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OZET

Kombine ila¢ kullanimiyla mikroorganizmalar ilaglara direng kazanmakta ve mevcut terapotikler,
olugan yeni direngli suslarin tedavisinde yetersiz kalmaktadwr. Bu nedenle direncli mikroorganizmalara karsi
etkili olabilecek yeni etken maddelerin gelistirilmesine verilen onem giin gectikce artmaktadr.
Mikroorganizmalarin gelisimlerini siirdiirebilmeleri icin hiicre duvar: sentezi gereklidir ve bu iglem icin yag
asidi sentezi esansiyeldir. Bakteriyel yag asidi sentezinde gérev alan en énemli enzimlerden birisi enoil-ACP
rediiktazdir. Tiiberkiiloz tedavisinde onemli bir yere sahip olan izoniazid, bu enzimi inhibe ederek etki
gostermektedir. Mycobacterium tuberculosis hiicre duvari mikolik asit yoniinden zengin bir yapidadir ve
gecirgenligi son derece azdwr. Bu sayede konak hiicrenin savunma mekanizmasina ve antibiyotiklere karsi
direnglidir. Enoil-ACP rediiktaz enzimi inhibe edilip mikolik asit sentezi durdurularak M. tuberculosis’in
gelisimini siirdiirebilmesi igin gerekli olan hiicre duvarinin sentezi engellenebilmektedir.

Bu calismada, enoil-ACP rediiktaz enzimi ve bu enzime karsi etkili olan bilesikler incelenerek enzim
tizerinde etkili olabilecek yeni molekiiller tasarlanmuis ve doking yontemi kullanilarak enzim iizerindeki etkileri
tahmin edilmigtir. Etkiden sorumlu oldugu bilinen Tyr158 ve NAD™ kofaktérii ile hidrojen bagi yapan ve bilinen
inhibitérlere gére daha diisiik CDocker enerjilerine sahip olan u05, u06 ve uQ07 kodlu bilesikler ileride
vapilacak ¢alismalar icin aday bilesikler olarak belirlenmigtir. Bundan sonraki stirecte bu bilesiklerin
Sentezlenmesi ve enzim iizerindeki etkinliklerinin saptanmasi amaglanmaktadir.
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ABSTRACT

Depending on the use of multi-drug in therapy, microorganisms acquire resistance to drugs and existing
therapeutics become insufficient. Fatty acid biosynthesis in microorganisms is essential for cell viability.
Prokaryotic microorganism’s cells have different fatty acid synthesis mechanism than eukaryotic host cells. So
this mechanism is a potential target for developing new antibiotic agents. Enoyl-ACP reductase enzyme is one
of the important enzymes in bacterial fatty acid synthesis. Isoniazid shows the effect by inhibiting enoyl-ACP
reductase enzyme. Mycolic acid is rich in cell wall of Mycobacterium tuberculosis and cell wall is highly
impermeable. That makes microorganism more resistant to antibiotics and host cell defense mechanisms. By
inhibiting this enzyme, mycolic acid synthesis, so cell wall synthesis can be stopped.

In this study, inhibitors of enoyl-ACP reductase enzyme were analyzed by molecular docking methods
and new molecules were designed. Efficiency of these molecules has been predicted via molecular modeling
studies. u05, u06 and u07 make hydrogen bonds with Tyr158 and NAD* cofactor which are responsible from
the activity and they have less CDocker energies than known inhibitors. These three diphenyl ether derivatives
were selected as lead compounds for further studies. In future works, synthesizing and determining activity on
this enzyme are intended.

Keywords: CDocker; docking; enoyl-ACP reductase; InhA; Mycobacterium tuberculosis

GIRIS

Klinikte kullanilan birgok antibiyotige bakteriyel direng gelisimi diinya ¢apinda sorun teskil
etmektedir. Mevcut terapdtiklerin  etkisiz kalmasit nedeniyle, oOzellikle metisiline direngli
Staphylococcus aureus (MRSA), penisiline direngli Streptococcus pneumoniae ve coklu ilaca
direngli tliberkiilozun (MDR-TB) goriilme sikligir artmaktadir. Tiiberkiiloz &rneginde; WHO
verilerine gore diinya niifusunun iigte biri Mycobacterium tuberculosis’in latent formu ile enfekte
olmustur. Yarim milyondan fazla insan ise MDR-TB ile enfekte olmustur. Tedavi edilebilmesi ve

enfekte olan insan sayisinin azaltilabilmesi i¢in yeni ilaglarin gelistirilmesi gerekmektedir [1].

Patojen mikroorganizmalarda hiicre duvarinin canliligin1 koruyabilmesi i¢in yag asidi
biyosentezi zorunludur. Bu nedenle yag asidi biyosentezi yolaginda gorev alan enzimler genetige
dayali yeni antibakteriyel ilag gelistirilmesinde énem kazanmustir. Yag asidi biyosentezi, 2 farkl
formu olan yag asidi sentez sistemi (FAS) ile idare edilmektedir. FAS-I, 6zellikle 6karyotik
organizmalarda goriilmektedir ve yag asidi sentezi zincir reaksiyonlarindaki tiim basamaklari
katalizleyen ¢ok fonksiyonlu enzimler icermektedir. FAS-II ise ¢ogunlukla bakteri suslarinda ve
bitkilerin plastitlerinde goriiliir. FAS-II sisteminde, yag asidi sentez zincirindeki her reaksiyon
kendine 6zgii yapidaki proteinler ile baglatilir ver siirdiiriiliir. FAS-1 ve FAS-II sistemleri arasindaki
bu yapisal farkliliklar sayesinde, dkarydtik konak hiicreye toksik olmayan, prokarydtik yapidaki

patojen hiicre tizerine etki eden kemoterapdtikler gelistirilebilmektedir [1,2].

Membran lipit biyosentezinin ilk basamagi olan yag asidi biyosentezi, bakterilerde her biri

farkli genler tarafindan kodlanan bir dizi kiigiik, ¢oziinebilir protein tarafindan katalizlenmektedir
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[3]. NADH’a bagli enoil-agil tastyici protein rediiktaz, yag asidi sentez zincirinin son basamaginda
doyurulmamig yag asitlerinin agil tasiyict proteine (ACP) baglanmasinda NADH’a bagh
stereospesifik rediiksiyonu katalizleyen onemli bir enzimdir. Enoil-ACP rediiktazin (ENR),
bakterinin yasamini siirdiirebilmesi i¢in gerekli olmasi ve ideal segiciligi nedeniyle, ¢oklu ilaca

direngli suglara kars1 yeni antibakteriyel ilaglarin gelistirilmesi i¢in umut vadeden bir hedeftir [1].

Bilinen ilk ENR enzimi FabI’dir. Streptococcus pneumoniae, Bacillus subtilis ve Pseudomonas
aeruginosa’da triklosana kars1 direng gelisimi gozlenmistir ve tek bagina FabI’'nin varligi bu direnci
aciklamaya yetmemistir. Bu direng mekanizmalarinin incelenmesiyle, yeni iki ENR enzimi, FabK ve
FabL kesfedilmistir [4,5]. Giiniimiizde 4 farkli ENR bulundugu tespit edilmistir (Fabl, FabL, FabK ve
FabV). Vibrio cholerae’de bulunan FabV, bu enzim sinifinin en son tiyesidir [6].

M. tuberculosis’de bulunan Fabl enzimi InhA olarak adlandirilmaktadir. InhA, gegirgenligi az
olan ve bu nedenle diren¢ mekanizmasinda 6nemli rol oynayan mikolik asit tabakasinin sentezinden
sorumludur. Izoniazid M. tuberculosis’e kars antitiiberkiiloz ila¢ olarak kullanilan bir 6n ilactir.
Izoniazid (INH)’in etkinlik gdsterebilmesi igin katalaz-peroksidaz (KatG) ile aktive edilmesi
gerekmektedir [3,7]. Aktivasyon i¢in ayrica ortamda manganez iyonlart, NADH ve oksijene ihtiyag
vardir. KatG ile 6nce hidrazin grubu kopar, daha sonra kalan izonikotinil kism1 NAD" ile birleserek
izonikotinil-NAD (IN-NAD) olusur. IN-NAD kompleksi hiicre duvarinin olusumunda gerekli olan

mikolik asit sentezini inhibe eder [7-9].

Izoniazid dar spektruma sahip bir antibakteriyel ilactir. Tiiberkiiloz enfeksiyonun tedavisinde
ve profilaksisinde en yaygin kullamlan ve en eski ilagtir [10]. izoniazidin klinik kullanima
baglanmasindan kisa bir siire sonra izoniazide karsi direng gosteren M. tuberculosis suslari
gozlemlenmistir [3]. Bakterinin KatG geninde mutasyonlarin olusmasiyla, izoniazidin etkisiz
kalmasi, izoniazide direngli M. tuberculosis suslarinin oranindaki artistan sorumludur [11].
Tuberkiillozun direngli suglarina karsi etkili olabilecek yeni bilesiklerin gelistirilmesine ihtiyag
duyulmaktadir ve bakteri hiicre duvari sentezinde gorevli olan ENR enzimi yeni ilag etken maddesi

gelistirmede potansiyel bir hedeftir.
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Sekil 1. Fabl {izerinden etki gosterdikleri bilinen bazi inhibitorler

AFN-1252, Fabl iizerinde in vivo ve in vitro etkinligi kanitlanmig Faz II agsamasini gegmis bir

bilesiktir. Fareler {izerinde yapilan farmakokinetik ¢alismalarda oral yolla aktif oldugu saptanmustir [12].

Difenileterler grubunun en &nemli {iyesi triklosandir. Triklosan, yag asidi biyosentezini enoil-ACP
rediiktaz (Fabl) basamaginda inhibe eden, klorlanmig bisfenol halka yapisinda genis spektrumlu bir
antibiyotiktir [3,13]. Triklosan Fabl proteinine spesifik bir ilagtir. Yalmzca FabI’i igeren S. aureus triklosana
son derece hassastir, ancak B. subtilis (Fabl ve FabL) ve S. pneumoniae (FabK) triklosana direnglidir.
Triklosamn Fabl enzimin inhibisyon derecesi iizerindeki etkisi zamana baglh olarak artmaktadir. Triklosan
yavas-siki inhibisyon yapmaktadir. Fabl - NAD? - triklosan tighii kompleksi stabildir ve kompleks 1-2 dakika
i¢inde olusur. Triklosanin antimikrobiyal etkisinde bu tiglii kompleks olusumu son derece 6nemlidir.
Difenileterlerin etki gosterebilmesi igin hidroksil grubu gereklidir. Oksijen kopriisii siilfiir ile
degistirildiginde etki biiyiik oranda kaybolmaktadir. Triklosan, giiven arahgmnin genis olmasindan dolay1
hastane diizeyinde kullanilan sabun ve plastiklerin yapisina katilmaktadir [11].

Gallokatesin gallat tiirevleri yag asidi biyosentezinde gorev alan Fabl ve FabG gibi enzimler
iizerinde inhibitor etki gostermektedir. En etkili formu epigallokatesin gallat (EGCG)’tir. Etki i¢in
galloil grubu gereklidir, fakat galloil grubu tek basina antimikrobiyal etki gostermemektedir. EGCG
serbest enzime baglanarak, enzim-substrat kompleksine baglanarak veya her ikisine baglarak etki

gostermektedir. Fabl enziminde NADPH ile yarigmali olarak serbest enzime baglanmaktadir [14].
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Kurkumin, dogal kaynakli Fabl inhibitoridiir. Escherichia coli FabI’'nin yarigsmasiz
inhibitoriidiir. Etki mekanizmalari triklosana benzemektedir. iki bilesigin de fenol halkalar1 NAD’1n

nikotinamid grubu ile reaksiyona girer [15].

GlaxoSmithCline firmasinin gelistirdigi SB-627696 ve SB-633857 kodlu 2-naftiridinon tiirevi
bilesikler triklosana diren¢ gelistirmig S. aureus suslari iizerinde triklosanla karsilastirildiginda
basarili sonuglar vermektedir [4,16]. Bu bilesikler yalnizca Fabl igeren bakteriler karsisinda
etkiliyken, yalniz FabK veya Fabl ve FabK’y:1 birlikte bulunduran bakteri suslarinda etkisiz

kalmaktadir. Bu durum yalniz Fabl tizerine etkili olduklarini gostermektedir [17].

Bu ¢alismada, enoil-ACP rediiktaz enzimi tizerinden etki gosterdikleri bilinen inhibitérlerin
enzim ile etkilesimlerini degerlendirmek {izere doking calismalar1 yapilmistir. Bu ¢alismalar i¢cin M.
tuberculosis Enoil-ACP Rediiktaz enzimi (InhA) kullamlmistir. Oncelikle bilinen inhibitdrler
iizerinden doking c¢alismalar1 yapilmis, daha sonra elde edilen veriler dogrultusunda bu enzim

tizerinden etki gosterebilecek yeni ilag¢ etken maddelerinin tasarimlari gergeklestirilmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Doking Calismalari (CDocker Yontemi)

Bu ¢alismada, mikobakteriyel enoil-ACP rediiktaz enzimi {izerinde yapilan doking ¢aligmasi
icin On calisma olarak, Sekil 2’deki triklosan tiirevi (17 kodlu) molekiil kullanilmistir. Protein Veri
Bankasi (PDB)’ndan 3FNE kodlu kristal yap1 alinmistir [18]. Discovery Studio 3.5. programu ile
CDocker yontemi kullanilarak yapilan doking ¢aligsmasi sonucuda bulunan en uygun konformasyon
X-ray kristalografisiyle karsilastirilmistir [19,20]. Protein ile ligand arasindaki H baglart: Tyr158,
NAD* ve en uygun konformasyonla X 1ginlari kristalografisi arasindaki farklilig ifade eden RMSD
degeri: 0,3120 bulunmustur. Bu sekilde valide edilen CDocker yontemi kullanilarak bilinen

inhibitorler tizerinden doking islemi gergeklestirilmistir.

/7 N\
HO
CIQO
ci

Sekil 2. 17 kodlu bilesik (Referans Ligand-3FNE)
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Doking isleminden 6nce, InhA enzimi ve doking yapilacak molekiiller iizerinden minimizasyon
ve molekiiler dinamik galigmalar1 yapilmistir. Oncelikle, Protein Veri Bankasi: (PDB)’ndan alinan
3FNE kodlu kristal yapi igerisinden 17 kodlu ligand ve tiim su molekiilleri ¢ikarilmis ve enzime
hidrojen atomlar1 eklenmistir. Adopted Basis Newton Raphson (ABNR) yontemi kullanilarak enzim
minimize edilmistir. Doking yapilacak tim molekiiller Discovery Studio 3.5. [19] programi
kullanilarak ¢izilip, ABNR metodu ile minimize edilmis ve molekiiler dinamik yontemlerinden Heat
and Cool (700K-200K) ile molekiillerin farkli konformasyonlari elde edilmis ve doking islemi

uygulanmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. InhA enzimi iizerinde bilinen inhibitorlerle yapilan doking ¢alismasi sonuglari

Bilesik CDocker Enerji Etkilesim Enerjisi H Baglan

17 -31,9407 -47,9248 Tyrl58; NAD*
AFN-1252 -31,4248 -50,8802 Tyrl58; NAD*
DifenilEter25 -33,0992 -47,1886 Tyrl58; NAD*

EGCG -6,80506 -31,3025 Tyrl58; NAD* (3); Glu219
[zoniyazid -13,9625 -22,6222 Tyr158; NAD*

Kurkumin -42,2926 -54,8513 Tyr158; NAD*; Glu219
SB-627696 -27,5743 -47,251 Tyrl58; NAD*; Gly96
SB-633857 -28,5522 -48,0895 Tyrl58; NAD*

Triklosan -22,1342 -37,857 Tyrl58; NAD*

*Literatiirdeki 17 kodlu bilesik [18]

Bilesik 17

Triklosan

SB-627696

» AFN-1252
-

Sekil 3. Bilinen Fabl inhibitérlerine ait doking sonuclari. [Bilesik 17 (a), triklosan (b), AFN-1252
(c) ve SB-627696 (d)]: hidrojen baglar1 yesil noktali ¢izgi, inhibitér bilesikler ¢ubuk gOsterimi
seklindedir.
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SONUC VE TARTISMA

Bu ¢alismada, enoil-ACP rediiktaz enzimi {izerinden etki gosteren bilesikler incelenmis ve bu
bilinen inhibitorlerin enzim ile etkilesimlerini degerlendirmek iizere doking calismalar1 yapilmistir.
Bu c¢aligmalar icin M. tuberculosis Enoil-ACP Rediiktaz enzimi (InhA) kullanilmistir. Oncelikle
bilinen inhibitdrler {izerinden doking c¢alismalari yapilmis, daha sonra elde edilen veriler
dogrultusunda bu enzim iizerinden etki gosterebilecek yeni ilag etken maddelerinin tasarimlari
gerceklestirilmistir. CDocker yontemi kullanilarak yapilan bu doking calismalarinin sonuglar

bilinen inhibitorler i¢in Tablo 1; tasarimi gergeklestirilen bilesikler i¢in Tablo 2°de gosterilmistir.

InhA enzimi tizerinden daha yliksek etki gosterebilecek yeni ilag etken maddesi tasarlamak
amaciyla bilinen inhibitorlerin kimyasal yapilart g6z Oniinde bulundurularak bircok bilesik

tasarlanmugtir. Doking sonuglar1 degerlendirilerek en iyi sonug veren 14 bilesik Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. InhA enzimine karsi tasarlanan bilesikler ve kimyasal yapilar

Bilesik Molekiil Bilesik Molekiil
OH OH
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Tablo 3. Tasarlanan bilesiklerin doking sonuglari

Bilesik Er?eor(jli(er lé;l;l:;ssllm H Baglar Pi Etkilesmeleri
uol -40,1926 -52,2757 Tyrl58; NAD* Phel49

uo2 -41,5164 -51,4146 Tyrl58; NAD*

u03 -47,0405 -56,3837 Tyrl58; NAD*

uo4 -31,4947 -42,8209 Tyrl58; NAD* (2)

u05 -48,81 -59,0413 Tyrl58 (2); NAD* (2) Phe149

u06 -45,9819 -58,4847 Tyrl58; NAD* (2)

uo7 -59,2399 -65,3085 Tyrl58; NAD* (2)

uo8 -28,6681 -40,1865 Tyrl58; NAD*

u09 -30,2622 -44,7939 Tyrl58 (2); NAD* (2)

ulo -36,7375 -45,0102 Tyrl58; NAD* (2)

ull -38,6279 -50,6668 Tyrl58; NAD*

ul2 -22,0091 -38,1716 Tyrl58; NAD"; Glu219

ul3 -19,0897 -40,2609 Tyrl58; NAD* Alal98

ul4 -18,2273 -36,8508 Tyrl58; NAD* Alal98; Met161

M. tuberculosis H37RV susu iizerinde iizerinde Tablo 2’deki bilesiklerin etkinliklerini tahmin
edebilmek amaciyla yapilan doking ¢alismalar1 (Tablo 3) incelendiginde bilesiklerin tamaminin,
enoil-ACP rediiktaz enzimi tizerinde etkili oldugu bilinen bilesiklerdeki gibi Tyr158 ve NAD*
kofaktorii ile hidrojen bag1 yaptig1 gézlenmistir. Bunlarin yaninda ul2 kodlu bilesigin aktif bolgede
bulunan Glu219 ile H bag1 yaptig1 gézlenmistir. ul3 kodlu bilesik Ala198 ile pi bag1 yaparken, ul4
kodlu bilesik hem Ala198 hem de Met161 ile pi bagi yapmistir. u01 ve u05 kodlu bilesikler Phe149
ile pi bagi yapmustir. CDocker enerjisi en diisiik olan bilesiklerden u07 ve u06 Tyr158 ile bir NAD*
kofaktorti ile 2 H bagi yapmaktadir. CDocker enerjisi diisiik olan u05 Tyr158 ve NAD* kofaktorii ile
ikiser H bag1 yaparken, Phe149 ile pi etkilesmesinde bulunmaktadir. CDocker enerjileri diisiik olan
bilesikler (u03, u05, u06, u07) difenileter yapisina sahiptir. Ayrica fenil kisimlarinin orto
konumunda hidroksil grubu, para konumunda ester yapisi tasimaktadirlar. Ester yapisinin hidrofobik
ozelligi arttikga CDocker enerjisi diismektedir. Fenile bagli hidroksillerden bir tanesi —NH,, -OCHG,
-Cl gibi gruplarla degistirildiginde CDocker enerjileri 6nemli oranda artmaktadir. u01, u05, u08 ve

ul4 kodlu bilesiklerin doking ¢aligmalarina ait resimler Sekil 3’te verilmistir.
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Sekil 4. Tasarlanan bilesiklere ait doking sonuglart. [u01 (a), u05 (b), u08 (c) ve ul4 (d)]: hidrojen
baglar1 yesil noktali ¢izgi, pi etkilesimleri turuncu ¢izgi, inhibitér bilesikler ise ¢ubuk gosterim
seklindedir.

Bu sonuglar degerlendirildiginde, Tablo 2’deki tiim bilesiklerin InhA enzimi {izerinde etkili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Tiim bilesiklerin aktivitede dnemli rol oynadigi bilinen Tyr158 ve
NAD" kofaktorii ile H bag1 yaptig1 gézlenmistir. Difenileter yapisi tagryan u05, u06 ve u07 kodlu
bilesiklerin fenolik hidroksil gruplarinin ve ester yapilarinin CDocker enerji degerlerini diigiirdiigii
g6zlenmistir. En diisiik CDocker enerjisine sahip olan ve etki i¢in gerekli olan baglar1 yapan (Tyr158
ve NAD" ile H baglar1) bu bilesikler (u05, u06 ve u07) 6nder bilesik olarak degerlendirilebilecek
niteliktedir. Bundan sonra yapilacak ¢aligmalarda oncelikle bu bilesiklerin sentezi ve InhA enzimi

tizerindeki etkilerinin tayin edilmesi amaglanmaktadir.
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