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1-ÖZET 

 

HİPERİNSÜLİNEMİ ETKİSİYLE POSTTRANSLASYONEL 

MODİFİKASYONA UĞRAYAN ENZİMLERİN DİNAMİĞİNİN 

İNCELENMESİ VE İNHİBİTÖR MOLEKÜLLERİN ARAŞTIRILARAK İN 

VİTRO ORTAMDA TEST EDİLMESİ 

Farnesiltransferaz (FTaz) enzimi C-terminalinde CaaX motifi taşıyan proteinlerin 

posttranslasyonel modifikasyonundan sorumludur. Hiperinsülinemi koşulunda 

FTaz’ın Ser60α ve Ser62α rezidüleri fosforilasyona uğrayarak enzimatik aktivite 

artmaktadır. Bu tez çalışmasında, moleküler dinamik (MD) simülasyonlar yardımıyla 

fosforilasyonun enzimatik reaksiyon aşamalarında protein dinamiğine ve yapısal 

özelliklerine olan etkisi araştırılmıştır. Bunun için, apo (FTaz), binary (FTaz+farnesil 

pirofosfat (FPP) substrat), ternary (FTaz+FPP substrat+CaaX peptit) and product 

(FTaz+farnesillenmiş CaaX peptit) sistemlerinin fosforsuz (NP) ve fosforlu (P) 

simülasyonları yapılmıştır. Fosforilasyonun FPP substrat/CaaX peptit, katalitik 

Zn
2+
/koordine eden rezidüler arasında ve dimer arayüzeyinde neden olduğu 

konformasyonel değişimler gösterilmiştir. İlaveten, fosforlu FTaz enziminde küçük 

yapılı moleküllerin yerleşebildiği olası bir allosterik bölge tanımlanmış ve MD 

simülasyonlar yardımıyla moleküllerin etkisi araştırılmıştır. Olası allosterik bölgede 

stabil olarak bağlanabilen ligandların, fosforilasyonun yol açtığı değişiklikleri tersi 

yönde değiştirebildiği gösterilmiştir. Bu çalışmamızla Ftaz’ın katalizlediği enzimatik 

reaksiyon basamaklarında fosforilasyonun etkisi ilk defa araştırılmıştır. Ayrıca, 

fosforilasyonun protein üzerinde fosforsuz halinde görünmeyen alternatif bir 

bağlanma bölgesi sağladığı gösterilmiştir. Bu perspektiften bakıldığında, hastalık 

durumlarında ortaya çıkan FTaz fosforilasyonu enzimin spesifik olarak 

hedeflenmesinin yolunu açmaktadır. 

 

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastalığı, Farnesiltransferaz, Hiperinsülinemi, 

Moleküler dinamik, Posttranslasyonel modifikasyon 
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2-ABSTRACT 

 

INVESTIGATION OF DYNAMICS OF ENZYMES WHICH UNDERGO  

HYPERINSULINEMIA-MEDIATED PHOSPHORYLATION AND 

DISCOVERY OF INHIBITOR MOLECULES THAT INACTIVATES THESE 

ENZYMES  

Farnesyltransferase (FTase) enzyme is responsible for posttranslational modification 

of the CaaX motif found at the C-termini of proteins. The enzymatic activity of 

FTase has been shown to increase as a result of phosphorylation of Ser60α and 

Ser62α residues under hyperinsulinemia. In this thesis study, we set out to investigate 

the impact of phosphorylation on dynamics and structural properties of the enzymatic 

steps by means of molecular dynamics simulations. To do so, we performed 

simulations using both nonphosphorylated (NP) and phosphosylated (P) states of apo 

(FTase), binary (FTase+farnesyl pyrophosphate (FPP) substrate), ternary (FTase+FPP 

substrate+CaaX peptide) and product (FTase+farnesylated CaaX peptide) and 

showed that phosphorylation impacted conformational preferences of FPP 

substrate/CaaX peptide, catalytic Zn
2+

/coordinating residues as well as the dimer 

interface. Last but not least, we also identified a possible allosteric pocket on the 

phosphorylated FTase that can accommodate small molecules. We further targeted 

that site and investigated impact of molecules by means of molecular dynamics 

simulations. We could obtain a couple of ligands that could stably bind to the site and 

revert back the abovementioned rearrangements that emerge upon phosphorylation. 

To the best of our knowledge, this is the first study that systematically investigates 

the impact of phosphorylation on the enzymatic steps catalyzed by FTase. Moreover, 

it also shows that phosphorylation possibly provides alternative binding sites on the 

protein, which are otherwise not accessible under physiological conditions. From that 

perspective, the study paves the way for targeting a specific state of the protein that 

appear under disease conditions.  

 

Key Words: Alzheimer disease, Farnesyltransferase, Hyperinsulinemia, Molecular 

dynamics, Posttranslational modification 
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3-GİRİŞ VE AMAÇ 

Proteinlere farklı kimyasal gruplar bağlayarak yapılarını değiştiren 

posttranslasyonel modifikasyonlar (PTM), biyolojik süreçlerin regülasyonunda 

önemli roller oynamaktadır. Ancak, anormal düzeyde görülen posttranslasyonel 

modifikasyonlar birçok hastalığın patofizyolojisine de katkı sağlamaktadır (1,2)⁠. 

Diğer yandan, PTM sayesinde proteomun genişlemesi yeni ilaç arayışlarında 

hedeflenebilecek, farklı biyolojik fonksiyonlara sahip olan, potansiyel yapıların 

çeşitliliğini artırmaktadır. Bu sayede PTM ile modifikasyona uğramış olan 

proteinlerin hedeflenmesi ilacın seçiciliğini artırarak ideal bir ilaçtan beklendiği 

şekilde zararlı yan etkilerin azaltılmasına ve ilacın güvenliğinin artırılmasına imkan 

tanımaktadır (3)⁠.  

Preniltransferaz enzimleri, hücrelerde CaaX motifi taşıyan proteinlerin farnesil 

veya geranilgeranil lipid grupları ile bağlanarak membrana tutunmasını ve böylece 

aktivitesini sağlamaktadır. Prenilasyondan sorumlu olan Farnesiltransferaz (FTaz) ve 

Geranilgeraniltransferaz-I (GGTaz-I) enzimlerinin inhibitörleri uzun yıllardır kanser 

terapilerinde araştırılan moleküller olmuştur (4)⁠. Önemli olarak, son yıllarda özellikle 

Alzheimer hastalığında FTaz enzim miktarının arttığı ispatlanmıştır. Artan enzim 

aktivitesi, farnesillenmiş HRas protein miktarını artırmakta ve hücre membranına 

tutunmasını sağlamaktadır. Bu şekilde aktive olan HRas  proteini inen sinyal 

yolağında ERK proteinini aktive ederek AH gelişmesine önemli bir katkı 

sağlamaktadır (5)⁠. Diğer yandan, yapılan birçok çalışmada hiperinsülinemi 

durumunda AH gelişme riskinin arttığı gösterilmiştir. Önemli olarak, insülin 

FTaz/GGTaz-I enzimlerinin α-altbiriminde Ser60α ve Ser62α rezidülerinin 

fosforilasyonuna neden olarak enzim aktivitesini artırmaktadır (6)⁠⁠.  

Bu tez çalışmasında, FTaz α-altbirim fosforilasyonun, enzimatik reaksiyonun 

farklı aşamalarında protein dinamiği üzerine olan etkileri araştırılarak, aktivite 

artışından sorumlu olabilecek yapısal ve dinamik değişikliklerin tespit edilmesi ve 

protein yüzeyinde yeni bir bağlanma kavitesi araştırılması amaçlanmıştır. Ayrıca, 

farklı endikasyonlarda onay almış ilaç moleküllerinin yeniden hedefleme 

çalışmalarıyla araştırılan yeni bölgenin hedeflenebilir olduğunu göstermek 

amaçlanmıştır. Şimdiye kadar, proteinin substrat bağlanma kavitesini hedeflediği 

bilinen  moleküllerin ciddi toksik tesirleri bulunmaktadır. Bu nedenle fosforlu FTaz 
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enzimi üzerinde yeni bir bağlanma bölgesinin bulunması, enzimi selektif bir şekilde 

inhibe edebilecek, daha potent ve yan etki profili daha güvenli moleküllerin 

araştırılmasına imkan tanıyacaktır. Elde edilen bulgular ışığında geliştirilen yeni 

terapötik yaklaşımın, hiperinsülinemi nedeniyle protein prenilasyonunun anormal 

düzeyde görüldüğü hastalıkların tedavisinde olumlu katkıları olması beklenmektedir. 
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4-GENEL BİLGİLER 

 

4.1. Alzheimer Hastalığı 

Alzheimer hastalığı, bilişsel fonksiyonların zamanla kaybolduğu ve ilerleyici 

hafıza kaybının görüldüğü nörodejeneratif bir hastalıktır. Dünya üzerinde yaşlı 

nüfüsun %4-8’ini etkileyen AH, demansların en sık görülen şeklidir (7).⁠ Yaşla 

ilerleyen bu nörodejeneratif hastalıkta amiloid beta (Aβ) plakları, nörofibriler 

yumaklar ve kolinerjik iletimin yetersizliği hastalığın patofizyolojisinde rol alan 

temel etmenler olarak göz önüne çıkmaktadır. Güncel olarak asetilkolinesteraz 

inhibitörleri (rivastigmin, donepezil, galantamin) ve N-metil-D-aspartat (NMDA) 

reseptör agonisti memantin ile ancak semptomatik tedavi yapılabilmektedir. 

Maalesef, hastalığın altında yatan nedenleri ortadan kaldırarak kesin çözüm üretecek 

bir tedavi bulunmamaktadır ⁠(8)⁠. AH, ailesel ve sporadik vakalar olmak üzere iki 

şekilde görülmektedir. Ailesel AH’da amiloid prekürsör protein (APP), presenilin 1 

ve presenilin 2 proteinlerini kodlayan genlerde mutasyonlar görülmektedir. Sporadik 

vakalarda ise hastaların yaklaşık olarak %25’inde bir lipid transport proteini olan 

apolipoprotein E (ApoE) geninin e4 aleli taşıdığı görülmüştür. ApoE’nin Aβ 

seviyesini hangi mekanizma ile arttırdığı tam olarak bilinmemektedir. Ayrıca, ileri 

yaşlarda olmak AH için önemli bir risk teşkil etmekle birlikte, hipertansiyon, 

metabolik sendrom, dislipidemi ve diyabet gibi faktörlerin bulunması da AH 

gelişmesine katkı sağlamaktadır. Bugüne kadar yapılan araştırmalar neticesinde 

hastalığın altında yatan nedenleri anlamak için farklı hipotezler de geliştirilmiştir. 

Bunlardan bazıları şöyledir: dendritik hipotez, mitokondriyal kaskad hipotezi, 

metabolik hipotez, oksidatif stres, nöroinflamasyon  (9)⁠.  

 

4.1.1. Amiloid Hipotezi 

Amiloid hipotezine göre, beyin parenkimasında nörotoksik Aβ birikmesi AH 

patojenezinde önemli bir yer tutmaktadır. Aβ peptit birikimi, sinaps kaybına, 

nörodejenerasyona ve nöronal aktivitede değişikliklere yol açmaktadır. Bunun 

sonucunda da nöral devreler bozularak bilişsel gerilemeye neden olmaktadır. Aβ 

peptitler, tip I integral membran glikoproteini olan amiloid prekürsör protein’den 

(APP) üretilmektedir. APP,  amilodojenik ve non-amiloidojenik olmak üzere 2 farklı 
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yolakta proteolitik olarak yıkılmaktadır (Şekil 4.1.1.1). Non-amiloidojenik yolakta 

APP, α-sekretaz enzimiyle solübl N-terminal APP fragmanı α (sAPPα) ve C-terminal 

fragmanı C83’e parçalanır. Daha sonra, C83 fragmanı, γ-sekretaz tarafından 

parçalanarak ekstraselüler p3 peptiti ve APP intraselüler domain (AICD) 

oluşturmaktadır. Amiloidojenik yolakta ise, APP ilk olarak β-sekretaz tarafından 

parçalanarak solübl N-terminal APP fragmanı β (sAPPβ) ve C-terminal fragmanı C99 

üretilir. Peşinden, C99 fragmanının γ-sekretaz yıkılmasıyla  Aβ peptitleri ve AICD 

oluşmaktadır. Oluşan Aβ peptitlerin çoğu 40 a.a. uzunluğundaki Aβ40 ve yaklaşık 

%10 kadarı ise Aβ42 varyantıdır. Aβ42, ilaveten sahip olduğu iki hidrofobik a.a. 

rezidüsü sayesinde  katlanarak agrege olmaya daha yatkındır. Bununla birlikte, bazı 

çalışmalarda total Aβ miktarından ziyade, Aβ42/Aβ40 oranlarının AH’daki bilişsel 

gerilemeyle arasında daha iyi bir korelasyon olduğu gösterilmiştir (10-13)⁠. Amiloid 

hipotezi, Aβ birikimi ve AH’nın diğer belirtileri arasında direkt bir bağlantı olduğunu 

öne sürmektedir. Buna göre, Aβ üretimini azaltacak veya klerensini artıracak bir 

tedavi yaklaşımı ile tau patolojisi, inflamasyon, sinaptik disfonksiyon, nöronal hücre 

kaybı ve demans gibi AH belirtileri de iyileştirilebilir (14)⁠. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.1.1.1. Amiloid kaskad şematik gösterimi. Canter ve ark. 2016 çalışmasından 

uyarlanmıştır (10)⁠. 
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4.2. Alzheimer Hastalığı ve Hiperinsülinemi 

Genellikle, tip 2 diyabet tanısı almadan önce, uzun yıllar boyunca hiperglisemi 

eşlik etmeksizin görülen kronik hiperinsülinemi, hücrelerin insüline aşırı 

maruziyetine yol açmaktadır. Bütün hücreler gibi nöronlar da bu durumdan olumsuz 

etkilenmektedir (15)⁠. AH’nın erken dönemlerinde insülin etkisiyle hipokampüs gibi 

beyin bölgelerinin fonksiyonları bozulmaktadır (16). Tip 2 diyabet’in, geç başlangıçlı 

Alzheimer hastalığı riskini artırdığı ve özellikle insülin tedavisi gören hastaların 

demansla ilişkili olduğu epidemiyolojik çalışmalarla gösterilmiştir (17,18)⁠. Ayrıca, 

tip 2 diyabet hastaları, diyabetik olmayanlara göre iki kat daha fazla AH geliştirme 

riskine sahiptir (18)⁠.  

Alzheimer tipi demansta görülen hafıza kayıplarının, insülin seviyesindeki 

bazal değişiklikler ile yakından ilişkili olduğu saptanmış ve hastaların çoğunda 

demansın erken dönemlerinde belirgin düzeyde hiperinsülinemi görülmüştür (19,20)⁠.  

Alzheimer hastalarında artan açlık plazma insülin seviyesi, hem periferde hem de 

beyindeki etkileriyle hastalığın patofizyolojisinde rol oynamaktadır (21)⁠. Orta 

derecede bir hiperinsülinemi beyindeki ve periferdeki inflamasyon belirteçlerini ve 

Aβ42 seviyesini artırarak AH için risk oluşturabilmektedir (22). Ayrıca, sağlıklı 

bireylerde insülin infüzyonu sonucu, serebrospinal sıvıda insülin ve Aβ42 seviyeleri 

artmaktadır (23)⁠. Periferal olarak enjekte edilen insülinin nöronal insülin 

reseptörlerini uyararak tau protein fosforilasyonuna yol açması, tip 2 diyabet ve 

nörodejenerasyon arasında yakın bir ilişki olduğu fikrini desteklemektedir (24)⁠. 

Sporadik Alzheimer hastalarının postmortem beyin korteks dokusu incelendiğinde, 

insülin reseptör miktarı artarken tirozin kinaz aktivitesinin azalması, bu hastalarda 

insülin reseptör upregülasyonunun dengeleyici bir mekanizma olduğunu 

düşündürmektedir (25)⁠.  

 

 

 

 

 

https://doi.org/10.1093/oxfordjournals.aje.a009106.Tip
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4.2.1. Beyinde İnsülin Reseptör Sinyalizasyonu 

İnsülin reseptörü (IR), olfaktor bulb, serebral korteks, hipotalamus, 

hipokampüs ve serebellumda daha fazla olmak üzere bütün beyin dokularında yaygın 

olarak ve özellikle nöronal ve glial hücrelerde bulunmaktadır (26,27)⁠. Beyindeki 

insülin ve insülin reseptörleri, glukoz metabolizmasının ve nöronal büyümenin 

düzenlenmesinde önemli rol oynamaktadır (25).  

İnsülin reseptörü, plazma membranının dış kısmında lokalize olmuş 2 adet α-

altbirim ve 2 adet trasmembranal β-altbirimden oluşan heterotetramerik bir 

reseptördür. İnsülin reseptörünün α-altbirimine insülin bağlanması sonucu β-

altbirimin intrinsik tirozin kinaz aktivitesi tetiklenmekte ve sitoplazmik kısmındaki 3 

tirozin rezidüsü otofosforilasyona uğrayarak reseptör tamamen aktif hale gelmektedir 

(28,29)⁠. β-altbirimin fosforlanan tirozin rezidüleri, Src homology 2 domain (SH2) ve 

fosfotirozin-bağlayıcı domain (PTB) içeren proteinleri tanıyarak indüklemektedir. 

İnsülin reseptör substratı (IRS)-1/-2 ve Shc, insülin reseptörleriyle etkileşerek insülin 

reseptörünün inen sinyal yolağında rol aldığı bilinen scaffold proteinleridir (30,31)⁠. 

İnsülin reseptörüne insülin ve onu takip eden IRS bağlanması sonucu, temel olarak 

fosfotidilinozitol 3 kinaz (PI3K)/protein kinaz B (Akt) ve Ras/mitojen aktif protein 

kinaz (MAPK) kaskadları aktive edilmektedir (32)⁠. IRS proteinleri, aynı zamanda 

insülin büyüme faktörü-I (IGF-1) reseptörü kendi ligandı IGF-1 ile bağlandığında da 

aktive olarak insülin ve IGF-1 sinyal kaskadları arasındaki iletişimi sağlamaktadır.  

İnsülin ve IGF-1 merkezi sinir sistemindeki etkileriyle, enerji homeostazı, nöronal 

sağkalım, öğrenme ve hafıza gibi fonksiyonlarda düzenleyici rol almaktadır. Bu iki 

protein, diğer büyüme faktörlerinin yokluğunda nörit büyümesi, migrasyon, protein 

sentezi, nöronal iskelet proteinlerinin ekspresyonu ve yeni sinapsların 

oluşturulmasında görev almaktadır (33-35)⁠. İnsülin, Aβ anabolizması ve 

katabolizması arasındaki dengeyi modüle ederek beyindeki APP metabolizmasını 

düzenlemektedir (36).  
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4.2.2. Alzheimer Hastalığında İnsülinin Moleküler Rolü 

4.2.2.1. Ras/MAPK Yolağı 

İnsülin ve IGF-1 reseptörleri tarafından aktive edilerek fosforlanan IRS 

proteinleri, downstream yolaktaki SH2 domaini içeren proteinlerle etkileşerek hücre 

büyümesinde ve metabolik fonksiyonlarda rol almaktadır (37)⁠. IRS proteinlerinin 

aktivasyonu, PI3K/Akt yolağındaki etkilerinden bağımsız olarak 

Grb2/SOS/Ras/MAPK yolağını aktive etmektedir. Fosforlanan IRS-1’in Grb2 

adaptör proteinin SH2 domainine bağlanmasıyla, bir guanin nükleotid değişim 

faktörü (GEF) olan SOS aktive olarak membran bağlı formdaki inaktif Ras’ı (Ras-

GDP) aktif haline (Ras-GTP) dönüştürmektedir (38,39)⁠. GTP bağlı aktif Ras proteini 

CRAF ile etkileşerek, MEK ve ERK1/2 aktivasyonuna yol açmaktadır (40)⁠⁠. ERK1/2 

aracılı sinyaller belleğin kuvvetlendirilmesi gibi uzun süreli nöronal plastisitede 

görev almaktadır (41)⁠. Aynı zamanda ERK aktivasyonu, solübl APP miktarını 

artırırken Aβ birikimini engelleyerek APP prosesini ve sekresyonunu regüle 

etmektedir. Ancak bunun aksi yönde etkilere de sahip olması bu sinyal yolağını daha 

karmaşık hale getirmektedir. Ras/ERK yolağının aktivasyonu APP mRNA miktarını 

artırmaktadır. Böylece, APP’nin aşırı ekspresyonu ERK yolağını aktive ederek 

nöronal hücrelerin hücre siklusuna yeniden  girmesini sağlamakta ve hücre kaybına 

yol açabilmektedir (42)⁠. Alzheimer hastalarının beyninde artan ERK1/2 aktivasyonu, 

hastalığın patofizyolojisinde önemli bir yer tutan tau proteinin hiperfosforilasyonuna 

yol açmaktadır (43)⁠. İlaveten, ERK1/2’nin aşırı aktivasyonu, antiapoptotik sinyal 

molekülü Akt’yi baskılayarak apoptotik hücre ölümüne yol açmaktadır (44)⁠.  

Aktive olan insülin reseptörüne bağlanan diğer bir protein Shc proteini de IRS-

1’e benzer şekilde fosforilasyona uğrayarak adaptör protein Grb-2 ile 

bağlanmaktadır. Bunun sonucunda yine Ras/MAPK mitojenik sinyal yolağı 

uyarılmaktadır (44)⁠. İnsülin, hem Shc hem de IRS1 aracılığıyla Ras aktivasyonuna 

yol açıyor olsa da insülin reseptörünün Shc ile etkileşmesi daha baskın olarak 

gerçekleşmektedir (45)⁠. Shc ve IRS proteinleri downstream yolağında Grb2 proteini 

ile etkileşerek, mitojenik ve metabolik sinyal yolaklarını uyarmaktadır. Hücrede 

limitli olan Grb2 miktarı nedeniyle, Shc ve IRS proteinleri IR/IGFR ile bağlanmak 

için kompetisyona girmesi, hangi yolağın aktive olacağını etkileyebilir (46)⁠. Nöronal 
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Shc/MAPK yolağı, nöronal hücre ve sinapsların büyümesi, devamlılığı ve 

onarılmasını sağlayarak hipokampal sinaptik plastisiteyi modüle etmektedir. Ancak, 

nörodejenerasyonda önemli rolleri olan APP ve presenilin 1 proteinleri, Grb2 ile 

etkileşerek  Shc/Ras/MAPK sinyal yolağını aktive etmekte ve böylece amiloid 

birikimine ve postmitotik nöronların ölümüne yol açabilmektedir (47,48)⁠. 

Nöroinflamasyon, tau fosforilasyonu ve sinaptik plastisite gibi hücresel 

süreçlerde rol alan MAPK sinyalizasyonu, Aβ plak ve nörofibriler yumak oluşumuna 

katkı sağlamaktadır. Sağlıklı bireylerle karşılaştırıldığında Alzheimer hastalarının 

beyninde MAPK aktivitesinin arttığı ve postmortem beyin dokularında MAPK 

immunoreaktivitesinin daha fazla olduğu saptanmıştır (49,50)⁠. Ayrıca, beynin 

hipokampal ve kortikal nöronlarında MAPK’ın Aβ plak birikimi ve nörofibriler 

yumak oluşumu ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (51,52). İnsülin direnci ve 

hiperinsülinemi MAPK sinyal yolağını aktive etmek ve β-sekretaz ekspresyonunu 

artırmak suretiyle Aβ40 ve Aβ42 peptitlerin anormal derecede birikerek nöritik plak 

oluşmasına yol açmaktadır. Bununla beraber, insülin direnci α-sekretaz’ı 

baskılayarak non-amiloidojenik yolağı bloke etmektedir (53)⁠. 

 

4.2.2.2. PI3K/Akt Yolağı 

İnsülin reseptörü uyarılması sonucu aktive olan IRS1 ve IRS2’nin stimüle 

etttiği sinyal yolaklarından birisi de insülinin metabolik etkilerinden sorumlu olan 

PI3K yolağıdır. Aktive olan PI3K, membran fosfolipidi olan PIP2’yi 

(fosfotidilinozitol 4,5 bifosfat), PIP3’e (fosfotidilinozitol 3,4,5 trifosfat) 

dönüştürmekte ve Akt’yi aktive etmektedir. Böylece aktive olan Akt, α ve β olmak 

üzere iki altbirimden oluşan glikojen sentaz kinaz 3’ü (GSK3) fosforlayarak inhibe 

etmektedir (54)⁠. 

Aβ üretiminde Ras/ERK yolağı kadar PI3K/Akt yolağı  sayesinde GSK3’ün 

aktivasyonu da rol almaktadır. GSK3 aktivasyon artışı, APP’nin sitozolik 668. 

threonine rezidüsünden fosforlanmasını artırarak amiloidojenik yolaktaki β-sekretaz 

tarafından proteolizini sağlamaktadır (55,56)⁠. Diyabet ve Alzheimer hastalarında 

insülin/PI3K/Akt sinyalinin ciddi düzeyde yetersiz olduğu gösterilmiştir. İnsülin 

reseptör sinyalizasyonunun bozulması, PI3K/Akt yolağı aracılığıyla GSK3 
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üzerindeki inhibisyonun zayıflamasına yol açmaktadır. Bu sayede aktivitesi artan 

GSK3’ün GSK3α altbirimi APP γ-sekretaz’ı aktive ederek Aβ oluşumunu, GSK3β 

altbirimi ise tau fosforilasyonunu tetiklemektedir (57–59). Merkezi sinir sisteminde 

GSK3β’nın aşırı ekspresyonu tau hiperfosforilasyonunu artırırken bilişsel 

fonksiyonların kaybına yol açmaktadır. Aksine, GSK3β’nın inhibisyonu sonucu, Aβ 

üretiminin ve hiperfosforile tau proteine bağlı nörodejenerasyonun azaldığı in vitro 

ve in vivo olarak gösterilmiştir (60)⁠⁠. İlaveten GSK3, Ras/ERK aktivasyonuna benzer 

şekilde APP üzerinden yürüyen bir mekanizma ile hücrelerin yeniden hücre siklusuna 

girmesini sağlayarak nörodejenerasyona yol açmaktadır (61). Ayrıca, insülin 

sinyalindaki bozulma sonucu PI3K aktivitesinin azalması Alzheimer hastalarının 

beyninde insülin degrade edici enzimin (IDE) azalmasına da yol açmaktadır (62)⁠.  

 

4.2.2.3. İnsülin Degrade Edici Enzim 

İnsülin degrade edici enzim, endozom, peroksizom, mitokondri ve hücre 

yüzeyi gibi hücresel kısımlarda bulunan sitozolik bir enzimdir. Hücrede insülin, 

atriyal natriüretik peptit ve glukagon gibi belirli hormonların yıkımında rol alan IDE, 

aynı zamanda Aβ’nın degredasyonunda da rol alarak ekstraselüler Aβ seviyesini 

düzenlemektedir (63–65)⁠⁠. Aβ’nın IDE tarafından degrade edilebildiği in vivo olarak 

ispatlanmış ve bu enzimin hipofonksiyonunun AH, diyabet ve hiperinsülineminin 

temelinde yatan etmenlerden biri olabileceği öne sürülmüştür (66)⁠. Alzheimer 

hastalarının beyninde IDE’nin Aβ degrade edici aktivitesi azalmaktadır (67)⁠. Kan-

beyin bariyerini geçerek periferden beyne ulaşan insülin, Aβ ile yarışmaya girerek 

IDE’nin Aβ’yı degrade etmesini engellemekte ve hücrelerde Aβ plak oluşumunu 

artırmaktadır. Buna bağlı olarak insülin direnci neticesinde merkezi sinir sisteminde 

insülin seviyesinin artması, Aβ plakların birikmesine yol açtığı için AH 

patofizyolojisinde önemli bir yere sahiptir (66,68)⁠. İlaveten, IDE’nin aşırı 

ekspresyonu APP double transgenik farelerin beyninde Aβ seviyesini azaltmakta ve 

Aβ plak oluşumu tamamen engellenmektedir (69)⁠.  
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4.2.3. Protein Prenilasyonu ve Alzheimer Hastalığındaki Rolü 

Proteinler, canlılık ile ilgili temel faaliyetlerin yürütülmesinde görev almakla 

birlikte, fenotiplerinde görülen değişimler sebebiyle de aynı zamanda birçok farklı 

hastalığın patojenezinde de rol oynamaktadır. Posttranslasyonel modifikasyonlar 

sonucunda amino asit yan zincirine ya da C- veya N- terminaline fonksiyonel 

grupların kovalent bağlanmasıyla proteinlerin aktivitesi değişmektedir (1,2)⁠. Birçok 

farklı yapıdaki kimyasal grup proteinlere bağlanabilmektedir. Bunlar fosforilasyon ve 

asetilasyonda olduğu gibi küçük yapılı gruplar olabileceği gibi karbohidrat zincirleri, 

lipid grupları, hatta ubikuitin gibi küçük yapılı proteinler de olabilmektedir. PTM 

birçok biyolojik sürecin düzenlenmesinde görev alırken, anormal düzeyde görülen 

PTM birçok hastalığın oluşmasıyla ve gelişmesiyle ilintilidir (3)⁠⁠.  

Protein prenilasyonu, hücre içinde protein-protein etkileşimlerinin ve 

membran-bağlantılı protein trafiğinin düzenlenmesinde rol oynayan temel 

PTM’lerden birisidir. Bu modifikasyon, proteinlerin karboksi terminalindeki veya 

onun yakınındaki sistein rezidülerine izoprenoid lipidlerin eklenmesiyle 

gerçekleşmektedir (70,71)⁠ ve prenilasyona uğrayan çoğu protein C-terminalinde 

CaaX motifi (C; sistein, a; alifatik amino asit, X; herhangi bir amino asit) 

taşımaktadır. CaaX proteinlerinin membrana tutunması için geçirdiği bir dizi 

enzimatik reaksiyonun ilki  prenilasyondur. C-terminal sistein rezidüsü prenillenen 

protein, sırasıyla Rce1 ve Ictm enzimleriyle katalizlenen reaksiyonlar sayesinde önce 

C-terminalindeki tripeptit (-aaX) proteolize ve daha sonra prenillenmiş sistein 

rezidüsü metilasyona uğramaktadır  (Şekil 4.2.3.1). Prenilasyondan sorumlu olan 

Farnesil transferaz (FTaz), Geranilgeranil transferaz-I (GGTaz-I) ve Geranilgeranil 

transferaz-II (GGTaz-II) enzimleri  sayesinde, 15 karbonlu farnesil veya 20 karbonlu 

geranilgeranil gruplarının bağlanması sonucu daha hidrofobik hale gelen proteinlerin 

hücre membranları ile  etkileşimi artmaktadır (72)⁠⁠. CaaX  protein substratın C-

terminalinde bulunan X rezidüsünün tipik olarak metiyonin, daha az sıklıkla da serin, 

glutamin ya da alanin olduğu durumlarda, FTaz enzimi tarafından seçiciliği 

artmaktadır. GGtaz-I enzimi ise X pozisyonunda lösin amino asitini taşıyan 

proteinler için seçicilik göstermektedir (73,74)⁠. Memeli hücrelerinde FTaz enziminin 

hedeflediği yapılardan bazıları; Ras proteinleri (HRAS, KRAS ve NRAS), nükleer 

laminler (prelamin A ve lamin B), görsel sinyal iletiminde yer alan birkaç protein ve 
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bazı protein kinaz ve fosfatazlardır. GGTaz-I enzimi ise RAS-ilişkili GTPaz’ları 

(RAS ve RHO-RAC protein ailelerinin üyeleri) ve bazı regülatör proteinleri 

prenillemektedir. Prenilasyondan sorumlu olan bu enzimler, etkiledikleri proteinler 

ve onların hücresel yolaklarındaki anormallilerle ilişkili olması nedeniyle birçok 

kanser ve nörodejeneratif hastalıkla bağıntılıdır (72,75–77)⁠. 

 

 

Şekil 4.2.3.1. CaaX protein prenilasyonu şematik gösterimi. Jeong ve ark. 2018 

çalışmasından uyarlanmıştır (78).⁠⁠ 

 

Protein prenilasyonunda kullanılan izoprenoidler mevalonat yolağında 

üretilmektedir (Şekil 4.2.3.2). Dolayısıyla mevalonat yolağının hız sınırlayıcı 

basamağı olan HMG-CoA redüktaz enzimini inhibe eden statin grubu ilaçlar, dolaylı 

olarak izoprenoidlerin üretilmesini ve buna bağlı olarak da protein prenilasyonunu 

engellemektedir (79)⁠.  
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Şekil 4.2.3.2. Mevalonat-izoprenoid-kolesterol yolağı. Hottman ve ark. 2014 

çalışmasından uyarlanmıştır (79)⁠⁠. 

 

Statinlerle isoprenoid biyosentezinin inhibe edilmesiyle, Aβ degredasyonunda 

rol alan IDE’nin sekresyonu uyarılmaktadır (80,81)⁠. Statinler, eksozomla ilişkili bir 

yol sayesinde IDE salınımını artırmaktadır. İnflamasyon, hücre farklılaşması ve 

proliferasyon gibi süreçlerde rol alan eksozomların salım mekanizmasının 

düzenlenmesinde Rab, Ras, Rho, ROCK gibi prenilasyona uğrayan proteinler görev 

yapmaktadır. Statinler, bu proteinlerin prenilasyonunu dolaylı olarak inhibe ederek 

eksozom sekresyonunu ve Aβ klerensini artırmaktadır. Prenilasyondan sorumlu olan 

FTaz ve GGTaz-I enzimlerinin inhibisyonu incelendiğinde, FTaz inhibitörü ile 

mikroglialarda IDE sekresyonu uyarılırken GGTaz-I inhibitörünün IDE sekresyonu 

üzerinde herhangi bir etkisi olmamıştır (81,82)⁠. APPPS1 transgenik farelerde FTaz 

haplodeficiency etkisiyle FTaz enzim miktarı azaltıldığında, farelerde IDE’nin kararlı 

hal (steady state) seviyesi ve Aβ degredasyonu artmıştır. Ancak transgenik farelerde 

GGTaz-I haplodeficiency’nin IDE üzerinde bir etkisi olmamıştır. Takiben yapılan 
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çalışmalarda, GGTaz-I haplodeficiency sinaptik ve kognitif fonksiyonları ciddi bir 

şekilde zayıflatırken, FTaz haplodeficiency fizyolojik koşullar altında herhangi bir 

advers etkiye yol açmamıştır. Bu nedenle FTaz enzimini hedeflemek GGTaz-I’i 

hedeflemekten daha güvenli bir terapötik yaklaşımdır (83)⁠. Güncel olarak, Alzheimer 

hastalarının postmortem beyin dokularında, FTaz enzim miktarının ve farnesillenmiş 

HRas protein miktarının arttığı gösterilmiştir. Farnesillenmiş halde membrana 

tutnarak aktive olan HRas proteini inen yolak proteinlerinden ERK’in aktivasyonunu 

sağlamaktadır. Yine aynı çalışmada, Alzheimer modeli APP/PS1 farelerinde ön beyin 

nöronlarında FTaz delesyonu yapılarak amiloid peptit üretimi baskılamış ve hafıza 

kaybı iyileşmiştir (5)⁠.  

 

4.2.3.1. Farnesiltransferaz ve Geranilgeraniltransferaz-I Enzim α-altbirim 

Fosforilasyonu  

FTaz ve GGTaz-I, β-altbirimleri birbirinden farklı ve α-altbirimleri özdeş olan 

heterodimerik yapıdaki enzimlerdir (84,85)⁠. Farnesiltransferaz enziminin α-altbirim 

fosforilasyonu ile ilgili birçok in vitro ve in vivo çalışma yapılmıştır. Bir fosfoprotein 

olarak çalışan α-altbirimin, β-altbirim stabilizasyonunda ve enzimatik katalizde 

önemli rollere sahip olduğu gösterilmiştir (86,87)⁠. Bir çalışmada adiposit 

hücrelerinin insülin ile stimülasyonunun FTaz α-altbirim fosforilasyonu ile 

sonuçlandığı ancak β-altbiriminde bu etkinin oluşmadığı gösterilmiştir. Aynı 

zamanda, bu fosforilasyonun FTaz enzim aktivitesini artırarak farnesillenmiş Ras 

protein miktarını ve membran lokalizasyonunu artırdığı gösterilmiştir (88)⁠. İnsülin 

stimülasyonun etkisini araştıran bir başka çalışma ise hem adiposit hem de 3T3-L1 

fibroblast hücreleri ile yapılmıştır. İnsülin, hücre içerisinde IRS-1 ve Shc’nin 

fosforilasyonu ve guanin nükleotid değişim faktörü olan Sos’un aktivasyonu yoluyla, 

Ras proteinlerini aktive etmekte ve fosforilasyon kaskadını başlatarak MAPK 

aktivasyonuna neden olmaktadır. MAPK ise FTaz’ı fosforlayarak enzim aktivitesinde 

ve farnesillenmiş Ras miktarında artışa neden olmaktadır. Böylece membrana 

tutunan farnesillenmiş Ras proteini, büyüme faktörleri aracılığıyla GTP yüklenerek 

aktive olmaktadır. Bu çalışmayla, FTaz aktivitesinin artışı ve Ras/MAPK yolağının  

uyarılması arasındaki ilişkinin bir pozitif feedback mekanizmasına (Şekil 4.2.3.1.1) 

dayandığı ortaya çıkarılmıştır (89)⁠. İlaveten, insülin stimülasyonu 3T3-L1 fibroblast 
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hücrelerinde FTaz α- ve β-altbirimlerine ait mRNA miktarını artırırken, enzimin 

transkripsiyon hızını artırmamaktadır. Bununla birlikte, insülin FTaz α- ve β-

altbirimlerine ait mRNA yarı ömrünü uzatarak enzim stabilitesini artırmakta ancak 

her iki altbirimin protein miktarında artışa neden olmamaktadır. Dolayısıyla, insülin, 

FTaz mRNA stabilitesini artırmaktadır ancak enzimatik aktivitedeki değişiklik sadece 

posttranslasyonel seviyede görülen fosforilasyon olayına bağlıdır (90)⁠. İnsülin 

stimülasyonun FTaz aktivitesi üzerine etkisini araştıran birçok in vitro çalışmayı 

destekler nitelikte, hiperinsülinemik ratların aort, iskelet kası ve karaciğer 

dokularında farnesillenmiş Ras protein miktarının arttığı da bilinmektedir (91)⁠⁠. Bu 

çalışmaları takiben, insülin ile uyarılan MAPK aktivasyonunun yol açtığı 

fosforilasyonun FTaz α-altbirimine ait hangi amino asit rezidülerini etkilediğini açığa 

kavuşturmak için bazı serin rezidülerini mutasyona uğratarak VSMC hücrelerindeki 

etkileri araştırılmıştır. Sonuç olarak, dominant negatif α-(S60A)(S62A) FTaz 

enzimini eksprese eden VSMC hücrelerinde, FTaz fosforilasyonunun, bazal FTaz 

aktivitesinin ve farnesillenmiş Ras protein miktarının azaldığını ispatlamışlardır. 

İlaveten, dominant negatif enzim ekspresyonu sayesinde, hücrelerde insülin ile 

uyarılmış olan DNA sentezinin de azaldığını göstermişlerdir. Dolayısıyla insülinin 

bahsedilen etkileri Ser60α ve Ser62α rezidülerinin fosforilasyonuna bağlıdır (6⁠).  
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Şekil 4.2.3.1.1. İnsülin etkisiyle FTaz aktivite artışı ve Ras/MAPK yolağının 

uyarılması. Goalstone ve ark. 1997 çalışmasından uyarlanmıştır (89). 

 

Hiperinsülinemi koşullarına bağlı olarak hücre içerisinde protein 

prenilasyonunda görülen değişimler aynı zamanda GGTaz-I enzim aktivitesi ile de 

ilişkilidir. MCF-7 meme kanseri hücrelerinin insülin ile stimülasyonu, FTaz enzimi 

ile aynı α-altbirimine sahip olan GGTaz-I enziminin de fosforilasyonuna ve katalitik 

aktivitesinde artışa yol açmaktadır. Böylece kanser hücrelerinde geranilgeranillenmiş 

RhoA protein miktarı ve buna bağlı proliferatif yanıt da artmaktadır (92)⁠. Ayrıca, 

MCF-7 meme kanseri hücrelerinde dominant negatif FTaz/GGTaz-I α-altbirim 

ekspresyonu, insülinin yol açtığı Ras farnesilasyonunu ve RhoA 

geranilgeranilasyonunu azaltmaktadır. İlaveten, bu inhibisyon insülinin DNA sentezi 

ve hücre proliferasyonuna olan etkilerini de bloke etmektedir (93)⁠. Meme kanseri 

hücrelerinde insülinin mitojenik etkileri Shc hiperfosforilasyonuna bağlı olarak 

Ras/MAPK yolağının aktivasyonuna bağlıdır. Dominant negatif FTaz/GGTaz-I α-

altbirim ekspresyonunun bu etkileri göz önüne alınırsa, α-altbirim fosforilasyonunun 

kanser tedavisine yönelik ilaç geliştirme çalışmalarında ümit verici bir hedef olarak 

düşünülmesi kaçınılmazdır (94)⁠. Bütün bunlara ilaveten, FTaz/GGTaz-I α-altbirim 

fosforilasyonu Ras/MAPK yolağını etkileyerek 3T3-L1 pre-adiposit hücrelerinin 
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adiposit hücrelerine farklılaşmasında rol almaktadır. Diğer yandan, dominant negatif 

FTaz/GGTaz-I α-altbirim ekspresyonu sayesinde adiposit farklılaşması inhibe 

edilebilmektedir. Adipoz doku gelişimindeki aberasyonun tip 2 diyabet, obezite ve 

immün yetersizliklerle ilişkili olması nedeniyle, FTaz/GGTaz-I α-altbirim 

fosforilasyonun hedeflenmesi bahsedilen hastalıkların tedavisinde de etkili 

olabileceğini düşündürmektedir (95). 

 

4.3. Preniltransferaz Enzimlerinin Yapısal Özellikleri 

FTaz ve GGTaz-I enzimleri α- ve β- olmak üzere iki altbirimden oluşan 

heterodimerik enzimlerdir ve α-altbirim bu iki enzimde korunmuştur (84)⁠⁠. İlaveten, 

FTaz ve GGTaz-I arasındaki yaklaşık %30 sekans özdeşliği bulunmaktadır, ancak 

buna rağmen enzimin sentral bölgelerinde homoloji benzerliği relatif olarak daha 

fazladır. Bu iki enzim sırasıyla 14 ve 13 adet α-heliksin oluşturduğu β-altbirim ve 

onların etrafında yarım ay şeklinde konumlanan 12 adet α-heliksin oluşturduğu α-α 

barrel şeklinde katlanmış α-altbirimden oluşmaktadır. Proteinin bu şekilde 

katlanması sonucu FTaz ve GGTaz-I enzimleri barrel’in merkezinde kalan huni 

şeklinde ve çok sayıda aromatik rezidü içeren hidrofobik bir kavite oluşturmaktadır. 

Proteinlerin N-terminal domaini ise düzensiz bir yapıdadır ve katalitik aktiviteye 

direkt etkisi bulunmamaktadır (4)⁠. 

 

4.3.1. Farnesiltransferaz Enzimi 

Farnesiltransferaz enziminin α- ve β-altbirimleri, yaklaşık 3300 Å
2
 solvent-

erişebilir yüzey alanını gömen geniş bir arayüz oluşturmaktadır. Diğer oligomerik 

proteinlerin aksine FTaz arayüzünde hidrojen bağı sayısı normalin iki katıdır. 

İlaveten, oligomerik proteinlerde arayüzün %65’i nonpolar atomlardan oluşurken, 

heterodimerik FTaz enziminin arayüzünün %54’ünü nonpolar rezidüler, %29’unu 

polar atomlar ve %17’sini yüklü gruplar oluşturmaktadır (74)⁠. FTaz enzim yapısında 

her bir heterodimer bir adet Zn
+2

 iyonu içermektedir ve katalitik aktiviteden sorumlu 

olan Zn
+2

 iyonu FPP substratın değil, fakat peptit substratın enzime bağlanmasını 

artırmaktadır (73)⁠. FTaz β-altbiriminin iç kısmında, barrel’in tepe ve arayüze yakın 

olan kısmında bulunan katalitik Zn
+2

 iyonu Asp297β, Cys299β ve His362β 

rezidülerinin yan zincirleri tarafından koordine edilmektedir. Proteinin α-α barrel’in 
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merkezinde huni şeklinde derin bir yapı oluşturan β-altbirim yüksek oranda 

korunmuş olan 10 adet aromatik rezidü içermektedir (84)⁠. Bu aromatik rezidülerin 

oluşturduğu hidrofobik kavitede FPP substratına ait 15 karbon atomlu izoprenoid 

kısmı uzanırken, FPP’nin difosfat kısmı kavitenin dışa açılan kısmında pozitif yüklü 

rezidüler (Lys164α, Arg291β, His248β, Lys294β ve Tyr300β) ile etkileşmektedir. 

FPP substratın yerleştiği bu kavitenin uzunluğu FTaz ve GGTaz-I enzimlerinde 

sırasıyla 15 ve 20 karbon atomluk izoprenoidin yerleşebileceği uzunluktadır. 

Hidrofobik kavitenin derinliğinin bu iki enzim arasında kullanılan izoprenoid 

ligandın uzunluğuna uyumlu olması “moleküler cetvel” hipotezi olarak bilinmektedir 

(73,84)⁠.  

Farnesilasyon, FTaz enziminin hidrofobik kavitesine ilk olarak FPP substratın 

bağlanmasıyla başlayan kinetik olarak sıralı bir şekilde ilerleyen bir enzimatik 

reaksiyondur. Daha sonra, CaaX protein substrat da kendi kavitesine bağlanmakta ve 

CaaX motifindeki katalitik sistein rezidüsünün sülfür atomu FPP substratın C1 

atomuna yaklaşarak transition state’i oluşturmaktadır (96,97)⁠. Önemli olarak, 

prenillenmiş ürünün enzim kavitesinden salımı reaksiyonda hız sınırlayıcı basamaktır 

ve ikinci bir FPP substratın bağlanması ürün salımını kolaylaştırmaktadır (84,97,98)⁠. 

Bu çalışmada, enzimatik reaksiyon basamakları apo (FTaz), binary (FTaz+FPP 

substrat), ternary (FTaz+FPP substrat+CaaX peptit substrat) ve product 

(FTaz+farnesillenmiş CaaX peptit) olarak isimlendirilmiştir (Şekil 4.3.1.1). 
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Şekil 4.3.1.1. FTaz enzimatik reaksiyon şeması.  Long ve ark. 2002 çalışmasından 

uyarlanmıştır (96). 
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5-MATERYAL VE METOD 

 

5.1. Homoloji Modelleme ve Sistemlerin Hazırlanması 

Farnesilasyonda enzimin farklı reaksiyon basamaklarını gösteren FTaz 

kompleks yapıları, insan FTaz’ı ile %97 sekans özdeşliği gösteren Rattus norvegicus 

organizmasına ait kristal yapılar kullanılarak modellenmiştir (74)⁠. Protein data 

bankasından (PDB) (99,100) elde edilen apo (PDB ID:1FT1) (74)⁠, binary (PDB 

ID:1FT2) (84), ternary (PDB ID:1D8D) (73)⁠, and product (PDB ID:1KZP) (96)⁠ 

kristal yapıları kullanılarak SWISS-MODEL (101)⁠ yardımıyla modellenmiştir. Bütün 

modellenen sistemler Schrödinger Maestro yazılımının ProteinPrep (102,103)⁠ aracı 

kullanılarak pH 7.0’de protone edilmiştir. Ser60α ve Ser62α rezidülerine fosfat 

gruplarının eklenmesi ve kovalent farnesil grubunun parametrizasyonu CHARMM-

GUI Solution Builder (104–106)⁠ aracılığıyla yapılmıştır. Protein ve su moleküllerini 

modellemek için sırasıyla CHARMM36m (107)⁠ ve TIP3P (108)⁠ kullanılmıştır ve 

sistemler 0.15 M KCl ile nötralize edilmiştir (109)⁠. 

 

5.2. Moleküler Dinamik Simülasyon 

Fosforsuz ve fosforlu sistemler GROningen MAchine for Chemical 

Simulations (GROMACS) paketi kullanılarak simüle edilmiştir (110)⁠. 

Simülasyonlardan önce, sistemler ilk olarak steepest descent algoritması kullanılarak 

minimize edilmiştir. Daha sonra Nose-Hoover termostat (111,112)⁠⁠ yardımıyla 303.15 

K sıcaklıkta tutulan sistemler 125 ps boyunca NVT ensemble’da dengeye 

getirilmiştir. Moleküler dinamik (MD) simülasyonlar Nose-Hoover termostat ve 

Parrinello-Rahman barostat kullanarak NPT ensemble’da gerçekleştirilmiştir (113). 

Minimizasyon, equilibration ve production aşamalarında H-bağı  constraint’i için 

LINCS algoritması kullanılmıştır (114)⁠. Ligand bağlı sistemlerde ligandların topoloji 

ve parametre dosyaları CHARMM-GUI  Ligand Reader & Modeller kullanılarak 

üretilmiştir (115)⁠. Sonuç olarak, fosforsuz, fosforlu ve ligand bağlı FTaz sistemleri 

için total 48 µs simülasyon yapılmıştır. Her biri 1 µs uzunluğunda, ligandlar için üç 

replika ve diğer sistemeler için en az iki replika olacak şekilde çalışılmıştır. 

 

 



22 

 

5.3. Kök Ortalama Kare Sapma (RMSD) 

Proteininin α- ve β-altbirimlerinin stabilitesini fosforsuz ve fosforlu sistemlerde 

karşılaştırmak için RMSD değerleri hesaplanmıştır. Bunun için  GROMACS  

paketinin ‘gmx rms’ modülü (110)⁠ kullanılarak ana zincir atomlarının RMSD değeri 

aşağıdaki formüle göre hesaplanmıştır. 

 

          

 
          

   
 
 

 
      

 

Formülde, dn(t) t anındaki koordinatı ve dn
ref

 referans yapının koordinatını 

göstermektedir. 

 

5.4. Heterodimer Arayüzey Analizleri 

FTaz heterodimer arayüzeyindeki kontakt sayısı, GROMACS paketinin ‘gmx 

mindist’ (110) modülü kullanılarak ve 3 Å mesafe içerisindeki uzaklıklar dikkate 

alınarak hesaplanmıştır. Ayrıca, her bir sistem için solvent erişilebilir yüzey alanı 

(SASA) ‘gmx sasa’ modülü (110)⁠ kullanılarak ölçülmüştür. Arayüzey alanı 

hesaplamalarında proteinin SASA değeri α- ve β-altbirimlerinin toplam alanından 

çıkarılarak ortalaması alınmıştır. Formül aşağıdaki gibidir; 

 

Arayüzey alanı = SASA α-altbirim + SASA β-altbirim – SASA protein 

 

Son olarak, arayüzeydeki değişiklikleri daha detaylı incelemek için 

heterodimer arayüzeyindeki hot spot rezidüler Hotpoint sunucusu (116)⁠ kullanılarak 

hesaplanmıştır. Hot spot rezidü frekansı, bir amino asidin yörüngeler (trajectory) 

boyunca hot spot olarak bulunma sıklığını ifade etmektedir. Hesaplamalar, 

yörüngelerden her 20 ns’de bir yapı alınarak yapılmıştır.  

 

5.5. Olasılık Dağılım Grafikleri 

Belirli iki atom arasındaki mesafenin hesaplanması GROMACS ‘gmx distance’ 

modülü  (110) kullanılarak yapılmıştır ve zaman çizelgesinde elde edilen data 

olasılık dağılım grafikleri çizilerek gösterilmiştir. İki atom arasındaki mesafe ve 

RMSD sonuçları, minimum ve maksimum değerler aralığında 2 Å ile örneklenmiştir. 
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5.6. Dinamik Çapraz Korelasyon Analizi (DCCM) 

İlk olarak, Cα atomları arasında dinamik çapraz korelasyonları hesaplamak için 

bio3d paketi (117) kullanılmıştır. Daha sonra, fosforsuz ve fosforlu sistemler arasında 

değişen korelatif hareketler incelenmiştir. Formül aşağıda verilmiştir; 

         
                

            
               

   

    

t zamanında i ve j atomlarının koordinatları  ri(t) ve rj(t). Formülde, <.>, ∆ri(t) = ri(t)-

(<ri(t)>)t ve ∆rj(t) = rj(t)-(<rj(t)>)t ‘nin zaman grup ortalamasını açıklamaktadır. 

 

5.7. Temel Bileşenler Analizi (PCA) 

Fosforsuz ve fosforlu sistemlerin global hareketlerini incelemek için temel 

bileşenler analiz edilmiştir. Bunun için, ilk olarak her rezidünün Cα atomu 

yörüngeler boyunca ilk yapıya göre hizalanmıştır. Daha sonra, GROMACS paketinin 

‘gmx covar’ ve ‘gmx anaeig’ modülleri (110)⁠ kullanılarak aşağıdaki formüle göre her 

sistemin eşdeğişirlik matrisi köşegenleştirilmiş özdeğer ve özvektörleri 

hesaplanmıştır.  

Cmn = [Mmn∆rm∆rn] 

Cmn eşdeğişirlik matrisini, Mmn∆rm∆rn ise m ve n atomlarına ait koordinatların 

zamana göre ortalaması alınmış yapıya kıyasla pozisyonundaki değişimi ifade 

etmektedir. 

Cv = δ
2
 ʋ 

Köşegenleştirilen eşdeğişirlik matrisinin özdeğerleri  δ
2
, özvektörleri ʋ ile 

gösterilmiştir. Son olarak, ’ProDy’ Python paketi (118,119)⁠ kullanılarak her sistemin 

ilk özdeğerine göre α- ve β-altbirimleri 2D projeksiyonda gösterilmiştir. 

 

5.8. Hidrojen Bağlarının Hesaplanması 

FPP substrat difosfat grubunun protein ile yaptığı hidrojen bağı sayısı 

yörüngeler boyunca hesaplanarak her rezidü için %değer olarak verilmiştir. Bunun 

için Visual Molecular Dynamics (VMD) programının Hbond eklentisi kullanılmıştır 

(120).  
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5.9. Hücre Kültürü 

SH-SY5Y nöroblastoma hücreleri %10 fetal sığır serum (FBS), 100 U/ml 

penisilin, 100 mg/ml streptomisin, 2 mM L-glutamin içeren DMEM (Dulbecco’s 

Modified Eagle/Ham’s) 37°C’de, % 5 CO2’ye ayarlanmış inkübatörde kültür 

edilmiştir. Her iki günde bir besiyeri değişimi yapılmış ve hücreler %80-90 doluluğa 

geldiği zaman tripsin/EDTA ile kaldırılarak yeni kültür kaplarına aktarılarak 

çoğaltılmıştır. 

Hemositometre ile yapılan hücre sayımı neticesinde, yeterli miktarda hücre 

elde edildikten sonra 96 kuyucuklu petri kaplarına, her deney grubu için 4’er örnek 

ve kuyucuk başına 10.000 hücre olacak şekilde ekim yapılmıştır. İnsülin (Sigma-

Aldrich, I9278), fosfat tampon çözeltisi (PBS) içerisinde çözülerek 1 mM’lık stok 

çözelti hazırlanmıştır. Stok çözeltiden uygun hacimlerde alınarak besiyeri ile 4 farklı 

konsantrasyona (50 nM, 75 nM, 100 nM, 125 nM) seyreltilmiş ve her bir 

kuyucuktaki total solüsyon hacmi 100 µl olacak şekilde hücrelere muamele 

edilmiştir. Farklı petri kaplarında 1, 2 ve 3 gün olmak üzere inkübe edilmiştir. 

Lonafarnib (TargetMol, T6302) uygulanan deney setinde ise, hücreler 96 

kuyucuklu petri kaplarına ekildikten sonra, insülinli ve insülinsiz besiyerlerinde 3 

gün inkübe edilmiştir. Daha sonra, her iki grup için de 4 farklı konsantrasyonda (0.5 

µM, 1 µM, 2 µM, 4 µM) lonafarnib ilaç molekülü ile muamele edilmiştir. Farklı petri 

kaplarında 1, 2 ve 3 gün olmak üzere inkübe edilmiştir. Lonafarnib stok çözeltisi, 1 

mM konsantrasyonda olacak şekilde DMSO yardımıyla besiyerinde 

çözündürülmüştür. Stok çözeltisinden seyreltilerek hücreye uygulanan solüsyon 

ihmal edilebilir düzeyde (%0.1’den az) DMSO içermektedir. 

İlaveten, hazırlanan insülin ve lonafarnib solüsyonları filtrelenerek 

kullanılmıştır. Her iki deney setinde de insülin ya da lonafarnib uygulamaksızın 

sadece besiyerinde inkübe edilen kuyucuklar kontrol gruplarını oluşturmaktadır. 

Sitotoksisite ve immunositokimya deneyleri için iki ayrı set olacak şekilde hücreler 

inkübe edilmiştir. 

 

5.10. MTT Sitotoksisite Testi 

Yukarıda anlatıldığı şekilde 96 kuyucuklu petri kaplarında inkübe edilen 

hücrelerin canlılığını ölçmek için 1., 2. ve 3. günlerde 3-(4, 5-dimetiltiyazoil-2-il)-2, 
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5-difeniltetrazolyum bromür (MTT) testi yapılmıştır. Toz haldeki MTT’den 5 mg 

alınarak 1 ml PBS içerisinde çözündürülmüş ve 9 ml besiyeri eklenerek 0.5 mg/ml 

MTT solüsyonu hazırlanmıştır. Daha sonra hazırlanan solüsyon filtrelenmiş ve 

ışıktan etkilenmemesi için alüminyum folyo ile sarılı falkon içerisinde muhafaza 

edilmiştir.  

96 kuyucuklu petri kaplarındaki örnekler iki kere PBS ile yıkandıktan sonra, 

her kuyucuğa 100 µl MTT solüsyonu eklenerek 37°C’de 3 saat inkübe edilmiştir. 

Daha sonra MTT solüsyonu uzaklaştırılarak her bir kuyucuğa asitlendirilmiş 

izopropanol çözeltisi eklenmiştir. 10 dk bekleme süresi içerisinde, pipetleme 

yapılarak formazon kristallerinin çözünmesi sağlanmıştır. Bu işlemler karanlık 

ortamda gerçekleştirilmiştir. Örneklerin 570 nm dalga boyundaki absorbans değerleri 

mikro-plate okuyucu (Bio-rad, iMark micro-plate reader) kullanılarak kaydedilmiştir. 

Elde edilen data GraphPad Prism 8 yazılımı kullanılarak tek yönlü-ANOVA ve 

Dunnett post hoc testleriyle analiz edilmiştir. 

 

5.11. İmmunositokimya Testi 

96 kuyucuklu petri kaplarında inkübe edilen hücreler, 1., 2. ve 3. gün 

sonlarında fikse edilmiştir. Bunun için, kuyucuklardaki besiyeri uzaklaştırılarak iki 

kez PBS ile yıkama yapılmıştır. Daha sonra, 4 gr paraformaldehit (PFA) tartılarak 80 

ml PBS içerisinde 60°C’de karıştırılmış ve 1 M NaOH çözeltisinden 1 ml 

eklendikten sonra PBS ile 100 ml solüsyona tamamlanmıştır. Solüsyonun pH’sı 

derişik asetik asit çözeltisi yardımıyla fizyolojik pH’ya ayarlanmıştır. Hazırlanan ve 

+4°C’de muhafaza edilen %4’lük PFA solüsyonundan kuyucuklara eklenerek 15 dk 

oda sıcaklığında beklenerek hücrelerin fikslenmesi sağlanmıştır. Daha sonra 

kuyucuklardaki PFA solüsyonu uzaklaştırılarak iki kez PBS ile yıkama yapılmıştır. 

Son olarak kuyucuklara PBS eklenmiş ve bu şekilde +4°C’de muhafaza edilmiştir. 

Her deney grubu için hücre boyaması yapılmıştır. Bunun için kuyucuklara 

bloklama solüsyonu (%3 BSA, %0.3 Sodyum azit, %0.3 Triton X, 0.3 M glisin) 

eklenerek 30 dk bekletilmiştir. Daha sonra kuyucuklardan bu solüsyon uzaklaştırılıp 

HRas (Santa Cruz, sc-29) antikoru 1:50 oranında eklenerek oda sıcaklığında 1 saat 

bekletilmiştir. Ardından üç kez PBS ile yıkama yapılarak Alexa Flour 647 

(Invitrogen, A32728) sekonder antikoru 1:400 oranında eklenerek 30 dk 
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bekletilmiştir. Son olarak hücre çekirdeğini görüntülemek için Hoechst 33342 DNA 

boyası (Invitrogen, H3570) 1:1000 oranında ve hücre membranı için falloidin FITC 

(Invitrogen, F432) 1:40 oranında olacak şekilde PBS ile seyreltilerek 15 dk örneklere 

muamele edilmiştir. Daha sonra kuyucuklardaki solüsyon uzaklaştırılıp PBS 

eklenmiş ve spinning disk konfokal mikroskobunda 20x LD 0.4NA objektif ile 

görüntü alınmıştır.   
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6-BULGULAR 

 

6.1. Fosforilasyonun Yapısal Stabilite Üzerine Etkisi 

Deneysel çalışmalardan bilindiği üzere, FTaz enzimatik aktivitesi sırasında FPP 

ve peptit substrat ağırlıklı olarak β-altbirim rezidüleri ile etkileşmektedir. α-altbirim 

ise β-altbirimin stabilitesini sağlamaktadır. Fosforilasyonun altbirimlerin stabilitesine 

etkilerini incelemek için, fosforlu ve fosforsuz sistemlere ait ana zincir RMSD 

değerleri hesaplanıp karşılaştırılmıştır. Enzimin α-altbirim ana zincir RMSD 

değerlerinin fosforlu ve fosforsuz sistemlerde benzer olmasıyla, α-altbirim 

stabilitesinin fosforilasyondan etkilenmediği gösterilmiştir (Şekil 6.1.1). 

 

 

Şekil 6.1.1. FTaz α-altbirimine ait RMSD olasılık dağılımının fosforsuz (NP) ve 

fosforlu (P) sistemler arasında karşılaştırılması; (a) apo, (b) binary, (c) ternary, ve (d) 

product. 

 

Diğer yandan, β-altbirim stabilitesi fosforilasyondan etkilenmektedir ve 

enzimatik reaksiyonun her aşamasında bu etki farklı şekillerde ortaya çıkmaktadır. 

Fosforilasyon etkisiyle özellikle binary sistemde β-altbirim stabilitesi artarken 

product sisteminde azalmıştır. Bu durum, RMSD olasılık dağılım grafiklerindeki, 

binary ve product sistemler için sırasıyla, sola ve sağa doğru görülen kaymalardan 
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anlaşılmaktadır (Şekil 6.1.2.b ve d). İlginç bir şekilde, binary ve product sistemlere 

kıyasla çok belirgin olmasa da apo sisteme ait RMSD profilinde de az bir değişim 

olmuştur (Şekil 6.1.2.a). FTaz enziminin kavitede FPP ve peptit substratların bağlı 

olduğu ternary sistemde ise RMSD profilinde fosforilasyon etkisiyle herhangi bir 

değişiklik olmamıştır (Şekil 6.1.2.c).  

 

 

 

Şekil 6.1.2. FTaz β-altbirimine ait RMSD olasılık dağılımının fosforsuz (NP) ve 

fosforlu (P) sistemler arasında karşılaştırılması; (a) apo, (b) binary, (c) ternary, ve (d) 

product. 

 

6.2. FTaz α- ve β-altbirimleri Arasındaki Etkileşimin İncelenmesi 

FTaz katalitik aktivitesinin α- ve β-altbirimleri arasındaki etkileşimin 

kuvvetiyle ilişkili olması nedeniyle, iki altbirim arasındaki kontakt sayısı ve arayüzey 

alanı hesaplanarak fosforilasyonun altbirimler arasındaki etkileşim profiline olan 

etkisi incelenmiştir. Enzimin α- ve β-altbirimlerinin oluşturduğu arayüzey alanı 

fosforilasyon etkisiyle binary ve ternary sistemlerde artarken, product sisteminde 

azalmaktadır (Şekil 6.2.1.a). Buna paralel olarak, fosforlu binary ve ternary 

sistemlerde iki altbirim arasındaki kontakt sayısında artış görülmektedir (Şekil 

6.2.1.c ve d). İlginç bir şekilde, apo sistemde kontakt sayısında herhangi bir 
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değişiklik görülmemiştir (Şekil 6.2.1.b). Aynı zamanda, arayüzey alanında da diğer 

sistemlerde olduğu gibi belirgin bir değişiklik olmamıştır (Şekil 6.2.1.a). 

 

 

Şekil 6.2.1. Arayüzey alanının karşılaştırılması (a) ve α- and β-altbirimlerin yaptığı 

kontakt sayısını gösteren olasılık dağılım grafiklerinin fosforsuz (NP) ve fosforlu (P) 

sistemler arasında karşılaştırılması; (b) apo, (c) binary, (d) ternary, ve (e) product. 

 

Bu sonuçlarla uyumlu olarak, fosforilasyon etkisiyle altbirimler arasındaki 

etkileşimin artması binary sistemde enzimin β-altbirimindeki rezidü korelasyonunu 

azaltmıştır (Şekil 6.2.2.a). Özellikle enzimin peptit bağlanma kavitesi civarında 

yerleşen 272-372 rezidüleri arasındaki korelasyon dramatik bir şekilde azalmıştır. 

Diğer yandan, iki altbirim arasındaki kontakt sayısının ve arayüzey alanının azalması 

nedeniyle, product sisteminin korelasyonunda fosforilasyonun belirgin bir etkisi 

olmamıştır (Şekil 6.2.2.b). 
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Şekil 6.2.2. FTaz β-altbirime ait dinamik çapraz korelasyonların fosforsuz (alttaki 

üçgen) ve fosforlu (üstteki üçgen) sistemler arasında karşılaştırılması; (a) binary ve 

(b) product. 

 

FTaz altbirimleri arasındaki kontakt sayısında ve arayüzey alanında artış 

gözlemlemekle beraber, protein/protein etkileşimlerinde temel rol oynayan hot spot 

rezidülerinin dağılımının fosforilasyon etkisiyle nasıl modüle edildiği araştırılmıştır. 

Bu doğrultuda hot spot rezidülerin frekansı hesaplanarak fosforsuz ve fosforlu 

sistemler arasında karşılaştırılmıştır. Fosforilasyonun hot spot rezidü frekansına etkisi 

binary ve ternary sistemlerde artış, product sisteminde ise azalış şeklinde olmuştur 

(Şekil 6.2.3.a). Özellikle, binary sistemde Leu107α, Phe136α ve Gln146β hot spot 

rezidülerinin sıklığı fosforilasyon etkisiyle artmıştır. Önemli olarak, peptit substrat 

bağlanma kavitesi civarındaki Gln89α, Phe93α, Tyr96β, Asp97β, Ala98β hot spot 

rezidüleri daha yüksek frekans göstermiştir (Şekil 6.2.3.c). Dahası,  Ala98β 

rezidüsünün peptit substratın CaaX motifindeki X yerini tutan metiyonin ile kontakt 

kurduğu bilinmektedir (73)⁠. Bu hot spot rezidülerinin, α-altbirim (89α-91α) ve β-

altbirim (87β-89β) rezidüleri arasında şekillenen arayüzeye (Şekil 6.2.3’de mavi ile 

renklendirilmiş beta sheet yapısı) yakın konumlanması dikkat çekmektedir. Önemli 

olarak, gösterilen beta sheet yapıları, FTaz’ın önemli arayüzlerinden birisini 

oluşturmaktadır (73).  

Binary ve ternary sistemlerde görülenin aksine, product sisteminde 

fosforilasyonun etkisiyle Phe96α, Asp97β ve Gln146β hot spot rezidülerinin 

frekansları azalmıştır (Şekil 6.2.3.a). Bahsedilen rezidülerin farnesillenmiş peptit 
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ürüne yakın konumlanması nedeniyle, azalmış hot spot frekansının ürün salımına 

katkısı olabileceği düşünülmüştür. 

 

 

Şekil 6.2.3.  (a) Hot spot rezidü frekansları fosforsuz binary (sarı), ternary (mor) ve 

product (koyu siyan) gösterilmiştir. Fosforlu sistemlere ait hot spot rezidülerinin 

frekansı kırmızı ile renklendirilmiştir. İlgili hot spot rezidüleri FTaz enziminin 3 

boyutlu yapısı üzerinde gösterilmiştir (b) binary, (c) ternary ve (d) product sistemler. 

Fosforlanan rezidülerin Cα atomları kırmızı renkli ve van der Waals ile gösterilmiştir. 

Beta yapraklar mavi renkli ve new cartoon ile gösterilmiştir. 

 

6.3. Fosforilasyonun FTaz Bağlanma Kavitesinde Yol Açtığı Düzenlemeler 

Fosforilasyonun FTaz enziminin katalitik hızını artırdığı deneysel çalışmalarla 

gösterildiği için, fosforsuz ve fosforlu sistemlerde peptit bağlanma rezidülerinin 
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yapısal ve dinamik özellikleri incelenerek karşılaştırılmıştır. Özellikle, peptit substrat 

ile bağ yaptığı bilinen Glu94β (73)⁠ ve  peptit bağlanma kavitesinin oluşumuna 

katılan 12β-13β loop’u üzerinde yerleşen Lys356β rezidülerinin Cα atomları 

arasındaki mesafenin azaldığı binary sistemde görülmüştür (Şekil 6.3.1.a).  

 

Şekil 6.3.1. FTaz Glu94β ve Lys356β rezidülerinin Cα atomları arasındaki mesafeye 

ait olasılık dağılım grafiklerinin fosforsuz (NP) ve fosforlu (P) sistemleri arasında 

karşılaştırılması; (a) binary, (b) product. FTaz (90β-96β) ve (352β-358β) 

rezidülerinin oluşturduğu loop’ların global hareketinin gösterilmesi; (c) binary ve (d) 

product. 

 

Glu94β ve Lys356β rezidüleri arasındaki mesafenin kısalması, bu iki rezidünün 

asidik ve bazik yan zincirleri arasında tuz köprüsü kurulmasına imkan tanımaktadır 

(Şekil 6.3.2.a). Diğer yandan, fosforsuz FTaz enziminde Glu94β, Lys356β’den daha 

uzakta konumlanmaktadır (Şekil 6.3.1.a).  
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Şekil 6.3.2. Glu94β ve Lys356β rezidüleri arasındaki mesafenin zamana göre grafiği; 

3.2 Å altındaki mesafeler tuz köprüsü oluşumunu göstermektedir. 

 

Binary sistemin aksine, fosforlu product sisteminde Glu94β, Lys356β’den 

uzakta konumlanmaktadır (Şekil 6.3.1.b). İlginç bir şekilde, bu iki rezidünün Cα 

atomları arasındaki mesafenin olasılık dağılım grafikleri fosforsuz product 

sisteminde 2 tane maksimum değer göstermektedir ve aradaki mesafe daraldıkça 

birbirleriyle tuz köprüsü oluşturmaktadırlar (Şekil 6.3.2.b). Önemli olarak, ilk 

özvektöre göre yapılan temel bileşenler analizine göre, fosforsuz ve fosforlu FTaz’ın 

her ikisinde de Glu94β ve 12β-13β loop’un global hareketlerindeki değişiklik,  

yukarda bahsedilenler ile benzerlik göstermektedir (Şekil 6.3.1.a ve b). İlaveten, apo 
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ve ternary sistemlerde Glu94β ve Lys356β rezidüleri arasında ölçülen mesafede göze 

çarpan bir düzenleme olmamıştır (Şekil 6.3.3.a ve b). 

Önemli olarak, Glu94β ve Lys356β rezidüleri arasındaki mesafede görülen 

bimodal dağılımı (Şekil 6.3.1.b) açıklamak için fosforsuz product sistem için üçüncü 

replika simülasyon yapılmıştır. Glu94β ve Lys356β rezidüleri arasındaki mesafenin 

dağılım grafiğinde sağda kalan pik 1. replika simülasyona aittir. Bununla birlikte, 2. 

replika simülasyonda 350 ns sonra iki rezidü arasınadaki mesafe yakınlaşarak 

simülasyon sonuna kadar bu şekilde kalmaktadır. Aynı sistemin 3. replika 

simülasyonunda iki rezidü arasındaki mesafe, 1. replikadaki ortalama değerden daha 

düşük olarak 17 Å civarındadır. Bununla birlikte fosforlu sistemde, daha düşük 

değerlerde bulunmamaktadır. Bundan başka, His362β ve Zn
2+

 arasındaki mesafenin 

olasılık dağılım grafiğinde (Şekil 6.3.4.d), 1. replikada 130 ns sonra pik grafiğin 

sağına kayarak simülasyon sonuna kadar bu şekilde kalmaktadır. Oysa ki, 2. 

replikada dağılım simülasyon boyunca grafiğin sol tarafında bulunmaktadır. 3. 

replika simülasyonda ise daha küçük değerler almaktadır. Önemli olarak, fosforlu 

sistemde küçük mesafelerde bulunma eğiliminde değildir. 2. ve 3. replika 

simülasyonlarda Glu94β/Lys356β ve His362β/Zn
2+

 ikililerinin daha küçük 

mesafelerde bulunması birbiri ile koordine olarak gerçekleşiyor olabilir. 
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Şekil 6.3.3. FTaz Glu94β ve Lys356β rezidülerinin Cα atomları arasındaki mesafeye 

ait olasılık dağılım grafiklerinin fosforsuz (NP) ve fosforlu (P) sistemleri arasında 

karşılaştırılması; (a) apo, (b) ternary. FTaz (90β-96β) ve (352β-358β) rezidülerinin 

oluşturduğu loop’ların global hareketinin gösterilmesi; (c) apo ve (d) ternary. 

 

Ayrıca, fosforilasyonun katalitik Zn
2+

 iyonunu (74)⁠ koordine eden rezidülerin 

pozisyonunun belirlenmesinde nasıl etki ettiği araştırılmıştır. Bunun için, fosforsuz 

ve fosforlu sistemlerde Zn
2+

 iyonu ile Asp297β, Cys299β, and His362β rezidülerinin 

yan zincirleri arasındaki mesafe ölçülerek karşılaştırılmıştır. Binary ve product 

sistemlerde, Asp297β rezidüsünün koordinasyon paterninde değişiklik olmamıştır 

(data gösterilmemiştir). Diğer yandan,  binary sistemde Zn
2+

 iyonunun His362β ile 

yaptığı koordinasyonun güçlendiği, aradaki mesafenin kısalmasından anlaşılmaktadır 

(Şekil 6.3.4.b). Cys299β rezidüsünün yaptığı koordinasyon ise nispeten 

zayıflamaktadır (Şekil 6.3.4.a). İlginç bir şekilde, fosforlu product sistemde bu iki 

rezidünün de koordinasyonu daha zayıf hale gelmektedir (Şekil 6.3.4.c ve d).  
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Şekil 6.3.4. Fosforsuz (NP) ve fosforlu (P) sistemlerde Zn
2+

 iyon koordinasyonuna 

ait olasılık dağılım grafikleri. Cys299β rezidüsünün SG atomu ve Zn
2+

 iyonu 

arasındaki mesafe (a) binary, (c) product;  His362β rezidüsünün NE2 atomu ve  Zn
2+

 

iyonu arasındaki mesafe (b) binary, (d) product. 

 

Bunların yanı sıra, apo ve ternary sistemlerde His362β rezidüsünün yaptığı 

koordinasyon hariç, diğerleri değişmemiştir. Fosforlu apo sistemde, His362β yan 

zincir nitrojen atomu kısmen de olsa Zn
2+

 iyonundan uzaklaşmaktadır (Şekil 6.3.5.b). 
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Şekil 6.3.5. Fosforsuz (NP) ve fosforlu (P) sistemlerde Zn
2+

 iyon koordinasyonuna 

ait olasılık dağılım grafikleri. Cys299β rezidüsünün SG atomu ve Zn
2+

 iyonu 

arasındaki mesafe (a) apo, (c) ternary; His362β rezidüsünün NE2 atomu ve  Zn
2+

 

iyonu arasındaki mesafe (b) apo, (d) ternary. 

 

Zn
2+

 iyonunu koordine eden rezidülerin incelenmesinden başka, FPP substratın 

pirofosfat grubunda ait negatif yükleri stabilize eden rezidülerin H-bağı kapasiteleri 

araştırılmıştır (Tablo 6.3.1). Burada fosforilasyonun Lys164α, Arg291β ve Tyr300β 

rezidülerinin hidrojen bağı kapasitesinde neden olduğu düzenlemelere değinilmiştir. 

Özellikle, ternary sistemde Lys164α ve FPP substratın α-fosfat oksijenleri arasındaki 

H-bağı oluşumu fosforilasyon etkisiyle artmıştır. Önemli olarak, Lys164α 

rezidüsünün FPP substratın α-fosfat oksijenlerini nötralize ederek katalitik 

reaksiyona yardımcı olduğu birkaç çalışmada gösterilmiştir (121,122)⁠. Dahası, 

ternary sistemde Tyr300β ve FPP substratın α- ve β-fosfat oksijen atomları arasında 

da benzer bir modülasyon görülmüştür. Binary sistemde Tyr300β ve FPP substratın 

α-fosfat oksijen atomu arasında H-bağı kapasitesinde de artış olmuştur. Önemli 

olarak, Tyr300β rezidüsünün, α- ve β-fosfat oksijenleriyle yaptığı hidrojen bağı 

sayesinde enzimatik reaksiyon sırasında transition state’i stabilize ettiği 

bilinmektedir (123,124)⁠. Lys164α ve Tyr300β rezidülerine ilaveten, Arg291β 
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rezidüsünün FPP substrata ait köprü, α- ve β-fosfat oksijen atomları arasındaki H-

bağı oluşumunda da artış görülmüştür. 

 

Tablo 6.3.1. FTaz enzimi ve FPP substrat arasındaki hidrojen bağı kapasitesi 

FPP substrat köprü oksijen atomları 

 Arg291β Tyr300β Lys164α 

Binary (NP) %6.73 --- --- 

Binary (P) %20.24 --- --- 

FPP substrat α-fosfat oksijen atomları 

 Arg291β Tyr300β Lys164α 

Binary (NP) %55.70 %48.13 --- 

Binary (P) %73.53 %64.06 --- 

Ternary (NP) --- %44.98 %11.24 

Ternary (P) --- %49.08 %17.86 

FPP substrat β-fosfat oksijen atomları 

 Arg291β Tyr300β Lys164α 

Binary (NP) --- --- %51.51 

Binary (P) --- --- %54.74 

Ternary (NP) %20.56 %3.26 --- 

Ternary (P) %64.19 %10.52 --- 

 

 

Sonuç olarak, Lys164α, Arg291β ve Tyr300β rezidülerinin FPP substratın 

difosfat grubuyla yaptığı etkileşimler farnesil grubunu, FTaz enziminin korunmuş 

Trp303β, Tyr251β, Trp102β, Tyr205β ve Tyr200α rezidüleri tarafından oluşturulan 

hidrofobik kavite içerisinde uzatılmış konformasyonda stabilize etmektedir (84)⁠. 

Diğer yandan, H-bağı kapasitesi daha düşük olduğunda, FPP substratın farnesil 

grubunun hidrofobik kavite içerisinde stabilize edilmesi güçleşmektedir. Bu durum, 

fosforsuz binary sistemde incelenen yörüngelerde görülmüştür (Şekil 6.3.6).  
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Şekil 6.3.6. Fosforsuz binary sisteme ait yörüngeden alınmış temsili FPP substrat 

konformasyonları. Korunmuş hidrofobik rezidüler (Trp303β, Tyr251β, Trp102β, 

Tyr205β ve Tyr200α) sarı renkli licorice şeklinde gösterilmiştir.  

 

Katalitik Zn
2+

 iyonu CaaX motifindeki sisteine ait tiyol grubunu aktive ederek 

FPP substratın C1 atomu üzerine nükleofilik atak gerçekleştirmesini sağlamaktadır 

(84)⁠⁠. Dahası, FPP substrata ait birinci ve ikinci izopren gruplarının rotasyonu 

FPP’nin katalitik sistein rezidüsüne doğru yönelmesini ve bu sayede reaksiyonun 

devam etmesini sağlamaktadır (73)⁠. Fosforilasyonun FPP substratın enzim bağlanma 

kavitesinde yönlenmesini etkilediği görüldükten sonra, peptit substratın FPP’ye göre 

oryantasyonu üzerindeki etkileri de araştırılmıştır. Bunun için peptit substrat sistein 

rezidüsünün yan zinciri ve FPP substratın C1 atomu arasındaki mesafe ölçülmüştür. 

Fosforilasyon bu iki atom arasındaki fiziksel etkileşimi fosforsuz ternary sisteme 

göre artırmıştır (Şekil 6.3.7.a). Dahası, fosforlu ternary sistemde görüldüğü üzere, 

CaaX peptit uzatılmış konformasyona adapte olduğunda bahsedilen atomlara arası 

mesafe daha kısalmaktadır (Şekil 6.3.7.b).  
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Şekil 6.3.7. (a) Fosforsuz (NP) ve fosforlu (P) ternary sistemlerin iki replikasında 

CVIM peptit substratın sistein rezidüsüne ait SG atomu ve FPP substratın C1 atomu 

arasındaki mesafenin zamana göre değişimi; (b) CVIM peptitin kavite içerisinde 

uzatılmış (Temsili yapı 1) ve katlanmış (Temsili yapı 2) formlarının gösterimi. 

 

 

 

6.4. FTaz Konformasyonel Alanı Üzerine Fosforilasyonun Etkisi 

Yukarda bahsedilen lokal düzenlemelerin haricinde, ayrıca fosforilasyonun 

dominant kolektif hareket üzerine etkisi de araştırılmıştır. Bunun için, total harekete 

katkısı Tablo 6.4.1’de verilen birinci ve ikinci özvektörlere göre her sistemin 

yörüngesini projekte eden dominant kolektif hareket incelenmiştir. 
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Tablo 6.4.1. Birinci ve ikinci temel bileşenlerin toplam değerleri 

 α-altbirim β-altbirim 

Apo (NP) %54.69 %58.42 

Apo (P) %63.22 %56.62 

Binary (NP) %60.97 %58 

Binary (P) %62.11 %61 

Ternary (NP) %51.91 %60.71 

Ternary (P) %52.2 %70.15 

Product (NP) %45.63 %74.55 

Product (P) %50.74 %52.68 

 

FTaz enziminin fosforilasyonu sonucu apo sistemde α-altbirim için 

konformasyonel alan azalırken, β-altbirim için aynı kalmaktadır (Şekil 6.4.1.a ve b). 

Diğer yandan, fosforilasyon etkisiyle binary sistemde FTaz α- ve β-altbirimlerinin 

her ikisinin de konformasyonel alan azalmıştır (Şekil 6.4.1.c  ve d). Dahası, benzer 

modülasyon ternary ve product sistemlerinde de görülmüştür (Şekil 6.4.1.e-f & g-h ). 
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Şekil 6.4.1. FTaz α-altbirimin 2 boyutlu projeksiyonu (a) apo, (c) binary, (e) ternary 

ve (g) product; FTaz β-altbirimin2 boyutlu projeksiyonu (b) apo, (d) binary, (f) 

ternary ve (h) product. 
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6.5. FTaz Enzimi Üzerinde Olası Allosterik Bölgenin Araştırılması 

Yukarıda bahsedilen fosforilasyonun neden olduğu modülasyonlar 

doğrultusunda, enzimatik reaksiyon boyunca binary sistemi hedefleyerek FTaz 

enziminin fonksiyonunu düzenlemek etkin olabilir. Fosforlu binary sistemin küçük 

yapılı moleküller tarafından hedeflenebilir olup olmadığını araştırmak için, fosforsuz 

ve fosforlu binary sistemlere ait yörüngelerden bahsi geçen reaksiyon koordinatlarına 

göre (FPP konformasyonu, Zn
2+

 iyonunun His362β rezidüsü tarafından 

koordinasyonu, Glu94β ve Lys356β rezidüleri arasındaki mesafe) en olası 

konformasyondaki yapılar seçilerek proteinin yüzey özellikleri Schrödinger Sitemap 

aracı ile analiz edilmiştir. Sitemap analizine göre Dscore değeri 0.98’in ve Sitescore 

değeri Sitescore değeri 0.8’in üzerinde olan bölgeler ilaçlanabilir olarak 

değerlendirilmektedir (102,125,126)⁠. Önemli olarak,  fosforlu binary sistemde 

yukarıda bahsi geçen hot spot rezidüleri civarında olası bir bağlanma kavitesi tespit 

edilmiştir (Şekil 6.5.1). Ancak fosforsuz sistemde böyle bir bağlanma kavitesi 

tanımlanmamıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6.5.1. Fosforlu FTaz enzimi üzerinde olası allosterik bağlanma bölgesinin 

gösterimi. α- ve β-altbirimler sırasıyla siyan ve pembe renkli ve new cartoon ile 

gösterilmiştir. 
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6.6. Farmakofor Dizaynı ve Sanal Tarama Çalışmaları 

FTaz enziminin fosforlu binary sisteminden seçilen yapı kullanılarak yukarda 

bahsedilen olası allosterik kaviteyi oluşturan rezidülerin geometrik ve kimyasal 

özelliklerine göre farmakofor dizaynı yapılmıştır. Bunun için, Schrödinger 

yazılımının ‘Develop Pharmacophore Hypothesis’ (127,128)⁠ modülü kullanılmış ve 

‘receptor cavity’ modeline göre hipotez oluşturulmuştur (Şekil 6.6.1). Farmakofor 

hipotezinin oluşturulmasında kullanılan rezidü numaraları α-altbirim için 107,131-

138, 166-178 ve β-altbirim için 135-137, 146-149, 194-196 şeklindedir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6.6.1. Fosforlu FTaz enzimi üzerinde olası allosterik bağlanma bölgesinin 

farmakofor dizaynı. R: aromatik halka, A: akseptör. 

 

Drugbank databankasından (129–133) ⁠elde edilen FDA onaylı ilaçlar, 

oluşturulan farmakofor hipotezi üzerinde ‘Hypothesis Validation’ aracı (102,134,135)⁠ 

kullanılarak gruplandırılmıştır. Farmakofor grupları ile en az 4/7’ü eşleşen ilaç 

moleküllerin, Glide SP (102,136–138)⁠ doklama algoritması kullanılarak sanal tarama 

çalışması yapılmıştır.  Ancak araştırılan kavitelere uygun ligand tespit edilememiştir. 

Bu nedenle, en az 3/7’ü eşleşen ilaç molekülleri ile sanal tarama çalışmaları 

yapılmıştır. Elde edilen pozların gerek tahmini bağlanma enerjileri (gscore) gerek de 

geometrik ve kimyasal özellikleri değerlendirilerek en uygun pozlar seçilmiştir.  
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Önemli olarak, olası allosterik bağlanma bölgesinde araştırılan moleküllerin aynı 

zamanda, proteinin CaaX peptit bağlanma kavitesinde de sanal tarama çalışmaları 

yapılmıştır. Sonuç olarak, FTaz enzimini fosforlu binary sistemde hedefleyebileceği 

düşünülen moleküller seçilerek tahmini bağlanma enerjileri verilmiştir (Tablo 6.6.1). 

Yeni araştırılan bağlanma kavitesinde yerleşen moleküllerin bağlanma yeri ‘allosterik 

kavite’, CaaX peptit bağlanma bölgesinde yerleşen moleküllerin bağlanma yeri ise 

‘ortosterik kavite’ olarak belirtilmiştir. 

 

Tablo 6.6.1. Sanal tarama sonuçları 

 Bağlanma enerjisi (gscore) Bağlanma yeri 

Berotralstat -7.72 kcal/mol Allosterik kavite 

Ticagrelor -6.91 kcal/mol Allosterik kavite 

Vilazodone -6.82 kcal/mol Allosterik kavite 

Lercanidipine -6.5 kcal/mol Allosterik kavite 

Lomitapide -6.1 kcal/mol Allosterik kavite 

Olaparib -6.03 kcal/mol Allosterik kavite 

Lonafarnib -4.74 kcal/mol Allosterik kavite 

Rosiglitazone -6.33 kcal/mol Ortosterik kavite 

Donepezil -6.24 kcal/mol Ortosterik kavite 

Raltitrexed -5.68 kcal/mol Ortosterik kavite 

 

6.7. Seçilen Ligandların Değerlendirilmesi 

Sanal tarama çalışması sonucunda FTaz enziminin ortosterik ya da allosterik 

kavitelerinde yerleşen ligandların bağlanma stabilitesini ölçmek amacıyla her bir 

ligand için 3 replika MD simülasyon yürütülmüştür. Her replika 1µs uzunluğunda 

olup, ligandların simülasyonlar boyunca proteine bağlı kalma süreleri verilmiştir 

(Tablo 6.7.1.). 
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Tablo 6.7.1. Ligandların proteine bağlı kalma süreleri 

 1. replika 2. replika 3. replika 

Berotralstat 65 ns 420 ns 1000 ns 

Ticagrelor 1000 ns 1000 ns 1000 ns 

Vilazodone 60 ns 510 ns 40 ns 

Lercanidipine 50 ns 300 ns* 1000 ns* 

Lomitapide 1000 ns 570 ns 350 ns 

Olaparib 800 ns --- 700 ns 

Lonafarnib 1000 ns 1000 ns 1000 ns 

Rosiglitazone 1000 ns 1000 ns 1000 ns 

Donepezil 50 ns 1000 ns 1000 ns 

Raltitrexed 1000 ns 1000 ns 1000 ns 

  

Berotralstat, nadir görülen bir hastalık olan herediter anjiyoödemde atakları 

önlemek için kullanılan 2020 yılında FDA’den onay almış bir selektif plazma 

kallikerin inhibitörüdür (139)⁠. Sanal tarama çalışmasında araştırılan allosterik 

kavitede, -7.72 kcal/mol değeri ile en düşük bağlanma enerjili pozu bu ligand 

sağlamıştır. Berotralstat’ın bağlanma kavitesinde protein rezidüleri ile yaptığı 

etkileşimler gösterilmiştir (Şekil 6.7.1.a). Bunun yanısıra, MD simülasyonlar 

boyunca proteine bağlı kaldığı süre içerisinde araştırılan allosterik kavite civarında 

bulunduğu gösterilmiştir (Şekil 6.7.1.b,c,d).    
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Şekil 6.7.1. Berotralstat ligandının bağlanma kavitesinde incelenmesi. (a) Başlangıç 

pozunun ligand-protein etkileşimleri. Bağlı olduğu süre boyunca protein üzerinde 

konumlanması;  (b) 1. replika, (c) 2. replika, (d) 3. replika. 

 

Ticagrelor miyokar infartüsü (MI) geçiren veya akut koroner sendromu olan 

hastalarda MI, inme ve kardiyosküler ölümü engellemek amacıyla kullanılan P2Y12 

platelet inhibitörüdür (140)⁠. Bu ligand, proteinin araştırılan allosterik kavitesindeki 

rezidüler ile yaptığı etkileşimler (Şekil 6.7.2.a) sayesinde, -6.91 kcal/mol bağlanma 

enerjili bir poz vermiştir.  Önemli olarak, üç replika MD simülasyonun her birinde 

toplam 1 µs boyunca proteine bağlı kalabilmiştir. Bunlardan 2. ve 3. replikalarda 

yörüngeler boyunca ilk bağlandığı yer civarında benzer konformasyonlarda 

bulunmuştur (Şekil 6.7.2.c ve d). İlginç bir şekilde, 1. replika simülasyonun 

başlangıcında bulunduğu yerden ayrılarak, yine ilk bağlandığı yerin yakınında 
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bulunan  FTaz α-altbirim üzerindeki başka bir bölgeye yönlenmiş ve 1µs boyunca bu 

bölgede bağlı kalmıştır (Şekil 6.7.2.b). 

 

Şekil 6.7.2. Ticagrelor ligandının bağlanma kavitesinde incelenmesi. (a) Başlangıç 

pozunun ligand-protein etkileşimleri. Bağlı olduğu süre boyunca protein üzerinde 

konumlanması;  (b) 1. replika, (c) 2. replika, (d) 3. replika. 

 

Vilazodone 5-HT1A receptörünün parsiyel agonisti olarak çalışan, major 

depresyon tedavisinde kullanılan bir ilaçtır (141)⁠. Bu ligand, 1. ve 3. replika 

simülasyonlarda, sırasıyla 60 ns ve 40 ns, proteine nispeten daha kısa süre bağlı 

kalmasına rağmen, her üç replikada da bağlı kaldığı süre boyunca araştırılan 

allosterik kavite civarında pozlanmıştır (Şekil 6.7.3.b, c ve d). Sanal taramadan elde 

edilen -6.82 kcal/mol enerjili poza ait protein etkileşimleri gösterilmiştir (Şekil 

6.7.3.a). 
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Şekil 6.7.3. Vilazodone ligandının bağlanma kavitesinde incelenmesi. (a) Başlangıç 

pozunun ligand-protein etkileşimleri. Bağlı olduğu süre boyunca protein üzerinde 

konumlanması;  (b) 1. replika, (c) 2. replika, (d) 3. replika. 

 

Lercanidipine, hipertansiyon tedavisinde kullanılan kalsiyum kanal blokörü bir 

ilaçtır (142)⁠. Sanal taramadan elde edilen -6.5 kcal/mol bağlanma enerjili pozun 

protein ile yaptığı etkileşimler gösterilmiştir (Şekil 6.7.4.a). Bu ligand, 1. replika 

simülasyonda sadece 50 ns kadar bağlı kaldıktan sonra proteinden kopmuştur (Şekil 

6.7.4.b). 2. replika simülasyonda ise 20 ns sonra ilk bağlandığı yerden ayrılarak yine 

FTaz heterodimer arayüzeyinde başka bir bölgede tutunmuş ve toplamda 300 ns 

boyunca protein ile etkileşimini sürdürmüştür (Şekil 6.7.4.c). İlginç bir şekilde, 3. 

replika simülasyonda 75 ns kadar ilk bağlandığı bölge civarında bulunurken, daha 

sonra buradan ayrılmış ve FTaz β-altbirim üzerindeki belirli bir bölgede 
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konumlanarak toplamda 1 µs boyunca protein ile etkileşime devam etmiştir (Şekil 

6.7.4.d ).  

 

Şekil 6.7.4. Lercanidipine ligandının bağlanma kavitesinde incelenmesi. (a) 

Başlangıç pozunun ligand-protein etkileşimleri. Bağlı olduğu süre boyunca protein 

üzerinde konumlanması;  (b) 1. replika, (c) 2. replika, (d) 3. replika. 

 

Lomitapide, mikrozomal trigliserit transfer proteini inhibe ederek etki gösteren 

bir kolesterol düşürücü ajandır  (143)⁠. Sanal taramadan elde edilen -6.1 kcal/mol 

bağlanma enerjili pozun protein ile yaptığı etkileşimler gösterilmiştir (Şekil 6.7.5.a). 

Bu ligand, 1. replika simülasyon boyunca kopmadan ilk bağlandığı bölge civarında 

bulunmaktadır (Şekil 6.7.5.b). 2. ve 3. replikada ise ilk bağlandığı bölge civarında 

sırasıyla 570 ns ve 350 ns süresince tutunduktan sonra proteinden ayrılmıştır (Şekil 

6.7.5.c ve d).  
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Şekil 6.7.5. Lomitapide ligandının bağlanma kavitesinde incelenmesi. (a) Başlangıç 

pozunun ligand-protein etkileşimleri. Bağlı olduğu süre boyunca protein üzerinde 

konumlanması;  (b) 1. replika, (c) 2. replika, (d) 3. replika. 

 

Olaparib, antikanser terapinin yeni bir sınıfı olan PARP  enzim 

inhibitörlerinden birisidir (144)⁠. Bu molekülün, -6.03 kcal/mol bağlanma enerjili 

pozunun protein ile yapmış olduğu etkileşimler gösterilmiştir (Şekil 6.7.6.a). Bu 

ligand, 1. ve 3. replika simülasyonlarda, sırasıyla  800 ns ve 700 ns boyunca 

araştırılan allosterik kavite civarındaki rezdiüler ile etkileşimini sürdürdükten sonra 

proteinden ayrılmıştır.  Diğer yandan, 2. replika simülasyonun başlangıç anında 

proteinden kopmuştur (Şekil 6.7.6.b ve c).  
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Şekil 6.7.6. Olaparib ligandının bağlanma kavitesinde incelenmesi. (a) Başlangıç 

pozunun ligand-protein etkileşimleri. Bağlı olduğu süre boyunca protein üzerinde 

konumlanması;  (b) 1. replika, (c) 3. replika. 

 

Lonafarnib, yakın zamanda progeria hastalığının tedavisi için FDA’den onay 

almış bir FTaz enzim inhibitörüdür (145)⁠. Bu molekülün, IC50 değeri 1.9 nM olarak 

belirlenmiş ve ortosterik kavitede bağlandığı X-Ray kristalografi ile gösterilmiştir 

(146)⁠. İlginç bir şekilde, sanal tarama çalışmalarında bu ligandın araştırılan allosterik 

bölgede konumlanabildiği gözlemlenmiştir ve protein ile olan etkileşimleri 

gösterilmiştir (Şekil 6.7.7.a). Her ne kadar proteine bağlanma enerjisi şimdiye kadar 

bahsedilen ligandlara nispetle daha yüksek olsa da, her bir replikada simülasyon 

boyunca kopmadan araştırılan allosterik bölge civarında konumlanması dikkat 

çekmektedir (Şekil 6.7.7.b, c ve d). 
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Şekil 6.7.7. Lonafarnib ligandının bağlanma kavitesinde incelenmesi. (a) Başlangıç 

pozunun ligand-protein etkileşimleri. Bağlı olduğu süre boyunca protein üzerinde 

konumlanması;  (b) 1. replika, (c) 2. replika, (d) 3. replika. 

 

Şimdiye dek, olası allosterik kaviteyi hedefleyen ligandlar incelenmesine 

rağmen, aynı zamanda FTaz enziminin fosforlu binary sisteminde CaaX peptit 

bağlanma kavitesini hedefleyebilecek birkaç ligand da araştırılmıştır. Bunlardan 

birisi olan rosiglitazone, S-izomeri antidiyabetik etkili olan tiyazolidindion sınıfına 

ait bir ilaçtır (147)⁠. İlginç bir şekilde, son zamanlarda bu ilacın ApoE4 alelini 

eksprese etmeyen Alzheimer hastalarında faydalı olabileceğine dair klinik 

araştırmalar güncel olarak devam etmektedir (148)⁠. CaaX peptit kavitesine -6.33 

kcal/mol bağlanma enerjisi ile bağlanan bu ligandın, protein ile yaptığı etkileşimler 

gösterilmiştir (Şekil 6.7.8.a). Ayrıca, bu ligand her bir replika simülasyon boyunca 

kavitede kopmadan kalabilmiştir. İlginç bir şekilde, 1. ve 3. replikalarda başlangıç 

pozundan çok fazla uzaklaşmadan kaviteyi meşgul ederken (Şekil 6.7.8.b ve d), 2. 
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replikada CaaX peptit bağlanma kavitesinin üstünü örtecek bir şekilde yatay olarak 

konumlanmıştır (Şekil 6.7.8.c). 

Şekil 6.7.8. Rosiglitazone ligandının bağlanma kavitesinde incelenmesi. (a) 

Başlangıç pozunun ligand-protein etkileşimleri. Bağlı olduğu süre boyunca protein 

üzerinde konumlanması;  (b) 1. replika, (c) 2. replika, (d) 3. replika. 

 

CaaX peptit bağlanma kavitesinde araştırılan bir diğer molekül donepezil, AH 

tedavisinde kullanılan asetilkolin esteraz enzim inhibitörü bir ilaçtır (149)⁠. Bununla 

birlikte, son yıllarda donepezilin AH’da terapötik etkinlik sağlamasının ardında farklı 

moleküler mekanizmaların da çalışıyor olabileceği düşünülmektedir. Bu 

mekanizmalar NMDA reseptör downregülasyonu yoluyla  glutamat indüklü eksitatör 

aşırımı zayıflatması, AH biyomarkerlarından birisi olan amiloid proteinlerini regüle 

etmesi ve çeşitli inflamatuvar sinyal yolaklarını inhibe ederek nöroprotektif etki 

göstermesi şeklindedir (150–154)⁠⁠. Bu ligandın -6.24 kcal/mol bağlanma enerjili 

pozunun CaaX peptit bağlanma kavitesindeki rezidülerle yaptığı etkileşimler 
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gösterilmiştir (Şekil 6.7.9.a). Donepezil, 2. ve 3. replika simülasyonlar boyunca 

etkileştiği kavitede stabil bir şekilde bağlı kalırken (Şekil 6.7.9.c ve d), 1. replikada 

50 ns sonra kopmuştur (Şekil 6.7.9.b). 

Şekil 6.7.9. Donepezil ligandının bağlanma kavitesinde incelenmesi. (a) Başlangıç 

pozunun ligand-protein etkileşimleri. Bağlı olduğu süre boyunca protein üzerinde 

konumlanması;  (b) 1. replika, (c) 2. replika, (d) 3. replika. 

 

Raltitrexed, timidilat sentaz inhibitörü olan antikanser etkili bir ilaç 

molekülüdür (155)⁠. Bu ligandın sanal tarama çalışmasından elde edilen pozu diğer 

ligandlara nispetle daha yüksek bağlanma enerjisine sahip olmasına rağmen, protein 

ile yaptığı kuvvetli etkileşimler sayesinde CaaX peptit bağlanma kavitesini üç replika 

simülasyon boyunca meşgul ettiği görülmüştür (Şekil 6.7.10). Son olarak, ortosterik 

kavitede bağlanan, rosiglitazone, donepezil ve raltitrexed ligandlarının FPP substratın 

farnesil grubu ile yaptığı hidrofobik ve difosfat grubu ile yaptığı elektrostatik 

etkileşimlerin bu ligandların kavitede bağlı kalmasında önemli bir katkısı olmuştur. 
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Şekil 6.7.10. Raltitrexed ligandının bağlanma kavitesinde incelenmesi. (a) Başlangıç 

pozunun ligand-protein etkileşimleri. Bağlı olduğu süre boyunca protein üzerinde 

konumlanması;  (b) 1. replika, (c) 2. replika, (d) 3. replika. 

 

Ligandların protein ile yaptığı etkileşimlerden başka, FTaz enziminin α- ve β-

altbirimlerinin oluşturduğu arayüzey alanına etkileri de incelenmiştir (Şekil 6.7.11). 

Daha önce de belirtildiği gibi fosforilasyon sonucu, binary sistemde heterodimerik 

arayüzey alanı artmaktadır. Ligandlar tarafından hedeflenen protein yapısının 

fosforlu binary sisteme ait olduğu göz önüne alınırsa, olası allosterik kavitede 

araştırılan moleküllerden lomitapide, artmış olan arayüzey alanını belirgin düzeyde 

azaltmıştır. Diğer yandan, CaaX peptit bağlanma kavitesinde araştırılan ligandlardan 

raltitrexed, FTaz enziminin altbirimleri arasındaki arayüzeyi azaltmakta en başarılı 

olan moleküldür. Donepezil ve rosiglitazone ligandları da raltitrexed kadar olmasa da 

bu konuda başarılı olmuştur. 
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Şekil 6.7.11. Ligandların FTaz heterodimerik arayüzey alanına etkisi 

 

Ligandların FTaz heterodimerik arayüzey alanındaki etkilerini incelerken ele 

alınan diğer bir özellik de hot spot rezidü frekansındaki değişimlerdir (Şekil 6.7.12). 

Belirtildiği gibi fosforilasyon ile binary sistemde, Leu107α, Phe136α ve Gln146β  

hot spot rezidülerinin frekansında artış tespit edilmiştir. Berotralstat, vilazodone, 

lercanidipine, lonafarnib ve donepezil ligandları, bu hot spot rezidülerinin 

frekansındaki artışa engel olamamıştır. Ticagrelor, olaparib ve rosiglitazone 

ligandları Phe136α hot spot rezidüsünün frekansını azaltırken, Leu107α ve Gln146β 

için bunu sağlayamamıştır. Diğer yandan, lomitapide  Leu107α ve Phe136α  hot spot 

rezidülerinin frekansında gözle görülür bir azalışa neden olmuştur, ancak Gln146β 

hot spot rezidü frekansı artmıştır. Son olarak, raltitrexed ligandının, Leu107α ve 

Phe136α  hot spot rezidülerinin frekansında belirgin bir etkisi olmazken,  Gln146β 

frekansını artırmıştır. 
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Şekil 6.7.12. Ligandların hot spot rezidü frekansına etkisi 

 

Fosforilasyonun Glu94β ve Lys356β rezidüleri arasındaki mesafeye olan 

etkilerine daha önceki bölümlerde değinilmiştir. Binary sistemde fosforilasyon 

etkisiyle bu rezidülerin birbirine yaklaşarak katalitik reaksiyonu hızlandırıcı etkisi 

olabileceği düşünülmüştür. Sanal tarama çalışmasında kullanılan protein yapısı, bu 

iki rezidü arasındaki mesafenin en yakın olduğu anı göstermektedir (grafiklerde 

kırmızı çizgi ile gösterilen piklerden ilki). Dolayısıyla, fosforlu binary sistemi 

hedefleyen ligandların bu iki rezidüyü birbirinden uzaklaştırabilme potansiyelini 

anlamak için olasılık dağılım grafikleri çizilmiştir (Şekil 6.7.13). Sonuç olarak, 

vilazodone, olaparib ve raltitrexed ligandları fosforlu sistemde yaklaşmış olan 

Glu94β ve Lys356β rezidülerini birbirinden belirgin düzeyde  uzaklaştırmıştır. 

Ayrıca, bu ligandlar kadar belirgin olmasa da berotralstat, lercanidipine, lonafarnib 

ve rosiglitazone ligandlarının etkisiyle de bu mesafe nispeten daha yüksek değerleri 

göstermiştir. 
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Şekil 6.7.13. Ligandların Glu94β ve Lys356β rezidülerinin Cα atomları arasındaki 

mesafeye etkisi 
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6.8. İnsülin ve Lonafarnib Molekülleri İçin Uygun Konsantrasyonların 

Belirlenmesi 

İlk olarak, SH-SY5Y hücrelerinde hiperinsülinemi modeli oluşturmak için 

uygun insülin konsantrasyonunun belirlenmesi amacıyla 4 farklı konsantrasyonda 

insülin (50 nM, 75 nM, 100 nM, 125 nM) uygulanarak 1., 2. ve 3. günlerde hücre 

canlılık oranları MTT testi ile analiz edilmiştir. Elde edilen absorbans değerlerinin 

kontrol grubu absorbans değerlerine oranı (%) hücre canlılığı olarak ifade edilmiş ve 

kontrol grubunun hücre canlılık oranları %100 olduğu kabul edilerek hesaplamalar 

yapılmıştır. Farklı insülin konsantrasyonlarındaki deney gruplarının günlere göre 

hücre canlılık oranlarının ortalama değerleri gösterilmiştir (Şekil 6.8.1). 

 

 

Şekil.6.8.1. İnsülin molekülünün hücre canlılığı üzerine etkisi (*p≤0.05, **p≤0.01, 

***p≤0.001 ve ****p≤0.0001). 

 

Yapılan analiz sonucunda 100 nM’dan 125 nM’a geçerken canlılık seviyesinde 

düşüş görülmüş, bu sebeple uygun insülin konsantrasyonu 100 nM olarak 

belirlenmiştir. Ardından FTaz enzim inhibitörü olan lonafarnib molekülünün 

sitotoksik olmayan dozunu belirlemek için MTT analizi yapılmıştır. Elde edilen 

absorbans değerlerinin lonafarnib veya insülin eklenmemiş besi yerinde çoğaltılmış 

kontrol grubunun absorbans değerlerine oranı (%) hücre canlılığı olarak ifade edilmiş 

ve kontrol grubunun hücre canlılık oranlarının %100 olduğu kabul edilerek 
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hesaplamalar yapılmıştır. Farklı lonafarnib konsantrasyonlarındaki deney gruplarının 

günlere göre hücre canlılık oranlarının ortalama değerleri gösterilmiştir (Şekil 6.8.2). 

Buna göre uygun lonafarnib konsantrasyonu 1 µM olarak belirlenmiştir. 

 

 

Şekil 6.8.2. Lonafarnib molekülünün hücre canlılığı üzerine etkisi (*p≤0.05, 

**p≤0.01, ***p≤0.001 ve ****p≤0.0001). 

 

6.9. İmmunositokimya Sonuçları 

MTT sitotoksisite analizi sonucunda insülinli ve insülinsiz deney setlerinde 

lonafarnib ilaç molekülü ile muamele edilen ve edilmeyen deney gruplarında 

immunfloresan boyama yapılmıştır. Hoechst DNA boyası ile boyanarak görüntülenen 

hücre çekirdekleri 405 nm dalga boyunda, falloidin FITC ile boyanan hücre 

membranı ise 488 nm dalga boyunda görüntülenmiştir. Ancak, HRas proteinini 

görüntülemek için kullanılan Alexa Flour 647’den herhangi bir floresan ışıma 

alınamamıştır. Konfokal mikroskobu ile elde edilen görüntüler ayrı ayrı ve 

birleştirilmiş halde sunulmuştur. Hazırlanan şekillerin açıklama yazılarında insülin ya 

da lonafarnib için muamele edilmeyen anlamında (-) ve muamele edilen anlamında 

(+) işaretleri kullanılmıştır. 
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Şekil 6.9.1. İnsülin(-), lonafarnib(-) SH-SY5Y hücrelerin konfokal mikroskop 

görüntüleri, bar uzunluğu 50 µm (a) HRas, (b) Hoechst, (c) Falloidin FITC ve (d) 

birleştirilmiş görüntü. 
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Şekil 6.9.2. İnsülin(-), lonafarnib(+) SH-SY5Y hücrelerin konfokal mikroskop 

görüntüleri, bar uzunluğu 50 µm (a) HRas, (b) Hoechst, (c) Falloidin FITC ve (d) 

birleştirilmiş görüntü. 

 



64 

 

 

Şekil 6.9.3. İnsülin(+), lonafarnib(-) SH-SY5Y hücrelerin konfokal mikroskop 

görüntüleri, bar uzunluğu 50 µm (a) HRas, (b) Hoechst, (c) Falloidin FITC ve (d) 

birleştirilmiş görüntü. 
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Şekil 6.9.4. İnsülin(+), lonafarnib(+) SH-SY5Y hücrelerin konfokal mikroskop 

görüntüleri, bar uzunluğu 50 µm (a) HRas, (b) Hoechst, (c) Falloidin FITC ve (d) 

birleştirilmiş görüntü. 
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7-TARTIŞMA  

FTaz enziminin farklı reaksiyon aşamalarında fosforilasyonun etkilerini 

incelediğimiz bu çalışmamız, posttranslasyonel modifikasyonun enzim dinamiğine 

etkilerini sistematik bir şekilde ele alan ilk çalışma olması nedeniyle önem 

taşımaktadır. Katalitik reaksiyon aşamalarını gösteren apo, binary, ternary ve product 

sistemlerine ait fosforsuz ve fosforlu yapıların MD simülasyonları yapılarak elde 

edilen bulgular ışığında tahmini bir allosterik bağlanma bölgesi tanımlanmıştır.  

Ayrıca, bugüne kadar FTaz tarafından katalize edilen enzimatik adımları araştıran 

bazı moleküler dinamik çalışmaları olmasına rağmen bunlar simülasyon süresi 

bakımından deneysel bulgular ile karşılaştırılamayacak kadar kısadır (156–158).⁠ 

Binary sistemde fosforilasyon etkisiyle β-altbirim stabilitesinin artması FPP 

substratı ve katalitik açıdan önemli olan rezidüleri uygun oryantasyonda stabilize 

ederek katalizin hızlanmasına katkı sağlayabilir. Product sistemine ait β-altbirim 

stabilitesinin fosforilasyon etkisiyle azalması, aktif bölge rezidülerini daha esnek 

hale getirerek peptitle yaptığı etkileşimleri azaltmak suretiyle oluşan ürünün 

salınmasını hızlandırabilir.  

Fosforilasyonun arayüzeye etkileri incelendiğinde, binary ve ternary 

sistemlerde FTaz enziminin altbirimleri arasındaki etkileşimin kuvvetlendiği 

görülmüştür. Sonuç olarak, deneysel çalışmalarda da gösterildiği gibi (91)⁠ iki 

altbirim arasında artan etkileşim katalitik aktivitenin artmasına katkı sağlayabilir. 

Dahası, fosforilasyon sonucunda product sisteminde iki altbirim arasındaki kontakt 

sayısının ve arayüzey alanının azalması, ürün salımını kolaylaştırabilir ve buna bağlı 

olarak da katalitik aktiviteyi hızlandırabilir. Bunların paralelinde, binary sistemde 

peptit bağlanma kavitesi civarında yerleşen 272-372 rezidülerinin arasındaki 

korelasyonun azalması, fosforilasyonun enzimin arayüzey alanını düzenlemesinden 

kaynaklanmış olabilir. Diğer yandan, binary ve ternary sistemlerde, peptit bağlanma 

bölgesi civarında oluşan arayüzeyde hot spot rezidülerin frekansında artış görülmesi, 

hatta bunlardan bir tanesi CaaX peptit ile direkt etkileşimde olduğu bilinen Ala98β 

(73)⁠, dikkat çekmektedir. Bunun aksine, product sisteminde farnesillenmiş ürünün 

kaviteye yerleştiği bölge civarında hot spot frekansı azalan rezidüler fosforlu 

sistemde ürün salımını kolaylaştırabilir. 
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Fosforilasyon etkisiyle binary sistemde, peptit substrat ile etkileştiği bilinen 

Glu94β (73)⁠ ile peptit bağlanma kavitesinin oluşumuna katılan 12β-13β loop’u 

üzerindeki Lys356β rezidülerinin arasındaki mesafe daralarak iki rezidü arasında tuz 

köprüsü kurulmaktadır. FTaz aktif bölgesinin tepe kısmında peptit bağlanma 

bölgesinin iki tarafındaki loop’lar üzerinde yerleşen bu rezidülerin konumlanmasında 

görülen değişiklik peptit substratın kaviteye yerleşmesini kolaylaştırıyor olabilir. 

Bunun tersi yönünde, fosforilasyon product sisteminde, Glu94β ve Lys356β 

rezidülerinin yakınlaşmasını ve tuz köprüsü kurulmasını engelleyici bir etki 

göstermesi yine ürün salımı ile alakalı olabileceğini düşündürmüştür. Ayrıca, temel 

bileşenler analizi yapıldığında binary ve product sistemlerde görülen Glu94β and 

12β-13β loop’un global hareketindeki değişim paterninin de benzer olması bu kanıyı 

güçlendirmiştir.  

Fosforilasyonun reaksiyonu hızlandırıcı etkilerinden birisi de FTaz enzimatik 

kavitesinde Zn
2+

 iyon koordinasyonunu binary sistemde güçlendirirken product 

sistemde zayıflatması olabilir. Ayrıca, enzimatik kavite içerisinde FPP substratın 

fosfat gruplarının proteine ait rezidüler tarafından stabilize edilmesi de reaksiyon için 

önem taşımaktadır. Özellikle, Lys164α rezidüsünün FPP substrat α-fosfat 

oksijenlerini nötralize ederek katalize yardımcı olduğu birkaç çalışmada 

gösterilmiştir (121,122)⁠. Çalışmamızda ternary sistemde Lys164α rezidüsünün FPP 

α-fosfat oksijenleri ile hidrojen bağı oluşturma kapasitesinde artış görülmesi 

fosforilasyonun bu yönüyle de reaksiyona yardımcı olabileceğini göstermektedir. 

Dahası, α- ve β-fosfat oksijenleriyle yaptığı hidrojen bağları sayesinde reaksiyonu 

transition state’inde stabilize eden Tyr300β rezidüsünün (124,159)⁠, fosforlu binary ve 

ternary sistemlerde artan hidrojen bağı yapma kapasitesi de benzer bir etki 

oluşturmaktadır. Lys164β ve Tyr300β rezidülerine ilaveten, diğer bir korunmuş 

rezidü olan Arg291β’nın FPP fosfat oksijen atomlarıyla artan hidrojen bağı kapasitesi 

sayesinde de FPP substratın hidrofobik kavitede stabilize edilerek kataliz için gerekli 

olan uzatılmış pozda bulunmasına yardımcı olabileceği düşünülmüştür. Sonuç olarak, 

fosforilasyon FPP substratın optimum konformasyonda kalmasını sağlayarak 

reaksiyonu hızlandırıcı bir etki yapıyor olabilir. 

Katalitik reaksiyon sırasında CaaX motifte yer alan sistein tiyol grubu katalitik 

Zn
2+

 iyonu sayesinde aktive olarak FPP substratın C1 atomu üzerine nükleofilik atak 
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gerçekleştirmektedir (160)⁠. Aynı zamanda, FPP substratın birinci ve ikinci izopren 

grupları rotasyona uğrayarak katalitik sistein rezidüsüne yaklaşmaktadır (73)⁠. 

Çalışmamızda fosforilasyonun, FPP substratın peptit substrata göre oryantasyonunu 

düzenleyerek ve CaaX peptitin uzatılmış konformasyona adaptasyonunu sağlayarak 

fosforlu ternary sistemde iki substrat arasındaki fiziksel etkileşimi artırdığı 

gözlemlenmiştir. İki substrat arasında artan bu etkileşimin reaksiyon hızının 

artmasında etkili olabileceği düşünülmüştür.  

Lokal düzenlemelere ilaveten, çalışmamızda fosforilasyonun dominant kolektif 

harekete etkileri de araştırılmıştır. Özellikle, şimdiye değin bahsedilen iki altbirim 

arasındaki arayüzey alanının artması, Glu94β’nın Lys356β’ya doğru yönelmesi gibi 

modülasyonların, fosforilasyon etkisiyle proteninin her iki altbiriminde de 

sınırlanmış olan uzayda görülmesi önemlidir. Fosforilasyon etkisiyle FTaz’ın global 

hareketine olan etkisi büyük ihtimalle enzim fonksiyonuna katkı sağlamaktadır. 

Çalışmamızda, fosforilasyon etkisiyle proteinde görülen lokal ve global 

değişiklikler doğrultusunda olası bir allosterik bölge tanımlanarak, bu bölgenin ilaçla 

hedeflenebilir olduğu gösterilmiştir. Bunun için fosforlu binary sisteme ait 

yörüngelerden, fosforilasyonun protein dinamiğinde yol açtığı değişiklikleri yansıtan 

temsili bir yapı seçilerek olası allosterik bölgede tutunabilen ligandlar araştırılmıştır. 

Aynı zamanda proteinin bilinen substrat bağlanma bölgesinde tutunabilen ligandlar 

da araştırılmıştır. MD simülasyonlar yardımıyla ligandların, fosforilasyonunun yol 

açtığı değişikleri tersi yönünde etkileyip etkilemediği incelenmiştir. 

Tahmini allosterik bölgede araştırılan ligandlardan, ticagrelor ve lonafarnib her 

üç replika simülasyon boyunca kopmadan proteine bağlı kalmasıyla dikkat çekmiştir. 

CaaX peptit bağlanma bölgesinde araştırılan ligandlardan rosiglitazone ve raltitrexed 

her bir replikada simülasyon boyunca stabil bir şekilde kavite bağlı kalabilmiştir. 

Bununla beraber bütün replikalarda simülasyon boyunca stabilite sağlayamamasına 

rağmen diğer ligandların protein dinamiğinde yol açtığı değişikler dikkat 

çekmektedir. Farklı olarak, lercanidipine ikinci ve üçüncü replikalarda simülasyonun 

başında tahmini allosterik bölgeden ayrılarak proteinin β-altbirimi üzerinde belirli bir 

bölgede tutunmaktadır. Lercanidipine molekülünün tutunduğu bu bölge de daha 

sonraki çalışmalarda irdelenebilir. 
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Fosforilasyon etkisiyle α- ve β- altbirimler arasında artmış olan arayüzey alanı, 

tahmini allosterik bölgede araştırılan lomitapide ligandı sayesinde belirgin ölçüde 

azaltılmıştır. Önemli olarak, bu ligand Leu107α ve Phe136α hot spot rezidülerinin 

frekansını da azaltmıştır. Bunun yanı sıra, ortosterik bölgede araştırılan ligandlardan 

raltitrexed arayüzey alanını azaltarak iki altbirim arasındaki etkileşimi azaltmada en 

başarılı olan ligand olmuştur. O kadar belirgin olmamakla beraber, rosiglitazone ve 

donepezil ligandları da arayüzey alanını azaltabilmiştir. Bahsedilen moleküller, 

fosforlu sistemden seçilen protein yapısında iki altbirimin etkileşimini azaltabilmesi 

açısından başarılı bulunmuştur.   

Glu94β ve Lys356β rezidüleri arasındaki mesafe incelendiğinde, fosforilasyon 

ile birbirine yaklaşmış olan bu rezidülerin arasındaki mesafeyi en belirgin şekilde 

vilazadone, olaparib ve raltitrexed ligandları uzaklaştırabilmiştir. İlginç bir şekilde 

vilazadone, diğer ligandlara kıyasla MD simülasyonlarda daha kısa sürelerde 

proteine bağlı kalabilmesine rağmen bu etkiyi oluşturabilmiştir. Diğer ligandlardan, 

berotralstat, lercanidipine, lonafarnib ve rosiglitazone da Glu94β ve Lys356β 

arasındaki mesafeyi uzaklaştırmada nispeten başarılı olmuştur.  

İlginç bir şekilde, çalışmamızda CaaX peptit bağlanma kavitesinde bağlandığı 

bilenen FTaz inhibitörü lonafarnib’in aynı zamanda tahmini allosterik bölgede 

tutunarak fosforlu sistemde reaksiyon hızını azaltabilecek dinamik ve yapısal 

değişikleri sağlaması dikkat çekmektedir. Ligandların protein dinamiği üzerine 

etkileri incelendiğinde her birinin farklı mekanizmalar ile fosforlu FTaz enzimini 

inhibe edebilme potansiyeli taşıdığı düşünülmüştür.  

Çalışmamızda, hiperinsülinemi koşulunda fosforilasyona uğrayarak 

aktivitesinde artış görülen FTaz enzimini inhibe edebilecek yeni potansiyel 

moleküllerin araştırmayı amaçlanmıştır. Bu nedenle, nörodejeneratif hastalık modeli 

oluşturmak için sıklıkla kullanılan SH-SY5Y hücre hattında hiperinsülinemi modeli 

oluşturmak üzere uygun insülin konsantrasyonu belirlenmiştir. Daha sonra, 

belirlenen konsantrasyonda insülin içeren/içermeyen besiyerinde inkübe edilen 

hücrelere FTaz inhibitörü lonafarnib muamele edilerek sitotoksik olmayan 

konsantrasyonu belirlenmiştir.  

FTaz enziminin hiperinsülinemi koşulunda fosforilasyona uğraması sonucu 

aktivitesi artmaktadır (6)⁠. AH’da artan FTaz enzim miktarına bağlı olarak, 



70 

 

farnesillenerek hücre membranına tutunan HRas protein miktarındaki artış ve inen 

sinyal yolağında ERK protein aktivasyonu hastalığın patojenezindeki önemi 

bilinmektedir (5). Çalışmamızda, insulin ve lonafarnib maruziyeti sonucunda SH-

SY5Y hücrelerinde HRas proteininin değişen membran/sitozol oranlarını araştırmak 

için yapılan immunfloresan boyama neticesinde hücre çekirdeği ve membranı 

görüntülenebilmiştir. Ancak, HRas protein için kullanılan floresan boya 

görüntülenememiştir. Çalışılan materyalin plastik tabanlı petri olması nedeniyle 

ışığın çok kırılmasına bağlı olarak görüntü alınamamasına yol açmış olabilir. 

İlaveten, elde edilen görüntülerde hücre morfolojisinin bozulmuş olduğu ve 

hücrelerin büyük kısmının petri tabanından kalkmış olduğu dikkat çekmiştir. Petri 

tabanında kalan hücreleri kaplayan veziküler yapıların bulunması fiksasyon ile ilgili 

bir problem olabileceğini düşündürmüştür. Bu nedenlerden dolayı deneylerin cam 

tabanlı petri kaplarında tekrar edilmesi için çalışmalar devam etmektedir.  
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8-SONUÇ 

Bu çalışmamızda, FTaz enzimi tarafından katalizlenen enzimatik reaksiyonlar 

üzerinde fosforilasyonun etkisini araştırmak için, fosforsuz ve fosforlu enzim 

sistemleri karşılaştırılarak atomistik seviyede mekanistik bir bakış sağlanmıştır. 

Fosforilasyon, enzimin α- ve β- altbirimleri arasındaki etkileşimi kuvvetlendirmiş ve 

proteinde bazı yapısal düzenlemelere neden olmuştur. Bunlar binary ve ternary 

sistemlerde i) FPP substrat konformasyonunun CaaX peptite göre düzenlenmesi, ii) 

enzimin aktif bölgesinde katalitik Zn
2+

 iyon koordinasyonunun modülasyonu 

sayesinde aktivitenin artırılmasına yol açabilecek değişikliklerdir. Diğer yandan, 

reaksiyon tamamlandıktan sonra ürün salımını kolaylaştıracak konformasyonel 

düzenlemeler görülmektedir. Elde ettiğimiz bulguların, literatürdeki yapısal ve 

biyokimyasal data ile uyumlu olması sebebiyle, fosforlu FTaz enzimi üzerinde 

tahmini allosterik bölgenin tanımlanması ümit vericidir. Son olarak, fosforilasyonun 

mekanistik etkilerini anlamak, belirli hastalık durumlarında enzimin spesifik olarak 

hedeflenmesini sağlayabilir. 
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