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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

LOKAL PSEUDOMONAS SUSUNDAN ANTIKANSER PROTEINI KODLAYAN
AZURIN GENINI (AZU) MOLEKULER TARAMA VE KLONLAMA.
Kirsehir Ahi Evran Universitesi

GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES GENETICS AND
BIOENGINEERING DEPARTMENT

Danisman: Dog¢. Dr. Murat CANLI

Kanser diinyada onde gelen oliim nedenidir. Yaygin tedavi protokollerinin ¢ogunun
sinirlamalar1 ve sakincalari vardir. Bu nedenle, etkili kanser tedavileri bulmak bir¢ok
aragtirmacinin hedefidir. Terapotik peptitler, proteinler, antikorlar dahil olmak iizere
geleneksel farmasétiklere gore sayisiz fayda saglayan umut verici bir ilag smifidir. Ozellikle
Pseudomonas aeruginosa'dan iiretilen Azurinin, g¢esitli kanser hiicrelerinde antikanser
etkisine sahip oldugu gosterilmistir. Klinik 6rnekleri, Nisan 2021'in basindan Temmuz
2021'in sonuna kadar Bagdat'taki ana hastanelerden toplandi. Hem cinsiyet hem de farkl yas
gruplarini igeren 150 hastadan yanik, kulak, yara siiriintiisii, balgam ve idrar 6rnekleri alind,
hastalarin yaglar1 10-68 arasindaydi. Daha 6nce konvansiyonel biyokimyasal testler ile
tanimlanmis olan P.aeruginosa izolatlarmin tanimlanmasini dogrulamak icin VITEK 2
kompakt sistem ve PCR kullanilmistir. Bu ¢alisma i¢in bakteriyel izolatlarin konvansiyonel
teshisinin sonuglari, numunelerden 30'unun (%20) P.aeruginosa enfeksiyonlari i¢in pozitif
sonu¢ verdigini gostermistir. Bu ¢alismanin antibiyotik duyarlilik testi sonuglari, 16'sinin
(9%44,44) 12 farkli antibiyotige direngli oldugunu gosterdi. Bu ¢alismada, bir Irak yerli susu
Pseudomonas aeruginosa'dan (Shirag2) spesifik primerler ile PCR kullanarak azu genini bir
ekspresyon vektoriine (pET28a) klonlayabildik ve IPTG ile indiiksiyon olduktan sonra onu
E. coli (BL-21/DE3) Rosetta'da eksprese edebildik. Azu dizisini saglamak i¢in amplikon azu
geni (~500 bp) dizilendi ve Genscript Co., ABD tarafindan sentezlenmeye gonderildi. Azu
gen dizisinin, P. aeruginosa tiiri PAOl ile yiizde 99 6zdes oldugu bulundu. Protein
saflastirmasi, Iyonik degisim kromatografisi (DEAE-seliiloz) kullanilarak yapildi. Proteinin
asir1 eksprese edildigini goéstermek ve molekiiler agirligini 6l¢mek i¢in SDS-PAGE analizi
kullanild1. 14 kDa'ya tekabiil eden kalin bir bandin goriiniimii, azurin proteininin etkili agir1
ekspresyonunu dogruladi. Saflastirilmis azurin, sirastyla 1637.35 cm-1 ve 1641.5 cm-1
civarinda bir zirveye sahiptir. Sonug olarak, azurin geni basariyla klonland1 ve eksprese
edildi. Yerel Pseudomonas aeruginosa'dan tiiretilen Azurin, gelecekte antikanser ve
antibakteriyel arastirmalarda kullanilacaktir

2022, 95.Sayfa

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas; Rekombinant proteinler; Azurin



ABSTRACT

M.Sc. THESIS

Molecular screening and cloning the Azurin gene (azu) encoding Anticancer Protein
from local Pseudomonas strain
SHYMAA FADHEL ABBAS AL-ANBAGI

Kirsehir Ahi Evran University
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES GENETICS AND
BIOENGINEERING DEPARTMENT

Supervisor: Prof. Dr. Assoc. Dr. Murat CANLI

Cancer is the leading cause of death in the world. Most of the common treatments’ protocols
have limitations and drawbacks. Thus, finding effective cancer treatments is the goal of
many researchers. Therapeutic peptides are a promising class of medicines that offer
numerous benefits over traditional pharmaceuticals including proteins, antibodies.
Azurin, in particular produced from Pseudomonas aeruginosa has been shown to have
anticancer action in a variety of cancer cells. The clinical specimens were collected from
main hospitals in Baghdad from beginning of April 2021 to end of July 2021. burn, ear,
wound swabs, sputum and urine samples were obtained from 150 patients include both
gender and different age groups, the patient's age was between 10-68 years. VITEK2
compact system and PCR was employed for confirming the identification of P. aeruginosa
isolates that were previously identified by conventional biochemical tests. The results of
conventional diagnosis of bacterial isolates for the present study showed that 30 (20%) out
of specimens were given a positive result for P. aeruginosa infections. The results of
antibiotic susceptibility test of this study showed that 16 (44.44%) were resistant
for 12 different types of antibiotics. In this study, we were able to clone the azu gene using
PCR with specific primers from an Iragi indigenous strain Pseudomonas aeruginosa
(Shirag2) into an expression vector (pET28a) and express it inE. coli (BL-
21/DE3) Rosetta after induction with IPTG. The amplicon azu gene (~500 bp) was
sequenced to provide the azu sequence and submitted to synthesized by Genscript Co.,
USA. The azu gene sequence was found to be 99 percent identical to that of P. aeruginosa
strain PAQL. Protein purification was done using lonic exchange chromatography (DEAE-
cellulose). SDS-PAGE analysis was used to show that the protein was overexpressed and to
quantify its molecular weight. The appearance of a thick band corresponding to
14 kDa confirmed the effective overexpression of azurin protein. Purified azurin has a peak
near 1637.35 cm-1 and 1641.5 cm-1, respectively. As a result, the azurin gene was
successfully cloned and expressed. Azurin derived from local Pseudomonas aeruginosa will
be employed in anticancer and antibacterial investigations in the future.
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1. GIRIS

Pseudomonas aeruginosa énemli bir firsat¢1 patojendir ve solunum yolu enfeksiyonlar1 ve
idrar yolu enfeksiyonlar1 dahil olmak {izere hastane enfeksiyonlarinin énemli bir nedeni
olarak kabul edilir [1]. Pseudomonas cinsi yiizden fazla tiirden olusur, Bununla birlikte,
aeruginosa tiirleri en sik insan enfeksiyonu ile iliskilidir. P. aeruginosa, viicudu ve bagisiklik
sistemini istila eden ve tedavisi neredeyse zor olan enfeksiyonlarla sonuglanan cesitli
hastaliklara neden olabilir [2]. Bu patojen, ¢esitli virlilans faktorlerine sahip olmasi
nedeniyle yliksek diizeyde patogenez sergiler. Bu faktorler iki ana gruptan olusmaktadir;
birinci grup hiicre ile iligkili faktorleri (6rnegin adezyonlar, aljinat ve lipopolisakkaritler)
icerirken, ikinci grup hiicre dis1 faktorleri (6rnegin ekzotoksin A, hemolizinler, demir
baglayici proteinler ve proteazlar) igerir [3]. P. aeruginosa lireten ¢oklu ilaca direncli suslar
arasinda antibiyotik direncinin arttirilmas1 Hastanelerde farkli birimler arasinda bu tip
suslarin goriilme sikligr artmistir [4]. Psodomonaslarda viriilans sistemlerine ait temel
unsurlardan biri de protein ve peptit iiretmektir. Ancak bu molekiiller antikanser ve
antimikrobiyal etki gibi biyolojik aktiviteye sahiptirler Spesifik protein grubu, elektron
tagima sistemlerinde ¢alisarak temel biyokimyasal amaglar1 gerceklestiren bakir iyonlarini,
amino asit metabolizmasindaki bazi enzimleri igerir [5]. Tip 1 bakir proteinleri elektron
degisimi olan temel 6zelligi gosteren kiiclik mavi bakir proteinleri [6]. Bu grup proteinlerde
azurin ve pseudoazurin gibi incelenmis ve dnemli dnem gosterilmis ¢ok sayida protein
bulunmaktadir. Molekiil kiitlesi 14 kDa olan P. aeruginosa'dan ayrilan ve 447 bp ve 128
amino asit ile kompleman zinciri iizerinde yer alan en ¢ok incelenen azurinler [7]. Azurin,
bir tarafta iki yiikli kiime icerir. Ek olarak, baska bir bolge, belirgin bir nétr aromatik zengin
hidrofobik parcaya sahiptir. Azurin, tiimdr proteini p53 ile kompleksler olusturarak
antikanser molekiilii olarak hareket eden farkli mekanizmalar goésterdi. Ek olarak azurin,
reseptor tirozin kinazin i¢cine miidahale ederek ¢ogu tiimor hiicresinin bilylimesini engeller.
VEGFR-2 tirozin kinaz hobisini azaltarak anjiyogenezi durdurarak kanser hiicresi
biiylimesinin inhibisyonu. Ayrica, P-cadherin protein ekspresyonuna miidahale ve meme
kanser hiicrelerinin ¢ogunun patlamasinin inhibisyonu [8]. Bu nedenle, azurinin temel
ozellikleri, ilgisiz ¢esitli memeli proteinlerini kansere baglama yetenegidir ve ona normal
platform proteininin sahipligini verir. Bu ayn1 zamanda kanser hiicresi biiylimesi, hayatta
kalma ve/veya saldirt sunan farkli belirte¢ segmentlerinin bloke olmasina da yol acar. Bu
ozellikler, rekombinant zurin iiretmek i¢in optimal protokolii inceleyerek bu proteinde

yogun ilgiye yol acan Azurin'in potansiyel terapdtik ilacini destekler [9]. E. coli'de asir1 ifade
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edilme olasilig1, direncin saglanmasi zor olan birden fazla hedefle iligski kurma yetenegi de
dahil olmak iizere azurin tiretiminin etkinligini farkli gercekler destekledi. In vitro ve vivo
testler, azurinlerin kiigiik yan etkilerini dogruladi. Giivenli saldirtya karsi savunmasiz bir
bakteri proteini olmasinin yani sira, hazirlik niteligindeki kanitlar, azurinin, antikordan
taninmayabilen diiz bir protein oldugu i¢in immiinojenezden muzdarip oldugunu
gostermektedir [10]. Bu nedenle, bir bakteriyel proteinin, hastaligin farkli asamalar ile
kanser gelisimine miidahale edebilmesi, ayrica farkli ilgisiz hedefleri hedefleyebilmesi, tibbi
faydalarini desteklemektedir. p28'in kanser hiicreleri iginde yiik proteinlerinin tasinmasi i¢in
bir ara¢ olarak hareket etme yetenegi ve azurinlerin farkli yapilari nedeniyle bir¢ok farkli
proteini baglama yetenegi, azurini onarict amaglar i¢in kritik olabilecek normal bir platform
proteini yapar [9]. Kanser hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde temel 6liim
nedenidir. Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajans1 2018'de diinya c¢apinda 18 milyon
kanser vakasi bildirmistir. Radyasyon, Kimyasal kanserojenler ve Beslenme faktorleri dahil
olmak iizere kanser gelisimine karsilik gelen gesitli faktorler vardir. Gen degisiklikleri veya
mutasyon, esas olarak hiicre bdliinmesi sirasinda ve sigara icmek gibi kimyasal
degisikliklerle meydana gelir. Mutasyonun anlamu, hiicrelerin biiyiimesinin diizenlenmesini
kaybetmesi ve gereksiz yere biiylimesidir. Ayrica hiicre, hiicre boliinmesinin hizla
gerceklestigi ve tiimor olusturacagi cok fazla protein iiretebilir [11]. P53 geni, insan
karsinogenezi ile iliskili temel bir faktor olarak kabul edilir. Normal rolii gen
transkripsiyonu, apoptoz ve DNA onarimu ile ilgilidir [12]. p53'teki mutasyonlar, birincil
timorlerin gelismesine yol acgar. Kanser tedavisi tliimoriin histolojik yapisina, hastaligin
evresine ve metastaz olup olmamasina gore iyilesme, kontrol veya palyatif tedavi olmak
tizere li¢ hedefe ayrilir. Giiniimiizde en sik kullanilan tedavi yontemleri cerrahi, radyoterapi,
kemoterapi, immiinoterapi ve kok hiicre naklidir [13]. Teknolojinin kanser tedavisinde
kullanilmas: ve ila¢ tedavisindeki geligmeler kanserde yasam siiresinin uzamasini hizla
artirmigtir. Kanser hastalar1 zamanlarinin ¢ogunu hastanede gegirirler. Bu tiir terminal
hastalarda tedaviye yonelik en 6nemli miidahale yasam kalitesini artirmaya yonelik her tiirlii
uygulamadir. Kanser hastalarinin ve toplumun bilinglenmesiyle birlikte alternatif tibbin
yaygin olarak kullanilmasina ragmen yetersizliginin fark edilmesi, kemoterapinin toksik
etkileri ve uzun siireli cabalara ragmen yeni ve en etkili kanser tedavilerinin bulunamamasi,
birgok hasta ve doktorun hastalanmasina neden olmustur. Geleneksel kanser ilaglarmi
birakin ve diger tedavi yOntemleriyle ugrasimn. Bircok iilkede alternatif tip arastirma
merkezleri kurulmug ve hastalarin “inang¢larinin” kullanilan ilacin dogrudan etkisinden daha

onemli oldugu diisiiniilmeye baglanmistir [14]. Kanser tedavisinde yeni yaklagimlarin yani
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sira tedavi planinda bes yontem kullanilmaktadir. Azurinin diger antikanser ajanlarla es
zamanl ekspresyonu da incelenmistir [15]. Azurin ve Mammaglobin-A'y1 eksprese etmek
ve meme kanseri tlimodrlerine karst bagisiklik tepkilerini indiiklemek i¢in bir vektor
tasarlarken Mehta ve ark. (2017), hipoksik bir promotdriin kontrolii altinda ayni1 anda azurin
ve p53'i eksprese eden bir bakteri vektorii tasarladi. Peptidlerin diyabet, bulasici hastaliklar
(bakteriyel, fungal ve viral), onkoloji ve osteoporoz gibi birgok hastalikta faydali oldugu
zaten gosterilmistir [16]. Bu peptitlerin ¢ogu, bazilar1 temel alinarak tasarlanmis olmasina
ragmen, aktif proteinlerden tiiretilmistir. Genetik, rekombinant ve kimyasal kiitiiphaneler
[17]. Azurin, proteinin farkli bolgeleriyle iliskili antikanser, antiparaziter ve anti-HIV
ozelliklerine sahip oldugu i¢in umut verici bir terapdtik peptit kaynagidir [18]. Gergekten de
antikanser aktivitesi goz Oniine alindiginda, ¢alismalar azurinin tercihen meme kanseri
hiicrelerine niifuz ettigini ve apoptozu [19], hiicre dongiisii durmasin1 [20] ve farkl
molekiiller ile etkilesim yoluyla anjiyogenezin [21] inhibisyonu indiikledigini ortaya
koymustur. Cesitli ¢aligmalar, bakteriyel bakir igeren proteinlerin, 6zellikle azurinin, kanser
tedavisi i¢in terapdtik ilaglarin gelistirilmesinde ve ayrica viriisler ve parazitler gibi cesitli
bulasici ajanlarin neden oldugu hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir kaynak olarak
kullanilabilecegini gostermistir [22]. Azurin'in timdr hiicrelerini yok etme yetenegi, kanser
gelisimini engelleyen p53 proteininin stabilitesine dayanir. Cekirdekte azurin, p53
proteinlerinin hiicre i¢i seviyelerini arttirir ve apoptotik siireci baglatan sitozole
mitokondriyal sitokrom c salinimini tetikler [23]. Bu ¢alisma, yerel P. aeruginosa izolatindan

rekombinant azurin iiretme kosullarini optimize etmeyi amacladi.

1.1.Calismanin Amaci

Ozellikle Pseudomonas aeruginosa'dan iiretilen Azurinin, gesitli kanser hiicrelerinde
antikanser etkisine sahip oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, rekombinant protein
tiretmek oldukca pahalidir ve gereksinimleri ticari olarak mevcut degildir. Bu nedenle, bu
calismanin amaci, yerel Pseudomonas aeruginosa suslarini, Azurin geninin (azu)
prevalansin1 ve varyantin1 incelemek i¢in PCR dahil molekiiler teknikler araciligiyla
arastirmak, daha sonra bu proteini verimli bir sekilde iiretmek ve saflastirmak i¢in klonlama

dahil rekombinant DNA teknolojisini diisiik maliyetle uygulamaktir.



1.2. Tezin Onemi

Kanser onleyici bilesiklere alternatifler gelistirmek ve bu alani yerel izolatlar iizerinde
tarama yaparak desteklemek i¢in ileri molekiiler teknikleri kullanma girisimi amaglanmastir.
Bu ¢aligma sayesinde 6nemli bir bilesik (Azurin) lokal olarak kullanilabilir hale gelmektedir.
Bu nedenle, ilgilenen arastirmacilar, kanser i¢in bir tedavi bulmaya katkida bulunan

antikanser bilesikleri liretmede daha fazla analiz yapabilirler.



2. LITERATUR INCELEMESI

2.1. Pseudomonas Ge¢misi:

Pseudomonas aeruginosa ilk kez 1882'de Gessard tarafindan yesil irinden izole edilmistir
[24]. Freeman tarafindan 1916'da yayinlanan makalede, pseudomonas cinsinin 140'tan fazla
tiiriinden s6z edilmistir. insanlarda hastaliga neden oldugu bilinen tanimlanmus tiirlerin gogu,
firsatg1 enfeksiyonlarla iligkilidir. Bunlara P. putrefaciens, P. fluorescens, P. putida, P.
maltophilia ve P. aeruginosa dahildir. Insan hastaliklarina karisma sikligina gére en ¢ok
dikkati P. aeruginosa almistir [25].

Bagisiklig1 zayif olan hastalarda bu organizma tarafindan kolonizasyon riski daha yiiksektir
[26] ve normal mikrobiyal floranin bozulmasinin da P. aeruginosa tarafindan antimikrobiyal
kolonizasyon artislariyla sonuclandigi gosterilmistir [27]. Bu patojenle ilgili saglik sorunlari
giindeme gelmis ve hastane hastalari, 6zellikle kanser ve yaniklar gibi ciddi hastaliklar1 olan

hastalar i¢in biiyiik bir tehdit olusturmaya baslamistir [25].
2.1.1. Pseudomonas Aeruginosa'nin Epidemiyolojisi

Pseudomonas aeruginosa, tiim hastane enfeksiyonlarinin (%13,8) temsil ettigi hastane
enfeksiyonlarinin 6nemli bir nedeni olarak kabul edilir [28]. Hastanelerde, P. aeruginosa,
pediatrik yogun bakim iiniteleri gibi yogun bakim iinitelerinin ¢ogunda biiyiik bir sorun
olarak bildirilmistir [29]. Onemli sayida calisma, bu patojeni yanik hastalarinda ana patojen
olarak ve hastaneye yatisin ilk haftasinda yaniklarin kolonizasyon sikligini agik¢a
tanimlamistir. Ek olarak, P. aeruginosa, bildirilen yara ve bakteriyemi enfeksiyonlarinin
yiiksek bir yilizdesini temsil etmektedir [30]. Genis bir hastane yelpazesinde, P. aeruginosa
enfeksiyona yonelik tiim cerrahi alan vakalarmin yaklasik %6'sindan ve IYE hastalarmin
yaklasik %]l6'sindan sorumludur [31]. Ayrica, yaymnlanmis caligmalarda hastane kan

enfeksiyonu vakalarinin %46's1 P. aeruginosa ile iligkilendirilmistir [32].



2.1.2. Pseudomonas Aeruginosa: Tehlikeli Bir Firsat¢i Patojen

Pseudomonas aeruginosa, bagisiklig1 baskilanmis IYE hastalarina ve genetik kistik fibrozis
hastalig1 olan hastalarin akcigerlerinde kronik enfeksiyonlara neden olabilen énemli bir
firsatgr patojendir [33]. P. aeruginosamin c¢oklu ilaca direngli suslarinin prevalansi
Hastanelerin farkli boliimlerinde artmistir [34]. Bu c¢oklu ilaca direngli klonlar, hastadan
hastaya transfer yoluyla uzun yillar hastanede hayatta kalabilir [35]. Antibiyotik direnci ve

virlilans varligi, bu patojenin patojenite seviyesini arttirir [13].
2.1.3. Pseudomonas Aeruginosa'nin Genetigi

P. aeruginosa'nin genomlarinda yaklagik %70 sekans 6zdesligi paylasan 5.021 gen vardir
[36]. P. aeruginosa genomunun ¢ekirdegi, ¢ogu P. acruginosa izolatinda ortak olan yaklasik
4.000 genden olusur. Bununla birlikte, P. aeruginosa'nin tiim genetik kiitlesinin 10.000 ila
40.000 ek gen icerdigi ileri siiriilmektedir. P. aeruginosa genomunun az sayida yiiksek
oranda korunmusg ¢ekirdek genlerden, sinirli korumaya sahip daha biiyiik bir gen "zarfindan"
ve ¢ok nadir ve kotlii korunmus genlerden olusan biiyiikk bir "buluttan" olustugu One
stiriilmiistiir [36]. P. aeruginosa genomlarinin soylari, en ¢ok dizilenen bakterilerden daha
biiyiiktiir [37]. Ttirler iginde genomun boyutu 5.5 ile 7 Mbp arasinda degismektedir. Genom
hacmindeki fark, ek genom olarak adlandirilan seyle sonug¢lanir [38]. Kromozomu yatay gen
tarafindan elde edilen farkli pozisyonlara yerlestiren plazmit DNA kiilgeleri gibi ek
kromozomal elementler farkli kaynaklardan transfer edilir [39]. Bu elementler, P.
aeruginosa'nin alt kiimelerinde veya sadece tek suslarda mevcut olabilir [40]. Bu
organizmalar, karmagik ortamda rekabet etme yeteneklerinin degisen derecelerine yol acan
benzersiz kordlarin gelismesine neden olan nokta mutasyonlarina, eklemelere ve hatta biiyiik
6l¢ekli silmelere maruz kaldr [38]. Bu nedenle, tek bir hastadan ayn1 ataya ait susun seri
izolatlariin fenotipik degerlendirmeleri, bilyliik miktarda fenotipik heterojenite gosterebilir
[41]. Kronik olarak kolonize olan P. aeruginosa popiilasyonlarindaki bu fenotipik
heterojenlik, belirli suslar arasinda fenotipik 6zelliklerin dogrudan karsilagtiriimasina neden

olur [42].



2.1.4. P. Aeruginosa ve Enfeksiyonlar:

Pseudomonas aeruginosa, asagidaki gibi farkli enfeksiyon tiirleri ile iliskilidir:

Solunum yolu enfeksiyonlari: P. aeruginosa, kistik fibroz (KF) hastalarinin hava yollarinda,
Olimle sonuglanan kronik akciger enfeksiyonlarinin tekrarlamasina yol acan kalict bir
pozisyon olusturma yetenegine sahiptir [43].

Idrar yolu enfeksiyonlari: P. aeruginosa, Kateterizasyon veya cerrahi sonucu idrar yolu
enfeksiyonlar1 (IYE) ile iliskilidir. Idrar yolunun kateterizasyonu, P. aeruginosa tarafindan
hastane kaynakli IYE'nin baslica nedenidir. Bu patojen, iyi yapilandirilmis biyofilmlerde
kateter yiizeyine baglanan bir konakg1 giris kaynagi olarak patojenler tarafindan kullanilan
Kateterleri kullanir. Ayrica, kateterin yerlestirilmesi ayni zamanda mukozal epitel
tabakalarin1 bozarak bakteriyel kolonizasyonu tesvik edebilir [44]. Deri ve yumusak doku
enfeksiyonlari: P. aeruginosa, ciddi yaniklari ve yara enfeksiyonlarini kolonize eden en sik
izole edilen bakteridir. Coklu ilaca direngli P. aeruginosa'nin (MDR) neden oldugu yara
enfeksiyonlari, diinya capinda ciddi hastalik ve 6liim oranlari ile baglantili olmustur [45]. P.
aeruginosa ameliyat sonrasi yara enfeksiyonlarina neden olan cerrahi yaralarda bildirilmistir
[46]. Ek olarak, P. aeruginosa ilk enfeksiyon bdlgesinden yayilabilir ve kan dolasimina
girerek sepsise neden olabilir [47]. P. aeruginosa sepsisten kaynaklanan yiiksek oOlim
oranlar1 zaten bildirilmistir 48]. Yiizme havuzlarinda, kaplicalarda ve diger su kaynaklarinda
P. aeruginosa kontaminasyonu ile iligkili olarak onceden saglikli olan kisilerde hafif cilt
enfeksiyonlar ortaya ¢ikabilir [49].

Keratit: P. aeruginosa bakteriyel keratitin 6nde gelen nedenidir [50] ve onceden okiiler
hastalig1 olan hastalarda, okiiler cerrahi sonrasi hastalarda ve kontakt lens kullanan kisilerde
goriiliir. P. aeruginosa'nin bozulan kornea epitel hiicrelerine yapistig1 ve hizla icsellestigi
gosterilmistir. [51].

Yanik yaras1 enfeksiyonlari: Yanik eskar1 normalde yaralanmadan sonraki 3-5 giin i¢inde
hastanin kendi florasi (agirlikli olarak Gram pozitif bakteriler) ile kolonize olur. Bu ilk
kolonizasyon daha sonra P. aeruginosa'nin en yaygin oldugu hastanede bulunan Gram-

negatif flora ile degistirilir [3].
2.1.5. P. Aeruginosa'nin Patojenitesi ve Viriillans Faktorleri

Pseudomonas cinsi, su ve su gibi nemli habitatlarda goriinen 120'den fazla tiirii igerir. Bitki

oOrtiisii ve canlilar i¢in mide bulan keseklerin ekosisteminde. Pseudomonas tiirleri i¢inde,



P. aeruginosa en yaygin olarak insan enfeksiyonu ile iligkilidir; [52]. Bakteriler firsat¢t bir
patojen olarak kabul edilir ve esas olarak bagisikligi baskilanmis hastalarda hastane
enfeksiyonlarina neden olur. Bununla birlikte, normal fizyolojik fonksiyon bozuldugunda,
hasarl1 epitel bariyerleri, azaltilmis notrofil liretimi, bozulmus mukosiliyer klirens ve tibbi
cihazlarin kullanimi dahil olmak {izere gok c¢esitli enfeksiyonlara neden olabilir [53]. P.
aeruginosa, onceden saglikli olan kisilerde 6liimciil P. aeruginosa enfeksiyonlar1 vakalari
bildirilmis olmasimna ragmen, daha oOnce saglikli olan hastalarda nadiren kronik
enfeksiyonlarla iligkilidir [54]. Viriilans faktorleri, adezinler, aljinat, pili gibi hiicre ile iliskili
faktorlere ayrilabilir, flagella ve lipopolisakkaritlere veya elastaz, ekzoenzim, eksotoksin A,
hemolizinler, demir baglayici proteinler, 16kosidinler ve proteazlar gibi hiicre dis1 faktorlere
dontisiir [3]. Cesitli viriilans, hiicre dis1 matrisi hedeflerken yapismay1 kolaylastiran ve / veya
konaker hiicre sinyal yollarin1 bozan patojeniteye neden olabilir. P. aeruginosa, viicudu ve
bagisiklik sistemini istila eden ve yok edilmesi neredeyse imkansiz olan enfeksiyonlarla
sonuclanan ¢esitli hastaliklara neden olabilir [2]. Viriilans faktorlerinin neden oldugu
patojeniteler arasinda Lipopolisakkarit, Flagellum, Tip IV Pili, Tip III salgilama sistemi,
Ekzotoksin A, Proteaz, Aljinat, Quorum Algilama, biyofilm olusumu, tip VI salgilama
sistemleri, hava sahasinda oksidan olusumu sayilabilir. Bunlar, bagisiklik sisteminde farkli
sekillerde ¢alisan ana viriilans faktorleridir.LPS, P. aeruginosa'nin dis zarmin baskin bir
bilesenidir. Bakteriyel LPS genellikle endotoksin olarak bilinen hidrofobik bir alan, merkezi
tekrarlamayan bir oligosakarit ve bir distal polisakaritten olusur [55]. Cekirdek algilama
virlilans faktori, yayilabilir kimyasal bilesikler yoluyla bir bakteri hiicreden hiicreye iletisim
mekanizmasidir. Biiyiik bir regulonun ekspresyonunu baslatmak i¢in yeterli miktarda
salgilanmis bir sinyal molekiilii iiretmek i¢in ¢ekirdek gereklidir [56]. Cekirdek sisteminin
P. aeruginosa'nin patojenitesinde invazyon ve biyofilm olusumunda Onemli oldugu
gosterilmistir [57]. Tip II ve II salgilama sistemleri (T3SS) baslica toksin {iretim
sistemleridir. P. aeruginosa viriilans faktorlerinin ¢ogu, eksotoksin A, alkalin proteaz ve
LasA proteaz gibi T2SS tarafindan tretilir. T3SS, sitotoksik etkileri indiiklemek i¢in tiimii
hedef hiicrelerle yakin temas gerektiren ekzoenzimler S, T, U ve Y dahil olmak {izere
viriilans faktorleri iiretir [58]. Bu sistem, toksinleri memeli hiicrelerine sokmak i¢in siringa
benzeri bir transmembran yap1 kullanir [59]. Klinik i1zolatlarin 6nemli bir yiizdesinin ExoS
drettigi bildirilmistir [60]. Hem ExoS hem de ExoT, kronik ve akut enfeksiyonlarin [61]
gelisiminde rol oynar [61], nétrofillerde degismis pro-apoptotik siiregler yoluyla notrofil
apoptozisini indiikleyerek bu enfeksiyonlarin karmasik olmasina neden olur. Nétrofillerin

antibakteriyel aktivitelerinden 6diin vererek bakteriyel sag kalimi desteklemeye ek olarak
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[62]. ExoS ve ExoT'nin ekspresyonu, ExoS ve ExoT'nin [63] transkripsiyonel aktivatorii
olan ExsA tarafindan kontrol edilir ve bu nedenle LasA ve LasB, ExsA araciligtyla bu
toksinlerin ekspresyonunu diizenleyebilir. Boylece (Cizelge 1)'de 6zetlenen birkag viriilans
geninin transkripsiyonunun diizenlenmesi.

Cizelge 1 P. acruginosa'nin bazi viriilans faktorleri

GEN ADI ACIKLAMA KAYNAKLAR
pilYJ Hareketlilik ve baglanma [63]
algu Sigma faktorii [114]
alg aljinat salgilanmasi [115]
exoSs ekzoenzim S [116]
exoT ekzoenzim T [117]

2.1.6. Bakteriyel Proteinler/Peptitler

Bu boliimde pseudomonas tarafindan iiretilen proteinler veya peptitler anlatilmistir. Bu
antikanser maddelerin kaynaklar1 ve biyolojik aktiviteleri Cizelge 2'de, yapt modelleri ise
Sekil 1'de gosterilmektedir.

Cizelge 2 Bakteri proteinleri/peptidleri olarak azurin ve p28'in kokeni ve antikanser aktivitesi

PROTEIN/PEPTIT BIYOLOJIK HEDEF: INSAN KAYNAKLAR

KANSER HUCRELERI

1 Azurin Meme Kanseri, Oral Skuaméz [7]
Karsinom,

2 P28 Melanom [9]




(A) (B)
Sekil 1 Yapi modeli: (A) Azurin; (B) p28

2.1.7. Bakir Protein Simiflari

Bakir proteinleri, elektron tagima sistemlerinde, amino asit metabolizmasindaki bazi
enzimlerde ¢alisarak temel biyokimyasal amaglar gergeklestirir [5]. iki tip bakir baglayici
protein vardir: bir bakir (iyon) ile baglanan birinci tip protein, bu tip Azurin'de bulunur.
Ikinci tip, birkag metal iyonunu baglama olasilig1 ile iki bakir iyonuna baglanan proteinleri
tanimlar ve bu form siiperoksit dismutazda bulunur [64]. Bu tip proteinler, boyut ve yap1
gibi ¢esitli spektroskopik ozellikler gosterir ve spektroskopik 6zelliklere gore ii¢ tip bakir
baglama merkezi vardir [64]. Bu merkezler tip I, tip II ve tip III merkezler olarak

adlandirilmigtir [65]. Siiperoksit dismutaz ve bakir galaktoz oksidazin kimyasal yapilar

(sekil 2).

N
..."l N
e

\ s "'fcu\ N

N o

stiperoksit dismutaz bakir merkezi galaktoz oksidaz bakir merkezi

Sekil 2 Siiperoksit dismutaz ve galaktoz oksidazin tip II bakir pozisyonlar
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2.1.8. Mavi Bakir Proteinlerinin Ozellikleri

Bakar tip I igeren kiigiik proteinlere mavi bakir proteinleri denir. Azurin ve pseudoazurin gibi
incelenen ¢ok sayida 6nemli protein vardir. Mavi bakir proteinlerinin (kapredoksinler) temel

ozelligi elektron degisimidir [64].

2.1.9. Tiir I Bakir Proteininin Siniflandirilmasi

Adman'a (1988) gore, mavi bakir proteinlerinin dort kategoriye ayrilabilecegi bir
siniflandirma protokolii olusturulmustur. Toplamda sekiz kategoriye sahip olmak i¢in ek
dort kategori eklendi [66]. Cupredoxinler, bakir merkezindeki amino asit sisteinleri ve
histidinlerin sayis1 gibi spektroskopi 6zelliklerine gore li¢ kategori icerir [64]. Tip 1 bakir
proteinlerinin sekiz kategorisi (Cizelge 3)'te kisaca tanimlanmustir.

Cizelge 3 Tip 1 bakir proteinlerinin baz1 kategorileri

TIP I BAKIR PROTEINLERININ SINIFLANDIRILMASI

Ornek 600nm
bolgesinde A Goriiniir Cys EPR tipi Kalintilarmin  Kaynaklar
Max bolgedeki  kalintist say1s1
diger sayi1sl
Amax
Azurin 625 3 axial 2 [6]
psédoazurin 595 470 1 axial 2 [6]
plastosiyanin 595 780 1 axial 2 [6]
aurasiyanin 596 1 2 [66]

2.2. AZURINLER

Azurin birinci simif bakir proteinine aittir, elektronlar1 sitokrom C'den bu organizmalarin
sitokrom oksidaz/nitrit rediiktazina tasiyan farkli bakteri tiirlerinde elektron tasima

zincirindeki islevi. (Cizelge 4), farkli konak¢idan azurin varyantlarini 6zetledi.
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Cizelge 4 Tanimlanan Azurinlerin Ozellikleri

KAYNAK MOLEKULER PEPTIT AMAX BILINEN DIZI
AGIRLIK UZUNLUGU

P. Aeruginosa 14,600 129 631 Evet
P.Fiorescens B-93 14,600 128 635 Evet
P.Fiorescens C-18 14,600 128 625 Evet
P.Fiorescens D-35 14,600 128 625 Evet
P.Fiorescens 6009/1 14,600 128 625 Evet

P. Denitrificans 14,600 128 620 Evet

A. Denitrificans 14,600 129 619 Evet

P. Denitrificans 13,800 124 595 Hay1r

Azurinde bakir baglanmasinin konumu 6nemli bir ilgiye sahiptir. Pseudomonas aeruginosa
ve alcaligenes denitrificans kaynakli azurinin kristal sekli sirasiyla 2.7A ve 1.8A olarak
tasarlanmistir [67]. (Sekil 3)'te gosterildigi gibi, yapisal ve gevreleyen genleri ve kromozom

tizerindeki konumunu tanimlayan NCBI'de rapor edildigi gibi mevcut bilgiler

NC_002516.2
[ 5519711 p [ 5523681 p

nadE AT Af— PR4924
PR4921 PR4923

Gene: azu
! Location: complement(5,521,664..5,522,110)
| Length: 447 nt
[ Positional Info)
NC_002516.2 position: 5,522,024
Gene position: 87

CDS: NP_253609.1
| Name: azurin
Comment: Product name confidence: class 1 (Function experimentally
demonstrated in P. aeruginosa)
Location: complement(5,521,664..5,522,110)
[Length)
Span on NC_002516.2: 447 nt
Protein length: 148 aa
[ Positional Info)
NC_002516.2 position: 5,522,024
CDS position: 87
Protein position: 29
Protein sequence: LSAPLLAAECSVDIQ[GINDQMQFNTNAITVD

Sekil 3 azurin geni hakkinda yapisal bilgi https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/878046

2.2.1. Azurin Bakir Merkezinin Mutajenezi.

P. aeruginosa o leucine'den azurinin Metl21 kalintisim1 degistirmeyi hedefleyen in vitro

mutajenez ¢alismasi. Bu ¢alisma, Met 121'in bakirin azurinlere baglanmasi i¢in ¢ok 6nemli
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olmadigimmi1 dogruladi. Bununla birlikte, proteinin stabilitesi azalmistir. P. aeruginosa
azurin'deki (tip I bakir merkezi) on dokuz olas1 mutant1 Met121 bakirina uygulandi. ifade
edilen proteinlerin besi saflastirilmistir ve (Cizelge 5)'te gosterildigi gibi baz1 spektroskopik
farkliliklarla bakir igerdigi gosterilmistir. Bu mutantlara goére, bakirin baglanmasini
durdurmadan azurin i¢inde metionine alternatif olarak kalint1 oyunlarinin varyantlar1 vardir.
Kalintilardaki degisiklik, kirmizi absorpsiyonda 9 nm azalmaya neden olurken, kiiciik tepe
noktasinda yaklasik 13 nm'lik bir artis [68].

Cizelge 5 P. acruginosa'da azurinin metiyonin mutantlari arasindaki spektroskopik varyasyonlar

MUTANT Kirmizi Sogurma Maksimum (nm)  Kiiciik Tepe (nm)
Vahsi Tip 625 445
Met121val 630 459
Met121lile 626 459
Metl21lasn 622 447
Metl21asp 622 445
Met121his 612 449
2.2.2. Azurin

Azurin, P. aeruginosa yoluyla salgilanan, on alt1 kDa molekiiler kiitleye sahip bakir igeren
bir proteindir. Bakirin ¢ikarilmasindan sonra sitotoksik apo-azurin tretilir [7]. Azurin
antikanser davraniginin birkag farkli mekanizmasi onerilmistir: (i) tiimor proteini p53 ile
kompleksler olusturarak ¢ogu kanserin mobiliiler apoptozunun indiiklenmesi veya boom
inhibisyonu; (ii) reseptor tirozin kinazin i¢ine miidahale ederek cogu tiimor hiicresinin
biiytimesinin onlenmesi (EphB2 aracili sinyallesme siireci); (iii) VEGFR-2 tirozin kinaz
hobisini azaltarak anjiyojenezi durdurarak kanser hiicresi biiyiimesinin inhibisyonu; (iv) P-
kadherin protein ekspresyonuna miidahale ve c¢ogu kanser hiicresinin biiylimesinin
inhibisyonu [8]. Peptid, meme kanserinin mobil hattinda (MCF-7) gii¢lii bir sitotoksik etkiye
sahipti, bunun sonucunda %50'den fazla apoptoz biiylimesine neden oldu ve farkli meme
kanser hiicrelerinin ¢oguna negatif ¢ikti (MDA-MB-157, MDD2, MDA-MB-231).) (Punj ve
digerleri 2004). Farkli ¢alismalarda azurin, oral skuamoz karsinom hiicrelerine (YD-9) [63]
ve kanser hiicrelerine (UISO-Mel-2) (Yamada ve digerleri, 2002) yonelik antikanser hobisini
dogruladi.
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2.2.3. P28

P28, 28 amino asit igeren azurinin (amino asitler 50-77) bir pargasidir. Molekiiler kiitlesi 2.8
kDa'ya ulasir [69]. p28, p53 ve p21 ifadesinin ¢eviri sonrasi biiylimesinde bir giice sahiptir.
Ayrica p28, antianjiyogenik etkiyi dogruladi ve tercihen insan meme kanser hiicrelerinin
¢oguna (MCF-7, ZR-75-1, T47D) caveolin aracili bir yoldan girdi [21]. Bu maddenin,
glioblastoma hiicrelerinde (U87 ve LN229) ve p5S3wt melanomda (Mel-29) DNA'ya zarar
veren (doksorubisin, dakarbazin, temozolomid) veya antimitotik (paklitaksel, docetaxel)
haplarin diisiik dozlarinin sitotoksisitesini artirmasi heyecan vericidir. Yukarida sozii edilen
antitimor ilag tedavilerinin p28 ile bir arada toplanmasina iliskin genisletilmis hobi,

p53/p21/CDK2 yolu araciligiyla kolaylastirilir [70].
2.2.4. Azurin'in Potansiyel Terapétik flaci

Azurin ve p28, meme kanseri i¢in potansiyel tedavilerdir [9]. Bu diisiinceyi desteklemek i¢in
birgok neden var. Ilk olarak, kapsanmayan dort yerel devre, diger proteinlerle iliskilerine
dahil edilebilir. Bu nedenle, azurinin temel 6zellikleri, ilgisiz ¢esitli memeli proteinlerini
kansere baglama yetenegidir ve ona normal platform proteininin sahipligini verir. Bu ayni
zamanda kanser hiicresi biiyiimesi, hayatta kalma ve/veya saldir1 sunan farkli belirte¢
segmentlerinin bloke olmasina da yol acar. Ikincisi, bakteriyel protein azurin [9] iiretmek
miimkiindiir, ¢iinkii E. coli'de asir1 eksprese edilebilir [10]. Ugiinciisii, azurinler birden fazla
hedefle iliski kurabildiklerinden, direnci saglamak zordur. Ddordiinciisii, in vitro ve vivo
testler azurinlerin kiiciik yan etkilerini dogruladi [9]. Besinci olarak, azurinde bir hidroterapi
vardir ve doku girisinde yardimci olmasi ve kan dolasimindan ¢ikarilmasi gereken su
¢oOziilebilir. Son olarak, bir bakteriyel protein olan azurin, giivenli saldiriya karsi
savunmasizdir, ancak hazirlik niteligindeki kanitlar, azurinin, antikordan taninmayabilen
diiz bir protein oldugu i¢in immiinojenezden muzdarip oldugunu gdstermektedir [10]. Bu
nedenle, bir bakteriyel proteinin, hastaligin farkli agamalar1 ile kanser gelisimine miidahale
edebilmesi, ayrica farkli ilgisiz hedefleri hedefleyebilmesi, tibbi faydalarim
desteklemektedir. p28'in kanser hiicreleri i¢inde yiik proteinlerinin tasinmasi igin bir arag
olarak hareket etme yetenegi ve azurinlerin farkli yapilar1 nedeniyle bir¢ok farkli proteini

baglama yetenegi, azurini onarict amagclar i¢in kritik olabilecek normal bir platform proteini

yapar [ 9].
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2.3. Diinyada Kanser Prevalansi

Kanser hem geligsmis hem de gelismekte olan iilkelerde temel 6liim nedenidir. Tani, tarama
olanaklar1 ve tedavi mevcudiyeti gibi farkli faktorlerle iliskili farkli cografi bolgelere gore
prevalansdaki bu kontrast [71]. 2012'de Uluslararas1 Kanser Aragtirmalar1 Ajansi, 8 milyonu
gelismekte olan iilkelerde olmak iizere diinya ¢apinda 14,1 milyon kanser vakasi bildirdi
[72]. Bu tahmin 2018'de 18 milyona yiikseldi. Kiiresel olarak yaklasik 9,6 milyon kanser
Oliimii tahmin ediliyor [73]. Kiiresel demografinin 2025 yilina kadar yaklasik 420 milyon
yeni kanser vakasina sahip olmasi bekleniyor, bu da yillar i¢inde kanser insidansinda bir

artis anlamina geliyor [73].
2.3.1. Kanser Nedenleri:

Kanser etiyolojisinde ¢esitli faktorlerin 6nemi vurgulanmaktadir. Bu faktorler; iyonlastirict
radyasyon ve X iginidir. Ultraviyole 1sinlari, agirt miktarda giines 1sinlarina maruz kalinmasi
nedeniyle cilt kanserleri giderek artmaktadir. Agik tenli, agik havada ¢alisan kisilerde cilt
kanserleri yaygindir. Hava kirliligi, tek basina veya sigara ile hava kirliliginin akciger
kanserlerinin yaklasik %10'unda rol oynadigir bilinmektedir. Kimyasal kanserojenler,
caligma kosullari, benzen, egzoz gazi, katran gibi maddelere ve kdmiiriin yanma iiriinlerine
maruz kalmalar1 nedeniyle kanser olusumuna neden olabilir. Beslenme faktorleri, son
yillarda bazi gidalarin kanserojen oldugu konusunda arastirmalar devam etmektedir. Ayrica
birgok gidada bulunan katki maddelerinin depolama, pisirme veya sindirim sirasinda olusan
yan uriinler nedeniyle kanserojen oldugu bilinmektedir. Sigara igmek ayrica girtlak, farenks,
mesane ve pankreas kanseri riskini de artirir. Sigara igenlerde igmeyenlere gore 10 kat daha
stk gortliir. Alkol, asir1 alkol kullaniminin agiz, yutak, girtlak ve yemek borusu kanserleri
ile 1iliskili oldugu bilinmektedir. Virlisler, bazi1 viriislerin kanserle iliskili oldugu
bilinmektedir. Ornegin; Hepatit-B viriisiiniin karaciger kanseri ile iliskili oldugu
bulunmustur. Ayrica kanser olusumuna neden olan faktorler arasinda kalitim, 1k, yas,

cinsiyet, hormonlar ve bagisiklikla ilgili faktorler yer alir [74].
2.3.2. Kanser Tiirleri:

Cesitli kanser tiirleri vardir. Akciger ve meme kanseri gibi farkli kanser tiirlerine yol agan
organlarin yiizeyini kaplayarak dokuda baglayan ilk tip karsinomlardir. Sinirler, kemikler ve
eklemler gibi viicudu destekleyen ve baglanti ile ilgili dokularda baslayan kanseri

tanimlayan Sarkom adi verilen ikinci kanser tiiri. Losemi, kan hiicrelerinin kontrolsiiz
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biiylimesini tanimlayan kanla iligkili bagka bir kanser tiiriidiir. Bezleri ve damarlar1 igceren
lenfatik sistem, Lenfoma adi verilen kanserden etkilenebilir: (www.cancerresearchuk.org
,2019). Ayrica merkezi sinir sistemi, beyin ve omurilikte biiyliyen tiimdr ve hipofiz
adenomlar1 vb. yoluyla kanserden etkilenir. Plazma hiicresinin kemik iligi iireten tiimorde
birikmesiyle adlandirilan plazma hiicrelerinde baska bir kanser tiirli baglar. Kanser, kanda
hormon iireten Noroendokrin tiimorde biiyiime olasiligina ek olarak, yumurta ve sperm

olusumundan sorumlu olan germ hiicresini de etkileyebilir.
2.3.3. Biiyiiyen Kanser:

Kanserin ortaya ¢ikist ana asamalardan gecer. Hiicre boliinmesi, ana hiicrelerin benzer
kopyalarini olusturmak i¢in hiicreye bu isleme icin dogru zamani bildiren spesifik genler
tarafindan diizenlenir. Tiim kanser tiirleri hiicrelerde aktive olan ve hiicreden iiretilen dogru
sinyalleri kagirarak kontrolsiiz boliinmeye yol acar [11]. Gen degisiklikleri veya mutasyon,
esas olarak hiicre boliinmesi sirasinda ve sigara igmek gibi kimyasal degisikliklerle meydana
gelir. Mutasyonun anlami, hiicrelerin biiylimesinin diizenlenmesini kaybetmesi ve gereksiz
yere biiylimesidir. Ayrica hiicre, hiicre boliinmesinin hizla gergeklestigi ve tiimor

olusturacagi ¢ok fazla protein tiretebilir [11].
2.3.4. P53 Tiimor Baskilayic1 Gendeki Mutasyonlar

P53 geni, insan karsinogenezi ile iligkili temel bir faktor olarak kabul edilir. Normal rolii gen
transkripsiyonu, apoptoz ve DNA onarimmui ile ilgilidir [12]. p53'teki mutasyonlar, birincil
timorlerin gelismesine yol acar. p53 geninin normal fonksiyonu ile ilgili biyokimyasal
islemler c¢ok iiniteli protein makineleri tarafindan gergeklestirilir. Bazi viral onkoproteinler
p53 ile baglandiginda ve diger hiicresel protein bilesenleri ile etkilesimlerini bozdugunda,
bu makinelerin islevleri degisir [12]. Biyokimyasal yollar géz oniine alindiginda, insan
karsinogenezinin merkezindeki en 6nemli bilesen, normal islevi gen transkripsiyonu, DNA
sentezi, apoptoz ve DNA onarimu ile iligkili olan P53 genidir [12]. p53'teki degisiklikler ve
mutasyonlar, birincil timorlerin gelisimini ortaya ¢ikarir. p53 geninin normal fonksiyonu ile
ilgili biyokimyasal islemler ¢ok {initeli protein makineleri tarafindan gerceklestirilir. Bu
makinelerin islevleri, p53'e baglanan ve diger hiicresel protein bilesenleri ile etkilesimlerini

bozan bazi viral onkoproteinler tarafindan degistirilir [75].
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2.3.5. Kanser Yayilmi:

Kanser, iyi huylu tiimorlerden farklidir ¢iinkii basladigi yerden viicudun farkli bolgelerine
yayilabilir. Daha sonra kanser hiicreleri o bolgede biiyltimeye baslar. Hiicrelerini yakindaki
dokulara yayan kotii huylu bir tiimor, istilact kanser olarak bilinir.

Kanser su yollarla yayilabilir:

e [ okal olarak, birincil kanserin etrafindaki dokunun i¢inde ve yakininda

e lenfatik sistem yoluyla

® kan dolasimi yoluyla

( Lenf damari

Sekil 4 Kanser yayilimi (Saini ve ark, 2020) [121]
2.3.6. Kanser Tedavisi Tiirleri:

Kanser tedavisinin amaci, timoriin histolojik yapisina, hastaligin evresine ve metastaz olup
olmamasina gore iyilesme, kontrol veya palyatif tedavi olarak iige ayrilir. Giinlimiizde en sik
kullanilan tedavi yontemleri cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, immiinoterapi ve kok hiicre
naklidir [74]. Teknolojinin kanser tedavisinde kullanilmas1 ve ilag tedavisindeki gelismeler
kanserde yasam siiresinin uzamasini hizla artirmistir. Kanser hastalari zamanlariin ¢gogunu
hastanede gecirirler. Bu tiir terminal hastalarda tedaviye yonelik en 6nemli miidahale yagam
kalitesini artirmaya yonelik her tiirlii uygulamadir. Kanser hastalarinin ve toplumun
bilinglenmesiyle birlikte alternatif tibbin yaygin kullanimina ragmen yetersizliginin fark
edilmesi, kemoterapinin toksik etkileri ve uzun siireli ¢abalara ragmen yeni ve en etkili
kanser tedavilerinin bulunamamasi bir¢ok hasta ve doktorun hastalanmasma neden
olmustur. Geleneksel kanser ilaglarini birakin ve diger tedavi yontemleriyle ugrasin. Bir¢ok
iilkede alternatif tip arastirma merkezleri kurulmus ve hastalarin “inanglarinin” kullanilan
ilacin dogrudan etkisinden daha onemli oldugu disiiniilmeye baglanmistir. [14]. Kanser

tedavisinde yeni yaklagimlarin yani sira tedavi planinda alt1 yontem kullanilmaktadir:
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e Cerrahi Tedavi

Cerrahi, kanser tedavisinin en eski yontemlerinden biridir. Solid tiimér tedavisinin en dnemli
unsuru olmaya devam etmektedir (Amerikan Kanser Dernegi 1998). ilerlemis kanser
vakalarinda, hastaligin acil durumunu diizeltmek, 6nlemek ve uzatmak amaciyla yapilir [74].
¢ Radyoterapi

Dogal radyoaktif kaynaklarla ¢alisan cihazlar kullanarak belirli bir organdaki kanser
hiicrelerini yok etmektir. Radyoterapi, kanser ve nadiren kanser dis1 hastaliklarin tedavisinde
iyonlastirict 1sinlarin veya atomik pargaciklarin kullanildigr bir tedavi yontemidir. Kanser
hastalariin yaklasik %60' hastaligin bir asamasinda radyoterapi almaktadir. Ancak RT'nin
en biiylikk dezavantajlarindan biri, zararli hiicreleri Oldiiriirken saglikli hiicreleri
oldiirmesidir. Ayrica kusma, sa¢ dokiilmesi, yorgunluk, istahsizlik gibi sik goriilen yan
etkiler de hastanin yasam kalitesini etkileyebilir. Bu nedenle diger tedavi modaliteleri
disiiniilebilir [76].

¢ Kemoterapi

Kanser tedavisinde kullanilan en yaygin tedavi yontemlerinden biri olan kemoterapi, kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini dnleyen ve sitotoksik etkisiyle bu hiicreleri yok eden ilaglarla
yapilan bir tedavi seklidir. Hastaliklarin bir kismi cerrahi gibi lokal tedavilerle tedavi
edilirken tedavi ve radyoterapi, kemoterapi genellikle yaygin tiimorii olan hastalarda
uygulanmaktadir. Kanser hastalarinin tam tedavisi ile agr1 da ortadan kalkar ancak kanser
tedavisi sirasinda hasta siddetli agr1 hissederse veya kanser tedavisinin basarili olmadig:
durumlarda agr1 devam ederse hastanin ihtiyacina gore uygun tedavi diizenlenir. Hasta agr1
sikayeti ile bagvurdugunda tam bir anamnez alinmali ve hastanin ger¢ek hastaliginin tiim
detaylar1 6grenilmelidir [74,76].

e Immiinoterapi

Immiinoterapi, kanser de dahil olmak iizere bir grup hastalikla savasmak igin kisinin kendi
bagisiklik sisteminin belirli boliimlerinin kullanildig1 bir tedavi seklidir. [76].

e Kok Hiicre Nakli

K&k hiicre nakli; allojenik (kardes, akraba ve insan Lokosit Antijeni (H.L.A) uygun iliskisiz
donoérlerden kok hiicre nakli), otolog (solid tiimorlerde hastanin kendi kok hiicreleri
kullanilarak) ve singeneik (ikiz kardeslerden) yapilmaktadir. Allojenik nakiller bobrek,
16semi, miyelom ve lenfoma gibi kanser tiirlerinde, otolog nakiller ise 16semi, multipl

miyelom, lenfoma, meme ve testis kanserlerinin tedavisinde uygulanmaktadir.
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e Terapétik Ilaclar

Azurin ve p28, cesitli kanser hiicrelerinde ve fare bazli tim6r modellerinde dogrulanmis
antikanser aktivitesi sergiler. Boylece azurin ve p28, antikanser ilaglar1 olarak dogrudan
uygulanabilir. Escherichia coli Nissle 1917, akut diyare tedavisinde yaygin olarak
kullanilmistir ve timor hedefleme aktivitesine sahiptir [77]. Nissle 1917'de azurinin stirekli
ekspresyonunun, fare modellerinde B16 melanomunun ve 4T1 meme timdri biiylimesinin
etkin bir sekilde inhibisyonunu sagladigi gosterilmistir [78]. Azurinin diger antikanser
ajanlarla es zamanli ekspresyonu da incelenmistir [15]. Azurin ve Mammaglobin-A'y1
eksprese etmek ve meme kanseri tiimorlerine karsi bagisiklik tepkilerini indiiklemek i¢in bir
vektor tasarlarken, [21] hipoksik bir promotoriin kontrolii altinda ayn1 anda azurin ve p53'i
eksprese eden bir bakteri vektorii tasarladi. Son zamanlarda, p28'in iki faz I klinik denemesi
tamamlandi ve sonuclar, insan kanser hastalarinda p28'in antitiimor aktivitesini ve
giivenligini dogruladi. Metastatik solid tiimorleri olan 15 erigkin hastada bir klinik ¢alisma
yapilmistir [23]. p28 tedavisinden sonra, 7 ila 61 hafta boyunca stabil hastalik gosteren yedi
hasta, ticti kismi yanit ve biri tam yanit verdi. Diger klinik ¢aligma beyin tiimorlii gocuklarda
yapilmistir [79]. Sonuglar, CNS neoplazmalari i¢in aktivitesi ¢ok yiiksek olmasa da, p28'in
giivenli ve iyi tolere edildigini gosterdi. Azurin ve p28, aktivitelerini arttirmak i¢in farklh
antikanser proteinleri/peptidleri ile kaynastirildi. Granzyme B bagisiklik sistemi tarafindan
salinir ve proapoptotik yollar ile aktive olur [80]. Terapétik peptitler, proteinler, antikorlar
ve kiiciik organik molekiiller gibi geleneksel ilaglara gore bir¢ok avantaji olan umut verici
bir tedavi smifidir. Terap6tik peptitler, kiigiik organik peptitlerden daha ytiksek bir hedef
afinitesine ve daha diisiik bir toksisite profiline sahiptir ve daha kii¢iik boyutlar1 nedeniyle
daha iyi niifuz edebilirler. Ek olarak, kiigiik boyutlar1 nedeniyle peptitler, stabilitelerini ve
giiclerini artirmak i¢in modifiye edilebilir [81]. Peptidlerin diyabet, bulasici hastaliklar
(bakteriyel, fungal ve viral), onkoloji ve osteoporoz gibi bir¢ok hastalikta faydali oldugu
zaten gosterilmistir [82]. Bazilar1 genetik, rekombinant ve kimyasal kiitiiphaneler temelinde
tasarlanmis olsa da, bu peptitlerin ¢ogu aktif proteinlerden tiiretilmistir [83]. Pseudomonas
aeruginosa tarafindan {iretilen diisiik molekiiler agirlikli bir cupredoxin olan Azurin,
proteinin farkli bolgeleriyle iliskili antikanser, antiparazitik ve anti-HIV 6zelliklerine sahip
oldugundan umut verici bir terapotik peptit kaynagidir (Fialho ve digerleri, 2008). Gergekten
de antikanser aktivitesi goz oniine alindiginda, ¢alismalar, azurinin tercihen meme kanseri
hiicrelerine niifuz ettigini ve farkli molekiiller ile etkilesim yoluyla apoptozu [19], hiicre
dongiisiiniin durdurulmasini [20] ve anjiyogenezin inhibisyonunu [21] indiikledigini ortaya

koymustur. Ozellikle, hiicrelere giristen sorumlu PTD'nin (protein transdiiksiyon alani) bir
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pargast oldugu 50 ila 77 amino asitlere karsilik gelen azurinin p28 peptidi, apoptozu
indiikleyebilir ve anjiyogenezi inhibe edebilir ve klinik ¢aligmalar yakin zamanda faz I'i
sonuglandirmistir [21,84]. 88-113 amino asitlerine karsilik gelen bir baska azurin tiirevi
peptit, p26, yapisal olarak ephrinB2'ye benzer olarak tanimlanmistir, EphB2 ligand. p26,
hiicre sinyal yollarini inhibe ederek EphB2'ye rekabetci bir sekilde baglanabilir. nihai olarak
kanser biiylimesine katkida bulunur [19] Son zamanlarda, kotii prognozlu meme kanseri olan
hastalarla [85,86] baglantili olan Pcadherin, azurin igin yeni bir hedef molekiil olarak
tanimlanmistir [87].Bu ¢alismanin amaci, antibiyotik azurinden sorumlu bolgeyi belirlemek
ve incelemek i¢in azurinden tiiretilen peptitleri iiretmek i¢in tekrarlanabilir bir yontem
gelistirmek Pecaderin aktivitesi Onceki ¢alismada, azurin ve baz tiirevler peptitler, GST

tabanli bir strateji kullanilarak eksprese edilmis ve saflastirilmistir [20]
2.3.7. Kanser Tedavisinde Azurin Uygulamasi

Azurinlerin bir antimikrobiyalolog olarak hareket etme yetenegine sahip oldugu hipotezini
desteklemek i¢in bir¢ok neden vardir. Kanser hiicrelerindeki 6zel yolun aksine, Vivo'da
diismanca higbir yan etki gosterilmemistir [63]. Daha spesifik olarak, bu protein, kanserde
onemli olan farkl ilgisiz memeli proteinleriyle etkilesim i¢in yiiksek afinite zekas1 sergiler
ve bu proteinin birincil kritik avantaji olmasi muhtemel olan normal c¢erceve proteinin
sahipligini verir [88]. Proteinin farkli hedefler iizerinde hareket etme yetenegi, hiicreler
tarafindan diren¢ olusturmasi daha zor olabilen gerceklik nedeniyle hayati 6nem tasir. Bu
bakteriyel proteinin bir baska avantaji, azurinlerin, dokuya sizmasina ve onu kan
dolasimindan uzaklagtirmasina yardimci olabilecek hidrofobik onarimli suda ¢o6ziiniir
pargaciklar olabilmesidir [93]. Tiim bunlara genislerken, azurin "Escherichia coli"de asiri
derecede etkili bir sekilde ifade edilebilir, bu da iiretim yontemini son derece ucuz [89],
kiiciik bir protein olarak yapar, ifadenin tamamen farkli vektorler yaratabilecegi
varsayilabilir, burada ¢ok az insan i¢in hiicre tipleri hesaplanir. Tiim bu nedenler, azuran

partikiillerini kanser tedavisinde kullanilmaya cazip kilmaktadir [23].
2.4. Azurin ve Kanser
2.4.1. Bakteriyel Protein Azurin

Pseudomonas aeruginosa tarafindan iiretilen Azurin, bakir igeren protein (cupredoxin)
ailesinin bir iiyesidir. Dogada oldukca kararli olan mavi kiiciik bakir proteini olarak da

adlandirilir. 128 amino asitten olusan periplazmik bakir iceren 14 kDa tek alanli bir
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proteindir. Yapisi, bir distilfid kopriisii ile birbirine baglanan dort dongii ile birbirine
baglanan sekiz antiparalel seritten olusur. Azurin, 6zellikle yiizeyindeki ii¢ farkli baglanma
bolgesi sayesinde, bir ligand {izerindeki bir¢cok bolgeye baglanabilir [90]. Bir tarafinda iki
yuklii kiime igerir. Ek olarak, baska bir bolge, belirgin bir nétr aromatik zengin hidrofobik
parcaya sahiptir. Phel14 merkezli bu diizenleme, bakir merkezin ¢evresinde bir alan kaplar.
Azurin, terminal elektron transfer siirecinde dondr olarak islev goriir. Bu proteinden bakir
cikarildiginda apo-azurin olusur (Sekil 5). Apoazurin c¢ok diisiik redoks aktivitesine

sahipken, 6nemli sitotoksisite gosterir [9].

Sekil 5 Pseudomonas aeruginosa'dan azurinin Apo formu (https://www.anyrgb.com/en-clipart-
04clu)

2.4.2. Azurin Salgilanmasi ve Konak Hiicrelerle Etkilesimi

Bir redoks proteini olan Azurin, son zamanlarda insan meme kanseri hiicrelerine giren ve
kanser hastalarinda yan etki olmaksizin apoptozu indiikleyen bir antikanser terapotik ajani
olarak biiyiik ilgi gormiistiir [91]. Cesitli caligmalar, bakteriyel bakir iceren proteinlerin,
0zellikle azurinin, kanser tedavisi i¢in terapotik ilaglarin gelistirilmesinde ve ayrica viriisler
ve parazitler gibi ¢esitli bulasici ajanlarin neden oldugu hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir
kaynak olarak kullanilabilecegini gostermistir [22]. Azurin'in tiimor hiicrelerini yok etme
yetenegi, kanser gelisimini engelleyen p53 proteininin stabilitesine dayanir. Cekirdekte
azurin, p53 ve BAX proteinlerinin hiicre i¢i seviyelerini arttirir ve sitozole mitokondriyal
sitokrom c salinimini tetikler. Bu eylem, apoptotik siireci bagslatan kaspaz kaskadini aktive
eder. Azurin, tiimor hiicrelerine saglikli hiicrelerden daha etkili bir sekilde niifuz eder. 28
amino asitten ve 2,8 kDa molekiiler agirliktan olusan Azu 50-70 peptidi (p28), bu etkiden
biiylik olasilikla sorumludur [92,23].

21


https://www.anyrgb.com/en-clipart-o4c1u
https://www.anyrgb.com/en-clipart-o4c1u

2.4.3. Azurin'in Kanser Hiicrelerine Etkisi

Azurin'in timor hiicrelerini yok etme yetenegi, kanser biiylimesini engelleyen p53
proteininin stabilitesinden kaynaklanmaktadir. Azurin, p53 ile kompleks olusturan ilk
bakteri proteini olarak rapor edilmistir. Cogu viral ve memeli proteini, fiziksel etkilesim
yoluyla p53 fonksiyonunu diizenleyebilir. Calismalar, azurinin tercihen meme kanseri
hiicrelerine girdigini ve apoptozu indiikledigini ortaya koymustur. Ayrica DU145 (insan
prostat kanseri hiicre hatt1) hiicrelerinde hiicre dongiisii durmasi gozlemlenmistir. 50-77
amino asitlerine tekabiil eden p28 peptidinin, sorumlu olan PTD'yi (protein transmisyon
alan1) icerdigi gosterilmistir. Hiicreye giris igin, apoptozu indiikleyebilir ve farkli
molekiillerle etkilesime girerek anjiyogenezi inhibe edebilir (Sekil 6) [93]. Ayrica bu
peptitten sorumlu oldugu diisiiniilen bir diger durum da tiimor hiicrelerine saglikll
hiicrelerden daha etkin bir sekilde girmesidir [9]. Ote yandan azurin proteini, farkli
bolgelerine gore antikanser, antiparaziter ve antiHIV 6zelliklerine sahip oldugu i¢in umut

verici bir terapotik peptit kaynagi olarak kabul edilmektedir [10].
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Sekil 6 Azurin yapisi: (A) azurin proteininin {i¢ boyutlu yapisi. (B) Azurin proteininin bakir igeren

alam [Ramachandran ve ark., 2011].[94]
2.4.4. Azurin ve P53 Etkilesimi

Azurin, insan kanser hiicrelerinde apoptozu ve biiylime inhibisyonunu indiikler. Azurin
kanser hiicrelerine girer ve p53 ile bir kompleks olusturur. Azurin-p53 kompleksi, p53'iin
ubikuitin aracili bozulmasini 6nleyerek p53 seviyesini arttirir. Stabilize edilmis p53, Bax ve
Noxa gibi proapoptotik genleri veya p21 ve p27 gibi hiicre dongiisii inhibitorlerini
indiiklemek icin ¢ekirdege doner. Azurin'in, p53 sinyal yoluna ve reseptdr olmayan tirozin
kinazlarin (NRTK) sinyallesme agina miidahale ederek apoptozu veya biiylime

inhibisyonunu indiikledigi goriildii. Bu 6zellikler, azurin'in antikanser aktivitesinin birden
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fazla hedefle etkilesime girdigini ve hastaligin ilerlemesindeki birden ¢ok adimi

engelledigini gostermektedir [8]. Azurin etki mekanizmasi (Sekil 7) verilmistir.

mmien

Sekil 7 Azurin etki mekanizmasi

2.4.5. Azurin ve Eph Reseptor Etkilesimi

EphB2 gibi Eph RTK'leri, kanser biiyiimesine yol agan hiicre sinyalini baslattig1 bilinen
ephrinB2 gibi ephrinlere baglanan 14 hiicre disi reseptor ailesindendir [18]. Epeprin
etkilesimi, bir dizi hiicre sinyal dizisini indiikler. Baz1 Eph reseptdrleri ve ephrin ligandlari,
bazi tiimorlerin diizenlenmesinde rol oynar. Azurin, ephrinB2 ile yapisal benzerlige sahiptir
ve EphB2, EphA6, EphA4 ve EphA7 reseptorleri ile yliksek etkilesim degerine sahiptir.
Sonug olarak, bu etkilesim, Eph-ephrin aracili tiimor ilerlemesini antagonize ederek sinyal

slirecini bloke etmenin bir yolu olabilir (Sekil 8) [20].
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Sekil 8 Meme kanseri hiicrelerinde biiyiime inhibisyonunun indiiklenmesinde azurinin

mekanizmalarinin tiirii (Adapted from Bernardes ve ark., 2010).

3. MATERYALLER VE YONTEM:

3.1. Malzemeler

Bu ¢alisma, Nisan 2021 basindan Temmuz 2021 sonuna kadar gerceklestirildi. Hem cinsiyet
hem de farkli yas gruplarimi igeren 150 hastadan yanik, kulak, yara siirlintiisii, balgam ve
idrar Ornekleri alindi, hastalarin yaglari 10-68 arasindaydi. Yillardir Ulusal Egitim
Laboratuvarlar1 Merkezi'ne, Medical City'deki Yanik Hastanesine, etik hususlara ve hastane
onayina gore sevk edildi, Saglik ve Cevre Bakanligi, Irak. Ayrica, tim bu deneyimler ve
gereksinimler, Bagdat Universitesi Genetik Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii
Lisanstistii Calismalar i¢in etik kurulu tarafindan onaylanmistir. Bu proje, Irak'taki Bagdat
Universitesi Genetik Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii ve Al-Qadisiyah Universitesi-

Veterinerlik Fakiiltesi'nde gergeklestirilmistir.
3.1.1 Konu:

3.1.2. EKipman ve Aletler

Kaynaklarla bu ¢alismanin deneyimlerinde kullanilan arag ve geregler asagida (Cizelge 6)

verilmistir.
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Cizelge 6 Bu ¢alismada kullanilan ekipman ve enstriimanlar ile firmalar ve mensei.

No. Ekipman Ve Aletler Sirket Mensei

1 Otoklav Tomy Seiko Japonya

2 Denge Kernp Almanya

3 Santrifiij Hettich Amerika
Birlesik
Devletleri

4 Densichek Plus Cihazi Biyomerieux Fransa

5 Dijital Kamera Kanon Japonya

6 Tek Kullanimlik Petri Kaplar El-Sems Urdiin

7 Eppendorf Tezgah Santrifiijii Hettich Amerika
Birlesik
Devletleri

8 Dondurucu (-20) Haier Cin

9 Derin Dondurucu (-80) Haier Cin

10 Jel Elektroforez Sistemi Aparat Amerika
Birlesik
Devletleri

11 Kulugka Makinesi Memmert Almanya

12 Laminer Akis Baslig1 Gallenkamp Ingiltere

13 Mikropipetler (10-1000u1) Insan Almanya

14 Mikroskop Olimpos Japonya

15 Mikro-Spin Santrifiij Biyosan Almanya

16 Mikrodalga Gosonik Cin

17 Nano Damla Biyoner Giiney
Kore
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18 Firin Memmert Almanya
19 Buzdolabi Teka Ispanya
20 Hassas Terazi Sartorius Almanya
21 Calkalayici-Inkiibator Esnaf Bilimsel Amerika
Birlesik
Deviletleri
22 UV-VIS Spektrofotometre Shimadzu Japonya
23 Termal bisikletci Cihazi Uygulamali Amerika
Biyosistem Birlesik
Deviletleri
24 Termik-Manyetik Karistirict Ika-Werk Almanya
25 Ultraviyole Isik Transilliiminator Vilberlourmat Italya
26 VITEK2 Sistem Cihazi Ika-Werk Fransa
27 Girdap Vilberlourmat Almanya
28 Su Banyosu Biyomerieux Almanya
29 Su Damitma Cihazi Jrad Cin
30 Sonikator Memmert Birlesik
Krallik
31 Diyaliz Torbalar1 Jrad Amerika
Birlesik
Deviletleri
32 Briilor Soniprep Tiirkiye

3.1.3.Kimyasallar

Bu ¢aligmada deneyimlerde kullanilan kimyasallar asagida (Cizelge 7) verilmistir.

Cizelge 7 Bu ¢alismada kullanilan kimyasallar ile firmalar ve mensei

NO Kimyasallar Sirket Mensei
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1 Mutlak Etanol Bdh Ingiltere

2 Agaroz Promega Amerika
Birlesik

Deviletleri

3 Agar Agar Himedia Hindistan
4 DNA  Merdiveni Promega Amerika
(100 Bp) Birlesik
Devletleri

5 DNA Yiikleme Promega Amerika
Boyasi Birlesik
Deviletleri

6 Etilen-Diamin Promega Amerika
Tetraasetik Birlesik
Deviletleri

7 Asit (EDTA) Promega Amerika
Birlesik

Deviletleri

8 Etidyum Bromiir =~ Bdh Ingiltere
9  Naoh Bdh Ingiltere
10  Gliserol 20% Sigma Amerika
Birlesik

Devletleri

11  Gram Boyama ROMIL Saf Birlesik
Kimya Krallik

12 lzopropanol Promega Amerika
Birlesik

Deviletleri
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14 Mgcl2

15 Niikleaz
Igermeyen Su

16  Primerler

Promega

Alfa DNA's1

Bdh

17  Sodyum  Kloriir Promega

(NaCl)

18 TBE  Arabellegi Sigma Aldrich

(10X)
19 Iptg

20 Kanamisin

21  Sefakril S-1000

Apollon

Sigma Aldrich

Biyoner

Amerika
Birlesik

Devletleri

Kanada

Ingiltere

Amerika
Birlesik

Devletleri

Birlesik
Krallik

Hindistan

Birlesik
Krallik

Kore

3.1.4. Kiiltiir Medyasi

Bu ¢alismada deneyimlerde kullanilan kiiltiir ortamlar1 asagida (Cizelge 8) verilmistir.

Cizelge 8 Bu ¢aligmada kullanilan kiiltiir ortamlari ile firmalar ve mengei.

No. Kiiltiir Medyasi Sirket Mensei

1 Tripton Himedia Hindistan

2 Maya Ozii Himedia Hindistan

3 Brian Kalp Inflizyon Suyu Himedia Hindistan

4 Setrimid Agar Taban Himedia Hindistan

5 Macconkey Agari Oksoid Birlesik Krallik
6 Besin Agari Himedia Hindistan
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7 Besin Suyu Himedia Hindistan
8 Metil Kirmizi-Voges Proskauer Himedia Hindistan
(MR-VP) Suyu
9 Peptonlu Su Suyu Direk Birlesik Krallik
10 Simmons'sitrat Agar Himedia Hindistan
11 Ure Agar Tabani Direk Birlesik Krallik
12 Motilite Ortami1 Himedia Hindistan
3.1.5. Kitler
Bu ¢alismada deneyimlerde kullanilan kitler asagida (Cizelge 9) verilmistir.
Cizelge 9 Bu calismada kullanilan kitler firmalar ve mengei
No. Kit Sirket Mensei
1 Vitek® 2gn Biyomerieux Fransa
2 Vitek® 2 Ast-Gn222 Biomerieux Fransa
3 Sihirbaz Genomik DNA Saflagtirma Promega Amerika Birlesik
Devletleri
4 Genejet PCR Saflastirma Thermo Fisher Bilimsel ~ Amerika Birlesik
Devletleri

3.1.6. Coziimler ve Tamponlar
3.1.6.1. Oksidaz Reaktifi:

Bu reaktif 1 g N, N, N, N-tetra metil Fenilen diamindihidrokloriiriin (100 mi) damitilmis su
(D.W) i¢inde ¢oziilmesiyle hazirlandi. Daha sonra karanlik bir kapta saklanmis ve dogrudan

kullanilmistir. [95]
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3.1.6.3. Sodyum Hidroksit (NaOH) Cozeltisi (10N)

40 g NaOH 60 ml distile suda ¢oziilerek hazirlanmis ve hacmi distile su ile 100 ml ye

tamamlanarak oda sicakliginda saklanmstir. [96]
3.1.6.4. Etidyum Bromiir Soliisyonu

0.25 g Ethidium bromiir boyast 50 ml D.W i¢inde ¢6ziilerek 5 mg/ml nihai konsantrasyonda
¢oOzelti elde edilerek hazirland1 ve 4°C'de tutuldu.

3.1.6.5. Standart Bulanmiklik Coziimii (Mcfarland Tiip No. 0.5)

(0.5 ml) (%1.175) baryum kloriir dihidratin (99.5 ml) (%]1) stilfiirik aside eklenmesiyle, (625
nm)'de ve esdegeri (0.08-0.13) sogurma araligina sahip dereceli silindir lireten ¢ozelti
karisimu tretilerek hazirlanmisgtir. 1.5x108 CFU/ml [97].

3.1.6.6. Normal Tuzlu Cozelti (NaCl) (%0,85)

(0.85 g) NaCl on ml D.W iginde ¢oziilerek hazirlandi ve hacim D.W ile (100 ml)'ye

tamamlandi, ardindan otoklavlanarak sterilize edildi.
3.1.6.7. Etilen Diamin Tetraasetik Asit (EDTA) Cozeltisi (50mM)

1.86 g Na2-EDTA'nin 90 ml DW iginde ¢6ziilmesiyle hazirlandi, pH 8'e ayarlandi ve hacim

100 ml'ye tamamland1 ve otoklavlanarak sterilize edildi.
3.1.6.8. Tris Borat Edta Tampon 1x (Tbe 1x)

Bu tampon, stok TBE ¢ozeltisinin (10X, Promega/ ABD) bir litreye seyreltilmesiyle (100
mi) (900 mi) D.W. 1000 ml TBE (1X) elde etmek igin.

3.1.6.9. Protein Saflastirma Tamponlari ve Coziimleri

-liziz tamponu: 25 mM Tris HC1 ve 2 mM EDTA pH 7.6 ile hazirlandi

-Eliisyon tamponu: NaCl'den 300 mM, Gliserol'den %5 ve imidazol'den 400 mM'de pH 8'de
50 mM Tris ile hazirlandi.

-Y1kama tamponu: (NaCl'den 300 mM iginde pH 8'de 50 mM Tris, Imidazolden %5 Gliserol

ve 20 mM) ile hazirlanmistir.
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- Tris-HC1 Tamponu (0.05M, pH=8.0): Bu ¢ozelti, 6.057g Tris-HCI'nin 900ml distile su
icinde ¢oziilmesi, pH'1 8'e ayarlanmasi ve daha sonra distile su ile tam hacmi 1000 ml'ye
getirilmesiyle hazirlandi.

-Bradford Cozeltisi: 0.1 g Commasie Brilliant Blue G250 50ml %95 etanol i¢inde ¢oziiliip
100ml fosforik asit (%85) soliisyonu sogutularak ve karigtirilarak ilave edildikten sonra
hacim distile su ile litreye tamamlanarak hazirlanmistir. Leke whatman filtre kagidindan iki

kez siiziildii ve kullanilincaya kadar koyu renkli sisede 4°C'de saklandi.

3.1.6.10. iyonik Degisim Coziimleri

-NaCl (0.25 M): 7.5g NaCl'nin 500 ml distile suda ¢oziilmesiyle hazirlanir.

-NaOH (0.25M): 5g NaOH'nin 500 ml distile su i¢inde ¢dziilmesiyle hazirlandi.

-HCI (0.25M): 400ml distile suya 10.4ml konsantre HCI eklenerek hazirlanan bu soliisyon
daha sonra distile su ile hacmi 500ml'ye tamamlanmaistir.

- NaCl (IM): Bu ¢ozelti, 5,84g NaCl'nin 100 ml s1v1 i¢inde ¢oziilmesiyle hazirlanmistir.
0.05M Tric-HCI tamponu.

3.2. Yontemler
3.2.1. Sterilizasyon Yontemleri

Kiiltiir ortamlari i¢in otoklavlama (15 P/In2 altinda 121°C 15 dakika) kullanilarak nemli 1s1
sterilizasyonu dahil olmak iizere kullanilan sterilizasyon yontemleri. Cam esyalar i¢in firin

(180°C'de 2 saat) kullanilarak yapilan kuru 1s1 sterilizasyonu [118]
3.2.2. Kiiltiir Medyasinin Hazirlanmasi

Kiirent ¢aligmasinda kullanilan tiim kiiltiir besiyerleri {ireticinin talimatlarina gore
hazirlandi. Tiim bilesenlerin tamamen ¢6ziilmesi igin bir su banyosunda kaynatildilar. Daha
sonra belirli kosullarda (121°C 15P/In2 altinda 15 dakika) otoklavlanarak sterilize edilir.

Sterilizasyonu kontrol etmek i¢in kiiltiir ortam1 37 °C'de 24 saat inkiibe edildi.
3.2.3. Pseudomonas Aeruginosa Izolatlarimin Korunmasi

Pseudomonas aeruginosa izolatlari ii¢ yontem kullanilarak korunmustur:
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Kisa Siireli koruma i¢in (iki haftaya kadar), bakteri izolatlar1 bir besleyici agar plakalarinda
(24 saat boyunca 37°C) biiylitiildii, daha sonra 4°C'de saklandi.

Ortalama Stireli Koruma (5 aya kadar) icin bakteri izolatlari, besleyici agar slantlarinda
(37°C 24 saat boyunca) biiyiitiildii, ardindan 4°C'de saklandi.

Uzun Siireli Koruma (5 aydan fazla) i¢in bakteriyel izolatlar beyin kalp infiizyon besiyerinde
(37 °C 24 saat) biiyiitiildii, daha sonra %20 steril gliserol ilave edildi ve dondurucu-20°C'de
sakland. [98].

3.2.3. Numunelerin Toplanmasi

Bu ¢alisma sirasinda 150 hastadan klinik 6rnekler (yanik, kulak, yara siiriintiileri, balgam ve
idrar ornekleri alinmig ve steril ve aerobik kosullarda MacConkey agar ve setrimid agar
iceren secici besiyeri kullanilarak kiiltiire alinmak iizere hemen laboratuvara aktarilmis ve

daha sonra(37°C) de gece boyunca inkiibe edilmistir.
3.2.4. Pseudomonas Aeruginosa Teshisi
3.2.4.1. Manuel Teshis

P. aeruginosa izolatlarinin biiyiiyen kolonileri, baslangicta asagidakilere baglh olarak teshis
edildi:

e Morfolojik Ozellikler

Biiytiyen kolonilerin morfolojik 6zellikleri, kolonilerin rengini, seklini igerir.

e Gram boyama

1-Oncelikle bakteri filmi hazirlanir ve sabitlenir.

2- Bakteri filmi 1 dakika kristal viyole soliisyonuna daldirildi.

3-Ardindan birkag saniye ¢esme suyu ile yikandi ve 30 saniye iyot soliisyonu ile kapatildi.
4- Bakteri filmi 15 saniye ¢esme suyu ile yikandi ve %95 etanol ile rengi acildiktan sonra
cesme suyu ile yikandi ve safranin soliisyonu ile 10 saniye boyandi.

5- Son olarak bakteri filmi ¢gesme suyu ile yikand1 ve kurutulduktan sonra mikroskopta (yag
daldirma lensleri) incelendi.

e Biyokimyasal Testler

Ana konvansiyonel tan1 yontemi olarak oksidaz testi su sekilde uygulandi: Bir filtre kagidina
lic damla taze oksidaz reaktifi eklendi. Daha sonra bu filtre kagidinin {izerine bir izolat

kolonisi yerlestirildi. Pozitif test 20-30 saniye i¢inde mor renk gosterirken, negatif sonug
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renksiz veya acik pembe renk gosterdi. Gerekli biyokimyasal testlerin geri kalani igin,
biyokimyasal besiyeri lireticinin talimatlarina gore steril bir durumda hazirlandi ve hemen
taze koloni ile inokiile edildi, ardindan inkiibe edildi (37°C 24 saat). Bu testler sunlar1 igerir:
[99]

1.indol testi: 24 saat inkiibasyondan sonra, peptonlu su iceren her tiip i¢in bir damla Kovac's
indikatorii eklendi. 5-10 saniye sonra sonug okundu.

2.Metil kirmizisi testi: 24 saatlik inkiibasyondan sonra, her tiipe bes damla metil kirmizisi
reaktifi eklendi ve sonug¢ dogrudan okundu.

3. Voges-Proskauer testi: 6 saatlik inkiibasyondan sonra, her tiipe (3 damla) %40 KOH ilave
edildi ve hafif¢e ¢alkalanarak karigtirildi, ardindan bir alfa-naftol reaktifinden (2 damla)
sonra tiipler 30 dakikaya kadar beklemeye izin verilir.

4. Simmon sitrat testi: Sonu¢ dogrudan okunduktan sonra 37°C'de 24-48 saat inkiibe edildi.
5. Motilite testi: Motilite ortamini (yar1 kat1 ortam) igeren tiipler, 24 saatlik kiiltiir ile
bicaklanarak inokiile edildi ve 24 saat inkiibe edildi.

3.2.4.2. Hizhh Otomatik Teshis

-Vitek 2 testi (O'Hara ve Miller, 2003): Bu ¢alismada bakteri izolatlarinin teshisi i¢in birkag
adimi i¢eren Vitek 2 testi kullanildi:

-Bakteri slispansiyonunun hazirlanmasi: Saf bir kiiltiiriin yeterli bakteri kolonisini aktarmak
i¢in steril bir siirlintii kullanild1 ve seffaf plastik bir test tiipiinde 3 ml steril salin i¢inde
siispanse edildi.

-Kimlik kartinin asilanmasi: Bakteri siispansiyonunu igceren bir test tiipi bir kasete
yerlestirildi, ardindan transfer tiipii ilgili slispansiyon tiipiine yerlestirilirken komsu yuvaya
yerlestirildi. Vakum uygulandiktan sonra, bakteri siispansiyonu transfer tiiplinden tiim test
kuyularint dolduran mikro kanallara zorlandi. Gerekli inkiibasyon siiresinden sonra

reaksiyon okumalar1 i¢in optik sistem rapor edildi.
3.2.4.3. Pseudomonas Aeruginosa'nin Molekiiler Tanimlanmasi

P. aeruginosa izolatlar1 tan1 yontemleri ile tanimland1 ve PCR yontemi kullanilarak gyrA
geninin saptanmasi i¢in sunuldu. Ekstrakte edilen DNA 6rnegi, gyrA geni i¢in spesifik
primerler ile singleplex PCR reaksiyonunda sablon olarak kullanilmistir. (F-
GGTCTGGGCATAGAGGTTGT, R-GAAGATCGAGGGTATTTCCG) PCR
amplifikasyonu, sablon DNA'nin 94 °C'de 3 dakika denatiire edilmesiyle basladi, ardindan
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35 dongii denatiirasyon (30 saniye i¢in 94 °C), tavlama (30 saniye igin 55 °C) ve uzatma (30
saniye i¢in 72 °C) ile devam etti. 5 dakika boyunca 72 °C'de son bir uzatma adimi. Pozitif

sonug, jel elektroforezinde (120 bp) bir bant gosterdi.

3.2.5. Pseudomans Aeruginosa'nin Antibiyotik Duyarhhgi

P. aeruginosa i¢in antibiyotik duyarlilik testi, (Tetrasiklin, Ampisilin, piperasilin,
seftazidime, Siprofloksasin, imipenem, meropenem, amikasin, tobramisin, Kkolistin

Levofloksasin ve gentamisin).

3.2.6. Molekiiler Analiz
3.2.6.1.DNA Ekstraksiyonu

Genomik DNA, iireticinin talimatlarina gore asagidaki protokole gore ticari bir sihirbaz
genomik DNA saflastirma kiti (Promega, ABD) kullanilarak P. aeruginosa izolatlarindan
oztimlendi:

1. Beyin kalp infiizyon suyunda (Himedia, Hindistan) 37°C'de biiyiitiilen kiiltiire bir gecelik
bakteri ilave edildi, her bakteri izolati i¢in 1.5 ml'lik bir mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi.
2. Mikrosantrifiij tiipleri, hiicreleri peletlemek i¢in 14000 rpm'de 3 dakika santrifiijlendi ve
stipernatan ¢ikarildi.

3. Alt1 yiiz mikrolitre ¢ekirdek liziz soliisyonu (sihirbaz genomik DNA saflagtirma kiti)
eklendi ve hiicreler yeniden siispanse edilene kadar nazikge pipetlendi.

4. Mikrosantrifiij tiipleri, hiicreleri par¢alamak i¢in 80°C'de bir su banyosunda 5 dakika
inkiibe edildi ve daha sonra oda sicakligina sogutuldu.

5. Hiicre lizatina ti¢ mikrolitre RNase soliisyonu (sihirbaz genomik DNA saflastirma kiti)
ilave edildi ve mikrosantrifiij tiipleri karistirilmak tizere 5 kez ters ¢evrildi.

6. Mikrosantrifiij tiipleri 37°C'de 60 dakika inkiibe edildi ve oda sicakligina sogutuldu.

7. Iki yiiz mikrolitre protein ¢okeltme ¢ozeltisi (sihirbaz genomik DNA saflastirma kiti),
RNaz ile muamele edilmis hiicre lizatina ilave edildi ve protein ¢okeltme ¢ozeltisini hiicre
lizat1 ile karistirmak i¢in 20 saniye boyunca yiiksek hizda kuvvetli bir sekilde girdaplandi.
8. Mikrosantrifiyj tiipleri buz banyosunda 5 dakika inkiibe edildi ve 14000 rpm'de 5 dakika
santrifiijlendi.
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9. DNA'y1 igeren siipernatan, 600 mikrolitre oda sicakliginda izopropanol iceren 1.5 ml'lik
temiz bir mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. 10. Mikrosantrifiij tiipleri, iplik benzeri DNA
seritleri goriiniir bir kiitle olusturana kadar ters ¢evrilerek nazik¢e karistirildi ve 14000
rpm'de 5 dakika santrifiijlendi.

11. Stipernatant dikkatlice dokiildii ve mikrosantrifiij tiipleri temiz emici kagit {izerine
bosaltildi.

12. Oda sicakliginda %70 etanolde alt1 yliz mikrolitre eklendi ve ardindan mikrosantrifiij
tiipleri DNA peletini yikamak i¢in birka¢ kez nazikge ters ¢evrildi.

13. Mikrosantrifiij tiipleri 14000 rpm'de 2 dakika santrifiijlendi ve etanol pipetleme ile
dikkatlice aspire edildi.

14. Mikrosantrifiij tiipleri temiz emici kagit lizerine bosaltild1 ve pelet 15 dakika siireyle
havada kurumaya birakildu.

15. Mikrosantrifiij tiiplerine yiiz mikrolitre DNA rehidrasyon soliisyonu (sihirbaz genomik
DNA saflastirma kiti) ilave edildi, DNA 65°C'de 1 saat inkiibe edilerek rehidre edildi.

16. Cozelti, mikrosantrifiij tiiplerine hafifce vurularak periyodik olarak karistirildi ve DNA

ornegi, kullanilincaya kadar -20°C'de saklanda.
3.2.6.2. Tris Borat Edta Tampon 1x (Tbe 1x)

Bu tampon, 1000 ml TBE (1X) elde etmek i¢in 900 ml damitilmis suya 100 ml TBE 10X

eklenerek hazirlanmistir.
3.2.6.3. Agaroz Jelin Hazirlanmasi [96]

- P. aeruginosa'nin DNA ekstraksiyonu gerceklestirildikten sonra, ekstrakte edilen bakteri
DNA'sinin varhigii ve biitiinliiglinii dogrulamak i¢in agaroz jel elektroforezi uygulandi.
Agaroz jeli, bir beher icindeki (1x) TBE tamponuna agaroz tozu eklenerek hazirlandi. Daha
sonra ¢ozelti mikrodalga kullanilarak 1sitildi. Daha sonra, etidyum bromiir lekesi eklemek

icin ¢ozelti 50-60°C'de sogutuldu.
3.2.6.4. DNA Merdiveni

DNA merdiveni Promega/ABD saglandi, her jel elektroforezi calismasi i¢in agaroz jele 5 pl

DNA merdiveni yiiklendi
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3.2.6.5. Astar Hazirlama ve Saklama

Bu primerler (Alpha DNA Company) tarafindan liyofilize edilmis bir ortamda saglandi.
Liyofilize primerler, bir niikleaz icermeyen su i¢inde ¢oziindiiriildii.

Bir stok soliisyonu olarak 100 picomol/ul'lik nihai konsantrasyon. Bu primerlerden 10 pl
stok soliisyonu 90ul niikleaz icermeyen suya eklenerek 10 picomol/ul ¢alisan bir primer

sollisyonu elde edilerek hazirlandi (dondurucuda -20 C'de sakland).
3.2.6.6. DNA Konsantrasyonu ve Safliginin Tahmini

[zolatlarin ekstrakte edilen DNA orneklerinin konsantrasyonu, numunelerin niikleik asit
icerigi 1 ul hacimde olgiilerek Nanodrop spektrofotometre kullanilarak tahmin edildi. DNA,
260 nm dalga boyunda maksimum absorpsiyon ile ultraviyole 15181 emdi. Bu 6rneklerin
safligi, 280 nm'deki absorpsiyonla karsilagtirildiginda 260nm'deki absorpsiyonun fark
edilmesiyle saptandi. 260:280 orani, protein kontaminasyonunun iyi bir gostergesi olarak
kabul edildi.

3.2.7. Pseudomonas Aeruginosa'nin Azu Geninin Molekiiler Taramasi.

Azurin geni (azu), genomik DNA'nin PCR amplifikasyonu ile amplifiye edildi. Spesifik
primerler kullanildi (tablo 11) primerler. PCR amplifikasyonu, sablon DNA'nin 94 °C'de 3
dakika denatiire edilmesiyle basladi, ardindan 35 dongii denatiirasyon (30 saniye i¢in 94 °C),
tavlama (sn i¢in 58 °C) ve uzatma (30 saniye i¢in 72 °C) ile devam etti. (Tablo 10) i¢inde

Ozetlendigi gibi 5 dakika boyunca 72 °C'de son uzatma adimi devam etti.
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3.2.7.1. PCR Programi

Azu geninin amplifikasyonu i¢in PCR programinin optimizasyonu, birka¢ denemeden sonra
gerceklestirildi; bu nedenle asagidaki programlar kabul edilmistir (Cizelge 10).

Cizelge 10 aeruginosa'nin azu geninin saptanmasi i¢in PCR programi

No. Adim Sicakhik. (°C) Zaman Dongii Sayisi
1 [k Denatiirasyon 94°C 2 dk 1 dongi

2 Denatiirasyon 94°C 30 sn. 35 dongii

3 Tavlama 58°C 30 sn.

4 Uzanti 72°C 30 sn.

5 Son Uzatma 72°C 5 dk. 1 dongi

6 Depolamak 4°C 00 -

3.2.7.2. Primer Se¢imi

P. aeruginosa'nmin azu geni i¢in spesifik amplifikasyon verebilen PCR reaksiyonu icin
primerleri segmek i¢in azu primerleri (Azu-F ve Azu-R) asagidakine gore belirlendi. Vektor
icinde azu geninin varligini dogrulamak i¢in klonlama sonrasi PCR reaksiyonunda (Azu-
pet28-F ve Azu-pet28-R) kullanildi. PCR reaksiyonu, 30 ng genomik DNA, her bir ileri ve
geri primerden 0,4 uM, 25 uLL 2X PCR ana karisimi (Bioline co., ABD) ve 19 uL niikleaz
igermeyen su iceriyordu. Termocycler'daki (Biometra co., Analytik Jena, Almanya) PCR
kosullar su sekilde ayarlandi: 95 °C, 5 dakika (ilk denatiirasyon), bir dongii i¢in, 30 dongii,
her biri: 95 °C i¢in 1 dakika (denatiirasyon igin), 58 °C 1 dk (tavlama ig¢in), 72 °C 45 sn
(denatiirasyon i¢in) ve son uzama i¢in bir dongii 72 °C'de 10 dk. PCR sonlandirildiktan
sonra, %1 agaroz jel elektroforezi iizerinde bir kisim kontrol edildi. Beklenen 444 bp
boyutunda gorsellestirilmis PCR {iriinli, GeneJET PCR saflastirma kiti (Thermo Fisher
Scientific, Co., ABD) kullanilarak saflagtirmaya tabi tutuldu. Ardindan saflastirilan PCR
tiriinii sekanslamaya tabi tutuldu (Macrogen Co., USA). Bu primerlerin genel 6zellikleri,
sunucuda bulunan Primer-BLAST ¢evrimi¢i programi kullanilarak kontrol edildi

(https://www.ncbi.nlm.nih. gov/tools/primer-blast/). Bu primerlerin adi ve dizisi asagida

(Cizelge 11) listelenmistir.
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Cizelge 11 Azu geninin primerlerinin adi, dizisi ve beklenen boyut tirtinii

Isim Sequence of primer (5'-3") Beklenen
boyut

Azu-F AAGCTTGCCCAAGCTTACCTAGGAGGCTGCTCCATGC 500 bp
TA

Azu-R GGATCCTGAGCCCCTGTAGGCGCCCATGAAAAAGCCC 500 bp
GGC

Azu-pet28a-F  5’-ATGCTACGTAAACTCGCTGCGGTA-3’ 444 bp

Azu-pet28a- 5’- TCACTTCAGGGTCAGGGTGCCCTTC-3’ 444 bp

R

Bes izolattan iiretilen azu geninin amplikonlari, varyasyonu belirlemek i¢in dizileme i¢in

sunuldu.
3.2.8. Bakteriyel Suslar ve Vektorler

E. coli (BL21) DE3 Rosetta susu, rekombinant proteinler i¢in ekspresyon konakgilari
olarak kullanildi. pET-28a (+) vektorii (Sekil 9) bir ekspresyon vektorii olarak kullanildi. Bu
calismada Azurin (AZU) geninin izolasyon kaynag1 olarak lokal bir izolat olan Pseudomonas
aeruginosa kullanilmistir. Tiim bakteri suslart %50 (h/h) gliserol stoklarinda uzun siireli

koruma i¢in muhafaza edildi ve -800C'de saklandi.
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3.2.9. E. Coli Kimyasal Olarak Yetkin Hiicrelerin Hazirlanmasi

Yukarida belirtilen E. coli tiiriiniin yetkin hiicreleri, CaClz kullanilarak daha once tarif
edildigi gibi [96] hazirlandi. Kisaca, 250 mL'lik bir Erlenmeyer sisesi i¢inde 100 mL LB'y1
asilamak i¢in 1 mL gecelik E. coli tohum kiiltiirii kullanildi. Asilanmig et suyu, 600 nm'de
0.4'lik bir optik yogunluga ulasana kadar, 2-3 saat boyunca 200 rpm'lik bir ¢alkalama hizi
ile 37°C'de inkiibe edildi. Daha sonra bakteri iiremesi buz iizerinde 30 dakika durduruldu.
Hicreler 4,500 rpm'de 4°C'de 20 dakika santrifiij edilerek toplandi. Siipernatantin
bosaltilmasindan sonra bakteri peleti 20 mL soguk 0.1 M CaCl: iginde siispanse edildi ve 30
dakika buz lizerinde tutuldu. Hiicrelerin toplanmasi 4,500 rpm'de 4°C'de 20 dakika santrifiij
edilerek elde edildi. Bakteri peleti 2 mL soguk 0.1 M CacCl; iginde siispanse edildi ve bu
bakteri slispansiyonu, yani bu adimda kimyasal olarak yetkin E. coli hiicreleridir. Bakteri
stispansiyonu eppendorf tiiplerine dagitildi, her tiip 100 uL bakteri siispansiyonu ve 100 ul
%100 (h/h) gliserol igeriyordu. Bundan sonra, kimyasal olarak yetkin E. coli hiicrelerinin

gliserol stokunu iceren eppendorf tiipleri -80°C'de korunmustur.
3.2.10. E. Coli'nin Kimyasal Olarak Yetkin Hiicrelerinin Doniisiimii

Bir eppendorf tiiptine (100 uL) dagitilan kimyasal olarak yetkin E. coli hiicreleri, 2-3 uL (50
ng) vektor (plazmit) ile karistirildi. Karisim buz iizerinde 40 dakika tutuldu. Daha sonra

hiicreler su banyosunda 42°C'de 45 saniye 1s1 sokuna tabi tutuldu ve ardindan eppendorf tiip
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5 dakika buza daldirildi. Daha sonra eppendorf tiipiine 900 uL LB broth ilave edildi ve
37°C'de 180 rpm ¢alkalama hiz1 ile 1,5 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda, bu
I mL'lik kiltir, 34 ug/mL'lik bir nihai konsantrasyonda uygun segilebilir isaretleyici

kanamisin igeren LB agar plakalarinin yiizeyine yayildi. Daha sonra agilanmis agar plakalari

37°C'de 24 saat inkiibe edildi.

3.2.11. Pseudomonas Aeruginosa Yerel Susundan Azurin (Azu) Kodlayan Genin

Klonlanmasi

Pseudomonas aeruginosa PAOIl'den Azurin (Azu) genini kodlayan acik okuma
cergevesi GenBank'tan alindi. Bu agik okuma cergevesi, NC 002516.2 erisim numarasina
sahip Pseudomonas aeruginosa PAO1 genomundaki ¢5522610-5521164 niikleotidinden
olugmaktadir. AZU lokusu i¢in protein kimligi NP_253609.1 idi. Azurin (Azu) a¢ik okuma
cergevesinin tiim uzunlugunu PCR ile biiyiitmek icin bu diziye dayali olarak gene 6zel bir
primer tasarlanmistir. Bu primer seti, Azu'yu kodlayan tiim uzunluktaki agik okuma
cergevesini yiikseltmek i¢in kullanildi.

Irak'tan lokal olarak izole edilmis bir P. aeruginosa tiiriinden gen.

Azu geninin niikleotid dizileri: Yerel sustan Azu geni P.aeruginosa ve By Genscript Co.,
ABD tarafindan sentezlenen P.aeruginosa PAO1'den referans gen NP 253609.1. Daha
sonra, esanlamli olarak ligasyondan bagimsiz klonlama (LIC) olarak adlandirilan EZ Clone
yontemiyle pET-28a (+) ekspresyon vektorii tizerinde klonlandi. Sekil 1 ve 2, CloneEZ
yontemi kullanilarak P.aeruginosa yerel susundan Azu genini ve P.aeruginosa PAO1'den
referans Azu genini tasimak i¢in GenScript tarafindan sentezlenen pET-28a(+) vektor
haritasin1 temsil etmektedir. Iki yap su sekilde aday gosterildi: P.aeruginosa yerel susundan
Azu genini tastyan pET-28a (+)/Azu yerel yapisi ve pET-28a (+)/Azu referansi ve Azu
referans genini (NP_253609.1) P.aeruginosa PAO1, sirasiyla.

3.2.12. Pet-28a (+) /Azu Yapilarmin E. Coli BL21 (DE3) Rosetta Hiicrelerine

Doniistiiriilmesi

PET-28a (+)/Azu referans1 ve pET-28a (+)/Azu lokal yapilari, yukarida bahsedildigi gibi E.
coli BL21 (DE3) Rosetta kimyasal olarak yetkin hiicrelere doniistlirilmistiir.

Déntistiiriictiler, gece boyunca 37°C'de LB/kanamisin plakalar lizerinde biiyiitiildii.
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3.2.13. Pet-28a (+) /Azu Yapilarnm Barindiran E. Coli BL21 (DE3) Rosetta

Hiicrelerinin Transformantlarinin Taranmasi

Doniistiiriici hiicrelerden, ayr1 ayr1 pET-28a (+)/Azu referans: ve pET-28a (+)/Azu'yu yerel
olarak tagidig1 varsayilarak rastgele secilen bes tek koloni, 50 mL falkon tiiplerde 15 mL
LB/kanamisine ayr1 ayr1 aktarildi. inokiile edilen broth'lar 16 saat 370C'de inkiibe edildi.
Ertesi giin, GeneJET plazmit miniprep kiti (Thermo Fisher Co., ABD) kullanilarak on
kiiltirden plazmit mini hazirlik yapildi. izole edilen plazmitler, pET-28a (+) vektorii
tizerinde Azu geninin varligimi kanitlamak i¢in PCR sablonlar1 olarak kullanildi. Tek bir
koloniden kaynaklanan saf bir kiiltiirden izole edilen her plazmit, Mlul ve Xhol kisitlama
sindirimi kullanilarak kisitlama sindirimine tabi tutuldu. Cift sindirim reaksiyonu su sekilde
gerceklestirilmistir: 1 ug plazmit, 4 U Mlul, 4 U Xhol, 1 uL (10X kisitlama sindirim
tamponu), 3uL niikleaz icermeyen su. Kisitlama sindirim reaksiyonu, gece boyunca 37°C'de
inkiibe edildi. Ertesi giin, kisitlama sindirim reaksiyonunun bir alikotu, %1 agaroz jel

elektroforezine uygulandi.
3.2.14. Azu Geninin Asir1 ifadesi

E. coli BL-21'den (DE3) azurin geninin ekspresyonu i¢in rekombinant koloni, LB broth
icinde biiyiitiildii ve IPTG ile indiiklendi.

3.2.15. Azurin Proteininin Saflastirilmasi

Proteinin saflagtirilmasi igin, eliisyon tamponu (pH 8'de 50 mM Tris 300mM NaCl, %5
Gliserol, 400 mM Imidazol) ve yikama tamponu (pH 8'de 50 mM Tris 300mM NaCl, %5

Gliserol ve 20 mM Imidazol) hazirlandu.
3.2.15.1.Hiicre Hasad1 ve Bozulmasi.

Bakteri hiicreleri 10000 rpm'de 30 dakika 4°C'de santrifiijleme yoluyla toplandi, bir kez (25
mM) Tris HC1 ve (2 mM) EDTA, pH 7.6 ile yikandi, 10 ml ayni tampon i¢inde siispanse
edildi ve ultra-sonikater ile parcalandi 1 dakika buzlu su banyosunda. Par¢alanan hiicre
siispansiyonu, 10000g'de 15 dakika siireyle 4°C'de santrifiijlendi ve ham enzim 06ziiti
(stipernatan), dondurarak kurutucu tipi ile liyofilize edildi, daha sonra kullanilana kadar -

20°C'de saklanda.
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3.2.15.2. Dietil Kullanarak Iyon Degisimi ile Ayirma Aminoetil-Selilloz (DEAE-
Seliiloz)

A-DEAE- Seliilozun Hazirlanmasi: DEAE seliiloz degistiricisi, Whitaker, (1972) tarafindan
aciklanan yontem izlenerek hazirlandi ve kolona dolduruldu. Yirmi bes gram DEAE-seliiloz
1000 ml damitilmis su i¢inde siispanse edildi ve bir siire ¢okelmeye birakildi. Yiizen pullar,
iist katman temizlenene kadar ¢dzeltiden ¢ikarildi, ardindan bir vakum pompasi kullanilarak
stizlildii. Cokelti 250ml (0.25M NacCl, 0.25M NaOH) soliisyonunda siispanse edildi, siiziildii
ve birkag¢ kez damitilmis su ile yikandi ve ardindan 250ml (0.25M) HC1 ile yikandi. Kolon,
iyon degistirici DEAE seliilozda (2x8) cm boyutlarinda olacak sekilde mobilize edildi ve
Tris-HCI tampon soliisyonu ile dengelendi.

B- Iyon Degistirici Regine (DEAECseliiloz) yoluyla proteinin ayrilmasi: Diyalizat, (2x8) cm
capindaki anyon degistirici DEAE-seliiloz kolonuna yiiklendi, 0.05 mM Tris-HCI tamponu
pH 8.0 ile dengelendi. Enzim yiiklii kolon, baglanmamis numune bilesenlerini ¢ikarmak i¢in
500 ml ayn1 tamponla yikandi. Kismen saflastirilmis konsantre azurin proteini, dikkatlice
kolona yiiklendikten sonra ayri ayri gegirildi. Daha sonra (100 mi) (0.05 mM) Tris-HCI
tamponu pH (8.0) eklendi. Proteinler, 0.05 mM Tris-HCI1 tamponu (pH 8.0) i¢inde (0.125-
1.0 M) asamali tuz konsantrasyonunun (200 mi) kullanilmasiyla ayristirildi. (5 mi)
fraksiyonlar1 diiz tiipler ile toplandi ve emicilik (280 nm)'de izlendi. UV-Vis
Spektrofotometre ile dlgiildii Elde edilen protein fraksiyonlar1 toplandi ve diyaliz torbasi

(4000 MW cut-off) kullanilarak sakaroz i¢inde konsantre edildi.
3.2.16. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi.

Protein konsantrasyonu, Bradfordun (1976) yontemine gore belirlendi, protein
konsantrasyonu su sekilde belirlendi:

20 ul ham p-laktamaz, 50 ul 1 M NaOH ile 2-3 dakika galkalanarak karistirildi, ardindan
calkalanarak 1 ml Bradford soliisyonu eklendi. Absorbans, spektrofotometre ile 595 nm'de

olcildii.
3.2.17. Standart Egri Si8ir Serumu Albiimini (Bsa).

(3.2.5.2.c)'deki gibi farkli konsantrasyonlarda BSA (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve
100pg/ml) kullanilarak yapildi ve ardindan protein konsantrasyonlar: kullanilarak protein
konsantrasyonlar1 6l¢iildii. Bradford'un yontemi; absorbans, karsilik gelen BSA Sekil (10)

konsantrasyonuna karsi ¢izildi.
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Sekil 10 Sigir Serumu Albiimin Konsantrasyonunun Standart Egrisi, 595 nm'de Absorbans
3.2.18. istatistiksel Analiz.

Fark faktorlerinin calisma yiizdesindeki etkisini tespit etmek icin Istatistiksel Analiz
Sistemi- SAS (2018) programi kullanilmistir. Bu ¢alismada yiizde (0,05 ve 0,01 olasilik)

arasinda anlamli karsilastirma yapmak i¢in ki-kare testi kullanilmigtir.

4. BULGULAR

4.1. Bakteriyel izolasyon ve Tammlama:
4.1.1. Numunelerin Toplanmasi ve izolasyonu:

Bu calisma Nisan 2021 basindan Temmuz 2021 sonuna kadar gerceklestirildi. Hem
cinsiyet hem de farkli yas gruplarini iceren 150 hastadan idrar, balgam 6rnekleri, yanik ve
yara siiriintiileri alindi, hastanin yas1 10-68 arasindaydi. Etik hususlara ve hastane onayina
gore Medical City'deki Yanik Hastanesi Ulusal Egitim Laboratuvarlart Merkezi'ne sevk
edildi. Bu ¢aligmadaki tiim prosediirler ve gereklilikler, Irak Saglik ve Cevre Bakanligi
arastirma ve gelistirme boliimii tarafindan onaylanmastir.

Pseudomonas aeruginosa, biyokimyasal testlerin yami sira geleneksel kiiltiirel ve
mikroskobik Ozelliklere gore belirlendi. Ayrica tanimlama, Vitek2 Sistemi kullanilarak
onaylanir. P. aeruginosa prevalansinin izolasyon ve tanimlama sonucu, toplanan klinik

ornekler arasinda 30'unu (%20) gosterdi.
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4.2. Pseudomonas Aeruginosa'nin Tanimlanmasi
4.2.1. Geleneksel Tani.

P. aeruginosa izolatlariin kiiltiir ortaminda gelisen kolonilerin morfolojik 6zelliklerinden
baslayarak tanimlanmasinda izlenen yaygin konvansiyonel tan1 protokolleri vardir. Bakteri
kiiltiirii besleyici agarin sonuglari, iizerinde mavi-yesil pigment bulunan biiyiik, diizensiz
kolonilerin biiyiimesini gdsterirken, bakteri kiiltiirii MacConkey agar plakalarindaki laktozu
fermente etmemistir. Ek olarak, bir kanli agar plakalar iizerinde bakteri Kkiiltiiriiniin
biiylimesi, metalik parlaklik ve gri koloniler, berrak B-hemoliz bolgeleri ile ¢evrelenebilir.
Cetrimide agar ortami (P. aeruginosa igin se¢ici ortam), UV 15181 kullanarak floresan
biiylimesi veren sari-yesil koloniler gosterdi.

Konvansiyonel tani sonuglari ¢ogunlukla kanl agar iizerinde P. aeruginosa izolatlarinin ve
metalik parlaklik, mavi-yesil kolonilerin beta hemoliz aktivitesini bildiren 6nceki
calismalarin sonuglartyla oOrtiisiirtken, MacConkey agar {iizerinde laktozun fermente
olmamasi nedeniyle kiigiik soluk koloniler olarak goriindii. Setrimide agarda mukoid
goriiniir, diiz kenarl1 ve kabarik merkezli sekilde piiriizsiiz, kremsi renkte ve meyvemsi bir
kokuya sahiptir [L00-102]. Diger bir ¢alisma, 60 P. aeruginosa izolatinin tanimlanmasinin,
P. aeruginosa i¢in segici besiyeri olarak setrimide agar besiyeri (24 saat siireyle 37°C)
kullanilarak gergeklestirildigini ortaya koydu [119]

Mikroskobik inceleme, 1sik mikroskobunda 100x biiylitmeli (yag immersiyonu)
goriintiilenen Gram boyama sonrasi tiim bakteri izolatlarina uygulandi. Sonuglar, tek, spor
olusturmayan, Gram negatif ve cubuk sekilli bakteriler sergiledi.

Ardindan bakteri izolatlarmi teshis etmek i¢in biyokimyasal testler yapildi. Bu testler Indol,
metil kirmizis1 (MR), Voges-Proskauer (VP), hareketlilik, oksidaz ve Simmon's sitrati igerir.
Sonuglar, tiim P. aeruginosa izolatlarinin hem oksidaz iiretimi hem de Simmon's sitrat testi
i¢in pozitif oldugunu gosterdi. Izolatlar, Simmon'un sitrat testi igin orta rengin yesilden
parlak maviye degismesi yoluyla pozitif sonu¢ gosterdi. Sonuglar tiim P. aeruginosa
izolatlarinin Indol, metil kirmizisi, Voges-Proskauer testleri igin negatif oldugunu
gostermistir. Bu bulgular, P. aeruginosa'nin oksidaz i¢in pozitif bir sonu¢ gosterdiginden
bahseden [120] tarafindan yiiriitiilen ¢caligma ile uyumludur. Oksidaz testleri ve VP, MR testi
ve Indol testleri i¢in negatif sonuglar i¢in. Motilite testi sonucu igin,[104] incelenen tiim P.

aeruginosa'nin hareketli oldugunu ortaya koydu.
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4.2.2 Vitek?2 Sistemini Kullanarak Tanimlama

Vitek 2 sistemi, tim P. aeruginosa izolatlarinin daha fazla tanimlanmasi i¢in kullanildi.
Sonuglar, P. aeruginosa olarak tespit edilen 30 izolatin cins ve tir diizeyinde
tanimlanmasinda yiiksek dogruluk gostermistir.

Bu sonuglar, vitek 2 sisteminin, her kuyuda bir kuru madde ve renkli bir indikator igeren 64
kuyu iceren izolat tiirlerinin teshisini dogrulamak icin kullanilan spesifik teshis kitleri
oldugunu belirten farkli ¢alismalarla uyumludur [105-107]. Tan1 sonrasinda tiim bakteri

izolatlarinin Pseudomonas aeruginosa tipinde oldugu belirlendi.
4.2.3. Pseudomonas Aeruginosa'nin Antibiyotik Duyarhhg:

Calisilan izolatlar icin antibiyotik duyarlilik testi Vitek2 kompakt sistem cihazi (yazilim
stirim 5.01 ve AST-GN222 kartlar1) kullanilarak yapildi. Farkli antibiyotik tiirlerinin listesi
(12), (Tetrasiklin, Ampisilin, piperasilin, seftazidim, Siprofloksasin, imipenem, meropenem,
amikasin, tobramisin, kolistin Levofloksasin ve gentamisin) igerir. Sonuglar, duyarl
izolatlar (S) ve direncli (R) izolatlar olarak ikiye ayrilabilen antibiyotiklere kars1 direngte

varyans paterni gosterdi. (Cizelge 12):

Cizelge 12 Pseudomonas aeruginosa aeroginosa izolatlar1 igin antibiyotik duyarlilik paternleri

Antibiyotikler S R P-value
No. % No. %

Amikasin 11 36.7 19 63.3 0.144 NS
Ampisilin 23 76.7 7 33.3 0.0035 **
Seftazidim 18 60 12 40 0.273 NS
Siprofloksasin 9 30 21 70 0.0285 *
Kolistin 29 96.7 1 3.3 0.0001 **
Antibiyotik 12 40 18 60 0.273 NS
Imipenem 13 43 17 56.7 0.465 NS
Levofloksasin 10 33.3 20 66.3 0.050 *
Meropenem 14 46.7 16 53.3 0.715 NS
Piperasilin 13 43.3 17 56.7 0.465 NS
Tobramisin 13 43.3 17 56. 7 0.465 NS
Tetrasiklin 20 66. 7 10 33.3 0.050 *
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P-Degeri 0.0001 ** 0.0001 **  ---
* (P<0.05), ** (P<0.01), NS; Non-Significant.

Sonuglara gore, Colistin i¢in en diisiik direng yiizdesi 3 (%3.3) idi. Bu bulgu, 105 P.
aeruginosa izolat1 arasinda en diisiik antibiyotik direncinin koliktin ve karst oldugunu
gosteren [108] tarafindan desteklenmistir. Ampisilin, seftazidim ve tetrasiklin
antibiyotiklerine direng sirastyla %33.3, %40 ve %33.3 idi. P. aeruginosa suslar1 arasinda
penisiline direngli izolatlarin artisina iliskin bu bulgular, - Laktam halkasini tahrip eden ve
penisilini inaktive eden B- Laktamaz enziminin iiretilmesi ve bu enzimin suslar arasinda
aktarim1 kolay olan plazmit tarafindan kodlanmasi ile agiklanabilir. Piperasilin, amikasin,
tobramisin ve gentamisin (%56.67), (%63.33), (%56.67) ve (%60) icin direng. Onlarin
sonuglari, siprofloksasine kars1 en yiiksek direncin (%70) oldugunu gosterdi. Genel olarak,
farkli antibiyotiklere direng, antibiyotiklerin tiiriine ve toplumdaki hastalar arasinda ne kadar
kullanildigina bagli olabilir. Mevcut ¢alismanin sonuglari, Hindistan'da yiiriitiillen ve
antibiyotik direnci gelisimine yonelik artan bir egilimi ortaya koyan [109]'un sonuglariyla
kismi olarak birlesiyor ve direng oranlar tetrasiklin i¢in %100, amikasin, siprofloksasin,
gentamisin i¢in %85'e ve imipenem i¢in %56 e tekabiil ediyor. Genel olarak yaygin olarak
kullanilan ucuz ve kolay bulunabilen ilag, bakterilerde bu ilaca kars1 direng gelismesinin

temel nedeni olabilir. P. aeruginosa. i¢in elde edilen sonuglar Sekil 11'de 6zetlenmistir.
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Sekil 11 Pseudomonas aeroginosa izolatlari i¢in antibiyotik duyarlilik kaliplar1
4.2.4. Pseudomonas Aeruginosa'nin Molekiiler Tamimlamasi

4.2.4.1. DNA Ekstraksiyonu

SH2, SHS, SH10, SH19 ve SH30 dahil olmak iizere azu geninin varligini ve varyasyonunu
analiz etmek i¢in ileri molekiiler ¢alisma i¢in bes izolat se¢ildi. DNA, sihirbaz genomik
DNA saflagtirma kiti (Promega, ABD) kullanilarak Pseudomonas aeruginosa izolatlarindan
ekstrakte edildi, Ekstraksiyon sonuglari, bakterilerden ekstrakte edilen %1'lik DNA
agarozunda yatay jel elektroforezi ile gorsel olarak goriildii, genomik DNA (Sekil 12) jel

elektroforezi sonuglar1 keskin bantlar gosterdi.

Sekil 12 Pseudomonas aeruginosa izolatlarinin ekstrakte edilmis DNA'sinin jel elektroforezi. Serit

1: DNA merdiveni, Serit 2-5: Cikarilan DNA. (1 saat boyunca 5 volt/cm'de %1 agaroz jeli

Mevcut ¢alismanin sonuglari, alkalin liziz, kaynatma ve tuzlama yontemleri gibi geleneksel

DNA cekstraksiyon yontemleriyle karsilagtirildiginda, bakteri DNA'st i¢in hizli bir
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ekstraksiyon yontemi olarak Wizard genomik DNA saflastirmasi gibi ticari kitlerin 6nemli
kullanimin1 gostermistir ve bu bulgu bulgu ile uyumludur. [110], DNA ekstraksiyon
kitlerinin DNA ekstraksiyonu i¢in etkili ve hizli bir yontem olarak ilgi ¢ekici kullanimina
atifta bulundular. Bu, diger PCR yontemlerinin hantal ve sikici bir adimi olan fenol-

kloroform kullanimini ortadan kaldirarak isleme hizinda 6nemli gelismeler sagladi.
4.2.4.2. DNA Konsantrasyonu ve Safliginin Tahmini

P. aeruginosa'nin ekstrakte edilen DNA numunelerinin konsantrasyonu, numunelerin 1 ul
hacimdeki niikleik asit igerigi Slgiilerek Nanodrop spektrofotometre kullanilarak tahmin
edildi. DNA, 260 nm dalga boyunda maksimum absorpsiyon ile ultraviyole 15181 emdi. Bu
orneklerin safligi, 280 nm'deki absorpsiyonla karsilastirildiginda 260nm'deki absorpsiyonun
fark edilmesiyle saptandi. Pseudomonas aeruginosa izolatlart (66-79 ng/ul) arasinda DNA
konsantrasyonuna sahipti ve DNA safligi (1.7-2) idi. 260:280 orani, protein

kontaminasyonunun iyi bir géstergesi olarak kabul edildi [111].
4.2.4.3. Temizlik Gyra Genini Hedefleyen PCR Tespiti

P. aeruginosa izolatlar1 tan1 yontemleri ile tanimland1 ve PCR yontemi kullanilarak gyrA
geninin saptanmasi i¢in sunuldu. Ekstrakte edilen DNA Ornegi, gyrA geni i¢in spesifik
primerler ile singleplex PCR reaksiyonunda sablon olarak kullanilmistir. (F-

GGTCTGGGCATAGAGGTTGT, R-GAAGATCGAGGGTATTTCCG).

PCR amplifikasyonu, sablon DNA'nin 94 °C'de 3 dakika denatiire edilmesiyle basladi,
ardindan 35 dongii denatiirasyon (30 saniye i¢in 94 °C), tavlama (30 saniye icin 55 °C) ve
uzatma (30 saniye i¢in 72 °C) ile devam etti. 5 dakika boyunca 72 °C'de son bir uzatma
adimi1. Basarili PCR reaksiyonu, ~121 bp molekiiler agirlikta gyrA gen iiriiniinii gosterdi.
Bu, jel elektroforezinde basarili reaksiyonun zorunlu isareti olarak kabul edildi, bandinin
100 bp DNA merdiveninin 100 bp ila 200 bp bantlari arasinda yer almasi bu genin varligini

gosterir (Sekil 13). P. aeuginosa izolatlarimin 5'inin (%100) tamaminda gyrA geni tespit
edildi.
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Sekil 13 gyrA geni i¢in PCR iirlinlerinin agaroz jel elektroforezi. Serit M: 100bp DNA merdiveni;
seritler (SH3, SH5, SH10, SH19 ve SH30) (%2 Agarose, 5V/cm ve 2 saat i¢in. Beklenen boyut 120

bp)

4.2.4.4. Azu Geninin Molekiiler Tespiti.

Azurin geni (azu), genomik DNA'nin PCR amplifikasyonu ile amplifiye edildi. Spesifik
primerler kullanildi (F-AAG CTT GCC CAAGCT TAC CTA GGA GGC TGC TCC ATG
CTA) ve tersine (R-GGA TCC TGA GCC CCT GTA GGC GCC CAT GAA AAA GCC
CGGC) primerler. PCR amplifikasyonu, sablon DNA'nin 94 °C'de 3 dakika denatiire
edilmesiyle basladi, ardindan 35 dongii denatiirasyon (30 saniye i¢in 94 °C), tavlama (sn i¢in
58 °C) ve uzatma (30 saniye i¢in 72 °C) ile devam etti. 5 dakika boyunca 72 °C'de son

uzatma adimi. PCR iirlinii, %1.5 agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi. (Sekil 14)

Sekil 14 azu geni i¢in PCR iirlinlerinin agaroz jel elektroforezi. Serit M: 100bp DNA merdiveni;
seritler (SH3, SH5, SH10, SH19 ve SH30) (%2 Agarose, 5V/cm ve 2 saat i¢in. Beklenen boyut 500

bp)
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4.3. PCR Uriinlerinin Siralanmasi (azu geni):

Farkli ¢coklu ilag direncini (MDR) temsil eden bes izolattan azu gen sekansinin analizine
gore: SH3, SHS, SH10, SH19 ve SH30, hizalama analizine gére, SH3 izolatinda niikleotid
polimorfizmi, benzerlik diizeyi (%98.88) ile tespit edildi. p kontrol dizisi ile karsilagtirma
aeruogenosa (PAO1), NCBI'deki BLAST programini kullanarak Gen Bankasi veritabaninda
yapildi. Bu polimorfizmler, ikame amino asitlerin degismesine yol agardi. Izolatlar (SHS),
Gen Bankasi'nda (Erisim No. CP053028.1) depolanan sus dizisi susu ile benzerlik diizeyi
(%99.11) gosterirken. Niikleotidlerdeki (mutasyonlar) ve amino asit degisimlerindeki
farkliliklar bulundu (Cizelge 13). Ayrica, dizilerin cogunun yiiksek diizeyde benzerlige sahip
oldugu bulunmustur. Geri kalan ii¢ yerel izolat () i¢in sekans sonucu, p referans sekansi ile
%100 6zdes benzerlikler gosterdi. aeruogenosa (PAO1), NCBI'deki BLAST programini
kullanan Gen Bankas1 veri tabanina gore yapildi.

Cizelge 13 Lokal P. Aeruginosa'da azu gen dizisindeki mutasyonlar

Ornek  Vabhsi Tip mutasyon  Mutasyon tiirii  Mutasyonun Etkisi  Identities %
CP053028.1 Yerel

izolatlar
SH3 CAG CCG Ikame Glutamin Igin Proline  98.88
AAC CAC Ikame Asparajin Igin Histidin
AAT AAC lkame Etkisi Yok
AAG AAA lkame Etkisi Yok
CAG CCG Ilkame Serin Igin Arginin
SH5 CGC CCC lkame Alanin Igin Proline 09.11
GTG GCG Ilkame Alanin Igin Proline
CGC CCcC Ilkame Aspartik Asit Icin
Histidin
CGA CCA lkame Etkisi Yok
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Hem amino asit hem de niikleotid dizisindeki hizalama sonug¢larinin analizi asagidaki gibi

gosterilmistir.

>NC_19002516.2:¢5522610-5521164 Pseudomonas aeruginosa PAO1, tam genom
AZU=AZURIN

ATGCTACGTAAACTCGCTGCGGTATCCCTGCTGTCCCTGCTCAGTGCGCCACTG
CTGGCTGCCGAGTGCTCGGTGGA
CATCCAGGGTAACGACCAGATGCAGTTCAACACCAATGCCATCACCGTCGACA
AGAGCTGCAAGCAGTTCACCGTCAACCTGTCCCACCCCGGCAACCTGCCGAAG
AACGTCATGGGCCACAACTGGGTACTGAGCACCGCCGCCGACATGCAGGGCG
TGGTCACCGACGGCATGGCTTCCGGCCTGGACAAGGATTACCTGAAGCCCGAC
GACAGCCGTGTCATCGCCCACACCAAGCTGATCGGCTCGGGCGAGAAGGACTC
GGTGACCTTCGACGTCTCCAAGCTGAAGGAAGGCGAGCAGTACATGTTCTTCT
GCACCTTCCCGGGCCACTCCGCGCTGATGAAGGGCACCCTGACCCTGAAGTGA

SH3-Azurin dizi sonucu
ATGCTACGTAAACTCGCTGCGGTATCCCTGCTGTCCCTGCTCAGTGCGCCACTG
CTGGCTGCCGAGTGCTCGGTGGACATCCAGGGTAACGACCAGATGCCGTTCCA
CACCAACGCCATCACCGTCGACAAGAGCTGCAAGCAGTTCACCGTCAACCTGT
CCCACCCCGGCAACCTGCCGAAGAACGTCATGGGCCACAACTGGGTACTGAGC
ACCGCCGCCGACATGCAGGGCGTGGTCACCGACGGCATGGCTTCCGGCCTGGA
CAAGGATTACCTGAAACCCGACGACCGCCGTGTCATCGCCCACACCAAGCTGA
TCGGCTCGGGCGAGAAGGACTCGGTGACCTTCGACGTCTCCAAGCTGAAGGAA
GGCGAGCAGTACATGTTCTTCTGCACCTTCCCGGGCCACTCCGCGCTGATGAA
GGGCACCCTGACCCTGAAGTGA

Sar1 etiketli amino asit, hem vahsi hem de yerel suslarda amino asit dizileri arasindaki

uyumsuzlugu gosterdi.
SH3 yerel suslarina kars1 vahsi sus

¢ekirdek Beklenti Yontem Kimlikler Pozitif Bosluklar
300 bit (767) 1le-111 Kompozisyon matris ayari. 145/148(98%) 146/148(98%) 0/148(0%)
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Query 1
MLRKLAAVSLLSLLSAPLLAAECSVDIQGNDQMQFNTNAITVDKSCKQFTVNLSH
PGNLP 60

MLRKLAAVSLLSLLSAPLLAAECSVDIQGNDQM
F+TNAITVDKSCKQFTVNLSHPGNLP
Shjct 1
MLRKLAAVSLLSLLSAPLLAAECSVDIQGNDQMPFHTNAITVDKSCKQFTVNLSHP
GNLP 60

Query 61
KNVMGHNWVLSTAADMQGVVTDGMASGLDKDYLKPDDSRVIAHTKLIGSGEKD
SVTFDVS 120
KNVMGHNWVLSTAADMQGVVTDGMASGLDKDYLKPDD

RVIAHTKLIGSGEKDSVTFDVS

Shijct 61
KNVMGHNWVLSTAADMQGVVTDGMASGLDKDYLKPDDRRVIAHTKLIGSGEKD
SVTFDVS 120

Query 121 KLKEGEQYMFFCTFPGHSALMKGTLTLK 148
KLKEGEQYMFFCTFPGHSALMKGTLTLK
Shjct 121 KLKEGEQYMFFCTFPGHSALMKGTLTLK 148

Sequence ID: Query_41481Length: 447Number of Matches: 1
Range 1: 1 to 447GraphicsNext MatchPrevious Match
Alignment statistics for match #1
Score Expect Identities Gaps Strand
798 bits(432) 0.0  442/447(99%)0/447(0%)  Plus/Plus
Query 1
ATGCTACGTAAACTCGCTGCGGTATCCCTGCTGTCCCTGCTCAGTGCGCCACTG
CTGGCT 60

(A
Shjct 1
ATGCTACGTAAACTCGCTGCGGTATCCCTGCTGTCCCTGCTCAGTGCGCCACTG
CTGGCT 60
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Query 61
GCCGAGTGCTCGGTGGACATCCAGGGTAACGACCAGATGCAGTTCAACACCAA
TGCCATC 120

(NN AREARARAN OO AR T
Shjct 61
GCCGAGTGCTCGGTGGACATCCAGGGTAACGACCAGATGCCGTTCCACACCAA
CGCCATC 120

Query 121
ACCGTCGACAAGAGCTGCAAGCAGTTCACCGTCAACCTGTCCCACCCCGGCAA
CCTGCCG 180

(AR
Shjct 121
ACCGTCGACAAGAGCTGCAAGCAGTTCACCGTCAACCTGTCCCACCCCGGCAA
CCTGCCG 180

Query 181
AAGAACGTCATGGGCCACAACTGGGTACTGAGCACCGCCGCCGACATGCAGG
GCGTGGTC 240

e e RS
Shjct 181
AAGAACGTCATGGGCCACAACTGGGTACTGAGCACCGCCGCCGACATGCAGG
GCGTGGTC 240

Query 241
ACCGACGGCATGGCTTCCGGCCTGGACAAGGATTACCTGAAGCCCGACGACAG
CCGTGTC 300

(IEIERREARARARAR RN
Shjct 241
ACCGACGGCATGGCTTCCGGCCTGGACAAGGATTACCTGAAACCCGACGACCG
CCGTGTC 300

Query 301
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ATCGCCCACACCAAGCTGATCGGCTCGGGCGAGAAGGACTCGGTGACCTTCGA
CGTCTCC 360

AR
Shjct 301
ATCGCCCACACCAAGCTGATCGGCTCGGGCGAGAAGGACTCGGTGACCTTCGA
CGTCTCC 360

Query 361
AAGCTGAAGGAAGGCGAGCAGTACATGTTCTTCTGCACCTTCCCGGGCCACTC
CGCGCTG 420

(AR A
Shjct 361
AAGCTGAAGGAAGGCGAGCAGTACATGTTCTTCTGCACCTTCCCGGGCCACTC
CGCGCTG 420

Query 421 ATGAAGGGCACCCTGACCCTGAAGTGA 447
ICHHEHETERETEE
Shjct 421 ATGAAGGGCACCCTGACCCTGAAGTGA 447

H5 local strain-

ATGCTACGTAAACTCGCTGCGGTATCCCTGCTGTCCCTGCTCAGTGCGCCACTG
CTGGCTGCCGAGTGCTCGGTGGACATCCAGGGTAACGACCAGATGCAGTTCAA
CACCAATGCCATCACCGTCGACAAGAGCTGCAAGCAGTTCACCGTCAACCTGT
CCCACCCCGGCAACCTGCCGAAGAACGTCATGGGCCACAACTGGGTACTGAGC
ACCGCCCCCGACATGCAGGGCGTGGTCACCGACGGCATGGCTTCCGGCCTGGA
CAAGGATTACCTGAAGCCCGACGACAGCCGCGTCATCCCCCACACCAAGCTGA
TCGGCTCGGGCGAGAAGGACTCGGTGACCTTCCACGTCTCCAAGCTGAAGGAA
GGCGAGCAGTACATGTTCTTCTGCACCTTCCCGGGCCACTCCGCGCTGATGAA
GGGCACCCTGACCCTGAAGTGA

Wild strain against SH5 local strain

Score Expect Method Identities Positives Gaps

299 bits(766) 2e-111 Compositional matrix adjust. 145/148(98%) 145/148(97%)
0/148(0%)
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Query 1
MLRKLAAVSLLSLLSAPLLAAECSVDIQGNDQMQFNTNAITVDKSCKQFTVNLSH
PGNLP 60

MLRKLAAVSLLSLLSAPLLAAECSVDIQGNDQMQFNTNAITVDKSCKQFTVNLSH
PGNLP

Shjct 1
MLRKLAAVSLLSLLSAPLLAAECSVDIQGNDQMQFNTNAITVDKSCKQFTVNLSH
PGNLP 60

Query 61
KNVMGHNWVLSTAADMQGVVTDGMASGLDKDYLKPDDSRVIAHTKLIGSGEKD
SVTFDVS 120

KNVMGHNWVLSTA DMQGVVTDGMASGLDKDYLKPDDSRVI
HTKLIGSGEKDSVTF VS
Shjct 61
KNVMGHNWVLSTAPDMQGVVTDGMASGLDKDYLKPDDSRVIPHTKLIGSGEKD
SVTFHVS 120

Query 121 KLKEGEQYMFFCTFPGHSALMKGTLTLK 148
KLKEGEQYMFFCTFPGHSALMKGTLTLK
Shjct 121 KLKEGEQYMFFCTFPGHSALMKGTLTLK 148

Sequence ID: Query_43457Length: 447Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 447GraphicsNext MatchPrevious Match

Alignment statistics for match #1

Score Expect Identities Gaps Strand

804 bits(435) 0.0  443/447(99%)0/447(0%)  Plus/Plus

Query 1
ATGCTACGTAAACTCGCTGCGGTATCCCTGCTGTCCCTGCTCAGTGCGCCACTG
CTGGCT 60

AR
Shjct 1
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ATGCTACGTAAACTCGCTGCGGTATCCCTGCTGTCCCTGCTCAGTGCGCCACTG
CTGGCT 60

Query 61
GCCGAGTGCTCGGTGGACATCCAGGGTAACGACCAGATGCAGTTCAACACCAA
TGCCATC 120

(A
Shjct 61
GCCGAGTGCTCGGTGGACATCCAGGGTAACGACCAGATGCAGTTCAACACCAA
TGCCATC 120

Query 121
ACCGTCGACAAGAGCTGCAAGCAGTTCACCGTCAACCTGTCCCACCCCGGCAA
CCTGCCG 180

T
Shjct 121
ACCGTCGACAAGAGCTGCAAGCAGTTCACCGTCAACCTGTCCCACCCCGGCAA
CCTGCCG 180

Query 181
AAGAACGTCATGGGCCACAACTGGGTACTGAGCACCGCCGCCGACATGCAGG
GCGTGGTC 240

(AR AR
Shjct 181
AAGAACGTCATGGGCCACAACTGGGTACTGAGCACCGCCCCCGACATGCAGG
GCGTGGTC 240

Query 241
ACCGACGGCATGGCTTCCGGCCTGGACAAGGATTACCTGAAGCCCGACGACAG
CCGTGTC 300

(AR
Shjct 241
ACCGACGGCATGGCTTCCGGCCTGGACAAGGATTACCTGAAGCCCGACGACAG
CCGCGTC 300
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Query 301
ATCGCCCACACCAAGCTGATCGGCTCGGGCGAGAAGGACTCGGTGACCTTCGA
CGTCTCC 360

(IR AR OAELAR oA
Shjct 301
ATCCCCCACACCAAGCTGATCGGCTCGGGCGAGAAGGACTCGGTGACCTTCCA
CGTCTCC 360

Query 361
AAGCTGAAGGAAGGCGAGCAGTACATGTTCTTCTGCACCTTCCCGGGCCACTC
CGCGCTG 420

(AR
Shjct 361
AAGCTGAAGGAAGGCGAGCAGTACATGTTCTTCTGCACCTTCCCGGGCCACTC
CGCGCTG 420

Query 421 ATGAAGGGCACCCTGACCCTGAAGTGA 447

IGHHHHEEERE
Shjct 421 ATGAAGGGCACCCTGACCCTGAAGTGA 447

4.3.1. Pet-28a (+) /Azu Yapilarinin Sirasi

PET-28a (+) /Azu referansi ve pET-28a (+) /Azu local'in tam dizisi agagida fasta formatinda
gosterilmigtir. Ayrica, iki vektor yapisi, Sekil 15 ve 16'da gosterildigi gibi SnapGene
programu ile gorsellestirildi ( >pET-28a (+) /Azu kaynak

—atgggtgtctggtcagagacatcaagaaataacgccggaacattagtgcaggceagcttccacagcaatggceatectggtcate
cagcggatagttaatgatcagcccactgacgegtigcgcgagaagattgtgcaccgecgcetttacaggettcgacgecgcttegtt
ctaccatcgacaccaccacgctggeacccagttgatcggegegagatttaatcgecgegacaatttgcgacggegegtgcaggg
ccagactggaggtggcaacgccaatcagcaacgactgtttgccecgecagttgttgtgccacgeggttgggaatgtaattcagetee
gccatcgecgcttecactttttcccgegttttcgcagaaacgtggetggectggttcaccacgcgggaaacggtetgataagagaca

ccggcatactctgcgacatcgtataacgttactggtttcacattcaccaccctgaattgactctcttccgggegctatcatgecatace
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gcgaaaggttttgcgcecattcgatggtgtcegggatctegacgcteteccttatgecgactectgeattaggaageageccagtagta
ggttgaggcecgttgagcaccgcecgecgcaaggaatggtgcatgcaaggagatggegeccaacagteeeeccggecacggggec
tgccaccatacccacgccgaaacaagcgctcatgageccgaagtggegageccgatcttecccatcggtgatgteggegatata
ggcgccagceaaccgeacctgtggegecggtgatgecggecacgatgegtecggegtagaggategagatctcgatccegega
aattaatacgactcactataggggaattgtgagcggataacaattcccctctagaaataattttgtttaactttaagaaggagatatacc
ATGCTACGTAAACTCGCTGCGGTATCCCTGCTGTCCCTGCTCAGTGCGCC
ACTGCTGGCTGCCGAGTGCTCGGTGGACATCCAGGGTAACGACCAGATGC
AGTTCAACACCAATGCCATCACCGTCGACAAGAGCTGCAAGCAGTTCACC
GTCAACCTGTCCCACCCCGGCAACCTGCCGAAGAACGTCATGGGCCACAA
CTGGGTACTGAGCACCGCCGCCGACATGCAGGGCGTGGTCACCGACGGC
ATGGCTTCCGGCCTGGACAAGGATTACCTGAAGCCCGACGACAGCCGTGT
CATCGCCCACACCAAGCTGATCGGCTCGGGCGAGAAGGACTCGGTGACCT
TCGACGTCTCCAAGCTGAAGGAAGGCGAGCAGTACATGTTCTTCTGCACC
TTCCCGGGCCACTCCGCG CTGATGAAGGGCACCCTGACCCTGAAG-Ca
ccaccaccaccaccacifdgatccggetgcetaacaaageccgaaaggaagetgagttggetgctgecaccgctgageaataact

agcataaccccttggggcctctaaacgggtcttgaggggttttttgctgaaaggaggaactatatccggat

Fasta formatinda pET-28a (+) /Azu referansinin tam dizisi. Kiigiik harflerle dizi: pET-
28a (+) vektorii. Biiyiik harfli kalin harflerle dizilim: Azu referans geni. Yesille vurgulanan
dizi: Azu geninin baslangic kodonu. Sar1 ile vurgulanan dizi: 6-His etiketleri. Menekse ile
vurgulanan dizi: durdurma kodonu. Soluk mavi ve koyu mavi ile vurgulanan diziler: sirasiyla
Mlul ve Xhol i¢in tanima bolgeleri
> pET-28a (+) /Azu local
«—agaaataacgccggaacattagtgcaggcagettccacagceaatggeatectggtcatccageggatagttaatgatca
gcccactgacgegttgcgcgagaagattgtgcaccgecgctttacaggettcgacgecgcettegttctaccatcgacacca
ccacgctggcacccagttgatcggcegegagatttaatcgccgegacaatttgcgacggegegtgcagggecagactgga
ggtggcaacgccaatcagcaacgactgtttgcccgecagttgttgtgccacgeggttgggaatgtaattcagetcegecate
gccgcettecactttttccegegttttcgcagaaacgtggetggectggttcaccacgcgggaaacggtctgataagagacac
cggcatactctgcgacatcgtataacgttactggtttcacattcaccaccctgaattgactctcttccgggegctatcatgecat
accgcgaaaggttttgcgecattcgatggtgtccgggatctcgacgctcteecttatgcgactectgeattaggaageagec
cagtagtaggttgaggccgttgagcaccgecgecgcaaggaatggtgcatgcaaggagatggegeccaacagtcceee
ggccacggggcctgecaccatacccacgccgaaacaagegcetcatgageccgaagtggegageccgatcttceecate
ggtgatgtcggegatataggcgccagcaaccgeacctgtggegecggtgatgecggecacgatgegteecggegtagag

gatcgagatctcgatcccgegaaattaatacgactcactataggggaattgtgageggataacaattcecctctagaaataat
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tttgtttaactttaagaaggagatatacCATGCTACGTAAACTCGCTGCGGTATCCCTGCT
GTCCCTGCTCAGTGCGCCACTGCTGGCTGCCGAGTGCTCGGTGGACA
TCCAGGGTAACGACCAGATGCCGTTCCACACCAACGCCATCACCGTC
GACAAGAGCTGCAAGCAGTTCACCGTCAACCTGTCCCACCCCGGCAA
CCTGCCGAAGAACGTCATGGGCCACAACTGGGTACTGAGCACCGCCG
CCGACATGCAGGGCGTGGTCACCGACGGCATGGCTTCCGGCCTGGAC
AAGGATTACCTGAAACCCGACGACCGCCGTGTCATCGCCCACACCAA
GCTGATCGGCTCGGGCGAGAAGGACTCGGTGACCTTCGACGTCTCCA
AGCTGAAGGAAGGCGAGCAGTACATGTTCTTCTGCACCTTCCCGGGC
CACTCCGCGCTGATGAAGGGCACCCTGACCCTGAAGMMcaccaccaccac
caccacl@dgatccggctgctaacaaageccgaaaggaagetgagtiggetgctgecaccgetgageaataactageata

accccttggggectctaaacgggtcttgaggggttttttgctgaaaggaggaactatatccggat

Fasta formatinda pET-28a (+) /Azu local'in tam dizisi. Kiigiik harflerle dizi: pET-28a (+)
vektorii. Biiyiik harfli kalin harflerle dizilim: Azu referans geni. Yesille vurgulanan dizi: Azu
geninin baslangi¢ kodonu. Sar1 ile vurgulanan dizi: 6-His etiketleri. Menekse ile vurgulanan
dizi: durdurma kodonu. Soluk mavi ve koyu mavi ile vurgulanan diziler: sirasiyla Mlul ve

Xhol i¢in tanima bdlgeleri.
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bxHis
5521 . 5538 = 18p

e "' e amino aods - B40.9 Da Dralll (245)
(5515) PaeR71 - PapXI - Xhol proguct: 6xris sttty tag Psil (370)
(5426) Aall
(5424) Zral ORF: 507] .. 5541 = 471 bp
(5252) BfuAI - BspMI 156 duno acal & 135408
(5194) Sall
(5077) Snalil 4 -
rES B oo
gaus 77 "’"’*ﬂ.fo’
(5030) Xbal ASIST - Pynl (645)

7 promoter

A364 SO0 vimer 3

(4564) Bglll
[4927) SgrAl
BapDI - Clal (12%0)
(477%) Sphi Nrul (1286) ,
[4566) DstAP]
(4242) Miut
(4228) Bali*
(403%) Apal
(4035) PspOM]
AN (1732)
[3831) BssHIl
[1794) EcoRV
(1740) Hpal
ipa BssSal (1964)
(3401) PehAL NspQl - Sapl (2250)
BstZ171 (2374
(3105 Byl 239
(2184) Fagh~F g PREL - Tehaaar (2399)
(31136) PpuMi

Sekil 15 rekombinant yap1 pET-28a'nin haritasi (+)

Azu local synthesized by GenScript Co.,. The full length of the recombinant plasmid after
insertion of the Azu gene is 5677 bp.
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515) PaeR71 - PapXI - Xhol product: Gxris sttty tag Psil (370

5426) Aatll
5a24) Zral DRLF: 5071 .. 5541 = 471 by
5252) BluAl - BspMI 156 amino acel 1 kDo
5194) Sall

) Snalll
rBS
Xbal

AsIST - Pyul (945

(4%s4) Bglll
[4927) SgrAl
477%) Sphl
[(4566) DstAP] 2
4242) Mut 5 Untitled 3
220 Beli* AT N

BapDl - Clal (12%0)
Nrul (1285)

1039 A‘”]
L035) PspOMI

AlwNI (1732

1)) BssHIL

[1794) EcoRV
[1740) Mpal SaaSal <P

(S 1964)

(3401) PshAL 85pQl - Sapl (2250
Bst2171 (2374
i8s) Bgll AL 1o
1164) Fspl - FspAl L= TWRadk
1136) PpuMi

Sekil 16 GenScript Co., tarafindan sentezlenen rekombinant yap1 pET-28a (+) /Azu referansinin

haritasi. Azu geninin eklenmesinden sonra rekombinant plazmitin tam uzunlugu 5677 bp'dir.

Gosterildigi gibi, her iki yap1 pET-28a (+) /Azu local ve pET-28a (+) /Azu referansi igin tam
uzunluk (5677 bp) ve rekombinant yap1 haritas1 ayniydi. Sekil 5.3 ve 5.4'te gosterildigi gibi,
beklenen rekombinant protein Azu, niikleotid seviyesi ve protein seviyesi agisindan sirastyla
471 bp ve 17.16 kDa'lik bir molekiiler agirliga sahip olmalidir. Azu geninin uzunlugu 444
bp'dir. 6-His etiketi, rekombinant Azu proteinine 18 ekstra amino asit katacaktir. Ayrica,
Xhol'nin tanima bolgesi iki ekstra amino asit ekleyecektir. Boylece, rekombinant Azu
proteinine 23 ekstra amino asit eklenecek ve 159 amino asitli bir rekombinant Azu
proteininin ekspresyonu ile sonuglanacaktir. Durdurma kodonunun ¢ikarilmasindan sonra,
nihai rekombinant proteinin molekiiler agirligi 156 amino asit olacaktir. Rekombinant

proteinin beklenen molekiiler agirligi 17.16 kDa'dur.
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4.3.2. PET-28a (+) /Azu Yapilarimin Mlu1 Ve Xho1 ile Cift Kisitlamal Sindirim
Modeli

pPET-28a (+) /Azu yerel ve pET-28a (+) /Azu referansiin ¢ift kisitlama sindirim
modeli (Sekil 17)'de goriintiilendi. Her iki yap1 pET-28a (+) /Azu local ve pET-28a (+) /Azu
referanst i¢in kisitlama sindirim modeli olduk¢a benzerdi (yani tek tip bir model). Elde
edilen model iki bantti: biri plazmit vektorii i¢in (~4200 bp) ve Azu genini tastyan 1279 bp
bandi.

1 2 M

EB Ladder

Sekil 17 Agaroz jel elektroforezi (%1), Mlul ve Xhol ile lokal olarak pET-28a (+)/Azu'nun

kisitlama sindirimi modelini gdsterir

Ust bant: plazmit vektoriiniin 4200 bp'si. Alt bant: 1279 bp: Azu geni ekleme dahil. M: 1
kbp DNA merdiveni.

4.3.3. Azurin Proteininin Saflastirilmasi

E. coli BL-21'den (DE3) azurin geninin ekspresyonu i¢in rekombinant koloni, LB broth
icinde biiyiitiildii ve IPTG ile indiiklendi. Proteinin saflagtirilmasi i¢in, eliisyon tamponu (pH
8'de 50 mM Tris, 300 mM NaCl, %5 Gliserol, 400 mM Imidazol) ve yikama tamponu (pH
8'de 50 mM Tris, 300 mM NaCl, %5 Gliserol ve 20 mM Imidazol) hazirlandik.

Sonuglar, Numune Tiipli 3"in (referans susu) DEAE-seliiloz kolonu (2 X 8) cm boyunca
oldugunu gosterdi. Kolon, Tampon pH, 60 ml/saat akis hizi ve 5 ml fraksiyon ile kalibre

edildi, eliisyon tamponu NaCl ile eliite edildi. (Sekil 18)
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Yikamak ElGsyon Tamponu ile Elisyon

Ornek2

280 nm'de absorbans

Ornek1

1 R} 7 10 13 16 19 22 25 28

TUp numaras:
Sekil 18 Yabani sustan saflagtirillmis (Azurin proteini) igin UV-Vis Spektrofotometre grafigi DEAE
seliiloz kolonu (2 X 8) cm araciliiyla Iyon degisim kromatografisi {izerine (Siitun 50 mM Tris-baz

pH 8, akis hiz1 60 ml/saat ve 5 ml fraksiyon ile kalibre edilmistir).

DEAE-seliiloz kolonu ( 2 X 8) cm boyunca lokal sustan numune tiipii 2'nin sonuglar1. Kolon,
Tampon pH, 60 ml/saat akis hiz1 ve 5 ml fraksiyon ile kalibre edildi, eliisyon tamponu NaCl
ile eliite edildi. (Sekil 19)

05
Yiamak R1 Eliisyon tamponu ile elisyon
04s

o4

035

03

280 nm'de absorbans
=
~

0 > >re
i K ? 10 i s 19 an 25 28

Sekil 19 Lokal suslardan saflastirilmis (azurin proteini) i¢cin UV-Vis Spektrofotometre tepe
noktalart DEAE seliiloz kolonu (2 X 8) cm araciligtyla fyon degisim kromatografisi iizerine (Siitun

50 mM Tris-baz pH 8, akis hiz1 60 ml/saat ve 5 ml fraksiyon ile kalibre edilmistir).

Bu, protein saflastirma icin en kullanisli yontemlerden biridir. Ylizey molekli yikine, protein ve
tampon kosullarina bagli olarak, protein net pozitif veya negatif yiike sahip olacaktir.[112]
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Sirastyla pozitif ve negatif yiiklii proteinleri uzaklagtiran DEAE seliiloz kolonu. Toplanan
fraksiyonlar, 280 nm dalga boyunda UV-Spektrofotometrede protein konsantrasyonu igin
Olciildii. Azurin ve 5 kDa'dan fazla olan diger proteinler, bosluk hacmi grafik olarak
cizildikten hemen sonra ayrnstirildi. Bdylece azurin, grafik olarak c¢izildiginde
spektrometrenin  OD  degerlerinden dogrulandi. Fraksiyonlar toplandi ve azurin
konsantrasyonu i¢in 280 nm dalga boylarinda UV spektrometresi altinda emildi. Azurine
karsilik gelen ve lokal izolatlardan elde edilen en yiiksek protein konsantrasyonu 0.45 OD
gosterirken, vahsi tipten elde edilen protein 0.35 OD gosterdi.Bu sonuglar, azurini Nikel-
nitrilotriasetik asit kullanarak lokal psddomonas izolatindan saflastiran ¢aligmalarda benzer

bulgularla uyumludur [113].

Saflagtirilmis protein numunesi, Lowry yontemiyle protein konsantrasyonunu belirlemek
icin test edildi. Saflastirilmis protein, PBS icinde ¢oziindiiriildii ve protein konsantrasyonu,
1 mg/ml idi.

Pelet, daha fazla analiz i¢in toplandi ve orada asili kalan pelet i¢inde 14 kDa boyutunda
azurin proteininin varligi SDS-PAGE ile dogrulandi. Saflastirilmis azurin iizerindeki SDS-
PAGE analizi, Coomassie parlak mavisi ile boyamadan sonra yaklasik 14 kDa'lik bir karsilik
gelen molekiiler agirliga sahip bir bandin tespit edildigini gosterdi (Sekil 20).

T
kDa
-
| ~175 -
| ~130 !
| ~70
~80 -
[ -
| -40 -
| ~30
-
| ~20
|
| ~15 -
w— | ~10
| —
Tns-Glycine

15%
Sekil 20 SDS-PAGE analizi, asir1 ekspresyonun ardindan BL21/DE3-(pET28a-azu)'dan azu asir
ekspresyonu. Serit 3-8 - indiiksiyondan 1, 2, 3, 4, 6 ve 16 saat sonra. Elektroforez, 80 dakika
boyunca 60 mA'da %15 poliakrilamid jel i¢inde gergeklestirildi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Kanser, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra diinyada onde gelen oliim nedenidir. 2025
yilina kadar, kiiresel niifusun 420 milyon yeni kanser vakasina sahip olmasi bekleniyor, bu
da zaman i¢inde kanser insidansinda bir artisa isaret ediyor. Sebep faktorlerinin ¢esitliligi,
cesitli form ve tiirlerin yayilmasinda dogrudan rol oynamistir. Bu durumun sikligi, teshis,
tarama tesisleri ve tedavi secenekleri dahil olmak iizere cesitli faktdrlerle baglantilidir.
Sadece Amerika Birlesik Devletleri her yil kansere (156 milyar dolardan) fazla harciyor.
Ameliyat, kemoterapi ve kok hiicre nakli glinlimiizde en yaygin tedaviler. Bununla birlikte,
bu protokollerin ¢ogunun, yiiksek maliyetler veya kusma, sa¢ dokiilmesi, bitkinlik ve
istahsizlik gibi yan etkilerin varlig1 gibi, tiimii hastanin yagam kalitesini olumsuz yonde
etkileyen sinirlamalar1 ve sakincalari vardir. Kanser hastalari zamanlarinin g¢ogunu
hastanede ya da dlmekte geg¢irirler. Sonug olarak, kanser tedavisinde mevcut teknolojiyi
kullanan ¢ogu arastirmact ve ilgili kurulus, diger tedavi yontemlerine odaklanmaktadir.
Farmakolojik tedavideki ilerlemeler, kanser hastalarinin daha uzun yasama oraninda hizl
bir artisa neden olmustur. Hiicrenin iirettigi gerekli sinyaller alinmadiginda tiim kanser
tiirleri hiicrelerde aktive olur ve hiicrenin kontrolsiiz bir sekilde boliinmesine neden olur. P53
geninin insan karsinogenezinde dnemli bir rolii oldugu diisiiniilmektedir. Birincil islevleri
arasinda gen transkripsiyonu, apoptoz ve DNA onarimi bulunur. Sonug olarak, herhangi bir
p53 mutasyonu, birincil tiimoérlerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Uzun siireli ¢abalara
ragmen, yeni ve en etkili kanser tedavilerinin bulunmasi, bir¢cok hastay1 ve klinisyeni diger
terapotik secenekler lehine geleneksel kanser ilaglarindan vazgegmeye yoneltmistir. Bircok
ilke, kullanilan ilaglarin dogrudan etkilerini arastirmak i¢in alternatif tip arastirma tesisleri
kurmustur. Azurin'in ¢esitli kanser hiicrelerinde ve fare tiimor modellerinde antikanser etkisi
oldugu gdsterilmistir. Sonu¢ olarak, azurin dogrudan bir antikanser ilact olarak
kullanilabilir. Azurin gibi terapdtik peptitler, proteinler, antikorlar ve kiiciik kimyasal
bilesikler dahil olmak {izere geleneksel farmasotiklere gore sayisiz fayda saglayan umut
verici bir ilag sinifidir. Terapdtik peptitler, kiiciik kimyasal peptitlerden daha giiclii bir hedef
afinitesine ve daha diisiik bir toksisite profiline sahiptir ve daha kii¢iik boyutlar1 nedeniyle
daha derine niifuz edebilirler. Peptitler, kiiciik boyutlar1 nedeniyle kararlhiliklarimi ve
etkinliklerini artirmak i¢in de degistirilebilir. Azurinlerin antimikrobiyolog olarak hareket
etme yetenegine sahip olduguna inanmak i¢in sayisiz neden vardir. Kanser hiicrelerinin 6zel
yolaginin aksine, kanserde ¢cok dnemli olan diger alakasiz memeli proteinleriyle etkilesime

girmek ve kanserde hayati 6nem tagiyan normal ¢er¢eve proteinin sahipligini vermek i¢in
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yiiksek afinite zekasina ek olarak higbir zararli yan etki yoktu. .Azurin, bakir igeren protein
(cupredoxin) ailesine aittir ve Pseudomonas aeruginosa tarafindan tiretilir. Mavi minik bakir
proteini olarak da bilinir ve dogada oldukga kararli bir proteindir. Kanser biiylimesini
sinirlayan p53 proteininin stabilitesi, Azurin'in timdr hiicrelerini yok etme kapasitesinden
sorumludur. Azurin, p53 ile bir bilesik olusturan ilk bakteri proteiniydi. Azurin, p53 sinyal
yolunu ve reseptor olmayan tirozin kinaz sinyallesme agini bozarak apoptoza veya biiyliime
inhibisyonuna neden oluyor gibi goriiniiyor. Azurin'in farkli bakteri suslar1 tarafindan
tiretilen ikincil yapis1 farklidir, bu da islevi lizerinde etkisi olabilir. Azu genini bir Irak yerli
tiirtinden (Shiraq2) bir ekspresyon vektoriine (pET28a) klonlayabildik ve onu E. coli'de ifade
edebildik. coli (BL-21/ DE3) bu ¢alismada. Yan alanlar1 ortadan kaldirdiktan sonra, azu
dizisini saglamak i¢in amplikon azu geni dizilendi. Azu gen dizisinin, Pseudomonas
aeruginosa susu PAOl'inkine yilizde 99 6zdes oldugu bulundu. Rekombinant azurinin
saflastirilmasi (Iyonik degisim kromatografisi). Proteinin asir1 eksprese edildigini gostermek
ve molekiiler agirhigini 6lgmek i¢cin SDS-PAGE analizi kullanildi. 14 kDa'ya tekabiil eden
kalin bir bandin goriinlimii, azurin proteininin etkili asir1 ekspresyonunu dogruladi.
Saflagtirilmis azurin, sirasiyla 1637.35 cm-1 ve 1641.5 cm-1. Sonug olarak, yerel
Pseudomonas aeruginosa'dan tiiretilen azurin geni basariyla klonlandi ve E. coli'de asir1
eksprese edildi. Bu calismanin bulgularina gére, hem referans hem de yerel Pseudomonas
aeruginosa izolatlar1 arasinda azu geninin varyant dizilerinin prevalansinin oldugu sonucuna
varilabilir. Ayrica, daha sonraki calismalarda antikanser arastirmalarinda kullanilabilecek

rekombinant teknik kullanilarak 6nemli antikanser proteini tiretiminin etkinligi .
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EKLER

1. sonikator
2. Primerler

3. PET-28a(+) /Azu yapilarinin LB agar tizerindeki E.coli BL21(DE3) Rosetta hiicrelerine
doniistiirilmesi

4. DEAE seliiloz kolonu (2X8) cm araciligiyla iyonik degisim kromatografisi

5. Termal déngii cihazi

6. GeneJET PCR saflagtirma kiti

7. Jel elektroforez sistemi

8. Sihirbaz genomik DNA saflastirma kiti
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