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1-OZET

HIPERINSULINEMI ETKISIYLE POSTTRANSLASYONEL
MODIFIKASYONA  UGRAYAN ENZIMLERIN DINAMIGININ
INCELENMESI VE INHIBITOR MOLEKULLERIN ARASTIRILARAK iN
VITRO ORTAMDA TEST EDILMESI

Farnesiltransferaz (FTaz) enzimi C-terminalinde CaaX motifi tasiyan proteinlerin
posttranslasyonel modifikasyonundan sorumludur. Hiperinsiilinemi kosulunda
FTaz’in Ser60a ve Ser62o rezidiileri fosforilasyona ugrayarak enzimatik aktivite
artmaktadir. Bu tez ¢aligmasinda, molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlar yardimiyla
fosforilasyonun enzimatik reaksiyon asamalarinda protein dinamigine ve yapisal
ozelliklerine olan etkisi arastirilmistir. Bunun i¢in, apo (FTaz), binary (FTaz+farnesil
pirofosfat (FPP) substrat), ternary (FTaz+FPP substrat+CaaX peptit) and product
(FTaz+farnesillenmis CaaX peptit) sistemlerinin fosforsuz (NP) ve fosforlu (P)
simiilasyonlar1 yapilmistir. Fosforilasyonun FPP substrat/CaaX peptit, katalitik
Zn**/koordine eden rezidiiler arasinda ve dimer arayiizeyinde neden oldugu
konformasyonel degisimler gosterilmistir. Tlaveten, fosforlu FTaz enziminde kiigiik
yapili molekiillerin yerlesebildigi olas1 bir allosterik bolge tanimlanmis ve MD
simiilasyonlar yardimiyla molekiillerin etkisi arastirilmigstir. Olas1 allosterik bolgede
stabil olarak baglanabilen ligandlarin, fosforilasyonun yol actigi degisiklikleri tersi
yonde degistirebildigi gosterilmistir. Bu ¢calismamizla Ftaz’in katalizledigi enzimatik
reaksiyon basamaklarinda fosforilasyonun etkisi ilk defa arastirilmistir. Ayrica,
fosforilasyonun protein tiizerinde fosforsuz halinde goriinmeyen alternatif bir
baglanma bolgesi sagladigi gosterilmistir. Bu perspektiften bakildiginda, hastalik
durumlarinda ortaya ¢ikan FTaz fosforilasyonu enzimin spesifik olarak

hedeflenmesinin yolunu agmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastaligi, Farnesiltransferaz, Hiperinsiilinemi,

Molekiiler dinamik, Posttranslasyonel modifikasyon



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 Ser60a and
Ser62a 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®**/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



3-GIRIS VE AMAC

Proteinlere farkli kimyasal gruplar baglayarak yapilarini degistiren
posttranslasyonel modifikasyonlar (PTM), biyolojik siireclerin regiilasyonunda
onemli roller oynamaktadir. Ancak, anormal diizeyde goriilen posttranslasyonel
modifikasyonlar bircok hastaligin patofizyolojisine de katki saglamaktadir (1,2).
Diger yandan, PTM sayesinde proteomun genislemesi yeni ila¢ arayislarinda
hedeflenebilecek, farkli biyolojik fonksiyonlara sahip olan, potansiyel yapilarin
cesitliligini artirmaktadir. Bu sayede PTM ile modifikasyona ugramis olan
proteinlerin hedeflenmesi ilacin segiciligini artirarak ideal bir ilagtan beklendigi
sekilde zararli yan etkilerin azaltilmasina ve ilacin glivenliginin artirilmasina imkan
tanimaktadir (3).

Preniltransferaz enzimleri, hiicrelerde CaaX motifi tasiyan proteinlerin farnesil
veya geranilgeranil lipid gruplar ile baglanarak membrana tutunmasini ve bdylece
aktivitesini saglamaktadir. Prenilasyondan sorumlu olan Farnesiltransferaz (FTaz) ve
Geranilgeraniltransferaz-1 (GGTaz-1) enzimlerinin inhibitérleri uzun yillardir kanser
terapilerinde arastirilan molekiiller olmustur (4). Onemli olarak, son yillarda 6zellikle
Alzheimer hastalifinda FTaz enzim miktariin artti1i ispatlanmigtir. Artan enzim
aktivitesi, farnesillenmis HRas protein miktarini artirmakta ve hiicre membranina
tutunmasimi saglamaktadir. Bu sekilde aktive olan HRas proteini inen sinyal
yolaginda ERK proteinini aktive ederek AH gelismesine Onemli bir katki
saglamaktadir (5). Diger yandan, yapilan bir¢ok c¢alismada hiperinsiilinemi
durumunda AH gelisme riskinin arttigi gosterilmistir. Onemli olarak, insiilin
FTaz/GGTaz-1 enzimlerinin a-altbiriminde Ser60a ve Ser62a rezidiilerinin
fosforilasyonuna neden olarak enzim aktivitesini artirmaktadir (6).

Bu tez ¢alismasinda, FTaz a-altbirim fosforilasyonun, enzimatik reaksiyonun
farkli asamalarinda protein dinamigi iizerine olan etkileri arastirilarak, aktivite
artisindan sorumlu olabilecek yapisal ve dinamik degisikliklerin tespit edilmesi ve
protein yiizeyinde yeni bir baglanma kavitesi arastirilmasi amaclanmistir. Ayrica,
farkli endikasyonlarda onay almig ilag molekiillerinin yeniden hedefleme
caligmalariyla arastirilan  yeni bdlgenin hedeflenebilir oldugunu gostermek
amaclanmistir. Simdiye kadar, proteinin substrat baglanma kavitesini hedefledigi

bilinen molekillerin ciddi toksik tesirleri bulunmaktadir. Bu nedenle fosforlu FTaz



enzimi lizerinde yeni bir baglanma bolgesinin bulunmasi, enzimi selektif bir sekilde
inhibe edebilecek, daha potent ve yan etki profili daha giivenli molekiillerin
arastirtlmasina imkan taniyacaktir. Elde edilen bulgular 1s18inda gelistirilen yeni
terapotik yaklagimin, hiperinsiilinemi nedeniyle protein prenilasyonunun anormal

diizeyde goriildiigii hastaliklarin tedavisinde olumlu katkilar1 olmasi1 beklenmektedir.



4-GENEL BIiLGILER

4.1. Alzheimer Hastahigi

Alzheimer hastaligi, biligsel fonksiyonlarin zamanla kayboldugu ve ilerleyici
hafiza kaybinin goriildiigii norodejeneratif bir hastaliktir. Diinya iizerinde yash
niifiisun %4-8’ini etkileyen AH, demanslarin en sik goriilen seklidir (7). Yasla
ilerleyen bu noérodejeneratif hastalikta amiloid beta (AP) plaklari, norofibriler
yumaklar ve kolinerjik iletimin yetersizligi hastaligin patofizyolojisinde rol alan
temel etmenler olarak goz Oniine g¢ikmaktadir. Giincel olarak asetilkolinesteraz
inhibitorleri (rivastigmin, donepezil, galantamin) ve N-metil-D-aspartat (NMDA)
reseptor agonisti memantin ile ancak semptomatik tedavi yapilabilmektedir.
Maalesef, hastaligin altinda yatan nedenleri ortadan kaldirarak kesin ¢6ziim liretecek
bir tedavi bulunmamaktadir (8). AH, ailesel ve sporadik vakalar olmak {izere iki
sekilde gortilmektedir. Ailesel AH’da amiloid prekiirsor protein (APP), presenilin 1
ve presenilin 2 proteinlerini kodlayan genlerde mutasyonlar goriilmektedir. Sporadik
vakalarda ise hastalarin yaklasik olarak %25’inde bir lipid transport proteini olan
apolipoprotein E (ApoE) geninin e4 aleli tasidigi goriilmiistiir. ApoE’nin AP
seviyesini hangi mekanizma ile arttirdigr tam olarak bilinmemektedir. Ayrica, ileri
yaslarda olmak AH i¢in 6nemli bir risk teskil etmekle birlikte, hipertansiyon,
metabolik sendrom, dislipidemi ve diyabet gibi faktorlerin bulunmasi da AH
gelismesine katki saglamaktadir. Bugiline kadar yapilan arastirmalar neticesinde
hastaligin altinda yatan nedenleri anlamak i¢in farkli hipotezler de gelistirilmistir.
Bunlardan bazilar1 soyledir: dendritik hipotez, mitokondriyal kaskad hipotezi,

metabolik hipotez, oksidatif stres, néroinflamasyon (9).

4.1.1. Amiloid Hipotezi

Amiloid hipotezine gore, beyin parenkimasinda ndrotoksik AP birikmesi AH
patojenezinde onemli bir yer tutmaktadir. AP peptit birikimi, sinaps kaybina,
norodejenerasyona ve noronal aktivitede degisikliklere yol ag¢maktadir. Bunun
sonucunda da noral devreler bozularak biligsel gerilemeye neden olmaktadir. AP
peptitler, tip | integral membran glikoproteini olan amiloid prekiirsér protein’den

(APP) iiretilmektedir. APP, amilodojenik ve non-amiloidojenik olmak tizere 2 farkli



yolakta proteolitik olarak yikilmaktadir (Sekil 4.1.1.1). Non-amiloidojenik yolakta
APP, a-sekretaz enzimiyle soliibl N-terminal APP fragmani o (sAPPa) ve C-terminal
fragman1 C83’¢ parcalanir. Daha sonra, C83 fragmani, y-sekretaz tarafindan
parcalanarak ekstraseliiler p3 peptiti ve APP intraseliler domain (AICD)
olusturmaktadir. Amiloidojenik yolakta ise, APP ilk olarak p-sekretaz tarafindan
parcalanarak soliibl N-terminal APP fragmani 8 (sSAPPp) ve C-terminal fragmani1 C99
iiretilir. Pesinden, C99 fragmaninin y-sekretaz yikilmasiyla AP peptitleri ve AICD
olusmaktadir. Olusan AP peptitlerin ¢ogu 40 a.a. uzunlugundaki AB40 ve yaklasik
%10 kadar1 ise AP42 varyantidir. AB42, ilaveten sahip oldugu iki hidrofobik a.a.
rezidiisii sayesinde katlanarak agrege olmaya daha yatkindir. Bununla birlikte, bazi
calismalarda total AP miktarindan ziyade, AB42/AB40 oranlarinin AH’daki bilissel
gerilemeyle arasinda daha iyi bir korelasyon oldugu gosterilmistir (10-13). Amiloid
hipotezi, AP birikimi ve AH’nin diger belirtileri arasinda direkt bir baglant1 oldugunu
one siirmektedir. Buna gore, AP iiretimini azaltacak veya klerensini artiracak bir
tedavi yaklasimi ile tau patolojisi, inflamasyon, sinaptik disfonksiyon, néronal hiicre
kayb1 ve demans gibi AH belirtileri de iyilestirilebilir (14).
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Sekil 4.1.1.1. Amiloid kaskad sematik gosterimi. Canter ve ark. 2016 ¢alismasindan
uyarlanmistir (10).



4.2. Alzheimer Hastalig1 ve Hiperinsiilinemi

Genellikle, tip 2 diyabet tanis1 almadan 6nce, uzun yillar boyunca hiperglisemi
eslik etmeksizin goriilen kronik hiperinsiilinemi, hiicrelerin insiiline asir
maruziyetine yol agmaktadir. Biitiin hiicreler gibi néronlar da bu durumdan olumsuz
etkilenmektedir (15). AH’nin erken donemlerinde insiilin etkisiyle hipokampiis gibi
beyin bolgelerinin fonksiyonlari bozulmaktadir (16). Tip 2 diyabet’in, ge¢ baslangich
Alzheimer hastalig1 riskini artirdigi ve ozellikle insiilin tedavisi goren hastalarin
demansla iliskili oldugu epidemiyolojik ¢alismalarla gosterilmistir (17,18). Ayrica,
tip 2 diyabet hastalari, diyabetik olmayanlara gore iki kat daha fazla AH gelistirme
riskine sahiptir (18).

Alzheimer tipi demansta goriilen hafiza kayiplarinin, insiilin seviyesindeki
bazal degisiklikler ile yakindan iliskili oldugu saptanmis ve hastalarin ¢ogunda
demansin erken donemlerinde belirgin diizeyde hiperinsiilinemi goriilmiistiir (19,20).
Alzheimer hastalarinda artan aglik plazma insiilin seviyesi, hem periferde hem de
beyindeki etkileriyle hastaligin patofizyolojisinde rol oynamaktadir (21). Orta
derecede bir hiperinsiilinemi beyindeki ve periferdeki inflamasyon belirteglerini ve
AP42 seviyesini artirarak AH igin risk olusturabilmektedir (22). Ayrica, saglikli
bireylerde insiilin inflizyonu sonucu, serebrospinal sivida insiilin ve AP42 seviyeleri
artmaktadir (23). Periferal olarak enjekte edilen insiilinin noronal insiilin
reseptOrlerini uyararak tau protein fosforilasyonuna yol a¢masi, tip 2 diyabet ve
norodejenerasyon arasinda yakin bir iliski oldugu fikrini desteklemektedir (24).
Sporadik Alzheimer hastalarinin postmortem beyin korteks dokusu incelendiginde,
insiilin reseptoér miktar1 artarken tirozin kinaz aktivitesinin azalmasi, bu hastalarda
instilin ~ reseptdr upregiilasyonunun dengeleyici bir mekanizma oldugunu

diistindiirmektedir (25).
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4.2.1. Beyinde Insiilin Reseptér Sinyalizasyonu

Insiilin reseptorii  (IR), olfaktor bulb, serebral korteks, hipotalamus,
hipokampiis ve serebellumda daha fazla olmak {izere biitiin beyin dokularinda yaygin
olarak ve Ozellikle noronal ve glial hiicrelerde bulunmaktadir (26,27). Beyindeki
insiilin ve insiilin reseptorleri, glukoz metabolizmasinin ve noronal biiyiimenin

diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (25).

Insiilin reseptorii, plazma membranmin dis kisminda lokalize olmus 2 adet a-
altbirim ve 2 adet trasmembranal [-altbirimden olusan heterotetramerik bir
reseptordiir. Insiilin reseptdriiniin  o-altbirimine insiilin baglanmas1 sonucu -
altbirimin intrinsik tirozin kinaz aktivitesi tetiklenmekte ve sitoplazmik kismindaki 3
tirozin rezidiisii otofosforilasyona ugrayarak reseptor tamamen aktif hale gelmektedir
(28,29). B-altbirimin fosforlanan tirozin rezidiileri, Src homology 2 domain (SH2) ve
fosfotirozin-baglayict domain (PTB) igeren proteinleri taniyarak indiiklemektedir.
Insiilin reseptdr substrat1 (IRS)-1/-2 ve Shc, insiilin reseptérleriyle etkileserek insiilin
reseptoriiniin inen sinyal yolaginda rol aldigi bilinen scaffold proteinleridir (30,31).
Insiilin reseptdriine insiilin ve onu takip eden IRS baglanmasi sonucu, temel olarak
fosfotidilinozitol 3 kinaz (PI13K)/protein kinaz B (Akt) ve Ras/mitojen aktif protein
kinaz (MAPK) kaskadlar1 aktive edilmektedir (32). IRS proteinleri, ayn1 zamanda
insiilin biiytime faktorii-1 (IGF-1) reseptorii kendi ligandi IGF-1 ile baglandiginda da
aktive olarak insiilin ve IGF-1 sinyal kaskadlar1 arasindaki iletisimi saglamaktadir.
Insiilin ve IGF-1 merkezi sinir sistemindeki etkileriyle, enerji homeostazi, néronal
sagkalim, 6grenme ve hafiza gibi fonksiyonlarda diizenleyici rol almaktadir. Bu iki
protein, diger biiylime faktorlerinin yoklugunda ndérit biiyiimesi, migrasyon, protein
sentezi, noronal iskelet proteinlerinin ekspresyonu ve yeni sinapslarin
olusturulmasinda gérev almaktadir (33-35). Insiilin, AP anabolizmasi ve
katabolizmas1 arasindaki dengeyi modiile ederek beyindeki APP metabolizmasini

diizenlemektedir (36).



4.2.2. Alzheimer Hastahginda Insiilinin Molekiiler Rolii
4.2.2.1. RassIMAPK Yolag:

Insiilin ve IGF-1 reseptorleri tarafindan aktive edilerek fosforlanan IRS
proteinleri, downstream yolaktaki SH2 domaini igeren proteinlerle etkileserek hiicre
biiyiimesinde ve metabolik fonksiyonlarda rol almaktadir (37). IRS proteinlerinin
aktivasyonu, PI3K/Akt yolagindaki etkilerinden bagimsiz olarak
Grb2/SOS/Ras/MAPK yolagimmi aktive etmektedir. Fosforlanan IRS-1’in Grb2
adaptdr proteinin SH2 domainine baglanmasiyla, bir guanin niikleotid degisim
faktorii (GEF) olan SOS aktive olarak membran bagli formdaki inaktif Ras’1 (Ras-
GDP) aktif haline (Ras-GTP) doniistirmektedir (38,39). GTP baglh aktif Ras proteini
CRAF ile etkileserek, MEK ve ERK1/2 aktivasyonuna yol agmaktadir (40). ERK1/2
aracilt sinyaller bellegin kuvvetlendirilmesi gibi uzun siireli néronal plastisitede
gorev almaktadir (41). Aymi zamanda ERK aktivasyonu, soliibl APP miktarimni
artinrken AP birikimini engelleyerek APP prosesini ve sekresyonunu regiile
etmektedir. Ancak bunun aksi yonde etkilere de sahip olmasi bu sinyal yolagini1 daha
karmasik hale getirmektedir. Ras/ERK yolaginin aktivasyonu APP mRNA miktarini
artirmaktadir. BOylece, APP’nin asir1 ekspresyonu ERK yolagini aktive ederek
ndronal hiicrelerin hiicre siklusuna yeniden girmesini saglamakta ve hiicre kaybina
yol agabilmektedir (42). Alzheimer hastalarinin beyninde artan ERK1/2 aktivasyonu,
hastaligin patofizyolojisinde 6nemli bir yer tutan tau proteinin hiperfosforilasyonuna
yol agmaktadir (43). Ilaveten, ERK1/2’nin asir1 aktivasyonu, antiapoptotik sinyal
molekiilit Akt’yi baskilayarak apoptotik hiicre 6liimiine yol agmaktadir (44).

Aktive olan insiilin reseptdriine baglanan diger bir protein Shc proteini de IRS-
1’e benzer sekilde fosforilasyona ugrayarak adaptor protein Grb-2 ile
baglanmaktadir. Bunun sonucunda yine Ras/MAPK mitojenik sinyal yolag:
uyarilmaktadir (44). Insiilin, hem Shc hem de IRS1 araciligiyla Ras aktivasyonuna
yol agiyor olsa da insiilin reseptoriiniin Shc ile etkilesmesi daha baskin olarak
gerceklesmektedir (45). She ve IRS proteinleri downstream yolaginda Grb2 proteini
ile etkileserek, mitojenik ve metabolik sinyal yolaklarin1i uyarmaktadir. Hiicrede
limitli olan Grb2 miktar1 nedeniyle, Shc ve IRS proteinleri IR/IGFR ile baglanmak

icin kompetisyona girmesi, hangi yolagin aktive olacagini etkileyebilir (46). Noronal



Shc/MAPK yolagi, noronal hiicre ve sinapslarin biiylimesi, devamlilifi ve
onarilmasini saglayarak hipokampal sinaptik plastisiteyi modiile etmektedir. Ancak,
norodejenerasyonda onemli rolleri olan APP ve presenilin 1 proteinleri, Grb2 ile
etkileserek  Shc/Ras/MAPK sinyal yolagim1 aktive etmekte ve bdylece amiloid

birikimine ve postmitotik néronlarin 6liimiine yol agabilmektedir (47,48).

Noroinflamasyon, tau fosforilasyonu ve sinaptik plastisite gibi hiicresel
siireclerde rol alan MAPK sinyalizasyonu, AP plak ve nérofibriler yumak olusumuna
katki saglamaktadir. Saglikli bireylerle karsilagtirildiginda Alzheimer hastalarinin
beyninde MAPK aktivitesinin arttifi ve postmortem beyin dokularinda MAPK
immunoreaktivitesinin daha fazla oldugu saptanmistir (49,50). Ayrica, beynin
hipokampal ve kortikal noronlarinda MAPK’in AP plak birikimi ve ndrofibriler
yumak olusumu ile iliskili oldugu gdsterilmistir (51,52). Insiilin direnci ve
hiperinsiilinemi MAPK sinyal yolagini aktive etmek ve B-sekretaz ekspresyonunu
artirmak suretiyle AB40 ve AB42 peptitlerin anormal derecede birikerek ndritik plak
olusmasina yol ag¢maktadir. Bununla beraber, insiilin direnci a-sekretaz’1

baskilayarak non-amiloidojenik yolagi bloke etmektedir (53).

4.2.2.2. PI3K/Akt Yolagt

Insiilin reseptdrii uyarilmas: sonucu aktive olan IRS1 ve IRS2’nin stimiile
etttigi sinyal yolaklarindan birisi de insiilinin metabolik etkilerinden sorumlu olan
PI3K yolagidir. Aktive olan PI3K, membran fosfolipidi olan PIP2’yi
(fosfotidilinozitol 4,5 bifosfat), PIP3’e (fosfotidilinozitol 3,4,5 trifosfat)
doniistiirmekte ve Akt’yi aktive etmektedir. Boylece aktive olan Akt, a ve B olmak
tizere iki altbirimden olusan glikojen sentaz kinaz 3’i (GSK3) fosforlayarak inhibe

etmektedir (54).

AP tretiminde Ras/ERK yolag1 kadar PI3K/Akt yolagr sayesinde GSK3’iin
aktivasyonu da rol almaktadir. GSK3 aktivasyon artisi, APP’nin sitozolik 668.
threonine rezidiisiinden fosforlanmasini artirarak amiloidojenik yolaktaki B-sekretaz
tarafindan proteolizini saglamaktadir (55,56). Diyabet ve Alzheimer hastalarinda
insiilin/PI3K/Akt sinyalinin ciddi diizeyde yetersiz oldugu gosterilmistir. Insiilin
reseptdr sinyalizasyonunun bozulmasi, PI3K/Akt yolagi aracilifiyla GSK3
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tizerindeki inhibisyonun zayiflamasina yol agmaktadir. Bu sayede aktivitesi artan
GSK3’tin GSK3a altbirimi APP y-sekretaz’1 aktive ederek AP olusumunu, GSK3f3
altbirimi ise tau fosforilasyonunu tetiklemektedir (57-59). Merkezi sinir sisteminde
GSK3B’nin asir1  ekspresyonu tau hiperfosforilasyonunu artirirken  bilissel
fonksiyonlarin kaybina yol agmaktadir. Aksine, GSK3p’nin inhibisyonu sonucu, A}
tiretiminin ve hiperfosforile tau proteine bagli ndrodejenerasyonun azaldigi in vitro
ve in vivo olarak gosterilmistir (60). Ilaveten GSK3, Ras/ERK aktivasyonuna benzer
sekilde APP iizerinden yiiriiyen bir mekanizma ile hiicrelerin yeniden hiicre siklusuna
girmesini saglayarak norodejenerasyona yol agmaktadir (61). Ayrica, insiilin
sinyalindaki bozulma sonucu PI3K aktivitesinin azalmasi Alzheimer hastalarinin

beyninde insiilin degrade edici enzimin (IDE) azalmasina da yol agmaktadir (62).

4.2.2.3. Insiilin Degrade Edici Enzim

Insiilin degrade edici enzim, endozom, peroksizom, mitokondri ve hiicre
yiizeyi gibi hiicresel kisimlarda bulunan sitozolik bir enzimdir. Hiicrede insiilin,
atriyal natritiretik peptit ve glukagon gibi belirli hormonlarin yikiminda rol alan IDE,
ayni zamanda AP’nin degredasyonunda da rol alarak ekstraseliller AR seviyesini
diizenlemektedir (63-65). Ap’nin IDE tarafindan degrade edilebildigi in vivo olarak
ispatlanmis ve bu enzimin hipofonksiyonunun AH, diyabet ve hiperinsiilineminin
temelinde yatan etmenlerden biri olabilecegi One siiriilmistiir (66). Alzheimer
hastalariin beyninde IDE’nin AP degrade edici aktivitesi azalmaktadir (67). Kan-
beyin bariyerini gecerek periferden beyne ulasan insiilin, AP ile yarigmaya girerek
IDE’nin AB’y1 degrade etmesini engellemekte ve hiicrelerde AP plak olusumunu
artirmaktadir. Buna bagli olarak insiilin direnci neticesinde merkezi sinir sisteminde
instilin  seviyesinin artmasi, AP plaklarin birikmesine yol actifi icin AH
patofizyolojisinde 6nemli bir yere sahiptir (66,68). Ilaveten, IDE’nin asir
ekspresyonu APP double transgenik farelerin beyninde AP seviyesini azaltmakta ve

AP plak olusumu tamamen engellenmektedir (69).
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4.2.3. Protein Prenilasyonu ve Alzheimer Hastahigindaki Rolii

Proteinler, canlilik ile ilgili temel faaliyetlerin yiirtitiilmesinde gorev almakla
birlikte, fenotiplerinde goriilen degisimler sebebiyle de ayni zamanda birgok farkli
hastaligin patojenezinde de rol oynamaktadir. Posttranslasyonel modifikasyonlar
sonucunda amino asit yan zincirine ya da C- veya N- terminaline fonksiyonel
gruplarin kovalent baglanmasiyla proteinlerin aktivitesi degismektedir (1,2). Birgok
farkli yapidaki kimyasal grup proteinlere baglanabilmektedir. Bunlar fosforilasyon ve
asetilasyonda oldugu gibi kiiclik yapili gruplar olabilecegi gibi karbohidrat zincirleri,
lipid gruplari, hatta ubikuitin gibi kiiclik yapili proteinler de olabilmektedir. PTM
bir¢ok biyolojik siirecin diizenlenmesinde gorev alirken, anormal diizeyde goriilen
PTM bir¢ok hastaligin olusmasiyla ve gelismesiyle ilintilidir (3).

Protein prenilasyonu, hiicre ic¢inde protein-protein etkilesimlerinin ve
membran-baglantili protein trafiginin diizenlenmesinde rol oynayan temel
PTM’lerden birisidir. Bu modifikasyon, proteinlerin karboksi terminalindeki veya
onun yakimindaki sistein rezidiilerine izoprenoid lipidlerin eklenmesiyle
gergeklesmektedir (70,71) ve prenilasyona ugrayan ¢ogu protein C-terminalinde
CaaX motifi (C; sistein, a; alifatik amino asit, X; herhangi bir amino asit)
tasimaktadir. CaaX proteinlerinin membrana tutunmasi ic¢in gecirdigi bir dizi
enzimatik reaksiyonun ilki prenilasyondur. C-terminal sistein rezidiisii prenillenen
protein, sirasiyla Reel ve Ictm enzimleriyle katalizlenen reaksiyonlar sayesinde 6nce
C-terminalindeki tripeptit (-aaX) proteolize ve daha sonra prenillenmis sistein
rezidlisii metilasyona ugramaktadir (Sekil 4.2.3.1). Prenilasyondan sorumlu olan
Farnesil transferaz (FTaz), Geranilgeranil transferaz-1 (GGTaz-1) ve Geranilgeranil
transferaz-11 (GGTaz-I1) enzimleri sayesinde, 15 karbonlu farnesil veya 20 karbonlu
geranilgeranil gruplarinin baglanmasi sonucu daha hidrofobik hale gelen proteinlerin
hiicre membranlar1 ile etkilesimi artmaktadir (72). CaaX protein substratin C-
terminalinde bulunan X rezidiisiiniin tipik olarak metiyonin, daha az siklikla da serin,
glutamin ya da alanin oldugu durumlarda, FTaz enzimi tarafindan segiciligi
artmaktadir. GGtaz-I enzimi ise X pozisyonunda 10sin amino asitini tagiyan
proteinler i¢in segicilik gostermektedir (73,74). Memeli hiicrelerinde FTaz enziminin
hedefledigi yapilardan bazilari; Ras proteinleri (HRAS, KRAS ve NRAS), niikleer

laminler (prelamin A ve lamin B), gorsel sinyal iletiminde yer alan birkag protein ve
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bazi protein kinaz ve fosfatazlardir. GGTaz-1 enzimi ise RAS-iligkili GTPaz’lar
(RAS ve RHO-RAC protein ailelerinin iyeleri) ve bazi regilatdr proteinleri
prenillemektedir. Prenilasyondan sorumlu olan bu enzimler, etkiledikleri proteinler
ve onlarin hiicresel yolaklarindaki anormallilerle iliskili olmasi nedeniyle bir¢ok

kanser ve norodejeneratif hastalikla bagmtilidir (72,75-77).
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Sekil 4.2.3.1. CaaX protein prenilasyonu sematik gosterimi. Jeong ve ark. 2018

calismasindan uyarlanmistir (78).

Protein prenilasyonunda kullanilan izoprenoidler mevalonat yolaginda
tiretilmektedir (Sekil 4.2.3.2). Dolayisiyla mevalonat yolagimin hiz sinirlayici
basamag1 olan HMG-CoA rediiktaz enzimini inhibe eden statin grubu ilaglar, dolayl
olarak izoprenoidlerin iiretilmesini ve buna bagh olarak da protein prenilasyonunu

engellemektedir (79).
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calismasindan uyarlanmistir (79).

Statinlerle isoprenoid biyosentezinin inhibe edilmesiyle, AB degredasyonunda
rol alan IDE’nin sekresyonu uyarilmaktadir (80,81). Statinler, eksozomla iligkili bir
yol sayesinde IDE salmimini artirmaktadir. Inflamasyon, hiicre farklilasmasi ve
proliferasyon gibi siireclerde rol alan eksozomlarin salim mekanizmasinin
diizenlenmesinde Rab, Ras, Rho, ROCK gibi prenilasyona ugrayan proteinler gorev
yapmaktadir. Statinler, bu proteinlerin prenilasyonunu dolayli olarak inhibe ederek
eksozom sekresyonunu ve A klerensini artirmaktadir. Prenilasyondan sorumlu olan
FTaz ve GGTaz-I enzimlerinin inhibisyonu incelendiginde, FTaz inhibitorii ile
mikroglialarda IDE sekresyonu uyarilirken GGTaz-1 inhibitoriiniin IDE sekresyonu
tizerinde herhangi bir etkisi olmamistir (81,82). APPPS1 transgenik farelerde FTaz
haplodeficiency etkisiyle FTaz enzim miktar1 azaltildiginda, farelerde IDE’nin kararh
hal (steady state) seviyesi ve AP degredasyonu artmistir. Ancak transgenik farelerde

GGTaz-1I haplodeficiency’nin IDE iizerinde bir etkisi olmamistir. Takiben yapilan
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caligmalarda, GGTaz-1 haplodeficiency sinaptik ve kognitif fonksiyonlar1 ciddi bir
sekilde zayiflatirken, FTaz haplodeficiency fizyolojik kosullar altinda herhangi bir
advers etkiye yol agmamistir. Bu nedenle FTaz enzimini hedeflemek GGTaz-I’i
hedeflemekten daha giivenli bir terap6tik yaklasimdir (83). Giincel olarak, Alzheimer
hastalarinin postmortem beyin dokularinda, FTaz enzim miktarinin ve farnesillenmis
HRas protein miktarinin arttigi gosterilmistir. Farnesillenmis halde membrana
tutnarak aktive olan HRas proteini inen yolak proteinlerinden ERK’in aktivasyonunu
saglamaktadir. Yine ayn1 ¢alismada, Alzheimer modeli APP/PS1 farelerinde 6n beyin
ndronlarinda FTaz delesyonu yapilarak amiloid peptit liretimi baskilamis ve hafiza

kaybr iyilesmistir (5).

4.2.3.1. Farnesiltransferaz ve Geranilgeraniltransferaz-1 Enzim a-altbirim
Fosforilasyonu

FTaz ve GGTaz-1, B-altbirimleri birbirinden farkli ve a-altbirimleri 6zdes olan
heterodimerik yapidaki enzimlerdir (84,85). Farnesiltransferaz enziminin a-altbirim
fosforilasyonu ile ilgili bir¢ok in vitro ve in vivo ¢alisma yapilmistir. Bir fosfoprotein
olarak calisan a-altbirimin, B-altbirim stabilizasyonunda ve enzimatik katalizde
onemli rollere sahip oldugu gosterilmistir (86,87). Bir ¢alismada adiposit
hiicrelerinin insiilin ile stimiilasyonunun FTaz a-altbirim fosforilasyonu ile
sonuglandig1 ancak B-altbiriminde bu etkinin olugmadigi gosterilmistir. Ayni
zamanda, bu fosforilasyonun FTaz enzim aktivitesini artirarak farnesillenmis Ras
protein miktarin1 ve membran lokalizasyonunu artirdign gdsterilmistir (88). Insiilin
stimiilasyonun etkisini arastiran bir bagka ¢alisma ise hem adiposit hem de 3T3-L1
fibroblast hiicreleri ile yapilmustir. Insiilin, hiicre igerisinde IRS-1 ve Shc’nin
fosforilasyonu ve guanin niikleotid degisim faktorii olan Sos’un aktivasyonu yoluyla,
Ras proteinlerini aktive etmekte ve fosforilasyon kaskadini baglatarak MAPK
aktivasyonuna neden olmaktadir. MAPK ise FTaz’1 fosforlayarak enzim aktivitesinde
ve farnesillenmis Ras miktarinda artisa neden olmaktadir. BOylece membrana
tutunan farnesillenmis Ras proteini, biiyiime faktorleri aracilifiyla GTP yiiklenerek
aktive olmaktadir. Bu ¢alismayla, FTaz aktivitesinin artis1 ve Ras/MAPK yolaginin
uyarilmast arasindaki iligkinin bir pozitif feedback mekanizmasia (Sekil 4.2.3.1.1)

dayandig1 ortaya ¢ikarilmustir (89). Ilaveten, insiilin stimiilasyonu 3T3-L1 fibroblast
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hiicrelerinde FTaz o- ve B-altbirimlerine ait mRNA miktarin1 artirirken, enzimin
transkripsiyon hizim1 artirmamaktadir. Bununla birlikte, insiilin FTaz o- ve B-
altbirimlerine ait mRNA yar1 dmriinii uzatarak enzim stabilitesini artirmakta ancak
her iki altbirimin protein miktarinda artisa neden olmamaktadir. Dolayisiyla, insiilin,
FTaz mRNA stabilitesini artirmaktadir ancak enzimatik aktivitedeki degisiklik sadece
posttranslasyonel seviyede goriilen fosforilasyon olayma baglidir (90). Insiilin
stimiilasyonun FTaz aktivitesi {lizerine etkisini arastiran bir¢ok in vitro ¢alismay1
destekler nitelikte, hiperinsiilinemik ratlarin aort, iskelet kasi ve Kkaraciger
dokularinda farnesillenmis Ras protein miktarinin arttigi da bilinmektedir (91). Bu
caligmalar1 takiben, insiilin ile uyarilan MAPK aktivasyonunun yol agtif
fosforilasyonun FTaz a-altbirimine ait hangi amino asit rezidiilerini etkiledigini agiga
kavusturmak i¢in bazi serin rezidiilerini mutasyona ugratarak VSMC hiicrelerindeki
etkileri aragtirllmistir. Sonu¢ olarak, dominant negatif o-(S60A)(S62A) FTaz
enzimini eksprese eden VSMC hiicrelerinde, FTaz fosforilasyonunun, bazal FTaz
aktivitesinin ve farnesillenmis Ras protein miktarinin azaldigini ispatlamislardir.
Ilaveten, dominant negatif enzim ekspresyonu sayesinde, hiicrelerde insiilin ile
uyarilmis olan DNA sentezinin de azaldigin1 gostermislerdir. Dolayisiyla insiilinin

bahsedilen etkileri Ser60a ve Ser62a rezidiilerinin fosforilasyonuna baglidir (6).
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Sekil 4.2.3.1.1. Insiilin etkisiyle FTaz aktivite artiss ve Ras/MAPK yolaginin

uyarilmasi. Goalstone ve ark. 1997 ¢alismasindan uyarlanmistir (89).

Hiperinsiilinemi  kosullarina bagli  olarak hiicre igerisinde protein
prenilasyonunda goriilen degisimler ayn1 zamanda GGTaz-l enzim aktivitesi ile de
iligkilidir. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin insiilin ile stimiilasyonu, FTaz enzimi
ile ayn1 a-altbirimine sahip olan GGTaz-I enziminin de fosforilasyonuna ve katalitik
aktivitesinde artisa yol agmaktadir. Boylece kanser hiicrelerinde geranilgeranillenmis
RhoA protein miktart ve buna bagli proliferatif yanit da artmaktadir (92). Ayrica,
MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde dominant negatif FTaz/GGTaz-1 a-altbirim
ekspresyonu, insiilinin  yol actigt Ras  farnesilasyonunu ve  RhoA
geranilgeranilasyonunu azaltmaktadir. flaveten, bu inhibisyon insiilinin DNA sentezi
ve hiicre proliferasyonuna olan etkilerini de bloke etmektedir (93). Meme kanseri
hiicrelerinde insiilinin mitojenik etkileri Shc hiperfosforilasyonuna bagli olarak
Ras/MAPK yolaginin aktivasyonuna baghdir. Dominant negatif FTaz/GGTaz-1 a-
altbirim ekspresyonunun bu etkileri géz oniine alinirsa, a-altbirim fosforilasyonunun
kanser tedavisine yonelik ila¢ gelistirme ¢alismalarinda {imit verici bir hedef olarak
diisiiniilmesi kaginilmazdir (94). Biitiin bunlara ilaveten, FTaz/GGTaz-1 a-altbirim

fosforilasyonu Ras/MAPK yolagin1 etkileyerek 3T3-L1 pre-adiposit hiicrelerinin
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adiposit hiicrelerine farklilasmasinda rol almaktadir. Diger yandan, dominant negatif
FTaz/GGTaz-1 o-altbirim ekspresyonu sayesinde adiposit farklilagmasi inhibe
edilebilmektedir. Adipoz doku gelisimindeki aberasyonun tip 2 diyabet, obezite ve
immiin yetersizliklerle iliskili olmasi nedeniyle, FTaz/GGTaz-I a-altbirim
fosforilasyonun hedeflenmesi bahsedilen hastaliklarin tedavisinde de etkili

olabilecegini diisiindiirmektedir (95).

4.3. Preniltransferaz Enzimlerinin Yapisal Ozellikleri

FTaz ve GGTaz-I enzimleri a- ve B- olmak iizere iki altbirimden olusan
heterodimerik enzimlerdir ve a-altbirim bu iki enzimde korunmustur (84). ilaveten,
FTaz ve GGTaz-I arasindaki yaklasik %30 sekans 6zdesligi bulunmaktadir, ancak
buna ragmen enzimin sentral bolgelerinde homoloji benzerligi relatif olarak daha
fazladir. Bu iki enzim sirasiyla 14 ve 13 adet a-heliksin olusturdugu B-altbirim ve
onlarin etrafinda yarim ay seklinde konumlanan 12 adet a-heliksin olusturdugu a-o
barrel seklinde katlanmis a-altbirimden olusmaktadir. Proteinin bu sekilde
katlanmasi sonucu FTaz ve GGTaz-I enzimleri barrel’in merkezinde kalan huni
seklinde ve ¢ok sayida aromatik rezidii igeren hidrofobik bir kavite olusturmaktadir.
Proteinlerin N-terminal domaini ise diizensiz bir yapidadir ve katalitik aktiviteye

direkt etkisi bulunmamaktadir (4).

4.3.1. Farnesiltransferaz Enzimi

Farnesiltransferaz enziminin a- ve PB-altbirimleri, yaklagik 3300 A? solvent-
erisebilir yilizey alanin1 gomen genis bir arayiiz olusturmaktadir. Diger oligomerik
proteinlerin aksine FTaz arayiiziinde hidrojen bagi sayist normalin iki katidir.
[laveten, oligomerik proteinlerde arayiiziin %65°i nonpolar atomlardan olusurken,
heterodimerik FTaz enziminin arayliziiniin %54 inii nonpolar rezidiiler, %29’unu
polar atomlar ve %]17’sini yiiklii gruplar olusturmaktadir (74). FTaz enzim yapisinda
her bir heterodimer bir adet Zn*? iyonu igermektedir ve katalitik aktiviteden sorumlu
olan zZn*? iyonu FPP substratin degil, fakat peptit substratin enzime baglanmasini
artirmaktadir (73). FTaz B-altbiriminin i¢ kisminda, barrel’in tepe ve arayiize yakin
olan kisminda bulunan Katalitik Zn*? iyonu Asp297p, Cys299B ve His362p

rezidiilerinin yan zincirleri tarafindan koordine edilmektedir. Proteinin a-o barrel’in
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merkezinde huni seklinde derin bir yapi olusturan B-altbirim yiiksek oranda
korunmus olan 10 adet aromatik rezidii igermektedir (84). Bu aromatik rezidiilerin
olusturdugu hidrofobik kavitede FPP substratina ait 15 karbon atomlu izoprenoid
kismi uzanirken, FPP’nin difosfat kism1 kavitenin disa acilan kisminda pozitif yiiklii
rezidiiler (Lys164a, Arg291p3, His248p3, Lys294p ve Tyr300B) ile etkilesmektedir.
FPP substratin yerlestigi bu kavitenin uzunlugu FTaz ve GGTaz-lI enzimlerinde
sirastyla 15 ve 20 karbon atomluk izoprenoidin yerlesebilecegi uzunluktadir.
Hidrofobik kavitenin derinliginin bu iki enzim arasinda kullanilan izoprenoid
ligandin uzunluguna uyumlu olmasi “molekiiler cetvel” hipotezi olarak bilinmektedir
(73,84).

Farnesilasyon, FTaz enziminin hidrofobik kavitesine ilk olarak FPP substratin
baglanmasiyla baglayan kinetik olarak sirali bir sekilde ilerleyen bir enzimatik
reaksiyondur. Daha sonra, CaaX protein substrat da kendi kavitesine baglanmakta ve
CaaX motifindeki katalitik sistein rezidiisiiniin siilfiir atomu FPP substratin Cl
atomuna yaklasarak transition state’i olusturmaktadir (96,97). Onemli olarak,
prenillenmis iirliniin enzim kavitesinden salim1 reaksiyonda hiz siirlayict basamaktir
ve ikinci bir FPP substratin baglanmasi tirtin salimini kolaylastirmaktadir (84,97,98).
Bu calismada, enzimatik reaksiyon basamaklari apo (FTaz), binary (FTaz+FPP
substrat), ternary (FTaz+FPP substrat+CaaX peptit substrat) ve product
(FTaz+farnesillenmis CaaX peptit) olarak isimlendirilmistir (Sekil 4.3.1.1).

19



T

APO BINARY TERNARY

PRODUCT

X

transition state

PPi

Kd =5nM FPP 10°M*s*  FPP j\ Farnesil
E +FPP=——= E +CaaX==%—E > E

CaaX 17s* |
CaaX
Caax\j

\; 0.05s*
Farnesil

ECaaX_x_> Farnesil FPP E | FPP

| CaaX
CaaX

Sekil 4.3.1.1. FTaz enzimatik reaksiyon semasi. Long ve ark. 2002 ¢aligmasindan

uyarlanmistir (96).
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5-MATERYAL VE METOD

5.1. Homoloji Modelleme ve Sistemlerin Hazirlanmasi

Farnesilasyonda enzimin farkli reaksiyon basamaklarini gosteren FTaz
kompleks yapilari, insan FTaz’1 ile %97 sekans 6zdesligi gosteren Rattus norvegicus
organizmasina ait kristal yapilar kullanilarak modellenmistir (74). Protein data
bankasindan (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 yapilari kullanilarak SWISS-MODEL (101) yardimiyla modellenmistir. Biitiin
modellenen sistemler Schrodinger Maestro yazilimimin ProteinPrep (102,103) araci
kullanilarak pH 7.0°de protone edilmistir. Ser60a ve Ser62o rezidiilerine fosfat
gruplarinin eklenmesi ve kovalent farnesil grubunun parametrizasyonu CHARMM-
GUI Solution Builder (104-106) araciligiyla yapilmistir. Protein ve su molekiillerini
modellemek i¢in sirasiyla CHARMM36m (107) ve TIP3P (108) kullanilmistir ve
sistemler 0.15 M KCl ile nétralize edilmistir (109).

5.2. Molekiiler Dinamik Simiilasyon

Fosforsuz ve fosforlu sistemler GROningen MAchine for Chemical
Simulations (GROMACS) paketi kullanilarak simiile edilmistir  (110).
Simiilasyonlardan once, sistemler ilk olarak steepest descent algoritmas1 kullanilarak
minimize edilmistir. Daha sonra Nose-Hoover termostat (111,112) yardimiyla 303.15
K sicaklikta tutulan sistemler 125 ps boyunca NVT ensemble’da dengeye
getirilmistir. Molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlar Nose-Hoover termostat ve
Parrinello-Rahman barostat kullanarak NPT ensemble’da gergeklestirilmistir (113).
Minimizasyon, equilibration ve production agamalarinda H-bagi constraint’i i¢in
LINCS algoritmasi kullanilmigtir (114). Ligand bagli sistemlerde ligandlarin topoloji
ve parametre dosyalar1 CHARMM-GUI Ligand Reader & Modeller kullanilarak
tiretilmistir (115). Sonug olarak, fosforsuz, fosforlu ve ligand bagli FTaz sistemleri
icin total 48 ps simiilasyon yapilmistir. Her biri 1 ps uzunlugunda, ligandlar i¢in ii¢

replika ve diger sistemeler i¢in en az iki replika olacak sekilde ¢alisiimistir.
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5.3. Kok Ortalama Kare Sapma (RMSD)

Proteininin a- ve B-altbirimlerinin stabilitesini fosforsuz ve fosforlu sistemlerde
karsilastirmak i¢in RMSD degerleri hesaplanmistir. Bunun i¢gin  GROMACS
paketinin ‘gmx rms’ modiilii (110) kullanilarak ana zincir atomlarinin RMSD degeri

asagidaki formiile gore hesaplanmustir.

RMSD(0) = |25 (dn(6) — 417

Formiilde, dn(f) t amindaki koordinati ve d,® referans yapmin koordinatini

gostermektedir.

5.4. Heterodimer Arayiizey Analizleri

FTaz heterodimer arayiizeyindeki kontakt sayisi, GROMACS paketinin ‘gmx
mindist’ (110) modiilii kullanilarak ve 3 A mesafe icerisindeki uzakliklar dikkate
aliarak hesaplanmistir. Ayrica, her bir sistem igin solvent erisilebilir ylizey alani
(SASA) ‘gmx sasa’ modili (110) kullanilarak Olglilmiistiir. Arayiizey alani
hesaplamalarinda proteinin SASA degeri a- ve B-altbirimlerinin toplam alanindan

cikarilarak ortalamasi alinmistir. Formiil asagidaki gibidir;
Arayﬁzey alan1 = SASA y.aitbirim + SASA B-altbirim — SASA protein

Son olarak, arayiizeydeki degisiklikleri daha detayli incelemek igin
heterodimer arayiizeyindeki hot spot rezidiiler Hotpoint sunucusu (116) kullanilarak
hesaplanmistir. Hot spot rezidii frekansi, bir amino asidin yoriingeler (trajectory)
boyunca hot spot olarak bulunma sikligin1 ifade etmektedir. Hesaplamalar,

yorilingelerden her 20 ns’de bir yap1 alinarak yapilmstir.

5.5. Olasiik Dagilim Grafikleri

Belirli iki atom arasindaki mesafenin hesaplanmast GROMACS ‘gmx distance’
modiili  (110) kullanilarak yapilmistir ve zaman ¢izelgesinde elde edilen data
olasilik dagilim grafikleri gizilerek gosterilmistir. iki atom arasindaki mesafe ve

RMSD sonuglari, minimum ve maksimum degerler araliginda 2 A ile 6rneklenmistir.
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5.6. Dinamik Capraz Korelasyon Analizi (DCCM)
[lk olarak, Co atomlar1 arasinda dinamik ¢apraz korelasyonlar1 hesaplamak icin
bio3d paketi (117) kullanilmistir. Daha sonra, fosforsuz ve fosforlu sistemler arasinda

degisen korelatif hareketler incelenmistir. Formiil asagida verilmistir;

<Ar; (t).ATj(t)>t

V<IIAT(O]]>>¢ /<||A7‘j(f)||2>t

t zamaninda i ve j atomlarinin koordinatlart ri(t) ve rj(t). Formiilde, <>, Ar;(t) = ri(t)-

DCC(i, /) =

(<ri(t)>) ve Arj(t) = rj(t)-(<rj(t)>): ‘nin zaman grup ortalamasini a¢iklamaktadir.

5.7. Temel Bilesenler Analizi (PCA)

Fosforsuz ve fosforlu sistemlerin global hareketlerini incelemek igin temel
bilesenler analiz edilmistir. Bunun ig¢in, ilk olarak her rezidiinin Co atomu
yoriingeler boyunca ilk yapiya gére hizalanmistir. Daha sonra, GROMACS paketinin
‘gmx covar’ ve ‘gmx anaeig’ modiilleri (110) kullanilarak asagidaki formiile gore her
sistemin  esdegisirlik matrisi  kosegenlestirilmis  6zdeger ve Ozvektorleri
hesaplanmustir.

Cmn = [MmnArmAr,]

Cmn esdegisirlik matrisini, MmpArpAr, ise m ve n atomlarina ait koordinatlarin
zamana gore ortalamasi alinmis yapiya kiyasla pozisyonundaki degisimi ifade
etmektedir.

Cv=3%v

Kosegenlestirilen esdegisirlik matrisinin 6zdegerleri 82, dzvektorleri v ile

gosterilmistir. Son olarak, *ProDy’ Python paketi (118,119) kullanilarak her sistemin

ilk 6zdegerine gore a- ve B-altbirimleri 2D projeksiyonda gosterilmistir.

5.8. Hidrojen Baglarinin Hesaplanmasi

FPP substrat difosfat grubunun protein ile yaptigi hidrojen bagi sayisi
yoriingeler boyunca hesaplanarak her rezidii i¢in %deger olarak verilmistir. Bunun
icin Visual Molecular Dynamics (VMD) programinin Hbond eklentisi kullanilmigtir
(120).
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5.9. Hiicre Kiiltiirii

SH-SYS5Y noroblastoma hiicreleri %10 fetal sigir serum (FBS), 100 U/ml
penisilin, 100 mg/ml streptomisin, 2 mM L-glutamin igeren DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle/Ham’s) 37°C’de, % 5 COy’ye ayarlanmis inkiibatorde kiiltiir
edilmistir. Her iki giinde bir besiyeri degisimi yapilmis ve hiicreler %80-90 doluluga
geldigi zaman tripsin/EDTA ile kaldirilarak yeni kiiltiir kaplarina aktarilarak
cogaltilmistir.

Hemositometre ile yapilan hiicre sayimi neticesinde, yeterli miktarda hiicre
elde edildikten sonra 96 kuyucuklu petri kaplarina, her deney grubu i¢in 4’er 6rnek
ve kuyucuk basina 10.000 hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Insiilin (Sigma-
Aldrich, 19278), fosfat tampon ¢dzeltisi (PBS) icerisinde c¢oziilerek 1 mM’lik stok
¢ozelti hazirlanmistir. Stok ¢6zeltiden uygun hacimlerde alinarak besiyeri ile 4 farkl
konsantrasyona (50 nM, 75 nM, 100 nM, 125 nM) seyreltilmis ve her bir
kuyucuktaki total soliisyon hacmi 100 pl olacak sekilde hiicrelere muamele
edilmistir. Farkli petri kaplarinda 1, 2 ve 3 giin olmak {izere inkiibe edilmistir.

Lonafarnib (TargetMol, T6302) uygulanan deney setinde ise, hiicreler 96
kuyucuklu petri kaplarina ekildikten sonra, insiilinli ve insiilinsiz besiyerlerinde 3
giin inkiibe edilmistir. Daha sonra, her iki grup icin de 4 farkli konsantrasyonda (0.5
uM, 1 uM, 2 uM, 4 uM) lonafarnib ila¢ molekiilii ile muamele edilmistir. Farkli petri
kaplarinda 1, 2 ve 3 giin olmak {iizere inkiibe edilmistir. Lonafarnib stok ¢ozeltisi, 1
mM  konsantrasyonda  olacak sekilde @ DMSO  yardimiyla  besiyerinde
coziindiirilmustiir. Stok c¢ozeltisinden seyreltilerek hiicreye uygulanan soliisyon
thmal edilebilir diizeyde (%0.1’den az) DMSO i¢ermektedir.

[laveten, hazirlanan insiilin ve lonafarnib sollisyonlar1 filtrelenerek
kullanmilmistir. Her iki deney setinde de insiilin ya da lonafarnib uygulamaksizin
sadece besiyerinde inkiibe edilen kuyucuklar kontrol gruplarini olusturmaktadir.
Sitotoksisite ve immunositokimya deneyleri igin iki ayr1 set olacak sekilde hiicreler

inkiibe edilmistir.
5.10. MTT Sitotoksisite Testi

Yukarida anlatildigi sekilde 96 kuyucuklu petri kaplarinda inkiibe edilen

hiicrelerin canliligin1 6l¢mek i¢in 1., 2. ve 3. giinlerde 3-(4, 5-dimetiltiyazoil-2-il)-2,
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5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi yapilmistir. Toz haldeki MTT den 5 mg
alinarak 1 ml PBS igerisinde ¢oziindiiriilmiis ve 9 ml besiyeri eklenerek 0.5 mg/ml
MTT soliisyonu hazirlanmistir. Daha sonra hazirlanan soliisyon filtrelenmis ve
1s1ktan etkilenmemesi i¢in aliiminyum folyo ile sarili falkon igerisinde muhafaza
edilmistir.

96 kuyucuklu petri kaplarindaki 6rnekler iki kere PBS ile yikandiktan sonra,
her kuyucuga 100 ul MTT soliisyonu eklenerek 37°C’de 3 saat inkiibe edilmistir.
Daha sonra MTT soliisyonu uzaklastirilarak her bir kuyucuga asitlendirilmis
izopropanol ¢ozeltisi eklenmistir. 10 dk bekleme siiresi igerisinde, pipetleme
yapilarak formazon Kristallerinin ¢6ziinmesi saglanmistir. Bu islemler karanlik
ortamda gerceklestirilmistir. Orneklerin 570 nm dalga boyundaki absorbans degerleri
mikro-plate okuyucu (Bio-rad, iMark micro-plate reader) kullanilarak kaydedilmistir.
Elde edilen data GraphPad Prism 8 yazilimi kullanilarak tek yonli-ANOVA ve
Dunnett post hoc testleriyle analiz edilmistir.

5.11. Immunositokimya Testi

96 kuyucuklu petri kaplarinda inkiibe edilen hiicreler, 1., 2. ve 3. giin
sonlarinda fikse edilmistir. Bunun i¢in, kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilarak iki
kez PBS ile yikama yapilmistir. Daha sonra, 4 gr paraformaldehit (PFA) tartilarak 80
ml PBS igerisinde 60°C’de karistinilmis ve 1 M NaOH ¢ozeltisinden 1 ml
eklendikten sonra PBS ile 100 ml soliisyona tamamlanmistir. Soliisyonun pH’s1
derisik asetik asit ¢ozeltisi yardimiyla fizyolojik pH’ya ayarlanmistir. Hazirlanan ve
+4°C’de muhafaza edilen %4’liik PFA soliisyonundan kuyucuklara eklenerek 15 dk
oda sicakliginda beklenerek hiicrelerin fikslenmesi saglanmistir. Daha sonra
kuyucuklardaki PFA soliisyonu uzaklastirilarak iki kez PBS ile yikama yapilmistir.
Son olarak kuyucuklara PBS eklenmis ve bu sekilde +4°C’de muhafaza edilmistir.

Her deney grubu i¢in hiicre boyamasi yapilmistir. Bunun i¢in kuyucuklara
bloklama soliisyonu (%3 BSA, %0.3 Sodyum azit, %0.3 Triton X, 0.3 M glisin)
eklenerek 30 dk bekletilmistir. Daha sonra kuyucuklardan bu soliisyon uzaklastirilip
HRas (Santa Cruz, sc-29) antikoru 1:50 oraninda eklenerek oda sicakliginda 1 saat
bekletilmistir. Ardindan ii¢ kez PBS ile yikama yapilarak Alexa Flour 647
(Invitrogen, A32728) sekonder antikoru 1:400 oraninda eklenerek 30 dk
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bekletilmistir. Son olarak hiicre ¢ekirdegini goriintiilemek i¢in Hoechst 33342 DNA
boyasi (Invitrogen, H3570) 1:1000 oraninda ve hiicre membrani i¢in falloidin FITC
(Invitrogen, F432) 1:40 oraninda olacak sekilde PBS ile seyreltilerek 15 dk 6rneklere
muamele edilmistir. Daha sonra kuyucuklardaki soliisyon wuzaklastirilip PBS

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

goriintii alinmigtir.
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6-BULGULAR

6.1. Fosforilasyonun Yapisal Stabilite Uzerine Etkisi

Deneysel ¢aligmalardan bilindigi lizere, FTaz enzimatik aktivitesi sirasinda FPP
ve peptit substrat agirlikli olarak B-altbirim rezidiileri ile etkilesmektedir. a-altbirim
ise B-altbirimin stabilitesini saglamaktadir. Fosforilasyonun altbirimlerin stabilitesine
etkilerini incelemek icin, fosforlu ve fosforsuz sistemlere ait ana zincir RMSD
degerleri hesaplanip karsilastirilmistir. Enzimin a-altbirim ana zincir RMSD
degerlerinin fosforlu ve fosforsuz sistemlerde benzer olmasiyla, a-altbirim

stabilitesinin fosforilasyondan etkilenmedigi gosterilmistir (Sekil 6.1.1).
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Sekil 6.1.1. FTaz a-altbirimine ait RMSD olasilik dagilimimin fosforsuz (NP) ve
fosforlu (P) sistemler arasinda karsilastirilmasi; (a) apo, (b) binary, (c) ternary, ve (d)

product.

Diger yandan, B-altbirim stabilitesi fosforilasyondan etkilenmektedir ve
enzimatik reaksiyonun her asamasinda bu etki farkli sekillerde ortaya ¢ikmaktadir.
Fosforilasyon etkisiyle ozellikle binary sistemde p-altbirim stabilitesi artarken
product sisteminde azalmistir. Bu durum, RMSD olasilik dagilim grafiklerindeki,

binary ve product sistemler i¢in sirasiyla, sola ve saga dogru goriilen kaymalardan
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anlasiimaktadir (Sekil 6.1.2.b ve d). Ilging bir sekilde, binary ve product sistemlere
kiyasla cok belirgin olmasa da apo sisteme ait RMSD profilinde de az bir degisim
olmustur (Sekil 6.1.2.a). FTaz enziminin kavitede FPP ve peptit substratlarin bagh
oldugu ternary sistemde ise RMSD profilinde fosforilasyon etkisiyle herhangi bir
degisiklik olmamustir (Sekil 6.1.2.c).
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Sekil 6.1.2. FTaz B-altbirimine ait RMSD olasilik dagilimimin fosforsuz (NP) ve
fosforlu (P) sistemler arasinda karsilastirilmast; (a) apo, (b) binary, (c) ternary, ve (d)
product.

6.2. FTaz a- ve B-altbirimleri Arasindaki Etkilesimin Incelenmesi

FTaz katalitik aktivitesinin o- ve [-altbirimleri arasindaki etkilesimin
kuvvetiyle iliskili olmas1 nedeniyle, iki altbirim arasindaki kontakt sayis1 ve araylizey
alan1 hesaplanarak fosforilasyonun altbirimler arasindaki etkilesim profiline olan
etkisi incelenmistir. Enzimin a- ve [-altbirimlerinin olusturdugu arayiizey alam
fosforilasyon etkisiyle binary ve ternary sistemlerde artarken, product sisteminde
azalmaktadir (Sekil 6.2.1.a). Buna paralel olarak, fosforlu binary ve ternary
sistemlerde iki altbirim arasindaki kontakt sayisinda artis goriilmektedir (Sekil

6.2.1.c ve d). Ilging bir sekilde, apo sistemde kontakt sayisinda herhangi bir
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degisiklik goriilmemistir (Sekil 6.2.1.b). Aynt zamanda, arayiizey alaninda da diger
sistemlerde oldugu gibi belirgin bir degisiklik olmamistir (Sekil 6.2.1.a).
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Sekil 6.2.1. Arayiizey alaniin karsilastirilmasi (a) ve a- and B-altbirimlerin yaptig
kontakt sayisini1 gosteren olasilik dagilim grafiklerinin fosforsuz (NP) ve fosforlu (P)

sistemler arasinda karsilastirilmasi; (b) apo, (c) binary, (d) ternary, ve (e) product.

Bu sonuglarla uyumlu olarak, fosforilasyon etkisiyle altbirimler arasindaki
etkilesimin artmasi binary sistemde enzimin B-altbirimindeki rezidii korelasyonunu
azaltmistir (Sekil 6.2.2.a). Ozellikle enzimin peptit baglanma kavitesi civarinda
yerlesen 272-372 rezidiileri arasindaki korelasyon dramatik bir sekilde azalmistr.
Diger yandan, iki altbirim arasindaki kontakt sayisinin ve araylizey alaninin azalmasi

nedeniyle, product sisteminin korelasyonunda fosforilasyonun belirgin bir etkisi
olmamustir (Sekil 6.2.2.b).
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Sekil 6.2.2. FTaz B-altbirime ait dinamik ¢apraz korelasyonlarin fosforsuz (alttaki
ticgen) ve fosforlu (iistteki liggen) sistemler arasinda karsilastirilmasi; (a) binary ve

(b) product.

FTaz altbirimleri arasindaki kontakt sayisinda ve araylizey alaninda artig
gozlemlemekle beraber, protein/protein etkilesimlerinde temel rol oynayan hot spot
rezidiilerinin dagiliminin fosforilasyon etkisiyle nasil modiile edildigi arastirilmistir.
Bu dogrultuda hot spot rezidiilerin frekans1 hesaplanarak fosforsuz ve fosforlu
sistemler arasinda karsilastirilmistir. Fosforilasyonun hot spot rezidii frekansina etkisi
binary ve ternary sistemlerde artis, product sisteminde ise azalis seklinde olmustur
(Sekil 6.2.3.a). Ozellikle, binary sistemde Leul07a, Phel36a ve Gln146B hot spot
rezidiilerinin siklig1 fosforilasyon etkisiyle artmgtir. Onemli olarak, peptit substrat
baglanma kavitesi civarindaki GIn89a, Phe93a, Tyr96f, Asp97f3, Ala98p hot spot
rezidiileri daha yiiksek frekans gostermistir (Sekil 6.2.3.c). Dahasi, Ala98p3
rezidiisiiniin peptit substratin CaaX motifindeki X yerini tutan metiyonin ile kontakt
kurdugu bilinmektedir (73). Bu hot spot rezidiilerinin, a-altbirim (89a-91a) ve PB-
altbirim (873-89P) rezidiileri arasinda sekillenen arayiizeye (Sekil 6.2.3’de mavi ile
renklendirilmis beta sheet yapis1) yakin konumlanmas: dikkat ¢ekmektedir. Onemli
olarak, gosterilen beta sheet yapilari, FTaz’in O6nemli arayiizlerinden birisini
olusturmaktadir (73).

Binary ve ternary sistemlerde goriilenin aksine, product sisteminde
fosforilasyonun etkisiyle Phe96a, Asp97B ve GInl46p hot spot rezidiilerinin

frekanslar1 azalmistir (Sekil 6.2.3.a). Bahsedilen rezidiilerin farnesillenmis peptit
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irtine yakin konumlanmasi nedeniyle, azalmis hot spot frekansinin {iriin salimina

katkis1 olabilecegi diigiiniilmiistir.
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Sekil 6.2.3. (a) Hot spot rezidii frekanslar1 fosforsuz binary (sar1), ternary (mor) ve
product (koyu siyan) gosterilmistir. Fosforlu sistemlere ait hot spot rezidiilerinin
frekans1 kirmizi ile renklendirilmistir. Ilgili hot spot rezidiileri FTaz enziminin 3
boyutlu yapisi lizerinde gosterilmistir (b) binary, (c) ternary ve (d) product sistemler.
Fosforlanan rezidiilerin Ca atomlar1 kirmizi renkli ve van der Waals ile gosterilmistir.

Beta yapraklar mavi renkli ve new cartoon ile gosterilmistir.
6.3. Fosforilasyonun FTaz Baglanma Kavitesinde Yol A¢tig1 Diizenlemeler

Fosforilasyonun FTaz enziminin katalitik hizin1 artirdig1 deneysel ¢alismalarla

gosterildigi icin, fosforsuz ve fosforlu sistemlerde peptit baglanma rezidiilerinin
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yapisal ve dinamik 6zellikleri incelenerek karsilastirilmistir. Ozellikle, peptit substrat
ile bag yaptigi bilinen Glu94fp (73) ve peptit baglanma kavitesinin olusumuna
katilan 12B-13B loop’u iizerinde yerlesen Lys356PB rezidiilerinin Co atomlari

arasindaki mesafenin azaldig1 binary sistemde goriilmiistiir (Sekil 6.3.1.a).
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Sekil 6.3.1. FTaz Glu94f ve Lys356p rezidiilerinin Ca atomlar1 arasindaki mesafeye
ait olasilik dagilim grafiklerinin fosforsuz (NP) ve fosforlu (P) sistemleri arasinda
karsilastirilmasi; (a) binary, (b) product. FTaz (90B-96B) ve (352B-358pB)
rezidiilerinin olusturdugu loop’larin global hareketinin gosterilmesi; (c) binary ve (d)

product.

Glu94p ve Lys356p rezidiileri arasindaki mesafenin kisalmasi, bu iki rezidiiniin
asidik ve bazik yan zincirleri arasinda tuz kopriisii kurulmasina imkan tanimaktadir

(Sekil 6.3.2.a). Diger yandan, fosforsuz FTaz enziminde Glu94p, Lys356p°den daha
uzakta konumlanmaktadir (Sekil 6.3.1.a).
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Sekil 6.3.2. Glu94 ve Lys356p rezidiileri arasindaki mesafenin zamana gore grafigi;

3.2 A altindaki mesafeler tuz kdpriisii olusumunu gostermektedir.

Binary sistemin aksine, fosforlu product sisteminde Glu94p, Lys356f3’den
uzakta konumlanmaktadir (Sekil 6.3.1.b). ilging bir sekilde, bu iki rezidiiniin Co
atomlar1 arasindaki mesafenin olasilik dagilim grafikleri fosforsuz product
sisteminde 2 tane maksimum deger gostermektedir ve aradaki mesafe daraldikc¢a
birbirleriyle tuz kopriisii olusturmaktadirlar (Sekil 6.3.2.b). Onemli olarak, ilk
Ozvektore gore yapilan temel bilesenler analizine gore, fosforsuz ve fosforlu FTaz’in
her ikisinde de Glu94p ve 12B-13B loop’un global hareketlerindeki degisiklik,
yukarda bahsedilenler ile benzerlik gostermektedir (Sekil 6.3.1.a ve b). Ilaveten, apo
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ve ternary sistemlerde Glu94p ve Lys356p rezidiileri arasinda 6l¢iilen mesafede goze
carpan bir diizenleme olmamuistir (Sekil 6.3.3.a ve b).

Onemli olarak, Glu94p ve Lys356P rezidiileri arasindaki mesafede goriilen
bimodal dagilimi (Sekil 6.3.1.b) agiklamak i¢in fosforsuz product sistem i¢in tigiincii
replika simiilasyon yapilmistir. Glu94f ve Lys356p rezidiileri arasindaki mesafenin
dagilim grafiginde sagda kalan pik 1. replika simiilasyona aittir. Bununla birlikte, 2.
replika simiilasyonda 350 ns sonra iki rezidii arasinadaki mesafe yakinlasarak
simiilasyon sonuna kadar bu sekilde kalmaktadir. Aymi sistemin 3. replika
simiilasyonunda iki rezidii arasindaki mesafe, 1. replikadaki ortalama degerden daha
diisiik olarak 17 A civarindadir. Bununla birlikte fosforlu sistemde, daha diisiik
degerlerde bulunmamaktadir. Bundan baska, His3623 ve Zn*" arasindaki mesafenin
olasilik dagilim grafiginde (Sekil 6.3.4.d), 1. replikada 130 ns sonra pik grafigin
sagma kayarak simiilasyon sonuna kadar bu sekilde kalmaktadir. Oysa ki, 2.
replikada dagilim simiilasyon boyunca grafigin sol tarafinda bulunmaktadir. 3.
replika simiilasyonda ise daha kiigiik degerler almaktadir. Onemli olarak, fosforlu
sistemde kiigiik mesafelerde bulunma egiliminde degildir. 2. ve 3. replika
simiilasyonlarda  Glu94p/Lys356p ve His362p/Zn®" ikililerinin daha kiiciik

mesafelerde bulunmasi birbiri ile koordine olarak gerceklesiyor olabilir.
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Sekil 6.3.3. FTaz Glu94[3 ve Lys356[3 rezidiilerinin Ca atomlar1 arasindaki mesafeye

w\

ait olasilik dagilim grafiklerinin fosforsuz (NP) ve fosforlu (P) sistemleri arasinda
karsilastirilmast; (a) apo, (b) ternary. FTaz (90B-96pB) ve (352B-358p) rezidiilerinin

olusturdugu loop’larin global hareketinin gosterilmesi; (c) apo ve (d) ternary.

Ayrica, fosforilasyonun katalitik Zn®* iyonunu (74) koordine eden rezidiilerin
pozisyonunun belirlenmesinde nasil etki ettigi arastirilmistir. Bunun i¢in, fosforsuz
ve fosforlu sistemlerde Zn?* iyonu ile Asp297p, Cys2998, and His362p rezidiilerinin
yan zincirleri arasindaki mesafe oOlciilerek karsilastirilmistir. Binary ve product
sistemlerde, Asp297f rezidiisliniin koordinasyon paterninde degisiklik olmamistir
(data gosterilmemistir). Diger yandan, binary sistemde Zn** iyonunun His362f ile
yaptig1 koordinasyonun giiclendigi, aradaki mesafenin kisalmasindan anlasilmaktadir
(Sekil 6.3.4.b). Cys299B rezidiisiinlin yaptigit koordinasyon ise nispeten
zayiflamaktadir (Sekil 6.3.4.a). Ilging bir sekilde, fosforlu product sistemde bu iki
rezidiiniin de koordinasyonu daha zayif hale gelmektedir (Sekil 6.3.4.c ve d).
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Sekil 6.3.4. Fosforsuz (NP) ve fosforlu (P) sistemlerde Zn?* iyon koordinasyonuna
ait olasilik dagilm grafikleri. Cys299p rezidiisiiniin SG atomu ve Zn®" iyonu

arasindaki mesafe (a) binary, (c) product; His362f rezidiisiiniin NE2 atomu ve Zn**

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

Bunlarin yani sira, apo ve ternary sistemlerde His362p rezidiisiiniin yaptigi
koordinasyon harig, digerleri degismemistir. Fosforlu apo sistemde, His3628 yan

zincir nitrojen atomu kismen de olsa Zn?* iyonundan uzaklasmaktadir (Sekil 6.3.5.b).
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Sekil 6.3.5. Fosforsuz (NP) ve fosforlu (P) sistemlerde Zn?* iyon koordinasyonuna
ait olasilik dagilim grafikleri. Cys299f rezidiisiiniin SG atomu ve Zn*" iyonu
arasindaki mesafe (a) apo, (c) ternary; His362f rezidiisiiniin NE2 atomu ve Zn**

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

Zn?* iyonunu koordine eden rezidiilerin incelenmesinden baska, FPP substratin
pirofosfat grubunda ait negatif yiikleri stabilize eden rezidiilerin H-bag1 kapasiteleri
arastirilmistir (Tablo 6.3.1). Burada fosforilasyonun Lys164a, Arg291p ve Tyr300p
rezidiilerinin hidrojen bag: kapasitesinde neden oldugu diizenlemelere deginilmistir.
Ozellikle, ternary sistemde Lys164a ve FPP substratin a-fosfat oksijenleri arasindaki
H-bagi olusumu fosforilasyon etkisiyle artmistir. Onemli olarak, Lysl64a
rezidisiinin FPP substratin o-fosfat oksijenlerini nétralize ederek katalitik
reaksiyona yardimci oldugu birkag c¢alismada gosterilmistir (121,122). Dahasi,
ternary sistemde Tyr300p ve FPP substratin a- ve B-fosfat oksijen atomlar1 arasinda
da benzer bir modiilasyon goriilmiistiir. Binary sistemde Tyr3008 ve FPP substratin
o-fosfat oksijen atomu arasinda H-bagi kapasitesinde de artis olmustur. Onemli
olarak, Tyr3008 rezidiisliniin, a- ve P-fosfat oksijenleriyle yaptigi hidrojen bag
sayesinde enzimatik reaksiyon sirasinda transition state’i stabilize ettigi

bilinmektedir (123,124). Lysl640 ve Tyr300p3 rezidiilerine ilaveten, Arg291p3
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rezidiistiniin FPP substrata ait koprii, a- ve B-fosfat oksijen atomlar1 arasindaki H-

bag1 olusumunda da artig goriilmiistiir.

Tablo 6.3.1. FTaz enzimi ve FPP substrat arasindaki hidrojen bagi kapasitesi

FPP substrat koprii oksijen atomlar:

Arg291p Tyr3008 Lys164a
Binary (NP) %6.73
Binary (P) %20.24
FPP substrat a-fosfat oksijen atomlari

Arg291p Tyr300p Lys164a
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 p-fosfat oksijen atomlari

Arg291p Tyr300p Lys164a
Binary (NP) %51.51
Binary (P) %54.74
Ternary (NP) %20.56 %3.26
Ternary (P) %64.19 %10.52

Sonug olarak, Lysl64a, Arg2918 ve Tyr300B rezidiilerinin FPP substratin
difosfat grubuyla yaptig1 etkilesimler farnesil grubunu, FTaz enziminin korunmus
Trp303B, Tyr251B, Trp102p, Tyr205B ve Tyr200a rezidiileri tarafindan olusturulan
hidrofobik kavite icerisinde uzatilmis konformasyonda stabilize etmektedir (84).
Diger yandan, H-bag1 kapasitesi daha diisilk oldugunda, FPP substratin farnesil
grubunun hidrofobik kavite igerisinde stabilize edilmesi giiclesmektedir. Bu durum,

fosforsuz binary sistemde incelenen yoriingelerde goriilmiistiir (Sekil 6.3.6).
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Sekil 6.3.6. Fosforsuz binary sisteme ait yoriingeden alinmis temsili FPP substrat
konformasyonlari. Korunmus hidrofobik rezidiiler (Trp303p, Tyr251B, Trp102p,
Tyr205p ve Tyr200a) sar1 renkli licorice seklinde gosterilmistir.

Katalitik Zn?* iyonu CaaX motifindeki sisteine ait tiyol grubunu aktive ederek
FPP substratin C1 atomu iizerine niikleofilik atak gerceklestirmesini saglamaktadir
(84). Dahasi, FPP substrata ait birinci ve ikinci izopren gruplarinin rotasyonu
FPP’nin katalitik sistein rezidiisiine dogru yonelmesini ve bu sayede reaksiyonun
devam etmesini saglamaktadir (73). Fosforilasyonun FPP substratin enzim baglanma
kavitesinde yonlenmesini etkiledigi goriildiikten sonra, peptit substratin FPP’ye gore
oryantasyonu tizerindeki etkileri de arastirilmistir. Bunun igin peptit substrat sistein
rezidiisiiniin yan zinciri ve FPP substratin C1 atomu arasindaki mesafe ol¢tilmiistiir.
Fosforilasyon bu iki atom arasindaki fiziksel etkilesimi fosforsuz ternary sisteme
gore artirmistir (Sekil 6.3.7.a). Dahasi, fosforlu ternary sistemde goriildiigii iizere,
CaaX peptit uzatilmis konformasyona adapte oldugunda bahsedilen atomlara arasi

mesafe daha kisalmaktadir (Sekil 6.3.7.b).
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Sekil 6.3.7. (a) Fosforsuz (NP) ve fosforlu (P) ternary sistemlerin iki replikasinda
CVIM peptit substratin sistein rezidiisiine ait SG atomu ve FPP substratin C1 atomu
arasindaki mesafenin zamana gore degisimi; (b) CVIM peptitin kavite igerisinde

uzatilmig (Temsili yap1 1) ve katlanmis (Temsili yap1 2) formlarinin gosterimi.

6.4. FTaz Konformasyonel Alam1 Uzerine Fosforilasyonun EtKisi

Yukarda bahsedilen lokal diizenlemelerin haricinde, ayrica fosforilasyonun
dominant kolektif hareket lizerine etkisi de aragtirilmistir. Bunun i¢in, total harekete
katkis1 Tablo 6.4.1’de verilen birinci ve ikinci O6zvektorlere gére her sistemin

yoriingesini projekte eden dominant kolektif hareket incelenmistir.
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Tablo 6.4.1. Birinci ve ikinci temel bilesenlerin toplam degerleri

a-altbirim
Apo (NP) %54.69
Apo (P) %63.22
Binary (NP) %60.97
Binary (P) %62.11
Ternary (NP) %51.91
Ternary (P) %52.2
Product (NP) %45.63
Product (P) %50.74

p-altbirim
%58.42
%56.62
%58
%61
%60.71
%70.15
%74.55
%52.68

FTaz enziminin fosforilasyonu sonucu apo sistemde a-altbirim ig¢in

konformasyonel alan azalirken, B-altbirim i¢in ayn1 kalmaktadir (Sekil 6.4.1.a ve b).

Diger yandan, fosforilasyon etkisiyle binary sistemde FTaz a- ve B-altbirimlerinin

her ikisinin de konformasyonel alan azalmistir (Sekil 6.4.1.c ve d). Dahasi, benzer

modiilasyon ternary ve product sistemlerinde de gortilmiistiir (Sekil 6.4.1.e-f & g-h).
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Sekil 6.4.1. FTaz a-altbirimin 2 boyutlu projeksiyonu (a) apo, (c) binary, (e) ternary
ve (g) product; FTaz B-altbirimin2 boyutlu projeksiyonu (b) apo, (d) binary, (f)
ternary ve (h) product.
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6.5. FTaz Enzimi Uzerinde Olas1 Allosterik Bélgenin Arastiriimasi

Yukarida bahsedilen fosforilasyonun neden oldugu modiilasyonlar
dogrultusunda, enzimatik reaksiyon boyunca binary sistemi hedefleyerek FTaz
enziminin fonksiyonunu diizenlemek etkin olabilir. Fosforlu binary sistemin kiigiik
yapili molekiiller tarafindan hedeflenebilir olup olmadigini aragtirmak i¢in, fosforsuz
ve fosforlu binary sistemlere ait yoriingelerden bahsi gegen reaksiyon koordinatlarina
gore (FPP konformasyonu, Zn** iyonunun His362B rezidiisii tarafindan
koordinasyonu, Glu94f ve Lys356f rezidiileri arasindaki mesafe) en olasi
konformasyondaki yapilar secilerek proteinin yiizey 6zellikleri Schrodinger Sitemap
araci ile analiz edilmistir. Sitemap analizine gére Dscore degeri 0.98’in ve Sitescore
degeri Sitescore degeri 0.8’in {izerinde olan bolgeler ilaglanabilir olarak
degerlendirilmektedir (102,125,126). Onemli olarak, fosforlu binary sistemde
yukarida bahsi gecen hot spot rezidiileri civarinda olast bir baglanma kavitesi tespit
edilmistir (Sekil 6.5.1). Ancak fosforsuz sistemde bdyle bir baglanma kavitesi

tanimlanmamustir.

SiteScore Size Dscore Volume Exposure Enclosure Contact Phobic Philic Balance Donl/Acc
1.039 225 1.044 406.11 0.498 0.757 0.948 0.620 1.073  0.578 1.068

Sekil 6.5.1. Fosforlu FTaz enzimi iizerinde olasi allosterik baglanma bolgesinin
gosterimi. a- ve B-altbirimler sirasiyla siyan ve pembe renkli ve new cartoon ile

gosterilmigtir.
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6.6. Farmakofor Dizayni ve Sanal Tarama Cahsmalari

FTaz enziminin fosforlu binary sisteminden segilen yap1 kullanilarak yukarda
bahsedilen olasi allosterik kaviteyi olusturan rezidiilerin geometrik ve kimyasal
Ozelliklerine gore farmakofor dizayni yapilmistir. Bunun i¢in, Schrodinger
yaziliminin ‘Develop Pharmacophore Hypothesis’ (127,128) modiilii kullanilmis ve
‘receptor cavity’ modeline gore hipotez olusturulmustur (Sekil 6.6.1). Farmakofor
hipotezinin olusturulmasinda kullanilan rezidii numaralar1 a-altbirim i¢in 107,131-

138, 166-178 ve B-altbirim i¢in 135-137, 146-149, 194-196 seklindedir.

Sekil 6.6.1. Fosforlu FTaz enzimi lizerinde olas1 allosterik baglanma bdlgesinin

farmakofor dizayni. R: aromatik halka, A: akseptor.

Drugbank databankasindan (129-133) elde edilen FDA onayh ilaglar,
olusturulan farmakofor hipotezi iizerinde ‘Hypothesis Validation” arac1 (102,134,135)
kullanilarak gruplandirilmistir. Farmakofor gruplart ile en az 4/7°i eslesen ilag
molekiillerin, Glide SP (102,136—138) doklama algoritmasi kullanilarak sanal tarama
caligmas1 yapilmistir. Ancak arastirilan kavitelere uygun ligand tespit edilememistir.
Bu nedenle, en az 3/7’i eslesen ila¢ molekiilleri ile sanal tarama calismalari
yapilmistir. Elde edilen pozlarin gerek tahmini baglanma enerjileri (gscore) gerek de

geometrik ve kimyasal Ozellikleri degerlendirilerek en uygun pozlar secilmistir.
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Onemli olarak, olasi allosterik baglanma bélgesinde arastirilan molekiillerin ayni
zamanda, proteinin CaaX peptit baglanma kavitesinde de sanal tarama caligmalari
yapilmistir. Sonug olarak, FTaz enzimini fosforlu binary sistemde hedefleyebilecegi
diisiiniilen molekiiller secilerek tahmini baglanma enerjileri verilmistir (Tablo 6.6.1).
Yeni arastirtlan baglanma kavitesinde yerlesen molekiillerin baglanma yeri ‘allosterik
kavite’, CaaX peptit baglanma bolgesinde yerlesen molekiillerin baglanma yeri ise

‘ortosterik kavite’ olarak belirtilmistir.

Tablo 6.6.1. Sanal tarama sonuglari

Baglanma enerjisi (gscore)  Baglanma 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. Secilen Ligandlarin Degerlendirilmesi

Sanal tarama g¢alismasi sonucunda FTaz enziminin ortosterik ya da allosterik
kavitelerinde yerlesen ligandlarin baglanma stabilitesini 6lgmek amaciyla her bir
ligand i¢in 3 replika MD simiilasyon yliriitiilmiistiir. Her replika 1us uzunlugunda

olup, ligandlarin simiilasyonlar boyunca proteine bagli kalma siireleri verilmistir
(Tablo 6.7.1.).
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Tablo 6.7.1. Ligandlarin proteine bagl kalma siireleri

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 goriilen bir hastalik olan herediter anjiyoddemde ataklari
onlemek icin kullanilan 2020 yilinda FDA’den onay almis bir selektif plazma
kallikerin inhibitoriidir (139). Sanal tarama c¢alismasinda arastirilan allosterik
kavitede, -7.72 kcal/mol degeri ile en diisik baglanma enerjili pozu bu ligand
saglamistir. Berotralstat’in baglanma kavitesinde protein rezidiileri ile yaptigi
etkilesimler gosterilmistir (Sekil 6.7.1.a). Bunun yanisira, MD simiilasyonlar
boyunca proteine baglh kaldig: siire icerisinde arastirilan allosterik kavite civarinda
bulundugu gosterilmistir (Sekil 6.7.1.b,c,d).
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Sekil 6.7.1. Berotralstat ligandinin baglanma kavitesinde 1nce1enmes1. (a) Baslangic
pozunun ligand-protein etkilesimleri. Bagli oldugu siire boyunca protein {izerinde

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

Ticagrelor miyokar infartiisii (MI) geciren veya akut koroner sendromu olan
hastalarda M1, inme ve kardiyoskiiler 6liimii engellemek amaciyla kullanilan P2Y 12
platelet inhibitoriidiir (140). Bu ligand, proteinin arastirilan allosterik kavitesindeki
rezidiiler ile yaptig1 etkilesimler (Sekil 6.7.2.a) sayesinde, -6.91 kcal/mol baglanma
enerjili bir poz vermistir. Onemli olarak, ii¢ replika MD simiilasyonun her birinde
toplam 1 ps boyunca proteine bagh kalabilmistir. Bunlardan 2. ve 3. replikalarda
yoriingeler boyunca ilk baglandigi yer civarinda benzer konformasyonlarda
bulunmustur (Sekil 6.7.2.c ve d). Ilging bir sekilde, 1. replika simiilasyonun
baslangicinda bulundugu yerden ayrilarak, yine ilk baglandigi yerin yakininda
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bulunan FTaz a-altbirim {izerindeki bagka bir bolgeye yonlenmis ve 1us boyunca bu

bolgede bagli kalmistir (Sekil 6.7.2.b).
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Sekil 6.7.2. Ticagrelor ligandinin baglanma kavitesinde incelenmesi. (a) Baslangig
pozunun ligand-protein etkilesimleri. Bagli oldugu siire boyunca protein {izerinde

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

Vilazodone 5-HT1A receptoriiniin parsiyel agonisti olarak ¢alisan, major
depresyon tedavisinde kullanilan bir ilagtir (141). Bu ligand, 1. ve 3. replika
simiilasyonlarda, sirasiyla 60 ns ve 40 ns, proteine nispeten daha kisa siire bagh
kalmasma ragmen, her ii¢ replikada da bagh kaldigi siire boyunca arastirilan
allosterik kavite civarinda pozlanmistir (Sekil 6.7.3.b, ¢ ve d). Sanal taramadan elde
edilen -6.82 kcal/mol enerjili poza ait protein etkilesimleri gosterilmistir (Sekil
6.7.3.a).
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Sekil 6.7.3. Vilazodone ligandinin baglanma kavitesinde incelenmesi. (a) Baslangig
pozunun ligand-protein etkilesimleri. Bagli oldugu siire boyunca protein {izerinde

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

Lercanidipine, hipertansiyon tedavisinde kullanilan kalsiyum kanal blokorii bir
ilagtir (142). Sanal taramadan elde edilen -6.5 kcal/mol baglanma enerjili pozun
protein ile yaptig1 etkilesimler gdsterilmistir (Sekil 6.7.4.a). Bu ligand, 1. replika
simiilasyonda sadece 50 ns kadar baglh kaldiktan sonra proteinden kopmustur (Sekil
6.7.4.b). 2. replika simiilasyonda ise 20 ns sonra ilk baglandig1 yerden ayrilarak yine
FTaz heterodimer arayiizeyinde baska bir bolgede tutunmus ve toplamda 300 ns
boyunca protein ile etkilesimini siirdiirmiistiir (Sekil 6.7.4.c). Ilging bir sekilde, 3.
replika simiilasyonda 75 ns kadar ilk baglandig1 bolge civarinda bulunurken, daha

sonra buradan ayrilmis ve FTaz p-altbirim {zerindeki belirli bir bolgede
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konumlanarak toplamda 1 ps boyunca protein ile etkilesime devam etmistir (Sekil
6.7.4.d).
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Sekil 6.7.4. Lercanidipine ligandinin baglanma kavitesinde incelenmesi. (a)
Baslangi¢ pozunun ligand-protein etkilesimleri. Bagh oldugu siire boyunca protein

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

Lomitapide, mikrozomal trigliserit transfer proteini inhibe ederek etki gosteren
bir kolesterol diisiiriicii ajandir (143). Sanal taramadan elde edilen -6.1 kcal/mol
baglanma enerjili pozun protein ile yaptig1 etkilesimler gosterilmistir (Sekil 6.7.5.a).
Bu ligand, 1. replika simiilasyon boyunca kopmadan ilk baglandig:1 bolge civarinda
bulunmaktadir (Sekil 6.7.5.b). 2. ve 3. replikada ise ilk baglandig1 bolge civarinda
strastyla 570 ns ve 350 ns siiresince tutunduktan sonra proteinden ayrilmistir (Sekil
6.7.5.c ve d).
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Sekil 6.7.5. Lomitapide ligandinin baglanma kavitesinde incelenmesi. (a) Baslangig
pozunun ligand-protein etkilesimleri. Bagli oldugu siire boyunca protein {izerinde

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

Olaparib, antikanser terapinin yeni bir sinifi olan PARP enzim
inhibitorlerinden birisidir (144). Bu molekiiliin, -6.03 kcal/mol baglanma enerjili
pozunun protein ile yapmis oldugu etkilesimler gosterilmistir (Sekil 6.7.6.a). Bu
ligand, 1. ve 3. replika simiilasyonlarda, sirasiyla 800 ns ve 700 ns boyunca
arastirilan allosterik kavite civarindaki rezdiiiler ile etkilesimini siirdiirdiikten sonra
proteinden ayrilmistir. Diger yandan, 2. replika simiilasyonun baglangi¢ aninda

proteinden kopmustur (Sekil 6.7.6.b ve c).
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Sekil 6.7.6. Olaparib ligandinin baglanma kavitesinde incelenmesi. (a) Baslangig
pozunun ligand-protein etkilesimleri. Bagli oldugu siire boyunca protein {izerinde

konumlanmasi; (b) 1. replika, (c¢) 3. replika.

Lonafarnib, yakin zamanda progeria hastaliginin tedavisi i¢in FDA’den onay
almis bir FTaz enzim inhibitortidiir (145). Bu molekiiliin, IC50 degeri 1.9 nM olarak
belirlenmis ve ortosterik kavitede baglandigi X-Ray kristalografi ile gosterilmistir
(146). ilging bir sekilde, sanal tarama ¢alismalarinda bu ligandin arastirilan allosterik
bolgede konumlanabildigi gozlemlenmistir ve protein ile olan etkilesimleri
gosterilmistir (Sekil 6.7.7.a). Her ne kadar proteine baglanma enerjisi simdiye kadar
bahsedilen ligandlara nispetle daha yiiksek olsa da, her bir replikada simiilasyon
boyunca kopmadan arastirilan allosterik bolge civarinda konumlanmasi dikkat

¢cekmektedir (Sekil 6.7.7.b, ¢ ve d).
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Sekil 6.7.7. Lonafarnib ligandinin baglanma kavitesinde incelenmesi. (a) Baslangi¢
pozunun ligand-protein etkilesimleri. Bagli oldugu siire boyunca protein {izerinde

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

Simdiye dek, olas1 allosterik kaviteyi hedefleyen ligandlar incelenmesine
ragmen, ayni zamanda FTaz enziminin fosforlu binary sisteminde CaaX peptit
baglanma kavitesini hedefleyebilecek birka¢ ligand da arastirilmistir. Bunlardan
birisi olan rosiglitazone, S-izomeri antidiyabetik etkili olan tiyazolidindion sinifina
ait bir ilagtir (147). Ilging bir sekilde, son zamanlarda bu ilacin ApoE4 alelini
eksprese etmeyen Alzheimer hastalarinda faydali olabilecegine dair klinik
aragtirmalar giincel olarak devam etmektedir (148). CaaX peptit kavitesine -6.33
kcal/mol baglanma enerjisi ile baglanan bu ligandin, protein ile yaptig1 etkilesimler
gosterilmistir (Sekil 6.7.8.a). Ayrica, bu ligand her bir replika simiilasyon boyunca
kavitede kopmadan kalabilmistir. Ilging bir sekilde, 1. ve 3. replikalarda baslangic
pozundan ¢ok fazla uzaklagsmadan kaviteyi mesgul ederken (Sekil 6.7.8.b ve d), 2.
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replikada CaaX peptit baglanma kavitesinin iistiinii 6rtecek bir sekilde yatay olarak

konumlanmstir (Sekil 6.7.8.c).
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Sekil 6.7.8. Rosiglitazone ligandinin baglanma kavitesinde incelenmesi. (a)
Baslangi¢c pozunun ligand-protein etkilesimleri. Bagli oldugu siire boyunca protein

tizerinde konumlanmasi; (b) 1. replika, (¢) 2. replika, (d) 3. replika.

CaaX peptit baglanma kavitesinde arastirilan bir diger molekiil donepezil, AH
tedavisinde kullanilan asetilkolin esteraz enzim inhibitori bir ilagtir (149). Bununla
birlikte, son yillarda donepezilin AH’da terapdtik etkinlik saglamasinin ardinda farkl
molekiiler mekanizmalarin da ¢alisiyor olabilecegi  disliniilmektedir. Bu
mekanizmalar NMDA reseptor downregiilasyonu yoluyla glutamat indiiklii eksitator
asirimi zayiflatmasi, AH biyomarkerlarindan birisi olan amiloid proteinlerini regiile
etmesi ve cesitli inflamatuvar sinyal yolaklarini inhibe ederek ndroprotektif etki
gostermesi seklindedir (150-154). Bu ligandin -6.24 kcal/mol baglanma enerjili

pozunun CaaX peptit baglanma kavitesindeki rezidiilerle yaptig1 etkilesimler
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gosterilmistir (Sekil 6.7.9.a). Donepezil, 2. ve 3. replika simiilasyonlar boyunca
etkilestigi kavitede stabil bir sekilde baglh kalirken (Sekil 6.7.9.c ve d), 1. replikada
50 ns sonra kopmustur (Sekil 6.7.9.b).
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Sekil 6.7.9. Donepezil ligandinin baglanma kavitesinde incelenmesi. (a) Baslangi¢
pozunun ligand-protein etkilesimleri. Bagli oldugu siire boyunca protein {izerinde

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

Raltitrexed, timidilat sentaz inhibitoérii olan antikanser etkili bir ilag
molekiiliidiir (155). Bu ligandin sanal tarama g¢alismasindan elde edilen pozu diger
ligandlara nispetle daha yiiksek baglanma enerjisine sahip olmasina ragmen, protein
ile yaptig1 kuvvetli etkilesimler sayesinde CaaX peptit baglanma kavitesini ii¢ replika
simiilasyon boyunca mesgul ettigi gorilmiistiir (Sekil 6.7.10). Son olarak, ortosterik
kavitede baglanan, rosiglitazone, donepezil ve raltitrexed ligandlarinin FPP substratin
farnesil grubu ile yaptigi hidrofobik ve difosfat grubu ile yaptigi elektrostatik

etkilesimlerin bu ligandlarin kavitede bagli kalmasinda 6nemli bir katkis1 olmustur.
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Sekil 6.7.10. Raltitrexed ligandinin baglanma kavitesinde incelenmesi. (a) Baslangig
pozunun ligand-protein etkilesimleri. Bagli oldugu siire boyunca protein {izerinde

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

Ligandlarin protein ile yaptig1 etkilesimlerden baska, FTaz enziminin a- ve -
altbirimlerinin olusturdugu arayiizey alanina etkileri de incelenmistir (Sekil 6.7.11).
Daha once de belirtildigi gibi fosforilasyon sonucu, binary sistemde heterodimerik
araylizey alanmi artmaktadir. Ligandlar tarafindan hedeflenen protein yapisinin
fosforlu binary sisteme ait oldugu goz Oniine alinirsa, olasi allosterik kavitede
arastirilan molekiillerden lomitapide, artmis olan araylizey alanin1 belirgin diizeyde
azaltmistir. Diger yandan, CaaX peptit baglanma kavitesinde arastirilan ligandlardan
raltitrexed, FTaz enziminin altbirimleri arasindaki araylizeyi azaltmakta en basarilt
olan molekiildiir. Donepezil ve rosiglitazone ligandlar1 da raltitrexed kadar olmasa da

bu konuda basarili olmustur.
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Sekil 6.7.11. Ligandlarin FTaz heterodimerik arayiizey alanina etkisi

Ligandlarin FTaz heterodimerik araylizey alanindaki etkilerini incelerken ele
alian diger bir 6zellik de hot spot rezidii frekansindaki degisimlerdir (Sekil 6.7.12).
Belirtildigi gibi fosforilasyon ile binary sistemde, Leul07a, Phel36a ve GIn146f3
hot spot rezidiilerinin frekansinda artis tespit edilmistir. Berotralstat, vilazodone,
lercanidipine, lonafarnib ve donepezil ligandlari, bu hot spot rezidiilerinin
frekansindaki artisa engel olamamistir. Ticagrelor, olaparib ve rosiglitazone
ligandlar1 Phe136a hot spot rezidiisiiniin frekansin1 azaltirken, Leul07a ve GIn1463
i¢in bunu saglayamamuigstir. Diger yandan, lomitapide LeulO7a ve Phel36a hot spot
rezidiilerinin frekansinda gozle goriiliir bir azalisa neden olmustur, ancak GIn146f
hot spot rezidii frekansi artmistir. Son olarak, raltitrexed ligandinin, LeulO7a ve
Phel36a hot spot rezidiilerinin frekansinda belirgin bir etkisi olmazken, GIn1468

frekansini artirmustir.
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Sekil 6.7.12. Ligandlarin hot spot rezidii frekansina etkisi

Fosforilasyonun Glu94p ve Lys356p rezidiileri arasindaki mesafeye olan
etkilerine daha onceki bdoliimlerde deginilmistir. Binary sistemde fosforilasyon
etkisiyle bu rezidiilerin birbirine yaklasarak katalitik reaksiyonu hizlandirict etkisi
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Sanal tarama c¢alismasinda kullanilan protein yapisi, bu
iki rezidii arasindaki mesafenin en yakin oldugu ani gostermektedir (grafiklerde
kirmiz1 ¢izgi ile gosterilen piklerden ilki). Dolayisiyla, fosforlu binary sistemi
hedefleyen ligandlarin bu iki rezidiiyli birbirinden uzaklastirabilme potansiyelini
anlamak i¢in olasilik dagilim grafikleri ¢izilmistir (Sekil 6.7.13). Sonug¢ olarak,
vilazodone, olaparib ve raltitrexed ligandlar1 fosforlu sistemde yaklasmis olan
Glu94p ve Lys356p rezidiilerini birbirinden belirgin diizeyde uzaklastirmistir.
Ayrica, bu ligandlar kadar belirgin olmasa da berotralstat, lercanidipine, lonafarnib
ve rosiglitazone ligandlarinin etkisiyle de bu mesafe nispeten daha yiiksek degerleri

gostermistir.
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Sekil 6.7.13. Ligandlarin Glu94p ve Lys356p rezidiilerinin Ca atomlar1 arasindaki
mesafeye etkisi
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6.8. Insiilin ve Lonafarnib Molekiilleri I¢in Uygun Konsantrasyonlarin
Belirlenmesi

Ilk olarak, SH-SY5Y hiicrelerinde hiperinsiilinemi modeli olusturmak igin
uygun insiilin konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla 4 farkli konsantrasyonda
insilin (50 nM, 75 nM, 100 nM, 125 nM) uygulanarak 1., 2. ve 3. giinlerde hiicre
canlilik oranlart MTT testi ile analiz edilmistir. Elde edilen absorbans degerlerinin
kontrol grubu absorbans degerlerine orani (%) hiicre canliligi olarak ifade edilmis ve
kontrol grubunun hiicre canlilik oranlar1 %100 oldugu kabul edilerek hesaplamalar
yapilmustir. Farkli insiilin konsantrasyonlarindaki deney gruplarmin giinlere gore

hiicre canlilik oranlarinin ortalama degerleri gosterilmistir (Sekil 6.8.1).
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Sekil.6.8.1. Insiilin molekiiliiniin hiicre canlilig1 {izerine etkisi (*p<0.05, **p<0.01,

**%p<0.001 ve ****p<0.0001).

Yapilan analiz sonucunda 100 nM’dan 125 nM’a gecerken canlilik seviyesinde
diistis gortilmiis, bu sebeple uygun insilin konsantrasyonu 100 nM olarak
belirlenmistir. Ardindan FTaz enzim inhibitorii olan lonafarnib molekiiliiniin
sitotoksik olmayan dozunu belirlemek icin MTT analizi yapilmistir. Elde edilen
absorbans degerlerinin lonafarnib veya insiilin eklenmemis besi yerinde ¢ogaltilmis
kontrol grubunun absorbans degerlerine orani (%) hiicre canlilig1 olarak ifade edilmis

ve kontrol grubunun hiicre canlilik oranlarinin %100 oldugu kabul edilerek
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hesaplamalar yapilmigtir. Farkli lonafarnib konsantrasyonlarindaki deney gruplarinin
giinlere gore hiicre canlilik oranlarinin ortalama degerleri gosterilmistir (Sekil 6.8.2).

Buna gore uygun lonafarnib konsantrasyonu 1 uM olarak belirlenmistir.
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Sekil 6.8.2. Lonafarnib molekiiliinlin hiicre canliligi tizerine etkisi (*p<0.05,

*#p<0.01, ***p<0.001 ve ****p<0.0001).

6.9. Immunositokimya Sonuclar

MTT sitotoksisite analizi sonucunda insiilinli ve insiilinsiz deney setlerinde
lonafarnib ila¢ molekiilii ile muamele edilen ve edilmeyen deney gruplarinda
immunfloresan boyama yapilmistir. Hoechst DNA boyasi ile boyanarak goriintiilenen
hiicre ¢ekirdekleri 405 nm dalga boyunda, falloidin FITC ile boyanan hiicre
membrani ise 488 nm dalga boyunda goriintiilenmistir. Ancak, HRas proteinini
goriintiilemek i¢in kullanilan Alexa Flour 647°den herhangi bir floresan 1sima
almamamistir. Konfokal mikroskobu ile elde edilen goriintiller ayr1 ayr1 ve
birlestirilmis halde sunulmustur. Hazirlanan sekillerin agiklama yazilarinda instilin ya
da lonafarnib i¢in muamele edilmeyen anlaminda (-) ve muamele edilen anlaminda

(+) isaretleri kullanilmustir.
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Sekil 6.9.1. Insiilin(-), lonafarnib(-) SH-SY5Y hiicrelerin konfokal mikroskop
goriintiileri, bar uzunlugu 50 um (a) HRas, (b) Hoechst, (c) Falloidin FITC ve (d)

birlestirilmis goriintii.
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Sekil 6.9.2. Insiilin(-), lonafarnib(+) SH-SYS5Y hiicrelerin konfokal mikroskop

goriintiileri, bar uzunlugu 50 um (a) HRas, (b) Hoechst, (c) Falloidin FITC ve (d)

birlestirilmis goriintii.
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Sekil 6.9.3. Insiilin(+), lonafarnib(-) SH-SYS5Y hiicrelerin konfokal mikroskop
goriintiileri, bar uzunlugu 50 um (a) HRas, (b) Hoechst, (c) Falloidin FITC ve (d)

birlestirilmis goriintii.
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Sekil 6.9.4. Insiilin(+), lonafarnib(+) SH-SYS5Y hiicrelerin konfokal mikroskop
goriintiileri, bar uzunlugu 50 um (a) HRas, (b) Hoechst, (c) Falloidin FITC ve (d)

birlestirilmis goriintii.
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7-TARTISMA

FTaz enziminin farkli reaksiyon agamalarinda fosforilasyonun etkilerini
inceledigimiz bu calismamiz, posttranslasyonel modifikasyonun enzim dinamigine
etkilerini sistematik bir sekilde ele alan ilk calisma olmasi nedeniyle Onem
tagimaktadir. Katalitik reaksiyon agamalarini gosteren apo, binary, ternary ve product
sistemlerine ait fosforsuz ve fosforlu yapilarin MD simiilasyonlar1 yapilarak elde
edilen bulgular 15181nda tahmini bir allosterik baglanma bdolgesi tanimlanmistir.
Ayrica, bugiine kadar FTaz tarafindan katalize edilen enzimatik adimlar1 arastiran
bazi molekiiler dinamik calismalari olmasina ragmen bunlar simiilasyon stiresi
bakimindan deneysel bulgular ile karsilastirilamayacak kadar kisadir (156-158).

Binary sistemde fosforilasyon etkisiyle B-altbirim stabilitesinin artmasi1 FPP
substrat1 ve katalitik agidan 6nemli olan rezidiileri uygun oryantasyonda stabilize
ederek katalizin hizlanmasina katki saglayabilir. Product sistemine ait [-altbirim
stabilitesinin fosforilasyon etkisiyle azalmasi, aktif bolge rezidiilerini daha esnek
hale getirerek peptitle yaptig1 etkilesimleri azaltmak suretiyle olusan {iriiniin
salinmasini hizlandirabilir.

Fosforilasyonun arayilizeye etkileri incelendiginde, binary ve ternary
sistemlerde FTaz enziminin altbirimleri arasindaki etkilesimin kuvvetlendigi
goriilmiistiir. Sonug olarak, deneysel c¢alismalarda da gosterildigi gibi (91) iki
altbirim arasinda artan etkilesim katalitik aktivitenin artmasina katki saglayabilir.
Dahasi, fosforilasyon sonucunda product sisteminde iki altbirim arasindaki kontakt
sayisinin ve arayiizey alaninin azalmasi, liriin salimini kolaylastirabilir ve buna bagh
olarak da katalitik aktiviteyi hizlandirabilir. Bunlarin paralelinde, binary sistemde
peptit baglanma kavitesi civarinda yerlesen 272-372 rezidiilerinin arasindaki
korelasyonun azalmasi, fosforilasyonun enzimin araylizey alanini diizenlemesinden
kaynaklanmis olabilir. Diger yandan, binary ve ternary sistemlerde, peptit baglanma
bolgesi civarinda olusan arayiizeyde hot spot rezidiilerin frekansinda artig goriilmesi,
hatta bunlardan bir tanesi CaaX peptit ile direkt etkilesimde oldugu bilinen Ala98f
(73), dikkat ¢ekmektedir. Bunun aksine, product sisteminde farnesillenmis iiriiniin
kaviteye yerlestigi bolge civarinda hot spot frekansi azalan rezidiiler fosforlu

sistemde iiriin salimin1 kolaylastirabilir.
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Fosforilasyon etkisiyle binary sistemde, peptit substrat ile etkilestigi bilinen
Glu94p (73) ile peptit baglanma kavitesinin olusumuna katilan 12B-13f loop’u
tizerindeki Lys356p rezidiilerinin arasindaki mesafe daralarak iki rezidii arasinda tuz
kopriisii  kurulmaktadir. FTaz aktif bolgesinin tepe kisminda peptit baglanma
bolgesinin iki tarafindaki loop’lar lizerinde yerlesen bu rezidiilerin konumlanmasinda
goriilen degisiklik peptit substratin kaviteye yerlesmesini kolaylastiriyor olabilir.
Bunun tersi yoniinde, fosforilasyon product sisteminde, Glu94f ve Lys356f3
rezidiilerinin yakinlagsmasin1i ve tuz kopriisii kurulmasini engelleyici bir etki
gostermesi yine iiriin salimi ile alakali olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ayrica, temel
bilesenler analizi yapildiginda binary ve product sistemlerde goriilen Glu94p and
123-13p loop’un global hareketindeki degisim paterninin de benzer olmasi bu kaniy1
giiclendirmistir.

Fosforilasyonun reaksiyonu hizlandirici etkilerinden birisi de FTaz enzimatik
kavitesinde Zn** iyon koordinasyonunu binary sistemde giiclendirirken product
sistemde zayiflatmasi olabilir. Ayrica, enzimatik kavite igerisinde FPP substratin
fosfat gruplarinin proteine ait rezidiiler tarafindan stabilize edilmesi de reaksiyon i¢in
onem tasimaktadir. Ozellikle, Lysl64a rezidiisiinin FPP substrat o-fosfat
oksijenlerini notralize ederek katalize yardimci oldugu birkag ¢alismada
gosterilmistir (121,122). Calismamizda ternary sistemde Lysl64a rezidiisiiniin FPP
a-fosfat oksijenleri ile hidrojen bagi olusturma kapasitesinde artig goriilmesi
fosforilasyonun bu yoniiyle de reaksiyona yardimci olabilecegini gostermektedir.
Dahasi, a- ve B-fosfat oksijenleriyle yaptigi hidrojen baglar1 sayesinde reaksiyonu
transition state’inde stabilize eden Tyr300p rezidiisiiniin (124,159), fosforlu binary ve
ternary sistemlerde artan hidrojen bagi yapma kapasitesi de benzer bir etki
olusturmaktadir. Lys164p ve Tyr3008 rezidiilerine ilaveten, diger bir korunmus
rezidli olan Arg291p’nin FPP fosfat oksijen atomlariyla artan hidrojen bagi kapasitesi
sayesinde de FPP substratin hidrofobik kavitede stabilize edilerek kataliz i¢in gerekli
olan uzatilmis pozda bulunmasina yardimci olabilecegi diisiintilmiistiir. Sonug olarak,
fosforilasyon FPP substratin optimum konformasyonda kalmasimi saglayarak
reaksiyonu hizlandirict bir etki yapiyor olabilir.

Katalitik reaksiyon sirasinda CaaX motifte yer alan sistein tiyol grubu katalitik

Zn?* iyonu sayesinde aktive olarak FPP substratin C1 atomu iizerine niikleofilik atak
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gerceklestirmektedir (160). Ayn1 zamanda, FPP substratin birinci ve ikinci izopren
gruplar1 rotasyona ugrayarak katalitik sistein rezidiisiine yaklagmaktadir (73).
Calismamizda fosforilasyonun, FPP substratin peptit substrata gore oryantasyonunu
diizenleyerek ve CaaX peptitin uzatilmis konformasyona adaptasyonunu saglayarak
fosforlu ternary sistemde iki substrat arasindaki fiziksel etkilesimi artirdigi
gbzlemlenmistir. Iki substrat arasinda artan bu etkilesimin reaksiyon hizinin
artmasinda etkili olabilecegi diistintilmiistiir.

Lokal diizenlemelere ilaveten, ¢alismamizda fosforilasyonun dominant kolektif
harekete etkileri de arastirilmustir. Ozellikle, simdiye degin bahsedilen iki altbirim
arasindaki arayiizey alaninin artmasi, Glu94p’nin Lys356f’ya dogru yonelmesi gibi
modiilasyonlarin, fosforilasyon etkisiyle proteninin her iki altbiriminde de
sinirlanmis olan uzayda goriilmesi 6nemlidir. Fosforilasyon etkisiyle FTaz’in global
hareketine olan etkisi biiyiik ihtimalle enzim fonksiyonuna katk1 saglamaktadir.

Calismamizda, fosforilasyon etkisiyle proteinde goriilen lokal ve global
degisiklikler dogrultusunda olas1 bir allosterik bolge tanimlanarak, bu bolgenin ilagla
hedeflenebilir oldugu gosterilmistir. Bunun icin fosforlu binary sisteme ait
yorlingelerden, fosforilasyonun protein dinamiginde yol actig1 degisiklikleri yansitan
temsili bir yapi1 secilerek olasi allosterik bolgede tutunabilen ligandlar arastirilmistir.
Ayni zamanda proteinin bilinen substrat baglanma bolgesinde tutunabilen ligandlar
da aragtirtlmistir. MD simiilasyonlar yardimiyla ligandlarin, fosforilasyonunun yol
actig1 degisikleri tersi yoniinde etkileyip etkilemedigi incelenmistir.

Tahmini allosterik bolgede arastirilan ligandlardan, ticagrelor ve lonafarnib her
ti¢ replika simiilasyon boyunca kopmadan proteine bagli kalmasiyla dikkat ¢cekmistir.
CaaX peptit baglanma bolgesinde arastirilan ligandlardan rosiglitazone ve raltitrexed
her bir replikada simiilasyon boyunca stabil bir sekilde kavite bagli kalabilmistir.
Bununla beraber biitiin replikalarda simiilasyon boyunca stabilite saglayamamasina
ragmen diger ligandlarin protein dinamiginde yol actig1 degisikler dikkat
cekmektedir. Farkli olarak, lercanidipine ikinci ve {igiincii replikalarda simiilasyonun
basinda tahmini allosterik bdlgeden ayrilarak proteinin B-altbirimi iizerinde belirli bir
bolgede tutunmaktadir. Lercanidipine molekiiliiniin tutundugu bu bolge de daha

sonraki calismalarda irdelenebilir.
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Fosforilasyon etkisiyle a- ve - altbirimler arasinda artmig olan araylizey alani,
tahmini allosterik bolgede arastirilan lomitapide ligandi sayesinde belirgin ol¢iide
azaltilmistir. Onemli olarak, bu ligand Leul07a ve Phel360 hot spot rezidiilerinin
frekansin1 da azaltmistir. Bunun yani sira, ortosterik bolgede arastirilan ligandlardan
raltitrexed arayiizey alanini azaltarak iki altbirim arasindaki etkilesimi azaltmada en
basarili olan ligand olmustur. O kadar belirgin olmamakla beraber, rosiglitazone ve
donepezil ligandlar1 da arayiizey alanini azaltabilmistir. Bahsedilen molekiiller,
fosforlu sistemden secilen protein yapisinda iki altbirimin etkilesimini azaltabilmesi
acisindan basarili bulunmustur.

Glu94p ve Lys356p rezidiileri arasindaki mesafe incelendiginde, fosforilasyon
ile birbirine yaklasmis olan bu rezidiilerin arasindaki mesafeyi en belirgin sekilde
vilazadone, olaparib ve raltitrexed ligandlar1 uzaklastirabilmistir. ilging bir sekilde
vilazadone, diger ligandlara kiyasla MD simiilasyonlarda daha kisa siirelerde
proteine bagl kalabilmesine ragmen bu etkiyi olusturabilmistir. Diger ligandlardan,
berotralstat, lercanidipine, lonafarnib ve rosiglitazone da Glu94p ve Lys356p
arasindaki mesafeyi uzaklagtirmada nispeten basarili olmustur.

flging bir sekilde, ¢alismamizda CaaX peptit baglanma kavitesinde baglandig
bilenen FTaz inhibitdrii lonafarnib’in ayni zamanda tahmini allosterik bolgede
tutunarak fosforlu sistemde reaksiyon hizim1 azaltabilecek dinamik ve yapisal
degisikleri saglamasi dikkat c¢ekmektedir. Ligandlarin protein dinamigi {iizerine
etkileri incelendiginde her birinin farkli mekanizmalar ile fosforlu FTaz enzimini
inhibe edebilme potansiyeli tasidig1 diisiintilmiistiir.

Calismamizda, hiperinsiilinemi  kosulunda  fosforilasyona  ugrayarak
aktivitesinde artis goriilen FTaz enzimini inhibe edebilecek yeni potansiyel
molekiillerin aragtirmayr amaglanmistir. Bu nedenle, nérodejeneratif hastalik modeli
olusturmak i¢in siklikla kullanilan SH-SYS5Y hiicre hattinda hiperinsiilinemi modeli
olusturmak iizere uygun insililin konsantrasyonu belirlenmistir. Daha sonra,
belirlenen konsantrasyonda insiilin iceren/icermeyen besiyerinde inkiibe edilen
hiicrelere FTaz inhibitérii lonafarnib muamele edilerek sitotoksik olmayan
konsantrasyonu belirlenmistir.

FTaz enziminin hiperinsiillinemi kosulunda fosforilasyona ugramasi sonucu

aktivitesi artmaktadir (6). AH’da artan FTaz enzim miktarina bagh olarak,
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farnesillenerek hiicre membranina tutunan HRas protein miktarindaki artis ve inen
sinyal yolaginda ERK protein aktivasyonu hastaligin patojenezindeki Onemi
bilinmektedir (5). Calismamizda, insulin ve lonafarnib maruziyeti sonucunda SH-
SY5Y hiicrelerinde HRas proteininin degisen membran/sitozol oranlarini arastirmak
icin yapilan immunfloresan boyama neticesinde hiicre c¢ekirdegi ve membrani
goriintiilenebilmistir. Ancak, HRas protein i¢in kullanilan floresan boya
goriintiilenememistir. Calisilan materyalin plastik tabanli petri olmasi nedeniyle
15181in ¢ok kirillmasma bagli olarak gorlintii alinamamasina yol agmis olabilir.
llaveten, elde edilen goriintiilerde hiicre morfolojisinin bozulmus oldugu ve
hiicrelerin biiyiik kisminin petri tabanindan kalkmis oldugu dikkat ¢ekmistir. Petri
tabaninda kalan hiicreleri kaplayan vezikiiler yapilarin bulunmasi fiksasyon ile ilgili
bir problem olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu nedenlerden dolayr deneylerin cam

tabanl petri kaplarinda tekrar edilmesi i¢in ¢alismalar devam etmektedir.
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8-SONUC

Bu calismamizda, FTaz enzimi tarafindan katalizlenen enzimatik reaksiyonlar
tizerinde fosforilasyonun etkisini arastirmak icin, fosforsuz ve fosforlu enzim
sistemleri karsilastirilarak atomistik seviyede mekanistik bir bakis saglanmistir.
Fosforilasyon, enzimin a- ve - altbirimleri arasindaki etkilesimi kuvvetlendirmis ve
proteinde bazi yapisal diizenlemelere neden olmustur. Bunlar binary ve ternary
sistemlerde i) FPP substrat konformasyonunun CaaX peptite gore diizenlenmesi, ii)
enzimin aktif bolgesinde Kkatalitik Zn** iyon koordinasyonunun modiilasyonu
sayesinde aktivitenin artirilmasina yol agabilecek degisikliklerdir. Diger yandan,
reaksiyon tamamlandiktan sonra {iriin salimini kolaylastiracak konformasyonel
diizenlemeler goriilmektedir. Elde ettigimiz bulgularin, literatiirdeki yapisal ve
biyokimyasal data ile uyumlu olmasi sebebiyle, fosforlu FTaz enzimi iizerinde
tahmini allosterik bdlgenin tanimlanmasi imit vericidir. Son olarak, fosforilasyonun
mekanistik etkilerini anlamak, belirli hastalik durumlarinda enzimin spesifik olarak

hedeflenmesini saglayabilir.
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