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GIRIS VE AMAC

Bogmaca, akcigerler ve hava yollarinda yiiksek bulasiciliga sahip, bebekler ve ¢cocuklarda
yaygin sekilde goriilen ve insan patojeni olarak Bordetella pertussis’in sebep oldugu bir bakteri
enfeksiyonudur. Etkin ve gilivenli bir asist oldugu halde biiylik ¢ocuk ve erigkinlerde hala
bogmaca goriilmektedir. Enfekte olan bireylerin ¢ogunda bogulma sesine benzer bir nefes
aliminin ardindan siddetli bir oksiiriik nobeti ile kendini gosterir. Hastalik etkeni olan pertussis
toksin ADP-Ribozilleyen oliimciil bir toksin ailesine aittir. ADP-ribozilleyen toksinler;
mono(ADPRT) 6nemli ilag hedefli toksin ailesidir. ADPRT’ler NAD" tamidig1 bilinsede bu iki
farkl1 motifin herhangi bir yapisal benzerligi olup olmadigi, NAD" baglanmasina katki saglayan
kilit gii¢ler/pargalarin ne oldugu ve ayni ya da farkli NAD" uygunluklari tanyip tanimadiklari
konusunda caligmalar devam etmektedir. Bu toksin ailesi farkli sekans kimligi olmasina karsin,
ortak motif gibi bir bi¢cimi olan li¢ boyutlu benzer bir yap:1 paylastiklarini, bunlarin bag
kuvvetleriyle NAD" nikotinamid halkasiyla cogunlukla etkilesime girdiklerini tahmin
edilmektedir. Bu bolgesel ve yapisal olarak korunmus halka benzeri konformasyonda
nikotinamid monontikleit par¢asini baglar. Poli(ADP-ribozilas)yon islemi, ADPRT ler tarafindan
yiiriitiilen sentez sonras1 modifikasyondur. Bu toksinler, bir dizi mono(ADP-ribozil) molekiiliiniin
“akseptor” proteinlere transferini gerceklestirir. ADPRT’ler NAD’in nikotinamid ve ADP-riboz’a
ayrilmasini katalize eden enzimleri metabolize eder ve ADP-ribozun hedef proteine transferini
saglar. Bu mekanizmanin anlasilmasi oldukca dnemlidir. Ornegin difteri toksini grubu toksinler
okaryotik elongasyon faktor 2 (eEF2)’yi bu mekanizmay1 kullanarak inhibe ederlerler ve protein
sentezini durdururlar. ADPRT’ler ile PARP’larin yapilarmin iyi anlasilabilmesi inhibitor
tasarimlar1 i¢in oldukca Onemlidir ve bu enzimlerin ii¢ boyutlu yapilarinin belirlenmesi

gelecekteki ilag tasarimlarinda oldukca 6nemli olacaktir. Bu ¢alismada katalizleme reaksiyonlari



sirasinda ADPRT’in bir iiyesi olan pertussis toksininin NAD® substratin nasil tanidigini,
substrat1 tantyan motifin {i¢ boyutlu yapisini belirlemeyi, bu ortak motifin etkilesim arayiiziiniin,
baglanma enerjileri yiiksek sicak noktalarmi kuramsal ve deneysel yOntemlerle arastirmayi

amagladik.



GENEL BIiLGILER

BOGMACA

Bogmaca, iist iiste gelen inatci ve spazmodik Oksiiriik nobetleri ile karakterize akut bir
solunum yolu enfeksiyonudur. Bordetella Pertussis (Sekil 1)i¢in dogal yasam alan1 insan solunum
yolu mukozasidir. Ik olarak 1414 yilinda Fransa’da ortaya ¢ikmis olan bogmaca, siddetli
oOksitiriik anlamina gelen “pertussis” olarak isimlendirilir hastaliga sebep olan etken 1906 yilinda
kesfedilmistir (1). Organizmanin hasta olmasina sebep olan sey, kapsiil (kokobasil) seklinde bir
bakteri yol acar. Bu bakterinin 9 ¢esidi olmasina karsin birkagi insanlarda hastalik yapar. Bu
tirlerden biri Bordetella pertussis (Bogmaca)’tir. Bordetella parapertussis ve bronchiseptica

bakterileri ise bogmacaya benzer, fakat hafif gecen bir hastaliga yol agmaktadir.




Sekil 1. Bordetella pertussis

Bogmaca hastaligi i¢cin ne dogal bagisiklik ne de asilama omiir boyu koruyuculuk
saglamaz. Asilamadan 3-5 yil sonra koruyuculuk azalmaya baslar ve yaklasik 12 yil sonra
tamamen biter. Pertussis bakterisinin ylizey proteinleri sayesinde gerceklesen ve birinci asama
olan iist solunum yolu hiicrelerine tutunur, hastalik antibiyotiklerle kontrol altma alinabilir. ikinci
asamasina bakterinin salgiladigi bazi toksinler yol agar. Diinyada her yil yaklasik olarak 50
milyon civarinda insani etkiler ve 300 bin insanin Oliimiine sebep verir. Pertussis hastalifi
gelismekte olan ilkelerde daha sik goriilmektedir. 70 yildandir bogmacaya karsi asilar
yapilmaktadir fakat son yillarda hastaligin goriilme orani artmistir ve dikkatler yeniden bu
hastaligin kars1 yonelmistir. 1980 yillarindan sonra bu hastalik artis géstermistir. Bogmaca daha
cok cocuklart etkilemektedir fakat son yillardaki ciddi artiglar olmustur ve erigkinlerde de siklikla
goriilmeye baslamistir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) her y1l yaklasik 51 milyondan fazla bogmaca
olgusu gorildiigiinii, bunlarin yaklasik 600 binden fazlasinin liimle sonug¢landigini ve tiimiiniin
as1s1z ¢ocuklar oldugunu bildirmektedir (2). Son yillarda asilama yiiksek oranlarda yapilmasina
karsin yine de artis egilimi gdstermistir, bogmacaya kars1 yapilan bu miicadelede daha farklh
yontemler gelistirilmesini gerektirmistir. Hastalia yol acan bakterinin ve onun sentezledigi

toksinin daha iyi anlasilmasi ve bunun i¢in yeni tiir agilar yapilmasi giindeme gelmistir.

PROTEINLERIN YAPISI VE YAPI TAHMIN CALISMALARI

DNA genetik kodu mevcut olup ribozomlar {izerinde sentezlenen toksin, enzim, vb. biitiin
biyolojik molekiiller protein yapidadirlar ve ii¢ boyutlu katlanmalar1 dncesi ayn1 yontemlerle
sentezlenir. Her protein kendine 6zgii benzersiz bir amino asit dizisine sahiptir. Birincil yap1
proteinlerin ii¢ boyutlu yapis1 gibi fonsiyonel degildir. Bir proteinin birincil yapisinin olugsmasini
ve siirdiiriilmesini saglayan, peptit baglaridir ve proteinleri meydana getiren polipeptit zincirinin
bir ucu amino terminal u¢ veya N-terminal ug, diger ucu karboksil terminal u¢ veya C-terminal
uc olarak isimlendirilir. Proteinlerin dizi bilgisinden olusan birincil yap1 tahmini DNA dizisinden
yararlanilarak belirlenmektedir. Benzesen gen veya protein dizilerini arastirmak i¢in diinya
capinda bilgisayar agindan yararlanilir. Belirli bir veri bankasi secilerek istenilen dizi bu siteye
gonderilir ve sonuglar veri tabanindaki kayith diziler ile karsilastirilarak saniyeler iginde
aragtirmactya sunulur. Genelde gonderilen diziler BLAST veya FASTA formati denilen popiiler

iki dizi arastirma programina uygun olmalidir.



Proteinlerin birincil yapisi yani polipeptit zinciri omurgast olusur olusmaz, 6zgiin dizilis
sirasindaki amino asit dizilerinin R- yan gruplarindan uzanan 6zel kimyasal gruplar, 6zgiin
katlanmalar olustururlar. Proteinler igin, gelisigiizel kivrilma, a-sarmal yapist B- kirmali tabaka
ve B-bentler yapist olmak tizere dort degisik ikincil yap1 vardir. Bu yapilara kararlilik kazandiran
ayni polipeptid zinciri lizerinde kurulan H kopriileridir ve kararli yapi gostereni a-sarmal
katlanmasidir. Ikincil yapi tahmini yéntemleri o ve P katlanmalari proteinin aminoasit dizisinden
olusturmaya calisir. Pauling metotlar1 kullanilarak birincil diziden o ve B katlanmalarinin
tahminini dogru bir sekilde yapmay1 basarmasindan sonra sekonder yapi tahmin ydntemleri
oldukca gelistirilmistir. Proteinlerin ii¢ boyutlu yap1 tahmin yontemlerinde olusturulan ikincil
yapt modellerinden yararlanilir. Bir kuramsal protein modelleme teknigi olan homoloji
modelleme metodu ile elde edilen {i¢ boyutlu yapinin dogrulugunun kontrolii iginde 6nem teskil
eder. Ikincil yapmin tahmininde Fred Cohen’in gelistirdigi yontem ile dogruluk oram % 85’

¢ikmig olmasi {i¢ boyutlu yap1 tahminlerinde oldukga kolaylik saglamistir.

Ikincil yapry1 kazanmis protein yapilari, iist iiste katlanarak, sarilarak veya kendi etrafinda
kivrilarak yuvarlak ya da elipsoid sekiller olusturarak tigiinciil yapiyr meydana getirirler. Birincil
yapida birbirinden uzakta bulunan amino asitler, {i¢iinciil yapida yan yana gelebilirler. Ugiinciil
yapi, proteinin fonksiyonel karakterini belirler. Ugiinciil yap1, amino asit yan zincirleri arasindaki
H baglari, iyonik baglar, hidrofobik etkilesimler, disiilfit baglar1 ve Van der Waals etkilesimleri
tarafindan kurulur. Birincil, ikincil ve ii¢linclil yapilar1 bulunan olipeptid zincirlerinin non-
kovalent baglarla bir arada tutulmasi ile olusan yapiya dordiincii yap1 denir. Dordiincii yapi, alt
birimlerin R yan zincirleri arasindaki hidrojen baglari, iyonik baglar, hidrofobik etkilesimler,

disiilfit baglar1 ve van der waals etkilesimleri tarafindan kurulur.

PROTEINLERIN 3 BOYUTLU YAPI ANALIiZi

Proteinlerin 3 boyutlu yapilarinin ¢6ziilmesi i¢in deneysel ve kuramsal yontemler
kullanilir. Bu analiz seklinde daha 6nceden deneysel olarak elde edilen veriler bir veri tabanina
yiiklenir. Veri tabaninda biriken bu bilgiler bilgisayar ortaminda gelistirilen simiilasyon
programlarinda islenerek proteinlerin yapi tahminlerinin gercgeklestirilmesinde kuramsal bilgi
olarak elde edilir. Deneysel yontemlerin eksiklikleri nedeniyle teorik yontemlere de gerek
duyulmaktadir. Kuramsal yontemler, proteinlerin {i¢ boyutlu yapisini belirlemenin 6tesinde belirli
bir islev i¢in gerekli belirli bir yapiy1 ongdrme potansiyelini de tagidigindan daha da 6nemli hale

gelmektedir.



Proteinlerin 3 boyutlu yapisin1 belirleyen kuramsal yontemler ii¢ ana baslikta
incelenebilir.
a) Ab initio Modelleme
b) Katlanma Tanima Modellemesi (Fold Recognition Modelling)
¢) Benzesim Modelleme (Homology Modelling)

Bu ii¢ yontemden en ¢ok birincil dizileri ii¢ boyutlu yapilari ile veritabanlar1 araciligr ile
karsilagtiran benzesim modellemesi teknigi kullanilir. Veri tabanlart giin ve giin bilgi
kapasitelerini arttirdikga bu yontemin basari olan1 giderek artmakta yapay zeka teknolojisinin de

gelismesi ile olduk¢a umut vaat etmektedir.

PROTEIN-PROTEIN/LIGANT/MOLEKUL ETKILESIM HESAPLAMALARI

Biyolojik diinyada ve ila¢ gelistirme sektoriinde oldukca gelecek vaad eden bir uygulama
alanidir. Gelisen CPU/GPU teknolojisinin son yillarda giderek artmasina paralel olarak
gelistirilen yapay zeka teknolojisi sayesinde bu alan gelecek yillarda daha da gelisecegi kesindir.
Ulkemizin bu alanda yetismesi gereken insan giiciide her gegen giin iilkeler arasi teknoloji savast
icinde olmassa olmazlar arasina girmistir. Bu alanada molekiil gelistiren bir¢cok firma kendi
patent aldiklari bir ¢ok molekiiliin atomik dosyalarini bagka bilim insanlarinin kullanimina
acmislar ve boylelikle elde edilmis olan molekiiller birgok laboratuar ortaminda denenebilir hale
gelmistir. Bu ¢aligmalarda molekiillerin deneysel calismalar oncesi para/zaman israfin1 dnleyip
molekiiller i¢in bir 6ngorii kazandiran son yillarda 6nemi giderek artan molekiiler docking
(molekiiler demirleme) ¢alismalaridir. Bu alanda kisisel PC’ler iizerinden sunucu(server)’lara
veri aktararak yapilan ¢alismalarin yaninda, kisisel PC, workstation gibi yiiksek hizli islemcilere
sahip makinalarda ¢alisma yapmak miimkiindiir. Ulkemizde bu alandaki ¢alismalar1 desteklemek
i¢gin TUBITAK biinyesinde bulunan ulusal bilgi ag1t TR-DATA GRID sistemi mevcut olup tiim

kullanicilara agiktir.

PROTEIN-PROTEIN ETKILESIMLERI

Son yillarda teknolojinin gelismesiyle birlikte yapilan genom ¢alismalarinda farkli
organizmalarin gen sayilar karsilastirildiginda protein etkilesimleriyle orantili olmayan sonuglar
goriilmiistiir. Ornegin, 2008 yilinda Stumpf ve ark. larmin yapmis oldugu bir calismada insanin
sahip oldugu gen sayis1 yaklasik 24,000 iken, meyve sinegi yaklasik olarak 14 bin gene sahip,
yani insan gen sayist meyve sineginkine gore 2 kat bile degildir. Caligma sonunda, insan

genomun, diger basit canlilardan fneden farkli oldugumuzu agiklanmasinda yetersiz oldugu
6



sonucuna varilmistir. Ayni ¢alismada, insanin tek hiicreli bira mayasia gore 20 kat basit bir
meyve sinegine gore ise yaklasik 10 kat daha fazla protein etkilesimine (protein interactions)
sahip oldugu goz Oniine serilmistir. Bunun gibi c¢alismalar sonucu viicuttaki toplam protein
etkilesim sayisini “insan genomu” isimlendirilmesine benzer bir sekilde “insan interaktomu

(human interactome)” olarak isimlendirilmistir (Sekil 2).

Genom (24.000 gen)

!

Transcriptom (40-100.000 mRNA)

Proteom (100-400.000 protein)

Interaktom (1.000.000 - >? etkilesim)

Sekil 2. Insan interaktomu

Viicudumuzdaki bir¢ok biyolojik olay, proteinlerin birbirleri ile baglanip-ayrismalari
sonucunda ger¢eklesmektedir. Protein-protein etkilesimleri 6zetleyecek olursak
a) Antikor/antijen baglanmalari
b) Sinyal iletimi
¢) Enzim/substrat iligkisi
d) RNA/DNA sentezlenmesi
e) Hormon/reseptor iliskisi

f) Maddelerin hiicre i¢inde tasinmasi bunlar arasinda sayilabilir.

Protein-protein etkilesimlerini proteinin yogunlugu, proteinin yiizeyindeki amino asitlerin
baglanma 6zgilliigli ve baglanma afinitesi gibi bir ¢cok parametre etkiler Proteinler arasinda
etkilesimleri incelemek i¢in deneysel ve kuramsal metodlar kullanilir. Deneysel ve kuramsal

metodlarlardan elde edilen sonuglardan protein etkilesim haritalari ¢ikarilir.

BOGMACA (PERTUSSIS) TOKSINi

Pertussis toksini (PT) Bortedella pertussiden izole edilerek saflastirilmis bir toksindir ve
hastaligin enfekte olduktan sonra konakg1 lizerinde ilerlemesinden sorumludur. Adenilat siklaz

7



sistemini aktiflestirerek cCAMP derigsimini arttirir. A ve B olmak {izere iki alt birimden olusur. A
kesimi 28.000 Da molekiil agirligina sahip olup, ADP ribozillenme mekanizmasinda rol oynar.
PT, hiicre yiizeylerine baglanmasindan (B) ve katalitik aktiviteden (A) sorumlu olan fonksiyonel
olarak farkli alanlar igeren, A-B toksin sinifina aittir. Toplam 105 kDa olan bes farkli alt
birimden (S1, S2, S3, iki kopya S4 ve S5) (Sekil 3) olusan bir hekzamerik proteindir. A bileseni
(S1 alt birimi), b u ailenin bagka bir iiyesi olan kolera toksinin A-alt birimi ile yaklasik % 20 dizi
benzerligi paylasmaktadir. B bileseni, kalan bes alt birimden olusur. S2 ve S3'in amino asit

dizileri % 70 oraninda 6zdestir (3).

PT, bagisiklik sisteminde bulunan ve onemli gorevi olan lenf hiicrelerinin (lenfosit)
calismasini engeller. Ayn1 zamanda pankreastaki insiilin salgilayan hiicrelerini de etkileyerek
hipoglisemiye (kan sekerinin diismesi) sebep olur. PT, solunum yolunda bulunan hiicrelerinin
calismasini etkileyerek bunlarin asir1 salgt tiretmelerine neden olur ve bogulurcasina oksiiriik
olugmasina sebebiyet verir. Pertussis bakterisinin ayrica adenilat siklazdir toksini de iiretir. Bu
toksin, bakterilerin hiicrenin i¢ine girmesine yardimci olur. Bu toksin ayrica, istila ettigi
konak¢inin bagisiklik sistemine de hasar verir. Dermonekrotik toksini, etkiledigi bolgede
iltihaplanma ve bunun sonucunda hiicrenin ¢limiine neden olur. Fareler iizerinde verildiginde
dermonekrotik toksin, ¢ok gii¢lii damar kasici etkisi yaparak onlarin dliimiine sebep olmustur.
Solunum yolu hiicrelerinde Pertussis bakterisi cogalmaya baglayinca trakeal toksin ad1 verilen bir
molekiil salgilamaya baglar. Bu toksin, solunum yolu hiicrelerinin yapmas: gereken islevini
bozarak hava yollarinda olusan salgilarin disar1 atilmasini engeller ve oksiiriige sebep olur. Ayni
zamanda, IL-1 (interlokin) tiretimini artar bu da atese sebep olur. Toksin alt birimlerini kodlayan
genler, Bordetella parapertussis ve Bordetella bronchiseptica genomlarinda bulunurken, toksini

sadece Bordetella pertussis liretir ve salgilar.



Sekil 3. Pertussis toksin alt birimleri

PROTEIN SENTEZi

Protein sentezi, genlerdeki genetik bilginin ribozomlardaki proteinlere doniisme siirecidir
ve iki ana basamakta gergeklesmektedir. Sentez baslamadan 6nce DNA’daki bilginin haberci
RNA (mRNA) molekiillerine aktarilmasi ile (transkripsiyon) gerceklesir. Transkripsiyonu takiben
mRNA' daki bilginin ribozomlarda polipeptid zincirlerine doniismesi ile protein sentezi
(translasyon) gerceklesir. Ancak olusan polipeptid zincirleri aktif hale gegmeden once ¢esitli
katlanma asamalarindan gegerek uygun ii¢ boyutlu yapiy1 alirlar. Ug boyutlu yapisini ulasamayan
bir protein fonksiyonel hale gelmemis demektir. mRNA ‘da dort ¢esit niikleotidin iiclii gruplar
halinde bir araya gelmesi ile 64 kodon olusur. Bunlardan 3’ {iniin aminoasit karsilig1 yoktur.

Kalan 61 kodon 20 amino asidi belirler. Protein sentezi ribozomlarda gerceklesir. mRNA'daki
9



kodonlarin tamamlayicisi olan tRNA'daki antikodonlar: etkilesirken 3’-OH uglarinda tasidiklar
amino asidler polipeptid zincirine eklenir. mRNA'lar 5° den 3’ yoniline dogru okunurlar
polipeptid zincirleride amino ucundan karboksil ucuna dogru sentezlenirler. Protein sentezi;
tRNA'larin kendilerine 6zgii amino asitler ile yiiklenmeleri, baslama evresi, uzama evresi ve

sonlanma evresi olmak {izere 4 asamada gergeklesir.

tRNA'LARIN KENDILERINE 0OZGUN AMINO ASITLER iLE
YUKLENMELERI

Dogru kodlanmis bir amino asitin polipeptit zincirine katilmasi, tRNA'larin 6zgiin amino
asitler ile yliklenmeleri aminoagil tRNA sentetaz (AA — tRNA) adi verilen bir grup enzim
tarafindan gergeklesir. Ik asamada, amino ait, aminoagil AMP sentetaz ara iiriinii vermek {izere
ATP ile tepkimeye girerek aktiflesir. Aktif hale gecen amino asit daha sonra tRNA'nin 3’ucuna
baglanir. Enzim, bu asamada son derece secicidir herhangi bir yanlislik durumunda aminoagil—

AMP’nin, tRNA’ya baglanmak yerine hidrolizi gerceklesir.
ATP + Amino asit — Aminoasil-AMP + PPi

Aminoasil-tRNA — AA-tRNA + AMP

Baslama Evresi

Protein sentezi mRNA’nin protein sifreleyen boliimii olan sistronun basinda bulunan
AUG kodonu ya da esdeger kodonlardan biri {izerine baslar. Ribozomun kiiciik alt birimi, AUG
baslangi¢ kodonuna baglanir. Baslangi¢ faktorlerinin etkisi altinda mRNA’nin ve 6zgiil baslatici
amino grubuna HCO-(formil) takili metiyonin tasiyan tRNA molekiiliide (fMET- tRNA) kii¢iik
alt birimine baglanir. Biiyiik alt biriminde biriminde bu komplekse katilmasi ile baslama evresi

Sona erer.

Uzama Evresi

Uzama (elongasyon) evresinde, tRNA’larin tasidigi polipeptit zincirine yeni bir amino
asitin eklenmesi ile ribozom 3’-OH yoniinde bir kodonluk kayma haraketi gereklestirir. Ribozom
tizerinde 3 tane tRNA baglama bolgesi bulunmaktadir. P (peptidil), A (aminoagil), E (Cikis)
bolgeleri olarak tanimlanirlar. Ribozoma baglanan her yeni AA-tRNA 6nce A bolgesine yerlesir.
A bolgesinde bulunan kodon, hangi AA-tRNA’nin bu bolgeye yerlesecegini belirler. AA-tRNA,
GTP ile baglanmis bir uzama faktorii varliginda ribozoma getirilir. Uzama faktorleri,

prokaryolarda EF-Tu, 6karyotlarda eEF-1a ve eEF-2 dir. A bolgesindeki kodonun tamamlayicist
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antikodonu tagiyan AA - tRNA ‘nin bu bolgeye baglanmasi iicli komplekste bulunan GTP
hidrolizini ve GDP bagli uzama faktoriiniin ayrilmasini uyarir. Uzama faktoriiniin ribozomdan
ayrilmasi ile P yerinde bulunan baslatici metyonil tRNA’nin a- COOH grubunun tRNA ile
baglantis1 (ester bagi) ¢oziiliir ve ikinci aminoasidin o-NH 2 grubu ile peptid bagi olusur. Bu
sekilde bir kimyasal bagin digerine degismesine peptidil transferaz tepkimesi denir. Bundan
sonraki evreye translokasyon adi verilir. Ribozomun yapisindaki bir degisimle mRNA boyunca
5’ den 3’ yoniine dogru bir kodonluk kayma haraketi meydana gelir. Bu asamada, peptidil tRNA
A bolgesinden P bolgesine, deasile tRNA’da P bolgesinden E bolgesine aktarilir. Ribozom A
bolgesi bos ve P bolgesinde peptidil tRNA bagli kalir. A bolgesine yeni bir aminoasil tRNA’nin
baglanmasi E bolgesinden deasile tRNA’nin ayrilmasini uyarir. Peptidil transferaz ve

translokasyon tepkimelerinin ardisik olarak siirmesi ile polipeptid zinciri uzamaya baslar.

Sonlanma Evresi

Bu asama sentezi biten polipeptidin serbest kalmasi i¢in gerekli tepkimelar1 kapsar. UAA,
UAG ve UGA anlamsiz, sonlandirict kodonlardir. Bu kodonlardan biri ribozomun A yerine
geldigi zaman bu yere artik yeni bir aminoasil tRNA baglanamaz. Prokaryotlarda bitis
kodonlarini tantyan RF-1 ve RF-2 olarak bilinen iki sonlandirma faktorii bulunur. RF-1, UAA
veya UAG’yi tanir. RF-2 ise UAA veya UGA’y1 tanir. Okaryotlarda her ii¢ sonlandirict kodonu
tantyan tek sonlandirma faktorii (eRF-1) bulunur. Sonlandirma faktorii A bolgesindeki bitis
kodonuna baglanarak P bolgesindeki polipeptid ve tRNA arasindaki bagin hidrolizini uyarir.

tRNA serbest kalir. mRNA ve ribozom altbirimlerinin ayrigmasi ile protein sentezi sonlandirilir.

Okaryotik Elongasyon Faktorii 2 (eEF2)

Insanda 6karyotik elongasyon faktorii 2 (eEF-2), 97 kDa agirliginda, 857 aminoasitlik tek
bir polipeptid zincirinden olusur. eEF-2’y1 kodlayan gen 19.kromozomda yerlesmistir (19p34).
Izoelektrik noktasi 6,4-6,6 arasinda degisir. eéEF-2 GTPaz etkinligine sahiptir. Yapisinda, N
terminale yakin bulunan GDP/GTP’nin baglanabildigi G’ bolgesi, ribozom ve toksinler ile
etkilesen 6zgiin bolgeler vardir. Tiirler aras1 yiiksek homoloji gosteren eEF-2 protein sentezindeki
uzama asamasindan sorumlu element olup peptidil tRNA’nin translokasyonunu katilizler. Protein
sentezi slirecinde uzamakta olan peptid zinciri, ribozomdaki P yerine peptidil-t-RNA olarak bagl
bulunmaktadir. Peptidil-t-RNA’nin karboksil gurubu, ribozomun A yerine yerlesmis olan
aminoagil tRNA’nin amino gurubu ile etkilesir. eEF-2, GTP varlifinda ribozoma baglanarak

etkinlik enerji engelini azaltip, peptid zincirinin P yerinden A yerine aktarilmasini ve ribozom
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icinde mRNA’nin bir kodon boyunca kaydirilmasini katalizler. Bdylece ribozomun A yeri, yeni
bir aminoagil tRNA i¢in serbestlesmis olur. Diger taraftan tasidigi amino asidi, uzamakta olan

polipeptid zincire aktaran tRNA, translokasyon sonunda ribozomdaki E yerinden ayrilir.

eEF-2’nin ADP ribozillenme ve fosforillenme gibi sentez sonrast degisikliklere ugrar.
ADP ribozillenme NAD varliginda enzim araciligi ile ya da enzim etkisi olmaksizin gerceklesir
Tek bir eEF-2 molekiiliine bir tane ADP riboz gurubu baglanir. Difteri toksininin katalitik
parcasi, FA, NAD’1 ADP-riboz kaynagi olarak kullanir. FA endositozla hiicreye gectikten sonra
ADP-ribozil transferaz etkinligi ile hedef proteinleri olan Ga , Rac/Rho, aktin ve eEF-2’ye ADP
ribozili aktarir . Cevirim sonrasi degisiklik sonucu eEF-2’nin yapisindaki histidin, diftamide
dontigiir. Yapisinda tasidign diftamid ile eEF-2, difteri toksini gibi ADP riboziltransferaz
etkinligine sahip toksinlerin substrati haline gelir. Nikotinamidin ayrilmasi sonucu diftamid
ortaya ¢ikan oksakarboniyum iyonu arasinda elektrostatik bir ¢ekim olusur ve toksinin
katalizledigi geri doniisiimsiiz olan ADP-ribozillenme tepkimesi tamamlanir. Boylece eEF-2
ADP-ribozillenerek etkinligini yitirir ve protein sentezinin polipeptid uzama asamasi durur.

Protein sentezi durmasi sebebiyle hiicre 6liimii gergeklesir.

ADP-Ribozillenme

ADP ribozillenme poli-ADP ribozun memeli hiicre ¢ekirdeginde bulundugu Dr.Poul
Mendel tarafindan gostermesiyle 1963 yilinda tanimlanmig, Dr. R.J. Collier ve Dr. A. M.
Papanheimer NAD’nin hiicre dis1 sistemlerde protein sentezinin inhibisyonu i¢in kesinlikle
gerekli oldugunu ve oOzellikle difteri toksinin eEF-2’yi inhibe ettigini  gdsterilmistir. Ayni
zamanda NAD’nin eEF-2 inaktiflesmesini 6nledigi veya geri doniistiirebildigi bildirilmistir (4).
ADP ribozillenme, NAD’nin bir ya da birkag ADP riboz grubunun alic1 proteine aktarilmasiyla
riboz ile bir aminoasit arasinda N-veya O-glikozid baglarindan birinin olusmasint kapsar.
Memelilerdeki ADP riboziltransferazlar NAD’den ADP riboz grubunun akseptdr proteindeki
arginine transferini kataliz ederler. Bununla beraber; ADP-ribozil arginin hidrolazlar serbest

arginin yeniden olusturarak ADP ribozu uzaklastirirlar ve ADP ribozillenme dongiisii tamamlanir
(5).

ADP-ribozillenme mekanizmasi hem viicudumuz tarafindan iiretilen enzimler tarafindan
(Poli ADP-riboz polimerazlar (PARP) hemde 6liimciil bir toksin sentezleyen bir aile olan ADP-
Ribozilleyen toksinler (ADPRT) tarafindan kullanilir. ADPRTIler ve PARPlar nikotinamid

adenin diniikleotid’1 katelizleyen1 iki ana smifdir. Bunlar NAD’1n nikotinamid ve ADP-riboz’a
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ayrilmasini katalize eden enzimleri metabolize eder ve ADP-ribozun hedef proteine transferini
saglar (Sekil 4).
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Sekil 4. ADP-riboz katalizleme mekanizmasi

PARPlar ¢ogu Okaryotta bulunan enzimlerdir ve post-translasyonel protein
modifikasyonlarinda islev gordiikleri bilinmektedir. Burada ADP-riboz parcast NAD’tan belirli
substratlara transfer edilir. Insan genomunda on yedi putatif PARP sekansi belirlenmistir,
bunlarin arasinda en azindan alt1 enzim vardir: PARP-1, PARP-2, PARP-3, PARP-4, PARP-5a
(—ankyrase-1, TNKS-1), ve PARP-5b (tankyrase-2, TNKS-2) (6-9) . Genom korumasinda,

transkripsyonal diizenlemede, DNA hasar sensorlerinde ve onariminda, enerji metabolizmasinda,
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hiicre ¢ogalmasinda ve farklilasmasinda, apoptosiste gorev alirlar (10). PARP’larin agiri
aktivasyonu hiicredeki NAD" ve ATP’nin tiiketilmesine neden olur ve iltihapli yaralara, hiicrede
fonksiyon bozukluguna ve sonunda nekrotik hiicre 6liimlerine yol agabilir. PARP-1 yikilmis
farelerin normal bir sekilde gelistikleri goriilmiistiir, bu da PARP-1’in yasam i¢in ¢ok gerekli
olmayabilecegi fikrini vermektedir (11). PARP’larin fazla sentezlenmesi yasayabilirlige kanserli
hiicrelerin genotoksik stres ve DNA’ya zarar veren etmenlere direnci sayesinde baglanmistir.
PARPIlarin inhibisyonu antikanser terapilerinin etkilerini arttirabilir. Bunu kanser hiicrelerinin
DNA hasarlarin1 onarmasi ve boylece apoptosis yiikseltmesiyle yaparlar (12-16). Son zamanlarda
metastatik melanoma (17-18) i¢in ,g6gls kanseri ve yumurtalik kanseri (19) gibi giicli PARP
inhibitorlerin faz II denemeleri tamamlanmistir (20). Bu ylizden PARPIlar iltihap, dejeneretif ve
vaskiilar hastaliklar, isemiya ve kanser terapisine yonelik ilag gelistirmelerinde gelecek vaat eden
hedeflerdir (21-22). Hiicrelerde mono ve poli ADP ribozil transferazlar tarafindan katalizlenen 2
tip tepkime bulunmaktadir. Bu tepkimeler sadece hiicresel konumlari agisindan degil, transfer
edilen ADP riboz birimlerinin sayisi ve ADP-ribozil grubunun baglandig1 kalint1 (N-glikosit ya
da O glikosit) agisindan farklilik gosterir. Poli (ADP-ribozil) lenme ve mono (ADP-ribozil)lenme

tepkimeleri asagida gosterilmistir.
poli ADP-ribozillenme:
Akseptor + n NAD + — Akseptor.(ADP-riboz) n + n.nikotinamid + nH*
mono ADP-ribozillenme:

Akseptdr + NAD + — Akseptor.(ADP-riboz) + nikotinamid + H*

Mono ADP - Ribozillenme

Mono ADP ribozillenme, sentez sonrasi bir modifikasyon olup NAD’nin ADP riboz
grubunun bir akseptor protein veya aminoaside eklenmesini kapsar. Bu tepkime mono ADP
riboziltransferazlar tarafindan katalizlenir. Mono ADP ribozil transferazlar prokaryotlardan
Okaryotlara kadar bir¢ok organizmada bulunur. Mono ADP ribozillenme tepkimeleri ilk olarak
baz1 bakteri toksinleri tarafindan katalizlenen bir tepkime olarak bulunmustur. Cesitli bakteri

toksinleri diizenleyici proteinleri ADP ribozillleyerek bazi metabolik yolaklari degistirirler.

ADP-ribozil transferaz olarak ilk etkinligi saptanan ilk toksin difteri toksinidir. Difteri
toksini hedef proteini diftamit (modifiye histidin) tizerinden ADP riboziller ve omurgali

hiicrelerinde eEF-2"nin ADP ribozillenmesini katalizleyerek protein sentezini durdurur. Pertusis
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toksinlerinden adacik aktiflestiren protein ile Clostrudium botulinum toksini hayvan hiicrelerinde
siklaz sistemindeki G proteinlerini ADP ribozilleyerek adenilat siklazi hiicresel denetim disinda

birakacak sekilde aktiflestirir.

ADP Ribozilleyen Toksinler

ADPRT’ler, tehlikeli ve potansiyel olarak oliimciil biiyiik bir toksin ailesidir. Bunlar
patojenik bakteriler tarafindan salgilanir ve insanin hedef proteinlerinin fonksiyonlarin
engellerler. Yapi temelli ¢oklu sekans hizalamalarina dayali olarak ADPRT ailesi, difteri (DT) ve
kolera (CT) toksinine baglanan NAD’a gore iki grubta smiflandirilirlar(23,24). DT grubu
toksinleri, Okaryotik elongasyon (uzatma) faktor 2’yi degistirip Okaryotik hiicrelerde protein
sentezini aksatirlar. Bu grubun iiyeleri arasinda DT, eksotoksin A (ETA) ve cholix toksin vardir.
CT grubu toksinleri, konak¢1 organizmalardaki cesitli elzem proteinleri hedef alirlar. Mesela CT
ve 1s1ya gore degisen entertoksin, G proteini lizerindeki Gsr iistiindeki Arg’yi hedef alir. Bu da
kontrolstiz adenilat siklaz simiilasyonuna yol agar. Pertussis toksini, G; tizerindeki Cys’yi hedef
alir ve adenilat siklaz yolundaki G proteinlerini birbirinden ayirir. C3botl ekzoenzimi iizerindeki
Asn41°’i hedef alir, bu da aktin hiicre iskeletinin dagilmasina yol acar. Bitkisel bocek ilaci protein
2 (VIP2) ve iota toksinleri aktin iizerindeki Argl77’yi hedef alir ve aktin polimerizasyonunu
engeller (19-21). Kisacasi, ADPRTIler bu 6liimciil bakterilerin yol agtigi enfeksiyonlar1 tedavi
etmek i¢in ila¢ hedefleri olarak kullanilirlar (25-31). Sonug olarak PARP ve ADPRT enzimleri,
farkl cesitlilikte fonksiyonlar ve diisiik sekans kimlikleri gosterse de, ortak yapisal ve islevsel
ozellikler paylasirlar. Ortak bir reaksiyonu meydana getirirler, yani ADP-ribosilatisyonu, katalize
eden ¢ok onemli mekanizmalardir. Béylece nikotinamid ve NAD™1n N-ribozu arasindaki C-N
bag1 kopar ve sonra ADP-riboz pargas1 hedeflere transfer edilir.. Ikinci olarak, yap: itibariyla
benzer katalitik alanlara sahiplerdir; NAD" baglayici parcalar dahil 3 boyutlu yapilar1 benzerdir.

Uglincii olarak, bir ¢ogunun  ortak inhibitérleri vardir. Bu inhibitorler NAD"

nikotinamidinin yapisini taklit eder ve yeni inhibitdrlerin tasarim i¢in taslak saglarlar.
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GEREC VE YONTEMLER

Tez galigmas: oncelikle Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali’nda
yapilmistir. Bazi deneysel kisimlar Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Biyofizik
Anabilim Dalr’da gerceklestirilmistir. Calismalar i¢in kullanilacak toksinler daha 6nceden baska
projelerden ticari olarak satin alinarak bu tez calismasi i¢in kullanilmistir. Kuramsal caligmalar
Anabilim Dalimizda bulunan 16 ¢ekirdekli is istasyonun yani sira TUBITAK biinyesinde mevcut
bulunan ulusal bilgi ag1 TR-DATA grid siiper bilgisayarlari kullanilarak yapilmistir. Bu tez
caligmasinda ¢alisma konusu olan bogmaca hastalifinin ana etkeni olan pertussis toksinin yani
sira karsilastirilma amaci ile kolera ve difteri toksinleride kullanilmistir. Toksinlerin ana motif
dosyalar1 (PDB dosyalar1) arastirmacilarinin kullanimina agik olan Protein Data Bank in Europe,
Protein Data Bank Japan ve Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data
Bank protein veri bankalarindan elde edilmistir. Calisma igin bogmaca toksini 1PRT, difteri
toksini 1TOX ve kolera toksini 1S5E ii¢ boyutlu yapisal motifleri kullanilmistir. Kuramsal
sonuglarin deneysel sonuglarla karsilastirilmasi amaci ile elektroforetik teknikler ve thermal shift

assay yontemi kullanilmistir.

GERECLER
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https://www.ebi.ac.uk/pdbe/
https://www.pdbj.org/
https://www.rcsb.org/
https://www.rcsb.org/

KULLANILAN KiMYASAL MALZEMELER
2-Merkaptoetanol (MET) (Sigma)

Akrilamit (Sigma)

Amonyum persiilfat ( Sigma)

Amonyum siilfat (Sigma)

Asetik asit (Akkimya)

Bis-Akrilamit (N,N’-Metilen-bis-akrilamit) (Sigma)
Brom fenol mavisi (Sigma)
Bromokloroindolfosfat (BCIP) (Sigma)

Difteri toksini (Sigma)

Etil alkol (Sigma)

Gliserin (Sigma)

Glisin (Sigma)

Hidroklorik asit (Sigma)

Metanol (Sigma)

N,N, N',N tetrametilendiamin (TEMED) (Sigma)
Nitrobluetetrazolium (NBT) (Sigma)

Potasyum fosfat dibazik (Merck)

Potasyum fosfat monobazik (Merck)

Si1gir serum albumini (BSA) (Sigma)

Sodyum dodesil siilfat (SDS)(Sigma)
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Sodyum fosfat dibazik (Sigma)
Sodyum fosfat monobazik (Sigma)
Sodyum karbonat (Sigma)
Sodyum klorit (Sigma)
Sulfo-NHS-LC biotin (Pierce)

Trizma (Sigma)

KULLANILAN CIHAZLAR
Calkalayic1 (Yellow Line)

Distile su cihaz1 (GFL)

Etiiv (Sanyo)

Jel elektroforez tanki (Atta)

Girdapl tiip karistirict (Thermolyne)
Giic kaynagi (EC 105)

Hassas terazi (Mettler)

Jel filtrasyon kolonlar1 (GE Healthcare HiPrep Sefakril S-100 HR ve S-200 HR)
Jel filtrasyon sistemi (GE Healthcare)
Liyofilizator (Labconco)

Otoklav (ISOLAB)

Sanrifiij (Hettich )

Spektrofotometre (UV 1601 Schimadzu)

Su banyosu (37 °C) (Heidolph)
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Derin Dondurucu (AEG)
Otomatik Pipetler (Gilson)
Vorteks (VELP Scientifica)
Thermal Cycler (Boeco TS-100)

Manyetik Karistirict (Niive)

KULLANILAN PROGRAMLAR

Visual Studio 2017 (Microsoft)

Linux (Ubuntu Dagitimi)

Visual Studio Code 1.41 for Ubuntu (Microsoft)
Pymol for evaluation (Schrodinger)

Jmol

Autodock Vina 4.2.6

Pyhton for Linux 3.x

Python for Windows 3.x

Visual Molecular Dynamic 1.9.3 (lllinois University)
NAMD 2.13 (lllinois University)

Discovery Studio 4.0 (BIOVIA)

Chimera 1.14 (California University)

diMol 1.0 (Trakya Universitesi Biyofizik)

PIPER Docking (Boston University)
COZELTILER

Kolon Kromatografisinde Kullanilan Cozeltiler
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Kolon Yiikleme Tamponu

0,05 M Sodyum fosfat tamponu pH 7,2

0,15 M NaCl

Sodyum Fosfat Tamponu (pH:7,2)

720 ml 0,2 M Sodyum fosfat dibazik
280 ml 0,2 M Sodyum fosfat monobazik

Kolon Yikama Tamponu

200 ml Etanol

800 ml dH.O

PAGE (Poliakrilamit Jel Elektroforezi) Icin Kullanmilan Cozeltiler

PAGE Alt Jeli: (%12)

2 mi 1,5 M Tris HCI pH:8,8

3,22 ml Akrilamit/bisakrilamit (30:0,8)
0,075 ml % 10 SDS

30 ul %10 Amonyumpersiilfat

15 ul 6,56 M TEMED

2,72 ml d H0

PAGE Ust Geli: (%5)

0,625 ml 1 M Tris HCI pH:6,8

0,42 ml Akrilamit/bisakrilamit (30:0,8)
0,025 % 10 Sodyumdodesilsiilfat

10 pl % 10 Amonyumpersiilfat
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5ul 6,56 M TEMED

1,46 ml d H20

PAGE Yiiriitme Tamponu

Tris baz1 39
Glisin 159
SDS 1 g d H,0 ile 1000 mI’ye tamamlanur.

PAGE Yiikleme Tamponu (2x):

1ml 1 M Tris HCI pH:6,8

1,6 ml % 99 Gliserin

2ml % 10 Sodyumdodesilsiilfat
0,4 mi 14 M MET

0,2 mi % 0,1 Bromfenol mavisi
3,8ml dH»0

“Coomassie” Parlak Mavisi ile Gel Bovama Cozeltisi

% 0,2 ”Coomassie” parlak mavisi

% 50 Metanol

% 10 Asetik asit

Jelden Bova Cikarma Cozeltisi

% 25 Izopropil alkol
% 10 Asetik asit

YONTEMLER
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Kuramsal Calismalar

Calismamizda X-1g1mn1 kristalografisi ve NMR deneysel veri sonuglarinin yiiklendigi
protein veri bankalarindan ADPRT grubunda bulunan toksinlerin motif dosyalar1 bulundu. Daha
onceden modellenmis bulunan 1PRT’in veri dosyasi dogrulamak amaci ile ilgili veri dosyasi
MODELLER algortimasi kullanilarak kuramsal yollarla elde edilerek karsilastirildi. Motifler
anabilim dalimizda gelistirilme asamasinda bulunan diMol programi ile katlanma ve ylizey
yapilar1 goriintiilendi. Elde edilen dosyalar iizerinde ortak bdlgelerin arastirilmasi islemi en diisiik
RMSD (root mean square deviation) degerleri gz Oniine alinarak yapildi. ADPRT’ler ile NAD
arasindaki baglayici etkilesimleri analiz etmek i¢in molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlari, 300
K ortalama sicaklik ve pH 7 altinda CHARMM ve NAMD programlar1 gerekli motiflerin analizi
icin kullanild1. Uzun siirecek hesaplama islemlerinin bir kismi ulusal bilgi ag1 tizerinde TR-GRID
sunucu iizerine yiiklenilen algoritma tarafindan hesaplandi. Protein demirleme (protein docking)
calismalar1 Autodock ve FlexX gibi programlarm haricinde Boston Universitesinin Yapisal
Biyoinformatik Laboratuarlarinda protein-protein docking sisteminde yiiklii bulunan ClusPro
2.0’da simiilasyon sisteminde daha oOnceden motifleri belirlenen proteinler yada peptitler
etkilesime sokuldu. ClusPro, Fast Fourier Transform (FFT) korelasyon yaklagimi temelli sabit bir
protein demirleme (docking) programidir ve ¢ift mantikli etkilesim potansiyellerini kullanacak
sekilde genisletilmistir. Bu programda olas1 etkilesimlerde kullanilmak {izere en iyi 1000 enerji
konformasyonu kiimelenmistir. Oncelikle etkilesim bdlgelerini kesfetmek igin basitlestirilmis
enerji modeli ile kisithh esneklik kuraminmi kullanarak enerji sahasimi genis ¢apta arastirilir.
Ardindan ayritili skorlama (scoring) ve drnekleme (sampling) kullanarak tespit edilen alanlara
odaklanilir. Algoritmanin ikinci basamagi alinan yapilarin uzaklik 6l¢imi i¢in ¢ift mantiklh
RMSD kullanilarak kiimelenmesidir. Kiimelemenin biyofiziksel anlami, enerji sahasinin oldukca
yiiklii enerji havzalarini izole etmektir. Bu programda sirasiyla PIPER’a uygulanan ¢ift mantikli
potansiyelleriyle demirleme metodu olan Fast Fourier Transform (FFT), molekiiler tanima
potansiyelleri i¢in referans durumlari tiretmek ic¢in bir metot DARS (Decoys as the Reference
State), olas1 konformasyonlarin kesfi i¢in bir kiimeleme teknigi, serbest enerji stabilitesini analiz
ederek yerel olmayan kiimeleri ortadan kaldirmak ve enerji optimazyonunu saglayan Semi-
Definite programming based Underestimation (SDU) kullanildi. Etkilesim yiizeylerinde bulunan
sicak noktalar olarak adlandirilan noktalar arayiizlerin ¢ok ufak bir kismini olusturmalarina
ragmen baglanma enerjisinin biiylik cogunluguna katkida bulunan amino asitlerdir. On adet
etkilesim bolgesi termodinamiksel olarak enerji hesaplamalarina gére degerlendirilerek baglanma
olasiliginin en yiiksek oldugu bolgeler tespit edildi.
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Deneysel Calismalar

Calismamizda proje kapsaminda ticari olarak satin alinan ADPRT ait proteinler ve
sentetik molekiiller kullanildi. Deneysel galismalarin tamami asagidaki yontemler kullanilarak

yapild.

ADPRT Alt Birimlerinin Tripsin Kismi Sindirimi ile Eldesi

PT 60 dakika stireyle 37 °C de tripsin ile molar oran1 1/200 olacak sekilde 50 mM Tris-
HCI, pH 7.4, 250 mM sukroz, 7 mM MET, 0.2 mM PMSF varliginda kismi olarak sindirimi
saglandi. Reaksiyonu durdurmak icin 1:1 oraninda soya fasulyesi kaynakli tripsin inhibitorii
eklendikten sonra SDS ile denatiire edildi. Tripsinle ayristirilan parcalar elektroforez (SDS-
PAGE) sonras1 gelden kesidi veya kromatografik yontemlerle saflastirildi. Ornekler vivaspin

tiiplerde (V-10.000) ya da liyofilizator ile konsantre edildi.
Molekiiler Elek Analizi

Calismada gel filtrasyon kromatografisi i¢in HiPrep Sefakril S-100 (16 x 60 cm) kolon
kullanildi. Kolonun toplam hacmi (Vc) 120 ml, 6lii hacim (V0) 40 ml olarak tespit edildi. Kolon
aprotinin (6,5 kDa), carbonic anhydrase (29 kDa), ovalbumin (43 kDa), BSA (66 kDa) ve
conalbumin (75 kDa) standartlarlariyla kalibre edildi, standartlarin gelis hacimlerine (Ve) gore jel
safhas1 dagilim katsayis1 (gel-phase distribution coefficient) olan p degerleri bulunarak

kalibrasyon grafigi ¢izildi. Mobilite asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

_ \Ve—\o
H Vc—\o

Kalibrasyon isleminden ¢alisilacak protein Ornekleri fragmentlere ayrilarak bu
fragmentlerin gelis hacimleri kalibrasyon grafiginden kontrol edildi. Kolondan 6rnekler 0,35 mPa
basingta, 0,8 ml/dak hizinda ve 0.5 ml olarak kesimlendikten sonra 280 nm de optik yogunluklari

belirlendi. Calisma sonunda kolonlar % 20’lik etil alkol ¢ozeltisinde saklandi.

Orneklerin Liyofilize Edilmesi
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Ornekler ependorf ya da falcon tiip iginde iizerleri parafilm ile kaplanarak -80 °C’de
donduruldu. Tipler cihaza yerlestirilmeden 6nce hava alabilmesi i¢in igne yardimiyla delindi.

Ornekler yiiksek basing altinda vakumlanarak gece boyu liofilize islemine tabi tutuldu.

Elektroforez Analizi

Ornekler, Laemmli yontemine gore sodyum dodesil siilfat poli akrilamit jel elektroforezi
(SDS-PAGE) ile test edildi. Cam plakalar arasina silikon ayirag yerlestirilerek % 12’lik ayirma
jeli dokiildii. Diizgiin bir jel yiizeyi olusturmak iizere 1 cm’lik su tabakasi olusturulup 30 dakika
polimerlesme i¢in beklendi. Jelin lizerindeki su tabakasi dokiilerek % 5°lik yiginlama jeli eklendi.
Omneklerin yiiklenecegi kuyular1 olusturacak tarak cam plakalar arasina yerlestirildi ve
polimerlesme i¢in beklendi. Elektroforeze yliklenecek Ornekler, denatiire edici (yiikleme)
tamponla 1:1 oraninda karistirilip 2 dakika kaynatildi. Elektroforez tanki anot ve katot hazneleri
yiiriitme tamponu ile dolduruldu. Ornek yiikleme sirasinda bir kuyuya da molekiiler agirlik
standartlar1 olarak, molekiil agirligi 10 kDa ile 260 kDa arasinda olan ¢oklu protein standarti
(Fermentas Protein Ladder) kullanildi. Ayirma jeli i¢in 80 Volt, ayirma jeli i¢in 100 Volt gerilim
uygulandi. Elektroforez sirasinda kullanilan isaret boyasi (Brom fenol mavisi) jelin sonuna
geldiginde akim kesildi. Jel, elektroforez aletinden ve iki cam arasindan ¢ikartilarak Coomassie
parlak mavsi ile boyanmaya birakildi. Daha sonra jel, % 7 asetik asit ve % 30 metanol varliginda
fazla boya uzaklastirildi. Protein bantlar1 boyanmis olan jel 3MM Whatman filtre kagidi lizerine
konularak istli stre¢ filmle sarilarak jel kurutucusunda 80 %C> de 1 saat siire ile vakum

uygulanarak kurutuldu.

SDS-PAGE’den Protein Saflastirilmasi

Protein yada peptit 6rnekleri tripsin varliginda kismi sindirim sonrast SDS-PAGE jeline
verildi. Jel dikey olarak iki boliime ayrildi. Jelin birinci boliimii Coomassie parlak mavisi ile
boyandiktan sonra %10 asetik asit ile boyas1 ¢ikarilarak kurutuldu. Ikinci béliimii ise jelin birinci
boliimiindeki sonuglara gore, 1 mm' lik araliklarla dilimlenerek (50 mM Tris -HC1, pH;7,5, 150
mM NaCl, 0,1 mM EDTA ve 0,1 mg/ml BSA) igerisinde oda 1sisinda gece boyu
homojenlestirildi. Silikon kapli cam pamugu ve konik tiipler kullanilarak 3000 xg'de 10 dakika

santrifiijlendikten sonra sivi kisim alindi. Uzerine 4 hacim soguk aseton ilave edilerek -20 °C
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coktiiriildii. Pellet {izerine 100 pul 6 M guanidin hidrokloriir ilave edildikten sonra renatiirasyon
¢ozeltisine (50 mM Tris-HCI pH: 7.5, 150 mM KCI, 1 mM DTE, 0.1 mM EDTA, 0.1 mg/mi
BSA, % 20 gliserol) kars1 gece boyu diyalizlendi. Diyaliz sonrasi, 10 pl 6rnek alinarak ADP-
ribozillenme ile protein ya da peptit rnegi miktar1 belirlendi. Ornek vivaspin tiiplerle (V-10.000)

konsantre edildi.

Protein-protein Etkilesimi Tespiti

Kuramsal yontemlerle elde ettifimiz protein protein etkilesimi sonuglari olusturulan
deney ortaminda molekiiler elek (jel filtrasyon), elektroforez ve thermal shift assay yontemleri

kullanilmasi ile deneysel metotlarla ispatlanmaya ¢aligildi.

Termal Kayma Deneyi (Thermal Shift Assay)

Termal Kayma Deneyi (Thermal Shift Assay), floresan boya (SYPRO orange) varliginda
ve tipik bir gergek zamanli (real-time) PCR cihazi kullanilarak proteinlerin termal
denatiirasyonunun gosterilmesidir. Floresan yogunluk sicakligin bir fonksiyonu olarak cizilir ve
bu fonksiyon, 2 asamali gecis (two-state transition) ile tanimlanan sigmoidal bir egri olusturur.
Gegis egrisinin doniim noktasi (Try) Boltzmann esitligi ile hesaplandi. Analiz i¢in, PCR cihaz1 ve
ona uygun “96 kuyu plate” kullanildi. Her bir 6rnek 3 kez tekrar edilerek deney gerceklestirildi.
Kolsisin uygulanan gruplara da SYPRO Orange ilavesi Oncesi artan miktarlarda kolsisin
uygulandi. Floresan yogunluk 15 °C ile 90 °C arasinda 0.5 °C’de bir 10 saniye siire (0.5 °C/15
sn) ile 450-490 nm eksitasyon, 560-580 nm deteksiyon olmak iizere dl¢iildii.

Hiicre Canlilik Testi ( MTT testi)

Deneyin gercgeklestirilme asamasinda ilk olarak HELA hiicre hatlarinin yetistirilmesi i¢in
gerekli olan kiiltiir ortami hazirlandi. Bu hiicreler bulundugu ortama yapisarak ¢ogalan
hiicrelerdir. Bunun i¢in 73 cm2 ‘lik hiicre kiiltiirii flask’lar1 kullanildi. Bu flasklara DMEM/F-12
(Dulbecco's modified Eagle medium ve Ham's F-12 medium), FBS (Fetal Bovine Serum) ve
Penicillin-Streptomycin sirasiyla % 94, %5 ve %1 oraninda karistirilmis hiicre ortami soliisyonu
(Complete Medium -CM) hazirlanip ilave edildi ve hiicrelerin bu ortamda yeterli sayiya erismesi

beklendi. Hiicreler yeteri kadar cogaldiktan sonra hiicre kaziyici ile kazinip ve santrifiij edildi.
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Santrifiijden elde edilen hiicreler CM ilave edilerek homojen hale gelene kadar pipetaj yapildi.
Bu asamadan sonra MTT deneyi i¢in gerekli asamalar gerceklestirildi. MTT ayiraci, canli
hiicrelerde mor renkli formazon tuzu olusturmasi sonucu kolorimetrik yontemle hiicre canliligina
bakildi. Bu kapsamda her bir hiicre hatti, 96- Orneklik kiiltiir kaplarinda (plate) 10.000-
50.000/kuyucuk olacak sekilde otomatik multipipetler ile ekildi. Bir gece (yaklasik 16 saat) siire
sonunda toksin uygulamalar1 yapilarak 6, 12 ve 24 saat siiresince inkiibasyona birakildi. MTT
canlilik analizlerinde gruplar 11 kuyucuktan olusturuldu ve kontrol gruplarida eklendi . Toksin
dozlar1 9 farkli konsantrasyonlarda kullanilacak, etkinlik durumuna gore daha diisiik
konsatrasyonlar1 da analiz edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicre sagkalim (viyabilite) analizleri igin
MTT testi yapildi. Bunun i¢in 5 mg/ml dozunda hazirlanan “Yellow tetrazolium MTT (3-(4, 5-
dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)” test soliisyonu 20 ul/kuyucuk olacak
sekilde tiim kuyucuklara pipetlendi. Daha sonra plateler 2 saat inkubasyona birakildi. inkubasyon
sonrasinda kuyucuklarin i¢cindeki medyum uzaklastirdi, her bir kuyucuga 1000 pl ultra saflikta
DMSO eklendi ve karanlikta uygun oda kosullarinda 2 saat bekletildi. Bu siire sonunda plateler
Biotek ELx800 Plate Reader okuyucu ile 492 ve 570 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
okundu. Kontrol grubundan elde edilen deger % 100 canlilik olarak alinarak karsilagtirmali 6liim

orani seklinde belirlendi.
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BULGULAR

KURAMSAL CALISMALAR
PDB Dosyalarimin Eldesi

Proje kapsaminda calisilacak olan insan ve farkli tiirlere ait ADPRT’lere ait olan veri
dosyalar1 (PDB dosyalar1) RCSB Protein Data Bank (http://www.pdb.org) ve The European
Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk) veri banklar1 kullanilarak elde edildi. Bu veri veri
dosyalarina ait motiflerin bulunabilecekleri en olasi konformasyonlari bulabilmek icin nano
saniye diizeylerinde su atomlar1 ile etkilesime sokularak gerekli esneklik hesaplamalar1 yapildi.
Bu etkilesimleri gdzleyebilecegimiz simiilasyon analizleri icin TUBITAK biinyesinde bulunan
TR-Data Grid bilgisayar sistemleri kullanildi. Veri bankasinda mevcut bulan PT’ e ait motifin
sinanmasi amaci ile, PT’e ait amino asit dizisi elde NCBI veri bankasindan

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein) elde edilerek Homoloji (Benzesim) Modelleme yontemi
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kullanilarak modellendi. Elde edilen motifler iizerinde gerekli Root-mean-square deviation
(RMSD) hesaplamalar1 yapilarak ortak yapisal motif arastirildi. Elde edilen ve ortak yapisal motif
oldugunu diisiindiigiimiiz yapmin baglanma enerjileri yiiksek baglanma noktalart (hot spots)

tespit edildi.

Pertussis Toksin

Sekil 5. Pertussis toksinin ikincil yapisi

PT Veri Dosyalarinin Eldesi ve Dizilerin Karsilastirilmasi

Hem PARP’lar hem ADPRT’ler NAD’mn nikotinamid ve ADP-riboz’a ayrilmasini
katalize eden enzimleri metabolize eder ve ADP-ribozun hedef proteine transferini saglar.
PARPlar ¢ogu Okaryotta her yerde bulunan enzimlerdir ve post-translasyonel protein

modifikasyonlarinda islev gordiikleri bilinmektedir. Bu sebebten NAD’yi  tanityan ortak
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motifinde tlirler arasinda da benzerlik gosterebilecegini diislindiiglimiizden ADPRT dizileri
karsilastirildi. PT {izerindeki karsilastirmalar (Sekil 5) sonucu baglanma bolgeleri (active site) ve
baglanma enerjileri digerlerine gore daha yiiksek olan baglanma noktalar1 (hot spots) tespit
edildi..

PT’nin Kuralsal Olarak Analiz Edilmesi

Tez kapsaminda kokobasil bir bakteri olan Bordetella tarafindan sentezlenen PT iizerinde
calisildi. PT’in toksik kismi 235 amino asitten olusan bir polipeptid zincirdir. PT diger alt
domainlerinden kirilmasinin ardindan katalitik etkinligi olan domein fragment A, geriye kalan
polipeptid 4 kisim reseptorii tantyan fragment B olarak isimlendirilir. Toksik kismin haricindeki
diger peptitler sinyal peptit olarak adlandirilir. PT’nin 3 fonksiyonel bolgesi vardir. Bu bolgeler
reseptor baglanan bolge (R), enzimatik bolgenin konakei hiicre igine translokasyonunu idare
eden bolge (T bolgesi) ve ADP-riboz transferinde etkili olan katalitik bdlge (C bolgesi)’dir. C
bolgesi fragment A (S1), R ve T bolgesi fragment B (S2, S3, S4, S5) olarak adlandirilir. Toksini
olusturan 5 alt iinite sirasiyla S1 (26.024 Da), S2 (21.924 Da), S3 ( 21.873 Da), S4 (12.058 Da)
ve S5 (11.013 Da)’dir. Calismamizda amino asit dizileri baz alindiginda S2 ve S3 alt iiniteler
%75 benzerlik gostermektedir. PT’in Toksik bolgesi olan FA (S1 Bolgesi) (Tablo 1)’in g
boyutlu ikincil yapist belirlenerek diMol programinda analiz edilerek goriintiilenmistir (Sekil 6).

Tablo 1. PT toksik kismin amino asit dizilimi

18 28 38 4G La
COPPATYYRY DSRPPEDWFD MGFTAWSMNMD NYLDHLTGRS COWISSNSAF
12! 78 L1 el 186
WoTS55RRYT EWYLEHRMOE AYEAERAGRG TGHFIGYIYE YRADMNMFYGA
114 124 138 148 158
ASSYFEYYDT YGDMNAGRILA GALATYQSEY LAHRRIPPEM IRRWTRWWHN
166 176 156 194 288
GITGETTTTE Y5MARYYSO0 TRAMPMPYTS RRSWASIWGET LWRMAPYIGA
216 226 236

CMARDAESSE AMAAWSERAG EAMYLWYWES IA&YSF
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Sekil 6. PT katalatik kisminin (S1) ikincil yapisi

PT ile NAD Etkilesimin incelenmesi

PT bilgisayar ortaminda en ideal sartlarda NAD ile autodock programi kullanilarak
etkilesime sokulmadan Once bir dizi veri seti hazirlama siirecine gecildi. Calismada, hem
modellenen hemde veri bankalarindan elde edilen PT ait PDB (Protein Data Bank File) dosyalari
kullanarak reseptor gridleri olusturulmustur. Daha sonra ki asamada, LigPrep programi
kullanarak NAD i¢in ligand kimyasal yapisi hazirlandi.. Hazirlanan veri setlerinden sonra PT2nin
NAD’I katalizleyebilmesi i¢cin NAD’yi taniyan ortak motifin etkilesim bdlgelerini
belirleyebilmek amaciyla bu ortak motifin etkilesim araytiziiniin NAD bolgesine baglanabilmesi

icin gerekli baglanma enerjisi tespiti i¢cin gerekli docking islemleri yapildi. Docking islemi
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sonucunda PIPER skorlama teknigi kullanilarak baglanma ihtimali en yiiksel olan etkilesim
bolgeleri tespit edilebilmesi i¢in baglanma enerjileri hesaplandi. Yapilar arasi ektilesimler
hesaplanirken, bag esnekligi, biikiilme acilari, dihedral agilar, amino asitlerin bulunduklar1 sivi
ortamdaki H atomlar ile yaptiklan etkilesimler, amino asitleri olugturan atomlar arasindaki Van
der Waals etkilesimleri ve atomlarin yiiklerinden kaynaklanan elektrostatik etkilesimler g6z
Oniine alindi. Calisma sonunda bundan sonraki kuramsal ve deneysel calismalarda kullanilmak
tizere, PT-NAD ile etkilesime girme ihtimali en yiiksek olan bolgeler ve bu bdlgeler ait amino
asit dizilimleri tespit edildi. Kuramsal ¢alismalarimiz sonucunda PT’in toksik kismindan R58
(Arjinin 58), E61 (Glutamat 58) ve R143 (Arjinin 143) noktalarindan NAD’ide baglanip (Sekil
7) gerekli katalizlenme mekanizmasini sagladigi gozlemlendi. Gerekli baglanma enerjileride

baglanma yiizeyi iizerinden hesaplandi (Tablo 2).

Tablo 2. Baglanma Enerjileri

Id AG (Coulomb) | AG (vdw) AG (Kovalent) [ AG (Baglanma)
1PRT -43.382 -57,098 kcal/mo | 12.398 kcal/mo |-62.268
kcal/mol kcal/mo

Pertussis Toksini - NAD
etkilesimi

Sekil 7. Pertussis toksini-NAD etkilesimi



Elde edilen etkilesim bolgeleri gauss ylizeyi olusturularak goriintiiledi (Sekil 8).

Sekil 8. Pertussis-NAD etkilesimi yiizey goriiniimii

Etkilesim bolgesi i¢in gerekli diyagram hesaplamalar1 yapildi.
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Sekil 9. Pertussis toksin-NAD etkilesimi sicak noktalari

DENEYSEL CALISMALAR

Kuramsal caligmalardan elde ettigimiz sonuglarin test edip simanabilmesi i¢in deneysel
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caligmalarina gecildi. Bu amagla Anabilim Dalimizda mevcut bulunan Bio-Rad marka
kromatografi cihaz1 kullanilarak ¢aligmalara baslandi. Cihaz {izerine kolon hacmi 120 ml, 0,1-5
ml aras1 0rnek yiiklenebilen, dakikada 0,5-1 ml arasinda akis hizi olan ve 0,5 MPa basinca
dayanikli Sephacryl S-100 High Resolution kolonu takildi. Sistemi test etmek amaciyla 5 adet
protein karisimi ve 1693 Da agirliginda peptit pargali siteme yiiklendi. (Sekil 9). Molekiil

agirliklarina gore sisteme yiiklenen proteinlerin gelis hacimleri hesaplandi (Sekil 10 ve Sekil 11).
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Sekil 10. Jel filtrasyon kromatografisi kalibrasyon grafigi

Sekil 11. Standart grafigi

PT, ilk olarak R bolgesi aracilig ile hiicre yiizey reseptoriine baglanir, bu agsamadan sonra

toksinin FB fragmenti hiicredeki reseptore baglanarak FA fragmentinin endositozla hiicreye
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girisini saglar. FA, ADP-ribozil transfreraz etkinligine sahip oldugu bilinmektedir. Caligmamizda
PT, tripsin ile molar oram1 1/ 200 olacak sekilde 30 dakika sindirildi. Triptik parcalar
kromatografik ve elektroforetik yontemler ile ayristirildi (Sekil 12).

) UV A kDa B
mAau
’ ~245
35~ : ~180
Toksm{ -— -135
0~ } ~100
3 75 FB
:‘f.—: -3 ﬂb\
i3 i FA 52 $4.85
= 3 35 . -
o3 A B | Toksin
04 . ~20 )
FB 5
5~ — —
"

104
E | | | | | | | | | T | | I ''mi
S0 40 30 20 .10 0 10 20 30 40 S0 €0 70 80 90 100

Sekil 12. Pertussis toksinin kromotografik yontemlerle eldesi

PT’nin fragmanlarina ayristirilmasi. A. (1) Protein agirlhik markiri, (2) Toksin
kirpildiktan sonra, (10 pg) SDS/PAGE’de ayristirildi. B. Safakril S-100 kromatografisinde
yontemlerde anlatildig: gibi tripsinle kismi sindirilen difteri toksini (0.2 mg). Akis hiz1 0.8

ml/dak., drnek hacmi 0.5 ml. Ol¢iim Ajgo nM.

Deneylerde kullandigimiz PT toksititesi serviks kanseri (HELA) hiicreleri iizerinde

smandi.
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Sekil 13. PT yiizde canlilik deneyleri

Kuramsal metotlarla belirlenen S1 bdlgesinin bulundugu FA fragmenti bir protein-ligand
etkilesim yontemi olan termal shift assay yontemi ile smand1 (Sekil 13). Floresan temelli termal
kayma deneyi, gere¢ ve yontemlerde bahsedildigi gibi gegeklestirildi. FA sabit tutularak artan
miktarlarda NAD ve SYPRO Orange varliginda calisildi. Protein yapisinda sicakliga bagh
¢oOziilme (termal etki) ligant (NAD) baglandiginda azalmaktadir. SYPRO Orange’in proteine
baglanmas1 denatiirasyonla artmaktadir. Her bir NAD konsantrasyonu igin, sicaklik artirilarak
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) cihazinda denatiirasyon egrisi olusturulup,
erime dereceleri (Tm) hesaplandi. FA’nin termal stabilitesinin NAD ile etkilestiginde arttigi
goriildii. FA-NAD etkilesimi sonrasi lineer bolgeden 6lgiilen termal stabilite grafiklerinden yola

¢likarak, Boltzman esitliginden Tm degerleri GraphPad ve Excel ile hesaplandi.
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Rolatif Floresans Yogunluk

20 30 40 50 60 70 80
Sicaklik [°C]
Kontrol ——0.01 pg/ml NAD 0.025 pug/mi NAD
0.05 pg/ml NAD 0.1 pug/ml NAD ——0.5 ug/ml NAD

Sekil 14. PT FA(S1) - NAD etkilesimi 1s1 kayma 6l¢timii

PT FA(S1) - NAD etkilesimi thermal shift assay ile sinand1 (Sekil 14). SYPRO Orange
varliginda 10 pg/ml FA ve artan konsantrasyonlarda NAD uygulamasi sonrasi, floresan yogunluk
20 °C ile 90 °C arasinda 0.5 °C’de bir 10 saniye siire (0.5 °C/15 sn) ile 580 nm dalga boyunda
olgiildii. Kontrole NAD uygulanmadi.
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TARTISMA

Yirminci yiizyilin baslarinda tiim diinyada en sik goriilen ¢cocukluk ¢agi enfeksiyonlarin
dan biri haline gelmis ve ¢ocukluk ¢agi morbiditesinin en biiylik sebebini olusturan PT, ADPRT
ailesinin 6nemli bir iiyesidir ve ailenin diger liyeleri gibi insanlik tarihi boyunca ¢ok insanlar i¢in
onemlik bir tehdit olmustur. Hastaliginin etkeni kiiciik gram negatif kokobasil olarak goriinen
Bordatella tiirleridir. B.bronchiseptica, B.parapertussis, B.avium, B.hinzii, B.holmesii,
B.trematum, B.petrii ve B.ansorpii bilinen diger bordotella tiirleridir. B.pertussis ve
B.parapertussis insanlardaki bogmaca kliniginin en sik etkenleridir. B.pertussis‘in insanlar

disinda bilinen hayvan rezervuari yoktur (32).

Diger bordatella tiirleri daha ¢ok hayvanlarda tanimlanmis olup, hasta hayvanlarla temas
eden bagisiklik sistemi zayif bireylerde de hastalik yapabildigi gozlenmistir. PT, adenilat siklaz
toksini ile patogenezden birinci derecede sorumlu molekiil olarak tanimlanmaktadir. PT
hastaligin sistemik bulgularimin biiyiik boliimiinden, solunum yolu bulgularima neden olan
epiteliyal hasardan ve lenfositozdan sorumludur. Ayrica, konak hiicrenin immiin sistemini
etkileyerek konak savunmasinin bozulmasina neden olur. Monosit ve NK hiicreleri ile alveolar
makrofajlarin oksidatif aktivitelerini inhibe eder. B.pertussis, yerlestigi yerlerde inflamasyon ve
lokal nekroza neden olan dermonekrotik toksin (letal toksin, heat-labil toksin) tiretmektedir. Bu
toksin DNA ve protein sentezini stimiile ederek poliniikleasyona neden olmaktadir. Giiglii
vazokonstruktif etkisi vardir. Trakeal sitotoksin ve lipoproteinler ile iliski kurarak solunum

yollarinda doku hasarina neden olmaktadir (33).

PT’in iiye oldugu ADPRT’ler insan metabolizmasi tarafindan sentezlenen PARP ailesi ile
ayni mekanizmay1 kullanirlar ve gerek yapisi gerekse etkisi acisindan diger toksin gruplarina

gore daha iyi tanimlanmis bir toksin grubudur. Bu gruptan o6zellikle pertussis toksini sinirh
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proteolitik sindirim sonrasi toksin iki parcaya ayrilmaktadir. Toksin, N-terminal ucuna karsilik
gelen, enzimatik islevi olan (ADP-riboziltransferaz) A fragmenti (S1) ve holotoksinin hiicreye
baglanmasini saglayan B fragmentinden (S2, S3, S4, S5) olusur. Toksinin enzimatik pargasi (FA,
S1), endositik siirecte sitoplazmaya ulagsmaktadir. CT grubu toksinler, konak¢1 organizmalardaki
cesitli elzem proteinleri hedef alarak etki ettigi hiicreleri apoptoz ya da nekroza siiriikleyen
yapilardir. PARP ve ADPRT enzimleri, farkli ¢esitlilikte fonksiyonlar ve diislik sekans kimlikleri
gosterse de ortak yapisal ve islevsel dzellikler paylasirlar. Ilk olarak, ortak bir reaksiyon, yani
ADP-ribosilatisyonu, katalize ederler. Ikinci olarak, yapi itibartyla NAD" baglayan benzer
katalitik alanlara sahiplerdir. Biz ¢calismamizda PT - NAD baglayan ortak motiflerini aragtirdik.
Calismamiz sonucuda PT’in toksik kismindan R58 (Arjinin 58), E61 (Glutamat 58) ve R143
(Arjinin 143) noktalarindan NAD’ide baglanip gerekli katalizlenme mekanizmasini sagladigi
gbzlemlendi. Kuramsal caligsmalar sonunda belirlenen katalatik bdlgeleri igeren kisimlari igeren
deneysel ¢alismalarimizda bu sonuglari dogrular niteliktedir. PT-NAD etkilesimi son yillarda
onemli kullanim alan1 bulan termal sitabilite (thermal shift assay - TSA) ¢alismalari ile gosterdik.
Natif proteine ligant baglanmasi sonrasi termal etkiye dayaniklilik artmaktadir. NAD baglanmsi
sonrast denatiirasyon egrilerinden Tm degerleri Boltzman esitligine gore saptandi. Ligandin
proteine ilgisi artikca denatlirasyon sicakligi artmaktadir. Calismamizda NAD derisimin

arttirllmasi1 durumunda protein-ligand etkilesimine gire PT’in stabilitesinin arttig1 gézlenmistir.
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SONUCLAR

PT oldukca etkili ve oliimlere neden olabilen bir toksindir. PT etki ettigi hiicrelerde
toksin, gosterdigi sitotoksik etki sebebiyle protein sentezinin durdugu ve hiicre iskeletinin
yikilarak hiicre oliimiine yol actigi diisiiniilmektedir. Hiicre ile etkilesime giren PT, S-S
baglarinin parcalanmasiyla iki pargaya ayrilir. PT’in N-terminal bdliimiine karsilik gelen FA
(S1) ADP-riboziltransferaz etkinligine sahiptir, FB (S2,S3,S4,S5) ise holotoksinin hiicreye
baglanmasin1 saglamaktadir. Toksin hiicre ylizeyindeki reseptore baglandiktan sonra FA
sitoplazmaya ulagir. Endozomlardan disar1 salinan FA, okaryotik elangasyon faktor 2 (eEF2)’yi
ADP ribozilleyerek protein sentezinin durmasina neden olur. Protein sentezi duran hiicre

programli hiicre 6liimiine sevk eder.

Bu caligma etkilesimin hangi bolgeler ve amino asitler lizerinden gerceklestigini ortaya
koymak i¢in tasarlandi.. Biz ¢aligmamamizda molekiiler docking gibi kuramsal metotlar
kullanarak PT’in R58 (Arjinin 58), E61 (Glutamat 58) ve R143 (Arjinin 143) noktalarindan

NAD’ide baglanip gerekli katalizlenme mekanizmasini sagladig: tespit ettik.

PT oldiriiciiliigii sinamak i¢cin HELA hiicre hattinda %canlilik testine tabi tutularak ADP-
Ribozillenme mekanizmasini kullanan bu toksinin 6ldiiriiciiligii sinadik. Calisma sonunda

toksinin artan konsantrasyonlarda dldiiriictiliigiiniin arttig1 belirledik.

PT ile NAD invitro ortamlarda yapilan thermal shift assay deneylerinde NAD derisimin
armasinin PT ine baglanmay arttirdig1 ve gittikce stabil ve saglam hale gelen toksinin bozunma

egrilerinin gittige saga dogru yaklasarak etkilesim miktarini arttirdigini1 gozlemledik.

Bu calisma sonunda PT’in toksik kismimin (FA) hiicre i¢ine, diger 4 alt iiniteden olusan

(FB) reseptor yapisini kullanalarak girdigini ve burada NAD’1 katalizleyerek eEF2’yi inhibe edip
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protein sentezini durdurdugunu ve bununda etki ettigi hiicrelerde 6liimciil sonuglar meydana

getirdigini diisiinmekteyiz.

Biz bu tez caligmasmin aym katalizleme mekanizmalar1 kullanan ADPRT ve PARP
ailelerinin ortak motiflerinin belirlenlenmesinin gelecege yonelik ilag ve inhibitor ¢alismalarina
katkida bulunacagina inanmaktayiz. Bu c¢aligma sonucunda elde edilen sonuglardan bulmay1
diistindiigiimiiz inhibitér ve ilaglarin ICso degerleri saptandiktan sonra hiicre ve hayvan
modellerinde sitotoksisite ¢alismalar1 yapilacak CCsg degerleri belirlenecektir. Bu inhibitorlerin
bazi kanser tiirlerinde etkinligi kombine (radyasyon ve ya kemotrapik druglar) calismalarla hiicre

soylarinda ve hayvan modelinde denenmesi planlanmaktadir.
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OZET

Bogmaca, akcigerler ve hava yollarinda, 6zellikle bebekler ve ¢ocuklarda yaygin sekilde
goriilen ve insan patojeni olarak Bordetella pertussis’in sebep oldugu yiiksek bulasiciliga sahip
bir bakteri enfeksiyonudur. Hastalik etkeni 133 kDa molekiil agirligina sahip ve 5 alt birimden
olusan Pertussis Toksinidir. Hastalik etkeni olan Pertussis Toksin ADP-Ribozilleyen dliimciil bir
toksin ailesine aittir. ADP-ribozilleyen toksinler; mono(ADPRT) o6nemli ila¢ hedefli toksin
ailesidir. Bu toksin ailesi NAD’1 katalizleyerek nikotinamid ve ADP-riboza ayrilmasint ve bu
sayede ADP-ribozun hedef proteine transferini saglar. ADP-ribozillenme proteinlerin 6zgiin
enzimler tarafindan katalizlenmesi sonucu olusan bir modifikasyondur. Bu mekanizma sayesinde,
Pertussis Toksin, ADP-Ribozun eEF-2’ye transferini saglar ve inhibe olan eEF-2 sayesinde
protein sentezi durarak hiicre 6limi gerceklesir. Biz bu tez ¢alismamizda Pertussis Toksininin
NAD’a hangi bolgeden baglandigini arastirdik. Calismamizin ileride bu konuda yapilacak olan

bagska inhibitdr ve ilag tasarim ¢alismalarina katkida bulunacagini diisiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: Pertussis Toksin, eEF2, NAD, Protein Etkilesimi, ADP-

Ribozillenme
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ANALYSING OF ADP RIBOZYLATION MECHANISM IN THE
CONTEXT OF PERTUSSIS TOXIN BY EXPERIMENTAL AND
THEORETICAL METHODS

SUMMARY

Whooping cough, which is commonly seen especially in infants and children, is a highly
contagious bacterial infection in the lungs and airways, caused by Bordetella pertussis known as a
human pathogen. The cause of the disease is Pertussis Toxin which has a molecular weight of
133 kDa and consists of 5 subunits. Pertussis Toxin, the cause of the disease, belongs to a family
of ADP-Ribozylating deadly toxins. ADP-ribosylating toxins; Mono (ADPRT) is an important
drug-targeted toxin family. This toxin family catalyses NAD so as to separate nicotinamide and
ADP-ribose; thereby it provides an opportunity for transferring ADP-ribose to the target protein.
ADP-ribosylation is a modification becoming the result of catalyzed proteins by specific
enzymes. Thanks to this mechanism Pertussis Toxin enables the transfer of ADP-Ribose to eEF-2
and protein synthesis stops and cell death occurs by means of inhibiting eEF-2. In this thesis we
have investigated in which region Pertussis Toxin is bound to NAD. We believe that our study

will contribute to further inhibitor and drug design studies in the future.

Keywords: Pertusis Toxin, eEF2, NAD, Protein Interaction, ADP-Ribosylation
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