Yarmnin Ant1b1y0t1kler1

Ilag endiistrisi arastirmacilari yeni
ilaglar aramada molekiil bankalari, yiik-
sek verimli ayiklama, biyo-enformatik
ve robot bilimi gibi modern yontemle-
re bagvuruyorlar. Yarinin antibiyotikleri
nasil bulunacak? Bunun i¢in molekiiler
mikrobiyolojinin ortaya koydugu bak-
teri direnci, DNA’nin kendi benzerini
yapmasi, bakteri boliinmesi, bakteriler
arasi iletigim... gibi ¢ok 6zel konulara
egiliniyor. Bakterilerin yasamasi ya da
hastalik yapmasi i¢in hangi genlerin ge-
rekli oldugu arastiriliyor. Bu ise bakteri
genomlarinin ve proteinlerinin incelen-
mesini gerektiriyor. Rhone-Poulenc
Rorer Arastirma Merkezi Antibakteri-
yel Ilaclar Farmakoloji direktorii Jean-
Frangois Desnottes yaziyor.

1970’lerde ilag endiistrisi, hastane
ortamlarinda ortaya c¢ikan bakteri di-
renci problemini kontrol altina alabile-
cek ilaglarla silahlanmis bulunuyordu.
Her biri bir iki antibiyotik iizerinde uz-
manlagsmis firmalar, ellerindeki antibi-
yotiklerin etki alanini (spektrumunu)
genisletmisler ve yan etkileri azaltmis-
lard1. Iclerinden bazilar diger bakteri,
viriis ve mantar 6ldiiriicii ilaglara yo-
neldiler. Bazilartysa antibakteriyel ilag
iireemekten vazgectiler. Onlara gore
piyasanin gereksinimleri karsilanmusti.

1980’lerin sonlarina dogru ortaya
cikan iki olay bu goriisii degistirdi: Ba-
z1 bakterilerin bir¢ok antibiyotige ¢ok-
lu diren¢ kazanmasi ve bakteri diren-
cinin yalniz hastanelerde degil, top-
lumda da yayginlagmasi.

[lag endiistrisi bir yandan yeni anti-
biyotikler ve agilar ararken, bir yandan
da bakterilerde direng yaratmayacak
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bilesikler aramaya basladilar. Bu yeni
tip ilaglar, antibiyotikler gibi bakterile-
ri 6ldiirmek yerine onlarin hastalik
yapma mekanizmalarini bozacak ya da
birbirleriyle iletisime engel olacaketir.

Bir ilacin bulunusu sirasinda kim-
yagerler ve biyologlar, “kimyasal pist-
te” calgirlar. Birinci elemede aranan
etkinligi gosterebilecek olan bilesikler
secilir; ikincide bunlar arasindan etkin
olanlar ayrilir. Segilen bu “seri bagla-
r1”nda yapi-etkinlik iligkisi aragtirilir.

Arastirmacilar, denedikleri bilesik-
leri “hazinemiz” dedikleri molekiil
bankalarindan alirlar. Molekiil banka-
lar1 birkag cesittir. Arama-tarama ban-
kalari, ekran iizerinde goriilebilen sa-
nal molekiil modellerinden olusurlar.
Giidiimlii molekiil bankalari, bakteri-
de baglanacagi yer belli olan molekiil-
leri igerirler. Optimizasyon bankalari
daha 6nce bir kimyasal pistten gegmis
molekiillerden ibarettirler. Bu banka-
larda molekiillerin ii¢ boyutlu model-
leri de bulunur.

Biitiin bu molekiil bankalari, ancak
bakteriyel hedeflere dayanan eleme
aygitlariyla birlikte bir anlam kazanir;
tiipte enzim testleri, normal ya da re-
kombinant bakteri testleri gibi. Yiik-
sek verimli eleme yapan bu aygitlar ro-
bot biliminin ilerlemesiyle miimkiin
olmustur. Bu sistemler sulandirma, pi-
petleme, bilesikleri kuyu ya da ¢ukur-
larda toplama, ¢alkalama, belli bir si-
caklikta tutma ve sonuglari okuma gibi
ardigik gorevleri otomatik olarak yapar-
lar. Bu aygitlar, yapilacak analize uy-
gun bilgisayarlarca yonlendirilirler.
"Teste tabi tutulan molekiilleri goriiniir

hale getirmek i¢in 4 yontem kullantlir:
fliioresans, radyoaktivite, bakteri test-
leri ve SPA (Scintillation Proximity As-
say, pirildama yakinlik testi). Yiiksek
verimli bir eleme aygiti, birkag haftada
100 000-500 000 molekiilii eler. Ele-
menin etkinligi, secilen bakteri hede-
fiyle ilgilidir. Son 10 yilda bakterilerin
yapisi, biyokimyasi, fizyolojisi, hastalik
yapma giicii ve ilaglara diren¢ meka-
nizmalarn iizerinde bir¢ok bulus yapil-
mistir.

Bakterilerin antibiyotiklere diren-
cini 6nlemede iki strateji kullanilmak-
tadir: 1) Bakterilerdeki yeni hedeflere
saldiran yeni molekiiller bulunmak. 2)
Bakterilerdeki direng mekanizmasinin
Oniine gecmek.

Bakterilerdeki direncin 6niine geg-
meye ornek olarak, bakterilerdeki beta
laktamaz enzimini ketleyici ilaglar gos-
terilebilir. Penisilin grubu antibiyotik-
ler beta-laktam halkasi igerirler; stafilo-
koklar ve bazi gram negatif bakteriler
betalaktami yikan beta laktamaz enzi-
mi i¢erdikleri icin bu grup antibiyotik-
lere direnglidirler. Penisilinlere beta-
laktamaz ketleyici ilaglar eklenince bu
gibi beta laktamaz yapici baterilerin di-
renci yok olur.

Baz1 bakterilerde rastlanan ¢oklu
direng, bakteri zarlarinin birgok antibi-
yotigi hiicre igine sokmamasina bagl
olabilir. Buna kars1 ii¢ yontem gelisti-
rilmistir: 1) Gram-negatif bakterilerin
dis zarin1 bozarak onlar antibiyotiklere
gecirgen kilan ilaglar. 2) Gram-negatif
(¢ift zarh) bakterilerin antibiyotigi disa
atan pompalarini etkisizlestiren ilaglar.
3) Diga atan pompalarin sentezini 6n-
leyen protein ilaglar. Bunlardan 1. ve 3.
grup ilaglar bilinen antibiyotiklere ek-
lenecek, 2. grup ilaglarsa yeni molekiil-
ler olacakir.

Bir diger yontem, bakteri DNAs1-
nin kendini yenilemesini (replikasyo-
nunu) énlemektir. Ornegin, Escheric -
hiacoli bakterisinde DNA replikasyo-
nunda 30’dan fazla protein rol oynar.
Bu proteinleri yaptiran genlerde bir
miitasyon yaptirilabilirse bakterinin
biiyiimesi durur ve bakteri 6liir. Diger
yandan, replikasyon, bakterilerin ¢o-
gunda benzer oldugundan, replikasyon
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ketleyici bir ilag ¢ok sayida bakteri tii-
riinii 6ldiirebileceketir.

Bugiin i¢in elimizde vyalnizca
DNA’nin bi¢im degistirmesini sagla-
yan topo-izomeraz enzimini ketleyici
bir ilag grubu vardir: kinolonlar. Repli-
kasyonun ilk fazinda rol oynayan 20
kadar enzim bilinmektedir. Yeni anti-
bakteriyeller, bunlari hedef alacaklar-
dir. Hiicre boliinmesi, diger hedefler-
den biridir. Bakterileri ikiye bolen zar,
DNA replikasyonuyla esgiidiimliidiir.
Bakterinin ikiye boliinmesini Fts pro-
teinleri diizenlerler. Bunlardan FtsZ
denilen protein, hiicrelerarasi zar bol-
meleri etkiler. Bu proteinin biraz artisi
mini-bakteriler olusturur; agir1 artisi ise
bakterilerin iplik bi¢imini almasina ve
6lmesine neden olur. Bu nedenle,
FtsZ’yi etkileyen ilaglar mitkemmel
antibiyotikler olabilecektir.

Daha uzak bir gelecekte bakteriler
arasindaki iletisim hedef alinacaktir.
Bakteriler ¢ok sayida olunca, ¢ok hiic-
reli canlilar gibi davranirlar. Grup dav-
raniglar;, feromonlarla diizenlenir.
Gram-pozitif bakterilerde bu feromon-
lar peptid yapisindadirlar. Gram nega-
tiflerde N-Asil-homoserin lakton par-
calanma iriinleridir.

Bakteriler ayrica yiizeylerindeki
detektorlerle yakin g¢evrelerinden al-
diklar1 uyarilar bir 6zel sistemle (trans-
diiktor) bazi genlere iletirler. Bu genle-
rin uyarilmasi, bakterilerin davranigla-
rin1 degistirir.

Birgok bakteri, saldirdiklari canlila-
rin hiicreleriyle (epitel, endotel ve fa-
gositoz hiicreleri) iletisim kurarlar.
Bakteriler dis ortama verdikleri bazi
maddelerle saldirdiklar canlilarin sa-
vunma giiciinii kirarlar. Feromon, de-
tektor ve transdiiktorleri bloke edecek
ilaglar yapilabilirse, bakterinin ¢evresi-
ne uyum saglamasi énlenebilir ve bu
yolla da bakteri direnci kirilabilir.

Bakteriler enfekte ettikleri hiicre-
lere ve biyomateryellere (kateter, pro-
tez vb) yapisirlar. Yapismayi adhezin
denilen bir bakteri proteini saglar. Ad-
hezini bloke edici ilaglar, bakterilerin
hiicrelere yapismasini ve dolasiyla en-
feksiyonu onleyebilir. Bu 6zellikle
streptokok, stafilokok ve kolibasillerde
belirgindir.

Bundan sonra tip, bakterilerin ge-
nom yapisina saldiracak. Fakat bu, he-
men olabilecek bir is degil; ¢iinkii 6r-
negin 2000 gen igeren bir genomda
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Bazi bakterilerde adhesin denilen yapiskan proteinler bulunur; bunlar bakterinin saldir -
digi canlinin almaclarina (zara gémiilii seker molekiilli) yapisirlar. Gerek almaclarin
gerekse adhesinlerin (c) benzesleri aranmaktadir. Bunlar onun yerine gecerek bak -

terilerin dokulara yigilmasini énleyecektir.

genlerin ancak % 10’u iz vitro (tiipte)
biiyiimeyle ve yiizde birkagi da hastali-
ga yol agmasiyla ilgilidir. Gen bankala-
rinin olusturulmasi dev boyutlu bir igin
ilk asamasidir. Bundan sonra bulunan
her yeni genin gorevi saptanmalidir.
Ancak bundan daha sonra yeni hedef-
lere yonelebiliriz.

Bu dev veri bankasindan yararlana-
bilmek i¢in, yeni molekiiler aygitlara
gerek vardir. Biyo-enformatik sayesin-
de gen bankalar kullanilabilecek ve
baz sirasinin 6zdesliginden yararlanila-
rak yeni genlerin bir béliimiiniin go-
revleri bulunabilecek. Bir diger yon-
tem de bu genlerin etkisizlestirilmesi-
nin bakterinin biiyiimesine olan etkisi-
ni aragtirmak olacak.

Yalniz canli organizmalarda (iz o7 -
vo) etkinlesen genleri arastirmak da
olasidir. Geg¢miste bakteriler yalniz
tiipte incelenebildiginden, onlarin has-
taliga yol agan genleri hakkinda pek az
bilgi sahibiydik. Bugiin bu genleri in-
celeyebilmek i¢in birgok arastirma
yontemleri vardir:

1) Canli organizmalarda yasayan
bakterilerin etkinligini arastirma tekni-
g1, IVE'T (In Vitro Expression Techni-
que).

2) Differansiyel fluoresans endiik-
siyonu yontemi, DFI (Differential
Fluorescence Induction).

3) Yonlendirilmis mutagenez yon-
temi, STM (Signature Tagged Muta-
genesis):Bakterilere, genlerin etkinli-
gini bozacak sekilde DNA pargalar
enjekte edilerek, miitasyon yaptrilir.
Bu bakteriler farelere enjekte edilir.
Farede yasayan bakteriler tiipdekilerle
kargilastirilir. Farede bazi bakteri soy-
lar1 yagamazsa, mutasyon yaptirilan ge-
nin enfeksiyon i¢in ¢cok gerekli oldugu
sonucuna vartlir.

4) Hastalik yapma (Viriilans) nakli:
Hastalik yapmayan bakterilere hastalik

yaptirict genler sokulur ve sonra bu
bakteriler hayvanlara verilerek sonug
incelenir.

5) Haberci RNA’larin (mRNA) ek-
siltici melezlestirilmesi: Amag bakteri-
nin canlidaki yagsantisinda rol oynama-
yan temel metabolizma genlerinin et-
kisizlestirilmesidir.

Genom biliminde yeni bir da-
1 hizla gelismektedir: proteomik. Bura-
da bir bakterinin biitiin proteinlerinin
incelenmesi soz konusudur. Boylece
hangi bakteri proteinlerinin antibiyo-
tiklere direngte ya da hastalik yapmada
rol oynadig1 anlagilabilir.

Doénelim yine yeni bir ilag bulun-
masina. Molekiil bankalarinda 1. ve 2.
eleme yapildiktan sonra “seri bag1”
molekiiller bulunur. Bu molekiil klasik
bir antibiyotikse yani bakterileri 6ldii-
riiyor ya da bakteri iiremesini durduru-
yorsa, klinik 6ncesi tiip ve hayvan de-
neylerine gecilir. Fakat bakterinin vi-
riilansini ya da yakin gevresini etkile-
mesini 6nlemek istiyorsak, aday ilaglar,
bakterinin biiyiimesini etkilememeli-
dir. Ne var ki bir ilacin viriilanst nasil
etkiledigini olgebilecek bir yontem
yoktur.

Antibakteriyel ilaglarin yeni bir do-
neme girdigini soylersek abartmis ol-
maliyiz. Temel, tubbi ve molekiiler
mikrobiyoloji bilgileri hizla birikiyor.
Mikrobiyolojide ¢ok etkin yeni aragtir-
ma yontemleri ortaya c¢ikti. Gelecek
yillarda tedavi ve korunma alanlarinda
bircok yenilige tanik olacagiz. Ozellik-
le baz1 bakterilerin bir¢ok antibiyotige
birden diren¢ kazanmasi problemi ¢o-
ziilecektir. Ancak hatirlatalim ki bir ila-
cin gelistirilmesi 10 yil kadar alir ve bir
bakteri, sasilacak uyum yetenegi saye-
sinde, yasamasina engel olacak seylere
kars1 daima bir savunma gelistirebilir.
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