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ONSOz

Antimikrobiyel Ajanlarin Etkisini Anlamak igin Sistem Biyolojisi Yaklagimi ile Birlestirilmis
OMIK Verilerin Analizi baslikli, 113M052 sayil bu proje, Tirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma
Kurumu Mihendislik Aragtirma Grubu ile Marmara Universitesi Arastirma Projeleri tarafindan
saglanan desteklerle Marmara Universitesi Mihendislik Fakdltesi Biyomihendislik Bolimii

olanaklari kullanilarak 1 Subat 2014 — 1 Agustos 2017 tarihleri arasinda gercgeklestiriimistir.

Bu projede Escherichia coli ve Bacillus subtilis model bakterileri kullanilarak aporfine sinifi t¢
alkaloidin, (-)-rémerin, boldin ve bulbokapnin, antimikrobiyel etkileri proteom ve lipidom
duzeyinde arastinimistir. Yapisal olarak birbirlerine ¢ok benzemelerine ragmen bu Ug
alkaloidin secilen bakteriler Gzerinde etkisinin ¢ok farkli oldugu bulunmustur. (-)-Rémerin her
iki bakteri icin de ciddi bir antimikrobiyel olarak dusunulebilecekken boldin ve bulbokapninin
E. coli ve B. subtilis hucrelerine hi¢ bir etkisinin olmadigi goérulmastur. Bu uluslararasi proje
kapsaminda lipidom ve proteom konularinda bilgi paylasimi saglamak igin iki grup arasinda
karsilikh ziyaretler gerceklestiriimistir. Proje suresince elde edinilen bilgileri paylasmak ve
dzellikle OMIK teknolojileri konusunda bilgi birikimi olusturabilmek igin de bir galistay
duzenlenmistir. Bilimsel agidan 6zgun sonugclar iceren galismalar kapsaminda, bir doktora
tezi ve bir yuksek lisans tezi tamamlanmis olup bir doktora tezi de tamamlanmak Gzeredir.
Ayrica yine bu proje kapsaminda uluslararasi iki adet makale yayinlanmisg ve sekiz adet

poster olarak sunulmus konferans bildirisi bulunmaktadir.

Bu projeye destek sagladidi icin Turkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu'na

tesekkurlerimizi sunariz.
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OZET

Bu proje aporfin sinifina ait farkli alkaloitlerin antibakteriyel mekanizmalarinin proteom ve
lipidom calismalari ile anlasilmasini ve yeni ila¢ adaylari olarak de@erlendirilebilmesini
hedeflemektedir. Bu hedef dogrultusunda incelenmek Uzere (-)-rdbmerin, boldin ve
bulbokapnin olmak Uzere ug¢ farkli alkaloit belirlenmis ve model mikroorganizma olarak da
Escherichia coli ve Bacillus subtilis segilmistir. Bu U¢ alkaloidin segilmesinin en 6nemli nedeni
hepsinin aporfine snfina ait olmalar ve yapisal olarak birbirlerine ylksek benzerlik
gostermeleridir. Alkaloitlerin olasi etkilerinin anlasiimasi dogrultusunda oOncelikle galisma
konsantrasyonunun segilebilmesi igin buyume egrileri ¢ikarilmis ve canli hicre sayilarn
belirlenmigtir. Ayrica B. subtilis stres kosullarinda spor olusturdugu icin, calisilan
konsantrasyonda bu bakterinin spor olusturmamis olmamasina dikkat edilmistir. 100 pg mL™
(-)-rémerin varhdinda E. coli hicrelerinde genel olarak hicre ic¢i karbonhidrat varhigini
kisitlanmakta ve hicre porinleri azalmaktadir. Ozmotik denge ile ilgili ciddi bir degisiklik
olmamistir. 75 ug mL™" (-)-rémerin varliginda B. subtilis hiicrelerinde ise yine hiicre igi karbon
akigl azalirken stres proteinlerinde énemli bir artis kaydedilmigtir. Ayrica her iki bakteri icin de
¢oklu ilag diren¢g pompalarinin dnemi gézardi edilmemelidir. Bu iki model bakteride (-)-
romerin varligindaki lipidom degisikliklerini bakildidinda ise, lipit dagiimlarinda 6nemli
farklilagsmalar kaydedilmistir. (-)-Rémerin varliginda hiicre zarindaki tagsinim proteinlerindeki
farkhlasma da lipit dagihmindaki farklilagsma ile uyumludur. Diger taraftan boldine ve
bulbokapninin yiksek konsantrasyonlarinda bile E. coli ve B. subtilis hicrelerinde belirgin bir
aktivite gézlemlenmemigtir. Bu dogrultuda (-)-rdmerinin yeni bir antibakteriyel ilag adayi

olarak degerlendirilmesi onerilebilir.

Anahtar kelimeler: Escherichia coli, Bacillus subtilis, aporfin alkaloitler, antibakteriyel,

lipidom, proteom, yolaklar analizi



ABSTRACT

The current project aims to understand the antibacterial mechanism of action of aporphine
type alkaloids using proteomic and lipidomic approaches with the untimate goal of their
evaluation as new drug leads. With this objective, three different alkaloids as (-)-roemerine,
bulbocapnine, and boldine were selected and Escherichia coli and Bacillus subtilis were
selected as model microorganisms. The major reason for selecting these three alkaloids was
because they all belonged to the aporphine class thus they shared high structural similarities.
The work for understanding the activity of alkaloids was initiated by first determining their
working concentrations. For this reason growth curves were constructed and then viable cells
were counted. For B. subtilis cells, since they form endospores under stress conditions, the
working concentration was adjusted to be outside the endospore forming concentraiton. In
the presence of 100 yg mL" (-)-roemerine, carbohydrate availabily dropped and porins
decreased in E. coli cells. There was no significant change in the osmotic balance. In the
presence of 75 ug mL™" (-)-roemerine, carbon flow dropped and the stress proteins were
induced in B. subtilis cells. Furthermore, in both model bacteria multidrug resistance pumps
play an important role. Regarding the lipid distribution, significant changes were recorded for
both cells when compared to the control cells. Upon treatment with (-)-roemerine, the
changes in the transport proteins located on the cells wall/membranes were consistent with
the changes recorded for lipid profiles. On the other hand, even in the presence of high
concentrations of bulbocapnine and boldine, no significant activity was detected in E. coli and
B. subtilis cells. In the light of this information, (-)-roemerine could be proposed as a new
antibacterial drug lead.

Key words: Escherichia coli, Bacillus subtilis, aporphine alkaloids, antibacterial, lipidome,

proteome, pathway analysis



1. GIRIS

Etkili ve ilk tercih ilaclarin sorumsuzca kullanimi bakterilerin hizl bir sekilde bu antibakteriyel
ilaclara karsi ¢ok cesitli diren¢ mekanizmalari gelistirmelerine neden olmaktadir. Mevcut
ilaclarin etkisiz hale gelmesine neden olan bu durum 21. yuzyilda ciddi bir saglhk sorunu
teskil etmektedir. Bu saglik sorunu ile mucadele igin gelisen yeni statejilerin kullanimi sarttir.
Yuksek verimli veri analizlerinde saglanan enstrimantel gelismeler ile beraber
biyoenformatik ve hesapsal yéntemlerdeki kaydedilen ilerlemeler farkli OMIK teknolojilerinin
yardimi ile yeni ila¢g bulunmasi ve bunlarin mekanizmalarinin aydinlatilmasi konusunda ciddi
adimlar atilmasina imkan vermistir. Transkriptomik, proteomik, lipidomik, glikomik gibi farkl
OMIK teknolojileri ¢cok ayri galisma alanlari olarak gériinseler de, bunlardan elde edilen
sonuglar beraber degerlendirildiklerinde birbirlerini tamamladiklarindan bir biyolojik olay
altindaki hikayenin tam olarak aydinlatimasi mimkin olmaktadir. iste bu &ézelliklerinden
dolayi farkli OMIK yaklagimlarinin beraber kullanimi antibiyotik direnci ile miicadelede de

umut vadetmektedir.

iclerinde barindirdiklari ¢ok farkli organik molekilin varhigindan dolayi bitkiler giinimiizde
antibakteriyel direng ile micadelede énemli bir yere sahiptir. Bitki kdkenli aporfin sinifina ait
(-)-rémerin, (+)-anonain, aktinodafnin ve korituberin gibi gesitli alkaloitlerin cok farkli bakteri
ve funguslara karsi antimikrobiyel etki gosterdigi rapor edilmistir. Diger taraftan bu alkaloitlere
yapisal olarak blyuk benzerlik gosteren glausin, disentrin ve nusiferin gibi tibbi agidan
Oneme sahip ancak antimikrobiyel 6zellik icermeyen aporfin alkaloitlerin varligi resmi daha
karmasik bir hale getirmektedir. Yeni antibakteriyel ilaclarin gelistirimesi ve markete ¢ikmasi
bu molekullere ait etki mekanizmalari ¢alismalarinin zamanl bir sekilde eldesine baghdir.
OMIK teknolojilerin kullanimi da iste bu alandaki darbodazin asiimasinda ciddiyet

tasimaktadir.

Mevcut projenin temel amaci muhendislik prensipleri ile sistem duzeyinde deney tasarlayip
analiz yaparak yapisal olarak birbirine ¢cok benzeyen 3 aporfin tiru alkaloidin, (-)-rémerin,
boldine ve bulbokapnin, bakteriler Uzerindeki etkilerini, etkilenen metabolik yolaklari ve
anahtar enzimleri belirleyerek bulmaktir. Bu aporfin alkaloitlerden bulbokapnin ve boldine
satin alinabildigi icin secilmis, (-)-rOmerine ise proje oneri ile hazirhdi esnasinda ylksek
antimikrobiyel ektisi nedeniyle segilmistir. Bu alkaloit papaver bitkilerinden ekstrakte edilerek
tarafimiza saglanmistir. Yapisal olarak ¢ok benzer bu alkaloitlerin farkh etkilerinin
arastirlmasi icin de genetik acidan detayl olarak ¢alisiimig olan ve hemen hemen tim

metabolik yolaklarina ayrintili bir sekilde kolay ulasilir internet erisimi olan veri tabanlarinda



(KEGG, MetaCyc, EcoCyc, Subtiwiki) bulunan model bakteriler segilmistir. Bu dogrultuda
Gram(-) bakterilere model olarak Escherichia coli ve Gram(+) bakterilere model olarak

Bacillus subtilis ile galigilmasi uygun bulunmustur.

Genel olarak ila¢g adaylarinin hedeflerinin bulunmasi tek tek yapilan biyokimyasal deneylere
dayanmaktadir ancak bu deneylerden elde edilen sonuglar etki mekanizmalari ile ilgili bir
resim olusturulmasina imkan vermemektedir. Diger taraftan sistem dizeyinde analize imkan
veren OMIK teknolojilerinin bu konuda Ustinligi vardir. Bu nedenle bu projede segilen
model miktoorganizmalarin proteom ve lipidom profillerinin ¢ikarilarak bu 3 aporfin tiri
alkaloit varligindaki metabolik degisimlerin izlenerek alkaloitlerin antibakteriyel acidan etki
mekanizmalarinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu dogrultuda dnce segilen bakterilerin 3
aporfin tird alkaloidinin varliginda buyidme profilleri gikarilmis ardindan ¢alismalar igin uygun
konsantrasyonlar belirlenmigtir. Daha sonra alkaloitler varliginda buyutiulen model bakterilerin
OMIK analizleri yapilmig ve (-)-rémerinin etki mekanizmasi hakkinda énemli sonuglar elde

edilmigtir.

Raporun ikinci béliminde hizla artan antimikrobiyel dirence deginildikten sonra OMIK
teknolojilerin kisaca tanitimi yapilmig ve antimikrobiyeller alanindaki kullanimlari hakkinda
bilgi verilmistir. Bu bolimde ayrica alkaloitler, aktiviteleri ve etkileri hakkinda Ozet bilgi
verilmistir. Uglincii bélimde, yapilan deneysel calismalarda kullanilan geregler ve yéntemler,
dordlincu bolumde ise sonuglar anlatimig ve tartisiimistir. Besinci bolumde bulgular
tartisilarak projenin devaminda laboratuvarimizda surdurilmesi planlanan c¢alismalar

anlatilmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Antibakteriyel Diren¢ ve Antibakteriyel Direng ile Miicadele

Antibiyotik direnci, ilk antibiyotik penisilinin kesfinden hemen sonra fark edilmis olan, genelde
antibiyotiklerin yanhg veya eksik kullaniimasi sonucu ortaya gikmig bir sorundur. Bu direng
genetik ya da kazanilmis olabilmektedir (Bockstael ve Aerschot, 2009). Direngli bakterilerin
sayisindaki hizli artig ve bunlarin uluslararasi seyahatlerle yayillmasi sonucu antibiyotik
direnci ciddi ve global dizeyde bir saglik sorunu haline gelmistir (McKenna, 2013).
Antibiyotiklere direncli bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi de oldukga zordur.
Bu ciddi saglik sorunu, farkli etki mekanizmalarina sahip yeni antibakteriyel ilag onclleri
bulunmasi ve geligtiriimesi gereksinimini dogurmustur. Bu ila¢ éncllerinden ayni anda birden
¢ok hedefe baglanabilenleri direng gelisimini zorlastirdidi i¢in daha da c¢ekici olmaktadirlar
(East ve Silver, 2013).

Bitkilerin kendilerini farkli canlilardan korumak igin sentezledikleri ¢esitli organik molekllerin
antimikrobiyel, antifungal, antimalarial gibi degisik biyolojik aktiviteleri bulunmaktadir (Cowan,
1999). igerdikleri molekiillerin kimyasal gesitliliklerinden ve buna bagl olarak sahip olduklari
biyolojik aktivitelerin goklugundan dolay! bitkilerin saghk amach kullanimlari ¢ok eski
zamanlara dayanmaktadir. Bitkilerdeki dogdal urlUnlerin saf madde ve hatta bitki ekstrelerinde
bulunduklari karigimlarda bile antibiyotikler ile beraber kullanildiklarinda sinerjik bir ekti
yaratarak direncli bakteriler ile micadelede umut verici sonuglar verdikleri rapor edilmistir
(Braga vd., 2005; Sibanda ve Okoh, 2007). Ozellikle ¢oklu-hedefe yénelen yeni aktif molekiil
arayisinda da tibbi bitkiler dikkat cekmektedirler (Sibanda ve Okoh, 2007; Abreu vd., 2012).
Ne yazik ki tibbi bitkilerin ciddi anlamda kullanimlarini mevcut analitik metotlarin yetersizligi
blayuk olgude kisitlamistir. Biyolojik sistemlerin analizi i¢in yliksek hizda ve yuksek verimde
calisabilen cihazlarin gelistiriimesi ile antibakteriyel diren¢ ile mucadele igin tibbi bitkiler
tekrar gindeme gelmiglerdir (Sahu vd., 2014). Yeni aktif antibakteriyel molekul arayisinda
6zellikle bitkilerin sentezledigi degisik biyolojik aktivitelere sahip alkaloitler, fenolikler ve
polifenoller, kinonlar ve terpenler gibi sekonder metabolitler en yaygin olarak bilinenleridir
(Wink ve Schimmer, 2010).

2.2 Alkaloitler

Alkaloitler tirozin, triptofan, fenilalanin, arjinin ve lizin gibi amino asitlerden sentezlenen azot
iceren organik molekdiller olarak bilinirler (Croteau vd., 2000). Bitkiler tarafindan sekonder
metabolit olarak yaygin olarak Uretilen alkaloitler, sahip olduklari antikanser, antiviral,

antifungal, antibakteriyel gibi biyolojik aktiviteleri sayesinde tibbi agidan éneme sahiptirler.



Kesfi bekleyen ¢ok sayida alkaloit oldugu da dustnulirse, artan antibakteriyel direng ile de
bu alandaki yeni ilag¢ arayisinda ilgi odagi olmuslardir. Bu molekuller cogunlukla hedefleri ile
H-bagi kurarak etkilerini gosterirler (Kittakoop et al., 2014). Ayrica morfin, kuinin, etopsit,
kosisin ve rezerpin gibi bazi alkaloitler ve alkaloit turevleri de ciddi tibbi degere sahiptir
(Baldwin ve Osheroff, 2005; Croteau vd., 2000; Doyle vd., 1955; Terkeltaub vd., 2010).

Alkaloitlerin antibakteriyel mekanizmalari degerlendirildiginde, bu molekuller DNA ve RNA’ya
baglanarak (berberin, sanguinarin, palmatin, koralinen ve jatrorhizine) (Bhadra ve Kumar,
2011) ya da ilag atim pompalarini (rezerpin) (Neyfakh vd., 1993), tip Il izomerazlar
(kuinolonlar) (Heeb vd., 2011), topoizomeraz | ve IlI'yi (protoberberinler) (Kobayashi vd.,
1995), ve bakteriyel bélinme proteini FtsZ'yi (berberine) (Boberek vd., 2010) inhibe ederek
etkilerini gosterebilirler. Bu kadar ¢ok farkli molekile baglanmalari, bu molekiillerin ¢ok
hedefli olduklarini isaret etmektedir. Ornegdin temel hedefi olarak DNA’ya baglandi§i rapor
edilen berberinin ayni zamanda bakteriyel bélinme proteini FtsZ'ye baglanarak onu da
inhibe ettigi bulunmustur (Boberek vd., 2010). Benzer sekilde DNA’ya baglanan
sanguinarinin,  tubilin  dimerlerine  baglanarak  mikrotubillerin  geri  donigumsuiz
polimerizasyonuna neden oldugu rapor edilmigsti. Ne vyazik ki alkaloitlerin biyolojik

hedeflerinin belirlenmesi oldukga zahmetli bir istir (Bhadra and Kumar, 2011).

2.2.1 Aporfin Alkaloitler

Aporfinler kuinolin sinifina ait alkaloit grubu olup ¢ok farkli bitkilerden elde edilmektedirler. Bu

alkaoitlerin genel yapisi Sekil 7'de verilmigtir.

Sekil 1. Aporfin alkaloitlerin genel sekli

Aporfin sinifina ait alkalotilerin tibbi 6zellikleri konusunda gesitli galismalar mevcuttur. Jantan
vd. (2001) aporfinlerin platelet aktive edici faktorin reseptdriine baglandigini goéstermigtir.
Quentin-Leclercq (2004) aporfinlerin DNA’'ya baglandidini géstermistir. Woo vd. (1999)

aporfinlerin igin topoizomerazlarin potansiyel hedef oldugunu ileri sirmistir. Milian vd.



(2004) aporfine alkaloitlerin reaktif oksiyen tirlerinin olusumunu inhibe ettigini rapor etmistir.
Mevcut bu projeden dnce aporfin alkaloitlerin antimikrobiyel aktiviteleri agisindan kayda
deger tek ¢alima Liu vd. (2006) tarafindan rapor edilmistir. Bu grup aporfinlerin malonil-
CoA:Acyl tasiyici protein transasilaz (MCAT) inhibitoru olduklarini géstermigtir. Bu enzim yag
asidi sentezinden yer almaktadir. Yag asitleri hicre duvarlarinin vazgecilmez yapitasi
oldugundan ve sinyal iletiminde 6nemli biyolojik islevi oldugundan, sentezleri de hucre
canlihdinin surdurtlmesi agisindan ¢ok onemlidir. Bu nedenle yag asidi sentezinde yer alan
enzimler antimikrobiyel ilag kesfinde 6nemli hedefler olarak degerledirilirler (Rohini ve
Srikumar, 2012; Liu vd., 2006). Mevcut bu bilgilerin tamami saf enzim ve slbstratlar ile elde
edilmistir. Literatiirde bunun disinda aporfin alkaloitlerin etki mekanizmalari hakkinda bilgi

bulunmamaktadir.

Farkh aporfin alkaloitlerin potansiyel antibakteriyel olabilmelerinden yola cikarak bu proje
kapsaminda calisiilmak Uzere aporfin sinifina ait G¢ alkaloit segilmistir. Cok kisith olmakla
beraber aporfin alkaloitlerin tek tek proteinlere kargi ilgilerinin olduguna dair bilgi bulunsa da
literatir tarandiginda antibakteriyel mekanizmasinin anlagilmasi igin sistem dlzeyinde
gerekli bilgi akigina da ulagilamamaktadir. Bu mevcut bilgi ile etki mekanizmasi ile ilgili

resmin butintne ulagsmak mumkun degildir.

Segilen aporfin tlrl aklaoitlerine ait yapisal 6zellikler Tablo 7°de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Proje kapsaminda g¢aligilan aporphin sinifi alkaloiterin yapisal 6zellikleri (fonsiyonel

gruplarin yerleri Sekil 1’de verilmigtir.)

Name 1 2 3 6 9 10 11
Boldin OCHjs OH H CH; OH OCHjs H
(-)-Rémerin —O-CH,-0O- H CHs; H H H
Bulbokapnin —O—CH,-0O- H CHs H OCHj5 OH

Aporfin alkaloitlerinden (-)-rdmerin proje 6nerisi hazirligi esnasinda yiksek antibakteriyel
ektisi nedeniyle secilmistir. Yapilan c¢esitli calismalarda da bu alkaloidin B. cereus, E. coli ve
Salmonella typhimirium’a kargi antibakteriyel, Candida ve Cryptococcus suslarina karsi
antifungal etkisi oldugu rapor edilmisti (Tsai vd., 1989; Agnihotri 2008; Rao vd., 2009; Deng
vd., 2006). Bu alkaloidin dislk sitotoksisitesi onu antibakteriyel ajan olarak daha da ¢ekici

kilmaktadir (You vd., 1995). Bu alkaloit Papaver rhoeas bitkisinden ekstrakte edilerek



tarafimiza saglanmistir. Diger iki aporfin alkaloit bulbokapnin ve boldin SIGMA’dan temin
edilebildigi icin secilmistir. Bu iki alkaloitten bulbokapninin E. coli ve B. subfilis'e karsi

antimikrobiyal 6zellige sahip oldugu rapor edilmistir (Orhan vd., 2007).

2.3 OMIK Teknolojiler ve Antimikrobiyel Direng

Biyolojik sureclerin sistem duzeyinde c¢alisiimasi yeni bir kavram degildir, temelleri
‘homeostasis’i tanimlayan Cannon’a (1932), sibernetik kavramini gelistiren Nobert Weiner
(1948)a ve genel sistem teorisini ortaya atan Bertalanffy (1968)'ye kadar uzanmaktadir.
Ancak OMIK teknolojilerine dayal sistem biyolojisi, gok kisa siirede yiiksek sayida 8lgiim
yapabilen yuksek c¢iktili cihazlarin ve buna bagll yazilimlar ile matematiksel analiz
yontemlerinin gelisimi ile ortaya c¢ikarak énem kazanmislardir (Ideker vd., 2001). Biyolojik
surecleri, metabolitler ile etkilesimde bulunan dinamik protein yapilarinin olusturdugu
karmasik ag sistemleri ile daha dogru ve hassas olarak anlamak OMIK teknolojilerin geligimi
ile mimkin olmustur. OMIK yaklagimlar ile yapilan analizlerin Gstinligi, basit molekiler

duzeyde yapilan galismalarin aciklayamadigi sorulari cevaplayabilmeleridir.

OM ve OMIK ekleri ilk olarak bir insandaki DNA’nin tamamini kapsayan genom ve genomik
kelimelerinden tliremistir. Bunu takiben hucredeki proteinlerin tamamini kapsayan proteom,
ve RNAlarinin tamamini kapsayan transkriptom kelimeleri taretilmistir ve ilk ¢calismalar bunlar
Uzerine yogunlasarak sistem biyolojisi calismalari yapilmistir (Camacho vd., 2005).
Transkriptom hucreye ait potansiyel bilgileri gosterirken proteom ise gerceklesmis olaylari
isaret etmekteydi. OM ve OMIK ekleri ile tiretimis bu kelimelerin bilim dinyasina
kazandiriimasinin ardindan, farkh sinif molekilleri ifade eden benzer kelimeler de hizla
turetilmistir. Hlcredeki tim metabolitleri igeren metabolom, lipitleri iceren lipidom, seker ve
turevlerini iceren glikom bunlardan bazilaridir. Glikom ve lipidom ayni proteomda oldugu gibi
son Urinleri igerdiginden hiicrede gergeklesen olaylari isaret etmektedir. Farkli OMIK
yaklagsimlar ¢ok degisik alanlari icerseler de, bunlardan gelen bilgilerin beraber
degerlendiriimesi hlcrede gergeklesen olaylarin detayh bir sekilde anlasiimasina imkan
vermektedir (Silvestri et al., 2011). OMIK yaklagimlarin kullanimi ile sistem diizeyinde
hidcresel olaylarin anlasilabilmesi, antibakteriyel ilag arayigina da dnemli bir yol acmistir
(Reddy vd., 2015). Ozellikle de birden gok OMIK yaklagimin beraber kullanildi§i calismalar
yeni ila¢ adaylarinin etkilerinin tam ve zamanli olarak anlagiimasini saglamakta ve sistemin

dinamizmi goéruntulenebilmektedir (Karaosmanoglu vd., 2014).



2.3.1 Proteomik

Proteom kelimesi ilk olarak Mark Wilkins tarafindan 1994 yilinda italya’nin Siena kentinde
dizenlenen ‘2D Electrophoresis: from protein maps to genomes’ isimli sempozyumda ortaya
atimis ve 1995 yilinda tezinin bir parcasi olarak yayinlanmigtir. Biyolojik sistemlerin
arastirlmasinda proteomik genomikten bir sonra gelen asama olarak dusunulmektedir. Bir
organizmanin genomu agag! yukari sabit olmasina ragmen proteom bir hlcreden diger
hicreye, hatta belirli bir zamandan bagka bir zamana buyuk dlgude farklihk gdsterebilir.

Proteomik galismalar proteinlerin hem varhigini hem de miktarini gésterebilmektedir.

Proteomikte protein analizi hizh ve seri bir sekilde yapilir. Protein drnegi hazirlandiktan
sonra, iki boyutlu elektroforez jellerde proteinler molekil agirliklari ve yiklerine gore ayrilirlar,
ayrilan proteinler bir proteaz ile kesilirler (bu cogunlukla tripsin enzimidir) ve olusan peptitler
de kutle spektroskopisinde analiz edilirler. Kutle spektrometresi her bir peptidin kutlesini
hesaplar ve bir proteinin triptik kesiminden olsan peptitlerin agirliklari veri bankasindaki
bilinen peptit agirliklari ile karsilastirilarak peptitlerin hangi proteine ait oldugu bulunur. Peptit
agirliklarinin aranip karsilastirildigi teknoloji proteomikin kalbini olusturmaktadir. Bu amagla
gelistirilmis ticari ve kullanima agik ¢ok sayida algoritmalar mevcuttur. Proteomik gcalismalara
kutle spektrometri tekniklerinde ve veri tabanli yapilan peptit taramalarinda kaydedilen

gelismeler proteomik ¢alismalarina dnemli dlgude ivme kazandirmistir.

Proteomik yontemlerin 6nemi ve olasi rolleri biyolojik alanlardaki tum calismalarda
artmaktadir. Ozellikle de birgok ilag hedefi proteinler oldugundan proteomik yeni molekiler
tip icin gok 6nemli bir unsurdur. Bir hicrede bulunan tim proteinlerin ve bunlarin modifiye
formlarinin hassas dl¢cimleri, hiicre sinyal yollarini ve aglarini, hicre déngusind, hicre
farkhlasmasini ve insan saghgi ile cesitli hastaliklarin ilerlemelerini anlamaya yarayacak

olaylar hakkinda énemli bilgiler verebilmektedir (Lieber, 2002).

Yeni ilaclarin tasarimlarinda proteinler dnemli bir baglangi¢c noktasi teskil etmektedirler. Bu
anlamda ilag uygulamasini takiben mikrobiyal sistemlerdeki proteinler arasi dinamik iliskinin
takibine izin veren proteomik yeni ila¢ bulma ve gelistirme programlarinda ¢ok yaygin yere

sahip olmaya baglamistir.

Protein profillemesi belirli bir dirti sonucunda ifadeleri degisen proteinlerin gruplanip
birbirleri ile iliskilendiriimesine yardimci olmaktadir. Protein profillemenin tek basina
kullanildigindaki 6nemli dezavantaji, bu yéntem ile miktarlari ¢ok az olan proteinlerin

belirlenememesi ve inaktif enzimleri ayirt edilememesidir.

Farkli amaglar ile E. colinin protein profiline odaklanan ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Molly vd. (2000) E. col’nin dig zarinda bulunan proteinleri calismistir. Fountoulakis ve



Gasser (2003) hlcre zarina odaklanmigtir. Ayudha vd. (2009) agir metal stresine kargi E.
colide protein profili ¢ikarmistir. Santos vd. (2010) E. col’nin piperacillin/tazobaktam
kombinasyonlarina direncini proteomik araglar ile galismistir. Ozbalci vd. (2010) berberinin E.

coli Uzerindeki etkisini proteomik yontemler ile incelemistir.

2.3.2 Lipidomik

Lipitler genel olarak biyolojik sistemlerin analizlerinde DNA, RNA ve proteinlerin arkasinda
yer almistirlar. Bunun en o6nemli nedeni ise bu molekullerin lipitlere gobre hucrelerin
mekanistik agisindan anlasiimasi icin kisa yol saglamalaridir. Cok az sayida farkli yapi
tasindan olusan lipitler yakin zamana kadar ¢ok ilgi ¢ekici molekuller olamamislardir. Diger
taraftan bakildiginda lipitler buylk gesitlilige sahip olup genomun énemli bir kismi bu lipitlerin
sentezi ve metabolize edilmeleri ve gesitliliklerinin kontrolliine ayrilmistir (Shevchenko and
Simons, 2010).

Lipit analizleri i¢in kitle spektrometrisi ile yapilan ilk ¢alismalar lipit profillerindeki degisimlerin
hicresel surecleri nasil etkiledigine odaklanmaktaydi. Lipidomik alaninda kaydedilen
gelismeler ile bu odak haberci gorevi géren, metabolik slreclerde bulunan veya sinyal
iletisim aglarinda yer alan lipitlere donmustur. Lipit molekulleri ilk bakista buyuk 6nem
tasimiyor gibi gorunseler de hucresel acgidan ¢ok kritik yolaklarda yer alip hlcrelerin anlik
tepki vermelerinde kritik yere sahiptirler (lvanova vd., 2009). Buna ek olarak birgok
antibakteriyel ilacin hedefi, fosfolipitlerden yapilmis olan hiicre duvaridir. Kisaca lipidomik
hem lipit ¢esitliligini hem de lipitler tarafindan diizenlenen fonksiyonlarin anlasiimasina imkan

vermektedir.

Lipit membranlar hicrelerin butunlugunt saglamak ve mebrandaki hareketlilik ile sinyal
iletisimini duzenlemenin de i¢inde yer aldidi birgok énemli role sahip oldugu i¢in ¢ok sayida
antibakteriyel madde igcin énemli bir hedef teskil etmektedir. Buna ek olarak, bakteriyel ve
insan lipidomu arasinda ciddi farklar vardir. Bu farklardan dolayi bakteriyel membrani hedef

alan ilaglar insan membranini hedef almayabilecedinden sadece bakterileri dldurecektir.

Oursel vd. (2007) E. coli lipitleri icin yag asillerinin de tam yerlerini icerecek sekilde tam bir
tanilama yapmislardir. Buna ek olarak fosfolipitler de birbirlerine goére i¢ standart kullanilarak
kantifiye edilmislerdir. Gidden vd. (2009) ise E. coli ve B. subtilis'in MALDI-TOF ile lipit
yapilarini incelemis ve bakterilerin farkli blylime evrelerinden elde edilen sonuglari

karsilastirmiglardir.



3. GEREG VE YONTEM

3.1 Kullanilan Bakteriyel Suslar ve Kimyasallar

Bu calismada kullanilan model bakterilerden Escherichia coli TB1 hucreleri laboratuvar
stoklarimizda bulunmaktadir. Projede g¢alisilan diger model bakteri Bacillus subtilis 168 (DSM

402) ise bu proje kapsaminda DSMZ’den satin alinmistir.

Bu proje kapsaminda kullanilan tim kimyasallar ve solisyonlar MERCK (Almanya),
Applichem (Almanya), SIGMA (ABD), Molekula (Almanya), ROCHE (Almanya), BIORAD
(Hercules, CA)dan alinmistir. DNA/RNA islemlerinde kullanilan kitler Invitrogen (ABD) ve
QIAGEN(Almanya)'den satin alinmigtir. Enzimler ile DNA ve protein standartlari Fermentas
(ABD) ve New England Biolabs (ABD)’'den satin alinmigtir. (-)-Rémerin alkaloidi G. Sariyar’'in

hediyesidir (istanbul Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi).

3.2 Bakteriyel Gliserol Stoklarinin Hazirlanmasi

E. coli TB1 tek bakteriyel kolonisi Luria Bertani (LB) besi yeri iceren agar petrisinden alinip 5
ml LB besiyerine ekilir. Hicreler bir gece boyunca 37°C derece, 180 rpm’de galkalanarak
bayatalar. Bir gece boyunca buyitilmus hicreler, %50 oraninda gliserol (OmniLife) ile
nazikge karistirilip -80°C derecede muhafaza edilir. B. subtilis 168 (DSM 402) tek bakteriyel
kolonisi nutrient besi yeri iceren agar petrisinden alinip 5 ml nutrient besiyerine ekilir.
Hucreler bir gece boyunca 37°C derece, 180 rpm’de calkalanarak buyutuldr. Bir gece
boyunca biyutilmuas hicreler, %50 oraninda gliserol (OmniLife) ile nazikge karistirihp -80°C

derecede muhafaza edilir.
3.3 Bakterilerin Kulturlerinin Buyume Kosullari

3.3.1 E. coli Buyumeleri ve Canli Hiicre Sayimlari

E. coli ile labotaruvarimizda rutin olarak ¢ahgildigi icin 37°C ve 180 rpm’de buyume sicakhgi
olarak belirlenmistir. Kontrolli buyume saglanabilmesi igin gerekli durumlarda iki ardisik
onkaltir kullanilmigtir. ilk énkdltir E. coli TB1 gliserol stogu kullanilarak 5 ml'lik LB besiyeri
icinde hazirlanarak 37°C ve 180 rpm’de Uretilmis ardindan uretilen bu hicreler kullanilarak
hazirlanan ikinci énkultur ile hicreler 600 nm’de OD 0.7’ye gelene kadar buUyutliimugstar.
ikinci énkdltiir %1 inokilasyon hacmi ile ana bakteri kiltiiriini baslatmak igin kullaniimistir.
Bakteriyel buyitme 50 ml’lik LB besiyeri icerisinde 250 ml erlen ya da 100 ml’lik LB besiyeri
icerisinde 500 ml erlen kullanilarak yapilmistir (Gerekli havalandirma igin erlen hacmi ile besi

yeri ortaminin birbirlerine oranlari 5:1 (v/v) olarak tutulmustur). 600 nm’de kultirin OD



degeri 0.5-0.6 araligina ulastiginda hicreler secilen alkaloitlerin farkli konsantrasyonlari ile
muamele edilmistir. Alkaloid DMSO (Duchefa Biochemie) igerisinde ¢ozuldiginden, kontrol
hicreleri DMSO ile muamele edilmistir. Buylutme spektrofotometrede ODggo Olgimleri ile takip
edilmistir. Elde edilen bliylime grafiklerine goére calisilacak alkaloit konsantrasyonlari

belirlenmigtir.

Canli hiicre sayimlarinin (CFU) eldesi belirli araliklarda alinan 1 mL érnekler seri seyreltme
ile katt LB besiyerlerine yayillmistir. Bu petrilerde olugan koloniler 37°C’de bir gece

inkibasyonun ardindan sayilmiglar ve canli hucre sayisi belirlenmisgtir.

3.3.2 B. subtilis Buyumeleri ve Canli Hiicre Sayimlari

B. subtilis 168 mikroorganizmasi ile ilk c¢alisma blyume sicakhdinin belirlenmesi igin
olmustur. Bu dogrultuda buyime 30 ve 37°C’de nutrient besiyerindeki buyumesi
spektrofotometrik olarak ODggyo takip edilerek izlenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 8'de
Ozetlenmigtir. B. subtilis blyumesi incelendiginde, her iki sicaklikta da hicrelerin buyutdukleri,
duslk sicaklikta bliylimenin biraz daha yavas oldugu goézlenmigtir. 37°C’de buyumenin biraz
daha hizli olmasi nedeniyle, bundan sonraki ¢alismalarin bu sicaklikta yuratulmesine karar

verilmigtir.

B. subtilis hicreleri igin tekrarli yapilan deneylerde ayni blyime profili elde edildiginden bu
hicreler ile tek onkualtur ile gahgilimigtir. 5 mL onkulttr gliserol stogu kullanilarak natrient
besiyeri iginde hazirlanmis ve 37°C ve 180 rpm’de 16 saat blylUmeye birakilmistir. Bu
surenin sonunda 50 mL nutrient besi yeri iceren 250 mL erlen veya 100 mL nutrient besi yeri
iceren 500 mL erlene %1 oraninda ekim yapilmistir (Gerekli havalandirma igin erlen hacmi
ile besi yeri ortaminin birbirlerine oranlari 5:1 (v/v) olarak tutulmustur). 600 nm’de kuiltlridn
OD degeri 0.5-0.6 araligina ulastiginda hiicreler segilen alkaloitlerin farkli konsantrasyonlari
ile muamele edilmistir. Alkaloitler DMSO (Duchefa Biochemie) igerisinde ¢o6zuldiginden,
kontrol hiicreleri DMSO ile muamele edilmistir. Buylitme spektrofotometrede ODgg Olgiimleri
ile takip edilmistir. Elde edilen biyime grafiklerine gore galisilacak alkaloit konsantrasyonlari

belirlenmigtir.

Canli hiicre sayimlarinin (CFU) eldesi belirli araliklarda alinan 1 mL érnekler seri seyreltme
ile kati nutrient besi yerlerine yayilmigtir. Bu petrilerde olugan koloniler 37°C’de bir gece

inkibasyonun ardindan sayilmiglar ve canli hiicre sayisi belirlenmigtir.

3.4 Alkaloitler igin Minimal inhibitér Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Bir antimikrobiyal maddenin minimum inhibitér konsantrasyon (MiK) degeri, 37°C’de 18 saat

veya 30°C’de 24 saat suresince bu maddenin hicre blyUmesini tamamen durduran
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konsantrasyonu olarak tanimlanmistir. Secilen aporfin alkaloitlerin E. coli ve B. subtilis
hicrelerine kargi MIK degeri mikro-diliisyon metodu kullanilarak belirlenmistir  (Wu vd.,
1997). Bu yontemde LB besi yerinde 180 rpm calkalama hizinda 37°C’de bir gece boyunca
blayutulerek hazirlanan  onkdltar  kullanilmigtir.  Ertesi  gun  blyuyen hucrelerinin
konsantrasyonu 1 mL’de 10° hiicre olacak sekilde ayarlanmis ve DMSO iginde hazirlanan
0,5 g/L’'lik antimikrobiyal madde solUsyonlarinin azalan konsantrasyonlarinin ilavesi
ardindan, hicreler 96 kuyuluk eliza petrilerinde bir gece boyunca 37°C’de inkibasyona
birakilmigtir. 18 saat sonunda buyiumeyi engelleyen berberin konsantrasyonu belirlenmistir.
DMSO’nun da hiicrelere toksik etkisi oldugundan MiK degeri DMSQO’ya gére bagil olarak

OlcUlmastur.
3.5 Tum Hucre Proteinlerinin Eldesi

3.5.1 E. coli Proteinlerinin Eldesi ve Temizlenip Hazirlanmasi

ilag muamelesinden bir saat sonra, ¢alisilacak E. coli model hiicreleri 20 dakika 6,000 g, 4°C
santifij edilmistir. Hicre pelletleri 50 Mm Tris tampon ¢ozeltisiyle (pH 7.8) yikanmistir. Bu
hicrelerinin total proteinlerinin ekstraksiyonu icin ProtoPrep Sample Extraction kiti (Sigma)
kullaniimistir. Kisaca, 150-250 mg hcre pelleti 1.5 ml protein ekstraksiyon reaktifi tip-4 ile
homojenize edilmis ve 15 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Sivi azot kullanilarak yapilan
tekrarli dondur-¢6z teknidi ile hlcre lizisi yapilmigtir. Stspansiyon 10 dakika 15,000 g, 4°C
derecede santrifuj edilip ve protein iceren Ust-faz, yeni tuplere (LoBind) transfer edilmistir.
indirgeyici madde tributyl phosphine (TBP) protein karisimina 5mM konsantrasyonda
eklenmis ve karisim bir saat oda sicakliginda inkibe edilmistir. Daha sonra,
karisim iodoacetamide ile 1.5 saat oda sicakliginda alkillenmistir. Son olarak, protein
karisimi oda sicakhdinda 25,000 g’de 5 dakika ¢6zinmemis madde kontaminsayonunu
elemek icin santrif(ij edilmistir. Elde edilen protein karigsimi alikotlanarak sonraki analizler igin

-20°C saklanmistir.

Calisilacak proteinlerin tuzlarindan ayrilmasi igin Zeba Spin Desalting kolonlari, 7K MWCO
(ThermoScientific), kullanilimistir. Proteinler Uretici protokoli kullanilarak temizlenmistir.
Kolonun materyali, saklama solisyonundan 1,500 g’de 1 dakika santrif(j edilerek ayrilmigtir.
300 pl Tris tamponu (pH 7.8) resin Ustline pipetlenerek resin yatagi tekrar 1 dakika 1,500
g’'de santrifij edilmistir. Bu asama iki defa tekrar edilmistir. 30-130 pl protein érnegi kolona
yuklenerek, resin yatagr tarafindan emilmesi saglanmistir. 1,500 g'de 2 dakika
santrifigasyondan sonra protein Ornekleri sonraki analizler igin toplanmistir. Proteinlerin
konsantrasyonunu belirlenmesi igin Bradford protokoli kullanilmistir (Bradford, 1976).

Standart olarak sigir serum albumini (BSA) kullaniimistir.
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3.5.2 B. subtilis Proteinlerinin Eldesi ve Temizlenip Hazirlanmasi

ilag muamelesinden bir saat sonra, B. subtilis hiicreleri 15 dakika 4,000 g, 4°C’de santifij]
edilmistir. Hucre pelleti iki defa 50 Mm Tris tampon c¢o6zeltisiyle (pH 7.8) yikanmis ve tekrar
ayni kosullarda santriflj edilmistir. B. subtilis 168 hucreleri gram (+) olduklari icin E. coli igin
geligtirilen protein ekstraksiyon protokolu yeterli olmamistir ve protein elde verimi ¢ok dusuk
kalmigtir. Proteom analizi i¢in yeterli yukseklige sahip konsantrasyonda protein eldesi igin
hicreler farkli pargalama ydntemlerine (sonikasyon ve boncuklar ile pargalama) ve

tamponlarina maruz birakilmistir.

B. subtilis hicrelerinin par¢calanmasi igin dnce sonikasyon denenmigtir. Hicrelerin tamamen
parcalanmasini saglayacak 30 saniyelik dongu sayisini bulabilmek icin yapilan deneyler
sonucunda toplam 540 (18 x 30) saniyelik sonikasyon suresinin yeterli oldugunu gostermis

ve sonikasyonun kullanildigi deneylerde bu sure dikkate alinmistir.

Boncuklu pargalama sisteminde ise MPBIO marka FastPrep cihazi kullanilarak hicreler
parcalanmistir. Bunun igin de 2 farkli boncuk boyutu ve 3 (4 m/s -20s,4 m/s-40s, 6 m/s -
20 s) farkh kosul kullaniimistir. Kullanilan boncuklardan bir tanesi FastPROTEIN™ Blue
Matrix (B1) digeri ise FastPROTEIN™ Red Matrix (B2)'tir. Kullanilan boncuklardan ilki
Ozellikle bakteriler igin tasarlanmis oldugundan dolayi tercih edilse de, laboratuvar
stoklarimizda bulunmasindan dolay! ikinci tip boncuklar ile de yodntemin basit olmasi
nedeniyle karsilagstirma amach c¢alisiimistir. Boncuklarin kullanildigi yontemde kisaca
soyledir: 150-250 mg hicre pelleti 5 mL optimize edilmis tamponda ¢6zulmuistir (8 M dre,
2M tiolre, 4 % CHAPS, 50 mM DTT). Daha sonra MPBIO marka FastPrep cihazinda
hicreler degisen surelerde boncuklar ile muamele edilmis ve proteinler santifiij sonrasi elde
edilmistir. Proteom analizi i¢in Grlin kalitesini arttirmak i¢in B. subtilis'ten elde edilen érnekler
proteaz inhibitéri (PMSF) ve nukleaz karisimi ile ekstraksiyonun ardindan muamele
edilmistir. Elde edilen protein tim karigimlari alikotlanarak sonraki analizler igin -20°C

saklanmistir.

B. subtilis drneklerinden basta tuzlar olmak tzere kirletici unsurlarin ayrilmasi igin ZEBA (7K
MWCO, ThermoScientific) kolonlari ve ya BIORAD ReadyPrep 2-D Clean-up Kit

kullanilmistir.

3.6. Proteinlerin iki Boyutlu (2D) Jellerde Ayrimi ve Analizi

3.6.1 Proteinlerin Elektroforetik Ayrimi

Ug biyolojik replikasyondan ekstrakte edilen proteinler iki boyutlu (2D) elektroforez ile birinci

boyutta izoelektrik noktalarina gore, ikinci boyutta molekuler agirliklarina gore ayriimistir. Bu
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amagla, ilk boyutta sabitlenmis IPG strip (immobilize pH gradienti) ve ikinci boyutta SDS-
PAGE uygulanmistir.

ilk boyut ayrimindan énce, giimis boyama igin 60-300 ug, colloidal coomasie brilliant blue
(CBB)-G250 ile boyama igin 800-1000 ug temizlenmis protein 6rnekleri eser miktarda
bromfenol mavisi iceren optimize edilmis tampon da ¢ézulmustir. Bu proteinler rehidrasyon
dengeleme tepsisine yuklenmis ve her 6rnedin Uzerine dikkatlice 17 cm IPG stripleri
yerlestirilmistir. IPG stripleri protein 6rneklerini tamamen emince proteinler 2-3 ml mineral

yagi ile kaplanmigtir.

Protein 6érneklerini emmis 17 cm IPG striplerindeki rehidre proteinler ilk boyut ayristirmasi
icin PROTEAN IEF odakli tepsinin Uzerine yerlestiriimistir. Striplerin yarutilme kosullar
20°C; 250 V’da 20 dakika (lineer), 10000 V’da 3 saat (lineer) ve 10000 V’'da 45000 V-h (hizh)
seklindedir. izoelektrik odaklanmay! takiben, IPG stripleri dengeleyici tampon ¢dzeltileri | ve
I’'ye (ReadyPrep™ 2-D Starter Kit tarafindan temin edilen) 10 dakika daldiriimistir.

Daha sonra IPG stripleri molekuler agirhgina goére ayrigtirmak tzere SDS poliakrilamit jelinin
Uzerine yerlestirilmistir. SDS poliakrilamit jel, %15 akrilamit ve %0.2 bisakrilamit karistirilip 10
dakika degaz edilerek hazirlanmistir. Daha sonra %1.28 APS bu solisyonla iyice
kanistinimistir. Jel solisyonu direkt olarak iki cam tabakanin arasindaki bosluga dokulmus ve
Uzeri izopropanol ile ortilup ve jelin polimerize olmasi saglanmigtir. Polimerizasyon
tamamlandiktan sonra izopropanol jelin HPLC seviyeli suyla yikanmasi ile temizlenmigtir.
Daha sonra, stripler jellerin zerine hava kabarcidl olusturmamasina dikkat edilerek
yerlestirilmis ve striplerin Uzerine agaroz solisyonu eklenerek sabitlenmigstir. Agaroz ¢ozeltisi
katilastiginda jel kalbi elektroforez tankina yerlestirilerek yuritme tamponu ile
doldurulmustur. SDS poliakrilamit jeline 30 mA akim 15 dakika ve 120 mA akim 215 dakika

uygulanmistir.

3.6.2 2-D jellerinin Boyanmasi

Elektroforez sisteminden ¢ikan jeller proteinlerin goriintilenebilmesi ve analizleri igin iki farkh

yontem uygulanmistir.

Daha hassas olan ve ¢ok sayida proteinin goruntilenmesini saglayabilen gumius boyama
metodu igin jeller 2 saat boyunca guimus boyama igin 6zel sabitleyici solisyonda (toplam 500
mL igcerisinde 60 mL asetik asit, 250 mL etanol, 250 pL % 37’lik formaldehit) bekletilmislerdir.
Bunu takiben jeller yilkama solisyonuna (% 20’lik etanol) alinip 20 dakika boyunca bu
solusyon icerisinde calkalanmiglardir. Bu islem 3 kez tekrarlandiktan sonra jeller 2 dakika
hassaslastirma ¢ozeltisinde (500 mL suda 157 mg sodyumtiyosulfat.pentahidrat)

bekletiimiglerdir. Daha sonra jeller HPLC suda 20 dakika c¢alkalanmislardir. Bu islem de 3
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kez tekrarlanmistir. Su ile yikanan jeller 20 dakika gimus iceren boyama ¢oézeltisinde (500
mL su igerisinde 1 g gumus nitrat, 280 uL % 37’lik formaldehit) bekletilmislerdir. Boyamayi
takiben jeller tekrardan 3 kez 20’ser saniye siresince HPLC suda galkalanmiglardir. Gimus
ile boyama iglemi jellerin 5 dakika banyo sollisyonu (500 ml su igerisinde 3,17 mg
Sodyumtiyosulfat.pentahidrat, 30 g Sodyum karbonat, 250 uyl % 37’lik formaldehit) iginde
calkalanmasi ile tamamlanip ve protein spotlari jel Uzerinde belirginlesmiglerdir. Boyama
suresinin uzamasi proteinlerin daha ¢ok boyanmasini ve belirginlesmesini saglarmaktadir.
Ancak sure ¢ok uzun tutulursa jelin tamami boyanir ve proteinler secilemez. Bu nedenle jel
boyama suresi ¢cok hassastir. Boyama tamamlandiginda jeller yaklasik 10 dakika stop1
solusyonunda (% 12’lik asetik asit) bekletilerek boyama durdurulmustur. Dana sonra jeller

stop2 solisyonuna (% 1’lik asetik asit) alinip ve en az 15 dakika bekletilmislerdir.

Jellerdeki proteinler analiz igin ise kollaidal boyama ile goruntulenmislerdir. Bu metot ile jeller
bir gece boyunca kollaidal boyama igin 6zel sabitleyici solisyonda (% 50 etanol; % 2 fosforik
asit) birakilmiglardir. Kollaidal boyama igin 6zel sabitleyici sollisyonu jelden ayirdiktan sonra,
jel hafif calkalamali ortamda iki saat boyunca % 34 metanol, % 17 amonyum siilfat, % 2
fosforik asit ¢dzeltisinde inkiibe edilmiglerdir. iki saatin sonunda bu soliisyondan ayrilan jeller
boyama ¢ozeltisine (% 34 metanol, % 17 amonyum siilfat, % 2 fosforik asit icinde 100 ml 66
mg/100’lik CBB-G250) alinip ve ¢ gun boyunca hafif galkalamali ortamda boyanmiglardir.

Boyama kalintilari jelin HPLC seviyeli su ile yikanmasi ile temizlenmistir.

3.6.3 Diferansiyel Olarak ifade Edilmis Proteinlerin Belirlenmesi ve

Analizi

Alkaloit muamelesi karsisinda diferansiyel olarak ekspres edilmis proteinlerin belirlenmesi
icin, buatin boyanmis 2-D jeller GE HEALTHCARE veya BIORAD gdrinti tarama
sistemlerinden birisi ile goruntilenmigtir. E. coli proteinleri ile elde edilen jel goruntuleri
REDFIN yazilimi (Bio-Rad) ile analiz edilmigtir. B. subtilis proteinleri ile elde edilen jel
goruntileri ise PDQuest (Bio-Rad) yazilimi ile edilmigtir. Bu yazilimlar ile kontrol grubu ve
alkaloit ile muamele edilmis hicrelerden elde edilen jel goruntuleri kargilastirilarak her bir
protein expresyonundaki farklilasma hesaplanmistir. 1.8-2.0 kat artisin Gzerindeki degerler

onemli kabul edilmigtir.

Belirlenen protein spotlari 2-D jelden falgata veya robot yardimiyla kesilerek diguk
baglanimli protein mikrosantrifij tiplerine (Eppendorf® protein lobind) aktariimistir. E. coli’'de
belirlenen proteinlerin kiitle spektrometrisi ile tayinleri York Universitesi, ingiltere (Biyoloji
bélimi, proteomiks laboratuvari) tarafindan, B. subtilis'te belirlenen proteinlerin kutle

spektrometrisi ile tayinleri Kocaeli Universitesi (Tibbi-Biyoloji bdlimi, proteomiks
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laboratuvari) tarafindan yapilmistir. Peptit tayini sadece 0.05 ve daha alti skor tasiyan
peptitleri kabul etmesi igin filire edilmis MS/MS parcalama datasina dayandirilarak
yapiimistir. Elde edilen spektral datanin taramasi da E. coli ve B. subtilis i¢in uygun veri

tabanlarina karsilik yapiimistir.

3.7 Tum Hiucre Lipitlerinin Eldesi

Kontrol ve alkaloitler ile muamele edilmis E. coli ve B. subtilis hucrelerinden 500 yL alinarak
4°C'ta 2 dakika siiresince 9500 rpm hizinda c¢oktiriilmistir. Ust sivi atildiktan sonra hiicre
pelleti 500 pL 155 mM amonyum karbonat (pH 8.0) iginde ¢dzilmuslerdir. Bu yikama
asamasi 3 kez tekrarlandiktan sonra pellet son olarak 200 yL hacimde 155 mM amonyum

karbonat (pH 8.0) iginde ¢6zulmustdr.

Lipit ekstraksiyonu igin 6once standartlar Wheaton tuplerine pipet yardimi ile konulmustur.
Standart miktari 25 ile 100 pmol arasinda degismektedir. Tim lipit standartlari Avanti Polar
Lipids’'ten temin edilmistir. 50 pmol PE lipit karisiminda PE-28:2, PE-40:2 ve PE-44:2, 10
pmol PG lipit karisiminda PG-28:2, PG-40:2 ve PG-44:2 bulunmaktadir. Lipit ekstraksiyonu 3
asamadan olusmaktadir. En son elde edilen kloroform fazi MS analizleri icin kullaniimaktadir.
ilk asama 1.9 mL hacminde 10:5:0.15 oranlarinda MeOH/kloroform/HCI (%37) ¢bzeltisinin
standartlara ilavesidir. Daha sonra 15 yL 6rnek ilave edilmistir. Son olarak bu érnek zerine
485 pL su (HPLC) ilave edilmistir. Bu karisim vortekslenip sonra Gzerine 500 uL of kloroform
ve 500 pL of su ilave edilip ve karisim tekrardan iyice vortekslenmistir. Faz ayrimini elde
etmek icin karisim 2000 rpm 2 dakika 4°C’de santrifujlenmigtir. Alttaki kloroform fazi yeni bir
Wheaton tiipe (x") gecirilmistir. 500 pL of kloroform hem 1. asamadan gelen Wheaton tiibe,
hem de Wheaton x" tiibe ilave edilmistir. Ayrica Wheaton x" tiibe 500 pL su ilave edilmistir.
Her iki Wheaton tlpleri iyice vortekslenip santrifijlenmislerdir. Wheaton x" tiipteki kloroform
fazi yeni bir Wheaton tiibe ve birinci ekstraksiyondan gelen kloroform fazi da x" tiipiine
aktariimistir. x" tiibiindeki karisim tekrar santrifiijlenip ve kloroform fazi son Wheaton tiibiine
aktarilmistir. Kloroform fazi azot gazi altinda kurutulup, MS analizine kadar -20°C’de

saklanmistir.

3.8 Tum Hiicre Lipitlerinin Analizi

MS analizi igin, kurutulmus lipit érnekleri MeOH igerisindeki 10 mM’lik amonyum asetatin 50
pL’sinde ¢dzinmistiur. Karisimin 10 pL’si Triversa Nanomate (Advion) ile direkt-infizyon
denemesi igin kullanilmigtir. MS analizi, Ozbalci vd. (2013) tarafindan tarif edilen
parametrelere gore Qtrap 550 (Applied Biosciences) ile gergeklestiriimistir. Lipitler Neutral
tarama kaybi kullanilarak (Neutral loss PE of 141 u, Neutral loss PG of 189 u) analiz

edilmistir.
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Lipitler LipidView yazilimi vasitasiyla tanimlanmistir. Sonuglarin istatistiksel analizi R yazilimi
ile yapiimigtir. Biyolojik kopyalama sayisi n=10’dur. Hata ¢ubuklari i¢in ortalamanin standart
hatasi (SEM) kullaniimistir. Veri kimesindeki istatistiksel farkhligin degerlendiriimesi igin

anlamhlik duzeyi p=0,95 olarak uygulanmistir.

3.9 Gergek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu

OMIK verilerin validasyonu igin gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (qPZR) metodu
kullaniimistir. RNA ile DNA izolasyonu ve cDNA sentezi icin Qiagen ve Roche kitleri
kullaniimistir. Gerekli primerlerin tasarimi igin literatirden faydalaniimis ve PrimerPremier 6.0
yazihmi kullanilmigtir. Primer tasarimi yaparken asagidaki oOzellikler g6z &nunde

bulundurulmustur:

» Erime sicakligi (T,,) 55 ile 65°C arasinda

* G+C miktari % 45-55

* 18-24 bp uzunlugunda primer

* 80-150 bp amplikon uzunlugu
Bunlara ek olarak alternatif primerler arasindan segim yaparken su o6zelliklere de dikkat
edilmistir.

* Dimerizasyon olmamal

* Hairpin olusturmamal (gogunlukla >3bp)

* Self-dimer yapmamal
Daha sonra tasarlanan bu primerler sentezletiimis ve uygunluklari template olarak genomik

DNA kullanilarak teyit edilmistir. Bunun i¢in asagidaki program kullaniimistir.

Kullanilan qPZR protokoll sdyledir: 95°C’de 3 dakikayi takiben, 35 dongl olarak 95°C’de 30
saniye, 55°C’de 30 saniye ve 72°C’de 60 saniyedir.

Daha sonra belirlenmis gen bdlgeleri LightCycler 1.5 cihazi (Roche) kullanilarak gPZR analizi
icin cogaltiimistir. gPCR ile analiz igin LightCycler® FastStart DNA Master”™ S SYBR Green |
(Roche) kiti kullanilmistir. Amplifikasyon toplam 20 pl reaksiyon hacminde 2 ng cDNA, 4 ul
SYBR Green | karisimi, her bir primerden 0.25 pl (125 nM) ve 13.5 yl PCR Kkalite su ile
gerceklestirilmigtir.

Genel olarak kullanilan qPZR protokoli soyledir: 95°C’de 10 dakikayi takiben, 40 doéngu
olarak 95°C’de 10 saniye, 57°C’de 10 saniye ve 72°C’de 45 saniye. Ancak tasarlanan
primerlerin erime noktalarina gore yapisma sicakligi degistirilmigtir.

Erime egrisi analizi yapilarak da her bir primer cifti icin tek bir PCR trinu elde edildigi teyit

edilmistir. Negatif kontrol reaksiyonlarina cDNA ilave edilmemistir. Farkli cDNA seyreltmeleri
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ile yapilan reaksiyonlar ile de amplifikasyon verimliligi belirlenerek transkriptom da seviyesi

2°88Ct metodu

dedismeyen gene (housekeeping gene) karar verilmistir. Bunun igin
kullanilmistir (Livak ve Schmittgen, 2001). Oncelikle AC; (Ct, hedef gen = Ct, housekeeping gen) Y€ Karsi
log(cDNA dilusyon) grafikleri gizilmigtir. Elde edilen grafikteki egimin sifira yakin olmasi

-AACH
2

benzer gen verimlilikleri isaret edip metodunun gegerliligini gostermektedir. Daha sonra

bu metot ile genlerdeki ifade farkhligi hesaplanmistir.

Segcilen genlerin primer tasarimi igin literatirden faydalaniimis ve PrimerPremier 6.0 yazilimi
kullanilmistir. E. coli ve B. subtfilis igin tasarlanan primerler Tablo 2 ve
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Tablo 3'de verilmigtir.

Tablo 2. qPCR ile analiz edilmek Uizere E. coli igin segilen genlere ait primerler

Amplikon
Primer Dizi (5'-3")* Referans
Uzunlugu (bp)

rrsG-F CTAATACCGCATAATGTCGCAAGA 164 Bu calisma
rrsG-R CCGTGTCTCAGTTCCAGTGT Bu calisma
rpsL-F GCAAAAACGTGGCGTATGTACTC 104 Swick vd., 2011
rpsL-R TTCGAAACCGTTAGTCAGACGAA Swick vd., 2011
envZ-F TTCCGTTACCCGTGCCTTTA 150 Bu calisma
envZ-R CCATCCTGCTCGCTCATCA Bu calisma
ompR-F GCCTGCTGACTCGTGAATC 107 Bu calisma
ompR-R CATCGGGTTGCTCTGACTAC Bu calisma
ompF-F CCTATCGTAACTCCAACTTCT 142 Bu calisma
ompF-R AAGCCTTCGTATTCGTAGC Bu calisma
ompC-F GTGCTACCTACTACTTCAAC 115 Bu ¢alisma
ompC-R GCTACGATGTTATCAGTGTT Bu calisma
ompX-F CGACTACGGTTTCTCCTAC 94 Bu calisma
ompX-R GCTACGAATACGGCTCTG Bu calisma
tolB-F GCAGGCATTACGAGTAGC 119 Bu ¢alisma
tolB-R AAGGAACAACACCAATAGGA Bu calisma
pal-F AAGTGCTGAAAGGGCTGATG 81 Bu calisma
pal-R CGTCATTGCTGGCGTTCTT Bu ¢alisma
OtsA-F TCTCCAATGCCGTTCTCT 146 Bu calisma
otsA-R CCAGATAATGTCATCGTCTTG Bu calisma
otsB-F TGGGCGGAATGTCAGTAA 112 Bu ¢alisma
otsB-R TGTTGTAATGCGGTGGTTAT Bu calisma
malE-F AACTATCTGCTGACTGATGA 92 Bu calisma
malE-R GCCAACTCTTCCTCGTAA Bu calisma
mdtA-F TACCGCCGCTAATACCGTTA 08 Bu galisma
mdtA-R GTAAATCGCCTGTTTGACCT Bu calisma
glk-F GGTAAGCCTATTGCGGTT 134 Bu calisma
glk-R GCCTCTTCTTCACTATTCG Bu calisma
msbA-F GGTCAGCGTCAGCGTATTG % Bu calisma
msbA-R GGTATCCAGAGCCGAGGTAG Bu calisma
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tufA-F
tufA-R
lamB-F
lamB-R
treA-F
treA-R
ptsl-F
ptsl-R
ptsH-F
ptsH-R
crr-F
crr-R
mgIB-F
mglB-R
acreE-F
acrE-R
acrF-F
acrF-R
phoE-F
phoE-R

GTGTTCTGCGTGGTATC
ACTTTGTGTGCGGCTTGA
CGGCGACAAGAACAATCA
TGCGAAGACACGAATAGC
TCGCAACCGCCCTTCTTT
TCAACACCGTCCATCCAGTAA
TCATCTCTGTTGAAGAAGTG
ATCATTGGTGCCGATACTA
CCAGCAAGAAGTTACCATTAC
CGGAGATAGTCACAACGG
CCGACGACAAGAAGGATACC
AGCAATACCATCACCAACGATT
TACTGAACGATGCTAACAAC
TATCTACGCCAACATAAGGT
TCCAACCTGACGCAATTCTT
TTATCGCCAATCGCCTGACT
TCTGTTCTGGTGGCATTGATTC
CCGACGCTGTTGGTGTAGT
GGAAGCCTGGACCGATAT
CGATAACGCCGAAGAAGT

87

94

122

188

188

122

138

136

152

125

Bu calisma
Bu calisma
Bu calisma
Bu calisma
Bu calisma
Bu calisma
Bu calisma
Bu calisma
Bu calisma
Bu calisma
Bu calisma
Bu calisma
Bu calisma
Bu calisma
Bu calisma
Bu calisma
Bu calisma
Bu calisma
Bu calisma

Bu calisma

* F, ileri primer; R, Geri primer.
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Tablo 3. gPZR ile analiz edilmek Uzere B. subtilis igin secilen genlere ait primerler

Amplikon

Primer Dizi (5'-3")* Referans
Uzunlugu (bp)
bmr-F ATTCCAGTAACGCCGACCAT 244 Bu calisma
bmr-R TGATACCGCCCAGCATACG Bu calisma
gyrA-F TGGTCAGAATGGCTCAGGATT Bu calisma
gyrA-R TCCGTCAACAGAACCGAAGT " Bu calisma
gyrB-F GTAGGTGCGTCGGTCGTAA Bu calisma
gyrB-R TGTGTCGTCGTTCCTGTATGA 152 Bu calisma
16s rRNA-F TGCGTAGAGATGTGGAGGAA Bu ¢alisma
16s rRNA-R GCGGAGTGCTTAATGCGTTA 187 Bu ¢alisma

*F, ileri primer; R, Geri primer.

3.10 Spor Olusumunun incelenmesi

Bacillus subtilis stres kosullari altinda endospor olusturan bir bakteridir. Bu bakteride farkl
aporfin alkaloitlerin varhdinda endospor olusumunu incelemek amaciyla degisen
konsantrasyonlarda alkaloitlere maruz brakilan hucrelere endospor boyama yontemi
uygulanmistir. Endospor boyama igin modifiye edilmis Schaeffer-Fulton endospor boyama
yontemi kullaniimistir (Schaeffer ve Fulton, 1933). Endospor olusumu incelenecek olan
bakteri kiltirt lam Uzerine damlatiimistir ve 1s1 ile fikse edilmistir. Sonrasinda endospor
duvarina penetre olarak endosporlari yegile boyayan malasit yesili damlatilmis ve 5 dakika
bekletilmistir. Preparatlar su ile yikanarak 3 dakika boyunca safranin ile boyanmistir. Su ile

tekrar yikanan preparatlar kurutularak 1sik mikroskobu altinda incelenmisgtir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Proje kapsaminda E. coli ve B. subtilis hicreleri Uzerinden etki mekanizmalarinin anlagiimasi
icin aporfin sinifina ait 3 alkaloit belirlenmisti. Bunlar Papaver rhoeas bitkisinden ekstrakte
edilmis olan (-)-rémerin ile SIGMA’dan temin edilmis olan boldin ve bulbokapnindir. Bu u¢
alkaloit yapi olarak birbirlerine ¢ok benzeseler de ayni bakteriler Gzerinde ¢ok farkl etkiye
sahip olduklari rapor edilmistir. Bu bilgiden yola ¢ikarak mekanistik olarak 2 model bakteri
Uzerindeki etkilerinin anlasiimasi igin 6énce minimum inhibitér konsantrasyonlari (MiK)
incelenmis ve daha sonra bu degerlere bagh kalinarak her iki bakteri i¢cin de sivi ortamda
buyime grafikleri gikarilmistir. Blyime egrileri ve MIK degerleri kulanilarak incelenecek

konsantrasyonun belirlenmesini takiben lipidom ve proteom analizleri yapilmistir.
4.1 Aporfin Alkaloitlerin E. coli Uzerindeki Etkileri

4.1.1 Aporfin Alkaloitlerin E. coli MiK degerleri ve Biiyiimeye Etkileri

(-)-Rémerin methin alkaloidinin E. coli bakterisi izerindeki MIK degeri 300 ug/ml olarak
bildirmistir (Tsai vd., 1989). Bu bulgudan yola ¢ikarak 400 ug/ml ve bundan dusuk (-)-rdmerin
konsantrasyonlari ile E. coli TB1 susu igin mikrodillisyon yéntemi ile MiK degeri belirlenmesi
igin galisma yapilimistir. Elde edilen sonuglar (-)-rémerinin E. coli TB1 susu igin MiK degerinin
100 pg/ml oldugunu gdéstermistir. Benzer mikrodiliisyon deneyleri boldine ve bulbokapnin igin
de MIK degerinin belirlenmesine ydnelik yapilmistir ancak sonuglar E. coli TB1 susu igin bu
degerlerin = 400 ug/ml oldugunu géstermistir. Bu elde edilden MiK degerleri (-)-rémerinin E.

coli igin potansiyel bir antimikrobiyel olasili1 Uzerinde durulmasi gerektigini gostermigtir.

Belirlenen MIK degerleri kullanilarak 0, 25, 50 ve 100 pg/ml (-)-rémerin konsantrasyonlari

varliginda LB besi yerinde E. coli ile buyume egrileri ¢ikariimigtir (Sekil 2).

Hucrelerin (-)-rébmerin alkaloidine maruz birakildiktan bir saat sonra biyume hizlarinda
onemli disus oldugu gézlemlenmistir. Spesifik bliylime orani en dusiik olan hiicre grubu 100
pg/ml (-)-rémerine maruz birakilan hucreler oldugu agikga goértlmustur. (-)-Rémerin DMSO
icinde ¢ozuldugu icin kontrol kiltiriindeki hicreler de DMSO’ya maruz birakilmistir. 100
pg/ml (-)-rémerin ilavesinin ardindan hicrelerin 1 saat icin 6lmeye baslamalari nedeni ile bu

kosullar altindaki protein ve lipit haritalarinin ¢ikarilmasi uygun oldugu dustnulmustar.
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Sekil 2. ODgoo degeri 0,5-0,6 degerine ulastiginda artan (-)-rémerin konsantrasyonlari ile
muamele edilmis E. coli hucrelerinin biyume grafikleri. (o) kontrol, (m) 25 pg/ml, (A) 50

pMg/ml ve (¢) 100 pg/ml. (-)-Rémerin OD600nm 0.5’e ulastiginda ilave edilmistir.

E. coli hicrelerinin (-)-romerin ilavesini takiben proteom ve transkriptom analizlerinin
yapilabilmesi icin ortamda yeteri kadar canli hicre bulunmasi gerekmektedir. Bu amagcla 100
pug/mL (-)-rémerin ilavesinin ardindan E. coli hucrelerinde canli hicre sayimi (CFU)
gergeklestiriimistir. Canli hiicre sayimi igin yapiimis olan analiz Sekil 3'te grafiksel olarak
verilmigtir.

7.0E+08 -
6.0E+08 -
5.0E+08 A
4.0E+08 -
3.0E+08 -

2.0E+08 A

Bacterial survival CFU/ml

] OE+08 - 3
0.0E+00 . i/, e W 7/, 55

2
Time (h)

Sekil 3. (-)-Rémerin ile muamele edilmis E. coli hiicrelerinde canli hiicre sayimi. Koyu barlar

kontrol ile acik barlar (-)-rémerin ile muamelere edilmis hucreleri gostermektedir. 3. saat
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ODggo degerinin 0,5-0,6 aralidinda ulasip ilag muamelesi yapildigi ani gdstermektedir.

Sekil 3'te goruldugu gibi DMSO ile muamele edilmis kontrol E. coli hicreleri ile (-)-romerin ile
muamele edilmis E. coli hucrelerinin canli hicre sayimlari ilag muamelesinin yapildigi 3
saate kadar aynidir. 3 saatten sonra (-)-rémerin ile muamele edilen hicrelerdeki canli hiicre
sayisinda ciddi oranda dusmus ancak daha ileri analizlerin yapilmasina imkan verecek
saylda da canli hucre ortamda bulunmaktadir. Elde edilen bu analzi sonuglari dogrultusunda
100 pg/ml (-)-rémerin ilavesinin ardindan 1 saat sonra hicre analizlerinin yapilmasinin uygun

oldugu sonucuna variimigtir.

Daha sonra boldin ve bulbokapnin igin bulunan MIK degerleri ¢ok ylksek oldugu igin,
kargilastirma amaciyla (-)-rébmerin igin belirlenmis 100 pg/ml konsantrasyonunda bu

alkaloitleri ile E. coli hiicreleri icin buyume grafikleri cikarniimigtir (Sekil 4).

4
3.5 e=t=—TB1+BOLDINE
3 =—8—TB1+BULBOCAPNINE
e=tr==TB1+DMSO
o 2.5 TR
3
a 2
(@]
1.5

1 2 3 4 5 6 7 8
Zaman (saat)

Sekil 4. ODggo degeri 0,5-0,6 degerine ulastiginda 100 pg/ml boldin ve bulbokapnin ile

muamele edilmis E. coli hicrelerinin buyume grafikleri

Boldin ve bulbokapnin ayni (-)-rdmerine gibi aporfin sinifina ait 2 alkaloit olup yapi olarak (-)-
romerine ¢cok benzemelerine ragmen Sekil 3’te géruldugu gibi E. coli Uzerinde hemen hemen
hi¢ etkileri olmamistir. Kontol hicreleri yine DMSO ile muamele edilmislerdir. Tek tekrarl
yapilan bu deneyde 6nemli sonu¢ alinmadigi igin tekrarlari yapiimamistir.

Literatirde boldin ve bulbokapninin E. coli Uzerindeki etkisine dair hicbir bilgi
bulunmadigindan ve bu proje kapsaminda yapilan denemelerde de farkli bir sonuca

ulasilamadigindan ve bu deneyleri takip eden qPZR analizleri icin RNA izolasyonunda sorun
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¢iktigindan bu asamadan sonra E. coli ile yapilan galismalara sadece (-)-rémerin ile devam

edilmigtir.

4.1.2 (-)-Romerin Varhginda E. coli Proteomu

1 saat (-)-rdmerin ile muamelinin ardindan analiz edilmek Uzere E. coliden ilk olarak
proteinleri ekstrakte edilmistir. Ekstrakte edilen proteinler 6nce Gere¢ ve Yontem bdlimiinde
detayl olarak anlatilan sekilde iki boyutlu jel elektroforozi yontemi ile ayrilmisglardir. Sadece
Sigma-PROT-TOT (ProteoPrep Sample Extraction) kiti ile izole edilen proteinlerin 2. boyut
ayirirmindan sonraki jellerinde yatay cizgilenmeler olusmustur. Tekrarh yapilan deneylerde
sonu¢ degismemistir. Bunun Uzerine protein orneklerinin yeterince temiz olmadidina karar
verilip protein ekstraksiyonunu takiben 6rnekler BIORAD marka temizleme kiti (Bio-Rad,
ReadyPrep 2-D Cleanup) olasi kirliliklerden uzaklastiriimistir. Ancak iki boyutlu elektroforetik
analiz sonucunda herhangibir iyilesme gorulmemistir. Daha sonra protein o6rneklerini
temizlemek igin BIORAD marka temizleme kiti yerine ZEBA tuzlardan arindirici kolonlari
(Zeba Spin Desalting columns, 7K MWCO, ThermoScientific) kullaniimistir. Bu kolonlar ile
ornekler temizlendiginde iki boyutlu elektroforetik jellerde buylk oél¢ide iyilesme olmustur.
Kontrol ve (-)-rémerin ile muamele edilmis E. coli hicrelerinden elde edillen proteinlerin
ZEBA kolonlari ile temizlendikten sonra 2-D jeldeki goruntuleri icin érnek goruntler Sekil 5 ve

Sekil 6'te verilmigtir.
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Sekil 5. Kontrol kiltirindeki hicrelerden ekstrakte edilen proteinlerin ZEBA kolonlari ile

temizlendikten sonra 2-D jeldeki goruntuleri

25



Sekil 6. (-)-Rdémerin ile muamele edilmis hicrelerden ekstrakte edilen proteinlerin ZEBA

kolonlari ile temizlendikten sonra 2-D jeldeki goruntileri

Ekspresyonunda farklilasma meydana gelen proteinler Ludesi REDFIN yazilimi (BioRad) ile
analiz edilmis ve karsilastirmali analizde bu program toplam 174 tane protein spotunun
expresyonunda farklilagsma belirlemistir. Bu spotlardan 48 tanesindeki degisimin degisim
faktorine goére 6nemli olduguna karar verilmistir (cut-off = 1.8 fold). Bunlarin icinden 16
tanesi kesilebilir konsantrasyona sabip olduklarindan temiz bir falgata yardimi ile en az 3
biyolojik replika jelden kesilerek kitle spektormetrisi ile tanilanmak Uuzere -80°C'ta
saklanmistir. Tanilamanin dogrulugundan emin olmak igin iki tane de belirgin kontrol spotu
batin jellerden kesilmistir. Bu protein spotari R1 ve R2 olarak adlandiriimigtir. Ludesi

REDFIN yazihmindan elde edilen sonuglar (-)-rémerin varliginda secilmis bu 16 proteinden 9
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tanesinin azaldigini, geri kalanlarinin ise arttigini gostermistir. Kesilen protein spotlarinin
York Universitesinin Proteomik Laboratuvarinda (Proteomics Laboratory, Dept. of Biology,

University of York, UK) yapilan analiz sonuglari Tablo 4'te 6zetlenmistir.

Tablo 4. (-)-Rémerin muamelesini takiben E. col’de ekspreyonu farklilasan proteinlerin kitle

spektrometrisi ile yapilan analiz sonuglari

Protein Gen . MS/MS Kapsanan Kat
Protein adi Regulasyon
Spot No adi skoru dizi (%) degisim

Maltose binding
S1 malE _ azaldi 598 23 5.33
periplasmic protein

Maltose binding
S2 malE _ _ _ azaldi 673 23 8.68
periplasmic protein

Maltose binding
S3 malE _ _ _ azaldi 658 23 8.61
periplasmic protein

4.11
S4 ansB L-Asparaginase Il azaldi 452 23

Maltose operon
S6 malM _ _ _ azaldi 380 20 4.06
periplasmic protein

Tartronate
S8 garR semialdehyde azaldi 538 27 2.57
reductase
D-galactose,
S9 mgIB D-glucose binding azaldi 665 29 6.72
protein
S10 tsf EF-Ts azaldi 734 35 2.76
Outer membrane
S11 ompX artti 537 33 2.09
protein X
Enamine/imine 4.41
S13 yjgF _ azaldi 441 37
deaminase

Type-1 fimbrial

S14 fimA protein, A chain artti 840 61 3.78
Thiol:disulfide
interchange protein
S15 dsbA artti 377 22 3.58
DsbA
S20 crr EllIA-Glc artti 666 52 1.88
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S50 462 20

tolB TolB artti 4.06
S29 489 19
S50 tufA/B EF-Tu artti 376 20 2.31
Glutamine binding
S34 ginH _ artti 659 35 2.45
protein

50S ribosomal 607

R1 rplL Kontrol 43 1.1
protein L7/L12
50S ribosomal 607

R2 rplL Kontrol 43 1.03

protein L7/L12

Protein analiz sonuclarindan gelen bilgiler dogrultusunda, (-)-romerin’in E. coli Uzerindeki
etkisi konusunda iki temel hipotez ile ortaya gikmigtir. Bunlardan bir tanesi buyime ortaminin
ozmolaritesindeki degisim digeri ise hicre zarinin batunlugu ile ilgili olmustur. Proteom
datalarinin gPZR metodu ile validasyonu kaginilmazdir. Hem bu validasyon hem de ortaya

atilan test edilmesi icin qPZR islemi yapilmistir.

4.1.3 (-)-Romerin Varhginda E. coli Lipidomu

Literatirde gesitli lipit ekstraksiyon metodu bulunmaktadir. Bunlardan, MTBE (Metil-tersiyer-
butileter) ekstaksiyonu ve asidik Bligh&Dyer ekstraksiyonu, temel bakteriyel lipit turleri olan
PE, PG ve CL nin ekstraksiyon verimiyle ilgili oldugundan bu ekstraksiyon metodu
kullanilmistir. MTBE ekstraksiyonu icin kullanilan ¢ozelti MTBE, ABD ekstraksiyonu igin
kullanilan ¢6zelti MeOH/CHCI3/HCL(2:1:0.0075 v/v/v) dir. Sonuglar, CL ve PG tirleri igin her
iki metodunun ekstraksiyon veriminin benzer oldugunu gostermisgtir. PE taru icin ABD metodu

MTBE ye gore daha ylksek ekstraksiyon verimi saglamistir.

Ayrica, kontaminant seviyeleri test edilmisti. Ornek hazirlama sirasinda kullanilan
¢ogunlukla plastik yizeylerden gelen filtrelenebilir ve ekstrakte edilebilir kontaminantlar tespit
edilmigtir. Bu kontaminantlar, yUksek konsantrasyonda olmasalar da iyonizasyon prosesi
sirasinda iyonlasma verimini baskilayici gekilde etkileyebilirler. Kontaminant seviyesini
Olgcmek igin, farkh ekstraksiyon prosedurleri ve materyaller (cam, plastik) test edilmistir.
Sonuglar, plastik yizey kullaniminin cam yuzey kullanimina goére daha ylksek seviyede
kontaminant olusturdugunu gostermistir. MTBE ekstraksiyonu, ABD ekstraksiyonuna gore 3-

5 kat daha yUksek kontaminant seviyesi olusturmaktadir.

E. coli érneklerinin nicel LC-MS analizinin 6nemli noktalarindan biri kromotografik ayirmada
alikonma suresinin kararhligidir. LC g¢alismalari, alikonma zamani farkliliklarinin 0.02 - 0.05

dakika oldugunda, ayrilma sinyallerinin ayni oldugunu goéstermistir. Dionex'in LC system
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Ultimate 3000 markas! kullanildiginda, &rneklerde ylksek alikkonma hizi kararlihgi
g6zlenmistir. LC nin Q-exactive ve Hybrid Quadrupole Orbitap aletleri ile birlikte kullaniimasi,
lipit sinyallerinin tanimlanmasinda c¢ok vyuksek bir kesinlik saglamistir (ortalama kutle

kesinligi,1.0 ppm +- 0.5 ppm).

Bir hicrenin lipit profilindeki degisiklikler proteomda meydana gelen degisikliklere goére daha
dinamik bir 6zellik gosterdiginden, lipidom analizi igin (-)-rémerin ile muamele edilmis E. coli
hiicrelerinde ilag ilavesinin ardindan 0., 30. ve 60. dakikalarda analiz igin érnek alinmistir. Ug
tekrarli olarak E. coli igin yapilan analizlere ait 6rnek gorunti Sekil 77de 6zetlenmistir. Kontrol

olarak yine sadece DMSO ile muamele edilmis E. coli hiicreleri kullaniimistir.
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Sekil 7. (-)-Rdmerin ile muamele edilen ve kontrol E. coli érneklerinin 0, 30 ve 60 dakika

sonraki lipitlerinin analizleri
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Fosfatidil-etanolamine (PE) ve fosfatidil-gliserol PG lipitlerinin molar ylzdeleri ve rolatif
miktarlarini gosteren sekillerde (-)-rémerin varliginin belirgin dlgude lipit dagihmini
degistirdigini gostermistir.

Bakteriyel hiicre blylimesi sirasinda, htiicre farkli bir buyime fazina gegctiginde lipit profilleri
degisebilir. Bu degisimi test etmek igin, buylime egrisinin farkli noktalarinda hicredeki lipit
profilleri analiz edilmigtir. Hucreler LB ortaminda baska bir madde eklenmeden
blayutilmustir. PE ve PG turlerindeki bagil miktar, PE-32:1 ve PG-32:1, hiicre duragan faza
gectiginde azalmistir. ikinci en yiiksek miktarda olan PE-34:1 ve PG-34:1 tam tersi davranis
gOstermistir, CL tiru igin de ayni sey soylenebilir; bagil miktar hiicre duragan faza gegtiginde
CL-64:2 duserken, CL-68:2 artmistir. Bu durum, hlcrenin duragan faza gecerken ylksek asil

zincirli yag asitlerini Gretmeyi tercih ettigini gostermektedir.

E. coli lipidomunda lipit tirlerinin profilleri (-)-rébmerinin ile muamele edilmis hicrelerde
digerlerine gore daha kuguktur. Bu durum, muamele edilmemis hucrelerin hala buylimekte
olmasindan kaynaklaniyor olabilmektedir. (-)-Rémerin ile muamele edilmis hucrelerin PE
tirundeki lipidomun, muamele edilmemis hlcrelere gore farki %1-3 tur. (-)-Rémerin etkisine
bagh olarak, PE-32:1 az miktarda artmis ve PE-34:1 az miktarda azalmistir. PG turinde, (-)-
romerinle muamele ediimis ve edilmemis hiicre arasindaki fark %7 ((-)-rdmerin
eklenmesinden 30 dakika sonra) ve %10 ((-)-rémerin eklenmesinden 60 dk sonra)dir. Genel
olarak, %8-10 dan ylksek bir fark 6nemli bir degdisim olarak kabul edilmektedir. PE turinde,
PG-32:1 artmis ve PG-34:1 azalmistir. Bu sonuglar, (-)-rémerin eklenen bakteri hucrelerinin
uzun yag asitleri tercih ettigini gostermektedir. Muameleye bagh olarak, 18 lipit sinyal

faktoérinin 2’den 6’ya ¢iktigi tespit edilmistir.

Ayrica, LB ortamina DMSO eklenmesi etkisinin lipit profillerine etkisi test edilmigtir. DMSO (-
)-rébmerin icin ¢6zucu olarak kullaniimigtir. DMSO varliginda ve yoklugunda buyuyen
hicrelerin lipit profillerinde bir degisim gézlenmemistir.

Bu sonuclar da protein sonuglarinda oldugu gibi (-)-rémerin varhdinda hicre membraninda
belirgin bir degdisiklik oldugunu gdstermigtir.

Zaman agisindan degerlendirildiginde, sure arttikga kontrol ile (-)-rémerin ile ilave edilmis
orneklerden elde edilen sonuglarin arasindaki farklarin arttigi gorulse de, genel goérintu
olarak bluyuk degisiklikler kaydedilmediginden bundan sonraki galismalarda sadece 1 saat

sonunda alinan ornekler degerlendirilmigtir.
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4.1.4 (-)-Romerin Varhginda E. coli’de qPZR ile Analizler

ilk proteom ve lipidom analizlerinin eldesinden sonra hem ortamin ozmolaritesi ve hiicre
zarinin butunlaga ile ilgili ortaya atilan hipotezleri test edebilmek hem de analiz sonuglarini
valide edebilmek igin gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (qPZR) igin uygun primerler
tasarlanmistir. Gen sec¢imi i¢in 4 temel analiz hedefi belirlenmistir. Bu hedefler Tablo 5'te

Ozetlenmistir. Tasarlanan primerlerin dizileri de Tablo 2'de verilmistir.

Tablo 5. gPZR ile analiz igin E. coliden segilen ilk genler

Analiz hedefi Gen isimleri
Ozmolarite ile ilintili genler envZ, ompR, ompF, ompC, otsA, otsB (tpp)
Hucre zar ile ilintili genler tolB, pal

Proteom datasi ile ilintili genler ompX, malE, tolB

‘Housekeeping’ gen rrsG, rpsL

Bu secilen genler arasinda EnvZ/OmpR ozmolarite regulatér sisteminin bir parcasi olup bu
ozmolarite regulator sistemin hedef aldigi OmpF ve OmpC porin proteinleri de
bulunmaktadir. Hicre dig zarinin batinligdunu ise TolB-PAL sistemi saglamaktadir ve bu
nedenle segilmiglerdir. Segilen genlerden (¢ tanesi, ompX, malE ve tolB ayrica proteomik
datasinda bulunduklarindan bu sonuglari valide etmek igin kullaniimiglardir. rrsG ve rpsL

genleri de ‘housekeeping’ gen olarak arastiriimak Gzere segilmigtir.

Secilen genler ile erime egrisi (melting curve) analizleri, her bir primer cifti ile genlerin tek bir
gen uruan ¢ogalttigini ve primerlerin belirlenen bdlgeye 6zel olduklarini gostermistir. Ayrica bu
primerler kullanilarak genomik DNA ile PZR yapiimis ve elde edilen drunler agaroz jel
elektorforezi Gzerinde tek bant verdigi elektroforetik analiz ile kontrol edilmigtir. Tek bant elde

edilmemesi durumunda yapisma sicakliklari 1-2°C degistirilmistir.

gPZR analizi ile gen seviyelerindeki degisim hesaplamalari i¢in 6ncelikle transkriptomda
seviyesi sabit kalmasi gereken genin (housekeeping gene) segimi igin ¢alismalar yapilmistir.
Bunun icin literatur bilgilerine dayanilarak 6nce 30S ribozomal subunite proteini S12
kodlayan rpsL geninin ifade seviyesi kontrol ve (-)-rémerin ile muamele edilen hucrelerde
hesaplanmistir. Deney sonuglari rpsL geninin (-)-rébmerine varhdindan etkilendigini ve

ifadesinin ¢ok dustigini gostermistir. Bu nedenle ayni zamanda Uzerindeki matasyonlar ile
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Streptomycin direncine neden olan rpsL geninin ifadesindeki buylk 6l¢lide azalma daha

sonra arastiriimak tzere not edilmigtir.

‘Housekeeping’ gen olarak rpsL geni ile uygun sonug¢ alinamamasi nedeniyle segilen diger ‘housekeeping’ gen
adayr olan 16S rRNA'yvi kodlayan rrsG’ye gegilmistir. Bu rrsG geni ile yapilan qPZR sonuglari bu genin
ifadesinin (-)-rémerin varligindan etkilenmedigini gostermistir. Bunun iizerine ‘housekeeping’ gen adayi olarak
rrsG geni ile ¢alismalara devam edilmesi uygun bulunmugstur. Bir sonraki asamada Livak ve Schmittgen
(2001) 'nin gelistirdigi 2**“" yontemi kullanilabilmesi i¢in once verimlilik hesaplart yapilmistir. Ornek olarak

acrB ve rrsG genleri i¢in amplifikasyon verimlilikleri

Sekil 8de 6zetlenmistir.

20.0

18.0 y = 0.0676In(x) + 16.083

160 |2 o o —®
14.0

AC,

12.0
10.0

8.0

0.01 0.1 1
Log (¢cDNA dilution)

Sekil 8. Livak ve Schmittgen (2001)’nin 22" metodunun kullanilabilmesi igin acrB ve rrsG

genlerinin amplifikasyon verimliliklerinin grafiksel géruntisu

Bu sekle gore grafiklerde elde edilen egimlerin sifir olmalari Livak ve Schmittgen (2001)’nin
222" metodunun genlerdeki ifade degisikliginin hesaplanabilmesi igin uygun oldugunu

gOstermistir.

Ardindan (-)-rémerin varligindaki gen ifadeleri secilen her bir gen icin qPZR yontemi ile
hesaplanmis ve elde edilen veriler kullanilarak rrsG genine goére ifade degisiklikleri detayli
hesaplanmistir. qPZR igin kullanilan mRNA drnekleri, proteomik verilerin eldesinde oldugu

gibi E. coli hucrelerinin (-)-rémerin ile sadece 60 dakika muamelesinin ardindan alinmistir.
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Genler igin hesaplanan ifade degisim degerleri Tablo 6’da verilmistir. Esik degeri olarak = 1.8
alinmigtir.

Tablo 6. (-)-Rémerin ile muamelenin ardindan E. coli hiicrelerinden ilk set genin transkriptom
seviyelerindeki degisilerin gPZR yontemi ile hesaplanmalari. Genlerin aciklamalari Pubmed

Gen veri tabanindan alinmistir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/).

Gen Gen tanimi Degisim(2 24 Regiilasyon sekli
ompX Outer Membrane Protein X 2,5 artmis
ompF Outer Membrane Porin 1a 5,7 azalmis
ompC  Outer Membrane Porin Protein C 18,3 azalmis

Response regulator in
two-component regulatory system
ompR ] 2,3 artmis
with EnvZ
Sensory histidine kinase in
envZ  two-component regulatory system _ _
_ 1,0 degismemis
with OmpR
tolB Periplasmic Protein 1,8 azalmis
Peptidoglycan-associated outer

pal 2,5 azalmis
membrane lipoprotein

OtsA Trehalose-6-phosphate synthase N/A hesaplanamadi
Trehalose-6-phosphate
otsB 4,2 azalmis
phosphatase
malE Maltose transporter subunit > 100 hesaplanamadi
rpsL  30S ribosomal subunit protein S12 14,7 azalmis

gPZR analizleri sonucunda elde edilen bilgiler (-)-rémerin varliginda ompX ve ompR
ifadelerinin arttigini, ompF, ompC, tolB, pal ve otsB ifadelerinin azaldigini gdstermistir. Ayni
kosullar altinda envZ geninin ifadesi ise sabit kalmistir. malE ve otsA genlerinin degisim
seviyeleri ise, bu genlerin ifadelerinin (-)-rémerin varliginda olmamis olmalarindan dolayi
hesaplanamamistir.
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Tablo 7’de proteomik ve qPCR analizlerinden elde edilen sonuglar 6zetlenerek verilmistir.
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Tablo 7. E. col’de Proteomik ve qPZR analizlerinin ortak sonuglari

Proteomik analiz qPZR Analizi
Protein  Regiilasyon $ekli Degisim Regiilasyon Sekli Degisim
OmpX artti 2,09 artti 2,50
Cok dusUk,
MalE azaldi -7,54 azaldi
hesaplanamadi
TolB artti 2,67 azaldi 1,80

Proteomik ve qPZR analizlerinin karsilastirmali degerlendirmeleri OmpX ve MalE proteinleri
icin birbirlerini dogrular sonuglar verirken TolB proteini i¢cin elde edilen sonuglar proteomik
analizde bu proteinin arttigini goésterirken gPCR analizi azaldigini géstermistir. Bu sekilde
birbirini dogrulamayan sonuglarin literatirde de var oldugu goérulmastir. Bu durumda,
Ozellikle de protein tanilamasi esnasinda ¢ikabilecek alternatif sonuglar da o6nem

tasimaktadir. TolB icin tekrarl yapilan qPZR deneylerinde farkli sonug elde edilmemistir.

Elde edilen bu ilk gPZR analizlerinin ardindan daha mekanizmanin daha detayli incelenmesi
icin yine proteom ve lipidom sonuglarindan yola c¢ikilarak analiz edilmek Uzere
‘housekeeping’ gen disinda 4 grup halince 12 adet gen daha segilmistir. Yeni segilen

genlerin dizileri Tablo 2’de verilmis ve bu secilme nedenleri kisaca Tablo 8de 6zetlenmistir.

Tablo 8. gPZR ile analiz igin E. coliden segilen ikinci set gen

Analiz hedefi Gen isimleri

Glikoz metabolizmasi ile ilintili genler ptsl, ptsH, crr, glk, treA
Seker tasinimi ile ilintili genler mglB, malE*, lamB, phoE
Coklu ilag pompalari ile ilintili genler tolC, tolB*, acrE, acrF, acrA, acrB, msbA, mdtA

Protein sentezi ile ilintili genler rpsL*, tufA

* Bir 6nceki dénemden calisilan, kontrol amagli secilen genler

(-)-Rémerin varhdi genel olarak hiicre i¢i karbonhidrat varligini kisitlamakta, proteom
sonuglari da bunun nedeninin, hlcre porinlerindeki azalma oldugunu isaret etmisti. Bu
sonugtan yola c¢ikarak oncelikle glikozun hicre igine nasil girdigini irdelemek istedik. Bu
dogrultuda secilen genlerle glikoz metabolizmasi ile ilintili olanlari, hicre i¢ine alinan glikoz
molekullerinin fosfotransferaz sistemi (PTS) ile mi yoksa difuzyon ile mi iceri girdigini

gostermesi planlanmigtir. PTS ile igeri giren glikoz molekilleri enzim | (El) (pts/ tarafindan
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ifade edilir), histidin proteini (HPr) (ptsH tarafindan ifade edilir) ve enzim Il (ElIA) (crr
tarafindan ifade edilir) proteinlerine gereksinim duyarlar. Fosfoenolpirivattan (PEP) El'e
gecen fosfat grubu énce HPr'ye, sonra EllA’'ya oradan da son olarak hiicre igine giren sekere
gecmektedir. El ile HPr, fosfotransferaz sistemi ile hiicre igine giren tim sekerler igin ortak
iken, her sekere 6zel EIIA bulunmaktadir. Glikoz igin gereken EIIA, crr tarafindan ifade
edilmektedir. Diger taraftan glk tarafindan ifade edilen hegzokinaz enzimi, hicre igine
diftizyon ile giren ya da hicre iginde serbest bulunan glikozu fosfatlayarak glikoz-6-fosfata
dénusturmektedir. Bu iki yolaktan hangisi aktif ise, o yolak genlerin sentezlenmesi

beklenmektedir.

Diger taraftan sekerlerin iceri alinmasinda rol oynayan lamB ve phoE tarafindan ifade edilen
porinler ile protein tagsiniminda gorev alan ve sekerlere baglanan iki periplazmik protein,
maltoza baglanan protein (malE) ve galaktoza baglanan protein (mglB), farkli sekerlerin E.

coli tarafindan kullanilip kullaniimadiklarinin anlasiimasi igin segilmistir.

Proteomik sonuglar dogrultusunda secilen bir Uguncu grup gen de ¢oklu ilag pompalarini
kapsamaktadir. Coklu ilag pompalari, hiicre igin yabanci ve zararl goérinen ilaglarin hiicre
disina pompalanarak etkilerinin azaltiimasina neden olmaktadir. Bu pompalarin etkin olarak
calismamalari durumunda, verilen ilag adayi etkinlik gostermektedir. Proteomik sonuglarin
TolB proteinindeki artigi gdstermesi ile bu protein ile beraber ¢alisan TolA ve TolC proteinleri
de dikkatimizi gekmistir. Ozellikle TolC proteini gram-negatif bakterilerde i¢c zarda yer alan
bircok ¢oklu ilag pompasinin dis zar komponenti olarak islev géormektedir. Bu nedenle TolC
ile beraber, en yaygin olarak kullanildidi bilinen coklu ilag pompalarinin ifadelerine
bakilmasina karar verilmistir. Bu dogrultuda 4 farkli pompanin c¢esitli parcalarn (acrE, acrF,

acrA, acrB, msbA, mdtA) inceleme amagcli segilmistir.

Bir dordinci grup olarak da daha énceki donemde ifadesi degistigi belirlenen rpsL geni ile
beraber tufA geni secilmistir. Her iki genin birincil gdrevinin protein sentezi oldugu
bilinmektedir. Ancak protein sentezinde yer alan, &érnedin uzatma faktérlerinin, ikincil
gorevleri de oldugu rapor edilmistir. Ayrica rpsL geninin tetrasiklin direnci ile ilintili olmasi da
diren¢ mekanizmasi ile ilintili bir durumun s6z konusu olabilecegini isaret etmektedir. Ayrica
tufA geninin proteom sonuglarinda yer almasi, bu genin secilip gPCR ile dogrulanmasi

agisindan énem tasimaktadir.

Segcilen bu genler ile yine erime egrisi (melting curve) analizleri, her bir primer ¢ifti ile genlerin
tek bir gen urdn cogalttigini ve primerlerin belirlenen bolgeye 6zel olduklarini gostermek igin
genomik DNA ile PZR yapilmigtir. Elektroforetik analiz ile tek bant elde edilmemesi

durumunda yapisma sicakliklari 1-2°C degistirilmistir.
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Ardindan ‘housekeeping’ gen adayi olarak rrsG geni ile calismalara devam edilerek yine her

2°25Ct metodunun

bir gen icin verimlilik hesaplari yapiimigtir. Livak ve Schmittgen (2001)'nin
genlerdeki ifade degisikliginin hesaplanabilmesi igin uygun oldugunu gdsterdigi genler ile
gPZR analizlerine gegilmistir. mdtA ve phoE genleri ile yapilan farkh kosullardaki analizlerin

hicbirinde, bu primerlerin kullanilabilirligini gosteren bir sonug elde edilememistir.

Tablo 9. (-)-Rémerin ile muamelenin ardindan E. coli hicrelerinden ikinci set genin
transkriptom seviyelerindeki degisilerin qPZR ydntemi ile hesaplanmalari. Genlerin

acliklamalari Pubmed Gen veri tabanindan alinmistir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/).

Gen Gen tanimi Degisim (2 2*“')  Regiilasyon sekli
acrA Multidrug efflux pump - degismemis
acrB Multidrug efflux pump 1,6 artmig
acrkE Multidrug efflux protein - bulunamad*
acrF Multidrug efflux protein - bulunamad*
tolC Outer-membrane protein 1,9 artmis

crr Enzyme 11A®C 3,4 artmis
ptsH Phosphocarrier protein HPr 3,5 artmis

glk Glucokinase - degismemis
lamB Maltose outer-membrane porin > 100 hesaplanamadi
malE Maltose transporter subunit > 100 hesaplanamadi
mg/B  Galactose binding periplasmic protein - degismemis
msbA Lipit export permease protein - bulunamadi*

* Her iki kosulda da ifadesi olmamistir.

ilk olarak glikozun igeri nasil alindigi ve pargalanmaya baslandig ile ilgili genler olan crr,

ptsH ve ptslile glk genlerinin analizleri yapilmistir.

Glikoz metabolizmasi ile ilgili sonuglar genel olarak ptsH ve crr genleri tarafindan kodlanan
enzimlerin hem (-)-rdmerin ile muamele edilmis hem de kontrol &érneklerinde ortamda
bulundugunu ancak (-)-rémerin varliginda ifadenin biraz daha ylksek oldugunu gdstermistir.
Bu durum glikoz alinimi icin PTS sisteminin her iki durumda da aktif oldugunu ancak (-)-

réomerin stresinin sistemi biraz daha aktiflestirdigini isaret etmistir. Diger taraftan glk geni ile
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yapilan deneyler bu gen tarafindan ifade edilen hekzokinaz enziminin ise kontrol kosullarinda

PTS enzimlerine oranla daha az olsa da ortamda bulundugunu gdstermistir.

E. coli hicrelerinin (-)-rémerin stresini azaltmak igin, bu mlekult hicre disina attigi ile ilgili
hipotez ise bekledigimiz kadar etkin ¢ikmamigtir. TolB proteinin arttiginin bulunmasi ile bu
protein ile calistigi icin secilen to/C geni ve bu protein sistemi ile ilag atiminda beraber
¢alisan ¢oklu atim pompa proteinleri incelendiginde sadece tolC ve acrB’'de az da olsa artis
hesaplanmistir. acrB ile beraber g¢alisan acrA’da ise bir degisiklik dlgtilmemesi bu pompanin
islevselligi konusunda soru isaretleri uyandirmigtir. Sonug¢ olarak E. coli hucrelerinin (-)-
romerini disari pompalayamadigi ve bu yuzden de dldikleri distnulebilir. TolC ile galisan

bagka sistemler olabilecegi gibi bunlarin da yeteri kadar etkin olamadiklari acgiktir.

4.1.5 (-)-Romerin’nin E. coli’ye Etkisinin Analizi

Proteomik sonucglara gore miktarlarinda degisiklik olan proteinler ile qPZR sonugclarina gore
ifadeleri degisen genlerin lipidom bilgilerini de kullanarak toplam 20 hedef secilmistir. Bu
hedefler, STRING 9.1 veritabani kullanilarak analiz edilmis ve bir etkilesim agi
olusturulmustur. Bunun igin yazilimin aktif tahmin ydntemleri kullaniimistir. Olusturulan

etkilesim agi Sekil 9'de verilmistir.

Olusturulan fonksiyonel etkilesim agi, 17 tane hedefin etkilesimde oldugunu goéstermistir.
Ornegin, maltoz ve galatoz tasinim sistemlerinin birer pargasi olan ve malE, malM ve mgIB
genleri tarafindan kodlanan proteinlerin birbirleri ile etkilesim halinde oldugu gérulmustir. Bu
proteinlerden MalE’nin ayni zamanda hicre zari porin proteinleri olan OmpF ve OmpC ile de
etkilesim halinde oldugu bulunmustur. Yine ayni etkilesim agi tUzerinde, tahmin edildigi gibi
rpsL geninin Urdndndn protein biyosentezinde yer alan EF-Ts proteini ile etkilestigi
gorulmastur. Hucre ceperinde yer alan Tol yapisinin bir pargasi olan TolB proteinin ile

peptidoglikan ile ilintili dis zar lipoproteini PAL’in da etkilestigi ayrica bulunmustur.
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Sekil 9. (-)-Rémerin ile muamele edilen E. coli hiicrelerinin proteomik ve qPCR analizlerinde
elde edilen verilerinin entegre analizi. Hedefler arasindaki farkli renkler STRING 9.1
veritabaninin analiz i¢in kullandigi farkli yontemleri ifade etmektedir. Siyah oklar proteomik
analizlerden elde edilen sonuglari, kirmizi oklar ise qPCR analizi ile elde edilen sonuglari

gostermektedir

Sekil 70’da da E. coli hiicreleri igin elde edilen tim sonuglar hiicre tzerinde gosterilmistir.
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Sekil 10. 1 saat (-)-rémerin ile muamelenin ardindan E. coli TB1 hiicrelerinde farklilagsan tim
protein ve genlerin gekilsel goruntusit. Kirmizi rengi azalmayi, yesil rengi artisi, mor ise
degisim olmadigini gostermektedir. Laciverte etkilenen sistemlere ait diger bolumleri

gostermektedir

4.2 Aporfin Alkaloitlerin B. subtilis Uzerindeki Etkileri

4.2.1 B. subtilis icin Buyume Kosullarinin Belirlenmesi

B. subtilis hucreleri ile daha 6nce ¢aligiimadigi igin dncelikle hangi buyume sicakliginda proje
kapsamindaki calismalarin yapilmasina karar verilmesi i¢cin 6n deneyler yapiimistir. Bu
dogrultuda, nutrient besiyerindeki biylimeler 30 ve 37°C’de spektrofotometrik olarak ODgg
takip edilerek izlenmistir. Elde edilen biyume grafikleri Sekil 17°de 6zetlenmistir. Her iki
sicaklikta da hucrelerin buyudukleri ancak dusuk sicaklikta buyimenin biraz daha yavasg
oldugu gozlenmistir. 37°C’de buylimenin biraz daha hizli olmasi nedeniyle, bundan sonraki

calismalarin bu sicaklikta yapilmasina karar verilmigtir.
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Sekil 11. B. subtilis hiicrelerinin iki farkl sicaklikta zamana kargi ODggo degerleri

4.2.2 Aporfin Alkaloitlerin B. subtilis Buyumesine Etkileri

Buyume kosullarina karar verildikten sonra 6nce 3 aporfin alkaloidin, (-)-rdmerin, boldin ve
bulbokapninin varliginda bliyume analizleri yapilmistir. E. col’de (-)-rémerin ile elde edilen
sonugtan yola cikilarak 6nce 25 ile 150 pg/mL araliginda degisen 5 farkli roemerine
konsantrasyonu ile muamele edilen B. subtilis hucreleri ile blyame analizleri yapilmis ve elde

edilen egrileri Sekil 12’de verilmistir.

Sekil 12de elde edilen sonuglara goére, B. subtilis hiicreleri incelendiginde ODgoo degeri 0.5’
ulastiginda sadece DMSO ilavesi yapilan kiltir ile higbir ilave yapilmayan B. subtilis
kaltarlerindeki buyumeler ¢cok benzerdir. 25 pg/mL (-)-rémerin ile muamelenin ardindan B.
subtilis hucrelerinin  blyumesinde ¢ok buylk bir degisiklik olmamistir. (-)-Rémerin
konsantrasyonu 75 pg/mL’e cikarildiginda ise, ila¢ ile muamelenin ardindan 1 saat sonra
hicreler duragan faza girmiglerdir. 75 ile 85 yg/mL (-)-rdbmerin muamelesi arasinda ¢ok az
bir fark goézlemlenmigtir. Ancak (-)-romerin konsantrasyonu 100 upg/mL ve Uzerine

cikarildiginda B. subtilis hucrelerinin hemen duragan hatta belki de 6lim fazina gegmiglerdir.
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Sekil 12. Farkli konsantrasyonlardaki (-)-rémerin (ug/ml) varliginda B. subtilis buyimesi

Literatlrde boldinin antimikrobiyel 6zelligine dair herhangi bir bilgi bulunmamaktadir (Ortega-
Ramirez vd., 2014). Boldinin B. subtilis Gizerinde hemen hemen hi¢ etkisinin olmadigi
hipotezi ile yola ¢ikarak, (-)-rémerin icin kullanilan konsantrasyonlarin daha Gzerinde degerler
ile B. subtilis'te boldinin etkisi arastirilmistir. Bunun igin iki tanesi (-)-rémerinde kullanilan ile
ayni olmak {izere dért farkli boldin konsantrasyonunu (25 ug mL™", 75 ug mL™", 150 ug mL”

ve 400 pg mL™") ile muamelenin ardindan bilyiime grafikleri gikariimistir.

Sekil 13’te goruldidl gibi boldinin yuksek konsantrasyonunun bile B. subtilis buyumesi
Uzerinde o6nemli bir etkisi olmamistir. Bunun iki nedeni olabilir: 1) Boldin disar akis
pompalariyla hiicre digina atilabilir ya da 2) Boldin daha 6nce Ortega-Ramirez vd. tarafindan

rapor edildigi gibi antimikrobiyel etkiye sahip degildir (Ortega-Ramirez vd., 2014).
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Sekil 13. Farkli konsantrasyonlardaki boldin (ug/ml) varlhiginda B. subtilis buyumesi

Son olarak dért farkli bulbokapnin konsantrasyonunun (25 ug mL™, 75 ug mL™, 150 pg mL”
ve 400 pug mL") B. subtilis bilylimesi {zerindeki etkisi incelenmistir. Orhan vd. (2007)
yaptiklari ¢calismada bulbokapninin Klebsiella pneumoniae ve Acinetobacter baumannii'ye
kargi inhibe edici etki gosterdigini rapor etmislerdir. Ayrica bulbocapninin 128 pug mL”’
minimum inhibitér konsantrasyonunda (MIK) B. subtilis blyimesini inhibe ettigini
bulmuslardir (Orhan vd., 2007). Bu bilgilerden yola c¢ikilarak bulbokapnin igin boldin igin
kullanilan ile ayni doért konsantrasyon segcilmistir. Sekil 14’te goruldigi gibi segilen

bulbokapnin konsantrasyonlarinda B. subtilis buyimesinde hi¢ bir etki gézlemlenmemistir.

Boldin ve bulbokapnin igin ¢dzunurlik sorunlarindan dolayl daha yuksek konsantrasyonlara
ctkilamamigtir. Daha ylksek konsantrasyon daha fazla ¢ézucu, DMSO, gerektirmektedir

ancak daha fazla DMSO’nun da hicre buyuimesine toksik oldugu bilinmektedir.
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Sekil 14. Farkli konsantrasyonlardaki bulbokapnin (ug/ml) varliginda B. subtilis biylimesi

Ug aporfin alkaloit ile elde edilen sonuglar dogrultusunda proje kapsaminda incelenmek

Uzere (-)-rémerinin etkisine bagh olarak konsantrasyon belirlenmesine karar verilmistir.

4.2.3 (-)-Romerin Varhginda B. subtilis Huicrelerinde Spor Olugsumu

B. subtilis stres kosullari altinda endospor olusturan bir bakteridir (Schaeffer ve
Fulton, 1933). (-)-Rémerinin blyume ortamina eklenmesiyle hucrelerin endospor olusturmus
olabileceginden endise duyularak endospor olusumunu incelemek amaciyla farkli
konsantrasyonlarda (-)-rémerin iceren ortamlardan farkli zamanlarda alinan 6&rneklere

endospor boyama yontemi uygulanmistir.

B. subtilis hiicreleri 75 pyg mL" ve iizerindeki (-)-rémerin ile muamele edildiklerinde
blylimede ciddi bir yavaslama goézlemlendiginden (Sekil 72), B. subtilis hicrelerindeki
endosopor olusumu 75, 85 ve 100 pug mL™" (-)-rémerin ile muamelenin ardindan incelenmistir.
Orneklerin  endospor boyamalarinin  ardindan gétiintileri 151k mikroskobu altinda

incelenmistir.
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Sekil 15. Farkli (-)-romerin konsantrasyonlari ile muamelenin 1, 4 ve 8 saat ardindan B.

subtilis hicrelerinde endospor olusumu

Sekil 15'te gérildugi  gibi

(-)-rébmerine maruz birakildiklarinda endospor

olusturmaktadirlar. Endospor sayisi artan (-)-rémerin konsantrasyonu ve maruz kalma siresi

ile artmaktadir. Ozellikle 6liime neden olan 100 pg mL™" lizerindeki (-)-rémerin varliginda, (-)-

romerin ilavesini takiben 4 saat sonra hemen hemen tUim hucrelerin spor olusturdugu
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gorulmustur. Diger taraftan (-)-romerin konsantrasyonu azaldik¢a, maruz kalma slresi artsa

da spor olusturan hucre sayisi dugmustur.

Bakteriyel biyime ve endospor boyamadan elde edilen sonuglar dogrultusunda (-)-rdmerin
calisma konsantrasyonu olarak 75 ug mL™"nin uygun oldugu disiiniimiis ancak deneylere
devam etmeden dnce bu konsantrasyonda yeteri kadar protein ve RNA elde edebilmek igin

canli hicre oldugunun da teyit edilmesi gerektigine karar verilmistir.

4.2.4 (-)-Romerin GCalisma Konsantrasyonunda Canli Hiicre Sayimi

Calisiimasina karar verilen 75 ug mL™ (-)-rémerin valiginda canl hiicre sayimi yapilarak elde
edilen sonuglar Sekil 16'da 6zetlenmistir. Karsilastirma amagh 75 ug mL" boldin ile muamele
edilen hicreler de incelenmigitir. ODgoo degeri 0,5-0,65 araligina geldiginde B. subtilis
hicreleri DMSO, (-)-rébmerin ve boldin ile muamele edilmiglerdir. Her t¢ kiltirdeki DMSO
miktari esit ayarlanmistir. Muamelenin ardindan her saat basi drnek alinarak seri olarak
seyreltme ile érnekler nitrient besi yeri iceren petrilere yayillmistir. 37°C’de inkibasyonun
ardindan olusan koloniler sayilmis ve elde edilen degerler Sekil 16 ve Sekil 17'te

Ozetlenmistir.

7 Roemerine
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w

Sekil 16. DMSO ve 75 pyg mL™" roemerine ile muamele edilmis B. subtilis hiicrelerinin canli

hlcre sayimlari
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Sekil 17. DMSO ve 75 pg mL™" boldine ile muamele edilmis B. subtilis hiicrelerinin canli

hicre sayimlari.

Sekil 16'da 6zetlenen sonuglar 75 pg mL™ (-)-rémerin ile muamelenin ardindan canli B.
subtilis hucrelerinin sayisinda bir artis olmadigini gdstermigstir. Diger taraftan B. subtilis
hicreleri DMSO ile muamele edildiklerinde B. subtilis hiicreleri normal biytimelerine devam
etmislerdir. Sekil 17°deki sonuglar DMSO gibi boldin varliginda da hicrelerin hemen hemen

hi¢ etkilenmedigini gostermistir.

4.2.5 Alkaloitler Varliginda B. subtilis Proteomu

B. subtilis'in alkaloitler varliginda tim budylime analizleri dogrultuda 75 pg/ul (-)-rémerin,
boldine ve bulbokapnin alkaloidleri varhidinda B. subtilis hucrelerinden proteinler izole
edilmistir. Kontrol olarak DMSO ile muamele edilmis htcreler kullaniimistir. Protein

izolasyonu igin optimize edilmis tampon kullaniimigtir.

B. subtilis 168 hucreleri gram (+) olduklari igin E. coli igin gelistirilen protein ekstraksiyon
protokoll yeterli olmamis ve yeni bir metoda gereksinim ortaya ¢ikmistir. Bu dogrultuda farkh
parcalama tamponlari ve yontemleri arastiriimistir. Farkli metotlar ile tekrarh olarak yapilan

protein ekstraksiyonlarini takiben iki boyutlu jel analizlerinde surekli jellerde yatay
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cizgilenmeler ¢cikmistir. Protein 6rneklerinin Kirli olmasindan, 6zellikle ekstraksiyon esnasinda
gelebilecek tuzlardan kaynaklandigi distnulerek, drneklerin temizlemek igin énce BIORAD
ReadyPrep 2-D Clean-up Kit sonra ZEBA (7K MWCO, ThermoScientific) kolonlari
kullaniimistir. Ne yazik ki her iki kit ile de jellerdeki yatay ¢izgilenmelerden kurtulunamamigtir.
ZEBA kolanlari ile temizlendikten sonra 2 boyutlu jelde analiz edilen protein 6rneklerinde tek
tek spotlar gérinmus olsa da gizgilenme mevcudiyetini sirdirmustir. Bu duruma ek olarak
sikinti yaratan bir durum da temizlemeyi takiben protein konsantrasyonunun ¢ok dismesi ve

bu nedenle mevcut spotlarin bile goruntulenmesinde sikinti olmustur.

Dusuk protein konsantrayonlari olan érneklerde gizgilenmenin belirli digiide az oldugu fark
edilmigtir. Ancak dusik protein konsantrayonlarinda gimus boyama ile jellerde goruntu elde
edilebilse de kitle spektrometrisi ile yapilan tanilama analizleri (CBB)-G250 ile boyamayi
gerektirmektir ve bu boya da orneklerde ¢ok daha ylksek protein konsantrasyonu

gerektirmektedir. Bu durum yine yatay cizgilenme ag¢isinda ciddi sorun olusturmaktadir.

Literatirde yayinlanan cesitli calismalarda, 6zellikle Bacillus turlerinden ekstrakte edilen
protein karisimindaki proteazlarin varliginin proteinlerin degrade olmasina ve bu protein
parcalarinin da yatay cizgilenmeye neden olabilecegi rapor edilmistir. Bu bilgilden yola
cikarak ekstrakte edilen protein karisimina phenylmethylsulfonyl floride (PMSF) ilave edilerek
serin proteazlarin inaktive edilmesi saglanmistir. Daha sonra BioRad temizleme Kkiti ile
tuzlarindan ayrilan 6rnek pH 4-7’lik seride yuklenmis ancak 2. boyut jellerde yine yatay
cizgilenme gdzlemlenmistir. Protein érnekleri PMSF ile muamele edildikten ve ardindan
temizleme Kkiti ile tuzlarindan arindirilinca, kiguk molekal agirhkh proteinler jel Uzerinde

kismen gozikse de yatay cizgilenmelerde ¢ok da fark edilir bir azalma olmamuistir.

Literatur bilgileri tekrar tarandidinda nukleik asit kirliliginin de yatay cizgilenmeye neden
olabilecegi gérulmustur. Ayrica alkaloitleri ¢6zmek igin kullanilan ¢ézici DMSO’nun hiicre igi
RNA sentezini arttirdiyi ve ayrica karmasik DNA yapisini degistirerek transkripsiyonu
arttirdigi rapor edilmistir (Stratling, 1976; Juang ve Liu, 1987). Bu bilgiler dogrultusunda
ndkleik asit kontaminasyonunun yatay cizgilenmeye neden olabilece@ini dusunulmis ve
protein ekstrelerini proteaz inhibitéri karisimi ile muamelenin hemen ardindan nukleaz
karisimi ile muamele edilmistir. Hem proteaz inhibitdru karisimi hem de nukleaz karisimi ile
muamele edilen protein ekstrelerinin 2-D jellerdeki analizinde ¢ok belirgin dlgide protein
spotlari Ozellikle orta ve kuglik molekul agirlikli proteinlerin bdlgesinde go6zlemlenmeye

baslamistir. Ancak yuksek molekul agirlik bolgesinde yatay cizgilenmeler devam etmistir.

Bu cizgilenmelere orneklerin tuzlardan arinmamasinin neden olabilecedi dusunulerek hem
proteaz inhibitori karisimi hem de nikleaz karisimi ile muamelenin ardindan protein

ekstreleri BioRad temizleme kiti ile tuzlarindan ayrilmis ve érnek pH 4-7’lik seride yuklenmis.

49



Elde edilen protein haritasi Sekil 18'de verilmistir.

Sekil 18. DMSO ile 1 saat muamele edilmis B. subtilis hiicrelerinden ekstrakte edilmis
proteinlerin gimis boyamasi sonrasi elde edilen 2-boyutlu jel goérintileri. 100 mL besi
yerinden buyitilen hicrelerin 500 yL tamponda pargalandiktan sonra elde edilen protein
ornekleri hem proteaz inhibitori karisimi ile hem de nikleaz karisimi ile muamele edilmis ve
daha sonra BIORAD temizleme Kkiti ile temizlenmigtir (1. Boyutta ayirim ic¢in kullanilan seridin

pH araligi 4-7). Yuklenen toplam protein miktari: 200 pg.

Sekil 18de gorulen 2-D jel goérintuleri proteaz inhibitdru karisimi ve nikleaz karigimi ile
muameleyi takiben Biorad temizleme kiti tuzlarindan arindirilan érneklerin proteinlerinin yatay
cizgilenme olmaksizin ayrilabildigini gostermigtir. Bunun Uzerine hemen (-)-rémerin ile
muamele edilmis B. subtilis hiicrelerinden ekstrakte edilmis proteinlerin gimus boyamasi da

ayni protokol izlenerek yapilmistir. Elde edilen jel gorintisi Sekil 19’da verilmistir.
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Sekil 19. (-)-Rémerin ile 1 saat muamele edilmis B. subtilis hiicrelerinden ekstrakte edilmis
proteinlerin gimis boyamasi sonrasi elde edilen 2-boyutlu jel goérintileri. 100 mL besi
yerinden biydtilen hicrelerin 500 yL tamponda pargalandiktan sonra elde edilen protein
ornekleri hem proteaz inhibitori karigsimi ile hem de nukleaz karisimi ile muamele edilmis ve
daha sonra Biorad temizleme kiti ile temizlenmigstir (1. Boyutta ayirim igin kullanilan seridin

pH araligi 4-7). Yuklenen toplam protein miktari: 200 ug.

(-)-Rémerin ve DMSO ile muamele edilen érneklerin proteinlerinin 2-D haritalari basari ile
elde edildikten sonra bu goérUntilerin karsilastirimali analizinin yapilma asamasina
gelinmistir. Bu amag ile 6nce TotalLab’in Samespots yaziliminin deneme surimi kullanilarak
elde edilen bu iki harita protein spot farkliliklari agisindan karsilastirnimistir. Farkli spotlari
g6zlemlendigi analizli protein haritalari Sekil 20 ve Sekil 27°de verilmigtir. Her bir spot igin

ekspresyon farklihgi ayrintili olarak Ek1’de verilmigtir.
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Sekil 20. DMSO ile 1 saat muamele edilmis B. subtilis hiicrelerinden elde edilen protein

haritalarinin Samespots yazilimi ile analiz sonucu elde edilen spotlar
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Sekil 21. (-)-Rémerin ile 1 saat muamele edilmis B. subtilis hiicrelerinden elde edilen protein

haritalarinin Samespots yazilimi ile analiz sonucu elde edilen spotlar

Optimize edilen protokol ile gimus ile boyanmis jellerde farklilasan protein spotlarinin net
olarak belirlenebilmesinin ardindan, segilen ¢ fakli aporfin alkaloitin 75 pg/mL
konsantrasyonu ile 1 saat muamele edilen B. subtilis hiicrelerinden proteinler izole edilmis ve
iki boyutlu jellerde ayrimin ardindan protein Ornekleri kesim igin CBB G-250 ile
boyanmisglardir (Sekil 22, Sekil 24, Sekil 26).

Her bir ilagc muamelesi yapildiginda kontrol érnekleri arasinda fark olmadiginin teyit edilmesi
icin de her seferinden kontrol oOrnekleri ilag ile muamele edilmis O6rnekler beraber
yuratilmustir. Elde edilen jel géruntileri DMSO ile muameler edilmis kontrol drneklerinde bir
farkhlik géstermemistir (Sekil 23, Sekil 25, Sekil 27).

Daha sonra ilag ile muamele edilen ve kontrol jellerinden tanimlanmak Uzere ifadeleri

farklhilasan protein spotlari kesilmistir.
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(-)-Rémerin (Sekil 22), boldin (Sekil 24), bulbokapnin (Sekil 26) ve DMSO (Sekil 23, Sekil 25,
Sekil 27) ile muamelenin ardindan jel gorintileri birbirleri ile karsilastirildiginda, (-)-rémerin
ile muamele edilen hicreler disinda diger tim hicrelerden elde edilen protein haritalarin
birbirine blylk benzerlik gdstedigini agikga gorulmuistir. Hatta boldin ve bulbokapnin ile
muamele edilen hiicrelerden elde edilen jel gérintilerinde kontrole gore 2 kat ve daha fazla

degisime ugramis olan protein spotu belirlenememistir ve bu nedenle bu jellerden protein
spotu analiz edilmemisgtir.

Sekil 22. (-)-Rdémerin ile 1 saat muamele edilmis B. subtilis hucrelerinden elde edilen
proteinlerin 2-D haritalari. Jeller CBB G-250 ile boyanmisglardir.
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Sekil 23. (-)-Rémerin ile 1 saat muamele edilmis B. subtilis hucrelerinin kontroll. Kontrol

hicrelerinden elde edilen proteinlerin 2-D haritalari. Jeller CBB G-250 ile boyanmislardir.
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Sekil 24. Boldin ile 1 saat muamele edilmis B. subtilis hiicrelerinden elde edilen proteinlerin
2-D haritalari. Jeller CBB G-250 ile boyanmislardir.
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Sekil 25. Boldin ile 1 saat muamele edilmis B. subtilis hicrelerinin kontroli. Kontrol

hicrelerinden elde edilen proteinlerin 2-D haritalari. Jeller CBB G-250 ile boyanmislardir.

57



Sekil 26. Bulbokapnin ile 1 saat muamele edilmis B. subtilis hiicrelerinin kontroli. Kontrol

hicrelerinden elde edilen proteinlerin 2-D haritalari. Jeller CBB G-250 ile boyanmislardir.
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Sekil 27. Bulbokapnin ile 1 saat muamele edilmis B. subtilis hiicrelerinin kontroli. Kontrol

hicrelerinden elde edilen proteinlerin 2-D haritalari. Jeller CBB G-250 ile boyanmislardir.

Jellerden kesilen protein spotlarinin analizi Kocaeli Universitesi Proteomik Laboratuvarinda
(Tibbi-Biyoloji bélimd, proteomiks laboratuvari) yapilmis ve ifadeleri 2 kat ve daha ¢ok
degisen protein spotlarinin analiz sonuglari
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Tablo 70'da 6zetlenmistir.

60



Tablo 10. (-)-ROmerin muamelesini takiben B. subtilis'te ekspreyonu farklilasan proteinlerin

kutle spektrometrisi ile yapilan analiz sonuglari

. Best
Best Pro_tem Protein Calculated Best Protein Description Regulation
Accession Mass pl
LIAH_BACSU 25682 6,2 Protein liaH Up
LIAH_BACSU 25682 6,2 Protein liaH Up
LIAH_BACSU 25682 6,2 Protein liaH Up
LIAH_BACSU 25682 6,2 Protein liaH Up
YVYD_BACSU 21966 5,36 Uncharacterized protein Up
yvyD
YVYD_BACSU 21966 5,36 Uncharacterized protein Up
yvyD
MDH_BACSU 33623 4,92 Malate dehydrogenase Up
SUCC_BACSU 41346 5,04 Succinyl-CoA ligase [ADP- Down
forming] subunit beta
G3P1_BACSU 35810 5,2 Glyceraldehyde-3- Down
phosphate dehydrogenase
1
YCEH_BACSU 41646 5,9 Uncharacterized protein Up
ceH
DHNA_BACSU 54840 4,89 NADH dghydrogenase Up
DHNA_BACSU 54840 4,89 NADH dehydrogenase Up
TPIS_BACSU 27013 5 Triosephosphate Down
isomerase
PTA BACSU 34769 4,84 Phosphate Up
acetyltransferase
IMDH_BACSU 52958 6,18 Inosine-5'-monophosphate Down
dehydrogenase
IMDH_BACSU 52958 6,18 Inosine-5'-monophosphate Down
dehydrogenase
IMDH_BACSU 52958 6,18 Inosine-5'-monophosphate Down
dehydrogenase
GLPK_BACSU 55046 5,12 Glycerol kinase Down
G20U_BACSU 16583 4,64 General stress protein Up
20U
MREB_BACSU 35894 5,09 Rod shape-determining Up
protein mreB
LIAH_BACSU 25682 6,2 Protein liaH Up
GR_BACSU 31643 5,23 Glyoxal reductase Up
GR_BACSU 31643 5,23 Glyoxal reductase Up
IOLS_BACSU 35146 5,5 Protein iolS Up

61



Protein analiz sonuglara goére, yapisal olarak ¢ok benzemelerine ragmen, segilen aporfin
sinifi alkaloitlerden sadece (-)-rémerin B. subtilis’e karsi ciddi bir antibakteriyel olarak
bulunmustur. Boldin ve bulbokapnin ile muamelenin ardindan cesitli metaolizmalara ait
yolaklarin etkilenmis oldugu gorulse de, proteinlerin degisme miktarlarinin ¢ok dusik oldugu
gozlemlenmigtir. Bu nedenle de bu iki alkaloit muamelesinin ardindan elde edilen protein
haritalari kontrol 6rneklerinin protein haritalarina ¢ok benzer gértuntulenmistir. Ayrica boldin
ve bulbokapnin ile muamelenin ardindan hicrelerin genel buyume egrilerinin kontrol

hicrelerine gok benzemesi de bu sonucu dogrulamigtir.

Genel olarak (-)-rémerin muamelesinin ardindan B. subtilis hiicrelerinde stresi kontrol eden
alternative sigma faktori &® etkisi altindaki proteinlerin ifadelerinde degisiklik oldugu
gorulmastir. Bunun disinda karbon metabolizmasinda yer alan protenin ifadelerinin
ifadelerinin genel olarak azaldigi bulunmustur. Ancak bu azalmanin azalan biyime hizinin
bir sonucu olabilecedi de dusunilmektedir. Karbonhidrat metabolizmasi ¢ok sayida farkh
yolaktan etkilenebilecegdi icin, meydana gelen degisimleri tek bir hedefte yogunlastirmak
yaniltici olabilecektir. Bunlara ek olarak o6zellikle stres proteinlerinde ciddi bir degisiklik

bulunmustur. Bu proteinler Tablo 10’da kalin harfler yazilar ile isaretlenmisgtir.

4.2.6 Alkaloitler Varliginda B. subtilis Lipidomu

B. subtilis hicrelerinin (-)-rdmerin varlidinda buyldmeleri sirasinda da, lipit profillerinin
degistigi gozlemlenmigtir. Zamana bagli olarak ¢ok ciddi degisiklikler gozimelenmedigi igin
sadece 1 saat alkaloit muamelesinin ardindan B. subtilis hucrelerinin lipidomlari analiz

edilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 28'de 6zetlenmistir.

Kontrol hiicrelerine goére (-)-rémerin ile muamele sonucunda en ¢ok PE-32:0 ve PG-32:0
miktarinda ciddi azalma gorulmustir. PG-32:0’daki degisiklik PE-32:0'ye gdre ¢ok daha fazla
olmustur. Boldine ile muamelenin ardindan ise hem PE-32:0 hem de PG-32:0'da az bir

azalma olsa da bu azalmalar (-)-rémerindeki kadar belirgin olmamistir.

Genel olarak (-)-romerin varhiginda farkli PG’lerin miktarlarinda ayni oranda olmamakla
beraber hemen hepsinde belirli bir disis gorilmustir. PE’lerdeki degisim ise PG’lerdekinden
biraz daha farkli olmustur. (-)-Rémerin varliginda kontrol hucrelerine gbére PE’lerde de
azalma Olgllmustir ancak azalma miktari PG’lere oranla daha az olmustur. Yalniz ciddi
farkin Olgildigiu PE-28:2 olmustur. Diger tim drlnlere oranla (-)-rémerin varliginda PE-

28:2’'de ciddi bir artis 6lgulmustir.

3 tekrarh yapilan bu analizlerdeki hata barlarinin yiksek olmasi ise analizlerin daha falza

tekrarli yapilmasi gerekliligini igsaret etmektedir.
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Bu sonuglar da protein sonuglarinda oldugu gibi sadece (-)-rémerin varliginda hicre

membraninda belirgin bir degisiklik oldugunu gostermistir.

[ S,
B W%@:@Q
. s, i _L 0:0€-Sd
o wm,oq [ 2:6€-9d
T ey [ 1:9¢-9d
_ HL £ S 4 L o
L, 8, i 0:7€-9d
= Lo, [ 0:66-9d
_ [ £, O 1o
| - o0y e [ 0:2€-9d
i Q/Mw,oq b=l 0:1€-9d
[ Q/%M,oq _._..T." 2:06-9d
[ w/«m,oq — I 0:62-9d
B ~ lw - —>- —
H w@,wq [ ¢:6€-3d
[ wawq [ 1:8¢-3d
B ~ H
+H 0 @,wq [ 1:2€-3d
= [ 0% [ 1:Ge-3d
I“n Q/MJQQ H i
. [ Loy [ 0:¥€-3d
= 0, Y
_m 0 Ppwq i 0:¢¢-3d
-I Q/
e \/Q.WIQQ ht==—=== 0:¢¢-3d
3 o/mw,wq 3 [ }:1€-3d
- e = 2 |:08-3d
s 28 -~ Oy s g z:62-3d
5§35 8 i o 5§35 8 :
Omx Hm,/,o oy Ol 1:8¢-3d
- I N/V’QINU f ._ - T T T T _O”©Nlmn_
o To) o To) o To) o ,olvo o To) o To) o To) o
™ AN N -~ ~ ™ AN AN ~ ~
% JEpiw [1geg % Jepiw 1Beg

Sekil 28. (-)-Rémerin ve boldine ile muamele edilen ve kontrol E. coli érneklerinin lipitlerinin
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4.2.7 (-)-Romerin Varhginda B. subtils’de qPZR ile Analizler

B. subtilis ile siren proteom c¢alismalarinin analiz sonuglarinin gelmesi uzun zaman
aldigindan ve ayrica primer tasarimi ve siparisi de uzun surdigunden, (-)-rémerinin ¢oklu ilag
pompalarinin hedefleyebilme ihtimali Gzerinde durularak, bu mikroorganizmanin en yaygin
bmr pompasi icin ve transkriptomda seviyesi degismeyen genin (housekeeping gene)
belirlenmesi igin optimizasyon g¢alismalari yapilmistir. Oncelikle transkriptomda seviyesi
degdismeyen genin bulunmasi igin ¢ tane hedef gen secilmistir. Bunlar 16s rRNA, gyrA ve
gyrB olarak belirnemistir. Yapilan gPZR sonucunda bu genlerden sadece 716s rRNA’nin ifade
seviyesinin uygun oldugu gorulmuagtir. Bu gen temel alinarak yapilan qPZR deneyleri ve

hesaplamari sonucunda bmr geni igin elde edilen sonuglar da Tablo 77°'de 6zetlenmistir.

Tablo 11. B. subtilis'te qPZR ile segili genlerin ekspresyon hesaplari

Degisim (log2 degeri)

Gen ismi Boldin Bulbokapnin (-)-Rémerin

bmr 6.1 2.6 7.2

Tablo 17°de goéruldugu gibi bmr ilag pompasina ait genin ifadesini her tg¢ alkaloidin varligi da
arttirmistir. Bu da Bmr’nin alkaloitlerin disari atimindan etkili oldugunu géstermektedir. Ancak
bu proteine ait sonu¢ proteom analizi sonucunda elde edilememistir. Bu durumun en 6nemli
nedeni Bmr’nin membran proteini olmasi nedeniyle ¢dzinu proteinler arasinda yer almama
ihitmalinin olmasidir. Diger taraftan ifadesin genel olarak dusuk olmasi da bu proteinin

kaciriimasina neden olabilecektir.

4.2.8 (-)-Rémerin’nin B. subtilis’te Goklu ilag Pompalarina Etkisinin

Analizi

Ug farkh alkaloit igin E. coli TB1 ile elde edilen sonuglar ¢oklu ilag pompalarinin etkin

olabilecegini gostermisgtir.

Coklu ilag pompalari arasinda P-glikoprotein’in (-)-romerin ile etkilestigi You vd. (1995)
tarafindan daha Once rapor edilmistir. Bu pompa Okaryotlarda bulunup B. subtilis’teki
homologunun da BmrA oldugu rapor edilmistir (Steinfels vd., 2004). Bu bilgi dogrultusunda
BmrA proteininin  STRING 10 veri tabani kullanilarak fonksiyonel etkilesim agi
olusturulmustur. Sonuglar BmrA’nin farkli proteinler ile fonksiyonel bir etkilesim

olusturdugunu gdstermistir. Bu sonuglardan yola ¢ikilarak BmrA’nin etkilesimde bulundugu
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proteinler fonksiyonel olarak da arastiriimasi (-)-rdomerinin mekanizmasini aydinlatiimasina

fayda saglayacaktir.

Daha sonra B. subtilis'te goklu pompalar ve birbirleri ile iligkileri arastirnimistir. Sekil 29'da B.
subtilis'te bulununan ve fiziksel etkilesimleri 6zetlenen bilgiler verilmistir. Bu sekil Cytoscape

3.2.1 kullanilarak gizilmistir.

Sekil 29'daki sonuglar mevcut pompalarin birbirleri ile fiziksel bir bagd kurmayip ortak
proteinleri-pargalari olmadigini goéstermistir. Her biri bagimsiz olarak calismistir. Mevcut

fiziksel bag bilgileri de SubtiWiki (http://subtiwiki.uni-goettingen.de/) ve UniProt

(http://www.uniprot.org/) veri tabanlarindan alinmistir.

Sekil 29. B. subtilis MDR pompalarinin ligkilendiriimesi
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5. SONUC ve ONERILER

5.1 Sonuglar

Bu projede aporfin sinifina ait ¢ farkh alkaloidin, (-)-rémerin, boldine ve bulbokapninin E.
coli ve B. subtilis Uzerindeki olasi antibakteriyel mekanizmasi arastiriimistir. Yapilan proteom
ve lipidom c¢alismalari sonucunda, bu alkaloitlerden sadece (-)-rémerinin ciddi bir
antimikrobiyel etkisi oldugu bulunmustur. (-)-Rémerin alkaloidinin 100 ug mL"
konsantrasyonu her iki bakteri icin de dldurtcu olmustur ve E. coli hucreleri igin bu deger
¢alisma konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Diger taraftan ayni konsantrasyonda B. subtilis
hicrelerinde ciddi bir spor olusumu meydana geldiginden, bu hucreler igin c¢alisma

konsantrasyonu 75 yg mL™ olarak belirlenmistir. Yapilan analizler sonucunda

* 100 ug mL™" (-)-rémerin ile 1 saat muamelenin ardindan E. coli hiicrelerinde genel
olarak hucre ici karbonhidrat varligini kisittanmakta ve hucre porinleri azalmaktadir.
Bunun en 6nemli nedeninin hicre igine (-)-rémerinin alimini engellemek oldugu
dusinulmektedir. Ozmotik denge ile ilgili ciddi bir degdigiklik olmamistir. Hicre atim
pompalarinda da degisiklik gPZR ile gosterilmis ancak protein seviyesinde bu farkhlik
belirgin olmamistir.

* 75 ug mL" (-)-rémerin ile 1 saat muamelenin ardindan B. subtilis hiicrelerinde ise
yine hicre ici karbon akigi azalirken stres proteinlerinden onemli bir artig
kaydedilmigtir. Buna ek olarak, gPZR analizleri B. subtilis hicrelerinde ¢oklu direng
pompalarindan Bmr'de ciddi artma meydana geldigini isaret etmigtir. Bu B. subtilis’in
en ¢ok calisilan ve bilinen atim pompalarindan bir tanesidir.

» Diger iki aporfin alkaloidi boldin ve bulbokapninin yiksek konsantrasyonlarinda bile E.
coli ve B. subtilis hucrelerinde belirgin bir antibakteriyel aktivite dlgilememistir.

* (-)-Rémerin ile 1 saat muamelenin ardindan hem E. coli hem de B. subtilis
hdcrelerinin membranlarinda akiskanhgin arttigi ve belki de bunun hucre 6lumuine
neden oldugu dasunulmustar.

* Projeden elde edilen sonuglar ile (-)-rémerinin yeni bir antibakteriyel ilag adayi olarak

degerlendirilmesi dusunulebilir.

5.2 Oneriler

Projeden elde edilen sonuglar, (-)-rémerinin yeni bir antibakteriyel ila¢ adayi olarak
degerlendirilebilecedini isaret etmistir. Etki mekanizmasi konusunda 6nemli ipuclar ede
edilmis olsa da, tam hedeflerinin neler oldugu dogrultusunda henulz bilgi eksigi bulumaktadir.

Bu dogrultuda cesitli dnerilerde bulunulabilir.
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(-)-Rémerinin E. coli ve B. subtilis hicrelerinde etkili bir antibakteriyel olduklari ve
hangi yolaklari etkilemis olduklari belirlenmis olsa da bu yolaklardaki hedefleri tam
olarak belirli degildir. Bunun o6nemli nedeni de degisikliklerin protein ve lipit
seviyelerine hassas olmamalari oldugu dusunulmektedir. Bu nedenle etkilenen

yolaklarin transkriptom dizeyinde ve hatta fonksiyonel testler ile arastiriimasi uygun

olacaktir.

(-)-Rémerinin E. coli ve B. subtilis hiicrelerinde ¢oklu ila¢ direnci pompalarini hedef
alabilecegi bilgisinden yola c¢ikarak, 6zellikle bu pompalari sentezlemeyen mutantlar
yapilarak ilacin hedefinin bu pompalardan biri olup olmadigi arastirlabilir. (-)-
Rdémerinin bu pompalardan birinin stbstrati olmasi durumunda hicre buylimesinde
ciddi degisiklikler gorulecektir.

E. coli ve B. subtilis hicre membranlarinda meydana gelen degisiklikler elektron
mikroskopu ile géruntulenerek, elde edilen sonuglar (-)-rémerinin membran lipitlerinde
meydana getirdigi degisiklikler ile iliskilendirilebilir. Boylece mekanizma hakkinda
daha detayl bilgilere elde edilecektir.

(-)-Rémerinin yeni bir ila¢ adayi olarak degerlendirilebilmesi icin memeli hucreleri ile

toksisite deneyleri yapilabilir.
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7. EKLER

7.1 Calistay

Bu proje kapsaminda Marmara Universitesi Enstitiiler Binasi Konferans salonunda 7-9
Haziran 2017 tarihleri arasinda yaklasik 100 katilmci ile bir calistay gercgeklestiriimigtir.
Caligtayin ana temasi OMIK teknolojileri ve bunlarin kullanimi ile hedeflerin belirlenmesi
oldugundan proteomik, lipidomik ve transkriptomik konularinda c¢alisan arastirmacilar

konusmaci olarak davet edilmistir. Dizenlenen calistayin anonsu ve programi asagida yer

almaktadir.

FROM NETWORKS TO TARGETS

Workshop on OMIC technologies and their applications

7-9 June 2017 Marmara University
Dept, of Bioengneering - Goztepe Campus - Istanbul

Invited Speakers

Assoc. Prof. Kazim Yalgin ARGA (Marmara Universiy)
Dr. Mesut BILGIN (Danish Cancer Society Research Center)
Prof. Jean-Michel JAULT (CNRS, France)

Prof. Murat KASAP (Kocaeli University)

Prof. I$1l AKSAN KURNAZ (Gebze Technical Unwersity)

Dr, Halit ONGEN (University of Geneva)

Assoc. Prof. Sefika Banu OZKAN (Arizona State University)
Prof. Sems YONSEL (Simbiyotek Biclogical Products inc.)

Organizing Committee
Prof D. Kazan

Prof. B. Sanyar Akbulut
Assist. Prof. N A Sayar

contact: berna akbulut@marmara edu tr

Funding is provided by TUBITAK (1130M052)
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FROM NETWORKS TO TARGETS
Workshop on OMIC technologies and their applications

Program
JUNE 7™ 2017

10:00-11:00 Registration
11:00-11:30 Welcome notes
Prof. Berna Sariyar Akbulut
Prof. A. Alp Sayar
11:30-12:15 Prof. Sems Yonsel (Simbiyotek Biological Products Inc.)
Turkiye'de endustriyel mikrobiyoloji mevzuati
LUNCH BREAK
13:30-14:15 Dr. Halit Ongen (University of Geneva)
Impact of regulatory variation on human disease development
14:15-15:00 Dr. Halit Ongen
Application: Analysis of RNA-seq data
COFFEE BREAK
15:30-16:15 Dr. Halit Ongen
Application: Analysis of RNA-seq data

JUNE 8™ 2017

9:30-10:15 Prof. Murat Kasap (Kocaeli University)
2D gel electrophoresis and DIGE: Their power and limitations in performing

comparative proteomics
10:15-11:00 Prof. Jean-Michel Jault (CNRS-France)

The functioning mechanism of multidrug ABC transporters involved in
antibiotic resistance
COFFEE BREAK
11:30-12:15 Assoc. Prof. S. Banu Ozkan (Arizona State University)
The Role of Allostery and Conformational Dynamics in Protein Function:
A Proteomewide Analysis through Missense Variation in Genome
LUNCH BREAK
13:30-14:15 Prof. Ozlem Keskin (Kog University)
Computationally modeling protein-protein interactions
14:15-16:15 Proteomics Applications Groups A/B
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JUNE 9™ 2017

9:30-10:15 Assoc. Prof. K. Yalcin Arga (Marmara University)
Systems biomarkers, and network driven drug targeting and repositioning
10:15-11:00 Dr. Mesut Bilgin (Danish Cancer Society Research Center)
Quantitative shotgun lipidomics: tracks, tricks and challenges
COFFEE BREAK
11:30-12:00 Prof. Isil Aksan Kurnaz (Gebze Technical University)
Experimental aspects of high throughput-omic studies and recent
technologies
12:00 Closing remarks
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