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OZET

Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz Enziminin in
vitro ve in silico Analizler ile Inhibisyonunun
Saglanmasi

Selcan AKAR

Biyomiihendislik Anabilim Dali
Biyomiihendislik Programi

Yiiksek Lisans Tezi

Danigman: Prof. Dr. Dilek BALIK

Keneler yasam dongiilerinin dogas1 geregi iklime duyarlidir. Kene kaynakli
hastaliklar iklimsel degisikliklerden yiiksek oranda etkilenecek hastaliklar arasinda
bulunmaktadir. Theileria parazitleri farkli kene tiirleri araciligiyla yayilmakta
ve iklim kosullar1 parazitlerin cografi dagiliminda belirleyici rol oynamaktadir.
Tropikal theileriosise neden olan T. annulata besicilik sektoriinde biiyiik ekonomik
kayiplara ve iiretimsel verimin diismesine neden olmaktadir. 7. annulata’nin
tedavi amacl kullanilan buparvaquone’a kars1 direng gelistirdigi rapor edilmektedir.
Bu nedenle, var olan etki mekanizmalarindan farkli yeni bir ilaca olan ihtiyag
artmaktadir. Theileriosis tedavisinde yeni ila¢ hedefi olarak 7. annulata laktat
dehidrogenaz belirlenmistir. Tez kapsaminda in silico ve in vitro c¢aligmalar
es zamanl olarak yiiriitiilerek, 7alLDH’1 inhibe edecek potansiyel bilesiklerin
bulunmas1 amaclanmaktadir. inhibisyon deneylerinde kullanilmak iizere 7aLDH 1n
ifadesi ve %95 saflikta eldesi saglanmistir. 7alLDH’1n stabilizasyon c¢alismasi
gerceklestirilmis ve 24 saat sonrasinda saf 7alLDH’a 1 M siikroz eklendiginde

aktivitesini korudugu tespit edilmistir. Bu c¢alismada 7aLLDH’in bilinen bir
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inhibitorii olmamasindan dolayr 21 adet FDA onayl ilag etken maddeleri
iceren bilesik kiitiiphanesinin saf 7al.LDH {iizerindeki %inhibisyon kapasiteleri test
edilmistir. Bu etken maddeler 7aLLDH {izerinde literatiirde ilk defa test edilmis olup,
TalLDH aktivitesini %73,36 oranla inhibe eden ila¢ etken maddenin Omeprazol
oldugu belirlenmistir. In silico ¢alismalarin ilk basamaginda 7aLLDH’1in acik,
yart agik ve AlphaFold olmak iizere ii¢ adet homoloji modeli tasarlanmisgtir.
Modellenen ii¢ yapinin katalitik bolgelerine yaklagik 650000 bilesigin molekiiler
yanastirmasi yapilmistir. Molekiiler yanastirma sonucu 37 bilesigin molekiiler
dinamik simiilasyon analizleri 100 ns’de gerceklestirilmis olup MM/GBSA serbest
baglanma enerjileri hesaplanmigtir. Simiilasyon sonucu en iyi 3 bilesigin (2962711,
12004532, 256622) 100 ns’de katalitik bolgede kurduklari etkilesimler tespit
edilmistir. Yapiya dayali ila¢ tasarimi metotlar1 kullanilarak belirlenen bilesikler
literatiirde ilk defa 7alLDH potansiyel inhibitor aday1 olup, mevcut tedavi yontemi
olan buparvaquone’a direnci rapor edilen 7. annulata’ya yonelik yeni ilag arayislar

icin umut vaad etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Yapiya dayal ila¢ tasarimi, Theileria annulata, theileriosis,

homoloji modelleme, molekiiler dinamik simiilasyon
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Ticks are sensitive to climate due to the nature of their life cycles. Tick-borne
diseases are highly affected by climatic changes. Theileria parasites are spread
by tick species and climatic conditions play a decisive role in the distribution of
parasites. 1. annulata causes tropical theileriosis in cattle and further leads to huge
economic losses and decreased production efficiency in the livestock sector. T
annulata has developed resistance to Buparvaquone, which is used for treatment,
hence the demand for a new drug that differs from the current mechanism of
action is increasing. T. annulata lactate dehydrogenase has been identified as a
new drug target. Within the scope of the thesis, in silico and in vitro studies are
performed simultaneously to find potential compounds that will inhibit 7aL.LDH.
The expression and 95% purity of TaLDH were obtained for use in inhibition
experiments. Stabilization analysis of 7aLDH was performed and it was determined
that when 1 M sucrose was added to pure 7Tal.LDH, it maintained its activity after
24 hours. Since no known inhibitor of 7alLDH exists, 21 FDA approved drug
active ingredients were tested for their inhibition% capacity on pure 7alLDH. This
compound library was tested on 7aLLDH for the first time in the literature and

it was determined that the drug active ingredient that inhibited 7alLDH activity
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by 73.36% was Omeprazole. Three homology models of 7aLDH were designed.
Molecular docking of approximately 650000 compounds to catalytic sites of models
was performed. As a result of molecular docking, molecular dynamics simulation
analyses of 37 compounds were performed in 100 ns, and MM/GBSA free binding
energies were calculated. The best 3 compounds (2962711, 12004532, 256622)
identified using structure-based drug design methods are the first 7alLDH potential
inhibitor candidates in the literature. They are promising in the search for new drugs

for T annulata that develop resistance.

Keywords:  Structure-based drug design, Theileria annulata, theileriosis,

homology modeling, molecular dynamics simulation,
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Birlesmis Milletler Hiikiimetlerarasi Iklim Degisikligi Paneli (IPCC), vektor
kaynakli hastaliklar1 iklim degisikliginden en ¢ok etkilenecek hastaliklar olarak
siniflandirmustir [1]. Kiiresel iklim degisikligi, artan sicakliklar, diizensiz yagislar,
yaygin kuraklik ve seller gibi faktorler vektor ekolojisini ve vektor kaynakli
hastaliklarin insanlara ve hayvanlara bulagsmasini etkilemektedir [2]. Kene
cesitliliginin ve tagidiklar1 patojenlerin yayginli§inin, menzilinin ve aktivitesin
iklimle baglantili olarak degisim gostermesi beklenmektedir. Ayrica, degisen hava
kosullari, rezervuar konaklarin ve hayvan tiremelerinin ¢esitliliginin de artmasina

neden olmaktadir [|3]].

Apikompleksan tek hiicreli, hiicre i¢i gerekli protozoan organizmalardan olusan
biiytik bir filumdur ve timii parazitikti.  6000°den fazla isimlendirilmis ve
muhtemelen bir milyondan fazla isimlendirilmemis tiir arasinda, insanlarda ve
hayvanlarda yilda milyonlarca canliy1 etkileyen ciddi hastaliklara neden olduklari
icin halk saglig1 ve ekonomik agidan ¢ok onemlidir [4, |5]. Sigirlarda kene kaynakli
tropikal theileriosis hastalifina neden olan Theileria annulata adli protozoan

parazit, diinya ¢apinda ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir [6].

Ciftlik hayvanlar1 ve insanlarda protozoan parazitlerinin tedavisinde, buparvaquone
ve atovaquone bilesiklerini iceren hidroksinaftokinon ilaclar1 kullanilmaktadir. Bu
ilaglar, sitokrom b’ye baglanarak parazitin mitokondriyal solunumu durdurmaktadir
[7]. Zamanla buparvaquone tedavisine basarisiz yanit veren vakalar bildirilmis,
ve T. annulata’nin buparvaquone’a karsi direng gelistirebilecegi tahmin edilmistir.
Mhadhbi ve digerleri, (2010) in vivo olarak T. annulata direncini dogrulamistir
[8]. Sonrasinda 7. annulata’nin sitokrom b genindeki ila¢ baglama bolgesinde

buparvaquone’a direngle 1lgili nokta mutasyonlari bildirilmistir [9].

Kontrol mekanizmalarinin yetersizligi ve tedavide meydana gelen basarisizliklar 7.



annulata kaynakli theileriosis icin var olanlardan farkli metabolik yollar1 hedefleyen

yeni ila¢ gereksinimini giindeme getirmektedir.

Tez kapsaminda yapiya dayali ila¢ tasarimi yaklagimlar: kullanilmigtir. Deneysel
olarak belirlenmis bir proteinin yapisinin sablon olarak kullanildigi ve homolog bir
dizi ile %30 ve tizeri benzerlik oranina sahip dizilerin varliginda homoloji modelleri
olusturulmaktadir [10].  Bilgisayar destekli ila¢ tasarimi uygulamalarindan
molekiiler yanastirma ise ilk olarak 80’lerin ortasindan 90’larin bagina kadar
bilinen aktif bilesiklerin baglanma davranigini tahmin etmek, maliyetleri diisiirmek
ve ila¢ kesfini hizlandirmak gibi amaclarla biiyiik dijital bilesik kiitiiphanelerini
sanal olarak taramak i¢in gelistirilmistir [11].  Molekiiler dinamik (MD)
simiilasyonu, molekiiler bir sistemin yapisal, dinamik ve termodinamik 6zellikleri
hakkinda daha fazla bilgi edinmeyi amag¢lamaktadir [12]. Bu teknoloji sayesinde,
coziicideki pH, sicaklik ve basing gibi degisen deneysel kosullara uygun
sistemlerin modellenmesi miimkiin hale getirilmigtir. Simiile edilen ortamin kontrol

edilebilirligi, protein-ligand etkilesimleri hakkinda bilgi vermektedir [13].

1.2 Tezin Amaci

Iklim degisikligine bagh olarak kene ve kene kaynakli hastaliklarin yayilimi
artmaktadir. Keneler tarafindan sigirlara bulastirilan theileriosisin mevcut
tedavisinde buparvaquone kullanilmaktadir. 7. annulata’nin zamanla ilaca direng
gelistirmesiyle, parazitin enerji metabolizmasinda hayati Ooneme sahip laktat
dehidrogenaz yeni ila¢ hedefi olarak secilmistir. Bu tez kapsaminda, es zamanl
ylriitiilen in vitro ve in silico yapiya dayali ila¢ tasarimi yaklasimlari ile 7. annu-

lata laktat dehidrogenazini inhibe etmek amaclanmustir.



2

GENEL BILGILER

2.1 Iklim Degisikligi ve Kene Kaynakh Hastaliklar

Gecen yiiz yillar icerisinde atmosferde bulunan sera  gazlarinin
konsantrasyonlarindaki meydana gelen artig, insan faaliyetlerinden kaynaklanan
sicaklik artisinin baslica sebeplerinden biridir.  Sera gazlar1 arasinda bulunan
karbondioksit, metan ve azot oksit gazlarinin atmosferdeki konsantrasyonlarinin
stirekli artig1, kiiresel Olcekte sicaklik dengelerini 6nemli Olciide etkileyip, iklim
degisikligine neden olmaktadir. Bununla birlikte, sera gazlarindan kaynaklanan
kiiresel 1sinma, Ozellikle giines 15181 dogrudan yansitan siilfat aerosolleri
gibi partikiil kirliligi ile kismen dengelenmektedir [14]. Sera gazi emisyonlari
kiiresel iklimi son yiiz yildir oldukca etkilemektedir. Kiiresel 1sinma probleminin
azaltilmasina yonelik caligmalara her gecen giin yenileri eklenirken kiiresel
emisyon etkileri hizlanarak devam etmektedir [I15]. Bu etkenlerin atmosferde
olusturdugu degisikler ise yagis diizenleri, kurakliklarin siddeti, ekosistemlerin
yasanabilirligi tizerinde gozle goriiliir farkliliklar olusmasina neden olmustur [2].
Iklim degisikligi ve kene kaynakli hastaliklarda meydana gelen degisimler birbiri
ile baglantilidir [[16].

Keneler ve kene kaynakli hastaliklar, kenelerin yasam dongiilerinin dogasi
geregi iklime duyarhidir. Keneler icin iklim ve hava durumu hassasiyetleri
kenelerin hayatta kalmasi, gelismesi ve konak arama siiresi gibi siirecleri
dogrudan etkilemektedir. Sekil [2.1Jde verilen degisen iklim kosullarina gore
kene popiilasyonu dagilimi ve menzil genislemesi verilmektedir. ~Meydana
gelen bu iklimsel hassasiyet 1sinan bolgelerde bazi kene tiirlerinin hayatta kalma
potansiyelini arttirabilir ya da yasam dongiilerini azaltabilmektedir. Bununla
birlikte kenelerin faaliyette oldugu mevsimlerin siiresini dahi etkileyebilmektedir
[15]. Ayrica, Danielova ve digerleri (2010), artan sicakliklarin kene tiirlerinin hem
rakimsal hem de enlemsel araliklarini genigletebilecegini 6ne siirmiistiir. Ixodes
ricinus, yaklagik 30 yillik bir siirecte sicaklifin 1,4°C artmasiyla kene ile bulagan
patojenler 750 m’den 1000 m’ye kadar ytiksek rakimlarda yayilim gostermistir [|17].
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Sekil 2.1 Iklimsel degisikliklere bagl kene popiilasyonu degisimi, KKH: Kene
kaynakli hastaliklar [|15]

Kene istilasi, cevresel sicaklik, yagis ve bagil nemden etkilenmektedir. Bu
nedenle, yaz aylarinda artan sicaklik ve nemli iklim, kene kaynakli hastaliklarin
yaygin olmasmin nedenidir.  Kis aylarinda diisiik sicaklik ve nem, kene
vektorlerinin biiyiimesini ve cogalmasinmi azaltmaktadir. Bu, vektor kaynakh
hastaliklarin iklim degisikligiyle azalmasinin/artmasinin nedenidir [18]]. Sekil

2.2]de, kenelerin iklim degisikligi ile yumurtlama, gelisme, 6lim oranlart ve

aktivite degisiklikleri dogrudan etkilenirken, habitat ve konak tiirleri ve bollugu
dolayl olarak etkilenmektedir [[19].

lkbahar
#* o,

Sekil 2.2 Iklimsel degisikliklerin kene kaynakli hastaliklara etkisi [20]

Kiiresel olarak, kene tiirlerinin yaklasik %50’si [18] sicakliktaki artis nedeniyle

cografi alanlarim1 genisletme potansiyeline sahiptir ve bunlarin %70’1 ekonomik
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acidan onemli kene tiirleridir [21]]. Bu durum ise iklimsel degisikliklere bagl olarak

kene kaynakli hastaliklarin yayilmasi agisindan risk teskil etmektedir [21]].

Insanlar, yabani ve evcil hayvanlar olmak iizere genis bir canli toplulugunda kene
istilas1 nedeniyle Lyme hastalig1, babesiosis, theileriosis ve Kirim-Kongo kanamali
atesi gibi hastaliklar goriilmektedir. Iklim degisikligi, kene ve kene kaynakli
hastaliklarin biiyiik 6lciide yayilmasimi arttirmaktadir. Kene kaynakli hastaliklar
gibi vektor kaynakli hastaliklar, kiiresel 1stnmadan hem dogrudan hem de dolayl
olarak etkilenmektedir [16].

2.1.1 Tropikal Theileriosis

Theileriosis, keneler tarafindan cesitli hayvan tiirlerine bulastirilan parazitik bir
protozoan hastaliktir. Bu hastalik Ixodidae familyasindan gelmektedir. Hastalik
genellikle tropikal ve subtropikal iklimlerde goriilmekte ve si8ir yetistiriciliginde

biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir [22]].

Theileria parva paraziti kene tiirlerinden Rhipicephalus appendiculatus tarafindan
bulagtirilmakta ve duyarli sigirlarda Dogu sahili hummasina neden olmaktadir.
Theileria lestoquardi enfeksiyonu ise koyunlarda goriilmektedir. 7. annulata
ise cesitli Hyalomma tiirleri tarafindan bulastirilmakta ve sigirlarda tropikal
theileriosise neden olmaktadir. Cogunlukla evcil veya yabani gevis getiren
hayvanlarda goriilen theileriosis, 7. annulata ile enfekte olmus biiyiikbas
hayvanlarda ciddi klinik belirtiler gostermektedir. Parazitlerin gelisim ve cogalma
evreleri, patojenitenin ana nedenidir [23]. Epidemiyolojik arastirmalar ile
theileriosisin iki ana durumunu belirlenmistir. Bunlar, ¢cogu hayvanin enfekte
oldugu ancak geng¢ buzagilarda daha sik goriilen endemik stabilite ve her yastan

hayvanda hastalikla miicadelenin diisiik oldugu endemik instabilitedir [24].

Theileriosisin, ates, yiizeysel lenf diigiimlerinde biiyiime, anemi ve solunum
sikintis1 gibi belirtileri enfekte sigirlarda goriilmektedir. Yaygin olarak mukoza
ve serozal yiizeyde petesiyal ve ekimotik kanamalar, siddetli sarilik, pulmoner
0dem ve amfizem, abomasumda multifokal nekroz ve cok sayida iilserasyon,
dalakta konjesyon ve mermer benzeri renk degisikligi ve siddetli bagirsak
ekimotik kanamalar1 gibi patojenik 6zellikleri bulunmaktadir. Duyarli hayvan
topluluklarinda yiiksek morbidite ve mortalite ile seyretmektedir [25, 26]. Hastalik,
hayvancilik iiretimi, hayvan refahi, siit ve et iiretimi agisindan onemli ekonomik

kayiplara neden olmaktadir [27].

Hayvancilik iiretim sistemleri, agroekoloji, siyasi ve sosyoekonomik ortamlar ve

bulagma dinamikleri gibi bir dizi faktor therileriosisin kontroliinii zorlagstirmaktadar.
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Theileriosisin tedavi ve Onlemi icin temel olarak vektor keneleri kontrol
etmek amaciyla kimyasal akarisitlerin kullanilmasi, endofilik Hyalomma vektor
kenelerinin barinma yerlerini ortadan kaldirmak icin ahirlarin iyilestirilmesi, klinik
vakalarinin kemoterapisi i¢in buparvaquone kullanilmasi ve canli zayiflatilmig a1

uygulamalarina dayanmaktadir [27, 28].

Tropikal theileriosis, Tiirkiye’nin hemen hemen her bolgesinde bildirilmistir ve
hayvanciligin en 6nemli sorunlarindan biridir. Tiirkiye’deki sigirlarda 7. annulata
ve Therileria buffeli/orientali olarak bilinen iki Theileria spp. tiiri mikroskopik,
serolojik ve molekiiler arastirmalara gore bulunmugtur [29]. Tiirkiye’deki sigir
hastaliklar1 arasinda en yaygin olam1 Tropikal theileriosistir. Toplam 10.761.000
s1girin %60’1 olan 6.544.000’1 saf ve melez irklar hastalik tehdidi altindadir [30].

Yapilan bir arastirma sonucunda, Hindistan’da kene kaynakli hastaliklarin tahmini
yillik kontrol maliyetinin 498,7 milyon ABD dolar1 oldugu bildirilmistir [6]. Sadece
T. annulata kaynakl theileriosis sebebiyle Hindistan’da hayvancilik sektoriinde
yilda yaklasik 384,3 milyon ABD dolar1 kayip meydana geldigi tahmin edilmektedir
[6]]. Tropikal theileriosis icin diinya ¢apinda yaklagik 250 milyon sigirin tehlike
altinda oldugu tahmin edilmektedir [31].

Tropikal theileriosisten kaynaklanan ekonomik kayiplar iiretimsel, kontrol
maliyetleri ve diger dolayli ekonomik kayiplar olarak gruplandirilabilmektedir. Et
ve siit liretiminde meydana gelen kayiplar iiretimsel ekonomik kayiplar grubunda
yer almaktayken pestisitlerin maliyetleri ise kontrol maliyetlerine dahil olmaktadir.
Bu ii¢ parametre goz 6niinde bulundurularak yapilan calisma sonucunda tropikal
theileriosis kaynakli toplam ekonomik kayip Kapadokya bolgesinde 2 yil icin
598.133 ABD dolan1 olarak hesaplanirken, bu kayiplarin en biiyiikk kisminin
(%87,26) iiretim kayiplart oldugu rapor edilmistir [32]. Tanzanya’da ise
theileriosise karsi mevcut kene kontrol stratejileri degerlendirildiginde, theileriosis
nedeniyle her si1gir i¢in yillik ekonomik maliyet 205,40 ABD dolar1 olarak tahmin
edilmisgtir [33]].

Pakistan’da T. annulata ile enfekte olmusg klinik ve subklinik theileriosisli sigirlar
tizerinde yapilan bir calismada siit iiretimi, morbidite, mortalite ve kene kontrol
maliyetleri gibi kayiplarin ekonomik etkisi arastirllmigtir. Theileriosis kaynakli
toplam harcama ciftlik maliyetlerinin %13,83’liikk bir boliimiinii kapsamakta ve
hayvan bagina yaklasik 74,98 ABD dolara karsilik geldigi bildirilmigtir. Pakistan’da
bulunan Holstein Friesian mandirasinda theileriosis yaklasik 0,02 milyon ABD

Dolar tutarinda 6nemli bir ekonomik kayba neden olmustur [34]].
Diger Theileria tiirleri diinyanin farkli bolgelerinde ciftlik hayvanlarinda hastaliga
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neden olmaktadir. Tropikal theileriosis ¢ogunlukla Hyalomma tiirleri, 6zellikle de
Hyalomma anatolicum anatolicum tarafindan bulastirilmakta ve diinya genelinde
Kuzey Afrika, Giiney Avrupa, Orta Dogu ve Orta Asya, Hindistan ve Cin’in diger
bolgelerinde yaygin olarak goriilmektedir [|35]].

Sekil 2.3te goriildugii iizere 7. annulata enfeksiyonu yaklagik 250 milyon sigirin
riskte oldugu Asya, Kuzey Afrika ve Giiney Avrupa’da genis bir alana yayilmistir
[36].

Theileria annulata Dagilimi

Vekror keneler

/ ® H. anatolicum Q@ H. impeltatum
O H. excavatum Q H. rufipes

J { | 5
N [ 2 ‘\\J" @ H. dromedarii O H. marginatum /\ -\9\
l { @ H. scupense Q@ H. brevipunctata .
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(N \ o5~ ‘
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Trends in Parasitology

Sekil 2.3 Theileria annulata tastyict vektor kenelerin diinya ¢apinda dagilimi [36]

2.1.2 Tropikal Theileriosisin Tedavi Yontemleri

Tropikal theileriosis, hayvancilik sektoriinde yiiksek kayiplara neden oldugu igin
hastalifin kontrol edilmesi gerekmektedir. Yaygin olarak beg kontrol yontemi
bulunmaktadir [37]. Bu kontrol mekanizmalar1 aracilifi ile hastalifin tedavisi
ve Onlenmesi amaglanmaktadir.  Theilerisidal ilaclarin enfekte hayvanlarda
kullanilmas1 ve diger semptomatik tedavi yontemlerinin uygulanmasi ilk sirada
yer alirken bu semptomatik tedavi yontemleri hayvanlarin tedavisinde yardimci
olmasina ragmen parazitin yok olmasi konusunda yetersiz kalmaktadir. Akarisitler
enfeksiyonun tasinmasinda biiyiikk rol oynayan kenelere yonelik kullanilan bir
kontrol yontemidir [38]. Bu yontemde ise insan, hayvan ve c¢evre i¢in olasi
yan etkiler mevcuttur.  Endofilik keneleri kontrol altinda tutmak amaciyla
biiylikbas hayvanlarin bulundugu mekanlarin dis ve i¢ yiizeylerinin diiz ve piiriizsiiz
hale getirilmektedir. Bu yOntem gorece pahalidir fakat kenelerin binalardan
temizlenmesi i¢in gereklidir. Hyalomma scupense veya Hyalomma anatolicum
gibi endofilik vektor kenelerin kontrolii icin kullanilabilen bir kontrol yontemi

Hyalomma lusitanicum gibi ekzofilik vektor kenelerin kontrolii i¢in uygun degildir
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[39]. Kenelere kars1 asilama uygulamasi ise bir diger kontrol mekanizmasidir. Bu
mekanizma biitiin kene tiirlerinde etkili degildir. Son olarak canli zayiflatilmig asilar
yardimiyla theileriosise neden olan parazite karsi asilama yontemi kullanilmaktadir
(37].

Theileria parazitleri, bir¢cok farkli kene tiirli tarafindan yayilmakta ve ilgili
kene vektorlerini destekleyen iklim kosullari, parazitlerin cografi dagilimim
belirlemektedir. Theileria’nin bulagmasi transstadiyal olarak gerceklesmekte, yani
larva ve nimfal keneler enfeksiyonu erigkinlere ve nimflere bulastirmaktadir. Bu
parazitlerin yiiksek patojenik ozellikleri ve gen¢ hayvanlarin hastalifa yatkinlig
nedeniyle hastaliklarin kontrolii zor olmaktadir. Kemoterapi ve kene istilasim
onlemek yoluyla kontroliin pahali ve siirdiiriilmesi zor oldugu kanmitlanmigtir. 7
parva ve T. annulata icin canli parazitler kullanilarak yapilan agilar mevcuttur
ve klinik olarak basarili olmustur [39]. Bu yiiksek derecede patojenik Thei-
leria’nin neden oldugu hastalifin kontrolii, bu tiir koruyucu mekanizmalarin
azligi/yoklugu ve duyarl sifirlarda hastaliklarin 6liimciil seyri nedeniyle 6zellikle
zordur. Hastalig1 kene istilasin1 Onleyerek kontrol altina almak, gercekte siirekli
akarisit kullanimiyla miimkiin olmaktadir bu nedenle akarasit kullanim1 pahali ve
stirdiiriilmesi zor bir yontemdir. Ayrica bu bilesiklerin yogun kullanimi, akarisitlere

direncli kene popiilasyonlarin ortaya ¢cikmasina neden olabilir [40].

Protozoanlarin neden oldugu 6nemli tropikal hastaliklarin tedavisi icin yeni ve
etkili ajanlar arastirilmaktadir, dogal kaynaklardan elde edilebilen bilesikler bu
amaglarla kullanilabilir [41]. Yapilan bir calismada Peganum harmala ekstraktinin
sigirlarda dogal tropikal theileriosis tizerindeki terapotik etkileri incelenmis ve
tedavide %78’lik bir iyilesme orani elde edilmistir. Anti-theilerial aktivitesi rapor
edilen Peganum harmala, protozoana karst onemli etkiler gostermis olup dogal

kaynaklardan antitheilerial ajan arayisinda 6nemli bir ilerleme gostermektedir [42].

2.2 Theileria annulata

1904 yilinda Piroplasma annulatum olarak bilinen Theileria annulata ilk olarak
Transkafkasya sigirlarinda tanimlanmistir. Sonraki dénemlerde sizont evresinin
yasam dongiisiinde belirlenmesinin ardindan Theileria annulata olarak yeniden

siniflandirilmistir [43]].

Theileria annulata, tropikal theileriosise neden olan hiicre i¢i apikompleksan
bir parazittir ve enfekte hayvanlarda de8isken subklinik enfeksiyonlar ve klinik
semptomlar goriilmektedir [44]. Sigirlarda kene kaynakli tropikal theileriosis

hastaliginin ana etkeni olan 7. annulata, yerli sigirlarda hastalik ve verim kaybina



neden olmaktadir. Bu hastalik, Avrupa ve Afrika’nin Akdeniz kiy1 bolgelerinden
Yakin ve Orta Dogu’ya, Asya’da Hindistan ve Cin’e kadar uzanan genis bir
cografyada goriiliir ve ithal yiiksek sinif sigirlarda ve melezlerde ciddi ve genellikle

oliimciil hastaliklara neden olmaktadir [45, 46].

Besicilik sektoriinde biiylik bir sorun olarak theileria enfeksiyonu, si8irlarda bazi
insan losemilerine benzer klinik ozelliklere sahip lenfoproliferatif bir hastalik
olarak bilinmektedir. Enfeksiy6z ajanlar, hiicresel mekanizmalar: ele gecirmek ve
konak hiicre yollariyla etkilesime girmek icin karmasik mekanizmalar gelistirmistir.
Ineklerde bazi insan losemilerine benzer klinik 6zelliklere sahip lenfoproliferatif
bir hastalik olarak bilinen theileria enfeksiyonu hiicre i¢i apikompleksan
paraziti Theileria’nin 16kositlerinin enfeksiyon kaynakli doniisiimii, konak-parazit
etkilesimlerini incelemek lizere ¢alismalar yapilmistir. 7. parva sig8ir B hiicrelerini
ve T lenfositlerini enfekte ederken, 7. annulata genellikle si8ir B hiicrelerini ve
makrofajlar enfekte etmektedir [47, 48]].

Parazit ve konak hiicre dongiilerimnin i¢ ice ge¢cmesiyle birlikte, bazi1 Theileria
tirleri konak hiicrenin ¢ogalmasini, oliimsiizlesmesini ve yayilmasini tetikleyen
mekanizmalar gelistirmistir. Bu mekanizmalar, kanseri en 1yi tanimlayan fenotipler

arasinda bulunmaktadir [49]].

Insan kanserlerini tedavi etmek amaciyla kinazlar1 hedefleyen kiiciik molekiillii
inhibitorler gelistirilmistir. ~ Osimertinib, dasatinib, regorafenib, trametinib,
cobimetinib, gefitinib, sorafenib, axitinib, erlotinib, imatinib, ve gibi inhibitorler
kinazlar1 hedeflemektedir [S50].  Bunlardan bazilari FDA (Food and Drug
Administration) tarafindan onaylanmis olup, bazilar1 ise klinik c¢alismalarda
incelenmistir. Kar ve digerleri (2022), ileri ¢alismalarda T.annulata ile enfekte
edilmis si8ir hiicreleri iizerindeki anti-theilerial aktivitesini incelemek adina
CDPK3 (Kalsiyum bagimli protein kinaz) (TA16570) i¢in yaptiklart in silico
calismalar sonucu Dabrafenib’in ATP’den daha yiiksek baglanma enerjisine sahip

oldugu goriilmiistiir [S1]].

2.2.1 Theileria annulata’nin Yasam Dongiisii

Theileria annulata enfeksiyonlarina siirlarda daha yaygin rastlanmaktayken yak,
manda, deve, koyun ve kecilerde de goriilebilmektedir. Bos taurus tiirii ise
T. annulata ile enfekte oldugu durumda yiiksek Oliim oranlar ile karsi karsiya
gelmektedir. Sigirlarin beslenme halindeyken bir kene ile karsilasmasinin ardindan
kenenin tiikiiriigtinde bulunan sporozoit asamasiyla 7. annulata enfeksiyonu baglar

ve makrosizont asamasinin gelistigi mononiikleer hiicrelerde eritrositlerin posterior



istilasi ile siral1 olarak gelismektedir [52]].

Sigirlar enfekte bir kene tarafindan parazitin sporozoit formu ile enfekte edildikten
sonra enfeksiyon ilerler. Parazit, sizogondz bir aseksiiel replikasyon siirecine
girer ve enfekte hiicreleri kontrolsiiz bir ¢ogalma durumuna doniistiiriir. Bu
donemde enfeksiyonla iligkili patolojiler ortaya ¢ikar . Parazitler, enfekte hiicrelerin
bazilarinda boliinmeyi durdurarak ¢ekirdekli merozoitler olusturur. Bu merozoitler,
eritrositleri istila eder ve parazitin kene enfektif pyeloplasma evresini olusturur
[53]. Enfeksiyondan kurtulan sigirlar, bu tiir parazitleri uzun siireli tagiyicilaridir.
Ancak, tagima siiresi parazit tiirlerine bagli olarak degisebilir [54]. Sekil 2.4]te
theileria parazitinin kene ve sigirdaki yasam dongiisii verilmistir. Piroplazmalari
yiyen keneler, parazitlerin kesin konaklaridir. Kene tarafindan beslenme sirasinda,
emilen kandan alinan piroplazmalar bagirsakta mikro ve makrogametlere doniisiir
ve eslesme gerceklesir. Zigotlar, kenenin gomlek degistirmesi sirasinda tiikiiriik
bezlerine go¢ eder ve belirli tiikiiriik bezlerine girer. Kene, konak hayvana saliva
bezlerinden sporozoitleri enjekte eder. Bu sporozoitler, lenfositler veya makrofajlar
gibi belirli hiicre alt gruplarini enfekte eder. Enfekte hiicreler ¢ogalir ve yayilir,
bu da hastalik donemine neden olur. Son olarak, bir sinyal iizerine, sizyontlar
eritrositlerdeki merozoitlere doniisiir, parazit konak hiicrelere saldirir ve tekrar
keneyi enfekte eder. Bu Theileria’nin yasam dongiisiiniin en patojenik asamasidir
[49].

Sporozoitler lenfoid hiicrelere saldirir ve bir sinsityal sizont olusturur. Parazit,
konak hiicrelerin gelisimine ve doniisiimiine izin verir.  Sizontlarin bazilar
eritrositlere saldirir ve merozoite doniisiir. Bazi parazit tiirleri, lenfosit asamasinda
eritrositlerde az veya hi¢ cogalmazken, diger tiirlerde sadece eritrositlerde cogalir.
Keneler enfekte eritrositleri yuttuktan sonra, bagirsakta gametogenez ve dollenme
gerceklesir.  Zigot, bafirsak epitel hiicrelerine saldirarak hareketli kinetidlere
doniiglir.  Kinetidler bagirsak hiicrelerinden ayrilir ve tiikiiriikk bezlerine saldirir.
Kenelerin tiikiiriik bezlerinde hizli sporozoit biiyiimesi gerceklesir ve enfektif
sporozoitler beslenme sirasinda yayilir. Larvalar veya nimfler keneden transstadial
olarak bulasir. Parazitler tily dokme dongiisii boyunca bagirsak epitelinde yasar ve

sonraki bir memeli konakta bulasir [[55]]

2.2.2 Theileria annulata’mn Tlag Direnci

Baz1 hayvan hastaliklar1 zoonotik bulagma riski nedeniyle insan saghiginm tehdit
etmektedir. Yogun antibiyotik ve kimyasal kullanimi gibi kontrol stratejilerine
olan bagimlilig1 azaltmak hedefiyle ciftciler iizerinde baskilar vardir. Bu hayvansal

hastaliklarin goriilme sikligimi azaltmanin onleyici ilaglar ve asilar gibi cesitli
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Sekil 2.4 Theileria parazitinin yagam dongiisii [49]

yollar1 bulunmaktadir [56].

Sigirlar icin Theileria enfeksiyonlarina karg1 yiiksek etkinlik ve disiik
toksisite gosteren parvaquone (BW 993C) [57] ve ardindan buparvaquone olan
trans-2-[4-(4-butylcyclohexylmethyl)]-3-hydroxy1,4-naphtoquinone (BW 720C)
geligtirilmistir [7]]. Buparvaquone, su anda siirlarda Theileria enfeksiyonunun
tedavisinde etkili anti-theilerial ilagtir ve hem in vitro hem de in vivo olarak
kapsamli bir gekilde test edilmistir [S7, 58]

Cesitli saha denemelerinde tek bir 2,5 mg kg=! geleneksel doz enjeksiyonu
ile %92 iyilesme saglamaktadir, ancak bazi vakalarda ikinci bir doza ihtiyag
duyulmaktadir [7]. Buparvaquone, T. annulata’nmin in vivo olarak piroplazma
ve sizont agamalarinda 6nemli Olgiide zarar verdigine dair ¢aligmalar yapmustir.
Tedaviden sonraki 24 saat icinde dejenerasyon, piknotik sizont ve piroplazma
goriilmektedir ve bununla birlikte tedaviyi takip eden 2 veya 7 giin icinde bu iki
parazit evresinin sayilar1 hizli bir sekilde diiserek neredeyse tespit edilemez hale
gelmektedir [8].

Bir hidroksi naftokinon tiirevi olan buparvaquone rekabetci bir inhibisyon
profili sergileyerek enerji metabolizmast ve mitokondriyal solunumun
inhibitorii olarak islev gormektedir. Inhibisyon mekanizmasi i¢ mitokondriyal
membranin Q dongiisiinii sitokrom bcl kompleksi seviyesinde bloke edilmesiyle
gerceklesmektedir [59].  Boylece i¢ mitokondriyal membran potansiyelinin

dagilmasinin ardindan, siire¢ parazitin 6lmesi ile sonlanmaktadir [60]].
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T. annulata’daki Qo bolgesi buparvaquone’un spesifik hedefi olmakla birlikte
mitokondriyal sitokrom b geninde goriillen mutasyonlar enfekte sigirlarda
buparvaquone direncini tetiklemektedir. =~ Mitokondriyal sitokrom b geninin
cok kopyali olmasi, reaktif oksijen tiirlerine yakinlifi ve mitokondriyal DNA
polimerazin zayif diizeltme okumasi, atovaquone bilesen direnci saglayan
kendiliginden ortaya ¢ikan mutasyonlarin nispeten yiiksek sikliginin birka¢ nedeni
olabilir [9].

Buparvaquone’a kars1 direng gosteren 7. annulata’nin genetik temelini arastirmak
icin yapilan calismalarda ilk olarak diger parazitlerdeki mutasyon bolgeleri
incelenmistir. Plasmodium falciparum, Toxoplasma gondii ve Pneumocystis carinii
gibi bagka parazit sistemlerinde, mitokondriyal sitokrom b geninin ubikinon
baglayici bolgesindeki mutasyonlar ile hidroksinaftokinonlara karsi diren¢ olugmasi
arasinda bir iliski bulunmaktadir. Bu bulgular ile, protozoon T. annulata’nin

buparvaquone’a kars1 direng gelisimi ilk kez Tunus’ta in vivo olarak rapor edilmistir

[8]].

Misir’daki sigirlar iizerinde gercekletirilen bir ¢alismada, buparvaquone’a karsi
direng ile Theileria annulata’nin Sitokrom b genindeki mutasyonlarin meydana
gelmesi arasindaki baglanti arastirllmistir.  Sonuclar incelendiginde bes direncli
izolatin kinol oksidasyon (Qo2) ila¢ baglama bolgesinde 253 ve 262 kodonlarinda
iki mutasyon meydana geldigi goriilmiistiir. Theileria annulata’nin Sitokrom b
genindeki Qo2 bolgesinde olusan nokta mutasyonlari, buparvaquone direnci ile
iligkilendirilmistir [60].

Sharifiyazdi ve digerleri (2012) yaptiklar1 molekiiler calisma sonucu parazitin
sitokrom b geninde iki Onemli tek bazli mutasyon bulmuslardir. Qo ilag
baglanma bolgesinde bulunan mutasyonlarin, bir hidroksinaftokinon 6gesi olan

buparvaquone’a kargi direncle baglantili oldugu gostermislerdir [9]].

Sitokrom b geninde etkili olan antiprotozoal ilaclar ve ila¢ direnci ile ilgili
arastirmalar son yillarda artis gostermektedir. Bu aragtirmalar, tek bir mutasyon
veya gen delesyonunun duyarliligi azaltmak igin yeterli oldugunu ve ikincil
mutasyonlarin bunu artirmak icin devam edebilecegini gostermistir.  Ayrica,
antiprotozoal ilaclarin yogun kullanimi veya yetersiz dozda kullanimi, direng
gelisimine katkida bulunan secilim baskisiyla sonuglandigi bildirilmigtir [61]].
Iran, Tiirkiye ve Tunus’ta normal dozda buparvaquone verilen hayvanlardan
elde edilen saha izolatlarinda, 7. annulata sitokrom b geninde mutasyonlar
bulunmustur. Buparvaquone tedavisine olumlu yanit vermeyen hasta sigirlardan

toplanan orneklerden bu mutasyonlar tespit edilmistir [9, |62]].
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Sudan’dan izole edilmis 7. annulata’nin sitokrom b geninde buparvaquone’a
direncgle ilgili yeni bir nokta mutasyonu ve ek mutasyonlar bulunmustur. Qo2
baglanma bolgesine yakin 227. pozisyonda valinden (GTG) metiyonine (ATG)
bir mutasyon daha kesfedilmistir. Yapilan calisma ile 7. annulata’nin sitokrom b
genindeki nokta mutasyonlarinin Sudan’daki buparvaquone tedavi basarisizlig ile

baglantili oldugu tespit edilmistir [63]].

Buparvaquone, diinyanin endemik bolgelerinde en yaygin theilerisidal madde
olmasina ragmen diren¢ raporlarinin artmasiyla birlikte kemoterapinin etkinligi
sinirlanmaktadir. Apikompleksan parazitlerin direnci, profilaksi i¢in ilaclarin agirt
kullanimu, aktif enfeksiyonlarin eksik veya yetersiz tedavileri, genetik ve metabolik
diizeylerde parazit adaptasyonu ve popiilasyonlarin nispeten yiiksek cogalma orani

gibi cesitli faktorlerden kaynaklanmaktadir [61]].

T. annulata’nin yiiksek genetik cesitliligi ve yiiksek biyotik potansiyeli kacinilmaz
olarak genetik uyuma olanak tanimakta ve ila¢ direnci mutasyonlarin olugmasini
kolaylastirmaktadir.  Pakistan’da hayvanlar siklikla buparvaquone ile tedavi
edilmekte olup ila¢ direnci rapor edilmektedir [64, 65[], bu da ila¢ direncinin
gelismesine neden olan giiclii ve secici baski olabilecegini gostermektedir.
Chaudhry ve digerleri (2021), bireysel konaklar1 enfekte eden T. annulata ile
diger konak tiirevli popiilasyonlar arasindaki yiiksek genetik ¢esitliligi gostermistir.
Cesitli 7. annulata genotiplerinin baskinligi ve coklu enfeksiyon olusumu,
parazit genetik adaptasyonlarinin yayilmasi iizerinde onemli bir etkiye sahip
olabilmektedir. Yiiksek parazit bulasma oranlar1 ve cesitli yerlerde sik hayvan
hareketlerine ek olarak genetik adaptasyonun yayilmasi sonucunda antiprotozoal
ila¢ direnciyle kargilasilmaktadir [66]. T. annulata enfeksiyonunun ¢esitliligi ise,
kene bulagmasi iizerindeki iklim kogsullarinin mevsimsel etkilerinden kaynaklanan
popiilasyonu veya parazitik asamalarin antiprotozoal ilaglara maruz kalmasi gibi
potansiyel olarak olumsuz faktorlerden de etkilenebilmekte veya ilaglara karsi

diren¢ olusumu ile sonug¢lanabilmektedir [67]].

2.3 Theileria annulata’nm Enerji Metabolizmas: ve Tlac Hedefi

olarak Theileria annulata Laktat Dehidrogenazi

T. parva sizontlarinda yapilan Onceki arastirmalar, laktat dehidrogenaz (LDH)
icin en yliksek aktiviteyi gosteren glikolitik enzimleri gostermis olup parazitin
mikrogizont evresinde krebs dongiisiinden sorumlu enzimlerin aktivitesinin diigiik
oldugu rapor edilmistir [68]. Bu, enerji iiretimi i¢in ana yol olarak glikolizi

kullanan enerji metabolizma tiirii olup, Plasmodium’un eritrositik evresindekine
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benzerdir [69]]. Theileria makrosizontlarinda anaerobik glikoliz metabolizmas1 ana
enerji iiretim yolu oldugu, glukoneogenezin gerceklesmedigi, diisiik seviyelerde
gliserol katabolizmasinin gerceklesti§i ve sizontta enerji liretimine katilmadigi

gozlemlenmigtir [|68].

Plasmodium cinsinden protozoalar sitmaya neden olmaktadir ve parazitler
yasam dongiisiiniin bir agamasinmi hastalarin eritrositlerinde siirdiiriirken hastalik
semptomlarini olusturmaktadir. Bu asamada, parazit adenozin trifosfat (ATP)’yi
esas olarak glikozun laktata fermantasyonundan almaktadir ve glikolizi siirdiirmek
icin gereken oksitlenmis NAD ™’ nin (Nikotinamid adenin diniikleotit) yenilenmesi
icin LDH aktivitesi gerekli olmaktadir. LDH, Plasmodium replikasyonunun kontrol
edilmesi icin uygun bir ilag hedefidir. Ayrica, Plasmodium tiirleri tarafindan ifade
edilen LDH izoformlari, insan homologundan ayiran yapisal ve kinetik 6zelliklere
sahipken [70], farkli Plasmodium tiirleri tarafindan ifade edilen LDH izoformlar1

cok benzemektedir [71].

Cogu protozoan parazitin yasam dongiilerinde hiicresel siirecleri beslemek igin
gerekli olan ATP iiretimi, glikolitik yolun merkezi islevi nedeniyle alternatif ilag
arayisinda biiyiik ilgi gormesine neden olmaktadir. Glikolitik yolun bozulmasi
parazit icin Oliimciil oldugundan, yeni ilaglarin gelistirilmesi i¢in umut verici bir
hedef olarak kabul edilmektedir [72, [73|]. Plasmodium falciparum Xiiltiirtinde
LDH’1n inhibisyonunun parazitin yasaminin son bulmasiyla sonu¢landigi tespit
edilmistir [[74]].

Parazitler, biyokimyasal siiregleri ve hayatta kalmalar1 i¢in enerji liretmektedir.
Mevcut arastirmalar, LDH 1n Plasmodium spp, Toxoplasma gondii, Theileria annu-
lata ve Babesia bovis [15)], Babesia bigemina [76] i¢in yeni bir ila¢ hedefi oldugunu
gostermektedir [[77H79]].

2.3.1 Laktat Dehidrogenaz Yapisi ve Fonksiyonu

Anaerobik metabolik yolakta cok Onemli bir enzim olan LDH, oksidorediiktaz
smifinda yer almakta ve H trasferini saglamaktadir.  Enzimin fonksiyonu,
NAD"’nin NADH’ye indirgenmesi ile laktatin piruvata geri doniisiimiinii katalize
etmektedir ve bu islevi tersinir bir sekilde gerceklestirmektedir [72]. LDH’in
katalitik mekanizmasi Sekil [2.5[te gosterilmektedir.  Oksidatif fosforilasyon,
hiicrelerin anaerobik veya hipoksik kosullara maruz kaldiginda ATP iiretimini
durdurmaktadir.  Bu nedenle hiicrelerin bagka bir metabolizma kullanarak
enerji iiretmesi gerekmektedir. LDH genel olarak oksijenin cok az veya hig

olmadig1 durumlarda glikozun anaerobik metabolizmasinda rol oynamaktadir [80].
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Bitkiler, hayvanlar gibi cesitli organizmalara ek olarak neredeyse biitiin dokularda
bulunmaktadir. Anemi, karacier hastalii, kas travmasi, kalp krizi, menenjit,
kemik kiriklari, kanserler ve ensefalit, ve HIV gibi enfeksiyonlar kanda LDH nin
artmasina neden olabilmektedir. LDH ayn1 zamanda normal bir metabolik dongii
olan doku dongiisiiniin bir gostergesidir. Cok sayida kanserde, LDH seviyelerinin
genel olarak yiiksek olmakta veya izozimlerin birinde seviyesinin yiiksek oldugu
bildirilmektedir [81].

O OH
I LDH
CH3—C—CGC!H —— CH3— CH —COOH
NADH NAD+4
Piruvat Laktat

Sekil 2.5 LDH katalitik mekanizmasi [|82]]

LDH, sitma ve di8er hastaliklarin yayilmasinda etkili bircok parazitte
bulunmaktadir. Bununla birlikte, hayvanlarda ve sitma paraziti Plasmodium
gibi diger parazit tiirlerinde LDH 1n yapisi iki gruptaki enzimlerin genlerinin ayri
evrimlesmesinden otiirli farkliliklar gostermektedir. LDH ve malat dehidrogenaz
(MDH) enzimlerinin her ikisi de merkezi metabolizmada bulunmaktadir. Sitrik asit
dongiisiinde malatin ve oksaloasetatin birbirine doniisiimiinden MDH sorumluyken,
LDH piruvati laktata doniisiimiinde islev gormektedir. Modern apikompleksan
LDH ve MDH’ler, yapisal ve katalitik benzerliklerine ragmen c¢ok yiiksek kati
substrat 0zgiillii§iine sahiptir [83[]. Parazit tiirlerinde bulunan LDH’larin genleri
farkli sekillerde evrimlestiginden dolayr yapisal degisiklikler goriilmektedir.
LDH’in parazit versiyonu, bakterilerden aktarilan malat dehidrogenaz’dan
evrimlesmistir. Malat dehidrogenaz’in bir kopyasi, 700-900 milyon yi1l 6ncesinde
bir gen duplikasyonunun ardindan yeni bir substrat spesifikligi gelistirerek
giiniimiizdeki bircok modern apikompleksanin yasam dongiisii i¢in gerekli olan
oldukca spesifik bir LDH haline gelmistir [74]. Metazoan LDH’dan bagimsiz
olarak evrimlesen temel bir metabolik enzim olan benzersiz apikompleksan
LDH’1n bir ilag hedefi olabilecegi bildirilmistir [[83] |84].

2.3.2 Laktat Dehidrogenaz Katalitik Mekanizmasi

Enzim katalizli bir reaksiyonun baglangi¢c ve bitis siireci ¢ogunlukla {i¢ adimdan
olusmaktadir; ilk olarak substrat baglanmasi ile baslayip, ardindan aktif bolgede

gerceklesen katalitik reaksiyonin gerceklesmesi ve olusan iirliniin salinimi ile
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sonlanmaktadir [85]. L-LDH mekanizmasinda, LDH’a substrat baglanmasi
enzim acgik dongii konformasyonundayken gerceklesmektedir ardindan, LDH
formu kapali dongii konformasyonuna doniisiir, piruvatin L-laktata doniisiimii ise
LDH kapali dongii konformasyonundayken gerceklesmektedir. LDH acik dongii

konformasyonunda oldugu duurmda iiriin serbest birakilmaktadir [86].

Piruvatin L-laktata doniisim reaksiyonunda LDH’de acik ve kapali dongii
konformasyonlari incelendiginde agik dongii konformasyonunda, substrat ve nihai
iriin baglanma durumlar1 kapali dongii konformasyonuna gore daha kararli oldugu,
kapali dongii konformasyonunda ise uyumlu proton ve hidrit transferleri i¢in gecis

durumunun daha stabil oldugu tespit edilmistir [[86].
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Sekil 2.6 LDH aktif bolgesinde gerceklesen reaksiyon mekanizmasi [87]]

LDH aktif bolgesinde bulunan ve reaksiyon mekanizmasinda rol oynayan
onemli amino asitler Sekil [2.6/da verilmektedir. = Reaksiyon gergeklestigi
esnada substrati ARG171 baglamaktadir, proton donérii olan HIS195, gecis
durumunun stabilizasyonu i¢in ARG109 HIS195’i aktive etmektedir. pKa
degerinin modiilasyonunda ASP168 ve HIS195 gorevliyken, Val-138 kofaktor
oryantasyonunun karboksamid yan zincirinden sorumludur. ILE250 nikotinamid
halkasinin hidrofobik ortaminin sabit kalmasim saglarken, GLN102 ve THR246
ise substratin ayrilmasinda gorev almaktadir. Proton ve hidrit transferi neredeyse
es zamanl olarak gerceklesmektedir. Gegis durumundaki hareketlerinin yaklagik
yarisinda oldugu kabul edilir; Co=0 grubu bu nedenle ge¢is durumunda ¢ok polardir
[87, 88]. Erdemir ve Mutlu (2017) mutant ve yabanil tip olmak iizere iki adet
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Tal.LDH’1 modelinin aktif bolgesine piruvat ve NADH yanagtirmasi yapmislardir.
Yabanil tip yapida HiS185 (HiS195), ARG161 (ARG171) ve ARG98 (ARG109)
rezidiileri ile piriivat arasinda hidrojen bagi kuruldugunu ve dongii rezidiisii olan
TRPY6 ile elektrostatik ve sterik etkilesimler meydana geldigini bildirmislerdir
[89].

LDH iizerine yapilan kinetik ve denge baglanma deneyleri sonucunda enzimin
reaksiyon sirasinda Once koenzime sonrasinda substrata zorunlu baglandigi
bildirilmektedir. Laktatin piruvata doniisiimiinii saglayan ileri reaksiyonda substrat
doygunlugunda laktatin oksidasyonu icin NADH’1n ikili kompleksten ayrilma hizi
siirlayict olmaktadir. Piruvatin laktata doniigiimii sirasinda ise hizi etkileyen

sinirlayicilar redoks reaksiyonu ya da LDH-NAD™ kompleksinin ayrilmasidir [90].

2.3.3 Laktat Dehidrogenaz Substrat Inhibisyonu

Piruvatin laktata indirgenmesi sirasinda hem memeli hem de bakteriyel LDH’lar
yiiksek substrat konsantrasyonu durumunda inhibisyon gosterir.  Piruvat ile
oksitlenmis kofaktor NAD™ arasinda enzimden salinmadan 6nce kovalent bir

eklenti olusur ve bu inhibisyona neden olur [91].

Kinetik, enzim aktivitesinin belirlenmesinde ©nemli bir rol oynamaktadir.
Baglanma islemlerinin gerceklestigi substrat ve {riin konsantrasyonlarinin
tanimlanmas1 ve yani sira doniisiim hiz1 hesaplamalarimi da icermektedir. Birgok
kaynak ve dokuda, Michaelis sabitini asan piruvat konsantrasyonlarinda LDH nin
substrat inhibisyonu gézlemlenmektedir. Piruvat ve NADH’nin laktat ve NAD"’ye
bisubstrat doniisiimiinde, piruvat konsantrasyonu belirli bir minimum degeri
astiginda hiz da diiser [92]. Piruvatin C, karbonunun enzimden ayrilmadan 6nce
oksitlenmis nikotinamid halkasi iizerindeki C4 karbonu ile kovalent birlegsmesinin
inhibisyona neden oldugu arastirmalar sonucu belirlenmis olup, bdylece olusan
kompleks E-NAD™-Pyr adduct kompleksi olarak adlandirilmaktadir [92, 93].

2.4 Yapiya Dayah Ila¢ Tasarim

Yiiksek verimli tarama (HTS), bir hastalifa kargi hit molekiilleri belirlemek
icin kullanilan geleneksel yontemdir. HTS, hedefe yonelik biyolojik yaniti
olusturabilecek aktif molekiillerin belirlenmesi adina yiiz binlerce kiiciik molekiiliin
taranmasi yoluyla gerceklestirilmektedir [94]]. Yiiksek verimli sanal tarama (HTVS)
ise, cok cesitli sanal bilesik kiitiiphanelerindenden ila¢ adaylarimi belirlemek
amaciyla etkili ve verimli bir yontem olarak kullanilmaktadir. Deneysel HTS

teknolojisi ile iligkili yiiksek zaman ve maliyetleri en aza indirmek i¢in HTSV
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calismalar1 gerceklestirilmektedir. Hedef reseptoriin afinitesini belirlemek igin
HTVS genellikle in silico olarak bir bilesik kiitiiphanesini kemoinformatik
yontemler ve kuantum kimyasal hesaplamalar1 kullanarak taramaktadir [95, 96].
Bilgisayar destekli ila¢ tasariminin bir parcasi olan Ongoriicli algoritmalar, bilgi
islem kaynaklar1 ve 3 boyutlu (3B) gorsellestirme araglarinin yani sira hastaliklara
karg1 kiiciik molekiillii terapotiklerin tasarimi, optimizasyonu ve gelistirilmesinde
aktif bir sekilde kullanilmaktadir. Hedefe uygun olmayan molekiillerin erken

tespiti, is yiikiinii ve HTS maliyetlerini azaltirken basar1 oranin1 korumaktadir [94]].

Bilgisayar destekli ila¢ tasarimi yardimiyla milyonlarca kii¢iik molekiilii tarayarak
deneysel testlerde daha ileri degerlendirilmek iizere potansiyel adaylar dnceden
secebilir. De novo, fragman bazli veya iskele atlamali yontemler sayesinde ise yeni
ve patentlenebilir bilesiklerin gelistirilmesinde kullanilmasinin yam sira insanlar
ve hayvanlar iizerinde yapilan deneylerin azaltilmasi da bilgisayar destekli ilag
tasarim caligmalarinin amaglar1 arasindadir. Yiiksek kaliteli veri kiimelerinin ve
kiitiiphanelerin gelistirilerek kullanilmasiyla, cesitlilik veya benzerlik acgisindan

oncii molekiillerin optimizasyonu saglanmaktadir [94].

Ilac endiistrisinde bilgisayar destekli ila¢ tasariminin ii¢ ana islevi vardir: (1)
gercek deneylerde daha fazla test edilecek en az sayida potansiyel kiigiik
molekiilleri tahmin etmek icin yliksek sayida sanal molekiil kiitiiphanelerinin
taranmasi; (2) yeni kiiclik molekiiller olusturarak Oncii tanimlanmasi; ve (3)
afinite veya farmakokinetik/farmakodinamik ozellikler i¢in Oncii optimizasyon
calismasi [94]. Hem akademik hem de endiistriyel Ar-Ge ¢alismalarinda, yapiya
dayal ila¢ taramas1 teknigi ile erken asama ila¢ kesfini rutin hale getirmektedir.
Akilcr ilag taramasi ve tasarimi, istenen farmakolojik ozelliklere sahip ilaglarin
kesif verimliligini ve hizinm1 artirmayr amaglamaktadir. Son zamanlarda, onciil
bilesiklerin seciciligini, giiciini ve ADME-Tox(emilim, dagilim, metabolizma,
atilim ve toksisite) Ozelliklerini degerlendirmek i¢in makine 68renmesi teknikleri
de kullanilmaktadir [[97, 98]].

Bir kompleks olusturmak icin yapiya dayali sanal tarama yontemi, molekiiler
bir hedefe karsi ligandlar arasindaki en 1iyi etkilesimi tahmin etmek icin
kullanilmaktadir. Ligandlar hedefe olan afinitelerine gore siralandiginda sanal
tarama listesinin baginda en umut verici bilesikler yer almaktadir. Yap1 tabanli sanal
tarama yOntemi i¢in hedeflenen proteinin 3B yapisinin bilinmesini gerekmektedir.
Her bir kimyasal bilesik ve hedef protein arasindaki etkilesimlerin in silico olarak

tahmin edilmesi proteinlerin yapisina bagli olmaktadir [99].
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2.4.1 Homoloji Modelleme

Benzer dizilere sahip proteinlerin yapisini tahmin etmek amaciyla dizilerin
benzedigi Olgiide proteinlerin benzer yapilarda oldugu kanisina dayanarak
gerceklestirilen teknik homoloji modelleme veya karsilastirmali modelleme
olarak bilinmektedir. Deneysel olarak belirlenmis bir protein yapist sablon
olarak kullanilmakta ve homolog bir dizi %30 veya daha fazla benzerlik
oranina sahip dizilerin var oldugu durumlarda modeller olusturabilmektedir
[10]. Proteinlerin homoloji modelleme siireci baslica iic adimdan olugmaktadir.
IIk olarak ilgili proteinin sablon olarak kullamlabilecek bilinen ii¢ boyutlu
yapisinin tantmlanmasi gerekmektedir; sonrasinda, hedef ve sablon proteinlerin
dizi hizalamas1 yapilmalidir; son asamada ise hedef icin model olusturmak
amacityla sablonun 3B yapisina ve hizalamaya dayali olarak modellerin
rafine edilmesi, dogrulanmast ve degerlendirilmesi gerekmektedir [100].
Deneysel protein yapilarinin olmadigi durumlarda ise, bu proteinlerin yapisi
ve islevi hakkinda bilgi edinmek ve 3B modellerini tahmin etmek igin
SWISS-MODEL gibi havuzlar yardimiyla hesaplama teknikleri kullanilabilir
http://swissmodel.expasy.org/SWISS-MODEL.html ). Protein Veri Bankasi1 (PDB),
proteinlerin ve niikleik asitlerin 175.000’den fazla iyi dogrulanmis, 3B yapisini ve
30.000°den fazla kiiciik molekiillii ligand1 icermektedir [[101]. Ulusal Biyoteknoloji
Bilgi Merkezi (NCBI) ise yaklasik 200.000 bakteriyel ve arkeal genom ve giincel
150 milyon protein icermektedir [[102].

2.4.2 Molekiiler Yanastirma

Molekiiler yanastirma, molekiiler tanimayr hem yapisal hem de enerjik olarak
yani baglanma afinitesinin tahmini yoluyla anlamlandirip ve tahmin etmeyi
amaclamaktadir. Kiiciik bir molekiil (ligand) ve bir hedef makromolekiil (protein)
arasinda molekiil yanastirmasi islemi gerceklestirilmektedir. ~ Ancak son on
yilda, protein-protein, niikleik asit (DNA ve RNA)-ligand ve niikleik asit-protein
yanastirmast gibi farkli molekiiler yanastirma cesitleri de popiiler hale gelmistir.
Acik erigsimli Protein Data Bank (PDB) veritabani, protein yapisi verilerinin en
popiiler kaynagidir ve deneysel teknikler kullanilarak elde edilen ti¢ boyutlu atomik
koordinatlara erisim saglar [101]]. Ek olarak, PubChem Bilesik Veritabani [103]]
ve ZINC [104] gibi acik erisimli veritabanlarinda bulunan bilesikler molekiiler
yanastirma i¢in Uicretsiz olarak kullanilabilmektedir. Sanal tarama, molekiiler
veri tabanlarindan Oncii bilesigi ve hit bilesigi bulmak icin puanlama islevine
bakarak geleneksel tarama yontemine kiyasla tarama verimliligini 6nemli Olciide

artirmaktadir.
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Ila¢ kesfinde molekiiler yanastirma uygulamalarinim rol oynadig1 cesitli bircok
alan bulunmaktadir. Mutagenez arastirmalarina yonelik tahminleri kolaylastirmak
icin baglanma hipotezlerinin saglanmasi, yapi-aktivite caligmalari, sanal tarama
yoluyla potansiyel liderlerin bulunmasi, lider optimizasyonu gibi cesitli uygulama
alanlarinda kullanilmaktadir. Molekiiler yanastirma siireci iki temel agsamadan
olusur: kiiciik bir molekiil olan ligandin konformasyonu, protein baglanma bolgesi
icindeki konumu ve yOniinii tahmin etme ve bir puanlama yontemi kullanilarak

pozun kalitesini degerlendirmedir [[105]].

Bilgisayar destekli ila¢ tasariminda 6nemli noktalardan birisi ise baglanma cebinin
tahmin edilmesidir. Baglanma cepleri, proteinin iglevselligi ve aktif bolge alaninin
belirlenmesi hakkinda bilgi vermektedir. Baglanti1 noktalarini belirlemek amaciyla
bircok program kullanilmaktadir; MolDock, potansiyel baglanma bdolgelerini
bulmak i¢in entegre bir bogluk algilama algoritmas: kullanarak bolgeleri tespit
etmektedir [106]. Bir diger program olan DoGSiteScorer, baglanma bdolgesinin
kiiciik 1ila¢ benzeri molekiille etkilesime girme potansiyelini belirleyen bir
algoritmadir [107]]. Ayrica, olasi cepleri ve bunlarin ilag potansiyeli puanlarim1 da

hesaplamaktadir.

Ters yanastirma yonteminde ise, prob olarak bir kii¢iik molekiillii ligand1 birden
fazla reseptore yerleserek yeni hedefleri belirlemektedir. Prob, potansiyel baglanma
bosluklarini bulmak icin kullanilir ve boylece ilaglarin potansiyel hedefleri bu
sekilde tahmin edilmektedir [108]].

2.4.3 Molekiiler Dinamik Simiilasyon Analizi

Molekiiler bir sistemin yapisal, dinamik ve termodinamik ozellikleri hakkinda
daha fazla bilgi edinmeyi hedefleyen simiilasyon yontemi molekiiler dinamik
(MD) olarak bilinmektedir. Bu sistem genellikle bir protein, bir enzim veya
bir membrandan olusan bir ¢oziiciiye (su veya elektrolit) daldirilmig bir lipid
toplulugudur [[12]]. Bir bilisim teknolojisi olarak kullanilan bu analiz metotu,
molekiillerin zaman i¢indeki hareketlerini analiz etmek i¢in kullanilmaktadir.
Konformasyonel integrali bulmak i¢in farkli durumlardan olusan bir sistemden
zamana bagli ornekler alinmaktadir [109]. Klasik hareket denklemlerini
iceren simiilasyonla ilgili yoriingeler, belirli bir zaman ve kompleks igin
simiile edilen sistemin farkli Ozelliklerinin yorumlanmasina yonelik bir grafik
seklinde gorsellestirilmis ¢iktilar saglamaktadir [110]. Newtonian mekanikte
tanimlanmig hareket denklemlerine gore hareket eden bir dizi parcacik, molekiiler
mekanik sistemi olarak bilinmektedir. =~ Atomik hareketlerinin simiilasyonun

hesaplamalarinda genellikle kuantum dinamiginin etkileri karmasiklig1 gidermek
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amaciyla goz ardi edilmektedir [111]. MD simiilasyon yoriinge analizinde,
ortalama karekok sapmasi (RMSD) simiilasyon anindaki referans yapiya gore
atomlarin ortalama yer degistirmesini hesaplayarak protein yapisinin tutarlilig
belirlenmektedir. Ayrica, AMBER [112], OPLS [113]], GROMOS ve CHARMM
[114] gibi bir¢cok kuvvet alanlart MD simiilasyonunda kullanilmaktadir [[115].
Proteinlerin dogas1 geregi dinamik yapida olmasi ve cesitli konformasyonel
degisikliklere ugrama potansiyeli ligand tasarlama asamasinda gz Oniinde
bulundurulmasi gereken Onemli unsurlardandir. Ligand ve ligandin proteindeki
baglanma bolgesi ile uyum ve tamamlayicilii, yan zincirlerinin hareketlerini
iceren kiiciik konformasyon degisikliklerinden etkilenebilmektedir [116]. MD
simiilasyonu, bir ligandin etkinligini veya diger Ozelliklerini iyilestirmek igin
modifiye edildigi onder bilesik optimizasyonunda 6zellikle kullanilan metodlardan
birisidir. Niteliksel diizeyde, simiilasyonlar ligand optimizasyon siirecini
yonlendirmek i¢in bir ligandin baglanma cebi ile yaptig1 temel etkilesimlerin
belirlenmesinde, bir ligand tarafindan indiiklenen baglanma cebinin yeniden
diizenlenmelerini tahmininde veya potansiyel ligand pozlarimi test etmek ve
hassaslastirmak icin kullanilmaktadir [[117]. MD simiilasyonu ile olugturulan ortam,
mikroskopik sistemleri, maddenin makroskopik ozelliklerini zaman ve uzayda
yansitabilmektedir. Bu teknoloji sayesinde, ¢oziiciideki pH, sicaklik ve basing gibi
degisen cesitli deneysel kosullara uygun sistemler modellenebilmektedir. Simiile
edilebin deneysel ortamin kontrol edilebilirligine gore, protein-ligand etkilesimleri
hakkinda bilgiler saglanmaktadir [[13]].
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3

MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Kimyasallar, Enzimler ve Kitler
Takara Bio Europe tarafindan gelistirilen HISTALON® Gravity kolonu (Clontech
Laboratories, Inc., Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada), ifadesi tamamlandiktan

sonra 7TalLDH’1 saflagtirmak icin kullanilmigtir.

GeneMarkBio (Tayvan) tarafindan gelistirilen GenColor Prestained Protein Marker
sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE) 7aLDH’1n
molekiil agirliginin saptanmasi igin kullanilmistir.  Sekil [3.1Jde protein marker

bantlarinin hangi kDa araliginda oldugu verilmistir.

kDa
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Gel: 15% Tris-Glycine (SDS-PAEGE)
Western Blot

Sekil 3.1 GenColor prestained protein marker

Sigma-Aldrich ReagentPlus® sodyum piruvat ve Roche NADH 7alLDH’1n aktivite

ve inhibisyon analizlerinde sirasiyla substrat ve kofaktor olarak kullanilmasgtir.

3.1.2 Mikrobiyal Biiyiime Besiyeri, Tamponlar ve Cozeltiler
Amfisilin (100 mg/ml):

Amfisilin stogu hazirlamak i¢in 100 mg amfisilin tartildiktan sonra son hacim 1
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ml olacak sekilde distile su eklenerek hacme tamamlanir ve filtre ile sterilizasyonu

saglanir. -20°C buzdolabinda muhafaza edilir.
IPTG (izopropil-3-D-1-tiyogaltopiranosid) :

100 mM IPTG stogu hazirlamak i¢in 23,83 mg IPTG tartildiktan sonra son hacim 1
ml olacak sekilde distile su eklenerek hacme tamamlanir ve filtre ile sterilizasyonu

saglanir. -20°C buzdolabinda muhafaza edilir.
LB (Luria-Bertani) s1vi besiyeri:

LB siv1 besiyeri hazirlanmas: igin gereken bilesenler ve miktarlari Tablo3.1]de
verilmigtir. Tartilan bilesenler sulandirildiktan sonra otoklav cihazinda 121°C’de

sterilizasyon yapilir.

Tablo 3.1 LB s1v1 besiyeri

| Bilesenler  Miktar |
Maya Ekstrakti 5 g/l
Tripton 10 g/l
NaCl 10 g/l

LB agar:

LB agar hazirlanmasi i¢in gereken bilesenler ve miktarlari Tablg3.2]de verilmistir.

Tartilan bilesenler sulandirildiktan sonra otoklav cihazinda 121°C’de sterilizasyon

yapilir.

Tablo 3.2 LB agar

| Bilesenler  Miktar ||
Maya Ekstrakti 5 g/l
Tripton 10 g/1
NaCl 10 g/l
Agar 15 g/l

SDS-PAGE Jel Elektroforez:

SDS-PAGE jel elektroforezinde iki ¢esit jel bulunmaktadir. Ayirma ve yiikleme jeli

icin gerekli bilesenler ve miktarlari Tablo [3.3]te verilmistir.
SDS-PAGE Ornek Uygulama Tamponu (SDS-SAB) :

Son hacim 10 ml olacak sekilde hazirlanan SDS-SAB bilesenler ve miktarlar: Tablo
3.4]te verilmistir.
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Tablo 3.3 SDS-PAGE elektroforez jelleri

H SDS-PAGE Ayirma Jeli (% 12) SDS-PAGE Yiikleme Jeli (% 4) H

Bilesenler Miktar Bilesenler Miktar

dH,O 3,35 ml dH,O 3,05 ml

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) | 2,5ml | 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) | 1,25 ml
% 10 SDS 100 pl % 10 SDS 50 ul

Tablo 3.4 SDS-PAGE 6rnek uygulama tamponu

| Bilesenler Miktar ||
% 10 SDS lg
0.5 M Tris HCI (pH: 6.8) 0,6 g
% 5 Gliserol 0,5 ml

% 25 [-Merkaptoetanol 0,25 ml
% 0.05 Bromfenol mavisi 0,005 g

5X SDS-PAGE Tank Tampon Stok Soliisyon:

Biitiin bilesenler Tablo [3.5] gosterildigi gibi eklendikten sonra hacim distile su ile
1 ’ye tamamlanir. SDS-Page elektroforez tankinda kullanilmak iizere distile su ile
seyreltilerek 1 X TAE(Tris-asetat-EDTA) hazirlanmaktadir.

Tablo 3.5 5X SDS-PAGE tank tampon stok soliisyon

| Bilesenler Miktar ||

0,025 M Trizma Base 15 g/l

0,192 M Glisin 72 g/l

% 0,5 SDS 5¢g1
Toplam 11

Protein Boyama Cozeltisi:

%0,1 Coomassie brillant mavisi, % 40 metanol, % 10 glasiyal asetik asit, bilesenleri

ile hazirlanmugtir.
Boya Uzaklastiric1 Cozelti:

Boya uzaklastiric1 ¢ozelti hazirhiginda %5 metanol, %7 asetik asit bilesenleri

kullanilmstir.

Boya uzaklastirici ¢ozeltisi kullanildiktan sonra aktif karbon kullanilirak Coomassie
Brillant mavisinin c¢okeltilerek yeniden kullanilabilir. Cozelti, pecete ya da filtre

kagidi1 yardimu ile siiziilerek tekrar kullanilabilir.
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Stok Substrat Piruvat Soliisyonu:

0.5 M piruvat stok c¢ozeltisi i¢in 55,02 mg piruvat tartilir ve 1 ml distile su
ile cozdiiriilir.  Aktivite tayininde kullanilmak iizere stok substrat cozeltisi

hazirlanmstir.
Stok Kofaktor 5-NADH Soliisyonu:

0,05 M B-NADH stok ¢ozeltisi icin 35,47 mg S-NADH tartilir ve 1 ml distile
su ile ¢Ozdiriilir. Aktivite tayininde kullanilmak iizere stok kofaktor ¢ozeltisi

hazirlanmstr.
Tris-KCl Tamponu :

50 mM Trizma Base i¢in 0,6057 g Trizma Base tartilmis olup, ardindan 50 mM KCl
icin 0,3727 g KCl tartilmigtir. Tartilan bilesenler 100 ml distile su ile ¢cozdiiriiliip,
pH: 7,5 olacak sekilde hazirlanmistir.

Saflastirma Tamponlari : Tablo verilen saflagtirma tamponlarinin
pH’1 NaOH yardimiyla 8,0 olacak sekilde ayarlanmustir.

Tablo 3.6 Lizis tamponu

H Lizis tamponu (500 mililitre) H

Bilegenler Miktar
50 mM NaH5PO, || 2,99 g NaH,PO,
300 mM NaCl 8,77 g NaCl
10 mM imidazole || 0,34 g imidazole

Tablo 3.7 Dengeleyici tamponu

| Dengeleyici tampon (500 mililitre) |

Bilesenler Miktar
50 mM NaHQPO4 2,99 g NaHgPO4
300 mM NaCl 8,77 g NaCl
10 mM imidazole || 0,34 g imidazole

Deneylerde kullanilan cihazlar Tablo [3.10fda verilmistir. ~ Tabloda verilen
calkalamali inkiibator in vitro deneyler esnasinda hiicre kiiltiiriiniin biiylimesi icin
uygun sicaklii ve homojenizasyonu saglamak amaciyla kullanilmistir. Sogutmali
santrifiij ise siipernatant ve pelleti ayirmak i¢in kullanilmistir. Gelistirilen hiicre

kiiltiiriiniin optik yogunlugu UV Visible Spektrofotometre cihazi ile l¢iilmiistiir.
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Tablo 3.8 Yikama tamponu

| Yikama tamponu (500 mililitre) |

Bilesenler Miktar
50 mM NaHQPO4 2,99 g NaH2P04
300 mM NaCl 8,77 g NaCl
20 mM imidazole || 0,68 g imidazole

Tablo 3.9 Eliisyon tamponu

| Eliisyon tamponu (500 militre) |

Bilesenler Miktar
50 mM NaH2P04 2,99 g NaH2P04
300 mM NaCl 8,77 g NaCl
150 mM imidazole || 5,1 g imidazole

Deneyler sirasinda hazirlanan biitiin tamponlarin pH ayarlamalart pH metre
ile yapilmigtir. Kullanilan sicaklia duyarli malzemeler +4°C, -20°C, -80°C
buzdolaplarinda muhafaza edilmistir. Rekombinant protein iiretim asamalarinda
proteinin denatiire olma riskini en aza indirmek amaciyla buz iizerinde caligmalar
yiriitilmiistiir. Deneyler sirasinda kullanilan biitiin malzemelerin sterilizasyonu
icin otoklav cihaz1 kullamlmistir. Ultrasonikasyon hiicreleri yiiksek ses dalgalar
aracilig1 ile parcalanmasi asamasinda kullanilmigstir. Mikroplate okuyucu cihazinda

aktivite, kinetik ve inhibisyon ¢aligmalar1 gerceklestirilmistir.

Tablo 3.10 Cihaz listesi

H Cihaz Ismi H Marka H
Calkalamal1 Inkiibator GFL
Sogutmal1 Santrifiij Sigma
UV Visible Spektrofotometre Thermo Scientific
pH Metre CyberScan
+4°C Buzdolabi Beko
Vorteks Heidolph
Manyetik Karistirici Heidolph
Buz Makinasi Optic Ivymen System
-20°C Buzdolab1 Beko
-80°C Buzdolab1 Heto
Hassas Terazi Ohaus
Otoklav Systec
Ultrasonikasyon Bandelin
Mikroplate Okuyucu Epoch
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3.1.3 Insilico Cahsmalarda Kullamilan Bilgisayar Altyapisi

Tez boyunca in silico ¢alismalar Yildiz Teknik Universitesi Kimya-Metalurji
Fakiiltesi Biyomiihendislik Bolimi KMD-201/KMD-202 Rekombinant DNA
Teknolojileri Laboratuvarinda kurulu 11th Gen Intel® Core™ i7-11700F CPU @
2.50 GHz islemci x 16 NVIDIA Corporation GPU, 32 GB RAM donanimina sahip

bilgisayar kullanilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz Ifadesi

Tal.LDH ifadesi i¢in -80°C derin dondurucuda bulunan, pLATE31 ifade vektoriine
klonlamis [118] 7aLLDH genini igeren E. coli BL21 (DE3) hiicreleri ve gen
bulundurmayan negatif kontrol E. coli BL21 (DE3) hiicreleri siirme ekim yontemi
ile LB agarlara ekilmistir ve 37°C de 16 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonucunda agarda bulunan tek kolonilerden se¢cim yapilarak gen bulunan E. coli
hiicreleri igerisinde amfisilin bulunan 5 ml LB sivi besiyerine pasajlanmistir.
Gen bulundurmayan E. coli hiicreleri ise 5 ml LB siv1 besiyerine kotrol olarak
pasajlanmistir. Calkalamali inkiibatérde 37°C lik sicaklik altinda 180 rpm hizda
gelismeye birakilan hiicrelerden alinan 6rneklerin UV visible sprektrofotometre
cihazinda 600 nm’de optik yogunluk absorbansi Olciilmiistiir. Absorbans degeri
0,5-0,6 araliginda oldugunda 50 ml LB besiyerine son konsantrasyonu 0,5
mM olan IPTG (Isopropyl 3-D-1-thiogalactopyranoside) eklenmis ve hiicrelerin
indiiklenmesi saglanmistir. Kontrol hiicre kiiltiirii indiiklenmemistir. Indiiklenen
hiicre kiiltiirii inkiibasyon sicakligi 25°C’ye ayarlanmistir. Inkiibasyon devam
ederken 16 saat sonrasinda 2x25 ml Ornekler toplanmistir ve +4°C, 5000 rpm
hiz kosullarinda 20 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda
siipernant ve pellet birbirinden ayrilmistir, pelletler kullanilan 3 ml 50 mM Tris-KCl
(pH 7,5) tamponu ile c¢oziilerek %50 giicte 10 saniye sonikasyon 10 saniye
bekleme siiresinden olusan 9 dongiide 3 dakika siireyle sonikasyonu saglanmstir.
Sonikasyon sonucu érnekler +4°C, 5000 rpm hiz kosullarinda 20 dakika santrifiij
yapilmigtir. Siipernantlar ve pelletler santrifiij sonrasinda ayr tiiplere alinmigtir
[118].

3.2.2 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez Analizi

SDS-PAGE jel elektroforez yontemini uygulamak icin  BIO-RAD
Mini-PROTEAN® Tetra Cell jel elektroforez sistemi kullanilmigtir. SDS-PAGE

hazirhk asamasinda iki adet jel hazirlanmistir. %4’lik yiikleme jeli ve
%12’lik aymrma jeli bilesenleri Tablo de verilmektedir. Dikey sistemde
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yiiriitilen SDS-PAGE i¢in hazirlanan %12’lik ayirma jelinin alt boliimde
polimerlesmesi tamamlandiktan sonra %4’liik yiikleme jeli iistte kalacak sekilde
polimerlestirilmistir. Sonikasyon sonrasinda elde edilen orneklere siipernatant ve
pellet ayr tiiplerde olacak sekilde 1:1 oraminda SDS-PAGE yiikleme tamponu
eklenerek 5 dakika kaynar su buharinda bekletilmistir. Hazirlanan dikey jel
sistemindeki kuyulara 6rnekler yiiklenmistir. 1x Tank tamponu eklendikten sonra
SDS-PAGE sistemi 80 V’da ¢alistirllmistir ve 6rnekler jelin sonuna gelene kadar
yiiriitilmiistiir. Yiiriitiillen 6rneklerin analizi icin jeller boyama ¢ozeltisi icerisinde
65°C’de yarim saat bekletilmistir. Boya uzaklastirici ¢ozelti yardimiyla orneklerin

bantlar1 goriintiilenerek analiz gerceklestirilir [[119]].

3.2.3 Kobalt Yiiklii TALON® Kolonu ile ZaLDH’nin Saflastirilmasi
TalLDH’1 saflagtirmak i¢in sirastyla ifade, sonikasyon ve santrifiij basamaklarindan
sonra elde edilen hiicre lizati kullanmilmaktadir. TALON® kolonu (Clontech
Laboratories, Inc., Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada) ticari olarak satin
alinmistir ve saflastirma diizenegine yerlestirilmistir. Ik olarak, hazirlanan
dengeleyici tampondan 10 ml kolondan gecirilerek kolonun dengelenmesi
saglanmigtir. Hiicre lizati kolona yiiklenerek ilk siiziintiiden 6rnek toplanmustir.
Lizat tamamen kolondan gectikten sonra 8 ml dengeleyici tampon kolona
yiiklenerek tekrar dengelenmesi saglanmistir. Bu asamadan sonra 7 ml yikama
tamponu kolona yiiklenmis ve 3 yikama Orne8i toplanmistir. 5 ml eliisyon
tamponu kolona yiiklendikten sonra eliisyon ornekleri 1 ml’lik olacak sekilde
toplanmistir.  Eliisyon fraksiyonlar1 tamamlandiktan sonraki asamada kolona
dengeleyici tampon 20 ml olacak sekilde yiiklenmistir ve son basamakta 5 ml distile
suyun kolona yiiklenmesiyle yikanmustir. %20 etanol eklenen TALON® kolon,
+4°C buzdolabinda tekrar kullanilmak iizere muhafaza edilmigtir. Saflagtirma
protokoliinde kullanilan biitiin tamponlar sirastyla Tablo3.6] 3.7 [3.8] ve 3.9 de
verilmistir [[120].

3.2.4 Theileria annulata’nin Laktat Dehidrogenaz’in Aktivitesinin Belirlen-
mesi

TALON® kolonu ile saflagtirmasi yapilan ve yiiksek saflikta elde edilen 7aLLDH’1n

aktivitesinin belirlenmesi i¢in Thermo Scientific UV visible spektrofotometre cihazi

kullanilmustir. 7aLLDH aktivitesi NADH’1n NAD™’a doniisiimiiniin 340 nm’de (A

Agyo/dakika) absorbans degisimi olarak hesaplanmaktadir. 1 ml’lik kiivet icerisine

Tris-KCl tamponu (pH 7,5), 0,5 M NADH ve 0,05 M piruvat soliisyonundan

eklendikten sonra saflastirma sonucu elde edilen dordiincii eliisyonda bulunan
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enzimin de ilave edilmesiyle reaksiyon basladigi icin hemen absorbans Sl¢iimii
alinmistir. Aktivite Olciim caligmalart oda sicakliginda yaklasik 25°C’de
gerceklestirilmisgtir [78]].

3.2.5 Theileria annulata’min Laktat Dehidrogenaz ile Stabilizasyon Cals-
malari

Saflagtirilan 7alLDH’1n enzim aktivitesinin zamana bagl diisiisiinii kontrol etmek
amaciyla stabilizasyon caligmalar1 gerceklestirilmistir. ~ Saflastirilan fraksiyon
Oornegi 3 ayr tiipe boliinmiigtiir ve stabilizasyon caligmalarinda kullanilmistir.
Ik tiipte stabilizatér eklenmemis saf TaLDH bulunmaktadir. Ikinci ve iigiincii
tiiplere ise sirasiyla 1 M siikroz ve 6 M etilen glikol stabilizatorleri eklenmistir.
Sonrasinda ii¢ tiip 7aLDH’1n aktivitesi belirli saat araliklariyla standart protokol ile
olciilmiistiir. Olgiimler {iclii tekrarlar halinde yapilmistir. Stabilizatér eklenmemis
saflagtirllmadan hemen sonraki yapilan aktivite de8eri her bir tiip i¢in referans

baslangi¢ noktas1 olarak alinmugtir [121]].

Aktivite Olctimleri oda sicakliginda gerceklestirilmis olup, 6l¢iim disinda enzimler

+4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.6 FDA Onayh Ilac Etken Bilesiklerinin Theileria annulata’nin Laktat De-
hidrogenaz’1 Uzerindeki Inhibitor Etkinliginin Belirlenmesi

FDA onayli 21 ila¢ etken bilesigin inhibitor etkinliginin 7aLLDH belirlenmesi

amaciyla her ila¢ etken maddesi tartilarak 0,01 M stok cozeltiler dimetilsiilfoksit

(DMSO) ile ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir. 96 kuyucuklu mikroplakalarda oncelikle

enzim aktivitesi Ol¢iilerek, sonrasinda her bilesik i¢in {i¢ tekrarli olacak sekilde

inhibisyon etkinligi Olciilmiistiir ve % inhibisyon degerleri 3.1°de verilen formiil

yardimiyla hesaplanmistir.

1nhibisyon analizlerindeki reaksiyonlarda 50 mM Tris-KCl (pH:7,5) tampon,
reaksiyondaki son konsantrasyonu 200 uM NADH, enzim, inhibitdr (her biri
DMSO ig¢inde ¢oziinmiis 0,01 M konsantrasyonda 21 Adet FDA onayl ilac
etken madde) iceren reaksiyon karisimi 25°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra, son konsantrasyonu 0,01 M olan piruvat eklenerek 340 nm
dalga boyunda, 2 dakika boyunca absorbans Ol¢limii yapilmigtir. Her Olgiimde
negatif kontrol kullanilmis olup, inhibitor yerine ¢oziicli olan DMSO eklenmis ve 3

tekrarli dl¢iimler alinmustir.
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AAssokontrol — AAs40Reaksiyon 2100 3.1

Yinhibisyon =
A"4340K0ntrol

%Inhibisyon denklemi 3.1°de verilmis olup, kontrol negatif kontrol i¢in kullanilanin
reaksiyonun 340 nm’de ki absorbans farki A Asyg kontrolii ifade ederken, FDA
onayl ila¢ etken bilesiklerinin eklendigi reaksiyonlarin 340 nm’de ki absorbans

farki A Agyo reaksiyonu ifade etmektedir.

Kullanilan ilag etken bilesikleri Tablo[3.11]de siral1 olarak verilmistir. Bir numarali
proton pompast inhibitorii ila¢ sinifinda bulunan Lansoprazol (Chemo Laboratorios
Liconsa, S.A., Ispanya), antihelmintik ila¢ siifinda yer alan albendazol (SeQuent
Scientific Limited, Hindistan) ve prazikuantel (Shanghai Jiayi Pharmaceutical
Co., LTD, Cin), solunum sistemi ila¢ sinifinda yer alan montelukast sodyum
(Unimark Remedies LTD, Vapi, Hindistan), kardiyovaskiiler sistem ilaclarindan
karvedilol (Moehs Catalana, S.L., ispanya) ve, antidepresan sinifindan amitriptilin
(Teva Api, Israil), kardiovaskiilar sistem icin amlodipin besilate (Prudence
Pharma Chem, Hindistan), selektif proton pompasi inhibitorii Pantoprazol sodyum
(SMS Pharmaceuticals Ltd., India), tip 2 diyabet ila¢ sinifindan nateglinide
(Cadila Pharmaceuticals Limited, Hindistan), anksiyete bozuklugu ilaci Buspiron
hydrochloride (Alkaloida Chemical Company Zrt., Macaristan), Enalapril maleate
salt (Sigma-Aldrich, ABD), anti-inflamatuvar Sulfasalazin (Sigma-Aldrich, ABD),
analjezik ila¢ Paracetamol (Atabay Kimya Sanayi ve Ticaret A.S, Tirkiye),
hipertansiyon ilact Metoprolol tartrate salt (Sigma-Aldrich, ABD), antibiyotik
siifinda olan Oxytetracycline hydrochloride (Dafeng Huashu Pharmaceutical Co.
Ltd. Cin), Metronidazol (Aarti Drugs Limited, Hindistan), Klaritromisin (Zhejiang
Guobang pharmaceutical Co. Ltd. Cin), Amoxicillin trihydrate (DSM Sinochem
Pharmaceuticals NL, Hollanda), Piperacillin/tazobactam (Sterile India Pvt. Ltd.,
Hindistan), nonsteroidal anti-enflamatuvar Naproxen sodium (Divis Laboratories
Limited, India), proton pompa inhibitérii Omeprazole (Chemo Laboratorios

Liconsa, S.A., Ispanya) ilag etken maddeleri kullanilmistur.

Tablo 3.11 FDA onayl ilag¢ etken bilesikleri ve formiilleri

No Tlac ismi Formiilii
N o
@EN% s\—é\l:\?
0 F
1 Lansoprazol _><F

Devamu diger sayfadadir

30



Table 3.11 FDA onayl ilag etken bilesikleri ve formiilleri (devamu)

No Tlac ismi Formiilii
(o)
S H %o/
2 Albendazol ©:N/>_H
3 Praziquantel
4 Montelukast sodyum
\:?/\ 0
HN§ = O‘\/?i/“v”\g]@
5 Karvedilol -
O
6 Amitriptilin v
N o~ NH2
o N5 o
7 Amlodipin Besilat
o i
~© O\/ /'H\N
8 Pantoprazol sodyum o &
O O
e ?
N
9 Nateglinid
Z N « HCI
s NN 07 NTo
10 Buspiron hydrochloride N~
og\‘\g/:\u (o] o
11 Enalapril maleate salt HOOOC™ COOH
N o0
X N,S
OH
12 Sulfasalazin Ho™ S0
H
N
Y
13 Paracetamol HO/©/ °

Devamu diger sayfadadir
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Table 3.11 FDA onayl ila¢ etken bilesikleri ve formiilleri (devami)

No Tlac ismi Formiilii
" /\/©/0J1/NH;CECH3
14 Metoprolol tartrate salt
15 | Oxytetracycline hydrochloride
16 Metronidazol
17 Klaritromisin
HO -
H1C .. /N A
HyC V\SJ‘( O 7 %—-OH  *3H0
18 Amoxicillin trihydrate HaN
N
cx
@ -‘:‘\ M H
= -
Oy Yo
19 Piperacillin/tazobactam o
20 Naproxen sodyum o OO 0
»
RN S
| S N-—
o F TN N Hh—
-
21 Omeprazole

3.2.7 Theileria annulata’nin Laktat Dehidrogenaz’in Homoloji Modellemesi

Niikleer manyetik rezonans (NMR) ve X-isimn1 kristalografi gibi deneysel
yontemlerle yapis1 belirlenmis kaliplarin bulunmadigi durumda ilgili proteinlerin

yapist ve islevi hakkinda bilgi sahibi olmak ve 3B protein modellerini olusturmak
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amaciyla hesaplama yontemleri kullanilmaktadir [[122].

Genel olarak, homoloji modellemesi dort ana asamadan olugsmaktadir: (i) hedef
protein yapisinin modellenmesi icin sablon/lar olarak kullanilabilecek deneysel
olarak ¢oziilmiis evrimsel olarak hedef ile iligkili protein yapilarin belirlenmesi; (ii)
hizalama ve manuel ayarlama yoluyla hedef dizinin ve sablon yapilarinin karsilik
gelen kalintilarinin eslestirilmesi; (iii) ii¢ boyutlu bir model olusturulmasi ve (iv)
elde edilen modelin kalitesinin degerlendirilmesi [123]]. Sekil [3.2Jde bu homoloji
modellemesi asamalar1 gosterilmektedir. 7aLDH’1n homoloji modellemesi i¢in bu

adimlar takip edilmistir.

|
[

Bilinen Yapilar
(Sablonlar)

e ™\
Hedef Dizi . Sablon
Belirlenmesi

N J

!

e N
Sablon ve Hedefin { Yapi Olgme ve }

L Hizalanmasi ) Degerlendirme
s l h
Yap:
Modellemesi Homoloji
N g Modeli

Sekil 3.2 Homoloji modelleme basamaklar1 [[123]]

TalLDH’1n 3B kristal yapis1 deneysel yontemlerle belirlenmedii icin homoloji
modellemesinde kalip proteinlerin se¢ilmesinde NCBI/BLAST kullanilmustir.
Erisim numaras1t ADG45564.1 olan 7aLLDH’1n amino asit dizisinin FASTA formati
ile PDB (Protein Data Bank)’de bulunan proteinler iizerinde PSI-BLAST taramasi
yapilmigtir. Tarama sonucu c¢ikan proteinlerin Maksimum skor, Query cover,
E-degeri ve ylizde benzerlik oranlari incelenerek kalip proteinler belirlenmistir.
Kalip protein yapilarinin Protein Veri Bankasindan (www.rcsb.org) atomik
koordinatlarin1 ve yapida bulunan ligand bilgilerini iceren PDB dosyalan (P. fal-
ciparum laktat dehidrogenaz (1U5SC) ve Babesia orientalis laktat dehidrogenaz
(7TW8A)) modelleme i¢in kullanilmistir. 7al.LDH’1n AlphaFold ile tahmin edildigi
3B yapisinin PDB dosyasi (UniProt erisim numarasi AOA3BONSCS) kullanilmustir.

Bu tez kapsaminda 7alLDH icin iic adet homoloji modeli olusturulmustur.
Modellerden iki tanesi SWISS-MODEL web tabanli sunucu yardimi ile
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modellenirken, {ciincii model icin Modeller v10.4 programi modelleme igin
kullanilmugtir [[124]. Modeller programinda kalip proteinin ii¢ boyutlu yapisinin
bilgisi ve 7TalLDH’1n amino asit dizisinin bilgilerinin eslenmesine dayali olusturulan
50 farkli modelleme yapilmigti. ~ Bu modeller arasindan DOPE (Discrete
Optimized Protein Energy) skoru en diisiik olan model ileri validasyon analizleri
icin kullanilmigtir. Kalip olarak kullanilan ve modellenen proteinlerin iist iiste
hizalanmasiyla siiperimpozisyon hallerinin incelenmesinde ve Ortalama karekok
sapmasi (RMSD) degerlerinin hesaplanmasinda ise PyMOL programi kullanilmigtir
(The PyMOL Molecular Graphics System, Versiyon 2.5.4 Schrodinger, LLC).

Olugturulan modellerin validasyonlarinin yapilmasi amaciyla farkli web tabanli
sunucular kullanilmigtir. ERRAT v2.0 sunucusu yardimi ile modellenen yapilarin
3B yapisindaki atomlarin arasinda bulunan etkilesimler veya hatalar istatistiksel
olarak hesaplanmugtir [125]. ProSa (Protein Structure Analysis) web tabanli
sunucusu ile yapilan validasyon analizlerinde protein yapilarinin enerji diizeyleri
ve yapin kalitesi hakkinda bilgiler vermenin yanm sira X-ray analizi ve NMR
spektroskopisi ile yapilan hesaplamalarla protein yapisinin dogrulanmasi i¢in
kullanilmigtir [126]]. Ramachandran diyagramlar1 validasyonun son basamaginda
model proteinler icin PROCHECK programi araciliiyla belirlenmistir [[127].

3.2.8 Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz’in Molekiiler Yanastirmasi

DoGSiteScorer sunucusu, kapali bosluklari, aktif bolge cebini ve ilaglanabilirlik
degerlendirmesini protein plus sunucusundan analiz edilmistir [128]]. 7aLDH
molekiiler yanastirma analizlerini gerceklestirmek iizere olusturulan {ig¢
homoloji modeli ile farkli bilesik kiitiiphaneleri iizerinde analizler yapilmistir.
Bunlar, Enamine (www.enamine.net) anti-bakteriyel bilesik kiitiiphanesi,
PubChem-Metabolit ve PubChem-Bioassay bilesik kiitiiphaneleri olup yaklagik
650000 bilesigin yanastirmasi yapilmistir. Molekiiler yanagtirma analizlerinin timii
Maestro version 13.4.134 (Schrodinger Release 2022-4, Maestro, Schrodinger,
LLC, New York, NY, 2023)’de yapilmistir. 7al.LDH modellerinin iicii i¢in belirlenen
potansiyel ligand baglanma bolgelerine bilesik yanastirmasi yapilmistir. Acik ve
yar1 acik olarak homoloji modellemesi yapilan PDB dosyalar1 ilk asamada
ProteinPrepWizard [129] araci ile proteine hidrojen eklemesi yapilmis ve pH
7,4’te protonasyon belirlenerek minimize edilmistir. Kuvvet alan1 olarak OPLS4
secilmis ve biitiin yanastirma analizleri bu alan altinda yapilmistir. PubChem
PubChem-Bioassay veri bankasindan elde edilen bilesiklere ait dosyalar SDF
formatinda indirilmis olup, Maestro’daki LigPrep (Schrodinger Release 2022-4:
LigPrep, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2023) arac1 yardimi ile hazirlanmistir.

Yanastirma yapilacak bolgeler Receptor Grid Generation araci yardimi ile her
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bolgeye ait hacim ve x-y-z koordinatlar1 belirlenmis ve 3B yap1 bilgisini iceren
Gridfile dosyas1 olusturulmustur. Yanagtirma basamaginda ise Glide (Schrodinger
Release 2022-4: Glide, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2023.) yanastirma
araci kullamlarak [130], sirastyla yiiksek verimli sanal tarama (HTVS), standart
hassasiyet (SP) ve ekstra hassasiyet (XP) yanastirma modlar1 kullanilarak
molekiiler yanastirma yapilmistir. Sanal tarama (XP modu) sonunda ise en iyi
bilesikler XP GSkorlar1 baz alinarak siralanmistir. Ardindan, ADME degerlerine
ve Lipinski’nin bes kuralina uymayan bilesikler elenmistir (QikProp, Schrodinger,
LLC, New York, NY, 2023). Sekil 3.3]te genel bir molekiiler yanastirma akis

diyagrami verilmistir.

q’l

Protein ve Baglanma
Ligandin Bolgesi
Hazirlanmasi Tanimlanmasi

Sekil 3.3 Genel molekiiler yanastirma basamaklari [105]

Molekiiler yanastirma analizleri sonucunda hesaplanan XP-Gscore, 3.1, 3.2 ve
3.3’te verilen denklemlere gore hesaplanmaktadir. Denklemlerde E.,,; Coulomb
enerjisini, E,qr Van der Waals enerjisini, Epyq enciosure hidrofobik cevreleme,
Ent nn_motiy Ozel notr notr hidrojen-bag motif, Eppy e moris 0zel yiikli-yiikli
hidrojen-bag motif, EPI pi istifleme ve pi-katyon etkilesimlerinin, Epp pqir ¢ift
hidrojen bag1, Eppopic pair lipofilik ¢ifti enerjilerini, Edesolv ve Eligand_strain ise
sirastyla coziicii etkisini ve ligand gerilme enerjilerini temsil etmektedir 131].

XPGlidGSCO’I“€ == Ecoul + EvdW + Ebind + Epenalty (32)

Ebind = Ehyd—enclosure + Ehb—nn—motif +Ehb—cc—motif +EPI +Ehb—pair + Ephobic—pair
3.3)

Epenalty = Edesolv + Eligandfstrain (34)

3.2.9 Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz’in Molekiiler Dinamik
Simiilasyon Analizleri

Homoloji modellemesi yapilan iic modelin molekiiler yanastirma analizi

tamamlandiktan sonra her model i¢in bilesikler yanastirma skoru sonuclarina gore

siralanmigtir.  Yapilan tiim molekiiler dinamik simiilasyon analizleri Desmond

programi (Desmond Molecular Dynamics System, D. E. Shaw Research, New
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York, NY, 2023. Maestro-Desmond Interoperability Tools, Schrodinger, New York,
NY, 2023) ile gerceklestirilmistir. AlphaFold modeli i¢in 17 bilesigin molekiiler
dinamik (MD) simiilasyon analizi yapilirken 7aLDH-1USC (P. falciparum) modeli
icin 10 bilesigin, TaLDH-7TW8A (B. orientalis) modeli i¢in 10 bilesigin MD

simiilasyonu yapilmistir.

Analizler 6ncesinde ligand ve modelin dogru konumlar1 ve pozu 10 A ortorombik
kutu icerisine yerlestirilmis ve sistem TIPAPEW su modeli ile doldurulmusgtur.
Enzim-ligand etkilemigsiminin fizyolojik kosullar altinda simulasyonu i¢in 150
mM konsantrasyona uygun olarak sodyum ve kloriir iyonlar1 eklenmis ve tiim
sistem OPLS4 kuvvet alani altinda hazirlanmigtir. Enzim-ligand arasindaki kotii
etkilesimleri minumuma indirmek i¢in her komplekse 100 ps enerji minimizasyonu
yapilmistir. Enerji minimizasonu sonrasinda ise MD simiilasyon analizleri NPT
(izobarik-izotermik) topluluk sinifinda 300 K ve 1 bar basingta 100 ns siire boyunca
yapitlmigtir [132]]. Simiilasyon sirasinda her 100 ps’de trajectory kaydedilmis ve

1000 frame olusturulmustur.
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4

BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz’imm Kodlayan
Genin Ifadesi ve Enzimin Saflastiriimasi

Lac operon, E. coli icin kullanilan bircok ifade sisteminden biridir. Karsiliksiz
bir indiikleyici olan Izopropil-/3-d-1-tiyolgalaktopiranosid, laktozun sentetik bir
analogu oldugu i¢in protein ekspresyonu i¢in yaygin olarak kullamilir. Lac
represoriinii baglar ve DNA transkripsiyonuna izin veren operatorii serbest birakir
[133]. 7aLLDH ifadesi i¢in 0,5 mM olan IPTG ve hiicrelerin indiiklenmesi
saglanmigtir. Indiiklenen hiicre kiiltiiriiniin inkiibasyonu 25°C sicaklikta 16 saat

boyunca devam etmisgtir.

Tal.LDH’1 saflastirmak i¢in sirasiyla ifade, sonikasyon ve santrifiij basamaklarindan
sonra elde edilen hiicre lizat1 kolona yiiklenmis olup TALON® kolonu (Clontech
Laboratories, Inc., Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada) ile saflastirma
protokoliine uygun bir sekilde biitiin tamponlar sirastyla Tablo(3.6|3.7]3.8] ve 3.9
verilen sirayla kullanilmistir [120].

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

75 kdA +— 75 kdA

55 kdA 55 kdA

43 kdA +— 43 kdA

35 kdA +—

34 kdA +—| 34 kdA

a)

Sekil 4.1 ifade edilen 7aLLDH’1n saflastirma sonras1 SDS-PAGE jel elektoforez
analizi sonucu; a) Hat M: protein ladder marker; Hat 1 ve 2: hiicre iceren
siipernatant; ve pellet; Hat 3 :ilk siiziintii; Hat 4, 5 ve 6: yikama 1, yikama 2,
yikama 3 ornekleri; b) Hat M: protein ladder marker; Hat 1,2,3,4,5,6,7,8: eliisyon
fraksiyonlari; Hat 9: ilk siiziintii

Ifade edilen TaLLDH’1n analizi icin SDS-PAGE elektroforez yontemi kullanilmusgtir.
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Protein ifadesi sonrasinda elde edilen hiicre lizat1 ve pelletine ek olarak saflagtirma
sonrasinra elde edilen biitiin eliisyon, yikama ve ara basamaklardan toplanan
ornekler SDS-PAGE jeline yiiklendikten sonra yiiriitiilmiistiir. Peptide Propery
Calculator [[134] web tabanli sunucusu ile molekiiler agirligi 35221,32 g/mol (35,22
kDA) olarak hesaplanmustir.

SDS-PAGE jel elektroforezi sonucu elde edilen jel goriintiileri 4. 1] de verilmektedir.
M.Tp’da verilen jel gorintiisiinde yikama orneklerinde proteinn kaybinin olmadig:
goriikektedir. d.1p’de ise 2. hatta yiiklenen 2. eliisyon fraksiyonu
sonucu %95 saflikta ve yiiksek konsantrasyonlu saf 7alLDH varhigi tespit
edilmektedir. Saflastirilan 7alLDH, ileriki adimlardaki stabilizasyon ve inhibisyon
calismalarinda kullanilmistir.  Yiiksek saflikta elde edilen rekombinant 7al.LDH
in silico analizlerden tespit edilecek potansiyel inhibitor adaylarinin inhibisyon

caligmalarinda kullanilacaktir.

4.1.1 Theileria annulata’nin Laktat Dehidrogenaz’ ile Stabilizasyon Cals-

masi

Enzimlerin, uygun sicaklik ve pH araliginda ve belirli konsantrasyonlarda gliserol,
siikroz veya benzer bir stabilizator varliginda saklanmasi1 gerekmektedir. Bu
uygulama enzimlerin aktivitesinin korunmasi ve agregasyon olusmamasi ig¢in
gereklidir [[135].  Ayrica, trehaloz ve sukroz gibi sekerler, depolama ve

liyofilizasyon sirasinda proteinleri korumak icin siklikla kullanilmaktadir [[112].

TalLDH ile yapilan ¢alismalarda activitesi ile ilgili optimum pH ve termostabiletesi
belirlenmigtir [118]], fakat saflastinnldiktan sonra aktivesini ne kadar siireyle
muhafaza ettigi bilinmemektedir. Bu nedenle 2 farkli stabilizatoriin aktivitenin
zamanla olan degisimine olan etkisi incelenmigtir. Stabilizatorler etilen glikol
ve siikrozdur. Etilen glikol, suda ¢6ziiniir bir polimerdir ve proteinlere kovalent
olarak baglandiginda ozelliklerini degistirmektedir [[136]. Saflastirilan 7aLLDH’1n
aktivitesi saflagtirma sonrasi, 3 saat ve 24 saat araliklar ile ol¢iilmiis, 6 M etilen
glikol eklenmis enzim ve 1 M siikroz eklenmis enzim kullanilarak saf enzim ile

karsilagtirilmistir.

Aktivite tayini yapildiktan sonra elde edilen veriler Tablo[.I]de verilmekte olup, bu
degerler ile olusturulan grafik Sekil[d.2fde verilmektedir. 6 M etilen glikol eklenmis
enzimin akvitesinde 3 saat sonrasinda gozle goriiliir bir diislis goriilmektedir. 1
M siikroz eklenen enzimin ise 24 saat sonrasinda aktivitesinde kiiciik bir diisiis
goriilmektedir. Saf enzime oranla 1 M siikroz eklenen 7aLLDH’1n zamana bagh

ortalama aktivitesinin daha stabil oldugu goriilmektedir.
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Tablo 4.1 +4°C’de, belirli araliklarla olciilen ortalama enzim aktiviteleri

AAz/dk
Zaman (Saat) 0 3 24
Saf TaLLDH +4°C 0,7044 | 0,5863 | 0,528
E1 Etilen Glikol +4°C | 0,7044 | 0,0849 | 0,0546
E2 Siikroz +4°C 0,7044 | 0,69 | 0,6351

—+—Saf TALDH ===E] EG===E2 §

0,8

0,5

AA340DK
=
ES

0,3
0,2
0,1

0 3 24
ZAMAN(SAAT)

Sekil 4.2 TaLLDH 1n +4°C’de, belirli araliklarla 6lciilen ortalama enzim aktiviteleri.
E1-EG: Etilen glikol eklenmis enzim ¢ozeltisi, E2-S: Siikroz eklenmis enzim
coOzeltisi

4.1.2 FDA Onayh Ilac Etken Bilesiklerinin Theileria annulata’mn Laktat De-
hidrogenaz’1 Uzerindeki Inhibitor Etkinlikleri
Saflagtirllmis 7aLLDH {izerinde FDA onayli ila¢c etken bilesikleri inhibisyon
potansiyellerinin tespiti i¢in reaksiyonda son konsantrasyonu 100 uM olacak
sekilde kullanilmistir. Her bir bilesik i¢in yapilan {i¢lii 6l¢iimler ve negatif kontrol
ile kiyaslama sonucu aktivite tayini yapilmis ve inhibisyon degerleri hesaplanmistir.
6 ila¢ etken maddenin (8, 9, 10, 13, 19 ve 21) ise %60 iizerinde gosterdigi inhibisyon
degerleri standart hatalar: ile birlikte Tablo de verilmektedir. Buna ek olarak,
bilesik kiitiiphanesinden 20. bilesik olan Naproxen sodyumun %inhibisyon degeri
coziinmeden kaynaklanan sorunlar nedeni ile hesaplanamamigstir. %95 iizerinde
saflikta elde edilen 7aLLDH’1in inhibe edilmesi tezin ana amagclarindan biridir.
Oncesinde Theileria annulata icin yapilan insan kanser ilaglarinin anti-theilerial
aktivitesini incelendigi calismaya [S1] paralel olarak FDA onayli ila¢ etken
maddelerinin 7al.LDH {iizerindeki hesaplanan inhibisyon potansiyelleri ila¢ yeniden

konumlandirma caligmalar1 ile tropikal theileriosisin tedavisine yonelik yeni ilag
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gelistirme caligmalar1 icin umut vaad etmektedir. Saflastirilmis 7alLDH iizerinde
literatiirde ilk defa FDA onayl ilag etken bilesiklerinin %inhibisyonu in vitro
olarak tespit edilmistir. En yiiksek %inhibisyon oranina sahip Omeprazol ila¢ etken

maddesi ileri 7aLLDH inhibisyon analizlerinde kullanilabilir.

Tablo 4.2 Bilesiklerin 100 uM konsantrasyonda %enzim inhibisyon degerleri ve

standart hatalari

Bilesik %Inhibisyon degeri
1 Lansoprazol 36,65 + 6,178
2 Albendazol 10,36 + 1,881
3 Praziquantel 24,09 + 2,594
4 Montelukast sodyum 23,56 + 3,628
5 Karvedilol 11,01 £ 1,163
6 Amitriptilin 2,62 + 0,833
7 Amlodipin Besilat 42,771 + 4,781
8 Pantoprazol sodyum 60,76 + 9,584
9 Nateglinid 61,83 + 1,257
10 Buspiron hidrokloriir 66,81 + 8,228
11 Enalapril maleate salt 45,61 + 1,089
12 Sulfasalazin 22,82 + 6,782
13 Paracetamol 65,16 + 3,471
14 Metoprolol tartrate salt 57,65 + 8,838
15 Oxytetracycline hydrochloride | 48,41 + 6,251
16 Metronidazol 54,44 + 1,118
17 Klaritromisin 51,79 £ 5,642
18 Amoxicillin trihydrate 51,16 + 10,876
19 Piperacillin/tazobactam 61,13 +£9,947
20 Naproxen sodyum N.D.b

21 Omeprazol 73,36 + 5,894

4.2 Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz’inin Homoloji
Modellemesi ve Optimizasyonu

TalLDH’in in silico analizleri icin ii¢ adet homoloji modeli tasarlanmigtir. Model
tasariminda ilk sirada sablon olarak; Babesia orientalis’in laktat dehidrogenazi
(PDB ID: 7WB8A_A) secilmis ve homoloji modeli 7alLDH-7W8A olarak
adlandirilmistir.  Ikinci model icin AlphaFold Erisim No:AOA3BONSCS protein

sablonunu kullanilmig ve tasarlanan homoloji modeli 7alLDH-AlphaFold olarak
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adlandirilmistir.  Uciincii modelde sablon yapi olarak Plasmodium falciparum
laktat dehidrogenazi (PDB ID:1U5C_A) secilip, tasarlanan homoloji modeli
TalLDH-1US5C olarak adlandirilmistir.

Olugturulan ti¢ farkli 7aLDH homoloji modellerinin ileri molekiiler yanastirma
analizlerinden Once validasyonu yapilmigtir. ProSa (Protein Yapi Analizi) web
tabanli sunucusu ise modellenen protein yapilarinin enerji diizeyleri ve yapinin
kalitesi hakkinda bilgilere ek olarak X 1sin1 kristalografisi ve NMR spektroskopisi
ile yapilan hesaplamalarla protein yapisinin dogrulanmasi icin kullanilmigtir
[126]. Verify3D, homoloji modelinin kendi amino asit dizisi ile uyuyumlulugunu,
konumuna ve cevresine gore belirlemekte olup, deneysel olarak belirlenen iyi

yapilar ile karsilastirilmasi sonucu hesaplanmaktadir [[137].

Geometrik ve enerjik etkiler nedeniyle, farkli atom tiirleri proteinler arasinda
rastgele olmayan bir dagilim gosterir.  Protein yapisal modellerindeki hata
bolgelerinde daha rastgele dagilimlar beklenir. ERRAT analizi, cift yonli
atomik etkilesimlerin istatistiklerini inceleyerek protein kristal yapilarindaki hata

bolgelerini tanimlamaktadir [[125].

Z-skoru genel modelin kalitesi hakkinda bilgi vermektedir ve yapinin toplam
enerjisinin sapmasini, rastgele konformasyonlardan tiiretilen enerji dagilimina gore
hesaplanmaktadir [126].

Ramachandran diyagramlar1 validasyonun son basamaginda model proteinler
icin PROCHECK programi aracilifiyla belirlenmistir [[127]. Protein modelinin
stereokimyasal kalitesi, Ramachandran grafifine dayanmaktadir. Ramachandran
acilar1 veya konformasyon agilar1 phi-psi (¢-v), bir protein molekiiliiniin polipeptit
zincirinin omurgasini belirler. Ramachandran ¢iziminde bu agilar birbirlerine karsi
cizilir [138].

4.2.1 Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz’inin Homoloji Modellemesi ve
Optimizasyonu: 7aLDH-7WS8A
IIk asamada TaLDH’m homoloji modellemesine uygun kaliplarin secimi icin
PCBI/BLAST kullanilmistir. Erigsim numarast ADG45564.1 olan 7alLDH’1n amino
asit dizisinin FASTA formati ile PDB’de bulunan proteinler tizerinde PSI-BLAST
taramas1 yapilmis ve Max. score 449, %97 Query Cover, E degeri 3e-159 ve
benzerlik oran1 %68,25, Coziiniirliikk degeri 2,671 A olan apo formunda Babesia
orientalis’in laktat dehidrogenazinin A zinciri se¢ilmigtir (PDB ID: 7W8A_A).
E degeri referans olarak verilen dizi ve karsilastirilmasi yapilan diger dizilerin

hizalanmasi ile ortaya ¢ikan rastgele arka plan giiriiltiisiinii ifade etmektedir bu
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deger ne kadar kiiciikse o kadar anlamlidir. SWISS-MODEL bu kalibin homoloji
modellemesi icin kullanilmistir.  Hedef dizinin SWISS-MODEL web tabanlh
sunucusuna girilmesi ile model olusturulmustur [139]. Sekil @.3[te PCBI/BLAST

sonucu verilmigtir.

Homoloji modellemesi yapilmis 7aLDH-7W8A Sekil H.4[te verilmektedir.
Olugturulan 7al.LDH-7W8A homoloji modelinin ileri molekiiler yanastirma
analizlerinden once validasyonu yapilmigtir. Validasyon sonuglar1 Tablo [@.3te

verilmektedir.

Her bir modelin ERRAT v2.0 sunucusu yardimi ile 3B yapisindaki atomlarin
arasinda bulunan etkilesimler veya hatalar istatistiksel olarak hesaplanmig [125]]
olup, Tablo#.4/te ERRAT program ¢iktis1 verilmistir.

Sequences producing significant alignments e Select columns '  Show (2]
[) selectall 0 sequences selected
Description Scientific Name Max | Tolal | Query E Per. | Acc Accession
Score Score Cover wvalue Ident Len
-

D Chain A, lactate dehydrogenase [Babesia orientalis] Babesia orientalis 449 449 97% 3e-159 68.25% 330 TWBA A
D Chain A, lactate dehydrogenase [Apicomplexa] Apicomplexa 395 395 98% 4e-138 59.75% 334 4PLC_A
D Chain A, lactate dehydrogenase [Apicomplexa sp.] Apicomplexa sp. 364 364 97% 6e-126 5810% 330 6VDH A
D Chain A, malate dehydrogenase [Apicomplexa] Apicomplexa 354 354 98% 6e-122 5552% 331 APLT_A
D Chain A, malate dehydrogenase [Apicomplexa] Apicomplexa 337 337 98% 3e-115 5440% 326 4PLH_A
() ChainA, Llactate dehydrogenase [Toxoplasma gondil Toxoplasma gondii 322 322 97% 26109 48.88% 326 3CZM_A
E] Chain A, L-lactate dehydrogenase [Toxoplasma gondii] Toxoplasma gondii 322 322 97% 3e-109 48.88% 328 1SOV_A
D Chain A, PROTEIN (L-LACTATE DEHYDROGENASE)_[Plasmodium falciparum] Plasmodium falciparum 319 319 96% 2e-108 51.13% 316 I1CEQ A
D Chain A, L -lactate D [Plasmodium falciparum 3D7] Plasmodium falciparum 3D7 318 318 96% 6e-108 5080% 316 37ZH2 A
E] Chain A, L-lactate dehydrogenase [Plasmodium falciparum] Plasmodium falciparum 318 318 096% 7e-108 50.80% 321 1U40_A
C] Chain A, L-lactate dehydrogenase [Plasmodium falciparum)] Plasmodium falciparum 318 318 96% 8e-108 50.80% 322 1724 A
C] Chain A, L-lactate dehydrogenase [Plasmodium falciparum)] Plasmodium falciparum 318 318 96% 1e-107 50.80% 323 1XIV_A
D Chain A, PROTEIN (L-LACTATE DEHYDROGENASE) [Plasmodium falciparum] Plasmodium falciparum 315 315 96% 6e-107 50.80% 316 1CET_A
D Chain A, L -lactate dehydrogenase [Plasmodium vivax] Plasmodium vivax 313 313 96% 4e-106 50.00% 316 BTXR_A
[:] Chain A, L-lactate dehydrogenase [Plasmodium vivax] Plasmodium vivax 313 313 96% 4e-106 50.00% 321 2A92 A

Sekil 4.3 7al.LDH ve kristalografik olarak 3B yapis1 bilinen PDB’de bulunun
proteinleri hizalanmas1 sonucu benzerlik oranlari

Tablo 4.3 Ta.DH-7W8A modelinin validasyon skorlari; TEB:tercih edilen bolge,
EIVB: ek izin verilen bolge, GIVB: genel izin verilen bolge, IVB: izin verilmeyen
bolge

MODEL ERRAT VERIFY3D ProSA Ramachandran

TEB %92,1 ;: EIVB %7.5 ;

TaLLDH-TW8A 99,3127 %70,10 -9,9

GIVB %0,4 : IVB %0,0
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Sekil 4.4 TaLLDH-7W8A homoloji modeli

Tablo 4.4 Ta. DH-7W8A modelinin ERRAT program ¢iktisi

ERRAT program ciktisi

Error value*
o Q
=3

gt A1 bl o o f fi o
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
Residue # (window center)

Tablo 4.5 Tal. DH-7W8A modelinin ProSa program ciktis1

Toplam Kalite Lokal Kalite

Knowledge-based energy

eeeeeeeeeeeeeeeee

Tablo {.5[te verilen ProSa enerji grafiklerinde amino asit dizisinin pozisyonuna
bagli olarak enerjileri gostermektedir. Bu, yerel model kalitesini gosterir. Genel
olarak, pozitif degerler bir modelin sorunlu veya yanlis yonlerini gostermektedir.
Tek rezidii enerjilerinin bir grafigi tipik olarak biiyiilk dalgalanmalar igerir ve
bu nedenle model degerlendirmesi i¢in sinirli deger sunmaktadir.  Z-skoru

Tal. DH-7W8A i¢in -9,9 olarak hesaplanmistir [126].
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Tablo 4.6 Ta.DH-7W8A modeline ait Ramachandran grafigi

Ramachandran grafigi

I JE—

TaLDH-7TW8A modeli igin Tablo [{.6[da verilen Ramachandran bdlgeleri
incelendiginde amino asit dizisinin %92,1’lik boliimii (246 rezidii) tercih edilen
bolgedeyken, ek izin verilen bolgede %7,5 (20 rezidii), genel izin verilen bolgede
ise %0.,4 (1 rezidii)’ii bulunmaktadir. Izin verilmeyen bolgede ise %0,0 yani hig

rezidii yoktur.

4.2.2 Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz’inin Homoloji Modellemesi:
Tal.DH-AlphaFold

Ikinci olarak SWISS-MODEL sunucusunda %98,79 benzerlik oranina sahip, apo
formunda 3B yapis1 AlphaFold [[140] ile tahmin edilmis Erisim No:AOA3BONSCS
olan Theileria annulata laktat dehidrogenaz SWISS-MODEL ile modellenmistir.
Model Sekil 4.5[te goriilmektedir. Hedef protein ile ayni dizi bilgisine sahip
AlphaFold sablonunun 3B yapist deneysel metotlar yerine yapay zeka algoritmalari
ile tahmin edilmistir. Modelin validasyon skorlart ise Tablod.7]de verilmistir.

Tablo 4.7 Tal. DH-AlphaFold modelinin validasyon skorlari; TEB:tercih edilen
bolge, EIVB: ek izin verilen bolge, GIVB: genel izin verilen bolge, IVB: izin
verilmeyen bolge

MODEL ERRAT VERIFY3D ProSA Ramachandran

TEB %95 ; EIVB %4,7 ;
TaLLDH-AlphaFold 99,0228 %78,2 -10,49
GIVB %0.4 ;: TVB %0,0

ERRAT v2.0 sunucusu yardimi ile 7alLDH-AlphaFold modelinin 3B yapisindaki
atomlarin arasinda bulunan etkilesimler veya hatalar istatistiksel olarak
hesaplanmig[[125] olup, ERRAT program ¢iktis1 Tablo {.8de verilmistir. ProSa
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Sekil 4.5 Tal.DH-AlphaFold homoloji modeli

(Protein Structure Analysis) web tabanli sunucusundan elde edilen program ciktisi
Tablo {.9[da verilmis olup, hesaplanan Z-skoru TuLDH-AlphaFold i¢in -10,49

[126]].
Tablo 4.8 Tal. DH-AlphaFold modelinin ERRAT program ¢iktis1

ERRAT program ciktisi

Efror value*

Tablo 4.9 Tal. DH-AlphaFold modelinin ve ProSa program ¢iktisi

Toplam Kalite Lokal Kalite

Knowledge-based energy

eeeeeeeeeeeeeeee

Tal. DH-AlphaFold modeli i¢cin Ramachandran bolgeleri incelendiginde amino asit
dizisinin %95’lik boliimii (264 rezidii) tercih edilen bolgedeyken, ek izin verilen
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bolgede %4,7 (13 rezidii), genel izin verilen bolgede ise %0,4’1 (1 rezidii)
bulunmaktadir. Izin verilmeyen bélgede ise %0,0 yani hi¢ rezidii yoktur Tablo
4.107da goriilmektedir.

Tablo 4.10 7alLDH-AlphaFold modelinin Ramachandran grafigi

Ramachandran grafigi

1
,7 - .. P ’_1‘ ||
g [y

JE—

Psi (degrees)

4.2.3 Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz’inin Homoloji Modellemesi:
TaLLDH-1USC

Uciincii model icin benzerlik oram yaklasik %50 oldugu bilinen Plasmodium fal-
ciparum’a ait proteinlerin yapilar incelenerek 3B yapisinda NAD bulunduran bir
PfLDH) (PDB ID:1U5C, Coziiniirliik 2,65 A) secilmistir, proteine ve TalLDH’ ait
PCBI/BLAST sonucunda max score 318, Query Cover %96 ve benzerlik oran
%50,8 degerlerine sahip taslak se¢ilmigstir. Modellemeden Once taslak protein yapisi
PyMOL programindan incelendiginde aktif dongiisiinde eksik rezidii bolgeleri
tespit edilmis ve eksik rezidiiler Protein Preparation Wizard( Epik, Schrodinger,
LLC, New York, NY, 2022; Impact, Schrodinger, LLC, New York, NY; Prime,
Schrodinger, LLC, New York, NY, 2022.) eksik loop doldurularak tamamlanmuistir.
TalLDH dizi bilgisi verilen Modeller v10.4 programi araciliiyla yapiya NAD dahil
edilmis ve Farkli Optimize Edilmis Protein Enerjisi (DOPE) ve normalize DOPE
(z-DOPE) skorlar1 incelenmistir. Olusturulan 50 modelden en diisitk DOPE skoruna
sahip olan model en iyi olarak secilmistir [[124]]. Tasarlanan 7aLLDH-1U5C homoloji
modeli Sekil 4.6]de verilmektedir.

Olusturulan 7alLDH-1USC homoloji modellerinin ileri molekiiler yanastirma
analizlerinden once validasyonu yapilmigtir. Validasyon sonuglart Tablo @.T1}de
verilmektedir. 7aLDH-1US5C modelinin validasyon sonuglarinin optimize edilmesi
icin enerji minimizasyonu yapilmis YASARA minimization server kullanilmigtir
[141]].
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Sekil 4.6 7a.LDH-1US5C homoloji modeli, NAD (pembe)

Tablo 4.11 7aLLDH-1US5C modelinin validasyon skorlari; TEB:tercih edilen bolge,
EIVB: ek izin verilen bolge, GIVB: genel izin verilen bolge, IVB: izin verilmeyen
bolge

MODEL ERRAT VERIFY3D ProSA Ramachandran
TEB %93,2 ; EIVB %6,5 ;

TaLDH-1U5SC 97,7636  %68.,63 -10,01
GIVB %0,4 : IVB %0.,0

ERRAT v2.0 sunucusundan alinan program ¢iktist Tablo #.127de verilmis olup, 3B
yapisindaki atomlarin arasinda bulunan etkilesimler veya hatalar istatistiksel olarak
hesaplanmugtir [[125]]. ProSa program ciktis1 Tablo de verilmis olup, sunucu
tarafindan hesaplanan Z-skoru 7aLDH-1US5C i¢in -10,01 dir [126].

Tablo 4.12 7Tal.DH-1U5C modelinin ERRAT program ¢iktisi

ERRAT program ciktisi

Error value'
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Tablo 4.13 TaLDH-1U5C modelinin ve ProSa program ciktisi

Toplam Kalite Lokal Kalite
TaLDH-1USC  modelinin  Tablo [@.I4fte verilen Ramachandran grafigi

incelendiginde ise amino asit dizisinin %93,2’lik boliimii (259 rezidii) tercih
edilen bolgedeyken, ek izin verilen bolgede %6,5 (18 rezidii), genel izin verilen
bolgede ise %0,4°ii (1 rezidii) bulunmaktadir. izin verilmeyen bolgede ise diger iki

model gibi %0,0 yani hi¢ rezidii yoktur.

Tablo 4.14 Ta.DH-1U5C modelinin Ramachandran grafigi

Ramachandran grafigi
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4.2.4 Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz’inin Homoloji Modellerinin
Siiperimpozisyonu

Modellenen proteinlerin iist iiste hizalanmasiyla siiperimpozisyon hallerinin
incelenmesinde ve Ortalama karekok sapmast (RMSD) degerleri PyMOL
programindan hesaplanmistir. 7aLDH-7W8A ve TaLLDH-1US5C modeli RMSD
degeri 0,852 iken, Tal.LDH-AlphaFold ve Tal.LDH-1U5C modelinin RMSD degeri
0,880, 7aLDH-7W8A ve TalLDH-AlphaFold modelinin RMSD degeri 0,533
olarak hesaplanmistir (The PyMOL Molecular Graphics System, Versiyon 2.5.4
Schrédinger, LLC). 7TaLDH’1in homoloji modellerinin siiperimpozisyonu Sekil
|.7rde verilmistir.
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Sekil 4.7 TaLLDH homoloji modellerinin stiperimpozisyonu: 7aLDH-7W8A mavi;
Tal.DH-AlphaFold yesil; 7aLDH-1USC-NAD kompeksi; 7TaLDH-1USC pembe,
NAD turuncu

4.3 Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz’immin Molekiiler
Yanastirma Calismalar1 ve Molekiiler Dinamik Simiilasy-

onu

Olugturulan modeller iizerinde farkli bilesik kiitiiphaneleri ile molekiiler yanastirma
calismalar1 yapilmistir. Bunlar, Enamine (www.enamine.net) anti-bakteriyel bilesik
kiitiiphanesi, PubChem-Metabolit ve PubChem-Bioassay bilesik kiitiiphaneleri olup
yaklagik 650000 bilesigin yanastirmas: yapilmistir. Bu kiitiiphaneler ile yapilan
molekiiler yanastirma sonuclarina gore en iyi skorlar PubChem-Bioassay bilesik
kiitiiphanesi ile elde edilmistir. Molekiiler yanastirma analizlerinin ardindan {iig
modelin her biri icin bilesikler XP skorlarma gore siralanmig olup molekiiler
dinamik simiilasyonu analizleri i¢in toplam 37 bilesik secilmistir. Tablo #.15] [4.16|
ve {.177de modellere ait XP Gscore, XP Hidrojen bag1 ve MM/GBSA (Molecular
Mechanics, the Generalized Born model and Solvent Accessibility) AG baglanma

enerjisi degerleri verilmektedir.

Gergeklestirilen tim MM/GBSA AG baglanma enerji hesaplari icin Schrodinger
paketlerinde bulunan Prime/Desmond modiiliiniin thermal_mmgbsa.py python
betigi kullanilmistir. Simiilasyon analizlerinden elde edilen trajectory (yOriinge)
dosyalar1 anlik goriintiilere boliiniir ve her kare icin MM-GBSA yardimiyla
ortalama baglanma enerjilerini hesaplanmaktadir. Ortalama Van der Waals enerjisi,
ortalama Coulomb enerjisi, ortalama Lipofilik enerji, ortalama Genellestirilmig

Born elektrostatik solvasyon enerjisi, ortalama Kovalent baglanma enerjisi, ve
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Sekil 4.8 Molekiiler dinamik simiilasyonu analizleri sonrast MM/GBSA AG
baglanma enerji-Zaman(ns) grafigi

ortalama Hidrojen baglanma enerjileri hesaplanarak MM-GBSA baglanma enerjisi
hesab1 yapilmaktadir [142]]. 37 bilesi§in simiilasyonu sonrasinda olusturulan
RMSD-Zaman grafiklerinin incelenmesi sonucu ortalama RMSD degeri 3,5 A’dan
kiiciik olan 14 bilesik se¢ilmis olup her biri igcin hesaplanan MM/GBSA AG
baglanma enerjileri Sekil @.8te verilmistir. En iyi ligand baglanma afinitesi 92181
bilesiginde -98,0616 kcal/mol olarak hesaplanmustir.

4.3.1 TaLLDH-7W8A Modelinin Molekiiler Yanastirma Calismalar1 ve
Molekiiler Dinamik Simiilasyonu

Tal.DH-7TW8A modelinin molekiiler yanastirma sonucunda XP Gskorlar1 en
diisik olan 10 bilesik secilip, her birine ilk etapta 100 ns siireyle molekiiler
dinamik simiilasyon analizleri yapilmis ve AG baglanma enerjileri hesaplanmigtir.
TaLLDH-7TW8A modeli olusturulurken B. orientalis laktat dehidrogenazi sablon
olarak sec¢ilmis olup, diger modellere nazaran aktif bolgenin daha agik formda
oldugu bir model tasarlanmistir. Sablonda B. orientalis laktat dehidrogenaz
enzimine herhangi bir subsrat ya da kofaktdr bagl degildir. 7TaLDH-7WS8A
modelinin aktif bolgesine molekiiler yanastirma yapilmis olup XP G skoru en
diisik olan 10 bilesik belirlenmis ve molekiiler dinamik simiilasyon analizleri
yapimustir.  Tablo f.I5[te verilen bilesiklerin molekiiler dinamik simiilasyon
sonuglari incelenmis olup ve her bilesik icin MM/GBSA AG baglanma enerjisi
hesaplanmugtir.

MD simiilasyonu sonucunda elde edilen bilesiklerin her birinin 7aLDH-7TW8A’a
gore RMSD-Zaman grafikleri olusturulmustur. Grafikler incelendiginde RMSD
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degeri 3,5 A’dan kiiciik olan 4 bilesik belirlenmistir.

Bu bilesikler ise

MM/GBSA AG baglanma enerjisine gore en diisiikten artarak siralandigi durumda
1580464, 278572, 6108426, 256622 olarak verilmektedir. Secilen bu bilesiklerin
protein karbona RMSD degerlerinin toplu olarak verildigi grafik Sekil 4.97da

goriilmektedir.

Tablo 4.15 TaLDH-7W8A modeli i¢in belirlenen bilesiklerin molekiiler
yanastirma sonucunda XP-Gscore ve XP-Hidrojen bagi degerleri ve Molekiiler
dinamik simiilasyonunun ardindan hesaplanmig AG baglanma enerjisi degerleri

MM/GBSA

Model PubChem | XP Gscore | XP H bag1 | AG baglanma
ID (kcal/mol) | (kcal/mol) | enerjisi

(kcal/mol)
TaLLDH-7TWS8A | 6108426 -9,708 -2,961 -62,2539
TalLDH-7TWS8A | 3084295 -9,012 -4,606 -56,0995
TaLLDH-7WS8A | 16252238 | -8,914 -0,657 -65,0886
TaLLDH-7TWS8A | 256622 -8,969 -4,922 -40,5678
TaLLDH-7TWS8A | 2862223 -8,782 -3,403 -64,8419
TalLDH-7WS8A | 5742706 -9,042 -3,043 -63,2401
TaLLDH-7TWS8A | 278572 -8,965 -2,815 -71,6776
TaLLDH-7TWS8A | 11626371 | -8,861 -3,944 -43,4509
TaLLDH-7TWS8A | 278767 -8,887 -2,480 -29,3518
TaLLDH-7TWS8A | 1580464 -8,576 -3,525 -88,7602

3,5

RMSD (A)

1,5 |

Protein RMSD TaLDH-7WS8A
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Sekil 4.9 Secili ligandlar (6108426, 1580464, 278572, 256622) ve TaLDH-7TWS8A
kompleksinin 100 ns simiilasyonu sonucu 7aLDH-7W8A’1n RMSD-Zaman grafigi

100 ns siiresince simiilasyon analizi yapilmis olan 1580464 bilesigine ait RMSD
grafigi Sekil da verilmig olup, ortalama RMSD degeri 2,57 A olarak
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1580464 ve TaLDH-7WS8A
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Sekil 4.10 1580464 ve TaLDH-7TW8A RMSD grafigi: protein ca (TaLDH-7TW8A)
RMSD kirmizi, ligand (1580464) RMSD lacivert

hesaplanmigtir. RMSD dalgalanmalar incelendiginde protein daha stabilken,
ligand proteine gore daha hareketli durumda olup proteinin RMSD degerlerinde
oynama oldugu zaman araliginda bilesik proteine oranla fazla dalgalanma hareketi
yapmis oldugu soylenebilmektedir. Bilesigin bagli oldugu siirede MM/GBSA AG

baglanma enerjisi -88,7602 kcal/mol olarak hesaplanmistir.

b)

—
T Sohent Sposure J Charged (negative) Hydrophobic Water
J Charged (positive) Polar

Sekil 4.11 1580464 ve Tal. DH-7W8A’1n a) molekiiler yanastirma sonrasi, b)
molekiiler dinamik simiilasyon sonrasi1 2 boyutlu etkilesimleri

Sekil @.T1]de ise 1580464 nin molekiiler yanagtirma sonundaki 7aLDH-7W8A ile
etkilesimi ve 100 ns MD simiilasyonu sonunda model ile yapilan etkilesimler
2 boyutlu olarak verilmistir. ~ Sekil .11 b’de simiilasyon siiresince %30 ve
izerinde yapilan etkilesimler gosterilmektedir. SER239, ASN93, ASN130 pozitif
yiiklii ARG161 ve HIP185 ile hidrojen bagi kurulmus olup simiilasyon siiresince
su molekiilleri ile de hidrojen bagi kurdugu goriilmektedir. SER239, ASN130

ve ASNI105 ile simiilasyon sonunda bilesik hidrojen baglar1 olusturmaktadir.
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Molekiiler yanastirma ve simiilasyon sonrasi hidrojen baglari ve rezidiiler arasindan
sabit olanlarin SER239 ve ASN130 oldugu goriilmektedir.

278572 ve TaLDH-7W8A
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Sekil 4.12 278572 ve TaLDH-7W8A RMSD grafigi: protein caw (TaLDH-7TW8A)
RMSD kirmizi, ligand (278572) RMSD lacivert

Simiilasyon siiresi 100 ns olan 278572 bilesigine ait ortalama RMSD degeri 2,43
A olarak hesaplanmis olup, RMSD grafigi Sekil de verilmektedir. Bilesigin
aktif bolgedeki dalgalanlar1 incelendiginde yaklasik 40. ns’de bir sigrayis oldugu
goriilmektedir. Protein karbon o« RMSD degerlerinde ise belirgin bir sigrama
yoktur. Simiilasyon siiresince bilesik proteine oranla fazla dalgalanma hareketi
yapmis oldugu soylenebilmektedir. Bilesigin bagli oldugu siirede MM/GBSA AG

baglanma enerjisi -71,6776 kcal/mol olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.13 278572 ve TaLDH-7W8A’1n a) molekiiler yanastirma sonrasi, b)
molekiiler dinamik simiilasyon sonrasi 2 boyutlu etkilesimleri

278572’in TaLDH-7WS8A ile etkilesimleri molekiiler yanastirma sonucu ve 100
ns MD simiilasyonu sonucu olarak sirasiyla a ve b seklinde Sekil {.13[te
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2 boyutlu olarak gosterilmektedir. ASN130, LEU8SS, ARGI161, SER239 ve
SER240 rezidiileri ile simiilasyon 6ncesinde olusan hidrojen baglarinin sonrasinda
da olusturuldugu soylenebilmektedir. Simiilasyon siiresince ALA83, LEUSS,
ASN130, ARG98, ARG161 ve HiS185 ile de simiilasyon boyunca hidrojen bag
olusturulmaktadir. 278572’nin 7TaLLDH’1m katalitik bolgesinde bulunan subsrat
baglanma rezidiilerinden HIS185, ARG161 ve ARG98 [88, 89] ile hidrojen bag
yaptig1 goriilmektedir.

6108426 ve TaLDH-7W8A
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Sekil 4.14 6108426 ve TaLDH-7W8A RMSD grafigi: protein cae (TaLDH-7W8A)
RMSD kirmizi, ligand (6108426) RMSD lacivert
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Sekil 4.15 6108426 ve TaLDH-7W8A’1n a) molekiiler yanastirma sonrast, b)
molekiiler dinamik simiilasyon sonras1 2 boyutlu etkilesimleri

100 ns simiilasyonu yapilmig olan 6108426 bilesigine ait ortalama RMSD degeri
2,85 A olup, RMSD grafigi Sekil te verilmektedir. Bilesik ve protein karbon
a RMSD degerleri incelendiginde etkilesim boyunca hareketlenmelerin bilesik ve
proteinde birbiri ile uyumlu olarak gergeklestigi goriilmektedir. Bilesigin stabile
yakin davranis sergiledigi sdylenebilmektedir. Bilesigin bagl oldugu siire boyunca
MM/GBSA AG baglanma enerjisi -62,2539 kcal/mol olarak hesaplanmustir.
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Molekiiler yanastirma sonucu ve 100 ns MD simiilasyonu sonucunda 6108426’in
TaLDH-7WSA ile olusturdugu etkilesimler, Sekil B.15te sirasiyla a ve b seklinde
2 boyutlu olarak gosterilmektedir.  Simiilasyon ©Oncesinde GLYS85, GLY16,
SER239, ASN17 ve ARG98 ile kurulan hidrojen baglar1 simiilasyon sonrasinda
goriilmemektedir. THRS82 ile hem simiilasyon Oncesi hem simiilasyon sonrasi
hidrojen bag1 olusturulmustur. Pozitif yiiklii ASP38 ile hidrojen bagi kurulmus
olup, simiilasyon sirasinda ASP38 ile su molekiilleri arasinda da hidrojen bagi
olusturulmustur. GLY14 ve ALA86’nin ise simiilasyon boyunca %30 iizerinde
hidrojen bag1 yaptig1 goriilmektedir.

256622 ve TaLDH-7W8A
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Sekil 4.16 256622 ve TaLDH-7W8A RMSD grafigi: protein caw (TaLDH-7TW8A)
RMSD kirmizi, ligand (256622) RMSD lacivert

TaLLDH-7W8A modeline molekiiler yanastirmasi yapilan 256622 bilesiginin 100
ns simiilasyon analizi sonrast RMSD grafigi Sekil 4.16[da verilmis olup ortalama
RMSD degeri 1,83 A olarak hesaplanmigtir. RMSD-Zaman grafigi incelendiginde,
bilesigin RMSD degerlerinin protein karbon o« RMSD degerlerine gore daha
kiiciik oldugu goriilmektedir. Yaklagik 50. ns’de bilesik RMSD degerlerinde
bir sicrama olmus fakat sonrasinda stabil harekete geri donmiistiir. Bilesigin
simiilasyon boyunca MM/GBSA AG baglanma enerjisi -40,5678 kcal/mol olarak

hesaplanmugtir.

Simiilasyon 6ncesi ve sonrast bilesik ve TaLDH-7W8A etkilesimleri Sekil #.17]de
sirastyla a ve b seklinde verilmistir. Sekil #.17)incelendiginde simiilasyondan 6nce
LEU8S5, ASN130, ASN17 ve SER239 ile hidrojen bag1 kurulmugstur. ASN130 ve
ILE18’in simiilasyondan 6nce ve sonrasinda hidrojen bagi kurdugu goriilmektedir.
ASN130 100 ns simiilasyon boyunca %90 hidrojen bag1 kurmustur. Simiilasyon

stiresince ASN17 gibi rezidiiler ile de hidrojen bagi etkilesimleri olusturulmusgtur.
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Sekil 4.17 256622 ve TalLDH-7W8A’1n a) molekiiler yanastirma sonrast, b)
molekiiler dinamik simiilasyon sonrasi 2 boyutlu etkilesimleri

4.3.2 TaL.DH-AlphaFold Modelinin Molekiiler Yanastirma Calismalar1 ve
Molekiiler Dinamik Simiilasyonu
Tal.DH-AlphaFold modelindeki molekiiler yanastirma sonuglar1 incelendiginde ise
17 bilegigin molekiiler dinamik analizi 100 ns boyunca yapilmis ve AG baglanma
enerjileri hesaplanmistir.  AlphaFold’un 7aLDH’1in {i¢ boyutlu yapisim1 yapay
zeka ile tahmin ettigi sablonun ve hedef TaLLDH’m %100 dizi benzerligi olmasi
nedeniyle diger iki modelden daha fazla bilesik ile molekiiler dinamik simiilasyon
analizi yapilmistir. Tablo f.16[da verilen bilesiklerin her birine ait XP Gscore,
Hidrojen bagi yapma kapasitelerinine gore XP Hidrojen bagi degerleri verilmis
olup, molekiiler dinamik simiilasyon sonuglarinin incelenmesinin ardindan her

bilesik icin MM/GBSA AG baglanma enerjisi hesaplanmustir.

Protein RMSD TalLDH-AlphaFold
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Sekil 4.18 Secili ligandlar (376197, 6474897, 2302060, 13506406, 282787,
16196969, 445579, 12004532, 2962711) ve TaLDH-AlphaFold kompleksinin 100
ns simiilasyonu sonucu 7aLDH-AlphaFold’in RMSD-Zaman grafigi
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MD simiilasyonu sonucunda elde edilen bilesiklerin enzime gére RMSD-Zaman
grafikleri olusturulmugtur. Simiilasyon etkilesim grafikleri incelendiginde RMSD
degeri 4,5 A’dan kiiciik olan 9 bilesik belirlenmistir. Bu bilesikler ise MM/GBSA
AG baglanma enerjisine gore en diisiik olandan artarak siralanmistir. Bu durumda
bilesiklerin simiilasyon siiresi boyunca hareketlerinin iceren RMSD-Zaman
grafiklerini ve kurduklar1 etkilesimleri incelenmesi adina 376197, 6474897,
2302060, 13506406, 282787, 16196969, 445579, 12004532, 2962711 sirastyla
verilmigtir. ~ Secilen bilegiklerin protein karbon «« RMSD degerlerinin grafigi

Seki de goriilmektedir.
sapmalarin olmadig1 goriilmektedir.

Protein RMSD degerleri incelendiginde biiyiik

Tablo 4.16 TaLLDH-AlphaFold modeli i¢in belirlenen bilesiklerin molekiiler
yanagtirma sonucunda XP-Gscore ve XP-Hidrojen bag1 degerleri ve Molekiiler
dinamik simiilasyonunun ardindan hesaplanmis AG baglanma enerjisi degerleri

MM/GBSA
Model PubChem | XP Gscore | XP H bag1 | AG baglanma
ID (kcal/mol) | (kcal/mol) | enerjisi
(kcal/mol)
TaLLDH-AlphaFold | 282787 -9,885 -4,107 -68,8790
TalLDH-AlphaFold | 21634257 | -9,709 -3,532 -71,5121
TaLLDH-AlphaFold | 445579 -9,672 -2,656 -63,3046
TaLLDH-AlphaFold | 3894 -9,642 -3,955 -64,6462
TaLLDH-AlphaFold | 457911 -9,536 -1,891 -81,9229
TalLDH-AlphaFold | 376197 -9,338 -1,011 -94,9857
TaLLDH-AlphaFold | 118716614 | -9,227 -2,579 -64,8388
TaLLDH-AlphaFold | 6474897 -9,183 -3,662 -75,9084
TaLLDH-AlphaFold | 2434227 -9,161 -0,397 -70,1249
TaLLDH-AlphaFold | 16196969 | -9,425 -1,778 -64,7718
TaLLDH-AlphaFold | 12004532 | -9,073 -3,847 -62,1916
TalLDH-AlphaFold | 13506406 | -8,974 -2,992 -75,0708
TalLDH-AlphaFold | 2302060 -8,886 -1,349 -75,8986
TaLLDH-AlphaFold | 301098 -8,813 -4,980 -28,9353
TaLLDH-AlphaFold | 373075 -8,691 -2,616 -77,0623
TaLLDH-AlphaFold | 2962711 -8,617 -3,584 -61,0385
TaLLDH-AlphaFold | 2875367 -8,539 -1,888 -38,6948

TalLDH-AlphaFold modeli ve 376197 bilesiginin 100 ns simiilasyon analizi
sonrasi ortalama RMSD degeri 2,08 A olarak hesaplanmis olup, grafigi Sekil
4.19/da verilmektedir. RMSD-Zaman grafigi incelendiginde bilesigin RMSD
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376197 ve TaLDH-AlphaFold

Sekil 4.19 376197 ve TaLDH-AlphaFold RMSD grafigi: protein ca
(TaLDH-AlphaFold) RMSD kirmizi, ligand (376197) RMSD lacivert

degerlerinin 40. ns’den sonra protein karbon &« RMSD degerlerine gore kiiciildiigii
goriilmektedir. 50-100 nsler arasinda bilesik RMSD degerlerinde dalgalanmalar az

olup stabiletisini korudugu sdylenebilmektedir.

376197 bilesiginin simiilasyon boyunca MM/GBSA AG baglanma enerjisi
-94,9857 kcal/mol olarak hesaplanmis olup ZaLLDH-AlphaFold modeli i¢in se¢ilmig
bilesikler arasinda en diisik MM/GBSA AG baglanma enerjisidir.
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Sekil 4.20 376197 ve TaLLDH-AlphaFold’un a) molekiiler yanastirma sonrasi, b)
molekiiler dinamik simiilasyon sonras1 2 boyutlu etkilesimleri

100 ns simiilasyon Oncesi ve sonrasi bilesik ve 7alLDH-AlphaFold 2 boyutlu
etkilesimleri Sekil #.20p ve Sekil .20b seklinde sirasiyla verilmistir. Etkilesimler
incelendiginde ASN130 ve ALAS86 ile simiilasyon ©ncesi hidrojen bagi
kurulmugken simiilasyon siiresi boyunca ASN130 ile %97 hidrojen bag1 kuruldugu
sOylenebilmektedir. LEU85 ve TRY241 rezidiileri ile simiilasyon siiresince

hidrojen bag1 kurulmustur.
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6474897 ve TaLDH-AlphaFold
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Sekil 4.21 6474897 ve TalLDH-AlphaFold RMSD grafigi: protein ca
(TaLDH-AlphaFold) RMSD kirmizi, ligand (6474897) RMSD lacivert

6474897 bilesigi ve TaLDH-AlphaFold modelinin 100 ns simiilasyonu sonrasi
ortalama RMSD degeri 2,54 A olup, grafii Sekil de verilmektedir.
RMSD-Zaman grafigi incelendiginde bilesigin ligand RMSD degerlerinin protein
karbonae RMSD degerlerine gore dalgali oldugu goriilmektedir. Model yapinin
hareketine gore daha oynak yapida olan bilesigin kararsizliginin proteine kiyasla
daha fazla oldugu sdylenebilmektedir. Bilesigin simiilasyon siiresince MM/GBSA
AG baglanma enerjisi -75,9084 kcal/mol olarak hesaplanmuistir.

a) b)

ait bridge
Solvent expasure J Charged (positive) Polar Solvent exposure
Hydrophobic s Pi-Pistacking

Sekil 4.22 6474897 ve TaLDH-AlphaFold un a) molekiiler yanastirma sonrast, b)
molekiiler dinamik simiilasyon sonrasi 2 boyutlu etkilesimleri

Molekiiler dinamik simiilasyonu Oncesinde ve sonrasinda 6474897 ve
TaL.DH-AlphaFold 2 boyutlu etkilesimleri Sekil d.22]de sirasiyla a ve b seklinde
verilmigtir. 2 boyutlu etkilesim diyagramlarina gore ALA86, LEU8S5, THRS82 ve
ARG161 ile hidrojen baglar1 simiilasyon Oncesinde olusturulmustur. Simiilasyon
sonrasinda ise simiilasyon oncesine gore artis gostererek, ASN93, TRP96, pozitif
yiikli ARG161, LEU85, ASN130 ve THRS?2 ile etkilesimlerin kurulmus oldugu
goriilmektedir.  6474897’nin katalitik bolgesinde bulunan subsrat ile etkilesim

59



yapan rezidiilerinden ARG161 ve TRP96 [89] ile etkilesim kurdugu goriilmektedir.

2302060 ve TaLDH-AlphaFold
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Sekil 4.23 2302060 ve Tal.LDH-AlphaFold RMSD grafigi: protein ca
(TaLDH-AlphaFold) RMSD kirmizi, ligand (2302060) RMSD lacivert

a) b)

) Charged (negative) Hydrophabic Water Solvent exposure
o Charged (positive) Polar o Pil

Sekil 4.24 2302060 ve TaLLDH-AlphaFold’un a) molekiiler yanastirma sonrasi, b)
molekiiler dinamik simiilasyon sonras1 2 boyutlu etkilesimleri

2302060 ve Tal.DH-AlphaFold modelinin simiilasyonu sonrasi ortalama RMSD
degeri 2,14 A olarak hesaplanmis olup, RMSD grafigi Sekil te goriilmektedir.
RMSD-Zaman grafigine gore bilesik hareketindeki dalgalanmalar protein
hareketlerine uyumlu olarak gerceklesmistir. 70. ns’de ise bilesik ve protein
birbirine gore daha farkli sekilde RMSD degerleri sergilese de 80-100. ns
araliginda birbirine gore hareketleri daha stabil olarak goriilmektedir. Bilesigin
simiilasyon siiresince MM/GBSA AG baglanma enerjisi -75,8986 kcal/mol olarak

hesaplanmustir.

Simiilasyonu 100 ns siireyle gerceklesen 2302060 bilesigi ve Tal.DH-AlphaFold’un
simiilasyon 6ncesinde ve sonrasindaki 2 boyutlu etkilesimleri Sekil 4.24 te sirastyla
a ve b seklinde verilmistir. Etkilesim diyagramlari incelendiginde simiilasyon

oncesi ARG98 ve ALA86 ile hidrojen baglar1 olusturulmustur. Simiilasyon siiresi
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boyunca ASN130, HiS185, pozitif yiikli ARG98 ve ARG161 ile hidrojen baglar1
kurulmus olup, TRP96 ile de etkilesim kurulmaktadir. 2302060’1n katalitik
bolgesinde bulunan subsrat baglanma rezidiilerinden HiS185, ARG161 ve ARG98
(88, 89] ile hidrojen bag1 yaptig1 TRP96 ile etkilesimde oldugu goriilmektedir.

13506406 ve TaLDH-AlphaFold
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Sekil 4.25 13506406 ve TalLDH-AlphaFold RMSD grafigi: protein ca
(TaLLDH-AlphaFold) RMSD kirmizi, ligand (13506406) RMSD lacivert

13506406 ve TalLDH-AlphaFold modelinin simiilasyonu sonrasi ortalama RMSD
degeri 2,24 A olarak hesaplanmis olup, grafigi Sekil te verilmektedir. 100 ns
boyunca protein ve bilesik RMSD degerleri birbiri ile uyumlu olup, stabil hareket
sergiledikleri sdylenebilmektedir. 90. ns’de bilesikte bir sigrama gozlensede RMSD
degeri olarak biiyiik bir degisim gozlenmemistir. Bilesigin simiilasyon siiresince
MM/GBSA AG baglanma enerjisi -75,0708 kcal/mol olarak hesaplanmistir.

a) b)

Sekil 4.26 13506406 ve TaLLDH-AlphaFold un a) molekiiler yanastirma sonrasi, b)
molekiiler dinamik simiilasyon sonras1 2 boyutlu etkilesimleri

13506406 bilesigi ve TalLLDH-AlphaFold’un 100 ns simiilasyon Oncesinde ve
sonrasindaki 2 boyutlu etkilesimleri Sekil @.26/da sirasiyla a ve b seklinde
verilmistir. Etkilesim diyagramlar incelendiginde simiilasyon dncesinde ASN130,
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ALA228, LEU8S5 ve THRS82 ile hidrojen baglar1 olusturulmustur. Simiilasyon
stiresince en ¢ok hidrojen bagi kurulan rezidiiler ASN130, LEU85 ve THR82 dir.

Su molekiilleri ile kurulan hidrojen baglar1 da géziikkmektedir.

282787 ve TaLDH-AlphaFold
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Sekil 4.27 282787 ve TaLDH-AlphaFold RMSD grafigi: protein ca
(TaLDH-AlphaFold) RMSD kirmizi, ligand (282787) RMSD lacivert

TalLDH-AlphaFold modeli ve 282787 bilesiginin 100 ns simiilasyonu sonrasi
RMSD grafigi Sekil de verilmis olup, ortalama RMSD degeri 2,38 A olarak
hesaplanmigtir. RMSD-Zaman grafigi incelendiginde bilesigin ve protein karbona
RMSD degerlerinin ortalama 1-3,5 A araliginda atom hareketlerinde dalgalanma
oldugu goriilmektedir. Model yapinin hareketine gore daha oynak yapida olan
bilesigin kararsizliginin proteine kiyasla daha fazla oldugu sdylenebilmektedir.
Bilesigin simiilasyon siiresince MM/GBSA AG baglanma enerjisi -68,8790

kcal/mol olarak hesaplanmistir.

a) b)

o Charged (negative) Glycine lar
J Charged (positive) Hydrophobic Water

Sekil 4.28 282787 ve TaLLDH-AlphaFold’un a) molekiiler yanastirma sonrasi, b)
molekiiler dinamik simiilasyon sonras1 2 boyutlu etkilesimleri

100 ns simiilasyon analizi yapilmis 282787 bilesigi ve TaLLDH-AlphaFold un

simiilasyon dncesinde ve sonrasindaki 2 boyutlu etkilesimleri Sekil[4.28] de sirasiyla
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a ve b seklinde verilmigtir. 2 boyutlu etkilesim diyagramlari incelendiginde
simiilasyon oncesinde ASN17, ILE18, THR82, ASN130 ve pozitif yiikli ARG161
ile hidrojen baglar1 olusturulmugken, simiilasyon siiresince en ¢ok hidrojen bagi
kurulan rezidiiler ASN130, LEU85, THR82 ve ARG161°dir. Simiilasyon Oncesi
ve sonrasida kurulan hidrojen baglar1 ayn rezidiiler arasinda olmustur. 282787 nin
TalLDH’1n katalitik bolgesinde bulunan subsrat ile etkilesim yapan rezidiilerinden
ARGI161 [89] ile hidrojen bagi kurdugu goriilmektedir.

16196969 ve TaLDH-AlphaFold
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Sekil 4.29 16196969 ve TalLDH-AlphaFold RMSD grafigi: protein ca
(TaLDH-AlphaFold) RMSD kirmizi, ligand (16196969) RMSD lacivert

a) b)

Glycine Polar Solvent exposure
Hydrophobic Water

Sekil 4.30 16196969 ve TalLDH-AlphaFold un a) molekiiler yanasgtirma sonrasi, b)
molekiiler dinamik simiilasyon sonras1 2 boyutlu etkilesimleri

TalLDH-AlphaFold modeli ve 16196969 bilesiginin 100 ns simiilasyonu ardindan
olusturulan RMSD-Zaman grafigi Sekil #.29da goriilmekte olup ortalama RMSD
degeri 2,54 A olarak hesaplanmistir. RMSD-Zaman grafigine gore lacivert ile
verilen bilesigin ortalama yer degistirme degerleri ve kirmizi renk ile verilen

protein karbona atomlarinin ortalama yer degistirmelerinin birbirine yakin olarak
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degistigi soylenebilmektedir. Bilesik RMSD degerlerinde gozle goriiliir sigcramalar
bulunmamaktadir.  Bilesigin simiilasyon siiresince MM/GBSA AG baglanma

enerjisi -64,7718 kcal/mol olarak hesaplanmistir.

Molekiiler dinamik simiilasyonu O©ncesi ve sonrasinda 16196969 ve
TuLDH-AlphaFold’un 2 boyutlu etkilesim diyagramlar1 Sekil B.30[da sirasiyla
a ve b seklinde verilmigstir. Diyagramlar incelendiginde simiilasyon Oncesinde
ALAS86, LEU8S, THR82 ve ARG9IS ile hidrojen baglar1 yapilmigken, simiilasyon
sonrasinda ASN130, THR82 ve LEUSS ile hidrojen baglarinin kurulmus oldugu

goriilmektedir.
445579 ve TaLDH-AlphaFold
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Sekil 4.31 445579 ve TalLDH-AlphaFold RMSD grafigi: protein ca
(TaLLDH-AlphaFold) RMSD kirmizi, ligand (445579) RMSD lacivert

a) ™ b)
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J Charged (positive) Hydrophobic Water Solvent exposure
Glycine Polar e Pi-Pi stacking

Sekil 4.32 445579 ve TaLDH-AlphaFold’un a) molekiiler yanastirma sonrasi, b)
molekiiler dinamik simiilasyon sonras1 2 boyutlu etkilesimleri

TaLLDH-AlphaFold modeli ve 445579 bilesiginin 100 ns simiilasyon analizi
yapilmig olup, olusturulan RMSD-Zaman grafigi Sekil H.31/de verilmistir.
Ortalama RMSD degeri ise 2,41 A olarak hesaplanmigtir. RMSD-Zaman grafigine

64



gore bilesik ve enzimin simiilasyon boyunca atom hareketlerinde biiyiik sapmalar
olmadig1 soylenebilmektedir. Bilesigin simiilasyon siiresince MM/GBSA AG

baglanma enerjisi -63,3046 kcal/mol olarak hesaplanmustir.

100 ns simiilasyon analizi yapilmis 445579 bilesigi ve TaLLDH-AlphaFold un
simiillasyon Oncesinde ve sonrasindaki 2 boyutlu etkilesim diyagramlar Sekil
B.32de sirastyla a ve b seklinde verilmisti. Diyagramlara gore simiilasyon
oncesinde THR82, GLY 84, ASN130 ve SER239 ile hidrojen baglar1 olusturuldugu
goriilmektedir. Simiilasyon siiresince en ¢ok hidrojen bagi kurulan rezidiiler ise
ARGI161, GLY84, THR82 ve SER237’dir. TRP96 ile ise hidrofobik etkilesimler
kurulmugtur.  445579’nin TaLLDH’1in katalitik bolgesinde bulunan subsrat ile
etkilesim yapan rezidiilerinden ARG161 ve TRP96 [89] ile etkilesim kurdugu

goriilmektedir.

12004532 ve TaLDH-AlphaFold
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Sekil 4.33 12004532 ve TaLDH-AlphaFold RMSD grafigi: protein co
(TaLDH-AlphaFold) RMSD kirmizi, ligand (12004532) RMSD lacivert

a) b)

©0,
2E2

Glycine Polar Solvent exposure
Hydrophobic ‘Water

Sekil 4.34 12004532 ve TaLDH-AlphaFold un a) molekiiler yanagtirma sonrasi, b)
molekiiler dinamik simiilasyon sonras1 2 boyutlu etkilesimleri
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Tal. DH-AlphaFold ve 12004532’nin simiilasyonu sonucu atomlarin yer
degistirmelerine gore olusturulan RMSD-Zaman grafigi Sekil @.33[te verilmis olup
ortalama RMSD degeri 1,67 A olarak hesaplanmustir. Grafige gore enzimin RMSD
degerleri yaklagik 60. ns’den sonra 3 A civarinda dalgalanmalar gosterirken,
12004532’tin RMSD degerleri 10. ns’den sonra 1-2 A arasinda degisirken, 90.
ns’den sonra RMSD degerlerinde kiiciik bir diisiis gerceklesmistir. Bilesige ait
MM/GBSA AG baglanma enerjisi -62,1916 kcal/mol olarak hesaplanmustir.

100 ns simiilasyon analizi yapilmis 12004532 ve TaLDH-AlphaFold’un simiilasyon
oncesinde ve sonrasindaki 2 boyutlu etkilesimleri Sekil {.34]de sirasiyla a ve b
seklinde verilmistir. Diyagramlara gore simiilasyondan 6nce THR82, ARG161,
LEUS8S5 ve VAL225 ile hidrojen baglari kurulmus olup HIS185 ile hidrofobik
etkilesimler kurulmustur. Simiilasyon siiresince en c¢ok hidrojen bagi kurulan
rezidiiler ise ASN130, THRS82 ve TYR241 olmustur.

2962711 ve TaLDH-AlphaFold
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Sekil 4.35 2962711 ve TaLDH-AlphaFold RMSD grafigi: protein ca
(TaLDH-AlphaFold) RMSD kirmizi, ligand (2962711) RMSD lacivert

Tal.DH-AlphaFold ve 2962711 nin simiilasyon sonucu olusturulan RMSD-Zaman
grafifi Sekil te verilmigtir.  Ortalama RMSD degeri ise 1,48 A olarak
hesaplanmig olup, 37 bilesik arasinda en diisik ortalama RMSD degeri
oldugu soylenebilmektedir. Grafik incelendiginde enzim ve 2962711 bilesiginin
atomlarinin RMSD degerlerindeki degisim kiiciik olmakla birlikte, degerlerde
ani sapmalar goriilmemektedir. Enzimin karbon « atomlarinin ortalama yer
degistirmesi bilesige gore fazla olsa da kompleks simiilasyon siiresince birbiri ile
uyumlu ve stabil olarak hareketlilik gostermistir. Bilesigin simiilasyon boyunca
MM/GBSA AG baglanma enerjisi -61,0385 kcal/mol olarak hesaplanmustir.

2962711 ve TalLDH-AlphaFold’un 100 ns simiilasyon éncesinde ve sonrasindaki 2
boyutlu etkilesimleri Sekil 4.36]da sirasiyla a ve b seklinde verilmistir. 2 boyutlu
etkilesimlere gore simiilasyon ncesinde ASN130 ve HIS185 ile hidrojen baglari
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kurulmusken, simiilasyon siiresince en fazla ARG161, ALA83, THR82 ve ASN130
rezidiileri ile hidrojen bag1 kurulmustur. 2962711’in TaLLDH’1n katalitik bolgesinde
bulunan subsrat ile etkilesim yapan rezidiilerinden ARG161 [89] ile hidrojen bag:
kurdugu goriilmektedir.
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Sekil 4.36 2962711 ve TaLDH-AlphaFold un a) molekiiler yanastirma sonrast, b)
molekiiler dinamik simiilasyon sonras: 2 boyutlu etkilesimleri

4.3.3 7TaLLDH-1USC Modelinin Molekiiler Yanastirma Calismalar1 ve

Molekiiler Dinamik Simiilasyonu

Holoenzim formunda modellenen 7aLLDH-1U5SC modelinde NAD enzimin aktif
bolgesinde bulunmaktadir. Substrat ve kofaktoriin baglandigi durumda enzimler
konformasyonel degisiklige ugradiklar1 i¢in model yapinin aktif baglanma
cebi TaLDH-7W8A’ya gore daha kapali halde olup, yar1 acik halde oldugu
sOylenebilmektedir.  Bu nedenle molekiiler yanastirma yapilan bolge diger
modellere gore daha kiicik durumdadir.  Tablo B.17de verilen bilesiklerin
molekiiler dinamik simiilasyon sonuglart incelenmis olup ve her bilesik icin
MM/GBSA AG baglanma enerjisi hesaplanmustir.

MD simiilasyonu sonucunda elde edilen bilesiklerin enzime gore RMSD-Zaman
grafikleri olusturulmustur. Grafikler incelendiginde ortalama RMSD degeri 4 A’dan
kiiciik olan 1 bilesik belirlenmistir.

TalLDH-1US5C modeli ve 92181 ile yapilan 100 ns simiilasyon analizi sonrasi
RMSD grafigi Sekil de verilmis olup ortalama RMSD degeri 3,33 A
olarak hesaplanmistir. RMSD-Zaman grafigine gore bilesigin ve protein RMSD
degerlerinin birbirine uyumlu olarak artis/azalis gosterdigi soylenebilmektedir.

Kompleksin hareketlerine gore ortalama yer degistirmesinin denge igerisinde
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oldugu goriilmektedir.

Tablo 4.17 7TaLLDH-1US5C modeli i¢in belirlenen bilesiklerin molekiiler yanastirma
sonucunda XP-Gscore ve XP-Hidrojen bagi degerleri ve Molekiiler dinamik
simiilasyonunun ardindan hesaplanmig AG baglanma enerjisi degerleri

MM/GBSA AG

Model PubChem | XP Gscore | XP H bag | baglanma
ID (kcal/mol) | (kcal/mol) | enerjisi

(kcal/mol)
TaLLDH-1U5C | 135471524 | -10,453 -1,760 -81,1839
TaLLDH-1U5C | 95699 -10,496 -2,085 -84,6484
TaLLDH-1USC | 2827805 -9,923 -1,881 -94,5578
TaLLDH-1U5C | 92181 -10,110 -1,784 -98,0616
TaLLDH-1U5C | 67963007 | -9,610 -1,602 -91,7476
TaLLDH-1U5C | 67962992 | -9,489 -1,775 -81,5262
TaLLDH-1USC | 53464326 | -9,396 -1,823 -80,1077
TaLLDH-1U5C | 22868930 | -8,915 0,000 -83,7623
TaLLDH-1USC | 53254442 | -8,728 -1,230 -85,4810
TaLLDH-1USC | 59627133 | -9,013 -0,512 -87,1577

Bilesigin simiilasyon boyunca MM/GBSA AG baglanma enerjisi -98,0616
kcal/mol olarak hesaplanmis olup 7aLDH-1USC modeli i¢in secilmis bilesikler
arasinda en diisik MM/GBSA AG baglanma enerjisidir. Molekiiler dinamik
simiilasyon analizi yapilmis diger bilesiklerin MM/GBSA AG degerleri diisiik
olmasina ragmen RMSD grafikleri sonucu bilesiklerde proteine gore biiyiik oranda

hareketlilik gdzlenmistir.

92181 ve TaLDH-1U5C
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Sekil 4.37 92181 ve TaLDH-1US5C RMSD grafigi: protein car (TaLDH-1US5C)
RMSD kirmizi, ligand (92181) RMSD lacivert
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Sekil 4.38 92181 ve TaLDH-1U5C’nin a) molekiiler yanastirma sonrasi, b)
molekiiler dinamik simiilasyon sonrasi 2 boyutlu etkilesimleri

92181 ve TaLLDH-1U5C’un 100 ns simiilasyon dncesinde ve sonrasindaki 2 boyutlu
etkilesim diyagramlari sirastyla a ve b olarak Sekil 4.38de verilmistir. 2 boyutlu
etkilesim diyagramlar incelendiginde simiilasyon oncesinde SER240 ve pozitif
yiiklii LYS87 ile hidrojen baglari olusturulmustur. Simiilasyon siiresince TYR241,
SER239 ve pozitif yiiklii LYS87 en ¢ok hidrojen bag: kurulan rezidiilerdir.

4.3.4 Tal.DH-AlphaFold ve Buparvaquone Modelinin Molekiiler Yanastirma
Cahsmalar: ve Molekiiler Dinamik Simiilasyonu

Tal.LDH-AlphaFold modeli ve buparvaquone ile yapilan 100 ns molekiiler dinamik

simiilasyon analizi gerceklestirilmis ve ilacin 7aLDH ile olan etkilesimleri

incelenmigtir. Molekiiler yanastirma sonucunda XP Gskoru -3,447 kcal/mol olarak

hesaplanmis olup, XP Hbond skoru -1,043 kcal/mol olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.39 Buparvaquone ve 7aLDH-AlphaFold RMSD grafigi: protein ca
(TaLDH-AlphaFold) RMSD lacivert, ligand (buparvaquone) RMSD kirmizi
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Bu analiz, ilaca ait molekiiler yanastirma ve simiilasyon analizlerini diger
bilesiklerle karsilastirmak iizere referans olarak yapilmistir. 100 ns simiilasyon
analizi sonrast RMSD grafigi Sekil #.39da verilmis olup ortalama RMSD degeri
3,95 A olarak hesaplanmustir. RMSD-Zaman grafigine gére bilesigin ve protein
RMSD degerlerinin 60. ns’de artig gosterdigi ve sonrasinda stabile yakin bir hareket

gosterdigi goriilmektedir.

[lacin simiilasyon boyunca MM/GBSA AG baglanma enerjisi -48.1589 kcal/mol
olarak hesaplanmustir. Sekil 4.40/ta 100 ns simiilasyon dncesinde ve sonrasindaki
2 boyutlu etkilesim diyagramlar1 sirasiyla a ve b olarak verilmistir. 2 boyutlu
etkilesim diyagramlar1 incelendiginde simiilasyon dncesinde ASN130 ile hidrojen
bagi olusturulmustur. Simiilasyon siiresince ASN130 ve SER239 en ¢ok hidrojen

bag1 kurulan rezidiilerdir.
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Sekil 4.40 Buparvaquone ve 7alLDH-AlphaFold un a) molekiiler yanastirma
sonrasi, b) molekiiler dinamik simiilasyon sonrasi 2 boyutlu etkilesimleri
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SONUC

5.1 Sonuclar

Son yiiz yilda iklim degisikliginin kiiresel capta etkileri giinden giine artig
gostermektedir.  Kenelerin hayatta kalmasi, cesitliligi, aktivitesi, tasidiklar
patojenlerin yayilma potansiyeli ve konak arama siiresi gibi siirecler dogrudan iklim
degisikliginden etkilenmektedir [3|].

Evcil veya yabani gevis getiren hayvanlarda goriilen theileriosis, 7. annulata
ile enfekte olmus biiyiikbas hayvanlarda ciddi klinik belirtiler gostermekte ve

bazilarinda 6liimle sonu¢lanmaktadir [23]].

Tez kapsaminda, si8irlarda tropikal therileriosise neden olan apikompleksan parazit
Theileria annulata’nin tedavisinde kullanilacak yeni ilag gelistirme caligmalarina
yonelik in silico ve in vitro deneyler es zamanl olarak yiiriilmiistir. 7. annu-
lata laktat dehidrogenazi ila¢ hedefi olarak sec¢ilmis olup 7alLDH’1 inhibe etmek

amaclanmis ve inhibitor taramasi yapilmistir. Bu amacla;

Inhibisyon ¢alismalarinda kullanilmak iizere TaLDH’1n ifadesi i¢in 7aLDH genini
iceren E. coli BL21(DE3) hiicreleri kullanilmis olup, TALON® kolonu ile
saflagtirilmigtir.  Saflastirma sonras1t SDS-PAGE jel elektroforez analizi ile %95
tizeri saflikta 7alLDH elde edildigi tespit edilmisti. ~ 7aLDH’in inhibisyon
calismalarindan once zamana bagh aktivitesini belirlemek icin etilen glikol ve
siikroz stabilizatorlerinin saf 7alLDH’a eklenmesi ile belirli zaman araliklarinda
(3 - 24 saat) aktive degerleri Olgiilmiistiir. ~ Kaydedilen veriler sonucunda
saflagtirllan 7alLDH’1n 1 M siikroz eklendikten 24 saat sonrasinda aktivitesini
cok biiyiik bir oranda korudugu tespit edilmistir. Saf 7aLLDH aktivitesi 24
saat sonrasinda biiylik oranda korundugundan dolay1 inhibisyon ¢alismalari
stabilizator eklenmeyen 7alLDH ile yiiriitiilmiistiir. 21 adet FDA onayl ila¢ etken
maddeden olusan bilesik kiitiiphanesinin inhibitdr potansiyellerinin belirlenmesi
icin TaLLDH’1n aktivitesi iizerinde %inhibihisyon oranlari tespit edilmistir. FDA
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onayl ila¢ etken maddelerin saf 7al.LDH iizerindeki inhibisyon potansiyellerine
yonelik yapilan calisma sonucunda 21 etken maddeden 6 tanesinde %60 iizerinde
inhibisyon gozlenmis olup bu etken maddelerin; Pantoprazol sodyum, Nateglinid,
Buspiron hidrokloriir, Paracetamol, Piperacillin/tazobactam, Omeprazol oldugu
belirlenmigtir. 7aLLDH aktivitesini %73,36 oranla en yiiksek oranda inhibe eden
etken maddenin Omeprazol oldugu saptanmugtir. Litaratiirde ilk defa FDA onayh
ila¢g etken maddelerinin 7alLDH’1 inhibisyon potansiyeli in vitro olarak tespit

edilmisgtir.

Tez calismalarinin in silico analiz boliimiinde ilk asamada 7alLDH’in ii¢ adet
homoloji modeli tasarlanmistir. 7aLDH-7W8A ve TalLDH-AlphaFold modelleri
SWISS-MODEL web tabanli sunucusu ile modellenirken, 7aLDH-1U5C modeli
Modeller v10.4 programi ile katalitik bolgesinde NAD bulunacak sekilde
modellenmigtir. ~ Tasarim1 yapilan modellerin katalitik bolgelerine Enamine
(www.enamine.net) anti-bakteriyel bilesik kiitliphanesi, PubChem-Metabolit ve
PubChem-Bioassay bilesik kiitiiphanelerine ait yaklasik 650000 bilesigin Glide
(Schrodinger Release 2022-4: Glide, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2023.)
programi kullanilarak molekiiler yanastirmasi yapilmistir. Molekiiler yanastirma
sonucu hesaplanan XP-Gscore degerlerine gore her model icin en diisiik skorlu
bilesikler belirlenip, bilesiklerin her birine 100 ns molekiiler dinamik simiilasyon
analizi yapilmistir. 7aLDH-7W8A modeli icin 10, 7aLDH-AlphaFold modeli
icin 17, TaLDH-1U5C modeli i¢in 10 bilesik olmaz iizere toplam 37 bilesigin
simiilasyonu gergeklestirilmis olup, sonrasinda her biri i¢cin MM/GBSA AG
baglanma enerjisi hesaplanmigtir. Bilesiklerin simiilasyon etkilesim diyagramlari
incelenmis olup, atom hareketlerinde 100 ns’de sapmalarn en az oldugu 14
bilesik tespit edilmis ve molekiiler yanastirma sonrasindaki ve simiilasyon boyunca
kurduklar1 etkilegimler tespit edilmistir. Hesaplanan MM/GBSA AG baglanma
enerjisi degerlerine gore en iyi ligand baglanma afinitesi 7aLDH-1US5C modelinin
92181 bilesiginde olup, -98,0616 kcal/mol olarak hesaplanmisti. ~ARGI161,
ARG98, HiS185, TRP96 TaLLDH’1n katalitik bolgesindeki 6nemli rezidiilerdir [87-
89]. 278572 bilesigi ve TalLDH-7TWS8A simiilasyon boyunca ALAS83, LEUSS,
ASN130, ARG98, ARG161 ve HIS185 rezidiileri hidrojen bagi kurmaktadir.
2302060 bilesigi ve TalLDH-AlphaFold ise simiilasyon siiresi boyunca ASN130,
HIiS185, pozitif yiikli ARG98 ve ARG161 ile hidrojen baglar1 kurulmus olup,
TRPY6 ile de etkilesim kurmaktadir. /n silico analizler sonucu secilen en iyi RMSD
degerine sahip bilesiklerden ilki 2962711 olup 7aLLDH-AlphaFold ile yapilan
100 ns simiilasyon sonucu ortalama RMSD degeri 1,48 A olarak hesaplanmustir,
Tal.DH 1n katalitik bolgesinde bulunan subsrat ile etkilesim yapan rezidiilerinden
ARG161 ile hidrojen bag1 kurdugu tespit edilmistir. Ikinci bilesik 12004532 olup
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TalLDH-AlphaFold ile yapilan MD simiilasyon sonucu ortalama RMSD degeri 1,67
Adr. Tal.DH-7TW8A’ya yanastirmasi yapilmis 256622 bilesiginin MD simiilasyon
sonucu ortalama RMSD degeri 1,82 A olarak hesaplanmus olup en iyi ticiincii bilesik

secilmigtir.

5.2 Oneriler

TalLDH ve inhibitorler ile yapilacak ileri in silico analizler i¢in 3B yapis1 X
1s1n1 kristalografisi veya niikleer manyetik resonans spektroskopisi gibi deneysel
yontemler ile belirlenmelidir. FDA onayl ila¢ etken bilesiklerden %inhibisyon
degerleri yiiksek olanlar ile ileri kinetik analizleri yapilmalidir. 100 ns simiilasyon
analizi sonucu belirlenen en iyi ii¢ bilesigin once 1 mikro saniye simiilasyon
analizleri yapilmali ve sonrasinda bu bilesiklerin in vitro inhibisyon calismalari
gerceklestirilmelidir.  Inhibitor bilesiklerin ileri hiicre kiiltiirii caligmalar1 ve
preklinik analizleri yapilmalidir. Preklinik analizleri dogrultusunda belirlenen

inhibitdrlerin ileri in vivo analizleri yapilmalidir.
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