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OZET

BOS TAURUS ENOLAZ ENZiMiNi KODLAYAN GENIN YAPIYA DAYALI iLAC
TASARIMI YONUNDE MOLEKULER VE ENZIMATIK ANALIZLERININ
YAPILMASI

Emrah SARIYER

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Doktora Tezi

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

Tropikal theileriosis, Theileria annulata parazitinin neden oldugu vektoér kaynakli
vakalar arasinda en yaygin gorulen hastaliklardan biridir ve kiiresel 6lcekte hayvancilik
Uretiminde ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Theileria annulata, Hyalomma
cinsi kene vektorleri tarafindan aktarilan ve 6zellikle Bos taurus ve Bos indicus olmak
Uzere ruminant hayvanlarda hastaliga neden olan bir zorunlu hicre ici protozoon
parazitidir. Son vyillarda tropikal theileriosis tedavisinde basari oranlar distktir ve
buparvaquona'a karsi direng rapor edilmistir. Son yillarda gergeklestirilen ¢alismalarda
Theileria annulata’nin Buparvaquona’a karsi direng gosterdigini ortaya koymaktadir. Bu
sebeple Tropikal theileriosis ile miicadele alaninda yeni tedavi yontemi ve ilag
c¢alismalarinin artirilmasi gerekmektedir. Bu kapsamda 2017 yilinda grubumuzda
gerceklestirilen bir tez calismasinda bu hastaliga sebep olan Theileria annulata
enolazina karsi yapiya dayali ilag tasarim calismalari gerceklestirilmistir ve Theileria
annulata’nin temel enerji metabolizmasindaki glikoliz yolaginda 6nemli bir enzim olan
enolaz hedef alinarak bu enzimi inhibe eden kumarin tiirevleri taranmistir. Bu tez
calismasinda 38 kumarin tlirevi arasinda yiiksek T. annulata enolazin inhibisyon
aktivitesine sahip (ICs0<15 pM) kumarin tirevleri; K8 (6,7-dihidroksi-4-(3,4-
dimetoksifenil)-kumarin), K9 (7,8-dihidroksi-4-(3,4-dihidroksifenil)-kumarin), K21 (6,7-
dihidroksi-4-(3,4-dihidroksifenil)-kumarin) ve K23 (7,8-dihidroksi-3-(3,4-dihidroksifenil)-
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kumarin) olarak belirlenmistir. Bir etken maddenin ilag olarak kullanilabilmesi igin s6z
konusu bilesigin parazit hedef molekiliini inhibe etmesi ama konak organizmadaki
esdeger molekill inhibe etmemesi gerekmektedir. Bu amagla gergeklestirilen bu tez
calismasinda parazitin konagi Bos taurus’ta esdeger enzim olan enolazin yapiya dayal
ilag tasarimi yoniinde yapisal, molekiiler ve enzimatik analizleri yapiimistir.

Bu tez calismasinda Bos taurus enolazini (BtEno3) ifade eden gen klonlanmis, eksprese
edilmis ve protein % 95 saflikta afinite kromatografisi ile basariyla saflastirilmistir.
Sicakhgin ve pH degisimlerinin enzim aktivitesine etkisi analiz edilmis ve optimum
kosullar 40 °C, pH 6.5 olarak belirlenmistir. BtEno3’in biyokimyasal &zellikleri
karakterize edilmistir ve literatiirde ilk defa enzimin kinetik parametreleri Vmax ve Km
sirasiyla 0,01305 umol/dk ve 0.514 mM olarak hesaplanmistir. Ayrica, in siliko
analizlerde kullanilmak Uzere Bos taurus enolazinin 3 boyutlu yapisi homoloji
modellemesi ile olusturulup kumarinler ve substrat molekiler yanastirma metodlari ile
enolaza yanastirnlmistir. Enzim-substrat, enzim-kumarin ve enzim-kumarin-substrat
komplekslerindeki etkilesimler 100 ns boyunca molekiler dinamik yontemler ile simule
edilerek analiz edilmistir. Enzim-substrat arasindaki etkilesimlerin, mayada deneysel
olarak belirlenen etkilesimler ile ayni oldugu belirlenmistir. Substratin ve kumarin
turevlerinin enzime tahmini serbest baglanma enerjileri MM-GB(PB)SA metodlari ile
hesaplanmistir.

T. annulata parazitinin enolazini yiiksek etkili olarak inhibe eden K8, K9, K21 ve K23
kumarin tirevlerinin Bos taurus enolazinin aktivitesine etkisi in vitro olarak ¢alisilmistir
ve bu kumarin tirevlerinin Bos taurus enolazini T. annulata enolazina kiyasla daha
dusiik konsantrasyonlarda inhibe ettigi belirlenmistir (K8 100 uM konsantrasyonda
%36,87, K9 100 uM konsantrasyonunda %8,13 inhibisyon, K21 ICso: 77,69 UM ve K23
|C50:84,42 },l|V|).

In vitro ve in siliko galismalar birlikte degerlendirildiginde parazit enolazini inhibe eden
K8, K9, K21 ve K23 tirevlerinin parazit konagindaki esdeger enolazini daha yiliksek
kumarin tirevi konsantrasyonlarda inhibe ettigi gortilmustir. Bu kumarin tirevlerinin
inhibisyon oranlari K21>K23>K8>K9 olarak siralanmistir. Kumarin tiirevleri BtEno3’a
baglandiktan sonraki enzimin aktif bdélgesindeki konformasyon degisikleri, enzim-
substrat ve enzim-kumarin etkilesimleri in siliko analiz edilmistir. Kumarinlerin enzimin
aktif bolgesine baglanmadigi, baglandigi oyuklarda siki baglar olusturmadagi ve aktif
bolgede herhangi bir konformasyon degisikligine sebep olmadig belirlenmistir. Enzim-
substrat etkilesiminde koordinasyon eksikligine sebep olmadigi in siliko ¢alismalar
sonucunda ortaya konmustur.

Bu tez calismasinda gerceklestirilen in vitro ve in siliko ¢alismalarin sonucunda K8 ve K9
kumarin tilirevlerinin parazit enolazini konak enolazina kiyasla ¢ok daha etkili olarak
inhibe ettigi belirlenmistir. Belirlenen bu tlirevler ile Theilerisosis tedavisine yonelik
yeni ila¢ adayi gelistirme yoninde hicre kiltiri ve pre-klinik calismalarin onlin
acacaktir.

Anahtar Kelimeler: Bos taurus enolazi, gen klonlama, Theileriosis, yapiya dayal ilag
tasarimi, molekiler dinamik simulasyon
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ABSTRACT

STRUCTURAL, MOLECULAR AND ENZYMATIC ANALYSIS OF BOS TAURUS
ENOLASE TOWARDS STRUCTURE-BASED DRUG DESIGN

Emrah SARIYER

Department of Bioengineering

Ph.D. Thesis

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

Tropical theileriosis is one of the among most common vector-born diseases caused by
Theileria annulata parasites and causes serious economic losses in livestock production
on a global scale. Theileria annulata is an obligate intracellular protozoan parasite that
is transmitted by Hyalomma tick vectors and causes disease in ruminant animals,
especially Bos taurus and Bos indicus. The success rates of tropical theileriosis
treatment are low and resistance to buparvaquona has increased in the last decades.
Recent studies have shown that Theileria annulata reveals resistance to
Buparvaquona. For this reason, new treatment methods and drug studies should be
increased in the combat against tropical theileriosis. Structrue-based drug design
studies were studied for the first time against Theileria annulata enolase in a thesis
study performed at research group in 2017 and coumarin derivatives were screened
for their inhibitory activity on T. annulata enolase is an crucial enzyme in the glycolysis
pathway of T. annulata essential energy metabolism. Of the 38 coumarin derivatives
studied those who have potent inhibitory activity (ICso0<15 uM) were reported as K8 (4-
(3,4-dimethoxyphenyl)-6,7-dihydroxy-2H-chromen-2-one), K9 (4-(3,4-
dihydroxyphenyl)-7,8-dihydroxy-2H-chromen-2-one), K21 (4-(3,4-dihydroxyphenyl)-
6,7-dihydroxy-2H-chromen-2-one) and K23 (3-(3,4-dihydroxyphenyl)-7,8-dihydroxy-2H-
chromen-2-one). In order for an active substance to be used as a drug, the compound
must inhibit the parasite target molecule but not the equivalent molecule in the host
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organism. In the direction of the structure-based drug design studies; structural,
molecular and enzymatic analyzes of the enolase, which is the counterpart of Bos
taurus, were performed in this thesis study.

The gene encoding Bos taurus enolase (BtEno3) was cloned, expressed and the protein
was successfully purified by affinity chromatography with 95% purity. The effect of
temperature and pH changes on enzyme activity was analyzed and optimum
conditions were determined as 40 °C, pH 6,5. Biochemical properties of enolase have
been characterized for the first time in the literature, the kinetic parameters of the
enzyme, Vmax and Km values, were calculated as 0,01305 umol/min and 0.514 mM,
respectively. In addition, in order to be used in silico analysis, 3D structure of Bos
taurus enolase was built by homology modeling and coumarins and substrate were
docked into enolase by molecular docking methods. Interactions in the enzyme-
substrate, enzyme-coumarin and enzyme-coumarin-substrate complexes were
analyzed by simulating molecular dynamics for 100 ns. Interactions between enolase-
substrate have been reported to be the same as experimentally determined
interactions in yeast. Estimated free binding energies of the substrate and coumarin
derivatives to the enzyme were calculated by MM-GB(PB)SA methods.
The effects of K8, K9, K21 and K23 coumarin derivatives, which highly inhibit enolase of
T. annulata parasite, on the activity of Bos taurus enolase were studied in vitro and it
was determined that these coumarin derivatives inhibited Bos taurus enolase at lower
concentrations compared to T. annulata enolase (at 100 uM concentration of K8
%36,87, at 100 uM concentration of K9 %8,13 inhibition, K21 1Cso: 77,69 uM and K23
1C50:84,42 uM).

When the in vitro and in silico studies were evaluated together, K8, K9, K21 and K23
derivatives were reported to inhibit the parasite host Bos taurus enolase at higher
coumarin derivative concentrations than the parasite enolase. The inhibition rates of
these coumarin derivatives can be sorted as K21> K23> K8> K9. The conformational
changes in the active site of the enzyme, the enzyme-substrate and enzyme-coumarin
interactions were analyzed in silico after coumarin derivatives were docked to BtEno3.
It has been determined that coumarins do not bind to the active site of the enzyme,
not form tight bonds in the pockets and did not cause any conformation changes in the
active site. It was revealed in silico studies that there is no lack of coordination in
enzyme-substrate interaction.

In the thesis study, in vitro and in silico studies showed that K8 and K9 coumarin
derivatives inhibit parasite enolase much more effectively than host Bos taurus
enolase. The proposed ligand will enlight the cell culture and pre-clinical studies to
develop new drug candidates for the theileriosis treatment.

Keywords: Bos taurus enolase, gene cloning, Theileriosis, structure-based drug design,
molecular dynamics simulation

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

XViii



BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

1.1.1 Tropikal Theileriosis

Tropikal theilerisosis, tasiyici kaynakli olan, tropikal ve sicak bolgelerde yillik yizlerce
milyon dolarlik kayiplara neden olan bir hastaliktir. Bu kayiplar ¢ogunlukla besi
hayvanlari arasinda neden olmaktadir [1], [2]. Tropikal theileriosis ates, genislemis
periferik lenf nodlari, hizli kilo kaybi (emasiyasyon), progresif anemi ve sarilik ile
karakterize bulasici olmayan bir sigir hastaligidir. Avrupa ve Afrika'nin Akdeniz kiyi
bolgelerinden Yakin ve Orta Dogu'ya, Hindistan ve Cin'den Asya'ya uzanan genis bir
cografi dagilimda, ithal yiksek ekonomik degerleri olan sigirlarda ve melezlerde

gorilen olimcul hastaliktir [2], [3].

Bu hastaliga cogunlukla protozoan bir parazit olan Theileria annulata sebep olmaktadir
ve bu parazit cinsi apicomplexan filumuna aittir. Apicomplexa ailesi, omurgalilarin ve
omurgasizlarin zorunlu parazitleri olarak bilinen genis bir grup olan 0&karyotik
organizmalari igerir [4]. Bu organizmalar, memeli veya omurgasiz konakgida parazitin
olusumunda ya da invazyonda rol oynadigi diislintilen sekretuar organelleri iceren bir
apikal kompleksi olan ortak bir 6zelligi paylasirlar. Filum dort ana gruba ayrilmistir;
Coccidia, Gregarinasina (gregarinler), Haemospororida (haemosporidians) ve
Piroplasmorida (piroplazmitler). Piroplasmorida, Babesia ve Theileria cinslerini
icermektedir. Bu siniflandirma, parazitlerin morfolojisine, sizogrinin meydana geldigi

konakei hicrelere, hastalik belirtisi ve konak-vektor 6zgllligi ile iliskili kirmizi kan



hiicrelerindeki piroplazmlarin goézlemine dayanarak siniflandirilmaktadir [5], [6].
Theileria cinsi, |6kositlerin sporozoitlerle enfeksiyonu, sizoidlerin merozoitlere
olgunlasmasi ve ardindan piroplazmalar olusturmak icin kirmizi kan hicrelerinin
enfeksiyonu ile ayirt edilmektedir. Alti adet tanimlanmis Theileria spp bilinmektedir ve
en patojenik ve ekonomik acidan onemli olan iki tanesi T. parva ve T. annulata'dir. T.
parva Dogu ve Glney Afrika'da ortaya ¢ikmaktadir. T. lestoquardi (T. hirci) kiigikbas
hayvanlari enfekte eden tek ekonomik éneme sahip tlrdiir ve Akdeniz havzasinda,
Kuzey Afrika ve Asya'da gorulir. Cogu theileria turld patojenik T. buffeli'nin diinya
capinda dagilimi disinda, vektor kenelerinin cografi dagilimina karsilik gelen Asya veya

Afrika ile sinirhdir [6], [7].
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Sekil 1. 1 Theileria annulata’nin yasam dongisi [8]

Parazit, Hyalomma cinsi keneleri tarafindan aktarilmaktadir ve bu vektorler nemli ve
yari kurak ortamlarda, yari ¢6l veya ¢6l habitatlarinda, bozkirlarda ve kuru otlaklarda
bulunmaktadir. En 6nemli vektoérler Hyalomma anatolicum anatolicum ve Hyalomma

detritum olarak bilinmektedir. Bu tir vektorler sigirlarin tim hayat sartlarina uygun



olarak olarak hareket edebilir. H. scupense, hayvanlar yakin temas halinde

yasadiklarinda bir alan vektori olarak gérev yapabilirler [9], [10].

T. annulata tasiyicisi bazi vektor tirlerinin hayvanlarin yasam alanlarinda devamli
bulunabilecegi bilinmektedir. Kene beslenmesi sirasinda, Theileria annulata
sporozoitler sigir konakgiya girer ve hizla miyeloid soyunun hicrelerini istila eder. T.
annulata, konak duyarliligina gore akut, hafif, alt akut, akut veya kronik bir hastaliga
neden olmaktadir. Akut 6limcil hastalikta sigirlar, enfeksiyon bdélgesini bosaltan lenf
nodunda sizoidler saptanabilir hale geldiginde, enfeksiyondan bes ila yedi glin sonra

artan belirgin semptomlar sergiledigi gérilmustir (Sekil 1. 1) [10], [11].

Tropikal theilerisosis bircok tlkede sigir endistrisinin gelisiminde biylik bir kisitlamaya
neden olmaktadir. Clinkl, parazit tarafindan indiklenen hastalik, siit veriminde ve
glnlik kilo aliminda azalma, duslkler, 6lim orani ve tedavi maliyetleri gibi 6nemli
Uretim kayiplarina neden olmaktadir. Akdeniz'de Tropikal theileriosisin ekonomik etkisi
Uzerinde sinirli galismalar yapilmistir [12]. Tirkiye'nin bazi epidemiyolojik yonlerini
degerlendirmek, asilamanin etkinligi ve ayrica klinik theileriosise bagh ekonomik
kayiplarin belirlenmesi amaciyla Kapadokya'dan bir caisma mevcuttur. iki yil boyunca,
346 asilanmis ve 208 asilanmamis dahil olmak (izere 554 hayvan ile ¢ahsiimistir. Akut
tropikal theileriosis olgulari, 86'sinin hastaliktan 6ldigi 153 hayvanda teshis edilmistir.
Mortalite, hem sigir hem de sit hayvani Uretim hayvanlarinin zararlarindan ve %
6.8'inin buzagi 6limlerinden, tim maliyetlerin yaklasik % 75'ine katkida bulunmustur.
lyilestirilmis hayvanlardan, et ve siit iretimininde 7.000 ABD $ maliyetinin (Subat
2006) distrilmesi ongorialmustir. Buparvaquone gibi gesitli ilaclarin kullanimi da dahil
olmak Uzere 153 hayvanin tedavisine harcanan maliyet 23.715 ABD S olarak

hesaplanmistir [13].

1.1.2 Theileriosise Karsi Kullanilan Tedavi Yontemleri ve ilag Direnci

Sigir theileriosis genellikle kene ile micadele edilerek akarisitlerin kullanimi ile kontrol
edilir, ancak bu yontem sirdirilebilir degildir. Akarisitler pahali olmasi, cevresel
hasara neden olmasi dezavantaj olarak gorilmektedir ve zamanla keneler yeni
akarisitlerin gelistirilmesini gerektiren direng gelistirirler. Stratejik kene kontroli ve
astlamanin  bir kombinasyonunu uygulayan theileriosisin kontroli i¢in daha
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surdurulebilir bir uygulamadi ancak bunlar henliz endemik boélgelerde genis capta
basariyla uygulanamamistir. Sanitasyon ve dezenfeksiyon onlemleri genellikle,

insizisyonun bulasmasini 6nlemede etkili degildir [14].

1970’li yillardan beri menoctone ve hydroxynaphtoquinone bilesikleri kullaniimistir ve
takip eden yillarda Buparvaquone ve parvaquone gibi kemoterapétik ajanlar T. parva
ve T. annulata'yl tedavi etmek icin kullanilmistir. Bu ajanlarla yapilan tedaviler,
enfeksiyonlarini tamamen ortadan kaldirmaz ve konakgilarda tasiyici durumlarin
gelismesine yol acabilmektedir. T. annulata'nin bir tirtinin geri kazanimi, diger suslarin

coguna karsi capraz koruma saglar[15].

Buparvaguone su anda hem T.parva hem de T.annulata enfekte hayvanlarin
tedavisinde en etkili maddedir. Kas icine 2.5 mg / kg veya 5 mg / kg'lik tek bir doz
deneysel olarak enfekte olmus buzagilarda sizoidleri ve piroplazmalari hizli bir sekilde
ortadan kaldirir. Bu madde, 1980'lerden bu yana Tunus ve Tirkiye'de blyuk bir basari

ile kullanilmis olup, tedaviden sonra 6liim oran1% 10-12'ye kadar dismektedir.

T. annulata veya T. parva'nin naftokinonlara direnci bugiline kadar literatiirde hig
bildirilmemistir. Bununla birlikte, esas olarak sitmanin tedavisi icin kullanilan bir
naftokinon olan atovakuona karsi ila¢ direnci, Plasmodium falciparum ve Toxoplasma
gondii gibi bircok protozoa i¢in tanimlanmistir. Bu protozoada, mitokondriyal sitokrom

b genindeki bir mutasyonun atovakuon direncini belirledigi gdsterilmistir [16], [17].

Son yillarda tropikal theileriosisin tedavi basarisizlik oranlarinda bir artis gérilmis ve
buparvaquona karsi diren¢ olasiligi artmistir. Son bilimsel raporlar, buparvaguona

direncli Theileria annulata popllasyonlarinin varligini géstermistir [18].

1.1.3 Yapiya Dayali ila¢ Tasarimi

Yapiya dayali ila¢ tasarimi ¢alismalari, son yillarda bircok énemli basarilarin oldugu ve
hizla gelisen bir alandir. Genomik, proteomik ve yapisal bilgilerin dramatik artisi
gelecekteki ilac kesifleri icin yiizlerce yeni hedef ve firsat saglayacaktir. insan genom
projesinin tamamlanmasi, hem proteomiklerin hem de yapisal genomik devrimlerin
baslangici ve bilgi teknolojisindeki gelismeler, yeni ilag yollarinin kesfedilmesindeki

basari éykisinln bir pargasi olmak igin yapiya dayali ilag tasarimi igin daha blyik bir
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firsat yaratmaktadir. Biyoenformatikteki gelismeleri kullanarak ilag hedefleri hizlica
tanimlanmaktadir ve bu hedefler icin genler hizh bir sekilde klonlanabilir, protein ifade

edilir ve saflastirilir[19].

llac endistrisi, molekiiler modelleme de dahil olmak (izere modern tibbi kimya
yontemlerini, yapi-aktivite iliskilerini incelemek igin glgliu araglar olarak kullanmaya
baslamistir. Farmakodinamik verilere ek olarak (glg, afinite, etkinlik, segicilik)
farmakokinetik o6zellikler (ADMET: absorpsiyon, dagilim, metabolizma, atihlm ve
toksisite) bu metodolojilerde uygulanmaktadir. Yapi temelli ila¢ tasarimi yontemleri
(biyolojik hedeflerden toplanan li¢ boyutlu yapisal bilginin kullanimi), modern tibbi
kimyanin énemli bir bilesenidir. Molekiiler yerlestirme, yapi temelli sanal tarama ve
molekiler dinamik (MD), baglanma enerjisi hesaplama, molekiiler etkilesimler ve
indiklenmis konformasyonel degisiklikler gibi molekiiler tanima olaylarinin analizindeki

genis uygulama alanlari nedeniyle en sik kullanilan stratejileri arasindadir [20].

Kiguk molekiller olan ligandlarin makromolekiillerle etkilesime girdigi prensipleri
anlamak, farmasotik arastirma ve gelistirmede ¢ok 6nemlidir. Yapiya dayal ilag
tasarimi genellikle deneysel olarak ya da hesaplamali homoloji modellemesi yoluyla
elde edilen yapisal verilerin sistematik kullanimini ifade eder. Amag, yiksek reseptor
baglanma afinitesi elde etmek icin ligandlari spesifik elektrostatik ve stereokimyasal
niteliklerini kavramaktir. U¢ boyutlu makromolekiiler yapilarin mevcudiyeti, yariklarin,
oyuklarin ve alt ceplerin mevcudiyeti de dahil olmak (izere, baglama bolgesi
topolojisinin titiz bir incelemesini miumkiin kilar. Yik dagihmi gibi elektrostatik
ozellikler de dikkatle incelenebilir. Mevcut yapiya dayali ila¢ tasarimi yontemleri, hedef
reseptorin etkin modiilasyonu icin gerekli 6zellikleri iceren ligandlarin tasarimina izin

vermektedir [21].

Mevcut ilaglarin ¢cogunun hedef molekiil olarak proteinler oldugu bilinmektedir.
Nikleik asitler de hedef molekil olarak alinabilir fakat kesfi ve yapiya dayal ilag
tasariminda ila¢ hedefi olarak kullanimi, toksisite, yliksek 6zglilliik elde etmede zorluk,
vb. gibi cesitli etkiler nedeniyle sinirli kalmistir. En modern ilag kesif projeleri,
“dogrulanmis bir ila¢ hedefi” elde etmek i¢in protein hedef tanimlamasi ve dogrulamasi

ile baslar. Yapi temelli ilag tasarimi icin s6z konusu proteinin ¢ boyutlu yapisinin



mevcut ylksek ¢ozlnlrlikli deney yontemlerinden protein kristalografisi veya NMR

yontemler ile belirlenmesi gerekir [22].

Bir ilac hedefini belirlerken Oncelikle bazi sorulara cevap aranmasi gerekmektedir.
Hedef protein, inhibe edilirse hiicre tarafindan atlanabilen bir biyokimyasal yola ait mi?
Eger bu yolak bypass edilebiliyorsa, hedef proteini inhibe etmek ¢ok fazla bir fark
yaratmayacaktir. Amacimiz bir patojene ait bir proteini inhibe etmek ise insan
konakgida ilacin etkileyebilecek herhangi bir ilgili protein var mi sorusu sorulmahdir.
Eger hedef molekiil ile ilgili literatlirde bilgiler yok ise, bu molekdile ilag baglanabilir mi
ve ila¢ baglanma bdlgeleri var mi sorgulari yapiimalidir. Aktif bolge icindeki mevcut
etkilesimlerin eslestirilmesine yardimci olacaktir ve bu da yeni bilesiklerin tasarlanacagi
sonraki adimda yardimci olacaktir. Protein hedefi icin mevcut ti¢ boyutlu bir yapi yoksa,
homolog bir proteinin bir yapisini bulmaya calisabilir, bu daha sonra homoloji
modellemesi icin kullanilabilir. Hedef molekiile yonelik tasarlanmis ilag adayinin
belirlenmis olan bdlgelere molekiiler docking metodu ile yanastirilip etkilesimleri analiz

edilmelidir [23].

ilac kesfi ve yapi temelli ilag tasarimi ile ilgili sorularin cogu yapisal biyoinformatik
araclan kullanilarak cevaplandirilabilir. Ornegin, sekans hizalama ve analiz ile takip
edilen bir dizi veri tabanlari arastirmasi, belirli bir organizmada belirli bir hedefin

Ozgulligi ile ilgili sorulari kolayca cevaplayabilir.

Yeni bir ilaca giden yol zor ve sikici bir stirecten gecmektedir. Modern bir bakis acisiyla
farkli yontemler ve disiplinler arasindaki etkilesimin i¢ ice gecmis bir gériinimu Sekil 1.
2'deki semada gosterilmistir. Sanal veya in vitro tarama ile oOncil bilesiklerinin
taranmasi, hedef molekilin l¢ boyutlu yapi eldesi (kristalagorafi yada molekiiler
modelleme), 6ncil bilesiklerin hedef molekile yanastiriimasi ve uygun baglanma
pozisyonunun belirlenmesi ve oncil bilesigin modifikasyonu gibi tekrarl bir siirecten
gecerek ilag adaylari belirlenmektedir. Son birka¢ yilda molekiiler modelleme ve
ozellikle ligand-reseptor etkilesimlerinin modellenmesi 6nem kazanmistir. Her ne kadar
modelleme, esas olarak, oncil bilesiklerinin hedeflenen yapi modifikasyonu icin
kullanilsa da, ayni zamanda, ilaglarin ve ligand yapisi kesfinin yapi-temelli ve bilgisayar

destekli tasarimi i¢in de uygundur [23].



Modelleme ve bilgisayar destekli tasarima ek olarak, yapi-aktivite iliskileri analizi,
bilesiklerin kimyasal yapisi ile biyolojik etkileri arasindaki korelasyonun anlasilmasina
katkida bulunmustur. Bu yontemleri kullanarak, biyolojik aktivitelerin biyolojik
aktivitesi, tasinmasi ve dagilimi tzerine lipofilik, elektronik ve sterik faktorlerin etkisi,

ilk kez istatistiksel olarak 6nemli temeller lizerinde sistematize edilebilir.

Hedef Belirlenmesi Modelleme
Onaylama Dizayn

Bilesik Sentezi ve

Degerlendirme Pre-Klinik
calismalar
Klonlama/Ekspresyon
ve Dogrulama Optimizasyon
Biyolojik Testler
Kristalografi
Oncii
Bilesik
Tarama

Sekil 1. 2 Yapiya dayali ilag tasarimi yolagi

1.1.4 Insilico ilag Tasarimi

1.1.4.1 Homoloji Modelleme

Karsilastirmali modelleme veya sablona dayali modelleme olarak da adlandirilan
"homoloji modelleme" terimi, bir homolog proteinin (sablon) bilinen bir deneysel
yapisini kullanarak protein 3-boyutlu (3D) yapisinin modellenmesi olarak bilinmektedir.
Yapisal bilgi her zaman protein fonksiyonu, dinamikler, ligandlar ve diger proteinler ile
etkilesimler calismasinda biylk yardim saglamaktadir. Homoloji modellemesi ile
saglanan "distk c¢ozundrlakli" vyapi, protein olusturan residilerin dlizenlemesi
hakkinda yeterli bilgi icerir ve yeni deneylerin tasarimina yardimci olabilmektedir. ilag
endustrisinde homoloji modellemesi, yapiya dayali ilag kesfinde ve ilag tasariminda

degerli calismalar arasindadir [24]. Bir proteinin 3 boyutlu yapisinin amino asit



dizisinden tahmin edilmesi temel bir bilimsel problem olmaya devam etmektedir.
Homoloji modelleme yontemleri, evrimsel olarak benzer proteinlerin yaklasik ayni
yaply! paylastiklari gercegini kullanirlar. X-isini1 kristalografisi veya NMR spektroskopisi
gibi deneysel yontemlerle protein yapisinin belirlenmesi zaman alicidir ve tim
proteinlerde, 6zellikle de membran proteinleri ile basarih degildir. Halen, deneysel
olarak c¢o6zllen yapilarin sayisi yeni kesfedilen dizilerin sayisinin ¢ok gerisinde
kalmaktadir [25]. Bir protein yapisinin deneysel olarak aydinlatiimasi, yeterli miktarda
malzeme (proteinlerin  miligram miktarlarinin  klonlanmasi, ekspresyonu ve
saflastirilmasi) ve kristallenme ile ilgili zorluklarla ¢ogunlukla karsilasiimaktadir. Bu
baglamda, protein yapisinin tahmin edilmesiyle ilgili yontemler giderek ¢ogalmaktadir.
Bu yontemler arasinda, homoloji modelleme yontemi genellikle en glivenilir sonucu
saglar. Bu yontemin kullanilmasi, ayni familyaya ait olan iki proteinin (benzer bir amino
asit dizilerinin paylasiilmasi) benzer ¢ boyutlu yapilara sahip olacagl goézlemine
dayanmaktadir. Gercekte, bir aile icindeki protein Uc¢ boyutlu yapinin korunma

derecesi, dizinin korunmasindan ¢ok daha yiksektir [26].

Homoloji modellemede temel olarak izlenen adimlar; sablon tanimlama-amino asit
dizisi  hizalamasi-hizalamanin  dogrulanmasi-molekil  yapisinin ~ omurgasinin
olusturulmasi-halkasal  yapilarin  olusturulmasi-yan  zincir  olusturulmasi  ve
optimizasyonu-genel model optimizasyonu-model dogrulama, kalite kriterleri, model

kalitesi olarak siralanabilmektedir.

Deneysel olarak olusturulmus bir protein yapisi sablon olarak alinabilmesi icin, hedef
diziyle ~% 30 veya daha fazla yapisal benzerlikte olmasi gerekmektedir. Olusturulan
homoloji model soyut ve tahminidir dolayisiyla hata icerebilir. Dizi 6zdesligi veya
benzerligi derecesine ve hizalama kalitesine bagli olarak, gercek deneysel yapiya kiyasla
homoloji modellerinin dogrulugu ~1-2 A RMSD'yve kadar olabilir. Genel bir kural
olarak,% 50'den fazla dizi 6zdesligi ile olusturulan modeller, ilag kesif uygulamalari igin
yeterince hassastir. % 25 ile % 50 arasinda olanlar, hedef uyusmazligini ve tasarim
mutagenez deneylerini degerlendirmek icin kullanilabilir fakat % 10 ila% 25
arasindakiler glvenilir modeller degillerdir. Model kalitesi, sablon ve hedef diziler
arasindaki benzerlik ile dogrudan iliskili olsa da, bu kural her zaman gecerli degildir

[26].



Sekans hizalama, dogru homoloji modellerinin gelistiriimesinde énemli bir rol oynar.
Cift yonll hizalama araglari, bir dizi arasinda optimum hizalamalari (yerel veya global)
aramak icin dinamik programlama yontemlerini kullanir. Bu yaklasim, homolog diziler
icin veritabanlarini aramak icin yararhdir. Coklu dizi hizalama yéntemleri ayni zamanda
korunmus bolgeleri tanimlamak, fonksiyonel bdlgeleri ve protein fonksiyonlarini ve
ayni zamanda filogenetik analizleri desteklemek igin birka¢ diziyi ayni hizaya
getirmektedir. Bu yaklasim ozellikle distik (<% 40) dizi 6zdesligi olan proteinler icin
uygundur. Tek bir sablonun hedefin tam yapisal bilgisini saglamadig durumlarda, ¢oklu
model yaklasimi veya karistirma ve eslestirme teknikleri, genel model kalitesini

iyilestirmek i¢in birden fazla homolog sablondan yapisal bilgileri igerir [26], [27].

Kullanicilar igin agik kaynakh, kiicik ve kullanisli programlar mevcuttur ve homoloji
modelleme calismalarinda yeni baslayanlar icin web tabanl programlar icin yaygindir.
Ancak, yazilim ve yéntem seg¢iminde agik kaynak ve miidahale edilebilir parametrelere
sahip yazilimlar tercih edilmesi gerekmektedir. Programlar arasinda en popliler olanlari
MODELLER [28], MOE-Homoloji [29], Prime (Schrodinger) [30], Rosetta [31] ve bircok
web tabanli kiiglik Olgekli programa ek olarak SWISS-MODEL, kati-govde montaj
yontemini kullanan tam otomatik bir web tabanli bir yazilimdir. Herhangi bir ek yazilim
ve biyik veri olmaksizin 3 boyutlu bir model (retebilir. istenen hedef dizinin
tanimlanmasi, hedef dizi ile diger diziler arasindaki evrimsel benzerligin belirlenmesi,
3D sablon proteininin secilmesi vb. tek bir sunucu lzerinde gerceklestirilebilir. SWISS-
MODEL yaklasiminda benzer omurgalar ve yan zincirler sablon yapisindan hedef yapiya
aktarilmaktadir [32].

MODELLER programinda mekansal kisitlamalarin uyumu yéntemi kullanilmaktadir.
Yontemde, hizalanmis pozisyonlar, bag uzunluklari, bag acilari, di-hedral acilari ve
baglanmamis atom-atom temaslari arasindaki benzer mesafeler ve acilar
kullanilmaktadir. MODELLER CHARMM format topolojisini kullanir ve parametre
dosyalari tim standart amino asitlerin ozelliklerini icermektedir. MODELLER ile
olusturulan 3 boyutlu yapilarin kalitesi DOPE (Ayrik Optimize Protein Enerjisi)
skorlarina gbre degerlendirilmektedir. DOPE bir atomik mesafeye bagh istatistiksel
potansiyel skorudur ve diistik DOPE skoru yiksek kaliteli bir modeli ifade etmektedir

[33].



MOE-Homoloji, deneysel olarak belirlenen korunmus omurga yapilarina, bir veya daha
fazla sablon yapisindan yan zincir uyumlarina dayanan bir segment eslestirme
yontemini kullanarak aminoasit sekanslarinin 3D modellerini olusturur [34]. TiUm aday
homoloji modelleri, AMBER kuvvet alani kullanilarak en aza indirgenir ve enerjiye gore
model kaliteleri siralanmaktadir.

Prime (Schrodinger), protein U¢ boyutlu yapilarin homolojisi veya karsilastirmali
modellemesini kullanan bir yaziimdir. Homoloji modeli, bir hedef diziden ve bir sablon
yapisindan atom pozisyonu ve ikincil yapi kullanilarak olusturulmustur. Prime, ilk
adimdan son adima kadar tek bir sunucuda homoloji modellemesi yapan yazilim
paketidir. Gucliu ve yenilik¢i bir yazihm uyumu olan Prime, dizi hizalama, ikincil yapi
tahmini, homoloji modellemesi, protein dizeltilmesi, dongl tahmini ve yan zincir

Ongoruslini icermektedir [30].

1.1.4.2 Molekiiler Yanastirma Metodu

Molekiler yanastirma ilac kesif araclarinin dnemli bir ortak bileseni haline gelmistir ve
bunu nispeten disiik maliyetli, sonuclari algilamadaki kullanim kolayligi nedeniyle
yaplya dayali ilagc tasarimi calismalari icinde buiyiik bir popiilerlik kazanmistir. ilag kesif
surecinde hedefe spesifik protein ile baglanan bir aday ilag veya oncul bilesigi
tasarlamaya yardimci olur. Geleneksel ilag kesif slireci hedef tanimlama ve dogrulama,
Oncul tanimlama ve potansiyel optimizasyon olmak Ulizere (¢ ana adimdan
olusmaktadir. Bu islem pahali ve ilacin tanimlanmasinda ¢ok uzun bir zaman
almaktadir. Modern ila¢ kesfi, ilag-hedef etkilesimi, kararlihk ve aktiviteyi tahmin
etmek icin hesaplama yontemlerinin etkili bir sekilde uygulanmasini icermektedir.
Biyoinformatik yoluyla, cok sayida ila¢ secimini sadece on ilaca veya hatta daha azina
indirebilir. Sanal tarama, belirli bir hedef makromolekdil ile potansiyel baglanabilecek
bircok bilesigin taranmasidir. Diger bir ifade ile mevcut bir ilacin yerini tutabilecek veya
ilagsiz hastaliklara 1sik tutabilecek tek bir bilesik veya ila¢ bulmak icin milyonlarca
bilesik veri tabaninin yiiksek verimli bir sekilde taranmasidir. Milyonlarca bilesik, ¢cok
fazla zaman, ¢aba veya para harcamak zorunda kalmadan kolayca taranabilmektedir
[35], [36]. Molekiler yanastirma molekiler biyoloji, sayisal yapisal biyoloji, bilgisayar

destekli ila¢ tasarimi ve farmakogenomik alaninda paha bigilemez bir aractir. Docking
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ayrica buyldk kitlUphanelerin sanal taranmasinda da hayati bir rol oynamaktadir.
Sonraki sonuglar buna goére siralanir ve ligandlarin hedef makromolekiili nasil inhibe /
aktive ettiginin yapisal hipotezi ¢ikarilabilir. Bu, ilaglarin yapi optimizasyonunda paha
bicilemez bir rol oldugunu kanitlamaktadir. En ©nemlisi, geleneksel deneysel
yontemlerle gikarilmasi zor olan belirli bilgileri saglamaktadir. Molekiler yanastirma
prosediri, iki alanda bir araya gelerek, 3D uzayda protein ve ligandlara
uyarlanmaktadir. Baglanma konformasyonu daha sonra degerlendirilir ve sonugclar en
uygun puanlar ile gosterilebilir. Bu yontem, ilaglarin onciil tanimlama ve vyapi
optimizasyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir. Sadece molekiiler yanastirma, iki
molekil arasindaki en uygun uyumu bulmaya c¢alisir. Bu ¢calismalar bir protein-ligandi,
protein-protein ya da bir nilkleik asit-makromolekil yanastirmasi olabilir ve iki
molekilin etkilesip etkilesmedigini O0grenmeyi amaclamaktadir. Eger etkilesim
olusmazsa etkilesimlerin maksimumda oldugu ve baglanma enerjisinin minimumda
oldugu baglanma bolgesi arastirilmasi  gerekmektedir. Bir ligand-protein
yanastirmasinda, ana amag birincil baglanma cepleri 6ngérmektir. Yanastirma amaci
icin kullanilan protein, daha 6nce homoloji modellemesi ile veya kristalografi ile 3B
yapisininin belirlenmis olmasi gerekmektedir. Temel olarak, molekiiler yanastirma dort
ana asamadan olusur: (a) ligand ve reseptorin hazirlanmasi, (b) aktif alanlarin
tanimlanmasi, (c) varsayilan komplekslerin olusturulmasi ve (d) puanlamalarla

komplekslerin degerlendirilmesi olarak siralanabilir [37], [38] (Sekil 1. 3).

Ligandin
Ligand hazirlanmasi baglanacagi bolgeyi
' belirleme

PDB dosyasinin
islenmesi

Molekiiler
Molekiiler Yanastirma
yanastirma N Parametrelerinin
' Tanimlanmasi

Sonuglarin analizi

Sekil 1. 3 Molekiler yanastirma metodu temel basamaklari
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Molekiler yanastirma prosediriinde, optimize edilmis konformasyon ile ligand-
reseptdr kompleksini elde etmek ve daha az serbest baglanma enerjisine sahip olan
yaplyl elde etmek amaclanmaktadir. Net 6ngorilen baglanma enerjisi (AGbind)
hidrojen bagl (AGhbond), elektrostatik (AGelec), burulma serbest enerjisi (AGtor),
dispersiyon ve itme (AGvdw), desolvasyon (AGdesolv), toplam i¢ enerji (AGtotal) ve
baglanmamis sistemin enerjisi (AGunb) gibi parametreler dikkate alinarak toplam
enerjisi hesaplanir. Bu nedenle, serbest enerjiyi (AGbind) tahmini olarak hesaplama,
molekiler yanastirmadaki etkilesimlerin hakkinda ek ipuclari saglamaktadir [29], [38],

[39].

Molekiler yanastirma programlari, ligand-reseptdér komplekslerinin  baglanma
enerjilerini tahmin etmek i¢in skorlama fonksiyonlarini kullanmaktadir. Ligand-reseptér
yapisinin olusumuna bagl olarak enerji degisimi, baglanma sabiti (Kd) ve Gibbs serbest
enerjisi (AGL) ile verilir. Baglanma enerjisinin tahmini, molekiller arasi etkilesimler,
desolvasyon ve entropik etkiler dahil olmak Uzere, ligand-reseptor baglanmasinda rol
oynayan en 6nemli fiziksel-kimyasal fenomenin degerlendirilmesi ile gergeklestirilir. Bu
nedenle, degerlendirilen fiziksel-kimyasal parametrelerin sayisi arttikca, puanlama
fonksiyonunun dogrulugunu artirmaktadir. ideal olarak, verimli skorlama fonksiyonlari,
genis ligand setleri ile ¢calisirken kritik bir yoni olan dogruluk ve hiz arasinda bir denge

sunmasi gerekmektedir [37], [38], [40].

Son yirmi yil boyunca, 60'tan fazla farkli molekiiler docking araci ve programi, hem
akademik hem de ticari amacl gelistirilmistir; DOCK, AutoDock, FlexX, Surflex, GOLD,
ICM, Glide, MOE-Dock ve AutoDock Vina bunlardan bazilaridir. Bu programlar arasinda,
AutoDock Vina, GOLD ve MOE-Dock en iyi baglanma pozisyonu ve skoru verek
programlardir. Glide (XP) ve GOLD, % 90.0'lik bir dogrulukla tutarh bir sekilde pozlar
ongormektedir. Ayrica GOLD programinin Glide'dan daha fazla zenginlestirme
faktorleri Grettigini, ayni zamanda Glide'in benzer bir sanal taramasinda GOLD'dan ayni
hedefe karsi Ustiin performans gosterdigini ortaya koymustur. Genel olarak, bu
yerlestirme programlarinin, deneysel pozlari 1.5 ila 2 A arasinda ortalama RMSD'ler ile
tahmin edebildigi belirtilmistir. Bununla birlikte, esnek reseptor yerlestirme, 6zellikle
de reseptorlerdeki omurga esnekligi, mevcut yanastirma yontemleri icin buylk bir
zorluk olusturmaktadir [41].
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indiiklenmis uyum paradigmasina uyan sistemlerde hem ligand hem de reseptériin
esnekliklerini gbz 6ninde bulundurmak hayati bir 6neme sahiptir ¢ciinkii bu durumda
hem ligand hem de reseptdr uyumlarini degistirerek minimum enerji miikemmel uyum
kompleksi saglamasi gereklidir. Bununla birlikte, alici ayni zamanda esnek oldugunda
islem uzunlugu cok fazladir. Boylelikle, dogruluk ve hesaplama siresi arasindaki bir
ortak nokta olan yaklasim reseptor sabit tutulurken ligandi esnek olarak alinmaktadir.
Hemen hemen tim molekiiler yanastirma programlari programlari AutoDock , FlexX
gibi bu metodolojiyi benimsemektedir [42].

AutoDock , reseptori sabit tutarken ligand esnekligini modellemek icin Monte Carlo
simile edilmis tavlama, evrimsel, genetik ve Lamarckian Genetik Algoritma
yontemlerini kullanmaktadir. Puanlama islevi, van der Waals, hidrojen bagi,
elektrostatik etkilesimler, konformasyonel entropi ve desolvasyon terimleri de dahil
olmak lGzere AMBER kuvvet alanina dayanmaktadir. Her bir terim, deneysel verilerden
elde edilen ampirik bir 6lcekleme faktord kullanilarak hesaplanmaktadir. AutoDock
yan zincirlerin hareket etmesine izin vererek reseptor esnekligini de modelleyebilir.
AutoDock Vina yakin zamanda molekiler yerlestirme ve sanal tarama igin en son
siriim olarak piyasaya slrtlmustiir. AutoDock icin bir deneme seti olarak kullaniimis
olan 190 reseptor-ligand kompleksinin yeniden dlzenlenmesiyle, AutoDock Vina
eszamanli olarak, baglanma pozisyon tahmininin 6nemli 6lglide daha iyi oldugu

belirtilmistir [38], [39].

1.1.4.3 Molekiiler Dinamik Yontemler ile Simulasyon

1965 Nobel Fizik Odili'niin sahibi olan Richard Feynman unlii bir ifadesi soyledir;
“Yasami anlamaya yonelik bir girisimde bulunarak herkesin en gicli varsayimini
adlandirirsak, her seyin atomlardan olustugu ve canllarin yaptigi her seyin atomlarin
salinimlari ve kipirdanmalarindan (jiggling - wiggling) olustugu soylenebilir ”. Son 50
yildaki biyofizigin ¢cogu, bu atomik salinimlarin ve kipirdanmalarin dogasini daha iyi
anlamaya adanmistir. Mikroskobik diinyada hareketleri diizenleyen kuantum-mekanik
yasalari sasirtici  bir sekilde makroskopik dinamiklere vyabancidir. Hareketler
deterministik yasalarla degil, olasilik fonksiyonlari ile yonetilir. Kimyasal baglar mekanik

olarak degil, ayni anda dalgalar ve parcaciklar olan elektronlarin bulutlarini degistirerek
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olusur [43]. 1950'lerin sonlarinda ve 1960'larin basinda, Alder, Wainwright ve Rahman
ilk olarak sivilarin atomik hareketlerini anlamak icin molekiler dinamikleri (MD)
gelistirdiler. Bilgisayar biliminin ilerlemesiyle, MD birgok alanda ¢ok degerli ve gligli bir
ara¢ haline gelmistir. 1970'lerden beri, MD hayatin kimyasal bilesenlerinin, 6zellikle
proteinlerin veya nukleik asitlerin karmasik yapisini ve dinamiklerini incelemek igin
yaygin olarak uygulanmaktadir. Bilgisayar destekli ila¢ tasarimi bilgisayar biliminin
gelismesi nedeniyle daha fazla odak haline gelmistir. Bilgisayar destekli ila¢ tasariminda
yeni nesil araglarin gelistiriimesinde bilgisayar bilimi ve algoritmasindaki gelismeler
onemli bir rol oynamistir. Halen MD, nanosaniyeler gibi ¢ok kisa bir zaman aralig§inda
binlerce atom igeren biyomolekiiler sistemlerin similasyonlari igin kullanilmaktadir. Bu
nedenle, bu yéntem ila¢ kesif ve gelisme gibi bir takim biyolojik problemleri ¢ozmek
icin kullanilmaktadir [44]. GlnUmizde simulasyon siresi siurekli olarak uzatilirken,
mevcut calismalar deneysel verilerin rasyonellestiriimesi icin mikrosaniye araliginda
simulasyonlari yapilabilmektedir [45]. Klasik MD simulasyonlari igin en ¢ok kullanilan
hesaplama araglar, GROMACS, NAMD, CHARMM ve AMBER vyaziimlaridir. MD
simulasyonlari Newton'un hareket denklemlerinin sayisal denklemidir (1.1).

_avr)

fi=mua, = i

(1.1)
Burada m; i atomunun kitlesi i, a; i atomunun ivmesi ve fi sistemdeki tiim
parcacaiklarin N = (r1, r2...... rn) ile ifade edilen pozisyonlarina bagli olan potansiyel
enerji fonksiyonunun V kismi, uzamsal tiirevi tarafindan verilen atom Uzerinde etkili
olan kuwvvettir. MD simiulasyonlari, dinamik sireclerin incelenmesine izin veren bir
sistem konfigirasyonlari dizisi Gretmektedir. Zaman serileri ayrica, yapilandirmalarin
istatistiksel-mekanik toplulugu olarak da gorilebilir. Bu topluluk lizerinde ortalama

olarak, bir sistemin termodinamik 6zelliklerine erisilebilmektedir [45], [46].

Klasik MD simiilasyonlarinda, genellikle "kuvvet alani" olarak adlandirilan potansiyel
enerji fonksiyonu, atomlar (veya genellikle parcaciklar) arasindaki etkilesimleri tarif
etmektedir. Kovalent olarak baglanmis atomlar (bonded atoms) (yani baglar, acilar,
burulmalar) ve baglanmamis terimler (non-bonded ) (yani van der Waals etkilesimleri

ve elektrostatik etkilesimler) arasinda baglanmis terimlerden olusur. Kuvvet alaninin
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parametreleri tipik olarak daha yuksek seviyeli hesaplamalar ve / veya deneylerden
veri Uretmek icin tasarlanmistir. Proteinler, DNA, lipidler ve karbonhidratlar gibi
biyomolekillerin ¢cogunlugu icin, sadece bir kez parametrelenmesi gereken nispeten az
saylida yapi blogu kullanilabilir. AMBER , OPLS , CHARMM ve GROMOS gibi geleneksel
biyomolekiler kuvvet alanlari sirekli olarak iyilestiriimis ve vyillar boyunca test
edilmistir. Buna karsilik, kuglk organik molekillerin c¢esitliligi, yapi taslarinin
kullanilmasini 6nler ve ligandlarin ayri ayri parametrelenmesi gerekir. Baglanmis
terimler ve van der Waals etkilesimleri icin parametreler tipik olarak bir genellestirilmis
kuvvet alanindan alinir, oysa kismi atomik yikler bir QM hesaplamasindan tiretilir. Bu
amacla en yaygin kullanilan kuvvet alanlari genel AMBER kuvvet alani (GAFF), OPLS all-
atom kuvvet alani (OPLS-AA) , CHARMM genel kuvvet alani (CGenFF) ve GROMOS

otomatik topoloji olusturucu olarak siralanabilmektedir [45], [46].

Molekiler dinamik hesaplarinda sistemin faz uzayinda minimum enerjili bir konuma
yerlesmesi ve burada dengelenmesi amaclanir. Faz uzayinda denge durumuna yerlesen
sistem, gercek bir fiziksel iki sistemin pek cok 6zelligini dogru olarak yansitir. Molekiiler
dinamik yontemde baslangi¢c olarak molekillerin enerji toplamlari hesaplanir (1.2).
Kuvvet alani, parametrelerle birlesen bir dizi enerji fonksiyonudur. Belirli bir sistem icin
potansiyel enerjiyi tanimlar, boylece her atomdaki kuvvet simiilasyonda hesaplanabilir.
Bagli olmayan ve bagh olan terimlerden olusmaktadir. Birincisi iki atom arasindaki
elektrostatik ve van der Waals (vdW) etkilesimlerini icerir; ve ikincisi, sirasiyla bir, iki ve
Ug kovalent olarak baglanmis atom tarafindan tanimlanan bag, a¢i ve dihedral agilarini

icerir ve bir sistemin potansiyel enerjisi, bunlarin toplamidir (Sekil 1. 4).

atoms

. B,
UR)= X Kelr-rea)® + 3 Ko(8-8eq) + > %(1+COS[77¢—7])+Z F=rs

1 6
bonds angles dihedrals i<j Rij Rz]

atoms oy o .
+ Y 24 (1.2)

i<j gRl‘j

Sistemdeki atomlarin toplam potansiyel enerjileri bulunduktan sonra parcaciga etki
eden kuvvet bulunur. Potansiyel enerjinin yola gore tilirevi kuvveti verir ve ivme
yardimiyla her bir atomun yaptig hareketi Verlett algoritmasi ile hesaplanmaktadir

(1.3).
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Fz+1 = EFE - Ft—l + detz (1.3)

torsion angle

&

#'L-qla- .__,..--'

-

non-bonded
interactions

Sekil 1. 4 Atomlari arasi etkilesime katkida bulunan baglarin gésterimi

Enzim katalizi, sinyal transdiiksiyonu ve protein-protein baglanmasi dahil olmak lzere

bircok biyolojik slireg, genis bir zaman araliginda hareket etmektedir (Sekil 1. 5) [47].

fsec > psec ) _nsec ) psec ) msec g

Atomik Halkasal yapilarin ~ Sekonder Membran hareketleri
alinimlar er degistirmesi apilarin
! 8 yap . Konformasyon degisikligi

Titresim Yan zincir hareketi

i 5nisii Molekdilleri ayrilmas
hareketleri dénisimler Protein . ulleri ayr I

baglanmasi
katlanmasi

Sekil 1. 5 Biomolekiler hareketlerin gerceklestigi zaman araliklari

Amber, kullanicilarin 6zellikle proteinler, nikleik asitler ve karbonhidratlar icin
molekiler dinamik simulasyonlarini gerceklestirmelerini ve analiz etmelerini saglayan
bir program paketinin ortak adidir. Ayni zamanda biyomolekdllerin molekiler dinamigi
icin kuvvet alanlari ailesininde adidir. Amber yazilim paketi (ic cesit program icerir:
hazirlik programlari, similasyon programlari ve analiz programlar (Sekil 1. 6). Ana
hazirlik programlari Antechamber ve LEaP'dir. Antechamber, ¢ogu organik molekiil igin
kuvvet alani gelistirme siireci i¢cin kullanmaktadir. Yapilari (genellikle PDB formatinda)
ile baslar ve molekiiler modellemede kullanilmak (izere LEaP'ye okunabilen dosyalari
olusturmaktadir. Uretilen kuvvet alani tanimi, proteinler ve niikleik asitler icin olagan

Amber kuvvet alanlari ile uyumlu olacak sekilde tasarlanmistir. LEaP, temel model
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olusturma ve Amber koordinat ve parametre / topoloji giris dosyasi olusturma saglayan

bir windows tabanli bir programdir [48].

Baslangig I_(oordina_tlarlnln Sistemin nétralizasvon Topology ve coordinat
belirlenmesi . syon, dosyalarinin simulasyon

solvasyon ve periyodik . . " o
PDB koordinat dosyalarini kutunun tanimlanmasi formatinin tanidig formata

diizenlenmesi donistiirilmesi

Sistemin isitilmasi ve ilk

- - Energy Minimizasyonu
hizin verilmesi 8y Y

MD simulasyon

Simulasyon trajectory
dosyalarinin islenmsi

Sekil 1. 6 MD similasyon protokolii

1.1.4.4 MM-GB(PB)SA Metodu ile Tahmini Serbest Baglanma Enerji Hesaplamalari

Molekuler vyanastirma hesaplamalari artik mevcut bilesik katiphaneleri  /
veritabanlarindan belirli hedeflere karsi yapisal olarak farkli molekillerin yiiksek
performansh sanal taramalarinda yaygin olarak kullaniimaktadir. ilk "hedef" veya
"oncul" molekilleri belirlendikten sonra (normalde disiik uM inhibitorleri), "6ncul
optimizasyon" fazinda kimyasal 6zelliklerinin modifiye edilmesi, baglanma afinitelerini
ve diger istenen ilag benzeri 6zelliklerini iyilestirebilir. Bununla beraber, molekiler
yanastirma hesaplamalari ihtiya¢c duyulan dncil tanimlama asamasinin 6tesinde sinirli
bir basariya sahiptir. Bu baglamda Molecular Mechanics / Generalized Born Surface
Area (MMGBSA) ve Molecular Mechanics / Poisson-Boltzmann Yuzey Alani (MM-PBSA)
yontemleri, molekiler mekanigi (forcefields) ve sirekli (implicit) solvasyon modelleri
kullanarak baglanma enerjileri hesaplar. Bu hesaplama teknikleri Amber ve
Schrédinger gibi yazilim programlari kullanilarak bir dizi hedefe basariyla uygulanmistir

[49].
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Yapiya dayali ilag tasariminin amaci, makromolekiler bir reseptdre baglanan yeni bir
farmasotik bilesik bulmaktir. Baglanma giici baglanma serbest enerjisi, AGbind ile
belirlenmektedir. Geleneksel olarak, tasarim bicimler deneysel olarak, hem zaman alici
hem de maliyetli bir siiregtir. Bu nedenle, yeni ilaglarin tasarlanmasi i¢in zaman ve
maliyetin azaltilmasi amaciyla hesaplama yontemleri gelistirilmistir. Yontemin segimi,
tasarimda hangi asamada kullanilacagina baghdir ve tipik olarak dogruluk ve verimlilik
arasinda bir denge vardir. ilag tasariminda en yaygin kullanilan hesaplama yéntemleri,
baglanma bigimi ve skorlamadir, bdylece ilacin baglanma bigimi tahmin edilir ve bunu
takiben baglanma afinitesi tahmin edilir. Bu yontem baglanma modlarini tahmin etmek
ve baglanan yada baglanmayan arasinda ayrim yapmak icin kullanilabilirler ama

hesaplanan degerler tek basina anlamli olarak ifade edilemezler [49], [50].

Molecular Mechanics/Generalized Born Surface Area (MM-GBSA) ve Molecular
Mechanics/Poisson-Boltzmann Surface Area (MM-PBSA) metodlari molekiiler mekanigi
ve implicit solvent modelini kullanarak serbest baglanma enerjilerini hesaplamaktadir.
Serbest baglanma enerji hesap formulasyonunda kompleks (reseptor+ligand),

apoprotein (reseptor) ve ligandin ayri ayri enerjiler hesaplanir (1.4).
AGbind =AEcomplex - (AEreseptér + AEreseptér) (1-4)

MM-GB(PB)SA metodu ile enerji hesaplamalarinda ortamdaki explicite su nedeniyle
enerji degisimleri bliylk dalgalanmalar seklinde olur. Bu sebeple implicit solvent ile yer
degistirerek bu degisimler minimize edilmektedir. Herbir sistemin enerji hesabinda Emwm
gaz fazindaki sistemin molekiiler mekanik enerjisini ve Esol ise solvent icindeki serbest
enerjiyi ifade etmektedir (1.5). Gaz fazindaki molekiler mekanik enerji kompleks,
reseptor ve ligandin non-bonded baglar olan electrostatik and van der Waals
baglarinda olusan enerjilerin toplamidir. Yapilan simtilasyon boyunca her bir sistemin
molekiiler mekanik enerji fonksiyonlari (kuvvet alanlar) kullanilarak sistem enerjisi
hesaplanir. Solvent fazinda hesaplanan enerji polar ve non-polar katkilar toplanarak
hesaplanmaktadir. Polar enerji katkilari generalized Born (MMGBSA) ve Poisson-
Boltzmann (MMPBSA) modellerine gbre hesaplanabilmektedir. Ayrica non-polar

solvent etkisi de eklenmesi gerekmektedir (1.6) [50], [51].
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AE =AEMM +AE50|\/ (1.5)

AGbind =AEgas(AVDWgas+ AEELgaS)‘l‘ AEsolv(AEGBsohﬁ' ASURFSON) (1.6)

1.1.5 Yapiya Dayali ilag Tasarimi Hedefi Olarak Enolaz

Enolaz (2-fosfo-d-gliserat  hidroliyaz, EC 4.2.1.11), 2-fosfogliserat (2PG)’In
fosfoenolpiruvat (PEP)' e glikoliz ve glukoneojenezde tersinir olarak katalize eder (Sekil
1. 7) [52]. Enolaz, magnezyum (Mg?*) gibi bivalent metallerin katyonlari tarafindan
aktive edilen bir metalloenzimdir. Bakterilerde, enolazlar yiksek olciide korunmus
enzimlerdir ve genellikle 80-100 kDa araliginda molekil agirliklari olan homodimerler
olarak bulunurlar ve tek bir alt Gnitenin molekiler agirhgi 40 ila 50 kDa arasinda
degisir. Fakat termofilik bakteriler Thermotoga maritima ve Thermus’tan saflagtiriimis
enolazin oktamer oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, anaerobik, hipertermofilik

archaeon Pyrococcus furiosus'un enolazi bir homodimer olarak rapor edilmistir [53].
1.1.5.1 Enolazin yapisi ve izoformlari

Yiksek dereceli omurgalilarda bu glikolitik enzim her biri ayri bir gen tarafindan
kodlanan (¢ alt birim (a, B ve vy) tarafindan olusturulan homodimerler ve
heterodimerler olarak bulunur. Bu genlerin ekspresyonu, dokuya ozel bir sekilde
gelisimsel olarak diizenlenir. Embriyonik ve her yerde bulunan aa izoformu, ¢ogu
yetiskin hiicre tipinde yaygin olarak dagilmis halde bulunur. aa veya néronal olmayan
enolaz (NNE) olan ve ayrica enolase 1 olarak da bilinen izoform karaciger, beyin,
bobrek, dalak, adipoz gibi ¢esitli dokularda bulunur. Tim normal insan hicrelerinde bir
seviyede bulunur. BB kas spesifik enolaz (MSE) ve enolase 3 olarak da bilinen izoform
kasta cok yiksek seviyelerde bulunmaktadir. yy veya noron spesifik enolaz (NSE) ve
enolaz 2 olarak da bilinen izoform néral dokularda ¢ok yiiksek seviyelerde eksprese
edilir, burada toplam ¢6zunebilir proteinin% 3'Gni olusturur. Cogu memeli hicresinde

cok daha disuk seviyelerde ifade edilir [54], [55].
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Sekil 1. 7 Glikoliz yolagi [52]

1.1.5.2 Enolazin mekanizmasi

Enolaz, 2-fosfogliseratin fosfoenolpiruvat'a geri donisimli dehidrasyonunu katalize
eder. Enolaz reaksiyonu metal iyonu katalizini, ilave bir genel asit-baz katalizi ve gecis
halinin stabilizasyonu seklinde gerceklesir. Reaksiyon iki adimda gerceklesir. ilk olarak
Lys345, 2-fosfogliseratin C-2'sinden bir protonu soyutlayan genel bir baz katalizori
olarak islev gorir; daha sonra Glu211 OOH ayrilan gruba bir proton veren bir genel asit

katalizori olarak davranir. 2-fosfogliseratin C-2'sindeki proton ¢ok asidik degildir ve bu
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nedenle kolayca gikarilmaz. Bununla birlikte, enzim aktif bélgesinde, 2-fosfogliserat, iki
bagh Mg*? iyonlari ile giiclu iyonik etkilesimlere ugrar, bu da C-2 protonunu daha asidik
hale getirir (pKa'yl distrir) ve daha kolay soyutlanir. Diger aktif bolge amino asitlere
hidrojen baglanmasi da genel mekanizmaya katkida bulunur. Cesitli etkilesimler hem
enolalat ara maddesini hem de olusumundan 6nceki gegis durumunu etkili bir sekilde

stabilize eder [56].

Enolaz hem bakteriler hem de 6karyotlarda glikolitik yolakta gérev alir ayrica glikolitik
olmayan fonksiyonlarida bulunmaktadir. Enolaz esas olarak glikoliz ve
glukoneogenezdeki fonksiyonunun yani sira hiicre iskelet sistemi ile etkileserek hicre
morfolojisi ve madde alisverisini dlizenlenmesinde rol oynayan tim 0&karyotik
hicrelerin sitoplazmasinda yer alir. Enolaz ayrica morfolojik transformasyon ve hiicre
proliferasyonunda rol oynayan genlerin transkripsiyonel regilasyonuna katildigi
memeli hicrelerinin ¢ekirdeginde de saptanmistir. Bakteriyel enolazin  mRNA
stabilitesinin dlizenlenmesinde islev gordigii ve degradozomun bir ana bileseni oldugu
bilinmektedir. Memeli a-enolazi ayni zamanda inaktif bir monomer olarak bulundugu
g6z merceginin ana yapisal bileseni olarak bulunur. Ek olarak enolazin bircok patojenik
olmayan ve patojenik organizmanin hiicre yilizeyinde eksprese edilebildigini
actklanmistir. Enzim S. cerevisiae'nin hiicre duvarinda ve ayni zamanda invazyon
sirasinda bir imminodominant antijen olusturan patojenik maya Candida albicans'in
ylzeyinde bulunmustur. Bacillus anthracis, Streptococcus pneumoniae ve
Streptococcus mutans gibi bazi bakteriyel patojenlerde yizey enolazinin dnemli bir
virllans faktérid oldugu vurgulanmistir. Plasmodium spp. gibi Apicomplexan
parazitlerinde, hiicre ylizey enolazinin doku invazyonu slirecinde rol aldig

bilinmektedir [57], [58].

Kanser hiicrelerinin sinirsiz blyumesi, genis bir besin kaynagi gerektirir. Bu talebi
karsilamak icin, kanser hiicreleri normal hiicrelere kiyasla glukoz alimini ve
metabolizmasini bliylk 6lclide yukari dogru diizenler. Bu fark, bu hastaligin tedavisi
icin glikolizin engellenmesini biyileyici bir strateji haline getirmistir. a-enolaz, kanser
hiicrelerinde en fazla diizenlenmis glikolitik enzimlerden sadece biri degildir, ayni
zamanda hiicre goci, invazyon ve hipoksi gibi kanser hiicresinin hayatta kalmasi icin
onemli olan birgok hicresel sire¢ veya durumla da iliskilidir. Hedeflenen a-enolaz,
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kanser hiicrelerinde ayni anda birden fazla sekilde yolakta yer almaktadir ve bu
nedenle, antikanser ila¢ gelistirme icin iyi bir hedeftir. Mevcut calismada, ZINC
veritabanindan Lipinski'nin besi olan kuralini karsilayan 22 milyondan fazla kimyasal
yapl, sanal tarama ile a-enolaza yanastiriimistir. Enolaz substrati olan 2-fosfogliserattan
daha iyi olan yirmi dort kimyasal yapi, absorbsiyon, dagilim, metabolizma, atiim ve
toksisite (ADMET) ozellikleri analiz edilmistir. Bunlardan dordl, mutajenik ve
karsinojenik olmayan, oral uygulama yetenegine sahiptir ve molekiler dinamik (MD)

similasyonu ile mevcut inhibitorlerle karsilastirilabilir [59].

1.1.5.3 Theileria annulata Enolazi

Theileriosise sebep olan Theileria annulata’ya karsi bu hastaligini tedavisinde 1990’li
yillardan beri anti-protozoal ilaglar olarak Parvaquone ve Buparvaguone yaygin olarak

kullanilmaktadir. Fakat ilk olarak 2010 yilinda direnc rapor edilmistir [18].

Yaplya dayali ila¢ tasarimi g¢alismalari kapsaminda hedef molekiil olarak belirlenen
Theileria annulata enolazi ilk olarak 2014 yilinda izole edilip klonlanmistir. Ayrica web
tabanli uygulamalar ile dizi analizi yapilarak insersiyonlar, katalitik ve 6nemli residiler
karsilastirmali olarak belirlenmistir [60]. 2014 yilinda yapilan diger bir calismada
literatlirde ilk olarak Theileria annulata enolazinin saflastinlmis ve biyokimyasal
karakterizasyonu yapilmistir. Enolazin spesifik aktivitesi 40 U/mg, Km: 106 uM, keat: 37 s
L ve kcat/Km: 3.5 x 10° M1 s olarak belirlenmistir [61].

2016 yilinda yapilan c¢alismada Theileria annulata enolazinin birincil ve ikincil yapi
analizleri yapiimistir ve homoloji modeli olusturularak substrati olan 2-fosfogliserat
molekiler yanastirma yontemiyle aktif bélgeye yanastiriimistir. Bu calismada katalitik
residiler ve enolaz-substrat etkilesimleri ilk defa deneysel olarak belirlenmis olan maya

enolazi ile kiyasalanarak residu numaralari sistematigi gelistirilmistir [62].

Son olarak 2017 vyilinda vyapilmis tez c¢alismasinda Theileriosis’in tedavisinde
kullanilabilecek kumarin tirevlerinin parazit enolazini inhibisyon potansiyelleri
arastinlmigtir. 38 adet kumarin tiirevi arasinda in vitro tarama sonrasi %90 ve Uzeri
inhibisyon 06zelligi olan 5 turev K5 (6,7-dihidroksi-3-(3,4-dihidroksifenil)-kumarin), K8
(6,7-dihidroksi-4-(3,4-dimetoksifenil)-kumarin), K9 (7,8-dihidroksi-4-(3,4-
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dihidroksifenil)-kumarin), K21 (6,7-dihidroksi-4-(3,4-dihidroksifenil) -kumarin), K23
(7,8-dihidroksi-3-(3,4-dihidroksifenil)-kumarin) olarak belirlenmis ve ICso0
degerleri belirlenmistir. ICso  degerleri 15 uM duslik dért kumarin K8, K9, K21 ve K23
belirlenmis ve bu tirevlerin Theileria annulata enolazini yarismasiz inhibisyon

mekanizmasi ile inhibe ettigi tespit edilmistir (YAKARSONMEZ, 2017, Doktora tezi).

1.1.6 Enzim Kinetigi

Enzimlerle katalize edilen kimyasal reaksiyonlarin o6zelliklerinin incelenmesi olarak
bilinen enzim kinegi c¢alismalarinda reaksiyon hizi, reaksiyonun kosullarinin
degismesinin etkileri gibi parametrler belirlenebilmektedir. Bu ozellikler enzimin
katalitik mekanizmasini, metabolizmasindaki rollinl, aktivitesinin nasil kontrol
edildigini ve bir ilacin veya bir agonistin enzimi nasil inhibe ettigini anlamada yardimci
olmaktadir. Substratlarin ve Urilnlerin kataliz sirasinda enzimin aktif bélgesine nasil
baglandiklarini, reaksiyon sirasinda meydana gelen degisiklikleri ve hatta mekanizmada
belirli aminoasit residilerin roli gibi kinetik verileri yorumlada enzimin yapisinin

bilinmesi gerekmektedir [63].

Enzimlerin biyokimyasal 6zellikleri belirlenirken genellikle reaksiyon hizini 6lgmek igin
substrat veya UrlUnlerin konsantrasyonundaki degisiklikleri takip edilir. Bu
yontemlerden spektrofotometrik analizlerde, Urinler ve reaktifler arasindaki 1sigin
absorbansindaki degisim temel alinmaktadir. Spektrofotometrik analizler, reaksiyon

oraninin stirekli olarak dlclilmesine izin verdiginden, en uygun olanlardir [64].

1.1.6.1 Michaelis-Menten Kinetigi

Biyokimyada Michaelis-Menten kinetigi, enzim kinetiginin en iyi bilinen modellerinden
biridir. Reaksiyon hizinin (lriin olusumu orani) substrat konsantrasyonuna karsi
degisimini model alan ve enzimatik reaksiyonlarin hizini tarif eden bir denklem olarak
ifade edilir (1.7). Michaelis-Menten denklemindeki Vmax, doymus substrat
konsantrasyonunda maksimum hizi temsil eder. Michaelis menten sabiti Km, reaksiyon
hizinin Vmax'in yarisi oldugu substrat konsantrasyonudur. Km substratin enzime
afinitesinin  bir Ol¢lsidir. Kicliik Km yiksek afinite anlamina gelir ve daha disuk

substrat konsantrasyonlarinda Vmax'a yaklasacagl anlamina gelir. Bu sabit, enzimin
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konsantrasyonundan veya safligindan etkilenmez. Km degeri hem enzim hem de
substratin yani sira sicaklik ve pH gibi kosullara baghdir. Tek bir substrati iceren
biyokimyasal reaksiyonlarin genellikle Michaelis-Menten kinetiklerini takip ettigi
varsayllmaktadir [65].

— (51
Uy = Vmﬂx K +[5] (17) [66]

Enzim katalizli reaksiyonlar doyurulabilir oldugundan kataliz orani, artan substrata
dogrusal bir tepki gostermez. Eger reaksiyonun baslangic hizi bir dizi substrat
konsantrasyonu Uzerinden olcllirse ([S] olarak gosterilir), ilk reaksiyon hizi [S] arttikca
artar. Bununla birlikte, [S] ylkseldik¢e, enzim substratla doyurulur ve baslangi¢ hizi

(Vo), enzimin maksimum hizi olan Vmax'a ulasir.

k) ko
E+S—ES—E+P
k_, (1.8)

Enzim-substrat kompleksi ES'yi olusturmak icin enzim ve substrat arasinda bir baslangi¢
reaksiyonu vardir (1.8) . Enzimatik reaksiyon orani, substrat konsantrasyonunun Vmax
seviyesine ylikselmesiyle artar. Substrat konsantrasyonunda artis, substrat (S) ile
reaksiyona girecek daha fazla enzim (E) bulunmadigindan reaksiyon hizinda herhangi
bir artisa neden olmaz. Burada, reaksiyon orani ES kompleksine bagimh hale gelir ve

tek molekilli reaksiyon haline gelir (Sekil 1. 8) [67].
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Sekil 1. 8 Substrat konsantrasyonunun reaksiyon hizina etkisi [54]

Lineweaver—Burk grafigi, dogrusal olmayan regresyon yazilimlarin yaygin olarak
kullanilmasindan 6nce, Km ve Vmax gibi enzim kinetiklerindeki 6nemli terimleri
belirlemek igin yaygin olarak kullaniimitir. Bu grafikte dogrunun y-eksenini kestigi nokta
Vmax'in tersine esdegerdir ve grafigin x eksesnini kestigi nokta ise —-1/Km'yi temsil
eder. Dogrunu egimi ise Km/Vmax vermektedir. Ayni zamanda farkli enzim inhibisyon

bicimlerinin hizli, gorsel bir izleniminide vermektedir [68].
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Sekil 1. 9 Lineweaver-Burk grafigi [54]

1.1.7 Kumarin Tirevleri

Kumarinler, 'Coumarou’, tonka fasulyesinin (Dipteryx odorata Willd, Fabaceae) yerel
adindan almistir ve ilk olarak 1820'de izole edilmistir. D6rt ana kumarin alt ttrd vardir:
basit kumarinler, furanokumarin, piranokumarin ve piron kumarinleri igerir. Basit
kumarinler (6r. Kumarin, 7-hidroksikumarin ve 6,7-dihidroksikarinarin), ana bilesigi
olan kumarin ve bunlarin glikozitleri ile birlikte hidroksillenmis, alkoksillenmis ve
alkillenmis tiirevleridir (Sekil 1. 10). Furanokumarin, kumarin iskeletine bagli bes tyeli
bir furan halkasindan olusur, geriye kalan benzoid konumlarindan birinde veya her
ikisinde slibstitisyon ile lineer veya acisal tiplere bolliniir. Piranokumarin Uyeleri
Furanokumarin'e benzer, ancak alti Gyeli bir halka icerir. Piron halkasinda siibstitiie
edilen kumarinler 4-hidroksikosarin icerir. Sentetik varfarin, bu kumarin alt tipine aittir.
Yapisal sadeligiyle kumarin, benzo-alfa-pironun ana bilesigi olmasina ragmen, genel
olarak 7-hidroksikoarininin, daha kompleks kumarinlerin ana bilesigi olarak kabul
edilmektedir. Genistein bir izoflavon olup benzo-gamapironlara aittir. Bu, soyanin
dogal bir bilesenidir ve hayvan modellerinde esas olarak hormonal olarak diizenlenmis
meme ve prostat kanserine karsi, kimyasal olarak onleyici bir ajan olarak yogun bir

sekilde calisilmistir [69]. Kumarinler antimikrobiyal, antiviral, antienflamatuvar,
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antidiyabetik, antioksidan ve enzim inhibitor aktivitesi gibi cesitli biyolojik 6zelliklere

sahiptir [70].

N

O 0

Sekil 1. 10 Kumarin ana iskeleti

Kumarin tarevlerinin, fotokemoterapi, antitimor ve anti-HIV tedavisi ve merkezi sinir
sistemi (CNS) uyaricilari, antibakteriyeller, anti-inflamatuar, anti-koagllantlar ve
boyalar dahil olmak Uzere bircok terapotik uygulamaya sahip oldugu bilinmektedir
(Cizelge 1. 1). Ek olarak, kumarinlerin orta derecede trigliserit dlstrilicli aktiviteye sahip
maddeler oldugu bilinmektedir. Ayrica, hidroksikumarinler gl¢cli zincir kirici
antioksidanlardir ve reaktif oksijen tirlerini temizleyerek serbest radikal hasarini
Onleyebilirler. Daha 6nce fiksatif ve tatlandirici maddeler olarak kullanilan bazi kumarin
tirevleri, su anda ABD'de Gida ve ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan gida katkisi olarak
diizenlenmektedir. Bunlar belirli miktarlarda kullanildiginda hafif bulanti, ishal ve
hepatotoksisite gibi bazi olumsuz etkileri mevcuttur. Halihazirda birgok Avrupa
Ulkesinde pazarlanmakla birlikte, lenfodem tedavisi igin kullanilan kumarin tipi ilaglar
hepatotoksisiteleri nedeniyle Amerika Birlesik Devletleri'nde tedavi amacgh olarak
onaylanmamistir. Bununla birlikte, yakin zamanda &strojenik aktiviteye sahip olan
kumarinlerin son kesfi, osteoporoz gibi menopoz ile ilgili hastaliklarin ortaya ¢ikmasini
onlemekte, kardiyovaskiler olay / hastalik ve kognitif eksiklikler icin artmis risk riskini
azaltmada terapo6tik maddeler olarak bu tiir tiirevlerin kullanilmasina yol agmistir [71],

[72].
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Cizelge 1. 1 Kumain tirevleri ve terapotik rolleri [72]

Kumarin Tiirevi

Terapotik rolii

Varfarin 4-hidroksikumarin
Piranokumarinler
Piranokumarinler

Kumarin 7-hidroksikumarin
Benzopironlar

Psoralenler

Psoralenler

Varfarin

Malignant melanoma
Renal hiicre karsinoma
Prostat kanseri
Lokemia

Gogus kanseri

Servikal karsionama
Deri hastaliklari

Anti-koagulan
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1.2 Tezin Amaci

2017 yilinda yapilan tez galismasinda (YAKARSONMEZ, 2017, Doktora tezi) tropikal
theileriosise sebep olan Theileria annulata enolazina karsi yapiya dayali ilag ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Theileria annulata temel enerji metabolizmasindaki glikoliz
yolaginda onemli bir enzim olan enolaz hedef alinmis ve bu enzimi inhibe eden
kumarin tlrevleri taranmistir. 38 adet kumarin tiirevi arasindan enolazin aktivitesi
Uzerine ICso degeri 15 uM altinda olan K8 (6,7-dihidroksi-4-(3,4-dimetoksifenil)-
kumarin), K9 (7,8-dihidroksi-4-(3,4-dihidroksifenil)-kumarin), K21 (6,7-dihidroksi-4-(3,4-
dihidroksifenil) -kumarin) ve K23 (7,8-dihidroksi-3-(3,4-dihidroksifenil)-kumarin) olarak
belirlenmigtir. Bu tez g¢alismasinda belirlenen aday ligandlarin parazit hedef
molekilinid inhibe etmesi ama konak organizmadaki esdeger molekilli inhibe
etmemesi gerekmektedir. Bu tez calismasinin amaci parazit yasaminin bagiml oldugu
ve konak Bos taurus’da da mevcut olan enolazin; klonlanmasi, ifade edilmesi,
saflastirilmasi ve saflastirilan yabanil tip enzimin yapisal, molekiler ve kinetik analizleri
yapilarak, parazit enolazini inhibe eden kumarin tirevlerinin konak enolazi tizerine olan

etkilerinin in siliko ve in vitro analizler ile belirlenmesi amacglanmistir

1.3 Hipotez

Yapiya dayali ilag¢ tasariminin kritik basamagi parazit enzimini engeller iken konaktaki
esdegerinin engellenmemesi veya minimum etkilenmesidir. Yapilan bu calismalar
dogrultusunda 38 adet kumarin tiirevi arasindan inhibitoér adaylari belirlenmistir ve
aday kumarin bilesiklerinin ADMET ve farmakolojik ozelliklerinin belirlenmesi, in vivo
sartlarda ligandlarin inhibisyon etkinliginin tanimlanmasi c¢alismalarina olanak

saglayacagi ongorilmektedir.
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BOLUM 2

MATERYAL VE YONTEM

2.1 MATERYAL

2.1.1 Kimyasal Maddeler, Enzimler ve Kitler

QlAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN) plazmid DNA izolasyonunda, Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega) PCR Urini saflastiriimasinda kullaniimistir. Klonlama
asamalarinda dNTP (deoksi niikleotid trifosfat) (Promega), Pfu DNA Polimeraz (Thermo
Scientific) ve Tag DNA polimeraz (Thermo Scientific) kullaniimistir. DNA marker olarak
GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific) (Sekil 2. 1a) ve protein ladder olarak
Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Scientific) kullanilmistir (Sekil
2. 1b). Deneysel calismalarda kullanilan diger bitin kimyasallar BDH, Sigma, Bio-Rad,

Roche ve Merck’ten saglanmistir.
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a) b)
GeneRuler™ DNA Ladder Mix
0'GeneRuler™ DNA Ladder Mix,
ready-to-use
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Sekil 2. 1 a) O’GeneRuler DNA Ladder Mix b) Spectra Multicolor Broad Range Protein
Ladder

2.1.2 Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Cihaz
Jel Gorlintuleme sistemi
Saf Su Cihazi
Termal Dénduricu
Mikropipet seti
Sarjli Pipet Unitesi
Hassas Terazi
Dikey Elektroforez Sistemi
Sonikator
pH Metre
Su Banyosu
Manyetik Karistirici
Yatay Elektroforez Sistemi
PCR CGalisma Kabini
Jel Kurutma Unitesi
Mikrosantrifij

UV Visible Spectrophotometre

Marka
Biorad
GFL
Eppendorf
Eppendorf
Hirschmann
Ohaus
Biorad
Bandelin
Eutech
Kerman
Heidolph
Biorad ve Peqlab
Esco
Biorad
Sigma

Shimadzu ve Thermo scentific

31



Otoklav Systec

Calkalamali inkiibatér GFL
Sogutmali Santrifij Sigma
Etlv Binder
Vorteks Heidolph

2.1.3 Plasmid DNA ve Vektorler

Bos taurus kas enolaz genini iceren (Klon id: OBa41987) pcDNA3.1 ekspresyon vektori
(Sekil 2. 2) GenScript®(USA) firmasindan temin edilmistir. Standart memeli ekspresyon
klonlama vektéri olan bu vektor transkripsiyon baslaticc CMV  (human
cytomegalovirus) promoter bdlgesi icerir. Ayrica protein saflastirma ve tespiti icin N
yada C-terminal DYKDDDDK kuyrugu tasir. DYK kuyrugu flzyon proteinlerini
saflastirmak icin eklenen bir hidrofilik oktapeptid epitoptan olusur. Hidrofilik yapisi
nedeniyle bir flizyon proteininin ylzeyinde bulunmasi muhtemeldir ve bu nedenle
antikorlar igin ulasilabilir olmasi daha muhtemeldir. DYK kuyrugu, farkli tanima ve
baglanma o6zelliklerine sahip M1, M2 ve M5 gibi gesitli spesifik anti-FLAG monoklonal
antikorlara baglanir. FLAG flizyon proteinleri, kalsiyum bagiml (6rnegin M2) veya
kalsiyumdan bagimsiz bir sekilde monoklonal antikor tarafindan tanimlanabilir. Kozak
konsensiis sekansi 6karyotik mRNA’ya 6zgli ve konsensis (gcc) GCCGCCACCAUGG
sahip olan bir sekanstir. Kozak konsensiis dizisi translasyon sirecinin baslatiimasinda

onemli bir rol oynar [73].
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J a1’

Hind i
/_Koza%YK
Kpn |
pcDNA3.1+N-DYK Egg:q“{’
5.5kb EcoR V
Not |
Xhaol
Xbal
Apa |
Hind Il DYK tag
--- AGC TGG CTA GCG TTT AAA CTT AAG CTT GCC ACC ATG GAT TAC AAG GAT GAC GAC
Nhe | AfTll Kozakseg M D ¥ K D D D
DYK tag
GAT AAG GGT ACC GAG CTC GGA TCC TGA TAA GAA TTC TGC AGA TAT CCA GCA CAG
D K Kpn | BamH|1 Stop Stop  EcoR | EcoR VW
Not |
TGG CGG CCG CTC GAG TCT AGA GGG CCC GTT TAA --
Xho | Xba | Apal Stop

Sekil 2. 2 pcDNA3.1+N-DYK vektori haritasi

Protein ekspresyonu icin aLlCator™ LIC Klonlama ve Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-
tag) sistemi ile pLATE31 vektori (Thermo Scientific) kullaniimistir (Sekil 2. 3). Bu vektor
transkripsiyon baslatici olarak T7 promoter bdlgesi icermektedir. Gen transkripsyon
diizenleyici bolge olarak laktoz operonu ve saflastirma igin 6-his kuyrugu icermektedir.
LIC yontemi, vektor ve DNA Uzerindeki 14 ila 21 nikleotid tek iplikli cikintilar
olusturmak icin T4 DNA polimerazi kullanmaktdir. T4 DNA polimeraz iki enzimatik
aktiviteye sahiptir: 5 '=> 3' polimeraz aktivitesi ve 3 '=> 5' eksonlikleaz aktivitesi.
Eksonikleaz aktivitesi, niikleotitleri DNA'nin 3 'uglarindan uzaklastirirken, polimeraz
aktivitesi bir sablon olarak dNTP'ler ve tamamlayict DNA ipligi kullanilarak zinciri geri
yukler. LIC protokoliinde, reaksiyona sadece dGTP dahil edilir, bu da 3 '=> 5'-
eksontikleaz ve 5' = 3'-polimeraz aktivitelerinin tamamlayici iplikgikte ilk sitosin
olusumunda dengelenmesine neden olur. Tavlama isleminden sonra LIC vektori ve
insert konak hticreye aktarilir. Vektor-insert baglantilarinda kovalent bag olusumu,
dairesel plazmid elde etmek icin hiicre icinde meydana gelmektedir. Gen ifadesi T7
RNA polimerazi tarafindan 6zel olarak taninan gicli bir bakteriyofaj T7 promoteri

tarafindan indiiklenmektedir. ilgilenilen geni ifade etmek igin, BL21 (DE3), HMS 174
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(DE3) gibi E. coli suslari kullanilmalidir, burada T7 RNA polimeraz geninin ekspresyonu
indiklenebilir bir promotoriin kontroll altindadir. IPTG indiksiyonundan sonra, T7

RNA polimerazi hiicre iginde eksprese edilir ve T7 promoteri altindaki genlerin

transkripsiyonunu baslatilir [74], [75], [76].

mBH-T2

R‘“"m B

PLATE31 |

Py = T7 RNA polymerase promober

T renBT1-T2 - Transcriplion terminaior

lac0 - lac operator

ABS - Ribesonse binding sile

EKS - Enterokinass recognition sequence
WS - WELOu protease recognilion sequence
Pigt - Py promater

TT7 - T7 terminator

lag) - lac repressor

rop - rop proteln regulates plasmid copy number
& rep (pME1) - Origin of reglication {rap) o the pMBT

".'@-# plasmid
@Mﬂj bla (Ap®) - B-lactamase pene
) Gichls - Polyhisticing tag

Sekil 2. 3 pLATE31 ifade vektori

PLATE vectors
~4,5 kb

bla (Ap)
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2.1.4 Mikroorganizmalarin Gelisimi icin Gerekli Besiyerleri

LB (Luria-Bertani) Buyyon

Maya Ekstrakti 0,5 g/100 ml
Tripton 1g/100 ml
NacCl 0,5 g/100 ml

Bilesenler 100 ml dH,0 iginde ¢6zlindiikten sonra 121 °C de otoklavlanir.

LB (Luria-Bertani) Agar

Maya Ekstrakti 0,5 g/100 ml
Tripton 1gg/100 ml
NacCl 0,5 g/100 ml
Agar 1,5 g/100 ml

Bilesenler 100 ml dH,0 icinde ¢dzlindikten sonra 121 °C de otoklavlanir.

Mavi-Beyaz se¢im icin LB agar (Amp/X-gal/IPTG)

Amfisilin (100 mg/ml) 100 ul
X-gal (20 mg/ml) 160 ul
IPTG (20 mg/ml) 160 ul

Belirtilen miktarlar 100 ml LB agar icine eklenir.

Cift Kuvvetli Yeast-Tripton (2xYT) Agar

Maya Ekstrakti 1 g/100 ml
Tripton 1,6 g g/100 ml
NacCl 0,5 g/100 ml
Agar 1,5 g/100 ml

Bilesenler 100 ml dH,0 icinde ¢oziindukten sonra 121 °C de otoklavlanir.
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Cift Kuvvetli Yeast-Tripton (2xYT) Buyyon

Maya Ekstrakti 1g/100 ml
Tripton 1,6 g/100 ml
NaCl 0,5 g/100 ml

Bilesenler 100 ml dH,0 iginde ¢6zlindiikten sonra 121 °C de otoklavlanir.

SOC Buyyon (10 ml igin)

Maya Ekstrakti 50 mg
Tripton 02g
1 M NaCl stok sollisyonundan 0,1 ml
1 M KClI stok sollisyonundan 25 ul
2 M Mg*? stok soliisyonundan (Filtre ile sterilize edilir) 0,1 ml
2 M Glikoz stok sollisyonundan (Filtre ile sterilize edilir) 0,1 ml

Tripton, maya ekstrakti, 1 M NaCl ve 1 M KCI solisyonlarindan gerekli miktarlar
eklenerek distile su ile 9 ml'ye tamamlanir. Karisimin pH’si 7,0 olarak ayarlanir.
Otoklavda sterilize edilir. Oda sicakligina getirilir. 2 M Mg*? ve 2 M Glikoz sollsyonlari
son konsantrasyonlari 20 mM olacak sekilde karisima ilave edilir. Son hacim steril

distile su ile 10 ml’ye tamamlanir.

2.1.5 Stok Soliisyonlar ve Tamponlar

Agaroz Jel igin Ornek Uygulama Tamponu (EtBr-SAB, Sample Application Buffer)

Suikroz 4g/10 ml

2 M Tris HCI 0,5 ml/10 ml
0,5M EDTA 2 ml/10 ml
Bromfenol mavisi 4 mg/10 ml

Kristal Viyole (CV) Stok Soliisyonu

dH,0 ile 5 mg/ml stok soltisyonu hazirlanir. Karanlik bir ortamda muhafaza edilir.
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Kristal Viyole Jel igin Ornek Uygulama Tamponu (Cv-SAB)

Gliserol 500 pl/ml
1XTAE 500 pl/ml
Kristal viyole (stok 5 mg/ml) 10 pl/ml

Karanlhk bir ortamda muhafaza edilir.

50x TAE Tampon Cozeltisi (Tris-Asetat-EDTA)

Trizma Base 24,2 g/100 ml
Asetik Asit 5,71 ml/100 ml
0,5 M EDTA (pH:8.0) 10 ml/100 ml

CaCl; Soliisyonu

100 mM CaCl,.6H,0 2,19 g/100 ml
5 mM MgCl,.6H,0 102 mg/100 ml
5 mM Tris-HCI (pH:7.6) 1 ml/100 ml (0,5 M pH’si 7,6 olan stok Tris-HClI

¢Ozeltisinden)

Sollisyon hazirlandiktan sonra 121°C’'de 15 dakika siire ile otoklavda sterilize edilir.

Amfisilin

100 mg/ml stok sollisyon hazirlanir ve filtre ile sterilize edilir.

IPTG (Isopropyl-B-D-thiogaltopyranoside)

20 mg/ml stok sollisyon hazirlanir ve filtre ile sterilize edilir.

X-GAL (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside)

20 mg/ml konsantrasyonu ayarlamak icin 0,02 g X-Gal tartilir, N,N-dimetilformamid

(DMF) ile 1 ml’'ye tamamlanir. Filtre ile sterilize edilir.
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Mg*? Stok Soliisyonu ( 10 ml )

MgCl,.6H,0 203 g
MgS04.7H,0 2,465 g

Distile su ile 10 mlI’ye tamamlanir. Filtre ile sterilize edilir.

SDS-PAGE i¢in Ornek Uygulama Tamponu (SDS-SAB)

%10 SDS 1g/10 ml

0,5 M Tris HCI (pH: 6.8) 0,6 g/10 ml

% 5 Gliserol 0,5 ml/10 ml
% 25 B-Merkaptoethanol 0,25 ml/10 ml
% 0,05 Bromfenol mavisi 0,005 g/10 ml

5x SDS-PAGE Tank Tamponu

0,025 M Trizma Base 1,5g/100 ml
0,192 M Glisin 7,2 g/100 ml
% 0,1 SDS 0,5 g/100 ml

Jel ylritme asamasinda dH,0 ile 1x’e seyreltilerek ¢alisma sollisyonu hazirlanabilir.

% 30 Akrilamid/Bis-akrilamid Soliisyonu

Akrilamid 29 gr/100 ml
N, N'-Metilen-Bis-Akrilamid 1gr/100 ml

Protein Boyama Soliisyonu

Coomassie Brillant Mavisi 280 mg /100ml
Metanol 45,2 ml/100 ml
Glasiyal Asetik Asit 9,2 ml /100 ml

Belirtilen bilesenler eklendikten sonra 100 ml’ye tamamlanir.

Boya Uzaklastirici Soliisyon

Metanol 75 ml / litre dH.0
Asetik Asit 50 ml / litre dH,0
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Tris-KCl (pH: 7.5) Tampon Cozeltisi

50 mM Trisma Base
50 mM KCl

Bu bu bilesikler eklendikten onra HCl ile pH ayarlanir.

HisTALON saflastirma koloni icin hazirlanan ¢ozeltiler

Lizis tamponu (1 It)

50 mM NaH;P04 6,90 g NaH,P04-H,0 (MW 137.99 g/mol)
300 mM NacCl 17,54 g NaCl

10 mM imidazole 0,68 g imidazole

NaOH kullanilarak pH : 8,0’a ayarlanir.

Dengeleyici Tampon (1 It)

50 mM NaH:P0O4 6,90 g NaH2P04-H20 (MW 137.99 g/mol)
300 mM NacCl 17,54 g NaCl

10 mM imidazole 0,68 g imidazole

NaOH kullanilarak pH : 8,0’a ayarlanir.

Yikama tamponu (1 It)

50 mM NaH:P0O4 6,90 g NaH2P04-H20 (MW 137.99 g/mol)
300 mM NacCl 17,54 g NaCl

20 mM imidazole 1,36 g imidazole

NaOH kullanilarak pH : 8,0’a ayarlanir.

Eliisyon Tamponu (1 It)

50 mM NaH,P04 6,90 g NaH,P04-H20 (MW 137.99 g/mol)
300 mM NacCl 17,54 g NaCl

150 mM imidazole 10,2 g imidazole

NaOH kullanilarak pH : 8,0’a ayarlanir.
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2.1.6 Primerler

Bos taurus kas enolazini (BtEno3) ifade eden gen pcDNA3.1 vektori icinde N-terminal
DYK isaretli olarak bulunmaktadir. Bu tezde klonlama igin 6-His afinitesi ile saflastirma
yapilmistir. Bu sebeple iki asamali olarak gen amplifiye edilerek genden DYK
kuyrugunun cikarilmasi gereklidir. ilk asamada BtEno3F_M ve BtEno3R_M primerleri
kullanilarak DYK kuyrugu cikarilmistir (Cizelge 2.1). ikinci asamada ise tasarlanan
BtEno3F ve BtEno3R primerleri pLATE31 vektorine spesifik yapiskan uclar
olusturmaktadir. Protein saflastirmasi igin olmasi gereken 6 His-tag kuyrugu pLATE31
vektoriinde yer almaktadir. aLICator LIC Klonlama ve Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-
tag) klonlama protokoliinde belirtilen primer tasariminda 5’ ucu primeri pLATE31
vektorine spesifik diziler icermekte ve ilgili gen ile c¢akisan vyeterli bir 3’ ucu
icermektedir.

Cizelge 2.1 Bos taurus kas enolazini (BtEno3) ifade eden genin amlifikasyonunda
kullanilan primerler

BtEno3F_M 5' GCCATGCAAAAAATCTTTGCCCGG 3! Tm: 62,4 °C
BtEno3R_M 5' CTTGGCCTTCGGGTTACGGAAC 3' Tm: 63,0 °C
BtEno3F 5' AGAAGGAGATATAACTATGGCCATGCAAAAAATCTTTGCCCGGG 3' Tm: 68,3 °C

BtEno3R 5' GTGGTGGTGATGGTGATGGCCCTTGGCCTTCGGGTTACGG 3' Tm: 77,1 °C

2.2 YONTEM

Tim yontemler Sambrook, J. ve Russell, D.W. molekiler klonlama laboratuvar
metotlarina uygun olarak tasarlanmistir [77]. Aksi belirtilmedigi takdirde baska bir

metot uygulanmamistir.

2.2.1 Plasmid DNA’dan Bos taurus kas enolazini (BtENO3) ifade eden genin

Amplifikasyonu

ilk asamada ticari olarak pcDNA3.1 ekspresyon vektérii icinde 1305 b¢’lik Bos taurus
kas enolaz geni (BtENO3) C-terminal DYK isaretli olarak satin alinmistir. Yapilan ilk

denemede dogru boélgenin amplifiye edildigi gorilmistir. Fakat aLlCator LIC Klonlama
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ve Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-tag) sistemi ile klonlanip ekspresyonu yapildiginda
klonlamanin basarisiz oldugu goérilmustir. Amplifiye edilen gen sekanslanip analiz
edildiginde DYK kuyrugunun N-terminalde yer aldigi fark edilmistir. Siparis edilen
firmadan kaynakl bu yanlisligl diizeltmek icin N-terminalde yer alan DYK kuyrugunun
cikarilmasi amaciyla iki asamali olarak amplifiye edilmistir [78]. Cizelge 2. 2 ve Cizelge
2. 3’de ki kosullar takip edilerek 1305 bg buyikligiinde gen amplifiye edilmistir. PCR
kosullari soyledir; 95°C’de 5 dakika 6n denatiirasyon, 94°C’de 1,5 dakika denattirasyon,
50 °C’'de 2 dakika baglanma, 72 °C’'de 2 dakika uzama ile 30 dongi ve 72 °C'de 10
dakika son uzama olarak gergeklestirilmistir. Primer tasariminda 5 ucu primeri
pLATE31 vektorine spesifik diziler icermekte ve ilgili gen ile cakisan yeterli bir 3’ ucu
icermektedir. Protein saflastirmasi icin olmasi gereken 6 His-tag kuyrugu pLATE31
vektoriinde yer almaktadir. Amplifiye edilen BtENO3 geni aLlCator LIC Klonlama ve
Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-tag) sistemi ile klonlanmistir. aLICator LIC Klonlama ve
Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-tag) protokoliinde verilen, gen buylkligine gore
reaksiyona girmesi gereken insert DNA miktari hesaplama tablosu esas alinarak 1305
b¢’lik BtENO3 saflastirilmis Grlinin konsantrasyonu 65 ng olarak ayarlanmasi

gerekmektedir [74].

Cizelge 2. 2 Birinci asama PCR; pcDNA3.1 ekspresyon vektoriinden Bos taurus kas

enolazini (BtENO3) kodlayan genin amplifikasyonu igin PCR bilesenleri

Bilesenler Miktar

10X Pfu PCR tamponu 5ul

dNTP karisimi 5 ul (Her bir nikleotid icin 2mM iceren stoktan)
BtEno3F_M primeri 2,5 ul (20 uM stoktan)
BtEno3R_M primeri 2,5 ul (20 uM stoktan)

Kalip DNA 1l

Pfu DNA Polimeraz 1 ul (2,5 U/ul stoktan)

Steril dH20 33 ul (Son hacim 50 pl olacak sekilde)
Toplam hacim 50 pl
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Cizelge 2. 3 ikinci asama PCR; Bos taurus kas enolazini (BtENO3) kodlayan genin

pLATE31 vektoriine ligasyonu amaciyla yapilan amplifikasyon icin PCR bilesenleri

Bilesenler Miktar

10X Long PCR tamponu 5ul

dNTP karisimi 5 ul (Her bir nikleotid icin 2mM igeren stoktan)
BtEno3F primeri 2,5 ul (20 uM stoktan)

BtEno3R primeri 2,5 ul (20 uM stoktan)

Kalip DNA 1l

Pfu DNA Polimeraz 1 ul (2,5 U/ul stoktan)

Steril dH;0 33 ul (Son hacim 50 ul olacak sekilde)
Toplam hacim 50 pl

2.2.2 Agaroz Jel Elektroforezi

Amplifiye edilen PCR Uriinlerinin analizi amaciyla % 1’lik agaroz jel hazirlanmistir. 1XxTAE
tampon c¢ozeltisi ile agaroz karistirilhp tamamen c¢ozinlinceye kadar kaynatilir,
elektroforez tepsisine dokuliir ve oda sicakliginda sogumaya birakilir. Tepsiye taraklar
yerlestirildikten sonra jellesme icin 30 dk kadar beklenmektedir. Jel olustuktan sonra
taraklar cikarilarak tepsi tankin icerisine vyerlestirilir. istenilen miktarda &rnekler
kuyucuklara yuklendikten sonra 40-60 mA’de cihaz calistiriir ve 6rneklerin jelde
yuriimesi beklenir. Son asamada ise baz sayisina gore ayrilan ornekler Etidyum
bromir’e alternatif olarak Novel juice (Genedirex) ile boyanarak UV isik altinda

gorintilenir [77], [79].

2.2.3 Bos taurus Kas Enolazini Kodlayan Genin (BtENO3) ifade Vektoriine (pLATE31)

Aktarilmasi

2.2.3.1 LIC Reaksiyonu ve Rekombinant DNA Plazmidinin E. coli BL21(DE3)

Hiicrelerine Transformasyonu

aLICator LIC Klonlama ve Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-tag) protokoliinde verilen,

gen buylkligine gbre reaksiyona girmesi gereken insert DNA miktari hesaplama
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tablosu esas alinarak 1305 b¢’lik BtENO3 saflastiriimis Grliniin konsantrasyonu 65 ng

olarak ayarlanmasi gerekmektedir.

Vektor ile saflastiriimig PCR Urindndn ligasyonu igin oda sicakhiginda reaksiyonu
hazirlanmistir (Cizelge 2.4). Reaksiyon karisimi oda sicakliginda 5 dk inkibe
edilmektedir. Reaksiyonu durdurmak igin 0,6 pl 0,5 M EDTA ile iyice karistirilir. Vektor
ile birlesme asamasinda ise lineer pLATE31 vektorinden 1 ul (60 ng) ve T4 DNA
polimeraz ile muamele edilmis PCR (rlni hafifce vortekslenir ve 3-5 saniye santrifiij
edilir. Birlestirme karisimi oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilir. Birlestirilen karisim

transformasyona uygun hale gelmistir.

Cizelge 2.4 pLATE31 ekspresyon vektori ve BtENO3 geni ligasyon reaksiyonu

bilesenleri
Bilesenler Hacim
5X LIC tamponu 2 ul
Saf PCR iiruinii 1 ul (65 ng)
Steril distile su 6 ul
T4 DNA polimeraz 1 pl (1 U/ ul stoktan)
Toplam 10 ul

2.2.3.2 Kalsiyum Kloriir Muamelesi ile Kompetant E. coli BL21(DE3) Hiicrelerinin

Hazirlanmasi

Kompetan hiicre hazirlamak i¢in -80 °C’'deki E. coli BL21(DE3) soyu hiicre stogundan
sirme ekim yontemi ile LB agara ekimi yapilir ve gece boyu 37 °C’ de inkiibe edilir.
Gelisen kolonilerden tek koloni secimi yapilarak 5 ml LB buyyona aktarilir ve bir gece 37
°C 120 rpm de inkiibe edilir. Gelisen kiltiirden 500 pl alinarak 50 ml buyyona aktarilir
ve 37 °C, 120 rpm’de ODsoo’deki hiicre yogunlugu 0,3-0,4 arasinda bir degere
ulasincaya kadar inkiibe edilir. istenilen hiicre yogunluguna ulastiktan sonra 25 ml’lik
iki tipe bolunir ve +4 °C ve 5000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek hiicrelerin
toplanmasi saglanir. Supernatant kismi atildiktan sonra, pellet 25 ml CaCl; ile yavasca
¢Ozillr ve sonrasinda 30 dk buzda bekletilir. 5000 rpm’de 5 dakika +4 °C’de santrif(ij

edilir ve supernatant dokulir ve her bir tlpteki pelet 1ml CaCl, solliisyonunda yavasca
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¢Ozullr. Tlpler 2 saat buzda bekletildikten sonra hiicrelerimiz kompetan hale gelmis

olur [74].

2.2.3.3 Rekombinant DNA Plazmidinin E. coli BL21(DE3) Hiicrelerine

Transformasyonu

Vektor ile amplifiye edilen DNA’nin ligasyonu yapildiktan sonra érnegin izerine 200 pl
kompetant E. coli BL21(DE3) hiicrelerinden aktarilir ve hafif¢e karistirihr ve sonrasinda
30 dk buzda bekletilir. Bu bekleme asamasindan sonra 42 °C’deki su banyosunda 90
saniye boyunca isi sokuna maruz birakilir. Isi sokundan sonra hiicreleri sarsmada 2 dk
buzda bekletilir ve pesi sira 100 pl/ml amfisilin iceren SOC buyyondan 800 pl ilave
edilir. Tupler hafifce sarsmadan karistiriir ve 37 °C de 45 dakika etlivde bekletilir.
inkiibasyon sonrasi 100 pl/ml amfisilin iceren LB-agara 100 ul, 200 pl, 200 pl ve 500 pl

ornek olacak sekilde ekim yapilir ve 37 °C’deki etiivde bir gece inkiibe edilir.

2.2.3.4 Gen Klonlamasinin koloni PCR ve dizileme ile kontrolii

BtENO3 geni pLATE31 ekspresyon vektori ile ligasyonu yapiip E. coli BL21(DE3)
hiicrelerine transformasyonu yapilmistir. Transformasyon sonrasi LB agar besi yerine
ekilen hicrelerimizden pozitif koloni segilmistir. Segilen bu koloniler 5 ml (amp’li) LB
buyyona ekilmistir. BtENO3 geni koloni PCR yontemi ile amplifiye edilmistir (Cizelge
2.5). Bu yontemde; besi yerinden 100 ul alinarak 7 dk 12000 rpm de santriflij edilmistir
ve slipernatant atilmistir. Pellet 100 pl ile ¢ozuldikten sonra 10 dk kaynatiimistir.
Sonrasinda 15 dk 12000 rpm de santrifiijlenerek stipernatant kismi alinarak kalip olarak
kullanilmistir. 95°C’de 5 dakika 6n denatlirasyon, 94°C’de 1,5 dakika denatilirasyon, 50
°C'de 2 dakika baglanma, 72 °C'de 2 dakika uzama ile 30 déngi ve 72 °C'de 10 dakika
son uzama PCR kosullarinda amplifiye edilmistir. Amplifikasyonu gerceklestirilen gen
Urlninldn tamami agaroz jel elektroforezinde yiritilerek gen klonlamasinin 6n
kontroli yapilmistir ve PCR sonucu pozitif olarak gorilen 6rnekler dizilenmis ve dizinin

dogrulugu kontrol edilmistir.
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Cizelge 2.5 Koloni PCR bilesenleri

Bilesenler Miktar
10X Tag tamponu 5ul

5 ul (Her bir niikleotid igcin 2mM igeren
dNTP karisimi

stoktan)

BtEno3F primeri 2,5 ul (20 uM stoktan)
BtEno3R primeri 2,5 ul (20 uM stoktan)
Kalip DNA 10 ul
Taq DNA Polimeraz 1 ul (2,5 U/ul stoktan)
Steril dH,0 24 ul (Son hacim 50 ul olacak sekilde)
Toplam hacim 50 ul

2.2.4 Bos taurus Kas Enolazini Kodlayan Genin (BtENO3) Dizi Analizi

Bos taurus enolazi (NCBI accession number: NP_001029874.1) ile Theileria annulata
(NCBI accession number: ADU85973.1) parazitindeki esdeger enolazi karsilagtirmali
analiz yapilmistir. Ayrica bazi filogenetik olarak yakin olan tirler olan Bos indicus (NCBI
accession number: XP_019836779.1), Homo sapiens (NCBI accession number:
P13929), Bubalus bubalis (NCBI accession number: XP_006060127.1), Capra hircus
(NCBI accession number: XP_005693512.1) ve Saccharomyces cerevisiae (NCBI
accession number: P00924) enolazlari Clustal-Omega web tool [80] kullanilarak
karsilastirilmistir. Filogenetik olarak yakin tirler  NCBI-BLAST web araci [81]
kullanilmistir ve korunan bolgeler, insersiyonlar, delesyonlar ve katalitik halkalar

karsilastirmali olarak analiz edilmistir.

2.2.5 Bos taurus Kas Enolazini Kodlayan Genin ifadesi, Enzimin Saflastirilmasi Ve

Karakterizasyonu

2.2.5.1 Bos taurus Kas Enolazini Kodlayan Genin ifadesi

BtENO3 geni ekspresyon vektori olan pLATE31 vektoriine aktarilip E. coli BL21(DE3)
hiicresine transforme edildikten sonra genin ekspresyonu gerceklestirilmistir.BtENO3

genini iceren E. coli BL21(DE3) hicreleri 100 pg/ml amfisilin iceren 5ml LB buyyona
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ekilmistir. 37 °C'de ve 180 rpm’de gece boyu inkiibe edilmistir. Ayni kiltir BtENO3
genini icermeyen E. coli BL21(DE3) hiicreleri icinde yapilmistir. 5 ml’lik besiyerinden
500 pl alinip 50 ml lik amfisilinli LB besiyerine aktarilmistir. 37 “C'de inkibe edilmeye
devam edilip, ODeoo’deki hiicre yogunlugu 0,6’ya ulasincaya kadar inkiibe edilir. Hiicre
yogunlugu istenilen miktara ulastiktan sonra, 50 ml’lik kiltir son konsantrasyonu 1
mM olacak sekilde IPTG ile hiicreler indiklenir. Ayni islemler BtENO3 genini icermeyen
E. coli BL21(DE3) hiicreleri iginde yapilmistir. 5 saat boyunca inkiibe edilen bu 6rnekler
5000 rpm’de 15 dakika santrifiijlendikten sonra siipernatant kisimlari atilarak pellet -20
OC saklanabilir. Pellet tGizerine 500 pl Tris-HCl (pH 7,4) eklenir ve pellet ¢dziinur. Hicre
tamamen homojen hale geldikten sonra sonikasyon ile hiicrelerimiz pargalanir. % 20
glg, 10 sn sonikasyon ve 20 sn bekleme olmak lzere sonikator ayarlandiktan sonra 6
dongiu halinde hiicreler pargalanir. Tim basamaklar buzun iginde yapilmasi
gerekmektedir. Sonikasyondan sonra hiicreler 14.000 rpm’de 20 dk 4 °C'de santrif(j
edilir. SGpernatant kisimlari alinarak temiz bir tlipe aktarilir. Pelletler ise distile su ile
¢oziilerek SDS-PAGE de kosturulmak icin hazirlanir. BIO-RAD Mini-PROTEAN® 3 Cell jel

elektroforez sistemi kullaniimistir.

2.2.5.2 Bos taurus Kas Enolazinin Saflastiriimasi

Saflastirma basamaginda 50 ml’lik kiltlrlerden elde edilen pelletler 3 ml lizis
tamponunda ¢ozilmistir. Cozilen pellet, sonikator ile %40 glicte 10 sn uygulama 10
sn bekleme yapilarak 6 dongiide 2 dakika sitirede parcalanmistir. Elde edilen karisim,
14000 rpm’de 30 dk 4 3C’de santrifiij edilmistir. Ticari olarak elde edilen TALON®
kolonu (Clontech Laboratories, Inc., USA ve Kanada) 10 ml dengeleyici tampon ile
yikanmistir. Elde edilen hiicre lizati kolona yiiklenmistir ve kolondan c¢ikan ilk sGzinti
toplanmistir. Bu basamaktan sonra kolon 8 ml dengeleyici tampon ile yikanmistir. Daha
sonra 7 ml yikama tamponu ile kolon yikanarak iki tlip yikama ornegi alinmistir. 5 ml
elisyon tamponu ylklenerek 1 ml eliisyon fraksiyonlari toplanmistir. Toplanan
elisyonlar icin aktivite bakilarak enzim aktivitesi bulunan ikinci ve Uglnci ellsyonlar
birlestirilmistir. ikinci saflastirma sirasindaki enzim kaybini énlemek icin birinci

saflastirma sonrasi toplanan ikinci ve Uglincli ellsyonlardaki fazla imidazolu
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uzaklagtirmak igcin 10K protein concentrator kullaniimistir. ElGisyon igindeki 150 mM

imidazol miktari 20 mM’a diistrilmus ve ikinci saflastirmaya gegilmistir.

ik saflastirma sonrasi eliisyonlar 30K protein konsantratér (Thermo scientific Pierce™
Protein Concentrator PES, 10K MWCO, 2-6 mL, kat no: 88521) ile 4 °C, 5000 rpm’de 12
dk santrifij edilmistir. Ortamdan fazla imidazolu uzaklastirmak amaciyla santrifij
sonrasl dengeleyici tampon eklenerek islem tekrarlanmistir. Son olarak dengeleyici
tampon tekrar eklenerek ikinci saflastirmaya gecilmistir. ikinci saflastirma ayni

kosullarda tekrarlanarak ellsyonlar toplanmistir.

2.2.5.3 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Toplanan ornekler ve saflastirdigimiz enzim SDS-PAGE de analiz edilmistir. BIO-RAD
Mini-PROTEAN® 3 Cell jel elektroforez sistemi kullanilmistir. Jel asagida belirtildigi gibi

hazirlanmistir.

Ayirma jeli (% 12)

dH.0 3,35ml
1,5 M Tris HCI (pH:8.8) 2,5ml
% 10 SDS 100ul
% 30 Akrilamid/ Bis 4dml

% 10 Amonyum persulfat 75ul
TEMED 15 pl

Yiikleme jeli (% 4)

dH.0 6,1ml
0.5 M Tris HCI (pH:6.8) 2,5ml
%10 SDS 100ul
%30 Akrilamid/ Bis 1,3ml
% 10 Amonyum persulfat 60ul

TEMED 12 pl
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Ornekler jele yiiklenmeden énce yiikleme ¢ézeltisi ile karistirilarak 5 dk kaynatilir ve
kuyucuklara yiklenir. Yuritme tamponu elektroforez tankina eklenerek 80 mA de
ylritilmeye baslanir. Yiritme islemi tamamlandiktan sonra boyama ¢ozeltisi ile jel
gece boyu boyandiktan boya gikarici ¢ozeltiye alinir ve bantlar belirginlesinceye kadar

bekletilir.

2.2.5.4 Protein Konsantrasyon Tayini

Saflagtinilan 6rnekler 50 kat seyreltilerek Azso deki absorbans degeri okunmustur.
Okunan bu deger ile Beer-Lambert formiiline gore protein konsantrasyonu
bulunmustur (2.1). Bu formildeki molar absorbsiyon katsayisi (g; Extinction
Coefficient) ve molekiler agirhigi web tabanli programlar (Peptide Property Calculator)
yardimiyla bulunabilir. Formuldeki L ise stk yolu wuzunlugudur ve standart
spektrofotometreler 1 cm genislig§inde o6rnek kiivetlerinin kullanimi igin uygun
oldugundan L degeri genellikle 1 cm’dir. Bulunan deger seyreltme katsayisi ile
carpilarak mg/ml olarak bulunmaktadir.

AZB0 X MW
— XL

¢ (mg/ml) = (2.1)

2.2.5.5 Spektrofotometrik Yontemle Enzim Aktivitesi Tayini ve Karakterizasyonu

Protein ekspresyonu IPTG indiklemesi ile gercgeklestirildikten sonra hiicre sonike
edilmistir ve hicre lizatindan enzim aktivitesi Olgtlmustlir. Enzim aktivitesi 240 nm
dalga boyunda olusan riin miktarindaki degisim baz alinarak él¢iilmistiir. Enolaz Mg*?
kofaktoriu ile substrati olan 2-fosfogliserati (2PG) iki yonli olarak fosfoenolpiruvata
(PEP) donistirmektedir. 2PG (son konsantrasyon 1,5 mM), Tris-HCI (pH 7,4 son
konsantrasyon 50 mM), MgCl, (son konsantrasyon 1,5 mM) olacak sekilde son hacim 1
ml hesaplanmistir. Enzim aktivitesi oda sicakliginda kuvarz kivet kullanilarak 2dk
boyunca Urin miktarindaki degisimi baz alinarak spektrofotometrik olarak

hesaplanmistir.
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Enzim stabilitesini analiz etmek igin giin icinde 1 saat araliklar ile enzim aktivitesi
Olcllmis ve takibinde bir hafta icindeki stabiliteyi analiz etmek i¢in bir hafta boyunca

Olgcim alinmistir.

Enzimin optimum pH, optimum sicaklik ve kinetik parametreleri belirlenmistir. pH’in
enzim aktivitesine etkisi 25 °C’de pH 5.5-8.5 araliginda analiz edilmistir. Optimum pH
tespit edildikten sonra sicakligin enzim aktivitesine etkisi 20-60 °C arasi sicakliklarda

analiz edilmistir.

Bos taurus kas enolazinin (BtENO3) farkh substrat konsantrasyonlarinda (0.05 mM,
0.075 mM, 0.125 mM, 0.25 mM, 0.5 mM, 1 mM, 2mM ve 3 mM) 2 dk boyunca (riin
miktari degisimi baz alinarak 240 nm 2 dk boyunca absorbans farki hesaplanmistir.
Tum absorbans farki degerleri, ePEP (1400 M-icm) [82] katsayisi baz alinarak aktivite
(umol/dk) degerine donlstirilmistir. Hiz V= (AA/2 dk)/(1400 M1 cm™ (molar
ekstinsiyon katsayisi)x 0,56 cm (klvet 1sik yolu))x 0,2 ml (reaksiyon hacmi) ile herbir
substrat konsantrasyonu icin hesaplanmistir. Substrat konsantrasyonuna karsi hiz

alinarak Michealis-Menten grafigi cizilmistir

2.2.6 inhibitor etkinliginin Bos taurus kas enolaz enzimi kullanilarak taranmasi ve

enzim kinetigi calismalar

Kumarin tirevlerinin Theileria annulata enolazi Uzerine inhibisyon potansiyellerinin
arastirilmasi kapsaminda yapilan calismada (Yakarsonmez, 2017, Doktora tezi) K8, K9,
K21 ve K23 kumarin tlrevleri en yiliksek oranda enolazi inhibe ettigi bildirilmistir.
Secilen bu kumarinlerin parazitin konak organizmasi olan Bos taurus’ta es degeri olan
enolaz lzerine inhibitor etkinliginin analizi ve ICso degerlerinin bulunmasi igin aktivite
tayini prosediirii takip edilmistir. inhibitér varhiginda 240 nm dalga boyunda BtENO3

enziminin substrati olan 2-PG’yi PEP Urlinline dénistlirme hizi izlenmistir.

Reaksiyonlarda; 1,5 mM MgCl,, 50 mM Tris/HCI (pH 6,5) tampon, 2 ul inhibit6ér (son
konsantrasyon 100 uM, 80 uM, 60 uM, 40 uM, 20 uM, 10 uM), 3 ul enzim ve son
hacim 200 pl olacak sekilde reaksiyon karisimi 25 °C’de 600 devirde 10 dakika inklibe
edilmistir. Kumarin tirevleri ile yapilan inhibisyon calismalarinda, kumarin tirevleri

DMSO igerisinde ¢ozulmustir. 10 dk inkiibasyon sonrasi 2PG (son konsantrasyon 1,5
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mM) eklenmistir ve 240 nm’de absorbans degisim baz alinarak % inhibisyon degerleri
2.2 kullanilarak hesaplanmistir. ICso degeri spesifik bir substrat konsantrasyonunda bir
enzimatik reaksiyonun %50 oraninda inhibisyon olusturmak icin gereken inhibitor
konsantrasyonunu ifade etmektedir. Belirlenen kumarin tlrevlerinin saflastirilan enzim
Uzerinde c¢aligilarak tespit edilen ICso  degerleri; en az bes farkh inhibitor
konsantrasyonunun logl0 degerlerine karsi ylzde inhibisyon degerlerinin lineer
olmayan regresyon analizleri ile degisken egim (variable slope) baz alinarak GraphPad

Prism 6.0 programi kullanilarak hesaplanmistir.

(A4240,, . —AA240

AA240

%Inhibisyon = ) x100 (2.2)

kontrol

2.2.7 Bos taurus Kas Enolazini Homoloji Modellemesi ve Optimizasyonu

Saflastirilan ve enzim aktivitesi tayini yapilan BtENO3 enziminin 3-boyutlu yapisi,
karsilastirmali modelleme prensibine dayanan homoloji modelleme yontemi ile
olusturulmustur. MODELLER programi 3-boyutlu yapisi bilinen ve bilinmeyen proteinler
ile karsilastirma yaparak tahmini olarak bir model olusturur [83]. Kalip yapinin
belirlenmesi 3-boyutlu yapisi bilinen proteinler ile karsilastirilarak belirlenmistir.
Benzer vyapilari belirlemek igin web tabanli program olarak PROTEIN BLAST
kullanilmistir. Olusturulan 3-boyutlu yapinin dogrulugu, AMBER programi ile eneriji
minimizasyonu  vyapildiktan sonra  web  tabanh  programlar  yardimiyla
degerlendirilmektedir. RAMPAGE yardimiyla ramahandran grafigi cizilmistir, ERRAT ve
PROSA programlari ile yapinin dogrulugu degerlendirilmistir [84], [85], [86]. Enzimin
aktif bolgelerine muhtemel baglanacak olan ligandlari Q-site Finder web tabanl

programlar ile tespit edilmistir.

2.2.8 Bos taurus kas enolaz enziminin molekiiler docking ¢alismalari ve molekiiler

dinamik simiilasyonu

2.2.8.1 Bos taurus kas enolaz enziminin molekiiler dinamik simiilasyonu

Homoloji modelleme ydntemleri ile 3 boyutlu yapisi belirlenen Bos taurus kas

enolazinin  (BtENO3) koordinatlari baslangic noktasi alinarak 3-D yapisinin
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minimizasyonu yapilmistir. Cizelge 2. 6’daki kosullar ile enerji minimizasyonu AMBER

ile gerceklestirilmistir [48].

Cizelge 2. 6 Bos taurus enolazinin (BtENO3) enerji minimizasyon kosullari

Minimize
gcntrl

imin=1,
ntx=1,
irest=0,
maxcyc=10000,
ncyc=1000,
ntpr=100,
ntwx=0,
cut=8.0,

!

Enerji minimizasyonu kosullari asagidaki gibi tanimlanmistir;

imin=1, minimizasyon

ntx=1, ASCIl formatindaki coordinat dosyalarini oku

irest=0, simUlasyonu yeniden baslatma

maxcyc=10000, maksimum enerji minimizasyonu basamagi

ncyc=1000, ilk 1000 déngu steepest descent algoritmasi sonraki basamaklar conjuge
gradient algoritmasi

ntpr=100, ¢iktilari yaz

ntwx=0, koordinat dosyalarini yazma

cut=8.0, Nonbonded cutoff uzakhgi (angstrom)

10000 dongl enerji minimizasyonu yapildiktan sonra simulasyon oncesi Cizelge 2.

7'deki kosullar ile sistem isitilir.

Cizelge 2. 7 Bos taurus kas enolaz (BtENO3) sisteminin isitiimasi kosullari

scntrl
imin =0, cut = 9, ntk = 2,
n3atlim = 100000, dt = 0.002, ntt = 3,

garma 1n 1.0,

tempi = 10.0, templ = 300.0,
ntc = 2, ntf = 2,

ntp = 1,

ntwx = 200, ntwe = 5, ntpr = 5,
zend
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Sistemin isitilma kosullari asagidaki gibi tanimlanmistir;
imin = 0, molekiler dinamik simulasyonu segimi

cut =9, Nonbonded cutoff uzakligi (angstrom)

ntb = 2, sabit basing

nstlim = 100000, MD simiilasyon basamak sayisi

dt = 0.002, adim zamani (pikosaniye)

ntt = 3, langevin termostat ile sicaklik kontroli

gamma_In = 1.0, langevin termostat ¢arpisma frekansi
tempi = 10.0, baslangi¢ sicakligi

tempO0 = 300.0, son sicaklik

ntc = 2, bag gerilmesinin similasyonunda SHAKE modu
ntf = 2, bag etkilesmelerinin similasyonunda SHAKE modu
ntp = 1, sabit basing

ntwx = 200, her 200 basamakta coordinatlari yaz

ntwe =5, her 5 basamakta enerji ve sicaklik degerlerini yaz

ntpr =5, her 5 basamakta enerji tiim enerji degerlerini yaz

200 pikosaniyelik sistemin isitilmasi sonrasi Cizelge 2. 8’deki kosullar ile Bos taurus kas
enolazinin similasyonu gergeklestirilmistir. Bos taurus kas enolazinin (BtEno3)

homoloji modeli icin 50 ns’lik simtlasyonu tamamlanmistir.

Cizelge 2. 8 Bos taurus kas enolaz (BtENO3) sisteminin MD simulasyon kosullari

Ecntrl
imin = 0, cut = 9, ntk = 2
0

Eewald
nfftl = 108, nfft2 = 108, niftd = 108,
Eend

52



Simulasyon kosullari asagidaki gibi tanimlanmistir;

imin = 0, molekiler dinamik simulasyonu segimi

cut =9, Nonbonded cutoff uzakligi (angstrom)

ntb = 2, ntb = 2, sabit basing

nstlim =2500000, MD similasyon basamak sayisi

dt = 0.002, adim zamani (pikosaniye)

ntt = 1, langevin termostat ile sicaklik kontroli

tempi = 10.0, baslangig sicakligi

tempO0 = 300.0, son sicaklik

ntc = 2, bag gerilmesinin similasyonunda SHAKE modu

ntf = 2, bag etkilesimelerinin simiilasyonunda SHAKE modu
ntp = 1, sabit basing

irest = 1, bir 6nceki simiilasyondan devam et

ntx = 5, bir 6nceki simllasyondan hizi ve koordinatlari oku
ntwx = 500, her 500 basamakta coordinatlari yaz

ntwe = 50, her 50 basamakta enerji ve sicaklik degerlerini yaz
ntpr = 50, her 50 basamakta tiim enerji degerlerini yaz

nfftl = 108, nfft2 = 108, nfft3 = 108, particle mesh ewald metodu kutucuk boyutlari

2.2.8.2 Molekiiler yanastirma yontemiyle Bos taurus kas enolazina substratinin (2-
Fosfogliserat) yanastiriimasi ve enzim-substrat kompleksinin molekiiler

dinamik yontemler ile simulasyonu

AutoDock4 programi kullanilarak enzimin aktif bolgesine 2-fosfogliserik asit (Sekil 2. 4)
yanastiriimistir ve baglanma enerjileri hesaplanmistir [87]. Bu metotta genetik tarama

algoritmalari ve Lamarckian yanastirma parametreleri kullaniimistir [88].

(IZI) O
HO—I?—O

OH OH

OH

Sekil 2. 4 2-Fosfogliserat
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Similasyon 6ncesi substratin atomik kuvvet alanlari, Antechamber [89] vasitasiyla
AM1-BCC atomik yiik [90] ve GAFF (general AMBER force field) parametreleri [91] ile
tanimlanmistir. Enzim substrat kompleksi kot etkilesimlerden kurtarmak igin ener;ji
minimizasyonu yapilmistir (Cizelge 2. 9). Molekil ilk 1000 adim stepest descent
algoritmasi [92] ve sonrasinda ise conjugate gradient algoritmasi [93] kullanilarak
minimize edilmistir. Ortama eklenen suyun molekiile homojen dagilmasi igin restraint
komutu ile sistem simiilasyona hazir hale getirilmistir.

Cizelge 2. 9 Bos taurus enolazi-substratinin (2-Fosfogliserat) kompleksinin enerji
minimizasyon kosullari

imin =1, cut = 9, nth =1
maxcyc = 100000, necyc = 10
drms=0.01,

reatraint wt=1.0,
reatraintmask=":1-434"
send

Minimize edilmis sistemin son sicakligi Langevin termostati kullanilarak [94] 300 K
olacak sekilde 200 ps boyunca isitilmistir ve sonrasinda sistemin sicakhigl Berendsen

algoritmasi [95] ile kontrol edilerek 100 ns boyunca simule edilmistir (Cizelge 2. 10).

Cizelge 2. 10 a) Bos taurus enolazi-substratinin (2-Fosfogliserat) kompleks sistemin
Isitilmasi b) Simulasyon kosullari

a) sentrl b) scntrl
— imin = 0, cut = 9, ntk = 2, imin = 0, cut = 9, nth = 2,
natlim = 200000, dt = 0.001, ntt = 3, nstlim =5000000, dt = 0.002, ntt = 1,
gamma_ln = 10.0, templ = 10.0, tempO = 300.0,
tempi = 10.0, templ = 300.0, ntc = 2, ntf = 2,
ntc = 2, ntf = 2, ntp = 1,
ntp = 1, irest = 1, ntx = 5, ntxoc=2,
ntwx = 200, ntwe = 50, ntpr = 50, ntwx = 500, ntwe = 100, ntpr = 100,
send send
sewald
nfftl = 108, nfft2 = 108, nfft3 = 108,
send

2.2.8.3 Molekiiler docking yontemiyle Bos taurus kas enolaz enzimine kumarin

tirevlerinin yanastirilmasi ve molekiiler dinamik simulasyonu

MD similasyon oncesi enolaz enzimine AutoDock4 programi kullanilarak kér dock
(blind docking) yontemiyle on farkh konumda K8, K9, K21 ve K23 (Cizelge 2. 11)
inhibitord yanastiriimistir. On farkli konum iginde baglanma enerjisi en disik olan 2
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farkli konum baz alinarak 50 ns boyunca simule edilmistir. Similasyon sonrasi enzim-
kumarin komplekslerine substrat yanastirilmistir. Olusturulan kompleks 100 ns
boyunca simule edilmeye devam edilerek son yapinin belirlenmesi amaglanmistir.

Simulasyon parametreleri Cizelge 2. 10’daki kosullar dikkate alinarak tekrarlanmistir.

Cizelge 2. 11 Kumarin tirevleri

K8 6,7- dihidroksi-4-(3,4-

dimetoksifenil)-kumarin

K9 7,8- dihidroksi-4-(3,4-

dihidroksifenil)-kumarin

K21 6,7- dihidroksi-4-(3,4-

dihidroksifenil)-kumarin

K23 7,8- dihidroksi-3-(3,4-

dihidroksifenil)-kumarin
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2.2.9 MM-GB(PB)SA Metodu ile Kumarin Tiirevlerinin ve Substratin (2PG) Serbest

Baglanma Enerji Hesaplamalari

Molecular Mechanics/Generalized Born Surface Area (MM-GBSA) ve Molecular
Mechanics/Poisson-Boltzmann Surface Area (MM-PBSA) metodlari molekiiler mekanigi
ve implicit solvent modelini kullanarak serbest baglanma enerijilerini hesaplamaktadir.
Serbest baglanma enerji hesap formulasyonunda kompleks (reseptor+ligand),

apoprotein (reseptor) ve ligandin ayri ayri enerjiler hesaplanir (2.3).
AGbind =AEcomplex - (AEreseptﬁr + AEreseptt’:r) (2-3)

MM-GB(PB)SA metodu ile enerji hesaplamalarinda ortamdaki explicite su nedeniyle
enerji degisimleri blyuk dalgalanmalar seklinde olur. Bu sebeple implicit solvent ile yer
degistirerek bu degisimler minimize edilmektedir. Herbir sistemin enerji hesabinda Emwm
gaz fazindaki sistemin molekiler mekanik enerijisini ve Eso ise solvent icindeki serbest
enerjiyi ifade etmektedir (2.4). Gaz fazindaki molekiler mekanik enerji kompleks,
reseptér ve ligandin non-bonded baglar olan electrostatik and van der Waals
baglarinda olusan enerjilerin toplamidir. Yapilan simiilasyon boyunca her bir sistemin
molekiler mekanik enerji fonksiyonlari (kuvvet alanlari) kullanilarak sistem enerjisi
hesaplanir. Solvent fazinda hesaplanan enerji polar ve non-polar katkilar toplanarak
hesaplanmaktadir. Polar enerji katkilari generalized Born (MMGBSA) ve Poisson-
Boltzmann (MMPBSA) modellerine gore hesaplanabilmektedir. Ayrica non-polar

solvent etkisi de eklenmesi gerekmektedir (2.5).
AE =AE|\/|M +AE50|\/ (2.4)
AGbind =AEgas(AVDWgaS+ AEELgaS)+ AEsolv(AEGBsol\/"’ ASURFsolv) (2.5)

Bu calisma doneminde enzim-substrat ve enzim-substrat-inhibitér komplekslerinde
substrat ve inhibitor serbest baglanma enerjileri MMGBSA/MMPBSA metodlari ile
karsilastirmali olarak hesaplanmistir. Bu enerji hesabi similasyon sonrasi yayginca
yapilan bir yaklasik hesaplama teknigidir. Bu calismada AMBER14 programinda
MMPBSA.py uygulamasi kullaniimistir. mmpbsa.in girdi dosyasi yardimiyla MMPBSA.py
python platformu lzerinden galistiriimaktadir (Cizelge 2. 12). Her bir sistem i¢in 100 ns

similasyon sonucu Uretilen koordinat dosyasindan 100 ps araliklarla anlik koordinatlar
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(snapshot) alinarak 0,1 M tuz konsantrasyonu ve Born implicit solvent modeli

kullanilarak serbest baglanma enerjisi hesaplanmistir.

Cizelge 2. 12 MM-GB/PBSA parametleri

mmpbsa.in

Input file for running PB and GB in serial
&general
keep files=2, interval=50,
/
&gb
igb=2, saltcon=0.100,
/
&pb
istrng=0.100, inp=0, radiopt=0,

MM-GB/PBSA hesaplama parametreleri asagidaki gibi tanimlanmistir;

keep files=2, tiim gegici dosyalari tut

interval=50, koordinat dosyasinda 50 adimda bir enerji hesapla

igh=2, A. Onufriev, D. Bashford and D.A. Case tarafinda modifiye edilmis generalized
born modeli kullan

saltcon=0.100, counter iyon konsantrasyonu (M)

istrng=0.100, iyonik siddet (M)

inp=0, nonpolar enerji katkilarini hesaplamayi kapat

radiopt=0, topoloji dosyasindaki atom yaricaplarini kullan

Kumarin tirevleri olan K8, K9 ve K21 ligandlari iki farkli pozisyonda enzime
yanastirildiktan sonra 100 ns similasyon boyunca olusan koordinatlar kullaniimistir.

Karsilastirma yapilmasi amaciyla izlenen yontem soyledir;

- Kumarin tirevleri bagl (BtEno3-2PG-inhibitér) ve bagl olmayan (BtEno3-2PG)

kompleksler alinarak substrat 2-fosfogliserat serbest baglanma enerjisi hesaplanmistir.

- Substrat bagl (BtEno3-2PG-inhibitor) ve bagh olmayan (BtEno3-inhibitor)
kompleksler alinarak kumarin tirevlerinin (K8, K9 ve K21) serbest baglanma enerjisi

hesaplanmistir.
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BOLUM 3

SONUC VE ONERILER

3.1 Bos taurus kas enolaz geninin (BtENO3) klonlanmasi

pcDNA3.1 ekspresyon vektorii icinde C-terminal DYK kuyrugu icerdigi varsayilan ve
BtENO3 geni (Cizelge 3. 1) oncelikle pLATE31 ekspresyon vektoriinin i¢in basarili bir
sekilde aktarilmistir (NCBI Reference Sequence: NM_001034702.1). plLATE31
ekspresyon vektoriine aktarilan BtENO3 geni dizilenmistir ve klonlanan dizinin analizi

sonucu genin 5'ucunda 24 bazlik DYK tag dizisi yer aldigi gortlmistir (Cizelge 3. 2).

Cizelge 3. 1 Klonlanmis olan BtENO3 geninin niikleotit dizisi

ATGGCCATGCAAAAAATCTTTGCCCGGGAAATCCTGGACTCCAGGGGCAACCCCACTGTGGA
GGTGGACCTGCACACGGCCAAGGGCCGATTCCGAGCAGCTGTGCCCAGTGGCGCTTCCACAG
GTATCTATGAAGCTCTGGAACTAAGAGATGGAGACAAGTCTCGCTACCTGGGGAAAGGGGTC
CTGAAAGCTGTGGAACACATCAACAAGACCCTCGGCCCTGCGCTGCTGGAAAAGAAACTAAG
TGTGGTGGATCAAGAAAAAGTTGACAAATTTATGATTGAGCTGGATGGGACAGAGAATAAAT
CCAAGTTTGGGGCCAATGCCATCCTGGGCGTGTCCCTGGCCGTGTGTAAGGCTGGAGCAGCT
GAGAAGGGGGTGCCGCTCTACCGACACATTGCAGATCTCGCAGGGAACCCAGAGCTGATCCT
CCCAGTCCCTGCCTTCAACGTGATCAATGGGGGCTCCCATGCTGGAAACAAGCTGGCCATGCA
GGAGTTCATGATCCTGCCTGTGGGAGCCAGCTCCTTCAGGGAAGCCATGCGCATTGGGGCCG
AGGTCTACCACCACCTCAAGGGGGTCATCAAAGCCAAGTATGGGAAGGACGCCACCAATGTG
GGTGATGAGGGTGGCTTTGCACCCAACATCCTGGAGAACAATGAAGCCCTGGAGCTGCTGAA
GACGGCCATCCAGGCGGCTGGTTACCCCGACAAGGTGGTGATTGGCATGGATGTAGCAGCAT
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CTGAGTTCTATCGCAATGGGAAGTACGATCTCGACTTCAAGTCACCTGACGACCCTGCTCGGC
ACATCAGTGGAGAGAAGCTGGGCGAACTGTACAAGAACTTCATCAAGAACTACCCTGTGGTG
TCCATTGAGGATCCTTTTGACCAGGATGACTGGGCTACCTGGACCTCGTTCCTCTCGGGGGTC
AACATCCAGATCGTGGGGGATGATCTCACAGTCACCAACCCCAAAAGGATTGCCCAGGCCGT
GGAGAAGAAGGCCTGCAACTGCCTGCTGCTGAAGGTCAACCAGATTGGCTCGGTGACTGAAT
CCATCCAGGCCTGCAAACTGGCTCAGTCTAACGGCTGGGGGGTGATGGTGAGCCACCGCTCT
GGAGAGACTGAGGACACCTTCATCGCTGACCTCGTGGTGGGGCTCTGCACAGGACAGATCAA
GACTGGTGCCCCATGCCGCTCAGAGCGTCTGGCCAAATACAATCAGCTCATGAGGATTGAGG
AGGCTCTTGGGGACAAGGCTGTCTTTGCTGGACGCAAGTTCCGTAACCCGAAGGCCAAGTGA

Cizelge 3. 2 Dizileme sonucu BtENO3 geninin 5' dizisi

ATG GAT TAC AAG GAT GAC GAC GAT AAG GCCATGCAAAAAATCTTTGCCCGGGAAATCCTGGACTCCAGGGGCAACCCC
M DY KD D D D K
ACTGTGGAGGTGGACCTGCACACGGCCAAGGGCCGATTCCGAGCAGCTGTGCCCAGTGGCGCTTCCACAGGTATCTAT

GAAGCTCTGGAACTAAGAG

DYK kuyrugunun c¢ikarilmasi amaciyla BtENO3F_M ve BtENO3R_M primerleri
kullanilarak dizinin 5' ucundaki 24 bazlik kissm cikarnilmistir. ikinci asama olarak
pLATE31 vektériine spesifik uglar olusturmak amaciyla BtENO3F ve BtENO3R primleri
kullanilarak BtENO3 geni amplifiye edilmistir. LIC reaksiyonu ile vektor ve BtENO3 geni
ligasyon yapilmistir. Ligasyon sonrasi BtENO3 iceren pLATE31 rekombinant vektori
CaCl; ile kompetan hale getirilmis olan E. Coli BL21(DE3) hiicresine basarili bir sekilde
transfer edilmistir (Sekil 3. 1a). LB kati besiyerine ekilen transformantlar gece boyu 37
°C inkibe edilmis ve gelisen beyaz kolonilerden hiicreler alinarak LB sivi besiyerine
ekilmistir. Gelistirilen kultlirden plasmid DNA izole edilerek spesifik primerler ile gen

amplifye edilmistir ve 1305 baz¢ifti oldugu jel Gizerinde gosterilmistir (Sekil 3. 1b).
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Sekil 3. 1 a) Transformasyon sonucu pozitif oldugu disiinilen koloniler b) Klonlanan
genin amplifikasyonu 1:Marker, 2:BtENO3

Pozitif oldugu disinilen kolonilerden izole edilen rekombinant vektor dizilenmis ve
sonucun dogrulugu test edilmistir. Yapilan analiz sonucu dizinin 5' ucundaki DYK dizisi
cikanildigi gortlmektedir(Sekil 3. 2). Saflastirma amaciyla dizinin 3' ucuna spesifik
primer yardimiyla 6 histidinden olusan dizinin basari ile eklendigi analiz sonucu ortaya

ctkmaktadir (Sekil 3. 3) .

referans/1-1305 1 --eam - - 56
BtEno3/1-623 1 TATAACT 63

referans/1-1300 57 119
BtEno3/1-623 64 126

referans/1-1305 120 182
BtEno3/1-623 127 189

Sekil 3. 2 BtENO3 forward dizileme

referans/1-1302 1249 1296
BiEnod-481 337 384

referans/1-1302 1297 -G B 1302
BiEnciri-481 385 GCCATCACCATCACCACCACGHGGCTAATGACTTCCCATCTCC 432

6-histidine

Sekil 3. 3 BtENO3 reverse dizileme



3.2 Bos taurus Kas Enolaz (BtENO3) Dizi analizi

Bos taurus, Bos indicus Homo sapiens, Theileria annulata, Bubalus bubalis, Capra hircus
ve Saccharomyces cerevisiae enolazlar katalitik rezidller, katalitik halkalar,
plasminojen baglanma bdlgeleri, insersiyon ve delesyon bdlgelerinin analizi igin
aminoasit dizeyinde karsilastiniimistir. Theileriosise sebep olan Theileria annulata
parazitinde bir tane penta-peptide insersiyonu [96] ve B. taurus, B. indicus H. sapiens,
B. bubalis ve C. hircus tirlerine karsi kiyaslandiginda T. annulata ve S. cerevisiae 3 tane
dipeptide insersiyonu [62] bulundugu gorilmektedir (Sekil 3. 4). Plasminojen baglanma
bolgeleri de ayrica sekil Uzerinde gosterilmektedir ve bu bdlgenin benzer tirler
arasinda korundugu ortaya ¢ikmaktadir. S. cerevisiae enolazinin 3 boyutlu kristal yapisi
bulunmustur ve detayl birsekilde 2PG-PEP iki yonli ¢evrimi tanimlanmistir. 2PG-PEP
donisiminden sorumlu rezidiler, enolaz-Mg*? divalent katyon koordinasyonu ve
proton paylasiminda rol alan rezidiiler deneysel olarak belirlenmistir [97], [98], [99],
[100], [101]. Bu calismada S. cerevisiae ile BtEno3 kiyaslandiginda bu bolgelerin
korundugu bulunmustur. 2PG substrat baglanma bolgesindeki rezidiler His158 (His159
mayada), GIn166 (GIn167 mayada), Lys343 (Lys345 mayada), His371 (His373 mayada),
Arg372 (Arg374 mayada), Ser373 (Ser375 mayada), ve Lys394 (Lys396 mayada) olarak
tespit edilmistir. Proton dehidrasyonundan sorumlu Glul67 (Glul68 mayada) ve
Glu210 (Glu211 mayada) residileridir. BtEno3 ile Mg* divalent katyonu ile
koordinasyonda olan Asp245 (Asp246 mayada), Glu293 (Glu295 mayada), Asp318
(Asp320 mayada) ve Ser40 (Ser39 mayada) residileridir. T. annulata enolazini katalitik
halkalari daha onceki in siliko ¢calismalar ile tespit edilmistir [62] ve bu rezidiler BtEno3
icin bu calismada dogrulanmistir. BtEno3 icin Loopl Val35-Arg56 (Cys36-Arg57 T.
annulata), Loop2 His158-GIn166 (His165-GIn173 T. annulata) ve Loop3 Phe251-Ser272
(Phe258-Thr279 T. annulata) olarak tanimlanmistir (Sekil 3. 4) [62].
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Scerevisiae/l-4. 1
Tammlata’l-44 1
Hapiens/1-435 1
C hircus/1-434 1
Btawrus/I-434 1
Bindicus/1-434 1
B balis/I-434 1

Scerevisiae/I-4. 99
T avulata’]-44 99
Hsapiens/1-435 100
Chircus/I-434 99
B taurus/1-434 99
Bindicus/1-434 99
B baiis/I-434 99

S cerevisiae/I-4. 194
T amlata/I-44 199
Hsapiens/1-435 193
Chireus/1-434 192
B taurus/1-434 192
B indicus/1-434 192
B balis/I-434 192

S cerevisiae/]-4. 292
T amnlata/l-44 296
Hsapiens/1-435 290
C hircus/1-434 289
B taurus/1-434 289
B indicus/1-434 289
B balis/I-434 289

S cerevisiae/I-4. 390
T annnlata/1-44 396
Hsapiens/1-435 388
C hircus/I-434 387
B taurus/1-434 387
Bindicus/1-434 387
B balis/I-434 387
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3.3 Bos taurus kas enolazini kodlayan genin ifadesi, enzimin saflastiriimasi ve

karakterizasyonu

BtENO3 geninin igeren E. coli BL21(DE3) hiicreleri gece boyunca (ON) 25 °C de 0.5 mM
IPTG indiklemesi inkiibe edilen kiiltiirden 6rnekler alinmis ve analiz edilmistir (Sekil 3.
5). BtENO3 proteini teorik olarak 47095 Dalton olarak belirlenmistir. Enolazin fiziksel
ozellikleri, Innovagen AB (Lund, isveg) tarafindan saglanan PepCalc kullanilarak teorik
olarak hesaplanmistir (Cizelge 3. 3). BtEno3'in molekiler agirhig fiogenetik olarak
yakin olan tiirler Bos indicus, Homo sapiens, Bubalus bubalis, Capra hircus enolazlari ile
uyumluydur. Ancak farkli kralliktaki Theileria annulata ve Saccharomyces cerevisiae

enolazlari BtEno3'liin molekiler agirligi ile farkl oldugu bilinmektedir.

Cizelge 3. 3 Enolazlarin fiziksel 6zellikleri

Species Molecular Weight Iso-electric point
Theileria annulata 48073.51 g/mol pH 6.14
Saccharomyces cerevisiae 46815.56 g/mol pH 6.17
Bos indicus 47095.49 g/mol pH 7.53
Bos taurus 47095.49 g/mol pH 7.53
Homo sapiens 47018.36 g/mol pH 7.52
Bubalus bubalis 47023.43 g/mol pH 7.83
Capra hircus 47068.47 g/mol pH 7.53

Analiz sonrasi jel gorintlisinde 48 kDa bant hizasinda enzimin eksprese edildigi
gozlemlenmigstir. Enzim karakterizasyon ¢alismalari igin %95 saflikta protein elde
edilmesi gerekmektedir. ikinci toplanan eliisyonda safsizliklarin oldugu goziikmektedir.

Bu safsizliklari yok etmek icin alternatif yontem olarak ¢ift saflastirma yapilmistir.
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Sekil 3. 5 BtENO3 SDS-PAGE jel, Hat 1; hicre lizati, Hat 2; flowthrough, Hat 3; ellisyon
1, Hat 4; ellisyon 2, Hat 5; ellisyon 3, Hat 6; ellisyon 4, Hat 7; ellisyon 5

Gece boyunca (ON) 25 °C de 0.5 mM IPTG indiklemesi inkiibe edilen kiltirden
toplanan pellet saflastirilarak cift saflastirilma yapilmistir (Sekil 3. 6). SDS-PAGE analizi
sonrasl ikinci olarak toplanan elliisyonda safsizliklarin oldugu gorilmektedir. Devam

eden ikinci saflastirma sonrasi bu safsizliklarin ortadan kaldirilamadigi gézlemlenmistir.
a) b)

260 kDa
260 kD:

50 kDa
50 kDa

40 kDa
40 kDa

Sekil 3. 6 a) BtENO3 ilk saflastirma SDS-PAGE jel, Hat 1; hiicre lizati, Hat 2; flowthrough,
Hat 3;yikama ellisyonu, Hat 4; ellisyon 1, Hat 5; ellisyon 2, Hat 6; ellisyon 3, Hat 7;
ellisyon 4, Hat 8; eliisyon 5 b) ikinci saflastirma, Hat 1; flowthrough, Hat 2;yikama

elisyonu, Hat 3; ellisyon 1, Hat 4; elisyon 2, Hat 5; ellisyon 3, Hat 6; eliisyon 4, Hat 7;
elisyon 4

Saflastirma prosediiriinde eliisyonlar 1’er ml seklinde toplanmistir. ikinci deneme

olarak eliisyonlar 500’er ul alinip SDS-PAGE analizi yapilmistir (Sekil 3. 7). ilk

saflastirmada ikinci ve Uglincu ellsyonlarda safsizliklarin oldugu ve devam eden ikinci

saflastirmada bu safsizliklarin kismen devam ettigi gdzlemlenmistir.
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Sekil 3. 7 a) BtENO3 ilk saflastirma SDS-PAGE jel, Hat 1; flowthrough, Hat 2;yikama
eliisyonu, Hat 3; ellisyon 1, Hat 4; ellisyon 2, Hat 5; ellisyon 3, Hat 6; ellisyon 4, Hat 7;
eliisyon 5 Hat 8; ellisyon 6, Hat 9; eliisyon 7 b) ikinci saflastirma, Hat 1; flowthrough,

Hat 2;yikama ellisyonu, Hat 3; ellisyon 1, Hat 4; ellisyon 2, Hat 5; ellisyon 3, Hat 6;

elisyon 4, Hat 7; ellisyon 5

Uglinci denemede eliisyonlar 1’er ml toplanmaya devam edilmistir. Bu denemede ilk
saflastirma sonrasi safsizliklarin oldugu ve ikinci saflastirmada bu safsizliklarin kismen
devam ettigi gozlemlenmistir (Sekil 3. 8). ikinci saflastirma asamasinda &rneklerin
yikama ellisyonlarinda ve ilk slzintide kayip oldugu farkedilmistir. Enzim

konsantrasyonu karakterizasyon calismalara yapmaya yeterli olmadigi tespit edilmistir.

a) b)

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

260 kDa

50 kDa

40 kDa

Sekil 3. 8 a) BtENO3 ilk saflastirma SDS-PAGE jel, Hat 1; hiicre lizati, Hat 2; flowthrough,
Hat 3;yikama ellisyonu 1, Hat 4;yikama ellisyonu 2 Hat 5; ellisyon 1, Hat 6; ellisyon 2,
Hat 7; eliisyon 3, Hat 8; ellisyon 4, Hat 9; eliisyon 5 b) ikinci saflastirma, Hat 1;
flowthrough, Hat 2;yikama ellisyonu 1, Hat 3;yikama ellisyonu 2, Hat 4; ellisyon 1, Hat
5; eliisyon 2, Hat 6; ellisyon 3, Hat 7; ellisyon 4, Hat 8; ellisyon 5

Dordinci denemede yikama sollisyonunun %5 gliserol ilavesi yapilarak safsizliklarin
giderilmesi amaglanmistir. 5 saat boyunca 25 °C de 0.5 mM IPTG indiklemesi inkiibe
edilen kuiltirden toplanan pellet saflastinlarak ¢ift saflastiriima yapilmistir.
Saflastirmada eltsyonlar 1’er ml toplanmis ve ikinci saflastirma yikama tamponuna %5
gliserol ilavesi yapilarak saflastirmaya ayni protokol ile devam edilmistir. SDS-PAGE

analizi sonrasida ilk saflastirma sonrasi safsizliklarin ikinci saflastirmada olmadig fakat
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son elde edilen saf enzimin konsantrasyonu yeterli gorilmemistir (Sekil 3. 9). Bir dnceki
denemede oldugu gibi enzimin ikinci saflastirma sirasinda ilk slzinti ve yikama

elisyonlarinda kayip edildigi tespit edilmistir.

260 kDa
260kDa

50 kDa
50kDa

40 kDa 40kDa

Sekil 3. 9 a) BtENO3 ilk saflastirma SDS-PAGE jel, Hat 1; hiicre lizati, Hat 2; flowthrough,
Hat 3;yitkama ellisyonu 1, Hat 4;yikama ellisyonu 2 Hat 5; ellisyon 1, Hat 6; ellisyon 2,
Hat 7; eliisyon 3, Hat 8; ellisyon 4, b) ikinci saflastirma, Hat 1; flowthrough, Hat
2;ytkama ellsyonu 1, Hat 3;yikama ellisyonu 2, Hat 4; ellisyon 1, Hat 5; ellisyon 2, Hat
6; ellisyon 3, Hat 7; ellisyon 4, Hat 8; ellisyon 5

Besinci denemede 5 saat boyunca 25 °C de 0.5 mM IPTG indiiklemesi inklibe edilen
hiicrelerden toplanan pellet saflastirma sonrasi safsizliklari yok etmek ve vyeterli
konsantrasyonda enzim saflastirabilmek icin degisiklikler yapilmistir. ikinci saflastirma
sirasindaki enzim kaybini dnlemek icin birinci saflastirma sonrasi toplanan ikinci ve
Uclncl elUsyonlardaki fazla imidazolii uzaklastirmak icin 10K protein concentrator
kullanilmistir. Eliisyon icindeki 150 mM imidazol miktari 20 mM’a dislrilmus ve ikinci
saflastirmaya gecilmistir. SDS-PAGE analizi sonrasi safsizliklarin ve enzim kaybinin
engellendigi gortulmustir (Sekil 3. 10). Enzim karakterizasyon ¢alismalarina bu protokol

ile devam edilecektir.
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Sekil 3. 10 a) BtENO3 ilk saflastirma SDS-PAGE jel, Hat 1; hiicre lizati, Hat 2;
flowthrough, Hat 3;yikama ellisyonu 1, Hat 4;yikama ellisyonu 2 Hat 5; ellisyon 1, Hat
6; ellisyon 2, Hat 7; eliisyon 3, Hat 8; eliisyon 4, Hat 9; eliisyon 5 b) ikinci saflastirma,
Hat 1; flowthrough, Hat 2;yikama ellisyonu 1, Hat 3;yikama ellisyonu 2, Hat 4; ellisyon

1, Hat 5; ellisyon 2, Hat 6; ellisyon 3, Hat 7; ellisyon 4, Hat 8; ellisyon 5

Optimizasyon sonrasi takip edilen metot ile enzim %95 saflikta Gretilmigstir (Sekil 3. 11).

a)12345573910 bl 4 2 3 4 5 6 7 8 9
260kDa
260kDa O .
50 kDa

Sekil 3. 11 a) BtENO3 ilk saflastirma SDS-PAGE jel, Hat 1; Protein ladder, Hat 2; hiicre
lizati, Hat 3; flowthrough, Hat 4;yikama ellisyonu 1, Hat 5;yikama ellisyonu 2 Hat 6;
elisyon 1, Hat 7; eliisyon 2, Hat 8; ellisyon 3, Hat 9; ellisyon 4, Hat 10; ellisyon 5 b)

ikinci saflastirma, Hat 1; Protein ladder, Hat 2; flowthrough,, Hat 3; yikama eliisyonu 1,

Hat 4;yikama eliisyonu 2, Hat 5; Ellisyon 2 ve 3 birlestirilmis ve konsantre edilmistir,

Hat 6; eliisyon 1, Hat 7; ellisyon 2, Hat 8; ellisyon 3, Hat 9; ellisyon 4

3.4 Bos taurus Kas Enolazinin (BtENO3) Karakterizasyonu

Enzimin glin icindeki ve bir hafta icindeki aktivite degisimi 25 °C ve pH 7.4 de analiz
edilmistir. Gln igindeki enzim stabilitesini analiz etmek igin saatte bir 6l¢iim alinmistir.
Hafta icindeki degisim icin 1, 2, 3, 6 ve 7 giinlerde aktivite degerleri hesaplanip
kaydedilmistir. Bu degerler ile degisimin grafigi cizilmistir. Gln igindeki enzim stabil
kaldig1 ve olglimlerdeki kiiglik farkliliklarin géz ardi edilebilecegi ifade edilmektedir
(Sekil 3. 12). Hafta igindeki degisim ise ilk 2 giin sonrasinda enzim aktivite kaybina

ugramistir fakat 2. glin sonrasinda sabit kalmistir (Sekil 3. 13). Saflastirilan enzimin
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aktivitesinin koruma amaciyla son konsantrasyon 6 M etilen glikol ile birlestirilip +4 C

de saklanmistir.

0,5

0,456

0,45

0,4

0,35

Aktivite (AA/dk)

0,3
0,25

0,2
0 1 2 3 4 5 6 7
Zaman (saat)

Sekil 3. 12 Bos taurus kas enolazinin (BtENO3) giin icindeki aktivite degisimi

0,5

0,431
0,45 *

0,4

0,395

0,35 0,298 0,2995 0,2925

_.________.

o
w

0,25

Aktivite (AA/dk)
o
M

0,15
0,1
0,05

0 1 2 3 - 5 6 7 8

Zaman (Giin)

Sekil 3. 13 Bos taurus kas enolaz (BtENO3) hafta icindeki aktivite degisimi

Enzim aktivitesinin optimum kosullarini tespit etmek amaciyla 25 °C’'de pH 5.5-8.5
araliginda aktivite degerleri analiz edilmistir. Bu calisma ile Bos taurus kas enolazinin
optimum calistigl pH degeri 6,5 olarak degerlendirilirmistir (Sekil 3. 14). Optimum pH

tespit edildikten sonra sicakligin enzim aktivitesine etkisi pH 6,5 da 20-60 °C arasi
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sicakliklarda analiz edilmistir. Bos taurus kas enolazinin aktivitesinin en ylksek oldugu

sicaklik 40 °C olarak tespit edilmistir (Sekil 3. 15).

0,5
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Sekil 3. 14 BtENO3 optimum pH grafigi (25 °C)
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Sekil 3. 15 BtENO3 optimum sicaklik grafigi (pH 6.5)

%95 saflikta saflastirilan Bos taurus kas enolazinin (BtENO3) kinetik parametreleri
tanimlanmistir. Saflastirilan enzim %35 seyrelterek 25 °C ve pH 6.5 de olguimler

alinmistir. Enzimi Michaelis-Menten kinetigine uyumlu hale getirmek icin 2 mM 2PG
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substrat konsantrasyonunda olgillen aktivite degerinin AA/min 0.150 karsilk gelen

seyreltme secilmistir.

Michaelis-Menten kinetigine uyumlu hale getirmek igin maksimum aktivitenin 2mM
substrat konsantrasyonunda 0.150 degerinde 6l¢lim alabilmek icin %35 seyreltilmistir.
Yapilan olgimlerde substrat konsantrasyonu 3, 2 ve 1.5 mM da maksimum aktivite
degeri sabit kalmistir. Substrat konsantrasyonuna karsi aktivite degerleri alinarak
cizilen grafikte aktivitenin 1.5 mM substrat konsantrasyonunda sabitlendigi analiz

edilmistir (Sekil 3. 16).

0,2
0,18
0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Aktivite (AA/dK)

Substrat konsantrasyonu mM

Sekil 3. 16 Farkli substrat konsantrasyonlarda alinan enzim (% 35 seyreltmeli) aktivite
(AA/dk ) grafigi

Bos taurus kas enolazinin (BtENO3) Michaelis-Menten kinetigine gore reaksiyonun
parametreleri belirlenmistir. Tim absorbans farki degerleri, ePEP (1400 M*cm™) [82]
katsayisi baz alinarak spesifik aktivite (umol/dk) degerine donustiriulmis ve Vmax degeri
hesaplanmistir. Vmax ve Km parametreleri sirasiyla sirasiyla 0,01305 umol/dk ve 0,514

mM olarak hesaplanmistir (Sekil 3. 17).
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Sekil 3. 17 Bos taurus Kas Enolaz (BtENO3) Michaelis-Menten Egrisi

Cizelge 3. 4’deki enolazlarin kinetik ozellikleri karsilastirildiginda, en yiksek Km
degerine sahip enzim BtEno3'tir. BtEno3'e karsi filogenetik olarak iliskili insan beta
enolazi ve tavsan kasi enolazi daha diiglik substrat afinitesi anlamina gelen daha disik
Km degerlerine sahiptir. Theileriosis'e neden olan Theileria annulata, BtEno3 konakgl
organizma ile karsilastinldiginda daha yiiksek bir substrat afinitesine sahip oldugu

goriinmektedir.

Cizelge 3. 4 Farkh kaynaklardan enolazin kinetik 6zellikleri

Turler Km (mM)  Vpox Kaynak
BtEno3 0.514 0,0291 umol/dk  Bu galismada
Human beta enolase 0.20 0.36 mM / min [102]

Tavsan kas 0.016 NA [103]

Maya enolaz 0.057 NA [103]
Theileria annulata 0.106 0,132 mM / min  [61]

3.5 Bos taurus kas enolaz enziminin homoloji modellemesi ve optimizasyonu

BtENO3 aminoasit dizisi ile 3-boyutlu yapisi bilinen proteinleri PROTEIN BLAST
yardimiyla karsilastirilmistir ve yapilan sorguya goére Human Beta Enolase %98

aminoasit benzerligi, toplam dizi ¢akistirma skoru 879, E degeri ise O dir. E degeri iki
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dizinin cakistiriimasindaki anlamhlik degerini ifade etmektedir bu deger ne kadar kiictik
olursa o kadar iki dizi benzerdir denebilir (Sekil 3. 18). MODELLER programi ile Human
Beta Enolase (pdb kodu: 2XSX_A) sablon yapisi olarak kullanilarak BtEno3 icin tahmini
bir 3-D yapisi olusturulmustur. Olusturulan modeller DOPE ve GA341 skoruna goére
siralanmaktadir ve 100 tane farkli model olusturulmustur. GA341 puanlari 0,0 ile 1,0
arasinda degismektedir ve en glivenlilir modelin skoru 1'e yakin olmasi gerekmektedir.
Ayrica en yiliksek DOPE skora sahip modelde glivenilir model alinabilmektedir. En
guvenilir model alinmigtir ve bu yapi PyMOL pdb goérintuleyicisi ile gizilmistir (Sekil 3.
19).

Mac Totel Quey E

Descrption ocore | scoe | cover | vl Ident Accession
(] Chain A Crystal Struciure Of Human Beta Enolase Enob §79 879 100% 00 98% ZX3KA
[ Chain & Crystal Sructure Of Enalaget 766 766 100% 0.0 8% 2SN A
[ ChainA Crystal Sructure Of Human Enolase 1 T o4 9% 00 84% BITA
[ Chain A Asymmetic Complex Of Human Newron Speciic Enolase-1-PqaPEP 762 762 9% 00 84% ucCA
(] ChainA Crystal Sructure Of Human Neuron Speciic Enolase At 18 Angstrom 160 760 9%% 00 B84% ITE6A
[ Chain 4 Asimmeiric Compler Of Human Heuron Speciic Enolase-2PgaPER 760 TR0 99% 00 84% JEA
[ ChainA X-Ra Siructre And Cataltc Mechanism Of Lobster Enolase G50 650 9% 00 T72% IFDZA
(] ChainA 275 Angstiom Crystal Structurs Of Enolass 1 From Tosoplasma Gondi 566 566 9% 00 64% J0RA
(] ChainA Cataltic Matallon Binding In Enolase: The Crstal Stuture Of Enclase-Hn2-Phosphonoacetohydroamate Complex A 2 4 Angstroms Resoluion 63 563 %% 00 4% [ELSA

) Sekil 3. 18 BtENO3 enziminin kristalografik olarak 3 boyutlu yapisi bilinen proteinleri
ile gakistirilmasi sonucu benzerlik oranlari

Sekil 3. 19 BtENO3 homoloji model
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Olusturulan yapinin ramahandran grafigi RAMPAGE ile olusturulmustur. Programin
verdigi ¢iktilara gére aminoasit dizisinin % 98 (424 rezidu) tercih edilen bolgede, % 2 (6
rezidd) izin verilen bolgede ve %0,5 (2 rezidi) dis bolgede yer almaktadir (Sekil 3. 20).
Bir polipeptitde ana zincirde N-C alfa ile C-C alfa nispeten serbest olarak donebilirler.
Bu donmeler yapidaki tim residiler icin phi-psi ({- ¢) itme acilarini (dihedral) gosterir.
Her bir konformasyon icin yapi, atomlar arasindaki yakin etkilesimler icin test
edilmektedir. ideal olarak, eger %90 residue izin verilen bdlgede ise yapinin

stereokimyasal kalitesi yliksek oldugu soylenebilir [84].
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Sekil 3. 20 BtENO3 RAMPAGE ile olusturulan Ramahandran grafigi

Web tabanli ERRAT programi yardimiyla homoloji modelleme ile olusturulan 3-boyutlu
yapinin glvenilirligi test edilmistir. Bu program bag yapmamis atomlar arasindaki
etkilesim istatistiklerini analiz eder ve givenilir yiksek ¢ozlintrlikteki protein yapilar
ile karsilastirir [85]. ERRAT programi yardimiyla elde edilen ¢iktida olusturulan yapinin
dogrulugu % 96,226 olarak verilmistir (Sekil 3. 21). Alinan bu ¢iktiya gore deger
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gluvenilebilir sinirlar (%90 ve lizeri) igerisindedir.
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Sekil 3. 21 BtENO3 ERRAT program ¢iktisi

Web tabanli ProSA programi ile 3-boyutlu yapinin dogrulu degerlendirilmistir. Bu
program teorik ve deneysel olarak tanimlanan yapilar karsilastiran bir programdir.
Disik cozundrlukteki yapilar ile yliksek ¢ozindrlikteki yapilar ile karsilastirarak elde
edilen 3-boyutlu yapinin hizli bir sekilde potansiyel hatalari belirlenir [8]. Elde edilen
ciktiya gore ¢alismamizdaki Bos taurus enolazi X-ray kristalografi ile yapisi tanimlanan
yapilara benzemektedir (Sekil 3. 22). Enerji grafiginde pozitif degerler o modelin
problemli ve hatali bir model oldugu yoniinde fikir verir. Verilen enerji grafiginde

olusturulan 3- boyutlu yapinin giivenilir yapi oldugu séylenebilmektedir (Sekil 3. 22).
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Sekil 3. 22 ProSA ile gosterilen enerji grafigi

3.6 Bos taurus kas enolaz enziminin molekiiler docking ¢alismalari ve molekiiler

dinamik simiilasyonu

3.6.1 Bos taurus kas enolaz enziminin molekiiler dinamik simiilasyonu

Biyolojik molekdllerin hareketi belirli zaman araliklarinda olmaktadir. Bolgesel

hareketler olan atomic salinim, yan zincir hareketleri, loop hareketleri 103 ns - 108 ns
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araliginda; molekiliin iskelet hareketleri olan heliks hareketleri, domain ve alt lnite
hareketleri 1 ns — 10° ns araliginda; buyuk hareketler olan helikslerin tekrar olusumu,
molekullerin baglanip-ayrilmasi ve molekiliin katlanmasi-agilmasi hareketleri 102 ns —
10%3 ns araliginda gerceklesmektedir.

Bos taurus kas enolazinin (BtEno3) toplamda 50 ns’lik similasyonu sonrasi molekilin
termodinamik olarak dengede olan yapisi analiz edilmistir. Molekiliin dengeye ulastig
zaman arahginin analizi icin RMSD degerleri grafigi olusturulmustur (Sekil 3. 23a).
RMSD degerleri similasyon boyunca atomlar arasi uzakligin ortalama degisimini ifade
etmektedir. Bu grafige gore yaklasik olarak 50 ns’lik similasyon sonrasi molekl
dengeye ulastig sdylenebilmektedir ve simiilasyon boyunca ortmalama RMSD deger
2,11 A olarak heaplanmistir. Simiilasyon boyunca her bir residunin salinimi analiz
edilmistir (Sekil 3. 23b). Grafige gore 30-60, 150-164, ve 250-270 arasi bolgeler en fazla
salinimi gostermistir. Bu yapilar enzimin aktif boélgesi disindadir ve katalitik halka

bolgeleridir.
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Sekil 3. 23 a) MD simiilasyon boyunca Bteno3 homoloji modelinin RMSD deger grafigi
b) MD simiilasyon boyunca Bteno3 homoloji modelindeki her bir residiiniin atomik
salinimi

3.6.2 Molekiiler docking yontemiyle Bos taurus kas enolaz enzimine substratinin
(2-Fosfogliserat) yanastirilmasi ve enzim-substrat kompleksinin molekiiler dinamik

yontemler ile simulasyonu

AutoDock4 programi vasitasiyla enzimin aktif bolgesi hedeflenerek molekiiler docking

yaklasimi ile substrat yanastiriimistir. Bu metotta 10 farkli yanastirma yapilmistir ve
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baglanma enerjilerine goére siralanmistir. Baglanma afinitesi en yliksek olan
konformasyon secilerek analiz edilmistir. Serbest baglanma enerjisi molekdller arasi, ig
enerji ve torsiyonel serbest enerjisi ve bag yapmayan sistemin toplam enerji degerleri
gdz online alinarak hesaplanir. Bu hesaplamaya gore substratin serbest baglanma
enerjisi -12,03 kcal/mol olarak hesaplanmistir (Cizelge 3. 5). Bu hesaplama molekiiler
yanastirma temellidir ve yaklasik bir deger hesaplanir.

Cizelge 3. 5 On farkli yanastirma konformasyonu arasinda baglanma afinitesi en yuksek
olan substratin molekiiler yanastirma temelli serbest baglanma enerji degerleri

RMSD from reference structure 85.673 A
Estimated Inhibition Constant, Ki 1.51 nM (nanomolar) [Temp =298.15 K]
Estimated Free Energy of Binding -12.03 kcal/mol [=(1)+(2)+(3)-(4)]
(1) Final Intermolecular Energy -13.52 kcal/mol
Moving Ligand-Fixed Receptor +1.10 kcal/mol
vdW + Hbond + desolv Energy -1.28 kcal/mol
Electrostatic Energy +2.37 kcal/mol
Moving Ligand-Moving Receptor -14.62 kcal/mol
vdW + Hbond + desolv Energy -7.90 kcal/mol
Electrostatic Energy -6.72 kcal/mol
(2) Final Total Internal Energy -9.51 kcal/mol
Internal Energy Ligand +0.16 kcal/mol
Internal Moving-Fixed Receptor -10.45 kcal/mol
Internal Moving-Moving Receptor +0.79 kcal/mol
(3) Torsional Free Energy +1.49 kcal/mol
(4) Unbound System's Energy [=(2)] -9.51 kcal/mol

Yanastirma sonrasi substrat Lys343, Lys394, Arg372, His371 ile ve Mg Asp318,
Glul67 ile etkilesimde ve koordineli oldugu goérilmektedir (Sekil 3. 24). Bu
koordinasyonda yanlis etkilesimler olmamakla beraber substrat-lriin dontsima

sirasindaki koordinasyonda eksiklikler oldugu gorilmektedir.
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Sekil 3. 24 Molekiler yanastirma sonrasi Bos taurus kas enolaz enzimi-substrat (2-
Fosfogliserik asit) etkilesimleri

Molekiler yanastirma sonrasi kompleksin denge haline gelmesine, dogru etkilesimleri
gerceklestirmek ve bu etkilesimlerin analizi icim molekiler dinamik yontemler ile 100
ns boyunca simule edilmistir. Yapilan analiz sonucu RMSD grafigine bakildiginda enzim
substrat kompleksinin termodinamik olarak dengeye ulastigi ve atomlarin ortalama yer
degistirmesi 1.38531 A olarak soylenebilmektedir (Sekil 3. 25a). Atomik salinim grafigi
analiz edildiginde herbir residiiniin substrat yanastirilmasi sonucu biyik degisimler
gozlemlenmemistir (Sekil 3. 25b). Substrat bagh olmadan vyapilan analiz ile
kiyaslandiginda ayni boélgelerin hareketli oldugu fakat bu hareketleri daha kiiglik oldugu

soylenebilmektedir.
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Sekil 3. 25 a) MD simiilasyon boyunca Bteno3-2pg kompleksinin RMSD deger grafigi b)
MD simulasyon boyunca Bteno3-2pg kompleksideki herbir residiiniin atomik salinimi
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100 ns similasyon sonrasi substrat-enzim etkilesimi analiz edildiginde substrat ile
HIS158, GLN166, LYS343, HIS371, ARG372, SER373 ve LYS394 residuleri ile etkilesimde
oldugu goriilmektedir. Dehidrasyon basamagi icin Mg+2 ASP245, GLU293, ASP318 ile

koordineli oldugu gorulmektedir (Sekil 3. 26). Bu etkilesimler deneysel olarak ortaya

cikarilmig etkilesimler ile bire bir 6rtismektedir.

~

HIE-158

Sekil 3. 26 100 ns simiilasyon sonrasi Bos taurus kas enolaz-substrat (2-fosfogliserat)
etkilesimleri

3.6.3 Kumarin tiirevleri-Bos taurus kas enolaz enzim komplekslerinin in siliko

analizleri

3.6.3.1 Molekiiler docking yontemiyle Bos taurus kas enolazina kumarin tiirevlerinin

yanastirilmasi

Secilmis olan kumarin tirevleri olan K8, K9 ve K21 ligandlarinin sirasiyla enzime
molekiler docking yaklasimi ile yanastiriimistir. Baglanma enerjileri baz alinarak
afinitesi en yiksek olan iki farkli pozisyon analiz edilmistir. Molekiiler docking dayal
hesaplanan baglanma enerjileri karsilastirildiginda, bilesiklerin timunin baglanma

enerjilerinin birbirine yakin oldugu anlasiimaktadir (Cizelge 3. 6).
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Cizelge 3. 6 Molekiiler yanastirma sonrasi K8, K9 and K21 bilesiklerinin serbest
baglanma enerjisi

Bilesikler K8-1 K8-2 K9-1 K9-2 K21-1 K21-2
Baglanma -4,97 -4,13 -5,3 -5,22 -5.28 -5.08
enerjisi kcal/mol  kcal/mol kcal/mol  kcal/mol  kcal/mol  kcal/mol

Enolase-kumarin etkilesiminin 2D diyagrami Maestro arayuziindeki Ligand Interaction
(Schrodinger Inc., www.schrodinger.com) komut dosyasi kullanilarak olusturulmustur.
K8 bilesiginin baglandig ilk pozisyonda, bir hidrofobik bosluk icine yerlestirilmis ve
Lys28 ve Leu130 ile bir hidrojen bagi olusturdugu ortaya ¢cikmaktadir. Bilesik ve enolaz
arasindaki bagin kuvveti yaptigi hidrojen baglar ile orantiidir ve hidrofobik
bosluklardaki bilesikler daha stabil kalabilir [104]. ikinci pozisyonda K8, Arg426 ve

Arg429 ile bir hidrojen bagi olusturur ve bilesik bir hidrofobik bosluk icine baglanmistir.

(Sekil 3. 27).

Sekil 3. 27 K8- Bos taurus kas enolazi etkilesiminin tahmini 2D diyagrami a) Pozisyon 1
b) Pozisyon 2

Enolase birinci pozisyonda bagli olan Glu219 ve Asn220 ile pozisyon 2'de ise Val311 ve
Arg426 ile bir hidrojen bagi olusturmaktadir. K9 birinci pozisyonda hidrofobik residiiler
arasinda bulunur fakat ikinci pozisyonda, residilerin ¢cogunlukla polar ve yikli yan

gruplarin oldugu bir boslukta bulunur (Sekil 3. 28).
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Sekil 3. 28 K9- Bos taurus kas enolazi etkilesiminin tahmini 2D diyagrami a) Pozisyon 1
b) Pozisyon 2

K21, birinci pozisyonda Lys120 ve ikinci pozisyonda Val311 ve Arg429 ile bir hidrojen
bag olusturmustur. ilk bosluk hidrofobiktir, ancak ikinci pozisyonda ¢ogunlukla polar

ve ykli residilerin bulundugu bir oyukta bagh oldugu analiz edilmistir (Sekil 3. 29).

Sekil 3. 29 K21- Bos taurus kas enolazi etkilesiminin tahmini 2D diyagrami a) Pozisyon 1
b) Pozisyon 2

Enolase-kumarin kompleksleri molekiler dinamikler yontemleri kullanilarak 50 ns
boyunca simiile edilmistir ve sonrasinda substrat (2PG) on farkli pozisyonda enolazin
aktif bolgesine yanastiriimistir. Yiksek baglanma afinitesine sahip konformasyonlar
secilerek serbest baglanma enerijileri karsilastirilmistir (Cizelge 3. 7). Substratin enzim-
kumarin komplekslerine tahmini serbest baglanma enerijileri degiskenlik gostermistir
ve baglanma afiniteleri K8-1 <K9-1 <K8-2 <K21-1 <K9-2 <K21-2 olarak siralanmistir.
Enolase-2PG etkilesimi 2D diyagrami analiz edildiginde Ser373, Lys394, Lys343, Arg372
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ve GIn166 katalitik residiiler 2PG ile hidrojen baglari olusturmustur (Sekil 3. 30). Onceki
calismalarda 2PG-PEP'in donustiriimesinden sorumlu residiiler ampirik olarak
belirlenmistir. 2PG substrat baglanma residiileri, His158 (mayada His159), GIn166
(mayada GIn167), Lys343 (mayada Lys345), His371 (mayada His373), Arg372 (mayada
Arg374), Ser373 (mayada Ser375) ve Lys394(mayada Lys396) olarak belirlenmistir [60],
[62], [97], [98], [100], [101].

Cizelge 3. 7 Substratin (2PG) enzim-kumarin komplekslerine tahmini baglanma

enerjileri
Substrat K8-1 K8-2 K9-1 K9-2 K21-1 K21-2
2PG
Baglanma -7,06 -9,22 -8,24 -11,21 -10,47 -11,96
enerjisi kcal/mol  kcal/mol  kcal/mol kcal/mol kcal/mol  kcal/mol

81



K8-1-2PG g @® s W
@

o ¢

Sekil 3. 30 Enolase-kumarin-2PG komplekslerindeki substrat-enolase etklesimlerinin
2D diagram goésterimi

3.6.3.2 Molekiiler dinamik yontemlerle Bos taurus kas enolaz enzim-kumarin

tirevleri komplekslerinin simulasyonlari

Oncelikle termodinamik olarak baglanma enerjisi disik farkli iki konumdaki
kompleksler baz alinarak 50 ns boyunca simule edilmistir. Sonrasinda komplekse
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substrat dock edilerek 100 ns daha simule edilerek toplamda 150 ns similasyon

gerekgeklestirilmistir.

K8 kumarin tirevi icin bir numarali konumda iken 50 ns similasyon sonrasi molekiliin
dengeye ulastigi RMSD grafiginden analiz edilebilmektedir ve ortalama RMSD 1.2715 A
olarak hesaplanmistir (Sekil 3. 31a). Her bir residinin atomik salinimi ligand
baglanmadan 6nceki durumu ile kiyaslandiginda genel olarak molekil daha rigid hale
geldigi ve ligandin enzimin konformasyonunda degisiklige sebep olmadig
soylenebilmektedir (Sekil 3. 31b). Molekiiler yanastirma ve 6ncesi K8 tirevinin konumu

analiz edildiginde bliylk bir yerdegistirme gézlemlenmemistir (Sekil 3. 32).
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Sekil 3. 31 a) MD similasyon boyunca Bteno3-K8-1 (1 numarali konum) kompleksinin
RMSD deger grafigi b) MD similasyon boyunca Bteno3-K8-1 kompleksindeki her bir
residiinin atomik salinimi

b)

oy
ys28 w 73 ~

27 4

f[).

Ny
o, -
U -

LEUS

AR
I:\,.;{‘

—

— \ |

Sekil 3. 32 a) MD simiilasyon 6ncesi Bteno3-K8-1 (1 numaral konum) b) 50 ns MD
similasyon boyunca Bteno3-K8-1 etkilesimi

Kumarin turevi olan K8 ligandi molekiler docking yaklasimi ile enzime yanastirildiktan

sonra 50 ns simiilasyon sonrasi substrati yanastirilip 100 ns boyunca simule edilmistir.
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Yapilan similasyon sonrasi RMSD grafigi cizilmistir ve ortalama deger 1,3414 olarak
hesaplanmistir. Bfactor grafigi analiz edildiginde residilerin atomik salinimlarinda
farklilik olmadigi soylenebilmektedir (Sekil 3. 33). 100 ns sonunda molekilin son
koordinatlari analiz edildiginde K8 tilrevinin ilk baglandigi yerde stabil kaldigi
gorulmektedir (Sekil 3. 34).
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Sekil 3. 33 a) MD simiilasyon boyunca Bteno3-K8-1-2pg (1 numarali konum)
kompleksinin RMSD deger grafigi b) MD simiilasyon boyunca Bteno3-K8-1-2pg
kompleksindeki her bir residiiniin atomik salinimi

Sekil 3. 34 a) MD similasyon 6ncesi Bteno3-K8-1-2pg (1 numarali konum) b) 100 ns MD
similasyon boyunca Bteno3-K8-1-2pg etkilesimi

Bteno3-K8-1-2pg 2D ligand etkilesim diagramindan similasyon Oncesi ile

karsilastirildiginda K8 (pozisyon 1) Glul25 ve Arg30 ile bir hidrojen bagi olusturdugu

analiz edilmektedir (Sekil 3. 35). K8 hidrofobik bir bosluktan yikli residilerin yer aldigi

bir oyuga hareket etmistir ve bu sebeple boylece etkilesimi enolaz ile olan bagi

glclenmistir. Substrat etkilesimi ayni diyagramdan analiz edildiginde, fosfat grubu

hidrojeni Lys343 ve Arg372 ile bag yapmistir ve ayrica karboksil grubu His158 ile

84



etkilesmektedir (Sekil 3. 35). Bu etkilesimler, ampirik olarak incelenen etkilesimlerle

uyumludur.

Sekil 3. 35 100 ns MD simiilasyon boyunca Bteno3-K8-1-2pg etkilesiminin 2D diagram
gosterimi

Kumarin tlrevi K8 ligandinin 2 numarali konumunda iken ayni assay takip edilmistir.
Oncelikle 50 ns simule edildikten sonra substrati 2PG yanastiriip 100 ns boyunca
simule edilmistir. Ortalama RMSD degeri 1,41 A olarak hesaplanmistir ve grafik analiz
edildiginde molekilin dengeye ulastigl séylenebilmektedir (Sekil 3. 36a). Her bir
residinin atomik salinimi ligandin 1 numarali konumu ile kiyaslandigin oynak
bolgelerin benzer oldugu fakat salinimin arttigi gézlemlenmistir (Sekil 3. 36b). Atomik
salinimlarin arttigi boélgeller 2. ve 3. katalitik bolgeler olarak séylenebilmektedir. 50 ns
similasyon sonrasi K8 kumarin tlirevinin konumu analiz edildigin ilk asamada ARG426
ile etkilesim halinde iken sonrasi oyugun icine dogru yer degistirdigi gozlemlenmistir
(Sekil 3. 37). Bu yer degisikligi 250-280 arasi loop bolgesinin daha fazla atomik

salinimina neden olmus sonucu ¢ikarilabilmektedir.
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Sekil 3. 36 a) MD similasyon boyunca Bteno3-K8-2 (2 numaral konum) kompleksinin
RMSD deger grafigi b) MD simulasyon boyunca Bteno3-K8-2 kompleksindeki her bir
residinin atomik salinimi

Sekil 3. 37 a) MD simiilasyon 6ncesi Bteno3-K8-2 (2 numaral konum) b) 50 ns MD
similasyon boyunca Bteno3-K8-2 etkilesimi

Enzime-ligand-substrat kompleksinin 100 ns similasyonu sonrasinda cizilen RMSD
grafigine gére molekiil termodinamik olarak dengeye ulasmadigi goriilmektedir ve
ortalama deger 1.28 olarak hesaplanmistir (Sekil 3. 38a). 80 ns sonrasinda RMSD
degerinin arttigl gorilmektedir ve simiilasyon devam ettirildigi takdirde dengeye
ulasacagl gorilebilecektir. Her bir residlintin atomik salinimi grafigi analiz edildigin
kumarin tiirevi olan K8 ligandi 2 numarali konumda iken atomlarinin salinimlarina etkisi
olmadigi gozlemlenmistir (Sekil 3. 38b). Ancak katalitik bolge haricinde olan 300-320
residileri arasi bolgede salinim artmistir ve RMSD grafigindegi degiskenligin sebebi
olarak soylenebilmektedir. 100 ns sonrasi ligandi konumu incelendiginde molekdiliin
ylzeyinde gezindigi gorilmektedir ve bu durum enzimin aktif bolgesine etkisinin

olmayacagi yorumlanabilecektir (Sekil 3. 39).
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Sekil 3. 38 a) MD simiilasyon boyunca Bteno3-K8-2-2pg (2 numarali konum)
kompleksinin RMSD deger grafigi b) MD simiilasyon boyunca Bteno3-K8-2-2pg
kompleksindeki her bir residiiniin atomik salinimi
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Sekil 3. 39 a) MD simiilasyon oncesi Bteno3-K8-2-2pg (2 numarali konum) b) 100 ns MD
similasyon boyunca Bteno3-K8-2-2pg etkilesimi

100 ns'den sonra ligandin pozisyonu (pozisyon 2) analiz edildiginde K8 molekilin
yuzeyi Uzerinde gezindigi ve enzimin enzimin aktif bdlgesi Uzerinde bir etkisi
olmayacagl yorumlanabilir. Bu nedenle, 2D ligand etkilesim semasindaki tim
etkilesimler degismistir ve sadece Glu415 ile hidrojen bagi yapmistir. Substratin fosfat
grubu ile Lys343 ve Arg372 residileri hidrojen baglari olusturdugu gorilmektedir. (Sekil
3. 40).
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Sekil 3. 40 100 ns MD simiilasyon boyunca Bteno3-K8-2-2pg etkilesiminin 2D diagram
gosterimi
Kumarin tlrevi olan K9 ligandi igin termodinamik olarak dusiik enerijili birinci konumda
molekiler docking metoduyla yanastirildiktan sonra sistem 50 ns simule edilmistir.
Cizilen RMSD grafigine gore sistemin dengeye ulastigi gérilmektedir ve ortalama deger
1.23 olarak hesaplanmistir (Sekil 3. 41a). Atomik salinim grafigine gbre hareketli
bolgelerinin ligand baglandiktan sonra farkhlasmadigr gorilmustir (Sekil 3. 41b).
Baglanan ligandin 50 ns sonraki konumu analiz edildiginde konumun degismedigi ve

baglandig oyukta stabil kaldigi gortulmustir (Sekil 3. 42).

a) AMSD b) Bfactor

BtenodKo-1 —— b . ' ) 4 BtenodKe-1 ——

200

RMSD
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100 |-

L L . L
0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 0
Zaman(50ns)

Sekil 3. 41 a) MD similasyon boyunca Bteno3-K9-1 (1 numaral konum) kompleksinin
RMSD deger grafigi b) MD simiilasyon boyunca Bteno3-K9-1 kompleksindeki her bir
residinin atomik salinimi
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Sekil 3. 42 a) MD simiilasyon 6ncesi Bteno3-K9-1 (1 numarah konum) b) 50 ns MD
similasyon boyunca Bteno3-K9-1 etkilesimi

Enzim-ligand-substrat kompleksinin 100 ns similasyonu analiz edildigin molekiliin
dengeye ulastigl goriilmektedir (Sekil 3. 43a). Enzime bagl ligand ve substrat 100 ns
boyunca enzimin konformasyonunda ciddi degisiklikler yapmadigi bfactor grafigi analiz
edildigin soylenebilirmektedir (Sekil 3. 43b). Molekiler docking metodu ile enzime
yanastirilan ligand similasyon sonrasi baglandigi konumda stabil kaldigi ve molekiliin

3-boyutlu yapisinda degisikligi sebep olmadigi gorilmustir (Sekil 3. 44).
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Sekil 3. 43 a) MD similasyon boyunca Bteno3-K9-1-2pg (1 numaral konum)
kompleksinin RMSD deger grafigi b) MD simiilasyon boyunca Bteno3-K9-1-2pg
kompleksindeki her bir residiiniin atomik salinimi
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Sekil 3. 44 a) MD simiilasyon oncesi Bteno3-K9-1-2pg (1 numarali konum) b) 100 ns MD
similasyon boyunca Bteno3-K9-1-2pg etkilesimi

Bteno3-K9-1-2pg kompleksindeki K9 bilesiginin (pozisyon 1) 2D ligand etkilesim

diyagramindan, hidrojen baglarinin similasyon 6ncesi pozisyonunu korudugu, Glu219,

Glu220 ve Arg269 olarak stabil oldugu gozlemlenmistir. Ek olarak, substratin fosfat

grubu ve Lys343 ve Arg372'nin residileri ile hidrojen baglarinin stabil kaldig

goralmastir (Sekil 3. 45).

Sekil 3. 45 100 ns MD simiilasyon boyunca Bteno3-K9-1-2pg etkilesiminin 2D diagram
gosterimi

Kumarin tirevi olan K9 ligandinin 2. konumundaki 50 ns simiilasyonu sonrasi yapilan

analizde molekilin termodinamik olarak dengeye ulastigl ve ortalama RMSD degeri

1.40 olarak hesaplanmistir (Sekil 3. 46a). Atomik salinim grafigine bakildiginda 2. Ve 3.

katalitik halkada salinim arttig1 gorilmektedir (Sekil 3. 46b). MD similasyon sonrasi

ligandin konumu incelendiginde ligandin tamamen baglandigi yerden ayrildig

gorulmektedir (Sekil 3. 47). RMSD degerinin ve atomik salinimin ylksek olmasi ligandin
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molekilin ylzeyinde gezinmesi bir siire sonra enzimden ayrilmasindan kaynakli oldugu
gorilmektedir. Bu sebeple bu ligand igin enzim-ligand-substrat kompleksi olusturulup

simule edilmemistir.

a) RAMSD b) Bfactor
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Sekil 3. 46 a) MD similasyon boyunca Bteno3-K9-2 (2 numarali konum) kompleksinin
RMSD deger grafigi b) MD similasyon boyunca Bteno3-K9-2 kompleksindeki her bir
residinin atomik salinimi

Sekil 3. 47 a) MD simiilasyon 6ncesi Bteno3-K9-2 (2 numaral konum) b) 50 ns MD
similasyon boyunca Bteno3-K9-2 etkilesimi

Kumarin tirevi olan K21 ligandi molekiiler docking yaklasimi ile enzime yanastirildiktan
sonra 1 numarali konumda iken 50 ns simule edilmistir. Sim{ilasyon sonrasi sonuglar
analiz edildiginde RMSD grafigine gore molekill similasyon sonrasi termodinamik
olarak dengeye ulastigi soylenebilmektedir (Sekil 3. 48a). Ligand baglandiktan sonra
atomik salinim analizinde ise loop bdlgeleri harici ayirt edici bir farkhlik olmadigi
goralmastir (Sekil 3. 48b). Ligandin ilk baglandigi konum ile 50 ns similasyon sonrasi
konumu kiyaslandiginda baglandigi oyukta stabil kaldigi gortlmektedir (Sekil 3. 49).
K21 ligandi 1 numarali konumda stabil kaldigi igin disik ortalama RMSD 1.174 degeri

hesaplanmistir ve katalitik halklardaki oynaklik minimuma inmistir.
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Sekil 3. 48 a) MD simiilasyon boyunca Bteno3-K21-1 (1 numarali konum) kompleksinin
RMSD deger grafigi b) MD simiilasyon boyunca Bteno3-K21-1 kompleksindeki her bir
residinin atomik salinimi
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Sekil 3. 49 a) MD simiilasyon 6ncesi Bteno3-K21-1 (1 numarah konum) b) 50 ns MD
similasyon boyunca Bteno3-K21-1 etkilesimi

Kumarin tirevi olan K21 ligandi 1 numarali konumda iken 50 ns simule edildikten sonra
substrati olan 2PG enzime yanastirihp 100 ns boyunca simule edilmistir. Similasyon
sonrasi RMSD grafigi ve atomik salinim grafikleri analiz edildiginde molekiliin dengede
oldugu ve loop bolgeleri disinda enzim tzerinde farkhlik gostermedigi aciga cikmaktadir
(Sekil 3. 50). Ayrica K21 ligandinin 1 numarali konumda similasyon 6nce baglandigi
konumu ile sonrasi analizinde ligandin sadece baglandigl oyukta yer degistirdigi

gorilmektedir (Sekil 3. 51).

92



RMSD

Bieno3-K21-1-2pg —— Btenod-K21-1-2pg —|-

ot | ; M lﬁ\
pani“ 11 L

05 | A \M “ ‘

|
[ Y o
i MM p MU

RMSD
2

1T

b l‘U‘lr I ﬂ f ,‘M‘\L ,\‘

W Uper W"\j‘u/w‘ o WL

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 0 50 100 150 200 . 300 3%0 400 450
Zaman(100ns) Resmil

AW

Sekil 3. 50 a) MD simiilasyon boyunca Bteno3-K21-1-2pg (1 numarali konum)
kompleksinin RMSD deger grafigi b) 100 ns MD simiilasyon boyunca Bteno3-K21-1-2pg
kompleksindeki her bir residiiniin atomik salinimi
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Sekil 3. 51 a) MD simiilasyon Oncesi Bteno3-K21-1-2pg (1 numarali konum) b) 100 ns
MD simiilasyon boyunca Bteno3-K21-1-2pg etkilesimi

Bteno3-K21-1-2pg kompleksindeki etkilesimlerin 2D diyagrami analiz edildiginde,
K21'in (pozisyon 1) enzim ile hidrojen baglarinin sayisini azalttigini ve Asn408 ile sadece
zayif bag olusturdugunu gostermektedir. K21, pozisyonunu baslangi¢c pozisyonundan
degistirmedigi ve hidrofobik boslukta sabit kaldigi goriilmektedir. Substrat
similasyondan sonra Lys343, Arg372 ve Ser373 residileri ile bir hidrojen bagi
olusturmaktadir (Sekil 3. 52).
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ent exposure

Sekil 3. 52 100 ns MD similasyon boyunca Bteno3-K21-1-2pg etkilesiminin 2D diagram
gosterimi
Kumarin tirevi olan K21 ligandi molekiiler docking yaklasimi ile yanastirildiktan sonra
termodinamik olarak uygun baglanabilen ikinci konumu sonrasi 50 ns simule edilmistir.
Similasyon sonrasi RMSD grafigine gore 30 ns sliresince dengede oldugu fakat
sonrasinda RMSD degeri ylkselmistir. Cizilen bfactor grafigine gére atomik salinimi
kiyaslandiginda 2. Kataliktik halka olan bolgede oynakhgin arttigi gérilmistir (Sekil 3.
53). Baglanan ligandin ilk konumu ile 50ns sonraki konumu kiyaslandiginda halen

mevcut oyuk icin oldugu ve stabil kaldig1 gorilmektedir (Sekil 3. 54).
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Sekil 3. 53 a) MD simiilasyon boyunca Bteno3-K21-2 (2 numarali konum) kompleksinin
RMSD deger grafigi b) MD simiilasyon boyunca Bteno3-K21-2 kompleksindeki her bir

residinlin atomik salinimi
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Sekil 3. 54 a) MD similasyon 6ncesi Bteno3-K21-2 (2 numaral konum) b) 50 ns MD
similasyon boyunca Bteno3-K21-2 etkilesimi

Kumarin tirevi K21 ligandi enzime yanastirihp 50 ns similasyonu sonrasi enzimin

substrati olan 2PG molekiler docking yaklasimi ile yanastirilmistir ve 100ns boyunca

simule edilmistir. RMSD grafigi analiz edildiginde molekiil 60 ns sonrasi termodinamik

olarak dengeye ulastigi gortlmektedir (Sekil 3. 55a). Atomik salinimi miktarlarini

gosteren bfactor grafigine bakildiginda 250-270 arasi loop bolgesi K8 ve K9 ligandina

gore kiyaslandiginda daha fazla salinim gostermistir (Sekil 3. 55b). Ligandin baglanmis

oldugu konum simiilasyon Oncesine gore kiyaslandiginda yeri sabit kaldigi fakat

baglandigl oyugun i¢ kismina dogru girip sabitlendigi goriilmektedir (Sekil 3. 56).
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Sekil 3. 55 a) MD simiilasyon boyunca Bteno3-K21-2-2pg (2 numarali konum)
kompleksinin RMSD deger grafigi b) 100 ns MD simiilasyon boyunca Bteno3-K21-2-2pg
kompleksindeki her bir residiiniin atomik salinimi
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Sekil 3. 56 a) MD simiilasyon oncesi Bteno3-K21-2-2pg (2 numarali konum) b) 100 ns
MD simulasyon boyunca Bteno3-K21-2-2pg etkilesimi

Bteno3-K21-2-2pg kompleksinde K21 (pozisyon 2) yikli residilerin oldugu oyuga
girmistir ve hidrojen baglari olusturdugu. K21, Arg429 ve Lys434 ile bir hidrojen bagi
olusturur ve ayni zamanda, enolase ile daha siki bir yapi olusturan, yukli residiler olan
Argd26 ve Lys427 ile etkilesir. Ek olarak substrat, Lys343, Lys394 ve His371 ile
substratin fosfat grubu ile bir hidrojen bagi olusturmak icin enzimin aktif bolgesinde

yeniden konumlanmustir (Sekil 3. 57).

Sekil 3. 57 100 ns MD similasyon boyunca Bteno3-K21-2-2pg etkilesiminin 2D diagram
gosterimi

3.7 inhibitor etkinliginin Bos taurus kas enolaz enzimi kullanilarak taranmasi ve

enzim kinetigi calismalan

Elde edilen bulgulara gore K21 ve K23 icin ICso degeri sirasiyla 77,69 uM ve 84,42 uM
olarak hesaplanmistir. K8 ve K9 inhibitor etkinligi disik oldugu icin ICso degeri

hesaplanamamistir fakat 100 uM’da % inhibisyon degerleri sirasiyla %36,87 ve %8.13

96



olarak hesaplanmistir (Cizelge 3. 8). BtENO3 uzerinde yapilan inhibitér etkinligi
taramasi sonucunda ICso degerleri hesaplanan kumarin tiirevlerinin logaritmik inhibitor
konsantrasyonuna karsi % inhibisyon grafikleri Sekil 3. 58’te verilmistir.

Gizelge 3. 8 Kumarin turevlerinin I1Cso degerleri. (*100 uM konsantrasyonda %
inhibisyon degeri)

Bilesikler IC50 (HM)
K8 % 36,87* + 1,098
K9 % 8,13* + 2,968
K21 77,69 1,042
K23 84,42 +1,038
K& K9
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Sekil 3. 58 K8, K9, K21 ve K23 kumarin tlirevlerine gore logaritmik inhibitor
konsantrasyonuna karsi reaksiyon sonucunda meydana gelen % inhibisyon grafikleri
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2017 yihinda yapilan tez ¢alismasinda (YAKARSONMEZ, 2017, Doktora tezi) K8, K9, K21
ve K23 tirevlerinin parazit enolazi aktivitesine etkisi Cizelge 3. 9’da konak organizma
enolazi ile karsilastirmali olarak verilmistir. Belirtilen kumarin tlrevleri parazit
enolazina gore kiyaslandiginda daha yiliksek konsantrasyonlarda Bos taurus enolazini
inhibe ettigi gorilmektedir. Bos taurus enolazini inhibisyon oranlarina gore
K21>K23>K9>K8 olarak siralanmaktadir. K9 tirevi digerlerine gore kiyaslandiginda Bos
taurus enolazini en az inhibe eden bilesik oldugu ve bu sebeple en muhtemel aday

inhibitor olarak 6nerilebilecegi gortlmektedir (Cizelge 3. 8).

Cizelge 3. 9 Kumarin turevlerinin Theileria annulata ve Bos taurus enolazlarinin
aktivitelerine etkisi

K8 (M) K9 (uM) K21 (M) K23 (uM)

Theileria annulata 10,45 13,17 8,87 10,86
enolazi (ICso)

Bos taurus enolazi 100 >100 77,69 84,42

(ICs0)

3.8 MM-GB(PB)SA Metodu ile Kumarin Tiirevlerinin ve Substratin (2PG) Serbest

Baglanma Enerji Hesaplamalari

100 ns simulasyon boyunca yapilan enerji hesaplamalari MM-GB/PBSA olarak
karsilastirilmali verilmistir (Cizelge 3. 10). Kumarin tiirevleri bagl olmayan komplekste
substratin baglanma enerjileri sirasiyla MMGBSA -63.4176 kcal/mol ve MMPBSA -
52.1330 kcal/mol olarak hesaplanmistir. MMPBSA serbest baglanma enerji
hesaplamasinda non-polar solvent enerji katkilari goz ardi edildigi icin MMGBSA

enerijisi daha dlisik hesaplanmistir.

inhibitér bagli komplekslere bakildiginda K8 tiirevinin 1 numarali pozisyondaki
(BtEno3-2PG-K8 1), K9 tirevinin 1. pozisyondaki (BtEno3-2PG-K9 1) ve K21 tiirevinin 1
numarali pozisyondaki (BtEno3-2PG-K21 1) komplekslerinin serbest baglanma
enerijilerinin pozitife yakin oldugu gorilmektedir (Sekil 3. 59). Bu durumda substratin
baglanma afiniteleri daha dulisiik yorumu yapilabilmektedir. Fakat 100 ns boyunca
simulasyon sonrasi kumarin tlirevlerinin simulasyon oncesi ve sonrasi konumlari

kiyaslandiginda enzim ile etkilesimlerinin kisith oldugu goériulmektedir. Enzim-ligand
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arasindaki etkilesim zayifligi toplam enerji hesabinda gaz fazindaki elektrostatik
enerjinin (AEELgss) daha yusek hesaplanmasina sebep olmaktadir. Bu iki sonug

kiyaslamali  yorumladiginda kumarin tlrevleri bagh vyada bagli olmayan

komplekslerdeki substrat baglanma enerjileri (MM-GB/PBSA) birbirine benzer oldugu

gorilmektedir.

Cizelge 3. 10 BtEno3-2PG ve BtEno3-2PG-inhibitér komplekslerindeki substratin (2PG)

serbest baglanma enerji hesap bilesenleri

BtEno3- BtEno3- BtEno3- BtEno3- BtEno3- BtEno3-
2PG 2PG- 2PG- 2PG- 2PG- 2PG-
KS_1 KS_2 K9 1 K21_1 K21 2
AVDWeas 3.7167 -6.9999 47888  -3.1794  -8.5298 2.1853
AEELgas 598.999  372.091 00 o soc e 3951172 o0 oo
AEGBswn  535.1648 371.9992 340.4853 358.4076 401.8396 427.5580
AESURFsow  -3.2994  -2.7026  -2.5963 -2.9178  -2.7976  -2.5967
AEPBgoi, 543.1500 389.1629 357.0562 378.0613 411.7016 445.2164
AECAVsol\/ - - - - - -
(Af;“t”(;”GBSA 63.4176 -9.7949 -62.5840 -22.8485 -4.6051 -72.8723
. ta) (0.3282) (0.1474) (0.2071) (0.1590) (0.1743)  (0.4417)
(Af;“t”(;”PBSA 52.1330 10.0714 -43.4169 -0.2771 8.0545  -52.6173
. ta) (0.3487) (0.2647) (0.2405) (0.2266) (0.2878)  (0.5413)
RMSD
(ort) 1.38531 1.34144 1.28605 1.27594  1.17404  1.40254
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Sekil 3. 59 BtEno3-2PG ve BtEno3-2PG-inhibitdor komplekslerindeki substratin serbest
baglanma enerijisi grafigi

in vitro set gbz onine alinarak izlenen yolda 6ncelikli olarak enzime kumarin tirevleri
yanastirilmistir ve 50 ns boyunca simule edilmistir. Olusan koordinat dosyasindan 100
ps araliklar ile alinan anhk koordinatlar kullanilarak kumarin tirevlerinin 2 farkl
konumda bagh olduklari komplekslerin serbest baglanma enerjileri hesaplanmistir.
MM-GB/PBSA serbest baglanma enerijileri kiyasladiginda baglanma afinitileri yiksekten
dislige BtEno3-K21 1> BtEno3-K8 2> BtEno3-K9 1> BtEno3-K8 1> BtEno3-K21 2>
BtEno3-K9_2 olarak siralanmaktadir (Cizelge 3. 11) (Sekil 3. 60). Baglanma afinitesi en
dislik olan BtEno3-K9 2 kompleksindeki liganda simulasyon sonrasi konumuna

bakildiginda sistemden tamamen ayrildigi gérilmektedir.

100



Cizelge 3. 11 BtEno3-inhibitor komplekslerindeki kumarinlerin (K8, K9 ve K21 ) serbest
baglanma enerji hesap bilesenleri (50 ns boyunca)

BtEno3- BtEno3- BtEno3- BtEno3- BtEno3- BtEno3-

KS_1 K8 2  K9_1 K9_2 K211 K21_2

AVDWgas -22.7093  -24.502 -21.7994 -16.2011 -24.145 -20.2376
AEELgas -2.9535  -9.8119 -33.7182 -19.1983 -43.861 -22.2613
AEGBsoiy 14.5193  21.2330 44.0258 27.9846 50.6192 34.5673

AESURFsolv -2.5110 -3.1094 -3.4411 -2.2365 -4.0046 -2.7968

AEPBsolv 14.5547  22.4503 46.8600 27.7806 55.8082 34.1971
AECAVsolv - - - - - -

AGMmmGBsA -13.6546  -16.190 -14.9328 -9.6512 -21.392 -10.7284
AGmmpesA -11.1081 -11.864 -8.6576  -7.6187 -12.198 -8.3018

RMSD (ort) 1.2715 1.4103 1.2301 1.40129 1.22242 1.22306

-2 K21-1 K21-2

K8-1 K8-2 K9-1 K9
-15 l ’ ’

%]

=
]

AGy,dlkecal/mol)

-20
B MMGBSA

u MMPBSA
-25

Sekil 3. 60 BtEno3-inhibitdr komplekslerindeki kumarinlerin serbest baglanma enerjisi
grafigi
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in vitro c¢alismalara paralel olarak takiben enzim-kumarin kompleksine substrat
yanastirilarak 100 ns boyunca molekiler dinamik yontemler ile simule edilmistir. K9
tlrevinin 2 numarali (BtEno3-K9_2) konumda iken 50 ns simulasyon sonrasinda
kompleksten ayrildigl icin bu basamakta komplekse substrat yanastirilmamistir. Diger
komplekslere substrati olan 2PG vyanastirildiktan sonra 100 ns boyunca simule
edilmistir. simulasyon sonrasi olusan koordinat dosyasindan herbir 100 ps araliklar ile
anlik koordinatlar alinarak MM-GB/PBSA metodlari ile serbest baglanma enerjileri
hesaplanmistir.  BtEno3-2PG-inhibitor  komplekslerindeki  kumarin  tirevlerinin
baglanma afiniteleri yiksek disuge BtEno3-2PG-K9_1> BtEno3-2PG-K8_ 2> BtEno3-
2PG-K8 1> BtEno3-2PG-K21_2> BtEno3-2PG-K21_1 olarak siralanmaktadir (Cizelge 3.
12).

Cizelge 3. 12 BtEno3-2PG-inhibitor kompleksindeki kumarinlerin (K8, K9 ve K21 )
serbest baglanma enerji hesap bilesenleri (100 ns boyunca)

BtEno3- BtEno3- BtEno3- BtEno3- BtEno3-
2PG-K8_1 2PG-K8_2 2PG-K9_1 2PG-K21_1 2PG-K21_2

AVDWeas -19.7426  -22.5313  -20.5164  -16.1006 -18.5304
AEELgas -21.8443 -18.3790 -48.8894  -39.8336 -31.5159
AEGBsoiy 30.1036  26.4796  54.1780  47.6965 40.2762
AESURFsy  -2.7242  -3.1788  -3.8021 -2.9239 -3.1308
AEPBsoi 283155  27.1678  56.4146  47.3029 38.9075
AECAVsoi - - - - -

AGwmeesa  -14.2075 -17.6095 -19.0299  -11.1617 -12.9010
(+Std hata) ~ (0.0945)  (0.1886)  (0.0939)  (0.1194) (0.0908)
AGuwpesa  -13.2715 -13.7425 -12.9912  -8.6314 -11.1388
(+Std hata) ~ (0.1302)  (0.1545)  (0.1350)  (0.1392) (0.1475)
RMSD (ort)  1.34144 128605  1.27594  1.17404 1.40254
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Sekil 3. 61 BtEno3-2PG-inhibitor komplekslerindeki kumarinlerin serbest baglanma
enerjisi grafigi
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3.9 Tartisma

Tez galismasi kapsaminda Bos taurus kas enolaz enzimini kodlayan gen basarili bir
sekilde izole edilmis ve klonlanmistir. Klonanan genin ekspresyon ve saflastirma
optimizasyonlari yapilmis ve %95 saflikta protein eldesi basarilmistir. Literatiirde ilk
defa bu ¢alisma ile Bos taurus kas enolaz enziminin karakterizasyonu yapilarak kinetik

parametleri tanimlanmistir.

In siliko g¢alismalarda kullanmak amaciyla enzimin 3-boyutlu tanimlanmasi
gerekmektedir. Bu amacla molekilin homoloji modeli olusturulmus ve bu modelin
dogrulugu web tabanl degerlendirme, analiz programlari ile dogrulanmistir.
Olusturulan homoloji modelde substrat-enzim etkilesiminin analizi igin molekiler
docking metodu ile substrati olan 2PG (2-fosfogliserat) ligandi enzime yanastiriimistir.
Yanastirilan ligandin termodinamik olarak stabilazasyonu ve dogrulugunu artirmak
amaciyla molekiler dinamik yontemler ile sistem simule edilmistir. Son konformasyon,
deneysel olarak belirlenen es deger molekdller ile kiyaslanip dogrulugu onaylanmistir.
Bu metod ile zaman ve para harcanan yontem olan x-ray kristalografi yéntemine gerek
kalmadan molekiilliin 3-boyutlu yapisi tanimlanmistir ve enzim-substrat etkilesimleri

ortaya cikarilmistir.

Bu calisma, Theileria annulata parazitinin sebep oldugu ve sigirlarda maddi olarak
yuksek miktarda kayiplara neden olam theileriosis hastaligina yonelik ilag adaylarn
belirlenmesi asamalarinin  tamamlayicisi  olarak planlanmistir. Bu kapsamda
grubumuzda yapilan ve TAGEM tarafinda desteklenen projede belirlenmis olan
Theileria annulata enolazini inhibe eden kumarin tlirevleri taranmistir. Belirlenmis olan
K8, K9, K21 ve K23 ligandlari bu ¢alismada materyal olarak alinmistir. Bu ligandlarin
parazit enolazini baskilamasi fakat konak organizma olan Bos taurus enolazini

etkilememesi beklenmektedir.

Karsilastirmali MM-GB/PBSA metodlari ile serbest baglanma enerjileri ve simulasyon

oncesi ve sonrasl konumlari gbz online alindiginda;

K21 kumarin tdrevinin 1 numaral pozisyonda bagh kompleksin substrat bagl olmadan

baglanma afinitesi en yuksek olarak hesaplanmistir fakat substrat baglandiktan sonra
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baglanma afinitesi en disik konuma gelmistir. K21 kumarin tdrevinin 1 numarali
konumuna simulasyon dncesi ve sonrasina bakildiginda ilk yanastirmada oyuga girmis
fakat simulasyon sonrasi bu oyuktan ¢iktig1 ve etkilesimlerinin azaldigi gérilimektedir.
Simulasyon boyunca hesaplanan ortalama RMSD degeri 1.17404 oldugu da dikkate
alindiginda K21 kumarin tlrevinin 1 numarali konumda bagh kalamayacagl ve

inhibisyon 6zelligi gosteremeyecegi sdylenebilmektedir.

K21 kumarin tirevinin 2 numarali konumda iken substrat bagh olmadan baglanma
enerjisi -10.7284 kcal/mol iken substrat bagh iken -12,9010 kcal/mol olarak
hesaplanmistir. Simulasyon 6ncesi ve sonrasi konumuna bakildiginda ilk baglandigi
oyukta stabil kaldigi ve konumu enzimin aktif bélge oyugunda oldugu gorilmektedir.
K21 kumarin tirevinin 2 numaral konumundan baglanarak sabit kalacagi ve inhibitor
etkisi gosterecegi tahmin edilmektedir. in vitro inhibisiyon calismalari sonucu en

yluksek inhibisyonu (ICso =77,69 uM) gosteren tirev K21 olarak rapor edilmistir.

K8 kumarin tilirevinin 1 numarali konumda bagh iken substrat olmadan ve substrat
bagl iken hesaplanan serbest baglanma enerjileri sirasiyla -13,6546 ve -14,205
kcal/mol olarak hesaplanmistir. Simulasyon 6ncesi ve sonrasi K8 kumarin tlrevinin
konumuna bakildiginda yerinin stabil kaldigi fakat baglanma bdlgesi aktif bolge
oyugunun disinda oldugu gorilmektedir. in vitro inhibisiyon c¢alismalari sonucu
IC50>100uM olarak hesaplanmistir. Bu karsilastirma sonucu K21 kumarin tirevinden

sonra en az inhibisyon etkisi gosteren K8 kumarin tiirevi oldugu séylenebilmektedir.

K8 kumarin tlirevinin 2 numarali konumda iken substrat bagl ve bagl olmadan
hesaplanan baglanma afinitesi olarak en ylksek 2. tlrev oldugu gorilmektedir.
Ligandin simulasyon ©ncesi ve sonrasi konumlarina bakildiginda tamamen ilk
pozisyonda farkli bir yere konumladigi ve enzim ile etkilesimin zayifladigi
gorilmektedir. Bunun sonucu olarak substrat baglanma afinitesi diistik ctkmaktadir. Bu
sonuclar degerlendirildiginde simulasyon devaminda K8 kumarin tilirevinin enzimin

ylzeyinde dolasacagi ve enzim aktivitesi bir etksinin olmayacagi gortlmektedir.

K9 kumarin tirevinin 1 numarali konumda bagh iken substra bagh ve bagh olmadan
hesaplanan serbest baglanma enerjileri sirasiyla -14,9328 ve -19,0299 kcal/mol olarak

belirlenmistir. Ligandin 100 ns simulasyon oncesi ve sonrasi konumlarina bakildiginda
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pozisyonunun degismedigi fakat konum olarak enzim aktif oyuguna uzak oldugu
gorulmektedir. in vitro inhibisiyon ¢aligmalari sonucu ICso >100uM olarak belirlenen K9
kumarin tirevinin en disuk inhibisyon 6zelligi olan ligand olarak belirlenmigtir. Ayni
sekilde K9 kumarin tiirevinin 2 numarali konumdan 50 ns sonra sistemden ayrildigi
gorllmustlr. Bu sonuglara gére K9 kumarin tlrevinin in siliko ve in vitro calismalari

sonrasl inhibitor adayi olarak gosterilebilecegi 6ngorilmektedir.

Tum sonuclar dikkate alindiginda K8 ve K9 tiirevlerinin konak organizmanin enolaz
aktivitesine etkisi Theileria annulata enolazina kiyasla ¢ok diisiktiir. Bununla beraber
K21 ve K23 tirevlerinin de konak organizma enolazinin aktivitisine etkisi Theileria
annulata enolazina oranla disik konsantrasyonlardadir. Ancak calisilan bu dort
kumarin tiirevi kendi arasinda degerlendirildiginde ve ayrica in siliko ¢alismalarda goz
Oonine alindiginda hastaliga sebep olan parazitin enolazini inhibe eden ama konak
organizmanin esdeger enzimi olan enolazi inhibe etmeyen aday olarak K8 ve K9

olabilecegi aciga ¢cikmaktadir.
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3.10

Oneriler

Bos taurus enolazinin 3-boyutlu yapisi deneysel olarak X-ray kristalografi ile

tanimlanmalidir.

Kumarin tlrevlerinin Theileria annulata enolaz ile etkilesimlerinin deneysel

olarak tanimlanabilmesi igin kristal yapilari tanimlanmalidir.
Secilen kumarin tlrevlerinin hiicre kiltir ¢alismalarinin yapilmahdir.

Hicre kdltird calismalarindan olumlu sonuc¢ elde edilmesi durumunda

belirlenen ligandlar ile in vivo testler yapilmalidir.

Bu tez calismasi, farkli ligand setleri ile yapiya dayali ilag tasarimi ¢alisiilmalarina
ve ayni sekilde farkl hastalik ve organizmalarda benzer calismalarin yapilmasina

bir basamak olusturmaktadir.

Bu tez calismasinda takip edilen metodlar ile daha iyi ilag adaylarinin tespiti

amaciyla farkli ligand kitliphanelerinin analizinin yapilmasi;
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