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OZET

Acinetobacter Baumannii Enolazinin Klonlanmasi

Ve In Silico Analizi

Anil ATA

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Prof. Dr. Dilek TURGUT-BALIK

Gram negatif, nozokomiyal firsatci bir patojen olan Acinetobacter baumannii,
diinya genelinde saglik bakim {initelerinde ciddi enfeksiyonlara neden olmaktadir.
A. baumannii'nin sebep oldugu en yaygin enfeksiyonlar ventilator iliskili pnémoni
ile kan dolasimi enfeksiyonlaridir. A. baumannii’nin antibakteriyel ilaclarin
etkisinden etkili bir sekilde kagmay1 basaran en ciddi organizmalardan biri oldugu
Diinya Saghk Orgiiti (WHO) tarafindan aciklanmistir. Bu aciklama A.
baumannii'nin sebep oldugu enfeksiyonlar1 tedavi etmek icin alternatif ilac
adaylarinin arastirilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir. Geleneksel metotlar
kullanarak yeni ilaglarin gelistirilmesi; para ve is giicii bakimindan maliyetli ve
yillar siiren bir prosestir. Son zamanlarda, bilgisayar destekli ila¢ tasarimi, yeni
ilac kesfetme ve gelistirme alaninda maliyeti ve zamani Onemli derecede

disiirdiigi icin biiyiikk 6nem kazanmaistir.

A. baumannii’nin glikolitik yolaginda bulunan enolaz, Mg** iyonlar1 varliginda,
tersinir olarak 2-fosfogliseratin fosfoenol piriivata doniisiimiinii katalize eden

onemli bir enzimdir. Bu tez calismasinda enolaz, A. baumannii’nin enerji
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metabolizmasindaki bu gérevinden dolay1 hedef molekiil olarak secilmistir. ileri
in vitro karakterizasyon ve inhibitor test calismalarinda kullanmak amaciyla, A.
baumannii enolaz geni literatiirde ilk defa klonlanmistir, ekspresyon calismalar1
yapilmistir ve A. baumannii enolazinin acik ve kapali konformasyonlari icin

homoloji modelleme ve molekiiler yanastirma calismalari1 gerceklestirilmistir.

Bu tez calismasi sonucunda elde edilen tiim bu sonuclar dogrultusuda; yapiya
dayali ila¢ tasarimi yaklasimina dayanarak yeni goriisler olusturulabilecek ve
enolaz, Acinetobacter baumannii’nin sebep oldugu enfeksiyonlar1 baskilamak i¢in

aday olabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter baumannii, enolaz, klonlama, homoloji

modelleme, molekiiler yanastirma
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ABSTRACT

Cloning And In Silico Analysis Of Enolase From

Acinetobacter Baumannii

Anil ATA

Department of Bioengineering

MSec. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Dilek TURGUT-BALIK

Acinetobacter baumannii brings about serious infections in hospitals across the
world. Bacteremia and ventilator-associated pneumonia are the most prevalent
infections which A. baumannii causes. WHO announced A. baumannii is one of the
most critical organisms which can escape the effects of antibiotics. This
announcement shows that alternative drug candidates should be developed in
order to treat A. baumannii infections. The development of new drugs using
conventional methods is costly process with regard to manpower, money and it
takes many years. Computer-aided drug discovery has become important in the
field of new drug discovery and development on account of decreasing time and

cost considerably in the recent times.

Enolase found in the glycolytic pathway of A. baumannii is a key enzyme that
catalyzes the reversible conversion of 2-phosphoglycerate to phosphoenolpyruvate
in the presence of Mg** ions. In this study, A. baumannii enolase was selected as
a target molecule due to its duty in the energy metabolism of the bacteria. The
gene encoding enolase from A. baumannii was cloned to be used for further in

vitro characterization and inhibitor testing researches. Homology modelling
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methods and docking analyses were carried out for open and closed conformations

of A. baumannii enolase for the first time in the literature.

All these results may pave the way for new approaches related to computer-aided
drug discovery studies and enolase may be a candidate molecule to struggle

against A. baumannii infections in human.

Keywords: Acinetobacter baumannii, enolase, cloning, homology modelling,

molecular docking
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Giris

1.1 Literatiir Ozeti

Acinetobacter cinsine ait tiirler; flagelluma sahip olmayan, oksidaz negatif, katalaz
pozitif Ozellik gosteren hareketsiz, zorunlu aerob gram negatif bakterilerdir.
Acinetobacter cinsi bakteriler, dogada saprofit bir bicimde serbest yasayabilen,
cansiz ylizeylerde uzun siireler canli kalabilen bakterilerdir. Acinetobacterler;
metabolizmalar1 ve enerji ihtiyaclarin1 karsilamak icin ¢ok sayida farkh
metabolitlerden ve karbon kaynaklarindan faydalanabilme yetenegindedirler.
Farkli ve degisen sicaklik degerlerinde ve pH ortamlarinda hayatini
siirdiirebilmeleri, kuruluga kars1 dayanikli olmalari bu bakterilerin ayirt edici
ozellikleridir. Acinetobacter cinsine ait 30’dan fazla tiir belirlenmistir [2]. Tespit
edilen biitiin tiirler icerisinde saglik bakim iinitelerinde en ciddi enfeksiyonlara
neden olan tiir Acinetobacter baumannii’dir. A. baumnannii diinya genelinde
hastane enfeksiyonlarmna yol acan en énemli patojenlerden biridir. Ozellikle
hastanelerin yogun bakim iinitelerinde tedavi goren hastalarda bakteriyemi ve
ventilator iligkili pnomoni en yaygin goriilmek iizere, {iriner sistem enfeksiyonlari,
menenjit, deri ve yumusak doku enfeksiyonlarina yol acmaktadir [3]. Diinya
capinda yogun bakim iinitelerinde goriilen enfeksiyonlarin %20’si kadarindan
sorumlu tutulmaktadir [4]. A. baumannii’nin sahip oldugu coklu ila¢ direnci,
hastane kaynakli A. baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde en Onemli
problemdir. A. baumannii’'nin sahip oldugu genis capli antibiyotik direnci, bu
bakterinin sebep oldugu enfeksiyonlarinin tedavisi icin kullanilabilecek etkili ilag
seceneklerinin sayisini oldukca azaltmaktadir [5]. 2017 yilinda Diinya Saglik
Orgiitii tarafindan yaymnlanan raporda; A. baumannii enfeksiyonlarinin
tedavisinde en basarili sekilde kullanilan karbapenemlere dahi direnc¢ gelistigi
gbsterilmistir. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yapilan risk siniflandirilmasinda A.

baumannii’nin karbapenem direnci, acilen yeni antibiyotik gelistirilmesi gereken
p y y gelig g
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en kritik Oncelik smifina dahil edilmistir [6]. Bu rapor; A. baumannii
enfeksiyonlarinin tedavisi icin alternatif ila¢ adaylarinin arastirilmasi gerekliligini

ortaya koymaktadir.

Yeni bir ilacin kesfi ve gelistirilmesi icin gerekli prosesler genel olarak uzun zaman
gerektiren, riskli ve maliyetli olarak nitelendirilmektedir. Ozgiin bir ilacin
kesfedilmesini ve gelistirilmesini iceren bu siire¢ yaklasik 10-15 yil almaktadir [7].
Bu noktada bigisayar destekli ilac tasarimi 6n plana c¢ikmaktadir. Bir ilacin kesfi
icin basarisizlik riskini ve maliyeti diisiiren, arastirma dongiistinti kisaltan bir
yaklasim olan bigisayar destekli ila¢ tasarimi, ila¢ olma potansiyeline sahip 6ncii
adaylarin toksisitelerinin ve farmakolojik etkilerinin degerlendirilmesine olanak
saglayip, bu 6ncii adaylarin segiciliginin erken degerlendirilmesini saglamaktadir.
Bu ozelligi ile ilaglarin kesfedilmesi icin gereken maliyette tasarruf saglar ve yeni
molekiillerin daha hizli bir sekilde gelistirilmesine imkan tanimaktadir [8]. Yapiya
dayali ila¢ tasarimi, liganda dayali ila¢ tasarimi ve dizi temelli yaklasimlar; yaygin
olarak kullanilan bilgisayar destekli ilac kesfi yaklasimlaridir. Hedef olarak
belirlenen molekiiliin (enzim/reseptér) ii¢ boyutlu yapi bilgisi kullanilarak
potansiyel ligandlarin taranmasi, bu islemin ardinda deneysel olarak biyolojik
testlerin yapilmasi ve optimizasyon basamaklari yapiya dayali ila¢ tasarimini

olusturan temel basamaklardir [9].

Bu tez calismasinda yapiya dayali ila¢ tasarimi dogrultusunda A. baumannii
enolazi hedef molekiil olarak secilmistir. A. baumanniinin Entner-Duodorof
glikolitik yolaginda gorev alan enolaz, Mg*? iyonlar1 varliginda, 2-fosfogliseratin
fosfoenol piriivata doniisiimiinii katalize eden ¢ok 6nemli bir glikolitik enzimdir
[10,11]. Enolaz enerji metabolizmasinda ki gorevinin yani sira, patolojik olarak
fibronektin baglayici aktiviteye sahiptir. Bu aktivite ile bakteri adhezyonuna fayda
saglamaktadir. Fibronektin baglayici aktivitesine ek olarak 6nemli plazminojen

baglayici reseptorlere sahip olmasi bir diger 6nemli patolojik 6zelligidir [12,13].

Hesaplamali yapi tahmin etme yontemlerinden biri olan homoloji modelleme;
hedef olarak belirlenen proteinin amino asit dizi bilgisini kullanarak o proteinin 3

boyutlu (3B) yapisinin tahmin edilmesinde yararlanilan bir metottur. Homoloji



modelleme hesaplamali yapt tahmin etme metotlar1 arasinda en yiiksek

dogrulukta sonuc veren metot olarak degerlendirilmektedir [14].

Yapiya dayali ilac tasariminda siklikla kullanilan bir diger yontem ise molekiiler
yanastirmadir. Molekiiler yanastirmada; uygun hedef baglanma boélgesinde, kiiciik
molekiillii ligandlarin konformasyonunu yiiksek dogrulukta tahmin edebilen bir
metottur [15]. Molekiiler yanastirma algoritmalari; ligand-reseptor kompleksinin
baglanma afinitelerini temel alarak molekiiler yanastirmasi1 yapilmis bilesikleri
siralar ve bu bilesiklerin baglanma enerjilerinin tahminini kantitatif olarak

gerceklestirir [16].

Bu tez kapsaminda; ileri in vitro karakterizasyon ve inhibitor test ¢alismalarinda
kullanmak amaciyla, literatiirde ilk defa A. baumannii enolaz geni klonlanmistir
ve A. baumannii enolazinin acik ve kapali konformasyonlari icin homoloji

modelleme ve molekiiler yanastirma calismalar1 gerceklestirilmistir.

1.2 Tezin Amaci

Acinetobacter baumanniinin yol actigi hastaliklara karsi alternatif tedavi
yontemleri gelistirmek icin yapiya dayal ila¢ tasarimi yaklasimi dogrultusunda
Acinetobacter baumannii enolazini kodlayan genin klonlanmasi, proteinin
eksprese edilmesi, yiiksek saflikta {iretilerek kinetik parametrelerinin belirlenmesi
ve bilgisayar tabanli yontemler kullanilarak enzimin homoloji modelinin
olusturularak molekiiler yanastirma calismalarinin yapilmasi tezin amacini

olusturmaktadir.

Bu dogrultuda A. baumannii enolazinin rekombinant DNA teknolojileri
kullanilarak in vitro sartlarda yiiksek saflikta prototip olarak iiretilmesi, bilgisayar
tabanli yontemler kullanilarak homoloji modelinin olusturulmasi ve molekiiler
yanastirmasinin gerceklestirilmesiyle A. baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilabilecek yapiya dayali bir ilacin tasarimi yoniinde yapilacak olan ileri in

vitro ve in vivo analizlerin ontiniin acilacagi 6ngortilmektedir.



1.3 Hipotez

Giiniimiizde A. baumannii’'nin sahip oldugu genis capl antibiyotik direnci, A.
baumannii enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in kullanilabilecek etkili ilag seceneklerinin
sayisini oldukca azaltmaktadir. Etkili ila¢ seceneklerinin azalmasi; A. baumannii
enfeksiyonlarinin tedavisi icin alternatif ila¢ adaylarinin arastirilmasi gerekliligini
ortaya koymaktadir. Bu noktada, yapiya dayali ila¢ tasarimi yaklasimi 6n plana
c¢ikmaktadir. A. baumannii pirtivat kinaz gibi bazi1 6nemli glikolitik enzimlere sahip
olmadig1 icin Emden-Meyerhof-Parnas glikolizini gerceklestirememektedir. Bu
glikolitik yolak yerine alternatif olarak Entner-Duodoroff glikolitik yolagini enerji
tiretmek icin kullanmaktadir. Bu yolagin isletilmesi sonucunda olusan
Gliseraldehit 3-Pnin piriivata doniistiiriilmesi asamasinda; 2-P Gliserat’in
fosfoenol piriivata doniisiimiinii saglayan enolaz hedef molekiil olarak secilmistir.
Enolazin enerji metabolizmasindaki gorevinin yani sira bakterinin patolojisinde de
onemli rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Bu bilgiler 1s18§1nda; A. baumannii enolaz
enzimi hedeflenerek glikolitik yolagin inhibe edilmesi ile bu bakterinin sebep
oldugu enfeksiyonlarin baskilanabilecegi diisiiniilmektedir. Bu dogrultuda A.
baumannii enolazinin klonlanip ifade edilerek yiiksek saflikta ve aktif bir bicimde
iretilmesi ile yeni ilaclarin gelistirilmesi icin ileride gerceklestirilebilecek olan ilag
calismalarinda enolazin potansiyel bir hedef olarak kullanilabilecegi tahmin

edilmektedir.



2

Genel Bilgi

2.1 Acinetobacter Cinsi

2.1.1 Acinetobacter Cinsinin Tarihcesi

Acinetobacter cinsi, 1911 yilinda Hollandali mikrobiyolog olan Martinus Willem
Beigerinck tarafindan kesfedilmistir. Kalsiyum-asetat mineral medyumu
kullanilarak topraktan izole edilen bu cins, ilk olarak Mikrococcus calco-aseticus
olarak isimlendirilmistir [17]. Acinetobacter cinsi, 1950’1i yillara kadar bircok farkli
sekilde isimlendirilmistir [2]. Giintimiizde kullanilan Acinetobacter ismi 1954
yilinda Brisou ve Prevot tarafindan onerilmistir [18]. Brisou ve Prevot, birbirine
benzer morfolojik Ozellikler sunan bu mikroorganizmalar arasinda bazilarinin
hareket etmediklerini gostermislerdir ve Yunanca hareket etmeyen manasina
gelen ‘Akinetos’ kelimesinden esinlenerek bu bakterilere ‘Acinetobacter’ ismini

vermislerdir [19].

2.1.2 Acinetobacter Cinsinin Morfolojik ve Fizyolojik Ozellikleri

Acinetobacter tiirleri hizli biiylime fazi esnasinda genellikle 1.0-1.5 um ile 1.5-2.5
pm arasinda degisen bir biiyiikliige sahip olurlar. Kisa ve dolgun bir goriiniim
sergilerler. Durgun fazda ise genellikle kokoid haline doniisiirler, cogunlukla
ciftler halinde veya degisebilen c¢esitli uzunluklarda uzun zincirler halinde
bulunurlar [3]. Acinetobacter tiirleri zor gelisen bakteri tiirlerinden olmayip uygun
laboratuvar kosullarinda kolayca biiylime gosterebilirler. Bazi tiirler 20-30°C
araliginda gelisim gosterirken, klinik izolatlarin en iyi gelisim gosterdigi sicaklik
aralig1 37-42°C’dir. Cogu tiir icin optimum gelisimin gozlendigi sicaklik aralig: ise
33-35°C'dir. Acinetobacterin hiicreleri farkl kati besiyeri ortamlarinda farkl sekil
ve renk ozelliklerine sahip olabilirler. Ornegin; kanli agar plaklarinda 18-24 saat
37°C'de inkiibasyon sonrasi gelisim gosteren koloniler renksizdirler (beyaz veya

krem renkli olabilir) ve 1-2 mm capa sahip, diiz, piiriizsiiz veya mukoid (eger
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kapsiil var ise) seklinde olabilirler. Farkli agarlarda koloniler farkli renklere sahip
olurlar. Ornegin; koloniler Eozin metilen mavi agarda mavi-gri bir renkte
gozlemlenirken, Herellea agarda solgun eflatun renkte, Leeds Acinetobacter

medyumunda ise mor zemin iizerinde pembe renkte gozlemlenirler [20] .

Acinetobacter tiirleri; katalaz pozitif, indol negatif, oksidaz negatif, sitrat pozitif
ozellik gosteren flagelluma sahip olmayan, hareketsiz, G+C icerigi %39-47
arasinda degisen, zorunlu aerob gram negatif bakterilerdir [21,22]. Bu cinse ait
olan bakteri tiirleri, glikozu fermente edemeyen kapsiillii kokobasillerdir. Ozellikle
bliyimenin erken evrelerinde, akiskan ortamlarda hiikiim siirerler. Cogu
Acinetobacter tiiri nitrati nitrite indirgeme yeteneginde degildir [23].
Acinetobacterin hiicre duvar1 diger gram negatif bakterilerin hiicre duvarlarina
benzer 6zellik gosterir fakat diger gram negatif bakterilerle kiyasla kristal viyole
ile boyama yapmak daha zordur. Bunun nedeni Acinetobacter hiicre duvarinin
kristal viyoleyi tutmasidir. Bu durum Acinetobacterlerin gram pozitif koklar olarak
yanlis tespit edilmesine yol acabilir [5]. Acinetobacter tiirlerinden biri olan
Acinetobacter baumannii’'nin morfolojisi ve gram boyama sonucu olusturdugu

goriintii Sekil 2.1’de gosterilmistir [24] .

Sekil 2.1 A. baumannii'nin boyanma 6zellilkleri ve morfolojisi. (A) Kokoid ve
kokobasil elemanlara sahip olan durgun faz hiicrelerinin gram boyama
goriintiisii, bazi mavi renkte goriinen elemanlar kristal viyolet boyasinin
tutulmasindan kaynaklanmaistir. (B) ve (C) ise sirasiyla A. baumannii AYE ve
ACICU suglarinin taramali elektron mikroskop goriintiileridir [24].



2.1.3 Acinetobacter Cinsinin Dogal Habitatlar1

Acinetobacterler genellikle cevrede yaygin olarak bulunan bakterilerdir. Bunun
yani sira bu cinse ait olan bazi tiirler farkli habitatlarda da yasamlarini
sirdiirebilirler. Bu habitatlara 6rnek olarak; su, toprak, kanalizasyon, insan,
yiyecekler ve hayvanlar verilebilir. Bunlarin yani sira; derinin normal florasinda,
mukoza membraninda ve insan solunum sisteminde bulunabilen Acinetobacter
tlirleri de mevcuttur [10]. A. baumannii gibi baz1 Acinetobacter tiirleri, genellikle
hastanelerin yogun bakim iinitelerinde tedavi goren hastalarda; ventilatorle iliskili
pnomoni ve Kkateterle iligkili bakteriyemi basta olmak {izere, idrar yolu
enfeksiyonlari, menenjit, deri ve yumusak doku enfeksiyonlarina sebep olan
kokobasillerdir [3]. Bu organizmalar daha cok hastanelerin yogun bakim
tinitelerinde tedavi goren hastalarin deri yiizeyinde, sindirim sistemlerinde ve

orofarenkslerinde kolonize olmaktadirlar [3].

Hasta bireylerin belirli viicut bolgelerinde kolonize olmasinin yani sira, Seifert ve
arkadaslarn tarafindan yiiriitiillen bir calisma sonrasi, Acinetobacter tiirlerinin
saglikli insanlarin viicudunda pek cok farkli lokasyonda bulunabilecegi
gosterilmistir. Saglikli insanlarin alin, burun, kulak, bogaz, trake ve el gibi viicut

bolgelerinden Acinetobacter tiirleri izole edilmistir [25].

Acinetobacter tiirleri kus, balik gibi hayvanlardan da izole edilebilmektedir.
Bununla birlikte yiyeceklerde Acinetobacterlerin yasam alanlarindandir.
Sebzelerden, meyvelerden, siit ve siit iiriinlerinden Acinetobacter tiirleri izole
edilmistir [10]. Acinetobacterler kuru sartlara wuzun siireler boyunca
dayaniklidirlar.  Ozellikle A. baumannii, tekrar kullamlabilir —medikal
ekipmanlardan siklikla izole edilirler. Buna ek olarak, saglik personellerinin deri
ylizeylerinden, hastanelerde kullaninlan ventilatér ekipmanlarinin tiimiinden ve

nemli her yerden izole edilirler [12].



2.1.4 Acinetobacter Cinsine Ait Taksonomi

Acinetobacter cinsi uzun ve anlasilmasi giic olan karmasik bir taksonomik tarihe
sahiptir. 1911 yilinda, Beijerinck giiniimiizde Acinetobacter olarak taninan
mikroorganizmanin ilk 6rnegini izole edip tanimlamistir. Bu tanimlamadan sonra
bu cinsin {iyeleri bir¢ok farkli isim altinda siniflandirilmistir (Bacterium anitratum,
Herellea vaginicola, Mima polymorpha, Moraxella lwoffi) [26]. Bu karisik durum,
bu organizmalarin klinik 6nemlerinin ve epidemiyolojilerinin dogru olarak
saptanmasinda zorluk yasanmasina neden olmustur. Giliniimiizde, gelismis
molekiiler metotlarin kullanimiyla bircok bakteriyel taksonomist tarafindan genis
kabul goren bir siniflandirma yapilmistir. Bu siniflandirmaya gore; Acinetobacterin
sinifi Gamma Proteobacteria, tiirii Pseudomonadales, ailesi Moraxellaceae, cinsi
Acinetobacter olarak tanimlanmastir [3]. Acinetobactere ait olan en az 33 farkl: tiir
saptanmistir ve bu tiirlerin 18 tanesinin isimleri belirlenmistir [27]. Acinetobacter

cinsine ait olan tiirlerin bazilar1 Tablo 2.1’de gosterilmistir.

Tablo 2.1 Cesitli kaynaklardan izole edilebilen bazi Acinetobacter tiirleri [21]

Acinetobacter tiirleri Elde edildigi Kaynak

Acinetobacter calcoaceticus Toprak ve insan (klinik 6rnekler)

Acinetobacter baumannii Toprak, insan (klinik 6rnekler), et ve
sebzeler

Acinetobacter haemolyticus Insan (klinik 6rnekler)

Acinetobacter junii Insan (klinik 6rnekler)

Acinetobacter johnsonii Insan (klinik 6rnekler) ve hayvanlar

Acinetobacter lwoffii Insan (klinik 6rnekler) ve hayvanlar

Acinetobacter radioresistens Toprak, insan (klinik Ornekler) ve
pamuk

Acinetobacter ursingii Insan (klinik 6rnekler)




Bu tiirlerin cogunlugu patojen olmayan cevresel organizmalardir. Bu cinsi
olusturan tiirler arasinda; A. baumannii, A. calcoaceticus, A. lwoffii, A.
haemolyticus, A. johnsonii, A. junii, A. nosocomialis, A. pittii, A. schindleri ve A.
ursingii'nin patojen oldugu rapor edilmistir [28]. Hayvan modelleri tizerinde
yapilan calismalar ve klinik datalarin degerlendirilmesi sonucu elde edilen bilgiler
sonucu A. baumannii’nin bu cinse ait olan tiim tiirler arasinda en virulent tiir
oldugu saptanmistir [29]. Acinetobacter cinsi siirekli artan sayida tanimlanan
bakteriyel tiire sahip olsa da bu tiirlerin az bir boliimii klinik olarak 6nem
tasimaktadir. A. baumannii, A. haemolyticus ve A. calcoaceticus klinik olarak 6nem

tasiyan Acinetobacter tiirleridir [24].

A. baumannii ve onun yakin akrabalari olan genomik tiir 3 ve 13TU, “Acinetobacter
baumannii kompleksi” adi verilen bir yapiy1 olustururlar. Bu kompleks,
Acinetobacter tiirlerinin hastanelerde yol ac¢tig1 salginlar ve enfeksiyonlarin biiyiik
¢ogunlugundan sorumlu olan ve bu yiizden klinik olarak en O6nemli genomik
tiirleri iceren kompleks olarak tanimlanir [27]. Bu kompleksin iiyelerini dogru bir
sekilde tanimlayip birbirlerinden ayirt etmek rutin laboratuvarlar icin ¢ok zor bir
islem olup, bu noktada gelismis molekiiler diagnostik yOontemlere ihtiyac
duyulmaktadir. Bu organizmalarin yol ac¢tig1 enfeksiyonlar, hastalig: kritik sekilde
seyreden hastalarin bulundugu yogun bakim tinitelerinde gerceklesmektedir [26].
Bu komplekse ait olan tiirler, en Oldiiriicii 6zellige sahip olan antimikrobiyal
bilesiklere karsi bile cok hizli direnc gelistirebilme yetenegine sahiptirler. Bu tiirler
evrende bulunan diger bakterilerle genetik materyal degisimi yapabilmekte ve bu
sayede diisiik cevre sicakliklarinda gelisimlerini siirdiirebilmektedirler. Bu genetik
degisim esnasinda cevredeki diger bakterilerden kazandiklar1 antibiyotik direng
genleri yoluyla bircok antibiyotige karsi direncg gelistirme potansiyeline sahiptirler

[26].



2.2 Acinetobacter baumannii

2.2.1 Acinetobacter baumannii’nin Klinik Onemi

Gram negatif, nozokomiyal firsatci bir patojen olan Acinetobacter baumannii,
diinya genelinde hastane kaynakli enfeksiyonlara sebep olan, ¢oklu ila¢ direnci
gosteren en Onemli alt1 mikroorganizmadan biridir [30]. Bu insan patojeni; deri
ve yumusak doku enfeksiyonlari, yara enfeksiyonlari, solunum sistemi
enfeksiyonlar1 ve sekonder menenjit gibi bircok ciddi enfeksiyonun olusumundan
sorumludur [31,32]. Bu enfeksiyonlar arasinda kan dolasimi enfeksiyonlar1 ve
ventilator iliskili pnOmoni A. baumanniinin yol actifi en yaygin
enfeksiyonlardandir. A. baumanniinin yol actig1 enfeksiyonlar Sekil 2.2’de
gosterilmistir [27]. Bu enfeksiyonlar sonucu mortalite orani %35’e kadar
ulasabilmektedir [6]. A. baumannii’nin yol actig1 enfeksiyonlar yaygin olarak
hastanelerin yogun bakim iinitelerinde tedavi goren hastalig1 kritik seyreden ve
cerrahi operasyon gecirmis hastalarda goriiliir. A. baumannii; intravaskiiler
kateterler, mekanik ventilatorler ve acik yaralarin varligi yoluyla viicuda kolayca
giris yapabilir. Hastanede tedavi siiresinin uzunlugu, hastanin cinsiyeti ve yas
durumu, A. baumannii’nin sebep oldugu enfeksiyonlari ile iliskilendirilen 6nemli
faktorlerdir [8,33]. Daha az yaygin olmakla birlikte A. baumannii toplumsal
kaynakli enfeksiyonlara da sebep olabilir. Bu enfeksiyonlar arasinda bakteriyemi
ve pnomoni en yaygin gozlemlenen enfeksiyonlardir. Acinetobacter baumannii'nin
yol actig1 toplumsal kaynakli enfeksiyonlarin %85’ini pnomoni olusturur. Deri,
yumusak doku, goz enfeksiyonlari, sekonder menenjit ve endokardit diger toplum
kaynakli enfeksiyonlar arasindadir [34,35]. Bu enfeksiyonlar genellikle erkek
cinsiyetinde yaygin olmakla beraber alkol kullanimi, yas faktorii, sigara kullanimi,
diyabet bu enfeksiyonlarin seyrini etkileyen unsurlardir. Toplum kaynakli A.
baumannii pnémonisi, nozokomiyal pnomoniye oranla daha ciddi seyredip daha

ani gelisen bir hastaliktir ve mortalite orani %60’a kadar ulasabilmektedir [1].
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Sekil 2.2 A. baumannii'nin yol actig1 enfeksiyonlar ile A. baumannii’nin
konag1 enfekte etmesinde ve konagin kolonizasyonunda etkili olan
faktorler [1].

A. baumannii hizli bir sekilde ila¢ direnci kazanmasi ve yiliksek mortalite oranina
sahip olmasi nedeniyle diinya genelinde saglik hizmeti veren kuruluslar arasinda
global tehdit olarak goriilmektedir [36]. Amerika ve Avrupa’da saglik hizmeti
veren kuruluslarda meydana gelen enfeksiyonlarin %2’sinden A. baumannii’nin
sorumlu oldugu rapor edilmistir [37, 38]. Bu oranin Asya ve Orta Dogu’da
Amerika ve Avrupa ile kiyaslandiginda iki kat daha fazla oldugu rapor edilmistir

[57].

A. baumannii'nin yol actig1 enfeksiyon oranlar1 diger gram negatif bakterilerin
sebep oldugu enfeksiyonlarin oranindan diisiik olmasina ragmen kiiresel olarak
bakildiginda tiim A. baumannii izolatlarinin %45’inin coklu ila¢ direnci gosterdigi
diistiniilmektedir ve bu oranin Latin Amerika ve Orta Dogu’da %70’lere
ulasabildigi tahmin edilmektedir [39]. A. baumannii izolatlarinda gozlemlenen bu
yiiksek coklu ilag¢ direnci orani, Pseudomonas aeruginosa ve Klebsiella pneumoniae
gibi gram negatif bakterilerde gézlemlenen c¢oklu ila¢ direnci oraninin neredeyse

dort kat1 kadardir [58].
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Antimikrobiyal direnc giiniimiizde kiiresel bir kriz haline doniismiis durumdadir.
Yapilan tahminlere gore eger gerekli 6nlemler alinmaz ise 2050 yilina kadar her
yil yaklastk 10 milyon kisinin antimikrobiyal diren¢ nedeniyle hayatini
kaybedebilecegi 6n goriilmektedir [40]. 2018 yilinda A. baumannii
enfeksiyonlarinda antibiyotik direncinin kiiresel prevelansinin analiz edildigi bir
calismada direncin OECD iilkelerinde ¢ok hizli bir sekilde arttig1 rapor edilmistir
[41]. Coklu ila¢ direncine sahip olan A. baumanniinin aminoglikozidler, f-
laktamlar (penisilin ve sefalosporinler harig), karbapenemler, florokinolonlar ve
tetrasiklinleri iceren ii¢ veya daha fazla antimikrobiyal ajan sinifina kars:1 direncli
oldugu belirtilmistir. 2006-2016 yillar1 arasinda OECD iilkelerinde imipeneme
kars1 gelistirilen antiboyik direnci %53,6 iken OECD iilkeleri disinda kalan
ilkelerde bu direnc oraninin %76,8 oldugu belirtilmistir. OECD {ilkeleri arasinda
da antibiyotik direnc¢ prevelansinin 6nemli degisiklikler gosterdigi vurgulanmistir.
Fransiz Guayanasi ililkesinde imipeneme karsi antibiyotik prevelansi en diisiik
olarak (%7) saptanirken bu oran Italya’da %87, Romanya’da %95 oldugu
belirtilmistir. Tiirkiye’de ise 2006-2016 yillar1 arasinda imipeneme direng yiizdesi
%75 iken 2011-2016 yillann arasinda bu yiizdenin %95’e yikseldigi
gbzlemlenmistir. Iki farkli zaman periyodunda, OECD ve OECD iilkelerine dahil
olmayan {ilkelerde A. baumannii enfeksiyonlarinin imipeneme karsi gelistirdigi

ilac direnci ylizdesi Sekil 2.3’de gosterilmistir [41].
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Sekil 2.3 OECD ve OECD iilkelerine dahil olmayan iilkelerde; iki farkli zaman
periyodunda A. baumannii enfeksiyonlarinin imipeneme kars1 gostermis oldugu
ilac direncinin yiizde olarak gosterilmesi. N: Her iilkede yapilmis olan toplam
arastirma sayisini gosterir [41].

Imipenem kullaniminin yamsira Tigesiklin A. baumannii enfeksiyonlarinda
antibiyotik direnci icin son care olarak kullanilan antimikrobiyal ajanlardan
biridir. A. baumannii enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in yaklasik 10 y1l gibi kisa bir
sire kullanilmasina ragmen OECD filkeleri ve OECD iilkeleri disginda kalan
tilkelerde yiiksek direnc ytizdesi gozlemlenmistir. Gelisen yiiksek ilac¢ direnci
ylizdesi tigesiklini A.baumannii enfeksiyonlarina karsi duyarsiz hale getirmistir
[41]. Kolistin ilag¢ direnci gosteren A. baumannii enfeksiyonlarini tedavi etmek icin
son care olarak goriilen antimikrobiyal ajanlardan bir digeridir [42,43]. 2006-

2016 yillan arasinda, OECD iilkelerinde kolistin direncinin prevelansi %1.4’ten
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daha diisiik oldugu belirtilirken OECD iilkelerine dahil olmayan iilkeler bu
prevelans %2.3’ten diisiik olarak rapor edilmistir. Bu direnc yiizdelerinden yola
cikilarak kolistinin giiniimiizde A. baumannii enfeksiyonlarina kars: kullanilan en
aktif antimikrobiyal ajan oldugu gosterilmistir [61]. Bu calisma sonucu OECD
ilkelerinde ve OECD tilkelerine dahil olmayan iilkelerde A. baumannii’nin sahip
oldugu coklu ila¢ direnci prevelansinin yiiksek oldugu kanitlanmis olup sirasiyla
56.9% ve 80.4%’tiir Yunanistan ve Tiirkiye ¢oklu ila¢ direnci prevelansi en yiiksek
olan iilkelerdir. Yunanistan’da bu oran %90 iken Tiirkiye'de %96’dir. En diistik
coklu ilac direnci prevelansi ise Kanada’da gozlemlenmistir. Coklu ila¢ direnci
gosteren A. baumannii enfeksiyonlar1 genel olarak yiiksek mortalite ile
iliskilendirilir. Diinya genelinde bu mortalitenin %42.7’ye ulasabilecegi
belirtilmistir. Ornegin Amerika en diisikk mortalite oranina sahipken (%27),

Tiirkiye’de bu oran %64, Kore’de %52’dir [61].

Antimikrobiyal diren¢ olusturma konusunda A. baumannii'nin cok yiiksek
potansiyele sahip oldugu ABD Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri (Centers
for Disease Control and Prevention) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan
da gosterilmistir. A. baumannii, ABD Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri
(Centers for Disease Control and Prevention) tarafindan diinya sagligina karsi ¢cok

ciddi bir tehdit olarak kategorize edilmistir [55].

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) insan saghgimi tehdit eden en tehlikeli bakterileri
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, ve Enterobacteriaceae) duyurdugu listesinde;
karbapeneme diren¢ gosteren A. baumannii’yi listenin en kritik ve en tehlikeli
sinifina dahil etmistir ve bu direncli A. baumannii’ye karsi yeni antimikrobiyal
tedavilerin gelistirilmesi icin arastirma calismalarinin 6ncelikli hale getirilmesi
gerektigini duyurmustur [6]. Giiniimiizde A.baumannii neredeyse bilinen tiim
antibiyotiklere kars: direnc¢ gelistirmis durumdadir [44]. Klinisyenler bu durum
karsisinda A. baumannii enfeksiyonlarina karsi eskiden kullandiklar1 ciddi yan
etkilere sahip olan kolistini secmek zorunda kalmislardir [45]. Bu zorunlu tedavi
seciminin yani sira, bazi cografik bolgelerde A. baumannii klinik izolatlarinin

kolistine karsi diren¢ gelistirdigi rapor edilmistir. Bu durum A. baumannii’'nin
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sebep oldugu enfeksiyonlara karsi son care olarak kullanilan kolistinin de etkisiz

hale gelecegini gostermektedir [46].

2.2.2 Acinetobacter n baumannii’nin Antimikrobiyal Direnc¢

Mekanizmalar

A. baumannii, antimikrobiyal diren¢ kazanmadaki iistiin yeteneginden dolayi
modern saglik kuruluslarinda ciddi sorunlara yol acan en tehlikeli patojenlerden
biri olarak degerlendirilmektedir. A. baumannii’'nin bircok susu, klinik olarak

mevcut olan ¢ogu antibiyotige karsi direncli durumdadir [47].

A. baumannii bir¢cok farkli antimikrobiyal diren¢ mekanizmasina sahiptir. Beta-
laktamazlar, aminoglikozid modifiye edici enzimler, efflux pomplari, gecirgenlik
kusurlar ve hedef bolgelerin modifikasyonu gibi mekanizmalar A. baumannii’nin
antimikrobiyal diren¢ mekanizmalarini olusturmaktadir. Bu antimikrobiyal direng
mekanizmalar1 arasinda  beta-laktamazlar tarafindan  beta-laktamlarin

inaktivasyonu ana antimikrobiyal diren¢ mekanizmasidir [48].

2.2.3 Acinetobacter baumannii’nin Neden Oldugu Enfeksiyonlari

Tedavi Etmek icin Kullanilan Mevcut Antibiyotik Secenekleri

Imipenem, meropenem ve doripenemi iceren karbapenemler, genellikle A.
baumannii enfeksiyonlarini tedavi edebilen ajanlar olarak degerlendirilirler.
Karbapenemlerin bu organizma iizerindeki etkili aktiviteleri ve viicuda alindiginda
diger antibiyotiklerle kiyaslandiginda daha giivenli olmasi sebebiyle, A. baumannii
enfeksiyonlarim1 tedavi etmek icin karbapenemler tercih edilmektedir. Buna
ragmen A. baumannii'nin karbapenemlere olan duyarlilig1 giin gectikce azalmakta
olup A. baumannii bu antibiyotik sinifina karsi da diren¢ gelistirmektedir. Bu
gelisen diren¢ durumu, Kklinisyenleri ve arastirmacilari alternatif terapotik

yaklagimlar gelistirmek zorunda birakmaktadir [49].

Karbapenemlere direncli A. baumannii suslari, yaygin olarak kullanilan neredeyse
diger tim antibiyotiklere kars1 direnclidirler ve giintimiizde minosiklin/tigesiklin
ve polimiksinleri (kolistin ve polimiksin B) iceren sadece simirli sayidaki
antibiyotiklere karsi duyarli durumdadir [47]. A. baumannii enfeksiyonlarin

tedavisinde kullanilan smirli sayidaki etkili antibiyotiklerle kombine edilmis
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karbapenem terapileri, ¢cok yogun bir sekilde klinisyenler ve arastirmacilar
tarafindan calisilmaktadir ve cogu vakada, bu tedaviler A. baumannii’ye karsi
sinerjistik etki gostermektedir. Bununla beraber son yillarda tespit edilen tigesiklin
ve kolistin direnc¢li A. baumannii suslarinin artis gostermesi, diinya capinda toplum

sagligini ciddi sekilde tehdit etmektedir [50,51].

2.3 A. baumannii Enerji Metabolizmasi

Tiim canhlar icin glukozun parcalanmasini saglayan yolaklar karbon
metabolizmas1 ve enerji iiretimi icin gereklidir. Bu yolaklar amino asitler,
niikleotidler ve yag asitleri icin; ATP, NAD(P)H ve biyosentetik 6ncii molekiillerin
sentezini gerceklestirirler ve bu yiizden hayati 6éneme sahiptirler [52]. Embden-
Meyerhof-Parnas (EMP) yolagi (klasik glikolizis), oksidatif pentoz fosfat yolagi
(OPP) ve Entner-Doudoroff (ED) yolag1 karbonhidratlar1 okside etmek icin
kullanilan yolaklardir. EMP yolag1 (glikolizis) ve oksidatif pentoz fosfat yolagi
Okaryotik karbon ve enerji metabolizmasinin temelini olusturur. Prokaryotlarda
bu durumun aksine seker oksidasyon yolaklarinda genis bir cesitlilik
gozlemlenmektedir Bu yolaklar; ATP iiretim verimlerine, kimyasal ara iirtinlerine,
kullanilan enzimlere ve bu enzimlerin kofaktorlerine gore farklilik
gostermektedirler. Prokaryotlarda en yaygin bulunan glikolitik yolaklar; EMP,
OPP ve ED yolaklaridir (Sekil 2.4) [52].
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Sekil 2.4 Prokaryotlarda en yaygin kullanilan glikolitik yolaklar. EMP yolagi
PFK enzimiyle beraber kirmizi renkle, OPP yolagi Zwf enzimiyle mavi renkte, ED
yolag1 KDPG aldolaz (Eda) enzimiyle yesil renkte gosterilmistir. Tiim yolaklarda

ortak olan reaksiyonlar siyah ile belirtilmistir. Eda, KDPG aldolaz; Edd,
fosfoglukonat dehidrataz; Eno, enolaz; Fba, fruktoz bisfosfat aldolaz; Gdh,
glukoz dehidrojenaz; Gk, glukonat kinaz; Gnd, 6-fosfoglukonat dehidrojenaz;

Pgm, fosfogliserat mutaz; Pfk, 6-fosfofruktokinaz; Pgi, fosfoglukoz izomeraz;

Pgk, fosfogliserat kinaz; Rpe, ribuloz-5-fosfat epimeraz; Rpi, ribuloz-5-fosfat

izomeraz; Tal, transaldolaz; Tim, triosefosfat izomeraz; Tkt, transketolaz; Zwf,
glukoz-6-fosfat dehidrojenaz [52].

Katabolik yolda; ED yolagina 6zgii en 6nemli enzim 2-keto3-deoksiglukonat-6-
fosfat (KDPG) aldolaz (Eda) iken, fosfofruktokinaz (PFK) ise EMP yolagina 0zgii
en onemli enzimdir. Bir metabolit olarak KDPG yalnizca ED yolaginda bulunur.
OPP yolaginin ilk iki basamagi glukoz 6-fosfat dehidrojenaz (Zwf) ve 6-
fosfoglukonat dehidrojenaz (Gdn) tarafindan katalize edilir [52].

Insanda meydana gelen cok sayida nézokomiyal enfeksiyona sebebiyet veren A.
baumannii, sahip oldugu giiclii ve cok yonlii metabolizmasiyla cesitli karbon
kaynaklar1 ve enerjiden faydalanabilme yeteneginde olup, farkli sartlara uyum
saglayabilmektedir. [53]. A. baumannii genomu bir kromozomdan ve ¢ok sayida
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plazmidten olusmaktadir. A. baumanni tiirleri iizerinde yapilan metabolizma
calismalarinda A. baumanniinin bircok temel enzimden eksik oldugu
onaylanmistir. Fosfotransferaz transport sistem proteinleri, 6-fosfofruktokinaz,
piriivat kinaz ve glukokinaz A. baumannii’de var olmayan enzimlerdir [54]. Bu
enzimlerin bulunmamasinda dolay1 Acinetobacter tiirlerinde Embden-Meyerhof-
Parnas glikolizi gerceklestirilememektedir. Bu glikolitik yol yerine alternatif olarak
Entner-Doudoroff glikolitik yolag1 kullanilmaktadir [55]. Bu glikolitik yolak icin
gerekli tiim genler, 3 farkli Acinetobacter genomunda tanimlanmistir.
Acinetobacter baylyi ve A. baumannii SDF susu membran-bagli quinoprotein glikoz
dehidrojenaz1 [56] kodlayan sadece gcd genine sahipken A. baumannii AYE susu
quinoprotein glikoz dehidrojenazlarin ¢oziiniir formlarini (s-GDH) [57] kodlayan
iki tane fazladan gene (ABAYE1605, ABAYE1751) sahiptir. Bu durum
muhtemelen hiicre tarafindan saglanan alternatif substratlardan yararlanilmasina
olanak saglamaktadir. Bu noktada Acinetobacterlerde farkli gen iceriklerinin farkli
yasam stilleri sundugu anlasilmaktadir [58]. Glikoliz glukozu piriivat ve hidrojen
iyonlarina doniistiiren metabolik yolaktir. Glikoliz sonucu iiretilen serbest enerji
yliksek enerjili bilesikler olan ATP (adenozin trifosfat) ve NADH (indirgenmis
nikotinamid adenin diniikleotid) tretmek icin kullanilir. Cogu bakteri klasik
glikolizi (EMP yolag1) kullanirken, bazi bakteriler klasik glikoliz yerine Entner-
Doudoroff glikolitik yolagini enerji tiretmek icin kullanirlar. Fosfofruktokinaz-1
gibi klasik glikoliz icin gerekli enzimleri bulunmayan bakteriler bu yolag: tercih
etmektedir. Genellikle; Pseudomonas, Rhizobium, Azotobacter, Agrobacterium,
Acinetobacter ve bazi gram-negatif bakterilerde bu yolak bulunur. Enterecoccus
faecalis gibi cok az sayida gram pozitif bakteride de bu yolaga rastlanir. ED
yolagini kullanan c¢ogu organizma her bir glukoz molekiilii icin diisiik ATP
veriminden dolay1 aerobtur. ED yolaginin ayirt edici 6zellikleri sunlardir: 1)
Sadece prokaryotlarda meydana gelir. 2) 6-fosfoglukonat dehidrataz ve 2-keto-3-
deoksifosfoglukonat aldolaz glukozdan pirtivat olusturmak icin kullanilir. 3)
Reaksiyona giren her bir glukoz molekiiliinden net 1 ATP, 1 NADH ve 1 NADPH
tiretimi gerceklesir. Klasik glikoliz ile kiyaslandiginda; klasik glikolizde her bir
islenen glukoz molekiilii icin net 2 ATP ve 2 NADH iiretilmektedir [59].
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Entner-Doudoroff glikolitik yolag1 ilk olarak 1952 yilinda Michael Doudoroff ve
Nathan Entner tarafindan Pseudomonas saccharophila bakterisinde rapor
edilmistir [60]. Acinetobacterlerin Entner-Doudoroff yolagini arastirmak icin,
genis substrat spektrumu ve genomunun {iizerinde diizenlemelerin kolay
yapilabilmesi nedeniyle Acinetobacter baylyi model organizma olarak
kullanilmastir. A. baylyi piriivat kinaz genine sahip olmadig icin essiz bir glukonat
metabolizmasina sahiptir [10]. A. baylyi sitrik asit dongiisii yoluyla ana metabolik
yolaklara giren karbon kaynaklar iizerinde genellikle iyi bir sekilde biiyiime
gosterirken, glukozun bulundugu ortamdaki biiyiimesi ise daha yavastir. A. baylyi
glukozu Entner-Doudoroff yolagini kullanarak katabolize etmektedir. Bu yolakta
bir glukoz molekiilii 1 molekil pirtivat ve 1 molekiil gliseraldehit 3-fosfata
dontismektedir. Pirtivat, sitrik asit dongiisiine yonlendirilirken; gliseraldehit 3-
fosfat once fosfoenolpiriivata, bir sonraki adimda karboksillenip oxaloasetata,
daha sonra malata dontstiiriiliip son adimda dekarboksillenerek piriivata
dontistiiriiliir. Acinetobacterler piriivat kinaz enziminden yoksun olduklari icin
glukozdan piriivat tretmek icin bu dongi gereklidir [61]. A. baylyi ile
gerceklestirilen calismalar sonucunda Acinetobacterlerin kullandigi Entner-

Doudoroff glikolitik yolag1 Sekil 2.5’te gosterilmistir.
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Sekil 2.5 Acinetobacterlerin Entner-Doudoroff glikolitik yolagi [10] (modifiye
edilmistir).

Bu tez kapsaminda A. baumannii'nin enerji metabolizmasinda Entner-Doudoroff
glikolitik yolaginda Gliseraldehit 3-P olustuktan sonra pirtivatin olusumunu
izleyen metabolik yolda; 2-fosfo-D-gliseratin  fosfoenolpiriivata  (PEP)
doniisimiini katalize ederek A. baumannii’nin enerji metabolizmasinda gorev
alan enolaz hedef olarak secilmistir. A. baumannii zorunlu aerob oldugu icin
oksijenli solunum basamagina gecilmeden once enolazi hedef alan bir inhibit6r
belirlenerek enolazin Entner-Doudoroff glikolitik yolagindaki gorevi engellenerek
bakterinin enerji ve piriivat liretmesi icin gerekli yollardan birinin baskilanmasi

amaclanmaktadir.

Bu tezde; enolaz inhibe edilerek bakterinin etkinliginin baskinlanmasi
dogrultusunda enolaz enzimi hedef protein olarak secilip iizerine klonlama,

homoloji modelleme ve molekiiler yanastirma calismalar: gerceklestirilmistir.
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2.4 Yapiya Dayal1 ila¢c Tasarim Hedefi Olarak Enolaz

Fosfopiriivat hidrataz olarak da adlandirilan enolaz (2-posfo-D-gliserat hidrolaz;
EC 4.2.1.11), 1934 yilinda Lohman ve Mayerhof tarafindan kesfedilmistir. Cok
sayida organizmada cok yiiksek miktarlarda eksprese edilen sitozolik bir protien
olan enolaz, katabolik glikolitik yolagin son basamaklarindan biri olan 2-fosfo-D-
gliseratin (2-PGA) fosfoenolpiriivata (PEP) dehidratasyonunu katalize eden
onemli bir glikolitik enzimdir. Sekil 2.6’”da EMP glikolitik yolaginda enolazin

gorevi gosterilmistir [11].
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Sekil 2.6 Klasik Glikoliz (EMP) yolagi [11] (modifiye edilmistir).

Bu enzim, glikolizin ters reaksiyonu olan glukogenesis sirasinda ise PEP1in 2-
PGA’ya hidrasyonunu katalize etmektedir [62]. Enolaz, glikolitik yolagin 6nemli
bir basamaginda gorev aldig1 icin prokaryotik ve 6karyotik canlilar i¢in oldukca

onem tasimaktadir. Katalitik olarak aktif olabilmek icin magnezyum metal
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iyonuna ihtiyac duyan bir metalloenzim olan enolaz, memelilerden
arkebakterilere kadar bir¢ok canlida bulunur ve niikleotid dizisi yiiksek oranda

korunmustur [63].

Enolaz iki farkli metal baglanma bolgesine sahiptir. Konformasyonel metal
baglanma bolgesi enzimde konformasyonel degisiklikleri indiikleyerek substrat
analoglarinin ve substratin baglanmasina imkan tanir [64]. Substat veya substrat
anologunun bu bolgeyle etkilesmesini takiben katalik olarak adlandirilan ikinci
metal iyonu ikinci metal baglanma bolgesine baglanir ve katalitik reaksiyon
meydana gelir. Baglanmis olan ligandlarin salinmasi ise daha kompleks olup,
yliksek metal iyon konstanstrasyonlarinin enolazi inhibe etmesiyle gerceklesir
[65]. Enolaz, glukozun anaerobik olarak oksidasyon icin uygun bilesenlere

dontiismesi icin gereklidir [66].

Omurgalilarda enolaz 3 farkli izoformdan olusmaktadir. a-enolaz (Eno1l), f-enolaz
(Eno3) ve y-enolaz (Eno2) bu izoformlar1 olusturmaktadir. a-enolaz (Enol)
neredeyse tiim insan dokularinda bulunmakta iken f-enolaz (Eno3) genellikle kas
dokularinda, y-enolaz (Eno2) ise sadece noron ve noéroendokrin dokularda
bulunmaktadir [67]. Bu ii¢ enolaz izoformu da yliksek dizi benzerligi ve benzer
kinetik ozellikler gostermektedir [11]. a-enolazin (Enol) monomeri; nispeten
daha kiiciik N-terminal domaininden (1-133 rezidiileri) ve nispeten daha biiyiik
C-terminal domaininden (141-431 rezidiileri) olusmaktadir [68]. Enolaz
prokaryotlarda dimer ya da oktamer olarak bulunabilirken memelilerde dimer

olarak bulunmaktadir [69].

Dimerik formda (homodimer veya heterodimer) bulunan enzimatik olarak aktif
enolaz herbiri antiparalel sekilde karsilikli duran 2 alt iiniteden olusmaktadir [70].
Ayrica mayada ve insanda enolazin kristal yapisi belirlenmis olup, katalitik

mekanizmalar arastirilmaktadir [71,72].

Enolazin enerji metabolizmasindaki fonksiyonunun yanisira, bircok farkli isleve
sahip oldugu gosterilmistir. Ornegin; farelerin mast hiicrelerinin farklilasmasinda
etkin rol oynamaktadir [73]. Farkli tiim6r hiicre hatlarinda enolaz
ekspresyonunun azaltildigi bir calismada, bu etkinin kanser hatlarinin

mikrotiibiillere kars1 olan hassasiyetini cok ciddi sekilde arttirdig1 gosterilmistir.
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Bu durum enolaz ekspresyon seviyesinin timor hiicre hatlarinin anti-tiibiilin
ilaclarmma karsi hassasligini etkileyecebilecegini gostermistir [74]. Bu
fonsiyonlarinin yani sira enolazin spesifik apoptoz mekanizmalarinda da gorev
yaptig1 belirtilmistir [75]. a-enolazin (Enol) alternatif stop kodonlarini
kullanarak cok sayida biyolojik ve patofizyolojik proseste énemli rol oynadigi
gosterilmistir. a-enolaz (Enol) mRNA’sinin translasyonu sonrasi ilk 96 aminoasit
rezidiisiinden yoksun 37 kdA’luk bir protein olusabilmektedir. C-myc promotor-
baglanma protein 1 (MBP-1) olarak adlandirilan bu protein niikleusta konumlanip
c-myc P2 promotoruna baglanabilir ve bu durum protoonkogenlerin
transkripsiyonunu negatif olarak diizenleyebilmektedir [76]. a-enolaz (Enol);
endotelyal hiicreler, B ve T hiicreleri ile monositler gibi hematopoietik hiicrelerin
ylizeylerinde giiclii bir plazminojen reseptor olarak tespit edilmistir ve periseliiler

fibrinolitik aktiviteyi diizenleme gorevini iistlenmektedir [77,78].

Ayrica a-enolaz, norotropik faktor, 1si-sok proteini (HSP48) ve hipoksik stress
proteini olarak da tanimlanmistir [195]. Buna ek olarak, piriivat kinaz ve
fosfogliserat mutaz gibi glikolitik yolakta enolaza komsu olan glikolitik enzimlere
ve iskelet proteinleriyle iligkili olan aldolaza yiiksek afinitiyle baglanabilme

ozelligine sahiptir [79].

Gerceklestirilen bir calismada, a-enolazin upregiilasyonu sonucu glikolitik
olmayan mekanizmalar yoluyla hipoksi toleransina sebep olabildigi onerilmistir
[195]. Yapilan bir bagka calismada ise a-enolazin normalden fazla
ekspresyonunun tiimér gelisimi ile baglantili oldugu rapor edilmistir. Bu rapor
dogrultusunda enolazin ¢ok sayida tiimoriin tanisina yonelik bir belirtec olarak

degerlendirilebilecegi diisiiniilmektedir [80].

Enolaz enzimatik aktivitesinin yan1 sira cok sayida prokaryotik ve okaryotik
hiicrede, a-enolaz (Enol), hiicre yiizeyinde eksprese olup plazminojen reseptorii
olarak hareket ederek hiicre goclinde ve kanser metastazinda rol oynar [81,82].
Bacillus anthracis ile yapilan bir calismada bu bakterinin yiizeyinde konumlanan
a-enolazin insan plazminojenine baglandigi gosterilmistir [83]. Buna benzer

olarak 2001 yilinda Streptococcus pneumoniae ile yapilan bir calismada da
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bakterinin hiicre yiizeyinde yer alan enolazin plazminojen baglanma proteini

olarak gorev yaptigi bildirilmistir [84].

Lactobacillus plantarum tizerinde gerceklestirilen bir arastirmada ise hiicre
ylizeyinde konumlanmis a-enolazin, bakteri ve endotelyal hiicreler arasindaki
etkilesimin gerceklesmesinde gorevli bir ekstraseliiler matriks proteini olan
fibronektin ile etkili bir baglanma gerceklestirdigi rapor edilmistir. Bu calismada
a-enolazin fibronektin baglanma proteini olarak gorev yaptig1 gosterilmistir [85].
Streptococcus sobrinus enolazi ile ilgili yapilan bagka bir calismada ise enolazin

immiinosupresif protein olarak gorev yaptigi rapor edilmistir [86].

S. aureus enolazi tizerinde gerceklestirilen bir arastirmada ise bu bakteriye ait olan
enolazin laminin baglanma proteini olarak gorev yaptig1 gosterilmistir [87].
Gergeklestirilen bu arastirma sonuglarindan yola c¢ikilarak enolazin enerji
metabolizmasindaki islevinin yani sira ¢ok sayida farkli ve onemli hiicresel
fonksiyonlarinin oldugu, bu bilgilerden yola cikilarak canlilar icin ¢cok énemli bir

protein oldugu anlasilmaktadir [195].

2.5 Bilgisayar Destekli ila¢c Tasarim

Yeni bir ilacin kesfini ve gelistirilmesini iceren prosesler genellikle zaman alici,
riskli ve masrafl olarak degerlendirilmektedir. Ozgiin bir ilacin kesfedilmesini ve
gelistirilmesini kapsayan bu dongii yaklasik olarak 10-15 yil gerektirmektedir [7].
Yeni kesfedilen bir ilag, FDA onayl bir sekilde satilabilecek duruma gelene kadar
yaklasik 0.6 milyon dolar ile 1.8 milyon dolar arasinda bir maliyet

gerektirmektedir [88].

Yiiksek ciktili goriintiileme teknolojisinde ve kimya alaninda 6nemli gelismelerin
yasanmasi, kisa silire icinde cok Dbiyiik bilesik kiitiiphanelerinin
sentezlenebilmesine ve goriintiilenebilmesine imkan taniyarak ilac kesfi prosesine
cok onemli hiz kazandirmistir [89]. Yeni ila¢ gelistirme alaninda yapilan
yatirimlar son yillarda 6nemli miktarda artis gostermesine ragmen ilac kesfindeki
yliksek basarisizlik orani ve diisiik verimlilikten dolay1 alinan sonuclar yapilan

yatirimla pozitif olarak orantili degildir [8].
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Bu dogrultuda, ilac kesfi icin basarisizlik riskini ve maliyeti azaltan, arastirma
dongiisiinii kisaltan cesitli yaklasimlar gelistirilmistir. Bu amaca ulasmak icin
kullanilan en etkili metotlardan biri bilgisayar destekli ila¢ tasarimidir. Bilgisayar
destekli ila¢ tasarimai; bilesiklerin modellenmesi, analizi, yonetimi ve depolanmasi
icin gerekli kaynaklar ile hesaplama araclarini temsil eden cok yaygin kullanilan
bir yaklasimdir [90]. Bu yaklasim, kimyasal etkilesimlerin calisiimasi i¢in dijital
depolarin gelistirilmesi ve bilesiklerin dizayn edilmesi icin kullanilan bilgisayar
programlarini iceren ilac kesfinin ¢ok farkli yonlerini icinde barindirir. Bilgisayar
destekli ilac tasarimy, ila¢ olma potansiyeli gosteren 6ncii adaylarin toksisitelerinin
ve farmakolojik etkilerinin degerlendirilmesine imkan taniyip, bu 6ncii adaylarin
seciciliginin erken degerlendirilmesinin de yolunu agcmaktadir. Bu sayede ilaglarin
kesfedilmesi icin gereken maliyette tasarruf saglayip yeni molekiillerin daha hizl
bir sekilde gelistirilmesine olanak vermektedir. Hesaplamali tekniklerin
uygulanmasi yeni molekiiler yapilarin kesfedilmesine ve gelistirilmesine yardime1

olarak bilgisayar destekli ila¢ tasariminin temelini olusturmaktadir [90].

Bilgisayar destekli ila¢ tasarimi temel olarak; yeni bilesiklerin tasariminin
yapilmasi, ADMET (metabolizma, salinim, toksisite, dagilim ve emilim) verilerini
kapsayan ilac metabolizmasinin ve farmakokinetik o6zelliklerin optimize
edilmesine aracilik etmek ve biiyiik bilesik kiitiiphanelerini deneysel metotlarla
test edebilme hedefiyle ongoriilen aktif bilesiklerin olusturdugu kii¢iik boyutta
setlere filtrelemek gibi amaclar i¢in kullanilmaktadir [91]. Yaygin olarak
kullanilan bilgisayar destekli ilac kesfi yaklasimlari; yapiya dayal ilac tasarimi,
liganda dayal1 ilac tasarimi ve dizi temelli yaklasimlar olarak gruplandirilabilir [9].
Bilgisayar destekli ila¢ tasarimini olusturan yaklasimlarin sematik gosterimi Sekil

2.7’de gosterilmistir [92].
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Sekil 2.7 Bilgisayar destekli ila¢ tasarim basamaklar1 [93].

Yapiya dayali ila¢ tasarimi, hedef olarak belirlenen molekiiliin (enzim/reseptor)
ti¢ boyutlu yap1 bilgisi kullanilarak potansiyel ligandlarin taranmasi, bu islem
sonrasinda deneysel olarak biyolojik testlerin gerceklestirilmesi ve optimizasyon
basamaklarini kapsamaktadir. Molekiiler yanastirma ve de novo ila¢ dizayni gibi
yapiya dayali ila¢ tasarimi metotlari; homoloji modellerinden, NMR verilerinden
ve kristal yapilardan elde edilen hedef makromolekiiliin yap1 bilgisini

kullanmaktadir [9].

Bilgisayar destekli ila¢ tasarimini olusturan bir diger yaklasim olan liganda dayali
ila¢ tasarimi ise teorik calismalar sonucu tahmin edilen modelin tasarlanip
olusturulmasi i¢in, hesaplamali modelleme yontemlerini kullanarak cesitli yapilar
ve potansiyeli daha onceden bilinen molekiilleri degerlendiren yaklasimdir [93].
Eger potansiyel hedeflerin 3 boyutlu (3D) yapisi mevcut degil ise; kantitatif yapi-
aktivite iliskisi (QSAR), farmakofor modelleme, molekiiler alan analizi, 2D ve 3D
benzerlik degerlendirmesi gibi araglar iceren ligand temelli ila¢ kesfi araclari

kullanilir. Bu araglar; ila¢ hedefleri ve ligandlar arasindaki etkilesimlerin
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dogasinin anlasilmasinda 6nemli katkida bulunur. Ligand temelli bu araglar
optimizasyon ve on ila¢ kesfi icin uygun olan tahmini modellerin olusuma imkan
tanimaktadir [94]. Tez kapsaminda yapilan arastirmada yapiya dayali ilag

tasarimi yaklasimi kullanilmistir.

Yapiya dayali ila¢ tasarimi, son yillarda ¢ok sayida basarili sonucun elde edildigi,
hizli bir sekilde biiylime gosteren bilgisayar destekli ila¢ tasariminin bir alanidir.
Insan genom projesinin tamamlanmasiyla genomik ve proteomik alaninda
yasanan gelismeler ve bu gelismeler sayesinde ulasilabilen yapisal bilgilerin
sayisindaki artis, oncii ila¢ adaylarinin kesfi icin ¢ok sayida yeni hedef molekiiliin
olusturulmasina katki saglamistir [95]. Giiniimiizde yapiya dayal ila¢ tasarimi
cogu endiistriyel ilac kesfetme programinin ayrilmaz bir parcasidir ve c¢ogu

akademik laboratuvar i¢in ana arastirma konusudur [96].

Biyoinformatik alaninda yasanan hizli gelismeler sayesinde yiiksek potansiyele
sahip ilac hedefleri hizli bir sekilde belirlenebilmektedir. Bu hedefler icin genler
hizli bir sekilde klonlanabilmekte ve hedef proteinler eksprese edilip
saflastirilabilmektedir. Ayrica kristalografi alaninda yasanan gelismeler, yapilarin
belirlenmesi icin gerekli olan zamani azaltmaktadir [95]. Bu gelismelerle beraber
yapiya dayali ilac tasarimi prosesi, optimize edilmis oncii hedefin faz I klinik
denemelere girmeden Once gerceklesen cok sayida dongiiden olusur. Yapiya
dayali ila¢ tasariminin birinci dongiisiinde; klonlama, saflastirma ve homoloji
modelleme, niikleer manyetik rezonans veya X-Ray kristalogroafi yontemlerinden
birini kullanarak hedef protein veya niikleik asidin yapisinin belirlenmesi
adimlarini icerir [95]. Bilgisayar algoritmalar1 kullanilarak, bir veritabanindan
elde edilen bilesikler veya o bilesiklerin parcalar1 belirlenen yapinin secili bir
bolgesine konumlanir. Bu bilesikler skorlanir ve bu bilesiklerin hedef bolge ile
sterik ve elektrostatik etkilesimleri temel alinarak bir siralama yapilir. En iyi
bilesikler biyokimyasal analizler yapilarak test edilir. Ikinci déngiide ise; birinci
dongiiden elde edilen umut vadeden oncii bilesik ile kompleks halinde bulanan
hedef molekiiliin yapisinin belirlenmesini icerir. Bu dongiide, in vitro olarak en az
mikromolar inhibisyona sahip olan bilesigin iizerindeki olasi bolgeler ortaya

cikarilmaktadir [95]. Daha sonra bilesigin optimizasyonu gerceklestirilmektedir.
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Bu dongiilere ek olarak gerceklesen dongiilerde; optimize edilmis Onciiniin
sentezlenmesi, oncii kompleksi ve oOncii bilesigin ileri optimizasyonlarinin
yapilmasini iceren yeni hedefin yapisinin belirlenmesi basamaklarini icerir. Ilac
dizayn1 prosesi icin gerceklestirilen cok sayida dongiiden sonra elde edilen
optimize edilmis bilesikler; genellikle hedeflerine karsi belirgin baglanma ve

spesifite gosterirler [95].

Yapiya dayal ila¢ tasarimi, {i¢ boyutlu makromolekiil yapinin ligand ile tahmin
edilen etkilesimlerine dayanarak ligand tasariminin gercgeklestirilmesini ve bu elde
edilen tasarimin degerlendirilmesi basamaklarini igerir. Yapiya dayali ilac
tasariminin ilk adimi; enzim veya reseptor gibi ila¢ hedefinin saptanmasi ve yapi
bilgisinin elde edilmesidir [97]. Yapiya dayali ila¢ tasariminin basamaklarini
ozetleyen akis semasi Sekil 2.8‘de sunulmustur. Yapiya dayali ila¢ tasariminin ana
hedefi ila¢ olabilme potansiyeline sahip oncii molekiillerin saptanmasidir [98].
Yapiya dayali ilac tasarimi, de novo ila¢ tasarimi ve sanal tarama metodlarini
kapsamaktadir [99]. Ardisik filtre basamaklarindan olusan sanal taramada
saptanan ila¢ hedef molekiiliine karsi potansiyel biyolojik aktivite gosteren
bilesikleri kapsayan bir set olusturulur [100]. De novo ila¢ tasariminda ise arzu
edilen farmolojik oOzellikleri bilinyesinde bulunduran, daha o6nce sentezi
yapilamamis yeni molekiiler yapilarin bastan sentezlenmesine olanak saglar
[101]. Bu tezde; yukarida belirtilen yapiya dayali ila¢ tasarimi metotlarindan
sanal tarama kullanilmis olup, tez kapsaminda sanal tarama yontemine

deginilmistir.
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Sekil 2.8 Yapiya dayali ila¢ tasariminin basamaklari. A) Hedef yapinin
belirlenmesi ve baglanma bolgesinin analiz edilmesi; b) sanal kiitiiphanenin
olusturulmasi; ¢) hedef molekiiliin baglanma bolgesi ve bilesiklerin yanastirma
calismalar1 [98].

Yapiya dayali ila¢ tasariminin ilk basamagi hedefin belirlenmesidir. Giintimiizde
genom dizileme teknolojisindeki gelismeler, sistem biyolojisinde ve
biyoinformatikte yasanan ilerlemeler biyolojik hedeflerin belirlenmesine cok
onemli katki saglamaktadir. Tipik bir yapiya dayali ila¢ tasarimi; hedef yapinin
belirlenmesini ve validasyonunu iceren adimlarin gerceklestirilmesiyle baslar
[102]. ilac tasariminin ilk basamag olan hedef molekiiliin saptanmas: hedefiyle,
belirlenen ligand molekiilii icin biitiin olas1 hedef proteinleri tanimlamak amaciyla
web sunucular olusturulmustur [103]. Hedef molekiil saptandiktan sonra 3B

yapinin elde edilmesi ila¢ tasariminin ikinci basamagini olusturmaktadir [15].

Secilen tiim hedefler icin yapisal bilgi genel olarak X-ray kristalografisinden veya

niikleer manyetik rezonans yontemi kullanilarak elde edilir. Deneysel olarak yapisi
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belirlenmemis hedeflerin secildigi durumlarda, ab initio modelleme ve
karsilastirmali modelleme gibi hesaplamali yaklasimlar kullanilarak ii¢ boyutlu
yap1 tahmin edilebilir. Homoloji modelleme veya karsilastirmali modelleme,
bilinen homolog protein yapilar1 temel alinarak bilinmeyen proteinlerin {ic
boyutlu yapilarini olusturan hedef yapi tahmini i¢in kullanilan en giivenilir
yontemlerdir (en az %40 benzerlik) [90]. Yiiksek kalitede protein yap1 tahmini
yapabilen cok sayida program gelistirilmistir. Ciinkii yapiya dayal ila¢ tasarimi
yapabilmek icin {ic boyutlu yapilarin kullanilmas: temel gerekliliktir. Hedef yap1
tahmin edildiginde, yapiya dayali ila¢ tasariminda daha ileri calismalar
yapabilmek icin tahmin edilen yapinin sterokimyasal kalitesini onaylamak icin
validasyon islemlerinin yapilmasi gereklidir. Bu kalitenin kontrolii icin kullanilan
yaygin yontemlerden biri Ramachandran plot analidir. Bu analiz protein
yapilarindaki tiim aminoasitlerin omurga konformasyonel acilarini gosteren bir
analizdir [104]. Bu tezde; hedef molekiil A. baumannii enolaz enzimi olup bu

enzimin 3B yapisini belirlemek i¢in homoloji modelleme yontemi uygulanmastir.

2.5.1 Homoloji Modelleme

Homoloji modelleme; secilen proteinin amino asit dizi bilgisinden yararlanilarak
o proteinin 3B yapisinin tahmin edilmesinde kullanilan hesaplamali yap1 tahmin
etme metotlarindan biridir. Homoloji modellemenin hesaplamali yapi tahmin
metotlar1 arasinda en yiiksek dogrulukta sonu¢ veren metot oldugu
diistintilmektedir. Bir¢ok basamaktan olusan bu yontem cesitli araclar ve internet
sunucular1  kullanilarak  uygulanmaktadir [14]. Elde edilen modelin
fonksiyonelligi, olusturulan 3B protein modelin kalitesine baglidir. Homoloji
modelleme ilac kesfetme prosesinde bircok farkli uygulamaya sahip oldugu icin,
olusturulacak homoloji modelinin kalitesini maksimum seviyede tutmak oldukca
onemlidir. Bu metot kullanilarak olusturulan proteinlerin 3B yapis1 kullanilarak
protein etkilesimleri agikliga kavusturulmaya baslanmistir. Bu durum yeni ilac
adaylarim1 belirlemeye katkida bulunmaktadir. Homoloji modelleme sayesinde
yeni bir ilacin kesfi daha hizli, daha ekonomik, daha kolay ve daha pratik hale
gelmektedir [14].
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Giiniimiizde Protein Veri Bankasi1 (PDB), deneysel olarak belirlenmis yaklasik
olarak 144,000 proteinin 3B yap1 bilgisini icermektedir [105]. Bununla beraber;
NCBI (National Center for Biotechnology Information), yaklasik olarak 106
milyon protein dizisini iceren anote edilmis 155 milyon dizi bilgisinden

olusmaktadir [106].

Bu veriler; PDB’taki depolanmis protein dizilerinin sayisinin, 3B protein
yapilarinin sayisina oranla yaklasik 736 kat daha fazla oldugunu gostermektedir.
2006 yilinda PDB’ta depolanmis, deneysel olarak yapisi ¢oziilmiis 3B protein
yapilarinin NCBI'da anote edilmis dizilerin sayisindan yaklasik 120 kat daha az
oldugu belirtilmistir [107]. Bu sayisal veriler; protein dizi sayisinin, deneysel
olarak yapisi belirlenmis 3B protein yapilarinin sayisina oranla 6 kat daha hizh
arttigin1 gostermektedir. 3B protein yapilari ile mevcut dizilerin sayis1 arasindaki
bu artan sayisal fark alarm veren bir durum olarak degerlendirilmektedir. Bu
noktada homoloji modelleme gibi hesaplamali yapisal belirleme metotlari bu artan

farki azaltmak icin gerekli olan yaklasimlar olarak ortaya ¢ikmaktadir [14].

1960 yilinda kristal yapisi c¢oziilen ilk protein olan miyoglobinin yapisi
aydinlatildiktan sonra NMR spektroskopisi ve X-ray kristalografisi gibi deneysel
metotlarin gelistirilmesiyle cok sayida proteinin 3B yapisi ¢oziimlenmistir [108].
Bununla beraber bu deneysel metotlar her protein icin kullanilamamaktadir.
Ornegin NMR analizi icin, protein kiiciik olmal1 iken X-ray kristalografisinde ise
proteinin kristalize olmasi gerekmektedir. Ayrica bu metotlar zaman alici
metotlardir ve bu metotlarda; membran proteinleri gibi kristalizasyonu ve
saflastirilmast  zor proteinlerin  yliksek  ¢oOziiniirlikli 3B  yapilarinin

tanimlanmasinda sorunlar yasanmaktadir [109].

Membran proteinleri terapotik ila¢ hedeflerinin 6nemli bir boliimiinii olusturdugu
icin, membran proteinlerinin 3B yapilarinin belirlenmesinde yasanacak
ilerlemeler ilac kesfetme prosesinde hizli gelismelerin yasanmasini saglayacaktir.
Bu noktada hesaplamali 3B protein yap1 tahmini 3B yapilarin tahmin edilmesinde
cok onemli rol oynamaktadir [14]. Homoloji modelleme veya karsilastirmali
modelleme; bir proteinin aminoasit dizisinden yararlanilarak bu proteinin 3B

yapisini belirlemek icin kullanilan hesaplamali yap1 tahmin metotlarindan biridir.
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Homoloji modellemenin temeli iki ana basamaktan olusur. Birincisi; proteinin
aminoasit dizisi kullanilarak proteinin 3B yapisinin belirlenmesidir. Ikincisi ise;
proteinlerin yapisi daha korunumludur ve evrim siiresince niikleotid dizilerine
oranla protein yapilarinda gozlemlenen degisiklikler daha yavas
gerceklesmektedir. Sonucg olarak benzer diziler ayni yapilara katlanir ve diziler

arasinda diisiik bir benzerlik olsa bile benzer protein yapilar olusmaktadir [14].

Homoloji modelleme hesaplamali yap: tahmin metodlar1 arasinda en giivenilir ve
dogru sonuclar veren metot olarak degerlendirilmektedir [108]. De novo yapi
tahmin metodu gibi hesaplamali metodlar kullanilarak gerceklestirilen 3B protein
yapi tahmini gibi yaklasimlar; proteinlerin atomlar1 arasindaki uzaklig1 ifade eden
sapmanin ortalama karekokii (RMSD) kriterini kullanan homoloji modelleme ile
kiyaslandiginda; homoloji modellemenin en yiiksek dogrulukta 3B yapilari
olusturdugu gozlemlenmistir [110]. Ayrica hesaplamali 3B yapi tahmininde
kullanilan metotlar daha az maliyet, daha az zaman ve anlasilmas: ile
uygulanmasi acik islem basamaklar1 gerektirmektedir. Bu o6zelliklere sahip olan
homoloji modelleme yiiksek kaliteye sahip 3B protein yapilarinin
olusturulmasinda siklikla kullanilan bir metottur. Bu etkili metot; yapiya dayali
ila¢ kesfetme proseslerinde kullanilan sanal goriintiileme ve molekiiler yanastirma
metotlarinin izledigi yollar1 da degistirerek daha kaliteli protein yapilarinin
olusturulmasini saglamaktadir [111]. Homoloji modelleme bircok farkli adimdan
olusan ortak standart prosediirlerden olusmaktadir. Homoloji modellemenin

standart adimlar: Sekil 2.9’da gosterilmistir [111].

32



Uygun Kalibin Secilmesi ve Belirlenmesi
Dizi benzerligi, filogenetik ve cevresel faktorler

kullanilir.

Dizi Hizalamalar ve Yapilan

Hizalamalarin Dogrulanmasi

»

Model Olusturma
Model olusturmak icin c¢ok farkli metotlar

kullanilmaktadir.

Loop Modelleme
Loop modellemenin dogrulugu daha sonraki uygulamalar

icin modellerin degerini belirlemektedir.

Yan Zincir Modelleme
Yan zinciri yapinin iskeletine uygun pozisyonda

yerlestirme islemidir.

.

g

Model Optimizasyonu
Bu adim modelin Kkalitesini arttirmak icin

yapilmaktadir.

-

EEEaaaca

Model Validasyonu

Modelin kalitesi modelin fonksiyonelligini belirler.

Sekil 2.9 Homoloji Modellemenin temel basamaklari [111] (modifiye

edilmistir).

Uygun kalibin secilmesi ve belirlenmesi adimda; Protein Veri Bankas1 (PDB) veya
benzer veritabanlarinda kalip yapinin belirlenmesi icin hedef proteinin aminoasit
dizisi kullanilir [112]. Farkli yaklasimlarla hedef dizi icin uygun kaliplarin
taranmasi i¢in cok sayida web tabanli ara¢ mevcuttur. Bunlar arasinda Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) ikili dizi-dizi hizalama imkani sunan bir aractir.

Bu hizmet NCBI ve UniProt gibi veritabanlarinda mevcuttur [14].

Kalip adaylari belirlendikten sonra en iyi yapilarin secilmesi gerekmektedir. Hedef

yapiyla iliskili hedef dizinin dizi benzerlik seviyesi yiiksek dogrulukta 3B yapilar
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olusturmak icin cok oOnemlidir. Bununla beraber dizi benzerligi homoloji
modelleme ile olusturulan yapilarin dogrulugunu belirleyen tek faktor degildir.
Kalip ve modelin en az %25 ten fazla 3B yap1 benzerligi gostermesi gerektigi

belirtilmektedir [113].

Yiisek dizi benzerliginin yani sira farkl faktorler de uygun bir kalibin secilmesi
icin goz oniinde bulundurulmaktadir. Bu faktorler kalip ve hedef diziler arasindaki
filogenetik benzerlikleri icermektedir. Hedef diziyle ayni veya anolog filogenetik
agaca sahip kaliplarin secilmesi yiiksek kalite ve dogrulukta 3B yapinin
olusturulmasina etki eden faktorlerden biridir [114]. Diger faktorler ise bagh
ligandin varligi, pH ve ¢oziicii tipi gibi cevresel faktorlerdir. Dogru hedef bir yapiy1
olustururken en optimize kosullar1 saglayan en uygun kalibi se¢mek cok
onemlidir. Deneysel yapinin coziiniirliigii de uygun kalibin secimini yaparken
etkili olan bir diger faktordiir. Tiim bu faktorler degerlendirilerek en uygun kalip

secilmelidir [115].

Dizi hizalamalar ve hizalamalarin dogrulanmasi1 adiminda; En uygun hizalamalar
secildikten sonra, hizalamalarin dogrulanmasi gereklidir. Birden fazla kalip
kullanildiginda hedef-kalip ve kalip- kalip arasinda hizalamalar yapilir. Herhangi
bir rezidiiniin hizalanmasindaki hata o karbonun yer degistirmesine sebep olur ve
a-heliks boliimiindeki tek bir rezidii boslugu heliks boliimiinde yer alan diger
rezidiilerin konumunun degismesini tetikler. Sonuc olarak homoloji modellemede
dizilerin hizalanmasinin dogru sekilde yapilmasi ¢cok 6nemlidir [116]. En yaygin
olarak kullanilan hizalama metotlar;; CLUSTALW, T-COFFEE, 3DCOFFEE ve
MUSCLEdir [117,118,119,120].

Model Olusturma basamaginda; hedef dizinin kaliplar1 temel alinarak hedef dizi
icin 3B modeller olusturmak amaciyla cesitli metotlar kullanilmaktadir. Model
olusturma yaklasimlari; rijit govde birlestirme metotlari, segment eslestirme
metotlar1 ve uzaysal sinirlama (bag) metotlar1 olarak farkli kategorilerde
siniflandirilabilir [14]. Rijit gévde birlestirme metodunda; protein yap1 cekirdek
bolgelere, yan zincirlere ve ilmeklere (loop) boliiniir. Bu metot; hizalanmis kalip
protein yapilarindan secilmis rijit govdelerin bir araya getirilmesiyle proteinin 3B

yapisinin olusmasina imkan saglayan dogal diseksiyona bagli olan bir yaklasimdir.
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Bu yaklasim 3D-JIGSAW, BUILDER ve SWISS-MODEL gibi araglar kullanilarak
gerceklestirilebilir [121,122,123].

Segment eglestirme metodunda; kalip yapilardan elde edilen atomik pozisyonlarin
bir kiimesi 6ncii pozisyonlar olarak kullanilir. Segmentleri eslestirmek icin bir veri
tabaninda bilinen yapilardan segmentlerin secimi; dizi benzerligi, geometri ve
enerji temel alinarak yapilir. Daha sonra tiim atom modeli, 6ncii yap1 kullanilarak

olusturulur [124].

Uzaysal sinirlama (bag) metodunda ise kalip yapidan gelen baglarin bir araya
getirilmesiyle model olusturulur. Bu baglar yapilan hizalama temel alinarak hedef
yapiya gore ayarlanir. Bu baglarin niteligi; bag acisi, bag uzunlugu, dihedral acilar
ve Van der Waals kontakt mesafeleri gibi 6zelliklere dayanan stereokimyasal
ozellikler tarafindan belirlenir. Bu metot MODELLER kullanilarak gerceklestirilir
[125]. Model olusturmak i¢in kullanilan populer araclarin genel 6zelliklerinin

Ozeti Tablo 2.2’de verilmistir [14].

Arastirmacilar dizi benzerligi yiiksek oldugunda, farkli paket programlar
kullanilarak elde edilen modellerin birbiriyle karsilastirilabilecegini ve birbirine
yakin modeller olusturulabilecegini rapor ederken eger dizi benzerligi az ise
sonuclarda farkliliklar go6zlemlenebilecegini ve bazi programlarla yapilan
modellemenin daha dogru olacagini gostermislerdir [126]. Modellerin kalitesi;
paket programlarin model olusturmada ve dizi hizalamadaki performanslarina
bagl olarak degisiklik gostermektedir. MODELLER homoloji modellemede en iyi
araclardan biri olarak degerlendirilmektedir [127]. Bununla beraber her aracin
kendine 6zgli dezavantajlar1 ve avantajlar1 bulunmaktadir. Sonuc olarak her
acidan digerlerine gore iistlin olan sadece tek bir modelleme araci ya da sunucusu

bulunmamaktadir. Amaca yonelik sunucu secilip model olusturulmaktadir [14].
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Tablo 2.2 Homoloji Model olusturmak i¢in kullanilan bazi modelleme
sunucularinin temel 6zellikleri [14]

Kullanilan Bazi1 URL Adresleri Tamim
Homoloji Modelleme

Araclan veya

Sunucularn

Uzaysal baglar metoduyla 3B
protein yapist olusturmak

MODELLER http://www.sz;lrl}ab.org/modell G lolloolen, ek
olarak erisilebilen, giivenilir
sonuglar veren giiclii Dbir
aractir [128].

Proteinin aminoasit dizisi

SWISS-MODEL http://swissmodel.expasy.org/ kullanilarak  proteinin 3B

yapisini olusturan, kullanigh
bir web arayiiziidiir [129].

3B yap1 tahminine ek olarak
ileri loop modellemesi, ileri
hizalama metotlarina sahip
Operating Environment.htm olan bir aractir [130].

https://www.chemcomp.com/
Molecular Operating MOEMolecular
Environment (MOE)

https://www.molsoft.com/ho  Hizli model olusturma, loop

mology.html tahmini, model validayonu
yapabilen yiiksek dogrulukta
3B protein modeller
olusturabilen  bir aractir
[131].

ICM

Loop Modelleme basamaginda; Delesyonlar veya insersiyonlar olarak adlandirilan
looplar homolog proteinlerin dizilerinde bulunurlar. Evrim boyunca looplarin
yapilart korunumlu degildir. Delesyon veya insersiyon olmasa bile kalipta
genellikle farkli loop konformasyonlari bulunur. Protein yapinin fonsiyonunun
spesifikligi genellikle looplar tarafindan belirlenir. Loop modellemenin dogrulugu,
daha sonraki uygulamalar i¢in olusturulan modellerin kalitesini belirleyen 6nemli
bir faktordiir. Looplar; heliks yapilara gore daha yiiksek yapisal degiskenlik
gostermektedir ve looplarin yapilarinin belirlenmesi heliks yapilara gore daha
zordur [132]. CONGEN ve ARCHPED gibi internet sunuculari loop modelleme i¢in
kullanilabilmektedir [133,134].
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Yan zincir modelleme genel olarak yan =zincirlerin, iskelet (omurga)
koordinatlarina yerlestirilmesiyle gerceklestirilir. Pratikte, yan zincir tahmini
yliksek seviyelerde dizi benzerligi varken verimli sekilde yapilabilir. Protein yan
zincirleri, rotamer olarak adlandirilan diisiik enerjili sinirli sayida yapida
mevcuttur. Tanimlanmis enerji fonksiyonlarina ve arastirma stratejilerine bagh
olarak, rotamerler tercih edilen protein yapisina ve verilen omurga
koordinatlarina uygun olarak secilir. Yapilan tahminin dogrulugu genellikle
hidrofobik ¢ekirdek rezidiiler i¢in yiiksek seviyelerdedir fakat ylizeyde suya maruz
kalmis reziidiiler icin ise disiiktiir [135]. RAMP ve SCRWL gibi araclar yan zincir
modelleme icin kullanilan araglardir [136,137].

Model Optimizasyonunda; genel olarak modelin optimizasyonu enerji
minimizasyonu ile baslar. Enerji minimizasyonu yapilirken molekiiler mekanik
kuvvet alanlarindan yararlanilir [138]. Her enerji minimizasyonunda birkag
biiyiik hata elimine edilir fakat ayn1 zamanda cok sayida kiiciik hata tanistirilir ve
bu kiiciik hatalar birikmeye baglar. Bu ylizden cok sayida enerji minimizasyonu
uygulayarak ve kuantum atom kuvvetleri gibi daha kesin kuvvet alanlari
kullanarak atom pozisyonlarini smirlandirmak, model optimizasyonundaki
hatalarin sayisin1 azaltabilmektedir. Daha ileri model optimizasyonu icin Monte

Carlo simiilasyonlar1 kullanilabilmektedir [139,140] .

Model validasyonu yapilirken olusturulan modelin dogrulugu bu modelin
gelecekte cesitli alanlardaki uygulamalarini belirleyebilmektedir. Bu noktada
modelin validasyonu ve dogrulanmasi gereklidir. Dizi benzerligine, cevresel
faktorlere ve kaliplarin kalitesine gore olusturulan modelin dogrulugu farklilik
gostermektedir. Modelin validasyonu icin yapilacak islemlerden biri modelin
sterokimyasinin analiz edilmesidir. Doniis agisi, biikiilme acis1 ve bag acis1 gibi
parametreler belirlenerek bu analiz gerceklestirilir. WHATCHECK, PROCHECK ve
MOLPROBITY homoloji modellemede modelin sterokimyasinin belirlenmesinde

yaygin olarak kullanilan araglardan bazilaridir [141-143].

Ramachandran egrisi, protein yapisinin kalitesini gosteren onemli bir belirleyici
faktordiir. Sterokimyasal olarak problemli olan rezidiiler, Ramachandran

egrisinin kabul edilebilir bélgesinin disina diisecektir [144]. 3B konformasyonlara
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ve ortalama kuvvet istatistiksel potansiyellerine dayanan modelin uzaysal
ozelliklerinin belirlenmesine odaklanan araclar da bulunmaktadir. VERIFY3D ve

PROSAII bu araclara 6rneklerdir [108,145].

Homoloji veya karsilastirmali modelleme deneysel calismalar sonucunda yapisi
tanimlanmig bir proteini, benzer aminoasit dizisinden olusan farkli bir proteinin
yapisini aydinlatmak icin kalip olarak kullanir [100]. Birbirini takip eden 4 farkli
adim homoloji modellemenin temelini olusturmaktadir. Sekil 2.10’da bu
basamaklar 6zetlenmistir Sirasiyla; kalip olarak secilebilecek, 3B yapis1 deneysel
olarak saptanmis proteinin belirlenmesi, kalip olarak secilen protein ile hedef
proteinin dizi analizinin yapilmasi, kalip proteinin sahip oldugu 3B yapi ve
gerceklestirilen aminoasit dizi analizi temel alinarak hedef protein icin uygun
modelin olusturulmasi ve olusturulan modelden en iyi modelin elde edilmesi icin

olusturulan modelin diizeltilmesi ve validasyonu bu adimlar1 olusturur [108].

38 yapisi bilinen proteinin belirlenmesi W
A\

Hedef ile kalip protein dizi karsilagtirmasi P - e e ]

Model olugturma s i %) 49~
17 3 L e N
l 2 &L < 7 — 2 A".* 2y
T Bty
7 gy
Modellerin optimizasyon ve validasyonu \
l Proten fonksiyon ve mekanizma calismalan

ilag potansiyelinin degerlendirilmesi
ilac tasariminda uygulamalar Mutagenez deneylerinin tasarlanmasi
Yiksek-verimli docking

Onctt molekil belirlenmesi ve optimizasyonu

Sekil 2.10 Homoloji modellemenin temel basamaklari ve ilac kesfetme
prosesindeki uygulamalar1 [100].

Homoloji modellemenin ilk asamasinda; cesitli programlar veya sunucular
kullanma yoluyla 3B yapisi tanimlanmamis protein dizisi ile Protein Veri
Bankasrnda bulunan yapis1 tanimlanmis protein dizisi eslestirilerek secilecek
kalip belirlenir [134]. Protein Veri Bankasi deneysel olarak 3B yapilar
tanimlanmis cok sayida makromolekiiliin yap1 bilgisine {icretsiz olarak erisim

imkani sunan global bir kaynaktir [92]. BLAST (Basic Local Alignment Search
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Tool) kalip proteini belirlemek icin en yaygin kullanilan sunucudur. BLAST
kullanilarak veritabaninda gerceklestirilen arama neticesinde, dizi ile eslesme

gosteren yapisi tanimlanmig proteinlerin listesi ¢ikarilir [134].

Bir sonraki adimda; aminoasit residiileri ile kaliplar arasinda 3B yap1
benzerligini belirlemek icin PSI-BLAST, Fasta, Multalign ve Spdviewer gibi
programlar veya sunuculardan faydalanarak aminoasitler arasinda dizi
eslestirmesi yapilir [146]. Yiiksek dogruluga sahip karsilastirmali modeller;
kalip proteine hedef proteinin %50’den daha fazla benzerlik gosterdigi
modellerdir. Eger %30-50 arasinda bir dizi benzerligi s6z konusu ise bu
modeller orta seviyede dogruluga sahip modeller olarak tanimlanirken eger dizi
benzerligi %30un altinda ise modellerin diisiik dogruluga sahip oldugu

belirtilir [147].

Bu kabule gore %30 ve daha yiiksek dizi benzerligine sahip kalip ve hedef
protein icin model olusturma adimina gegilebilir. Uygun modelin olusturulmasi
icin genel olarak 4 yontemden yararlanilabilmektedir. Yapay evoliisyon, kati
govde birlestirme, segment eslestirme ve boyutsal engellerin tamamlanmasi bu
4 yontemi olusturmaktadir [148,149]. Biitiin boyutsal engeller temelli
metotlarda ilgili yapi ile eslestirme yapilirken hedef dizideki mesafe ve dihedral
ac1 engelleri ortadan kaldirilir. Bununla beraber bag acilar1 dihedral acilar ve
bag wuzunluklar1 gibi stereokimyasal engelleri iceren kovalent topoloji
tarafindan engeller tamamlanir ve ortaya cikan biitiin engellerdeki ihtimaller

hesaplanarak minimizasyon yapilir. Bu sekilde uygun model hesaplanir [150].

Cesitli yazilimlar ve sunucular uygun modeli insa etmek icin gelistirilmistir
[151]. MODELLER; uygun modelin olusturulmasi icin kullanilan 4 yontemden
biri olan boyutsal engellerin tamamlanmasi metodunu kullanir. Program
girdilerini, modeli olusturulacak proteinin aminoasit dizisini, kalip olarak
secilen proteinin yapisint ve atomik koordinatlarini kullanan bir komut

dosyasidir [152].

MODELLER; kullanici tarafindan yapilacak herhangi bir miidahaleye ihtiyag
duymadan, kisa siire icinde hidrojen olmayan atomlarin tiimiini kapsayan bir
modeli otomatik bir sekilde olusturur [148]. Bu tez calismasinda A. baumannii
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enolazinin homoloji modelinin olusturulmas1 i¢cin MODELLER programi
kullanilmistir. Hedef protein i¢cin MODELLER kullanilarak cok sayida model
olusturulduktan sonra bu modellerin yapisal olarak degerlendirilmesi icin
SOAP [153] veya DOPE [154] skoru uygulamak yoluyla tiim modeller
arasindan en iyi model belirlenir. En iyi skora sahip olan modeli deneysel hedef
yapisina daha da uygun hale getirmek i¢in, protein yap1 optimizasyonu modelin
¢oziiniirliigliind arttirmak icin uygulanir. Bu amac i¢in uygulanan yaklasimlar
fizik-temelli ve bilgi temelli metotlar olmak iizere gruplandirilir. Fizik-temelli
metotlarda CHARMM [155] ve AMBER [156] gibi molekiiler kuvvet alanlari
kullanilarak yapinin optimizasyonu yapilirken bilgi temelli metotlarda protein
veri bankasinda yer alan yapis1 aydinlatilmis protein yapilarindan yararlanarak
ve istatiksel potansiyellerden faydalanilarak yapi optimizasyonu gerceklestirilir

[157].

Insa edilen modelin dogrulanmasi yap1 optimizasyonu gerceklestirildikten
sonraki son adimdir. Olusturulan modelin dogrulanmasi icin c¢ok sayida

program veya sunucu mevcuttur [148].

2.5.2 Yiiksek Verimde Sanal Tarama ve Molekiiler Yanastirma

Sanal tarama, kimyasal veri tabanlarindan umut vadeden bilesikleri se¢mek i¢in

kullanilan in silico metotlarin bir uygulamasidir [158]. Yiiksek verimde sanal

tarama gibi tarama metotlari, deneysel biyolojik degerlendirme metotlarinin

hesaplamali metotlar acisindan karsiligi olarak degerlendirilebilir [159]. ilac

kesfetme prosesinde genis ve kimyasal olarak cesitli bilesik kiitiiphanelerinin,

hesaplamali ve biyolojik tarama yapabilmek amaciyla kullanilmasi en yaygin

stratejilerden biridir [160]. Bu durum, maliyet acisindan uygun ve hizli bir metot

olarak sanal taramanin cesitli bilesik kiitiiphanelerinin degerlendirilmesi i¢in

kullanimini tetiklemistir. Genel olarak sanal tarama; liganda dayali veya yapiya

dayali sanal tarama olarak iki gruba ayrilir [161]. Yapiya dayali ve liganda dayali

sanal taramanin sematik gosterimi Sekil 2.11’de gosterilmistir [162].
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sanal tarama N clogP

Yiik

Sekil 2.11 Yapiya dayali sanal tarama ve liganda dayali sanal tarama
yaklagimlar [162] (modifiye edilmistir).

Liganda dayali sanal tarama yaklasimlari; aktif olarak bilinen bilesiklerden elde
edilen molekiiler tanimlayicilarin kesfedilmesine dayanir [163]. Genellikle
molekiiler filtreler kullanilarak, bilesik gruplarinin karsilikli 6zelliklerinin bir seti
belirlenir. Bu veritabani filtreleme metotlar1 deneysel degerlendirme icin
bilesiklerin secilmesi i¢in kullanilir. Veri tabami filtreleme icin molekiiler
tanmimlayicilar1 dogru sekilde tahmin edebilen cok sayida iicretsiz erisim
saglanabilecek yazilimlar mevcuttur. Bu programlar; molekiiler hacim,
protonasyon durumu ve ¢Oziliniirliik gibi biyolojik aktivite ile iligkili 6nemli

ozelliklerin tahmin edilmesinde kullanilan yararli programlardir [164].

Molinspiration, OSIRIS Property Explorer, Molsoft ve MoKa bu konuda yaygin
kullanilan programlardir [162]. Bir diger liganda dayali sanal tarama yaklasimi
ise farmakofor modelleri olusturmak icin bilinen ligandlardan elde edilen yapisal

ozelliklerin kullanimidir [165].

Sanal bilesik veri tabanlar farl filtreleme prosediirleri kullanirlar. Yapiya dayal
sanal tarama yaklasimlarinda; molekiiler hedefin 3B yapisi, hedef baglanma
bolgesinin ozellikleriyle uyumlu bilesikleri saptamak i¢in kullanilir. Bilesik veri

tabani, 6nceden secilmis hedef baglanma bolgesine yanastirilir [99]. Gergeklesen
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baglanma bi¢iminin tahmin edilmesiyle beraber, yapiya dayali sanal tarama
sayesinde yanastirilan molekillerin siralamasi yapilir. Bu siralama; timit verici
bilesiklerin secilmesi icin ana kriter olarak kullanilabilir veya diger degerlendirme
metotlari ile birlestirilebilir. Arastirmasi yapilan molekiiler hedef iizerinde secilen
bilesiklerin biyolojik olarak etkilerini belirlemek icin bu bilesikler deneysel olarak

degerlendirilir [166].

Yapiya dayali sanal goriintiileme birbirini takip eden adimlardan olusur.
Molekiiler hedef hazirlama, bilesik veritabani se¢imi, molekiiler yanastirma ve
molekiiler yanastirma sonrasi yapilan analizler bu adimlar1 olusturmaktadir
[167]. Eger hedef apo veya holo formda bulunabiliyorsa, bu iki form yapiya dayali
sanal tarama stratejisi icinde diistiniilmelidir. Ligandlarla olan etkilesimden
kaynaklanan konformasyonel degisiklikler ve yapisal c¢ozlinlirlik en uygun

yapinin secilmesinde dikkate alinmasi gereken 6nemli detaylardir [168].

Secilen yapiy1 molekiiler yanastirma calismalari icin uygun sekilde hazirlamak icin
cok sayida uygun adim secilen yapiya uygulanir. Uygun yapinin hazirlanmasi
cesitli adimlar1 icerir. Hidrojen atomlarinin eklenmesi, onemli etkilesimleri
yoneten su molekiilleri hari¢ diger su molekiillerinin elimine edilmesi, baglanma
bolgesindeki rezidiilerin tautomerizasyon durumlarini ve protonasyonunu dogru
belirlemek ve kismi yiikleri hesaplamak bu temel adimlar1 olusturur [169]. Bir
diger oOnemli adim kiiciik molekiillerden olusan bilesik koleksiyonunun

hazirlanmasidir. Bu amac i¢in gesitli veri tabanlar1 kullanilmaktadir [170].

Veri tabaninda bulunan bilesikler SMART, SMILES ve InChi gibi yazilimlarda satir
notasyonlari olarak depolanir ve daha sonra 3B molekiiler yapilara dontstiiriiliir
[171]. Zinc, PubChem, ChemSpider, ChEMBL, NuBBE DB, ChemBank, DrugBank
ve Binding DB sanal taramada yaygin olarak kullanilan kimyasal veri tabanlaridir
[162]. Takip eden diger adimda, hazir hale getirilmis veri tabani hedef baglanma
bolgesine yanastirilir. Konformasyonel arama algoritmasi her bir molekiiliin enerji
durumunu kesfeder ve yiiksek skora sahip olan bilesikler potansiyel ligandlar
olarak secilir [167]. Sanal tarama sonucunda milyonlarca bilesik tarandigi icin
hangi bilesiklere oncelik verilmesi gerektigine karar vermek amaciyla molekiiler

yanastirma sonrasi analizler yapilmaktadir. Bu amacla tahmin edilen ligand-
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reseptor komplekslerinin gorsellestirilmesi yaygin kullanilan faydali bir
yaklasimdir. Bu yaklasim; spesifik molekiiller arasi etkilesimler gibi ¢cok 6nemli

ozelliklerin analiz edilmesine imkan tanir [172].

Tahmin edilmis yapilarin gorsellestirme yoluyla degerlendirilebilen bir diger
ozellik ise farmakofor hipotezleri gibi 6nceden belirlenmis faktorlerle elde edilen
¢Ozlimiin eslesme gosterip gostermedigidir. UCSF Chimera, VMD, Pymol, BALL,
RasMol, Jmol, JSmol gibi programlar molekiiler yanastirma sonuclarinin ve yapiya
dayali sanal tarama sonugclarinin grafiksel gosterilmesi icin yaygin olarak

kullanilan programlardir [162].

Molekiiler yanastirma; uygun hedef baglanma bolgesinde, kii¢iik molekiillii
ligandlarin konformasyonunu yiiksek dogrulukta tahmin edebilme 6zelligine
sahip, yapiya dayali ilac tasariminda siklikla kullanilan bir metottur [15].
1980’lerde ilk algoritmalarin gelistirilmesiyle beraber, molekiiler yanastirma
metodu ila¢ kesfetme prosesinde gerekli bir arac haline gelmistir [16]. Ornegin;
ligand baglanma sekilleriyle ilgili 6nemli molekiiler olaylarin arastirilmasinda,
ligand-reseptor kompleksini stabilize eden molekiiller arasi etkilesimlerin
incelenmesinde yaygin olarak bu metot kullanilmaktadir. Molekiiler yanastirma
algoritmalari; ligand-reseptor kompleksinin baglanma afinitelerini temel alarak
molekiiler yanastirmasi yapilmis bilesikleri siralayarak baglanma enerjilerinin

tahminini kantitatif olarak yapabilmektedir [173].

Yiiksek olasilikla baglanmanin gerceklesegi konformasyonlarin belirlenmesi iki
adimdan olusan bir prosestir. Bu iki adim; cesitli potansiyel baglanma bi¢imlerini
temsil eden biiyiik konformasyonel bir boslugun kesfedilmesi ve tahmin edilen
baglanma konformasyonlarinin her biri ile iliskili etkilesim enerjilerinin dogru
tahmin edilmesidir [174]. Molekiiler yanastirma programlar1 bu adimlari
dongitisel bir proses yoluyla gerceklestirmektedir. Bu dongiisel proseste; ligand
konformasyonlar: spesifik skorlama fonksiyonlari tarafindan degerlendirilir. Bu
proses bir minimum enerji coziimiine yaklasana kadar tekrarli bir sekilde

gerceklestirilir [175].

Konformasyonel arastirma basamaginda; burulumsal (dihedral) ve serbest halde
bulunmanin rotasyonel ve Otelenme dereceleri gibi ligandlarin yapisal
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parametreleri asamali olarak modifiye edilir. Konformasyonel arastirma
algoritmalar1 bu gorevi sistematik ve sitotaksik arastirma metotlar1 uygulayarak
gerceklestirir [176]. Sistematik arastirma metotlari, yapisal parametrelerdeki
kiiciik degisiklikleri diizenleyerek adim adim ligandlarin konformasyonunu
degistirir [177]. Bu algoritma konformasyonel boslugun enerji durumunu inceler
ve ¢ok sayida arastirma ve degerlendirme dongiisiinden sonra yiiksek olasilikla
uygun baglanma bicimine denk gelen minimum enerji ¢6ziimiinii bulur. Bu metot
konformasyonel boslugun kesfedilmesinde etkili olmasina ragmen global
minimum enerjinin yerine lokal minimun enerjiyi elde etmeye yaklasabilmektedir.
Bu problem; enerji ortaminin farkli noktalarindan baslayarak simultane

arastirmalar yapilarak coziilebilir [178].

Sitotaksik metotlar ise ligandlarin yapisal parametrelerini rastgele modifiye
ederek konformasyonel arastirma yapar. Bunun icin bu algoritma molekiiler
konformasyonlardan olusan gruplar olusturur ve bunlari genis kapsamli bir enerji
ortamina yerlestirir. Bu strateji, lokal minimum bir enerji seviyesinde yaniltici son
¢oziimiin elde edilmesini onler ve global minimum enerji seviyesinin bulunma
olasiligini arttirir. Bu algoritma; enerji ortaminin genis bir kapsamini diizenledigi
icin bu prosediirle ilgili masraflar, bu metodun kullanilmas: i¢cin 6nemli bir

kisitlamadir [179].

Sistematik ve stotaksik metotlar yaygin olarak kullanilan, kendi problemlerini
irdeleyen spesifik yaklasimlara sahip olan molekiiler yanastirma metodlaridir
[177]. Ornegin sistematik arastirma metotlar1 yapisal parametrelerin tiim
kombinasyonlarini kesfeder. Olasi kombinasyonlarin sayisi iistsel olarak artis
gosterir ve bu durum kombinasyonel patlama olarak adlandirilir. FRED, Sulfrex
ve DOCK gibi molekiiler yanastirma metotlar1 kullanilarak bu sorun
¢oztimlenmektedir. Bu programlarda baglanma bélgesinde ligand asama asama
olusturulur. Bu sekilde ligand olusumu i¢in spesifik bir yap1 algoritmasi kullanilir

(Sekil 2.12) [180].
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Sekil 2.12 Kademeli yap1 olusturma metodu. (a) ligand (karbon agik mavi ile
gosterilmistir) cok sayida parcaya boliiniir; (b) baglant1 parcasi, molekiiler
hedefin baglanma bolgesine yanastirilir (karbon somon renginde gosterilmistir);
(c) sonraki parca baglant1 parcasindan sonra yanastirilir; (d ve e) diger parcalar
baglanma konformasyonundan tam bir ligand olusturmak icin sira ile
yanastirilir. aktif bolgedeki rezidiiler cubuk seklinde gosterilmistir (karbon
somon renkte). hidrojen baglan kesik cizgilerle belirtilmistir [180].

Bu stratejide ilk olarak kimyasal yapi parcalara ayrilir (Sekil 2.12A). Bu
parcalardan biri referans parca olarak secilir ve bu parcanin baglanma bolgesine
komlementer bir bolgeye molekiiler yanastirmasi yapilir (Sekil 2.12B). Ayni
zamanda diger kalan pargalar sirali olarak bu bolgeye eklenir (Sekil 2.12C-E). Bu

proses tiim ligand olusturulana kadar devam eder [181].

Genetik algoritmalar, AutoDock ve Gold gibi molekiiler yanastirma
programlarinda basariyla kullanilan stotaksik arastirmanin ilgi ceken

uygulamalarindandir [182,183].

Prosediiriin birinci adimi; bu algoritmanin bir vektor tarafindan sunulan bir
kromozomda bulunan birincil yapilarin tiim yapisal parametrelerini kodlamasidir.
Bu kromozomdan baslayarak, rastgele arastirma algoritmasi, enerji ortaminin
genis bir alaninin kaplayan kromozomlarin ilk popiilasyonunu olusturur. Bu
popiilasyon degerlendirilir ve en adapte kromozomlar (en diisiik enerji
degerlerine sahip olanlar) bir sonraki popiilasyonun olusturulmasi icin kalip
olarak secilirler. Bu prosediir bir popiilasyondan digerine uygun, tercih edilen
yapisal oOzellikleri iletme yoluyla kromozom topluluklarinin ortalama enerjisini

diistirmektedir. Bu sayede konformasyonel bosluklar kesfedilebilmektedir.
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Genetik algoritma rutini tekrarl bir sekilde uygulanip, ¢ok sayida konformasyonel
arastirma ve degerlendirme dongiistiniin ardindan global minimum enerji

seviyesine karsilik gelen bir kromozom konformasyonuna yaklasilmis olur [184].

Herhangi bir konformasyonel arastirma algoritmasi, cok fazla zaman almadan
uygun bir slirede genis kapsamli bir enerji ortami kesfedebilmelidir. Yaygin
kullanilan molekiiler yanastirma algoritmalar1 konformasyonel arastirma
metodolojisine gore gruplandirilmistir. FRED, DOCK, GLIDE, EUDOC, SLIDE gibi
konformasyonel arastirma algoritmalar1 yaygin kullanilan sistematik arastirma
algoritmalar1 iken AutoDock, Gold, MolDock, PLANTS, ICM ise yaygin kullanilan

stokastik arastirma algoritmalaridir [162].

Baglanma enerjetiginin degerlendirilmesi asamasinda; molekiiler yanastirma
programlari, tahmin edilen ligand-reseptor kompleklerinin baglanma enerjetigini
degerlendirmek amaciyla skorlama fonksiyonlarini kullanirlar. Ligand-reseptor
yapisinin olusumundan kaynaklanan enerji farkliligi, baglanma sabiti (Kd) ve

Gibbs Serbest Enerjisi (AGL) ile agiklanir [185].

Baglanma enerjisinin tahmin edilmesi, entropik etkileri ve molekiiller arasi
etkilesimlerin dahil oldugu ligand-reseptér baglanmasini iceren fiziksel ve
kimyasal etkenlerin degerlendirilmesi ile gerceklestirilir. Ideal olarak biiyiik ligand
setleri ile calisildiginda, verimli skorlama fonksiyonlari hiz ve dogruluk arasinda
bir denge kurmalidir. Skorlama fonksiyonlari; kuvvet-alan temelli, ampirik ve bilgi

temelli fonksiyonlar olarak kategorize edilir [186].

Kuvvet-alan temelli skorlama fonksiyonlari; elektrostatik ve Van der Waals
etkilesimleri, dihedral varyasyon, aci bikiilmesi ve bag gerilmesini
degerlendirerek baglanma enerjisini tahmin eder [187]. Bu metodun ana
kisitlamasi, entropik katkilarin tahmin edilmesindeki basarisizligidir. Bu durumu
tanimlayabilecek fiziksel bir modelin bulunmayis1 bu konuda basarisizliga neden
olmaktadir [188]. Cogu molekiiler yanastirma programi hedef baglanma
bolgesinde ligandin konformasyonunu dogru bir sekilde tahmin edebilmektedir.
Bununla beraber cogu program ligand-reseptor kompleksinin etkilesim enerjisini
kesin bir sekilde olusturamamaktadir. Ornegin entropik etkilerde yasanan
sorunlar suan ki molekiiler yanastirma algoritmalarinin c¢6zmesi gereken
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sorunlardan biri olarak degerlendirilmektedir [189]. DOCK, AutoDock, Goldscore
ve ICM kuvvet alani temelli, GlideScore, ChemScore, LUDI ve Hyde ampirik;
DrugScore, SMoG, ve PoseScore ise bilgi temelli skorlama fonksiyonlari olup

molekiiler yanastirma programlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir [162].

Molekiiler yanastirmada kovalent baglar kovalent ilaclarin olusumunda gorev alir.
Kovalent ilaclar; kanser ve diyabet gibi ¢ok sayida terapétik alanda tedavi icin
uygun alternatifler sunan ilaglardir. Son dénemdeki raporlar satisa sunulan enzim
modiilatiirlerinin  yaklasik {i¢te birinin kovalent inhibitorler oldugunu
belirtmektedir [190]. Kovalent ligandlar hedeflerini geri doniisiimsiiz olarak
inaktive ederler ve bunun sonucu olarak inhibe edilen biyolojik fonksiyonun geri
kazanilmasi ancak hedeflenmis proteinin yeniden sentezlenmesiyle gerceklesir.
Genellikle kovalent inhibitérler kendi molekiiler hedeflerine yiiksek afinitiyle
baglanirlar ve bu durum uzun siireli farmakolojik cevaplara neden olur [191].
Bunun sonucu olarak kiiciik molekiil inhibitorlerinin kovalent baglanmasina
iliskin cesitli stratejiler gelistirilmistir. Kovalent yanastirma algoritmalar1 ligand
reseptoriine kovalent olarak baglandiginda ligandin var olan enerji diizeyini
kesfetmeyi amaclar. Ayni zamanda etkilesimin baglanma enerjetigini
degerlendirir [192]. DOCK, AutoDock ve Gold kovalent baglarin modellenmisi icin

yaygin olarak kullanilan molekiiler yanastirma programlaridir [162].

Molekiiler yanastirmada yapisal su faktorii cok onemlidir. Kristal su yapiya dayali
ilac tasariminda ve molekiiler yanastirmadaki temel zorluktur. Bu molekiiller
kuvvetli bir sekilde reseptore baglanirlar ve belirli bir proteinin yapisinda cok
sayida kristalografik yapi gozlemlenir [193]. Kristalografik protein-ligand
komplekslerinin yaklasik %65’i ligand reseptoér tanimasinda en az bir su molekiilii
icerir [194]. Genel olarak yapisal su reseptor yapinin derin ceplerinde konumlanir
ve protein baglanma bolgesi ve ligand arasindaki coklu hidrojen baglarina aracilik

eder [195].

Yapiya dayali ila¢ tasariminda ve molekiiler yanastirmada; hedef yapinin bir
parcast olarak disiiniilerek veya tasarlanmis ligandlar yoluyla yapisal su
molekiillerinin  yerleri degistirilebilir.  Kristalografik su molekiillerinin

baglandiklar1 bolgeden salinmasi entropik olarak uygundur. Bununla beraber bu
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proses rastgele entalpinin kaybedilmesine neden olur. Bu kaybi telafi etmek i¢in
proteinle esdeger hidrojen baglarinin olusturulmasi yoluyla yer degistirilmis
suyun etkilesim aglarini taklit edecek, ligandin spesifik bir parcasi dizayn edilir.
Alternatif olarak yapisal su molekiilii molekiiler yanastirma deneylerine dahil
edilebilir. Bu durum ligand ve hedef baglanma bolgesi arasinda yiiksek
uygunlukta hidrojen baglanma aglarinin olusumuna imkan tanir. Bu durumda
hangi su molekiillerinin giiclii bir sekilde baglandigini degerlendirebilecek cesitli
yontemler mevcuttur [193]. Bu yontemlerden biri Monte Carlo istatiksel
simiilasyonlarin1 kullanarak enerjide meydana gelen diizensizligi aciga
kavusturabilmektedir. Bu simiilasyonlar verilen bir su molekiiliiniin baglanma
serbest enerjisini tahmin ederek yeri degistirilebilir ve kuvvetli sekilde baglanmis

yapisal su molekiilleri arasindaki ayrimin yapilmasina imkan saglar [196].

Kiiciik molekiillerin olusturdugu kiittiphaneler kullanilarak oncii ligandlarin
saptanmasli i¢in sanal tarama alaninda en yaygin kullanilan yapiya dayali ilac
tasarim metodu; cesitli molekiillerin, hedef olarak belirlenen reseptoriin aktif
bolgesine yanastirilmasidir [197,198]. Molekiiler yanastirma yaklasimi; kararl bir
yapinin olusumu icin ligand afinitesini belirler ve hedef alinan molekiil ile ligand

arasindaki etkilesimi saptar [199].

Molekiiler yanastirma 3 farkli sekilde gruplandirilabilir. Anahtar ve Kkilit
yanastirma, esnek yanastirma ve toplu yanastirma bu gruplari olusturur. Anahtar
ve kilit yanastirmada; reseptor ve ligand rijit bir yap1 olusturup siki baglanma
sergilerler. Indiiklenmis fit yanastirma olarak da adlandirilan esnek yanastirmada
reseptor ve ligand esnek bir yapiya sahiptir ve ligand reseptoriin sahip oldugu aktif
bolgeye esnek bir sekilde baglanma gosterir. Toplu yanastirmada ise ¢oklu protein

yapilarindan ligandin reseptore yanastirilmasi icin faydalanilir [200].

Molekiiler yanastirma programlari genellikle iki boliimden olusmaktadir. Ilk
boliimde; ligand ve hedef protein arasinda baglanma gerceklesebilmesi icin uygun
konformasyon belirlenir. Ikinci béliimde ise serbest baglanma enerjisi skor
fonksiyonu uygulanarak saptanir [201]. GOLD [202], DOCK [203], Surflex [204],
GLIDE [205] gibi skor fonksiyonuna ve cesitli algoritmalara sahip program veya

sunucular bu amaci gergeklestirmek icin gelistirilmistir. Bu tezde esnek
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yanastirma metodunu kullanan Schrodinger tarafindan sunulan GLIDE
programindan faydalanilarak molekiiler yanastirma temelli sanal tarama
yapilmistir. GLIDE esnek yanastirma metodundan faydalanmasina karsin
reseptoriin  rijit, ligandin esnek oldugu, yanastirma sirasinda reseptor
koordinatlarinin degismedigi yontemi kullanir [205]. Rijit reseptér metodu,
ligand yanastirma prosesinin hizlica degerlendirilmesine imkan taniyan bir
metottur [206]. Glide reseptoriin aktif bolgesinde ligandin baglanabilecegi
muhtemel alanlar1 arastirmak i¢in bir dizi filtreden yararlanir [205]. GLIDE sahip
oldugu standart hassasiyet modu (SP-standart precision), ekstra hassasiyet modu
(XP-extra precision) ve yiiksek verimli sanal tarama (HTVs-high-throughput
virtual screening) modu ile sanal tarama yapmak amaciyla rasyonel bir is akisi
olusturur. Yiiksek verimli sanal tarama modu sayesinde biiyiik molekiil
kiitiiphanelerini kiiciiltmek icin baglanmaya elverisli ligandlar taranir ve bu
sayede bir filtreleme yapilir. Bu filtrelemeyi takiben daha verimli ve dogru
yanastirma hesaplamalar1 yapilabilmesi icin standart hassasiyet modu ve ekstra
hassasiyet modu kullanilir [100]. Standart hassasiyet modu ligandlarin sahip
oldugu serbest enerjilerden faydalanarak, ligand pozlarini diger ligandlar ile
kiyaslayarak baglanmaya elverisli olan ligandlari saptar [205]. SP skorlama islemi
basarili bir sekilde gerceklestirildikten sonra, protein — ligand etkilesimlerinin
dikkatli bir sekilde degerlendirilmesini temel alan XP GlideScore hesaplanir. SP
modunda gerceklestirilen skorlama sonrasi en yiiksek skora sahip olan ligandlar

XP modunda yanastirma basamagina tabi tutulurlar [207].
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3

Materyal ve Yontem

3.1.Materyaller

3.1.1 Enzimler, Kitler ve Diger Materyaller

A. baumannii enolaz geninin amplifikasyonunu gerceklesirmek icin yapilan
polimeraz zincir reaksiyonlarinda (PCR), Thermo Scientific (ABD) marka Long
PCR Enzim Mix, Thermo Scientific (ABD) marka Phusion High Fidelity DNA
Polimeraz, Fermentas (Litvanya) marka Phusion High Fidelity ve Sigma-Aldrich
(ABD) marka REDTaq DNA Polimeraz enzimi ile beraber her bir enzime 6zgii

tamponlar kullanilmistir.

A. baumannii enolaz geninin pGEM®-T Easy Vektor sistemine klonlanmasi islemi
esnasinda kullanilan T4 DNA Ligaz enzimi ve bu enzime ait tamponlar Promega
(ABD)’dan temin edilmistir. Enolaz geninin polimeraz zincir reaksiyonu ile
amplifikasyonu sonrasi elde edilen f{riinlerin saflastirilmasi isleminin
gerceklestirilmesi i¢in kullanilan Wizard SV Gel ve PCR Clean-up sistem Promega
(ABD)'dan ve EcoPURE PCR/Gel Purification Kit ECOTECH Biotechnology
(Tirkiye)’den temin edilmistir. Plazmid DNA izolasyonu Promega (ABD)
tarafindan tedarigi saglanan Wizard Plus SV Minipreps DNA Saflastirma kiti ile

gerceklestirilmistir.

Klonlama vektorii olarak kullanilan pGEM®-T Easy Vektor Sistemi Promega
(ABD)’dan tedarik edilmistir. Protein ekspresyonunun gerceklestirilmesi icin
kullanilan pLATE 31 vektor sistemi ve bu vektoriin igerisinde bulundugu aLICator
LIC Cloning ve Expression Kit 3 (C-terminal His-tag) sistemi Thermo Scientific
(ABD)’ten tedarik edilmistir. Novel Juice DNA Stainin Reagent GeneDireX (Cin)
agaroz jel elektroforezinde yiiriitiillen DNA’y1 goriintiilemek i¢in kullanilmistir.
Agaroz jel elektroforezinde DNA'nin baz cifti (b¢) uzunlugunu belirlemek icin

Fermantas (Litvanya) tarafindan iiretilen O’GeneRuler DNA Ladder Mix
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kullanilmistir (Sekil 3.1a). Bu markirda bulunan DNA bantlarinin baz cifti
uzunluklar sirasiyla; 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000,
1500, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100’diir.

DNA'nin konsantrasyonunun belirlenmesi icin kullanilan Lambda DNA/Hind III
markir Amersham Pharmacia Biotech (ABD)’ten temin edilmistir (Sekil 3.1b). Bu
markirda bulunan DNA bantlarinin baz cifti uzunluklar1 ve konsantrasyonlari
sirastyla 23130 (238.4ng/0.5ug), 9416 (97.1ng/0.5ug), 6557 (67.6ng/0.5ug),
4361 (45ng/0.5pg), 2322 (23.9ng/0.5ug), 2027 (20.9ng/0.5ug), 564
(5.8ng/0.5pg), 125 (1.3ng/0.5ug)’dir. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezinde (SDS-PAGE) proteinlerin molekiil agirhigini tespit etmek
amacityla Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder Thermo Scientific
(ABD)’ten temin edilmistir. Bu markirda yer alan protein bantlarinin molekiil

agirliklan sirasiyla; 260, 140, 100, 70, 50, 40, 35, 25, 15, 10 kDa’'dur.

Deneyler gerceklestirilirken ihtiyac duyulan diger kimyasal maddeler Sigma, BDH,

Bacto™, Promega, Roche’dan temin edilmistir.

GeneRuler™ DNA Ladder Mix Lambda DNA/Hindlll Marker, 2
O’GeneRuler™ DNA Ladder Mix, bp ng/0.5 po %
ready-to-use
bp ngs0.5 pg %
30" 238, e
;19900 120 38 33ie” Tt 84
fr & 188 28 6557 676 135
120 z6 4361 450 .0
78 =8 =
v Y 2322 239 48
$28 122 = 3327 23 32
16.0 32 2=
2 :'::'-l:' 3'% §
= S0 3. =
b se 122 =
- ifFa 23 b 564 s8 12
= 170 =a oy
= 1 ?.-(:; =4 %
= £38 38 = zs 325 03
= 200 40 =
= 200 49 =
ij—{ 200 40 0.5 pgtan=, 8 cm length gel,
= 1XTAE. 7 Vicm, 45 min
= Range
0.5 pgflane, 2 cm kEngth gel, 8 fragments {(n bp): 23130*, 9416, 6557,
1X TAE, 7 YWoem, 45 min 4361*, 2322, 2027, 564, 125.

Sekil 3.1 a) O'GeneRuler DNA Ladder Mix b) Lambda DNA/Hind III markir.
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3.1.2 Deneylerin Gerceklestirilmesinde Kullanilan Cihazlar

Tablo 3.1 Deneyler gerceklestirilirken kullanilan cihazlar ve markalari

Cihaz Marka

Mikrosantrifiij Sigma

UV Visible Spektrofotometre Shimadzu ve Thermo Scientific

Termal Dond{iriicti Eppendorf

Calkalamali Inkiibator GFL

Ultrasonikasyon Bandelin

Etiv Binder

Bilgisayar LG

Distile Su Cihazi GFL

+4 °C Buzdolab1 Beko

Hassas Terazi Ohaus

O-I ||
N



Tablo 3.1 Deneyler Gergeklestirilirken Kullanilan Cihazlar ve Markalar1 (devami)

E dorf
Mikropipet seti ppenaot
Sarjli Pipet Unitesi Hirschmann
Sonikator Bandelin
Manyetik Karistirici Heidolph
E
PCR Calisma Kabini 5¢0
Beko

-20 °C Buzdolab1

3.1.3 Besiyerleri ve Coziiciiler

Tablo 3.2 Luria-Bertani (LB) Siv1 Besiyeri

Tripton 10 g/1
NacCl 10 g/1
Maya Ekstrakti 5g/1

Tablo 3.2’deki bilesenleri iceren besiyeri otoklav ile sterilizasyon islemine tabi

tutularak hazirlanmistir.

Tablo 3.3 Luria-Bertani (LB) Agar

Tripton 10 g/1
NaCl 10 g/1
Maya Ekstrakti 5¢g/1
Agar 15 g/1

Bilesenler eklendikten sonra otoklav ile sterilizasyon yapilir.
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Nutrient Sivi1 Besiyeri

1 litre nutrient siv1 besiyeri hazirlamak icin 8 gram nutrient broth tartilir. Uzeri 1
litreye distile su ile tamamlanir (8g/1). Besiyerinin kullanima hazir hale gelmesi

icin otoklav ile sterilize edilir.
Nutrient Agar

1 litre nutrient agar hazirlamak icin 8 gram nutrient broth ve 28 gram agar tartilir.
Tartilan bilesenlerin iizeri 1 litreye disitile su ile tamamlanir. Otoklav kullanilarak

sterilize edilir.

Tablo 3.4 SOC Medium (25 ml) bilesenleri

Tripton 0,125 g
Maya Ekstrakt1 0,5¢g

1 M NaCl 0,25 ml
1 M KCl 0,0625 ml
2 M Glikoz 0,25 ml
2 M Mg*? Cozeltisi 0,25 ml

2 M glikoz ¢ozeltisi ve 2 M Mg*? ¢ozeltisinin sterilizasyonu filtre kullanimi ile
gerceklestirilir. 1 M NaCl, 1 M KCl, tripton, maya ekstrakti karisimina gerekli
miktarda su ilave edilerek 24,5 ml'ye tamamlanir ve pH 7’ye ayarlanir.
Sterilizasyon islemi otoklav kullanilarak yapilir. Otoklav ile sterilizasyon islemi
gerceklestirildikten sonra karisimin oda sicakligina sogumasi beklenir ve karisim
oda sicakligina ulastiginda 2 M glikoz c¢ozeltisi ve 2 M Mg** ¢ozeltisi uygun

miktarlarda karisima ilave edilerek 25 ml SOC mediyum hazirlanir.
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Tablo 3.5 Mavi-Beyaz koloni se¢imi icin LB Agar (Amp/IPTG/X-Gal) (BSA)

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

Sterilizasyonu otoklav ile gerceklestirilmis olan 100 ml Luria-Bertani agara
yukarida miktarlariyla belirtilmis olan kimyasal maddelerin eklenmesiyle mavi
secim agarinin hazirligi tamamlanir ve kullanima hazir hale gelir.

3.1.4 Tamponlar ve Stok Cozeltiler

Tablo 3.6 CaCl, ¢ozeltisi

100 mM CacCl,.2H,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’s1 7,6

olan stok Tris-HCI ¢6zeltisinden)

Gerekli bilesenler eklenip 100 ml'ye distile su ile tamamlanan c¢6zeltinin
sterilizasyonunu saglamak amaciyla 121 °C’de 15 dakika otoklav ile sterilizasyon

islemi uygulanir.

Tablo 3.7 50X TAE (Tris-Asetat-EDTA) tampon ¢ozeltisi (100 ml)

Asetik Asit 5,71 ml
Trizma Base 242 ¢
1 M EDTA (pH 8.0) 50 ml

Her bir malzemenin ilave edilmesiyle hazirlanan karisim distile su eklenerek 100
ml’ye tamamlanir. Calisma esnasinda distile su eklenerek 1 X TAE’ye seyreltme

islemi gerceklestirilir.
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Tablo 3.8 Mg stok ¢ozeltisi (100 ml)

MgS0,.7H,0 2465 g

MgCL,.6H,0 20,33 g

Yukarida belirtilen kimyasallara distile su ilave edilerek 100 ml'ye tamamlanir.
Sterilizasyon filtre ile yapilir. Daha sonra c¢ozeltinin muhafaza edilmesi icin +4

°C’de sabitlenmis buzdolabina kaldirilir.

Tablo 3.9 EtBr-Agaroz Jel icin Ornek Uygulama Tamponu (EtBr-SAB) (10 ml)

Stikroz 4g
0.5 M EDTA 2 ml
Bromfenol mavisi 4 mg
2 M Tris-HCl 0,5 ml

Amfisilin (100 mg/ml)

Sulandirma islemi stok amfisilin kullanilarak 1 ml'ye 100 mg olacak sekilde

gerceklestirilir. Hazirlanan karisimin sterilizasyonu filtre ile yapilir.
Kristal Viyole (CV) Stok Soliisyonu

Distile su ilavesiyle 5 mg/ml konsantrasyonda stok cozelti hazirlanir. Stok
cozeltinin muhafazasi karanlik ortamda tutularak saglanir. Bir interkalatér olan
CV, uzun siireli veya tekrarli maruz kalma durumunda organlarda hasara sebep

olabileceginden dikkatli bir sekilde kullanilmalidir.
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Tablo 3.10 Kristal Viyole Jel icin Ornek Uygulama Tamponu (CV-SAB)

Gliserol 500 ul/ml
1X TAE 500 pl/ml
Kristal viyole (stok 5 mg/ml) 10 ul/ml

Yukarida Dbelirtilen kimyasallarla, belirtilen konsantrasyonlara uyularak

hazirlanan tampon karanlik ortamda muhafaza edilir.

IPTG (izopropil-p -D- tiyogaltopiranosid)

100 mM 1,5 ml stok IPTG hazirlamak icin; 35,74 mg IPTG tartilir ve distile su ile

1,5 ml’ye tamamlanir. Filtre ile sterilize edilir.

X-GAL (5-bromo-4-kloro-3-indolil-p-D-galaktopiranosid)

20 mg/ml stok X-Gal cozeltisi hazirlamak icin; 0,02 g X-Gal, 1 ml N,N-

dimetilformamid (DMF) icerisinde ¢oziiliir ve filtre ile sterilize edilir.

%10 Amonyum Persiilfat Cozeltisi

%10 Amonyum Persiilfat ¢ozeltisi 30 mg amonyum persiilfat iizerine 300 pl

distile su eklenerak hazirlanir.

Tablo 3.11 %30 Akrilamid/Bis Galisma Cozeltisi (30 ml)

Akrilamid 8,7¢g

N, N'-Metilen-Bis-Akrilamid 0,3¢g
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Tablo 3.12 SDS-PAGE Ayirma Jeli (%12)

dH,O 3,35 ml

%10 SDS 100 wl

%10 Amonyum Persiilfat 75 pul

Tablo 3.13 SDS-PAGE Yiikleme Jeli (%4)

dH,O 3,05 ml

%10 SDS 50 pl

% 10 Amonyum Persiilfat 30 ul

Tablo 3.14 SDS-PAGE Ornek Uygulama Tamponu (SDS-SAB) (10 ml)

%10 SDS lg

%5 Gliserol 0,5 ml

%0.05 Bromfenol mavisi 0,005 g
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Tablo 3.15 5X SDS-PAGE Tank Tamponu

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

Hazirlanan 5X SDS-PAGE tank tamponu distile su ile 1X’e seyreltilerek kullanilir.

Tablo 3.16 Protein Boyama Cozeltisi

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

Bilesenlerin ilave edilmesinin ardindan 100 ml’ye tamamlanir.

Tablo 3.17 Boya Uzaklastiric1 Cozelti

Metanol 75 ml / litre dH,0

Asetik Asit 50 ml / litre dH,0O

Boya uzaklastirici ¢ozelti kullaniminin ardindan aktif karbon ile muamele islemi

uygulanir. Filtre kagidi veya pecete yardimiyla cozelti siiziilerek tekrar
kullanilabilir.

3.1.5 Primerler

Acinetobacter baumannii Enolaz (AbENO) enzimini kodlayan genin vektorlere

klonlanmasi icin 3 farkli primer tasarimi gerceklestirildi.

ADENO LIC F: 5-AGAAGGAGATATAACTATGAGCCAAATCG-3

GC Yiizdesi: %37.93 Tm: 61.8 °C

ADBENO LIC R1: 5-GTGGTGGTGATGGTGATGGCCGTTTAAACCTTTG-3’
GC Yiizdesi: %50 Tm: 71.7 °C
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ADENO R2: 5’-GTTTAAACCTTTGAATTCAGC-3’
GC Yiizdesi: %33.33 Tm: 53 °C

Tasarlanan primerler Sentromer DNA Teknolojileri firmasindan temin edilmistir.
Sentezlenen primerler polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR) ve DNA dizileme
sirasinda kullanilmigtir. DNA dizileme islemleri Iontek ve Triogen Biyoteknoloji

firmalarn tarafindan gerceklestirilmistir.

3.1.6 Bakteriyel Sus Temini

Acinetobacter baumannii RSKK 02026 bakteriyel susu, Refik Saydam Ulusal Tip

Kiiltiir Koleksiyonu'ndan (Ankara, Tiirkiye) temin edilmistir.

3.1.7 Klonlama ve Ekspresyon Vektorleri

Tez kapsaminda pGEM®-T Easy Vektor Sistemi klonlama vektorii olarak, pLATE

31 Vektor sistemi ise ifade vektorii olarak kullanilmustir.

Lineer bir vektor olan pGEM®-T Easy Vektor Sistemi her iki ucunda da 3’ terminal
timidin bolgeleri bulundurur. Bu o0zelligi sayesinde vektoriin kendi {izerine
kapanabilme olasiligi ortadan kalkmistir. Bu vektor 3’ terminal bolgelerine uyumlu
kuyruga sahip olan genlerin ligasyon etkinligini arttirmaktadir (Sekil 3.2).
Klonlama vektorii olarak kullanilan pGEM®-T Easy Vektor Sistemi, Promega
(ABD)’dan saglanmistir [208].
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Xmnl 2000 1
17
Scal 1890 Nael 2707 / a1 ez
\ Aatl | 20
1 ori Sphi 26
BstZl 31
Ncol | 37
Amp’  PGEM-T Easy s | 8
Vektor tacZ Sacll | 49
EcoRl | &2
(3015bp)
Spel 64
EcoRlI 70
Notl 77
BstZ1 77
Pstl 88
ori Sall 20
Ndel a7
Sacl 109
BstXl 118 3
Nsil 127
141
T sre §

Sekil 3.2 pGEM®-T Easy Vektor Sistemi [208].

pLATE31 ekspresyon vektoriiniin C- terminal bolgesinde, 6xHis-tag dizisi yer
almaktadir. Bu dizi; proteinin saflastirilmasi1 basamaginda proteinin kolon ile
affinitesinin olugsmasini saglar. Vektérde bu dizinin yani sira T7 promotor bolgesi

ve yapiskan ug bolgeleri bulunmaktadir (Sekil 3.3) [209].

§ - AGAAGGAGATATAACTATG 3

g . GATAC__ LGILIGEN  ccGaTAGTGGTAGTGGTGETG - 5

l BAGLANMA
RBS -

S GIE % % % B %|g WP
) CCAGAAGGAGATATAAC me—— [ TAN
.-‘j eatac_ ILGILIGEN  mrcnraAGTGGTAGTGATGETGOR ‘

Sekil 3.3 pLATE 31 ekspresyon vektorii [209].
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T7 promotor bolgesi IPTG indiiklemesi ile transkripsiyonu saglayan bolgedir.
Yapiskan uc bolgeleri ise vektor ile genin verimli ligasyonunu saglar. Polimeraz
zincir reaksiyonunda kullanilacak olan primerlerin tasarimi bu yapiskan ug
bolgelerine gore dizayn edilir. pLATE 31 ekspresyon vektorii iizerinde bulunan
elementler ve bu vektor iizerindeki konumlar1 Sekil 3.4’te gosterilmistir. Bu ifade

vektorii Thermo Scientific (ABD)’ten tedarik edilmistir [209].

-
= TAA T6GA T=
=S BSET
- 2258
P RBS  6xHis i P T
pLATE31 rmBT1-T2 T7 I

Py; - T7 RNA polymerase promoter
T rrnBT1-T2 - Transcription terminator
lacO - lac operator

=

= RBS - Ribosome binding site

<

: pLATE vectors EKS - Enterokinase recognition sequence

= ~4.5 kb WQS - WELQut protease recognition sequence

Pyet - Pyt promoter

TT7 - T7 terminator

lacl - lac repressor

rop - rop protein regulates plasmid copy number
& rep (pMB1) - Origin of replication (rep) of the pMB1
/‘% plasmid

/p/”m bla (Ap®) - B-lactamase gene

) 6xHis - Polyhistidine tag

Sekil 3.4 pLATE 31 vektor elementleri [209].
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3.1.8 Escherichia coli Soylari

DH5a: F- endAl hsdRJ7 (r-, mit) supE44 thi-J ArecAl gyrA96 relAl deoR
A(lacZYA-argF)- U169 480dlacZAM15

BL21 (DE3): fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dem] AhsdS

Bu E. coli soylar1 transformasyon icin kullanilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Klonlama Vektorii pGEM®-T Easy Vektor Sistemi’ne
Acinetobacter baumannii Enolaz Enzimini Kodlayan Genin

Klonlanmasi

Tez kapsaminda A.baumannnii enolaz genini ilgili vektore klonlamak icin
yararlanilan tiim metotlar Sambrook, J. ve Russell, D.W. molekiiler klonlama

laboratuvar metotlarina uygun olarak tasarlanmistir [210].

3.2.1.1 ADENO Geni icin Uygun Primerlerin Tasarlanmasi

Klonlama vektoriine enolaz enzimini kodlayan genin klonlanabilmesi icin ilk
olarak bu genin genomik DNA’dan amplifiye edilmesi gerekmektedir. Temin
edilen A. baumannii RSKK 02026 susunun niikleotid dizisi National Center for
Biotechnology Information (NCBI)’da bulunmamaktadir. Bu noktadan yola
cikilarak A. baumannii’nin 2 farkli susuna (AB0O30 ve AB0057) ait enolaz
genlerinin niikleotid dizisi eslestirilmistir [211]. Yapilan eslestirme (alignment)
sonras1 bu iki farkli susun enolaz genlerinin niikleotid dizileri %99 benzerlik
icerdigi gozlemlenmistir. %1’e denk gelen bu niikleotid farkliliklar1 (3 niikleotid)
incelendiginde, bu farkliliklarin genin 5 ve 3’ kismina yakin bolgelerde
bulunmadig1 ve bu suslar referans alinarak primer tasarlanmasina bir engel
olmadig1 gozlemlenip, primerler bu suslarin niikleotid dizisi temel alinarak

tasarlanmistir. Primerlerin niikleotid dizileri asagidaki gibidir:
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ADENO LIC F: 5-AGAAGGAGATATAACTATGAGCCAAATCG-3’

GC Yiizdesi: %37.93 Tm: 61.8 °C

ADENO R2: 5-GTTTAAACCTTTGAATTCAGC-3’

GC Yiizdesi: %33.33 Tm:53 °C

3.2.1.2 Liyofilize Sekilde Temin Edilen A. baumannii RSKK 02026

Susunun Acilmasi ve Genomik DNA’sinin izolasyonu

A. baumannii RSKK 02026 Susu Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu'ndan liyofilize
sekilde temin edilmistir. Bu sekilde temin edilen susun acilma islemi steril kosullar
altinda kabin icgerisinde gerceklestirilmistir. Ulusal Tip Kiiltiir Koleksiyonu
Laboratuvari tarafindan tavsiye edilen sus agma protokoliine uyularak bakteriyel

susun acgilmasi gerceklestirilmistir [212].

0.5-1 cc Nutrient Broth ile sus hemen ve 4 saat sonrasi Nutrient Agar’a ekilmistir.
30 °C’de 24-28 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra steril kiirdan ile uygun koloniler
secilerek Nutrient siv1 besiyerinde bir gece boyunca gelisimi saglanmistir. Son
olarak ise A. baumannii -80 °C kiiltiir stoku gliserol ve sivi azot kullanilarak

olusturulmustur.

A. baumannii genomik DNA’s1 kaynatma metodu uygulanarak izole edilmistir. Bu
metotta ilk olarak; A. baumannii siv1 kiiltiirQi olusturulmustur. Olusturulan sivi
kiiltiirden 100 ul alinarak 13000 rpm’de 7 dk santrifiij edilmistir. Stipernatantlari
atildiktan sonra pelletler 100 ul dH,O’da coziilmiistiir. 10 dk kaynar suda bu
ornekler bekletilmistir. Tekrar 13000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir ve pipet ile
pellete temas edilmeden slipernatant 1.5 mililitrelik yeni bir tiipe alinip genomik

DNA elde edilmistir.
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3.2.1.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

A. baumannii enolaz geninin amplifikasyonun gerceklestirmek igin yapilan
Polimeraz zincir reaksiyonlari; Long PCR enzim mix, Thermo Scientific (ABD)
marka Phusion High Fidelity DNA Polimeraz ve Fermentas (Litvanya) marka
Phusion High Fidelity (Pfu) DNA Polimeraz kullanilarak gerceklestirilmistir. Tablo
3.18, Tablo 3.19, Tablo 3.20, Tablo 3.21 ve Tablo 3.22’deki kosullar takip edilerek,
1290 b¢ biiyiikliigiindeki gen amplifiye edilmistir. PCR kosullar1 su sekildedir;
95°C’de 5 dakika on denatiirasyon, 94°C’de 1,5 dakika denatiirasyon, 55 °C’de 2
dakika baglanma, 72 °C’de 2 dakika uzama ile 30 dongii ve 72 °C'de 10 dakika son

uzama basamagi olmak {izere PCR reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir.

Tablo 3.18 ADENO geninin genomik DNA’dan Pfu DNAPolimeraz (Fermentas)
ile amplifikasyonunda kullanilan PCR bilesenleri

Bilesenler Miktar
10X Pfu PCR tamponu +MgSO, S5ul
dNTP karisim (2mM) 5ul
5’primer (ADENO LIC F), stok 20 2.5 ul
pmol/ ul
3’primer (AbENO R1 veya AbENO 2.5ul
R2) stok 20 pmol/ ul
Kalip DNA 1wl
Pfu DNA Polimeraz (2,5 U/ul 1l
stoktan)

Steril dH,O 33 pl (Son hacim 50 pl olacak sekilde)
Toplam hacim 50 ul
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Tablo 3. 19 AbENO geninin genomik DNA’dan Pfu DNAPolimeraz (Fermentas)
ile amplifikasyonunda kullanilan PCR bilesenleri

Bilesenler Miktar
1. 2. 3. 4. 5.
ornek ornek ornek  ornek  Ornek
Steril distile su 32ul 31ul 30 ul 29ul 28wl
10X Pfu Tampon 5 ul 5ul 5ul 5ul 5ul
MgSO, (25mM) 1ul 2 ul 3ul 4 ul 5ul
2 mM dNTP mix 5 ul 5ul 5ul 5ul 5ul

5°primer (AbENO LIC 2.5 ul 25ul  25ul  25ul 254l
F), stok 20 pmol/ ul

3’primer (ABENO R2), 2.5 ul 2.5 ul 25ul  25ul  25ul
stok 20 pmol/ ul

Kalip DNA 1ul 1wl 1wl 1l 1ul
Pfu DNA Polimeraz 1ul 1ul 1ul 1ul 1ul

Tablo 3.20 ADENO geninin genomik DNA’dan Pfu DNAPolimeraz (Fermentas)
ile amplifikasyonunda kullanilan PCR bilesenleri

Bilesenler Miktar
10X Pfu PCR tamponu +MgSO. 5pul
2mM dNTP karisimi 5ul
5’primer (AbENO LIC F), stok 20 2.5ul
pmol/ ul
3’primer (ADENO R1 veya ADENO 2.5ul
R2) stok 20 pmol/ ul
Kalip DNA 10 ul
Pfu DNA Polimeraz (2,5 U/ul 1l
stoktan)

Steril dH,O 24 pl (Son hacim 50 ul olacak
sekilde)
Toplam hacim 50 ul
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Tablo 3.21 AbENO geninin genomik DNA’dan Long PCR Enzim Mix ile
amplifikasyonunda kullanilan PCR bilesenleri

Bilesenler Miktar
10X Long PCR tamponu + MgCl, 5 ul
2 mM dNTP karisimi 5ul
5’primer (AbENO LIC F), stok 20 2.5 ul
pmol/ ul

3’primer (ADENO R1 veya AbENO 2.5 ul
R2) stok 20 pmol/ ul

Kalip DNA 10 ul
Long PCR Enzyme Mix 1ul
Steril dH,O 24 ul
Toplam hacim 50 pl

Tablo 3. 22 AbENO geninin genomik DNA’dan Phusion High Fidelity DNA
Polimeraz (Thermo Scientific) ile amplifikasyonunda kullanilan PCR bilesenleri

Bilesenler Miktar

5X Phusion GC Tamponu 10l

2 mM dNTP karisimm 5ul

10 pM 5’°primer (ADENO LIC F) 2,5 ul

10 uM 3’primer (ADENO R1 veya 2,5 ul
AbBENO R2)

Kalip DNA 10 ul

Phusion High Fidelity DNA 0,5 ul
Polimeraz

DMSO 1,5ul

Steril dH,O 18 ul

Toplam hacim 50 pl
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3.2.1.4 Etidyum Bromiir ile Boyanan Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez islemi igin ilk olarak, hazirlanmis 50X TAE, 1X TAE’ye uygun
miktarda distile su kullanimiyla seyreltilmistir. Daha sonra %1’lik agaroz iceren
1X TAE mikrodalga firinda yaklasik 5 dakika siireyle kaynatilmistir. Oda
sicakliginda hazirlanan jelin sogumasi beklenmistir. 5 ul etidyum bromiir,
sogumasit tamamlanmis jele ilave edilmistir ve karistirllarak jel ve etidyum
bromiiriin homojen karisimi saglanmistir. Jelin dokiilecegi jel tepsisi uygun
sekilde hazirlanmis ve taraklar yerlestirilmistir. Hazirlanan tepsiye jel yavas bir
sekilde dokiilmiistiir ve jel donana kadar yaklasik 30 dakika beklenmistir.
Bekleme isleminin ardindan tank tamponu olan 1X TAE ilave edilmis ve taraklar
dikkatli bir sekilde cikarilmistir. Daha sonra DNAnin belirlenmesi icin 7 ul dH,O,
2 ul EtBr icin sab, 1 wul DNA karisitmi hazirlanarak olusturulan kuyucuklara
yiiklenmistir. 40-60 mA’de yaklasik 1-1.5 saat elektroforez gerceklestirilmistir. Bu
islem sonrai jelde olusan DNA bantlar1 254-312 nm dalga boyunda ultraviyole

transilluminatoriinde goriintiilenmistir [210].
3.2.1.5 PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi

Wizard® SV Gel PCR Clean-Up System (Promega) ve EcoPURE PCR/Gel
Purification Kit ECOTECH Biotechnology (Tiirkiye) kullanilarak elde edilen PCR

triinleri saflastirilmistir [213,214].

3.2.1.6 ADENO Geninin Klonlanmas: icin Adenin (A) Kuyrugunun

Eklenmesi

Amplifikasyonu gerceklestirilen AbENO genin 5” ve 3" ucuna protokole uygun
adenin kuyrugu eklenmesi ADENO geninin pGEM®-T Easy vektor sistemine
aktarilmasi icin gereklidir. pGEM®-T Easy vektor sisteminde yer alan protokole
uygun olarak adenin kuyrugu eklenmistir [208]. Adenin kuyrugu ekleme

reaksiyonu su sekildedir:
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Tablo 3. 23 Adenin kuyrugu ekleme reaksiyonu

Bilesen Miktar
10x Taq DNA Polimeraz 1wl
Tamponu

dATP (10 mM) 2 ul
MgCl, (25 mM) 0,8 ul
PCR Uriinii 5,2 ul
Taq DNA Polimeraz (stok; 2,5 1ul

U/ul)

Yukaridaki tabloda belirtildigi gibi hazirlanan bilesenler 70 °C’de 30 dakika

siireyle bekletilmistir. Elde edilen karisim ligasyonda, kit sisteminin prosediiriine

uygun sekilde istenilen miktarda kullanilmistir [208].

3.2.1.7 Ligasyon

pGEM®-T Easy Vektor sistemine Adenin kuyrugu eklenmis olan enolaz geninin

ligasyonu T4 DNA Ligaz enzimi kullanimu ile gerceklestirilmistir (Tablo 3.24).

Tablo 3.24 Ligasyon bilesenleri

Bilesenler Miktar
2 x Rapid Ligasyon Tamponu 5ul
pGEM®-T Easy Vektor 1ul
T4 DNA Ligaz (3 iinite/ ul) 1ul
PCR Uriinii 2 ul
Steril dH,O 1ul
Toplam 10 ul

Ligasyon reaksiyonu 4 °C’de 16 saatte yukarida belirtilen ligasyon bilesenleri ile

gerceklestirilmistir [215].
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3.2.1.8 Kompetant E. coli Hiicrelerinin Kalsiyum Kloriir (CacCl,)

Muamelesi ile Hazirlanmasi

ilk olarak LB Agar’li petriler hazirlanmistir. Daha sonra -80 °C’deki buzdolabinda
bulunan stoktan E. coli DH5a hiicreleri alinarak LB Agar’li petrilere siirme ekimi
gerceklestirilmistir. Stirme ekimi gerceklestirilen petriden tek koloni se¢imi steril
kiirdan yardimiyla yapilmistir. Secilen tek koloninin 5 ml'lik LB siv1 besiyerine
ekimi yapilmistir. Bu kiiltiiriin, calkalamali ink{ibatorde bir gece boyunca 37 °C’de
180 devirde inkiibasyonu saglanmistir. Daha sonra 50 ml’lik LB siv1 besiyerine elde
edilen kiiltirden 500 pul pipet yardimiyla cekilerek eklenmistir. UV
spektrofotometrede 600 nm’de Olciilen optik yogunluk (OD) absorbans degeri 0.3-
0.4 araliginda bir deger alana kadar 37 °C'de 180 devirde bu kiiltiiriin
inkiibasyonuna devam edilmistir. 600 nm’de olciilen optik yogunluk (OD)
absorbans degeri 0.3-0.4 arasinda bir degere ulastiktan sonra bu kiilttire 5 dakika
4 °C’de 5000 rpm’de santrifiij islemi uygulanmaistir. Bu islemden sonra siipernatant
ve pellet elde edilmis olup siipernatant atilmistir. 25 ml kalsiyum kloriir (CaCl,)
cozeltisinde pelletler ¢cozdiirtilmiistiir. Daha sonrasinda 30 dakika hiicreler buzda
tutulmustur. Bu islem sonrasinda 5 dakika 4 °C’de 5000 rpm’de santrifiij islemi
gerceklestirilmistir. Slipernatant atilmistir. 1 ml CaCl, co6zeltisinde pelletler
cozdiiriilmiistiir. Daha sonra hiicreler 2 saat siireyle buzda tutulmustur. Bu
islemler sonucunda kompetan hale getirilen hiicreler direkt olarak

transformasyonda kullanilmistir [210].

3.2.1.9 E. coli DH50 Hiicrelerine Rekombinant Plazmid DNA’nin

Transformasyonu

Yapilan ligasyon islemi sonrasi elde edilen 6rneklere 200 ul kompetant hiicre
ilave edilmistir. Bu karisim 30 dakika boyunca buzda tutulmustur ve 42 °C’ye
ayarlanmis su banyosunda 90 saniye bekletilerek 1s1 soku uygulanmistir. Daha
sonra 2 dakika buzda tutma islemi gerceklestirilmistir. Orneklerin iizerine 800 ul
SOC mediyum ilave edilmistir ve 30 dk 37 °C’de etiivde tutulmustur. Daha sonra
amfisilin ilave edilmis olan BSA’li petrilere hazirlanan hiicrelerin ekimi
gerceklestirilmistir. Bir gece stiresince 37 °C’de etiivde bekletilmistir [210]. Bu

deney basamaklar1 gerceklestirildikten sonra koloniler BSA petrilerden secilmistir.
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Koloniler mavi-beyaz koloni se¢imi mantigina dayanilarak secilmistir. Transforme
olmus hiicreler (rekombinant molekiile sahip olan hiicreler) BSA petrilerinin
icinde bulunan X-Gal bileseni sayesinde beyaz renkte goriiliirken, transforme
olmamis hiicreler mavi renkte goriliir. Bu hiicrelerden beyaz ve a¢ik mavi renkte

olan hiicreler secilmistir ve ardindan DNA izolasyonu yapilmistir.

3.2.1.10 Klonlanan ABENO Geninin Koloni PCR Metodu ile Kontrolii

Petrilerde goriilen beyaz ve acik mavi renkteki koloniler alinip koloni PCR
yapilarak transformasyonun kontrolii yapilmistir. Oncelikle koloniler secilerek 5
ml’lik amfisilinli LB siv1 besiyerinde kiiltiirleri yapilmistir. Bu kiiltiirlerden 100 ul
alinarak 13000 rpm’de 7 dk santrifiij edilmistir. Stipernatantlar1 atildiktan sonra
100 ul dH,O’da ¢oziilmiistiir. 10 dk kaynar suda bu 6rnekler bekletilmistir. Tekrar
13000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir ve hazirlanan 6rneklerden 10 ul ¢ekilerek
PCR yapilmustir (Tablo 3.25).

Tablo 3.25 Koloni PCR bilesenleri

Bilesenler Miktar
Distile Su 24 ul
10X Pfu Tampon + MgSO, 5ul
2 mM dNTP mix 5ul
5’primer (ADENO LIC F), stok 20 2.5ul
pmol/ ul

3’primer (AbDENO R2) stok 20 pmol/ 2.5 ul
n|

Kalip DNA 10 ul
Pfu DNA Polimeraz 1wl
Toplam 50 ul

Koloni PCR kosullar1 su sekildedir; 95 °C'de 5 dk 6n denatiirasyon, 94 °C’de 1,5
dk denatiirasyon basamagi, 55 °C’de 2 dk baglanma basamagi, 72 °C'de 2 dk

uzama basamag1. Bu reaksiyon kosular1 30 dongii olacak sekilde tekrar edilmistir.

71



Son olarak 72 °C'de 10 dk son uzama basamag: gerceklestirilmistir. Kontrolii
yapilan hiicrelere gliserol ilavesi ile siv1 azotta dondurma islemi yapilarak -80 °C

stoku hazirlanmistir.

3.2.1.11 Rekombinant Plazmid DNA izolasyonu

Koloni PCR sonucu pozitif olan koloni secilerek kiirdan ile alinip amfisilin iceren
5 ml’lik besiyerinde bir gece boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir. 1,4 ml siv1 bakteri
kiilltiiri 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine alindiktan sonra Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System (Promega) kiti kullanilarak plazmid DNA izole
edilmistir [216]. Kit ile plazmid DNA izolasyon basamaklari su sekildedir; koloni
PCR sonucu agaroz jelde dogru biiyiikliikte banda sahip oldugu goézlemlenen
koloniden ates basinda steril kosullar altinda 1.4 ml siv1 kiiltiir, 1.5 ml’lik
eppendorf tiipiine alinir. 5 dakika 12000 rpm’de santrifiij edilir. Siipernatant
uzaklastirilir ve pellet elde edilir. 250 mikrolitre Cell Resuspension soliisyonu ile
pellet tekrar ¢oziiliir. 250 mikrolitre Cell Lysis soliisyonu eklenir. Tiip 4 kez ters
diiz edilerek karistirilir. 10 mikrolitre Alkaline Protease soliisyonu eklenir. 4 kere
ters diiz edilerek karistirtlir. 5 dakika oda sicakliginda bekletilir. 350 mikrolitre
Neutralization soliisyonu eklenir. 4 kere ters diiz edilerek karistirilir. 10 dakika
12000 rpm’de santrifiij edilir. Spin kolonu toplama tiipiine yerlestirilir. Elde edilen
lizat spin kolonunun icine dokiiliir. Oda sicakliginda 1 dakika 12000 rmp’de
santrifiij edilir. Flowthrough dokiiliir. Kolon toplama tiipline tekrar yerlestirilir.
700 mikrolitre yikama soliisyonu eklenir. 1 dakika 12000 rpm’de santrifiij edilir.
Altta kalan flow through atilir ve kolon tekrar toplama tiipiine konur. Ayni adim
250 mikrolitre yikama soliisyonu eklenerek tekrarlanir. Oda sicakliginda 2 dakika
12000 rpm’de santrifiij edilir. Spin kolonu 1.5 ml’lik ependorf tiipiine aktarilir. 40-
50 mikrolitre Nuclease-free water eklenir. 1dakika oda sicakliginda 12000 rpm’de
santrifiij edilir. Spin kolonu atilir ve plazmid DNA -20 derecede muhafaza edilir

[216].
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3.2.2 Acinetobacter baumannii Enolaz Enzimini Kodlayan Genin

pLATE 31 Vektoriine Klonlanmasi

Thermo Scientific aLICator LIC Klonlama ve Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-
tag) sistemi; restriksiyon enzim kesimi ve ligasyon basamaklarindan bagimsiz,
istenilen genin ekspresyon vektoriine hizli ve etkili sekilde klonlanmasina ve E.
coli’de gen ekspresyonunun diizenlenmesine imkan saglayan bir sistemdir [209].
Polimeraz zincir reaksiyonu ile istenilen genin amplifiye edilmesi icin kullanilacak
olan primerlerin tasarimi, ticari olarak temin edilen kitin kitapgiginda onerildigi

tizere pLATE 31 ifade vektOriine uygun olacak bicimde tasarlanir [209].

Bu vektore uygun sekilde tasarlanan primerler yardimiyla PCR reaksiyonu
gerceklestirilir. Reaksiyon sonucunda elde edilen PCR iiriinleri saflastirilir.
Saflastirilan PCR {iriinleri kitte tavsiye edilen konsantrasyon degerlerine uygun
olacak sekilde (reaksiyona girmesi gereken insert DNA miktari, gen biiytikliigiine
gore hesaplama tablosu temel alinarak 1290 b¢’lik ABENO saflastirilmis {irtiniin
konsantrasyonu 65 ng olacak sekilde ayarlanarak) LIC klonlama basamaginda

kullanilir [209].

T4 DNA polimeraz, LIC sistemi icerisinde kullanilan ve sahip oldugu 5'—3'
polimeraz aktivitesi ve 3'>5' ekzoniikleaz aktivitesi sayesinde pLATE 31 vektorii
ve elde edilen PCR iiriinlerinin birlesmesine imkan taniyan yapiskan uclarin
olusmasini saglar. Sistemin 6nerdgi ligasyon protokoliine gore gen ve vektoriin
uygun kosullarda birlesmesi saglanir. Gen ve vektoriin birlesmesi sonucu olusan
rekombinant DNA’lar E. coli BL21(DE3) hiicrelerine transforme edilerek

klonlamanin son basamagi gerceklestirilmis olur [209].

3.2.2.1 aLICator LIC Klonlama ve Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-

tag) Sistemine Uygun Primerlerin Tasarlanmasi

Thermo Scientific aLICator LIC Klonlama ve Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-tag)
Sistemi'nde, pLATE 31 vektoriine 6zel olacak bicimde primer tasarimi agik bir
sekilde belirtilmistir. Primer tasarim calismasi kit sisteminde belirtilen kurala

uyularak gerceklestirilmistir [209].
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Kit sistemi icerisinde belirtilen 5’ primer dizaym su sekilde olmalidir:
5'- AGAAGGAGATATAACTATG- ilgili gene spesifik dizi 3'

5’ primer (AbENO F): 5’ AGAAGGAGATATAACTATGAGCCAAATCG 3'
Kit sistemi icerisinde belirtilen 3’ primer dizayni su sekilde yapilmalidir:
5-GTGGTGGTGATGGTGATGGCC- ilgili gene spesifik dizi 3'

3’ primer (ADENO R1): 5 GTGGTGGTGATGGTGATGGCCGTTTAAACCTTTG 3’

3.2.2.2 pGEM®-T Easy Klonlama Vektoriinden Acinetobacter

baumannii Enolaz Geninin Amplifikasyonu

pGEM®-T Easy Klonlama Vektoriinden Acinetobacter baumannii enolaz geninin
amplifikasyonunun gerceklestirilebilmesi icin, APENO genini iceren pGEM®-T
Easy vektor sistemine sahip olan uygun E.coli susu -80 °C stoku yapildigi
buzdolabindan alinmistir. PCR’da kalip DNA olarak kullanilacak DNA'nin elde
edilecegi hiicreler bu rekombinant molekiilii icinde barindiran E. coli hiicreleridir.
Bu E. coli hiicrelerinin amfisilin iceren LB Agar’li petrilere siirme ekimi

gerceklestirilmistir.

Vektor sistemi amfisilin diren¢ geni icerdigi icin, bu amfisilin iceren petrilerde
yasamlarini siirdiirticekler fakat ortamda siirme ekimi yaparken olasi gelisebilecek
kontaminasyon riski kullanilan amfisilin antibiyotgi sayesinde ortadan
kaldirilacaktir. Amfisiline diren¢ gelistirmemis bakteriler amfisilin iceren LB
Agar’li petrilerde elimine olacaklardir. Siirme ekimi gerceklestirilen petriler bir
gece boyunca 37 °C’de bekletildikten sonra tek koloni se¢imi yapilarak 5 ml olarak
hazirlanmis 5 ul amfisilin iceren LB sivi besiyerine ekimi gerceklestirilmistir. Tek
koloni ekimi yapilan bu siv1 hiicre kiiltiirii, 37 °C’de 180 rpm’de 16 saat siiresince
(bir gece boyunca) calkalamali inkiibatorde bekletilmistir. Daha sonra elde edilen
siv1 kiilttirden 1,4 ml 6rnek pipet yardimiyla alinmistir ve 3.2.1.11’deki metot
kullanilarak Wizard® Plus SV Minipreps DNA Saflastirma sistemi yardimiyla
rekombinant plazmid DNA’lar elde edilmistir [216].
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AbDENO geninin PCR ile amplifiye edilmesinde Phusion High Fidelity DNA
Polimeraz enzimi kullanilmistir (Tablo 3.26). Polimeraz zincir reaksiyonu asagida
verilen kosullarda gerceklestirilmistir: 95 °C’de 5 dk 6n denatiirasyon, 94 °C'de 1,5
dk denatiirasyon basamagi, 55 °C’de 2 dk baglanma basamagi, 72 °C'de 2 dk
uzama basamagi. Bu reaksiyon kosular1 44 dongii olacak sekilde tekrar edilmistir.
Son olarak 72 °C’de 10 dk son uzama basamag gerceklestirilmistir.

Tablo 3.26 ADENO geninin Phusion High Fidelity DNA Polimeraz ile
rekombinant plazmid DNA’dan amplifikasyonunda kullanilan PCR bilesenleri

Bilesen Miktar
Distile su 27 ul
5X Phusion GC Tamponu 10 ul
2 mM dNTP mix 5 ul
5’primer (ADENO LIC F), stok 10 2,5 ul
pmol/ ul

3’primer (ADENO LIC R1) stok 10 2,5 ul
pmol/ ul

Kalip DNA (Rekombinant Plazmid 1l
DNA)

DMSO 1,5 ul

Phusion High Fidelity DNA Polimeraz

0,5 ul
(2U/pL) K

Elde edilen PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliirek A. baumannii
enolazini kodlayan genin amplifikasyonunun gerceklesip gerceklesmedigi kontrol

edilmistir.
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3.2.2.3 PCR iiriinlerinin Kristal-Viyole (CV) Jelde Yiiriitiilmesi ve

Saflastirilmasi

ABENO geninin Phusion High Fidelity DNA polimeraz ile yapilan
amplifikasyonlarindan sonra Etidyum Bromiir ile boyanmis agaroz jelde
ylritildigiinde, enolaz geninin niikleotid uzunlugunu gosteren bandin yani sira
istenmeyen bir bandin olustugu ve enolaz geninin yani sira bagka bir niikleotid
dizisinin de amplifiye edildigi gézlemlendi. Bunun {izerine kristalviyole (CV) jel
elektroforezi isleminin yapilmasina karar verildi ve bu yontemle saflastirma islemi

gerceklestirildi.

CV jel hazirlamak icin; oncelikle 50X TAE tamponu 1X TAE tamponuna
seyreltilmistir. Daha sonra 1X TAE tamponuna %1’lik olacak sekilde agaroz ilavesi
yapilarak mikrodalga firinda kaynatma islemi gerceklestirildi. CV jel elde etmek
icin, kaynatma sonucu elde edilen karisima son konsantrasyonu 2 ug/ml olacak
sekilde kristal-viyole eklenmistir. Jel tepsisine kuyucuklarin diizgiin sekilde
olusmasini saglayan taraklar yerlestirildikten sonra hazirlanmasi tamamlanan jel
dokiilmiistiir. Jelin donmasi tamamlandiktan sonra tanka uygun sekilde
yerlestirilmistir ve taraklar hassas bir sekilde, kuyucuklarin parcalanmamasina
dikkat edilerek cikarilmistir. PCR 6rneklerinin icerisine 2 ul CV icin sab ilave
edilerek kuyucuklara yiikleme islemi yapilmistir. Elektroforezde yaklasik 10
dakika 30 mA’de yiiriitme islemi gerceklestirilmistir [15]. Kristalviyole jel beyaz
151k altinda goriintiilenmistir. Uygun bant secilerek nester yardimiyla dikkatli bir
sekilde kesme islemi uygulanmistir. Daha sonrasinda uygun bir santrifiij tiiptine
bu jel parcasi koyulmustur. EcoPURE PCR/Gel Purification Kit kullanilarak DNA

ornekleri saflastirilmistir [214].

3.2.2.4 LIC Reaksiyonu ve Rekombinant Plazmid DNA’larin E. coli

BL21(DE3) Hiicrelerine Transformasyonu

ALICator LIC Klonlama ve Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-tag) sisteminde
ligasyon islemi icin belirtilen protokole gore; AbDENO geninin niikleotid dizisi
uzunlugu temel alinarak ligasyonda kullanilacak miktarin hesaplanmasi

gerceklestirilmistir [209]. Enolaz geninde 5’ ve 3’ yapiskan uclarinin olusmasinin
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saglanmas1 icin Tablo 3.27’de belirtilen oranlarda reaksiyon karisimi

hazirlanmistir.

Tablo 3.27 ADENO gende 5’ ve 3’ yapiskan uclari olusturmak icin gerekli olan
reaksiyon bilesenleri

Bilesen Miktar
5X LIC Tamponu 2 ul
Saflastirilmis PCR Uriinii 5 ul (0,1 pmol)
Niikleaz icermeyen steril distile su 2 ul

T4 DNA Polimeraz (1u/ul) 1ul
Toplam 10 ul

Yukarida belirtilen bilesenler ve miktarlar eklendikten sonra santrifiij islemi 3-5
saniye siliresince gerceklestirilmistir. Bu islemden sonra oda sicakliginda bekleme
siiresi 5 dakikay1 gecmeyecek sekilde karisim bekletilmistir. Bekleme isleminden
sonra, 1 ul pLATE 31 vektor (60 ng, 0,02 pmol DNA) ve 0,6 ul 0,5 M EDTA ilavesi
yapilmistir. Bu islemden sonra 3-5 saniye santrifiij yapilmistir. Son deney
basamagi olarak ise 2 saati ge¢cmeyecek sekilde oda sicakliginda bekletme
gerceklestirilerek reaksiyon tamamlanmistir. Bu islemler sonucu elde edilen
rekombinant plazmid DNA’lar E. coli BL21(DE3) hiicrelerine transforme
edilmistir. Transformasyon icin kompetant E. coli BL21(DE3) hiicreleri

3.2.1.8'deki protokole gore hazirlanmistir.

Daha sonra transformasyon asamasinda aLICator LIC Klonlama ve Ekspresyon Kit
3 (C-terminal Histag) sisteminde belirtilen protokole uygun degerlere uygun
olacak sekilde hesaplamalar yapilarak transformasyon islemi gerceklestirilmistir
[209]. Hiicrelerin petrilere ekiminin yapilmasiyla baslayan ve sonrasindaki
adimlar 3.2.1.9’de verilen sekilde gerceklestirilmistir. Transformasyon islemi
gerceklestirildikten sonra elde edilen hiicrelerin amfisilin iceren LB agar’l
petrilere ekimi yapilmistir ve daha sonrasinda ekimi tamamlanan petriler 37 °C’de

gece boyunca etiivde inkiibe edilmistir.
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3.2.2.5 Koloni PCR Metodu ile Klonlanan ABENO Geninin Kontol

Edilmesi

Yapilan transformasyon isleminin  basarii  bir sekilde gerceklesip
gerceklesmediginin kontrolii koloni PCR metodu ile yapilir. Petriler incelendiginde
birbirinden bagimsiz, uygun biiyiikliikte gelisim gostermis beyaz koloniler secilip

koloni PCR’da kullanilir.

Uygun biiytikliik ve sekildeki koloniler steril kiirdan yardimiyla diizgiin bir sekilde
kolonilere temas etmek suretiyle secilmistir ve ardindan 5 mikrolitre amfisilin
iceren 5 ml’lik LB siv1 besiyerinde kiiltiirleri yapilmistir. Bir gece boyunca 37 °C’de
calkalamali inkiibatérde gelisimi saglanan kiiltiirlerden mikropipet yardimiyla
100 ul cekilerek 7 dk 13000 rpm’de santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Santrifiij
sonrasi olusan siipernatantlar atildiktan sonra 100 ul distile suda pelletlerin
¢ozlinmesi saglanmistir. Pelletler c¢oziildiikten sonra bu ornekler 10 dk kaynar
suda bekletilmistir. Bu islemden sonra 15 dk 13000 rpm’de santrifiij yapilmistir ve
santrifiij sonrasi elde edilen 6rnekten pellete temas etmeden slipernatant uygun
bir pipet yardimiyla alinarak steril bir santrifiij tiipline koyulmustur. Bu sekilde
elde edilen kolonilerin DNA’sindan 10 ul cekilerek koloni PCR metodu
uygulanmistir (Tablo 3.28).

Tablo 3.28 Koloni PCR metodunda kullanilan PCR bilesenleri

Bilesenler Miktar
Steril Distile Su 24,5 ul
10X REDTaq Tamponu 5ul
2 mM dNTP mix 5 ul
5’primer (AbDENO LIC F), stok 10 pmol/ ul 2,5 ul
3’primer (AbENO LIC R1) stok 10 pmol/ ul 2,5 ul
Kalip DNA 10 ul
25 Mm Magnezyum Kloriir (MgCl,) 1ul
REDTaq DNA Polimeraz (1 U/pL) 0,5 ul
Toplam 50 ul

78



Koloni PCR sonrasi olusan PCR {iriinlerinin kontrolii Etidyum Bromdir ile boyanmis
agaroz jel ile yapilmistir. Agaroz jelde dogru bant biiyiikliglinde oldugu
gozlemlenen koloni secilip gliserol ve sivi azot yardimiyla -80 °C stoku

hazirlanmistir.

3.2.2.6 DNA Dizi Analizi

3.2.1.11 de belirtilen Wizard® Plus SV Minipreps DNA Saflastirma sistem
protokolii, elektroforez sonrasi pozitif sonug veren koloninin sivi hiicre kiiltiiriine
uygulanarak rekombinant plazmid DNA’lar elde edilmistir [216]. Dizi analizi
Triogen Biyoteknoloji tarafindan T7 universal primeri forward primer olarak ve
PQE-FP universal primeri reverse primer olarak kullanilarak cift yonlii olarak

gerceklestirilmistir.

3.2.2.7 ADENO Dizisinin Aminoasit Diizeyinde Karsilastirmal1 Analizi

A. baumannii’'nin konag1 olan Homo sapiens’in kas hiicrelerinin enolaz aminoasit
dizisi ile Acinetobacter haemolyticus MTCC 9819, Acinetobacter indicus, Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Fusobacterium nucleatum ve Saccharomyces cerevisiae’nin
enolaz aminoasit dizileri NCBI veri tabanindan elde edilmistir [211]. Bu aminoasit
dizileri ClustalW programi kullanilarak A. baumannii Enolaz aminoasit dizisi ile
eslestirilmistir [217]. Bu tez kapsaminda AbENOnun Kkatalitik rezidiileri
Fusobacterium nucleatum enolaz enziminin aminoasit dizisi referans alinarak

yapilan hizalama neticesinde belirlenmistir [218].

3.2.2.8 Acinetobacter baumannii Enolaz Enziminin ifade Edilmesi
A. baumannii enolazinin ifade edilmesi Cayir vd. tarafindan yayimlanan protokol
temel alinarak yapilmistir [219]. ADENO genini bulunduran, pLATE 31 ekspresyon
vektoriini iceren E. coli BL21(DE3) hiicrelerini ve negatif kontrolii saglamak
amaciyla ADENO genine sahip olmayan E. coli BL21(DE3) hiicreleri -80 °C
stokundan alinarak bu iki hiicrenin LB agara stirme ekimi gerceklestirilmistir. 1
giin sonra 5 ml'lik LB siv1 besiyerine bu hiicrelerin kiiltiirii yapilmistir. AbENO
genini iceren hiicrelerin ekiminde besiyerlerine amfisilin ilave edilmistir. 2 adet
100 ml LB siv1 besiyeri her iki 6rnek i¢in kullanilmak iizere hazirlanmistir. 100 pl
amfisilin hazirlanan besiyerlerinden birine ilave edilmistir ve 1 ml APENO genini
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bulunduran E. coli BL21(DE3) hiicrelerin ekimi bu besiyerine yapilmistir. 1 ml
ADbENO genini icermeyen E. coli BL21(DE3) hiicreleri diger besiyerine ekilmistir.
37 °C'de 180 devirde bu iki 6rnegin inkiibasyonu gerceklestirilmistir. 600 nm’de
optik yogunluk (OD) olciimii UV spektrofotometre kullanilarak yapilmistir.
OD600 degeri 0,5-0,6 arasinda bir degere wulastiginda hiicreler, uygun
konsantrasyona sahip olduklar1 i¢in IPTG indiiklemesine hazir halde
bulunmaktadirlar. Bu degerde Ol¢iim alinmasinin ardindan 6rnekler 50 mllik
olacak sekilde iki erlene boliinmiistiir. 50 ml'lik ADENO genini bulunduran E. coli
BL21(DE3) hiicre kiiltiiriine ve 50 ml’lik negatif kontrol E. coli BL21(DE3) hiicre
kiiltiiriine, IPTG indiiklemesi son konsantrasyonlar1 0,5 mM olacak sekilde
yapilmistir. Indiikleme islemi yapilmis hiicre kiiltiirleri ile indiiklenmemis hiicre
kiiltiirlerinin ayni zamanda 180 devirde 30 °Cde inkiibasyonlari
gerceklestirilmistir. 3 saat, 5 saat ve gece boyunca bekletmek suretiyle inkiibe

edilen kiiltiirlerden 3 mI'lik 6rnekler alinmistir.

Alinan orneklere 20 dk boyunca 5000 rpm’de santrifiij islemi uygulanmistir.
Santrifiij islemi sonunda orneklerden siipernatantlar atilarak uzaklastirilmistir ve
geriye kalan hiicre pelletleri kullanilmistir. 500’er pl Tris-HCl (pH 7.4) tamponu
kullanilarak elde edilen tiim hiicre pelletleri ¢ozdiiriilmiistiir. 10 sn sonikasyon 20
sn bekleme olacak sekilde 6 dongiiliilk %20’lik giic kullanilarak hazirlanan
pelletlere ultrasonikasyon islemi uygulanmistir. Ultrasonikasyon islemi uygulanan
ornekler 14000 rpm’de 20 dk boyunca 40 °C’de santrifiij edilmistir. Bu islem
sonrasi elde edilen orneklerin pelletleri ve siipernatantlar1 ayr1 ayr1 hazirlanmistir

[220].

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

BIO-RAD Mini-PROTEAN 3 Cell jel elektroforez sistemi kullanilarak Sodyum
Dodesil Siilfat poliakrilamid jel elektroforezi gerceklestirilmistir. Ayirma ve
yiikleme jeli olarak hazirlanan jeller SDS-PAGE’de kullanilan jeli olusturmaktadir.
SDS-PAGE o6rnek uygulama tamponu hazirlanan 6rneklere ayni miktarda ilave
edilmistir ve hazirlanan 6rnekler kaynar suyun buharinda 5 dakika bekletilmistir.

Bu oOrnekler jelde olusturulan kuyucuklara dikkatli bir sekilde yiiklenmistir.
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Elektroforez tamponu olarak 1X SDS-PAGE tank tamponu kullanilmistir. Ornekler
bromfenol mavisi jelin son kismina ulasincaya kadar 85 voltta yiiriitiilmiistir.
Ardindan jelin protein boyama c¢ozeltisi icerisinde bir gece boyunca oda
sicakliginda boyanmasi islemi gerceklestirilmistir. Bu islemden sonra, jel
tizerindeki protein bantlar1 net bir sekilde gézlemlenene kadar boya uzaklastirici
cozelti icerisinde bekletilmistir. Elde edilen SDS-PAGE jel 6rnekleri uygun kosullar

saglanarak muhafaza edilmistir [221].

3.2.2.10 Acinetobacter baumannii Enolazinin Molar Absorblama

Katsayisinin ve Molekiil Agirliginin Hesaplanmasi

Acinetobacter baumannii Enolaz’inin molar absorblama katsayis1i ve molekiil
agirhgr web tabanli bir program olan ExPASy ProtParam [222] programina

AbENO aminosit dizisinin girilmesiyle hesaplanmistir.

3.2.2.11 Acinetobacter baumannii Enolaz Enziminin Homoloji

Modellemesi

Yapiya dayali ila¢ tasarimi yaklasiminda; 3 boyutlu makromolekiil yapinin
baglanma bolgesi belirlenir ve sonrasinda 3B makromolekiiliin baglanma
bolgesinin ligand ile 6ngoriilen etkilesimleri esas alinarak ligand tasarimi ve
degerlendirilmesi gerceklestirilmektedir. Bu nedenle; yapiya dayal ilac
tasariminin ilk adimini reseptor, enzim gibi ila¢ hedeflerinin 3B yapi bilgisinin elde
edilmesi olusturmaktadir [93,95]. Tez calismasi kapsaminda homoloji modelleme
uygulanarak Acinetobacter baumannii Enolaz proteinin acik ve kapal
konformasyonunun 3B yapilar1 6ngorilmiistiir. Homoloji modelleme 5 temel
basamaktan olusmaktadir. Uygun kalibin secilmesi, dizi eslestirmesinin yapilmasi,
modelin olusturulmasi, yap1 diizeltilmesi ve validasyon bu basamaklari

olusturmaktadir.

Ik olarak; PSI-BLAST (Position-Specific Iterative Basic Local Alighment Search
Tool) web sunucusuna AbBENO amino asit dizisi ytiklenmistir. PDB (Protein Data
Bank)’de bulunan proteinler ile dizi eslestirme sonucu temel alinarak en yiiksek
benzerlik orani gosteren protein kalip olarak secilmistir. Ardindan kalip protein
ile ADENO amino asit dizi eslestirmesi MUSCLE sunucusu kullanilarak

gerceklestirilmistir [223]. Acinetobacter baumannii enolazinin acgik ve kapali
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konformasyonuna ait protein modellemesi, MODELLER v9.15 programi ve SWISS-
MODEL kullanilarak gerceklestirilmistir [148,224].

Homoloji modelleme islemi AbENO acik ve kapali konformasyonu i¢in ayr1 ayri
uygulanmis olup 2 tane model MODELLER v9.15 programi kullanilarak, 2 tane
model de SWISS-MODEL kullanilarak toplamda 4 model olusturulmustur. Bu iki
programa temel girdiler, APENO amino asit dizisi ile acik ve kapali form icin
secilen kalip protein 3B yapilaridir. MODELLER v9.15 programi kullanilarak
AbBENO’nun acik ve kapali konformasyonu icin ayr1 ayr1 100 farkli protein modeli
olusturulmustur. AbENO acik ve kapali konformasyonu i¢in ayr1 ayr1 olusturulan
100 farkli modelden en diisiik DOPE (Discrete Optimized Protein Energy) skoruna
sahip olan modeller secilmistir. SWISS-MODEL kullanilarak AbENO acik ve kapali
konformasyonu i¢in modellerin olusturulmasi icin ilk olarak ADENO aminoasit
dizisi programa yiiklenmistir. Daha sonra yiizde benzerlik oranina gore ve A.
baumannii enolazinin konformasyonun acik veya kapali olmasi durumu goz
ontinde bulundurularak kalip proteinler secilmistir. Ardindan secilen kaliplara
gore acik konformasyon icin 1 model ve kapali konformasyon icin 1 model olacak

sekilde 3B protein modeller olusturulmustur.

Olusturulan modellerin validasyonunu gerceklestirmek icin siiperimpozisyon
calismalar1 yapilmistir ve  RMSD (Root mean square deviation) degerlerini
belirlemek icin Chimera v1.13.1 programi kullanilmistir. Chimera v1.13.1
programi kullanilarak 2000 adimda ve AMBER 14SB kuvvet alani1 uygulanarak
secilen modelleri deneysel hedef yapisina yakinlastirmak amaciyla enerji

optimizasyonu gerceklestirilmistir [225].

Olusturulan modellerin enerji optimizasyonlarinin gerceklestirilmesinden sonraki
adim modellerin validasyonudur. 6 farkli web sunucusu validasyon islemini
gerceklestirmek amaciyla kullanilmistir. Validasyon icin ilk yararlanilan web
sunucu ERRATtir. Bu sunucu ile atomik etkilesime dayali olusturulan 3B protein
yapilarinin  dogru ve yanlis tanimlanmis bolgeleri istatistiksel olarak

tanimlanmistir [226].

ProSa validasyonu gerceklestirmek icin kullanilan ikinci programdir. Bu program

olusturulan model proteinler ile X-ray kristalografisi ve NMR metodlar1 araciligiyla
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3B yapisi saptanan proteinlerin eslestirilmesine dayanarak elde edilen enerji skoru

ile olusturulmus konformasyonlar1 degerlendirir [145].

LGscore belirlenerek olusturulan protein modellerinin kalitesini degerlendiren

ProQ ise model validasyonu amaciyla kullanilan bir diger programdir [227].

Model validasyonu i¢in kullanilan bir diger program ise RAMPAGE programi olup
bu program yardimiyla Ramachadran diagrami olusturulmustur [228]. Bu
programlara ek olarak olusturulan protein modellerinin kalitesini belirlemek i¢in
VERIFY3D ve QMEAN kullanilmistir. VERIFY3D protein modellerinin 3B

profillerinin degerlendirilmesi amaciyla kullanilmistir [229].

Olusturulan modelin kalitesinin degerlendirilmesi icin kullanilan, genis kapsaml
skorlama fonksiyonu veren bir diger program ise QMEAN’dir. Olusturulan protein
modellerinin geometrik acilarini skorlayan bu program uygulanarak QMEAN Z-
skor elde edilmistir. Bu skor olusturulan 3B protein modellerinin X-ray
kristalografisi ve NMR metotlar1 araciligiyla 3B yapisi saptanan kalip proteinlerine

benzerlik derecesini gosteren Olc¢lidiir [230].

3.2.2.12 Molekiiler Yanastirma Temelli Sanal Tarama ile Potansiyel
Inhibitérlerin Belirlenmesi

Molekiiler yanastirma calismalari; AbENO acik ve kapali konformasyonu igin
SWISS-MODEL programi yardimiyla olusturulan modeller kullanilarak
gerceklestirilmistir. ADENO acik ve kapali konformasyon i¢in olusturulan homoloji
modeller; DoGSiteScorer programina yiiklenmistir. DoGSiteScorer; otomatik
olarak, hedef protein yapi ilizerinde yer alan ila¢ baglanma bolgelerini tespit
edebilen bir web sunucudur. Bu program, hedef proteinin potansiyel baglanma
ceplerini belirlemek i¢in fonksiyonellik saglar. Bu ceplerin fizikokimyasal ve
geometrik 6zelliklerini analiz eder ve bu bolgelerin ilaclanabilirligini tahmin eder
[231]. DoGSiteScorer prosediiriiniin ilk asamasi; ilgili proteinin agir atom
koordinatlarina dayanarak bu proteinin yiizeyinde bulunan potansiyel ceplerin
tahmin edilmesidir [232]. ABENO acik ve kapali konformasyonu icin SWISS-
MODEL ile olusturulan modellerin bu sunucuya yiiklenmesi sonucunda hedef
protein yapi iizerinde potansiyel ila¢ baglanma boélgeleri ve bu boélgelerin ilag

skorlar1 hesaplanir [231].
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Bu tez kapsaminda; DoGSiteScorer ilag skoru verileri dikkate alinarak ADENO acik
ve kapali konformasyon icin ila¢ baglanabilir iki bolge belirlenerek toplamda 4
farkli molekiiler yanastirma calismast gerceklestirilmistir. AbBENO acik
konformasyon ic¢in olusturulan modelin aktif bolgesi ve bu boélge disinda
DogSiteSorer web sunucunda en yiiksek ila¢ skoruna sahip bolge molekiiler
yanastirma calismasi icin secilmistir. AbENO kapali konformasyon icin olusturulan
modelde ise olusturulan 3B protein modelin aktif bolgesi se¢ilmemistir. Bunun
sebebi; kapali konformasyonda enzimin substratiyla etkilesim halinde
bulunmasidir. DogSiteScorer programinda en yiiksek ila¢ skoruna sahip bolge ile
AbBENO enzimin aktif bolgesine en yakin olan bolge molekiiler yanastirma

calismalari icin secilmistir.

Cesitli molekiillerin hedef enzim/reseptor aktif bolgesine yanastirilmasi, kiiciik
molekiillerin olusturdugu kiitiiphanelerden oncii inhibitérlerin saptanmasi
amaciyla sanal taramada en yaygin kullanilan yapiya dayali ila¢ tasarim
metodudur [197]. Molekiiler yanastirma, Schrédinger Small - Molecule Drug
Discovery yazilimi ile Maestro 2017.1 programi (Schrodinger Release 2017-1:
Maestro, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2017) kullanilarak yapilmistir. Sanal
tarama gerceklestirmek amaciyla biyolojik aktivitesi cesitli calismalarda tespit
edilen bioassay aktif 25093 bilesigi iceren ligand kiitiiphanesi PubChem [233] veri
bankasindan indirilmistir. Bu islemi gerceklestirmek icin Lipinski’s Rule of Five

[234] uygulanmistir.

Belirlenen 25093 bioassay aktif bilesik ligand olarak Maestro’ya yiiklenmistir ve
ligadlar LigPrep programi (Schrodinger Release 2017-1: LigPrep, Schrodinger,
LLC, New York, NY, 2017) kullanilarak hazirlanmistir. LigPrep programi, ligand
preparasyonu yapmak amaciyla kullanilmistir. Olusturulan kiitiiphanede bulunan
her bir bilesik icin 3B yap1 6ngoriilmiistiir. Minimizasyon islemi ise OPLS3 kuvvet
alan1 uygulanarak yapilmistir [235,236]. Glide Receptor Grid Generation
programi kullanilarak ABENO acik ve kapali konformasyonlari i¢in olusturulan
modellerin ligand baglanma bolgesi belirlenmistir [237]. Protein Prep Wizard

programi ile protein preparasyonu yapmak amaciyla eksik hidrojen atomlarinin
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ilave edilmesi ve yap1 minimizasyonu gerceklestirilmistir. PROPKA kullanilarak pH

7’de protonasyon durum belirlenmesi yapilmistir [238].

Ligand ve protein preparasyon islemlerinin gerceklestirilmesinden sonra, ilk
olarak AbENO acik formu igin olusturulan modelin hazirlanan kiitiiphane
bilesenleri ile yanastirilmasi GLIDE programi kullanilarak gerceklestirilmistir
[237]. Sanal tarama; GLIDE HTVs (High throughput screening), SP (Standard
precision) ile XP (Extra precision) yanastirma metodolojisi sirayla uygulanarak
gerceklestirilmistir [205,207]. 25093 yanastirilmis bilesiklerin en iyi %30™u HTVs
ile belirlenmistir. Bir sonraki adimda SP skorlama fonksiyonuna gore bu
bilesiklerin en iyi %20’si secilmistir. Son basamakta ise bu bilesiklerin XP skorlama
fonksiyonu uygulanarak en iyi %10’u belirlenmistir. XP GlideScore uygulanarak
onci ligandlar siralanmistir Belirlenen ligandlar ile ADENO proteinin acik formu
icin olusturulan modelin yanastirilmas:t yapilmistir. Ayni islem basamaklari
AbENO proteinin kapali formu icin olusturulan modelin molekiiler yanastirmasi
icin de ayni sirayla uygulanmistir. XP GlideScore skorlama fonksiyonunu

hesaplamak icin su formiil kullanilmaktadir:
XP GlideScore = Ecoul + EvdW + Ebind + Epenalty

Ebind = Ehyd enclosure + Ehb_nn_motif + Ehb _cc_motif + EPI + Ehb pair +
Ephobic_pair

Epenalty = Edesolv + Eligand_strain

Ecoul: Reseptor ve ligand arasinda olusan elektrostatik etkilesimlerin sebep
oldugu enerji;
EvdW: Ligand ve reseptor arasinda bulunan Van der Waals etkilesimlerden

tireyen enerji;

Ehyd enclosure (Hidrofobik muhafaza): Lipofilik ligand atomlarini
puanlar. Puanlama; bir ligand atomu ile komsu lipofilik protein atomu arasindaki
mesafe temel alinarak yapilir.

Ehb nn_motif (NOtr-nétr hidrojen-bag motifleri): nétr-nétr hidrojen

baglama motiflerini temsil eder.
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Ehb cc_motif (Yiiklii-yiiklii hidrojen bag motifleri): Hem ampirik hem de

teorik hususlar esas alinarak ytiiklii-yiiklii hidrojen baglama motiflerini temsil eder.

EPI: pi-katyon ve pi istifleme etkilesimlerini ifade eden terimdir. Hidrofobik

bolgelere konumlandirilan halojen atomlarini ifade eder.
Ehb_pair: cift hidrojen baginin olusturdugu enerjiyi ifade eder.
Ephobic_pair: hidrofobik etkilesimler sebebiyle olusan enerjiyi gosteririr.

Eligand_strain: Proteinin, ligandin veya her ikisinin gerilme enerjisini ifade

eder.

Edesolv: Protein ve ligandta entropi kaybini ve ligand veya proteinin ¢ozeltiden

uzaklastirilmasini temsil eden ifadedir.

Epenalty: Baglanmaya karsi gelen en oOnemli fiziksel etkileri gosterir.
Eligand strain ve Edesolv etkenlerini kapsayan bu engelleri penalize etmek

amaciyla gelistirilen terimdir.

Prime programi ile MM-GBSA (Molekiiler Mekanik / Poisson-Boltzmann Yiizey
Alan1) metodolojisi [239] kullanilarak, belirlenen ligandlarin serbest baglanma

enerjileri su formiile gore hesaplanmistir:
AG = E_Kompleks - (E_ligand + E_reseptor)
AG: Sahip olunan toplam serbest baglanma enerjisini ifade eder.

E_Kompleks: Ligand ile proteinin olusturdugu kompleks yapinin serbest

baglanma enerjisini gosterir.
E_ligand: Ligandin sahip oldugu serbest baglanma enerjisini temsil eder.

E_reseptor: Reseptoriin sahip oldugu serbest baglanma enerjisidir.
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4

Sonuc ve Oneriler

4.1 Sonuclar

4.1.1 Acinetobacter baumannii RSKK 02026 Susunun Acilmasi

A. baumannii RSKK 02026 susu Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu'ndan liyofilize
sekilde temin edilmistir. Bu sekilde temin edilen susun a¢ilma islemi steril kosullar
altinda kabin icerisinde gerceklestirilmistir. Ulusal Tip Kiiltiir Koleksiyonu
Laboratuvari tarafindan tavsiye edilen sus agma protokoliine uyularak bakteriyel
susun canlandirilmasi gerceklestirilmistir. 0.5-1 cc Nutrient Broth ile sus hemen
ve 4 saat sonrasi Nutrient Agar’a ekilmistir. 30 °C’de 24-28 saat inkiibe edilmistir
[212]. Liyofilize susun agilmasi sonrasi Nutrient Agar petrilerde gelisim gosteren

koloniler Sekil 4.1’de gosterilmistir.

Sekil 4.1 Nutrient Agar lizerinde liyofilize Acinetobacter baumannii RSKK
02026 susunun acilmasi sonucu gelisen kolonilerin petri gortntiisii.
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Daha sonra steril kiirdan ile uygun koloniler secilerek Nutrient sivi besiyerinde bir
gece gelisimi saglanmistir ve son olarak Acinetobacter baumannii -80 °C kiltiir

stoku gliserol ve siv1 azot kullanilarak olusturulmustur.

4.1.2 Acinetobacter baumannii Enolaz Enzimini Kodlayan Genin

pPGEM®-T Easy Vektor Sistemine Klonlanmasi

4.1.2.1 Acinetobacter baumannii Enolaz Geninin Amplifikasyonu icin

Uygun Primerlerin Dizayn Edilmesi

Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu'ndan temin edilen A. baumannii RSKK 02026
susuna ait enolazin niikleotid dizisinin ilk asamada bilinmemesinden dolay1
amplifikasyonun dogru bir sekilde saglanmasi amaciyla uygun primerlerin dizayn
edilmesi icin NCBI'dan dizileri [211] belirlenen A. baumannii'nin iki alt tiiriiniin
enolaz dizileri eslestirilmistir. A. baumannii strain ABO057 ve A. baumannii strain
ABO30 tiirlerinin enolaz dizileri alinarak Clustal Omega programi yardimiyla

Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’de verilen eslestirme gerceklestirilmistir [217] .

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

ABB@57/1-129@ ATOAGCCAAATCATTRACATTCOTECACOTGAAATTTTGEACTCTCATGETAACCCAACT o8
ABB3@/1-129@ ATOAGCCAAATCATTRACATTCOTECACOTGAAATTTTGEACTCTCATGETAACCCAACT o8

o T T L E e T T TT T T e

Sekil 4.2 A. baumannii iki alt tiirliniin enolazi kodlayan gen dizilerinin
eslestirmesi sonucundaki 5’ ucu niikleotid dizisi.

ABB@57/1-1298 COTOTTTCTAAATATAACCAATTGCTTCGTATTGAAGAGTTAACTAAAGCOGTTTACCGE 1268
ABB3A/1-1298 COTaTTTCTAAATATAACCAATTGCTTCOTATTOAAGAGTTAACTAAAGCOGTTTACCGE 1268
Rk EEEREEEREREE R RE R Rk R R Rk Rk R Rk kR Rk R sk Rk R R R Rk R RS
AB@@57/1-12%@ GETAAAGCTEARATTCAAAGOTTTARACTAA 1298
ABB2A/1-1298 GOTAARAGCTGAATTCARAGGTTTAAACTAR 1298
kkkEEE bk kRS Rk R RS Sk Rk R R TRk

Sekil 4.3 A. baumannii iki alt tiiriiniin enolaz1 kodlayan gen dizilerinin
eslestirmesi sonucundaki 3’ ucu niikleotid dizisi.
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Eslestirme sonucuna gore 5 ucunda biitiin niikleotidlerin ayni1 oldugu
goriilmiistiir ve aym diziler temel alinarak 5’ primeri tasarlanmistir. Buna benzer
olarak 3’ ucunda yer alan biitiin niikleotidlerinde ayni oldugu goézlemlenmistir.

Ayni diziler temel alinarak 3’ primeri dizayn edilmistir.

5' primeri (ADENO F): 5-AGAAGGAGATATAACTATGAGCCAAATCG-3’

3’ primeri (AbDENO R2): 5-GTTTAAACCTTTGAATTCAGC-3’

4.1.2.2 ADENO Geninin Amplifikasyonu ve E. coli DH5a Hiicrelerine

Transformasyonu

A. baumannii genomik DNA’sindan enolaz geninin amplifikasyonu, tasarlanan
primerler yardimiyla 3 farklhi DNA polimeraz enzimi kullanilarak
gerceklestirilmistir. 5’—3’ polimeraz ve 3’—5’ ekzoniikleaz aktivitesi bulanan,
yiiksek verimlilikte amplifikasyon yetenegine sahip termostabil bir enzim olan Pfu
DNA Polimeraz (Fermentas), Phusion High Fidelity DNA polimeraz (Termo
Scientific) ve Long PCR Enzim Mix (Thermo Scientific, #K0181, ABD) enolaz
genini amplifiye etmek icin kullamilmistir. Dogru amplifikasyonun

gerceklestirilmesi i¢in ¢ok sayida PCR reaksiyonu ve optimizasyonlar yapilmistir.

ilk olarak Tablo 3.18'deki reaksiyon kosullari takip edilerek 4 reaksiyon PCR
yapilmistir. Gerceklestirilen PCR sonrasi elde edilen PCR oOrneklerinin 5
mikrolitresi, 3 mikrolitre sab ve 2 mikrolitre distile su ilavesiyle toplam 10
mikrolitre olacak sekilde etidyum bromiirle boyanmis agaroz jele yiiklenmistir.
Sekil 4.4’teki agaroz jel elektroforezi goriintiisli incelendiginde Pfu DNA Polimeraz
enziminin sadece hat 3’de AbPENO geninin dogru biiyiikliikte amplifikasyonunu
gerceklestirmis oldugu gozlenmis fakat PCR iiriiniiniin konsantrasyonu ¢ok diisiik

oldugu icin verimli bir PCR yapilamadigina karar verilmistir.
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3000bg
1500 bg
1200 be
1000 be
500 be

Sekil 4.4 ADENO geninin PCR ile amplifikasyonu sonucu olusan {iriiniin 5
mikrolitresinin, etidyum bromdiirle boyanmis agaroz jele yiiklenmesi sonucu
olusan jel goriintiisii. Hat M: GeneRuler DNA Markir, Hat 1-4: Pfu DNA
Polimeraz kullanilarak elde edilen PCR iiriinleri.

ADBENO geninin PCR ile amplifikasyonu, Pfu DNA Polimeraz enzimi kullanilarak
Tablo 3.18de belirtilen reaksiyon kosullari tekrar edilerek 44 dongii olmak iizere
gerceklestirilmistir. Sekil 4.5’ de amplifikasyon sonucu elde edilen iiriinlerin
agaroz jel goriintiisi incelendiginde verimli bir PCR gerceklestirilemedigi

gozlemlenmistir.

3000 be
1500 b
1200 b
1000 b
500 b

Sekil 4.5 AbENO geninin PCR ile amplifikasyonu sonucu olusan iiriiniin 5
mikrolitresinin, etidyum bromiirle boyanmis agaroz jele yiiklenmesi sonucu
olusan jel goriintiisii. Hat M: GeneRuler DNA Markir, Hat 1-4: Pfu DNA
Polimeraz kullanilarak elde edilen PCR {iriinleri.
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A. baumannii enolaz geninin uygun konsantrasyon ve dogru uzunlukta
amplifikasyonunun gerceklestirilememesi {izerine Tablo 3.18de belirtilen
reaksiyon bilesenleri ve miktarlarinda optimizasyon yapilmistir. Optimize edilmis
reaksiyon kosullar1 Tablo 3.19’da gosterilmistir. Bu reaksiyon kosullarina uyularak
5 reaksiyon, 44 dongii olarak PCR gerceklestirilmistir. PCR sonucu elde edilen
iirlinlerin etidyum bromiirle boyanmis agaroz jel goriintiisii Sekil 4.6da
gosterilmistir. Jel gorlintiisti degerlendirildiginde verimli bir PCR gerceklesmedigi

anlasilmstir.

3000 bg
1500 be
1200 bg
1000 be
500 b

Sekil 4.6 ADENO geninin PCR ile amplifikasyonu sonucu olusan iiriiniin 5
mikrolitresinin, etidyum bromdiirle boyanmis agaroz jele yiiklenmesi sonucu
olusan jel goriintiisii. Hat M: GeneRuler DNA Markir, Hat 1-5: Farkli MgSO,
konsantrasyonlarinda, Pfu DNA Polimeraz kullanilarak elde edilen PCR {irtinleri.

ABENO geninin Pfu DNA Polimeraz ile amplifikasyonunun verimli bir sekilde
gerceklestirilmesi icin Tablo 3.20'de verilen kosullarda tekrar PCR

gerceklestirilmistir.

Bu kosullara uyularak gerceklestirilen PCR sonrasi elde edilen iriinlerin 5
mikrolitresi etidyum bromiirle boyanmis agaroz jele yiiklenmistir. Elektroforez
sonucu Sekil 4.7°de gosterilmistir. Olusan jel goriintiisii incelendiginde APENO
geninin dogru biiytikliikkte amplifikasyonunun gerceklestirildigi fakat ekstra
bandlarin varligi gézlemlenmistir. PCR tirtinlerini saflastirmak icin Wizard SV Gel
ve PCR Clean-up sistem Promega (ABD) kullanilmistir fakat saflastirma sonrasi

ornekler kaybedilmistir.
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Sekil 4.7 ADENO geninin PCR ile amplifikasyonu sonucu olusan {iriiniin 5
mikrolitresinin, etidyum bromiirle boyanmis agaroz jele yiiklenmesi sonucu
olusan jel goriintiisii. Hat M: GeneRuler DNA Markir, Hat 1-2: Pfu DNA
Polimeraz kullanilarak yapilan PCR iiriinii

ADBENO geninin verimli bir sekilde amplifikasyonu icin, Pfu DNA Polimeraz ve Long
PCR Enzim Mix (Thermo Scientific, #K0181, ABD) kullanilarak PCR 44 dongii
olarak gerceklestirilmistir. Pfu DNA Polimeraz ile gerceklestirilen reaksiyon
kosullar1 Tablo 3.20’de verilmistir. Long PCR Enzim Mix ile gerceklestirilen
reaksiyon kosullar1 Tablo 3.21°de belirtildigi gibi PCR reaksiyonunda

kullanilmistir.

Gerceklestirilen PCR sonras: elde edilen iiriinlerin tamami (50 mikrolitresi) 5
mikrolitre sab ilavesi ile etidyum bromiirle boyanmas jele yiiklenmistir. Agaroz jel
goriintlisii Sekil 4.8’de sunulmustur. Elektroforez sonrasi agaroz jel goriintiisii
degerlendirildiginde Long PCR Enzim Mix’in AbENO geninin dogru biiyiikliikte

amplifikasyonunu gerceklestirdigi gézlemlenmistir.
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3000 be
1500 b
1200 be
1000 be

Sekil 4.8 AbENO geninin PCR ile amplifikasyonu sonucu olusan iiriilerin 50
mikrolitresinin, etidyum bromdiirle boyanmis agaroz jele yiiklenmesi sonucu
olusan jel goriintiisii. Hat M: GeneRuler DNA Markir, Hat 1: Pfu DNA Polimeraz
kullanilarak elde edilen PCR iiriinii, Hat 2: Long PCR Enzim Mix kullanilarak
amplifiye edilen PCR iiriinii.

Elde edilen tiim PCR 6rnekleri etidyum bromiirle boyanmis agaroz jele yiiklendigi
icin;  Acinetobacter =~ baumannii genomik DNA’sindan enolaz geninin
amplifikasyonu, tasarlanan primerler yardimiyla 5—3’ polimeraz ve 3’—5’
ekzoniikleaz aktivitesi bulanan, yiiksek verimlilikte amplifikasyon yetenegine
sahip termostabil bir enzim olan Long PCR Enzim Mix (Thermo Scientific,

#K0181, ABD) kullanilarak tekrardan gerceklestirilmistir.

Tablo 3.21’de belirtilen PCR kosullarinda gerceklestirilen amplifikasyon
neticesinde Sekil 4.9’daki agaroz jel elektroforezi goriintiisii incelendiginde Long
PCR Enzim Mixin AbDENO geninin dogru biiyiikliikte amplifikasyonunu

gerceklestirdigi gozlemlenmistir.

1500 b
1200 be
1000 b

Sekil 4.9 ADENO geninin PCR ile amplifikasyonu sonucu olusan iiriiniin 5
mikrolitresinin, etidyum bromiirle boyanmis agaroz jele yiiklenmesi sonucu
olusan jel goriintiisii. Hat M: GeneRuler DNA Markir, Hat 1: Long PCR Enzim
Mix kullanilarak yapilan PCR {iriini.

93



Wizard SV Gel ve PCR Clean-up sistem Promega (ABD) [213] kullanilarak PCR
iirtini saflastirilmak istenmistir fakat yapilan saflastirma denemeleri sonrasi PCR
irtini her saflastirma denemesinde kaybedilmistir. Basarisiz olan saflastirma

sonrasl elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.10’da gosterilmistir.

Hat M1 Hatl Hat2 Hat MZ_V

Sekil 4.10 AbENO geninin PCR ile amplifikasyonu sonucu olusan tirtiniin
saflastirilmasi sonucu olusan agaroz jel gorlintiisii Hat M1: GeneRuler DNA
Markir, Hat 1: Long PCR Enzim Mix kullanilarak yapilan PCR iiriiniiniin
saflagtirma sonrasi goriintiisii Hat 2: Long PCR Enzim Mix kullanilarak yapilan
PCR iirtiniiniin saflastirma sonrasi goriintiisii Hat M2: Lambda Markir.
Saflastirma denemelerinde PCR iirlinlerinin her defasinda kaybedilmesinden
sonra bir reaksiyon daha Tablo 3.21’de belirtilen PCR kosullarinda PCR
yapilmistir. Sekil 4.11’de yeniden aynmi PCR kosullarinda dogru biiyiikliikte

amplifiye edilen PCR {iriniiniin agaroz jel goriintiisii verilmistir.

Hat M Hat 1
3000 be___ S
1500 be
1200 be 12 < 1290 be
1000 be
500 bg

Sekil 4.11 Saflastirma islemi sonrasi kaybedilen PCR iiriinii yerine ayni
kosullarda AbENO geninin PCR ile amplifikasyonu sonucu olusan iiriintin
Smikrolitresinin etidyum bromiirle boyanmis agaroz jele yiiklenmesi sonucu
olusan jel goriintiisii. Hat M: GeneRuler DNA Markir, Hat 1: Long PCR Enzim
Mix kullanilarak yapilan PCR iiriinti.
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Agaroz jelde dogru biiyiikliikte oldugu onaylanan PCR {iriinii, saflastirilmadan
dogrudan 3.2.1.6 da belirtilen yontemle bu PCR iiriintine Adenin kurugu
eklenmistir. pGEM®-T Easy Vektoriine ilgili genin ligasyon islemi 3.2.1.7°de
belirtilen yontemle yapilmistir ve 3.2.1.8’de belirtilen metotla E.coli DH5a
kompetan hiicreleri olusturulmustur. Bu islemin devaminda 3.2.1.9’da belirilen
yontem takip edilerek transformasyon basamaklar1 gerceklestirilmistir ve elde
edilen rekombinant DNA molekiiliintin E. coli DH5o0 hiicrelerine aktarimi

gerceklestirilmistir.

Transformasyon sonrasinda mavi beyaz koloni se¢imi yapilamamistir. Bunun
nedeni amfisilin iceren LB-BSA petrilerinin hazirlanmasi asamasinda uygulanan
protokolde belirtilen X-gal bileseni 200 mikrolitre koyulmasi gerekirken 100
mikrolitre ilave edilmesidir. Bu durumdan dolayr mavi beyaz koloni secilimi
gerceklestirilememistir. ~pGEM®-T Easy Vektér Sistemi  kullanilarak
gerceklestirilen klonlama sonrasi yapilan transformasyon sonucunda LB-BSA
petrilerinde olusan kolonilerin goriintiisii Sekil 4.12’de gosterilmistir. Uygun sekil

ve biiytikliikte olan tiim kolonilerin taramasi koloni PCR yontemi ile yapilmistir.

Sekil 4. 12 pGEM®-T Easy Vektor Sistemi kullanilarak gerceklestirilen
klonlama sonrasi yapilan transformasyon sonucunda LB-BSA petrilerinde olusan
kolonilerin goriintiisii.
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4.1.2.3 Klonlanan Genin Koloni PCR Metodu ile Kontrolii

Uygun biiyiikliikte, gelisimini saglamis kolonilerin steril kiirdan ile secimi
yapildiktan sonra bu koloniler 5 mikrolitre amfisilin iceren LB siv1 besiyerlerinde
bir gece boyunca gelistirilmistir. Daha sonra 3.2.1.2’de belirtildigi sekilde koloni
PCR’da kalip olarak kullanilacak DNA izolasyonu kaynatma metoduyla
gerceklestirilmistir. Ardindan Tablo 3.18’deki koloni PCR metodu uygulanarak 5’
ile 3’ primerleri kullanilarak koloni PCR ile amplifikasyon gerceklestirilmistir.
Mavi beyaz koloni secilimi yapilamadig: icin beyaz kolonilerin tiimii taranip bir

koloninin pozitif oldugu agaroz jel elektroforezinde gézlemlenmistir (Sekil 4.13).

Sekil 4.13 Klonlanan genin PCR ile yapilan kontroliiniin jel goriintiisii. Hat
M:GeneRuler DNA Markir, Hat 1-5: Secilen kolonilerden elde edilen plazmid
DNA’lar ile yapilan PCR sonucu Hat 4:Pozitif Koloni.

4.1.3 Acinetobacter baumannii Enolaz Enzimini Kodlayan Genin

pLATE 31 Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

4.1.3.1 ABENO Geninin Amplifikasyonu ve E. coli DH5a Hiicrelerine

Transformasyonu

-80°C’deki buzdolabinda stoklanan ABENO genine sahip E. coli DH5a hiicre
kiiltiirtinden steril 6ze kullanilarak yeterli miktarda 6rnek alinmig ve amfisilin
ilave edilmis LB agarli besiyerine siirme ekim gerceklestirilmistir. Bir gece boyunca
37 °C’de inkiibe edilmistir. Uygun sartlar altinda gelisim gosteren kolonileri iceren
petriden steril kiirdan ile tek koloni secimi yapilarak 5 mikrolitre amfisilin iceren

5 mililitrelik LB siv1 besiyerine ekim gerceklestirilmistir.
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Bu islemin ardindan bir gece boyunca 37 °C’'de inkiibasyon yapilmistir. Bu deney
basamaklar1 sonrasi elde edilen kiiltiirden rekombinant plazmid DNA’larin
izolasyonu Promega (ABD) tarafindan tedarigi saglanan Wizard Plus SV Minipreps

DNA Saflastirma kiti ile gerceklestirilmistir [216].

aLICator LIC Klonlama ve Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-tag) sistemi [209]
protokoliine uygun bir bicimde tasarlanmis primerlerin yardimiyla (ADENO F ve
ABENO R1) Tablo 3.26'da belirtilen kosullarda Phusison High Fidelity DNA

Polimeraz kullanilarak PCR reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir.

Agaroz jeldeADENO geninin dogru biiyiikliikte amplifiye edildigi gozlemlenmistir
fakat amplifiye edilen genin yami sira spesifik olmayan baglanmalarda

gozlemlenmistir (Sekil 4.14).

3000 b

1900be 1290 b
1200 b §
1000 be 600-700 bg
500 bg

Sekil 4.14 AbENO geninin Phusion High Fidelity DNA Polimeraz enzimi
kullanilarak yapilan amplifikasyonunun agaroz jel goriintiisii. Hat M1:GeneRuler
DNA Markir, Hat 1-4: Phusison High Fidelity DNA Polimeraz kullanilarak
gerceklestirilen PCR {iriinii, Hat M2: Lambda Markar.

Agaroz jelde gozlemlenen spesifik olmayan baglanmalari yok edip ilgili PCR
Uirlintini saflastirmak icin kristal viyole agaroz jel hazirlanip 6rnekler bu jelde
yuritilmistiir. PCR sonucu elde edilen iiriin jelden hassas bir sekilde nester
kullanilarak kesilip alinmistir ve Wizard SV Gel ve PCR Clean-up sistem ile
saflastirma islemi gerceklestirilmistir. Saflastirma sonrasi istenilen PCR {iriiniin
saflastirthip saflastirilamadig1 gérmek icin etidyum bromiirle boyanmis agaroz
jelde yiriitilmistiir.
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Sonu¢ incelendiginde tiim driinlerin saflastirma sonrasi kaybedildigi
gozlemlenmistir. Buradan yola cikilarak ayni PCR kosullarinda Phusison High
Fidelity DNA Polimeraz kullanilarak 2 tiip PCR reaksiyonu yapilmistir. Elde edilen
PCR iriinlerinden hat 1’de gosterilen PCR iriinii saflastirma yapilmadan
dogrudan klonlama basamag icin kalip olarak kullanilmistir. PCR reaksiyonu

sonucunda olusan agaroz jel goriintiisii Sekil 4.15’te gosterilmistir.

Hat M Hat1l Hat?2

1500 be —=> <—— 1290 b
1200bc <—— 600-700 b
1000 bg

Sekil 4.15 AbENO geninin Phusion High Fidelity DNAPolimeraz enzimi
kullanilarak yapilan amplifikasyonun agaroz jel gortintiisii. Hat M:GeneRuler
DNA Markir, Hat 1-2: Phusison High Fidelity DNA Polimeraz kullanilarak
gerceklestirilen PCR sonugclari.

aLICator LIC Klonlama ve Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-tag) sistemi protokolii
incelendiginde; gen biiyiikliigiine gore reaksiyona girmesi gereken insert DNA
miktar1 hesaplama tablosu temel alinarak 1290 baz cifti biiytikliigiindeki AbENO
saflagtirllmig  iirtinliniin ~ konsantrasyonunun 65 ng olarak ayarlanmasi
gerekmektedir. Bu durumda genin vektor DNA’ya ligasyonunun basarili bir sekilde
gerceklestirilmesi saglanir [209]. Sekil 4. 15’de goriilen DNA bandinin
konsantrasyonu GeneRuler markir ile karsilastirilarak 1 ul’de yaklasik 20 ng olarak
belirlenmistir. ADENO geninin pLATE 31 vektoriine ligasyonu kit sisteminin

protokoliine uygun sekilde yapilmistir (Tablo 3.27).

Reaksiyon karisiminin oda sicakliginda 5 dk inkiibasyonu yapilmistir. Reaksiyonu
durdurmak amaciyla reaksiyon karisimi 0,6 ul 0,5 M EDTA ile diizgiin bir sekilde
karistirilir. Vektor ile birlesimin saglandigi asamada ise; T4 DNA polimeraz ile
muamele edilmis PCR iiriinii iceren reaksiyon karisimina lineer pLATE31
vektoriinden 1 pl (60 ng) ilave edilir ve hafifce vortekslenir ardindan 3-5 saniye

santrifiij edilir. Elde edilen birlestirme reaksiyon karisiminin oda sicakliginda 5
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dakika inkiibasyonu gerceklestirilir. Bu islem sonucunda birlestirilen karisim

transformasyona hazir duruma gelir.

T4 DNA polimeraz 5—3’ polimeraz ve 3'—5’ ekzoniikleaz aktivitelerine sahip bir
enzimdir. Ligasyonunun gerceklesmesi icin aLICator LIC Klonlama ve Ekspresyon
Kit 3 (C-terminal His-tag) sistemi icerisinde bulunan temel bilesenlerden biridir.
pLATE 31 vektorii T7 promotorunu kullanmaktadir. Bu 6zellikten yola cikarak
vektorle genin birlesmesi sonucu olusan rekombinant plazmid DNA’lar, IPTG ile
indiiklenebilen lacUV5 promotoriiniin kontrolii altinda T7 RNA polimeraz genini
iceren BL21(DE3) ve DH5a gibi bir E. coli susuna transforme edilebilmektedir
[209].

Ligasyon islem basamagi tamamlandiktan sonra transformasyon islemi daha 6nce
3.2.1.9'da belirtildigi gibi yapilmistir. Transformasyon yapildiktan sonra hiicreler
amfisilin ilave edilmis LB agarli petrilere siirme ekimi yapilmistir. 37 °C’de bir gece
boyunca inkiibasyonu saglanmustir. Inkiibasyon sonrasi diizgiin sekil ve
biiyiikliikte koloniler gozlemlenmistir. Sekil 4.16’da kolonileri iceren petriler

gosterilmistir.

Sekil 4.16 Plate31 vektor sistemi kullanilarak gerceklestirilen klonlama sonrasi
yapilan transformasyon sonucunda LB agar petrilerinde olusan kolonilerin
goruntusu.
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4.1.3.2 Klonlanan Genin Koloni PCR Metodu ile Kontrolii ve Dizi

Analizinin Yapilmasi

Uygun sartlarda gelisimini saglamis kolonilerin steril kiirdan kullanilarak
seciminin gerceklestirilmesinin ardindan, bu koloniler amfisilin ilave edilmis 5
mililitrelik LB s1v1 besiyerlerinde bir gece siiresince gelistirilmistir. Bu asamada 18
tane koloni secilmistir. Bu islemin ardindan Tablo 2.28 de gosterildigi PCR
kosullarinda, REDTaq DNA Polimeraz enzimi kullanilarak 5’ ile 3’ primerler
yardimiyla koloni PCR gerceklestirilmistir. Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’de koloni PCR

sonucu elde edilen {iriinlerin agaroz jel goriintiisii sunulmustur.

3000 be
1000 b

500 b

Sekil 4.17 Koloni PCR sonrasinda elde edilen agaroz jel elektroforez goriintiisii.
Hat M: GeneRuler DNA Markir, Hat 1-9: Negatif PCR Sonucu.

3000 b
1000 b

500 bg

Sekil 4.18 Koloni PCR sonrasinda elde edilen agaroz jel elektroforez goriintiisii.
Hat M: GeneRuler DNA Markir, Hat 1-9: Negatif PCR Sonucu.
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Yukaridaki agaroz jel goriintiileri incelendiginde pozitif sonug¢ elde edilemedigi
gozlemlenmistir. Elde edilen PCR iriinii saflastirlmadan klonlama islemi
gerceklestirildigi icin, spesifik olmayan 600-700 b¢ uzunlugundaki niikleotid
parcasinin, secilen 18 koloninin 10 tanesinde vektore ligasyonun basarili bir
sekilde gerceklestigi ve kompetan hiicrelere basarili bir sekilde aktarildig
gozlemlenmistir. Bu negatif sonuclardan yola cikilarak enolaz yerine vektorle
birlesen diger spesifik olmayan DNA parcasinin niikleotid dizisinin belirlenmesi
amaciyla bu parcanin dizilenmesine karar verilmistir. Sekil 4.17°de hat 2 de
gosterilen koloninin plazmid DNA’s1 izole edilip alLlCator LIC Klonlama ve
Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-tag) sistemi icerisinde hazir olarak bulunan
pLATE 31 ekspresyon vektoriine uygun primerler [209] ile cift yonlii dizileme icin
lontek firmasima génderilmistir. Sekil 4.19’da dizileme sonucu ile referans dizinin

karsilastirilmasi gosterilmistir.
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Sekil 4.19 600-700 b¢ uzunlugundaki niikleotid parcasinin pLATE 31 ekspresyon
vektoriine uygun olarak dizayn edilmis forward primerle yapilan dizileme sonucu.
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Elde edilen bu sonucun ardindan ADPENO genini dogru biiyiikliikte ve yiiksek

konsantrasyonda tiretmek icin uygulanan klonlama metotlar tekrar edilmistir.

-80 °C’ stoku yapilan ADENO genine bulunduran E. coli DH5a hiicre kiiltiirtinden
steril 0ze yardimiyla yeterli miktarda ornek alinmistir. Alinan bu 6rnegin 5
mikrolitre amfisilin eklenmis LB agarli besiyerine stirme ekimi yapilmaistir. Bir gece
siiresince 37 °C’de inkiibasyon gerceklestirilmistir. Uygun sartlar altinda gelisim
saglayan kolonileri iceren petriden steril kiirdan kullanilarak tek koloni secimi
yapilmistir. Secilen tek koloninin 5 mikrolitre amfisilin iceren 5 mililitrelik LB s1v1

besiyerine ekimi yapilmistir.

Siv1 besiyerine ekim islemin ardindan 16 saat boyunca 37 °C’de inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Bu deney basamaklarinin ardindan, Promega Wizard Plus SV
Minipreps DNA Saflastirma kiti [216] kullanilarak elde edilen sivi kiiltiirden
rekombinant plazmid DNA’lar izole edilmistir. aLICator LIC Klonlama ve
Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-tag) sistemi [209] protokolii temel alinarak
tasarlanmis primerleri olan ADENO F ve AbBENO R1 primerleriyle Tablo 3.19’da
belirtilen reaksiyon kosullarinda Phusison High Fidelity DNA Polimeraz ile PCR
yapimistir. Etidyum bromiirle boyanmis agaroz jelde ADENO geninin dogru
biiyiikliikte amplifiye edildigi gozlemlenmistir. Bununla beraber amplifiye edilen
genin yani sira spesifik olmayan, 600-700 b¢ araliginda biiytkliige sahip olan bir

PCR {riintiniin de olustugu gozlemlenmistir (Sekil 4.20).

Sekil 4.20 AbENO geninin Phusion High Fidelity DNA Polimeraz enzimi kullanilarak
yapilan amplifikasyonunun agaroz jel goriintiisii. Hat M1:GeneRuler DNA Markir, Hat
1-4: Phusison High Fidelity DNA Polimeraz kullanilarak gerceklestirilen PCR iiriinleri.
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Etidyum bromiirle boyanmis agaroz jelde gozlemlenen spesifik olmayan
baglanmalar1 ortadan kaldirarak PCR {iriinlerini saflastirmak icin kristal viyole
agaroz jel hazirlanip hat 3 ve hat 4'te yer alan PCR Ornekleri bu jelde
ylritilmiistiir. PCR sonucu elde edilen iiriinler jelden dikkatli bir sekilde nester
ile kesilip alinmistir ve bu iki PCR iiriinii bir tiipte birlestirilerek ECOPURE PCR/Gel
Purification Kit ile saflastirma islemi gerceklestirilmistir [214]. Yapilan saflagtirma
islemi sonras1 PCR iiriinii etidyum bromiirle boyanmis agaroz jelde yiiriitiilmiistiir.
Sonu¢ incelendiginde PCR {riinlin basarili bir sekilde saflastirildigi

gozlemlenmistir (Sekil 4.21).

1500 b
1200 b
1000 be

Sekil 4.21 APENO geninin EcoPURE PCR/Gel Purification Kit Kullanilarak
Saflastirilmasi Sonrasi Etidyum Bromiirle Boyanmis Agaroz Jelde Goriintiisii. Hat
M1:GeneRuler DNA Markir, Hat 1: Saflastirilmig AbENO geni Hat M2: Lambda
DNA/HindIII Markir.

Hat 1’de elde edilen saf PCR iiriinii dogrudan klonlama basamagi i¢in kalip olarak
kullanilmistir. Sekil 4.21’de goriilen DNA bandinin konsantrasyonu Lambda
DNA/Hind III markir ile karsilastirilarak 1 pl’'de yaklasik 20 ng olarak
belirlenmistir. ADENO geninin pLATE 31 vektoriine ligasyonu kit sisteminin

protokoliine uyularak gerceklestirilmistir (Tablo 3.27).

Saflastirilmig PCR fiirtint ile pLATE31 vektOriiniin ligasyonu Tablo 3.27’deki
kosullar takip edilerek oda sicakliginda yapilmistir. Ardinda reaksiyon karigimi
oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilmistir. Reaksiyonu durdurmak icin 0,6 pl 0,5 M
EDTA ile reaksiyon karisimi diizgiin bir sekilde karistirilir. Vektor ile birlesimin
saglandig1 asamasinda ise; T4 DNA polimeraz ile muamele edilmis PCR {iriini

iceren reaksiyon karisimina lineer pLATE31 vektoriinden 1 pl (60 ng) eklenir ve
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hafifce vorteks islemi wuygulanir. Ardindan 3-5 saniye santrifiij islemi
gerceklestirilir. Elde edilen birlestirme reaksiyon karisiminin oda sicakliginda 5
dakika inkiibasyonu gerceklestirilir. Bu islem sonucunda birlestirilen karisim
transformasyona hazir duruma gelmistir. Ligasyon islem basamagi
tamamlandiktan sonra transformasyon islemi daha once 3.2.1.9°’da ifade edildigi
gibi gerceklestirilmistir. Transformasyon gerceklestirildikten sonra hiicrelerin
amfisilin eklenmis LB agarl petrilere siirme ekimi yapilmistir. 37 °C’de bir gece
siiresince inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasi diizgiin sekil ve
biiyiikliige sahip koloniler gozlemlenmistir. Sekil 4.22’de kolonileri iceren petriler

sunulmustur.

Sekil 4.22 Plate31 vektor sistemi kullanilarak yapilan klonlama sonrasi
gerceklestirilen transformasyon sonucu LB agar petrilerinde olusan pozitif
oldugu diisiiniilen kolonilerin goriintiisii.

Uygun sartlar altinda gelisimini diizgiin bir sekilde saglamis koloniler steril kiirdan
ile ates basinda secilmistir. Bu asamada 8 tane koloni secilmistir Secilen bu
kolonilerin 5 mikrolitre amfisilin ilave edilmis 5 mililitrelik LB siv1 besiyerlerinde
calkalamali inkiibatérde bir gece boyunca 37 °C’de 180 devirde inkiibasyonu
saglanmistir. Bu islemin ardindan kaynatma metoduyla kolonilerin DNA’lar1 izole
edilmistir. Tablo 3.28’ de gosterildigi PCR kosullarinda, REDTaq DNA Polimeraz
enzimi kullanilarak ADENO F 5’ primeri ve AbENO R1 3’ primeri kullanilarak
koloni PCR gerceklestirilmistir. Sekil 4.23’de koloni PCR sonucu elde edilen

tirtinlerin etidyum bromtirle boyanmis agaroz jel goriintiisii gosterilmistir.
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1500 bg
1200 b
1000 b
500 bg

Sekil 4.23 Koloni PCR sonrasinda elde edilen etidyum bromdiirle boyanmis
agaroz jel elektroforez goriintiisii. Hat M: GeneRuler DNA Markir, Hat 5: Pozitif
koloni PCR sonucu

Etidyum bromiirle boyanmis agaroz jel goriintiisii degerlendirildiginde Hat 5°de
yer alan koloninin PCR sonucunun pozitif oldugu gdzlemlenmistir. ilk asamada
AbENO geni ve pLATE31 vektoriiniin birlesmesi sonucu olusan rekombiant DNA
molekiiliiniin E. coli DH5a hiicrelerine transformasyonu gerceklestirilmistir. E. coli
DH5a hiicrelerinde ekspresyon islemi gerceklestirilemedigi icin ekspresyon
asamasina gecilebilmesi icin; ABENO genini iceren kolonin plazmid DNA’s1
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) kiti kullanilarak
izole edilmistir [216]. Daha sonra izole edilen plazmid DNA'nin 10 mikrolitresi
alinip 3.2.1.9°daki yontem takip edilerek E. coli BL21(DE3) hiicrelerine
transformasyon gerceklestirilmistir. Transformasyon sonucu olusan kolonilerin

goriintiisii Sekil 4.24’te gosterilmistir.

Sekil 4.24 E. coli DH5a hiicrelerinden izole edilen AbENO genini iceren
plazmid DNA'larin E. coli BL21(DE3) hiicrelerine transformasyonu sonrasi olusan
petri gortintiileri.
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Uygun sartlar altinda diizgiin biiytikliik ve sekilde gelisim gostermis koloniler
steril kiirdan ile ates basinda secilmistir. Bu asamada 3 tane koloni secilmistir
Secilen bu kolonilerin 5 mikrolitre amfisilin iceren 5 mililitrelik LB siv1
besiyerlerinde calkalamali inkiibatérde 16 saat boyunca 37 °C'de 180 devirde
inkiibasyonu saglanmistir. Bu islemin ardindan 3.2.1.2°de belirtilen kaynatma
metoduyla kolonilerin DNA’lar1 izole edilmistir. Tablo 3.21°’de gosterildigi PCR
kosullarinda, REDTaq DNA Polimeraz enzimi kullanilarak AbENO F ve ADENO R1
primerleri kullanilarak koloni PCR yapilmistir. Sekil 4.25’de koloni PCR sonucu
elde edilen {riinlerin etidyum bromiirle boyanmis agaroz jel goriintiisi

sunulmustur.

1500 be
1200 bg
1000 b
500 be

Sekil 4.25 Koloni PCR sonrasinda elde edilen agaroz jel elektroforez goriintiisii.
Hat M: GeneRuler DNA Markir; Hat 1,2: Negatif PCR sonucu, Hat 3: Pozitif PCR
sonucu.

Pozitif ¢ikan hat 3’teki koloni secilerek 5 ml’lik sivi besiyerindeki kiiltlir %50
gliserol ve sivi azot ile muamele edilmistir ve -80 °C’de saklanmak iizere stok
kiiltiir hazirlanmistir. Stok kiiltiir olusturmanin yani sira bu kiltiirden plazmid
DNA’lar izole edilmistir. Izole edilen bu plazmid DNA’lar Triogen firmasi
tarafindan T7 universal primeri forward primer ve PQE-FP universal primeri de
revers primer olarak kullanilarak cift yonlii dizilenmistir. Firma tarafindan iletilen

dizileme sonucu Sekil 4.26 ve Sekil 4.27’de gosterilmistir.
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Sekil 4.26 T7 universal primeri kullanilanarak dizilenen; LIC 5’ primerler ile
elde edilen klon gen dizisi ile A. baumannii ENO’nun referans dizisinin eglestirme
sonucu. 1. sira: Klonlanan DNA’nin gen dizisi; 2. sira: A. baumannii enolaz
enzimini kodlayan referans gen dizisi.
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Sekil 4.27 PQE-FP universal primeri revers primer olarak kullanilarak

dizilenen; LIC 3’ primerler ile elde edilen klon gen dizisi ile A. baumannii

ENO’nun referans dizisinin eslestirme sonucu. 1. sira: Klonlanan DNA'nin gen
dizisi; 2. sira: A. baumannii enolaz enzimini kodlayan referans gen dizisi.
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Yapilan cift yonlii dizileme sonucu elde edilen kromatogramlar Ek Al ve Ek A2'de

verilmistir.

Dizileme sonucu analiz edildiginde A. baumannii enolaz enzimini kodlayan genin
niikleotid dizisinde mutasyon gerceklestigi gozlemlenmistir. Klonlanan DNA
parcasinin niikleotid dizisi referans dizi ile karsilastirildiginda cerceve kaymasi
mutasyonunun meydana geldigi goriilmektedir. Klonlanan DNA parcasinin A.
baumannii Enolaz geni olmasina ragmen mutasyonun meydana geldigi yerden

itibaren acik okuma cercevesi kaydigi icin enolaz proteini tiretilemeyecektir.

Bu noktada sorunun primer sentezlenme asamasinda AbENO forward primerin 25.
niikleotidi olan Adenin niikleotidinden sonra sentezlenmesi gereken bir Adenin
niikleotidi sentezlenmeyip ardindan gelen diger niikleotid olan Timin’in sentezine
devam edilmesinden dolayr bu durumun meydana geldigi diisiiniilmektedir. Bu
olasilik iizerine ABENO forward primerinin dizilenerek kontrol edilmesi

gerekmektedir. Bu kontroliin ardindan klonlama basamaklar tekrar edilmelidir.

4.1.4 ABENO Dizisinin Aminoasit Diizeyinde Karsilastirmal1 Analizi

Bu tez calismasi kapsaminda AbENO dizisinin aminoasit diizeyinde karsilagtirmali
analizi Clustal Omega [240] programi kullanilarak yapilmistir. Bu amacla A.
baumannii konag1 olan H. sapiens enolaz3 (HUENO3) (erisim no: P13929), A.
haemolyticus MTCC 9819 enolaz1 (erisim no: EPR87828), A. indicus enolazi
(erisim no: KJV45000), B. subtilis enolazi (erisim no: KOS73559), E. coli enolazi
(erisim no: BAE76853), F. nucleatum enolazi (erisim no: EDK88978) ve S.
cerevisiae’nin enolaz aminoasit dizileri (erisim no: P00924) ile yapilan analiz
sonucunda, enolaza ait katalitik rezidiiler, olasi insersiyonlar, delesyonlar ve
plazminojen baglanma bolgesi AbDENO'da belirlenmistir. Kristal yapis1 énceden
belirlenmis olan maya enolazi1 [241,242] rezidii numaralandirmak i¢in referans
olarak kullanilmistir. A. baumannii enolazinin aminoasit benzerlikleri; S. cerevisiae
enolazi ile % 49.21, H. sapiens enolaz3 ile %49.433, A. haemolyticus MTCC 9819
enolazi ile %93.24, A. indicus enolazi ile %91.841, B. subtilis enolazi ile %64.286,

E. coli enolazi ile %67.361 ve F. Nucleatum enolazi ile %56.751’dir.
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Aminoasit diizeyinde yapilan karsilastirmali analiz sonucu Sekil 4. 28'de

gosterilmistir.
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kil 4.28 Enolazin ¢oklu dizi eslestirmesi. Bu eslestirme neticesinde yildiz
isareti 2-PG ile etkilesimde olan, elips isareti dehidrasyon asamasinda etkili olan,

Se

kare isareti Mg*? iyonu ile etkilesimde olan katalitik rezidiileri géstermektedir.
Kirmizi kutu icine alinan bolgeler insersiyon bolgelerini, yesil kutu plazminojen

baglanma bolgesini ve siyah kutu halka 1 bolgesini gostermektedir.

A. baumannii enolazinin katalitik rezidiileri, delesyon bolgeleri ve insersiyon

bolgeleri ile plazminojen baglanma bolgelesi literatiirde yer alan bilgilerden

246,247]. Tum

245,

>

faydalanilarak protein dizi analizi ile saptanmistir [243,244

organizmalardaki katalitik rezidiiler ayn1 numaralarla eslesmemektedir. Bunun

nedeni farkli organizmalarin enolazlarinin amino asit sayilarindaki farkliliktir. Bu
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durumdan dolayi, gerceklestirilen aminoasit diizeyinde karsilastirmali analiz
sonucunda elde edilen amino asit rezidiilerinin numaralandirmasi hedef protein
olan ADENO’ya gore gerceklestirilmistir. Literatiir calismalari esas alinarak
belirlenen Ala41, Ser42, His158, GIn166, Glul67, Glu208, Asp245, Glu289,
Asp316, Lys341, His369, Arg370, Ser371, Lys392 rezidiilerinin reaksiyonlarin
meydana gelmesinde, 2-PG substratinin ve Mg*? iyonlarinin baglanmasinda

gerceklesmesinde etkili olan katalitik rezidiiler oldugu saptanmistir.

Tez kapsaminda AbENO acik ve kapali konformasyonu icin gerceklestirilen
homoloji modelleme calismalar1 sonucunda elde edilen 3 boyutlu protein
modellerde bir hareketli halka bolgesi gozlemlenmistir. Daha 6nce maya ve
Theileria annulata enolazi {izerinde yapilan calismalar referans alinarak
AbBENO’daki bu hareketli halka bolgesinin T. annulata enolazinin halka 1 bolgesi
olabilecegi ongoriilmektedir [243,246,248]. ADENO H.sapiens kas enolazi [244]
ile karsilastirildiginda cesitli peptid ve dipeptid insersiyonlar1 gozlemlendi. S2,
G33, Q140, G237, D239 ve F267 peptid insersiyonlar1 iken (30lL307) dipeptid
insersiyonudur. Insersiyonlarin yani sira peptid, dipeptid ve pentapeptid
delesyonlar1 gozlemlenmistir. D143 peptid delesyonu iken (g;KLg2) ile (198YG199)
gozlemlenen dipeptid delesyonlaridir. Bu delesyonlara ek olarak bir tane
pentapeptid delesyonu (26,FKSPDyg) gozlemlenmistir. Belirlenen insersiyon ve
delesyon bélgelerinin fonksiyonlar ileriki ¢alismalarda analiz edilmelidir. Ayrica
Streptococcus pneumoniae’nin yiizeyinde eksprese edilen, (54,0FYDKERKVYD,s;)
spesifik dizisine sahip olan enolazin bir hiicre yiizey reseptorii olusturdugu
gosterilmistir [247]. Enolaz bu islevi sayesinde konak plazminojen baglanmasinda
gorev almaktadir. AbENO ic¢in bu bolge analiz edildiginde (55;FYKNGQYI.ss)
spesifik dizisinin varligi gozlemlenmistir. Bu bolge plazminojen baglanma
bolgesidir. S. pneumoniae plazminojen baglanma boélgesi ile karsilastirildiginda iki
aminoasitlik delesyon gozlemlenmistir [247]. AbBENO proteininin homoloji
modellemesi gerceklestirilerek muhtemel ilac hedef bolgelerinin belirlenmesi

boliim 4.1.7'de sunulmustur.
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4.1.5 Acinetobacter baumannii Enolazinin Molar Absorblama
Katsayisinin ve Molekiil Agirliginin Hesaplanmasi

ProtParam; proteinlerin cesitli kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin teorik olarak
hesaplanmasina imkan taniyan biyoinformatik bir aractir. APENO aminoasit dizisi
ProtParam [249]’a girilerek A. baumannii enolazinin fiziksel ve kimyasal

ozellikleri hesaplanmistir. Bu 6zellikler Tablo 4.1’de gosterilmistir.

Tablo 4.1 A.baumannii enolazinin cesitli fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Negatif Pozitif
Protein Aminoasit Molekiiler Teorik yiiklii yiiklii Molar
Sayis1 Agirhik izoelektrik rezidiilerin  rezidiiler Absorpla
nokta toplam in ma
sayis1 toplam katsayisi
(Asp + Glu) sayis1
(Arg +
Lys)
A. 429 46216.17 Da 4.99 55 41 30495
baumannii M1 cm't

Enolaz

4.1.6 A. baumannii Enolazinin ifade Edilmesi

IPTG, A. baumannii enolaz enziminin ifadesinin gerceklestirilmesi amaciyla
indiikleyici olarak kullanilmistir. IPTG lac operonunun kontrolii altinda olan
genlerin ifade edilmesinde indiikleyici olarak gorev almaktadir. IPTG lac
operonunun represor molekiiliine baglanir ve bu sayede gen bolgesinin agilmasini
saglayarak o bolgeye enzimin baglanmasina aracilik etmektedir. Bu sayede lac
operonu tarafindan kontrol edilen B- galaktosidaz gibi genlerin transkripsiyonunu
tetiklemektedir [250]. A. baumannii enolaz enzimini kodlayan gen oldugu
diistintilen niikleotid dizisinin dizilenmesi icin ilgili firmaya gonderildigi zaman
ile es zamanl olarak ekspresyon calismalar1 yapilmistir.

A. baumannii enolaz geninin ifade edilmesi deneyinde yapilan indiikleme islemi;
0,5 mM IPTG’nin hazirlanan 50 ml LB siv1 besiyerindeki hiicre kiiltiirlerine ilave
edilmesiyle gerceklestirilmistir. ADENO genini icinde barindiran E. coli BL21(DE3)
hiicreleri hem indiiklenerek hem de indiiklenmeden inkiibe edilmistir. Bu islemin
yanisira; negatif kontroliin saglanmasi amaciyla AbENO genini icermeyen E. coli

BL21(DE3) hiicreleri indiiklenerek ve indiiklenmeden inkiibe edilmistir.
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Hiicrelerin inkiibasyon siireleri 3 saat, 5 saat ve bir gece boyu (16 saat) olacak
sekilde belirlenmistir. A. baumannii enolazin molekiil agirligi ProtParam [249]
programi kullanilarak belirlenmistir. ADENO’nun 429 aminoasitlik protein dizisi
programa girilerek bu deger hesaplanmistir. Gerceklestirilen hesaplama
dogrultusunda; AbENO proteininin molekiil agirlg1 46216.17 Da (46,21 kDa)
olarak belirlenmistir. A. baumannii enolaz enziminin molekiiler agirlig1 SDS-PAGE
analizinde proteinin biyikliigiinii saptayabilmek amaciyla kullanilmistir.
Gerceklestirilen ekspresyon calismasi sonrasinda elde edilen hiicre lizatlari
Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel elektroforezinde yiiriitilmiistiir (Sekil
4.29 ve Sekil 4.30).

) - =
HatM Hatl Hat2 Hat3 Hat4 Hat5Hat6 Hat7 Hat8
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i!_
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Sekil 4.29 Hiicrelerin 5 saat inkiibe edilmesinin ardindan elde edilen
ekspresyon sonucu. Hat M: Protein markir, Hat 1: Indiiklenmeyen E. coli
BL21(DE3) hiicrelerinin siipernatanti, Hat 2: indﬁklenmeyen E. coli BL21(DE3)
hiicrelerinin pelleti; Hat 3: Indiiklenen E. coli BL21(DE3) hiicrelerinin
siipernatant1 Hat 4: Indiiklenen E. coli BL21(DE3) hiicrelerinin pelleti, Hat 5:
Indiiklenmeyen APENO genini iceren E. coli BL21(DE3) hiicrelerinin
siipernatanti, Hat 6: Indiiklenmeyen AbENO genini iceren E. coli BL21(DE3)
hiicrelerinin pelleti; Hat 7: Indiiklenen APENO genini iceren E. coli BL21(DE3)
hiicrelerinin siipernatanti, Hat 8: Indiiklenen AbENO genini iceren E. coli
BL21(DE3) hiicrelerinin pelleti.
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Sekil 4.30 Hiicrelerin bir gece boyunca inkiibe edilmesinin ardindan elde
edilen ekspresyon sonucu. Hat M: Protein markir; Hat 1: Indiikklenmeyen E. coli
BL21(DE3) hiicrelerinin siipernatanti, Hat 2: indﬁklenmeyen E. coli BL21(DE3)

hiicrelerinin pelleti, Hat 3: Indiiklenen E. coli BL21(DE3) hiicrelerinin
siipernatanti, Hat 4: Indiiklenen E.coli BL21(DE3) hiicrelerinin pelleti, Hat 5:
Indiiklenmeyen ADENO genini iceren E. coli BL21(DE3) hiicrelerinin siipernatant
Hat 6: Indiiklenmeyen AbPENO genini iceren E. coli BL21(DE3) hiicrelerinin
pelleti, Hat 7: Indiiklenen APENO genini iceren E.coli BL21(DE3) hiicrelerinin
siipernatant: Hat 8: Indiiklenen APENO genini iceren E.coli BL21(DE3)
hiicrelerinin pelleti.

Elektroforez sonuclar1 degerlendirildiginde AbBENO proteinin ifade edilemedigi
gozlemlenmistir. Ekspresyon calismasi ile es zamanli sonuc¢ veren dizileme
sonuclar1 degerlendirildiginde AbENO niikleotid dizisinde cerceve kaymasi
mutasyonunun gerceklestigi goézlemlenmistir. Klonlanan niikleotid dizisinin
AbBENO proteini olmadigi kanitlanmistir. Bu sonu¢ ADENO proteininin

ekspresyonunun gerceklestirilememe nedenini agiklamaktadir.

4.1.7 ABENO Enziminin Homoloji Modellemesi ve Validasyonu

Dimer olarak bulunan enolaz enziminin alt {initesi iki domain icermektedir.
Enolazin kiiciik N-terminal domaini; o+f3 yapisina sahiptir. Dort heliks ve ii¢ anti
paralel kivrim bu yapiy1 olusturur. Kiiciik N-terminal domaininin yani sira, sekiz
kivrima sahip B+a fig1 topolojisi enolazin ana domainini olusturmaktadir. Bu sekiz
kivrimli B+o fig1 yapisi, trioz fosfat izomeraz (TIM) fict yapisindan farklilik
gostermektedir. TIM fic1 yapisi (Ba)8 topolojisine sahipken bu sekiz kivrima sahip
B+a fic1 yapisi, Ppoao (Ba)6 topolojisine sahiptir. Ik olarak Lebioda vd. maya
enolazinda bu yapiy1 tespit etmistir [242]. Maya enolaz1 X-1s1n1 kristalografi
metodu kullanilarak 3 boyutlu yapisi ¢oztimlenen ilk enolazdir [242,245,246].
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Bu dogrultuda maya enolazi aminoasit rezidiilerinin numaralandirilmasinda

kullanilmistur.

TIM fi¢1 yapisinin karboksilik ucunda enolaz enzimin aktif bolgesi bulunmaktadir.
Enzimin aktif bolgesine giden genis bir yarik, fict domainden cikan iki uzun halka
bolgesi ve N-terminal domainin bir fragmenti tarafindan olusturulmaktadir [242].
Enolaz proteinin aktif bolgesi ile ilgili yapilan analizler neticesinde; 2-PG baglama
rezidiileri belirlenmistir. Bu rezidiiler; Lys396, Ser375, Arg374, His373, Lys345,
GIn167, His159 amino asitleridir [245,246]. Bu rezidiilere ilave olarak Ala138
rezidiisiiniin de 2-PG ile etkilesim halinde oldugu belirlenmistir [245]. Asp246,
Glu295 ve Asp320 rezidiilerinin Mg** iyonu ile etkilesim gosterdigi ve Ser39
rezidiistiniin ise ikinci Mg*? iyonu ile bag yaptig1 saptanmustir [246]. Enolazin
yapis1 lizerinde gerceklestirilen caligsmalar sonucunda; enolazin aktif bolgesi
etrafinda yer alan ti¢ katalitik halka bolgesinin hareketinin yerel konformasyonel
degisikliklerle ile iliskili oldugu belirlenmistir. Bu arastirmalar; birinci metal
iyonu, substrat ve ikinci metal iyonu baglanma sirasinin 6nemli oldugu gercegini
ortaya cikarmistir. Bu 6zellik; enzimin kapali, yari-kapali ve acik olmak tizere ii¢
birbirinden farkli aktif bélge yapisina sahip oldugunu gostermektedir [245]. Apo-
enzim olarak acik konformasyon halinde bulunan enolaz enziminin aktif bolgesi
tamamen coziicii ile etkilesim halinde bulunmaktadir. Uriin ya da substrat ve
metal iyonlar enzime baglandiginda, aktif bolge iizerine ii¢ halka bolgesi yonelir
ve bu durum 6nemli konformasyonel degisikliklerin meydana gelmesine sebep
olarak enolazin “kapali” konformasyonunu meydana getirir [245]. Tez calismasi
kapsaminda; AbENO acik ve kapali konformasyonlar: i¢cin homoloji modelleri
olusturulmustur. Inhibitérler enzim kapandigi icin baska bolgelere
baglanabilmektedir. Inhibitérlerin aktif bolge disina da baglanabildigi
gosterilmistir [251]. Bu yiizden homoloji modelleme yapilirken kapal

konformasyonun da homoloji modeli olusturulmustur.

Bilgisayar destekli ilac tasarimi yaklasimina yonelik olarak A. baumannii enolazina
karsi potansiyel inhibitorlerin saptanmasi amaciyla APENO’nun acik ve kapali
konformasyonlarinin homoloji modellemesi gerceklestirilmistir. AbENO’nun agik

konformasyonu i¢cin MODELLER v9.15 programi [126] ve SWISS-MODEL [224]
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kullanilarak iki farkli 3B protein modeli olusturulmustur. Ayni sekilde APENO’nun
kapali formasyonu i¢in de bu iki program kullanilarak iki farkli 3B protein modeli
yaratilmistir. Homoloji modelleme ile 3B protein modeli olusturmak icin ilk olarak
AbENO enziminin aminoasit dizisi web tabanli bir sunucu olan BLAST programina
yiklenmistir. PSI-BLAST [252] algoritmas1 kullanilarak AbBENO acik ve kapali
konformasyonlar1 i¢in uygun kalip proteini bulmak icin PDB’ta (Protien Data

Bank) yer alan proteinlere karsi protein taramasi yapilmistir [253].

Homoloji modelleme yapilabilmesi icin hedef protein ile kalip olarak secilen
protein arasinda en az %30 benzerlik olmasi gerekmektedir [254]. Yapilan tarama
sonucunda; AbENO acik konformasyonunun homoloji modellenmesi icin %64.9
dizi benzerligine sahip, maksimum skor degeri 537 ve E-degeri 0.0 olan 4A3R pdb
numarali Bacillus Subtilis enolaz proteini kalip protein olarak secilmistir. APENO
kapali konformasyonunun homoloji modellenmesi icin ise %67.67 dizi
benzerligine sahip, maksimum skor degeri 582 ve E-degeri 0.0 olan 6BFY pdb
numarali E.coli enolaz enzimi kalip protein olarak belirlenmistir. MUSCLE
programi ile %64.9 oraninda dizi benzerligi gosteren kalip ile ADENOamino asit

dizi eslestirme sonucu Sekil 4.31’de gosterilmistir.
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Sekil 4.31 AbENO acik konformasyonun homoloji modelinin olusturulmasi icin
kalip olarak secilen B. Subtilis enolaz proteininin (1. sira) ve A. baumannii
enolaz proteinin (2. sira) aminoasit dizilerinin eslestirilmesi.
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MUSCLE programi kullanilarak %67.67 oraninda dizi benzerligi gosteren kalip ile

AbENO aminoasit dizi eslestirme sonucu Sekil 4.32’de gosterilmistir.
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Sekil 4.32 APENO kapali konformasyonun homoloji modelinin olusturulmasi
icin kalip olarak secilen E.coli enolaz proteininin (1. sira) ve A. baumannii enolaz
proteinin (2. sira) aminoasit dizilerinin eslestirilmesi.

4.1.7.1 MODELLER v9.15 programi Kullanilarak AbBENO Acik ve

Kapali: Konformasyonlarinin Homoloji Modelinin Olusturulmasi

ADbENO acik konformasyonun homoloji modelinin olusturulmas: icin, ABENO
aminoasit dizisi ve kalip protein pdb dosyast MODELLER v9.15 programina
girilerek 100 farkli model olusturulmustur. Ayni sekilde AbENO kapali
konformasyonunun homoloji modelinin olusturulmasi i¢cin AbENO aminoasit dizisi
ve kapali model icin secilen kalip protein pdb dosyasi MODELLER v9.15
programina girilerek 100 farkli model yaratilmistir. Her iki form i¢in olusturulan
modellerin DOPE (Discrete Optimized Protein Energy) skoru hesaplanmistir. Bu
skor i¢ enerjiyle alakali olup diisitk DOPE skoruna sahip olan yapilar daha kararl
durumdadir. Bu yonden, A. baumannii enolazinin acik ve kapali konformasyonlari
icin ayr1 ayr1 olusturulan 100 modelden DOPE skoru en diisitk olan modeller

molekiiler yanastirma calismalar1 icin belirlenmistir. A¢ik konformasyon igin -
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49929.70313 ile en diisitk DOPE skoruna sahip 56 numarali model en iyi model
olarak secilmistir. Kapali konformasyon i¢in ise 29 numarali model -51071.58594
ile en diisik DOPE skoruna sahip olup en iyi model secilmistir. Enerji
minimizasyonu sonrasi AbENO acik ve kapali konformasyonu icin olusturulan

homoloji modeller Sekil 4.33’de gosterilmistir.
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Sekil 4.33 Enerji minimizasyonu sonrasi AbENO acik ve kapali konformasyonu
icin olusturulan homoloji modeller. Mavi renkle gosterilen kapali form icin
olusturulan homoloji modeli, turuncu renkle ise acik form icin olusturulan

modeli gostermektedir.

DOPE skoru temel alinarak belirlenen modelleri deneysel hedef yapilarina
yakinlastirmak icin enerji minimizasyonu Chimera v1.13.1 programi kullanilarak
AMBER 14SB kuvvet alami uygulanarak 2000 dongii olacak sekilde

gerceklestirilmistir.

Enerji minimizasyonu sonrasi elde edilen ABENO acik konformasyonuna ait
olusturulan 3B protein modelinin, bu modelin olusturulmas: i¢in kalip olarak
kullanilan B.subtilis enolazi (PDBID:4A3R) ile siiperimpozisyonu Chimera v1.13.1
programi kullanilarak gerceklestirilmistir Ayni sekilde AbENO kapali
konformasyonuna ait 3B protein modeli ile bu modelin olusturulmasi icin kalip
olarak kullanilan E.coli enolazi (PDBID:6BFY) ile siiperimpozisyonu Chimera

v1.13.1 programi kullanilarak gerceklestirilmistir.
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AbBENO’nun acik ve kapali konformasyonlari i¢in olusturulan her iki tip model ile
bu iki konformasyon icin secilen kalip protein yapilarinin karsilastiriimasi
sonucunda, root mean square deviation (RMSD) degeri Chimera v1.13.1 programi
kullanilarak elde edilmistir. RMSD proteinlerin atomlar: arasindaki uzaklig ifade
eden bir degerdir. Birbirine benzer yapilarin RMSD degeri 0’dir [255]. Bu bilgiden
yola cikilarak hesaplanan RMSD degerinin sifira yakin bir degere sahip olmasi
olusturulan 3B modellerin kalip proteine benzerligini gostermektedir. APENO’nun
acik ve kapali konformasyonlari icin RMSD degerleri sirasiyla 0.368 A ve 0.333 A
olarak belirlenmistir. RMSD degeri sifira ne kadar yakinsa iki proteinin birbirine

o derece yapisal olarak benzer oldugu anlasilmaktadir [225].

ADBENO acik ve kapali konformasyonlari icin olusturulan 3B protein modellerinin
validasyonu ilk olarak ERRAT web sunucusu kullanilarak gerceklestirilmistir.
ERRAT karakteristik atomik etkilesimlere dayanan protein yapilarinin dogru ve
yanlis saptanmis bolgelerinin ayirt edilmesine imkan taniyan bir programdir.
Atomlar oksijen (O), karbon (C), nitrojen (N) olmak {izere 3 grupta
siniflandirilirlar. Bu durumda, atomlar arasinda ikili kovalent olmayan 6 farkl
kombinasyon meydana gelmektedir. Olusan kombinasyonlar OO, CC, NO, NN,
CN, CO kombinasyonlaridir [226].
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Sekil 4.34 AbENO acik konformasyonu icin olusturulan protein modelinin
enerji minimizasyon sonrast ERRAT histogrami.

ERRAT web sunucusu kullanilarak her bir rezidiiniin atomlar1 arasindaki
etkilesimler incelenebilmektedir ve karakteristik olmayan etkilesimlerden tiireyen
hatalar istatistiksel olarak saptanmaktadir. ERRAT programindan elde edilen
sonuclar incelendiginde, analiz sonucu olusan grafikte %95’in iizerinde kirmizi
renkle gosterilen alanlarda hatali olan amino asitler gosterilmektedir. AbENO acik
konformasyonuna ait olusturulan 3B protein modelinin genel kalite faktorii enerji
minimizasyon sonrasinda 92.339 olarak hesaplanmistir. Analiz sonrasi ERRAT
sonuclarin yliksek cikmasi atomlar arasindaki etkilesimin gayet iyi oldugunu ve
proteinin {i¢c boyutlu yapisinin dogrulugunun yiiksek oldugunu belirtmektedir.
ADBENO acik konformasyonu icin yaratilan protein modelinin enerji minimizasyon

sonrast ERRAT histogrami Sekil 4.34’de gosterilmistir.

ADbENO kapali konformasyonu i¢in olusturulan 3B protein modelinin genel kalite
faktorii enerji minimizasyon sonrasinda 95.4869 olarak belirlenmistir. Analiz
sonrasi ERRAT sonuclarin ytiksek ¢ikmasi atomlar arasindaki etkilesimin gayet iyi
oldugunu ve proteinin {i¢c boyutlu yapisinin dogrulugunun yiiksek oldugunu
belirtmektedir. ADENO kapali konformasyonu i¢in yaratilan protein modelinin

enerji minimizasyon sonrast ERRAT histogrami Sekil 4.35’de sunulmusur.
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Sekil 4.35 AbENO kapali konformasyonu icin olusturulan protein modelinin
enerji minimizasyon sonrasi ERRAT histogrami.
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Olusturulan modellerin validasyonu icin kullanilan ikinci program ProSA’dir. Bu
program ile protein yapi analizi yapilmaktadir. ProSA programi olusturulan 3B
protein yapilarinda goézlemlenen potansiyel problemleri gosteren skorlarin ve
enerji  grafiklerinin  goriintiilenmesi amaciyla etkilesimli web tabanlh
uygulamalarin avantajlarindan yararlanmaktadir. ProSA sunucusu ile bir
proteinin sahip oldugu kalite skoru tiim bilinen protein yapilari temel alinarak
gosterilir ve bir yapimin sahip oldugu sorunlu boliimleri 3B molekiil
goriintiileyicide sunulur. NMR spektroskopisi, X-isin1 analizi ve teorik
hesaplamalardan elde edilen 3B protein yapilarinin validasyonunda ortaya cikan
ihtiyaclar bu sunucu tarafindan karsilanmaktadir [145].

ProSA programina 3B model yapinin yiiklenmesiyle yapinin sahip oldugu Z-skoru
ve rezidili enerji grafigi olusturulur. 3B modelin genel kalite skoru olan Z-skoru,
yapist coziimlenmis proteinlerin konformasyonlardan tiiretilen bir enerji
dagilimini temel alarak 3B yapinin toplam enerji sapmasini belirler.

Deneysel olarak yapisi tanimlanmisg tiim proteinlerin Z-skorlarini icinde barindiran
bir grafik iizerinde model 3B protein yapinin Z-skoru gosterilmektedir. X-1s1n1 ve
NMR ile ii¢ boyutlu yapisi ¢éziimlenmis yap1 gruplar grafik iizerinde farkli renkler

kullanilarak gosterilmistir. ProSA programina yiiklenen proteinin Z-skoru, bu

121



gruplardan birine dahil olan benzer boyuttaki proteinleri icin tanimlanan Z-skoru
araliginda yer alip almadig1 degerlendirilir [145].

Enerji minimizasyonu gerceklestirildikten sonra AbBENO acik ve kapali
konformasyonlari icin olusturulan 3B protein modellerinin Z-skorlar1 sirasiyla -9.7
ve -9.6 olarak hesaplanmistir. Her iki tip modelin X-ray kristalografisi ile yapisi
¢oziimlenmis protein grubu arasinda bulundugu sonucuna varilmistir. (Sekil
4.36a ve 4.36b). Hesaplanan Z-skorlarinin proteinlerin deneysel olarak yapisi
¢oziilmiis proteinlerin skorlar1 arasinda yer almasi, her iki konformasyon icin
olusturulan 3B modellerin dogru modeller olarak kabul edilmesine imkan

vermektedir.
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Sekil 4.36 Enerji minimizasyonu sonrasi ADENO acik (a) ve kapali (b)
konformasyonu i¢in olusturulan modellerin Z-skor sonucu.

ProSA ile yapilan protein modelinin analizi sonucu elde edilen bir diger veri olan
enerji grafiginde yerel model kalitesi; aminoasit dizi pozisyonunun fonksiyonu
olarak verilen enerjilere gore degerlendirir. Tek rezidii enerji grafigi genellikle
biiyiik dalgalanmalar sergiler. Olusturulan 3B protein modelin degerlendirilmesi
icin siirh bir deger olarak goriilmektedir. Bu nedenle 40 rezidii icin ortalama

enerji hesaplamasi yapilarak enerji grafigine uygulanir. Enerji grafiginde
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gozlemlenen pozitif degerler olusturulan modelin hatali veya sorunlu boliimlerine
denk gelmektedir [145].

Bu noktada elde edilen enerji grafigi degerlendirildiginde, neredeyse biitiin
rezidiilerin negatif bolgede yer almasi, model protein konformasyonlarinin dogru
bir sekilde belirlendigini gostermektedir. ADENO acik ve kapali konformasyonlari
icin olusturulan 3B protein modellerinin enerji grafikleri sirasiyla Sekil 4.37a ve

Sekil 4.37b’de yer almaktadir.
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Sekil 4.37 Enerji minimizasyonu gerceklestirildikten sonra AbENO acik (a) ve
kapali (b) konformasyonu icin olusturulan modellerin enerji diizeyi grafigi.

Bir diger validasyon programi olan ProQ, homoloji modelleme sonrasi olusturulan
modelin ¢ok sayida farkli yapisal 6zelliklerinden yararlanarak 3B protein modelin
kalitesini degerlendiren bir aractir. ProQ modelin kalitesini analiz ederken bazi
protein yapi oOzelliklerinden yararlanir. Coziicii erisilebilirligi, atom-atom ve
rezidii-rezidi bag sikligi, kalip protein ve olusturulan modelin ikincil yapilari
arasindaki benzerlik ProQ programinin yararlandigi bu protein yapi 6zelliklerini
olusturur. Bu protein yapi 6zellikleri kullanilarak modelin LGscore degeri saptanir.
Olusturulan modelin LGscore degeri 1.5'in iizerinde ise dogru model, 2.5’in
lizerinde ise cok iyi model ve 4’lin iizerinde ise son derece iyi model olarak

adlandirilmaktadir [227].
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Son derece iyi model olarak kabul edilen ABENO acik konformasyonu icin
olusturulan 3B protein modelin LGscore degeri 6.150°dir. LGscore degeri 6.223
olan AbENO kapali konformasyonu icin olusturulan 3B protein model de son
derece iyi model olarak kabul edilmistir.

Validasyon icin kullanilan bir diger program RAMPAGE’dir [228]. Bu programda
proteinin yapisini olusturulan amino asit rezidilerinin phi (¢) ve psi (y) adi
verilen dihedral acilarin grafigini veren Ramachandran diyagrami
olusturulmaktadir. Olusturulan diyagramda x-ekseninde ¢ degerleri yer alirken y-
ekseninde y degerleri bulunur. Olusturulan 3B protein modelin iyi kalitede oldugu
yorumunun yapilabilmesi icin Ramachandran diyagraminda asil bolge olarak
nitelendirilen bolgedeki rezidii yiizdesinin %90 ve iizerinde olmasi gerekmektedir.
Enerji minimizasyon sonrasit AbENO acik konformasyonu i¢in olusturulan modelin
Ramachandran diyagramindaki asil bolgedeki rezidii yiizdesi %93.7, kabul
edilebilir bolgedeki rezidii yiizdesi %5.6 ve dis bolgedeki rezidii yiizdesi %0.7’dir.
Enerji minimizasyon sonrast AbDENO kapali konformasyonu icin olusturulan
homoloji modelinin Ramachandran diyagramindaki asil bolgedeki rezidii ylizdesi
%96, kabul edilebilir bolgedeki rezidii yiizdesi %3.7 ve dis bolgedeki rezidii
ylizdesi %0.2’dir.

ADBENO acik ve kapali konformasyonu i¢in olusturulan her iki 3B protein modelin
asil bolgede bulunan rezidii yiizdeleri degerlendirildiginde MODELLER v9.15
kullanilarak olusturulan her iki modelin iyi kalitede oldugu kabul edilmistir.
VERIFY3D olusturulan 3B protein model ile onun bir boyutlu aminoasit dizisiyle
uygunlugunu degerlendiren ve yapisi iyi bir sekilde belirlenmis diger modellerle
karsilastiran bir programdir. Bu sekilde 3 boyutlu profillerle protein modellerinin
degerlendirilmesi gerceklestirilir [229]. VERIFY3D programinda bir modelin iyi
bir model olarak degerlendirilebilmesi icin amino asitlerin en az %80’inin
skorunun 3D/1D profilinde 0.2’den biiyiik ya da esit olmas1 gerekmektedir. Sekil
4.38’de gosterildigi tizere ADENO acik konformasyonu icin olusturulan protein
modelin rezidiilerinin %86.01’inin 3D-1D skorunun 0.2'den biiyiik veya esit

oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 4.38 ADENO acik konformasyonu i¢in olusturulan protein modelin
VERIFY3D sonucu.

Sekil 4.39’da sunuldugu {izere ADENO kapali konformasyonu icin olusturulan
protein modelin rezidiilerinin %88.34’tintin 3D-1D skorunun 0.2’den biiyiik veya

esit oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 4.39 AbENO kapali konformasyonu icin olusturulan protein modelin
VERIFY3D sonucu.

Her iki model i¢in elde edilen VERIFY3D sonuclar1 degerlendirildiginde her iki
modelin de iyi bir model oldugu anlasilmaistir.
Elde edilen 3B protein modellerin kalitesinin degerlendirilmesinde kullanilan bir

diger olciit QMEAN’dir. QMEAN olusturulan modelin geometrik analizini yaparak
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kalitesini degerlendirir [256]. Enerji minimizasyonu sonrasi MODELLER
kullanilarak AbENO acik ve kapali konformasyonlari icin olusturulan modellerin
QMEAN degerleri sirasiyla -2 ve -0.72’dir. Enerji minimizasyonu yapildiktan sonra
QMEAN degeri -4'ten daha kiiciik olur ise bu durum olusturulan modelin diisiik
kalitede oldugunu gosterir. QMEAN skoru 0’a ne kadar yakin olursa olusturulan
modelin kalitesinin o kadar iyi oldugu anlasilir [257]. Bu degerlendirme
Olciitlerinde ADENO acik ve kapali konformasyonu icin olusturulan modellerin
QMEAN degerlerinin iyi modellerin sahip oldugu QMEAN degerleri arasinda

oldugu gosterilmistir.

4.1.7.2 SWISS-MODEL Program Kullanilarak ABENO Acik ve Kapali

Konformasyonlarinin Homoloji Modelinin Olusturulmasi

AbENO acik konformasyonun homoloji modelinin olusturulmasi icin, APENO
aminoasit dizisi ve kalip olarak secilen, ADENO ile %66.12 dizi benzerligi iceren
4a3r.1.A PDB numarali B. subtilis enolazi SWISS-MODEL [224] programina
girilerek model olusturulmustur. Olusturulan modelin QMEAN degeri -1.27,
GMQE degeri 0.81, CpB degeri -1.16, coziinme degeri 0.42 ve torsiyonu (burulma)
-1.18dir.

ABENO kapali konformasyonun homoloji modelinin olusturulmasi icin, AbENO
aminoasit dizisi ve kalip olarak secilen, ADENO ile %68.15 dizi benzerligi iceren
6bfy.1.A PDB numarali E.coli enolazi SWISS-MODEL [224] programina girilerek
model olusturulmustur. Olusturulan modelin QMEAN degeri -0.45, GMQE degeri
0.85, CB degeri -0.24, ¢oziinme degeri 0.60 ve torsiyonu (burulma) -0.59’dur.

AbBENO’nun acik ve kapali formu i¢in enerji minimizasyonu Chimera v1.13.1
programi kullanilarak AMBER 14SB kuvvet alani uygulanarak 2000 dongii olacak
sekilde yapilmistir. Enerji minimizasyonu sonrasi acik ve kapali formun modelleri

Sekil 4.40’ta verilmistir.
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Sekil 4.40 Enerji minimizasyon sonrasi SWISS- MODEL kullanilarak ADENO
acik ve kapali form i¢in olusturulan homoloji modeller. Kapali form icin
olusturulan model mavi renk ile gosterilmistir. Sar1 renk ise acik form i¢in
olusturulan modeli gostermektedir.

AbBENO’nun acik ve kapali konformasyonlari icin yaratilan her iki tip model ile bu
iki konformasyon icin secilen kalip protein yapilarinin karsilastirilmasi sonucunda,
root mean square deviation (RMSD) degeri Chimera v1.13.1 programi
kullanilarak elde edilmistir. APENO'nun acik ve kapali konformasyonlari igin
RMSD degerleri sirasiyla 0.369 A ve 0.279 A olarak belirlenmistir. RMSD degeri
sifira ne kadar yakinsa iki proteinin birbirine o derece yapisal olarak benzer
oldugu anlasilmaktadir [225]. Bu noktada elde edilen RMSD degerleri kabul
edilebilir degerlerdir.

ABENO acik ve kapali konformasyonlar1 icin SWISS-MODEL ile olusturulan 3B
protein modellerinin validasyonunu yapmak i¢im kullanilan ilk web sunucusu
ERRATtir. APENO acik konformasyonu icin olusturulan 3B protein modelinin
genel kalite faktori enerji minimizasyon sonrasinda 94.4712 olarak
hesaplanmistir. Analiz sonrast ERRAT sonuclarin yiiksek cikmasi atomlar
arasindaki etkilesimin gayet iyi oldugunu ve proteinin ii¢ boyutlu yapisinin
dogrulugunun yiiksek oldugunu belirtmektedir. AbENO acik konformasyonu i¢in
yaratilan protein modelinin enerji minimizasyon sonrast ERRAT histogrami Sekil

4.41’de gosterilmistir.
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Sekil 4.41 AbENO acik konformasyonu icin SWISS-MODEL ile olusturulan
protein modelinin enerji minimizasyon sonrasi ERRAT histogrami.

ADBENO kapali konformasyonu icin olusturulan 3B protein modelinin genel kalite
faktorii enerji minimizasyon sonrasinda 96.4115 olarak belirlenmistir. Analiz
sonrast ERRAT sonuclarin yiiksek ¢ikmasi atomlar arasindaki etkilesimin iyi bir
diizeyde oldugunu ve proteinin ii¢ boyutlu yapisinin yiiksek dogruluga sahip
oldugunu gostermektedir. ADENO kapali konformasyonu icin yaratilan protein

modelinin enerji minimizasyon sonrast ERRAT histogrami Sekil 4.42’de

sunulmusur.
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Sekil 4.42 AbENO kapali konformasyonu i¢cin SWISS-MODEL ile olusturulan
protein modelinin enerji minimizasyon sonrast ERRAT histogrami.

SWISS-MODEL ile olusturulan modellerin validasyonu icin kullanilan ikinci
program ProSA’dir. Enerji minimizasyonu gerceklestirildikten sonra AbENO acik
ve kapali konformasyonlar i¢in olusturulan 3B protein modellerinin Z-skorlar1
sirasyla -8.98 ve -9.52 olarak hesaplanmistir. Her iki tip modelin X-ray
kristalografisi ile yapisi ¢oziimlenmis protein grubu arasinda bulundugu sonucuna
varilmistir. (Sekil 4.43a ve Sekil 4.43b). Hesaplanan Z-skorlarinin proteinlerin
deneysel olarak yapisi ¢oziilmiis proteinlerin skorlari arasinda yer almasi, her iki
konformasyon i¢in olusturulan 3B modellerin dogru modeller olarak kabul

edilmesine imkan vermektedir.
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Sekil 4.43 Enerji minimizasyonu sonrast AbENO acik (a) ve kapali (b)
konformasyonu icin olusturulan modellerin Z-skor sonucu.

ProSA ile yapilan protein modelinin degerlendirilmesi sonucu elde edilen bir diger
veri olan enerji grafiginde yerel model kalitesi; aminoasit dizi pozisyonunun

fonksiyonu olarak verilen enerjilere gore degerlendirir.

Bu noktada olusturulan modelin enerji grafigi degerlendirildiginde, neredeyse
biitlin rezidiilerin negatif bolgede yer almasi, model protein konformasyonlarinin
dogru bir sekilde belirlendigini gostermektedir. ADENO acik ve kapal
konformasyonlar1 i¢in olusturulan 3B protein modellerinin enerji grafikleri

sirastyla Sekil 4.44a ve Sekil 4.44b’de yer almaktadir.

130



Bilgi temelli enerji

(a) (b)

mdawsize 10 WINDOW SIZE 10

B wndosize 40
WINDOW SIZE 40

Knowledge-based energy

Sequence position

Dizi pozisyonu Dizi pozisyonu

Sekil 4.44 Enerji minimizasyonu gerceklestirildikten sonra AbENO acik (a) ve
kapali (b) konformasyonu icin olusturulan modellerin enerji diizeyi grafigi.

Elde edilen 3B protein modellerin kalitesinin degerlendirilmesinde kullanilan bir
diger validasyon programi ProQ’dur. Olusturulan modelin LGscore degeri 1.5'in
tizerinde ise dogru model, 2.5’in iizerinde ise ¢ok iyi model ve 4’{in iizerinde ise
son derece iyi model olarak adlandirilmaktadir [258]. Son derece iyi model olarak
kabul edilen ADENO acik konformasyonu i¢in olusturulan 3B protein modelin
LGscore degeri 6.323tiir. LGscore degeri 6.174 olan AbENO kapali
konformasyonu icin olusturulan 3B protein model de son derece iyi model olarak

kabul edilmistir.

Validasyon i¢in kullanilan bir diger program RAMPAGE’dir [259]. Enerji
minimizasyon sonrast ADENO acik konformasyonu icin olusturulan modelin
Ramachandran diyagramindaki asil bolgedeki rezidii yilizdesi %92.3, kabul
edilebilir bolgedeki rezidii yiizdesi %6.6 ve dis bolgedeki rezidii ytizdesi %1.2’dir.
Enerji minimizasyon sonrasi AbDENO kapali konformasyonu icin olusturulan
homoloji modelinin Ramachandran diyagramindaki asil bolgedeki rezidii yiizdesi
%94.4, kabul edilebilir bolgedeki rezidii yiizdesi %5.4 ve dis bolgedeki rezidii
ylizdesi %0.2’dir. ADENO acik ve kapali konformasyonu i¢in olusturulan her iki 3B

protein modelin asil bolgede bulunan rezidi yilizdeleri degerlendirildiginde
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SWISS-MODEL kullanilarak olusturulan her iki modelin iyi kalitede oldugu kabul
edilmistir.

Olusturulan modellerin kalitesini degerlendiren bir diger program VERIFY3D’dir
[229]. Sekil 4.45'de gosterildigi tizere AbBENO acik konformasyonu icin
olusturulan protein modelin rezidiilerinin %89.25’inin 3D-1D skorunun 0.2’den

biiyiik veya esit oldugu gézlemlenmistir.

Verify3D: (ADENOa_swissmin.pdb)
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Sekil 4.45 AbENO acik konformasyonu icin SWISS-MODEL ile olusturulan
protein modelin VERIFY3D sonucu

Sekil 4.46’da gosterildigi tizere ADENO kapali konformasyonu icin olusturulan
protein modelin rezidiilerinin %88.99’unun 3D-1D skorunun 0.2’den biiyiik veya

esit oldugu gozlemlenmistir.

Verify3D: (AbENOk_swissmin.pdb)

1 Averaged Score | Raw Score
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Sekil 4.46 AbENO kapali konformasyonu icin SWISS-MODEL ile
olusturulan protein modelin VERIFY3D sonucu.
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SWISS-MODEL kullanilarak ADENO agik ve kapali konformasyonu i¢in olusturulan
her iki model i¢cin VERIFY3D sonuclar1 degerlendirildiginde her iki modelin de iyi

bir model oldugu goriilmektedir.

QMEAN degeri olusturulan modellerin kalitesinin degerlendirilmesinde
kullanilan bir diger onemli degerlendirme olciitidiir [230]. SWISS-MODEL ile
ABENO acik konformasyonu igin olusturulan modelin enerji minimizasyonu
sonrast QMEAN degeri -2.16 iken AbENO kapali1 konformasyonu icin bu deger -
0.81 olarak belirlenmistir. QMEAN degeri O ile -4 arasinda bir deger alirsa
olusturulan bu modelin iyi bir model oldugu belirlenir. QMEAN degeri 0’a ne
kadar yakin bir deger alirsa bu model o kadar deneysel olarak 3B yapisi
tanimlanmis modele yakin, kaliteli bir model olarak degerlendirilir [257]. ADENO
acik ve kapali konformasyonu icin SWISS-MODEL kullanilarak olusturulan
modellerin QMEAN skorlar1 degerlendirildiginde elde edilen modellerin iyi birer

model oldugu goriilmektedir.

Tez kapsaminda gerceklestirilen homoloji modelleme kapsaminda ADENO acik
konformasyonu icin MODELLER v9.15 ve SWISS-MODEL kullanilarak iki farkl
model olusturulmustur. ADENO kapali konformasyonu icinde bu iki program
kullanilarak iki farkli model tiiretilmistir. ABENO acik konformasyonu icgin
MODELLER v9.15 ve SWISS-MODEL ile olusturulan modellerin minimizasyon
sonras1 farkli validasyon programlari uygulanmasi sonucunda sahip olduklar
degerler Tablo 4.2’de 6zetlenmistir. Benzer sekilde AbENO kapali konformasyonu
icin bu iki program kullanilarak olusturulan modellerin minimizasyon sonrasi
farkli validasyon programlari uygulanmasi sonucunda sahip olduklar1 degerler
Tablo 4.3’de gosterilmistir. Bu iki tablo analiz edildiginde ADENO acik ve kapali
konformasyonu icin elde edilen validasyon sonuglar1 birbirine ¢ok yakin olmasina
ragmen SWISS-MODEL’le olusturulan modellerin daha basarili oldugu
gozlenmistir. Molekiiler yanastirma calismalarinda SWISS-MODEL kullanilarak
ABENO acik ve kapali konformasyonlar: icin olusturulan iki modelle devam

edilmesine karar verilmistir.
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Tablo 4.2 Minimizasyon sonrast AbENO acik konformasyonu i¢cin MODELLER
v9.15 ve SWISS-MODEL’le olusturulan modellerin karsilastirilmasi

Web Sunucusu

MODELLER v9.15 ile

olusturulan model

SWISS-MODEL ile

olusturulan model

ERRAT
RAMPAGE

PROSA
z-score

PROQ

QMEAN
VERIFY3D

RMSD

92.399
Tercih edilen bolgedeki
rezidiilerin sayisi: 400

(% 93.7)

Izin verilen bélgedeki
rezidiilerin sayisi: 24

(% 5.6)

D1s bolgedeki rezidiilerin
sayisi: 3 (% 0.7)

-9.7
Tahmin edilmis LGscore
:6.150

QMEAN4 Degeri: -2.00

% 86.01
0.368

94.4712
Tercih edilen bolgedeki
rezidiilerin sayisi: 393

(% 92.3)

izin verilen bélgedeki
rezidiilerin sayisi: 28

(% 6.6)

D1s bolgedeki
rezidiilerin sayisi: 5 ( %
1.2)

-8.98

Tahmin edilmis LGscore
:6.323
QMEAN4 Degeri: -2.16
% 89.25

0.369
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Tablo 4.3 Minimizasyon sonrast AbENO kapali konformasyonu icin MODELLER
v9.15 ve SWISS-MODEL’le olusturulan modellerin karsilastirilmasi

Web Sunucusu

MODELLER v9.15 ile

olusturulan model

SWISS-MODEL ile

olusturulan model

ERRAT
RAMPAGE

PROSA
z-score

PROQ

QMEAN
VERIFY3D

(RMSD)

95.4869
Tercih edilen bolgedeki
rezidilerin sayisi: 410

(% 96.0)

izin verilen bolgedeki
rezidiilerin sayisi: 16

(% 3.7)

Di1s bolgedeki rezidiilerin
sayisi: 1 (% 0.2)
-9.6

Tahmin edilmis LGscore :
6.223
QMEAN4 Degeri: -0.72

% 88.34
0.333

96.4115
Tercih edilen bolgedeki
rezidiilerin sayisi: 401

(%94.4)

izin verilen bolgedeki
rezidiilerin sayisi: 23

(% 5.4)

Di1s bolgedeki rezidiilerin
sayisi: 1 (% 0.2)
-9.52

Tahmin edilmis LGscore :
6.174
QMEAN4 Degeri: -0.81

% 88.99
0.279
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4.1.8 Molekiiler Yanastirma Temelli Sanal Tarama ile Potansiyel

Inhibitorlerin Belirlenmesi

ADBENO acik ve kapali konformasyonu icin SWISS-MODEL ile olusturulan modeller
kullanilarak molekiiler yanastirma ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. ADENO acik ve
kapal1 konformasyon i¢in DoGSiteScorer ila¢ skoru verileri dikkate alinarak her
bir konformasyon icin ila¢c baglanabilir iki bolge secilerek toplamda 4 farkli

molekiiler yanastirma calismasi yapilmistir.

ABENO acik konformasyon icin olusturulan modelin aktif bolgesi ve bu bolge
disinda DoGSiteSorer programinda en yiiksek ila¢ skoruna sahip bir bolgesi
molekiiler yanastirma calismasi icin secilmistir. APENO kapali konformasyon i¢in
olusturulan modelde ise olusturulan 3B protein modelin aktif bolgesi
secilmemistir. Bunun nedeni kapali konformasyonda enzimin substratiyla
etkilesim halinde olmasidir. Enzim aktif bolgede substrati ile etkilesim halindedir
ve bu durum aktif bolgeyi bilesiklerin baglanmasini engelleyecek duruma
getirmektedir. Bu nedenle aktif bolge disinda bolgeler secilmistir. Bu bolge yerine
DoGSiteScorer programinda en yiiksek ila¢ skoruna sahip bolge ile enzimin aktif

bolgesine en yakin olan bolge molekiiler yanastirma calismalari icin secilmistir.
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(@ (b)

Volume Surface Drug Simple
e o Name 1S A2 score b Score
PO 539.84 73584 074 032
* P2 360.38 43496 086 0.08
* P1 406.35 43366 0.65 013
« @ rs 274 33 49517 0.55 0.07
« @ rs 28936 44743 0.51 01

Sekil 4.47 AbENO acik konformasyonu icin olusturulan modelin
DoGSiteScorer sonuclari (a). Sari ile gosterilen bolge ADENO acik
konformasyon i¢in olusturulan modelde interface bolgeyi simgelerken mor ile
gosterilen bolge ise aktif bolgeyi gostermektedir (b).

ABENO acik konformasyonu icin SWISS-MODEL ile olusturulan model
DoGSiteScorer [260] programina yiiklenerek protein model iizerinde ila¢ skoru
en yiiksek olan bolgeler listelenmistir (Sekil 4.47). Bu bolgeler icinden P1 bolgesi
aktif bolge oldugu icin ve PO bolgesi en yiiksek ila¢ skoruna sahip oldugu icin
molekiiler yanastirma calismalari icin secilmistir. P1 bolgesi aktif bolge olup 0.65
ilac skoruna sahiptir. PO bolgesi ise muhtemel ila¢ baglanma bolgesi olup 0.74 ilag

skoruna sahiptir.

AbENO kapali konformasyonu i¢in SWISS-MODEL ile olusturulan protein model
DoGSiteScorer [260] programina girilerek protein model {izerinde ilag skoru en
yliksek olan bolgeler listelenmistir (Sekil 4.48). Bu bolgeler icinden P3 bolgesi en
ylksek ila¢ skoruna sahip oldugu icin secilmistir. Kapali konformasyon icin
molekiiler yanastirma calismalarinda hedef olarak secilen ikinci bolge PO’dir.
DoGSiteScorer sonuclar incelendiginde PO bolgesinin ila¢ skorunun P2 ve P1
bolgelerinden diisiik oldugu goriilmekteyken bu bolgenin secilmesinin amaci
enzimin aktif bolgesi ve katalitik loopa ¢ok yakin olmasidir. P3 bolgesi 0.73 ilag

skoruna sahiptir. PO bolgesinin ila¢ skoru ise 0.67°dir.
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(a) (b)

Volume Surface Drug Simple
6 o Name R A score N Score
€« ® r3 32051 43803 073 012
L N P_. 4 0 0
« @ P 40019 41911 0.69
L N 0 40768 606.5 0.6 0.
& q) P4 29619 509.93 0.57 014

Sekil 4.48 AbENO kapali konformasyonu i¢in olusturulan modelin
DoGSiteScorer sonuclari (a). Pembe ile gosterilen bolge ADENO kapali
konformasyon icin olusturulan modelde en yiiksek ila¢ skoruna sahip olan
bolgeyi gosterirken sari ile gosterilen bolge ise aktif bolgeye ve katalitik halkaya
en yakin olan bolgeyi gostermektedir (b).

DoGSiteScorer programi kullanilarak AbENO acik ve kapali konformasyonlari i¢in
SWISS-MODEL ile olusturulan modeller icin muhtemel ila¢c baglanma bolgeleri
yukarida gosterilen sekilde belirlenerek molekiiler yanastirma calismalarina
baslanmistir. Molekiiler yanastirma c¢alismalar1 Schrédinger tarafindan saglanan
Small - Molecule Drug Discovery yazilimi kullanilarak Maestro 2017.1 arayiiz
programi {lizerinde GLIDE ile gerceklestirilmistir. Bioassay aktif 25093 bilesikten
olusan sanal kiitiiphane, ilk olarak APENO acik konformasyon icin olusturalan
modelin aktif bolgesi ile sirasiyla GLIDE HTVS, SP ve XP metodolojisinden
faydalanilarak yanastirilmistir [205,207]. 25093 yanastirilmis bilesigin HTVS ile
en iyi %30y, ardindan SP skorlama fonksiyonuna gore en iyi %20’si ve son
basamak olarak XP skorlama fonksiyonu uygulanarak en iyi %10’u se¢ilmistir. En
giivenilir skorlama fonksiyonu olarak tanimlanan XP GlideScore’a gore
yanastirilmis bilesikler siralanmistir ve toplam ligand sayis1 10’a indirgenmistir

(Tablo 4.4). ADENO acik konformasyonu icin olusturulan modelle yanastirilmig
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bilesiklerin serbest baglanma enerjileri MM/GBSA metodolojisi kullanilarak
hesaplanmustir.
Tablo 4.4 AbENO acik konformasyon i¢in 6ngoriilen modelin aktif bolgesi ile

yanastirilmis 10 bilesigin GLIDE XP Score siralamasi ve serbest baglanma
enerjileri (AG)

PubChem Bilesik ad1 XP GScore AG
ID (kcal/mol) (kcal/mol)
4845 6-[2-(tert-butylamino)-1-hydroxyethyl]-2- -9.659 -31.35
(hydroxymethyl) pyridin-3-ol
100766 (2R,3R,4S,5S)-2-(6-aminopurin-9-yl)-5-(1,8- -9.437 -40.05
diaminooctan-3-ylsulfanylmethyl)oxolane-3,4-
diol
132128 10-[2-(diethylamino)ethylamino]-5-hydroxy-15- -9.318 -39.09
methyl-1,14-

diazatetracyclo[7.6.1.0%7.0*>'°]hexadeca-
2(7),3,5,9,11,13(16),14-heptaen-8-one

14539800 (25)-1-[(2S)-1-[(2S,3R)-2-amino-3- -9.257 -35.84
hydroxybutanoyl]pyrrolidine-2-carbonyl]-N-
[(2S,3R)-1-amino-3-hydroxy-1-oxobutan-2-
yl]pyrrolidine-2-carboxamide

3074845 2-hydroxy-3-(1H-imidazol-5- -9.239 -60.63
ylmethyl)benzenecarboximidamide

3074849 2-hydroxy-3-[1-(1H-imidazol-5- -9.127 -60.46
yDethyl]benzenecarboximidamide

65911 (1S,2S)-3-amino-1-(2-amino-1H-imidazol-5-yl)- -9.126 -26.89
2-chloropropan-1-ol

43854 2,3,4a,8,12b-pentahydroxy-3-methyl-2,4- -8.944 -35.70
dihydrobenzo[a]anthracene-1,7,12-trione

23276420 1-[2-[2-hydroxy-3-(propan-2- -8.931 -42.36
ylamino) propoxy]phenoxy]-3-(propan-2-
ylamino)propan-2-ol

11349170 (3R,4R)-4-amino-1-[[4-(3- -8.807 -39.29
methoxyanilino) pyrrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-5-
yl]methyl]piperidin-3-ol
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Tablo 4.4’de yer alan ADENO acik konformasyon icin 6ngoriilen modelin aktif
bolgesi ile yanastirilmis 10 bilesigin GLIDE XP Score siralamasi ve serbest
baglanma enerjilerileri degerlendirildiginde PubChem ID:100766 olan bilesik
(2R,3R,4S,5S)-2-(6-aminopurin-9-yl)-5-(1,8-diaminooctan-3

ylsulfanylmethyl)oxolane-3,4-diol) en iyi bilesik olarak secilmistir. 100766
numarali bilesigin ABENO acik konformasyonu icin olusturulan model ile
yanastirilmas: sonucunda XP GScoreu -9.437 kcal/mol olarak belirlenmistir ve
MM/GBSA metodolojisine gore serbest baglanma enerjisi -40.05 kcal/mol olarak

hesaplanmustir.

Bioassay aktif 25093 bilesigin olusturdugu sanal kiitiiphane ADENO acik
konformasyon icin olusturulan modelin muhtemel ila¢ baglanma bolgesi olarak
adlandirilan PO bolgesi ile yanastirilmistir [205,207]. 25093 yanastirilmis
bilesikler en son en giivenilir skorlama fonksiyonu olan XP GlideScore’a gore
siraya dizilmistir ve en iyi baglanma afinitesi gosteren toplam 10 ligand
listelenmistir (Tablo 4.5). Tablo 4.5’de yer alan ADENO acik konformasyon i¢in
ongoriilen modelin muhtemel ila¢ baglanma bolgesi olan PO ile yanastirilmis 10
bilesigin GLIDE XP Score siralamasi ve serbest baglanma enerjileri incelendiginde
acik form icin oldugu gibi PubChem ID: 100766 olan bilesik (2R,3R,4S,5S)-2-(6-
aminopurin-9-yl)-5-(1,8-diaminooctan-3-ylsulfanylmethyl) oxolane-3,4-diol)

baglanma afinitesi en yiiksek ligand olarak se¢ilmistir. 100766 numarali bilesigin
AbENO acik konformasyonu icin yaratilan model ile yanastirilmas: sonucunda XP
GScore’u -10.409 kcal/mol olarak belirlenmistir vee MM/GBSA metodolojisine

gore serbest baglanma enerjisi -49.38 kcal/mol olarak hesaplanmistir.
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Tablo 4.5 AbENO acik konformasyon i¢in 6ngoriilen modelin muhtemel ilag
baglanma bolgesi (PO) ile yanastirilmig 10 bilesigin GLIDE XP Score siralamast
ve serbest baglanma enerjileri (AG)

PubChem Bilesik ad1 XP GScore AG
ID (kcal/mol)  (kcal/mol)
100766 (2R,3R,48S,5S)-2-(6-aminopurin-9-yl)-5-(1,8- -10.409 -49.38
diaminooctan-3-ylsulfanylmethyl)oxolane-3,4-diol
399465 (25)-2,6-diamino-N-[4-(5-fluoro-1,3-benzothiazol-2-yl)- -9.372 -47.03
2-methylphenyl]hexanamide
171251 (2S,3S,4R,5R)-2- (3-aminopropylsulfanylmethyl)-5-(6- -9.089 -40.74
aminopurin-9-yl)oxolane-3,4-diol
6436013 (2R,3S,4R,5R)-2-[[[(Z)-4-aminobut-2-enyl]- -8.917 -46.04
methylamino]methyl]-5-(6-aminopurin-9-yl) oxolane-
3,4-diol
25031915 6-[7-[ (1-aminocyclopropyl) methoxy]-6- -8.865 -58.56
methoxyquinolin-4-yl]oxy-N-methylnaphthalene-1-
carboxamide
203443 (1S,3R,4S,6R)-4,6-diaminocyclohexane-1,2,3-triol -8.630 -29.14
2687 4-[3-(tert-butylamino)-2-hydroxypropoxy]-1,3- -8.542 -50.24
dihydrobenzimidazol-2-one
130332 1-[(1-amino-3-hydroxypropan-2-yl)oxymethyl]-5- -8.458 -43.59
benzylpyrimidine-2,4-dione
132663 (2R,3R,4S,5R)-2-(4-amino-3-bromopyrazolo[3,4- -8.384 -33.42
d]pyrimidin-1-yl)-5-(aminomethyl)oxolane-3,4-diol
9978917 (Z2)-7-[(1R,2R,3R,5S)-2-[(E)-3,3-difluoro-4-phenoxybut- -8.243 -42.15

1-enyl]-3,5-dihydroxycyclopentyl]hept-5-enoic acid

PubChem ID:100766 olan ligandin AbBENO acik konformasyonu icin olusturulan
modelin aktif bolgesi (P1) ve muhtemel ila¢ baglanma bolgesi (PO) ile

yanastirilmasi sonucunda meydana gelen etkilesimler Tablo 4.6’da gosterilmistir.
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Tablo 4.6 100766 PubChem numarali ligandin AbENO agik formu i¢in olusturulan
modelin aktif bolgesi ve muhtemel ila¢ baglanma boélgesi (PO) ile yanastirilmasi
sonucunda meydana gelen etkilesimler

100766 numaral ligand ile ADENO acik
modelin aktif bolgesi (P1 bolgesi)

arasindaki etkilesim rezidiileri

100766 numaral1 ligand ile ADENO acik

modelin PO bélgesi arasindaki etkilesim

rezidiileri

Arg16 (elektrostatik etkilesim)

Ala157 (hidrofobik etkilesim)

GIn166 (hidrojen bag)

Glul67 (elektrostatik etkilesim)

His158 (polar etkilesim)

Ser371 (hidrojen bag)

Arg370 (elektrostatik etkilesim)

His369 (hidrojen bag)

Ser368 (polar etkilesim)

Lys392 (hidrojen bag)

Leu339 (hidrofobik etkilesim)

Lys341 ( iki pi-katyon)

Asp316 (elektrostatik etkilesim) ve (tuz kopriisii)

Asp317 (elektrostatik etkilesim)

Asp290 (hidrojen bag) ve (tuz kopriisii)

Glu289 (hidrojen bag) ve (tuz kopriisii)

Arg34 (hidrojen bag)

Ala35 (hidrofobik etkilesim)

Cys36 (hidrofobik etkilesim)

Thr378 (polar etkilesim)

Ser377 (polar etkilesim)

Asp376 (tuz kopriisii)

Glu375 (tuz kopriisii)

His120 (hidrojen bag) ve (2 tane pi-pi

istiflenmesi)

Glu22 (hidrojen bag) ve (tuz kopriisii)

[le12 (hidrofobik etkilesim)

Ala123 (hidrofobik etkilesim)

Alal24 (hidrofobik etkilesim)

Leul28 (hidrojen bag)

Pro129 (hidrofobik etkilesim)

Leul30 (hidrojen bag)

Arg410 (elektrostatik etkilesim)
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Tablo 4.7 100766 PubChem numarali ligandin AbENO acik formu i¢in olusturulan
modelin aktif bolgesi ve muhtemel ila¢ baglanma bolgesi (PO) ile yanastiriimasi
sonucunda meydana gelen etkilesimler (devamai)

Asp245 (hidrojen bag) ve (tuz kopriisii) Gln407 (iki tane Hidrojen bag1)

Glu294 (hidrojen bag) ve (tuz kopriisii) Asp381 (elektrostatik etkilesim)

Ala247 (hidrofobik etkilesim)

Ser249 (polar etkilesim)

Glu250 (elektrostatik etkilesim)

ADbENO acik konformasyonu i¢in ongoriilen modelin aktif bolgesi ile 100766
PucbChem erisim numarasina sahip bilesigin yanastirilmis kompleksi Sekil 4.49’da

gosterilmistir.

(a) (b)

@ Cherged(egative) () paar - Distance — Sltbridge

@ Charged [posttive) @ Urspecified resicue + Hbond Solvent expasure
Gycine Water Mztal coordinatior

. Hydrophabic Hydration site % P stacking

o Metal X Hydrationsite (dspled) —# Pration

Sekil 4.49 AbENO acik konformasyonu i¢in 6ngoriilen modelin aktif bolgesi
ile 100766 PubChem erisim numarasina sahip bilesigin yanastirilmis
kompleksi. (a) Yapisal gortintim; (b) Ligand etkilesim diagrami
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ABENO acik konformasyonu icin ongoriilen modelin muhtemel ila¢ baglanma
bolgesi (PO) ile 100766 PubChem erisim numarasina sahip bilesigin yanastirilmis
kompleksi sekil 4.50’de gosterilmistir.

(a) (b)

4
r /
e N
@ Curgedinegative) 0 pdar Distance —  Sltbridg
@ Charged (postive) @ Urspecied residue = H-bond Solvent exposure
Gycine Water Metal coordinat;
' Hydrophobic Hydration site # Di-fistacking

o Metal X Hydrationste (dsplaed) —e Pration

Sekil 4.50 ADENO acik konformasyonu icin 6ngoriilen modelin PO
bolgesi ile 100766 PubChem erisim numarasina sahip bilesigin
yanastirilmis kompleksi. (a) Yapisal goriiniim; (b) Ligand etkilesim
diagrama.

Olusturulan sanal kiitiiphane, APENO kapali konformasyon icin olusturulan
modelin aktif bolgeye ve katalitik loopa en yakin bolge olan PO bolgesi ile
yanastirilmistir [205,207]. 25093 yanastirilmis bilesigin HTVS ile en iyi %30y,
ardindan SP skorlama fonksiyonuna gore en iyi %20’si ve son basamak olarak XP
skorlama fonksiyonu uygulanarak en iyi %10’u belirlenmistir. XP GlideScore’a
yanastirilmis bilesikler siraya dizilmistir ve toplam ligand sayisi 10’a

indirgenmistir (Tablo 4.7).
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Tablo 4.8 AbENO kapali konformasyon icin 6ngoriilen PO bolgesi ile
yanastirilmis 10 bilesigin GLIDE XP Score siralamasi ve serbest baglanma

enerjileri (AG)

PubChem Bilesik ad: XP GScore AG
D (kcal/mol) (kcal/mol)
3068866 N'-ethyl-N'-[3-[(2-methyl-6,13,17- -9.351 -35.63
triazatetracyclo[8.7.0.0*8.0' 116 Theptadeca-
1(10),2,4,6,8,11(16),12,14-octaen-7-
yl)amino]propyl]propane-1,3-diamine
122267 (2S8)-N-[(2S)-5-(diaminomethylideneamino)-1- -8.551 -45.95
oxopentan-2-yl]-1-[(2R)-2-(methylamino)-3-
phenylpropanoyl]pyrrolidine-2-carboxamide
203443 (1S,3R,4S,6R)-4,6-diaminocyclohexane-1,2,3-triol -8.377 -27.98
6436013 (2R,3S,4R,5R)-2-[[[(Z)-4-aminobut-2-enyl]- -8.257 -33.08
methylamino]methyl]-5-(6-aminopurin-9-
yl)oxolane-3,4-diol
129444 4-amino-6-(2-aminopropyl)benzene-1,3-diol -7.926 -12.09
77731 N',N'-bis(2-aminoethyl)ethane-1,2-diamine -7.770 -28.51
100766 (2R,3R,48S,5S)-2-(6-aminopurin-9-yl)-5-(1,8- -7.757 -32.21
diaminooctan-3-ylsulfanylmethyl) oxolane-3,4-diol
173406 6-[1-(3,4-dihydroxyphenyl) propan-2-ylamino]- -7.513 -41.87
5,6,7,8-tetrahydronaphthalene-2,3-diol
171251 (2S,3S,4R,5R)-2-(3-aminopropylsulfanylmethyl)-5- -7.397 -34.89
(6-aminopurin-9-yl)oxolane-3,4-diol

72347 [(11-ethyl-6-methyl-5-oxopyrido[2,3- -7.344 -38.84

b][1,5]benzodiazepin-6-ium-9-
ylidene)hydrazinylidene]azanide

1(10),2,4,6,8,11(16),12,14-octaen-7

N'-[3-[(2-methyl-6,13,17-triazatetracyclo[8.7.0.0*%.0'"'*Theptadeca-
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Tablo 4.7’de yer alan ABENO kapali konformasyon icin 6ngoriilen modelin PO
bolgesi ile yanastirilmis 10 bilesigin GLIDE XP Score siralamasi ve serbest

baglanma enerjileri incelendiginde PubChem ID: 3068866 olan bilesik (N'-ethyl-

yl)amino]propyl]propane-1,3-diamine)
baglanma afinitesi en yiiksek bilesik olarak secilmistir. 3068866 numarali bilesigin

ADbENO kapali konformasyonu i¢in olusturulan model ile yanastirilmasi sonucunda



XP GScore’u -9.351 kcal/mol olarak belirlenmistir ve MM/GBSA metodolojisine

gore serbest baglanma enerjisi -35.63 kcal/mol olarak hesaplanmistir.

Bioassay aktif 25093 bilesigi kapsayan sanal kiitiiphane, AbENO kapali
konformasyon icin olusturalan modelin muhtemel ila¢ baglanma bolgesi olarak
adlandirilan en yiiksek ila¢ skoruna sahip P3 bolgesi ile sirasiyla GLIDE HTVS, SP
ve XP metodolojilerinden yararlanilarak yanastirilmistir [205], [207]. Bu
yanastirilmis bilesiklerin HTVS ile en iyi % 30'u, ardindan SP skorlama
fonksiyonuna gore en iyi % 20’si ve son olarak XP skorlama fonksiyonu
uygulanarak en iyi % 10’u secilmistir. XP GlideScore’a yanastirilmis bilesikler

siraya dizilmistir ve toplam ligand sayis1 10’a diisiiriilmiistiir (Tablo 4.8).

Tablo 4.8’de yer alan ADENO kapali konformasyon icin ongoriilen modelin
interface bolgesi olan P3 ile yanastirilmis 10 bilesigin GLIDE XP Score siralamasi
ve serbest baglanma enerjilerileri degerlendirildiginde PubChem ID: 6436013
olan bilesik (2R,3S,4R,5R)-2-[[[(Z)-4-aminobut-2-enyl]-methylamino]methyl]-5-
(6-aminopurin-9-yl)oxolane-3,4-diol) baglanma afinitesi en yiiksek ligand olarak
secilmistir. 6436013 numarali bilesigin ABENO kapali konformasyonu igin
yaratilan model ile yanastirilmasi sonucunda XP GScore’u -10.956 kcal/mol olarak
belirlenmistir ve MM/GBSA metodolojisine gore serbest baglanma enerjisi -40.50

kcal/mol olarak hesaplanmistir.

146



Tablo 4.9 ADENO kapali konformasyon icin 6ngoriilen modelin P3 muhtemel
ila¢ baglanma bolgesi ile yanastirilmig 10 bilesigin GLIDE XP Score siralamasi ve

serbest baglanma enerjileri (AG)

PubChem Bilesik ad1 XP GScore AG
ID (kcal/mol) (kcal/mol)
6436013 (2R,3S,4R,5R)-2-[[[(Z)-4-aminobut-2-enyl]- -10.956 -40.50
methylamino]methyl]-5-(6-aminopurin-9-
yl)oxolane-3,4-diol
11155874 2-amino-2-[2-[2-chloro-4-(3- -9.352 -50.82
phenylmethoxyphenyl)sulfanylphenyl]ethyl]propane
-1,3-diol
129695 N-[3-[4-(3-aminopropylamino)butylamino]propyl]- -9.283 -49.17
2-naphthalen-1-ylacetamide
34755 (2S)-2-amino-4-[[(2S,3S,4R,5R)-5-(6-aminopurin-9- -8.980 -39.60
yl)-3,4-dihydroxyoxolan-2-yl]Jmethyl-
methylsulfonio]butanoate
9865603 2-amino-4-[[(2S,3S,4R,5R)-5-(6-aminopurin-9-yl)- -8.980 -39.60
3,4-dihydroxyoxolan-2-yl]methyl-
methylsulfonio]butanoate
3035904 (2S,4R,5R,6R)-6-[(1R)-2-amino-1-hydroxyethyl]- -8.423 -23.80
4,5-dihydroxyoxane-2-carboxylic acid
73529 (2R,3S,4R,5R)-2- (hydroxymethyl)-5-[(4- -8.107 -27.84
methoxypyrimido[5,4-d]pyrimidin-8-
yl)amino]oxolane-3,4-diol
14539800 (25)-1-[(2S)-1-[(2S,3R)-2-amino-3- -7.976 -26.80
hydroxybutanoyl]pyrrolidine-2-carbonyl]-N-
[(2S,3R)-1-amino-3-hydroxy-1-oxobutan-2-
yllpyrrolidine-2-carboxamide
122618 (2S,3R,4S,5R)-2-methylpiperidine-3,4,5-triol -7.901 -32.71
129874 2-[(2R,3R,4S,5R)-3,4-dihydroxy-5- -7.871 -32.85

(hydroxymethyl) oxolan-2-yl]triazole-4,5-
dicarboxamide

PubChem ID: 3068866 olan ligandin APENO kapali konformasyonu igin

olusturulan modelin PO bolgesi ile yanastirilmasi sonucunda meydana gelen

etkilesimler ve 6436013 PubChem numarasina sahip ligandin ABENO kapali

konformasyonu icin olusturulan modelin P3 bolgesi ile yanastirilmasi sonucunda

meydana gelen etkilesimler Tablo 4.9’da gosterilmistir.
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Tablo 4.10 PubChem ID: 3068866 olan ligandin AbENO kapali konformasyonu icin
olusturulan modelin PO bolgesi ile yanastirilmasi sonucunda meydana gelen etkilesimler
ve 6436013 PubChem numarasina sahip ligandin AbENO kapali konformasyonu i¢in
olusturulan modelin P3 bolgesi ile yanastirilmasi sonucunda meydana gelen etkilesimler

3068866 numarali ligand ile ADENO kapal1 6436013 numaral ligand ile ADENO

modelin PO bélgesi arasindaki etkilesim kapali modelin P3 bolgesi arasindaki

rezidiileri

etkilesim rezidiileri

Ala157 (hidrofobik etkilesim)

Ser39 (polar etkilesim)

Gly40 (Glisin)

Ala41 (Hidrojen bag)

Glu250 (hidrojen bag) ve (tuz kopriisii)

Ser42 (polar etkilesim)

Thr43(polar etkilesim)

Gly44 (Glisin)

Ser45 (polar etkilesim)

Arg46 (elektrostatik etkilesim)

Asn102 (polar etkilesim)

Glu47 (elektrostatik etkilesim)

Ala48 (Hidrojen bag)

Leu49 (hidrofobik etkilesim)

GIn344 (polar etkilesim)

Asn343 (polar etkilesim)

Glu50 (tuz kopriisii)

Arg370 (pi katyon)

Ile12 (hidrofobik etkilesim)

Thr374 (polar etkilesim)

Glu375 (tuz kopriisii)

Asp376 (2 tane Hidrojen bag) ve (tuz kopriisii)

Ser377 (polar etkilesim)

Thr378 (polar etkilesim)

Ala380 (hidrofobik etkilesim)

Gln407 (polar etkilesim)

Asp381 (Hidrojen bag)

Phe131 (hidrofobik etkilesim)

Leul30 (Hidrojen bag)

Pro129 (hidrofobik etkilesim)

His120 (2 tane pi-pi istiflenmesi), (Hidrojen bag)
ve (pi-katyon)

Arg34 (elektrostatik etkilesim)

Ala35 (hidrofobik etkilesim)

Cys36 (hidrofobik etkilesim)

Glu22(Hidrojen bag)
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AbBENO kapali konformasyonu icin 6ngériilen modelin PO bolgesi ile 3068866

PubChem erisim numarasina sahip bilesigin yanastirilmis kompleksi Sekil 4.51’de
gosterilmistir.

(a) (b)

97\
Aaa =
G s
ASN LEU
343 49
50 7 =
@ Charged fnegative) . Poar - Distance — kbridge
@ Charged (posttive) @ Unspecified residue -+ H-bond Solvent exposure
Gyeine Water Metzl coordinatior
Hydrophabic Hydration site *+ Di
— i

O Metal X Hydration site (displaced)

Sekil 4.51 AbENO kapali konformasyonu icin 6ngoriilen modelin PO
bolgesi ile 3068866 PubChem erisim numarasina sahip bilesigin
yanastirilmis kompleksi. (a) Yapisal goriiniim; (b) Ligand etkilesim
diagrami.

AbENO kapali konformasyonu icin 6ngoriilen modelin P3 bolgesi ile 6436013

PubChem erisim numarasina sahip bilesigin yanastirilmis kompleksi Sekil 4.52’de
gosterilmistir.
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(@

w‘ G\arged\:negati'&} 5 Pdar = Distane —  Saltbridge

@ Charged (pestive) Q Unspeciied residue -+ H-bond Solvent exposure
cine Water Metal coordnation
Hydraphabic Hydration site # Di-0 stacking

O metal X Hydration site (displaced) —# Pi-ction

Sekil 4.52 AbENO kapali konformasyonu icin 6ngoriilen modelin P3
bolgesi ile 6436013 PubChem erisim numarasina sahip bilesigin
yanastirilmis kompleksi. (a) Yapisal goriiniim; (b) Ligand etkilesim
diagrama.

SWISS-MODEL kullanilarak ADENO acik konformasyonu icin olusturulan 3B

protein modelin P1 ve PO bolgesi iizerinde, GLIDE XP Score siralamasi ve serbest

baglanma enerjileri degerlendirilerek en iyi bilesik olarak belirlenen 100766

numarali bilesigin gosterimi Sekil 4.53’tedir.
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Sekil 4.53 AbENO acik konformasyonun P1 ve PO bolgesi iizerinde en
iyi baglanma afinitesi gosteren 100766 numarali bilesigin gosterimi.

SWISS-MODEL ile AbENO kapali konformasyonu i¢in olusturulan protein modelin
PO ve P3 bolgesi tlizerinde, GLIDE XP Score siralamasi ve serbest baglanma
enerjileri degerlendirilerek en iyi bilesik olarak belirlenen sirasiyla 3068866 ve

6436013 numaral bilesiklerin gosterimi Sekil 4.54’te sunulmustur.

Sekil 4.54 AbENO kapali konformasyonun PO ve P3 bolgesi {izerinde
en iyi baglanma afinitesi gosteren sirasiyla 3068866 ve 6436013
numarali bilesiklerin gosterimi.

Yapilan in silico ¢alismalar sonucunda AbENO acik ve kapali konformasyonu icin
olusturulan homoloji modeller {izerinde ilac aday1 olarak belirlenen bu bilesiklerin
daha sonra gerceklestirilecek olan ¢alismalarda daha ileri diizeyde analiz edilmesi

gerektigi ongoriilmektedir.
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4.2 Sonuclarin Degerlendirilmesi ve Oneriler

Bu tez kapsaminda; ileri in vitro karakterizasyon ve inhibitor test ¢alismalarinda
kullanmak amaciyla, literatiirde ilk defa olmak {izere A. baumannii enolaz geni
klonlanmistir ve A. baumannii enolazinin acik ve kapali konformasyonlar icin
homoloji modelleme ile yapisal karakterizasyonu yapilmis ve molekiiler

yanastirma calismalar1 gerceklestirilmistir.

Tez calismasinin klonlama basamaginda ilk olarak, A. baumannii enolaz enzimini
kodlayan genin  polimeraz  zincir = reaksiyonu ile amplifikasyonu
gerceklestirilmistir. Bu asamada verimli bir PCR gerceklestirilebilmesi i¢in farkl
PCR bilesenlerinde cok sayida optimizasyon gerceklestirilmistir. Amplifikasyon
gerceklestirildikten sonra enolaz geni pGEM®-T Easy Vektor sistemine
klonlanmistir. Ardindan Escherichia coli BL21(DE3) hiicrelerinde enolaz enzimin
ekspresyonunun yapilmasi amaciyla pLATE 31 vektoriine bu genin alt klonlamasi
yapilmistir ve transformasyon islemi bu hiicrelere gerceklestirilmistir. Bu
klonlama basamaklarinin ardindan, DNA dizileme islemi yapilmistir. DNA
dizileme sonucu analiz edildiginde; cerceve kaymasi mutasyonunun meydana
geldigi gozlemlenmistir. Klonlanan DNA parcasinin A. baumannii Enolaz geni
olmasina ragmen mutasyonun meydana geldigi yerden itibaren acik okuma
cercevesi kaymistir ve bu nedenle A. baumannii enolaz geni ifade edilemeyip
enolaz proteini iiretilememistir. Boyle bir mutasyonun meydana gelme sebebinin

primer sentez asamasinda gerceklesen bir sorun oldugu diisiiniilmektedir.

AbBENO’nun yapisal Ozelliklerinin belirlenebilmesi icin ilk olarak protein dizi
analizi yapilmistir. Bu analiz neticesinde literatiirde yer alan bilgilerden
faydalanilarak [241,243,246,261]belirlenen Ala41, Ser42, His158, GInl66,
Glul67, Glu208, Asp245, Glu289, Asp316, Lys341, His369, Arg370, Ser371,

Lys392 rezidiilerinin katalitik rezidiiler oldugu saptanmustir.

Tez kapsaminda AbENO acik ve kapali konformasyonu icgin gerceklestirilen
homoloji modelleme calismalar1 sonucunda elde edilen 3 boyutlu protein
modellerde bir hareketli halka bolgesi gozlemlenmistir. Daha 6nce maya ve

Theileria annulata enolazi iizerinde yapilan calismalar referans alinarak
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AbENQO’daki bu hareketli halka bolgesinin T. annulata enolazinin halka 1 bolgesi
olabilecegi ongoriilmektedir [243,246,248].

AbENO H.sapiens kas enolazi1 [244] ile karsilastirildiginda cesitli peptid ve dipeptid
insersiyonlar1 gozlemlendi. S2, G33, Q140, G237, D239 ve F267 peptid
insersiyonlar1 iken (506lL307) dipeptid insersiyonudur. insersiyonlarm yani sira
peptid, dipeptid ve pentapeptid delesyonlar1 gozlemlenmistir. D143 peptid
delesyonu iken (g1KLg2) ile (198YG1g99) gozlemlenen dipeptid delesyonlaridir. Bu
delesyonlara ek olarak bir tane pentapeptid delesyonu (56,FKSPDyg)
gozlemlenmistir. Belirlenen insersiyon ve delesyon bdlgelerinin fonksiyonlari

ileriki calismalarda analiz edilmelidir.

Ayrica  Streptococcus ~ pneumoniae’nin  yiizeyinde  eksprese  edilen,
(,40FYDKERKVYD,s;) spesifik dizisine sahip olan enolazin bir hiicre yiizey
reseptorii olusturdugu gosterilmistir [247]. Enolaz bu islevi sayesinde konak
plazminojen baglanmasinda gorev almaktadir. ADENO icin bu bolge analiz
edildiginde (,5;FYKNGQYI,sg) spesifik dizisinin varligi gozlemlenmistir. Bu bolge
plazminojen baglanma boélgesidir. S. pneumoniae plazminojen baglanma bolgesi

ile karsilastirildiginda iki aminoasitlik delesyon gozlemlenmistir [247].

Tez calismasi kapsaminda; bilgisayar destekli ila¢ tasarimi asamasinin ilk
basamaginda; A. baumannii enolazinin acik ve kapali konformasyonlari icin
homoloji modelleri MODELLER v9.15 ve SWISS-MODEL programlar1 kullanilarak
olusturulmustur. Olusturulan homoloji modellerin geometri optimizasyonu,
validasyonu ve dogrulugu farklt web sunucular1 kullanilarak analiz edilmistir.
Enzimin acik ve kapali konformasyonlar: icin 3B yapisi belirlenmistir. Iki farkl
program ile olusturulan modeller degerlendirilmistir ve ADENO acik ve kapali
konformasyonu icin SWISS-MODEL programi kullanilarak olusturulan modeller

ile molekiiler yanastirma calismalarina devam edilmistir.

Homoloji modelleme ile APENO acik ve kapali konformasyonlari i¢in olusturulan
3B modellerin muhtemel ila¢ baglanma cepleri DoGSiteScorer programi
kullanilarak belirlenmistir. PubChem veri bankasi kullanilarak elde edilen 25093
biyoassay aktif bilesigin olusturdugu sanal kiitiiphane, ADENO acik ve kapali

konformasyon icin DoGSiteScorer programi ile secilen toplam dort bolgeye karsi
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Schrédinger Glide HTVS, SP ve XP yanastirma metodolojilerine gore taranmistir.
Yanastirilmis bilesikler Glide Extra Precision (XP) skorlama fonksiyonu ile
siralanmustir. Yiiksek baglanma afinitesi gosteren 10 tane ligand secilmistir. XP
skorlama sirasina gore acgik konformasyon icin olusturulan modelin aktif bolgesi
(PO bolgesi) ve en yiiksek ila¢ skoruna sahip muhtemel ila¢ baglanma (P1 bolgesi)
bolgesi icin 100766 Pubchem numarali bilesik baglanma afinitesi en yiiksek bilesik
olarak secilmistir. Kapali konformasyon i¢in olusturulan modelin aktif bolgeye en
yakin bolgesi olan P1 bolgesi icin 3068866 Pubchem numarali bilesik secilirken,
en ylksek ila¢ skoruna sahip P3 bolgesi icin ise 6436013 Pubchem numarali bilesik

baglanma afinitesi en iyi bilesik olarak secilmistir.

Tez calismasinda yapilan ¢alismalar sonucu elde edilen tiim bu sonuclar 1s181nda;
yapiya dayali ilac tasarimi yaklasimi temel alinarak yeni goriisler olusturulabilecek
ve enolaz Acinetobacter baumannii'nin sebep oldugu enfeksiyonlar1 baskilamak
icin aday olabilecektir. Yapilan tez calismasi sonucunda elde edilen sonuglar

dogrultusunda;

e Gergceklestirilen tez calismasinin klonlama basamaklarinin ardindan, DNA
dizileme islemi gerceklestirildiginde; genin niikleotid dizisinde cerceve
kaymasi mutasyonu meydana geldigi gozlemlenmistir. Bu nedenle AbDENO
genine spesifik primerler tekrardan sentezlenerek genin yeniden
klonlanmasi ve E. coli BL21 (DE3) hiicrelerine transformasyonun

gerceklestirilmesi,

e ADENO geninin ifade edilerek enzim aktivite testlerinin yapilmasi ve

AbENO aktivitesinin onaylanmasi,

e E. coli BL21(DE3) hiicrelerine transforme edilen AbENO geninin ifade
edilerek inhibitér test calismalarinda kullanmak amaciyla proteinin saf
olarak elde edilmesi ve karakterizasyon ¢alismalarinin gerceklestirilmesi,

e Potansiyel inhibitor olabilecegi tahmin edilen ligandlar (100766, 3068866,

6436013) ile  molekiiler dinamik simiilasyon calismalarinin
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gerceklestirilmesi ve in vitro inhibisyon calismalarin yapilarak enzimin
aktivitesi tizerindeki roliiniin saptanmasi,

Konak ve A. baumannii enolazi ile gerceklestirilen niikleotid dizi
hizalamalar degerlendirilerek; ADENO enziminin saptanan aminoasit dizisi
farkliliklarin enzimin aktivitesine ne derecede etki ettigi mutasyon
analizleri gerceklestirilerek arastirilmasi 6nerilmektedir.

ABENO'nun 3 boyutlu yapis1 X-isinlar1 kristalografisi yontemi ile
belirlenmelidir.

ABENO inhibitorleri olarak secilen bilesiklerin (100766, 3068866,
6436013) baglanma bolgelerinin peptid dizileri MALDI-TOF analizi ile
belirlenmelidir.

ADBENO inhibitorleri olarak secilen bilesikler ile hiicre kiiltiirii calismalari
gerceklestirilerek bu bilesiklerin klinik 6ncesi analizleri yapilmaldir.

Klinik 6ncesi ¢alismalarin basarili olmasi durumunda bu secilen inhibitorler

deney hayvanlar tizerinde denenerek in vivo analizleri yapilmaldir.
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EKA

DiZILEME KROMATOGRAMI

Tablo EK-A1 T7 forward primer ile dizileme sonucu elde edilen kromatogram

GETTGAGGE A AA TTCLOCOCLOT CTAGAATAATTTT GTTTAACAT T TAAATECCAGA AGE

CET LGETAACCCAACCATOGEAAGLCAGALCGTCATEOETT AGAATCTOEGEOEGETOEGET TG G

WVW« MAWWMW\A

llllllIllllllIIIllIllllllllllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
TEGT GO

ATETGEACCATECET GG TGO T TOCAACTGOGGTTOCT CGT GAAGCTTTIAGAAC

i

T T 2m 210
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Tablo EK-A1 T7 primeri ile dizileme sonucu elde edilen kromatogram

(devami)

172



Tablo EK-A2 pQE-FP primeri ile dizileme sonucu elde edilen kromatogram

L ELATTGACTGAT TACGE T GCATECAGGCCTOET T TAACCGGAGATGEGGAAGT

I'l

‘oﬁt‘

CATTAGCECG T GG TEGTGATEG TG ATGEGECCGT T TAAACCTT TGAATTCAGCTTT

i h | ﬂ T NVW\W

ACCGLG G TAAACCE O T TTAGT TAACT O T TOAATACGAAGCAATT GGTTATATT

|
|| i
i ‘||'| | ||||
| || |
NV ll | | |||

T ' T i

FTAGAAACACGG T CAGAACGGECAAAGTGAACCAGT CTITAATTITTIGACCTGCOCTGOT

L] L] 2 2
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Tablo EK-A2 pQE-FP primeri ile dizileme sonucu elde edilen kromatogram

(devami)

il 240 EL il
lllllIIlIlllllllIlllIllllllllllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
AGAAATAACAGTAGTGETAACCAT T TGO T TTAGCAAGGTAGACTGECOCATCOTAAAG

TTITOCAGT CAATETACLCAAT CTGEGTTATATTTGAT CAAAATTEAGT TACCAALT

i T4

TTTITTCOCATCAATACCACGEGT  TETAAAATCTTAGGATTAGTTACGAATAAATOCGT C©

I “
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EKB

LiGANDLARIN iKi BOYUTLU YAPILARI

Tablo EK-B1 AbENO acik konformasyon icin 6ngoriilen modelin aktif bolgesi

ve muhtemel ila¢ baglanma bolgesi ile yanastirilmis 10 bilesik arasinda GLIDE

XP Score siralamasi ve serbest baglanma enerjilerine gore en iyi bilesik olarak

secilen 100766 numarali bilesigin iki boyutlu yapisi

PubChem Bilesik ad: iki Boyutlu Yapilar1
ID
Ny
|
100766 (2R,3R,48,5S)-2-(6-aminopurin-9-yl)-5-(1,8- )

diaminooctan-3-ylsulfanylmethyl) oxolane-3,4-
diol

Tablo EK-B2 AbENO kapali konformasyon i¢in 6ngoriilen aktif bolgeye en

yakin bolge olan PO boélgesi ile yanastirilmis 10 bilesik arasinda GLIDE XP Score

siralamasi ve serbest baglanma enerjilerine gore en iyi bilesik olarak segilen

3068866 numarali bilesigin iki boyutlu yapisi

PubChem Bilesik adi iki Boyutlu Yap1
ID

H
N

N'-ethyl-N'-[3-[(2-methyl-6,13,17- ) W _

triazatetracyclo[8.7.0.0%8.011¢Theptadeca- N _ )i

3068866 1(10),2,4,6,8,11(16),12,14-octaen-7- ok

yl)amino]propyl]propane-1,3-diamine H N,
W
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Tablo EK-B3 AbENO kapali konformasyon icin 6ngoriilen modelin P3 muhtemel
ilac baglanma bolgesi ile yanastirilmis 10 bilesik arasinda GLIDE XP Score

siralamasi ve serbest baglanma enerjilerine en iyi bilesik olarak secilen 6436013
numarali bilesigin iki boyutlu yapisi

PubChem Bilesik ad: iki Boyutlu Yap1
ID
fIFI: H
6436013 (2R,3S,4R,5R)-2-[[[(Z)-4-aminobut-2- 0" |
enyl]-methylamino]methyl]-5-(6- . 5 N 5 "
aminopurin-9-yl)oxolane-3,4-diol CIENS r | "
S
|| | \,‘3
N -5
H 'J‘ H
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