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pl Mikrolitre
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Aza0 240 nm’deki absorbans degeri
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M Molar
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MgCl, Magnezyum klorur
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mM Milimolar
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NaOH Sodyum hidroksit
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OZET

THEILERIOSIS’IN TEDAVISINDE KULLANILABILECEK YENI BiR ILAC ADAYI
TESPIT ETMEK iCiN KUMARIN TUREVLERININ THEILERIA ANNULATA
ENOLAZINI iNHiBISYON POTANSIYELININ ARASTIRILMASI

Sinem YAKARSONMEZ

Biyomihendislik Anabilim Dal

Doktora Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. Dilek TURGUT-BALIK
Es Danisman: Dog. Dr. Ozkan DANIS

Tropikal theileriosis, bir apikompleksan parazit olan Theileria annulata’nin neden
oldugu kene kaynakli bir hastaliktir. Turkiye’de tim bdlgelerde bu parazitin gortlmesi
ile birlikte sigirlarda yliksek hastalik ve 6lim oranina sebep oldugu icin ekonomik bir
Oneme sahiptir. Son zamanlarda T. annulata, yaygin olarak kullanilmakta olan
antitheilerial ilagc buparvaguone’a karsi direng gelistirmektedir ve bu nedenle alternatif
ilag adaylarinin belirlenmesi gerekmektedir. Enolazin glikolizde 2-fosfogliserik asidin
fosfoenolpiriivata donlisimini katalizlemesi, cesitli hicresel fonksiyonlarla iliskili
olabilmesi ve hiicre yizeyinde bir plazminojen reseptori seklinde bulunarak parazitik
virtlansa aracilik edebilmesi, bu enzimin ila¢c baglanabilen potansiyel bir protein hedefi
oldugunu gostermektedir. Bu calismada T. annulata enolazinin inhibisyonu icin enzim
inhibitori aday! olarak kumarin tirevleri secilmistir. Bu bilesikler bitkilerde dogal
olarak bulunur ve cesitli biyolojik aktivitelere sahiptir. Ayrica, kumarin tlirevleri
genellikle dasuk toksisite ile iliskilendirilmis oldugundan potansiyel terapotik ilag
adaylari olarak kullanilabilmektedir.

Bu calismanin amaci, heniiz bilinen bir inhibitoérii olmayan T. annulata enolazinin
(TaENO) aktivitesi lizerine kumarin tirevlerinin inhibisyon potansiyelinin literatirde ilk
defa degerlendiriimesidir. Deneysel calismalar kapsaminda ilk olarak ekspresyon
gerceklestirilerek protein afinite kromatografisi ile saflastirilmis ve enzim stabilizasyon
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calismalari gergeklestirilmistir. Daha sonra kumarin tirevlerinin inhibitér tarama
analizleri, ICso degerlerinin belirlenmesi, inhibisyon mekanizmasinin tespit edilmesi
calismalari yapilarak, son asamada protein homoloji modelleme ve inhibitor varliginda
ve yoklugunda molekiler yanastirma ile yapisal olarak analiz edilmistir.

inhibisyon ¢alismalari  6ncesinde ilk olarak, saflastirlan TgENO’nun protein
stabilizasyon analizleri yapilmis ve enzim ¢ozeltisine 6 M etilen glikol eklendiginde +4
°C’'de TgENO’nun stabil kaldigi belirlenmistir. Inhibitér tarama analizleri yiiksek
safliktaki (>% 95) TaENO ile 38 adet kumarin tlirevi kullanilarak yapilmistir. Bes
kumarin tirevinin [3-(3,4-dihidroksifenil)-6,7-dihidroksi-2H-kromen-2-on (K5); 4-(3,4-
dimetoksifenil)-6,7-dihidroksi-2H-kromen-2-on (K8); 4-(3,4-dihidroksifenil)-7,8-
dihidroksi-2H-kromen-2-on (K9); 4-(3,4-dihidroksifenil)-6,7-dihidroksi-2H-kromen-2-on
(K21) ve 3-(3,4-dihidroksifenil)-7,8-dihidroksi-2H-kromen-2-on (K23)] bu enzim
Uzerinde en yiksek (>% 90) inhibitor etkisine sahip oldugu tespit edilmis ve 1Cso
degerleri belirlenmistir. Bu kumarin tirevleri icinde en dislik ICso degeri K21 kumarin
tirevi icin 8,871 uM olarak bulunmustur. K5, K8, K9 ve K23 igin ICso degerleri sirasiyla
27,910 uM, 10,450 uM, 13,170 uM ve 10,863 uM olarak belirlenmistir. Belirlenen en
disik (<15 puM) ICso degerlerine sahip dort kumarin tirevinin (K8, K9, K21 ve K23)
inhibisyon mekanizmasini tespit etmek icin kinetik analizler gergeklestiriimis ve bu
bilesiklerin TaENO aktivitesini yarismasiz inhibisyon mekanizmasi ile inhibe ettigi tespit
edilmistir. Ayrica literatlirde tavsan kas enolazi lizerinde ¢alismis olan ticari inhibitér
ENOblock”un, TaENQO’yu inhibisyon potansiyeli de degerlendirilmis ve TaENO {izerinde
¢ok diistik bir inhibitor etkisine sahip oldugu belirlenmistir (100 uM’da % 15,04
inhibisyon). Tim bu calismalarda en ylksek inhibisyon potansiyeline sahip oldugu
belirlenen K21 kumarin tlirevinin TaENO’ya baglandigi MALDI-TOF kitle spektroskopisi
kullanilarak dogrulanmistir.

T. annulata enolazinin agik ve kapal konformasyonlari homoloji modelleme metodlari
kullanilarak modellenmistir. Bu modeller, korunmus katalitik halka bdlgeleri ve aktif
bolge rezidileri ile enolaz silperailesi icerisinde benzer katlanma modelleri
gostermistir. TaENO modelinin aktif bolge ve potansiyel ilag baglanma bdlgeleri protein
dizi analizleri ile karsilastirilarak 6ngorilmistir. Substratin (2-Fosfogliserik asit, 2-PG)
ve belirlenen dort kumarin tlrevinin TaENO (izerinde muhtemel baglanma
pozisyonlarinin 6ngorilmesi igcin molekiiler yanastirma analizleri gergeklestirilmistir.

Bu sonuclar birlikte degerlendirildiginde K8, K9, K21 ve K23 kumarin tlirevlerinin,
TaENO'nun glicl(, substrat analogu olmayan ve yarismasiz inhibitorleri oldugunu
ortaya koymaktadir. In silico analizler de en yiksek inhibisyon gosteren K8 ve K21
kumarin tdrevlerinin inhibisyon mekanizmasina paralel olarak, aktif bolge disinda
belirlenen bolgelere iyi bir afinite ile baglandigi gbstermistir. Bu tez ¢alismasi ile yapiya
dayali ila¢ gelistirme yaklasimi kullanilarak literatirde ilk defa T@ENO inhibitorleri
tanimlanmis ve bu inhibitérler kullanilarak var olan ilaglara direng gelistirmis olan T.
annulata enfeksiyonlarinin tedavisine yonelik yeni ilag adayi gelistirme yoninde ileri in
vitro ve in vivo analizlerin 6na aciimistir.

Anahtar Kelimeler: Theileriosis, ilag direnci, yapiya dayali ilag tasarimi, enolaz,
kumarin, enzim inhibisyonu.
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ABSTRACT

INVESTIGATION ON THEILERIA ANNULATA ENOLASE INHIBITION
POTENTIAL OF COUMARIN DERIVATIVES TO IDENTIFY NEW DRUG
CANDIDATES TO BE USED IN THE TREATMENT OF THEILERIOSIS

Sinem YAKARSONMEZ

Department of Bioengineering

PhD. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Dilek TURGUT-BALIK
Co-Adviser: Assoc. Prof. Dr. Ozkan DANIS

Tropical theileriosis is a tick-borne disease caused by an apicomplexan parasite
Theileria annulata. The disease has an economic importance due to the high rate of
morbidity and mortality accompanied by the appearance of this parasite in all
geographical regions of Turkey. Resistance against commonly used antitheilerial drug,
buparvaquone, has already been reported and therefore, alternative drug candidates
should be identified. In this way, enolase might be a druggable protein target because
the enzyme is a multifunctional protein that catalyzes the conversion of 2-
phosphoglyceric acid to phosphoenolpyruvate in glycolysis and was observed as a
plasminogen receptor could interfere with the virulence of parasites. In this study,
coumarin derivatives were selected as potential enzyme inhibitors for inhibition of T.
annulata enolase. These compounds are naturally found in plants and have diverse
biological activities. In addition, coumarins could be used as potential therapeutic drug
candidates due to their low toxicity.

The aim of this study was to assess inhibition potential of coumarin derivatives on T.
annulata enolase (TaENO) activity, for the first time in literature. Firstly, the protein
was expressed, and purified by affinity chromatography and then, enzyme stabilization
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studies were performed. Inhibitor screening analyses, determination of ICso values and
identification of inhibition mechanism were conducted for coumarin derivatives.
Finally, protein was structurally analyzed by homology modelling and molecular
docking in the presence and absence of inhibitor.

Prior to inhibition studies, protein stabilization analyses of TaENO were performed and
it was found that the enzyme remained stable with adding 6 M ethylene glycol at
+4 °C. Inhibitor screening analyses were carried out using 38 coumarin derivatives on
highly purified TaENO (>95%). Five coumarin derivatives [3-(3,4-dihydroxyphenyl)-6,7-
dihydroxy-2H-chromen-2-one (K5); 4-(3,4-dimethoxyphenyl)-6,7-dihydroxy-2H-
chromen-2-one (K8); 4-(3,4-dihydroxyphenyl)-7,8-dihydroxy-2H-chromen-2-one (K9);
4-(3,4-dihydroxyphenyl)-6,7-dihydroxy-2H-chromen-2-one (K21) and 3-(3,4-
dihydroxyphenyl)-7,8-dihydroxy-2H-chromen-2-one (K23)] showed high inhibitory
effects (>90%) among 38 coumarin derivatives and I1Cso values of these compunds were
calculated. The lowest ICso value were determined as 8,871 uM for K21 coumarin
derivative. ICso values for K5, K8, K9 and K23 were also found as 27,910 uM, 10,450
MM, 13,170 uM and 10,863 uM, respectively. Kinetic analyses were performed to
determine inhibition mechanisms of four coumarin derivatives (K8, K9, K21 and K23)
that had ICsp values of <15 pM. Our results indicated that these compounds inhibited
the enzyme activity by uncompetitive inhibition. Inhibition potential of a commercial
enolase inhibitor, ENOblock®, has been studied on rabbit muscle enolase in the
literature was also evaluated, and it was found that the inhibitor possesses very low
inhibitory effect on TaENO (15,04% inhibition at 100 uM). In addition, the binding of
K21 coumarin derivative which showed the highest inhibition potential on TaENO was
confirmed by using MALDI-TOF mass spectrophotometry.

Open and closed conformations of T. annulata enolase were modelled by homology
modelling. These models showed the similar folding patterns within enolase
superfamily with conserved catalytic loops and active site residues. Active site and
potential drug binding regions of TGENO model were predicted by comparison with
protein sequence analysis. Molecular docking analyses of the substrate (2-
phosphoglyceric acid, 2-PG) and the four coumarin derivatives were also performed to
predict possible binding poses on TaENO.

Taken together, our results revealed that these coumarin derivatives (K8, K9, K21 and
K23) are potent, non-substrate, uncompetitive inhibitors of TaENO. In silico analyses
have also predicted that K8 and K21 coumarin derivatives which had high inhibitory
effects on TaENO according to the results of inhibition analyses, were interacted with
high affinity to the potential regions out of the active site. In this study, potential
TaENO inhibitors were described for the first time in the literature by structure-based
drug design approach. These inhibitors may be used to facilitate further in vitro and in
vivo analysis towards developing new drug candidates for the treatment of drug
resistant T. annulata infections.

Keywords: Theileriosis, drug resistance, structure-based drug design, enolase,
coumarin, enzyme inhibition.

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Theileria annulata sigirlarda tropikal theileriosise neden olan, vektor keneler
tarafindan aktarilan bir apikompleksan parazittir ve diinya genelinde bu hastaligin
riskinin ylksek olmasi bliyik 6nem tasimaktadir [1], [2], [3]. Yiksek sayida 6lim ile
sonuclanan T. annulata enfeksiyonu Tiirkiye’de yedi cografik bolge de gorilmekte olup
ciddi ekonomik kayiplara yol agmaktadir [1], [4], [5]. Bu nedenle tropikal theileriosis’in
tedavisi llkemizde de hayvancilik acgisindan ¢ok 6nemlidir. Bu hastaligin tedavisinde
Ozellikle buparvaquone ilaci uzun vyillar etkin olarak kullanilmistir [6]. Ancak, T.
annulata’nin buparvaquone’a karsi direng gelistirdigi son yillarinda yapilan ¢alismalarla
rapor edilmistir [7], [8], [9]. Oniimizdeki yillarda bu ilacin yiiksek etkinlikte
kullanilamayacagi 6ngoriilmektedir. Bu nedenle direng raporlari ile beraber var
olanlardan farkh etki mekanizmasina sahip yeni ve daha etkin ilaglarin hizla
gelistirilmesinin gerekliligi ve ilag tasariminin uzun bir slire¢ olmasi nedeniyle direng

yayginlasmadan tedbir alinmasi gerekliligi bilinen bir gercektir.

Yaplya dayali ilag tasarimi bir hedef secimini, hedefin vyapisal olarak
degerlendirilmesini, ila¢ tasariminin yoénlendirilmesi icin gerekli bilesiklerin ve
yontemlerin secilmesini ve belirlenen ilacin degerlendirilmesini temel almaktadir. Bu
yaklasim icerisinde hedef secimi en 6nemli basamaklardan birisidir. Belirlenen hedef
protein hiicrede kritik bir yolak icerisinde yer almali ve patojenin dlimine yol acacak
derecede eleme 0Ozelligine sahip olmalidir [10]. Enolaz, hiicresel olarak bircok

fonksiyonunun yani sira hayati 6neme sahip olan glikolizis yolaginda 2-fosfogliserik
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asidin fosfoenolpirtivata donldsimi basamagini katalizlemektedir [11], [12], [13].
Ayrica, hicre ylzeyinde bulunan enolazlar patojenlerin yayilmasini kolaylastiran
plazminojen-baglama proteini olarak da gorev yapmaktadirlar [12], [14]. Literatirde
farkh parazitlerle yapilan ¢alismalar enolazin fonksiyonel 6nemini géstermektedir [12].
T. annulata’nin sizont asamasinda agirhkli olarak anaerobik solunum vyaptig
bilinmektedir [15], [16]. Enolazin, hem aerobik hem de anaerobik solunum
metabolizmasinda da ortak olarak bulunan glikoliz basamaginda gorev almasi ve
parazitin patojenik 06zelliginin olusmasinda rol almasi nedeniyle, yapilan bu tez
calismasinda TaENO’nun segici inhibisyonunun gerceklestirilmesi ile parazitin yasamsal
fonksiyonlarinin ortadan kaldirilmasi yoninde &nemli bir ilag hedefi olacagi

ongorulmastir.

Enzim inhibitorleri, enzimatik reaksiyonun vyavaslatiimasini veya durdurulmasini
saglayan en dnemli farmasétik maddelerden biridir [17]. inhibitér olarak da kullanilan
kumarinler gesitli bitkilerin icerisinde bulunan dogal bilesiklerdir ve bu bilesikler diiglik
toksisiteleri ile farmakolojik 6zelliklere sahip analoglarin gelistiriimesinde 6nemli
olmaktadir. Ayrica, kumarin tirevlerinin enzim inhibisyonunun disinda birgok tedavi
edici etkileri de bulunmaktadir [18], [19], [20], [21]. Literatlirde kumarin tirevlerinin
enzim inhibitéri olarak tanimlanmis olmasi nedeniyle yapilan tez c¢alismasinda bu

bilesikler TaENO’nun segici inhibisyonunun gergeklestirilmesi igin tercih edilmistir.

T. annulata’nin metabolizmasinda hayati role sahip olan enolazin saflastirilarak, yapiya
dayali ila¢ tasarimi yaklasimi kapsaminda kumarin tirevleri ile secici inhibisyonunun
gerceklestiriimesi bu tez c¢alismasinin temel amacidir. Bu amag¢ dogrultusunda
literatlrde ilk defa kumarin tiirevlerinden olusan bir kitiphanenin TaENO (izerindeki
inhibitor etkisi in vitro ve in silico analizler ile test edilmistir. Bu tez calismasinin
sonucunda literatirde ilk defa var olan ilaglardan farkli etki mekanizmasinda sahip
alternatif bir yaklasimin gelistiriimesi ile tropikal theileriosisin tedavisinde kullaniima

potansiyeli olan yeni ilag adaylari belirlenmistir.



1.1.1 Theileriosis

Theileriosis, Theileria cinsine ait olan hemoprotozoan parazitlerin ruminantlarda
olusturdugu kene kaynakli protozoal bir hastaliktir. Hemoprotozoan hastaliklar
hayvancilik sektoriinde yikici kayiplara neden olmalarinin yani sira diinya ¢apinda st
endustrisinde énemli kisitlamalar olusturmaktadir. Theileriosis kaynakli 6lim oranlari,
azalan siat verimi, kilo kayiplari, hastalik kontroli ve 6nleme maliyetleri nedeniyle

hastaligin kiresel acidan ciddi ekonomik etkisi bulunmaktadir [1].

Theileriosis’in olusmasina neden olan Theileria, diinyanin bliyik bir boliminde vahsi
ve evcil Bovidae tirlerini enfekte eden zorunlu hiicre i¢i protozoan parazitleridir.
Sigirlari enfekte eden Theileria tirlerinin arasinda en patojenik iki tlir Theileria parva ve
Theileria annulata’dir [1]. Theileria tlrleri, sporozoitler tarafindan l6kositlerin
enfeksiyonu, sizontlarin merozoitlere olgunlasmasi ve sonrasinda prioplazmlari

olusturan eritrositlerin enfeksiyonu ile diger parazitlerden ayirt edilmektedir [22].

Theileria cinsi igin genellestirilmis yasam donguisi, besleme bolgesi icerisinde kenenin
beslenmesi sirasinda enfektif sporozoitlerin salgilanmasini icermektedir. Daha sonra
sporozoitler |6kositleri enfekte ederler ve merogoni tarafindan gogalirlar. Olusan
merozoitler salinir ve piroplazm basamagini olusturmak Uzere eritrositlere akin ederler.
Bir sonraki beslenme doénguisi sirasinda, vektor keneler piroplazmlari iclerine ¢eker ve
salinan parazitler kene midesi icerisinde singamiye ugrayarak zigotu olustururlar. Zigot
kene midesinin epitel hiicrelerini enfekte eden hareketli kinetlere bollnir ve viicut
sivisinda hareket ederek tikiirik bezlerine ulasirlar. Kene tarafindan beslenmenin
baslamasindan sonra tukirik bezi icerisindeki sporogoni, sporozoitlerin ¢cogalmasiyla
sonuclanir. Eriskin kenelerin beslenme bdlgesine sporozoitleri enjekte etmesi ile dongi
devam eder (Sekil 1. 1) [22]. Ekonomik acidan sigir ve kigilkbas hayvanlari enfekte
eden onemli Theileria turleri Rhipicephalus, Amblyomma, Hyalomma ve
Haemaphysalis cinsi keneler tarafindan transfer edilirler. Bu kene kaynakl salginlar

sonucunda tarim ve hayvancilikta yiksek ekonomik kayiplar olusmaktadir [22], [23].

Theileriosis, hayvanciligin gelisiminde 6nemli kisitlamalara neden olur. Bu hastalik
sigirlarda yiksek oranda hastaligin yayilmasina ve 6lime yol agmaktadir. Boylece

endemik bolgelere gelismis sigirlarin girisi azalmaktadir. Endemik bolgelerde sigir



kalitesinin dlsik olmasi sigir sanayisinin gelismesini, Ureticilerin ve ailelerinin
gelirlerinin artmasini engellemektedir. Bu nedenlerden dolayi hastaligin dnlenmesi ve
kontrol edilmesi icin cesitli stratejilerin gelistirilmesi gerekmektedir [1]. ila¢ direncinin
literatliirde rapor edilmesini takiben gergeklestirilen bu tez, tropikal theileriosisin

tedavisine yonelik ilk yapiya dayali ilag tasarim galismasi olma niteligine sahiptir.
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Sekil 1. 1 T. parva 6rnegi kullanilarak Theileria tirlerinin yasam déngusiiniin gésterimi
[22].

1.1.1.1 Theileria annulata Enfeksiyonu (Tropikal Theileriosis)

Sigirlarda tropikal theileriosis’e neden olan Theileria annulata, Hyalomma cinsi Ixodid
keneleri tarafinda transfer edilen bir apikompleksan parazittir [1], [2], [3]. T.
annulata’nin yasam donglisi diger Theileria tirlerine benzer sekilde gerceklesmektedir
[3]. Klinik theileriosis tanisi genellikle, Giemsa boyali lenf nodu biyopsi slirtintilerinde
makrosizont ile enfekte olan I6kositlerin veya periferik kan slrintilerinde
piroplazmlarin varliginin mikroskobik incelemeler ile saptanmasina dayanmaktadir [8].
Serolojik yontemlerle tani ise indirekt floresans antikor testi (IFAT) ile yapiimaktadir. Bu
testte antijen, enfekte hayvanlardan ya da hiicre kiltirinden tiretilen sizont veya
piroplazm antijenlerinden hazirlanabilmektedir. Bu yontem IFAT antijenlerinin

gelistirilmesi, monoklonal antikorlar kullanilarak farkh tiirlerin ayirt edilmesi ve farkh



parazit populasyonlarinin arastirilmasi ile yapilmaktadir [22]. Ayrica, spesifik genler ve
turler hedef alinarak geleneksel veya gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yontemlerine dayali molekiiler analizlerle de bu hastaligin tanisi yapilabilmektedir.
Molekiler tekniklerin diger tani tekniklerine kiyasla daha spesifik ve daha hassas
oldugu gorulmektedir, bu nedenle hastaliga ait gizli enfeksiyonlarin kolay belirlenmesi

de saglanabilmektedir [8], [22].

Tropikal theileriosis sigirlarda yliksek ates, halsizlik, kilo kaybi, uygunsuz istah,
genislemis lenf digimleri ve anemi gorilmesi ile tespit edilebilmektedir. Ayrica, ishal
ve dizanteri bu enfeksiyonun daha sonraki asamalarinda gorilebilmektedir. Diinya
genelinde yaklasik 250 milyon sigir bu hastaligin riski altinda bulunmaktadir [1], [23].
Endemik boélgelerde mevcut kontrol stratejileri, vektorin belirli maddelerle
oldurilmesini, parazitin canh zayiflatilmig hiicre hatti ile bagisiklik kazandirilmasini ve
ila¢ tedavilerini icermektedir. Hastalik etkin tedavi eksikliginden dolayr 1970’li yillara

kadar yiksek 6limlerle sonuclanmistir [7], [24], [25].

T. annulata nedeniyle olusan en 6nemli kayip, hastalik tasiyicilarinin sit veriminde %
22 ile % 38 arasinda gorulen kaybidir [1]. Ayrica, vektor kenelere karsi kullanilan
kimyasal maddelerin pahali olmasi, ilaclarin cevreye karsi zararli olmasinin yani sira
hayvanlarda ete ve siite ge¢cmesi, uzun sire ila¢ kullanimi sonucunda ilaca karsi direng
olusumu bu hastaligin 6nlenmesinde gorilen bazi problemlerdir [4]. Belirtilen tim bu
durumlar, hastalik ile micadele icin alternatif yontemlerin gelistirilmesi gerektigini

gostermektedir.
1.1.1.2 Tropikal Theileriosis’in Tiim Diinyada ve Tiirkiye’de Goriilme Sikhgi

T. annulata enfeksiyonunun Giiney Dogu Avrupa, Giiney Avrupa (Portekiz, ispanya,
italya, Bulgaristan, Yunanistan ve Tiirkiye), Yakin ve Orta Dogu, Hindistan, Cin ve Orta
Asya'da yaygin oldugu bilinmektedir [1]. 2014 yilinda yayinlanan (¢ kita Gzerinde
yapilan bir calismada T. annulata’nin genetik cesitliligi ve filogenetik analizi icin
imminodominant major merozoit piroplazm ylizey antijeni olan Tamsl polipeptidi
marker olarak kullanilmis ve vyiksek sayidaki Tamsl dizisi filogenetik analiz ile
arastirilmistir. Yapilan calisma sonucunda bu protein dizilerinin iki ana gruba ayrildigi

ve bazi izolatlarin cografik 6zgulliik gosterdigi belirlenmistir [26]. Sekil 1. 2’de bu iki ana



grup T. annulata izolatlarinin bulundugu bdlgelerin cografik dagilimi yer almaktadir ve
ozellikle Turkiye'nin de igerisinde bulundugu birkag Ulkede her iki grup T. annulata
izolatlarinin varligi gosterilmistir [26]. Ayrica, T. annulata’y: transfer ederek hastaligin
olusumunda etkili olan Hyalomma anatolicum anatolicum, Hyalomma marginatum
marginatum ve Hyalomma anatolicum excavatum gibi belirli Ixodid kenelerinin de
ozellikle yari kurak alanlar olmak Uzere Akdeniz Bolgesinde yaygin olarak bulundugu

bilinmektedir [27].

Yesil bolgeler T. annulata’nin sadece tek bir grup izolatinin bulundugu bdlgeleri, kirmizi bolgeler ise her
iki grup izolatanin bulundugu bélgeleri gdostermektedir.

Sekil 1. 2 T. annulata’nin cografik dagilimi [26].
Tropikal theileriosis Tirkiye'nin en onemli sigir hastaliklarindan biridir ve yapilan
mikroskobik, serolojik, molekiiler tani analizleri ile T. annulata’nin yedi cografik
bolgede de bulundugu rapor edilmistir [4], [28], [29]. Turkiye’deki sigir mevcudunun
yaklasik % 60’in1 olusturan saf ve melez hayvanlar hastalik riski altinda bulunmaktadir.
Tropikal theileriosis’e maruz kalan bagisikhg olmayan sigirlar icin, saf irklarda % 70
olim orani ve melez irklarda % 45’ten daha az bir 6lim orani rapor edilmistir. Ancak,
iyilesme sonrasi 6n bagisikhgin elde edildigi erken evrede parazitin bulundugu

sigirlarda yaklasik % 15-20 arasinda 6lim oranlari goriilmektedir [29].

T.annulata’nin Tirkiye'deki farkli bolgelerde mikroskobik gorilme sikhginin % 0 ve %
60,5, serolojik gorilme sikliginin % 1,8 ve % 91,4 arasinda oldugu gérulmustir. Ayrica,

molekiler tekniklerle yapilan ¢alismalarda da bu parazitin goérilme sikhginin % 15,4 ve
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% 61,2 arasinda oldugu tespit edilmistir [5]. Yapilan bir calismada, Tiirkiye’nin dogu
bolgesinde hayvanlarin % 45’inden fazlasinda Theileria tirlerinden en az birinin
goraldugl, bunlardan % 39,28’inin T. annulata igin pozitif oldugu ve % 7,14’Gnlin diger
Theileria tirleri icin pozitif oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar, T. annulata'nin gérilme
sikhginin bu bolgede ¢ok yiiksek oldugunu ve ayni zamanda diger Theileria tirlerinin de
bu bolgede mevcut oldugunu gostermektedir [27]. Ayrica, Aydin ilinde mikroskobik
olarak yapilan analizlerde T. annulata’nin prevalanst % 1,9 ile % 14,3 arasinda
gortlmustlr. Ege bolgesinde daha onceden de yapilan mikroskobik ve serolojik
taramalarda degisik ylzdelerde (mikroskobik yontem ile % 43,2 ve % 9,0; serolojik
yontem ile % 40,0 ve % 31,0) T. annulata gorilme sikhgl tespit edilmistir. Yapilan
calismalar parazitin bu bélgede de yaygin oldugunu géstermektedir [4]. Tirkiye'nin i¢
Anadolu bolgesinde, Ankara ve cevresinde T. annulata enfeksiyonu icin yapilan
epidemiyolojik bir ¢alismada da yilksek oranlarda bu enfeksiyonun goérildigu tespit
edilmistir [28]. Kapadokya bdlgesindeki ayri bir arastirmada ise T. annulata’nin
ortalama gorulme sikligi mikroskobik analizlerde % 60,5 serolojik analizlerde % 67,5
olarak tespit edilmistir. Yapilan bu calisma, Kapadokya bdlgesinin tropikal theileriosis
icin endemik bir alan oldugunu gostermektedir [29]. Ekonomik agidan bakildiginda ise;
Turkiye’de Kapadokya ve Kayseri gibi sabit endemik boélgelerde tropikal theileriosis’in
neden oldugu ekonomik kayip tahmini olarak 598.000, 133.000 ve 130.000 Amerikan
dolaridir. Bu nedenlerden dolayl T. annulata enfeksiyonu, Tirkiye’de hayvancilik

sektoriinde 6nemli saglk ve yetistiricilik sorunlarina neden olmaktadir [5].
1.1.2 T. annulata’nin ilag Direnci

Sigirlarda  tropikal theileriosis’in  tedavisinde halofuginone, parvaquone ve
buparvaquone gibi ilaglar kullanilmaktadir (Sekil 1. 3) [6]. 1979 yilinda yapilan bir
calismada antikoksidiyal halofuginone hidrobromdriin in vivo olarak T.annulata ve T.
parva’ya karsi etkili oldugu gosterilmistir [30]. Daha sonra menoctone’un iki analogu
olarak parvaquone ve buparvaquone gelistirilmistir ve laktat tuzu olarak halofuginone
ile birlikte bu iki bilesik daha etkin antitheilerial maddeler olarak kullaniimaya
baslamistir [31]. Bu bilesiklerden biri olan parvaquone daha ¢ok T. parva enfeksiyonu
olan dogu sahili atesinin tedavisinde kullanilmaktadir ve bu bilesigin 1980’lerde yapilan
calismalarda % 80-90 arasi iyilesmeye neden oldugu gorulmistir [32], [33], [34].
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Buparvaquone ise, sigirlar icin son zamanlarda kullanilan en etkili antitheilerial ilag olup
in vitro ve in vivo olarak bir¢ok c¢alismada test edilmistir [8]. Uygulanan
buparvaquone’nun T. annulata’nin piroplazm ve sizont formlarini degisik zamanlarda
dejenerasyona ugrattigi belirlenmistir [6]. Ayrica T. parva kiltird (zerinde
buparvaquone’in etkisini belirlemek icin yapilan elektron mikroskobu calismalarinda
konak hiicre mitokondrileri haricinde sizontlara 6zgu bir etki oldugu belirlenmistir. Bu
durum buparvaquone’in parazitin mitokondriyal elektron tasima sisteminin spesifik bir
inhibitéri oldugunu desteklemektedir [35], [36]. Ozellikle T. annulata tarafindan
enfekte edilmis sigirlarin tedavisi icin 2,5 mg/kg buparvaquone 6nerilmektedir, ancak
ikinci bir doz gerekli olabilmektedir [8], [31]. Ayrica, Turkiye’deki analizlerde hastaligin
erken donemlerinde uygulanan bu ilacin iyilesmede cok etkili oldugu fakat geg
dénemde uygulandiginda ise daha az etkili oldugu gorilmistiir. 2008 yilinda yapilan bir
calismada T. annulata ile dogal enfekte olan 10 sigira tek doz buparvaquone
uygulamasi yapilmasinin, iyilesmede klinik ve laboratuvar bulgulari bakimindan etkili
oldugu tespit edilmistir. Fakat buparvaquone’un tam olarak etkinliginin
belirlenmesinde daha fazla sigirin kullanildigi, kontrol grubunu da igeren ayrintili

galismalarin yapilmasi gerektigi belirtilmistir [6].
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Sekil 1. 3 Halofuginone [37], parvaquone ve buparvaquone’in kimyasal yapisi [34].

Buparvaquone sigirlarda tropikal theileriosisin tedavisinde uzun vyillardan beri
kullanilmaktadir. Ancak bu ilacin fiyati ¢ok yiksektir ve bu durum ekonomik acidan
kullanimini sinirlamaktadir [6]. Buparvaquone’in teminindeki ekonomik sikintilarin yani
sira son yillarda T. annulata’nin bu ilaca karsi direnc gelistirdigi tespit edilmistir [7], [8],
[9]. 2010 yilinda yapilan bir calismada, tekrarl buparvaquone enjeksiyonu yapilmasina
ragmen tedavi edilen yedi inekten, dordi 6lmus ve inekler izlendiginde tedavi sonrasi

hematokritte strekli azalma, atesin devamlligi gibi etkenler ile hastaligin iyilesme
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seyrinde hicbir gelisme olmadigi gézlenmistir. Ayrica, deneysel olarak enfekte edilen
hayvanlar, klinik gozlemler ve post-buparvaquone tedavisi T. annulata parazitine karsi
bu ilacin genel tedavi etkisinin olmadigini géstermistir. Bu sonuglara gore yapilan bu
calisma ile ilk defa in vivo olarak T. annulata’nin buparvaquone’a karsi direng
gelistirdigi belirlenmistir [7]. 2012 yilinda yapilan bir calismada ise, sekiz enfekte olmus
hayvandan vyedisinde buparvaguone tedavisine ragmen o6lim meydana gelmistir.
Molekiler analizler ile inceleme yapildiginda T. annulata’nin sitokrom b geninde iki
farkli tek baz mutasyonu tespit edilmistir. Bu mutasyonlar, parazitin sitokrom b
proteininin ila¢ baglanma bolgelerinde 6nemli aminosit degisimlerine (109. serin
aminosidinin glisine, 233. prolin aminosidinin serine donisiimi) neden olmaktadir ve
bu ilaca karsi direng gelisimi ile iliskilendirilmektedir [8]. Son yillarda yayinlanan baska
bir calismada ise, buparvaquone’a karsi direncli olan T. annulata susunun peptidil-prolil
izomeraz (TaPIN1) geninde bir mutasyon tespit edilmistir. Bu ilaca direngli izolattan
alinan genomik DNA ile yapilan analizde TaPIN1 geni dizilenmis ve katalitik halkasinda
belirlenen mutasyon ile 53. alanin amino asidinin proline dontstigi gorulmustir [9].
Bagska bir kanit olan bu mutasyon parazitin direng gelisiminin devamhligini

gostermektedir.

Cesitli gozlemler, T. annulata’nin bircok endemik bolge icerisinde buparvaquone’a karsi
direngli hale geldigini ve bu alanlarda sigir hayvancilik gelisimini engelleyebilecegini
gdstermektedir. ilag direncinin gorildigi klinik vakalardan toplanan izolatlarin DNA
ekstraksiyonu yapilarak sitokrom b geninin dizi analizleri ile ilgili calismalar yapilmistir.
Tunus’ta yapilan T. annulata buparvaquone direnci ile iliskili mutasyon analizlerinde
sitokrom b geninde farkli mutasyonlar (lle114 Met, Ser129Gly, Pro253Ser, Ser347Leu
ve Leu262Ser) belirlenmistir. Ancak, en sik gorilen Leu262Ser mutasyonu direngli
klonlarin % 58’inde ve ayrica Uclincl ila¢ tedavisinden 48 saat sonra izole edilen
klonlarin % 83’Unde tespit edilmistir [38]. Turkiye’de yapilan bir ¢alismada ise, T.
annulata sitokrom b geninde 135. valin amino asidinin alanine ve 253. prolin amino
asidinin de serine donilstigini gosteren iki farkli mutasyon tespit edilmistir [39]. Bu

¢alismalar, parazitin ilaca karsi direng gelisiminin birer gostergesi olmaktadir.



1.1.3 Potansiyel ilag Hedefi Olarak T. annulata Enolaz

Enolaz; glikolitik yolagin  son basamaginda, 2-fosfogliserik asidin (2-PG)
fosfoenolpiruvata (PEP) donlsimini c¢ift yonllu katalize eden 6nemli bir glikolitik
enzimdir. Genellikle hiicresel fonksiyon icin hayati 6nemi olan glikoliz ve
glikoneogenezis yolaklarinda rol almaktadir [11], [12]. Bu enzim farkli organizmalar
arasinda benzer katalitik 6zelliklere sahiptir. Arkea, bakteri ve dkaryotlarda bulunan
ylksek oranda korunmus bir proteindir [12]. Ayrica, katalitik olarak aktif olmasi icin

magnezyum (Mg*?) metal iyonu gerektiren bir metaloenzimdir [11].

Theileria makrosizontlarindaki glikoz metabolizmasi incelendiginde glikoliz yolagindan
sonraki ana hattin anaerobik yolak oldugu gorulmistir (Sekil 1. 4). Theileria
makrosizontlarinda glikoneogenezis olusamamaktadir, gliserol katabolizmasi distk
seviyelerde gerceklesmektedir ve sitrik asit donglsiniin sadece bir dalinin, sizont
icerisinde eneriji lretimine katilmayan bir silirecte aktif oldugu gorilmastir [15], [16].
Glikoliz, yaklasik olarak tim o©karyotik hicrelerde bulunan korunmus proteinlerden
olusmaktadir ve bu yolakta bulunan enolazin da igerisinde oldugu 10 enzimi kodlayan
genler Theileria’da oldugu gibi Toxoplasma, Plasmodium, ve Babesia gibi

apikomleksanlarin genomlarinda da yer almaktadir [16].

Cesitli bakteri ve o©karyotik organizmalarda, enolazi da iceren glikolitik enzimlerin
onemli bir kismi glikolitik olmayan fonksiyonlar da sergilemektedir. Enolaz esas olarak
tim okaryotik hiicre sitozoliinde bulunmaktadir ve ayrica hiicre iskelet sistemi ile
etkileserek malzeme trafiginin ve hicre morfolojisinin dizenlenmesinde rol
oynamaktadir [12]. Yapilan bir calismada protein-protein etkilesim (PPI) veri
tabanlarindan alinan bilgiler, dort 6karyotik organizma igin enolaz, PPl aglarinin
tasarlanmasi icin kullanilmistir. Bu analizler enolazin, enerji metabolizmasi ile iliskili
proteinlerle karsilikli etkilesimine ek olarak, transkripsiyon, gelisim, apoptoz gibi farkl
biyolojik proseslerle iliskili protein kiimelerinin de bir parcasi oldugunu gostermistir.
Enolazin multifonksiyonel oldugunun kanitlari zamanla artmasina ragmen, bu proteinin

kac farkli proseste rol oynadigi heniiz belli degildir [13].
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Reaksiyon drinleri: G6P, Glikoz 6-fosfat; F6P; Fruktoz 6-fosfat; F1,6PB, Fruktoz 1,6-bifosfat; DHAP,
dihidroksiasetonfosfat; Gly-3P, Gliserol 3-fosfat; Gly, Gliserol; GAD-3P, Gliseraldehit 3-fosfat; 1, 3BPG,
1,3-bifosfogliserat; 3PG, 3-fosfogliserik asit; 2PG, 2-fosfogliserik asit; PEP, Fosfoenolpiriivat, Pyr, Pirlivat.
Enzimler: HK, hekzokinaz; GPI, glikoz 6-fosfat izomeraz; PPi-FPK, pirofosfat bagh fosfofruktokinaz; PBP,
fruktoz bifosfotaz; F1, 6BPA, fruktoz bifosfat aldolaz; TPI, triozfosfat izomeraz; Gly-3PDH, gliserol-3-
fosfat dehidrogenaz; Gly-K, gliserol kinaz; GAPDH, gliseraldehit fosfat dehidrogenaz; PGK, fosfogliserat
kinaz; PGM, fosfogliserat mutaz; ENO, enolaz, PK, pirtivat kinaz, LDH, laktat dehidrogenaz. Witschi vd.,
tarafindan 2013 yilinda yayinlanan kaynaktan modifiye edilmistir.

Sekil 1. 4 Glikoliz ve anaerobik yolakta bulunan T. annulata proteinlerinin gésterimi
[16].

Cesitli okaryot ve prokaryot patojenik organizmalarin hiicre ylizeyinde enolaz
bulunmaktadir. Hiicre yizeyinde bulunan enolazlar, plazminojene baglanarak normal
hiicre gobclni kolaylastiran bir plazminojen-baglama proteini olarak gorev
yapmaktadirlar [12], [14]. Plazminojen/plazmin sistemi, ekstraselliler matriks
bilesenlerinin  bozunmasini  saglayarak matriksi yeniden dlzenlenleyen ana
diizenleyicidir. Enolaz, hiicre ylzeyi Uzerinde plazminojen aktivasyonunu arttirarak

hiicrenin etrafinda olusan plazminin proteolitik aktivitesini yogunlastirmaktadir.
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Boylece hiicre gocli ve doku invazyonu kolayca gerceklesebilmektedir [11]. Bu durum,
konak dokunun bozunmasi ile birlikte patojen istilasini tetikleyen plazmin yolaginin
olusmasini saglamaktadir [14], [40], [41]. Yapilan ¢alismalarda, Plasmodium spp. gibi
apikompleksan parazitlerin hiicre yizeyi enolazinin doku invazyon prosesine katildigi

desteklenmistir [12], [42].

Yapilan ¢alismalar enolaz gibi belirli glikolitik enzimlerin, apikompleksan parazitlerin
neden oldugu hastaliklarda hedef olarak gorev alabileceklerini géstermektedir [43],
[44]. Enolazin belirtildigi gibi glikolizde gorev almasi, plazminojen reseptori olmasi gibi
bircok dnemli fonksiyonu bulunmaktadir. Bu enzimin ¢alismasini engelleyen ilaglarin
tasarlanmasi, parazitin virllans 6zelliklerine midahale edilmesi icin 6nemli olacaktir.
Parazit enzimini segici olarak inhibe eden inhibitorlerin gelistirilmesi bu parazitin enerji
metabolizmasi gibi bircok dnemli hiicre yolagini 6nleyebilecektir. Ayrica, plazminojen-
reseptor iliskisini engelleyen ilaglar parazitin dokuya istila etmesini engelleyerek

viicuda yayillmasini 6nleyebilecektir [12], [13].

1.1.3.1 Enolazin Protein Yapisi ve Katalitik Mekanizmasi

Enolazin protein yapisi incelendiginde dimer olarak bulunan molekilin alt Gnitesinin iki
domain igerdigi gortlmektedir. Kiigiik N-terminal domain Ug¢ anti paralel kivrim ve dort
heliksten olusan a+8 vyapisina sahiptir. Ana domain ise sekiz kivrimli 8+a fic
topolojisinden olusmaktadir. Bu enolaz fi¢i yapisi, (Ba)s topolojisine sahip olan trioz
fosfat izomeraz (TIM) figi yapisindan farkhdir ve 868aa (Ba)s topolojisine sahiptir. Bu
yap! ilk olarak Lebioda vd. tarafindan maya enolazinda tespit edilmistir [45]. Maya
enolazi X-isini kristalografisi yapilarak 3 boyutlu yapisi ¢éziimlenen ilk enolazdir [45]
[46], [47] ve bu asamada amino asit rezidiilerinin numaralandiriimasinda maya enolazi

kullanilmistir.

Enolazin mekanizmasinda, asit/baz sisteminin tim fonksiyonunda (g kritik amino asit
rezidiisii bulunmaktadir (Sekil 1. 5). ileri reaksiyonda (glikoliz yoniinde) Lys345’in -
amino grubu 2-PG’nin C-2 atomundan protonun uzaklastiriimasinda baz gibi islev
gormektedir. His373’Gn yan zinciri ve Glul68’in karboksili Glu211’in yaninda yer
almaktadir ve bu pozisyonda Glu211 ya da His373, ileri reaksiyonun ikinci adiminda

asit/baz katalizi gibi gorev alarak C-3’deki hidroksili protonlamaktadir [46], [48].
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His159’un imidazol yan zinciri de substrat/urtin molekiliiniin fosfat grubu ile etkilesim
halindedir. Burada His159 fosfat grubunu protonlayarak C-2’den elektron g¢ekilmesini
saglamaktadir. Geri reaksiyonda (glikoneogenezis yoninde) His159’un fosfattan
ayrilmasiyla birlikte Lys345 ve Glu21l ileri reaksiyondakinin tersi fonksiyonlari

gerceklestirirler [47], [48].

HOOC-Glu211 HOOC-Glu211
Lys345
y . Lys345 ?
- | H § OH 0
n) HNHis159 £ N-Hi
HyNH® I N-His159
o—P—0O"

o—
o

r—oll
$ e T . “teng 2
Mg + ’.\lgz' Mg

“00C-Glu211
Lys345
H,0
o
| . HC *HN-His159
HyNH ”
0—p —O
Q= (
$ o
(4] :
H o g 2¢
‘Mgp Mg

Amino asit numaralandiriimasinda maya enolazi kullanilmistir. Karboksilat karbonu C-1, fosforillenmis
karbon C-2 ve son karbon C-3 olarak bulunmaktadir. Qin vd. tarafindan 2012 yilinda yayinlanan
kaynaktan modifiye edilmistir.

Sekil 1. 5 Enolazin katalitik mekanizmasi [46], [47], [48].

Enzimin aktif bolgesi TIM figi yapisinin karboksilik ucunda yer almaktadir. N-terminal
domainin bir fragmenti ve fici domainden c¢ikan iki uzun halka bolgesi aktif bolgeye
giden genis bir yarik olusturmaktadir [45]. Proteinin aktif bolge analizleri sonucunda
His159, GIn167, Lys345, His373, Arg374, Ser375, Lys396 amino asitlerinin 2-PG
baglama rezidileri oldugu gosterilmistir [46], [47]. Ek olarak, Ala38 rezidusiinin de 2-
PG ile etkilesimde oldugu belirtilmistir [47]. Asp246, Glu295 ve Asp320 rezidilerinin
Mg*? iyonu ile etkilestigi, Ser39’un ise ikinci Mg*? iyonu ile baglandigi belirlenmistir
[46]. Yapilan calismalar, enolazin aktif bolgesi cevresinde bulunan lc¢ katalitik halka
bolgesinin hareketinin yerel konformasyonel degisiklikler ile iliskili oldugunu ve bu
nedenle birinci metal iyonu, substrat ve ikinci metal iyonu baglanma sirasinin 6nemli

oldugunu ortaya cikarmistir. Bu durum enzimin acik, kapal ve yari-kapali olmak Uzere
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Ug farkh aktif bolge yapisinin oldugunu gostermektedir [47]. Apo-enzim olarak “acik”
konformasyon halinde bulunan enzimin aktif bolgesi tamamen ¢ozliciye maruz
kalmaktadir. Substrat (ya da Urlin) ve metal iyonlar baglandigi zaman, (¢ halka bolgesi
aktif bolge lzerine dogru yonelmekte ve 6nemli konformasyonel degisiklikler meydana
getirerek enzimin  “kapali” konformasyonunu olusturmaktadir [12], [47].
Gergeklestirilen tez ¢alismasinda; T. annulata enolazinin ikincil ve Uglncil yapisi, aktif
bolge rezidiileri, substrat ve kofaktor baglanma bolgeleri yapilan in silico analizler ile

ileriki bolimlerde detaylandiriimistir.
1.1.4 Enzim Kinetigi

Enzimlerin galisma mekanizmalarini anlamak igin bilinen en eski yaklasim olan enzim
kinetigi, bir reaksiyonun hizini hesaplamak ve deneysel parametrelerle bu reaksiyonun
cevabinin nasil degistigini belirlemek icin kullanilan bir disiplindir [17]. Enzim kinetigi,
denge durumunun disinda zamana bagli devam eden enzim reaksiyonlari ile iliskilidir.
Enzim reaksiyonu galismalari, enzim kataliz ve diizenleme mekanizmalarini aydinlatmak
icin yapilmaktadir. Bu calismalar genellikle enzimin substrati ile olan iliskilerinin ve
substrat-lriin donldsiminin arastiriimasi ile baslamaktadir. Sonraki adim kofaktorler,
inhibitorler ya da aktivatorlerin rollerinin incelenmesidir. Ayrica, enzim kinetik

¢alismalari icin kimyasal reaksiyon siralamasinin bilinmesi de ¢ok 6nemlidir [49].
1.1.4.1 Michaelis-Menten Kinetigi

Bir enzim tarafindan katalizlenen bir reaksiyonun hizini etkileyen 6nemli bir faktor
substrat konsantrasyonudur. Substrat konsantrasyonunun [S] etkilerini arastirmak,
substratin Grline dondstiraldagid bir in vitro reaksiyon sirasinda meydana gelen
substrat degisiklikleri ile karmasik hale gelmektedir. Kinetik deneylerini basitlestirmek
icin kullanilan en genel yaklasim, baslangic hizini (v) 6lgmektir. Yiiksek substrat
konsantrasyonlarinda baslangic hizi degisimleri ¢cok azalmaktadir ve enzim substrat ile
doygunluga ulasmaktadir. Bu noktada enzim reaksiyon hizi maksimum olmaktadir
(Vmax) [17]. Reaksiyonun baslangicindan sonraki periyot, alt ara maddelerinin artisi ile
karakterize olan on-kararli hal periyodu olarak adlandirilmaktadir. On-kararli hal
periyodu, bu ara maddelerin nispeten sabit bir konsantrasyona ulasmasina kadar

devam etmektedir. Daha ileri asamada kararh hal kinetigi icin gerekli reaksiyon ortami
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olusmakta ve Uriniin olusum hizinin neredeyse sabit oldugu bu donem kararh hal
periyodu olarak adlandiriimaktadir (Sekil 1.6) [50]. Enzimatik reaksiyonlarda kararl hal
kinetik  analizi, sabit bir enzim  konsantrasyonunda  substratin  farkl
konsantrasyonlarinin ~ bir  fonksiyonu olarak baslangic  hizinin ~ 6lgimini

gerektirmektedir [51].

Baslangic luzi, Vo (uM/dk)

Substrat Konsantrasyonu, [S](mM)

Sekil 1. 6 Substrat konsantrasyonunun reaksiyon hizina etkisi [17].

Michaelis-Menten denklemi, enzim kinetiginin temel denklemidir ve substrat
konsantrasyonu [S] ile baslangic hizi (v) arasindaki iliskiyi gosteren egriyi ifade
etmektedir [17], [49]. Michaelis-Menten kinetigi, denklem 1. 1'de gosterildigi gibi
enzimatik reaksiyonlarin hiz limitleyici basamagi olan enzim-substrat [ES] kompleksinin

arln (P) ve serbest enzime (E) donlisiminden baslayarak elde edilmektedir [17].
lil'-j_ "‘?2
E+S=—ES— E+P
k- (1. 1)

Denklem 1. 2’deki Michaelis-Menten denklemine gére; v baslangic hizini, Vimax substrat
konsantrasyonunun doygunlugundaki maksimum hizi ve Michaelis sabiti (Km), Vmax

degerinin yarisindaki substrat konsantrasyonunu temsil etmektedir [51].
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Deneysel verilerin grafiginin daha kullanish hale gelmesi igin Michaelis-Menten
denklemi cebirsel olarak farkh forma donustirilebilmektedir. Bu donisiim denklemin
her iki tarafinin devrik olarak ters gevrilmesiyle elde edilmektedir. Elde edilen bu

denklem Lineweaver-Burk denklemi olarak adlandirilmaktadir (Denklem 1. 3) [17].

1 KIII 1
—_— 4

v Vimax [S]  Vinax (1.3)

Lineweaver-Burk denklemine gore 1/v’'ye karsi 1/[S] grafiginin olusturulmasiyla kesisim
noktasinin  (1/Vmax) ve egimin (Km/Vmax) belirlenmesi kinetik parametrelerin
hesaplanmasini saglamaktadir. Lineweaver-Burk grafigi ile dogrusal bir grafik
olusturulup Km ve Vimax degerlerinin daha dogru belirlenmesinde blyik bir avantaj elde

edilmektedir (Sekil 1. 7) [17], [51].

|
E
=
J3
1—||:-_-?
1
vmax
A1 11
K. [S1\mm

Sekil 1. 7 Lineweaver-Burk grafigi [17].
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1.1.4.2 Enzim-inhibisyon Mekanizmalari
Geri Doniisiimsiiz inhibisyon

Enzim inhibitorleri, reaksiyon katalizine mudahale ederek enzimatik reaksiyonun
yavaslatilmasini veya durdurulmasini saglayan molekillerdir. Enzimler hemen hemen
tim hicresel slirecleri katalize ettigi icin inhibitorler bilinen en 6nemli farmasotik
maddeler arasindadir. Geri dénidsimli ve geri donlsimsiiz olmak Uzere iki ¢esit
inhibitor bulunmaktadir [17]. Geri donilsimstiz inhibitorler, baslangic hiz 6l¢imi ve
kararh hal periyodunu da iceren tiim reaksiyon siiresinde baglanarak enzimi inhibe
ederler. Bu inhibitorler kovalent ve non-kovalent baglarla baglanarak ya da oksidasyon
gibi bazi kovalent davranislarda bulunarak enzimin konformasyonunu geri dontisiimsiiz
olarak degistirirler. Bir ligand analogu olarak inhibitér, enzimi inhibe edecek sekilde
spesifik baglanma bdlgesine baglanir ya da protein ylzeyi Uzerinde herhangi bir
erisilebilir reaktif grup ile reaksiyona girer. Geri dontislimsiz inhibisyon hizi, enzim ve
inhibitor konsantrasyonuna baglidir, ancak enzim konsantrasyonuna goére inhibitor
konsantrasyonu ¢ok yiksek oldugu takdirde enzim aktivitesi tamamen kaybolmaktadir

[49], [50].
Geri Doniisiimlii inhibisyon

Genellikle enzim inhibisyonu geri doénisimli olmaktadir, bir inhibitor tersinir bir
sekilde aktif bolgeye benzer belirli bir bdlgeye baglanmaktadir ve inhibitor
konsantrasyonunun seyreltilmesiyle ya da substrat konsantrasyonunun arttiriimasiyla
baglandigi yerden ayrilmaktadir. Geri donlsimli inhibitorler, diger tip inhibitorlere
gore disiik bir baglanma enerjisi ile baglanmaktadirlar. inhibitdrlerin proteinler ile
farkl etkilesim olasiliklari bulunmaktadir ve boéylece farkli inhibisyon mekanizmalari
olusmaktadir. Yarismahl (competitive), yarismasiz (uncompetitive) ve karisik (mixed)
olmak Uzere ¢ farkh geri dénidsimll inhibisyon mekanizmasi bulunmaktadir [17]

[49],[50].

Yarismali inhibisyonda, inhibitor substratin gercek bir analogu olarak hareket eder ve
substratin enzime baglandiktan sonra meydana getirdigi kompleksin aynisini
olusturmak icin enzime segici olarak baglanir. inhibitor aktif bélgeye baglandigi zaman

substratin enzime baglanmasini engeller ve boylece enzim aktivitesini azaltir. Yarismali
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inhibitorler ayni bolgeden enzime baglandiklari igin genel olarak substrat ile ortak
yapisal 6zelliklere sahiptirler. Yarismali inhibisyon kararli hal kinetigi ile kantitatif olarak
analiz edilebilmektedir [17], [50]. Lineweaver-Burk grafigi ile iki veya daha fazla farkh
konsantrasyondaki yarismali inhibitor varliginda substrat konsantrasyonuna karsi hiz
grafigi olusturulabilmektedir. Artan inhibitor konsantrasyonu ile farkli egimlerden
olusan ayni 1/v aksisinde kesisen grafik toplulugu meydana gelmektedir (Sekil 1. 8).
Yarismali inhibisyon mekanizmasinda Vmex degeri degismez, ancak K, degeri
artmaktadir. Vmax degeri degismemektedir, ¢linkl inhibitér konsantrasyonu ne olursa
olsun yeterli derecede yiliksek konsantrasyonda substrat varliginda inhibitor ile

substrat yer degistirerek enzimin aktif bolgesine gecebilmektedir [17].

i,

Liv - %__({;Km) 1,1

max [S] N Vm;u
e

1/[s]

Sekil 1. 8 Yarismali inhibisyonda olusan Lineweaver-Burk grafigi ve inhibitor varliginda
tiretilen Michaelis-Menten denklemi [17], [51].

Yarismasiz inhibisyonda, inhibitor substratin bagh oldugu enzim kompleksi (ES)
Uzerinde aktif bolgeden farklh bir bolgeye secici olarak baglanmaktadir. Yarismasiz
inhibitorler substrat analogu 6zelligi géstermemektedir ve bu inhibisyon ¢esidi ¢oklu
baglanma boélgelerine sahip enzimlerde goérilmektedir. Farkhh konsantrasyonlardaki
yarismasiz inhibitér varhiginda olusturulan Lineweaver-Burk grafiginde, inhibitor
konsantrasyonuna bagli olarak farkh noktalarda dikey eksen ile kesisen paralel cizgiler
bulunmaktadir (Sekil 1. 9). Yarismasiz inhibisyon mekanizmasinda inhibitoér Vmax
degerini azaltmaktadir ve a’ faktorii nedeniyle Vimax'in yarisina ulasmak icin gerekli olan

substrat miktari da azalacagindan Km degerinin de distigi gorilmektedir [17], [50].
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Sekil 1. 9 Yarismasiz inhibisyonda olusan Lineweaver-Burk grafigi ve inhibitor varliginda
tiretilen Michaelis-Menten denklemi [17], [51].

Karisik inhibisyonda, inhibitor aktif bolgenin disinda bir boélgeye baglanmakta ve
serbest enzim ya da enzim substrat kompleksine baglanabilmektedir. Bu inhibisyon
mekanizmasi igin farkh inhibitdér konsantrasyonlarinda olusturulan Lineweaver-Burk
grafiginde eksenler disinda kesisen cizgiler bulunmaktadir (Sekil 1.10). Ayrica, Km ve
Vmax degerlerinin her ikisi de degisimden etkilenmektedir [17], [51].

LIS

1 (ﬂ_&)_l._ L
V = Vo JSI TV
1y e I, max/ 1S] 1 Vinax

—,Z————————————————-[I]:ﬂ

=

-~

1/[s]

Sekil 1. 10 Karisik inhibisyonda olusan Lineweaver-Burk grafigi ve inhibitér varliginda
tiretilen Michaelis-Menten denklemi [17], [51].

Ozel bir durum olarak a degerinin a’ degerine esit oldugunda goriilen yarismayan
(noncompetitive) inhibisiyonda ise, inhibitor ile substrat arasinda bir yarisma olusmaz
ve substrat konsantrasyonunun arttirilmasi inhibisyonun kaybolmasina neden olmaz.
Bu inhibisyon mekanizmasinda Vmax azalirken, Km degismemektedir [17], [50]. Farkh

konsantrasyonlardaki yarismayan inhibitér varliginda olusturulan Lineweaver-Burk
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grafiginde dikey eksenin solundaki bir noktada kesisen c¢izgiler bulunmaktadir (Sekil

1.11) [50].

: [y

‘ 1 (aKp\1l =«
1/v [”2 V Vmax [S] % vmax

(1,
(11=0

/

T T L)

1/[S]

Sekil 1. 11 Yarismayan inhibisyonda olusan Lineweaver-Burk grafigi ve inhibitor
varhiginda tiretilen Michaelis-Menten denklemi [17], [50].

1.1.5 Kumarin ve inhibisyon Ozelligi

Dogal bilesikler, dislik toksisiteleri ve birden fazla hedef ile etkilesime girebilme
yetenekleri ile farmakolojik 6zelliklere sahip yapisal analoglarin sentezlenmesinde
onemli bir kaynaktir [20]. Kumarin (benzo-a-piron) tarcin, lavanta ve nane dahil olmak
Uzere cesitli bitkilerin icerisinde bulunan dogal bir bilesiktir (Sekil 1. 12) [21] ve bitki
aleminde bulunan bilesiklerin ¢ok genis bir sinifini olustururlar. Ozellikle tar¢in kabugu
yagl, Cin tarcini yapragl yagl ve lavanta yagl gibi bazi esansiyel yaglarin icerisinde
yuksek seviyede bulunurlar. Ayrica, kumarinler cesitli meyveler, yesil cay ve hindiba

gibi diger gidalardan da izole edilebilirler [52].

A

O O

Kumarin

Sekil 1. 12 Kumarinin kimyasal gésterimi [21].

Kumarin tiirevlerinin antikanser, anti-HIV, antikoagiilan, antimikrobiyal, antioksidan ve

antienflamatuar gibi tedavi edici etkileri bazi calismalarla bildirilmistir [20]. Son yillarda
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yapilan bir calismada kumarin tlrevlerinin belirli konsantrasyonda kanser hiicre
hatlarina uygulanmasiyla sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir ve bu bilesiklerin
konsantrasyonlarina bagh olarak serbest radikalleri ortadan kaldirma ozelligi ile
antioksidan etki gosterdigi belirlenmistir [53]. Bu bilesiklerin antikoagilan etkisi
protrombin zamani incelenerek fareler Uzerinde yapilan bir ¢alismada gozlenmistir.
Kumarin tdrevlerinin antikoagilan ozellikleri uzun yillardan beri bilinmektedir ve
protrombin zamanini uzatma O6zellikleri nedeniyle kalp krizi gegirmis veya risk
grubunda bulunan hastalarda yaygin olarak kullaniimaktadir [54]. Literatirdeki baska
bir calismada ise, belirli bir kumarin tlrevinin ylksek kolesterol degeri gorilen
hayvanlarda uygulanmasi ile kolesterol dizeyinin belirli o6lciide dustigl tespit
edilmistir. Boylece kumarin tirevlerinin kolesterol disuricl olarak da kullanilabilecegi
gosterilmistir [55]. Kronik enfeksiyonlarda, kumarinlerin immin sistemin makrofaj gibi
hiicrelerini destekleyici etkileri de gorilmdistir. Kronik brusella tedavisinde kumarin
gibi immin destekleyici bilesikler uygulanabilmektedir. Bu sonuglar mikoplazma,
toksoplazma gibi organizmalarin neden oldugu enfeksiyonlari dnlemede tesvik edici
olmaktadir [52]. Ayrica, bazi kumarinlerin analjezik [56] ve antiepileptik [57] etkiye

sahip oldugunu gosteren calismalar da mevcuttur.

Kumarin tlrevlerinin uygulandigi 6nemli bir alan da enzim inhibisyonudur. Yapilan bir
galismada kumarinin bugdayda a-amilaz, glikokinaz gibi metabolik reaktivasyonu
saglayan o6nemli enzimleri inhibe ettigi belirlenmistir [18]. Alzheimer hastaliginin
tedavisinde 6nemli olan asetilkolinesteraz ve monoaminoksidaz inhibitérleri olarak
kumarin tlrevlerinin de uygulanabilecegi yapilan calismalarla tespit edilmistir. Yapilan
bir ¢alismada 17 kumarin tirevinin mikromolar araliktaki konsantrasyonlarda
asetilkolinesterazi inhibe ettigi tespit edilmistir [19]. Baska bir ¢calismada ise edinilmis
bagisikhk eksikligi sendromu (AIDS) hastaligina neden olan insan bagisiklik yetmezligi
virsi  (HIV) karsi enzim inhibisyon analizleri gerceklestirilmistir. Cesitli kumarin
tlrevlerinin HIV-proteaz enzimi lizerinde 2 ile 61 uM arasindaki konsantrasyonlarda
yizde elli inhibisyon gerceklestirmesiyle potansiyel inhibitor etkisi gosterdigi
belirlenmistir [58]. Literatlirde bulunan bu tir calismalar kumarin tirevlerinin
potansiyel enzim inhibitori olarak analiz edilebilecegini gosterdiginden bu tez

¢alismasinda kullaniimistir.
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1.1.6 Bilgisayar Tabanl Protein Yapi Analizleri
1.1.6.1 Homoloji Modelleme

Yapiya dayali ilag tasarimindaki in silico yontemler; yapi ve fonksiyon iliskilerini
arastirmak icin 3 boyutlu protein yapilarinin bilgisi, tedaviye yonelik hedeflerin segilip
belirlenmesi, ligand-protein etkilesimlerinin molekiler temellerinin incelenmesi,
protein lizerindeki baglanma bolgelerinin karakterize edilmesi, hedefe yonelik kimyasal
bilesik kiitiphanelerinin belirlenmesi, yanastirma (docking) ¢alismalari ve en iyi
baglanan bilesiklerin tespit edilmesi ile tamamlanmaktadir [59]. Homoloji modelleme,
proteinlerin 3 boyutlu yapisini belirlemek i¢in kullanilan 6nemli bir bilgisayar teknigidir.
Bu yontem, hastaliklara yonelik olarak yapilan ilag tasarimi icin hedef protein
yapilarinin belirlenmesinde uygulanmaktadir ve bu nedenle de yapiya dayal ilag

tasarimindaki 6nemi zamanla artmaktadir [59], [60].

Homoloji modelleme yénteminde hedef protein modelinin olusturulmasi igin benzer
yapidaki yiksek ¢ozinurlikli protein yapilari kullanilmaktadir [60]. Bu yontem model
olusturulacak proteine benzeyen dogal protein konformasyonu ile hedef proteinin
amino asit dizisine gore olusturulan 3 boyutlu yapisinda meydana gelen kiiciik ve orta
derecedeki degisikliklerin gdzlemine dayanmaktadir [61]. Homoloji modelleme genel
olarak dort adimdan olusmaktadir: kalip belirleme, amino-asit dizisi eslestirme, model

olusturma ve validasyon (Sekil 1. 13) [60], [61].
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Sekil 1. 13 Homoloji modelleme basamaklarinin gésterimi [60].

Kalip belirleme, homoloji modelleme basamaklarinin ilk adimidir. Modellenecek hedef
protein dizisine belirli 6lctide benzeyen 3 boyutlu yapisi bilinen proteinler belirlenerek
bir temel olusturulur [60]. Hedef amino asit dizisi, bilinen protein yapilarinin amino asit
dizilerinin bulundugu bir veri tabaninda dizi benzerliklerine gére arama algoritmalari
kullanilarak taranmaktadir [61]. Model, hedef dizi ile kalip proteinin dizisi arasinda %
30 ya da daha fazla benzerlik orani tespit edildiginde olusturulabilir [59]. Protein dizisi
eslestirme dogru homoloji modellerin gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Hedef protein ve 3 boyutlu yapisi bilinen protein arasindaki farkllik korelasyonunun
saptanmasini takiben kalip ve hedef protein dizileri, amino asit rezidilerinin arasindaki
optimum korelasyonu tespit etmek eslestirilir [59], [61]. Coklu dizi eslestirme
yontemleri, proteinin korunmus bdlgelerini, fonksiyonel bdlgelerini ve filogenetik
analizin yardimiyla islevini belirlemek i¢in bircok dizinin siralanmasi ile uygulanmaktadir

[59]. Homoloji modelleme siirecindeki bir sonraki asama modeli olusturma asamasidir.
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3 boyutlu protein yapilarini olusturmak icin farkl yontemler kullanan cesitli modelleme
programlari mevcuttur. Gegerli stereo kimyayl uzamsal engellerle birlestiren CHARMM
[62] enerji terimlerini iceren en yaygin kullanilan program MODELLER programidir [63],
[64]. MODELLER programinda basit bir komut dosyasi kullanilarak kaliplarin atomik
koordinatlari ile modellenecek proteinin amino asit dizisi ile egslestirilmesi
gerceklestirilmektedir [64]. SwissModel, I-TASSER sunucusu gibi web tabanli sunucular,
yalnizca protein dizisinin girilerek model olusturulmasini saglamaktadir [60], [65], [66].
ilk olusturulan modelde optimal degerin altinda bag acilari ve uzunluklar
olabilmektedir. Elde edilen modelin bu tir vyapisal yonleri kontrol edilebilir,
dizeltilebilir ve belirlenen eksiklikler enerji kuvvet alan yaklagimlari kullanilarak enerji
minimizasyonu prosediiri ile giderilebilmektedir [60], [61]. Protein modeli
olusturulduktan sonra son asama olarak bu modelin dogrulanmasi gerekmektedir. En
iyi dogrulama (validasyon) sagduyu, biyolojik bilgi ve analitik araglarin sonuglarinin
birlestirilmesi ile yapilmaktadir. Validasyon sonuclarinin dogrultusunda proteinin tekrar
modellemesi de yapilabilmektedir [60]. Protein modelinin atomik baglarinin kontrol,
amino asitlerin ikincil yapida hangi pozisyonda bulundugunun incelenmesi, ikincil
yapisinin ve kristalografisi ¢oziimlenmis proteinlere benzerliginin arastirilmasi, protein
kalitesinin belirlenmesi icin ERRAT, RAMPAGE, ProSA, ProQ gibi web tabanl bircok
sunucu kullanilmaktadir [67], [68], [69], [70].

1.1.6.2 Molekiiler Yanastirma (Docking)

Molekiler yanastirma, hedefin uygun baglanma bdlgeleri igine kiiglik ligandlarin
yerlesme konformasyonlarinin 6nemli bir dogruluk derecesi ile belirlenmesini sagladigi
icin yapiya dayal ilag tasariminda siklikla kullanilan yéntemlerden biridir. Ligand
baglanma bicimleri ve sabit ligand-reseptéor kompleksleri gibi molekiller arasi
etkilesimlerin dahil oldugu 6nemli molekiler olgulari iceren aramalar, bu yontem ile
gerceklestirilebilir. Molekiler yanastirma algoritmalari, ligand-reseptor
komplekslerinin baglanma afinitesine gore bilesiklerin siralanmasini saglayarak
baglama enerijilerinin kantitatif olarak belirlenmesini gerceklestirmektedir [71].
Reseptor protein vyapisinin uygun oldugu varsayildiginda optimizasyondaki ve
yonlenme tahminindeki birincil zorluk ligand oryantasyonunun ve baglanma
afinitesinin belirlenmesidir [72]. Bu sorunlar dogrultusunda, molekiler yanastirma
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genellikle her bir basamakta karmasikligin daha da arttigi ¢cok basamakli bir proses

olarak tasarlanmistir [73].

Molekiler yanastirma prosesi, aktif bolge icindeki kiiciik molekillerin pozisyonlarini
(Pose) belirlemek igin yanastirma algoritmasinin uygulanmasi ile baslamaktadir [73].
Bir molekilin dogru baglanma modunun arastirilmasi, bircok pozisyon denemesinin
yapilmasi ve enerji agisindan en iyi olan pozisyonun tutulmasi ile gergeklestirilir. Bu
durum dogru yonlendirme ve sabitlenen molekilin dogru konformasyonun
bulunmasini icermektedir [74]. Molekiller (ligandlar) serbestlik igerisinde birgok
konformasyonel dereceyi (torsiyonel (dihedral), translasyonel ve dénme serbestlik
dereceleri gibi) icerebilirler. Serbestlik derecelerinin 6rneklendirilmesi, reseptor ile en
iyi eslesen konformasyonun belirlenmesi icin uygun dogrulukta gergeklestirilmelidir ve
belirli bir yanastirma dongisiinde bilesiklerin binlerce kez degerlendiriimesine izin
verecek derecede hizli olmalidir [71], [73]. Bu arastirma oncelikle belirli sayida
degerlendirmenin yapilmasi ve sonrasinda bir molekil igin yeterli sayida pozisyonun
bulunmasi ile sonlanmaktadir [74]. Algoritma, bilesikler ve hedefler arasindaki
etkilesimlerin degerlendirilmesi yoluyla biyolojik aktivitesini tahmin etmek igin
tasarlanmis skorlama fonksiyonlari ile tamamlanmaktadir. Erken skorlama
fonksiyonlari sekil ve elektrostatik baglanmalarin hesaplanmasini temel alarak
yanastirilan bilesigi degerlendirmektedirler. Secilen konformasyonlar, elektrostatik ve
Van der Waals etkilesimlerinin daha detayli incelenmesi ile daha kompleks skorlama
yontemleri kullanilarak degerlendiriimektedir ve en son ¢6zlinme ve entropik etkiler bu
skorlamaya eklenmektedir [73]. CozlicU etkileri, entropik etkiler ve reseptér esnekligi

gibi konularin uygun pozisyonun tespit edilmesine dnemli etkileri bulunmaktadir [71].

Molekiller vyanastirma analizlerinde muhtemel baglanma konformasyonlarinin
belirlenmesi icin c¢esitli potansiyel baglanma pozisyonlarini iceren biyilk
konformasyonel alanin arastirilmasi ve belirlenen baglanma konformasyonlarinin her
biriyle ilgili etkilesim enerjisinin dogru o©ngorilmesi gerekmektedir [71], [75].
Konformasyonel arama algoritmalari, sistematik (arttirarak yapilandirma, veri
tabanlari) ve stokastik (olasiliklara bagl, rastgele/ Monte Carlo, genetik algoritma)
arama yontemlerini kullanarak ligandlarin yapisal parametrelerinin degistirilmesini
gerceklestirmektedir [71], [73]. Sistematik yontemler, ligandlarin konformasyonunu
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kademeli olarak degistirilerek molekdllerin yapisal parametrelerinde hafif degisiklikler
gerceklestirirler. Stokastik yontemler, ligandlarin yapisal parametrelerinin rastgele
modifiye edilmesini saglayarak konformasyonel aramayi gerceklestirirler [71],[76],
[77]. Konformasyonel arama algoritmalarina gére 6rnek gosterilecek olursa; FRED [78],
DOCK [79], Glide [80] gibi programlar sistematik arama, AutoDock [81], MolDock [82],

LigandFit [83] gibi programlar da stokastik arama yontemlerini kullanmaktadirlar.

Molekiler yanastirma programlari, ligand-reseptdor komplekslerinin bag enerjisini
ongorebilmek icin skorlama fonksiyonlarini kullanmaktadirlar. Kuvvet alani, ampirik ve
bilgi temelli olmak tzere 3 farkh skorlama fonksiyonu bulunmaktadir [71]. Kuvvet alani
(Force field) skorlama fonksiyonlari; Van der Waals (VDW) etkilesimleri, elektrostatik
etkilesimler ve bag germe / bikme / burulma kuvvetleri dahil olmak Uzere fiziksel
atomik etkilesimlere dayali olarak hesaplanmaktadir. Ampirik skorlama fonksiyonlari,
agirlikh olarak enerji terimlerinin bir toplamini esas alan bir kompleksin baglanma
afinitesini  6ngormektedir. Bu hesaplamalarda; Van der Waals bag enerjisi,
elektrostatik, hidrofobisite, hidrojen bagi gibi enerji terimleri dikkate alinmaktadir [84].
Son olarak bilgi temelli skorlama fonksiyonlari, protein-ligand komplekslerinin kristal
yapilarinin genis bir veri tabaninda gozlemlenen atomlar arasi temas frekanslari ve
mesafeleri icin istatistikler kullanilarak tlretilmektedir [74]. Sik kullanilan molekiler
yanastirma programlarinin her biri farkli skorlama fonksiyonlarini kullanabilmektedir.
Molegro Virtual Docker [82], LigandFit [83], DOCK [79] gibi programlar kuvvet alani
skorlama fonksiyonunu kullanirken, Glide [80] programi ampirik skorlama
fonksiyonunu kullanmaktadir. AutoDock [81] programi ise hem kuvvet alani hem de

ampirik skorlama fonksiyonunu kullanmaktadir [71].

Molekiller yanastirma hesaplamalari son vyillarda ilag arastirmalarinda siklkla
kullanilmaktadir. Protein kaliplari tizerinden sanal bir taramanin yapilmasi, herhangi bir
onyargl olmadan aktif bilesiklerin de novo tanimlanmasi i¢in bir firsat saglamaktadir
[73]. Boylece bu yontem ile umut verici bilesiklerin belirlenmesi miimkiin olacagindan

saglik icin kritik alanlardaki ¢6ziim arastirmalarinda uygulanabilmektedir [71].

26



1.2 Tezin Amaci

Parazit enfeksiyonlarinda ilag direncinin gelismesi ile birlikte yapiya dayali ila¢ tasarimi
kapsaminda, parazitin metabolizmasinda hayati role sahip enzimlerin izole edilerek
secici inhibisyonunun yapilmasi son derece onemlidir. Bu yaklasim dogrultusunda
gercgeklestirilen bu tezin amaci, potansiyel segici inhibitorler belirleyip gelistirmek igin
38 adet kumarin tirevinden olusan bir kltliphanenin T. annulata enolaz aktivitesi

Uzerindeki etkisinin yapisal ve kinetik analizler ile test edilmesidir.
1.3 Hipotez

Theileria annulata enolazinin yiksek saflikta Uretilip uygun sartlarda saklanmasini
saglayarak, daha 6nceden sentezlenmis olan kumarin tirevleri ile secici inhibisyon
¢alismalarinin  yapilmasinin  tropikal theileriosise sebep olan T. annulata
enfeksiyonunun tedavisinde parazit igin hayati Oneme sahip olan glikoliz
metabolizmasinin inhibe edilmesiyle alternatif bir ila¢ gelistirilmesi yonindeki

calismalarin 6nlini acacagi 6ngorilmektedir.
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BOLUM 2

MATERYAL VE METOD

2.1 Materyaller
2.1.1 Kimyasallar, Enzimler ve Kitler

T. annulata enolazinin ekspresyonu sonrasinda elde edilen proteinlerin saflastirilmasi
icin QIAGEN (Almanya) tarafindan Uretilen Nikel-nitrilotriasetik asit (Ni-NTA) agaroz ve

Clontech Laboratories (ABD) tarafindan iiretilen TALON® kolonu kullaniimistir.

Sodyum dodesil stlfat poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE) proteinlerin
molekdl agirhgini belirlemek icin Thermo Scientific (ABD) tarafindan Uretilen Spectra
Multicolor Broad Range Protein Ladder kullaniimistir. Bu markerda bulunan protein
bantlarinin molekil agirhiklar sirasiyla; 260, 140, 100, 70, 50, 40, 35, 25, 15, 10
kDa’dur.

Deneyler sirasinda kullanilan diger kimyasal maddeler Panreac AppliChem, BDH, Sigma,

Promega, Roche, Aldrich ve Bacto™ ‘dan temin edilmistir.
2.1.2 Mikrobiyal Biiyiime Besiyeri, Tamponlar ve Cozeltiler

2xYT Sivi Besiyeri

Maya Ekstrakti 10 g/L
Tripton 16 g/L
NaCl 5g/L
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Amfisilin (100 mg/ml)
Stok amfisilin 1 ml’'ye 100 mg olacak sekilde sulandirilmistir, filtre ile sterilize edilmistir.
IPTG (izopropil-B -D- tiyogaltopiranosid)

100 mM 1,5 ml stok IPTG igin 35,74 mg IPTG tartilmistir ve distile su ile 1,5 ml’ye

tamamlanmistir. Filtre ile sterilize edilmistir.

% 30 Akrilamid/Bis Calisma Cozeltisi (30 ml)

Akrilamid 8,7¢

N, N'-Metilen-Bis-Akrilamid 03¢g

% 10 Amonyum Persiilfat Cozeltisi

30 mg amonyum persiilfat Gzerine 300 ul distile su eklenerak hazirlanmistir.

SDS-PAGE Ayirma Jeli (% 12)

dH,0 3,35 ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 2,5 ml
% 10 SDS 100 pl
% 30 Akrilamid/Bis 4 ml

% 10 Amonyum Persiilfat 75 ul
TEMED 15 pl

SDS-PAGE Yiikleme Jeli (% 4)

dH,0 3,05 ml
0,5 M Tris-HCl (pH 6,8) 1,25 ml
% 10 SDS 50 ul

% 30 Akrilamid/Bis 0,65 ml
% 10 Amonyum Persiilfat 30 ul
TEMED 6 ul
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SDS-PAGE Ornek Uygulama Tamponu (SDS-SAB) (10 ml)

% 10 SDS 1g

0,5 M Tris HCI (pH: 6,8) 0,6g
% 5 Gliserol 0,5 ml
% 25 B-Merkaptoetanol 0,25 ml
% 0,05 Bromfenol mavisi 0,005 g

5X SDS-PAGE Tank Tamponu

0,025 M Trizma Base 15 g/L
0,192 M Glisin 72 g/L
% 0,1 SDS 5g/L

Distile su ile 1X’e seyreltilerek kullanilmistir.
Protein Boyama Cozeltisi

% 0,1 Coomassie Brillant Mavisi

% 40 Metanol

% 10 Glasiyal Asetik Asit

Boya Uzaklastirici Cozelti

% 5 Metanol

% 7 Asetik Asit
Boya uzaklastirici ¢ozelti kullanildiktan sonra aktif karbon ile muamele edilmistir. Filtre

kagidi ile stizlilerek tekrar kullaniimustir.
T. annulata Enolaz Aktivite Ol¢iimii i¢in Kullanilan Tampon Cozeltisi
50 mM Tris HCI (pH :7,4)

1,5 mM MgCl

30



2.1.3 Enzim inhibisyon Calismalarinda Kullanilan Kumarin Tiirevleri

Enzim inhibisyon analizlerinde kullanilan 3- ve 4-arilkumarin tirevleri (K1-29) Marmara
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Bolimi Biyokimya ve Organik Kimya
Anabilim Dallar’'nda daha o©nceden Danis vd. tarafindan belirtilen yontemler ile
sentezlenmis [85], benzo[h]- ve benzo[g]-kumarin tirevleri (A1-8 ve A10) ise Marmara
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Bolimi Biyokimya Anabilim Dal’nda
sentezlenmistir (Yayin degerlendirme asamasinda) ve vyapilari Cizelge 2. 1'de

gosterilmistir.

Cizelge 2. 1 Kumarin tirevlerinin kimyasal formdlleri

Kumarin Turevleri

Numarasi Adi Formulii
K1 3-(3,4-dimetoksifenil)-6,7- Ho o o
dihidroksi-2H-kromen-2-on O .
T
O/
K2 3-(3,4-diasetoksifenil)-6,7- O o _A°
dimetoksi-2H-kromen-2-on - O

K3 3-(3,4-dihidroksifenil)-6,7-
dimetoksi-2H-kromen-2-on

K4 3-(3,4-dimetoksifenil)-6,7-
diasetoksi-2H-kromen-2-on

K5 3-(3,4-dihidroksifenil)-6,7-
dihidroksi-2H-kromen-2-on
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Cizelge 2. 1 Kumarin tirevlerinin kimyasal formdlleri (Devami)

Kumarin Turevleri

Numarasi Adi Formulii

K6 3-(3,4-dimetoksifenil)-6-metoksi-
7-asetoksi-2H-kromen-2-on

K7 4-(3,4-dimetoksifenil)-7,8-
dihidroksi-2H-kromen-2-on

K8 4-(3,4-dimetoksifenil)-6,7-
dihidroksi-2H-kromen-2-on

K9 4-(3,4-dihidroksifenil)-7,8-
dihidroksi-2H-kromen-2-on

K10 3-(3,4-dimetoksifenil)-7,8-
dihidroksi-2H-kromen-2-on
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Cizelge 2. 1 Kumarin tirevlerinin kimyasal formdlleri (Devami)

Kumarin Turevleri

2H-kromen-2-on

HO

Numarasi Adi Formilii
K11 3-(3,4-dimetoksifenil)-7,8- )\
diasetoksi-2H-kromen-2-on
T
O P
K12 3-(3-metilfenil)-7,8-dihidroksi-
2H-kromen-2-on o
C
K13 3-(4-nitrofenil)-7,8-dihidroksi- i
2H-kromen-2-on HO l o 0
T
NO,
K14 3-fenil-7,8-dihidroksi-2H- OH
kromen-2-on HO o o
/
K15 3-(fenildiazenil)-4-hidroksi-2H- 0 o
kromen-2-on
P Ny“
OH \©
K16 3-(4-metilfenil)-7,8-dihidroksi- it
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Cizelge 2. 1 Kumarin tirevlerinin kimyasal formdlleri (Devami)

Kumarin Turevleri

Numarasi Adi Formulii

K17 7-hidroksi-2H-kromen-2-on

K18 4-fenil-5,7-dihidroksi-2H-
kromen-2-on

K19 3-amino-4-hidroksi-2H-kromen- o o
2-on
= NH,

K20 4-hidroksi-2H-kromen-2-on o o
=
OH

K21 4-(3,4-dihidroksifenil)-6,7-

dihidroksi-2H-kromen-2-on

K22 3-(3,4-dimetoksifenil)-6,7-
dimetoksi-2H-kromen-2-on
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Cizelge 2. 1 Kumarin tirevlerinin kimyasal formdlleri (Devami)

Kumarin Turevleri

Numarasi Adi Formulii

K23 3-(3,4-dihidroksifenil)-7,8- Ot
dihidroksi-2H-kromen-2-on

K24 3-(3,4,5-trimetoksifenil)-5,7-
dihidroksi-2H-kromen-2-on

K25 3-(3,4,5-trimetoksifenil)-6,7-
dihidroksi-2H-kromen-2-on

K26 3-(3,4-diasetoksifenil)-5,7-
diasetoksi-2H-kromen-2-on

K27 3-(3,4,5-trimetoksifenil)-6,7-
diasetoksi-2H-kromen-2-on

K28 3-(3,4,5- trimetoksifenil)-5,7-
diasetoksi-2H-kromen-2-on
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Cizelge 2. 1 Kumarin tirevlerinin kimyasal formdlleri (Devami)

Kumarin Turevleri

Numarasi Adi Formulii
K29 3-(3,4-dihidroksifenil)-5,7- HO o )
dihidroksi-2H-kromen-2-on O

Al 3-(3,4-diasetoksifenil)-2H-
benzo[g]lkromen-2-on

A2 3-(3,4-dimetoksifenil)-2H-
benzo[g]lkromen-2-on

A3 3-(4-metoksifenil)-2H-
benzo[g]lkromen-2-on

A4 3-(3,4-diasetoksifenil)-2H-
benzo[h]kromen-2-on

A5 3-([1,1'-bifenil]-4-il)-2H-
benzo[h]kromen-2-on

36




Cizelge 2. 1 Kumarin tirevlerinin kimyasal formdlleri (Devami)

Kumarin Turevleri

Numarasi Adi Formulii

A6 3-([1,1'- bifenil]-4-il)-2H-
benzo[g]lkromen-2-on

A7 3-(4-metoksifenil)-2H-
benzo[h]kromen-2-on

A8 3-(3,4-dimetoksifenil)-2H-
benzo[g]lkromen-2-on

A10 6,6'-metilenbis(3-(3,4- ox o o o
dihidroksifenil)-2H-kromen-2-on ~ O O P

2.2 Metod

2.2.1 TaENO’nun Ekspresyonu ve Nikel-Nitrilotriasetik Asit Agaroz Kolon Dolgu

Maddesi Kullanilarak Yapilan Afinite Kromatografisi ile Saflastirilmasi

T. annulata enolazinin ekspresyonu ve saflastiriimasi Cayir vd. tarafindan yayimlanan
protokol esas alinarak gerceklestirilmistir [86]. TaENO genini iceren E. coli BL21(DE3)
hicreleri 100 pg/ml ampisilin iceren 5 ml’lik 2xYT besiyeri icerisinde 37 °C'de ve 180
rom’de bir gece inkiibe edilerek kiltlirt yapilmistir. 50 ml’lik ampisilin iceren 2xYT

besiyerlerine bir gece 6ncesinde inklbe edilen kiiltirden 250’ser ul ekilerek 37 °C'de
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ve 180 rpm’de ODeoo (Optik yogunluk)'deki hiicre yogunlugu 0,5-0,6’ya ulasincaya
kadar inklbe edilmistir. Hucre kiltira belirlenen hiicre yogunluguna ulastiginda 30 °C
sicaklik, 0,5 mM IPTG konsantrasyonu ile 6 saat boyunca indikleme yapilmistir.
indiiklemeden sonra 25 ml’lik kiltiirler alinarak 5000 rpm’de 20 dk 4 °C’'de santrifiij

edilmistir. Stipernatant atilarak pelletler -80 °C’de saklanmistir [86].

Ekspresyon asamasi tamamlandiktan sonra saflastirma asamasina gegilmistir.

Saflastirmada kullanilan tamponlar su sekilde hazirlanmistir:

Liziz Tamponu (1 L)

50 mM NaH;PO4 6,90 g NaH,P04-H,0 (MA 137,99 g/mol)
300 mM NacCl 17,54 g NaCl
10 mM imidazol 0,68 g imidazol

Elde edilen ¢bzelti pH: 8,0’a ayarlanarak hazirlanmustir.

Yikama Tamponu (11)

50 mM NaH;PO4 6,90 g NaH,P04-H,0 (MA 137,99 g/mol)
300 mM NacCl 17,54 g NaCl
20 mM imidazol 1,36 g imidazol

Elde edilen ¢ozelti pH: 8,0’a ayarlanarak hazirlanmistir.

Eliisyon Tamponu (1 L)

50 mM NaH;P04 6,90 g NaH2P0O4-H,0 (MA 137,99 g/mol)
300 mM Nadl 17,54 g NaCl
250 mM imidazol 17 g imidazol

Elde edilen ¢ozelti pH: 8,0’a ayarlanarak hazirlanmistir [86].
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Saflastirma basamaginda 50 ml kiltirden hazirlanan pelletler 3 ml liziz tamponunda
¢Ozllmustlr. Cozulen pellet, sonikator ile % 40 glicte 10 saniye uygulama 10 saniye
bekleme yapilarak 6 dongiide 2 dakika siirede pargalanmistir. Elde edilen karigim,
14000 rpm’de 30 dk 4 °C’de santrifij edilmistir C- terminalinde His-tag ilavesi bulunan
enzim ile Ni-NTA agarozun etkilesimini saglamak igin, stipernatant 1 ml Ni-NTA agaroz
ile 1 saat boyunca +4 °C’'de 120 rpm hizla karistirilmistir. Saflastirma kolonunun
paketlenmesi icin 5 ml’lik bir siringanin alt yizeyini kapatacak sekilde kurutma kagidi
konulmustur. Kurutma kagidinin Gzeri 2,5 ml seviyesine kadar cam vyiniu ile
kaplanmistir ve u¢ kismina ince hortum takilmistir. Hazirlanan kolon destek ¢ubuguna
sabitlenmistir. Kolona 1 saat sireyle ¢alkalanan protein ve Ni-NTA agaroz karisimi
yliklenmistir. Kolondan cikan ilk slzlinti toplanmistir. Daha sonra 10 ml yikama
tamponu ile kolon yikanarak iki tiip yikama 6rnegi alinmistir. Son olarak eliisyon

tamponu yiklenerek ellisyon érnekleri toplanmistir [86].

2.2.2 Saflastinlan TaENO’nun Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Analizinin Yapilmasi

SDS-PAGE, BIO-RAD Mini-PROTEAN 3 Cell jel elektroforez sistemi kullanilarak

yapilmistir. SDS-PAGE’de kullanilan jel, ayirma ve yikleme jeli olarak hazirlanmistir.

Saflastirma sonrasinda birlestirilen enzim fraksiyonlarindan 100 ul alinarak ayni
miktarda SDS-PAGE 6rnek uygulama tamponu eklenmistir ve 5 dakika kaynar suyun
buharinda bekletilmistir. Jelde bulunan kuyucuklara hazirlanan érnekler yiklenmistir.
Elektroforez tamponu olarak 1 x TAE (Tris-asetat-EDTA) kullanilmistir. Ornekler 85
voltta bromfenol mavisi jelin sonuna gelinceye kadar yurutilmistir. Jel protein
boyama cozeltisinde 37 °C'de 45 dakika boyunca boyanmistir ve daha sonra boya
uzaklastirici ¢ozelti icerisinde protein bantlari net bir sekilde gozlenebilir duruma

gelinceye kadar bekletilmistir. Elde edilen jel 6rnekleri fotograflanmistir [87].
2.2.3 T. annulata Enolazinin Aktivite Tayini

TaENO’nun aktivite 6l¢iimi, 2-PG’nin PEP’e donlsimiinin 240 nm’deki absorbans
artisi belirlenerek yapilmistir. Reaksiyon 1,5 mM MgCl; iceren 50 mM Tris/HCl (pH:7,4)
tamponunda oda sicakhginda gerceklestirilmistir. Ayrica, reaksiyonlarda kullanilan

enzim miktari ve substrat konsantrasyonlari yapilan her bir aktivite analizinde optimize
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edilmistir. Enzim miktari 1 ml’lik toplam hacimdeki reaksiyonlarda 10 pl kullaniimakla
birlikte 200 ul'lik toplam hacimde gergeklestirilen reaksiyonlarda 2 ul ve 4 ul arasinda
kullanilacak sekilde optimize edilmistir. 2-PG konsantrasyonlari ise 1 mM ve 3 mM

arasinda optimize edilerek kullaniimistir [86].
2.2.4 T. annulata Enolazinin Uygun Saklama Kogsullarinin Belirlenmesi

Gliserol ve sigir serum albimin (BSA) kullanilarak yapilan stabilizasyon analizinde,
2.2.1’deki protokol esas alinarak yapilan saflastirma sonrasinda toplanan eliisyon
ornekleri mikrofiltre ile filtrelenerek birlestirilmistir. Filtre ile sterilize edilen
TaENO’nun aktivite 6lciimi 2.2.2’de belirtilen standart protokol ile yapilmistir. Substrat
olarak 1 mM 2-PG kullaniimigtir ve reaksiyon 1 ml hacimde 2 dakika sire igerisinde

gerceklestirilmistir [86].

T. annulata enolazinin stabilizasyonunun saglanarak depolanmasi igin yapilan ilk
analizde, sigir serum albliimin (BSA) [88] ve gliserol [89], [90] enzim stabilizasyonundaki
etkileri bilindiginden tercih edilmistir. TGaENO aktivite 6lcimi yapildiktan sonra elde
edilen enzim ¢6zeltisi 3 falkon tiipte 1,5 ml enzim olacak sekilde boélinmustir. Gliserol
ve BSA konsantrasyonlari; son konsantrasyonu 2 mg/ml olacak sekilde BSA, % 10
gliserol olacak sekilde belirlenmistir. Ayrica, higbir stabilizatoér eklenmeden zamanla
enzimin aktivitesinin ne derece degistigini belirlemek icin saf enzim ¢ozeltisi ayrilmistir.
Bltlin enzim c¢ozeltileri 10’ar tipe bolinerek her bir karissimdan 10’ar tip olacak
sekilde +4 °C, -20 °C ve -80 °C’de saklanmustir. -80 °C’ye konulmadan 6nce her tiip sivi

azotta dondurulmustur.

Belirlenen glinlerde her bir enzim ¢6zeltisi alinarak standart enzim aktivite 6lciimleri
yapiimistir. Stabilizatorler eklenmeden 6nce yapilan 6lcim her bir enzim ¢ozeltisi icin
ilk deger kabul edilerek 2., 3., 6. ve 14. gilinlerde dlciimler yapilmis ve elde edilen

sonuglar degerlendirilmistir.

Gliserol ve BSA’dan farkli stabilizatorler kullanilarak yapilan stabilizasyon analizinde,
2.2.1’deki standart protokole gére ekspresyon ve saflastirma yapilmistir. Saflastirma
asamasinda son olarak 4 ml elisyon tamponu yiiklenerek ellisyon fraksiyonlari

toplanmistir [86]. Yapilan farkli saflastirmalar ile yliksek konsantrasyonda protein
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alindig1 bilinen elisyon fraksiyonlari mikrofiltre ile filtrelenip birlestirilerek saf T.

annulata enolaz elde edilmistir.

Belirlenen fraksiyonlarin birlestiriimesi ile elde edilen 5 ml’lik saf enzim 1’er ml’lik
fraksiyonlara bollinmustir. Her bir fraksiyona Cizelge 2. 2’de belirtilen miktarlarda
ditiotreitol (DTT), etilendiamintetraasetik asit (EDTA), gliserol, siikroz, etilen glikol gibi

stabilizatorler eklenmistir.

Gizelge 2. 2 TaENO’nun stabilizasyonunda kullanilan stabilizatorler

Stabilizator Son konsantrasyon Kaynak
DTT 10 mM DTT [91]
El EDTA 5 mM EDTA
Gliserol % 10 Gliserol (1,36 M)
DTT 10 mM DTT [91]
= Gliserol % 10 Gliserol (1,36 M)
E3 DTT 10 mM [91]
E4 Stikroz 1M [92]
E5 Etilen Glikol 6 M [92]

Hazirlanan her bir enzim ¢0zeltisi 30 pl olacak sekilde 1,5 ml’lik tliplere bolinmustdr.
Her bir ¢Ozeltiden elde edilen tiipler -80 °C, -20 °C ve +4 °C’ye konulacak sekilde
ayrilmistir. -80 °C’de saklanmak tizere hazirlanan tiim enzim ¢o6zeltileri sivi nitrojen ile

hizli dondurma islemine tabi tutulmustur.

Belirlenen glinlerde her bir sicaklikta her bir ¢ozeltiden birer tlp alinmistir ve standart
enzim aktivite 6lcimu 2 kez tekrarli olarak yapilmistir. Reaksiyonlarda substrat olarak
1,5 mM 2-PG kullaniimistir ve reaksiyon 1 ml hacimde 2 dakika siire icerisinde

gerceklestirilmistir [86].
2.2.5 T. annulata Enolazinin Saflagtirma Optimizasyonlari

2.2.5.1 Nikel-Nitrilotriasetik Asit Agaroz Kolon Dolgu Maddesi Kullanilarak Yapilan

Afinite Kromatografisi Protokoliiniin Optimizasyon Calismalari

Standart protokoldeki ekspresyon asamasinin gerceklestirilmesinden sonra saflastirma

basamaginda son olarak 4 ml eliisyon tamponu yiiklenerek 500 pl eliisyon fraksiyonlari
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toplanmistir. Yapilan farkl saflagtirmalar ile yiksek konsantrasyonda protein alindig

bilinen ellisyon fraksiyonlari mikrofiltre ile filtrelenip birlestirilmistir. Standart

protokoldeki tamponlar 2.2.1. basliginda belirtilen sekilde hazirlanmaktadir [86].

Theileria annulata enolazinin yiiksek saflikta elde edilmesi icin standart protokolde
ekstra bantlarin gorilmesine karsin Onerilen gesitli optimizasyonlar uygulanmistir
(Qiagen, Almanya). Protokolde Cizelge 2. 3’te belirtilen degisiklikler ayri ayri
uygulanmis ve saf enzim elde etmek igin ¢alismalar yapilmistir.

Cizelge 2. 3 Ni-NTA agaroz kolon dolgu maddesi ile yapilan afinite kromatografisi
protokolliindeki optimizasyon uygulamalari

Enzim Kurutma NacCl Ni-NTA | Kimyasal Gliserol
Saflagtirma Kagidi Konsantrasyo | Agaroz ilavesi ilavesi
nu (Her bir | Miktari | (Sadece (Sadece
tamponda) liziz yikama
tamponu) | tamponu)
1.uygulama Cift 300 mM 1000 pl - -
2.uygulama Tek 600 mM 1000 pl - -
3.uygulama Tek 1000 mM 1000 pl - -
4.uygulama Tek 300 mM 700 pl - -
5.uygulama Tek 300 mM 1500 pl - -
6.uygulama Tek 300 mM 2000 pl - -
7.uygulama Tek 300 mM 1000 pl | 15 mM 2- -
Merkapto
etanol
8.uygulama Tek 300 mM 1000 pl | %2 Triton- -
X
9.uygulama Tek 300 mM 1000 pl - %5
10.uygulama Tek 300 mM 1000 pl - %10
11.uygulama Tek 600 mM 1500 pl - -
12.uygulama Tek 600 mM 1500 pl - %5

2.2.5.2 Kobalt Yiiklii TALON® Kolonu ile Yapilan Afinite Kromatografisi Yéntemiyle

TaENO’nun Saflagtiriimasi

TALON® recineler, rekombinant polihistidin bagh proteinlerin saflastirilmasi igin
tasarlanmis dayanikli kobalt tabanli metal afinite kromatografisi recineleridir [93]
(Clontech Laboratories, Inc., Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada). Bu regineler, cok

yaygin olarak kullanilan reaktifler ile uyumlu olan, dogal ya da denatiire edici kosullar
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altinda protein saflastirilmasini saglamaktadir (Sekil 2. 1) (Clontech Laboratories, Inc.,

Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada).

Sefaroz
Boncuk

Co*? metal iyonunun tetradentat selatdriinii tasiyan sefaroz boncuk ile polihistidin kuyruguna sahip
rekombinant proteinin regineye baglanmasi (Clontech Laboratories, Inc., Amerika Birlesik Devletleri ve
Kanada).

Sekil 2. 1 TALON metal afiniteli regine.

Saflastirma basamaginda 2.2.1'de belirtilen sekilde 50 ml’lik kiltirlerden elde edilen
pelletler 3 ml liziz tamponunda ¢6zulmustir. Cozulen pellet, sonikator ile % 40 gligte
10 sn uygulama 10 sn bekleme yapilarak 6 donglide 2 dakika slirede parcalanmistir.
Elde edilen karisim, 14 000 rpm’de 30 dk 4 °C’de santriflij edilmistir. Ticari olarak elde
edilen TALON® kolonu (Clontech Laboratories, Inc., Amerika Birlesik Devletleri ve
Kanada) 10 ml dengeleyici tampon ile yikanmistir. Elde edilen hiicre lizati kolona
ylklenmistir ve kolondan cikan ilk siziintl toplanmistir. Bu basamaktan sonra kolon 8
ml dengeleyici tampon ile yikanmistir. Daha sonra 7 ml yikama tamponu ile kolon
yikanarak iki tip yikama 6rnegi alinmistir. 5 ml eliisyon tamponu 2 yiiklenerek 1 ml
elisyon fraksiyonlari toplanmistir. Belirtilen saflastirma protokoli iki farkli 50 ml’lik
hiicre kaltir pelleti icin uygulanmistir ve elde edilen en yiksek konsantrasyondaki
elisyon fraksiyonlari mikrofiltreden gecirilerek birlestirilmistir. Birlestirilen enzim
¢ozeltisi tekrar TALON® kolona yiiklenmistir ve ayni protokol uygulanmistir. Son olarak
kolona 20 ml dengeleyici tampon kolona yiklendikten sonra 5 ml distile suyla
yikanmistir. TALON® kolon tekrar kullaniimak tizere % 20’lik etanol eklenerek +4 °C’'de
saklanmistir.  Uygulanan protokolde belirtilen tamponlar asagidaki sekilde

hazirlanmistir:
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Liziz Tamponu (11)

50 mM NaH;POs 6,90 g NaH2P0O4-H,0 (MA 137,99 g/mol)
300 mM NacCl 17,54 g NaCl

10 mM imidazol 0,68 g imidazol

NaOH kullanilarak pH: 8,0’a ayarlanmistir.

Dengeleyici Tampon (11)

50 mM NaH;PO4 6,90 g NaH,PO4-H,0 (MA 137,99 g/mol)
300 mM NacCl 17,54 g NacCl

10 mM imidazol 0,68 g imidazol

NaOH kullanilarak pH: 8,0’a ayarlanmigtir.

Yikama Tamponu (1)

50 mM NaH2PO4 6,90 g NaH,P04-H,0 (MA 137,99 g/mol)
300 mM NacCl 17,54 g NacCl
20 mM imidazol 1,36 g imidazol

NaOH kullanilarak pH: 8,0’a ayarlanmistir.

Eliisyon Tamponu 2 (1 L)

50 mM NaH;P04 6,90 g NaH,P0O4-H,0 (MA 137,99 g/mol)
300 mM Nadl 17,54 g NaCl
150 mM imidazol 10,2 g imidazol

NaOH kullanilarak pH: 8,0’a ayarlanmistir.
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Saf olarak elde edilen T. annulata enolaz ¢ozeltisine mikrofiltreden gegirildikten sonra
son konsantrasyonu 6 M olacak sekilde etilen glikol eklenmis ve standart aktivite
Olcimiinde substrat olarak 1,5 mM 2-PG kullanilmistir ve reaksiyon 1 ml hacimde 2

dakika sire icerisinde gergeklestirilmistir [86].

2.2.6 Kumarin Tiirevlerinin inhibitér Etkinliginin T. annulata Enolazi Kullanilarak

Taranmasi

TaENO’nun saflagtiriimasinin ardinan saf enzim ¢ozeltisine son konsantrasyonu 6 M
olacak sekilde etilen glikol eklenmistir ve enzim aktivite tayini yapilmistir. Bu agsamada

elde edilen enzim ¢ozeltisi +4 °C’de saklanmistir.

Kumarin tlrevlerinin inhibitor etkinliginin taranmasi igin, standart TaENO enzim
aktivite reaksiyon bilesenleri temel alinarak [86] 6n deneylerde 2, 3, 4, ul enzim; 1,5
mM ve 2,25 mM, 3 mM 2-PG konsantrasyonlari kullanilarak farkli reaksiyon élglimleri
yapiimistir ve optimizasyon sonrasinda 2 pl enzim, 3 mM 2-PG’nin reaksiyonlarda
kullanilmasina karar verilmistir. Ayrica, 100 pM’dan daha yiksek kumarin
konsantrasyonlarinda yapilan reaksiyonlarda kumarinlerin ¢okmesi nedeniyle bu
tarama analizlerinde st sinir olan 100 uM kumarin konsantrasyonu temel alinarak
cahisilmistir. Kumarin tirevleri ile yapilan inhibisyon calismalarinda, kumarin tiirevleri
DMSO (dimetilsilfoksit) icerisinde ¢ozilmistir. Reaksiyonlarda; 1,5 mM MgCl, iceren
50 mM Tris/HCl (pH:7,4) tampon, 2 ul inhibitér (DMSO iginde ¢6ziinmiis 100 puM
konsantrasyonda 38 adet kumarin tiirevi) ve 2 ul enzim iceren reaksiyon karisimi 25
°C’'de 600 devirde 10 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda son
konsantrasyonu 3 mM olacak sekilde 2-PG eklenmistir ve 240 nm dalga boyunda, iki
dakika boyunca 20 saniye araliklarla absorbans 6lgiimi yapilmistir. Negatif kontrol
olarak, 2 puL kumarin ¢ozeltisi yerine 2 uL DMSO (¢6zelti icindeki son konsantrasyon %1)

eklenerek absorbans olcimu yapilmistir.

% inhibisyon denklem 2. 1’e gére hesaplanmistir:

o/ i 0. _ {AA240 kontrol - AAZ40 reaksivon)
= x100 .
% Inhlblsyon AAZ40 kontrol (2 1)
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AAza0 kontrol; negatif kontrol reaksiyonunun 240 nm’deki absorbans farki degerini,
DAz reaksiyon; kumarin eklenerek gercgeklestirilen reaksiyonun 240 nm’deki

absorbans farki degerini ifade etmektedir.

2.2.7 Belirlenen Kumarin Tirevlerinin 1Cso Degerlerinin T. annulata Enolazi

Kullanilarak Hesaplanmasi

Protein saflastirma analizleri sonrasi elde edilen saf enzim miktari géz oninde
bulundurularak kumarin tirevlerinin 1Cso degerlerinin belirlenmesi igin yeni bir
optimizasyon calismasi yapilmistir. Standart TaENO enzim aktivite reaksiyon bilesenleri
temel alinarak [86] 2, 3, 4, ul enzim; 3 mM 2-PG konsantrasyonlari kullanilarak farkli
reaksiyon olgliimleri yapilmistir ve optimizasyon sonrasinda 3 pl enzim, 3 mM 2-PG
konsantrasyonlarinin reaksiyonlarda kullanilmasina karar verilmistir. Aktivite tarama
galismasinin sonucuna gore 100 uM konsantrasyonda % 90 ve Uzeri aktivite gdsteren
kumarin tirevleri ile ileri inhibisyon analizleri gerceklestirilmistir. Reaksiyonlarda; 1,5
mM MgCl, iceren 50 mM Tris/HCl (pH:7,4) tampon, 2 ul inhibitér (DMSO iginde
¢ozlinmiis 1-50 UM arasi konsantrasyonlarda kumarin tirevi) ve 3 pl enzim igeren
reaksiyon karisimi 25 °C’de 600 devirde 10 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonunda son konsantrasyonu 3 mM olacak sekilde 2-PG eklenmistir ve 240 nm dalga
boyunda, iki dakika boyunca 20 s araliklarla absorbans 6lcimi yapilmistir. Negatif
kontrol olarak, 2 puL kumarin ¢ozeltisi yerine 2 uL DMSO eklenerek absorbans dl¢cimii

yapilmistir. % inhibisyon denklem 3. 1’de gésterilen veriler ele alinarak hesaplanmustir.

ICso degeri spesifik bir substrat konsantrasyonunda bir enzimatik reaksiyonun % 50
oraninda inhibisyonunu olusturmak icin gereken inhibitér konsantrasyonunu ifade
etmektedir [94]. Belirlenen kumarin tirevlerinin saflagtirilan enzim lzerinde galisilarak
tespit edilen ICso degerleri; en az bes farkh inhibitér konsantrasyonunun dogal
logaritmik degerlerine karsi ylzde inhibisyon degerlerinin lineer olmayan regresyon
analizleri ile degisken egim (variable slope) baz alinarak GraphPad Prism 6.0 (GraphPad

Software Ltd., La Jalla, ABD) programi kullanilarak hesaplanmistir.
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2.2.8 T. annulata Enolazinin Kumarin Tiirevleri Kullanilarak Enzim inhibisyon

Mekanizmasinin Belirlenmesi
2.2.8.1 T. annulata Enolazinin Konsantrasyon Tayini ve Kinetik Analizi

Saf enzim ¢ozeltisine son konsantrasyonu 6 M olacak sekilde etilen glikol eklenmis ve
aktivite varligini belirlemek igin aktivite 6lgimi yapilmistir. Bu asamada elde edilen

enzim ¢Ozeltisi +4 °C’'de saklanmustir.

Enzim kinetigi ve enzim inhibisyon mekanizmasi c¢alismalarinda kullanilan saf T.
annulata enolazinin protein konsantrasyonu tayini Bradford yontemi ile yapilmigtir. Bu
yontemde kullanilan Bradford reaktifi olan Coomassie Brillant Mavisi G-250 etanol
icerisinde ¢ozlilmus halde kullanilmistir. Protein stok ¢ozeltisi olan 2 mg/ml ovalbiimin

cozeltisi 0,1 mg/ml olacak sekilde seyreltilerek hazirlanmistir (Cizelge 2. 4).

Cizelge 2. 4 Bradford yonteminde hazirlanan protein ¢ozeltilerin icerigine eklenen

miktarlar
Protein Stok Distile su (pl) Bradford
Cozeltisi (pl) reaktifi (ul)
1 0 800 200
2 20 780 200
3 40 760 200
4 60 740 200
5 80 720 200
6 Ornek (2 ul) 798 200

Her bir cozeltiden 3 adet hazirlanmasiyla 3 kez tekrarli olarak 595 nm’de Ol¢lim
yapiimistir. Olgiim sonucunda her bir stok cozeltinin protein konsantrasyonu
belirlenerek konsantrasyona karsi absorbans (Asgs) grafigi cizilmistir. Grafikteki R?
degerinin 1’e yakin olup olmadigi tespit edilerek yapilan olglimlerin dogrulugu analiz
edilmistir ve y=mx+n denklemi ile hesaplama yapilarak hazirlanan 6rnek icin belirlenen

absorbansa gore protein konsantrasyonu belirlenmistir [95].

Enzimin kinetik analizi icin, 240 nm dalga boyunda reaksiyon sonucunda olusan PEP
artisi Olcilmistir. Reaksiyon hacmi 200 pl ve reaksiyon siiresi 2 dakika olarak
belirlenmistir. Olgiim 1,5 mM MgCl, ve 50 mM Tris-HCI (pH 7,4) tampon igerisinde 25
OC’de gerceklestirilmistir [86]. Saflastirilan enzimin bu kosullarda farkhi substrat

konsantrasyonlarindaki (50-2000 uM) reaksiyon sonuglarina gore kinetik 6zellikleri
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belirlenmistir. Kumarin icermeyen bu reaksiyonlarda, 2 uL DMSO eklenerek absorbans
6lcimi yapilmistir. Olgiimler 3 tekrarl olacak sekilde yapilmistir. Elde edilen reaksiyon
degerleri ile GraphPad Prism 6.0 programi (GraphPad Software Ltd., La Jalla, USA)
kullanilarak enzimin kararli hal kinetik grafigi elde edilmistir ve PEP’in molar
absorblama katsayisi (ePEP = 1400 M. cm?) [96] enzim konsantrasyonu da

hesaplamalara eklenerek Km, Vmax degerleri hesaplanmistir.

2.2.8.2 Belirlenen Kumarin Tiirevleri ile Enzim inhibisyon Mekanizmasinin Tayin

Calismalari

inhibisyon analizleri sonucunda 15 uM’dan daha diisiik ICsp degerine sahip kumarin
turevleri kullanilarak 50 ile 2000 uM arasi substrat (2-PG) konsantrasyonlarinda
reaksiyonlar gerceklestirilmistir. Reaksiyonlarda; 1,5 mM MgCl; iceren 50 mM Tris/HCI
(pH:7,4) tampon, 2 pl inhibitér (DMSO iginde ¢6ziinmis 0,5-5 pM arasi
konsantrasyonlardaki kumarin tirevi) ve 3 ul enzim (1/6 seyreltilerek hazirlanan stok
enzim ¢ozeltisinden) iceren reaksiyon karisimi 25 °C’'de 600 devirde 10 dakika inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonunda farkli konsantrasyonlarda hazirlanan 2-PG eklenmistir
ve 240 nm dalga boyunda, iki dakika boyunca 20 saniye araliklarla absorbans 6lcimi
yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore; Lineaweaver-Burk grafigi olusturularak

inhibisyon mekanizmasi tespit edilmistir [17].

Reaksiyonlar sonucunda oOlglilen AAzao/dk degerleri ele alinarak reaksiyon hizi igin
spesifik aktivite degerleri hesaplanmistir. Reaksiyonda olusan fosfoenolpiriivat ile
absorbans artisi tayin edildiginden dolayr bu hesaplamada PEP’in molar absorblama
katsayisi (ePEP = 1400 M. cm™®) [96] kullanilmistir. Toplam reaksiyon hacmi (V1) ve
kullanilan enzim miktari (mg) hesaba katilarak spesifik aktivite (pumol.dk*.mg?)
denklem 2. 2’ye gore hesaplanmistir.

_ [(AA240/dk) x VT ]/ (zPEP x151k yolu uzunlugu)

kullanilan enzim miktan (2_ 2)

U/mg

Substrat konsantrasyonu ve hiz degerleri girilerek Km ve Vmax kinetik parametreleri
GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Ltd., La Jalla, USA) programinda Michaelis-
Menten enzim kinetigi moduli kullanilarak belirlenmistir. Yarismasiz (uncompetitive)

inhibisyonda  belirlenen K’ degeri AlphaKi olarak da adlandiriimaktadir
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(http://www.graphpad.com/guides/prism/6/curvefitting/index.htm?reg_uncompetitiv
e_inhibition.htm). Ayrica, inhibitor varhginda Km ve Vmax degerleri degismektedir. Bu
nedenle; hesaplanan Km ve Vmax degerleri “apparent” vyani goriinir olarak
adlandiriimaktadir (KmApp ve VmaxApp) [17]. Bu degerler denklem 2. 3’e gore

hesaplanmaktadir.

Vmax KEm
L'rmax-""'lpp = T Km'ﬁ"pp = T
1+ - 1+ -]
AlphakKi Alphaki (2.3)

Alphaki degeri GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Ltd., La Jalla, USA)
programinda lineer olmayan regresyon analizleri ile yarismasiz (uncompetitive)

inhibisyon 6zelligi kullanilarak hesaplanmistir.

2.2.9 Ticari Bir inhibitér Olan ENOblock”un T. annulata Enolazini inhibisyon

Potansiyelinin Analizi

Kumarin tlrevlerinin etkinliginin analizinde oldugu gibi TaENO’nun saflastiriimasinin
ardindan saf enzim ¢o6zeltisine son konsantrasyonu 6 M olacak sekilde etilen glikol
eklenmistir ve enzim aktivite tayini yapilmistir. Bu asamada elde edilen enzim ¢ozeltisi

+4 °C’de saklanmistir.

ENOblock® (AdooQ Bioscience)’'un TaENO (zerinde inhibitdr potansiyelinin arastiriimasi
icin, standart enzim aktivite reaksiyon bilesenleri temel alinarak [86] 3 ul enzim, 3 mM
2-PG ve farkli konsantrasyonlarda (0,5 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM
ve 100 uM) ENOblock® reaksiyonlarda kullanilmistir. Reaksiyonlarda ENOblock® DMSO
icerisinde ¢oztlmustir. 1,5 mM MgCl, iceren 50 mM Tris/HCI (pH:7,4) tampon, 2 ul
inhibitér (ENOblock®) ve 3 pl enzim iceren reaksiyon karisimi 25 °C’de 600 devirde 10
dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda son konsantrasyonu 3 mM olacak sekilde
2-PG eklenmistir ve 240 nm’de absorbans olcimu yapilmistir. Negatif kontrol olarak,
inhibitor olmadan 2 pl DMSO (cozelti icindeki son konsantrasyon % 1) eklenen
reaksiyon karisiminin absorbans 6lgimu yapiimistir. Elde edilen % inhibisyon degerleri

daha onceki basliklarda belirtilen denklem 2. 1’e gére hesaplanmistir.
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2.2.10 En lyi inhibisyonu Saglayan Kumarin Tiirevinin Enzim ile Etkilesiminin Kiitle

Spektroskopisi ile Gosterilmesi

MALDI-TOF kitle spektrometresi protein ve peptid karakterizasyonunda sikca
kullanilan ve proteomik calismalarinin belkemigini olusturan bir yontemdir. Kitle
spektrometresinde ilgili molekil iyonlastirilip gaz fazina gegirilerek analizérde
kitle/yuk orani saptanmaktadir. Bu sayede ilgili molekilin veya fragmentlerinin
molekil kitleleri saptanabilmektedir. Molekillerin iyonlastiriimasi icin 6nceden sert
iyonlastirma yoéntemleri kullanilmaktaydi ve bu yéntemler molekili fragmentlerine
ayirmaktaydi. Ancak daha sonra gelistirilen ESI (elektrosprey iyonlastirma) ve MALDI
(Matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon) gibi yumusak iyonlastirma
yontemleriyle molekil pargalarina ayrilmadan kitlesi saptanabilmektedir. Bu sayede
cok yiksek molekil kitlelerine sahip proteinler bile pargalanmaya ugramadan bu

yontemle analiz edilerek molekiil kiitleleri bulunabilmektedir [97].

Yapilan tez ¢alismasinda Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Proteomiks Laboratuvari’nda
bulunan ABSciex MALDI-TOF/TOF 5800 cihazi kullanilarak enzim ve enzim inhibitor
karisimlarinin kitle spektrumlari elde edilmistir. Lineer modda yapilan analizlerde BSA

ile kalibrasyon yapilmistir.

Matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamanli kitle spektroskopisinde
(MALDI-TOF) incelenen tim enzim 6rnekleri afinite kromatografisinde saflastirildiktan
sonra 6 M etilen glikol ¢ozeltisine karsi 1 gece diyaliz edilmistir. Bu sayede kiitle
spektrometresi analizlerinde sinyal olusmasini engelleyebilecek olan iyonlar

uzaklastiriimistir.

2.2.11 T. annulata Enolazinin Agik ve Kapali Konformasyonunun Homoloji

Modellemesi
2.2.11.1 T. annulata Enolazinin Protein Dizisinin Eslestirilmesi

Theileria annulata (Erisim numarasi: ADU859739), Theileria parva (Erisim numarasi:

XP_764336), Toxoplasma gondii (Erisim numarasi: 30TR_A GI:307568483),

Plasmodium falciparum (Erisim numarasi: AAA18634), Lycopersicum esculentum

(Erisim numarasi: X58108), Bos taurus (Erisim numarasi: AAI02989 kas enolazi), Homo

sapiens (Erisim numarasi: 3UCC_A GI:401871303 kas enolazi), Saccharomyces
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cerevisiae (Erisim numarasi: P00924) amino asit dizileri NCBI protein veri tabanindan
elde edilmistir ve MUSCLE programina FASTA formati girilen bu protein dizileri
eslestirilmistir. (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle) [98]. T.annulata enolazinin

fizikokimyasal 6zellikleri ExPASy portalindan ProtParam kullanilarak belirlenmistir.
2.2.11.2 T. annulata Enolazinin Homoloji Modellerinin Yapilmasi

Homoloji modellemedeki ilk basamak, nikleer manyetik rezonans (NMR) ve X-isini
kristalografi gibi deneysel yontemlerle yapisi belirlenmis uygun bir kalip belirlemektir
[59], [99]. Kalip proteinler NCBI/BLAST sunucusu kullanilarak belirlenmistir ve
TaENO’nun FASTA formatindaki amino asit dizisi kullanilarak (Erisim numarasi:
ADU859739) PDB (Protein Data Bank)'deki proteinlere karsi PSI-BLAST taramasi
(BLOSUM62 matrix, Expect threshold, 10) gerceklestirilmistir. Kalip proteinler
Maksimum skor, Query cover, E-degeri ve ylzde benzerlik oranina dayanarak
secilmistir. Belirlenen kalip proteinin atom koordinatlari protein bilgi bankasindan

(RSCB Protein Data Bank) (www.rcsb.org) elde edilmistir.

TaENO’nun acgik konformasyonunun 3 boyutlu modeli MODELLER ver9.12 programi
[64] kullanilarak homoloji modelleme yontemiyle olusturulmustur. Model
olusturulurken bu programa veri olarak kalip protein dosyasi ve hedef amino asit dizisi
girilmistir. Farkh Optimize Edilmis Protein Enerjisi (DOPE) ve normalize DOPE (z-DOPE)
skorlarina dayanarak 50 model arasindan en iyi model segilmistir. TaENO’nun kapal
konformasyonunun modeli MODELLER ver9.15 programi [64] kullanilarak
olusturulmustur ve en iyi model belirtilen skorlara dayanarak 100 model arasindan

secilmistir.

Secilen modellerin enerji minimizasyonu ile birlikte geometrisi AMBER kuvvet alani
14SB uygulanarak ve UCSF Chimera verl.10.1 programindaki Steepest Descent
algoritmasi kullanilarak optimize edilmistir [100]. PyMOL programi, secilen kaliplar ve
model proteinlerin Ust Uste eklenerek pozisyon analizi (siperimpozisyon) ve Sapmanin
Ortalama Karekokid (RMSD) degerinin hesaplanmasi icin kullaniimistir (The PyMOL
Molecular Graphics System, verl.7.4 Schrédinger, LLC).

Olusturulan protein modellerine cgesitli tiplerdeki validasyon asamalari uygulanmistir.

ERRAT ver2.0, atomlar arasindaki etkilesimlerin istatistiklerin analiz edilmesinde
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kullanilmistir [67]. Model proteinlerin Ramachandran plotlari RAMPAGE kullanilarak
belirlenmistir [68]. Protein kalitesi ProQ ve ProSA kullanilarak degerlendirilmistir.
ProSA sunucusu, protein modellerin enerji dizeyini ve toplam kalite skorunu
vermektedir. ProQ sunucusu ise, LGscore (P-degerinin logaritmasi) degerinin

hesaplanarak protein modelin kalitesinin belirlenmesini saglamaktadir [69], [70].
2.2.11.3 T. annulata Enolazinin ikincil Yapi ve Domain Analizi

T. annualata enolazinin ikincil yapi elementleri (alfa heliks, beta tabaka ve rastgele
donugler) PSIPRED protein dizi analizi teknigi kullanilarak belirlenmistir [101]. PSIPRED
ver3.3 sunucusu, PSI-BLAST taramasi tarafindan olusturulan pozisyon spesifik skorlama
matrislerine dayanan tahmini kriterlerin ylksek dogrulugu ile protein ikincil yapisini
tespit etmek icin secilmistir [102]. Domain analizi, FASTA arama secenegi ile
CATHGene3D protein yapi siniflandirma veritabani (Sinif, Yapi, Topoloji, Homoloji)

kullanilarak yapilmistir [103].

TaENO’nun domainleri Molsoft ICM-Browser (MolSoft LLC, La Jolla, CA, USA) ile
gorintilenmistir.  Kapali  ve aglk  konformasyonlarinin  Poisson-Boltzmann
elektrostatiklerin hesaplanmasi PDB2PQR  ver2.0.0  vyazilimi kullanilarak
gerceklestirilmistir [104]. Baslangicta PROPKA ver3.0 sunucusu, bu sunucudan saglanan
AMBER99 kuvvet alani uygulanmasiyla pH 7,4’teki protonasyon durumunu
degerlendirmek igin ve APBS (Adaptive Poisson-Boltzmann Solver) giris dosyalari
olusturmak icin [105] kullanilmistir. Daha sonra APBS verl.3 ile Poisson-Boltzmann

elektrostatiklerin hesaplanmasi baslatiimistir [106].

2.2.12 T. annulata Enolazinin Homoloji Modeli ile Yapilan Molekiiler Yanastirma

Analizleri

2.2.12.1 T. annulata Enolaz Modelinin Substrati olan 2-Fosfogliserik Asit ile

Molekiiler Yanastirmasinin Yapilmasi

T. annulata enolazinin ila¢g baglama yetenegi ve potansiyel aktif bdlge cepleri
DoGSiteScorer (Aktif bolge belirleme ve analiz sunucusu) [107] ve 3DligandSite (Ligand
baglanma bolgesi belirleme sunucusu) [108] kullanilarak belirlenmistir. 2-PG yapisi SDF
file formati (PubChem ID: 59) ile NCBI PubChem veri tabanindan alinmistir. En disik
enerjideki konformasyonu MarvinSketchver15.2.9, 2015, ChemAxon
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(http://www.chemaxon.com) kullanilarak belirlenmistir ve yanastirma calismalarinda
kullanilmistir. TaENO’nun aktif bolgesine 2-PG’nin baglanma gesitleri AutoDockVina ve
Molegro Virtual Docker programlari kullanilarak belirlenmistir. Bu programlar ile
substratin baglanma cesitleri tahmin edilmektedir ve molekiller arasi kuvvetlerin
toplami ile tanimlanan skorlama fonksiyonuna dayali belirli pozisyon enerjisi
hesaplanmaktadir [82], [109]. 2-PG’nin protein modelindeki baglanma ¢esitleri PyMOL
(The PyMOL Molecular Graphics System, Verl.7.4 Schrodinger, LLC) kullanilarak

gorintilenmistir.

2.2.12.2 T. annulata Enolaz Modelinin Belirlenen Kumarin Tirevleri ile Schrodinger

Glide Programi Kullanilarak Molekiiler Yanastirmasinin Yapilmasi

Kumarin tlrevlerinin kimyasal yapilari ChemDraw verl0 programi ile ¢izilmis ve en
dislik enerji konformasyonlari MMFF94 kuvvet alani uygulanmasi ile MarvinSketch
verl5.2.9, 2015, ChemAxon (http://www.chemaxon.com) vyazihmi tarafindan
belirlenmistir. In silico analizlerde uygulanan bitlin programlar icin altyap! olarak
Maestro Molecular Modeling Interface 11.1 (Schrédinger Release 2017-1: Maestro,
Schrodinger, LLC, New York, NY, 2017) kullanilmistir ve TaENO modelinin belirlenen
dort farkh potansiyel ila¢ baglanma bdlgelerine belirlenen kumarin tirevleri ile

yanastirma yapilmistir.

TaENO kapali konformasyon modelinin PDB dosyas! yliklenerek ProteinPrepWizard
[110] programi ile proteine hidrojen eklemesi yapilmis ve pH 7,0’da protonasyon
belirlenerek minimize edilmistir. Yanastirma analizlerinde uygulanan bitiin asamalarda
OPLS3 forcefield kullanilmistir [111]. Belirlenen kumarin tirevleri ligand olarak
Maestro’ya vyuklenerek LigPrep programi (Schroédinger Release 2017-1: LigPrep,
Schrédinger, LLC, New York, NY, 2017) ile hazirlanmistir. Bu asamada ligandlar OPLS3
forcefield ile minimize edilerek 3 boyutlu konformasyonlari belirlenmistir. Receptor
Grid Generation programi ile enzim lzerinde yanastirma yapilacak her bir bélgenin 3
boyutlu x-y-z koordinatlari ve hacmi belirlenerek Gridfile dosyasi hazirlanmistir. Daha
sonra Glide docking programi [80], [112], [113] ile XP-ligand Flexible secenegi

kullanilarak yanastirma yapilmis ve denklem 2. 4’e gore XP-Gscore belirlenmistir [113].
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XP GlideScore = Ecour + Evaw + Epind + Epenalty (2 4)
Ebing = Ehyd_enclosure + Ehb_nn_motif‘" Ehb_cc_motif"‘ Epi + Ehb_pair +Ephobic_pair (2 5)
Epenalty = Egesolv + Eligand_strain (2 6)

Denklem 2. 4’te verilen Ecouw Coulomb enerjisini, Evgw Van der Waals enerjisini temsil
etmektedir. Denklem 2. 5’teki Enyd enciosure hidrofobik cevreleme, Ens nn_motir 0zel notr-
notr hidrojen-bag motif, Eny_cc_ motir 0zel yliklG-yUklG hidrojen-bag motif, Ep pi istifleme
ve pi-katyon etkilesimlerinin, Enp_pair Gift hidrojen bagi, Epnobic pair Gift lipofilik enerjilerini
ifade etmektedir. Denklem 2. 6’da verilen Egesow Ve Eiigand strain iS€ Sirasiyla ¢oziicl

etkisini ve ligand gerilme enerjilerini temsil etmektedir [80], [113].

Yanastirma sonrasinda Prime-MMGBSA (Prime verd.7, [114], [115]) programi ile

reseptor-ligand (enzim-kumarin) arasindaki AG baglanma enerjisi [116] hesaplanmistir.
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BOLUM 3

BULGULAR VE TARTISMA

3.1 T. annulata Enolazinin Ekspresyonu ve Saflastiriimasi

T. annulata enolazinin ekspresyonu IPTG indiiklemesi ile 6 saat boyunca hticre kiltlri
yapilarak  gergeklestirilmistir. IPTG; Jlac operonu ile dlzenlenen genlerin
ekspresyonunda indiiklemede rol almaktadir. Bu bilesik, /lac operonunu engelleyen
represor molekiliine baglanir ve boylece gen bolgesine ekspresyon icin gerekli enzimin
baglanmasini saglamaktadir. lac operonu ile diizenlenen genlerin transkripsiyonu ve

translasyonu IPTG eklenmesi ile bu sekilde tetiklenmektedir [117].

TaENQO’nun ekspresyonu sonrasinda saflastiriimasi Ni-NTA agaroz kolon dolgu maddesi
kullanarak afinite kromatografisi ile yapilmistir. Bu kromatografi ydnteminde
TaENQO’nun C-terminal bolgesinde yer alan 6xHis-tag, kolon dolgu maddesinde yer alan
nikel iyonu ile etkilesime girmektedir. Kolon dolgu maddesine tutunan enzimin elimine
edilmesi ellisyon tamponunda bulunan yiksek konsantrasyondaki imidazol ile
saglanmaktadir. Elisyon asamasinda imidazolun nikel iyonu ile etkilesiminin artmasiyla
serbest kalan enzim saf olarak elde edilmektedir [118]. Saflastirma sonrasi yapilan SDS-
PAGE jel elektroforezi analizlerinde Cayir vd. tarafindan belirtilen yaklasik 48 kDa [86]
molekil agirligindaki TaENO’'nun % 95 lzeri saflikta elde edildigi gosterilmistir (Sekil 3.
1). Yapilan ¢alismada gerceklestirilen her spesifik analizde TaENO’nun ekspresyonu,
saflastiriimasi tekrarlanmistir ve saflastirma sonrasi SDS-PAGE jel elektroforezi

yapilarak enzim safligi kontrol edilmistir.
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50 kDa
A8 kDa TaENO

40 kDa

M: Protein Marker, Hat 1: Hiicre Lizati, Hat 2: ElGsyon fraksiyonu.

Sekil 3. 1 TaENO’nun saflastirma sonucunun SDS-PAGE jel goriintisu.

3.2 T. annulata Enolazinin Uygun Saklama Kosullarinin Belirlenmesi

3.2.1 Gliserol ve BSA Kullanilarak Yapilan Stabilizasyon Calismasi ile TaENO’nun

Uygun Saklama Kosullarinin Belirlenmesi

Stabilizator olarak gliserol, amfifilik ara ylz olusturma 6zelligi sayesinde proteinlerin
hidrofobik ylizey bolgelerinin tercihli etkilesim yoluyla olusan ara maddelerinin
stabilizasyonunu saglamasi ve proteinlerin yanlis katlanmasini énlemesi ile protein
agregasyonunu engeller [119]. BSA’nin da 1995 yilinda yapilan bir calismada enzim ile
hidrofobik etkilesimler yaparak stabilizasyonu sagladigi belirlenmistir [88]. Bu Ozellikler
nedeniyle TaENO’nun stabilizasyonu icin yapilan ilk analizde gliserol ve BSA

kullanilmistir.,

TaENO’nun saflastirilmasi sonrasinda alinan eliisyonlar birlestirilmis ve filtrelenmistir.
Filtre ile sterilize edilen enzim ile 1,5 mM MgCl, iceren 50 mM Tris/HCl (pH:7,4)
tamponunda 1 mM 2-PG kullanilarak gergeklestirilen reaksiyon sonucunda AAzso/dk
degeri 0,679 bulunarak aktivite 6lcimiinde sifir noktasi belirlenmistir. 2., 3., 6. ve 14.
ginln sonunda yapilan aktivite olglimleri ile belirlenen degerler Cizelge 3. 1’de verilmis

ve bu d6lgiimler sonucunda Sekil 3. 2’deki grafik elde edilmistir.
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Cizelge 3.1 2, 3., 6. ve 14. giinlin sonunda yapilan enzim aktivite dlgimleri

Zaman (Giin) 0 2 3 6 14
+4°C’de TaENO 0,679 0,135 0,022 0,009 | 0,015
+4°C’de gliserol ekli TaENO 0,679 0,602 0,519 0,422 | 0,373
+4°C’de BSA ekli TaENO 0,679 0,066 0,008 0,021 | 0,016
i -20 °C’de TaENO 0,679 0 0,008 0,014 0
g | -20 °C’'de gliserol ekli TaENO 0,679 0,569 0,572 0,561 | 0,433
Z,t -20 °C’de BSA ekli TaENO 0,679 0 0,004 0,011 | 0,009
-80 °C’'de TaENO 0,679 0,2 0,206 0,071 0,21
-80 °C’de gliserol ekli TaENO 0,679 0,598 0,476 0,368 | 0,247
-80 °C’de BSA ekli TaENO 0,679 0,289 0,249 0,039 | 0,103
07 .
065 AN
0,6 N
055 | ¥ —t—+4NA
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? 0,35 e -2ONA
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Sekil 3.2 2., 3., 6. ve 14. glinlin sonunda yapilan enzim aktivite 6lciim sonuglari. NA:
Stabilizatdr eklenmeyen enzim ¢ozeltisi, GLi: Gliserol ekli enzim ¢dzeltisi, BSA: Sigir
serum albimin ekli enzim ¢ozeltisi.

Yapilan 6l¢imler sonucunda elde edilen degerler incelendiginde 6. giinde -80 °C’den
alinan enzim aktivite 6lcimlerinde bazi sapmalar oldugu goriulmektedir. Bu durumun
Olclim sirasinda yapilan pipetleme hatalarindan kaynaklandigi diisintilmektedir. Ancak
genel olarak degerlendirildiginde, zaman icerisinde enzim aktivitesinin korundugu en

iyi kosullarin -20 °C’'de % 10 gliserol eklenmesi ile elde edildigi goriilmektedir.
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3.2.2 Gliserol ve BSA’dan Farkli Stabilizatorler Kullanilarak Yapilan Stabilizasyon

Calismasi ile TaENO’nun Uygun Saklama Kosullarinin Belirlenmesi

T. annulata enolazinin énceki ¢alismalarda belirlenen saklama kosullari (% 10 gliserol
eklenmis olarak -20 °C’de saklanmasi) gln igerisinde tek bir zaman zarfinda yapilan
Olcimlerle belirlenmigtir. TaENO’nun Uzerinde inhibitér etkinliginin 6n deneylerinin
yapilmasi sirasinda giln icerisinde c¢oklu denemeler ile analiz yapilmistir. Yapilan
calismalarda enzimin -20 °C'den cikarilarak +4 °C’de bekletilmesi ile zamanla
reaksiyonlarin tekrarlanmasi sonrasinda enzim aktivitesinin arttigi ve bu degisimin ICso
degerlerinde de artisa neden oldugu gorilmuistir. Bu durum, TaENO’nun
dondurulduktan sonra c¢ozulerek giin icerisinde +4 °C’de uzun sire bekletilmesi
sonucunda stabil kalmadigini gostermistir. Belirlenen kosullarda ortaya c¢ikan bu
sonuca gore enzim stabilizasyonu analizleri farkh stabilizatorler kullanilarak
tekrarlanmistir. Kullanilan stabilizatorler; EDTA (etilendiamintetraasetik asit), DTT
(ditiotreitol), gliserol, etilen glikol ve siikrozdur. Enzim stabilizasyonu icin bu
stabilizatorler farkh konsantrasyonlarda tek baslarina veya farkli kombinasyonlari

olusturularak saflastirilan enzim ¢ozeltisine eklenmistir.

Kullanilan stabilizatérler incelendiginde; EDTA’nin, Ca*? ve Fe*3 gibi metal iyonlar ile
kompleks olusturarak enzimdeki —SH gruplarinin metaller tarafindan oksidasyonunu
engelleyerek stabilizasyonu sagladigi bilinmektedir [120]. DTT proteinlerin sistein
amino asitleri arasinda meydana gelen disiilfid baglarinin olusmasini engeller [120],
[121]. Etilen glikol gesitli biyomalzemelerin dislk sicakliklarda uzun sireli korunmasi
ve sifirin altindaki fraksiyonlari igin kriyoprotektan olarak kullanilmaktadirlar [122].
Sikroz ise, ¢ozicl sistem icerisindeki suya ilave edildigi zaman ¢ozici kohezyon
kuvvetinin artisiyla protein stabilizasyonunu saglanmaktadir [123]. EDTA’nin metal
iyonlari ile kompleks olusturma 6zelligi bulunmaktadir ve Mg*? iyonuna bagli olan
enzimatik reaksiyonlarda enzimi inaktive ettigi de gorilmustiir [120], [124]. Bu nedenle
stabilizasyon analizlerinde EDTA eklenmeden DTT ve gliseroliin ekli oldugu enzim
¢Ozeltisi hazirlanmistir. Ayrica, onceki calismada goriilen gliserol etkisinin tekrar
gorilebilme ihtimaline karsi sadece DTT’nin eklendigi bir enzim c¢ozeltisi de

hazirlanmistir.
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inhibisyon analizlerinin 6n deneyleri sirasinda, enzimin dondurulup ¢éziilmesi ve
¢ozulerek kullanilan enzimin giin icerisinde aktivitesinin degismesi sonucunda tekrar
yapilan enzim stabilizasyonu analizlerinde +4 ©°C'de enzim aktivitesinin stabil
kalabilmesi ayri bir 6nem tasimaktadir. Bu sayede ayni gin igerisinde ve devam eden
ginlerde enzimin dondurulmadan aktivitesinin sabit kalmasi saglanarak % inhibisyon
degerlerinde birbirine esdeger sonuglar alinabilmesi amaglanmistir. Elde edilen
sonuclar incelendiginde, Cizelge 3. 2’de verilen ortalama aktivite degerlerine gore
olusturulan grafikte (Sekil 3. 3) goruldigu gibi hicbir stabilizator eklenmeden saf halde
+4 °C’'de saklanan TaENO’nun takip eden giinlerde aktivitesinin azaldigi ve 4. giinde
akivitesinin tamamen kayboldugu tespit edilmistir. +4 °C’de en iyi stabilizasyon
kosullar;, 5 mM EDTA, 10 mM DTT, 1,36 M gliserol eklenmesi ile hazirlanan E1
¢Ozeltisinin ve 6 M etilen glikol eklenmesi ile hazirlanan E5 ¢bzeltisinin enzim aktivite
sonuglarinda goérilmektedir. 20. gliniin sonunda dahi bu enzim ¢ozeltileri ile yapilan
Olcimler sonucunda 1. glindeki enzim aktivite degerlerine yakin degerler gdzlenmistir.
1 M sikroz eklenmesi ile hazirlanan E4 ¢ozeltisi ile 9 glin boyunca disuk miktardaki
aktivite disusleri ile belli oranda stabilizasyon saglanabilmis ancak 20. giiniin sonunda
aktivitede belirgin bir disis gozlenmistir. 10 mM DTT, 1,36 M gliserol eklenmesi ile
hazirlanan E2 ve 10 mM DTT eklenmesi ile hazirlanan E3 ¢6zeltisi ile yapilan 6l¢iimlerde
2. glinden itibaren enzim aktivite degerlerinde disis goézlenmis ve 20. giiniin sonunda
aktivitenin tamamen kayboldugu gérulmustar (Sekil 3. 3).

Cizelge 3. 2 +4 °C’'de saklanan enzim cozeltilerinin belirli giinlerde élglilen ortalama
enzim aktivite degerleri

Zaman (Giin) 1 2 3 4 8 9 21

E1+4°C 0,497 | 0,527 0,520 0,495 0,491 0,518 0,444

E2 +4°C 0,472 | 0,457 0,401 0,249 0,015 0,011 0,002

E3 +4°C 0,477 | 0,501 0,450 0,409 0,224 0,216 0,005

AA340/dk

E4 +4 °C 0,442 | 0,483 0,482 0,456 0,424 0,419 0,139

E5 +4 °C 0,444 | 0,490 0,480 0,495 0,463 0,456 0,459

Saf TaENO | 0,468 | 0,332 0,096 0,019 0,020
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Sekil 3. 3 +4 °C’de saklanan enzim ¢ézeltilerinin belirli giinlerde 6l¢llen ortalama enzim
aktivite degerleri grafigi. Kullanilan stabilizatorler; E1: 5 mM EDTA, 10 mM DTT, 1,36 M
gliserol, E2:10 mM DTT, 1,36 M gliserol, E3: 10 mM DTT, E4: 1 M Siikroz, E5: 6 M
Etilen Glikol

-20 °C’deki saklama kosullarinda, Cizelge 3. 3’te verilen enzim aktivite degerlerine gore
olusturulan grafikte de gorildigu gibi en iyi stabilizasyon, 1 M siikroz eklenmesi ile
hazirlanan E4 ¢ozeltisinin ve 6 M etilen glikol eklenmesi ile hazirlanan E5 ¢6zeltisinin
enzim aktivite sonuglarinda goérilmektedir. 20. glinin sonunda dahi bu enzim
¢Ozeltileri ile yapilan 6lgciimler sonucunda 1. glindeki enzim aktivite degerlerine yakin
degerler gozlenmistir. 10 mM DTT, 1,36 M gliserol eklenmesi ile hazirlanan E2 ¢ozeltisi
ile yapilan olglimlerde enzim aktivitesinin 4. gline kadar stabil kaldigl ancak 8. giinde
aktivitenin tamamen kayboldugu goriilmektedir. 5 mM EDTA, 10 mM DTT, 1,36 M
gliserol eklenmesi ile hazirlanan E1 ve 10 mM DTT eklenmesi ile hazirlanan E3 ¢ozeltisi
ile yapilan 6lcimlerde 1. glinde enzim aktivitesinin tamamen kayboldugu gortlmustir
(Sekil 3. 4).

Cizelge 3. 3 -20 °C’de saklanan enzim ¢ézeltilerinin belirli giinlerde élciilen ortalama
enzim aktivite degerleri

Zaman (Giin) 1 2 3 4 8 9 21
E1-20°C 0,042 0,021 0,020 0,001 0,005 0,009 0,003
i E2 -20°C 0,465 0,478 0,471 0,453 0,012 0,007 0,006
g E3-20°C 0,010 0,001 0,001 0,001 0,001 0,0001 0,005
2,‘ E4 -20°C 0,463 0,512 0,438 0,505 0,489 0,452 0,442
E5 -20°C 0,451 0,493 0,483 0,475 0,470 0,458 0,466
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Sekil 3. 4 -20 °C’de saklanan enzim cozeltilerinin belirli glinlerde dlculen ortalama
enzim aktivite degerleri grafigi. Kullanilan stabilizatorler; E1: 5 mM EDTA, 10 mM DTT,
1,36 M gliserol, E2: 10 mM DTT, 1,36 M gliserol, E3: 10 mM DTT, E4: 1 M Siikroz, E5: 6

M Etilen Glikol

-80 °C’deki saklama kosullarinda, Cizelge 3. 4’te verilen enzim aktivite degerlerine gore

olusturulan grafikte de gorildigiu gibi hazirlanan tim enzim c¢ozeltileri ile yapilan

Olgclimlerde 20. gliniin sonunda 1. glindeki enzim aktivite degerlerine benzer degerler

gozlenmistir. Boylece, bu sicaklikta hazirlanan tim enzim c¢ozeltileri ile stabilizasyonun

saglandigi gorilmektedir (Sekil 3. 5).

Cizelge 3. 4 -80 °C’de saklanan enzim ¢ézeltilerinin belirli glinlerde dl¢ulen ortalama

enzim aktivite degerleri

Zaman (Giin) 1 2 3 4 8 9 21
E1-80°C 0,503 0,519 0,500 0,508 0,490 0,503 0,473
i E2-80°C 0,483 0,496 0,482 0,452 0,488 0,474 0,444
g E3 -80°C 0,448 0,518 0,494 0,502 0,487 0,527 0,448
‘é E4 -80°C 0,457 0,484 0,451 0,484 0,441 0,480 0,479
E5 -80 °C 0,454 | 0,487 0,483 0,446 0,456 0,463 0,484
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Sekil 3. 5-80 °C’de saklanan enzim cozeltilerinin belirli glinlerde dlculen ortalama
enzim aktivite degerleri grafigi. Kullanilan stabilizatorler; E1: 5 mM EDTA, 10 mM DTT,
1,36 M gliserol, E2: 10 mM DTT, 1,36 M gliserol, E3: 10 mM DTT, E4: 1 M Suikroz, E5: 6

M Etilen Glikol

Butiin enzim stabilizasyon analizlerinin sonuglari 6zetlenecek olur ise; +4 °C’de
hazirlanan E1 ve E5 ¢dzeltilerinin; -20 °C’de hazirlanan E4 ve E5 ¢ozeltilerinin; -80 °C’de
ise hazirlanan tim enzim c¢ozeltilerinin enzim aktivite degerlerinin stabil kaldig
gorilmustir. Bu sonuglar her bir ¢ozeltinin tek bir zaman zarfinda 2 tekrarli élglimler
yapilmasi ile elde edilmistir. Calismanin bu asamasinda, -20 °C ve -80 °C saklanan
enzimin dondurulup cézulmesinin (etilen glikol ile muamele edilen enzim -20 °C
donmamaktadir) ardindan gilin igerisinde aktivitesinin ne derece degistigi
bilinmemektedir. Ayrica, E1 ¢Ozeltisinde stabilizatér olarak EDTA’nin bulunmasi daha
once belirtilen Mg*2iyonu ile baglanma 6zelligi nedeniyle [120], [124] enzim inhibisyon
calismalarini etkileyebilecegi ongoriilmektedir. Ek olarak; 6 M etilen glikol ile
hazirlanan E5 cozeltisi ile tim saklama sicakliklarinda yapilan olciimlerde benzer
ortalama aktivite sonuclari gbzlenmis ve 20 gin boyunca enzim stabilizasyonu
saglanmistir. Sonug olarak; belirtilen gerekceler dogrultusunda giin icerisinde de enzim
stabilizasyonunu saglamak Uzere en uygun saklama kosulunun enzim c¢o6zeltisinin
dondurulmadan 6 M etilen glikol ile hazirlanarak +4 °C’de saklanmasi ile

saglanabilecegi belirlenmistir.

62



3.3 T. annulata Enolazinin Saflastirma Optimizasyonunun Yapilmasi ve Sodyum

Dodesil Siilfat Poliakrilamit Jel Elektroforezi Analizinin Yapilmasi

ileri inhibisyon analizlerine gecildiginde Ni-NTA agaroz kolonu kullanilarak yapilan
saflastirmalar sonucunda SDS-PAGE jelinde Sekil 3. 6’da gorildigi gibi sebebi tespit
edilemeyen bir sekilde TaENO’nun molekiil agirhigindan (yaklasik 48 kDa) daha dusik
bir molekil agiriginda ek bir bant gozlenmistir. Saflastirma sonrasinda standart olarak
gozlemlenen bu ek protein bandinin TaENO’nun 6xHis-tag iceren kisa kesik bir formu
(truncated form) oldugu ya da istenmeyen bir ekspresyona bagli gorilen ekstra bir
bant oldugu 6n gorilmektedir. Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda saflastirma
protokolliiniin optimize edilmesi icin cesitli uygulamalar gerceklestirilmistir. TaENO
hicre lizatinda sipernatantta ¢ozlinir halde bulundugu icin, dogal kosullarda
uygulanan protokol ile saflastirma yapilmis ve belirlenen kosullar degistirilmistir. Her
bir calisma icin yapilan saflastima sonucunda enzim 6rneklerinin SDS-PAGE analizi

yapilmistir.

a)

M 1 2

50 kDa
S kDa — 48 kDa TaENO
— 48 kDa TaENO
40 kDa Safsizhiga yol
40 kDa agan ekstra bant

a)TaENO’nun ilk analizlerde yapilan saflastima sonucunun SDS-PAGE jel gériintiisi. b) TaENO’nun
sonraki analizlerde yapilan saflastima sonucunun SDS-PAGE jel gériintiisi. M: Protein Marker, Hat 1:
Hicre Lizati, Hat 2: Ellisyon fraksiyonu.

Sekil 3. 6 TAaENO’nun saflastirma sonucunun degisiminin gosterilmesi.

Sekil 3. 7’deki jel goriintiisiinde sadece c¢ift kurutma kagidi kullanilarak yapilan standart
saflastirma sonucunda elde edilen hiicre lizati ve eliisyon ornekleri ile yapilan SDS-
PAGE analizi sunulmustur. Bu uygulamada cift kurutma kagidi protein eliminasyonunu

arttirmak igin kullanilmistir. Yapilan SDS-PAGE analizi sonucunda elde edilen tim
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elisyon fraksiyonlarinda safsizliga neden olan standart ekstra bant gozlenmistir. Bu
nedenle saflastirma sollisyonlarinin tuz konsantrasyonu degistirilerek optimizasyon

calismalarina devam edilmistir.

50 kDa

40 kDa

-

M: Protein Marker, Hat 1: Hiicre Lizati, Hat 2:Birlestirilmis ellisyon fraksiyonu, Hat 3: 4. Eltsyon
fraksiyonu, Hat 4: 5. Elisyon fraksiyonu, Hat 5: 6. Ellisyon fraksiyonu

Sekil 3. 7 Cift kurutma kagidi ile yapilan saflastirma sonucunun SDS-PAGE jel gorintisa.

Sekil 3. 8a’daki jel goruntisinde 600 mM NaCl kullanilarak ve Sekil 3. 8b’deki jel
gorlntisinde ise 1000 mM NaCl kullanilarak yapilan standart saflastirma sonucunda
elde edilen hiicre lizati ve ellisyon érnekleri ile yapilan SDS-PAGE analizi gosterilmistir.
Bu uygulamada farkli tuz konsantrasyonlari spesifik olmayan baglanmalari engellemek
icin kullanilmistir [118]. Sekil 3. 8a’daki jel goruntisinde gorildigu gibi tim ellsyon
fraksiyonlarinda standart ekstra bant gézlenmistir. Yapilan SDS-PAGE analizinde hat 2
ve hat 6’da gorilen ellsyon fraksiyonlarinda ekstra bantin konsantrasyonu dismustdir,
ancak bu durum enzim aktivite analizlerinde safsizlik sorununa yol acabileceginden
optimizasyon calismalarina devam edilmistir. Sekil 3. 8b’deki jel gorintisiinde
gorildugl gibi protein konsantrasyonu ylikselmistir ancak safsizliga neden olan ekstra
bantlar artmistir. Bu nedenle saf TaENO elde etmek icin optimizasyon calismalarina

devam edilmistir.
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b)

50 kDa

40 kDa

a) M: Protein Marker, Hat 1: Hiicre Lizati, Hat 2: 4. Eliisyon fraksiyonu, Hat 3: 5. Ellisyon fraksiyonu, Hat
4: 6. Elusyon fraksiyonu, Hat 5: 7. Elisyon fraksiyonu, Hat 6: Birlestirilmis elisyon fraksiyonu. b) M:
Protein Marker, Hat 1: Hiicre Lizati, Hat 2: 4. ElGsyon fraksiyonu, Hat 3: 5. Ellisyon fraksiyonu, Hat 4: 6.
Eltsyon fraksiyonu, Hat 5: 7. Elisyon fraksiyonu, Hat 6: Birlestirilmis elisyon fraksiyonu.

Sekil 3. 8 Farkli NaCl konsantrasyonlari ile yapilan saflastirma sonucunun SDS-PAGE jel
gorintisa.
Sekil 3. 9a’daki jel goriintisiinde 700 ul Ni-NTA agaroz kullanilarak, Sekil 3. 9b’deki jel
gorintistinde 1500 pl Ni-NTA agaroz kullanilarak ve Sekil 3. 9c’deki jel gorintlisiinde
ise 2000 pl Ni-NTA agaroz kullanilarak yapilan standart saflastirma sonucunda elde
edilen hiicre lizati ve ellisyon 6rnekleri ile yapilan SDS-PAGE analizi sunulmustur. Bu
uygulamada farkh hacimlerdeki Ni-NTA agaroz, spesifik baglanmayi arttirarak enzimi
kontaminantlardan ayirabilmek icin kullanilmistir [118]. Sekil 3. 9a’da goruldagu gibi
yapilan analizde tim ellisyonlarda protein konsantrasyonu artmasina ragmen safsizliga
neden olan standart ekstra bant bulunmaktadir. Sekil 3. 9b’de yapilan analizde protein
konsantrasyonu azalmistir ve yine tiim eliisyonlarda ekstra bant gézlenmistir. Ozellikle
hat 2’de verilen ellisyonda standart ekstra bantin konsantrasyonu azalmistir, ancak
enzim aktivite analizlerinde safsizlik sorunu olusabileceginden optimizasyon
calismalarina devam edilmistir. Sekil 3. 9c’de gorildiugi gibi yapilan analizde tim
elisyonlarda protein konsantrasyonu azalmistir. Hat 2’deki ellisyon fraksiyonu harig
tim ellsyonlarda safsizliga neden olan standart ekstra bant gdzlenmistir. Hat 2’deki
elisyon fraksiyonunda saf TaENO elde edilmistir, ancak protein konsantrasyonu enzim
inhibisyon analizleri igin yeterli olmayacagindan optimizasyon analizlerine devam

edilmistir.
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b)

50 KD m

40 KD m—

c)

50 kDa

40 kDa

a) M: Protein Marker, Hat 1: Hucre Lizati, Hat 2: 4. Eltsyon fraksiyonu, Hat 3: 5. Elisyon fraksiyonu, Hat
4: 6. Elusyon fraksiyonu, Hat 5: 7. Elisyon fraksiyonu, Hat 6: Birlestirilmis eltisyon fraksiyonu. b) M:
Protein Marker, Hat 1: Hlicre Lizati, Hat 2: 4. ElGsyon fraksiyonu, Hat 3: 5. Eltisyon fraksiyonu, Hat 4: 6.
Elisyon fraksiyonu, Hat 5: 7. Eltisyon fraksiyonu, Hat 6: Birlestirilmis ellisyon fraksiyonu. c) M: Protein
Marker, Hat 1: Hiicre Lizati, Hat 2: 4. Eliisyon fraksiyonu, Hat 3: 5. Ellisyon fraksiyonu, Hat 4: 6. Ellisyon
fraksiyonu, Hat 5: 7. Ellisyon fraksiyonu, Hat 6: Birlestirilmis eltisyon fraksiyonu.

Sekil 3. 9 Farkh Ni-NTA agaroz miktarlari ile yapilan saflastirma sonucunun SDS-PAGE
jel gorintisi.
Sekil 3. 10a’daki jel goriintisiinde liziz tamponuna 15 mM 2-Merkaptoetanol
eklenerek, Sekil 3. 10b’deki jel goriintisiinde liziz tamponuna % 2 Triton-X eklenerek
yapilan standart saflastirma sonucunda elde edilen hiicre lizati ve ellisyon 6rnekleri ile
yapilan SDS-PAGE analizi gosterilmistir. Bu uygulamada 2-Merkaptoetanol disilfid
baglarinin azaltilmasi igin, Triton-X ise spesifik olmayan baglanmalari engellemek igin
kullanilmistir [118]. Sekil 3. 10a’da gorildigu gibi yapilan analizde hat 2’de goriilen
elisyon fraksiyonu hari¢ tim ellsyonlarda safsizliga neden olan standart ekstra bant
gozlenmistir. Hat 3, 5 ve 6’daki ellisyon fraksiyonlarinda ekstra bantin konsantrasyonu
cok duguktlir, ancak enzim aktivite analizlerinde safsizlik sorunu olusacagindan ileriki
calismalarda kullaniimamistir. Hat 2’deki ellisyon fraksiyonunda saf TaENO elde

edilmistir, ancak protein konsantrasyonu enzim inhibisyon analizleri igin yeterli
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olmayacagindan optimizasyon analizlerine devam edilmistir. Sekil 3. 10b’deki analizde
protein konsantrasyonu artmistir, ancak safsizliga neden olan ekstra bantlarinda
oldugu goérulmustlr. Bu nedenle farkl bir optimizasyon ¢alismasi ile analizlere devam

edilmistir.

50 kDa
50 kDa

40 KD s

a) M: Protein Marker, Hat 1: Hiicre Lizati, Hat 2: 4. Eltsyon fraksiyonu, Hat 3: 5. Ellisyon fraksiyonu, Hat
4: 6. Eltisyon fraksiyonu, Hat 5: 7. Elisyon fraksiyonu, Hat 6: Birlestirilmis ellisyon fraksiyonu. b) M:
Protein Marker, Hat 1: Hicre Lizati, Hat 2: 4. ElGsyon fraksiyonu, Hat 3: 5. Ellisyon fraksiyonu, Hat 4: 6.
Eltsyon fraksiyonu, Hat 5: 7. Eliisyon fraksiyonu, Hat 6: Birlestirilmis ellsyon fraksiyonu.

Sekil 3. 10 Liziz tamponuna farkh kimyasal ilaveleri ile yapilan saflastirma sonucunun
SDS-PAGE jel goriintisd.
Sekil 3. 11a’daki jel goriintisiinde yikama tamponuna % 5 gliserol eklenerek, Sekil 3.
11b’deki jel goriintisiinde yikama tamponuna % 10 gliserol eklenerek yapilan standart
saflastirma sonucunda elde edilen hiicre lizati ve ellisyon ornekleri ile yapilan SDS-
PAGE analizi gosterilmistir. Bu uygulamada farkl konsantrasyonlardaki gliserol spesifik
olmayan baglanmalari engellemek icin kullanilmistir [118]. Sekil 3. 11a’daki analizde
hat 2'deki eliisyon fraksiyonu hari¢ tiim ellisyon fraksiyonlarinda net bir sekilde
safsizhiga neden olan ekstra bant gozlenmistir. Hat 2’de ise hem protein
konsantrasyonunun azalmis oldugu goriilmekte hem de ¢ok seyrek de olsa ekstra bant
gozlenmektedir. Bu nedenle optimizasyon ¢alismalarina devam edilmesine karar
verilmistir. Sekil 3. 11b’de gorilen analizde ise tim elliisyon fraksiyonlarinda standart
ekstra bant gozlenmis ve bu nedenle de farkh degiskenler ile optimizasyon

¢alismalarina devam edilmistir.
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a) M: Protein Marker, Hat 1: Hiicre Lizati, Hat 2: 4. Eliisyon fraksiyonu, Hat 3: 5. Ellisyon fraksiyonu, Hat
4: 6. Elusyon fraksiyonu, Hat 5: 7. Elisyon fraksiyonu, Hat 6: Birlestirilmis ellisyon fraksiyonu. b) M:
Protein Marker, Hat 1: Hiicre Lizati, Hat 2: 4. ElGsyon fraksiyonu, Hat 3: 5. Ellisyon fraksiyonu, Hat 4: 6.
Eltsyon fraksiyonu, Hat 5: 7. Eliisyon fraksiyonu, Hat 6: Birlestirilmis ellisyon fraksiyonu.

Sekil 3. 11 Yikama tamponuna gliserol ilaveleri ile yapilan saflagtirma sonucunun SDS-
PAGE jel goriintisu.
Elde edilen SDS-PAGE jel gorintilerinde en iyi sonug veren (g farkl bilesen iki farkl
saflastirma ile calisilmistir. Sekil 3. 12a’daki jel gortintlsiinde 1500 pl Ni-NTA agaroz ve
600 mM NacCl ekli tamponlar kullanilarak, Sekil 3. 12b’de 1500 pl Ni-NTA agaroz, 600
mM NaCl ekli tamponlar ve % 5 gliserol ekli yikama tamponu kullanilarak yapilan
standart saflastirma sonucunda elde edilen hiicre lizati ve ellisyon 6rnekleri ile yapilan
SDS-PAGE analizi sunulmustur. Sekil 3. 12a ve Sekil 3. 12b’de gorilen her iki analizde
de hat 2’de bulunan elilisyon fraksiyonlari hari¢ tim eliisyon fraksiyonlarinda standart
ekstra bant gézlenmistir. iki analizde de hat 2’de gériildigii gibi saf TaENO elde
edilmistir, ancak protein konsantrasyonu enzim aktivite calismalarinda kullanilacak

derecede yeterli olmadigindan optimizasyon analizlerine devam edilmistir.
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a) b)

50 KDa w—
50 kDa L kDa

40 KDa m—
40 KD m—

a) M: Protein Marker, Hat 1: Hiicre Lizati, Hat 2: 4. Eliisyon fraksiyonu, Hat 3: 5. Ellisyon fraksiyonu, Hat
4: 6. Elisyon fraksiyonu, Hat 5: 7. Elisyon fraksiyonu. b) M: Protein Marker, Hat 1: Hiicre Lizati, Hat 2: 4.
Eltsyon fraksiyonu, Hat 3: 5. Eliisyon fraksiyonu, Hat 4: 6. Elisyon fraksiyonu, Hat 5: 7. Elisyon
fraksiyonu.

Sekil 3. 12 En iyi sonug veren bilesenlerin kombinasyonu ile yapilan saflastirma
sonucunun SDS-PAGE jel goriintisd.

Optimizasyon ¢alismalari sonucunda tiim SDS-PAGE jel gorlintilerinde belirgin ekstra
bant godzlenmistir ve ekstra bant gézlenmeyen ellisyon fraksiyonlarinda da protein
konsantrasyonun dusik oldugu gorilmistir. Bu problemlerin giderilebilmesi icin yeni

bir saflastirma protokoll uygulanmistir.

Yeni saflastirma protokolii icin ticari kobalt yiikli TALON® kolonu ile afinite
kromatografisi tercih edilmistir. Saflastirma prosesi olarak Ni-NTA agaroz kolonu
kullanilarak yapilan afinite kromatografisi ile benzer sekilde uygulanmaktadir. Ancak bu
yontemin tercih edilmesinin nedeni, diger recinelerde karsilasilan metal sizintisi
sorunun Ustesinden gelmek icin TALON® reginelerde rekombinant polihistidin bagli
proteinleri (ABD Patenti No. 5.962.641) saflastirmada 6zel bir tetradentat metal selator
kullanilmasidir. Bu selator kobalt gibi metal iyonlarini baglamak icin ideal bir
elektronegatif cep olarak elektropozitif metali tutar. Bu proses polihistidin bagl
proteinlerin cevresine metal iyonlarinin erisebilmesini saglayarak TALON® regineye
protein baglama kapasitesi artirir. Bu o6zellikleri ile metal afinite kromatografisi ile
saflastirma basamaginda uygulanabilir regineler olmaktadirlar (Clontech Laboratories,
Inc., Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada). T. annulata enolazinin TALON® kolonu ile
saflastirilmasinin sonucunda elde edilen SDS-PAGE jel gorintlistu Sekil 3. 13’te

gosterilmistir. ilk saflastirma sonucunda hat 5 ve hat 6’da TaENO’nun bulundugu
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protein bandinin altinda seyrek goriilen ekstra bantlar ikinci saflastirma sonucunda
giderilmistir. Hat 7’de gorildugli gibi TaENO, % 95 Uzeri saflikta ve enzim aktivite

deneyleri igin ideal olan konsantrasyonda elde edilmistir.

M 1 2 3 4 5 6 7

50 kDa—

- e

-

40 kDa—

M: Protein marker, Hat 1: Hiicre lizati, Hat 2: ilk siiziint{i, Hat 3: 1. yikama eliisyonu, Hat 4: 2. yikama
eliisyonu, Hat 5 ve 6: Birinci saflastirma sonucu elde edilen eliisyon fraksiyonlari, Hat 7: ikinci saflastirma
sonucu elde edilen eliisyon fraksiyonu.

Sekil 3. 13 TaENO’nun TALON® kolonu ile saflastiriimasinin sonucunda elde edilen SDS-
PAGE jel goriintus.

Elde edilen enzim ¢ozeltisi ile yapilan standart enzim aktivite tayini sonucunda gorilen
aktivite (AA240/dk) degeri 0,426 olarak belirlenmistir. Béylece TALON® kolonu ile yapilan
yeni saflastirma protokoll ile inhibisyon c¢alismalarinin gergeklestirilebilmesi igin

ylksek konsantrasyonda ve yuksek saflikta enzim ¢ozeltisi elde edildigi dogrulanmistir.

3.4 Kumarin Tiirevlerinin inhibitér Etkinliginin T. annulata Enolazi Kullanilarak

Taranmasi ve Belirlenen Kumarin Tiirevlerinin ICso Degerlerinin Hesaplanmasi

Kumarin tirevlerinin saf olarak elde edilen TgENO ile taranmasi asamasinda substrat,
enzim ve kumarin konsantrasyonlarinin belirlenmesi icin reaksiyon optimize edilmistir.
Reaksiyonlarda; 1,5 mM MgCl; iceren 50 mM Tris/HCI (pH:7,4) tampon ¢ozeltisi, 2 pl
inhibitor (100 uM kumarin) ve 2 ul enzim iceren reaksiyon karisimi 600 devirde 10
dakika inkiibe edildikten sonra, son konsantrasyonu 3 mM olacak sekilde 2-PG
eklenmis ve 240 nm dalga boyunda absorbans olcimi yapilmistir. Negatif kontrol
olarak, 2 uL kumarin cozeltisi yerine 2 uL DMSO eklenerek absorbans o6lcimi
gerceklestirilmistir. Enzim stabilizasyonu saglandiktan sonra, inhibitér taramasinda

belirlenen bir kumarin tirevi icin ICso degeri belirlendikten sonra takip eden li¢ glinde
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ayni kumarin tiirevi igin inhibisyon 6lgimi tekrarlanarak ICso degeri dogrulanmistir.
Bunun sonucunda analiz edilen tim glinlerde absorbans farkinin giin igerisinde stabil
kaldig1 gorilmustir ve tim kumarinler igin inhibisyon taramasi gergeklestirilmistir. Bu
tarama sonucunda Cizelge 3. 5’te 100 uM kumarin konsantrasyonundaki % inhibisyon

degerleri verilmistir.

Cizelge 3. 5 Kumarin turevlerinin 100 uM kumarin konsantrasyonundaki % inhibisyon

degerleri
Kumarin Tiirevleri % inhibisyon

K1 5,17

K2 11,92

K3 50,91

K4 8,04

K5 97,84

K6 8,46

K7 18,5

K8 98,56

K9 98,21

K10 26,54

K11 9,73

K12 52,36

K13 58,91

K14 34,34

(15 ) inhibisyo'n '

gozlenmemistir.

K16 21,7

K17 5,64

K18 9,12

K19 5,93

K20 8,07

K21 99,13

K22 8,43

K23 98,89

K24 9,48

K25 6,17

K26 8,43

K27 3,9

K28 8,44

K29 46,17

AL ) inhibisyo-n _

gozlenmemistir.

A2 11,32
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Gizelge 3. 5 Kumarin tirevlerinin 100 uM kumarin konsantrasyonundaki % inhibisyon
degerleri (Devami)

Kumarin Tiirevleri % inhibisyon
A3 5,52
A4 2,03
AS ) inhibisyo‘n .
gozlenmemistir.
A6 9,58
A7 7,11
A8 12,19
A10 47,52

Tabloda verilmis olan % inhibisyon degerleri incelendiginde, tarama g¢alismasinin
gerceklestirildigi 38 bilesikten, 13 kumarin tirevinin, 100 uM konsantrasyonda % 25

ve Uzerinde aktivite gosterdigi gérilmektedir.

3-aril kumarin tirevleri incelendiginde 100 uM konsantrasyonda % 3,9 ve % 98,89
arasinda inhibisyon degerlerine sahip olduklari gozemlenmistir. Yapilan incelendiginde
A halkasindaki substitlisyonlarin kumarin tirevinin etkinliginin belirlenmesindeki
etkinin B halkasindaki substitiisyonlarin etkisine gére daha sinirli oldugu gortlmektedir.
Ancak genel olarak A halkasinda hidroksil gruplari igeren kumarin tirevlerinin metoksi
gruplari iceren kumarin tiirevlerine gére, metoksi grubu iceren kumarin tlrevlerinin de
asetoksi grubu iceren kumarin tirevlerine gore daha etkili oldugu goriilmektedir. B
halkasindaki substitlisyonlar incelendiginde ise p-hidroksil veya p-metoksi gruplarinin
bulunmasinin inhibisyon aktivitesine olumlu yonde katkida bulundugu gézlemlenmistir.
Asetoksi gruplari ve trimetoksi gruplari ise incelenen tiim 3-arilkumarin tirevleri
arasinda en duslik aktivitelere sahiptir. Benzer agiklamalar 4-arilkumarin tlrevleri igin
de sdylenebilir. incelenen bilesikler arasindaki tek biskumarin tiirevi olan A10 B
halkasinda p-hidroksil grubu icermektedir ve 100 uM konsantrasyonda % 47,52 gibi iyi

sayilabilecek bir inhibisyon degerine sahiptir.

Kaynasmis benzen halkasi iceren kumarin tiirevlerinin (A1-A8) inhibisyon degerleri % O-
% 12,19 araligindadir. Bu kumarin tirevlerinin diger kumarin tiirevlerine gére yapisal
olarak farklihiklari kumarin A halkasinda kaynasmis olarak benzen grubu icermeleridir.
Bu nedenle galisilan diger kumarinlere gére daha bliylk yapiya sahiptirler. Bunun yani

sira icerdikleri yan gruplarin hidrofobik 0Ozelliklerinden dolayi sulu c¢ozeltilerdeki
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¢Ozlintrltkleri dasuktir. Gosterdikleri distk inhibisyon degerleri bu faktorler goz
Onine alinarak agiklanabilir. B halkasinda p-metoksi iceren kaynasmis
benzo[g/hlkumarin tirevlerinin (A2 ve A8) en vyuksek aktiviteyi gosterdikleri
gorlilmektedir (sirasiyla % 11,32 ve % 12.19). Ayni pozisyonda asetoksi yan gruplarina
sahip olan Al ve A4 tirevlerinde ise inhibisyon, bu tiirevler arasinda gézlemlenen en
disiuk degerlere karsilik gelmektedir (sirasiyla % 0 ve % 2,03). Bu degerler 3- ve 4-

arilkumarinler igin elde edilen sonuglarla uyum gostermektedir.

100 puM kumarin konsantrasyonundaki ylizde inhibisyon degerlerine gére %90 ve (zeri
inhibisyonun goézlendigi 5 farkli kumarin tirevi ICso degerlerinin belirlenmesi igin
secilmistir. Secilen bu kumarin tlrevleri icin en az bes farkli kumarin
konsantrasyonunda, saflastirilmis TaENO ile analiz yapilmistir. Bu kumarin tirevleri igin
elde edilen % inhibisyon degerleri dogrultusunda ICso degerleri hesaplanmistir. TaENO
Uzerinde yapilan inhibitor etkinligi taramasi sonucunda [Cso degerleri hesaplanan
kumarin tlrevlerinin logaritmik inhibitor konsantrasyonuna (log [I]) karsi % inhibisyon
grafikleri Sekil 3. 14’te verilmistir. Elde edilen grafikler dogrultusunda kumarin
turevlerinin TaENO enzim reaksiyonunun yizde ellisini inhibe eden konsantrasyonlari

(ICs0) hesaplanmistir ve elde edilen ICso degerleri Cizelge 3. 6’da sunulmustur.

TaENO Uzerinde en yiksek inhibisyon degeri K21 kumarin tirevi ile elde edilmistir ve
ICso degeri 8,871 uM olarak hesaplanmistir. Ayrica, K21’e ek olarak K5, K8, K9 ve K23
kumarin tlrevlerinin ICso degerleri sirasiyla 27,910; 10,450; 13,170; 10,863 uM olarak
belirlenmistir. Tim belirlenen ICso degerleri gbz 6niline alindiginda TaENO {izerinde
ylksek inhibisyona sahip potansiyel inhibitorlerin K8, K9, K21 ve K23 kumarin tirevleri
oldugu gorilmuistir. Bu bilesikler igerisinde K9, K21, K23 kumarin tirevlerinin kimyasal
formdillerinin ayni oldugu tek farkhligin aril kumarinlerin A veya B fenil halkalarina
hidroksil gruplarinin farkh pozisyonlarda baglanmasi oldugu gorilmektedir. Bu kumarin
tirevlerinin enzim ile benzer etkilesimler gosterme olasiligl bulundugundan yaklasik

olarak esdeger ICso degerleri gozlemlenmektedir.

En yiksek etki gosterdigi tespit edilen bu kumarin tirevleri incelendiginde 4-aril
kumarin tlrevlerinin izomerleri olan 3-arilkumarin tilirevlerine gére az da olsa daha

yiksek inhibisyon etkisine sahip olduklari gérilmektedir. A-halkasi tizerinde 6,7- ve 7,8-
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pozisyonlardaki substitlientlerin inhibisyon UGzerindeki etkilerinin sinirli  oldugu
gorilmektedir, ancak o6zellikle 3-aril kumarin tirevleri igin 7,8- posiyonlarindaki

hidroksil gruplarinin etkisinin 6,7-pozisyonunda hidroksil grubu iceren tirevlere gore

daha yiliksek oldugu 6ngoriilmektedir.

b)
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a) K5
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Sekil 3. 14 K5 (a), K8 (b), K9 (c), K21 (d) ve K23 (e) kumarin tiirevlerinin logaritmik
inhibitor konsantrasyonuna karsi reaksiyon sonucunda meydana gelen % inhibisyon
grafikleri
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Gizelge 3. 6 Kumarin tiirevlerinin ICso ve standart sapma degerleri

Kumarin Standart . -
Tiirevleri ICs0 (UM) Sapma Kimyasal Formiilu
K5 27,910 + 1,564
3-(3,4-dihidroksifenil)-6,7-
dihidroksi-2H-kromen-2-on
K8 10,450 +0,180
4-(3,4-dimetoksifenil)-6,7-
dihidroksi-2H-kromen-2-on
K9 13,170 +0,380
4-(3,4-dihidroksifenil)-7,8-
dihidroksi-2H-kromen-2-on
K21 8,871 +0,164
4-(3,4-dihidroksifenil)-6,7-
dihidroksi-2H-kromen-2-on
K23 10,863 0,404

3-(3,4-dihidroksifenil)-7,8-
dihidroksi-2H-kromen-2-on
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3.5 T. annulata Enolazinin Kumarin Tiirevleri Kullanilarak Enzim inhibisyon

Mekanizmasinin Belirlenmesi
3.5.1 Saflastirilan T. annulata Enolazinin Kinetik Analizi

Saflastirma sonucunda elde edilen enzim ¢ozeltisine son konsantrasyonu 6 M olacak
sekilde etilen glikol eklenmis ve standart reaksiyon kosullari uygulanarak AAzso degeri
0,598 olarak dlg¢ulmustir. Enzim aktivitesinin kinetik ¢alismalar i¢in uygun oldugu tespit
edilmis ve enzim c¢ozeltisi belirlenen sekilde +4 °C’de saklanmistir. Kinetik analizler
etilen glikol eklendikten sonra TgENO’nun 1/6 oraninda seyreltilmesiyle

gerceklestirilmistir.

Enzim konsantrasyonu Bradford yontemi kullanilarak hesaplanmistir. Stok ¢ozeltilerin
595 nm’deki absorbanslari olgilerek Sekil 3. 15°te verilen Bradford standart egrisi
grafigi cizilmistir. Bu grafikten elde edilen denkleme goére protein konsantrasyonu
1,068 pg/ul olarak hesaplanmistir. Michaelis-Menten grafigine goére Km ve Vmax
degerlerinin hesaplanabilmesi igin enzim aktivite reaksiyonlari optimize edilmistir ve
enzim ¢ozeltisi 1/6 oraninda seyreltilerek reaksiyonlar gergeklestirilmistir. Bu kosullara
gore 3 ul enzim eklenerek gerceklestirilen reaksiyonlarda 0,534 pg protein kullanilarak

aktivite degerleri belirlenmistir.

(=]
Fa

Absarbans (595 nm)

0 2 . B 8 10

Protein konsantrasyonu (ug)

Sekil 3. 15 Bradford standart egrisi

Enzimin kinetik analizinin yapilmasi icin farkli 2-PG konsantrasyonlarinda enzim
aktivitesi belirlenmistir. 50-2000 uM arasinda degisen substrat konsantrasyonlarinda
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yapilan reaksiyonlarin 240 nm’de absorbans olcim alinmistir (Cizelge 3. 7). GraphPad
Prism 6 (GraphPad Software Ltd., La Jalla, USA) programi kullanilarak elde edilen
veriler ile Km ve Vmax degerleri hesaplanmistir. Ayrica, bu program kullanilarak enzimin
kararli hal kinetik grafigi olusturulmustur (Sekil 3. 16). Tim absorbans farki degerleri
enzim konsantrasyonu, ePEP (1400 M cm™) [96] katsayisi baz alinarak spesifik aktivite

(umol.dkt.mg?) degerine dénustlrilmus ve Vimax degeri hesaplanmistir.

Cizelge 3. 7 Belirli substrat konsantrasyonlarindaki reaksiyonlar sonucu elde edilen hiz

degerleri
Substrat (mM) V (umol.dkt.mg?)
0,05 4,78
0,1 7,17
0,15 10,038
0,25 14,579
0,5 19,12
1 22,705
1,5 24,617
2 24,617
30+
P 20
2
> 104
0 T T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25
[Substrat] (mM)

Sekil 3. 16 TaENO’nun belirlenen kosullarda kararli hal kinetigi grafigi

Kinetik analiz sonucunda T. annulata enolazinin Km, Vimax degerleri sirasiyla 259,5 uM,

28,5 umol.dkt.mg?olarak belirlenmistir.
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3.5.2 Belirlenen Kumarin Tiirevleri ile Enzim inhibisyon Mekanizmasi

T. annulata enolazinin kumarin tirevleri ile inhibisyon mekanizmasinin belirlenmesi
icin ylksek inhibisyonun goéruldigd kumarinler ile farkli substrat ve inhibitor

konsantrasyonlarinda analizler gergeklestirilmistir.

K8 kumarin tirevi inhibisyon mekanizmasinin belirlenmesi igin gergeklestirilen

reaksiyonlarda elde edilen spesifik aktivite degerleri Cizelge 3. 8'de verilmistir.

Cizelge 3. 8 K8 kumarin tiirevi ile yapilan reaksiyonlarda kullanilan substrat
konsantrasyonlari ve elde edilen spesifik aktivite degerleri

Substrat Spesifik Spesifik aktivite | Spesifik aktivite Spesifik
Konsantrasyonu aktivite (1 uM K8 ekli) | (1,75 puM K8 ekli) aktivite
(mM) Kontrol (umol.dkt.mg?) | (umol.dk.mg?) (2,5 pM K8
(nmol.dk ekli)
1.mg?) (nmol.dk
L. mg?)
0,05 4,780 3,776 3,042 2,629
0,1 7,170 5,377 3,962 3,346
0,15 10,038 6,439 4,545 3,800
0,25 14,579 7,648 5,054 4,086
0,5 19,120 9,252 5,756 4,523
1 22,705 10,994 6,554 5,138
1,5 24,617 10,994 6,734 5,138
2 24,617 11,233 6,864 5,138

Belirli konsantrasyonlarda (1, 1,75 ve 2,5 uM) K8 kumarin tiirevi eklenerek yapilan
reaksiyonlar sonucunda elde edilen reaksiyon hiz degerlerine gore Lineweaver—Burk
grafigi olusturulmustur. Sekil 3. 17’de verilen Lineweaver—Burk grafigi analiz
edildiginde T. annulata enolazinin K8 kumarin tirevi icin inhibisyon mekanizmasinin
yarismasiz (uncompetitive) inhibisyon oldugu tespit edilmistir. Yarismasiz inhibisyon
mekanizmasinda; inhibitériin, enzim-substrat kompleksine baglandigi bilinmektedir

[17].

Turkce literatliirde enzim inhibisyonu terimlerinin kullanimi agisindan bir kavram
kargasasinin yasandigi goriilmektedir. Ceviri editorlGglind Prof. Dr. Y. Murat Elcin ve
ekibinin gerceklestirdigi Lehninger Biyokimyanin temelleri kitabinin 2008 vyilinda
yapilan cevirisinde bu soruna deginilmis ve daha 6nceki yayinlarda yari yarismali olarak

Turkgelestirilen “uncompetetive inhibiton” teriminin yarismasiz inhibisyon olarak

78




Tirkgelestirilmesi 6nerilmistir. “Uncompetitive” inhibisyonda inhibitoriin substrat ile
hicbir sekilde yarisma haline girmedigi goriilmektedir. Bu nedenle, yapilan tez
galismasinda s6z konusu inhibisyon teriminin yarismasiz inhibisyon olarak kullaniimasi

uygun bulunmustur [17].

05 -
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= * 2.5ulM
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Sekil 3. 17 Ug farklh K8 kumarin konsantrasyonlari varliginda farkli substrat
konsantrasyonlarina karsi hiz olusumunun Lineweaver—Burk grafigi

Reaksiyonlar sonucunda elde edilen spesifik aktivite degerlerine gore Michaelis-

Menten grafigi olusturulmus ve kinetik parametreler hesaplanmistir (Sekil 3. 18).

K8 -o- Kontrol
30+ - 1M
-4 1,75 uM
-+ 25uM

)
=
1

V (umol.dk.mg™")

-y
(=]
1

T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Substrat Konsantrasyonu (mM})

Sekil 3. 18 Ug farkl K8 kumarin konsantrasyonlari varliginda farkl substrat
konsantrasyonlarina karsi hiz olusumunun Michaelis-Menten grafigi
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1 uM konsantrasyondaki K8 kumarin tlirevi icin yapilan enzim kinetigi calismasinda Kn
degerinin 125 pM, Vmax degerinin ise 11,93 pmol.dkimg?!, 1,75 uM
konsantrasyondaki K8 kumarin tlrevi igin yapilan enzim kinetigi calismasinda Km
degerinin 76,61 pM, Vmax degerinin ise 6,956 umol.dklmg?; 2,5 uM
konsantrasyondaki K8 kumarin tirevi igin yapilan enzim kinetigi calismasinda Km
degerinin 56,28 PUM, Vmax degerinin ise 5,247 pmol.dkt.mg? oldugu belirlenmistir.
inhibitdér konsantrasyonu arttikca Km ve Vimax degerlerinde azalma oldugu gdzlenmistir.
Bu sonuglar elde edilen Lineweaver-Burk grafiginde de gorildigu gibi enzim inhibisyon
mekanizmasinin yarismasiz inhibisyon oldugunu goéstermektedir. Elde edilen veriler
dogrultusunda GraphPad Prism 6 programinda lineer olmayan regresyon analizi
kulanilarak enzim kinetigi denkleminde yarismasiz inhibisyon mekanizmasina goére

AlphaKk; degeri 0,5978 uM olarak belirlenmistir.

Belirlenen dort kumarin tlrevinden biri olan K9 kumarin tlirevi ile enzim
inhibisyonunun belirlenmesi igin gergeklestirilen reaksiyonlarda elde edilen AAjao/dk

degerlerine gore hesaplanan spesifik aktivite degerleri Cizelge 3. 9’da sunulmustur.

Cizelge 3. 9 K9 kumarin tiirevi ile yapilan reaksiyonlarda kullanilan substrat
konsantrasyonlari ve elde edilen spesifik aktivite degerleri

Substrat Spesifik Spesifik aktivite Spesifik Spesifik aktivite
Konsantrasyonu aktivite (1 1M K9 ekli) aktivite (5 uM K9 ekli)
(mM) Kontrol (umol.dkl.mg?) (3 uM K9 (umol.dkt.mg?)
(nmol.dk ekli)
1.mg?) (umol.dk
1. mg?)
0,05 4,780 4,352 4,063 3,824
0,1 7,170 7,216 6,453 5,975
0,15 10,038 8,794 8,365 7,409
0,25 14,579 12,768 10,038 9,560
0,5 19,120 15,991 12,906 10,516
1 22,705 17,258 12,667 10,994
1,5 24,617 17,678 12,906 10,277
2 24,617 17,678 13,145 11,711

K9 kumarin tirevi eklenerek yapilan reaksiyonlar sonucunda elde edilen reaksiyon hiz

degerlerine gore Lineweaver—Burk grafigi olusturulmustur (Sekil 3. 19). Lineweaver—
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Burk grafigi analiz edilerek TaENO’nun K9 kumarin tilrevi igin inhibisyon

mekanizmasinin yarismasiz inhibisyon oldugu tespit edilmistir.

03 -

0,25 -

02 -

1/V (umol/dk.mg)!
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Sekil 3. 19 Ug farklh K9 kumarin konsantrasyonlari varliginda farkl substrat
konsantrasyonlarina karsi hiz olusumunun Lineweaver—Burk grafigi

Reaksiyonlar sonucunda olusan spesifik aktivite degerlerine gére Michaelis-Menten

grafigi olusturulmus ve kinetik parametreler hesaplanmistir (Sekil 3. 20).
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Sekil 3. 20 Ug farkli K9 kumarin konsantrasyonlari varliginda farkli substrat
konsantrasyonlarina karsi hiz olusumunun Michaelis-Menten grafigi
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K9 kumarin tirevinin 1 uM konsantrasyonu i¢in yapilan enzim kinetigi ¢calismasinda Km
degerinin 162,4 uM, Vmax degerinin ise 19,84 umol.dkt.mg?, 3 uM konsantrasyonu
icin yapilan enzim kinetigi ¢alismasinda Km degerinin 109,2 uM, Vmax degerinin ise 14,25
umol.dkt.mg?; 5 uM konsantrasyonu icin yapilan enzim kinetigi calismasinda Km
degerinin 90,96, Vmax degerinin ise 11,95 oldugu belirlenmistir. inhibitor
konsantrasyonu arttikca Km ve Vmax degerlerinde azalma oldugu tespit edildigi icin ve
Lineweaver-Burk grafiginde de gorildigu gibi enzim inhibisyon mekanizmasinin
yarismasiz inhibisyon oldugu belirlenmistir. Analiz sonucunda elde edilen hiz degerleri
ile GraphPad Prism 6 programinda lineer olmayan regresyon analizi kulanilarak enzim
kinetigi denkleminde yarismasiz inhibisyon mekanizmasina goére Alphak; degeri 3,551

MM olarak belirlenmistir.

T. annulata enolaz Gzerinde en yliksek inhibisyonun gozlendigi K21 kumarin tlrevi ile
enzim inhibisyonunun belirlenmesi igin farkli konsantrasyonlarda kumarin tirevi
eklenerek gergeklestirilen reaksiyonlarda elde edilen spesifik aktivite degerleri Cizelge

3. 10’da sunulmustur.

Cizelge 3. 10 K21 kumarin tlrevi ile yapilan reaksiyonlarda kullanilan substrat
konsantrasyonlari ve elde edilen spesifik aktivite degerleri

Substrat Spesifik Spesifik aktivite Spesifik Spesifik aktivite
Konsantrasyonu aktivite (0,5 uM K21 ekli) aktivite (2 uM K21 ekli)
(mM) Kontrol (umol.dki.mg?) | (1 uM K21 | (umol.dkl.mg?)
(nmol.dk ekli)
1.mg?) (umol.dk
1. mg?)

0,05 4,780 3,824 2,987 2,629

0,1 7,170 6,453 4,302 3,346

0,15 10,038 8,365 5,019 3,824

0,25 14,579 9,799 5,736 4,302

0,5 19,12 11,233 6,931 5,019

1 22,705 11,950 6,453 5,258

1,5 24,617 13,145 7,170 5,258

2 24,617 13,145 6,931 5,019

K21 kumarin tiirevi eklenerek yapilan reaksiyonlar sonucunda elde edilen reaksiyon hiz

degerlerine gore Lineweaver—Burk grafigi olusturulmustur (Sekil 3. 21). Lineweaver—
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Burk grafigi analiz edilerek TaENO’nun K21 kumarin tirevi igin inhibisyon

mekanizmasinin yarismasiz inhibisyon oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 3. 21 Ug farkl K21 kumarin konsantrasyonlari varliginda farkh substrat
konsantrasyonlarina karsi hiz olusumunun Lineweaver—Burk grafigi

Reaksiyonlar sonucunda elde edilen spesifik aktivite degerlerine gore Michaelis-

Menten grafigi olusturulmus ve kinetik parametreler hesaplanmistir (Sekil 3. 22).

K21 -o- Kontrol
30+ - 0,5 uM K21
= 1 M K21
-+ 7 ul K21

o~ 201
- V.
3
g
= 10
&
ry L3
»
I] T T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Substrat Konsantrasyonu (mM)

Sekil 3. 22 Uc farkli K21 kumarin konsantrasyonlari varliginda farkh substrat
konsantrasyonlarina karsi hiz olusumunun Michaelis-Menten grafigi
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K21 kumarin tdrevinin 0,5 uM konsantrasyonu icin yapilan enzim kinetigi calismasinda
Km degerinin 111,7 uM, Vmax degerinin ise 13,84 umol.dkt.mg?, 1 uM konsantrasyonu
icin yapilan enzim kinetigi ¢calismasinda Km degerinin 69,17 uM, Vmax degerinin ise 7,331
umol.dkt.mg? ; 2 uM konsantrasyonu icin yapilan enzim kinetigi calismasinda Km
degerinin 57,52 , Vmax degerinin ise 5,401 oldugu belirlenmistir. inhibitér
konsantrasyonu arttikca Km ve Vmax degerlerinde azalma oldugu tespit edildigi icin ve
Lineweaver-Burk grafiginde de gorildigu gibi enzim inhibisyon mekanizmasinin
yarismasiz inhibisyon oldugu belirlenmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda
GraphPad Prism 6 programinda lineer olmayan regresyon analizi kulanilarak enzim
kinetigi denkleminde yarismasiz inhibisyon mekanizmasina gore AlphaKk; degeri 0,4235

MM olarak belirlenmistir.

Son olarak T. annulata enolaz lzerinde yiiksek inhibisyonun gozlendigi dort kumarin
tirevinden biri olan K23 kumarin tirevi ile enzim inhibisyonunun belirlenmesi igin
enzim c¢ozeltisine farkh konsantrasyonlarda kumarin tirevi eklenerek gergeklestirilen

reaksiyonlarda elde edilen spesifik aktivite degerleri Cizelge 3. 11’de sunulmustur.

Cizelge 3. 11 K23 kumarin tlrevi ile yapilan reaksiyonlarda kullanilan substrat
konsantrasyonlari ve elde edilen spesifik aktivite degerleri

Substrat Spesifik aktivite Spesifik Spesifik aktivite Spesifik
Konsantrasyonu Kontrol aktivite (1 uM K23 ekli) aktivite
(mM) (umol.dk.mg?) (0,5 M (umol.dkl.mg?) (2 M K23
K23 ekli) ekli)
(nmol.dk (nmol.dk
L mg?) L. mg?)
0,05 4,780 3,676 2,941 2,390
0,1 7,170 4,950 4,063 3,107
0,15 10,038 6,205 4,562 3,285
0,25 14,579 8,274 5,319 3,743
0,5 19,120 9,347 5,948 4,036
1 22,705 9,478 6,392 4,408
1,5 24,617 10,388 6,775 4,516
2 24,617 10,518 6,713 4,541

K23 kumarin tiirevi eklenerek yapilan reaksiyonlar sonucunda elde edilen reaksiyon hiz

degerlerine gore Lineweaver—Burk grafigi olusturulmustur (Sekil 3. 23). Lineweaver—
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Burk grafigi analiz edilerek TaENO’nun K23 kumarin tirevi igin inhibisyon

mekanizmasinin yarismasiz inhibisyon oldugu tespit edilmistir.

05 -
-
?

04
2 + Kontrol
o
= & 05 uM
£

2 uM

=
a m1luM
—

[l
30 25 -2%5/:1% 0 s 10 15 20 5

1/[S] (mM)*

-0,1 -

Sekil 3. 23 Ug farkli K23 kumarin konsantrasyonlari varliginda farkl substrat
konsantrasyonlarina karsi hiz olusumunun Lineweaver—Burk grafigi

Reaksiyonlar sonucunda olusan spesifik aktivite degerlerine gére Michaelis-Menten

grafigi olusturulmus ve kinetik parametreler hesaplanmistir (Sekil 3. 24).

K23 - Kontrol
30+ - 0.5 UM K23
-+ 1uMK23
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L ]
—~ 20-
=
E
e
=
£
> 104 ]
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0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Substrat Konsantrasyonu (mM)

Sekil 3. 24 Uc farkli K23 kumarin konsantrasyonlari varhiginda farkli substrat
konsantrasyonlarina karsi hiz olusumunun Michaelis-Menten grafigi
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K23 kumarin tirevinin 0,5 uM konsantrasyonu icin yapilan enzim kinetigi calismasinda
Km degerinin 107,1 UM, Vmax degerinin ise 11,04 umol.dkt.mg?, 1 uM konsantrasyonu
icin yapilan enzim kinetigi ¢alismasinda Km degerinin 72,53 puM, Vmax degerinin ise 6,928
umol.dkt.mg? ; 2 uM konsantrasyonu icin yapilan enzim kinetigi calismasinda Km
degerinin 50,6 , Vmax degerinin ise 4,586 oldugu belirlenmistir. inhibitdr
konsantrasyonu arttikca Km ve Vmax degerlerinde azalma oldugu tespit edildigi icin ve
Lineweaver-Burk grafiginde de gorildigu gibi enzim inhibisyon mekanizmasinin
yarismasiz inhibisyon oldugu belirlenmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda
GraphPad Prism 6 programinda lineer olmayan regresyon analizi kulanilarak enzim
kinetigi denkleminde yarismasiz inhibisyon mekanizmasina gére Alphaki degeri 0,3224

MM olarak belirlenmistir.

3.6 ENOblock® inhibitoriiniin TaENO Uzerindeki inhibisyon Potansiyelinin

Belirlenmesi

Enolaz inhibitorleri, son doénemlere kadar sadece substrat analoglari olarak
bulunmaktaydi. Ancak, Jung vd., tarafindan yapilan bir calismada ENOblock® olarak
adlandirilan tri-substitue triazin yapisinda kiguk bir bilesik kesfedilmistir (Sekil 3. 24).
Substrat analogu olmayan bu bilesigin literatiirde ilk defa direkt olarak tavsan kas
enolazina baglandigl ve enzim aktivitesini inhibe ettigi rapor edilmistir [125], [126].
Jung vd., tarafindan yapilan calismada tavsan kas hiicrelerinden enolaz saflastiriimis ve
belirli konsantrasyonlarda 2-PG substrati ve ENOblock® eklenerek vyapilan
reaksiyonlarin 240 nm’de aktiviteleri odlciilmistir. Bu c¢alismada ENOblock®,
konsantrasyona baglh olarak tavsan kas enolazini inhibe etmis ve ICso degeri 0,576 uM
olarak tespit edilmistir [125]. ENOblock® bilesiginin yapilan calismalarda sitotoksisiteye
yol acmayan konsantrasyonlarda kanser hicresi istilasini azalttigi, hipoksik kosullar
altinda hiicre canliigini azalttigi ve mikrotlibil destabilize edici ilaglar ile sinerji
icerisinde oldugu gorilmustiir [126]. Ozellikle kanser arastirmalarinda ileriki analizlerde
ENOblock”un kanser hiicre metastazini in vivo olarak inhibe edecegi 6ngériilmustir

[125].
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Sekil 3. 25 ENOblock’un kimyasal yapisinin gésterimi [126].

T. annulata enolazi Uzerinde ENOblock® bilesiginin inhibisyon potansiyelinin
arastirilmasi icin yapilan calismada 3 mM 2-PG substrati ve farkli konsantrasyonlarda
ENOblock® kullanilarak standart reaksiyon kosullarinda 240 nm’de aktivite tayini
yapiimistir. Elde edilen % inhibisyon degerleri Cizelge 3. 12’de gosterilmistir. 100 puM
ENOblock® konsantrasyonu ile yapilan analizde dahi % inhibisyon degeri % 15,04 olarak
bulunmustur ve bu sonuglar dogrultusunda TaENO (izerinde bu bilesigin inhibisyon
potansiyelinin disik oldugu gorilmektedir. Elde edilen % inhibisyon degerleri ¢ok
disik oldugundan ICso hesaplamasi yapilamamistir.

Cizelge 3. 12 TaENO ile yapilan reaksiyonlar sonucunda kullanilan ENOblock®
konsantrasyonlarina karsi % inhibisyon degerleri

ENOblock’ % inhibisyon
konsantrasyonu (uM) degerleri

0,5 2,16

1 3,99

5 6,94

10 9,42

25 12,40

50 13,72

75 14,05
100 15,04

TaENO lizerinde ENOblock®un inhibisyon potasiyelinin tavsan kasi enolazi izerindeki
kadar yuksek olmadig goérilmektedir. Jung vd., tarafindan yapilan ¢alismada % 50
inhibisyona ulasmak icin (ICso) 0,576 uM’lik ENOblock® konsantrasyonu yeterli iken
TaENO (izerinde uygulanan 100 pM ENOblock® konsantrasyonunda dahi % 50

inhibisyon degerine ulasilamamistir (Sekil 3. 26). Tavsan kas enolazi bir memeli enolazi
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iken TGaENO bir parazit enolazidir. Bu nedenle, 3 boyutlu protein yapilari farkl
olabileceginden ayni bilesigin farkli organizmalardaki ayni enzimde benzer inhibisyon
potansiyelini gdstermeyecegi 6ngdriilmektedir. Yapilan analizler sonucunda ENOblock®
bilesiginin TaENO Uzerinde etkin bir inhibisyon potansiyeli bulunmamaktadir ve bu
enzimi literatlirde ilk defa, belirlenen kumarin tirevleri yliksek oranda inhibe ettigi icin

bu bilesiklerin ileriki calismalarda uygun bir ilag adayi olabilecegi 6ngorilmektedir.

ainhibisyon

5 10 25

L
]

|

o

0 75 100

[=]
[}
[y

EMNOblock® konsantrasyonu (ph)

Sekil 3. 26 Farkli ENOblock® konsantrasyonlarina karsi TaENO tizerinde elde edilen
% inhibisyon degerleri

3.7 En lyi inhibisyonu Saglayan Kumarin Tiirevinin TaENO ile Etkilesiminin Kiitle

Spektroskopisi ile Gosterilmesi

MALDI-TOF enzim-inhibitor etkilesimlerinin incelenmesinde kullanilabilecek énemli bir
yontemdir. Yapilan bir calismada, lipaz enzimine bir kumarin tiirevinin kovalent olarak
baglanmasi MALDI-TOF kitle spektrometresiyle saptanmistir. Kovalent bag iyon
olusumu sirasinda bozulmadigindan ilgili inhibitdriin enzime baglanmasi net bir sekilde
saptanabilmistir [127]. Ancak kovalent olmayan baglarla inhibitoriin enzime
baglanmasi durumunda bunun saptanmasi zorlasmaktadir. Enzim ve inhibitor arasinda
kuvvetli  non-kovalent baglar mevcutsa inhibitoriin  enzime  baglanmasi
belirlenebilmektedir. Ornegin, Tiyoredoksin rediiktaz enzimine farkli altin (lll)

bilesiklerinin ylksek afiniteyle baglanmasi yine MALDI-TOF ile saptanabilmistir [128].

Yapilan c¢alismada ise, MALDI-TOF kiitle spektrometresi kullanilarak, afinite

kromatografisiyle saflastirilarak safligi SDS-PAGE ile kontrol edilmis olan TaENO’nun
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molekil kitlesi saptanmistir. Ardindan enzim c¢o6zeltisine en iyi inhibisyonun
gerceklestigi K21 kumarin tlirevi eklenerek enzimin molekil kitlesindeki degisim

incelenmigstir.

Sekil 3. 27’de MALDI-TOF ile yapilan analize sonucu elde edilen TaENQ’ya ait kitle
spektrumu verilmektedir. Sekildeki spektrumda 4 pik goriilmektedir. 12239.7, 16326.3,
24408 ve 48732.4 m/z degerlerinde ¢ikan bu pikler farkli sayida protonla veya iyonla
iyonlastiriimis olan [M+4H]*, [M+3H]3*, [M+2H]?* ve [M+H]* iyonlarina aittir. Burada
M, TaENQ’ya aittir. Sonug olarak, saf enzimin molekul kitlesinin ortalama 48,8 kDa
oldugu net bir sekilde anlasiimaktadir. Bu deger de teorik olarak hesaplanan 48,1 kDa
degeriyle uyum icerisindedir. TaENQ’ya iliskin daha 6nce yapilan calismada bu enzimin
¢ozelti icinde dimeri halinde bulundugu belirlenmistir [86]. Ancak kiitle spektrometresi
analizinde gergeklestirilen iyonlastirma islemi, var olan dimerlerdeki proteinler arasi

non-kovalent baglari ayirmis olabilir.

100 24407.9883 72314
90

80

70

& & 3

% Intensity

A " I—
0
9977.0 28106.8 462386 pags (m/s) 043634 82492.2 100621.0

Sekil 3. 27 Afinite kromatografisinden elde edilmis saf TaENQ’ya ait kiitle spektrumu

Saf TaENO’nun analizinden sonra, enzimin kumarinle (K21, MA=286,24 Da) etkilesimi
MALDI-TOF ile incelenmistir. Bu kisimda yapilan kiitle spektroskopisi 6n deneylerinde,
enzim inhibisyon analizlerinde kullanilan enzim ve kumarin konsantrasyon kosullari
uygulanmis ancak MALDI-TOF kitle spektrometresinde sinyal alinamamistir ve bu
konsantrasyon degerlerinin calisilan kitle spektrometresi cihazi icin ¢ok dlslk

olabilecegi 6ngorilmistir. Bu sebeple de hem enzimin ve hem de K21 kumarin
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tirevinin konsantrasyonlari minimum 10 kat arttirilarak tekrar MALDI-TOF analizleri
yapitimistir. Bu amagla, enzim konsantrasyonlari sabit ama K21 kumarin
konsantrasyonlari farkli (50, 100 ve 200 uM) olan ¢ c¢ozelti MALDI-TOF ile
incelenmigstir. Kitle spektroskopisi analizlerinden ©nce bu c¢o6zeltilerin de enzim
inhibisyon c¢alismalari yapilmistir. Bu amagla yapilan inhibisyon analizlerinde saf
TaENO’nun AAzso degeri 0,526 iken kumarin tirevi eklenerek yapilan analizler
sonucunda 50 uM kumarin konsantrasyonu icin AAjao degeri 0,453, 100 uM kumarin
konsantrasyonu icin AAyso degeri 0,408, 200 uM kumarin konsantrasyonu icin AAzao
degeri 0,244 olarak bulunmustur. Yapilan analizde enzim-inhibitor
konsantrasyonlarinin 6nceki calismalara gore farkli olmasindan 6tira aktivitenin ayni
oranda olmasa da belirli bir 6l¢clide distliglu gézlenmistir. Elde edilen kiitle spektrumlari

Sekil 3. 28’de verilmistir.

Sekil 3. 28a’da 50 uM K21 kumarin tlrevini iceren enzim ¢ozeltisinin kiitle spektrumu
bulunmaktadir. Enzim kutlesinde 6nemli bir degisim gorilmemektedir. Kumarin
konsantrasyonu 100 uM’a cikarildiginda ise (Sekil 3. 28b) enzimin kitlesinin +1 iyon icin
49386’ya ciktigi, +2 iyonu icin ise 50900’e kadar ciktigl goriilmektedir. Sekil 3. 28c (200
MM K21 kumarin tiirevi) incelendiginde ise +1 iyonunun kitlesinin 50227’ye kadar
ciktig1 gortlmektedir. Ayrica +2 ve +4 iyonlarina ait piklerine gore hesaplandiginda saf
enzime gore daha yiksek molekil kitlelerini gostermektedir. Ayrica, 100 ve 200 uM
K21 kumarin tlirevini iceren enzim ¢ozeltilerinde +1 iyon pikinin saf enzime gére ¢ok
daha genis bir dagilima sahip oldugu acikca gortilmektedir. +2 iyonuna ait pikin de saf
enziminkine goére daha genis dagilima sahip oldugu da grafiklerden analiz

edilebilmektedir.
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Sekil 3.28 50 uM (a), 100 uM (b) ve 200 uM (c) K21 kumarin tiirevini iceren TaENO
cozeltilerinin kitle spektrumlari
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100 ve 200 puM K21 kumarin tiirevini iceren enzim ¢ézeltilerinin kiitle spektrumlarinda
+1 iyonlari baz alinarak hesaplama yapildiginda; 100 uM’lik ¢ozeltide 2 adet kumarinin
enzime baglandigi ve 200 uM c¢ozeltide de yaklasik 5 adet kumarinin yiksek afiniteyle
enzime baglandigi soylenebilir. Ancak, bu piklerin saf enzime gére daha genis dagihma
sahip olmalari, enzim yilizeyine rasgele sayida kumarin molekiliniin baglandigini da
gostermektedir. Sonug olarak MALDI-TOF analizleri ile K21 kumarin tiirevinin TaENO ile

yluksek afinite ile baglandigi ispatlanmistir.

3.8 Theilaria annulata Enolazinin Kapali ve Agik Konformasyonunun Homoloji

Modellemesi

Gahsmanin bu bolimiindeki T. annulata enolazinin agik ve kapal konformasyonlarinin
homoloji modellemesi, in silico yapisal analizleri ve aktif bolgesinin belirlenerek 2-PG
ile molekiler yanastirmasi 2016 vyilinda Computational Biology and Chemistry
dergisinde yayinlanmistir [129] (Mutlu O., Yakarsonmez S., Sariyer E., Danis O., Yuce
Dursun B., Topuzogullari M., Akbulut E., Turgut-Balik D. 2016, “Comprehensive
Structural Analysis of the Open and Closed Conformations of Theileria annulata
Enolase by Molecular Modelling and Docking”, Computational Biology and Chemistry,

64: 134-144.).

3.8.1 Theileria annulata Enolazinin Belirlenen Farkli Enolazlar ile Karsilastirmali

Protein Dizi Analizinin Yapilmasi

T. annulata enolazinin katalitik rezidileri, katalitik esnek halkalari, insersiyon bolgeleri
ve plazminojen baglanma bdlgeleri literatlirdeki bilgilerden yararlanilarak protein dizi
analizi ile belirlenmistir [14], [40], [41], [46], [47], [48], [130], [131], [132], [133], [134].
Enolazlardaki amino asit sayilarinin farkli olmasindan dolay katalitik rezidiiler tim
organizmalarda ayni numaralarla eslesmemektedir. Bu nedenle, yapilan protein dizi
analizi sonucunda elde edilen amino asit rezidilerinin numaralandirmasi hedef protein
olan TaENOQO’ya gore yapilmistir. Maya ve diger organizmalarin esdeger amino asit
rezidileri verilmesi gerektiginde bu rezidlii numaralari parantez icerisinde sunulmustur.
Literatlr calismalari temel alinarak belirlenen Alad40, Ser41, His165, GIn173, Glul74,
Glu217, Asp252, Glu300, Asp327, Lys352, His380, Arg381, Ser382, Lys403 rezidilerinin
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reaksiyonun gerceklesmesinde, 2-PG substratinin ve Mg*? iyonlarinin baglanmasinda

etkin olan katalitik rezidiler oldugu belirlenmistir (Sekil 3. 29).

T. annulata enolazinin katalitik halka bolgeleri olan halkal (Cys36-Arg57), halka2
(His165-GIn173) ve halka3 (Phe258-Thr279) bu enzimin kalip proteini olan T. gondii
enolazinin yapisina gore belirlenmistir. Belirlenen bu halka bolgeleri, 2-PG substrati
enzime baglandigina katalitik aktif bolgeye dogru hareket ederek enzimin kapali

konformasyonunu olusturmaktadir [12], [14].

T. annulata enolazi bitki benzeri insersiyonlar olarak bilinen pentapeptid (103EWGYCio7)
ve dipeptid (262EK263) insersiyonlar icermektedir (Sekil 3. 29) [131]. Diger literatur
calismalarinda dipeptid olarak belirlenen insersiyon [14], [131] Akat vd. tarafindan bir
tripeptid insersiyon (262EKS264) bolgesi olarak énerilmistir [130] fakat burada bulunan
Ser264 amino asidinin fonksiyonu tam olarak belirlenemediginden ileriki ¢alismalarda
analiz edilmesi planlanmaktadir. P. falciparum enolazinda yapilan bir calismada
pentapeptid insersiyonun delesyonunun kcat/Km degerinde azalmaya ve monomerlerde
ayrilmaya neden oldugu gorilmistir [134]. Ek olarak T. gondii enolazinda pentapeptid
ve dipeptid olarak belirlenen bu insersiyonlarin delesyonu substrat afinitesinde
azalmaya neden olmustur [131]. Belirlenen diger dipeptid insersiyon bdlgelerinin
(1471D14s, 317KL318) fonksiyonlari bilinmediginden ileriki calismalarda analiz edilmesi

gerekmektedir.

TaENQ’da iki farkli bolgenin (25sFYVKEKSSYN2s7 ve 273EKELLK,7s8) plazminojen baglanma
bolgeleri oldugu belirlenmistir ve bu bolgelerin parazitin konakta yayilmasinda etkin
olabilecek bolgeler oldugu bilinmektedir. Ayrica belirlenen dipeptid (262EK263)
insersiyon birinci plazminojen baglanma bdlgesi icerisinde bulunmaktadir. Bu
insersiyon bolgesinin delesyonu ile plazminojen baglanma aktivitesinin ne derecede

etkileneceginin ileriki calismalarda arastiriimasi planlanmistir.
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Eslestirme analizine ek olarak, T. annulata enolazinin fizikokimyasal 6zellikleri
degerlendirilmistir. ProtParam sonuglari, enzimin yaklasik 48,1 kDa ve teorik pl’nin 6,17
oldugunu, 55 negatif ve 52 pozitif yuklu rezidi igerdigini, ekstriksiyon sabiti degerinin
37860 oldugunu, alifatik indeksin 90,23 ve hidropatisitesinin buylk ortalamasinin

-0,200 oldugunu gostermistir.

3.8.2 Theileria annulata Enolazinin iki Farkli Konformasyonunun Modellerinin

Olusturulmasi

Homoloji modelleme yonteminde baslangicta Toxoplasma gondii ME49 (PDB ID:
30TR_A) [14] enolazi 591 Maks. skor, % 99 Query cover, 0.0 E-degeri ve % 65 ylizde
benzerlik orani ile TGaENO’nun agik konformasyonu igin kalip protein olarak segilmistir.
insan néron spesifik enolaz-1-PgaPEP (PDB ID: 3UCC_A) [48] proteini ise 577 Maks
skor, % 99 Query cover, 0.0 E-degeri, % 66 ylizde benzerlik orani ile TGENO’nun kapal
konformasyonu icin kalip protein olarak belirlenmistir. Protein yapilarinin geometrileri
AMBER kuvvet alani 14SB ve steepest descent algoritmasi uygulanarak enerji
minimizasyonu ile optimize edilmistir. Bu protein konformasyonlarin modelleri, kalip
proteinler ve TgENO amino asit dizisi kullanilarak MODELLER v9.12 ve v9.15
programlarinda olusturulmustur. Minimizasyon adimindan Once, acik ve kapal
konformasyon modellerinin sirasiyla 41884 kJ/mol ve 51332 kJ/mol baslangi¢
potansiyel enerjilerine sahip oldugu tespit edilmistir. Optimizasyon sonrasinda,
potansiyel enerjiler sirasiyla -41609 kJ/mol ve -39822 kJ/mol degerlerine minimize

edilmistir.

TaENO’nun acik konformasyon modeli ve 30TR_A’nin sliperimpozisyonu yapilmis ve
RMSD degeri 0,288 A olarak belirlenmistir. Ek olarak, enzimin kapali konformasyon
modelinin ve 3UCC_A’nin siiperimpozisyonu yapilmistir ve RMSD degeri 0,342 A olarak
tespit edilmistir (Sekil 3. 30). iki protein yapisinin kiyaslanmasi sonucu ortaya cikan
RMSD degeri sliperimpozisyonu yapilmis proteinlerin atomlari arasindaki uzakliklari
belirlemektedir. RMSD degeri sifira ne kadar yakinsa iki proteinin birbirine o derece
yapisal olarak benzedigini gostermektedir [100], [135]. Elde edilen disik RMSD
degerleri, bu modellerin kalip protein yapilari ile yiliksek benzerlik gosterdigini

belirtmektedir.
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a) TaENO’nun aglik konformasyonunun kalip proteini olan Toxoplasma gondii enolaz-1 (PDB ID: 30TR,
rezoliisyon: 2.75 A) ile siiperimpozisyonu ve b) TaENO’nun kapali konformasyonunun kalip proteini olan
insan néron spesifik enolaz-1 (PDB ID: 3UCC, rezoliisyon: 1.50 A) ile stiperimpozisyonu. Kirmizi, yesil ve
sari renkler sirasiyla kalip yapilari, TaENO’nun acik ve kapali konformasyonlarini belirtmektedir (The
PyMOL Molecular Graphics System, Ver1.7.4 Schrodinger, LLC).

Sekil 3. 30 TaENO modellerinin kalip proteinler ile sliperimpozisyonu.

Modellerin kalitesi

ERRAT, Prosa,

ProQ ve RAMPAGE sunuculari

kullanilarak

dogrulanmistir [67], [68], [69], [70]. Tum validasyon sonuglari Cizelge 3. 13’te

verilmistir.

Cizelge 3. 13 TaENO’nun olusturulan modellerinin validasyonu

Web-Sunucusu

Protein
RAMPAGE (Ramachandran
ERRAT plot)
TaENO (Genel kalite ProSA ProQ Asil K.abu_l. Dis
. (Z-score) | (LGscore) .. edilebilir | | ..
faktora) bolge N bolge
(%) bolge (%)
(%)
Acik
konformasyon 92,308 -10,36 6,443 96,8 3,0 0,2
modeli
Kapali
konformasyon 82,949 -9,56 6,425 90 8,4 1,6
modeli
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Validasyon asamasinda ilk olarak ERRAT programi geometri optimizasyonu sonrasi
modeldeki CC, CN, CO, NN, NO ve OO atomlarinin arasindaki bagh olmayan atomik
etkilesimleri tahmin etmede kullanilmistir [67]. Yapilan analize gore agik ve kapali
konformasyonlarinin sirasiyla genel kalite faktorleri 92,308 ve 82,949 olarak elde
edilmistir. Bu sonuclarin yliksek ¢citkmasi atomlar arasindaki etkilesimin iyi oldugunu ve
proteinin U¢ boyutlu yapisinin dogrulugunun yiliksek oldugunu gostermektedir.
RAMPAGE programi ile proteinin birincil yapisinda bulunan amino asitlerin ikincil yapi
icerisinde hangi pozisyonda bulunduklarini  belirlemek amaciyla kullanilan
Ramachandran diyagrami olusturulmustur [68]. Acik ve kapali konformasyonlarinin
modellerinin Ramachandran diyagramindaki asil bolge, kabul edilebilir bolge ve dis
bolgede rezidlleri sirasiyla % 96, % 3, % 0,2 ve % 90, % 8,4, % 1,6'dir. Elde edilen
sonuclara gore amino asit rezidllerinin en az % 90'inin asil bolgede bulunmasi ile
proteinin UG¢ boyutlu yapisinin kabul edilebilir dogrulukta modellenmis oldugu
gorilmektedir. ProSA programi protein modellerinin yapisal kalitesini tespit etmekte
kullanilmistir. Z-skoru toplam model kalitesini ifade etmekte ve yapisi ¢ozimlenmis
diger proteinlerin Z-skoru degerleriyle birlikte verilmektedir [69]. Olusturulan acik ve
kapal konformasyon modellerinin Z-skorlari sirasiyla -10,36 ve -9,56’dir. Ayrica, her iki
model de yapisi X-1sini kristalografisinde ¢6zllmuis proteinler arasinda yer almaktadir
(Sekil 3. 31). ProQ; elde edilen protein modellerinin kalitesinin belirlenmesi icin
kullanilan web tabanli bir yaziimdir. Protein modelleri i¢in belirlenen LGscore’lari, agik
konformasyon icin 6,443 ve kapali konformasyon icin 6,425’tir. Bu skorlarin 4’ten

ylksek olmasi protein modellerin bliylk dl¢lide dogru oldugunu gostermektedir [70].
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Sekil 3. 31 TaENO’nun acik (a) ve kapali (b) konformasyon modellerinin Ramachandran
plot diyagramlari veTaENO’nun acik (c) ve kapali (d) konformasyon modellerinin siyah
nokta ile belirlenmis Z-skorlarinin grafikleri.

3.8.3 T. annulata Enolazinin Yapisal Ozellikleri: ikincil ve Uglinciil Yapisi

T. annulata enolazinin ikincil yapi 6zellikleri, PSIPRED Protein Dizi Analizi Yontemi ile
PSI-BLAST matrislerine dayali aglarinin iki adimi kullanilarak degerlendirilmistir [101],
[102]. N- terminal domaini ayri beta-tabakalar ve alfa helikslerini (B+a) icermektedir.
Ancak, C-terminal domaini beta tabakalarina bagh alfa helikslere (B/a) sahiptir. Domain
belirleyici sunucuya gore, N- ve C- terminal bdlgelerinde iki farklh domain bulunmustur
(Sekil 3. 32). N-terminal domain (4-131 rezidileri) “enolaz-benzeri, N terminal domain”
enolaz siperailesi altinda 3.30.390.10 CATH kodu, E-degeri 4.7e-52 (sirasiyla Sinif, Yapi,
Topoloji, Homoloji) ve PF03952 Pfam domain numarasi ile siniflandirilmistir. C-
terminal domaini 133 ve 439 rezidlleri arasinda yer almaktadir. C-terminal bdlgesi
enolaz slUperailesi altinda 3.20.20.120 CATH kodu (E-degeri: 1.5e-121), ve PF00113

Pfam domain numarasi ile siniflandiriimistir.
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Legend:

D = helix :> = strand

Pred: predicted secondary structure
= coil AA: target sequence

Sekil 3. 32 TaENO amino asit dizisinin ikincil yapi analizi

Modellenmis yapinin detayli analizi Sekil 3. 33’te gosterilmistir. N-terminal boélgesinin
Asp148 rezidisl ile sonlandigi belirtilmistir. Domain (i¢ anti-paralel beta tabakalar ile
baslamakta ve dort heliks ile devam etmektedir. C- terminal bolgesi ise bir TIM (Trioz
fosfat izomeraz)-figi (Lys149-Gly427) ve 15 amino asitlik uzun bir C- terminal kuyrugu
(Pro428-His442) icermektedir. C- terminal’de birbirine bagli sekiz alfa heliks ve sekiz
beta tabaka bulunmaktadir. Bu beta tabakalar alfa heliksler tarafindan gevrelenmistir
ve birlikte enzimlerin % 10’unda yaygin olarak bulunan, korunmus alfa/beta TIM-figi
yapisini olusturmaktadir [136]. Enolaz slperailesi hari¢ diger TIM-fici yapilarinda
olusturulan model (Ba)s topolojisine sahiptir. Ancak enolazlarda TIM-fi¢ci topolojisi
farkhdir, cinkii BBaa(Ba)s topolojisine sahip olan bu yapilar iki anti paralel beta tabaka
ile baslayarak iki alfa heliks ile devam eder. Bu fici yapisi ilk olarak maya enolazinda
belirlenmis olup [45] daha sonra diger organizmalarin enolazlarinda gosterilmistir [14],

[48], [133], [137].
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N-terminal Domain C-terminal Domain
(Enolase-like; Domain-1) (TIM Barrel)

(a) ve (b) seklinde alfa heliksler, beta tabakalar ve rasgele kivrimlar sirasiyla kirmizi, yesil ve gri renk
olarak gosterilmistir. Dz kati ylizey goriinimiinde (c) derin bir aktif bolge cebi (kirmizi ok) domainler
birlestikleri zaman goériilmektedir.

Sekil 3. 33 TAENO’nun N-terminal domaini (a) ve TIM-figi ile C-terminal domainin (b)
gorintisi ve bu domainlerin diiz kati ylizey gorintisi (c).

T. annulata enolazinin yapisal 6zelliklerinden biri, G¢ baglantih halka bélgesinin
bulunmasidir [14], [45], [48], [133], [137]. Halkal N-terminal domaini Uzerinde yer
almaktadir ve Cys36- Arg57 rezidilerini icermektedir. Diger iki halka, halka2 ve halka3
C-terminal TIM figi domaininin bir pargasidir ve sirasiyla His165-GIn173 ve Phe258-

Thr279 rezidilerinin arasinda yer almaktadir.

TaENO’nun kapali ve agik konformasyonlarinin siiperimpozisyonu Sekil 3. 34a’da

gosterilmistir.  Agtk  ve kapalh  konformasyon vyapilarinin  sliperimpozisyonu

incelendiginde, bu Ug farkh halka enzim merkezine dogru hareket etmektedir ve kapali

bir aktif bdlge cebi olusturmaktadirlar. Halkal proteinin agik veya kapali

konformasyonda olup olmadigini belirleyen en énemli halka bolgesidir (Sekil 3. 34b).

Halkal, Mg*? iyonu ve 2-PG substratini baglayan Ser4l (maya ve insanda Ser39,
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Entameoba histolytica’da Ser40 olarak bulunmaktadir.) rezidiisiini ve diger aktif bolge
cebi rezidilerini (Ala40 and Gly39) tasimaktadir [46], [47], [48]. Halkal'in basi aktif
bolge cebinin Ustline yonelmektedir ve Ser4l (mayada Ser39) etkilesmesi meydana
gelmektedir [46]. Bu konformasyonel degisim sirasinda, Ser41l (mayada Ser39) T.
annulata enolaz modelinde yaklasik 11.4 A hareket etmektedir. Halka2, figi yapisinin
anti-paralel 1 ve B2 zincirleri arasinda yer almaktadir ve proton donér His165 (maya
enolazinda His159) rezidlslini tutmaktadir. Substrat yoklugunda yani agik
konformasyonda His165 aktif bélgeden uzakta bulunmaktadir. 2-PG substrati ve Mg*?
iyonu aktif bolge bosluguna baglandigi zaman, halka2 aktif bélgeye yakinlasmaktadir ve
His165 amino asidinin substrat ile etkilesime girmesine izin vermektedir [47]. T.
annulata enolazinin homoloji modeline goére, Hisl65’in yer degistirmesi C-alfa
atomlarina dayal olarak 3.69 A’dur. B3-zinciri ve a4 heliksi arasindaki cok uzun bir
halka olan halka3 bulunmaktadir (Sekil 3. 34b). Dizi eslestirmesinde de gorildugi gibi
bu halka, hayvan enolazlarinda bulunmayan bitkilere 6zgli dipeptid insersiyonunu

icermektedir [137].

APBS ile toplam elektrostatik potansiyeli TaENO’nun agik ve kapali konformasyonlari
icin sirasiyla 3.939E + 04 kJ/mol ve 4.067E + 04 kJ/mol olarak hesaplanmistir (Sekil 3.
34c ve 3. 34d). Acik ve kapali konformasyonlarin her ikisinde de, aktif bolge cebi
etrafindaki negatif elektrostatik potansiyeli gosteren belirli bir kirmizi bolge
bulunmaktadir. Bu kirmizi bodlge Entamoeba histolytica enolazi ile yapilan 6nceki
calismalarda belirlenmistir ve ayni zamanda insan enolazlarinin ti¢ formunda (a, B ve y)

da bulunmaktadir [138].
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Halka3

Halkal

a) TaENQO’nun agik (mavi) ve kapali (turuncu) konformasyonlarinin PyMOL kullanilarak yapilan
stiperimpozisyonu (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.7.4 Schrédinger, LLC). b) Hareketli
aktif bolge loplarinin gésterimi. Mavi ve turuncu renkler sirasiyla agik ve kapali konformasyonlardaki
konumlarini belirtmektedir. c) Adaptive Poisson-Boltzmann Solver hesaplamasina gore agik
konformasyonun elektrostatik potansiyel enerjisinin gosterimi. d) Adaptive Poisson-Boltzmann Solver
hesaplamasina gore kapali konformasyonun elektrostatik potansiyel enerjisinin gosterimi. Kirmizi renk
negatif, mavi renk pozitif ve beyaz renk notr elektrostatik potansiyeli belirtmektedir.

Sekil 3. 34 TaENO’nun stperimpozisyonunun, halka bolgelerinin ve elektrostatik
potansiyel enerjisinin model lizerinde gosterimi.

3.9 T. annulata Enolazinin Kapali Konformasyon Modeli ile Yapilan Molekiiler

Yanastirma Analizleri

3.9.1 T. annulata Enolaz Modelinin Aktif Bolgesinin Belirlenmesi ve 2-Fosfogliserik

Asit ile Baglanmasinin Gosterimi

Molekiler yanastirma analizlerine gegildiginde enzimin 2-PG ile iliskili aminoasitlerinin
dogru analiz edilebilmesi igin substrat baglandiktan sonra olusan TaENO’nun kapal
konformasyon modeli izerinden ¢alismalar gerceklestirilmistir. TaENO modelinin aktif
bolge ve muhtemel ilag baglanma bolgeleri DoGSiteScorer ve 3DLigandSite programlari
ile belirlenmistir [107], [108]. DoGSiteScorer ile TaENO iizerinde 105,66 — 522,24 A3
hacim araliginda ve 0.82 den 0.21’e kadar (0-1 araliginda) degisen ila¢ skorlarinda 14
farkl bolge olabilecegi ongorilmustir (Sekil 3. 35).
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Name V‘KLT © Sl.;:rAf?]ce surface DE;]t . ;::fe
[A7
PO | 52224 | 77150 | 50345 | 2020 [N082
BB 32008 | 38447 | 17496 | 2275 [ 08
[ P2 || 30560 | 61140 | 51269 | 1671 [ 088
P3| 230936 | 43374 || 25553 | 1340 [ 048
| P4 || 10087 | 36864 | 20024 | 1146 [ 044
P PS || 19981 | 44921 | 26150 | 984 [ 036
IBE[ 18054 [ 35695 | 17324 | 854 [N
B 7220 | 31887 | 15813 | 964 [[EGIN
[ P8 || 15110 | 12173 | 9375 | 1136 [ 0.3
[ P9 [ 14848 | 24506 | 16438 | 719 [N
PPN 14394 [ 37462 | 21360 | 747 [N
[ P11 || 14246 | 27923 | 22030 | 917 (BN
P2 11174 [ 24700 | 17009 | 700 [N
PPN 10976 [ 23626 | 12542 | 750 [N
[P14 || 10566 [ 26282 [ 15361 | 726 [N

Skorlarda gorulen yesil renk en yiiksek, sari ve turuncu renk orta derece ve kirmizi renk en dusiik
seviyede baglanma potansiyeline sahip bolgeleri gostermektedir.

Sekil 3. 35 TaENO’nun potansiyel ilag baglanma bdlgelerinin ilag skorlari.

Yiksek ilag skorlarina sahip bolgeler, aktif bolge cebini (DrugScore: 0.81) ve aktif bolge
yakinindaki halka3 bélgesini (DrugScore: 0.69) icermektedir (Sekil 3. 36a ve 3. 36b).
3DLigandSite sunucusundan elde edilen sonuglara gore, 17, 7 ve 1 evrimsel homolog
yapilan sirasiyla Mg*, Zn*? ve Ca*? kofaktorleri ile dngoérilmustiur (Sekil 3. 36c).
Potansiyel ligand baglanma bolgesi 2-PG’nin PEP’e donlisiiminde o6nemli olan

rezidlleri (GIn173, Asp252, Glu300, Asp301, Asp327 ve Lys403) icermektedir.

Molegro Virtual Docker ve AutoDockVina yazilimlari 2-PG’'nin aktif bdlge bosluguna
baglanma modunu belirlemek icin kullanilmistir [82], [109] (Sekil 3. 36d ve 3. 36e). Elde
edilen en iyi baglanma pozisyonlari kiyaslanmis ve amino asit etkilesimleri protein dizi
analizi ile karsilastirilmistir. En distk baglanma enerjilerine sahip en iyi pozisyonlarin
¢cok benzer baglanma modlarina ve ligand geometrilerine sahip olduklar
gorilmektedir. Molegro Virtual Docker programindan elde edilen MolDock skorlama
fonksiyonuna gore en iyi yanastirma skoruna sahip pozisyon -71,76 kcal/mol’dir. Bu
pozisyon H-bagi (-23,55 kcal/mol), sterik (-73,28 kcal/mol), elektrostatik (-13,57
kcal/mol) ve ic¢ ligand etkilesimleri (17,28 kcal/mol) olarak tanimlanan protein ligand
etkilesimlerini icermektedir. AutoDockVina programi ile de 2-PG icin sekiz farkh

baglanma modu 6ngorilmdistir. Bunlardan yedi tanesi aktif bolge cebi icerisindeyken,
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bir tanesi aktif bolge disinda yer almaktadir. Molegro Virtual Docker ve AutoDockVina
yazilimlarinin baglanma skoru formulasyonlari farklidir. AutoDockVina yaziliminda elde
edilen sonucglara gore en yiksek baglanma skoruna sahip en iyi pozisyon -5,5
kcal/mol’diir. iki yazilim sonucunda da elde edilen en iyi pozisyonlarin birbirine cok

yakin oldugu Sekil 3. 36d ve 3. 36e’de de gorilmektedir.
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(a) ve (b) TaENO’nun potansiyel ila¢ baglanma bolgesi ve aktif bolge olan cebinin DoGSiteScorer yazilimi
ile elde edilen gériintulerini vermektedir. c) Ligand baglanma bolgesinin 3DLigandSite ile elde edilen
gorintusl. Mavi bolgeler ve yesil yuvarlak sirasiyla aktif bolge rezidilerini ve metal iyonlarini temsil
etmektedir. (d) ve (e) Molegro Virtual Docker (kirmizi) ve AutoDockVina (yesil) ile elde edilen en iyi

baglanma pozisyonlarin siiperimpozisyon goriintlisiini vermektedir.

Sekil 3. 36 TaENO’nun DoGSiteScorer yazilimi ile elde edilen gériintileri ve molekiler
yanastirma sonuglari.

Molekiler yanastirma sonuglarina gore Ala40, Serd1, His165, Lys352, His380, Arg381
ve Ser382 rezidileri 2-PG ile hidrojen baglanma sagladigi gortlmektedir (Sekil 3. 36e).
Ayrica bu sonuglar, karsilastirmali dizi analizinde de tespit edilmistir. Lys403 ve GIn173
dizi analizi ile hidrojen baglanma rezidlisii olarak belirlenmistir, ancak molekiler
yanastirma sonuclarinda substrat ile elektrostatik ve sterik etkilesimler icerisinde
oldugu goriulmektedir (Cizelge 3. 14). 2-PG’nin fosfat grubu Ala40, Ser41, Arg381,
Ser382, Lys352 ve His165 rezidileri ile cevrelenmektedir. Burada deprotonlanmis

rezidl olan Lys352 ayrica substratin C-2 atomuna yakin bir pozisyonda bulunmaktadir.
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TaENO’da Glul74, Glu217 ve His380 rezidiileri, Lys352 rezidistnin karsl bolgesinde

yer alarak dehidrasyon reaksiyonunda 6nemli bir rol oynadigi gériilmektedir.

Cizelge 3. 14 Protein dizi analizi ve molekiler yanastima analizleri kullanilarak 2-PG ile
potansiyel hidrojen bagi etkilesimleri belirlenen TaENO’nun aktif bélge amino asit

rezidlleri
Protein Dizi Analizi Molegro Virtual AutoDockVina Analizi
Docker Analizi
Rezidi Rezidilerin atomlari Rezidilerin atomlar
Ala40 Ala40 N-H Ala40 N-H
- Ser41l N-H Ser4l N-H
His165 His165 NE2 His165 NE2
GIn173 - -
Lys352 Lys352 HZ3 Lys352 HZ3
Lys352 HZ1 Lys352 HZ1
His380 His380 He2 His380 He2
Arg381 Arg381 HE Arg381 HE
Arg381 HH21 Arg381 HH21
Ser382 Ser382 N-H Ser382 N-H
Lys403 - -

3.9.2 T. annulata Enolaz Modelinin Belirlenen Do6rt Farkli Kumarin Tiirevi ile

Molekiiler Yanastirmasinin Yapilmasi

TaENQO’nun kumarin ile inhibisyon mekanizmasinin yarismasiz inhibisyon oldugu tespit
edilmistir. Bu inhibisyon mekanizmasinda inhibitériin enzim-substrat kompleksinde
aktif bolgesinin disinda bir bolgeye baglandigi bilinmektedir [17]. Ayrica, molekiler
modelleme ve 2-PG ile yapilan yanastirma analizleri sonucunda enzimin substrat
baglandiktan sonra aktif bdlgesinin tamamen kapandigi gozlenmistir. Bu nedenle,
kumarin tlirevleri ile molekiiler yanastirma analizleri T. annulata enolazinin kapal
konformasyon modeli ile gerceklestirilmistir ve bu model lizerindeki potansiyel ilag
baglanma bolgeleri DogSiteScorer yazilimi [107] ile 6ngorilmustiir. Potansiyel ilag
baglanma bdlgelerinden PO, P1 ve P2’'nin sirasiyla 0,82; 0,81; 0,69 olmak lzere en
yiksek ila¢ skorlarina sahip olduklari belirlenmistir. Sekil 3. 37’de gosterildigi gibi aktif
bolge disindaki PO ve P2 boélgelerine en yiliksek inhibisyonun goérildigli kumarin

tirevleri ile yanastirma yapilmistir.
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Sekil 3. 37 TaENO’nun potansiyel ilag baglanma bdlgeleri (a) PO bolgesi mavi renk ile
gosterilmistir. (b) P2 bolgesi yesil renk ile gosterilmistir.
Yapilan tez c¢alismasindaki molekiiler yanastirma analizlerinde kullanilan her bir
programin (Molegro Virtual Docker, AutoDockVina, Scrodinger Glide) farkli skorlama
yontemlerinin oldugu gorilmektedir. Maestro Molecular Modeling Interface 11. 1
(Schrodinger Release 2017-1: Maestro, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2017)
icerisinde protein hazirlama, reseptor alani belirleme, ligand hazirlama, yanastirma
analizleri (Scrodinger Glide) ve skorlama fonksiyonlarinin birlestirilmis olmasi biyik bir
kullanim kolayligi saglamaktadir. Bu program ile sabit bir skor degerinin disinda
MM/GBSA yéntemi ile AG baglanma enerjisi skoru da hesaplanabilmektedir. Baglanma
enerjisi degerleri dikkate alinarak belirlenen skorlarin kumarin tirevleri ile yapilan
inhibisyon analizi sonuglarina benzer olabilecegi 6ngoérilmustiir. Bu nedenle, tez
galismasinin kumarin tirevleri ile yanastirma analizi agsamasinda Schrédinger Glide

programi kullaniimistir.

Yiksek inhibisyonun goruldtgi dort farkli kumarin tirevinin (K8, K9, K21, K23) PO
bolgesi ile yanastirmasi yapilmistir. Bitin kumarin tlirevleri icin XP-Gscore, XP-
Hidrojen bagi ve AG baglanma enerjisi belirlenmistir. Cizelge 3. 15’te goruldigu gibi K9
kumarin turevi (ICso = 13,170 yM) PO boélgesinde -4.362 kcal/mol XP-Gskoru ile en iyi
baglanma skoruna sahiptir. Ancak, en dustik ikinci ICso degerine (10,450 M) sahip olan
K8 kumarin tlrevi, -29,373 kcal/mol ile en yiksek AG baglanma enerji degerine
sahiptir. AG baglanma enerjisi degeri, bu calismada in vitro analizlere benzer olmasi
nedeniyle TaENO'nun PO boélgesine yanastima analizlerini dogrulamistir. XP-Hidrojen

bagl skoruna gore bu bilesikler kiyaslandiginda en yiiksek potansiyel hidrojen bagi
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etkilesimin K21 (-1,807 kcal/mol) bilesiginde oldugu gortlmektedir. K8 bilesiginin XP-
Hidrojen bagi skorunun -1,589 kcal/mol olmasi yapisinda metoksi grubundan kaynakh
olabileceginin yani sira K9 (-1,342 kcal/mol) ve K23 (-1,440 kcal/mol) kumarin
tlrevlerine gore hidrojen bagl yapma potansiyelinin daha vyiksek oldugu
gorilmektedir. Bu durum K21 kumarin tirevi ile kiyaslandiginda K8 bilesiginin enzimin
bu bolgesinde yaptigl Ecou ve Evaw etkilesimlerin hidrojen bagindan daha fazla

oldugunu goéstermektedir.

K8 kumarin tlrevinin bu bolge ile etkilesimi incelendiginde His370 amino asidi ile
hidrojen bagi ve Lys145 amino asidi ile pi katyon etkilesimi yaptigi gozlenmistir. Ayrica
Thr147, His370, Ser398, Ser441, His442 amino asitleri ile polar etkilesimi; Lys145, Lys
149 amino asitleri ile pozitif yik, Asp148 amino asidi ile negatif ylk etkilesimi; Val151,
Leu397, Leud40 amino asitleri ile hidrofobik etkilesim igerisinde oldugu gozlenmistir

(Sekil 3. 38).

Cizelge 3. 15 Belirlenen kumarin tlrevlerinin PO bolgesi ile yanastirma sonucu elde

edilen XP-Gscore, XP-Hidrojen bagi ve AG baglanma enerjisi

Kumarin XP-Gscore XP-Hidrojen MM/GBSA AG baglanma
Numarasi (kcal/mol) bagi skoru enerjisi (kcal/mol)
(kcal/mol)
K8 -3,017 -1,589 -29,373
K9 -4,362 -1,342 -24,643
K21 -3,685 -1,807 -22,008
K23 -4,102 -1,440 -26,932
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a) Kumarin 8 bilesiginin PO bolgesi ile etkilesiminin 3 boyutlu gésterimi. b) Kumarin 8 bilesiginin PO
bolgesi ile etkilesiminin 2 boyutlu gésterimi. Mor ok hidrojen bagini ve kirmizi gizgi pi katyon etkilesimini
sostermektedir. Yesil renkli amino asitler hidrofobik etkilesimi, Mavi renkli amino asitler polar etkilesimi,
Mor renkli amino asitler pozitif yiik etkilesimini, Turuncu renkli amino asitler de negatif yuk etkilegimini

gostermektedir.

Sekil 3. 38 Kumarin 8 bilesiginin TaENO’nun PO bolgesi ile etkilesimi.
Dort farkh kumarin tlirevinin yabanil tip TaENO’da P2 bolgesi ile molekiler
yanastirmasi da yapilmistir. Cizelge 3. 16’da gorildigu gibi, in vitro analizler sonucunda
en distuk 1Csp degerine (8,871 uM) sahip K21 kumarin tlrevi, P2 bolgesindeki
yanastirma analizleri sonucunda en yiliksek XP-Gscore (-6,847 kcal/mol) ve AG
baglanma enerjisi degerine (-42,535 kcal/mol) sahiptir (Sekil 3. 39). Bu sonuglar birlikte
degerlendirildiginde, P2 bolgesinin TaENO lzerinde gigli bir baglanma yeri oldugu
gorilmektedir. XP-Hidrojen bagi skoruna gore bu bilesikler kiyaslandiginda en yiksek
potansiyel hidrojen bagi etkilesimin K8 (-2,686 kcal/mol) ve K23 (-1,642 kcal/mol)
bilesiginde oldugu gorilmektedir. Bu durum K8 ve K23 kumarin tirevi ile
kiyaslandiginda K21 (-0,960 kcal/mol) bilesiginin enzimin bu bolgesinde yaptig Ecou ve
Evaw etkilesimlerin hidrojen bagindan daha fazla oldugunu ve bu etkilesimlerin
sonucunda hesaplanan AG baglanma enerjisi ile daha yliksek baglanma potansiyeline

sahip oldugu gorilmektedir.

Sekil 3. 39'da goruldugi gibi bu bolgede K21 kumarin tiirevinin bu bolge ile etkilesimi
incelendiginde Ser226, Ala227, Leu268, Glu275, Leu277 amino asidi ile hidrojen bagi ve
Lys278 amino asidi ile pi katyon etkilesimi yaptigl gbzlenmistir. Ayrica Ser226, Asn267

amino asitleri ile polar etkilesimi; Lys225, Lys 278 amino asitleri ile pozitif yiik, Glu228,
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Glu229, Glu275 amino asidi ile negatif ylk etkilesimi; Ala227, Tyr266, Leu268, Leu276,

Leu277, Tyr286 amino asitleri ile hidrofobik etkilesim icerisinde oldugu gozlenmistir.

Cizelge 3. 16 Belirlenen kumarin tlirevlerinin P2 bolgesi ile yanastirma sonucu elde

edilen XP-Gscore, XP-Hidrojen bagi ve AG baglanma enerjisi

Kumarin XP-Gscore XP-Hidrojen MM/GBSA AG baglanma
Numarasi (kcal/mol) bagi skoru enerjisi (kcal/mol)
(kcal/mol)
K8 -5,871 -2,686 -36,001
K9 -5,774 -0,960 -40,454
K21 -6,847 -0,960 -42,535
K23 -5,157 -1,642 -35,907

a) Kumarin 21 bilesiginin P2 bolgesi ile etkilesiminin 3 boyutlu gosterimi. b) Kumarin 21 bilesiginin P2
bolgesi ile etkilesiminin 2 boyutlu gosterimi. Mor ok hidrojen bagini ve kirmizi ¢izgi pi katyon etkilesimini
gostermektedir. Yesil renkli amino asitler hidrofobik etkilesimi, Mavi renkli amino asitler polar etkilesimi,
Mor renkli amino asitler pozitif yik etkilesimini, Turuncu renkli amino asitler de negatif ylik etkilesimini

gostermektedir.

Sekil 3. 39 Kumarin 21 bilesiginin TaENO’nun P2 bdlgesi ile etkilesimi.

PO ve P2 bolgeleri disinda karsilastirmali protein dizi analizi ile tespit edilen dipeptid
(262EK263) ve pentapeptid (103EWGYCig7) insersiyonun bulundugu bélgeler de TaENO
Gzerindeki potansiyel ilag baglanma bolgeleri olarak belirlenmistir. Konak Bos taurus
enolazinda bu dizilerin yer almamasi nedeniyle bilesiklerin bu bdlgelerle etkilesime
girmesinin ilacin parazite yonelik spesifikligini arttiracagli dngoriilmektedir. Bu amacla;
belirlenen kumarin tirevleri ile bu bolgelerin molekiiler yanastirmasi yapilarak

bilesiklerin baglanma potansiyelleri belirlenmistir. Dipeptid insersiyon bolgesi (izerinde
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yapilan analizlere gore; -31,606 kcal/mol AG baglanma enerijisi ve -4,801 kcal/mol XP-
Gscore ile bu bolgeye en iyi baglanma potansiyeli bulunan bilesigin K21 kumarin tlrevi
(ICs0 = 8,871 uM) oldugu belirlenmistir (Cizelge 3. 17). Elde edilen bu sonuglar in vitro
analizlerle kiyaslandiginda dipeptid insersiyonun bulundugu bdlgenin TaENO
Uzerindeki diger bir glicli muhtemel baglanma bdlgesi oldugu gorilmektedir. XP-
Hidrojen bagi skoruna gore bu bilesikler kiyaslandiginda en yiiksek potansiyel hidrojen
bagi etkilesimin K9 (-2,252 kcal/mol) ve K21 (-2,036 kcal/mol) bilesiginde oldugu
gorilmektedir. Bu durum K21 kumarin tlrevinin enzimin bu bdlgesinde yaptig
hidrojen bagi, Ecou Ve Evaw etkilesimlerin ylksek oldugunu ve hesaplanan AG baglanma
enerjisi ile diger kumarin tiirevlerine gore dipeptid insersiyonun bulundugu cep

bolgesine daha yliksek baglanma potansiyeline sahip oldugu gérilmektedir.

Dipeptid insersiyon bolgesinde K21 kumarin tiirevinin etkilesimi incelendiginde Thr100,
Glul03, Lys108, Asn333 amino asitleri ile hidrojen bagl yaptigi gorilmektedir. Bu
bilesigin GIn95, Thr100, GIn101, Asn333 amino asitleri ile polar, Val94 ve Pro334 ile
hidrofobik etkilesim icerisinde oldugu gosterilmektedir. Ayrica, bu bdlgede K21
kumarin tirevinin Glu103, Glu361, Glu364 amino asitleri ile negatif yik, Lys87, Lys108,
Lys335 amino asitleri ile pozitif yik etkilesimi icerisinde oldugu gosterilmistir (Sekil 3.

40).

Cizelge 3. 17 Belirlenen kumarin tiirevlerinin dipeptid insersiyonun bulundugu cep

bolgesi ile yanastirma sonucu elde edilen XP-Gscore, XP-Hidrojen bagi ve AG baglanma

enerjisi
Kumarin XP-Gscore XP-Hidrojen MM/GBSA AG baglanma
Numarasi (kcal/mol) bagi skoru enerjisi (kcal/mol)
(kcal/mol)

K8 -3,532 -0,960 -20,667

K9 -4,665 -2,252 -25,513

K21 -4,801 -2,036 -31,606

K23 -3,157 -0,283 -25,537
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a) Kumarin 21 bilesiginin dipeptid insersiyon bolgesi ile etkilesiminin 3 boyutlu gésterimi. b) Kumarin 21
bilesiginin dipeptid insersiyon bolgesi ile etkilesiminin 2 boyutlu gésterimi. Mor ok hidrojen bagini
gostermektedir. Yesil renkli amino asitler hidrofobik etkilesimi, Mavi renkli amino asitler polar etkilesimi,
Mor renkli amino asitler pozitif yiik etkilesimini, Turuncu renkli amino asitler de negatif yuk etkilegimini
gostermektedir.

Sekil 3. 40 Kumarin 21 bilesiginin TaENO uzerindeki dipeptid insersiyon bélgesi ile
etkilesimi.
Belirlenen kumarin tirevlerinin yabanil tip TaENO’da pentapeptid insersiyonun
bulundugu cep bolgesi ile molekiiler yanastirmasi da yapilmistir. Cizelge 3. 18'de
goruldugu gibi -5,226 kcal/mol XP-Gscore ile K9 kumarin tirevinin (ICso= 13.170 uM)
ve -34,563 kcal/mol AG baglanma enerjisi ile de K21 kumarin tirevinin (1Cso = 8,871
UM) bu bolgede en iyi baglanma skorlarina sahip oldugu belirlenmistir. AG baglanma
enerji degerleri gbz 6nine alindiginda in vitro analizlerde oldugu gibi K21 kumarin
tirevinde en iyi skor gozlendiginden bu bolgenin muhtemel potansiyel bolgesi oldugu
dogrulanmistir. XP-Hidrojen bagi skoruna goére bu bilesikler kiyaslandiginda en yiksek
potansiyel hidrojen bagi etkilesimin K9 (-2,516 kcal/mol) ve K23 (-2,036 kcal/mol)
bilesiginde oldugu gorilmektedir. Bu durum K9 ve K23 kumarin tirevi ile
kiyaslandiginda K21 bilesiginin enzimin bu bolgesinde yaptigi Ecou Ve Evaw etkilesimlerin

hidrojen bagindan daha fazla oldugunu goérilmektedir.

Pentapeptid insersiyon bélgesinde K21 kumarin tirevi Asp281, Asp307, Glu309 amino
asitleri ile hidrojen bagi yapmaktadir. Bu bilesigin Ser264, Ser265, Thr279 amino asitleri
ile polar, Tyr259 ve Cys310 ile hidrofobik etkilesim icerisinde oldugu gorilmektedir.
Ayrica, bu bolgede K21 kumarin tirevinin Glu262, Asp281, Asp306, Asp307, Glu309
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amino asitleri ile negatif yik, Lys263 ve Lys313 amino asitleri ile pozitif yik etkilesimi

icerisinde oldugu gosterilmistir (Sekil 3. 41).

Cizelge 3. 18 Belirlenen kumarin tiirevlerinin pentapeptid insersiyonun bulundugu cep

bolgesi ile yanastirma sonucu elde edilen XP-Gscore, XP-Hidrojen bagi ve AG baglanma

enerjisi
Kumarin XP-Gscore XP-Hidrojen MM/GBSA AG baglanma
Numarasi (kcal/mol) bagi skoru enerjisi (kcal/mol)
(kcal/mol)

K8 -2,964 -0,000 -28,702

K9 -5,226 -2,516 -31,568

K21 -3,360 -0,960 -34,563

K23 -5,130 -2,036 -29,165

TYR
259

a) Kumarin 21 bilesiginin pentapeptid insersiyon bolgesi ile etkilesiminin 3 boyutlu gésterimi. b) Kumarin
21 bilesiginin pentapeptid insersiyon bolgesi ile etkilesiminin 2 boyutlu gdsterimi. Mor ok hidrojen bagini
gostermektedir. Yesil renkli amino asitler hidrofobik etkilesimi, Mavi renkli amino asitler polar etkilesimi,
Mor renkli amino asitler pozitif yik etkilesimini, Turuncu renkli amino asitler de negatif yik etkilesimini
gostermektedir.

Sekil 3. 41 Kumarin 21 bilesiginin TaENO (izerindeki pentapeptid insersiyon bolgesi ile
etkilesimi.

Molekdiler yanastirma analizleri sonucunda her bir kumarin tirevi icin XP-Gscore’lari ve
AG baglanma enerjileri gosterilmistir (Cizelge 3. 19 ve Cizelge 3. 20). Bu skorlar ile her

bir kumarin tirevinin kendi icerisinde belirlenen baglanma bolgeleri ile etkilesimi
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kiyaslanmistir. Sekil 3. 42’de TaENO {Uizerinde belirlenen tim bdélgelerin en iyi AG
baglanma enerisi olan kumarin tirevleri ile etkilesimi gosterilmistir. Bolge bazinda
incelendiginde XP-Gscore’larina gore K8, K9, K21 ve K23 kumarin tirevleri igin sirasiyla
-5,871, -5,774, -6,847 ve -5,157 kcal/mol ile tim kumarin tirevlerinin P2 bolgesine en
yliksek baglanma olasiiginin oldugu gorilmektedir. Ayni sekilde AG baglanma
enerjilerine gore incelendiginde ise K8, K9, K21 ve K23 kumarin tirevleri igin sirasiyla -
36,001, -40,454, -42,535 ve -35,907 kcal/mol ile tim kumarin tiirevlerinin yine P2
bolgesine baglanma olasiliginin en yiksek oldugu belirlenmistir. Yapilan in vitro
analizler ile birlikte ila¢ adayi olan bu kumarin tirevleri igin P2 bélgesinin ilag baglanma

bolgesi olarak 6nemli oldugu ve sonraki calismalarda daha ileri diizeyde analiz edilmesi

gerektigi 6ngorilmektedir.

Cizelge 3. 19 Kumarin tirevlerinin belirlenen bolgelere yanastirma sonucu elde edilen
XP-Gscore skorlari

XP-Gscore (kcal/mol)

Kumarin Tiirevi PO bolgesi P2 bélgesi Dipeptid Pentapeptit
insersiyonunun insersiyonunun
bulundugu bulundugu
bolgeler bolgeler
K8 -3,017 -5,871 -3,532 -2,964
K9 -4,362 -5,774 -4,665 -5,226
K21 -3,685 -6,847 -4,801 -3,360
K23 -4,102 -5,157 -3,157 -5,130

Cizelge 3. 20 Kumarin tirevlerinin belirlenen bolgelere yanastirma sonucu elde edilen
AG baglanma enerjileri

MM/GBSA AG baglanma enerjisi (kcal/mol)

Kumarin Tiirevi PO bolgesi P2 bolgesi Dipeptid Pentapeptit
insersiyonunun insersiyonunun
bulundugu bulundugu
bolgeler bolgeler
K8 -29,373 -36,001 -20,667 -28,702
K9 -24,643 -40,454 -25,513 -31,568
K21 -22,008 -42,535 -31,606 -34,563
K23 -26,932 -35,907 -25,537 -29,165
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Turuncu bolge: PO bolgesi (K8 kumarin tiirev ile), Kahverengi bolge: P2 bolgesi (K21 kumarin tirev ile),
Mor bolge: dipeptid insersiyon bolgesi (K21 kumarin tirev ile), Lacivert bolge: Pentapeptid insersiyon
bolgesi (K21 kumarin tirev ile).

Sekil 3. 42 TaENO lzerinde belirlenen tim bolgelerin secilen kumarin tirevleri ile
gosterimi.

114




BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

4.1 Sonuglar ve ileri Galismalara Yénelik Oneriler

T. annulata enfeksiyonunun tedavisinde yeni bir ilag adayl belirlemek amaciyla,
literatlrde ilk defa gerceklestirilen bu calismada 38 adet kumarin tiirevinin TaENO
aktivitesini inhibisyon potansiyelleri arastirilmistir. ilk olarak bu enzim Ni-NTA agaroz
kolon dolgu maddesi kullanilarak yapilan afinite kromatografisi ile TaENO genini iceren
E. coli BL21(DE3) hiicrelerinden yaklasik % 95 saflik oraninda elde edilmistir. Daha
sonra inhibisyon calismalarinin dogru bir sekilde yuritilebilmesi igin saflastirilan
TaENO’nun stabilizasyon analizleri yapilmistir. Stabilizator olarak gliserol ve BSA
kullanilan stabilizasyon analizinde belirli glinlerde tek olgciim araligi (Uglu tekrar) ile
yapilan enzim aktivite tayini sonucunda -20 °C'de % 10 gliserol eklenerek hazirlanan
enzim ¢ozeltisinin aktivitesinin stabil kaldigi gézlenmistir. Ancak, yapilan 6n inhibisyon
calismalarda enzimin -20 °C’den cikarilarak +4 °C’de bekletilmesi ile zaman icerisinde
tekrarlanan reaksiyonlarda enzim aktivitesinin arttigl ve bu degisimin ICso degerlerinde
sapmalara yol actigi gorilmistir. Bu nedenle farkh stabilizatorler ile TaENO’nun
stabilizasyon calismalari tekrarlanmistir. Gliserol ve BSA’dan farkl stabilizatorler
kullanilarak yapilan analizler sonucunda inhibisyon calismalari icin bu enzimi
saklamanin en uygun kosulunun +4 °C’de 6 M etilen glikol eklenmesi ile oldugu tespit

edilmistir.
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ileri inhibisyon analizlerine gecildiginde belirlenen saflastirma protokolii ile yapilan
afinite kromatografisi deneyleri sonucunda SDS-PAGE jelinde sebebi tespit edilemeyen
ek bir bant gézlenmistir. Boylece saflastirma protokoliiniin optimizasyonu icin ¢ok farkh
uygulamalar gergeklestirilmistir. Saflastirma kosullarinda, sollisyonlardaki tuz
konsantrasyonu, kolon dolgu maddesi miktari, kimyasal ilaveleri, gliserol ilaveleri gibi
degiskenler belirli oOlglilerde degistirilerek yapilan 12 farkli saflastirma analizi
sonucunda enzim saf olarak elde edilememistir ve % 95 saflik oranina ulasan en uygun
saflastirma protokoliiniin  ticari TALON® kolonu ile gerceklestirilen afinite
kromatografisi oldugu tespit edilmistir. Daha sonraki TaENO’nun kumarin tirevleri ile

inhibisyon analizlerinde bu protokol ile saflastirilan enzim kullaniimistir.

Kumarin tirevlerinin saf olarak elde edilen TaENO aktivitesi Uzerindeki etkileri
incelenmis ve 100 uM kumarin konsantrasyonundaki ylizde inhibisyon degerlerine gore
%90 ve Uzeri inhibisyonun gozlendigi 5 farkli (K5, K8, K9, K21 ve K23) kumarin tlrevi
aktif bilesikler olarak tespit edilmistir. Belirlenen bilesikler ile en az 5 farkh
konsantrasyonda yapilan analizler sonucunda ICso degerleri hesaplanmistir. TaENO
Gzerinde K5, K8, K9, K21 ve K23 kumarin tirevleri icin 1Cso degerleri sirasiyla 27,910
uM, 10,450 uM, 13,170 pM, 8,871 uM ve 10,863 uM oldugu tespit edilmistir.
Literatlrde parazit enolazlari izerinde diisik inhibisyonun gérildigi ¢ok fazla ¢calisma
yver almamaktadir. 2016 yilinda yayimlanan sitma paraziti Plasmodium falciparum’un
enolazi ile yapilan bir ¢alismada, biliverdin bilesiginin 27+4 uM ICso degerinde enzimi
inhibe ettigi gozlenmistir [139]. Yapilan ¢alismada belirlenen K8, K9, K21 ve K23
kumarinin tirevlerinin T. annulata enolazini diger parazit enolazina kiyasla ¢ok daha

dislik ICso degerlerinde inhibe ettigi gorilmektedir.

ilac adayi olma yéniinde diisiik ICso degerlerinin gérildiigi bilesiklerin TaENO {izerinde
enzim inhibisyon mekanizmalari ¢alisiimistir. Yapilan analizler sonucunda dort farkl
kumarin tirevinin (K8, K9, K21 ve K23) de TaENO (zerinde yarismasiz inhibisyon
mekanizmasina sahip oldugu gorilmistir. Hesaplanan inhibisyon sabiti, Alphak;
degerleri K8, K9, K21, K23 kumarin tirevleri icin sirasiyla 0,5978 uM, 3,551 uM, 0,4235
UM ve 0,3224 uM olarak belirlenmistir. Boylece bu bilesiklerin TaENO’yu yarismasiz
inhibisyon mekanizmasi ile enzim-substrat kompleksine baglanarak inhibe ettigi
gorilmustir. ilag adayi olarak incelendiginde yarismasiz inhibitérler, hedef enzimlerin
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fizyolojik  kosullarindaki  deneylerinde  bazi  durumlarda  klinik  avantajlar
sunabilmektedir. Yarismasiz inhibisyon yiiksek substrat konsantrasyonlari ile
asllamamaktadir ve bu O6zelliginden dolayl yarismasiz inhibitorler doygun substrat
konsantrasyonlarinda uygulanabilecek en iyi inhibitorler olarak gorilmektedir [140].
Klinik amagla kullanilan UDP-glukuronil transferaz enzimini inhibe eden valproik asit,
kanser uygulamalarinda kullanilan topoizomeraz 1 enzimini inhibe eden kamptotesin
yarismasiz inhibitdrlere ornek olarak gosterilebilmektedir [140]. ila¢ tasarimi
dogrultusunda yarismasiz inhibitor olarak belirlenen kumarin tirevlerinin preklinik ve
klinik uygulamalarinin gergeklestirilmesiyle ileriki donemlerde bu hastaligin tedavisi igin

kullanilabilecegi 6ngdrilmektedir.

Ticari bir enolaz inhibitérii olan ENOblock® bilesigi ile TaENO {izerinde enzim inhibisyon
potansiyeli analizleri de gerceklestirilmistir. Yapilan analizler sonucunda 100 uM
ENOblock® konsantrasyonu ile yapilan analizde dahi %inhibisyon degeri % 15,04 olarak
tespit edilmistir. Boylece bu bilesigin TaENO Uzerinde ¢ok disuk bir inhibisyon
potansiyelinin oldugu gorilmustir. Ayrica, 2016 yilinda yayinlanan bir ¢alismada insan
hiicre enolazlari (ENO1 ve ENO2) iizerinde ENOblock® bilesigi inhibitér olarak analiz
edilmistir ve 500 uM’lik konsantrasyona kadar analiz edilen bu bilesigin ENO1 ve ENO2
enzimlerini inhibe etmedigi gosterilmistir [141]. Bu bilgiler dogrultusunda
literatlirdekine benzer sekilde TaENO lzerinde de bu bilesigin inhibitdr 6zelliginin

olmadigi belirlenmistir.

Kumarin ile TaENO’nun baglanma potansiyelinin tespit edilmesi amaciyla MALDI-TOF
kiitle spektroskopisi analizleri yapilmistir. ilk olarak afinite kromatografisi ile
saflastirilan TaENO’nun kitle spektroskopisi analizi yapilmis ve saf enzimin molekdl
kiitlesinin 48,8 kDa oldugu belirlenmistir. TaENO (izerinde en iyi inhibisyon
potansiyelinin tespit edildigi K21 kumarin tirevi ile bu enzim etkilestirilerek de kitle
spektroskopisi analizleri yapilmistir. Bu analizler sonucunda, 100 ve 200 uM K21
kumarin tlrevini iceren enzim ¢ozeltilerinin kitle spektrumlari +1 iyonlari baz alinarak
hesaplandiginda; 100 uM’lik ¢ozeltide 2 adet K21 kumarinin enzime baglandigi ve 200
UM c¢ozeltide de yaklasik 5 adet K21 kumarinin enzime baglandigi gorilebilmektedir.
Boylece, bu kumarin tiirevinin TaENO’ya yiiksek afinite ile baglandigi dogrulanmistir.
ileriki calismalarda da MALDI-TOF/TOF ikili kiitle spektroskopisi analizleri yapilarak K21
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kumarin tirevinin  hangi peptid dizisine baglandiginin da belirlenebilecegi

ongorulmektedir.

TaENO’nun yapisal ozelliklerinin tahmin edilebilmesi igin dncelikle protein dizi analizi
gerceklestirilmistir. Bu analiz sonucunda literatiir ¢alismalari temel alinarak belirlenen
Ala40, Ser4l, His165, GIn173, Glul74, Glu217, Asp252, Glu300, Asp327, Lys352,
His380, Arg381, Ser382, Lys403 amino asit rezidllerinin  reaksiyonun
gerceklesmesinde, 2-PG substratinin ve Mg*? iyonlarinin baglanmasinda etkin olan
katalitik reziduler oldugu belirlenmistir. Ayrica potansiyel ilag baglanma bdlgeleri
oldugu 6ngoriilen pentapeptid (10sEWGYCio7) ve dipeptid (262EK263) insersiyon bolgeleri
belirlenmistir. Daha sonra TaENO’nun (¢ boyutlu protein modelinin tahmin edilmesi
icin actk ve kapali konformasyonlarinin literatlirde ilk defa homoloji modellemesi
yapilmistir. Elde edilen agik ve kapali konformasyon modellerinin siperimpozisyonu
incelendiginde substrat baglanmasi sonucunda Ug¢ farkh hareketli halka bdlgesinin
enzimin merkezine dogru hareket etmekte oldugu ve kapali bir aktif bolge cebi
olusturdugu gorilmektedir. T. annulata enolazinin bu katalitik halka bdlgelerinin
halkal igin Cys36-Arg57, halka2 igin His165-GIn173 ve halka3 igin Phe258-Thr279
amino asitleri arasinda oldugu tespit edilmis ve Mg iyonu ve 2-PG substratinin

baglanmasinda énemli rolleri oldugu belirlenmistir.

Molekiler yanastirma analizlerinde ilk olarak TaENO’nun kapali konformasyonunda
belirlenen aktif bolge cebine 2-PG substratinin yanastirmasi yapilmistir. Molegro
Virtual Docker programindan elde edilen MolDock skorlama fonksiyonuna goére 2-
PG’nin bu bolgede en iyi yanastirma skoruna sahip pozisyonu -71.76 kcal/mol’dir.
AutoDockVina programi ile de 2-PG icin sekiz farkli baglanma modu 6ngorilmdstir ve
en yiksek baglanma skoruna sahip en iyi pozisyon -5.5 kcal/mol olarak belirlenmistir.
Ayrica yapilan her iki analizde de Ala40, Ser4l, His165, Lys352, His380, Arg381 ve
Ser382 amino asit rezidllerinin 2-PG substratina potansiyel olarak hidrojen bagi ile

baglandigl 6ngorilmistir.

Kumarin tdrevleri ile yapilan analizler sonucunda bu bilesiklerin TaENO (zerindeki
inhibisyon mekanizmasinin yarismasiz inhibisyon oldugu belirlenmistir. Bu nedenle

TaENO’nun kapali konformasyon modelinde aktif boélge disindaki potansiyel ilac
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baglanma bdlgeleri DogSiteScorer yazilimi analizleri sonucunda 0,82 ila¢ skoru ile PO ve
0,69 ilag skoru ile P2 bolgeleri olarak belirlenmistir. Bu bolgeler disinda protein dizi
analizi ile dipeptid ve pentapeptid insersiyonun bulundugu bélgeler de muhtemel ilag
baglanma bolgeleri olarak ongorilmistiir. Schrodinger Glide XP-Gscore yontemi
kullanilarak belirlenen doért kumarin tiirevinin (K8,K9,K21,K23) bu bolgelere yanastirma
analizleri gerceklestirilmistir. XP-Gscore, XP- Hidrojen bagl ve AG baglanma eneriji
degerleri belirlenmistir. In vitro analizler ile kiyaslanarak yapilan ¢alisma dogrutusunda
PO bolgesine -29.373 kcal/mol AG baglanma enerji degeri ile K8 kumarin tlrevinin, -
42.535 kcal/mol, -31.606 kcal/mol, -34.563 kcal/mol AG baglanma enerji degerleri ile
sirasiyla P2, dipeptid ve pentapeptid insersiyon bolgelerine ise K21 kumarin tirevinin
en iyi baglanma potansiyelinin oldugu belirlenmistir. XP-Gscore degerine gore
kiyaslandiginda ise P2 bolgesinin en iyi muhtemel baglanma bolgesi oldugu
ongorulmustir. Elde edilen bu sonuglar ile belirlenen bélgelerin TaENO (zerinde glgla

birer potansiyel ila¢ baglanma bdlgeleri oldugunu dogrulanmistir.

Sonu¢ olarak, yapilan tez calismasinda literatiirde ilk defa TgENO aktivitesinin
inhibisyonu igin yiksek inhibisyon potansiyeline sahip (ICso: 10,450 uM, 13,170 puM,
8,871 uM ve 10,863 uM), substrat analogu olmayan yarismasiz inhibitorler olarak K8,
K9, K21 ve K23 kumarin tirevleri belirlenmistir. Yapiya dayali ila¢g tasarimi
dogrultusunda glc¢li TaENO inhibitorleri olarak bu kumarin tlrevlerinin belirlenmesi

ileriki in vitro ve in vivo analizlerin 6nini agmistir.

Oneriler:

- TaENO’nun 3 boyutlu yapisi X-isinlari kristalografisi yontemi ile belirlenmelidir.

- TaENO inhibitorleri olarak belirlenen kumarin tlrevlerinin baglanma bdlgelerinin

peptid dizileri MALDI-MALDI-TOF analizi ile gosterilmelidir.

- X-1sinlari kristalografisi yontemi ile belirlenen kumarin tirevlerinin enzimin yapisi ile
etkilesimi gosterilmelidir.

- K8, K9, K21, K23 kumarin tirevlerinin yapilan ¢alisma ile literatirde ilk defa TaENO
inhibitorleri olarak belirlenmesine ragmen daha disiik ICso degerinde inhibitorlerin

tespit edilmesi icin yapi aktivite calismalari yapilarak kumarin tiirevleri sentezlenebilir.
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- TaENO {izerinde belirlenen insersiyon bdlgelerinin mutasyon analizleri yapilarak

enzim aktivitesi Gzerindeki 6nemi belirlenmelidir.

- TaENO inhibitorleri olarak belirlenen kumarin tirevleri ile hicre kultlirt ¢alismalari

yapilarak preklinik ve sitotoksik analizleri gergeklestirilmelidir.

- Preklinik galigmalarin basarili olmasi halinde deney hayvanlari tizerinde bu inhibitorler

denenerek in vivo analizleri gergeklestirilmelidir.
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