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ÖZET 

TOXOPLASMA GONDII  FABG (3-OXOACYL-[ACYL-CARRĶER-

PROTEĶN] REDUCTASE) ENZĶMĶNĶN ĶLA¢ GELĶķTĶRMEYE 
Y¥NELĶK OLARAK REKOMBĶNANT ¦RETĶMĶ, 

BĶYOKĶMYASAL, BĶYOFĶZĶKSEL VE IN SILICO ANALĶZĶ 
Toxoplasma gondii, insanlarda en fazla hastalēĵa neden olan sētma etkeni Plasmodium 

falciparumôun da dahil olduĵu Apikompleksan ĸubesinde (filumunda) yer alan ve konak 

organizmaya muhtaç intraselüler protozoon bir parazittir. Toxoplasma gondiiônin neden 

olduĵu toksoplazmoz (toxoplasmosis) her ¿lkede %10 ile %90 arasēnda seropozitivite 

oranlarēnda bulunmakta olan ve yaklaĸēk d¿nya n¿fusunun ¿­te birini enfekte etmekte olan bir 

hastalēktēr. Toxoplasma tedavisi i­in kullanēlabilen mevcut ve m¿sait olan ila­larēn tolere 

edilememe, ­ok aĵēr yan etkilere sahip olma ve kronik Toxoplasma enfeksiyonlarēnē tedavi 

edememe gibi sorunlarē vardēr. Bunun yanēnda hen¿z toksoplazmozu ºnleyen bir aĸē mevcut 

deĵildir. Mevcut olan bazē ila­lar takizoitlere karĸē etkili olurken latent halde bulunan 

bradizoit forma karĸē etkenlik gºsteremezler. Bu nedenle toksoplazmoz i­in yeni, etkin ve yan 

etkileri d¿ĸ¿k ila­larēn geliĸtirilmesine ihtiya­ vardēr. Konak canlēlarla (insan) 

karĸēlaĸtērēldēĵēnda yaĵ asidi sentezlemede apikompleksanlarē farklē kēlan ve konak canlēlarda 

bulunmayan apikoplast tip II yaĵ asidi yolaĵē bulunmaktadēr (FAS-II). Yapēlan ­alēĸmalar 

FAS II de novo yaĵ asidi sentez yolaĵēnēn T. gondii için hayati ve ilaç hedefi olabilecek bir 

yolak olduĵunu gºstermiĸtir. Bu nedenle bu yolaĵēn enzimlerinden biri olan FabG (ɓ-ketoaçil-

ACP redüktaz) anti-parazitik ila­ geliĸtirme i­in ºnemli bir hedeftir. Literatürde, bugüne 

kadar Toxoplasma gondii FabG (TgFabG) enzimi ile ilgili özellikle bilgisayar destekli ilaç 

geliĸtirmeye dayanan böyle bir ila­ ­alēĸmasē bulunmamaktadēr. Bu tez kapsamēnda TgFabG 

E. coliôde baĸarēlē ĸekilde rekombinant olarak üretilmiĸtir. Afinite kromatografisi ile yüksek 

saflēkta baĸarēlē protein izolasyonu ardēndan TgFabGônin kinetik, biyokimyasal ve 

biyofiziksel parametreleri in vitro deneyler ile belirlenmiĸtir. Proteinin erime sēcaklēĵē, 

diferansiyel taramalē kalorimetri (DSC) ile tayin edilmiĸ, NADPH (TgFabG kofaktörü) 

floresans titrasyonu ile enzim-kofaktör kompleksinin konformasyonunēn, enzim ¿zerindeki 

tekil bir triptofanēn emisyon spektrumu ile iliĸkisine gºre incelenmiĸtir.  In silico metotlar, 

TgFabG'nin ilgili  yapēsal karakteristiklerini belirlemek i­in baĸarēlē bir ĸekilde uygulanmēĸ, 

sanal tarama ve moleküler yerleĸtirme (docking/doking) ile kumarin türevi ve ñilaç benzeriò 

bileĸiklerin inhibisyon potansiyelleri araĸtērēlmēĸtēr. En olumlu ligand adaylarē ile yapēlan 

moleküler dinamik sim¿lasyonu (MDS) sonucunda onbinlerce bileĸik arasēnda tek bir olasē 

ºnc¿ bileĸik belirlenmiĸtir. Bunlarēn yanēsēra incelenen olasē TgFabG epitoplarēndan belli 
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polipeptidik aĸē adaylarē se­ilmiĸtir. Ķdeal olarak, g¿­l¿ bir T. gondii ilacē i­in bir öncü bileĸik 

temin etmenin yanē sēra, bu ­alēĸmadan elde edilen sonu­larēn, Plasmodium falciparum gibi 

her yēl yarēm milyondan fazla ºl¿mden sorumlu olan apikompeksan parazitlerinin FabG 

enzimleri için de genel bir ilaç hedefleme modeli saĵlamasē beklenmektedir.  

Anahtar Kelimeler:  Toxoplasma gondii, FabG,  molek¿ler modelleme,  yapēya dayalē ila­ 

keĸfi 
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ABSTRACT 

RECOMBINANT PRODUCTION, BIOCHEMICAL, BIOPHYSICAL 

AND IN SILICO ANALYSIS OF THE TOXOPLASMA GONDII FABG 
(3-OXOACYL-[ACYL-CARRIER-PROTEIN] REDUCTASE) 

ENZYME FOR DRUG DEVELOPMENT STUDIES 
Toxoplasma gondii, is a host-dependent intracellular protozoan parasite that is a member of 

the Apicomplexa branch(phylum) along with Plasmodium falciparum, the parasitic malaria 

agent responsible for the most impactful human infective disease contraction. Toxoplasmosis 

caused by Toxoplasma gondii is present around the globe in every country between 10-90% 

seropositivity and the parasite infects approximately 1/3 of the world population. Currently 

available drugs used to treat Toxoplasma gondii infections have problems such as; 

intolerance, heavy side effects and the inability to treat chronic Toxoplasma infections. Some 

existing drugs while are effective against latent form tachyzoites are ineffective against latent 

bradyzoites and no available vaccine presently exists for the affliction. For this reason, new 

innovations in drug development for a potent Toxoplasma drug with little to no side effects. 

What marginally differentiates apicomplexans from their host organisms is their exclusive 

fatty acid synthesis pathway, namely the FAS-II pathway. Recent studies have shown that 

FabG (ɓ-ketoacyl-ACP reductase), one of the enzymes of the FAS-II pathway, is a suitable 

target for anti-parasitic drug development. Presently, there are no Toxoplasma gondii FabG 

(TgFabG) enzyme studies found within the literature, particulary based on computer-aided 

drug development/design. The successful recombinant production of TgFabG in E. coli and 

purification thereof at a preferrable concentration and desirable purity by affinity 

chromatography was performed in order to discern the enzymeôs kinetic, biochemical and 

biophysical parameters and the relative assays were followed through thereafter. The melting 

temperature for TgFabG was acquired by a DSC analysis and a spectrometric fluorescense 

titration approach was used for the enzyme-cofactor (NADPH for TgFabG) complex 

conformation, whose specific emission characteristics under certain conditions were 

juxtaposed with that of a single tryptophan on the enzyme. In silico methods were also 

implemented to determine general physiochemical parameters and relevant structural qualities 

of TgFabG and for the protein 3D structure modelling via homology modelling in order to 

accelerate the in vitro studies.  Through an investigation of inhibition potentials shown by 

select coumarin derivatives and other drug-like compounds virtually scanned and molecularly 

docked, followed by a molecular dynamics simulation, a single potential lead compounds was 

specified. An additional outcome of this study was the determination of potential TgFabG 
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vaccine candidates among predicted polypeptidic epitopes in silico. In addition to ideally 

having provided a lead compound for a potent T. gondii remedy, results obtained from this 

study are expected to provide a general drug-targeting for FabG enzymes of apicomplexan 

parasites, responsible for over half a million deaths on an annual basis, such as Plasmodium 

falciparum also. 

Keywords: Toxoplasma gondii, FabG, molecular modelling, structure based drug desing 
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1. GĶRĶķ 

1.1. Parazitik Protistler , Protozoa 

Protista, t¿m tek h¿creli ºkaryotik organizmalarē i­eren bir taksondur. Uzak ge­miĸte 

heterotropik veya parazitik motil ºkaryotlar ve bitkivari ºkaryotlar olarak ikiye ayrēlmēĸ 

bulunmaktadērlar. Ge­en zaman ile geliĸen teknoloji ile bu alt takson sēnēflandērmalarēnēn 

organizmalarēn evrimsel ge­miĸleri ile uyuĸmadēĵē ­ºz¿mlenmiĸtir.  Elde edilen yeni bulgular 

ēĸēĵēnda ñProtozoaò, protistlerin fotosentetik olmayan ve mantarlar (fungi) ile benzerlik 

gºstermeyen t¿m mensuplarēnē tasvir etmektedir. (Florin-Christensen ve Schnittge, 2018). 

 

1.1.1. Protozoik parazitlerin konvergent evrimi  

Protozoik parazitlerin serbest yaĸayan akrabalarē ile ºzellikle metabolik alandaki evrimsel 

farklēlaĸmalara bakēldēĵēnda protozoada ­evresel baskēya cevap olarak parazitik yaĸama uyum 

saĵlamaya yºnelik deĵiĸimler gºzlemlenmiĸtir. Hatta serbest-yaĸayan kollopelidlerin rRNA 

temelli varsayēlan proteom analizleri sonucunda sekonder plastidli protist parazitlerin bir 

filumu olan, alveolata ¿yesi apikompleksanlarēn kardeĸ t¿rleri olduklarē, apikompleksanlar ve 

kardeĸ filumlarē dinoflagelatlarēn ortak atasē ile morfolojik (pleziomorfik) benzerlik gºsterdiĵi 

keĸfedilmiĸtir ve evrimsel yol ayrēmlarēnēn kollopeidlerin plastidlerini ve apikompleksanlarēn 

karakteristik apikal kompleks yapēlarēnēn kaybē ile olabileceĵi gºsterilmiĸtir (Kuvardina ve 

ark., 2002). Parazitik t¿rler arasēnda gºzlemlenen metabolik ­eĸitliliĵin neredeyse tamamēnēn 

klasik mitokondriye benzer plastidik organellerin ortak bir endosimbiyotik aktiviteden 

evrimleĸmesi olduĵu d¿ĸ¿n¿lmektedir (Florin-Christensen ve Schnittge, 2018). Filogenetik 

analizlerin dayandērēlabileceĵi genetik verinin artmasē ile kazanēlan yeni araĸtērma 

kabiliyetleri kullanēlarak oluĸturulan evrimsel modeller mevcuttur (ķekil 1.1). ¥rneĵin; 

plastid ºkaryotlar incelendiĵinde, tekil atasal bir antik plastidin birincil endosimbiyoz ile 

ºkaryotik arkeplastid atasēnē oluĸturmanēn ardēndan ­eĸitli koĸullarda ºkaryotik bir ¿st konak 

türün sekonder hatta tersiyer endosimbiyozlarē ile farklēlaĸmēĸ endosimbiyotik plastidler 

i­eren yeni t¿rler oluĸturduĵu d¿ĸ¿n¿lmektedir (Keeling ve ark., 2010). Bu t¿rlerin arasēnda 

parazitik protistlerin y¿ksek ­oĵunluĵunu kapsayan apikoplast sekonder plastidi i­eren 

Dinoflagellata ve Apikompleksa filumlarē ve evrimsel süreçte plastid kaybē ile onlardan 

ayrēlmēĸ siliatlarēn parazitik protozoanēn tamamēnē kapsamasē ve herhangi bir tersiyer 

endosimbiyotik farklēlaĸmanēn protist parazitizmini bitirdiĵi ayrēca ilgi çekici bulgulardēr. 
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ķekil 1.1. Keeling ve ark. (2010)ôdan t¿rk­eleĸtirilmiĸ endosimbiyotik plastidli protistlerin 

konvergent evrim grafiĵi. 
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1.1.2. Evrimsel konak-parazit rekabeti 

Parazitik protozoonlar konak organizmadan gelen imm¿n saldērēlara karĸē geliĸtirdikleri derin 

ve etkili savunam mekanizmalarē nedeniyle bakteri ve vir¿slere kēyasla ­ok daha karmaĸēk 

canlēlar olarak gºzlemlenmektedir. Bu parazitlerin kendi taksonlarēna ºzg¿n yºntemler ile 

sēk­a fagositoz ve NK (Natural Killer) aktivitesinden oluĸan konak imm¿n cevaptan ka­ma 

kabiliyeti edinmeleri yaĸamsal faliyetlerini s¿rd¿rebilmeleri i­in evrimsel ge­miĸlerinde 

ºzellikle ºnemli olmuĸtur. Bazē protozoonlar fagositozlarē ardēndan makrofaj, nötrofil veya 

diĵer fagositik h¿crelerin b¿nyesinde proliferasyona devam dahi edebilmektedir (Florin-

Christensen ve Schnittge, 2018). ¥rneĵin apikompleksan Toxoplasma gondii, özgün 

bileĸenlerini kullanarak konak h¿cre n¿kleusundaki sinyalleme yolaklarēnē hedefleyerek 

imm¿n sitemini ­evreleyip kontrol altēna alabilmektedir (Robert Gangneaux & Dardé, 2012). 

Hatta seçici immün-aktivasyon ile hem parazitin hem konaĵēn yaĸamsal faaliyetlerini 

s¿rd¿rebildiĵi bir denge koĸulu yaratabilmektedir. Bu immün cevap-imm¿n kontrol iliĸkisi, 

parazit-konak aray¿z¿nde baĸlamaktadēr (Seeber & Steinfelder, 2016). Toxoplasma gondii 

Tip II t¿rleri, bu mekanizmayē hēzlē bir imm¿n tepki teĸvik edip takizoit-bradizoit 

farklēlaĸmasēnē tetikleyerek parazit kalēcēlēĵē saĵlamayarak kullanēr (Laliberte & Carruthers, 

2008). 

 

1.1.3. Protistlerin moleküler evrimlerine göre alt sēnflandērēlmasē 

Geliĸen molek¿ler filogeni yºntemleri ile protist sēnēflandērmasē olduk­a deĵiĸmiĸtir. 

Mitokondri i­ermeyen protistlerin t¿m ºkaryotlar ile protistlerin ortak atalarēnē temsil ettiĵini 

iddia eden arkezoa hipotezi ardēndan artan genomik veri ve filogenomikteki geliĸmeler 

sayesinde protistler 5 ¿st grup halinde ºkaryotlarēn altēnda incelenmeye baĸlanmēĸtēr. 

Bunlardan birisi apikompleksanēn temsil ettiĵi; Plasmodium t¿rlerini barēndēran 

Haemosporida (Perkins ve ark., 2000), Kriptogregarina (Cryptosporidium), Kokkidia 

(Eimeria, Neospora, Sarcocystis, Toxoplasma, Besnoitia) ve Piroplasmida (Babesia, 

Theileria)  sēnēflarēnē içeren SAR (Stramenopiles, Alveolata, Rhizaria) süperfilum grubudur 

(Florin-Christensen ve Schnittge, 2018).  ¢eĸitli protist taksonlarēnēn yaĵ asidi sentezleyen 

FAS yolaklarē (I ve II) ve PKS (Poliketid Sentaz) proteinlerinin aminoasit dizilerinin homoloji 

seviyeleri ile zamana baĵēl mutasyon oranlarēna gºre oluĸturulan molek¿ler saat analizine 

dayalē filogenetik aĵa­ ile y¿ksek seviyede bir korelasyon gºsterdiĵi gºzlemlenmiĸtir (Kohli 

ve ark., 2016). Ayrēca FAS II metabolik yolak komponentleri ile PKS ve FAS I enzimlerinin 

homoloji yoĵunluklarē t¿rlerin molek¿ler evriminde bir ayrēm ile ĸekillenmiĸtir (ķekil 1.2 ). 
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ķekil 1.2. Kohli ve ark. (2016)ôdan t¿rk­eleĸtirilmiĸ protista molek¿ler filogeni ĸemalarē. 

 A. FAS II proteinlerinin filogeni aĵacē. B. Moleküler saat analizinden türetilen filogenetik 

aĵa­. C. FAS ve PKS I, II yolaklarēnēn genel filogenetik aĵa­larē.  

 

1.1.4. Apikompleksa filumu  

Apikompleksanlar, özgün, ayērt edici karakteristikleri olarak ­eĸitli salgē organelleri i­eren bir 

apikal komplekse sahip olan konaĵa muhta­ parazitik protistlerdir (Adl ve ark., 2007). Apikal 

kompleks, komponentlerinin iĸlevleri ile konak h¿cre iĸgalini m¿mk¿n kēlmaktadērlar (Katris 

ve ark., 2014). Bu ekzositik (h¿cre dēĸē) yapēlar (ķekil 1.3) roptriler, mikronemler, konoid 

(Conoidasida) ve yoĵun gran¿llerdir (Gubbels & Duraisingh, 2012) ve bu yapēlara h¿cre 

hacminin ~%30ôunu kaplayan koca bir alt proteom hedeflenmektedir (Swapna & Parkinson, 

2017). Plasmodium ve Toxoplasma gibi apikompleksanlarē ­oĵu, konak h¿cre ardēndan 

parazit birimlerini konak h¿cre sitozol¿nden ayēran, membranel bir yapē olan parazitofor 

vakuol (PV) inĸa ederler (Lingelbach ve ark., 1998). Toxoplasma gondii, paratizofor vakuol 

membran proteinleri ve roptri proteinleri ile konak ER ve mitokondrilerini, konak sinyalleme 

yolaklarēnē ve konak lizozom ve h¿cre iskeletini kontrol altēna almaktadēr (Laliberte & 

Carruthers, 2008). Roptri ve mikronem proteinleri ile konak-parazit arayüzü üzerinde halkasal 

bir ñdar-ge­itò a­ēp, konak aktinlerinin kullanēldēĵē aktin-miyozin motor aktivitesi ile ñkayma 
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hareketiò ile konak h¿cre iĸgali ger­ekleĸmektedir (Sibley ve ark., 2010). Conoidasida apikal 

komplekslerinde bulunan konoidlerin ilgili miyozin proteininin konak h¿cre iĸgali ve konak 

h¿creden ­ēkēĸ i­in elzem olduĵu keĸfedilmiĸtir  (Graindorge ve ark., 2016). Roptri 

proteinlerinden yalnēzca birisinin (ROP5) polimorfizmi parazit vir¿lansē ¿zerinde yüksek bir 

etki bērakarak G¿ney Amerikan suĸlarēn y¿ksek patolojik kuvvetini a­ēklamaktadēr (Murillo-

Léon ve ark., 2019). Mikronemler, roptri proteinlerinin salēnēmē ile òkayma hareketiò 

baĸlatēlmadan ºnce, mikronem salēnēmē ile parazit konaĵa sēkē halde saplanmaktadēr (Blader 

& Saeij, 2009). Yoĵun gran¿ller ise Toxoplasma gondii bradizoit ve takizoitlerinde N-

terminal sinyaller ile parazitofor vakuole lokalize olan bir­ok ñGRAò gran¿ler proteinleri 

sentezleyerek parazitofor vakuol membranē ¿zerinde konak-parazit arayüzünde immün 

h¿creleri baskēlamak gibi iĸlevler ile roptrilere destek saĵlayan yapēlardēr (Mercier & 

Cesbron-Delauw, 2015). Alveolatlarēn ortak yapēsē olan, plazma membranēnēn hemen altēnda 

d¿zleĸmiĸ membran vesik¿lleri i­eren i­ membran kompleksi, parazit boyunca uzanmaktadēr 

ve yalnēzca mikropor tarafēndan bºl¿n¿r. Bu mikroporun olasē bir endositoz konumu olduĵu 

d¿ĸ¿n¿lmektedir (Boothroyd & Dubremetz, 2008). 

 

 

ķekil 1.3. Black & Boothroyd (2000)ôden t¿rk­eleĸtirilmiĸ Toxoplasma gondii takizoit genel 

yapēsē. 
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1.1.4.1. Apikompleksanlarēn (konvergent) evrimi 

Apikompleksa filumu, ortak bir atasal, fotosentetik olmayan ñana apikompleksanò olarak 

kromeridler ve uzak ge­miĸte plastid kaybē ger­ekleĸtiĵi bilinen kolpodellidlerden ayrēlarak, 

evrimleĸmiĸlerdir ve monofiletik bir klad oluĸtumaktadēr (Escalante & Ayala, 1995). Kendi 

aralarēnda apikal kompleks, konoid varlēĵē ve kaybēna gºre Conoidasida ve Aconoidasida 

subfilumlarēna ayrēlmēĸlardēr (ķekil 1.4). Konoid yapēsē apikompleksanlarēn apikal kompleks 

roptrileri ile iĸlevsel iliĸkisi vardēr ve apikompleksan ve dinoflagelatlarēn ortak atasēndan 

farklē olarak apikompleksanlarda a­ēk konoidal bir yapēdan kapalē bir yapēya dºn¿ĸm¿ĸt¿r. 

Dinoflagelatlarda da bu yapē tamamen kaybolmuĸtur (Kuvardina ve ark., 2002). Conoidasida 

kendi i­inde omurgalēlarēn neredeyse hepsine bulaĸabilen Coccidia (Eimeria, Toxoplasmaé), 

plastid kaybēna uĵramēĸ monozenik (tek konaklē) Cryptosporidia genusu ve Gregarinler 

takēmēna bºl¿nm¿ĸt¿r. Aconoidasida ise sētma parazitleri Haemosporida (Plasmodium..) ve 

Piroplasmida (Babesia, Theileriaé) sēnēflarēnē barēndērmaktadēr (Archibald ve ark., 2017).  

 

 

ķekil 1.4. Archibald ve ark. (2017)ôdan t¿rk­eleĸtirilmiĸ apikompleksan evrim aĵacē. 

 

Aseks¿el evrelerinde doku kistleri oluĸturan Coccidia mensuplarē (Toxoplasma, Neosporaé) 

ve Hematozoa mensuplarē (Plasmodium, Babesia, Theileria), aseks¿el ve eĸeysel olmak ¿zere 

tüm üreme dögülerinin tamamlamak için birden fazla konak organizma gerektiren 

hetero/dizenik ºzellikleri ile diĵer tek konaklē (monozenik) parazitlerden farklēdērlar 

(Archibald ve ark., 2017). Heterozenik monozenik yaĸam dºng¿lerinin ayrēmē, atasal türlerin 

belli bir altgrubunun konak organizmanēn beslenme davranēĸēnēn parazit ¿zerinde oluĸturduĵu 
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se­ilim baskēsēnēn, konak organizmanēn yemeĵini kontamine etme yºntemleri geliĸtirerek 

üstesinden gelinmesi ile geliĸmiĸ olabileceĵi d¿ĸ¿n¿lmektedir. Bºylece monozenik omurgasēz 

konaklara sahip atasal t¿r¿n ve g¿ncel monozenik t¿rlerin genelde kullandēĵē fekal-oral 

bulaĸēm dºng¿s¿n¿n geliĸmiĸ t¿rlerdeki zayēflēĵē, bulaĸēm s¿recinin iki aĸamasēnēn da 

¿zerinde sēkē bir kontrol edinilmesi ile telafi edilmiĸtir. Bu heterozenik yaĸam dºng¿lerinin 

konvergent halde birbirlerinden baĵēmsēz olarak evrilmelerinin bir kanētē olarak; paran¿kleer 

yapēlar, duvar-yapan hücreler ve kist oluĸturma gibi karakteristiklerin homoplazisi (farklē 

yollarla benzer ºzelliklerin oluĸumu) gºsterilmektedir (Barta, 1989). Omurgasēz konaklarē 

parasitize eden t¿rlerin, ge­en zaman ile omurgalē ana konaklarēn evrimsel geliĸimine adapte 

olacak olan diĵer apikompleksanlardan ºnce dallandēĵē d¿ĸ¿n¿lmektedir (Escalante & Ayala, 

1995). Apikompleksanlarēn ana karakteristik ºzelliĵi apikal kompleks bulundurmak olmasēna 

raĵmen yalnēzca apikoplast sekonder plastidinin varlēĵē ile kēsmi korelasyon göstermektedir 

(ķekil 1.5). Bunun sebebi, en az üç kez birbirlerinden baĵēmsēz bir ĸekilde konvergent olarak 

evrimleĸen apikompleksan-benzeri parazitlerin polifiletik olmalarēna raĵmen kriptik plastid 

organellere ortak morfolojik baĵēmlēlēk gºstermeleridir (Janouskovec ve ark., 2019). Plastid 

hedeflenen bir genin olasē filogenetiĵi incelenerek apikompleksanlar ve dinoflagelatlar ile 

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

kardeĸ t¿rleri oomisetler arasēnda ortak plastid yokluĵu incelenip plastid i­eren ortak bir 

atadan farklē evrimsel dºnemlerde plastid kaybē yaĸayarak ayrēldēklarēnē d¿ĸ¿nen bir hipotez 

bulunmaktadēr (Waller & McFadden, 2005). Sadece bu sekonder endosimbiyotik plastidin 

varlēĵēnēn filogenetik tayin g¿c¿ olabileceĵinin yanēltēcēlēĵēna bir ºrnek, salt apikoplast 

i­eriĵine bakēldēĵēnda apikal kompleks i­ermeyen ama cins olarak apikoplast i­eren bir 

apikompleksan olan Cryptosporidium ve Gregarinasinaônēn apikoplast i­eren bazē t¿rleri olan 

evrimsel olarak daha uzak olan dinoflagetlar veya apikoplast içermeyen siliatlar ile yanlēĸ bir 

ĸekilde sēnēflandērēlmasēna sebep olabilir (Sato, 2011) Apikompleksanlarēn genomlarē, 

parazitizmle baĵlantēlē olarak, serbest yaĸayan akrabalarēna kēyasla olduk­a ufalmēĸtēr. Bu 

kayēplar apikompleksan soylar arasēnda konum ve ĸiddet farklarē gºstermektedir (Swapna & 

Parkinson, 2017).  
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ķekil 1.5. Waller & McFadden (2005)ôdan t¿rk­eleĸtirilmiĸ alveolat filogenetik aĵacē ve Sato 

(2011)ôden t¿rk­eleĸtirilmiĸ plastid DNA filogenetik aĵacē. A. Waller & McFadden, 2005 B. 

Sato., 2011 

 

1.1.4.2. Apikompleksan yaĸam döngüleri 

Apikompleksanlar konak ­eĸidi veya sayēsēndan baĵēmsēz bir ĸekilde temel adēmlarē 

genellenebilir bir yaĸam dºng¿s¿ne sahiptir (ķekil 1.6). Buna örnek olarak Toxoplasma 

gondiiônin yaĸam dºng¿s¿ gösterilebilir (Tenter ve ark., 2000). B¿y¿kbaĸ hayvanlar, 

sivrisinekler veya insanlar gibi ara konaklarda endodiyogeni ile merozoit veya takizoitlere 

farklēlaĸēp, konak h¿crelerde endopoligeni ile aseks¿el evrelerini tamamladēktan sonra ana 

konaktan ­ēkēĸ ardēndan ­evre ortamēnda sporogoni/gamogoni ile eĸeysel evre 

farklēlaĸmalarēnē tamamlayēp ara konak enjeksiyonunu beklerler (Wasmuth ve ark., 2009). 

 

 

ķekil 1.6. Apikompleksanlarēn genel yaĸam dºng¿lerinin ĸematik ºzetleri. A. Tenter ve ark. 
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(2000)ôden t¿rk­eleĸtirilmiĸ Toxoplasma gondii yaĸam dºng¿s¿. B. Wasmuth ve ark. 

(2009)ôdan t¿rk­eleĸtirilmiĸ ­eĸitli apikompleksanlarēn yaĸam dºng¿lerinin ĸematik gºsterimi. 

 

1.1.4.3. Özgün (?) apikoplast organeli 

Plasmodium ve Toxoplasma gibi intraselüler protist parazitler Apikompleksa filumunun 

¿yeleridirler. Apikompleksanlar kendilerine ºzg¿n fotosoentez ºzelliĵi olmayan ve plastid 

benzeri bir organel olan apikoplastēn (apikompleksan plastid) varlēĵē ile bilinirler. Ama bu 

gerçek apikoplastēn dinoflagelat sekonder plastidi ile gºsterdiĵi homoloji ile sorguya a­ēk bir 

hal almēĸtēr (Sato, 2011). Her apikompleksan parazitin birer apikoplast i­eridiĵi ve b¿t¿n 

farklē yaĸam dºng¿s¿ aĸamalarēnda mitokondri ile sēkē bir etkileĸimde bulunduĵu 

keĸfedilmiĸtir (Chakraborty, 2016). Ne Plasmodium ne de Toxoplasma apikoplast genomlarē, 

bu organelin bir takēm metabolik fonksiyonlarē hakkēnda bilgi vermemektedir. Bu durumun en 

önemli sebebi nükleer genomda üretilen apikoplast hedefli proteinlerdir Apikoplastlar 

sekonder endobimbiyontlar halindeyken kendi varlēklarēnē s¿rd¿rme ile doĵrudan alakalē 

genler dēĸēnda t¿m genetik içeriklerini sekonder konak ºkaryotun n¿kleusuna taĸēmēĸ 

olduklarē d¿ĸ¿n¿lmektedir (McFadden, 1999). 

 

1.1.4.3.1. Apikoplastēn keĸfi 

Apikoplast organelinin i­erdiĵi bitki plastidlerininkine benzeyen ve maternal olarak 

aktarēldēĵē gºr¿len 35 kbôlēk ºzg¿n halkasal DNAônēn 6 kb mitokondriyel DNAódan farklē 

olduĵunun anlaĸēlmasē ve mitokondri ile aynē fraksiyonlarda pürifikasyon ile 

uzaklaĸtērēlamamasēnēn gözlemlenmesi sayesinde apikoplast DNAósēnēn parazit n¿kleusunun 

dēĸēnda var olduĵuna ve apikoplastēn mitokondriden farklē bir organel olduĵuna iĸaret etmiĸtir 

(Waller & McFadden, 2005). Apikoplast ilk keĸfedildiĵinde yalnēzca organel genetik 

i­eriĵinin kloroplastlar ile ortak atasē olan yeĸil algler ile gºsterdiĵi uyuĸmaya dayanarak 

yanlēĸ olarak plastidin yeĸil algal bir orijine sahip olabileceklerini d¿ĸ¿n¿lm¿ĸt¿r (Kºhler ve 

ark., 1997). Daha sonra bu durum bilimsel camiada bir yeĸil-kērmēzē hipotez ikilemi halini 

almēĸ ve neticede apikoplast organeli kērmēzē algal, namēdiĵer siyanobakter, kºkenli bir 

plastid olarak kēsa s¿rede teĸhis edilmiĸtir (Howe ve ark., 2008). Toxoplasma ve Plasmodium 

mtDNAôlarē uzak bir iliĸkiye sahip iken apikoplast genleri birbirlerine daha çok 

benzemektedir (Mather, 2007). Apikompleksan parazitler n¿kleus ve apikoplast dēĸ membranē 

arasēndaki protein aktarēmēnē N-terminal transit peptidleri ile yapmaktadērlar. ¥nce 

Toxoplasmaôda sonra Plasmodiumôda yapēlan parazitin bºl¿nmesi sērasēnda apikoplast 

segregasyonunu önlemeyi içeren ­alēĸmalarda sonraki soyun hayatta kalabildiĵi ama verimli 
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bir ĸekilde bºl¿nemediĵi saptanmēĸtēr. Bºylece apikoplastēn apikompleksan parazitlerin 

yaĸamsal faaliyetleri i­in y¿ksek ºnem taĸēyan bir organel olduĵu ­ºz¿mlenmiĸtir 

(Chakraborty, 2016).   

 

1.1.4.3.2. Apikoplastēn olasē evrimsel ge­miĸi 

Apikoplast plastid benzeri organelinin kºkeni; ºnce bir siyanobakteri tarzē bir prokaryotun 

ºkaryot bir h¿cre tarafēndan birincil bir endosimbiyoz ile b¿nyesine katēlmēĸtēr. Bu 

heterotropik ºkaryotun da baĸka bir ºkaryot tarafēndan ikinci bir endosimbiyoz ile b¿nyesine 

katēlmasē ve sekonder endosimbiyont ökaryotun kendi nüklear ve sitozolik içeriklerini 

kaybetmesi ile ger­ekleĸmiĸ olabileceĵi d¿ĸ¿n¿lmektedir (Waller & McFadden, 2005). Bu bu 

sekonder simbiyotun apikompleksanlarda atasal bir krēmēzē alg olduĵu tahmin edilmiĸtir 

(Bisanz, 2006). Apikoplastēn siyanobakter orijini molek¿ler veriler ile doĵrulanmēĸtēr ve artēk 

plastidik apikoplast organelinin orijini bilinmektedir. Sekonder endosimbiyotik plastidlerin 

genelde ¿­ ya da dºrt membranē bulunmakta iken primer endosimbiyotik plastidlerin gram-

negatif atasal siyanobakteri benzeri atasal endosimbiyotun ­ift membranēna sahiptirler (Lim, 

2010). Ayrēca primer endosimbiyoz sonrasē primer endosimbiyont ile konak arasēnda protein 

taĸēmasē yalnēzca bir transmembran peptid gerektirirken, sekonder endosimbiyoz sonrasēnda 

ikincil ökaryotik simbiyontun membranēndan ge­iĸinin m¿mk¿n olmasē i­in konak ökaryotun 

nüklear genomundan plastidi hedefleyen ayrē bir N-terminal sinyal peptidinin varlēĵē 

gerektirmiĸtir (ķekil 1.7).  Bu mekanizmanēn evrimsel s¿recinde endosimbiyontlarēn konak ile 

ortak yaĸamēn doĵal se­iliminin plastidik DNAônēn n¿kleer genoma aktarēmē ve bu genlerin 

konak hücre ortologlarēnēn kaybē ile konak ve endosimbiyontun birbirlerine mutlak ihtiyacēna 

sebep olduĵu d¿ĸ¿n¿lmektedir (McFadden, 1999). Öyleki, apikoplast lümenine proteinlerin 

alēmēna yardēmcē proteinlerin dahi genetik kodu n¿kleustadēr ve sentez sonrasē apikoplasta 

lokalize olmaktadēr (Sheiner ve ark., 2011). 
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ķekil 1.7. Plastidik apikoplast organelinin çift endosimbiyotik orijin modeli. A. Waller & 

McFadden (2005)ôden t¿rk­eleĸtirilmiĸ sekonder plastid sinyalleme ĸemasē. B. McFadden, 

(1999)ôdan t¿rk­eleĸtirilmiĸ sekonder plastid-konak h¿cre gen alēĸveriĸi ĸemasē. C. 

McFadden, (1999)ôdan t¿rk­eleĸtirilmiĸ endosimbiyont-konak gen transfer hipotezi ĸemasē. 

 

B¿t¿n bunlara raĵmen, kalēcē endosimbiyoz ardēndan periplastid membran kaybē gibi 

modifikasyonlarēn konak için fazla travmatik olup doĵal se­ilim ile reddedileceĵine 

dayanarak, apikoplast gibi kērmēzē algal plastidlerin ortak bir atasal birincil endosimbiyozdan 

ziyade kleptoplastidik bir orijine sahip olduklarēnē iddia eden bir hipotez ºne s¿r¿lm¿ĸt¿r. Bu 

hipotez, atasal kleptoplastidin ortak kalēcē endosimbiyont atanēn oluĸumundan ºnce 

farklēlaĸarak b¿t¿n kērmēzē algal plastidlerin ­eĸitli atalarēnē oluĸturduĵu bir alternatif 

a­ēklama sunmaktadēr (Bodyl, 2017). Apikompleksan parazitlerin proteomu transkripsiyon 

seviyesinde alternatif-kesim ile yoĵun bir ĸekilde ­eĸitlendirilmektedir. ¥rneĵin; intron 

eklentisi ve transkripsiyon baĸlangē­ noktasē deĵiĸimleri ile sitozol ve apikoplast olmak ¿zere 

iki lokalizasyona sahip bir proteinin sentezi keĸfedilmiĸtir (Yeoh ve ark., 2019). 

 

1.1.4.3.3. Apikoplastēn iĸlevi 

 Apikoplastēn iĸlevleri apikompleksan altsēnēflarēna gºre deĵiĸme gºsterebilmektedir. 

Toxoplasma gondiiôde apikoplast b¿nyesine protein alēnēmē i­in diĵer apikompleksanlardan 

farklē olarak, ubiquitinôden evrimleĸtiĵi d¿ĸ¿nülen bir plastid proteini gerekmektedir (Fellows 

ve ark., 2017). ¥rneĵin, Plasmodium falciparum apikoplastlarē genel apikompleksanlarda 

bulunmayan hem biyosentezi iĸlevine sahiptir (Ralph ve ark, 2004). Apikompleksan 
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parazitlerde yaĵ asitlerinin de novo sentezinde veya konaktan doĵrudan alēnmasēnda bir­ok 

farklē strateji ve metabolik yolak evrimleĸmiĸtir (Crawford ve ark., 2006). Konak canlēlarla 

karĸēlaĸtērēldēĵēnda yaĵ asidi sentezlemede Apikompleksanlarē farklē kēlan ve omurgalē konak 

canlēlarda bulunmayan apikoplast tip II yaĵ asidi biyosentez yolaĵēdēr (FAS-II). Apikoplast 

organelinin keĸfi ardēndan organelin yapēsal i­eriĵi ve iĸlevi bilimsel araĸtērmalarēn odaĵē 

olmuĸtur. Apikoplastēn parazit i­in konak ca/nlēnēn h¿crelerinden yaĵ asidi ve lipid ­almaya 

alternatif bir metabolik yolaĵē taĸēdēĵē bilgisi ēĸēĵēnda bu yolaĵēn ayrēntēlē ve doĵru 

haritalanmasē ile anlaĸēlmasē gerekli olmuĸtur (ķekil 1.8). Apikoplastta FAS II ile ¿retilen yaĵ 

asitlerinin endoplazmik retikulum (ER) konumlu ELO yolaĵēnda tepkimeye girdikleri böylece 

bu organele ulaĸtēklarē bilinip bunu hangi mekanizma ile ger­ekleĸtiĵi bilinmemektedir 

(Mazumdar & Striepen, 2007). 

 

 

 ķekil 1.8. Toxoplasma gondiiônin vital yaĵ asitleri ve lipid alēm yºntemleri. A. Konak hücre 

sitoplazmasēndan endozomal ve lizozomal vesiküller parazitofor vakuol (PV) aracēlēĵē ile 

parazite ulaĸtērēlēr. B. Yaĵ asitlerinin de novo sentezi ise apikoplast organelinde bu metabolik 

aktivite i­in ºzelleĸmiĸ enzimlerin (kērmēzē) aktivitesi ile metabolik ºnc¿ bileĸiklerin (mavi) 

FAS II ve ELO yolaklarē ile dºn¿ĸt¿r¿lmesi ile ger­ekleĸmektedir (Mazumdar & Striepen 

2007).  

 

Apikoplastēn dºrt membranēnda proteinlerin nasēl ge­ebileceĵi hen¿z ­ºz¿lmemiĸ bir 

sorunsaldēr. Genetik verilere dayanan bulgular, Endoplazmik Retikuluma-baĵlē Protein 

Degradasyon (ERAD) sisteminin apikoplast membranlarēna lokalize olan bir endosimbiyont 
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t¿revinin bu gºrevi ¿stlendiĵi d¿ĸ¿n¿lmektedir (Agrawal ve ark., 2009). Fakat bu plastidik 

metabolik yolaklar, FAS I/II ve PKS ve ELO olmak ¿zere, farklē apikompleksan cinsler 

arasēnda farklē korunmuĸluk gºsterdikleri bilinmektedir (ķekil 1.9). Toxoplasma ve 

Plasmodium FAS II yolaĵēnēn t¿m bileĸenlerinin t¿m¿n¿ kesinlikle i­erdiĵi bilinen t¿rler iken 

Theileriaônēn genomu incelendiĵinde herhangi bir plastidik yolaĵa ait olabilecek enzim 

genetik koduna rastlanmamēĸtēr (Mazumdar & Striepen, 2007). 

 

  

ķekil 1.9. Mazumdar & Striepen (2007) metabolik yolaklarēn apikompleksan t¿rler arasē 

daĵēlēm ĸemasē. 

 

FAS II ve ELO yolaklarēnēn genel enzimatik i­eriĵi ­oĵunlukla ortaktēr (ķekil 1.10). FAS I, 

tiyoesteraz ve melonil-açil transferaz ek alt birimleri içerir ve tekil bir süpermolekül halinde 

etkiyen bir yaĵ asidi biyosentaz enzimi olarak var olmaktadēr (Ramakrishnan ve ark., 2013). 
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ķekil 1.10. Ramakrishnan ve ark. (2013)ôdan t¿rk­eleĸtirilmiĸ merkezi FAS ĸemalarē. 

 

1.1.4.3.3.1. FAS II yaĵ asidi biyosentez yolaĵē 

FAS-II yaĵ asidi sentez yolaĵēna kēsaca bakēldēĵēnda; Tip II FAS'ēn baĸlatēlmasē malonil-

CoAônēn FabD (malonil-CoA ACP transaçilaz) ile maloni-ACPôye ve ardēndan da FabH (ɓ-

ketoaçil-ACP sentaz III) ile Asetoaçil-ACPôye dºn¿ĸmesi ve yaĵ asidi zinciri uzamasē 

dºng¿s¿ne girmesiyle baĸlar (ķekil 1.11). FAS-II yolaĵēnēn temel bileĸeni ve merkezinde 

ACP (a­il taĸēyēcē protein) yer alēr. Yaĵ asidi uzama dºng¿s¿nde NADPH'ye baĵēmlē FabG 

(3-oksoaçil-ACP red¿ktaz veya ɓ-ketoaçil-ACP red¿ktaz) tarafēndan 3-hidroksiaçil-ACP 

meydana gelir.  Ardēndan FabZ (ɓ-hidroksiaçil-ACP dehidrataz) ve NADH-baĵēmlē FabI 

(enoil-ACP redüktaz) tarafēndan a­il-ACP oluĸturulur. FabB/F enziminin aktivitesi ile döngü 

tekrardan baĸlar. Bºylece reaksiyon ¿r¿nlerinin Fab dºng¿s¿ne 14 veya 16 karbonlu yan 

gruplar elde edilene kadar dºng¿ye girmesi ile sentezlenen C14 ya da C16 doymamēĸ yaĵ 

asitleri ACPôden hidrolize edilerek elde edilir (Ramakrishnan ve ark., 2013). 

 

 

ķekil 1.11. Ramakrishnan ve ark. (2013)ôdan t¿rk­eleĸtirilmiĸ Toxoplasma gondii FAS II ve 

ELO yolaklarēnēn ĸematize grafiĵi. KAS:  Ketoaçil-ACP sentaz; KAR/FABG:  Ketoaçil-ACP 

redüktaz; DEH:  Hidroksiaçil-CoA dehidrataz; ECR: Enoyil-ACP redüktaz 
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Uzun süre de novo yaĵ asidi sentezi yapamadēklarē ve bu yaĵ asitlerini konak hücrelerden 

elde ettikleri varsayēlan Toxoplasma ve Plasmodiumôun apikoplast FAS II yolaklarē deneysel 

olarak uygulanan 14C -asetat ºnc¿l prek¿rsºr¿n¿n yaĵ asitlerine ­evrilmesinin gözlemlenmesi 

ile gºsterilmiĸtir (ķekil 1.12). FAS II yolaĵēnēn merkez molek¿llerinden birisi olan ACPônin 

null mutantlarē ile yapēlan bir ­alēĸmada FAS II yolaĵēnēn ºnemli bir metabolik prekürsörü 

olan asetil-CoAôyē sentezleyen piruvat dehidrogenaz enziminin aktivitesi i­in gerekli olduĵu 

ve dolayēsēyla Toxoplasma gondii parazitik protistinin yaĸamsal faaliyetleri i­in bu yaĵ asidi 

sentez yolaĵēna muhta­ olduĵu gºsterilmiĸtir. A­il taĸēyēcē protein (ACP) ñknockoutò edilmesi 

sonucunda apikoplast biyogenezinde kusurlar oluĸmasē ardēndan parazit ºl¿m¿n¿n 

ger­ekleĸtiĵi gºzlemlenmiĸtir Bazē apikompleksan parazitler FAS II ye sahip deĵil iken 

Toxoplasma gondii gibi hem FAS I hem FAS II yolaklarēnē i­ermektedir (Bisanz, 2006). 

 

 

ķekil 1.12.  Bisanz ve ark. (2006)ôdan türkçeleĸtirilmiĸ yaĵ asidi biyosentez yolaĵē susturma 

deneyinin sonu­larē. A. Total lipid sentez kontrolü. B. Metabolik akitivite inhibitörü 

Haloxyfop uygulanmēĸ Toxoplasma gondii yaĵ asitleri. 

 

1.1.5. Toxoplasma gondii 

Toxoplasma gondii konak organizmaya muhtaç intraselüler apikompleksan protozoon bir 

parazittir. Ķsmini muz veya hilale benzetilebilen ĸeklinin Yunancasē olan ñtoxoò ve ilk defa 

b¿nyesinde keĸfedildiĵi hamster-vari kemirgenin Latince tür isminin (Ctenodactylus gondii), 

ñyaĸamò anlamēna gelen ñplasmaò kelimesi ile birleĸiminden oluĸmuĸtur (Florin-Christensen 

& Schnitter, 2018). Transfeksiyonu, h¿cre iĸaretlemesi ve geliĸmiĸ mikroskobik teknikler ile 

kolayca incelenebilmesi nedenlerinden, Toxoplasma gondii h¿cre biyolojisi ­alēĸmalarē i­in 



 

16 
 

ñmodel apikompleksanòdēr (Kim & Weiss, 2004). ¦st¿n oluĸturma kabiliyetleri sayesinde 

yüksek vir¿lansa sahip tip II suĸlar (ME49,é), tip I ve III suĸlardan genotip analizleri ile ayērt 

edilebilmektedir. Bu Kuzey Amerika suĸlarēnēn dēĸēnda, G¿ney Amerikaôda y¿ksek 

­eĸitlenme gösteren, oldukça patojenik olabilen pek ­ok suĸ da bulunmaktadēr (Sibley & 

Aijoka, 2008). 

 

1.1.5.1. Toxoplasma gondii genel yapēsē 

Toxoplasma gondii bireyleri Conoidasida sēnēfēnēn ¿yeleri olarak konoid i­eren bir apikal 

komplekse sahiptirler (Dubey, 1998). Apikal komplekslerinin b¿nyesinde diĵer 

apikompleksanlar ile ortak olan infiltrasyon yapēlarēnēn t¿m¿ bulunmaktadēr (ķekil 1.13). 

Apikal kompleks komponentleri apikompleksanlar arasēnda ­oĵunlukla korunmuĸ olsa bile 

farklē yaĸam evrelerine gºre farklēlaĸan apikompleksan ñ-zoitò h¿creleri t¿rden t¿re deĵiĸen 

muhta­lēk dereceleri göstermektedir. Bunun sebebi, konak h¿cre iĸgalinde ºnemli rol oynayan 

ñdar-ge­itò oluĸumundan sorumlu mikronemal proteinlerin neredeyse hi­birinin 

apikompleksanlar arasēnda ortak olmamasēdēr. Bu yapēlar ºncelikli olarak filum genelinde 

t¿re, ikincil olarak yaĸam evresine ºzg¿n ĸekilde evrimleĸmiĸtir (Bargieri ve ark., 2014). 

 

 

ķekil 1.13. Dubey (1998)ôden t¿rk­eleĸtirilmiĸ Toxoplasma gondii çizimi. Apikal kompleks 

elemanlarē siyah alan içinde gösterilmektedir. 
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1.1.5.2. Toxoplasma gondii yaĸam döngüsü 

Toxoplasmaônēn ¿­ parazitik evresi; olgun ookistler i­inde korunur halde ikiĸerli halde 

bulunan eĸeysel dºng¿ birimi sporozoitler, yavaĸ b¿y¿yen ve doku kistleri i­erisinde bulunan 

bradizoitler ve konak ince baĵērsaĵēna ulaĸēnca bradizoitlerden farklēlaĸan, hēzlē b¿y¿yen ve 

­oĵalan takizoitlerden oluĸmaktadēr (Black & Boothroyd, 2000). Toxoplasmaônēn karmaĸēk 

yaĸam dºng¿s¿ kedigil ana konak canlēda ge­irdiĵi eĸeysel bir dºng¿ ile insanlarēn da dahil 

olduĵu ara konaklar i­erisinde ge­irdiĵi aseks¿el (eĸeysiz) dºng¿den oluĸmaktadēr (Bisanz ve 

ark., 2006). Aseks¿el s¿recin terminal aĸamasē olan bradizoit doku kistleri eĸeysel aĸamanēn 

ilk adēmēdēr. Gamogoni ve ookist formasyonu da takizoit formasyonu gibi ince baĵērsak 

epitelinde ger­ekleĸir. Hen¿z sporule olmamēĸ ookistler dēĸkē ile dēĸarēya atēlēr ve dēĸ ­evrede 

enfeksiyon yapabilen iki sporozoit i­eren hallerine dºn¿ĸ¿rler. Toxoplasma bradizoit doku 

kistleri genellikle merkezi sinir sisteminde göz ve iskelet kaslarē ile kalp kaslarēnda lokalize 

olurlar. Ara konakta ger­ekleĸen aseks¿el (eĸeysiz) dºng¿n¿n ilk aĸamasēnda takizoitler 

tekrarlē endodiyogeni ile farklē konak h¿crelerde hēzla ­oĵalērlar (ķekil 1.14). Daha sonra 

sonuncu neslin takizoitleri doku kistleri oluĸturan bradizoitlere dºn¿ĸ¿rler (Tenter ve ark., 

2000). Ara konaklarda doku kistleri Toxoplasma gondiiônin terminal yaĸam dºng¿s¿ 

aĸamasēdēr ve bu aĸamada konak organizmaya ºl¿mc¿l etki gºsterirler. Bazen konaĵēn yaĸamē 

boyunca sürebilirler (Ramakrishnan, 2015). Toxoplasma ara konaklarda iki geri dºn¿ĸ¿ms¿z 

evrede bulunmaktadēr. Bradizoit ve takizoit. Bradizoitler yavaĸ b¿y¿yen bulaĸēcē ve 

kistleĸebilen bir formdur ve dormant halde bulunurlar ve takizoitlerden daha kalēcē ve 

uzaklaĸtērmasē zor yapēlardēr. Bunu destekleyen bir veri, bradizoit evresindeki parazitlerin 

takizoitlerinkinden alternatif-kesim sayesinde ~%50 daha geniĸ bir transkriptomuna sahip 

olmasēdēr (Yeoh ve ark., 2019). 
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ķekil 1.14. Elmore ve ark. (2010)ôdan türkçeleĸtirilmiĸ Toxoplasma gondii yaĸam dºng¿s¿ 

grafiĵi. 

 

Bradizoit ile enfeksiyon bu kistleri i­eren piĸirilmemiĸ et gēdalarēnēn t¿ketilmesiyle 

ger­ekleĸir (Bisanz ve ark., 2006). Ama ­oĵu araĸtērmacē bu kistlerin periyodik olarak 

bradizoit içeriklerinin hēzlēca büyüyen ve üreyen takizoitlere dºn¿ĸ¿p yeni konak h¿creler 

iĸgal ederek ve daha sonra tekrar yeni doku kistleri oluĸturarak s¿rekli bir dºngü 

s¿rd¿rd¿ĵ¿n¿ d¿ĸ¿nmektedirler. Ana konak-ara konak ge­iĸi ve ara konak-ara konak aktarēmē 

dēĸēnda Toxoplasma gondii ana konak-ana konak arasēnda da aktarēlabilir (Dubey, 1998). 

Bradizoitler gastrik peptidlere diren­lidirler ve bu sayede baĵērsaĵa tutunup burada hēzlēca 

¿reyen takizoitlere dºn¿ĸebilirler. Takizoitler hastalēĵa sebep olan hēzlēca b¿y¿yen, ­oĵalan 

ve hastalēĵa sebep olan Toxoplasma formudur.  N¿kleusa sahip olan h¿crelerin ­oĵunu 

enfekte edebilir. Takizoitler parazitofor vakuol (PV) i­erisinde replike olurlar. Bazē takizoitler 

kuvvetli bir imm¿n tepkiye yol a­ēp konak tarafēndan ºld¿r¿l¿rken bazēlarē bu durumdan 

kurtulur ve bradizoitlere geri dönerler.  Toxoplasma gondi ara konaklarē arasēnda ge­iĸ dikey 
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(anne-fet¿s) veya yatay (karnivorizm) ge­iĸ yollarēyla olabilir (ķekil 1.15).  Enfeksiyon yatay 

olarak ookist ve doku kisti sindirimi dikey olarak ise transplasental ge­iĸ ile aktarēlabilir Ana 

konakdan ara konaĵa ge­iĸ kedigil dēĸkēsēndaki ookistlerin su veya katē yiyeceklerden alēnarak 

sindirilmesiyle ger­ekleĸmektedir. (Bisanz ve ark., 2006).  

 

 

ķekil 1.15. Robert-Gangneux & Dard® (2012)ôden türkçeleĸtirilmiĸ Toxoplasma gondii yaĸam 

evreleri. 

 

1.1.5.3. Toksoplazmoz 

Toxoplasma gondiiônin neden olduĵu toksoplazmoz (toxoplasmosis) her ¿lkede %10 ile %90 

arasēnda seropozitivite oranlarēnda bulunmakta olan ve yaklaĸēk d¿nya n¿fusunun ¿­te birini 

enfekte etmekte olan bir hastalēktēr (Pappas G, 2009). 88 D¿nya Saĵlēk ¥rg¿t¿ (WHO) ¿yesi 

¿lkeden veriler ile yapēlan bir ­alēĸmada toksoplazmoz oranlarē ile ¿lke ekonomi b¿y¿kl¿ĵ¿ 

arasēnda bir negatif korelasyon gºzlemlenmiĸtir (Flegr ve ark., 2014). Ķnsanlarēn T. gondii ile 

enfekte olmasē doku kistleri i­eren ve piĸmemiĸ ya da az piĸmiĸ eti t¿ketme veya enfekte et 

par­alarē ile temasla ger­ekleĸebilmektedir (ķekil 1.16). Baĸka bir ĸekilde Toxoplasma gondii 

enfeksiyonu doĵrudan kedilerden veya enfekte kedilerin dēĸkēlarēnda bulunan ookistleri içeren 

sēvē ya da katē gēda ve atēklardan bulaĸma ile m¿mk¿nd¿r. ABDônin Massachusets eyaletinde 

­iftlik domuzlarēnēn dokularē kullanēlarak yapēlan bir deneyde, ookist hazmēndan 4-6 gün 

sonra deney farelerinde mutlak öl¿m gºzlemlenmiĸ, takizoit inokulasyonu ise bu süreyi 
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yaklaĸēk iki aya uzatabilmiĸtir (Dubey ve ark., 2002). Bunu yanēsēra ABD ve Kanadaôda deniz 

memelilerinde Toxoplasmaôya rastlanmēĸtēr, bºylece parazitin sudan bulaĸēmēnēn m¿mk¿n 

olduĵu anlaĸēlmēĸtēr (Dubey, 2004). 

 

 

ķekil 1.16. Robert-Gangneaux & Dard® (2012)ôden t¿rk­eleĸtirilmiĸ Toxoplasma gondii 

enfeksiyon yollarēnēn ĸemasē. 

 

Kongenital olarak, hayvanlar ile temas ve gēdalardan sindirim ile enfeksiyon yollarēnēn yanē 

sēra enfekte olan hastalardan kan aktarēmē ile lºkositler aracēlēĵēyla toxoplasma ge­iĸi 

ger­ekleĸebilir. Yapēlan geniĸ kapsamlē bir ­alēĸmada eriĸkin kadēnlarēn ve genel nüfusun T. 

gondii spesifik antikorlara gºsterdikleri seropozitivite araĸtērēldēĵēnda toxoplasma spesifik 

IgG (Ķmm¿noglobin G) seropozitivitesinin kadēnlarda yaĸ ile birlikte arttēĵē gºr¿lm¿ĸt¿r 

(Torgerson & Mastroiacovo, 2013). Toksoplazmozun ensefalit, retinit ve miyokardit gibi 

ºl¿mc¿l hastalēklara sebep olabildiĵini bilinmektedir (Blader, 2009). K¿resel d¿zeyde yapēlan 

kongenital toksoplazmoz çalēĸmasēnda doĵan her 1000 canlē bebekten 1.5ôinde (190.100) T. 

gondii enfeksiyonu bulunduĵu ve toplamda da 1.2 milyon kongenital kökenli toksoplazmoz 

hastasēnēn olduĵu bildirilmiĸtir (Tablo 1.1).  Ayrēca ¢in Halk Cumhuriyetiônde imm¿n 
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kapasiteleri kanser ile zayēflamēĸ bireylerde Toxoplasma gondii seropozitivitesi ĸehirden 

ĸehire  %24 ile %79 arasēnda deĵiĸmektedir (Zhou ve ark., 2011). 

 

Tablo 1.1. Torgerson & Mastroiacovo (2013)ôdan t¿rk­eleĸtirilmiĸ Toxoplasma gondii 

seropozitivesi kaynaklē ºm¿r-kaybēnēn k¿resel daĵēlēm tablosu. 

Bölge Rastlanēlan vakalar 

(95% CI) 

Rastlantēa  

(95% CI) 

DALY  

(95% CI) 

DALY a  

(95% CI) 

AFR D 26 500 (24 300ï30 100) 2.0 (1.8ï2.3) 171 500 (92 300ï294 500) 13 (6.9ï22) 

AFR E 37 000 (33 900ï41 000) 2.4 (2.2ï2.5) 235 900 (129 600ï379 000) 15 (8.3ï24) 

AMR A 2940 (2360ï3540) 0.6 (0.5ï0.8) 19 700 (14 100ï26 700) 4.2 (3.0ï5.7) 

AMR B 15 300 (13 100ï17 800) 1.8 (1.5ï2.0) 105 300 (82 500ï127 500) 12 (9.4ï15) 

AMR C 5077 (4225ï6792) 3.4 (2.5ï4.1) 35 000 (24 400ï41 200) 19 (13ï22) 

EMR B 8450 (6950ï9530) 2.5 (2.1ï2.9) 53 900 (27 800ï84 800) 17 (8.5ï26) 

EMR D 26 300 (21 200ï31 200) 2.2 (1.7ï2.6) 164 900 (84 600ï277 800) 14 (6.9ï23) 

EUR A 2170 (1900ï2896) 0.5 (0.4ï0.6) 13 600 (7 508ï23 400) 2.8 (1.3ï4.3) 

EUR B 5200 (4500ï6090) 1.5 (1.3ï1.7) 32 200 (17 500ï54 700) 9.2 (5.0ï16) 

EUR C 4200 (3700ï4800) 1.6 (1.4ï1.8) 26 400 (14 400ï42 700) 10 (5.4ï16) 

SEAR B 6430 (4240ï8600) 1.3 (0.9ï1.7) 40 300 (18 700ï71 800) 8.1 (3.8ï14) 

SEAR D 25 400 (20 700ï30 700) 0.8 (0.7ï1.0) 158 300 (85 900ï275 400) 5.1 (2.8ï8.9) 

WPR A 960 (720ï1200) 0.6 (0.5ï0.8) 5950 (2900ï10 100) 3.9 (1.9ï6.6) 

WPR B 24 200 (20 500ï28100) 1.1 (0.9ï1.3) 154 700 (81 200ï253 000) 7.1 (3.7ï12) 

Total 190 100 (179 300ï206 300) 1.5 (1.4ï1.6) 1 200 000 (760 000ï1 900 000) 9.6 (5.8ï15) 

*AFR, Afrika Bºlgesi; AMR, Amerikalar Bºlgesi; CI, G¿venilebilir Aralēk; DALY, Hastalēk-Etkiyen Yaĸam 

Yēlē; EMR, Doĵu Akdeniz Bºlgesi; EUR, Avrupa Bºlgesi; SEAR, G¿ney-Doĵu Asya Bºlgesi; WPR, Batē 

Pasifik Bölgesi. 

 a: Her 1000 canlē doĵum için. 

 

Kongenital toksoplazmoz (Congenital toxoplasmosis)  maternal iletim ile erken-kademe 

bebeklerde görülmektedir. Kongenital toksoplazmoz fetal ölüme ve zorunlu kürtaja (Çakmak 

ve ark., 2018) postnatal ölümlere, nörolojik ve nörokognitif sendromlara veya koriyoretinite 

yol açabilir (Tablo 1.2). Ok¿ler kongenital toksoplazmoz ise, doĵum sonrasē ok¿ler 

lezyonlarēn oluĸmasēna sebep olur, doku tahribatē ve imm¿n tepki tetikler (Zhou ve ark., 

2011). Bu duruma m¿dahalenin zor olmasē, parazitin merkezi sinir sisteminde immün 

h¿crelerin b¿nyesinde asemptomal bir ĸekilde var olabilmesidir (Mendez & Koshy, 2017). 

Toksoplazmoz kaynaklē psikomotor performans kaybē ve bºyle belirtilere sahip Parkinson 

hastalēĵē arasēnda epidemiyolojik bir baĵlantē iddia eden ­alēĸmalarēn bulgularēnē 
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deĵerlendiren bir meta-analiz, Toxoplasma gondii ve Parkinson hastalēĵēnēn semptomal 

geliĸimi arasēnda herhangi bir anlamlē baĵlantēya rastlanmamēĸtēr (Zhou ve ark., 2019). 

 

Tablo 1.2. Torgerson & Mastroiacovo (2013)ôdan t¿rk­eleĸtirilmiĸ toksoplazmoz sebepli 

hastalēk, sendrom ve ºl¿mlerin rastlantēya baĵlē ñsakatlayēcē hasar derecesiò istatistikleri. 

Sendrom Hasar Derecesi Rastlantēa (95% CI) 

Fetal kayēp (> 24 hafta kuluçka) 1 2.4 (2.3ï6.3) 

Neonatal ölüm 1 0.7 (0.4ï1.2) 

Ķlk yaĸam yēllarēnda korioretinit 0.033 13 (12ï15) 

Ķlerleyen yēllarda korioretinit 0.033 16 (5ï52) 

Ķlk yaĸam yēllarēnda korioretinit (NA ve SA) 0.033 80 (70ï90)b 

Hayatēn ge­ yēllarēnda korioretinit (NA ve SA) 0.033 10 (5ï15)b 

Ķntrakraniyal kalsifikasyon 0.01 11 (7.9ï12)b 

Hidrosefalus 0.36 2.0 (1.0ï3.0) 

CNS abnormaliteleri 0.36 2.9 (1.0ï6.0) 

 

 

1.1.5.4. Toxoplasma gondii FAS II  yolaĵē 

Apikoplast konumlu FAS II uzun ve ­ok uzun yaĵ asidi zincirleri sentez yolaĵēnēn organel 

biyosentezi ve parazit s¿rekliliĵi i­in mutlak ºnemi bilinmektedir (Mazumdar ve ark., 2006). 

FAS II ve FAS I yolaklarēnēn dēĸēnda uzun ve ­ok uzun doymamēĸ yaĵ asidi zincirlerini 

elongasyon tepkimeleriyle farklē bir metabolik enzim grubu kullanarak sentezleyen ER 

(Endoplazmik Retikulum) konumlu ELO yolaĵē mevcuttur (ķekil 1.17). Bu yolaĵēn her 

enzimatik adēmēnda FAS II ürünlerine 2 karbon daha eklenir (Ramakrishnan, 2015; 

Ramakrishnan, 2012).  Toxoplasma gondii FAS II yolaĵēnēn sentez ¿r¿nlerinin ELO yolaĵē 

için ve dolayēsēyla uzun ve ­ok uzun doymamēĸ yaĵ asidi zincilerinin sentezi i­in mutlak 

gerekliliĵi 13C-glukoz ve 13C-asetat iĸaretlemesi ile gºsterilmiĸtir. Bu FAS II ürünleri 

dēĸarēdan organizmaya saĵlandēĵē zaman ELO yolaĵē ile gerekli uzun ve ­ok uzun doymamēĸ 

yaĵ asidi zincirleri sentezlenebilir iken, ELO yolaĵēnēn merkez enzimlerinin etkisiz hale 

getirilmesi durumunda da parazitlerde ­oĵalma verimsizliĵi gºzlemlenebilmiĸtir. ELO 

yolaĵēnēn ELO ï A, B ve C enzimleri FAS II yolaĵēnēn ¿r¿n yaĵ asitlerinden kendi 

substratlarē olanlarē malonil-CoA ile kondanse ederek uzun zincirli yaĵ asidi eldesi kaskadēnē 

baĸlatērlar. Bu nedenle parazitin yaĸamsal faaliyetlerini s¿rd¿rebilmesi i­in reaksiyonlarē 
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apikoplast l¿meninde ger­ekleĸen ve FabGônin bir par­asē olarak aktivite gösterdiĵi FAS II 

yolaĵēnēn ¿r¿nleri endoplazmik retikulumun sitozol¿k y¿z¿nde bulunan ELO yolaĵēnēn temel 

substratlarē olan miristat ve palmitatlar halinde bulunmak zorundadēr. Bu ­alēĸma parazitin 

yaĸamsal yolaklarēndan biri olan endoplazmik ELO yolaĵē, FAS II  sistemine muhtaç 

olduĵunu gºstermiĸtir. FAS II sisteminin ­alēĸmamasē doĵrudan ELO yolaĵēnē etkileyecek ve 

parazitin yaĸamsal faaliyetleri sona erecektir (Ramakrishnan, 2015; Ramakrishnan, 2012). 

 

 

ķekil 1.17. Ramakrishnan ve ark., (2015)ôdan türk­eleĸtirilmiĸ FAS II ï ELO yolaklarē 

ĸemasē. 

 

1.1.5.5. Bilinen tedaviler ve tedavi olanaklarē 

Toxoplasma tedavisi i­in kullanēlabilen mevcut ve m¿sait olan ila­larēn tolere edilememe, ­ok 

aĵēr yan etkilere sahip olma ve kronik Toxoplasma enfeksiyonlarēnē tedavi edememe gibi 

sorunlarē vardēr (Bisanz ve ark., 2006). Buna bir örnek olarak akut toxoplasma 
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retinokoroiditisi protozoon parazitin mitokondrisindeki elektron transport sistemini seçici 

olarak inhibe eden, hem takizoit hem bradizoitlerde etkili olan Atovaquone ilacē ile tedavi 

ardēndan geliĸen takizoit direnci sebebiyle kronik Toxoplasma retinokoroidite regresyonun 

gºzlemlendiĵi bir vaka gºsterilebilir (Baartz, H. Ve ark., 2006). Ayrēca bir gen mutasyonu ile 

parazitin sulfonamid direnci edinebildiĵi gºzlemlenmiĸtir (Aspinal ve ark., 2002). Kongenital 

toksoplazmoza karĸē semptom giderici bir ºnlem olarak, hamile kadēnlara uygulanarak, 

anneden fet¿se parazit aktarēmēnēn yavaĸlatēlabildiĵi gºzlemlenen spiramisin, sulfonamid 

alerjisi olan hastalar için uygun bir alternatiftir. Kist üretmeyen Toxoplasma gondii suĸlarēna 

karĸē koyunlarda neonatal ºl¿m oranlarēnē d¿ĸ¿ren aĸēlama yºntemleri bilinmektedir (Dubey, 

2008).  Bunun dēĸēnda henüz insanlarda kistik Toxoplasma enfeksiyonunu ºnleyen bir aĸē 

mevcut deĵildir ama koyunlarda kullanēlmak i­in ¿retilmiĸ ve ayrēca ana konak olan kedilerde 

seksüel üremeye inhibe edebilen Toxovax aĸēsē mevcuttur (Elmore ve ark., 2010). Mevcut 

olan bazē ila­lar takizoitlere karĸē etkili olurken latent halde bulunan bradizoit forma karĸē 

etkenlik gösteremezler (Afanador ve ark., 2013). T¿m bunlar deĵerlendirildiĵinde özellikle 

insanda toksoplazmoz i­in bir ila­ geliĸtirmenin zorunlu olduĵu gºr¿lmektedir. Sētma paraziti 

Plasmodium falciparum h¿crelerinde bºl¿nerek ­oĵalma esnasēnda apikoplast organelinin 

segresyonu ve/veya ekspresyonu hedef alēndēĵēnda parazitin eritrositik evre döngüsünün 

apikoplast yokluĵunda ºlen ikinci nesilde ñgecikmeli ºl¿mò adē verilen bir olay ile 

durdurulabildiĵi bilinmektedir (Chakraborty, 2016). Parazitin bir neslinin apikoplast bölünme 

kabiliyeti engellendiĵi zaman bir sonraki nesil yaĸamsal faaliyetlerini s¿rdürememektedir. 

Bºylece parazit ñgecikmeliò olarak ºlmektedir (ķekil 1.18). 

 

ķekil 1.18. Chakraborty ve ark. (2016)ôdan t¿rk­eleĸtirilmiĸ Plasmodium falciparum 

ñge­ikmeli ºl¿mò grafiĵi. Saĵlēklē eritrositik dºng¿ (A) ve parazit neslinin apikoplast 
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segregasyonuna m¿dahale edilmesi durumunda ger­ekleĸen parazit ºl¿m¿ (B) 

gösterilmektedir.  

 

¢oĵunlukla Afrika ve G¿ney Amerika kētalarēnda y¿ksek patoloji gºsteren, sivrisinek ara 

konaĵa sahip sētma patojeni parazit Plasmodium falciparum apikoplastēnēn triklozan ile yan 

etkisiz ĸekilde FabI substratē ile yarēĸarak kompetitif inhibisyon prensibi ile FAS II 

inhibisyonu saĵlanabilmektedir (Ralph ve ark., 2001). Bºylece apikoplast organeli iĸlevini 

kaybeder ve parazit yaĸamsal faaliyetleri kēsētlanēr. G¿ncel bir ­alēĸmada bu prensip sēnanēp, 

FAS II inhibisyonu ile parazit ºl¿m¿n¿n kinetiĵi haritalanmēĸtēr (ķekil 1.19). Bulgulara göre, 

belli FAS II ¿r¿nlerinin yokluĵu nedeniyle sitokinez sonrasē pelik¿l oluĸturulamamakta ve 

asimetrik bºl¿nmeler ile apikoplast i­ermeyen, artan triklozan miktarē ile azalan sayēda, 

parazitofor vakuolle yapēĸēk kalan parazitler oluĸmaktadēr. Bºylece, Plasmodium 

falciparumôda gºzlemlenen ñgecikmeli-ölümò Toxoplasma gondii için geçerli gözükmektedir. 

Yapēĸēk takizoitler ilk endodiyogenilerini tamamladēktan sonra, ortaya ­ēkan yeni nesil 

beslenemeyip, bölünemeyip ölmektedir (Martins-Duarte ve ark., 2016).  

 

 

ķekil 1.19. Martins-Duarte ve ark. (2016)ôdan t¿rk­eleĸtirilmiĸ FAS II triklozan deney grafik 
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ve ĸemalarē. A. Saĵlēklē Toxoplasma gondii demetleri. B. 0.5 mg/mL triklozan uygulanmēĸ, 

vakuole yapēĸēp kalarak kusurlu bºl¿nme gºsteren apikoplastlar. C. 1 mg/mL triklozan 

uygulanmēĸ, asimetrik apikoplast daĵēlēmlarē gºsteren parazitler. D. Apikoplasttan yoksun 

tekil parazitler içeren vakuoller. E. Artan triklozan konsantrasyonu ile azalan vakuole d¿ĸen 

apikoplast sayēsē. F. Triklozanôēn artan konsantrasyon ve ink¿basyon s¿resinin yapēĸēk parazit 

içeren vakuol oranē ile korelasyonu. 

  

Toxoplasma tedavisi i­in kullanēlabilen mevcut ve m¿sait olan ila­larēn tolere edilememe, ­ok 

aĵēr yan etkilere sahip olma ve kronik toxoplasma enfeksiyonlarēnē tedavi edememe gibi 

sorunlarē vardēr (Bisanz ve ark., 2006). Buna bir örnek olarak akut toxoplasma 

retinokoroiditisi protozoon parazitin mitokondrisindeki elektron transport sistemini seçici 

olarak inhibe eden, hem takizoit hem bradizoitlerde etkili olan Atovaquone ilacē ile tedavi 

ardēndan takizoit direnci sebebiyle kronik toxoplasma retinokoroidite regresyonun 

gºzlemlendiĵi bir vaka gºsterilebilir (Baartz, H. Ve ark., 2006)    Bunun yanēnda hen¿z 

insanlarda toxoplasma enfeksiyonunu ºnleyen bir aĸē mevcut deĵildir ama koyunlarda 

kullanēlmak i­in ¿retilmiĸ ve ayrēca ana konak olan kedilerde seksüel üremeye inhibe edebilen 

Toxovax aĸēsē mevcuttur (Elmore ve ark., 2010).  Mevcut olan bazē ila­lar takizoitlere karĸē 

etkili olurken latent halde bulunan bradizoit forma karĸē etkenlik gºsteremezler (Afanador ve 

ark., 2013). Tüm bunlar deĵerlendirildiĵinde özellikle insanda toksoplazmoz için bir ilaç 

geliĸtirmenin zorunlu olduĵu gºr¿lmektedir.  

Plasmodium ve Toxoplasmanēn n¿kleer genomunda ¿retilen ve apikoplasta yönlendirilen 

ribozomal ve tip 2 yaĵ asidi sentezi yolaĵēnda (Fatty acid synthase II, FAS-II) bulunan 

proteinler keĸfedilmiĸtir (McFadden ve ark., 1999). Daha sonra Plasmodium falciparum FAS-

II yolaĵēnēn enzimlerinden biri olan FabH inhibitörünün (tiyolaktomisin) parazitlerin 

büyümesini engellemesiyle (IC50=50 µM) birlikte apikoplastēn ve FAS-II yolaĵēnēn yaĸamsal 

bir rol¿n¿n olduĵu ve ila­ hedefi olarak deĵerlendirilebileceĵi ortaya ­ēkmēĸtēr (Waller ve 

ark., 2003). Lipidlerin hücreyi ­evreleyen h¿cre zarēnda, enerji depolamada, proteinlerin post-

translasyonel modifikasyonlarēnda ve patojenitede aldēklarē roller d¿ĸ¿n¿ld¿ĵ¿nde t¿m 

organizmalarda olduĵu gibi Apikompleksan parazitleri i­in de hayati ºnemleri bulunmaktadēr.   

Plasmodium falciparum ile yapēlan ­alēĸmalarda, parazitin yalnēzca FAS II yolaĵēnē i­ermesi 

onu çekici bir ila­ hedefi yapmēĸtēr (Wickramasinghe ve ark., 2006; Waller ve ark., 2003). 

Toxoplasma gondii FAS II yolaĵēnēn da Plasmodium Falciparum FAS IIôsine benzer halde 

iĸlediĵi bilinmektedir (Ramakrishnan ve ark., 2015; 2012). 

 



 

27 
 

1.1.5.6. FAS IIônin ilaç-hedeflenebilirl iĵi 

In vitro deneysel ve in silico yapēlan algoritmik ­alēĸmalar ile Toxoplasma gondiiônin de novo 

halde sentezleyemediĵi yalnēzca 10 temel substratē konaktan temin ederek esansiyel 

kofaktºrlerini ve biyok¿tle yapētaĸlarēnē sentezleyebildiĵini gºstermiĸtir. Toxoplasma 

gondiiônin neredeyse b¿t¿n metabolik enzim kofaktºrleri de Toxoplasma gondii tarafēndan de 

novo sentezleri yapēlamayan molek¿ller olarak teĸhis edilmiĸlerdir (Tymoshenko ve ark., 

2015). Parazitin genel metabolik aĵ profili incelendiĵinde FAS II birimlerini kapsayan 

oksidored¿ktazlarēn organizmada transferazlardan sonra en yüksek metabolik hacme sahip 

olan enzim ­eĸidi olduklarē gºr¿lmektedir (ķekil 1.20). 

 

 

ķekil 1.20. Tymoshenko ve ark. (2015)ôdan t¿rk­eleĸtirilmiĸ Toxoplasma gondii metabolik 

modeline gºre enzim sēnēflarēnēn daĵēlēm ĸemasē. 

 

Plasmodium ve Toxoplasmaônēn n¿kleer genomlarēndan transkripte olan ve post-translasyonel 

olarak apikoplasta yºnlendirilen ribozomal ve tip 2 yaĵ asidi sentezi yolaĵēnda (Fatty acid 

synthase II, FAS-II) bulunan proteinler keĸfedilmiĸtir (McFadden ve ark., 1999). Plasmodium 

falciparum FAS-II yolaĵēnēn enzimlerinden biri olan FabH inhibitörünün (thiolactomycin) 

parazitlerin büyümesini engellemesiyle (IC50=50 ÕM) birlikte apikoplastēn ve FAS-II 

yolaĵēnēn yaĸamsal bir rol¿n¿n olduĵu ve ila­ hedefi olarak deĵerlendirilebileceĵi ortaya 

­ēkmēĸtēr (Waller ve ark., 2003). Lipidlerin h¿creyi ­evreleyen h¿cre zarēnda, enerji 

depolamada, proteinlerin post-translasyonel modifikasyonlarēnda ve patojenitede aldēklarē 

roller d¿ĸ¿n¿ld¿ĵ¿nde t¿m organizmalarda olduĵu gibi Apikompleksan parazitleri için de 
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hayati önemleri bulunmaktadēr. B¿t¿n bunlar FAS II yolaĵēnēnēn bileĸenlerini ila­-

hedeflenebilir yapmaktadēr. Apikompleksan parazitlere bakēldēĵēnda FAS-II yolaĵēnēn tüm 

bileĸenlerinin sadece Plasmodium ve Toxoplasmada olduĵu gºr¿lmektedir.  Omurgalē konak 

organizmalarda bulunan ökaryotik FAS-I yolaĵēnēn T. gondii gibi apikompleksanlarda 

bulunan apikoplast FAS-II yolaĵēndan yapēsal, kinetik ve inhibitºr se­iciliĵi a­ēsēndan çok 

farklē olmasē sayesinde bu yolak olasē bir ila­ hedefi olarak d¿ĸ¿n¿lmektedir. 

Apikompleksanlar için hayati önemin olan FAS II  yaĵ asidi sentez yolaĵēnēn neredeyse t¿m 

enzimlerinin (FabH, FabG, FabZ, FabI, FabB/F)  potansiyel ilaç hedefleri olarak 

incelenmiĸlerdir (Shears, 2015).  Bu süreçte FAS II öncelikle Plasmodium falciparumôun kan 

evresindeki hücrelerinde denenip baĸarēsēz farmasötik sonuçlar elde edilmesinin ardēndan 

parazitlerin farklē yaĸam evrelerinin hedeflenmeleri ile FAS II óye mutlak muhtaçlēĵēn ortaya 

­ēktēĵē h¿cre evrelerinin t¿rden t¿re deĵiĸebildiĵi anlaĸēlmēĸtēr (ķekil 1.21). 

 

 

ķekil 1.21. Shears ve ark. (2015)ôdan t¿rk­eleĸtirilmiĸ apikoplast FAS II araĸtērmalarēnēn 

ĸematik zaman çizgisi. 

 

FAS II yolaĵēnēn bileĸenlerinin yaĸamsal faaliyetler i­in ºnemini sorgulamak amacēyla 

yapēlan bir ­alēĸmada ȹKu80/TaTi Toxoplasma gondii hücrelerinden, tetrasiklin promotor 

insersiyonu ile anhidrºz tetrasiklin (ATC) tarafēndan selektif mod¿lasyonu m¿mk¿n kēlēnan 

koĸullu DEH (hidroksiaçil-CoA dehidrogenaz) ve ECR (enoyil-CoA red¿ktaz) mutantlarē 

oluĸturulmuĸtur. Yaĵ asidi biyosentez faktºrlerininn inhibisyonunun parazit bünyesi 

¿zerindeki etkisi incelenmiĸtir (ķekil 1.22). Sonuç olarak FAS II ve ELO yolaĵē bileĸenleri 

olan DEH ve ECRônin inhibisyonu neredeyse hi­ uzun zincirli yaĵ asidi sentezlenememesine 
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sebep olmuĸtur. Bu veri FAS II nin uzun zincirli yaĵ asitlerinin de novo üretimi için mutlak 

ºnem taĸēdēĵē hipotezini desteklemiĸtir (Ramakrishnan ve ark., 2015). 

 

ķekil 1.22. Ramakrishnan ve ark. (2015)ôdan t¿rk­eleĸtirilmiĸ FAS II inhibisyon deneyi 

sonu­larē. A. Kontrol (ȹKu80/TaTi) ve FAS II enzimi koĸullu olarak susturulan iȹDEH 

h¿crelerinin total yaĵ asidi izolatlarē. B. iȹECR h¿crelerinin FAS II iĸlevsizliĵi sonucu ortaya 

­ēkan benzer uzun zincir yaĵ asitlerinden yoksun lipid izolatē. 

 

Apikoplast, siyaynobakter kºkenli plastidik evrimsel ge­miĸi sayesinde temel prokaryotik 

karakteristikler sergileyen bir yapēdēr. Apikoplast organelinde protein sentezi, klindamisin ve 

makrolit antibiyotikler ile hedeflenip parazit ºl¿m¿ tetiklenebilmiĸtir (Fichera & Roos, 1997). 

P. falciparum ve T. gondiiôde inhibitºr bileĸikler ile baĸarēyla hedeflenebilmiĸ bazē bilinen 

FAS II birimleri ACC (Asetil-CoA karboksilaz), b-KAS (b-Ketoaçil Sentaz) ve ENR 

(Enoyilaçil Red¿ktaz) enzimleridir (ķekil 1.23). Diĵer FAS II enzimlerinin olasē inhibitör 

bileĸikler ile taranmasē sonucu yeni ila­lar keĸfedilebir (Roberts ve ark., 2003). 
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ķekil 1.23. P. falciparum ve T. gondiiôde FAS II ila­ hedeflenmiĸ enzimlerin gºsterimi 

(Roberts ve ark., 2003).  FabG (b-ketoacyl-Acp) siyah kutu i­erisinde gºsterilmiĸtir. 

 

Apikompleksanlar, parazit türüne ve ïzoit evrelerine ºzg¿n farklē h¿cre bºl¿nme dºng¿lerine 

sahiptir (Striepen ve ark., 2007). Bu bilginin ēĸēĵēnda, parazit bölünmesindense parazitin 

metabolik yaĸamēnda mutlak ºneme sahip organizmadan baĵēmsēz, sabit ve yan etkisiz bir 

ĸekilde eriĸilebilir prokaryotik bir bºl¿nme ger­ekleĸtiren apikoplast plastidinin temel 

metabolik yolaĵēnēn hedeflenmesi makul bir yaklaĸēm olarak deĵerlendirilmektedir.  

 

1.1.5.6.1. (Toxoplasma gondii) FabG (Fatty acid Biosynthesis G) 

Bu tez için Toxoplasma gondii i­in yaĸamsal ºnemi bulunan ve ilaç hedefi olarak gösterilen 

ɓ-ketoaçil-ACP redüktaz / FabG se­ilmiĸtir (ķekil 1.24). FAS-II ɓ-keto grubununun 

redüksiyonunun katelizleyebildiĵi bilinen tek molek¿l FabG (KEGG EC. 1.1.1.100) 

enzimidir. 
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ķekil 1.24. TgFabG FAS II yolaĵē ĸemasē ve FabG reaksiyonu (Zhang ve ark., 2002). 

 

 FAS kaskadēnēn diĵer enzimlerine (FabI-Z-B) kēyasla FabGônin yalnēzca bir izoformu vardēr. 

E.coliôde FabD ve FabG gen bºlgelerininin arasēna transkripsiyon terminasyon kaseti 

yerleĸtirilerek gen transkripsiyonu etkisizleĸtirilmesi ile h¿cre b¿y¿mesinin kēsētlanabildiĵi 

bilinmektedir (Pillai ve ark., 2003). P. falciparumôda bir anti bakteriyel ve antiparaztik olan 

hekzaklorofen ile PfFabG inhibisyonu gºsterilmiĸtir (Wickramasinghe ve ark., 2006). Halkalē 

yapēda molek¿ller olan flavonoidler ile yapēlan bir ­alēĸmada ise P. falciparum FabG enzimin 

non-kompetitif olarak inhibe ettiĵi gºzlemlenmiĸtir. Bu, flavonoidler in silico sanal tarama 

­alēĸmamēzda kullanēlacak ilaç-benzeri ve kumarin türevi bileĸikler ile yapē benzerliĵi 

gºstermesi a­ēsēndan ºnemlidir (Taĸdemir ve ark., 2006). Bugüne kadar Toxoplasma gondii 

FabG (TgFabG)  ile ilgili böyle bir ­alēĸma bulunmamaktadēr. Bu tez ­alēĸmasēnda 

TgFabGônin yapēya dayalē ila­ keĸfi ­alēĸmalarē i­in rekombinant ¿retimi, y¿ksek saflēkta elde 

edilmesi, kinetik, biyokimyasal, biyofiziksel ve genel yapēsal ºzelliklerinin belirlenmesi in 

vitro ve in silico yöntemler ile ger­ekleĸtirilmiĸtir. Yapēlmēĸ FabG enzim aktivite ve kinetik 

­alēĸmalarēnda Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile ­oĵaltēlan Staphilococcus aureus (Dutta ve 

ark., 2012) ve Plasmodium falciparum (Taĸdemir, 2006; Wickramasinghe, 2006; Pillai ve 

ark., 2003) FabG enzim genlerinin klonmasē ardēndan ekspresyon vektörü halinde kompetan 

Escherichia coli bakterilerine transforme edilmiĸ ve ink¿basyon ardēndan translasyon ¿r¿n¿ 
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(protein) izolasyonu ile FabG deneysel uygulamalar i­in elde edilmiĸtir. Elde edilen proteinin 

saflēĵē Sodyum Dodesil S¿lfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile kontrol 

edilmiĸtir. FabG proteinleri NADPH kofaktör ve Asetoasetil-CoA substrat ile tampon çözelti 

varlēĵēnda farklē substrat konsantrasyonlarē, Ph, sēcaklēk deĵerlerinde geniĸ molekül 

k¿t¿phanelerinin ¿yerleri ile tepkimeye sokulup a­ēĵa ­ēkan ¿r¿n konsantrasyonunu 

spektroskopik hesaplanmasē ile olasē inhibitºrler aranmēĸtēr. Staphylococcus aures FabG1 

(SaFabG1) ile yapēlan bir kinetik deneyinde (Dutta ve ark., 2012) deĵiĸen NADPH ve 

AcAcCoA (asetoasetil-koenzim A) konsantrasyonlarē kullanēlarak elde edilen bulgular 

Brassica napus ve Plasmodium falciparum K i deĵerlerine yakēn deĵerler olarak bulunmuĸtur. 

Ķki durumda da SaFabG1 poizitf kooperasyon gºstermiĸtir.  Ayrēca SaFabG1 moleküler dimer 

yapēnēn aktif bºlgelerinin birbirini pozitif halde reg¿le ettiĵi gºzlemlenmiĸtir. FabG tetrmaer 

yapēnēn NADH ile negatif kooperasyonu olduĵu bilinmektedir. Plasmodium falciparum 

FabG, FabZ ve FabI enzimleri ile yapēlan kinetik inhibisyon çalēĸmalarēndan birinde 

(Taĸdemir ve ark., 2006) kullanēlan polifenol flavonoid molek¿llerden 12 (luteolin) ve 37 

(katekin galat) asetoasetil koenzim A ve NADPH'a göre nonkompetitif inhibisyon 

gºstermiĸtir.  Katekin galat Ki deĵerleri, deĵeiĸen asetoasetil koenzim A konsantrasyonlarēnda 

6.4 +/- 0.8 mM ve deĵiĸen NADPH konstantrasyonlarēnda ise 2.8 +/- 0.1 mM olarak elde 

edilmiĸtir. Luteolin i­in bu deĵerler asetoasetil koenzim A i­in 1.8 +/- 0.8 ve 0.8 +/- 0.1 mM 

olarak bulunmuĸtur. Diĵer bir Plasmodium falciparum ­alēĸmasēnda (Wickramasinghe ve 

ark., 2006) potansiyel FabG inhibitºrlerinin taranmasē sonucunda yalnēzca %3 inhibisyon 

gºsteren triklozan yapēsal analoglarē; hekzaklorofen (bir antiseptik), bitiyonol (bir antiseptik 

ve antelmintik), di-resorsinol sülfit ve bromofklorofen %75ôten fazla FabG inhibisyonu 

gºstermiĸtir. Bileĸiklerin IC50 deĵerleri 2.05 - 15.4 mikromolar aralēĵēnda bulunmuĸtur. In 

vitro Plasmodium IC50 deĵerleri y¿kselmiĸ ve 6.2 - 88 mM olarak bulunmuĸtur.   Bu tezin 

kimya deneyleri bu çalēĸmalar temel alēnarak ger­ekleĸtirilmiĸtir. 
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2. ARAÇLAR VE YÖNTEMLER  

2.1. In silico Araçlar ve Yöntemler 

¢eĸitli in silico sunucu ve yazēlēmlar kullanēlarak bilgisayar ortamēnda TgFabGônin 

fizyokimyasal parametreleri, protein yapē bilgisi, protein 3 boyutlu (3B) yapē modellemesi, 

iĸlevsel bºlge tayinleri ve olasē potansiyel ila­ adayē bileĸikler ile sanal tarama analizleri 

yapēlmēĸtēr. 

 

2.1.1. FabG aminoasit dizileri ile türler arasē genel benzerlik analizleri  

TgFabGônin, Toxoplasma gondiiônin apikompleksanlar ve baĸka ºkaryotlar gibi yakēn 

akrabalarē, bakteri ve mantar t¿rleri, molek¿ler evrimde benzerlik gºsteren mēsēr bitkisi ve 

neticede insana ait FabG türleri ile benzerlikleri tespit edilmiĸtir. Bu benzerliklerden yola 

­ēkēlarak hem proteinin molek¿ler evrim geçmiĸi hem de yapē-iĸlev iliĸkileri yorumlanmēĸtēr. 

  

2.1.1.1. Aminoasit dizilerinin eldesi 

Biyoinformatik analizde kullanēlacak olan FabG enzimlerinin amino asit dizileri: Plasmodium 

falciparum (XP_001352100.1), Eimeria tenella (XP_013233585.1), Toxoplasma gondii 

(XP_002371341.1), Leishmania major (XP_001683721), Trypanosoma cruzi (XP_811840.1), 

Schistoma japonicum (AAW26051.1), Sacchromyces cerevisae (NP_012868.1), Zea mays 

(NP_001167684.1), Homo sapiens (NP_004095.4) FAS I süper molekülünün üzerinde 

bulunan FabG homologu KR iĸlevsel bölgesi (Maier ve ark., 2008), Yersinia pestis 

(YP_002346610.1) ve Pseudomonas aeruginosa (WP_057390673.1) FASTA formatēnda 

NCBI (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi-ABD) (McEntyre J, Ostell J, editors. The NCBI 

Handbook [Internet]). Bethesda (MD): National Center for Biotechnology Information (US); 

2002-.) ­evrimi­i veritabanēndan indirilmiĸtir. Bunlardan 10'u DNA, RNA ve protein içeren 

ve gereksiz dizilerden arēndērēlmēĸ bir NCBI referans dizileri veritabanē olan Refseqôden 

alēnmēĸtēr (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/) (O'Leary N. A. ve ark., 2016.). Refseqôden 

alēnmayan tek enzim amio asit dizisi, Schistoma japonicum (AAW26051.1) FabGôdir. Bu 

nükleotit dizisi GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (Benson D. A. ve ark., 

2017) veri tabanēndan NCBI yoluyla ilgili protein dizi bilgisine ekli haldedir. GenBank, NCBI 

veri tabanēndan elde edilen dizilerden d¿nya ­apēnda ­eĸitli geniĸ dizi veri tabanlarē arasēnda 

informatik iletiĸim ile oluĸmuĸ kapsamlē bir arĸivdir. 
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2.1.1.2. MUSCLE (EBI) &  ESPript ile çoklu dizi hizalamasē 

Toplam 11 FabG homoloĵunun amino asit dizileri se­ilen organizmalarēn  FabG 

proteinlerinin molek¿ler evrimi boyunca korunmuĸ rezid¿lerin keĸfi i­in aralēklē hizalamaya 

tabi tutulmuĸtur. Yapēsal alan (amino asit ¿zerinde proteinin etken yapēsēnē oluĸturan alt 

dizi/kēsēm) amino asit dizileri hizalamasē i­in d¿zenlenen yeni dizileri ile bir sonraki hizalama 

ger­ekleĸtirilmiĸtir. TgFabG ile hizalanmēĸ diĵer t¿m diziler,  TgFabG dizisinin N-terminal 

129 rezidü uzunluktaki apikoplast sinyal peptidinin bittiĵi nokta ile hizalanan kēsēmdan 

baĸlayacak ĸekilde optimize edilmiĸtir. ESPript, hem peptit dizisi tabanlē hem de sekonder 

yapē konformasyon hizalamalarēnēn ideal bir eĸzamanlē gºrselleĸtirilmesi i­in bunlarē 

birleĸtirerek hesaplama yapar ve gºrsel hizalama sonu­larē saĵlar. 11 FabG homologunun 

EBI-MUSCLE  (Weizhong L. ver ark. 2015) (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) 

amino asit dizisi hizalamasē ve Modeller9.15 ile oluĸturulan homoloji modeli  üzerindeki 

sekonder yapēnēn konumlarēnēn eĸleĸtirildiĵi genel bir primer-sekonder yapē hizalamasē 

oluĸturmak i­in sonu­ dosyalarē ESPript (Gouet P. Ve ark., 1999) 

(http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/)  sunucusuna gºnderilmiĸ ve gºr¿nt¿lenmiĸtir. 

 

2.1.1.3. MEME SUITE  ile kēsa çizgisel motif analizi 

Diziler kēsa kesintisiz motif keĸif aracē MEME-SUITE (Bailey & Elkan, 1994) (http://meme-

suite.org/) hizalamasēz olarak (aralēksēz diziler halinde) sunulmuĸtur. Geniĸ protein dizi 

k¿meleri arasēnda belirli bir boyuttaki belirli polipeptid alt dizilerinin paylaĸēlan varlēĵēnē 

­ºz¿mlemek, MEME'in temel iĸlevidir. Bu protein motiflerinin, t¿m proteinlerde veya 

bir­oĵu arasēnda ortak halde mevcut olmasē ­ok olasē olmayacaĵēndan, ulaĸēlan bir motif, 

sorgulanan amino asit dizilerine sahip proteinler arasēnda paylaĸēlan bir biyolojik iĸleve iĸaret 

edebilir. Motif uzunluĵu i­in MEME sunucusunun varsayēlan ayarlarē kullanēlmēĸ ve en 

uygun sonu­ i­in her dizide ñherhangi bir tekrar sayēsēnda motifò hesaplanmēĸtēr. Ķstatistiki 

olarak 1e-2'den d¿ĸ¿k deĵerler anlamlē kabul edilmiĸtir ve bu parametre etrafēnda motif sayēsē 

optimize edilmiĸtir. 

 

2.1.1.4. MEGA X f ilogenetik aĵa­ analizi 

FabG moleküllerinin fonksiyonal bölge dizisinin hizalamasēnda MEGA X ve MEGA7 

(Kumar S.ve ark., 2008; 2016) yazēlēmlarē kullanēlmēĸ ve 1000 ñbootstrapò tekrarē ile 

Maksimum Likelihood (Tamura K. Ve ark., 2011) yöntemiyle üretilen filogenetik aĵa­ yapēsē 

ile moleküler evrimin hesaplanmasē ger­ekleĸtirilmiĸtir. Diĵer t¿m se­enekler,  MEGA X 

varsayēlan ayarlarē olarak belirlenmiĸtir. ñ¥ny¿klemeò/bootstrap (Felsensteēn J., 1985) her 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/
http://meme-suite.org/
http://meme-suite.org/
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yinelemede hizalamadan önce bir karakteri (harfi) rastgele deĵiĸtirir ve belirlenen tekrar 

sayēsēnda filogenetik aĵacē yeniden oluĸturur sonra bunlarēn arasēndan bir konsens¿s aĵa­ 

kurulur. Sonu­ veren aĵa­, %70 doĵruluk eĸiĵinde MEGA X ve MEGA7 metodlarē 

kēyaslanarak deĵerlendirilmiĸtir. 

 

2.1.2. TgFabG dizi-yapē-iĸlev iliĸkisi tayini 

TgFabG dizileri, sadece peptid tahmin sunucularēnē ve MHC epitop tahminlerini iĸaret etmek 

¿zere apikoplast sinyal peptidi (METé) ile birlikte sunulmuĸtur. Diĵer t¿m dizi analizleri 

i­in, yapēsal bºlge dizisi (DGRVALé) kullanēlmēĸtēr. 

 

2.1.2.1. Hücreiçi/Subselüler lokalizasyon tahmini (Euk-mPLoc 2.0, CELLO) 

TgFabG enziminin hücresel lokalizasyonunun tespitinde Euk-mPLoc2.0 (Chou & Chen, 

2010) (http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/euk-multi-2/) ve CELLO (Yu ve ark., 2014) 

(http://cello.life.nctu.edu.tw/) sunucularē kullanēlmēĸtēr. Euk-mPLoc2.0,  olasē subsel¿ler 

lokalizasyon kesim bºlgesinin doĵruluĵunu optimize etmek için gen ontolojisini, fonksiyonel 

bºlgeleri ve ardēĸēk evrimsel verilerin hibridizasyonu ile tahmin sonu­larē ¿reten bir 

yöntemdir ve ek olarak aynē protein i­in ­oklu subsel¿ler lokalizasyonlarēn olasēlēk hesabēnē 

da mümkün kēlmaktadēr. Diĵer taraftan CELLO, bir destek vektºr makinesi (SVM/òSupport 

Vector Machineò) ñmakine ºĵrenmesiò modeline dayanan bir tahmin metodudur. 

 

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

TgFabG i­inde yapēsal bºlgenin baĸlangēcēndan ºnce yukarēda bahsedilen N-terminal 129 

rezid¿l¿k sinyal bºlgesinin varlēĵē, bir apikompleksan enziminin, en azēndan bir apikoplast 

organeline sinyalleme peptidinin ve olasē bir ya da birka­ transmembran bºlgesinin varlēĵēnē 

gösterir. Sinyal peptidleri ve transmembran bºlgeler arasēnda ayrēm yapan yapay nºral aĵ 

tabanlē bir tespit yºntemi olan SignalP 4,1 (Petersen ve ark., 2011) 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) ile bu deĵerlendirme yapēlmēĸtēr. Ayrēca t¿m sinyal 

peptidinin tanēmlanmasē amacēyla nºral aĵlarē sinyal peptidleri ile sēradan bºlge rezid¿lerini 

ayērt etmeye optimize edilmiĸ SignalP 5.0 sürümü (Almagro Armenteros ve ark., 2019) ek 

olarak kullanēlmēĸtēr. Yapay nºral aĵlar veya makine ºĵrenimi kullanan in silico yöntemler 

hesaplamalarēnēn isabetli ve tutarlēlēĵēnē artērmak i­in i­in y¿ksek miktarda hazēr ñdoĵruò bilgi 

ile beslenmeli/eĵitilmelidir. Pozitif ve negatif veriler dēĸēnda yalancē pozitif verilerden dahi 

eĵitim ama­lē veri setleri (ñtraining setòler) oluĸturulabilmektedir.  Plasmodium falciparum 

apikoplast hedefleme peptidinin varlēĵēnē kesinleĸtirmek i­in o t¿re ºzg¿n SignalP 

http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/euk-multi-2/
http://cello.life.nctu.edu.tw/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
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verilerinden oluĸturulan bilgi tabanlē bir yºntem olan PlasmoAP (Foth ve ark. 2003), bu tezde 

Toxoplasma gondii homologunun FabG sinyal peptidine yeterli bir benzerliĵin 

doĵrulanabilirliĵini gºrmek i­in de kullanēlmēĸtēr. SignalP, prokaryotik ve ºkaryotik diziler 

i­in ayrē veri setleri ile eĵitilmiĸ bir yapay nºral aĵa dayanan bir sinyal peptidi tespit 

metodudur. Bu birleĸik iki nºral aĵ, sinyalleme peptidlerini tahmin etmek i­in bir nºral aĵē 

kullanēr ve diĵer aĵē sinyal olmayan peptitlerden bu dizileri ayērt eden sinyal kesim 

bºlgelerini tanēmak i­in kullanēr. STRING ile sekronize halde bulunan genomik analiz 

programē yanēsēra protein ve gen veritabanlarēnēn verilerini (post-translasyonel 

modifikasyonlar gibi) birleĸtirerek betimleme ve molek¿ler kimlik belirleme aracē SMART 

(Letunic & Bork, 2018) (http://smart.embl-heidelberg.de/) fonksiyonel bölge, sinyal peptidi 

ve transmembran peptid tayini i­in kullanēlmēĸtēr. 

 

2.1.2.3. ProtSeckB (Protist Sekretom ve Subselüler Proteom Veritabanē) analizi 

Apikompleksanlar Protista ©leminin ¿yeleridir. Protist organizmalarēn ­ok ­eĸitli ve karmaĸēk 

yaĸam dºng¿lerine sahip olduklarē bilinmektedir (Dubey ve ark., 1998). Bunun protist 

proteinlerine y¿ksek oranda karĸēlaĸēlan sinyal peptidleri ve transmembran peptidleri olarak 

yansēdēĵē literat¿rde gºr¿lmektedir (McFadden, 1999). H¿cre i­i lokalizasyon ve 

transmembranel eriĸim i­in bºyle sinyal peptidleri kullanan proteinlerin belirlenmesi 

önemlidir ve TgFabG protist bir apikompleksan proteini olarak bu analize uygun gºr¿lm¿ĸt¿r. 

Amino asit dizi bilgisi ve dizi i­erisindeki amino asit konumlarēnēn sinyal peptidi 

bulundurduĵu bilinen profillere uyumluluĵu ve geniĸ sinyal dizisi veritabanlarē ile eĸleĸme 

prensibine dayalē ºzg¿n algoritmalar kullanan farklē sunucularēn sonu­larēnē birleĸtirerek 

h¿cre i­i lokalizasyon ve olasē sinyal peptidi tahmini yapabilen ProtSecKB  (Powell B. Ve 

ark., 2016) ( http://proteomics.ysu.edu/secretomes/protist/index.php) kullanēlmēĸtēr. 

 

2.1.2.4. Varsayēlan iĸlevsel bölge analizi (NCBI CDD, Pfam) 

TgFabG (sinyal peptidsiz) dizisi NCBI Conserved Domains Database (Marchler-Bauer ve 

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

ark., 2016)  (https://pfam.xfam.org/) varsayēlan iĸlevsel bölge analiz sunucusunda 

kullanēlmēĸtēr. Buradaki ama­, belirli bir enzim grubu/sēnēfēndaki ºzg¿n fonksiyonel bºlgeyi 

proteini deneysel olarak doĵrulanmēĸ molek¿ler bºlgelerle dizi hizalama ile karĸēlaĸtērmak 

yoluyla keĸfetmektir. NCBI Conserved Domains Database/CDD, kapsamēnda etken bºlge 

veritabanē aratmasē yaparken BLAST (Basic Local Alignment Search Tool / ñTemel Yerel 

Hizalama Arama Aracēò) algoritmasē kullanēlmēĸtēr. Pfam ise, referans proteomlarē ¿zerinde 

http://smart.embl-heidelberg.de/
http://proteomics.ysu.edu/secretomes/protist/index.php
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml
https://pfam.xfam.org/
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protein aileleri oluĸturduĵu UnitProtKB'ye dayanmaktadēr. Ķlgili giriĸler bir araya getirilir ve 

bir ñklanò olarak nitelendirilir  

 

2.1.2.5. Yapēsal düzensizlik analizi (PrDOS, DISOPRED) 

Bir­ok proteinin, fizyolojik ortamda dahil primer yapē konformasyonunda gºr¿lebilen amino 

asit zincirleri taĸēdēklarē keĸfedilmiĸtir, ancak bu primer yapēda mevcut fizyolojik ortamēnēn 

korunmasēna baĵlē olarak farklē tersiyer yapēlar alabilmektedir. Sinyal peptidi dahil TgFabG 

dizisi, PrDOS (Ishida & Kinoshita, 2007) (http://prdos.hgc.jp/cgi-bin/top.cgi) sunucusu 

yoluyla bu tür düzensizlikler için araĸtērēlmēĸtēr. ķ¿pheli i­sel olarak bozulmuĸ bºlgeler, 

PrDOS'un amino asit dizisi temelli ve protein ĸablonu tabanlē yapay nºral aĵ algoritmasēnēn 6 

: 4 doĵru pozitif / yanlēĸ pozitif oranēnda tahmin edilmiĸtir. Ķkinci bir yapēsal d¿zensizlik 

tahmini, aynē zamanda bir PSIPRED 4.0 modülü olan DISOPRED ile ger­ekleĸtirilmiĸtir. 

(Jones & Cozetto, 2015). DISOPRED, düzensiz bölge tahminleri için, destek vektör makinesi 

(SVM) ve yapay nºral aĵ yºntemlerini birlikte kullanmaktadēr. 

 

2.1.2.6. Protein f izyokimyasal parametrelerinin hesaplanmasē (ProtParam) 

Bir molek¿l¿n t¿kenme katsayēsē (ñextinction coefficientò) ve tahmini yarē ºmr¿ (ñhalf lifeò) 

gibi ilgili molek¿ler sabitlerinin yanē sēra molek¿ler aĵērlēk ve amino asit daĵēlēmē gibi protein 

fizyokimyasal özelliklerinin belirlenmesi, ºrneĵin, bir molek¿l izolasyonu i­in gereklidir. 

Protein ekspresyonunun elektroforez ile gºrselleĸtirilmesi i­in bir kēlavuz olarak protein 

molek¿l aĵērlēĵē kullanēlabilmektedir. Sinyal peptidi dahil edilmeyen TgFabG dizisi, 

ProtParam (John M. Walker (ed): The Proteomics Protocols Handbook, Humana Press (2005) 

(https://web.expasy.org/protparam/) sunucusu kullanēlarak fizyokimyasal parametrelerinin 

tespiti i­in analiz edilmiĸtir. Bu parametrelerden ºzellikle ºnemli olanē, SDS PAGE ile 

protein izolasyonu yapēlabilmesi i­in bilinmesi gereken molek¿l aĵērlēĵēdēr. Bu deĵer Expasy 

Protparam tarafēndan Avogadro sayēsē ¿zerinden g ile korelasyon gºsteren g/mol 

konsantrasyon birimi ile 1-1 eĸitliĵi varsayēlabilen Dalton (Tanner, 1924) birimi olarak 

hesaplanēr. 

 

2.1.2.7. Sekonder yapē tayini (PSIPRED v4.0,) 

TgFabG ¿zerindeki yerel sekonder yapē geometrilerinin bileĸimleri (a-sarmallar ve b-

tabakalar), PSIPRED v4.0 (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) sunucusu (Buchan & Jones, 

2019) ile tespit edilmiĸtir. TgFabG sinyal dizisiz protein, FASTA formatēnda, sekonder 

yapēlarēn tahmini ve gºsterimi amacēyla PSIPRED v4.0 (Jones, 1992; 1999) yöntemi 

http://prdos.hgc.jp/cgi-bin/top.cgi
https://web.expasy.org/protparam/
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/


 

38 
 

kullanēlmēĸtēr. PSIPRED v4.0 iki aĸamalē yapay nºral aĵ kullanarak, PSI-BLASTôdan elde 

ettiĵi pozisyona ºzel skor matrislerine dayanarak TgFabG dizisinin orijinal veriler ile 

gºsterdiĵi sekonder yapēsal uyumlarē hesaplayarak sekonder konformasyon tahmini 

yapmaktadēr. PSIPRED v4.0 ayrēca protein aminoasit dizileri ¿zerinde destek vektºr 

makineleri odaklē algoritmik yºntemler ile olasē por-çevreleyen ve transmembran a-heliksler 

arayan MEMSAT (Nugent & Jones, 2013), yapēsal d¿zensizlik tahmini yapan DISOPRED 

(Jones & Cozetto, 2015) ve TgFabGônin intramolek¿ler rezid¿ler arasēndaki temaslarē 

hesaplayan DEEPMETAPSICOV (Kandathil ve ark., 2019) modüllerini içermektedir. Bu 

mod¿ller TgFabG genel yapē ve karakteristiklerine ēĸēk tutmak i­in ayrēca incelenmiĸtir. 

 

2.1.3. TgFabGônin immünoinformatik a­ēdan incelenmesi 

Spesifik ve optimize edilmiĸ uzunluklarda peptidler formunda var olan imm¿n epitoplarēnēn 

doĵru tahmini ve keĸfi, farmasºtik biliminin patojenlere karĸē mevcut aĸēlarēnēn bulunmasē 

için çok önemlidir. CD4+ T hücreleri veya T-Helper/ Yardēmcē T hücreleri, yüzeylerinde 

MHC II -uyumlu h¿cre dēĸē antijenlere sahip profesyonel antijen sunan h¿crelere baĵlanēr. 

CD8+ T h¿creleri veya sitotoksik T h¿creleri, bir patojen tarafēndan enfekte edilen herhangi 

bir çekirdekli hücrenin membran yüzeyi üzerinde sunulan MHC-I baĵēmlē h¿cre i­i 

antijenlerine benzer bir afiniteye sahiptir. Bu MHC'ler (Majör Histokomplatibilite 

Kompleksi), insan lºkosit antijeni (HLA) genlerinin bir par­asēdēr ve belirli lokuslarda 

mevcuttur; MHC I molekülleri için HLA-A, B, C ve MHC II molekülleri için HLA -DR, DB, 

DQ. Aynē zamanda B h¿creleri, ilgili bir epitop ile temas etmesi halinde ve kendisinin, iki 

aĸamalē bir doĵrulama temelli kontrol mekanizmasē olduĵu varsayēlan aynē antijen tarafēndan 

aktive edilen bir T-Yardēmcē h¿cre tarafēndan aktifleĸtirildiklerinde, bu durum ekstrasel¿ler 

antijenlerin izlenmesini, bulunmasēnē ve h¿cre i­ine alēnmasēnē (ºrneĵin fagositize) 

kolaylaĸtērēr (Rock ve ark., 2016). Her ne kadar yüksek immünojenesite , yüksek enfeksiyon 

kabiliyetine eĸdeĵer olmasa da, in silico immün epitop tahminleri (immünoinformatik) 

analizler tavsiye edilmektedir (Loh ve ark., 2019). Bu ­alēĸmada ­eĸitli epitop tahmin 

yºntemleri kullanēlmēĸ ve sonu­ta ortaya ­ēkan potansiyel epitopik peptidlerin fizyokimyasal 

parametreleri; instabilite indeksi (ñInstability Indexò), genel hidropatisite ortalamasē (GRAVY 

ñGrand Average of Hydropathicitiyò) ve alifatik indeksler (ñAliphatic Indexò) ProtParam 

sunucusu ¿zerinden hesaplanmēĸtēr. Bu deĵerlendirme i­in, t¿m diziye (sinyal peptidi dahil) 

dayalē tahmin sunucularēna saĵlanan peptid dizisi, maksimum olasē epitop keĸfi i­in sinyal 

peptidi muhafaza edilmiĸtir (Weiskopf D. Ve ark., 2013). Peptid baĵlayan bºlge ve peptid 

çevreleyen rezidüleri, MHC-II epitoplarē i­in ayrēlmēĸtēr. Literatürde en uygun MHC-I 
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epitoplarē 9-mer yapēda olarak gºsterildiĵinden, bu t¿r bir ayrēmcēlēĵa duyulan ihtiya­ ortadan 

kaldērēlmēĸtēr. Doĵrusal ve s¿reksiz (birbiri ile bitiĸik olmayan, yine de eldeki protein 

molek¿l¿n¿n tersiyer yapēsēnēn y¿zeyinde bulunan artēklardan oluĸan) B h¿cresi epitoplarē, 

proteinin 3B homoloji modeli ¿zerinde gºsterilmiĸtir. Tespit edilen IC50 deĵerleri olarak 

sunulan y¿zdelik dereceleri ve afinite ºl­¿mleri, belirli bir peptidin yeterliliĵinin temeli olarak 

kabul edilmiĸ ve oluĸturulmuĸtur. 

 

2.1.3.1. IEDB CD4 immünojenesite tahmini 

TgFabG ¿zerindeki olasē T h¿cresi epitoplarēnēn tayini i­in iki yºntemin sonu­larē 

birleĸtirilmiĸtir. Bu yºntemlerden birisi deneysel analizler kullanēlarak elde edilen d¿nya 

n¿fusuna en geniĸ daĵēlēmē olduĵu bilinen 7 alel ile afinite gºsteren ger­ek epitoplarēn peptid 

baĵlayan ve peptid ­evreleyen rezid¿lerinin temel alēndēĵē bir yapay nºral aĵ ile yürütülen 7 

ñalel yöntemiòdir (Paul ve ark., 2015). Diĵer tahmin yºntemi ise bilimsel literatürden 

deneysel analiz epitop sonu­larē olarak elde edilen antijenlerin ortak genel yapēlarēndan dolayē 

(Turner ve ark., 2006) eĸleĸen peptidlerinin incelenmesi ile oluĸturulan bir im¿nojenesite 

skoru kullanmaktadēr (Dhanda ve ark., 2018). Sonu­larēn ilk %20ôlik kēsma d¿ĸenleri olasē 

immün epitoplar olarak incelenmiĸtir. Epitop tahmin sonucu gösterilen peptidler 

imm¿nojenesite skorlarē ilk %20ôlik kēsma d¿ĸenlerin 7 alel skorlarē ile imm¿nojenesite 

skorlarēnēn birleĸimi olarak sunulmuĸtur. 

 

2.1.3.2. Çizgisel MHC (Majör Histokompatibilite  Kompleksi) epitoplarē 

TgFabG ¿zerinde epitop taramasē yapēlan MHC-I HLA allelleri: HLA -A0101, HLA-A0201, 

HLA -A0301, HLA-A1101, HLA-A2402, HLA-B0702, HLA-B0801, HLA-B4001, HLA-

B4402, HLA -B5301. TgFabG ¿zerinde epitop taramasē yapēlan MHC-II HLA allelleri:  

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_0101 (Greenbaum ve ark., 2011) olarak se­ilmiĸtir. 

 

2.1.3.2.1. IEDB NN-Align  analizi 

Ķmm¿n Epitop Veritabanē (Kim ve ark., 2012) (http://www.iedb.org/) IEDB'nin MHC II 

sunucusu, seçilen yöntem NN-align (Nielsen M. Ve ark., 2009) ile, peptit baĵlayan temel 

bºlgeyi kuĸatan peptid saran rezid¿leri ile birleĸtiren ve MHC II peptidlerinin eĸ zamanlē 

olarak tanēmlanmasēnē saĵlayan bir nºral aĵ tabanlē epitop tahmini yöntemidir. Peptid 

baĵlayan ­ekirdek bºlge ve baĵlanma afinitesi deĵerleri kullanēlmēĸtēr. Bu nºral aĵlar, bilinen 

http://www.iedb.org/
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ve deneysel olarak onaylanmēĸ MHC molek¿llerinin oluĸturduĵu b¿y¿k veri setleri aracēlēĵē 

ile eĵitilmiĸtir. 

 

2.1.3.2.2. NetMHC 4.0 analizi 

MHC I epitop tahmini sunucusu NetMHC-4.0 ( & Nielsen, 2016) ó¿n ANN-align (Nielsen M. 

ve ark., 2003) metodolojisinin geniĸletilmiĸ bir versiyonunu kullanēr, bu da daha doĵru tahmin 

için ekleme veya silme iĸleminin neden olduĵu dizi hizalama boĸluklarēnēn uygulanmasēnē 

içerir. 

 

2.1.3.2.3. IEDB ANN -Align analizi 

Tip I MHC epitop tahmini i­in daha y¿ksek sēra dizi korelasyonlarē i­in optimize edilmiĸ 

­eĸitli nºral aĵ tabanlē yºntemlerin bir kombinasyonu olan geliĸtirilmiĸ yapay nºral aĵē 

yöntemi (IEDB'de ANN-align) kullanēlmēĸtēr (Lundegaard ve ark., 2006; 2008). 

 

2.1.3.2.4. NetMHCII 2.3  analizi 

TgFabG'nin protein amino asit dizisi, her biri kendi MHC molekülü için NetMHCII 2.3 

(Jensen ve ark., 2018) sunucusuna eĵitim setleri ile isabet oranē g¿­lendirilmiĸ yapay nöral 

aĵlar ile epitop baĵlanma afinite kestirimi i­in saĵlanmēĸtēr. 

 

2.1.3.2.5. IEDB MHC I epitopu immünojenesite analizi 

IEDB sunucunsun bir aracē olan MHC I Immunogenecity (Calis ve ark., 2013) peptid-MHC 

komplekslerinin olasē ligand baĵlama afinitesini ve genel spesifitesini peptid baĵlayan 

merkezi P (peptid) 4-6 konumlarēnēn im¿nojeneik ºnemini denklemine dahil ederek bu 

bºlgedeki amino asitlerin ­eĸitli algoritmalar ile ulaĸēlan deĵerlendirmeler kullanēlarak tahmin 

edilen olasē epitopik MHC-I peptidlerinin imünojenetik karakterleri deĵerlendirilmiĸtēr. 

 

2.1.3.2.6. IEDB epitop popülasyon kapsam analizi 

IEDBônin k¿resel MHC-I ve II alel veritabanēnēn imm¿n epitop tahmin ara­larē ile ulaĸēlan 

olasē epitopik peptidler ile taranmasē sonucu insan n¿fusununun en az %90ôē ile uyumluluk 

gºsteren verimli potansiyel aĸē molek¿lleri keĸfi i­in IEDB Epitope Conservancy Analysis 

(Bui ve ark., 2006) ­evrimi­i analiz aracē kullanēlmēĸtēr. 
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2.1.3.3. Ellipro  analizi 

Aĸaĵēda tarif edilen 3B (3 boyutlu) temel homoloji modeli, IEDB Ellipro epitop tahmin 

sunucusuna (Ponomarenko ve ark., 2008) giriĸ verisi olarak kullanēlmēĸtēr. Ellipro, toplam 

proteinin ĸeklini fonksiyonel olarak bir elipsoide yakēnlaĸtērēr ve herhangi bir rezid¿n¿n sebep 

olduĵu ­ēkēntēlarē kantitatif olarak tahmin eder ve bu rezidüler, hesaplanmēĸ ­ēkēntē 

indekslerine (ñprotrusion indexò) dayanarak k¿meler. Protein rezid¿s¿n¿n, yaklaĸēk elipsoidin 

dēĸēnda mevcut olan b¿t¿nl¿ĵ¿ ile iliĸkili kēsmē olarak tanēmlanan bir ­ēkēntē indeksi bulunur. 

K¿meleme algoritmasē, her bir rezid¿n¿n ­ēkēntē indeksinin belirlenen eĸiĵin ¿zerinde olup 

olmamasēna ve her bir rezid¿n¿n k¿tle merkezi arasēndaki mesafeye baĵlē olarak kesintili 

epitoplarē belirler. Lineer B h¿cresi epitoplarē ise standart peptid dizisi bazlē bir yºntemle 

tahmin edilir. 

 

2.1.3.4. Bepipred yöntemleri ile çizgisel B-hücresi epitoplarē tahmini 

2.1.3.4.1. Bepipred analizi 

Bepipred  1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred-1.0/)  (Andersen ve ark., 2006; 

Larsen ve ark., 2006) ve Bepipred 2.0 (Jespersen ve ark., 2017) 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/) amino asit dizisi tabanlē yºntemlerdir ve iki 

doĵrusal B h¿cresi epitopu tahmin yºntemini, yani bir eĵilim ºl­eĵi (ñpropensity scaleò) 

yºntemini ve saklē Markoff modeli (Hidden Markov Model/HMM) yaklaĸēmēnē birleĸtirirler. 

Bir polipeptit alt dizisinin merkezinde herhangi bir rezidünün gerçek bir epitop olup 

olmadēĵēnē deĵerlendiren, hesaplanmēĸ bireysel rezid¿ eĵilim puanlarēnēn ve saklē Markoff 

modelinin ortak uygulamasē ile sonuca ulaĸēlēr. 

 

2.1.3.4.2. IEDB Bepipred 2.0 analizi 

Sinyal peptidi dahil TgFabG dizisin deki tahmini lineer B h¿cresi epitoplarē IEDB Antibody 

Epitope Prediction sunucusunun Bepipred 2.0 (Larsen ve ark., 2006) yºntemi ile taranmēĸtēr. 

Sonuçlar Molsoft Browser ve PyMOLôda proteinin sinyal peptidsiz üç boyutlu modeli ve 

tablo ¿zerinde gºr¿nt¿lenmiĸtir. 

 

2.1.4. TgFabG aminoasit dizisine baĵlē protein-protein etkileĸimlerinin analizi 

Veritabanē temelli algoritmik yºntemler ile TgFabG enzimi, organizmanēn karmaĸēk 

metabolik aĵē i­erisinde, komuĸuluk, eĸ dizilim, koekspresyon gibi molek¿ller arasē iliĸkiler 

http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred-1.0/
http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/
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ile konumlandērēlmēĸtēr. Ayrēca apikompleksanlarēn ºkaryotik doĵasē hesaba alēnarak TgFabG 

¿zerinde olasē ºkaryotik lineer motif taramasē yapēlmēĸtēr. 

 

2.1.4.1. Ökaryotik lineer motif (ELM) a nalizi 

TgFabG apikompleksan protein dizisi sinyal peptidi dahil halde ñEukaryotic Linear Motifò 

(ELM) (Dinkel ve ark., 2016)  (http://elm.eu.org/) veritabanēnda olasē protein-protein 

etkileĸim bºlgeleri taramasē i­in sorgulanmēĸtēr. ELM insan eliyle toplanan ve derlenen kēsa 

­izgisel/lineer motifler (Short Lineer Motifs / SLiMs) veritabanēnē sunucuya verilen amino 

asit dizisinin i­eriĵi ile kēyaslar ve b¿nyesinde bulundurduĵu motiflerin analize edilen 

proteinin yapēsēnda bulunup bulunmadēĵēnē teyit eder. ELM sunucusu taksonomi, fonksiyonel 

bºlge ve h¿cre i­i kompartman bilgileri saĵlandēĵē takdirde y¿ksek verim ile yalancē 

pozitifleri eleyerek anlamlē oranlarda post translasyonel modifikasyon bºlgelerinin olasē 

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

 

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

TgFabG proteininin diĵer FabG proteinleri ve diĵer FAS II elemanlarē ile olasē 

etkileĸimlerinin protein-protein aĵ haritasē oluĸturma iĸlemi TgFabG (sinyal peptidi dahil) 

dizisinin STRING (Szklarczyk ve ark., 2019) (https://string-db.org/) sunucusuna saĵlanmasē 

ile yapēlmēĸtēr. STRING genom ve protein dizi seviyelerinde paylaĸēlan ortak bºlgelerin 

varlēĵēnē ve korunmuĸluĵunu farklē in silico kanētlama yºntemlerine dayalē sonu­lara baĵlē 

halde algoritmik olarak hesapladēĵē ve biriktirdiĵi geniĸ bir veri tabanē aracēlēĵē ile protein-

protein etkileĸim aĵlarē oluĸturur. Protein kayēt bilgileri aracēlēĵē ile fonksiyon gruplarē 

oluĸturularak gºr¿nt¿lenebilmektedir. 

 

2.1.5. Homoloji modellemesi, enerji minimizasyonu ve model validasyonu 

Toxoplasma gondii FabG t¿r¿n¿n mevcut bir 3B (¿­ boyutlu) yapē modeli bulunmamaktadēr. 

Bu nedenle in silico analitik hesaplamalar, moleküler doking ve moleküler simülasyonlar için 

gerekli olan protein 3B yapēsē, dizi benzerliĵi gºsterdiĵi tescillenmiĸ bir FabG proteininin X-

ēĸēnē kristallografisi ile belirlenmiĸ atoik kordinatlarē kalēp alēnarak homoloji modellemesi 

yapēlmēĸtēr. 

 

2.1.5.1. NCBI/PSI-BLAST ile modelleme kalēbē seçimi 

TgFabG'nin ¿­ boyutlu homoloji modellemesi i­in, proteinin yapēsal alan dizisini içeren 

(apikoplast ve transmembran sinyal dizileri ­ēkartēlmēĸ) uygun bir homoloji modelleme kalēbē 

http://elm.eu.org/
https://string-db.org/
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olacak bir PDB yapēsē bulmak i­in NCBIônēn BLAST sunucusu kullanēlmēĸtēr. NCBI PSI-

BLAST (Altschul, 1997; Altschul ve ark., 2005) [Basic Local Allignment Search Tool 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)] algoritmasē ile T. gondii, FabG enzimine en fazla 

aminoasit dizi homolojisi gösteren FabG enzimi tespiti yapēlmēĸ ve atomik koordinatlarē PDB 

( http://www.rcsb.org/) arĸivinden indirilmiĸtir. Protein Veri Bankasēnda (RCSB PDB / 

ñProtein Data Bankò) Toxoplasma gondii 3-oksoaçil-ACP redüktaz (3-oxoacyl-[acyl-carrier-

protein] reductase) enzimine ait deneysel yapē bilgisi bulunmadēĵēndan, TgFabG 3B yapēsē 

homoloji modelleme yºntemiyle belirlenmiĸtir. TgFabG dizisi, N-terminal 129 rezidüden 

oluĸan sinyal peptidi olmadan bu araca y¿klenmiĸtir. 

 

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

Modeler 9.15 yazēlēmē (Sali & Blundell, 1993; Webb & Sali, 2016) ile, yakēn bir dizi 

homologu olan Plasmodium falciparum FabGônin (PfFabG, PDB ID: 2C07) atomik 

koordinatlarē temel alēnarak elde edilmiĸtir. Karĸēlaĸtērmalē 3B modelleme yºntemi; dizi 

benzerliĵine gºre protein katlamalarēnē deĵerlendirir, modifiye edilmemiĸ proteini se­ilen 

ĸablonun dizisine hizalar ve modelin ĸablon tabanlē ¿­ boyutlu yapēsēnē inĸa eder. Bu aĸamada 

100 model oluĸturulmuĸtur ve en d¿ĸ¿k DOPE (Ayrēk Optimize Edilmiĸ Protein Enerjisi) ve 

z-DOPE (normalize DOPE) skoruna sahip olan model bir sonraki aĸamaya alēnmēĸtēr. 

 

2.1.5.3. Homoloji modelinin atomik minimizasyonu (Chimera 1.10.2) 

TgFabG homoloji modelinin potansiyel enerjisini en aza indirgemek, eksik hidrojen atomlarē 

ve yükler eklemek, amacyla AmberFF14SB forcefield kullanēlarak UCSF Chimera 1.10.2  

(Pettersenve ark., 2004) programēnda yapēlmēĸtēr. Elde edilen protein modlei UCSF Chimera 

1.1.12 (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera) programēnda AMBER 14SBFF ve konjugate 

gradient (500CG) ve steepest descent (1000SD) algoritmasē kullanēlarak d¿ĸ¿k enerjili 

yapēlara minimize edilecek ve geometri optimizasyonu yapēlarak proteinler doking için 

hazērlanacaktēr (Mutlu ve ark., 2016). Minimize edilmiĸ TgFabG homoloji modeli, yapē 

doĵrulama i­in se­ilmiĸtir. 

 

2.1.5.4. Homoloji modelinin 2B Topoloji Modelnin Ķncelenmesi (PDBsum) 

 TgFabG homoloji modelinin 2B yapē topoloji ĸemasē pdb dosyasēndan HERA ve 

PROMOTIF protein motif ĸematizasyon yazēlēmlarēnē kullanarak ayrēntēlē ve sade bir gºresel 

oluĸturan PDBsum sunucusunda oluĸturulmuĸtur (Laskowski ve ark., 1997; 2018). HERA, 

ana zincir H-baĵlarē diyagramē, helikal yapē ĸablonu (dºn¿m baĸē 3.6 rezidü) ve basit protein 
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motifleri kullanarak 2B yapē ĸemasē oluĸturur (Hutchinson & Thornton, 1990). PROMOTIF 

ise bir rezidünün a-heliks veya b-tabakaya ait rezidülerin bu konformasyona uygun H-

baĵlarēnēn rezid¿lerin NH veya CO grubunda olacaĵēnē betimleyen IUPAC kuralē 6.3 ó¿ 

kullanan, Ca (alfa karbon) ve y,f dºnme a­ēlarēnē inceleyen bir algoritma kullanēr 

(Hutchinson & Thornton, 1996). 

 

2.1.5.5. Monomerik TgFabG homoloji modelinin genel validasyonu 

2.1.5.5.1. ERRAT  analizi 

Karbon (C), oksijen (O) ve azot (N) atomlarē arasēndaki doĵru ve yanlēĸ ­ift yºnl¿ kovalent 

olmayan baĵlarēn atomik etkileĸimleri arasēndaki farklarēn deneysel veriler ile tutarlēlēĵēnē 

ölçer (Colovos & Yeates, 1993) (http://servicesn.mbi.ucla.edu/ERRAT/). 

 

2.1.5.5.2. RAMPAGE  analizi 

Rezid¿ler, ñkabul edilebilir bºlgeò ve N-CŬ (Phi / ű) ve CŬ-C (Psi / ɣ) baĵlarēnēn etrafēnda 

polipeptit omurgasēnēn dºnme hareketleri ¿zerinde ñkesinlikle izin verilmeyen bºlgeò olarak 

kategorize edilir. Deneysel yöntemler ile eriĸilmiĸ protein yapēlarē ile genellikle kusurlu 

olacak herhangi bir in silico modelin kovalent geometri bozulmalarēnē ayērt etme aracē olarak 

Ca ve Cb torsiyon a­ēlarē kullanēlabilir bir ºl­¿d¿r. ű ve  ɣ dönme/torsiyon a­ēlarē sērasēyla 

iki peptid baĵē arasēndaki alfa-C ile azot (N) ve karbonlarēn (C) yaptēĵē ºzel baĵlarē ifade eder. 

RAMPAGE kullanēlarak bu torsiyon a­ēlarēnēn deĵerlendirmesi yapēlmēĸtēr ve Ramachandran 

grafiĵi oluĸturulmuĸtur (Lovell ve ark., 2003) 

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

 

2.1.5.5.3. ProSA analizi 

ProSA'da dizi uzunluĵunun deneysel verice zengin ve sunucuya ºzg¿n bir veritabanēna 

dayanarak oluĸturulan bir ortalama alan fonksiyonu ­izilir ve proteinin yapēsal alan 

rezidülerinin enerji grafiĵi oluĸturulur. Ayrēca nitel deĵerlendirmeyi kolaylaĸtērmak amacēyla 

bir dizi rastgele rezid¿ kuvvet enerji aralēklarēnēn ger­el verilere gºsterdiĵi uyum 

seviyelerinden basit Z-skorlarē oluĸturulur. Bu Z-skorlarē ile sistemde taranan 3B yapēlarēn 

deneysel validasyon ile elde edilmiĸ ger­ek yapēlar ile tutarlēlēĵēna karĸēlēk gelecek bir yapē-içi 

rezidü-enerji verim aralēk oluĸturur. Bu deĵerlerin kapsamēna giren bir model bºylece 

http://servicesn.mbi.ucla.edu/ERRAT/
http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php
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tescillenmiĸ olur (Wiederstein & Sippl, 2007) 

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

 

2.1.5.5.4. ProQ analizi 

ProQ, model kalitesini deĵerlendirmek i­in iki kalite ºl­¿s¿ kullanēr, Maxsub ve LGscore. 

Maxsub deĵerleri, rezid¿lerin doĵru protein yapēsēna en yakēn olduĵu en b¿y¿k bºlgenin 

hesaplanmasēyla belirlenir. Diĵer taraftan LGscore, doĵru yapēya uygun olarak kesikli bir 

polipeptit alt dizisini ºnemli ºl­¿de belirlemek i­in yapēsal p olasēlēk deĵerlerini kullanēr 

(Cristobal S. ve ark., 2001) (https://proq.bioinfo.se/ProQ/ProQ.html). 

 

2.1.5.5.5. Verify3D  analizi 

Protein 3B yapēlarēnda rastlanan amino asit dizilerinin mutlak sekonder ve tersiyer katlanma 

davranēĸēnē belirleme problemi, proteinin doĵru 3B yapēsē elde edilerek çözülebilir. Böylece 

yanlēĸ katlanmalar i­eren 3B yapēlardan ka­ēnēlabilir. Herhangi bir rezid¿ grubunun tekil 

rezid¿ seviyesinde rahat­a komĸu olan alt molek¿ler ortamlar ile uyumluluĵu ºl­¿lebilir. 

Verify3D doĵru katlanma gºsterdiĵi bilinen ger­ek yapēlardan edinilen ve 3B yapē-dizi 

iliĸkilerinden oluĸan sunucuya ºzel bir veritabanē ile hesaplanan rezid¿ pozisyona ºzg¿ 3B-1B 

skorlarē kullanēr. Bu 3B-1B skorlarē bir rezid¿n¿n gºm¿l¿, kēsmen gºm¿l¿ veya ­ºz¿c¿ ile 

etkileĸimi sonucu eriĸilebilir y¿zey alanēna maruz bērakēlmēĸ olup olmadēĵēna iliĸkin 1B-3B 

ortam sēnēfēnēn bir tanēmlayēcēsē olarak basitleĸtirilmiĸ bir temel skorun atanmasēyla 

hesaplanēr. Eĵer bir amino asit belirlenen eĸik deĵerinden daha y¿ksek puan alamazsa, bunun 

bir aykērē olmasē beklenir (L¿thy ve ark., 1992; Bowie ve ark., 1991) 

(http://servicesn.mbi.ucla.edu/Verify3D/). 

 

2.1.5.5.6. QMEAN  analizi 

Kantitatif/Nicel Model Enerji Analizi (ñQuantitative Model Energy Analysisò/QMEAN), 

protein yapēlarēnēn ºnemli geometrik yºnlerini; s¿rekli bir sērayla ¿­ amino asidin torsiyon a­ē 

potansiyellerinin bir ºl­¿ olarak hesaplanmasē ve doĵal kēvrēmlarēn belirlenmesi i­in baĸarēlē 

bir ara­ olduĵunu literatürde kanētlamēĸtēr (Benkett ve ark., 2008) 

(https://swissmodel.expasy.org/qmean/). 

 

2.1.5.5.7. RMSD (PyMoL) analizi 

TgFabG homoloji modeli ile deneysel yºntemlerle ­ºz¿mlenmiĸ Plasmodium falciparum 

modelleme kalēbēnēn ¿­ boyutlu yapēsē arasēndaki ñKºk Ortalama Kare Sapmasēò (Root Mean 

https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php
https://proq.bioinfo.se/ProQ/ProQ.html
http://servicesn.mbi.ucla.edu/Verify3D/
https://swissmodel.expasy.org/qmean/
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Square Deviation), atomik konumlarē inceleyen denklemler kullanarak yapē benzerliklerini 

belirlemek i­in hesaplanmēĸtēr (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 

Schrödinger, LLC). 

 

2.1.5.6. Dimer ve tetramer arayüzlerin modellemesi (Swiss-Model) 

TgFabG'nin dimer ve tetramer aray¿zleri oluĸturduĵu bilinmektedir. Bu ­alēĸmada, bu 

multimer yapēlarēn homoloji modellemesi, aynē zamanda ¿­ boyutlu bir protein yapēsē 

veritabanē olarak da gºrev yapan otomatik 3B homoloji modelleme sunucusu Swiss-Model 

sunucusu ile ger­ekleĸtirilmiĸtir. (Bienert ve ark., 2017) (https://swissmodel.expasy.org/). 

 

2.1.5.7. TgFabG dimer & tetramer arayüzlerin analizi (PISA) 

PDBePISA (Proteinler, Aray¿zler, Yapēlar ve Montajlar) sunucusu dimer ve tetramer 

modellerinin aray¿z rezid¿ etkileĸimlerinin analizi amacēyla kullanēlmēĸtēr. PDBEPISAdan 

elde edilen aray¿z etkileĸimlerinin gºr¿nt¿lenmesinde Schrºdinger Maestro programē 

kullanēlmēĸtēr.  

 

2.1.6. Ķla­-hedelenebilirlik , uyumluluk ve ñYüksek verimli sanal taramaò (High-

throughput virtual screening/htVs) analizleri  

Bir patojenik reseptºr molek¿l¿ (bu durumda ve ­oĵu durumda, bir protein molek¿l¿), 

kendisine yeterli baĵlanma afinitesi gºsteren k¿­¿k bir molek¿l (bir ligand) tarafēndan 

tanēnmasē, patojen aktivitesinin inhibisyonuna neden olabilmektedir. Patojenik ajanlara karĸē 

terapºtik maddelerin keĸfinin baĸlangē­ aĸamasē, bilgisayar destekli ila­ tasarēmē i­in 

(Computer-Aided Drug Design / CADD ) reseptör moleküle yüksek affinite gösteren bir 

ºnc¿l bileĸiĵin keĸfi olarak kabul edilir. Yeni bir ila­ bileĸiĵinin geliĸtirilmesinin ilk aĸamasē, 

bir ºnc¿l bileĸiĵin araĸtērēlmasē ve keĸfedilmesidir. Bºyle bir bileĸiĵin, 'ila­' olduĵu kesin 

deĵildir, ancak, araĸtērmalar sonucu belirli bir hastalēĵa neden olan patojenik makromolek¿ler 

bir etmenin aktif bölgesini yüksek affinite ile arzulanan yakēnlēkta baĵlayan ve kinetik 

inhibisyonuna sebep olabileceĵi ve bºylece potansiyel ñila­ò karakteristiĵi taĸēyabileceĵi 

gösterilmiĸtir (Cerqueira ve ark., 2015).  Protein ila­la hedeflenebilirliĵi, belirli bir ligandēn 

bir molekülün aktif bºlgesine y¿ksek afinite ile baĵlanma ve reseptºr protein ¿zerinde bir 

inhibisyon yaratma olasēlēĵēdēr. Ķla­ tasarēmēnda ºnc¿l bileĸiĵi keĸfetmeyi amaçlayarak 

TgFabG homoloji modelinde aktif bölge cebi tahmini yapēlmēĸ ve bu cep¿zerinde ligand 

adayē bileĸiklerin baĵlanma seviyeleri taranmēĸtēr. 

 

https://swissmodel.expasy.org/
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2.1.6.1. Aktif bölge üzerinde ligand baĵlayēcē cep tayini  

TgFabG homoloji modeli üzerinde yüksek verimli sanal tarama yapēlacak aktif bölge cebini 

oluĸturan koordinatlarē belirlemek amacēyla, DogSiteScorer (Volkamer A. ve ark., 2010; 

2012) (https://proteins.plus/)  ve PockDrug (Hussein ve ark., 2015) 

(http://pockdrug.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/index.py?page=home) sunucularē 

kullanēlmēĸtēr. DoGSite, hesapladēĵē ilk ºnc¿l aktif cep bºlgelerini daha kolay hesaplanabilir 

alt-ceplerine bölerek moleküler topoloji tahmininin isabetini kesinleĸtirir. DoGSite, aktif 

bºlgeleri tanēmlamak i­in sub-molek¿ler ĸablon tanēma algoritmalarē kullanēr. 

DoGSiteScorer'ēn ºngºr¿lebilirlik puanlarē, Destek vektºr makinesi (SVM) adēnda bir makine 

ºĵrenme algoritmasēndan gelmektedir. PockDrug ise, sadece sunucuya saĵlanan protein 

yapēsēndan ­ēkardēĵē bilgilere dayanarak aktif cepleri hesaplar. Aktif cep hesaplamasēna ek 

olarak holo protein yapēlarēndan ligandēn proteine yakēnlēĵēnē hesaplar. Sonra apo protein 

yapēlarēndan cepleri kestirmeden ortaya ­ēkan belirsizlikleri ­ºz¿mler; Metodolojisi, apo 

yapēlē aktif cep bºlgelerini daha g¿venilir holo ceplerin yapē ve konumlarē ile doĵrulamayē 

içerir. 

 

2.1.6.2. Yüksek verimli sanal tarama ve moleküler yerleĸtirme/doking simülasyonu 

Yüksek verimli sanal tarama (htVS) için in silico yºntemler ile akēllē ila­ tasarēmēnēn 

yagēnlaĸmasē ve kolaylaĸmasē amacēyla oluĸturulmuĸ veritabanlarēndan küçük kimyasal 

bileĸikleri kapsayan bir k¿t¿phane hazērlanmēĸtēr. Pubchem (Kim ve ark., 2019) 

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) ve ZINC (Irwin & Shoichet, 2005) 

(http://zinc.docking.org), ticari olmayan, kamuya a­ēk ligand bileĸik veritabanlarēdēr. 

ZINCôden 6538 ñilaç-benzeriò bileĸik ve PubChemôden 3329 kumarin t¿revi bileĸik 

toparlanēp y¿ksek verimli sanal tarama amacēyla ºzg¿n bir bileĸik k¿t¿phanesi hazērlanmēĸtēr. 

Kumarinler (1,2-benzopiron veya o-hidroksisinnamik asit-9-lakton), bitkilerden türetilerek 

keĸfedilmiĸ, benzopiron ailesine dahil olan, doĵal ve sentetik türevlerinin kansere karĸē etkili 

terapötik kapasiteleri olduklarē bilinen kimyasal bileĸiklerdir. Doĵal kumarinin, t¿revleĸmesi 

m¿mk¿n olan 6 substitasyon noktasē vardēr. Kumarin ve pirokumarinlere atfedilen biyolojik 

iĸlevlerden bazēlarē, anti-inflamatuvar, antikanser, antiviral, antioksidan, antimikrobiyal, 

enzim inhibisyonu ve merkezi sinir sistemi aktiviteleridir (Kontogiorsis ve ark., 2012).  

Kumarin bileĸikler ailesi, bir benzen ve bir 2-piron halkasēnēn f¿zyonu sayēlabilir doĵada 

bulunan fenolik bileĸikleri temsil eder. Bunlarēn yanēsēra kumarinler amutajenik ve non-

sitotoksik karakteristiklere sahiptirler (Riveiro ve ark., 2010). TgFabG reseptörü, Schrödinger 

Maestro (Friesner. ve ark., 2004)  ñProtein Hazērlama Sihirbazēò yoluyla nºtr pH (7.0) 'da 

https://proteins.plus/
http://pockdrug.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/index.py?page=home
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PROPKA ile proton eklenmiĸ ve enerji minimizasyonu yapēlarak doking simülasyonuna 

hazērlanmēĸtēr. Kimyasallar i­in ligand preparasyonu, OPLS3 FF kuvvet alanē uygulayarak 

Schrödinger Ligprep (Schrödinger Release 2019-4: LigPrep, Schrödinger, LLC, New York, 

NY, 2019.) ile yapēlmēĸtēr. Schrödinger GLIDE'deki (Grid tabanlē Ligand ve Enerjetik 

Yerleĸtirme) reseptºr gridi oluĸturma fonksiyonu kullanēlarak aktif bölgeyi kapsayan reseptör 

gridi oluĸturulmuĸtur. Glide ile yapēlan yüksek verimli sanal taramanēn ilk aĸamasēnda 

bileĸiklerin en ideal %20ôsi se­ilmiĸ ve bir sonraki ñStandart Precision (SP) doking iĸlemine 

alēnmēĸtēr. SP doking iĸleminden ­ēkan billeĸiklerin en iyi %10ôu sonraki adēmda 

ñExtraPrecisionò (XP) doking (Friesner ve ark., 2006) iĸlemine gºnderilmiĸtir. Tarama 

sonunda en iyi 20 kimyasal seçilerek incelenmiĸtir. Ayrēca se­ilen en iyi 20 kimyasalēn 

baĵlanma DeltaG enerjisi Schrödinger Prime (Schrödinger Release 2019-4: Prime, 

Schrödinger, LLC, New York, NY, 2019.) programē ile MM-GBSA (Molecular Mechanics 

Generalized Bor Surface Area; Genheden & Ryde, 2015) yºntemiyle hesaplanmēĸtēr. 

 

2.1.6.3. Olasē TgFabG ligandlarēnēn ADME-Tox profilleri  

Yüksek verimli sanal tarama ile keĸfedilen, TgFabG aktif cebine y¿ksek afinite gºsteren ideal 

olasē ligand bileĸiklerin akēllē ila­ tasarēmēnēn ama­larē doĵrultusunda olasē ºnc¿l bileĸikler 

olarak fizyokimyasal ve farmakokinetik parametrelerinin ayrēntēlē deĵerlendirmesi i­in Swiss-

ADME sunucusu ve Schrödinger Qikprop (Schrödinger Release 2019-4: QikProp, 

Schrödinger, LLC, New York, NY, 2019.) programē kullanēlmēĸtēr. Böyle analizler 

bileĸiklerin yapē-aktivite iliĸkilerini nicel olarak inceler ve bileĸiklerin fizyolojik ortamdaki 

etkilerinin tutarlē teorik modellerini oluĸturur. Kimyasal bileĸiklerin yapē ve aktiviteleri 

arasēndaki nicel baĵēntēlarēn bilgisayar ortamēnda algoritmik tahminleri, QSAR (Quantitative 

Structure-Activity Relationship / ñKantitatif Yapē-Aktivite Ķliĸkisiò) yºntemleri kullanēlarak 

yapēlmaktadēr. Biyolojik aktiviteleri bilinmeyen bileĸiklerin bu ºzelliklerinin tahmini i­in, 

belli benzer aktivite ve reaktivite gºsterdiĵi bileĸiklerin ortak yapēsal karakteristikleri ile bu 

biyofiziksel özelliklerin baĵdaĸlaĸtērēldēĵē denklemler kullanēlmaktadēr (Parthasarathi ve ark., 

2017). 

 

2.1.6.3.1. Swiss-ADME  

Swiss-ADME, bileĸiklerin ñAdsorpsiyon, Daĵēlēm, Metabolizm, Ekresyonò (ADME) 

ºzelliklerini bazē ºzg¿n ve bazē belli sunucu ve ­alēĸmalarēn metodolojilerinden yararlanarak 

oluĸturduĵu algoritmalarla hesaplamakta kullanēlēr (Daina ve ark., 2017). Bileĸiklerin 

lipofilisiteleri, suda çözünürlükleri gibi kimyasal yapē ve biyoeriĸebilirlik belirten ºzellikleri 
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yanēsēra Swiss-ADME molek¿l aĵērlēĵē, topolojik polar y¿zey alanē (ñTopological Polar 

Surface Areaò/TPSA) gibi fizyokimyasal parametreleri de hesaplayabilmektedir. ¥rneĵin 

Swiss-ADMEônin kullandēĵē BOILED-EGG ölçüsü ile ligand bileĸiklerin gastrointestinal 

veya beyin bariyerine adsorbsiyona yatkēnlēĵē ­ºz¿mlenebilmektedir. Swiss-ADMEônin 

doĵrudan farmasºtik ile alakalē uygulmalarēndan birisi, se­ilen bileĸiklerin fizyokimyasal, 

farmakokinetik parametreleri ve biyoeriĸebilirliklerini kullanarak oluĸturduĵu beĸ kurallē 

denklemle potansiyel ila­ olarak deĵerlendiren bileĸiklerin oral uygulama ile tedaviye 

uyumluluĵunu ºl­mesidir. Ayrēca mevcut molek¿llerin sahip olduĵu d¿ĸ¿k spesifisiteli reaktif 

alt-yapēlarēn varlēĵē durumunda kimya deneylerinde yalancē pozitif sonu­ verebilecek 

bileĸikler tēbbi kimyasal PAINS (pan assay interference compounds) ile Swiss-ADME 

tarafēndan denetlenmektedir. Bu ­alēĸmada bilgisayar destekli akēllē ila­ tasarēmē ile ilgili 

bütün parametreler kullanēlmēĸtēr. 

 

2.1.6.3.2. Schrödinger Qikprop 

Schrödinger QikProp (Schrödinger Release 2019-4: QikProp, Schrödinger, LLC, New York, 

NY, 2019) programē, y¿ksek verimli sanal taramada kullanēlacak kimyasallarēn genel 

fizyokimyasal profillerini oluĸturmak için birkaç ge­miĸ ­alēĸmada (Jorgensen ve Tirado-

Rives, 1988; Jorgensen & Duffy, 2000; Duffy & Jorgensen, 2002) ortaya konulmuĸ 

hesaplama yºntemlerine dayanan algoritmalar kullanarak bileĸiklerin ADMET (Adsorpsiyon, 

Daĵēlēm, Metabolizma Eksresyon + Toksisite) karakterlerinin hesaplanmasēnda kullanēlmēĸtēr. 

QikProp hesaplamalarē sonucunda kimyasal tanēmlayēcēlar oluĸturur ve ger­ek bileĸik verileri 

ile kēyaslar ve bunlarē bir istatistiksel anlamlēlēk d¿zeyi aralēĵēnda yerleĸtirir (</> %95 ). 

Lipofil isite, suda çözünürlük gibi bileĸiklerin kimyasal yapēsēnē ve biyoeriĸebilirlik 

ºzelliklerininin yanēsēra Qikprop molek¿ler aĵērlēĵē, topolojik polar y¿zey alanē (Topological 

Polar Surface Area ò/ TPSA) gibi fizikokimyasal parametreleri de hesaplayabilir.  

 

2.1.7. Moleküler dinamik simülasyonu 

Olasē TgFabG inhibitºrleri y¿ksek verimli sanal tarama ve moleküler doking yöntemi ile 

belirlendikten sonra en iyi baĵlanma ºzelliĵi gºsteren ilk ¿­ bileĸik molek¿ler dinamik 

sim¿lasyonu yºntemiyle etkileĸimin kararlēlēĵēnēn tespiti amacēyla incelenmiĸtir. Bu tez 

kapsamēnda yapēlan (GLIDE docking, XP skor fonksiyonu) ve genel olarak tüm moleküler 

doking ­alēĸmalarē sadece belirlenen protein cebi i­inde en iyi baĵlanan kimyasallarē empirik 

skor fonksiyonuna (GLIDE docking, XP skor fonksiyonu) göre tahmin etmede kullanēlan 

hesaplamalē metodlardēr (Friesner ve ark., 2006). Moleküler dinamik ise bir moleküler 
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sistemin (burada protein-ligand etkileĸiminin) dinamik davranēĸēnēn Newtonôun klasik 

mekanik denklemine göre (Denklem 2.1) zamanēn (t) bir fonksiyonu olarak simüle eden bir 

hesaplama tekniĵidir (Salmaso ve Moro, 2018). 

 

                                              

Denklem 2.1. Newtonôun klasik mekanik denklemine gºre molek¿ler dinamik ­ºz¿m¿. 

 

(Fi(t): t zamanēnda i atomu üzerindeki kuvvet; ri(t): t zamanēnda i atomunun vektör pozisyonu; 

m: atomun kütlesi) 

Y¿ksek doking skorlarēna ve biyokimyasal validasyon analizlere raĵmen sadece molek¿ler 

dokingin bir sonu­ olarak sunulmasē ­oĵu zaman yanēltēcē olabilmektedir. Bu yüzden protein-

ligand molek¿ler doking etkileĸimlerinin molek¿ler dinamik sim¿lasyonu ile test edilip, 

kompleksin kararlēlēĵē onaylanmalēdēr. Aksi takdirde kompleksin ger­ek­iliĵi ¿zerinde bir 

soru iĸareti oluĸacaktēr (Chen, 2015). Bu ama­la TgFabG-ligand kompleksleri 200 ns 

süresince kararlēlēklarēnēn tespiti amacēyla MD sim¿lasyonuna tabi tutularak ligandlarēn 

davranēĸlarē incelenmiĸtir.    

Molek¿ler doking sonrasē protein-ligand kompleksleri (TgFabG-L1, Lig PubChem ID: 

717506963; TgFabG-L2, Lig PubChem ID: 320361, TgFabG-L3, Lig PubChem ID: 

132277201) ve ligandsēz TgFabG, NAMD 2.9  (Phillip ve ark., 2005) programē ile GPU 

tabanlē hesaplama yapēlmēĸ ve sonu­lar VMD 1.9.3 programē (Humphrey ve ark., 1996) ile 

analiz edilmiĸtir.  

MDS analizi için ilk basamak olan ligand parametreleme iĸlemi ñThe CHARMM General 

Force Field (CGenFF)ò (Vanommeslaeghe ve ark., 2010) programē ile ger­ekleĸtirilmiĸtir. 

Protein-ligand yapēlarēnēn hazērlanmasē, k¿bik su h¿cresi i­ine alēnmasē ve son 

konsantrasyonu 0.15 mM NaCl olacak ĸekilde ayarlanmasē VMD (Humphrey ve ark., 1996) 

1.9.3 programē ile ger­ekleĸtirilmiĸtir. MDS analizleri sērasēyla 20.000 adēm minimizasyon, 

ardēndan 500 ps NVT dengeleme, 1 ns NPT dengeleme ve en son olarak 200 ns moleküler 

dinamik hesaplamasē ger­ekleĸtirilmiĸtir. Tüm süreçlerde sēcaklēk 300 K ve basēnç 1 atm 

olarak ayarlanmēĸtēr. MDS analizleri NAMD 2.9 (Phillip ve ark., 2005) Linux-x86_64-

multicore-CUDA programēnda ve GPU destekli 2 x NVIDIA Tesla P100 grafik kartē ve 160 

­ekirdekli Intel Xeon Scalable 6148 iĸlemci alt yapēsē ile T¦BĶTAK-TRUBA kaynaklarē 

kullanēlarak ger­ekleĸtirilmiĸtir. MDS analizleri ger­ekleĸtirilen protein ve protein-ligand 
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yapēlarēnēn MDS sonrasē RMSD ve RMSF grafikleri VMD (Humphrey W. ve ark.,1996)1.9.3 

programē ile ­izilerek incelenmiĸtir. 

 

2.2. Cihazlar, K imyasallar & Çözeltiler 

2.2.1. Cihazlar 

¶ BANDELIN MONOPULS UW-3200 - Sonikatör 

¶ BANDELIN SONOPULS 4050 ï UW50 ï Prob T102 - Sonikatör 

¶ LABNET-25 SHAKER ï ¢alkalamalē karēĸtērēcē 

¶ BIO-RAD Trans-Blot Transfer System ï Western Blot cihazē 

¶ TETRA DSC7000X ï DSC cihazē 

¶ BEKO MD 1500 ï Mikrodalga Fērēm 

¶ PEQLAB ï Agaroz Jel Kaseti ve PCR Cihazē 

¶ BIRO-RAD PAC 300 ï Güç ünitesi 

¶ Varian Carry Eclipse Spectrofluorometer - Spektroflorometre 

¶ Hellma Analytics QS High Precision Cell made of Quartz SUPRASIL ï Kristal 

spektrofotometri küveti 

¶ Shimadzu UV Spectrophotometer UV ï 1800 Serral # A116352 - Spektrofotometre 

¶ Adventurer-Pro Ohaus ï Hassas terazi 

¶ GFL mbH D ï 30938 Burgwedek Typ. 20004 No: 10953901, V.230~ A= 13,0 Hz= 

50/60 

¶ INOVIA Turbo Thermo Shaker Model: TSS-2000 Serial NO: TSS-2000-1007 ï 

Termal ­alkalayēcē 

¶ BIOTEK Epoch Microplate Spectrophotomtry Reader ï Spektrometrik mikroplate 

okuyucu 

¶ Thermo Scientific Helios ZETA UV-VIS - UV Spectrophotometer 

¶ BINDER BD 53 #05-89212 ï Etüv 

¶ HERMLE Z326K ï Soĵutmalē santrif¿j 

¶ HALO SB-10 UV-VIS ï Spektrofotometre 

¶ VELP SCIENTIFICA ARE ï Isētmalē manyetik karēĸtērēcē 

¶ GEMO ELEKTROMAG DT104 ï Sēcaklēk kontrol cihazē 

¶ BIOSAN Vortex V-1 Plus ï Vorteks cihazē 

¶ KERN PFB ï Hassas terazi (Max: 200g) 
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¶ Herolab Microcen 16 ï Mikrosantrifüj 

¶ Nüve nb9 bath ï Su banyosu 

¶ Nüve EN 500 ï Etüv 

¶ VWR DRY-Line ï Etüv 

¶ A&D Company United HR-250AZ ï Hassas terazi 

¶ BIORAD PowerPac Basic 041BR99506 ï Elektroforez sistemi 

¶ BIORAD Mini-PROTEAN Tetra System ï Elektroforez jel tankē 

¶ VWR Pro-Lab W0020.18 ï Mikrosantrifüj 

¶ N-BIOTEK NB-205 ï Çalkalamalē ink¿batºr 

¶ Precisa XT320M ï Hassas terazi 

¶ METTLER TOLEDO Seven Compact S210 ï pH metre 

¶ BIORAD TRANSBLOT SD SEMI-DRY TRANSFER CELL ï Western Blot cihazē 

¶ BANDELIN SONOPULS 4050, UW80, T102 ï Sonikatör, g¿­ kaynaĵē ve prob 

 

2.2.2. Kit ve kimyasallar 

2.2.2.1. Kitler  

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

¶ BIO-RAD Nitrocellulose Membrane 0.45mm; 30 cm x 3.5cm x 1 roll Cat # 1620115 

¶ HisTALONÊ Gravity Column Purification Kit 5x1mL Columns Cat# 635654 

¶ Promega Wizard SV Gel and PCR clean-up System; REF.A9282; LOT. 000001289 

¶ Thermo Scientific aLICator Ligation Independent Cloning and Expression System KIT3-

C-Terminal Histaq #K1261 

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

QK2069121 

¶ Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification System Lot# 0000051224; REF A1460; 

2014.04.25 

 

2.2.2.2. Kimyasallar 

¶ 3,3ô Diaminobenzidin Tetrahidroklor¿r Hidrat; SIGMA D5637-1G 

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

¶ 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 StartTM Bradford Dye Reagent 1L Cat# 500-0205 

¶ 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+L)-HRP Conjugate #1706515 

¶ EMBOY Hidrojen Peroksit (H2O2) 

¶ Fisher Bioreagents Imidazole Lot# 183503 

¶ Fisher Scientific (Fisher Bioreagents) Glycine Lot# 152049 

¶ Fisher Scientific Ammonium Persulfate (APS) Lot# 154039 

¶ Fisher Scientific Brilliant Blue G-250 Lot# 138377 

¶ Fisher Scientific Ethylenediamine Tetraacetic Acid Lot# 154060 

¶ Fisher Scientific Sodium Phosphate Dibasic Anhydrous Lot# 176692 

¶ Fisher Scientific Sodium Phosphate Monobasic Monohydrate Lot# 171695 

¶ Fisher Scientific Tween20 Lot# 160170 

¶ Gene Ruler DNA Marker Ladder Mix 0,1 mg/mL, 50mL Lot#00358930 #SM0333 

¶ GeneDireX Novel Juice (DNA UV Boyasē) Cat#LD001-1000 Vol. 1mL 

¶ ISOLAB Acetic Acid (Glacial) Lot# LR0124905AHW 

¶ ISOLAB Ethanol Absolut Lot# LR0090612AGQ 

¶ ISOLAB Methanol Lot# LR0900607AGQ 

¶ Ķnvitrogen UltraPure Acrylamide Lot# 0525C506 

¶ Ķnvitrogen UltraPure NôNô-Methylenebisacrylamide Lot# 081403680 

¶ MERCK Albumin fraction V (bovine serum) for biochemistry Lot K42179118 128 

¶ MERCK Ethanol Lot# K36413883 631 

¶ MERCK Glass Wool K93222286 (250g) 

¶ Page Ruler Prestained Protein Ladder Lot#0048213 Product ID#21616 

¶ Promega IPTG Lot# 0000121903; REF. V395A; +2oC - +10oC; 5g 

¶ QIAGEN Ni-NTA Agarose (25mL) 

¶ Riedel-de Haen 30719 Salzsare min. 37% 2,5L (37% HCl); 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 antibody SAB4301134  
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¶ SIGMA ɓ-Nicotinamide adenine dinucleotide 2ǋ-phosphate reduced tetrasodium salt 

hydrate Lot# A5LBX2813 

¶ SIGMA-ALDRICH ñAcid Washed with Hydrochloric Acidò 

¶ SIGMA-ALDRICH Acetoacetyl coenzyme A sodium salt hydrate Lot# 058K0055V 

¶ SIGMA-ALDRICH Agaroz (Multi Purpose Agarose 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 Life Sicence N,N,Nô,Nò-Tetramethylethylenediamine (TEMED) 

¶ SOC Outgrowth Medium #B90205 Exp. 12/16 

¶ SpectraTM Multcolor Broad Range Proten Ladder (250mL) Lot# 00399520 

¶ SpectraTM Multicolor Broad Range Proten Ladder (250mL) Lot# 00399520  

¶ Thermo Scientific GeneRuler 100bp DNA Ladder Lot#0059568 

¶ Thermo Scientific Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (2x250mL) Lot# 

00346845 

¶ Trisma Base (Sigma Life Sciences [1kg] Batch#088KS4051) 

 

2.2.3. Hazērlanan ­özeltiler 

2.2.3.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR/PCR) 

PCR reaksiyonu: 

dH2O ï 33 mL  

Pfu Buffer ï 5mL  

dNTPmix ï 5mL  

Forward Primer ï 2,5mL  

Reverse Primer ï 2,5mL  

Kalēp DNA ï 1mL  

Pfu DNA Polimeraz ï 1mL  

 

Koloni PCR  

dH2O ï 24mL  
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Pfu Buffer ï 5mL  

dNTPmix ï 2,5mL  

Forward Primer ï 2,5mL  

Reverse Primer ï 2,5mL  

Kalēp DNA ï 10mL  

Pfu DNA Polimeraz ï 1mL  

 

dNTPmix (2mM, 100mL)) 

10mM dATP ï 20mL  

10mM dTTP - 20mL  

10mM dGTP - 20mL  

10mM dCTP - 20mL  

dH2O - 20mL  

 

 

2.2.3.2. Agaroz jel elektroforezi 

%1ôlik Agaroz Elektroforez Jeli (50mL) 

Agaroz (Multi Purpose Agarose LOT#14241000) ï 0.5 g 

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

 

50X TAE (Tris Asetat Etilen Diamin Tetra Asetik Asit) (~30 mL) 

Trisma Base (Sigma Life Sciences [1kg] Batch#088KS4051) - 24.2 g 

Asetik Asit -5.71 mL 

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

-1xôe setreltmek i­in; 

6mLôsi 300mLôye tamamlanmēĸtēr. 

(Tank Tamponu olarak 250mL 1X TAE kullanēlmēĸtēr.) 

 

2.2.3.3. Kompetan hücre eldesi, ligasyon, transformasyon ve rekombinant ekspresyonu 

LB Broth (100mL) 

Bacto Yeast ï 0,5g 

Bacto Tryptone ï 1g 

NaCl ï 1g 
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5mM Tris HCL (100mL)  

Trizma Base ï 12,1g 

 

CaCl2 

CaCl2.2H2O (100mM) ï1,4702g 

MgCl2.6H2O (5mM) ï 0,10165g 

Tris HCL (5mM; pH 7,6) ï 500mL  

 

6M HCL (40mL)  

*Riedel-de Haen 30719 Salzsare min. 37% 2,5L (37% HCl) 

d= 1,19kg/L  

M= m/mA/V = d/mA = 32,6M 

32,6 x 0,37 = 12,06M 

 

1M NaCl (10mL) 

NaCl ï 0,584g 

 

1M KCL (10mL)  

KCL ï 0,745g 

 

2M Mg+2 (10mL) 

MgCl2.6H2O ï 2,033g 

MgSO4.7H2O ï 2,465g 

*¥nce 5mLôde ­ºz¿l¿r sonra son hacme tamamlanēr. 

 

2M Glikoz (10mL) 

Glikoz ï 3,6g 

*Önce 5mLôde ­ºz¿l¿r sonra son hacme tamamlanēr. 

 

SOC Medium (100mL) 

Bacto Tryptone ï 2,0g 

Bacto Yeast ï 0,5g 

1M NaCl ï 1mL 
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1M KCl ï 0,25mL 

2M Glikoz ï 1mL 

2M Mg+2 ï 1mL 

*SOC Outgrowth Medium #B90205 Exp. 12/16 hazēr SOC Medium alternatif olarak 

kullanēlmēĸtēr. 

 

Gliserol Kompetan H¿cre Stoĵu 

¶ 300mL %50 Gliserol + 5mL Amfisilin ilaveli 5mLôlik h¿cre k¿lt¿r¿nden 700L 

karēĸtērēlmēĸtēr. 

¶ Sēvē azotta dondurulmuĸtur. 

¶ Donduktan sonra -80oCôde saklanmēĸtēr. 

 

LIC Reaksiyonu: 

5X LIC Tamponu ï 2 mL  

Saflaĸtērēlmēĸ PCR ¦r¿n¿: 

¶ TgFabGF1 ï 1mL (80 ng) ; 0,72 mL (50,78 ng) 

¶ TgFabGF2 / 2 (1:2 seyreltik) - 0,76 mL (80 ng) 

¶ TgFabGF3 ï 0.6 mL (53,82 ng) 

N¿kleazsēz Su ï 10 mL toplam hacme gºre kullanēlmēĸtēr. 

T4 DNA Polimeraz ï 1 mL  

 

2.2.3.4. SDS-PAGE 

Lizis Tamponu (1lt):  

50Mm NaH2PO4: - 6.90g 

300mM NaCl: - 17.54g 

10mM Ķmidazol: - 0.68g 

(pH NaOH ile 8ôe ayarlandē) 

 

%12ôlik Ayērma Jeli (10mL): 

dH2O: 3.35mL 

1.5M TrisHCl (ph 8.8): 2.5mL 

%10 SDS: 100mL  

%30 Akrilamid/Bisakrilamid: 4mL 
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%10 APS (Amonyum Persülfat): 75mL  

TEMED (Tetraetilmetiletilendiamin): 15mL  

 

%18ôlik Ayērma Jeli (10mL): 

%30 Akrilamid/Bisakrilamid ï  6mL 

1.5M TrisHCl pH 8.8 ï 2.5mL 

%10 SDS ï 100mL  

dH2O ï 1.35mL 

TEMED - 15mL  

%10 APS - 75mL  

 

%4ôl¿k Y¿kleme Jeli (5mL): 

%30 Akrilamid/Bisakrilamid ï 0.65mL 

0.5M TrisHCl pH 6.8 ï 1.25mL 

%10 SDS ï 50mL  

dH2O ï 3.05mL 

TEMED - 6mL  

%10 APS ï 30/mL  

 

5X TAE SDS-PAGE Tank Buffer   (1lt):  

(1Xôe seyreltilerek kullanēldē) 

Trizma base: 15g 

Glisin: 72g 

%0,1 SDS: 5g 

 

SDS-PAGE Protein Boyama Çözeltisi (100mL): 

%0,1 Coomasi Brilliant Blue: 0.1g 

%40 Metanol: 40mL 

%10 Asetik Asit: 10mL 

 

SDS-PAGE Boya Uzaklaĸtērēcē (1lt): 

%5 Metanol: 50mL  

%7 Asetik Asit: 70mL 
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SAB/Sample Application Buffer/Örnek Uygulama Tamponu (10mL): 

%10 SDS: 1g 

0.5M TrisHCL (6.8 pH): 0.6g 

%5 Gliserol: 0.5mL 

%2,5 2-Merkaptoetanol: 0.25mL 

%0.05 Bromofenol Mavisi: 0.005g 

 

2.2.3.5. Western Blot 

10X Transfer Tamponu (pH 8,3; 450mL): 

Glisin ï 14.5g 

Trizma Base ï 29g 

SDS ï1.85g 

-1X için : 

10X Transfer Tamponu ï 50mL 

dH2O ï 350mL 

Metanol ï 50mL 

 

10X TBS (500mL): 

NaCl ï 40g 

KCl ï 1g 

Trisma Base ï 15g 

-1Xôe dH2O ile seyreltilmiĸtir. 

 

1X TBST (100 mL) 

10X Transfer Tamponu ï 50mL 

dH2O ï 450mL 

 

PBS-Tween20 (pH 7,2: 500mL): 

PBS ï 5 tablet 

Tween20 ï 1mL 

 

%5 Süt Tozu Çözeltisi (100mL) 

Yaĵsēz S¿t Tozu ï 5g 
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1X TBST ï Hacme tamamlanmēĸtēr. 

 

Primer Antikor Çözeltisi(10mL) : 

Primer Antikor - 1mL  

%5 Süt Tozu Çözeltisi ï 10mL 

 

Sekonder Antikor Çözeltisi(10mL): 

Sekonder Antikor - 1mL  

PBS-Tween20 ï 10mL 

 

DAB (3ô3 Diaminobenzidintetrahidroklor¿rhidrat) (~110mL): 

DAB ï 0.06g 

PBS (7,2 pH) ï 100mL 

H2O2 ï 10mL 

 

2.2.3.6. Kromatografi  

Dengeleyici Tampon (200 mL) 

50 mM NaH2PO4: 1.38 g 

300 mM NaCl: 3.5 g 

10 mM Ķmidazol: 0.136 g 

(pH HCL/NaOH ile 8ôe ayarlanēr.) 

 

Yēkama Tamponu (100mL) 

50 mM NaH2PO4: 0.69 g [NaH2PO4.H2O (MW 137.99 g/mol) 

300 mM NaCl: 1.754 g 

20 mM Ķmidazol: 0.136 g 

(pH HCL/NaOH ile 8ôe ayarlanēr.) 

 

Elüsyon Tamponu (100 mL) 

50 mM NaH2PO4: 0.69 g [NaH2PO4.H2O (MW 137.99 g/mol) 

300 mM NaCl: 1.754 g 

150 mM Ķmidazol: 1.02 g 

(pH HCL/NaOH ile 8ôe ayarlanēr.) 
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2.2.3.7. Biyokimyasal ve biyofiziksel analizler 

Bradford Çözeltileri (1mL)  

20mL 0,1 mg/mL BSA + 780mL dH2O + 200mL Bradford Boyasē 

40mL 0,1 mg/mL BSA + 780mL dH2O + 200mL Bradford Boyasē 

60mL 0,1 mg/mL BSA + 780mL dH2O + 200mL Bradford Boyasē 

80mL 0,1 mg/mL BSA + 780mL dH2O + 200mL Bradford Boyasē 

2mL TgFabG + 798mL dH2O + 200 mL Bradford Boyasē 

10mL TgFabG + 790mL dH2O + 200 mL Bradford Boyasē 

 

0.05M/50mM, 6.8 pH NaP Tamponu + 0.25M NaCl (100mL) 

NaH2PO4 (0.0255M) ï 0.352g 

Na2HPO4 (0.0245M) ï 0.348g 

NaCL (0.25M) ï 1.461g 

 

0.01M/10mM, 6.8 pH NaP Tamponu (100mL) 

NaH2PO4 (0.0005M) ï 0.007g 

Na2HPO4 (0.0005M) ï 0.007g 

 

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

(100mL) 

NaH2PO4 (0.0116M) ï 0.120g 

Na2HPO4 (0.0084M) ï 0.117g 

EDTA (1mm)  - 0.00292g 

 

0.0012M NADPH 

0.001g NADPH / 1 mL dH2Oï 33.33 mL = 200 mM / 200 mL (Tepkime son hacmi) 

 

0.0012M AcAcCoA 

0.00075g AcAcCoA / 750 mL dH2Oï 79.83 mL = 500 mM / 200 mL 

 

Aktivite Tepkime Solüsyonu: 

79.83 mL AcAAcCoA 

33.33 mL NADPH 
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61.84 mL NaP Tamponu 

25 mL TgFabGF3 

 

2.3. In Vitro Yöntemler 

2.3.1. TgFabG-rekombinant Escherichia coli (BL21DE3) hücrelerinin eldesi 

2.3.1.1. Plazmid ekspresyon vektörü seçimi 

Toxoplasma gondii FabG proteininin rekombinant olarak C-terminal 6xHis iĸaretli ¿retimi 

i­in halkasal bir pazmid vektºre gen aktarēmē yapēlmēĸtēr. ¦retim ve ­oĵaltēmē en kolay olan 

Escherichia coli bakterisinin BL21DE3 suĸu i­in uygun olan pLATE31 vektºr¿ se­ilmiĸtir 

(ķekil 2.1). Bu vektºr ¿retici firma tarafēndan hazērlanan haliyle lineer/­izgisel bir yapēda 

bulunmaktadēr ve vektºre d©hil edilen insert gen varlēĵē ile arzulanan halkasal plazmid yapēya 

ulaĸmaktadēr. 

 

 

ķekil 2.1. pLATE31 halkasal vektör görseli ve üzerinde bulunan anlamlē bºlgelerin görsel 

gösterimi.  KIT-3 gºrsellerinin t¿m¿, ¿r¿n tanētēm klavuzundan t¿rk­eleĸtirilmiĸtir. 

 

pLATE31 vektºr¿ herhangi bir rekombinant yapēya ulaĸtēĵēnda aktif veya pasif genetik 

iĸlevsellik ve verimini artēran pek ­ok ek genetik etmen bulundurmaktadēr (Tablo 2.1). 

¥rneĵin ekspresyon dengesi saĵlayan ve T7 RNA polimeraz promotºr¿n¿ iki u­tan saran 
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lacO operatörleri ve rop gibi düzenleyici genler ve restriksiyon enzimi tanēma noktalarē 

vektºr ¿zerinde bulunmaktadēr. 

 

Tablo 2.1. pLATE31 vektºr¿n i­eriĵinde bulunan genetik etmenler. 

pLATE31 Ekspresyon Vektörü 

T rrnBT1-T2  rrnBT1-T2 transkripsiyon terminatörü, promotor benzeri 

etmenleri kontrol eder 

PT7  

lacO 

T7 RNA polimeraz promotoru, klonlanan genin 

ekspresyonunu kontrol eder ve ­evreleyen lac operonlarē sēkē 

kontrol saĵlar. 

RBS Verimli gen translasyonu i­in ribozom baĵlama bºlgesi 

ATG Baĸlangē­ kodonu 

TAA, TGA Stop kodonu 

Ptet  Ptet promotoru T7 promotorundan bazal ekspresyonu azaltēr. 

T T7  T7 terminatörü T7 promotorundan transkripsiyonu durdurur. 

lacI  Lac repressörü, T7 promotorunun bazal ekspresyonu 

¿zerinde sēkē kontrol saĵlar. 

rop Rop proteini, plazmid kopya sayēsēnē kontrol eder. 

rep pMB1 plazmidin replikasyon orijini. 

bla (ApR)  Amfisilin direnci saĵlayan ɓ-laktamaz geni. Rekombinant 

h¿crelerin bakēm ve se­ilimi i­in kullanēlēr. 

6xHis  C-terminal polihistidin iĸaret. 

 

Herhangi bir TgFabG konstrüktünün PCR ve LIC metodu ile ligazsēz ligasyon i­in 

kullanēlmasē gerekecek forward ve reverse primerler KIT-3 óde belirtilmiĸlerdir (Tablo 2.2). 

Bu ĸablonlar kullanlarak FabG varsayēlan iĸlevsel bºlge geni, ekspresyon vektºr¿ne eklenerek 

halkasal plazmid vektºr oluĸumu tamamlanmēĸtēr. 

 

Tablo 2.2. pLATE31 vektörün LIC KIT-3ôde betimlenen ºzg¿n primer tasarēm ĸablonlarē. 

LIC Vektör 6xHistag Forward Primer Reverse Primer 

pLATE31 C-Terminal 5'- 

AGAAGGAGATATAACT

ATG  - FabG - 3' 

5'-

GTGGTGGTGATGGTGATG

GCC- FabG - 3' 
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pLATE31, restriksiyon enzimleri ile kesim veya ¿retici firmanēn KIT-3ôe d©hil ettikleri LIC 

metodu ile insert gen tarafēndan halkasallaĸtērēlmakta ve aktif hale gelmektedir (ķekil 2.2). 

TgFabG geninin ekspresyonunu m¿mk¿n kēlan RBS (Ribozom Baĵlayan Bºlge) forward 

primer dizileri i­inde bulunmaktadēr. 

 

 

ķekil 2.2. pLATE31 vektºr¿n¿nun ligasyon ile halkasallaĸtērēlmasēnēn ĸematize gösterimi. 

 

KIT-3ô¿n ºnerdiĵi ligaz enzimsiz ligasyon, PCR dayalē bir metottur ve 5ô-3ô yºn¿nde DNA 

polimeraz ve 3ô-5ô yºn¿nde DNA ekzonükleaz aktivitelerine sahip olan T4 DNA polimeraz 

kullanmaktadēr (ķekil 2.3). T4 DNA polimeraz ekzon¿kleaz aktivitesi dGTP varlēĵēnda ilk 

komplementer C (Sitozin)ôe sēnērlamaktadēr. Bºylece yapēĸkan u­lar oluĸturularak insert gen 

pLATE31 vektºre baĵlanabilmektedir. 
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ķekil 2.3. LIC (Ligation Independent Cloning) ligasyonsuz baĵlama s¿recinin PCRôa dayalē 

yapēĸkan u­larē birleĸtirme ile ­alēĸma prensibinin ĸematik gösterimi. 

 

LIC tepkimesine uygun koĸullar kullanēlan kit tarafēndan saĵlanan yºnlendirmelere uyularak 

belli dizi uzunluklarē i­in ºnerilen belli nanogram miktarda tepkime için ideal 0,1-0,2 pikomol 

aralēĵēnda TgFabGFx PCR ür¿nleri eklenerek hazērlanmēĸtēr (Tablo 2.3). TgFabG 

konstr¿ktleri oluĸturulurken LIC aĸamasēnda bu yºnlendirmelere gºre gereken mL miktarlarē 

her PCR ürünü için baz uzunluklarēna gºre hesaplanēp, belirlenen miktarda tepkime 

­ºzeltisinde eklenmiĸtir. 

 

Tablo 2.3. pLATE31 vektörüne LIC prosedürü için aLICator KIT-3ô¿n 100ô¿n farklē katlarē 

baz uzunlulardaki PCR ¿r¿nleri i­in betimlediĵi ideal pmol (pikomol) DNA miktarlarē. 

PCR ürün baz uzunluklari LIC için ideal ng kütle (0.1pmol DNA.) 

100 6.5 

300 19.25 

500 32.5 

1000 (1kB) 65 

2000 130 

3000 195 

4000 260 

5000 325 

 

LIC ile baĸarēyla oluĸturulabilen her konstr¿kt, baĸarēlē bir transformasyon ardēndan LIC 

forward ve reverse primerler kullanēlarak n¿kleotid dizilemeye gºnderilmiĸtir (ķekil 2.4). LIC 

dizileme primerleri insert genin veya RBS ve stop kodonlarē i­eren forward ve reverse 

primerlerine göre T7 promotºrden baĸlayan vektºr ¿zerinde daha geniĸ bir alanē 

kapsamaktadērlar. Dolayēsēyla dizileme ardēndan orijinal TgFabG gen dizisi ile yapēlacak 

n¿kleotid dizi hizalamasēnda TgFabG konstr¿ktlerinin yalnēzca ilgili genetik bölge ile 

eĸleĸmesi ºnemli olmuĸtur. 
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ķekil 2.4. pLATE31 vektºr dizisinin ¿zerindeki anlamlē genetik bölgeler ve 6xHistag iĸaretli 

gen konstrüktünün ligasyon bölgesinin gösterimi. 

 

2.3.1.2. TgFabG gen konstrüktlerinin klonlama vektörü üzerinde PCR ile çoĵaltēlmasē 

2.3.1.2.1. Primer tasarēmē 

Rekombinant E. coli bakterisi b¿nyesinde ¿retilmek ¿zere ¿­ farklē olasē TgFabG konstr¿kt¿, 

se­ilen ekspresyon vektºr¿ pLATE31 talimatlarēna uyarak tasarlanan TgFabG proteininin 

fonksiyonel bºlgesine gºre farklē konumlardan se­ilen ¿­ farklē forward primer kullanēlarak 

oluĸturulmuĸtur (ķekil 2.5). TgFabGF1,2,3 konstrüklerinin orijinal genin nükleotid dizisi 

¿zerindeki baĸlangē­ noktalarē, guanin sitozin oranlarē ve erime sēcaklēklarē 

deĵerlendirilmiĸtir. F1 primeri TgFabG dizisi üzerinde, fonksiyonel bölgenin baĸlangē­ 

noktasēndan baĸlamakta bºylece TgFabGF1 sadece aktif proteini kodlayan bir konstr¿kt 

betimlemektedir. 

 

 

ķekil 2.5. TgFabGF1-2-3 primer tasarēmlarēnēn TgFabG gen dizisi ¿zerinde gºsterimi. 
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Toxoplasma gondii FabG ME49 gen dizilimi (Gene ID: 7899133) öncelikle NCBI nükleotid 

veri tabanēndan elde edilmiĸtir. TgFabG geni Ptz57/RT halkasal vektºre dahil olarak Sentegen 

firmasēna sentezlettirilmiĸtir. 

 

2.3.1.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR/PCR) 

Ekspresyon vektörüne alt klonlama amacēyla TgFabG gen amplifikasyonu 94  óde 1,5 

dakika denat¿rasyon aĸamasēyla baĸlayēp 45 denat¿rasyon, 55 ôde 2 dakika baĵlanma 

(annealing) ve 72 ôde 2 dakika uzatma (elongasyon) olmak üzere 45 döngü halinde 

ger­ekleĸtirilmiĸtir (ķekil 2.6). Son olararak, terminal uzatma adēmē 72 ôde 10 dakika 

uygulanmēĸtēr.  

 

ķekil 2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) akēĸ ĸemasē. 

 

PCR Reaksiyonu; 

dH2O ï 33 mL 

Pfu Buffer ï 5mL 

dNTPmix ï 5mL 

Forward Primer ï 2,5mL 

Reverse Primer ï 2,5mL 

Kalēp DNA ï 1mL 

Pfu DNA Polimeraz ï 1mL 
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2.3.1.2.3. Agaroz jel elektroforezi ile transformasyon doĵrulama 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile ­oĵaltēlan gen bºlgeleri (TgFabG konstr¿kleri) %1ôlik 

agaroz jelde 40mA akēm ile 40-60 dakika sürede elektroforetik olarak ayrēlmēĸlardēr. 

Herhangi bir jel saflaĸtērmasē yapēlmamēĸtēr. 

 

Agaroz jel elektroforezi örnekleri : 

¶ TgFabGF1 primeri ile PCR veya koloni PCR ürünü DNA ï 5x mL 

¶ TgFabGF2 primeri ile PCR veya koloni PCR ürünü DNA- 5x mL 

¶ DNA Marker/Ladder ï 5x/mL 

¶ DNA Boyasē - 1x mL ĸeklinde y¿klenmiĸtir. 

Agaroz jel üzerinde ~800 baz uzunluĵundaki PCR DNA ¿r¿nleri kullanēlan DNA 

marker/standardēn 1kB bandē referans alēnarak parlak, kalēn bantlar olarak gºzlemlenmiĸtir 

(ķekil 2.7).  

 

ķekil 2.7. Agaroz Jel Elektroforezinde kullanēlan Generuler DNA Marker Ladder Mix DNA 

standardēnēn referans baz uzunluk/büyüklük bantlarē. 
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2.3.1.2.4. PCR ürünü saflaĸtērmasē 

Baĸarēlē PCR iĸlemlerinin agaroz jel elektroforezi ile teyit edilmesi durumunda Promega 

Wizard SV Gel and PCR cleam-up System (REF.A9282; LOT. 000001289)  kit i kullanēlarak 

PCR saflaĸtērmasē yapēlmēĸtēr. Bu süreç için jelden ekstraksiyon yapēlmamēĸtēr ve sēvē ºrnek 

kullanēlmēĸtēr. DNA PCR ¿r¿n¿ne eĸit hacimde ñMembrane Baĵlayēcē ¢ºzeltiò eklenmiĸtir. 

SV minikolona pipetlenen ºrnek oda sēcaklēĵēnda 1 dakika ink¿basyon ardēndan minikolonun 

altēna yerleĸtirilen toplama t¿p¿yle birlikte 16.000gôde SIGMA 1-15 santrif¿j cihazēnda oda 

sēcaklēĵēnda 1 dakika santrif¿j edilmiĸtir Toplama t¿p¿nde biriken s¿z¿nt¿ atēldēktan sonra 

minikolondaki ºrneĵe 700 mL (etanol ekli) ñMembran Yēkama Sol¿syonuò eklenmiĸtir ve 

16.000gôde oda sēcaklēĵēnda 1 dakika santrif¿j edilmiĸtir. S¿z¿nt¿ atēlēp son kez 500mL 

ñMembran Yēkama Sol¿syonuò ile 16.000gôde oda sēcaklēĵēnda 5 dakika santrif¿j edilmiĸtir. 

Minikolon ependorfa yerleĸtirilip 30 mL n¿kleazsēz su eklenmiĸtir ve oda sēcaklēĵēnda 1 

dakika ink¿basyon ardēndan ependorf kapaĵē a­ēk bir ĸekilde (etanol¿ uzaklaĸtērmak 

amacēyla) 16.000gôde oda sēcaklēĵēnda 1 dakika santrif¿j edilmiĸtir. Bºylece saf PCR ¿r¿nleri 

30 mL n¿kleazsēz suda ­ºz¿l¿ halde toplama t¿p¿nde elde edilmiĸtir. Saflaĸtērēlmēĸ PCR 

ürünleri -20 ôde saklanmēĸtēr. 

 

2.3.1.3. Kompetan E. coli (BL21DE3) hücrelerinin eldesi 

Vektör transformasyonu için kompetan E. coli h¿creleri ¿retilmiĸtir. Escherichia coli 

(BL21DE3) hücre kültüründen 500mL 50mL LB Brothôa eklenmiĸtir. 37 ôde 180rpmôde 

OD600(l dalgaboyu = 600nm için optik dansite) 0,3 ï 0,4A absorbans deĵerlerinde ulaĸana 

kadar ­alkalamalē ink¿batºrde ink¿be edilmiĸtir. +4 ôde 5000rpmôde 5 dakika santif¿j 

edilmiĸtir ve s¿pernatantlar uzaklaĸtērēlmēĸtēr. Pelletlerin 25mL CaCl2ôde ­ºzdürülmesi 

ardēndan 4ôde 5000rpmôde 5 dakika santif¿j edilmiĸtir. S¿pernatant uzaklaĸtērēlēp pelletler 

1mL CaCl2ôde ­ºz¿lm¿ĸt¿r. 

 

2.3.1.4. TgFabG geninin pLATE31 ekspresyon vektörüne alt-klonlanmasē 

TgFabG geni C-Terminal 6xHistag bulunduran pLATE31 ekspresyon vektörüne restriksiyon 

enzimsiz ve ligazsēz ĸekilde Thermo Scientific Thermo Scientific aLICator Ligation 

Independent Cloning and Expression System KIT-3 #1261 kullanēlarak klonlanmēĸtēr. 

pLATE31 ekspresyon vektörüne özel primerler üretici direktiflerine uyularak tasarlanmēĸtēr. 
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¦retici firma Thermo Scientificôin direktiflerine uyularak saflaĸtērēlan PCR ¿r¿n¿ pLATE31 

sistemine T4 DNA polimeraz kullanēlarak enzim ligasyonsuz ĸekilde klonlanmēĸtēr (Mutlu ve 

ark., 2016). PCR saflaĸtērmasē ardēndan F3 forward primeri ile elde edilen PCR ürünü 

DNAôdan 0.6 mL (53.82 ng) 2mL 5X LIC Tamponu 6.4mL n¿kleazsēz su ve 1mL T4 DNA 

Polimeraz ile 3-5 kez vortiks ve santrif¿jlenme ardēndan oda sēcaklēĵēnda 5 dakika ink¿be 

edilmiĸtir. Reaksiyon 0.6mL EDTA ile durdurulmuĸtur ve ligasyonu baĸarēyla tamamlanmēĸ 

vektör örnekleri -20 ôde saklanmēĸtēr. F1 ve F2 PCR ¿r¿nlerinden 1ôer mL kullanēlmēĸtēr. Bu 

aĸamadan sonra herhangi bir PCR ¿r¿n¿ saflaĸtērmasē yapēlmamēĸtēr. 

 

2.3.1.5. Transformasyon 

Elde edilen halkasal pLATE31 vektörü kompetan E. Coli BL21DE3 bakterilerine transforme 

edilmiĸtir. Ligasyon ¿r¿n¿n¿ kompetan h¿creye eklenmiĸtir. Kēsa s¿reli ­alkalama ardēndan 

örneklerin titretilmemesine dikkat edilerek 42ôde 90 saniye ēsē ĸoku uygulanmēĸtēr. Buzda 

bekletme ardēndan SOC Medium ilave edilmiĸtir ve 10 dakika 37 ôde ink¿basyon ardēndan 

4-6 kez ters y¿z edildikten sonra toplam 30 dakika ink¿be edilmiĸtir. LIC KIT-3ô¿n saĵladēĵē 

LIC (insert gen) ve transformasyon (plazmid DNA) kontrolleri ile birlikte her örnek 100mL, 

200mL (x2) ve ñkalan hacimò halinde LB agar petrilere ekilmiĸtir. Arzulanan genin 

transformasyon petrilerinden birinde gözlemlenen koloni 5mL Amfisilin ilaveli 5mL sēvē LB 

besiyerine ekilmiĸ ve koloni PCR için gece boyunca 37ôde 180rpmôde ink¿be edilmiĸtir. 

Transformasyon DNA sekanslama analizi, koloni PCR ve agazroz jel elektroforezi yöntemleri 

ile onaylanmēĸtēr. 

 

2.3.1.5.1. Koloni PCR 

Oluĸturulan konstr¿ktlerin total DNA yapēsēna TgFabG geninin entegrasyonunun baĸarēyla 

ger­ekleĸtirilmiĸ olduĵunu DNA seviyesinde teyit etmek i­in TgFabG konstrüktlerinden 

alēnan DNA izolatlarēnēn kalēp olarak kullanēldēĵē ve koloni PCR yapēlmēĸtēr. Her konstr¿kt¿n 

özgün forward primerlerleri kullanēlmēĸtēr. Transformasyonu ger­ekleĸtirilen TgFabG gen 

konstrüktü içeren E. coli BL21DE3 h¿creleri 5mL LB sēvē besiyerine ekilip gece boyunca 

37 ôde ink¿be edildikten sonra elde edilen sēvē h¿cre k¿lt¿r¿nden 100 mL 1.5 mLôlik 

ependorf tüpe alēnēp 13.000 rpmôde 7dk santrif¿j edilmiĸtir. Pellet 100 mL dH2Oôda 

­ºz¿lm¿ĸt¿r ve kaynar suda / 95ôde 10 dakika bekletilmiĸtir. 13.000 rpmôde 15 dakika 

santrif¿j ardēndan DNA s¿pernatanta ge­miĸ halde suda ­ºz¿l¿ olarak elde edilmiĸtir.  
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Koloni PCR reaksiyonu 

dH2O ï 24 mL 

Pfu Buffer ï 5mL 

dNTPmix ï 5mL 

Forward Primer ï 2,5mL 

Reverse Primer ï 2,5mL 

TgFabG DNA ï 1mL 

Pfu DNA Polimeraz ï 1mL 

PCR reaksiyonu 95ôde 5 dakika s¿ren bir ºn denat¿rasyon ardēndan DNA polimerazēn 

eklenmesi ile 94 ôde 1.5 dakika denatürasyon, 55ôde baĵlanma ve 72ôde 2 dakika 

uzama aĸamalarēnēn 45 dºng¿ s¿rd¿r¿lmesi ve son bir 72ôde 10 dakika uzama adēmē ile 

gerçekleĸtirilmiĸtir. Thermo Scientific KIT-3ônin saĵladēĵē ~720b­ uzunluktaki kontrol PCR 

fragmenti ve koloni PCR ürünü DNA ºrnekleri ile agaroz jel elektroforezi yapēlarak 

transformasyon kontrol¿ yapēlmēĸtēr. 

 

2.3.1.5.2. TgFabGFx Konstrüktlerin DNA Dizilemesi  

2.3.1.5.2.1. Min iprep 

TgFabGFx yapēlarē dizilemeye gºnderilmek ¿zere Koloni PCR ile ­oĵaltēm ardēndan Wizard 

Plus SV Miniprep DNA Purification System Lot# 0000051224; REF A1460; 2014.04.25 

reaktanlarē ve belirtilen yºntemleri ile koloni PCR DNA ¿r¿n¿ saflaĸtērmasē yapēlmēĸtēr.  

Sēvē LB besiyerinde ­oĵaltēlmēĸ TgFabGFx konstrükt hücre kültüründen 1-10 mL miktarda 

alēnan ºrnekler 12.000 rpmôde 5 dakika boyhunca oda sēcaklēĵēnda santrif¿j edilmiĸtir. Pellet 

250 mL ñH¿cre Res¿spansyion ¢ºzeltisiònde ­ºz¿l¿p 10 mL ñAlkalin Proteaz Çözeltisiò  

eklenip ~4-6 kere ters y¿z edilmiĸ ve 5 dakika boyunca oda sēcaklēĵēnda ink¿be edilmiĸtir. 

Daha sonra örnekler 350 mL ñNºtralizasyon ¢ºzeltisiò eklenmiĸ ve ~4-6 kez ters yüz 

edildikten sonra oda sēcaklēĵēnda 12.000 rpmôde 10 dakika boyunca santrifüj edilmiĸtir.  

Ķkinci aĸamada elde edilem h¿cre lizatē dºk¿l¿p atēlmēĸ ve toplama t¿p¿ne ñSpin kolonuò 

yerleĸtirilmiĸtir. 1 dakika boyunca 12.000 rpmôde santrif¿j ile ñspin kolonòda halkasal 

plazmid vektºr DNAônēn yoĵunlaĸtērēlmasē ger­ekleĸtirilmiĸtir. Toplama kabēna d¿ĸen 

s¿z¿nt¿ uzaklaĸtērēlmēĸtēr. 

Yēkama aĸamasēnda 750 mL (Etano ilaveli) ñYēkama ¢ºzeltisiò ñspin kolonòdaki ºrneĵe 

eklenmiĸ ve 12.000 rpmôde 1 dakika santrif¿j edilmiĸtir. S¿z¿nt¿n¿n atēlmasē ardēndan aynē 
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adēm 250 mL ñYēkama ¢ºzeltisiò ile tekrarlanmēĸtēr ve son olarak ºrnek oda sēcaklēĵēnda 

12.000 rpmôde 2 dakika santrif¿j edilmiĸtir. 

Son el¿syon eldesi amacēyla TgFabGFx ºrneklerini taĸēyan ñSpin kolonò i­eriĵi 1.5mLôlik 

ependorf kabēn ¿st¿ne yerleĸtirilmiĸtir. 50 mL ñN¿kleazsēz Suò ilavesi ardēndan 1 dakika 

boyunca oda sēcaklēĵēnda 12.000 rpmôde san trif¿j edilip ñspin kolonò un atēlmasē ardēndan 

toplama kabē ile deĵiĸtirilen 1.5 mLôlik ependorf i­erisinde -20 ôde saklanmēĸtēr. 

 

2.3.1.5.2.2.  Sanger dizilemesi 

TgFabGF2 konstrüktünün baĸarēlē transformasyonunu nükleotid dizisi seviyesinde 

doĵrulamak amacēyla standart bir Sanger dizilemesi uygulanmēĸtēr. (Sanger ve ark., 1977) 

 

2.3.1.5.2.3. Next generation sequencing (NGS) 

TgFabGF3 konstrüktünün nükleik asit dizisi NGS (Next Generation Sequencing) ile 

incelenmiĸtir. Bu dizileme yºnteminde bir­ok dizi fragmentlerinin her n¿kleik baz noktasēnda 

oluĸturduklarē konsens¿lerin toplamēnēn arzulanan diziye vardēĵē bir kontig elde edilir (Qin, 

2019). 

 

2.3.2. Rekombinant protein ekspresyonu ve saflaĸtērēlmasē 

2.3.2.1. Protein ekspresyonu optimizasyonu 

Elde edilen TgFabG transformasyon ürünü E. coli BL21DE3 hücrelerinden gliserol hücre 

stoklarēndan LB agar petrilere ekim yapēlmēĸ ve sēvē besiyerine pasaj ile ­oĵaltēlmēĸtēr. 

Gerekli olduĵunda yeni gliserol stoklarē hazērlanarak takviye yapēlmēĸtēr. Transforme 

TgFabGF2-3 E. coli BL21DE3 konstrükt hücreleri protein ekspresyonu için inkübasyondan 

ºnce h¿crelerin hazērlanan gliserol stoĵundan ekim yapēlarak ºn ­oĵaltēlmasē ile her yeni 

prosed¿rde taze olarak ¿retilmiĸtir. 

 

2.3.2.1.1. TgFabG hücrelerinin  LB agar petrilere ekimi  

Rekombinant TgFabGF2-3 konstrüktleri pLATE31 vektörünün konstrüklere direncini 

kazandērdēĵē dolayēsēyla k¿lt¿r ortamēnda bakteriyel kontaminasyon ºnleyici iĸlev gºsterecek 

Amfisilin antibiyotiĵi ekli LB Agar petrilere ºze ile ekilip 37 ôde gece boyunca inkübe 

edilmiĸlerdir. 
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2.3.2.1.2. TgFabG konstrüktlerinin  LB sēvē kültür de ­oĵaltēmē 

LB Agar petri k¿lt¿rde gece aĸērē ink¿be edilerek ­oĵaltēlan TgFabGFx kosntrüktlerinin tek 

koloni se­imi yapēlarak sēvē LB Broth besiyerine k¿lt¿r aktarēmē yapēlmēĸtēr. Sēvē k¿ltürler 

hazērlanērken her 1 mL besiyeri için 1 mL Amfisilin ve 10 mL aktif sēvē h¿cre k¿lt¿r¿ 

kullanēlmēĸtēr. 

 

2.3.2.1.2.1. Sēcaklēk ve indükleyici molaritesi ile ekspresyon kontrolü  

pLATE31 ekspresyon vektörünün prokaryotik bir sistemde ökaryotik proteinlerin 

ekspresyonunun m¿mk¿n olmasēnē saĵlayan lac operonunun aktivitesini indükleyerek 

rekombinant protein ¿retimini saĵlayan IPTGônin molaritesi ve ink¿basyon sēcaklēĵē 

optimizasyonu yapēlmēĸtēr. Burada ama­ sonra elde edilecek total protein izolatēnēn 

süpernatant fraksiyonunda yüksek konsantrasyonda TgFabG proteini elde etmektir. 

Rekombinant hücreler bu tez boyunca 0.1-1 mM IPTG ile ind¿klenmiĸdir. Ķnd¿ksiyon 

ardēndan h¿creler ­alkalamalē bir ink¿batorde 17-37  sēcaklēkta ve 180 rpmde k¿ltive 

edilmiĸtir. 

 

2.3.2.1.2.2. Protein lizatē hazērlanēĸē 

Rekombinant TgFabGF3 geni ekli E. coli hücrelerinin TgFabGF3 protein konstrüktünü total 

protein izolatēnda s¿pernatantta agrege olmamēĸ bir halde ve yeterli miktarda ¿rettiĵi optimal 

koĸullar ­ºz¿mlenene kadar se­ilen koĸullarda belli sürelerde IPTG ile indüklenip inkübe 

edilen TgFabGF3 h¿cre k¿lt¿rlerinden alēnan total protein ºrnekleri ile SDS-PAGEôleri 

yapēlmēĸtēr. Transforme E. coli BL21 (DE3) ve kontrol E. coli BL21 (DE3) hücreleri insert 

olmadan Luria-Bertani (LB) medyumunda 100 mg/mL ampisilinde yetiĸtirilmiĸtir. (Kontrol 

hücreleri 180 rpm 37 ôde belirtēlen s¿relerde ink¿be edilmiĸtir). H¿creler 0.5-1.1 OD600 

optik yoĵunluĵa ulaĸtēklarēnda 0.1-1 mM IPTG ile ind¿klenmiĸdir. Ķnd¿ksiyon ardēndan 

h¿creler ­alkalamalē bir inkübatorde 17-37  sēcaklēkta ve 180 rpmde k¿ltive edilmiĸtir. 

¥rnekler 3 saat, 5 saat ve bir gece boyunca ­oĵalma sonrasē analiz i­in toplanmēĸtēr. 

Ķnk¿basyon ardēndan her ºrnekten 6 mL alēnēp 15mLôlik falkon t¿plere aktarēlmēĸtēr. Sēvē 

kültür örneklerinden +4 ôde 5000rpmôde 20 dakika santrif¿j ile h¿cre peletleri elde 

edilmiĸtir. Hücre pelletleri 500mL Lizis Tamponuônda ­ºz¿l¿p Bandelin Sonopuls sonikatörde 

%60 güçte buz ¿st¿nde 20 saniyelik aralarla 6x10 dºng¿ boyunca sonikasyon yapēlmadan 

önce lizis tamponunda degradasyona uĵratēlmēĸtēr. H¿cre lizatē 14000 rpm, 4  ve 30 dakika 

santrif¿j edilmiĸtir. S¿pernatant ve pellet olmak ¿zere iki bºl¿nt¿ SDS-PAGE ile ekspresyon 

analizi i­in kullanēlmēĸtēr. Ek olarak TgFabG molek¿ler aĵērlēĵē ve t¿kenme katsayēsē 
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(ñextinction coefficientò) aminoasit dizilimi kullanēlarak bir peptid fizyokimyasal parametre 

hesaplama sunucusu olan ProtParamôa (https://web.expasy.org/protparam/) gönderilerek 

yapēlmēĸtēr. 

 

2.3.2.1.2.3. SDS PAGE 

TgFabGF3 hücre k¿lt¿rlerinden alēnan total protein ºrnekleri ile SDS-PAGEôleri yapēlmēĸtēr. 

Jel ¿zerinde bant teĸhisini m¿mk¿n kēlmak i­ini TgFabG konstr¿klerinin forward primer 

se­imlerine gºre amino asit dizileri elde edilmiĸtir (ķekil 2.8). Ortaya ­ēkan protein 

konstr¿ktlerinin fizyokimyasal parametreleri Expasy ProtParam kullanēlarak bilgisayar 

ortamēnda ºl­¿lm¿ĸt¿r. 

 

 

ķekil 2.8. TgFabGF1-2-3 primer tasarēmlarēnēn TgFabG sinyal peptidli aminoasit dizisi 

¿zerindeki baĸlangē­ noktalarēnēn gºsterimi. (Kērmēzē F3, mavi F2, sarē F1 forward 

primerlerinin sentezi baĸlattēĵē bºlgeleri ifade etmektedir). 

 

TgFabG pellet ve s¿pernatant lizat ºrnekleri eĸit hacimde (25-125mL) SAB (Örnek Uygulama 

Tamponu) ile karēĸtērēlmēĸtēr. Karēĸēmēn pipetajē ile homojenleĸtirilip kaynar suda veya ēsētma 

tablasēnda 95 sēcaklēkta 10 dakika bekletilerek SDS-PAGE ºrnekleri hazērlanmēĸtēr. Bu 

ºrnekler M (Marker), sp (s¿pernatant), p (pellet) olmak ¿zere ve aynē koĸullarda ink¿be edilen 

TgFabG-E. coli BL21DE3 konstrüktlerinin örnekleri yan yana olmak üzere; sp, p, sp, p olarak 

SDS-poliakrilamid jellere y¿klenmiĸlerdir. Elektroforetik ayrēm 85-130V da ~3 saat boyunca 

uygulanmēĸtēr. Thermo Scientific Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (2x250mL) 

Lot# 00346845 & SpectraTM Multcolor Broad Range Proten Ladder (250mL) Lot# 00399520 

(solda) ve Page Ruler Prestained Protein Ladder Lot#0048213 Product ID#21616 (saĵda) 

marker/standartlarēn ikisinde de ¿stten sekizinci ve sondan ikinci bantlar ~25-26 kDa molekül 

https://web.expasy.org/protparam/
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aĵērlēĵēnē temsil eden bantlar herhangi bir protein içerikli SDS-PAGE veya Western-Blot 

ºrneĵinde TgFabG varlēĵēnēn takibi i­in kullanēlabilir bantlar olarak deĵerlendirilmiĸtir (ķekil 

2.9). 

                          

ķekil 2.9. Kullanēlan SDS-PAGE protein standartlarēnēn farklē molek¿l aĵērlēklarēnē belirten 

protein bantlarē.  

 

2.3.2.2. Protein saflaĸtērmasē 

Rekombinant TgFabGF3 kosntr¿kt¿, optimize edilen ink¿basyon koĸullarēnēn belirlenmesi 

ardēndan, y¿ksek yoĵunlukta ¿retilmiĸtir. Sēvē bakteri k¿lt¿r¿n¿n total protein izolatē, 

pLATE31 ekspresyon vektºr¿n¿n yapēya kazandērdēĵē hekzahistidin iĸaretten yararlanēlarak 

affinite kromatografisi ile saflaĸtērēlmēĸtēr. Polihistidin (TgFabG i­in; 6xHistag) iĸaretlerin 

protein yapē b¿t¿nl¿ĵ¿ ve termal dengesine olumlu etkileri sēk­a rastlanmaktadēr (Block ve 

ark., 2008). 

 

2.3.2.2.1. Total protein lizatē hazērlanēĸē 

Transforme E. coli BL21 (DE3) ve kontrol E. coli BL21 (DE3) hücreleri insert olmadan 

50mL Luria-Bertani (LB) medyumunda 100 mg/mL ampisilinde yetiĸtirilmiĸtir. Hücreler 0.5-

1.1 OD600 optik yoĵunluĵa ulaĸtēklarēnda 0.25 mM IPTG ile ind¿klenmiĸdir. Ķnd¿ksiyon 

ardēndan h¿creler ­alkalamalē bir ink¿batorde 30  sēcaklēkta ve 180 rpmde k¿ltive 

edilmiĸtir. ¥rnekler 5 saat boyunca ­oĵalma sonrasē analiz i­in toplanmēĸtēr. Sēvē k¿lt¿r 

örneklerinden +4 ôde 5000rpmôde 20 dakika santrif¿j ile h¿cre peletleri elde edilmiĸtir. 
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Hücre pelletleri önce 3mL lizis tamponunda degradasyona uĵratēlmēĸ sonra 1ôer mL hacimde 

ependorflara daĵētēlēp Bandelin Sonopuls sonikatörde %60 güçte buz üstünde 20 saniyelik 

aralarla 6x10 döngü boyunca sonikasyon ile homojenize edilmiĸtir. H¿cre lizatē 14000 rpm, 4 

 ve 30 dakika santrif¿j edilmiĸtir. S¿pernatant ve pellet olmak üzere iki bölüntü SDS-PAGE 

ile ekspresyon analizi i­in kullanēlmēĸtēr. 

 

2.3.2.2.2. Ni-NTA 6xHis affinite kromatografisi  

His-tag ilaveli enzim ile Ni-NTA agarozun etkileĸimini saĵlamak i­in, elde edilen s¿pernatant 

1 ml Ni-NTA agaroz ile 1 saat boyunca +4 ÜCôde 120 rpmôde karēĸtērēlmēĸtēr. 1 saatin sonunda 

piston ­ēkarēlmēĸ 5 mlôlik bir ĸērēngaya alt y¿zeyini kaplayacak ĸekilde kurutma k©ĵēdē 

geçirilmiĸtir. Kurutma k©ĵēdēnēn ¿zerine ĸērēnganēn 2 ml seviyesine kadar cam y¿n¿ 

yerleĸtirilip u­ kēsmēna bir tubing ge­irilmiĸtir.  Bu ĸekilde hazērlanan kolon sert bir y¿zeye 

sabitlenmiĸtir. Ķlk olarak filtre ve pamuk ile tēkalē bir ĸērēnga ve cam y¿n¿ kullanēlarak 

oluĸturulan el yapēmē d¿zeneĵe ­alkalayēcēda karēĸtērēldēktan sonra 1 saat boyunca 

­alkalanmēĸ Ni-NTA agaroz kolonun eklenmesi ile Ni-NTA gravite kolonunun inĸasē 

tamamlanmēĸtēr. Kolona total protein lizatē y¿klemiĸtir. Kolondan akan ilk süzüntü 

fraksiyonundan SDS-PAGE analizi i­in ºrnek alēnmēĸtēr. Kolon, iki defa (4 ml) yēkama 

tamponu ile yēkanmēĸtēr. Yēkama fraksiyonlarē (Y1, Y2) SDS-PAGE analizi için elüsyon 

ºrnekleri ile birlikte saklanmēĸtēr.  Yēkama sonrasē 8 defa 500ôer µl elüsyon tamponu ile saf 

protein ºrneĵi kolondan ~0.5mL/dk akēĸ hēzēnda toplanmēĸtēr.  

 

2.3.2.2.3. HisTALON gravite kolon kromatografisi 

TALON® re­ineler, rekombinant polihistidin baĵlē proteinlerin saflaĸtērēlmasē i­in 

tasarlanmēĸ, temel ­alēĸma prensibi dayanēklē kobalt iyonu ile etkileĸimlere dayanan metal 

affinite kromatografisi reçineleridir. Bu reçineler, yaygēn reaktifler ile uyumlu olan, olumlu 

veya denat¿re edici koĸullarda protein saflaĸtērēlmasēnē saĵlamaktadēr. Bazē baĸka re­inelerde 

gºr¿ld¿ĵ¿ bilinen metal sēzēntēsē sorunun ¿stesinden gelmek için, TALON® reçine 

rekombinant polihistidin iĸaret barēndēran proteinleri (ABD Patenti No. 5.962.641) 

saflaĸtērmak i­in ºzel bir tetradentat metal ĸelatºr i­erir. Bu ĸelatºr kobalt gibi metal 

iyonlarēnē baĵlamak i­in ideal bir elektronegatif cep oluĸturarak elektropozitif metal iyonuna 

sert afinite gºsterir (ķekil 2.10). Bu iĸlem polihistidin (bu tezde hekzahistidin) iĸaret taĸēyan 

proteinlerin ­evresine metal iyonlarēnēn eriĸebilmesini saĵlayarak TALON re­ineye protein 

baĵlama kapasitesi artērēr. Bu ºzellikleri ile metal affinite kromatografisi ile saflaĸtērma 
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basamaĵēnda uygulanabilir re­ineler olmaktadērlar (Clontech Laboratories, Inc., Amerika 

Birleĸik Devletleri ve Kanada). 

 

 

ķekil 2.10. Takara HisTALON CO+2 gravite kolonunun genel tanētēmē. A. TALON Metal 

Afiniteli Reçine. Co+2 metal iyonunun tetradentat ĸelatºr¿n¿ taĸēyan sefaroz boncuk ile 

polihistidin kuyruĵuna sahip rekombinant proteinin re­ineye baĵlanmasē (Clontech 

Laboratories, Inc., Amerika Birleĸik Devletleri ve Kanada). B. HisTALON gravite kolonunun 

Ni-NTA kolona gºre daha y¿ksek saflaĸtērma verimi. 

 

2.3.2.2.3.1. HisTALON Co -NTA 6xHis afinite kromatografisi 

Kolonun i­indeki etanoll¿ ilk sēvē akēĸēn yavaĸ olmasēna dikkat edilerek boĸa akētēlmēĸtēr. 

Pembe kēsmēn ­ºktükten sonra ­ok kurumamasē grekmektedir dolayēsēyla bekletilmemelidir. 

Kolon 10 mL Dengeleyici Tampon ile yēkanmēĸtēr. Total protein lizatē s¿pernatantē kolona 

y¿klenmiĸtir. Ķlk olarak 1mL süzüntü ºrneĵi toplanmēĸtēr. 8 mL Dengeleyici Tampon 

ardēndan 7 mL Yēkama Tamponu kolondan ge­irilmiĸtir. Yēkama esnasēnda 2x1mL Y1,2 

yēkama ºrnekleri toplanmēĸtēr. 5mL Elüsyon Tamponu yüklenerek 5x1mL Elüsyon ºrneĵi 

harcanmadan toplanmēĸtēr (En yoĵun el¿syon E2ôde olmuĸtur). Bu süreç öncesinde boyunca 

ve sonrasēnda buz i­i soĵuk ortamda ­alēĸēlmēĸtēr. Sērayla dengeleme tamponu, total protein 

lizatē s¿pernatantē, yēkama tamponu ve el¿syon tamponlarē kolondan ~0.5mL/dk akēĸ hēzēnda 

ge­irilmiĸtir.  

 

2.3.2.2.4. SDS PAGE 

Her TgFabG saflaĸtērmasē ardēndan her zaman SDS-PAGE ile süpernatant-süzüntü iliĸkisi 

(s¿z¿nt¿de TgFabG yokluĵu), elüsyonlardada protein varlēĵē ve saflēĵē doĵrulanmēĸtēr. Bu 

sayede el¿syonlarda safsēzlēklar (SDS-PAGE jelinde TgFabG dēĸēnda protein varlēĵēna iĸaret 

eden bantlar) gºzlemlenmesi durumunda 50 mLôlik LB sēvē k¿lt¿rde ­oĵaltēlan TgFabG 
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konstr¿kt h¿cre pelletleri total lizatēnēn yoĵunluĵunu artērmak amacēyla tek saflaĸtērma i­in 

ikiĸerli olarak kullanēlmēĸtēr. 

 

2.3.2.3. Western blot 

6xHistagôli (hekzahistidin iĸaretli) TgFabG proteininin aĸērē ¿retiminin baĸarēlē olduĵunun 

kesin kanētlarēndan birisi bu rekombinant konstr¿kt¿n antijen antikor etkileĸimine dayalē 

Western-blot analizinde pozitif sonuç vermesidir. Bu nedenle afinite kromatografisinin 

ardēndan gºrsel olarak en y¿ksek konsantrasyonda TgFabG i­erdiĵi tahmin edilen E5 (beĸinci 

elüsyon) farklē miktarlarda  (5, 2 ve 1mL) kuyucuklara yüklenerek SDS-PAGE yapēlmēĸtēr. 

Bunun ardēndan BIO-RAD Trans-Blot Transfer System kullanēlarak poliakrilamid jel 

¿zerindeki TgFabG proteini 25V (Kēsētlē) 2.5A (Sabit) elektroforetik koĸulda 10 dakika 

blotlama ile BIO-RAD Filter Paper Extra Thick Blot Paper Cat # 1703965 (7,5 x 1m) 

blotlama kaĵētlarē ve PvDF/polivinildiflor¿r membrana (Thermo Scientific polyvinyl difloride 

(PVDF) transfer membrane Prod# 88520) aktarēlmēĸtēr. Aktarma sonrasi PvDF membran 10 

dakika PBS-Tween20 i­inde 90rpmôde ­alkalanmēĸtēr. PBS Tween-20 uzaklaĸtērēlēp %5ôlik 

süt tozu çözeltisinde (5g süt tozu + 100mL PBS-Tween20) +4 ôde gece boyunca bekletildi 

(Bu adēm oda sēcaklēĵēnda bir saat olarak da uygulanabilir.) %5ôlik s¿t tozu çözeltisi PBS-

Tween20 ile deĵiĸtirilip PvDF membran 90 rpmôde 10 dakika ­alkalanmēĸtēr. PBS Tween-20 

uzaklaĸtērēlēp PvDF membran 1:1000 primer antikor ­ºzeltisi (1mL SIGMA ALDRICH Anti 

6xHis Antibody, product in rabbit synthetic peptide 18xHis antigenic to KIH affinity isolated 

antibody, 10mL %5ôlik s¿z tozu ­ºzeltisi.) ile 90-110 rpmôde oda sēcaklēĵēnda 1 saat ink¿be 

edilmiĸtir. PBS-Tween20 ile 10 dakika 110rpmôde ­alkalanmanēn ardēndan PvDF membran 

Sekonder Antikor ¢ºzeltisiônde (1mL Bio-rad Goat Anti Rabbit IgG (H+L)-HRP Conjugate 

#1706515, 10mL PBS-Tween 20) 90 rpmôde oda sēcaklēĵēnda 1 saat boyunca ­alkalanmēĸtēr. 

Sekonder Antikor ¢ºzeltisi uzaklaĸtērēlēp PvDF membran 10ôar dakika s¿reyle sērayla PBS-

Tween20, PBS ve dH2O ile 120 rpmôde ­alkalanarak yēkanmēĸtēr. Son olarak 50mL PBS 

(Ampresco PBS Tablets; 100mL; Lot # 1502C163), 30mg DAB (3,3ô Diaminobenzidin 

Tetrahidroklorür Hidrat; SIGMA D5637-1G) ve 10mL H2O2 içeren, HRP (Horseradish 

peroxidase) ile tepkiyen çözelti membrana dökülerek renkli bant oluĸumu gözlemlenene kadar 

ink¿basyon 50rpmôde s¿rd¿r¿lm¿ĸt¿r. 

 



 

79 
 

2.3.3. Protein konsantrasyon tayini 

2.3.3.1. Bradford yöntemi 

Coomassie Brilliant Blue (G250) boyanēn protein ile baĵlanma durumunda normalde 465 nm 

olan maksimum absorbansēnēn 595ôe ­ēktēĵē ger­eĵi kullanēlarak sabit oranda boya ile orantēlē 

ve konsantrasyonlarē bilinen referans proteinlerin absorbans / konsantrasyon grafiĵi 

kullanēlarak kromatografi ile saflaĸtērēlmēĸ TgFabG proteininin konsantrasyon tayini 

yapēlmēĸtēr (Bradford, 1976). Referans olarak 2, 4, 6 ve 8 mg/mL BSA protein örnekleri 

kullanēldē ve t¿m ºl­¿mler i­in 2 mL örnek, 798 mL dH2O ve 200 mL Bradford boyasē 

kullanēlmēĸtēr. 

 

2.3.3.2. A280 yöntemi 

Saflaĸtērēlmēĸ enzimatik protein TgFabGF3 el¿syon (El¿syon 5) yoĵunluk tayini  ñBeer-

Lambert Yasasēò kullanēlarak (Mayerhöfer ve ark., 2016) 280 nm dalga boyunda absorbansē 

(A280) ºl­¿lerek spektroskopik olarak hesaplanmēĸtēr (Simonian, 2002). Proteinin molar 

absorpsiyon katsayēsē deĵeri ve molek¿ler aĵērlēĵē dahil edilerek ­ºz¿mlenen aĸaĵēdaki 

denklem ile protein konsantrasyonu bilgisi elde edilmiĸtir : 

C (mol/l) = A280 / (e x L) ; C (mg/ml) = (A280 x MA) / (e x L) 

(e = 14690 ; MA = 28799.72 Da), L = Spektroskopi küvet boyut ölçüsü ( 1cm) 

 

2.3.4. Diferansiyel taramalē kalorimetri (DSC) 

Proteinler gibi reaktif makromoleküllerin konformasyon ve hal deĵiĸimlerinde etken olan ēsē 

enerjisine verdikleri cevabēn kantitatif deĵerlendirmeleri ile bu biyomolek¿llerin katlanma ve 

denge halinde bulunma eylemleri hakkēnda ayrēntēlē bilgi edinilmesinde ºnemli bir faktºrd¿r. 

Bu tez ­alēĸmasē kapsamēnda TgFabG (F3) i­in ge­erli olan hal deĵiĸimi sēcaklēk deĵerlerinin 

eldesi ama­lanarak DSC analizi ger­ekleĸtirilmiĸtir. TgFabG saflaĸtērēlma ardēndan sēvē 

El¿syon Tamponu i­erisinde TETRA DSC7000X cihazēnda 20-90  aralēĵēnda 1 / dakika 

sēcaklēk artēĸē ile hermetik t¿p kullanēlarak proteinin artan ēsē ile ger­ekleĸtirdiĵi enerji salēm / 

soĵurma spektrumu edinilmiĸtir (Prenner & Chiu, 2011). 

 

2.3.5. TgFabG aktivite analizi 

Enzimlerin aktivitelerinin tepkime sounucu a­ēĵa ­ēkan veya tükenen bileĸiklerin absorbans 

deĵiĸimlerinin lineer spektroskopik ölçümleri ile hesaplanabileceĵi bilinmektedir (Tsuk & 

Oster, 1961). FabG dahil ­eĸitli FAS II enzimlerinin asetoasetil-CoA (AcAcCoA) substrat ve 
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NADPH kofaktºr doygunluk molaritelerinde baĸlatēlan reaksiyon ile NADPH tükenimi ile 

azalan A340 miktarē ile protein aktivitesi ºl­¿lm¿ĸt¿r. NADPH 200 mM ve AcAcCoA 500 mM 

kullanēlmēĸ (Wickramasinghe ve ark., 2006) ve TgFabG ~1 mM miktarda 200 mL tepkime 

hacmi ile 0.05M 6.8 pH Sodyum Fosfat (NaP) Tamponuônda mikrok¿vet kuyularēnda 

­ºz¿lm¿ĸ, oda sēcaklēĵēnda 5 dakika 350 rpmôde ink¿be edilip substrat ekleyerek ELISA 

mikroplate kuyucuklarēnda reaksiyona sokulmuĸtur. Aktivite analiznin sonucu incelenerek 

kinetik analizi i­in kullanēlacak tepkime s¿resi belirlenmiĸtir.  

 

2.3.6. Kin etik analizi 

TgFabG kofaktºr¿ NADPHôēn oksidasyon ile tükeniminden 1. Beer-Lambert yasasē 

kullanēlarak (Mayerhºfer ve ark., 2016) ölçülen farklē A340 / konsantrasyon deĵiĸimleri 

GraphPad Prism ñMichaelis Mentenò modülü ile iliĸkilendirilerek TgFabGônin substrat ve 

kofaktºre ilgi deĵerleri ~1 mMôde sabit tutulan enzimin doygunluk halindeki tepkime hēzēnē 

ifade eden Vmax ve Vmax/2 hēza karĸēlēk gelen susbtrat veya kofaktºr kosantrasyonunu ifade 

eden (Km) parametreleri hesaplanmēĸtēr (Counotte & Prins, 1979).  Substrat ve kofaktör 

konsantrasyonlarēndan birisinin doygunluk seviyesinde sabit tutup diĵerinin doygunluk 

konsantrasyonunun aĸaĵēsēnda deĵerlerde deĵiĸtirerek (200, 100, 60, 40, 20 mM NADPH ve 

500, 320, 250, 150, 100 mM AcAcCoA) 5 dakika reaksiyon s¿resi ardēndan reaksiyona giren 

NADPHôēn t¿kenimi 340nmôde takip edilmiĸtir. Tepkimeler ¿­er tekrar ile yapēlmēĸtēr. 

 

2.3.7. NADPH f loresans titrasyonu 

Proteinlerin tekil triptofan emisyonunun deĵiĸen kofaktºr konsantrasyonu ile korelasyonu 

incelenerek enzim-kofaktºr komplekslerinin oluĸumu ve yapē dengeleri incelenebilmektedir 

(Moon & Fleming, 2011). NADPH baĵlē FabG proteinlerinin 450-460 nm dalgaboylarēnda 

artan emisyon gºsterdiĵi bilinmektedir (Hou ve ark., 2016).  Staphylococcus aureus FabG1 

(SaFabG1) enziminde NADPH kofaktºr baĵlanmasē durumunda SaFabG1ôde TgFabG ile 

ortak olarak tekil halde bulunan W/Trp104 (Triptofan) rezidüsünün mikroçevresindeki 

deĵiĸikliĵin 280-300nm eksitasyon dalgaboyu uygulandēĵēnda 300-500 nm aralēĵēndaki 

emisyon spektrumu incelendiĵinde artan NADPH konsantrasyonlarē ile ~300 ï 350 nm 

aralēĵēnda ters korelasyon ve ~400 ï 500 nm dalgaboyu aralēĵēnda doĵru orantēlē bir kaymaya 

sebep olmuĸtur. Bu doĵru orantē ile artan enzim-kofaktör kompleksinin triptofan emisyon 

kaybēnēn korelasyonu gºsterilmiĸtir (Dutta ve ark., 2012).  TgFabG homologunda bu tekil 

triptofan aynē konumda korunmuĸtur. TgFabG i­in bu ­alēĸma referans alēnarak 0.02M 7.0 



 

81 
 

pH, 1mM EDTA ve %10 Gliserol ilaveli NaP (Sodyum Fosfat) Tamponuônda 10 mM protein 

ve 400, 200 ve 100 mM NADPH kullanēlarak 290 nm eksitasyon dalgaboyu ile 300-500 nm 

aralēĵēnda emisyon okumasē yapēlmēĸtēr. 

 

 

3. BULGULAR VE TARTIķMA 

3.1. Toxoplasma gondii FabGônin Bilgisayar Destekli Analizleri  

3.1.1. FabG aminoasit dizileri ile türler arasē genel benzerlikler  

3.1.1.1. EBI-MUSCLE & ESpript  

Toxoplasma gondii 3-oksoaçil-[ACP] red¿ktaz, TgFabG, enzimi evrimsel olarak yakēndan 

iliĸkili apikompleksan t¿rlerden (Plasmodium, Eimeria), apikompleksanlar ile yakēnlēk ve 

ortaklēk gºsterdiĵi bilinen mēsēr bitkisi (Zea mays), parazit ik kinetoplastid Leishmania, yassē 

solucan Schistosoma, ñKara Vebaòdan sorumlu bakteriyel ajan Yersinia, maya mantarē 

Saccharomyces) ve insan (Homo sapiens) FAS süpermolekülünün FabGôye homolog KR 

altbiriminin amino asit dizileri ile hizalanmēĸtēr. Bu hizalamalar, Jmol/Jalview görüntüleme 

yöntemleri kullanēlarak, ­oĵunlukla korunmuĸ rezid¿leri renk kodlu halde gºzlemleyebilmek 

için bir %-benzerlik ºl­¿s¿ ile ger­ekleĸtirilmiĸtir. T¿rler arasēndaki FabG dizi benzerliĵi, bir 

PIM (Yüzde Kimlik Matrisi/Percent Identity Matrix) ile gºrselleĸtirilmiĸtir. TgFabG'ye en 

yüksek benzerlik yüzdesinin, %72,87 ile Eimeria tenella FabGôsi, onun ardēndan %55,56 ile 

(aynē zamanda en ideal homoloji modelleme ĸablonu olarak PSI-BLAST kullanēlarak 

hesaplanmēĸtēr) Plasmodium falciparun FabGôsi olduĵu gºsterilmiĸtir. Beklendiĵi gibi 

TgFabGôye en uzak benzerlik, FabG'nin eĸdeĵeri Homo sapiens FAS enziminin KR alt 

¿nitesinde gºr¿lm¿ĸt¿r. NAD(P) baĵlayan aktif bölge ve enzimin aktif bölgesi (NCBI veri 

tabanlarēndan elde edilen rezidü bilgisi) kēsēmlarē olarak bilinen rezid¿lerin ayrē bir 

hizalamasē, renk kodlu dizi ºzellikleri olarak Jmol i­inde yapēlandērēlmēĸtēr. NAD (P) kofaktºr 

baĵlayan aktif bºlgede, yoĵun halde glisin (G/Gly), lösin (L/Leu), izolösin (I/Ile), sistein 

(C/Cys) ve alanin (A/Ala) gibi yüksek ºl­¿de korunan polar olmayan rezid¿ler yer alēr. 

Aspartik asit (D/Asp), bir negatif yüklü amino asit, asparajin (N/Asn) nihai üçlü kofaktör 

baĵlanma bºlgesinde y¿ks¿z amino asit halinde bulunur. Ķzolºsin, Toxoplasma gondii, 

Plasmodium falciparum,  Zea mays, Yersinia pestis ve Pseudomonas aeruginosa arasēnda 

"NNAG" grubunun bir par­asē olarak korunmuĸtur (ķekil 3.1). Üçüncü aktif bölge 

konumunda tamamlanmēĸ aykērē deĵerler, NAD(P)H baĵlayan alanda böyle bir gruba sahip 
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olmayan Trypanosoma cruzi ve 10 rezidü kaymasē ile iĸlevsel bir "LDYE" grubu edinmiĸ 

Saccharomyces cerevisiae'dir.  

///

 

*Her proteinin NAD (P) kofaktºr baĵlayan ve aktif bºlge rezid¿lerinin kimlik ve konumlarē i­in NCBI Korunan 

Etken Bºlge Veritabanē (CDD) kullanēlmēĸtēr ve Jalview'de renk kodlu dizi ºzellikleri olarak gºrselleĸtirilmiĸtir 

ķekil 3.1. FabG homologlarēnēn MUSCLE hizalamasēnēn Jalview gºr¿nt¿s¿. Yeĸil renkli 

rezid¿ler, NAD (P) kofaktºr baĵlayan rezidüleri ifade etmektedir (Tüm tez boyunca bu renk 

kodu kullanēlacaktēr). 

 

Hizalanmēĸ dizilerin aktif bºlgelerinin MUSCLE hizalamasē, aktif bºlge rezid¿lerinin konum 

ve karakteristiklerinin farklē molek¿ler evrim s¿re­leri boyunca korunma eĵilimlerinin devam 

ettiĵini gºstermektedir. FAS ¿st yapēsēndaki (KR) insan FabG benzer bölgesinin, birinci 

katalitik pozisyonda bir asparajin (N) yerine bir lizin (K) vardēr ve lizinin, ayrēca NAD(P)  de 

baĵlayan bir rezid¿ deĵil, sadece bir katalitik bºlge ¿yesi olduĵu gºr¿lm¿ĸt¿r. Trypanosoma 

cruzii FabG, katalitik bölge asparajinine bitiĸik bir NAD(P) baĵlanma rezid¿s¿ne sahip 
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deĵildir. (ķekil 3.2). Ayrēca apikompleksan, fungal ve bakteriyel t¿rler arasēnda floresans 

analizleri i­in ºnemli olan W/Trp104 (Triptofan) korunmuĸ olarak bulunmaktadēr. 

 

 

ķekil 3.2. FabG aktif bölge rezidülerinin dizi hizalamasē. Sarē rezid¿ler katalitik bºlgeye aittir 

ve mavi gösterilen amino asitler hem NAD(P)H baĵlayan aktifbölgeye hem de katalitik 

bölgeye ait rezidülerdir. 

 

Diĵer bir­ok rezid¿sye ek olarak SER139, TYR152 ve LYS156 katalitik üçlüsü, aktif 

bºlgenin NAD (P) baĵlayan bºlgesinde bulunurlar. Diĵer taraftan dºrd¿nc¿ katalitik bºlge 

rezidüsü olan N/ASN111 (Asparajin), sadece aktif bºlge ile iliĸkili bir amino asit olarak göze 

­arpmaktadēr. Bu katalitik bºlge ve kofaktºr baĵlayan bºlgelerin kapsadēĵē rezid¿ gruplarē, 

MUSCLE dizi hizalamasē i­in t¿m 11 FabG t¿r¿n¿n amino asit dizilerinde toplanmēĸtēr ve bu 

iĸlemde, katalitik ¿­l¿ SER139, TYR152 ve LYS156'ya ek olarak hizalanarak gºsterilmiĸtir. 
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Fonksiyonel NAD(P) baĵlayan rezid¿lerin bitiminden sonra 11 FabG homologu arasēndaki 

hizalamada ºnceki bºlgelerde olduĵu gibi aynē konumlarda aynē amino asitler korunmuĸluk 

gºstermektedir (ķekil 3.3).  

 

 

ķekil 3.3. FabG türlerinin amino asit dizilerinin C-terminal hizalamasē. 

 

FabG dizilerinin birbirleri arasēndaki kesin dizi benzerliĵi oranlarē MUSCLE Percent Identity 

Matrix (ñY¿zde-Benzerlik Matriksiò) ile gºrselleĸtirilmiĸtir (Tablo 3.1). Toxoplasma gondii 

1-11 numaralē proteinlere ait FabG dizisi benzerlikleri CLUSTAL2.1 Y¿zde Kimlik Matrisi 

üzerindeki 10. satēr boyunca soldan saĵa listelenmiĸtir.  En y¿ksek dizi benzerliĵi Eimeria 

tenella (%72,87) iken, Eimeria tenella FabG enzim modellerinin eksikliĵinden dolayē protein 

yapēlarē i­eren diĵer aĸamalarda kullanēlamaz. En d¿ĸük benzerlik TgFabG, %19,71 oranēnda 

insan KR bºlgesi ile olmuĸtur. Hesaplanan TgFabG ve Plasmodium falciparum FabG 

homolog dizileri arasēndaki benzerlik y¿zdeleri PSI-BlAST sonu­larē ile uyuĸmaktadēr. 

 

Tablo 3.1. FabG türlerinin EBI-MUSCLE PIM (Yüzde-Kimlik Matrisi) tablosu. 

% Benzerlik H. s. S. c. S. j. L. m. T. c. P. a. Y. p. Z. m. P. f T. g. E. t. 

H.sapiens 100 15.04 18.32 20.79 14.90 21.26 22.22 22.49 21.26 19.71 19.71 

S. cerevisiae 15.04 100 21.24 21.59 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 21.59 46.94 100 29.18 30.60 30.13 31.47 28.57 30.64 29.79 

T. cruzi 14.90 24.78 27.23 29.18 100 34.02 33.61 36.48 33.33 33.47 35.10 

P. aeruginosa 21.26 28.38 26.92 30.60 34.02 100 63.49 47.74 45.04 48.77 47.54 

Y. pestis 22.22 27.43 27.71 30.13 33.61 63.49 100 48.75 46.44 47.72 49.79 

Z. mays 22.49 29.00 33.33 31.47 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 47.54 55.56 100 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 

 

Ayrē olarak, apikoplast sinyal peptid dizileri MUSCLE'da hizalanmēĸtēr (ķekil 3.4). 

Fenilalanin (F/Phe), glisin (G/Gly), lösin (L/leu), prolin (P/Pro) ve glisin (G/Gly) gibi polar 

olmayan yan zincirlere sahip rezid¿ler, ¿­ polipeptid bºlgesi arasēnda en fazla korunanlardēr. 

Serin (S/Ser) ve treonin (T/Thr) gibi yüksüz kutupsal yan zincirleri olan amino asitler, 

Toxoplasma gondii ve Eimeria tenella FabG enzimlerinde daha fazla korunmuĸtur. Bunun bir 

istisnasē, Toxoplasma gondii ve Plasmodium falciparum FabG dizileri arasēnda asparajin 

(N/Asn) 'lerin uyuĸmasēdēr. 

*  ClustalW format dizisi hizalama sonucunu %Benzerlik ºl­eĵine gºre renk kodlu halde gºsterilmiĸtir. 

ķekil 3.4. EBI-MUSCLE fonksiyonel aktif proteine dahil olmayan N-terminal sinyal peptid 

dizilerinin hizalamasē.  

 

11 FabG türünün birincil amino asit dizileri TgFabG homoloji modelinden çözümlenen 

sekonder yapē ĸemasē ile ESPriptôde birleĸtirilerek ñFlashyò renklendirme ayarēyla 

gºrselleĸtirilip ayrēntēlē olarak incelenmiĸtir (ķekil 3.5). TgFabG homoloji modelinden 

t¿retilen ikincil yapē bilgisinin aktarēmēndaki olasē bir sorundan kaynaklē olarak 4. a-heliks 

(a4), ESPript sunucusu tarafēndan yanlēĸ bir ĸekilde a4 ve a5 olarak bölünmektedir. Böylece 

a-heliks numaralarē 4ôten sonra kaymēĸtēr. Bu hata Inkspace programē kullanēlarak gºrsel 

¿zerinde d¿zeltilmiĸtir. FabGônin tipik üyeleri arasēnda olduĵēu, BKR (ñb-ketoaçil açil 

taĸēyēcē protein red¿ktazò) sēnēflarē ve bunlarē kapsayan SDR (ñkēsa zincirli (alkol) 

dehidrogenazò) enzimlerinin NAD(P)H kofaktºr baĵlayan aktif bºlgelerinin baĸlangēcēnda 
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olduĵu bilinen ñTGxxxGxGò aralēklē tri-glisin motifinin hizalamada aminoasit dizileri 

kullanēlan t¿m FabG t¿rlerinde tam korunumu gºzlemlenmiĸtir (Kallberg ve ark., 2001). 

Ķkinci bir aktif bºlge motifi olan ñNNAGò bölgesi, FabGônin siyanobakter asēllē plastidik 

orijinini doĵrulayan bir ĸekilde, apikompleksanlar ve apikoplastlarēn siyanobakter atasē ile en 

yakēn ortak ataya sahip t¿rler arasēnda korunmuĸtur . Böylece türleri Pseudomonas 

aeruginosa ve Yersinia pestis ve proteomunda N-terminal sinyal peptidleri taĸēdēĵē bilinen 

(Coleman ve ark., 1995; Xu ve ark., 1997) mēsēr bitkisi Zea mays arasēnda daha y¿ksek 

korunmuĸluk gºstermektedir. Bunu dēĸēnda kalan maya mantarē Saccharomyces cerevisiae, 

­ok h¿creli yassē solucan Schistosoma japonicum, siyanobakterler ile evrimsel yolunu 

arkeplastidlerin bitkisel dalēnda ayērmēĸ olan ºglenid Leishmania major ve insan (Homo 

sapiens) FabG türleri bu motifin ikinci N (asparajin) rezid¿s¿nde farklēlaĸmalar gºstermiĸtir. 

Özellikle Homo sapiens bu motifin ikinci konumunda diĵer t¿rlerin ortak N-C (sistein) 

deĵiĸiminden de farklē olarak bir N-L (lºsin) deĵiĸimine sahiptir. FabG susbtrat redüksiyon 

iĸlevinin ger­ekleĸtiĵi katalitik bºlgeyi oluĸturan S (Serin) ï Y (Tirozin) ï K (Lizin) üçlüsü 

(Fujimoto ve ark., 2001) ve katalitik üçlünün C-terminal gerisinde bulunan N (asparajin) 

yardēmcēsēnēn oluĸturduĵu ñkatalitik tetratò (Opperman ve ark., 2003) bu motifin 11 FabG 

türünün Homo sapiens hari­ hepsinde korunduĵu gºr¿lmektedir. Bunun sebebi FabG 

varsayēlan iĸlevsel bºlgesinin katalitik ñYxxxKò motifinin K156 (Lizin) rezidüsü ile katalitik 

tetratēn baĸēndaki N111 (asparajin) rezid¿s¿n¿n yer deĵiĸtirmesine tekabül eden N111-K111 

ve K156-N111 mutasyonlarēdēr (Maier ve ark., 2008). 
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*Gºrselleĸtirme i­in hassa bir %benzerlik veri ºl­¿m¿ kullanēlmēĸtēr. Kērmēzē renkli bloklardaki rezid¿ler %100 korunmuĸtur ve 

sarē bloklar kēsmi korumalara karĸēlēk gelmektedir. Aynē konumdaki en y¿ksek seviyede korunmuĸ rezid¿ler kalēn punto ile 

gösterilmiĸtir. Modeller9.15 homoloji modelinin sekonder yapēsē, standart EBI-MUSCLE amino asit dizi hizalama sonucu ile 

hizalanmēĸtēr. Tespit edilen TgFabG sekonder yapēsēnēn 7 b-tabaka ve 8 a-heliksi normal sēra, konum ve uzunluklarēyla FabG 

amino asit dizilerine hizalanmēĸtēr. 

ķekil 3.5. FabG türlerinin ESpript 2D yapē-amino asit dizi hizalamasē. ñGxxxGxGò, ñNNAGò 

ve YxxxK motifleri altē ­izili olarak gºsterilmiĸtir. 
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3.1.1.2. MEME Suite, MAST & TomTom  

Motif analizi ve motifler arasē tutarlēlēk deĵerlendirmeleri MEME (Motif Keĸfi i­in ¢oklu 

Beklenti Maksimizasyonu / EM) kullanēlarak edinilmiĸtir. En y¿ksek oranda evrimsel 

korunum FabG dizileri arasēndan apikompleksanlar ve mēsēr bitkisi (Zea mays) arasēnda 

gºr¿lmektedir. Bu ĸiddetli benzerlik derecesi literat¿rde belgelenmiĸ bilinen bir durumdur. 

Bunlarēn dēĸēnda 11 FabG dizisinin t¿m¿nde konumunda korunmuĸ halde bulunan bir motif 

bulunmaktadēr ve sinyal peptidinin bitiminde fonksiyonel bºlgenin baĸēnda NAD(P) kofaktºr 

baĵlayan aktif bºlge ¿zerinde gºr¿lm¿ĸt¿r (ķekil 3.6). Bu motif aynē zamanda en uzak akraba 

olan Homo sapiens FAS süpermolekülünün FabG/KR alt biriminin sahip olduĵu tek ortak 

motifdir. 

 

 

ķekil 3.6. MEME Suite tarafēndan FabG t¿rleri ¿zerinde bulunduĵu tahmin edilen protein 

motifleri. P-deĵeri ne kadar d¿ĸ¿k olursa, dizi i­eriklerinden oluĸturulan omurga harflerinin 

rasgele daĵēlēmē ile eĸleĸme ihtimali o kadar d¿ĸ¿kt¿r ve anlamlē motiflere iĸaret eder. 

 

Keĸfedilen motifler MEME tarafēndan, motif uzunluĵu, t¿m diziler arasēndaki daĵēlēm miktarē 

ve motif e-deĵerlerine gºre sēralanmēĸlardēr (ķekil 3.7). En anlamlē motifler 4.9e-120 ve 3.4e-

132 e-deĵerleri ile katalitik dörtlü dahil tüm aktif bölge rezidülerini kapsayan üç büyük (50 

amino asit belirtilen ¿st motif uzunluk sēnērēnda) motif olarak gºr¿lmektedir. T¿m t¿rlerin 

FabG enzimleri arasēnda ortak olduĵu belirtilen ¿­¿nc¿ motif ise 1.2e-039 e-deĵerine sahiptir. 
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ķekil 3.7. MEME-SUITE motif tarama programēnēn keĸfettiĵi motiflerin temel 

karakteristikleri. T¿m motiflerin anlamlē e-deĵerlerine sahip olduĵu sonucuna varēlmēĸtēr. 

 

Birinci motifte NAD(P) baĵlayan katalitik bºlge rezid¿leri ve aktif bölge amino asitleri aktif 

bölgesinde N-K mutasyonuna uĵramēĸ Homo sapiens dēĸēnda y¿ksek oranda konumlarēnē ve 

dizilerini korumuĸlardēr (ķekil 3.8). Evrimsel süreçte yüksek oranda korunmuĸ olduĵu 

söylenebilecek rezidüler polar nötr asparajin (N/Asn), non-polar alifatik alanin (A/Ala),  lösin 

(L/Leu) ve izolºsin (I)ôdir. Asparajin yerine non-polar sistein (C/Cys) içeren Saccharomyces 

cerevisiae istisnasē dēĸēnda, NAD(P) baĵlayan katalitik bºlgenin kapsadēĵē ñNAGIò dºrtl¿s¿ 

9ôt¿r arasēnda %100 korunmuĸtur. 

 

 

ķekil 3.8. Birinci motif logosu ve MEME Suiteôden alēnan yerel dizi hizalamasē. Her bir 

harfin boyutu, saĵlanan diziler arasēndaki evrimsel motif i­i korunma ile doĵrudan orantēlēdēr. 
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Ķkinci motifte bulunan aktif bºlge dºrtl¿s¿ 11 t¿r¿n 10ônda (Homo sapiens aktif bölgesinde 

K-N deĵiĸimine uĵramēĸtēr.) tamamen korunmuĸtur (ķekil 3.9). Tipik FabG katalitik 

bölgeleri, nºtr asparjin (N) amino asidi ile baĸlamaktadēr. Nºtr bir amino asit olan serin (S) ile 

devam eden aktif bºlge aralarēnda 4 rezid¿ mesafe bulunduran non-polar aromatik tirozin (Y) 

ve pozitif yüklü polar lizin (K) ile bitmektedir. 

 

 

ķekil 3.9. Ķkinci motif logosu ve MEME Suiteôden alēnan yerel dizi hizalamasē. 

 

¦­¿nc¿ motif ¿zeirnde NAD(P) baĵlayan bºlge rezidülerinde GxxxGxG motif konumundaki 

bulunan non-polar Glisin (G) tamamen korunmuĸ ve diĵer konumdaki glisinler neredeyse 

tamamen korunmuĸtur (ķekil 3.10). Korunduĵu gºr¿len baĸka amino asitler non-polar ve 

alifatik valin(V), alanin (A) ve lºsin (L)ôdir. Glisin dahil bu, aminoasitler hidrofobik yan 

zincirler i­ermektedir ve protein katlanmasēnē destekledikleri d¿ĸ¿n¿lebilir. 

 

 

ķekil 3.10. Üçüncü motif logosu ve MEME Suiteôden alēnan yerel dizi hizalamasē. 

 


























































































































































































































