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ABSTRACT

Tissue transglutaminase (TG2; Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2,
EC 2.3.2.13), member of the Transglutaminase family, is a multidomain enzyme with
many interesting properties resulting in versatile roles in both physiology and
pathophysiology [1]. One of its function is to catalyse the Ca*'-dependent
transamidation of protein-bound glutamine residues (donor substrate) leading to an
inter- and intramolecular irreversible crosslinking of proteins. It is involved in multiple
physiological processes including inflammation, wound healing, cell migration,
angiogenesis, and apoptosis [2] and it is implicated in a wide range of diseases. Its
implication in the pathophysiology of tumours is still matter of debate [3] , but
upregulation of TGase-2 in malignant cells has been demonstrated [4].

Despite recent progress in unraveling the different cellular functions of TG2,
several questions remain. Thus, Transglutaminase 2 features in both confirmed and
some still ambiguous roles within pathological conditions, raising interest in developing
inhibitors and imaging probes which target this enzyme [1].

This thesis contains a study of TG2 activity, using fluorescence based (high
throughput enabled screening assay) determination of fluorogenic synthetic substrates
and substrate-related new inhibitors’ investigation. A continious fluorometric assay, to
determine the activity of TG2 as described by Gillet et al [5], has been used in order to
measure the activity of TG2. with RW129/12 and RW 130/12 as donor substrate

provided by Dr. Reik Loser Institute of Radiopharmaceutical Cancer Research,



Helmholtz-Zentrum Dresden-Rossendorf, Germany. Aminoacetonitrile was used as
acceptor substrate. 7-hydroxycoumarin and 7-hydroxy-4-methyl-coumarin are the
products, respectively, which are released upon the interaction of TGase with the
substrates

During validation of the method, precipitation occured. In order to dissipate
precipitation solubility it is needed to increase solubility in the assay mixture. With the
help of using different solvents and lower substrate concentrations, optimum conditions
were determined and precipitation was dissipated. Even using TritonX-100 and NMP
was increased solubility, precipitation had still slightly occured, besides, it was
observed that the presence of TritonX-100 and NMP inhibits the reaction. Optimum
conditions different from the described method have been determined and
measurements were performed in the presence of 10% (v/v) DMSO and 5 uM donor
substrate.

After the optimization of the conditions, inhibition of TG2 was validated with
the literature-known inhibitor iodoacetamide and applicability of the substrates for TG2
inhibition assay was determined. Substrate-related molecules act as inhibitors were
characterized. RW131/12 showed inhibiton characteristics rather than substrate property
due to the replacement of the ester moiety (cleaved by TG2) by an amide bond.
Inhibition tendency of RW144/12 and RW145/12 were determined according to the
assay. However IC50 values have not been determined due to the structure’s reported

unstability.
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OZET

Transglutaminaz ailesinin bir iiyesi olan doku Transglutaminaz1 (TG2, protein-
glutamin gama-glutamiltransferaz 2, EC 2.3.2.13) hem fizyolojide hem patofizyolojide
farkli roller almasiyla sonuglanan birgok ilging oOzelliklige sahip, ¢oklu bolgeli bir
enzimdir [1]. Gérevlerinden bir tanesi proteine bagh glutamin gruplarinin Ca®* bagimli
transamidasyon reaksiyonlarini katalizleyip, proteinin geri doniisiimsiiz capraz
baglanmasina yol agmaktadir.

Inflamasyon, yara iyilesmesi, hiicre gocii, anjiyogenez ve apoptozis [2] gibi
bircok fizyolojik siirece katilmaktadir ve etki ettigi hastalik araligi olduk¢a genistir.
Timor patofizyolojisine etkisi hala siipheli goriinse de [3], malign hiicrelerdeki artisi
kanitlanmistir [4].

Son zamanlarda TG2’nin ¢esitli hiicresel fonksiyonlarinin aydinlatilmasindaki
gelismelere ragmen, hala akillarda bazi sorular kalmaktadir. Bu nedenle TG2’nin
patolojik kosullardaki hem kanitlanmis hem de hala bilinmeyen yonleri, enzimi hedef
alan inhibitorlerin ve gériintiileme problarinin gelistirilmesine ilgiyi arttirmaktadir[1].

Bu tez TG2 aktivitesini fluorosans bazli (HTS) tayinle, fluorojenik sentetik
substratlar kullanarak gergeklestiren ve bu substratlarla iligskili yeni inhibitorleri
aragtiran bir calismay1 icermektedir. TG2 aktivitesini Gillet et al [5] tarafindan
tanimlanmig RW129/12 ile ve Dr. Reik Loser (Institute of Radiopharmaceutical Cancer
Research, Helmholtz-Zentrum Dresden-Rossendorf, Almanya) tarafindan saglanan

RW130/12 substratlar1 ile belirlemeye yonelik bir siirekli florometrik analiz, 96



kuyucuklu mikrotabaka okuyucuda gerceklestirilmistir. Akseptdr substrat olarak
aminoasetonitril kullanilmistir. 7-hidroksikumarin (HC), 7-hidroksi-4-metil-kumarin
(HMC), TG2 ile substratlarin ayr1 ayri etkilesimi dogrultusunda salinan reaksiyon
triinleridir.

Var olan yontemin validasyonuyla baslanan analizlerde proteinin belirtilen
kosullarda c¢okelti olusturdugu tespit edildi. Bunu gidermek amaciyla ¢oziintirliigii
arttirmaya yonelik yontemler uygulandi. Farkli ¢oziicliler denenerek ve daha diisiik
substrat konsantrasyonlarinda ¢alisilarak ¢O6kelmenin giderildigi optimum kosul
belirlendi. TritonX-100 ve NMP kullanilsa bile az da olsa bir ¢okelme olustugu
gozlendi, ayrica TritonX-100 ve NMP’nin varligiin reaksiyon verimini azaltici etki
gosterdigi tespit edildi. Optimum kosulun, var olan yontemden farkli olarak, %10 (v/v)
DMSO kullandigi ve RW130/12 substratinin 5uM’1 gegmeyecek konsantrasyonlarinda
calisilan kosullar oldugu belirlendi.

Yapilan optimizasyonlarin ardindan, TG2 inhibisyonu referans inhibitor
iyodoasetamid ile valide edildi ve substratlarin inhibisyon analizlerine uyarlanabilirligi
tespit edildi. RW131/12’nin substrat 6zelligi gostermezken, substratlarda bulunan ester
kisminin (TG2 tarafindan kirilan) burada amid bagiyla yer degistirmesi nedeniyle
inhibitor ozelligi gosterdigi bulundu. Yine denenen inhibitérlerden RW144/12
RW145/12’nin inhibisyona yatkinliklari tespit edildi. Ancak IC50 degerleri yapilarin

stabil olmadig1 raporlandigindan hesaplanmadi.
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TG2 : Transglutaminaz-2, doku transglutaminazi
U : birim (linite)

V max : maximum hiz
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BOLUM 1

1. GIRIS

Enzimler biyolojik katalizor olarak canli hiicrelerde ¢ok ©nemli roller
iistlenmistir. Bu nedenle iizerinde ¢ok calisilan degerli ilag hedefleridir. Bugilin hali
hazirdaki bir¢ok ilag, hastalik fenotiplerini bagdastiran enzimleri inhibe ederek islev
gosterir Yiiksek verimli tarama (HTS) uygulamalari i¢in dogrulugu yiiksek enzimatik
analizlerin dizayni, gelistirilmesi ve hayata gegirilmesi i¢in enzim biyokimyasini ve
enzim kinetigini iyi kavramis olmak biiyiik bir dnem tasir. Enzim kinetiginde, analizin
dizayni i¢in uygun substratlarin se¢ilmesi ve Km ile Vmax degerlerinin dogru tahmini,
enzim hedeflerinin esas kinetik parametreleri gibi kavramlar ilag¢ kesifleri ve HTS

analizlerin gelistirilmesi i¢in son derece 6nemlidir [6,7].

Transglutaminaz ailesi, dokular1 giiclendiren aglari olusturmak igin proteinleri
¢apraz baglayic1 ozelligiyle bilinir [8]. Transglutaminazlar (TG) Ca**-bagimli ¢ok
domainli  enzimlerdir, agil transfer reaksiyonlarin1  katalizler, proteinlerin
posttranslasyonal modifikasyonundan sorumludurlar [9]. Tek hiicreli organizmalardan
bitkilere ve memelilere kadar genis bir alanda tanimlanmis enzimlerdir [10]. Doku
transglutaminazi olarak da bilinen TG2 (EC2.3.2.13) proteinlerin Ca®* ve tiyol bagiml
acil transfer reaksiyonlarini [1], glutamin ve lizin yan zincirleri arasinda molekiillerarasi
ve molekiiligi [11,12,8] izopeptid baglar1 olusumunu katalizleyen, birden ¢ok bolgeli ve
¢ok fonksiyonlu bir enzimdir [13]. Bu enzimin hiicre dig1 matriks formasyonu, integrin
aracilifiyla sinyal iletme, ve sinyal aktarimini saglayan 7-transmembran reseptorlerini

kapsayan ¢esitli biyolojik fonksiyonlarda rolii vardir. Normal fizyolojik kosullar altinda



TG2’nin bir takim fonksiyonlari halen belirsiz kalsa da, bu proteinin ¢dlyak, norolojik
dejenereatif hastaliklar ve bazi kanser tipleri dahil birbirinden bagimsiz birgok
hastaligin patojenesisine katildig: diistintilmektedir [9, 14, 1, 15].

TGlarmm ilk olarak, 1950’li yillarda memeli karacigerinde bulunan enzimin
homojenlestirilmesiyle, diigilk molekiillii aminler ile baz1 proteinlerin kalsiyum-bagiml
kovalent baglarinin katalizini ve bu reaksiyon ile amonyak salinimini gergeklestirdigi
kesfedilmistir [16, 17]. Sonrasinda TG enzim ailesine 9 iiye katilmistir, bunlar; TG1-7,
faktor XIIIA ve enzimatik olarak inaktif olan eritrosit band 4.2°dir [18, 2]. Bu 9 iiyeden
TG2 (ayrica doku transglutaminaz, transglutaminaz C, tTG, gibi adlandirmalari da
mevcuttur), viicut dokularinda en ¢ok bulunandir ve ¢dlyak sprue [19], Alzeimer,
Parkinson, Huntington hastaligi [14] ve bazi kanser tipleri [20] gibi hastaliklarda rol
oynamasi nedeniyle aralarinda en ¢ok ¢alisilan ve biyolojik olarak en fazla karakterize
edilendir [1, 21].

Sakat birakici ve genelde oliimciil hastaliklar1 tedavide, TG2’nin enzimatik
aktivitesini  bloklayabilen kiigiik molekiil ya da peptidomimetik inhibitorler

tasarlanmakta ve biyokimyasal olarak karakterize edilmektedir [15].



BOLUM 2

2. GENEL BILGILER

2.1. Enzim Sistemleri

Enzimler; canlilarin hiicrelerinde geceklesen, hiicre ici ve hiicre dis1 etki
gosteren biyolojik katalizorleridir. Enzimler hiicre icinde, ilk enzimin reaksiyon {iriinii
kendisinden sonra gelen enzimin substrati olacak sekilde, birbirini izleyen bir sira ile
ve hep birlikte caligirlar [22]. Biyokimyasal tepkimelerin daha hizli gergeklesmesini
saglarlar ve kendileri tepkime sonunda degismeden kalir. Enzim sistemlerinin molekiil
yapilar oldukea karisiktir, bilesik ya da basit protein yapilidirlar.

Enzimlerin en onemli ozelliklerinden bir tanesi de yiiksek spesifite
gostermeleridir. Her enzim sadece bir cesit reaksiyonu katalizler ve o reaksiyonun
substrat (reaktan) ve iiriinlerine kars: 6zel spesifite gosterir. Ornegin, tripsin enzimi bir
polipeptidi daima lizin veya arjinin amino asitlerinin bulundugu yerden keser.
Kimotripsin ise ayni isi fenilalanin, tirozin ve triptofan bolgelerinden yapar [23].

Hiicrede birgok enzim sentezlenir. Ayrica, bir¢ok enzim doku veya organ
spesifitesi gosteririler. Yani, belli enzimler belli doku veya organlar tarafindan daha
¢ok sentezlenirler. Bazi enzimlerin hiicrede siirekli tiretilmesi gerekir (6rnegin, enerji
tiretiminden sorumlu enzimler). Hiicre termodinamik yap1 ve fonksiyonunu bu sekilde
korur. Diger bazi enzimler ise ancak gerekli olduklari zaman yapilirlar (DNA
replikasyonu igin gerekli enzimler) [23].

En basit enzim sisteminde enzimlerden her biri sitoplazmada serbest molekiil
halinde bulunur, diger bir deyisle, birbirleriyle fiziksel olarak birlesmis (assosiyle
olmus) degildirler ve reaksiyon esnasinda da birlesmezler. Bu sebeple kiigiik
molekiillii substratlar, difiizyon hizlarinin biiylik olmasi dolayisiyla, bir enzim

molekiiliinden digerine gecerken yollarini hizlica bulabilirler [22]. Diger bazi enzim



sistemlerinde enzimlerden her biri serbest olmayip assosiye olmuslardir ve hep birlikte
enzim kompleksleri halinde faaliyet gosterirler [24]. Ornegin 6zellikle karaciger ve
yag dokusu hiicrelerinin sitosol kisminda yag asidlerinin, asetil-CoA molekiillerinden
sentezini kataliz eden (yag asidi sentetaz) enzim sistemi birbirine simsiki bir sekilde
baglanarak demet teskil etmis yedi farkli tipte enzim molekiiliinden ibarettir. Bu
kompleks ayr1 enzim molekiillerine dissosiye olmaz ve kompleksteki enzim
molekiilleri tek baslarina aktivite gostermezler [25]. Enzim molekiillerinin dissosiye
olmayan kompleks halinde bir sistem teskil etmeleri, substrat molekiillerinin reaksiyon
esnasinda yayilmalart gereken mesafeyi sinirladigt i¢in biyolojik bakimdan yararhidir.
Nitekim, yag asiti sentetaz sistemi i¢inde ara iiriin olarak meydana gelen substratlar

kompleksten asla ayrilamazlar.

Birgok enzim sistemleri ise birbirlerine yanyana ve ayrica herbiri zarlara veya
ribozomlara bagli olarak bulunurlar. Substrattan hava oksijenine elektron aktaran
solunum zinciri enzimleri drnek olarak gosterilebilir, bu enzim molekiillerinden her

biri mitokondrilerin i¢ zarina baglidir [22].

2.1.1. Enzimlerin Siiflandirilmasi

Uzun zamandan beri bilinen bir¢ok enzim hala onlar1 bulan kisilerin ilk
isimleriyle anilmaktadir. Ornegin pepsin, tripsin vb.. Bundan baska, enzimin etki ettigi
substratin tipi de enzimin isimlendirilmesinde temel tegkil edebilir ve enzimler bu
kelimenin son hecesi yerine veya sonuna —az veya —litik eki getirilerek de adlandirilir.
Ormegin amilaz, lipaz, proteinaz, veya amilolatik, lipolitik, proteolitik enzimler
sirasiyla nisasta, yag ve proteinlere etki ederler. Adlandirmada enzimin kaynagi da
belirtilmelidir, 6rnegin (pankreas lipazi) veya (mide 6zsuyunun proteolitik enzimleri)
gibi. Bununla beraber enzimler, genel olarak, kataliz ettikleri reaksiyonlara gore
adlandirilir.

Uluslararast Biyokimya Birligi Enzim Komisyonu enzimleri, katalizledikleri

ana reaksiyon tipine gore

1.0Oksidorediktazlar
2.Transferazlar

3.Hidrolazlar



4.Liyazlar
5.1zomerazlar
6.Ligazlar

alt1 ana sinifa ve bu smiflar1 da alt siniflara ayirmastir.

Bundan baska, ayn1 komisyon, enzimleri sistematik olarak numaralandirmistir.
Her enzimin numarasi birbirinden nokta ile ayrilmis dort sayr igerir. Bu sayilardan
birincisi enzimin adlar1 gegen bu alti siniftan hangisine ait oldugunu, ikincisi alt
smifini, tgiinciist alt-alt sinifin1 gosterir. Dordiincii say1 ise enzimin 6zel adi i¢indir.
Ornegin 3.1.2.1 sayilar1 asetil-CoA hidrolazin enzim komisyonu (EC) numarasidir. Bu
numaranin ilk sayist (3) ad1 gecen enzimin hidrolazlar sinifindan, ikinci sayist (1)
hidrolazlarin ester baglarina etki eden hidrolazlar alt simifindan, iiclincii sayist (2)
tiolesterhidrolazlar alt-altsinifindan ve doérdiincii say1 (1) bu alt-altsinifinin ilk enzimi
oldugunu gostermektedir. Yine aynmi simif, alt smif ve alt-altsinifa ait suksinil-CoA

hidrolazin enzim komisyonu numarasi 3.1.2.3 tiir [22, 23].

2.1.1.1. Transferazlar

Bazi1 gruplarin bir bilesikten digerine aktarilmasini kataliz eden enzimlerdir.

2.1.1.1.1. Tek Karbonlu Gruplar1 Aktaran Enzimler

Metil (-CHgs), hidroksimetil (-CH,OH), formil (-CHO) ve formimino (-
CH=NH) transferazlardir. Bu gruplarin aktarilmasinda rolii olan koenzim,
tetrahidrofolik asittir. Bu enzimler 6zellikle purin, pirimidin ve aminoasit

biyosentezinde onemlidirler.

2.1.1.1.2. Aldehit veya Keton Gruplarim Aktaran Enzimler

Transaldolaz dihidroksiaseton grubunun bir aldoza ve transketolaz ise
glikolaldehit grubunun verici molekiilden alici bir aldehite aktarilmasini kataliz eder.
Her iki enzimin de glukozun pentoz fosfat yolunda yiikseltgenmesinde rolii vardir
[22].



2.1.1.1.3.Acil Transferazlar

Asetil ve daha yiiksek agil gruplarint bir molekiilden digerine aktaran
enzimlerdir. Bu enzimler 6zellikle lipid metabolizmasinda onemli olup koenzim
kisimlart CoA’dir. Koenzim A molekiiliiniin ucundaki tiol grubu enzimin aktif
kismuidir. Ornegin asetil -CoA’ nin asetil grubunu diger bir agil -CoA’ya aktaran asetil -
CoA agiltransferaz [22].

Agilin karbonil grubu CoA’nin stlthidril (-SH) grubuna tiolester bagi

olusturmak {izere baglanir. Meydana gelen bag yiiksek enerjili bir bagdir.

2.1.1.1.4. Glikozil Transferazlar

Seker birimlerini c¢esitli alicilara ve 6zellikle diger bir karbohidratin -OH
grubuna, bir fosfat birimine veya heterosiklik bir halkanin azot atomuna aktarirlar.
Ornegin bir glukoz molekiiliinii glikojen zincirine aktaran enzim olan UDP-glukoz-
glikojen glukoziltransferazdir. Buna ¢ok defa glikojen sentaz da denir, kofaktori
UDP’ur [22].

2.1.1.1.5. AIkil ve Bununla flgili Gruplar1 Aktaran Enzimler

Ozellikle karotenoidlerin, steroidlerin ve iibikinonlarin biyosentezinde nemli
rol oynarlar. Ornegin kolesterol sentezinde iki izoprenoid pirofosfat tiirevinin,
pirofosfat ayrilmasi1 ve daha biiylik molekiillii izopren tiirevlerini olusturmak {izere
kondansasyonu ile sonuglanan bir¢ok reaksiyon meydana gelir. Bu reaksiyonlari

katalizleyen enzime preniltransferaz adi verilir.

2.1.1.1.6. Azotlu Gruplar1 Aktaran Enzimler (Transaminazlar)

Aminoasit ve protein metabolizmasinda 6nemli rol oynarlar. Bu grubun en iyi
bilinen enzimleri glutamatin amino grubunun, aspartat olusturmak tiizere, okzalasetata
aktarilmasin1  kataliz eden glutamat-okzalasetat transaminaz (GOT) ve alanin
olusturmak {izere piruvata aktarilmasini kataliz eden glutamat -piruvat transaminaz
(GPT)’dir [22,24].



2.1.1.1.7. Fosfotransferazlar (Transfosforilazlar)
Fosfat gruplarinin bir molekiilden digerine aktarilmasini katalizleyen

transfosforilazlarin 6zellikle karbohidrat metabolizmasinda 6nemi vardir.

2.1.1.1.8.Siilfiir ve Siilfotransferazlar

Kiikiirt (stilfiir veya siilfo) ihtiva eden gruplart bir molekiilden digerine aktaran
enzimlerdir. Bu gruptaki enzimlerden bazilarinin organizmada zehirsizlestirme
reaksiyonlarinda (6rn. fenollerin siilfatla birlestirilmesinde) bazilarinin ise bazi

heteropolisakkaritlerin biyosentezinde rolleri vardir.

2.1.1.2. izomerazlar
Substratin molekiil i¢i degisikliklerini kataliz eden enzimlerdir. Rasemazlar ve
epimerazlar, cis-trans izomerazlar, intramolekiiler oksidorediiktazlar, intramolekiiler

transferazlar, intramolekiiler ligazlar adlarini tasiyan altsiniflara ayrilirlar:

2.1.1.2.1. intramolekiiler Transferazlar

Bu enzimler agil, fosfat, amino vb. gruplarin molekiil iginde bir yerden bir yere
aktarilmasini kataliz ederler. Ornegin 2-fosfogliserat1 3-fosfogliserata tersinir olarak
doniistiiren D-fosfogliserat 2,3-fosfomutaz ve metil-malonil-CoA’nin suksinil-CoA’ya
cevrilmesi reaksiyonunu tersinir olarak kataliz eden metilmalonil-CoA CoA-

karbonilmutaz [22].

2.1.2. Enzim Aktivitesinin Olgiilmesi

Enzimlerin doku ve hiicrelerdeki konsantrasyonu son derece az oldugundan
miktarlarin1 6lgmek ¢ok giigtiir. Bu nedenle, enzimin miktar: aktivite cinsinden ifade
edilir. Aktivite genellikle iinite olarak verilir. Buna gore bir mikromol (10 mol)
substratin, belirli ve 6zel sartlar altinda, degisiklige ugramasini kataliz eden enzim
miktarina bir iinite enzim aktivitesi denir [23].

Aktivite Olclisi i¢in kullanmighh bir birim de spesifik aktivite’dir. Spesifik
aktivite 1 mg enzim proteninin aktivitesidir. Spesifik aktivite herhangi bir enzim

preparatinin saflik derecesi hakkinda fikir verir [26].



Her enzim kendine has spesifik bir aktiviteye ve dolayisi ile turnover sayisi
(kcat)’na sahiptir. Bir enzimin turnover sayisi, 1 mol enzim tarafindan dakikada
cevrilen mol substrat sayisidir (veya 1 pmol enzim tarafindan dakikada cevrilen pmol
substrat sayisidir). Diger bir deyisle bu sayr Vmax/[E]t’a esittir ([E]Jt= ortamdaki
toplam enzim, yani [ES]+[E]). Ancak, ¢cogu zaman bir enzime birden fazla substrat
baglanabilir, yani enzim, birden fazla katalitik bolge tasiyabilir. Bu durumda, esas
turnover sayist 1 mol katalitik bolge tarafindan cevrilen mol substrat sayisi olarak
ifade edilebilir.

Enzim reaksiyonlarinin anlasilmasi, enzim aktivitesi, bu aktivitelerin degisik
sartlar altinda (pH, 1s1, inhibitér, vb) nasil etkilendigini aydinlatmak amaciyla
enzimatik reaksiyonlar tizerine c¢alismalar yapilir. Enzimle Kkatalize olan bir
reaksiyonda, enzimin etki edip bir tiriine (P) cevirdigi maddeye substrat (S) denir. Her
enzim spesifik bir substrati isleyebilir. Enzim ile substrat arasindaki komplekse enzim-
substrat kompleksi denir. Enzimler reaksiyon hizini milyonlarca kere arttirirken,
reaksiyonlarin enerji seviyelerine ve hangi yonde olacaklarina etki etmezler.

Enzim olamadan bir reaksiyonun kimyasal katalizasyonu oldukga yiiksek
sicakliklart (>>100) ve ekstrem sartlar1 (6r, H) gerektirir. Optimum 1silarda
reaksiyonlar ancak enzimler aracilig: ile olur. Enzimler reaksiyona girecek maddenin
(yani substrat veya reaktan) aktivasyon enerjisini disiirerek fonksiyon yaparlar.
Substratin tranzisyon durumuna gegip triine donismesi igin gerekli enerji seviyesine
aktivasyon enerjisi denir. En basit enzimatik reaksiyon, bir substratin bir iriine (P)

cevrildigi reaksiyon seklidir.

k1 ve k4 ES kompleksinin olusma sabiteleri (her biri farkl degere sahiptir), k2
ve k3 ES kompleksinin ayrisma sabitelerine denk gelir ve bunlar da farkli
degerlerdedir. Cogu reaksiyonda k4<<<k3 oldugundan, k3=kp olarak ifade edilir (k4
ihmal edilecek derecededir). Dolayis1 ile kp (urun olusma sabitesi) ile yukaridaki

reaksiyon esas olarak

seklindedir.



Bu son reaksiyondan enzim aktivitelerini bulmak igin kullanilan esitlik

Michaelis Menten esitligidir.

v= Vinar[S]/ (K [S])

Burada Km’e Michaelis Menten sabiti denir. Km reaksiyonun maksimum
hizinin (Vmax) yarisina esit olan substrat konsantrasyonudur. Bir¢ok enzim igin Km
degeri 10-1 ila 10-6 M arasinda degisir. Enzimatik reaksiyonlarda Km en onemli
reaksiyon sabitidir. Bu sabit ile reaksiyon hizi (v) ve substrat konsantrasyonu [S]
anlasilabildigi gibi, enzimin substrata olan ilgisi de anlasilir. Km degerinin bilinmesi
ile hiicre i¢i [S] konsantrasyonunun belirlenmesi mimkindiir [24].

Spesifik bir enzimin alternatif substratlarinin bulunup bulunmadigini da Km’i
bilmekle miimkiin olur. Olanlardir. En diisiik Km’e sahip reaksiyonlarda enzimin
substrata olan ilgisi en yiiksek derecededir. Dolayis ile en spesifik enzimler en biiyiik
Vmax/Km oranina sahip olanlardir [23].

Bir enzimin etkisini arttiran maddelere bu enzimin aktivatorleri, daha dogru
bir deyisle, akseleratorleri denir. Bu aktivator veya akseleratorler cok defa inorganik
iyonlar ve bazen de organik gruplardir. Propepsinin H" iyonlar1 tarafindan aktivite
edilmesiyle aktif sekli olan pepsin meydana gelir. Molekiillerinde etkili serbest
stilfidril gruplar igceren enzimler H,S, KCN, glutation veya sistein gibi indirgen
maddelerle aktive edilirler. Boyle enzimlere 6rnek olarak katepsinler, papain ve fibrini
stabilize eden faktor gosterilebilir. Tiikriik amilazini kloriir, fosfatazi magnezyum
iyonlar1 aktive eder. Enzimler de baska enzimlerin proenzimlerini veya kendi
proenzimlerini aktif hale getirebilirler. Ornegin pepsin propepsini pepsine, enterokinaz

protripsini tripsine ¢evirir [22].

2.1.3. Enzim Inhibitérleri ve Inhibisyonu

Inhibitérler bir enzimin etkisini azltan maddelerdir. Enzim reaksiyonlari
iiriinlerinden baska enzimleri inhibe eden bir¢ok madde vardir. Inhibitérler yarismah
(kompetitif) inhibitorler, yarismah olmayan (kompetitif olmayan) inhibitorler ve
diger inhibitorler olmak iizere gruplara ayrilabilir.

Yarigmalt  inhibitorler,  kimyasal  yapilar1  bakimindan  substrata
benzediklerinden enzimin karsisinda substratla rekabet halindedirler. Yani enzimin

normal substratla birlesecegine ortamda bulunan inhibitér molekiilleri ile birlesmesi



sonucu da (enzim-inhibitér kompleksi) meydana gelir. Bu tip inhibisyona yarismah
inhibisyon denir. Belirli bir reaksiyonda inhibisyon orani normal substrat molekiilleri
ile inhibitor molekiillerinin enzime olan ilgilerine ve reaksiyona giren molekiillerin
konsantrasyonuna baglidir. Kompetitif inhibisyon tersinirdir yani ortamda yeteri kadar
normal substrat bulunursa inhibisyon geri dondiiriilebilir. Kompetitif inhibisyona
ornek, malonik asidin suksinat dehidrojenazi inhibe etmesidir. Yapist suksinik aside
¢ok benzeyen malonik asid enzimle birleserek enzim-inhibitor kompleksini meydana
getirir [22].

Yarigsmali olmayan inhibitérlerin enzimle meydana getirdigi kompleks
tersinmez olup bu inhibisyona yarismal olmayan inhibisyon adi verilir. Bu tip
inhibisyon normal substrat konsantrasyonunun arttiritlmasiyla geri donmez. Kompetitif
olmayan inhibitorlerin bazilari enzimin prostetik grubuna bazilar1 ise apoenzim
kismina etki ederler. Prostetik gruba etki edenlere 6rnek olarak CO, CN™ ve H,S
verilebilir. Bunlar prostetik grubu demir-porfirin kelat kompleksi olan enzimleri inhibe
ederler. Yiikseltgen ve indirgen maddeler de prostetik gruba etki ederek enzimleri
inhibisyona ugratirlar.

Yarigmali ve yarigsmali olmayan inhibitorlerden baska inhibitdrler de vardir.
Bazi proteinler bazi enzimleri inhibe ederler. Ornegin soya fasulyesinde ve diger
baklagillerin tanelerinde tripsini inhibe eden globulinler bulunur. Sindirimi gii¢ olan
yaglar, lipaz tarafindan ¢ok daha kolay sindirebilen yaglarin sindirimini inhibe ederler

[22].

2.1.4. Enzimler ve ilaglarin EtKisi

Ilaglar, hayvanlarin ve mikroorganizmalarin metabolizmasini bozabildigine
gbre, bu etkilerinin enzimlerle uzak veya yakindan ilgili olmas1 gerekir. Ilaglarin
farmakolojik  etkileri, ¢ok defa enzim inhibisyonuna dayanir. Ornegin
mikroorganizmalarin ireme faktorleri ve bir koenzim olan folik asidi sentezlemeleri
sirasinda molekiile PABA yerine, yarismali inhibisyon sonucunda, siilfanilamidin
girmesiyle koenzim inaktive olur. Folik asid sentezi durdugu i¢in bakteriler lireyemez.
Antibiyotikler de mikroorganizmalarin, bazi enzim sistemlerini inhibe ederek,
tremelerini  Onlerler. Narkotiklerin, dehidrojenazlarin  aktivitesini azalttiklar

bilinmektedir.
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2.1.5. Enzimlerden Hastalik Tamisinda ve Tedavisinde Yararlanma

Enzimlerden bazi hastaliklarin tedavisinde yararlanildigi gibi, enzimlerin nitel
ve nicel analizlerinden tan1 amaciyla da yararlanilir. Bazi patolojik durumlarda
hiicreleraras1 sivisindaki veya kan plazmasindaki enzim diizeyi artar. Bunun sebebi
enzim sentezinin artmasi olacagi gibi, hiicre zarmin gegirgenliginin artmasi veya
hiicrenin pargalanmasi da olabilir. Kan plazmasinda enzim diizeyinin belirlenmesi ile
hastalik kolayca taniabilir.

Pankreas iltihaplarinda serum pankreas amilazi, prostat kanserlerinde serum
asit fosfataz (optimum pH’s1 5) ve kemik hastaliklarinda alkali fosfataz (optimum
pH’s1 8-10) miktarlar1 normal diizeyin iistiine ¢ikar.

Kalp ve karaciger vb. bozukluklarinda laktat dehidrojenaz’in, Kkaraciger
bozuklugunda glutamat piruvat trasaminaz’in, karaciger hiicrelerinin mitokondri
bozukluklarinda glutamat dehidrojenaz’in, kalp kasi infarktiisiinde ve karaciger
hastaliklarinda glutamat okzalasetat transaminaz’in, kas distrofisinde ve kalp kasi
infarktiisiinde kreatin kinaz’in kan plazmasindaki miktarlar1 artar vb...

Dogustan veya kalitsal enzim eksikligi veya yoklugu karbohidrat, lipid ve
amino asit metabolizmalarinda bozukluklara sebep olur. Fakat, eksik olan boyle bir
enzimi yerine koymak suretiyle bir tedavi sekli heniiz bilinmemektedir. Ancak
sindirim bozukluklarinin tedavisinde amilaz, pepsin, tripsin, lipaz vb. enzimlerden

yararlanilmaktadir [22].

2.2. TG2’nin Yapisi ve Fonksiyonlar:

Transglutaminaz ailesi dokular1 giliglendiren aglar1 olusturmak i¢in proteinleri
capraz baglayict 6zelligiyle bilinir [8]. Doku transglutaminazi olarak da bilinen TG2
ailesi (EC2.3.2.13) Ca?* ve tiyol bagimli acil transfer reaksiyonlarmi katalizler,
izopeptid baglari olusumuyla proteinlerin posttranslasyonal modifikasyonunu saglar
[1]. TG2, 80kD’luk bir enzim olup ¢esitli yollarla Colyak, kanser ve Huntington (HH),
Alzeimer (AH), Parkinson (PH) gibi norodejenaratif hastaliklara dahil olmaktadir [9].
Insanda var olan transglutaminaz ailesinin 9 translutaminazindan bir tanesidir [27]. Bir
cok dokuda goriilmektedir ve beyinde transglutaminaz ailesine ait diger proteinlerden
¢ok daha yiiksek miktarlarda eksprese olmaktadir [28]. TG2 agirlikli olarak sitozolde

eksprese oldugu gibi plasma ve niikleer membranlarda da bulunmaktadir [2].
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TG2’nin birgok biyolojik fonksiyonu vardir, bunlardan baslicalart agil
transferaz aktivitesi, hiicre farklilasmasinda, apoptosiste ve diger hiicresel
proseslerdeki rolidiir [29]. Ayrica GTPaz olarak fonksiyon gostererek sinyal
transductionda fosfolipaz C*lar1 aktive etmede rol oynamaktadir. Bunlardan farkl
olarak serin proteazlarin kataliz reaksiyonlarina [27] benzer bir yolla kalsiyum bagimli
protein capraz baglanma reaksiyonlarim katalizlemektedir [8]. Ozellikle glutamin ve
lizinleri, lizinin g-amino grubu ile glutaminin y-karboksamid grubundan ¢apraz baglar

ve lriin olarak amonyak salinir (Sekil 2.1.).
O
;5 NH2+ S~ T. /\)k N ﬁl‘
o NH;,

Sekil 2.1. TG2 tarafindan katalizlenen genel bir reaksiyon

Spesifik glutamin zincirlerinde transamidasyon (amin katilimi, lisin
residiilerine ¢apraz baglanma, agilasyon) esterifikasyon ve hidroliz (deamidasyon,
isopeptid ayrilmasi); bunun gibi, glutaminin c-karboksamid grubu ile epeptit bagh
lisinin e-amino grubu arasidaki Ca** bagimli olusumlar, faktér X1Ila tarafindan fibrin
pihtilarinin stabilizasyonu igin Son derece 6nemlidir [16, 30].

TG2 nin yapis1 ve enzimatik mekanizmas: kristalografik calismalarca
aydinlatilmistir. TG2 belli bash 4 bolge icermektedir, amin terminalinde bir B-sandvig
bolgesi, bir katalitik i¢ bolgesi core domaini ve karboksi terminalinde iki [-tabaka
bolgesi [31]. Bu enzim ailesinin iiyeleri birbirlerine ¢ok yiiksek benzerlik gostermekle
beraber, en biiyiik farkliliklar1 agirlikli olarak iki bolge tlizerindedir [31, 32]. Katalitik
ic bolgesi iki aktif bolgeye sahiptir, bunlardan biri katalitik triad olarak Asp358,
Cys277, ve His335 [31, 33] den olusan transamidaz aktivitesinden sorumluyken,
Lys173, Phel74, Arg476, Serd82, Met483, Argd78, Val479, Arg580, ve Tyr583
residiilerini [29] igeren digeri P-tabaka bolgesi olarak bir GTPaz bolgesidir[34].
TG2’nin ayrica transglutaminaz enzim ailesinin diger tiyelerinden farkli olarak GTPaz
aktivitesi bulunmaktadir [29] ve G-proteinleri gibi sinyal iletim yolaginda goérev

almaktadir [2].
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Kritik olarak GTP ve GDP baglanmalart TG2’nin transamidaz aktivitesini
inhibe eder [15, 29]. Kalsiyum baglanmasi da enzimin katalitik aktivitesini inhibe

etmektedir ve GTP-baglanma kapasitesi ayrica kalsiyum baglanma kapasitesi ile de
kontrol edilmektedir [2, 31].

Sekil 2. 2. hTG2’mnin kapali (solda) ve agik (sagda) konformasyonunun X-igin1 kristal
yapilari [1]

Enzimin bir kapali bir de acik konformasyonu olmak tizere belli basli iki
konformasyonu bulunmaktadir, agik konformasyonu peptidik substratlarca stabilize
hale gelir [8] Insan TG2 enziminin agik ve kapali konformasyonun X- 1smi kristal
yapilart Sekil 2.2.’de gosterilmistir. Kapali konformasyonda GDP ile ve agik
konformasyonda peptidik inhibitér Ac-P(DON)LPF-NH 2 (DON: 6-diazo-5-0kso-L-

norlosin) ile kompleks yaptigi durum bir grafik sistem yardimiyla olusturulmustur [1].
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C-terminus

Barrel 2

Sekil 2.3. Inaktif TG 2 proteininin Ribbon ve silindir diyagram

Sekil 2.3.’de inaktif TG2 yapis1 goriilmektedir. GDP bagli ve Ca+2 icermeyen.
B-dizileri seritlerle, a-heliksler silindirlerle gosterilmistir. Mobil terminaller ve
baglant1 ilmekleri X-ray difraksiyon modeli ile ¢ok zayif olarak gozlenir ya da hig

belirlenemez [10].

2.3. Transglutaminazlarin Reaksiyonlari

TG, primer aminleri, glutamin kalintilarin1 y-karboksilamid grubu ile farkli
primer aminler arasinda katalizleyerek birlestirir. Eger ortamda amin yoksa, enzim, su
molekiillerini kullanarak acil transferiyle glutaminin deamidasyonunu gerceklestirir. &-
lisindeki c¢apraz baglar molekiil i¢i ve molekiil dist olabilir ve 6zellikle lisin ve
glutamin igeren proteince zengin gidalarda fiziksel degisikliklere neden olabilmektedir
[10]. TG ayn1 zamanda proteinlerdeki diger baglara da etki edebilmektedir (6rnegin et
ve soya proteinleri, kazein ile gluten arasindaki baglar). Bunun yaninda TG,
polifenoloksidaz ve lipoksigenaz eklendiginde enzimlerin siilfidril ve disiilfit baglarina

etki ederek ¢apraz bag dizilimini olusturabilmektedir [9, 10, 35].
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Sekil 2.4 Transglutaminaz ile Katalizlenen Mekanizmalar 1) Agil transfer 2) Protein

veya peptidlerde Gln Lsn ¢apraz baglantis1 3) Deamidasyon

TGlar, proteinlerin i¢ginde glutamin ve lisin arasinda kalan kisma izopeptid
baglarla baglanarak, hiicre i¢i ve hiicreler arasi kovalent ¢apraz baglar meydana
getirirler [36]. Proteinlerin ¢apraz baglanmasi yiiksek molekiil agirlikli polimerlerin
olugsmasina sebep olur. Bu reaksiyonun yani sira TG tarafindan katalizlenen iki
reaksiyon daha vardir.

Bunlardan birincisi; TGlarin primer aminlerin bulundugu ortamlarda proteinin
glutaminlerini aminlere ¢apraz baglayabildigi agil transfer reaksiyonlaridir.

Ikincisi ise; lisin ve primer aminlerin bulunmadig1 ortamlarda suyun niikleotid
gibi reaksiyona girmesi ve glutaminlerin deaminasyonudur. Bu ii¢ TG reaksiyonu gida
proteinlerinin fonksiyonel 6zelliklerini modifiye etmede kullanilir.

TG enzimi proteinlerin modifikasyonunda yukarida da belirtildigi gibi genel
olarak ii¢ dnemli reaksiyonu katalizlemektedir;

- Peptid veya proteine bagli glutamin’in karboksiamid’i ile primer amin arasinda agil
transfer reaksiyonunu katalizler,
- Protein veya peptidlerin glutamin ve lizin amino asitleri arasinda glutamin-lizin

capraz baginin (G-L bag1) olusumunu katalizler,

15



- Ortamda uygun bir primer amin bulunmamasi veya lizin’in amin grubunun belirli

ajanlarla baglanmasi durumunda suyun kullanimini katalizlemektedirler [37, 38].

2.4. Hastahklar ve Hastahklarin TG?2 ile iliskisi

TG2’nin en baskin fonksiyonlarindan biri olan proteinleri ¢apraz baglayici
aktivitesi hem yaralarin iyilesmesinde hem de norodejeneratif hastaliklarda ayri ayri
kendini gostermektedir. Molekiilleraras1 ¢apraz baglanmanin yararh etkileri oldugu
gibi bir takim zararli etkileri de mevcuttur [39, 40]. Bir yandan proteinlerin ¢apraz
baglanmas1 dokular1 giiclendirirken, yaralarin iyilesmesine yarar saglayan
degredasyonu zorlagtirmaktadir [41]. TG2 ekspresyonu yaralanma sonrasi
¢ozlinmeyen ¢apraz bagl yapilarin olusumuna aracilik eder [42].

Bu capraz baglayict fonksiyon aynit zamanda bir diger yandan nérodejeneratif
hastaliklarda potansiyel problemlere sebep olur. Norodejenerasyonun karakteristik
Ozelliklerinden biri beyinde protein agregatlarinin olusumudur. AH, HH ve PH olan
hastalarin post mortem beyin dokusunda TG2 aktivitesinin artig gosterdigini
kanitlayan calismalar, bu enzimin norolojik bozukluklarla iligskisi oldugunu
gostermektedir [43].

TG2 ek olarak PH ile iliskili bir protein olan a-siniikleini polimerize eder [44],
bu proteinin 6 adet glutamin residiisii bulunmaktadir, TG2 ¢ok biiyiik olasilikla bu
bolgelerde bir ya da birden fazla baglanmay1 katalizleyerek polimerizasyona sebep
olmaktadir. TG2’nin a-siniikleinde hem molekiiller aras1t hem de molekiil i¢i ¢apraz
baglanmayi katalizledigi gosterilmistir

TG2 ayrica alerjik hastaliklarin olusunda da bir takim rollere sahiptir. Bugday
alerjisi; bugday proteinlerine karsi olusan immiinolojik bir reaksiyondur. Deri,
gastrointestinal bolgesini veya respiratuvar bolgeyi tetikleyen klasik yiyeceklerden
kaynaklana alerjidir. Baker’s astim, rinit ve kontakt iirtiker goriiliir. Bu hastaliklarin
patogenezinde IgE antikorlari rol oynamaktadir.

Baker’s astimi ve rinit tahil unu veya tozunun inhalasyonu ile olusan alerjik bir
reaksiyondur. Teshis genellikle deri prick testi ve serumda spesifik IgE testlerinin
bulunmasi ile konur.

Bununla birlikte, Baker’s astiminda IgE ile baglanan; bugday aglutinin,
peroksidaz ve non-spesifik lipid transfer proteinleri (LTPs) gibi bugdayda bulunan

baska proteinler de saptanmistir.
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Gluten Enteropatisi (Colyak Hastaligi, CH); genetik olarak duyarli kisilerde
baslica bugdaydaki gluten ve arpa, ¢avdar, yulaf gibi tahillardaki gluten benzeri diger
tahil proteinlerine karsi kalici intolerans olarak gelisen proksimal ince bagirsak
[40]hastaligidir. Otoimmiin  mekanizmalar ile gelisir, baslangi¢ testi olarak
insidansimnin  TG2’ye karsi IgA antikorlarinin Slgimii tavsiye edilir. Dermatitis
Herpetiformis ise; ¢oOlyak hastalarinda; kizariklik, kabarma ve patolojik IgA
birikintileri seklinde kendini gosteren deri hastaligidir. Glutene Bagli Ataksi, gluten
sensitizasyonu i¢in pozitif serolojik markerler iceren idiopatik sporadik ataksi’dir.
Colyak gibi otoimmun bir hastaliktir, beyincik hasarina ve ataksiye yol acar.

Orta caglara kadar yetistirilen ve genelde insanlar i¢in kullanilan Triticum
monococcum ve T. dicoccum gibi bugday tiirleri 33-mer denilen ¢ok zararli gluten
peptidten daha az icermektedir.

Insan organizmasi bu protein kompleksinin zararli etkilerine agiktir. Protein
ozellikle de gastrointestinal ve immiinolojik tepkilere neden olmaktadir. Ozellikle
Avrupa orjinli toplumlarda gluten en ¢ok kullanilan yiyecek tipidir. Avrupa’da genel
niifusun giinliik ortalama gluten kullanim1 10- 20 g arasindadir ve giinliik 50 g ve
istiinde tliketenler de mevcuttur. Bu yiizden tiim bireyler, hatta diisiik risk grubunda
olanlar bile, hayatlarinin bir doneminde herhangi bir ¢esit gluten reaksiyonu
gostermeye yatkindir. Son 50 yil i¢inde epidemik denilecek kadar ¢ok sayida Colyak
Hastasina, ozellikle yeni tanimlanan GS’ne (gluten sensitivesi-duyarliligi-) sahit

olmamiz hig sasirtic1 degildir.

2.5. Kanser Biyokimyasi

Organ veya organizmanin biiyiimesi ile ilgili faktorler 3 ana sinifta incelenbilir:

1. Mitojenler: Hiicre dongiisiinii negatif yonde etkileyen kontrolleri kiararak
hiicre boliinmesini stimiile ederler.

2. Biyiime faktorleri: Protein ve diger makromolekiillerin sentezini arttirip
yikilmalarini azaltarak hiicre biiylimesini stimiile ederler (hiicre kiitlesinde arts).

3. Hayatta kalma faktorleri: Hiicrenin yasamasini indiiklerken apoptosisi
baskilarlar

Birgok kanser tipi telomeraz aktivitesine sahiptir. Boylece, kanser hiicreleri

“senescence (yaslanmay1)”i atlarlar ve 6liimsiizliik “immortalite” kazanirlar.
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Telomeraz inhibisyonu kanser tedavisinde gelecek vaadeden ve arastirilan yeni
bir yontemdir.

Somatik hiicrelrin ¢ogunda telomeraz enziminin bulunmamasi, kanser gibi
kontrolsiiz hiicre ¢ogalmas1 gosteren hastaliklarin tedavi edilebilmesi yoniinde yeni
aragtirmalarin yapilmasini saglamistir. Kanser hiicreleri normalde telomeraz enzimi
tagirlar ve dolayist ile bu hiicreler boliindiikge telomer fonksiyonunda bir bozukluk
veya azalma olmaz. Bunun sonucu olarak kanser hiicreleri replikatif yaslanma
gostermezler. Telomeraz geninin  normal fibroblast hiicrelrine  klonlanip
ekspresyonunun yapilmasi kanserli hiicrelerdeki gibi bir durumla kendini gostermistir.

Insan somatik hiicrelerinin tersine, normal kemirici (rodent) hiicreleri telomeraz
aktivitesine sahip olup replikatif yaglanma gostermezler. Ancak, bu hiicrelerin de
boliinmesi degisik mekanizmalarla belli sayidan sonra durur. Bu kontrol noktalarini
inaktive eden mutasyonlar olusturuldugunda hiicreler o6liimsiiz (ing. immortal)
yapilabilir [25].

Hiicre dis1 biiyiime faktorleri hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanarak hiicre
ici sinyal yollarin1 aktive eder ve bdylece hiicrenin biiylimesini stimiile ederler. Bu
sinyallerle proteinler ve diger makromolekiiller birikir. Ayn1 zamanda bu sinayllerle
hiicre i¢i protein ve diger makromolekiillerin par¢alanmasit da baskilanir. Bunun
sonucu olarak hiicre biiyiir ve belli bir biiytikliik ve kiitleye ulasinca boliiniir.

Son yillarda bazi kanserlerin bu sekilde, yani epigenetik faktorlerle ilgili
olduklar1 ve DNA’da bir hasar olmadigi halde ortaya ¢iktiklari belirlenmistir. Ancak,
kanserlerin cogunun DNA dizisinde meydana gelen degisimler sonucu ortaya ¢iktigi
kabul edilmektedir. Kansere sebep olan bir¢ok kimyasal ve fiziksel maddenin
(kanserojen) ayn1 zamanda genetik degigmelere de (DNA’da mutasyonlara) neden
oldugu gosterilmistir. Bu nedenle kanserojen maddelerle mutajen maddeler arasinda
onemli iliski vardir. Dolayisi ile, kanser genetik bir hastaliktir ve somatik hiicrelerde
meydana gelen mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikarlar [25].

Hatta mutajenlerden arindirilmis bir ortamda bile spontan mutasyonlarin ortaya
ciktigr belirlenmistir. Ornegin, DNA replikasyonu ve tamirindeki kismi hatalardan
dolay1 her gen igin hiicre bdliinmesi basina milyonda bir mutasyon (10-6) ihtimali

vardir. Bu nedenle bir insanda hayat boyu, her gen 1010 kez mutasyona ugrayabilir.
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Acikga goriilmektedir ki, eger her mutasyonla genin fonksiyonu degisseydi bizim
yasayan canlilar olarak devam etmemiz miimkiin olmayacakti.

Insan kanserlerinin 6nemli kism1 dramatik sekilde artmis bir mutasyon oranina
sahiptir. Yani, bu hiicreler genetik olarak oduk¢a karasizdirlar. Bu durum bu
hiicrelerin lokal DNA hasarlarini diizeltme yeteneklerindeki azalmada ve kromozom

biitiinliiklerini korumadaki gevsekliklerinden kaynaklanir [48, 49, 50].

2.7. Prensibe Genel Bir Bakis

Bu ¢alismanin amaci Gillet ve arkadaslari [5,10]nin uyguladigi metodun, farkli
donor substrat ile TG2 inhibisyon ¢aligmasina uygulanabilirligini analiz etmek,
metodu bu enzim i¢in inhibitor etkisi bilinen iyodoasetamid [51] kullanarak optimize
edip inhibisyon potansiyeli olan yeni molekiilleri arastirmak i¢in bu c¢alismaya

uygulamaktir.
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BOLUM 3

3. MATERYAL VE METODLAR

3.1. Materyaller

3.1.1. Kimyasallar

Tim kimyasallar Sigma-Aldrich (Schnelldorf Almanya), Carl Roth (Karlsruhe,
Almanya), ve Alfa Aesar (Ward Hill, ABD)'den temin edilmistir. Ileri saflastirma
gerekli degildir.

RW129/12, RW130/12, RW131/12, RW144/12, RW 145/12 maddelerinin sentezi,
Radyofarmasotik  Kanser Arastirma Enstitiisii, Helmholtz-Zentrum  Dresden-
Rossendorf, Almanya’da Dr. Reik Loser ve arastirma grubu tarafindan yiirtitiilmiistir.

Gine domuzu karacigeri TG2’1 ilk olarak Sigma-Aldrich’den (0.9 U /mg kati, 4.6
U/mg protein, 2 iinite) ve sonra Zedira (Darmstadt, Germany)’dan (0.31 mg protein

icerigi, 5.3 U viyal igerigi, 17.2 U /mg spesifik aktivite) temin edilmistir .

3.1.2. Cihazlar ve Diger Materyaller

Biitiin 6l¢iimler, bir multimod mikroplaka okuyucusu Synergy™ 2, BioTek
(Bad Friedrichshall, Almanya) ile seffaf F-dipli kuyucuga (Wertheim, Almanya) sahip
BRANDplates® 96 kuyucuklu mikroplakalarda gerceklestirilmistir. On seyreltme i¢in
Eppendorf (Hamburg, Almanya) pipetler kullanilmigtir. Farkli hacimlerdeki pipet
uclart Sarstedt (Niimbrecht, Almanya)’dan satin alinmistir. Gilson Inc. (Middleton,
ABD)’den temin edilen Gilson DISTRITIPS® siringa ile birlikte kullanilan Gilson

Distriman® isimli stepper, ¢ozeltileri kuyucuklara pipetlemek i¢in kullanilmistir.
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Olgiilen veriler Gen5 (BioTek Winooski, ABD) programi yardimiyla
kaydedilmistir. Daha sonra, GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, ABD)
ve Excel 2007 veya 2010 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, ABD) programlari
kullanilarak analizi gergeklestirilmistir. Diger kullanilan araglar; Laboratuar tipi pH
metre (Metrohm- Herisau, Switzerland), su banyosu, derin dondurucu ( -80 ° C ),
hassas terazi, terazi, 1sitict ve manyetik karistirici, vorteks, milipore membran. Su,

Millipore BIOCELL sistemi kullanilarak saflagtirilmistir

3.1.3 Hazirlanan Cozeltiler

3.1.3.1. Assay Tamponu

Biitiin 6l¢limler icin standart bir stok ¢ozeltisi, deney tamponu olarak 1 litre saf
su igerisinde 100 mM MOPS, 3 mM CaCl,, 50 uM EDTA kullanilarak hazirlanmistir.
Tamponun pH degeri 8.0’¢ ayarlanmig, milipore membranlar kullanarak filtre

edilmistir. 0 °C’de muhafaza edilmistir.

3.1.3.2. Enzim Tamponu
Enzim tamponu, 100 mL saf su iginde 100 mM MOPS, 3 mM CaCl;,, 10 mM
DTT, % 20 (V / V) gliserol igerir. Milipore membranlar kullanarak filtre edilmis ve 0

°C de muhafaza edilmistir.

3.1.3.3 Enzim Cozeltisi, Diger Stok Cozeltiler ve Hazirlanan Diger Cozeltiler

Enzim tamponu ile hazirlanan TG2 stok c¢ozeltisi (1 mg / mL), 25 pL’lik
pargalar halinde boliinmiis ve -80 °C'de saklanmistir.

HC, HMC ve AMC (herbiri 10 mM) stok ¢ozeltileri her 6l¢iim igin ayri ayri
DMSO i¢inde taze bir sekilde hazirlandi. Stok ¢6zeltileri; RW 129/12, RW 130/12 ve
RW 131/12 (herbiri 10 mM) ve aminoasetonitril (20 mM) deney kosullarina gore ya
DMSO ya DMF ya da NMP i¢inde hazirland1 veya 20-30 pL’lik boliimlere ayirtilip -
80 °C'de saklandi.

Iyodoasetamid, RW144/12, RW145/12 (her biri 10 mM) stok ¢dzeltileri, %10
(V / V) DMSO iginde taze olarak hazirlanmistir.
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Deney tamponu stogunda % 0.2 Triton X -100 ¢ozeltisi, % 1 (v/v) Triton X -
100 ¢ozeltisinden baglanarak hazirlandi. 0 °C'de saklandi.
Biitiin 6l¢iimler, % 5 veya % 10 (v/v) DMSO varliginda, 30 °C 'de yapilmistir.

3.2. Metod

Bu calismada Gillet et al [5] tarafindan tanimlanmig bir metod, dogrudan ve
stirekli bir florometrik yontem ile TG2 aktivitesini ve yeni poliamin donor substratlar
ile belirlemek ve yeni inhibitorleri arastirmak tizere deneye uygulanmistir. Metodun

prosediirii asagida agiklanmaktadir.

3.2.1. Genel Prosediir

Deney dizayni donér substratlar ile akseptor substratlar arasindaki TG2-
katalizli reaksiyondan ¢ikan iiriin miktarinin ile zamana karsi 6lgiilmesi prensibine
dayanir. Bunun ig¢in, bir transparan F-tabanli 96 kuyucuklu plaka ile kombine haldeki

coklu mod mikroplaka okuyucusu, florometrik tiriinleri goriintelemede kullanilmistir.

[k olarak reaksiyon iiriinlerini karsilayan yapilar (HC, HMC, AMC) ayr1 ayr1
test edilerek, RFU degerleri hesaplanir. Analizler gine domuzu karacigeri TG2’1 ile ve
farklt substratlar kullanarak gerceklestirip, gecerliligi literatirde [5] RW129/12
(akseptor substrat olarak da aminoasetonitril kullanilmigtir) substratiyla yapilan
Olctimlerle karsilastirilarak kanitlanmistir. Dondr substrat RW129/12°nin  amin
substratiyla TG2-katalitik reaksiyonu sonucu floresans ozellikteki 7-hidroksikumarin
salinir.  Ayrica, RW129/12°de oldugu gibi, Dr. Loser tarafindan temin edilen
RW130/12 ve RW131/12 dondr substratlarinin aminoasetonitril ile reaksiyonu sonucu
sirastyla yine floresans ozellikteki 7-hidroksi-4-metil-kumarin (HMC) ve 7-amino-4-
metil-kumarin (AMC) salmir. Olgiimlerde bu fiiriinlerin floresans 6zelliginden
yararlanilmaktadir. Biitiin gegerli deneyler 10% (v/v) DMSO varliginda, 30 °C’de
gerceklestirilmistir. Reaksiyonun temel 6zellikleri ve analiz prensibi Sekil 3.1°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.1. TG2’nin transamidaz aktivitesinin tayini i¢in floresans deneyi

Zamanla 7-hidroksikumarin (HC), 7-hidroksi-4-metilkumarin (HMC) ve 7-
amino-4-metil-kumarin (AMC) salimimlar ile florosansin artisi 6l¢tilmektedir. Ayni
prensip inhibitorlerle yapilan galigmalar i¢in de gegerlidir (Kullanilan TG2, guinea pig

(gine domuzu) karacigeri TG 1dr.).

Tablo 3.1. deneyde kullanilan c¢ozeltilerin her bir kuyucuk i¢indeki

hacimlerinin genel ifadesidir.

Tablo 3.1. Deney Kosullar:
Deney karisimi (her bir kuyucuk 5% DMSO 10 % DMSO

igin)

Deney tamponu 180uL 170 uL
Donor Substrat ouL 10 uL
Akseptor Substrat Sul
TG2(tamponda) ya da Enzim 10 uL 10 uL
tamponu - 10 uL
DMSO

Toplam 200 uL 200 uL
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3.2.2. Floresans Katsayisi

Floresans katsayilarini belirlemek amaciyla, enzim reaksiyonundan serbest
birakilan {riinler Olc¢lilmiistiir. Deneyler, 200 upL'lik hacime sahip mikroplaka
kuyucuklarda yapilmistir. Deney tamponunun 180 pL'si, DMSO i¢inde 10 puL
hidroksikumarin ¢ozeltisi ve 10 pL enzim tamponu igermektedir. HC konsantrasyonu
2-20 uM araliginda bulunur, kuyucuktaki karisim ise % 5 DMSO konsantrasyonuna
sahiptir. Deney HMC ve AMC i¢in ayr1 ayri tekrarlanmistir. Optimal kosullar
belirlendikten sonra deney % 10 DMSO (170 puL deney tamponu 10 uL HMC, 10 pL
enzim tamponu, 10 pL DMSO) i¢inde HMC igin tekrarlanmistir. Tablo 3.1°de

floresans katsayisi tayini i¢in kullanilan deney kosullar1 gosterilmektedir.

3.2.3. Enzim Aktivitesi (Enzim Miktar1 Optimizasyonu)

Enzimin optimal konsantrasyonunu saptamak amaciyla Oncelikle anlamli
degerler verdigi araligit bulmak i¢in 0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 3.33, 10 pg/mL enzim
konsantrasyonlarinda her kuyucukta 400 pM aminoasetonitril, 30 uM dondér substrat.
olan %5 hem %10 DMSO ile ayr1 ayri ¢alisilmistir (dondr substrat olarak her iki
substrat da ayr1 ayr1 kullanilmistir) Ardindan lineer aralig1 saptayarak uygun enzim
konsantrasyonunu bulmak amaciyla "0,25, 0,50, 1,00, 2,00" and "2.0, 1,6, 1,4, 1,2, 1,0, 0,8,
,0,4, 0.2, 0.1" pg/mL enzim konsantrasyonlarinda yukarida belirtilen kosullarda
caligilmistir. Tablo 3.2.°de verilen hacimlerde ¢ozeltiler kullanilarak, ve spontane
hidrolizi de gozlemleyecek sekilde (enzimli ve enzimsiz) analiz gerceklestirilmistir.
Dondr substrat olarak RW129/12 ve RW130/12 ayr1 ayrt kullanilmistir ve akseptor
substrat aminoasetonitrildir. Donor substratlarin yapis1 Sekil 4.6’da gosterilmektedir.
Donor substrat konsantrasyonu ilk analizler i¢in 30 pM iken, optimizasyon sonrasi 20

ve 5 uM’a diistiriilmuistiir.
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Tablo 3.2. Enzim Aktivite Tayini icin Deney Kosullari

Assay karisimi(her bir kuyucuk igin) 10 % DMSO

Assay tamponu 170 uL
Akseptor substrat SuL
Dondr substrat SuL
TG2(tamponda) ya da Enzim tamponu 10 uL
DMSO 10 uL
Toplam 200 uL

3.2.4. Km Degerinin Saptanmasi

Km degerini saptamak icin yapilan ¢aligmalarda da Tablo 3.2.’deki hacimlerde
calisilmigtir. Akseptor substratin hacmi degismezken dondr substrat hacimleri ayr ayri
10 mM’dan 5 mM’a seyreltilerek ve kuyucuktaki konsantrasyonu 70 uM’dan 5 uM’a
inecek sekilde seyreltilmistir. Olciimler icin gereken 2 pg/mL'lik TG2 c¢dzeltisi
Img/mL'lik stok ¢ozeltiden, ara stok kullanilarak hazirlanmistir. Enzimatik hizlar her

substrat konsantrasyonu i¢in degerlendirilmistir.

3.2.5. Substrat Miktar1 Optimizasyonu ve Cokelmenin Giderilmesi

Enzim aktivitesinin ve Km degerinin belirlenmesi c¢aligmalarinin  6n
denemelerinde gozlenen c¢okelmenin giderilebilmesi i¢in deney kosullar1 6ncelikle
optimize edilmistir. Coziici olarak %10(v/v) DMSO kullamildig1 gibi, hem
DMSO’nun %S5 ve %15 (v/v) konsantrasyonlart hem de NMP ve DMF c¢oziiciilerinin
%5-10-15 (v/v) konsantrasyonlart kullanilmistir. Ayrica ¢oziiniirliigi arrttirmak igin

%0.2 (v/v) TritonX-100’den yararlanilan ¢aligmalar da yapilmistir.
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Tablo 3.3. Cokelmenin Giderilmesi Deney Kosullar:

Assay karisimi 5%DMSO/NMP/DMF 10%DMSO/NMP/DMF  15%DMSO/NMP/DMF
(her bir kuyucuk i¢in)

Assay tamponu 180 uL 170 uL 160 uL
Dondor substrat 5ul 5uL SulL
Akseptor substrat 5ul 5uL SulL
TG2(Enzim Tamponunda) 10 uL 10 uL 10 uL
DMSO/NMP/DMF - 10 uL 20 uL
Toplam 200 uL 200 uL 200 uL

3.2.6. Inhibisyon Cahsmalari

Oncelikle inhibitér 6zelligi bilinen iyodoasetamid kullanilarak deney valide
edilmistir. Substrat 6zelligi gostermedigi bulunan RW131/12 bilesiginin inhibisyon
potansiyeli incelenip ardindan yine sentezlenen RW144/12 ve RW 145/12 bilesikleri

asagida verilen deney kosullarinda ve farkli konsantrasyonlarda test edilmistir.

Tablo 3.4. inhibisyon Calismalar1 Deney Kosullar

Assay karisimi 5% DMSO 10 % DMSO
(her bir kuyucuk igin)

Assay tamponu 180uL 170 uL
Inhibitér 10 uL 10 uL
Akseptor substrat ouL SuL
Donor substrat Sul SuL
TGase-2(Enzim tamponunda) 10 uL 10 uL
DMSO/NMP/DMF - 10 uL
Toplam 200 uL 200 uL
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BOLUM 4

4. DENEY SONUCLARI VE BULGULAR

4.1. Lineer Arahgin Belirlenmesi (Uriin Olusumu)

Uriin olusumu 6lgiimlerinde, tayinlerin ilk setleri, iyi anlasilir dlgiimler elde
edebilmek amaciyla yapilmistir. Bu tayinlerin ¢iktilar1 RFU/s (Saniyedeki bagil
floresans birimi) veya RFU (Bagil floresans birimi) gibi anlasilir degerlere
donistiirilir (uM/min ya da uM). Cevirme faktdrii olusan {iirlin miktarinin
dlgiilmesiyle belirlenir. Uriin miktar1 igin bir konsantrasyon araligi o&lgiilerek
bulunmus, HMC molekiilii i¢in 2-20 uM floresans olarak belirlenmistir. Floresans
bagimlilig iirlinlin konsantrasyonu ile belirlenmistir.

HMC i¢in 10% DMSO varligindaki RFU faktor 1 RFU = 1.223 + 0.034 nM
7-HMC (mean = SEM, n = 6). Digerleri 4.1.de verilmistir.

Tablo 4.1. Her bir reaksiyon iiriinii icin bagil floresans birim degerleri

5 % DMSO 10 % DMSO
HC 0.728 £ 0.020 nM -
HMC 0.847 £ 0.014 nM 1.223 £ 0.034 nM
AMC 0.347 £0.019 nM -
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[7-HMC] (uM)
Sekil 4.1. RW130/12 igin RFU faktoriin belirlenmesi

Sekil 4.1.’de gosterilen biitiin Slglimler, 20-200 mikron araliginda 7-HMC
konsantrasyonlari ile yapilmistir. Noktalar ortalama deger = SEM (n = 6)’i ifade
etmektedir. Egim = 821.2 +23.73 RFU/uM, 6rn. 1 uM 7-HMC = 1182 + 20 RFU, 1
RFU =1.223 + 0.034 nM 7-HMC (n = 6)

4.2. Enzim Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Metodlar boliimiinde belirtilen farkli konsantrasyondaki enzim ¢ozeltileriyle
gerceklestirilen Ol¢limler sonucunda enzim konsantrasyonun lineer artis gosterdigi
bolge belirlenmis ve 2.0 pg/mL enzim konsantrasyonunda c¢alisilmasina karar

verilmistir.

- 10 dk-(uM)
~@= 5 dk-(uM)
== 2 dk-(uM)

170 15 2.0
[TG2] (png/mL)

Uriin Konsantrasyonu (uM)
N
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Sekil 4.2.TG2 konsantrasyonunun belirlenmesi

Sekil 4.2.’de Olgiimler [RW130/12] substratinin 5 pM Kkonsantrasyonunda
TG2’nin 0.1-2.0 pg/mL araliginda 7 konsantrasyonuyla ve hem enzim varliginda
hem de yoklugunda gergeklestirilmistir Sekil 4.2.’de belirtilen noktalar ii¢ tekrarl
Olcimiin 2-5 ve 10.dk.’lar i¢in ayr1 ayr1 standart sapmalar1 da hesaplanmis

ortalamasidir.

Bu lineerlik inhibitdr testleri i¢in, enzimin ¢alisildigr konsantrasyonda yari-
inhibisyonunun ger¢eklesmis oldugundan emin olmak adina 6nemlidir. Boylece TG2
konsantrasyonun enzimatik substrat devir hizi ile orantili oldugunu bolge ve

denemede kullanilacak optimum substrat konsantrasyonu belirlenebilir.

Enzim konsantrasyonu belirlendikten sonra Km (Michaelis sabiti) ve Vmax
(maksimum hiz) parametrelerinin hem RW129/12 hem RW130/12 igin tespit
edilmesi istenmektedir. Km degeri substratin ¢ekim kuvveti hakkinda bilgi verir ve
enzimin yari-maksimum hiz ile calistigi deger substrat konsantrasyonu olarak
tanimlanir. Vmax, substratin Onceden belirlenen enzim konsantrasyonundaki

ulagilabilen en yliksek oranidir.

0
o
o
HN. _O o o_ o AN 0 o 0. °
Y T
RW 129/12 RW 130/12

Sekil 4.3. Dondr substratlar RW129/12 ve RW130/12’nin yapisi

4-(N-karbobenzoksi-Lfenilalanilamino)biitrik ~ asit ~ kumarin-7-il  ester
(RW129/12), 4-(N-karbobenzoksi-L-fenilalanilamino)biitrik asit 4-metil-kumarin-7-
il ester (RW130/12) dondr substratlardir.
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4.3. Km-Degerinin Saptanmast ve Cokelmenin Giderilmesi-Metod
Optimizasyonu

Km ve Vmax parametrelerini belirlemek i¢in dncelikli olarak RW129/12 ve
sonra RW130/12 substratiyla ve ayni zamanda RW131/12 ile ¢alisilmistir. Deney
kosullar1 Bolim 3.2.4°te verilmistir Substrat konsantrasyonu 70-5 uM’dir. DMSO
miktart %5 veya 10 ve enzim konsantrasyonu 2 pg/mL'dir.

RW129/12 RW130/12 RwW131/12

0.20-

0.15-

0.10-

0.05-

0.00

Uriin Olusumu (UM/min)

-0.05 T T T

Sekil 4.4. RW129/12, RW130/12, ve RW131/12’nin substrat aktivitelerinin

karsilastirilmasi

Sekil 4.4.te RW129/12, RW130/12, ve RW131/12’nin tek yonlii varyans
analizi ile substrat aktivitelerinin iiriin olusumu hizlar1 {izerinden karsilastirilmasi
yapilmustir. Grafikten de goriildiigi gibi substrat olarak tasarlanmig RW131/12
molekiili enzimi aktive etmemekte ve {riin olusumu goézlenmediginden,
aminoasetonitril ile TG2 katalizli reaksiyona katilmadigi anlagilmaktadir. Bu
molekiiliin inhibisyon ¢alismalar1 Boliim 4.4°te verilmistir.

Enzim aktivitesinin ve Km degerinin belirlenmesi ¢alismalarinin  6n
denemelerinde  plakanin  kuyucuklarindaki ~ deney  karisiminda  ¢okelme

gozlendiginden, bunun giderilerek metodun optimize edilmesi gerekmistir.
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Sekil.4.5. RW129/12 substratinin enzimli ve enzimsiz kosullarda harcanma hizini

gosteren bir grafik

Sekil 4.5’te ¢okelmenin varligi fark edilmeden 6nce yapilmis Km belirleme
calismalarindan bir 6rnek gosterilmistir. Burada toplam hiz ve enzimatik olmayan
hizdan bahsedilebilirken, ¢okelme gozlendikten sonra tiim 6l¢limlerin sonuglari, 10
dk.lik olgtimlerin 2. 5. ve 10 dk.larindan alinan RFU/s degerlerinin yukarida verilen
RFU faktorleri ile mikromolar cinsinden iiriin konsantrasyonun c¢evrilmesiyle

hesaplanip elde edildiginden, hiz yerine iiriin miktarlari {izerinden yorumlanmustir.
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UM 7-HC vs [RW129/12]

3
=@ M (10 min)-corr(uM/min)
=& M (5 min)-corr (UM/min)

= 27 B —4= 1M (2 min)-corr (uMimin)
S
T
0 i1 : =
T - x 2
N~ C T L) T - T 1
10 20 30 40 50 60 70
L [RW129/12] (UML)

UM (10 min)-corr (UM/min)

pUM (5 min)-corr (UM/min)

UM (2 min)-corr (UM/min)

Michaelis-Menten

Best-fit values

Vmax 0.9541 0.5929 0.2750
Km 9.390e-012 0.07925 0.3881
Std. Error

Vmax 0.2103 0.1228 0.05971
Km 5.070 2.550 2.897

Sekil 4.6. RW129/12’nin substrat-iiriin grafigi

UM 7-HC vs [RW129/12]

=& M (10 min)-corr(uM/min)
=&~ UM (5 min)-corr (LM/min)

== UM (2 min)-corr (uM/min)

7-HC (LM/min)

0.0 T T

10 20

[RW12)/12] (uMI)

MM (10 min)-corr (UM/min) | pM (5 min)-corr (UM/min) | uM (2 min)-corr (UM/min)
Michaelis-Menten
Best-fit values
Vmax 4.054 3.043 1.876
Km 23.99 33.07 51.10
Std. Error
Vmax 0.3663 0.4422 0.7831
Km 3.486 7.019 27.97

Sekil 4.7. RW129/12’nin Yyiiksek konsantrasyonlarimin dahil edilmedigi substrat-iiriin
grafigi

Sekil 4.6. ve 4.7.’de substrat olarak RW129/12 ve %10 (v/v) DMF, varliginda

gerceklestirilen Olglimiin sonuglar1 goriilmektedir. Her iki grafik de ayni sonugtan
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alimmustir, Sekil 4. 7°de 70, 60, 40, mikromolar konsantrasyonundaki galismalar
ihmal edilerek grafigin tekrar ¢izildigi sekil goriilmektedir, egrinin gdzlemlenebildigi
acikca goriilmektedir, ve yiiksek konsantrasyonlarda aktivitenin birden diisiis
gosterdigi anlasilmaktadir. Mikrotabakanin kuyucuklar1 deney sonrasinda kontrol

edildiginde o6zellikle c¢alisilan  konsantrasyon araliginin  yiiksek  substrat

konsantrasyonlari kullanildiginda kuyucuklarda ¢okelme tespit edilmistir.

UM 7-HC vs [RW129/12]

3A
=@~ UM (10 min)-corr(uM/min)
=@~ UM (5 min)-corr (UM/min)

= |IM (2 min)-corr (uM/min)

0 l'O 2'0 ?;0
[RW129/12] (UML)

UM (10 min)-corr (uM/min)

UM (5 min)-corr (UM/min)

UM (2 min)-corr (UM/min)

Michaelis-Menten

Best-fit values

Vmax 3.295 2.219 1.090
Km 17.42 20.95 24.58
Std. Error

Vmax 0.4914 0.4458 0.3513
Km 5.420 8.167 14.47

Sekil 4.8. RW129/12 Substratinin iiriin olugturma grafigi

Sekil 4.8.°de yine, RW129/12 %5 DMSO varliginda

gerceklestirilen bir calisma goriilmektedir. Hesaplanan Km ve Vmax. degerleri

substrat1 ile
beklenen degerlerle uyumluluk gostermektedir. Fakat ¢okelme gozlendiginden bu

degerleri goz onilinde bulundurmak dogru olmayacaktir.

Cokelmenin giderilip ¢oziiniirliiliigiin arttirilmast i¢in oncelikle karisimdaki
DMSO miktar iki katina ¢ikarilmis ve deneyler tekrar edilmistir. Hala ¢okelmenin
var oldugu ve deney sonuglarinda sapmalar oldugu tespit edilmis ve substrat
konsantrasyonunun diigliriilmesi yoluna gidilmistir. Substrat konsantrasyonu
azaldiginda c¢okelmenin de azaldig: fakat hala bir miktar var oldugu goézlenmistir.
Buraya kadar bahsedilen ¢okelmenin giderilmesi denemelerinde dondr substrat
olarak sadece RW129/12 substrati ile ¢alisilmis, bundan sonraki DMSO yerine farkli

coziiclilerin kullanildigi ve yine diisiik konsantrasyonda substrat ile calisilan
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denemelerde ise hem RW129/12 hem de RW130/12 ile denemeler yiiriitiilmiistiir.
DMSO yerine NMP ve DMF ¢oziiciileri de ayr1 ayr1 kullanilarak ¢oziintirliiglin daha
da arttirilmast amaglanmistir. Burada %5°lik, %I10luk ve %15°lik ¢oziici
konsantrasyonlarinda ayri ayri galisilmistir. Daha yiiksek substrat konsantrasyonlari
tercih edildigi i¢in ayrica deney karigimina TritonX-100’tin %2’lik ¢ozeltisinden
eklenmis (kuyucuklardaki son konsantrasyonu %0.1°dir) ve substrat konsantrasyonu
50-40-30-20 uM’a ¢ikarilmistir. Deney Oncesi ve sonrasinda kuyucuklar kontrol

edilmis ve ¢okelmenin gidisati takip edilmistir.

2.0 —e— DMSO, -Triton
-~ DMSO, +Triton

1.54 ,
— =4 NMP, -Triton
\2% 1.0+ =& NMP, +Triton
O !
=
I 0.5+

0.04:cereens PUTT " R

0 2 4 6 8 10

Sekil 4.9. Farkli ¢oziiciilerin farkli miktarlari i¢in zamana kars1 {iriin olusum grafigi

Sekil 4.9, DMSO ve NMP coziiciilerinin 0.2 % TiritonX-100 varligi ve
yoklugu kosullarinda alinan ol¢limler sonucu karsilastirlmasini gostermektedir.
Kuyucukalrdaki konsantrasyonlar aminoacetonitril 400 uM, 20 uM RW 130/12,
2ug/mL. TG2. Substratlar DMSO ve NMP’de ayr1t ayrt hazirlanmistir ve
kuyucuklardaki solvent konsantrasyonu %10 (v/v)’dir.

Bu goézlemlerin ve yapilan deneylerin 1s18inda sonraki denemelerde %10
(V/V) DMSO VE 5 uM donor substrat kullanilmasina karar verilmistir.

Asagida verilen Michaelis Menten esitligne gore substratlarin Km degerleri

hesaplanmaktadir.

Vmax[S]
Ko+ 5]

1 =
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Ancak cok diisiik substrat konsantrasyonlarinda, [S] << Km, [S] ifadesi
esitlikte ihmal edilir ve esitlik V = Vmax/Km sekline doniigiir. Buradan Km degerleri

hesaplanamaz.

4.4, Inhibisyon Cahsmalar1

TG2’nin inhibisyon ¢alismalart i¢in Oncelikle metodun inhibitér etkinligi
bilinen bir bilesikle valide edilmesi gerekmekte ve literatiirde bulunan degerlerle
saglayacagl uyumun yiiksek olmasi istenmekdir. Bu nedenle ilk olarak iyodoasetamit

inhibitoriiyle calisilmistir. Deney kosullar1 Boliim 3.2.5°te (metodlar boliimiinde)

verilmigtir.
%Values
[RW130/12] = 5uM
100 -e— 10 min-corr(%)
-#- 5 min-corr (%)
< 80+ -+ 2 min-corr (%)
> 601
S
o 404
@
20+
3
C v L) v T v L) v 1
0 1 2 3 4
[lodoacetamide] (UM)
10 min-corr (%) | 5 min-corr (%) | 2 min-corr (%)
vO 100.2 99.96 99.90
IC50 0.2436 0.2495 0.2722
Std. Error
vO 2.246 2.225 2.451

Sekil.4.10. Iyodoasetamitin Inhibisyon grafigi ve IC50 degerleri.
Sekil 4.10.’da verilen IC50 degerlerinden ve inhibisyon grafiginden

goriilmektedir ki metod uygundur ve iyodoasetamitin IC50 degerleri literatiirle

ortlismektedir.
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Yukarida verilen esitlikte yine [S] << Km kosuluna goére [S] ihmal edildiginde
Ki = ICso esitligi elde edilmektedir ve bu Ki degerleri literatiirle uygunluk
gostermektedir [5].

O

N -,

Sekil 4.11. Iyodoasetamid’in yapist

RW 131/12
O
g H (0] |C|) H
NN
N C. N_ O
HN_ _O o NO, ! 5
0 0
RW 144/12 RW 145/12

Sekil 4.12. RW131/12, RW144/12 ve RW145/12 molekiillerinin yapisi

Asagidaki grafikler RW131/12, RWI144 ve RWI145/12 molekiillerinin TG2

inhibisyonunu bagil konsantrasyon cinsinden ifade etmektedir.



statistics-IC50

0.4
0.3
=
=
e
S 0.2
O
0.1
0.0 T T
10 min 5 min 2 min

10 min 5 min

2 min

Number of values

Mean

0.2510 | 0.2572

0.2801

Std. Deviation

0.08222 | 0.08062

0.08105

Std. Error

0.03357 | 0.03291

0.03309

Sekil 4.13. Iyodoasetamidin Inhibisyon Istatistigi

Sekil 4.13. Iyodoasetamid inhibisyonunun zamandan bagimsiz gergeklestigini ifade

etmektedir.

120+
1004
804

60

activity (%)

404

204

%Values, S =5uM

~e— 10min-17.04.13-Test1-3-5_uM
-s- 5min-17.04.13-Test1-3-5_uM
-+~ 2min-17.04.13-Test1-3-5_uM

C T
0 10

20

T T

30 40

[RW131/12] (uM)

50

10min-17.04.13-Test1-3-5_uM | 5min-17.04.13-Test1-3-5_uM | 2min-17.04.13-Test1-3-5_uM
91.67 93.09 91.32
14.15 13.70 13.81
9.467 8.708 8.571
4.025 3.512 3.558

Sekil.4.14. RW131/12’nin bagil inhibisyon grafigi ve degerleri
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| = RW145/12 23-05-13

-~ 10 min-corr (uM)
-~ 5 min-corr (UM)
- 2 min-corr (UM)

Veorr (MM)

0 . 50 . l(l)O . 1%0 . 2(I)0
[RW145/12] (LM)
Sekil.4.15. RW145/12’nin bagil inhibisyon grafigi
%Values, RW144/12 23-05-13
200+

=& 10 min-corr(%)
== 2 min-corr (%)

-5 min-corr (%)

0 ' 10 ' 20 ' 30
[RW144/12] (uM)

10 min-corr (%) 5 min-corr (%) 2 min-corr (%)

v versus |

Best-fit values

vO 116.4 110.8 103.6

IC50 47.10 45.70 4491

Std. Error

vO 14.23 13.09 12.22

IC50 23.86 22.03 21.42

Sekil.4.16. RW144/12’nin bagil inhibisyon grafigi ve degerleri

38



BOLUM 5

5. TARTISMA

Bu sonuglarin 1s181nda, yapilan denemelerde TG2 aktivite tayini i¢in Gillet et
al. [5] tarafindan tanimlanan metodta belirtilen kosullarda, mikroplakanin
kuyucuklar1 incelendiginde, ¢ozelti ortaminda ¢okelmenin olustugu gézlenmistir. Bu
¢cokelmeyi gidermek icin yapilan ¢alismalarda, ortamdaki ¢oziicii konsantrasyonunu
arttirtp, substrat konsantrasyonunu azaltmanin ¢dzlintirliige olumlu etki gosterdigi
anlagilmistir. Triton X 100’{in varhiginin ¢ékelmenin giderilmesine olumlu bir etki
saglamadigi anlasilmistir ve ayrica ¢Oziicii olarak denenen NMP ile beraber
reaksiyonu yavaslatict 6zellik gosterdigi anlasilmistir. 5 pM’dan yiiksek substrat
konsantrasyonlarinda  belirtilen yontem kosullarinda gergeklesen ¢okelme
giderilememistir. Optimum kosulun RW130/12 substratinin 5 pM’1 gegmeyecek
konsantrasyonlar1 ve ¢oziicii olarak %10 (v/v) DMSO kullanildigr kosul oldugu
belirlenmis ve inhibisyon ¢alismalari i¢in bu kosul kullanilmistir.

Michaelis-Menten esitligine gore ¢ok diisiikk substrat konsantrasyonlarinda
esitlikteki substrat konsantrasyonu ihmal edilir. Buradan V=Vmax/Km esitligi elde
edilir, bu kosullar icin Km degeri hesaplanamamaktadir.

Inhibisyon deneyleri oncelikle TG2’nin literatiirce [5, 10, 51].bilinen
inhibitdrii iyodoasetamid ile valide edilmistir. Iyodoasetamid, TG2 nin yapisal olarak
en basit inhibitoriidiir. Iyot bolgesi, TG2’nin tiyol aktif bdlgesinin inhibitdr ile daha
kararli bir tiyo-eter bagi yapmasimi saglayan kolay ayrilabilen bir gruptur. Cok
reaktif olmasina ragmen, yapisinin kiigiik olmasi iyodoasetamidin enzimle ¢ok fazla
baglanti kurmasmi engelleyerek onu sistein aktif bolgelerinin spesifik olmayan
inhibitdrii yapmaktadir

RW131/12 substratinin 6ngoriilenin aksine, substrat etkisi degil inhibitor
etkisi gosterdigi anlasilmistir, ve yeni inhibitér potansiyeline sahip oldugu

bulunmustir. Ayni deney kosullarinda farkli substratlar kullanilarak bu molekiiliin
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inhibisyon c¢aligmalarina devam edilebilecegi anlagilmistir. Ayrica daha spesifik TG2
inhibitdrlerinin dizayni i¢in bu inhibitoriin yapist baz alinarak benzer molekiiller

tizerinde tarama calismalar1 yapilabilir.

Yine sentez iriinii olan RW144/12 ve RW145/12 molekiillerinin valide
edilmis kosullarda TG2’1 inhibe ettigi sonucuna varilmis fakat Dr. Markus Pietsch ve
grubu tarafindan yapilan HPLC analizlerinde bu molekiillerin stabil olmadigi
anlagildigindan ileriki ¢aligmalarda bu molekiillerin kullanilmamasina karar

verilmigtir.
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