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OZET

KUMARIN TUREVLERININ BACTEROIDES FRAGILIS’'IN D-LDH ENZiMi
UZERINE OLAN iNHiBITOR ETKiSINiN BELIRLENMESI

Erennur UGUREL

Biyomihendislik Anabilim Dall

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. Dilek TURGUT BALIK
Es Danisman: Ogr. Gor. Dr. Ozkan DANIS

Bacteroides fragilis insan kolon florasinda dogal olarak bulunan anaerobik bir
bakteridir. B. fragilis'in D-laktat dehidrogenazi (BfD-LDH), D-laktatin piruvata
doénisimiini katalize eden ¢ok dnemli bir enzimdir ve anaerobik glikolizi diizenler. B.
fragilis ile ilgili yapilan soncalismalar kolon kanseri ile iliskisini a¢iga ¢ikarmistir. Diinya
genelinde B. fragilis’in enterotoksijenik susunun sebep oldugu enfeksiyonlara karsi
antibiyotik direng gelistigi bildirilmistir. Bu nedenle, bu enfeksiyonlarin tedavisi igin
yeni yaklasimlar bulunmasina yoénelik ¢alismalarin yapilmasi zorunludur. Bu tez
calismasinda, B. fragilis’in kolon florasindaki enfeksiyonunun baskilanmasi i¢in BfD-
LDH’in inhibe edilmesi hedeflenmistir. Laboratuvar grubumuz tarafindan klonlanmis ve
protein ekspresyonu gergeklestirilmis olan BfD-LDH’I saflagtirmak igin Ni-NTA agaroz
kolonlari ile afinite kromatografisi yontemi uygulanmistir. SDS-PAGE analizi ile enzimin
yiksek miktarda ve %95 {zeri saflikla elde edildigi gosterilmistir. Daha 0©nce
sentezlenmis olan ve -hidroksi, -asetoksi ve -metoksi gruplari tasiyan 29 adet kumarin
tirevinin  BfD-LDH (izerindeki inhibe edici etkileri spektrofotometrik olarak
incelenmistir. Yapilan taramada 15 kumarin tirevinin 10 uM ve altinda ICsy degeri ile
BfD-LDH’1 yiksek seviyede inhibe ettigi bulunmustur. En dislik ICsq degerini gosteren 3
kumarin tiirevi icin (K5: 0,47 uM, K21:0,57 uM ve K23: 0,057 uM) enzim inhibisyonu
mekanizmasi ve enzimli reaksiyonun kinetik parametreleri ayrintili olarak incelenmis ve
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bu bilesikler ile BfD-LDH inhibisyonu mekanizmasinin yarismasiz inhibisyon oldugu
bulunmustur (K; degerleri sirasiyla; 0.4532, 0.5183 ve 0. 3603 uM). In silico analiz icin
ChemDraw V10 programi ile kumarin tirevlerinin kimyasal yapilari gizilmis ve
MarvinSketch V6.2 programi ile konformasyonlari gésterilmistir. Kumarin tirevlerinin
docking calismalari Molegro Virtual Docker programi ile gergeklestirilmistir. Yapilan
docking calismalari sonucunda kumarin tirevlerinin enzimin aktif kalintilari ile etkilesip
etkilesmedikleri gosterilmistir. Bu c¢alisma BfD-LDH Uzerine yapilan ilk inhibisyon
calismasidir. Bulunan yiksek inhibisyon sonuglari ve enzimin insanda esdegerinin
olmamasi dahaileri in vivo galismalar igin GUmit vericidir.

Anahtar Kelimeler: Bacteroides fragilis, D-Laktat Dehidrogenaz, Kumarin, Enzim

inhibisyonu, Kolon Kanseri, Molekiiler Docking, Yapiya Dayali ila¢ Tasarimi

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESiI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

Xii



ABSTRACT

DETERMINATION OF INHIBITORY EFFECTSOF COUMARIN DERIVATIVES
ON BACTEROIDES FRAGILIS D-LDH ENZYME

Erennur UGUREL

Department of Bioengineering

MSc. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Dilek TURGUT BALIK
Co-Adviser: Ogr. Gor. Dr. Ozkan DANIS

Bacteroides fragilis is an anaerobic bacteria naturally hosted in the human colon flora.
B. fragilis D-lactate dehydrogenase (BfD-LDH) is an important enzyme which catalyzes
the conversion of D-lactate to pyruvate and regulates anaerobic glycolysis. Recent
studies show that B. fragilis has been associated with colon cancer. Antibiotic
resistance has been reported worldwide against infections caused by enterotoxigenic
strains of B. fragilis. Therefore, it is necessary to find new approaches to treating
infections caused by resistant bacteria. In this thesis study, BfD-LDH is selected as a
target for suppressing of infections caused by B. fragilis in the colon flora. BfD-LDH,
that has been cloned and expressed by our laboratory group, is purified with affinity
chromatography using Ni-NTA agarose column. SDS-PAGE analysis results show that
high amounts of protein was obtained with purity of %95. Inhibitory activities of 29
previously synthetized coumarin derivatives, bearing hydroxyl, acetoxyl and methoxyl
substitutions, on BfD-LDH were investigated. In the screening it was found those 15
coumarin derivatives were potently inhibited BfD-LDH with ICso values lower than
10uM. For the coumarin derivatives with the highest inhibitory activity (K5, K21 and
K23) inhibition mechanism and kinetic parameters of the enzymatic reaction were
studied in detail. Enzyme inhibition mechanism of these compounds was determined
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as noncompetitive inhibition (Ki= 0.4532, 0.5108 and 0.3603 uM, respectively). For in
silico analysis, chemicals were sketched and confermers were identified by ChemDraw
v10 and MarvinSketch v6.2 programs. Docking of the coumarins was carried out using
Molegro Virtual Docker program and interaction between the coumarin derivatives
and active side residues of the enzyme were demonstrated. This study is a pioneer in
the inhibition of BfD-LDH. High inhibitory activity of coumarin derivatives and the
absence of the equivalent enzyme in human, give hope for future in vivo studies.

Keywords: Bacteroides fragilis, D- Lactate Dehydrogenase, Coumarin, Enzyme
Inhibition, Colon Cancer, Molecular Docking, Structure-Based Drug Design

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

GIRIS
1.1 Literatiir Ozeti
1.1.1  Bacteroides fragilis

Mikroorganizmalar, boyutlari ¢ok kiigliik olmasina ragmen, insan viicudunun énemli bir
yiizdesini olusturur [1]. insan viicudunda bulunan hiicrelerin %901 bakteri hiicresi iken
%10’u ise insana aittir. Sonug olarak bakteriler; bagisiklik sistemi, sindirim sistemi ve
hastaliklara  karsi  korunmada insan vicudunda oOnemli role sahiptirler.
Mikroorganizmalarin insan vicudunda kolonilesmesi insan hayatinin baslamasiyla
beraber baslar. Kolon, insan viicudunda 10" bakteri/g gaita ile en yogun
mikroorganizma populasyonuna sahiptir. Bu kompleks bakteri toplulugu baskin olarak
Bacteroidetes ve Firmicutes olmak Ulizere iki ana gruba ayrilmaktadir. Bacteroidetes

subesinin Bacteroides tirleri florada bulunan tirlerin %30’unu olusturmaktadir[1].

Bacteriodes turleri zorunlu anaerobik, gram negatif ve spor olusturmayan,
omurgalilarda ozellikle agiz boslugunda ve gastrointestinal sistemde yaygin olarak
bulunan bakterilerdir [2]. Insanlarin ve hayvanlarin sindirim sistemlerinden birgok
Bacteriodes tiirli izole edilmistir. Bunlar sakkarolitik bagirsak Bacteriodes turleri olarak
anilmaktadirlar [3]. 1990’li yillara kadar Bacteriodes tirlerinden sadece Bacteriodes
fragilis biliniyor iken, klinik olarak anlamli tirlerin cogu Phorpromonos veya Provatella

cinsleri icinde yer almislar ve Bacteriodes tirleri oldugu anlasilamamistir. 16S



ribozcomal RNA gen dizilimi gibi kiltir bagimsiz yaklagimlarin  gelismesi ile

gastrointestinal sistemden veya kandan yeni Bacteriodes tirleri izole edilmistir [1].

Bacteroides tiirleri genelde konagin mukozal yapisina ve bagisikhgina katkida
bulunurken besin durumunada katkida bulunan ortakgilardir [4]. Gastrointestinal
sistemde bulunan Bacteriodes tiirleri; B. fragilis, B. acidifaciens, B. caccae, B.
coprocola, B. coprosuis, B. dorei, B. eggerthii, B. finegoldii, B. goldsteinii, B. helcogenes,
B. intestinalis, B. johnsonii, B. massiliensis, B. nordii, B. ovatus, B. plebeius, B. pyogenes,

B. salyersai, B. thetaiotaomicron, B. uniformis, B. vulgatus’tur [4].

Ortak yasam siuren(kommensal) teriminin, Bacteriodes ile onun konagl olan insan
arasindaki iliskiyitam olarak aciklayamadigi ileri sirilmistir. Ortaker terimi “bir partner
bu iliskiden yararlanir iken, diger partner bundan etkilenmez” olarak anlasiimaktadir.
Bilim insanlari Bacteriodes-insan iliskisi icin iki partnerin de karsilikli birbirinden

yararlandigr mutualizm kavraminin daha uygun disttginda ileri sirmaslerdir [1].

Yapilan bazi ¢alismalarda, bagirsak bakterilerinin 6zellikle Bacteroidetes ve Firmicutes
subelerinin obezite ile iliskilendirilmesi yapilmis ve obez bireylerin kolon florasinda bu
subelere ait tirlerin normalden daha az bulundugu tespit edilmistir [5], [6], [7], [8].
Bacteroides tirleri ile insan arasindaki mutualist iliskinin yaninda, bu organizmalar
onemli Olglide hastalik ve olimlerden sorumludurlar [9]. B. fragilis insan kolon
florasinin sadece %0.5’ini olusturmasina ragmen klinik olarak en fazla izole edilen

anaerobik patojendir [1].

B. fragilis
W B. distasonis
M B. ovalus
B. thetaiotaomicron
m B. vulgatus
| B. uniformis
m Other

Sekil 1. 1 Klinik olarak Bacteroides tirlerinin gérilme orani [1]



B. fragilis’in polisakkarit kapsili konagin bagisiklik sistemini etkiler ve apse
olusumundan sorumludur. Bu nedenle B. fragilis en 6nemli virulans faktorlerden
birisidir ve de bu o6zelliklerinden dolayl ‘dost ve diisman’ olarak tanimlanir [1]. B.
fragilis’in toksijenik olmayan nontoksijenik B.fragilis (NTBF) ve hastaliklara sebep olan
enterotoksijenik B.fragilis (ETBF) olmak Uzere iki adet molekiler soyu bulunmaktadir

[10].

B. fragilis
Nontoksijenik B. fragilis Enterotoksijenik B. fragilis
NTBF ETBF —
Mukozalyapmy destekler. iltihaph ishal kolonizasyonundan

sorumludur. (%4- 30)

Sekil 1. 2 B. fragilis’in molekdiler alt tirleri [4]

NTBF'nin insan vicuduna bircok vyarari bulunmaktadir. B. fragilis potansiyel
patojenlerin girisini ve ¢ogalmasini sinirlayan immun yanitin gelismesinden sorumludur
[1]. Bugline kadar, sadece iki NTBF susu dizilenmistir ve tamamen dizilenmis olan
(NCTC 9343) susu ile(Accession NO: NC_003228.3) NTBF biyolojisinin 6nemli bir
bolimi acikliga kavusmustur. NTBF polisakkarit A, B, C, D, E, F, G ve H (PSA-H) olmak
Uzere sekiz fakh polisakkariti ifade eder ve PSA araciligi ile NTBF'nin konak bagisiklik
sistemi Uzerinde gli¢ll etkileri oldugu bilinmektedir. Yapilan bir ¢alismada B. fragilis’in
kapsiiler PSA (polisakarit A) protein antijenlerinin kullanilmasi yolagiyla, T hiicre-
bagimh bagisikhk tepkilerine aracilik ettigi, PSA’nin potansiyel patojen firsatgi
bakterilerin neden oldugu bagirsak iltihabi ve hastalik gelisimini Onleyebilecegi

bildirilmistir [4], [11].

NTBF insanlar icin yararh olmakla birlikte, ETBF bu bakterinin neden oldugu

hastaliklardan sorumludur. ETBF, B.fragilis toksin (BFT) olarak bilinen bir pro-



enflamatuvar toksini salgilama yoluyla hastaliklara neden olur. ETBF ile diyare

arasindaki iliski ilk olarak 1992 de yapilan bir calismada gosterilmistir [12].

B. fragilis bir travmadan sonra bagirsak florasindan, hasarin oldugu bdlgeye dogru
hareket ederek vicudun farkli bolgelerinde enfeksiyonlara sebep olabilir [1].
Bakteremi, septik artrit ve enflamatuar bagirsak hastaliklari B. fragilis ile
iliskilendirilmistir. Ayni zamanda 6lum orani %21- %43 oranlarina varan kalp zari
iltihaplarina, nadir olarak beyin apsesine, menenjite ve de karin ici sepsis, apandisit
iltihabi ve jinekolojik enfeksiyonlara sebep olmaktadir [1]. B. fragilis ile kolon kanseri ilk
olarak Toprak vd. tarafindan 2006 yilinda yapilan bir ¢alisma ile iliskilendirilmistir
[2].ETBF, aktif bolgesinde [Zn*?] olan frajilizin adi verilen enterotoksin salgilamaktadir.
Bu toksin bagirsak epitelyum hiicrelerinde bazi morfolojik degisimler olusturarak kiiclik
cocuklarda ishale sebep olmaktadir. Frajilizin, bagirsak epitel hiicrelerini birbirine
baglamakla gorevli olan zonula adherensin ekstra-seliiler parcasi E-kaderin’i
parcalayarak etkisini gostermektedir. E-kaderin yikildigi zaman hiicre igi sinyal
mekanizmasi devreye girer ve gekirdekte bulunan c-Myc gibi onkojen proteinlerin
ekspresyonu artar. Kolon kanseri olusumunda bu mekanizmayl devreye sokan

frajilizinin etkili olabilecegi diistinilmustir [13].

Kanser, diinya genelinde 6nemli bir halk sagligl sorunudur [14]. Kolorektal kanser
diinya lzerinde 6liime neden olan kanser tiirleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir
ve en sik tani konulan dérdiinci hastaliktir [15]. 2012 yilinda diinya ¢apinda kolorektal
kanseri ile ilgili 1.4 milyon yeni teshis konulmus olmakla beraber 2035 yilina kadar 2.4
milyon kolorektal kanser teshisi konulmasi beklenmektedir [15]. Kolorektal kanseri
tetikleyen ya da engelleyen bircok faktor bilinmektedir. Bunlar engellenebilen ve
engellenemeyen faktorlerdir [14]. Engellenemeyen faktorlerden bazilarn kolorektal
kanserde aile oyklsiu ve kisisel kronik enflamatuar barsak hastaligi oykistdir.
Kolorektal kanserli hastalarin yaklasik %5’inde hastaligina neden olan tanimlanmis
genetik sendrom bulunmaktadir. Bunlardan en yaygini (kalitsal olmayan kolorektal
kanser olarak da bilinir), Lynch sendromudur. Yaklasik her 35 kolorektal kanser
hastasinin 1 tanesinde Lynch sendromu vardir. Kolorektal kanser 6ykiisi olan kisilerde

kolonda veya rektumda bir daha kansere yakalanma riski daha yiksektir [16]. Yasa,



cinsiyete ve irka gore de kolon kanserine yakalanma riskleri degiskenlik gostermektedir

[14].
1.1.2  Antibiyotik direnci

Antibiyotikler bakteriyel enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilan bakterileri
oldiren ya da cogalmalarini engelleyen maddelerdir [17]. Antibiyotikler, biyolojik
kaynakli veya sentetik olarak elde edilen ilaglardir. Yirminci ylzyilda bakteriyostatik
veya bakteriyosidal etki mekanizmalari ile bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilmalari, tip tarihinde bir donliim noktasi olmustur. Ancak bakteriler, ¢cevrelerinde
meydana gelen degisiklere hizl bir sekilde uyum saglama ve hayatta kalma yetenekleri
oldukga yuksek canlilardir. Bakterilerin bu 6zellikleri g6z 6niine alindiginda, son 50 yil
icinde tanimlanan antibiyotik direncinin beklenen bir sonu¢ oldugu ortadadir [18].
Diinya Saghk Orgiiti’niin raporlarina gére antibiyotik direnci toplum saghgini tehdit
eden ve giderek artan bir problemdir [19]. Yapilan bir arastirmada, 400 farkl tlrde
20.000’den fazla potansiyel direnc geninin varligini aciklamislardir [18]. Antibiyotiklerin
kullanilmasi ile beraber bakteriler bu antibiyotiklere karsi diren¢ mekanizmalar

gelistirmeye baslamiglardir. Sekil 1. 3'te bu gelisim sireci gosterilmistir.

A Eraof Antibiotic _> Development of
Discovery Antibiotic Resistance
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> Tetracycline
I— Streptomycin
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i
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Sekil 1. 3 Antibiyotigin kesfi ve ona eslik eden antibiyotik direncinin gelismesi [20]

B. fragilis antibiyotikler ile tedavi edilmediginde karin ici enfeksiyon ve bakteremi gibi

hastaliklarla 6liime sebep olabilmektedir [1], [21]. B. fragilis tedavisinde kullanilan en



etkili  antibiyotikler;  penisilin, sefalosporin, karbapenem, klindamisin ve
metronidazol’diir. Bununla birlikte son yillarda B. fragilis’in antibiyotiklere karsi direng

gelistirdigi rapor edilmistir [22], [23], [24], [25].

Avrupada yapilan arastirmalar B. fragilis izolatlarinin %24,2 ile %28,5’inin klindamisine
direncli oldugu sonucunu ortaya koymustur [21], [26]. Yapilan bir calismada
[21]6zetlendigi gibi; 1980 yilinda ABD’de yapilan bir arastirmada klindamisine %6
direnc belirtilmis fakat 2007'de bu oran %35’e kadar yikselmistir. Karbapenem
direncinin, metalo-beta-laktamazi kodlayan cfiA geninin varlgi sebebiyle olustugu
gosterilmistir. ABD ve Avrupada yapilan arastirmalarda imipeneme olan direncin
%1’den daha distk oldugu belirtilmistir. Sefoksitin direncinin ise Avrupa’da %13,7 iken
ABD’de %9 oldugu rapor edilmistir. B. fragilis’in sebep oldugu enfeksiyonlar igin
kullanilan en etkili antibiyotik metronidazoldir. Bu antibiyotik tedavi icin diger
antibiyotikler denendikten sonra son segenek olarak bulundurulan 5-nitroimidazol
ajandir. Dlinya ¢apinda metronidazol direncinin ise %1 ile %5 oranlari arasinda oldugu
rapor edilmistir. 23 B. fragilis izolatinin genetik analizleri sonucunda metronizadol
direngli suslarin higbirinde nima-j genini tasimadigi bildirilmis, ayrica hicbirinde cfxA ve
ermf genleri de tespit edilmemistir. Tetrasikline direncli izolatlarin timu tetQ genini
icerirken, tigesikline duyarli olduklari tespit edilmistir. Direngli bir susta ise cfiA geni

Gzerindeki promotor bolgede G bazinin A bazina donistigi tespit edilmistir [21].

B-laktam antibiyotikler (penisilin, karbapenemler, sefalosporinler ve monobaktamlar)
etkilerini, bakterinin hiicre duvar sentezinin son basamaginda peptidoglikan zincirini
birbirine baglamakla goérevli olan transpeptidasyon islevini bozarak gosterirler[27]. Bu
antibiyotikler, hiicre duvarinin olusumunda etkili penisilin baglayan proteinlere (PBP)
baglanarak duvar yapimina engel olurlar [27]. Bir diren¢ mekanizmasi, bakteri
kromozomunda mutasyon sonucu yeni PBP’ler olusur ve B-laktam antibiyotikler bu
PBP’lere baglanamadigi icin antibiyotikler etkilerini gésteremez. Baska bir direng
mekanizmasinda ise kromozomlarda olusan mutasyon sonucu dis membran
proteinlerinde yapisal degisiklikler meydana gelir. Bu durumda B-laktam antibiyotikler
hiicre icine giremez ve PBP’lere ulasamaz. Son bir diren¢ mekanizmasi ise; B. fragilis

grubu bakterilerin A.B.D, Japonya ve Avrupa llkelerinde %75-100 oraninda B-laktamaz



drettikleri bildirilmistir. B-laktamazlar, B-laktam halkasinin amid bagini hidrolize ederler

ve B-laktam antibiyotikleri inaktif hale getirirler [27], [28],[29], [30].

Makrolid-Linkozamid-Streptogramin (MLS) grubu antibiyotikler, farkli gruplara ait
olmalarina ragmen, ayni ribozomal alt liniteye baglanarak etki gosterirler ve burada
olusan mutasyonlar bu (g antibiyotige birden direnc (MLS direnci) gelistirmektedir [31].
Anaerob bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlarda MLS antibiyotikleri icinde en fazla
klindamisin kullanilmaktadir [32]. Klindamisin, bakteri ribozomunun 50S alt-birimine
baglanirlar ve ayni yere tRNA molekilinin baglanmasini ve ayni zamanda peptid
zincirinin uzamasini 6nleyerek bakteride protein sentezini engelleyerek etkisini gosterir.
Bakteri ribozomunun 50S alt birimindeki 23S rRNA'da bulunan adenin yan zincirinin
metilasyonu sonucu MLSg antibiyotiklerinin ortak hedef bdlgelerine baglanmalari
azalmakta ve ilag etkisini gésterememektedir. Bakteri tarafindan salinan ve metilasyonu
saglayan N-metil transferaz (metilaz)’t erm genleri kodlamaktadir ve B. fragilis'te erm FU,

erm FSve erm F genleri tanimlanmis ve direng %5-20 olarak bulunmustur [31], [32].

Tetrasiklin direnci ise dinya genelinde %80-90 civarinda olup son 40 vyildir
kullanilmamaktadir. Direnc tetrasiklin hedef bdlgesi olan ribozomlarda meydana gelen

degisimlerle ortaya cikmistir [32].

Metronidazol ise 5 nitroimidazol tirevleri icinde en fazla kullanilan antibiyotiktir.
Metronidazoliin nitro grubu indirgendiginde, aktif olarak bakteriyostatik etki gosterir
ve anaerob ortamlarda sabit kalir. Oksijenli ortamda ise indirgenen yapi hizli bir sekilde
eski halini alir. Oksijensiz ortamda indirgenen metronidazoliin hidroksiamin yapisi
bakterinin DNA’sina baglanir ve c¢ift sarmal yapiyi bozarak DNA replikasyonunu ve
transkripsiyonunu engellemis olur. Mitronidazole diren¢ nitrorediktaz enzim
aktivitesinde azalma ile ve hicre icine antibiyotik girisinde azalma ile
gerceklesmektedir. Dirence nim A ve nim B genlerinin sebep oldugu bildirilmistir[28],

[30].

Kloramfenikol ise bakteri ribozomunun 50 S alt birimine baglanir ve protein sentezini
durdurarak antimikrobik etki gosterir. Bacteroides’lerde asetil transferaz ve

nitorediiktaz enzimlerini kodlayan iki diren¢ geni tanimlanmistir. Bu enzimler



kloramfenikoliin yapisinda degisimlere sebep olmus ve bakteri ribozomuna

baglanamadigl icin ilag etkisini gosteremedigi tespit edilmistir [28], [30].
1.1.3  B. fragilis’in Enerji Metabolizmasi

Bakteriler, enerji ihtiyaglarini aminoasit metabolizmasi ya da karbonhidrat
metabolizmasi gibi farkhh metabolik yollarla saglayabilirler. Karbonhidratlar
organizmalarin metabolik streglerinde 6nemli rol oynamaktadir ve canh hicrelerin
yap! taslari ve enerji kaynaklari olarak gorev almaktadirlar. Glikolizde her bir glikoz
molekill, iki adet U¢ karbonlu piruvata donlsdr. Piruvatin bir sonraki asamasi
organizmanin metabolik kosullarina gére degisir. Anaerobik organizmalar, piruvati
laktik asit, etanol, asetik asit ve benzeri molekiillere cevirebilir [33]. B. fragilis, temel
enerji kaynagi olarak karbonhidrat metabolizmasini kullanir [1]. Sekil 1. 4‘te B. fragilis

NCTC 9343 piruvat metabolizmasini gdstermektedir.
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1.1.4 D-Laktat Dehidrogenaz

Laktat dehidrogenaz (Sekil 1. 5), glikolizin devami icin anaerobik solunumda kritik olan
piruvatin laktata ve laktatin piruvata déniisimini cift yonli katalizleyen ve NAD™ in

kendi i¢lerinde ¢evirimini saglayan enzimdir [35], [36].

Birbirine benzeyen fakat ayni zamanda essiz substrat 6zgllligline sahip laktat
dehidrogenazin dogal olarak meydana gelen iki formu; prokaryotlar, mantarlar ve
omurgasizlar gibi basit yapili organizmalardan izole edilmistir [34]. L-Laktat
dehidrogenaz (EC 1.1.1.27) ve D-Laktat dehidrogenaz (EC 1.1.1.28), laktat

dehidrogenazin L ve D izomerleridir [34].

o) H,_ OH

L-LDH >\
/lkCOOH + NADH + H* COOH + NAD*

0 HO, H

D-LDH >\
)J\COOH + NADH + H* COOH + NAD*

—

Sekil 1. 5 L-LDH ve D-LDH enzim reaksiyonlari [35]

Bu yolak glikozun 3 karbonlu piruvata oksidasyonundan ve parcalanmasindan
sorumludur. Anaerobik kosullarda NADH bagimli mekanizma yoluyla piruvat, laktik
asite indirgenir. Laktik asidoz adi verilen vicutta laktik asit birikmesi meydana
geldiginde ise hiicreler oksidasyon ile laktik asiti piruvata cevirerek bu birikmeyi kontrol
altina alirlar. Bu dénisim yine LDH ile gergeklesir. Fakat bu durumda kofaktor olarak

NAD" kullanilir [34].

ilk olarak 1970 yilinda képek baligi LDH’inin yapisi yayimlanmistir [37]. Bridnden ve
Rossman 1970 yilinda kopek baligi LDH’1 ile at karacigeri alkol dehidrogenazinin
yapilarini karsilastirmis ve NAD" baglanma bolgelerinde temel benzerlikler oldugunu
gostermislerdir. Daha sonra Rao ve Rossman (1973) siiper ikincil yapilarin
karsilastirmasi icin sistematik yontemler gelistirmisler ve bu yontemi dehidrogenazlar

ve flavodoksinler (izerinde uygulamislardir. Dehidrogenazlarin NAD® baglanma



bolgeleri korunmus olarak BapaB motifine sahip oldugu gdzlemlenmistir. NAD™In
baglandigl enzimler GXGXXG parmak izi adi verilen karakteristik bir dizi bulunmaktadir.
Laktat dehidrogenaz, gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz, alkol dehidrogenaz ve
dihidropteridin rediiktaz ayni GXGXXG parmak izine sahiptir. G; glisin aminoasitini ifade
ederken X; herhangi bir aminoasiti temsil eder. Malat ve format dehidrogenaz ise ilk

glisin yerine alanin aminoasitini icerir [38].

Lactobacillus bulgaricus’un D-LDH’I igin Histidin296, Arjinin235 ve Glutamik asit264 X-
isini kristalografisi ile aktif rezidiler oldugu tespit edilmis ve benzer sonuclar

Lactobacillus helveticus ile de gdstermistir [39].

ilk iki glisin aminoasitinin niikleotid baglanmasi ile iliskili oldugu ve lglinci glisin
aminoasitinin ise B tabakasinin katlanmasi ile iliskili oldugu bilinmektedir [36]. P. denti
ve bilinen diger Bacteroides D-LDH’ larinda Ucglnci glisin yerine alanin bulunmaktadir
[40], [41]. Substrat baglanma bdlgelerini iceren modelleme calismalarinda Tyr101,

Asn77, Val 78 ve Gly 79’un piruvat ile etkilestikleri gosterilmistir [37].
1.1.5 Enzim inhibisyonu

inhibitérler enzimatik tepkimelerin hizini yavaglatan ya da durduran ajanlardir.
Enzimatik inhibisyon, geri donisimli ve geri donlislimsiiz olmak Uzere baslica iki

sekilde siniflandirilir [42].

Geri donltsimli inhibisyon; yarismali, yarismasiz ve vyari yarismali olarak (ice
ayrilmaktadir. Yarismali inhibisyonda, enzimin aktif bolgesi icin inhibitor ve substrat
birbirleri ile yarisirlar. Yarismali inhibitér, yapi olarak substrata cok benzemektedir.
inhibitdr enzime geri donisiimli olarak baglanmistir ve substrat derisiminin artmasi ile

tepkime substratin enzime baglanmasi yoniinde ilerleyebilir [42].

Yarismali inhibisyonun kinetigi Michealis-Menten esitligi ile asagidaki gibi ifade

edilebilir [42].
VO = Vmaxx|[S] (1'1)
axKm+[S]
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Sekil 1. 6 Yarnigmali inhibisyonda inhibitériin enzime baglanmasi ve Lineweaver - Burk
egrisi [43]
inhibitérsiiz ve iki farkli konsantrasyonda inhibitdr iceren enzim reaksiyonuna ait
Lineweaver-Burk egrileri Sekil 1. 6’da verilmistir. Grafikten gériilebilecegi gibi inhibitér
konsantrasyonunun artirilmasi ile ayni V. degerine fakat farkl K., degerlerine sahip
olan egriler elde edilmistir. Yarismal inhibisyonda yeterli substrat konsantrasyonu

oldugunda substrat inhibitoriin 6niine gececeginden V. degismez [42].

Yarigmasiz inhibisyon tipinde inhibitér enzime ya da enzim substrat kompleksine
baglanir ve aktif olmayan El ve ESI kompleksi olusturabilir.Substrat ve inhibitér enzime
ayni anda baglanabilir. Yarismasiz inhibitor etkisini, enzimin katalitik aktivitesini
dislirerek gosterir. Bu tip inhibisyonda, inhibitor ile substrat arasinda yarisma soz
konusu degildir. Substrat konsantrasyonu artirilmasi ile inhibisyon ortadan

kaldirilamaz. Enzimin K,, degeri sabit kalirken V., degeri azalir [43].
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Sekil 1. 7 Yarismasiz inhibisyonda inhibitdriin enzime baglanmasi ve Lineweaver - Burk
egrisi [43]

Bir baska geri dénisimli inhibisyon tipi ise yari yarismali inhibisyondur. inhibitér,
enzim-substrat (ES) kompleksine baglanir fakat serbest enzime baglanamaz. Birden
fazla substratli enzimler icin gecerliligi yuksektir. Bu inhibisyon tipinde aktif olmayan
enzim-substrat-inhibitér (ESI) kompleksi olusur ve inhibitérile Vma azalr. ESI
kompleksinin olusumu ile ES kompleksi ortamdan siirekli g¢ekilir, ES kompleksinin

olusumu reaksiyon dengesini saga kaydirir ve boylece K, degeri azalir.

E+S5S m— ES — E + P 1 -\[1]
+ v
I
K].H / has Kontrol
ESI /

1
[s]

Sekil 1. 8 Yari yarismaliinhibisyonda inhibitériin enzime baglanmasi ve Lineweaver -
Burk egrisi [43]

Geri donlislimsliz inhibisyondaise inhibitér enzimin islevsel kismini bozan ya da enzim
ile birleserek kararli yapi olusturan bilesiklerdir. Bu grup inhibitorlerin intihar
inaktivatorleri olarak bilinen tirleri bulunmaktadir. Bu inhibitérler enzime spesifiktir ve

enzimin aktif bolgesine baglanana kadar reaktif degillerdir [42].
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Enzimatik reaksiyonlarda belirli bir araliktaki substrat konsantrasyonunun degisimine

{uM'min)

Vo

[S] {mn)

Sekil 1. 9 Substrat derisimine karsi baslangi¢ hizinin degisimi [42]

__ VmaxX[S]

Vo = Km+[S] (1.4)

Michaelis-Menten esitligi; baslangic substrat derisimi [S], ilk hizi Vo ve maksimum ilk
hizi Vimax arasindaki iliskinin ortaya konuldugu bir ifadedir ve aradaki iliski Michaelis-

Menten (K,) sabiti ile iliskilendirilerek belirtilmistir [42].

Vo' In, Vimax'in tam olarak yarisina esit oldugu durumda denklem (1.5)’te verilen esitlik

ortaya ¢ikmaktadir.

Vmax _ VmaxX[S]

2 Km+[S] (1.5)
Denklem sadelestirildiginde ise;
Km = [S] (1.6)

olmaktadir. Bu durumda K, ilk hizin (Vo), maksimum ilk hizin (Viax) yarisina esit oldugu

durumdaki substrat derisimidir [42].
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Michaelis-Menten esitligindeki [S]'ye karsi Vo grafiginin tersi olan diz ¢izgi olarak

cizilen 1/[S]’ ye karsi 1/V, grafigi, Lineweaver-Burk esitligi olarak ifade edilir [42].

__ VmaxXx|S]
Vo= rsr (1.7)

Denklem (1.8)'de verilen Michaelis-Menten esitligi ters gevrildiginde;

1_ KmtlS] (1.8)

Vo "~ Vmaxx [S]

esitligine donlsur. Esitlik daha iyi ifade edilecek olursa;

=5 ! (1.9)

Vo "~ Vmaxx [S]  Vmax

Olarak ifade edilir [42].

Vi'a karsi é grafigi ise Lineweaver—Burk grafigini gostermektedir.
0

1 { \

g ()

\mm

Sekil 1.10Lineweaver—BurkGrafigi[42]

Egim, Kn/Vmax'! ifade ederken egimin 1/Vy'1 kestigi nokta 1/V..1 ifade etmektedir.

1/[S] ekseninin kesim noktasi ise —(1/K.,)’dir [42].
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Asagidaki denklemde verilmis olan [S], substrat konsantrasyonunu ifade eder ve K;
Vmax V€ K, ise [S]’tan bagimsiz sabitlerdir. [S]'tan bagimsiz sabitler olan ve K, Vinax ve Km,
lineer olmayan en kiiglk kareler yontemi fiti ile hesaplanmakta olup K{nin sonsuza

gitmesi durumunda Michealis-Menten denklemine donismektedir [44].

VmaxXx|[S]

(1.10)

K +IST+)

Sabitlerin degeri ise Lineweaver—Burkgrafigi yardimiyla hesaplanmaktadir [44].
1.1.6 Kumarin ve Tiirevleri

Kumarinler ile ilgili calismalar 200'den fazla yil 6nce baslamistir ve kelime olarak
kumarin, adini bilesigin ilk olarak izole edildigi Coumarouna odorata Aube agacindan
almaktadir[45]. Kumarinler 19. yiiz yilda tonka fasiilyelerinden izole edilmistir ve bu
tarihten beri yemeklerde tat veren ajanlar olarak ve parfiimeride kullaniimaktadir [46].
Kumarin (2H-Chromen-2-one), dogal olarak bir¢cok bitkide bulunan ve benzopironlar
grubundan, kristal yapili, renksiz bir kimyasal bilesiktir. Serbest olarak ya da glukoz ile

beraber bulunabilirler [47].

S 4

6 X3

3 O O

Sekil 1. 11 Kumarinin genel yapisi [41]

Kumarinler; antikanser, antimikrobiyal, analjezik, lipid districi, karaciger koruyucu,
anti-oksidan, anti-depresan, anti-inflamatuar, anti-viral, anti-diyabetik, anti-hipertensif,
anti-alerjik, anti-timor, anti-astim, anti-HIV1, anti-koagtilan ve anti-fungal gibi genis

biyolojik aktivite ve etki alanina sahiptirler [45], [48], [49], [50].
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Kumarinlerin enzimler Uzerindeki inhibitdr etkisi farkli hastaliklar igin incelenmistir.
Alzheimer hastaligi 6grenme, hafiza, davranis ve duygusal tepkiler ile ilgili beyin
bolgelerinde asetilkolin dizeylerinde azalma ile birlikte kolinerjik sistemin kaybi ile
iliskilidir. Noro-patolojik olarak alzheimer hastaligl, beta-amiloid plaklari, norofibril
yumaklari ve dejenerasyon / bazal 6n beyin kolinerjik néronlarinin atrofi varhigi ile
karakterize edilir. Bu duruma gore, AH'nin semptomatik tedavisi i¢cin en Umit verici
yaklasim, oncelikli olarak hidrolizden ve eylem sonlandirilmasindan sorumlu
asetilkolinesteraz (AChE) enzimini inhibe ederek, beyindeki ACh sinaptik seviyeleri
arttirmaktir. Farkli kumarin tiirevleri icin 1Csq degerleri 10, 275 ve 0.236 nM olarak

bulunmustur [50].

AIDS’ e karsi direng gelisimi, geleneksel tedavi yaklasimlari ile ilgili 6nemli bir sorundur.
HIV replikasyonu igin gerekli olan bir¢ok noktaya direkt ajanlar ile midahale edilmesi
bu hastaligin Ustesinden gelinmesi icin Umit verici bir gelismedir. HIV enzimleri
arasinda 3 tanesi tedavi amagh hedef olarak tespit edilmistir. Bu enzimlerden ilk ikisi
ters transkriptaz, proteazdir ve piyasada veya klinik denemelerde kullanilan
inhibitérleri bulunmaktadir. Uglincii enzim olan integraz, ilk iki enzim kadar ayrintili
olarak arastirilmamistir. Son raporlar, cesitli bilesiklerin HIV integraz Uzerine olan
inhibitor etkisini ortaya g¢ikarmistir. Kumarinlerin HIV integraz (zerine olan inhibitor
calismasinda ICso degerleri farkli kumarin tirevleri igin 1.5, 4.2 ve 43 uM olarak

bulunmustur [51].
1.2 Tezin Amaci

Yapiya dayandirilmis ila¢ tasariminda onemli bir basamaginin gergeklestirilmesi
amaciyla; 29 adet kumarin tirevinden olusan inhibitér kitlphanesinin, B. fragilis’in
enerji metabolizmasinda 6nemli role sahip olan ve deneysel olarak yiksek saflik ve
miktarda (retilecek olan D-LDH (zerindeki etkisinin yapisal ve kinetik olarak test

edilerek bu bilesiklerin 6nci bilesik olma potansiyellerinin belirlenmesi amaglanmistir.

1.3 Hipotez

B. fragilis’in D-LDH’1nin yiksek saflikta Uretilerek, sentezlenmis olan kumarin tiirevleri

ile secici inhibisyon calismalarinin kolon kanserine sebep olan enterotoksijenik B.
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fragilis enfeksiyon/kolonizasyon tedavisine alternatif bir ilag gelistiriimesi yonundeki

calismalarin 6nini agacagl 6ngoriilmektedir.
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BOLUM 2

MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyaller

2.1.1 Kimyasallar ve Sarflar

BfD-LDH’in saflastirilmasi amaciyla kullanilan nikel-nitrilotriasetik asit (Ni-NTA) agaroz
QIAGEN’den (Almanya) temin edilmistir. Saflastirilan proteinin, sodyum dodesil silfat
poliakrilamid jel elektroforezi ile (SDS-PAGE) analizinde protein belirteci olarak Thermo
Scientific (ABD) tarafindan Uretilen Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder

kullanilmistir.

Tez galismasi icin kullanilan diger butin kimyasallar BDH, Sigma, Promega, Roche,

Aldrich ve Bacto™ firmalarindan temin edilmistir.

2.1.1.1 D-LDH Genini igeren Rekombinant DNA Molekiilii

Laboratuvarimizda daha dnce yapilmis olan ¢alismada D-LDH’1 kodlayan geni alLlCator
LIC klonlama ve ekspresyon kit 3 (C terminal Histag) sistemi kullanilarak pLATE 31
vektorine klonlanmistir. T4 DNA polimeraz, geni vektore transfer etmeden 6nce, gen
Uzerinde vyapiskan wuclar Uretmek icin kullanilmistir. T4 DNA polimeraz dNTP
eklenerek5’—>3’ polimeraz aktivitesine ve 3’>5’ ekzoniikleaz aktivitesine sahiptir. LIC

reaksiyonunda bu 6zelliklerinden dolayl T4 DNA polimeraz kullaniimistir [52].
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ATA n -
=24 TAre .
—_dy,
BfD-LDH
{:.— -
¥ apm
FCR SAdg -
AGAGG =
GG . 5
&' - AGAAGGAGATATRACTATC "TRATGACTTCCCATCTCC - &
-LDH
3 - TCTTCCTCTATATTGATAC BfD-LD ATTACTGAAGGGTAGAGS - 5
T4 DNA Polymerase
+dGETP
shart slop
&' - AGAAGGAGATATARACTATG TRATG
3 GATAC BfD-lDH ATTACTGAAGGGTAGAGS - 5'

Sekil 2. 1 T4 DNA polimeraz ve dGTP ile ilgili gen lizerinde yapiskan ug tretilmesi [53]

pLATE31 ifade vektorinin iki ana 6zelligi bulunmaktadir. Bakteriyofaj T7 promotoru ile
ylksek verimde gen ekspresyonu saglanir ve C terminal bolgesinde bulunan 6 Histidin
bolgesi ile ekspresyonu gerceklesen proteinin kolona afinitesini saglayarak saflastirma

isleminin gerceklesmesine olanak verir [53].

2.1.1.2 Kumarin Turevleri

Calismamizda kullanilan kumarin tiirevleri Marmara Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Kimya Boliml Biyokimya ve Organik Kimya Anabilim Dallarinda sentezlenmis ve

yapilari Cizelge 2. 1’de verilmistir [54], [55].
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Gizelge 2. 1 Kumarin bilesiklerinin adlandirilmasi ve kimyasal formiilleri

Kumarin Bilesikleri

Numarasi

Formalu

K1

K2

K3

K4

K5

3-(3,4-dihydroxyphenyl)-6,7-dihydroxy-2H-chromen-2-one
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Cizelge 2. 1 Kumarin bilesiklerinin adlandirilmasi ve kimyasal formilleri (devami)

Kumarin Bilesikleri
Numarasi | Formili
Ké
K7
K8
K9
4-(3,4-dihydroxyphenyl)-7,8-dihydroxy-2H-chromen-2-one
K10
3-(3,4-dimethoxyphenyl)-7,8-dihydroxy-2H-chromen-2-one
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Cizelge 2. 1 Kumarin bilesiklerinin adlandiriimasi ve kimyasal formilleri (devami)

Kumarin Bilesikleri

Numarasi | Formili

K11

K12

K13

K14

3-phenyl-7,8-dihydroxy-2H-chromen-2-one
@:,;/”
K15 oH \©
3-(phenyldiazenyl)-4-hydroxy-2H-chromen-2-one
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Cizelge 2. 1 Kumarin bilesiklerinin adlandirilmasi ve kimyasal formilleri (devami)

Kumarin Bilesikleri

Numaras! | Formdald

K16

3-(4-methylphenyl)-7,8-dihydroxy-2H-chromen-2-one

HO o 0

7-hydroxy-2H-chromen-2-one

"1
K18 - Q

4-phenyl-5,7-dihydroxy-2H-chromen-2-one

0 0]
QJNHQ
K19 L

3-amino-4-hydroxy-2H-chromen-2-one

o o
0T
K20
OH

4-hydroxy-2H-chromen-2-one




Cizelge 2. 1 Kumarin bilesiklerinin adlandirilmasi ve kimyasal formilleri (devami)

Kumarin Bilesikleri

Numaras! | Formuld

K21

K22

K23

K24

K25

3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-6,7-dihydroxy-2H-chromen-2-one
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Cizelge 2. 1 Kumarin bilesiklerinin adlandirilmasi ve kimyasal formilleri (devami)

Kumarin Bilesikleri

Numaras! | Formulid

K26

3-(3,4-diacetoxyphenyl)-5,7-diacetoxy-2H-chromen-2-one

K27 0

3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-6,7-diacetoxy-2H-chromen-2-one

K28

K29

3-(3,4-dihydroxyphenyl)-5,7-dihydroxy-2H-chromen-2-one
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2.1.2  Deneylerde Kullanilan Cihazlar
Su Banyosu- Kerman

Calkalamali inkiibatér- GFL

pH Metre- CyberScan
Ultrasonikasyon- Bandelin

Etlv- Binder

Hassas Terazi- Ohaus

Buz Makinasi- Optic lvymen System
Distile Su CihazI- GFL

Otoklav- Systec

-20 'C Buzdolabi- Beko

+4."C Buzdolabi- Beko

-80 C Buzdolabi- Heto

Kabin

Mikrosantrifij- Sigma

Sogutmali Santrifiij- Sigma

UV Visible Spektrofotometre- Thermo Scientific
Vorteks- Heidolph

Manyetik Karistirici- Heidolph
Calkalayici — Labn

Mikroplate Spektrofotometre—Epoch
Kuru Blok Isitici — Inovia

Cok Kanalli Mikropipet — Rainin
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2.1.3 Besiyerleri, Stok Cozeltiler ve Tamponlar

2.1.3.1 Protein Saflastirma igin Kullanilan Besiyerleri, Stok Cozeltiler ve Tamponlar

2xYT Agar

Cizelge 2. 2 2xYT Agar bilesenleri

Bilesenler Miktarlar
Bacto Yeast Ekstrakti 10 g/L
Bacto Tripton 16 g/L
NaCl 5g/L
Agar 15g/L

1L distile su icerisinde bilesenler belirtilen miktarlarda ¢ozilir ve otoklav ile sterilize

edilir.

2XYT Broth

Gizelge 2. 3 2xYT Broth

Bilesenler Miktarlar
Bacto Yeast Ekstrakti 10 g/L
Bacto Tripton 16 g/L
NaCl 5g/L

Bilesenler 100 mL distile su icerisinde ¢ozillir. 121 °C’de otoklav ile sterilize edilir.

Ampisilin (100 mg/mL)

Stok ampisilin 0,1 g lzerine 1 L'ye tamamlanacak sekilde distile su ilave edilir ve filtre

ile sterilize edilir.
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IPTG (izopropil-B -D- tiyogaltopiranosid)

250 mM 1 mL stok IPTG igin 0,06 g IPTG tartilir ve distile su ile 1 mL'ye tamamlanir.

Filtre ile sterilize edilir. Hazirlanan tampon -20 ‘C'de saklanir.

Akrilamid/Bis Calisma Cozeltisi (% 30)

Cizelge 2. 4 % 30 Akrilamid/Bis ¢alisma ¢0zeltisi bilesenleri

Bilesenler Miktarlar
Akrilamid 8,78
N, N'-Metilen-Bis-Akrilamid 03¢g

Bilesenler 30 mL distile su icerisinde ¢ozillr.
Amonyum Persiilfat Cozeltisi (% 10)

0,03g amonyum persiilfat 0,3 mL distile su icerisinde ¢ozlilerek hazirlanmaktadir.

SDS-PAGE Ornek Uygulama Tamponu (SDS-SAB) (10 mL)

Cizelge 2. 5 SDS-PAGE 6rnek uygulama tamponu bilesenleri

Bilesenler Miktarlar
% 10 SDS lg
0.5 M Tris HCI (pH: 6.8) 06g
% 5 Gliserol 0.5 mL
% 25 B-Merkaptoetanol 0.25mL
% 0.05 Bromfenol mavisi 0.005 g

10 mL’lik tampon icin belirtilen miktarlardaki bilesenler bir araya getirilerek hazir hale

getirilir.
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SDS-PAGE Ayirma Jeli (%12)

Cizelge 2. 6 SDS-PAGE ayirma jeli bilesenleri

Bilesenler Miktarlar
dH,0 3,35mL
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 2,5 ml

%10 SDS 0,100 mL
%30 Akrilamid/Bis 4 mL

% 10 Amonyum Persiilfat 0,075 mL
TEMED 0,015 mL

Bilesenler verilen miktarlarda bir araya getirilerek hazirlanir.

SDS-PAGE Yiikleme Jeli (%4)

Cizelge 2. 7 SDS-PAGE yukleme jeli bilesenleri

Bilesenler Miktarlar
dH,0 3,05 mL
0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 1,25 mL
%10 SDS 0,050 mL
%30 Akrilamid/Bis 0,65 mL
% 10 Amonyum Persiilfat 0,030 mL
TEMED 0,006 mL

Bilesenler verilen miktarlarda bir araya getirilerek hazirlanir. Daha sonra ayirma jeli

Uzerine ilave edilerek jelin donmasi beklenir ve kullanima hazir hale getirilir.
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5X SDS-PAGE Tank Tamponu

Cizelge 2. 8 5X SDS-PAGE tank tamponu bilesenleri

Bilesenler Miktarlar
0,025 M Trizma Base 15 g/L
0,192 M Glisin 72 g/L
% 0,5 SDS 5g/L

Bilesenler 1L distile su igerisinde ¢ozllerek ¢alisma tampon hazirlanir.

Protein Boyama Cozeltisi

Cizelge 2. 9 Protein boyama ¢0zeltisi bilesenleri

Bilesenler Miktarlar
% 0,1 Coomassie Brillant Mavisi 01g
% 10 Glasiyal Asetik Asit 10 mL
% 40 Metanol 40 mL
Distile su 50 mL

50 mL distile su icerisinde bilesenlerin belirtilen miktarlari bir araya getirilip ¢ozllerek

¢Ozelti hazir hale getirilmistir.

Boya Uzaklastirici Cozelti

Cizelge 2. 10 Boya uzaklastirici ¢ozelti bilesenleri

Bilesenler Miktarlar
%5 Metanol 50 mL
%7 Asetik asit 70 mL
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Bilesenler 1L distile su igerisinde ¢ozulerek hazirlanir. Boya uzaklastirici ¢ozeltisi ile
muamele edilen o6rnekler aktif karbon ile muamele edilir ve Coomassie Brillant
mavisinin c¢okeltilmesi saglanir. Hazirlanan c¢o6zelti, filtre kagidi ya da pecete ile

stzulerek yeniden kullanilabilir.

Liziz Tamponu (1 L) (pH : 8.0)

Cizelge 2. 11 Liziz tamponu bilesenleri

Bilesenler Miktarlar

50 mM NaH,PO, 6,90 g NaH,PO, (MW 137,99 g/mol)
300 mM NacCl 17,54 g NaCl (MW 58,44 g/mol)

10 mM imidazol 0,68 g imidazol (MW 68,08 g/mol)

Bilesenler 1L distile su igerisinde ¢ozlilerek hazirlanir. pH ayarlamasi NaOH kullanilarak

yapihr.

Yikama Tamponu (1 L) (pH : 8.0)

Cizelge 2. 12 Yikama tamponu bilesenleri

Bilesenler Miktarlar

50 mM NaH;,PO, 6,90 g NaH,PO, (MW 137,99 g/mol)
300 mM NaCl 17,54 g NaCl (MW 58,44 g/mol)

20 mM imidazol 1,36 g imidazol (MW 68,08 g/mol)

Bilesenler 1L distile su igerisinde ¢ozlilerek hazirlanir. pH ayarlamasi NaOH kullanilarak

yapihr.
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Eliisyon Tamponu (1 L) (pH : 8.0)

Cizelge 2. 13 ElGisyon tamponu bilesenleri

Bilesenler

Miktarlar

50 mM NaH2P04
300 mM Nacl

250 mM imidazol

6,90 g NaH,PO, (MW 137,99 g/mol)
17,54 g NaCl (MW 58,44 g/mol)

17 g imidazol (MW 68,08 g/mol)

Bilesenler 1L distile su igerisinde ¢ozlilerek hazirlanir. pH ayarlamasi NaOH kullanilarak

yapihr.

pLATE31 ifade Vektorii

pLATE31 ifade vektorl, C terminal bolgesinde 6 Histidin icerir ve ekspresyonu

gerceklesen proteinin  kolona  afinitesini  saglayarak saflastirma isleminin

gerceklesmesine olanak verir. Sekil 2. 2’de belirtilen vektor Uzerinde yapiskan ug
bolgeleri ile B. fragilis D-Laktat dehidrogenazi kodlayan BfD-LDH geninin vektore
ligasyonu saglanir ve T7 promotor bolgesi, IPTG indiklemesini saglayarak mRNA

Uretimi gergeklestirir [53].

GG

~CGETAGTGETAGTCATCET

3. GATAC Bf DLDH |

>

l Anngaling
Bf DLDH 616 GTGOTAGTGGTGGTGCC o

RBS ut
ACTATG
GATAC

Sekil 2. 2 pLATE 31 ifade Vektérii [53]
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2.1.3.2 Enzim inhibisyonu Calismasi igin Gereken Cozeltilerve Tamponlar

Potasyum Hidroksit (KOH) 1 M

56.11 g potasyum hidroksit tartilir ve distile su ile 1L'ye tamamlanarak kullanima hazir

hale getirilir.

Potasyum Fosfat Tamponu (KH,PO,) (pH: 7.5) 100 mM

13.61 g potasyum fosfat tartilir ve lizerine 1L'ye tamamlanacak sekilde distile su ilave

edilerek kullanima hazir hale getirilir.

Dimetil Siilfoksit (C,HsOS) 78.13 g/mol

A3006 katalog numarali DMSO, Panreac AppliChem firmasindan temin edilmistir.

Piruvat (20 mM)

0.0110 g piruvat tartilir ve 5 mL distile su igerisinde ¢ozilir.

NADH (11 mM)

0.0390 g NADH tartilir ve 5 mL distile su igerisinde ¢ozilur.

2.2 Yontem

2.2.1 Protein Saflastirma ve Analizi ile ilgili Yontemler

2.2.1.1 Rekombinant DNA Molekiiliine Sahip Hiicrelerin Gelistirilmesi

Bilesenleri 2.1.3 boliminde verilen 2xYT Agar besiyeri petrilere dokiilmis ve ates
basinda donmasi beklendikten sonra -80 “C derin dondurucu icinde BfD-LDH genini
iceren pLATE31 ifade vektoriinin bulundugu E. coli BL21 (DE3) hiicreleri 2xYT Agar

petrilere siirme ekimi yapilmistir. 37 ‘C'de 16 saat inkibe edildikten sonra
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otoklavlanmis kiirdan yardimi ile tek koloni segimi yapilir ve E. coli hiicreleri ampisilin

iceren 5 mL'lik 2xYT Broth besiyerinde gelistirilmeye birakilir.
2.2.1.2 Saflastirma

Laboratuvar grubumuz tarafindan daha 6nce yapilmis olan ¢alismada 1011 baz cifti
uzunlugundaki B. fragilis'in D-LDH’in1 kodlayan geni pGEM®-T easy vektorine

klonlanmistir.

Protein saflastirma oncesinde ekspresyon icin 100 mL 2xYT besiyeri 100 ul ampisilin
eklenerek hazirlanmistir. Bu besiyerine 1 mL BfD-LDH’1I kodlayan geni iceren E.coli
BL21(DE3) hiicreleri ekilmistir. 600 nm’de OD degeri 0,6 olana kadar 37 C’de 180
devirde inkilibe edilmistir. Son konsantrasyon 0,1 mM olacak sekilde IPTG indiiklemesi
yapilmistir ve 30 ‘C’de dakikada 180 devir ile 5 saat inkiibe edilmistir. Elde edilen hiicre
kultiirt 4 'C'de 5000 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. Stpernatantlar atilmistir ve
hiicre pelletleri 3 mL liziz tamponunda ¢6zdirilmastir. Hazirlanan pelletlerin 3 adet
1.5 ml'lik steril tuplere bolinmis ve %20’lik glic kullanilarak 10 ssonikasyon 10
sbekleme olacak sekilde 6 dongulik ultrasonikasyonu yapilmistir. Ultrasonikasyon
yapildiktan sonra; 14000 rpm’de 4 ‘Cde 20 dk santrifiij edilmistir. Bu asamada

sipernantlar alinmistir [56], [57].

Elde edilen yaklasik 4 mL hiicre lizati, 1 mL nikel nitrilotriasetik asit (Ni-NTA) agaroz ile
1 saat boyunca 4 ‘C’de 120 rpm’de karistirilmistir. Bu sirada kolon hazirlamasi igin, 5
mL’lik siringa alinarak alt ylizeyine kurutma kagidi konulmustur ve 2 mL ¢izgisine kadar
cam ylini eklenmistir. U¢ kismina tubing gecirilerek kolon hazirlanmistir. Hiicre lizati ve
Ni-NTA agaroz karisimi kolona yiiklenmistir. ilk siiziintii fraksiyonu toplanmustir. Kolon
8 mL yikama tamponu ile yikanmistir ve yikama fraksiyonlari (W, W5, W3) toplanmistir.
Son olarak 4 mL eliisyon tamponu kullanilarak eliisyon fraksiyonlari toplanmistir [58].
Toplanan orneklerin her birinden 50 pl alinarak ayni miktar SDS-PAGE 6rnek uygulama

tamponu SDS-PAGE i¢in hazirlanmustir.

34



2.2.1.3 Enzim aktivite tayini

D-LDH’in aktivite tayininde 340 nm’de UNICAM UV/Vis spektrometresi kullanilarak
NADH’iIn NAD"a cevrilmesi 6lglilmustir. Reaksiyon hacmi 1 mL ve reaksiyon siiresi 1
dakika kabul edilmistir. Reaksiyon 25C‘de 100 mM potasyum fosfat tamponu
kullanilarak gerceklestirilmistir (pH: 7.5). Piruvat bir substrat ve B-NADH kofaktor
olarak kullanilmistir. Tampon ve NADH, enzim ile birlikte 1 mL tek kullanimlik klvette

onceden karistirilmis ve reaksiyon piruvat ilavesiyle baslatilmistir.

Saflastirilan enzim konsantrasyon hesaplamasi ise;

mg/ml = (AA,g0/dk) x Dilisyon x Mw /((&pn) (2.1)
denklemi ile yapilmistir.

AA5s0; 1 mL reaksiyonda kullanilan 20 pl eliisyon, 980 ul dH20 iginde ¢ozilerek A,go nm
dalga boyunda olclilen absorbans degeri, diliisyon faktori; seyreltme faktorli, MW;
enzimin molekdl agirhgr ve € py, enzimin aminoasit dizisinin web tabanli bir program

olan ‘Peptide Property Calculator’ yardimi ile elde edilen sonuctur.

2.2.1.4 SDS PAGE

SDS-PAGE analizleri BIO-RAD Mini-PROTEAN® 3 Cell jel elektroforez sistemi kullanilarak
hazirlanmistir. SDS-PAGE hazirlama asamalarinda kullanilan  %12'lik ayirma jeli ve
%A4'luk yukleme jeli bilesenleri 2. 1. 3 bolimiinde verilmistir. Dikey jel sisteminde

%12’lik ayirma jeli altta bulunurken %4'liik yikleme jeli ise tstte bulunmaktadir [59].
2.2.2 Enzim Aktivitesi ve inhibisyon Calismalari

2.2.2.1 Enzim Aktivitesi ve Konsantrasyonunun Tayini

Enzim aktivitesinin tayini spektrofotometrik olarak 340 nm dalga boyunda Biotek
Epoch UV Plaka Okuyucu (BioTek, Winooski, ABD) kullanilarak tayin edilmistir. 96

kuyucuklu plakalarda 184.9 ul tampon ¢ozelti (100mM potasyum fosfat, pH 7.5), 3.7 ul
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NADH (0,2 mM), 2 pul dimetil silfoksit (DMSO, %1) ve 2 ul enzim (son
konsantrasyon10,3 pg/mL) ile 25 °C'de 15 dakika inkiibe edilmistir. Siire sonunda
kuyulara 7.4 pL, farkh konsantrasyonlardaki (son konsantrasyon 0.046-0.739 mM
olacak sekilde) piruvat (substrat) ¢ozeltilerinden eklenmis ve 340 nm dalga boyunda, iki
dakika boyunca 10s araliklarla absorbans 6lcimi yapilmistir. TUm denemeler en az 3
kez tekrarlanmistir. K, ve Vmax degerleri GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software

Ltd.,La Jalla, USA) programinda enzim kinetigi modulu kullanilarak hesaplanmistir.

Gahsmada kullanilan enzimin konsantrasyonu ise Bradford yontemi ile hesaplanmistir

[60].

2.2.2.2 Kumarin Tiirevleri ile inhibisyon Calismalar

Kumarin tirevleri ile yapilan inhibisyon ¢alismalarinda, kumarin tiirevleri DMSO iginde
¢Ozlilms ve ¢calisma ortaminda DMSO icerigi en fazla % 1 olacak sekilde seyreltilmistir.
96 kuyucuk iceren plakalarda; 184.9 ul tampon ¢ozelti (100mM potasyum fosfat, pH
7.5), 3.7 ul NADH (0,2 mM), 2 ul inhibitor (DMSO iginde ¢6zinmis farkh
konsantrasyonlarda 29 adet kumarin tlrevi) ve 2 pl enzim(son konsantrasyon10.3
ug/mL)ile 25 °C’'de 15 dakika inklibe edilmistir. Stire sonunda kuyulara 7.4 uL piruvat
¢Ozeltisi (son konsantrasyon 0.739 mM)eklenmis ve 340 nm dalga boyunda, iki dakika
boyunca 10 s araliklarla absorbans 6lcimi yapilmistir. Negatif kontrol olarak, 2 plL
kumarin 6rnek ¢ozeltisi yerine 2 uL DMSO (¢ozelti igindeki son konsantrasyon %1)
eklenerek absorbans ol¢cimi yapilmistir. Enzimatik olmayan reaksiyonlarin varhigini
tayin etmek icin reaksiyon kosullarinda enzim vyerine tampon kullanilarak olgiim
alinmistir. Bu g¢alismalar sonunda %20 ile %80 oraninda inhibisyon veren 4 kumarin

konsantrasyonu belirlenmistir.

% enzim inhibisyonu asagida verilen denkleme gore hesaplanmistir.

% inhibisyon =[(AAsao kontrol — AAssg 8rnek) / AAsap kontrol] x 100 (2.2)
Denklemde verilen;

DAz, kontrol: Kontrol ¢ézeltisinin 340 nm’de okunan absorbans degerini,
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AAss0 6rnek: Ornek ¢dzeltisinin 340 nm’de okunan absorbans degerini vermektedir.

BfD-LDH'In ICsq degeri (enzimin %50 inhibe etmek icin gerekli olan inhibitor
konsantrasyonu); en az dort farkli inhibitdr konsantrasyonunun logyo degeri ile bunlara
karsilik gelen ylzde inhibisyon degerlerinin lineer olmayan regresyon analizleri ile
GraphPad Prism 5.0 yazihmi (GraphPad Software Ltd., La Jalla, ABD) programi
kullanilarak belirlenmistir. Dusik diizeyde inhibisyon gosteren bilesiklerin ICsq degerleri
hesaplanmamis, bunun vyerine calisilan en yiksek konsantrasyondaki (50 uM)

inhibisyon degerleri verilmistir.

2.2.2.3 K5, K21 ve K23 Kumarin Tiirevleri ile inhibisyon Mekanizmasi Calismalan

Kumarin tdrevlerinin  inhibisyon  mekanizmalarinin  aydinlatilmasi  amaciyla
gerceklestirilen tarama calismalari sonunda en iyi inhibisyonu veren K5, K21 ve K23
kumarin tlrevlerinin farkli konsantrasyonlarina karsi 0.046 ile 0.739 mM piruvat
konsantrasyonlari degisimleri incelenmistir. Bu amagla 96 kuyucuklu plakalarda 184.9
pl tampon ¢ozelti (100mM potasyum fosfat, pH 7.5), 3.7 ul NADH (0,2 mM), 2 ul farkl
konsantrasyonlarda kumarin ¢ozeltileri (DMSO iginde, %1) ve 2 ul enzim (son
konsantrasyon10.3 pg/mL)) ile 25 °C’'de 15 dakika inkiibe edilmistir. Siire sonunda
kuyulara 7.4 uL farklh konsantrasyonlardaki (son konsantrasyon 0.046-0.739 mM olacak
sekilde) piruvat ¢ozeltilerinden eklenmis ve 340 nm dalga boyunda, iki dakika boyunca
10s araliklarla absorbans 6l¢imi yapilmistir. K, ve Vimax degerleri GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software Ltd.,La Jalla, USA) programinda enzim kinetigi modull kullanilarak
belirlenmistir.Ki degeri yine GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Ltd., La Jalla, USA)

programi kullanilarak hesaplanmistir.

2.2.2.4 Kumarin tiirevlerinin Lipinski’'nin Bes Kuralina Uygunluklarinin Arastiriimasi

Bu tez calismasinda kullanilan kumarin tirevlerinin ilag ham maddesi olarak
kullanilabilirligini 6lcmek icin, Lipinski’nin bes kuralina uygunluklari arastiriimistir. Buna
gore bir bilesigin in vivo etken madde olarak kullanilabilmesi icin bilesigin molekil

agirligi 500 Da veya daha az olmalidir. Hidrojen bagi dondrlerinin sayisi en fazla 5
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olmahdir. Hidrojen bagi alicilarinin sayisi en fazla 10 olmalidir. Bilesigin hesaplanan log

P (oktanol- su ayrilim katsayisi) degeri ortalama -1 ile +5 arasinda olmalidir [61].

2.2.2.5 Kumarin Bilesikleri Kullanilarak BfD-LDH Uzerinde Molekiiler Docking

Calismasinin Yapilmasi

Bilgisayar destekli calismalarda daha 6nce molekiiler modeli yapilmis BfD-LDH [52]
proteinin 3-boyutlu yapisi kullanilmistir. Ligandlarin 2-boyutlari yapilari ChemDraw v10
programinda cizilmis ve MarvinSketch v6.2 programi ile 3-boyutlu ve en diislik enerjili
konformasyonlari hazirlanip MOL2 dosya formatinda kaydedilmistir. Batiin molekdiler
yerlestirme  (docking) calismalarinda Molegro Virtula Docker 2010.4.2.0
programikullaniimis ve Molegro Molecular Viewer 2012.2.5.0 ile goriintilenmistir [62].
Docking calismasi MolDock SE (Simplex Evolution) algoritmasi ve Moldock Score

fonksiyonu kullanilarak, her bir ligand icin 10 kosturma yapilarak gerceklestirilmistir.

Moldock Score fonksiyonu; Protein-ligand arasindaki ve ligandin kendi i¢ enerjisinin

toplami seklinde ifade edilmektedir.
Escore = Einter + Eintra (2.3)

Protein-ligand etkilesim enerjisi; protein ve ligand arasindaki, H bagi, elektrostatik
enerji (Coloum potansiyeli) ve Sterik etkilesimer (van der Waals)'in toplami seklinde

ifade edilmektedir.

Fe= D, 2

iz ligandj= protein 4.

ij

qr'q_,r'

Ligandin kendi i¢ enerjisi ise; ligand ici H bagi, Sterik etkilesimer (van der Waals) ve

ligand atomik baglarinin torsion enerjilerinin toplami seklinde ifade edilmektedir [62].

Einta = Z 2 Eprp(ry) + (2. 5)
i= hgandis Lgand

A[1 — cos(m-0 — 8] + E_ 4
flexible bonds
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BOLUM 3

SONUGLAR VE TARTISMA

3.1 Enzimin Saflastirilmasi ve SDS-PAGE Analiz Sonuglari

Metal selat afinite kromatografisi, polihistidin iceren rekombinant proteinlerin
saflastirilmasi icin yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Nikel nitrilotriasetik asit (Ni-
NTA) agaroz afinite kromotografisinde kullanilan bir dolgu maddesi olup nikel iyonunun
6 adet ligand baglanma bdlgesinden doért tanesi ile bag yapmaktadir. Geriye kalan 2
adet baglanma bolgesi ise ylksek afinite ile 6-His tag bolgesiyle etkilesime girmektedir

[58].

C=0 ﬁ
N C CH, P
cH—cH; = o 2 “
NH e | LCHp  _CH; LG
o— l3/ Ni” tlz:\‘ CH ™“CH, "c—|3H|_‘ CH, _Lc:—| — 2
Nt 2
- = l_,
-|uk—r:—|‘ ‘4/ o™ =0 |:| é
MH 4

Sekil 3. 1 Ni-NTA ve 6 His tag arasindaki etkilesim [58]

B. fragilis’in D-LDH’inI kodlayan genin E. coli BL21 (DE3) hticreleri icerisinde, pLATE31

vektoriinde ifade edilen rekombinant proteinin C terminal ucuna eklenmis olan C-
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terminal 6 His-tag bolgesi ile bu sistem igerisinde yiksek saflikta saflastirilmasi
gerceklestirilmektedir. Yikama tamponu igerisinde bulunan 20 mM imidazol ile spesifik
olmayan proteinlerin uzaklastiriimasi saglanir. Daha sonra ellisyon tamponu igerisinde

bulunan 250 mM imidazol ile Ni-NTA ile etkilesimde olan protein kolondan uzaklastirilir

ve % 95 Uzeri saflikta elde edilir.

M 1 2 3 4 5

50kDa +—

40 kDa

‘__
25kDa <+—

Sekil 3. 2 Saflastirilan D-LDH’in ellisyon disindaki fraksiyonlarin SDS-PAGE analiz sonucu
Hat M: Protein Markir, hat 1-3: Yikama fraksiyonu 1, Yikama fraksiyonu 2 ve Yikama
fraksiyonu 3, hat 4: ilk fraksiyon, hat 5: Hiicre lizati.

M 1 2 3 4 5 6 7 8
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Sekil 3. 3 Saflastirilan D-LDH’in ellisyon fraksiyonlarinin SDS-PAGE analiz sonucu Hat M:
Protein Markir, hat 1-8: Eliisyon 1, Ellisyon 2, Ellisyon 3, Ellisyon 4, ElGisyon 5, Elisyon
6, Ellisyon 7, Ellisyon 8

Saflastirma isleminden sonra SDS-PAGE analiz sonuglari Sekil 3. 2 hat 5’te gosterildigi

gibi 37.6 kDa buyuklGginde bir bant vermistir. Yikama islemleri sirasinda ¢ok az
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miktarda BfD-LDH kaybi olmustur. Fakat ellsyon fraksiyonlarinda oldukg¢a yogun
miktarda ve yiksek saflikta protein elde edilmistir (Sekil 3. 3).

Saflastirilan enzim konsantrasyonu;
mg/ml = (AA,g0/dk) x Dilisyon x Mw /((€pn) (3.1)
mg/ml =(0.087)x50x37647/26530

=6.1728 mg/ml olarak hesaplanmistir.

3.2 Kumarin Tiirevlerinin inhibitdr Etkinliginin Saf BfD-LDH Kullanilarak Taranmasi

B. fragilis’in D-Laktat Dehidrogenaz’ inin %95 Uzeri saflikta elde edilmesinden sonra

kumarin tlirevlerinin inhibitor etkinligi enzim Gzerinde denenmistir.

3.2.1 Enzim Aktivitesi

Enzim aktivitesi tayin edilmis ve Michaelis-Menten grafigi Sekil 3. 4’te gosterildigi gibi
elde edilmistir. K, degeri0,28 mM, V.« degeri 18,76 nmol/dakika olarak

hesaplanmistir.
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Sekil 3. 4 Michealis-Menten grafigi

Bradford yontemi kullanilarak saflagtirilmis olan enzimin protein konsantrasyonu 0.74

mg/mL olarak hesaplanmistir.

E 595
1.200

1.000
0.200 —
0.e00 —
0400 —

0200 H

-0.004a T T T T 1 ™1
n] 10 20 0 40 S0 =1

g protein

Sekil 3. 5 Bradford standart egrisi [63]

3.2.2 Kumarin Tiirevleri ile inhibisyon Calismalari

D-LDH’In kumarin tirevleri ile yapilan inhibisyon tayini Bolim 2. 2. 2. 3’te anlatildig
gibi gerceklestirilmistir. Sekil 3. 6’da 23 adet kumarin tlirevinin ylizde inhibisyon

grafikleri verilmistir.
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Sekil 3. 6 Kumarin tiirevlerinin % inhibisyon grafikleri (devami)

Sekil 3. 6’da verilen grafikler ile kumarin tirevlerinin BfD-LDH’In ylizde ellisini inhibe

eden konsantrasyonlari (ICsg) hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 3. 1'de verilmistir.



Cizelge 3. 1 Kumarin tirevleri ve I1Csg degerleri ve standart sapma degerleri

Kumarin ICs50 (1M) Standart Kumarin 1C50 (ULM) Standart
Turevleri Sapma Tirevleri Sapma
K1 9,06 +0.108 K14 4,47 +0.033
K2 26,62 +0.335 K16 1,32 +0.006
K3 2,27 +0.006 K19 58,10 +0.385
K4 3,07 +0.116 K21 0,57 +0.002
K5 0,47 +0.002 K23 0,05 +0.001
K7 6,28 +0.055 K24 23,93 +0.148
K8 1,67 +0.015 K25 17,80 +0.082
K9 1,19 +0.011 K26 11,17 +0.160
K10 4,69 +0.058 K27 27,61 +0.424
K11 13,20 +0.104 K28 48,86 +0.372
K12 1,52 +0.010 K29 2,03 +0.008
K13 6,91 +0.147

Gizelge 3. 2 6 Kumarin turevinin 50 pM konsantrasyondaki % inhibisyon degerleri

K6

K15

K17

K18

K20

K22

%15.9 N.A

%16,5

%12.1

%4,1

N.A

ICso degerleri belirlenemeyen K6, K15, K17, K18, K20 ve K22 kumarin tirevlerinin 50

puM’daki % inhibisyon degerleri Cizelge 3. 2’de verilmistir. K15 ve K22 kumarin tirevleri

ise 50 uM’da inhibisyon vermemistir.
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10

1Cs, (uM)

K1 K3 K4 K5 K7 K8 K9 K10 K12 K13 K14 K16 K21 K23 K29
Kumarin Tiirevleri

Sekil 3. 7 Yiiksek enzim inhibisyonu gosteren kumarin tiirevlerinin ICsodegerleri

Sekil 3. 8 Calismada kullanilan 3-aril ve 4-aril kumarin tirevlerinin genel yapilari

Gahsmada kullanilan kumarin tirevlerini yapilari incelendiginde BfD-LDH’I inhibe etme

ozellikleri agisindan dort ana gruba ayirmak mimkuinddr.
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Bitisik A ve B halkasinda bitisik hidroksi (—OH) gruplari iceren tetrahidroksi kumarin
tirevleri (K5 [Ry,R3,R1’,Ry’= -OH], K23 [R4,R3,R1’,Ry’= -OH], K21 [R3,R3,R1’,Ry’= -OH], ve
K9 [R1,R2,R1,Ry’= -OH]) en yiksek inhibisyon degerlerini gostermislerdir (ICso= 0.47,
0.05,0.57 ve 1.19 uM.)

inhibe etme potansiyelleri agisindan bu tiirevleri sadece A veya sadece B halkasinda
bitisik —OH grubu iceren kumarin tiirevleri takip etmektedir (K1, K3, K7, K8, K10, K12,
K13, K14, K16, K25 ve K29). Bu tirevlerin ICso degerleri 1.32 ile 9.06 uM arasinda

yluksek sayilabilecek bir inhibisyon gostermektedirler.

Bu grubun tek istisnasi 17.80 uM’lik bir 1Csq degerine sahip olan K25 tirevidir. Bu
goreceli dustk aktivite tlrevin B halkasinda icerdigi ¢ metoksi (—OCHs)grubunun

olusturdugu sterik engelleme ile agiklanabilir.

3. grup kumarin tlrevleri yapilarinda A veya B halkasinda bitisik asetoksi (-OAc) gruplari
icermektedir (K2, K4, K11, K26 ve K27). Bu grup orta-yiiksek seviyede inhibisyon
aktivitesine sahiptir (3.07-27,61 uM). Bilesiklerin yapilari incelendiginde o6zellikle A
halkasinda bitisik -OAc gruplari iceren kumarin tirevlerinin yiiksek etkiye sahip oldugu
saptanmigstir. Yine, B halkasinda bitisik Ggli —OCHsgrubu iceren K27 bu grup igerisinde

en dislik inhibisyon potansiyelini gdstermistir.

En duslk inhibisyon potansiyelinin goézlemlendigi 4. grup A halkasinda R; ve R3
pozisyonlarinda iki -OAc veya iki -OH grubu iceren (K18 [50 uM konsantrasyonda %2
inhibisyon], K24 [ICso; 23.93uM ] ve K28 [ICso; 48.86 UM ) ve sadece bitisik —OCHs
gruplari iceren (K6 [N.A.] ve K22 [N.A.]) bilesiklerden olusmustur. Bu gruptaki
bilesiklerin ortak 6zelligi B halkasinda tGi¢ —OCH3 grubuna veya bitisik —OCHs gruplarina

sahip olmalaridir.

Sonuclar degerlendirildiginde yapida A veya B halkasinda bitisik —OH gruplarinin
bulunmasinin enzim inhibisyon aktivitesini gliglendirdigi, 6zellikle A halkasindaki bitisik
—OAc gruplarinin, -OH gruplarindan az olmakla birlikte inhibisyon aktivitesine 6nemli

katkida bulundugu belirlenmistir.

Kumarin tirevlerindeki substitiisyonlarin enzim aktivitesi Uzerine etkisi su sekilde

ozetlenebilir:
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0-OH >0-OAc >m-0OH >m-0Ac >0-CH3

Yapilan ¢alismada kumarin ana yapisina fenil grubunun 3. veya 4. pozisyondan
baglanmasi ile enzim inhibisyon potansiyeli arasinda istatistiksel bir iliski

belirlenememistir.

3.2.3 inhibisyon Mekanizmasi ve Kinetigi

Kumarin tlrevleri arasinda BfD-LDH lzerinde en yiiksek inhibisyon degerine sahip olan
K5, K21 ve K23 kumarin tirevlerinin inhibisyon mekanizmasi tayin calismasi
B6lim2.2.2.3’te anlatildig gibi gerceklestirilmistir.Sekil 3.9, Sekil 3.11 ve Sekil 3.13’te
K5, K21 ve K23 kumarin tirevlerine ait Michaelis-Menten grafikleri verilmistir. Sekil
3.10, Sekil 3.12 ve 3.14’de K5, K21 ve K23 kumarin tlirevlerine ait Lineweaver-Burk

egrileri verilmistir.

Lineweaver-Burk egrisine gore 0.5 uM konsantrasyondaki KSkumarin tirevi igin yapilan
enzim kinetigi calismasinda K., degerinin 0.2868 mM, V..« degerinin ise 8.848
umol/mg/dakika, 0.75 uM konsantrasyondaki kumarin tlrevi igin yapilan enzim kinetigi
calismasinda K., degerinin 0.2921 mM, V.« degerinin ise 7.306 umol/mg/dakika, 1 uM
konsantrasyondaki kumarin tirevi igin yapilan enzim kinetigi c¢alismasinda ise K
degerinin 0.2771 mM, Vpna degerinin ise 5.811 pmol/mg/dakika oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 3. 10 K5 igin Lineweaver—Burk grafigi

Lineweaver-Burk egrisine gore 0.5uM konsantrasyondaki K21 kumarin tlirevi igin
yapilan enzim kinetigi calismasinda K, degerinin 0.2984 mM, Vax degerinin ise 9.844
umol/mg/dakika, 0.75 uM konsantrasyondaki kumarin tirevi icin yapilan enzim kinetigi
calismasinda K., degerinin 0.2807 mM, Vax degerinin ise 7.642 pumol/mg/dakika, 1 uM

konsantrasyondaki kumarin tiirevi icin yapilan enzim kinetigi calismasinda ise K,
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degerinin 0.2728 mM, Vy.x degerinin ise 6.271 umol/mg/dakika oldugu tespit

edilmistir.
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- 1uMK21
- 0,75 uM K21
-©- 0,5uM K21
=
0 ] 1 T 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
Piruvat Konsantrasyonu (mM)
Sekil 3. 11 K21 i¢in Michaelis-Menten grafigi
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Sekil 3. 12 K21 icin Lineweaver—Burk grafigi

Lineweaver-Burk egrisine gore 50 nM konsantrasyondaki K23 kumarin tirevi icin

yapilan enzim kinetigi calismasinda ise K., degerinin 0.2984 mM, Vax degerinin ise

50


https://en.wikipedia.org/wiki/Lineweaver%E2%80%93Burk_plot

9.844 umol/mg/dakika, 70 nM konsantrasyondaki kumarin tirevi igin yapilan enzim
kinetigi c¢alismasinda K, degerinin 0.2807mM, Vpnax degerinin ise 7.642
umol/mg/dakika, 100 nM konsantrasyondaki kumarin tiirevi igin yapilan enzim kinetigi
calismasinda ise K, degerinin 0.2728 mM, Vo degerinin ise 6.271 umol/mg/dakika

oldugu tespit edilmistir.

Kontrol

100 nM K23
70 nM K23
50 nM K23

¢t h¢

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Piruvat Konsantrasyonu (mM)

Sekil 3. 13 K23 i¢in Michaelis-Menten grafigi
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Sekil 3. 14 K23 igin Lineweaver—Burk grafigi

Buna gore inhibitor konsantrasyonu arttiginda K,, degeri sabit kalirken V,ax degerinin
azaldigi gorilmektedir. K5 igin K; degeri 0.4532 uM, K21 igin 0.5183 uM ve K23 igin 0.

3603 uM olarak belirlenmistir.

Elde edilen veriler 1s18inda K5, K21 ve K23 kumarin tirevleri igin BfD-LDH’Ininhibisyon
mekanizmasi geri déniisiimlii yarismasiz inhibisyon olarak tanimlanmistir. inhibitor ile
substrat arasinda bir yarisma s6z konusu degildir. Yarismasiz inhibitor, enzimin katalitik
aktivitesini dusurerek etkisini gosterir ve substrat konsantrasyonunun arttiriimasi

inhibisyonu engellemez. Bu durumda Ky, degeri sabit kalmis ve V., degeri azalmistir.
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3.3 Kumarin Bilesikleri Kullanilarak BfD-LDH Uzerinde Molekiiler Docking

Calismasinin Yapilmasi

Cavities [5]
Cavity [Wol=626.176]
Cavity [Wol=104.448]
Cavity [Wol=63.438]
Cavity [Wol=19.45E]
Cavity [Wol=12.288]

Sekil 3. 15 Olast ilag baglanma bolgelerinin (ceplerinin) gdsterimi.

Docking Oncesi protein Uzerindeki cepler (pockets, cavities) belirlenerek ligandlarin
nereye yonlendirilecegi secilmistir. Protein Uzerindeki hacmi 12.288 A3-626.176A°
arasinda degisen 5 farkl cep bolgesi belirlenmistir. Belirlenen bu ceplerden homoloji
modelleme sonuglarina gore Cavityl NADH ve piruvatin baglandigi aktif bolgedir [52].

Bu nedenle bitin dockingler bu bolge lizerinde yapilmistir.
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Sekil 3. 16 Bitin ligandlarin (sari renk ile) baglandigi aktif bolgenin goriintisi

Docking sonuglarina gore ligandlar cavityl’de piruvatin baglandigi bdlgeye
baglanmistir.  NADH’in baglandigi bolge daha genis ve affinitesinin biitlin ligandlardan
daha yiksek olmasi ile ligandlar, piruvatin NADH’a baglanmasini engelleyerek aktivite
gosterebilmektedirler. Bu nedenle ligandlar NADH’in baglandigi bdlgeden uzakta

bulunmaktadirlar.
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Cizelge 3. 3 Docking sonuglari (kcal/mol)

Ligand Moldock Protein-Ligand Hidrojen Sterik
Adi Skoru Etkilesimi Bagi Etkilesim
K23 -100.878 -111.261 -17.710 -93.551
K3 -85.955 -109.155 -13.477 -95.678
K21 -91.920 -108.509 -6.709 -101.800
K9 -87.337 -107.506 -5.719 -101.787
K16 -86.554 -105.767 -10 -95.767
K12 -85.017 -104.695 -8.730 -95.965
K8 -90.633 -107.311 -2.5 -104.811
K14 -14.772 -99.528 -3.280 -96.248
K10 -771.552 -100.657 -2.760 -97.897
K7 -72.948 -96.197 2127 -94.070
K13 -75.983 -96.758 -2.909 -93.849
K1 -69.191 -95.347 -3.694 -91.653

Molegro virtual docker programindan alinan sonuclara gore en ¢ok H-bagl yapan
kumarin tiirevleri K23 (6 adet H bagi) ve K5 (5 adet H-bagi) olmustur. Her iki ligandin da
baglanma modu birbirine benzer olup aktif bélge amino asitleri ile H-bagi yapmislardir.
H-bag enerjisi yliksek olmasindan dolayl toplam protein-ligand etkilesim ener;ji
degerleri diger kumarinlere gére daha yilksektir. Kumarin 9, 16, 12 ve 8'in skorlari
birbirine yakin degerlerdir. Kendi iginde K9 ve K8 molekillerinin yapilarindan dolayi
sterik etkilesimler daha fazla fakat H-baglari daha zayif durumdadir. K1, K7, K10, K13 ve
K14 kumarin tlrevlerinin H bagi degerleri birbirine yakin fakat sterik etkilesimler

ileberaber toplam skor en diislik K1'de gorilmektedir.
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Cizelge 3. 4 Kumarin turevleri ile BfD-LDH’in molekuler docking gorintileri

K23
K5
Kzl
i*_
||t LTV
' i
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Cizelge 3. 4 Kumarin tirevleri ile BfD-LDH’in molekiler docking gortntileri (devami)

K9

T asp 261

K16

KE
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Cizelge 3. 4 Kumarin tirevleri ile BfD-LDH’in molekiler docking gortintileri (devami)

K10

K14

K12
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Cizelge 3. 4 Kumarin tirevleri ile BfD-LDH’in molekiler docking gortintileri (devami)

K7

K13

K1l
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Protein ile inhibitdér arasinda kurulan H baglar Cizelge 3. 4’te mavi renkli olarak
gosterilmistir. En fazla inhibisyonu, 6 H bagi ile proteinin aktif bolge elemanlarina

baglanan K23 hemen sonrasinda 5 H bagi ile K5 vermektedir.

Sekil 3. 17 K23 ve K5’in farmakofor modelleri ve A: acceptor, D: Donér

Farmakofor modelleri incelendiginde K23 ve KS5kumarin tiirevlerinin 6 adet H-alici
(acceptor) ve 4 adet H-bag verici (donor) bolgelerinin oldugu aralarindaki tek farkin bir
adet hidroksil grubunun yerinin farkh olmasidir. Docking sonuglarina gore bu fark aktif
bolgede c¢ok buylk bir etki yaratmamaktadir ve ligandlarin baglanma modu
degismemektedir. Tim kumarinler beraber degerlendirildiginde H-bag avantajlari ve
aktif bolge icindeki konumlari nedeniyle K23 ve K5 en iyi ila¢ adayi olabilecek kumarin

tlrevleridir.
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

Bakteriler, enerji ihtiyaglarini  farkh metabolik yolaklar ile saglayabilirler.
Karbonhidratlar organizmalarin metabolik sireglerinde 6nemli rol oynamaktadir ve
canli hicrelerin enerji kaynaklari ve yapi taslari olarak gorev almaktadirlar. Glikoliz
yolaginda her bir glikoz molekdld, iki adet ¢ karbonlu piruvata dontislir ve sonraki
asamalar organizmanin metabolik kosullarina gore degiskenlik gosterebilir. Anaerobik
organizmalar, piruvattan sonraki yolakta etanol, laktik asit, asetik asit ve benzeri
molekiller olusturabilir [33]. B. fragilis, enerji kaynagl olarak karbonhidrat
metabolizmasini kullanir [1]. Laktat dehidrogenaz, glikolizin ve enerji ihtiyacinin
karsilanmasi igin anaerobik solunumda 6nemli role sahip olan piruvatin laktata ve
laktatin piruvata déniisimiini cift yonli olarak katalizleyen ve NAD® cevirimini

saglayan enzimdir [35], [36].

Antibiyotikler, sentetik olarak elde edilen veya biyolojik kaynakli olan ilaglardir.
Bakteriyosidal veya bakteriyostatik etki mekanizmalari ile bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanimlari tipta bliyik ilerlemelere yol acmistir. Ancak, bakteriler hayatta
kalma yetenekleri oldukc¢a yiksek canlilardir. Bakterilerin bu 6zellikleri ile antibiyotik

direncinin ortaya ¢ikmasi kaginilmaz bir sonuctur [18].

B. fragilis ile kolon kanserinin iliskilendirilmesinin [2] ardindan bildirilen antibiyotik
direnci raporlari yeni ilag¢ ihtiyacini ortaya koymustur. Yapilan bu tez calismasinda

Kumarin tlrevlerinin BfD-LDH (izerine olan inhibitor etkisi ¢alisiimis, kinetik
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karakterizasyonu yapilmis ve 1Cso degeri 0,469 uM, 0,5708 uM ve 0,05124 uM olan 3
kumarin tirevi belirlenmistir. Belirlenen bu degerler 1siginda ileriye yonelik ilag

calismalari daha fazla 6nem kazanmaktadir.

lleride yapilmasi planlanan in vivo ¢alismalar ile belirlenen K5, K21 ve K23 kumarin

tlrevlerinin B. fragilis metabolizmadaki etkisinin gosterilmesi 6nerilmektedir.
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