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OZET

YENi ANTI-THEILERIAL iLACLARIN GELISTIRILMESI iCIN THEILERIA
ANNULATA PEPTIDIL PROLIL iZOMERAZ GENINiN KLONLANMASI VE
INHIBITOR ADAYLARININ /N SILICO INCELENMESI

Sezen SPAHI

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi
Tez Danismani: Prof. Dr. Dilek TURGUT-BALIK

Geleneksel yontemlerle yeni ilaglarin gelistirilmesi pahalidir ve uzun yillar sirmektedir.
Son yillarda, bilgisayar destekli ilag tasarimi, maliyet ve zaman gereksinimlerini 6nemli
Olclide azalttigi icin yeni ilag kesfi ve gelistirilmesi alaninda biylik 6nem kazanmistir. T.
annulata, dinya capinda milyonlarca sigiri tehdit eden tropikal theileriosise neden
olmaktadir. Theileriosisin tedavisinde anti-theilerial ilag olan buparvaquone
kullanilmaktadir. Ancak, son zamanlarda Theileria annulata’nin ila¢ direncinin
bildirilmesi, theileriosisin tedavi edilmesi icin yeni ila¢ adaylarinin kesfedilmesi
ihtiyacini ortaya ¢cikarmaktadir.

Tez calismasinda, ileri in vitro karakterizasyon ve inhibitor test calismalarinda
kullanilmak Uzere Theileria annulata peptidil prolil cis/trans izomeraz geni (TaPIN1)
klonlanmis olup, inhibitor kitliphanesi in silico taranarak ilag direnci rapor edilmis
TaPIN1’in inhibisyonuna yonelik aday molekdllerin belirlenmesi ve dnerilen yaklagimin
asiri ifade edilmis Ras/Neu proteinlerce indiuklenen insan PIN1 enzim kaynakl
kanserlerin tedavi edilmesine yonelik kurgunun yapilmasi gergeklestirilmistir.

Tez calismasinin klonlama asamasinda ilk olarak, Theileria annulata peptidil prolil
cis/trans izomeraz enzimini kodlayan dizi polimeraz zincir reaksiyonu ile amplifiye
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edilmistir. Ardindan, pLATE31 vektor sistemine aktarilarak, E. coli BL21 (DE3)
hiicrelerine transformasyonu gerceklestirilmistir. intron bélgesi, Q5® Site-Directed
Mutagenesis Kit ile uzaklastirilip intronsuz rekombinant DNA E. coli BL21 (DE3)
hiicrelerine transforme edilmistir. intronun uzaklastirildigi ve dogru gen dizisinin
insersiyonu, DNA dizilime ile teyit edilmis ve ileri galismlar icin hazir hale getirilmistir.

Tez galismasinin bilgisayar destekli ilag kesfi agamasinin ilk adiminda, mutant ve yabanil
tip TaPIN1'in homoloji modelleri, MODELLER v9.15 yazilimi ile belirlenmis olup,
modellerin dogrulugu, ¢esitli web sunuculari kullanilarak teyit edilmistir. PubChem veri
bankasi kullanilarak olusturulan 2979 naftokinon tiirevlerini iceren sanal kiitiiphane
mutant TaPIN1’e karsi Schrodinger Glide HTVS, SP ve XP kenetlenme metodolojilerine
gore taranmistir. Kenetli bilesikler Glide Extra Precision (XP) skorlama fonksiyonu ile
siralanmis ve serbest baglanma enerjileri Prime MM-GBSA yontemi ile hesaplanmistir.
XP skor siralamasina gore ilk iki sirada yer alan kenetli bilesikler (5304752 ve 9993782
Pubchem numarali bilesikler) molekiiler dinamik similasyon c¢alismalarinda
kullanilmistir.  AMBER programi kullanilarak, ligand bagh olmadan yabanil tip ve
mutant TaPIN1’'in similasyonu 50 ns, ligand bagh yapilarin similasyonu 100 ns’de
gerceklestirilmistir. 5304752 PubChem numarali ligandin hem yabanil tip hem mutant
TaPIN1’'in aktif bolgesinde bulundugu gozlenmistir ve potansiyel inhibitor olarak
degerlendirilebilecegi ongorilmustir. 9993782 PubChem numarali ligandin yabanil tip
TaPIN1'in aktif bolgesinin disinda konumlandigi gézlenmistir, fakat mutant TaPIN1'in
aktif bolgesine yakin bir yerde bulundugu gozlenmistir ve mutant enzime karsi
potansiyel inhibitdr olarak degerlendirilebilecegi ongorilmistir. Ayrica, bu sonuclar
dogrultusunda, Ongorilen inhibitorler, TaPIN1 ile ayni mekanizmayi kullanarak,
insanlarda kanser olusumuna neden olan insan peptidil prolil enzimi (hPIN1) icin de
potansiyel inhibitorler olabilecegi 6ngorilmustir.

Anahtar Kelimeler: Theileria annulata, TaPIN1, ila¢ direnci, klonlama, biyoinformatik,
molekiler kenetlenme, MD similasyon.
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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 SPAHI

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 Schrodinger 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.

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

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

1.1.1 Theileriosis

Parazitler diinyada var olan en eski organizmalardir [1]. insanlar ve hayvanlarda
meydana gelen 6nemli hastaliklardan sorumlu olan birgok parazit vektoér kaynakli
olarak tanimlanmaktadir [2]. Keneler, beslenme sirasinda viris, bakteri ve parazit gibi
patojenleri konak hiicrelerine aktarabilen ikinci en yaygin eklem bacakli vektor olarak
kabul edilmektedir [3]. Kene kaynakli hastaliklar, tim diinyada etki gosterirken, en
fazla tropikal ve sub-tropikal Glkelerde hikim sirmektedir ve dinya sigir nufiisunun

%80’ini etkilemektedir [4].

Theileriosis, Theileria cinsi protozoanlarin (familya: Theileriidae, sinif: Sporozoa veya
Apikomplexa) neden oldugu kene kaynakli bir sigir hastaligidir [5]. Baslica gevis getiren
hayvanlarda olmak (zere at ve kopeklerde de hastaliga neden olan Theileria cinsi
parazitler Cizelge 1.1'de yer almaktadir [6]. Cizelgede de gosterildigi lzere 8 tir
Theileria cinsi parazit sigirlarda hastaliga neden olurken keci ve koyun gibi kiiciikbas
hayvanlarda 5 tiir Theileria cinsi protozoan etki etmektedir. Ancak Tropical theileriosise
neden olan Theileria annulata (T. annulata) ve Dogu Sahilleri Hummasi hastaligina
neden olan Theileria parva (T. parva) sigir ve diger gevis getiren hayvanlarda en fazla
gorilen patojenik tlrler olup, T. mutans, T. taurotragi ve T. orientalis sigir konak

grubunda asemptomatik enfeksiyonlara neden olmaktadir [7]. Koyunlarda ise en fazla



gorllen Theileria lestoquardi yliksek oranda morbidite ve mortaliteye neden

olmaktadir [8].

Tur

T. annae

T. annulata
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T. lestoquardi
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T. mutans

T. orientalis

T. ovis

T. parva

T. separata
T. sergenti

T. taurotragi

T. uilenbergi

T. velifera

Cizelge 1.1 Hastaliga neden olan Theileria tirleri [6].
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Apicomplexa parazitleri arasinda Theileria cinsi konak hicrelerini transforme etme
yetenegine sahip olup, hiicrelerde kontrolsiiz proliferasyon, apoptoza direng, hiicresel
go¢ ve metastazda artis ile malign fenotip olusmasina neden olmaktadir [9]. Enfeksiyon
donglislii Theileria bashgl altinda daha detayli incelenmis olup (Sekil 1.1) [10], kisaca
vektor kenelerin beslenmesi sirasinda 0,75-1,5 pum sporozitlerin konak hiicreye
inokulasyonu ile baslamaktadir. Ardindan sporozoitler 5 dakika icinde konak I6kositleri
istila ederek makrosizont yapilarini olusturmaktadirlar. Makrosizont enfekte |6kositler
apoptoza direngli hale gelerek devamli ¢ogalirlar ve farkli organlara yayilarak konagin

Olimine sebep olmaktadir [11].

Theileria turlerinin teshisi i¢cin kullanilan ydntemlerden biri Giemsa ile boyanmis
kan/lenf nodu veya dalak yaymalarinda parazitin miksroskobik incelenmesidir [12].
Yontem ucuz ve kolay olmasina karsin, enfekte hayvanlar farkedilememektedir ve
Theileria tirlerinin morfolojik yapilari birbirine ¢ok benzer oldugu icin bu yontemle
ayrimlari zordur [13]. Bu dezavantajlarin Gistesinden gelebilmek igin, daha hizli ve dogru
sonuclar veren molekiiler yontemler gelistirilmistir [14]. Molekiler yontemler arasinda
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) [15] ve PCR varyasyonlari [6] ,[16], Reverse Line Blot
(RLB) hibridizasyon [14], halka aracilh izotermal amplifikasyon (a loop-mediated
isothermal amplification-LAMP) [17] gibi yontemler yer almaktadir. Mikroskobik
incelemelere kiyasla daha hassas sonug¢ veren dolayli floresans antikor testi (indirect
fluorescence antibody test-IFAT) [18] ve enzime bagli imminosorbent deneyi (enzyme-

linked immunosorbent assay-ELISA) [19] serolojik testler arasinda yer almaktadir.

Theileria enfekte hayvanlarin tedavisinde tek doz 2,5 mg/kg buparvaquone (Butalex®)
[20] ve 48 saat aralikla iki doz 20 mg/kg parvaquone (Clexon®) ilaglari basarili bir
sekilde kullanilmaktadir [21].

1.1.2 Theileria

Theileria, dinyada capinda yabani ve domestik toynaklilara bulasan, ixodid kene
kaynakli, hiicre ici protozoan parazitler olup, canli hayvan saghg ve lretimi lizerindeki
etkileri nedeniyle bliyiik ekonomik kayiplara sebep olan hastaliklari olusturmaktadir
[22], [23], [24]. Veterinerlik acisindan endise olusturan Theileria tirleri Cizelge 1. 1'de

listelenmistir [6].



Theileria parazitlerinin hem kene hem de memeli konaklarinda morfolojik olarak farkli
gelisim asamalarini iceren karmasik yasam donguleri vardir (Sekil 1.1). Ancak, gelisim
slireclerindeki varyasyonlar, replikasyon dongtlerindeki bazi farkliliklar ve asamalarda

meydana gelen boyut farkhliklari disinda tim tirlerin yasam dogtleri benzerdir [25].

Kene konagi Memeli konagi

Tukirik bezi 5 y’
8 Y Lenfoid hicrelerindeki (4
> sizontlar

Bagirsak

Memeli konaginda déngi, kene beslenmesi sirasinda sporozitlerin inokile olmasi ile baslar (1).
Sporozitler lemfoid hiicrelerine girer ve ¢ok ¢ekirdekli sinsityal sizont yapilarini olustururak es zamanh
olarak konak hicre transformasyonu ve ploriferasyonu indlklerler (2). Sizontlarin bir kismi zamanla
merozoitlere farkllasirlar (3) ve bu yapilar eritrositleri istila eder. Bazi tirler igin, ¢oklu bolinme ve
eritrosit istilasi gergeklesir (4). Enfekte eritrositler kene tarafindan sindirilerek bagirsak limeninde
gametogenez ve fertilizasyon gercgeklesir (5). Meydana gelen zigot, kene molt periyodu (deri degistirme)
sirasinda varligini strdirdtgi bagirsak epitel hiicrelerini istila eder (6) ve tek hareketli kinet yapilara
donislr. Hareketli kinet, bagirsak hucrelerinden ¢ikar ve ardindan tiikirik bezlerini istila eder (7),
burada binlerce sporozitlerin Uretildigi eseysiz ¢ogalma, sporogoni gergeklesir (8). Sporozitler, kene
beslenmesi sirasinda memeli konagina enjekte edilir (1).

Sekil 1.1 Theileria parazitlerin yasam dongisu [25].

1.1.2.1 Theileria annulata

Protozoan paraziti Theileria annulata, Gliney Avrupa ve Kuzey Afrika'dan baslayip,
Ortadogu ve Gilney Rusya boyunca Hindistan'a ve muhtemelen Giiney Cin'e kadar
genis bir alani kapsayarak yabani ve evcil hayvanlari enfenkte etmektedir [26]. Parazit
iki veya Uc¢ Hyalomma cinsi konak kene kaynakh, sigirlarda tropikal theileriosis

hastaligina neden olup ekonomik olarak énemli kayiplara yol agmaktadir [27].




T. annulata, yaklasik 250 milyon sigiri tehdit etmektedir ve birgok gelismekte olan
Ulkede hayvancilik (retiminde o6nemli bir engel olusturmaktadir [28]. Tedavi
yoklugunda ise enfekte egzotik irk sigirlarin %40-50 oraninda 6lim ile sonuglandigi
bildirilmistir [29]. Tropikal theileriosis, tek basina diinya ¢apinda yillik kayiplara bagh
olarak 800 milyon dolar maliyete neden olmaktadir [30]. Hastalik, en fazla endemik
bolgelerde bulunan egzotik sigirlari etkilemekte olup sadece Hindistan’da 384,3 milyon

dolar ekonomik kayba yol agmaktadir [31].

T. annulata’nin yasam donglsiu diger Theileria turleri ile benzer olup Sekil 1.1’ de
gosterilmistir. T. annulata monosit ve B hiicrelerini enfekte etmektedir [32]. Enfekte
hayvanlarda lenf bezlerinde sisme, ates, solunum yetmezligi , burun akintisi, kornea
opaklasmasi, kirmizi kan hicrelerinde azalma ve anemi ortaya cikmaktadir [33], [34],

[35].

T. annulata parazitinin tanimlanmasi icin kullanilan molekiler yontemler arasinda RLB
[36], slispansiyon dizisi [37] ve serolojik tani yontemleri arasinda IFAT ve ELISA [38] yer
almaktadir. Tropikal theileriosisin tedavisi, anti-theilerial ilaglar ile 6zel tedavi ve
semptomatik tedavi ile saglanmaktadir. Parvaquone (Parvexon ND, Bimeda) sizontlara
karsi aktif anti-theilerial ilag olup tek doz veya iki doz 20 mg/kg etkili olurken,
buparvaguone (Butalex ND, Schering-Plough; Teldex ND, Médivet) hem sizont hem de
piroplazmlara karsi aktiflik gosterip tek doz 2,5 mg/kg etkili olmaktadir. Semptomatik
tedavide ise detayl bir klinik muayeneden sonra enfekte hayvanin durumuna bagli

olarak tedavisi gerceklestiriimektedir [39].

1.1.3 Theileria annulata ile Konak Hiicre Manipiilasyonu

Protozoan parazitleri, enfekte konak hiicrenin fenotipini belirleyen molekiiler yolaklari
maniplle etmektedir [40]. Parazitler, konak lenfositlerini transforme ederek ve hiicre
boélinmesini senkronize ederek yavru lenfosit hiicrelerinde enfeksiyonun muhafaza
edilmesini saglayan benzersiz bir kabiliyete sahiptir [41]. ‘Transformasyon’ enfekte
hiicrelerde kontrolsiiz cogalma, hiicre farklilasma belirteclerin kaybi ve fonksiyon kaybi
olarak karakterize edilmektedir ve Theileria parazitlerin memeli konaginda yasam
doglist sirasinda (Sekil 1.1) makrosizont yapilarin olusumu ile es zamanh olarak
gerceklesmektedir [40]. Transformasyona bagli meydana gelen fenotipik degisiklikler

5



hiperproliferasyon, hiicre immortalizasyonu ve yayilimi gibi énemli kanser benzeri
Ozellikleri gostermektedir [42], [43]. Kanser benzeri 06zellik gosteren hiicrelerin
olusmasina neden olan Theileria enfeksiyonu, 16semi gibi timor arastirmalari igin

makul bir model olarak degerlendiriimektedir [44].

insan kanser olusumuna neden olan Ras/Neu onkojenik sinyal yolaginda, Ha-Ras ve
Neu proteinleri insan peptidil prolil izomerazinin (hPIN1) asiri ifade edilmesine [45], bu
bulguyu takiben PIN1’in ifade edildigi Ras/Neu-ekspresyon hicrelerinde agik bir sekilde
endojen timor baskilayici FBW7 protein seviyesindeki azalma, c-Jun gibi protoonkojen
seviyesinin artisina dolayisiyla timor olusumuna neden oldugu bildirilmistir [46].
Ayrica, Theileria parazitleri tarafindan enfekte edilen hayvanlar (zerinde yapilan
calismlar ile transforme edilmis sigir I0kositlerinde c-Jun  protoonkojen  seviyesinin
arttigl gézlenmistir [47]. Bu iki sonug J. Marsolier ve arkadaslarini Theileria annulata
parazit peptidil prolil izomerazin (TaPIN1) sigir FBW7 proteini ile etkilesebilecegi fikrine
yoneltmis olup, in vitro ¢alismalar sonucunda, Theileria enfekte sigir hicrelerinde
TaPIN1’'in konak FBW?7 ile etkilesime girererek karararlligini bozarak kanser benzeri
fenotipin ortaya ¢ikmasina neden oldugu belirlenmistir. Ayrica, TaPIN1 enziminin,
etkili anti-theilerial ilag olan buparvaquone’a direng gésteren A53P mutasyonu igerdigi
bildirilmistir [48]. insan peptidil prolil izomeraz enzimi ve kanser arasindaki metabolik
iliski, insan PIN1 ile ayni mekanizmayi kullanarak enfekte hayvanlarda kanser benzeri
fenotipin ortaya cikmasina neden olan T. annulata peptidil prolil izomeraz enzimi ve

mutasyonuna bagli ilag direnci tez igeriginde ayri ayri incelenmistir.

1.1.4 insan Peptidil Prolil cis/trans izomeraz Enzimi

Peptidil prolil izomerazlar (PPlaz), prolin cis/trans izomerizasyonunu katalizleyerek
protein katlanmasi ve dizenlenmesinde yaygin olarak rol alan FK506 baglanma
proteinleri, siklofilinler ve parvulinleri iceren saperon siiper ailesinden olusmaktadir
[49]. Bu Uc aile yapisal olarak birbirlerinden farkhdir [50]. Parvulinler PPlaz’in en kiglik
ailesini teskil etmektedir ve peptidil prolil cis/trans izomeraz NIMA ile etkilesen protein
1 (PIN1), parvulin-14 ve parvulin-17 proteinlerinden olusmaktadir [49]. PIN1, diger
PPlaz’lardan farkh olarak o6zellikle prolinden 6nce gelen fosfo serin veya treonin

(pSer/Thr-Pro) peptid dizisini tanimaktadir (Sekil 1.2) [51]. pSer/Thr-Pro fosforilasyon
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motifi hiicrelerde 6nemli diizenleyicilerdir ve PIN1’in fosforilasyona spesifik bir peptidil
prolil izomeraz olarak tanimlanmasi, fosforilasyondan sonra substratlarin
konformasyonunu katalizleyerek daha ileri protein fonksiyon kontrolini

duzenlemektedir [52].

insan PIN1’i 163 amino asit iceren kiiciik bir protein olup iki tane yapisal bdlgeden
olusmaktadir (Sekil 1.3). N terminal WW belgesi, 39 amino asit rezidlisli icermektedir
ve tahmini substrat baglanma bolgesidir [53]. C terminal ise cis/trans katalitik peptidil
prolil izomeraz PPlaz bdélgesidir [53], [54]. WW bolgesinin varligl, enzim katalitik
aktivitesini veya substratin katalitik bolgeye baglanmasini  6nemli Olglide
etkilememektedir [55], [56]. Lys63, Arg68 ve Arg69 rezidileri temel olarak substrat
fosfat baglanmasindan sorumludur [55], [57]. Katalitik aktiviteden sorumlu olan

rezidller ise His59, Cys113 ve His157’dir (Sekil 1.2) [58].

" siklofilin
FEBP PPlases
L ————

trans

Mitojenle etkilesen
protein kinaz, i
Siklin bagimh Protein fosfataz-2A,

CTD fosfataz

protein kinaz

Fonksiyon A Fonksiyon B

Sekil 1.2 PIN1 tarafindan katalizlenen pSer/Thr-Pro motiflerinin konformasyonel
gecisi [52]. CTD fosfataz; RNA polimeraz-Il C-terminal domain fosfataz.
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Sekil 1.3 insan PIN1 protein bélgelerinin sematik gdsterimi [58]. Protein biiyikligi
parantez icinde belirtilmistir. UniProtKB/Swiss-Prot veritabani ve NCBI Referans Dizi
erisim numaralari verilmistir. Katalitik boélge kirmizi ile isaretlenmistir. WW, WW
tahmini substrat tanima bolgesi; * kataliz icin 6nemli olan amino asit rezidileri.

1.1.5 insan PIN1 ve Kanser Arasindaki Metabolik iliski

PIN1, bircok fosforile protein ile etkilesime girerek protein stabilitesinin, enzim
aktivitesinin, protein etkilesimlerinin, protein islenmesinin, translasyon sonrasi
modifikasyonlarin veya lokalizasyonun diizenlenmesinde rol oynar [52], [58]. PIN1'in,

Ozellikle proline yonelik fosforilasyonun diizenlenmesindeki 6nemli roli gbz oniline
alindiginda, cesitli biyolojik streclerde 6nemli bir role sahiptir ve buna bagli olarak
deregilasyonu cesitli patolojik kosullara, en nemlisi kansere neden olmaktadir. PIN1,
timor baskilayici fonksiyona sahip Fbw7 proteini ile etkilesime girerek negatif

diizenlenmesinde rol alip tlimoér olusumuna katkida bulunmaktadir [46].

1.1.5.1 insan PIN1 Tarafindan FBW7 Tiimor Baskilayici Fonksiyonunun Negatif

Diizenlenmesi
FBW?7’nin Tumor Baskilayici Gorevi

Ubikuitin — proteazom sistemi tarafindan protein yikimi ¢cok cesitli hiicresel proseslerin
kontrolinde yer almaktadir. Ubikuitin aracil proteolizin baslamasi, substratin
proteazom tarafindan taninmasi ve degradasyonu icin sinyal olusturan K48
poliubikuitin zincirlerin substrata eklenmesi ile saglanmaktadir [59]. Protein ubikuitin
eklenmesi, sirasiyla ubikuitin- aktive edici (E1), ubikuitin-konjuge edici (E2) ve ubikuitin
— protein ligaz (E3) enzimlerin aktiflik gostermesiyle gerceklesmektedir [60]. SCFs
(Skp1, Cullin-1, F-box protein) (Sekil 1.4) kanser biyolojisinde 6nemli role sahip olan E3
enzim sinifinda yer almaktadir. SCFs, Cullin-1’i yapi iskelesi ve F-box proteinlerini

substrat reseptori olarak kullanmaktadir [59].



Substrate

F-box protein

SKP1 (S-faz kinaz ile iliskili protein 1) - CUL1 (cullin 1) -RBX1 (RING box 1) ¢ekirdek kompleksi, F-box
proteinleri araciligiyla substratlari tanir. E1 ubikuitin (Ub) aktive edici enzim (UBA), E2 ubikuitin konyuge
edici (UBC) enzime Ub ekler, RBX1 Ub yikli E2 enzime baglanir ve substara Ub eklenmesi gerceklestirilir.
Substrat proteazomlarca taninarak yikima ugrar.

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

sematik gosterimi [61].

FBW7 (F box ve WD tekrar alani iceren 7), SCF ubikuitin ligaz kompleksinin substrat
tanima bilesenidir. SCFF8W7 ubikuitin ligaz, MYC, siklin E, Notch ve JUN gibi hiicresel
bilyiime ve bdliinme yolaklarinda fonksiyon géren proto-onkojenleri parcalar. insan
FBW7, 4. kromozomda yer alan 200 kb (kilobaz) uzunlugunda bir gendir. Alternatif
ucbirlestirme ile lc¢ tane tranksripti kodlamaktadir: FBW7a, B ve y. Her mRNA, (g
protein izoformunu olusturan, izoforma 6zgl ilk ekzonu icermektedir ve ilk ekzona

bagl ortak olarak paylasilan 10 ekzon bulundurmaktadir (Sekil 1.5) [61].
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Protein izoformlari ayni fonksiyonel alanlari paylasmaktadir: sekiz WD40 tekrarlari substrat taninmasina
aracilik eder; F-box, SCF (SKP1, CUL1 ve F-box protein kompleksi) ubikuitin ligaz enziminin geri kalan
bilesenlerini bir araya getirir; dimerizasyon alani (DD); Niikleer lokalizasyon sinyal (NLS). izoformlar N
terminal bolgelerinde farkliliklar gostermektedir. N terminal bolgeler, FBW7a'y1 nikleoplazma ve
FBW7pB’yi1 sitoplazmik membran (Golgi ve ER) bolgelerine lokalize eden dominant sinyalleri icermektedir.
FBW7y cekirdekte yer almaktadir.

Sekil 1.5 FBW7 gen organizasyonu ve protein izoformlari [61].

FBW7 Dimerizasyonu ve Onemi

Dimerizasyon ile FBW7, birbirinden bagimsiz iki tanima bdlgesi ile substrati hedef alir
bdylece substrat degradasyon etkinligi artar (Sekil 1.6) [61], [62]. Ayrica, monomerleri
etkisiz kilan mutasyonlar ortaminda dimerizasyon FBW7’nin fonksiyonunu koruyarak
dayaniklihgini arttirmaktadir. ~ Son olarak, dimerizasyon FBW7  trans-
otoubikuitinasyonuna (trans formunda kendi kendine ubikuitin ekleme) (Sekil 1.7)

destekleyerek hiicre icerisinde FBW7 seviyesinin dengede olmasina katki saglar [62].

FBW7c 8 FBW 7o
Te2 TL- L 1380

e »
[\ Cyclin E /l

~

UBC \ ‘%Z :_@_,_ UBC \
T G T a®
Co @©n ~ o
@ @ ©

Sekil 1.6 iki degron yoluyla dimerik FBW7 bagl siklin E modeli [61]. Siklsin E
hiperfosforilasyon bolgeleri (T62 VE T380), her iki bolgeye baglanma imkani saglayan,
FBW?7 igin ylksek afinite olusturur.
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Sekil 1.7 Dimerizasyon ile FBW7 trans-otoubikuitinasyon modeli [62].

insan PIN1’in FBW7 Dimerizasyonunu Bozarak Kararliligini Diizenlemesi

FBW7 dimerizasyonu bircok SCF E3 ligaz kompleksinde E3 ubikuitin ligaz enziminin
substrata karsi aktivite gOstermesinin yani sira hiicre icerisinde FBW7 seviyesinin
dengede olmasina katki saglar. Evrimsel olarak korunmus olan D-domain (dimerizasyon
domain) FBW7 proteininde F-box motifinin hemen yaninda yer almaktadir ve Sekil
1.8’de gorildiugl tzere PIN1 baglanma bolgesi pThr205-Pro (T205) D-domainine yakin
bir yerde bulunmaktadir. Daha da 6nemlisi, Fow7’nin fonksiyonel SCF kompleksini
olusturmasinda yardimci olan F-box motifinin gikartilmasi PIN1’in Fbw?7 ile etkilesimine
etki etmemektedir. Buna gore, PIN1, Fbw7’'nin aktif SCF E3 ligaz kompleksini
olusturmasini inhibe etmemektedir. Sonu¢ olarak Pinl'in Fbw7 kararhhgini
diizenleyebilme kabiliyetinin  Fbw7 dimerizasyonunu engelleme vyeteneginden
kaynaklanabilecegi ongoriilmektedir. Ancak unutulmamaldir ki Fow7 monomerleri,
substratlar etkin bir sekilde ubikuitin eklenmesini saglayan aktif SCF™"” kompleksin
olusmasina destek sunar. Bu agidan, PIN1, FBW7’de konformasyonel degisiklige neden
olup dimerizasyonunu bozmakta, monomerleri inaktive etmekte ve E3 ligaz
aktivitesinin kendisine dogru aktiflesip oto-ubikuitinasyonunu arttirmaktadir (Sekil 1.9).
Proteazomlarca taninan ubikuitin yukli FBW7 yikima ugratilarak, hiicre ortaminda

FBW?7 seviyesi azalir [46].

1 205231 278 280 325 707
| |
F-box = WD-40 Repeats

Sekil 1.8 FBW7 tanimlanan D-domain ve F-box motifinin sematik gosterimi ve PIN1
baglanma bolgesi [46]
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FBW?7 Oto-
Ubikutinasyon

FBW?7 substratlarina FBW?7 substratlarina
ubikutin eklenmesi ubikutin eklenmesi

Sekil 1.9 PIN1 ile FBW7 otoubikuitinasyonu ve FBW7 dimer olusumunun inhibisyonu
sematik gosterimi [46]

Ras/Neu Proteinleri Tarafindan indiiklenen insan PIN1 Aracili FBW7 Baskilanmasi ile

Timor Olusumu

FBW?7 timor baskilayici fonksiyonunun diizenlenmesinde PIN1’in kritik roli géz 6niine
alindiginda, kanser gibi patolojik durumlarda, sinyal yolaklarinda yanlis diizenlenmeler
sonucu PIN1’in asiri ekspresyonu FBW?7 timor baskilayict fonksiyonunun inaktive
olmasina neden olabilir. Meme kanser hiicrelerinde, aktif Neu ve Ras proteinleri, E2F
transkaktivator proteinin aktivitesini arttirdigi belirlenmistir [63]. PIN1 promotor, E2F
tranksripsiyon faktort tarafindan aktive edilmektedir ve meme kanser hicrelerinde
seviyesi olduk¢a artmis durumdadir. Bu durum goze alindiginda, Ras ve Neu proteinleri
E2F araciligi ile PIN1 promotor aktivitesini arttirdigini disindirmektedir. Kanserli ve
saglikh meme epitel hiicreleri (MCF-7 ve MCF10A sirasiyla) ile ve meme timor virlsi-
Neu veya meme timor virlisi-Ras transgenik fareleri ile yapilan galismalar sonucunda,
Ras ve Neu proteinleri tek basina PIN1’in E2F transaktivator protein baglanma
bolgesine baglanarak PIN1’in agsin ifade edilmesine neden oldugu gibi, E2F
transkripsiyon faktoru ile birlikte Ras/Neu proteinlerin transfeksiyonu sonucunda PIN1
seviyesinde daha ileri artis gézlenmistir [45]. Bu bulgular takiben, PIN1’in asiri ifade
edilmesine neden olacak sekilde olusturulan Ras/Neu-ekspresyon hiicrelerinde acik bir
sekilde endojen FBW?7 protein seviyesinde azalma, FBW7 substratlari olan c-Jun ve

Mcl-1 proto-onkojen seviyelerinde artma gozlenmistir (Sekil 1.10) [46].
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Sekil 1.10 Onkojen Ras ve Neu proteinlerini ifade edecek sekilde olusturulan MCF10A
(meme hiicresi) hiicrelerinden elde edilen tim-hiicre lizatlarinin imminoblot analizleri.
ShPIN1 lentiviral vektor endojen PIN1 baskilanmasi igin ve Aktin kontrol amagh
kullanilmistir [46].

Onemli olarak, Ras/Neu-ekspresyon hiicrelerinde PIN1’in baskilanmasi FBW7
ekspresyon seviyesinin onarimina ve bunu takiben gesitli FBW7 substrat seviyesinde
azalmaya yol ag¢maktadir. Onkojenik Ras/Neu yolagi araciligi ile FBW7 aktivitesini
baskilayan PIN1, timor olusumuna neden olan muhtemel yol olabilir (Sekil 1.11). Buna
bagh olarak, yapilan ¢alisma ile timor hiicrelerinde PIN1’in asiri ekspresyonu FBW7
dimer olusumunu bozarak, timoér olusumunu kolaylastiran FBW7 E3 ligaz aktivitesinin

azalmasina neden oldugu gosterilmektedir [46].

C) Ras/Neu proteinlerin
Pin1 T agin ekspresyonu
i

bw7 FbwT Timér baskilayiel
i ~ (PIN1substrat))

Fbw7 Dimerizasyonu

C-Myc Onkojenler

(Fbw7 substratlar)
G

!

Tiimdr olugumu

Sekil 1.11 PIN1 aracili FBW?7 aktivitesini baskilanarak timor olusumuna neden olan
muhtemel yolun sematik gosterimi. PIN1’in asiri ekspresyonu, Fow7 timor
fonksiyonunu, Fbw7 dimerizasyonunu baskilamak suretiyle negatif diizenleyerek
onkojen seviyelerin artmasina neden olmaktadir [46].
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1.1.6 Theileria annulata Peptidil Prolil izomeraz Enzimi ve Mutasyonuna Bagh ilag

Direnci

J. Marsolier ve ark. T. annulata tarafindan hicre konagina salgilanan proteinleri
tanimlamak icin, parazit genomunun in silico gorintiilemesini gerceklestirilmistir.
Calisma sonucunda, insan parvulin (hPIN1) homologu olan Theileria annulata peptidil
prolil izomeraz TaPIN1 proteini belirlenmistir. TaPIN1, bir tane intron iceren 572 baz
ciftli kiiguik bir gendir. TaPIN1 proteini, PPlaz bdlgesi icerisinde hPIN1 ile %47'den fazla
O0zdeslik sergilemektedir. PIN1 homologu olan Arabidopsis thaliana PIN1At ve
Trypanosoma brucei BtPIN1’de oldugu gibi TaPIN1'de de enzim katalitik aktivitesini
veya substrat baglanmasini etkilemeyen WW tahmini substrat tanima bdlgesinden
yoksundur (Sekil 1.12) [48]. hPIN1'de vyer alan, temel olarak substrat fosfat
baglanmasindan sorumlu olan rezidilere karsilik gelen TaPIN1 amino asitler Lys38 ve
Arg43 olup korunmus bolgelerdir. hPIN1’de katalitik aktiviteden sorumlu rezidilere
karsilik gelen TaPIN1 amino asitler His34, Cys92 ve His136 korunmus bdlgelerdir (Sekil
1.12).

insan PIN1 ile FBW7 etkilesiminin incelenmesi sonucunda timér olusumuna katki
saglayan c-Jun gibi protoonkojen seviyesinin arttigi [46] ve Theileria parazitleri
tarafindan enfekte hayvanlarda vyapilan calismlar ile transforme edilmis sigir
I6kositlerinde c-Jun seviyesinin arttigi gozlenmistir [47]. Bu iki sonug J. Marsolier ve
arkadaslarini TaPIN1’in sigir FBW7 proteini ile etkilesebilecegi fikrine yoneltmistir. In
vitro galismalar sonucunda Theileria enfekte sigir hiicrelerinde TaPIN1’in konak FBW?7
ile etkilesime girererek karararliligini diizenledigi belirlenmistir. Parazitli hiicrelerde,
TaPIN1 ile oOzel olarak FBW7a izoformunun birlikte immin g¢oktiirmesi
gerceklestirilmistir (Sekil 1.13a). TBL3 (Theileria enfekte sigir B lenfosarkoma)
hiicrelerinde enfekte olmayan hiicrelere gére FBW7a protein seviyesinin azalmis ve
substrati olan c-JUN seviyesinin artmis durumda oldugu goézlenmistir (Sekil 1.13b).
Farmakolojik olarak TaPIN1 inhibisyonu FBW7 protein eskpresyon seviyesini onarirken
c-Jun seviyesi azalmistir (Sekil 1.13b) [48]. Sonug olarak, TaPIN1 konak hiicrenin FBW7
aktivitesini baskilayarak, enfekte hayvanlarda protoonkojen seviyesinin artmasina ve

tiimor benzeri fenotipin olusmasina neden olmaktadir (Sekil 1.14).
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Sag alt kosedeki kutu, % benzerlik oranlarini (sadece PPlaz domain alaninda) gostermektedir. Siyahh
bolgeler korunmus bolgeleri ifade etmektedir. hPIN1’deki Lys63 ve Arg68 fosfat baglamadan sorumlu
rezidilere karsilik gelen TaPIN1 amino asitler sirasiyla Lys38 ve Arg68; hPIN1'deki His59, Cys113 ve
His157 aktiviteden sorumlu rezidilere karsilik gelen TaPIN1 amino asitler sirasiyla His34, Cys92 ve
His136; Buparvaquone ilag direncine neden olan mutasyon bdlgesi: A53P olup hPIN1’de karsiligi yoktur.

Sekil 1.12 Homo sapiens, Arabidopsis thaliana, Trypanosoma brucei ve Theileria
annulata PIN1 dizi karsilagtirmasi [48].
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Sekil 1.13 a Endojen TaPIN1, FBW7a ile etkilesime girmektedir. b TBL3 (Theileria —
enfekte sigir B lenfosarkoma) hiicrelerinde TaPIN1 buparvaquone (Bup) ve veya
juglone (Jug) inhibisyonu FBW7a protein seviyesinin artmasina ve c-JUN ekspresyon
seviyesinin azalmasina neden olmaktadir [48].

TaPin1

il

' Fbw7 . Fbw7 \ Timér baskilayici
(PIN1 substrati)

Fbw7 Dimerizasyonu

&D e
(Fbw7 substrati)

!

Tumér olusumu

Sekil 1.14 TaPIN1 aracili konak FBW?7 aktivitesinin baskilanarak enfekte hayvanlarda
timor benzeri fenotipin olusmasina neden olan yolun sematik gosterimi [46]
kaynagindan esinlenerek hazirlanmistir. TaPIN1, Fow7 timor fonksiyonunu, Fow?7
dimerizasyonunu baskilamak suretiyle negatif diizenleyerek c-JUN onkojen seviyesinin
artmasina neden olmaktadir.

J. Marsolier ve arkadaslari, ila¢ direnci gosteren enfekte sigirlardan elde ettikleri
izolattan TaPIN1 DNA dizileme sonucunda, genin katalitik bolgesinde A53P
substitiisyon mutasyonunu belirlediler (Sekil 1.15). Yapisal modelleme, bu mutasyonun
yakinindaki katalitik bolgeyi etkileyebilecegini ve ligand baglanmasini rahatsiz
edebilecegini 6ne siirmektedir. Molekiler kenetlenme ¢alismalarina gore, kiglk bir

molekil olan juglone (molekiiler agirhgr 176 Dalton) hPIN1, TaPIN1 ya da mutant
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TaPIN1 (A53P) ile etkilesime girebilecegini gosterirken, A53P mutasyonu, daha blyuk
buparvaquone bilesiginin (molekiler agirligi 326 Dalton) mutant TaPIN1 hidrofobik
kismi ile etkilesimini engelledigi ve boylece modifiye yapidaki rezidiler ile inhibitorler
arasinda sterik catismalara neden oldugu gozlenmistir (Sekil 1.16). Mutant TaPIN1
(A53P) katalitik olarak PIN1 substratina karsi aktiflik gostermektetir. Juglone ve DTM
(dipentametilen tiuram monosulfit) inhibitorleri tarafindan inhibe edilirken,

buparvaquone’a karsi direnc¢ gostermektedir (Sekil 1.17) [48].

TaPIN W: TGATTCGGAATTTTCTAAATTTTTTGTGEAATAATACTAGCTTAAGATTTTT

FEEETE R R e e e e e e e e e ey g
TCATTCGGAATTTTCTAAATTTTTTGTGGAATAATACTAGCTTAAGATTTTT

mTaPIN1:

Signal Peptide T. annulata

ANTAATTAATABAATTATATTTHRAATGCACAAGGTTAGATGT|GCCCACTTGCTACTAAAG

COLCRE R L L R T e T e sl e b= e e LRt e e e |
AATAATTAATARAATTATATTTRAA TG CAC AR GETCAGATGT] GOCCATTTGCTACTAAAG

CACACTGGATCTAG IJﬁ.fLTEC|I'lGTG|I'lP.TAGGM.T:’.L”TE—L?MTG!CRGTMChﬂGML‘GMHGM GAGGLTGTAAGTGAGATGAAAGGTTATTTGGAAATGE

CCTEELCEEEERTEETE LT LT T CEr e L E O P LT Ty
CACACTGGATCTAGEAATCCAGTGAACAGGAATACTCCAATOBEAG TAACAAGAACCAAAGAAGAGGCTGTAAGTGAGATGAAAGLTTAT TTGGAAATGE

TGAGGAAATCTGATAATCTGGACCAAGAGT TTAGGAGACT TGLAACTLCCAAATC TGAGTGTTCAAGCGCAAGAAAAGGGGCAGATTTAGGCTTTTTCGA

CCTEETEEEE T T TEEE T EE P T R R PR EE L P L LT LT
TGAGGAAATCTGATAATCTGRACCAAGAGT TTAGGAGACTTGCAACTECCAAATC TGAGTETTCAAGCGCAAGANAAGGAGGAGAT T TAGGCTTTTTEGA

TAGAAACACCATGLAAAAACCLTTTACGCAAGCC TCATT TAAACT TAAGG TTAATGAGA TTAGTGACCTGOTTGAGACTGATTCTREAGTACATETTATA
CETPEEEELEEE PR TR TR EE R TR CE R e L ETEE T e
TAGAAACACCATGLAAAAACCLTTTACGCAAGCCTCATT TAAACT TAAGG TTAATGAGA TTAGTGACCTGOTTGAGACTGATTCTREAGTACATETTATA

TATAGAATCGEATAA

COLEETEETEEL T
TATAGAATCGCATAA

TaPINIW: ipsgunewnnrsterL R EEMORVRC RHLLLKHTGSRRPYNRNTG MV TRT KEEAVSEMKGYLEMLRKSDRLDOEFRRLATAKSECSSARKG

mTaPINL: MIIt.'IE'LNI'I.WNN'I'SLHI"LIII\HIII-'“MUK"."I{E HLLLEHTGSRKPYNENTG Mn"."'l'li'l'HEEM"SIiMKlih‘l.l:'r-'l LRKSDMLIEFRELATAKSECSSARKG

GDLGFFDRNTMOQKPFTEASFELEVNEISDLVETDSGYHLIYRIA
GDLGFFORNTMOQEPFTEASFELEVNEIS DLVETDSGYHLIYRLA
T. annulata intron bolgesi gri renkte gosterilmistir. Buparvaquone direngli parazitlerde 3 amino asit]

mutasyonu siyah renkle gosterilmistirBuparvaquone direngli parazitler PPlaz bolgesinde (rezidia 53) bir
mutasyona sahiptir: Alanin’den Prolin’e substitlisyon mutasyonu.

Sekil 1.15 T. annulata yabanil tip (TaPIN1 WT) ve buparvaquone direncgli mutant
(mTaPIN1) (a) nikleotid ve (b) protein dizi karsilastirmasi [48].
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Juglone

hPINA TaPIN1 WT or mutant A53P

Buparvaquone

hPIN1

TaPIN1 A53P mutasyonu katalitik bolge yakininda konformasyonel degisiklige neden olur (yesil ok).
Buparvaquone / juglone: kirmizi, polar ve negatif yuklu kalintilar: mavi, polar ve pozitif yuklu rezidiler;
sarl, S atomlari; beyaz, geri kalan rezidiler; WT, yabanil tip.

Sekil 1.16 hPIN1 ile benzerlige dayanarak TaPIN1 ve TaPIN1 (A53P) mutanti igin
homoloji modelleri ve PIN1 aktif bélgeleri ile juglone ve buparvaquone molekillerinin
kenetlenme galismalari [48].

TaPIN1 WT TaPIN1 AS3P

Con ———Jug — Con  ———Jug

B8

3]

4

2
= 0% T T T T ) 1 T T T T .
= o] 1 2 3 4 b o 1 2 3 4 5
-‘E Zaman (min) Zaman (mim)
i)
E]
. Con ———Bup Con — — —Bup
26 I
Z 4
oz
3 °f 0o 1 2 3 4 5
=8 0 1 2 3 4 5 g
& Zaman (min) Zaman (rmim)
g
2 Con ———DTM _ Con ———DTM
o

(= R ]

0 1+ 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Zaman (min) Zaman (min)

Sekil 1.17 Yabanil tip TaPIN1 (WT) ve mutant TaPIN1 (A53P)’in buparvaquone, juglone
ve DTM’e kars! katalitik PPlaz aktivitesi [48]. Con, kontrol sollisyonu.
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Bltdn bunlara istinaden, dnerilen tez g¢alismasinda, TaPIN1 tarafindan, konak hiicre
icerisinde seviyesi azalmis timor baskilayicic FBW7 protein seviyesinin onarilarak
substrati olan timoér olusumuna neden olan artmis c-JUN protoonkojen seviyesinin
azaltilmasi amaciyla mutant TaPIN1 enzimini inhibe edecek potansiyel inhibitorlerin
belirlenmesi ve belirlenen inhibitorler ile insan kanserlerinde Ras/Neu onkojenik sinyal
yolaginda, asiri ifade edilmis Ras/Neu proteinlerce indiiklenen hPIN1 enzimi tarafindan
hicre igi seviyesi azalmig FBW7 timor baskilayici protein seviyesinin onarilip, timor
olusumuna neden olan artmis c-Jun ve Mcl-1 protoonkojen seviyelerinin azaltilmasi igin
ilac yeniden konumlandirma ¢alismalarinda kullanilmasi amaciyla yabanil tip ve mutant

TaPIN1 enzimleri ile bilgisayar destekli ilag tasarim g¢alismalari gergeklestirilmistir.

1.1.7 Bilgisayar Destekli ila¢c Tasarimi

Geleneksek yontemlerle yeni ilag gelistiriimesi ¢ok uzun vyillar sirmektedir ve
basarisizlik maliyeti de eklenince 2,6 milyar dolar maliyete neden olmaktadir [64]. ilag
kesfi ve gelistirme sirecinde basarisizlik olasiligi olduk¢a vyiksektir ve klinik
arastirmalara giren ilaglarin %901 tiiketici pazarina sunulmak icin Amerikan gida ve ilag
yonetimi FDA (food and drug administration) onayini alamamaktadir. Bu sonuglara
gore maliyetin yaklasik %75’i ilag kesfi boyunca meydana gelen basarisizliklardan
kaynaklanmaktadir [65]. Zamanla, ila¢ kesfi konusunda yeni bir yaklasim olan bilgisayar
destekli ilag tasarimi ortaya ¢ikarak, ilag olma potansiyeline sahip 6nci adaylarin
aktivite ve seciciliginin erken degerlendirilmesi ayrica farmakolojik etkilerinin ve
toksisitelerinin incelenmesi gergeklestirilebilmektedir. Bu durum yeni molekdllerin
basarili bir sekilde gelistirilmesini hizlandirirken maliyetin de azaltilmasina yardimci
olmaktadir. Bu yaklasimin temeli, yeni molekiler yapilarin kesfedilmesinde kolaylk
saglayan hesaplamali tekniklerin uygulanmasidir [66]. Bilgisayar destekli ila¢c tasarimi
genellikle G¢ amac icin kullanilir: 1) Blyuk bilesik kitiphanelerini, deneysel olarak test
edebilmek amaciyla 6ngorilen aktif bilesiklerden olusan kicik setlere filtrelemek; 2)
ADMET (emilim, dagilim, metabolizma, salinim ve toksisite) bilgilerini iceren ilag
metabolizmasinin ve farmakokinetik 6zelliklerinin opztimizasyonuna rehberlik etmek
ve 3) yeni bilesikler tasarlamak [67]. Bilgisayar destekli ila¢ tasarimi yapiya ve liganda

dayali olarak iki kategoride siniflandirilabilir. Yapiya dayali ilag tasarimi, potansiyel
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ligandlarin taranmasi veya olusturulmasi igin hedef molekilin (enzim/reseptér) g
boyutlu (3B) vyapit kullanimini  takiben sentezlenmesi, biyolojik testlerin
gercgeklestirilmesi ve optimizasyonunu icermektedir. Buna karsin, liganda dayali ilag
tasarimi, teorik olarak ongoriilen modelin olusturulmasi igin, cesitli yapilardaki ve
potansiyeli bilinen molekilleri hesaplamali modelleme ydntemlerine tabi tutan
yaklasimdir. [68]. Tez iceriginde, calismada kullanilan yapiya dayali ila¢ tasarimina yer

verilmistir.

1.1.8 Yapiya Dayali ilag Tasarimi

Yaplya dayali ilag tasariminda, 3B makromolekil yapinin ligand ile o6ngorilen
etkilesimleri temel alinip ligand tasarimi ve degerlendirilmesi yapilmaktadir. Bu ylizden,
ilac hedefinin (enzim/reseptor) belirlenmesi ve yapi bilgisinin elde edilmesi yapiya
dayali ilag tasariminin ilk adimini olusturmaktadir [68], [69], [70]. Yapiya dayali ilag
tasariminin akis semasi Sekil 1.18de gosterilmistir. Sekilde gorildigu Gzere yapiya
dayali ilag tasariminin temel amaci ilag olmaya aday éncli molekillerin belirlenmesidir
[71]. Yapiya dayal ilag tasarim yontemleri, sanal tarama ve de novo ilag tasarimini
icermektedir [72]. Sanal tarama genel olarak, ardisik filtre kademelerinden
olusmaktadir ve belirlenen ilag hedefine karsi potansiyel biyolojik etkinlige sahip
bilesiklerden olusan bir set elde edilir. incelenen bilesikler ticari olarak tretilmemis
olabilir ve test edilmeleri herhangi 6nemli madde materyali tiiketmez. Bu agidan,
herhangi bir molekiil, teorik olarak sanal tarama yontemi ile degerlendirilebilir [73].
Buna karsin molekiler de novo ilag tasarimi, istenilen farmakolojik 6zelliklere sahip,
daha once sentezlenmemis yeni molekiiler yapilarin sifirdan lretilmesine imkan sunar
[74]. Cahsmada yapiya dayali ilag tasarim yontemlerinden sanal tarama kullanilmis olup

tez iceriginde bu yonteme yer verilmistir.

1.1.8.1 Hedef Belirlenmesi

ilag tasariminin ilk adimi ilag hedef molekiiliiniin belirlenmesidir [75]. Bu amacla,
belirlenen ligand molekili icin tim olasi baglayici hedef proteinleri tanimlamak
amaciyla cesitli web sunuculari gelistirilmistir [76]. Hedef molekil belirlendikten

sonraki asama 3B yapi eldesidir. 3B yapi belirlenmesi icin genellikle x-ray kristalografi,
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nikleer manyetik rezonans NMR ve homoloji modelleme veya karsilagtirmali
modelleme yontemleri kullanilmaktadir. Homoloji modelleme, bilinen homolog protein
yapisina dayanilarak, yapisi bilinmeyen proteinler i¢in 3B yapilarin elde edilmesine
olanak saglayan hedef yapi tahmini icin en giivenilir yontemdir [65], [68], [71], [75].
Gahsmada hedef molekil Theileria annulata peptidil prolil izomeraz TaPIN1 enzimi

olup 3B yapisini belirlemek amaciyla homoloji modelleme uygulanmistir.

a
Hedef Belirenmesi
l b
Hayir
3B Yapi Homaolaji Denovo ligand Tasanmi Sanal Kitdphane
Bilgisi *  Modelleme ile
Yam Tahmini ‘ ‘
Evet l‘

} )

Yam Optimizasyonu

l

Baglanma Balgesinin Belirlenmesi

3B Yap Kutuphanesi

: l

hiolekiler Docking ve Skorlama

l

Oincl Molekillerin Secimi

l

Molekuler Dinamik Simulasyonu

l

ADMET

l

Bilesiklerin Santezive
Biyokimyasal Tester

Sekil 1.18 Yapiya dayali ilag tasariminin is akis semasi [71] kaynagindan modifiye
edilmistir. a, Hedef yapi belirlenmesi ve baglanma bolgesinin analizi; b, sanal
kGtliphanenin hazirlanmasi; ¢, hedef molekil baglanma bdlgesi ile bilesiklerin

kenetlenme ¢alismalari.
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1.1.8.2 Homoloji Modelleme

Homoloji veya karsilastirmali modelleme, deneysel olarak yapisi belirlenmis bir
proteini, benzer amino asit dizisine sahip farkh bir proteinin yapisini belirlemek
amaciyla kullanir [77]. Homoloji modelleme 4 asamadan olusmaktadir (Sekil 1.19): (1)
Kalip gorevi alabilecek, 3B yapisi bilinen proteinin belirlenmesi; (2) kalip ile hedef
protein dizi eslestirmesi; (3) kalip proteinin 3B yapisina ve eslestirmeye dayali hedef
protein icin model olusturma; (4) modellerin diizeltiimesi ve validasyonu. Bu adimlar

tatmin edici model olusturulana kadar tekrarlanabilir [78].

3B yapisi bilinen proteinin belirlenmesi -
l 6

Hedef ile kalip protein dizi kargilastirmasi N el S ]

l o e T Tt . sk a1
Model olugturma "':.' 5 -.{*i o
l S84 fg —5 n;g B -
Modellerin optimizasyon ve validasyonu .
l Proten fonksiyon ve mekanizma galismalan

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

Oncti molekiil belirlenmesi ve optimizasyonu

Sekil 1.19 Homoloji modelleme siirecinin ana hatlari ve ila¢ kesfinde uygulamalari
[104].
Birinci asamada, program veya sunucu kullanilarak yapisi bilinmeyen dizi ile Protein
Veri Bankasinda yer alan yapisi bilinen protein dizi eslestirmesi ile kalip belirlenir [79].
Poretin Veri Bankasi, deneysel olarak 3B yapilari belirlenmis bircok makromolekiillerin
yap!i bilgisini sunan kiiresel bir kaynaktir ve 2016 yilindan itibaren yaklasik 120.000
makromolekiil yapisini icermektedir [65]. Kalip proteini belirlemek amaciyla kullanilan
en popller sunucu BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) aracidir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Blast ile veritabaninda vyapilan arama

sonucunda, dizi ile eslesen yapisi bilinen protein listesi elde edilir [79]. Ardindan, PSI-
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BLAST, FastA, Multalign ve Spdbviewer gibi yazilim programlari veya sucunucular
kullanilarak, amino asit residileri ile kaliplar arasindaki 3B yapi benzerligini saptamak
icin, amino asit dizi eslestirmesi gergeklestirilir [80]. Yiksek dogruluktaki karsilagtirmali
modeller, hedef proteinin kalip proteine %50’den fazla dizi benzerligine dayanir. Orta
dogrulukta ise %30-50 arasinda ve son olarak disik dogruluktaki karsilastirmal
modelleme ise %30’dan daha az dizi benzerliginden kaynaklanmaktadir [81]. Buna gore
%30 ve Ustl dizi benzerligindeki kalip ile hedef protein icin model olusturma asamasina
gecilebilir. Model olusturulmasinda genel olarak 4 yontem kullanilmaktadir; (1) kat
govde birlestirme; (2) segment eslestirme; (3) boyutsal engellerin tamamlanmasi ve (4)
yapay evolisyon [82], [83]. Tum boyutsal engeller-tabanli yaklagimlarda, ilgili yapi ile
eslestirme sirasinda hedef dizideki mesafe ve/veya dihedral aci engelleri cikartilir, bag
uzunluklari, bag acilari ve dihedral agilari gibi kovalent topoloji (stereokimyasal
engeller) tarafindan belirlenen engeller tamamlanir ve tim engellerdeki ihmalleri
hesaplayarak minimizasyon gergeklestirildikten sonra model hesaplanmasi yapilir [84].
Model olusturulmasinda kullanilmak (izere cgesitli program ve yazilimlar gelistirilmistir
[85]. MODELLER sunucusu, boyutsal engellerin tamamlanmasi yontemini uygulayan
arag olup homoloji modellemek amaciyla tez ¢alismasinda kullaniimistir. Temel olarak,
program girdileri, modellenecek proteinin a.a. dizisi, kalip protein yapisi, kalip protein
atomik koordinatlari ve komut dosyasidir [86]. MODELLER daha sonra modern bir PC
ortaminda birka¢ dakika icinde ve herhangi bir kullanici midahalesi olmadan, hidrojen
olmayan atomlarin timiind iceren bir modeli otomatik olarak hesaplamaktadir [87].
Hedef protein icin olusturulan birden fazla modelin yapi degerlendirilmesi
gerceklestirmek amaciyla DOPE [88] veya SOAP [89] skoru uygulanarak en iyi model
secilir. Secilen modeli deneysel hedef yapisina yakinlastirmak icin, modellerin
¢Ozunurligunl artirabilmek amaciyla protein yapi optimizasyonu gergeklestirilebilir. Bu
amacla kullanilan yontemler bilgi temelli ve fizik-temelli yaklasimlara ayrilmaktadir.
Bilgi temelli yontemler istatistiksel potansiyellere ve protein veri bankasindaki
¢Ozlilmis yapilardan elde edilen kalip bilgilerine dayanmaktadir [90]. Fiziksel temelli
yaklasimlarda, AMBER [91] ve CHARM [92] gibi molekiiler mekanik kuvvet alanlari ile

yap! optimizasyonu gergeklestirilir [90]. Bu islemden sonraki asama olusturulan
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modelin dogrulanmasidir ve bu amagla gelistirilmis bircok program ve sunucu

bulunmaktadir [82], [85], [87]

1.1.8.3 Yiiksek Verimde Sanal Tarama ve Molekiiler Kenetlenme

Kiglik molekkillerden olusan kitiphanelerden 6ncii ligandlarin belirlenmesi amaciyla,
molekdillerin hedef reseptorin aktif bolgesine kenetlenmesi, sanal taramada en yaygin
kullanilan yapiya dayal ilag tasarim yontemidir [93], [94]. Molekiler kenetlenme,
ligand ve hedef molekiil arasindaki etkilesimi belirler ve kararli bir kompleks yapi
olusturmasi icin ligand baglanma afinitesini tanimlar [95]. Molekiiler kenetlenmenin
temel metodolojisi 3 sekilde siniflandirilabillir: (1) Esnek kenetlenme (indiiklenmis fit
kenetlenme): Hem ligand hem de reseptor esnektir. Ligand, esnek bir sekilde reseptor
aktif bolgesine baglanir.; (2) Kilit ve anahtar kenetlenme: Ligand ve reseptoér rijid
yapida olup siki baglanti gosterir.; (3) Toplu kenetlenme: Ligand kenetlenmesi igin
coklu protein yapilari kullanilir [95], [96]. Genel olarak, klasik molekiler kenetlenme
programlari iki kisimdan olusmaktadir. Birinci kisim, ligandin hedef proteine
baglanmasi icin uygun konformasyonun belirlenmesi ve ikinci kisim skor fonksyionu
uygulanarak baglanma serbest enerjisinin hesaplanmasidir [97]. Bu amagla, ¢esitli
algoritmalar ve skor fonksiyonu iceren GOLD [98], DOCK [99], Surflex [100], GLIDE
[101], AutoDock [102], v.b. program veya sunuculari gelistirilmistir. Tez calismasinda,
esnek kenetlenme metodoolojisine sahip Schrodinger tarfindan sunulan GLIDE
programi kullanilarak molekiiler kenetlenme temelli sanal tarama gergeklestirilmistir.
GLIDE esnek kenetlenme metodolojisine sahip olmasina ragmen, ligandin esnek ama
reseptorin rijid oldugu yani kenetlenme sirasinda reseptor koordinatlarinin sabit
tutuldugu yontemi uygulamaktadir [101]. Rijid reseptér yaklasimi, ligand kenetlenme
isleminin hizli bir sekilde degerlendiriimesine olanak saglar [103]. Glide, reseptorin
aktif bolgesi icindeki ligandin muhtemel yerlerini arastirmak igin bir dizi hiyerarsik filtre
kullanir [101]. Bu program, (¢ secenek vasitasiyla sanal tarama icin rasyonel bir is akisi
saglar: yliksek verimli sanal tarama (HTVs - high-throughput virtual screening) modu,
standart hassasiyet (SP - standart precision) modu ve ekstra hassasiyet (XP - extra
precision) modu. HTVS modu, baglanmaya elverisli ligandlar taranarak biyik molekiil

kGtlphanelerini kiigliltmek amaciyla filtre olarak kullanilir ve ardindan diger modlarla
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daha dogru kenetlenme hesaplamalari yapilir [104]. SP modu, ligand serbest
enerjilerini kullanarak, ligand pozlarini diger ligandlarla karsilastirir ve baglanmaya
elverisli olan ligandlari belirler [101], [103]. SP skorlamadan sonraki adim olan XP
GlideScore, protein - ligand etkilesimlerinin, titizlikle degerlendirilmesine dayanan
skorlama fonksiyonunudur. SP modunda sadece en ylksek puani alan ligandlar XP

modunda kenetlenme islemine tabi tutulur [105].

1.1.8.4 Molekiiler Dinamik Simiilasyonu

Kimyasal ve biyolojik sistemlerin davraniglarinin altinda yatan mekanizmalari anlamak,
uzaysal ve zamansal ¢ozindrliklerde incelemeyi gerektirir [106]. Molekiiler dinamik
(MD) simiilasyon, Newton fizik kurallarina gore molekil ve atomlarin etkilesimlerini ve
hareketlerini incelmektedir [107]. Molekiler kenetlenme sirasinda, ligand tarafindan
indliiklenmis hedef molekiller, ikincil ve Uclincil yapilarinda onemli degisikliklere
ugrayabilir ve bu degisiklikler MD similasyonun sagladigi olanaklar ile incelenebilir
[108]. Ayrica, MD similasyon ligand-hedef kompleks vyapi stabilitesinin
degerlendirilmesine ve olusturulan yapinin optimize edilmesine imkan saglayan, yapiya
dayali ilag tasarim yaklagsiminin gelistiriimesine yonelik yaygin kullanilan bir ydntemdir
[109]. Sekil 1.20’de goruldigu lGzere MD similasyon isleminde ilk olarak, hedef
molekil yapisi veya ligand-hedef kompleksi sistemi baslangic modeli olarak belirlenir
[110]. Ardindan sistemde yer alan her bir atom (izerinde etki eden molekiler kuvvetler
tanimlanir [111]. Kuvvet alani, molekil ici ve molekiller arasi etkilesimlerden
kaynaklanan enerjinin matematiksel ifadesidir. Molekul ici etkilesim enerjileri kimyasal
baglardan ve atomik acilardan (bag gerilimi, bag bikilmesi ve dihedral burulma),
molekiller arasi etkilesim enerjileri bag olmayan van Der Waals ve elektrostatik
etkilesimlerden kaynaklanmaktadir  (Sekil 1.21) [112]. Belirtilen molekiiler
etkilesimlerin tanimlandigi AMBER [113], CHARMM [114] ve GROMOS [115] kuvvet
alanlari MD simiilasyonda yaygin kullanilmaktadir. Sistem atomlari izerindeki kuvvet
alani tanimlandiktan sonra, atomlar Newton’nun hareket yasasina gore hareket
ettirilerek simulasyon gergeklestirilir [107], [110]. Similasyon adimi ¢ok fazla

hesaplamalar icerdiginden dolayi milyon kez tekrarlanabilir [111]. Yaygin kullanilan MD
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similasyon yazilimlari genellikle kuvvet alanlari ile ayni adi tasimaktadir: AMBER [116],

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

L Baglangig atom modeli ]

!

Her atom lizerinde etki eden molekiiler kuvvetlerin hesaplanmas: J

|

\ Her atomun belirlenen kuvvetlere gére hareket ettirilmesi ]

!

1 veya 2 fs boyunca gelismis simiilasyon

-

Sekil 1.20 Molekdler dinamik similasyonun is akis semasi [110]. fs; femtosaniye.

Molekiil igi atomik bag etkilesimleri Molekiiller arasi bag-clmayan etkilesimler

1
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— 2 2 v, A, By ag,
B~ ZKE-r) + ZKO-0,) + 3 Sr[1+costng-n] + X [ 7557+ o ]

ier!
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— ' © 00
o0 o® 00, @

Sekil 1.21 Molekdl hareketlerini yoneten atomik kuvvetler ve bu kuvvetlerden
kaynaklanan enerjinin matematiksel hesaplanmasi [110].

1.2 Tezin Amaci

Onerilen tez calismasinin amaci, ileri in vitro karakterizasyon ve inhibitér test
calismalarinda kullanilmak Gzere TaPIN1 genin klonlanmasi, inhibitor kitliphanesi in
silico taranarak ila¢ direnci rapor edilmis TaPIN1’in inhibisyonuna yonelik aday
molekillerin belirlenmesi ve onerilen yaklasimin asiri ifade edilmis Ras/Neu
proteinlerce indiklenen insan PIN1 enzim kaynakli kanserlerin tedavi edilmesine

yonelik kurgunun yapilmasidir.
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1.3 Hipotez

Buparvaquone, etkili bir hidroksinaftakinon anti-theilerial ilagtir ve bu ilaca kars
TaPIN1 mutasyonu kaynakh direng¢ rapor edilmistir. Bu bilgi dogrultusunda in silico
calismalar ile hem kullanilmakta olan buparvaquone hem de TaPIN1’in yabanil ve
mutant formlar dikkate alinarak yeni aday inhibitorlerin belirlenebilecegi ve
belirlenecek potansiyel ilag adaylarinin TaPIN1 ile ayni mekanizmay kullanarak insanda
tlimor olusumuna neden olan insan PIN1 enziminin asiri ekspresyonunun disiriilmesi
icin de ilag yeniden konumlandirma calismalarinda kullanilabileceginin 6nerilmesi

ongorulmektedir.

27



BOLUM 2

MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyaller

2.1.1 Kimyasallar, Enzimler ve Kitler

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile kalip DNA’y1 amplifiye etmek icin kullanilan Long PCR
Enzyme Mix ve tampon ¢ozeltisi Thermo Scientific’'den (ABD) ve Taqg DNA Polimeraz

enzimi, tampon ¢ozeltisi ve MgCl; soliisyonu Fermantas’tan (Litvanya) temin edilmistir.

PCR urunlerini saflastirmak igin kullanilan Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up Kiti ve
Plazmid DNA izolasyonu icin kullanilan Wizard® Plus SV Minipreps DNA Saflastirma Kiti

Promega’dan (ABD) temin edilmistir.

Agaroz jel elektroforezinde yiritilen DNA'y1 goérintilemek icin kullanilan Novel Juice
DNA Staining Reagent GeneDireX (Cin), DNA'nin baz blyukligini belirlemek igin
marker olarak kullanilan O’GeneRuler DNA Ladder Mix Fermantas (Litvanya) ve
konstrasyonunu belirlemek icin kullanilan Lambda DNA/Hind Ill Digest marker ise

Amersham Pharmacia Biotech (ABD) firmalarindan temin edilmistir.

Theileria annulata peptidil prolil izormeraz enziminin klonlanmasi icin kullanilan
pLATE31 vektorl, T4 DNA Polimeraz ile tampon ¢ozeltisi ve EDTA igeren alLlCator
Ligation Independent Cloning and Expression Kiti Thermo Scientific’'den (ABD) temin

edilmistir.
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Theileria annulata peptidil prolil izormeraz enzimini kodlayan genden intronun
uzaklastirilmasi icin kullanilan Kinaz-Ligaz-Dpn1 enzim karisimi, tampon ¢ozeltisi, Puc19
vektori ve DH5a kompetan E. coli hiicresini iceren Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit'i

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

Tez galismasinda kullanilan diger bitin kimyasallar BDH (Almanya), Sigma (Almanya),
Merck (Almanya), Raedel De Haume (Almanya), Promega (ABD), Roche (isvicre)

firmalarindan temin edilmistir.

Amplifikasyon ve DNA dizileme icin kullanilan primerler iontek (Tiirkiye) ve Biogen
(Tarkiye) firmalarindan temin edilmistir. Klonlanan genlerin dizi analizleri Biogen

firmasina yaptiriimigtir.

2.1.2 Deneylerde Kullanilan Cihazlar
Su Banyosu — Kerman

Calkalamali inkiibator — GFL

pH Metre — CyberScan
Ultrasonikasyon — Bandelin
Mikrodalga Firin — Beko

Etlv — Binder

Hassas Terazi — Ohaus

Buz Makinasi — Optic lvymen System
Distile Su Cihazi — GFL

Otoklav — Systec

-20 °C Buzdolabi — Beko

-80 °C Buzdolabi — Beko

+4 °C Buzdolabi — Beko

Kabin

Mikrosantrifiij — Sigma

29



Sogutmali Santrifij — Sigma

UV Visible Spektrofotometre — Thermo Scientific
Termal Dondiricl — Eppendorf
Vorteks — Heidolph

Sarzl Pipet Unitesi — Hirschmann
Manyetik Karistirci — Heidolph
Dikey Elektroforez Sistem — BioRad
Galkalayici — Labn

PCR Calisma Kabini — Esco

Yatay Elektroforez Sistem — BioRad
Jel Goriintlileme Sistemi — Biorad

Trans-Blot Semy-Dry — BioRad

2.1.3 ifade Vektorii

Escherichia coli suslarinda yer alan genlerin ekspresyonunu saglamak icin pLate31 ifade
vektorl Uzerinde bakteriyofaj T7 elementleri yer almaktadir. Bu elementler ve vektor
Uzerindeki yeri Sekil 2.1’de gosterilmistir. Ayrica vektdrde bulunan gen ile ligasyonu
saglayan yapiskan ug bolgeleri ve IPTG indlklemesi ile gen ekspresyonunu saglayan T7

promotor bolgesi Sekil 2.2” de belirtilmistir.
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-
>
T lac0 P, lacO RBS
pLATE3 | rBT1-T2
\ ;-""'____- P17 — T7 RNA polimeraz promotori
! T rrnBT1-T2 — Transkripsiyon sonlandirici
lacO — lac operatori
RBS — Ribozom baglanma bdlgesi
— EKS — Enterokinaz tanima dizisi
< pLATE vectors WQS — WELQut proteaz tanima dizisi
2 ~4.5 kb rop - rop proteini plasmid kopya sayisini diizenler

rep (pMb1) — pMb1 plasmidin replikasyon orjini
P1st — P1st promotori

lacl - lac repressori
‘&, & TT7 —T7 sonlandirici
&’Msu 6xHis - Polihistidin tag
bla (Ap8) — B laktamaz geni

Sekil 2.1 pLATE31 vektor elementleri [120].

pLATE31 vector

14 nokleotid yapiskan ug

5 - AGAAGGAGATATAACTATG | ~i 1 GG -3
3 - GATAC ILGILI GEN CCGGTAGTGGTAGTGGTGETG - &'

'l' 19 nokleotid yapiskan ug l(

1Baélanma
- 6GxHis -
HBS__ start G [ H H H H H H} lstop stop
. |CCAGARGGAGRATATAACTATG = ——— GBCCATCACCATCACCACCACGEUTARTCA M
- sencrrcerararartaarac_ ILGILIGEN cegaracreeracreeresracechrihcr D
o A I —————

Sekil 2.2 pLATE 31 ifade vektori [120].

2.1.4 Escherichia coli Soyu

fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dcm] AhsdS genotipine sahip BL21 (DE3) Escherichia coli

soyu transformasyon igin kullaniimistir.
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2.1.5 Genomik DNA

Theileria annulata genomik DNA’si; Firat Universitesi, Veteriner Fakdltesi, Parazitoloji

Anabilim Dali 6gretim Uyeleri Prof. Dr. Miinir Aktas tarafindan temin edilmistir.

2.1.6  Primerler

Cizelge 2.1 Tez ¢alismasinda kullanilan primerler.

Primer Adi | Primer Dizisi Kullanim Alani
STaPIN1 F1 ATGATTCGGAATTTTCTAAAT Genin 5’ ucu primeri
TaPIN R1 TTATGCGATTCTATATATAAG Genin 3’ucu primeri

TaPIN1 LICF AGAAGGAGATATAACTATGATTCGGAATTTTCTA Geni ifade vektoriine aktarmak
AATTTTTTGTGG icin tasarlanan 5’ ucu primeri

TaPIN1 LICR GTGGTGGTGATGGTGATGGCCTTATGCGATTCT  Geni ifade vektoriine aktarmak
ATATATAAG icin tasarlanan 3’ ucu primeri

TaPIN1F AATAATTAATACAATTATATTTGCAATGG Genden intronu uzaklastirmak
icin tasarlanan 5’ primeri

TaPIN1R AAAAATCTTAAGCTAGTATTAATTCC Genden intronu uzaklastirmak
icin tasarlanan 3’ primeri

2.1.7 Bakteriyolojik Gelisim i¢in Besiyerleri ve Soliisyonlar

Cizelge 2.2 LB (Luria-Bertani) sivi besiyeri hazirlanmasi igin gereken bilesenler.

Bilesenler Miktar

Maya Ekstratkti 5g/l
Tripton 10 g/l
NaCl 10 g/l

Otoklav ile 121 °C’de sterilize edilir.
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Cizelge 2.3 LB (Luria-Bertani) Agar hazirlanmasi igin gereken bilesenler.

Bilesenler Miktar
Maya Ekstratkti 5g/l
Tripton 10 g/l
NaCl 10 g/l
Agar 15 g/l

Otoklavile 121 °C’de 15 dk sterilize edilir.

Cizelge 2.4 SOC Medium (25 ml) hazirlanmasi icin gereken bilesenler.

Bilesenler Miktar
Maya Ekstrakti 0,5g
Tripton 0,125¢g
1 M NadCl 0,25 ml
1 M KCl 0,0625 ml
2 M Mg*? Cozeltisi 0,25 ml
2 M Glikoz 0,25 ml

Tripton ve maya ekstrakti tartildiktan sonra gerekli miktarda 1M NaCl ve 1M KCl
eklenir. 23 ml’ye kadar distile su ile ¢ézdurilir ve 121 °C’de otoklav ile sterilize edilir.
Cozelti sicakhgl, oda sicakligina ulasinca 2 M Mg*? ve 2 M Glikoz eklenerek son hacmin

25 ml olmasina dikkat edilir. pH 7 olmaldir.

2.1.8 Stok Soliisyonlar ve Tamponlar
Amfisilin (100 mg/ml) hazirlanisi:

1 ml'de 100 mg ampifisilin olacak sekilde sulandirilir ve filtre ile sterizile edilir.

Hazirlanan stok amfisilin -20 °C’de saklanir.
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Cizelge 2.5 2M Mg*? hazirlanmasi icin gereken bilesenler.

Bilesenler Miktar
MgCl>.6H.0 20,33 g/100ml
MgS04.7H.0 24,65 g/100ml

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

2 M Glukoz hazirlanisi:

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

Cizelge 2.6 CaCl; soliisyonu hazirlamak igin kullanilan bilesenler.

Bilesenler Miktar
100 mM CaCl,.2H,0 14,702 g/|
5 mM MgCl,.6H,0 1,0165 g/I
5 mM Tris HCI (pH : 7,6) 5ml

Sollisyon hazirlandiktan sonra otoklav ile 121 °C’de 15 dk sterilize edilir.

Cizelge 2.7 50 x TAE Tampon Cozeltisini (Tris-Asetat-EDTA) hazirlamak igin kullanilan

bilesenler.
Bilesenler Miktar
Trisma Base 242 g/l
Asetik Asit 57,1 ml/I
0,5 M EDTA (pH: 8,0) 100 ml/I

dH,0 ile 1xTAE’ye seyreltilerek calisma soliisyonu hazirlanir.
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2.2 Yontem

2.2.1 Genomik DNA’dan Theileria annulata Peptidil Prolil izomeraz Geninin

Amplifikasyonu

Tezin ilk calismasi, Theileria annulata peptidil prolil izomeraz enzimini kodlayan TaPIN1
geninin laboratuvarimizda mevcut bulunan Theileria annulata genomundan amplifiye
edilmesidir. Bu amacla, genin baslatici ile sonlandirici nikleotidleri belirlendikten sonra

diziye spesifik 5" ve 3’ primerler tasarlanmistir.

2.2.1.1 Theileria annulata Peptidil Prolil izomeraz Gen Dizisine Spesifik Primerlerin

Tasarlanmasi
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 izomeraz Gen Dizisine Spesifik Primerler ile

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Diziye spesifik tasarlanan primerler ile Long PCR Enzyme Mix polimeraz enzimi
kullanilarak Cizelge 2.8’de yer alan bilesenlerle TaPIN1 genin polimeraz zincir
reaksiyonu gerceklestirilmistir. Kalip olarak Theileria annulata genomik DNA’si
kullanilmistir. Polimeraz enzimi eklenmeden 6nce 95 °C'de 5 dk 6n denatirasyon
gercgeklestirilmistir. Enzim eklendikten sonra 30 déngl olacak sekilde 94 °C'de 1,5 dk,

50 °C’'de 2 dk ve 72 °C’de 2 dk polimeraz zincir reaksiyonu gerceklestirilmistir.

Cizelge 2.8 TaPIN1 gen amplifikasyonu igin gerekli olan bilesenler.

Bilesenler Miktar
10 x Long PCR Enzyme Mix polimeraz tamponu + MgCl; 5 ul
dNTPmix 5ul
TaPIN1F1 2,5 ul (20 pmol/ul)
TaPINR1 2,5 ul (20 pmol/ul)
Kalip DNA 1l
10 x Long PCR Enzyme Mix polimeraz enzim 1l
dH>0 33 ul
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2.2.2 PCR Uriinlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

PCR sonrasi DNA biyuklGgiuna gorintiilemek icin %1’lik agaroz jel hazirlandi. Cozelti
icerisinde son konsantrasyon %1 olacak sekilde agaroz tartilarak 1xTAE igerisinde
mikrodalgada c¢ozindrlestirilmistir. Cozeltiye etidyum bromir eklendikten sonra, jel
tepsisine dokilip donmasi beklenmistir. Jel tepsisi elektroforez tankina yerlestirilerek
tank tamponu (1xTAE) eklenmistir. Yiikleme tamponu ile muamele edilen PCR
ornekleri, tank tamponu iceren elektroforez tankindaki jele yiklenerek 45 mA’de 40 dk
yuratalmastir. Jelde ydratilen DNA bantlari  ultraviyole transilluminatérinde

gorintilenmistir.

2.2.3 Theileria annulata Peptidil Prolil izomeraz Enzimini Kodlayan Genin ifade

Vektoriine Aktarilmasi

aLlCator LIC (Ligation Independent Cloning) Klonlama ve Ekspresyon Kit sistemi
ekspresyon vektoriine klonlamayr hizlandiran ligasyondan bagimsiz  klonlama
teknolojisini kullanmaktadir. LIC teknolojisi, ligasyon ve restriksiyon enzim kesim
adimlarina ihtiya¢c duymadan %95’in Gzerinde klonlama verimliligi saglar. Hedef genin
ifade vektoriine aktarilabilmesi icin, ilk 6nce sistem protokoliine uygun 5 ve 3’
primerler ile hedef genin amplifikasyonu yapilmalidir. Amplifiye edilen PCR Urind,
vektore ligasyon islemi icin kullanilir. LIC sistemi, 5’-3’ polimeraz aktivitesi ve 3’-5’
ekzonulkleaz aktivitesine sahip T4 DNA polimeraz enzimini kullanir. Ekzoniikleaz
aktivitesi DNA'nin 3’ ucuna hatali eklenmis nikleotidleri uzaklastirirken polimeraz
aktivitesi kalip olarak komplementer DNA’yi ve dNTP’leri kullanarak dogru
nikleotidlerin eklenmesini saglar. LIC protokolli, sarmaldaki ilk sitozin olusumunu

engellemek amaciyla sadece dGTP kullanir (Sekil 2.3) [120].
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“AACTapg .,
llgili Gen
-
lFCH T RAAGEGT
5 - AGAAGGRGATATAACTATG e TAATGACTTCCCATCTCC -3
3' - TCTTCCTCTATATTGATAC __ ligili Gen ATTACTGAAGGGTAGAGE - 5'

T4 DNA Polymerase
+ dGTP

5 - AGAAGGAGATATARACTATG

TAATG -3
GAT ATTACTGARGGGTAGRGG

ilgili Gen

Sekil 2.3 T4 DNA polimeraz ve dGTP ile ilgili gen Gzerinde yapiskan uclarin
olusturulmasi [120].

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

Uygun Primerlerin Tasarlanmasi

Sisteme uygun primerlerin dizayni, kit protokoliinde onerilen sekilde pLATE31 vektor
icin verilen kalip diziler kullanilarak tasarlanmistir. Primerlerin 5’ ucu vektore spesifik

diziler icerirken, 3’ ilgili gen dizisinin 5’ ve 3’ dizilerini icermektedir.
TaPIN1LICF 5'AGAAGGAGATATAACTATG - ilgili gene spesifik dizi 3’

TaPIN1LICR 5'GTGGTGGTGATGGTGATGGCC - ilgili gene spesifik dizi 3’

2.2.3.2 Theileria annulata Peptidil Prolil izomeraz Enzimini Kodlayan Genin LIC

Sitemine Spesifik Primerler ile Amplifikasyonu

Peptidil prolil izomeraz enzimini kodlayan genin LIC Sitemine alt klonlanmasi icin Long
PCR Enzyme Mix polimeraz enzimi kullanilarak Cizelge 2.9’da yer alan bilesenler ile
amplifikasyonu gerceklestirilmistir. Kalip DNA olarak, gen dizisine spesifik primerler ile

amplifiye edilen PCR Urini kullaniimistir.
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Cizelge 2.9 LIC sistemine alt klonlanmasi amaciyla TaPIN1’in amplifiye edilmesi igin
kullanilan bilesenler.

Bilesenler Miktar
10 x Long PCR Enzyme Mix 5l
polimeraz tamponu + MgCl,
dNTPmix 5ul
TaPIN1LICF 2,5 ul (20 pmol/ul)
TaPINLICR 2,5 pl (20 pmol/pl)
Kalip DNA 1l
10 x Long PCR Enzyme Mix 14l
polimeraz enzim
dH.0 33 ul
50 pl

LIC sistemine alt klonlanmasi amaciyla, LIC sistemine uygun primerler ile amplifiye
edilen TaPIN1 PCR urini Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up Kit protokolii uygulanarak
saflastinlmigtir [121]. Saflagtirilan PCR Uriinli, GeneDirex DNA Ladder ile muamele
edildikten sonra %1’lik etidyum bromir icermeyen agaroz jelde yiritilerek PCR

sonucu kontrol edilmistir.

2.2.3.3 Theileria annulata Peptidil Prolil izomeraz Enzimini Kodlayan Genin ifade
Vektoriine Klonlanmasi ve E. coli BL21 (DE3) plLysS Hiicrelerine

Transformasyonu

aLlCator LIC Klonlama ve Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-tag) Sistemin’de verilen
tablodaki nikleotid uzunluguna goére LIC reaksiyonu igin kalip DNA olarak kullanilacak
saf PCR Uriin miktari belirendikten sonra, Cizelge 2.10’da miktari belirtilen bilesenler ile

karistinlarak, yapiskan uglarin olusturulmasi saglanmistir.

Cizelge 2.10 TaPIN1 geninde yapiskan uclarin olusturulmasi icin gereken reaksiyon

bilesenleri.
Bilesenler Miktar
5 x LIC Tampon 2 ul
PCR Uriini 4l
Water nuclease-free 3ul
T4 DNA Polimeraz 1l

10 pl
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Reaksiyon karisimi, 3-5 sn. vortekslendikten sonra, 5 dk oda sicakliginda bekletilmistir.
Rekasiyonu durdumak icin 0,6 ul EDTA (0,05 M) eklenmistir. Uzama reaksiyonun
baglamasi icin, T4 DNA polimeraz ile muamele edilmis PCR urinine 1 pl pLATE
eklendikten sonra tekrar 3-5 sn. vortekslenmistir. Reaksiyon karisimi 5 dk oda

sicakliginda bekletildikten sonra dogrudan transformasyon igin kullanilmistir.

-80 °C'de yer alan E. coli BL21 (DE3) pLysS stogundan agar petrilere siirme ekim
yapiimigtir. Petriler inkibatorde 1 gece 37 °C'de inkibe edilmistir. Gelisen
bakterilerden tek koloni secilerek 5 ml LB sivi besiyerine ekimi yapilmistir. 37 °C'de
calkalamali etlivde 120 devirde 1 gece inkiibe edilmistir. Kiiltlirtin 500 pl’si 50 ml LB sivi
besiyerine aktarilarak 37 °C’'de 180 devirde, UV goriiniir spektrofotometrede 600 nm
dalga boyunda optik yogunluk (OD) absorbans degeri 0.3-0.4’e ulasana kadar inklbe
edilmistir. OD degerine ulasan kiiltlir 25 ml olacak sekilde falkon ttiplerine ayrilip, 5000
devirde 5 dk +4 °C'de santrifiij edilmistir. SUpernatant atilarak, pelletler 25 ml CaCl;
solusyonu ile ¢ézdirilmustir. 30 dk buzda bekletildikten sonra tekrar 5000 devirde 5
dk +4 °C'de santrifij edilmistir. SUpernatant atilarak, pellet 1 ml CaCl; ile
¢Ozdlrulmuistir. 2 saat buzda bekletildikten sonra hazirlanan kompetan hiicreler

dogrudan transformasyonda kullaniimistir.

Hazirlanan LIC reaksiyon 6rneginin tzerine 200 ul E. coli BL21 (DE3) pLysS kompetan
hicre eklenerek 4-6 kez ters yiz edilmistir. 30 dk buzda bekletildikten sonra, 42 °C’'de
90 sn. isi soku uygulanmistir. Tekrar 2 dk buzda bekletilerek 800 pul SOC Medium
solisyonu eklenmistir. Karisim 4-6 kez ters yiz edilerek 30 dk 37 °C'de inkiibe
edilmistir. Ardindan amfisilin iceren LB agar petrilere farkli hacimlerde ekim yapilarak

37 °C'de 1 gece inkiibe edilmistir [120].

2.2.3.4 Klonlanan Theileria annulata Peptidil Prolil izomeraz Enzimini Kodlayan

Genin Rekombinant Plazmid DNA’dan PCR ile Kontrolii

Transformasyonun kontroll icin rekombinant plazmid izolasyonu gergeklestirildikten
sonra elde edilen driin ile PCR gerceklestirilmistir. Plazmid izolasyonu i¢ci Wizard® Plus
SV Minipreps DNA Saflagtirma Kit protokoli uygulanmistir. Petrilerde gelisen pozitif
beyaz renkteki tek koloniye kiirdanla dokunulup amfisilin iceren 5 ml’lik LB sivi
besiyerine eklenmistir. Bakteri gelisimi icin 37 °C’'de 180 devirde bir gece ¢alkalamali
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etivde inklGbasyonu saglanmistir. Gelisen kiltirden 1.4 ml kdltir 6rnegi alinarak
12.000 devirde santirGjlenmistir. StUpernatant atilarak, pellet 250 pl Hicre Re-
siispansiyon Solisyon’u (Cell Resuspension Solution) ile ¢ozdlrilmistir. 250 ul Hicre
Lizis Solisyon’u (Cell Lysis Solution) eklenerek 4 kere ters yiz edilip karistirilmistir. 10
pl Alkalin Proteaz Sollisyon’u (Alkaline Protease Solution) eklenerek 4 kere ters yiiz
edilerek tekrar karistiriimistir. Karisim 5 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 350 pl
Neutralization Solution eklenmistir. 4 kere ters yiz edilerek karistiriimasi saglanmistir.
10 dk 12.000 devirde santrifiij edilmistir. Spin kolonu toplama tiipline yerlestirilip, elde
edilen lizat spin kolonun icine dokilmustir. 1 dk 12.000 devirde oda sicakliginda
santrifljlenmistir. Toplama tupundeki flowthrough atilarak spin kolonu tekrar toplama
tiplne yerestirilmistir. Ayni islem 250 ul Wash Solution eklendikten sonra
tekrarlanmistir. 2 dk santrifij edildikten sonra spin kolonu 1,5 ml’lik ependorf tiipiine
aktarilmistir. 5-55 pl Nikleaz icermeyen su (Nuclease-free water) eklenerek 1 dk oda
sicakliginda en yilksek hizda santrifljlenmistir. Spin kolonu atilarak, ependorf tiipte

elde edilen DNA -20 °C’de muhafaza edilmistir [122].

Elde edilen rekombinant plazmid DNA, kalip olarak kullanilarak Tag DNA polimeraz

enzimi ile Cizelge 2.11’de yer alan bilesenlerle amplifikasyon gerceklestirilmistir.

Cizelge 2.11 Rekombinant Plazmid DNA’dan PCR icin gerekli olan bilesenler.

Bilesenler Miktar
Tag DNA Polimeraz Tamponu 5 ul
+ KCI-MgCl,
MgCl, 3ul
dNTPmix 5ul
TaPIN1LICF 2,5 pl (20 pmol/pl)
TaPINLICR 2,5 pl (20 pmol/pl)
Kalip DNA 1l
Tag DNA Polimeraz 1l
dH0 30 ul
50 ul
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2.2.4 Yonlendirilmis Mutagenez ile Theileria annulata Peptidil Prolil izomeraz Gen

Dizisinden intronun Uzaklastiriimasi

T. annulata peptidil prolil izomeraz gen dizisinde tanimlanmis olan bir tane intronun
uzaklastirlmasi Q5  Site-Directed Mutagenez Kit protokolii  uygulanarak
gercgeklestirilmistir. Mutagenez kiti, ¢ift sarmal plazmid DNA (izerinde bolgeye 6zgi
mutagenezin 2 saat gibi kisa bir sirede gerceklesmesini saglar. Kit protokoliniin ilk
adiminda c¢esitli plazmidlerde insersiyon, delesyon ve substitlisyon mutasyonlari
olusturmak igin 6zel Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polimeraz ve 6zel mutajenik
primerler kullanilarak PCR gergeklestirilir. PCR Urin{ Kinaz-Ligaz-Dpnl enzim karisimi ile
muamele edilerek istenilen mutasyonu igceren plazmid DNA elde edilir ve intronlu kalip
DNA uzaklastirilir. Son olarak, mutajenik plazmid DNA, yliksek verimde transformasyon
elde etmek igin kitin 6nerdigi NEB 5-alpha kompetan E. coli hiicrelerine trasforme edilir

(Sekil 2.4) [123].
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Sekil 2.4 Q5 Site-Directed Mutagenez Kit protokoli akis semasi [123].

2.2.4.1 Theileria annulata Peptidil Prolil izomeraz Gen Dizisinden intronun

Uzaklastirilmasi i¢cin Mutagenez Primerlerin Tasarlanmasi

T. annulata peptidil prolil izomeraz gen dizisine tanimlanmis olan bir tane intronun
uzaklagtiriimasi igin delesyon mutasyonu gergeklestirilmistir. Bu amagla Site-Directed
Mutagenez Kit protiikoliin 6nerdigi NEBaseChanger sunucusu kullanilarak delesyon

primerleri tasarlanmistir. iki primer, Sekil 2.5'te yer aldigi (Uzere delesyonu
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gerceklestirilicek bolgeye bitisik olan 5’ uglarindan ve birbirlerine zit yonlerde dizayn

edilmistir:
TaPIN1F  5’AATAATTAATACAATTATATTTGCAATGG 3’

TaPINIR 5" AAAAATCTTAAGCTAGTATTAATTCC 3’
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Sekil 2.5 Q5 Site-Directed Mutagenez Kit icin delesyon primerlerin tasarimi [123]

2.2.4.2 Theileria annulata Peptidil Prolil izomeraz Gen Dizisinden intronun

Uzaklastiriimasi icin Mutagenez Primerler ile PCR

Rekombinant plazmid DNA kalip olarak kullanilarak, tasarlanan mutagenez primerler ile
Cizelge 2.12’de yer alan bilesenlerle amplifikasyon gergeklestirilmistir. Mutagenez kit
protokoliine gobre, hedef geni iceren vektor bilyuklGgliine gore uzama sicaklig
belirlendikten sonra PCR dongu kosullari 98 °C’'de 10 sn, 59 °C’de 10 sn ve 72 °C'de
1,40 dk 25 dongli olarak uygulanmistir. PCR Griininid saf olarak elde etmek amaciyla

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up Kit protokoll uygulanmigtir [121].
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Gizelge 2.12 Site-Directed Mutagenez Kit ile TaPIN1’den intronun uzaklastirilmasi igin
kullanilan PCR bilesenleri.

Bilesenler Miktar
Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix 12.5 pl
10 uM TaPIN1F 1.25 pl
10 uM TaPIN1F 1.25 pl
Kalip DNA 1l
Water nuclease-free 9 ul
25 ul

2.2.4.3 Kinaz-Ligaz-Dpn1l Reaksiyonu

PCR sonrasi elde edilen intronsuz DNA drdnd, ¢ift zincirli dairesel plazmid DNA
olusturmak ve ortamdan intronu iceren kalip DNA’y1 uzaklastirmak icin Cizelge 2.13'te
yer alan Kinaz-Ligaz-Dpnl (KLD) reaksiyon bilesenleri ile muamele edilmistir. Kinaz
enzimi, PCR sonrasi elde edilen birbirine komplementer DNA zincirlerin 5’ uglarina
fosfat grubu ekledikten sonra ligaz enzimi ile gift zincirli dairesel DNA’nin olusturulmasi
amaciyla ligasyon gerceklestirir [123]. Dpnl restriksiyon enzimi ise, metil grubu iceren
intronlu kalip DNA’y1 taniyarak degradasyona ugratip ortamdan uzaklastiriimasini

saglar [124].

Cizelge 2.13 Kinaz-Ligaz- Dpnl Reaksiyon bilesenleri.

Bilesenler Miktar
PCR Grind 1l
2X KLD Reaksiyon Tamponu 5ul
10X KLD Enzim Karigimi 1l
Nuclease-free Water 3ul

10 ul

Bilesenler 5 dk oda sicakhiginda bekletildikten sonra dogrudan transformasyonda

kullanilmistir.

43



2.2.4.4 intronu Uzaklastirilan Theileria annulata Peptidil Prolil izomeraz Enzimini

Kodlayan Genin Kompetan E. coli DH5a Hiicrelerine Transformasyonu

5 pl KLD 6rnegi 50 pl kompetan E. Coli NEB 5-alpha hiicrelerine eklendikten sonra 30 dk
buzda bekletilmistir. 42 °C’de 30 sn isi soku uygulanip tekar 5 dk buzda bekletilmistir.
950 ul SOC medium solisyonu eklenmistir. Karisim 37 °C’de galkalamali etiivde 250
devirde 1 saat inkiibe edilmistir. Ardindan, amfisilin iceren petrilere farkli hacimlerde

ekim yapilarak 37 °C’de 1 gece inkiibe edilmistir.

2.2.4.5 intronu Uzaklastirilan ve Klonlanan Theileria annulata Peptidil Prolil

izomeraz Enzimini Kodlayan Genin Koloni PCR Metodu ile Kontrolii

E. coli NEB 5-alpha hiicrelerine transformasyon kontroli koloni PCR ydntemi ile
gerceklestirilmistir. Petrilerde gelisen beyaz tek kolonilere kirdanla dokunulup
amfisilin iceren 5 ml LB sivi besiyerine eklenmistir. Bakteri gelisimi icin 37 °C'de 180
devirde 1 gece inkiibe edilmistir. Gelisen kultiirlerden 100 pl’si 13.000 devirde 7 dk
santrifij edilmistir. Sipernatant atilarak, pellet 100 pl dH;0 ile ¢dzdirilmustir. Cozelti
kaynar su buharinda 10 dk btekletildikten sonra 13.000 devirde 15 dk santrif(j
edilmistir. Elde edilen slipernatant kalip olarak kullanilarak Cizelge 2.14’te verilen
bilesenler ile koloni PCR gergeklestirilmistir. Pozitif olan koloniler gliserol stogu

hazirlanarak -80 °C’'de muhafa edilmistir.

Gizelge 2.14 Koloni PCR igin kullanilan bilesenler

Bilesenler Miktar
10x Taqg Polimeraz Tamponu 5l
+KCI-MgCl,

MgCl; 3ul
TaPIN1LICF 2,5 pl
TaPIN1LICF 2,5ul
Kalip DNA 1l

Tag Polimeraz 1l
dH,0 30 ul
50 ul
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2.2.5 intronu Uzaklastirlan Theileria annulata Peptidil Prolil izomeraz Enzimini
Kodlayan Genin E. coli BL21 (DE3) Hiicrelerine Transformasyonu ve Koloni PCR

ile Kontrolu

ileri in vitro karakterizasyon ve inhibitér test calismlarinda kullanilmak tizere gen
GrGnlnin ifade edilmesi ve lretilmesine imkan sunacak TaPIN1 geni E. coli BL21 (DE3)
ekspresyon hicrelerine transforme edilmistir. Transformasyonda kullaniimak (izere
Bolim 2.2.3.3’te yer alan protokole gére CaCl, soliisyonu ile kompetan E. coli BL21
(DE3) hiicreleri hazirlanmigtir ve intronsuz TaPIN1 geni kompetan hicrelerine
transforme edilmistir. Transformasyon sonucu Bolim 2.2.4.5’te yer alan koloni PCR
protokoll uygulanarak kontrol edilmistir. Pozitif olan koloniler gliserol stogu

hazirlanarak -80 °C’'de muhafa edilmistir.

2.2.6 intronu Uzaklastirilan ve Klonlanan Theileria annulata Peptidil Prolil izomeraz

Enzimini Kodlayan Genin DNA Dizi Analizi ile Kontrolii

TaPIN1 gen dizisinden dogru intron bdlgesinin uzaklastiriip, dogru gen dizisinin
insersiyonu DNA dizi analizi ile teyit edilmistir. Bu amacla pozitif kolonilerde plazmid
DNA izolasyonu igin Wizard® Plus SV Minipreps DNA Saflastirma Kit protokoli
uygulanmistir [122]. Elde edilen plazmid DNA ile LIC sistemine uygun tasarlanan 5’ ve 3’

primerler dizilemeye gonderilmistir.

2.2.7 VYabanil Tip ve Mutant Theileria annulata Peptidil Prolil izomeraz Enzimlerin

Homoloji Modellenmesi

Yapiya dayali ilag tasariminda, 3B makromolekiil yapinin baglanma bdlgesi belirlenerek
ligand ile ongorilen etkilesimleri temel alinip ligand tasarimi ve degerlendirilmesi
yapiimaktadir. Bu ylzden, ilag hedefinin (enzim/reseptor) yapi bilgisinin elde edilmesi
yapiya dayal ilag tasarminin ilk adimini olusturmaktadir [68], [69], [70]. Tez
calismasinda homoloji modelleme uygulanarak yabanil tip ve mutant T. annulata
peptidil prolil izomeraz proteinlerin 3B yapilar 6ngorilmistir. Homoloji modelleme,
kalip belirleme, dizi eslestirme, model olusturma, yapi dizeltilmesi ve validasyon olmak
Uzere 4 adimdan olugmaktadir. TaPIN1 amino asit dizisi PSI-BLAST (Position-Specific

Iterative Basic Local Alignment Search Tool) web sunucusuna yiklenerek, PDB’de var

45



olan proteinler ile dizi eslestirme sonucuna gore en yiiksek benzerlik orani gésteren
protein kalp olarak belirlenmistir. MUSCLE sunucusu yardimiyla kalip protein ile
TaPIN1 amino asit dizi eslestirmesi gerceklestirilmistir [125]. Protein modellemesi,
MODELLER v9.15 programi kullanilarak gerceklestirilmistir [87]. Modelleme islemi
yabanil tip ve mutant TaPIN1 igin ayri uygulanmis olup programa temel girdiler, yabanil
tip ve mutant TaPIN1 amino asit dizileri ve kalip protein 3B yapisidir. Dizi eslestirmeleri
program tarafindan yapilarak her iki tip protein igin 50 farkli model olusturulmustur.
Olusturulan her iki tip 50 farkh modelden DOPE (Discrete Optimized Protein Energy)
skoru en distk olanlar model olarak secilmistir. Secilen modelleri, deneysel hedef
yapisina yakinlastirmak amaciyla, enerji optimizasyonu Chimera v1.10.2 programi ile
2000 adimda ve AMBER 14SB kuvvet alani uygulanarak gerceklestirilmistir [126]. Enerji
optimizasyonu yapildiktan sonraki asama modellerin validasyonudur. Validasyon iglemi
icin 4 farkli web sunucusu kullanilmistir. Kullanilan ilk sunucu ERRAT olup, atomik
etkilesime dayali protein yapilarinin dogru ve yanhs tanimlanmis bolgeleri istatistiksel
olarak belirlenmistir [127]. Validasyon amacl ikinci kullanilan program ProSa olup
model proteinler ile X-ray ve NMR araciligiyla yapisi belirlenen proteinlerin
eslestirilmesine dayanarak elde edilen enerji skoru ile konformasyonlar
degerlendirilmistir [128]. Model validasyonu amaciyla kullanilan Gglincli program ProQ
ile LGscore belirlenerek protein modellerinin kalitesi degerlendirilmistir [129]. Son
olarak model validasyonu RAMPAGE programi ile gerceklestirilmistir ve Ramachadran

diagrami olusturulmustur [130].

Olusturulan her iki tip TaPIN1 modellerin kalip protein ile stiperimpozisyonu Chimera

v1.10.2 programi kullanilarak gergeklestirilmistir.

2.2.8 Potansiyel inhibitorlerin Belirlenmesi icin Molekiiler Kenetlenme Temelli

Sanal Tarama

Kigcik molekkiillerden olusan kiitiphanelerden o6ncili inhibitorlerin  belirlenmesi
amaciyla, molekkillerin hedef reseptér/enzim aktif bolgesine kenetlenmesi, sanal
taramada en vyaygin kullanilan yapiya dayall ilag tasarim ydntemidir [93], [94].
Molekiler kenetlenme, Schrédinger Small - Molecule Drug Discovery yazilimi

kullanilarak Maestro 2017.1 programi ile gergeklestirilmistir. Sanal tarama amacuyla,
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2979 naftakinon tirevlerini igceren ligand kitiphanesi PubChem [131] veri bankasindan
Lipinski’'s Rule of Five [132] uygulanarak indirilmistir. Ligand preparasyonu
gerceklestirmek amaciyla LigPrep programi kullanilarak kitiphanede yer alan her bir
bilesik icin 3B yapi 6ngorilmesi ve OPLS3 kuvvet alani uygulanarak minimizasyonu

gercgeklestirilmistir [133], [134].

Yabanil tip ve mutant TaPIN1 modellerin ligand baglanma bdlgesi Glide Receptor Grid
Generation programi ile belirlenmistir [135]. Protein preparasyonu igin Protein Prep
Wizard programi kullanilarak eksik hidrojen atomlarinin eklenmesi, yapi minimizasyonu

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

Ligand ve proten preparasyon islemleri ardindan, ilk olarak mutant TaPIN1 proteinin
kiitiiphane bilesenleri ile kenetlenmesi GLIDE programi tarafindan gergeklestirilmistir
[135]. Sanal tarama sirasiyla GLIDE HTVs (High throughput screening), SP (Standard
precision) ve XP (Extra precision) kenetlenme metodolojisine gére uygulanmistir [101],
[105]. HTVs ile 2979 kenetlenmis bilesiklerin en iyi %30’u, ardindan SP skorlama
fonksiyonuna gore en iyi %20’si, son olarak XP skorlama fonksiyonu uygulanarak en iyi
%10’u segilmistir. Belirlenen ligandlar ile yabanil tip TaPIN1 proteinin kenetlenme
islemi gerceklestirilmistir. Onci ligandlar XP GlideScore uygulanarak siralanmistir. XP

GlideScore skorlama fonksiyonu asagida yer alan formil ile hesaplanmaktadir:
XP GlideScore = Ecoul + EvdW + Ebind + Epenalty

Ebind = Ehyd _enclosure + Ehb_nn_motif + Ehb_cc_motif + EPl + Ehb_pair +

Ephobic_pair

Epenalty = Edesolv + Eligand_strain

Ecoul: Ligand ve reseptor arasindaki elektrostatik etkilesimlerden kaynaklanan ener;ji;
EvdW: Ligand ve reseptor arasindaki Van Der Waals etkilesmlerden kaynaklanan enerji;

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

atomu arasindaki mesafeye bagl olarak, lipofilik ligand atomlarini puanlar;

Ehb_nn_motif (N6tr-notr hidrojen-bag motifleri): Hem teorik hem de ampirik hususlara

dayanarak Notr-nétr hidrojen baglama motiflerini ifade eder;
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Ehb_cc_motif (YUklu-yUkli hidrojen bag motifleri): Hem teorik hem de ampirik

hususlara dayanarak yikli-ytkld hidrojen baglama motiflerini ifade eder;

EPIl: pi istifleme ve pi-katyon etkilesimlerine karsilik gelen terim olup hidrofobik

bolgelere yerlestirilen halojen atomlarini ifade eder;
Ehb_pair: gift hidrojen bagunin olusturdugu eneriji;
Ephobic_pair: hidrofobik etkilesimlerden olusan ener;ji

Epenalty: Baglanmaya karsi gelen en dnemli fiziksel etkiler, ligandin, proteinin veya her
ikisinin gerilme enerjisi (Eligand_strain), ligand ve proteinde entropi kaybi ve ligand
veya proteinin ¢ozeltiden uzaklastiriimasidir (Edesolv). Bu engelleri penalize etmek

amaciyla gelistirilen terimlerdir.

Belirlenen ligandlarin serbest baglanma enerjileri Prime [137] programi kullanilarak
MM-GBSA (Molekiler Mekanik / Poisson-Boltzmann Yuzey Alani) metodolojisi [138]
ile asagida yer alan formiule gére hesaplanmistir.

AG = E_Kompleks - (E_ligand + E_reseptor)

AG: toplam serbest baglanma enerjisi;

E_Kompleks: ligand-protein kompleks yapinin serbest baglanma enerjisi;

E_ligand: ligand serbest baglanma enerjisi;

E_reseptor: reseptor serbest baglanma enersjisi.

2.2.9 Molekiiler Dinamik Simiilasyon Calismalari

Molekiler dinamik similasyonu, yapiya dayal ilag tasariminda yaygin kullanilan bir
yontem olup molekil ve atomlarin etkilesimlerinin ve hareketlerinin incelenmesine
imkan sunar [107]. Sagladigi avantaj sayesinde, molekiler kenetlenme sirasinda ligand
tarafindan indiklenmis reseptor vyapisindaki konformasyonel degisikliklerin ve
stabilitesinin degerlendirilmesi gerceklestiriimektedir [108], [109]. Bu amagla, ligand
bagli olmadan yabanil tip ve mutant TaPIN1 6ngdrilen yapilarinin ve ligand bagh her iki
tip TaPIN1 kompleks vyapilarin MD simiilasyonu AMBER vyazilim paketi ile
gerceklestirilmistir [116].

48



2.2.9.1 Yabanil Tip ve Mutant TaPIN1 Homoloji Modellerin Molekiiler Dinamik

Simiilasyonu

Yabanil tip ve mutant TaPIN1 homoloji model yapilari igin molekiler dinamik
simiilasyonu AMBER ff14SB kuvvet alani uygulanarak gergeklestirilmistir [139]. Uygun
sivi ortami olusturmak icin her iki sisteme 10 A biyikligiindeki kibik icerisinde
TIP3PBOX [140] su molekiilii eklenmistir. Ardindan Cl-ve Na*iyonlari ortama eklenerek
sistemler noétralize edilmistir. Enerji minimizasyonu toplamda 10.000 adimda
gerceklestirilmistir. Sistem girdileri Cizelge 2.15’te yer almaktadir. ilk 1000 adim
Steepest Descent ve bunu takiben 9000 adim konjuge gradient algoritmalari ile

gercgeklestirilmistir.

Cizelge 2.15 Enerji minimizasyonu icin kosullarin tanimlandigi sistem girdileri.

Minimize
scntrl
imin=1,
ntx=1,

!

imin=1, minimizasyon;

ntx=1, ASCIl formatindaki koordinat dosyalarini oku;
irest=0, simiilasyonu yeniden baslatma;

maxcyc=10000, maksimum enerji minimizasyonu basamag;;

ncyc=1000, ilk 1000 dongl steepest descent algoritmasi sonraki basamaklar konjuge
gradian algoritmasi;

ntpr=100, ciktilari yaz;

ntwx=0, koordinat dosyalarini yazma;

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

10000 dongl enerji minimizasyonu yapildiktan sonra similasyon oncesi Cizelge

2.16’daki kosullar ile Langevin termostati [141] uygulanarak sistem isitilir.
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Cizelge 2.16 Sistemin isitilmasi igin kosullarin tanimlandigi sistem girdi bilgileri.

scntrl

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

nstlim = 100000, dc = 0.002, mntt = 3,
gamma_1ln = 1.0,

tempi 10.0, templ = 300.0,

ntc = 2, ntf = 2,

nte = 1,

ntwx = 200, ntwe = 53, ntpr = 5,

zend

= ka ||

imin = 0, molekuler dinamik simulasyonu segimi;

cut =9, Nonbonded cutoff uzakligi (angstrom);

ntb = 2, sabit basing;

nstlim = 100000, MD simiilasyon basamak sayisi;

dt = 0.002, adim zamani (pikosaniye);

ntt = 3, langevin termostat ile sicaklik kontrol(;

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

tempO0 = 300.0, son sicaklik;

ntc = 2, bag gerilmesinin similasyonunda SHAKE modu ;
ntf = 2, bag etklismelerinde simulasyonunda SHAKE modu;
ntp = 1, sabit basing;

ntwx = 200, her 200 basamakta koordinatlari yaz;

ntwe =5, her 5 basamakta eneriji ve sicaklik degerlerini yaz;

ntpr =5, her 5 basamakta enerji ve tim enerji degerlerini yaz;

200 pikosaniyelik sistemin isitilmasi sonrasi Cizelge 2.17’de yer alan kosullar ile yabanil

tip ve mutant TaPIN1 6ngorilen yapilarin similasyonu 50 ns’de gergeklestirilmistir.
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Cizelge 2.17 MD simiilasyon kosullarinin tanimlandigi sistem girdisi.

scntrl

imin = 0, cut = 9, ntk = 2
natlim =2500000, dt = 0.00
templi 10.0, templ = 300.
ntc = 2, ntf = 2,
ntp = 1,

ireat l, ntx = 5,
ntwx = 500, ntwe =
send

sewald

nfftl = 108, nfft2 = 108, nfft3 = 108,
zend

[ i 5 |

50, ntpr = 30,

imin = 0, molekuler dinamik simulasyonu segimi

cut =9, Nonbonded cutoff uzakligi (angstrom)

ntb = 2, ntb = 2, sabit basing

nstlim =2500000, MD similasyon basamak sayisi

dt = 0.002, adim zamani (pikosaniye)

ntt = 1, langevin termostat ile sicaklik kontrolii

tempi = 10.0, baslangig sicakligi

temp0 = 300.0, son sicaklik

ntc = 2, bag gerilmesinin similasyonunda SHAKE modu

ntf = 2, bag etklismelerinde similasyonunda SHAKE modu

ntp = 1, sabit basing

irest = 1, bir 6nceki simllasyondan devam et

ntx = 5, bir 6nceki simllasyondan hizi ve koordinatlari oku

ntwx = 500, her 500 basamakta kordinatlari yaz

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

ntpr = 50, her 50 basamakta tiim enerji degerlerini yaz

&end

&ewald

nfftl = 108, nfft2 = 108, nfft3 = 108, particle mesh ewald metodu kutucuk boyutlari
SHAKE algoritmasi [142] uygulanarak simiilasyon sirasinda tim atomlarin bir arada

tutulmasi saglanmistir.
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2.2.9.2 Kenetli Bilesiklerin Molekiiler Dinamik Simiilasyonu

Yabanil tip ve mutant TaPIN1 ile naftakinon bilesiklerin molekiler kenetlenmesi sonrasi
kenetlenmis pozlar XP GlideScore’a gére siralanmistir. En yiksek baglanma afinitesi
gosteren iki 6ncl ligand-protein kompleks yapilari icin MD similasyonu AM1-BCC yiik
modeli [143] ile genel AMBER kuvvet alani (gaff) uygulanarak gergeklestirilmistir [144].
Uygun sivi ortamin olusturulmasi ve sistemlerin noétrlestirilmesi ligand bagh olmayan
homoloji model sistemleri ile ayni sekilde gergeklestirilmistir. MD similasyon &ncesi
enerji minimizasyonu ve sistemin isitilmasi sirasiyla Cizelge 2.15 ve Cizelge 2.16'da
verilen kosullar ile gerceklestirilmistir. MD similasyon 100 ns boyunca Cizelge 2.17'de

yer alan kosullar ile gergeklestirilmistir.
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BOLUM 3

SONUCLAR VE TARTISMA

3.1 Sonuglar

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

Prolil izomeraz Geninin Amplifikasyonu

Theileria Annulata peptidil prolil izomeraz enzimini kodlayan genin eldesi igin intronlu
TaPIN1 gen dizisine spesifik TaPIN1 5’ ve 3’ primerler tasarlanmis ve kalip olarak
Theileria annulata genomu kullaniimistir. Long PCR Enzyme Mix polimeraz enzimi ile
Cizelge 2.8’de yer alan bilesenler kullanilarak intronlu TaPIN1 genin polimeraz zincir
reaksiyonu gergeklestirilmistir. intronlu 572 baz ¢ifti uzunlugunda TaPIN1 PCR driinii
etidyum bromir iceren jel elektoroforezinde yiritiilmis ve jel gorlntlsine Sekil

3.1’de yer verilmistir.

Sekil 3.1 Gen dizisine spesifik primerler ile amplifiye edilen intron bolgesi iceren TaPIN1
PCR iiriinii. Hat M: GeneRuler marker; Hat 1,2 ve 4: intron bélgesi iceren 572 b¢’lik
TaPIN1 geni; bg: baz gifti.
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3.1.2 Theileria annulata Peptidil Prolil izomeraz Enzimini Kodlayan Genin ifade

Vektoriine Aktarilarak Alt Klonlanmasi

3.1.2.1 Theileria annulata Peptidil Prolil izomeraz Enzimini Kodlayan Genin LIC

Sistemine Spesifik Primerler ile Amplifiye Edilmesi

Kodlamayan bdlge igeren TaPIN1’in pLATE31 vektoriine alt klonlanmasi igin yapigskan
uglarin olusturulmasi amaciyla, LIC sistemine spesifik olarak tasarlanan TaPIN1LIC 5’ ve
3’ primerler ile amplifikasyon gergeklestirilmistir. Kalip olarak, gen dizisine spesifik
primerler ile amplifiye edilen intronlu TaPIN1 PCR Urund kullanilmistir. Long PCR
enzimi ile Cizelge 2.9’da vyer alan bilesenler kullanilarak Boélim 2.2.1.2’de verilen
protokole gbre polimeraz zincir reaksiyonu gergeklestirilmistir. Polimerizasyon sonrasi
intronlu 572 b¢’lik TaPIN1 genin 5 ucuna vektore spesifik 19 nikleotid ve 3’ ucuna
vektore spesifik 21 nikleotid eklenmesiyle 612 bg’lik intronlu TaPIN1 geni elde
edilmistir. PCR Urinid Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up Kit protokoliine gore
saflastinlmistir [121]. Saflagtirilan, vektore spesifik dizileri igeren intronlu 612 bg’lik
TaPIN1 PCR urand etidyim-bromir eklenen jel elektroforezinde yiritilmis ve jel

gorlntisi Sekil 3.2’de verilmistir.

Sekil 3.2 LIC sistemine spesifik primerler ile amplifiye edilen saf PCR Urin{. Hat M:
GeneRuler marker; Hat 1: vektére spesifik dizileri igeren intronlu 612 bg’lik TaPIN1.
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3.1.2.2 Theileria annulata Peptidil Prolil izomeraz Enzimini Kodlayan Genin ifade
Vektoriine Klonlanmasi ve Rekombinant Plazmid DNA’nin E. coli BL21 (DE3)

pLysS Hiicrelerine Transformasyonu

Saf PCR urini Bolim 2.2.3.3'te belirtilen sistem protokoliine gore, Cizelge 2.10’da yer
alan bilesenler ile karistirildiktan sonra pLATE31 ifade vektorine alt klonlanmasi

gerceklestirilmistir.

Bolim 2.2.3.3'ye yer alan protokole gore kompetan E. coli BL21 (DE3) pLysS hiicreleri
olusturulduktan sonra pLATE31 ifade vektoriine aktarilan intronlu TaPIN1’'in kompetan
hiicrelere transformasyonu gerceklestirilmistir. pLATE31 ifade vektorii pozitif koloni
se¢cimine olanak saglayan amfisilin diren¢g geni igermektedir [120]. Buna gore
transformasyon sonucunda, amfisilin diren¢ gen bolgesi iceren rekombinant DNA'yi
bulunduran E. coli hiicrelerinin gelistigi beyaz koloniler pozitif kabul edilmistir. Tek
koloni secilerek amfisilin iceren 5 ml’lik LB sivi besiyerine ekimi gergeklestirilmistir.

Kultir gelisimi igin 37 °C'de 1 gece inkiibe edilmistir.

3.1.2.3 Klonlanan Theileria annulata Peptidil Prolil izomeraz Enzimini Kodlayan

Genin Rekombinant Plazmid DNA’dan PCR Metodu ile Kontroli

Geligtirilen kultlrlerin kontrolu igin, Bolim 2.2.3.4’ te yer alan Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Saflastirma Kit protokollii uygulanarak rekombinant plazmid DNA
izolasyonu gercgeklestirilmistir. Elde edilen rekombinant plazmid DNA kalip olarak
kullanilarak Bolim 2.2.1.2’de yer alan PCR protokol kosullari uygulanarak Cizelge
2.11’de yer alan bilesenler ile amplifikasyon gergeklestirilmistir. PCR Urlini, etidyum-
bromir iceren %1’lik agaroz jel elektroforezde yirutulmastir. E. coli hiicrelerine
basarili transformasyon, Sekil 3.3’te yer aldig lzere vektére spesifik dizi iceren

intronlu 612 b¢’lik TaPIN1 genin gozlenmesiyle teyit edilmistir.
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Sekil 3.3 Rekombinant Plazmid DNA’dan PCR sonrasi elde edilen jel elektroforez
gorintisi. Hat M: GeneRuler marker; Hat 1: 612 b¢’lik intronlu TaPIN1.

3.1.3 Yonlendirilmis Mutagenez ile Theileria annulata Peptidil Prolil izomeraz Gen
Dizisinden intronun Uzaklastirilmasi ve Kompetan E. coli DH5a Hiicresine

Transformasyonu

TaPIN1 gen dizisinde tanimlanan bir tane intronun uzaklastirmasi igin delesyon
mutasyonu Q5 Site-Directed Mutagenez Kit protokoliine gore rekombinant plazmid
DNA (Uzerinde gergeklestirilmistir. Delesyon, Bolim 2.2.4.2’de yer PCR protokol
kosullarina gore ve Cizelge 2.12’de yer alan bilesenler ile gergeklestirilmistir.
Transformasyonda kullanilmak {zere, yeniden cift zincirli plazmid DNA elde etmek ve
ortamdan intronu iceren kalip DNA’y1 uzaklastirmak amaciyla Bolim 2.2.4.3’te yer alan
kit protokoliine gore, PCR Grund kullanilarak Cizelge 2.13’te belirtilen bilesenler ile KLD
reaksiyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen KLD &érnegi ile kitin 6nerdigi hazir kompetan
E. coli DH5a hicrelerine transformasyon gerceklestirilmistir. Transformasyon
sonucunda, amfisilin direng gen bolgesi iceren rekombinant DNA’y1 bulunduran E. coli
DH5a hiicrelerinin gelistigi beyaz koloniler pozitif kabul edilmistir. Kolonilerden 5 tane
secilerek amfisilin iceren 5 ml’lik LB sivi besiyerine ekimi gerceklestirilmistir. Kiltlr

gelisimi icin 37 °C’'de 1 gece inkiibe edilmistir.
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3.1.3.1 intronu Uzaklastirlan ve Klonlanan Theileria annulata Peptidil Prolil

Izomeraz Enzimini Kodlayan Genin Koloni PCR Metodu ile Kontrolii

Geligtirilen kulturlerin kontroli igin, Bolim 2.2.4.5’de yer alan koloni PCR protokoli
uygulanarak Cizelge 2.14’te yer alan bilesenler ile polimerizasyon gergeklestirilmistir.
PCR Uridnleri, etidyum bromiir icermeyen %1’lik agaroz jel elektroforezinde
gorintlilenmek amaciyla GeneDirex DNA Ledders ile muamele edilmistir. 143 bg’lik
intronun delesyonu ile, pLATE31 vektore spesifik dizileri (40 niikleotid) igeren intronsuz
469 bg¢'lik TaPIN1 koloni PCR drinlerin tamami jel elektroforezinde yiritilmustar. Jel
gorintisu Sekil 3.4’te yer almaktadir. Koloni PCR sonucuna gore, 1, 2 ve 3. koloniler
pozitif 4 ve 5. koloniler negatif olarak belirlenmistir. Koloni 1 ile intronsuz rekombinant
plazmid DNA’nin izolasyonu Bolim 2.2.3.4’te yer alan Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Saflastirma Kit protokoliine gére gerceklestirilmistir. intronsuz rekombinant plazmid
DNA kalip olarak kullanilarak Bélim 2.2.1.2’de yer alan PCR protokol kosullarina gére
Cizelge 2.11’de belirtilen bilesenler ile PCR gergeklestirilmistir. Kontrol amagh intronlu
rekombinant plazmid DNA ile PCR yapilmistir. PCR Urinleri, GeneDirex DNA Ladder ile
muamele edilip, etidyum bromir icermeyen jel elektroforezde goriintilenmistir (Sekil

3.5).

500 bg

Sekil 3.4 Koloni PCR sonrasi elde edilen intronsuz PCR Urini. Hat M: GeneRuler
marker; Hat 1,2,3: Pozitif PCR sonucu; Hat 4 ve 5: Negatif PCR sonucu.
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Sekil 3.5 intronlu ve intronsuz rekombinant plazmid DNA’dan PCR sonrasi elde edilen
jel goriintlisii. Hat M: GeneRuler marker; Hat 1: intronsuz 469 bg’lik TaPIN1; Hat K:
intronlu 612 bg’lik TaPIN1.

3.1.4 intronu Uzaklastirilan Theileria annulata Peptidil Prolil izomeraz Enzimini
Kodlayan Genin E. coli BL21 (DE3) Hiicresine Transformasyonu ve Koloni PCR

ile Kontroli

ileri in vitro karakterizayson ve inhibitér test calismlarinda kullanilmak (izere gen
Urindniin ifade edilmesi ve Uretilmesi amaciyla TaPIN1 geni E. coli BL21(DE3)
ekspresyon hiicrelerine transformasyonu gerceklestirilmistir. Transformasyonda
kullanilmak (zere Bolim 2.2.3.3’te yer alan protokole gore CaCl; sollisyonu ile
kompetan E. coli BL21(DE3) hazirlanmistir ve intronsuz TaPIN1 geni kompetan
hiicrelerine transforme edilmistir. Transformasyon sonucunda, amfisilin diren¢ gen
bolgesi iceren rekombinant DNA’yi bulunduran E. coli hicrelerinin gelistigi beyaz
koloniler (Sekil 3.6) pozitif kabul edilmistir. Beyaz kolonilerden 5 tane secilerek
amfisilin iceren 5 ml’lik LB sivi besiyerine ekimi gerceklestirilmistir. Kaltlr gelisimi icin
37 °C'de 1 gece inkiibe edilmistir. Gelisen kiltlrlerin kontroll, Bolim 2.2.4.5’te yer
alan koloni PCR protokolii uygulanarak gerceklestirilmistir. Koloni PCR Grindnin 5 pl’si
GeneDirex DNA Ladder ile muamele edildikten sonra, etidyum bromir icermeyen

agaroz jel elektroforezde goruntilenmistir (Sekil 3.7).
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(a) (b)

Sekil 3.6 Transformasyon sonuglari. (a) 50 pl transformasyon petrisi; (b) 200 pl
transformasyon petrisi.

M 1 2 3 4 5

500 bg

Sekil 3.7 Koloni PCR sonrasi elde edilen jel goriintlisi. Hat M: GeneRuler marker; Hat
1,2,3,4 ve 5: Pozitif PCR sonucu.

3.1.5 intronu Uzaklastirilan ve Klonlanan Theileria annulata Peptidil Prolil izomeraz

Enzimini Kodlayan Genin DNA Dizi Analizi ile Kontrolii

TaPIN1 gen dizisinden intron bolgesinin uzaklastirilip, pLATE31 vekt6re 429 b¢'lik dogru
gen dizisinin insersiyonu DNA dizi analizi ile teyit edilmistir. Dizileme islemi igin LIC
sistemine gore tasarlanmis 5’ ve 3’ primerler gonderilmistir. LIC 5 ve 3’ primerler
kullanilarak elde edilen dizi sonuglari ile referans dizinin eslestirilmesi MUSCLE
sunucusu yardimiyla gerceklestirilmistir [125] ve eslestirme sonuclari sirasiyla Sekil 3.8

ve 3.9’da yer almaktadir.
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Sekil 3.8 LIC 5’ primerler ile elde edilen klon gen dizisi ile Theileria annulata PIN1’in
referans dizisinin eslestirme sonucu. 1. sira: Klonladigimiz intronsuz TaPIN1 gen dizisi;
2. sira: Theileria annulata PIN1 enzimini kodlayan gen dizisi
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Sekil 3.9 LIC 3’ primerler ile elde edilen klon gen dizisi ile Theileria annulata PIN1’in
referans dizisinin eslestirme sonucu. 1. sira: Klonladigimiz intronsuz TaPIN1 gen dizisi;
2. sira: Theileria annulata PIN1 enzimini kodlayan gen dizisi.

Eslestirme sonucu tanimlanan nikleotid degisikliklerin, LIC 5 ve 3’ primerler ile
dizileme sonucu elde edilen kromatogram gorintilerin karsilastiriimasi ile hatal

dizilemeden kaynaklandigi teyit edilmistir (EK-A Cizelge A.1 ve A.2).
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Sekil 3.10’da yer alan kromatogram goriintlisiinde okla belirtilen kisim ile TaPIN1

geninden intronun uzaklastirildigi gosterilmistir.

110 120
- - - - - - - -'— - - - - - -

J N

Sekil 3.10 TaPIN1 gen dizisinden intronun uzaklastirildigini gésteren kromatogram
goruntusa.
Onerilen tez calismasinin in vitro asamasinda, Theileria annulata peptidil prolil
izomeraz enzimini kodlayan gen klonlanmis ve insersiyonu DNA dizileme ile teyit
edilmis olup ileri in vitro karakterizasyon ve tez g¢alismasinda in silico galismalar
sonucunda belirlenmis potansiyel inhibitorler ile test calismalarinda kullanilmak Gzere

gen Uriintnin ifade edilip Uretilmesi icin hazir hale getirilmistir.

3.1.6 Yabanil Tip ve Mutant Theileria annulata Peptidil Prolil izomeraz Proteinlerin

Homoloji Modellenmesi ve Validasyonu

Potansiyel inhibitorlerin belirlenmesi amaciyla bilgisayar destekli ilag tasariminda
kullanilmak Gzere yabanil tip ve ila¢ direnci gosteren mutant TaPIN1'in homoloji
modellemesi gergeklestirilmistir. Modelleme isleminin kalip belirleme ve yapisi bilinen
protein dizileri ile benzerlik oranlarinin tanimlanmasi icin dizi eslestirme adimlari,
pozisyona spesifik PSI-BLAST sunucusu ile gerceklestirilmistir. Eslestirme sonucuna
gore %47 dizi benzerligi gosteren INMW pdb numarali sadece peptidil prolil izomeraz
(PPlaz) alani igeren insan PIN1’i yabanil ve mutant TaPIN1 homoloji modellenmesi igin
kalip olarak belirlenmistir. MUSCLE programi ile %47 oraninda dizi benzerligi gdsteren

kalip ile TaPIN1 amino asit dizi eslestirme sonucu Sekil 3.11’de yer almaktadir.

62



1 1
TacinT 1 - IRNFENE NN - - - - TELBEFC BT FBvD - - - - - - o oo oo 28
7NATY 1 MADEEKERPP KRMSRSEIGRY v FRIH SCM\-ERF'SGNSSSGGKN 47
TaoinT 99 - - - - TG SR TGMAY vSEMKERL s
TATY 48 GQGEF‘AR SSWROE - K | LEL |NGY¥ | 93
100 110 120 130
TaEiNT 70 EMLRKSDNLDGE TaKBE RKG FECENT TEE 115
7ATY 94 QK IKSG- - - EED soFED K AR AFSEG ED& 137
150 160

1 I
TalPiny 117 HKIEEYMNE | SIOLE YHLIEYE | A 142
TIRT Y 138 ABRTGEMS|IGR ME IHIELETE 163

Sekil 3.11 Theileria annulata PIN1’in ve sadece PPlaz alani igeren insan PIN1’in amino
asitleri arasinda eslestirme. INMW: Kalip protein a.a. dizisi; TaPIN1: T. annulata PIN1
a.a. dizisi.

Sekil 3.12'de goruldugl Gzere, hedef protein ile %30 ve Ustl dizi benzerligi gosteren
kalip protein ile model olusturulabilmektedir [77]. Buna gére, TaPIN1 ile kalip protein

arasindaki %47 homoloji modelleme ¢alismalari igin iyi bir benzerlik oranidir.

Yapiya dayah ilag tasarmi
Yapiya dayall hedef degerlendirme

Yanlendirilmis mutagenez

ikili dizi eslestirmesi

Protein fonksiyon belirlenmesi

L4

Yapiya dayall hedef degerlendirme
Yanlendirilmis mutagenez

Protein fonksiyonun belirlenmesi
[

Coklu dizi
eslestirmesi

Yonlendirilmis mutagenez

Profil

JProtein fonksiyonun belirlenmesi

Hedef ile kalip arasindaki % dizi benzerligi

Baslangic-

tan
itibaren

Sekil 3.12 Hedef ve kalip protein arasindaki benzerlik ve elde edilen homoloji model ile
uygulama alanlari [77].
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Yabanil tip TaPIN1 igin, TaPIN1 a.a. dizisi ve kalip protein pdb dosyasi MODELLER v9.15
programina girilerek 50 farkli model olusturulmustur. Ayni islem ilag direnci gosteren
mutant TaPIN1 igin, A53P substitisyon mutasyonu igeren TaPIN1 a.a. dizisi ile
gerceklestirilmistir. Her iki tip TaPIN1 icin olusturulan modellerin DOPE skoru
hesaplanmistir. DOPE skoru i¢ eneriji ile ilgilidir ve duslik skora sahip olan yapilar daha
kararhdir. Bu agidan. Her iki tip TaPIN1 icin, olusturulan 50 farkli modelden DOPE skoru
en dusik olan modeller molekiler kenetlenme galismalari igin segilmistir. Yabanil tip ve
mutant TaPIN1 igin secilen en iyi modellerin gorintileri sirasiyla Sekil 3.13a ve

3.13b’de yer almaktadir.
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Sekil 3.13 Yabanil tip (a) ve mutant (b) TaPIN1 icin secilen en iyi modeller. Kirmizi ile
gosterilen alfa sarmal, mavi ile gosterilen beta tabaka ve gri ile gosterilen tesadfi
kivrimlari ifade etmektedir.

Secilen modelleri, deneysel hedef yapisina yakinlastirmak amaciyla, enerji
minimizasyonu Chimera v1.10.2 programi ile AMBER 14SB kuvvet alani uygulanarak
2000 donglide gerceklestirilmistir. Enerji minimizasyonu sonrasi elde edilen yabanil tip
ve mutant TaPIN1 modelleri kalip olarak kullanilan sadece PPlaz alani iceren hPIN1 ile
stiperimpozisyonu Chimera v1.10.2 programi kullanilarak gerceklestirilmistir (Sekil
3.14). Her iki tip model ile kalip yapilarinin karsilagtiriimasi sonucu, proteinlerin
atomlari arasindaki uzakhgl ifade eden root mean square deviation (RMSD) degeri
Chimera v1.10.2 programi ile elde edilmistir. Benzer yapilarin RMSD degeri sifirdir
[145], buna gore RMSD degerin sifira yakin olmasi modellerin kalip proteine
benzerligini ifade etmektedir. Yabanil tip ve mutant TaPIN1 icin RMSD degerleri
sirasiyla 0.479 A ve 0.502 A olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.14 Yabanil tip ve mutant TaPIN1 modeller ile sadece PPlaz alaniigeren hPIN1
proteinin stiperimpozisyonu. Yesil: PPlaz alani iceren hPIN1; Turuncu: yabanil tip
TaPIN1 modeli; Beyaz: mutant TaPIN1 modeli.

Olusturulan modellerin validasyonu ilk olarak ERRAT sunucusu ile gergeklestirilmistir.
ERRAT karakteristik atomik etkilesime dayali protein yapilarinin dogru ve vyanlis
belirlenmis bolgelerinin ayirt edilmesine yonelik bir yontem sunmaktadir. Atomlar
karbon (C), nitrojen (N), ve oksijen (O) olarak ti¢ kategoride siniflandirilmaktadir. Buna
gore, atomlar arasinda ikili kovalent olmayan 6 farkli kombinasyon olusmaktadir CC,
NN ,00, CN, CO, NO [127]. ERRAT sunucusu ile her bir rezidiiniin atomlar arasindaki
etkilesimler incelenerek, karakteristik olmayan etkilesimlerden kaynakli hatalar

istatistiksel olarak belirlenmektedir.

Elde edilen sonuglara gore, grafikte %95’in lzerinde koyu renkle gosterilen alanlarda
hatali olan amino asitler belirtiimektedir. Yabanil tip TaPIN1 modeli icin, genel kalite
faktori, enerji minimizasyon Oncesi ve sonrasinda sirasiyla 56.716 ve 81.148 olarak
belirlenmigtir. Yabanil tip TaPIN1’'in enerji minimizasyon &ncesi ve sonrasi ERRAT

histogrami sirasiyla Sekil 3.15 ve Sekil 3.16’da yer almaktadir.
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Sekil 3.15 Model yabanil tip TaPIN1’in enerji minimizasyonu éncesi ERRAT sonucunun
goruntusu.
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Sekil 3.16 Model yabanil tip TaPIN1’in enerji minimizasyonu sonrasi ERRAT sonucunun
goruntusu.

Mutant TaPIN1 modeli igin, ERRAT skoru enerji minimizasyon oncesi ve sonrasinda
sirasiyla 64.662 ve 86.325 olarak belirlenmistir. Mutant TaPIN1’in enerji minimizasyon

oncesi ve sonrasi ERRAT histogrami sirasiyla Sekil 3.17 ve 3.18'de yer almaktadir.
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Sekil 3.17 Model mutant TaPIN1’in enerji minimizasyon dncesi ERRAT sonucunun
goruntusu.
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Sekil 3.18 Model mutant TaPIN1’in enerji minimizasyon sonrasi ERRAT sonucunun
goruntusi.
ProSA programi (Protein Yapi Analizi), 6ngoriilen yapi ve modellerin optimizasyonu ve
validasyonu igin kullanilan aracgtir. ProSA programi, protein yapilarinda gorilen
potansiyel problemleri vurgulayan skorlarin ve enerji grafiklerinin goriintiilenmesi icin
etkilesimli web tabanli uygulamalarin avantajlarindan faydalanmaktadir. Bir proteinin
kalite skoru tim bilinen protein yapilari baglaminda gosterilmekte ve bir yapinin
sorunlu kisimlari 3B molekiil goérintileyicide gosterilmekte ve vurgulanmaktadir.
ProSa, 6zellikle X-isin1 analizi, NMR spektroskopisi ve teorik hesaplamalardan elde
edilen protein yapilarinin validasyonunda ortaya ¢ikan ihtiyaglari karsilamaktadir [128].
Programa girilen yapinin, z-skoru ve rezidl enerji grafigi olmak Uzere iki sonuc elde
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edilir. Z-skoru, modelin genel kalite skoru olup, yapisi ¢6ziimlenmis proteinlerin
konformasyonlardan tiretilen bir enerji dagilimina gbére yapinin toplam eneriji
sapmasini Olger. Protein z-skorunun yorumlanmasini kolaylastirmak igin, spesifik
degeri, deneysel olarak yapisi belirlenmis tiim proteinlerin z-skorlarini iceren bir grafik
Uzerinde gosterilmektedir. NMR ve X-isini ile ¢éziimlenen yapi gruplari grafik Gzerinde
farkli renkler ile belirtilmistir. S6z konusu proteinin z-skoru, bu gruplardan birine ait
benzer boyuttaki proteinleri igin tanimlanan z-skoru araliginda olup olmadigi kontrol
edilir [128]. Enerji minimizasyon sonrasi yabanil tip ve mutant TaPIN1 modellerin z-
skoru sirasiyla -3.19 ve -3.3 olup, her iki tip modelin NMR ile yapisi ¢6zilmis protein
grubu arasinda yer aldig1 gézlemlenmistir (Sekil 3.19a ve 3.19b). Z-skoru, proteinlerin
deneysel olarak vyapisi ¢oziimlenmis proteinlerin skorlari arasinda bulunmasi,

modellerin dogru kabul edilmesini saglamaktadir.

(a) (b)

X-ray
s NMR

X-ray
. NMR

Z-score
Z-score

-15 —-15

200 400 00 800 1000 0 200 400 00 800 1000
Rezidii sayisi Rezidii sayisi

Sekil 3.19 Enerji minimizasyon sonrasi yabanil tip (a) ve mutant (b) TaPIN1 modellerin
z-skor sonucu.

Enerji grafigi, amino asit dizi pozisyonun fonksiyonu olarak verilen enerjilerine gore
yerel model kalitesini degerlendirir. Tek rezidli enerji grafigi genellikle blylk
dalgalanmalar icerir ve model degerlendirilmesi icin sinirli bir degerdir. Bu ylizden 40
rezidl igin ortalama enerji hesaplanarak grafige uygulanir. Pozitif degerler modelin
sorunlu veya hatali kisimlarina karsilik gelmektedir [128]. Buna gore, enerji grafigi

incelendiginde,  negatif bolgedeki rezidllerin  c¢oklugu, model protein
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konformasyonunun dogru bir sekilde belirlendigini ifade etmektedir. Yabanil tip ve
mutant TaPIN1 modellerin enerji grafikleri sirasiyla Sekil 3.20a ve 3.20b’de yer

almaktadir.

) _(b)

Bilinene dayali enerji

Bilinene dayal enerji

N

Dizi pozisyonu 142 : Dizi pozisyonu

Sekil 3.20 Enerji minimizasyon sonrasi yabanil tip (a) ve mutant (b) TaPIN1 modellerin
enerji dizeyi grafigi.
ProQ validasyon programi, olusturulan modelin bircok vyapisal 6zelliklerinden
yararlanarak modelin kalitesini degerlendirmektedir. Program, atom-atom ve rezidi-
rezidi bag sikhgi, ¢ozlcl erisilebilirligi, kalp protein ve olusturulan modelin ikincil
yapilari arasindaki benzerligi ve modelin genel seklini iceren protein yapi ozelliklerini
kullanarak, modelin LGscore degeri belirlenir. Modellerin LGscore degeri 1.5’in Ustiinde
ise dogru, 2.5’'in Ustlinde ise cok iyi ve 4’in Ustlinde ise son derece iyi model olarak
degerlendirilmektedir [129]. Cok iyi model olarak kabul edilen, yabanil tip TaPIN1
modelin LGscore degeri 2.759 ve dogru model olarak kabul edilen minimizasyon

sonrasi mutant TaPIN1 modelin LGscore degeri 2.261 olarak belirlenmistir.

Son olarak modellerin validasyonu icin kullanilan RAMPAGE programi [130], protein
yapisindaki amino asit rezidilerin phi () ve psi ({) adi verilen dihedral agilarin grafigini
sunan Ramachandran diyagramini [146] olusturmaktadir. Diyagramda ¢ degerleri x-
ekseninde,  degerleri y-ekseninde yer almaktadir. Modellerin iyi kalitede oldugu
yorumlanabilmesi i¢cin Ramachandran diyagraminda asil bolgedeki rezidi yizdesi %90

ve Uzeri olmasi beklenmektedir [147]. Enerji minimizasyon sonrasi yabanil tip TaPIN1
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modelinin Sekil 3.21’de yer alan Ramachandran diyagramindaki asil bdlge, kabul
edilebilir bolge ve dis bolgedeki rezidi yizdeleri sirasiyla %90, %7,1, %2.9'dur. Eneriji
minimizasyon sonrasi mutant TaPIN1 modelinin Sekil 3.22’de yer alan Ramachandran
diyagramindaki asil bolge, kabul edilebilir bolge ve dis bolgedeki rezidii yizdeleri
sirasiyla %91.4, %8.6 ve %0’dir. Her iki tip TaPIN1 homoloji modellerin asil bélgedeki

rezidi yuzdeleri dikkate alindiginda modellerin iyi kalitede oldugu kabul edilmistir.

R
- 23 L

-
x
4 45 FROH
ool ey = 5
= ST x
o Y
= T
- -
-~ ..-_- =
m 47 ASH
-1pp
R [ w0
= A Gasnsral/ Prs- Proy Prolines. Feosoured Gasnsral/ Prs- Proy Prolins Allowsd
= Glydne Favournsd Glydne Alowsd

Sekil 3.21 Enerji minimizasyon sonrasi yabanil tip TaPIN1 modelinin Ramachandran
diyagrami. Asil bolgeler mavi, kabul edilebilir bélgeler turuncu ve dis bolgeler beyaz ile
ifade edilmistir.
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Sekil 3.22 Enerji minimizasyon sonrasi mutant TaPIN1 modelinin Ramachandran
diyagrami. Asil bolgeler mavi, kabul edilebilir bélgeler turuncu ve dis bolgeler beyaz ile
ifade edilmistir.

3.1.7 Potansiyel inhibitorlerin Belirlenmesi icin Molekiiler Kenetlenme Temelli

Sanal Tarama

Schrédinger tarafindan sunulan Small - Molecule Drug Discovery yazilimi kullanilarak
Maestro 2017.1 araylz programi Uzerinde GLIDE ile molekiler kenetlenme
gercgeklestirilmistir. 2979 naftakinon tiirevlerinden olusan sanal kiitliphane, baslangicta
mutant TaPIN1’in aktif bolgesi ile sirasiyla GLIDE HTVS, SP ve XP metodolojisine gore
kenetlenmistir [101], [105]. 2979 kenetlenmis bilesiklerin HTVS ile en iyi % 30'u,
ardindan SP skorlama fonksiyonuna goére en iyi % 20’si ve son olarak XP skorlama
fonksiyonu uygulanarak en iyi % 10’u secilerek ligandlarin sayisi 33’e indirgenmistir.
Kenetlenmis 33 bilesik, en glivenilir skorlama fonksiyonu olan XP GlideScore’a goére
siralanarak ligand sayisi 10’a indirgenmistir (Cizelge 3.1). Ardindan belirlenen 10 ligand
yabanil tip TaPIN1’in aktif bolgesi ile kenetlenerek XP GlideScore’a gore siralanmistir
(Cizelge 3.2). Mutant ve yabanil tip TaPIN1 enzimleri ile kenetlenmis bilesiklerin
serbest baglanma enerjileri MM/GBSA metodolojisi ile hesaplanmistir ve sirasiyla
Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2’de yer almaktadir. Buparvaquone ile kenetlenmis yabanil tip
ve mutant TaPIN1 sonucunda elde edilen XP GScore degerleri ve MM/GBSA
metodolojisi ile belirlenmis serbest baglanma enerijileri, 6nci ligandlar ile elde edilen

degerlerle karsilastiriimistir (Cizelge 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)
bilesikler, XP GScore siralamasina gore her iki tip enzime karsi en ylksek degeri
gostermistir ve ileri molekiiler dinamik similasyon c¢alismalarinda kullaniimistir.
5304752 ligand, yabanil tip (Sekil 3.23) ve mutant TaPIN1 (Sekil 3.24) enzimlerine karsi
sirasiyla -8.176 kcal/mol ve -7.789 kcal/mol XP GScore degeri gosterirken, MM/GBSA
metodolojisine gore serbest baglanma enerjisi sirasiyla -42.328 kcal/mol ve -39.319
kcal/mol’dur. 9993782 (6-acetyl-1,4,5,7,8-pentahydroxynaphthalene-2,3-dione) ligandi
ise yabanil tip (Sekil 3.25) ve mutant (Sekil 3.26) TaPIN1 enzimlerine karsi sirasiyla -
7.162 and -7.680 kcal/mol XP GScore baglanma afinitesi gostermesine karsin,
MM/GBSA metodolojisi ile hesaplanan serbest baglanma enerjisi yabanil tip TaPIN1

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

Buparvaquone ile yabanil tip (Sekil 3.27) ve mutant (Sekil 3.28) TaPIN1 enzim yapilarin
kenetlenmesi sonucunda elde edilen buparvaquone XP GScore degerleri sirasiyla -
3.748 ve -3.296 kcal/mol ve MM/GBSA metodolojisi ile belirlenmis serbest baglanma

enerijileri sirasiyla -30.285 ve -35.192 kcal/mol’dur.

5304752, 9993782 ligandlari ve buparvaquone ilacinin yabanil tip ve mutant TaPIN1
enzimleri ile kenetlenmesi sonucu meydana gelen etkilesimler (sirasiyla Cizelge 3.3 ve
Cizelge 3.4) dikkate alinarak Bolim 2.2.8’de yer alan formillere dayanarak belirlenen
XP Gscore ve AG degerleri kiyaslandiginda, 5304752 ligandi buparvaquone gore, hem
mutant (Cizelge 3.1) hem yabanil tip TaPIN1 (Cizelge 3.2) enzimlerine karsi daha yiiksek
XP Gscore ve AG (serbest baglanma enerijisi) degeri buna bagl olarak her iki tip enzime
karsi daha yliksek baglanma afinitesi sergilemektedir. 9993782 ligandi buparvaquone
gore mutant TaPIN1’e karsi (Cizelge 3.1) daha yliksek XP Gscore degeri gosterirken, AG
degeri daha dusuktir. Ayni sekilde, 9993782 ligandi buparvaquone goére yabanil tip
TaPIN1’e karsi (Cizelge 3.2) daha yiksek XP Gscore degeri gosterirken, AG degeri
oldukca dusliktir. Fakat XP Gscore degerleri goze alindiginda, 9993782 ligandi
buparvaquone goére her iki tip enzime karsi daha vyiksek baglanma afinitesi

sergilemektedir.
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Cizelge 3.1 Mutant TaPIN1’in 6ngorilen yapisi ile kenetlenmis 10 tane bilesigin GLIDE
XP Score siralamasi ve serbest baglanma enerjileri (AG).

XP GScore AG

PubChem ID Bilesik ad (kcal/mol) | (kcal/mol)

4-hydroxy-3-[3,4,5-trihydroxy-6-
5304752 (hydroxymethyl) oxan-2- -7.789 -39.319
ylloxynaphthalene-1,2-dione

6-acetyl-1,4,5,7,8-
9993782 pentahydroxynaphthalene-2,3- -7.680 -20.159
dione

3-butanoyl-4,5,7-
23247376 trihydroxynaphthalene-1,2- -7.501 -20.465
dione
6-ethyl-4,5,7,8-
15531414 tetrahydroxynaphthalene-1,2- -7.453 -1.899
dione
6-ethyl-1,4,5,7-
619522 tetrahydroxynaphthalene-2,3- -7.223 -17.648
dione
3,6-diacetyl-4,5,7,8-
5364026 tetrahydroxynaphthalene-1,2- -7.139 -15.740
dione
7-acetyl-1,5,6,8
12442938 tetrahydroxynaphthalene-2,3- -6.931 -11.941
dione
2-(2-acetyl-3-hydroxycyclohex-
102237415 2-en-1-yl)-8- -6.648 -37.525
hydroxynaphthalene-1,4-dione
4,5,6,8-
12009390 tetrahydroxynaphthalene-1,2- -6.574 -8.724
dione

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

12313086 --6.572 -23.048

71768 Buparvaquone -3.296 -35.192
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Gizelge 3.2 Yabanil tip TaPIN1’in 6ngorilen yapisi ile kenetlenmis 10 tane bilesigin
GLIDE XP Score siralamasi ve serbest baglanma enerjileri (AG).

- XP-GScore AG
PubChem ID Bilesik adi (kcal/mol) (keal/mol)
4-hydroxy-3-[3,4,5-trihydroxy-6-
5304752 (hydroxymethyl)oxan-2- -8.176 -42.328
ylloxynaphthalene-1,2-dione
6-acetyl-1,4,5,7,8-
9993782 pentahydroxynaphthalene-2,3- -7.162 3.918
dione
12009390 4,5,6,8—tetrahydrgxynaphthaIene— 6.967 23137
1,2-dione
3,6-diacetyl-4,5,7,8-
5364026 tetrahydroxynaphthalene-1,2- -6.758 -7.047
dione
6-ethyl-1,4,5,7-
619522 tetrahydroxynaphthalene-2,3- -6.628 -7.860
dione
4,5,6,7,8-pentahydroxy-3-
12313086 methoxynaphthalene-1,2-dione - -26.971
6-ethyl-4,5,7,8-
15531414 tetrahydroxynaphthalene-1,2- -5.906 -6.110
dione
2-(2-acetyl-3-hydroxycyclohex-2-
102237415 en-1-yl)-8-hydroxynaphthalene- -5.104 -34.238
1,4-dione
7-acetyl-1,5,6,8
12442938 tetrahydroxynaphthalene-2,3- -5.091 -7.551
dione
3-butanoyl-4,5,7-
23247376 trihydroxynaphthalene-1,2-dione 4831 -34.740
71768 Buparvaquone -3.748 -30.285
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Gizelge 3.3 5304752, 9993782 ligandlarin ve buparvaquone ilacinin yabanil tip
(WTaPIN1) enzimi ile kenetlenmesi sonucu etkilesim gosterdigi rezidler.

*
TaPINL 304752 ~wTaPIN1
katalitik . R
- etkilesim rezilileri
rezidiiler
His34 His34 (polar etkilesim)
Cys92 Cys92 (.hld.rOfObIk
etkilesim)
His136 His136 (polar etkilesim)
Lys38 Lys38 (e!ek'Frostatlk
etkilesim)
Argd3 Argd3 (elektrostatik

etkilesim)
Asnd7 (iki hidrojen bag)

Asn44 (hidrojen bag)

Val46 (hidrojen bag)

Ser133 (iki hidrojen bag)

GIn110 (polar etkilesim)

Ser93 (polar etkilesim)

Ser94 (polar etkilesim)

Met109 (hidrofobik
etkilesim)

Leu101 (hidrofobik
etkilesim)

Argd8 (elektrostatik
etkilesim)

9993782- wTaPIN1
etkilesim rezidiileri

His34 (polar etkilesim)

Cys92 (hidrofobik
etkilesim)

His136 (polar etkilesim)

Lys38 (elektrostatik
etkilesim)

Asn47 (hidrojen bag)

Ser133 (hidrojen bag)

GIn110 (hidrojen bag)

Ser93 (hidrojen bag)

Ser94 (polar etkilesim)
Met109 (hidrofobik
etkilesim)

Leu101 (hidrofobik
etkilesim)

Leu36 (hidrofobik
etkilesim)

Buparvaquone-
yabanil tip TaPIN1
etkilesim rezidileri

His34 (polar etkilesim)

Cys92 (hidrofobik
etkilesim)

His136 (polar
etkilesim)

Lys38 (elektrostatik
etkilesim)

Arg43 (elektrostatik
etkilesim)
Asn47 (hidrojen bag)
Asn44 (polar
etkilesim)

Val46 (hidrofobik
etkilesim)

Ser133 (iki hidrojen
bag)

GIn110 (polar
etkilesim)

Ser93 (polar etkilesim)

Ser94 (polar etkilesim)

Met109 (hidrofobik
etkilesim)

Leu36 (hidrofobik
etkilesim)

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

alinarak belirlenmisgtir.
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Cizelge 3.4 5304752, 9993782 ligandlarin ve buparvaquone ilacinin mutant (mTaPIN1)
enzimi ile kenetlenmesi sonucu etkilesim gosterdigi rezidiler.

*
TaPINL - 5304752 -mTaPINI
katalitik . T
- etkilesim reziiileri
rezidiler
His34 His34 (polar etkilesim)
Cys92 (hidrofobik
Cys92 etkilesim)
His136 His136 (polar etkilesim)
Lys38 Lys38 (e.lekt.rostatlk
etkilesim)
Argd3 Argd3 (e.lek'Frostatlk
etkilesim)

Asn47 (iki hidrojen bag)
Asn44 (hidrojen bag)
Val46 (hidrojen bag)

Ser133 (iki hidrojen bag)

GIn110 (polar etkilesim)
Ser93 (polar etkilesim)

Ser94 (polar etkilesim)

Met109 (hidrofobik
etkilesim)
Leu101 (hidrofobik
etkilesim)
Arg48 (elektrostatik
etkilesim)

9993782-mTaPIN1
etkilesim rezidiileri

His34 (polar etkilesim)

Cys92 (hidrofobik
etkilesim)

His136 (polar etkilesim)

Lys38 (tuz kopriisi)

Asn47 (hidrojen bag)

Ser133 (hidrojen bag)

GIn110 (polar etkilesim)

Ser93 (hidrojen bag
etkilesim)

Met109 (hidrofobik
etkilesim)
Leu101 (hidrofobik
etkilesim)
Arg48 (elektrostatik
etkilesim)

Thr131 (polar etkilesim)

Leu36 (hidrofobik
etkilesim)
Phe113 (hidrofobik
etkilesim)

Buparvaquone-

mTaPIN1 etkilesim

rezidiileri

His34 (polar etkilesim)

Cys92 (hidrofobik

etkilesim)
His136 (polar
etkilesim)

Lys38 (elektrostatik

etkilesim)

Asnd7 (polar
etkilesim)
Asnd4 (polar
etkilesim)

Ser133 (polar
etkilesim)
GIn110 (polar
etkilesim)
Ser93 (polar
etkilesim)
Ser94 (polar
etkilesim)
Met109 (hidrofobik
etkilesim)
Leu101 (hidrofobik
etkilesim)

Leu36 (hidrofobik
etkilesim)
Phe113 (hidrofobik
etkilesim)
Lys97 (elektrostatik
etkilesim)

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

alinarak belirlenmisgtir.
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(b)

(a)

Charged (negative) Polar - Distance —  Sakt bridge

@ Charged (posttive) @ Unspedfied residue - H-bond Salvent exposure
Glydine r —  Metal coordination

) Hydraphobic Hydration site e PiPismckng

@ Metl % Hydration site (dispaced) —e Pi-ation

Sekil 3.23 Yabanil tip TaPIN1’in 6ngorilen yapisi ile 5304752 PucbChem erisim
numarasina sahip bilesigin kenetlenmis kompleksi. (a) Yapisal goriiniim; (b) Ligand
etkilesim diagrami.

(a)

o
Iﬂl‘
HIE ==
14 e
@ Chorged (regative) Pelar - Distance —  Salt bridge:
@ Charged (postive) @ Urespedfied residue = Hebond Sahvert exposue
Ghydne Water —  Metl coordnation
Hayek ophekae My atian site s Pistackeg
¥ Hydrabonste (dsoaced) —e Praton

Sekil 3.24 Mutant TaPIN1’in 6ngorilen yapisi ile 5304752 PucbChem erisim
numarasina sahip bilesigin kenetlenmis kompleksi. (a) Yapisal gériiniim; (b) Ligand
etkilesim diagrami.
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(a) (b)

109

SER
94

as s®
EE R N
Q Charged (negative) Polar - Distance — Salt bridge
@ Charged (positive) @  Unspecified residue - H-bond Solvert exposure
Glydne Water — Metal coordination
_ Hydrophaobic Hydration site e Pi-Pi stacking
@ el X Hydrationsite (displaced) —e  Pi-ation

Sekil 3.25 Yabanil tip TaPIN1’in 6ngorilen yapisi ile 9993782 PucbChem erisim
numarasina sahip bilesigin kenetlenmis kompleksi. (a) Yapisal gériiniim; (b) Ligand
etkilesim diagrami.

HIS

(a) (b) 5

]

110 2 B =
LEY \
101
ors
92
Q Charged (negative) Polar -~ Distance —  Salt bridge
) Charged (positive) @ Unspedfied residue ~»  H-bond Solvent exposure
Glydne Water —  Metzl cordination
' Hydrophobic Hydration site e Pi-Pistacking
© Mezl X Hydration site (displaced) —e Pi-cation

Sekil 3.26 Mutant TaPIN1’in 6ngdrilen yapisi ile 9993782 PucbChem erisim
numarasina sahip bilesigin kenetlenmis kompleksi. (a) Yapisal goriniim; (b) Ligand
etkilesim diagrami.
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§ Charged (negative) Poar - Dt
Charged (postive) @  Unspectied residue = H-bon Solvent exposure
Gycine Water

Ly i : - P
@ retal X Hydraton site (displaced) —®  Pi-aation

Sekil 3.27 Yabanil tip TaPIN1’in 6ngorilen yapisi ile buparvaqguone ilacinin kenetlenmis
kompleksi. (a) Yapisal gériiniim; (b) Ligand etkilesim diagrami.

(b)

D Charged [negative) . Pder -
Charged (pesitive) @ Unspecfied residue -~ H-bond Solvant exposure
i water

_ Hydrophabic Hydratian site ®e pifistacking
@ Metal X Hydration sie (displaced) —% Pration

Sekil 3.28 Mutant TaPIN1’in 6ngoriilen yapisi ile buparvaquone ilacinin kenetlenmis
kompleksi. (a) Yapisal gériiniim; (b) Ligand etkilesim diagrami.

3.1.8 Segilen Oncii Ligandlar ile Molekiiler Dinamik Simiilasyon Calismalari

MD similasyon calismalari, ligand tarafindan indiiklenen protein konformasyon
degisiklikleri ve ligand-reseptdor kompleks yapi stabilitesi degerlendirilmistir. Ligand
bagh ve ligand bagl olmadan yabanil ve mutant TaPIN1 modelleri icin sirasiyla 100
nanosaniye (ns) ve 50 ns MD simiilasyonlari sonucunda elde edilen root mean square
deviation (RMSD) ve root mean square fluctuation (RMSF) degerleri ile protein-ligand

sistemlerin stabilitesi ve pozisyonlari arasindaki sapma incelenmistir. RMSD, protein-
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ligand atomlari arasindaki mesafeyi ifade etmektedir ve sistemlerin similasyon
sirasinda ne zaman dengeye ulastigl hakkinda bilgi vermektedir [148]. Ligand bagli
olmadan yabanil tip ve mutant TaPIN1 enzimlerin RMSD grafigi Sekil 3.29'da yer
almaktadir. Her iki tip enzimdeki 1-30 arasi rezidiler ikincil bir yapi olusturmamaktadir
ve RMSD degerini gereksiz yere yukselttigi i¢in goz ardi edilmistir. Yabanil tip ve mutant
TaPIN1’in ortalama RMSD degerleri sirasiyla 2,107 ve 2,572 A’dur. Yabanil tip proteinin
RMSD grafigi incelendiginde, diiz bir plato gézlenememektedir. Mutant TaPIN1 RMSD

grafiginde ise 6nemli sapmalar gdzlenmemistir.

RAMSD

Mutant (30-142 residues)
wild {30-142 residues) -------

AMSD (A)

0 1 1 1 1 1
0 10000 20000 30000 40000 50000 60000

Time (ps)

Sekil 3.29 Ligand bagli olmadan yabanil tip ve mutant TaPIN1 modellerin 50 ns MD
similasyonu sonucu elde edilen RMSD grafigi.

XP GlideScore siralamasina gore baglanma afinitesi en yiiksek olan iki kenetlenmis
bilesik (5304752 ve 9993782 PubChem ID’li ligandlar) ileri MD simiilasyon galismalari
icin secilmistir. Her iki tip TaPIN1’in 6ngoriilen yapilari ile kenetlenmis bilesiklerin 100
ns boyunca MD simiilasyonu sonucu elde edilen RMSD grafigi Sekil 3.30’da yer

almaktadir.

5304752-yabanil tip TaPIN1 kenetlenmis yapi 57 ns’ye kadar kademeli artis
gostermektedir. 57-100 ns arasinda sistem ortalama 3.706 A RMSD degeri ile dengeye
ulagmigtir. 9993782 — yabanil tip TaPIN1 kenetlenmis yapi 80 ns boyunca RMSD degeri
3 A sularinda iken aniden 80-95 ns periyodunda artis gdstermistir ve ortalama 3.219 A

RMSD degeri sunmustur. 5304752 ile mutant TaPIN1 kenetlenmis yapisi ortalama
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2.070 A RMSD degerine sahiptir ve 100 ns MD simiilasyonu boyunca RMSD grafiginde
onemli bir sapma gostermemektedir. Ligand 9993782 ile mutant TaPIN1 kenetlenmis
kompleks yapi 55 ns’de dengeye ulasincaya kadar kademeli artis gbstermistir ve 55-100

ns arasinda ortalama 2,416 A RMSD degerine sahiptir.

RMSD

T
5304752_mTaPIN1
5304752 wTaPIN1 -------
99937682_mTaPINT --------
5| 9993782_wTaPIN1

RMSD (A)

0 20000 40000 60000 80000 100000 120000
Time (ps)

Sekil 3.30 Yabanil tip ve mutant TaPIN1’in 6ngdrilen yapilariile kenetlenmis 6nci
bilesiklerin 100 ns boyunca MD simiilasyonu sonucu elde edilen RMSD grafigi

Protein stabilitesi hakkinda bilgi veren, ligand bagh olmadan ve ligand bagh her iki tip
enzimin tim rezidileri icin RMSF grafigi sirasiyla Sekil 3.31 ve 3.32’de yer almaktadir. 1
ve 30 rezidiler arasindaki salinimlar, belirtilen bdlgede ikincil yapi olmamasindan
kaynaklanmaktadir. RMSF grafikleri karsilastirildiginda, her iki 6nci ligand bagli yabanil
tip TaPIN1 enzimin 100-125 rezidlleri arasinda 6nemli salinimlar gézlenmistir. 5304752
ligand bagh mutant TaPIN1 enzimin 45-55 rezidileri arasinda salinimlar gosterirken,

9993782 ligand varliginda MD simiilasyonu boyunca énemli salinimlar gézlenmemistir.
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Sekil 3.31 Ligand bagh olmadan yabanil tip ve mutant TaPIN1 proteinlerin 50 ns MD
simulasyonu sonucu elde edilen tiim rezidllerine ait RMSF degerleri.
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Sekil 3.32 Oncii ligandlarin varliginda yabanil tip ve mutant TaPIN1 proteinlerin 100 ns
MD simulasyonu sonucu elde edilen tiim rezidllerine ait RMSF degerleri.

5304752-yabanil tip TaPIN1 kenetlenmis kompleks yapinin 100 ns MD simiilasyon
oncesi ligand baslangi¢ pozisyonunda, Asn47, Asn4d4, Vald6 ve Serl33 yabanil tip
TaPIN1 protein rezidiileri ile hidrojen bagi olusturmustur. Ayrica polar etkilesimler
His136, GIn110, His34, Ser93 ve Ser94 rezidileri ve hidrofobik etkilesimler Met109,
Leu101 ve Cys92 protein rezidileri ile ligand arasinda gozlenmistir. Pozitif yikli Lys38,
Argd3 ve Argd8 rezidiileri elektrostatik etkilesimlerin olusmasini saglamistir (Sekil
3.23b). Yabanil tip TaPIN1 ile 100 ns boyunca simiilasyonu sonucunda ise, 5304752

ligand ilk pozisyonundan farkli olarak GIn110 ve LeulO1l rezidiler ile hidrojen bagi
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olusturmustur. Polar etkilesimler Ser94, His34, His136 ve Thr108 rezdileri ile meydana
gelmistir. Leu36, Met109 ve Phel13 yabanil tip protein rezidiileri simiilasyon sonrasi
ligand ile hidrofobik etkilesimlere katki saglamistir. Elektrostatik etkilesim sadece Lys97
rezidlisl aracihigl ile gerceklesmistir (Sekil 3.33b). Cizelge 3.5 incelendiginde,
similasyon oOncesi 5304752 ligandin baslangi¢ pozisyonunda, hPIN1’deki katalitk
rezidiler [55], [57], [58] referans alinarak belirlenmis tim TaPIN1 katalitik rezidileri
(His34, Cys92, His136, Lys38 ve Arg43) ile etkilesimde oldugu, simiilasyon sonrasi son
pozisyonunda ise sadece His34 ve His136 katalitik rezidiler ile etkilesimini korudugu
gozlenmistir. Pymol [149] programi kullanilarak 5304752-yabanil tip TaPIN1
kenetlenmis kompleks yapinin MD similasyon Oncesi ve sonrasi  goriintileri
siiperimpoze edilerek, ligandin protein (zerinde bulundugu bolge vya da
pozisyonlarindaki degisiklikler incelenmistir ve protein baglanma bdlgesinden
tamamen c¢ikmadigl ama pozisyon degistirdigi gozlenmistir (Sekil 3.33a). Elde edilen
sonuglar ile birlikte 5304752-yabanil tip TaPIN1 RMSD grafigi (Sekil 3.30)
incelendiginde, ligandin 100 ns simiilasyon boyunca farkli rezidiler ile etkilesime
girerek protein aktif bolgesinde gezindigi soylenebilmektedir. Tim bu sonuglar
dogrultusunda, 5304752 ligandi, similasyon Oncesi ve sonrasinda aktif baglanma
bolgesinde bulunmasi ve katalitik rezidiiler ile etkilesiminin gdzlenmesi sonucunda

yabanil tip TaPIN1’e karsi potansiyel inhibitor olabilecegi ongérulmustir.

5304752 ligand bagli mutant TaPIN1 enzimin MD simuilasyon oncesinde ligand
baslangic pozisyonunda Asn44 ve Asn47 protein rezidileri ile hidrojen bagi
olusturmustur. Ayrica, elektrostatik etkilesim pozitif yikli Arg48 rezidisi ile, polar
etkilesimler GIn110, His34, His136, Ser94, Ser93, Serl33 ve hidrofobik etkilesimler
Phel13, Met109, Leul01, Val46, Leu36 ve Cys92 protein rezidileri ile ligand arasinda
meydana gelmistir. Tuz koprisi sadece Lys38 rezidisi ile gerceklesmistir (Sekil 3.24b).
100 ns MD simiilasyon sonrasinda, ligand mutant TaPIN1’in Ser133, Lys38, Glu91 ve
Ser93 rezidileri ile hidrojen bagi olusturmustur. Hidrofobik etkilesimler Leul01,
Phel13, Leu36, Cys92 and Val46 rezidileri ve polar etkilesimler His136, Thr131, Asn44,
Asnd7 ve His34 rezidileri araciligiyla gerceklesmistir (Sekil 3.34b). Cizelge 3.6
incelendiginde, 5304752 ligand, hem MD similasyon 6ncesi hem de sonrasinda Arg43

hari¢ His34, Cys92, His136 ve Lys38 katalitik rezidileri ile etkilesim gostermistir.
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5304752-mutant TaPIN1 kenetlenmis kompleks yapinin RMSD grafigi (Sekil 3.30) de
dikkate alindiginda ligandin similasyon boyunca kararli yapisini slrdirdigid ve
simiilasyon oncesi ve sonrasi gorintiilerin sliperimpozisyonu ligandin aktif boélgeden
cikmadigini (Sekil 3.34a) gostermektedir. Bu sonuclar dogrultusunda, 5304752 ligandi,
mutant TaPIN1 substrati igin antagonist gorevi alarak potansiyel inhibitor olarak

degerlendirilebilecegi ongorilmustdr.

9993782 — yabanil tip TaPIN1 kenetlenmis kompleks yapinin MD similasyon Oncesi
ligand baslangi¢c pozisyonunda, Ser93, Asn47, Serl133 ve GIn110 protein rezidileri ile
hidrojen bagi olusturmusken, Leu101, Met109, Leu36 ve Cys92 rezidiler ile hidrofobik
etkilesimler gdstermistir. Ayrica, polar etkilesimler His136 ve Ser94, elektrostatik
etkilesim ise sadece pozitif yukli Lys38 rezidiisi ile ligand arasinda meydana gelmistir
(Sekil 3.25b). 9993782 — yabanil tip TaPIN1 kenetlenmis kompleks yapinin 100 ns MD
simiilasyonu sonucunda ligand ile iki hidrojen bagi Lys97 ve Uc¢ hidrojen bagi Arg96
rezidlleri araciligiyla olusmustur. Polar etkilesimler ligand ile Ser93 ve Ser94 protein
rezidileri arasinda meydana gelmistir fakat hidrofobik ve elektrostatik etkilesimler
gozlenmemistir (Sekil 3.35b). Cizelge 3.7 irdelendiginde, simiilasyon éncesinde ligand,
Arg43 harig, yabanil tip TaPIN1 enzimin sadece His34, Cys92, His136 ve Lys38 katalitik
rezidileri ile etkilesim gosterirken, 100 ns simulasyon sonrasinda belirlenmis katalitik
rezidller ile herhangi bir etkilesim gdstermemistir. Ayrica, simiilasyon dncesi ve sonrasi
gorintilerin siperimpozisyonu sonucunda ligandin ilk pozisyonundan tamamen farkli
olarak aktif bolge disinda oldugu gozlemlenmistir (Sekil 3.35a). Ligand etkilesim
rezidileri ve sliperimpozisyon sonucu goze alindiginda 9993782 — yabanil tip TaPIN1
kenetlenmis kompleks yapinin similasyon sonrasi RMSD grafiginde (Sekil 3.30)
gozlenen salinimlar ligandin simiilasyon boyunca protein etrafinda gezindigini ifade
etmektedir. Tim bu sonuglar dogrultusunda, 6zellikle similasyon sonucunda 9993782
ligandin katalitik rezidiler ile etkilesim gostermemesi ve aktif cep bolgenin disinda
bulunmasi, yabanil tip TaPIN1 enzim icin 9993782 bilesiginin potansiyel inhibitor

olabilecegi soylenememektedir.

Ligand 9993782 ile mutant TaPIN1 enzimin kenetlenmis yapisinin 100 ns MD

similasyonu 6ncesi baslangi¢ pozisyonunda ligand ile Ser133, Asn47 ve Ser93 mutant

protein rezidiileri arasinda hidrojen bagi olusmustur. GIn110, His34, His136 ve Thr131
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rezidller polar etkilesimlerin olusmasinda yer almistir. Hidrofobik etkilesimler ise
Leu101, Met109, Phel13, Leu36 ve Cys92 mutant protein rezidileri ile ligand arasinda
meydana gelmistir. Ligand ile Lys38 arasinda tuz koprusl, Argd8 rezidlisu ile
elektrostatik etkilesim meydana gelmistir (Sekil 3.26b). Ligand 9993782 bagli mutant
TaPIN1 kompleks yapinin similasyonu sonrasinda ise ligand ile Arg48 arasinda g
hidrojen bagi, Ser93 arasinda iki hidrojen bagi ve Lys38 arasinda bir hidrojen bagi
meydana gelmistir. Polar ve hidrofobik etkilesimler sirasiyla Asn44, Asn47 ve Val46,
Cys92 rezidileri ile gergeklestirilmistir (Sekil 3.36b). Cizelge 3.8’de ligand etkilesimleri
incelendiginde 9993782 ligandi baslangi¢c pozisyonunda His34, Cys92, His136 ve Lys38
katalitik rezidileri ile, simiilasyon sonrasinda ise sadece Cys92 ve Lys38 katalitik
rezidileri ile etkilesim gostermistir.MD simiilasyon 6ncesi ve sonrasi gorintiilerin
siperimpozisyonu incelendiginde, ligandin baslangic pozisyonunu degistirdigi fakat
aktif bolgeye yakin bir yerde konumlandigi gozlenmistir (Sekil 3.36a). 9993782-mutant
TaPIN1 kompleks yapinin simiilasyon sonrasi RMSD grafik (Sekil 3.30) sonuglari
irdelendiginde onemli sapmalar gézlenmemistir ve similasyon boyunca aktif bolgeye
yakin belirtilen rezidiler ile etkilesimde bulundugu o6ngoérilmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda, 9993782 ligandin mutant TaPIN1 enzimin aktif baglanma bdlgesine
yakin katalitik rezidiler ile etkilesim icerisinde bulunmasi sonucunda, 9993782 bilesigi

mutant TaPIN1 enzimine karsi potansiyel inhibitor olabilecegi 6ngorilmustir.
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Sekil 3.33 (a) 5304752 ligand bagli yabanil tip TaPIN1 kompleks yapinin similasyon
Oncesi ve sonrasi konformasyonlarin stiperimpozisyonu. Similasyon éncesi baslangi¢
konformasyon turuncu ile; similasyon sonrasi son konformasyon yesil ile
gosterilmistir. (b) MD simiilasyon sonrasi ligand etkilesim diyagrami.

(a) (b) g : \\
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@) Charged (negative) S Polar - Distance —  Salt bridge
@  Charged (positive) @ Unspedfied residue #  H-bond Solvent expost

Glycine V. Metal coordination
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Sekil 3.34 (a) 5304752 ligand bagli mutant TaPIN1 kompleks yapinin similasyon dncesi
ve sonrasi konformasyonlarin siiperimpozisyonu. Simtlasyon dncesi baslangi¢
konformasyonu turuncu ile; similasyon sonrasi son konformasyon yesil ile
gosterilmistir. (b) MD simiilasyon sonrasi ligand etkilesim diyagrami.

86



(a) (b)

Catalytic

M-terrminal @ Charged [regatsre) " Distarce — Skt bridge
W Charged (preitn) @ Ureperfied e +=  H-bord Salviert Exprare
Glyane Vater Metal coardnation
Hy ephobic Hydation site P stacking

v
ital ¥ Hydratinsie (deglaced) == Picatin

Sekil 3.35 (a) 9993782 ligand bagl yabanil tip TaPIN1 kompleks yapinin simtilasyon
oncesi ve sonrasi konformasyonlarin siiperimpozisyonu. Simiilasyon dncesi baslangic
konformasyonu turuncu ile; similasyon sonrasi son konformasyon yesil ile
gosterilmistir. (b) MD similasyon sonrasi ligand etkilesim diyagrami.
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Sekil 3.36 (a) 9993782 ligand bagli mutant TaPIN1 kompleks yapinin simiilasyon éncesi
ve sonrasi konformasyonlarin siiperimpozisyonu. Simtlasyon dncesi baslangi¢
konformasyonu turuncu ile; similasyon sonrasi son konformasyon yesil ile
gosterilmistir. (b) MD simiilasyon sonrasi ligand etkilesim diyagrami.
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Cizelge 3.5 TaPIN1 katalitik rezidiler ile, 5304752-yabanil tip (wTaPIN1) kompleks
yapinin similasyon éncesi ve sonrasi etkilesim rezidilerinin karsilastiriimasi.

TaPIN1 5304752 — wTaPIN1 simiilasyon 5304752 — wTaPIN1 simiilasyon

Katalitik oncesi etkilesim gosterdigi sonrasi etkilesim gosterdigi
rezidiiler rezidiiler rezidiiler
His34 His34 (polar etkilesim) His34 (polar etkilesim)
Cys92 Cys92 (hidrofobik etkilesim) -
His136 His136 (polar etkilesim) His136 (polar etkilesim)
Lys38 Lys38 (elektrostatik etkilesim) -
Arg43 Arg43 (elektrostatik etkilesim) -

Asn47 (iki hidrojen bag) -
Asn44 (hidrojen bag) -
Val46 (hidrojen bag) -

Ser133 (iki hidrojen bag) -

GIn110 (polar etkilesim) GIn110 (hidrojen bag)

Ser93 (polar etkilesim) -

Ser94 (polar etkilegim) Ser94 (polar etkilesim)
Met109 (hidrofobik etkilesim) Met109 (hidrofobik etkilesim)
Leu101 (hidrofobik etkilesim) Leu101 (hidrojen bag)
Arg48 (elektrostatik etkilesim) -

- Thr108 (polar etkilesim)
- Leu36 (hidrofobik etkilesim)
- Phel113 (hidrofobik etkilesim)

Lys97 (elektrostatik etkilesim)
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Cizelge 3.6 TaPIN1 katalitik rezidiler ile, 5304752 - mutant (mTaPIN1) kompleks
yapinin similasyon éncesi ve sonrasi etkilesim rezidilerinin karsilastiriimasi.

TaPIN1 5304752 — mTaPIN1 simiilasyon
Katalitik oncesi etkilesim gosterdigi
rezidiiler rezidiiler

His34 His34 (polar etkilesim)
Cys92 Cys92 (hidrofobik etkilesim)
His136 His136 (polar etkilesim)
Lys38 Lys38 (tuz koprusi)
Arg43 -

Asn44 (hidrojen bag)
Asn47 (hidrojen bag)
Arg48 (elektrostatik etkilesim)
GIn110 (polar etkilesim)
Ser94 (polar etkilesim)
Ser93 (polar etkilesim)
Ser133 (polar etkilesim)
Phel113 (hidrofobik etkilesim)
Met109 (hidrofobik etkilesim)
Leu101 (hidrofobik etkilesim)
Val46 (hidrofobik etkilesim)

Leu36 (hidrofobik etkilesim)
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5304752 — mTaPIN1 simiilasyon

sonrasi etkilesim gosterdigi
rezidiiler

His34 (polar etkilesim)
Cys92 (hidrofobik etkilesim)

His 136 (polar etkilesim)

Lys38 (hidrojen bag)

Asn44 (polar etkilesim)
Asn47 (polar etkilesim)

Arg48 (elektrostatik etkilesim)

Ser93 (hidrojen bag)
Ser133 (hidrojen bag)

Phel13 (hidrofobik etkilesim)

Leu101 (hidrofobik etkilesim)

Val46 (hidrofobik etkilesim)

Leu36 (hidrofobik etkilesim)
Glu91 (hidrojen bag)

Thr131 (polar etkilesim)



Cizelge 3.7 TaPIN1 katalitik rezidiler ile, 9993782 — yabanil tip (wTaPIN1) kompleks
yapinin similasyon éncesi ve sonrasi etkilesim rezidilerinin karsilastiriimasi.

TaPIN1 9993782 — wTaPIN1 simiilasyon 9993782 — wTaPIN1 simiilasyon

Katalitik oncesi etkilesim gosterdigi sonrasi etkilesim gosterdigi
rezidiiler rezidiiler rezidiiler

His34 His34 (polar etkilesim) -

Cys92 Cys92 (hidrofobik etkilesim) -

His136 His136 (polar etkilesim) -

Lys38 Lys38 (elektrostatik etkilesim) -

Arg43 - -

Ser93 (hidrojen bag) Ser93 (polar etkilesim)

Asn47 (hidrojen bag) -
Ser133 (hidrojen bag) -
GIn110 (hidrojen bag) -
Leu101 (hidrofobik etkilesim) -
Met109 (hidrofobik etkilesim) -
Leu36 (hidrofobik etkilesim) -

Ser94 (polar etkilesim) Ser94 (polar etkilesim)

- Arg96 (lic hidrojen bag)

- Lys97 (iki hidrojen bag)
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Cizelge 3.8 TaPIN1 katalitik rezidiiler ile, 9993782 — mutant (mTaPIN1) kompleks
yapinin similasyon éncesi ve sonrasi etkilesim rezidilerinin karsilastiriimasi.

TaPIN1 9993782 — mTaPIN1 9993782 — mTaPIN1 simiilasyon
Katalitik simiilasyon oncesi etkilesim sonrasi etkilesim gosterdigi
rezidiiler gosterdigi rezidiiler rezidiiler

His34 His34 (polar etkilesim) -
Cys92 Cys92 (hidrofobik etkilesim) Cys92 (hidrofobik etkilesim)

His136 His136 (polar etkilesim) -

Lys38 Lys38 (tuz kopriisi) Lys38 (hidrojen bag)
Argd3 - -

Ser133 (hidrojen bag) -
Asn47 (hidrojen bag) Asn47 (polar etkilesim)
Ser93 (hidrojen bag) Ser93 (iki hidrojen bag)
GIn110 (polar etkilesim) -
Thr131 (polar etkilesim) -
Leu101 (hidrofobik etkilesim) -
Met109 (hidrofobik etkilesim) -
Phe113 (hidrofobik etkilesim) -
Leu36 (hidrofobik etkilesim) -
Arg48 (elektrostatik etkilesim) Arg48 (¢ hidrojen bag)
- Asn44 (polar etkilesim)

- Val46 (hidrofobik etkilesim)
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BOLUM 4

DEGERLENDIRME VE ONERILER

4.1 Degerlendirme

insan peptidip prolil izomeraz (hPIN1) enziminin asiri ekspresyonu, Fbw7 timor
fonksiyonunu, Fbw7 dimerizasyonunu baskilamak suretiyle diizenlemektedir ve
Fbw7’nin kararliigini negatif diizenleyerek c-JUN gibi onkojen seviyelerinin artmasina
ve buna bagl olarak timor olusumuna neden olmaktadir [46]. Theileria annulata
paraziti, hPIN1 enzimi ile ayni yetenegi gosteren, timor baskilayici FBW7 proteinin
hiicre icerisindeki dengesini bozarak konak hiicre onkojenik sinyal yolagini manipiile
eden peptidil prolil izomeraz enzimini (TaPIN1) salgilamaktadir. TaPIN1 aracii FBW7
aktivitesinin baskilanmasiyla, enfekte hayvanlarda hiicre proliferasyonu ve metastaz
gibi kanser benzeri Ozelliklerin ortaya ¢ikmasina neden olan c-Jun proto-onkojen
seviyesi artmaktadir [48]. Theileria enfekte hayvanlar, bir hidroksinaftakinon ilag olan
buparvaquone’nun tek doz 2,5 mg/kg uygulanmasi ile tedavi edilmektedir.[20]. Fakat
buparvaquone tedavisine cevap vermeyen enfekte hayvanlar ile yapilan ¢alismalar
sonucunda TaPIN1 enziminin ilaca diren¢ gosteren A53P mutasyonu icerdigi

belirlenmistir [48].

Tez calismasinda, literatiirde ilk defa olmak Uzere, inhibitor adaylarin belirlenmesi
amaciyla naftakinon tlrevlerinden olusan bilesiklerin yabanil tip ve mutant TaPIN1
enzimleri ile molekiler kenetlenme calismalari gergeklestirilmistir. Belirlenen 6nci

ligandlar ile ileri molekiller dinamik simulasyon g¢alismalari yapilarak mutant TaPIN1
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enzimini baskilayacak ve hPIN1 kaynakli kanserlerin tedavisinde ilag yeniden
konumlandirma c¢alismalarinda kullanilmasi 6ngorilen inhibitorler belirlenmistir.
Ayrica, ileri in vitro karakterizasyon ve inhibitor test ¢alismalarinda kullanilmak zere
gen Uriinin elde edilmesine olanak saglayacak, TaPIN1 enzimini kodlayan gen

klonlanmistir.

intron iceren TaPIN1 geni E. coli BL21 (DE3) plLysS hiicrelerine transforme edildikten
sonra gozlenen beyaz kolonilerden intron igeren rekombinant plazmid DNA izole
edilmistir ve kalip olarak kullanilarak amplifiye edilmistir. PCR Urlini agaroz jelde
yirutilerek basarili transformasyon sonucu gézlenmistir (Sekil 3.3). intron iceren
rekombinant DNA (lizerinde yonlendirilmis mutagenez uygulanarak kodlamayan boélge
intron uzaklastirilmistir. intronu uzaklastirilan TaPIN1 enzimini kodlayan gen E. coli
BL21 (DE3) hicrelerine transforme edilmistir ve pozitif transformantlar koloni PCR
yontemi ile amplifiye edilerek dogrulugu analiz edilmistir (Sekil 3.7). intronun
uzaklastirildigi ve dogru gen bdlgesinin insersiyonu dizileme ile teyit edilmistir (Sekil

3.8-3.10).

Yabanil tip ve mutant TaPIN1 enzimlerine karsi potansiyel inhibitorler yapiya dayali ilag
tasarim ydntemi ile belirlenmistir. ilk olarak her iki tip enzimin homoloji modelleri
olusturularak geometri optimizasyonu, validasyonu ve modellerin dogrulugu analiz

edilmistir.

Yabanil tip ve mutant TaPIN1 proteinlerin ongoriilen yapilarina karsi naftakinon
tlrevleri taranarak yuksek baglanma afinitesine sahip 10 tane ligand segcilmistir.
Taranmis olan ligandlar XP GlideScore’a gore siralanmistir ve skoru en yiiksek olan iki
tane bilesik (5304752 ve 9993782 PubChem numarali bilesikler) segilerek yabanil tip ve

mutant proteinler ile ileri molekiiler dinamik yontemler kullanilarak simiile edilmistir.

5304752 ve 9993782, theileriosis tedavisinde etkili bir ilag olan buparvaquone’a gore
mutant ve yabanil tip TaPIN1 enzimlerine karsi daha yiksek XP GScore baglanma
afinitesi géstermistir. Serbest baglanma enerjileri kiyaslandiginda ise, sadece 9993782
ligandi yabanil tip enzimine karsi oldukga diisiik serbest baglanma enerjisi gdstermistir

(Cizelge 3.1 ve 3.2).
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5304752 ligand bagh yabanil tip TaPIN1 enzimin simiilasyon oncesi ve sonrasinda
konformasyonlari incelendiginde (Sekil 3.33a) ligandin aktif bolgeden ¢ikmadigi sadece
pozisyon degistirdigi gozlenmistir. Baslangi¢c pozisyonunda (Sekil 3.33b), hPIN1'deki
katalitk rezidiiler [55], [57], [58] referans alinarak belirlenmis tim TaPIN1 katalitik
rezidileri (His34, Cys92, His136, Lys38 ve Arg43) ile etkilesimde oldugu, similasyon
sonrasl son pozisyonunda ise sadece His34 ve His136 katalitik rezidiller ile etkilesimini
korudugu gozlenmistir (Cizelge 3.5). RMSD grafigine gore (Sekil 3.30) ligandin
similasyon boyunca proteinin aktif bolgesi ile etkilesim halinde oldugu gorilmektedir.
5304752 ligand bagh mutant TaPIN1 enziminin simiilasyon oOncesi ve sonrasinda
konformasyonlari karsilastinildiginda (Sekil 3.34a) ligandin baglangi¢ pozisyonuna yakin
bir yerde (aktif bolgede) olmasi kararhligini strdlrdigini gostermektedir. Ayrica
simiilasyon oOncesi baslangi¢c pozisyonu ve simiilasyon sonrasi son pozisyonundaki
ligand etkilesimleri (Sekil 3.24b ve 3.34b sirasiyla) irdelendiginde, ligandin Arg43 haric
His34, Cys92, His136 ve Lys38 katalitik rezidileri ile etkilesim igerisinde oldugu
gozlenmistir (Cizelge 3.6). Bu sonuglar dogrultusunda, RMSD grafigi (Sekil 3.30)
incelendiginde simiilasyon boyunca ligand proteinin aktif bolgesi ile siki baglanti
halinde oldugu dolayisiyla kararliigini  korudugu soylenebilmektedir. 5304752
PubChem numarasina sahip ligand ile yapilan calismalar sonucunda, ligandin hem
yabanil tip hem mutant TaPIN1’in aktif bolgesinde bulundugu gézlenmistir ve enzimin
substrati icin antagonist gorevi alarak, potansiyel inhibitor olarak degerlendirilebilecegi

ongorulmektedir.

9993782 ligand bagl yabanil tip TaPIN1 enzimin similasyon Oncesi ve sonrasinda
konformasyonlari incelendiginde (Sekil 3.35a) ligandin ilk pozisyonundan tamamen
farkl olarak aktif bolgeden ciktigl, baslangic ve son pozisyonlarindaki ligand etkilesim
diyagramlari (Sekil 3.25b ve 3.35b sirasiyla) sonuclarina gore, similasyon oncesinde
ligand, Arg43 harig, yabanil tip TaPIN1 enzimin His34, Cys92, His136 ve Lys38 katalitik
rezidileri ile etkilesim gosterirken, 100 ns simulasyon sonrasinda belirlenmis katalitik
rezidliler ile herhangi bir etkilesim gostermemistir (Cizelge 3.7). Bu sonuglar
dogrultusunda RMSD grafiginde (Sekil 3.30) gozlenen salinimlar ligandin simiilasyon
boyunca proteinin etrafinda gezindigini ifade etmektedir. 9993782 ligand bagl mutant

TaPIN1 enzimin simiilasyon Oncesi ve sonrasinda konformasyonlari karsilastirildiginda
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(Sekil 3.36a) ligandin baslangi¢ pozisyonunu degistirdigi ve aktif bolgeye yakin bir yere
yerlestigi gozlenmektedir. Baslangic ve son pozisyonlarindaki ligand etkilesim (Sekil
3.26b ve 3.36b sirasiyla) sonuclarina gore, ligand baslangic pozisyonunda His34, Cys92,
His136 ve Lys38 katalitik rezidileri ile, similasyon sonrasinda ise sadece Cys92 ve
Lys38 katalitik rezidileri ile etkilesim gostermistir (Cizelge3.8). Bu sonuglara gore,
RMSD grafigi (Sekil 3.30) incelendiginde dnemli sapmalarin gézlenmemesi ile, ligandin
similasyon boyunca aktif bolgeye yakin, belirtilen rezidiler ile etkilesimde bulundugu
soylenebilmektedir. 9993782 PubChem numarasina sahip ligand ile yapilan galismalar
sonucunda, ligandin yabanil tip TaPIN1 enzimin aktif bolgesinin disinda konumlandigi
ve stabil kalmadigl gézlemlenmistir. Fakat mutant TaPIN1’in aktif bolgesine yakin bir
yerde bulunmasi, enzimin substrati icin antagonist gorevi alarak, potansiyel inhibitor

olarak degerlendirilebilecegi 6ngorilmektedir.

4.2 Oneriler
Tez galismasinda in vitro ve in silico ¢galismalar ile elde edilen sonuglarin kullaniimasiyla;

e FE. coli hiicrelerine transforme edilen TaPIN1 genin ifade edilerek enzim aktivite

testlerinin yapilmasi ve TaPIN1 aktivitesinin onaylanmasi,

e FE. coli hicrelerine transforme edilen TaPIN1 genin ifade edilerek inhibitor test

calismalarinda kullanilmak Gzere proteinin saf olarak elde edilmesi,

e Potansiyel inhibitdr olarak dngérilen ligandlar (5304752 ve 9993782) ile in vitro

inhibisyon calismalarin yapilmasi,

e Yabanil tip ve mutant TaPIN1 ile naftakinon tiirevlerin molekiler kenetlenmesi
sonucu belirlenen buparvquone’a goére daha yuksek baglanma afinitesine sahip
diger 8 ligand ile ileri molekiiler dinamik simulasyon c¢alismalarinin

gerceklestirilmesi,

e Potansiyel inhibitor olarak 6ngorilen ligandlar (5304752 ve 9993782) ile TaPIN1
homologu olan insan PIN1 (hPIN1) kaynakh kanserlerin alternatif tedavi

edilebilmesine yonelik ilag yeniden konumlandirma calismalarinin yapilmasi,
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e Mevcut insan PIN1 inhibitorlerin yabanil tip ve mutant TaPIN1 enzimine karsi in ilico

tarama galismalari 6nerilmektedir.
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DiZILEME KROMATOGRAMI

Cizelge A.1 LIC 5’ primerler ile dizileme sonucu elde edilen kromatogram.
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Cizelge A.1 LIC 5’ primerler ile dizileme sonucu elde edilen kromatogram
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Gizelge A.2 LIC 3’ primerle ile dizileme sonucu elde edilen kromatogram.
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Cizelge A.2 LIC 3’ primerle ile dizileme sonucu elde edilen kromatogram

(devam).
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EK-B

LIGANDLARIN iKi BOYUTLU YAPILARI

Cizelge B.1 Naftakinon tirevlerini iceren bilesik kiitiiphanesinin mutant TaPIN1’e karsi
in silico taranmasi sonucu belirlenen 10 tane ligandin ve buparvaquone’nun iki boyutlu

yapilari.

PubChem ID

Bilesik adi

iki Boyutlu Yapilari

5304752

4-hydroxy-3-[3,4,5-
trihydroxy-6-
(hydroxymethyl) oxan-2-

ylloxynaphthalene-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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Cizelge B.1 Naftakinon tirevlerini iceren bilesik kiitiiphanesinin mutant TaPIN1’e karsi
in silico taranmasi sonucu belirlenen 10 tane ligandin ve buparvaquone’nun iki boyutlu
yapilari (devam).

PubChem ID Bilesik adi iki Boyutlu Yapilari

6-ethyl-1,4,5,7-
619522 tetrahydroxynaphthalene-
2,3-dione

3,6-diacetyl-4,5,7,8-
5364026 tetrahydroxynaphthalene-
1,2-dione

7-acetyl-1,5,6,8

12442938 tetrahydroxynaphthalene-
2,3-dione
2-(2-acetyl-3-
hydroxycyclohex-2-en-1-
10222485 yl)-8-hydroxynaphthalene-
1,4-dione
H._O 0
4,5,6,8- //»l\ A
12009390 tetrahydroxynaphthalene- ; Jw /| J/
1,2-dione o T g
u-° 0.,
H._0 0
4,5,6,7,8-pentahydroxy-3- n0~ /L A
12313086 methoxynaphthalene-1,2- l | E
dione H"O’ T = -.._0//
H0 0H
, 0
~_/
,r.-?{‘x A O /ux P
71768 Buparvaquone ' I l I\ f H
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EK-C

ONCU LIGANDLARIN ADME DEGERLERI

Schrodinger QikProp v5.1 [150] programi kullanilarak 5304752 ve 9993782 PubChem

numarali onci ligandlarin ADME (absorbsiyon, dagilim, metabolizma ve atilim)

ozellikleri belirlenmistir.

5304752 ligandi igsin ADME degerleri:

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)

Solute No. of Rotatable Bonds
Solute as Donor - Hydrogen Bonds
Solute as Acceptor - Hydrogen Bonds

Solute Globularity (Sphere=1) =

Solute lonization Potential (eV)

(eV)

Solute Electron Affinity
Predictions for Properties:
QP Polarizability (Angstroms”3)
QP log P for
QP log P for
QP log P for
QP log P for
QP log S for

hexadecane/gas
octanol/gas
water/gas

octanol/water

aqueous solubility
QP log S - conformation independent
QP log K hsa Serum Protein Binding
QP log BB for  brain/blood

No. of Primary Metabolites
Predicted CNS Activity (-- to ++)
HERG K+ Channel Blockage: log IC50

Apparent Caco-2 Permeability (hm/sec)

Apparent MDCK Permeability (nm/sec)

QP log Kp for skin permeability
Jm, max transdermal transport rate
Lipinski Rule of 5 Violations

Jorgensen Rule of 3 Violations

177.327 ( 7.0/ 200.0)
8.000 ( 0.0/ 15.0)
5.000 ( 0.0/ 6.0)
14.000 ( 2.0/ 20.0)
0.873 ( 0.75/ 0.95)
9.592 ( 7.9/ 10.5)

1.784 ( -0.9/ 1.7)*

29.338M ( 13.0/ 70.0)
11.532M ( 4.0/ 18.0)
25.580M ( 8.0/ 35.0)
23.316M ( 4.0/ 45.0)
-1.739 ( -2.0/ 6.5)
-1.643 ( -6.5/ 0.5)
-1.846 ( -6.5/ 0.5)
-1.067 ( -1.5/ 1.5)
-2.224 ( -3.0/ 1.2)
5( 1.0/ 8.0)

-4.388 (concern below -5)
31 (<25 poor, >500 great)
11 (<25 poor, >500 great)

-5.017 (Kp in cm/hr)

0.077 (micrograms/cm”2-hr)

0 (maximum is 4)

0 (maximum is 3)

% Human Oral Absorption in Gl (+-20%) 44 (<25% is poor)

Qual. Model for Human Oral Absorption

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
Taltirelin
Valganciclovir
Terizidone
Valaciclovir

Azacitidine

Similarity(%)
75.90
71.93
69.66
69.54
69.37

QP Breakdown (< for descriptor over training max)

log Po/w
H-bond Donor
H-bond Acceptor
Volume
Ac x Dn.5/SASA
FISA
Non-con amines
Non-con amides
WPSA & PISA
Constant

Total

log BB
Hydrophilic SASA
WPSA
Rotor Bonds
N Protonation
FOSA
Constant

Total

-log S

-1.500 H-bond Donor

-6.818
6.361
2.550
-1.824
0.000
0.000
0.197
-0.705
-1.739

H-bond Acceptor
SASA
Ac x Dn™.5/SASA
Rotor Bonds
N Protonation
Non-con amides
WPSA
Constant

Total

log PMDCK
-2.305< Hydrophilic SASA
0.000 WPSA
-0.482
0.000 Non-con amines
0.000 COOH/SO3H acids
0.564 Constant
-2.224 Total
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-2.008
-7.330
10.321
5.746
-1.302
0.000
0.000
0.000

-3.783

1.643

-2.702
0.000
0.000
0.000
0.000
3.771
1.069



9993782 ligandi igcin ADME degerleri:

Primary Metabolites & Reactive FGs:

> Metabolism likely:
> Metabolism likely:
> Metabolism likely:
> Metabolism likely:

> Metabolism likely:

aromatic OH oxidation

aromatic OH oxidation

aromatic OH oxidation

aromatic OH oxidation

aromatic OH oxidation

> Reactive FG: acceptor carbonyl or derivative

> Reactive FG: acceptor carbonyl or derivative

Principal Descriptors:

Solute

Solute

Solute

Solute

Solute

Solute

Solute

Solute

Solute

Solute

Solute as Donor -

Solute as Acceptor - Hydrogen Bonds =

Molecular Weight =
Dipole Moment (D) =
Total SASA =
Hydrophobic SASA =
Hydrophilic SASA =

Carbon Pi SASA =

Weakly Polar SASA =

Molecular Volume (A”3)
vdW Polar SA (PSA)

No. of Rotatable Bonds

Solute Globularity (Sphere =1)

Hydrogen Bonds =

(Range 95% of Drugs)
280.190 (130.0/725.0)
2.954 ( 1.0/ 12.5)
454.843 (300.0/1000.0)
79.147 ( 0.0/ 750.0)
326.976 ( 7.0/330.0)
48.719 ( 0.0/ 450.0)

0.000 ( 0.0/175.0)

764.801 (500.0/2000.0)

= 175.796 ( 7.0/200.0)

6.000 ( 0.0/ 15.0)
3.000 ( 0.0/ 6.0)
7.750 ( 2.0/ 20.0)

= 0.889 ( 0.75/ 0.95)
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Solute lonization 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)

-1.547 ( -6.5/ 0.5)

QP log S for aqueous solubility

QP log S - conformation independent -2.585 ( -6.5/ 0.5)

-0.764 ( -1.5/ 1.5)

QP log K hsa Serum Protein Binding

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 QOral Absorption in Gl (+-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
Acx Dn?5/SASA  1.309 AcxDnA.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

FOSA

Constant

Total

0.000 Non-con amines

0.000 COOH/SO3H acids

0.564 Constant

-2.555 Total
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