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ÖZET 

 

YENİ ANTİ-THEILERIAL İLAÇLARIN GELİŞTİRİLMESİ İÇİN THEILERIA 
ANNULATA PEPTİDİL PROLİL İZOMERAZ GENİNİN KLONLANMASI VE 

İNHİBİTÖR ADAYLARININ IN SILICO İNCELENMESİ 
 

Sezen SPAHİ 

 

Biyomühendislik Anabilim Dalı 

Yüksek Lisans Tezi 

 

Tez Danışmanı: Prof. Dr. Dilek TURGUT-BALIK 

 

Geleneksel yöntemlerle yeni ilaçların geliştirilmesi pahalıdır ve uzun yıllar sürmektedir. 
Son yıllarda, bilgisayar destekli ilaç tasarımı, maliyet ve zaman gereksinimlerini önemli 
ölçüde azalttığı için yeni ilaç keşfi ve geliştirilmesi alanında büyük önem kazanmıştır. T. 
annulata, dünya çapında milyonlarca sığırı tehdit eden tropikal theileriosise neden 
olmaktadır. Theileriosisin tedavisinde anti-theilerial ilaç olan buparvaquone 
kullanılmaktadır. Ancak, son zamanlarda Theileria annulata’nın ilaç direncinin 
bildirilmesi, theileriosisin tedavi edilmesi için yeni ilaç adaylarının keşfedilmesi 
ihtiyacını ortaya çıkarmaktadır.  

Tez çalışmasında, ileri in vitro karakterizasyon ve inhibitör test çalışmalarında 
kullanılmak üzere Theileria annulata peptidil prolil cis/trans izomeraz geni (TaPIN1) 
klonlanmış olup, inhibitor kütüphanesi in silico taranarak ilaç direnci rapor edilmiş 
TaPIN1’in inhibisyonuna yönelik aday moleküllerin belirlenmesi ve önerilen yaklaşımın 
aşırı ifade edilmiş Ras/Neu proteinlerce indüklenen insan PIN1 enzim kaynaklı 
kanserlerin tedavi edilmesine yönelik kurgunun yapılması gerçekleştirilmiştir. 

Tez çalışmasının klonlama aşamasında ilk olarak, Theileria annulata peptidil prolil 
cis/trans izomeraz enzimini kodlayan dizi polimeraz zincir reaksiyonu ile amplifiye 
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edilmiştir. Ardından, pLATE31 vektör sistemine aktarılarak, E. coli BL21 (DE3) 
hücrelerine transformasyonu gerçekleştirilmiştir. İntron bölgesi, Q5® Site-Directed 
Mutagenesis Kit ile uzaklaştırılıp intronsuz rekombinant DNA E. coli BL21 (DE3) 
hücrelerine transforme edilmiştir. İntronun uzaklaştırıldığı ve doğru gen dizisinin 
insersiyonu, DNA dizilime ile teyit edilmiş ve ileri çalışmlar için hazır hale getirilmiştir. 

Tez çalışmasının bilgisayar destekli ilaç keşfi aşamasının ilk adımında, mutant ve yabanıl 
tip TaPIN1'in homoloji modelleri, MODELLER v9.15 yazılımı ile belirlenmiş olup, 
modellerin doğruluğu, çeşitli web sunucuları kullanılarak teyit edilmiştir. PubChem veri 
bankası kullanılarak oluşturulan 2979 naftokinon türevlerini içeren sanal kütüphane 
mutant TaPIN1’e karşı Schrödinger Glide HTVS, SP ve XP kenetlenme metodolojilerine 
göre taranmıştır. Kenetli bileşikler Glide Extra Precision (XP) skorlama fonksiyonu ile 
sıralanmış ve serbest bağlanma enerjileri Prime MM-GBSA yöntemi ile hesaplanmıştır. 
XP skor sıralamasına göre ilk iki sırada yer alan kenetli bileşikler (5304752 ve 9993782 
Pubchem numaralı bileşikler) moleküler dinamik simülasyon çalışmalarında 
kullanılmıştır.  AMBER programı kullanılarak, ligand bağlı olmadan yabanıl tip ve 
mutant TaPIN1’in simülasyonu 50 ns, ligand bağlı yapıların simülasyonu 100 ns’de 
gerçekleştirilmiştir. 5304752 PubChem numaralı ligandın hem yabanıl tip hem mutant 
TaPIN1’in aktif bölgesinde bulunduğu gözlenmiştir ve potansiyel inhibitör olarak 
değerlendirilebileceği öngörülmüştür. 9993782 PubChem numaralı ligandın yabanıl tip 
TaPIN1’in aktif bölgesinin dışında konumlandığı gözlenmiştir, fakat mutant TaPIN1’in 
aktif bölgesine yakın bir yerde bulunduğu gözlenmiştir ve mutant enzime karşı 
potansiyel inhibitör olarak değerlendirilebileceği öngörülmüştür. Ayrıca, bu sonuçlar 
doğrultusunda, öngörülen inhibitörler, TaPIN1 ile aynı mekanizmayı kullanarak, 
insanlarda kanser oluşumuna neden olan insan peptidil prolil enzimi (hPIN1) için de 
potansiyel inhibitörler olabileceği öngörülmüştür. 

 

Anahtar Kelimeler: Theileria annulata, TaPIN1, ilaç direnci, klonlama, biyoinformatik, 
moleküler kenetlenme, MD simülasyon. 
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ABSTRACT 

 

THEILERIA ANNULATA PEPTIDYL PROLYL ISOMERASE GENE CLONING 
AND IN SILICO ANALYSIS OF CANDIDATE INHIBITORS FOR NEW ANTI-

THEILERIAL DRUG DESIGN 

 
Sezen SPAHİ 

 

Department of Bioengineering 

MSc. Thesis 

 

Adviser: Prof. Dr. Dilek TURGUT-BALIK 

 

The development of new drugs with conventional methods is expensive and takes 
many years. Computer-aided drug discovery has gained great importance in the field 
of new drug discovery and development due to reduced cost and time requirements 
significantly in recent years. T. annulata causes the tropical theileriosis which 
threatens millions of cattle worldwide. Anti-theilerial drug buparvaquone is used to 
treat theileriosis.  However, drug resistance reports in Theileria annulata suggest that 
new drug candidates need to be discovered to treat theileriosis.  

In the thesis study, TaPIN1 was cloned to be used for further in vitro characterization 
and inhibitor testing studies, inhibitor library was screened in silico for identification of 
candidate molecules to inhibit drug resistant TaPIN1 and the treatment of human 
peptidyl prolyl cis/trans isomerase enzyme derived cancers has been devised with 
proposed approach. 

In the first step of the cloning phase, peptidyl prolyl cis/trans isomerase coding 
sequence was amplified by PCR from T. annulata genome, then amplified gene was 
cloned into pLATE31 vector system and transformed into E. coli BL21 (DE3) cells. After 
that a non-coding region intron was removed by using Q5® Site-Directed Mutagenesis 
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Kit and the recombinant DNA was transformed into E. coli BL21 (DE3) cells. Removal of 
intron and insertion of the correct gene sequence was confirmed by DNA sequencing 
and was made ready for further studies. 

In the first step of computer aided drug discovery, comparative models of the mutant 
and wild-type of TaPIN1 were predicted by MODELLER v9.15 software and structure 
validation was performed by using various types of web-servers. Library of 
naphthoquinone derivatives was downloaded from the PubChem and was screened by 
the Schrödinger Glide HTVS, SP and XP docking methodologies. The docked 
compounds were ranked by the Glide Extra Precision (XP) scoring function and binding 
free energy of the docked compounds was calculated by Prime MM-GBSA method. The 
two highest ranks of the docked compounds (Pubchem IDs: 5304752 and 9993782) 
were used for molecular dynamic (MD) simulations studies. MD simulations for ligand 
unbound and bound proteins were performed for 50 ns and 100 ns respectively by 
using AMBER software. 5304752 ligand was located in the active site of both wild type 
and mutant TaPIN1 enzymes, accordingly 5304752 was predicted as potential 
inhibitor. 9993782 ligand was located outside of the active site binding pocket of the 
wild-type TaPIN1 enzyme. However, the presence of the ligand near the active site of 
the mutant TaPIN1, suggests that ligand can be predicted as a potential inhibitor for 
mutant enzyme. Also, identified ligands were speculated as potential inhibitors against 
human peptidyl prolyl isomerase enzyme which causes cancer in humans by using the 
same mechanism as TaPIN1. 

 

Keywords: Theileria annulata, TaPIN1, drug resistance, cloning, bioinformatic, 
molecular docking, MD simulation. 
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BÖLÜM 1 

GİRİŞ  

1. GİRİŞ  

1.1 Literatür Özeti 

1.1.1 Theileriosis 

Parazitler dünyada var olan en eski organizmalardır [1]. İnsanlar ve hayvanlarda 

meydana gelen önemli hastalıklardan sorumlu olan birçok parazit vektör kaynaklı 

olarak tanımlanmaktadır [2]. Keneler, beslenme sırasında virüs, bakteri ve parazit gibi 

patojenleri konak hücrelerine aktarabilen ikinci en yaygın eklem bacaklı vektör olarak 

kabul edilmektedir [3]. Kene kaynaklı hastalıklar, tüm dünyada etki gösterirken, en 

fazla tropikal ve sub-tropikal ülkelerde hüküm sürmektedir ve dünya sığır nufüsunun 

%80’ini etkilemektedir [4].  

Theileriosis, Theileria cinsi protozoanların (familya: Theileriidae, sınıf: Sporozoa veya 

Apikomplexa) neden olduğu kene kaynaklı bir sığır hastalığıdır [5]. Başlıca geviş getiren 

hayvanlarda olmak üzere at ve köpeklerde de hastalığa neden olan Theileria cinsi 

parazitler Çizelge 1.1’de yer almaktadır [6]. Çizelgede de gösterildiği üzere 8 tür 

Theileria cinsi parazit sığırlarda hastalığa neden olurken keçi ve koyun gibi küçükbaş 

hayvanlarda 5 tür Theileria cinsi protozoan etki etmektedir. Ancak Tropical theileriosise 

neden olan Theileria annulata (T. annulata) ve Doğu Sahilleri Humması hastalığına 

neden olan Theileria parva (T. parva) sığır ve diğer geviş getiren hayvanlarda en fazla 

görülen patojenik türler olup, T. mutans, T. taurotragi ve T. orientalis sığır konak 

grubunda asemptomatik enfeksiyonlara neden olmaktadır [7]. Koyunlarda ise en fazla 
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görülen Theileria lestoquardi yüksek oranda morbidite ve mortaliteye neden 

olmaktadır [8]. 

Çizelge 1.1 Hastalığa neden olan Theileria türleri [6]. 

Tür Konak Tahmini/kanıtlanmış 
vektör keneler Coğrafik dağılımı 

T. annae Köpek, tilki Ixodes, Rhipicephalus Avrupa 

T. annulata Sığır, Asya 
mandası, bizon Hyalomma Afrika, Avrupa, 

Asya 

T. buffeli 
Sığır, Afrika 

mandası, Asya 
mandası 

Haemaphysalis 
Asya, Avustralya, 
Avrupa, Afrika, 

Amerika 

T. equi At, eşek, katır 
Amblyomma, 

Dermacentor, Hyalomma, 
Rhipicephalus 

Asya, Avustralya, 
Avrupa, Afrika, 

Amerika 

T. lestoquardi Koyun ve keçiler Hyalomma Avrupa, Asya, 
Afrika 

T. luwenshuni Koyun ve keçiler Haemaphysalis Asya 

T. mutans Sığır, Afrika 
mandası Amblyomma Afrika 

T. orientalis Sığır Haemaphysalis 
Asya, Avustralya, 
Avrupa, Afrika, 

Amerika 

T. ovis Koyun ve keçiler Rhipicephalus Avrupa, Asya, 
Afrika 

T. parva 
Sığır, Afrika 

mandası, Asya 
mandası, antilop 

Rhipicephalus Afrika 

T. separata Koyun ve keçiler Rhipicephalus Afrika 

T. sergenti Sığır, Asya 
mandası Haemaphysalis Asya 

T. taurotragi Sığır, koyun, 
keçi, antilop Rhipicephalus Afrika 

T. uilenbergi Koyun ve keçiler Haemaphysalis Asya 

T. velifera Sığır, Afrika 
mandası Amblyomma Afrika 
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Apicomplexa parazitleri arasında Theileria cinsi konak hücrelerini transforme etme 

yeteneğine sahip olup, hücrelerde kontrolsüz proliferasyon, apoptoza direnç, hücresel 

göç ve metastazda artış ile malign fenotip oluşmasına neden olmaktadır [9]. Enfeksiyon 

döngüsü Theileria başlığı altında daha detaylı incelenmiş olup (Şekil 1.1) [10], kısaca 

vektör kenelerin beslenmesi sırasında 0,75-1,5 µm sporozitlerin konak hücreye 

inokulasyonu ile başlamaktadır. Ardından sporozoitler 5 dakika içinde konak lökositleri 

istila ederek makroşizont yapılarını oluşturmaktadırlar. Makroşizont enfekte lökositler 

apoptoza dirençli hale gelerek devamlı çoğalırlar ve farklı organlara yayılarak konağın 

ölümüne sebep olmaktadır [11]. 

Theileria türlerinin teşhisi için kullanılan yöntemlerden biri Giemsa ile boyanmış 

kan/lenf nodu veya dalak yaymalarında parazitin miksroskobik incelenmesidir [12]. 

Yöntem ucuz ve kolay olmasına karşın, enfekte hayvanlar farkedilememektedir ve 

Theileria türlerinin morfolojik yapıları birbirine çok benzer olduğu için bu yöntemle 

ayrımları zordur [13]. Bu dezavantajların üstesinden gelebilmek için, daha hızlı ve doğru 

sonuçlar veren moleküler yöntemler geliştirilmiştir [14].  Moleküler yöntemler arasında 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) [15] ve PCR varyasyonları [6] ,[16], Reverse Line Blot 

(RLB) hibridizasyon [14], halka aracılı izotermal amplifikasyon (a loop-mediated 

isothermal amplification-LAMP) [17] gibi yöntemler yer almaktadır. Mikroskobik 

incelemelere kıyasla daha hassas sonuç veren dolaylı floresans antikor testi (indirect 

fluorescence antibody test-IFAT) [18] ve enzime bağlı immünosorbent deneyi (enzyme-

linked immunosorbent assay-ELISA) [19] serolojik testler arasında yer almaktadır.  

Theileria enfekte hayvanların tedavisinde tek doz 2,5 mg/kg buparvaquone (Butalex®) 

[20] ve 48 saat aralıkla iki doz 20 mg/kg  parvaquone (Clexon®) ilaçları başarılı bir 

şekilde kullanılmaktadır [21].   

1.1.2 Theileria  

Theileria, dünyada çapında yabani ve domestik toynaklılara bulaşan, ixodid kene 

kaynaklı, hücre içi protozoan parazitler olup, canlı hayvan sağlığı ve üretimi üzerindeki 

etkileri nedeniyle büyük ekonomik kayıplara sebep olan hastalıkları oluşturmaktadır 

[22], [23], [24].  Veterinerlik açısından endişe oluşturan Theileria türleri Çizelge 1. 1’de 

listelenmiştir [6]. 
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Theileria parazitlerinin hem kene hem de memeli konaklarında morfolojik olarak farklı 

gelişim aşamalarını içeren karmaşık yaşam döngüleri vardır (Şekil 1.1). Ancak, gelişim 

süreçlerindeki varyasyonlar, replikasyon döngülerindeki bazı farklılıklar ve aşamalarda 

meydana gelen boyut farklılıkları dışında tüm türlerin yaşam dögüleri benzerdir [25].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Memeli konağında döngü, kene beslenmesi sırasında sporozitlerin inoküle olması ile başlar (1). 
Sporozitler lemfoid hücrelerine girer ve çok çekirdekli sinsityal şizont yapılarını oluştururak eş zamanlı 
olarak konak hücre transformasyonu ve ploriferasyonu indüklerler (2). Şizontların bir kısmı zamanla 
merozoitlere farklılaşırlar (3) ve bu yapılar eritrositleri istila eder. Bazı türler için, çoklu bölünme ve 
eritrosit istilası gerçekleşir (4). Enfekte eritrositler kene tarafından sindirilerek bağırsak lümeninde 
gametogenez ve fertilizasyon gerçekleşir (5). Meydana gelen zigot, kene molt periyodu (deri değiştirme) 
sırasında varlığını sürdürdüğü bağırsak epitel hücrelerini istila eder (6) ve tek hareketli kinet yapılara 
dönüşür. Hareketli kinet, bağırsak hücrelerinden çıkar ve ardından tükürük bezlerini istila eder (7), 
burada binlerce sporozitlerin üretildiği eşeysiz çoğalma, sporogoni gerçekleşir (8). Sporozitler, kene 
beslenmesi sırasında memeli konağına enjekte edilir (1).   

Şekil 1.1 Theileria parazitlerin yaşam döngüsü [25]. 

1.1.2.1 Theileria annulata 

Protozoan paraziti Theileria annulata, Güney Avrupa ve Kuzey Afrika'dan başlayıp, 

Ortadoğu ve Güney Rusya boyunca Hindistan'a ve muhtemelen Güney Çin'e kadar 

geniş bir alanı kapsayarak yabani ve evcil hayvanları enfenkte etmektedir [26]. Parazit 

iki veya üç Hyalomma cinsi konak kene kaynaklı, sığırlarda tropikal theileriosis 

hastalığına neden olup ekonomik olarak önemli kayıplara yol açmaktadır [27].  
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T. annulata, yaklaşık 250 milyon sığırı tehdit etmektedir ve birçok gelişmekte olan 

ülkede hayvancılık üretiminde önemli bir engel oluşturmaktadır [28]. Tedavi 

yokluğunda ise enfekte egzotik ırk sığırların %40-50 oranında ölüm ile sonuçlandığı 

bildirilmiştir [29]. Tropikal theileriosis, tek başına dünya çapında yıllık kayıplara bağlı 

olarak 800 milyon dolar maliyete neden olmaktadır [30]. Hastalık, en fazla endemik 

bölgelerde bulunan egzotik sığırları etkilemekte olup sadece Hindistan’da 384,3 milyon 

dolar ekonomik kayba yol açmaktadır [31].  

T. annulata’nın yaşam döngüsü diğer Theileria türleri ile benzer olup Şekil 1.1’ de 

gösterilmiştir. T. annulata monosit ve B hücrelerini enfekte etmektedir [32]. Enfekte 

hayvanlarda lenf bezlerinde şişme, ateş, solunum yetmezliği , burun akıntısı, kornea 

opaklaşması, kırmızı kan hücrelerinde azalma ve anemi ortaya çıkmaktadır [33], [34], 

[35].  

T. annulata parazitinin tanımlanması için kullanılan moleküler yöntemler arasında RLB 

[36], süspansiyon dizisi [37] ve serolojik tanı yöntemleri arasında IFAT ve ELISA  [38] yer 

almaktadır. Tropikal theileriosisin tedavisi, anti-theilerial ilaçlar ile özel tedavi ve 

semptomatik tedavi ile sağlanmaktadır. Parvaquone (Parvexon ND, Bimeda) şizontlara 

karşı aktif anti-theilerial ilaç olup tek doz veya iki doz 20 mg/kg etkili olurken, 

buparvaquone (Butalex ND, Schering-Plough; Teldex ND, Médivet) hem şizont hem de 

piroplazmlara karşı aktiflik gösterip tek doz 2,5 mg/kg etkili olmaktadır.  Semptomatik 

tedavide ise detaylı bir klinik muayeneden sonra enfekte hayvanın durumuna bağlı 

olarak tedavisi gerçekleştirilmektedir [39]. 

1.1.3 Theileria annulata ile Konak Hücre Manipülasyonu 

Protozoan parazitleri, enfekte konak hücrenin fenotipini belirleyen moleküler yolakları 

manipüle etmektedir [40]. Parazitler, konak lenfositlerini transforme ederek ve hücre 

bölünmesini senkronize ederek yavru lenfosit hücrelerinde enfeksiyonun muhafaza 

edilmesini sağlayan benzersiz bir kabiliyete sahiptir [41]. ‘Transformasyon’ enfekte 

hücrelerde kontrolsüz çoğalma, hücre farklılaşma belirteçlerin kaybı ve fonksiyon kaybı 

olarak karakterize edilmektedir ve Theileria parazitlerin memeli konağında yaşam 

dögüsü sırasında (Şekil 1.1) makroşizont yapıların oluşumu ile eş zamanlı olarak 

gerçekleşmektedir [40]. Transformasyona bağlı meydana gelen fenotipik değişiklikler 
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hiperproliferasyon, hücre immortalizasyonu ve yayılımı gibi önemli kanser benzeri 

özellikleri göstermektedir [42], [43]. Kanser benzeri özellik gösteren hücrelerin 

oluşmasına neden olan Theileria enfeksiyonu, lösemi gibi tümör araştırmaları için 

makul bir model olarak değerlendirilmektedir [44].  

İnsan kanser oluşumuna neden olan Ras/Neu onkojenik sinyal yolağında, Ha-Ras ve 

Neu proteinleri insan peptidil prolil izomerazının (hPIN1) aşırı ifade edilmesine [45], bu 

bulguyu takiben PIN1’in ifade edildiği Ras/Neu-ekspresyon hücrelerinde açık bir şekilde 

endojen tümör baskılayıcı FBW7 protein seviyesindeki azalma, c-Jun gibi protoonkojen 

seviyesinin artışına dolayısıyla tümör oluşumuna neden olduğu bildirilmiştir [46]. 

Ayrıca, Theileria parazitleri tarafından enfekte edilen hayvanlar üzerinde yapılan 

çalışmlar ile transforme edilmiş sığır lökositlerinde c- Jun protoonkojen seviyesinin 

arttığı gözlenmiştir [47]. Bu iki sonuç J. Marsolier ve arkadaşlarını Theileria annulata 

parazit peptidil prolil izomerazın (TaPIN1) sığır FBW7 proteini ile etkileşebileceği fikrine 

yöneltmiş olup, in vitro çalışmalar sonucunda, Theileria enfekte sığır hücrelerinde 

TaPIN1’in konak FBW7 ile etkileşime girererek karararlılığını bozarak kanser benzeri 

fenotipin ortaya çıkmasına neden olduğu belirlenmiştir.  Ayrıca, TaPIN1 enziminin, 

etkili anti-theilerial ilaç olan buparvaquone’a direnç gösteren A53P mutasyonu içerdiği 

bildirilmiştir [48]. İnsan peptidil prolil izomeraz enzimi ve kanser arasındaki metabolik 

ilişki, insan PIN1 ile aynı mekanızmayı kullanarak enfekte hayvanlarda kanser benzeri 

fenotipin ortaya çıkmasına neden olan T. annulata peptidil prolil izomeraz enzimi ve 

mutasyonuna bağlı ilaç direnci tez içeriğinde ayrı ayrı incelenmiştir.   

1.1.4 İnsan Peptidil Prolil cis/trans İzomeraz Enzimi  

Peptidil prolil izomerazlar (PPIaz), prolin cis/trans izomerizasyonunu katalizleyerek 

protein katlanması ve düzenlenmesinde yaygın olarak rol alan FK506 bağlanma 

proteinleri, siklofilinler ve parvulinleri içeren şaperon süper ailesinden oluşmaktadır 

[49]. Bu üç aile  yapısal olarak birbirlerinden farklıdır [50]. Parvulinler PPIaz’ın en küçük 

ailesini teşkil etmektedir ve peptidil prolil cis/trans izomeraz NIMA ile etkileşen protein 

1 (PIN1), parvulin-14 ve parvulin-17 proteinlerinden oluşmaktadır [49]. PIN1, diğer 

PPIaz’lardan farklı olarak özellikle prolinden önce gelen fosfo serin veya treonin 

(pSer/Thr-Pro) peptid dizisini tanımaktadır (Şekil 1.2) [51].  pSer/Thr-Pro fosforilasyon 
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motifi hücrelerde önemli düzenleyicilerdir ve PIN1’in fosforilasyona spesifik bir peptidil 

prolil izomeraz olarak tanımlanması, fosforilasyondan sonra substratların 

konformasyonunu katalizleyerek daha ileri protein fonksiyon kontrolünü 

düzenlemektedir [52].  

İnsan PIN1’i 163 amino asit içeren küçük bir protein olup iki tane yapısal bölgeden 

oluşmaktadır (Şekil 1.3). N terminal WW belgesi, 39 amino asit rezidüsü içermektedir 

ve tahmini substrat bağlanma bölgesidir [53]. C terminal ise cis/trans katalitik peptidil 

prolil izomeraz PPIaz bölgesidir [53], [54]. WW bölgesinin varlığı, enzim katalitik 

aktivitesini veya substratın katalitik bölgeye bağlanmasını önemli ölçüde 

etkilememektedir [55], [56].  Lys63, Arg68 ve Arg69 rezidüleri temel olarak substrat 

fosfat bağlanmasından sorumludur [55], [57]. Katalitik aktiviteden sorumlu olan 

rezidüler ise His59, Cys113 ve His157’dir (Şekil 1.2) [58]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1.2 PIN1 tarafından  katalizlenen  pSer/Thr-Pro motiflerinin  konformasyonel 
geçişi [52]. CTD fosfataz; RNA polimeraz-II C-terminal domain fosfataz. 
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Şekil 1.3 İnsan PIN1 protein bölgelerinin şematik gösterimi [58]. Protein büyüklüğü 

parantez içinde belirtilmiştir. UniProtKB/Swiss-Prot veritabanı ve NCBI Referans Dizi 
erişim numaraları verilmiştir. Katalitik bölge kırmızı ile işaretlenmiştir. WW, WW 
tahmini substrat tanıma bölgesi; * kataliz için önemli olan amino asit rezidüleri. 

 

1.1.5 İnsan PIN1 ve Kanser Arasındaki Metabolik İlişki 

PIN1, birçok fosforile protein ile etkileşime girerek protein stabilitesinin, enzim 

aktivitesinin, protein etkileşimlerinin, protein işlenmesinin, translasyon sonrası 

modifikasyonların veya lokalizasyonun düzenlenmesinde rol oynar [52], [58]. PIN1'in, 

özellikle proline yönelik fosforilasyonun düzenlenmesindeki önemli rolü göz önüne 

alındığında, çeşitli biyolojik süreçlerde önemli bir role sahiptir ve buna bağlı olarak 

deregülasyonu çeşitli patolojik koşullara, en önemlisi kansere neden olmaktadır. PIN1, 

tümör baskılayıcı fonksiyona sahip Fbw7 proteini ile etkileşime girerek negatif 

düzenlenmesinde rol alıp tümör oluşumuna katkıda bulunmaktadır [46]. 

1.1.5.1 İnsan PIN1 Tarafından FBW7 Tümör Baskılayıcı Fonksiyonunun Negatif 

Düzenlenmesi 

FBW7’nin Tümör Baskılayıcı Görevi 

Ubikuitin – proteazom sistemi tarafından protein yıkımı çok çeşitli hücresel proseslerin 

kontrolünde yer almaktadır. Ubikuitin aracılı proteolizin başlaması, substratın 

proteazom tarafından tanınması ve degradasyonu için sinyal oluşturan K48 

poliubikuitin zincirlerin substrata eklenmesi ile sağlanmaktadır [59]. Protein ubikuitin 

eklenmesi, sırasıyla ubikuitin- aktive edici (E1), ubikuitin-konjuge edici (E2) ve ubikuitin 

– protein ligaz (E3) enzimlerin aktiflik göstermesiyle gerçekleşmektedir [60]. SCFs 

(Skp1, Cullin-1, F-box protein) (Şekil 1.4) kanser biyolojisinde önemli role sahip olan E3 

enzim sınıfında yer almaktadır. SCFs, Cullin-1’i yapı iskelesi ve F-box proteinlerini 

substrat reseptörü olarak kullanmaktadır [59].  
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SKP1 (S-faz kinaz ile ilişkili protein 1) - CUL1 (cullin 1) -RBX1 (RING box 1) çekirdek kompleksi, F-box 
proteinleri aracılığıyla substratları tanır. E1 ubikuitin (Ub) aktive edici enzim (UBA), E2 ubikuitin konyuge 
edici (UBC) enzime Ub ekler, RBX1 Ub yüklü E2 enzime bağlanır ve substara Ub eklenmesi gerçekleştirilir. 
Substrat proteazomlarca tanınarak yıkıma uğrar. 

Şekil 1.4 E3 SCF (SKP1, CUL1 ve F-box protein kompleksi) ubikuitin ligaz enziminin 

şematik gösterimi [61]. 

FBW7 (F box ve WD tekrar alanı içeren 7), SCF ubikuitin ligaz kompleksinin substrat 

tanıma bileşenidir. SCFFBW7 ubikuitin ligaz, MYC, siklin E, Notch ve JUN gibi hücresel 

büyüme ve bölünme yolaklarında fonksiyon gören proto-onkojenleri parçalar.  İnsan 

FBW7, 4. kromozomda yer alan 200 kb (kilobaz) uzunluğunda bir gendir. Alternatif 

uçbirleştirme ile üç tane tranksripti kodlamaktadır: FBW7α, β ve γ. Her mRNA, üç 

protein izoformunu oluşturan, izoforma özgü ilk ekzonu içermektedir ve ilk ekzona 

bağlı ortak olarak paylaşılan 10 ekzon bulundurmaktadır (Şekil 1.5) [61]. 
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Protein izoformları aynı fonksiyonel alanları paylaşmaktadır: sekiz WD40 tekrarları substrat tanınmasına 
aracılık eder; F-box, SCF (SKP1, CUL1 ve F-box protein kompleksi) ubikuitin ligaz enziminin geri kalan 
bileşenlerini bir araya getirir; dimerizasyon alanı (DD); Nükleer lokalizasyon sinyal (NLS). İzoformlar N 
terminal bölgelerinde farklılıklar göstermektedir. N terminal bölgeler, FBW7α’yı nükleoplazma ve 
FBW7β’yı sitoplazmik membran (Golgi ve ER) bölgelerine lokalize eden dominant sinyalleri içermektedir. 
FBW7γ çekirdekte yer almaktadır.  

Şekil 1.5 FBW7 gen organizasyonu ve protein izoformları [61]. 

FBW7 Dimerizasyonu ve Önemi 

Dimerizasyon ile FBW7, birbirinden bağımsız iki tanıma bölgesi ile substratı hedef alır 

böylece substrat degradasyon etkinliği artar (Şekil 1.6) [61], [62]. Ayrıca, monomerleri 

etkisiz kılan mutasyonlar ortamında dimerizasyon FBW7’nin fonksiyonunu koruyarak 

dayanıklılığını arttırmaktadır. Son olarak, dimerizasyon FBW7 trans-

otoubikuitinasyonuna (trans formunda kendi kendine ubikuitin ekleme) (Şekil 1.7) 

destekleyerek hücre içerisinde FBW7 seviyesinin dengede olmasına katkı sağlar [62].  

 

 

 

 

 

 

Şekil 1.6 İki degron yoluyla dimerik FBW7 bağlı siklin E modeli [61]. Siklsin E 
hiperfosforilasyon bölgeleri (T62 VE T380), her iki bölgeye bağlanma imkanı sağlayan, 

FBW7 için yüksek afinite oluşturur. 
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Şekil 1.7 Dimerizasyon ile FBW7 trans-otoubikuitinasyon modeli [62]. 

İnsan PIN1’in FBW7 Dimerizasyonunu Bozarak Kararlılığını Düzenlemesi 

FBW7 dimerizasyonu birçok SCF E3 ligaz kompleksinde E3 ubikuitin ligaz enziminin 

substrata karşı aktivite göstermesinin yanı sıra hücre içerisinde FBW7 seviyesinin 

dengede olmasına katkı sağlar. Evrimsel olarak korunmuş olan D-domain (dimerizasyon 

domain) FBW7 proteininde F-box motifinin hemen yanında yer almaktadır ve Şekil 

1.8’de görüldüğü üzere PIN1 bağlanma bölgesi pThr205-Pro (T205) D-domainine yakın 

bir yerde bulunmaktadır. Daha da önemlisi, Fbw7’nin fonksiyonel SCF kompleksini 

oluşturmasında yardımcı olan F-box motifinin çıkartılması PIN1’in Fbw7 ile etkileşimine 

etki etmemektedir. Buna göre, PIN1, Fbw7’nin aktif SCF E3 ligaz kompleksini 

oluşturmasını inhibe etmemektedir. Sonuç olarak Pin1'in Fbw7 kararlılığını 

düzenleyebilme kabiliyetinin Fbw7 dimerizasyonunu engelleme yeteneğinden 

kaynaklanabileceği öngörülmektedir. Ancak unutulmamalıdır ki Fbw7 monomerleri, 

substratları etkin bir şekilde ubikuitin eklenmesini sağlayan aktif SCFFbw7 kompleksin 

oluşmasına destek sunar. Bu açıdan, PIN1, FBW7’de konformasyonel değişikliğe neden 

olup dimerizasyonunu bozmakta, monomerleri inaktive etmekte ve E3 ligaz 

aktivitesinin kendisine doğru aktifleşip oto-ubikuitinasyonunu arttırmaktadır (Şekil 1.9). 

Proteazomlarca tanınan ubikuitin yüklü FBW7 yıkıma uğratılarak, hücre ortamında 

FBW7 seviyesi azalır [46].   

 

 

 

Şekil 1.8 FBW7 tanımlanan D-domain ve F-box motifinin şematik gösterimi ve PIN1 
bağlanma bölgesi [46] 
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Şekil 1.9 PIN1 ile FBW7  otoubikuitinasyonu ve FBW7 dimer oluşumunun inhibisyonu 

şematik gösterimi [46] 

 

Ras/Neu  Proteinleri Tarafından İndüklenen İnsan PIN1 Aracılı FBW7 Baskılanması ile 

Tümör Oluşumu 

FBW7 tümör baskılayıcı fonksiyonunun düzenlenmesinde PIN1’in kritik rolü göz önüne 

alındığında, kanser gibi patolojik durumlarda, sinyal yolaklarında yanlış düzenlenmeler 

sonucu PIN1’in aşırı ekspresyonu FBW7 tümör baskılayıcı fonksiyonunun inaktive 

olmasına neden olabilir. Meme kanser hücrelerinde, aktif Neu ve Ras proteinleri, E2F 

transkaktivatör proteinin aktivitesini arttırdığı belirlenmiştir [63]. PIN1 promotörü, E2F 

tranksripsiyon faktörü tarafından aktive edilmektedir ve meme kanser hücrelerinde 

seviyesi oldukça artmış durumdadır. Bu durum göze alındığında, Ras ve Neu proteinleri 

E2F aracılığı ile PIN1 promotor aktivitesini arttırdığını düşündürmektedir. Kanserli ve 

sağlıklı meme epitel hücreleri (MCF-7 ve MCF10A sırasıyla) ile ve meme tümör virüsü-

Neu veya meme tümör virüsü-Ras transgenik fareleri ile yapılan çalışmalar sonucunda, 

Ras ve Neu proteinleri tek başına PIN1’in E2F transaktivatör protein bağlanma 

bölgesine bağlanarak PIN1’in aşırı ifade edilmesine neden olduğu gibi, E2F 

transkripsiyon faktörü ile birlikte Ras/Neu proteinlerin transfeksiyonu sonucunda PIN1 

seviyesinde daha ileri artış gözlenmiştir [45]. Bu bulguları takiben, PIN1’in aşırı ifade 

edilmesine neden olacak şekilde oluşturulan Ras/Neu-ekspresyon hücrelerinde açık bir 

şekilde endojen FBW7 protein seviyesinde azalma, FBW7 substratları olan c-Jun ve 

Mcl-1 proto-onkojen seviyelerinde artma gözlenmiştir (Şekil 1.10) [46].  
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Şekil 1.10 Onkojen Ras ve Neu proteinlerini ifade edecek şekilde oluşturulan MCF10A 
(meme hücresi) hücrelerinden elde edilen tüm-hücre lizatlarının immünoblot analizleri. 

ShPIN1 lentiviral vektor endojen PIN1 baskılanması için ve Aktin kontrol amaçlı 
kullanılmıştır [46]. 

Önemli olarak, Ras/Neu-ekspresyon hücrelerinde PIN1’in baskılanması FBW7 

ekspresyon seviyesinin onarımına ve bunu takiben çeşitli FBW7 substrat seviyesinde 

azalmaya yol açmaktadır. Onkojenik Ras/Neu yolağı aracılığı ile FBW7 aktivitesini 

baskılayan PIN1, tümör oluşumuna neden olan muhtemel yol olabilir (Şekil 1.11). Buna 

bağlı olarak, yapılan çalışma ile tümör hücrelerinde PIN1’in aşırı ekspresyonu FBW7 

dimer oluşumunu bozarak, tümör oluşumunu kolaylaştıran FBW7 E3 ligaz aktivitesinin 

azalmasına neden olduğu gösterilmektedir [46].  

 

Şekil 1.11 PIN1 aracılı FBW7 aktivitesini baskılanarak tümör oluşumuna neden olan 
muhtemel yolun şematik gösterimi. PIN1’in aşırı ekspresyonu, Fbw7 tümör 

fonksiyonunu, Fbw7 dimerizasyonunu baskılamak suretiyle negatif düzenleyerek 
onkojen seviyelerin artmasına neden olmaktadır [46]. 
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1.1.6 Theileria annulata Peptidil Prolil İzomeraz Enzimi ve Mutasyonuna Bağlı İlaç 

Direnci 

J. Marsolier ve ark. T. annulata tarafından hücre konağına salgılanan proteinleri 

tanımlamak için, parazit genomunun in silico görüntülemesini gerçekleştirilmiştir. 

Çalışma sonucunda, insan parvulin (hPIN1) homologu olan Theileria annulata peptidil 

prolil izomeraz TaPIN1 proteini belirlenmiştir. TaPIN1, bir tane intron içeren 572 baz 

çiftli küçük bir gendir. TaPIN1 proteini, PPIaz bölgesi içerisinde hPIN1 ile %47'den fazla 

özdeşlik sergilemektedir. PIN1 homologu olan Arabidopsis thaliana PIN1At ve 

Trypanosoma brucei BtPIN1’de olduğu gibi TaPIN1’de de enzim katalitik aktivitesini 

veya substrat bağlanmasını etkilemeyen WW tahmini substrat tanıma bölgesinden 

yoksundur (Şekil 1.12) [48]. hPIN1’de yer alan, temel olarak substrat fosfat 

bağlanmasından sorumlu olan rezidülere karşılık gelen TaPIN1 amino asitler Lys38 ve 

Arg43 olup korunmuş bölgelerdir. hPIN1’de katalitik aktiviteden sorumlu rezidülere 

karşılık gelen TaPIN1 amino asitler His34, Cys92 ve His136 korunmuş bölgelerdir (Şekil 

1.12). 

İnsan PIN1 ile FBW7 etkileşiminin incelenmesi sonucunda tümör oluşumuna katkı 

sağlayan c-Jun gibi protoonkojen seviyesinin arttığı [46] ve Theileria parazitleri 

tarafından enfekte hayvanlarda yapılan çalışmlar ile transforme edilmiş sığır 

lökositlerinde c-Jun seviyesinin arttığı gözlenmiştir [47]. Bu iki sonuç J. Marsolier ve 

arkadaşlarını TaPIN1’in sığır FBW7 proteini ile etkileşebileceği fikrine yöneltmiştir. In 

vitro çalışmalar sonucunda Theileria enfekte sığır hücrelerinde TaPIN1’in konak FBW7 

ile etkileşime girererek karararlılığını düzenlediği belirlenmiştir.  Parazitli hücrelerde, 

TaPIN1 ile özel olarak FBW7α izoformunun birlikte immün çöktürmesi 

gerçekleştirilmiştir (Şekil 1.13a). TBL3 (Theileria enfekte sığır B lenfosarkoma) 

hücrelerinde enfekte olmayan hücrelere göre FBW7α protein seviyesinin azalmış ve 

substratı olan c-JUN seviyesinin artmış durumda olduğu gözlenmiştir (Şekil 1.13b). 

Farmakolojik olarak TaPIN1 inhibisyonu FBW7 protein eskpresyon seviyesini onarırken 

c-Jun seviyesi azalmıştır (Şekil 1.13b) [48]. Sonuç olarak, TaPIN1 konak hücrenin FBW7 

aktivitesini baskılayarak, enfekte hayvanlarda protoonkojen seviyesinin artmasına ve 

tümör benzeri fenotipin oluşmasına neden olmaktadır (Şekil 1.14). 



15 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Sağ alt köşedeki kutu, % benzerlik oranlarını (sadece PPIaz domain alanında) göstermektedir. Siyahlı 
bölgeler korunmuş bölgeleri ifade etmektedir. hPIN1’deki Lys63 ve Arg68  fosfat bağlamadan sorumlu 
rezidülere karşılık gelen TaPIN1 amino asitler sırasıyla Lys38 ve Arg68; hPIN1’deki His59, Cys113 ve 
His157 aktiviteden sorumlu rezidülere karşılık gelen TaPIN1 amino asitler sırasıyla His34, Cys92 ve 
His136; Buparvaquone ilaç direncine neden olan mutasyon bölgesi: A53P olup hPIN1’de karşılığı yoktur.  

Şekil 1.12 Homo sapiens, Arabidopsis thaliana, Trypanosoma brucei ve Theileria 
annulata PIN1 dizi karşılaştırması [48]. 
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Şekil 1.13 a Endojen TaPIN1, FBW7α ile etkileşime girmektedir. b TBL3 (Theileria – 
enfekte sığır B lenfosarkoma) hücrelerinde TaPIN1 buparvaquone (Bup) ve veya 

juglone (Jug) inhibisyonu FBW7α protein seviyesinin artmasına ve c-JUN ekspresyon 
seviyesinin azalmasına neden olmaktadır [48]. 

 
Şekil 1.14 TaPIN1 aracılı konak FBW7 aktivitesinin baskılanarak enfekte hayvanlarda 

tümör benzeri fenotipin oluşmasına neden olan yolun şematik gösterimi [46] 
kaynağından esinlenerek hazırlanmıştır. TaPIN1, Fbw7 tümör fonksiyonunu, Fbw7 

dimerizasyonunu baskılamak suretiyle negatif düzenleyerek c-JUN onkojen seviyesinin 
artmasına neden olmaktadır. 

J. Marsolier ve arkadaşları, ilaç direnci gösteren enfekte sığırlardan elde ettikleri 

izolattan TaPIN1 DNA dizileme sonucunda, genin katalitik bölgesinde A53P 

substitüsyon mutasyonunu belirlediler (Şekil 1.15). Yapısal modelleme, bu mutasyonun 

yakınındaki katalitik bölgeyi etkileyebileceğini ve ligand bağlanmasını rahatsız 

edebileceğini öne sürmektedir. Moleküler kenetlenme çalışmalarına göre, küçük bir 

molekül olan juglone (moleküler ağırlığı 176 Dalton) hPIN1, TaPIN1 ya da mutant 
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TaPIN1 (A53P) ile etkileşime girebileceğini gösterirken, A53P mutasyonu, daha büyük 

buparvaquone bileşiğinin (moleküler ağırlığı 326 Dalton) mutant TaPIN1 hidrofobik 

kısmı ile etkileşimini engellediği ve böylece modifiye yapıdaki rezidüler ile inhibitörler 

arasında sterik çatışmalara neden olduğu gözlenmiştir (Şekil 1.16). Mutant TaPIN1 

(A53P) katalitik olarak PIN1 substratına karşı aktiflik göstermektetir. Juglone ve DTM 

(dipentametilen tiuram monosulfit) inhibitörleri tarafından inhibe edilirken, 

buparvaquone’a karşı direnç göstermektedir (Şekil 1.17) [48]. 

 

 

T. annulata intron bölgesi gri renkte gösterilmiştir. Buparvaquone dirençli parazitlerde 3 amino asit 
mutasyonu siyah renkle gösterilmiştirBuparvaquone dirençli parazitler PPIaz bölgesinde (rezidü 53) bir 
mutasyona sahiptir: Alanin’den Prolin’e substitüsyon mutasyonu.  

 Şekil 1.15  T. annulata yabanıl tip (TaPIN1 WT) ve buparvaquone dirençli mutant 
(mTaPIN1) (a) nükleotid ve (b) protein dizi karşılaştırması [48]. 
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TaPIN1 A53P mutasyonu katalitik bölge yakınında konformasyonel değişikliğe neden olur (yeşil ok). 
Buparvaquone / juglone: kırmızı, polar ve negatif yüklü kalıntılar: mavi, polar ve pozitif yüklü rezidüler; 
sarı, S atomları; beyaz, geri kalan rezidüler; WT, yabanıl tip. 

Şekil 1.16 hPIN1 ile benzerliğe dayanarak TaPIN1 ve TaPIN1 (A53P) mutantı için 
homoloji modelleri ve PIN1 aktif bölgeleri ile juglone ve buparvaquone moleküllerinin 

kenetlenme çalışmaları [48]. 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Şekil 1.17  Yabanıl tip TaPIN1 (WT) ve mutant TaPIN1 (A53P)’in buparvaquone, juglone 
ve DTM’e karşı  katalitik PPlaz aktivitesi [48]. Con, kontrol solüsyonu. 
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Bütün bunlara istinaden, önerilen tez çalışmasında, TaPIN1 tarafından, konak hücre 

içerisinde seviyesi azalmış tümör baskılayıcı FBW7 protein seviyesinin onarılarak 

substratı olan tümör oluşumuna neden olan artmış c-JUN protoonkojen seviyesinin 

azaltılması amacıyla mutant TaPIN1 enzimini inhibe edecek potansiyel inhibitörlerin 

belirlenmesi ve belirlenen inhibitörler ile insan kanserlerinde Ras/Neu onkojenik sinyal 

yolağında, aşırı ifade edilmiş Ras/Neu proteinlerce indüklenen hPIN1 enzimi tarafından 

hücre içi seviyesi azalmış FBW7 tümör baskılayıcı protein seviyesinin onarılıp, tümör 

oluşumuna neden olan artmış c-Jun ve Mcl-1 protoonkojen seviyelerinin azaltılması için 

ilaç yeniden konumlandırma çalışmalarında kullanılması amacıyla yabanıl tip ve mutant 

TaPIN1 enzimleri ile bilgisayar destekli ilaç tasarım çalışmaları gerçekleştirilmiştir. 

1.1.7 Bilgisayar Destekli İlaç Tasarımı 

Geleneksek yöntemlerle yeni ilaç geliştirilmesi çok uzun yıllar sürmektedir ve 

başarısızlık maliyeti de eklenince 2,6 milyar dolar maliyete neden olmaktadır [64].  İlaç 

keşfi ve geliştirme sürecinde başarısızlık olasılığı oldukça yüksektir ve klinik 

araştırmalara giren ilaçların %90’ı tüketici pazarına sunulmak için Amerikan gıda ve ilaç 

yönetimi FDA (food and drug administration) onayını alamamaktadır. Bu sonuçlara 

göre maliyetin yaklaşık %75’i ilaç keşfi boyunca meydana gelen başarısızlıklardan 

kaynaklanmaktadır [65]. Zamanla, ilaç keşfi konusunda yeni bir yaklaşım olan bilgisayar 

destekli ilaç tasarımı ortaya çıkarak, ilaç olma potansiyeline sahip öncü adayların 

aktivite ve seçiciliğinin erken değerlendirilmesi ayrıca farmakolojik etkilerinin ve 

toksisitelerinin incelenmesi gerçekleştirilebilmektedir. Bu durum yeni moleküllerin 

başarılı bir şekilde geliştirilmesini hızlandırırken maliyetin de azaltılmasına yardımcı 

olmaktadır. Bu yaklaşımın temeli, yeni moleküler yapıların keşfedilmesinde kolaylık 

sağlayan hesaplamalı tekniklerin uygulanmasıdır [66]. Bilgisayar destekli ilaç tasarımı 

genellikle üç amaç için kullanılır: 1) Büyük bileşik kütüphanelerini, deneysel olarak test 

edebilmek amacıyla öngörülen aktif bileşiklerden oluşan küçük setlere filtrelemek; 2) 

ADMET (emilim, dağılım, metabolizma, salınım ve toksisite) bilgilerini içeren ilaç 

metabolizmasının ve farmakokinetik özelliklerinin opztimizasyonuna rehberlik etmek 

ve 3) yeni bileşikler tasarlamak [67]. Bilgisayar destekli ilaç tasarımı yapıya ve liganda 

dayalı olarak iki kategoride sınıflandırılabilir. Yapıya dayalı ilaç tasarımı, potansiyel 
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ligandların taranması veya oluşturulması için hedef molekülün (enzim/reseptör) üç 

boyutlu (3B) yapı kullanımını takiben sentezlenmesi, biyolojik testlerin 

gerçekleştirilmesi ve optimizasyonunu içermektedir. Buna karşın, liganda dayalı ilaç 

tasarımı, teorik olarak öngörülen modelin oluşturulması için, çeşitli yapılardaki ve 

potansiyeli bilinen molekülleri hesaplamalı modelleme yöntemlerine tabi tutan 

yaklaşımdır. [68]. Tez içeriğinde, çalışmada kullanılan yapıya dayalı ilaç tasarımına yer 

verilmiştir.  

1.1.8 Yapıya Dayalı İlaç Tasarımı 

Yapıya dayalı ilaç tasarımında, 3B makromolekül yapının ligand ile öngörülen 

etkileşimleri temel alınıp ligand tasarımı ve değerlendirilmesi yapılmaktadır. Bu yüzden, 

ilaç hedefinin (enzim/reseptör) belirlenmesi ve yapı bilgisinin elde edilmesi yapıya 

dayalı ilaç tasarımının ilk adımını oluşturmaktadır [68], [69], [70]. Yapıya dayalı ilaç 

tasarımının akış şeması Şekil 1.18’de gösterilmiştir. Şekilde görüldüğü üzere yapıya 

dayalı ilaç tasarımının temel amacı ilaç olmaya aday öncü moleküllerin belirlenmesidir 

[71]. Yapıya dayalı ilaç tasarım yöntemleri, sanal tarama ve de novo ilaç tasarımını 

içermektedir [72]. Sanal tarama genel olarak, ardışık filtre kademelerinden 

oluşmaktadır ve belirlenen ilaç hedefine karşı potansiyel biyolojik etkinliğe sahip 

bileşiklerden oluşan bir set elde edilir.  İncelenen bileşikler ticari olarak üretilmemiş 

olabilir ve test edilmeleri herhangi önemli madde materyali tüketmez. Bu açıdan, 

herhangi bir molekül, teorik olarak sanal tarama yöntemi ile değerlendirilebilir  [73]. 

Buna karşın moleküler de novo ilaç tasarımı, istenilen farmakolojik özelliklere sahip, 

daha önce sentezlenmemiş yeni moleküler yapıların sıfırdan üretilmesine imkan sunar 

[74]. Çalışmada yapıya dayalı ilaç tasarım yöntemlerinden sanal tarama kullanılmış olup 

tez içeriğinde bu yönteme yer verilmiştir. 

1.1.8.1 Hedef Belirlenmesi 

İlaç tasarımının ilk adımı ilaç hedef molekülünün belirlenmesidir [75]. Bu amaçla, 

belirlenen ligand molekülü için tüm olası bağlayıcı hedef proteinleri tanımlamak 

amacıyla çeşitli web sunucuları geliştirilmiştir [76]. Hedef molekül belirlendikten 

sonraki aşama 3B yapı eldesidir. 3B yapı belirlenmesi için genellikle x-ray kristalografi, 
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nükleer manyetik rezonans NMR ve homoloji modelleme veya karşılaştırmalı 

modelleme yöntemleri kullanılmaktadır. Homoloji modelleme, bilinen homolog protein 

yapısına dayanılarak, yapısı bilinmeyen proteinler için 3B yapıların elde edilmesine 

olanak sağlayan hedef yapı tahmini için en güvenilir yöntemdir [65], [68], [71], [75]. 

Çalışmada hedef molekül Theileria annulata peptidil prolil izomeraz TaPIN1 enzimi 

olup 3B yapısını belirlemek amacıyla homoloji modelleme uygulanmıştır. 

 

Şekil 1.18 Yapıya dayalı ilaç tasarımının iş akış şeması [71] kaynağından modifiye 
edilmiştir. a, Hedef yapı belirlenmesi ve bağlanma bölgesinin analizi; b, sanal 
kütüphanenin hazırlanması; c, hedef molekül bağlanma bölgesi ile bileşiklerin 

kenetlenme çalışmaları. 
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1.1.8.2 Homoloji Modelleme 

Homoloji veya karşılaştırmalı modelleme, deneysel olarak yapısı belirlenmiş bir 

proteini, benzer amino asit dizisine sahip farklı bir proteinin yapısını belirlemek 

amacıyla kullanır [77]. Homoloji modelleme 4 aşamadan oluşmaktadır (Şekil 1.19): (1) 

Kalıp görevi alabilecek, 3B yapısı bilinen proteinin belirlenmesi; (2) kalıp ile hedef 

protein dizi eşleştirmesi; (3) kalıp proteinin 3B yapısına ve eşleştirmeye dayalı hedef 

protein için model oluşturma; (4) modellerin düzeltilmesi ve validasyonu. Bu adımlar 

tatmin edici model oluşturulana kadar tekrarlanabilir [78].  

 

 

Şekil 1.19 Homoloji modelleme sürecinin ana hatları ve ilaç keşfinde uygulamaları 
[104]. 

Birinci aşamada, program veya sunucu kullanılarak yapısı bilinmeyen dizi ile Protein 

Veri Bankasında yer alan yapısı bilinen protein dizi eşleştirmesi ile kalıp belirlenir [79]. 

Poretin Veri Bankası, deneysel olarak 3B yapıları belirlenmiş birçok makromoleküllerin 

yapı bilgisini sunan küresel bir kaynaktır ve 2016 yılından itibaren yaklaşık 120.000 

makromolekül yapısını içermektedir [65]. Kalıp proteini belirlemek amacıyla kullanılan 

en popüler sunucu BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) aracıdır 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Blast ile veritabanında yapılan arama 

sonucunda, dizi ile eşleşen yapısı bilinen protein listesi elde edilir [79]. Ardından, PSI-
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BLAST, FastA, Multalign ve Spdbviewer gibi yazılım programları veya sucunucular 

kullanılarak, amino asit residüleri ile kalıplar arasındaki 3B yapı benzerliğini saptamak 

için, amino asit dizi eşleştirmesi gerçekleştirilir [80].  Yüksek doğruluktaki karşılaştırmalı 

modeller, hedef proteinin kalıp proteine %50’den fazla dizi benzerliğine dayanır. Orta 

doğrulukta ise %30-50 arasında ve son olarak düşük doğruluktaki karşılaştırmalı 

modelleme ise %30’dan daha az dizi benzerliğinden kaynaklanmaktadır [81]. Buna göre 

%30 ve üstü dizi benzerliğindeki kalıp ile hedef protein için model oluşturma aşamasına 

geçilebilir. Model oluşturulmasında genel olarak 4 yöntem kullanılmaktadır; (1) katı 

gövde birleştirme; (2) segment eşleştirme; (3) boyutsal engellerin tamamlanması ve (4) 

yapay evolüsyon [82], [83]. Tüm boyutsal engeller-tabanlı yaklaşımlarda, ilgili yapı ile 

eşleştirme sırasında hedef dizideki mesafe ve/veya dihedral açı engelleri çıkartılır, bağ 

uzunlukları, bağ açıları ve dihedral açıları gibi kovalent topoloji (stereokimyasal 

engeller) tarafından belirlenen engeller tamamlanır ve tüm engellerdeki ihmalleri 

hesaplayarak minimizasyon gerçekleştirildikten sonra model hesaplanması yapılır [84]. 

Model oluşturulmasında kullanılmak üzere çeşitli program ve yazılımlar geliştirilmiştir 

[85]. MODELLER sunucusu, boyutsal engellerin tamamlanması yöntemini uygulayan 

araç olup homoloji modellemek amacıyla tez çalışmasında kullanılmıştır. Temel olarak, 

program girdileri, modellenecek proteinin a.a. dizisi, kalıp protein yapısı, kalıp protein 

atomik koordinatları ve komut dosyasıdır [86]. MODELLER daha sonra modern bir PC 

ortamında birkaç dakika içinde ve herhangi bir kullanıcı müdahalesi olmadan, hidrojen 

olmayan atomların tümünü içeren bir modeli otomatik olarak hesaplamaktadır [87]. 

Hedef protein için oluşturulan birden fazla modelin yapı değerlendirilmesi 

gerçekleştirmek amacıyla DOPE [88] veya SOAP [89] skoru uygulanarak en iyi model 

seçilir. Seçilen modeli deneysel hedef yapısına yakınlaştırmak için, modellerin 

çözünürlüğünü artırabilmek amacıyla protein yapı optimizasyonu gerçekleştirilebilir. Bu 

amaçla kullanılan yöntemler bilgi temelli ve fizik-temelli yaklaşımlara ayrılmaktadır. 

Bilgi temelli yöntemler istatistiksel potansiyellere ve protein veri bankasındaki 

çözülmüş yapılardan elde edilen kalıp bilgilerine dayanmaktadır [90]. Fiziksel temelli 

yaklaşımlarda, AMBER [91] ve CHARM [92] gibi moleküler mekanik kuvvet alanları ile 

yapı optimizasyonu gerçekleştirilir [90]. Bu işlemden sonraki aşama oluşturulan 
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modelin doğrulanmasıdır ve bu amaçla geliştirilmiş birçok program ve sunucu 

bulunmaktadır  [82], [85], [87] 

1.1.8.3 Yüksek Verimde Sanal Tarama ve Moleküler Kenetlenme  

Küçük molekküllerden oluşan kütüphanelerden öncü ligandların belirlenmesi amacıyla, 

moleküllerin hedef reseptörün aktif bölgesine kenetlenmesi, sanal taramada en yaygın 

kullanılan yapıya dayalı ilaç tasarım yöntemidir [93], [94]. Moleküler kenetlenme, 

ligand ve hedef molekül arasındaki etkileşimi belirler ve kararlı bir kompleks yapı 

oluşturması için ligand bağlanma afinitesini tanımlar [95]. Moleküler kenetlenmenin 

temel metodolojisi 3 şekilde sınıflandırılabillir: (1) Esnek kenetlenme (İndüklenmiş fit 

kenetlenme): Hem ligand hem de reseptör esnektir. Ligand, esnek bir şekilde reseptör 

aktif bölgesine bağlanır.; (2) Kilit ve anahtar kenetlenme: Ligand ve reseptör rijid 

yapıda olup sıkı bağlantı gösterir.; (3) Toplu kenetlenme: Ligand kenetlenmesi için 

çoklu protein yapıları kullanılır [95], [96]. Genel olarak, klasik moleküler kenetlenme 

programları iki kısımdan oluşmaktadır. Birinci kısım, ligandın hedef proteine 

bağlanması için uygun konformasyonun belirlenmesi ve ikinci kısım skor fonksyionu 

uygulanarak bağlanma serbest enerjisinin hesaplanmasıdır [97].  Bu amaçla, çeşitli 

algoritmalar ve skor fonksiyonu içeren  GOLD [98], DOCK [99], Surflex [100], GLIDE 

[101], AutoDock [102], v.b. program veya sunucuları geliştirilmiştir. Tez çalışmasında, 

esnek kenetlenme metodoolojisine sahip Schrödinger tarfından sunulan GLIDE 

programı kullanılarak moleküler kenetlenme temelli sanal tarama gerçekleştirilmiştir. 

GLIDE esnek kenetlenme metodolojisine sahip olmasına rağmen, ligandın esnek ama 

reseptörün rijid olduğu yani kenetlenme sırasında reseptör koordinatlarının sabit 

tutulduğu yöntemi uygulamaktadır [101]. Rijid reseptör yaklaşımı, ligand kenetlenme 

işleminin hızlı bir şekilde değerlendirilmesine olanak sağlar [103]. Glide, reseptörün 

aktif bölgesi içindeki ligandın muhtemel yerlerini araştırmak için bir dizi hiyerarşik filtre 

kullanır [101].  Bu program, üç seçenek vasıtasıyla sanal tarama için rasyonel bir iş akışı 

sağlar: yüksek verimli sanal tarama (HTVs - high-throughput virtual screening) modu, 

standart hassasiyet (SP - standart precision) modu ve ekstra hassasiyet (XP - extra 

precision) modu. HTVS modu, bağlanmaya elverişli ligandlar taranarak büyük molekül 

kütüphanelerini küçültmek amacıyla filtre olarak kullanılır ve ardından diğer modlarla 
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daha doğru kenetlenme hesaplamaları yapılır [104]. SP modu, ligand serbest 

enerjilerini kullanarak, ligand pozlarını diğer ligandlarla karşılaştırır ve bağlanmaya 

elverişli olan ligandları belirler [101], [103]. SP skorlamadan sonraki adım olan XP 

GlideScore, protein - ligand etkileşimlerinin, titizlikle değerlendirilmesine dayanan 

skorlama fonksiyonunudur. SP modunda sadece en yüksek puanı alan ligandlar XP 

modunda kenetlenme işlemine tabi tutulur [105]. 

1.1.8.4 Moleküler Dinamik Simülasyonu 

Kimyasal ve biyolojik sistemlerin davranışlarının altında yatan mekanizmaları anlamak, 

uzaysal ve zamansal çözünürlüklerde incelemeyi gerektirir [106]. Moleküler dinamik 

(MD) simülasyon, Newton fizik kurallarına göre molekül ve atomların etkileşimlerini ve 

hareketlerini incelmektedir [107]. Moleküler kenetlenme sırasında, ligand tarafından 

indüklenmiş hedef moleküller, ikincil ve üçüncül yapılarında önemli değişikliklere 

uğrayabilir ve bu değişiklikler MD simülasyonun sağladığı olanaklar ile incelenebilir 

[108]. Ayrıca, MD simülasyon ligand-hedef kompleks yapı stabilitesinin 

değerlendirilmesine ve oluşturulan yapının optimize edilmesine imkan sağlayan, yapıya 

dayalı ilaç tasarım yaklaşımının geliştirilmesine yönelik yaygın kullanılan bir yöntemdir 

[109].  Şekil 1.20’de görüldüğü üzere MD simülasyon işleminde ilk olarak, hedef 

molekül yapısı veya ligand-hedef kompleksi sistemi başlangıç modeli olarak belirlenir 

[110]. Ardından sistemde yer alan her bir atom üzerinde etki eden moleküler kuvvetler 

tanımlanır [111].  Kuvvet alanı, molekül içi ve moleküller arası etkileşimlerden 

kaynaklanan enerjinin matematiksel ifadesidir. Molekül içi etkileşim enerjileri kimyasal 

bağlardan ve atomik açılardan (bağ gerilimi, bağ bükülmesi ve dihedral burulma), 

moleküller arası etkileşim enerjileri bağ olmayan van Der Waals ve elektrostatik 

etkileşimlerden kaynaklanmaktadır (Şekil 1.21) [112]. Belirtilen moleküler 

etkileşimlerin tanımlandığı AMBER [113], CHARMM [114] ve GROMOS [115] kuvvet 

alanları MD simülasyonda yaygın kullanılmaktadır. Sistem atomları üzerindeki kuvvet 

alanı tanımlandıktan sonra, atomlar Newton’nun hareket yasasına göre hareket 

ettirilerek simülasyon gerçekleştirilir [107], [110]. Simülasyon adımı çok fazla 

hesaplamalar içerdiğinden dolayı milyon kez tekrarlanabilir [111]. Yaygın kullanılan MD 
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simülasyon yazılımları genellikle kuvvet alanları ile aynı adı taşımaktadır: AMBER [116], 

CHARMM [117], GROMOS [118] ve NAMD [119].  

 
Şekil 1.20 Moleküler dinamik simülasyonun iş akış şeması [110]. fs; femtosaniye. 

 

 

 
Şekil 1.21 Molekül hareketlerini yöneten atomik kuvvetler ve bu kuvvetlerden 

kaynaklanan enerjinin matematiksel hesaplanması [110]. 

1.2 Tezin Amacı 

Önerilen tez çalışmasının amacı, ileri in vitro karakterizasyon ve inhibitör test 

çalışmalarında kullanılmak üzere TaPIN1 genin klonlanması, inhibitor kütüphanesi in 

silico taranarak ilaç direnci rapor edilmiş TaPIN1’in inhibisyonuna yönelik aday 

moleküllerin belirlenmesi ve önerilen yaklaşımın aşırı ifade edilmiş Ras/Neu 

proteinlerce indüklenen insan PIN1 enzim kaynaklı kanserlerin tedavi edilmesine 

yönelik kurgunun yapılmasıdır. 
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1.3 Hipotez 

Buparvaquone, etkili bir hidroksinaftakinon anti-theilerial ilaçtır ve bu ilaca karşı 

TaPIN1 mutasyonu kaynaklı direnç rapor edilmiştir. Bu bilgi doğrultusunda in silico 

çalışmalar ile hem kullanılmakta olan buparvaquone hem de TaPIN1’in yabanıl ve 

mutant formları dikkate alınarak yeni aday inhibitörlerin belirlenebileceği ve 

belirlenecek potansiyel ilaç adaylarının TaPIN1 ile aynı mekanizmayı kullanarak insanda 

tümör oluşumuna neden olan insan PIN1 enziminin aşırı ekspresyonunun düşürülmesi 

için de ilaç yeniden konumlandırma çalışmalarında kullanılabileceğinin önerilmesi 

öngörülmektedir.   
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BÖLÜM 2 

MATERYAL VE YÖNTEM 

2. Materyaller ve Yöntem  

2.1 Materyaller 

2.1.1 Kimyasallar, Enzimler ve Kitler 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile kalıp DNA’yı amplifiye etmek için kullanılan Long PCR 

Enzyme Mix ve tampon çözeltisi Thermo Scientific’den (ABD) ve Taq DNA Polimeraz 

enzimi, tampon çözeltisi ve MgCl2 solüsyonu Fermantas’tan (Litvanya) temin edilmiştir.  

PCR ürünlerini saflaştırmak için kullanılan Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up Kiti ve 

Plazmid DNA izolasyonu için kullanılan Wizard® Plus SV Minipreps DNA Saflaştırma Kiti 

Promega’dan (ABD) temin edilmiştir.  

Agaroz jel elektroforezinde yürütülen DNA’yı görüntülemek için kullanılan Novel Juice 

DNA Staining Reagent GeneDireX (Çin), DNA’nın baz büyüklüğünü belirlemek için 

marker olarak kullanılan O’GeneRuler DNA Ladder Mix Fermantas (Litvanya) ve 

konstrasyonunu belirlemek için kullanılan Lambda DNA/Hind III Digest marker ise 

Amersham Pharmacia Biotech (ABD) firmalarından temin edilmiştir. 

Theileria annulata peptidil prolil izormeraz enziminin klonlanması için kullanılan 

pLATE31 vektörü, T4 DNA Polimeraz ile tampon çözeltisi ve EDTA içeren aLICator 

Ligation Independent Cloning and Expression Kiti Thermo Scientific’den (ABD) temin 

edilmiştir. 
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Theileria annulata peptidil prolil izormeraz enzimini kodlayan genden intronun 

uzaklaştırılması için kullanılan Kinaz-Ligaz-Dpn1 enzim karışımı, tampon çözeltisi, Puc19 

vektörü ve DH5α kompetan E. coli hücresini içeren Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit’i 

New England Biolabs - NEB’den (ABD) sağlanmıştır.  

Tez çalışmasında kullanılan diğer bütün kimyasallar BDH (Almanya), Sigma (Almanya), 

Merck (Almanya), Raedel De Haume (Almanya), Promega (ABD), Roche (İsviçre) 

firmalarından temin edilmiştir. 

Amplifikasyon ve DNA dizileme için kullanılan primerler İontek (Türkiye) ve Biogen 

(Türkiye) firmalarından temin edilmiştir. Klonlanan genlerin dizi analizleri Biogen 

firmasına yaptırılmıştır. 

2.1.2  Deneylerde Kullanılan Cihazlar 

Su Banyosu – Kerman 

Çalkalamalı İnkübator – GFL 

pH Metre – CyberScan 

Ultrasonikasyon – Bandelin  

Mikrodalga Fırın – Beko 

Etüv – Binder 

Hassas Terazi – Ohaus 

Buz Makinası – Optic Ivymen System  

Distile Su Cihazı – GFL 

Otoklav – Systec 

-20 oC Buzdolabı – Beko 

-80 oC Buzdolabı – Beko 

+4 oC Buzdolabı – Beko 

Kabin 

Mikrosantrifüj – Sigma 
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Soğutmalı Santrifüj – Sigma 

UV Visible Spektrofotometre – Thermo Scientific 

Termal Döndürücü – Eppendorf 

Vorteks – Heidolph 

Şarzlı Pipet Ünitesi – Hirschmann 

Manyetik Karıştırcı – Heidolph 

Dikey Elektroforez Sistem – BioRad 

Çalkalayıcı – Labn 

PCR Çalışma Kabini – Esco  

Yatay Elektroforez Sistem – BioRad 

Jel Görüntüleme Sistemi – Biorad 

Trans-Blot Semy-Dry – BioRad 

2.1.3 İfade Vektörü 

Escherichia coli suşlarında yer alan genlerin ekspresyonunu sağlamak için pLate31 ifade 

vektörü üzerinde bakteriyofaj T7 elementleri yer almaktadır. Bu elementler ve vektör 

üzerindeki yeri Şekil 2.1’de gösterilmiştir. Ayrıca vektörde bulunan gen ile ligasyonu 

sağlayan yapışkan uç bölgeleri ve IPTG indüklemesi ile gen ekspresyonunu sağlayan T7 

promotör bölgesi Şekil 2.2’ de belirtilmiştir.  
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Şekil 2.1 pLATE31 vektör elementleri [120]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.2 pLATE 31 ifade vektörü [120]. 

2.1.4 Escherichia coli Soyu 

fhuA2 [lon] ompT gal (λ DE3) [dcm] ∆hsdS genotipine sahip BL21 (DE3) Escherichia coli 

soyu transformasyon için kullanılmıştır.  

PT7 – T7 RNA polimeraz promotorü                   
T rrnBT1-T2 – Transkripsiyon sonlandırıcı        
lac0 – lac operatörü                                              
RBS – Ribozom bağlanma bölgesi                       
EKS – Enterokinaz tanıma dizisi                           
WQS – WELQut proteaz tanıma dizisi 
rop - rop proteini plasmid kopya sayısını düzenler 
rep (pMb1) – pMb1 plasmidin replikasyon orjini 
P1st – P1st promotorü 
lacI - lac repressörü  
T T7 – T7 sonlandırıcı 
6xHis -  Polihistidin tag  
bla (Ap8 ) – β laktamaz geni 
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2.1.5 Genomik DNA 

Theileria annulata genomik DNA’sı; Fırat Üniversitesi, Veteriner Fakültesi, Parazitoloji 

Anabilim Dalı öğretim üyeleri Prof. Dr. Münir Aktaş tarafından temin edilmiştir. 

2.1.6 Primerler 

Çizelge 2.1 Tez çalışmasında kullanılan primerler. 

Primer Adı Primer Dizisi Kullanım Alanı 

STaPIN1 F1 ATGATTCGGAATTTTCTAAAT Genin 5’ ucu primeri 

TaPIN R1 TTATGCGATTCTATATATAAG Genin 3’ucu primeri 

TaPIN1 LICF AGAAGGAGATATAACTATGATTCGGAATTTTCTA
AATTTTTTGTGG 

Geni ifade vektörüne aktarmak 
için tasarlanan 5’ ucu primeri 

TaPIN1 LICR GTGGTGGTGATGGTGATGGCCTTATGCGATTCT
ATATATAAG 

Geni ifade vektörüne aktarmak 
için tasarlanan 3’ ucu primeri 

TaPIN1 F AATAATTAATACAATTATATTTGCAATGG Genden intronu uzaklaştırmak 
için tasarlanan 5’ primeri 

TaPIN1 R AAAAATCTTAAGCTAGTATTAATTCC Genden intronu uzaklaştırmak 
için tasarlanan 3’ primeri 

2.1.7 Bakteriyolojik Gelişim İçin Besiyerleri ve Solüsyonlar 

Çizelge 2.2 LB (Luria-Bertani) sıvı besiyeri hazırlanması için gereken bileşenler. 

Bileşenler Miktar 

Maya Ekstratktı 5 g/l 

Tripton 10 g/l 

NaCl 10 g/l 

Otoklav ile 121 oC’de sterilize edilir. 
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Çizelge 2.3  LB (Luria-Bertani) Agar hazırlanması için gereken bileşenler. 

 

 

 

 

 

 

 

Otoklav ile 121 oC’de 15 dk sterilize edilir. 

 

Çizelge 2.4 SOC Medium (25 ml) hazırlanması için gereken bileşenler. 

Bileşenler Miktar 

Maya Ekstraktı 0,5 g 

Tripton 0,125 g 

1 M NaCl 0,25 ml 

1 M KCl 0,0625 ml 

2 M Mg+2 Çözeltisi 0,25 ml 

2 M Glikoz 0,25 ml 

Tripton ve maya ekstraktı tartıldıktan sonra gerekli miktarda 1M NaCl ve 1M KCl 

eklenir. 23 ml’ye kadar distile su ile çözdürülür ve 121 oC’de otoklav ile sterilize edilir. 

Çözelti sıcaklığı, oda sıcaklığına ulaşınca 2 M Mg+2 ve 2 M Glikoz eklenerek son hacmin 

25 ml olmasına dikkat edilir. pH 7 olmalıdır. 

2.1.8 Stok Solüsyonlar ve Tamponlar 

Amfisilin (100 mg/ml) hazırlanışı: 

1 ml’de 100 mg ampifisilin olacak şekilde sulandırılır ve filtre ile sterizile edilir. 

Hazırlanan stok amfisilin -20 oC’de saklanır. 

 

Bileşenler Miktar 

Maya Ekstratktı 5 g/l 

Tripton 10 g/l 

NaCl 10 g/l 

Agar 15 g/l 
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Çizelge 2.5 2M Mg+2 hazırlanması için gereken bileşenler. 

 

 

 

 

Distile su ile 100 ml’ye tamamlanır ve filtre ile sterilize edilir. 

 

2 M Glukoz hazırlanışı: 

3,60 g Glukoz tartılarak distile su ile 10 ml’ye tamamlanır ve filtre ile sterilize edilir. 

 

Çizelge 2.6 CaCl2 solüsyonu hazırlamak için kullanılan bileşenler. 

 

 

 

 

 

 

Solüsyon hazırlandıktan sonra otoklav ile 121 oC’de 15 dk sterilize edilir. 

 

Çizelge 2.7 50 x TAE Tampon Çözeltisini (Tris-Asetat-EDTA) hazırlamak için kullanılan 
bileşenler. 

 

 

 

 

 

dH2O ile 1xTAE’ye seyreltilerek çalışma solüsyonu hazırlanır. 

Bileşenler Miktar 

MgCl2.6H2O 20,33 g/100ml 

MgSO4.7H2O 24,65 g/100ml 

Bileşenler Miktar 

100 mM CaCl2.2H2O 14,702 g/l 

5 mM MgCl2.6H2O 1,0165 g/l 

5 mM Tris HCl (pH : 7,6) 5 ml 

Bileşenler Miktar 

Trisma Base 242 g/l 

Asetik Asit 57,1 ml/l 

0,5 M EDTA (pH: 8,0) 100 ml/l 
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2.2 Yöntem 

2.2.1 Genomik DNA’dan Theileria annulata Peptidil Prolil İzomeraz Geninin 

Amplifikasyonu 

Tezin ilk çalışması, Theileria annulata peptidil prolil izomeraz enzimini kodlayan TaPIN1 

geninin laboratuvarımızda mevcut bulunan Theileria annulata genomundan amplifiye 

edilmesidir. Bu amaçla, genin başlatıcı ile sonlandırıcı nükleotidleri belirlendikten sonra 

diziye spesifik 5’ ve 3’ primerler tasarlanmıştır. 

2.2.1.1  Theileria annulata Peptidil Prolil İzomeraz Gen Dizisine Spesifik Primerlerin 

Tasarlanması 

Theileria Annulata peptidil prolil izomeraz gen dizisine spesifik tasarlanan primerler: 

TaPIN1F1   5’ ATGATTCGGAATTTTCTAAAT 3’  

TaPINR1     5’ TTATGCGATTCTATATATAAG 3’  

2.2.1.2 Theileria annulata Peptidil Prolil İzomeraz Gen Dizisine Spesifik Primerler ile 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

Diziye spesifik tasarlanan primerler ile Long PCR Enzyme Mix polimeraz enzimi 

kullanılarak Çizelge 2.8’de yer alan bileşenlerle TaPIN1 genin polimeraz zincir 

reaksiyonu gerçekleştirilmiştir. Kalıp olarak Theileria annulata genomik DNA’sı 

kullanılmıştır. Polimeraz enzimi eklenmeden önce 95 oC’de 5 dk ön denatürasyon 

gerçekleştirilmiştir. Enzim eklendikten sonra 30 döngü olacak şekilde 94 oC’de 1,5 dk, 

50 oC’de 2 dk ve 72 oC’de 2 dk polimeraz zincir reaksiyonu gerçekleştirilmiştir. 

Çizelge 2.8 TaPIN1 gen amplifikasyonu için gerekli olan bileşenler. 

Bileşenler Miktar 

10 x Long PCR Enzyme Mix polimeraz tamponu + MgCl2 5 µl 
dNTPmix 5 µl 
TaPIN1F1 2,5 µl (20 pmol/µl) 
TaPINR1 2,5 µl (20 pmol/µl) 

Kalıp DNA 1 µl 
10 x Long PCR Enzyme Mix polimeraz enzim 1 µl 

dH2O 33 µl 
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2.2.2 PCR Ürünlerinin Agaroz Jelde Yürütülmesi 

PCR sonrası DNA büyüklüğünü görüntülemek için %1’lik agaroz jel hazırlandı.  Çözelti 

içerisinde son konsantrasyon %1 olacak şekilde agaroz tartılarak 1xTAE içerisinde 

mikrodalgada çözünürleştirilmiştir. Çözeltiye etidyum bromür eklendikten sonra, jel 

tepsisine dökülüp donması beklenmiştir. Jel tepsisi elektroforez tankına yerleştirilerek 

tank tamponu (1xTAE) eklenmiştir. Yükleme tamponu ile muamele edilen PCR 

örnekleri, tank tamponu içeren elektroforez tankındaki jele yüklenerek 45 mA’de 40 dk 

yürütülmüştür. Jelde yürütülen DNA bantları ultraviyole transilluminatöründe 

görüntülenmiştir. 

2.2.3 Theileria annulata Peptidil Prolil İzomeraz Enzimini Kodlayan Genin İfade 

Vektörüne Aktarılması 

aLICator LIC (Ligation Independent Cloning) Klonlama ve Ekspresyon Kit sistemi 

ekspresyon vektörüne klonlamayı hızlandıran ligasyondan bağımsız klonlama 

teknolojisini kullanmaktadır. LIC teknolojisi, ligasyon ve restriksiyon enzim kesim 

adımlarına ihtiyaç duymadan %95’in üzerinde klonlama verimliliği sağlar.  Hedef genin 

ifade vektörüne aktarılabilmesi için, ilk önce sistem protokolüne uygun 5’ ve 3’ 

primerler ile hedef genin amplifikasyonu yapılmalıdır. Amplifiye edilen PCR ürünü, 

vektöre ligasyon işlemi için kullanılır. LIC sistemi, 5’-3’ polimeraz aktivitesi ve 3’-5’ 

ekzonükleaz aktivitesine sahip T4 DNA polimeraz enzimini kullanır. Ekzonükleaz 

aktivitesi DNA'nın 3’ ucuna hatalı eklenmiş nükleotidleri uzaklaştırırken polimeraz 

aktivitesi kalıp olarak komplementer DNA’yı ve dNTP’leri kullanarak doğru 

nükleotidlerin eklenmesini sağlar. LIC protokolü, sarmaldaki ilk sitozin oluşumunu 

engellemek amacıyla sadece dGTP kullanır (Şekil 2.3) [120]. 
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Şekil 2.3 T4 DNA polimeraz ve dGTP ile ilgili gen üzerinde yapışkan uçların 
oluşturulması [120]. 

2.2.3.1 aLICator LIC Klonlama ve Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-tag) Sistemine 

Uygun Primerlerin Tasarlanması 

Sisteme uygun primerlerin dizaynı, kit protokolünde önerilen şekilde  pLATE31 vektör 

için verilen kalıp diziler kullanılarak tasarlanmıştır. Primerlerin 5’ ucu vektöre spesifik 

diziler içerirken, 3’ ilgili gen dizisinin 5’ ve 3’ dizilerini içermektedir. 

 TaPIN1LICF   5’AGAAGGAGATATAACTATG - ilgili gene spesifik dizi 3’  

TaPIN1LICR    5’GTGGTGGTGATGGTGATGGCC - ilgili gene spesifik dizi 3’  

2.2.3.2 Theileria annulata Peptidil Prolil İzomeraz Enzimini Kodlayan Genin LIC 

Sitemine Spesifik Primerler ile Amplifikasyonu 

Peptidil prolil izomeraz enzimini kodlayan genin LIC Sitemine alt klonlanması için Long 

PCR Enzyme Mix polimeraz enzimi kullanılarak Çizelge 2.9’da yer alan bileşenler ile 

amplifikasyonu gerçekleştirilmiştir. Kalıp DNA olarak, gen dizisine spesifik primerler ile 

amplifiye edilen PCR ürünü kullanılmıştır. 
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Çizelge 2.9 LIC sistemine alt klonlanması amacıyla TaPIN1’in amplifiye edilmesi için 
kullanılan bileşenler. 

Bileşenler Miktar 
10 x Long PCR Enzyme Mix 

polimeraz tamponu + MgCl2 
5 µl 

dNTPmix 5 µl 
TaPIN1LICF 2,5 µl (20 pmol/µl) 
TaPINLICR 2,5 µl (20 pmol/µl) 
Kalıp DNA 1 µl 

10 x Long PCR Enzyme Mix 
polimeraz enzim 

1 µl 

dH2O 33 µl 
 50 µl 

LIC sistemine alt klonlanması amacıyla, LIC sistemine uygun primerler ile amplifiye 

edilen TaPIN1 PCR ürünü Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up Kit protokolü uygulanarak 

saflaştırılmıştır [121]. Saflaştırılan PCR ürünü, GeneDirex DNA Ladder ile muamele 

edildikten sonra %1’lik  etidyum bromür içermeyen agaroz jelde yürütülerek PCR 

sonucu kontrol edilmiştir. 

2.2.3.3 Theileria annulata Peptidil Prolil İzomeraz Enzimini Kodlayan Genin İfade 

Vektörüne Klonlanması ve E. coli BL21 (DE3) pLysS Hücrelerine 

Transformasyonu 

aLICator LIC Klonlama ve Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-tag) Sistemin’de verilen 

tablodaki nükleotid uzunluğuna göre LIC reaksiyonu için kalıp DNA olarak kullanılacak 

saf PCR ürün miktarı belirendikten sonra, Çizelge 2.10’da miktarı belirtilen bileşenler ile 

karıştırılarak, yapışkan uçların oluşturulması sağlanmıştır. 

Çizelge 2.10 TaPIN1 geninde yapışkan uçların oluşturulması için gereken reaksiyon 
bileşenleri. 

Bileşenler Miktar 
5 x LIC Tampon 2 µl 

PCR Ürünü 4 µl 
Water nuclease-free 3 µl 

T4 DNA Polimeraz 1 µl 
 10 µl 
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Reaksiyon karışımı, 3-5 sn. vortekslendikten sonra, 5 dk oda sıcaklığında bekletilmiştir. 

Rekasiyonu durdumak için 0,6 µl EDTA (0,05 M) eklenmiştir. Uzama reaksiyonun 

başlaması için, T4 DNA polimeraz ile muamele edilmiş PCR ürününe 1 µl pLATE 

eklendikten sonra tekrar 3-5 sn. vortekslenmiştir. Reaksiyon karışımı 5 dk oda 

sıcaklığında bekletildikten sonra doğrudan transformasyon için kullanılmıştır.  

-80 oC’de yer alan E. coli BL21 (DE3) pLysS stoğundan agar petrilere sürme ekim 

yapılmıştır. Petriler inkübatörde 1 gece 37 oC’de inkübe edilmiştir. Gelişen 

bakterilerden tek koloni seçilerek 5 ml LB sıvı besiyerine ekimi yapılmıştır. 37 oC’de 

çalkalamalı etüvde 120 devirde 1 gece inkübe edilmiştir. Kültürün 500 µl’si 50 ml LB sıvı 

besiyerine aktarılarak 37 oC’de 180 devirde, UV görünür spektrofotometrede 600 nm 

dalga boyunda optik yoğunluk (OD) absorbans değeri 0.3-0.4’e ulaşana kadar inkübe 

edilmiştir. OD değerine ulaşan kültür 25 ml olacak şekilde falkon tüplerine ayrılıp, 5000 

devirde 5 dk +4 oC’de santrifüj edilmiştir. Süpernatant atılarak, pelletler 25 ml CaCl2 

solüsyonu ile çözdürülmüştür. 30 dk buzda bekletildikten sonra tekrar 5000 devirde 5 

dk +4 oC’de santrifüj edilmiştir. Süpernatant atılarak, pellet 1 ml CaCl2 ile 

çözdürülmüştür. 2 saat buzda bekletildikten sonra hazırlanan kompetan hücreler 

doğrudan transformasyonda kullanılmıştır.  

Hazırlanan LIC reaksiyon örneğinin üzerine 200 µl E. coli BL21 (DE3) pLysS kompetan 

hücre eklenerek 4-6 kez ters yüz edilmiştir. 30 dk buzda bekletildikten sonra, 42 oC’de 

90 sn. ısı şoku uygulanmıştır. Tekrar 2 dk buzda bekletilerek 800 µl SOC Medium 

solüsyonu eklenmiştir. Karışım 4-6 kez ters yüz edilerek 30 dk 37 oC’de inkübe 

edilmiştir. Ardından amfisilin içeren LB agar petrilere farklı hacimlerde ekim yapılarak  

37 oC’de 1 gece inkübe edilmiştir [120].  

2.2.3.4 Klonlanan Theileria annulata Peptidil Prolil İzomeraz Enzimini Kodlayan 

Genin Rekombinant Plazmid DNA’dan PCR ile Kontrolü 

Transformasyonun kontrolü için rekombinant plazmid izolasyonu gerçekleştirildikten 

sonra elde edilen ürün ile PCR gerçekleştirilmiştir. Plazmid izolasyonu içi Wizard® Plus 

SV Minipreps DNA Saflaştırma Kit protokolü uygulanmıştır. Petrilerde gelişen pozitif 

beyaz renkteki tek koloniye kürdanla dokunulup amfisilin içeren 5 ml’lik LB sıvı 

besiyerine eklenmiştir. Bakteri gelişimi için 37 oC’de 180 devirde bir gece çalkalamalı 
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etüvde inkübasyonu sağlanmıştır. Gelişen kültürden 1.4 ml kültür örneği alınarak 

12.000 devirde santirüjlenmiştir. Süpernatant atılarak, pellet 250 µl  Hücre Re-

süspansiyon Solüsyon’u (Cell Resuspension Solution) ile çözdürülmüştür. 250 µl  Hücre 

Lizis Solüsyon’u (Cell Lysis Solution) eklenerek 4 kere ters yüz edilip karıştırılmıştır. 10 

µl Alkalin Proteaz Solüsyon’u (Alkaline Protease Solution) eklenerek 4 kere ters yüz 

edilerek tekrar karıştırılmıştır. Karışım 5 dk oda sıcaklığında bekletildikten sonra 350 µl  

Neutralization Solution eklenmiştir. 4 kere ters yüz edilerek karıştırılması sağlanmıştır.  

10 dk 12.000 devirde santrifüj edilmiştir. Spin kolonu toplama tüpüne yerleştirilip, elde 

edilen lizat spin kolonun içine dökülmüştür. 1 dk 12.000 devirde oda sıcaklığında 

santrifüjlenmiştir. Toplama tüpündeki flowthrough atılarak spin kolonu tekrar toplama 

tüpüne yereştirilmiştir. Aynı işlem 250 µl Wash Solution eklendikten sonra 

tekrarlanmıştır. 2 dk santrifüj edildikten sonra spin kolonu 1,5 ml’lik ependorf tüpüne 

aktarılmıştır. 5-55 µl Nükleaz içermeyen su (Nuclease-free water) eklenerek 1 dk oda 

sıcaklığında en yüksek hızda santrifüjlenmiştir.  Spin kolonu atılarak, ependorf tüpte 

elde edilen DNA -20 oC’de muhafaza edilmiştir [122]. 

Elde edilen rekombinant plazmid DNA, kalıp olarak kullanılarak Taq DNA polimeraz 

enzimi ile Çizelge 2.11’de yer alan bileşenlerle amplifikasyon gerçekleştirilmiştir.  

Çizelge 2.11 Rekombinant Plazmid DNA’dan PCR için gerekli olan bileşenler. 

Bileşenler Miktar 
Taq DNA Polimeraz Tamponu 

+ KCl-MgCl2 
5 µl 

MgCl2 3 µl 
dNTPmix 5 µl 

TaPIN1LICF 2,5 µl (20 pmol/µl) 
TaPINLICR 2,5 µl (20 pmol/µl) 
Kalıp DNA 1 µl 

Taq DNA Polimeraz 1 µl 
dH2O 30 µl 

 50 µl 
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2.2.4 Yönlendirilmiş Mutagenez ile Theileria annulata Peptidil Prolil İzomeraz Gen 

Dizisinden İntronun Uzaklaştırılması 

T. annulata peptidil prolil izomeraz gen dizisinde tanımlanmış olan bir tane intronun 

uzaklaştırılması Q5 Site-Directed Mutagenez Kit protokolü uygulanarak 

gerçekleştirilmiştir. Mutagenez kiti, çift sarmal plazmid DNA üzerinde bölgeye özgü 

mutagenezin 2 saat gibi kısa bir sürede gerçekleşmesini sağlar. Kit protokolünün ilk 

adımında çeşitli plazmidlerde insersiyon, delesyon ve substitüsyon mutasyonları 

oluşturmak için özel Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polimeraz ve özel mutajenik 

primerler kullanılarak PCR gerçekleştirilir. PCR ürünü Kinaz-Ligaz-DpnI enzim karışımı ile 

muamele edilerek istenilen mutasyonu içeren plazmid DNA elde edilir ve intronlu kalıp 

DNA uzaklaştırılır. Son olarak, mutajenik plazmid DNA, yüksek verimde transformasyon 

elde etmek için kitin önerdiği NEB 5-alpha kompetan E. coli hücrelerine trasforme edilir 

(Şekil 2.4) [123]. 

 

Şekil 2.4 Q5 Site-Directed Mutagenez Kit protokolü akış şeması [123]. 

2.2.4.1 Theileria annulata Peptidil Prolil İzomeraz Gen Dizisinden İntronun 

Uzaklaştırılması için Mutagenez Primerlerin Tasarlanması 

T. annulata peptidil prolil izomeraz gen dizisine tanımlanmış olan bir tane intronun 

uzaklaştırılması için delesyon mutasyonu gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla Site-Directed 

Mutagenez Kit protükolün önerdiği NEBaseChanger sunucusu kullanılarak delesyon 

primerleri tasarlanmıştır. İki primer, Şekil 2.5’te yer aldığı üzere delesyonu 
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gerçekleştirilicek bölgeye bitişik olan 5’ uçlarından ve birbirlerine zıt yönlerde dizayn 

edilmiştir: 

TaPIN1F      5’AATAATTAATACAATTATATTTGCAATGG 3’  

TaPIN1R      5’ AAAAATCTTAAGCTAGTATTAATTCC 3’  

 

Şekil 2.5 Q5 Site-Directed Mutagenez Kit için delesyon primerlerin tasarımı [123] 

2.2.4.2 Theileria annulata Peptidil Prolil İzomeraz Gen Dizisinden İntronun 

Uzaklaştırılması için Mutagenez Primerler ile PCR 

Rekombinant plazmid DNA kalıp olarak kullanılarak, tasarlanan mutagenez primerler ile 

Çizelge 2.12’de yer alan bileşenlerle amplifikasyon gerçekleştirilmiştir. Mutagenez kit 

protokolüne göre, hedef geni içeren vektör büyüklüğüne göre uzama sıcaklığı 

belirlendikten sonra PCR döngü koşulları 98 oC’de 10 sn , 59 oC’de 10 sn ve 72 oC’de 

1,40 dk 25 döngü olarak uygulanmıştır. PCR ürününü saf olarak elde etmek amacıyla 

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up Kit protokolü uygulanmıştır [121]. 
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Çizelge 2.12 Site-Directed Mutagenez Kit ile TaPIN1’den intronun uzaklaştırılması için 
kullanılan PCR bileşenleri. 

Bileşenler Miktar 
Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix 12.5 μl 

10 μM TaPIN1F 1.25 μl 
10 μM TaPIN1F 1.25 μl 

Kalıp DNA 1 µl 
Water nuclease-free 9 µl 

 25 µl 

2.2.4.3 Kinaz-Ligaz-Dpn1 Reaksiyonu  

PCR sonrası elde edilen intronsuz DNA ürünü, çift zincirli dairesel plazmid DNA 

oluşturmak ve ortamdan intronu içeren kalıp DNA’yı uzaklaştırmak için Çizelge 2.13’te 

yer alan Kinaz-Ligaz-DpnI (KLD) reaksiyon bileşenleri ile muamele edilmiştir. Kinaz 

enzimi, PCR sonrası elde edilen birbirine komplementer DNA zincirlerin 5’ uçlarına 

fosfat grubu ekledikten sonra ligaz enzimi ile çift zincirli dairesel DNA’nın oluşturulması 

amacıyla ligasyon gerçekleştirir [123]. DpnI restriksiyon enzimi ise, metil grubu içeren 

intronlu kalıp DNA’yı tanıyarak degradasyona uğratıp ortamdan uzaklaştırılmasını 

sağlar [124]. 

Çizelge 2.13 Kinaz-Ligaz- DpnI Reaksiyon bileşenleri. 

Bileşenler Miktar 
PCR ürünü 1 μl 

2X KLD Reaksiyon Tamponu 5 μl 
10X KLD Enzim Karışımı 1 μl 

Nuclease-free Water 3 µl 
 10 µl 

 

Bileşenler 5 dk oda sıcaklığında bekletildikten sonra doğrudan transformasyonda 

kullanılmıştır.  
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2.2.4.4 İntronu Uzaklaştırılan Theileria annulata Peptidil Prolil İzomeraz Enzimini 

Kodlayan Genin Kompetan E. coli DH5α Hücrelerine Transformasyonu 

5 µl KLD örneği 50 µl kompetan E. Coli NEB 5-alpha hücrelerine eklendikten sonra 30 dk 

buzda bekletilmiştir.  42 oC’de 30 sn ısı şoku uygulanıp tekar 5 dk buzda bekletilmiştir. 

950 µl SOC medium solüsyonu eklenmiştir. Karışım 37 oC’de çalkalamalı etüvde 250 

devirde 1 saat inkübe edilmiştir. Ardından, amfisilin içeren petrilere farklı hacimlerde 

ekim yapılarak 37 oC’de 1 gece inkübe edilmiştir. 

2.2.4.5 İntronu Uzaklaştırılan ve Klonlanan Theileria annulata Peptidil Prolil 

İzomeraz Enzimini Kodlayan Genin Koloni PCR Metodu ile Kontrolü 

E. coli NEB 5-alpha hücrelerine transformasyon kontrolü koloni PCR yöntemi ile 

gerçekleştirilmiştir. Petrilerde gelişen beyaz tek kolonilere kürdanla dokunulup 

amfisilin içeren 5 ml LB sıvı besiyerine eklenmiştir. Bakteri gelişimi için 37 oC’de 180 

devirde 1 gece inkübe edilmiştir. Gelişen kültürlerden 100 µl’si 13.000 devirde 7 dk 

santrifüj edilmiştir. Süpernatant atılarak, pellet 100 µl dH2O ile çözdürülmüştür. Çözelti 

kaynar su buharında 10 dk btekletildikten sonra 13.000 devirde 15 dk santrifüj 

edilmiştir. Elde edilen süpernatant kalıp olarak kullanılarak Çizelge 2.14’te verilen 

bileşenler ile koloni PCR gerçekleştirilmiştir. Pozitif olan koloniler gliserol stoğu 

hazırlanarak -80 oC’de muhafa edilmiştir.  

Çizelge 2.14 Koloni PCR için kullanılan bileşenler 

Bileşenler Miktar 
10x Taq Polimeraz Tamponu 

+KCl-MgCl2 
5 μl 

MgCl2 3 μl 
TaPIN1LICF 2,5 μl 
TaPIN1LICF 2,5µl 
Kalıp DNA 1 µl 

Taq Polimeraz 1 µl  
dH2O 30 µl 

 50 µl 
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2.2.5 İntronu Uzaklaştırılan Theileria annulata Peptidil Prolil İzomeraz Enzimini 

Kodlayan Genin E. coli BL21 (DE3) Hücrelerine Transformasyonu ve Koloni PCR 

ile Kontrolü 

İleri in vitro karakterizasyon ve inhibitör test çalışmlarında kullanılmak üzere gen 

ürününün ifade edilmesi ve üretilmesine imkan sunacak TaPIN1 geni E. coli BL21 (DE3) 

ekspresyon hücrelerine transforme edilmiştir. Transformasyonda kullanılmak üzere 

Bölüm 2.2.3.3’te yer alan protokole göre CaCl2 solüsyonu ile kompetan E. coli BL21 

(DE3) hücreleri hazırlanmıştır ve intronsuz TaPIN1 geni kompetan hücrelerine 

transforme edilmiştir. Transformasyon sonucu Bölüm 2.2.4.5’te yer alan koloni PCR 

protokolü uygulanarak kontrol edilmiştir. Pozitif olan koloniler gliserol stoğu 

hazırlanarak -80 oC’de muhafa edilmiştir. 

2.2.6 İntronu Uzaklaştırılan ve Klonlanan Theileria annulata Peptidil Prolil İzomeraz 

Enzimini Kodlayan Genin DNA Dizi Analizi ile Kontrolü 

TaPIN1 gen dizisinden doğru intron bölgesinin uzaklaştırılıp, doğru gen dizisinin 

insersiyonu DNA dizi analizi ile teyit edilmiştir. Bu amaçla pozitif kolonilerde plazmid 

DNA izolasyonu için Wizard® Plus SV Minipreps DNA Saflaştırma Kit protokolü 

uygulanmıştır [122]. Elde edilen plazmid DNA ile LIC sistemine uygun tasarlanan 5’ ve 3’ 

primerler dizilemeye gönderilmiştir. 

2.2.7 Yabanıl Tip ve Mutant Theileria annulata Peptidil Prolil İzomeraz Enzimlerin 

Homoloji Modellenmesi 

Yapıya dayalı ilaç tasarımında, 3B makromolekül yapının bağlanma bölgesi belirlenerek 

ligand ile öngörülen etkileşimleri temel alınıp ligand tasarımı ve değerlendirilmesi 

yapılmaktadır. Bu yüzden, ilaç hedefinin (enzim/reseptör) yapı bilgisinin elde edilmesi 

yapıya dayalı ilaç tasarmının ilk adımını oluşturmaktadır [68], [69], [70]. Tez 

çalışmasında homoloji modelleme uygulanarak yabanıl tip ve mutant T. annulata 

peptidil prolil izomeraz proteinlerin 3B yapıları öngörülmüştür. Homoloji modelleme, 

kalıp belirleme, dizi eşleştirme, model oluşturma, yapı düzeltilmesi ve validasyon olmak 

üzere 4 adımdan oluşmaktadır. TaPIN1 amino asit dizisi PSI-BLAST (Position-Specific 

Iterative Basic Local Alignment Search Tool) web sunucusuna yüklenerek, PDB’de var 
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olan proteinler ile dizi eşleştirme sonucuna göre en yüksek benzerlik oranı gösteren 

protein kalıp olarak belirlenmiştir. MUSCLE sunucusu yardımıyla kalıp protein ile 

TaPIN1 amino asit dizi eşleştirmesi gerçekleştirilmiştir [125]. Protein modellemesi, 

MODELLER v9.15 programı kullanılarak gerçekleştirilmiştir [87]. Modelleme işlemi 

yabanıl tip ve mutant TaPIN1 için ayrı uygulanmış olup programa temel girdiler, yabanıl 

tip ve mutant TaPIN1 amino asit dizileri ve kalıp protein 3B yapısıdır. Dizi eşleştirmeleri 

program tarafından yapılarak her iki tip protein için 50 farklı model oluşturulmuştur.  

Oluşturulan her iki tip 50 farklı modelden DOPE (Discrete Optimized Protein Energy) 

skoru en düşük olanlar model olarak seçilmiştir. Seçilen modelleri, deneysel hedef 

yapısına yakınlaştırmak amacıyla, enerji optimizasyonu Chimera v1.10.2 programı ile 

2000 adımda ve AMBER 14SB kuvvet alanı uygulanarak gerçekleştirilmiştir [126]. Enerji 

optimizasyonu yapıldıktan sonraki aşama modellerin validasyonudur. Validasyon işlemi 

için 4 farklı web sunucusu kullanılmıştır. Kullanılan ilk sunucu ERRAT olup, atomik 

etkileşime dayalı protein yapılarının doğru ve yanlış tanımlanmış bölgeleri istatistiksel 

olarak belirlenmiştir [127]. Validasyon amaçlı ikinci kullanılan program ProSa olup 

model proteinler ile X-ray ve NMR aracılığıyla yapısı belirlenen proteinlerin 

eşleştirilmesine dayanarak elde edilen enerji skoru ile konformasyonları 

değerlendirilmiştir [128]. Model validasyonu amacıyla kullanılan üçüncü program ProQ 

ile LGscore belirlenerek protein modellerinin kalitesi değerlendirilmiştir [129]. Son 

olarak model validasyonu RAMPAGE programı ile gerçekleştirilmiştir ve Ramachadran 

diagramı oluşturulmuştur [130]. 

Oluşturulan her iki tip TaPIN1 modellerin kalıp protein ile süperimpozisyonu Chimera 

v1.10.2 programı kullanılarak gerçekleştirilmiştir.  

2.2.8 Potansiyel İnhibitörlerin Belirlenmesi İçin Moleküler Kenetlenme Temelli 

Sanal Tarama  

Küçük molekküllerden oluşan kütüphanelerden öncü inhibitörlerin belirlenmesi 

amacıyla, molekküllerin hedef reseptör/enzim aktif bölgesine kenetlenmesi, sanal 

taramada en yaygın kullanılan yapıya dayalı ilaç tasarım yöntemidir [93], [94]. 

Moleküler kenetlenme, Schrödinger Small - Molecule Drug Discovery yazılımı 

kullanılarak Maestro 2017.1 programı ile gerçekleştirilmiştir. Sanal tarama amacıyla, 
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2979 naftakinon türevlerini içeren ligand kütüphanesi PubChem [131] veri bankasından 

Lipinski’s Rule of Five [132] uygulanarak indirilmiştir. Ligand preparasyonu 

gerçekleştirmek amacıyla LigPrep programı kullanılarak kütüphanede yer alan her bir 

bileşik için 3B yapı öngörülmesi ve OPLS3 kuvvet alanı uygulanarak minimizasyonu 

gerçekleştirilmiştir [133], [134]. 

Yabanıl tip ve mutant TaPIN1 modellerin ligand bağlanma bölgesi Glide Receptor Grid 

Generation programı ile belirlenmiştir [135]. Protein preparasyonu için Protein Prep 

Wizard programı kullanılarak eksik hidrojen atomlarının eklenmesi, yapı minimizasyonu 

ve PROPKA ile pH 7’de protonasyon durum belirlenmesi gerçekleştirilmiştir [136].  

Ligand ve proten preparasyon işlemleri ardından, ilk olarak mutant TaPIN1 proteinin 

kütüphane bileşenleri ile kenetlenmesi GLIDE programı tarafından gerçekleştirilmiştir 

[135]. Sanal tarama sırasıyla GLIDE HTVs (High throughput screening), SP (Standard 

precision) ve XP (Extra precision) kenetlenme metodolojisine göre uygulanmıştır [101], 

[105]. HTVs ile 2979 kenetlenmiş bileşiklerin en iyi %30’u, ardından SP skorlama 

fonksiyonuna göre en iyi %20’si, son olarak XP skorlama fonksiyonu uygulanarak en iyi 

%10’u seçilmiştir. Belirlenen ligandlar ile yabanıl tip TaPIN1 proteinin kenetlenme 

işlemi gerçekleştirilmiştir. Öncü ligandlar XP GlideScore uygulanarak sıralanmıştır. XP 

GlideScore skorlama fonksiyonu aşağıda yer alan formül ile hesaplanmaktadır: 

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: Ligand ve reseptör arasındaki elektrostatik etkileşimlerden kaynaklanan enerji; 

EvdW: Ligand ve reseptör arasındaki Van Der Waals etkileşmlerden kaynaklanan enerji; 

Ehyd_enclosure (Hidrofobik muhafaza): bir ligand atomu ile komşu lipofilik protein 

atomu arasındaki mesafeye bağlı olarak, lipofilik ligand atomlarını puanlar; 

Ehb_nn_motif (Nötr-nötr hidrojen-bağ motifleri): Hem teorik hem de ampirik hususlara 

dayanarak Nötr-nötr hidrojen bağlama motiflerini ifade eder; 
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Ehb_cc_motif (Yüklü-yüklü hidrojen bağ motifleri): Hem teorik hem de ampirik 

hususlara dayanarak yüklü-yüklü hidrojen bağlama motiflerini ifade eder; 

EPI: pi istifleme ve pi-katyon etkileşimlerine karşılık gelen terim olup hidrofobik 

bölgelere yerleştirilen halojen atomlarını ifade eder; 

Ehb_pair:  çift hidrojen bağıının oluşturduğu enerji; 

Ephobic_pair: hidrofobik etkileşimlerden oluşan  enerji  

Epenalty: Bağlanmaya karşı gelen en önemli fiziksel etkiler, ligandın, proteinin veya her 

ikisinin gerilme enerjisi (Eligand_strain), ligand ve proteinde entropi kaybı ve ligand 

veya proteinin çözeltiden uzaklaştırılmasıdır (Edesolv). Bu engelleri penalize etmek 

amacıyla geliştirilen terimlerdir. 

Belirlenen ligandların serbest bağlanma enerjileri Prime [137] programı kullanılarak 

MM-GBSA (Moleküler Mekanik / Poisson-Boltzmann Yüzey Alanı) metodolojisi  [138] 

ile aşağıda yer alan formüle göre hesaplanmıştır.  

ΔG = E_Kompleks - (E_ligand + E_reseptör) 

ΔG: toplam serbest bağlanma enerjisi; 

E_Kompleks: ligand-protein kompleks yapının serbest bağlanma enerjisi; 

E_ligand: ligand serbest bağlanma enerjisi; 

E_reseptör: reseptör serbest bağlanma enerjisi. 

2.2.9 Moleküler Dinamik Simülasyon Çalışmaları 

Moleküler dinamik simülasyonu, yapıya dayalı ilaç tasarımında yaygın kullanılan bir 

yöntem olup molekül ve atomların etkileşimlerinin ve hareketlerinin incelenmesine 

imkan sunar [107]. Sağladığı avantaj sayesinde, moleküler kenetlenme sırasında ligand 

tarafından indüklenmiş reseptör yapısındaki konformasyonel değişikliklerin ve 

stabilitesinin değerlendirilmesi gerçekleştirilmektedir [108], [109]. Bu amaçla, ligand 

bağlı olmadan yabanıl tip ve mutant TaPIN1 öngörülen yapılarının ve ligand bağlı her iki 

tip TaPIN1 kompleks yapıların MD simülasyonu AMBER yazılım paketi ile 

gerçekleştirilmiştir [116]. 
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2.2.9.1 Yabanıl Tip ve Mutant TaPIN1 Homoloji Modellerin Moleküler Dinamik 

Simülasyonu 

Yabanıl tip ve mutant TaPIN1 homoloji model yapıları için moleküler dinamik 

simülasyonu AMBER ff14SB kuvvet alanı uygulanarak gerçekleştirilmiştir [139]. Uygun 

sıvı ortamı oluşturmak için her iki sisteme 10 Å büyüklüğündeki kübik içerisinde 

TIP3PBOX [140] su molekülü eklenmiştir. Ardından Cl- ve Na+ iyonları ortama eklenerek 

sistemler nötralize edilmiştir. Enerji minimizasyonu toplamda 10.000 adımda 

gerçekleştirilmiştir. Sistem girdileri Çizelge 2.15’te yer almaktadır. İlk 1000 adım 

Steepest Descent ve bunu takiben 9000 adım konjuge gradient algoritmaları ile 

gerçekleştirilmiştir.  

Çizelge 2.15 Enerji minimizasyonu için koşulların tanımlandığı sistem girdileri. 

 

imin=1, minimizasyon;  

ntx=1, ASCII formatındaki koordinat dosyalarını oku;  

irest=0, simülasyonu yeniden başlatma;  

maxcyc=10000, maksimum enerji minimizasyonu basamağı; 

ncyc=1000, ilk 1000 döngü steepest descent algoritması sonraki basamaklar konjuge 
gradian algoritması;  

ntpr=100, çıktıları yaz; 

ntwx=0, koordinat dosyalarını yazma;  

cut=8.0, Nonbonded cutoff  uzaklığı (angstrom) ifade etmektedi. 

10000 döngü enerji minimizasyonu yapıldıktan sonra simülasyon öncesi Çizelge 

2.16’daki koşullar ile Langevin termostatı [141] uygulanarak sistem ısıtılır. 
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Çizelge 2.16 Sistemin ısıtılması için koşulların tanımlandığı sistem girdi bilgileri. 

 

 

imin = 0, moleküler dinamik simulasyonu seçimi; 

cut = 9, Nonbonded cutoff  uzaklığı (angstrom); 

ntb = 2, sabit basınç; 

nstlim = 100000, MD simülasyon basamak sayısı; 

dt = 0.002, adım zamanı (pikosaniye); 

ntt = 3, langevin termostat ile sıcaklık kontrolü; 

gamma_ln = 1.0, langevin termostat çarpışma frekansı; 

tempi = 10.0,  başlangıç sıcaklığı; 

temp0 = 300.0, son sıcaklık; 

ntc = 2, bağ gerilmesinin simülasyonunda SHAKE modu ; 

ntf = 2, bağ etklişmelerinde simülasyonunda SHAKE modu; 

ntp = 1, sabit basınç; 

ntwx = 200, her 200 basamakta koordinatları yaz; 

ntwe = 5, her 5 basamakta enerji ve sıcaklık değerlerini yaz; 

ntpr = 5, her 5 basamakta enerji ve tüm enerji değerlerini yaz; 

 

200 pikosaniyelik sistemin ısıtılması sonrası Çizelge 2.17’de yer alan koşullar ile yabanıl 

tip ve mutant TaPIN1 öngörülen yapıların simülasyonu 50 ns’de gerçekleştirilmiştir. 
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Çizelge 2.17 MD simülasyon koşullarının tanımlandığı sistem girdisi. 

 
 

imin = 0, moleküler dinamik simulasyonu seçimi 

cut = 9, Nonbonded cutoff  uzaklığı (angstrom) 

ntb = 2, ntb = 2, sabit basınç 

nstlim =2500000, MD simülasyon basamak sayısı 

dt = 0.002, adım zamanı (pikosaniye) 

ntt = 1, langevin termostat ile sıcaklık kontrolü 

tempi = 10.0,  başlangıç sıcaklığı 

temp0 = 300.0, son sıcaklık 

ntc = 2, bağ gerilmesinin simülasyonunda SHAKE modu 

ntf = 2, bağ etklişmelerinde simülasyonunda SHAKE modu 

ntp = 1, sabit basınç 

irest = 1, bir önceki simülasyondan devam et 

ntx = 5, bir önceki simülasyondan hızı ve koordinatları oku 

ntwx = 500, her 500 basamakta kordinatları yaz 

ntwe = 50, her 50 basamakta enerji ve sıcaklık değerlerini yaz 

ntpr = 50, her 50 basamakta tüm enerji değerlerini yaz 

&end 

&ewald 

nfft1 = 108, nfft2 = 108, nfft3 = 108, particle mesh ewald metodu kutucuk boyutları 

SHAKE algoritması [142] uygulanarak simülasyon sırasında tüm atomların bir arada 

tutulması sağlanmıştır.  
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2.2.9.2 Kenetli Bileşiklerin Moleküler Dinamik Simülasyonu 

Yabanıl tip ve mutant TaPIN1 ile naftakinon bileşiklerin moleküler kenetlenmesi sonrası  

kenetlenmiş pozlar XP GlideScore’a göre sıralanmıştır. En yüksek bağlanma afinitesi 

gösteren iki öncü ligand-protein kompleks yapıları için MD simülasyonu AM1-BCC yük 

modeli [143] ile genel AMBER kuvvet alanı (gaff) uygulanarak gerçekleştirilmiştir [144]. 

Uygun sıvı ortamın oluşturulması ve sistemlerin nötrleştirilmesi ligand bağlı olmayan 

homoloji model sistemleri ile aynı şekilde gerçekleştirilmiştir. MD simülasyon öncesi 

enerji minimizasyonu ve sistemin ısıtılması sırasıyla Çizelge 2.15 ve Çizelge 2.16’da 

verilen koşullar ile gerçekleştirilmiştir. MD simülasyon 100 ns boyunca Çizelge 2.17’de 

yer alan koşullar ile gerçekleştirilmiştir. 
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BÖLÜM 3 

SONUÇLAR VE TARTIŞMA 

3. Sonuçlar ve Tartışma  

3.1 Sonuçlar 

3.1.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Genomik DNA’dan Theileria annulata Peptidil 

Prolil İzomeraz Geninin Amplifikasyonu 

Theileria Annulata peptidil prolil izomeraz enzimini kodlayan genin eldesi için intronlu 

TaPIN1 gen dizisine spesifik TaPIN1 5’ ve 3’ primerler tasarlanmış ve kalıp olarak 

Theileria annulata genomu kullanılmıştır. Long PCR Enzyme Mix polimeraz enzimi  ile 

Çizelge 2.8’de yer alan bileşenler kullanılarak intronlu TaPIN1 genin polimeraz zincir 

reaksiyonu gerçekleştirilmiştir. İntronlu 572 baz çifti uzunluğunda TaPIN1 PCR ürünü 

etidyum bromür içeren jel elektoroforezinde yürütülmüş ve jel görüntüsüne Şekil 

3.1’de yer verilmiştir.  

 

Şekil 3.1 Gen dizisine spesifik primerler ile amplifiye edilen intron bölgesi içeren TaPIN1 
PCR ürünü. Hat M: GeneRuler marker; Hat 1,2 ve 4: İntron bölgesi içeren 572 bç’lik 

TaPIN1 geni; bç: baz çifti. 

       M           1           2           3           4 

500 bç 
600 bç 

572 bç 
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500 bç 

3.1.2 Theileria annulata Peptidil Prolil İzomeraz Enzimini Kodlayan Genin İfade 

Vektörüne Aktarılarak Alt Klonlanması  

3.1.2.1 Theileria annulata Peptidil Prolil İzomeraz Enzimini Kodlayan Genin LIC 

Sistemine Spesifik Primerler ile Amplifiye Edilmesi 

Kodlamayan bölge içeren TaPIN1’in pLATE31 vektörüne alt klonlanması için yapışkan 

uçların oluşturulması amacıyla, LIC sistemine spesifik olarak tasarlanan TaPIN1LIC 5’ ve 

3’ primerler ile amplifikasyon gerçekleştirilmiştir. Kalıp olarak, gen dizisine spesifik 

primerler ile amplifiye edilen intronlu TaPIN1 PCR ürünü kullanılmıştır. Long PCR 

enzimi ile Çizelge 2.9’da yer alan bileşenler kullanılarak Bölüm 2.2.1.2’de verilen 

protokole göre polimeraz zincir reaksiyonu gerçekleştirilmiştir. Polimerizasyon sonrası 

intronlu 572 bç’lik TaPIN1 genin 5’ ucuna vektöre spesifik 19 nükleotid ve 3’ ucuna 

vektöre spesifik 21 nükleotid eklenmesiyle 612 bç’lik intronlu TaPIN1 geni elde 

edilmiştir. PCR ürünü Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up Kit protokolüne  göre 

saflaştırılmıştır [121]. Saflaştırılan, vektöre spesifik dizileri içeren intronlu 612 bç’lik 

TaPIN1 PCR ürünü etidyüm-bromür eklenen jel elektroforezinde yürütülmüş ve jel 

görüntüsü Şekil 3.2’de verilmiştir. 

 

 

Şekil 3.2 LIC sistemine spesifik primerler ile amplifiye edilen saf PCR ürünü. Hat M: 
GeneRuler marker; Hat 1: vektöre spesifik dizileri içeren intronlu 612 bç’lik TaPIN1. 

 

       M              1 

612 bç 
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3.1.2.2 Theileria annulata Peptidil Prolil İzomeraz Enzimini Kodlayan Genin İfade 

Vektörüne Klonlanması ve Rekombinant Plazmid DNA’nın E. coli BL21 (DE3) 

pLysS Hücrelerine Transformasyonu 

Saf PCR ürünü Bölüm 2.2.3.3’te belirtilen sistem protokolüne göre, Çizelge 2.10’da yer 

alan bileşenler ile karıştırıldıktan sonra pLATE31 ifade vektörüne alt klonlanması 

gerçekleştirilmiştir. 

Bölüm 2.2.3.3’ye yer alan protokole göre kompetan E. coli BL21 (DE3) pLysS hücreleri 

oluşturulduktan sonra pLATE31 ifade vektörüne aktarılan intronlu TaPIN1’in kompetan 

hücrelere transformasyonu gerçekleştirilmiştir. pLATE31 ifade vektörü pozitif koloni 

seçimine olanak sağlayan amfisilin direnç geni içermektedir [120]. Buna göre 

transformasyon sonucunda, amfisilin direnç gen bölgesi içeren rekombinant DNA’yı 

bulunduran E. coli hücrelerinin geliştiği beyaz koloniler pozitif kabul edilmiştir. Tek 

koloni seçilerek amfisilin içeren 5 ml’lik LB sıvı besiyerine ekimi gerçekleştirilmiştir. 

Kültür gelişimi için 37 oC’de 1 gece inkübe edilmiştir. 

3.1.2.3 Klonlanan Theileria annulata Peptidil Prolil İzomeraz Enzimini Kodlayan 

Genin Rekombinant Plazmid DNA’dan PCR Metodu ile Kontrolü 

Geliştirilen kültürlerin kontrolü için, Bölüm 2.2.3.4’ te yer alan Wizard® Plus SV 

Minipreps DNA Saflaştırma Kit protokolü uygulanarak rekombinant plazmid DNA 

izolasyonu gerçekleştirilmiştir. Elde edilen rekombinant plazmid DNA kalıp olarak 

kullanılarak Bölüm 2.2.1.2’de yer alan PCR protokol koşulları uygulanarak Çizelge 

2.11’de yer alan bileşenler ile amplifikasyon gerçekleştirilmiştir.  PCR ürünü, etidyum-

bromür içeren %1’lik agaroz jel elektroforezde yürütülmüştür. E. coli hücrelerine 

başarılı transformasyon,  Şekil 3.3’te yer aldığı üzere vektöre spesifik dizi içeren 

intronlu 612 bç’lik TaPIN1 genin gözlenmesiyle teyit edilmiştir. 
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Şekil 3.3 Rekombinant Plazmid DNA’dan PCR sonrası elde edilen jel elektroforez 
görüntüsü. Hat M: GeneRuler marker; Hat 1: 612 bç’lik  intronlu TaPIN1. 

3.1.3 Yönlendirilmiş Mutagenez ile Theileria annulata Peptidil Prolil İzomeraz Gen 

Dizisinden İntronun Uzaklaştırılması ve Kompetan E. coli DH5α Hücresine 

Transformasyonu 

TaPIN1 gen dizisinde tanımlanan bir tane intronun uzaklaştırması için delesyon 

mutasyonu Q5 Site-Directed Mutagenez Kit protokolüne göre rekombinant plazmid 

DNA üzerinde gerçekleştirilmiştir. Delesyon, Bölüm 2.2.4.2’de yer PCR protokol 

koşullarına göre ve Çizelge 2.12’de yer alan bileşenler ile gerçekleştirilmiştir. 

Transformasyonda kullanılmak üzere, yeniden çift zincirli plazmid DNA elde etmek ve 

ortamdan intronu içeren kalıp DNA’yı uzaklaştırmak amacıyla Bölüm 2.2.4.3’te yer alan 

kit protokolüne göre, PCR ürünü kullanılarak Çizelge 2.13’te belirtilen bileşenler ile KLD 

reaksiyonu gerçekleştirilmiştir. Elde edilen KLD örneği ile kitin önerdiği hazır kompetan 

E. coli DH5α hücrelerine transformasyon gerçekleştirilmiştir. Transformasyon 

sonucunda, amfisilin direnç gen bölgesi içeren rekombinant DNA’yı bulunduran E. coli 

DH5α hücrelerinin geliştiği beyaz koloniler pozitif kabul edilmiştir. Kolonilerden 5 tane 

seçilerek amfisilin içeren 5 ml’lik LB sıvı besiyerine ekimi gerçekleştirilmiştir. Kültür 

gelişimi için 37 oC’de 1 gece inkübe edilmiştir. 

 

 1        M 

612 bç 

500 bç 
600 bç 
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3.1.3.1 İntronu Uzaklaştırılan ve Klonlanan Theileria annulata Peptidil Prolil 

İzomeraz Enzimini Kodlayan Genin Koloni PCR Metodu ile Kontrolü 

Geliştirilen kültürlerin kontrolü için, Bölüm 2.2.4.5’de yer alan koloni PCR protokolü 

uygulanarak Çizelge 2.14’te yer alan bileşenler ile polimerizasyon gerçekleştirilmiştir. 

PCR ürünleri, etidyum bromür içermeyen %1’lik agaroz jel elektroforezinde 

görüntülenmek amacıyla GeneDirex DNA Ledders ile muamele edilmiştir. 143 bç’lik 

intronun delesyonu ile, pLATE31 vektöre spesifik dizileri (40 nükleotid) içeren intronsuz 

469 bç’lik TaPIN1 koloni PCR ürünlerin tamamı jel elektroforezinde yürütülmüştür. Jel 

görüntüsü Şekil 3.4’te yer almaktadır. Koloni PCR sonucuna göre, 1, 2 ve 3. koloniler 

pozitif 4 ve 5. koloniler negatif olarak belirlenmiştir. Koloni 1 ile intronsuz rekombinant 

plazmid DNA’nın izolasyonu Bölüm 2.2.3.4’te yer alan Wizard® Plus SV Minipreps DNA 

Saflaştırma Kit protokolüne göre gerçekleştirilmiştir. İntronsuz rekombinant plazmid 

DNA kalıp olarak kullanılarak Bölüm 2.2.1.2’de yer alan PCR protokol koşullarına göre 

Çizelge 2.11’de belirtilen bileşenler ile PCR gerçekleştirilmiştir. Kontrol amaçlı intronlu 

rekombinant plazmid DNA ile PCR yapılmıştır.  PCR ürünleri, GeneDirex DNA Ladder ile 

muamele edilip, etidyum bromür içermeyen jel elektroforezde görüntülenmiştir (Şekil 

3.5). 

 

 

Şekil 3.4 Koloni PCR sonrası elde edilen intronsuz PCR ürünü. Hat M: GeneRuler 
marker; Hat 1,2,3: Pozitif PCR sonucu; Hat 4 ve 5: Negatif PCR sonucu. 

 

 

 

 

   M          1         2           3           4          5 

 

500 bç 

469 bç 
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Şekil 3.5 İntronlu ve intronsuz rekombinant plazmid DNA’dan PCR sonrası elde edilen 

jel görüntüsü. Hat M: GeneRuler marker; Hat 1: intronsuz 469 bç’lik TaPIN1; Hat K: 
intronlu 612 bç’lik TaPIN1. 

3.1.4 İntronu Uzaklaştırılan Theileria annulata Peptidil Prolil İzomeraz Enzimini 

Kodlayan Genin E. coli BL21 (DE3) Hücresine Transformasyonu ve Koloni PCR 

ile Kontrolü 

İleri in vitro karakterizayson ve inhibitör test çalışmlarında kullanılmak üzere gen 

ürününün ifade edilmesi ve üretilmesi amacıyla TaPIN1 geni E. coli BL21(DE3) 

ekspresyon hücrelerine transformasyonu gerçekleştirilmiştir. Transformasyonda 

kullanılmak üzere Bölüm 2.2.3.3’te yer alan protokole göre  CaCl2 solüsyonu ile 

kompetan E. coli BL21(DE3) hazırlanmıştır ve intronsuz TaPIN1 geni kompetan 

hücrelerine transforme edilmiştir. Transformasyon sonucunda, amfisilin direnç gen 

bölgesi içeren rekombinant DNA’yı bulunduran E. coli hücrelerinin geliştiği beyaz 

koloniler (Şekil 3.6) pozitif kabul edilmiştir. Beyaz kolonilerden 5 tane seçilerek 

amfisilin içeren 5 ml’lik LB sıvı besiyerine ekimi gerçekleştirilmiştir. Kültür gelişimi için 

37 oC’de 1 gece inkübe edilmiştir. Gelişen kültürlerin kontrolü, Bölüm 2.2.4.5’te yer 

alan koloni PCR protokolü uygulanarak gerçekleştirilmiştir. Koloni PCR ürününün 5 µl’si 

GeneDirex DNA Ladder ile muamele edildikten sonra, etidyum bromür içermeyen 

agaroz jel elektroforezde görüntülenmiştir (Şekil 3.7).  

 

 

 

   1     K      M  

469 bç 
612 bç 

400 bç 
500 bç 
600 bç 
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Şekil 3.6 Transformasyon sonuçları. (a) 50 µl transformasyon petrisi; (b) 200 µl 
transformasyon petrisi. 

 

 
Şekil 3.7 Koloni PCR sonrası elde edilen jel görüntüsü. Hat M: GeneRuler marker; Hat 

1,2,3,4 ve 5: Pozitif PCR sonucu. 

3.1.5 İntronu Uzaklaştırılan ve Klonlanan Theileria annulata Peptidil Prolil İzomeraz 

Enzimini Kodlayan Genin DNA Dizi Analizi ile Kontrolü 

TaPIN1 gen dizisinden intron bölgesinin uzaklaştırılıp, pLATE31 vektöre 429 bç’lik doğru 

gen dizisinin insersiyonu DNA dizi analizi ile teyit edilmiştir. Dizileme işlemi için LIC 

sistemine göre tasarlanmış 5’ ve 3’ primerler gönderilmiştir. LIC 5’ ve 3’ primerler 

kullanılarak elde edilen dizi sonuçları ile referans dizinin eşleştirilmesi MUSCLE 

sunucusu yardımıyla gerçekleştirilmiştir [125] ve eşleştirme sonuçları sırasıyla Şekil 3.8 

ve 3.9’da yer almaktadır.  

 

(a)        (b) 

   M     1      2      3      4      5 

500 bç 
469 bç 
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Şekil 3.8 LIC 5’ primerler ile elde edilen klon gen dizisi ile Theileria annulata PIN1’in 
referans dizisinin eşleştirme sonucu. 1. sıra: Klonladığımız intronsuz TaPIN1 gen dizisi; 

2. sıra: Theileria annulata PIN1 enzimini kodlayan gen dizisi 
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Şekil 3.9 LIC 3’ primerler ile elde edilen klon gen dizisi ile Theileria annulata PIN1’in 
referans dizisinin eşleştirme sonucu. 1. sıra: Klonladığımız intronsuz TaPIN1 gen dizisi; 

2. sıra: Theileria annulata PIN1 enzimini kodlayan gen dizisi. 

Eşleştirme sonucu tanımlanan nükleotid değişikliklerin, LIC 5’ ve 3’ primerler ile 

dizileme sonucu elde edilen kromatogram görüntülerin karşılaştırılması ile hatalı 

dizilemeden kaynaklandığı teyit edilmiştir (EK-A Çizelge A.1 ve A.2). 
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Şekil 3.10’da yer alan kromatogram görüntüsünde okla belirtilen kısım ile TaPIN1 

geninden intronun uzaklaştırıldığı gösterilmiştir.  

 
Şekil 3.10 TaPIN1 gen dizisinden intronun uzaklaştırıldığını gösteren kromatogram 

görüntüsü. 

Önerilen tez çalışmasının in vitro aşamasında, Theileria annulata peptidil prolil 

izomeraz enzimini kodlayan gen klonlanmış ve insersiyonu DNA dizileme ile teyit 

edilmiş olup ileri in vitro karakterizasyon ve tez çalışmasında in silico çalışmalar 

sonucunda belirlenmiş potansiyel inhibitörler ile test çalışmalarında kullanılmak üzere 

gen ürününün ifade edilip üretilmesi için hazır hale getirilmiştir. 

3.1.6 Yabanıl Tip ve Mutant Theileria annulata Peptidil Prolil İzomeraz Proteinlerin 

Homoloji Modellenmesi ve Validasyonu 

Potansiyel inhibitörlerin belirlenmesi amacıyla bilgisayar destekli ilaç tasarımında 

kullanılmak üzere yabanıl tip ve ilaç direnci gösteren mutant TaPIN1’in homoloji 

modellemesi gerçekleştirilmiştir.  Modelleme işleminin kalıp belirleme ve yapısı bilinen 

protein dizileri ile benzerlik oranlarının tanımlanması için dizi eşleştirme adımları, 

pozisyona spesifik PSI-BLAST sunucusu ile gerçekleştirilmiştir. Eşleştirme sonucuna 

göre %47 dizi benzerliği gösteren 1NMW pdb numaralı sadece peptidil prolil izomeraz 

(PPIaz) alanı içeren insan PIN1’i yabanıl ve mutant TaPIN1 homoloji modellenmesi için 

kalıp olarak belirlenmiştir. MUSCLE programı ile %47 oranında dizi benzerliği gösteren 

kalıp ile TaPIN1 amino asit dizi eşleştirme sonucu Şekil 3.11’de yer almaktadır. 
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Şekil 3.11 Theileria annulata PIN1’in ve sadece PPIaz alanı içeren insan PIN1’in amino 
asitleri arasında eşleştirme. 1NMW: Kalıp protein a.a. dizisi; TaPIN1: T. annulata PIN1 

a.a. dizisi. 

Şekil 3.12’de görüldüğü üzere, hedef protein ile %30 ve üstü dizi benzerliği gösteren 

kalıp protein ile model oluşturulabilmektedir [77]. Buna göre, TaPIN1 ile kalıp protein 

arasındaki %47 homoloji modelleme çalışmaları için iyi bir benzerlik oranıdır. 

 

Şekil 3.12 Hedef ve kalıp protein arasındaki benzerlik ve elde edilen homoloji model ile 
uygulama alanları [77]. 
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Yabanıl tip TaPIN1 için, TaPIN1 a.a. dizisi ve kalıp protein pdb dosyası MODELLER v9.15 

programına girilerek 50 farklı model oluşturulmuştur.  Aynı işlem ilaç direnci gösteren 

mutant TaPIN1 için, A53P substitüsyon mutasyonu içeren TaPIN1 a.a. dizisi ile 

gerçekleştirilmiştir. Her iki tip TaPIN1 için oluşturulan modellerin DOPE skoru 

hesaplanmıştır. DOPE skoru iç enerji ile ilgilidir ve düşük skora sahip olan yapılar daha 

kararlıdır. Bu açıdan. Her iki tip TaPIN1 için, oluşturulan 50 farklı modelden DOPE skoru 

en düşük olan modeller moleküler kenetlenme çalışmaları için seçilmiştir. Yabanıl tip ve 

mutant TaPIN1 için seçilen en iyi modellerin görüntüleri sırasıyla Şekil 3.13a ve 

3.13b’de yer almaktadır.  

 

Şekil 3.13 Yabanıl tip (a) ve mutant (b) TaPIN1 için seçilen en iyi modeller. Kırmızı ile 
gösterilen alfa sarmal, mavi ile gösterilen beta tabaka ve gri ile gösterilen tesadüfi 

kıvrımları ifade etmektedir. 

Seçilen modelleri, deneysel hedef yapısına yakınlaştırmak amacıyla, enerji 

minimizasyonu Chimera v1.10.2 programı ile AMBER 14SB kuvvet alanı uygulanarak 

2000 döngüde gerçekleştirilmiştir. Enerji minimizasyonu sonrası elde edilen yabanıl tip 

ve mutant TaPIN1 modelleri kalıp olarak kullanılan sadece PPIaz alanı içeren hPIN1 ile 

süperimpozisyonu Chimera v1.10.2 programı kullanılarak gerçekleştirilmiştir (Şekil 

3.14).  Her iki tip model ile kalıp yapılarının karşılaştırılması sonucu, proteinlerin 

atomları arasındaki uzaklığı ifade eden root mean square deviation (RMSD) değeri 

Chimera v1.10.2 programı ile elde edilmiştir. Benzer yapıların RMSD değeri sıfırdır 

[145], buna göre RMSD değerin sıfıra yakın olması modellerin kalıp proteine 

benzerliğini ifade etmektedir. Yabanıl tip ve mutant TaPIN1 için RMSD değerleri 

sırasıyla 0.479 Å ve 0.502 Å olarak belirlenmiştir.  

 

(b) (a) 
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Şekil 3.14 Yabanıl tip ve mutant TaPIN1 modeller ile sadece PPIaz alanı içeren hPIN1 
proteinin süperimpozisyonu. Yeşil: PPIaz alanı içeren hPIN1; Turuncu: yabanıl tip 

TaPIN1 modeli; Beyaz: mutant TaPIN1 modeli. 

Oluşturulan modellerin validasyonu ilk olarak ERRAT sunucusu ile gerçekleştirilmiştir. 

ERRAT karakteristik atomik etkileşime dayalı protein yapılarının doğru ve yanlış 

belirlenmiş bölgelerinin ayırt edilmesine yönelik bir yöntem sunmaktadır. Atomlar 

karbon (C), nitrojen (N), ve oksijen (O) olarak üç kategoride sınıflandırılmaktadır. Buna 

göre, atomlar arasında ikili kovalent olmayan 6 farklı kombinasyon oluşmaktadır CC, 

NN ,OO, CN, CO, NO [127]. ERRAT sunucusu ile her bir rezidünün atomlar arasındaki 

etkileşimler incelenerek, karakteristik olmayan etkileşimlerden kaynaklı hatalar 

istatistiksel olarak belirlenmektedir.  

Elde edilen sonuçlara göre, grafikte %95’in üzerinde koyu renkle gösterilen alanlarda 

hatalı olan amino asitler belirtilmektedir. Yabanıl tip TaPIN1 modeli için, genel kalite 

faktörü, enerji minimizasyon öncesi ve sonrasında sırasıyla 56.716 ve 81.148 olarak 

belirlenmiştir. Yabanıl tip TaPIN1’in enerji minimizasyon öncesi ve sonrası ERRAT 

histogramı sırasıyla Şekil 3.15 ve Şekil 3.16’da yer almaktadır.  
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Şekil 3.15  Model yabanıl tip TaPIN1’in enerji minimizasyonu öncesi ERRAT sonucunun 
görüntüsü. 

 

 

Şekil 3.16 Model yabanıl tip TaPIN1’in enerji minimizasyonu sonrası ERRAT sonucunun 
görüntüsü. 

 

Mutant TaPIN1 modeli için, ERRAT skoru enerji minimizasyon öncesi ve sonrasında 

sırasıyla 64.662 ve 86.325 olarak belirlenmiştir. Mutant TaPIN1’in enerji minimizasyon 

öncesi ve sonrası ERRAT histogramı sırasıyla Şekil 3.17 ve 3.18'de yer almaktadır.   
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Şekil 3.17 Model mutant TaPIN1’in enerji minimizasyon öncesi ERRAT sonucunun 
görüntüsü. 

 
Şekil 3.18 Model mutant TaPIN1’in enerji minimizasyon sonrası ERRAT sonucunun 

görüntüsü. 

ProSA programı (Protein Yapı Analizi), öngörülen yapı ve modellerin optimizasyonu ve 

validasyonu için kullanılan araçtır. ProSA programı, protein yapılarında görülen 

potansiyel problemleri vurgulayan skorların ve enerji grafiklerinin görüntülenmesi için 

etkileşimli web tabanlı uygulamaların avantajlarından faydalanmaktadır. Bir proteinin 

kalite skoru tüm bilinen protein yapıları bağlamında gösterilmekte ve bir yapının 

sorunlu kısımları 3B molekül görüntüleyicide gösterilmekte ve vurgulanmaktadır. 

ProSa, özellikle X-ışını analizi, NMR spektroskopisi ve teorik hesaplamalardan elde 

edilen protein yapılarının validasyonunda ortaya çıkan ihtiyaçları karşılamaktadır [128]. 

Programa girilen yapının, z-skoru ve rezidü enerji grafiği olmak üzere iki sonuç elde 
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edilir. Z-skoru, modelin genel kalite skoru olup, yapısı çözümlenmiş proteinlerin 

konformasyonlardan türetilen bir enerji dağılımına göre yapının toplam enerji 

sapmasını ölçer. Protein z-skorunun yorumlanmasını kolaylaştırmak için, spesifik 

değeri, deneysel olarak yapısı belirlenmiş tüm proteinlerin z-skorlarını içeren bir grafik 

üzerinde gösterilmektedir. NMR ve X-ışını ile çözümlenen yapı grupları grafik üzerinde 

farklı renkler ile belirtilmiştir. Söz konusu proteinin z-skoru, bu gruplardan birine ait 

benzer boyuttaki proteinleri için tanımlanan z-skoru aralığında olup olmadığı kontrol 

edilir [128]. Enerji minimizasyon sonrası yabanıl tip ve mutant TaPIN1 modellerin z-

skoru sırasıyla -3.19  ve -3.3 olup, her iki tip modelin NMR ile yapısı çözülmüş protein 

grubu arasında yer aldığı gözlemlenmiştir (Şekil 3.19a ve 3.19b). Z-skoru, proteinlerin 

deneysel olarak yapısı çözümlenmiş proteinlerin skorları arasında bulunması, 

modellerin doğru kabul edilmesini sağlamaktadır.  

 

Şekil 3.19  Enerji minimizasyon sonrası yabanıl tip (a) ve mutant (b) TaPIN1 modellerin 
z-skor sonucu. 

Enerji grafiği, amino asit dizi pozisyonun fonksiyonu olarak verilen enerjilerine göre 

yerel model kalitesini değerlendirir. Tek rezidü enerji grafiği genellikle büyük 

dalgalanmalar içerir ve model değerlendirilmesi için sınırlı bir değerdir. Bu yüzden 40 

rezidü için ortalama enerji hesaplanarak grafiğe uygulanır. Pozitif değerler modelin 

sorunlu veya hatalı kısımlarına karşılık gelmektedir [128]. Buna göre, enerji grafiği 

incelendiğinde, negatif bölgedeki rezidülerin çokluğu, model protein 

(a) (b) 
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konformasyonunun doğru bir şekilde belirlendiğini ifade etmektedir. Yabanıl tip ve 

mutant TaPIN1 modellerin enerji grafikleri sırasıyla Şekil 3.20a ve 3.20b’de yer 

almaktadır. 

 

        

Şekil 3.20 Enerji minimizasyon sonrası yabanıl tip (a) ve mutant (b) TaPIN1 modellerin 
enerji düzeyi grafiği. 

ProQ validasyon programı, oluşturulan modelin birçok yapısal özelliklerinden 

yararlanarak modelin kalitesini değerlendirmektedir. Program, atom-atom ve rezidü-

rezidü bağ sıklığı, çözücü erişilebilirliği, kalıp protein ve oluşturulan modelin ikincil 

yapıları arasındaki benzerliği ve modelin genel şeklini içeren protein yapı özelliklerini 

kullanarak, modelin LGscore değeri belirlenir. Modellerin LGscore değeri 1.5’in üstünde 

ise doğru, 2.5’in üstünde ise çok iyi ve 4’ün üstünde ise son derece iyi model olarak 

değerlendirilmektedir [129]. Çok iyi model olarak kabul edilen, yabanıl tip TaPIN1 

modelin LGscore değeri 2.759 ve doğru model olarak kabul edilen minimizasyon 

sonrası mutant TaPIN1 modelin LGscore değeri 2.261 olarak belirlenmiştir. 

Son olarak modellerin validasyonu için kullanılan RAMPAGE programı [130], protein 

yapısındaki amino asit rezidülerin phi (φ) ve psi (ψ) adı verilen dihedral açıların grafiğini 

sunan Ramachandran diyagramını [146] oluşturmaktadır. Diyagramda φ değerleri x-

ekseninde, ψ değerleri y-ekseninde yer almaktadır. Modellerin iyi kalitede olduğu 

yorumlanabilmesi için Ramachandran diyagramında asıl bölgedeki rezidü yüzdesi %90 

ve üzeri olması beklenmektedir [147]. Enerji minimizasyon sonrası yabanıl tip TaPIN1 

(a) (b) 
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modelinin Şekil 3.21’de yer alan Ramachandran diyagramındaki asıl bölge, kabul 

edilebilir bölge ve dış bölgedeki rezidü yüzdeleri sırasıyla %90, %7,1, %2.9’dur. Enerji 

minimizasyon sonrası mutant TaPIN1 modelinin Şekil 3.22’de yer alan Ramachandran 

diyagramındaki asıl bölge, kabul edilebilir bölge ve dış bölgedeki rezidü yüzdeleri 

sırasıyla %91.4, %8.6 ve %0’dır. Her iki tip TaPIN1 homoloji modellerin asıl bölgedeki 

rezidü yüzdeleri dikkate alındığında modellerin iyi kalitede olduğu kabul edilmiştir. 

 

 
 

Şekil 3.21 Enerji minimizasyon sonrası yabanıl tip TaPIN1 modelinin Ramachandran 
diyagramı. Asıl bölgeler mavi, kabul edilebilir bölgeler turuncu ve dış bölgeler beyaz ile 

ifade edilmiştir. 
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Şekil 3.22 Enerji minimizasyon sonrası mutant TaPIN1 modelinin Ramachandran 

diyagramı. Asıl bölgeler mavi, kabul edilebilir bölgeler turuncu ve dış bölgeler beyaz ile 
ifade edilmiştir. 

3.1.7 Potansiyel İnhibitörlerin Belirlenmesi İçin Moleküler Kenetlenme Temelli 

Sanal Tarama         

Schrödinger tarafından sunulan Small - Molecule Drug Discovery yazılımı kullanılarak 

Maestro 2017.1 arayüz programı üzerinde GLIDE ile moleküler kenetlenme 

gerçekleştirilmiştir. 2979 naftakinon türevlerinden oluşan sanal kütüphane, başlangıçta 

mutant TaPIN1’in aktif bölgesi ile sırasıyla GLIDE HTVS, SP ve XP metodolojisine göre 

kenetlenmiştir [101], [105]. 2979 kenetlenmiş bileşiklerin HTVS ile en iyi % 30’u, 

ardından SP skorlama fonksiyonuna göre en iyi % 20’si ve son olarak XP skorlama 

fonksiyonu uygulanarak en iyi % 10’u seçilerek ligandların sayısı 33’e indirgenmiştir. 

Kenetlenmiş 33 bileşik, en güvenilir skorlama fonksiyonu olan XP GlideScore’a göre 

sıralanarak ligand sayısı 10’a indirgenmiştir (Çizelge 3.1). Ardından belirlenen 10 ligand 

yabanıl tip TaPIN1’in aktif bölgesi ile kenetlenerek XP GlideScore’a göre sıralanmıştır 

(Çizelge 3.2). Mutant ve yabanıl tip TaPIN1 enzimleri ile kenetlenmiş bileşiklerin 

serbest bağlanma enerjileri MM/GBSA metodolojisi ile hesaplanmıştır ve sırasıyla 

Çizelge 3.1 ve Çizelge 3.2’de yer almaktadır. Buparvaquone ile kenetlenmiş yabanıl tip 

ve mutant TaPIN1 sonucunda elde edilen XP GScore değerleri ve MM/GBSA 

metodolojisi ile belirlenmiş serbest bağlanma enerjileri, öncü ligandlar ile elde edilen 

değerlerle karşılaştırılmıştır (Çizelge 3.1 ve 3.2). 
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5304752 (4-hydroxy-3-[3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl) oxan-2-yl] oxynaphthalene-

1,2-dione) ve 9993782 (6-acetyl-1,4,5,7,8-pentahydroxynaphthalene-2,3-dione) 

bileşikler, XP GScore sıralamasına göre her iki tip enzime karşı en yüksek değeri 

göstermiştir ve ileri moleküler dinamik simülasyon çalışmalarında kullanılmıştır. 

5304752 ligand, yabanıl tip (Şekil 3.23) ve mutant TaPIN1 (Şekil 3.24) enzimlerine karşı 

sırasıyla -8.176 kcal/mol ve -7.789 kcal/mol XP GScore değeri gösterirken, MM/GBSA 

metodolojisine göre serbest bağlanma enerjisi sırasıyla -42.328 kcal/mol ve -39.319 

kcal/mol’dur. 9993782 (6-acetyl-1,4,5,7,8-pentahydroxynaphthalene-2,3-dione) ligandı 

ise yabanıl tip (Şekil 3.25) ve mutant (Şekil 3.26) TaPIN1 enzimlerine karşı sırasıyla -

7.162 and -7.680 kcal/mol XP GScore bağlanma afinitesi göstermesine karşın, 

MM/GBSA metodolojisi ile hesaplanan serbest bağlanma enerjisi yabanıl tip TaPIN1 

için 3.918 kcal/mol iken mutant enzim için -20.159 kcal/mol’dur.  

Buparvaquone ile yabanıl tip (Şekil 3.27) ve mutant (Şekil 3.28) TaPIN1 enzim yapıların 

kenetlenmesi sonucunda elde edilen buparvaquone XP GScore değerleri sırasıyla  -

3.748 ve -3.296 kcal/mol ve MM/GBSA metodolojisi ile belirlenmiş serbest bağlanma 

enerjileri sırasıyla -30.285 ve -35.192 kcal/mol’dur.  

5304752, 9993782 ligandları ve buparvaquone ilacının yabanıl tip ve mutant TaPIN1 

enzimleri ile kenetlenmesi sonucu meydana gelen etkileşimler (sırasıyla Çizelge 3.3 ve 

Çizelge 3.4) dikkate alınarak Bölüm 2.2.8’de yer alan formüllere dayanarak belirlenen 

XP Gscore ve ΔG değerleri kıyaslandığında, 5304752 ligandı buparvaquone göre, hem 

mutant (Çizelge 3.1) hem yabanıl tip TaPIN1 (Çizelge 3.2) enzimlerine karşı daha yüksek 

XP Gscore ve ΔG (serbest bağlanma enerjisi) değeri buna bağlı olarak her iki tip enzime 

karşı daha yüksek bağlanma afinitesi sergilemektedir. 9993782 ligandı buparvaquone 

göre mutant TaPIN1’e karşı (Çizelge 3.1) daha yüksek XP Gscore değeri gösterirken, ΔG 

değeri daha düşüktür. Aynı şekilde, 9993782 ligandı buparvaquone göre yabanıl tip 

TaPIN1’e karşı (Çizelge 3.2) daha yüksek XP Gscore değeri gösterirken, ΔG değeri 

oldukça düşüktür. Fakat XP Gscore değerleri göze alındığında, 9993782 ligandı 

buparvaquone göre her iki tip enzime karşı daha yüksek bağlanma afinitesi 

sergilemektedir. 
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Çizelge 3.1 Mutant TaPIN1’in öngörülen yapısı ile kenetlenmiş 10 tane bileşiğin GLIDE 
XP Score sıralaması ve serbest bağlanma enerjileri (ΔG). 

PubChem ID Bileşik adı XP GScore 
(kcal/mol) 

ΔG 
(kcal/mol) 

5304752 
4-hydroxy-3-[3,4,5-trihydroxy-6-

(hydroxymethyl) oxan-2-
yl]oxynaphthalene-1,2-dione 

-7.789 -39.319 

9993782 
6-acetyl-1,4,5,7,8-

pentahydroxynaphthalene-2,3-
dione 

-7.680 -20.159 

23247376 
3-butanoyl-4,5,7-

trihydroxynaphthalene-1,2-
dione 

-7.501 -20.465 

15531414 
6-ethyl-4,5,7,8-

tetrahydroxynaphthalene-1,2-
dione 

-7.453 -1.899 

619522 
6-ethyl-1,4,5,7-

tetrahydroxynaphthalene-2,3-
dione 

-7.223 -17.648 

5364026 
3,6-diacetyl-4,5,7,8-

tetrahydroxynaphthalene-1,2-
dione 

-7.139 -15.740 

12442938 
7-acetyl-1,5,6,8 

tetrahydroxynaphthalene-2,3-
dione 

-6.931 -11.941 

102237415 
2-(2-acetyl-3-hydroxycyclohex-

2-en-1-yl)-8-
hydroxynaphthalene-1,4-dione 

-6.648 -37.525 

12009390 
4,5,6,8-

tetrahydroxynaphthalene-1,2-
dione 

-6.574 -8.724 

12313086 4,5,6,7,8-pentahydroxy-3-
methoxynaphthalene-1,2-dione --6.572 -23.048 

71768 Buparvaquone -3.296 -35.192 
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Çizelge 3.2 Yabanıl tip TaPIN1’in öngörülen yapısı ile kenetlenmiş 10 tane bileşiğin 
GLIDE XP Score sıralaması ve serbest bağlanma enerjileri (ΔG). 

PubChem ID Bileşik adı XP-GScore 
(kcal/mol) 

ΔG 
(kcal/mol) 

5304752 
4-hydroxy-3-[3,4,5-trihydroxy-6-

(hydroxymethyl)oxan-2-
yl]oxynaphthalene-1,2-dione 

-8.176 -42.328 

9993782 
6-acetyl-1,4,5,7,8-

pentahydroxynaphthalene-2,3-
dione 

-7.162 3.918 

12009390 4,5,6,8-tetrahydroxynaphthalene-
1,2-dione -6.967 -23.137 

5364026 
3,6-diacetyl-4,5,7,8-

tetrahydroxynaphthalene-1,2-
dione 

-6.758 -7.047 

619522 
6-ethyl-1,4,5,7-

tetrahydroxynaphthalene-2,3-
dione 

-6.628 -7.860 

12313086 4,5,6,7,8-pentahydroxy-3-
methoxynaphthalene-1,2-dione -6.601 -26.971 

15531414 
6-ethyl-4,5,7,8-

tetrahydroxynaphthalene-1,2-
dione 

-5.906 -6.110 

102237415 
2-(2-acetyl-3-hydroxycyclohex-2-
en-1-yl)-8-hydroxynaphthalene-

1,4-dione 
-5.104 -34.238 

12442938 
7-acetyl-1,5,6,8 

tetrahydroxynaphthalene-2,3-
dione 

-5.091 -7.551 

23247376 3-butanoyl-4,5,7-
trihydroxynaphthalene-1,2-dione -4.831 -34.740 

71768 Buparvaquone -3.748 -30.285 
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Çizelge 3.3 5304752, 9993782 ligandların ve buparvaquone ilacının yabanıl tip 
(wTaPIN1) enzimi ile kenetlenmesi sonucu etkileşim gösterdiği rezidüler. 

*TaPIN1 
katalitik 
rezidüler 

5304752 –wTaPIN1 
etkileşim reziüleri 

9993782- wTaPIN1 
etkileşim rezidüleri 

Buparvaquone-
yabanıl tip TaPIN1 
etkileşim rezidüleri 

His34 His34 (polar etkileşim) His34 (polar etkileşim) His34 (polar etkileşim) 

Cys92 Cys92 (hidrofobik 
etkileşim) 

Cys92  (hidrofobik 
etkileşim) 

Cys92 (hidrofobik 
etkileşim) 

His136 His136 (polar etkileşim) His136 (polar etkileşim) His136 (polar 
etkileşim) 

Lys38 Lys38 (elektrostatik 
etkileşim) 

Lys38 (elektrostatik 
etkileşim) 

Lys38 (elektrostatik 
etkileşim) 

Arg43 Arg43 (elektrostatik 
etkileşim) - Arg43 (elektrostatik 

etkileşim) 

 Asn47 (iki hidrojen bağ) Asn47 (hidrojen bağ) Asn47 (hidrojen bağ) 

 Asn44 (hidrojen bağ) - Asn44 (polar 
etkileşim) 

 Val46 (hidrojen bağ) - Val46 (hidrofobik 
etkileşim) 

 Ser133 (iki hidrojen bağ) Ser133 (hidrojen bağ) Ser133 (iki hidrojen 
bağ) 

 Gln110 (polar etkileşim) Gln110 (hidrojen bağ) Gln110 (polar 
etkileşim) 

 Ser93 (polar etkileşim) Ser93 (hidrojen bağ) Ser93 (polar etkileşim) 

 Ser94 (polar etkileşim) Ser94 (polar etkileşim) Ser94 (polar etkileşim) 

 Met109 (hidrofobik 
etkileşim) 

Met109 (hidrofobik 
etkileşim) 

Met109 (hidrofobik 
etkileşim) 

 Leu101 (hidrofobik 
etkileşim) 

Leu101 (hidrofobik 
etkileşim) - 

 Arg48 (elektrostatik 
etkileşim) - - 

 - Leu36  (hidrofobik 
etkileşim) 

Leu36  (hidrofobik 
etkileşim) 

*TaPIN1 katalitik rezidüler, insan PIN1’deki katalitik rezidüler [55], [57], [58] referans 

alınarak belirlenmiştir. 
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Çizelge 3.4 5304752, 9993782 ligandların ve buparvaquone ilacının mutant (mTaPIN1) 
enzimi ile kenetlenmesi sonucu etkileşim gösterdiği rezidüler.  

*TaPIN1 
katalitik 
rezidüler 

5304752 –mTaPIN1 
etkileşim reziüleri 

9993782-mTaPIN1 
etkileşim rezidüleri 

Buparvaquone- 
mTaPIN1 etkileşim 

rezidüleri 

His34 His34 (polar etkileşim) His34 (polar etkileşim) His34 (polar etkileşim) 

Cys92 Cys92 (hidrofobik 
etkileşim) 

Cys92 (hidrofobik 
etkileşim) 

Cys92 (hidrofobik 
etkileşim) 

His136 His136 (polar etkileşim) His136 (polar etkileşim) His136 (polar 
etkileşim) 

Lys38 Lys38 (elektrostatik 
etkileşim) Lys38 (tuz köprüsü) Lys38 (elektrostatik 

etkileşim) 

Arg43 Arg43 (elektrostatik 
etkileşim) - - 

 Asn47 (iki hidrojen bağ) Asn47 (hidrojen bağ) Asn47 (polar 
etkileşim) 

 Asn44 (hidrojen bağ) - Asn44 (polar 
etkileşim) 

 Val46 (hidrojen bağ) - - 

 Ser133 (iki hidrojen bağ) Ser133 (hidrojen bağ) Ser133 (polar 
etkileşim) 

 Gln110 (polar etkileşim) Gln110 (polar etkileşim) Gln110 (polar 
etkileşim) 

 Ser93 (polar etkileşim) Ser93 (hidrojen bağ 
etkileşim) 

Ser93 (polar 
etkileşim) 

 Ser94 (polar etkileşim) - Ser94 (polar 
etkileşim) 

 Met109 (hidrofobik 
etkileşim) 

Met109 (hidrofobik 
etkileşim) 

Met109 (hidrofobik 
etkileşim) 

 Leu101 (hidrofobik 
etkileşim) 

Leu101 (hidrofobik 
etkileşim) 

Leu101 (hidrofobik 
etkileşim) 

 Arg48 (elektrostatik 
etkileşim) 

Arg48 (elektrostatik 
etkileşim) - 

 - Thr131 (polar etkileşim) - 

 - Leu36 (hidrofobik 
etkileşim) 

Leu36  (hidrofobik 
etkileşim) 

 - Phe113 (hidrofobik 
etkileşim) 

Phe113 (hidrofobik 
etkileşim) 

 - - Lys97 (elektrostatik 
etkileşim) 

*TaPIN1 katalitik rezidüler, insan PIN1’deki katalitik rezidüler [55], [57], [58] referans 

alınarak belirlenmiştir. 
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Şekil 3.23 Yabanıl tip  TaPIN1’in öngörülen yapısı ile 5304752 PucbChem erişim 
numarasına sahip bileşiğin kenetlenmiş kompleksi. (a) Yapısal görünüm; (b) Ligand 

etkileşim diagramı. 

 

         

 

Şekil 3.24 Mutant TaPIN1’in öngörülen yapısı ile 5304752 PucbChem erişim 
numarasına sahip bileşiğin kenetlenmiş kompleksi. (a) Yapısal görünüm; (b) Ligand 

etkileşim diagramı. 

 

(b) 

(b) (a) 

(a) 
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Şekil 3.25 Yabanıl tip TaPIN1’in öngörülen yapısı ile 9993782 PucbChem erişim 
numarasına sahip bileşiğin kenetlenmiş kompleksi. (a) Yapısal görünüm; (b) Ligand 

etkileşim diagramı. 

 

 

      
 

Şekil 3.26 Mutant TaPIN1’in öngörülen yapısı ile 9993782 PucbChem erişim 
numarasına sahip bileşiğin kenetlenmiş kompleksi. (a) Yapısal görünüm; (b) Ligand 

etkileşim diagramı. 

 

 

 

 

(a) (b) 

(b) (a) 
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Şekil 3.27 Yabanıl tip TaPIN1’in öngörülen yapısı ile buparvaquone ilacının kenetlenmiş 
kompleksi. (a) Yapısal görünüm; (b) Ligand etkileşim diagramı. 

     
 

Şekil 3.28 Mutant TaPIN1’in öngörülen yapısı ile buparvaquone ilacının kenetlenmiş 
kompleksi. (a) Yapısal görünüm; (b) Ligand etkileşim diagramı. 

 

3.1.8 Seçilen Öncü Ligandlar ile Moleküler Dinamik Simülasyon Çalışmaları  

MD simülasyon çalışmaları, ligand tarafından indüklenen protein konformasyon 

değişiklikleri ve ligand-reseptör kompleks yapı stabilitesi değerlendirilmiştir. Ligand 

bağlı ve ligand bağlı olmadan yabanıl ve mutant TaPIN1 modelleri için sırasıyla 100 

nanosaniye (ns) ve 50 ns MD simülasyonları sonucunda elde edilen root mean square 

deviation (RMSD) ve root mean square fluctuation (RMSF) değerleri ile protein-ligand 

sistemlerin stabilitesi ve pozisyonları arasındaki sapma incelenmiştir. RMSD, protein-

(a) (b) 

(a) (b) 
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ligand atomları arasındaki mesafeyi ifade etmektedir ve sistemlerin simülasyon 

sırasında ne zaman dengeye ulaştığı hakkında bilgi vermektedir [148]. Ligand bağlı 

olmadan yabanıl tip ve mutant TaPIN1 enzimlerin RMSD grafiği Şekil 3.29’da yer 

almaktadır. Her iki tip enzimdeki 1-30 arası rezidüler ikincil bir yapı oluşturmamaktadır 

ve RMSD değerini gereksiz yere yükselttiği için göz ardı edilmiştir. Yabanıl tip ve mutant 

TaPIN1’in ortalama RMSD değerleri sırasıyla 2,107 ve 2,572 Å’dur. Yabanıl tip proteinin 

RMSD grafiği incelendiğinde, düz bir plato gözlenememektedir. Mutant TaPIN1 RMSD 

grafiğinde ise önemli sapmalar gözlenmemiştir.  

 

Şekil 3.29 Ligand bağlı olmadan yabanıl tip ve mutant TaPIN1 modellerin 50 ns MD 
simülasyonu sonucu elde edilen RMSD grafiği. 

XP GlideScore sıralamasına göre bağlanma afinitesi en yüksek olan iki kenetlenmiş 

bileşik (5304752 ve 9993782 PubChem ID’li ligandlar) ileri MD simülasyon çalışmaları 

için seçilmiştir. Her iki tip TaPIN1’in öngörülen yapıları ile kenetlenmiş bileşiklerin 100 

ns boyunca MD simülasyonu sonucu elde edilen RMSD grafiği Şekil 3.30’da yer 

almaktadır.  

5304752-yabanıl tip TaPIN1 kenetlenmiş yapı 57 ns’ye kadar kademeli artış 

göstermektedir. 57-100 ns arasında sistem ortalama 3.706 Å RMSD değeri ile dengeye 

ulaşmıştır. 9993782 – yabanıl tip TaPIN1 kenetlenmiş yapı 80 ns boyunca RMSD değeri 

3 Å sularında iken aniden 80-95 ns periyodunda artış göstermiştir ve ortalama 3.219 Å 

RMSD değeri sunmuştur. 5304752 ile mutant TaPIN1 kenetlenmiş yapısı ortalama 
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2.070 Å RMSD değerine sahiptir ve 100 ns MD simülasyonu boyunca RMSD grafiğinde 

önemli bir sapma göstermemektedir. Ligand 9993782 ile mutant TaPIN1 kenetlenmiş 

kompleks yapı 55 ns’de dengeye ulaşıncaya kadar kademeli artış göstermiştir ve 55-100 

ns arasında ortalama 2,416 Å RMSD değerine sahiptir. 

 

Şekil 3.30 Yabanıl tip ve mutant TaPIN1’in öngörülen yapıları ile kenetlenmiş öncü 
bileşiklerin 100 ns boyunca MD simülasyonu sonucu elde edilen RMSD grafiği 

Protein stabilitesi hakkında bilgi veren, ligand bağlı olmadan ve ligand bağlı her iki tip 

enzimin tüm rezidüleri için RMSF grafiği sırasıyla Şekil 3.31 ve 3.32’de yer almaktadır. 1 

ve 30 rezidüler arasındaki salınımlar, belirtilen bölgede ikincil yapı olmamasından 

kaynaklanmaktadır. RMSF grafikleri karşılaştırıldığında, her iki öncü ligand bağlı yabanıl 

tip TaPIN1 enzimin 100-125 rezidüleri arasında önemli salınımlar gözlenmiştir. 5304752 

ligand bağlı mutant TaPIN1 enzimin 45-55 rezidüleri arasında salınımlar gösterirken, 

9993782 ligand varlığında MD simülasyonu boyunca önemli salınımlar gözlenmemiştir.  
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Şekil 3.31 Ligand bağlı olmadan yabanıl tip ve mutant TaPIN1 proteinlerin 50 ns MD 
simülasyonu sonucu elde edilen tüm rezidülerine ait RMSF değerleri. 

 

 
Şekil 3.32 Öncü ligandların varlığında yabanıl tip ve mutant TaPIN1 proteinlerin 100 ns 

MD simülasyonu sonucu elde edilen tüm rezidülerine ait RMSF değerleri. 

5304752-yabanıl tip TaPIN1 kenetlenmiş kompleks yapının 100 ns MD simülasyon 

öncesi ligand başlangıç pozisyonunda, Asn47, Asn44, Val46 ve Ser133 yabanıl tip 

TaPIN1 protein rezidüleri ile hidrojen bağı oluşturmuştur. Ayrıca polar etkileşimler 

His136, Gln110, His34, Ser93 ve Ser94 rezidüleri ve hidrofobik etkileşimler Met109, 

Leu101 ve Cys92 protein rezidüleri ile ligand arasında gözlenmiştir. Pozitif yüklü Lys38, 

Arg43 ve Arg48 rezidüleri elektrostatik etkileşimlerin oluşmasını sağlamıştır (Şekil 

3.23b). Yabanıl tip TaPIN1 ile 100 ns boyunca simülasyonu sonucunda ise, 5304752 

ligand ilk pozisyonundan farklı olarak Gln110 ve Leu101 rezidüler ile hidrojen bağı 
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oluşturmuştur. Polar etkileşimler Ser94, His34, His136 ve Thr108 rezdüleri ile meydana 

gelmiştir. Leu36, Met109 ve Phe113 yabanıl tip protein rezidüleri simülasyon sonrası 

ligand ile hidrofobik etkileşimlere katkı sağlamıştır. Elektrostatik etkileşim sadece Lys97 

rezidüsü aracılığı ile gerçekleşmiştir (Şekil 3.33b). Çizelge 3.5 incelendiğinde, 

simülasyon öncesi 5304752 ligandın başlangıç pozisyonunda, hPIN1’deki katalitk 

rezidüler [55], [57], [58] referans alınarak belirlenmiş tüm TaPIN1 katalitik rezidüleri 

(His34, Cys92, His136, Lys38 ve Arg43) ile etkileşimde olduğu, simülasyon sonrası son 

pozisyonunda ise sadece His34 ve His136 katalitik rezidüler ile etkileşimini koruduğu 

gözlenmiştir. Pymol [149] programı kullanılarak 5304752-yabanıl tip TaPIN1 

kenetlenmiş kompleks yapının MD simülasyon öncesi ve sonrası  görüntüleri 

süperimpoze edilerek, ligandın protein üzerinde bulunduğu bölge ya da 

pozisyonlarındaki değişiklikler incelenmiştir ve protein bağlanma bölgesinden 

tamamen çıkmadığı ama pozisyon değiştirdiği gözlenmiştir (Şekil 3.33a). Elde edilen 

sonuçlar ile birlikte 5304752-yabanıl tip TaPIN1 RMSD grafiği (Şekil 3.30) 

incelendiğinde, ligandın 100 ns simülasyon boyunca farklı rezidüler ile etkileşime 

girerek protein aktif bölgesinde gezindiği söylenebilmektedir. Tüm bu sonuçlar 

doğrultusunda, 5304752 ligandı, simülasyon öncesi ve sonrasında aktif bağlanma 

bölgesinde bulunması ve katalitik rezidüler ile etkileşiminin gözlenmesi sonucunda 

yabanıl tip TaPIN1’e karşı potansiyel inhibitör olabileceği öngörülmüştür. 

5304752 ligand bağlı mutant TaPIN1 enzimin MD simülasyon öncesinde ligand 

başlangıç pozisyonunda Asn44 ve Asn47 protein rezidüleri ile hidrojen bağı 

oluşturmuştur. Ayrıca, elektrostatik etkileşim pozitif yüklü Arg48 rezidüsü ile, polar 

etkileşimler Gln110, His34, His136, Ser94, Ser93, Ser133 ve hidrofobik etkileşimler 

Phe113, Met109, Leu101, Val46, Leu36 ve Cys92 protein rezidüleri ile ligand arasında 

meydana gelmiştir. Tuz köprüsü sadece Lys38 rezidüsü ile gerçekleşmiştir (Şekil 3.24b). 

100 ns MD simülasyon sonrasında, ligand mutant TaPIN1’in Ser133, Lys38, Glu91 ve 

Ser93 rezidüleri ile hidrojen bağı oluşturmuştur. Hidrofobik etkileşimler Leu101, 

Phe113, Leu36, Cys92 and Val46 rezidüleri ve polar etkileşimler His136, Thr131, Asn44, 

Asn47 ve His34 rezidüleri aracılığıyla gerçekleşmiştir (Şekil 3.34b). Çizelge 3.6 

incelendiğinde, 5304752 ligand, hem MD simülasyon öncesi hem de sonrasında Arg43 

hariç His34, Cys92, His136 ve Lys38 katalitik rezidüleri ile etkileşim göstermiştir. 
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5304752-mutant TaPIN1 kenetlenmiş kompleks yapının RMSD grafiği (Şekil 3.30) de 

dikkate alındığında ligandın simülasyon boyunca kararlı yapısını sürdürdüğü ve 

simülasyon öncesi ve sonrası görüntülerin süperimpozisyonu ligandın aktif bölgeden 

çıkmadığını (Şekil 3.34a) göstermektedir. Bu sonuçlar doğrultusunda, 5304752 ligandı, 

mutant TaPIN1 substratı için antagonist görevi alarak potansiyel inhibitör olarak 

değerlendirilebileceği öngörülmüştür. 

9993782 – yabanıl tip TaPIN1 kenetlenmiş kompleks yapının MD simülasyon öncesi 

ligand başlangıç pozisyonunda, Ser93, Asn47, Ser133 ve Gln110 protein rezidüleri ile 

hidrojen bağı oluşturmuşken, Leu101, Met109, Leu36 ve Cys92 rezidüler ile hidrofobik 

etkileşimler göstermiştir. Ayrıca, polar etkileşimler His136 ve Ser94, elektrostatik 

etkileşim ise sadece pozitif yüklü Lys38 rezidüsü ile ligand arasında meydana gelmiştir 

(Şekil 3.25b). 9993782 – yabanıl tip TaPIN1 kenetlenmiş kompleks yapının 100 ns MD 

simülasyonu sonucunda ligand ile iki hidrojen bağı Lys97 ve üç hidrojen bağı Arg96 

rezidüleri aracılığıyla oluşmuştur. Polar etkileşimler ligand ile Ser93 ve Ser94 protein 

rezidüleri arasında meydana gelmiştir fakat hidrofobik ve elektrostatik etkileşimler 

gözlenmemiştir (Şekil 3.35b). Çizelge 3.7 irdelendiğinde, simülasyon öncesinde ligand, 

Arg43 hariç, yabanıl tip TaPIN1 enzimin sadece His34, Cys92, His136 ve Lys38 katalitik 

rezidüleri ile etkileşim gösterirken, 100 ns simülasyon sonrasında belirlenmiş katalitik 

rezidüler ile herhangi bir etkileşim göstermemiştir. Ayrıca, simülasyon öncesi ve sonrası 

görüntülerin süperimpozisyonu sonucunda ligandın ilk pozisyonundan tamamen farklı 

olarak aktif bölge dışında olduğu gözlemlenmiştir (Şekil 3.35a). Ligand etkileşim 

rezidüleri ve süperimpozisyon sonucu göze alındığında 9993782 – yabanıl tip TaPIN1 

kenetlenmiş kompleks yapının simülasyon sonrası RMSD grafiğinde (Şekil 3.30) 

gözlenen salınımlar ligandın simülasyon boyunca protein etrafında gezindiğini ifade 

etmektedir. Tüm bu sonuçlar doğrultusunda, özellikle simülasyon sonucunda 9993782 

ligandın katalitik rezidüler ile etkileşim göstermemesi ve aktif cep bölgenin dışında 

bulunması, yabanıl tip TaPIN1 enzim için 9993782 bileşiğinin potansiyel inhibitör 

olabileceği söylenememektedir. 

Ligand 9993782 ile mutant TaPIN1 enzimin kenetlenmiş yapısının 100 ns MD 

simülasyonu öncesi başlangıç pozisyonunda ligand ile Ser133, Asn47 ve Ser93 mutant 

protein rezidüleri arasında hidrojen bağı oluşmuştur. Gln110, His34, His136 ve Thr131 
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rezidüler polar etkileşimlerin oluşmasında yer almıştır. Hidrofobik etkileşimler ise 

Leu101, Met109, Phe113, Leu36 ve Cys92 mutant protein rezidüleri ile ligand arasında 

meydana gelmiştir. Ligand ile Lys38 arasında tuz köprüsü, Arg48 rezidüsü ile 

elektrostatik etkileşim meydana gelmiştir (Şekil 3.26b). Ligand 9993782 bağlı mutant 

TaPIN1 kompleks yapının simülasyonu sonrasında ise ligand ile Arg48 arasında üç 

hidrojen bağı, Ser93 arasında iki hidrojen bağı ve Lys38 arasında bir hidrojen bağı 

meydana gelmiştir. Polar ve hidrofobik etkileşimler sırasıyla Asn44, Asn47 ve Val46, 

Cys92 rezidüleri ile gerçekleştirilmiştir (Şekil 3.36b). Çizelge 3.8’de ligand etkileşimleri 

incelendiğinde 9993782 ligandı başlangıç pozisyonunda His34, Cys92, His136 ve Lys38 

katalitik rezidüleri ile, simülasyon sonrasında ise sadece Cys92 ve Lys38 katalitik 

rezidüleri ile etkileşim göstermiştir.MD simülasyon öncesi ve sonrası görüntülerin 

süperimpozisyonu incelendiğinde, ligandın başlangıç pozisyonunu değiştirdiği fakat 

aktif bölgeye yakın bir yerde konumlandığı gözlenmiştir (Şekil 3.36a). 9993782-mutant 

TaPIN1 kompleks yapının simülasyon sonrası RMSD grafik (Şekil 3.30) sonuçları 

irdelendiğinde önemli sapmalar gözlenmemiştir ve simülasyon boyunca aktif bölgeye 

yakın belirtilen rezidüler ile etkileşimde bulunduğu öngörülmüştür. Bu sonuçlar 

doğrultusunda, 9993782 ligandın mutant TaPIN1 enzimin aktif bağlanma bölgesine 

yakın katalitik rezidüler ile etkileşim içerisinde bulunması sonucunda, 9993782 bileşiği 

mutant TaPIN1 enzimine karşı potansiyel inhibitör olabileceği öngörülmüştür. 
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Şekil 3.33 (a) 5304752 ligand bağlı yabanıl tip TaPIN1 kompleks yapının simülasyon 
öncesi ve sonrası konformasyonların süperimpozisyonu. Simülasyon öncesi başlangıç 

konformasyon turuncu ile; simülasyon sonrası son konformasyon yeşil ile 
gösterilmiştir. (b) MD simülasyon sonrası ligand etkileşim diyagramı. 

    

 

Şekil 3.34 (a) 5304752 ligand bağlı mutant TaPIN1 kompleks yapının simülasyon öncesi 
ve sonrası konformasyonların süperimpozisyonu. Simülasyon öncesi başlangıç 

konformasyonu turuncu ile; simülasyon sonrası son konformasyon yeşil ile 
gösterilmiştir. (b) MD simülasyon sonrası ligand etkileşim diyagramı. 

 

 

 

 

 

 

(a) (b) 

(a) (b) 
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Şekil 3.35 (a) 9993782 ligand bağlı yabanıl tip TaPIN1 kompleks yapının simülasyon 
öncesi ve sonrası konformasyonların süperimpozisyonu. Simülasyon öncesi başlangıç 

konformasyonu turuncu ile; simülasyon sonrası son konformasyon yeşil ile 
gösterilmiştir. (b) MD simülasyon sonrası ligand etkileşim diyagramı. 

 

 

     
 

Şekil 3.36 (a) 9993782 ligand bağlı mutant TaPIN1 kompleks yapının simülasyon öncesi 
ve sonrası konformasyonların süperimpozisyonu. Simülasyon öncesi başlangıç 

konformasyonu turuncu ile; simülasyon sonrası son konformasyon yeşil ile 
gösterilmiştir. (b) MD simülasyon sonrası ligand etkileşim diyagramı. 

 

 

 

 

 

(a) (b) 

(a) (b) 
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Çizelge 3.5 TaPIN1 katalitik rezidüler ile, 5304752-yabanıl tip (wTaPIN1) kompleks 
yapının simülasyon öncesi ve sonrası etkileşim rezidülerinin karşılaştırılması. 

 

 

 

TaPIN1 
Katalitik 
rezidüler 

5304752 – wTaPIN1 simülasyon 
öncesi etkileşim gösterdiği 

rezidüler 

5304752 – wTaPIN1 simülasyon 
sonrası etkileşim gösterdiği 

rezidüler 

His34 His34 (polar etkileşim) His34 (polar etkileşim) 

Cys92 Cys92 (hidrofobik etkileşim) - 

His136 His136 (polar etkileşim) His136 (polar etkileşim) 

Lys38 Lys38 (elektrostatik etkileşim) - 

Arg43 Arg43 (elektrostatik etkileşim) - 

 Asn47 (iki hidrojen bağ) - 

 Asn44 (hidrojen bağ) - 

 Val46 (hidrojen bağ) - 

 Ser133 (iki hidrojen bağ) - 

 Gln110 (polar etkileşim) Gln110 (hidrojen bağ) 

 Ser93 (polar etkileşim) - 

 Ser94 (polar etkileşim) Ser94 (polar etkileşim) 

 Met109 (hidrofobik etkileşim) Met109 (hidrofobik etkileşim) 

 Leu101 (hidrofobik etkileşim) Leu101 (hidrojen bağ) 

 Arg48 (elektrostatik etkileşim) - 

 - Thr108 (polar etkileşim) 

 - Leu36 (hidrofobik etkileşim) 

 - Phe113 (hidrofobik etkileşim) 

  Lys97 (elektrostatik etkileşim) 
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Çizelge 3.6 TaPIN1 katalitik rezidüler ile, 5304752 - mutant (mTaPIN1) kompleks 
yapının simülasyon öncesi ve sonrası etkileşim rezidülerinin karşılaştırılması. 

TaPIN1 
Katalitik 
rezidüler 

5304752 – mTaPIN1 simülasyon 
öncesi etkileşim gösterdiği 

rezidüler 

5304752 – mTaPIN1 simülasyon 
sonrası etkileşim gösterdiği  

rezidüler 

His34 His34 (polar etkileşim) His34 (polar etkileşim) 

Cys92 Cys92 (hidrofobik etkileşim) Cys92 (hidrofobik etkileşim) 

His136 His136 (polar etkileşim) His 136 (polar etkileşim) 

Lys38 Lys38 (tuz köprüsü) Lys38 (hidrojen bağ) 

Arg43 - - 

 Asn44 (hidrojen bağ) Asn44 (polar etkileşim) 

 Asn47 (hidrojen bağ) Asn47 (polar etkileşim) 

 Arg48 (elektrostatik etkileşim) Arg48 (elektrostatik etkileşim) 

 Gln110 (polar etkileşim) - 

 Ser94 (polar etkileşim) - 

 Ser93 (polar etkileşim) Ser93 (hidrojen bağ) 

 Ser133 (polar etkileşim) Ser133 (hidrojen bağ) 

 Phe113 (hidrofobik etkileşim) Phe113 (hidrofobik etkileşim) 

 Met109 (hidrofobik etkileşim) - 

 Leu101 (hidrofobik etkileşim) Leu101 (hidrofobik etkileşim) 

 Val46 (hidrofobik etkileşim) Val46 (hidrofobik etkileşim) 

 Leu36 (hidrofobik etkileşim) Leu36 (hidrofobik etkileşim) 

 - Glu91 (hidrojen bağ) 

 - Thr131 (polar etkileşim) 
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Çizelge 3.7 TaPIN1 katalitik rezidüler ile, 9993782 – yabanıl tip (wTaPIN1) kompleks 
yapının simülasyon öncesi ve sonrası etkileşim rezidülerinin karşılaştırılması. 

TaPIN1 
Katalitik 
rezidüler 

9993782 – wTaPIN1 simülasyon 
öncesi etkileşim gösterdiği 

rezidüler 

9993782 – wTaPIN1 simülasyon 
sonrası etkileşim gösterdiği  

rezidüler 

His34 His34 (polar etkileşim) - 

Cys92 Cys92  (hidrofobik etkileşim) - 

His136 His136 (polar etkileşim) - 

Lys38 Lys38 (elektrostatik etkileşim) - 

Arg43 - - 

 Ser93 (hidrojen bağ) Ser93 (polar etkileşim) 

 Asn47 (hidrojen bağ) - 

 Ser133 (hidrojen bağ) - 

 Gln110 (hidrojen bağ) - 

 Leu101 (hidrofobik etkileşim) - 

 Met109 (hidrofobik etkileşim) - 

 Leu36  (hidrofobik etkileşim) - 

 Ser94 (polar etkileşim) Ser94 (polar etkileşim) 

 - Arg96 (üç hidrojen bağ) 

 - Lys97 (iki hidrojen bağ) 
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Çizelge 3.8 TaPIN1 katalitik rezidüler ile, 9993782 – mutant (mTaPIN1) kompleks 
yapının simülasyon öncesi ve sonrası etkileşim rezidülerinin karşılaştırılması.  

TaPIN1 
Katalitik 
rezidüler 

9993782 – mTaPIN1 
simülasyon öncesi etkileşim 

gösterdiği rezidüler 

9993782 – mTaPIN1 simülasyon 
sonrası etkileşim gösterdiği  

rezidüler 

His34 His34 (polar etkileşim) - 

Cys92 Cys92 (hidrofobik etkileşim) Cys92 (hidrofobik etkileşim) 

His136 His136 (polar etkileşim) - 

Lys38 Lys38 (tuz köprüsü) Lys38 (hidrojen bağ) 

Arg43 - - 

 Ser133 (hidrojen bağ) - 

 Asn47 (hidrojen bağ) Asn47 (polar etkileşim) 

 Ser93 (hidrojen bağ) Ser93 (iki hidrojen bağ) 

 Gln110 (polar etkileşim) - 

 Thr131 (polar etkileşim) - 

 Leu101 (hidrofobik etkileşim) - 

 Met109 (hidrofobik etkileşim) - 

 Phe113 (hidrofobik etkileşim) - 

 Leu36 (hidrofobik etkileşim) - 

 Arg48 (elektrostatik etkileşim) Arg48 (üç hidrojen bağ) 

 - Asn44 (polar etkileşim) 

 - Val46 (hidrofobik etkileşim) 
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BÖLÜM 4 

DEĞERLENDİRME VE ÖNERİLER 

4. Değerlendir me ve Öneriler  

4.1 Değerlendirme 

İnsan peptidip prolil izomeraz (hPIN1) enziminin aşırı ekspresyonu, Fbw7 tümör 

fonksiyonunu, Fbw7 dimerizasyonunu baskılamak suretiyle düzenlemektedir ve 

Fbw7’nin kararlılığını negatif düzenleyerek c-JUN gibi onkojen seviyelerinin artmasına 

ve buna bağlı olarak tümör oluşumuna neden olmaktadır [46]. Theileria annulata 

paraziti, hPIN1 enzimi ile aynı yeteneği gösteren, tümör baskılayıcı FBW7 proteinin 

hücre içerisindeki dengesini bozarak konak hücre onkojenik sinyal yolağını manipüle 

eden peptidil prolil izomeraz enzimini (TaPIN1) salgılamaktadır. TaPIN1 aracılı FBW7 

aktivitesinin baskılanmasıyla, enfekte hayvanlarda hücre proliferasyonu ve metastaz 

gibi kanser benzeri özelliklerin ortaya çıkmasına neden olan c-Jun proto-onkojen 

seviyesi artmaktadır [48]. Theileria enfekte hayvanlar, bir hidroksinaftakinon ilaç olan 

buparvaquone’nun tek doz 2,5 mg/kg uygulanması ile tedavi edilmektedir.[20]. Fakat 

buparvaquone tedavisine cevap vermeyen enfekte hayvanlar ile yapılan çalışmalar 

sonucunda TaPIN1 enziminin ilaca direnç gösteren A53P mutasyonu içerdiği 

belirlenmiştir [48].  

Tez çalışmasında, literatürde ilk defa olmak üzere, inhibitör adayların belirlenmesi 

amacıyla naftakinon türevlerinden oluşan bileşiklerin yabanıl tip ve mutant TaPIN1 

enzimleri ile moleküler kenetlenme çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Belirlenen öncü 

ligandlar ile ileri moleküler dinamik simülasyon çalışmaları yapılarak mutant TaPIN1 
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enzimini baskılayacak ve hPIN1 kaynaklı kanserlerin tedavisinde ilaç yeniden 

konumlandırma çalışmalarında kullanılması öngörülen inhibitörler belirlenmiştir.  

Ayrıca, ileri in vitro karakterizasyon ve inhibitör test çalışmalarında kullanılmak üzere 

gen ürünün elde edilmesine olanak sağlayacak, TaPIN1 enzimini kodlayan gen 

klonlanmıştır. 

İntron içeren TaPIN1 geni E. coli BL21 (DE3) pLysS hücrelerine transforme edildikten 

sonra gözlenen beyaz kolonilerden intron içeren rekombinant plazmid DNA izole 

edilmiştir ve kalıp olarak kullanılarak amplifiye edilmiştir. PCR ürünü agaroz jelde 

yürütülerek başarılı transformasyon sonucu gözlenmiştir (Şekil 3.3). İntron içeren 

rekombinant DNA üzerinde yönlendirilmiş mutagenez uygulanarak kodlamayan bölge 

intron uzaklaştırılmıştır. İntronu uzaklaştırılan TaPIN1 enzimini kodlayan gen E. coli 

BL21 (DE3) hücrelerine transforme edilmiştir ve pozitif transformantlar koloni PCR 

yöntemi ile amplifiye edilerek doğruluğu analiz edilmiştir (Şekil 3.7). İntronun 

uzaklaştırıldığı ve doğru gen bölgesinin insersiyonu dizileme ile teyit edilmiştir (Şekil 

3.8-3.10).  

Yabanıl tip ve mutant TaPIN1 enzimlerine karşı potansiyel inhibitörler yapıya dayalı ilaç 

tasarım yöntemi ile belirlenmiştir. İlk olarak her iki tip enzimin homoloji modelleri 

oluşturularak geometri optimizasyonu, validasyonu ve modellerin doğruluğu analiz 

edilmiştir. 

Yabanıl tip ve mutant TaPIN1 proteinlerin öngörülen yapılarına karşı naftakinon 

türevleri taranarak yüksek bağlanma afinitesine sahip 10 tane ligand seçilmiştir. 

Taranmış olan ligandlar XP GlideScore’a göre sıralanmıştır ve skoru en yüksek olan iki 

tane bileşik (5304752 ve 9993782 PubChem numaralı bileşikler) seçilerek yabanıl tip ve 

mutant proteinler ile ileri moleküler dinamik yöntemler kullanılarak simüle edilmiştir.  

5304752 ve 9993782, theileriosis tedavisinde etkili bir ilaç olan buparvaquone’a göre 

mutant ve yabanıl tip TaPIN1 enzimlerine karşı daha yüksek XP GScore bağlanma 

afinitesi göstermiştir. Serbest bağlanma enerjileri kıyaslandığında ise, sadece 9993782 

ligandı yabanıl tip enzimine karşı oldukça düşük serbest bağlanma enerjisi göstermiştir 

(Çizelge 3.1 ve 3.2). 
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5304752 ligand bağlı yabanıl tip TaPIN1 enzimin simülasyon öncesi ve sonrasında 

konformasyonları incelendiğinde (Şekil 3.33a) ligandın aktif bölgeden çıkmadığı sadece 

pozisyon değiştirdiği gözlenmiştir. Başlangıç pozisyonunda (Şekil 3.33b), hPIN1’deki 

katalitk rezidüler [55], [57], [58] referans alınarak belirlenmiş tüm TaPIN1 katalitik 

rezidüleri (His34, Cys92, His136, Lys38 ve Arg43) ile etkileşimde olduğu, simülasyon 

sonrası son pozisyonunda ise sadece His34 ve His136 katalitik rezidüler ile etkileşimini 

koruduğu gözlenmiştir (Çizelge 3.5). RMSD grafiğine göre (Şekil 3.30) ligandın 

simülasyon boyunca proteinin aktif bölgesi ile etkileşim halinde olduğu görülmektedir. 

5304752 ligand bağlı mutant TaPIN1 enziminin simülasyon öncesi ve sonrasında 

konformasyonları karşılaştırıldığında (Şekil 3.34a) ligandın başlangıç pozisyonuna yakın 

bir yerde (aktif bölgede) olması kararlılığını sürdürdüğünü göstermektedir. Ayrıca 

simülasyon öncesi başlangıç pozisyonu ve simülasyon sonrası son pozisyonundaki 

ligand etkileşimleri (Şekil 3.24b ve 3.34b sırasıyla) irdelendiğinde, ligandın Arg43 hariç 

His34, Cys92, His136 ve Lys38 katalitik rezidüleri ile etkileşim içerisinde olduğu 

gözlenmiştir (Çizelge 3.6). Bu sonuçlar doğrultusunda, RMSD grafiği (Şekil 3.30) 

incelendiğinde simülasyon boyunca ligand proteinin aktif bölgesi ile sıkı bağlantı 

halinde olduğu dolayısıyla kararlılığını koruduğu söylenebilmektedir. 5304752 

PubChem numarasına sahip ligand ile yapılan çalışmalar sonucunda, ligandın hem 

yabanıl tip hem mutant TaPIN1’in aktif bölgesinde bulunduğu gözlenmiştir ve enzimin 

substratı için antagonist görevi alarak, potansiyel inhibitör olarak değerlendirilebileceği 

öngörülmektedir. 

9993782 ligand bağlı yabanıl tip TaPIN1 enzimin simülasyon öncesi ve sonrasında 

konformasyonları incelendiğinde (Şekil 3.35a) ligandın ilk pozisyonundan tamamen 

farklı olarak aktif bölgeden çıktığı, başlangıç ve son pozisyonlarındaki ligand etkileşim 

diyagramları (Şekil 3.25b ve 3.35b sırasıyla) sonuçlarına göre, simülasyon öncesinde 

ligand, Arg43 hariç, yabanıl tip TaPIN1 enzimin His34, Cys92, His136 ve Lys38 katalitik 

rezidüleri ile etkileşim gösterirken, 100 ns simülasyon sonrasında belirlenmiş katalitik 

rezidüler ile herhangi bir etkileşim göstermemiştir (Çizelge 3.7). Bu sonuçlar 

doğrultusunda RMSD grafiğinde (Şekil 3.30) gözlenen salınımlar ligandın simülasyon 

boyunca proteinin etrafında gezindiğini ifade etmektedir. 9993782 ligand bağlı mutant 

TaPIN1 enzimin simülasyon öncesi ve sonrasında konformasyonları karşılaştırıldığında 



95 

 

(Şekil 3.36a) ligandın başlangıç pozisyonunu değiştirdiği ve aktif bölgeye yakın bir yere 

yerleştiği gözlenmektedir. Başlangıç ve son pozisyonlarındaki ligand etkileşim (Şekil 

3.26b ve 3.36b sırasıyla) sonuçlarına göre, ligand başlangıç pozisyonunda His34, Cys92, 

His136 ve Lys38 katalitik rezidüleri ile, simülasyon sonrasında ise sadece Cys92 ve 

Lys38 katalitik rezidüleri ile etkileşim göstermiştir (Çizelge3.8). Bu sonuçlara göre, 

RMSD grafiği (Şekil 3.30) incelendiğinde önemli sapmaların gözlenmemesi ile, ligandın 

simülasyon boyunca aktif bölgeye yakın, belirtilen rezidüler ile etkileşimde bulunduğu 

söylenebilmektedir. 9993782 PubChem numarasına sahip ligand ile yapılan çalışmalar 

sonucunda, ligandın yabanıl tip TaPIN1 enzimin aktif bölgesinin dışında konumlandığı 

ve stabil kalmadığı gözlemlenmiştir. Fakat mutant TaPIN1’in aktif bölgesine yakın bir 

yerde bulunması, enzimin substratı için antagonist görevi alarak, potansiyel inhibitör 

olarak değerlendirilebileceği öngörülmektedir. 

4.2 Öneriler 

Tez çalışmasında in vitro ve in silico çalışmalar ile elde edilen sonuçların kullanılmasıyla; 

•    E. coli hücrelerine transforme edilen TaPIN1 genin ifade edilerek enzim aktivite 

testlerinin yapılması ve TaPIN1 aktivitesinin onaylanması, 

•    E. coli hücrelerine transforme edilen TaPIN1 genin ifade edilerek inhibitör test 

çalışmalarında kullanılmak üzere proteinin saf olarak elde edilmesi, 

•    Potansiyel inhibitör olarak öngörülen ligandlar (5304752 ve 9993782) ile in vitro 

inhibisyon çalışmaların yapılması, 

•    Yabanıl tip ve mutant TaPIN1 ile naftakinon türevlerin moleküler kenetlenmesi 

sonucu belirlenen buparvquone’a göre daha yüksek bağlanma afinitesine sahip 

diğer 8 ligand ile ileri moleküler dinamik simülasyon çalışmalarının 

gerçekleştirilmesi, 

•    Potansiyel inhibitör olarak öngörülen ligandlar (5304752 ve 9993782) ile TaPIN1 

homologu olan insan PIN1 (hPIN1) kaynaklı kanserlerin alternatif tedavi 

edilebilmesine yönelik ilaç yeniden konumlandırma çalışmalarının yapılması, 
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•    Mevcut insan PIN1 inhibitörlerin yabanıl tip ve mutant TaPIN1 enzimine karşı in ilico 

tarama çalışmaları önerilmektedir. 
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EK-A 

DİZİLEME KROMATOGRAMI 

 

Çizelge A.1 LIC 5’ primerler ile dizileme sonucu elde edilen kromatogram. 
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Çizelge A.1 LIC 5’ primerler ile dizileme sonucu elde edilen kromatogram 
(devam).
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Çizelge A.2 LIC 3’ primerle ile dizileme sonucu elde edilen kromatogram. 
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Çizelge A.2 LIC 3’ primerle ile dizileme sonucu elde edilen kromatogram 

(devam).
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EK-B 

LİGANDLARIN İKİ BOYUTLU YAPILARI 

 

Çizelge B.1 Naftakinon türevlerini içeren bileşik kütüphanesinin mutant TaPIN1’e karşı 
in silico taranması sonucu belirlenen 10 tane ligandın ve buparvaquone’nun iki boyutlu 

yapıları. 

PubChem ID Bileşik adı İki Boyutlu Yapıları 

5304752 

4-hydroxy-3-[3,4,5-
trihydroxy-6-

(hydroxymethyl) oxan-2-
yl]oxynaphthalene-1,2-dione 

 

9993782 
6-acetyl-1,4,5,7,8-

pentahydroxynaphthalene-
2,3-dione 

 

23247376 
3-butanoyl-4,5,7-

trihydroxynaphthalene-1,2-
dione 

 

15531414 
6-ethyl-4,5,7,8-

tetrahydroxynaphthalene-
1,2-dione 
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Çizelge B.1 Naftakinon türevlerini içeren bileşik kütüphanesinin mutant TaPIN1’e karşı 
in silico taranması sonucu belirlenen 10 tane ligandın ve buparvaquone’nun iki boyutlu 

yapıları (devam). 

PubChem ID Bileşik adı İki Boyutlu Yapıları 

619522 
6-ethyl-1,4,5,7-

tetrahydroxynaphthalene-
2,3-dione 

 

5364026 
3,6-diacetyl-4,5,7,8-

tetrahydroxynaphthalene-
1,2-dione 

 

12442938 
7-acetyl-1,5,6,8 

tetrahydroxynaphthalene-
2,3-dione 

 

102237415 

2-(2-acetyl-3-
hydroxycyclohex-2-en-1-

yl)-8-hydroxynaphthalene-
1,4-dione 

 

12009390 
4,5,6,8-

tetrahydroxynaphthalene-
1,2-dione 

 

12313086 
4,5,6,7,8-pentahydroxy-3-
methoxynaphthalene-1,2-

dione 

 

71768 Buparvaquone 
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EK-C 

ÖNCÜ LİGANDLARIN ADME DEĞERLERİ 

 

Schrödinger QikProp v5.1 [150] programı kullanılarak  5304752  ve 9993782 PubChem 

numaralı öncü ligandların ADME (absorbsiyon, dağılım, metabolizma ve atılım) 

özellikleri belirlenmiştir. 

 5304752 ligandı için ADME değerleri:                                  

 Primary Metabolites & Reactive FGs: 

 > Metabolism likely: secondary alcohol -> ketone 

 > Metabolism likely: secondary alcohol -> ketone 

 > Metabolism likely: secondary alcohol -> ketone 

 > Metabolism likely: primary alcohol -> acid 

 > Metabolism likely: aromatic OH oxidation 

 > Reactive FG: acetal or analog 

 

 Principal Descriptors:                             (Range 95% of Drugs) 

     Solute        Molecular Weight      =   352.297  ( 130.0 / 725.0)  

     Solute        Dipole Moment (D)    =     7.443  (   1.0 /  12.5)  

     Solute        Total        SASA             =   544.642  ( 300.0 /1000.0)  

     Solute        Hydrophobic  SASA     =   112.729  (   0.0 / 750.0)  

     Solute        Hydrophilic  SASA       =   263.604  (   7.0 / 330.0)  

     Solute        Carbon Pi    SASA        =   168.309  (   0.0 / 450.0)  

     Solute        Weakly Polar SASA    =     0.000  (   0.0 / 175.0)  

     Solute        Molecular Volume (A^3)  =   975.056  ( 500.0 /2000.0)  
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     Solute        vdW Polar SA (PSA)               =   177.327  (   7.0 / 200.0)  

     Solute        No. of Rotatable Bonds        =     8.000  (   0.0 /  15.0)  

     Solute as Donor -    Hydrogen Bonds     =     5.000  (   0.0 /   6.0)  

     Solute as Acceptor - Hydrogen Bonds   =    14.000  (   2.0 /  20.0)  

     Solute Globularity   (Sphere = 1)   =     0.873  (  0.75 /  0.95)  

     Solute Ionization Potential (eV)    =     9.592  (   7.9 /  10.5)  

     Solute Electron Affinity    (eV)       =     1.784  (  -0.9 /   1.7)* 

 Predictions for Properties: 

   QP Polarizability (Angstroms^3)        =    29.338M (  13.0 /  70.0)  

   QP log P  for     hexadecane/gas        =    11.532M (   4.0 /  18.0)  

   QP log P  for     octanol/gas                =    25.580M (   8.0 /  35.0)  

   QP log P  for     water/gas                   =    23.316M (   4.0 /  45.0)  

   QP log P  for     octanol/water            =    -1.739  (  -2.0 /   6.5)  

   QP log S  for   aqueous solubility        =    -1.643  (  -6.5 /   0.5)  

   QP log S - conformation independent   =    -1.846  (  -6.5 /   0.5)  

   QP log K hsa Serum Protein Binding      =    -1.067  (  -1.5 /   1.5)  

   QP log BB for     brain/blood                   =    -2.224  (  -3.0 /   1.2)  

   No. of Primary Metabolites                     =         5  (   1.0 /   8.0)  

   Predicted CNS Activity (-- to ++)             =      --  

   HERG K+ Channel Blockage: log IC50        =    -4.388  (concern below -5) 

   Apparent Caco-2 Permeability (nm/sec)  =        31  (<25 poor, >500 great) 

   Apparent MDCK   Permeability (nm/sec)  =        11  (<25 poor, >500 great) 

   QP log Kp for skin permeability                   =    -5.017  (Kp in cm/hr) 

   Jm, max transdermal transport rate          =     0.077  (micrograms/cm^2-hr) 

   Lipinski Rule of 5 Violations                         =         0  (maximum is 4) 

   Jorgensen Rule of 3 Violations                    =         0  (maximum is 3) 

   % Human Oral Absorption in GI (+-20%)   =        44  (<25% is poor) 

   Qual. Model for Human Oral Absorption  =    Medium  (>80% is high) 

 

       A * indicates a violation of the 95% range. # stars =  1 

      An M indicates MW is outside training range. 
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       5 of   1712 molecules most similar to 5304752: 

    Name                           Similarity(%) 

Taltirelin                                    75.90 

Valganciclovir                                71.93 

Terizidone                                    69.66 

Valaciclovir                                  69.54 

Azacitidine                                   69.37 

 

    QP Breakdown (< for descriptor over training max) 

                log Po/w                    -log S 

 H-bond Donor        -1.500    H-bond Donor            -2.008  

 H-bond Acceptor    -6.818    H-bond Acceptor      -7.330  

 Volume                     6.361    SASA                            10.321  

 Ac x Dn^.5/SASA      2.550    Ac x Dn^.5/SASA       5.746  

 FISA                          -1.824    Rotor Bonds               -1.302  

 Non-con amines       0.000    N Protonation          0.000  

 Non-con amides       0.000    Non-con amides      0.000  

 WPSA & PISA            0.197    WPSA                         0.000  

 Constant                   -0.705    Constant                  -3.783  

 Total                          -1.739    Total                          1.643 

 

 

                log BB                    log PMDCK 

 Hydrophilic SASA    -2.305<   Hydrophilic SASA    -2.702  

 WPSA                        0.000    WPSA                           0.000  

 Rotor Bonds           -0.482                                          0.000  

 N Protonation        0.000    Non-con amines          0.000  

 FOSA                        0.000    COOH/SO3H acids      0.000  

 Constant                 0.564    Constant                       3.771 

 Total                         -2.224    Total                           1.069 
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9993782 ligandı için ADME değerleri: 

Primary Metabolites & Reactive FGs: 

 > Metabolism likely: aromatic OH oxidation 

 > Metabolism likely: aromatic OH oxidation 

 > Metabolism likely: aromatic OH oxidation 

 > Metabolism likely: aromatic OH oxidation 

 > Metabolism likely: aromatic OH oxidation 

 > Reactive FG: acceptor carbonyl or derivative 

 > Reactive FG: acceptor carbonyl or derivative 

 

 Principal Descriptors:                             (Range 95% of Drugs) 

     Solute        Molecular Weight         =   280.190  ( 130.0 / 725.0)  

     Solute        Dipole Moment (D)      =     2.954  (   1.0 /  12.5)  

     Solute        Total        SASA               =   454.843  ( 300.0 /1000.0)  

     Solute        Hydrophobic  SASA      =    79.147  (   0.0 / 750.0)  

     Solute        Hydrophilic  SASA         =   326.976  (   7.0 / 330.0)  

     Solute        Carbon Pi    SASA           =    48.719  (   0.0 / 450.0)  

     Solute        Weakly Polar SASA        =     0.000  (   0.0 / 175.0)  

     Solute        Molecular Volume (A^3)   =   764.801  ( 500.0 /2000.0)  

     Solute        vdW Polar SA (PSA)            =   175.796  (   7.0 / 200.0)  

     Solute        No. of Rotatable Bonds     =     6.000  (   0.0 /  15.0)  

     Solute as Donor -    Hydrogen Bonds  =     3.000  (   0.0 /   6.0)  

     Solute as Acceptor - Hydrogen Bonds =     7.750  (   2.0 /  20.0)  

     Solute Globularity   (Sphere = 1)          =     0.889  (  0.75 /  0.95)  
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     Solute Ionization Potential (eV)    =     8.005  (   7.9 /  10.5)  

     Solute Electron Affinity    (eV)       =     2.265  (  -0.9 /   1.7)* 

 Predictions for Properties: 

   QP Polarizability (Angstroms^3)       =    21.066M (  13.0 /  70.0)  

   QP log P  for     hexadecane/gas      =     8.723M (   4.0 /  18.0)  

   QP log P  for     octanol/gas              =    15.959M (   8.0 /  35.0)  

   QP log P  for     water/gas                 =    14.073M (   4.0 /  45.0)  

   QP log P  for     octanol/water         =    -1.286  (  -2.0 /   6.5)  

   QP log S  for   aqueous solubility     =    -1.547  (  -6.5 /   0.5)  

   QP log S - conformation independent   =    -2.585  (  -6.5 /   0.5)  

   QP log K hsa Serum Protein Binding      =    -0.764  (  -1.5 /   1.5)  

   QP log BB for     brain/blood           =    -2.555  (  -3.0 /   1.2)  

   No. of Primary Metabolites             =         5  (   1.0 /   8.0)  

   Predicted CNS Activity (-- to ++)     =      --  

   HERG K+ Channel Blockage: log IC50       =    -3.557  (concern below -5) 

   Apparent Caco-2 Permeability (nm/sec) =         7  (<25 poor, >500 great) 

   Apparent MDCK   Permeability (nm/sec) =         2  (<25 poor, >500 great) 

   QP log Kp for skin permeability            =    -6.798  (Kp in cm/hr) 

   Jm, max transdermal transport rate    =     0.001  (micrograms/cm^2-hr) 

   Lipinski Rule of 5 Violations             =         0  (maximum is 4) 

   Jorgensen Rule of 3 Violations        =         1  (maximum is 3) 

   % Human Oral Absorption in GI (+-20%)  =        35  (<25% is poor) 

   Qual. Model for Human Oral Absorption =    Medium  (>80% is high) 

       A * indicates a violation of the 95% range. # stars =  1 

      An M indicates MW is outside training range. 
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       5 of   1712 molecules most similar to 9993782: 

          Name                           Similarity(%) 

Sulfadoxine                                 83.91 

Sulfalene                                     83.45 

Sulfamonomethoxine               81.75 

Sulfameter                                  81.66 

Adrafinil                                      80.80 

 

    QP Breakdown (< for descriptor over training max) 

                log Po/w                    -log S 

 H-bond Donor        -0.900    H-bond Donor          -1.205  

 H-bond Acceptor    -3.774   H-bond Acceptor     -4.058  

 Volume                     4.990     SASA                          8.619  

 Ac x Dn^.5/SASA      1.309    Ac x Dn^.5/SASA     2.950  

 FISA                            -2.263    Rotor Bonds           -0.977  

 Non-con amines       0.000    N Protonation         0.000  

 Non-con amides       0.000    Non-con amides     0.000  

 WPSA & PISA          0.057    WPSA                          0.000  

 Constant                 -0.705    Constant                    -3.783  

 Total                        -1.286    Total                           1.547 

 

                log BB                    log PMDCK 

 Hydrophilic SASA    -2.757<   Hydrophilic SASA    -3.352< 

 WPSA                     0.000    WPSA                 0.000  

 Rotor Bonds         -0.362                           0.000  
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 N Protonation        0.000    Non-con amines       0.000  

 FOSA                       0.000    COOH/SO3H acids     0.000  

 Constant                 0.564    Constant                     3.771 

 Total                       -2.555    Total                            0.419 
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