burkholderia AmrA AmrB OprA Aminoglikozid, Makrolidler

pseudomallei

Campvlobacter Akridin, Ampilisin, Etidyum Bromiir, Deoksikolat, Florokinolon, Gentamisin,

'ec'lunll?y obacte CmeA CmeB CmeC Kloramfenikol, Nalidiksik Asit, Rifampisin, Protamin, Sefotaksim, Sodyum

Je Dodesil Sulfat, Trimetoprim / Sulfametoksazol

Enterobacter Akriflavin, Akridin, Florokinolon, Kloramfenikol, Mitomisin, Novobiyosin,

aerogenes AcrA AcrB TolC Safra Tuzlar1, Sodyum Dodesil Sulfat, Trimetoprim / Sulfametoksazol
Akriflavin, B-Laktam, Benzalkonyum, Etdiyum Bromiir, Florokinolon, Fusidik

Escherichia coli AcrA AcrB TolC Asit, Kloramfenikol, Kristal Viyole, Linezolid, Makrolidler, Metotreksat,
Novobiyosin, Organik Coziiciiler, Safra Tuzlari, Sodyum Dodesil Sulfat,
Trimetoprim / Sulfametoksazol, Triton X-100, Yag Asitleri

Escherichia coli AcrA AcrD TolC Aminoglikozid, B-Laktam, Deoksikolat, Fusidik Asit, Novobiyosin, Sodyum

Dodesil Sulfat

20



Tablo 1.2’nin devam

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

Haemophilus influenzae

Klebsiella pneumoniae

Neisseria gonorrhoeae

Pseudomonas aeruginosa

AcrE

MdtA

YhiU

AcrA

AcrA

MtrC

MexA

AcrF

MdtBC

YhiV

AcrB

AcrB

MtrD

MexB

TolC

TolC

TolC

TolC

MtrE

OprM

Akriflavin, B-Laktam, Florokinolon, Linezolid, Makrolidler, Organik
Coziiciiler, Rodamin, Safra Tuzlari, Sodyum Dodesil Sulfat, Trimetoprim,
Trimetoprim / Sulfametoksazol

B-Laktam, Deoksikolat, Novobiyosin, Sodyum Dodesil Sulfat

B-Laktam, Benzalkonyum, Deoksikolat, Doksorubisin, Eritromisin,
Etidyum Bromiir, Kristal Viyole, Novobiyosin, Rodamin, Safra Tuzlari,
Sodyum Dodesil Sulfat

Akriflavin, Eritromisin, Etidyum Bromiir, Kristal Viyole, Novobiyosin,
Rifampisin, Sodyum Dodesil Sulfat

Florokinolon

Azitromisin, Etidyum Bromiir, Kristal Viyole, Makrolidler, Rifampisin,
Siprofloksasin, Triton X-100, Yag Asitleri

Akriflavin, Aminoglikozid, B-Laktam, Etidyum Bromiir, Florokinolon,
Homoserin Laktonlar, 1rgasan, Kloramfenikol, Kristal Viyole, Makrolidler,
Novobiyosin, Organik Coziiciiler, Rodamin, Sodyum Dodesil Sulfat,
Sulfonamidler, Tetrafenil Fosfonyum, Tigesiklin, Triklosan, Trimetoprim
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Tablo 1.2’nin devam

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas putida

Pseudomonas putida
Pseudomonas putida

Pseudomonas putida

MexC

MexE

MexX

Mex]J
MexH
MexV

ArpA

MepA
SrpA

TgtA

MexD

MexF

MexY

MexK
MexI
MexW

ArpB

MepB
SrpB

TgtB

OprJ

OprN

OprM

OprM
OpmD
OprM

ArpC

MepC
SrpC

TgtC

Akriflavin, B-Laktam, Etidyum Bromiir, Florokinolon, Kloramfenikol,
Novobiyosin, Organik Coziiciiler, Rodamin, Sefalosporinler, Serulenin, Sodyum
Dodesil Sulfat, Sulfonamidler, Tetrafenil Fosfonyum, Tigesiklin, Trimetoprim,
Triklosan

Florokinolon, Kloramfenikol, Organik Coziiciiler, Triklosan, Trimetoprim

Aminoglikozid, B-Laktam, Kloramfenikol, Makrolidler, Tetrasiklin, Tigesiklin

Eritromisin, Siprofloksasin, Tetrasiklin, Triklosan
Akriflavin, Etidyum Bromiir, Rodamin, Vanadyum
Akriflavin, Etidyum Bromiir, Florokinolon, Kloramfenikol, Tetrasiklin

Eritromisin, Karbenisilin, Kloramfenikol, Novobiyosin, Streptomisin, Tetrasiklin

B-Laktam, Eritromisin, Novobiyosin, Organik Coziictiler, Tetrasiklin
Organik Coziiciiler

Ampisilin, Organik Coziiciiler, Karbenisilin
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Tablo 1.2’nin devam

Proteus vulgaris

Salmonella enterica serovar
Typhimurium

Serratia marcescens
Stenotrophomonas maltophilia
Stenotrophomonas maltophilia

Vibrio cholerae

AcrA

AcrA

AcrA

SmeA

SmeD

AcrB

AcrB

AcrB

SmeB

SmeE

TolC

SmeC

SmeF

TolC

Akriflavin, Eritromisin, Etidyum Bromiir, Kloramfenikol,
Minosiklin, Novobiyosin, Siprofloksasin, Sodyum Dodesil Sulfat,
Tigesiklin, Trimetoprim

Akriflavin, B-Laktam, Deoksikolat, Eritromisin, Florokinolon,
Kloramfenikol, Kristal Viyole, Nalidiksik Asit, Novobiyosin,

Rifampisin, Safra Tuzlari, Sodyum Dodesil Sulfat, Tigesiklin,
Triton X-100, Yag Asitleri

Florokinolon
Aminoglikozid , B-Laktam, Florokinolon
Eritromisin, Florokinolon, Organik Cdziiciiler, Tetrasiklin

Eritromisin, Etidyum Bromiir, Novobiyosin, Triton X-100
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Tablo 1.3 G (-) RND siiper ailesine iiye olmayan ilaglarin protein tipleri

Bakteriler Protein Ailesi Pompa Proteini Substratlar

Bacteroides fragilis MEFES NorA Etidyum Bromiir, Norfloksasin, Puromisin

Bacteroides thetaiotaomicron MATE BexA Etidyum Bromiir, Florokinolon

Burkholderia cepacia MES BcerA Nalidiksik Asit, Tetrasiklin

Escherichia coli ABC MacAB-TolC Makrolidler

Escherichia coli MATE YdhE Akriflavin, Florokinolon, Tetrafenilfosfonyum (TPPCI)

Escherichia coli MFS EmrAB-TolC Etidyum Bromiir, Karbonil Siyaniir m-Klorofenil Hidrazon (CCCP), Nalidiksik Asit,
Tiyolaktomisin

Escherichia coli MEFS MdAfA/Cmr/CmIA Etidyum Bromiir, Izoproril-B-D-Tiyogalaktopiranozid, Kloramfenikol, Puromisin,
Rifampisin, Rodamin, Tetrafenilfosfonyum (TPPCI), Tetrasiklin

Escherichia coli MES Tet Trimetoprim / Sulfametoksazol

Escherichia coli SMR EmrE Akriflavin, Dortlii Amonyum Bilesikleri, Etidyum Bromiir, Metilviyolejen

Vibrio cholerae MATE VcecmA Akriflavin, Daunorubisin, Doksorubisin, Etidyum Bromiir, Florokinolon, Kloramfenikol,
Streptomisin

Vibrio cholerae MES VceAB Deoksikolat, Fenilmerkiirik asetat, Karbonil Siyaniir m-Klorofenil Hidrazon (CCCP),
Nalidiksik Asit, Pentaklorofenol

Vibrio parahaemolyticus MATE NorM Etidyum Bromiir, Florokinolon, Kloramfenikol, Streptomisin
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1.4  Efflux Pompasi Inhibitorleri

Efflux pompasini inhibe eden cesitli kimyasal ve dogal kaynakli bilesikler vardir.
Bununla ilgili bilgiler, kimyasal bilesenli efflux pompasi inhibitorleri ve bitkisel

kaynakli efflux pompas1 inhibitdrleri baghiginda yer almaktadir.
1.4.1 Kimyasal Bilesenli Efflux Pompasi Inhibitorleri
1.4.1.1 Kalsiyum (Ca*) antagonistleri sinifi

1.4.1.1.1 Verapamil

Fenil alkamin prototip sinifinda bulunmaktadir. Kalsiyum (Ca®) kanal blokérii olup;
cesitli kalp rahatsizliklari, bas agris1 ve migren tedavisinde kullanmilmaktadir. In vitro
caligmalarda G (-) ve mikobakteriler iizerinde etkili oldugu bilinen bir bilesendir. ABC
ve MFS siiper ailelerinin, efflux pompalarina kars1 etkili olmakla birlikte, 6zellikle
mikobakterilerde MFS ailesini inhibe ettigi belirtilmistir. Mycobacterium avium
kompleksi ve M. tuberculosis mikroorganizmalarinin rifampisin ve izonizaid gibi
birtakim ajanlara kars1 gelistirdigi direng, yapilan caligmalar sonucunda gosterilmistir
(Adams vd., 2014; Aygiil, 2015; Bambeke vd., 2006; Gupta vd., 2006; Gupta vd.,
2010; Li ve Nikaido, 2009; Tegos vd., 2011; Rodrigues vd., 2012; Tuncer, 2016; Singh

ve Srivastava, 2017).

Verapamil, hiicre membraninda vezikiiler monoamin tasiyicilarinin ve P-
glikoproteinin onciilleri olarak gorev yapmaktadir. Prokaryotlarda proton motiv giice
miidahale ederek ATP'ye bagl ¢oklu ilag tasiyicilart ve ¢oklu ilag direng pompalari
icin inhibitor gorevi gormektedir. Coklu ilag¢ direngli tiiberkiilozda rifampisin ve
rifabutine duyarlilik {izerinde inhibe edici etki gosterdigi bilinmektedir (Adams vd.,

2014; Singh ve Srivastava, 2017).

Verapamil, efflux pompalari ¢alismalarinda ¢ok sik kullanilan bir bilesen olup, ana
etkilerinin M. tuberculosis pompalariyla da iliskili oldugu &ne siiriilmiistiir. Izoniazid
ya da rifampisine direncli olan klinik 6rnekler ile yapilan ¢alismalarda, verapamilin

izonizaid veya rifampisin ile kombine kullaniminda her iki ilacin da MIK degerini
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azalttigin1 ve M. tuberculosis’in ila¢ direncini her iki ila¢ i¢in de tersine ¢evirdigini
gostermistir (Dwivedi vd., 2019; Gupta vd., 2013; Machado vd., 2012; Rodrigues vd.,
2012; Singh vd., 2014; Li vd., 2015; Song ve Wu, 2016). Yine M. tuberculosis'teki
caligmalarda, verapamilin bedaquiline ve ofloksasinin aktivitesini giiclendirdigi tespit
edilmistir (Gupta vd., 2014; Sharma vd., 2019; Singh vd., 2011). Ayrica, direngli
orneklerde levofloksasin ile kombine kullaniminda da levofloksasinin MiK degerinin
azaldig: belirtilmistir (Bharate ve Singh, 2011; Song ve Wu, 2016). G (+) bir tiir olan
L. lactis bakterisinde de ABC siiper ailesinin LmrA protein pompasi i¢in inhibitor

olarak kullanildig: belirtilmistir (Sumithra vd., 2012; Van Veen vd., 1996).

Ayrica, yapilan diger ¢alismalarda verapamilin MATE pompalariin aktivitesini de
inhibe ettigini tespit etmistir. MATE efflux pompalarini eksprese etmeyen bakteri
hiicrelerine kars1 diisiik miktarda toksisiteye sahip oldugu ve bu pompalar1 eksprese
eden bakterilere 6zgiil ve rekabetci bir inhibisyon gosterdigi belirtilmistir (Gupta vd.,
2014; Sharma vd., 2019; Singh vd., 2011; Radchenko vd., 2015).

Verapamilin kimyasal yapis1 Sekil 1.19°da gosterildigi gibidir (Pule vd., 2016).
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Sekil 1.19 Verapamil yapist
1.4.1.2 Fenotiyazinler simifi

Fenotiyazin; klorpromazin, piperidin ve tiyoridazin gibi tiirevlerin klinik olarak
antipsikotik ve antihistaminik bilesikler olarak yaygin olarak kullanildig: bir trisiklik
bilesiktir. Fenotiyazin ve tiirevleri; M. tuberculosis, Mycobacterium smegmatis ve
Mycobacterium avium kompleksindeki K* transportu ve Ca?* kanallarinin potansiyel

inhibitorleridir. Boylece bu mikroorganizmalarda ¢oklu ila¢ direngli fenotipi tersine
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cevirme Ozelligine sahiptirler (Amaral vd., 1996; Ordway vd., 2003; Pule vd., 2016;
Viveiors ve Amaral, 2011). Ayrica transmembran potansiyelini azaltarak proton motif
giice bagli MFS pompalarini da inhibe etmektedirler (Amaral vd., 2007; Molnar vd.,
1997; Pule vd., 2016). Bunlarin yani sira, etki ettigi pompa tam olarak bilinmemekle
beraber, klorpromazinin G (+) bakteriler ve mikobakteriler de ABC ve SMR siiper
ailesine etkisi tahmin edilmektedir (Aygiil, 2015; Bambeke vd., 2006; Li ve Nikaido,
2009; Tegos vd., 2011). Bagka bir calismada ise tiyoridazinlerin bakterilerde MFS
siiper ailesinin NorA pompasini, memelilerde ise P-glikoproteinlerini hedef alarak
inhibisyonunu sagladig1 belirtilmistir (Kristiansen vd., 2006; Lowrence vd., 2019;
Spengler vd., 2016). Tiyoridazin inhibitorii ile yapilan bir calismada M. avium’un
eritromisine karst duyarliligin arttig1 belirtilmistir (Rodrigues vd., 2008) Coklu ilag
direncli efflux pompa sistemi ¢alisan E. coli suslar ilizerinde yapilan in vitro bir
caligsmada ise, tiyoridazinin diren¢ kazanilmis antibiyotikler ile kombine kullanilmasi
sonucunda tiyoridazin inhibitor etkisi E. coli suslarinda bu antibiyotige karsi

duyarliligin artti1 gozlenmistir (Altindz, 2019).

Fenotiyazinlerin kimyasal yapis1 Sekil 1.20°de gosterildigi gibidir (Pule vd., 2016).

| Rt N\/\’
Sekil 1.20 Fenotiyazin yapisi

1.4.1.3 Proton iyonoforlari sinifi

2,4-dinitrophenol (DNP), CCCP ve valinomisin igeren protonoforlar, transmembran
potansiyelini azaltarak etkin pompa aktivitesini inhibe etmektedir (Bambeke vd.,
2006; Pasca vd., 2005; Pule vd., 2016; Ramoén-Garcia vd., 2006). In vitro ve in vivo
caligmalar, bu bilesiklerin mikobakterilerde MFS'ye ait efflux pompalarinin
aktivitesini biiyiik 6lciide inhibe ettigini gostermistir (Banerjee vd., 1996; Bharate ve
Singh, 2011; Mahamoud vd., 2007; Pule vd., 2016). Mikobakterilerin yani sira G (-)
bakterilerde de CCCP gibi protonoforlar kullanilabilmekte olup MATE, MFS ve RND
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efflux pompalarini inhibe ettigi bilinmektedir (Aygiil, 2015; Bambeke vd., 2006; Li ve
Nikaido, 2009; Tegos vd., 2011). Ek olarak, bu bilesikler, ATP sentazinin aktivitesini
inhibe etmeye yarayan oksidatif fosforilasyonun kimyasal inhibitorleri olarak islev
goren iyonoforlardir; bu nedenle CCCP ve DNP'nin ABC siiper aile pompalari
tizerinde etkisi vardir (Park vd., 1997; Pule vd., 2016). CCCP ve DNP zarin
elektrokimyasal potansiyelinin modifikasyonu yoluyla membran proton motiv giiclinii
dagitmaktadir. Dolayisiyla, bu bilesikler hiicre icin toksik olabilecegi icin deneysel
olarak sublethal konsantrasyonlarda incelenmesi uygun goriilmiistiir (Bambeke vd.,

2006; Mahamoud vd., 2007; Pule vd., 2016).

CCCP laboratuvarda en yaygin olarak kullanilan efflux pompa inhibitoriidiir. Efflux
pompalarini asir1 ekspre eden M. tuberculosis'te efflux pompasi inhibitorii (EPI) olarak
etki ederek izoniazid, etambutol, etionamid, eritromisin ve akriflavine karst direng
seviyesini diigiirdiigii belirtilmistir (Bhattacharyya vd., 2017; Gupta vd., 2010; Pule
vd., 2016; Rodrigues vd., 2013; Sharma vd., 2019). CCCP kullanimi ile Helicobacter
pylori ve Klebsiella tiirlerinde tetrasiklin aktivitesinin aktive edildigi bildirilmistir.
Ayrica karbapenemlerin de CCCP ile sinerjistik etkisi gosterdigi de bildirilmistir
(Anoushiravani vd., 2009; Fenosa vd., 2009; Osei Sekyere ve Amoako, 2017; Sharma
vd., 2019).

Yiiksek CCCP konsantrasyonunun toksik olmasi sebebiyle, yapilacak in vivo
caligmalarda optimal giivenli ve etkili konsantrasyonlarin belirlenerek g¢aligmanin

optimize edilmesi gerektigi belirtilmektedir (Pule vd., 2016)

CCCP’nin kimyasal yapist Sekil 1.21°de, DNP’nin yapis1 ise Sekil 1.22°de
gosterilmistir (Pule vd., 2016).
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Sekil 1.21 CCCP yapist
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Sekil 1.22 DNP yapisi

1.4.1.4 Peptidomimetikler simifi

1.4.1.4.1Fenilalanil arjinin beta naftilamid

Peptidomimetik bir efflux pompasi olan olan PABN (MC-207,110); 2001 yilinda ilk
kesfedilen inhibitordiir. G (-) bakterilerde etkili olup, RND siiper ailesine kars1 etkisi
bilinmektedir (Aygil, 2015; Bambeke vd., 2006; Li ve Nikaido, 2009; Tegos vd.,
2011). Sentetik olarak ilk iiretilen RND siiper ailesi efflux pompasi inhibitorii oldugu
i¢cin oldukca onemlidir. PABN, levofloksasin spesifik RND siiper ailesi i¢in bir efflux
pompast inhibitorii olarak kesfedilmistir. Daha yakin tarihli ¢alismalar da, PABN'nin
MEFS ailesi CmIA ve FloR efflux pompalari i¢in de bir inhibitdr oldugunu ortaya
koymustur. Streptomyces coelicolor’un kloramfenikol, florfenikol ve tiamfenikol'e
kars1 olan direncini inhibe etmektedir (Lomovskaya vd., 2001; Okande;ji vd., 2011;
Song ve Wu, 2016; Sharma vd., 2019; Vecchione vd., 2009). PABN nin Pseudomonas
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aeruginosa hiicrelerine karsi kloramfenikol ve levofloksasinin yani sira, eritromisine
kars1 da gii¢lendirici etkisi oldugu bildirilmistir (Lomovskaya vd., 2001; Sharma vd.,
2019). PABN, tetrasiklin ve karbenisilin ile kombine edildiginde etkili olmadig1 ve bu
antibiyotiklerin PABN'den farkli bir baglanma alanma sahip oldugu disiincesi
belirtilmistir. PAPN'in etki mekanizmasi hakkinda ¢ok fazla bilimsel kanit yoktur,
ancak AcrB ile yapilan simiilasyonlarda, Fiss, Fi7s, Feis, Fe2s, Q176 ve Es73 amino
asitleri ile etkilesime girdigi 6ngdrmiistiir (Sharma vd., 2019; Vargiu ve Nikaido,
2012). Dis zarin gegirgenligini etkiledigine dair kanit olmasina ragmen, gii¢lii bir
iddiada bulunmak i¢in daha fazla arastirma yapilmasi gerektigi belirtilmektedir

(Lomovskaya vd., 2001; Sharma vd., 2019).

PAPBN’nin yapisi yapist Sekil 1.23’de gosterilmistir (Minh vd., 2019).
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Sekil 1.23 PAPBN yapist

1.4.1.4.2 INF271 (BLT-4)

INF271 bileseni, G (+) bir tiir olan Staphylococcus aureus gibi bakterilerde etkinlik
saglamakta olup, MFS siiper ailesinin NorA protein pompasi i¢in inhibitdr olarak

kullanilmaktadir (Ambrus vd., 2008; Sumithra vd., 2012).

INF271’1n yapis1 Sekil 1.24°de gosterilmistir (Aygiil, 2015; Bambeke vd., 2006; Li ve
Nikaido, 2009; Tegos vd., 2011).
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Sekil 1.24 INF271 yapist
1.4.1.4.3 INFS55

INFS55 bileseni de ayni1 INF271 bileseni gibi G (+) bir tiir olan S.s aureus gibi
bakterilerde etkinlik saglamakta olup, MFS siiper ailesinin NorA protein pompasi i¢in

inhibitor olarak kullanilmaktadir (Ambrus vd., 2008; Sumithra vd., 2012).

INF55’in yapis1 Sekil 1.25°de gosterilmistir (Aygiil, 2015; Bambeke vd., 2006; Li ve
Nikaido, 2009; Tegos vd., 2011).

O —\
AP

H

Sekil 1.25 INF55 yapisi

1.4.1.5 Selektif seratonin geri alim inhibitorleri sinifi
1.4.1.5.1 Paroksetin

Paroksetin bileseni, G (-) ve G (+) bakterilerde MFS ve RND siiper ailesi i¢in inhibitor
olarak kullanilabilmektedir (Aygiil, 2015; Bambeke vd., 2006; Li ve Nikaido, 2009;
Tegos vd., 2011). Ayrica, paroksetin bir serotonin geri alim inhibitorii oldugundan,
efflux pompasi i¢in de inhibitor 6zelligi gostermesi 1lgi cekmistir. MFS siiper ailesinin
NorA proton pompasini inhibe etmesinin yam sira, MATE siiper ailesine de etki
gosterdigi belirtilmistir (Kaatz vd., 2003; Kumar vd., 2013; Kuroda ve Tsuchiya,
2009).

Paroksetinin yapis1 Sekil 1.26’da gosterilmistir (Aygiil, 2015; Bambeke vd., 2006; Li
ve Nikaido, 2009; Tegos vd., 2011).
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Sekil 1.26 Paroksetin yapisi
1.4.1.6 Proton pompa inhibitorleri

1.4.1.6.1 Omeprazol

Omeprazol, bazal ve uyarilmis gastrik asit sekresyonunu belirgin sekilde inhibe eden
bir benzimidazol tiirevidir (Clissold ve Campoli-Richards, 1986). Efflux pompasi
inhibitdri ¢alismalarinda da kullanilmis olup G (+) bakterilerde etkili oldugu ve MFS
stiper ailesine kars1 etkinlik gosterdigi belirtilmistir (Aygiil, 2015; Bambeke vd., 2006;
Li ve Nikaido, 2009; Tegos vd., 2011).

S. aureus SA-1199 susu ile yapilan bir ¢aligmada norfloksasin antibiyotigine karsi
omeprazol ve tiirevleri kullanilarak MFS’nin NorA pompa tipine karsi etkinligi

gbzlenmis olup, olumlu sonuglarin alindig1 belirtilmistir (Vidaillac vd., 2007)

Omeprazoliin yapist Sekil 1.27°de gosterilmistir (Vidaillac vd., 2007).

OCH,

Sekil 1.27 Omeprazol yapist
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1.4.1.7 Piperidin-karboksilik asit tiirevleri

1.4.1.7.1 Birikodar (VX-710)

VX-710 (Birikodar, Incel); P-glikoprotein (MDR1) ve ¢oklu ilag¢ direnci iliskili protein
(MRP1) eksprese eden hiicrelere karsit ilag duyarliligini restore etmektedir
(Toppmeyer vd., 2002). Birikodar inhibitorii, G (+) ve G (-) bakterilerin lizerinde
etkinliginin saglanip MFS ile ABC siiper ailelerine etki gdsterdigi bilinmektedir
(Bambeke vd., 2006; Li ve Nikaido, 2009; Tegos vd., 201; Aygiil, 2015). Bunlarin
yani sira yapilan baska bir ¢aligmada; birikodar inhibitdriiniin meme kanserinde
kullanilan paklitaksel ilaciyla birlikte kombine kullanilarak etkisinin gozlendigi ve

olumlu sonug alindig1 belirtilmistir (Toppmeyer vd., 2002).

Yapilan bagka bir calismada ise birikodar inhibitdrii S. aureus, Enterococcus faecalis
ve Streptococcus pneumoniae suslarinda antibiyotiklerle kombine olarak
kullanilmistir. Kombine kullaniminda florokinolonlar da dahil olmak iizere klinik
olarak kullanilan birka¢ antibiyotigin MIiK’lerini diisirmede etki gdsterdigi
belirtilmistir (Mullin vd., 2004).

Birikodarin yapist Sekil 1.28°de gosterilmistir (Tegos vd., 2011).

NJ\/O\
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Sekil 1.28 Birikodar (VX-710) yapisi
1.4.1.7.2 Timkodar (VX-853)

Timkodar'm (VX-853), hem P-glikoproteini hem de MRP-1 eksprese edebilip
hiicrelere kars1 ilag duyarlhiliginin artmasini saglayan ve memeli ¢oklu ilag¢ direncini
inhibe eden kiigiik bir molekiil oldugu belirtilmistir (Germann vd., 1996; Germann vd.,
1997a; Germann vd., 1997b; Mullin vd., 2004). VX-853, bakteriyel efflux pompasi
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inhibitorii olarak da bilinmektedir (de Knegt vd., 2017; Mullin vd., 2004).
Timkodar’1n, in vitro sivi kiiltiirlerde M. tuberculosis'e kars1 orta derecede bir etkiye
sahip oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte bu etki, M. tuberculosis ile enfekte olmus
makrofaj analizinde daha yliksek gozlenmistir. Buna ek olarak, rifampisine timkodar
eklenerek enfekte farelerdeki M. tuberculosis’in temizlenmesine katki saglamis
oldugu bildirilmistir (Grossman vd., 2015; de Knegt vd., 2017). Bunlarin yan1 sira
Timkodar inhibitdriiniin G (+) ve G (-) bakterilerin MFS ile ABC siiper ailelerine etki
gosterdigi bilinmektedir (Aygiil, 2015; Bambeke vd., 2006; Li ve Nikaido, 2009;
Tegos vd., 2011).

Timkodarin yapist Sekil 1.29°da gosterilmistir (Tegos vd., 2011).

Sekil 1.29 Timkodar (VX-853) yapisi

1.4.1.8 Piperazin tiirevleri

1.4.1.8.1 1-(1-naftilmetil) piperazin (NMP)

Yapilan bir ¢alismada cesitli hayvanlardan (siit inegi, buzagi, evcil hayvan) izole
edilen ¢oklu ila¢ direngli E. coli suslarinda; NMP inhibit6riiniin ampisilin,
siprofloksasin, tetrasiklin ve florfenikol antibiyotikleri ile kombine kullaniminda MIK
degerleri Olc¢lilmiistiir. Calismanin sonucuna gore ampisilin disindaki diger
antibiyotiklerdeki MIK degerlerinde 6nemli bir azalma gozlendigi belirtilmistir

(Marchetti vd., 2012).
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NMP inhibitoriiniin G (-) bakterilerde RND siiper ailesine karsi etki ettigi
belirtilmektedir (Aygiil, 2015; Bambeke vd., 2006; Li ve Nikaido, 2009; Tegos vd.,
2011).

NMP’nin yapist Sekil 1.30°da gosterilmistir (Tegos vd., 2011).
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Sekil 1.30 NMP yapisi
1.4.2 Bitkisel Kaynakh Efflux Pompasi Inhibitérleri
1.4.2.1 Rezerpin

Rezerpin, Rauwolfia vomitoria (Afz) bitkisinden izole edilen bir bilesiktir (Seeger vd.,
2008; Singh ve Srivastava, 2017). Vezikiiler monoamin tasiyicilarini inhibe ederek
dopaminin sinaptik vezikiillere alinmasini ve depolanmasini geri dondiiriilemez
sekilde bloke etmektedir (Plummer vd., 1954; Pule vd., 2016). Hipertansiyon ve
psikiyatrik bozukluklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan rezerpin, potansiyel
olumsuz etkileri nedeniyle gilinliik dozun 25 mg'dan fazla olmamasi1 gerektigi
belirtilmektedir. Rezerpin inhibitorii, RND, MFS ve membran protein simifi
pompalara etki gosterdigi i¢in umut verici bir inhibitér oldugu diisiinilmiistiir
(Seeger vd., 2008; Singh ve Srivastava, 2017). Ayrica, bakterilerde ABC siiper
ailesinini kodlayan PatA ve PatB’ye etki etmenin yani sira, memelilerde de BRCP’yi
(breast cancer resistance protein) hedef aldig1 belirtilmistir (Garvey ve Piddock, 2008;
Nakashima vd., 2011; Lowrence vd., 2019). Yapilan bir ¢calismada Bacillus subtilis’te
tetrasiklinin rezerpin ile kombine kullanimi sonucunda MiK degerininin 4 kat azaldig
belirtilmistir (Neyfakh vd., 1991; Pule vd., 2016). Rezerpinin, mikobakterilerdeki
izoniazid direncine kars1 da etkisinin oldugu bildirilmistir (Pasca vd., 2005; Pule vd.,

2016).
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Rezerpinin (C33H40N2009) yapis1 Sekil 1.31°de gosterilmistir (Pule vd., 2016).

Sekil 1.31 Rezerpin yapisi

1.4.2.2 Piperin

Piperin karabiberde bulunur ve Piper nigrum’dan izole edilebilmektedir (Kumar vd.,
2008; Amaral vd., 2011, Singh ve Srivastava, 2017, Sharma vd., 2019). Piperin, ABC
tagiyicilariyla, insan P-glikoproteinini, 6zellikle sitokrom P450 aracili yolaklari
baskilayan ve hayvan modellerinde glukuronidasyon aktivitesinin inhibisyonuna
aracilik eden bir ilag gii¢lendiricisidir (Kumar vd., 2008; Sharma vd., 2019). Piperin,
hem ilag sindiriminde, hem de metabolitlerin ve ksenobiyotiklerin tasinmasinda hayati
oneme sahip enzimlerin inhibitorii olarak kullanilmaktadir. Mikobakterilere karsi
inhibitdr olarak gorev aldigr da bildirilmistir (Amaral vd., 2011; Singh ve Srivastava,
2017). M. smegmatis'e yonelik bir ¢alismada, piperinin (32 mg/L), EtBr’'nin MIK
degerini 2 kat azaltabildigi; rifampisinin etkisini de arttig1 belirtilmistir (Singh ve
Srivastava, 2017; Viveiros vd., 2012). Mikobakterinin yani sira S. aureus patojenlerine
kars1 da inhibitor aktivitesi rapor edilmistir (Kumar vd., 2008; Sharma vd., 2019).
Ornegin, NorA’y1 asir1 eksprese eden S. aureus susunda siprofloksasinin MiK degerini
2 kat azalttig1 bildirilmistir (Singh vd., 2011; Singh ve Srivastava, 2017). NorA
haricinde Mycobacterium spp. ve S. aureus’ta MdeA ve Rv1258c pompa proteinlerine
kars1 piperinin etkili oldugu belirtilmistir (Kumar vd., 2008; Sharma vd., 2010; Sharma
vd., 2019).

Piperinin (C17H19NO3) yapisal formiilii ise Sekil 1.32°de verilmistir (Stavri vd., 2007).
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Sekil 1.32 Piperin yapisi

1.4.2.3 Berberin

Berberin; Berberis fremontii'den izole edilmis genis spektrumlu terapdtik ozellikler
sergileyen bir niikleik asit baglayici izokinolon alkaloid olarak bilinmektedir. Berberin
tizerindeki calismalar, kardiyovaskiiler sistem tiizerindeki bakteriyel etkileri, anti-
inflamatuar 6zellikleri ve kanserdeki farkli tiimor hiicresinin biiylimesini baskilama
yetenegine odaklanmis olup, ndro-inflamasyonla iliskili bozukluklar1 tedavi etmek
icin de kullanildig: belirtilmistir (Singh ve Srivastava, 2017). B. fremontii'den izole
edilen ve bir flavolignan olan 5'-metoksi-hidokokarpin, proton pompasini inhibe
ederek norfloksasinin ve gesitli NorA substratlarinin etkinligini arttirdig: bildirilmistir.
Fakat toksisite problemlerinden dolay1 klinik kullanimai siiphelidir (Sharma vd., 2019;
Stermitz vd., 2000).

Berberinin (C20H1sNO4*) yapisi ise Sekil 1.33’de gosterilmistir (Khameneh vd., 2019).

Sekil 1.33 Berberin yapisi
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1.4.2.4 Kalkon

Dalea versicolor’dan elde edilen kalkon bilesiginin S. aureus’a karst berberin,
eritromisin ve tetrasiklin aktivitesini artirdigi belirtilmistir (Belofsky vd., 2006; Stavri
vd., 2007). Kalkonun aktiviteyi artirirken NorA’y1 inhibe ettigi diisliniilmektedir. Bu
bilesigin NorA pompasi i¢in bir substrat oldugu ve S. aureus icin bir efflux pompasi

inhibitdri olarak etki gosterdigi bildirilmistir (Stavri vd., 2007).

Kalkon (CsH120) bileseninin yapist Sekil 1.34°de verilmistir (Stavri vd., 2007).

Sekil 1.34 Kalkonun yapis1

1.4.2.5 Arylbenzofuran aldehid, pterokarpan ve izoflavon

Yapilan bir calismada Dalea spinosa’dan izole edilen arylbenzofuran aldehid,
pterokarpan ve izoflavon bilesenlerinin aktivitesinin varlig1 belirtilmistir (Belofsky
vd., 2006; Stavri vd., 2007). Bu ii¢ bilesigin de berberin aktivitesini artirdigi ve S.
aureus 'a karst MIK degerinin 4-8 kat azalttig1 bildirilmistir. Bilesenlerden birisi olan

izoflavonun (Ci5H1002) yapist Sekil 1.35°de gosterilmistir (Stavri vd., 2007).
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Sekil 1.35 Izoflavonun yapisi
1.4.2.6 Orizabin XIX, orizabin IX ve orizabin XV

Ipomoea tricolor tlrlerinin fitokimyasal igerik incelemesini konu alan bir ¢calismada
izole edilen ii¢ oligosakkaritin (orizabin XIX, orizabin IX ve orizabin XV)
norfloksasinin NorA’y1 over eksprese eden S. aureus SA-1199B susuna kars1 etkisini
kuvvetlendirdigi belirtilmistir (Pereda-Miranda vd., 2006; Stavri vd., 2007). Ornegin,
amfipatik orizabin XIX’nm, 25 mg/L'lik bir konsantrasyonda norfloksasinin

aktivitesini 4 kat artirdig1 bildirilmistir.

Orizabin XIX (CssHo4023) yapist Sekil 1.36’da verilmistir (Jachak vd., 2012; Stavri
vd., 2007).

Sekil 1.36 Orizabin XIX
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1.4.2.7 Katesin gallatlar

Camellia sinensis’de (¢ay) bulunan katesinler; kardiyoprotektif, ndroprotektif ve anti-
kanser gibi olumlu biyolojik 6zellikleri nedeniyle oldukea ilgi gérmektedir (Dube vd.,
2010). Katesin gallatlar, metisiline direngli S. aureus’a (MRSA) karsi metisilin
direncini tersine ¢evirme yetenekleri ile ilgi géren baska bir fenolik metabolit grubudur
(Hamilton-Miller ve Shah, 1999, 2000; Stavri vd., 2007; Yam vd., 1998). 96
kuyucuklu mikro plakalarda yapilan epikatesin gallat ve epigallokatesin gallatin
modiilasyon deneyleri ile bu bilesiklerin 20 mg/L'lik bir konsantrasyonda SA1199B
susuna kars1 norfloksasinin MIK degerini 4 kat azalttigi belirtilmistir (Gibbons vd.,
2004; Stavri vd., 2007). Epigallokatesin gallatin direncgli stafilokoklarda Tet(K)
protein pompasina etki gostererek tetrasiklin aktivitesini arttirdigi gosterilmistir. 30
mg/L epigallokatesin gallat konsantrasyonunda, Staphylococcus epidermidis ve S.
aureus’un tetrasiklin aktivitesinde 4 ve 8 kat artisin oldugu bildirilmistir (Roccaro vd.,

2004; Stavri vd., 2007).

Epikatesin galatin (C22H18010) yapist Sekil 1.37°de verilmistir (Stavri vd., 2007).

Oo—I

Sekil 1.37 Epikatesin galat yapis1

1.4.2.8 Karnosik asit ve karnasol

Biberiye bitkisinden (Rosmarinus officinalis) izole edilen karnosik asit ve karnosol;
Tet(K) ile Msr(A) protein pompalarina sahip S. aureus suslarina karsi tetrasiklin ve

eritromisin gili¢lendiricileri olarak tanimlanmustir.
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Karnosoliin (C20H2604) yapist Sekil 1.38’de verilmistir (Oluwatuyi vd., 2004; Stavri
vd., 2007).

Sekil 1.38 Karnosol yapisi

1.4.2.9 Lycopus europaeus’un icerigindeki oziitler

Lycopus europaeus, hem Avrupa'ya, hem de Asya'ya 6zgii ¢ok yillik bir bitkidir
(Radulovi¢ vd., 2012). Bitkinin igerigindeki lipofilik 6ziitlerin S. aureus’un IS-58
susunun c¢oklu ila¢ direngli Tet(K) protein pompast ve RN4220 susunun ¢oklu ilag
direngli Msr(A) protein pompasina etki ederek, tetrasiklin ile eritromisin etkisinin
giiclenmesine katki sagladigi belirtilmistir (Gibbons vd., 2003; Stavri vd., 2007).
Hekzan ekstraktinin izolasyon sonucunda dort izopimaran diterpeni ve iki oksitlenmis
geranilgeranil diterpeni igeren alti metabolitin izolasyonu ortaya c¢ikmustir. Ilging
olarak, izopimaran ve geranilgeranil bilesiklerinin NorA’y1 over eksprese eden S.
aureus’un 1199B susuna karsi norfloksasin aktivitesini arttiramadigi bildirilmistir. Bu
alt1 bilesigin ortak 6zelligi ise oldukga lipofilik olmalaridir. Bu ise, G (+) bakterilerin
sahip oldugu coklu ilag direngli pompalarin inhibitorii i¢in anahtar bir faktér oldugu

diisiintildigi belirtilmistir.

Bilesenlerden birisi olan oksitlenmis geranilgeranil diterpen yapist Sekil 1.39°da

verilmistir (Stavri vd., 2007).
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Sekil 1.39 Oksitlenmis geranilgeranil diterpen yapist
1.4.2.10 Baicalein

Thymus vulgaris (kekik) bitkisinin yapraklarindan izole edilen baicalein; bir
trihidroksi flavondur. Tetrasiklin, B-laktamlar, sefmetazol, okzasilin ve ampisilinin
baicalein ile MRSA’ya kars1 kullanildiginda gii¢lii bir sinerjik aktivitesinin oldugu
tespit edilmistir (Fujita vd., 2005; Stavri vd., 2007). Baicalein zayif bir
antibakteriyeldir (MiK=100 mg/L). Ancak 25 mg/L'de MRSA klinik izolatin OM481'e
kars1 tetrasiklinin MIK degerini 4'ten 0.12 mg/L'ye diisiirdiigii belirtilmistir.

Baicalein (Ci5H100s5) bilesenin yapisi Sekil 1.40°de gosterilmistir (Stavri vd., 2007).

Sekil 1.40 Baicalein yapist

1.4.2.11 Berberis aetnensis oziitleri

Etna yanardagindaki endemik bir bitki olan Berberis aetnensis'in kloroform ekstrakti
ile elde edilen o6ziitlerin, siprofloksasin ile kombinasyon halinde sinerjistik bir
etkilesim gosterdigi ve S. aureus, E. coli ve P. aeruginosa igin siprofloksasinin MiK

degerlerini diisiirdiigii belirtilmistir (Musumeci vd., 2003; Stavri vd., 2007).
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1.4.2.12 Mezoneuron benthamianum ve Securinega virosa oziitleri

Bu bitkilerin 6ziitlerinin S. aureus’un florokinolona, tetrasikline ve eritromisinin
direncli suslarma kars1 bir giiclendirici aktivite gdosterdigi bildirilmis olup,
Mezoneuron benthamianum'un etanol 0ziitii ve Securinega virosa'min kloroform
dziitiiniin norfloksasinin MiK degerini S. aureus 1199B susuna kars1 4 kat azalttig
bildirilmistir (Dickson vd., 2006; Stavri vd., 2007). M. benthamianum'un petrol eteri
dziitliniin ise 1199B susunda tetrasiklinin MIK degerinde 2 kat azalmaya neden oldugu

belirtilmistir (Stavri vd., 2007).
1.4.2.13 Punica granatum metanolik ekstrakti

Punica granatum’un (nar) metanolik ekstrakti, 30 MRSA ve MSSA klinik izolatlarinin
coguna kars1 kloramfenikol, gentamisin, ampisilin, tetrasiklin ve oksasilin ile sinerjik

etkilesimler sergiledigi belirtilmistir (Braga vd., 2005; Stavri vd., 2007).
1.4.2.14 Geraniol

Geraniol bir monoterpenoid alkol bileseni olup Helichrysum italicum’dan izole
edilebilmektedir. Bu bilesik, ¢esitli G (-) bakteri tiirlerindeki ¢oklu ila¢ direng efflux
pompalarnin inhibisyonunu saglamaktadir. Bu bilesen, kloramfenikoliin MIK
degerini azaltip Enterobacter aerogenes’in CM-64 susunun ti¢ tarafli efflux pompasi

AcrAB-TolC'yi over eksprese etmistir (Lorenzi vd., 2009; Sharma vd., 2019).

Geraniol (C10H180) bileseninin yapist Sekil 1.41°de verilmistir (Liiddeke vd., 2012).

Sekil 1.41 Geraniol yapisi
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1.4.2.15 Kurkumin

Kurkumin, Curcuma longa’nin (zerdecal) kdklerinden elde edilebilen bir bilesen olup,
antioksidan ve antienflamatuar 6zelliklere sahiptir (Farazuddin vd., 2014). Yapilan
caligmalarda S. aureus ve E. coli’nin hiicre zarlarina zarar verip, bakterisidal aktivite
gosterebilecegi belirtilmistir (Khameneh vd., 2019; Tyagi vd., 2015). Ayrica, S.
aureus’un NorA pompa proteinini hedefleyerek siprofloksasin ve norfloksasinin

direncini inhibe ettigi bildirilmisir (Joshi vd., 2014; Sharma vd., 2019).

Kurkuminin (C21H200¢) yapisi Sekil 1.42°de verilmistir (Farazuddin vd., 2014;
Shishodia vd., 2005).

Sekil 1.42 Kurkumin yapist

1.4.2.16 Farnesol

Farnesol, dogal olarak firetilen 15-karbonlu organik asiklik sesquiterpen alkol
(izoprenol) olup, insan beyninde bulunan ndronal voltaj kapili Ca?* kanallarimin giiglii
bir blokeridir (Ramelow vd., 2020). Ayrica farnesoliin limon otu yag1 ve sitronella gibi
ucucu yaglarda da bulundugu bildirilmistir (Song ve Wu, 2016). In vitro ¢calismalarda
giiclii antioksidan ve antienflamatuar etkilere sahip oldugu da belirtilmistir (Ramelow
vd., 2020). Bu bilesigin M. smegmatis’in EtBr MIK degerini azalthigim gdsteren
caligmalar bulunmaktadir (Jin vd., 2010). Ayrica farnesoliin dkaryotik ve prokaryotik
hiicreler tlizerindeki diger bir¢cok etkisinin yani sira, Candida albicans’in azole karsi

direngli suslarimda ABC pompasina etki ettigi de bildirilmistir (Cerndkova vd., 2019).

Farnesoliin (C15sH260) yapis1 Sekil 1.43°de verilmistir (Khameneh vd., 2019).
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Sekil 1.43 Farnesol yapisi

1.4.2.17 Kumarinler

Greyfurt yagindan izole edilebilen kumarinler (4-(((E)-5-(3,3 dimethyl-2-oxiranyl)-3-
methyl-2-pentenyl) oxy)-7H-furo(3,2-g)chromen-7-one ve 7-(((E)-5-(3,3-dimethyl-2-
oxiranyl)-3-methyl 2-pentenyl)oxy}-2H-2-chromanone sirasiyla 35,7 mg/L’lik 30
mg/L’lik konsantrasyonda norfloksasine direngli S. aureus susunda norfloksasinin

MIK degerini 20 kat azalttig1 belirtilmistir (Abulrob vd., 2004; Jachak vd., 2012).

Kumarinlerden bir bilesen olan 7-(((E)-5-(3,3-dimethyl-2-oxiranyl)-3-methyl 2-
pentenyl)oxy }-2H-2-chromanone yapist Sekil 1.44°de verilmistir (Jachak vd., 2012).

Sekil 1.44 Kumarinden bir bilesen

1.4.2.18 Galbanik asit

Galbanik asit, Ferula szowitsiana’nin koklerinden izole edilebilen bir seskiterpen
kumarindir. S. aureus'un c¢esitli direngli klinik izolatlarina kars1 EtBr’iin (4—16’den
0,5-2 ng/mL’ye) ve siprofloksasinin (300 pg/mL’de 10-80’den < 2,5-5 pg/mL’ye)
MIiK degerini disiirdiigii belirtilmistir (Bazzaz vd., 2010; Jachak vd., 2012).

Galbanik asitin (C24H300s5) yapis1 Sekil 1.45°de verilmistir (Jachak vd., 2012).
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Sekil 1.45 Galbanik asit yapisi
1.4.2.19 Chrysosplenol-D ve Chrysoplenetin

Chrysosplenol-D ve Chrysoplenetin bilesenleri Artemisia annua’dan izole edilmis
olup berberin varliginda (30 pg/mL) S. aureus’n Chrysosplenol-D’nin 25 mg/L ve
Chrysoplenetin’in 6,25 mg/L MIK degeri ile inhibe ettigi belirtilmistir (Stermitz vd.,
2002; Jachak vd., 2012).

Chrysoplenetin (C19H1380s) yapist Sekil 1.46’da verilmistir (Khameneh vd., 2019).

Sekil 1.46 Chrysoplenetin yapist

1.4.2.20 Tilirosit

Tilirosit bileseni Herissantia tiubae’nin aerial kisimlarindan elde edilmis olup S.
aureus’a kars1 256 pg/mlL’de antibakteriyel aktivite gosterdigi bildirilmistir. Bununla
birlikte, S. aureus’a kars1 64 pg/mL kullanildiginda siprofloksasinin MiK degerinde
16 kat kadar, 32 pug/mL kullanildiginda ise siprofloksasinin MIK degerinde 8 kat
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azalma gozlendigi belirtilmistir (Falcao-Silva vd., 2009; Jachak vd., 2012). Tilisorit
(C30H26013) yapis1 Sekil 1.47°de gosterilmistir (Jachak vd., 2012).

H)\.(H
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Sekil 1.47 Tilirosit yapisi

1.4.2.21 Ferruginol

Ferruginol, Chamaecyparis lawsoniana’dan izole edilebilmekte olup direngli S.
aureus suslarinin NorA pompasina kars1 aktivite gosterdigi belirtilmistir. 2 pg/mL
konsantrasyonda kullanildiginda S. aureus’un SA-1199B susuna karsi norfloksasin

aktivitesinde iki kat artis oldugu bildirilmistir (Smith vd., 2007; Jachak vd., 2012).

Ferruginol (C20H300)yapis1 Sekil 1.48°de verilmistir (Jachak vd., 2012).

Sekil 1.48 Ferruginol yapisi
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1.4.2.22 N-trans-feruloil4’-O-metildopamin

N-trans-feruloil4’-O-metildopamin bileseni, Mirabilis jalapa’dan (aksamsefasi) izole
edilebilmekte olup, over eksprese olan c¢oklu ila¢ direncli S. aureus suslara kars
NorA tasiyicisini inhibe edebildigi ve norfloksasinin MiK degerini 100 pg/mL’de 8
kat azalttig1 belirtilmistir (Jachak vd., 2012; Michalet vd., 2007).

N-trans-feruloil4’-O-metildopamin (Ci19H2:1NOs) vyapist Sekil 1.49°da verilmistir
(Jachak vd., 2012).
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Sekil 1.49 N-trans-feruloil4’-O-metildopamin yapist

1.4.2.23 2,6-dimetil-4-fenil-piridin-3,5-dikarboksilik asit dietil ester

Jatropha elliptica’nin ekstraktlarindan izole edilen 2,6-dimetil-4-fenil-piridin-3,5-
dikarboksilik asit dietil esterin antimikrobiyal aktivitesi bulunmamakla birlikte,
S.aureus’un 1199B susuna kars1 siprofloksasinin ve norfloksasinin aktivitesinin arttigi

belirtilmistir.

2,6-dimetil-4-fenil-piridin-3,5-dikarboksilik asit dietil esterin (CioH21NO4) yapisi
Sekil 1.50°de verilmistir (Marquez vd., 2005; Stavri vd., 2007).
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Sekil 1.50 2,6-dimetil-4-fenil-piridin-3,5-dikarboksilik asit dietil ester yapisi

1.4.2.24 Polyacylated neohesperidosides

Geranium caespitosum’dan izole edilen polyacylated neohesperidosides bileseninin S.
aureus’a karst inhibitor aktivitesinin oldugu belirtilmistir (Stermitz vd., 2003;

Sumithra vd., 2012).

Polyacylated neohesperidosides bileseninin yapisi Sekil 1.51°de verilmistir (Stermitz

vd., 2003).

Sekil 1.51 Polyacylated neohesperidosides yapisi

1.4.2.25 Kuarsetin

Kuarsetin, bir flavanoid olup; birgok sebze, meyve ve tahilda bulunabilmektedir. Son
aragtirmalar,  kuarsetinin  anti-tiiberkiiloz  etkisi  gosterdigini  bildirmistir
(Suriyanarayanan ve Santhosh, 2015; Song ve Wu, 2016). Kuarsetinin bakterilerde
MFS (NorA) ve RND (AcrB)’yi hedef aldigi, memelilerde ise P-glikoproteini ile

49



BCRP’yi hedefledigi belirtilmistir (Abreu vd., 2015; Al-Karablieh vd., 2009; Kim vd.,
2017; Limtrakul vd., 2005; Lowrence vd., 2019; Lv vd., 2016; Ohene-Agyei vd.,
2014).

Kuersetin (Ci5H1007) yapist Sekil 1.52°de verilmistir (Cao vd., 2014).

Sekil 1.52 Kuarsetin yapisi

1.4.2.26 Tetrandrine

Tetrandrine, Stephania tetrandra bitkisinin koklerinden izole edilmis dogal bir
maddedir. Kalsiyum kanal blokeri olan verapamil ile benzer etki gosterdigi
bildirilmistir (Sutter ve Wang, 1993; Song ve Wu, 2016;). Tetrandrine; M.
tuberculosis’in direngli oldugu izonizaid ve etambutol ilaglarmin MiK degerlerinde
%82 oraninda azalmaya sebep oldugu belirtilmistir. Bu ilaglarin kombine
kullaniminda anti-tiiberkiiloz etkisinin artabilecegi, ilaglarin dozunu ve yan etkilerinin
de azaltilmasina yardimci olabilecegi bildirilmistir (Song ve Wu, 2016; Song ve Wu,

2016).

Tetrandrine (C3gH42N20g) yapist 1.53’de verilmistir (King vd., 1988).
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Sekil 1.53 Tetrandrine yapist

1.4.2.27 Compound 1

Compound 1, Hypericum olympicum L. cf. uniflorum Oziitlerinden elde edilen bir
bilesiktir. Yapilan bir c¢alismada, ATP’ye baghi MurE ligazim1 inhibe ederek
Mpycobacterium bovis BCG’nin geligsmesini inhibe edebilecegi gibi, S. aureus NorA
pompasina da etki edebilecegi belirtilmistir (Minh vd.,2019; Shiu vd., 2013; Song ve
Wu, 2016).

1.4.2.28 Kapsaisin

Kapsaisin, ¢esitli biber varyantlarinin meyvelerinde biiyiikk miktarlarda bulunan bir
bilesiktir. Capsicum cinsinin aktif bilesenidir ve keskinligi ile bilinmektedir (Adaszek
vd., 2019). Yapilan ¢alismalarda kapsasinin, NorA iceren S. aureus (SA-1199B)
hiicrelerinde EtBr’nin zar boyunca tasinmasini engelledigi bildirilmistir (Kalia vd.,
2012; Kumar vd., 2013). Ayrica, S. aureus (SA-1199 ve SA-1199B) i¢in siprofloksinin
MIK degerini 6nemli dlgiide azalttigi da belirtilmistir (Kalia vd., 2012).

Kapsaisin (C1sH27NO3) yapist Sekil 1.54°de verilmistir (Antonio vd., 2018).

51



Sekil 1.54 Kapsaisin yapisi

1.4.2.29 Resveratrol

Vitis vinifera’dan izole edilebilen resveratrol, Arcobacter tiirlerine karsi inhibitor
olarak kullanilabildigi, fakat heniiz hangi pompay1 hedef aldiginin kesfedilemedigi
belirtilmistir (Ferreira vd., 2014; Samreen vd., 2019).

Resveratrol (C14H1203) bilesiginin yapisi Sekil 1.55°de verilmistir (Gtilgin, 2010).

Sekil 1.55 Resveratrol yapist

1.4.2.30 Ursolik asit

Eucalyptus tereticornis’den izole edilebilen ursolik asit, E. coli’nin AcrA, AcrB, Yojl,
TolC pompalarina kars1 inhibitor olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Dwivedi vd.,
2019; Samreen vd., 2019). Ursolik asidin (C30H4s03) yapist Sekil 1.56°da verilmistir
(Samreen vd., 2019).
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Sekil 1.56 Ursolik asit yapisi

1.4.2.31 Balsaminagenin B ve Karavilagenin C

Momordica balsamina L.’ den izole edilen balsaminagenin B ve karavilagenin C’nin,

Enterococcus faecium ile S. aureus bakterilerinin NorA pompasina karsi inhibitor

etkisi gosterdigi Dbelirtilmistir (Ramalhete vd., 2011; Samreen vd., 2019).

Balsaminagenin B’nin (C31Hs204) yapis1 Sekil 1.57°de verilmistir (Abdallah vd.,

2015).

Sekil 1.57 Balsaminagenin B yapisi

1.4.2.32 Salvia fruticosa esansiyel yagi

Salvia fruticosa (Anadolu Adacay1) bitkisinden izole edilen esansiyel yagin,

tetrasikline direncli S. epidermidis’in TetK pompasina inhibitor etkisi gosterdigi

belirtilmistir (Chovanova vd., 2015; Samreen vd., 2019).
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1.4.2.33 Linoleik asit

Portulaca oleracea L. (Semizotu) bitkisinden izole edilen linoleik asidin, EtBr
konsantrasyonunu rezerpin ile karsilastirildiginda 64 mg/L’lik bir konsantrasyonda

inhibe ettigi belirtilmistir (Chan vd., 2014; Samreen vd., 2019).

Linoleik asidin (CisH3203) yapis1 Sekil 1.58’de verilmistir (Liascukiene vd., 2012).

Sekil 1.58 Linoeik asit yapisi

1.4.2.34 Lanatozid C

Digitalis lanata’ dan (ylnlii yiiksiik otu) izole edilebilen lanatozid C’nin, E. coli ve P.
aeruginosa’nin MexAB ve AcrB pompalarini inhibe edebildigi belirtilmistir (Aparna
vd., 2014; Samreen vd., 2019). Lanatozid C’nin (Cs9H76020) yapist Sekil 1.59°da
verilmistir (Schneider vd., 2017).
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Sekil 1.59 Lanatozid C yapis1
1.4.2.35 a-Pinene

Alpinia katsumadai’nin tohumlarindan izole edilen ve esansiyel yaglardan biri olan a-
pinene, Campylobacter jejuni’nin CmeABC ve Cj1687 pompalarini inhibe edici etki
gosterdigi belirtilmistir (Kovac vd., 2015; Samreen Ahmad vd., 2019).

a-pinene (CioHi6) yapisi Sekil 1.60’da verilmistir (Shekhany ve Ahmed, 2018).

Sekil 1.60 a-pinene

1.4.2.36 Teobromin

Teobromin, kakao ¢ekirdeginde bulunan 6nemli bir bilesendir (Lakshmi vd. 2019).
Salmonella typhimurium ve K. pneumoniae’nin AcrAB-TolC pompalarini inhibe
ederek siprofloksasin ve tetrasiklin gibi antibiyotiklerin etkisini artirdig1 belirtilmistir

(Piddock vd., 2010; Samreen vd., 2019).
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Teobromin (C7HsN4O») yapist Sekil 1.61°de verilmistir (Prager vd., 2007).

A
T

Sekil 1.61 Teobromin yapist
1.4.2.37 Konesinin

Etnobotanik bir bitki olan Holarrhena antidysenterica’nin temel bilesigi olan
konesinin ishal, dizanteri, ates ve bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi igin
kullanilmaktadir. Bunun yani sira Siriyong ve arkadaslarinin (2017) yapmis oldugu bir
caligmada steroidal bir alkaloid bilesik olan konesinin, ¢oklu ilaca direngli P.
aeruginosa'ya karsi direng degistirici bir ajan oldugu ve MexAB-OprM pompasini
inhibe ettigi gézlemlenmistir. Caligmalarinin sonucunda ise G (-) patojenlerde RND

stiper ailesine kars1 inhibitdr 6zelligi gosterebilecegi belirtilmistir (Siriyong vd., 2017).

Konesinin bilesiginin yapisi ise Sekil 1.62°de verilmistir (Khameneh vd., 2019).

Sekil 1.62 Konesinin yapisi



1.4.2.38 Chanoclavine

Ipomoea muricata’dan izole edilebilen chanoclavine, ¢oklu ilag¢ direngli E. coli’ye
kars1 tetrasiklin antibiyotigi ile birlikte uygulandiginda tetrasiklinin MiK degerini 16
kata kadar azaltip sinerjistik etki gosteren bir bilesendir (Dwivedi vd., 2019;
Khameneh vd., 2019).

Chanoclavine bilesenin yapisi ise Sekil 1.63°de verilmistir (Khameneh vd., 2019).

HN-
HO =
D
y H

Sekil 1.63 Chanoclavine yapisi
1.4.2.39 Formononetin

Formononetin bilesigi M, smegmatis’in direngli susuna karsi inhibitor olarak denenmis
olup, MIK degerinde azalmaya sebep oldugu belirtilmistir (Lechner vd., 2008;
Khameneh vd., 2019).

1.4.2.40 Luteolin

Luteolin bilesigi Mycobacteria tiirlerinin direngli suslarina karsi inhibitér olarak
denenmis olup, MiK degerinde azalmaya sebep oldugu belirtilmistir (Khameneh vd.,

2019; Lechner vd., 2008; Rodrigues vd., 2011).
1.4.2.41 Kaempferol

Kaempferol bilesigi MRSA ve C. albicans’a kars1 inhibitdr olarak denenmis olup MIK
degerinde azalmaya sebep oldugu belirtilmistir (Khameneh vd., 2019; Randhawa vd.,
2016; Shao vd., 2016).
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1.4.2.42 Silibinin

Silibinin bilesigi MRSA suslarina karsi inhibitor olarak denenmis olup, norfloksasinin
MIiK degerini 20 kata kadar azaltabildigi belirtilmistir (Abulrob vd., 2004; Khameneh
vd., 2019). Bu bilesigin NorA pompasina etki ederek norfloksasine karsi sinerjistik
etkisinin goriildigi bildirilmistir (Mahmood vd., 2016; Sharma vd., 2019).

1.4.2.43 Timol

Timol bilesigi (2-izopropil-5-metilfenol) C. albicans, Candida glabrata ve Candida
krusei’ye kars1 denenmis olup, etki mekanizmasi olarak H (+) — ATPaz inhibisyonu
ile efflux pompasi inhibisyonunu sagladigi ve flukonazol ile kombinasyonunda

sinerjistik etkisinin oldugu belirtilmistir (Khameneh vd., 2019; Sharifzadeh vd., 2018).

1.4.2.44 Karvakrol

Karvakrol bilesiginin etki mekanizmasi olarak efflux pompasina etki ettigi ve
Aspergillus tiirlerinin biiylimesini inhibe edebildigi belirtilmistir (Abbaszadeh vd.,
2014; Khameneh vd., 2019).

1.4.2.45 Pheophorbide A

Pheophorbide A bilesiginin, Streptococcus aureus ve P. aeruginosa’nin NorA,
MexAB-OprM pompalarini berberin ile inhibe ederek, siproflokasin etkisini artirdigi
belirtilmistir (Sharma vd., 2019; Zechini ve Versace, 2009).

1.4.2.46 Cathinone

Cathinone, S. typhimurium’un acrAB-TolC pompasini inhibe edebilecegi ve

siprofloksasinin etkisini artirdig belirtilmistir (Piddock vd., 2010; Sharma vd., 2019).
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1.4.2.47 Artesunate

Artesunate bilesigi, E. coli'nin AcrAB-TolC pompasina etki ederek penisilin,
ampisilin, sefazolin, sefuroksim ve sefoperazon antibiyotiklerine kars1 sinerjistik etki

sergiledigi belirtilmistir (Li vd., 2011; Sharma vd., 2019).

1.4.2.48 Diosmetin

Diosmetin bilesigi S. aureus’un MsrA ve NorA pompalarina etki ederek eritromisin
ile norfloksasine kars1 sinerjistik etki sergiledigi belirtilmistir (Chan vd., 2013; Sharma
vd., 2019).

1.4.2.49 Acer saccharum Marsh metanol ekstrakti

Sapindaceae familyasina ait Acer saccharum Marsh, fenolik agidan zengin olan
akcaagac surubu 6ziitii ile bilinmektedir. Bitkinin metanol ekstraktinin E. coli’ye karsi
(ATCC 700928) siprofloksasin ile sinerjsitik etkisi gosterdigi ve efflux pompa
inhibitdri etkisinin oldugu belirtilmistir (Das vd., 2018; Prasch ve Bucar, 2015).

1.4.2.50 Daidzein

Leguminosae familyasina ait olan Glycine max (L.) Merr’den elde edilen daidzein, E.
coli (AcrAB-TolC) ve P. aeruginosa'ya (MexAB-OprM) kars1 potansiyel bir efflux
pompast inhibitorii olarak degerlendirildigi ve karbenisilin ile sinerjistik etki
gosterdigi belirtilmistir (Aparna vd., 2014; Das vd., 2015; Prasch ve Bucar, 2015). Bu
bilesigin P-glikoprotein ekspresyonunu baskiladigi ve boylece insan servikal karsinom
KB-V1 hiicrelerinin ila¢ duyarliligini arttirdigi bildirilmistir (Aparna vd., 2014; Das
vd., 2018; Limtrakul vd., 2005; Prasch ve Bucar, 2015).
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1.43  Bocekten Elde Edilen Dogal Inhibitér
1.4.3.1 Thanatin

Podisus maculiventris tarafindan tiretilen thanatin bir savunma peptididir (Fehlbaum
vd., 1996; Marquez vd., 2005). Coklu ilag¢ direngli klinik izolat E. aerogenes’e karsi
norfloksasin, kloramfenikol ve tetrasiklin gibi antibiyotiklerin aktivitesini

gelistirebildgi belirtilmistir (Marquez vd., 2005; Pages, 2003).
1.44  Mikrobiyal Kaynakh Efflux Pompasi Inhibitorleri
1.44.1 EA-371a ve EA-3716

Streptomyces tiirlerinin fermentasyon ekstraktindan elde edilen EA-371a ve EA-3719,
P. aeruginosa'daki MexAB-OprM pompasinin spesifik inhibitorleri olarak kabul
edilmis olup, levofloksasin MiK degerini azalt1g1 belirtilmistir (Lee vd., 2001; Sharma
vd., 2019).

EA-371a yapist 1.64’°de verilmistir (Stavri vd., 2007).

OH O OH

Sekil 1.64 EA-371a yapis1
1.4.4.2 Milbemisin

Genis spektrumlu antiparaziter ve bocek dldiiriicii ajan olarak kullanilan milbemisin,
makrolid siifi antibiyotiklerdendir (Mishima vd., 1983). Milbemisin antibiyotikleri,
topraktan izole edilen Streptomyces tiirlerinden (Streptomyces avermitilis ve
Streptomyces hygroscopicus) elde edilmektedir (Hood vd., 1989; Wagman ve Cooper,
1988). G (+) ve G (-) bakteriler iizerinde etkili olup ABC siiper ailesine karsi faaliyeti
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bulunmaktadir (Aygiil, 2015; Bambeke vd., 2006; Li ve Nikaido, 2009; Tegos vd.,
2011). Birka¢ milbemisin tiirevinin, mantarlarda efflux pompa inhibisyonu i¢in
uyguladigi ve ABC siiper ailesini hedefledigi bilinmektedir (Cannon vd., 2009)
Milbemisinin yapis1 Sekil 1.65°de verilmistir (Tegos vd., 2011).

Sekil 1.65 Milbemisin yapisi
1.5  Molekiiler Docking

Son yillarda siklikla kullanilan molekiiler docking yontemi, molekiiler etkilesimleri
simiile eden ve reseptorlerle ligandlar arasinda olan baglanma modunu ve afiniteyi
tahmin eden bir yontemdir. Arastirma maliyetini azaltarak c¢alisma verimliligini
artirmaktadir. Molekiiler docking’e ait iki model (kilit anahtar modeli ve uyarilmisg

uyum modeli) 6rnegi Sekil 1.66’da verilmistir.

Anahtar Kilit Modeli

1 A Kati r y
] J

Reseptor Ligand

Uyariimis Uyum Modeli

"

v -0=6€

Reseptor Ligand

Sekil 1.66 Anahtar kilit ve uyarilmis uyum modeli
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Docking siirecinin esnekligi, reseptor ve ligandlarin birbirine iyi uyum saglamasi i¢in
konformasyonlarin1 degistirmesi gerekmektedir. Geometrik tamamlayicilia dayali
olarak enerji tamamlayicilig1 ve 6n organizasyon ligand ile reseptorlerin etkilesiminde
en kararli yapinin elde etmesini saglamaktadir. Molekiiler docking yazilim1 spesifik
algoritma, tamamlayicilik ve 6n organizasyona gore en uygun olan konformasyonu
saglayarak yonelimin bulunmasina ve baglanma afinitesini tahmin ederek, interaktif
analiz modu i¢in puanlama fonksiyonunun uygulanabilmesine yardime1 olmaktadir.
Molekiiler docking prosesine dair bir sema Sekil 1.67°de gosterilmistir (Audie ve
Scarlata, 2007; Fan vd., 2019; Morrison vd., 2006; Morris ve Lim-Wilby, 2008;
Koshland, 2010).

makromolekiiler hedefin
yapisi
veri tabanindan tiiretilen

ligandin t¢ boyutlu yapisi hedef makromolekiile

isabet

arama algoritmasi Konformasyon

(olast baglama optimizasyonu

modlarini bulmak igin
ozel arama

puanlama
fonksiyonu

(optimum baglama
esnek bagin dihedral modunun elde

algoritmasinin acisini ve amino asit edilmesi)
uyaulanmas kalintisi iskeletini

birbirine uyacak

sekilde ayarlama

kararli baglanma
modunun elde
edilmesi ve afiniteyi
puanlamasi

Sekil 1.67 Molekiiler docking prosesi

1.6  Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Fourier Dontisiimlii Kizil6tesi Spektroskopisi, 15181n infrared yogunluguna kars: dalga
sayisint Olgen analitik metoddur. Bakterilerinde incelenebilmesi amaciyla, 1980’li
yillardan bugiine kadar kullanilan bir yontemdir. Kimyasal baglarin biikiilmesi,
gerilmesi ve kirilmasi gibi titresimlerle kizil 6tesi radyasyon ile absorbe edilmektedir
(Nauman vd., 1991). Bu kimyasal baglardaki degisimden kaynakli spektral pikler

olusmaktadir.
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Kizil dtesi bolgesi 14,000 cm™ ile 10 cm™! arasindadir. 4000~14,000 cm™! yakin dalga
boylu, 400~4000 cm™! orta dalga boylu, 4~400 cm! ise uzak dalga boylu kizil 6tesi

araliklarini icermek {izere ii¢ ana bolgeden olusur.

Orta dalga boylu bélgedeki bantlarda (400~4000 cm™') bakteri hiicrelerinin toplam
bilesenleri (niikleik asit, hiicre duvari bilesenleri, proteinler) belirlenebilmektedir (van
de Voort, 1992; Skoog vd., 1998). Bakterilerde FTIR yontemi kolay uygulanabilir
olmasina ragmen, sonuglar1 gozlemlerken yanilma ihtimali s6z konusu oldugundan
istatistiksel yontemlerden de yararlanilmaktadir. PCA (temel bilesen analizi) de bu

yontemlerden biridir (Kansiz vd., 1999; Al-Qadiri vd., 2008).

FTIR 1n farkli kanser hiicrelerinin tespiti (Lasch ve Naumann, 1998), siit tozunda
bulunan proteinlerin belirlenmesi (Kher vd., 2007) B-laktoglobiilinin yapis1 (Boye vd.,
1996), bakteri tanisi ve mikroorganizma siniflandirmast gibi kullanim alanlar
bulunmaktadir (Kili¢ ve Karahan, 2010; Mariey vd., 2001; Papadimitriou vd., 2008;
Wharfe vd., 2010). Hizli ve ucuz bir yontem olmasi sebebiyle farkil alanlarda

kullanimu tercih edilmektedir.

Bakterilerde FTIR kullaniminda 6nemli olan spektral pik araliklar1 Tablo 1.4’de
verilmistir (Kili¢ ve Karahan, 2010).
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Tablo 1.4 Spektral pik araliklar

Band Araliklari cm!

Anlami

30002800 cm’!

Yag asitleri

1700-1500 cm’!

Amid bolgesi (amid I ve amid II bantlar1 (proteinler ve
peptitler))

1500-1200 cm'!

Karma boélge; proteinlerin karboksilik gruplari, serbest
aminoasitler, polisakkaritler, yag asitleri ve fosfat tagiyan
bilesenler

1250-1200 cm’!

RNA/DNA, fosfolipitler

1200-900 cm'!

Polisakkarit ~ bolge; hiicre duvarinda  bulunan
karbonhidratlarin parmak izi benzeri absorbsiyon bantlar1

<900 cm’!

Parmak izi bolgesi; bazi belirli spektral desenleri ifade eden,
heniiz tam tanimlanmamis hiicre bilesenleri veya
fonksiyonel gruplar
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2. YAPILAN CALISMALAR

Potansiyel efflux pompasi inhibitorleri ile ilgili ¢esitli calismalar s6z konusudur. Bu

tez caligmasinda da, ilgili ve benzer ¢aligmalara yer verilmistir.

Simsir vd. (2021), AcrB ve RND ailesi proteinleri hakkinda yaptiklar1 arastirmada,
RND ailesi proteinlerinin, ¢oklu ila¢ direncinin temelini olusturan genis spektrumlu
ilag tastyicilart oldugunu ortaya koymustur. Bu proteinler, transmembran proteinler
siifina girer ve ilaglar1 hiicre disina atmak icin protonlarin hareket kuvvetini
kullanirlar. AcrB, monomerik bir yapiya sahip transmembran (TM) trimerik bir
proteindir ve 1049 aminoasit igerir. Ug ana domainden (funnel, porter, transmembran)

ve 19 alt domainden olusur (Simsir vd., 2021).

Du vd. (2015), efflux pompasi siiper ailelerine ait bazi proteinlerin PDB kodlarin1 ve
substratlarini incelemislerdir. Bu c¢alismada, RND ailesinin bir iiyesi olan AcrB
proteininin (PDB kodu: 3W9H) substratinin ABI-PP inhibit6rii oldugu da belirtilmistir
(Du vd., 2015; Nakashima vd., 2011).

RND efflux pompasi, karakteristik 6zelliktedir ve AcrAB-TolC kompleksi igerir.
AcrA, periplazmik adaptor proteini; AcrB, i¢ zara gdmiilii protein ve TolC ise bir dis

zar faktor proteinidir (Altindz vd., 2014; Du vd., 2014; Szal vd., 2023).

Bu tez calismasinin molekiiler docking analizinde de, AcrB proteini iizerinde major

ekstrakt bilesenlerinin efflux pompasi inihibitdr potansiyelleri denenmistir.

Valiyeva ve arkadaslar1 (2023), efflux pompalarinin M. tuberculosis bakterisinin ilag
direncine etkisini arastirdiklar1 ¢cok asamali bir calismada rezerpin, verapamil,
tiyoridazin ve CCCP inhibitorlerini kullanmuslardir. ilk asamada antibiyotiklerin MiK
diizeylerini belirlemis; ikinci asamada, rezerpin, verapamil, tiyoridazin ve CCCP’nin
varliginda MIK diizeylerini 6l¢miis ve iigiincii asamada ise 6 adet M. tuberculosis
susunda ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile efflux pompasi
genlerinin ekspresyonunu belirleyerek inhibitérler varliginda MiK seviyelerini tespit

etmiglerdir. Calismanin sonucunda rezerpin, verapamil ve CCCP varliginda
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florokinolon MIK diizeylerinin 6 izolatta, rifampisin MIK diizeylerinin 4 izolatta ve
streptomisin MIK diizeylerinin 3 izolatta azaldigmmi gdzlemlemislerdir. CCCP,
verapamil ve rezerpin inhibitdrlerinin antibiyotik MiK degerlerinde 2-16 kat arasinda
degisime neden oldugunu belirtmislerdir. Ayrica, 6 izolatta 15 efflux pompasi geninin
tamaminda asir1 ekspresyon gdzlenmis ve MIK degerlerinde azalma bildirilmistir

(Valiyeva vd., 2023).

Samreen vd. (2023), E. coli’ye kars1 ¢oklu ila¢ direngli efflux pompasi inhibitorii
olarak fitobilesiklerin in silico taramasi ve in vitro dogrulama ¢aligmasini yapmustir.
Bu caligmada, dogal kaynaklardan elde edilen AcrB inhibitoriiniin ¢ok az sayida
oldugunu vurgulamisglardir. Yapmis olduklar1 ¢alismada, AcrB proteinine kars1 efflux
pompasi inhibitdr aktivitesi i¢in 19 fitobilesik taranmis ve E. coli TG1 molekiiler
docking ¢alismalarinda kullanilmistir. Ayrica fitobilesiklerin ilag benzerligi, ADMET
taramasi ve toksisite fitobilesiklerin tahminini i¢in ise SwissADME kullanilmistir.
Calismada kullandiklar1 klorojenik asitin, taranan diger biitiin fitobilesikler arasinda
AcrB proteini ile en yiiksek baglanma afinitesini (-9,1 kcal.mol') gosterdigi
gosterilmistir. Klorojenik asit ile EtBr floresansindaki artig ylizdesi %36,6, piperin ile
olan artis ise %24,2 olarak gorilmiistiir. In silico ve in vitro ¢aligmalar sonucunda,
klorojenik asidin, tetrasiklin ile kombine kullanildig1 takdide E. coli’ye karsi

kullanilabilecek potansiyel bir ajan olabilecegini 6ngdrmiislerdir (Samreen vd., 2023).

Li ve Ge (2023), berberin bilesiginin E. coli'de bulunan MFS siiper ailesine ait MdfA
proteini tizerindeki etkilerini in silico ve in vitro c¢aligmalarda arastirmiglardir.
Berberinin MdfA iizerindeki etkisini anlamak i¢in, berberin konsantrasyon gradyanlari
kullanarak MdfA'nin ige ve disa dogru molekiiler dinamik simiilasyonlarimi
gerceklestirmiglerdir. Molekiiler biyolojik yaklagimlar kullanarak, diisiik diizeydeki
berberinin hiicre i¢i siprofloksasin konsantrasyonunu artirabildigini ve E. coli'nin

antibiyotik duyarliligini diizenleyebildigini bildirmislerdir (Li ve Ge, 2023).

Neves vd. (2022), trimetoksibenzoik asit ve gallik asit tlirevlerinin efflux pompasi
inhibitor potansiyellerini in silico ve in vitro ¢aligsmalar ile incelemislerdir. Bu
caligmada, dis membran kanali TolC (AcrAB-TolC) efflux sistemine bagli akridin

diren¢ proteinleri (A ve B) ve kinolon diren¢ proteini NorA'nin {izerinde docking
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caligmalar1 yapilmistir. 11 potansiyel biyoaktif trimetoksibenzoik asit ve gallik asit
tiirevi, AutoDock Vina (Scripps, CA, ABD) (Trott ve Olson, 2010) kullanilarak G (+)
ve G (-) bakterilerde bulunan ilgili efflux pompalar1 i¢in docking ¢aligmalar ile test
edilmistir. AcrAB-TolC pompa sisteminin AcrB (2DRD) (Murakami vd., 2006), AcrA
(2FIM) (Mikolosko vd., 2006) ve TolC (1EK9) (Koronakis vd., 2000) kisimlarinin
kristal yapilar1 iizerinde docking ¢aligsmalar1 gerceklestirilmis olup, AcrA i¢in helical
hairpin (HH) ve lipoyl domain (LD) olmak {izere iki farkli bolge kullanilmistir (Shi
vd., 2019). Yapilan ¢alismanin sonucunda ¢esitli bilesiklerin AcrAB-TolC ve NorA

tizerindeki etkilerini gdsteren docking puanlari;

e Bilesik 1: AcrB proteini i¢in -5,9; AcrA HH i¢in -5,1, AcrA LD igin -4,5; TolC igin
-5,5 ve NorA igin -4,1;

e Bilesik 2: AcrB proteini i¢in -5,6; AcrA HH i¢in -4,3, AcrA LD i¢in -3,7; TolC i¢in
-5,5 ve NorA i¢in -4,0 ve

e Pozitif kontrol rezerpin: AcrB proteini i¢in -8,1; AcrA HH i¢in -5,6, AcrA LD i¢in
-4,6; TolC igin -7,5 ve NorA i¢in -4,1 olarak bulunmustur.

NorA pompasinin Protein Veri Bankasinda (PDB) bir kristal yapis1 bulunmadigi i¢in,
bu proteine yonelik bir homoloji modeli olusturulmustur. Bu model, Swiss Model
sunucusu (Waterhouse vd., 2018) ve Uniprot (QSHHX4) (Apweiler vd., 2017)
kullanilarak E. coli'lden EmrD pompast (PDB: 2GFP) homolog alinarak
olusturulmustur. Sonug olarak, 5, 6, 9 ve 10 numarali bilesiklerin AcrB kismui i¢in en
iyi docking skorlarina sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica, rezerpin gibi AcrAB-TolC
efflux sisteminin AcrB kismi i¢in daha 1yi bir afinite gosterdigi gézlemlenmistir. Cogu
bilesigin AcrA kismi i¢in diisiik afinite gdsterdigi ve bu nedenle bu kismin efflux

pompasi inhibitdrii aktivitesinde daha az etkili oldugu belirtilmistir.

Buna ek olarak, Tiirev 5 ve 6'nin, AcrA geni inaktive edilmis mutant Salmonella
enterica serovar Typhimurium SL1344'teki efflux pompalari; Tiirev 6'nin ise ayrica S.
aureus 272123'teki efflux pompalart inhibe ettigi gézlemlenmistir. Bu bilesiklerin
molekiil agirliklarinin 500%in altinda olmasi ve tahmin edilen log P degerlerinin <5
olmasi, ¢oklu ilag direncli sistemlerde potansiyel efflux pompasi inhibitorleri olarak

kullanilabilecegini gdstermektedir. ileri calismalar yapilmasi 6nerilmekle birlikte, bu
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sonuglar trimetoksibenzoik asit tiirevlerinin uygun efflux pompasi inhibitorleri olarak

kullanilabilecegini ortaya koymustur (Neves vd., 2022).

Ashtiani vd. (2023), klinik E. coli ve P. aeruginosa eugenoliin RND pompasi
tizerindeki inhibisyon etkisini in silico ve in vitro olarak incelemislerdir.
Calismalarinda eugenoliin, E. coli ve P. aeruginosa suglarinda MexA ve AcrA efflux
pompalarima olan etkilerini gézlemlemislerdir. Eugenoliin bakteriler {izerindeki
etkisini MIK ve minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBK) testleriyle
degerlendirmislerdir. Efflux pompasi inhibisyonunu EtBr'lii cartwheel testi ile MexA
ve AcrA genlerinin ekspresyonunu ise real-time PCR testiyle incelemislerdir.
Molekiiler docking ¢alismasinda PatchDock Server 1.3 programini kullanmiglardir.
Calismada kullandiklar1 antibiyotik diskleri ise gentamisin (10 pg), siprofloksasin (5
pg), amipenem (10 pg), amikasin (30 pg) ve seftazidim (30 pg) seklindedir. Elde
edilen molekiiler docking sonuglarina gore, eugenoliin etkisi MexA proteini (610k) i¢in
-29,28 kcal.mol™!, AcrA proteini (5v5s) igin -28,59 kcal.mol! olarak Olgiilmiistiir.
Antibiyogram test sonuglarinda bakterilerin direncinde bir azalma gozlemlemislerdir.
Real-time PCR c¢aligmasinda da eugenol ile calisilan suslarin MexA ve AcrA
genlerinin ekspresyonunda azalma oldugunu bildirmislerdir. Bu bulgulara dayanarak,
eugenoliin bakterilerin daha direngli hale gelmesini 6nlemek igin potansiyel bir

inhibitor olarak kullanilabilecegini 6ne stirmiislerdir (Ashtiani vd., 2023).

Siroua vd. (2022), Cyperus rotundus L. bitkisinin ana bilesenlerinin efflux pompasina
olan etkisini gozlemlemek amaciyla molekiiler docking analizi yapmislardir.
Calismada AcrB ve NorA proteinleri iizerinde durulmus ve proteinlerin 3 boyutlu
kristal yapilart PDB’den alinmistir. Pozitif kontrol olarak ise klorpromazin ve
flukonazol inhibitorleri kullanilmistir. Ligandlarin donebilen tiim baglar1 sabitlenmis
ve Gasteiger yiikleri eklenmistir. Efflux pompasi proteinlerinin kristal yapilarindan
tiim su molekiilleri ve heteroatomlar ¢ikarilmis, polar hidrojen atomlar1 Discovery
Studio Visualizer v19.1.0.18287 programi kullanarak eklenmistir. Docking deneyleri
C. rotundus esansiyel yaginin ana bilesenleri i¢in AcrB (E. coli), NorA (S. aureus) ve
Cdrlp (C. albicans) protein hedefleri ilizerinde gergeklestirilmistir. E. coli AcrB
proteini igin eudesmatriene (baglanma enerjisi -9,7 kcal.mol”!, aktif bdlge amino

asitleri Phe C628, 615, 610, 178; Val C612; Ala C279) ve B-copaen-4a-ol (baglanma
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enerjisi-8,6 kcal.mol!, aktif bolge amino asitleri Phe C628; Tyr C327; Val C139)
bilesenlerinin en giiclii baglanma afinitesini gosterdigini, bu bilesenlerin minimum
baglanma enerjilerinin klorpromazin ve flukonazol standartlarina esit veya yakin
oldugu belirtilmistir. AcrB'deki her iki kompleksin en yiiksek stabilitesi, kismen 7-
sigma etkilesimlerine dayanan yakin temas mesafelerine baglanmistir. Sonug olarak in
silico molekiiler docking ¢alismalari, incelenen ana bilesiklerin ila¢ direnciyle
miicadelede potansiyel inhibitér adaylar1 olarak NorA, AcrB ve Cdrlp’nin efflux
pompalariyla etkin bir sekilde hidrofobik etkilesimler igerdigini gostermistir (Siroua

vd., 2022).

Rafiq vd. (2022), Punica granatum kabugundan izole edilen potansiyel punigratane
bilesiginin efflux pompasi inhibitérii olarak islev gorebilme potansiyelini in silico
yontemlerle arastirmislardir. Arastirma sonucunda punigratane bilesiginin AcrB
pompastyla etkilesip etkilesmedigini ve bu pompay1 engelleyebilme yetenegini
belirlemeyi hedeflemislerdir. Calismada, AcrB pompasina ait PDB'den 1T9Y (PABN
icin), 1T9X (EtBr i¢in), 1T9V (Rhodamine 6G i¢in), 1T9U (Siprofloksasin igin),
2WIB (safra asidi i¢in), ve 10YE (siprofloksasin uygulamasi i¢in) seklinde bazi
yapilart segmislerdir. In silico analiz sonucunda, punigratane bilesiginin MBX2319
inhibitori ile ilag benzerligi gosterdigi ve antimikrobiyal ajanlar i¢in uygun bir ilag
siiflandirmasina sahip oldugu belirtilmistir. Ayrica, bagirsaklardan iyi emilimi, artan
biyoyararlanimi ve toksik olmamasi nedeniyle potansiyel bir ila¢ adayr olarak
degerlendirilmistir. Bu ¢alisma, punigratane bilesiginin AcrB pompasina baglanarak

potansiyel bir inhibitor olarak islev gérebilecegini ortaya koymustur (Rafiq vd., 2018).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1  Materyaller

3.1.1 Cihazlar

3.1.1.1 Déner buharlastiric: (Rotary evaporator)

Coziiciilerin uzaklastirilmas1 amagh kullanilmistir (Buchi, Isvigre).

3.1.1.2 Orbital ¢alkalayici

Makrofunguslarin ¢oziiciilerle beraber calkalanarak ekstrakte edilmesi asamasinda

kullanilmistir (Wiseshake, Kore).

3.1.1.3 Hassas terazi

Deney asamasinda yapilan biitiin tartim islemleri i¢in kullanilmistir (Precisa, Isvigre).

3.1.1.4 GC/MS (Gaz Kromatografisi / Kiitle Spektrometresi)

Elde edilen ekstraktlar icin GC/MS (Shimadzu-QP 2010 Ultra) analizi Kastamonu
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari Uygulama ve Arastirma Merkezi

(Merlab) tarafindan yapilmistir.

3.1.1.5 FTIR

Ekstrakt-antibiyotik kombinasyonundaki etkilerin incelenmesi amaciyla Kastamonu
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari Uygulama ve Arastirma Merkezi

(Merlab) tarafindan FTIR (Bruker Alpha) analizi yapilmistir.
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3.1.1.6 Microscale thermophoresis test (MST testi)

Fomes fomentarius aseton ve Phellinus hartigii metanol ekstraktlarinin AcrA, AcrB
ve TolC efflux pompast proteinlerine kars1 baglanma etkisi, Hamburg Fraunhofer

Translasyonel Tip ve Farmakoloji Enstitiisii’'nde 6l¢tilmiistiir.

3.1.1.7 Otoklav

Deney malzemelerininin sterilizasyonunda otoklav (Daihan, Wiseclave, Kore)

kullanilmustir.

3.1.1.8 Biyogiivenlik kabini

Deney calismalarinda steril ortam ihtiyact bulunan islemlerin gerceklesmesi igin

giivenlik kabini (Heal Force, Cin) kullanilmistir.

3.1.1.9 Etiiv

Mikroorganizmalarin 37°C’de liremesini saglamak amagli ve kontaminasyon kontrolii

i¢in kullanilmistir (Selecta, Ispanya).

3.1.1.10 Ultraviyole el lambasi

EtBr varliginda mikroorganizmalardaki 1simayr gozlemleyebilmek amaghh UV el

lambasi (Merck, Almanya) kullanilmigtir.

3.1.1.11 Buzdolab:

Mikroorganizmalarin muhafazasi i¢in kullanilmistir (Vestel, Tiirkiye).

3.1.2  Kullanilan Bilgisayar Programlar

3.1.2.1 Autodock 1.5.6
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Efflux pompasi proteinlerinin (ligandlarin), GC/MS analizinde elde edilen verilerdeki

bilesenler ile ilgili molekiiler docking analizi ve modellemesi i¢in kullanilmistir.

3.1.2.2 Biovia discovery studio

Docking analizinde kullanilacak olan reseptdr proteinlerin lizerindeki ligand, su gibi
kalintilar1 temizlemek, elde edilen analiz verilerini modellemek amagli ve protein
ligand iliskindeki amino asit dizilimi (baglanma cebi bolgeleri) 3D goriiniimden 2D

goriinlime ¢evirmek i¢in kullanilmistir.

3.1.2.3 Cygwin64 terminal

Autodock programinda elde edilen verileri kodlayarak .pdb formatina doniisiirmek

i¢in kullanilmustir.

3.1.2.4 Open Babel GUI

Docking analizi 6nce ve sonrasinda ¢esitli dosya uzantilarini farkli formatlara

cevirmek i¢in kullanilmustir.

3.1.2.5 Orange

FTIR verileriyle spektrum olusturulmasi amaciyla kullanilmigtir.

3.1.3 Mikroorganizmalar

Calismada kullanilmak {izere toplamda 10 adet c¢oklu ilag direncine sahip
mikroorganizma, 1 adet de Escherichia coli ATCC 9225 standart sus secilmistir.
Suslarin 7 adeti Escherichia coli (G(-)), digerleri ise Acinetobacter baumannii (G(-)),
Proteus mirabilis (G(-)) ve Klebsiella pneumoniae’dir (G(-)). MDR E. coli suslarinin
daha once yapilan caligmalarda teshisi ve direng profili i¢in Phoenix 100 cihazi, A.
baumannii ve K. pneumoniae suslarinin daha once yapilan ¢aligmalarda teshisi ve

direng profili i¢in Vitek 2 Biomerieux cihazi ¢iktilar1 kullanilmistir.
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3.14 Deneysel Malzemeler

3.1.4.1 Fomes fomentarius ve Phellinus hartigii makrofunguslar

Bu makrofunguslar, Prof. Dr. Ilgaz AKATA’nin kisisel koleksiyonundan temin
edilerek, potansiyel efflux pompasi inhibitorlerinin varligini tespit etmek igin

kullanilmastir.

3.1.4.2 Coziiciiler

Metanol (Merck, Almanya), etil asetat (Merck, Almanya) ve aseton (Merck, Almanya)
coziicileri  makrofunguslardan  potansiyel efflux pompasi inhibitorlerinin

ekstraksiyonu i¢in kullanilmustir.

3.1.4.3 DMSO

Ekstrakt stogu hazirlanirken DMSO (Merck, Almanya) kullanilmis son uygulama

konsantrasyonu %10 olarak ayalanmustir.

3.1.4.4 Besiyeriler

Mikroorganizmalara iireme ortami hazirlamak i¢in Tryptic Soy Broth (TSB) (Merck,
Almanya), Mueller Hinton Broth (MHB) (Merck, Almanya), Agar (Merck, Almanya),
Luria Broth (LB) (Merck, Almanya) kullanilmistir.

3.1.4.5 Etidyum Bromiir (EtBr)

Ekstraktlarin efflux pompa inhibitorii olarak etkisinin gézlenmesi amagli cartwheel

yontemi agamasinda kullanilmistir (Merck, Almanya).

3.1.4.6 Antibiyotik diskleri

MDR suslarin direng profillerine gore; aztreonam (ATM) (30ug), amoksisilin-
klavulanat (AMC) (30pg), seftazidim (CAZ) (10pg), sefiksim (CFM) (5ug),
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seftriakson (CRO) (30ug), piperasillin-tazobaktam (TZP) (36ug) antibiyotik diskleri
(Oxoid, UK) kullanilmistir.

3.1.4.7 Mikropipetler

10 uL — 100 pL ve 100 pL- 1000 pL’lik mikropipetler (Microlit, Hindistan) MIK testi
ve sus transleri i¢in kullanilmistir. Mikropipet uglari da sterilizasyonu yapilarak
kullanilmistir (Isolab, Almanya).

3.1.4.8 Distile su

Tiim deneysel calismalarda Human Corporation (Kore) distile su cihazindan elde

edilmis distile su kullanilmistir.

3.1.4.9 Filtre kagid1

Ekstraktlarin ¢alkanma asamasindan sonra siiziime islemi i¢in 125 milimetre ¢apinda

filtre kagid1 (Sigma-Aldrich, ABD) kullanilmistir.

3.1.5 Cam ve Diger Sarf Malzemeler

Buharlastirma balonu: Ekstrakttan ¢oziicliniin uzaklastirilmasi ve ekstrakt stogu

hazirlanmas1 asamasinda kullanilmistir.
Erlenmeyer: Ekstraksiyon islemi icin kullanilmistir (Isolab, Almanya).

Dereceli meziir: Deney asamasinda hacim olgiimlerinde kullanilmistir (Ildam,

Tiirkiye).
Cam deney tiipii: Inokulum hazirlanmasi sirasinda kullanilmustir.
Tartim kab1: Hassas terazi de tartim yapmak icin kullanilmigtir.

Plastik steril petri kaplar1: Besiyeri hazirlamak i¢in kullanilmistir.
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96°lik mikroplakalar: MiK testi icin kullanilmustir (Citotest, Cin).

24’likk mikroplakalar: Ekstrakt ve antibiyotik disklerinin kombine kullanimindaki

etkileri gormek icin kullanilmigtir (Cellstar).

15 mL’lik falcon tiip: Ekstrakt stoklarint muhafaza etmek i¢in kullanilmistir (Isolab,
Almanya).

Ependorf tiip: GC/MS ve FTIR analizi i¢in ekstraktlarin muhafaza edilmesi i¢in

kullanilmustir.

Oze: Suslarmn ekimi ve transferi icin kullanilmistir (Loop plast, Italya).

Enjektor (Helmed) ve enjektor filtresi (Sartorius stedim): EtBr ve ekstraktlar
filtrelemek (0,45 um) i¢in kullanilmastir.

3.2 Yontem

Deneysel yontemler asagida verilmistir. Her asama, gerekli durumlarda kendi

igerisinde deneysel kisimlara ayrilmistir.

3.2.1  Mantar Ornekleri ve Ekstraksiyon

Bu tez ¢alismasinda Phellinus hartigii ve Fomes fomentarius mantarlar1 kullanilmistir.
Ekstraksiyon asamasinda Once uygun c¢oziiciiler, polaritelerine gore secilmistir.
Ekstraksiyonu i¢in segilen ¢oziiciiler, bu ¢oziiciilerin polarite indeksleri ve kaynama

noktalar1 Tablo 3.1°de verilmistir (Merck Laboratuvar El Kitabi, 2007).

Tablo 3.1 Kullanilan ¢6ziiciilerin polarite indeksi ve kaynama noktasi

Coziici Polarite Indeksi ~ Kaynama Noktas1 [760 mmHg (°C)]
Metanol 6,6 64,7°C
Aseton 5.4 56°C

Etil Asetat 4,3 77°C
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Ekstraksiyon agsamasinda toz haline getirilmis Phellinus hartigii ve Fomes fomentarius
mantarlari hassas terazide tartilarak erlenmeyer igerisine konulmus ve {izerine
metanol, aseton ve etil asetat ¢ozeltileri eklenerek 48 saat boyunca ¢alkalamaya (125

rpm) brrakilmigtir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Calkalayici ve ekstraktlar

Tartilan mantarlarin miktarlar1 Tablo 3.2°de, filtre kagidinda slizme islemi Sekil
3.2’de, buharlasirma islemi 3.3°de, buhastirma asamasindan sonraki islem ise Sekil

3.4°de verilmistir.

Tablo 3.2 Kullanilan mantarlarin tartimi

Kullanilan Mantar Kullanilan Miktar ~ Kullanilan Coziicii/Miktar1

Phellinus hartigii 1gr Metanol / 100 mL
Phellinus hartigii 1gr Aseton / 100 mL
Phellinus hartigii 1gr Etil Asetat / 100 mL
Fomes fomentarius 1 gr Metanol / 100 mL
Fomes fomentarius 1 gr Aseton / 100 mL
Fomes fomentarius 1gr Etil Asetat / 100 mL

4 giin boyunca calkalayicida ¢alkalanarak elde edilen mantar ekstraktlar1 (Canli vd.,
2016a), filtre kagidindan stiziilerek buharlastirma balonlarina aktarilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 Filtre kagidinda ekstrakt siizme islemi

Stiziilen ekstratlarin icindeki ¢oziiciiler doner buharlastiricida 50°C’de 60 rpm’de

dondiiriilerek buharlagtirilmistir (Sekil 3.3) (Canli vd., 2016b).

Sekil 3.3 Ekstrakt buharlagtirma islemi
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Evaporasyon sonrasi ekstraktlar 2 mL DMSO ve 2 mL distile su igerisinde ¢oziilmiis

ve ana stok %50 DMSO igerecek sekilde elde edilmistir.

Sekil 3.4 Ekstraktlarin buharlagma sonrasi gériiniimii
3.2.2  Efflux Pompasi1 Aktif Olan MDR Suslarin Secilmesi

Mikroorganizmalar Kastamonu Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimi,
Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvarinda yapilan 6nceki ¢calismalarda belirlenmis ilag

direnci profillerine gore secilmistir.
3.2.3 Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) Calismasi

Elde edilen Phellinus hartigii ve Fomes fomentarius mantar ekstraktlarinin secilen
coklu ilag direngli mikroorganizmalar tizerindeki antimikrobiyal etkileri 96 kuyucuklu
mikroplakalar kullanilarak MIK testi yapilarak belirlenmistir (Altuner ve Cetin, 2018).
Elde edilen ekstraktlar ana stokta % 50’lik DMSO igerdigi i¢in, mikroorganizmalar
icin toksik olmayan DMSO konsantrasyonuna (% 10) seyreltilmek suretiyle ara
ekstrakt stogu olusturulmustur. % 10’luk DMSO igeren ara ekstrakt stogu kullanilarak
MIK degerleri hesaplanmustir. 96’lik plakalarda MIK calismasi Sekil 3.5 ve Sekil
3.6°de gosterilmistir.
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Sekil 3.6 Fomes fomentarius ekstraktlar1 icin MIK belirleme

3.2.4  EtBr icin MiK Cahsmasi

Etidyum bromiir (EtBr) efflux pompasi inhibisyonu tespitinde kullanilmakla birlikte,
mikroorganizmalar igin toksik bir maddedir. Dolayisiyla EtBr i¢in MIK
konsantrasyonu belirlenmelidir. Bu sebeple EtBr i¢in 0,0 mg/L, 0,5 mg/L, 1,0 mg/L,
1,5 mg/L, 2,0 mg/L ve 2,5 mg/LL konsantrasyon araligi kullanilarak ¢alisilan
mikroorganizmalar i¢in EtBr MIK konsantrasyonu belirlenmistir (Altinéz ve Altuner,

2020).

3.2.5 Cartwheel Yontemi

Elde edilen makromantar ekstraktlarinin efflux pompa inhibitor etkisini gdzlemlemek
amactyla cartwheel yontemi kullanilmistir. TSB agar kullanilarak hazirlanan

besiyerine bir 6nceki adima belirlenen EtBr konsantrasyonuna uygun olacak sekilde
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(2,0 mg/L) EtBr eklenmistir. Ekstraksiyon asamasinda 2 adet makrofungustan
toplamda 6 adet ekstrakt elde edilmistir. Elde edilen ekstraktlarn MIK sonugclarma
gbre, mikroorganizmalar1 dldiirmeyecek konsantrasyon olan MIK/2 degerine gore,
ekstraktlar hazirlanan EtBr’li TSB agara eklenmistir (Martins vd., 2010). Hazirlanan
besiyerlerine bakteri ekimleri Sekil 3.7°de gosterilen Cartwhell uygulama yontemine

gore yapilmstir.

Kontrol Sozn 1
Bakteri 11 -
}r"

‘_,..--'"_-I_""-..?_

Baktesi 10 \ /f\ﬁnkuy
akteri 10 /\ ‘
J‘\‘-._\‘jf_. \

Bakeri @ o /f - o Baiteri3
\ / \ /

Bakteri 8 / ; Bakteri 4
M
Bakteri7 =" Bakteri$
Bakteri 6

Balrteri 1

Sekil 3.7 Cartwheel yontemi

3.2.6 Ekstraktlarin GC/MS Analizi

Ekstrakt i¢indeki % 5’den daha yiiksek olan kimyasal bilesenler major bilesenler
olarak kabul edilmistir. Elde edilen ekstraktlar icin GC/MS analizi, Kastamonu
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari Uygulama ve Arastirma Merkezi
Laboratuvar’nda uygulanan metod kullanilarak yapilmistir (Shimadzu-QP 2010 Ultra)
(Canli vd., 2020).

3.2.7 MDR Sus+Antibiyotikler+Ekstrakt Calismasi

MDR suslara Fomes fomentarius ve Phellinus hartigii makrofunguslarindan elde
edilen metanol, etil asetat ve aseton ekstraktlarinin, antibiyotikler ile kombine
kullaniminda etkisi goézlenmistir. Caligmada kullanilacak antibiyotikler, suslarin

direncli oldugu antibiyotiklere gore secilmistir.
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Calismada kullanilan suslarin direngli (R) ve orta direngli (I) olduklar1 antibiyotiklerin

listesi Tablo 3.3°de verilmistir.

Tablo 3.3 Suslarin direng profilleri

Suslar Antibiyotik Direng Profilleri
E. coli #3 ATM 4 (I) CFM >2 (R) -
E. coli #7 AMC >32/2 (R) TZP >16/4 (R) -
E. coli #8 AMC > 32/2(R) TZP>16/4(1) CRO >4 (R)
E. coli #9 AMC > 32/2 (R) - -
E. coli #10 ATM 8 (R) - -
A. baumannii TZP 64 (R) CAZ 32 (R) -
K. pneumoniae CRO 2 (R) - -

Antibiyotik diskleri ile ekstraktlarin kombine kullanim testi 24 kuyucuklu plakalarda
yapilmistir. Uygulama sirasinda her kuyucuga 1 mL Mueller Hinton Broth (MHB) ve
aktarilmig ve kuyucuklara mikroorganizmanin direngli oldugu antibiyotikler
eklenmistir. Kuyucuklara 100 pL ekstrakt eklendikten sonra, kuyucuklara uygun
mikroorganizma inkolumundan 10 pL transfer edilmistir. Ardindan, plakalar 24 saat
boyunca 37°C’de etiivde inkiibasyona birakilmistir. Hazirlanan plakalar Sekil 3.8’de

gosterilmistir.

Sekil 3.8 Antibiyotik diski + MDR sus + ekstrakt uygulamasi

81



3.2.8  Sus+Antibiyotik+Ekstrakt Cahsmasma Gore FTIR Ol¢iimii

Mikroorganizmanin direngli oldugu antibiyotige ekstraktin bulundugu ortamdaki
tepkisini incelemek amaciyla FTIR analizi yapilmistir. Normalde mikroorganizmanin
direngli oldugu bir antibiyotigin ekstrakt eklenmesiyle birlikte etkisinde geri kazanim

oldugu durumlar se¢ilmis ve bu durumlar FTIR analizine tabi tutulmustur.

Mikroplakalardaki kuyucuklardan incelenecek olan ekstrakt+antibiyotik+sus ve
antibiyotik+sus drneklerinden 100’er uL. alinarak steril ependorf tiiplere aktarilmistir.
Orneklerin  analizi, Kastamonu Universitesi Merkezi Arastirma Merkezi
Laboratuvari’'nda ATR-FTIR (Bruker Alpha, Almanya) cihazinda 3 tekrarl sekilde
gergeklestirilmistir.

FTIR spektrumlar1 64 arka plan taramali, 32 analiz taramali, 2 cm™! ¢6ziiniirliik ve 400
ile 4000 cm™ spektral aralikli seklinde gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler, R
Studio versiyon 4.3.2 (R Core Team, 2023) kullanilarak islenmistir. Spektral verilerin
degerlerini analize hazirlamak i¢in normalizasyon uygulanmis ve spektrumdaki her
veri noktasindan ortalama deger ¢ikarilarak sifir merkezli 6lgeklendirme yapilmustir.
Verilere daha sonra spektral 6zellikleri gelistirmek ve taban c¢izgisi degisimlerinin
etkisini azaltmak i¢in taban ¢izgisi diizeltmesi uygulanmistir. Son olarak, giirtiltiiyli
azaltmak ve spektral verilerin netligini artirmak igin Savitzky-Golay filtresi

kullanilmustir.

Elde edilen veriler i¢cin FTIR spektrumu ve ve ikinci tiirev spektrumlart 400 ila 4000

cm’! aralifinda analiz edilmistir.

Kullanilan cihazin goriintiisii Sekil 3.9°da verilmistir.
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Sekil 3.9 FTIR ¢alismast

3.29 MST Testi

Mikro 6lgekli termoforez (MST) testi, bir hedef molekiile, baska bir ligand molekiiliin
baglanip baglanmadigini, baglaniyorsa ne kadar siki baglandigini dl¢en bir yontemdir.
Bu test, iki molekiil arasindaki etkilesimin giiciinii analiz ederek hedef ve ligand

arasindaki baglanma afinitesini belirler.

MST testinde once hedef molekiiller, 6rnegin se¢ilen efflux pompalari, floresan boya
ile isaretlenir. Etiketleme stratejisi olarak Kovalent / Lysine — NHS chemistry
kullanilir. Arkasindan F650’de hedef molekiiliiniin floresansi 6lgiiliir ve floresansin
varlig1 ve stabilitesi kontrol edilir. Baglanma sonrasinda, boyanin maksimum floresans
degeri degisir. Bu asamada floresans yogunlugu, homojenligi, sinyal-giiriiltii orani

(S/N) degerlendirilir.

Bu asamanin ardindan hedef molekiile baglanmasi planlanan ligand ortama eklenir.
Eger hedef molekiil ve ligand arasinda bir etkilesim s6z konusu ise izotermal kosullar
altinda spektral kayma goriiliir ve F650 floresans1 F670’ye kayar. Dolayisiyla hedef
molekiil - ligand etkilesimine bagli olarak F650/F670 oraninda degisim gozlenir.

F670 - F650 orani ve uygulanan ligand konsantrasyonu kullanilarak grafik ¢izilir ve
bu grafik kullanilarak bir Kq degeri olgiiliir. Kq degeri, afiniteyi temsil eder. Diigiik Kd
degeri yliksek afiniteyi gosterirken, yiiksek Kd ise diisiik afiniteyi gdstermektedir.
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Bu asamadan sonra gerekirse optimizasyon yapilir ve test tekrar edilir.

Tezin bu asamasi, Hamburg Fraunhofer Translasyonel Tip ve Farmakoloji
Enstitlisti'nde Dianthus X cihazinda yapilmistir. Calismada daha 6nceki adimlarda
efflux pompast inhibitdr potansiyeli oldugu diigiiniilen iki ekstrakt (Fomes fomentarius
aseton ve Phellinus hartigii metanol ekstraktlar1) kullanilmistir. Bu ekstraktlarin

AcrA, AcrB ve TolC proteinlerine kars1 baglanma etkisi 6l¢iilmiistiir.

3.2.10 Molekiiler Docking

Molekiiler docking i¢in ekstraktlardan GC/MS sonucu elde edilen ve >%10 olan major
bilesenler secilmistir. Segilen bilesenler (nonacosane, nonadecane, hexacontane, 1-
hexadecanol, 1-methylhexacontane, octacosane, diacetone, eicosane) PubChem’den
“.pdb” formatli indirilmistir (URL-1, 2024). Molekiiler docking ¢alismasi, Autodock
1.5.6 programi kullanilarak yapilmistir. AcrB protein yapisi protein veri tabanindan

(13

.pdb formatinda indirilmistir. PubChem’den “.sdf”’ formatinda indirildikten sonra
Open Babel GUI programi ile “.pdb” dosyasina doniistiiriilmiistiir. Ligand ve su
kalintilar1 reseptor proteininden ¢ikarildiktan sonra molekiiler yerlestirme islemleri
yapilmistir. Analiz sonuglari, Biovia Discovery Studio programi kullanilarak

olusturulmustur.

3.2.11 ADMET Analizi

ADMET (absorption, distribution, metabolism, excretion, toxicity of drugs)
analizinde, secilen bilesenlerin ilaca benzerlikleri, emilim ve toksisite 6zellikleri in
silico incelenmistir. Bunun i¢cin SWISSADME ve admetSAR web siteleri
kullanilmistir (URL-2, 2024).

3.3 Istatistiksel Hesaplama

Verilerdeki farkin istatistiksel olarak anlamli olup olmadig t-test ile analiz edilmis

olup (p=0,05), analizlerde R Studio 2024.04.2 programi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1  Ekstraktlarin MIiK Degerleri

Ekstraktlar %10’luk DMSO icerecek sekilde seyreltildikten sonra 96’lik plakalarda
MIK ¢aligmasi yapilmustir. MIK ¢alisma drnekleri Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil
4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7°de verilmistir.

Sekil 4.1 MIK 6rnegi
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E. coli#3 E. coli #12
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Sekil 4.2 F. fomentarius aseton ekstraktt MIK ¢alismasi
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Sekil 4.5 P. hartigii metanol ekstraktt MIK calismasi
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Sekil 4.7 P. hartigii aseton ekstrakt1 MiK calismasi

Yapilan MIK testi sonucunda elde edilen F. fomentarius ile P. hartigii nin MIK
degerleri ise Tablo 4.1, Tablo 4.2, Tablo 4.3, Tablo 4.4, Tablo 4.5 ve Tablo 4.6’da

verilmistir.
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Tablo 4.1 F. fomentarius etil asetat ekstraktt MIK degerleri

Fomes fomentarius Etil Asetat Ekstrakti

Mikroorganizma MIK Sonucu
E. coli ATCC 25922 MIK Go6zlenmedi
E. coli #3 1,268 mg/mL
E. coli #6 1,268 mg/mL
E. coli #7 1,268 mg/mL
E. coli #8 1,268 mg/mL
E. coli #9 1,268 mg/mL
E. coli #10 1,268 mg/mL
E. coli #12 1,268 mg/mL
Proteus mirabilis 1,268 mg/mL
Klebsiella pneumoniae 1,268 mg/mL
Acinetobacter baumannii | MIK Gozlenmedi
Enterococcus faecium 1,268 mg/mL

Tablo 4.2 F. fomentarius metanol ekstrakti MiK degerleri

Fomes fomentarius Metanol Ekstrakti

Mikroorganizma MIK Sonucu
E. coli ATCC 25922 0,08 mg/mL
E. coli #3 0,08 mg/mL
E. coli #6 MIK Gozlenmedi
E. coli #7 MIK Gozlenmedi
E. coli #8 MIK Gozlenmedi
E. coli #9 MIK Go6zlenmedi
E. coli #10 MIK Gozlenmedi
E. coli #12 0,08 mg/mL
Proteus mirabilis MIK Gozlenmedi
Klebsiella pneumoniae | MiK Gozlenmedi
Acinetobacter baumannii | MIK Gozlenmedi
Enterococcus faecium MIK Gézlenmedi
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Tablo 4.3 F. fomentarius aseton ekstraktt MIK degerleri

Fomes fomentarius Aseton Ekstrakti

Mikroorganizma MIK Sonucu
E. coli ATCC 25922 MIK Go6zlenmedi
E. coli #3 MIK Gozlenmedi
E. coli #6 MIK Gézlenmedi
E. coli #7 0,345 mg/mL
E. coli #8 MIK Go6zlenmedi
E. coli #9 0,345 mg/mL
E. coli #10 MIK Go6zlenmedi
E. coli #12 0,345 mg/mL
Proteus mirabilis MIK Goézlenmedi
Klebsiella pneumoniae 0,345 mg/mL
Acinetobacter baumannii | MIK Gozlenmedi
Enterococcus faecium MIK Gézlenmedi

Tablo 4.4 P. hartigii etil asetat ekstraktt MIK degerleri

Phellinis hartigii Etil Asetat Ekstrakti

Mikroorganizma MIK Sonucu
E. coli ATCC 25922 MIK Gozlenmedi
E. coli #3 MIK Gézlenmedi
E. coli #6 MIK Gozlenmedi
E. coli #7 MIK Gézlenmedi
E. coli #8 0,258 mg/mL
E. coli #9 0,258 mg/mL
E. coli #10 0,258 mg/mL
E. coli #12 0,258 mg/mL
Proteus mirabilis MIK Gézlenmedi
Klebsiella pneumoniae MIK Gézlenmedi
Acinetobacter baumannii | MIK Gézlenmedi
Enterococcus faecium MIK Gézlenmedi

Tablo 4.5 P. hartigii metanol ekstraktt MiK degerleri

Phellinis hartigii Metanol Ekstrakti

Mikroorganizma MIK Sonucu
E. coli ATCC 25922 0,323 mg/mL
E. coli #3 0,323 mg/mL
E. coli #6 0,323 mg/mL
E. coli #7 0,323 mg/mL
E. coli #8 0,323 mg/mL
E. coli #9 0,323 mg/mL
E. coli #10 0,323 mg/mL
E. coli #12 0,323 mg/mL
Proteus mirabilis 0,323 mg/mL
Klebsiella pneumoniae 0,323 mg/mL
Acinetobacter baumannii | 0,323 mg/mL
Enterococcus faecium 0,323 mg/mL
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Tablo 4.6 P. hartigii aseton ekstraktt MIK degerleri

Phellinis hartigii Aseton Ekstrakti

Mikroorganizma MIK Sonucu
E. coli ATCC 25922 MIK Go6zlenmedi
E. coli #3 0,128 mg/mL
E. coli #6 0,128 mg/mL
E. coli #7 0,128 mg/mL
E. coli #8 MIK Go6zlenmedi
E. coli #9 0,128 mg/mL
E. coli #10 MIK Go6zlenmedi
E. coli #12 0,128 mg/mL
Proteus mirabilis MIK Goézlenmedi
Klebsiella pneumoniae MIK Gézlenmedi
Acinetobacter baumannii | MIK Gozlenmedi
Enterococcus faecium 0,128 mg/mL

4.2  EtBr MiK Sonucu

Yapilan ¢alismada uygulanan 0,0 mg/L, 0,5 mg/L, 1,0 mg/L, 1,5 mg/L, 2,0 mg/L ve
2,5 mg/L araliginda mikroorganizmalar i¢in EtBr acisindan bir MIK degeri tespit
edilememistir, yani  uygulanan  EtBr  konsantrasyonlarmin  tamaminda

mikroorganizmalar yasamaya devam etmektedir.

4.3  Cartwheel Metoduyla EPI Aktivitesinin Gézlenmesi

Cartwheel metodunda kullanilacak ekstrakt konsantrasyonu bulunan MiK degerinin
yarist olacak sekilde (MIK/2) belirlenmistir. Yapilan ¢aligma sonrasinda E.coli ve P.
mirabilis i¢in efflux pompasi inhibitdr (EPI) potansiyeli gdzlenirken, K. pneumoniae,
A. baumannii ve E. faecium mikroorganizmalari igin EPI potansiyeli oldugunu

gosterecek herhangi bir sonug elde edilememistir.

Cartwheel yontemiyle elde edilen bulgular Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11,
Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’de gosterilmistir.

Sekillerde E. coli ATCC 25922 (#1), E. coli #3 (#3), E. coli #6 (#6), E. coli #7 (#7),
E. coli #8 (#8), E. coli #9 (#9), E. coli #10 (#10), E. coli #12 (#12), P. mirabilis (#M5),
K. pneumoniae (#M7T), A. baumannii (#H1) ve E. faecium ise (#H7) seklinde

kodlanarak gosterilmistir.
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Fomes famentaries Fomes fomentarius
Eell Asetot ETN Asetor

Sekil 4.8 Fomes fomentarius etil asetat

Fomes formentorius Fomes formentarius
Aseton Aseton

Sekil 4.9 Fomes fomentarius aseton

Fomes fomentanus Fomes fomentarius
Metaro! tetanal

Sekil 4.10 Fomes fomentarius metanol

Phetlinus hortigii Pheilinus hartigii Phellinus hevtigii
Etil Asetat Etil Asetat Etdl Asetat

Sekil 4.11 Phellinus hartigii etil asetat
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Sekil 4.12 Phellinus hartigii aseton

Sekil 4.13 Phellinus hartigii metanol

4.4  F. fomentarius ve P. hartigii Ekstraktlarinin GC/MS Sonuclari

GC/MS sonuglarinda bilesen ylizdesi > %35 olanlar Tablo 4.7, Tablo 4.8, Tablo 4.9,
Tablo 4.10, Tablo 4.11 ve Tablo 4.12’de verilmistir. Analiz sonuglarinin geneli ise
Tablo 4.13, Tablo 4.14, Tablo 4.15, Tablo 4.16, Tablo 4.17 ve Tablo 4.18de

gosterilmistir.

Tablo 4.7 Fomes fomentarius etil asetat > %5 GC/MS verileri

% Bilesen Adi
18,99 Eicosane
12,74 1-Hexadecanol (CAS)
7,50 Tridecanol (CAS)
6,17 Tetracosyl trifluoroacetate
5,36 Hexadecane

Tablo 4.8 Fomes fomentarius aseton > %5 GC/MS verileri

% Bilesen Adi
19,69 Nonacosane
14,82 Docosane (CAS)
1279 2-pentanone,4-hydroxy-4-methyl-
6,79 13-Docosenamide, (Z)-
5,95 1-Hexadecanol (CAS)
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Tablo 4.9 Fomes fomentarius metanol > %5 GC/MS verileri

% Bilesen Adi
67,34 Hexacontane
6,71 9,12-Octadecadienoic acid (Z,7)-
5,47 Octadec-9-enoic acid

Tablo 4.10 Phellinus hartigii etil asetat > %5 GC/MS verileri

% Bilesen Adi
11,72 1-Hexadecanol (CAS)
8,87 Eicosane
5,97 1-Decanol, 2-hexyl-
5,64 Tetracosane
5,07 9-Octadecenamide, (Z)-
5,03 Hexacosyl pentafluoropropionate

Tablo 4.11 Phellinus hartigii aseton > %5 GC/MS verileri

% Bilesen Adi
28,22 Nonadecane (CAS)
15,95 2-pentanone, 4-hydroxy-4-methyl-
13,03 Octacosane (CAS)
8,18 1-Hexadecanol (CAS)
5,31 Tetracosyl pentafluoropropionate

Tablo 4.12 Phellinus hartigii metanol > %5 GC/MS verileri

% Bilesen Adi
59,10 2-methylhexacosane
9,65 Nonadecyl heptafluorobutyrate
5,79 6-Octadecenoic acid, (Z)-
5,01 14- Beta.-H-Pregna

Tablo 4.13 Fomes fomentarius etil asetat tim GC/MS sonuglari

% Bilesen Adi
18,99 Eicosane
12,74 1-Hexadecanol (CAS)
7,50 Tridecanol (CAS)
6,17 Tetracosyl trifluoroacetate
5,36 Hexadecane
4,29 Hexatriacontyl trifluoroacetate
2,96 Pentadecane, 2,6,10,14-tetramethyl- (CAS)
2,77 1-hexadecanol,3,7,11,15-tetramethyl- (cas)
2,52 Cyclopentane, 1-pentyl-2-propyl-
2,47 Heptadecane
2,28 9-Octadecenamide, (Z)-
2,13 Octadecane
2,10 Methyl stearate
1,97 Triacontyl heptafluorobutyrate
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Tablo 4.14 devamu

1,91 Isotridecanol-

1,83 1-Dodecanol, 2-hexyl-

1,83 1-Decanol, 2-hexyl-

1,78 Octadecanoic acid

1,52 Salicylate< 2-ethylhexyl->

1,41 Sebacic acid, 2-ethylbutyl propyl ester

1,35 Nonadecyl pentafluoropropionate

1,33 Palmitic acid

1,33 Cyclooctacosane

1,23 Homosalate

1,15 Tetratetracontane

1,03 phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)-

1,03 Heptacosyl heptafluorobutyrate

1,00 Tetrapentacontane, 1,54-dibromo-

1,00 2-Propenoic acid, 3-(4-methoxyphenyl)-, 2-ethylhexyl
ester

Tablo 4.14 Fomes fomentarius aseton tim GC/MS sonuglari

% Bilesen Adi
19,69 Nonacosane
14,82 Docosane (CAS)
12,79 2-pentanone,4-hydroxy-4-methyl-
6,79 13-Docosenamide, (Z)-
5,95 1-Hexadecanol (CAS)
4,64 2-Cyclohexylnonadecane
4,36 Tridecanol (CAS)
2,81 Hexadecane
2,38 p-Xylene
2,05 1-Hexadecanol,3,7,11,15-tetramethyl- (CAS)
1,99 Palmitic acid
1,79 Tetracosyl pentafluoropropionate
1,72 9,12-Octadecadienoic acid (Z,7)-
1,54 Oleyl alcohol, trifluoroacetate
1,50 Octadecane
1,41 Nonadecyl pentafluoropropionate
1,33 6-Tridecanol, 3,9-diethyl- (CAS)
1,26 6-Tridecanol, 3,9-diethyl-
1,22 Cetyl alcohol
1,15 Lauryl alcohol
1,03 Tridecanol, 2-ethyl-2-methyl-
1,03 Tetratriacontyl heptafluorobutyrate
1,02 2-Isopropyl-5-methyl-1-heptanol
1,02 Octadecanoic acid
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Tablo 4.15 Fomes fomentarius metanol tiim GC/MS sonuglari

% Bilesen Adi
67,34 Hexacontane
6,71 9,12-Octadecadienoic acid (Z,7)-
5,47 Octadec-9-enoic acid
4,91 Palmitic acid
4,23 3,3-Dimethoxy-2-butanone
3,85 Nonane (CAS)
3,84 L-Ascorbic acid, 6-octadecanoate
3,65 1-Dodecanol (CAS)

Tablo 4.16 Phellinus hartigii etil asetat tim GC/MS sonuglar1

% Bilesen Adi
11,72 1-Hexadecanol (CAS)

8,87 Eicosane

5,97 1-Decanol, 2-hexyl-

5,64 Tetracosane

5,07 9-Octadecenamide, (Z)-

5,03 Hexacosyl pentafluoropropionate
4,8 Tetratriacontyl heptafluorobutyrate
3,70 Hexatriacontyl trifluoroacetate
3,32 Nonadecyl heptafluorobutyrate
3,08 Hexatriacontyl trifluoroacetate
2,95 1-Hexadecanesulfonyl chloride
2,40 Dotriacontyl pentafluoropropionate
2,30 Hexadecane

2,30 Octadecanoic acid

2,25 Fumaric acid, heptadecyl 2-methylallyl ester
2,02 Nonadecane, 9-methyl-

2,00 Hexacosyl trifluoroacetate
1,99 Methyl stearate

1,85 Cyclopentane, 1-pentyl-2-propyl-
1,78 1-Hentetracontanol (CAS)
1,75 Bacteriochlorophyll-c-stearyl
1,75 Hexacontane

1,71 1-Decanol, 2-hexyl-

1,70 Heptadecane

1,68 Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)-
1,68 Octadecane

1,20 Isotridecanol-

1,19 Heneicosane

1,18 Nonadecyl pentafluoropropionate
1,17 17-Pentatriacontene

1,13 Nonadecane

1,13 Hexadecanoic acid, methyl ester
1,12 Tetracosyl pentafluoropropionate
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Tablo 4.17 Phellinus hartigii aseton tiim GC/MS sonuglari

% Bilesen Adi
28,22 Nonadecane (CAS)
15,05 2-pentanone, 4-hydroxy-4-methyl-
13,03 Octacosane (CAS)
8,18 1-Hexadecanol (CAS)
5,31 Tetracosyl pentafluoropropionate
2,44 Eicosane
2,43 Cyclohexane, eicosyl- (CAS)
2,14 2-Propanone (CAS)
2,06 Octadecane (CAS)
2,00 Heptadecane
1,99 Hexadecane
1,74 Benzene, 1,2-dimethyl- (CAS)
1,40 Octadecanoic acid
1,35 1-Hexadecanol, 3,7,11,15-tetramethyl- (CAS)
1,21 6-Octadecenoic acid, (Z)-
1,15 1-Tridecene
1,07 Myristic alcohol
1,03 Isotridecanol-
1,02 Nonadecyl pentafluoropropionate
1,00 Palmitic acid

Tablo 4.18 Phellinus hartigii metanol tim GC/MS sonuglari

% Bilesen Adi
59,10 2-methylhexacosane
9,65 Nonadecyl heptafluorobutyrate
5,79 6-Octadecenoic acid, (Z)-
5,01 14- Beta.-H-Pregna
4,00 Palmitic Acid
3,72 Octadecanoic acid
2,54 1-Dodecanol (CAS)
2,31 9,12-Octadecadienoic acid (Z,7)-
2,13 2,2,4-Trimethyl-1,3-pentanediol diisobutyrate
1,64 Benzenesulfonamide, 2-methyl
1,62 Tricyclo[7.2.0.0(2,6)]Jundecan-5-ol, 2,6,10,10-
tetramethyl- (isomer 2)
1,30 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester (CAS)
1,20 Phthalate<diethyl->

4.5  MDR Sus+Antibiyotik Diskleri+Ekstrakt Calismasi

Bu asamada segilen suslarin direng profilleri ve antibiyotik listesi Tablo 4.19’da

verilmigtir.
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Tablo 4.19 Suslarin direng profilleri

Suslar Antibiyotik Direng¢ Profilleri
E. coli #3 ATM 4 (I) CFM >2 (R) -
E. coli #7 AMC >32/2 (R) TZP >16/4 (R) -
E. coli #8 AMC > 32/2(R) TZP>16/4(I) CRO>4(R)
E. coli #9 AMC > 32/2 (R) - -
E. coli #10 ATM 8 (R) - -
A. baumannii TZP 64 (R) CAZ 32 (R) -
K. pneumoniae CRO 2 (R) - -

Calismanin bu asamasinda besiyeri ve antibiyotik bulunan kuyucuklara daha 6nce
belirlenmis olan MIK degerlerinin yarisi (MIK/2) olacak sekilde ekstraktlar eklenmis
ve mikroorganizmalar eklendikten sonra inkiibasyona birakilmist: (Martins vd., 2010).
Calisma Ornegi ve inhibisyon etkisi Sekil 4.14°de verilmistir. Sekil 4.14’de ekstraktin
inhibisyon etkisi gosterdigi kuyucuklarda besiyerleri parlak ve temiz bir goriiniim

kazanmustir.

E.coli #7 E.coli #8 E.coli #8
AMC AMC CRO
P. hartigii P. hartigii * P. hartigii

 Metanol  Ee——— - — etanol - ' Metanol |

Sekil 4.14 Antibiyotik diskleri ekstrakt uygulamasi inhibisyonu

Bu asamada elde edilen veriler Tablo 4.20, Tablo 4.21 ve Tablo 4.22°de verilmistir.
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Tablo 4.20 E. coli + ekstrakt etkisi geri kazanilan antibiyotik listesi

Mikroorganizma Antibiyotik Etki Eden Ekstrakt

E. coli 3 ATM F. fometarius Aseton(FFA)
E. coli 10 ATM F. fometarius Aseton
E. coli 3 ATM F. fometarius Metanol
E. coli 10 ATM F. fometarius Metanol
E. coli 3 ATM P. hartigii Aseton

E. coli 10 ATM P. hartigii Aseton

E. coli 3 CFM F. fometarius Aseton
E. coli 3 CFM F. fometarius Metanol
E. coli7 AMC P. hartigii Metanol

E. coli 8 AMC P. hartigii Metanol

E. coli7 TZP F. fometarius Aseton

Tablo 4.21 E. coli + ekstrakt etkisi geri kazanilan

Mikroorganizma Antibiyotik Etki Eden Ekstrakt
E.coli 8 TZP F. fomentairius Aseton
E. coli7 TZP F. fometarius Etil Asetat
E. coli 8 TZP F. fometarius Etil Asetat
E. coli7 TZP P. hartigii Aseton

E. coli 8 TZP P. hartigii Aseton

E. coli 8 TZP P. hartigii Etil Asetat

E. coli 8 TZP F. fometarius Metanol
E. coli 8 AMC F. fometarius Metanol
E. coli 9 AMC F. fometarius Metanol
E. coli 8 AMC F. fometarius Etil Asetat
E. coli 9 AMC F. fometarius Etil Asetat
E. coli 8 CRO P. hartigii Metanol

E. coli 10 ATM P. hartigii Metanol

Tablo 4.22 A. baumannii + ekstrakt etkisi geri kazanilan antibiyotik listesi

Mikroorganizma Antibiyotik Etki Eden Ekstrakt

A. baumannii TZP F.fometarius Metanol
A. baumannii TZP P. hartigii Metanol

A. baumannii TZP P. hartigii Aseton

A. baumannii CFM F. fometarius Metanol
A. baumannii CAZ P. hartigii Metanol

A. baumannii CAZ P. hartigii Aseton

A. baumannii CRO F. fometarius Aseton

K. pneumoniae + ekstrakt + antibiyotik calismasinda inhibisyon gerceklesmedigi i¢in

ileriki ¢aligmalarda kullanilmamistir. En etkili sonuglar E. coli MDR suslarinda oldugu

icin yapilan calismaya E. coli suslar1 ile devam edilmistir.
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En ¢ok etkili oldugu goriilen ekstraktlar Tablo 4.23’ te verilmistir.

Tablo 4.23 En ¢ok etkisi goriilen ekstraktlar

Makrofungus Coziicu Mikroorganizma Antibiyotik
Fomes fomentarius Aseton E. coli #3 ATM
Fomes fomentarius Aseton E. coli #7 TZP
Fomes fomentarius Aseton E. coli #10 ATM
Fomes fomentarius Metanol E. coli #3 ATM
Fomes fomentarius Metanol E. coli #8 AMC
Fomes fomentarius Metanol E. coli #8 TZP
Fomes fomentarius Metanol E. coli #9 AMC

Phellinus hartigii Metanol E. coli #8 AMC

4.6 FTIR ve PCA Analizi (Sus+Antibiyotik+Ekstrakt)

Onceki asamalarda etkisi goriilen ve etkisinin az oldugu diisiiniilen ekstraktlar i¢in
FTIR analizi yapilmistir. FTIR analizi sonucunda elde edilen veriler asagida

verilmigtir.

Etkili oldugu goriilenlere ait sonuclar;

E. coli #3 + ATM vs. E. coli #3 + ATM + F. fomentarius Aseton ekstrakti i¢in FTIR
analizi (ikinci tiirev) Sekil 4.15’de, PCA sonuglar1 Grafik 4.1°de gosterilmistir.
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Grafik 4.1 E. coli #3 + ATM vs. E. coli #3 + ATM + FFA PCA

E. coli #7 + TZP vs. E. coli #7 + TZP+ F. fomentarius Aseton ekstrakti i¢in FTIR
analizi (ikinci tiirev) Sekil 4.16’da, PCA sonuglar1 Grafik 4.2°de gosterilmistir.
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Lipid Bélgesi Protein Bélgesi  Niikleik Asit Bolgesi

Transmiztance (%)

2 Treated |E7_TZP_FF_ASETON
Untreated |E7_TZP

L
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Wavenumber cm-1

Sekil 4.16 E. coli #7 + TZP vs. E. coli #7 + TZP+ FFA FTIR

40

20 |+

PC2

20 + !
40 -20 0 20 40 60

PCL

x-E7_TZP
+- E7_TZP_FF_ASETON

Grafik 4.2 E. coli #7 + TZP vs. E. coli #7 + TZP + FFA PCA

E. coli#10 + ATM vs. E. coli #10 + ATM+ F. fomentarius Aseton ekstrakti i¢in FTIR
analizi (ikinci tiirev) Sekil 4.17°de, PCA sonuglar1 Grafik 4.3°de gosterilmistir.
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6 Niikleik Asit Bélgesi

Protein Bolgesi

~

Lipid Bolgesi
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Pc2

3+

-30 -20 -10 a 10 20 30 40 S0 60
PC1

x - ELI0_ATM
+- E10_ATM_FF_ASETON

Grafik 4.3 E. coli #10 + ATM vs. E. coli #10 + ATM + FFA PCA

E. coli #3 + ATM vs. E. coli #3 + ATM + F. fomentarius Metanol ekstrakti icin FTIR
analizi (ikinci tiirev) Sekil 4.18de, PCA sonugclar1 Grafik 4.4’de gosterilmistir.
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Protein Bolgesi Niikleik Asit Bélgesi

4 Lipid Bélgesi
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Grafik 4.4 E. coli #3 + ATM vs. E. coli #3 + ATM + FFM PCA

E. coli #8 + AMC vs. E. coli #8 + AMC + F. fomentarius Metanol ekstrakti i¢in FTIR
analizi (ikinci tiirev) Sekil 4.19°da, PCA sonuglar1 Grafik 4.5’de gosterilmistir.
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6 Nikleik Asit Bélgesi

Protein Bolgesi
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Grafik 4.5 E. coli #8 + AMC vs. E. coli #8 + AMC + FFM PCA

E. coli #8 + TZP vs. E. coli #8 + TZP + F. fomentarius Metanol ekstrakti i¢in FTIR
analizi (ikinci tiirev) Sekil 4.20°de, PCA sonugclar1 Grafik 4.6’da gosterilmistir.
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4 Nukleik Asit Bolgesi

Protein Bolgesi
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Grafik 4.6 E. coli #8 + TZP vs. E. coli #8 + TZP + FFM PCA

E. coli #9 + AMC vs. E. coli #9 + AMC + F. fomentarius Metanol ekstrakti i¢in FTIR
analizi (ikinci tiirev) Sekil 4.21°de, PCA sonuglar1 Grafik 4.7°de gosterilmistir.
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Grafik 4.7 E. coli #9 + AMC vs. E. coli #9 + AMC + FFM PCA

E. coli #8 + AMC vs. E. coli #8 + AMC + P. hartigii Metanol ekstrakt1 i¢in FTIR
analizi (ikinci tiirev) Sekil 4.22°de, PCA sonuglar1 Grafik 4.8’de gosterilmistir.

106




Protein Bolgesi
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Grafik 4.8 E. coli #8 + AMC vs. E. coli #8 + AMC + PHM PCA

Etkisinin az oldugu goriilenlerden bazi sonuclar;

Etkisi az oldugu diisiiniilen bir ekstraktin calismasi ise drneklendirme ve kiyaslama
acgisindan Sekil 4.23, Sekil 4.24, Sekil 4.25°de, PCA sonuglar ise Grafik 4.9, Grafik
4.10 ve Grafik 4.11°de gosterilmistir.
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Grafik 4.9 E. coli #8 + AMC vs. E. coli #8 + AMC + FFEA PCA
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Grafik 4.10 E. coli #8 + TZP vs. E. coli #8 + PHA PCA
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Grafik 4.11 E. coli #8 + TZP vs. E. coli #8 + TZP + FFA PCA
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4.7  FTIR Pik Sonuc¢lan

Ekstraktlarn, istatistiksel olarak anlamli degisim gosteren FTIR piklerine gore band

sonuclar1 agagida verilmigtir.
471 E. coli3 ATM vs E. coli 3 ATM FFA Ekstrakti

E. coli 3 susunun ATM antibiyotigi ile Fomes fomentarius aseton (FFA) ekstrakti
anlamli pik degisimleri Tablo 4.24, Tablo 4.25,Tablo 4.26 ve Tablo 27°de verilmistir.

Tablo 4.24 E.coli 3 ATM vs E.coli 3 ATM FFA lipid bolgesi

E. coli 3 ATM vs E. coli 3 ATM Fomes fomentarius Aseton Ekstrakti- Lipid
Bolgesi 3000-2800 cm!
FTIR Anlami Referans
Pik
Anlamli degisen pik yok

Tablo 4.25 E.coli 3 ATM vs E.coli 3 ATM FFA protein bolgesi

E. coli 3 ATM vs E. coli 3 ATM Fomes fomentarius Aseton Ekstrakti- Protein
Bolgesi 1800-1200 cm™!

FTIR Anlami Referans
Pik
1659 Amide I (Talari vd., 2017;
Wang vd., 2011)
1623 Flavonoidlerin C=0 gerilmesi (Zhang vd., 2014)
1596 Metillenmis niikleotitler (Choo vd., 1995;
Talari vd., 2017)
1350 0(CH>) ve 8(CH3) absorpsiyon (emilim) (Belbachir vd.,
2009)

Tablo 4.26 E.coli 3 ATM vs E.coli 3 ATM FFA niikleik asit bolgesi

E. coli 3 ATM vs E. coli 3 ATM Fomes fomentarius Aseton Ekstrakti- Niikleik
Asit Bolgesi 1200-900 cm™!
FTIR Anlam Referans
Pik
913 OH deformasyonu (Reddy vd., 2017)
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Tablo 4.27 E.coli 3 ATM vs E.coli 3 ATM FFA parmak izi bolgesi

E. coli 3 ATM vs E. coli 3 ATM Fomes fomentarius Aseton Ekstrakti- Parmak izi

Bolgesi <900 cm’!
FTIR Anlam Referans
Pik
Anlaml1 degisen pik yok

4.7.2 E. coli3 ATM vs E. coli 3 ATM FFM Ekstrakti
E. coli 3 susunun ATM antibiyotigi ile Fomes fomentarius metanol (FFM) ekstrakti
anlamli pik degisimleri Tablo 4.28, Tablo 4.29, Tablo 4.30 ve Tablo 4.31°de

verilmistir.

Tablo 4.28 E.coli 3 ATM vs E.coli 3 ATM FFM lipid bolgesi

E. coli 3 ATM vs E. coli 3 ATM Fomes fomentarius Metanol Ekstrakti- Lipid
Bolgesi 3000-2800 cm'!

FTIR Anlami Referans
Pik

Anlamli degisen pik yok

Tablo 4.29 E.coli 3 ATM vs E.coli 3 ATM FFM bdélgesi

E. coli 3 ATM vs E. coli 3 ATM Fomes fomentarius Metanol Ekstrakti- Protein
Bolgesi 1800-1200 cm™!

FTIR Anlami Referans
Pik

1774 Amino asit yan zincirleri (Nie vd., 2007)
1623 Flavonoidlerin C=0 gerilmesi (Zhang vd., 2014)

Tablo 4.30 E.coli 3 ATM vs E.coli 3 ATM FFM niikleik asit bolgesi

E. coli 3 ATM vs E. coli 3 ATM Fomes fomentarius Metanol Ekstrakti- Niikleik
Asit Bolgesi 1800-1200 cm!

FTIR Anlami Referans
Pik
1033 v(CC) iskelet cis konformasyonu, v(CH,OH), (Hammody vd.,
v(CO) C-O biikme ile birlestirilmis germe 2008; Junhom vd.,
2016; Talari vd.,
2017)
913 OH deformasyonu (Reddy vd., 2017)
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Tablo 4.31 E.coli 3 ATM vs E.coli 3 ATM FFM parmak izi bolgesi
E. coli 3 ATM vs E. coli 3 ATM Fomes fomentarius Metanol Ekstrakti- Parmak

Izi Bolgesi <900 cm!
FTIR Anlam Referans
Pik
Anlamli degisen pik yok

4.73 E.coli 7 TZP vs E. coli 7 TZP FFA Ekstrakti

E. coli 7 susunun TZP antibiyotigi ile Fomes fomentarius aseton ekstrakti anlaml pik

degisimleri Tablo 4.32, Tablo 4.33, Tablo 4.34 ve Tablo 4.35’de verilmistir.

Tablo 4.32 E.coli 7 TZP vs E.coli 7 TZP FFA lipid bolgesi

E. coli 7 TZP vs E. coli 7 TZP Fomes fomentarius Aseton Ekstrakti- Lipid Bolgesi
3000-2800 cm'!

FTIR Pik Anlam Referans
2981
2959 C-H germe, vas CHj3 lipid, DNAve (Fung vd., 1996;
proteinler, hiicresel proteinlerdeki metil Noreen vd., 2011;
gruplarinin asimetrik gerilme modu, Stone vd., 2004; Talari
niikleik asit ve lipidler vd., 2017)
2940 CH ve CH; alifatik germe grubu (Mecozzi ve Sturchio,
2017)
2905 piranoid halkada C-H'nin asimetrik olarak (Jia vd., 2011)
esneyen titresimi
2893 CHj; simetrik germe (Liu vd., 2011; Talari
vd., 2017)
2875 CHj; simetrik germe (Liu vd., 2011; Talari
vd., 2017)

Tablo 4.33 E.coli 7 TZP vs E.coli 7 TZP FFA protein bolgesi

E. coli 7 TZP vs E. coli 3 TZP Fomes fomentarius Aseton Ekstrakti- Protein
Bolgesi 1800-1200 cm™!

FTIR Pik Anlam Referans
1757 Ester C=0 (Igisu vd., 2018)
1739 v(C=0)(polisakkaritler, hemiseliiloz) / (Talari vd., 2017)
C=0 germe
1713 C=0 timin (Choo vd., 1995; Talari
vd., 2017)
1619 vC=N (Kacurakova vd., 2002)
1588 C=C kinoid halkalarin gerilmesi (Sukuta ve Bruch, 1999;
Talari vd., 2017)
1537 Amide II emilimi (Guerra vd., 1996)
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Tablo 4.33 devami

1433 CH>’nin C-H biikiilmesi (Pozo vd., 2018)
1415 COO (vs COO) simetrik germe (Zhou vd., 2010)
1403 Proteinlerin metil gruplarmin simetrik (Hammody vd., 2008;
CH3; biikiilme modlari, 8[(CH3)] simetrik, Junhom vd., 2016; Talari
O[C(CH3)>) simetrik vd., 2017)
1376
1260 PO germe titresimi, asimetrik germe O-P- (Rai vd., 2014)
0)
1243 C-O germe titresimleri (Ramasamy, 2016)

Tablo 4.34 E.coli 7 TZP vs E.coli 7 TZP FFA niikleik asit bolgesi

E. coli 7 TZP vs E. coli 3 TZP Fomes fomentarius Aseton Ekstrakti- Niikleik Asit
Bolgesi 1200-900 cm'!

FTIR Anlami Referans
Pik
1178 S=0 asimetrik germe titresimi (Guan vd., 2023)
1152 CHjs,CH”s deformasyonlari (Talari vd., 2017,
Xiaozhou Li vd.,
2004)
1135
1113 P-O-C simetrik germe (Choo vd., 1995;

Talari vd., 2017)
1088 Phosphate I (PO, simetrik germe titresimi) B-  (Mossoba vd., 2005;

form DNA Talari vd., 2017)
1042 Seker kisminin C-O-H titresimleri (Beljebbar vd.,
2009; Talari vd.,
2017)

976

Tablo 4.35 E.coli 7 TZP vs E.coli 7 TZP FFA parmak izi bdlgesi
E. coli 7 TZP vs E. coli 7 TZP Fomes fomentarius Aseton Ekstrakti- Parmak Izi

Bolgesi <900 cm’!
FTIR Anlami Referans
Pik
868 Left-handed helix DNA(Z form) (Xiang Li vd.,
2012; Talari vd.,
2017)

4.7.4 E. coli 8 AMC vs E. coli 8 AMC FFM Ekstrakt1

E. coli 8 susunun AMC antibiyotigi ile Fomes fomentarius metanol ekstraktr anlamli

pik degisimleri Tablo 4.36, Tablo 4.37, Tablo 4.38 ve Tablo 4.39°da verilmistir.
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Tablo 4.36 E.coli 8 AMC vs E.coli 8§ AMC FFM lipid bolgesi

E. coli 8 AMC vs E. coli 8 AMC Fomes fomentarius Metanol Ekstrakti- Lipid
Bolgesi 3000-2800 cm'!

FTIR Anlami Referans
Pik
2981
2959 C-H germe, v CHj3 lipid, DNAve proteinler, (Fung vd., 1996;
hiicresel proteinlerdeki metil gruplarinin Noreen vd., 2011;
asimetrik gerilme modu, niikleik asit ve lipidler Stone vd., 2004;
Talari vd., 2017)
2940 CH ve CH; alifatik germe grubu (Mecozzi ve
Sturchio, 2017)
2905 piranoid halkada C-H'nin asimetrik olarak (Jiavd., 2011)
esneyen titresimi
2893 CHj3 simetrik germe (Liu vd., 2011;
Talari vd., 2017)
2875 CHj3 simetrik germe (Liu vd., 2011;

Talari vd., 2017)

Tablo 4.37 E.coli 8 AMC vs E.coli 8§ AMC FFM protein bolgesi

E. coli 8 AMC vs E. coli 8 AMC Fomes fomentarius Metanol Ekstrakti- Protein
Bolgesi 1800-1200 cm'!

FTIR Anlam Referans
Pik
1757 Ester C=0 (Igisu vd., 2018)
1739 v(C=0)(polisakkaritler, hemiseliiloz) / C=0O (Talari vd., 2017)
germe
1713 C=0 timin (Choo vd., 1995;
Talari vd., 2017)
1619 vC=N (Kacurakova vd.,
2002)
1588 C=C kinoid halkalarin gerilmesi (Sukuta ve Bruch,
1999; Talari vd.,
2017)

Tablo 4.38 E.coli 8 AMC vs E.coli 8§ AMC FFM niikleik asit bolgesi

E. coli 8 AMC vs E. coli 8 AMC Fomes fomentarius Metanol Ekstrakti- Niikleik
Asit Bolgesi 1200-900 cm™!

FTIR Anlami Referans
Pik
1433 CH>’nin C-H biikiilmesi (Pozo vd., 2018)
1415 COO (vs COO) simetrik germe (Zhou vd., 2010)
1403 Proteinlerin metil gruplariin simetrik CH3 (Hammody vd., 2008;
biikiilme modlari, 6[(CH3)] simetrik, Junhom vd., 2016;
O[C(CH3)>) simetrik Talari vd., 2017)
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Tablo 4.38 devami

1376
1260 PO germe titresimi, asimetrik germe O-P-O (Rai vd., 2014)
1243 C-O germe titresimleri (Ramasamy, 2016)

Tablo 4.39 E E.coli 8§ AMC vs E.coli 8 AMC PHM niikleik asit bolgesi
E. coli 8 AMC vs E. coli 8 AMC Fomes fomentarius Metanol Ekstrakti- Parmak

Izi Bolgesi <900 cm'!
FTIR Anlami Referans
Pik
868 Left-handed helix DNA(Z form) (Xiang Li vd.,
2012; Talari vd.,
2017)

4.7.5 E. coli 8 AMC vs E. coli 8 AMC PHM Ekstrakti

E. coli 8 susunun AMC antibiyotigi ile Phellinus hartigii metanol ekstrakti anlamli pik
degisimleri Tablo 4.40, Tablo 4.41, Tablo 4.42 ve Tablo 4.43’de verilmistir.

Tablo 4.40 E.coli 8 AMC vs E.coli 8§ AMC PHM lipid bolgesi

E. coli 8 AMC vs E. coli 8 AMC Phellinus hartigii Metanol Ekstrakti- Lipid Bolgesi
3000-2800 cm'!

FTIR Anlamm Referans
Pik
2940 CH ve CH alifatik germe grubu (Mecozzi ve Sturchio,
2017)
2893 CHj; simetrik germe (Liu vd., 2011; Talari
vd., 2017)

Tablo 4.41 E.coli 8 AMC vs E.coli 8§ AMC PHM protein bolgesi

E. coli 8 AMC vs E. coli 8 AMC Phellinus hartigii Metanol Ekstrakti- Protein Bolgesi
1800-1200 cm!

FTIR Anlam Referans

Pik

1788

1739 v(C=0)(polisakkaritler, hemiseliiloz) / C=0 germe (Talari vd., 2017)
1713 C=0 timin (Choo vd., 1995; Talari

vd., 2017)

1619 vC=N (Kacurakova vd., 2002)
1560 -COO- grubunun asimetrik gerilmesi (Foucaud vd., 2021)
1537 Amide II emilimi (Guerra vd., 1996)
1458
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Tablo 4.42 E.coli 8 AMC vs E.coli 8§ AMC PHM niikleik asit bolgesi

E. coli 8 AMC vs E. coli 8 AMC Phellinus hartigii Metanol Ekstrakti -Niikleik
Asit Bolgesi 1200-900 cm!

FTIR Anlami Referans
Pik
1135
1115 Fosfat grubunun simetrik gerilme titresimi (PO2~ (Choo vd., 1995)
)
1086 Simetrik fosfat germe modlar1 v(POy"), POy (Agarwal vd., 2006;
simetrik, v(PO>"), fosfodiesterin simetrik Beljebbar vd., 2009;
gerilmesi, seker kisminin C-O-H titresimleri Caine vd., 2012;

Junhom vd., 2016;
Talari vd., 2017)

1040 Simetrik PO, RNA ve DNA’da gerilme (Fabian vd., 1995;
Talari vd., 2017)

976
942

Tablo 4.43 E.coli 8 AMC vs E.coli 8 AMC PHM parmak izi bolgesi
E. coli 8 AMC vs E. coli 8 AMC Phellinus hartigii Metanol Ekstrakti- Parmak Izi

Bolgesi <900 cm’!
FTIR Anlami Referans
Pik
Anlamli degisen pik yok

47.6 E.coli8 TZP vsE. coli 8 TZP FFM Ekstrakti

E. coli 8 susunun TZP antibiyotigi ile Fomes fomentarius metanol ekstrakti anlaml

pik degisimleri Tablo 4.44, Tablo 4.45, Tablo 4.46 ve Tablo 4.47°de verilmistir.

Tablo 4.44 E.coli 8 TZP vs E.coli 8 TZP FFM lipid bolgesi

E. coli 8 TZP vs E. coli 8 TZP Fomes fomentarius Metanol Ekstrakti- Lipid
Bolgesi 3000-2800 cm™!

FTIR Anlamm Referans
Pik
2993 C-H halkas: (Choo vd., 1995; Talari
vd., 2017)
2969 Lipidlerde CH3 asimetrik gerilme (Sivakumar vd., 2014)
2916 Kolesterol, fosfolipidler ve kreatin, (Khanmohammadi ve
fosfolipitlerin, kolesterol ve kreatinin CH> ve ~ Garmarudi, 2011; Talari
CHs'lin germe titresimleri vd., 2017)
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Tablo 4.45 E.coli 8 TZP vs E.coli 8 TZP FFM protein bolgesi

E. coli 8 TZP vs E. coli 8 TZP Fomes fomentarius Metanol Ekstrakti- Protein
Bolgesi 1800-1200 cm!

FTIR Anlamm Referans

Pik

1790

1766

1723 C=0 germe (Zhang vd., 2013)

1702 C=0 timin (Choo vd., 1995;
Talari vd., 2017)

1692

1659

1623 Flavonoidlerin C=0 gerilmesi (Zhang vd., 2014)

1594

1350 O(CHb») ve 8(CH3) absorpsiyon (emilim) (Belbachir vd., 2009)

1323

1276 N-H thymine (Choo vd., 1995;
Talari vd., 2017)

1260 PO germe titresimi, asimetrik germe O-P-O (Rai vd., 2014)

Tablo 4.46 E.coli 8 TZP vs E.coli 8 TZP FFM niikleik asit bolgesi

E. coli 8 TZP vs E. coli 8 TZP Fomes fomentarius Metanol Ekstrakti- Niikleik Asit
Bolgesi 1200-900 cm’!

FTIR Anlam Referans
Pik
1199 O-C-H, C—C-H ve C-O-H bukiilmesi (Damto vd., 2023)
1184
1019 v(C-0), v(C-C) (Kacurakova vd.,
2002)
997 DNA'in deoksiriboz-fosfat omurgasinda (Gault vd., 2005)

oksidatif hasar ve niikleik asitlerin osidik
yapilarinda degisiklikler

972
960 viPO4* (phosphate of HA) simetrik gerilme (Talari vd., 2017,
titresimi Xiaozhou Li vd.,
2004)
913 OH deformasyonu (Reddy vd., 2017)
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Tablo 4.47 E.coli 8 AMC vs E.coli 8 AMC FFM parmak izi bolgesi

E. coli 8 TZP vs E. coli 8 TZP Fomes fomentarius Metanol Ekstrakti- Parmak Izi

Bolgesi <900 cm’!
FTIR Anlam Referans
Pik
626

4.7.77 E.coli9 AMC vs E. coli 9 AMC FFM Ekstrakti

E. coli 9 susunun AMC antibiyotigi ile Fomes fomentarius metanol ekstrakti anlaml

pik degisimleri Tablo 4.48, Tablo 4.49, Tablo 4.50 ve Tablo 4.51°de verilmistir.

Tablo 4.48 E.coli 9 AMC vs E.coli 9 AMC FFM lipid bolgesi

E. coli 9 AMC vs E. coli 9 AMC Fomes fomentarius Metanol Ekstrakti- Lipid
Bolgesi 3000-2800 cm™!

FTIR Anlami Referans
Pik
2975
2954 CH5'lin antisimetrik ve (S.Y. Lee vd., 2009; Talari vd., 2017)
simetrik gerilmesi
2938
2914
2901
2887 C-H'nin gerilme titresimleri (Jiao vd., 2013)

Tablo 4.49 E.coli 9 AMC vs E.coli 9 AMC FFM protein bolgesi

E. coli 9 AMC vs E. coli 9 AMC Fomes fomentarius Metanol Ekstrakti- Protein
Bolgesi 1800-1200 cm™!

FTIR Pik Anlam Referans

1778

1743 CH;3 ve CH; germe (Ricci vd., 2015)

1713 C=0 timin (Choo vd., 1995;
Talari vd., 2017)

1696

1621 C=0 simetri gerilmesi (Renuga Devi ve
Gayathri, 2010)

1541

1427

1268 C-0O germe (Cheng vd., 2016)
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Tablo 4.50 E.coli 9 AMC vs E.coli 9 AMC FFM niikleik asit bolgesi

E. coli 9 AMC vs E. coli 9 AMC Fomes fomentarius Metanol Ekstrakti- Niikleik
Asit Bolgesi 1200-900 cm!

FTIR Anlami Referans
Pik
1135
1115 Fosfat grubunun simetrik gerilme titresimi (Choo vd., 1995)
(PO2)
1091 Simetrik PO, gerilmesi (Vrbanovi¢ Mijatovié
vd., 2017)
1074 Kalsiyum karbonat (Parida vd., 2015)
1029 Metoksi gruplarinin O-CHj3 gerilmesi (Talari vd., 2017,
Xiaozhou Li vd.,
2004)
915 Riboz halkasi titresimleri: RNA/DNA (Mostago-Guidolin
vd., 2010; Talari vd.,
2017)
901 Fosfodiester germe (Silva vd., 2020)

Tablo 4.51 E.coli 9 AMC vs E.coli 9 AMC FFM parmak izi bolgesi

E. coli 9 AMC vs E. coli 9 AMC Fomes fomentarius Metanol Ekstrakti- Parmak

izi Bolgesi <900 cm'!
FTIR Anlam Referans
Pik
Anlaml degisen pik yok

4.7.8 E.coli10 ATM vs E. coli 10 ATM FFA Ekstrakti

E. coli 10 susunun ATM antibiyotigi ile Fomes fomentarius aseton ekstrakti anlamli

pik degisimleri Tablo 4.52, Tablo 4.53, Tablo 4.54 ve Tablo 4.55’de verilmistir.

Tablo 4.52 E.coli 10 ATM vs E.coli 10 ATM FFA lipid bolgesi

E. coli 10 ATM vs E. coli 10 ATM Fomes fomentarius Aseton Ekstrakti- Lipid
Bolgesi 3000-2800 cm™!

FTIR Anlami Referans
Pik
2969 Lipidlerde CH3 asimetrik gerilme (Sivakumar vd.,
2014)
2865 Alifatik C-H germe (Sukuta ve Bruch,
1999; Talari vd.,
2017)
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Tablo 4.53 E.coli 10 ATM vs E.coli 10 ATM FFA protein bdlgesi

E. coli 10 ATM vs E. coli 10 ATM Fomes fomentarius Aseton Ekstrakti- Protein Bolgesi
1800-1200 cm™!

FTIR Anlami Referans
Pik
1786
1763 C=0 germe (Ricci vd., 2015)
1743 CHj3 ve CH, germe (Ricci vd., 2015)
1727 C=0 germe (Renuga Devi ve
Gayathri, 2010)
1700 Yag asidi esterleri, C= O guanin (Choo vd., 1995;

Dovbeshko, 2000;
Talari vd., 2017)

1676

1662

1649 Amide I'in sirasiz rastgele bobinleri ve doniigleri (Talari vd., 2017,

Verdonck vd., 2016)

1621 C=0 simetrik germe (Renuga Devi ve
Gayathri, 2010)

1592 C=N, NH; adenin (Choo vd., 1995;
Talari vd., 2017)

1547

1537 Amide II emilimi (Guerra vd., 1996)

1521 Yarim Daire Aromatik Esnetme (Ricci vd., 2015)

1421 Lipidlerin CH; biikiilme titregimi Shah, 2023

1472 CH; ve CH3 gruplarimin C-H biikiilmesi (Mezzetti vd., 2015)

1321

1352 Aromatik bir bilesigin -C-N-C- asimetrik titresimi (Choong vd., 2011)

1268 C-O germe (Cheng vd., 2016)

Tablo 4.54 E.coli 10 ATM vs E.coli 10 ATM FFA niikleik asit bolgesi

E. coli 10 ATM vs E. coli 10 ATM Fomes fomentarius Aseton Ekstrakti- Niikleik Asit
Bolgesi 1200-900 cm’!

FTIR Anlam Referans
Pik
1142 Fosfat ve oligosakkaritler (Holden vd., 2022; Talari
vd., 2017)
1119 Simetrik germe P-O-C / C-O germe modu (Choo vd., 1995; Talari
vd., 2017)
1093 C-H biikme (Giiney vd., 2023)
1076 ~ DNA'nmn iskelet cis konformasyonu (CC), Simetrik (Khanmohammadi ve
fosfat [PO2, (sym)] gerilmesi Garmarudi, 2011; Talari
vd., 2017)
1025 Karbonhidratlarin —-CH,OH gruplarmin (glikoz, (Khanmohammadi ve
fruktoz, glikojen vb. dahil) / Glikojen/-CH,OH Garmarudi, 2011;
gruplarmin titresim frekansi ve karbonhidratlarmn ~ Menzies vd., 2014; Talari
C-OH gruplarinin (glikoz, fruktoz, glikojen vb. vd., 2017; Zelig vd.,
dahil) C egilmesiyle birlestirilmis C-O gerilme 2011)
titregimi)
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Tablo 4.54 devam

991
915 Riboz halkasi titresimleri: RNA/DNA (Mostaco-Guidolin vd.,
2010; Talari vd., 2017)
1170 vy CO-0O-C / Glikomateryallerden ve proteinlerden (Andrus ve Strickland,
C-0O bantlar1 / CO-OC asimetrik germe 1998; Caine vd., 2012;
Lucassen, 1998; Talari
vd., 2017)
1195 C-0 gerilme titresimleri

(Zhou vd., 2010)

Tablo 4.55 E.coli 10 AMC vs E.coli 10 ATM FFA parmak izi bdlgesi

E. coli 10 ATM vs E. coli 10 ATM Fomes fomentarius Aseton Ekstrakti- Parmak

izi Bolgesi <900 cm'!
FTIR Anlam Referans
Pik
524 Al-O-Si biikme

(Hayati-Ashtiani,
2012)
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4.8  MST Test Bulgularn
4.8.1 Fomes fomentarius Aseton Ekstraktt MST Verisi

TolC-AcrB F. fomentarius aseton MST grafigi Grafik 4.12°de verilmistir.

Fomes fomentarius (Aseton Ekstrakti)

-+ TolC
1.6 - AcrB
o
o
L
3
© 1.5+
1-4 1 1 1 I 1

Ekstrakt Konsantrasyonu [mg/mL]

Grafik 4.12 TolC-AcrB FF aseton MST grafigi

4.8.2  Phellinus hartigii Metanol Ekstrakti MST verisi

TolC-AcrB P. hartigii metanol MST grafigi Grafik 4.13’de verilmistir.

Phellinus hartigii (Metanol Ekstrakti)

1.6
-+ AcrB

1.5- -+ TdC
o
5 1.4-
w
(=]
3 1.3

1.24

0.001 0.01 0.1

Ekstrakt Konsantrasyonu [mg/mL |

Grafik 4.13 TolC-AcrB PH metanol MST grafigi
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4.9  Molekiiler Docking Bulgular

Autodock 1.5.6 programiyla analizi yapilan ve Biovia Discovery Studio programiyla
modellemeleri yapilan 8 adet proteinin (IOYE, 1T9U, 1T9V, 1T9X, 1T9Y, 2WIB,
3WOH, 4DXS5) 9 adet bilesen (1-hexadecanol, 2-methylhexacosane, diacetone,
docosane, eicosane, hexacontane, nonacosane, nonadecane, octacosane) ile ilgili

modelleme sonuclar1 asagida verilmistir.

4.9.1 10YE Proteini ve Ligand (Bilesik) Modellemeleri

4.9.1.1 10YE ve 1-hexadecanol modellemesi

Sekil 4.26 10YE proteini 1-Hexadecanol ligand uyumu
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\
/L\A‘ /\\

Ala39

ro40

Sekil 4.27 10YE proteini 1-Hexadecanol ligand uyumu 3D goriiniim

SER
A:389
ASN \/\/\/\/\/\,/\/\/&ﬁ e
A:391 ALA . - -§.$ER
A:33 . Al3
THR THR SER .
TYR A:37 LEh (A:295 Ai133 .
ALA  A35 Pian ALA P
A:299 ; A:39 ALA (a134
PRO A:42 )
A:36 LEU
A:293 GLY PRO
ELS': ALA A:296 Adl
A297 PRO
A:40
Interactions
[ e

D van der Waals

- Conventional Hydrogen Bond

Sekil 4.28 10YE proteini 1-Hexadecanol ligand uyumu 2D goriiniim
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4.9.1.2 10YE ve 2-methylhexacosane modellemesi

__GIn569

X
\\/x/\ ) &E"‘”&\

\

Sekil 4.30 10YE proteini 2-Methylhexacosane ligand uyumu 3D goriiniim
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THR
GLU A37 TYR
A673 A:327
SER
A:135

E“‘\/ R T b P a ¥ v o “\/\\)\

ILE TYR
SER : PRO LEU : GLN
1 AL34 PRO &7 (3 A293 A35 A569
A:669 : e o
SER R Ai668 A670
A133
MET ﬁl;; A:299 THR
A573 T : GLN A329
A672 A:34
Interactions
D van der Waals D Alkyl

Sekil 4.31 10YE proteini 2-Methylhexacosane ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.1.3 10YE ve diacetone modellemesi

Sekil 4.32 10YE proteini diacetone ligand uyumu
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__Rsp7 -“'j‘!_’f_.";

-,

b )
= N S f
\{ﬁﬁe y

N\

Sekil 4.33 10YE proteini diacetone ligand uyumu 3D goriiniim

e

A:491 » i
L] -
TEA PHE
PRO A487 (ARG AlL
A:490 LAS8
PRO
LEU A9
A:486
Interactions
:] van der Waals - Conventional Hydrogen Bond

Sekil 4.34 10YE proteini diacetone ligand uyumu 2D goriiniim
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4.9.1.4 10YE ve docosane modellemesi

Ligand (Docosanc; CID 12405 CxHi) P
Protein: 10YE; AcrB

Sekil 4.35 10YE proteini docosane ligand uyumu

Arg518 N Lyss22

= - Tyr527
i e 3 g
?x_./ "“M_\“/ m \\; /// \l’

\ | Phel020

—jtéug?
ﬁ\ H\\(L 1le1019

)\ [LXP @/ ) l,,, . g/wms

| / Leus76
s
/éeuzsrr

>

Iy

Sekil 4.36 10YE proteini docosane ligand uyumu 3D goriiniim
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r/\,/ B T S i O F e S i

S
TRP
‘ LYS MET A:515 AFgls‘?
{50 ™~ A:522 A:519 7
A:972 W PHE
TYR PHE A:516
L PHE o LERL
A:1020
i LEU VAL
A1019 A976 A:1016
Interactions
I:I van der Waals l:l Pi-Alkyl

I:I Alkyl

Sekil 4.37 10YE proteini docosane ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.1.5 10YE ve eicosane modellemesi

Ligand (Eicosane; CID 8222; C,,H,;)
Protein: 10YE; AcrB

Sekil 4.38 10YE proteini eicosane ligand uyumu
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g Lys522

a5 Y v Tyr527
\\%/\ &g >/,
Ser523 /
— <
Phe516 Met5 ]
- Trp515¢
T Phe1020
o \
g{ J \\ ..-"J:
/‘\.“__“/ — i
e (( lle1019
7
[
% “
7/ > |
-~ W A
== o " Leus7e
eu3s7
i
V
/
Sekil 4.39 10YE proteini eicosane ligand uyumu 3D goriiniim
VAL
TRP
ALLS A;L;gz A1016
ILE
AL019
N s o N N o NG TN e N
Ry PHE
@ A'1020
MET
SHE A:519 SE LEU —
A5L6 7 A:972 : LEU
PHE P tiaas AS76
A520 PHE
A:358
LEU
A357
Interactions
D wan der Waals D Pi-Alkyl

[ Akt

Sekil 4.40 10YE proteini eicosane ligand uyumu 2D goriiniim
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4.9.1.6 10YE ve hexacontane modellemesi

Sekil 4.42 10YE proteini hexacontane ligand uyumu 3D goriinim
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|,/\, Tl i R N Tl T P i N e Tl e N P i i T N e A o

SER
SF SER. SER.
et 4566 pig e 4562 o us s A5Licy  agen A
B0 ILE A565 4822 Ag3s AB3S L PHE PRO T
nsey 4571 PRO A556 Al ag7a AB77
PHE o 4560 AL 4873
4566 _— T Pt

- AB3L LEU
43558

Interactions

|:| van der Waals |:| Pi-Alkyl
[] Ak

Sekil 4.43 10YE proteini hexacontane ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.1.7 10YE ve nonacosane modellemesi

Ligand (Nonacosane; CID 12409; C,oHy,)
Protein: 1OYE; AcrB

Sekil 4.44 10YE proteini nonacosane ligand uyumu
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\Phe1020
[
J lle1019
/
k‘\ rd
f
] Y
S,
eu3s3 N
\ LH{Lﬂu‘susl--.l
.,-'—""'"_'A\-"'" K

Sekil 4.45 10YE proteini nonacosane ligand uyumu 3D goriiniim

(.\//\ NPT g T N T N N T N o
\

l SER VAL

: LEU ;
&3 oz €33
MET TRP LT
TYR A519 A515 s LEU LEU
A527 ; A:980 o8y LEU
LYS LEU ARG A353
A522 A:976
PHE ASLE aa
A}ﬂ]l'lﬁ A:1020 A:358
; ILE
Al019
Interactions
D van der Waals D Pi-Alkyl
[ o

Sekil 4.46 10YE proteini nonacosane ligand uyumu 2D goriiniim
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4.9.1.8 10YE ve nonadecane nodellemesi

Sekil 4.47 10YE proteini nonadecane ligand uyumu

ProG&s

Iug73
HI/Y\’% Phee&é
S

g g
(\? sert34 .' \)

L G L/
/r/

Sekil 4.48 10YE proteini nonadecane ligand uyumu 3D goriiniim
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P T W Wl WY Ve

PHE
A:332
SER
2 YR g THR
GLU L A327 as5e9 A329
A673 PHE U
A:666 A:668 VAL
A134 YA
PRO ASP
ALA 3
A:669 MET A670 A:328
MET A:575
PHE A:573
A:617
Interactions
I:] van der Waals :] Pi-Alkyl

[ ot

Sekil 4.49 10YE proteini nonadecane ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.1.9 10YE ve octacosane modellemesi

Sekil 4.50 10YE proteini octacosane ligand uyumu
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\

\
'\{alazss //

N\
\ \
\ \
N 5’),\Leul37
/ ™~
~— i
Sekil 4.51 10YE proteini octacosane ligand uyumu 3D g6riiniim
PRO
Adl SER
A:134 LEU
A:293
SER P RTINS SN TG, NG T I I G R N
A:132 ‘
THR
o SER
N THR  A:133 e #1323
A:295 GLY : ILE
I\ e A:296 w13 A:38
R VAL ALA
ALA A7 LEU A:299
A4l THR A:137
e A:37 ILE
’ GLU A671
THR A673
A:93
PRO
Aa0
LEU
A674
TVR
ATT
Interactions
D van der Waals D Alkyl

Sekil 4.52 10YE proteini octacosane ligand uyumu 2D goriiniim
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4.9.2 1T9U Proteini ve Ligand (Bilesik) Modellemeleri

4.9.2.1 1T9U ve 1-hexadecanol modellemesi

Sekil 4.53 1T9U proteini 1-hexadecanol ligand uyumu

-

Ser389 f’\g:\l\/

T s

Sekil 4.54 1T9U proteini 1-hexadecanol ligand uyumu 3D gdriiniim
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LEU
Ai293

SER A

A133 ~ TYR
A35
ALA
VAL /( l\ A:299
A672 1
J PRO ASN

. ™~ A:36 :
THR . A391
THR AT
A:295 At ~
SN ALA
9 A:297 oo
AAY % ALA S
A3 T A:33
n (A3s) ASN
- A298
PRO GLY
A3l A:296
Interactions
D van der Waals D Alkyl

- Conventional Hydrogen Bond

Sekil 4.55 1T9U proteini 1-hexadecanol ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.2.2 1T9U ve diacetone modellemesi

Ligand (Diacetone; CID 31256; C¢Hy,0,)
Protein: 1T9U; AcrB

Sekil 4.56 1T9U proteini diacetone ligand uyumu
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// Lys835
| Leusas
1T NG
| N\
I N\
\ /
\
\ . Met712
\ [ Leu713
\
A\ - I A\ ~— ]
< N~ [ / “SRro710 l
N \ /T~ Xy |
Y" Glu705 \ Y Sl Y \\ |
v \_ b /
\ > \
His709

Sekil 4.57 1T9U proteini diacetone ligand uyumu 3D goériiniim

MET
A:844
GLN
AG%JS A:846
THR
A:714
ALAN, o nnne T e W LEU
A:706 . — A:843
LEu °
A:847 R
. LEU
m A:713
QL7 ore
A:710 -
A:835
MET
A:712

Interactions

I: van der Waals

- Conventional Hydrogen Bond

Sekil 4.58 1T9U proteini diacetone ligand uyumu 2D goriiniim
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4.9.2.3 1T9U ve 2-methylhexacosane modellemesi

Sekil 4.60 1T9U proteini 2-methylhexacosane ligand uyumu 3D goriiniim
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\\\rl\v‘/\"/ B i i A i i Y ol

TYR
ATT
THR PRO
SER : SER. THR A4l
PRO ALA A135 TYR I A3F Wiz i
A:669 A670  LEU Aas A3l L ALA ALA PRO
AGGE A:39 Aa2 A:40
LEU SER
PRO A:293 GLY A:132 THR
GLU VAL GLN 36 A:296 Ai93
AB73 AG72 A:569
Interactions
I:I van der Waals D Alloyl

Sekil 4.61 1T9U proteini 2-methylhexacosane ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.2.4 1T9U ve docosane modellemesi

Sekil 4.62 1T9U proteini docosane ligand uyumu
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— Tus27
‘\\\// g Lyss22
AN
> :\ Met519
/ | /
TN
& K A\ Tips15
Vo ol / :
/4 \

.24

PW

= —\ // / /Euusn
N

lle1019 /ﬁ'}u% \\Q/ \

- \5)_ Leu357
AN

/ —
\ N

Leud976

; S

o

Sekil 4.63 1T9U proteini docosane ligand uyumu 3D goriiniim

A1§r5 {///\\\»///\\\\/’/A\\\,/’/\\» R N S N
\
LEU ’
A:357 e L2
MET & A:976 PHE
A:519 LEU A:1020
PHE A:972 ILE
A:358 TYR A:1019
: A:527 A\{/(\)L .
PHE i
A'516 SEH
2 A:523
Interactions
D van der Waals |:] Pi-Alkyl
[::] Alkyl

Sekil 4.64 1T9U proteini docosane ligand uyumu 2D goriiniim
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4.9.2.5 1T9U ve eicosane modellemesi

Leu293

Sekil 4.66 1T9U proteini eicosane ligand uyumu 3D goriiniim
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ASN

A:391
ASN
GLN A:298 ALA ALA
A:469 SER A297 e A:39
GLY A389 THR
A:387 A:295
\\//\\‘\/\\\‘,/\\\,/\\/\\\u/’\‘\v//\\\/\\//\\.
THR
A37
PHE SER
A:388 ILE A:133
ARG G ALA ALA A38
A:468 ; A33 A:299
PRO LEU PRO
! A:293 SER :
A3L At Al
Interactions
I:I wvan der VWaals I:I Fi-Alkyl
[

Sekil 4.67 1T9U proteini eicosane ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.2.6 1T9U ve hexacontane modellemesi

Ligand (Hexacontane; CID 24318; CH,»,)
Protein: 1T9U; AcrB

Sekil 4.68 1T9U proteini hexacontane ligand uyumu
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Phe358

Sekil 4.69 1T9U proteini hexacontane ligand uyumu 3D gdriiniim

B N T N i T M N NI N T e

aiiis
LEU *
£2:1017

FHE

THE. LEL Pt
AL
wmionz AL asm 1021

LEU
4814

Interactions

|:| van der Wasls
[

ILe LEY w a5 ik LEU
P 21019 4972 ASTE LR e 4353 e
; s a5 agEL
MET 4358
455 4519 e
a354

|:| Pi-Allyl

Sekil 4.70 1T9U proteini hexacontane ligand uyumu 2D goriiniim
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4.9.2.7 1T9U ve nonacosane modellemesi

Pro669

GIn569
Ser135

Phe666

Sekil 4.72 1T9U proteini nonacosane ligand uyumu 3D goriiniim
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SER

5 SER A132
A134
7 GLN ALA
PHE GLU & Ai569 A:39 THR
A666 A673 SER A:295
SER WAL R
A135 AE72
-~ ~, s A
/\\\/ S e S S T St T, T S St g ot \/p\\/\\\,/\‘\
GLN PHE i PRO ALA
PRO ALA Ai34 Ai136 LEU A28 Al A2
ASN AI669 AB70 A:293 LEU
A667 ;i A137
THR
THR
TYR A:308 A7
A35

[ Pisknt

Interactions

E van der Waals

D Alkyl
Sekil 4.73 1T9U proteini nonacosane ligand uyumu 2D goriiniim

1)

‘)17
¥ ()‘ll

4.9.2.8 1T9U ve nonadecane modellemesi

B C'[D ]

Prey .
Oteyy). ,T(o"l’jide(.ane
Acry

Sekil 4.74 1T9U proteini nonadecane ligand uyumu
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\\?’3\Thr 29 ” |

|
931133 —|_nla299
\. N ~Alazo7 s
/ .\L._- \ ]\
£/ser132 - |
_ Leu293

Sekil 4.75 1T9U proteini nonadecane ligand uyumu 3D gbriiniim

TYR
A35 -
ALA A &3s
GLN A299 - N
A34 [ ‘
/ N
_ ~ THR
ALA A37
A33
> i \

PRO
PRO magy (220
A31 & o
A42 eES
Al32
SER
Al34
Interactions
D van der Waals D Alkyl

Sekil 4.76 1T9U proteini nonadecane ligand uyumu 2D goriiniim
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4.9.2.9 1T9U ve octacosane modellemesi

- azp

» /\Seru
a 33
/ = |_Thr295 /

‘Alad2 < \

\v.// N
J | Leu293

—

T > Ser132 ™

Sekil 4.78 1T9U proteini octacosane ligand uyumu 3D goriiniim
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(/\x/\/’/\//\//\/\/ N T N N N v

SER
TYR THR

SER PRO
: 113 y
A:35 ILE &3 AL Ai132 pLA A:40 -
A:38 A:39 C
ALA ILE A'-ggg THR  ALA LEU A:861
: g : ] A:674
LEU A670  A671 PRO A295  Ai42 =
A137 A:36 PRO THR A:863
GLY A:41 A:93
GLN o A:296 o o
ER A:299 A672 SER A77
A134
Interactions
[:] van der Waals Alkyl

Sekil 4.79 1T9U proteini octacosane ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.3 1T9V Proteini ve Ligand (Bilesik) Modellemeleri

4.9.3.1 1T9V ve 1-hexadecanol modellemesi

Sekil 4.80 1T9V proteini 1-hexadecanol ligand uyumu
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Sekil 4.81 1T9V proteini 1-hexadecanol ligand uyumu 3D goriiniim

P W W e e WA WA W Y

TYR
ALA A:35
PRO A:33
A:36 ALA
A:299
SER
A:389
ASN
A:298
PRO
A:31

Interactions

|:| van der Waals

|:] Carbon Hydrogen Bond

THR
A:37

LEU
A:293

ALA
A:297

THR
A:295
GLY
; ALA
Q¥ A:39

SER
A:133

ALA
A:42

PRO
A:41

ILE

A:38 VAL

A:672

[ Ak

SER
A:132

SER
A:134

Sekil 4.82 1T9V proteini 1-hexadecanol ligand uyumu 2D goériiniim
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4.9.3.2 1T9V ve 2-Methylhexacosane modellemesi

Phe&17 //’7
N
\
//f'\_‘/f
Met573 \/( \\.

Sekil 4.84 1T9V proteini 2-methylhexacosane ligand uyumu 3D goriiniim
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THR

A329
ALA GLN TYR GLU
LEU A:299 A34 A:35 A673
A137 :
]
/'{‘
I/\/\//\\/\/\\/\/\/ 9
ALA SER LEU
THR AB70  yaL A135 A668
A37 B PHE
: A617
LEU PRO MET
A:293 15 ABES  A573
A:38 ILE
= j A671 sen
A:296 Al34 PHE
A666
THR
A:295
ALA
A:39 SER PRO
A133 A4l
SER
A132
Interactions
D van der Waals [: Pi-Alkyl
|:] Alkyl

Sekil 4.85 1T9V proteini 2-methylhexacosane ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.3.3 1T9V ve dicaetone modellemesi

Protein: 1T9V; AcrB

Sekil 4.86 1T9V proteini diacetone ligand uyumu

154



Sekil 4.87 1T9V proteini diacetone ligand uyumu 3D goriiniim

ALA
A:l12
LEU
A:488
¢ ‘% (\F
f"fr\\«" g L
. 7l (LA v
A T 7
ILE : PHE
PRO A:487 28 All
A:490 (ARG
L AB
LEU
A:486
Interactions
D van der Waals - Conventional Hydrogen Bond

Sekil 4.88 1T9V proteini diacetone ligand uyumu 2D goriiniim
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4.9.3.4 1T9V ve eicosane modellemesi

Ser132

Sekil 4.90 1T9V proteini eicosane ligand uyumu 3D goriiniim
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GLY

A:387
ILE (\/\/\ AR \/\//\/\
A:38 \
TYR THR
5 SER
1 839 sz A389  ASN GLN
LEU A:391 A:469
A:293 W ALA ALA
A:297 A:33
SER
VAL A:133 ALA ’fSN PRO PHE
Ai672 A299 A2%8 A:36 8
ALA THR PRO
A:i39 oy 2295 A31
A:296 PRO
A:41
SER
A:132 ALA
A:42
PRO
A:40
Interactions
D van der Waals I: Pi-Alkyl
[ Akv

Sekil 4.91 1T9V proteini eicosane ligand uyumu 3D goriiniim

4.9.3.5 1T9V ve docosane modellemesi

Sekil 4.92 1T9V proteini docosane ligand uyumu
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Phe727

11e729

Gly751
Y756 _ ‘

Sekil 4.93 1T9V proteini docosane ligand uyumu 3D goriiniim

ALA
A:52
GLY
A:51 o
: ILE ILE LEU
L, A:729 A:786 A:782 MET TRP
TYR A:781 A:809
PRO A:49 TRP
A50 «o¥
PHE PRO
GLU
7 GLY LEU A:727 A:783
a A:755 A:750
GLY
A:756
SER
A:757
Interactions
l:] van der Waals D pi-Alkyl
[ s

Sekil 4.94 1T9V proteini docosane ligand uyumu 2D goriiniim
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4.9.3.6 1T9V ve hexacontane modellemesi

Protein: 1T9V; AcrB

L P
1//\,/feu750

/(Glg751
ZI

Sekil 4.96 1T9V proteini hexacontane ligand uyumu 3D gdriiniim
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Interactions

I:l van der Waals |:| Pi-Allcyl
D Alkyl

Sekil 4.97 1T9V proteini hexacontane ligand uyumu 2D gdriiniim

4.9.3.7 1T9V ve nonacosane modellemesi

Protein: 1T9V; AcrB

Sekil 4.98 1T9V proteini nonacosane ligand uyumu
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Phe&g0
/

Thre7

| Leu233

’fu

Sekil 4.99 1T9V proteini nonacosane ligand uyumu 3D goriiniim

(\//\\//\‘ ;f\/ﬁ‘\/'\\ .//\\_/n\z/\\\ //\_,/v

~

ALA SER TYR GLU
AG70 gy A35 32T e o
™~ Ai35
PRO AT17
15 A:669
A293 g
ASN LEU
GLN LEU PHE AiGa7 A:828
A:569 AG668 A:666
ALA
A:299
PRO
436 THR
A3¥
Interactions
|:| van der Waals |:| Pi-Alkyl
[ At

GLY
LEU A675
. SER
iy A:863
ASP
! PHE
aE A680

Sekil 4.100 1T9V proteini nonacosane ligand uyumu 2D goriiniim

161



4.9.3.8 1T9V ve nonadecane modellemesi

Sekil 4.101 1T9V proteini nonadecane ligand uyumu

\0%337
N

— N

iy

132

Sekil 4.102 1T9V proteini nonadecane ligand uyumu 3D goriiniim
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PRO

A:40
PRO
A4l
ALA
A:39 THR
ALA THR A37 ALA GLY
A42 A:295 A:297 A:387

N TN TN NN S R AT N

GlY PRO
SER A:296 &b Asggg
SER A:133 LEU ASN ; PHE
A:134 SER 6 os A293  Aog ALA A:388
A:132 ILE : A:33
A:38 TYR
A:35 PRO
A3l
Interactions
D van der Waals D Alkeyl

Sekil 4.103 1T9V proteini nonadecane ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.3.9 1T9V ve octacosane modellemesi

Sekil 4.104 1T9V proteini octacosane ligand uyumu
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\
1p754

\

Sekil 4.105 1T9V proteini octacosane ligand uyumu 3D goriiniim

B N e S O o /\'x_/ﬁ“‘\'

PRO
A 783

TRP
A:809

Interactions

D van der Waals
[ Ak

LEU
A782

A:754

PHE
A727

ALA
A:52

THR
A56

A
ILE
A:TBE ILE
A729 -
LEU
A:750 Lys
A:728
.//
ASP | GLN
AiS3 ( A:T26
P
/( GLY
A5
|:| Pi-Alkyl

Sekil 4.106 1T9V proteini octacosane ligand uyumu 2D goriiniim
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494 1T9X Proteini ve Ligand (Bilesik) Modellemeleri

4.9.4.1 179X ve 1-hexadecanol modellemesi

Sekil 4.107 1T9X proteini 1-hexadecanol ligand uyumu

SER389

o
k)

Sekil 4.108 1T9X proteini 1-hexadecanol ligand uyumu 3D goriiniim
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SER

L \\,/1\\//\\./\\/’\\\/\\/\\&//\//’0}'
! SER
A135
PRO THR
A A36  A37 HR /SERY
PRO ; ALA LEU A:295 ALA 'A:133 VAL
A3l A:299 A29 A:39 - A:672
ASN ALA LEU
A:298 T el A137
i GLY ILE
AEE A:296 Ai38
Interactions
|:| van der Wasls |:| Alkyl

- Conventional Hydrogen Bond

Sekil 4.109 1T9X proteini 1-hexadecanol ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.4.2 1T9X ve docosane modellemesi

Sekil 4.110 1T9X proteini docosane ligand uyumu
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N Leu293

27N

uy468

Sekil 4.111 1T9X proteini docosane ligand uyumu 3D goriiniim

PRO
A:40 PRO

Adl
THR
A:37

(\/\/\\/\N\-/\\/\/\\/\

SER GLN

ASN SER ;
A:133 ILE ,1,"3“5 A298 A:389 48
ALA A:38 : ' PRO
THR A39 ALA LEU A36
A:295 Ad2 A:293 < PRO
ALA A:31
: PHE
SER GLY A:299 : ARG
Ai132 A:296 Af\zl"gl\? ASN L A:468
VAL A:391
AB72
ALA
A:465
Interactions
I:I van der Waals I:I Alkeyl

Sekil 4.112 1T9X proteini docosane ligand uyumu 2D goriiniim
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4.9.4.3 1T9X ve 2-methylhexacosane modellemesi

LEUE74 SER863

ASPE81

THR295

./

L‘bwm\
2/ \/

Sekil 4.114 1T9X proteini 2-methylhexacosane ligand uyumu 3D goriiniim
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\W/\/\//\/\/\ o NN N N N

R THR
A:295 SER THR
YR | @ e h) WY L) WY £ an AsP SER
EE] A38 < - d AB6L  A674 A681  AB63
GLU
PRO A673
vaL P PRO
e A672  AdL A40 THR
LEU A93 TYR
A:293 ALA ATT
A42
Interactions
:] van der Waals I:I Alkyl

Sekil 4.115 1T9X proteini 2-methylhexacosane ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.4.4 1T9X ve eicosane modellemesi

Sekil 4.116 1T9X proteini eicosane ligand uyumu
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Val¥72

.

Leu674

Sekil 4.117 1T9X proteini eicosane ligand uyumu 3D goriiniim

ILE
A671

r N NG N T N NGNS e g

THR SER VAL
ILE A:37 THR A:133 ALA A:672
A:38 A:295 A:39 -
TYR ALA L
A35 A82 THR iy
LEU A:93
A:293 PRO
PRO GLY £ U
A:36 A:296 TYR
A77
Interactions
:‘ van der Waals I:] Pi-Alkyl

[:] Alkyl

Sekil 4.118 1T9X proteini eicosane ligand uyumu 2D goriiniim
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LEU
A674



4.9.4.5 179X ve hexacontane modellemesi

p Ligand (Hexacontane; CID 24318; CyoHys,)
Protein: 1T9X; AcrB

\:?/ﬁez:rs
.
Tyr275 )

\ GIn151
= = ~
= Hjﬁlulsz

2 '
_,{flpl%’ ?’ J".‘r

:2 Glu269

Sekil 4.120 1T9X proteini hexacontane ligand uyumu 3D gdriiniim
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GLM
Al51

r‘\/\‘/‘\\ T e W VBT Ve Ve B W Y e Y A (" " a Ve Ve Uy Ve Ve

Gy
SR8 \ A755
A Peit) PN G A Afth ey P 5
ILE afs 7] 5 A5k 4§
A:27R ATIa
£ A%
P
Interactions
D van der Waals D Pi-Alkyl

Sekil 4.121 1T9X proteini hexacontane ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.4.6 1T9X ve nonacosane modellemesi

Sekil 4.122 1T9X proteini nonacosane ligand uyumu
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Tyr?7

Sekil 4.123 1T9X proteini nonacosane ligand uyumu 3D goriiniim

SER
A:133

SER THR
THR  pi77 A:132 THR A:37 ILE
A:93 A:295 TYR
ALA ALA A:38
A4 A39 VAL Ady
AGZL; A:672
THR PRO y
GLY A:91 A:40 SER AI'IGEH
A:861 3 g
LEU &1 f\f‘ﬁ LEU PRO
A674 A:293 A:36
GLU
A:673
Interactions
I:] van der Waals l:] Alkyl

Sekil 4.124 1T9X proteini nonacosane ligand uyumu 2D goriiniim
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4.9.4.7 179X ve nonadecane modellemesi

Sekil 4.125 1T9X proteini nonadecane ligand uyumu

Sekil 4.126 1T9X proteini nonadecane ligand uyumu 3D goriiniim
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SER

A:133
™ SER
TYR THR
THR  A77 A:132 BTHR A37 ILE
A:93 A:295 3 TYR
ALA ALA A:38 )
A42 A39 VAL &3
A(}zlY A672
THR PRO ;
GLY A:91 A:40 SER AI-EEH
A:861 ; i
LEU A3 ,'15‘4‘} LEU PRO
A674 A:293 A:36
GLU
A:673
Interactions
[: van der Waals D Alkyl

Sekil 4.127 1T9X proteini nonadecane ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.4.8 1T9X ve octacosane modellemesi

Sekil 4.128 1T9X proteini octacosane ligand uyumu
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Sekil 4.129 1T9X proteini octacosane ligand uyumu 3D goriiniim

PHE
A:680
'/\/\/\ /\
ASP
A681 GLY PRO hal) AR R SR
THR LEU (?LU A:861 A:40 A:39 A295 :
A676 A:828 A673
LEU Alg SER
A4 ILE
Gl A674 o A2 B
GLN A93 :
A:830
Interactions
D van der Waals D Alkyl

Sekil 4.130 1T9X proteini octacosane ligand uyumu 2D goriiniim
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A:37



4.9.4.9 179X ve dicaetone modellemesi

Ligand (Diacetone: CID 31256: C/I1;,0,)
Protein: 1T9X; AcrB

Sekil 4.131 1T9X proteini diacetone ligand uyumu

Thr714

Asp711

——/

\\ /

His709

Sekil 4.132 1T9X proteini diacetone ligand uyumu 3D goriiniim
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MET THR

AT12 ATld A:?I]AG MET
PRO AB44
LEU AT710
ATL3
HIS
ASP |7 / A:709
ATLL /\ o
~r \q
i LEU
A:B4T
ALA .
A:840 Lvs g
A:835 ‘LEU
AB43
GLN
A 846
Interactions
I:I van der Waals - Conventional Hydrogen Band

Sekil 4.133 1T9X proteini diacetone ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.5 1T9Y Proteini ve Ligand (Bilesik) Modellemeleri

4.9.5.1 1T9Y ve 1-hexadecanol modellemesi

Sekil 4.134 1T9Y proteini 1-hexadecanol ligand uyumu
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Tyr3s

=/
.

Sekil 4.135 1T9Y proteini 1-hexadecanol ligand uyumu 3D goriiniim

VAL GLY
MET AB72 A:296
A:862
SER PRO
™ Ai132 THR ILE THR (L
“]2& A:295 A:38 A:37
L1
%
-
)
: g N TN TN TN N e N N
H
SER
A:133 o
AAng ALA LEU ALA A34
PRO Ad2 A293 A:299
A:40
PRO TYR
Adl A:35
Interactions
D van der Waals

- Conventional Hydrogen Bond

D Carbon Hydrogen Bond

[ s

Sekil 4.136 1T9Y proteini 1-hexadecanol ligand uyumu 2D goriiniim
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4.9.5.2 1T9Y ve docosane modellemesi

Sekil 4.137 1T9Y proteini docosane ligand uyumu

HEG17
— ‘ﬁuuzss

o k\/ \atazs7

T “}
Lr ]

\\ ASN391

Sekil 4.138 1T9Y proteini docosane ligand uyumu 3D goriiniim
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SN AN R SN SRR . N N S

‘A617 GLU
- A673

MET
A573

Interactions

[ vander waals
- Pi-Sigma

A:134

PHE
A:666

ILE

A:671

ALA
A:670

TYR PRO GLN
A:35 Ai36 A:34
VAL ALA LEU ALA ASN
A:672 A:299 A:293 A:33 A:391
ILE ASN
A:38 A298 ALA
A:297 PRO
A:31
THR
A:37
[ o

Sekil 4.139 1T9Y proteini docosane ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.5.3 1T9Y ve 2-methylhexacosane modellemesi

Sekil 4.140 1T9Y proteini 2-methylhexacontane ligand uyumu

181



Pro669

Gin569 |

Phe666
}L/j\\
\J\\\,// I.;:GGB\/ \

_~Asn719
>
7
)
— & iﬁl 8
PheGl 7
ME‘S75
Sekil 4.141 1T9Y proteini 2-methylhexacontane ligand uyumu 3D goriiniim
ARG ALA
A815 AB18
|
ASN ~ /L
AT19 //'\\//\1/'/\"“ //\\/\,\v’/\.\\ ; /-"\\_"J,/‘-\_- ’/\\ ~-"A\// fe A e e
A:299
ALS5
MET" ; PHE
PosE o A575 PRO LEU R i LEU
W e LT : Aoy A7
A569  1ym
S A327
134
Interactions
I:l van der Waals D Pi-Alkyl

[ A

Sekil 4.142 1T9Y proteini 2-methylhexacontane ligand uyumu 2D goriinim
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4.9.5.4 1T9Y ve eicosane modellemesi

Sekil 4.143 1T9Y proteini eicosane ligand uyumu

ARG468

Sekil 4.144 1T9Y proteini eicosane ligand uyumu 3D goriiniim

183



THR
ALA A37
PRO A:297
A4l ILE PRO
ALA : ALA ARG
3 A:38 ALA A:36 3
A39 A33 A:299 Gy L
SER o A387
Al33
A35 GLN
LEU A34
A293
Interactions
[:] van der Waals D Alkyl

Sekil 4.145 1T9Y proteini eicosane ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.5.5 1T9Y ve hexacontane modellemesi

Ligand (Hexacontane; CID 24318; CgH,5,)
Protein: 1T9Y: AcrB

Sekil 4.146 1T9Y proteini hexacontane ligand uyumu
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\ 15277
84 1Asp276 ;
):%\ "ﬁ\‘b\{gl?_?E )\K\Jﬂn 59./7

Sekil 4.147 1T9Y proteini hexacontane ligand uyumu 3D goriiniim

A8

i) (\/‘\/\._/‘-/\ B N T N N T N N N

s L £55 5 s T8 M i HE I
2 N ; w B
w1 T e, ™
s ) b
S 1m
A5
Interactions
|:| van der Waals |:| Pi-Alkyl
[ Akt

Sekil 4.148 1T9Y proteini hexacontane ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.5.6 1T9Y ve nonacosane modellemesi

Sekil 4.149 1T9Y proteini nonacosane ligand uyumu

185



GLN569

Sekil 4.150 1T9Y proteini nonacosane ligand uyumu 3D goriiniim

TYR GLN
A:327 A:34 PRO e
A:d0 :
ALA
A2

SER

e A:134 o
: THR 3 THR
AN G GLN PRO A:37 EE A:295
PRO A672 A:569 A:36 :i;’; o
A:669 ALA TYR > ILE !
AL-%leJa A:299 A:35 LEU A3y A32 Zg’;
. ALA A:293 :
q) A:670 MET
Ll A:862
Interactions
D van der Waals :I Pi-Alkyl
[ e

Sekil 4.151 1T9Y proteini nonacosane ligand uyumu 2D gériiniim
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4.9.5.7 1T9Y ve nonadecane modellemesi

Ligand (Nonadecane; ¢TD 12401; CygHyg)
Protein: 1T9Y; AcrB

Sekil 4.152 1T9Y proteini nonadecane ligand uyumu

Sekil 4.153 1T9Y proteini nonadecane ligand uyumu 3D goriinim

187



PRO

A40
PRO
A4
MET SER
A862 A133 ALA
A39
TR THR
ALA ! A205
A42 SER
A132 - 1T
A38 e
G A293
Al34 Nl
{ L] TYR
A:296 A35
THR
A37
;.Tl \\. PRO
: A36
THR ALA
Adq A:297 g
ALA
A:299
ASN
A298
Interactions
|:| van der Waals I:I Alkyl

Sekil 4.154 1T9Y proteini nonadecane ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.5.8 1T9Y ve octacosane modellemesi

Sekil 4.155 1T9Y proteini octacosane ligand uyumu

188



GLM5E9
L\l

_EUGES 4/’\\ TYR327

|\ MET573
-

-..,_D_/LHEHEEI 7

Sekil 4.156 1T9Y proteini octacosane ligand uyumu 3D goriiniim

r’\\‘/\i TR N o S g WP UL g N P T s e T

SER
g : ILE
A327 REY ALA AR THR A:38
LEU A:G70 VAL : A:37 =
5 4 A2 LEU A:299
A617 TYR 3
SER : A:293
GLU A134 GIN PRO ALA T A:35
A673 A5gg Ai66T A:39 [ PRO
: A:295 A
MET ILE o ’ EIL3|\£|1
_— A:573 A671 e :
A666
Interactions
I:I van der Waals I:l Pi-Alkyi
[

Sekil 4.157 1T9Y proteini octacosane ligand uyumu 2D gériiniim
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4.9.5.9 1T9Y ve dicaetone modellemesi

~

Ligand (Diacetone; CID 31256; C¢H},0,)
Protein: 1T9Y: AcrB

Sekil 4.159 1T9Y proteini diacetone ligand uyumu 3D goriiniim

190



A:487
PRO /
) o
A:490 R \[/\
i ]
] no PHE
G e All
LEU ASP
LEU .
‘A488 L7
- L e
LEU ALA (ARG
A:486 ALA A:l2 "LA:B;
A491 -
Interactions
D van der Waals - Conventional Hydrogen Bond

Sekil 4.160 1T9Y proteini diacetone ligand uyumu 2D gériiniim

4.9.6 2WI1B Proteini ve Ligand (Bilesik) Modellemeleri

4.9.6.1 2WI1B ve 1-hexadecanol modellemesi

Sekil 4.161 2W1B proteini 1-hexadecanol ligand uyumu

191



11e671

Val672

Sekil 4.162 2W 1B proteini 1-hexadecanol ligand uyumu 3D goriiniim

PRO
THR
) M

ASN
. ~ o o Ai391
R W W W 4 W e S T H,

o
(SER
GLN TYR ASN A389
A'.LEES A:34 A:35 A:298 L @Y
t ALA A:388
ALA A33
A:39 s oy
ILE GLY - ALA A3 Badg
A6T71 A:296 A299
VAL
Ag72 LEU
A293
GLU
A:673
Interactions
I:I van der Waals D Carbon Hydrogen Bond
- Conventional Hydrogen Bond D Alkeyl

Sekil 4.163 2W 1B proteini 1-hexadecanol ligand uyumu 2D goriiniim
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4.9.6.2 2W1B ve 2-methylhexacosane modellemesi

Ligand (2-Methylhexacosane; CID 150931; C,;Hsg)
Protein: 2W1B; AcrB

\
5
(. \ -’\‘.)(I\‘;ZTB'I

ST
/Pfﬂj733

B il
,.
f[

g

Sekil 4.165 2W 1B proteini 2-methylhexacosane ligand uyumu 3D gdriiniim
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LEU
ATE2

PRO
A783

TRP
A:80%

Interactions

I:I wvan der Waals
[ kv

SER

\\[/\/\/\//\\/\\. T T T T N e

TRP
= A754
PHE , LEU
AT2T L Wl
MET
A781
[ Pkl

A:757
GLY
A751 g
ALA ‘
: ALA
Ai52 A:752  GLY
A:756
PRO
A50
6Ly ILE
A 755 A:204

Sekil 4.166 2W 1B proteini 2-methylhexacosane ligand uyumu 2D gdriiniim

4.9.6.3 2WI1B ve dicaetone modellemesi

Sekil 4.167 2W 1B proteini diacetone ligand uyumu

194



Sekil 4.168 2W 1B proteini diacetone ligand uyumu 3D goriiniim

Interactions

D van der Waals

THR
AP
ASN TYR
429
< -‘-a Ai35
b3 GLN
T YL
a3 N
| 3
\ % P
NN
- \

ALA
A:297

ILE
A38

/PRO

L. A36

- Conventional Hydrogen Bond

Sekil 4.169 2W 1B proteini diacetone ligand uyumu 2D goriiniim
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4.9.6.4 2W1B ve docosane modellemesi

Ligand (Docosane; CID 12405; C32H46)
Protein: 2W1B; AcrB

Sekil 4.170 2W 1B proteini docosane ligand uyumu

Sekil 4.171 2W1B proteini docosane ligand uyumu 3D goriiniim

196



GLN

A:34
VAL
A:672
ILE ASN
AGT1 YR ; THR
w A:35 A:298 A:37 SER PHE
ALA A:389 A:388
ILE o &ad GLY
A:38 ALA A:387 ALA
GLU A:299 A:i297 ZR3% A465
A673 o :
LEU ALA A:469
A:293 GLY A:39
THR A:296
A:295
Interactions
D van der Waals E] Alkyl

Sekil 4.172 2W 1B proteini docosane ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.6.5 2WI1B ve eicosane modellemesi

Sekil 4.173 2W 1B proteini eicosane ligand uyumu
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Phe727
)

m/\
_Glu121
e Y
Sekil 4.174 2W 1B proteini eicosane ligand uyumu 3D goriiniim
ASP
A:53
GLY
A:755 AN NN N TN
GLY ™~
A:51 GLY
A:751 A'729 LFY
N PHE A:782
E LEU AT27
R | A:750
A:52 I
TRP ILE
\] Q258" Wa.780) v
TYR A:783
A:49
GLU
PRO A:121
A:50
Interactions
:] van der Waals D Pi-Alkyl
[ o

Sekil 4.175 2W 1B proteini eicosane ligand uyumu 2D goriiniim
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4.9.6.6 2W1B ve hexacontane modellemesi

4.3

% \" (J§?
4 ‘.
'-;‘ ; S

: >

/] .

Ly &
oy &
EIN S&

7 S‘QAA\
i >

b

Phe664

Sekil 4.177 2W 1B proteini hexacontane ligand uyumu 3D goriiniim
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r\‘./\\/"x R T i e A e e . Tl T Tl i i i e i

45N
A719 GIY. G

i SER o
LEW &720  ppg 71y A7IS po S G AN 2838
L7 Peiad A718  PHE i ag3z B0 ug3y  asve o S LT G
ABEA ir SER GLU  ABES
A714 AH68 e
A G THE SER 2%
As1s  ASTY A878 4561 1
A1
LEW
AF6E

Interactions

I:I van der Waals D Pi-Alkyl
[ A

Sekil 4.178 2W 1B proteini hexacontane ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.6.7 2W1B ve nonacosane modellemesi

ALK igand (Nonacosane; CID 12409; CyHg,)
4 » Protein: 2W1B; AcrB

Sekil 4.179 2W 1B proteini nonacosane ligand uyumu
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Sekil 4.180 2W 1B proteini nonacosane ligand uyumu 3D goriiniim

ILE

AT786
LEU
AT750
o NN NN NN
N
6Ly »
A755 T SRE ILE AI'.;SZ &
~ AT75% 3 AT726
e A729
PRO
GLY GLY A725

¥ PRO § PRO
AS1 A751
A50 PHE A783 TRP
A727 LY

\ ASN

YR AT47
A49
Interactions
:I van der Waals :] Pi-Alkyl
[ aw

Sekil 4.181 2W 1B proteini nonacosane ligand uyumu 2D gériiniim
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4.9.6.8 2W1B ve nonadecane modellemesi

4 \ \Thie76
In928 >/ \
Asn923 er562

Sekil 4.183 2W1B proteini nonadecane ligand uyumu 3D goriiniim
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GLU TYR
A:866 Agod MET
SER A:862
LEU A:836
ASP A:B68 GlY SER GL THR

GLN : ‘ N
ke o1 LR A:838 A:863 A:865 A676

P i i MO NP N O P e e )

SER SER ARG
b : , THR
ASN A:561 A:869 A:867 A837
A:923 o
o A:462
A:562
Interactions
|:| van der Waals |:| Alkyl

Sekil 4.184 2W 1B proteini nonadecane ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.6.9 2WI1B ve octacosane modellemesi

Sekil 4.185 2W 1B proteini octacosane ligand uyumu
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Sg1757
| oo o
| Gly756 o
\_slla752\ {
gk Thr7as Pall
\ ‘\ Y
\Pro50,/
£ R1a52
7\“
"\ / A
—Me1781 s
\
\
\ L.
\ Asps3

Phe727

Sekil 4.186 2W 1B proteini octacosane ligand uyumu 3D goriiniim

MET
A781
RS o P P e T e SR SRR SIS S s Y o P
GLU GLY
ASP A:121 A751 SER
Ll SRE A53 ALA TYR LA 757
AT27 A754 A52 : AT52
ILE Ad9
92 AT29
A 782 ; GLY
ILE ATS6
LEU
A 786 AT750 A PRO
PRO A A:50
TRP A783
A:809 . TYR
ATS8
Interactions
D van der Waals D Pi-Alleyl
|:| Alkyl
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Sekil 4.187 2W1B proteini octacosane ligand uyumu 2D goriiniim

THR
A:748



4.9.7 3WOIH Proteini ve Ligand (Bilesik) Modellemeleri

4.9.7.1 3WY9H ve eicosane modellemesi

Val672

Leu668 /

Sekil 4.189 3W9H proteini eicosane ligand uyumu 3D goriiniim
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WAL
PRO  B:139
B:326

FRO TYR
; : PHE
B:36 B35 il
VAL
B571
o T e SO b SO G S e S P e N i N N i
1 PHE
B:135
534 B335 VAL TYR 8578
: B:672 R R
LEU SER 41
g B:137 B:134 B:.668

Interactions

I:I van der Waals I:I pi-alkyl
D Alkyl

Sekil 4.190 3W9H proteini eicosane ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.7.2 3WIH ve dicaetone modellemesi

ekil 4.191 3WO9H proteini diacetone ligand uyumu
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Trp634/

-

so——

Sekil 4.192 3W9H proteini diacetone ligand uyumu 3D goriinim

TRP
B.634 GLY
B:570
: PRO
 PHE B:331 _
by B:328
- ‘P'. rf‘ g
g ]
| I \\ o
GLN ! --}‘_/“;L H
B:569 e | VAL
\ B.571
THR PRO
B:329 TYR B:326
B:327
Interactions
D van der Waals - Conventional Hydrogen Bond

Sekil 4.193 3W9H proteini diacetone ligand uyumu 2D goriiniim

207



4.9.7.3 3WI9H ve docosane modellemesi

Sekil 4.195 3WO9H proteini docosane ligand uyumu 3D goriiniim
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PRO

40
THR
GLU ; PRO SER
THR 673 & 36 389
205
ALA PRO ALA €33 PRO
ik 39 cal €299 ASN  PHE €31 A
ALA D C298  camm €469
h GLY C:293 TYR
€296 €35 AlA C%'é’?
SER €297 :
€133
Interactions

I:I van der Waals l:l Pi-Alkyl
I:I Alkyl

Sekil 4.196 3W9H proteini docosane ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.7.4 3WIH ve hexacontane modellemesi

Sekil 4.197 3W9H proteini hexacontane ligand uyumu
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Arg1032

Val1029

Trp89s5\
A . /5er896

N Leusse
 Me17 s _-Leus42
] //_,_-.
7 ___Tyrs45
/ Leu546
%
\_Vals49

~/ llea3s

X Leu932

SER MET AL
B'5%6 P LEU L B552 L 8452
TRP B899 VAL B542 B548 o ALA B
B85S e 81055 B'549 JLn, : i
E1032 i &y
8{tha pe e giks B556 i
PHE B:1025 B831
B.585 Y
L
|
|
LFY
BE86
ILE
AT7
Interactions
-l _-l wan der Waals I l Pi-alkyl
[ Ak

Sekil 4.199 3W9H proteini hexacontane ligand uyumu 2D goriiniim
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4.9.7.5 3WIH ve 1-hexadecanol modellemesi

Ligand (1-Hexadecanol; CID 2682; C,,H;,0)
Protein: 3W9H; AcrB

Phe520
b N

5/{

\/ Leu357

GIn360

\
Sekil 4.201 3W9H proteini 1-hexadecanol ligand uyumu 3D goriiniim
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MET

,-/‘\-\ ,/'\\‘_/-’“‘x v/’\.\ i /-’“\ ,./‘\\ A970
PHE THR
A516 i, PHE PHE GLU A524
s fasal | oo AlA  A422 '
GLN “ : Ad21 =
A360 - fepked e
CLEU GLU :
ASN (LY G HIS 17 A973
AS17 W357 AS08  AS0S Py
- ILE \
A500 A969
Interactions

D van der Waals. D Alkyl
- Conventional Hydrogen Bond I:I Pi-alkyl

D Carbon Hydrogen Bond

Sekil 4.202 3W9H proteini 1-hexadecanol ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.7.6 3W9IH ve 2-methylhexacosane modellemesi

Sekil 4.203 3W9H proteini 2-methylhexacosane ligand uyumu
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Gly387

Sekil 4.204 3WO9H proteini 2-methylhexacosane ligand uyumu 3D gériiniim

AL
CH70 I g;!é

CH71

H \N\/\ﬂﬁﬂﬂ‘ Pl i, W W

| THE
€37
GLY AR
€573 o ol
: PRO  SER  GLN L
il Lkl ALA ey EBE oag cage cass FHE ca7
C672 e cas c:29 c:23 o
c3a
ILE
ALA C38 ARG
C:27 el 68
Interactions

I:I van der VWaals |:| Pi-Alloyl
I:I Alleyl

Sekil 4.205 3WO9H proteini 2-methylhexacosane ligand uyumu 2D gériiniim
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4.9.7.7 3WI9H ve nonacosane modellemesi

Sekil 4.206 3W9H proteini nonacosane ligand uyumu

Phe615

Phe628 7
S

/jnsn 274

Sekil 4.207 3WO9H proteini nonacosane ligand uyumu 3D gdriiniim
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N U
] pe ¢
VAL PHE B:628 VAL
LEU N i i B:139 PRO
B:177 h 8613 PHE $135 B:326
| B615 ’
ILE K 5E VAL . VAL
B:277 B34 ger2 B3 PHE B:571
PHE B:610
GLY B:178
WEe B:179
B:620
ASN
B:274 SER
1180
Interactions

l:l van der Waals I:I Alkyl
- Pi-Sigma |:| Pi-Alkyl

Sekil 4.208 3W9H proteini nonacosane ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.7.8 3WIH ve nonadecane modellemesi

** Ligand (Nonadecane; CID 12401; C,sH,,)
Protein: 3W9H; AcrB

Sekil 4.209 3WO9H proteini nonadecane ligand uyumu
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Ala670

Phe628 £ A
Jf i

-

= o/ !
/:,r" f} I{//
A
||’ N
3 Phe78

Sekil 4.210 3WO9H proteini nonadecane ligand uyumu 3D goriiniim

ALA
B:670
,’ff e N \,/f oy ~ \‘v/.--\\ - . -"/ \__\,', ~.
GLN
. e B:34
- PHE
TYR ;
VAL B:628 PRO B:327 o B:135 o
R L Bi672 B:35
~ "
PHE ILE
{ VAL ;
B:136 B:571 LEU B:671
PHE g B:668
B:178 B:610
Interactions
I:I van der Waals I:] Alleyl
- Pi-Sigma |:| Fi-Alkyl

Sekil 4.211 3WO9H proteini nonadecane ligand uyumu 2D goriiniim
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4.9.7.9 3WIH ve octacosane modellemesi

Sekil 4.212 3W9H proteini octacosane ligand uyumu

X

Glue73
ooy . Ser135

. 1

A—‘ﬂe 67 1<\—L"&Q 37

~
/'L € \\\\\\_‘/.
=T
f"IGIgg? fos’
GIn3a

>

/Pro36
'/ To.

i

¢

Sekil 4.213 3W9H proteini octacosane ligand uyumu 3D goriiniim
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ILE
AST1 VAL
A672

( N TNt T N TN L e e

ILE
A38

THR
A37

GLY

TYR GLU
£ - A7 3 SER
A35 ABT3 ALA AdE A96
A39
]\ s PRO
A:298
£ AdL
A34 7
ALA 3
A:293 LEU
VAL A:293
A333
SER
A135
LEU
Al37
Interactions
D varn der Waals D Alkyl

Sekil 4.214 3W9H proteini octacosane ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.8

4DXS Proteini ve Ligand (Bilesik) Modellemeleri

4.9.8.1 4DXS5 ve 1-hexadecanol modellemesi

Sekil 4.215 4DXS5 proteini 1-hexadecanol ligand uyumu
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32
P 4
—
7 Serus\

o

Sekil 4.216 4DXS5 proteini 1-hexadecanol ligand uyumu 3D goriiniim

\V,/\\v/‘\\;/\\//:ﬁ‘
: 1‘
" -
ALA ~ TH . .
A 297 VR A3T ‘l PRO t‘.—.x.
A35 (K‘I;-‘_‘] A 36 i |?.E 2 )
™ CA39 | EL
' GLN \ -
o A:34 :
A:296 g
' . ILE
™~ ALA AGT1 o
A:33
: A673
LEU
A:293
THR PRO
SER A;295 ;
A:133 A4l
it SER
A2
g A:132
A40
Interactions
l:l van der Waals D Alkyl

- Conventional Hydrogen Bond

Sekil 4.217 4DXS proteini 1-hexadecanol ligand uyumu 2D gériiniim
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4.9.8.2 4DXS ve 2-methylhexacosane modellemesi

Sekil 4.219 4DXS proteini 2-methylhexacosane ligand uyumu 3D goriiniim

220



SER

7 ~ ~ - -~ ~
B:134 i T s A G S B N N TN N e N i e
LEU B\'T;Q HHE B PHE i
B:66E ) B:136 PHE B:178 i B:612 ALA
VR B:510 B:279
B:327 PHE
MET B:628 o
B:573 PHE
B:617 B:277
Interactions

I:l van der Waals I:l Pi-Alkyl
[ Ao

Sekil 4.220 4DXS proteini 2-methylhexacosane ligand uyumu 2D gdriiniim

4.9.8.3 4DXS5 ve dicaetone modellemesi

Sekil 4.221 4DXS5 proteini diacetone ligand uyumu
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Leu674

ASP
8676 B30l
ALA
B:677 GLY
: B:675 Bﬁé?u RO
"PHE‘"_ : B:669
&2
* &
*a ) ILE
NN / B:671
| J\
t
. LEU
g B:674
SER ®
B.562 &
'B:564

Interactions

I:I van der Waals I:I Carbon Hydrogen Bond
- Conventional Hydrogen Bond - Unfavorable Donor-Donor

Sekil 4.223 4DXS5 proteini diacetone ligand uyumu 2D goriiniim
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4.9.8.4 4DX5 ve docosane modellemesi

<SS

S

Ligand (Docosane; CID 12405; C,,Hy4)
Protein: 4DXS; AcrB

Val139

" Phe178

Sekil 4.225 4DXS5 proteini docosane ligand uyumu 3D goriiniim
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ILE
B.626

PHE
B:610
-
|
S

PHE 7 VAL

3 B:612

: N

B:62E ILE

B:277
PHE
WAL ﬁ B:178
B:1389 ALA
i B:27%
.
TYR ‘ MET
B:327 B:573
PHE
B:136

Interactions
I:I van der Waals I:I Pi-Alkyl
|:| Alkyl

Sekil 4.226 4DXS5 proteini docosane ligand uyumu 2D gériiniim

4.9.8.5 4DXS5 ve eicosane modellemesi

Sekil 4.227 4DXS proteini eicosane ligand uyumu
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Val139

| Phel178
| ~—
valez72/ |
i |
_.-'J_.-'f -
/Y _z
P
Pro669
{
E-KN\L_euGSEF\
ql
~. Met573 e et 3
A/ \J Val612
N\ =1 \
= /\'\ Il"-, b
< \Jb2e 2 Phe615
" ':*-\_ N
: 3 - \
-
Sekil 4.228 4DXS5 proteini eicosane ligand uyumu 3D goriiniim
VAL
PHE :
B:510 R
S T i S i T S e S
‘ PRO
‘ PO o B:663
£
B:136
PHE P @ B?T?I:Q
B:178 GLN
L LEU B:569
e B:668
WAL | TYR
B:612 ‘ B:327
PHE
B:615
MET
B:573
ILE PHE
B:626 B:617
Interactions

D van der Waals D Alkeyl
- Fi-Sigma |:| Fi-flkyl

Sekil 4.229 4DXS5 proteini eicosane ligand uyumu 2D goriiniim

225



4.9.8.6 4DXS5 ve hexacontane modellemesi

Ligand (Hexacontane; CID 24318; C¢Hj»)
U Protein: 4DX5; AcrB

Sekil 4.230 4DXS5 proteini hexacontane ligand uyumu

... Phe666

/“‘*-//\1'

" ist2

B vo ?u\ezn

e __B{sn2?4 P e
s !

Sekil 4.231 4DXS5 proteini hexacontane ligand uyumu 3D gériiniim
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L¥s
Bil63

P T e i e T T R ol i

Gl
ce7 LEU E179 LN
B GLU
EU B 17
S guE ardiegy 8430
AL R
SER psn 8128
51180 C68
ASN
B274

Interactions

I:I van der Waals
[ A

PHE PHE  con MET yap PRO
B178 B3 gi3q BS53Es;2  [EU B6E9 AP oo
VAL B:668 ;
i Bl PHEN o i 5Tt
B:615
B:277 5528 sk B666

|:| Pi-Alkyl

Sekil 4.232 4DXS5 proteini hexacontane ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.8.7 4DXS5 ve nonacosane modellemesi

Sekil 4.233 4DXS proteini nonacosane ligand uyumu
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Tyr877

Sekil 4.234 4DXS proteini nonacosane ligand uyumu 3D goriiniim

SER
A132

SER

A:134 SER

A:133

W, W i WLl N e W Wt Wi S W e W i s

SER
GLU :
PRO THR - e A135
Adl A:295 ALA A37 b
: : GLN THR VAL ALA
ALA &3 ILE Ty A3 A%gg A329 pp7R67L AB70
PRO A42 GLY A:38 A35 :
A4 A296
= PRO
ALA \I.FAL A137 A
THR A33 CEE ;533
A:93 : :
Interactions
D van der Waals D Alkyl

Sekil 4.235 4DXS5 proteini nonacosane ligand uyumu 2D gériiniim
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4.9.8.8 4DXS5 ve nonadecane modellemesi

Ligand (Nonadecane; CID 12401; C,gH,,)
Protein: 4DXS5; AcrB

Sekil 4.236 4DXS5 proteini nonadecane ligand uyumu
v;‘k?z

|
f//\‘,r }MLI 7

-/ ~!  Phegls
GInses , | L 7
I}BK Wyﬁ\ﬁﬁL \\ X e . /,/ !
/ \ kﬁlz
/
2&5 PheEID_‘____ S
< l1e626
Met573
" e

Sekil 4.237 4DXS5 proteini nonadecane ligand uyumu 3D goriiniim
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/\///\ P \//\\/ :
]
( :
3
e ' B:569
PHE »
VAL
| VAL B:139 B:6281 LEU
B:612 " pHE Bi668
PHE ' B136 PRO
B:178 L < B:669
PHE (TYR)
B:610 MET PHE \5,32’7\,
B:573 B:615 - VAL
B:672
ILE PHE
B:626 B:617
[ Ak
[ Pi-aky

Interactions

:] van der Waals
- Pi-Sigma
Sekil 4.238 4DXS5 proteini nonadecane ligand uyumu 2D goriiniim

4.9.8.9 4DXS5 ve octacosane modellemesi

Sekil 4.239 4DXS5 proteini octacosane ligand uyumu
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\ Ser389
IL Gly296

\\ Ty o P

\

i |

A\ Thiz2
i I
P ;;/
Tyr327 |

Sekil 4.240 4DXS5 proteini octacosane ligand uyumu 3D goriiniim

LEU

£ ALA
L RE B:670 PRO
B:669
SER ILE el
Boss B:135  Bi671 B:136
SER PHE
B:389 B:178
e WS, gl D T NP i W e i i T s P L "
255
GLY LEU 4 :
. : R ALA TYR PHE
B:31 B:256 naay L VAL LEU B:327 B:628
LN BiB72 B:668
B:34 B\fékllz
THR MET 3
A GLN B.573
kg B:569
Interactions
D wan der Waals E Pi-Alkyl
|:| Alleyl

Sekil 4.241 4DX5 proteini octacosane ligand uyumu 2D goriiniim

Tiim bu verilere gore, modellemesi yapilan IOYE, 1T9U, 1T9V, 1T9X, 1T9Y, 2W1B, 3WOH,
4DXS5 proteinler ve ekstraktlardan elde edilen major bilesenler (>%10) 1-hexadecanol, 2-
methylhexacosane, diacetone, docosane, eicosane, hexacontane, nonacosane, nonadecane,

octacosane bilesenlerine (ligand) ait baglanma enerjileri Tablo 4.56° da verilmistir.
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Tablo 4.56 Molekiiler docking protein-ligand uyumu baglanma enerjileri

I E’ + M = A N :5 —
on '_‘ = )—‘ = = Q :; 5 = 'cﬁ
R = §§¥ %E _%Dg:@ S g:'—,‘ E§ E@H 2 Y
2 g R e = 55 25 s 5 [ Sag 5 2
: 2 SEFT 35 T82  E& EZ By FEY % ¢t
= - &8c 35 z O X o i o 23 = £
r g 5 o8 ~ Q NDRZ A
=3 > S 2] — &
10YE 1-Hexadecanol -3,59 kcal/mol  -8,06 kcal/mol  -8,03 kcal/mol -0,04 -0,56 +4,47 -0,56 129 15
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
10YE 2- -3,34 kcal/mol -10,21 -10,21 -0,00 -2,07 +6,86 -2,07 83 23
Methylhexaco kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
sane
10YE Diacetone -4,05 kcal/mol  -4,95 kcal/mol  -4,45 kcal/mol -0,49 -0,64 +0,89 -0,64 192 3
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
10YE Docosane -3,39 kcal/mol  -9,06 kcal/mol  -9,06 kcal/mol +0,00 -1,42 +5,67 -1,42 184 19
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
10YE Eicosane -4,10 kcal/mol  -9,17 kcal/mol  -9,17 kcal/mol +0,00 -0,96 +5,07 -0,96 146 17
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
10YE Nonacosane -2,8 kcal/mol -10,54 -10,54 +0,00 -1,71 +7,76 -1,71 16 26
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
10YE Nonadecane -3,70 kcal/mol  -8,47 kcal/mol  -8,47 kcal/mol -0,00 -0,87 +4,77 -0,87 198 16
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
10YE Octacosane -2,70 kcal/mol -10,15 -10,15 -0,00 -2,55 +7,46 -2,55 48 25
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
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Tablo 4.56 devam

10YE Hexacontane  +3,12 kcal/mol -13,88 -13,88 +0,00 -2,51 +17,00 -2,51 128 32
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

1T9U 1-Hexadecanol -3,61 kcal/mol  -8,09 kcal/mol -7,96 -0,12 -0,74 +4,47 -0,74 13 15
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

1T9U Diacetone -3,29 kcal/mol  -4,19 kcal/mol -4,03 -0,16 -0,04 +0,89 -0,04 118 3
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

1T9U 2- -4,26 kcal/mol -11,12 -11,12 +0,00 -1,24 +6,86 -1,24 135 23
Methylhexaco kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

sane

1T9U Docosane -3,67 kcal/mol  -9,34 kcal/mol  -934 kcal/mol -0,00 -1,10 +5,67 -1,10 13 19
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

1T9U Eicosane -3,86 kcal/mol  -8,93 kcal/mol  -8,93 kcal/mol -0,00 -0,86 +5,07 -0,86 136 17
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

1T9U Nonacosane -3,51 kcal/mol -11,26 -11,26 +0,00 -0,64 +7,76 -0,64 82 26
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

1T9U Nonadecane -4,27 kcal/mol  -9,04 kcal/mol  -9,04 kcal/mol +0,00 -0,65 +4,77 -0,65 23 16
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

1T9U Octacosane -3,80 kcal/mol -11,25 -11,26 +0,00 -1,55 +7,46 -1,55 191 25
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

1T9U Hexacontane  +2,85 kcal/mol -14,16 -14,16 +0,00 -2,98 +17,00 -2,98 53 32
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
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Tablo 4.56 devam

1T9V 1-Hexadecanol -3,68 kcal/mol  -8,15 kcal/mol  -8,10 kcal/mol -0,05 -0,50 +4,47 -0,50 140 15

kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
Tablo 4.56
devamu

1T9V 2- -4,06 kcal/mol -10,92 -10,93 +0,00 -1,68 +6,86 -1,68 62 23

Methylhexaco kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
sane

1T9V Diacetone -4,02 kcal/mol  -4,91 kcal/mol  -4,48 kcal/mol -0,43 -0,68 +0,89 -0,68 188 3
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

1TOV Eicosane -3,71 kcal/mol  -8,78 kcal/mol  -8,78 kcal/mol +0,00 -0,77 +5,07 -0,77 126 17
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

1TOV Docosane -3,49 kcal/mol  -9,16 kcal/mol  -9,16 kcal/mol -0,00 -0,92 +5,67 -0,92 110 19
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

1T9V Nonacosane -2,55 kcal/mol -10,31 -10,31 +0,00 -1,28 +7,76 -1,28 114 26
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

1T9V Nonadecane -4,11 kcal/mol  -8,89 kcal/mol  -8,89 kcal/mol +0,00 -0,78 +4,77 -0,78 157 16
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

1T9V Octacosane -1,88 kcal/mol  -9,34 kcal/mol  -9,34 kcal/mol +0,00 -3,07 +7,46 -3,07 71 25
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

1T9V Hexacontane  +3,26 kcal/mol -13,75 -13,75 +0,00 -3,37 +17,00 -3,37 70 32
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

1T9X 1-Hexadecanol -3,49 kcal/mol  -7,96 kcal/mol  -7,94 kcal/mol -0,03 -0,6 +447 -0,86 53 15
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
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Tablo 4.56 devam

1T9X Docosane -3,68 kcal/mol  -9,35 kcal/mol  -9,35 kcal/mol +0,00 -1,03 +5,67 -1,03 26 19
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

1T9X 2- -2,64 kcal/mol  -9,50 kcal/mol  -9,50 kcal/mol +0,00 -1,51 +6,86 -1,51 77 23
Methylhexaco kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

sane

1T9X Eicosane -3,48 kcal/mol  -8,56 kcal/mol  -8.56 kcal/mol +0,00 -0,99 +5,07 -0,99 182 17
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

1T9X Nonacosane -2,28 kcal/mol -10,03 -10,03 -0,00 -2,14 +7,76 -2,14 164 26
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

1T9X Nonadecane -3,63 kcal/mol  -8,40 kcal/mol  -8,40 kcal/mol -0,00 -0,74 +4,77 -0,74 155 16
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

1T9X Octacosane -2,38 kcal/mol  -9,84 kcal/mol  -9,84 kcal/mol -0,00 -1,37 +7,46 -1,37 65 25
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

1T9X Hexacontane  +1,89 kcal/mol -15,12 -15,12 -0,00 -5,13 +17,00 -5,13 24 32
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

1T9X Diacetone -3,61 kcal/mol  -4,51 kcal/mol  -4,52 kcal/mol +0,01 -0,09 +0,89 -0,09 197 3
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

1T9Y 1-Hexadecanol -3,01 kcal/mol  -7,49 kcal/mol  -7,37 kcal/mol -0,11 -0,43 +4,47 -0,43 23 15
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

1T9Y Docosane -3,61 kcal/mol  -9,28 kcal/mol  -9,28 kcal/mol +0,00 -0,87 +5,67 -0,87 54 19
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

1T9Y 2- -2,75 kcal/mol  -9,61 kcal/mol  -9,61 kcal/mol +0,00 -1,24 +6,86 -1,24 23 23
Methylhexaco kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

sane

1T9Y Eicosane -3,69 kcal/mol  -8,76 kcal/mol  -8,76 kcal/mol +0,00 -0,89 +5,07 -0,89 51 17
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

1T9Y Nonacosane -3,88 kcal/mol -11,63 -11,63 +0,00 -1,65 +7,76 -1,65 198 26
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

1T9Y Nonadecane -3,78 kcal/mol  -8,55 kcal/mol  -8,55 kcal/mol +0,00 -0,86 +4,77 -0,86 55 16
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
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Tablo 4.56 devam

1T9Y Octacosane -3,50 kcal/mol -10,95 -10,95 -0,00 2,71 +7,46 -2,71 45 25
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
1T9Y Hexacontane  +4.56 kcal/mol -12,45 -12,45 +0,00 -4,51 +17,00 -4,51 24 32
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
1T9Y Diacetone -3,70 kcal/mol  -4,60 kcal/mol  -4,27 kcal/mol -0,33 -0,68 +0,89 -0,68 163 3
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
2W1B 1-Hexadecanol -3,46 kcal/mol -7,93 kcal/mol  -7,86 kcal/mol -0,07 -0,83 +4,47 -0,83 76 15
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
2W1B 2- -2,36 kcal/mol  -9,22 kcal/mol  -9,22 kcal/mol +0,00 -1,37 +6,86 -1,37 77 23
Methylhexaco kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
sane
2W1B Diacetone -4,21 kcal/mol  -5,11 kcal/mol  -4,80 kcal/mol -0,30 -0,05 +0,89 -0,05 73 3
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
2W1B Docosane -3,84 kcal/mol  -9,51 kcal/mol  -9,51 kcal/mol +0,00 -1,23 +5,67 -1,23 161 19
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
2W1B Eicosane -3,44 kcal/mol  -8,51 kcal/mol  -8,51 kcal/mol -0,00 -0,91 +5,07 -0,91 84 17
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
2W1B Nonacosane -2,70 kcal/mol -10,46 -10,46 +0,00 -2,09 +7,76 -2,09 200 26
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
2W1B Nonadecane -3,72 kcal/mol  -8,49 kcal/mol  -8,49 kcal/mol +0,00 -0,93 +4,77 -0,93 129 16
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
2W1B Octacosane -2,50 kcal/mol  -9,96 kcal/mol  -9,96 kcal/mol +0,00 -1,49 +7,46 -1,49 41 25
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
2W1B Hexacontane  +3,10 kcal/mol -13,91 -13,91 +0,00 -2,71 +17,00 -2,71 120 32
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
3W9H Eicosane -4,53 kcal/mol  -9,60 kcal/mol  -9,60 kcal/mol -0,00 -1,12 +5,07 -1,12 140 17
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
3W9H Diacetone -3,81 kcal/mol  -4,71 kcal/mol  -4,63 kcal/mol -0,07 -0,67 +0,89 -0,67 89 3
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
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Tablo 4.56 devam

3W9H Docosane -3,69 kcal/mol  -9,36 kcal/mol  -9,36 kcal/mol +0,00 -1,13 +5,67 -1,13 49 19
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

3W9H 1-Hexadecanol -3,75 kcal/mol  -8,23 kcal/mol  -8,17 kcal/mol -0,05 -0,69 +4,47 -0,69 3 15
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

3W9H 2- -3,37 kcal/mol -10,23 -10,23 -0,00 -1,41 +6,86 -1,41 101 23
Methylhexaco kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

sane

3W9H Nonacosane -3,47 kcal/mol -11,23 -11,23 -0,00 -1,70 +7,76 -1,70 138 26
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

3WOH Nonadecane -4,59 kcal/mol  -9,37 kcal/mol  -9,37 kcal/mol -0,00 -1,00 +4,77 -1,00 6 16
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

3W9H Octacosane -2,97 kcal/mol -10,43 -10,43 +0,00 -1,47 +7,46 -1,47 77 28
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

3WOH Hexacontane  +2,80 kcal/mol -14,21 -14,21 +0,00 -2,31 +17,00 -2,31 110 32
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

4DX5 1-Hexadecanol -3,44 kcal/mol -7,91 kcal/mol  -7,78 kcal/mol -0,14 -0,72 +4,47 -0,72 70 15
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

4DX5 2- -3,93 kcal/mol -10,79 -10,79 +0,00 -2,87 +6,86 -2,87 48 23
Methylhexaco kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

sane
4DX5 Diacetone -4,21 kcal/mol  -5,10 kcal/mol  -4,88 kcal/mol -0,22 -0,60 +0,89 -0,60 99 3

kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

4DX5 Docosane -4,39 kcal/mol -10,06 -10,06 -0,00 -2,05 +5,67 -2,05 80 19
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

4DX5 Eicosane -4,11 kcal/mol  -9,18 kcal/mol  -9,18 kcal/mol -0,00 -1,56 +5,07 -1,56 13 17
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

4DX5 Nonacosane -3,29 kcal/mol -11,05 -11,05 +0,00 -2,68 +7,76 -2,68 122 26
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
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Tablo 4.56 devam

4DX5 Nonadecane -4,70 kcal/mol  -9,47 kcal/mol  -9,47 kcal/mol -0,00 -1,16 +4,77 -1,16 85 16
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

4DX5 Octacosane -4,71 kcal/mol -12,17 -12,17 +0,00 -1,22 +7,46 -1,22 113 25
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

4DX5 Hexacontane  +0,07 kcal/mol -16,93 -16,94 +0,00 -3,42 +17,00 -3,42 40 32
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
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4.10 In silico ADMET Analiz Sonuclari

Kullanilan bilesenlerin ilaca benzerlikleri, emilim ve organ toksisite in silico sonuglari
Tablo 4.57’de, (LIPO (lipofillik), FLEX (esneklik), INSATU (doymamislik),
INSOLU (¢oziiniirliik), POLAR (polarite) ve SIZE (boyut)) 6zellikleri ise Sekil 4.242°
de verilmistir (URL-2, 2024; URL-3, 2024).

Tablo 4.57 Bilesenlerin fizikokimyasal ve ilaca benzerlik 6zellikleri

[lag Benzerligi = 5 5 E . g
Emilim § % 5 § % % § §
Dagilim = 8 § -§ g 5 § &

§§ > S = 5 s = =
Organ Toksisite o | > 2 2 3 2 5
Genomik Toksisite - i - E
[lag Benzerligi
Lipinski (Pfizer) + + + + + + - +
Ghose (Amgen) + - - - - = - -
Veber (GSK) - - - - + - - -
Egan (Pharmacia) + - - - + - - -
Muegge (Bayer) - - - - - - - -
Emilim
Insan Bagirsak Emilimi + + + + + + + +
Caco-2 Gegirgenligi - + + + + + + +
Dagilim
Kan-Beyin Bariyer + + + + + + + +
Penetrasyonu
Bobrek Organik Katyon - - - - - - - -
Tastyicist
Organ Toksisitesi
Akut Oral Toksisite I I i I I i I v
hERG inhibisyonu Zayif Zayif Zayif Zayif Zayif Zayif Zayif Zayif
Genomik Toksisite
AMES Toksisite - - - - - - - -
Kanserojen - + + + + + + +
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1-Hexadecanol LIPO

FLEX
INSATU
INSOLU
Nonacosane PO
FLEX
INSATU
NN RE}
Diacetone LIPO
FLEX
INSATU
INSCLU

2-Methylhexacosane
PO

FLEX

INSATU

INSCLU

SIZE

POLAR

SIZE

POLAR

SIZE

SIZE

POLAR

Eicosane LIPO
FLEX SIZE
INSATU POLAR
INSOLU
LPo
Nonadecane
FLEX sIZe
INSATU POLAR
NSO
Octacosane IPO
FLEX SIZE
INSATU POLAR
INSCLU
Hexacontane
PO
FLEX sIZE
INSATU POLAR
INSCLU

Sekil 4.242 Bilesenlerin fizikokimyasal 6zellikleri ve ilaca benzerlikleri



5. TARTISMA

Bu tez calismasinda da ¢oklu ila¢ direncin sahip suslar tizerinde F. fomentarius (FF)
ile P.hartigii (PH) makrofunguslarinin aseton, etil asetat, metanol ekstraktlar1 in vitro
uygulanmistir. Bu uygulamadaki temel amag, makrofungus ekstraktlarinin direng
kazanilmig antibiyotiklerin etkisinin geri kazanilmasinda rolii olup olmadiginin tespit
edilmesidir. Yapilan ¢alisma sonucunda ekstraktlarin antibiyotiklerle kombine
kullanimina bagli olarak E. coli #8 susunda FF aseton ekstraktinin TZP, FF etil asetat
ekstraktinin AMC, FF metanol ekstraktinin AMC, PH aseton ekstraktinin TZP, PH
metanol ekstraktinin ise AMC ve CRO antibiyotiklerinin etkisini geri kazandirdigi

goriilmiistiir.

Li ve Ge (2023), bir bitki sekonder metaboliti olan berberin bilesiginin E. coli'de
bulunan MFS siiper ailesine ait MdfA proteini tizerindeki etkilerini in silico ve in vitro
caligmalarda arastirmis ve diisiik diizeydeki berberinin bile hiicre i¢i siprofloksasin
konsantrasyonunu artirabildigini ve E. coli'nin antibiyotik duyarliligin1 degistirdigini

gostermiglerdir (Li ve Ge, 2023).

Daha once yapilan ¢aligmalarda Valiyeva vd. (2023), ticari kullanimi olan efflux
pompast inhibitdrlerinden rezerpin, verapamil, tiyoridazin ve CCCP’yi kullanarak, M.
tuberculosis’de gozlenen ilag direncine karsi efflux pompasi inhibitdrlerinin etkisini
arastirmistir. Calismada florokinolon, rifampisin ve streptomisin antibiyotikleri ile
ticari efflux pompa inhibitorleri kombine kullanildiginda antibiyotiklerin MIK
degerlerinde ciddi bir diisiis oldugu, yani antibiyotiklerin etkisinde bir artis oldugu
gbzlenmistir. Bu durumu, efflux pompasi inhibitorlerinin denenen antibiyotiklerin
disar1 atilmasindan sorumlu pompalari bloke ettigi, bu sebeple MIK degerlerinde bir
diisiis oldugu seklinde yorumlamak miimkiindiir. Bu durumun kanit1 olarak yine ayni
caligmada elde edilmis diger bir sonucu gostermek miimkiindiir. Valiyeva vd. (2023)
tarafindan yapilmis bu calismada, efflux pompasi inhibitorii ve antibiyotiklerin
kombine kullanimina bagli MiK degerlerinde diisiis goriilmesinin yam sira, RT-PCR

ile gen ekspresyonuna bakildiginda, inhibitor varliginda, suslarda 15 efflux pompasi
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geninde over ekspresyon gozlenmistir. Bu durum, bakterinin mevcut efflux

pompalarinin inhibisyonuna tepki olarak verdigi bir cevaptir.

Bu tez calismasinda, i¢inde c¢ok sayida sekonder metabolit iceren makrofungus
ekstraktlarinin antibiyotiklerle kombine kullanimina bagli olarak 6zellikle E. coli #8
susunda FF aseton ekstraktinin daha once direngli oldugu TZP, FF etil asetat
ekstraktinin AMC, FF metanol ekstraktinin AMC, PH aseton ekstraktimin TZP, PH
metanol ekstraktinin ise AMC ve CRO antibiyotiklerinin etkisini geri kazandirmis
olmasi, yani bu antibiyotiklerin MIK degerlerinin asag1 cekilmesi, bahsedilen
ekstraktlar i¢cinde bulunan bazi kimyasal bilesenlerin bazi efflux pompalarini inhibe
ettigini isaret etmektedir. Bu tez calisamasinda yapilmis olan chartwheel testi de bu

yorumu desteklenmektedir.

MST testi sonuglarina gore ekstraktlarin en iyi baglandig1 efflux pompasi tipi AcrB
tipi oldugu i¢in (FF aseton ekstrakti i¢in daha etkin), bu tez ¢alismasinda 9 adet major
bilesen, 8 adet AcrB pompasi proteinlerine 2W1B, 10YE, 1T9U, 1T9V, 1T9X,
1T9Y, 4DXS5 ve 3W9H) kars1 taranmustir. Yapilan inceleme sonucunda, major
bilesenler arasindan octacosane bilesiginin -4,71 kcal.mol! ile en iyi baglanma

enerjisine sahip bilesen oldugu gorilmiistiir.

Neves vd. (2022), trimetoksibenzoik asit ve gallik asit tiirevlerini AcrB efflux pompasi
(2DRD) inhibitorii olarak in silico ve in vitro ortamlarda ¢alismislardir. Bu bilesiklerin

ortalama -4,0 kcal.mol! baglanma enerjisine sahip oldugunu belirtmislerdir.

Samreen vd. (2023), E. coli bakterisine kars1 coklu ilag direncli efflux pompasi
inhibitorii olarak 19 adet fitobilesigin AcrB proteinine karst efflux pompasi inhibitor
aktivitesini in silico ve in vitro ¢alismiglardir. Calisma sonucunda en iyi baglanma

enerjisini klorojenik asitte -9,1 kcal.mol™! olarak elde etmislerdir.

Siroua vd. (2022), C. rotundus bitkisinin ana bilesenlerinin efflux pompalar {izerine
etkilerini gézlemlemek amaciyla AcrB ve NorA proteinleri ile molekiiler docking
analizi yapmuslardir. Sonug olarak, eudesmatriene bileseninin E. coli AcrB proteinine
-9,7 kcal.mol! ve B-copaen-4a-ol bileseninin ise -8,6 kcal.mol! baglanma enerjileri

ile en giiclii baglanma afinitesini gosterdigini belirlemislerdir.
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Ashtiani vd. (2023), klinik E. coli ve P. aeruginosa suslarinda eugenoliin efflux
pompasina inhibisyon etkisini in silico ve in vitro olarak calismislardir. Molekiiler
docking analizlerine goére eugenoliin AcrA pompasi (5v5s) proteinine baglanma

enerjisini -28,59 kcal.mol™! olarak bulmuslardir.

Samreen vd. (2023), yaptiklar1 ¢aligmada benzoik asit, kafein, klorojenik asit,
kapsaisin, klorpromazin, cinnamaldehit, cinnamic asit, citral, curcumin, geraniol, 2-
hidroksi 1,4 naftokinon, 5-hidroksivanilin, metil gallat, S-metoksifurfural, oleik asit,
fitol, piperin, reserpin ve timol bilesiklerini kullanmislar ve bu bilesiklerin 4DX5
proteinine (AcrB) baglanma potansiyellerini incelemislerdir. Calismanin sonucunda
baglanma afinitesine gore, denenen fitobilesiklerin varsayilan inhibisyon
verimliliklerinin sirasiyla klorojenik asit > piperin > reserpin > kapsaisin > curcumin
> 2-hidroksi 1,4 naftokinon > klorpromazin > timol seklinde oldugunu belirtmislerdir.
Bu sonuglara gore, klorojenik asidin efflux pompasi inhibitorii olabilecegi, E. coli'ye
kars1 tetrasiklin ile kombine kullaniminin tetrasiklin etkinliginin artirilmasi agisindan

umut verici olabilecegi bildirilmistir.

Bu tez c¢alismasinda da, 1-hexadecanol, hexacontane, diacetone alkol, 2-
methylhexacosane, octacosane, eicosane, nonadecane, nonacosane ve docosane
bilesenlerinin 4DXS5 proteinine(AcrB) baglanma potansiyelleri incelenmistir. Bu
bilesenlerin 4DXS5 proteininde baglanma afinitesi siralamasi octacosane > nonadecane
> docosane > diacetone > eicosane > 2-Methylhexacosane > hexacontane olarak
bulunmustur. Baglanma afinitesi en diisiik bilesen ise +4,7 kcal.mol™! ile hexacontane

olarak bulunmustur.

Literatiirde bulunan ¢aligmalar incelendiginde dogal kokenli veya bunlarin tlirevi olan
bilesiklerin AcrB proteinlerine baglanma enerjisinin -4,0 ile -9,7 kcal.mol™! arasinda
oldugu goriilebilmektedir. Bu agidan bakildiginda makrofungus ekstrakti major
bilesenlerinden olan octacosane bilesiginin baglanma enerjisinin kabul edilebilir bir

diizeyde oldugunu sdylemek miimkiindiir.

Rafiq vd. (2022), P. granatum’dan elde edilen punigratane bilesiginin bazi AcrB
pompasina proteinleri (1T9Y, 1T9X, 1T9V, 1T9U, 2WIB ve 10YE) etkilesimini
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incelemislerdir. Calismanin sonucu olarak punigratane bilesiginin AcrB pompasina
baglanabildigi ve bu sebeple potansiyel inhibitoér oOzelligine sahip oldugunu

belirtmislerdir.

Bu tez calismasinda da; 1T9X, 1T9V, 1T9U, 10YE, 1T9Y ve 2WI1B proteinleri
kullanilarak bu proteinlere 1-hexadecanol, hexacontane, diacetone alkol, 2-
methylhexacosane, octacosane, eicosane, nonadecane, nonacosane ve docosane
bilesenlerinin baglanma potansiyeli incelenmistir. Bu proteinler arasinda en iyi

baglanma enerjisinin -4,27 kcal.mol ! ile 1T9U proteinde oldugu bulunmustur.

Du vd. (2015), efflux pompas1 siiper aileleri ve bunlarin inhibitorleri ile ilgili bir
calisma yapmistir. Bu calismada RND ailesinin AcrB proteinine karsi inhibitor
caligmalarinda 3W9H PDB kodlu proteinin kullanilabilecegi, bu protein i¢cin ABI-PP
inhibitor oldugu belirtilmistir. Bu tez ¢alismasinda da, bu veriye dayanarak 3W9H
proteini ile calisma yapilmistir. Bu proteine kullanilan 8 bilesigin arasinda iyi
baglanma enerjisini -4,59 kcal.mol! ile nonadecane bilesiginin gosterdigi

bulunmustur.

Bu tez ¢aligmasinda ayrica octacosane (-4,71 kcal/mol) (PDB: 4DXS5) i¢in aktif
baglanma cebinin SER B:389, LEU B:137, THR B:329, SER B:135, ILE B:671, ALA
B: 670, PRO B:669, GLY B:296, THR B:295, TYR B:35, GLN B:34, GLN B:569,
MET B:573, VAL B:612, PRO B:31, LEU B:293, ALA B:33, VAL B:672, LEU
B:668, TYR B:327, PHE B:136, PHE B:628, VAL B:139, PHE B:178 seklinde oldugu

gozlenmistir.
Deneysel verilerin detayli yorumlar1 agagida verilmistir.
5.1  MiK Sonuclan

FF aseton, FF etil asetat, FF metanol, PH aseton, PH etil asetat, PH metanol
ekstraktlarinin standart sus E. coli ATCC 25922, MDR E. coli#3, E. coli#6, E. coli#7,
E. coli#8, E. coli#9, E. coli#l0, E. coli#l2, Proteus mirabilis, K. pneumoniae, A.

baumannii ve E. faecium suslarinin MiK sonuglarma bakildiginda;
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e FF aseton i¢cin MIK degeri; E. coli#7, E. coli#9, E. coli#12 ve K. pneumoniae suslari
i¢cin 0,345 mg/mL iken, diger suslarda MIK gozlenmemistir.

e FF etil asetat i¢in MIK degeri; E. coli suslarinmn tamam, K. pneumoniae ve E.

faecium suslart igin 1,268 mg/mL iken, A. baumannii i¢in MIK gézlenmemistir.

e FF metanol icin MiK degeri; standart sus E. coli ATCC 25922, E. coli#3 ve E.
coli#12 suslarinda 0,08 mg/mL iken, diger suslarda MIK gdzlenmemistir.

e PH aseton i¢in MIK degeri; E. coli#3, E. coli#6, E. coli#7, E. coli#9, E. coli#l2 ve
E. faecium suslari i¢in 0,128 mg/mL iken, diger suslarda MIK gozlenmemistir.

e PH etil asetat i¢cin MiK degeri; E. coli#8, E. coli#9, E. coli#10, E. coli#12 suslari
i¢in 0,258 mg/mL iken, diger suslarda MIK gézlenmemistir.

e PH metanol icin MIK degeri; tiim suslarda 0,323 mg/mL icerisinde MIK

gdzlenmistir.
5.2 EtBr Cartwheel Metoduyla EPI Aktivitesinin Gozlenmesi

EtBr cartwheel metodu uygulandiginda ekstraktlarin bazi efflux pompalari inhibe
ettigi, bu sebeple EtBr hiicre igerisinde kalarak 1simaya sebep oldugu goriilmiistiir. Bu
sonuglara gore her iki makrofungus ekstraktlarinin potansiyel bir efflux pompasi
inhibitor 6zelligi tagidigi sdylenebilir. EtBr bulunduran petriler incelendiginde en fazla
1simanin E. coli#6 susunun FF etil asetat ekstraktinda, E. coli#8, E. coli#9, E. coli#10,
E. coli#12 suslarmin FF aseton ekstraktinda, E. coli#6 susunun PH metanol ve PH
aseton ekstraktinda oldugu goriilebilir. P. mirabilis susu ise en kuvvetli 1s1may1 FF

aseton, PH etil asetat ve PH metanol ekstraktlarinda yapmustir.

5.3  F. fomentarius ve P.hartigii Ekstraktlarinin GC/MS Sonuclari

FF ve PH ekstraktlarinin GC/MS sonuglarina bakildiginda ise, > %5 olan degerler
Tablo 4.7 ve Tablo 4.12 arasinda yer almistir. Her iki ekstraktta ortak olan bilesenler
mevcuttur. Bu ortak bileseler eicosane (%18,99 FF etil asetat; %8,87 PH etil asetat),
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1-hexadecanol (%12,74 FF etil asetat; %11,72 PH etil asetat), 2-pentanone,4-hydroxy-
4-methyl- (diacetone) (%12,79 FF aseton; %15,95 PH aseton), 1-hexadecanol (%5,95
FF aseton; %12,74 FF etil asetat; %11,72 PH etil asetat) seklindedir.

5.4  MDR Sus+Antibiyotik Diskleri+Ekstrakt Calismasi

Ekstrakt kullanimina bagli olarak tekrar etkinlik kazanan antibiyotikler agagidaki gibi

olmustur.

o FF aseton ekstrakti kullanildiginda E. coli#3 ve E. coli#10’de ATM antibiyotigi; E.
coli#7 ve E. coli#8de TZP antibiyotigi; E. coli#3’de CFM antibiyotigi; A.

baumannii’de CRO antibiyotigi etkisini geri kazanmistir.

o FF etil asetat ekstrakti kullanildifinda E. coli#7 ve E. coli#8 de TZP antibiyotigi,
E. coli#8 ve E. coli#9’da AMC antibiyotigi etkisini geri kazanmistir.

e FF metanol ekstrakti kullanildiginda E. coli#3 ve E. coli#10’da ATM antibiyotigi,
E. coli#3’de CFM antibiyoti8i; E. coli#8’de TZP antibiyotigi, E. coli#8 ve E.
coli#9’da AMC antibiyotigi; A. baumannii’de CFM ve TZP antibiyotigi etkisini

geri kazanmastir.

e PH aseton ekstrakti kullanildiginda E. coli#3 ve E. coli#10’da ATM antibiyotigi;
E. coli#7 ve E. coli#8de TZP antibiyotigi; A. baumannii’de TZP ve CAZ

antibiyotigi etkisini geri kazanmistir.

e PH etil asetat ekstrakti kullanildiginda E. coli#7’de TZP antibiyotigi etkisini geri

kazanmustir.

e PH metanol ekstrakti kullanildiginda E. coli#7 ve E. coli#8’de AMC antibiyotigi;
E. coli#8’de CRO antibiyotigi; E. coli#10’da ATM antibiyotigi; A. baumannii’de

CAZ ve TZP antibiyotigi etkisini geri kazanmistir.

Sonug olarak, AMC antibiyotigi 3 susta (E. coli#7, E. coli#S, E. coli#9); ATM
antibiyotigi 2 susta (E. coli#3 ve E. coli#10); CAZ antibiyotigi sadece A. baumannii
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susunda; CRO antibiyotigi 2 susta (E. coli#8 ve A. baumannii); CFM antibiyotigi 2
susta (E. coli#3, A. baumannii), CRO antibiyotigi 2 susta (E. coli#8 ve A. baumannii);
TZP antibiyotigi 3 susta (E. coli#7, E. coli#8 ve A. baumannii) etkinligini geri

kazanmistir.

En ¢ok etkisi goriilen ekstraktlar ise FF aseton, FF metanol ve PH metanoldiir. En ¢cok
etkisi goriilen ekstraktlarin kullanimiyla AMC, ATM ve TZP antibiyotiklerinin etkileri
geri kazanilmistir. Kullanilan suslarin igerisinde en direngli olan E. coli#8 susu
toplamda 3 adet antibiyotige karsi (AMC, TZP ve CRO) ¢oklu ila¢ direncine sahiptir.
E. coli#8 susu FF aseton ekstraktinda TZP antibiyotigi, FF etil asetat ekstraktinda
AMC antibiyotigi, FF metanol ekstraktinda AMC antibiyotigi, PH aseton ekstraktinda
TZP antibiyotigi, PH metanol ekstraktinda AMC ve CRO antibiyotikleri etkilerini geri

kazanmistir.

5.5 FTIR Calismasi

Ekstraktlarin FTIR analizi ise sus + antibiyotik ve sus + antibiyotik + ekstrakt seklinde

yapilmustir. Analizdeki pik degisimlerine gore etkisi goriilenler;

e E. coli #3 + ATM antibiyotigine kars1 F. fomentarius aseton ekstrakti,

e E. coli #7 + TZP antibiyotigine kars1 F. fomentarius aseton ekstrakti,

e FE. coli #10 + ATM antibiyotigine kars1 F. fomentarius aseton ekstrakti,

e FE. coli #3 + ATM antibiyotigine kars1 + F. fomentarius metanol ekstrakti,

e FE. coli #8 + AMC antibiyotigine kars1 F. fomentarius metanol ekstrakti,

o FE. coli #8 + TZP antibiyotigine kars1 F. fomentarius metanol ekstrakti,

o FE. coli #9 + AMC antibiyotigine kars1. F.fomentarius metanol ekstrakti,

o FE. coli #8 + AMC antibiyotigine kars1 + P. hartigii metanol ekstrakt1 seklindedir.
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Analizde etkisi goriilen piklerden, sadece istatistiksel olarak anlamli degisimlerin
goriildiigii ve lipid boélgesi (3000-2800 cm™), protein bolgesi (1800-1200 cm!),
niikleik asit bolgesi (1200-900 cm!), parmak izi bolgesi (<900 cm!) sonuglarina yer

verilmigtir.

Istatistiksel olarak anlamli degisimlerin goriildiigii sonuclara gore;

E. coli#3 ATM vs E. coli#3 ATM F. fomentarius aseton ekstraktindaki istatistiksel
olarak anlamli pik sonuglarina bakildiginda; lipid bolgesinde anlamli degisen pik
bulunmamaktadir. Protein bolgesinde ise 1659, 1623, 1596, 1350 cm™ pik degerleri
anlaml olarak degisim gostermistir. 1659 cm™’de Amide I degisikligi (Talari vd.,
2017; Wang vd., 2011), 1623 cm™’de flavanoidlerin C=0O gerilmesi, (Zhang vd.,
2014), 1596 cm™’de metillenmis niikleotitlerde degisiklik (Choo vd., 1995; Talari vd.,
2017), 1350 cm™’de 8(CHz) ve 8(CH3)’ de emilimin (Belbachir vd., 2009) oldugu
yorumlanabilmektedir. Niikleik asit bolgesinde ise 913 cm! pik degeri bulunmakta
olup OH deformasyonu (Reddy vd., 2017) goriilmiistiir. Parmak izi bolgesinde anlamli

pik yer almamaktadir.

E. coli#3 ATM vs E. coli#3 ATM F. fomentarius metanol ekstraktindaki istatistiksel
olarak anlamli pik sonuglarina bakildiginda; lipid bolgesinde anlamli degisen pik
bulunmamaktadir. Protein bolgesinde ise 1774 cm’de aminoasit yan zincirlerinde
degisiklik (Nie vd., 2007) meydana geldigi, 1623 cm’de ise flavanoidlerin C=0O
gerilmesi (Zhang vd., 2014), gerceklestigi, niikleik asit bolgesinde 1033 cm™'’de
v(CC) iskelet cis konformasyonu, v(CH,OH), v(CO) C-O biikme ile birlestirilmis
germe (Hammody vd., 2008; Junhom vd., 2016; Talari vd., 2017) gerceklestigi ve 913
cm’de (Reddy vd., 2017) ise OH deformasyonu oldugu goriilmiistiir. Parmak izi

bolgesinde anlamli pik yer almamaktadir.

E. coli#7 TZP vs E. coli#7 TZP F. fomentarius aseton ekstraktindaki istatistiksel
olarak anlamli pik sonuglarma bakildiginda; lipid bolgesinde 2981 cm'’de bant
karsiligi bulunamamustir. 2959 cm!”’de C-H germe, antisimetrik CH3 germe, DNA ve
proteinlerde degisiklik, hiicresel proteinlerdeki metil gruplarinin asimetrik gerilme

(Fung vd., 1996; Noreen vd., 2011; Stone vd., 2004; Talari vd., 2017), 2940 cm™*de,
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CH ve CHz cm " de alifatik, 2905 cm™'’de piranoid halkada C-H'nin asimetrik esneme
titresimi (Jia vd., 2011), 2893 cm™! ve 2875 cm™’de CHj3 simetrik germe (Liu vd.,
2011; Talari vd., 2017) meydana geldigi goriilmiistiir. Protein bolgesinde 1757 cm
’de ester C=0 baglarinda degisim oldugu (Igisu vd., 2018), 1739 cm’de C=0
baglarinda germe (Talari vd., 2017), 1713 cm™"’de Timin C=0 baginda degisim (Choo
vd., 1995; Talari vd., 2017), 1619 cm’de C=N baginda germe (Kacurdkova vd.,
2002), 1588 cm™’de C=C kinoid halkalarin gerilmesi (Sukuta ve Bruch, 1999; Talari
vd., 2017), 1537 cm’de Amid II emilimi (Guerra vd., 1996), 1433 cm’de CH; nin
C-H biikiilmesi (Pozo vd., 2018), 1415 cm™'”’de COO simetrik germe (Zhou vd., 2010),
1403 cm™’de simetrik CH3 biikiilmeler oldugu goriilmiistiir (Hammody vd., 2008;
Junhom vd., 2016; Talari vd., 2017). 1376 cm’de band karsilig1i bulunamamuistir.
1260 cm™’de PO germe titresimi, asimetrik germe O-P-O (Rai vd., 2014) ve 1243 comr
>’de C-O germesi oldugu goériilmiistiir (Ramasamy, 2016). Niikleik asit bolgesinde ise
1178 ecm’de S=O asimetrik germe titresimi (Guan vd., 2023), 1152 cm’de
CHs,CH”s deformasyonlar1 goriilmiistiir. (Talari vd., 2017; Xiaozhou Li vd., 2004),
1135 cm™de ise band karsiligi bulunamamustir. 1113 cm’de P-O-C simetrik germe
(Choo vd., 1995; Talari vd., 2017), 1088 cm™’de POy simetrik germe ve DNA’da
degisim, 1042 cm’de C-O-H titresimleri (Beljebbar vd., 2009; Talari vd., 2017)
goriilmiis olup ve 976 cm™’de band karsiligi bulunamamugtir. Parmak izi bolgesinde
868 cm! degerinde de DNA helix formunda degisim gortilmiistiir (Xiang Li vd., 2012;
Talari vd., 2017).

E. coli#8 AMC vs E. coli#8 AMC F. fomentarius metanol ekstraktindaki istatistiksel
olarak anlamli pik sonuglara bakildiginda; lipid bolgesinde 2981 cm™! band anlami
bulunamamustir. 2959 cm'’de C-H germe, CH3 antisimetrik germe, hiicresel
proteinlerdeki metil gruplarinin asimetrik gerilme modunda degisim (Fung vd., 1996;
Noreen vd., 2011; Stone vd., 2004; Talari vd., 2017), 2940 cm™"’de CH ve CH; alifatik
germe (Mecozzi ve Sturchio, 2017), 2905 cm™’de piranoid halkada C-H'nin asimetrik
olarak esneyen titresim (Jia vd., 2011), 2893 cm™! ve 2875 cm!"de ise CH3 simetrik
germe s0z konusudur (Liu vd., 2011; Talari vd., 2017). Protein bolgesinde ise 1757
cm’de, ester C=0 degisimi (Igisu vd., 2018), 1739 cm'’de polisakkaritler C=0O
germe titresimi (Talari vd., 2017), 1713 cm™’de C=0 timin degisimi (Choo vd., 1995;
Talari vd., 2017), 1619 cm’de C=N titresimi (Kacurakova vd., 2002) ve 1588 cm"
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’de C=C kinoid halkalarin gerilmesi s6z konusudur (Sukuta ve Bruch, 1999; Talari
vd., 2017). Niikleik asit bolgesinde 1433 cm™’de CH2’nin C-H biikiilmesi (Pozo vd.,
2018), 1415 cm’de COO simetrik germe (Zhou vd., 2010), 1403 cm™’de simetrik
CH3 biikiilme (Hammody vd., 2008; Junhom vd., 2016; Talari vd., 2017), 1376 cm™"
de band anlami bulunamamustir. 1260 cm™” de PO germe titresimi, asimetrik germe
O-P-O (Rai vd., 2014) ve 1243 cm™"” de C-O germe titresimleri mevcuttur. Parmak izi
bolgesinde ise 868 cm! degeri helix DNA Z formunu temsil etmektedir (Xiang Li vd.,
2012; Talari vd., 2017).

E. coli#8 AMC vs E. coli#8 AMC P. hartigii metanol ekstraktindaki istatistiksel olarak
anlamli pik sonuclarina bakildiginda; lipid bolgesinde 2940 cm'’de CH ve CH:
alifatik germe (Mecozzi ve Sturchio, 2017) ve 2893 cm™’de CH3 simetrik germe soz
konusudur (Liu vd., 2011; Talari vd., 2017). Protein bolgesinde 1788 cm! band: i¢in
anlam bulunamamistir. 1739 cm’de polisakkaritler C=O germe titresimi (Talari vd.,
2017), 1713 cm™’de C=0 timin degisimi (Choo vd., 1995; Talari vd., 2017), 1619 cm
’de C=N titresimi (Kacurdkova vd., 2002), 1560 cm™'’de -COO- grubunun asimetrik
gerilmesi (Foucaud vd., 2021), 1537 cm™’de Amid II emilimi (Guerra vd., 1996) ve
1458 cm! bandindaki degisim anlami bulunamamustir. Niikleik asit bolgesinde ise
1135 cm™! bandindaki degisim anlami bulunamamigtir. 1115 cm™’de fosfat grubunun
simetrik gerilme titresimi (Choo vd., 1995), 1086 cm!’de simetrik fosfat germe,
fosfodiesterin simetrik gerilmesi, seker kisminin C-O-H titresimleri (Agarwal vd.,
2006; Beljebbar vd., 2009; Caine vd., 2012; Junhom vd., 2016; Talari vd., 2017), 1040
cm’de simetrik PO>” RNA ve DNA’da gerilme degisimleri olmustur (Fabian vd.,
1995; Talari vd., 2017). 976 cm™! ve 942 cm! bandlarindaki deger bulunamamustir.

Parmak izi bolgesinde anlamli degisen pik goriilmemistir.

E. coli#8 TZP vs E. coli#8 TZP F. fomentarius metanol ekstraktindaki istatistiksel
olarak anlamli pik sonuglarina bakildiginda; lipid bolgesinde 2993 cm™’de C-H
halkasinda degisim (Choo vd., 1995; Talari vd., 2017), 2969 cm!’de CH3 asimetrik
gerilme (Sivakumar vd., 2014) ve 2916 cm™’de kolesterol, fosfolipidler ve kreatin,
fosfolipitlerin, kolesterol ve kreatinin CH> ve CHs'lin germe titresimleri
(Khanmohammadi ve Garmarudi, 2011; Talari vd., 2017) meydana gelmistir. Protein

bolgesinde 1790 cm! ve 1766 cm! band araliklarinda deger bulunamamustir. 1723 cm
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’de C=0 germe (Zhang vd., 2013), 1702 cm’de C=0 timin (Choo vd., 1995; Talari
vd., 2017), 1692 cm! ve 1659 cm™! band araliklarinda deger bulunamamistir. 1623 cm
’de flavonoidlerin C=0 gerilmesi (Zhang vd., 2014), 1594 cm! band araliklarinda
deger bulunamamustir. 1350 cm™’de 8(CHz) ve 8(CH3) emilim soz konusudur. 1323
cm’! band araliklarinda deger bulunamamustir. 1276 ¢cm’de N-H timin degisimi
(Choo vd., 1995; Talari vd., 2017) ve 1260 cm™’de PO germe titresimi, asimetrik
germe O-P-O (Rai vd., 2014). Niikleik asit bolgesinde 1199 cm™’de O-C-H, C-C-H
ve C-O-H biikiilmesi (Damto vd., 2023). 1184 cm’de band araliklarinda deger
bulunamamustir. 1019 cm™’de, C-O ve C-C titresimi (Kacurakova vd., 2002), 997 cm-
’de, DNA'nin deoksiriboz-fosfat omurgasinda oksidatif hasar ve niikleik asitlerin
osidik yapilarinda degisiklikler (Gault vd., 2005) meydana gelmistir. 972 cm™’de band
araliklarinda deger bulunamamustir. 960 cm™’de viPO4* simetrik gerilme titresimi
(Talari vd., 2017; Xiaozhou Li vd., 2004) ve 913 cm’de OH deformasyonu (Reddy
T vd., 2017) meydana gelmistir. Parmak izi bolgesinde 626 cm™ degeri mevcuttur

fakat band araliklarinda deger bulunamamugtir.

E. coli#9 AMC vs E. coli#9 AMC F. fomentarius metanol ekstraktindaki istatistiksel
olarak anlamli pik sonuglarma bakildiginda; lipid bolgesinde 2975 cm™’de band
araliklarinda deger bulunamamustir. 2954 cm™'’de CH3'lin antisimetrik ve simetrik
gerilmesi (Lee vd., 2009; Talari vd., 2017), 2938 cm™!, 2914 cm™! ve 2901 cm! band
araliklarinda deger bulunamamustir. 2887 cm™’de, C-H'nin gerilme titresimleri
mevcuttur. Protein bdlgesinde 1778 cm!”de band araliklarinda deger bulunamanustir.
1743 cm™’de CH3 ve CH» germe (Ricci vd., 2015), 1713 cm™’de C=0 timin (Choo
vd., 1995; Talari vd., 2017), 1696 cm™'’de band araliklarinda deger bulunamamustir,
1621 cm™’de C=0 simetri gerilmesi mevcuttur. 1541 cm™’de ve 1427 cm™’de band
araliklarinda deger bulunamamustir. 1268 cm™! C-O germe meydana gelmistir. Niikleik
asit bolgesinde 1135 cm™’de band araliklarinda deger bulunamamustir. 1115 cm™’de
fosfat grubunun simetrik gerilme titresimi (Choo vd., 1995), 1091 cm™’de Simetrik
PO, gerilmesi (Vrbanovi¢ Mijatovi¢ vd., 2017), 1074 cm™’de kalsiyum karbonat,
(Parida vd., 2015), 1029 cm™"’de metoksi gruplarimin O-CH3 gerilmesi (Talari vd.,
2017; Xiaozhou Li vd., 2004), 915 cm™"’de Riboz halkas: titresimleri: RNA/DNA
(Mostago-Guidolin vd., 2010; Talari vd., 2017) ve 901 cm!’de fosfodiester germe
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(Silva vd., 2020) meydana gelmistir. Parmak izi bolgesinde ise anlamli bir pik degisimi

bulunmamaktadir.

E. coli#10 ATM vs E. coli#10 ATM F. fomentarius aseton ekstraktindaki istatistiksel
olarak anlamli pik sonuglarma bakildiginda; lipid boélgesinde 2969 cm™'’de CH3
asimetrik gerilme (Sivakumar vd., 2014) ve 2865 cm™’de Alifatik C-H germe (Sukuta
ve Bruch, 1999; Talari vd., 2017). Protein bolgesinde 1786 cm™! band araliginda deger
bulunamamustir. 1763 cm’de C=0 germe (Ricci vd., 2015), 1743 cm’de CH3 ve
CH, germe (Ricci vd., 2015), 1727 cm’de C=0 germe (Renuga Devi ve Gayathri,
2010), 1700 cm™’de yag asidi esterleri, C=O guanin (Choo vd., 1995; Dovbeshko,
2000; Talari vd., 2017). 1676 cm’de ve 1662 cm™ band araliklarinda deger
bulunamamustir. 1649 cm™’de amide I'in sirasiz rastgele bobinleri ve doniisleri (Talari
vd., 2017; Verdonck vd., 2016), 1621 cm™’de C=0 simetrik germe (Renuga Devi ve
Gayathri, 2010), 1592 cm’de C=N, NH> adenin (Choo vd., 1995; Talari vd., 2017)
degisiklikleri meveuttur. 1547 cm™! band araliklarinda deger bulunamamustir. 1537 cm
Pde Amide II emilimi (Guerra vd., 1996), 1521 cm’de yarim Daire Aromatik
Esnetme (Ricci vd., 2015), 1472 cm™’de CH» ve CH3 gruplarmin C-H biikiilmesi
(Mezzetti vd., 2015), 1421 cm™’de band araliklarinda deger bulunamamustir. 1352 cm-
de, aromatik bir bilesigin -C-N-C- asimetrik titresimi (Choong vd., 2011) mevcuttur.
1321 cm™’de band araliginda deger bulunamamugtir. 1268’de cm™ C-O germe (Cheng
vd., 2016) mevcuttur. Niikleik asit bolgesinde 1195 cm™'’de C-O gerilme titresimleri
(Zhou vd., 2010), 1170 cm’de CO-O-C antisimetrik germe (Andrus ve Strickland,
1998; Caine vd., 2012; Lucassen, 1998; Talari vd., 2017), 1142 cm™’de fosfat ve
oligosakkaritler de degisim, 1119 cm!”de simetrik germe P-O-C / C-O germe (Choo
vd., 1995; Talari vd., 2017), 1093 cm™’de C-H biikiilmesi (Giiney vd., 2023), 1076
cm’de DNA'nm iskelet cis konformasyonu (CC), Simetrik fosfat [PO2, (sym)]
gerilmesi (Khanmohammadi ve Garmarudi, 2011; Talari vd., 2017), 1025 cm™'’de C-
O gerilme titresimi (Khanmohammadi ve Garmarudi, 2011; Menzies vd., 2014; Talari
vd., 2017; Zelig vd., 2011) mevcuttur. 991 cm'’de band araliginda deger
bulunamamustir. 915 cm™!, parmak izi bolgesinde ise 524 cm™!' degerinde Al-O-Si

biikiilmesi goriilmiistiir (Hayati-Ashtiani, 2012).
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5.6  Molekiiler Docking Analiz Yorumlari

Autodock 1.5.6 ve Biovia Discovery Studio analiz programiyla yapilan 8 adet
proteinin (10YE, 1T9U, 1T9V, 1T9X, 1T9Y, 2W1B, 3W9H, 4DX5) ve 9 adet bilesen
(1-hexadecanol, 2-methylhexacosane, diacetone, docosane, eicosane, hexacontane,
nonacosane, nonadecane, octacosane) ile ilgili protein-ligand (bilesen) uyum
modellemelerine ait baglanma cepleri (amino asit dizilimleri) ve baglanma enerjileri
yorumlanmistir. 10YE, 1T9U, 1T9V, 1T9X, 1T9Y, 2WIB proteinleri i¢in 200
modelleme, 3W9H ve 4DXS5 proteinleri i¢in 300 (150+150) modelleme yapilmustir.

10YE Proteini / 1-hexadecanol aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: ALA A:33,
TYR A:35, GLN A:34, PRO A:36, THR A:37, ILE A:38, PRO A:41, ALA A:42, SER
A:132, SER A:133, SER A:134, LEU A:293, THR A:295, GLY A:296, ALA A: 297,
ALA A: 299, ASN A:391, SER A:389 scklindedir.

10YE Proteini / 2-methylhexacosane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri:
GLN A:34, TYR: 35, PRO A:36, ALA A:39, THR A:37, ILE A:38, SER A:133, SER
A:135, SER A:134, LEU A:293, ALA A:299, TYR A:327, THR A:329, GLN A: 569,
MET A:573, LEU A:668, PRO A:669, ALA A:670, VAL A:672, GLU A:673
seklidedir.

1OYE Proteini / diacetone ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: ASP A:7,
ARG A:8, ALA A:491, ALA A:12, PRO A:9, PRO A:490, LEU A:486, ILE A:487
seklindedir.

1OYE Proteini / docosane ligandi TRP A:515, LEU A:357, TYR A:527, LEU A:972,
PHE A:1020, ILE A:1019, LEU A:976, VAL A:1016, LYS A:522, ARG A:518, MET
A:519, PHE A:358, PHE A:516 seklindedir.

10YE Proteini / eicosane ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: TRP A:515,
ARG A:973, LEU A: 357, SER A:523, PHE A:516, PHE A:520, PHE A:358, MET
A:519, LEU A:972, TYR A:527, LEU A:976, PHE A:1020, ILE A:1019, VAL A:
1016, LYS A:522 seklindedir.
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10YE Proteini / nonacosane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: VAL
A:1016, PHE A:1020, ILE A:1019, ARG A:518, SER A:523, VAL A:354, TYR
A:527, LYS A:522, LEU A:972, LEU A:976, MET A:519, TRP A:515, PHE A:358,
LEU A:357, LEU A:980, LEU A:984, LEU A:353 seklindedir.

10YE Proteini / nonadecane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: PHE
A:617, GLU A:673, SER A:135, SER A:134, TYR A:327, ALA A:670, ASP A:328,
GLN A:569, THR A:329, PHE A:332, PHE A:666, PRO A:669, MET A:573, MET
A:575, LEU A:668, VAL A:571 seklindedir.

1OYE Proteini / octacosane ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: SER
A:132, THR A:93, TYR A:77, PRO A:41, SER A:134, LEU A:293, THR A:329, THR
A:295, SER A:133, THR A:37, GLY A:296, SER A:135, ILE A:38, GLU A:673, ILE
A:671, VAL A:672, LEU A:674, ALA A:39, LEU A:137, ALA A:299 seklindedir.

1OYE Proteini / hexacontane ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: PHE
A:666, ASN A:667, PRO A:669, ASP A:566, ILE A:671, PRO A:565, THR A:922,
SER A:562, ALA A:832, THR A:678, PRO A:833, LYS A:835, SER A:836, GLY
A:834, PRO A:560, SER A:561, ASN A:923, LEU A:559, VAL A:557, SER A:869,
PHE A:556, GLN A:928, ALA A:873, PRO A:874, TYR A:877 seklindedir.

1T9U Proteini / 1-hexadecanol ligamdi1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: ALA
A:39,ILE A:38, SER A:133, VAL A:672, THR A:295, THR A:37, ALA A:297, ASN
A:298, GLY A:296, SER A:389, PRO A:36, ASN A:391, TYR A:35, LEU A:293,
ALA A:33, PRO A:31 seklindedir.

1T9U Proteini / diacetone: ALA A:706, HIS A:709, GLU A:705, MET A:844, LEU
A:847, PRO A:710, MET A:712, LYS A:835, LEU A:713, THR A:714, LEU A:843,
GLN A:846 seklindedir.

1T9U Proteini / 2-methylhexacosane ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri:
PRO A:669, LEU A:668, ALA A:39, ALA A:42, PRO A:40, ALA A:670, GLU A:673,
VAL A:672, GLN A:569, SER A:135, TYR A:35, PRO A:36, ILE A:38, LEU A:293,

254



THR A:37, SER A:133, GLY A:296, SER A:132, THR A:295, PRO A:41, THR A:93,
TYR A:77 seklindedir.

1T9U Proteini / docosane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: TRP A:515,
LEU A:357, SER A:523, PHE A:358, MET A:519, LYS A:522, LEU A:976, LEU
A:972, PHE A:516, TYR A:527,ILE A:1019, VAL A:1016, PHE A:1020 seklindedir.

1T9U Proteini / eicosane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: PHE A:388,
PRO A:36, ALA A:33, ALA A:299, ALA A:39, GLY A:387, GLN A:469, ASN
A:391, SER A:389, ASN A:298, ALA A:297, TYR A:35, THR A:37, ILE A:38, LEU
A:293, SER A:132, SER A:133, PRO A:41, THR A:295 seklindedir.

1T9U Proteini / nonacosane ligandi1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: PHE
A:666, PRO A:669, ALA A:670, LEU A:293, LEU A:137, ALA A:39, GLU A:673,
ALA A:39, ASN A:667, LEU A:668, SER A:134, SER A:135, GLN A:569, VAL
A:672, GLN A:34, TYR A:35, PHE A:136, THR A:329, ILE A:38, PRO A:41, ALA
A:42, THR A:37, SER A:133, SER A:132, THR A:295 seklindedir.

1T9U Proteini / nonadecane ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: GLN
A:34, TYR A:35, ILE A:38, THR A:37, PRO A:36, ASN A:298, SER A:389, ASN
A:391, THR A: 295, PRO A:40, SER A:133, SER A:132, SER A:134, LEU A:293,
ALA A:299, ALA A:33, PRO A:31, PRO A:41, ALA A:39, ALA A:42 seklindedir.

1T9U Proteini / octacosane ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: LEU
A:137, ALA A:670, ILE A:671, TYR A:35, PRO A:36, GLN A:34, ALA A:299, ILE
A:38, THR A:37, SER A:133, GLY A:296, THR A:295, VAL A:672, PRO A:41, SER
A:134, THR A:93, TYR A:77, PRO A:40, GLY A:861, SER A:863, LEU A:293, ALA
A:42, ALA A:39, LEU A:674

1TOU Proteini / hexacontane ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: THR
A:1013, VAL A:1012, LEU A:544, LEU A:1017, LEU A:914, VAL A:1016, PHE
A:1021, PHE A:1020, ILE A:1019, TYR A:527, LEU A:972, LEU A:976,LYS A:522,
MET A:519, PHE A:358, LEU A:357, LEU A:353, VAL A:354, LEU A:984, LEU
A:350 seklindedir.
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1T9V Proteini / 1-hexadecanol ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: PRO
A:36, ALA A:33, ALA A:299, LEU A:293, ALA A:39, SER A:389, PRO A:31, ASN
A:298, ALA A:297, TYR A:35, THR A:37, GLY A:296, ILE A:38, PRO A:41, VAL
A:672, THR A: 295, SER A:133, ALA A:42, SER A:134, SER A:132 seklindedir.

1T9V Proteini / 2-methylhexacosane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri:
LEU A:293, LEU A:137, ALA A:299, ALA A:39, PHE A:666, MET A:573, PHE
A:617, THR A:329, GLN A:34, TYR A:35, GLU A:673, GLY A:296, SER A:133,
SER A:132, PRO A:41, THR A:295, SER A:134, ILE A:671, ILE A:38, THR A:37,
ALA A:670, VAL A:672, SER A:135, LEU A:668, PRO A:669 seklindedir.

1T9V Proteini / diacetone ligamd1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: ALA A:12,
PHE A:11, ARG A:8, LEU A:486, ILE A:487, PRO A:490, ALA A:491, ASP A:7,
LEU A:488 seklindedir.

1T9V Proteini / eicosane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: LEU A:293,
ALA A:39, ALA A:299, ALA A:33, PRO A:36, PHE A:388, ILE A:38, VAL A:672,
SER A:133, SER A:132, GLY A:296, THR A:295, ALA A:42, PRO A:40, PRO A:31,
ASN A:298, ALA A:297, TYR A:35, THR A:37, SER A:389, ASN A:391, GLN
A:469, GLY A:397 seklindedir.

1T9V Proteini / docosane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: TYR A:49,
LEU A:750, TRP A:754, PHE A:727, PRO A:783, ALA A:52, GLY A:51, PRO A:50,
GLU A:121, GLY A:756, SER A:757, GLY A:755, GLY A:751, ILE A:729, ILE A:
786, LEU A:782, MET A:781, TRP A:809 seklindedir.

IT9V Proteini / nonacosane ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: TYR
A:35, LEU A:668, LEU A:293, PRO A:669, LEU A:828, ALA A:670, SER A:135,
TYR A:327, GLU A:673, ARG A:717, ASN A:667, PHE A:666, ALA A:299, GLN
A:569, PRO A:36, THR A:37, THE A:676, LEU A:674, GLY A:675, SER A:863,
ASP A:681, PHE A:680 seklindedir.

1T9V Proteini / nonadecane ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: ALA

A:39, ALA A:299, LEU A:293, ALA A:33, PRO A:40, PRO A:41, ALA A:42, THE
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A:295, THR A:37, ALA A:297, GLY A:387, SER A:134, SER A:132, SER A:133,
GLY A:296, ILE A:38, TYR A:35, PRO A:36, ASN A:298, PRO A:31, SER A:389,
PHE A:388 seklindedir.

IT9V Proteini / octacosane ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: LEU
A:782, ILE A:786, ASP A:53, GLN A:726, GLY A:51, THR A:56, LYS A:728, ALA
A:52, LEU A:750, ILE A:729, TRP A:754, PHE A:727, PRO A:783, TRP A:809
seklindedir.

1T9V Proteini / hexacontane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: SER
A:807, ARG A:808, TRP A:809, PRO A:783, GLU A:810, PHE A:727, LEU A:782,
MET A:781, ILE A:786, LEU A:750, ILE A:729, TRP A:754, GLY A:755, GLY
A:51, ALA A:52, GLY A:751 seklindedir.

1T9X Proteini / 1-hexadecanol ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: PRO
A:31, ALA A:33, ALA A:299, LEU A:293, VAL A:672, SER A:389, ASN A:298,
TYR A:35, PRO A:36, THR A:37, ALA A:297, GLY A:296, THR A:295, ILE A:38,
ALA A:39, LEU A:137, SER A:133, SER A:135 seklindedir.

1T9X proteini / docosane ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: ALA A:39,
ALA A:42, LEU A:293, ALA A:299, PRO A:36, PRO A:31, PRO A:40, PRO A:41,
THR A:37, THR A:295, SER A:132, SER A:133, VAL A:672, GLY A: 296, ILE A:38,
ALA A:297, TYR A:35, ASN A:298, ASN A:391, PHE A:388, SER A:389, GLN
A:469, ARG A:468 ALA A:465 seklindedir.

1T9X Proteini / 2-methylhexacosane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri:
ALA A:39, LEU A:674, TYR A:35, ILE A:38, THR A:37, THR A:295, SER A:133,
LEU A:293, PRO A:36, VAL A:672, PRO A:41, ALA A:42, SER A:132, PRO A:40,
SER A:134, THR A:91, THR A:93, GLY A:861, TYR A:77, GLU A:673, ASP A:681,
SER A:863 scklindedir.

1T9X Proteini / eicosane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: TYR A:35,

ALA A:42, ALA A:39, PRO A:40, LEU A:674, ILE A:671, ILE A:38, LEU A:293,
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PRO A:36, GLY A:296, THR A:37, THR A:295, SER A:133, SER A:132, VAL
A:672, PRO A:41, THR A:93, TYR A:77 seklindedir.

1T9X Proteini / nonacosane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: ALA
A:42, LEU A:674, ALA A:39, VAL A:672, LEU A:293, GLY A:861, THR A:93,
THR A:91, GLU A:673, THR A:91, SER A:132, TYR A:77, PRO A:40, SER A:134,
PRO A:41, THR A:295, THR A:37, GLY A:296, ILE A:38, ILE A:671, PRO A: 36,
TYR A:35, SER A:133 seklindedir.

1T9X Proteini / nonadecane ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: ALA
A:42, ALA A:39, LEU A:293, ALA A:299, PRO A:36, PRO A:40, PHE A:388, SER
A:389, ASN A:391, THR A:93, SER A:132, PRO A:41, THR A:295, SER A:133,ILE
A:38, GLY A:296, ALA A:297, THR A:37, TYR A:35, GLN A:34, ASN A:298
seklindedir.

IT9X Proteini / octacosane ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: LEU
A:828, LEU A:674, ALA A:42, ALA A:39, VAL A:672, ILE A:38, PHE A:680, THR
A:676, GLN A:830, ASP A:681, SER A:863, GLU A:673, GLY A:861, PRO A:40,
THR A:93, PRO A:41, SER A:132, THR A:295, SER A:133, THR A:37 seklindedir.

1T9X Proteini / diacetone ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: GLN A:151,
GLU A:152, ILE A:278, TYR A:275, GLU A:269, TRP A:187, ALA A:777, ARG
A:780, MET A:774, PHE A:727, MET A:781, TRP A:754, ILE A:729, LEU A:750,
ALA A:52, GLY A:755, GLY A:751, GLY A:51, SER A:84, ASP A:53 seklindedir.

1T9X Proteini / diacetone ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: LEU A:713,
MET A:712, PRO A:710, ASP A:711, THR A:714, ALA A:706, MET A:844, HIS
A:709, LEU A.847, LEU A:843, GLN A:846, LYS A:835, ALA A:840 seklindedir.

1T9Y Proteini / 1-hexadecanol ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: ALA
A:39, ALA A:42, LEU A:293, ALA A:299, SER A:134, MET A:862, SER A:132,
THR A:295, VAL A:672, GLY A:296, ILE A:38, THR A:37, PRO A:36, SER A:133,
PRO A:40, PRO A:41, TYR A:35, GLN A:34 seklindedir.
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1T9Y Proteini / docosane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: PHE A:617,
PRO A:669, VAL A:672, ALA A:299, LEU A:293, ALA A:33, GLU A:673, SER
A:134, SER A:135, MET A:573, PHE A:666, ALA A:670, ILE A:671, TYR A:35,
PRO A:36, ILE A:38, ASN A:298, THR A:37, GLN A:34, ALA A:297, SER A:389,
ASN A:391, PRO A:31 seklindedir.

IT9Y Proteini / 2-methylhexacosane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri:
PHE A:666, PRO A:669, LEU A:668, LEU A:293, LEU A:137, ARG A:815, ASN
A:719, ALA A:618, PHE A:617, MET A:575, SER A:134, SER A:135, GLN A:569,
PHE A:136, TYR A:329, TYR A:327, ALA A:299 seklindedir.

IT9Y Proteini / eicosane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: PRO A:41,
ALA A:39, LEU A:293, ALA A:33, ALA A:299, PRO A:36, ALA A:465, THR
A:295, GLY A:296, ASN A:298, ASN A:391, SER A:389, PHE A:388, GLN A:469,
SER A:133, ILE A:38, ALA A:297, THR A:37, TYR A:35, GLN A:34, GLY A:387,
ARG A:468 seklindedir.

IT9Y Proteini / nonacosane ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: PRO
A:669, LEU A:668, ALA A:299, TYR A:35, LEU A:293, ALA A:39, ILE A:38, PRO
A:41, ALA A:42, TYR A:327, GLN A:34, PRO A:40, VAL A:672, SER A:135, GLN
A:569, GLU A:673, ALA A:670, SER A:134, PRO A:36, THR A:37, MET A:862,
SER A:133, THR A:295, SER A:132, THR A:91 scklindedir.

IT9Y Proteini / nonadecane ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: ALA
A:42, ALA A:299, ALA A:39, PRO A:40, MET A:862, SER A:133, PRO A:41, SER
A:132, SER A:134, THR A:295, ILE A:38, LEU A:293, GLY A:296, TYR A:35, PRO
A:36, THR A:37, THR A:91, ALA A:297, ASN A:298, THR A:44 seklindedir.

IT9Y Proteini / octacosane ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: PHE
A:617, LEU A:668, MET A:573, PRO A:669, VAL A: 672, TYR A:35, LEU A:293,
ALA A:299, TYR A:327, GLU A:673, PHE A:666, SER A:134, SER A:135, GLN
A:569, ALA A:670, ILE A:671, SER A:133, ALA A:39, THR A:295, THR A:37, ILE
A:38, GLY A:296, PRO A:36, GLN A:34 seklindedir.
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1T9Y Proteini / diacetone ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: PRO A:490,
ILE A:487, PHE A:11, ARG A:8, ALA A:12, ALA A:491, ASP A:7, LEU A:488,
LEU A:486 seklindedir.

IT9Y Proteini / hexacontane ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: THR
A:150, GLU A:152, GLY A:271, GLU A:269, TYR A:182, GLN A:151, TYR A:275,
LEU A:270, ARG A:780, MET A:774, ASP A:276, TRP A:754, GLY A:755, GLT
A:51, THB A:85, MET A:781, TRP A:809, PHE A:727, PRO A:783, LEU A:782,
SER A:84, ASP A:53 seklindedir.

2W1B proteini / 1-hexadecanol ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: ILE
A:38, ALA A:39, ALA A:33, THR A:37, PRO A:36, ASN A:391, ILE: 671, SER
A:389, PHE A:388, GLY A:387, GLN A:469, VAL A:672, GLU A:673, GLY A:296,
GLN A:34, TYR A:35, ASN A:298, ALA A:297, LEU A:293, ALA A:299

2W1B Proteini / 2-methylhexacosane ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri:
PRO A:783, PHE A:727, TRP A:809, LEU A:750, TRP A:754, ALA A:52, ALA
A:752, LEU A:782, MET A:781, ILE A:729, GLY A:751, GLY A:755, PRO A:50,
GLY A: 756, SER A:757, THR A:748, ILE A:204

2WI1B / diacetone ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: LEU A:300, ALA
A:299, ASN A:298, ALA A:33, THR A:37, GLN A:34, TYR A:35, ILE A:38, PRO
A:36, ALA:297 seklindedir.

2W1B / docosane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: ALA A:33, ALA
A:39, PRO A:36, ALA A:465, VAL A:672, GLN A:34, ILE A:671, GLU A:673, ILE
A:38, LEU A:293, THR A:295, GLY A:296, TYR A:35, ASN A:298, ALA A:299,
ALA A:297, THR A:37, GLY A:387, GLN A:469, SER A:389, PHE A:388
seklindedir.

2W1B / eicosane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: ASP A:53, GLY
A:755, GLY A:51, GLY A:751, ILE A:729, LEU A:782, ILE A:786, GLU A:121,
ALA A:52, TYR A:49, PRO A:50, LEU A:750, TRP A:754, PHE A:727, PRO A:783
seklindedir.
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2W 1B /nonacosane ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: GLY A:755, GLY
A:51,PRO A:50,GLY A:751,ILE A:786, ASN A:747, LEU A:782, GLN A:726, PRO
A:725,LEU A:750, ALA A:52, TYR A:49, TRP A:754, ILE A:729, PHE A:727, PRO
A:783, TRP A:809 seklindedir.

2W1B /nonadecane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: LEU A:868, ARG
A:867, GLN A:928, ASP A:924, SER A:836, GLY A:838, GLU A:866, SER A:863,
TYR A:864, GLN A:865, MET A:862, THR A:676, ASN A:923, SER A:561, SER
A:869, SER A:562, THR A:837, SER A:462 seklindedir.

2W1B / octacosane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: MET A:781, LEU
A:782, TRP A:809, ILE A:786, ASP A:53, THR A:56, GLU A:121, GLY A:751, GLY
A:756, TYR A:758, SER A:757, THR A:748, ILE A:729, PHE A:727, TRP A:754,
PRO A:783, LEU A:750, ALA A:52, TYR A:49, ALA A:752, PRO A:50 seklindedir.

2W 1B Proteini / hexacontane ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: ASN
A:719, LEU A:828, ALA A:618, MET A:575, GLY A:720, GLN A:577, PRO A:718,
PHE A:664, ARG A:717, SER A:715, THR A:714, PRO A:833, GLN A:830, ALA
A:831, GLY A:679, THR A:678, SER A:836, ARG A:867, SER A:561, SER A:869,
THR A:837, LEU A:868, ASN A:871, GLY A:70, MET A:841, GLY A:838, GLU
A:866, GLN A:865 seklindedir.

3WOH / eicosane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: PRO A:36, TYR
B:35, PHE B:136, VAL B:139, GLN B:34, SER B:135, ALA B:3, LEU B:137, SER
B:134, LEU B:668, PRO B:326, VAL B:571, PHE B:628, TYR:327, VAL B:672
seklindedir.

3WO9H / diacetone ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: PHE B:332, ASP
B:328, TRP B:634, PRO B:331, GLY B:570, GLN B:569, THR B:329, TYR B:327,
PRO B:326, VAL B:571 seklindedir.

3W9H / docosane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: PRO C:40, ALA
C:42, THR C:295, GLU C:673, SER C:133, GLY C:296, LEU C:293, THR C:37, TYR
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C:35, ALA C:297, ASN C:298, PRO C:36, SER C:389, GLY C:387, GLN C:469,
ALA C:39, PRO C:41, ALA C:299, ALA C:33, PHE C:388, PRO C:31 seklindedir.

3WO9H / 1-hexadecanol ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: GLN A:360,
PHE A:516, ASN A:517, LEU A:357, PHE A:358, GLY A:506, PHE A:520, HIS
A:505, GLU A:417, ALA A:421, GLU A:422, ILE A:500, ARG A:418, THR A:524,
ARG A:973, ARG A:969, MET A:970 seklindedir.

3WO9H / 2-methylhexacosane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: ALA
C:670, ILE C:671, GLN C:34, GLU C:673, ALA C: 297, ASN C:298, THR C:37, SER
C:389, GLY C:387, GLN C:469, ILE C:38, ALA C:39, ARG C:468, GLY C:97, SER
C:96, VAL C:672, TYR C:35, ALA C:299, LEU C:293, PRO C:36, PHE C:388
seklindedir.

3W9H / nonacosane ligandi1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: LEU B:177, ARG
B:620, GLY B:179, ASN B:274, SER B:180, SER B:134, VAL B:672, VAL B:571,
ILE B:277, VAL B:612, PHE B:178, PHE B:615, PHE B:136, PHE B:628, VAL
B:139, PHE B:610, PRO B:326 scklindedir.

3W9H / nonadecane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: ALA B:670, GLN
B:34,ILE B:671, SER B:135, LEU B:668, VAL B:139, PHE B:178, PHE B:628, PRO
B:326, PHE B:610,VAL B:571, TYR B:327, VAL B:672, TYR B:35, PHE B:136
seklindedir.

3WO9H /octacosane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: ILE A:671, VAL
A:672, ILE A:38, TYR A:35, GLN A:34, GLU A:673, THR A:37, GLY A:97, GLY
A:296, PRO A:36, SER A:96, SER A:135, ALA A:39, PRO A:41, LEU A:293, LEU
A:137, ALA A:299, VAL A:333 seklindedir.

3WO9H /hexacontane ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: PHE B:885, SER
B:896, TRP B:895, ARG B:1032, VAL B:1029, PHE B:899, VAL B:1028, PHE
B:1025, LEU B:903, LEU B:542, LEU B:903, LEU B:546, TYR B:545, VAL B:549,
MET B:552, ALA B:553, VAL B:905, VAL B:909, ILE B:935, LEU B:931, VAL
B:452, LEU B:931, LEU B:932 seklindedir.
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4DXS5 / 1-hexadecanol ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: ALA A:297,
GLY A:296, LEU A:293, SER A:133, PRO A:40, THR A:295, ALA A:42, SER
A:132, PRO A:41, GLU A:673, ILE A:671, GLN A:34, TYR A:35, PRO A:36, ALA
A:39, ILE A:38, ALA A:33 seklindedir.

4DXS5 / 2-methylhexacosane ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: SER
B:134, LEU B:668, MET B:573, PHE B: 617, TYR B:327, VAL B:139, PHE B:628,
PHE B:610, PHE B:136, PHE B:178, PHE B:615, VAL B:612, ALA B:279, ILE
B:277 seklindedir.

4DX5 / diacetone ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: PHE B:563, LEU
B:564, ALA B:677, THR B:676, ASP B:566, GLY B:675, ALA B:670, PRO B:669,
ILE B:671, LEU B:674, SER B:562 seklindedir.

4DXS5 / docosane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: ILE B:626, PHE
B:136, MET B:573, PHE B:610, PHE B:628, VAL B:139, TYR B: 327, VAL B:612,
PHE B:178, ILE B:277, ALA B:279 seklindedir.

4DXS5 / eicosane ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: PHE B:610, PHE
B:178, PHE B:615, ILE B:626, VAL B:612, MET B:573, PHE B:628, VAL B:139,
TYR B:327, LEU B:668, PHE B:136, PHE B:617, GLN B:569, VAL B:672, PRO
B:669 seklindedir.

4DXS / nonacosane ligandi aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: SER A:132, SER
A:134, SER A:133, PRO A:41, PRO A:40, THR A:93, THR A:295, GLY A:296, THR
A:37, GLU A:673, ILE A:38, ALA A:33, TYR A:35, GLN A:34, VAL A:333, LEU
A:137, THR A:329, ILE A:671, SER A:135, PRO A: 669, ALA A:670, LEU A:293,
ALA A:299, ALA A:39, ALA A:42 seklindedir.

4DXS5 / nonadecane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: PHE B:610, MET
B:573, ILE B:626, PHE B:617, PHE B:615, VAL B:612, VAL B:139, PHE B:628,
LEU B:668, VAL B:672, PHE B:178, PHE B:136, PRO B:669, GLN B:569, TYR
B:327 seklindedir.
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4DX5 / octacosane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: SER B:389, LEU
B:137, THR B:329, SER B:135, ILE B:671, ALA B: 670, PRO B:669, GLY B:296,
THR B:295, TYR B:35, GLN B:34, GLN B:569, MET B:573, VAL B:612, PRO B:31,
LEU B:293, ALA B:33, VAL B:672, LEU B:668, TYR B:327, PHE B:136, PHE
B:628, VAL B:139, PHE B:178 seklindedir.

4DXS5 / hexacontane ligand1 aminoasit dizilimi ve baglanma cepleri: GLU B:273, SER
B:180, ASN B:274, LYS B:163, GLN C:67, LEU C:117, ASN C:68, LEU B:177, ASN
C:68, SER B:128, LEU C:113, GLY B:179, GLU B:130, GLN B:176, PHE B:178,
ILE B:277, VAL B:612, PHE B:136, PHE B:615, SER B:134, PHE B:628, MET
B:573, VAL B:672, PHE B:617, LEU B:668, PHE B:666, PRO B:669, ASP B:566,
THR B: 676 seklindedir.

1OYE proteininin ligandlarla yapmis oldugu en iyi baglanma enerjilerinin siralamasi
su sekildedir: -4,10 kcal/mol, -4,05 kcal/mol, -3,70 kcal/mol, -3,59 kcal/mol, -3,39
kcal/mol, -3,34 kcal/mol, -2,78 kcal/mol, -2,70 kcal/mol, +3,12 kcal/mol. Bu
siralamaya gore en iyi baglanma enerjsi gosteren bilesen -4,10 kcal/mol ile eicosane

olmustur.

1T9U proteininin ligandlarla yapmis oldugu en i1yi baglanma enerjilerinin siralamasi
su sekildedir: -4,27 kcal/mol, -4,26 kcal/mol, -3,86 kcal/mol, -3.80 kcal/mol, -3,67
kcal/mol, -3,61 kcal/mol, -3.51 kcal/mol, -3.29 kcal/mol, +2.85 kcal/mol. Bu
siralamaya gore en iyi baglanma enerjsi gosteren bilesen -4,27 kcal/mol nonadecane

ile buna en yakin deger olan -4,26 kcal/mol ile 2-methylhexacosane olmustur.

1T9V proteininin ligandlarla yapmis oldugu en iyi baglanma enerjilerinin siralamasi
su sekildedir: -4,11 kcal/mol, -4,06 kcal/mol, -4,02 kcal/mol, -3,71 kcal/mol, -3,68
kcal/mol, -3,49 kcal/mol, -2,55 kcal/mol, -1,88 kcal/mol, +3,26 kcal/mol. Bu
siralamaya gdre en 1yi baglanma enerjsi gosteren bilesen -4,11 kcal/mol ile nonadecane

olmustur.

1T9X proteininin ligandlarla yapmis oldugu en iyi baglanma enerjilerinin siralamasi
su sekildedir: -3,68 kcal/mol, -3,63 kcal/mol, -3,61 kcal/mol, -3,49 kcal/mol, -3,48
kcal/mol, -2,64 kcal/mol, -2,38 kcal/mol, -2,28 kcal/mol, +1,89 kcal/mol. Bu
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siralamaya gore en iyi baglanma enerjsi gosteren bilesen -4,11 kcal/mol ile docosane

olmustur.

1T9Y proteininin ligandlarla yapmis oldugu en iyi baglanma enerjilerinin siralamast
su sekildedir: -3,88 kcal/mol, -3,78 kcal/mol, -3,70 kcal/mol, -3,69 kcal/mol, -3,61
kcal/mol, -3,50 kcal/mol, -3,01 kcal/mol, -2,75 kcal/mol, +4,56 kcal/mol. Bu
siralamaya gore en 1yi baglanma enerjsi gésteren bilesen -3,88 kcal/mol ile nonacosane

olmustur.

2W1B proteininin ligandlarla yapmis oldugu en iyi baglanma enerjilerinin siralamasi
su sekildedir: -4,21 kcal/mol, -3,84 kcal/mol, -3,72 kcal/mol, -3,46 kcal/mol, -3,44
kcal/mol, -2,70 kcal/mol, -2,50 kcal/mol, -2,36 kcal/mol, +3.10 kcal/mol. Bu
siralamaya gore en iyi baglanma enerjsi gosteren bilesen -4,21 kcal/mol ile diacetone

alkol olmustur.

3WOIH proteininin ligandlarla yapmis oldugu en 1yi baglanma enerjilerinin siralamasi
su sekildedir: -4,59 kcal/mol, -4,53 kcal/mol, -3,81 kcal/mol, -3,75 kcal/mol, -3,69
kcal/mol, -3,47 kcal/mol, -3,37 kcal/mol, -2,97 kcal/mol, +2,80 kcal/mol. Bu
siralamaya gore en iyi baglanma enerjsi gdsteren bilesen -4,59 kcal/mol ile nonadecane

olmustur.

4DXS5 proteininin ligandlarla yapmis oldugu en iyi baglanma enerjilerinin siralamasi
su sekildedir: -4,71 kcal/mol, -4.70 kcal/mol, -4,39 kcal/mol, -4,21 kcal/mol, -4,11
kcal/mol, -3,93 kcal/mol, -3,44 kcal/mol, -3,29 kcal/mol, +0.07 kcal/mol. Bu
siralamaya gore en 1y1 baglanma enerjsi gosteren bilesen -4,71 kcal/mol octacosane ile

buna en yakin deger olan -4.70 kcal/mol ile nonadecane olmustur.

Her bir bilesigin baglanma enerjileri en yiiksekten en diisiige dogru siralanisi ise su

sekildedir

1-hexadecanol; -3,75 kcal/mol, -3,68 kcal/mol, -3,61 kcal/mol, -3,59 kcal/mol, -3,49
kcal/mol, -3,46 kcal/mol, -3,44 kcal/mol, -3,01 kcal/mol.
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2-methylhexacosane; -4,26 kcal/mol, 4,06 kcal/mol, -3,93 kcal/mol, -3,37 kcal/mol, -
3,34 kcal/mol, -2,75 kcal/mol, -2,64 kcal/mol, -2,36 kcal/mol.

Diacetone alkol; -4,21 kcal/mol, -4,21 kcal/mol, -4,05 kcal/mol, 4,02 kcal/mol, -3,81
kcal/mol, -3,70 kcal/mol, -3,61 kcal/mol, -3.29 kcal/mol

Docosane; -4,39 kcal/mol, -3,84 kcal/mol, -3,69 kcal/mol, -3,68 kcal/mol, -3,67
kcal/mol, -3,61 kcal/mol, -3,49 kcal/mol, -3,39 kcal/mol.

Eicosane; -4,53 kcal/mol, -4,11 kcal/mol, -4,10 kcal/mol, -3,86 kcal/mol, -3,71
kcal/mol, -3,69 kcal/mol, -3,48 kcal/mol, -3,44 kcal/mol.

Nonacosane; -3.88 kcal/mol, -3.51 kcal/mol, -3.47 kcal/mol, -3.29 kcal/mol, -2.78
kcal/mol, -2.70 kcal/mol, -2.55 kcal/mol, -2.28 kcal/mol.

Nonadecane; -4,70 kcal/mol, -4,59 kcal/mol, -4,27 kcal/mol, -4,11 kcal/mol, -3,78
kcal/mol, -3,72 kcal/mol, -370 kcal/mol, -3.,63 kcal/mol.

Octacosane; -4,71 kcal/mol, -3,80 kcal/mol, -3,50 kcal/mol, -2,97 kcal/mol, -2,70
kcal/mol, -2,50 kcal/mol, -2,38 kcal/mol, -1,88 kcal/mol.

Hexacontane; +0,07 kcal/mol, +1,89 kcal/mol, +2,85 kcal/mol, +2,80 kcal/mol, +3,10
kcal/mol, +312 kcal/mol, +3,26 kcal/mol, , +4,56 kcal/mol.

Bu verilere gore en iyl baglanma enerjisi -4,71 kcal/mol enerji ile octacosane
bilesenidir (PDB: 4DX5). En diisiik baglanma enerjsi ise +4,56 kcal/mol enerji ile

hexacontane bilesenidir.

5.7 ADMET Analizi

Nonacosane, nonadecane, hexacontane, 1-hexadecanol, 2-methylhexacosane,
octacosane, diacetone, eicosane bilesenlerinin fizikokimyasal ozellikleri ve ilaca

benzerlik sonuglar1 Tablo 4.57°de verilmistir. Buna gore;

266



1-hexadecanol i¢in ilag benzerligi Lipinski (Pfizer), Ghose (Amgen), Veber (GSK),
Egan (Pharmacia) ve Muegge (Bayer)’ e gore bakildiginda Lipinski, Ghose ve Egan’a

gore olumlu, Veber ve Muegge’ye gore olumsuz ¢ikmaistir.

Eicosane, Nonacosane, Nonadecane ve Octacosane i¢in ilag benzerligi sadece

Lipinski’e gore olumlu ¢ikmis olup, digerlerine gére olumsuz ¢ikmistir.

Diacetone i¢in ilag benzerligi Lipinski, Veber ve Egan’a gore olumlu, Ghose ve

Muegge’e gore olumsuz ¢ikmustir.

Hexacontane i¢in higbir ilag benzerligi gériilmemistir.

2-methylhexacosane igin ilag benzerligi sadece Lipinski’e gore olumlu ¢ikmis olup,

digerlerine gore olumsuz ¢ikmaistir.

Genel olarak yorumlandiginda ise, ila¢ benzerligi Lipisnki (Pfizer)’e gore ¢ogunlukta

olup, hi¢bir bilesenin Muegge (Bayer)’e gore etkisinin goriilmedigi ortaya konmustur.

Bilesenlerin emilimlerine bakildig1 zaman ise; tiim bilesenlerin insan bagirsak emilimi

olumlu olarak goriilmiistiir.

Caco-2 gecirgenligi ise bagirsak epitelyumu boyunca pasif difiizyonun dikkate alindig:
bir gecirgenlik s6z konusudur (Artursson, 1990; Zurnaci vd., 2021). 1-hexadecanol
bileseni hari¢ diger bilesenlerde CaCo-2’nin gecirgenligi meydana geldigi

gorilmiistiir.

Kan beyin bariyer penetrasyonunun tiim bilesenler i¢in pozitif oldugu, bobrek organik

katyon tastyicisinin ise negatif oldugu gorilmiistiir.

Organ toksisitesine bakildig1 zaman ise akut oral toksisitede; nonacosane, nonadecane,
hexacontane, 1-hexadecanol, octacosane, diacetone, eicosane bilesenlerinde III, 2-
methylhexacosane bileseni i¢in IV’diir. Akut oral toksisitede III. Kategori; LDso
degerlerinin 500 mg/kg'dan biiyiik ancak 5000 mg/kg'dan az olmas1 anlamina gelir;
hafif toksik ve hafif tahris edici olarak kabul edilir (Zurnaci1 vd., 2021). Akut oral
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toksisite i¢in dort kategori vardir (kategori I, II, III ve IV). Kategori I'den kategori IV'e
kadar ilgili sinyal sozciikleri yer almaktadir. Tehlike/zehir kelimesi, kimyasalin
olduke¢a zehirli oldugu ve yutuldugunda 6liimciil oldugu anlamina gelir; genellikle
kafatas1 ve capraz kemik simgesiyle isaretlenir. Uyar1 kelimesi, kimyasalin orta
derecede zehirli oldugunu, dikkat kelimesi ise hafif derecede zehirli oldugunu belirtir.
U.S. EPA tarafindan tanimlanan toksisite kategorilerinin genel tanimlar1 Tablo 5.1°de
verilmistir (EPA, 2012; Xiao Li vd., 2014). Kategori IV'lin genellikle pratik olarak
toksik olmadigi kabul edilir. 2-methylhexacosane bileseni i¢in Kategori IV diir.

Tablo 5.1 Toksisite kategorileri

Akut Toksisite Kategori | Kategori 11 Kategori III Kategori IV
Oral (mg/kg) <50 >50 >500 >5000
<500 <5000
Dermal <200 >200 >2000 >5000
(mg/kg) <2000 <5000

Human ether-a-go-go-related gene (hERG) inhibisyonu, hERG geni tarafindan
kodlanan potasyum kanalinin inhibisyonuna yol acar. Bu inhibisyonun ciddi kalp
sorunlarina neden oldugu bilinmektedir (Wang vd., 2012; Zurnaci vd., 2021). hERG
inhibisyonu icin bilesen sonuglarina bakildiginda tiim bilesenlerde zayif inhibitor

ozelligi gosterdigi goriilmiistiir.

Genomik toksisite testleri i¢in ise AMES toksisite ve kanserojen oOzelliklerine
bakilmistir. AMES testi, bir kimyasalin veya ilacin DNA'da mutasyonlar1 tetikleme
yetenegini belirleyen bir testtir (URL-4, 2024). AMES testinin tiim bilesenlerde
sonucu negatif olarak ¢ikmistir. Kanserojen test sonuglarina bakildigi zaman ise

sadece 1-hexadecanol bileseni i¢in negatif, digerleri i¢in pozitif sonug¢lar alinmugtir.

Bilesenler aras1 veriler Tablo 4.57’ye gore yorumlandiginda, ilag benzerligi acisindan
en 1yl bilesenin 1-hexadecanol ve diacetone oldugu ancak Caco-2 gecirgenligi
acisindan 1-hexadecanol’lin negatif, digerlerinin pozitif oldugu, bagirsak emilimi ve
kan beyin bariyer penetrasyonun tiim bilesenserde pozitif oldugu, bobrek organik

katyon tastyicisinin tiim bilesenlerde negatif sonug verdigi goriilmiistiir. Akut oral
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toksisite agisindan ise 2-methylhexacosane bileseninin en diisiik toksisiteye (kategori
IV) oldugu, hERG inhibisyonunda tiim bilesenlerin zayif ve AMES toksisitesinde tiim
bilesenlerin negatif, kanserojen olarak ise sadece 1-hexadecenol bileseninin negatif

oldugu goriilmiistiir.

Dolayisiyla baglanma enerjisine sahip en yiiksek bilesen olan octacosane bileseninin
(-4,71 kcal/mol enerji PDB: 4DXS5) sadece Lipinski (Pfizer)’a gore ilag benzerligi
bulunmaktadir. Insan bagirsak emilimi, Caco-2 gecirgenligi, kan-beyin bariyer
penetrasyonunun pozitif oldugu, bobrek organik katyon tagiyicisinin negatif, oral akut
toksisitesi I1I. kategori, hERG inhibisyonu zayif ve AMES toksisitesinin bulunmadig,

ama kanserojen etkisinin s6z konusu oldugu goriilmiistiir.
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6. SONUC

Tez ¢alismasinda kullanilan 6 adet ekstrakttan (FF aseton, FF metanol, FF etil asetat,
PH aseton, PH metanol, PH etil asetat) 3 adet ekstraktin (FF metanol, FF aseton, PH
metanol) en etkili oldugu sonucuna varilmistir. En etkili olan 3 ekstraktin, efflux
pompa tiiri belirlemesinde 2 adet ekstrakt analiz edilerek (FF aseton, PH metanol)
AcrB efflux pompasina karsi inhibitor etkisinin FF aseton ekstraktinda daha etkin

oldugu goriilmiistiir.

Sonu¢ olarak; bakteritantibiyotik+ekstrakt ~kombinasyon uygulamalarinda,
ekstraktlarin potansiyel inhibitdr etkisi gosterdigi ve direncli olan antibiyotiklerin
etkisinin geri kazanildig1 goriilmiistiir. Yine aym sekilde, bu veriler 1s181nda yapilan
FTIR analizinin sonucunda ekstraktlarin bakterilerin protein, lipid ve niikleik asit
bolgelerinde degisime sebep oldugu goriilmiistiir. Ekstraktlarin GC/MS analizine gore
major komponentleri (>%10) belirlenmis olup molekiiler docking uygulamasi
yapilarak protein ligand uyum iliskisine bakilmis baglanma enerjileri Sl¢iilmiistiir.
Octacosane bileseni (-4,71 kcal/mol enerji PDB: 4DXS5) en iyi baglanma enerjisine
sahiptir. F. fomentarius aseton ve P. haritigii metanol ekstraktlar1 ile MST testi
yapilarak AcrA, AcrB ve TolC proteinlerine baglanma etkisi 6l¢iilmiis ve AcrB
proteinine karsi daha iyi etkinin goriildiigii yorumlanmistir. ADMET in silico analizi
yapilarak bilesenlerin ila¢ benzerliklerine, emilim, dagilim, organ ve genomik toksisite
sonuglarina bakilmis ve en iyi potansiyele sahip bilesenler yorumlanmistir. Tiim bu
yapilan ¢alismalar, tezin biitiinselligine uyum sagladigi1 ve FF metanol, FF aseton, PH
metanol ekstraktlarinin potansiyel efflux pompasi inhibitorii 6zelligi tasidiklari

goriilmiistiir.
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7. ONERILER

Tezden elde edilen veriler 1518inda, calismanin daha ileri asamalarina gidilebilmesi
icin etken madde {izerinde c¢alisilmast ve gen ekspresyon caligsmalarinin yapilarak,
MDR suslarda efflux pompa gen ifade seviyelerinin karsilastirilmasi onerilmektedir.
Ayrica, yapilan MST test sonucu AcrB proteinine karsi inhibisyonun goézlendigi
verilerine dayanarak, ¢alismanin JWO0451 (E. coli AcrB kontrol susu) susu ile devam

edilmesi ve bununla ilgili gereken testlerin yapilmasi da 6nerilmektedir.
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