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OZET

TOXOPLASMA GOND FABG (3-OXOACYL-[ACYL-CARRKE R
PROTEKN] REDUCTASE) ENZKMKNKN KL
Y¥NELKK OLARAK REKOMBKNANT
BKYOKKMY,ASBKY OF KE KNKISIEQANA L K Z K

Toxoplasma gondiijnsanlarda en fazlh ast al €] a nedenPlagmodium s ét m
fal ciprmardmd dakipli k o mg b ¢ khdeafiumurda lyer aalan ve konak

organizmaya muhtac¢ intraselller protozoon bir paraziftmxoplasma gondin i n neden
olduj u toksopl azmoz (toxoplasmosi s) her ol ke
oranlarénda byakueamaktd¢sgalbhannyeusunun ¢-te bi
hast aToroklas@at .ed avi si i -in kullaneéel abénd enolmeve
edi |l eme me, -ok ajer yanToepldsmak af ek saynwo pl arl amat

edememe gibsor unl ar & varder . toRsoptazmozlyna neéynedna bh en ¢az é

deji I dir. Mevcut ol an bazé i latent halgle buldnank i z o i -
bradizoit forma karké etkenlik g°steramezl er
et kil eri d¢geki ktilatl megnnoniakti ganl elvvar dar

karkél akt ér él déj e nakompleksard rass i fdar ksleent lke&gll @med e
bulunmayan apikopl astultuinpmgfABlaly)aian¥ap @k mayl calra
FAS Il de novoy a j asi di s B gdndiiizin hayati va jlaé meéefi olabilecek bir
yolak oldujunu @i®t drumiykotliarj.énBwe nrze &ketoact i nd en
ACP rediktaz) arpar azi t i k i1l a- birehkedeftirt Literatiiede buginen ©° n e |
kadar Toxopasma gondiiFabG {TgFabG) enzimi ile ilgili6zellikle bilgisayar destekli ilag

gel i ktdayanarbdylebi r il a- - al ekxkmBis ét dunl khgFpabGmk h d d
E. colib dbm k ax &k iedkambinantolarak tretimik t i finite krématografisi ileytiksek

safl ekt a b airomsyanll a r dperntdgaena Im GKinetik,n biyokimyasal ve

biyofiziksel parametrelerin virto d eney |l er i l.ePrbeli mnli @n nma rkitmer
dif eransi vyel erair a M®ISE) k a ll @ r Abirdy(TghabGe kibfaktori) K |, N
floresans titrasyonu ilenzimkofaktér kompleksininkonformasyona & n enzim g¢zer
t ekil bir triptofanén e mirsgy®lne renpilekkmetotiaimu i | e
TgFabG'ninilgili ya p & srakteristiklarinib el i r 1l emek i -in bamé&ak €l &
sanaltaramave molekiler yet Kk t i r me ( d oile kunarigtiredi eekfilag lkenzen
bilexkikhkhebisyon potmemxd rey eoll ldenrl iu  d ri agryapeadr| éard a y |
molekuler dinamik s m¢ I asyonu ( MDS) sonucunda onbinler

°nce¢ bel iexli &hudilkarign yanéséra incelenen ol as



polipeptidi k akkdeaalaydlaa fagksliei-y g end &@ncibii 1 elxii rk
temin etmenin yané sér a, b Rlasmodidméfalipamird ggbn e | d e
her ypélem milyondan fazla °l¢mden sorumlu o
enzimleri icindegenel bir ilag hedeflemodelis§ | amasé bekl enmekt edir.
Anahtar Kelimeler: Toxoplasma gondii Fab G, mol ek ¢ | edraymd cee lill ear

kekf i

Vi



ABSTRACT

RECOMBINANT PRODUCTION,BIOCHEMICAL, BIOPHYSICAL
AND IN SILICOANALYSIS OF THETOXOPLASMA GONDII FABG
(3-OXOACYL-[ACYL-CARRIER-PROTEIN] REDUCTASE)
ENZYME FOR DRUG DEVELOPMENT STUDIES

Toxoplasmagondii, is a hostdependent intracellular protozoan parasitat is a member of
the Apicomplexa branch(phylum) along witasmodium falciparumthe parasitic mala
agent responsible fahe most impactfuhumaninfective disease contractiofioxoplasmeis
caused byTroxoplasma gondis present around the globe in every country betweed0%0
seropositivity and the parasite infects approximately 1/3 of the wontdlgdmn. Currently
available drugs used to treafloxoplasma gondiinfections have problem sich as;
intolerance, heavy sideffects and the inability to treat chroflioxoplasmanfections. Some
existing drugs while are effective against latent formyacttes are ineffedte against latent
bradyzoites and no available vaccine presently exists for the affli€t@rthis reason, new
innovations in drug development for a pot@ieixoplasmadrug with little to no side effects.
What marginally differentiate apicomplexans from their host organisms is their exclusive
fatty acid synthesis pathway, namely the FIA®athway. Recent studies have shown that
F a b GketbabylACP reductase one of the enzymes of the FASpathway, is a suitable
target for antpaasitic drug developmentresently, lhere are ndroxoplasma gondirabG
(TgFabG) enzyme studies found within the literaty@rticulary based onomputeraided
drug developmerdesign The successfulecombinant productionf TgFabGin E. coli and
purificaton thereof at a preferrable concentration and desirable purity by affinity
chromatographywas performedin order to discernt h e e nkngtim didckemicaland
biophysicalparameters and the relaé assays were followed througtereafter The meltng
temperature for TgFabG was acquired by a DSC analysis apecirometridluorescense
titration approach wasised for the enzymeofactor (NADPH for TgFabG) complex
conformation, whose spific emission characteristics under certain conditions were
juxtaposed with that of a single tryptophan on the enzymesilico methodswere also
implementedto determinggeneralphysiochemical parameters arelevantstructural qualities

of TgFabGand for the protein 3D structure modelling via homology modellingpider to
accelerate thén vitro studies. Through an investigaton of inhibition potentials shown by
selectcoumarinderivativesand other drugike compounds virtually scannethd molecularly
docked followed by a molecular dynamics simulatiorsiaglepotential lead compounds was

specified An additional outcomef this studywas thedeterminationof potential TgFabG

Vii



vaccine candidates among predicted polypeptidic epitopesilico. In addition to ideally
having provided a lead compound for a pot&ngondii remedy,resultsobtained from tls
study are expected to provide a general dragyeting forFabG enzymesf apicomplexan
parasitesresponsible foover half a milion deaths on an annual basis, sucRlasmodium
falciparumalso.

Keywords: Toxopgasma gondij FabG, molecular modelling, structure based drug desing
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1. GKRKK

1.1. Parazitik Protistler, Protozoa

Prdista, tem t ek h¢egcreld °karyakskndurganiUzmakl a
heterotropik veya parazitik motil °karyotl a
bulunmakta € r | aGe - en zaman jiledu af d¢al kiskoenn stéenkenfollaon d € r
organizmal arén evri msel ge- mi K| er inibulgar uy uk m
€KEéJ] énd a , pgrofistlein ftoserdedk olmayan ve mantarl@ungi) ile benzerlik
g°stermeyen t sviretmiteds. (Fprin-€hrigemsen e §chnittge, 2018)

1.1.1. Protozoik parazitlerin konvergentevrimi

Protozoi k parazitlerrien islee b®se¢l |ydad esjinzsaie t aakbrod
farkl elbakmdlda&rfja@nda pr ot oz o rdkaparaziegky a e a md b p g ke
sajlamaya y°nel i k deHattaserbadyeark ag anl &«mll é¢ omied ti idr
t emel | i varsayélan proteom analizlerir sonuc

flumuolanal veol at a ¢yesikaapieko hpgud kikeenapiedsaamla g

kardek filumlare déenoféeagelraablajéekh Optaki ama
kekfedilmiktir ve evrimsedt iyblleraynriemier@&mielko
karakteristik ajkal kompleks wp €l ar énén kaybeée ile olabilecej

ak., 2002).Parazitikt ¢ r 1l er ar asénda -g€ kil tabrddeisdeanmaneedt a b o |
klasik mitokondriye benzerplastidik organellerin ortak bir endosimbiyotik aktiviteae
eviimlek meali d Wj¢w ¢ n ¢ | ridokntChridtensen ve Schnittge, 2018)logenetik

anal i zIl erin dayandeéer él abil eceji genetiKk ver
kabiliyetleri k uelvrimsehnotleh ea k me v g k tl.&)udd @k € ki |
plastd °karyotl ar I ntasal bireantid plastidm diencil ertdesikiyok ile a

°karyoti k arkeplastid ataséné olukturmanén &
tarin sekonder hatta tersiyercem s i mb i y o z laakrngé K i | egotk fepmstidielo & |

i-eren yenduf ur dex ¢ aietlingeva dk.e 2010r . Bu te¢rlerin
parazitik protistlerin y ¢ ksek -ojunlujunu I
Dinofl agell ata ve Aevinksa sipelde kpslaa sft ii Idu nd aay Bé vie
a y me iliatlargé n parazitik mreot lozpsaammars ét avmem mé er han
endosi mbiyotik farkl él ak maynrdgncerirbaitl igutl ap alréea z i
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1.1.2. Evrimsel konak-parazit rekabeti
Parazitik protozoonlar konak organizmadan ge

ve etkli sawinam mekanizmalr € nedeni yl e bakteri kae makeélks]l

canl él ar olarak g°zlemlenmektedir. Bu paraz
séek-a fagositoz ve NK (Natural Killer) akt:
kabiliyeti edinmé e r i yakamsal faliyet remsel riglefr ciKk ke
°czelli kle °BamEi pobmworirdeirdee makafg, nétrofl veya

dijer fagositik h¢e¢crelerin b¢nyesir (Florie- pr ol i
Christensen ve Schnittge, 2018¥ r neJ i n a p iTéxoplagpnia eghnsliadagin

bilekenlerini kull anar ak konak he¢cre nekl et
i mmeegn sitemini -evr el ey (RpberkGamgheaud Dards RG1Z na al a
Hatta secici immuraktivasyon ile hem parazitin hem lkof € n yakamsal f aa
s¢rderebi b dijoi bir d e Bugiremirk cevaf Imm¢ y akanab ol mel

paraztk onak aray¢z¢é¢nde bakl amakt aToxeplasma gané b e r &
Ti p 1 terleri, bu me kkaini z neakywéd k h-Beedizodp btiark i
farkl el akmaséné tetikI| eyer ek Lapbarte&zCartutheksal € c é |
2008.

1.1.3. Protistlerin molekuler evrimlerine gorealt se nf Ea B @ mas

Geln mak ¢ er filogeni y°nteml eri ile protis
Mitokondri i -ermeyen protistlerin t¢gm °2karyoc
iddia eden arkezoa hipot eziogeaomitekingd a Xk mal ¢ ma n
sayesinde protistler 5 ¢ st grup hal i nde °
Bunl ardan birisi api k oRfegmodiknsa peher teimsibar &
Haemosporida (Perkins ve ark., 200®riptogregarina (Cryptospoidium), Kokkidia

(Eimeria, Neospora, Sarcocystis, Toxoplasma, Beshoitia Piroplasmida HRabega,

Theileridd s € n € ficekrenrSAR E&tamenopiles, Alveolata, Rhizariagiperfilum grubudur

(Florin-Christensen ve Schnittge, 2018% e k i t | i paroéragn iassniezteyem n |
FAS yol aklaré (I ve | I ) lennieamidast difildtimn honkolejit i d S e
seviyeleri ile zamana bajeéel mut asyon oranl a

dayal é fil ogenet idebirkreasy ni | g° sytiekrsdeik] is egvi zylee mli
ve ark., 2016)A y r BASdI metabolik yolak komponentleri ile PKS ve FAS | enzimlerinin

homol oj i yojunluklareée t¢grlerin mol ek2)1 er evr
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k eki IKohiveark. 2 0 1 éntdrdk - el ekt i ri Il mi k protista mol ¢
A. FAS Il proteirlerinin filogeni a jca@B. Molekller saat analiaden turetilen filogenetik

aj] &-FASvePKSI]lyol aklgaméherd i |l ogeneti k aja-1aré.

1.1.4. Apikompleksa filumu

Apikompleksardr, 6zgin,ay € r t edi ci karakteristiklIleri ol a
api kal komplekse sahip olan konaja muhta- pa
kompleks, komponentlerni n i kKl ev Il er k gianf, ;mk ko n kdkd rilagalatr & Ka't
ve ark., 2014).Bu ekzositik( h ¢ cr ¢ a d € k & Kk ) toptriler, rBikronemler konoid
(Conoidasida)y e y o] un (Gulabelsy & Dusaisidgh,r2012y e bu vy apél ar a
hacminin ~%3006unu Kk ap halgflanmekie(8wapnd & Parkiasbnt pr ot
2017). Plasmodiumve Toxoplasmag i b i api kompleksanl arée -o0ju,
parazi't birimlerini konak hy¢ cyraep €s iotl maano | pianrdae:
vakuol (PV) I nkKa e di®e8). xoplagna gamdy pdrabizafortvakuole ar k .
membran proteinleri ve roptri proteinleri ile konak ER ve mitokondrilerini, konak sinyalleme

yol akl aréné ve koskel#tinikonrztozeolm alet émacrel makt a
Carruthers, 2008Roptri ve nikronem proteiteri ile konakparazit arayizi tzerinde halkasal

bir -ghfedddart 06 a-€ép, konak ankityionzlienr i ma tno rk ud K tainweil t



hareketi o ikegalkiongd&r -h@ikldy esxanke ROLO¥dnoidasida apikal

komplekslerinde bl unan konoidlerin il gildi miyozin pr
h¢cretér-i-né elzem ol duju kekfedil mi ktir (
proteinlerindea yal nézca birisinin (ROP5) fkeek bimo r f i z

etkiberakarak G¢gney Ameri kan suxklarén ygsgksek

Léon v e ar k., 2019) . Mi kroneml er , roptr.i pro
bakl at €l madan ©°nce, mi kr onemsgslad @ m&BiEard é e p e
& Saeij, 2009) . T¥xoplasma gapdibaadizpit Veetakizoitlesirede N

terminal sinyaller Il e parazitoforrotenlerk uol e

sentezleyerek parazitof or -pawaik araylizidenenminr a n é

h¢crel eri baskél amak gi bi I K1 evi @ercien & e rop
CesbrorDelauw, 2015) Al veol atl arén ortak WyYwemesné adblt &md
d¢zl ekmi Kk membran vesi k¢ lilparazit boy neaenzanmankemé
ve yalnéezca mikropor tar af énnddaons iktlz¢ nkéorn.u miu
d¢kegnegl mektedir (Boothroyd & Dubremet z, 2008

Konoid

Mikronemler

Roptriler

Mitokondri Apikoplast
Mikropor

Golgi

Endoplazmik
Retikulum

. Yogun

Ie Graniiller
Membran

Kompleksi

k e kli3.IBlack & Boothroyd (2000 d ¢;nr k - e | eTwxoplasmalgomdiiakizoit genel

yapéseé.



1141. Api komp | e kKkesnaengend) evénm

Apikompleksa filumu, ortak bir atasal ot osent et i k ommaghana mManal ¢
kromeridlerveu z a k g plastdikay@ e ger - ekl ekt i J i baiylrién ear ako
evr i ml e keunandfiletk @ri rk 1 ad ol ukt umakt adeéerKendEscal a
ar al aapikankdmapleksk onoi d wvarl éjé ve kaybéna g°re
subfilumlarébfheldiyKehmed!| yrap&ers é api kompl eksan

roptrileri il e ilk| e lMwaerkd &1 ve apikompleksan ve dino
far kd @k oda@i kompl eksanl arda a-ék konoi dal bir
Dinoflagelatlarda ddbu yapé t amamen kaybol mucgcdmidasidd Kuv ar
kend i -inde omurgal él ar €én nerkEnkraylexepladmap si ne Db
plastid kaybéna ujrameéecx monozeni Kk (t ek kon
takéeména b°Il ¢gnmgkt ¢r . Aconoi da <Llagmadium)sve s ét m

PiroplasmidaBabesia, Theileri@) s énéf | ar & n @rchibaldveakd28l7)ymakt ad éer

hemosporidia

Sitma Parazitleri piroplasms
Plasmodium Babesia

Leucocytozoon Theileria coccidia
q q hemogregarines
Dicenild Adelina
Hepatozoon Isospora
hematozoa (Omurgasiz) Cyclospora
(Omurgalr)

Monozenik coccidia

(OmurgalyCmurgasiz) Eimeria

cryptosporidia
Cryptosporidium
Monozenik
(Omurgah)

Plastid Kayh Kist olusturan coccidia

. Toxoplasma
Konoid Kayh Sarcocystis

Frenkellia
(Omurgalry

Primer
monozenik
(Omurgasiz)

[Apikompleksa
pikal kompleks,
Roptri, Konoid,

Mikronem)

gregarines .
chromerids

Chromera velia

Mercanlarla akraba
ototrof

colpodellids
Colpodelia

Denizel avel Plastid Kayh

Fotosentetik Ata

k e kL4.lArchibaldve ark.(2017p @nt;, r k - e | eakptiikroinmhpmiekk san evri m a

Aseksg¢el evrelerinde dokuplkals@gph@E@ma, oNO&as$s po A&

ve Hemat oz o &lasmalinms, Babése,rTheilefia aseks¢gel ve exkeys
tum dreme ddgulerinin  tamamlamak icin birden fazla konak organizma gerektiren
hetero/dizenik °zell ikl erik) parbziled en | drar k lekd e

(Archibald ve ark., 2017)Heterozenkmonozeni k yakam ,dt&sa giedner i ni r

bel I bir altgrubunun konak organizmanén bes



se-ilim baskéséenén,ejkonalkkeomne tgaame i zymianntéenm| y & m
ustesinden gelinmesi iigelik mi Kk ol abi |l eceBPytdeeggnmbmekeadkr
konakl ara sahip at asal t¢ren ve g¢ naa | mo n
bul akém d°ng¢semagrekigdleiawmful atk@m s¢greci nin
czerinde «o®khérbl edinilBheshei erozendiak i y aexanmh
konvergent hal de birbirlerinden bajémseéez ol :
yapél atagpan thicrelar ve ki st ol ukturma gi (©fi arkkalréa k
yollarla benzer ° primektadik(Baata, i1989) Omwmkgiansi§ z gl e al
parasitize eden t¢rlerin, ge-en zamaaptei | e o1
olacak d an dijJer api kompl eks anl tedirdEscalaten&cAgala,d al | a |
1995).Api kompl eksanl arén ana karakteristik °zel
raj men yalnézca api kopl askté slamebsyon gostarektgdir a st i d |

( k eXkH. Bunun sebebien az Uc¢ kez birbinei nden bajémséz bir kKekil

evr i mapkompleksatb enz er i parazitlerin Kkgptk plagtid | et i k
organell ere ortak mo eriflio(Janoskokec Ve ark.e20l9Rldstetlk g ©° st
hedeflenen bir genin olas f i | ogenet i i i ncelenerek apikor

birlikte alveolata filumunun dyeleri olan siliatlar ile heterokont alglerin (streamenofiller)

kardek t¢r lagrrais é okd mp sogrstiaed yokl uju i1 ncelenip
atadan farkl & evrimsel d°nemlerde plastid kay
bulunmaktad®ér (Wall er & McFadden, 2005) . Sa
var | éjogenedknty if n gécC ¢ ol abil ecejininapkoplaste!| t € c &
i-erijine bakeéeldéjénda apikal kompl eks I -er
apikompleksan olai€ryptosporidiumve Gregarinasin®@ n én api kopl astani - er e |
evrimsel darak daha uzak olan dinoflagetlar veya apikopigstre y en si |l i at |l ar i |
Kekil de sénéeflandeéer el maseéApa kecmpbplewk salnad air leinr

parazitizmle bajlantélé ol arad&uyk-see rthdera.t mByua K
kayéplar apikompleksakni ddbgtl af amkbhaeadg?® «stooa@aum
Parkinson, 2017).



A B Plastid DNA

Ciliates -

Dinoflagellates +/—

Cryplosporidinm -
Apikompleksa HHRRR
5 Gregarinasina -?
Dinoflagelatlar
Toxgp/asma + ©
—— Siliatlar A 3
ikincil Pldslld v Eimeria - o g_
P]as\“d kayb1 Qomisetler Plasmodium + g 2
[=% j=3
Heterokont algler Bavesia + .g 3
s <
Kriptomonadlar Teled S

keklisdWal | er & Mc F ardtgdrekn- e 12e0k0t5i)réidl mi kK alSate ol a't
(2011t d d&e el eplastid DNA Iflogi ekn e t 1 A. Wallpra& dMeFadden2005B.

Sato, 2011

1.1.4.2. Apikompleksan ya k ad@mguleri

Apikompleksanlar k o n a k -eki di veya is aykeeskéinlddaen theamedlmnm
genellenebilir bir (ylkelkGmBuda®omegksokak Mexoplasmah i pt i r
gondib ni n y a K a mgostetilebilirg (fentgr ve ark.2000) B¢y ¢ k b ack hayvar
sivrisinekler veya insanlar gibi ara konaklarda endodiyogeni ile merozoit veya takizoitlere
farkl el akeéep, konak h¢crel er dapa md mddagamlaa g e n i
konakt anardehkeéan -evre ortaménda sporogoni
farkl el akmal aréné tamamlayép ara konak enjek

N — Kist bulagum ile sporozoit
Sporozoit Enjeksiyonu ( e

p )ligras_vonl l
G oo (i) D

¢ Olgunlasma & Aseksiiel Evre Salmumu ¢
- e e G

IN'EC'IONl

Lokosit

//?ﬂ

o . . Cevre Ortaminda

Sporogoni
Ana konakta
Endodiyogeni,

Endopoligenive
(.amogom

I Egeysel Evre Farkhlasmas
Psiidokist olusumu

J Ara konakta 5
oA 3  Endodiyogeni ()
AR

Eseysel Evre Farkhlasmas:

Ana konak tarafindan alim, Eseysel
Ureme & Bulagici evrenin gelisimi
R———

gecen ookistler

Ara Konak Ornekleri  Ana Konaklar ve Bulagim Yollar
* insan ¥ Anopheles isiviisinel) - Felidae (Kedi)
#' Bovin M micephonn dene) 51 Enfekte matervalin hazm

kekli6lApi kompl eksgakamén ° ggag & katlerirAi Tentek werak.t i k °
8



(2000p d etor k - e | e Kokoplasmd gaondiy a kK a m d B.n\Yasmugh. ve ark.
2009p d &g k-el ekt irilmik -exitddl earpiirkioompHd eerRastainid

1.1.4.3. Ozgiin (?) gikoplast organeli

Plasmodiumve Toxoplasna gibi intraselller protist parazitler Apikompleksa filumunun
cyeleridirler. Api kompl eksanl ar kendil erine
benzeri bir organel ol an api kopl asAmarbu (api k
gercek apiop | a s tofagelatdeiknond er pl asti di ld | orgfuwsyae ra-ig
hal al mékt eHern Sapokomd@llelksan parazitin birel
farkl e yakam d°nge¢sé akamal arénda mi t okonoc
ke e fd i lir @@hakaborty, 2016)Ne Plasmodiumne deToxoplasma pi kopl ast genc
bu organelinbit ak ém met aboli k fonksiyonlaré hakkénd
onemli sebebi nikleer genomda Uretilen apikoplast hedefli proteinlégikoplastlar

s&konder endobimbiyontlar halindeyken kendiar | e k|l ar éné sagr dglranea |liél
genl er d e rergetk dicarikletinig, sekonder konakk k ar y ot un ne¢egkl eusul
ol duklareée d¢gkegnegl mektedir (McFadden, 1999)

11431Api kopHhexdtién

Apikoplast organelinin i - er di J i bitKki plastidlerininkin:
aktareldejé g°r¢l en 35 Kkbbo |l mikt o°kzogngdnr i tyall k aDsNaA
ol dujunun a n | aokkéd mtarsié iviee  md yt nparifikadyana kes i y o n |
uzakébanels@&mgdziemk n me s i sayesinde apikopl ast DNA

dekénda var oldujuna ve apikoplastéen mitokon

(Waller & McFadden, 2005. Api kopl ast Il wakee&zea i lolkd igjainred ¢
i - enmikloroplag | ar ile ortak atasée olan yexil al g
yanl ékx olarak plastidin yexi/l al gal bir ori|]
ar k., 1997) . Daha sonra b-kéd&@mé uinkilgbohbe ms e | C
al mék ve pnkebptade arganel:i kermezé algal,

plastid olarakk €é s a tsg k leid® Have Verarik.x2008 Toxoplasmare Plasmodium

mt DNAGI ar é uzak bir i Ist gdoleriyb@birlersy@ dahg c&i k e n
benzemektedir (Mather, 200A.pi kompl eksan parazitler n¢kleu
araséndaki protermi nheadt ar Emaesét Npeptidleri
Toxoplasméa d a sPtasnmodiund d a yapeél an e8ar azsiéeapkoplasth @ & ¢ nn

segregasyonunu oOnlemeyi icere - al ékmal arda sonr aki soyun ha

9



bir kKekil de bl ¢nemedi i saptanméexkt ér . By
yakamsal f aal¢ikyseetkl e P hem - taankeély a 0 P dbyijnb e o-migk t i
(Chakraborty, 2016).

11432Api kopd aevteresel ge - mi K i

Api kopl ast plastid benzer.i organelinin k°ke
°karyot bir h¢cre t arlaybzéeied abng nly e sii tmérnul k a® iéd
heteptropik® k ar yot un da ®bhak&faémdan®°kliryoit bir end:¢
kat €l masé ve s enk okargotun kendinndkéas vemditazglilo iceriklerini

kaybet mesi i1 e g ek cerektddi\Wiallek& Mriadden 2005)cBe pui d
sekonder simbiyotun apikompleksanlarda atasalkoir € md zgé of dhluifniun edi | mi
(Bisanz 2006).Api kopl ast én siyanobakter orijini mo |
plastidik apikoplast organelinirorijini bilinmektedr. Sekonder adosimbiyotik plastidlerin

genel de ¢ - ya da d°rt membrané bulunmakta i
negatif at asal siyanobakteri benzerilLmat as al

2010) Ayr éca pri merr pamedeodssimbiot vy 0 2 es&konak araseée
takémasé yalnézca bir t,rs@erkoomeanbrr aenn dpoesp tmbd y o
ikincil 6karyotik simbiyot un me mbr aniemgrmk ¢ ny eoerikmalst&arybtuni

niklear genomundan pladt hedefleyenay r € -themrmi N al sinyal pept
gerektkerikBum&kani zmanén enmdemealdosiméciyont | ar
ortak yakamén doj al se- il inmimai na kptlaarsétméd ivke ol
konak hicrept ol o klaggyrb&n én e konak ve endolst mpagema
sebep ol duj u @Mg¢Fadgean,199a©klekiecadikoplast liimenine proteinlerin

al @éména pmtainlednédalggenetik kel u n ¢kl eust adér vetasent e:
lokalize d ma k {Sheihér ve ark., 2011)

10



.. J Gen Transferi

Gen

T-wv , . kaybi
- > (@D
Gen kavin
Primer Endosimbiyoz
<] @ .. @ ’ Gen Transferi

Sekonder Endosimbiyoz

k e k17l Plastidik apikoplast organelinin ¢ift endosimbiyotik orijin moddi Waller &
McFadden(200596 d d¢nr k- el ekt i r i | msinyallesee koenBlabfeeadgeh,a st i d
(1999H d atp r k - erhiew t is reilplastiddkan @ k h¢gcecre gen @l éxver
McFadden, (1999)06dan t ¢krokn-aekl egketni rtirl am «f eern dha s

B¢t én bunl,arlkalréajémeeandosi mbi yoz ardéndan p
modi f i kasyoncinafazeantra mathialk al up doj al se-ilim
dayanaraka pi kopl ast gi bi kogak bicatasal biancilgeadbsimpiyozdant 1 d | e
ziyade kleptoplasti diilddbiar edrein ibnier shaihpi opt eozl d
hipotez, atasal Idptoplastidino r t a k kal éce @md oxsli Mmbu mwmd a na t
farkl el akar ak be¢t én keéer mezé al gal plastidl

a- ekl ama sunmakt Apkeémplekga®B padchzitlerin pr@dbru7 tjanskripsiyon

seviyesindealternatiftk e si m i | e yojurentiri Ikneekkitleddei r - e k¥ rt
ekl entisi ve transkripsiyon baxklangé- nokt as
i ki |l okalizasyona sahip bir akf2019ei nin sentez

11433 Api kopikheven
Api kopl ast én i Kl evl er & ngaarpd k adnepj|i exkkmsea n g °aslttesré

Toxoplasma gondid e api kopl ast b¢e¢nyesine protein al

farkl e ol ar ak, u b i qualenbir plast@ greteini gerekme&dit (lBekowvs | | d ¢
ve ark.,, 2017).¥ r n e Plasmodium falciparuma pi kopl ast |l aré genel a
bul unmayan hem biyosentezi I K| éApikompéeksas a hi pt

11



parazitl er deae nowienteairdde velae rkiomniank t a®ndags éndanbait

far kl e madtabdkyejl ia kv ee v r(Cranfoedkvmiark.t2006) Konak <canl é
karkél akt éreldéejénda yaj asi di soenmutr gpadkeeme d e
canl el ar yamapikopléd u n ma p Ibiyosentazyola p & d @ 1l). Apkapl8st

organelinin kekxkf.i ardéndan organelin yapeésa
ol muktur. Api kopl adntléénn éma rhaszcirte l ieviimdiyan laj c e
alternat f bir met aldaleidle] & olbajl gi si éKkéej] énda bu
hartdt anmasé ile anlakeéelhsé Agekelpl asolt muEtAlsr | (l
asitlerinin endoplazmik retikweyegrdikld lEoRece k on u m
bu organeleul akt ékl ar & bilinip bunu hangi mek ani

(Mazumdar & Striepen, 2007)

FASIL ELO

A
Konaktan Alim

- PDH = - PyK
-

Mal- -
CoA ACCase2 '

LCFA sy 1

- ACCasel

FA or LCFA? Polyketide Sitoplazma

k e k i8IToxdplasma gondini n vi t avelpga] é msy ? A &enaklhécrei .

sit opl az ndazpraah vk azozomal mesikiller parazi of or vakuol (PV)
parazite ula t € B.&'lag r .a s ide¢ rowsentaziiisa apikoplast organelinde bu metabolik
aktivite i-in ©°zellexkmik enzimlerin(méREer mezé
FAS Il ve ELOy ol akl arte¢ri dlemeds® n ¢ikl e (Mgzmdare8k Strepeme k t e d
2007)

Apikoplasin dort me mbr anénda proteinlerin nasél
sorunsal deér. Genet i k verilere d-agphan Pbaoat ¢

Degrada yon ( ERAD) sisteminin apikopl ast me mbr a

12



t¢revinin bu g°revi ¢ stl endij i Fakagbu plastidikme k't e

met aboli k yolaklar, FAS | /1 1 pkompleks&nSinslere EL O
araseénda farkl e korunmuxkl!l uk 1.9 °Texomasnthivk | er |

PlasmodiumFAS | | yolajéenén t¢m bilekenlerinin t¢mgl
Theileriad n € n genomu incel endi Jy olde] alabéecektzmeigi bir

geneti k koduna rastlanmaméxkt ér (Mazumdar & S

Toxoplasma Plasmodium Cryptosporidium Theileria

\

B

FASII, FASI, PKS, ELO FASII & ELO FASI, PKS, ELO

k e k1.9] Mazumdar & Striepen(2007) met aboli k yolaklarén api
daj el em kemasé@.

FASI | ve ELO yolaklarénén gemtedkead®ld.iFARIt i kK i -

tiyoesteraz ve melondgcil transferaz ek alt birimleri igerir ve tekil bir sipermolekul halinde

et kiyen bir yaj asidi biyosentaz enzi mi ol ar
A B

0 Sentaz

o
[
CH!-C"—COA »—Y\ HOOC-CH;C-CoA

HOOC-CH;C-CoA

FAS I

| Dehidrataz
C-CH=CH-CH,

| -
o
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k e kLil0.Ramakrishnarve ark.(2013 @dt¢ r k- el ekt i ri kmimal sneé ke z i |

1.1.4.3.3.1FASII ya jasidi biyosentezyo | aj €

FASI | yaj asi di sentez yolajéna késaca bakel
CoAOGneéen F a-B6dA AChnteahsaciar)lilenalontACP 6y e v edabatHd &(nbd a n

ketoaci-ACP sentaz Il ile Asetoacgh)ACP Oy e d°n¢kKmesi ve yaj a s
d°nge¢sene gi (kekiI)VFASI baybadaj énén t emel bil e
ACP (a-1l takéyéceéeipuataeian) °yngrs s q imalree. NYadbjEHa -

(3-oksoacHA C P r ed ¢ k t-ketaactAC® yred ¢ bt a z ) t -radro&sfa@ACeP a n 3
meydana gel ir . -hidioksidcBACE dehidreffaz)lbv@ NADH aj éml € Fab
(enal-ACP rediktazy ar af eAC®n omlurikdbB/F enziminin aktivita ile dongu

tekrardan bakl ar. B°ylece reaksiyon ¢reéegnler
grupl ar el de edilene kadar d°nge¢ye girmesi
asitl eri A CP 06 d e reedilir @amakfishnareve arl@0l3d).er ek el d
Ekstraseliiler lipid PR

A ve yag asidi alum 5 ':,'::ﬁﬂm C

.& PEP.:@:"Q—— +

/ Pk it /m

araat ya

Konak hiicre lipid (X asidi sentezi ‘r'ulw /

ve yag asidi sentezi

lipeiksit 160
FASII i
D hecm FASI FASI C14:0

WM’CW.OCM? T2 C16:0
ER Elongaz Rglime
C16:0
or
vicFA?
ELO-C

De nove elongasyon? aoc D—E.HR - C26:1
Substrat ve riin? KCR -

Nerede? Ne zaman?

k kil 1.11. Ramakrishnarve ark.(2013) 6rdtar k - e | eTewxoplasmalgomdiAS Il ve
ELO yol xllman é re.&ASgKewdCitACP sentazKAR/FABG: KetoacitACP

rediktazDEH: HidroksiacitCoA dehidrataZz=CR: Enoyil-ACP rediiktaz
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Uzun siredenov o yaj asi di semu ey a] ykapkhitaabrddol iar é
el de et t i kToeplasmae®lasmadiy®luan api ko pl aysotl akAar é d

olarak uygulanat“C -as et at °nc¢l  prekeér sOr ¢jgoziemenmpesa] asi
il e g°stlkeklDrAKItli ryol aj énén merkez molek¢l |l e
nul I mutantlarée ilel Vyvay®llang ébhén 92 prékedoina da r F

olan asetlCo A6y é sentezleyen pinimraitviesi dehidrggeehktb
ve dol toyoplasmgydordp ar azi ti k protistinin yakamsal
sentez yolajeéna muht a- @d dpurjout egi°ns t(eAGR)mifkk n a
sonucunda apikoplast biyogensde kusurlar ol u k mas é ardéndan par
ger -ekl exktiiji g° zl| eksdnepararitler tFAS | Bgeé sapi lpo ndpel]j:
Toxoplasma gondgibi hem FAS hem FAS | y aléa kil -aerr@isark 208640 i r

Total Lipidler Total Lipidler (Haloxyfop +)
FFA FFA
U, TAG TAG
Ue @
U Us / ‘N'
« Q0 i_/ MGDG
«~ U; (PA?) ~
- DPG c
2 u,l & 2
5 g T P 5 U I:l
E * PE § 'o Y PE
o 25 -=>
7 “DGDG PS I:: C.58 B
~“pI
[ + .
Dimension 1 - Dimension 1

k e k1il2. Bisanzve ark.(2006 O dtiakgd ekt i ri | mi K ywd!| egdsd@nals u bi vy
deneynin s o n u -A. d&otad lipid sentez kontroli B. Metabolik akitivite inhibitori

Hal oxyf op Toxpppsmaagondiyéak] asi t | er i

1.1.5. Toxoplasmagondii

Toxoplasma gondikonak organizmayamuhtac intaselller apikompleksan protozoon bir

parazittir. K s mi n i muz veya hilale benzetilebilen K

b¢nyesi nde k eekvariekenmirdenini Latince tumismminCienodactylus gondi

fiy a koaamm | a mé niap | gaeslheanne &ie i | e ubki nmul KEterin@hristedsenn o |

& Schnitter, 2018 Tr ansf eksi yonu, h¢cre i karetl emesi w

kolayca incelenebilmesi nedenlerindefpxoplasma gondih ¢ cr e bi yol oj i si - 8
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A mceldapikompl& s a n Kidh&r Weiss, 2004).; st ¢n ol ukt urma kabil:
yiksekv i r ¢l ansa sahip tip 11 suklar (ME49, ¢é), t
edilebil mektedir. Bu Kuzey Ameri ka sekukl ar é
- e K me¢ fosteren, oldukca patojenifai | en p e kdab wlku nsmakk t a&l ér (S
Aijoka, 2008).

1.1.5.1. Toxoplasma gondigenelya p € s &
Toxoplasma gondibi r ey |l er i Conoidasida seéneéerfapkaen ¢ye
komplekse sahiptirler (Dubey, 1998. Apikal komplek$ er i ni n b¢egnyesind

api kompl eksanl ar il e ortak ol an I nfllB.t rasyo
Api kal kompl eks komponentl!l eri api kompl eksanl
farkl e yakam rekvlréellikornpleksand-pp rted fhag cr el er i t ¢rd
mu h t aerdc&ekgostermektediBunun sebebi, konak hg¢gcre 1KkKg
Adge-ito ol ukumundan sorumlu mi kr one mal

api kompl ek s aondk avimanaasr éads&Emmp@aBar y°ncel i k1 i ol ar a
t ¢r e, I kincil olarak yakam evresine °zg¢n Ke

[~ Apikal Halkalar 1,2]
1. Polar Halka
Konoid
Mikronem
Roptri

Plazmolemma

Takizoit

ic Membran Kompleksi
L\ Amilopektin
._ D\ e — Mikropor
— Apikoplast
Golgi Kompleksi
Sentrivoller
Yogun graniil
Niikleus
Mitokondri
Apikoplast

Graniillii Endoplazmik Retikulum
Golgi Kompleksi
Sentriyoller
Lipid Yap
Niikleus

Amilopelktin

Yogun graniil
Posteriyor Por

keklil3 Dubey (119 &) @d eToxoplasmal goridigzimi. Apikal kompleks
elemarh r €  snigindengostetiimektedir.

16



1.1.5.2. Toxoplasma gondiya k adomgusu

Toxoplasméa n é n ¢ - parazitik evresi; ol gun oo0ki st
bulunan ekeysel d°ng¢ biri mi sporozoitler, 'y
bradizoitler w kk nak i nce bajérsajéna ulakénca bradi z
-ojalan taki zoi tBlask &dBeothroyd,l 2000 Taxéplasmd @ € n ( K ar ma K €
yakam d°ng¢se¢e kedigil ana konak kcané&ahiddage-
olduju ara konaklar i-erisinde ge-irdveji ase
ark,, 2006) . Aseksg¢el s¢recin terminal akamasé
i1k a d &€ méodi e ookistGfarmasygpnu da takizoibrmasyamu g i b i ince baj
epitelinde ger-eklexkir. Hen¢z sporule ol mamé
enfeksiyon yapabilen ki s pomoplasmabradizoit ideke r e n h
kistleri genellikle merkezi sinir sisminde gé@d ve i skel et kaslareée ile Kk:
olurlar. Ar a konakt a ger -ekl eken aseksg¢el (ekeys
tekrarl & endodiyogeni il e f@ak&kld Demrsanda h ¢ cCr
sonuncu neslin tazoitlei dok u ki st | er i ol ukt u(Tanter vb arle,di z oi t
2000) Ara konaklarda doku KkistleriToxoplasma gondi n i n terminal yaka

akamaséedér ve bu akamada konak organizmaya ©°
boyuncasirebililer (Ramakrishnan, 2@). Toxoplasmaar a konakl ar da i ki g ¢
evrede bul unmaktadér .raBiaditdier vavaegakbzygi
kistlekebidrernvédi dofmamd hal de bulunurl ar Vo€
uzak aktecormmap el arder . Bunu destekleyen bir vV e
takizoitlerinkinden alternatikesim sayesinde-%5 0 daha geni kK bir tran

ol masedéer (Yeoh ve ark., 2019).
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A: Enfektif evre
A: Tanilama evresi

45 5
Fekal Ookistler Doku Sistleri
@
R ———

A A

Ookistler ve doku kistleri

y /yutulma ardindan takizoitlere
doniismektedir. Takizoitler noral ve
kas dokuda lokalize olur ve doku
kistleri bradizoitlere doniigiirler.
Hamile bir kadinin enfekte olmasi
durumunda takizoitler kan dolagimi
araciliiyla fetiisii enfekte edebilirler

(2]
|
Ser
CSF

Tanilama Evresi

(i) Serulollkteghls
veya
(ii) Parazitin periferal kan, amniyotik sivi veya
doku kesitlerinden dogrudan teshisi.

k e kl1il4. Elmore ve ark.(2010p d airkcd e k t iToxoplasmawondiy ak am d°ng¢s

grafiji
Bradizoit il e enf eksiyon bu kKistleri i -er
ger - ekl ekverark, ( B2 G@é)z. Ama -o0oju araxkter macé b

bradizoit igeriklerininh éézcldiyiybnve Ureyen takai t | ere d°n¢keéep yeni
i Kgal eder ek vV e daha sonr a tekrar yue n i d c
s¢rderde] ¢né dApakkgnakne bt e dnmkemgearmi koaeaar a kk e
d e Kk EToxdpéesma @ndii ana lonakana konak ar asébDubey, 1698 akt arl
Bradizoitler gastrik peptidlere diren-1idir]
Sreyen takizoitlere d°n¢gkebilirler. Taaki zoi t
ve h ast aebapjomnToxoplasmaf or mudur . N¢kl eusa sahip o
enfekte edebilir. Takizoitler parazitofor va
kuvvetli bir i mm¢egn tepkiye yoll abuaupmd&onak

kurtulur ve bralizoitlere geri donerler.Toxoplasmagoncar a konakl|l ar & ar aseén
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(@annef et ¢s) wveya yatay (kar nikwedr)l Embksilaheatayk y o |
olarak ookist ve doku kisti sindirimi dikeylarak isetransplaen t a | ge-i kK Amal e akt
konakdan ara konaja ge-ik kedigi Ir ddeénk kaé séénnadr a
sindiril mesiyl dBisapa/e atke2006g K me k't ed i r .

Ara Konaklar: Ana konaklar:
Memelller; kuplar.5| = Helldler

| Kist yariimas:

Beyin, kalp, akciger,
g6z, kas, plasenta...

Kist
(Bradizoitler)

B Sizogoni

Kan akisi
ile dagihm
Bagirsak (&
hiicreleri

Endodiyojeni Knrni\'ori‘ - A

Monosit isgali
K 4, TakKizoitler

Bagirsak | ) | [ 4| )| EDIER) ;v.‘
hiicreleri | | & W& /

s Mikro 3/MakroQ gametler

Bagirsak
hiicreleri Sporule ookistler
¥ (Her biri 4 sporozoit
Sporozmller K\ eme/Y utma iceren 2 sporoblast)
\sporogon;/om\“l
| Dis gevre

k e kKlil3.RobetGangneux & [Oentudc®e k(t2i0TbM@pladma gondy a K a m
evreleri.

1.1.5.3. Toksoplazmoz

Toxoplasma gondini n neden ol duju toksoplazmoz (toxo
arasénda seropozitivite oranlarénda bul unmak
enfekte etmekte ah birhas al ekt ér ( P88 plagn yGa aj0I198k ¥r get ¢

¢l keden veriler Il e yapélan bir -al ékmada t
ar asklrmehgatifk or el asyon g°zI|l e ml20I)nk nkstlaia™. goaditile e gr v €
enfekteol masé doku kistleri i -eren ve pikKkmemiKkK
par-alaré il e t e ma(skledklod e rB-axkklae Humedplasreegkkidil eddei r

enf eksiyonu dojrudan kedi h ed Bukhad Gkistigigerdnan f e K t ¢
séve ya da katbéulgaékdnea v d efaBriEdavagsactilmgats eyaletinde
-iftlik domuzlarénén dokularé kull agihar ak

sonra deney farelerinde mutlak @ m g ° z | ¢akidoie inokulagyonu ise bu sireyi
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yak | a kK e ku z2 &«ti a kaiylami Kkt i2002)BDnbeyanésar &. Adib ve K.
memelilerinde Toxoplasmay a rastl anméxkt ér , b°yl ece paraz
ol duju anl bey,2d04Mé Kt €r (Du

~N
Felid
Kontaminasyonu
\ 2 (Avlanma)
\ t Kedi
. Kontaminasyonu
Ookixt (Avlanma)
Yayithmu

y

(I
‘ :
W

Toprak ve yiizey suyu
= Kontaminasyonu
7 =
Herbivor
» Kontaminasyonu
Kedi digkasi ile L ‘
R

temas

Cig sebzeler Evdisi
aktiviteler,

bahgivanhk (W,i & (P
insanda kontaminasyon 4 Nz 1L \l/ L‘
. _= - .v‘ ".« o .‘J \ |
@ f —— ' /L
4 ) Q
insan tiiketimi .
(Cig veya pismemis et fsnuvn.r
ontamiansyonu
1 .
LY

\ \,
< LA y 4

k eilk1.16. RobertGangneaux & Dartr,d ® - € 12 OTdxdpladrivel egnindic

enfeksiyory o I nl éxre éna s é .

Kongenit al ol ar ak, hayvanl ar ile temas ve g
Sér a enf ekt e ol an h a s t sildr carcded re foxiaptaknaa gaek-ti akri € me
ger-eklexkebilir. Yapél an geni ke deaeprsifasanT.& bir
gondispesi fik antikorl ara g°st e toxbpldsrhaspesifik ser op
l gG (Kmmg¢gnogl!l o lviiesinin IG3 d ésnelraorpdoaz i y ak il e Dbirl ik
(Torgerson & Mastroiacovg 2013) Toksoplazmozun ensalit, retinit ve miyokardit gibi

° 1 ¢ mc ¢l hast al éKkhbiiamektedis(Rlduer, R2009)K abe $ dli  dpzeyde
kongenital toksolazmoz cg2¢ Kk mas énda dojan her 109W.000)¢anl é& b
gondienf eksiyonu bul ua d2nilyon korgenitalokpkend toks@plazmoz

hast asénén ol dTaglowl.).b Ayd ecial nmtiiknt i Ha I(k Cumhuri
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kapasitelerikanser & z ay éf | a ma&oxopldsmagenygiil seropdzeivitesik e hi r d e n
Kehire %24 ile %79 araséeénda dejikmektedir (
Tablo 11. Torger son & Mastnrtgr ke eV eToxoprdnd ppndkid
saopozitives | kaynkeinB@&° rkg a je adieldsm

Bolge Ra st Inavakaldr a Rast® ant DALY DALY @

(95% ClI) (95% ClI) (95% ClI) (95% CI)

AFR D 26500 (24 30030 100) 2.0(1.82.3) 171500 (92 300294 500) 13 (6.9 22)

AFR E 37000 (33 90041 00) 2.4 (221 2.5) 235900 (129 60879 000) 15 (8.3 24)

AMR A 2940(2360 3540) 0.6 (0.50.8) 19 700 (14 10026 700) 4.2 (3.05.7)

AMR B 15300 (13 10017 800) 1.8 (1.52.0) 105300 (82 500127 500) 12 (9.4 15)

AMR C 5077 (42256792) 34(54.1) 35 000(24 400 41200) 19 (13 22)

EMRB 8450 (69509530) 2.5(2.112.9) 53 900 (27 80084 800) 17 (8.5 26)

EMRD 26300 (21 20031 200) 2.2 (1.72.6) 164 900 (84 600277 800) 14 (6.9 23)

EURA 2170(19002896) 0.5(0.40.6) 13 600 (7 50823 400) 2.8(1.34.3)

EUR B  5200(4500 6090) 15(1.31.7) 32200 (17500i 54 700) 9.2 (5.0 16)

EUR C 4200 (37004800) 1.6 (1.41.8) 26 400 (14 40042 700) 10 (5.4 16)

SEAR B 6430 (42408600) 1.3(0.91.7) 40 300 (18 70071 800) 8.1(3.914)

SEAR D 25 400 (20 70030 700) 0.8(0.711.0) 158 300 (85 900275 400) 5.1(2.8i8.9)

WPR A 960 (720 1200) 0.6 (0.50.8) 5950 (290010 100) 3.9(1.96.6)

WPR B 24200 (20 50028100) 1.1(0.91.3) 154700 (81 200253 000) 7.1(3.712)

Total 190100 (179 300206 300) 1.5 (1.4 1.6) 1 200 000760 00G 1900 000) 9.6 (5.8i 15)
*AFR, Af rika B°lgesi; AMR, Ameri kalar B %EIt ke syie;n Xla,k a @y,
Yel e; EMR, Doju Akdeni z B°l gesi r-DOEUR,As A&vwar uB®al gB% | g e SNF

Pasifik Bolgesi.
@ Herl 0 0 0 dcoaj niglime

Kongenital toksoplazmoz (Congenital toxoplasmosis)

maternal iletim ile kdebame

bebeklerde goérilmektedir. Kongenital toksoplazmoz fetal 6limeowenlukirtaja (Cakmak

ve ark, 2018) postnatal 6limlere, norolojik ve nérokoghisendrontara veya koriyoretinite
yol acabilir (Tablo 1.2. Ok ¢ er

| ezyonl ar én

2011). B u

h¢ecrelerin

Toksopl azmoz

hastal ej é

dur uma

ol ukmadsaéhma baeBepreoliummeg nd dlkepki

b¢e¢nyesinde

araseénda
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dej er | endi {amliz, Tdxaplasmamgondav e Par ki nson hastal éj

gel i ki mi arasénda her hangi (4hourve askn2089nl € baj |l a

Tablo 1.2. Torgerson& Mastroiacovo 2 01 3 )tg d b n e | e aksoplazindz sebepli t

hastal ék, sendrom ve °l ¢mlerin rastl.ant éya b
Sendrom Hasar Derecesi Ra st :[(98% Cle
Fetalk a y(® 2% haftakuluckg 1 2.4 (2.36.3)
Neanatal6lim 1 0.7(0.41.2)

KI'k yakam yeéllar énda 0.033 13 (12 15)
Klerleyen yellarda kO0.033 16 (552)

KI'k yakam yeél (NAveeSAd a 0.033 80 (70 90)p
Hayateéen ge- yé(NAgerSA&n 0.033 10 (5 15p

K n t anigakkalsifikasyon 0.01 11 (7.912b
Hidrosefalus 0.36 2.0 (1.63.0)

CNS abnormaliteleri 0.36 2.9 (1.06.0)

1.1.5.4. Toxoplasma gondiFASIly ol aj é

Apikoplast konumlu FAS | uzun ve -0k uzun yaj asi di Zi
biyosentezive parar t s¢e¢rekl i b igo i-in mutlak ©°nemi bi l
FAS Il ve FAS | yolakl arénén dékénda uzun ve -ok
elongasyont ep ki mel eri yl e farkl e bir met abol ik er

(Endoplazmik Ret i kul um) konumlu EWKLOKIYdBIluh]YTI mg eautht

enzi mati k a dléelmmleridea 2 kiarbo8 daha eklen{iRamakrishnan, 2015;

Ramakrishnan, 2012).Toxoplasma gondiFAS | | yol ajénén sentez ¢r ¢
icin ve dd ayés2Z2yhave -0k wuvuzun doymamék mullgk asi di
ger e k!POglukoy ve 13C-as et at i karet !l emesi i Grimlerig® st er

deéekarregdaanni zamaya sajl andejé zaman ELO yol aj e

yaj asingi rl er i sentezlenebilir i ken, ELO vy
getin | me s i durumunda da parazitlerde ELOO] al ma
yoleamjen TEA, B veCenzimler:i FAS | | yol ajéenén ¢r

substratla € ol anlCorAe imMad oknondanse e ddeir ekl duezsuin kzai snk

bakl aBeér Inaerd.enl e parazitin yakamsal ofndalriéy et
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api kopl ast Il ¢meninde ger - ekl e keegistetvie] i FIBFbDAGH n i 1
yolajéenéen ¢reéenl eri endoplazmi k retikulumun s
substratlaré olan miristat veBypatlt aml emmé apah
yakamsal yol akbar eéennddaonp | la zami k HIASKténiney muhtac]

ol dujunu gASlItlersnixtteami.niFn - al ékmamasé dojrud
parazitin yakamsal (Ramakrishnane201b;kamakrishoan,2012)r e c e k t

Glukoz

{
PEP (Fosfoenol Piruvat)

Asetat
ELO Yolag
v (Endoplazmik Retikulumun
Asetil-CoA Yag Asitleri Sitozolik Yiizii)
| o
Malonil-CoA Hc-c-cuz-c \c-cn HC-CH,
[ _ ELO-A
i ELO-B CoA DEH
ELO-C
c-uc= HC-CH,
ECR
Yag Asitleri
+2 Karbon

k e k1.1¥. Ramakrishnanve ark., (2015) o6rdtér k - er e EAS kT ELO vy ol akl ar

Kemaseé.

1155 Bilinen tedaviler ve tedavi ol anakl ar é
Toxoplasma ed avi si i -in kullanélabilen mevcut ve
aj er yan et kil er eToxepasmiaegn foelknsai ywen [damedenid@ kK t e d a \

sorunl ar é v eer drlé r2006). BBursaa irz 6rnek olarak akutbxoplasma
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retinakoroiditisi protozoon parazitin mitokondrisindeki elektron transport sistemini segici

olarak inhibe eden, hem takizoit hem bradizoitlerde etkili olan Atovaguon ile eda®i

ar dénd a nakizgitedirénei saiebiyle kroniKoxoplasmaretinokoroidite regresyonun

gzl emlendil]i bir vaka g°sterilebilir (Baart
parazitin sulfonamid diikrtespmalie/aekd 2002 Kandedital] i g ©°
toksopl azmoza kar kK é s empthoammi § & d &raidcéin| bBr a @
anneden fetg¢se parazit aktaréeménén yavakl at
alerjisi olan hastalar icin uygun birtatnatittir. Kist GretmeyenToxoplasma gonds u k| ar én a
karké koyunlarda nmngxmrpateal a%ledmamar g8 Indreeam &r i
2008). Bunun d é k éendzinsanlarda kistikToxoplasmaenfeksiyonunt® nl ey en bi r
mevcut dejyunlagiakruldma ékonak i -1i n ¢ keankedilerdex v e ¢
seksuel Uremeye inhibe dllé | en Toxovax akéseé mevMavdutt ur ( E
olan bazé ila-lar takizoitlere karkéarekwé&il.
etkenlik gtsteremezler (fanadorve ark, 2013).T¢ m bunl ar d e joeellidlee n d i r i
insandato k sopl azmoz i -im bBorunla-ogdui kit igPmegnimek
Plasmodium falciparumh ¢ cr el er i nde b°l ¢ner ek ofganglnl ma es

segresyonu vel/lveya ekspr dansertoositik evie eddngisimia | € n d €

api kopl ast yokl ujunda °l en i ki nci nesil de
durdurul abildifji bilinmekt edi mapkddstabklinme or t vy ,
kabiliyet:i engel l endi i Zaman b iremeneldedir. a k i N
B°ylece parazit figeci kI8l i 6 ol arak °I mektedi

A B
‘ —~A —~A
Halka ‘ Halka ‘
Trofozoit Trofozoit
Merozoit Merozoit
Erltrosmk Dongii ‘ 1. Eritrositik

Dongii

Pargalanan $izont Pargalanan Sizont

2.l e y [ *Slzy
9
L
. { @ < ’i
P’y

. i

@
‘ 2. Erltrosmk Déngii ‘

Merozoit \ X

k e k 1.18. Chakraborty ve ark. ( 2 0 1 6 )Jt¢ordka-ne | e Rlasmadiunh fatdiparum
A g emei |Ki °l ¢mo Sayrlaékl é e A)i \terparazit tnaslkin apiRoplagte, (

Olii parazit

Trofozoit
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segregasyonuna m¢dahal e edi | mesi dB)rumund

gOsteriimektedir.

¢cojunlukla Afrika ve G¢gney Amer iskrsinelkkaza al ar

e
konaja sahip s éPlasmdiumddcipgruena p i kpaplazzstténén trik

et ki si z Kekil de Fabl Ssubstrate il e yar ékar
inhibisyonu sajlanabil mekt e ¢gikopls { Ralrmplaneki airi
kaybeder ve pamdziyet Vyerkamka&lsétl|l anér . G¢ncel
FAS 1|1 i nhibisyonu il e parazill9 Bllgylarggoren ki n
bel I i FAS | | o r ¢ Nlé stroi knii nne zy oskol nurjf aus €n epdeel n k ¢ | (
asimet ri Kk bl ¢nmel er i1 e api kopl ast i -ermeyen
parazitofor vakuol |l e yapékek k aFlasmodiunp ar a z i
falciparumb d a g ° z | e ml lediimonToxdptagEma igdnaiigin gecerli gbzikmektedir.
Yapékek takizoitler i1k endodiyogenilerini

beslenemeyip, bolinemeyip 6imektedir (Martidgarte ve ark., 2016).

F
E * n° Apikoplast L
§ P .14. % ”
E 50 :z §§ “©
) (= R _;‘g 20 |-|
3 25 oo g_% o
= S 05 1.0 05 1.0
8 0 05 1.0 24h 48h
Triclosan (ug/ml) Triclosan (pg/mL)
k e k1il9.MartinsDuarte ve ark. (20060 dtgmk - el ekt i ri | mi k gRfikS | I t
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v e Ke a3 ajrldexoplasma gondidemetleri.B. 0.5ng/ mL tri kl ozan wuy
vakuol e yapekep kal ar ak k us uCr IL wg/mb &riklgzanme go°
uygul anméek, phastidnjedlrénkl aa @i kgo°Ds Apkoplasitanyeksua z i t | e
tekil parazitler iceren vakuolleE. Ar t an tri kl ozan konsantrasyon

api kopl &sTr ikdy&esaen.6én artan konsantrasyon ve

iceenvakw | orané ile korelasyonu.
Toxoplasma edavi si i -in kullanélabilen mevcut ve
aj éer yan et kil er etoxoplasmaepgnf elkma vy o el &krréomda kt ed a

sorunl ar é v eer drlg r2006). Buna abn Hrnek olarak akuttoxoplasma

retinokoroiditisi protozoon parazitin mitokondrisindeki elektron transport sistemini segici

olarak inhibe eden, hem takizoit hem bradiz
ardéndan t aki z ole tkronkd toxoglasmai retinck@didéeb regresyonun
gzl emlendil]i bir vaka g°steBiulnami lyiarn énBlaarh

insanlarda toxoplasma enfeksiyonunu® nl ey e n bir ake mevcut dej

kul l anél mak i - ianak@akelanikédilerde seksigel Ueemayeithie edebilen
Toxovax akeéesé mev,2010)t Mev c(ugl molraen viea zaér ki.l a- 1| a
etkili olurken latenthalde bulunan bradizoit formaakr Kk € et ken | i kanagdtvet e r e me

ark, 2013) Tum unl ar d e] er bzellikld insandétaksoplazmod Ein bir ilag
geliktirmenin zorunlu olduju g°r¢l mektedir.
Plasmodiumve Toxoplasma&a én n ¢ k| e er tilgneve capikopladta yonkendeilen

ri bozomal ve tip 2 vyhaaty aadssynthase 4, &Asl) ddunan y ol aj ¢
proteinlerk e k f edi | mi kt i r ( MbDdhasbrdddasmodiuwen faicipakunfkFAS- 1 9 9 9)
1 yol aj énén enzi ml e hibitérithien n{iyoldkiomisin pardzidenn F a b H
blytumesini engellemesiyle (5650 uM) brlikte api kop |l aslt léeny wleaJFANSeE n y ¢
bir rol¢negn ol duju ve il a- hedef i olvar ak d
ark, 2003. Lipidlerin hiicreyi- evr el eyen h¢cre zarénda, -enerji

translasyonel modikasyonh r é n d a vV e patojenitede al déekl ar

organizmalarda ol duju gibi Api kompl eksan par
Plasmodium feiparumi | e yapélan -al ékmallardgol paémaeitt
onucekicib i r il a- h éVdickramasingheve anlé ROOGE YVallerve ark, 2003).

Toxoplasma gondiFAS | | y o | aPjagmodium FacgparunkFAS|1 | 6 si ne benzer

ikl ediji b(Rdmakstmearketak R016; 2012).
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1.1.5.6. FASI| | 0 iag-hedeflerebilirli J i

In vitro deneysel ven siicoy ap €1l an al g or iTaxopiasmagoadi @k mad ar niol

hal de sentezleyemedi]i y a |l n &mic &derek Oesarisigeime | S
kof aktorlerini vV e biyok¢tl e rynaxé&dkaplasmar é n é
gondibni n neredeyse b¢t ¢n meEkopldsmdgondi amafi endah ad
novo sentezleri yapeél amaiylammi K (henoskdnligplel agkr, ol ar
2015. Parazitihg e n e | met abol ik ag¢ FAP d difimletini kapsayane | e n d |

oksi dor ed ¢ khitmadaltransférazlardan goara en yuksek metabolik hacme sahip
olan enzim -exidi (@e®20k!l aré g°r ¢l mektedir

® ECI ECII » ECIII
ECIV ® ECcvV @ ECVI
8.93%

2.92%
' 28.35%

10.82%
Liyaz
“Hidrolaz
14.09%
Transferaz
34.88%

k e k1i20. Tymoshenkove ark (20195 @dte r k - e | eTioxoplasmal gondirmetabolk
modeline g°re enzim sénéflarénén dajélém Kem

Plasmodiumve Toxoplasm@n é n  n ¢ k | e e r trapsknpte oldne posttrashstasyonel

olarakapi kopl asta y°nlendirilen ribozomal ve ti
synthase I, FASI) bulunan proteinlek e k f ed i | mi Kt i r, 19®MRIaSmodidne n v e

falciparum FAS| | yol aj énén e n Fabimlinkibitérimigh gthioladiamycin) o | an
parazitlerin blydmesini engellemesiyle ¢ 5 0 OM) birlikte -llapi kopl
y ol a] éynaskaal bir rol ¢néegn ol dujudivrei lielba-l elced e f
-eéekméekt éeve akW2003l ¢ipidlerin h, cr ey i -evreleyen he¢cre
depolamada, proteinlerin pestr ans | asyonel modi fi kasycdenl ar én

rolle r de¢kenegldeg] ¢nde t ¢m organi z enazitlemiicd de ol d uj
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hayati 6 ml er i bulunmahkt adérFRASB¢ltlgnydluaj eénéneén
hedef |l enebi | Apikompleksampakazitlardd @ k € | d € J-IEIn d & o IKEAJSE n € n
bile k e n |l e r i RPlasmodismmedTexoptasmd a ol duj u g°r ¢l mektedir
organizmalardabulunan oOkaryotik FAS y o | a jTe goadi gibi apikompleksanlarda

bulunan apikoplast FAS | yolajéndan yapésali <dcdamgd i k ve
farklaeéséeolsmyesi nde bu yol ak ol asé bir il
Apikompleksanlar igin hayati 6nemin ol&AS Il y ajJ asi di sentez yol aj €
enzimlerinin (FabH, FabG, FabZ, FabFabB/F) potansiyel ilag hedeflerolarak

incele n mi Kk (Skearsl 20A5)Bu surecte FAS 1l 6ncelikl®e | as modi um fkanl ci par
evresindeki hucrelerindelenenipb a Kk a fa@nasétik sonuglar elde edinsninar d @énd an
parazitlerin farklé yakam evr elmahtat @Efrenhedéeftl

-éektéjé h¢gcre evrkebielrdinji in  anglr.akeen meéexrted rd e(Jkie k i

Apikoplast FAS II Arastirma Gec¢misi

™ 5 : - i i Ik FAS II knockout mutantinin FAS II'nin P. falciparum
T. gondii & P. falciparum P. falciparum apikoplast FAS “"":‘ Plasmodium'da asilsiz o : . i :
apikoplastlarida FASII'nin kesfi R hari . bu: terapouk ilag hedefi ilan GAP asisi olarak fare modelinde sivrisinek evresinde elzem
edilmesi deneyi oldugunun Kesfi
T —— 1 1 - T -
FAS II'yi hedefledigi tahmin FAS II'nin Plasmodium kan DOXP yolagmin kan FAS II 'knockout'larinin insan
edilen ilk ilaglarin kan evresinde elzem olmadiginin ve evresindeki P. falciparum GAP agilar1 olmaya
evresindeki P. falcip 'da yalmizca P. berghei karaciger apikoplast islevi i¢in elzem uygunluklarinin §orgulanmasl
deneyi N

evresinde elzem oldugunun keiﬁ oldugunun keiﬁ

FAS II'yi hedefledigi diisiiniilen
ilk ilaglarin karaciger evresindeki
Plasmodium'da deneyi

P. falciparum apikoplast Rﬁlcipamm niikleer FAS Il'nin T.gondii takizoitleri FAS I_l'“i“ 3’“'“!“" P. yoelli F‘\-S l'l'"i" \ P. _f'h.lc.ipamm
genomunun dizilenmesi genomunun dizilenmesi icin elzem oldugunun kesfi karaciger evresinde elzem sivrisinek evresi igin elzem
oldugunun kesfi | |_olarak betimlenmesi

k e k1.2lL. Shearsve ark. (2015p ah t¢e r k- el ekt i ri | mi kK apgiak@mléast

K e mazanarkgizgisi.

FAS 1 yol aj éenén | baalil yktelnéreriiniim Y akannsha S0
y alpa&n bi r oeKal@edk moxaplasmagondii hiicrelerinden, dtrasiklin promotor
insersiyonu ile anhidr°z tetrasiklin (ATC) |
k ok ul | unhidrakstacifCoA dehidrogenaz) ve ECR (enoyf o A red ¢kt az) mu |
ol ukt tur. uYlamukasi di b i yrimisne imhibsynnunudn a garazit r biiirg/esi
czerindeki e t (kki eski i)l somlc; efhtalrARIillwtei rEL O by d lexje@a | er

olan DEH ve E@GBUWR@reidreyismehihbi-s y z un zlenemeresimel i y a
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sebep oBumeridkASultninumnn zi nci r | ide goadiretiaigcin mutlakr i ni n
°nem takédeéej] e hi @ Ranalgishnanve arld., 281t ek | emi kKt i r

A AKu80 tati iADEH B iAECR
ATc -+ - + ATc - &

Kisa Zincirli g .

Yag Aiitleri . ‘ .
- " - -
Uzun Zincirli
Yag Asitleri ™ - ‘
A

k e kli.2R. Ramakrishnanve ak. (2015)6 d agr k - e | eRAS Il rnhibisyon keneyi

s o0 nu-A Kanteol (oK u ddXi) ve FASI | enzi mi Kkokul gipbEHol ar ak
h¢crelerinin toBaqeCyRajh¢axgiedieri nolhatrFlIASr 4.1 I K
-ékan bezmzer ymajumsitlerinden yoksun Iipid iz
Apikoplast, siyaynobaktek © k e n | i pl astidik evrimsel ge- mi
karakteristikler sergileyen bir yapeder. Api

makrolit antibiyotiklerlehedef |l eni p parazit °1 ¢m¢g tetiklen

P. falciparumve T. gondib d e i nhikblietr® ri lbkei Ibekkmmr eylbazbedetl
FAS Il birimleri ACC (AsetitFCoA karboksilaz),b-KAS (b-Ketoagil Sentaz) ve ENR

(Enoyilagl Red ¢ k't az) enzil®@y.oriijcirr FAKe klill e hidtérml er i n
bilexkikler i1 e tar an ma fRobedsoaankg 2003y e n i ila-1ar-r
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* ACETYL-CoA

fops

—

MALONYL-CoA '

.Y

» ACETYL-ACP+MALONYL-ACP

BUTYRYL-ACP

k e k1.2B. P. falciparumve T. gondid d e
(Robers ve ark, 2003) FabG b-ketoacylAcp) siyah kutu - er i si nde

Apikompleksanlar, parazit tiriine ve o i t

sahiptir Gtriepen ve ark., 2007.

[-KETOACYL-ACPJ

«,-TRANS ENOYL-ACP

b ‘} =

FAS |

Bu

(FabG)

evrelerine

§-HYDROXYACYL-ACP ,‘\ 4

N

il a- hedef |l enmi
gesterilm
©zge¢n farkl e

bi | gparaiit holiemesndea npeaatin

met aboli k yakaménda mmabdak bYagmensdahi palbirfga
Kekil de eri kilebilir prokaryotik bir bol ¢n
met aboli k yolajénéen hedef | en didmektedma k u | bir vy

1.1.5.6.1.(Toxoplasma gond)i FabG (Fatty acid Biosynthesis G)

Bu tezicin Toxoplasma gondii - i n yakamsal °c thed efii olarakwgbsteniea n v e
b-ketoachACP rediktaz / FabGs e - i | (mk & £.24r FASI | -ketb grubununun
rediksiyonunn kae | i zI| eyebi l di ] i bi | (KEG&GnEC.t 1e1kL.100po | e k ¢
enzimdir.
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5%
i FabhD “0-C-CH,-C-5-CoA
R-C-S-ACP

NAD*
__n 1
FabB 0-C-CH,~-C-S-ACP
H* & FabF
NADH AccABCD
FabH o}
n
0 CH;-C-S-CoA
R-CH=CH-C-S-ACP R C CH2 C S-ACP
CH,= C- CH,- C S-ACP
Faoa FabG : ’
NADPH + H*

1
R-CH-CHZ-C S-ACP
NADP+

NADPH + H* + 3-Oxo/Ketostearoyl-[acp] * (R)-3-Hydroxyoctadecanoyl/steroyl-[acp] + NADP*

0 @ OH O
i

T N Y VS — — P Hy N e N N S g

( ki o) *‘N”lh? /\‘I/LNH 0 0 }q"‘l‘f:>
N o —o-b-o—bo-u_of N O opo—poaOf
S b & e i |
na oM HO “'c‘a o om o o
0=P-CH 0=P-OH
k e Kliz4. TgFabGFAS| |  ykod nagesEabG eaksiyonu(Zhang ve ark., 2002)

FAS kaskadéneéen (FabiZfBer ketryzaismlag rdblambéGzdond bir i z o
E.colid d €abD ve FabG genb° |l gel erini nin arasén«asetir ansk
yerlexkxtitirlaes&k i meinyonu et kisizlexkxtiril mesi
bilinmektedir (Pillaive ark, 2003).P. falciparumia bir anti bakteriyel vantiparaztik olan

hekzakle of en il e PfFabG inhibisywenk Jg206Q6)r.i | Hna k!
yapéda moleke¢ll er ol an f | awWwdaltiparuthFab® enzichine y ap €
nonk ompetitif o | az la& mlientum flaxenaidiet. in siligoisana farama

- al ek mame z d ailac-kenzerl v& nkanhaanc téirevib i | e kil kel eyapé benz
g°ster mesi a- és én dve ark, 2006 Bugind kadaroxopasnadgendiii r

FabG (TgFabG) ile ilgiliboyle bi r K madlue ma makt ad2r .- alB&Kk mae € n
TgFab&@ nyapéya dayalé ila- kekxkfi -al ékxmal aré i -
edilmesi, kinetik, biyokimyasalbiyofiziksel ve genely ap € s a | °czelliklerini
vitro ve in silico yontemérleger - e k| e k tYiarp d | nm &kt akiivite bvéskinetik z i m
-al ekxmal arénda Pol i mer az taphilococcus auRetauktasvey onu i
ark, 2012)ve Plasmodium falciparum( Tak d e mi r , 2006 ; Wi cder amas i
ark, 2003)FalG enzi m genl er i ni nekskrésgorveki@rs Balinde kdngpetaha n

Escherichia colibakt eri l erine transf or me edil mik ve i
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(protein) izolasyonu ile FabG deneygdgenin uygul
safl ejé& Sodyum Dod e sel ElektrSfrézif (8DFPACK) lilel kankral i | a mi c
e d i | rmrabGtprioteinlerNADPH kofaktorve AsetoasetCoA substraile tampon ¢ozelti

varl éj énda farkl é substrat k 0 n sea rkinalekis y on | a
k¢t ¢phanel erinin cyerleri il e tepki meye s o
spektroskopik hesapl anma s éStaphyloeoccus laareEabGl n hi b i
(SaFabG1l) il e yapeéel an feiark, 2012)det]m MAORHevee y i nd e
ACAcCoA (asetoasethk oenzi m A) konsantrasyonl ar é kul |
Brassica napuwye Plasmodium falciparuKid ej erl eri ne yakéen dejerl e
Kk i durumda da SaFabGl poizitf lkaekieredimarsy on ¢

yapénén aktif bl gelerinin birbirini pozitif
yapeneéen NADH il gomwegat diuj Kk oPlagmodiumsfaldipariend i r .
FabG, FabZz vV e Fabl kinetik zinhiodyenrca k miall @ r gragp&th a rb i

( Takdvemak,r 2006) kull anél an pol L2f(leteolmn) ve3F7 | av o no
(katekin galat) asetoasetii koenzim A ve NADPH'a godre nonkompetitif inhibisyon
g°stermiktir . jdejKeartleekriin, K gladidesetzi ikhe nA akscent soaansterta gy
64+ 08mMMve dejiken NADPH konst-®&.atM casay eldel ar € nc
edi |l mi ktir. Luteolin i-1in bu-08eg @&+H0lNMM aset 0:
ol ar ak bul un m®lasmedium faiparumeral &k masénda vYeWi ckr a
ark, 2006) potansiyel FabGhnbi t °r |l erinin tyalt aemaaé %8 o n wnchu
g°steren triklozan yapésal anal ogl ar é&; hekzeé
ve antelmintik), diresorsinol silfit ve bromofklorofen%7 5 6 fadanFabG inhibisyonu
g°stermiktirsodeBjidrelke kB .e2i hbKrComol ar aitnal €] én
vitro PlasmodiumICsod e ] er | er i y ¢ 88aBlloiak ak e b 6 B@tezinu Kt ur .

kimya deneyleribu@d é k mal ar t e mel al enarak ger-eklext:i

32



2. ARACLAR VE YONTEMLER

2.1. In silico Araglar ve Yontemler

¢ exiint kiico sunucu vV e yazeéel éml ar k ulTgraankEeeanmiark
fizyoki myasal par ame,prowih 8 boyutlul PBdt giap éyampdebl
i Kl evsel b°l ge tayinlerdi v e sanalataraana gnalizlea nsi y e

yapélmékt er

2.1.1. FabG aminoasit dizileri ile tirler ar a gekelbenzerlik analizleri

T g F a b Goomaplasma gondid n iapikompleksanlarve ek k a °karyotl ar gi

akrabal ar é, bakter.i ve mant ar terleri, mol e
neticede insana ait FabG turleri ile benzerlikiemspit e d i | nBu enzeriklerden yola
-ékeéelarak hem pimgegmi wi nhenmkédkylapeéeer! er i y o

2.1.1.1. Aminoasit dizilerinin eldesi

Biyoinformati k analizde kull anél aPklesrkodial an F a
falciparum (XP_001352100.1),Eimeria tenella (XP_013233585.1), Toxoplasma gondii
(XP_002371341.1),eishmania majo{XP_001683721)Trypanosoma crufXP_811840.1),

Schistoma japonicunfAAW26051.1), Sacchromyces cerevisgblP_012868.1),Zea mays
(NP_001167684.1),Homo sapiens(NP_004095.4)FAS | super molekulinin Uzerinde

bulunan FabG dmo | o g u leksd boigasi (Maier ve ark., 20Q8)ersinia pestis
(YP_002346610.1) vePseudomonas aeruginosae WP _057390673. 1) FASTA
NCBI (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi MerkezABD) (McEntyre J, Ostell J, editordhe NCBI
Handbook[Internet). Betresda (MD): National Center for Biotechnology Information (US);

2002) - evr i mi - | v er i traBualardam i0'a DNA| RNA ive prdtemiiceréni
ve gereksiz dizil erden arender él mex bir N CE
alenmekper/ fwww. ncbi.nlm.nih.gov/refseq/) ( O

al enmayan t ekt diesy 3dhistoma jagomicuneAAW26 051 . 1) FabGbo
nakleotit dizisi GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (Benson D. A. ve ark.,

2017) veri tabanéndan NCBI yolwuyla ilgildi prot
veri t aldeen éenddiadneneldi zil erden d¢gnya -apénda -
informati k iletikim ile olukmuk kapsamlé bir
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2.1.1.2. MUSCLE (EBI) & ESPriptile ¢oklu dizihi z al amas é

Topl am 11 FabG homol of unun oragrea mioz mabkat éndi :
proteinlerinin molek¢ler evrimi boyunca kor
t abi tutralpmsmktid ura.l an (amonhei misn t etikzeer it ymd e é spé

dizi/ késém) amino asinleneyery didleg ileibir shnraki dizalamaa s & i

ger-eklexktirilmicktir. TgFabG il e hiandnllan meék
129 rezidu uzunluktaki apikol a st sinyal peptidinin bittif]]
bakl ayacak «kakillmdeat ope mmBiSPeti pt di zi si t aban
yapeée konf or masyon hizal amal ar @éneén i deal b i
birlekt ptamak yhepsaa ve g°rsel hizal ama sonu-
EBI-MUSCLE (WeizhongL. ver ark. 2015) Ittps://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/musgle/

amino asit di Modelerd. B ilevd uaxmasa | aae  hicemmuékio | i m o

sekonder yapeénen k 0 nu nbir primers @ik o reck é re K tyiamiel dhij
ol ukt ur mak i -1in sonu- dosyal ar é ESPript

(http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPrigt/ sunucusuna g°nderil mik ve

2.1.1.3. MEME SUITE ile ké sciagisel motif analizi
Dizil er keésakekkeisfi nd rirssdT& (BEMEyN.EEIkan, 199% (http:/meme

suiteorg)) hi zal amaseéez ol ar ak (aral ekseéez diziler
k¢mel er i arasénda belirli bir boyutt aki bel
-%z¢ml emek, MEME"' i n t emel i K1 evi derde .veyaB u pr

bir-oju arasénda ortak halde mev abitmotd| masé

sorgulanan amino asit dizilerine sahip prote
edebilir. Mot i f uzunl uj u I ayianr | MEBE ks Uhaoabi
uygun sonu- i-in her dizidtifihehdaagl armbméaxktt
olarak 1e2' den d¢ke¢k dejerler anlamlé kabul edi |l n
optimize edilmiktir.

2.1.1.4. MEGA X filogenetik a] a analizi

FabG molekillerininfonksiyonal bélge dizisininhi z al a ma s é X dva MEGEBTG A

(Kumar Swve ark, 200 8; 2016)kulylaam®é ledmeé wirbaoo®t 410r ap o t e
Maksimum Likelihood (Tamura K. Ve ark., 201y{gntemiyle Uretilen filogené&k af a- yap és é
ile molekuler evrimin he ap |l agenaseék| et ij eirl mi¢knt i se- Xnekl er

varsayélan ayarlaré ol arak belirlenmicktir.
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https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/
http://meme-suite.org/
http://meme-suite.org/

yinelemede hizalamadan once bir karakteri (harfi) rastgeje id& va belirlenen tekrar
sayéséndaajffad®ggepatdken ol ukturur sonra bunl
Kurul ur . Sonu- dwdrremku B M&EGA %7 0ve MEGA 7 me t

k ey asldaenaerrdkendi ril miktir.

2.1.2. TgFabG dizi-ya pie | diw k itayini

TgFabG dizileri, sadece pegtit ahmi n sunucul aréné ve MHC epit
czere apikopl ast sinyal peptidi ( METE¢) il e
i-in, yapésal b°l ge dizisi (DGRVALé) kull anée

2.1.2.1. Hicreigi/Subseliler lokalizasyon tahmini (Euk-mPLoc 2.0, CELLO)

TgFabG enziminin hicresel lokalizasyonunun tespitindé&k-fBBLoc2.0 (Chou & Chen

2010) pttp://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/eukulti-2/) ve CELLO (Yu ve ark. 2014)
(http://cello.life.nctu.edu.ty/ sunucul ar éEukkmPlLloz2élOmexkt érl .as é

| okali zasyon Kk e s inmopbfide gteekiicim igen ontoljisimi, dlohksiyornel

bel gel er i vV e ardecxkek evrimsel verilerin hi
yontemdir ve eko | ar ak ayné protein i-in -oklu subse
da mumkink €1 ma.loti § eer t araftan CELLO, bir destek
Vect or Machineo) fdAmakine °jJrenmesi o modeline

2.1.2.2. Sinyal peptidi analizi (PlasmoAP, SignalP 4.1 SignalP 5.0 SMART)

TgFabG i -inde byaakpl éasnaglé clehidgerni°nn c etermmal K20r é d a |
rezide¢l ¢k sinyal b°l gesinin varlejé, bir ap
organeline sinyalleme paptd i nin ve olasé bir ya da birka-
goOsterir. Sinyalpept i dl er i ve transmembran b°lgeler i
tabanl é bir tespit y°nt emi veoéaran 2015i gnal
(http:/vww.cbs.dtu.dk/services/SignglP/ i | e bur dcde] gahghéeat egm si
peptidinin tanémlanmasé amacéyla n°ral aj |l ar
aygF t et meye opt i mi zsarumé @lmagnmArment8rosgva ark.,201®k. 0

ol arak kuYdpmae!| neerk avee yaa) | ma k i n e in%ijico ywntemher kul |
hesapl amal arénén isabetl] ve tutarl éeléejéneée a
il e besl eenimediir/.ejPa il tmi f ve negatif veriler
ejitim ama-(fet rvaeirnii nge tsleateidedie Plasmadium faltipanum | a b i |

api kopl ast hedef | eme peptidinin varl ej éne
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http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/euk-multi-2/
http://cello.life.nctu.edu.tw/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/

verler i nden olukturulan bil gi t ab a2003¢ bulbezde vy ° n't

Toxoplasma gondihomol ogunun FabG sinyal peptidin
dojrulanabilirlijini g°rmek i-in de keull aneée
i -1n ayre veri setl eri i1 e e] ya peptihitespitb i r y
met odudur . Bu birlexkik 1iKki neral aj , sinyal

kull aneéer vV e dijer aj é sinyal eded srgal desim pept i
bl gel erini t a reéRMNCK ile isekronize &der buluaan @enomik analiz
progr ameé yanéeseér a protein vV e -tygagstasyongl e r i t a
modi fi kasyonl ar gi bi) birlexktieneaal éb StMIARITe r
(Letunic & Bork 2018) (http://smart.embheidelberg.d@/fonksiyonel bolge, sinyal peptidi

ve transmembran peptid tayini i-in kullanélm

2.1.2.3. ProtSeckB (Protist Sekretom ve Subseliler Promm V e r i tamakzia n € )
ApikompleksanlaProtista©l emi nin ¢yel eridir. Proti st or ga
yakam dengséalheirpi nol dukl| ar éve lark.] 1988Bukun @ratistr (Du

protenl eri ne y¢ksek or andleai vektansmetbrankpépticden olasak ny a |

yang d €] é l'iterat ¢rde ger¢l mektedir (“wc Fadde
transmembranel eri Kim I -in byl e sinyal p ¢
oneamlidir ve TgFabG protist bir apikompleksan et i olarak bu analize wu
Amino asit di zi bil gi si vV e di zi I -erisind
bulundurduju bilinen profillere uy®eml elumjeu

prensibine dayal al &8zgrenf aldlglo& i smaluxzmrékkr én ¢
h¢gcre 0 - |l okalizasyon ve olasé sinyal pept

ark., 2016) (ttp://proteomics.ysu.edu/setomes/protist/index.php kul | anél mékt ér .

2124.Var s aly el @dgigeandlizi (NCBI CDD, Pfam)

TgFabG (sinyal peptidsiz) dizisi NCBI Conserved DamaDatabase (Marchl@auerve

ark, 2017) pttps://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtmé Pfam (Finn R. D. Ve

ark., 2016) littps://jpfam.xfam.ory/ v ar s ay € | aldlge iaralize susueusunda

kull anél mékt ér . Bur aduauk/is éanmed -e,ndlae&klii relzig ¢mi rf oe
proteini deneysel olarakadj r ul anmék mol ek¢l er bel gelerl e
yoluyla kekfetmektir. NCBICDDpng&apwsadeée ddanakih
veritabané aratmaséloxyaparAMdamgnBheAST SeBash To

Hi zal ama Arbagar i Atmae€®) kall anél mékt er . Pfam i
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protein aileleri oluktuadaiju KhgtlPir og KBI' wlee rc

bir Mkl anendrirl arak nit el

2.1.2.5. Y a p edsizarisizlik analizi (PrDOS, DISOPRED)

Bir-ok proteinin, fizyolojik ortamda dahil [

asit zincirleriinakeadéeakabe kpekimedi lymipi€tda m

kKkor unmasléenraa kb af ar kl & tersiyer yapélTgrabGal abi |

dizisi, PrDOS (Ishida & Kinoshita2007) qttp://prdos.hgc.jp/cgbin/top.cg) sunucusu

yoluyla bu tir dizensizlikler icin arelkr mé Kkt er . k¢pheli I - sel ol

PrDOS'un amino asit dizisemelive pr ot ei n ywmmlcomd!| gagbiathmm@&s € n €
4 dojru pozitif / yanl ékkipnoczii tbhifr oyameésdal:

tahmini, a y rzamanda birPSIPRED 4.0 moduli olaBb| SOPRED il e ger - ekl

(Jones & Cozetto2015. DISOPRED dizensiz bolg tahmnleriicin, destek vektér makinesi

(SVM) ve yapay ne°ral aj] y°ntemlerini birl ikt

2.1.2.6. Protein fizyokimyasal parametrelerinin he sapl anmasé (ProtPar am)
Bir mol ek¢l ¢ n  fiegtikceon poeffickrd)t svaey eétsah nfi rhalf lifgo)ar € ©° m
gi bi Flhgi | mol ek¢l er sabitlerinin yané séra
fizyokimyasal Ozelliklerinin Blir | e n me s i °rnejin, bir mol ek ¢ |
Protein ekspresyonunun eliektnr obfior el & lialveu z g °or
mol ek ¢ | ajerleje kullaneéelabil mektedir. Siny
ProtParam (John MNalker (ed): The Proteomics Protocols Handbook, Humana Press (2005)

(https:/lweb.expasy.org/protpargm/ s unucusu kull aneéel ar ak fizyoc
tespiti I - i n Buapa@retraerene® dziell rnii kktl ier . ° ne ml i ol ane
protein izolasyonu yapeéelabil mesi dieqier [Eixlpiansm

Protparam taraf éndan Avogadro sayeéeseé czer |
konsantrasyon birimi ile -1 e Ki t |é&bilan Daltenr (Saangr, 1924birimi olarak

hesapl aneér .

2.1.2.7. Sekonderya ptayini (PSIPRED v4.0)

TgFabG ¢ zer i ndeki yer el sekonder a-sarmala vedp-e o met r

tabakalar), PSIPRED A0 (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipref/sunucusu(Buchan & Jones

2019 il e tespiTgFab&dan yanli kdiizi si z protein, FASTA

yapél ar én tahmini vV e g 4.6 tJenes 1A®; 12 ydntenyi | a PS
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kul | anB3IRRERWM@Iir K i akamal & yapay -BPLA&TOdgn kealld
et tij]i pozisyona dayaeatak TgkabQG dizisi@nt orijinal |verileri ile e

gesterdiiji sekonder yapésal uyuml ar é hesaj
yapmak PAARRED .vH) ay €éc a protein aminoasi't di zi |l e
makinel er i odakl & & kg eevipkyen Je trapsmanbr@andlilsler 1 | e
arayan MEMSAT(Nugent & Jones2013,y ap és al d¢zensi zIli k tahmi

(Jones & Cozetto 2019 ve T Fab Goni n intramol ek¢l er rezi
hesaplayan DEEPMETAPSICOWK&ndathil ve ark., 200)9modydillerini icermektedirBu
mod¢l |l er TgFabG genel yapé ve karakteristikl

2.1.3. TgFabGd n immuinoinformatik a- € diacaelenmesi

Spesifik ve optimize edilmik uzunluklarda p:
dojru tahmini ve kexkf i, farmas®°tik Dbilimini
icin ¢ok ©6nemlidir. CD4 T hicreleri veya IHelper/ Ya r nacé€ hicreleri, yizeylerinde

MHC Il-cuyumlu h¢gcre déké anti persluenraen sglcirpel pr e
CD8T he¢creleri veya sitotoksik T hg¢creleri,

bir cekirdekli hicrenin membran yizeyizérnde sunulan MH& b aj é ml € h¢cre

antijenlerine benzer bir afiniteye sahipti. Bu MHC'ler (Major Histokomplatibilite

Kompl eksi), i nsan | ©kosit antijeni (HLA) g
mevcuttur; MHC | molekdlleri icin HLAA, B, C ve MHC Il molekadilleni icin HLA-DR, DB,

DQ. Ayné zamanda B h¢creleri, i lgili bir ep
akamalée bir dojrulama temelll| kontrol me k an i
aktive edilen bir Y ar d é mettarthgf enda anr alkd i Kll er i nd e, bu d
antijenlerin izl enmesini, bul unmaséne vV e F

kol ayl ak veérkée2016)HBrane kadar yiuksek immiinojenesite , yiiksek enfeksiyon

kabil iyéteiolmasa da indsédico immin epitop tahminleri (immuinoinformatik)
analizler tavsiye edilmektedifLoh ve ark., 2019).B u -al ékmada -ekKitli
y°ent eml er i kull anél mék ve sonu-ta ortaya - €k

parametelei; instabilite ince k s i (Alnstabhldrypypandexé, ogealkhd
AGrand Average of Hydropathicitiyo) ve alif
sunucusu ¢zerinden hesaplanméxkt ér .tdiBahl)de] er |
dayalmént abnucul aréna sajlanan peptid dizisi
pepti di muhafaza edilmiktir (Weiskopf D. Ve
cevreleyen reziduleri, MHC | epitopl ar e atuaderen wgun MH@e kKt ér .
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epitomémargapeda ol arak g°sterildijinden, bu
kal der él mexkt ér . Dojrusal vV e s¢reksi oz (birhbi

mol ek¢l ¢negn tersiyer pdpéaendam hptbneannae@i bo

proteinin 3B homol oji model i goxdeerjienrd er g° otl 6
sunulan yg¢gzdeli k derecel eri ve afinite °1-¢n
kabul edilrumuktwe .ol ukt u

2.1.3.1. IEDB CD4 immunojenesite tahmini
TgFabG czerindeki ol asé T h¢gcresi epitopl
birlexktirilmiktir. Bu y°ntemlerden birisi d

negfusuna en geninen7dleijléd eanfei il tdeauj qu® Htidr en ger

bajlayan ve peptid -evreleyen r eieyiditglénér i ni n
fialel yontend d i Paul (e ark., 2015. Dijer t a h robilinmsel Metatitdenmi S
deneyskanalizepitop sond | ar €elde eddlen arkigher i n ort ak genel yar
(Turner ve ar k., 200ec)el enmeséen i peptoil dilke ruir nuil
skoru kullanmakt adeéerSonhhdrmd&nvel Br RoDIAD RPIOK 8 k
immin epi t opl ar ol a rEpikop tahmm e $oeunum igdsteriem . peptidler

i mm¢gnojenesite skorlaré 11k %2061 1k ké@sma ¢
skorl arénén birlexki mi ol arak sunul muxktur.

2.1.3.2. Cizgisel MHC (Major Histokompatibilite Kompleks)ep i t op |l ar &

TgFabG ¢zerinde epi t-loHLA dllaler:ddne-A0801,\HaAAD206,n MHC
HLA-A0301, HLA-A1101, HLA-A2402, HLA-B0702, HLA-B0801, HLA-B4001, HLA-

B4402, HLA -B53 01 . TgFabG ¢zerinde é©lpHLA alpllerit ar a ma
DRB1 0101, DRB1 0301, DRB1_ 0401, DRB1_0405, DRB1_0701, DRB1_0802,
DRB1 0901, DRB1 1101, DRB1 1201, DRB1 1302, DRB1 1501, DRB3 0101,

DRB3 0202, DRB4 0101, DRB5 _010@reenbaunve ark., 2011p | ar ak se-i | mi kKt

2.1.3.2.1.IEDB NN-Align analizi
Kmm¢n Epi taogKim(We ark.,t2@1B) Http://www.iedb.org/ IEDB'nin MHC I

sunucusu, secilen yontem NWNI i gn ( Ni el sen M. Ve ark., 200
bel geyi kukat an peptid saranptdlezi dich eek £hea
ol ar ak tanémlanmaséneé s aj | tahmminyontemidir. Paplidr a | a
bajlayan -ekirdek b°lge ve bajlanma afinites
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ve deneysel ol arak onawlkdumeuy ¢MH Cv emroil ekeptl Il eer

ile ejitilmicktir.,

2.1.3.2.2.NetMHC 4.0 analizi
MHC | epitop tahmini sunucusu NetMHEO0 (& Nielsen 20 1 6 ) 6 -@lign (Kidssh M.

ve ar k., 2003) metodolojisinin geniklenil mik
icin ekl eme veya silme ikleminin nedemasédméuj u
icerir.

2.1.3.2.3.IEDB ANN -Align analizi

Tip | MHC epitop tahmini I -in daha y¢ksek
-eKitli neral aj t aimasyonnd & ol°aant eqe bt kK ni rbiilrmi k
yontemi (IEDB'de ANNalign)k u | | a n (&undegaart \&e rark., 2006; 2008)

2.1.3.2.4.NetMHCII 2.3 analizi
TgFabG'nin protein amino asit dizisi, her biri kendi MHC molekult icin Ne@il 2.3
(Jensen & ark., 2018) sunusunae j i t i m set | eri i1 e i srmblalet or a

ajlar ile epitop bajlanma afinite kestiri mi

2.1.3.2.5.IEDB MHC | epitopu immiinojeneste analizi
IEDB sunucunsun bir aracé o Veark., 203)QeptiddHC mmu n o g

komplk s er i ni n ol asé | i gand s pag il faimae sa fnii ni g esti
merkezi P (peptid) 46 Kkonuml ar éneén i megnojenei k °nemini
b°l gedeki amino asitlerin -exkitliarakhklgnnri t mal

edil en ol as-&pemiderirtinonim k e MEIICi k karakterl eri dej

2.1.3.2.6.IEDB epitop populasyonkapsamanalizi

| EDBOnNnin k-¢resell IMHZL el veritabanénén i mm¢gn
ol asé epit tegaakh mpept isdhercui i nsan n¢f wekununun
g°esteren verimli pot ansi y e ltopeaCoreservancyl Andlysis | e r i
(Buive ar k. , 2006) -evrimi-i analiz araceée Kkul | @
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2.1.3.3. Ellipro analizi

AkKkaj] éda t ar iHoyutle)demeldomoldi Bnodl, BEDB Ellipro epitop tahmin

sunucusma (Ponomarenkw e ar k. , 2008) girik verisi ol ar
proteinin kKekIlini fonksiyonel olarak bir eli
ol du-jauka@&mae éatdifaolatak tahmin eder ve bu reziegil , hesapl anmécxk
indekslerine (fiprotrusion indexo) dayanar ak
dékénda mevcut ol an be¢tenl ¢] ¢ 1| eksibdluluk ki | i |
K¢ mel e me algoritmak@&ntbennbbeksirezndbalbnr |-e&n
ol mamaséna ve her bir rezide¢gnegn ke¢etl e mer ke
epitoplarée belirler. LineeptddBi ©iiccbagl & epito

tahmin edilir.

2.1.3.4. Bepipred yontemleri ile cizgisel B-hiicresie p i t otghiiai r &

2.1.3.4.1.Bepipred analizi
Bepipred 1.0(http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPrddd) (Andersen ve k., 2006;
Larsen e ark.,, 2006) ve Bepipred 2.0 (Jespersen e v ark., 2017)

(http:/Avww.cbs.dtu.dk/services/BepiPrgd/ a mi n o asit di zi si taban
dojrusal @Btopthtghmin @ it eeni ni yani bir ejilim ©]
y°ent emi ni ve sakle Markof f model i (Hidden M

Bir polipeptit alt dizisinin merkezinde herhangi bir rezidinin gercek bir epitop olup
ol madeéeéejjeéemiea,nddkeapl anmék bireysel rezide¢g ejilir

model inin ortak uygulamasé ile sonuca ul akél

2.1.3.4.2.IEDB Bepipred 2.0 analizi

Sinyal peptidi dahil TgFabG dizisid e k i t ahmini l i neer B hg¢cresi
Epitope Predictionuwmucusunn Bepipred 2.0 (Larseme ar k . 2006) y°ntem
Sonuclar Molsoft Browseve Py MOL 6 d a p yabpemidsiz iignboysitiu modelie

tablo ¢zerinde go°re¢gnteéeglenmi ktir.

2.1.4. TgFabG aminoasit dizisine ba ] praein-protein et k i lleenini amalizi
Veritabane temel | i algoritmik y°nt eml er i

~

met aboli k ajé i-erisinde, Komukul uk, ek diz
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il e konumlandér el méxkt ér . Ayr éca adkélgkanth | e k s a

czerinde olasé °karyotik |ineer motif tarama

2.1.4.1. Okaryotik lineer motif (ELM) a nalizi
TgFabG api kompleksan protein ditzicsilLismiemmyralMo
(ELM) (Dinkel ve ark., 208) (http://elm.eu.org/ v er it abanémtain ol asé

etkilekim b°lgeleri taramasé i -in sorgul anmé
-izgisel/lineer motifler (Short Lineer Mot i
asit dizsi ni n i -eriji i1l e keéeyaslar ve be¢nyesind

proteinin yapésénda bulunup bulunmadeéej éneée t e
bel ge vV e h¢gcre - kompart man bil galleemrdée s a
pozitifleri el eyer ek anl aml é oranl arda post

dizilerini ve protein tUzerindeki konumunu tahmin eder (Puntervoll ve ark., 2003).

2.1.4.2. STRING (Search Tool for the Retrival of Interacting Genes/Proteins)

TgFabG proteinin n dijer FabG proteinleri vV e dij e
et kil ekiml-eronenn papt diamitasé olukturma 1iKkKI
dizisinin STRING Gzklarczykve ark, 2019 (https:/6tring-dborg) sunucusuna saj
il e yapBaRmMeNkd@ égenom ve protein dizi seviyel
varl eéjéeneé ve koin silioonkuakn éut] luannua fya°rnktleeml er i ne d a
hal de al gor it mi k birktirdd 1 & k gheend kp Ilbaidré jvervie t aban
protein et kilexkim ajlare ol ukturur. Proteir

olukturularak g°re¢nt ¢l enebil mektedir.

2.1.5. Homoloji modellemesj enerji minimizasyonu ve modelvalidasyonu

Toxplasma gndiFab G t ¢r¢neégn mevcut bir 3B (¢- boyut
Bu nedenlen silico analitik hesaplamalamolekiler dokingre molekiler similasyonlar igin

ger ekl i ol an dzrbenzalijgi® StBe rytaipgeis i, & prbteéirmin X-a b
ékéné krishali e mmiikoir kiathe@&pl| aarléénar ak sihomol o

yapélmékt er

2.1.5.1. NCBI/PSI-BLAST ile modellemeka | &elgirai
TgFabG' nin é - boyut !l u h omol o] alan wchnisii ackréne me s i

(apikoplas ve transmembr an )suiymgyuanl bdirz ihloemoil o-j & k amot
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olacak bir PBBi yiapéB€E€Bbahema BLASTNCB ®8ucusu
BLAST (Altschul, 1997; Altschul ve ark., 2009Basic Local Alignment Search Tol
(http:Awww.ncbi.nlm.nih.gov/blast) al gor iTt goadd &abG lermimineen fazla

aminoasit dizi homolojisi gosterdrabGenzimi tespity a p éMeaténk k oor di nat | ar é

( http:/www.rcsb.org/ ar KiiwidnideHranek hi rV.er i (RESBARDBg énd a

A P r oDataiBank )Toxoplasma gondiB-oksoacHACP rediktaz3-oxoacytacyl-carrier
protein] reduct ase) enzi mine alTdgFadethedyBeyarpyt
homol oj i model | eme yTyFabGe dimisiy Ntermindd 429 erididem mi K t i |
olukan sinyal peptidi ol madan bu araca y¢kl e

2.1.5.2. Modeller v9.15 ile 3boyutlu (3B) homoloji modellemesi

Model er 9. 15 & Blanded, 11893teWel{b SLa Faji 2016) il e, yakeén b
homologu olan Plasmodium falciparumFabG n i(PfFabG PDB ID: 2Q07) atomik

koordinatalagrntartaé&meell de edil mi ktir. Kar kél akt
benzerlijine g°re protein katl amal aréené dej

Kabl onuehidgiaziasi v e tmoldeermdyéiu ywmdd dmé Bed ak amad a
100 model ol ukturul muktur ve en d¢k¢gk DOPE (

zDOPE (normalize DOPE) skoruna sahip ol an mo

2.1.5.3. Homoloji modelinin atomik minimizasyonu (Chimera 1.10.2)

TgFabG homoloji modelinin potas i y e | enerjisini en aza indir
ve yukler eklemek, amga Amber FF14SB f or cef i eHinttra kK10 | an é |
(Petterseme ar k. |, 2004) prHde edem@Eotethraodlgi BQSE Chimenat € r .

1112 (https://www. cgl .ucsf.edu/chimera) progr .
gradient (500CG) ve steepest descerfl000SD)al gor i t mas é kull anel ar
yapél ar a mini mize edi | ec e karakv @oteilgre dokmg ticn i opt
hazérkltaégnrac@Mut | u Mieniarik.e, e2016nf Kk TgFRgpkeG hol

dojrulama i-in se-ilmiktir.
2154.Homol oj i modelinin 2B Topoloji Model nin
TgFabG homol oj i model ininb 28 osyyagpHeERA leap ol 0]

PROMOTI F protein motif Kematizasyon yazel éml
ol ukturan PDBsum sunucusunda ol uk3.HERA, mukt urt
ana zncirH-bajl arée diyagr ame, hbeal ki &k &) @y balppeotein a b | o n

43



motifleri kullanaa k 2B yap@kkemasé (slut c, HI90).SPRAMOEIF Thor n
ise bir rezidinuna-heliks veyab-tabakaya ait rezidulerin bu konformasyona uydtn
bajlarénén rezid¢lerin @&dHbetydlPRGGEnguablLad & .
kullanan, G (alfa karbon) vey,f d° n me a-élareéene incel eyen

(Hutchinson & Thornton, 1996).

2.1.5.5. Monomerik TgFabG homoloji modelinin genelvalidasyonu

2.1.5.5.1.ERRAT analizi

Karbon (C), oksijen (O) ve azot (N) atbna r € aakria sdeayjérnul éwe - i ft y°nl .
ol mayanénbajtloami k et kil eki ml er i ar asuétnadral kéil €f €
Olcer (Colovos & Yeatesl993) http://servicesn.mbi.ucledu/ERRAT).

2.1.5.5.2.RAMPAGE analizi

Rezid¢ler, fAkabul-Cled(iRRbi-€Ci PbRegEY) vdaNI ar ¢
polipeptit omurgaséenén d°nme hareketl eri & Z
kategorize edilir. Deneysel yontemleeil e r i xrid tme ika reggengllikle kusurlu

olacak herhangi bim slicomod el in kovalent geometr. bozul m
Cave bt orsiyon a-éelaré kul Idammé It @bisliiyronbiar- €9 la+
i ki pe@tiad callaeChHd&karot(N)ve karbonlaréen (C) yaptejeé
RAMPAGE kull anélarak bu torsiyon a-é&l areéenén
grafiji olukturul mukter ark., ( L o v 2003)

(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php

2.1.5.5.3.ProSA analizi

ProSA' da di zi uzunlujunun deneysel verice
dayanar ak olukturul an bir ortal amasaal aal afnc
rezidulerininenerjigr af i J i olukturul ur. Ayréeca nitel d e
bir di zi rastgel e rezidyg kuvvet enerji al
seviyelerinden basit 2 k or | ar & ol-8kboul aterade tatau SiBs yapél ar
deng/ s e | validasyon ile elde edil mik geigi- ek ya

rezdikre ner j i verim aral ek ol ukturur. Bu dej er
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tescill enmik ol ur & (Wi &igptr st e20)

(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php

2.1.5.5.4.ProQ analizi

ProQ, mo d e | kalitesini dejerlendirmek 1i-1in
Maxsub dej er | eruiproeinr ygpzéisdeglaerdm yaokean ol duj u
hesaplanmaseéyla belirlenir. Dijer taraftan
polipeptit alt di zisini °neml i °]1 - ¢de belir
(Cristobal S. ve &, 2001) (https://prog.bioinfo.se/ProQ/ProQ.hjml

2.1.5.5.5.Verify3D analizi

Protein 3B yapélarénda rastlanan amino asit
davranékéneée b protenri Ine ndeo yparpoes3deiilereid gdhzélebilir. Boylece

yanl éxk katl anmal ar i -eren 3B yapélardan k a-
rezid¢g seviyesinde rahat-a komku olan al't
Veri fy3Datlashna] rgu® s kbitnendgef e k yapeéel ardan €idinilen
ilikkil erinden olukan sunucuya °zel biBr ver.
skorl aré k4Bl asrkéorr.l aBe ®Br rezidegnegn go°megl ¢,
etk | @wanwu erk i | ebi | ir yé¢zey alanéna mar u3B bér ak
ortam sénéef énén bir tanéeml ayécéseé ol ar ak I
hesapl aneér . Ejer bir amino asit bazkalbuntnenen e
bir ak ér é ol masé b eek lakk.n i 1992; (Bawdetve yark., v 1991)
(http://servicesn.mbi.ucla.edu/Verify3D/

2.1.5.5.6.QMEAN analizi

Kantitatif/ Nicel Mo d e | E n e nejgy A nAanl ayl siE2d) / QMQ u a
protein yapélarénén ©°nemli geometrik yo°nl eri
potansiyellerinin bir °]1 -¢ ol arak hesapl anme
bir ar a- odratiitdg uknaun ét Il iatmenkett € ne  ak.,B  2008)

(https://swissmodel.expasy.org/gmean/

2.1.5.5.7.RMSD (PyMolL) analizi
TgFabG homol oj i model i i | e HMElasmodiyns fltiparym® nt e mli
model |l eme kal ébéarcas &nKd dloia Kiafe bapymas® e § Ro o t Me a
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Square Deviation), atomi k konumlareée inceley
belirl emek i -in hesapl anmékt ér (The @y MOL
Schrodinger, LLC).

2.1.5.6. Dimer ve tetramer araytzlerin modellemesi (Swisévodel)

TgFabG' nin di mer vV e tetramer araye¢zleri ol
mul ti mer yapeéel ar én homol oj i model |l emesi, ay
veritabané ol arak da nplgirmedeleme aunwecusu Swiddndeb t | k 3
suucusu il e ger - e kveak, COL7)Httpsewisamodel.expaSyR)gle n e r t

2.1.5.7. TgFabG dimer & tetramer arayuzlerin analizi (PISA)

PDBePISA (Proteinler, Argyz | e r ar vel M@n&hr) sunucusu dimer ve tetramer
model l erinin araye¢z rezide¢g etkilexkimlerinin
el de edil en araye¢z et kil ekimlerinin go°re¢nt

ku | anél mékt ér .

2.1.6. K| -aedeknebilirlik, uyumluluk ve Yiiksek verimli sanal taramao Hi¢h-

throughput virtual screeninghtVs) analizleri
Bir patojenik resept®©or mol ek¢l ¢ (bu dur umd e
kendisine yeterl:i baj |l anma aliriligand) te s a f gé°nsdt aenr
tanénmasé, patojen aktivitesinin iahabikay&®u
terap°°tik maddel eraikna mbiel&gfiisnmiyna r b adkel sat negkél - i !

(ComputerAided Drug Design / CADD ) reseptor teslle yiks& affinite gosteren bir

°ncy¢l bilexkijin kexfri iolla-r alkki kkeakbrujli meednii Igiiem. i
bir °ncegl bilekijin arakteéerél masée ve kekfed
dejil dir, &ansorukl e lairralkit éorinr hastal éja neden o
bir etmenin aktif bdlgesini yiksek affni t e il e arzul anan yakeénl] é
i nhibisyonuna sebep ol abil eceji vV e b°eyl ece
gbster | mi krgueira ve( eCke. 2015) . Protein ila-1la hed
bir molekdlin & t i f b°l gesine y¢ksek afinite i1ile baj

i nhi bi syon yar at ma ol aséel ej édeéereyi amadlagegsk t a s a |
TgFabG homoloji modelinde aktif bdlge cebi tahm i yapél mék \Migandbu c e

adayé bilekiklerin bajlanma seviyeleri taran
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2.1.6.1. Aktif bdlgelzerindeligandba j | acgpdayii
TgFabG homoloji modeli lzerinde yiksek verimli sanah r a mlacakyaktifbélge cebini
ol ukt umrdinn aktoloar € b e Dag&iteSconex KVolaanen aAc ve yartk.a 2010;

2012)  pttps://proteins.pluk/ ve  PockDrug IKussein ve ark., 2015)

(http://pockdrug.rpbs.uniparisdiderot.fr/cgtbin/index.py?page=home sunuchh ar é

kull anéel mékt ér . DoGSite, hesapladéjeée iirl k ©°nc
alt-ceplerine bdrek molekig r topol oji tahmininin I sabetin
bol gel er i tanémodmklk | eir-i kabs$ ol t anéma al
DoGSiteScorer'"én °ng°re¢lebilirlik pmaknd ar é,
°7 r enmrei taMagspélmeditedin PackDrug i s e, sadece sunucuya ¢
yapéséndan -ékardéje Dbilgilere dayanarak ak:’

ol ar ak hol o p rloitgeainnd éyna ppérl catr eplard &onrg agdo @moteié | € n

yapélnacegenckes i r med en ortaya -eékan belirsizlik
yapelée aktif cep b°lgelerini daha ge¢venilir
icerir.

2.1.6.2. YUksek verimli sanal tarama vemolekiler ye r | e kdbking smelifasyonu

Yuksek verimli sanal tarama (htVS) icim siicoy ° nt eml er ile akelle
yageénl akmaseé Ve koll iy tl @aw enfai®te & b a kiidlia eky@yaahla n
bilexikleri kkappephawpae ékh BEuwéen gkonm ve ark, 20)
(https:/pubchem.ncbi.nim.nih.gdy  ve ZINC  (Irwin &  Shoichet, 2005)
(http://zinc.docking.org) t i car i ol mayani,gakdmulyial eat Bk vkri
ZINCO d e6B38 filac-benzed b i | eve& iPUbChed d e3829 k u mar i n t ¢revi
topar |l akvemmlispglk ar ama amaleiery |l i 1°exgickn k¢t ¢phane
Kumarinler (1,2benzopiron veya -tidroksisinnamik asif-lakton), bitkilerden turetilerek
kekfedil mik, benzopialwesentatik tireerinm dansgrerkaiél ed lka n i
terapotik kapast el er i olduklaré bilinen kimyasal bi
m¢e mk¢n ol an 6 substitasyon noktasé varder.

i kI evl er d anmtinfladmatavar, antikanser, antigli antioksidn, antimikrobiyal,

enzim inhibisyonu ve merkezi sinir sistemi aktiviteleridir (Kontogiorsis ve ark., 2012).
Kumarin bilexkikler il lroexni ,habikrasbaiénerd ¢zgoiu
bulun a n fenol ik bi | euknilkalreééni a ytaenm@ssautajemihadeenon. B
sitotoksik karakteristiklere sahiptirler (Riveiro ve ark., 20I@FabG reseptoru, Schrodinger

Maestro (Friesner.ve ark., 20@) AProtein Hazeéerlama Sihirbaz
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PROPKA ile proton eklemi e enerjimi ni mi z as y o doking wimipagybnaimaa k
hazérl anméxkt ér . Ki myasall ar i-in ligand prej
Schrodinger Ligrep (Schrédnger Release 201&: LigPrep, Schrédinger, LLC, New York,

NY, 2019) i | e ytagBéhrodigex GLIDE' d e Kk i (Grid tabanl e Li
Yerl ekt irme) resept °r gr i aktf bdgeyw kapsayaneseptorf o n k s i

gridi o Itun. KGtl u rdel miulk éksely aepndil sanal tasamaé n | k s &radna
bil exkenkdeaé%2@ns e- i | mi k ve bir sonraki RSt andar
al énméexkt ér . SP doking i Kl emi nden - ékan bi

AEXt ra@®néci(sXP) d ovei nagr k( FrizGhe&é)y ikl emine g
sonundaen iyi 20 kinyasal secilerek incelemi kKt i r . Ayr écakismy-adealné ne
bajl anma D e | $chrdslingee Prime [Schsodinger Release 2049 Prime,
Schrédinger, LLC, New York, NY, 201Pp r o g r a méGBS$A (Bloledlildr Mechanics
Generalized BoBurface AreaGenheden&Ryde 2015) y°ntemiyle hesap

2.1.6.3.01 as & Tiggraanbdd ADME -t ax profilleri

Yiksekverimlisanaltar ama il e kekfedil en, TgFabG aktif
ol asé blilgandl erin abdmbl B auvitdésumdaoolb @ s &  e@dé rkébre r
olarak fizyokimyasal ve farmakokinetwiss par an

ADME sunucusu ve Schrodinger QikprogSchrodinger Release 20#9QikProp
Schrodinger, LLC, New York, NY, 2019.pro gr a mé | rka«dBb@enanalizler
bilekik-bhkEtinmityapeée!l i Kkilrerei nbii Ireikd &ll eolldr dk z i
et kilerinin tutarl e Kiemyasal mobdiellelkeirkilneir i al uyt
araséndaki renc é&lidrgtadg maoidld taleminlgri, QSAR (Quantitative
StructureAct i vity Rel ationAlt ipvi/i el)KkKainPt ki kt ieashli e r i Y akpl

yapél makt ader . Biyolojik aktiviteleri bilin
belli benzer k't i vite ve reaktivite g°sterdif5j.i bil ek
biyofiziksel 6zellikler n b aj da&l d&@j] € denkl eml er kull aneéel m
2017).

2.1.6.3.1.SwissADME

SwissA D ME , bi | fe Msorgslyany Dgn € | émtaboizm, Ekresyor® (ADME)
°czelliklerini bazée ©°zg¢n ve baze belli sunu
olukturduju algoritmalarl a hesapl amakt a kul

lipofilisiteleri, suda c¢ozunurlikleri igi kimyasal ap &€ v ekebbiiviaerlii k belirt
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yaneéseérAaDMEwinsosl e k ¢ | aj éerleje, topol ojik pol :
Surface Areao/ TPSA) gi bi fizyoki myasal par a
SwisSADME G Nni n & uB O BHGE Bigusu ile ligan d bilexkiklerin ga
veya beyin bariyerine adsor bsi yo-ABMEybanti kné n |

dojrudan farmas®°tik ile alakaleé wuygul mal aré
farmakokinetik paraetreleri ve by oer i keér i nr |l ikul | anar ak ol ukt
denkl eml e potansiyel Il a- ol ar ak dejerl end]

uyumlulujunu °1 -mesidir. Ayréca mevcut mol ek

I
atyapel arjeen dvuarrdirlemynwa a ddé&neyl eri nde yal anceée po
bil exkikler t ebbi ki myasal PAI NS ( pADME assay
taraféndan denetlenmektedir. Bu -al ékmada ¢

bitin parame&r | e r kewltléarn.é | m

2.1.6.3.2.Schrédinger Qikprop

Schrodinger QikProp (Schrodinger Release 201QikProp, Schrédinger, LLC, New York,

NY, 2019) progr ameé, y ¢ ksek veri mli sanal
fizyoki myasaltunmk g bika¢ gr- imm Iké weneeucka (Jorgensen
Rives 1988; Jorgensen & Duffy2000; Duffy & Jorgensen,2 0 0 2) ortaya kol
hesaplama y°ntemlerine dayanan algoritmalar
Daj el ém, Me t a b o Tokseitm)akaalEeklesininh ey @amp | anmasénda kul

Qi kProp hesaplamal aré sonucuvedar keknybsbhbexkilar

ile kéyaslar ve bunlareée bir i statistiksel é
Lipofilisite, suda cdmurlik gibi bi | eki k|l er i n ki myasal yapeés
czelliklerininin yanéséra Qi kprop mogicakg¢l er

Pol ar Surface Area o/ TPSA) gibi fizikokimya

2.1.7. Molekuler dinamik smulasyonu

Ol asé TgFabG i nvhrimbsanaPtarama vei molekigek dokikg yontemi ile
belirlendikten sonr a en iy bajlanma ©°zell.
simglasyonu yontemiyl & e®pikti ih eneimioreny kiar ar | Bl
k apsameén d@LIDEaq@cking,axXiP skor fonksiyonu) ve genel olarak tim molekuler
doking -aléexkxmalaré sadece belirlenen protein
skor fonksiyonuna GLIDE docking, XPskor fonksiyony gore tahmin etmede kullaé | a n
hesapl ambaéegd ssert @ Bark.,, 2006). Molekller dinamik ise bir molekiler
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sistemin (burada proteini gand et kil exkiminin) di nami Kk d
mekanik denklemine gore (Denklegil) z a ma n € nfonKdyohu olarakrsimile eden bir

hesaplama teknijidir (Salmaso ve Mor o, 2018)

d’ri(f) _ Fi(f)
a2 om

Denklem2.1Newt ondéun klasi k mekani k denkl emine g°

(F(t): t =atamuaipeddeldkavvet;ri(t):tz a ma ni@tontu@aun vektor pozisyonu;

m: atomun kutlesi)

Y¢éksek doking skorlaréna ve biyokimyasal vV a
dokingin bir sonu- olarak sunul mideapréeioc] u z an
ligand moe k ¢ | er doking et kilexkimlerinin mol ek ¢ | €
kompl eksin kararl él eéjé& onayl anmal eédeér . Ak si
soru i kKaret. olukacakt ér -ljg&ahtd dompleksl@ ®A0O5ns . Bu
sures nc e kararl el ekl aréneéen tespiti amaceéeyl a \
davranéexl|l aré incelenmiktir.

Mol ek¢l er d o k i nligand skomplekaleyié(TgRab®&d,t Llegi PubChem ID:
717506963; TgFab&2, Lig PubChem ID 320361, TgFabGL3, Lig PubChem ID:
132277201) v e L|INABD 8.9 sFhilip vé gric,&200bpr ogr amé i | e
tabanlé hesaplama yapél mék ve searky19863ie V MD
analiz edilmixktir.

MDS analizi icin ilk basamak olangland parametreleen i k The GHARKM General

Force Field (CGenFF)o (Vanommesl|l aeghe ve ar

Proteinl i gand yapéel ar énén hazé&arnl anmasne, ak ghimhls
konsantrasyonu 0. 15 amMr Na € m@Hendplady Moarkgao®&® i | d e
1.9.3 programé ile ger seéklasityil mi 12ndi.k0t0i Or . a dMeD:

ardéndan 500 ps NVT dengensmaarak 200 s snolediiemT d e n
dinami k hesapl amaJin sigeglerd ek Eernkl| ekl DM K ve
ol ar ak ay ar | analizled NAMDr 2.9 (Rhidibve ark., 2005) Linux86_64

multicoreCUDA programénda2xN¥IDIGHFEgsdasPeRO0i grafik |
-ekirdekl i I ntel | ¥mon &Sled! PHFEKSBA 8kawknakl! a

kull aneéel ar ak ger-eklexktirilmiktir. -and anal
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yapélaréeénén MDS sonr asviMD RHMBobBreywe ve Brk),$9B6)1PBa f i k |

programée ile ¢drizilerek incelenmik

2.2. Cihazlar, Kimyasallar & Cozeltiler

2.2.1. Cihazlar

1 BANDELIN MONOPULS UW-3200- Sonikator

1 BANDELIN SONOPULS 4050 UW501 Prob T102- Sonikator

i LABNET-25SHAKERi ¢ al kal amal € kar ékt ér éce

il BIO-RAD TransBlot Transfer SystemiWe st er n Bl ot ci haze
1 TETRA DSC7000X DSC cirez &

1 BEKOMD 15001 Mi kr odal ga Fér ém

i PEQLABiAgar oz Jel Kaset ve PCR Cihaze
1 BIRO-RAD PAC 300f Gug Unitesi

1 Varian CarryEclipseSpectrofluorometer Spektroflorometre

i Hellma Analytics QS High Precision Cell made of Quartz SUPRABIKTIistal
spekrofotometri kiivei

1 Shimadzu UV Spectrophotometer W\M800 Serral # A116352Spektrofotometre

1 AdventurerPro Ohau$ Hassas terazi

1 GFL mbH Di 30938 Burgwedek Typ. 20004 No: 10953901, V.230~ A= 13,0 Hz=
50/60

1 INOVIA Turbo Thermo Shaker Mdel: TSS2000 Seial NO: TSS2000-1007 i
Ter mal -al kal ayéceé

i BIOTEK Epoch Microplate Spectrophotomtry ReadeiSpektrometrik mikroplge
okuyucu

Thermo Scientific Helios ZETA UWIS - UV Spectrophotometer

BINDER BD 53 #05892121 Etuv

HERMLE Z326Ki SojJ ut mal € santrif ¢j

HALO SB-10 UV-VISi Spektofotometre

VELP SCIENTIFICAAREI | sét mal € manyeti k kar ékt ér écé
GEMO ELEKTROMAG DT104i Séd¢ &k kontr ol ci hazé
BIOSAN Vortex V-1PlusiVort eks ci hazé

KERN PFBi Hassas terazi (Max: 2009)

= =/ =/ =4 -4 -4 -5 -2
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Herolab Microcen 16 Mikrosantriflj

NUve nb9 bath Su banyosu

NlUve EN 500 Etuv

VWR DRY-Linei Etiv

A&D Company United HRR50AZT Hassas terazi

BIORAD Powerfac Basic 041BR99506Elektroforez sistemi

BIORAD Mini-PROTEAN Tetra SystemE|l ekt rof orez jel tankeéeé
VWR ProLab W0020.18 Mikrosantrif(j

N-BIOTEK NB-2051 Calkkda mal € i nk¢bat©Oor

Precisa XT320M Hassas terazi

METTLER TOLEDO Seven Compact S21({pH metre

BIORAD TRANSBLOT SD SEMIDRY TRANSFERCELLiWest ern Bl ot ci |
BANDELIN SONOPULS 4050, UW80, T10RSonikator g ¢ - kaynaj é ve g

= =2 =/ =2 A4 -4 -4 -4 -5 -2 -2 -3 -°

2.2.2. Kitve kimyasallar

2.2.2.1. Kitler

1 BIO-RAD Filter Paper Extra Thick Blot Paper Cat # 1703965 (7,5 x 10cm)

1 BIO-RAD Nitrocellulose Membrane 0.4#n; 30 cm x 3.5cm x 1 roll Cat # 1620115

f Hi sTALONE Gravity Column Purification Kit !

1 Promega Wizard SV Gel and PCR clagnSysem; REF.A9282; LOT. 000001289

1 Thermo Scientific aLICator Ligatiolndependent Cloning and Expression System KIT3
C-Terminal Histaq #K1261

1 Thermo Scientific polyvinyl difloride (PvDF) transfer membrane Prod# 88520 Lot #
QK2069121

1 Wizard Plus SV Miniprep DM Purification System Lot# 0000051224; RE460;
2014.04.25

2.2.2.2. Kimyasallar

T 3,306 Diaminobenzidin TetralGidrokl org¢r Hi dr e

1 Ampresco PBS Tablets; 100mL; Lot # 1502C163

1 BIO-RAD 30% Acrylmaide/Bis Solution 37:5:1 Cat#1610158 2.6% Crosslinker
Electrophoresis purity agent (500ml)
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BIO-RAD Quick StartM Bradford DyeReagent 1L Cat# 560205

Biolife Agar Bios Special LL (Agar Bateriogical) Lot# 39X013

Biolife Tryptone Lot# 21P010

Biolife Yeast Extract Lot# 17P019

Biro-rad Goat Anti Rabbit IgG (H+:HRP Conjugate #1706515

EMBOY Hidrojen Peroksit (KHOz2)

Fisher Bioreagestimidazole Lot# 183503

Fisher Scientific (Fisher Bioreagents) Glycine Lot# 152049

Fisher Scientific Ammonium Persulfate (APS) Lot# 154039

Fisher Scientific Brilliant Blue @50 Lot# 138377

Fisher Scientific Ethylenediamine Tetraacetic Acid L4060

Fisher Scientific Sodium Phosphate Dibasic Anhydrous Lot# 176692

Fisher Scientific Sodium Phosphate Monobasic Monohydrate Lot# 171695
Fisher Scientific Tween20 Lot# 160170

Gene Ruler DNA MarkeLadder Mix 0,1ng/mL, 50nL Lot#00358930 #SM0333
GeneDie X Novel Juice (DNA-l0DUVoBImpLasé) Cat #LDO0OO
ISOLAB Acetic Acid (Glacial) Lot# LR0124905AHW

ISOLAB Ethanol Absolut Lot# LR0O090612AGQ

ISOLAB Methanol Lot# LR0900607AGQ

Knvitrogen Ultr aP2ab¢5%6 Acryl amide Lot # 05
Knvitrogen -MéthylenebiBacrylamiddl bot¥ 681403680

MERCK Albumin fraction V (bovine serum) for biochemistry Lot K42179118 128
MERCK Ethanol Lot# K36413883 631

MERCK Glass Wool K93222286 (2509)

Page Ruler Prestained Protein Ladder Lo##¥8X13 Product ID#21616

Promega IPTG Lot#000121903REF. V395A; +2C - +1(°C; 5g

QIAGEN NI-NTA Agarose (25mL)

Riedelde Haen 30719 Salzsare min. 32%L (37% HCI); d=1,19kg/L

SIGMA Activated Charcoal Batch # 073K0086

SIGMA ALDRICH Anti 6xHis Antibody, product in rabbit synthetic peptide 18xHis
antigenic to KIH affinity isolated antibodyAB4301134
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SIGMA b-Ni cot i nami de a d e-phospleate ceduoed detrasadium daét 2 Nj

hydrateLot# ASLBX2813

SIGMA- ALDRI CH Wasdhiedd with Hydrochloric Acido
SIGMA-ALDRICH Acetoacetyl coenzyme A sodium salt hydrate Lot# 058K0055V
SIGMA-ALDRICH Agaroz (Multi PurposéAgarose LOT#14241000)
SIGMA-ALDRICH Glycerol Solution Lot# SZBG119AV

SIGMA-ALDRICH Glycine Lot# SZBB096AV

SIGMA-ALDRICH Sodium Chloride Lot# SZBF2750V

Sigma Life Science Trizma Base Lot# 051M54221V

Sigma Lif e Si-Tegametiylethylernediahine EMED)

SOC Outgrowth MediurdkB90205 Exp. 12/16

SpectraM Multcolor Broad Range Proten Ladder (20 Lot# 00399520

SpectrdM Multicolor Broad Range Proten Ladder (280 Lot# 00399520

Thermo Scientific GeneRuler 100bp DNA Ladder Lot#0059568

Thermo Scientific Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (2ZR25Qot#
00346845

Trisma Base (Sigma Lif8ciences [1kg] Batch#088KS4051)

223. Ha z ér | ¢zditilarn -

2.2.3.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR/PCR)

PCR reaksiyonu:
dH207 33mL

Pfu Bufferi 5mL
dNTPmixT 5mL
Forward Primef 2,5mL

Reverse Primeir 2,5rL
Kal ép 110N A
Pfu DNA Polimerazi 1nL

Koloni PCR
dH201T 24m_
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Pfu Bufferi 5mL
dNTPmixi 2,5m_
Forward Primeii 2,5mL
Reverse Primer 2,5mL
Kal eép 7 1Dn A

Pfu DNA Polimerazi 1nL

dNTPmix (2mM, 100m.))
10mM dATPI 20mL
10mM dTTP- 20mL
10mM dGTP- 20mL
10mM dCTP- 20mL
dH20 - 20mL

2.2.3.2. Agaroz jel elektrofore zi

%161 i k Agaroz Elektroforez Jeli (50mL)
Agaroz (Multi Purpose Agarose LOT#1424100@).5 g

1X TAE (Tris Asetat Etilen Diamin Tetra Asetik Asit)50 mL

50X TAE (Tris Asetat Etilen Diamin Tetra Asetik Asit) (~30 mL)
Trisma Base (Sigma Life Sciences [1IB8atch#088KS4051)24.2 g
Asetik Asit-5.71 mL

0.5M EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit)20mL

-1x0e setreltmek i-1in;

6 mLOSI 300mL6ye tamamlanméxkt er .

(Tank Tamponu olaraR50mL1 X TAE kul |l anél méxkt ér . )

2.2.3.3. Kompetan hiicre eldesi, ligasyon,transformasyon verekombinant ekspresyonu
LB Broth (100mL)

BactoYeasti 0,59

Bacto Tryptond 1g

NaCli 1g
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5mM Tris HCL (100mL)
Trizma Baei 12,1g

CacCl,

CaCb.2H,0 (100mM)i 1,4702g
MgCl.6H20 (5mM)i 0,10165g
Tris HCL (5mM:; pH 7,6) 500mL

6M HCL (40mL)

*Riedelde Haen 30719 Salzsare min. 37% 2,5L (37% HCI)

d=1,19kg/L
M= m/mA/N = d/mA = 32,6M
32,6 x 0,37 =12,06M

1M NaCl (10mL)
NaCli 0,584g

1M KCL (10mL)
KCLi 0,745g

2M Mg*2 (10mL)
MgCl2.6H20 2,033g
MgSQu.7H0'i 2,465g

*¥nce 5mLo6de

2M Glikoz (10mL)
Glikoz 1 3,69

*Once 5mLdde -

SOC Medium (100mL)
Bacto Tryptoné 2,09
Bacto Yeast 0,59

1M NaCli 1mL

-0zl e

ozl ¢
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IM KCIT 0,25mL
2M Glikoz T 1mL

2M Mg*2 1 1mL

*SOC Outgrowth Medium# B9 0205 Exp. 12/ 16 hazeéer SOC ™
kull anél mékt ér .

Gliserol Kompetan H¢gcre Stoju

T 300m. %50 Gliserol + Bl Amfisilin ilaveli 5mL6 | i k he¢gcre KIg | t ¢ ¢
karéktéereéel mékt éer .
T Sevé azotta dondurul muktur .

1 Donduktansonrs80°C6de sakl anméxkt ér .

LIC Reaksiyonu:
5X LIC Tamponui 2 mL
Safl aktéeréelméek PCR | r¢ng:
 TgFabGR1 1mL (80 ng) ; 0,72mL (50,78 ng)
1 TgFabGE/2 (1:2 seyreltiky 0,76 mL (80 ng)
1 TgFabGEi 0.6 (53,82 ng)
N¢kl ear®alz tSouupl am hacme g°re kullanél méektér .
T4 DNA Polimerazi 1 nL

2.2.3.4. SDSPAGE

Lizis Tamponu (1lt):

50Mm NahkPOs:-6.90g
300mM NacCl:- 17.54¢g
10mM K miOdbégz o |

(pH NaOH il e 86e ayarlande)
%1 20Ay &r ma Jel i (10mL) :
dH20:3.35mL

1.5M TrisHCI (ph 8.8)2.5mL
%10 SDS100mL
%30 Akrilamid/Bisakrilamid:4mL
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%10 APS (Amonyum PersilfatjsmL
TEMED (Tetraetilmetiletilendiamin)15mL

%1801 i k Ayérma Jel. (10mL) :
%30 Akrilamid/Bisakrilamidi 6mL

1.5M TrisHCI pH 8.8 2.5mL

%10 SDS 100nL

dH207 1.35mL

TEMED - 15mL

%10 APS- 75mL

%401 ¢k Yokl eme Jel i (5mL) :
%30 Akrilamid/Bisakrilamid i 0.65mL

0.5M TrisHCI pH 6.8 1.25mL

%10 SDS' 50m_

dH207 3.05mL

TEMED - 6mL

%10 APSI 30/m_

5X TAE SDSPAGE Tank Buffer (1lt):

(1X6e seyreltilerek kullaneéel de)
Trizma basel5g

Glisin: 729

%0,1SDS:5g

SDSPAGE Protein Boyama Cdzeltisi (100mL):
%0,1Coomasi Brilliant Blue0.1g

%40 Metanol40mL

%10 Asetik Asit:10mL

SDSPAGE Boya Uzaklakteéereéeceée (11t):
%5 Metanol:50mL
%7 Asetik Asit: 70mL
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SAB/Sample Application Buffer/Ornek Uygulama Tamponu (10mL):
%10 SDS1g

0.5M TrisHCL (6.8 pH):0.6g

%5 Gliserol:0.5mL

%2,52-Merkaptoetanol0.25mL

%0.05 Bromofenol Mavisi0.005g

2.2.3.5. Western Blot

10X Transfer Tamponu (pH 8,3; 450mL):
Glisin T 14.5g

Trizma Basé 29g

SDSi 1.85¢g

-1Xigin :

10X Transfer Tamponu 50mL

dH207 350mL

Metanoli 50mL

10X TBS (500mL):
NaCli 40g

KCIT 1g

Trisma Basé 15g

-1 X0eOdiH e seyreltilmiktir.

1X TBST (100 mL)
10X Transfer Tamponu 50mL
dH207 450mL

PBSTween20 (pH 7,2500mL):
PBSi 5 tablet
Tween20i 1mL

%5 Sut Tozu Cozeltisi (100mL)
Ya] séz Byt Tozu
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IXTBSTiHacme tamamlanméxkt ér .

Primer Antikor C6zeltisi(10mL) :
Primer Antikor- 1m_

%5 St Tozu Cozeltigi 10mL

Sekonder Antikor C6zeltisi(10mL):
Sekonder Antikor 1mL

PBSTween20i 10mL

DAB (3063 Diaminobenzidi~al0mld):r ahi dr okl or ¢r hidr
DAB i 0.06g

PBS (7,2 pH) 100mL

H20271 10mL

2.2.3.6. Kromatografi

Dengeleyci Tampon (200 mL)

50 mM NaHPQOs:1.38 g

300 mM NaCl3.5g

10 mM Kimil3bgzol

(pH HCL/ Naa&yHari |l &n &8rb.e)

Yékama Tamponu (100mL)

50 mM Nah:POs: 0.69 g[NaH2POs.H20 (MW 137.99 g/mol)
300 mM NaCl:1.754 g

20 mM Kmil3dbgz ol

(PH HCL/NaOH ileB8 6 e ayarl anér . )

Elisyon Tamponu (100 mL)

50 mM NahkPQu: 0.69 g[NaH2POs.H20 (MW 137.99 g/mol)

300 mM Na@: 1.754 g

150 mM Khtcd azol

(pH HCL/ NaOH il e 806e ayarlanér.)
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2.2.3.7. Biyokimyasal ve biyofiziksel analizler

Bradford Cozeltileri (1mL)

20nL 0,1mg/mL BSA + 78nL dH0+200. Br adf ord Boyas
40nmL 0,1mg/mL BSA+ 78 dH20+200k Br adf ord Boyas
60nL 0,1mg/mL BSA+ 7&nL dH0+200. Br adf ord Boyas
80nL 0,1mg/mL BSA+ 78&nL dH20+200. Br adf ord Boyas
2nL TgFabG + 798L dHO+200nL Br adf ord Boyaseé
10nL TgFabG + 796L dH-O+200n. Br adf ord Boyasé

M D D

(o]l

0.05M/50mM, 6.8 pH NaP Tamponu + 0.25M NaCl (100mL)
NaH:PQO4 (0.0255M)i 0.352¢g

NaHPO4 (0.0245M)i 0.348g

NaCL (0.25M)i 1.461g

0.01M/10mM, 6.8 pH NaP Tamponu (100mL)
NaH2PQO4 (0.0005M) T 0.007g
NaHPO4(0.0006M) 1 0.007g

0.02M/10mM, 7.0 pH NaP Tamponu +150mM NaCl + 1mM EDTA + %10 Gliserol
(100mL)

NaH2POs (0.0116M) T 0.120y

NaHPO4(0.0084M) 7 0.1179

EDTA (1mm) -0.00292¢g

0.0012M NADPH
0.001g NADPH 1 mL dH20i 33.33nL = 200mM / 200k (Tepkime son hemi)

0.0012MAcAcCoA
0.00075g AcAcCoA / 750 dH20i 79.83nL = 500mM / 200

Aktivite Tepkime Sollsyonu:
79.83nL AcCAACCOA

33.33nL. NADPH
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61.84nL NaP Tamponu
25nL TgFabGR

2.3. In Vitro YOntemler

2.3.1. TgFabG-rekombinant Escherichiacoli (BL21DES3) hiicrelerinin eldesi

2.3.1.1. Plazmid ekspresyonvektori segimi

Toxoplasma gondiFabG proteininin rekombinant olarak-tCe r mi n a | 6xHi s ikKa
i-in halkasal bir pazmid vekt®re gen aktarér
Escherichia colibakterisnin B2 1 DE3 suku i -in uygun olan pLA
( k €Xxd) . Bu vekt©or cretici firma taraféndan |
bulunmaktadér ve vekt©°re dohil edilen insert

ul akmakt adéer

=
= TAA TGA T=
=8 B==T
82 2258
T lacO P, lacO | |RBS  6xHis Py L
PLATE31 ’ mBT1-T2 T7 ‘
S - s
- _—
Py; - T7 RNAz Promotoru
T rrBT1-T2 - Transkripsiyon Terminatrii
g lac0 - lac Operatorii
Pyer - Pyt promoter
: pLATE vectors TT7 - T7 terminator
= ~4,5 kb lacl - lac repressor

6xHis - Polihistidin Isaret
rop - Plazmid kopya sayismm kontrolii
rep (pMB1) - Replikasyon orijini

& bla (Ap") - B-lactamase gene

8,
<)

k e k211l pLATE31 halkasal vektor gorseli ve Uzerinbeu | unan anl| @gimdele b° | ¢

gostermi. KIT-3 g°rsel l erinin t¢mder ki-regne kttamatl aom kR |i
pPLATE31 vekt©°rg¢ herhangi bir r e k oifndenetika n t y &

i kKl evselli k ve verigmnreitilrtémam pablh 21 o & r neakk

¥rnejin ekspresyon dengesi sajlayan ve T7 K
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lacO operatdrleri verop gibi duzenleyici genler ve restriksiyon enziminéama nro&k t al a

vekto°r ¢zerinde bulunmaktadeéeéer

Tablo2l.pLATE31 vektOre¢gn i ketmenferi nde bul unan gene

pLATE31 Ekspresyon Vektori

TrmnBT1-T2 rmBT1-T2 transkripsiyon terminatdrli, promotor benz

etmenleri kontrol ede

PT7 T7 RNA polmeraz promobru, Kklonlanan genin

lacO ekspresyonunu kontroledervee vr el eyen | a
kontrol sajlar.

RBS Ver i mli gen translasyonu i

ATG Ba k| &adgne -

TAA, TGA Stopkodonu

Pret Pretpromobru T7 promotorundanbazalk s pr esy o1

TT7 T7 terminatordl 7 promotorundan transkripsiyonu durduru

lacl Lac repressorl, T7 promotorunun bazal ekspresy
iczerinde sékée kontrol sajl

rop Rop proteini, plazmid kopy

rep pMB1 plazmidin replik@yon orijini.

bla (ApR) Amfisilin diblektamazgers R§kbnabipant

h¢crelerin bakém ve se-ili

6xHis Cterminalpol i hi stidin ikaret.

Herhangi bir TgFabG konstriktinin PCR ve LIC metodu ile zéiga z | i gasyon
kull anél masé gerekecek f-drwdedbeki rmtehdemiswel epr
Bu kablonlar kullanlarak FabG varsa&kgnerkekan i kIl

hal kasal plazmid vekt©°r olukumu tamamlanméckt

Tablo 22. pLATE31 vektorin LICKIF3 0 d e bet i ml enen ©°zge¢n pri mer

LIC Vektor  6xHistag Forward Primer Reverse Primer
pLATE31 C-Terminal 5- 5-
AGAAGGAGATATAACT GTGGTGGTGATGGTGATG
ATG - FabG- 3' GCC FabG- 3
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pPLATE3 1, restriksiyon enzimler3d6dl| @&Olkielsi ent tviely
metodu ile insert gen taraféendan haRRBasall a

TgFabG geninin ekspresyonunu m¢mkg¢fowakdée!| an R

primer dizileri i-inde bulunmaktader
pLATE31
14 nilkleotid yapiskan ug
5' - AGAAGGAGATATAACTATG TgFabG GG -3
3 - GATAC CCGGTAGTGGTAGTGGTGGTG - &'
l 19 niikleotid yapiskan ug¢ l

RBS start Sthls

stop stop

G/ H H H H H H|G
- BRI CCAGAAGGAGATATAACTATG — L. -~ GG TAA‘
# GATAC L CCGGTAGTGGTAGTGGTGGTGCC T —
kelkRRIpPLATE31 vekt°r¢gngnun | ingéaweynmagostezime hal kas
KIT-36¢n ©°nerdifiji |l i gaz enzi msi z -316i gya’sny¢onnd, e PDON:

pol i mer-a y ® n BAtetkzenukzdt aktivitelerine sahip olan T4 DNA polimeraz

kull anmakt28d.erT4 kBMAI| pol i meraz ekzongikl eaz &
kompl ementer C (Sitozin)boe sénérlamaktader
pLATE31 v arabilmektedir.b a j

5' - AGAAGGAGATATAACTATG TeFabG TAATGACTTCCCATCTCC - 3'
3'- TCTTCCTCTATATTGATAC g ATTACTGAAGGGTAGAGG - &'

1T4 DNA Polymerase

+dGTP
start stop
5' - AGAAGGAGATATAACTATG -~ TAATG B!
8- GHTAQ gta ATTACTGAAGGGTAGAGG - 5'
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kek2iB3lLI C (Ligation I ndependent Cloning) l i ga
yapékkan u- Il &r & ab iexIme&ketpiegéstedi.ib i ni n

LIC tepkimesine uygun Kkokul |l ar rkdefelugilarakl an ki

bell i di zi uzunl ukl ar & rdatepkmme fimidealiOj0,2 pikorbok | | i n
aral ej énda PCRglgand @F i ekl ener @&dblo 2Ba ZTgFHaBGa n mé K t
konstre¢egktl eri ol ukturul ur kenredetekenma Kk @imiats @ nlid ar

her PCR urin0 igcinbaz uz unl uk | ahesaplasd phglifenea miktardatepkime

-%zeltisinde eklenmi«kxtir.

Tablo 2.3. pLATE31 vektorine LIC prosedurd icin aLICator kBTé ¢ n 1006 ¢ n f ar k

bazuzwnlul ar d a ki PCR ¢reéenl eri i -in betimledif].i i C
PCR Uran bzuzunluklari LIC icin ideal ng kitle (0.1pmol DNA.)

100 6.5

300 19.25

500 32.5

1000(1kB) 65

2000 130

3000 195

4000 260

5000 325
LI'C ile bakareng!| aeol kwinlgd whiknt , t bhaxafror masyo
forward ve reverse primerler kull ag#.lLi&r ak ny¢
dizileme primerleri I nsert geni ard veergverse RBS

primerlerine gér e T7 promot °rden bakl ayan vekt ©or
kapsamaktadérl ar . Dol ayéséeyla dizileme arde
negkleotid di zi hizal amasénda TgEkatoGe ik onstr

ekl ekmdiDil Mure ur .
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20-mer LIC forward dizileme prim:eri
>

T7 promoter [~

o9 TAATA CC TAL 3 AACAATTICCC TAATTTTGTT
IATTAT GCTGAGTG ATCZCOTTAA CAC G TTGTTANGGG ATTAAAACAA
Swal (Smil RBS
361 b ——— CCATCTCCGG
TGTAAATT TA TATATT 6xHistag CCG ATTACTGAAG GGTAGI -
14 nt sticky end
Stul Sphl
(Eco14rl) _(Pael) _Pacl
431 3G GGTCATTAAT TAACCTCCTG TGTGAAATTG
AAATTTGTCC CCAGTAATTA ATTGGAGGAC ACACTTTAAC AA

<
Y

24-mer LIC reverse dizileme primeri

kekRidlpLATE31 vekt©°or di zigemetikibdlgelgye @iHitagidkeakrie talnil
gen konstriktinan ligasyon bolgesinin gosterimi.

2.3.1.2. TgFabG genkonstruktlerinin klonlama vektori tzerinde PCRilegcoj] al t €l mas é
23.1.21.Primertasar € mé

RekanbinantE. coliba k't er i s b¢e¢nyesinde ¢retil mek ¢zer
se-il en ekspresyon vekt©°r¢ PpLATE31 talimat|
fonksiyonel b°l gesine g°re farkl e kadam@ml ar d:
ol ukul mukt @5. TdFEb&K i3 Ikonstriklerinin orijinal genin nukleotid dizisi
czerindeki bakl ange- noktal ar e, guanin S
dej er | endi primérimigkabG dizisi UEerinde, fonksiyonel bdlgenim knl gaé -

noktag nd an bakl amakta b°ylece TgFabGF1l sadece

betimlemektedir.

>XM_002371300.1 Toxoplasma gondii ME49 3-ketoacyl-(acyl-carrier-protein) reductase partial mRNA
ATGGAGACACCTGTCTCCGTCCAGACGGCCCGAAGGCCCTCTTCCTCCCGCTCCCTGAACCTGCTCACC
CTCGCCCTGTCGCTCTTCTTCGCACCAACTGTCTCCGCGCGCTTGGTTGCGTCTACAGCGCCTGCGTCTT
CTTTCTCTGGCGCTTCAGGCTTCCTCTCACCCGTCCCTCTCGGCTTCTCCGCGGCGGCGCCTCTCCGCGG
AGCCTCCTCCCGGCCCATCCAAGCTCACGGTGACGGCTCCGCCCACTCCGCGAACGCCCTTCCTTCTTC
TTCTCCTTCTTCTTTCCTTCGAGGCCAGGCCTCTGATGCGCGECCGCTCTCGACGACGAGCTCCIEEEE
[ A A ACTCACTTTCGGGGGACCTGAAACGGGAGAGAAGBACGGGCGGGTGGCTCTAGTCACCGGT
GCAAGTCGCGGCATCGGCAAGGCGATTGCAGACGCTCTCGCAGAAGGCGGAGTATCCCATCTCATCTG
CGTCGCCAGACAACA AGCAGCCTGCGACGAGGCGGCGGCGGATCTGCGGAGGCGCGGCTTCTCAGCGAGC
GGCCATGCAGTCGATGTAGGCGACGGACCGGCCGTCGCCGCTCTCTGCGAAGAGTTACTCCAGCAGTATC
CTCACATCGATATTCTGGTGAACAACGCAGGCATCACGCGCGACAATCTCTTCATTCGGATGAATGAGC
AAGAGTGGAACGACGTCATCAACACCAACCTGAACTCGGCGTTCTACTTCTCGTCGCACATCATCAAACG
CATGGTCAAAAACCGGTTCGGCCGCATCATCAACATTTCGTCGGTCATCGGCGTCGGCGGCAACCCAGG
CCAGGCGAACTACGCAGCGTCGAAGGCAGGAATGATAGGCCTCACGCGAACTCTCGGCAAGGAGTACGCG
AACCGGAACATCACCGTTAATGCCATTGCGCCGGGCTTCATTCGATCTGCGATGACCGACAAAATGCCTGA
AGAAGCGAAGAAACATGCGATGGCGCAGATTCCAGCAAACCGCCTTGGAGAACCGAAAGACGTCGCTGCC
CTCGCCGCGTTCCTCGCCTCAGACCAAGCAGGATACATCACCGGGAAAGTCATTCCGGTGGACHORGEE

TGA

@ =TeFabGF,

5 AGAAGGAGATATAACTATGTGCTCGGCGTAC 3° (T, = 66,5 °C, 31 nucleotides, GC = 42%)

[0 = TgFabGr,

5 AGAAGGAGATATAACTATGACGGGAGAGAAGGAC 3 (T,, = 65,34 °C, 34 mucleotides, GC = 44%)
O =TeFabGF,

5 AGAAGGAGATATAACTATGGACGGGCGGGTGGCT 3° (T,, = 68,96 °C, 31 nucleotides, GC = 529%)
B = TeFabGR

5 GTGGTGGTGATGGTGATGGCCGTTGCCTCCAAACAA 3 (T, = 76,5 °C, 36 nucleotides, GC = 55.6%)
k e R5.[TgFabGk-23pr i mer t asarémlarénén TgFabG gen d
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Toxoplasma gondiFabG ME49 gen dizilimi (Gene ID: 78983) dncelikle NCBI nikleotid
veri tabanéndan el de edilmiktir. TgFabG geni

firmaséna sentezlettirilmiktir

2.3.1.2.2.Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR/PCR)

Ekspresyon vektérine ak | onl ama amaceéeyl a syoguRPab @dger, &8 mp
daki ka denat ¢grasyon akamas éybldae b2akd alielpa 4ba
(annealing) ve 72 6de 2 d a k ielangasyohzolmakniaere (45 déngu halinde

ger - ekl ekt i 2.6).ISonolararakr terrhikale € et ma  a doedrig@ dakika

uygul anméexkt ér .

72°C 2 daki
-1« dakik

k e ki6.IPolimeraz Zincir ReaksiyonfPZR)a k € kK K e ma s €.

PCR Reaksiyonuy
dH20171 33nL

Pfu Bufferi 5nL
dNTPmixi 5L

Forward Primefi 2,5mL
Reverse Primer 2,510
Kal ép 11BN A

Pfu DNA Polimeraz 1ni
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2.3.1.2.3.Agaroz jel elektroforezi ile transformasyondo j r ul a ma

Pol i meraz Zincir Reaksiyonu i1 e -ojaltelan
agaroz j el de 4-60mdrekikea &liede elekiraforetik laraky r €| mék | ar d
Herhangi bir¢ | safl aktérmasé yapél maméxkt éer .

Agaroz jel elektroforezi drnekleri:

1 TgFabGh primeri ile PCR veya koloni PCR Griinii DNAx i

1 TgFabGE primeri ile PCR veya koloni PCR Urtini DNBx niL

1 DNA Marker/Laddeii 5x/mL

T DNA Boyxaskeekl|l inde y¢klenmi ktir.
Agaroz jel Uzerinde ~800 baz uzuplw n d BGR DNA creéenleri kul |l an
mar ker/ standardén 1kB bandé referans al énar
( k ex). |

bp ng/0.5 pg %

10000 18 36
8000 18 36
6000 18 36
5000 18 36
2000 18 36
3500 18 36
3000 60 12.0

75500 16 32
5000 16 32
1500 16 3.2
21200 16 32
1000 60 120
e 900 17 3.4
—3800 17 34
700 17 3.4
600 17 34
500 60 12.0
400 20 40
300 20 40
500 20 40
100 20 40

% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/ecm, 45 min

kek7rlAgaroz Jel ElektroforezindedderMixDeA el an
st and asefedrsm@mzuanluk/biyiklikb ant | ar é.
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2.3.1.24PCRUrGNOsaf | akt &r mas é

Bakarélé PCR iklemlerinin agaroz | el el ektr
Wizard SV Gel and PCR cleaup System (REF.A9282; LOT. 00000128Ritik ul | anél ar a
PCR safl akt &r maisBeucinyetdpenéekstreksiyon ya@pl ma me Kkt ér ve seé
Kkull anél mékt ér . DNA PCR ¢ré¢négne exkit haci md
SV minikolona pipetlenen °ramglonoda deadakl éjiéa
al t énarlenyteorplleakmta t ¢ p¢ Yyl @ SIBMA 1i5k tsea nlt6r.i OF 0.0 g 6cdi h &
secakléejenda 1 dakika santrif ¢] edil mi ktir

mi ni kol ondaknh {enapembe@ni YekRdMma Sol isyonubo
16. 00@go6odda sécakl éjédrnnda eli dmiki tkiar .sal3aizdint ¢

AMembran Yékama Sol ¢syonuo ile 16.000gd6de oc
Mi ni kol on ependomfng kyenkertzi rsiul i @k I3e@nndiakt 1 r

dakikai nk ¢ basyon ar d e nkdaapnaj é p ean-déok bir Kekil de
amacéyla) 16.000g6de oda sécakléjéenda 1 daki
30nk n¢kl eazsézalduwedat o-poll zagnag thy penadtmekld @ Ced i

drinleri-20 6 de sakl anméxkt ér .

2.3.1.3. Kompetan E. coli (BL21DE3) hiicrelerinin eldesi

Vektor transformasyonu icin kompetak. coli h ¢ cr el er i Esgherchia ¢olni kKt i r
(BL21DE3) hicre kudlturinden 562@ 50 mL L B Br ot 37 66ad ee kih@&dhenp Kt i
ODsoo(l dalgaboyu= 600nm icin optik dansite) 080, 4 A absorbans dejerl
kadar -al kal amal é i nktdbGad e r 8@0 0 rngkmbdee exd i d mk
ed | mi ktir vV e sé¢pernatant| ar uzdalel camiingir €1 mé K
ardeéendéadre 45 000rpmbéde 5 dakika santif ¢j edi |l m

ImLCaCibde -°z¢il megkKt ¢r

2.3.1.4. TgFabG geninin pLATE31 ekspresyonvektorine alt-klon| an mas é

TgFabG geni €Terminal 6xHistag bulunduran pLATE31 ekspresyon Gekbe estriksiyon

enzimsiz ve ligaz s &z ki | de Ther mo Scientific Ther mo
Independent Cloning and Expression System -BIT #1261 kul |l anérl.ar ak

PLATE31 ekspresyon vektorine 6zel primerler Uretici direktiflerine uglldaasd a n mé Kkt ér .
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L retici firma Thermo Scientificoin direktif]
sistemine T4 DNA polimeragekiull deankMadmbkehnma gt
ar k. , 2016) . PCR g dofwhrd wprimeirilenelde éedilen rPCR rirdné n F

DNAOGd anL (88.8%ng) &L 5X LIC Tamponu 6.4L n ¢ k| e a znk 8&DNAu ve I
Polimerazile & kez vortiks ve sasnaaocdll¢gjléemdmee @rdaék
edil miktir.nL REBKAIi yor @.uGgasyonublamwakteyd av é amam
vektor orneklerti20 6 de s ak liaelpRRGR égr ¢kl enti kdehadélkemeéext
akamadan sonra her hamgis ébiyrapRCRagegn e&rsafl ak

2.3.1.5. Transformasyon

Elde edilen halkasal pLATE31 vektorii kompetanColi BL21DE3 bakterilerine transforme

edi |l mi ktir. Ligasyon ¢régneégng¢g kompetan hgegcr e
orneklerintitretimemesine dikkat edilerek 426 d e 90 saniye ésé Koku U
bekl et me ardéndan | $#10@tldiek&ka A7 nd diel aivnek ¢ebdaisy on a
46 kez ters y¢z edildikten sonra-3bgpl pen] Bad é
LIC (insert gen) ve transformasyon (plazmid DNA) kontrolleri ile birlikte her 6rnekrilp0

2007 (x2) veinickahdhb h8c agar petrilere ekil
transformasyon petrilerinden birinde gozlemlenen kolari 2mfisilin i | av el | 5mL seé
besiyerine ekihi we koloni PCRicin gece boyunca3b de 180r pmdde i nkg¢be
Transformasyon DNA $mnslana analizi, koloni PCR ve agazroz jel elektroforgdntemleri

il e onayl anméxkt é

2.3.1.5.1.Koloni PCR
Olukturul an okanstDNAtYyapésnéna TgFabG geninin

ger-eklexktiril mick ol dujunu DNA sselklerigders i nd e
al @énan DNA izolatlarénéen kaleéep olarak kull an
O0zgun forward prilmr | er | er i kull anél mékt ér . Transf orm
konstruktl icererE. coliBL2 1 DE3 h ¢ cr el e siyeringbekilip gdceBboysireay € b e
37 6de i nk¢be edil di kt en sonra enlLdd. BdimLénh i

ependorf tipe laén é p 13.000 rprmoéde 7dk nkadRAO0dfay | e
-0zl megKkKt g ve O&de nh0 o akliakB.OMOeSk pend d e milibt idra

santrif ¢j ardéndan DNA s¢pernatanta ge- mi kK ha
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Koloni PCR reaksiyonu

dH207 24nL

Pfu Bufferi 5L

dNTPmixT 5nL

Forward Primef 2,51L

Reverse Primer 2,5nL

TgFabG DNAI 1ni

Pfu DNA Polimeaz i 1nL

PCR reaksiyonu 956 d e 5 daki ka s¢ren bir °n denat ¢r
eklenmesi ile 94 6 d e 1 . 5dendtigdsyiork 8560 d e baj | ammae wWe d7azk i k
uzama akamalarénéen 45 d°n@gde skG ddakl measiuzam
gerck | e kKt i r i harSciertific KIF3 éfrhier sajl adeéejé ~720b- wuzu
fragmenti ve koloni PCR urini DA °rnekl er i Il e agar oz j el

transformasyon kontrolg¢ yapél méxkt eéer.

2.3.1.5.2. TgFabGF, Konstriktlerin DNA Dizilemesi

2.3.1.5.2.1Miniprep

TgFabGky apél aré dizilemeye g°nderil meWizgdzer e K
Plus SV Miniprep DNA Purification System Lot# 0000051224; REF A1460; 2014.04.25
reaktanlaré ve belirtilen y°ntemlextiéri.l e kol
SéveéebdsB yerinde - oxjkenstriiké hiore kilturmgd Endl® rGLFmiktarda

al énan °rnekler 12. 000 rpméde 5 dakika boyhi
250k AH¢gcre Res¢gspansyi onk $AZ &lethziCoda IRmidsti 0 ° z ¢ |
eklenip~46 kere ters y¢z edilmik ve 5 dakika bo
Daha sonra ornekler 35@i AN°tralizasyon ¢-26zlked ters ylizo e k |
edildi kten sonra oda sécak]| @&sargrifijccdh | MRk ODO. r pm
Kkinci akamada elde edilem h¢cre lizateée d°k
yerlexktirilmiktir. 1 daki ka boyunca 12.000
pl azmid vektor DNAOGNEéEN i K Uepkhmak t lca leé ma s & ¢ g
s¢zeéent ¢ uzakl akt ér él méxkt ér .

Yékama akanms énEHtaand50 | aveli) AYékama ¢°zel't

ekl enmik ve 12.000 rpmbéde 1 dakika santrif ¢
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ademmMms5@6Yekamai gtelrai l anmékt &r ve son ol ar ak
12. 000 rpmbde 2 dakika santrif ¢j edi |l mi ktir.
Son el ¢syon el desdr naenkalceéryilnai TigaFkaébyGaFn A Spi n |
ependorf kabéen ¢stndnei Ny &ilSleeawr tsiichdaédnadiaknt i Ir . d &BIl0i
boyunca oda sécakléjénda 12. 000 rpmbéde san

topl ama kahbd einl el .dbe mLOtlii -RO ependaklfanmekti 81 no

2.3.1.5.2.2.Sangerdizilemesi
TgFabGE konstriktinin b a k a tramdfoénasyonunu nikleotid dizisi seviyesinde

dojrulamak amacéyl a st andar.t(Sariperve a®al®tyer di zi

2.3.1.5.2.3Next generation sequencing (NGS)

TgFabGE konstruktinin nukleik asit dizisi N& (Next Generation Sequencing) ile
incelen mi kBu dizleme y°nteminde bir-ok dizi fragment |
ol ukturdukl ar e k oarrszeun sa¢gnlaenr i chi ztioypel auree@i@,@j] € b
2019)

2.3.2. Rekombinant protein ekspresyonuvesa f | akt ér €l mas é

2.3.2.1. Protein ekspresyonu optimizasyonu
Elde edilen TgFabG transformasyon UrURU coli BL21DE3 hiicrelerinden gliserol hiicre

st ok | alLBeagad patriereekimy ap él mék ve pas@viée- o) @d it. \oed memre

Ger ekl i ol dujunda yeni gl i sapélrmbxstomkel ar & |
TgFabGE-3 E. coli BL21DE3 konstriikt hicreti protein ekspresyonu igin inkiibasyondan

°nce h¢e¢crelerin hazérl anan gliserol stojund
prosed¢rde taze olarak ¢retilmiktir.

2.3.2.1.1.TgFabG hicrelerinin LB agar petrilere ekimi

Rekombinant TgFabGk konstriktleri pLATE31 vektorinun konstruklere direncini
kazandéerdeéejé dolayeéeséyla k¢gltegr ortaménda be
Amfisilin antibiyotii]i e g B4 6 dgBce Boguaca inkplbet r i | e

edil miklerdir
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2.3.2.1.2.TgFabG konstruktlerinin LB s2 \kéltirde- o] al t é mé

LB Agar petri k¢l t ¢rkd e- ogjeaclet éa kasntréltlgiifimakbkCoFe e d
kol oni se-i mi yapél arak séveée |LnBe KBereoéirlek ¢desiy
hazérl anér keneri igie d nL1IAMfwilin veb O y akt i f séve h¢gc

kull anél mékt ér .

2.3.2.1.2.1S é c a k indiikieyiai mnolaritesi ile ekspresyonkontroli

PLATE31 ekspresyon vektorinin prokaryotik bir sistemde Okaryotik iptetm

ek spresyonunun m¢ mk ¢ tac opdromuanun € aktdvitesiai aifd ke yer@kn
rekombinant protein cretimini sajl ayan I PT
optimizasyonuy ap &€l mékt er . Bur ada ama - sonr a el de
supernatat fraksiyonunda yiksek konsantrasyonda TgFabG proteini a@teektir.
Rekombinant hdcreler bu tez boyunca-0.1 mM | PTG il e indg¢kI enmi
ardendan h anad &l ebri r- aildkkay) m@&tcakd eéektlada ve 180 r

edi lrmi Kt i

2.3.2.1.22Proteinli z Aa Z#Zér | anék é

Rekombinant TgFabGFgeni ekliE. coli hiicrelerinin TgFabG#protein konstraktinu total
protein izolateénda s¢pernatanmmt it agdager el e
kokul |l ar - %z ¢ml ene rda bek fulerde IPF@ #ei indakkenip kinkibeu | | a
edilen TgFabGE h ¢ cr e ke¢elterlerinden al en®AGE®Itarli
y a p €| m@ngfarmeE.. coli BL21 (DE3) ve kontrolE. coli BL21 (DE3) hicreleri insert

olmadan LuriaBertani (LB) medyuranda 100mg/ mL ampi si | i nidoetroly et i Kt
hiicreleri 180 rpm 37 6 de bel irt el en s¢rel erd-kBlODspk ¢ be e
opti k yojéaklajehduehnMQL PTG ile ind¢gklenmikdir
h¢creler - akUbaotdelim@/| és ébciak lierkt a ve 180 rpmde
¥rnekl er 3 saat , 5 saat Ve bir gece boyun

Knk¢basyam ledéetdnekten 6 mL aléenép 15mLol i
kaltur orneklerinde +4 6 dB000r pmode 20 daki ka santrif ¢,
edi | rliaetpelletleri506L Li zi s Ta mp oBandélimSbropuls 8onikatidrgep

%60 gictebuz ¢st ¢nde 20 saniyelik aralarla 6x10
once lizistampnundadgr adasyona ujratél mékt éve30dakigkacr e | i
santrif ¢j edi |l mi ktir. S¢per naPAaGEtle ekspregpe | | et
anali zi i -in kull anéel mékt ér . E k ol ar ak TgF
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( éxtinction coef ficient o) ami noasi't dizil i mi kul |
hesapl ama S unuc us yhttpso/vebrexpady.org/droBargndyindeslerek
yapél mékt eéer .

2.3.2.1.2.3SDS PAGE
TgFabG=s hiicrek ¢, 1 t ¢rl erinden al eénan -PtACGEaIl ep i o tyeipré |

Jel iszerinde bamt k @lemahki sii ninimgMmMkFabG konstr
se-imlerine glre ami no asik8 . diOz it lagiraiin - eelkdaen
konstg, k't I erinin fizyoki myasal parametrel eri E
ortamenda °1| - ¢l mgkt ¢r.

>XP_002371341.1 3-ketoacyl-(acyl-carrier-protein) reductase [Toxoplasma gondii ME49]
METPVSVQTARRPSSSRSLNLLTLALSLFFAPTVSARLVASTAPASSFSGASGFLSPVPLGFSAAAPLRG
ASSRPIQAHGDGSAHSANALPSSSPSSFLRGQASDARPLSTTS(M-)-YKLTFGGPE(M-)TGEK(M - ) DGRVALVTGAS
RGIGKATADALAEGGVSHLICVARQQAACDEAAADLRRRGFSASGHAVDVGDGPAVAALCEELLQQYPHI
DILVNNAGITRDNLFIRMNEQEWNDVINTNLNSAFYFSSHIIKRMVKNRFGRIINISSVIGVGGNPGQAN
YAASKAGMIGLTRTLGKEY ANRNITVNAIAPGFIRSAMTDKMPEEAKKHAMAQIPANRLGEPKDVAALAA
FLASDQAGYITGKVIPVD GGMBRGGNGHHHHHHG

Protein Uzunlugu Molekiil Agirhig (kDA) GRAVY Alifatik indeks Instabilite indeksi
O 71gkFabGFy = 256 amino asit 27.12985 kDA -0.088 88.95 40.43
[0 TgFabGF: = 260 amino asit 27.54530 kDA -0.019 87.58 39.24
. TgFabGF3 = 272 amino asit 28.79972 kDA -0.048 85.51 39.29

k e k28 TgFabGh-23 pr i mer tasar éml ar & nlé amnodsit daisiG s i n
czerindeki bakl ange-( K&amnmg adviaf,é n sma rfavardt er i mi

primerlerinin sentezi bakl atteéeje b°lgeleri [

TgFabG pellet ve s¢pernat-a2t) SAB (@Qraek Uygulamae k | er i

Tamponu) il e karékterkd meike el gnartkidavielyi @raéksae p imp
tablaséséaalkl5éekta 10 daRAGE berkétklbtetier dlaz &D
°rnekler M (Marker), sp (s¢pernatant ), p (pe

TgFabGE. coliBL21DE3 konstruKerinin drnekleri ya yana olnak Uzere; sp, p, sp, p olarak
SDSpoliakrilamid jellere vy¢kdJ1130¥ da~8 baatrbayunca. El e
uy g ul a dhaenea $centific Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (2H250

Lot# 00346845 &SpectrdV Multcolor Broad Rang Proten Ladder (25@) Lot# 00399520

(sol da) ve Page Rul er Prestained Protein La
mar ker/ standartlaréen i kisinde -®2%26kbamdekih seki
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https://web.expasy.org/protparam/

aj erel etjems i | r kedhangibir Ipratentiderkli SDSPAGE veya WesterBlot

°rnejinde TgFabG varl éjeéenén takibi i( kierk i kul |
2.9).
Gel Blot kDa
—— - 260-
- ~170 —
~ ~130 — 110
— ~05 — —
_— - -7 — -~100 -
- 55 — - - 70 |
- i - ~50 -
—— ~34 — . ~40 _| -
-_..26_ ""'35_“
- 25 ~| .
- .17 — - _~]5_-
i R - ~10 -
4-20% Tris glycine SDS-PAGE, 5ulfane  Gel Blot

kek29lKul | anéPAGE SPSotein stardatl tklhgare@arer®@n bfedr

protein bantl aréé.

2.3.2.2.Protensaf | akt ér masé

Rekombinant TgFabGFk o s nt r ¢ k't ¢, opti mize edil en i nkg¢ |
ardéendan, y¢sksekilmg wibilatkkiteaSiev k¢l t ¢r ¢neén t 01
PLATE31 ekpresyon vek °r ¢ n¢n yapéya kazameétea] & ahakte
affinite kromat ograf i si il e safl akt éreéel méxkt
protein yaperbmat ¢ rdlegjgéesva@et ol uml u Bledkke | er i
ark., 2008).

2.3.2.21.Totalproteinli z hda Z2ér | anéek e
TransformeE. coli BL21 (DE3) ve kontrb E. coli BL21 (DE3) hucreleri insert olmadan

50mL Luria-Bertani (LB) medyumunda 100 mg/mdemp i si | i nd e HicrelerD.&x t i r i | 1
1.1 ODsooopt i k yojaxknléakfg2ZamMnl PTG il e indg¢kl enmick
ardendan h¢gecreler -al kabamakééekitia vemkBAt ar
edi |l mi ktir. ¥rnekl eronoras@&@atanladyurbea € n &jt doltpnhe
Orneklerinden +4 6 d e r5p0n®00d ea k2 &k ad sant ri f ¢ ] il e hg¢gcecre
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Hicre pelletleri éace3mL | i zi s t amponunda el darasmlo nhaa cuijm

ependor f | @BandelindSarjopuls sohilatdrde %60 glcte buz Ustinde 20 saniyelik

aralarla 6x10 dngi boyuna sonikasyon | e homoj eni Hecedi |l mzat er 14
ve 30 dakika santrif ¢ Inealizéereki bolintirSDEPABE per nat

ile ekspresyon anali zi i-in kullanél méktér.

2.3.2.2.2.Ni-NTA 6xHis affinite kromatografisi

His-tag ilavelienzimile NINTA agarozun et kil eki mini saj | ama
IMN-NTA agaroz ile 1 @®&atr pméyen Klasaainkdnih@ad d mée K 1
piston - ék ar €l mé Kk 5 ml 61 i k bir Kér émgaty md éak ®] ey

gecirim K tKur.ut ma k©f edéenén czerine Kér énganeén

yerliput i kielsména ibriirl mi wbiimg gé8u kKekil de haze
sabitlemi Kk Kil k ol arak filtre wmgavepcaimygk ¢ i kel Itaénkéalle
olukturupame ed¢ zyeaej e - al k asoary & sa@ad hoyunkaa r € K t ¢

- al k alNaMTAéagaroz kolonun eklenmesi ile NNTA gravit e kol onur
t amaml a rKai@a to@lr protein | i zy ¢ €l e nKkKolrdan rakan ik $zdntu
fraksiyonundan SD®# AGE anal i zi mekt eKo°lromegk i&liéeéndef a (
tamponu il e yeékarkma ktdn¥2aID&RAGH ramalizi ficin elisyon
°rnekl eri ile birlikte sakldeis@xtampanu ile safy € k a ma
protein ©°r A0ej5mLkodlko nddcegad améen2&n e a .

2.3.2.2.3.HiISTALON gravite kolon kromatografisi

TALON® re-ineler, rekombinant polihistidin b
tasar,| atnena« | - adawmmaobdtiyenn siibie et ki | eanetalml er e
affinite kromatografisi recineleridir. Bu recineler, a y geéktifler ile uyumlu olanplumiu

veya denat ¢r epredtieiin ksoxfull d atr @raél maséné sajl a

ger¢l def ¢ thil i®&éemseonmuasioden gelmekicing, TALON® recine
rekombinant polihistidini kK a b @ t € n gré&eainkem (ABD Patenti No. 5.962.641)
safl akt ér mak i -1n °czel bir tetradent at me t

iyonl ar énénideahbhirée benlek r © A € g a tak dlektropeztif nethal yyantina r a
sert afinitzl0)g?° sBueriikl| e(nb epkotlle hd st h d K makheiysatni d
proteinlerin -evresine metal iyonl ar@neén er |

baj | kRapesitesi at ér ér . Bu ©°zellikleri I | fel amd téalma &
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basamajénda wuygulanabilir r e- i n,elhce Amerikh ma k t a

Birlekik Devlietleri ve Kanada).
E
¥ A ;‘E B
- ¢
_ 40 T
- I I Mi-NTA
. é 209 _
- 10
= T g l—. _ . .
) E 0 10 20 30
BME Eonsantrasyonu
TALON TALOMN Polihistidin Protein
Rezxin Tapasa

k e k2i10. TakaraHISTALON CO+2 graite kolonurun genelt a n éA. #Ah©N Metal

Afiniteli Recine. Cd2 me t a | ilyonunun tetradentat Kel at ©
polihistidin k uylriufaumta psradchtiei nirek orme-i neye
Laboratories, I n cletleri veAXamada)BkHaisTABON graeite kolonuride v

Ni-NTA kolona g°re daha y¢ksek saflaktérma ver

2.3.2.2.3.1HisTALON Co-NTA 6xHis afinite kromatografisi

Kolonuni - i ndeki etanoll ¢ il k séve akéekén yavack
Pembe kEktdkim€@sonre ®k kurumamasé grekmektedir dol
Kolon 10 mL Dengeleyici Tapon il e yékanméxt ér . T donaa | pr o
y ¢ k1 enmi edarak imL stlntk® r n ¢ joipl anmékt ér . 8 mL Den
ardeéendlanyY&k amawu Kblanashgnogei r i | mi kKt haséenwé&¥ul@x 1 mk
yékamanekl!| er i t o plsyam FampohuéyiiklenerBknBx1mlE Elusyénr n e J i
harcama ma d an t o(nlyg umeée ketlé;rs y o n ).BR sude dnaedindauboyunca

ve sonrais€indsasajndla ot @xrédyrnéa dengel eme t ampo
lizat é s¢pernatant é, y € k ama t0a. nbpnoLn/udh lkvzea kedl g, S Y

ge-iril miktir.

2.3.2.2.4.SDS PAGE

HerTgFab G safl akt ér mas é-PAGEdeshpdrasmtsizimtti il g e man S
(s¢zent ¢de TgdélayordGarydokd auj p) ot e€ijre daif Ir &jl & nwmeé K
sayede el ¢syonl aRAIGE sjadlsieced e kTgFal{&GD&ekenda
eden bant!l ar) gzl eml enmesk ¢ ldtusrrudieen han] a3 @ F ant
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konstrg¢kt h¢cre pelletleri t ot alaflliazkattéérnnéan |

i ki kerl i ol arak kull aneél méxkt ér .

2.3.2.3. Western blot

6xHi stagol i (hekzahistidin i1ikaretli)nmgFabgG
kesinlkaBasdanbubimekombi nant konstr ¢ katygad € ant
Westernblot analizinde pozitif sonu¢ vermesidir. Bu nedenle afinite kromatografisinin
ardéndan g°°rsel olarak en y¢ksekl knmnBE3ntbawiy
elisyon) fak | € mi kt ar | al) dugucuklataSyiiklenerek \SBB AIGE y ap el mé Kkt
Bun u n ar d ée+RAD ransB 1 Ot Transf er System kull an
czerindeki TgFabG proteini 25VK(IKeéaethaloée )d ak.i
blotlama ile BIO-RAD Filter Paper Extra Thick Blot Paper Cat # 1703965 (7,5 xm)

blotare kaj étl aré ve PvDF/polivinildiflorg¢gr men
(PVDF) transfer membranerod# 88520 k t ar €| mé kdn@agsi PvDFArketi@nrléna s
dakika PBSTween20 i -inde 90r pmo6de20- aul zkaakl | aarikn éekrt eél ré
sut tozu cozeltisinde (5g sit tozu + 100mL PB&#en20)+4 6 de gece boyunca
(Bu adém oda sécakl éj enda%dhdlri ks aswgltisi BB®RazZrua k d
Tween20 ile dejiktirilip PvabDKahaBIiwvacw2@® 0 Ppr
uzakl akt érél éep PvDF membr anL SIGMA ALORICH) Anti mer an
6xHis Antibody, product in rabbit synthetic peptidextds antigenic & KIH affinity isolated
antibody, 10mL %501 i Kl1D¢ 7z pmé&a@ kbB8peélsdiasil. )s al
edi |l mi kiween2RBSi |l e 10 dakika 110rpmdbde - al ke
Sekonder Ant i k orBio¢ad Geat Anti RhbitdlgGd(le+L)XHRP Conjugate

#1706515, 10mlPBSTween 20 90 rpméde odta bBéyahkta] éatthal
Sekonder Antikor ¢cozeltisi uzakl akterel éep P
Tween20, PBS ve di® i | e 12-0alrkmpm@dmmakkt éarakk508iIo RABS o |
(Ampresco PBS Tablets; 100mL; Lot # 1502C}630mg DAB( 3, 36 Di ami nobe
Tetrahidroklorir Hidrat; SIGMA D5631G) ve 10mL HO: iceren HRP (Horseradish
peroxidase) ile tepkiyen ¢ozelti membrana dokuleeskrk | i brhau gdzlemtehenkadar

ink¢gbasyon 50rpmoéde se¢erder el megkt ¢r .
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2.3.3. Protein konsantrasyontayini

2.3.3.1. Bradford yontemi

Coomassie Brilliant iBlude(6Ga0pnmayamnéwmpnadt
ol an maksi mum absor bain slieunlenabibadbddrbay- | €sk t 0r] a&n t gée
vV e konsantrasyonl ar alerinbabsdr & e % k e fkeornassmsnt pa o\
kull aneéel ar ak kromat ogr af i il e safl akteéerélm
yapél mékt er ( Br ad farekr 244, 6 de8 WL .BSARpeofeie bracklesi o
kull anéel dé ve tng onekk 798 mHOrve 200nbn B2 adf ord bo

kull anél mékt ér .

2.3.3.2. A280yontemi

Safl akt ér é&l mék enziethgtsiylonpr(&tl gisyoimgbkPgdgbGFo] un
Lambert Yasa € 0 k u | (Magemhéférave aakk 201680nm dal ga boyunda a
(A2s0) °l - ¢l erek spekt r os KSmpnig, 2@2)&notairkn mblas ap | a
absorpsiyon kat sayléeesrée ad e€jrdreij é vel amioll eledi | er
denklen ile proteinkm s ant rasyonu bil gi si el de edil mi Kkt
C (mol/l) = Azgo/ (e X L) ; C (mg/ml) = (Aesox MA) / (X L)

(e=14690 ; MA = 2879972 Da), L = Spektroskopi kiivet boyut 6lcisilgm)

2.3.4. Diferansiyelta r a nkalbrignetri (DSC)

Proteinler gibi reaktimakromolekille i n konf or masyon ve hal dej i
enerjisine verdikIleri cevabeén kantitatif dej
denge halinde bulunma eylemlé¢ hakkénda ayréenteéele bil.gi edi
Bu tezse akeapm&abhéfRiia- iTng ge-er | i ol adrejleall edeni
el desi ama-1lanar ak DSCTgalhaab G z is a fglea k te&krl &lkmha 1
El ¢syon Tamponu i-erisinde90TERETRA é) Raakika0 ALX c i
séc&kklar tremeet iikl et ¢hpe kul |l anél arak!| protednin an

o] urma spektr Breme&eCtiu, 2001). mi k't i r (

2.3.5. TgFabG aktivite analizi

Enzimlerin aktivitelerimm t ep ki me souneyaxtikmanéjpal erkkhernin
d e jmiemnin lineer spektroskopik dlcumleri ile hesap nabi | ece] i bili nmek
Oster, 1961)F a b G dahi | enzamierinin lasetoaBefl&A (AcAcCoA) substrat ve
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NADPH kofakt°r doygun lau leaksiyanl!ilea NADPH fulemimiiled e b a
azalan Asomi kt ar e il e protmgikn ¢ak miNveiBtAECA S506M

kull anéel mék (Wi ckr amdagrFab®glmil miktaeda a00rid .tepkim& 0 0 6 )

hacmi ile 0.05M 6.8 pH Sodyum Fosfat (NaP) Tampdnn chiak r ok ¢ v et kuyul
-9 z¢l m¢ K, oda sécaklejénda 5 daki k&LISB50 r pr
mi kropl at e kaaksiyonas lolkaid enuac & ur . AKt iinceldreeek anal i

kineti k anali zi i -1 nrdwlnlmarké@liacak tepki me s

2.3.6. Kinetik analizi

TgFabG k of akt °akgdasyNmA iz Ptbkéngminderl. BeertL a mb e r t yasa
kull anél ar ak ( May edictileéh f a r Asdy éekonsantdasyagrd €3 0 X6 )ml er i
Gr ap h Pa dMicRaelis Memtedimodiltiile i | i kkiek@gBabiGbern subst
kof akt°re +4lhMGdedegabriltertiut ul an enzimin doyget
ifade eden Vaxve Vma¥ 2 héza karkél ek gelen susbtrat v
eden (kn) par amet r el er i(Couhottes&aRrihsal®7d)e Substrat ve kofaktor
konsantrasyonlareéndan birisinin doygunl uk S
konsantrasyonunun akaj] 9& nod,#®0, 40e2pM NADPH vee de] i
500, 320, 250, 150, 10@M AcAcCoA) 5 dakikareaksiyons ¢ r e s i ardéndan rea
NADPHG6EN t ¢gkeni mi 3 4T0enpnkdi drree | tea k i¢p- eerd itlenkirkatri ri.l

2.3.7. NADPH floresanstitrasyonu

Proteinlerin tekil triptofan emisyonunun de
incelenerk enzimk of akt °r k omp | e kg & gangeleri imcelepebilmekiediru v e
(Moon & Fleming, 2011)NADPH bajl e Fab G-460 nmo dagaboylarenrdian i n
artan emisyon g°sterdif§j.i BtaphyiloocootaskaureusahGl  ( Ho u
(SaF®#G1) enzimndeNADPH kof akt ©°r b a ] Sl aaFnanbl@EIgBabd iler u mu n ¢
ortak olarak tekil halde bulunaW/Trpl04 (Triptofan) rezidUsunun mikrogevresindeki

dej i Ki283i0j0inm eksitasyon dal ga@onma r aily&@jud rach a k
emisyon spektrumi ncel endijinde artan N-BM P B50 ko nsant
aral éjéenda te00d5RO06r @imasiyad yavwe®yu ar &Gaymayae nd a 0
sebepolmktBU dojru or an tkéefaktor kempleksinin ariptofa@ erisyan
kaybkonehasyonu g°steril mi kKgFdb@ homdogundasbu tekd ar k .
triptofanayné konumdaTdgkPamu® mukit mr bu naraklOORMnA0 r ef e |
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pH, I1mM EDTA ve %10 GIliserol i I avelMproteMa P ( Sc
ve 400,200 ve 100mMM NADPH kul |l anél ar ak 290 MO NmMKksit a:

aral éjéenda emisyon okumasé yapél méexkt er.

3.3.BULGULAR VE TARTI k MA

3.1. ToxoplasmagondiiF a b G @iigisayar Destekli Analizleri
3.1.1. FabG aminoasit dizileri ile turler ar a geBelbenzerlikler

3.1.1.1. EBI-MUSCLE & ESpript

Toxoplasma gondiB-oksoacg] A C P ] red¢kt az, TgFabG, enzi mi
Pl kKoL api komasincaikns, &Emeri, ¢ r A pr kempl(eksanl ar i
ortakl ék g°°st er diZgaimays)pdraitik knetoplagigLeishmaniay ks sséa (
solucan Schistosoma @ Kaly ao d\aen s or uml uYerbiragknagarmaydlar aj a
Saccharomy® ve insan flomo sapiensFAS supermolekiliniiFab@ y e homol og K

altbiriminin amino asit dizilerii | e hi z a |l azdamalartJ@&aol/Jalvie® gorihtileme

yonte ml er i kull anél ar ak, -ojunlukla korunmuk r
icinbir%benzerl ik °1-¢s¢ 11l e ger-eklexktirilmikti
PIM (YUzde Kimlik Matrisi/Percenl dent ity Mat r i xtij TgFadb@ye g r sel |
yiuksek benzerlik ylizdesinifs72,87ile Eimeria tenellaF a b G6 s i o Pobob6ilear d € n d
(ayne zamanda en i deal h omo I-Boj A S Tmokduell Il aemneel
hesap!| aBRlas@odiungfaljiparun Fab Go6 s i ol dufif u Beéktemdl mik

TgFabGdye en uzak b e n Hoeno IsdpienFASFeazimBin KR it ek d e ]
cnhitesinde g°Pr)¢ | g jaltifabige nve edzidiiq aktif bolgesi (NCBI veri
tabanl aréndanzdielhidlegi ed ) | ekné s e mleari & ¢ loémairmk ayi

hi zal amas é, renk kodlu dizi czelli kl eri ol ar
baj | akjfabn° | ged e, y 0] u fGly)hldsin LA eu)gizolbsini (le), cisBein
(CICy9 ve alanin (AAla) gibi yiksek® | - ¢ d e korunan pol ar ol may

Aspartik asit (Asp), bir negatif yukli amino asit, asparajin /8$n) nihai Ucli kofaktor

bajl anma b°l gesinde yékséz a nToxomasma gondii h al i
Plasmodium falciparum Zea mays Yersinia pestisre Pseudomonas aeruginosar a s €é nd a
"NNA G " grubunun bir par - as &.1). dcimat akif b&lger u n mu K
konumundat a ma ml an mé k aAYAKq rPe Hd dfagdabade dingruba sahip
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olmayan Trypanosoma cruzve 10 rezidik ay mas & | eV s e | bir "LDYE"

Saccharomyces cereviside.

m
Homo_sapiens 1 AHKSY | | AGGLGGFGLELAQWL | QRGVAKLYVLTSRESGIRTGYQAKQ- - - - - = - - - - oo oo oo - - 46
Saccharomyces_cerevisiaze 1 YLPVAIVTGATRG | GKA ICOQKLFQKGLSC | ILGSTKES |ERTAIDRGAQLQSGLSYQRQCAIAIDF 65
Schistosoma_japonicum 1 KGLSA | VTGGSSGELGLATTKKL | AEGCNYLWYCD | QKSPL - - - - = - - s oo e o e e e e e oo o s 39
Leishmania_major 1 TGRP ILVTGAASGLGAATARFLAQMGA - KVTLLDRNAAQGEQVSKE- - - - - - - - - - - - o - oo - - - 45
Trypanosoma_cruzi 1 SGRVAVVTGSRKG | GLG | AMRLAMAGADVYVLNGRRQSPEDSA I VEK - - - - - = - oo o oo oo oo s a6
Pseudomonas_aeruginosa 1 QGKVALVTGASRG | GQA I ALELGRLGA - VYV IGTATSASGAEKIAET - - - - - - - - - - - - - - - - - - 45
Yersinia_pestis 1 EGK | ALVTGASRG | GRA | AELLVERGA-CV IGTATSEKGAEA I SAY - - - - o - o oo oo oo oo o a5
Zea_mays 1 EAPVVVVTGASRG | GKATALAL GKAGCKVLVNYARSSKEAEEVSKE - - - - - - - oo oo oo oo oo a6
Plasmodium_falciparum 1 ENKVALYTGAGRG | GRE | AKMLAK - SVSHY I C I SRTAQKSCDSYVDE - - - - - = - == - oo o oo oo - - 45
Toxoplasma_gondii 1 DGRVALVTGASEG | GKA | ADALAEGGYSHL | CVYARQQAACDEAAAD - - - - - - - - - oo oo oo o - - 46
Eimeria_tenella 1 EGRVAL | TGASRG |GLA | AKTFAKGGVET | ICVARDQAACDAAAAE - - - - - - - oo c oo oo oo oo 46

Conservation ‘ - J ~ L I . - h

22345 34 3470831863087 -4075226442200000010-------------------
ity gl e e B el
Consensus
EG+VALYVTGASRGIGLA | AK+LA++G+SVV ICTARS++++EA+A+EGALQASGLSYQRQCAIAIDF
Homo_sapiens 47 - - - VRRWRRQGYAQVQAVSTSN | SSLEGARGL | AEAAQ-LGP---- - - VGGYFMNLAVY - - -LRDGLL 98
Saccharomyces_cerevisiae 66 KKWPHWLDYESYDGIEYFKDRPPLKOKYSTLFDPCNKWSNNERRYYYMNLL INCAGL - - - TQESLS 127
Schistosoma_japonicum 40 - - - - - - LSELGSNCYYCETOVTSESDVYVNAVSLAQKTFSN- - - - - - LHILVNCAG I SMACKTYNY 92
Leishmania_major 46 - - - - - - - - - - - INGKFWVATDVCSETEVQAA I KAAEVFAGKP - - - - - LFGWVNCAGI] - - -CPAAKY 91
Trypanosoma_cruzi 47 - - - - - - VAAYGTRVRCFAADLKDRAQVEAL | KFTEKELGA- - - - - - VEILVNNAGI - - -QHVSPY 96
Pseudomonas_aeruginosa 46 - - - - - - LKANSVEGAGLYLDYVSSDESVAATLEH I QQHLGA- - - - - - PLIVVNNAGI ---TRDNLL 95
Yersinia_pestis 46 - - - - - - - - - LGENGKGLMLNYVDPTSIDTVLAT IRAEFGE- - - - - - VDILVNNAGI] - - -TRDNLL 92
Zea mays 47 ----- - |EASGGEA | TFGGDVSKEADVESMMKAALDKWGT - - - - - - IDVLVNNAGI - - -TRDTLL 96
Plasmodium_falciparum 46 - - - - - - |KSFGYESSGYAGDVSKKEE | SEV INKILTEHKN- - - - - - VD ILVNNAGI] - --TRDNLF 95
Toxoplasma_gondii 47 - - - - - - LRRRGFSASGHAVDVGDGPAVAALCEELLQQYPH- - - - - - IDILVNNAGI - - - TRDNLF 96
Eimeria_tenella 47 - - - - - - VRALGAASEGHGYVDVADSRSYSELCASLLEKHKK- - - - - - IDILYNNAGI - - - TRDNLF 96
Caonservation
Quality
Consensus

KEKW+++LRALG++G+G+A+DVS+EESV+AL | ++ALQ+LGN+ERRYYVD I LVNNAG | SMATRDMLL

*Her proteinin NAD (P) kofakt°r bajlayan ve aktif b°l
Et ken B°lge Veridglanhég@ha&veCOB)d&kulémh kodlu dizi ©°zellik

kek3llFabG homol ogl aréneéen MUSCLE  hYiezkailla mae el lé
rezide¢gler, N A D yaq Reziduléridfdda é¢neRtedir (hlanjtelz Boyunca bu renk
kodukul | aeakt ar ) .

Hi zalanmék dizilerin aktif b°l gelerinin MUSC
ve karakteristiklerinin farkl é molek¢l er evr
ettijini g°ster mekt ediinsan Fab@lenzeg botgesinindifnéis é n d a k
katalitik pozisyonda bir aspgia (N) yerine birliz n ( K) v anr,d éay rv@er de i NNADn i
bajlayan bir rezid¢g dejil, s ad e c €rypdnosomak at al |
cruzii FabG, Kkatalitik bdle aspa aj i ni ne bi(tP)ykibkajhbiamm&dADezi d¢
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dej il di32d. Afkekal api kompl eksan,

analizl e

Homo_sapiens
Saccharomyces_cerevisiae
Schistosoma_japonicum
Leishmania_major
Trypanosoma_cruzi
Pseudomonas_asruginosa
Yersinia_pestis

Zea_mays
Plasmodium_falciparum
Toxoplasma_gondii
Eimeria_tenelia

Caonservation

CQuality

Consensus

Homo_sapiens
Saccharomyces_cerevisiae
Schistosoma_japonicum
Leishmania_major
Trypanosoma_cruzi
Pseudomonas_aeruginosa
Yersinia_pestis

Zea_mays
Plasmodium_falciparum
Toxoplasma_gondii
Eimeria_tenefia

Conservatian

CQuality

Consensus

k e k3i2.IFabG &tif bolge rezidilerinin dizi hizalamasS a r é

ve mavi gosterilen amino asitth e m N A D ( P ) Haktithddgeye ehgna e katalitik

fungal ve ba

roi i -1 n °neml. o blarakb W/ Ummakkddadari pt o
99 ENQTP- - - -EFFQDVCKFKYSGTLNLDRYTREACPE--LDY--------------- FVVFS5VS- 141
128 VRTTA----SQIQD IMNYNFMSPYTMTN IC I KYMMKSQRRW- - - - PELSGQSARPTIVNISSILH 184
93 KRQKP - HPLDLFENV IKTHL IGTFNMIRLASAAMYT--NIP--DSDNAQRGY - - - - - I ITNTAS I A- 146
92 VGKKGAHSLDLFMNKAVQVNLYGTFNVCRLAAEAMOR - - NAAQ IGADEDRGY - - - - - IVNTASVA- 148
97T ETFPS--- -DKWDE | |ALNLTSAFHATQLCLPGMRQ- -RGW- - - - - - - - GR----- IITNTASYQ- 141
96 VRMKD - - - -DEWFDVWYNTNLNSLYRLSKAVLRGMTK - - ARW- - - - - - - - GR----- FITNTGSYY- 140
93 MRMKD- - - -DEWQD | IDTHLTSYFRLSKAVMRAMMK - - KRF - - - - - - - - GR----- FTTIGSVV- 137
97 MRMKK - - - - SOQWADYV IDLNLTGYFLCTQAATKVMMK - - KRK- - - - - - - - GK----- FITNTASYY- 141
96 LRMKN- - - -DEWEDVLRTHLNSLFY I TQP I SKEMIN- -NRY - - - - - - -- GR----- IITNITSS V- 140
97 IRMMNE- - - -QEWNDV INTHNLNSAFYFSSHI | KEMVK- - NRF - - ------ GR----- FINTSSY I - 141
97 IRMKD - - - -NEWTDV IDTNLNSAFYFSLPL I KQMTK--NRF-------- GR----- I TNMSSVY - 141

VEMKDAH+LDEWQDY | + TNLNS+F+L+++A | KAMMKSQNR+Q | ++DE+RGRSARPTI INIS5SVVH

142 - CGRGNAGQSNYGFANSAM- - - -ER | CEKRRHEGLPGLAVOWGA IGDVGILVE- - - - - - - - - - - - 189
185 SGKMKWVPGTSYYSASKAALSRFTEVLAAEMEPRN IRCFT I SPGLVKGTOMIQN- - - - - - - = - - - - 237
147 - AYEGOVGOAAYAASKGG I TSLTLP I ARDLAREG IRCYS |APGLFE -NTPLLNS - - - - - - oo oo 197
149 - AYEGQ | GOAAYAASKGG | VSLTLPLAREFAGOR IRVNTICPGIM-ETPL- - - - - - - - - oo - - - 196
142 -GLVGSVNKSAYCAAKHGL IGFTKVVALETATTGI TCNAICPGYV-YTPLVEEQ I KAVAEAKYGG 204
141 - GAMGNAGQTMNYAAAKAGLGGF TRALAREVGSRA I TVNAVAPGF | -DTOMTRE------------ 191
138 - GTMGNAGOWNY AAAKAGY | GFSKSLAREVASRG I TVNVVAPGF | -ETOMTRT - - - - - - - - - - - - 188
142 -GLTGNVGOANYSAAKAGY IGFTKTVAREYASRN I NVNA I APGF | - ASDMTAE------------ 192
141 -GLTGNVGOANYSSSKAGY | GFTKSLAKELASREN I TVNAIAPGF | - SS0OMTDK - - - - - - - oo - - - 191
142 - GVGGNPGOANYAASKAGMIGLTRTLGKEYANRN I TVNA IAPGF | -RSAMTDK - - - - - - - - - - - - 192
142 -GVGGNPGOAMNYAASKAGL IGLTKSLAKEYANRNVTVNA I APGF | - KSLMTDK- - - - - - ------ 192

SGLMGNVGQANYAASKAGL IGFTKSLAREYASRN I TVNATA

bdlgeyeait rezidulerdir.

bi

n

Dijer

bel geni

rezidisu olarN/ASN111 As par aj i n) ,
kat al i tlgelei b ° kgps acké jkéo fraekz i°c

ok
NAD

e k

bajl ayan

r

rezide¢gsye

(P)

-arpmaktadeéer. B u
MUSCLE di zi hizal amasé i -
I Kl emd e, katalitik ¢-1¢ SE
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Fonksiyonel NAD( P) bitibiafd eary asonrezi 8t €ab®s hom
hizal amada ©°nceki b°K ared relr adr@dnaon adyud @i tgliebri kaoyr
g°stermek83dir (kekil

Homa_sapiens 190 - TMSTNDT I VSGTLP - - QRMASCLEYLDL- -FLN-- - QPHMVLSSFVLAEKAAAY - - - 236
Saccharomyces_cerevisige 238 - LPVEAKEMLERT |G- ASGTSAPAE I AEEVWSLY - -SRTALET--------------- 276
Schistosoma_japonicum 198 - VPN IDLLKKLSVHP- - NRLGQFPEEFAQLWES | | - - -RNPMLNGTY IRLDGGIRLPP - 248
Leishmania_major 197 - LPPDLGAALGAVVPYPPRLGKPEEFAHLYVFFLF---SNRYMNGEC IRLDGATRMAAK 250
Trypanosoma_cruzi 205 DMEAATQAFLCEKQP - AKAFVTVEQVGDAAVFLA-SPGADL IRGTT | TVDGGWVAQ - - 258
Pseudomonas_aeruginosa 192 - LPEAQREALLGQIP-LGRLGQAEE | AKVYVGFLA-SDGAAYVTGATVRPVNGGMYMS - - 244
Yersinig_pestis 189 - LTDDQRAGILAQVP - ANRLGDAKE | ASAVAFLA-SDEASY | SGETLHVNGGMYM | - - 241
Zea mays 193 - LGEELEKKILSTIP-LGRYGQPEEVAGLVEFLALNPAASYMTGQVLT IDGGMVM- - - 245
Plasmodium_falciparum 192 - | SEQIKKNI | SNIP- AGEMGTPEEVANLACFLS-SDKSGY INGRVFV IDGGLSP - - - 243
Toxoplasma_gondi 193 -MPEEAKKHAMAQ I P- ANRLGEPKDVAALAAFLA-SDQAGY | TGKV | PYDGGMLFGGN 247
Eimeria_tenella 193 - MTEAAKAGALAS | P- AGRFGTPOEVADLAAFLA-SDOQAGY I TGKV I P IDGGMLFGSN 247
Conservation
-73233222433337-03466362 23205+4---361743201101113100-- -
oty il BN ol 0 on el N . Rl
Consensus

DLPE+AKA+LLA+ | PYAGRLG+PEEVADLVAFLALSDQAGY | TG+V | PVDGGM+MG+N

k e K3i3.IFabG turlemin amino asit dizilerinin Germinalh i z al amas é .

FabG dizilerinn birbir | e r i araséndaki kesin dizi benzer|l
Matrix -Bénwzerdlei k Matri ksi 0) 3il). Boxogasmasgendii e kt i r
1-11 numaralé proteinlere ait F ad lIGmlikdMatigi s i bei

uzei ndeki l0ncaaseflt daony s afna yl¢ikssteekl edbimeiat b e n z e
tenella (%72,879 iken,Eimeria tenellaFa b G enzim modell erinin eksi
yapéelaré i1 -eren di] er UkbkenzadklTgabd@ ®19,Klor bacaldama

i nsan KR b?° 1l g eHesaplanah @gFabG ~&lasnmodium. falciparumFabG
homol og dizil eri aras8hA&AsKi sbeozkdatraedkeirf.g zdg U

Tablo 3.1. FabG tirlerininEBI-MUSCLEPIM (Y uzdeKimlik Matrisi) tablosu.

% Benzerlik H.s. S.c. S.j. Lm T.c. P.a. Y.p. Zm P.f T.9. E.t.
H.sapiens 100 15.04 18.32 20.79 14.90 21.26 22.2 2249 2126 19.71 19.71
S.cerevisiae 15.04 100 21.24 2159 24.78 28.38 27.43 29.00 29.69 31.30 29.13

S.japonicum 18.32 21.24 100 46.94 27.23 26.92 27.71 33.33 28.76 30.08 29.24
L. major 20.79 2159 46.94 100 29.18 30.60 30.13 31.47 2857 30.64 29.79
T. cruzi 1490 2478 27.23 29.18 100 34.02 33.61 36.48 33.33 33.47 35.10
P. aeruginosa 21.26 28.38 2692 30.60 34.02 100 63.49 47.74 45.04 48.77 47.54
Y. pestis 2222 2743 27.71 30.13 33.61 63.49 100 48.75 46.44 47.72 49.79
Z. mays 2249 29.00 33.33 3147 36.48 47.74 48.75 100 51.03 47.54 48.77
P.falciparum 21.26 29.69 28.76 28.57 33.33 45.04 46.44 51.03 100 55.56 58.85
T. gondii 19.71 31.30 30.08 30.64 33.47 48.77 47.72 4754 5556 100 72.87
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E. tenella 19.71 29.13 29.24 29.79 35.10 47.54 49.79 48.77 58.85 72.87 100

Ayr é ol ar ak, api kopl ast sinyal p eip 8.4).d di z
Fenilalanin (#Phg, glisin (GGly), 16sin (Lleu), prolin (P/Pro)ve glisin (GGly) gibi polar
ol mayan yan zincirlere sahip rezlia ¢koecrrunanl aj
Serin (3Se) ve teonin (T/Thr) gibi yikstz kutupsal ya zincideri olan amino asitler,

Toxoplasma gondire Eimeria tenelldabG enaznl er i nde daha Buaunbima kor u

i st i $oxaplasena gondii ve Plasmodium falciparumabG d i zi | er i araseéende
, . _ _
(N/Asn) l erin uyukmaseéede®er
Plasmodium_falciparum LR MSVLHRFYBFFBF TKF@- - ---------------------------- HCYKI8YY 25
Toxoplasma_gondii 1TMETPVSVATARRPESSRELNEL TEALSLEFAPTYVSARLVASTAPASSFSGASGFLSPYVPLGESAAAR 67
Eimeria_tenella L T MREMLSLEABGGECLALR--------------- SRDORAEGSRHLFRQTLGE-LSRE 38
Conservation _ I . ‘ I I ‘
------------- 6354685 66 TTAB -c----oooooooooooooo-oo-------599-TB37
WY ) | o m | mmmeeeeeii il B 1
Consensus
METPVEVOATARR+S5S+++SL+L++L+L+LFFAPTYSARLVASTAP+++++++5++L++++LGF++5+P
Plasmodium_falciparum 26 BKNAKLABNHA T KN - - INSLNELSENKKENYY - - - - - - - - - o oo oo oo - - - - Ycg-------- 58
Toxoplasma_gondii 68 BRGASSRE | OAHGDGSAHSANALPSSSPSSFLRGAQASDARPLSTTSESAYKLTF - BGRETGEK - 129
Eimeria_tenelia 39 - - PSSSEEVTLSPSLRTAPQLTRATPSAAAASDAASAAERSESTRCFAYPLTYGEBGRNGGGEG 100

comsevaten [ e Bl il 0 e N

Quality

L++ASS+P++A+++++++S+NLLP+++++++++++AS+A+++++T+C+AY+LTY+GGP++G++G
* ClustalW formatizisihi zal ama sonucunu %Benzerlik °l-eJine g°re

k e k3i4lEBI-MUSCLE fonksiyonel aktif proteine dahil olmayan-férminal sinyal peptid

dizilerininhi zal amasé.

11 FabG tdrununbirincil amino asit dideri TgFabG homoloj modelnden c¢6zimlenen
sekondekenyaaspeESPiipbd di rl ekt iril erek A Frlé&@ys hy o
g°r sel lagykrtéinrtiéliiapc eoll eafrkaekB.§).i TgFabG homoloji modelinden
t¢retilen i kincil yapée lundagkysiarkil ré 4. akeka a& meé n c
(a4), ESPriptsunucsut ar af eénd an yadvehSdarakbbblinmekieddr.i Boydeee

a-hel i ks Muwmeama k ar &kBy médwtt @&r | nkspace progr ameé
czerinde d R Z le G &ipikl iyelex taiars.é n d a B & Rdbdkef@adil, acil

t akéyeéeceée protein rede¢kt azo) senéefl aré Ve |
dehidrogenazod) éin zki onfl aelkr ti ;i n b &NJAIDAywadn akt i f b
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ol duj u bilinen A Ti-@lisix xn@ikn@ ohizalamadd @nkinbasit dizileri
kullanélan t¢m FabG t¢r | er i(dalbergve arkn 200D.r u n u mt
Kkinci bir aklitainf ANDIIGESES anboid Giyanobaktema s €1 1 € pl ast
orijinin i d oj r ul ae akomdeksanlakve &pikdpldsta s &y anobakt er at a
yakeén ortakt ¢artlaeyra asraahsiém dBayleck thirleru Rseudantonas
aeruginosave Yershia pestisve proteomunda M er mi n a | sinyal peptidl
(Coleman ve ark.1995; Xu ve ark.,, 1997mé s ér Zéainmaydrsasénda daha vy
Korunmukl uk g°stermektedir . Sa®haromyced éeredsiael a k a
- ok h¢crel i Sohistassama japooidumsiyanabakterler ile evrimsel yolunu
arkeplastidlerinbitkisd dal eénda ay é Leslema smbja ve inSarg Heno i d
sapien} FabG tirleri bu motifin ikinci Ndgsparajil/ r ezi d¢s¢nde farkl el ack

Ozellikle Homo sapiensb u moti fin i ki nci Konu-@uysisteid dij e
deiimi mWleeerf ar k|l é-L o ( & P a8 knmepsahipier.Rab& susbtrat rediksiyon
i Kl evinin ger-eklexktif]i K & t(Tadzim) & K KLizir) Gclugiie y i o |

(Fujimoto ve ark., 2001) ve Kkatalitik Gclinin-t€rminal gerisinde bulumaN (@sgrajin
yardéemceéséneén idliwkk ttuertdrugtudo n(k@Gpboaghotiimald Fab@ ar k.
tarinin Homo sapiensh a r i - hepsinde kor unad sepebi FabG r ¢ | me
var say él ansininkdtaditikex x oRd gmot i f i rezidislilkkatslisk ( Li zi
tetraé n b aWNeéldégspaajin r ezi dg¢ s ¢ n ¢ignetekabil eddneN1EKRL1 i r me

ve K156N 111 mutasyonlad &Maier ve ark., 2008).
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Toxoplasma_gondii

Toxoplasma_gondii
Plasmodium_falciparum
Eimeria tenella
Zea_mays
Trypanosoma_cruzi
Pseudomonas_aeruginosa
Yersinia pestis
Saccharomyces_cerevisiae
Schistosoma_japonicum
Leishmania_major
Homo_sapiens

Toxoplasma_gondii

Toxoplasma_gondii
Plasmodium_ falciparum
Eimeria_tenella
Zea_mays
Trypanosoma_cruzi
Pseudomonas_aeruginosa
Yersinia pestis
Saccharomyces cerevisiae
Schistosoma_japonicum
Leishmania_major
Homo_sapiens

Toxoplasma gondii

Toxoplasma_gondii
Plasmodium falciparum
Eimeria tenella
Zea_mays
Trypanosoma_cruzi
Pseudomonas_aeruginosa
Yersinia pestis
Saccharomyces_cerevisiae
Schistosoma_japonicum
Leishmania major
Homo_sapiens

Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii
Plasmodium falciparum
Eimeria_tenella
Zea_mays
Trypanosoma_cruzi
Pseudomonas_aeruginosa
Yersinia pestis
Saccharomyces_cerevisiae
Schistosoma_japonicum
Leishmania_major
Homo_sapiens
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3.1.1.2. MEME Suite, MAST & TomTom

Mot i f anal i zi ve dmedteirflleenrdi agm@Ed&r f utMEKMIES | &k |
Beklenti Maksimizasyonu / EM)k ul | anél ar ak e d i orandamerimseli r . E
korunum FabG dizil eri araséndzeamagsp i konanpé rdk 3
go°r ¢l mektedir. Bue ckeisd d eltiltiertad gz @rel ibke | eerl e n n
Bunl arén dékénda 11 FabG di zhase bdunam bitmgtihg nd e

bulunmaktadér ve sinyal peptidinin bitiminde
bajl ayan akte fg°bro:llgne:3qt zcerBifnkdad& i i f ayné zamanc
olan Homo sapens FAS sutpemolekilinin FabG/KR albirimini n sahi p ol duj u

motifdir.

Tiir p-degeri Motif Konumlar -
Toxoplasma_gondii 6.89e-184 I [ a8 e
Plasmodium_falciparum  3.27e-175 | | s I
Eimeria_tenella 2.26e-186 | s I R e
Zea_mays 4,27e-163 | I | s §F Iem
Trypanosoma_cruzi 2.96e-110 | | P | -
Pseudomonas_aeruginosa 1.3%9e-134 [T | sl B e
Yersinia_pestis 2.23e-136 1 I 4 EEm
Saccharomyces_cerevisiae 1.00e-67 | . I | 1|
Schistosoma_japonicum  1.26e-58 [ C 1
Leishmania_major 1.05e-62 L1 L 1 .
Homo_sapiens 7.91e-10 [ '

Motif Semhbol-Eonsensiisii
%! :.-\..
19

5. -

-

i

kek3di6Bl MEME Suite FadGaftegmdami ¢, @mhemin iedhileh gorotdanu | u n d
motifleri. P-d e ] er i ne kaddarziddkek i &l er $ a dadlerinno | ukt u
rasgel ei ldeametidtibdeEkadar d ¢ K¢kt ¢r ve anl amlé mot i

Kekfedi een MBEBMEI t moaf Endaanl uju, t¢m diziler
vemotfedej erl erine g°re3d3dBdér &nharmamd almdl20d/adale (| K d leir |
132 ed e ] ¢ ik [katalitik dortli dahil tim aktif bolge rezidulerini kapsayan Ugidi (50

amino asit belirtilen i st mot i f uzunl uk sén

FabG enzimler.i arasénda ort af39@d djuésahiptives | i r t i
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Logo E-Degeri Rastlanti  Uzunluk

- NG TRO ety Lo odoonsteboRelRl | oo ¢

: *ﬂ@i’%&Yg@;zhﬂ;m@.f‘ﬂiKL;t,;EI'S%AﬁEwAaBNI;!NA'é_,fé e
b e FEth e Flage e
“*'.?\.léyV‘T.é\ﬁ_&!,é&Msﬁl- e
e- *iICYsR?Qﬁ‘.‘GDZiQ@éEW st ARt S e - s
- llone o

keki3dlF. MEME-SUI TE mot i f t ar &m& f epgrtoigmri demehrogn f |

karakteristikleriT ¢ m mot i f | edreifjnerdnrelramleée seahi p ol duj u so

Birinci motifte NAD(P) b aj | fabglge mnind asitled &kiift i k b ¢
bolgesinde NK mut asy on tHono sapipnsleemé&m da Yy ksek oranda
dizilerini k o 18.8).mikvunisal rside€te yuKsdékeokanda korummu ol d uj u
stylenebilecek reziduler polar nésparajin(N/Asn), non-polar difatik alanin (A/Ala), 16sin

(L/Leu) v e i z o |A%pargjinyerife nprpadar sistein (CCys) icerenSaccharomyces

cerevisiael st i snadNAaDdexemaq | aylage rkiant akapgd &d é&@j € A N/

96t ¢r arasénda %100 korunmuxktur.

4
3
@
=
) NLV DDEQ NT i\ QA"'K NAE
| FMHISSANEY | o) VI RECK L KW
N & ARV M
avolll [IITTR0 =0 | el | W V] 7N CTRfivasa, W
0 LQ ET SETENanK |GE |ILAVIIFMG VRSV &b AllITNACRRK E
In@I\-wGIOr-NWﬂ‘ln\DhQGOFNHV‘DOhﬂc:o-—wnd‘mwhﬁmgrggggghsgc
pppppppppp AANNNANNNANNONOIPMOOOOO6S S + 0
Log Likelihood Ratio: 842 Information Content: 153.8 Relative Entropy: 151.9 Bayes Threshold: 8.83447
Name Start p-value Sites
3. Eimeria_tenella 86 3.32e-55 EKHEKIDILV NNAGITRDNLFIRMKDNEWTDVIDTNLNSAFYFSL LIKOMTKNRFGCRII NMSSVVGVGG
7. Yersinia_pestis 82 7.96e-53 AEFGEVDILV NNACITRDNLLMRMKDDEWQDIIDTNLTSVFRLSKAVMRAMMKKRF CRII TIGSVVGTMG
1. Toxoplasma_gondii 86 7.96e-53 QOYPHIDILV NNACITRDNLFIRMNEQEWNDVINTNLNSAFYFSS IIKRMVENRFCRII NIS
2. Plasmedium_falciparum 85 1.72e-49 TEHENVDILV NNACITRDNLFLRMKNDEWEDVLRTNLNSLEYITQ ISKRMINNRYCRII NIS
6. Pseudomonas_aeruginosa 85 7.17e-48  OF VV NNACITRDNLLVRMKDDEWFDVVNTNLNSLYRLSKAVLRCMTKARW RII NIG
4, Zea_mays 86 2.58e-44 WV NNAGITRDTLLMRMKKSOWODVIDLNLTCVFLCTQAATKVMMKKRKCKIT NIA
5. Trypanosoma_cruzi 86 1.96e-31 \ WV NNACIQ VS VETF SDKWDEITALNLTSAF ATQLCL CMRQRCWCRII NIA. G
8. Saccharomyces_cerevisiae 117 3.03e-27 EI ¥ LI NCACLTQESLSVRTTASQIQDIMNVNFMS VIMTNICIK/MMKSQRRW E LSGQSARPTI

k e k3.8l Birinci motif logosu ve MEMES ui t ead ceenra izifn e z a | Hanhirs é .

harfin boyutu, sajlanan diziler aroasagnddlkeid éa
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Kkinci motifte bul unan ak HambsapeAsikig bolgesiAdet | ¢ s ¢
K-N dej i Ki mine mé m a rkéokrtuenrmu)i.9). uTgikn &akG kaialitik

bolgelerin®t r asparjin (N) aminoamneasidalan sefindS)ikra k| am
devam eden aktif b?°l| ghulunduraarorgpolar aramatik Wozim (¥)z i d ¢

ve pozitif yuklu polar lizin (K) ile bitmektedir.

3
: V
=fA V LM V L | KS S
S LA V i v
IV [A, veiQ, ISA | S vo| |FTVIIKt s | RelTe Ly
L SAZECYA LY | < L LT CRQR Yy ™M
odSMIL TRAAVKS I NKTV CS AmCREBRSEA | CADPE - EAVNVESYS 1 E
T R IR R RN R R IR R R -
Log Likelihood Ratio: 955 Information Content: 157.4 Relative Entropy: 137.7 Bayes Threshold: §.02474
Name Start p-value Sites
4. Zea_mays 136 3.35e-51 MMKKRKGKII NIASVVCLTCNVGCQANYSAAKAGVICFTKTVAREYASRNINVNAIA ¢FI ASDMTAELGE
2. Plasmodium_falciparum 135 3.47e-50 MINNRYGRII NISSIVCLTCNVEQANYSSSKACVICEFTKSLAKELASRNITVNAIA CFI SSDMTDKISE
3. Eimeria_tenella 136 4.60e-50 MTKNRFGRII NMSSVVCVGEN GOANYAASKAGLICLTKSLAKEYANRNVIVNAIA CFI KSLMTDKMTE
1. Toxoplasma_gondii 136 2.63e-48 MVENRFGRII NISSVIGVGEN GQANYAASKAGMIGLTRTLGKEYANRNITVNAIA GFI RSAMTDKMPE
7. Yersinia_pestis 132 2.12e-43 MMKKRFGRII TICSVVOTMONACQVNYAAAKACVICFSKSLAREVASROCITVNVVA CFI ETDMTRTLTD
6. Pseudomonas_aeruginosa 135 1.91e-42 MTKARWGRII NIGSVVCAMGNAGQTNYAAARACLGCGEFTRALAREVGSRAITVNAVA GFI DTDMTRELPE
5. Trypanosoma_cruzi 136 1.19e-36 MRQRGWGRIT NIASVQCLVGSVNKSAYCAAK CLICFTRVVALETATTCITCHNAIC YV YTPLVEEQIK
10, Leishmania_major 143 2.52¢-35 GADEDRGVIV NTASVAAYECQICQAAYAASKCCIVSLTL LAREFACQRIRVNTIC CIM ETPLLPPDLG
9. Schistosoma_japonicum 141 8.59¢-31 DSDNQRGVII NTASIAAYECQVGCQAAYAASKCGGITSLTL IARDLAREGIRCVSIA CLF NTPLLNSVEN
8. Saccharomyces_cerevisiae 180 1.36e-26 QSARPTIVNI SSIL SCKMKV GCTSVYSASKAALSRFTEVLAAEME RNIRCFTIS GLV KGTDMIQNLE

kelkBO9IKkinci mot i f Sluo g oasbud pvadizilfield Bll a ma s & .

I -¢nceg moti f ¢ zeir ndrezidiNeAnDg GxxGxes anptif lkonyusunkiab © | g e
bulunar nonpolar Glisin (G)t a mame n Kk or u rkomumd&i glisinlerdnerg¢deyse
tamnamen KkKor unnltkeund kjeki lg°r ¢1 en b a-gokaave a mi n o
alifatik valin(V), alanin (A)v e | ° s i lisin dahildbd, iaminoasitler hidfobik yan

zincirler i-ermektedir ve protein katlanmaseée

k e K3i10.Ucuncumotif logosu ve MEMES u i t @ @ B a dizitlyiez &llamas é .
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