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BIRINCI SECENEK ANTI-TUBERKULOZ ILACLARA
KARSI MOLEKULER DIRENGC MEKANIZMALARI

Didem OZGUR!

GIRIS

Tiiberkiiloz (TB), Mycobacterium tuberculosis (Mtb)'in neden oldugu en 6nemli
enfeksiyoz hastaliklardan biridir. Koronaviriis hastaligit 2019 (COVID-19)
pandemisine kadar TB, tek bir enfeksiy6z ajandan kaynaklanan baslica 6lim
nedeni arasinda yer almaktaydi. Diinya Saglik Orgiitiiniin 2022 raporuna gore,
2021 yilinda diinya ¢apinda tahmini 10.6 milyon insanin TB basili ile enfekte
oldugu ve 1.6 milyon insanin TB nedeniyle 6ldiigii bildirilmektedir (1).

TB tedavisinde kullanilan izoniazid (INH), rifampisin (RIF), etambutol (EMB)
ve pirazinamid (PZA) birinci segenek ilaglardir. TB'nin yaklasik alt1 aylik standart
tedavi rejiminde ilk dort ay INH/RIF/EMB/PZA ve son iki ay INH/RIF birlikte
uygulanmaktadir(2).Birincibasamakilaglaraekolarak,etionamid,enjekteedilebilir
aminoglikozitler, florokinolonlar, diarilkinolinler ve nitroimidazoller dahil olmak
tizere diger antimikrobiyaller ikinci basamak ilaglar olarak adlandirilmaktadir.
Ikinci basamak ilaglarin, birinci basamak ilaglara kiyasla daha diisiik etkinlige
ve daha yiiksek toksisiteye sahip oldugu ve bir yildan fazla siirebilen daha uzun
bir tedavi rejimi gerektirdigi kanitlanmistir (1-3,4). Tiim diinyada birinci secenek
anti-TB ilaglardan olan INH ve RIFe karst ayni anda direncin goriildiigii Cok
[laca Direngli (CID)-TB'nin veya INH ve RIF direncine ek olarak levofloksasin
veya moksifloksasin gibi florokinolona ve ayn1 zamanda enjekte edilebilir ikinci
basamak ilaglardan (amikasin, kapreomisin veya kanamisin) en az birine direncin
goriildiigii Yaygin Ilaca Direngli (YID)-TB'nin ortaya ¢ikist TB kontroliinii biiyitk
olciide tehdit etmektedir (5). Giiniimiizde, CID-TB ve YID-TBnin mevcut
kemoterapisinin azaltilmasi ve basitlestirilmesi amaciyla bedakuilin, delamanid,
pretomanid, linezolid, klofazimin ve moksifloksasin gibi anti-TB aktiviteye sahip
yeni veya yeniden tasarlanmis ilaglara dayali yeni rejimler faz III klinik deneme
asamasinda bulunmaktadir (6).
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Mikobakterilerin diren¢ mekanizmasi tam olarak anlagilmamis olmasina
ragmen olast mekanizmalar; ila¢ direnci ile iliskili spesifik enzimleri ve
transkripsiyon faktorleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar, hiicre duvarn
gecirgenligindeki degisiklikler, intraseliiler ve ekstraseliiler ortama adaptasyonu
diizenleyen iki-komponentli sistemin ve efluks pompalarinin agir1 ekspresyonudur
(7).

Bu bolumde, INH, PZA, RIF ve EMB dahil olmak tizere birinci secenek ilaclar
icin Mtbde tespit edilen mutasyonlar ve polimorfizmler gibi genetik direng
mekanizmalarinin aciklanmasi amaclanmustir.

iZONIAZID (INH) DIRENCI

INH veya izonikotinik asit hidrazid en etkili anti-TB ilaglardan biridir ve 1952'den
beri anti-TB ajan olarak kullanilmaktadir (8). INH, bir piridin halkasina bagli bir
hidrazin grubundan olusmaktadir. INH bakterisidal ve bakteriyostatik aktiviteye
sahip, standart TB rejimi tedavisinde kullanilan dar spektrumlu bir antimikrobiyal
olarak kabul edilmektedir (9). Ilk olarak 1951'de ¢igir agan bir anti-TB ajan olarak
tanimlanmis ve o zamandan beri TB’ye kars1 yaygin olarak kullanilmaktadir (10).
Bu nedenle, tiim TB vakalarinin %11’inden fazlasinda INH direncinin saptanmasi
sasirtict bir durum degildir (11).

INH bir 6n ilagtir ve etkinlik gosterebilmesi i¢in katalaz peroksidazin 6zellikle
KatG enzimi tarafindan aktive edilmesi gerekmektedir (12). KatG, INH'yi iki
asamada okside etmektedir. Birinci agsamada izonikotinil radikalinin olusumu
meydana gelmekte ve ikinci asamada bu radikal, INHnin aktif formu olan
izonikotinamid’i olusturmak i¢in amonyakla reaksiyona girmektedir (13-15).
INH’nin aktif formuna ek olarak, bu dontigiim sirasinda birkag reaktif oksijen
triinleri de tretilmektedir (16). INH aktive oldugu zaman, bu koenzimin
nikotinamid grubu ile kovalent bir bag olusturarak NADH, INH-NAD ile bir
eklenti olusturmaktadir. INH-NAD, 2-trans enoil-agil tastyic1 protein rediiktaz
(InhA)7a baglanarak Mtbdeki mikolik asitlerin biyosentezini inhibe etmekten
sorumlu olan molekiildiir. Bu enzim, NADH’ye bagh kisa dehidrogenaz/rediiktaz
ailesine aittir ve trans-2-enoil-ACP yag asitlerinin indirgenmesini katalize
etmektedir (17). Yag asidi sistemi II (FAS-II)de bir enzim olarak InhA, mikolik
asitlerin onciileri olan uzun C56 yag asidi zincirlerinin tiretimine yol agan C15-
C18in ozellikle elangasyonu asamasinda yer almaktadir (17-22). InhA aktif
bolgesinde INH-NAD, aktivitesini inhibe eden NADH ile rekabete girmekte
ve sonug olarak C, yag asitlerinin birikmesine neden olmaktadir. Béylece
mikobakteriyel hiicre duvarinin temel bilesenleri olan mikolik asitlerin tiretimini
durdurarak bakteri lizisine katkida bulunmaktadir (17,19).
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INH direncine neden olan mutasyonlar temel olarak katG ve InhA genlerinde
tanimlanmigtir. (23). InhA ve KatG genlerinde meydana gelen mutasyonlar,
delesyondan ziyade genellikle missense mutasyon seklinde gerceklesmektedir
(24).

KatG, her monomerin 2 alana sahip oldugu homodimerik bir enzimdir. Bu
alanlar, agirlikli olarak a-helisler tarafindan olusturulan peroksidaz ailesinden
diger proteinlere benzer bir katlanmaya sahiptir (25). Hem C-terminal hem
de N-terminal alanlar1 benzer olmasina ragmen N-terminal alani, KatG aktif
bolgesinin bir pargasi olan bir heme porfirini baglamaktadir. INH aktivasyonunda,
INHnin heme baglama boélgesine daha yakin baglanmasinin anahtar bir rol
oynadig1 gosterilmistir (26). INH direnci bakimindan KatGdeki en yaygin
stibstitlisyonlar aktif bolgede, 6zellikle R104, H108 ve S315 yan zincirleri iceren
INH baglanma bolgesinde meydana gelmektedir. Ek olarak, H270 ve T275 gibi
heme baglama bolgesinde bulunan yan zincirlerde de cesitli siibstitiisyonlar tespit
edilmistir (24). Bu yan zincirlerdeki mutasyonlar, substrat afinitesini degistirmekte
veya daha diisiik katalaz peroksidaz aktivitesine yol agmaktadir. Béylece, INH
aktivasyonunda azalma meydana gelmektedir (25,27).

INH direncinde en yaygin mekanizmalardan biri, temel olarak promotor
bolgedeki mutasyonlarin neden oldugu InhA geninin asir1 ekspresyonunu
icermektedir (28). Alternatif olarak, InhAnin kodlama boélgesinde missense
mutasyonlara yol acan siibstitiisyonlara sahip birka¢ mutant da tanimlanmustir.
Simdiye kadar biyokimyasal veya biyofiziksel olarak karakterize edilen mutant
enzimlerin ¢ogu, NADHnin InhAya ve bdylece INH-NADye baglanma
afinitesinde bir azalmaya neden olmakta ve enzimatik katalizi destekleyen protein
aktif bolgesinde koenzim ve adiiktiin doniisimiinii arttirmaktadir (24).

INH direngli Mtb suslarinda KatGdeki S315T mutasyonu, en baskin
olanlardan biridir. Bu siibstitiisyon, heme grubuna erisim yolunun 6Adan 4.7 A’ye
daralmasina yol agarak INH icin baglanma afinitesini, INH aktivasyonunu ve
NAD-INH adiiktiin olusumunu azaltmaktadir. Ayrica, bu siibstitiisyon kismen
KatG katalaz-peroksidaz fonksiyonunu devam ettirmektedir (26, 29,30).

Diger yandan, His108’in INH baglanmasinda yer alan bir yan zincir oldugu da
bildirilmistir. H108E ve H108Q’yu igeren iki siibstitiisyon tanimlanmistir. Bu iki
mutasyon, muhtemelen INH aktivasyonunu bozarak KatG'nin INHye afinitesini
de azaltmaktadir (25, 31). A110V mutantiin INHye karsi dirence neden
oldugu da bildirilmistir. Valinin daha biiyiik yan zinciri H108 konformasyonunu
degistirerek, INHnin baglanmasinda azalmaya neden olmaktadir (32). T275P
stibstitiisyonu gibi diger mutasyonlar, hem INH’yi aktive edemeyen hemde
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reaksiyonunu katalize edemeyen katlanmamus bir protein iiretimi seklinde protein
kararsizligina yol agmaktadir (24).

Son zamanlarda, INH direnci ile iliskili KatG geninde yeni tek niikleotid
polimorfizm (SNP)’leri tespit edilmistir. Thwe ve ark’nin yaptig1 calismada,
ilaca direngli 65 adet Mtb izolatin ikisinde INH direncine neden olan katG
geninde yeni bir SNP tespit edilmistir. Bu mutasyon, 365 pozisyonunda (P365R)
prolinin argininin yerine ge¢mesine neden olmaktadir (33). P365’in, KatG aktif
bolgesinden 16Adan daha fazla uzakta olmasina ragmen, INH direncine neden
oldugu varsayillmaktadir. Arginin yerine prolinin siibstitiisyonu, muhtemelen
INH igin daha diisitk bir baglanma afinitesine yol acan konformasyonel
degisikliklere neden olmaktadir. Kandler ve ark’nin yaptig1 calismada, 52 INH
direncli Mtb susunda tiim genom sekanslama (WGS) yontemi kullanilarak KatG
geninde W121Q, W161R, E402stop, A480del, L415P olmak iizere 5 yeni mutasyon
saptanmuigtir (34). Islam ve ark’nin yaptig1 calismada, KatG geninde INH direnci
ile iligkili C20R, G33V, W91stop, WI1R, P92S, G111S, G125S, Q127P, D142G,
L147P, S211G, G279V, A312P, H417Q, V431A, 1436P, Q461P, G466R, G490S,
V581G, N508D, E607A ve N660D olmak iizere yeni mutasyonlar tanimlanmustir.
Tlging bir sekilde, G111S (7,9 A), Q127P (12,5 A), D142G (10,7 A), G279V (10,3 A)
ve A312P (8,0 A) mutasyonlar1 heme grubu baglama bélgesine yakin oldugundan
dolayi, INH aktivasyonunda bir etkiye sahip olabilecegi belirtilmistir. Genetik
ve fonksiyonel deneylerle dogrulanmamis olmasina ragmen bu mutasyonlarin,
INH diren¢ markerlar1 olma konusunda umut vadettigi disiiniilmiistiir (35).
WGS yotemiyle $angaydan 137 ve Rusyadan 78 ilaca direngli Mtb izolatinda INH
direnci ile iligkili KatG geninde S17G seklinde yeni bir mutasyon tanimlamigtir
(36). KatG'nin N-terminal bolgesi, dimerizasyon i¢in 6nemli olan alanlar arasi
etkilesimlerde yer almaktadir (25). S17G, C20R ve G33V mutasyonlari, protein
dimerizasyonunun kararsizligina neden olabilir. Mtbde dirence neden olan
mutasyonlarin saptanmasinda WGS yontemi basarili olmasina ragmen, bu yeni
mutasyonlarin diren¢ mekanizmalarinin belirlenmesi i¢in daha fazla ¢alismaya
ihtiyag vardir (34).

KatG mutasyonlarinin yani sira, siklikla INH direnci ile iliskilendirilen diger
mutasyonlar T(-8)G/A, C(-15)T ve A(-16)G gibi InhA promotér bolgesindeki
mutasyonlardir. Bu mutasyonlar, yapisal protein modifikasyonlarindan ziyade
InhA'nin asir1 ekspresyonuna neden olmaktadir (28,37,38). InhA mutasyonlarinin
arastirildigr ve 11.000den fazla izolatin dahil edildigi bir metaanaliz ¢aligmasina
gore; 6.192 fenotipik direngli izolatin yaklasik %20,5’inde InhA promotor
bolgesinde, ozellikle — 15 ve — 8 mutasyonlar1 gozlenirken, analiz edilen suslarin
sadece yaklasik %1’'inde inhA kodlama boélgesinde amino asit siibstitiisyonlar1
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bulundugu saptanmistir (39). Kodlama bolgesinde bulunan ve klinik olarak ilgili
olan bu mutasyonlar arasinda K8N, 16T, 121T, 125T, 47T, A78V, S94A, S94R, I95P,
L168W, A190S, 1194T, R202G, E217D, T241M, D256N, 1258T, 1258V ve Y259H
yer almaktadir (28, 39,40). InhAy1 etkileyen missense mutasyonlar, genellikle
INH-NAD baglanma bolgesine su molekiillerinin akisina neden olarak NAD-
INH adiiktiiniin ve NADH baglanma afinitesinin azalmasina yol agmaktadir.
Diisiik baglanma afinitesi nedeniyle, enzim devir hiz1 ve InhA aktif bolgesinde
koenzim ve adiiktiin baglanma siiresi degismektedir. Bu etki, bagli olmayan InhA
ve bagl InhA arasindaki orani artirmaktadir. INH-NAD ve NADH yenileme
orany, vahsi tip InhA’ya kiyasla mutantlarda daha yiiksek olmaktadir (28,41,42).
I21T, 147T, S94A ve 195P dahil olmak iizere gesitli mutasyonlar biyokimyasal
veya biyofiziksel olarak karakterize edilmistir. Bu mutant proteinlerin ¢ogunda
NADH i¢in ayrisma sabitinin, vahsi tip enzimden ¢ok daha yiiksek oldugu
gdzlemlenmistir. [lging bir sekilde, in vitro kogullarda mutant 195P’nin herhangi
bir aktivite gostermemistir. Bu durum, residiiel aktivitesi i¢in FAS-II sisteminden
enzimlerin, protein-protein kompleksi olusumunun O6nemli olabilecegini
gostermektedir (43). S94A siibstitiisyonu, yapisal ve islevsel olarak en karakterize
edilen mutasyondur. Ser94 hidroksil yan zinciri, bir su molekiilii araciligiyla
NADH ile dolayli bir hidrojen bagi olusturmaktadir. Mutasyona ugramis
proteinde, alaninin apolar yan zinciri nedeniyle bu su molekiilii eksiktir. Sonug
olarak, koenzimin InhAya afinitesi iizerinde dogrudan bir etkisi bulunmaktadir
(28, 41,42). 121V ve I47T mutasyonlarini biyokimyasal veya yapisal olarak
daha ayrintili olarak arastirildig1 ¢alismalarda, vahsi tip enzime kiyasla mutant
enzimlerin aktif bolgesindeki su molekiillerinde bir bozulma ve degistirilmis
bir NADH ayrisma sabiti gozlemlenmistir (41,42). Birka¢ InhA mutantinda
gerceklestirilen biyofiziksel ¢alismalar benzer molekiiler direng mekanizmalar:
gostermis olsa da, InhA birincil yapisinin tiim uzantisini kapsayan mutasyonlar
oldugu i¢in digerleri de mevcut olmalidir (28, 39, 40). Ek olarak, 6rnegin KatG
mutasyonu D142G ve EthA S266R’yi barindiran direngli bir Mtb izolatinda
tanimlanan G141E siibstitiisyonunun yakin zamanda tanimlanmasi gibi InhA
geninde siirekli olarak yeni mutasyonlar ortaya ¢ikmustir. Fakat heniiz genetik ve
fonksiyonel analizler yoluyla dirence neden oldugu kanitlanmamustir (35).

RiFAMPISIN (RIF) DiRENCi

Rifampin olarak da bilinen RIF, ansamisin antibiyotik ailesinin {yeleri olan
rifamisinlerden kimyasal olarak tiiretilen bir antimikrobiyaldir. Rifamisin
bilesikleri, RIF’in Rifamisin SV’nin bir tiirevi oldugu 7 farkli molekiilden
olusmaktadir. Rifamisin SV’nin kimyasal yapisi, bir 3-(4-metil-1-piperazinil)
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iminometil grubunun sentetik olarak eklenmesiyle degistirilerek, yiiksek
antibakteriyel aktivitesi korunurken kimyasal stabilite ve oral uygulama
iyilestirilmistir (10,44, 45).

RIF ilk olarak 1965te sentezlenmis ve 1970'den beri TB tedavisinde, 6zellikle
INH ile kombine tedavide kullanilmaktadir (46). RIF’in yiiksek sterilizan
etkinligi sayesinde tedavi rejimine INH ve EMB ile birlikte RIF’in eklenmesi,
tedavi siliresinin 12 aydan 9 aya diismesini saglamistir. Bu nedenle, su anda
RIFE, TB’ye kars: birinci segenek ilag ve TB tedavisi i¢in kullanilan standart ilag
kombinasyonunun bir par¢asi olarak kabul edilmektedir (10,11, 46).

RIE, DNA bagimli - RNA polimerazina (RNAP) baglanarak RNA sentezini
inhibe etmektedir. RIE, rpoB geni tarafindan kodlanan RNAP’nin B-alt birimine
baglanmakta ve RNA yapisinda yer alan 5 fosfat gruplar: arasinda sterik bir
carpismaya neden olmaktadir. Boylece RIF, RNAP1n translokasyonu sirasinda 2
veya 3 niikleotid uzunlugundaki RNA transkriptleri i¢cin RNA elangasyon yolunu
inhibe etmektedir. Bu blokaj, bakteriyel transkripsiyon mekanizmasini ciddi
sekilde bozmakta ve sonug olarak hiicre 6liimiine yol agmaktadir (45,47).

RIF direnci temel olarak RNAP’nin B alt birimini kodlayan rpoB genindeki
mutasyonlarla iligkilidir. RNAP temel bir proteindir ve dizisi tiim bakterilerde
son derece korunmustur (47-49). rpoB geninin Mtbdeki 426 ile 452 ve E.colideki
507 ile 533 kodonlar1 arasinda kalan bolgenin mutasyonlardan daha yaygin olarak
etkilendigi ve bunlarin siklikla RIF direnci ile iliskilendirildigi kapsamli bir sekilde
bildirilmistir. Bu bolge 81 baz ciftini icermekte ve genellikle R-direnci belirleme
bolgesi (RRDR) olarak bilinmektedir. RRDR tarafindan kodlanan amino asit
zincirinin, RIF baglanmasi i¢in 6nemli oldugu ve bu bolgedeki mutasyonlarin
RIFin RNAP?a afinitesini etkiledigi ortaya konmustur (47,49,50). Bu nedenle,
RIF direngli suglarin yaklagik %95’inin bu bélgede, ozellikle de 516, 526 ve 531
kodonlarinda (Mtbde 435, 445 ve 450) mutasyon goriilmektedir (47,49,51).

Bu direng mekanizmasi, en yaygin siibstitiisyon olan S531L siibstitiisyonlar1
veya H526D ile o6rneklendirilebilir. Bu mutasyonlarin her ikisi de molekiil
i¢i hidrojen baglarina miidahale etmektedir. Mutant L531’in yan zinciri, RIF
baglanma pozisyonundaki yapisal bir bozukluk nedeniyle RIF baglanmasini
bozmaktadir. D526 ise, RIF baglanma afinitesini azaltan bir itme giiciine neden
olmaktadir. RIF direncine de dahil olan, ancak daha diisiik bir direng seviyesi
gosterenler dahil olmak iizere genellikle daha yiiksek bir fenotipik varyasyona
sahip olan diger siibstitiisyonlar H526L, H526G, H526R ve L533Pdir (50,52,53).
2020 yilinda Hirani ve arkiinin yaptii caligmada, bir CID-TB izolatinda
arginin eklenmesini kodlayan 512-Arg-514 rpoB mutasyonu tanimlanmigstir
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(54). Ilging bir sekilde, RRDR bélgesindeki diger insersiyonlar da yaygin olarak
rapor edilmekte ve oOzellikle 514-L-516, 511-P-513, 511-E-513 RIF direnciyle
iliskilendirilmektedir (55). Takawira ve ark’inin yaptiklari ¢alismada, R529Q gibi
RRDR igindeki siibstitiisyon mutasyonlar: ve I572P gibi RRDR disinda heniiz
direng ile iliskili mutasyonlar olarak dogrulanmamis olmasina ragmen, direngli
suslarda tanimlanmis olan siibstitiisyon mutasyonlari seklinde 13 yeni mutasyon
tespit edilmistir (56). Gliney Afrikada 240 izolat ile yapilan bir ¢calismada RRDR
disinda 5 mutasyon tespit edilmistir. Bunlardan T480A ve Q253R RIF direnci
ile iligkili bulunmustur (57). Yakin zamanda WGS yontemiyle yapilan bir
calismada, rpoB’yi Q172R siibstitiisyonu ile kodlayan yeni bir rpoB mutasyonu
tanimlamustir (36). Ayrica, RIF direngli suslarin yaklagik %5’inde rpoB geninde
mutasyon goriilmemektedir. Cesitli calismalarda RIF direncine, mmr, mmpL?7,
Rv1258c, p55 ve efpA gibi bakteriyel efluks pompa sisteminde yer alan genlerin
asir1 ekspresyonun neden olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (34,58).

Fenotipik ila¢ duyarlilik test (IDT)’leri RIF direncine neden olan mutasyonlarin
saptanmasinda “altin standart” yontem olmasina ragmen, bu yontemle
tespit edilemeyen diisiik seviyeli RIF direncine neden olan bazi mutasyonlar
bulunmaktadir. L511P ve D516Yyi i¢eren bu mutasyonlar, kétii klinik sonuglarla
iligkili olmakla birlikte fenotipik IDT ile saptanmasini engellemektedir. Boyle
durumlarda, WGS gibi genotipik IDT, bu mutasyonlarin tespiti i¢in umut verici
olmaktadir. Genotipik IDT, kompensatuvar mutasyonlar hakkinda da énemli
bilgiler saglayabilmektedir. Bu kompensatuvar mutasyonlar, rpoBde RRDRnin
disinda ve hatta rpoA/C gibi diger genlerde tespit edilmistir (59-64).

PIRAZINAMID (PZA) DIRENCI

PZA, pirazin yerine piridin grubunun ikame edildigi bir nikotinamid analogudur.
Bu ilag ilk olarak 1936da sentezlenmis ve 1952'de TB tedavisinde kullanilabilecek
potansiyel bir ila¢ oldugu kabul edilmistir. PZA, 1980den itibaren TB tedavi
rejiminde birinci basamak ila¢ olarak kullanilmaktadir. TB tedavi rejimine
PZAnin eklenmesi ile tedavi siiresi 9 aydan 6 aya diistiriilmiistiir (65-67).

INH’yebenzer sekilde PZA dabir 6nilagtir veanti-TB aktivitesini gosterebilmesi
i¢in pncA geni tarafindan kodlanan nikotinamidaz veya pirazinamidaz (PZAse)
tarafindan pirazinoik aside (POA) doniistiiriilmesi gerekmektedir (67-68). PZA/
POA, biiylime durumundaki basillerden ziyade latent ve persistan durumdaki
basillere daha etkilidir ve sterilizan bir 6zelligi bulunmaktadir (69). PZAnin
primer etki mekanizmasi, Mtb aktivitesinin bir sonucu olarak asidik ortamlarda
bakteri hiicresine POA akiginin kolaylastirilmasi, basil icinde POA birikmesine
ve nihai olarak sitoplazma asidifikasyonuna yol agmasidir (70). POA ayrica zar
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potansiyelini bozabilmekte ve zarin enerjisini kesebilmektedir (67). Ayrica POA,
ribozomal protein S1 (rpsA)e baglanarak trans-translasyon inhibisyonuna neden
olabilmektedir (71).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, panD enziminin PZA/POA igin ana
hedeflerden biri oldugunu gosterilmistir (72). PanD, dogrudan -alanin iiretimine
dahil olan CoA ve pantotenat biyosentezinde yer alan bir enzimdir (67,70). POA,
panD aktif bolgesine baglanmakta ve substrati D-aspartat ile rekabet etmektedir.
Mtb panD kristal yapisi, bu ligand ve proteinin etkilesimlerini ortaya ¢ikaran POA
ile kompleks halinde ¢oziilmiistiir. Ozellikle, POAnin panD aktif bolgesinden
A74, A75, R54 ile 6nemli hidrojen etkilesimleri gerceklestirdigi tespit edilmistir
(72).

Mtbde PZAya kars1 dirence neden olan mutasyonlar, agirlikli olarak PZase
aktivitesini etkileyen pncA geninde goézlenirken, panD ve rpsA genlerinde de
direng ile iligkili mutasyonlar tespit edilmistir (71-74). PanD'de mutasyon olmasi
durumunda PZA direnci, daha diisik bir POA afinitesinden ve panD aktif
bolgesinde kalma siiresinin azalmasindan kaynaklanmalidir. Ozellikle aktif bolgeyi
kaplayan iki halkanin panD kalintilarinda mutasyonlar bildirilmistir. Bu panD
halkalari, substrati solventten izole edilmis halde tutmak i¢in protein aktif bolgesi
tizerinde bir bariyer olusumunda yer alan 20-24 ve 119-126 kalintilar1 tarafindan
olusturulmaktadir. Sun ve ark. yaptig1 ¢alismada, H21R ve M117Inin panD
mutasyonlari olarak PZA direnci ile iligkili oldugu tespit edilmistir. Bu ¢aligmada,
izotermal titrasyon kalorimetrisi ve enzimatik testler kullanilarak iki mutantin
afinitesi ve aktivitesi gozlemlenmistir. Mutantlarin aksine vahsi tipte, daha giigli
inhibisyon ve POAnin daha yiiksek afinitesi saptanmigtir. Ayrica kristalografi
kullanilarak, H21R ve M117I mutasyonlarinin a ve P zincirlerinin C-terminal
halkalarina yakin bolgeleri etkiledigi de belirlenmistir (72). Yakin zamanda
Giiney Cinde yapilan bir ¢aligmada, klinik izolatlardan izole edilen yeni bir panD
mutasyonu olan L132P’nin tanimlandig1 bildirilmistir. L132P mutasyonu, panD
C-terminal halkasina yakinligi nedeniyle 6nemlidir. Fakat, su anda bu mutasyon
icin herhangi bir biyokimyasal veya biyofiziksel karakterizasyon g¢alismasi
bulunmamaktadir (75). PanD i¢in klinik olarak 6nemli diger mutasyonlar H21R,
149V, E130G, P134S ve V138Adir. H21R, 149V, E130G, P134S ve V138A olmasina
ragmen, bu siibstitiisyonlarin enzim ve ligand afiniteleri tizerindeki etkisi
hakkinda fonksiyonel ¢alismalar da bulunmamaktadir (76).

PncA geninde mutasyonlarve polimorfizmler ¢ok¢esitlibolgelerde goriilmesine
ragmen 3-17, 61-85, 132-142 arasindaki kodonlar arasinda kalan ii¢ bolgede
kiimelenmistir (66, 70). Bu bolgelerde, PZase enziminin katalitik bolgeleri (Asp8,
Lys96 ve Cys138) ve metal baglama yerleri (Asp49, His51 ve His71) bulunmaktadir
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(67,70). Daum ve ark’nin 91 Mtb klinik izolat: ile yaptiklar1 ¢alismada pncA
geninde Q10H, V93M, G132R, A146P, T177P seklinde siibstitiisyon mutasyonlars;
promotor A(-5), AIV(6,7) (sirasiyla alt1 ve yedinci konumlarda izoldsin ve valinin
silinmesi) seklinde delesyon mutasyonlar;; 4 ¢ergeve kaymasi (cgTTG), 16
gerceve kaymasi (GGgT), 132 ¢ergeve kaymasi (cGGT) seklinde gergeve kaymasi
insersiyonlar;; 122 ¢erceve kaymasi (cggCAA) seklinde insersiyonlar olmak
lizere toplam 11 yeni mutasyon tanimlanmistir. Bu mutasyonlardan AIV(6,7),
Q10H ve V93M’nin PZAya kars1 dirence neden oldugu dogrulanmistir (77).
Khan ve ark’nin molekiiler dinamik simiilasyonlarini kullanarak pncA geninde
L19K, R140H ve E144K dahil olmak {izere {i¢ mutasyonunu biyofiziksel olarak
karakterize ettikleri ¢alisgmada, mutant protein modelleri i¢in siiperpozisyon
yoluyla elde edilen RMSD’nin vahsi tip pozisyonuna kiyasla 2Adan daha yiiksek
goriindiigiinti tespit edilmistir. Bu durum, mutasyonlarin protein stabilitesini
bozdugunu, PZAya kars1 aktivitesini azalttigini ve giiclii bir sekilde dirence katkida
bulundugunu disiindiirmektedir (78). Li ve ark’nin 424’1 ilaca direngli olmak
tizere toplam 465 klinik izolati dahil ettikleri ¢alismada, PZA direnciyle ilgili 30
yeni mutasyon tanimlanmigtir. Mutasyonlarin 24’tiniin PZAse aktivitesinin yer
aldig1 pncA gen bolgesinde, geri kalan mutasyonlarin diger bolgelerdeki amino
asit siibstitlisyonlarinda goriildtigii tespit edilmistir (79).

ETAMBUTOL (EMB) DIiRENCi

EMB, 1960 yilinda potansiyel anti-TB aktivitesi olan bir ilag¢ olarak tanimlanmustir.
Karbon zincirinin her bir tarafinin sonuna biitanol parcalarinin eklenmesiyle,
merkezde bir etilendiamin molekiiliinden olusan nispeten basit bir kimyasal
yapiya sahiptir (10).

EMB, mikobakteriyel hiicre duvarinda bulunan arabinogalaktana arabinozun
baglanmasini inhibe etmekte ve bakteri hiicresinin oliimiiyle sonuglanan
dekaprenil-fosfat-arabinozun hiicre birikimine yol agmaktadir Operon embCAB,
hiicre duvar1 arabinan biyosentezinde yer alan arabinosiltransferazlar olan
embA, embB ve embC proteinlerini kodlamaktadir (24). embA ve embB, bir
heterodimerik kompleks iken, embC homodimerik bir enzimdir (80-82). EmbB,
EMB direncinde rol oynayan en dnemli mutasyonlara sahiptir. Glikozil donér
substrat1 dekaprenil-fosfatarabinoz, alic1 substrat diarabinoz ve bilinen inhibitor
EMB ile kompleks halindeki bu ii¢ proteinin kriyo-EM {ii¢ boyutlu yapilari
belirlenmis ve EMB’nin embB ve embC’nin aktif bolgelerine rekabetci bir sekilde
baglandig1 dogrulanmistir (80,83). Emb proteinlerine bir agil tasiyici protein olan
AcpM de eklenmistir. EmbA-EmbB-AcpM kompleksi bir arabinoz molekiiliiniin
alicidan vericiye transferini katalize ederek arabinoz kalintisi ile arabinan reseptorii
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arasinda 1-3 baglantist olustururken, EmbC-AcpM kompleksi 1-5 baglantisin
takiben arabinan zincirinin uzatilmasinda rol oynamaktadir (81,82). EMB'nin
disakkarit iirtin baglanma bolgesini bloke ederek, bu reaksiyonlar1 inhibe ettigi
gosterilmistir (84).

Ayrica EMB, INH ile sinerjik aktiviteye sahiptir. Rv0273c geni tarafindan
kodlanan bir transkripsiyon faktorii olan EtbR'nin, InhA ekspresyonu igin bir
represor gorevi gorerek InhA ekspresyonunu negatif olarak diizenlemekten
sorumlu oldugu tahmin edilmektedir. EMB'nin, EtbR ile etkilesime girerek etkisini
artirabildigi one striilmistiir. Bu da sonugta, EMB ile birlikte uygulandiginda
daha da az InhA ifadesine ve dolayisiyla daha yiiksek INH duyarliigina yol
acacak(85).

EMB direnci ¢ogunlukla EMBnin hedef proteinlerini kodlayan embCAB
operonundaki mutasyonlar1 icermektedir Buna ragmen, EMB’ye direngli suslarin
%30’unda embB geninde mutasyon rapor edilmemistir (86). EmbC ve embC-
embA intergenik alanindaki mutasyonlarin da EMB direncine neden oldugu
bildirilmistir (87). EmbC genindeki mutasyonlar, EMBye protein baglanma
bolgesinin yakinindaki siibstitiisyonlar nedeniyle daha diisiik EMB baglanma
afinitesine sahip mutant proteinlerin {iretilmesine yol acabilirken, embC-embA
intergenik alanindaki mutasyonlar embA ve embB genlerinin mRNA ifadesi
tizerinde giiglii bir etkiye sahip olabilmektedir (81,87).

EMB direngli izolatlarinin %68’inden fazlasinda embBdeki M306 kalintisinda
mutasyonlar tespit edilmistir (86,88). Ayrica diren¢ noktalari olarak rapor
edilen G406 ve Q497 bolgelerinde mutasyonlar, EMB direngli suslarda siklikla
izole edilmektedir (89,90). EmbB’nin yapisina dayanarak, M306 dogrudan EMB
baglanmasinda rol oynamaktadir ve bu kalintiy1 veya Y302 ve E327 dahil olmak
tizere onunla etkilesime giren kalintilar etkileyen mutasyonlar, protein aktifbolgesi
ile EMB arasindaki etkilesimdeki farkliliklar nedeniyle EMB baglanma afinitesini
bozmaktadir. Ote yandan Q497’i etkileyen mutasyonlar E327 ve EMBnin
etkilesimine miidahale ederek bu ilacin baglanma afinitesini azaltabilmektedir.
G406’y1 etkileyen mutasyonlarda yer alan diren¢ mekanizmalarinin sterik bir
engele yol a¢tig1 ve sonug¢ olarak EMB baglanma bolgesinde konformasyonel
degisikliklere neden olarak ligand afinitesini azalttigi One siiriilmektedir
(81,89,91).

Son zamanda yapilan ¢alismalarda embCAB operonu tarafindan kodlanan
proteinlerde bir dizi mutasyon bildirilmistir. Li ve arknin yaptig1 calismada,

embBde D78G siibstitiisyonunu kodlayan yeni bir mutasyon tespit edilmistir
(92). Park ve arkadaslarrnin yaptig: iki farkli calismada S317P, Q445R ve Y319D/
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H1002R siibstitiisyonlarin1 kodlayan yeni embB mutasyonlar: bildirilmistir
(93,94). Sun ve ark. embA geninde, biri intergenik bolgede bulunan embA G(-5)A
ve digeri ise V18F stiibstitiisyonunu kodlayan iki yeni mutasyon tanimlamislardir.
embA G(-5)A ve V18F mutasyonlari, EMB direncinde rol oynadig: iyi bilinen
diger embB mutasyonlarina da sahip izolatlarda tespit edilmistir. Ayrica, embC
geninde de D329E siibstitlisyonunu kodlayan yeni bir mutasyon tespit edilmistir
(95). embA-embC'nin intergenik bolgesindeki mutasyonlarin embCAB operonu
tarafindan kodlanan proteinlerin ekspresyonunu upregiile ettigi bilinmesine
ragmen, bu mutasyonlarin yalnizca EMB direncinde rol oynayip oynamadigina
dair bir kesin bir kanit bulunmamaktadir (87,95).

SONUC

TB halen tiim diinya saghigini tehdit eden en 6nemli enfeksiy6z hastaliklardan
biridir. Ozellikle CID ve YID-TB ‘nin ortaya ¢ikisi, TB kontrol faaliyetlerini ciddi
olgiide engellemektedir. Glintimiizde yapilan ¢aligmalarda, TB tedavi rejiminde
kullanilan birinci segenek ilaglarin (INH, PZA, RIF ve EMB) etkinligini azaltan
yeni mutasyonlar belirlenmistir. Direngli suslarin neden oldugu TBnin yonetimi
ve tedavisinde yaganan zorluklar nedeniyle, Mtb'nin bu antimikrobiyallere kars:
diren¢ mekanizmalarinin belirlenmesi, raporlanmasi ve anlagilmasi bityiik 6nem
tasimaktadir. Yeni genom dizileme yontemleri sayesinde diren¢ mekanizmasinin
tanimlanmasi ve anlasilmasi, mutasyonel etkinin Ongoriilmesine olanak
saglamaktadir. Bu alanda kaydedilen tiim ilerlemelerin; anti-TB ilaglarin daha
kisisellestirilmis kullanimina, direngli suslarin yayilmasinin onlenmesine, TB
tedavisinde kullanilan antimikrobiyallerin daha iyi yonetilmesine ve yeni ilaglarin
kesfedilmesine 6nemli 6l¢iide katkida bulunabilecegi diistiniilmektedir.
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