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ÖZET 

SCARA5 RESEPTÖRÜNÜN SRCR BÖLGESİNİN HESAPLAMALI 

YAPISAL MODELLENMESİ VE BİLGİSAYAR TEMELLİ İLAÇ TASARIM 

YÖNTEMİ KULLANILARAK GELİŞTİRİLECEK RESEPTÖR BLOKER'ININ 

MCF-7 İNSAN MEME KANSER HÜCRE HATTINDAKİ SİTOTOKSİK 

ETKİLERİNİN İN VİTRO ARAŞTIRILMASI 

Orhan KOÇAK 

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dalı 

Danışman: Doç. Dr. Ece ŞİMŞEK 

Şubat 2024; 205 sayfa 

Bilgisayar destekli ilaç tasarımı yöntemi, hastalık sürecinde yer alan potansiyel 

ilaç hedeflerinin üç boyutlu yapılarını ve yeni moleküller tasarlamak için kullanır. Kanser 

hem gelişmiş hem de gelişmekte olan ülkeler için önemli bir sağlık sorunudur. Son on 

yılda araştırmacılar, kanser tedavisi için potansiyel bir alternatif yaklaşım olarak 

antikanser özelliklere sahip küçük peptitleri araştırmışlardır.  

Bu tez çalışmasındaki amaç kanserde aday terapötik hedef olan Scavenger 

Reseptör Sınıfı A üye 5 (SCARA5)’in ligandı L-ferritin ile olan etkileşimini inhibe 

edecek bir peptit tasarlanması ve bu peptitin insan meme kanser hücre hattı MCF7 

üzerindeki etkisinin in vitro araştırılmasıdır. Tez çalışması in silico ve in vitro olmak 

üzere iki aşamadan oluşmaktadır 

Bu amaç doğrultusunda in silico aşamada SCARA5’in ligand bağlama bölgesi 

olan sisteince zengin scavenger reseptör (SRCR)’nin üç boyutlu yapısı hesaplamalı 

yapısal modeli ortaya çıkarıldı. X-ışını kristalografik yöntem ile sonradan ortaya çıkarılan 

üç boyutlu yapısı ile modellenen yapı karşılaştırıldı. Robetta_cm en uygun model olarak 

seçilerek ligandı olan L-Ferritin ile aralarındaki etkileşim protein-protein docking 

yöntemi ile ortaya çıkarıldı. Bu etkileşim bölgesindeki 16-22. aminoasit rezidüleri ile 79. 

aminoasit rezidüleri peptit tasarımı için hedef bölge olarak belirlendi. 

Tez çalışmasının in vitro aşamasında Peptitin MCF7 hücrelerinin canlılığı üzerine 

olan etkileri WST-1 ve Sülforodamin B testi ile belirlenmiştir. ELISA ve Western blot 

teknikleri ile in vitro aşama tamamlanmıştır. Peptitin MCF7 hücreleri üzerindeki yarı 

maksimum inhibitör konsantrasyon (IC50) değeri 188 µg/ml olarak hesaplanmıştır. 

Peptitin sitotoksik etkilerinin apoptoz kaynaklı olup olmadığının belirlenmesi için önemli 

belirteçlerden olan başlatıcı kaspaz-9 ve cellat kaspaz-7’nin protein seviyeleri ELISA 

testi ile saptanmıştır. Peptit dozları 2X IC50, IC50 ve 1/2X IC50 olarak belirlenmiştir. 24 

saatlik inkübasyon süresi sonunda hücrelere uygulanan IC50 ve 1/2X IC50 dozlarında 

miktarı istatistiksel anlamda artış göstermiştir. 48 saat sonra ise 1/2X IC50 dozunda 

kaspaz-9 artışı görülmüştür. Kaspaz-7 miktarı açısında artış görülen doz ve saat IC50 ve 

48. saatlik inkübasyon süresidir. 72 saatlik inkübasyon sonunda ise 2X IC50 uygulanan 

hücrelerin kaspaz-7 miktarında artış görülmüştür. Western blot sonuçlarına göre peptit 24 

saatlik inkübasyondan sonra MCF7 hücrelerinde kaspaz-7 miktarını arttırırken, 48 saatlik 
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inkübasyon sonrası kesilmiş kaspaz-7 miktarı artmıştır. Tasarlanan peptit MCF7 

hücrelerinde apoptotik hücre ölümünü tetiklemiştir.  

ANAHTAR KELİMELER: Antikanser Peptit, İlaç Tasarımı, Kaspaz, MCF7, 

Moleküler Dinamik Simülasyon, Moleküler Docking 

JÜRİ: Doç. Dr. Ece ŞİMŞEK            

Doç. Dr. Uğur BİLGE                            

Doç. Dr. Mustafa YAVUZ                             

Prof. Dr. Deniz ŞİRİN                             

Dr. Öğr. Üyesi Deniz İRTEM KARTAL                       
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ABSTRACT 

COMPUTATIONAL STRUCTURAL MODELLING OF THE SRCR REGION 

OF THE SCARA5 RECEPTOR AND IN VITRO INVESTIGATION OF THE 

CYTOTOXIC EFFECTS OF A RECEPTOR BLOCKER DEVELOPED BY 

USING COMPUTER-BASED DRUG DESIGN METHOD IN MCF-7 HUMAN 

BREAST CANCER CELL LINE  

Orhan KOÇAK 

PhD Thesis in Biology 

Supervisor: Assoc. Dr. Ece ŞİMŞEK 

February 2024; 205 pages 

The computer-aided drug design method uses three-dimensional structures of 

potential drug targets involved in the disease process to design new molecules. Cancer is 

a major health problem for both developed and developing countries. In the last decade, 

researchers have investigated small peptides with anticancer properties as a potential 

alternative approach for cancer therapy.  

Therefore, the aim of this thesis is to design a peptide to inhibit the interaction of 

Scavenger Receptor Class A member 5 (SCARA5), a candidate therapeutic target in 

cancer, with its ligand L-ferritin and to investigate the effect of this peptide on human 

breast cancer cell line MCF7 in vitro. The thesis study consists of two stages, in silico 

and in vitro. 

For this purpose, a computational structural model of the three-dimensional 

structure of the cysteine-rich scavenger receptor (SRCR), the ligand binding site of 

SCARA5, was developed in silico. The modelled structure was compared with the three-

dimensional structure revealed by X-ray crystallographic method. Robetta_cm was 

selected as the most appropriate model and its interaction with its ligand L-Ferritin was 

revealed by protein-protein docking method. Amino acid residues 16-22 and 79 in this 

interaction region were identified as target sites for peptide design. 

In the in vitro stage of the thesis study, the effects of the peptide on the viability 

of MCF7 cells were determined by WST-1 and Sulforhodamine B assay. The in vitro 

stage was completed with ELISA and Western blot techniques. The peptide exhibited 

cytotoxic effects in MCF7 cells at different doses and incubation times. The half 

maximum inhibitory concentration (IC50) value of the peptide on MCF7 cells was 

calculated as 188 µg/ml. Protein levels of initiator caspase-9 and executioner caspase-7, 

which are important markers for determining whether the cytotoxic effects of the peptide 

are apoptosis-induced, were determined by ELISA test. Peptide doses were determined 

as 2X IC50, IC50 and 1/2X IC50. At the end of 24 hours incubation period, the amount of 

IC50 and 1/2X IC50 doses applied to the cells increased statistically. After 48 hours, an 

increase in caspase-9 was observed at 1/2X IC50 dose. The dose and time of increase in 

the amount of caspase-7 were IC50 and 48th hour incubation period. At the end of 72 

hours of incubation, an increase in the amount of caspase-7 was observed in cells treated 
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with 2X IC50. According to Western blot results, the peptide increased the amount of 

caspase-7 in MCF7 cells after 24 hours of incubation, while the amount of cleaved 

caspase-7 increased after 48 hours of incubation. The designed peptide triggered 

apoptotic cell death in MCF7 cells. 

 

KEYWORDS: Anticancer Peptide, Caspase, Drug Design, MCF7, Molecular Docking, 

Molecular Dynamic Simulation. 
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                                    ÖNSÖZ 

Bilgisayar teknolojilerinin hızla gelişmesi, yazılım alanında yaşanan kayda değer 

ilerlemeler hayatın her alanında olduğu gibi yaşam bilimlerinde de önemli bir ilerlemeyi 

sağladı ve sağlamaya devam ediyor. Özellikle proteinler gibi karmaşık moleküllerin üç 

boyutlu yapısının çözülmesinde kullanılan deneysel yaklaşımlar (X-ışını, NMR, Kriyo-

elektron mikroskop) çok fazla sayıda yapının ortaya çıkarılmasında önemli işler 

başarmaya devam etmektedir. Ancak hesaplamalı yapısal biyoloji alanındaki gelişmeler 

benzeri görülmemiş sayıda protein ve protein kompleksinin yapısal ve işlevsel 

karakterizasyonunun yanı sıra bu moleküllerin etkileşimlerinin ve işlevlerinin modüle 

edilmesini ve tasarlanmasını sağlamaktadır. Buna paralel olarak, hesaplama yaklaşımları 

da son birkaç yılda büyük bir hızla gelişmiştir. Hesaplama gücü artmakta ve daha 

karmaşık algoritmaların daha büyük ölçeklerde yürütülmesine olanak sağlamaktadır. 

Temel olarak makine öğrenimi veya derin öğrenmeye dayanan yeni teorik modeller ve 

algoritmalar, hesaplamalı yapısal biyolojinin birçok alanında yeni fiili standart haline 

gelmekte ve yüz milyonlarca protein yapısının tahmin edilmesini sağlamaktadır. 2020 

yılının sonlarında itibaren AlphaFold’un ortaya çıkması ile proteinlerin üç boyutlu yapı 

tahmininde bir devrim yaşanmaktadır. Bir sonraki aşama proteinlerin konformasyonel 

topluluklarını ve mutasyonların genel protein yapısı üzerindeki etkilerini doğru bir 

şekilde tahmin etmektir. 

Hastalıkla ilişkili proteinlerin yapılarının tahmin edilmesi tedavi anlayışımızı 

değiştirmiştir. Oluşumu, gelişimi ve ilerleyişi bakımından kendine özgü birçok kompleks 

basamağa sahip bir hastalık olan kanser günümüzde ölüm en yüksek olmaya devam 

ediyor. Bu nedenle bilgisayar destekli ilaç tasarım yöntemleri terapötik aday olabilecek 

proteinlerin etkileşimlerini docking ve moleküler dinamik simülasyon araçlarıyla ortaya 

çıkarabilir. Bu etkileşimi hedef alarak tasarlanan antagonist veya agonistler yeni tedaviler 

için umut vadetmektedir. Geleneksel kemoterapötiklere kıyasla seçici ve normal hücreler 

için daha az toksiktirler. 

Tümör hücrelerinde transferrinden bağımsız olarak demir alınımında rol oynayan 

SCARA5 transmembran bir proteindir. Hücre dışında bağlama bölgesi ve hücre içinde 

fokal adezyon kinaz proteini ile etkileşmektedir. Doğal ligandı olan L-Ferritin ile hücre 

dışında etkileşime girdikten sonra hücre içinde fokal adezyon kinaz serbest kalarak sinyal 

yolağı aracılığı ile tümörün hayatta kalması, göçü gibi durumlara neden olur. 

Bu nedenle öncelikle SCARA5’in üç boyutlu yapısı hesaplamalı yapısal 

yöntemlerle ortaya çıkarıldı. SCARA5/L-Ferritin etkileşimi moleküler docking yöntemi 

ile belirlendi. Bu bölgenin etkileşimini inhibe edecek bir peptit tasarlanarak MCF7 

hücreleri üzerinde denendi. Hücre canlılığı testi ile peptitin sitotoksik dozu belirlendi. 

Sitotoksik dozlarda hücre ölümü ile ilişkili kaspaz-7 ve kaspaz-9 protein miktarları 

ELISA ile kaspaz-7 ve kesilmiş kaspaz-7 protein seviyesi western blot yöntemi ile 

belirlendi. 

Son yıllarda literatürde SCARA5’in kanserde biyobelirteç olarak kullanımına 

ilişkin çalışmalar artmaktadır. SCARA5’in hücre içi bölgede hangi sinyal yolaklarını 

tetiklediği özellikle fokal adezyon kinaz ile olan etkileşiminin aydınlatılması SCARA5’in 

biyolojik işlevi konusundaki bakışımızı derinden etkileyecektir. 
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Böyle güzel ve heyecanlı bir alanda bana çalışma fırsatı veren sadece akademik 
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Laboratuvarı’nın kurulmasını sağlayan, tecrübesini her daim aktaran Ahmet Yılmaz 
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1. GİRİŞ 

Bir hastalığın biyolojik kökeni, aslında o hastalığın modern tedavisinin temelini 

oluşturur. İlk zamanlarda, doğal ürünler tedavi olarak veya semptomları hafifletmek için 

kullanılmıştır. Bilim ve teknolojideki ilerlemeler, belirli bir hastalıkta doğrudan veya 

dolaylı rol oynayan makromoleküllerin keşfedilmesine yol açmıştır. Bu keşifler de bilim 

insanlarını, var olanlardan daha aktif yeni biyoaktif bileşikler tasarlamaya ve 

sentezlemeye yönlendirdi. Ancak, ilaç olarak kullanılabilecek bir bileşiğin piyasaya 

sürülmesi belirli adımlardan oluşan zorlu bir süreçtir. Aynı zamanda muazzam miktarda 

iş gücü, zaman ve bütçe gereksinimi vardır. 2009 ve 2018 yılları arasında bir  ilacın 

tasarımı ve keşfinin ortalama maliyetinin 2,8 milyar dolara kadar çıktığı bildirilmiştir 

(Wouters vd. 2020). 

Bilgisayar Destekli İlaç Tasarımı (Computer-aided drug design, CADD) 

stratejileri, modern ilaç keşfi ve geliştirilmesinde vazgeçilmez araçlar haline gelmiştir. 

Akademinin yanı sıra, büyük ve küçük ölçekli ilaç ve biyoteknoloji şirketleri, biyoaktif 

bileşiklerin keşfine veya optimizasyonuna yardımcı olmak için akıllı yazılımlar 

kullanmaktadır. CADD teknolojileri kullanılarak farklı aşamalarda birçok ilaç 

keşfedilmiş ve/veya optimize edilmiştir. Bunlara Aliskiren, Boceprevir, Captopril, 

Dorzolamide, Nolatrexed, Oseltamivir, Rupintrivir, Saquinavir ve Zanamivir gibi ilaçlar 

da dahildir, ancak bunlarla sınırlı değildir (Talele vd. 2010). 

CADD kabaca iki kategoriye ayrılabilir: yapı tabanlı ilaç tasarımı (Structure-

based drug design, SBDD) ve ligand tabanlı ilaç tasarımı (Ligand-based drug design, 

LBDD). Hedef makromolekülün 3D yapısı bilinmiyorsa veya homoloji modellemesi 

kullanılarak oluşturulamıyorsa, o zaman molekülün ligandı baz alınarak LBDD araçları 

kullanılabilir. Örnek olarak, kantitatif yapı-aktivite ilişkisi (Quantitative structure-activity 

relation, QSAR) onlarca yıldır kullanılmaktadır. Bu yöntemde, biyolojik aktiviteyi 

ligandların tahmin edilen parametrelerinin/tanımlayıcılarının bir fonksiyonu olarak 

ilişkilendiren bir denklem oluşturulur (Ece ve Sevin 2010). Böylece bu yöntem, 

laboratuvar deneylerinden önce bir bileşiğin aktivitesini tahmin edebilmemizi sağlar.  

Sık kullanılan bir diğer LBDD yöntemi de farmakofor çalışmalarıdır. Ligandların 

bir makromolekül tarafından moleküler olarak tanınmasında kritik olan moleküler 

özellikleri vardır (hidrojen bağı alıcı/verici, aromatik, hidrofobik, iyonize edilebilirlik 

gibi). SBDD kullanılarak iyi bir farmakofor da oluşturulabilir. Ligandların kritik amino 

asit rezidüleri ile bağlanmasında gerekli olan özellikler ile hedef biyolojik 

makromolekülün bağlanma bölgesi özellikleri yardımıyla bir farmakofor oluşturulur. Bir 

farmakofor, milyonlarca (hatta milyarlarca) molekülden oluşan bir veri tabanından daha 

fazla optimizasyon ve test için ilaç adayları bularak (sanal tarama) kullanılabilirken, 

genellikle sadece binlerce bileşik moleküler docking kullanılarak taranır. SBDD’nin bir 

parçası olan moleküler dinamik simülasyon çalışmaları ise bir makromoleküler sistemin 

konformasyonlarını, dalgalanmalarını ve dinamiklerini tahmin edebilmek için yani 

biyomoleküllerin simülasyonunu yapmak için sıklıkla kullanılır. Geçmişi 1950 yılına 

kadar uzanmasına rağmen, CADD yönteminde yapay zeka (YZ) kullanımına son yıllarda 

başlanmıştır. Yüksek performanslı hesaplamanın ilerlemesine paralel olarak, birçok 

karmaşık problem CADD araçlarının bir kombinasyonu kullanılarak yapay zeka 

yardımıyla kolayca çözülebilir (Turing 1950; Godwin vd. 2016; Yang vd. 2019). 
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Söz konusu küçük moleküllerin veya makromoleküllerin yapısal özelliklerini ve 

konformasyonlarını hesaplamak için farklı algoritmalar kullanılır (Patrick 2023). 

Moleküler mekanikte kullanılan denklemler klasik fizik yasalarına dayanmaktadır. 

Moleküler mekanik, bileşikleri atomları küre ve bağları yay olarak basitleştirir. Bu 

yaklaşımla, büyük sistemlerin (örneğin proteinler) birçok etkileşimi ve enerjisi, 

elektronlar dikkate alınmadığı için daha az hesaplama süresi ve kaynakla kolayca 

hesaplanabilir. Buna karşılık, kuantum mekaniği hesaplamalarının uygulanmasını 

gerektiren küçük sistemlerde, elektronların bileşik çekirdekleri ile etkileşimleri de dikkate 

alınmalıdır. CADD hızlı bir gelişim alanı olmaya devam etmektedir. Ancak, herhangi bir 

özelliği veya karmaşık bir sistemi tahmin etmeden önce her adım mutlaka 

doğrulanmalıdır. İç doğrulama (moleküler yerleştirmede, Kök Ortalama Kare Sapması,  

RMSD (Root Mean Square Deviation)), çapraz doğrulama, 2akros doğrulaması ve 

öğrenci t-testi (2D veya 3D QSAR’da), sağlam ilk geliştirme, alıcı işletim karakteristiği, 

alıcı işletim karakteristiği eğrisinin Boltzman ile geliştirilmiş ayrımı ve zenginleştirme 

faktörü vb. (sanal taramada) ilk olarak değerlendirilmesi gereken doğrulama/istatistiksel 

parametrelerden sadece birkaçıdır (Ece 2023). 

CADD teknolojileri özellikle kanser gibi kompleks hastalıkların tedavisinde 

büyük ilgi görmektedir. Kanser, birçok farklı nedenden kaynaklanabilen karmaşık bir 

hastalıktır ve ilerlemesi ve yayılması birden fazla faktörden etkilenir. Kalıtsal ve çevresel 

faktörler arasındaki etkileşimler, normal hücrelerin tümör hücrelerine dönüşmesine yol 

açabilir ve bu hücreler daha sonra büyüyerek çevre dokuları istila edebilir ve diğer 

organlara yayılabilir (Fares vd. 2020).  

Mevcut kanser tedavilerine karşı direnç gelişimi ise giderek artan bir endişe 

kaynağıdır. Bu direnç, kanser hücrelerinin evrimi ve kemoterapiye karşı direnç geliştirme 

kabiliyetinden kaynaklanmaktadır. Bu nedenle, ilaç direncinin üstesinden gelmek için 

farklı yolakları hedef alan ve farklı etki mekanizmaları kullanan yeni tedavilere ihtiyaç 

duyulmaktadır. Son birkaç yılda, tümör oluşumunu önlemek ve tümör yükünü azaltmak 

için yenilikçi yaklaşımlar sunan çok sayıda terapötik hedef tanımlanmıştır. Kanser 

hastalarına etkili tedaviler sağlamak için, geleneksel ilaç keşfi, sağlıklı hücrelere en az 

zarar vererek kanser hücrelerini yok edebilecek ilaçları tasarlamak ve geliştirmek için 

kullanılmıştır. Bu süreç, hedeflerin belirlenmesini, bileşiklerin kimyasal sentezini, in 

vitro ve hayvan modellerinde preklinik testleri ve toksisite değerlendirmesini içerir. 

Başarılı bileşikler daha sonra, hedef hasta popülasyonundaki güvenlik ve etkinliklerini 

değerlendirmek için insanlarda klinik deneylere tabi tutulur ve bunların tamamlanması 

birkaç yıl sürebilir (Cha vd. 2018; Shao vd. 2022; Iwaloye vd. 2023). 

CADD içeren hesaplama yöntemleri, yeni anti-kanser ilaçlarının tasarımında ve 

keşfinde giderek daha önemli hale gelmiştir. Bu yöntem Potansiyel ilaç bileşikleri ile 

biyolojik hedefler arasındaki etkileşimleri modellemek ve tahmin etmek için iyi bir araçtır 

(Iwaloye vd. 2023).  

Çöpçü reseptör, sınıf A üye 5 (scavenger receptor class A member 5, SCARA5)’in 

yakın zamanda kanserlerde son derece önemli olduğu ve tümör baskılayıcı olarak görev 

yaptığı bildirilmiştir (Liu vd. 2022; Lu vd. 2023a). Bunun aksine tümörü teşvik ettiğine 

dair sunulan çalışma da literatürde mevcuttur (Jumai vd. 2022). Bir membran proteini 

olan SCARA5 doğal ligandı olan L-Ferritin ile etkileşime girdiğinde hücre içi moleküler 

sinyal yolağını tetiklemektedir. Bu yolak FAK/Src/p130CAS kompleksinin 
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fosforilasyonu ile başlar ve kanser hücrelerinin canlılığı, proliferasyonu, hareketliliği, 

hücre döngüsünün devamının sağlanması, anjiyogenez, metastaz ve epitel-mezanşimal 

transformasyon gibi tümörün agresifliğinden sorumlu pek çok farklı mekanizmayla 

ilişkili olduğu bilinmektedir (Huang vd. 2010b).  

 

Bu tez çalışmasının temel amacı “SCARA5 reseptörünün L-ferritin ile 

etkileşimini engellemek üzere in silico yöntemler kullanılarak tasarlacak peptitin in vitro 

sitotoksik etkilere sahip olabileceğini göstermektir”. Tasarlanan peptitin aminoasit 

kompozisyonu açısından değerlendirdiğimizde etkileşiminin engellenmesine bağlı olarak 

hücre ölüm yollarını tetikleyerek etki gösterebileceğini ön gördük. Bunun için öncelikle 

peptitin SCARA5 proteinini ifade ettiği bilinen MCF7 hücrelerinde doz taraması yapıldı. 

Apoptozun en önemli proteinlerinden olan kaspazların protein miktarları ELISA ve 

Western Blot yöntemleri ile çalışıldı.  

 

Kaspazlar, programlı hücre ölümü ve inflamasyonda hayati rol oynayan korunmuş 

sistein proteaz enzim ailesi üyeleridir. Bu enzimler, sistein-aspartik proteazlar, sistein 

aspartazlar veya sisteine bağımlı aspartata yönelik proteazlar olarak da bilinir. Bir kaspaz, 

aktif bölgesinde bir aspartik asit rezidüsünden sonra bir hedef proteine saldıran 

nükleofilik bir sistein içerir. Bu saldırı, substrattaki belirli aspartik asit rezidülerinden 

sonra hedef proteinin kesilmesiyle sonuçlanır (Cookson ve Brennan 2001; McIlwain vd. 

2013; Galluzzi vd. 2016; Sahoo vd. 2023). 

 

Başlatıcı kaspazlar-8 ve -9 normalde inaktif prokaspaz monomerleri olarak 

bulunur ve bölünme yoluyla değil dimerizasyon yoluyla aktive edilir. Bu süreç, yukarı 

yönlü sinyal olaylarının kaspaz dimerizasyonunu ve aktivasyonunu indüklediği 

“indüklenmiş yakınlık modeli” olarak genelleştirilir.  

 

Cellat kaspazlar-3, -6 ve -7’nin uygunsuz aktivasyonu, başlatıcı kaspazlar tarafından 

kesilmesi gereken inaktif prokaspaz dimerleri olarak üretilmeleriyle önlenir. Büyük ve 

küçük alt birimler arasındaki bu kesilme, cellat kaspaz dimerinin iki aktif bölgesini bir 

araya getiren ve işlevsel bir olgun proteaz oluşturan konformasyonel bir değişikliğe izin 

verir. Aktive edildikten sonra, tek bir cellat kaspaz diğer yürütücü kaspazları parçalayıp 

aktive ederek kaspaz aktivasyonunun hızlandırılmış bir geri besleme döngüsüne yol 

açabilir (McIlwain vd. 2013). Bu bağlamda tez kapsamında hesaplamalı yöntemlerle 

tasarlanan peptitin MCF7 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisi ve bu etki ile ilişkili 

kaspaz enzim aktiviteleri in vitro değerlendirilmiştir.  

Bu tez çalışmasının temel amacı “SCARA5 reseptörünün L-ferritin ile 

etkileşimini engellemek üzere in silico yöntemler kullanılarak tasarlacak peptitin in vitro 

sitotoksik etkilere sahip olabileceğini göstermektir”. Tasarlanan peptitin aminoasit 

kompozisyonu açısından değerlendirdiğimizde etkileşiminin engellenmesine bağlı olarak 

hücre ölüm yollarını tetikleyerek etki gösterebileceğini ön gördük. Bunun için öncelikle 

peptitin SCARA5 proteinini ifade ettiği bilinen MCF7 hücrelerinde doz taraması yapıldı. 

Apoptozun en önemli proteinlerinden olan kaspazların protein miktarları ELISA ve 

Western Blot yöntemleri ile çalışıldı. 

 

 



GİRİŞ                   O. KOÇAK 

4 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



KAYNAK TARAMASI                                            O. KOÇAK 

 

5 

  

 

2. KAYNAK TARAMASI 

2.1. Aminoasitler ve Proteinlerin Üç Boyutlu Yapıları 

Amino asitler bir karboksi grubu, bir amino grubu, bir hidrojen atomu ve değişken 

bir yan zincir R (“rezidü”) içerir. En basit amino asit, R’nin bir hidrojen atomu olduğu 

glisindir. Gly’nin α-karbonu yalnızca üç farklı ligand taşıdığından, enantiyomerik 

değildir. Dolayısıyla glisin, diğer tüm amino asitlerin aksine kiral değildir (Şekil 2.1). 

Proteinlerde sadece L-amino asitler bulunur. Bununla birlikte, D-amino asitler bakteri 

hücre duvarında ve çeşitli antibiyotiklerde bulunur.  

 

Şekil 2.1. Aminoasitin yapısal formülü; a) Bir amino asidin temel yapısı. Amino asitler 

bir pozitif ve bir negatif yük ile zwitteriyonlar oluşturabilir; b) α-karbon dört farklı grup 

taşıdığı için kiraldir (istisna: R D H olan glisin). L-amino asitlerde α-karbon kağıt 

düzleminde, hidrojen karşı tarafa bakacak şekilde yerleştirilirse, kalan gruplar “CORN” 

olarak okunur; c) örnek olarak lizin kullanılarak karbon atomlarının isimlendirilmesi 

(Buxbaum 2015) 

2.1.1. Tek Harfli Kod 

 

Çoğu durumda amino asit isimleri, isimlerinin ilk üç harfi ile kısaltılır. Bu 

kısaltmaların hatırlanması kolaydır, ancak bilgisayar veri tabanlarında gereksiz bellek 

işgal ederler. 22 proteinojenik amino asit, Roma alfabesinin 26 harfiyle kodlanabilir (bazı 

nadir amino asitler için boşluk bırakarak) ve daha sonra bir protein dizisindeki her amino 

asit, 3 bayt yerine yalnızca 1 bayt depolama alanı kullanır hale getirilmiş olur. Ne yazık 

ki, birkaç amino asit aynı harfle başlar (Ala, Arg, Asp ve Asn gibi), bu nedenle onları 

kodlamak için ilk harf kullanılmamaktadır. 
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Çizelge 2.1. Aminoasitlerin üçlü ve tekli kod gösterimleri (Buxbaum 2015) 

Aminoasit Üçlü Kod Tekli Kod 

Alanin Ala A 

Arjinin Arg R 

Asparajin Asn N 

Aspartat Asp D 

Sistein Cys C 

Glutamin Gln Q 

Glutamat Glu E 

Glisin Gly G 

Histidin His H 

Lizin Lys K 

Lösin Leu L 

İzolösin Ile I 

Metiyonin Met M 

Fenilalanin Phe F 

Prolin Pro P 

Pirolizin Pyl O 

Selenosistein Sec U 

Serin Ser S 

Treonin Thr T 

Triptofan Trp W 

Tirozin Tyr Y 

Valin Val V 
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2.2. Proteinlerin Birincil Yapısı 

Suyun eliminasyonu altında iki amino asidin yoğunlaşmasıyla bir peptid bağı 

oluşur (Şekil 2.2) (Buxbaum 2015). Zincire başka amino asitlerin eklenmesi, 

7akroskobik7e, tetrapeptidlere vb. yol açar. 20’ye kadar amino asit içeren zincirlere 

oligopeptidler (az sayıda oligo D) ve daha uzun olanlara polipeptidler (çok sayıda poli D) 

adı verilir. Proteinler, biyolojik bir işlevi olan polipeptitlerdir. 

Polipeptitlerin boyutları birkaç amino asitten binlere kadar değişir. Gıda 

endüstrisinde yapay tatlandırıcı olarak kullanılan aspartam bir dipeptittir. Proteinler ya 

tek bir polipeptit zincirinden oluşur ya da alt birimler adı verilen ayrı polipeptit 

zincirlerinden oluşur. Bazı proteinler, diğer kovalent olarak bağlı bileşenleri, prostetik 

grupları ve post-translasyonel modifikasyonları içerebilir. 

Bir proteindeki amino asitlerin dizisine birincil yapı denir. Biyokimyada, bu her 

zaman N-terminalinden başlayıp C-terminal amino asitte sonlanır, çünkü hücrede protein 

sentezi sırasında amino asitlerin eklenme sırası budur (Alberts 2015; Lodish vd. 2016).  

 

Şekil 2.2. Amino asitlerin peptit ve proteinlere polikondenzasyonu (Buxbaum 2015) 

Cα, C’, peptit bağının nitrojen ve oksijen atomları tek bir düzlem oluşturur. C=O 

çift bağı ile mezomeri nedeniyle C’ ve N arasındaki bağ, normal bir C-N tekli bağından 

biraz daha kısadır. N’nin yalnız elektron çifti kısmi çift bağa girdiğinden, artık bir protonu 

kabul edemez; Bir peptit bağındaki N bazik değildir. Dolayısıyla peptit bağı “kısmi (%40) 

çift bağ karakterine” sahiptir. C=C bağı gibi düzlemseldir ve dönemez. Peptit bağının H 

ve O’su trans-konfigürasyondadır. Biçimsel olarak, aynı durum peptit bağının alfa 

dihedral açısının 180°’ye sabitlenmesiyle ifade edilebilir (Şekil 2.3).  
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Şekil 2.3. Peptit bağı etrafında cis-trans-izomeri (Buxbaum 2015) 

 

Büyük R-grupları nedeniyle, trans-konfigürasyon çoğu amino asitte daha 

kararlıdır (%99.7 olasılıkla). Bunun istisnası, diğer amino asitlere göre çok daha sık 

olarak konfigürasyonda meydana gelen Pro’dur (%5.8 olasıkla). 

Öte yandan, N-Cα ve Cα-C’ bağları normal tekli bağlardır; grupları etrafında 

döndürmek mümkündür. Dönme açıları sırasıyla Φ (Phi) ve Ψ (Psi) olarak adlandırılır. 

Peptit zincirindeki dönüş iki faktörle sınırlıdır. İlk olarak, bir amino asidin etrafındaki 

belirli φ ve ψ açılarında, o amino asidin bir atomu bir sonraki amino asidin bir atomu ile 

çarpışacaktır. Φ, ψ açıları; C’n=O ve Nn+1 -H arasında çarpışmaya neden olan 0°, 0° olarak 

tanımlanır. Ek olarak, R gruplarının boyutu ve yükü, belirli konumları diğerlerinden daha 

kararlı hale getirebilir. 

Bugün bilenen çok çeşitli proteinler, evrim sırasında az sayıda atadan köken almaktadır. 

Bu durum, proteinlerin birincil yapısı karşılaştırılarak gösterilebilir; birincil yapılar ne 

kadar benzerlerse, proteinler o kadar yakın akrabadırlar (Dayhoff 1969). Birincil yapıdaki 

her pozisyon, 20 ortak amino asitten herhangi biri (ve bazen Sec ve Pyl tarafından) 

tarafından işgal edilebildiğinden, olası kombinasyon sayısı çok fazladır. Örneğin, 100 

amino asitli bir proteinin 20100 = 1.3 x 10130 olası dizisi vardır. 

2.3. Proteinlerin İkincil Yapısı ve Omurga Konformasyonu 

2.3.1.  Ana zincir torsiyon açıları 

Bir polipeptidin üç ana zincir burulma açısı bulunmaktadır (Şekil 2.4) 

(Anonymous 1) Phi (Φ; C, N, Cα, C) ve psi (Ψ; N, Cα, C, N) Cα atomunun her iki 

tarafındadır ve omega (ω; Cα, C, N, Cα) peptit bağının açısını tanımlar. Φ ve Ψ önemli 

ölçüde dönme serbestliğine sahipken, ω düzlemseldir. Bu, rezonans etkilerinden 

kaynaklanan peptit bağının kısmi çift bağ karakterinin, yani delokalize elektronların (N-

C=O <-> N+=C-O-) bir sonucudur. Sterik nedenlerden dolayı trans konfigürasyonu 

(≈180°) tercih edilir. Cis konfigürasyonu (≈0°) prolinler dışında nadirdir (Anonymous 1). 
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2.3.2. Ramachandran plot 

ω açıları kısıtlı olsa da polipeptit ana zinciri N-Cα (Φ) ve Cα-C (Ψ) bağları 

etrafında dönmek için önemli ölçüde özgürlük sergiler. Bu durum Ramachandran 

grafiğinde görselleştirilmiştir. GN Ramachandran, kararlı konformasyonlar bulmak 

amacıyla Φ/Ψ uzayını sistematik olarak örneklemek için küçük polipeptitlerin bilgisayar 

modellerini kullanmıştır (Ramachandran vd. 1963). 

Ramachandran grafiğinde anahtar ikincil yapılar çizimdeki belirli bölgelere 

atanmıştır. Tercih edilen (ya da adlandırdığı şekliyle tamamen izin verilen) bölgede beta 

kırmalı tabakaları, poliprolin heliksi ve (sağ elli) alfa heliksi ortaya çıkmaktadır. Daha 

küçük VdW yarıçapları ile hesaplanan dış sınır, sol elli alfa heliksine karşılık gelen ek bir 

bölge ortaya çıkarmıştır (Şekil 2.5) (Burri 2008). 

 

Şekil 2.4. Peptit torsiyon açıları; üç bükülme açısı phi, psi ve omega ile iki amino asitlik 

bir zincir gösterilmiştir. Hem phi hem de psi açısı yüksek bir dönme özgürlüğüne 

sahipken, omega açısı ya trans durumunda (180 derece) veya daha nadiren cis durumunda 

(10 derece) kilitlenir. Amin bağının rezonansı açık mavi ile belirtilmiştir (Anonymous 1) 
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Şekil 2.5. Ramachandran grafiği; a) Ramachandran grafiğinde izin verilen yapılar; b) 

Polipeptit zincirinin peptit düzlemleri (Nelson vd. 2000) 

L-amino asitler, sol-el heliksin genişletilmiş bölgelerini oluşturamaz, ancak bazen 

ayrı ayrı rezidüler bu konformasyonu benimser. Bu rezidüler genellikle glisindir, ancak 

yan zincirin ana zincir ile bir hidrojen bağı oluşturduğu ve bu nedenle bu başka şekilde 

elverişsiz olan konformasyonu stabilize ettiği asparajin veya aspartat da olabilir. İzin 

verilmeyen bölgeler genellikle yan zincir atomları ile ana zincir atomları arasında sterik 

engelleme içerir. Glisinin yan zinciri yoktur ve bu nedenle Ramachandran grafiğinin dört 

çeyreğinin hepsinde phi ve psi açılarını benimseyebilir. Bu nedenle, diğer rezidülerin 

sterik olarak engelleneceği protein bölgelerinde sık sık görülür. 

2.3.3. Alfa heliksler 

Pauling ve Corey (1951), protein omurgasını alfa-keratin fiber X-ışını kırınım 

verileriyle uyumlu olacak düzenli konformasyonlara sokmanın yollarını bulmak için 

polipeptit modellerini büktüler. En basit ve zarif düzenleme ‘alfa-heliks’ olarak bilinen 

sağ-el spiral konformasyondur (Pauling ve Corey 1951) (Şekil 2.6). 
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Şekil 2.6. Bir alfa heliksin yapısı (Anonymous 1) 

Alfa helikslerin özellikleri 

Yapı, heliks ekseni boyunca her 5.4 Å’da bir kendini tekrar eder, yani alfa heliks 

5.4 Å’luk bir eğime sahiptir. Alfa heliksler tur başına 3.6 amino asit rezidüsüne sahiptir, 

yani 36 amino asit uzunluğunda bir heliks 10 dönüş oluşturacaktır. Helezon ekseni 

boyunca rezidülerin ayrılması 5.4 / 3.6 veya 1.5 Å’dur, yani alfa heliksin rezidü başına 

1.5 Å’luk bir artış vardır. 

•Her ana zincir C = O ve N-H grubu, 4 rezidü uzakta (yani Oi’den Ni + 4’e) bir 

peptid bağına hidrojen ile bağlıdır. Bu, çok düzenli ve istikrarlı bir diziliş sağlar. 

•Peptit düzlemleri, heliks eksenine kabaca paraleldir ve heliks içindeki çift 

kutuplar hizalanır, yani tüm C = O grupları aynı yönü gösterir ve tüm N-H grupları diğer 

yönü gösterir. Yan zincirler, heliks ekseninden dışa doğru işaret eder ve genellikle amino 

terminal ucuna doğru yönlendirilir. 

•Phi ve Psi’nin ikisi de negatiftir. 

Alfa helikslerin bükülmesi (distorsiyonu) 

Globüler proteinlerdeki alfa-helikslerin çoğu, Pauling ve Corey tarafından 

önerilen idealleştirilmiş alfa-heliks modeline kıyasla biraz eğimli veya bozuktur. Bu 

çarpıklıklar, Ramachandran’a göre ihlal edilen dihedral açılarla bağlantılı değildir ve 

aşağıdakiler dahil çeşitli faktörlerden kaynaklanır: 

• Gömülü helikslerin proteinin çekirdeğindeki diğer ikincil yapı elementlerine 

karşı paketlenmesi, 
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• Prolin rezidüleri, heliks ekseni yönünde yaklaşık 20 °’lik bozulmalara neden 

olur. Bunun nedeni, Prolin’in, aynı zamanda ana zincir N atomunu bloke eden ve bir 

hidrojen bağı oluşturmasını kimyasal olarak engelleyen döngüsel yan zincirinden 

kaynaklanan sterik engelleme nedeniyle normal bir α-heliks oluşturamamasıdır. Prolin, 

aşağıdaki rezidünün NH grubunun da iyi bir hidrojen bağı oluşturması engellendiğinden, 

heliksteki iki H-bağının kırılmasına neden olur. 

• Prolin içeren heliksler genellikle uzundur çünkü daha kısa heliksler, bir Prolin 

rezidüsünün çok fazla varlığıyla dengesizleşecektir. Prolin, polipeptidin genişletilmiş 

bölgelerinde daha yaygın olarak bulunur. 

• Çözücüye maruz kalan heliksler genellikle çözücü bölgesinden uzağa doğru 

bükülür. Bunun nedeni, maruz kalan C = O gruplarının, H-bağlama kapasitelerini en üst 

düzeye çıkarmak için çözücüye yönelme, yani çözücüyle ve N-H gruplarıyla H-bağları 

oluşturma eğiliminde olmalarıdır. Bu, helis ekseninde bir bükülmeye neden olur. 

2.3.4.  310-heliksler 

310-Heliksler, farklı bir heliks sınıfı oluştururlar, ancak genellikle kısadırlar ve 

sıklıkla normal alfa-helikslerin uçlarında meydana gelirler (Şekil 2.7). 310 adı, her dönüşte 

üç rezidü olduğu ve her hidrojen bağının oluşturduğu bir halka içinde on atom bulunduğu 

için verilmiştir (hidrojen atomu bu sayıya dahil edilir). Zincir boyunca üç rezidü şeklinde 

ayrılan rezidüler arasında ana zincir hidrojen bağları vardır (yani Oi ila Ni + 3). Bu 

isimlendirmede Pauling-Corey alfa-heliks 3.613 helikstir. 310-heliksin dipolleri, alfa-

heliksteki kadar iyi hizalanmamıştır, bu nedenle daha az kararlı bir yapıdır ve yan zincir 

paketlemesi daha az elverişlidir. 

 

Şekil 2.7. 310 heliksin küçük bir uzantısı; üç amino asidin 10 atomu numaralandırılır ve 

hidrojen bağı yeşil noktalı bir çizgi olarak gösterilir (Anonymous 1) 

2.3.5.  Beta kırmalı tabakalar 

Pauling ve Corey, beta-keratin olarak bilinen lifli proteinlerin konformasyonu için 

bir model geliştirmişlerdir. Bu konformasyonda polipeptit, bir coil (halka) oluşturmaz. 
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Bunun yerine, alfa heliksten daha geniş bir konformasyonda zikzaklar çizer. Beta-

yapısındaki amino asit rezidüleri negatif phi açılarına sahiptir ve psi açıları pozitiftir. 

Tipik değerler phi = -140 derece ve psi = 130 derecedir. Aksine, alfa-heliks rezidüler hem 

negatif phi hem de psi açılarına sahiptir. Beta-yapısında rezidülere sahip bir polipeptit 

bölümü, bir beta-heliks olarak adlandırılır ve bu heliksler, bir tabaka oluşturmak için ana 

zincir hidrojen bağı etkileşimleriyle birleşebilir. 

Bir beta- kırmalı tabakada, iki veya daha fazla polipeptit zinciri yan yana gelir ve 

ana zincir C = O ve N-H grupları arasındaki hidrojen bağlarıyla düzenli bir şekilde 

bağlanır. Bu nedenle, bir beta kırmalı tabakasındaki tüm hidrojen bağları, polipeptidin 

farklı segmentleri arasındadır. Bu, tüm hidrojen bağlarının aynı ikincil yapı elementini 

içerdiği alfa-heliks ile çelişir. Bir beta iplikteki komşu rezidülerin R grupları (yan 

zincirler) zıt yönleri işaret eder. Beta kırmalı tabakaları genellikle oklarla tasvir edilir. 

Geleneksel olarak ok, peptidin C-terminal kısmına doğru işaret eder (Şekil 2.8). 

 

Şekil 2.8. Tek bir beta ipliğinin görünümü; koyu yeşil kutu, beta kırmalı tabakasının 

düzlüğünü gösterir. Üstte, düzlük monitörle aynı hizada. Alt şerit 90º döndürülür ve 

düzlük monitörden dışarı çıkar (Anonymous 1) 

Yukarıda gösterilen iplikte paralel iki ipi, ya tel ile düzlemde (üst iplik) ya da 

ekran düzleminin üstünde ve arkada (alt iplik) iki ipi hayal ederek, betanın pileli 

görünümünün nasıl ortaya çıktığını kavramak mümkündür.  

Bitişik rezidüler arasındaki eksenel(axial) mesafe 3.5 Å’dur. Her bir tekrar birimi 

için beta-kırmalı tabakasına 7 Å aralık veren iki rezidü vardır. Bu, bitişik rezidüler 

arasındaki eksenel mesafenin yalnızca 1.5 Å olduğu alfa-heliks ile karşılaştırılır. Açıkça, 

beta-yapısındaki polipeptitler, alfa-heliks yapındakilerden çok daha uzundur. 
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Paralel, antiparalel ve karma beta kırmalı tabakaları 

Paralel beta kırmalı tabakalarda ipliklerin tümü tek bir yönde ilerlerken, anti 

paralel bitişik tabakalarda ters yönde ilerler. Karışık tabakalarda bazı iplikler paralel, 

diğerleri ise anti paraleldir (Şekil 2.9). 

 

Şekil 2.9. Farklı beta kırmalı tabaka türleri; hidrojen bağları noktalı çizgilerle gösterilir. 

Protein yapılarından hem şematik bir sunum hem de parçalar gösterilmektedir. Anlaşılır 

olması için, sadece omurga ağır atomları ve uygulanabildiği yerlerde C-beta atomları 

gösterilmiştir. (Paralel olmayan tabaka, PDB kod: 1DAB’den paralel 4TVW’den karışık 

tabaka 5KO0’dan alınmıştır) (Anonymous 1) 

Klasik Pauling-Corey modellerinde, paralel beta- kırmalı tabaka biraz daha 

bozulmuştur ve dolayısıyla iplikler arasında daha zayıf hidrojen bağlarına sahiptir. 

Beta kırmalı tabakasının Pauling-Corey modeli düzlemseldir. Bununla birlikte, 

küresel protein X-ışını yapılarında bulunan çoğu beta- kırmalı tabaka bükülmüştür. Bu 

bükülme, aşağıda gösterildiği gibi solaktır. Tabakanın genel bükülmesi, ipliklerdeki her 

rezidünün, sağ eli kullanılarak amino asit başına 30 derece nispi dönüşünden kaynaklanır 

(Şekil 2.10). 
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Şekil 2.10. Bir beta kırmalı tabakasının görünümü; bir beta kırmalı tabakanın şematik 

görünümü (üstte) ve bir bölümü (PDB kod: 4TVW). Netlik sağlamak için sadece omurga 

ağır atomu ve C-beta gösterilmektedir (Anonymous 1) 

Paralel tabakalar anti paralele göre daha az bükülür ve daima gömülüdür. Buna 

karşılık, anti paralel tabakalar daha büyük bozulmalara (bükülme ve beta çıkıntılar) ve 

solvente daha fazla maruz kalmaya dayanabilir. Bu, anti paralel tabakaların hem hidrojen 

bağı geometrisi hem de küçük paralel tabakaların nadiren meydana geldiği gerçeğiyle 

tutarlı olan paralel tabakalardan daha kararlı olduğunu ifade eder.  

2.3.6.  İlmekler (coil) ve dönüşler 

Bir beta dönüşü, i’inci ana zincir rezidüsünün karbonil oksijeni ile zincir boyunca 

i + 3. Rezidüsünün NH grubu (Oi’den NHi + 3’e) arasında (genellikle) bir hidrojen bağına 

sahip dört ardışık rezidüden oluşan bir bölgedir. Alt tip, ortadaki iki rezidünün (i + 1 ve i 

+ 2) phi ve psi açılarıyla tanımlanır. Genellikle hidrojen bağı zorunlu olarak kabul edilir 

ve sadece 7 Å’nın altında i ve i + 4 rezidü arasında bir Cα mesafesi olan motifler dikkate 
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alınır. Her tur dokuz sınıftan birine atanır. Heliks bölgeler bu tanımın dışında tutulur ve 

beta iplikler arasındaki dönüşler, beta-firkete (hairpin) olarak bilinen özel bir dönüş sınıfı 

oluşturur (Şekil 2.11) (Venkatachalam 1968; Lewis vd. 1973; Richardson 1981; Kabsch 

ve Sander 1983; Hutchinson ve Thornton 1994). 

 

Şekil 2.11. Beta (ters) dönüş yapıları; sol el benzerleriyle (Tip I’ ve Tip II’) Tip I ve II 

dönüşler gösterilmektedir. Beta dönüşünün tipi, i + 1 ve i + 2 rezidüsünün phi ve psi 

açılarıyla belirlenir. Birinci rezidünün oksijeni ile i+3’üncü rezidünün NH grubu 

arasındaki hidrojen bağları noktalı yeşil çizgi ile gösterilmiştir. Tip I dönüşün bu örnekte 

bir hidrojen bağı oluşturmamaktadır (// ile gösterilir). Ramachandran grafiklarinde i + 

1’inci (mor) ve i + 2’inci (kırmızı) rezidünün ideal dihedral açıları gösterilmektedir. Çarpı 

± 30º aralığını işaretler (Anonymous 1) 

2.4. Süper İkincil Yapılar 

2.4.1. Beta hairpinler 

Beta-hairpinler, en basit süper ikincil yapılardan biridir ve küresel proteinlerde 

yaygındır (Şekil 2.12). 
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Şekil 2.12. Bir beta hairpinin şematik görünümü; noktalı çizgiler, beta zincirleri 

arasındaki hidrojen bağlarını gösterir (Anonymous 1) 

Anti paralel hidrojen bağlı beta iplikler arasında kısa döngü bölgeleri olarak 

oluşurlar. Genel olarak bir ters dönüş (veya bazen adlandırıldıkları gibi beta dönüşü), 

rezidü i’nin karbonilini ve i + 3 rezidüsünün NH grubunu içeren bir hidrojen bağının 

bulunduğu bir proteinin herhangi bir bölgesidir. Alternatif bir tanım, i ve i + 3 

rezidülerinin alfa karbonlarının 7.0 Å dahilinde olması gerektiğini belirtir.  

Sibanda ve Thornton (1985) tarafından önerilen orijinal sınıflandırmaya göre; Bir 

ilmeğin uzunluğu, anti paralel beta merdivenine katılmayan rezidülerin sayısı ile verilir. 

Beta hairpin iki amino asitten oluşuyorsa, buna “İki rezidülü beta-hairpin” denir (Sibanda 

ve Thornton 1985). 

Bir yıl sonra Milner-White & Poet (1986), tüm beta hairpinlerinin dört grupta 

sınıflandırılabileceğine işaret etmiştir (Sınıf 1 ila Sınıf 4 olarak adlandırılır). Bu 

sınıflandırma, amino asitleri oluşturan hairpin sayısını tanımlamak için beta iplikler 

arasında hidrojen bağlarının oluşumuna ve bir “Beş rezidü beta hairpinin” aslında sınıf 1 

veya sınıf 3’e karşılık geldiğinin gözlemlenmesine dayanır (Milner-White ve Poet 1986).  

Sibanda ve Thornton (1989), orijinal tanımdaki belirsizliği ortadan kaldıran 

genişletilmiş bir sınıflandırma yayınladılar. Bu sınıflandırmada, alfa heliksler ve beta 

kırmalı tabakalar için iki tanımdan yararlanılmıştır. Buna göre; 

• NH- veya CO grubu uygun hidrojen bağını oluşturuyorsa ve  

• phi ve psi açıları ilgili boşluğa düşerse bir rezidü, önceki iki ikincil yapı 

elemanının bir parçası olarak kabul edilir (Sibanda vd. 1989). 

 

2.4.2.  Beta köşeleri 

Beta iplikçikleri, bir beta kırmalı tabaka oluşturmak için yan yana dizildiklerinde, 

tabakanın genel olarak sol elli bir eğriliğe sahip olacağı şekilde hafif bir sağ el 

bükülmesine sahiptir. Bir beta-hairpin oluşturan antiparalel beta-iplikleri, beta-köşe 

olarak bilinen yöndeki 90 derecelik bir değişikliği barındırabilir. Kıvrımın iç tarafındaki 

şerit genellikle bu pozisyonda bir glisin içerirken, diğer şerit bir beta çıkıntıya sahip 

olabilir. İkincisi, beta- kırmalı tabakanın hidrojen bağlama modelini kıran sağ-el alfa-
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heliks yapıda tek bir rezidü içerir. Bu rezidü, Ramachandran grafiğinin sol elli heliks veya 

köprüleme bölgelerinde de olabilir (Şekil 2.13). 

 

Şekil 2.13. Beta köşesi ve beta hairpin içeren yapı elemanı; yeşil noktalı çizgiler hidrojen 

bağlarını gösterir. Netlik sağlamak için yalnızca omurga ağır atomları ve C-beta 

gösterilmektedir (Anonymous 1) 

2.4.3.  Heliks hairpinler  

Bir heliks hairpin veya alfa-alfa-hairpin, iki anti paralel alfa-heliks segmenti 

birleştiren ilmeğe karşılık gelir. Açıktır ki, döngünün uzunluğu ne kadar uzun olursa, olası 

uyumların sayısı o kadar fazla olur. Bununla birlikte, kısa bağlantılar için sınırlı sayıda 

biçim vardır ve iki veya üç rezidülük en kısa döngüler için, yalnızca bir olası biçim vardır. 

Anti paralel alfa-heliksler, genellikle arayüzdeki yan zincirler arasındaki hidrofobik 

etkileşimlerle etkileşime girecektir. Bu nedenle hidrofobik amino asitlerin, bir hidrofobik 

çekirdek oluşturmak için amino asit sekansına (her heliksin dönüşü başına bir tane) uygun 

şekilde konumlandırılması gerekir.  

En kısa alfa-heliks bağlantılar, helikslerin eksenlerine yaklaşık olarak dik 

yönlendirilmiş iki rezidü içerir. Bilinen yapıların analizi, bu iki rezidünün ilkinin, 

Ramachandran grafiğinin köprü oluşturan veya alfa-heliks bölgelerinde phi ve psi 

açılarını benimsediğini ortaya koymaktadır. İkinci rezidü her zaman glisindir ve diğer 

amino asitler için mevcut olmayan pozitif phi ile Ramachandran grafiğinin bir 

bölgesindedir (Şekil 2.14). 
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Şekil 2.14. İki amino asitten oluşan bir heliks hairpin örneği; hidrojen bağları yeşil noktalı 

çizgilerle belirtilmiştir. Anlaşılır olması için yalnızca omurga ağır atomları ve C beta 

gösterilmektedir (Anonymous 1) 

2.4.4. Alfa alfa Köşesi 

Birbirlerine kabaca dikey olan heliksleri bağlayan kısa döngü bölgeleri, alfa-alfa 

köşeleri olarak adlandırılır. Efimov, en kısa alfa-alfa köşesinin ilk rezidüsünün sol elli 

alfa-heliks yapıda ve sonraki iki rezidünün beta-iplik biçimlerinde olduğunu göstermiştir. 

Bu konformasyon yalnızca iki heliks bir sağ el köşesi oluşturduğunda benimsenebilir. 

Aslında, sol elli bir köşe oluşturacak şekilde bağlanırsa, sterik engel olacaktır. Bu durum, 

protein X-ışını yapılarında sol el alfa-alfa köşelerinin kıtlığını açıklayabilir. 

İlk heliksin sol-elli alfa-heliks yapıda bulunan C-terminal rezidüsü, sterik 

engelden kaçınmak için kısa bir yan zincire sahip olmalıdır ve bu yan zincirin yaygın 

olarak glisin olduğu gözlenir. İkinci heliksin beta yapısında olan birinci rezidüsü sıklıkla 

ikinci heliksin amino terminal ucunda serbest NH grupları ile hidrojen bağları 

oluşturabilen serin veya aspartat gibi küçük bir polar yan zincire sahiptir. Alfa-alfa 
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köşesinin merkezi rezidüsü, gömülü olduğundan ve iki heliksin uçlarının birbirine temas 

ettiği yerde gömülü olan diğer polar olmayan yan zincirlerle etkileşime girdiğinden 

hemen hemen her zaman hidrofobiktir. 

2.4.5. Heliks turn heliks 

Alfa-heliks segmentleri bağlayan döngü bölgeleri önemli işlevlere sahip olabilir. 

Örneğin EF eli. Parvalbumin yapıda üç heliks-turn-heliks motifi vardır. Bu motiflerden 

ikisi, karboksil yan zincirleri ve ana zincir karbonil grupları sayesinde kalsiyumun 

bağlanmasında rol oynar. Bu motif, biri parvalbuminin E ve F heliksleri arasında yer 

aldığından EF eli olarak adlandırılmıştır (Şekil 2.15).  

EF elleri, korunmuş pozisyonlarda polar ve hidrofobik amino asitlere sahip 

yaklaşık 12 rezidüden oluşan bir döngüden oluşur. Bunlar, metal iyonunu bağlamak ve 

kararlı bir hidrofobik çekirdek oluşturmak için çok önemlidir. Glisin, yapısal nedenlerden 

dolayı döngüde altıncı pozisyonda değişmez. Kalsiyum iyonu, karboksil yan zincirleri, 

ana zincir grupları ve bağlı çözücü tarafından oktahedral olarak koordine edilir. 

 

Şekil 2.15. Parvalbumin alpha’da EF eli; kalsiyum iyonu yeşil renkte gösterilmiştir. 

Protein, resim taslağı görünümünde açıkça kalsiyumla etkileşime giren amino asitler 

temsil edilir. PDB kodu: 1JRV. NGL görüntüleyicisi ile hazırlanmıştır (Anonymous 1) 

Farklı bir heliks-loop-heliks motifi de belirli DNA bağlama proteinleri için 

ortaktır. Bu motif ilk olarak faj lambdadan gelen cro baskılayıcı gibi prokaryotik DNA 

bağlayıcı proteinlerde gözlendi. Bu protein, her alt birimi 66 amino asit uzunluğunda olan 

bir homodimerdir. Her alt birim, birinci ve ikinci beta iplikleri arasına sırayla 

yerleştirilmiş üç heliks bölüme sahip tamamen anti paralel üç iplikli bir beta kırmalı 

tabakadan oluşur. Molekülün merkezinde altı iplikli bir beta- kırmalı tabakası oluşumu 
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ile etkileşime giren üçüncü beta-iplikleri sayesinde cro ilişkili iki alt birimi vardır. 

Mutagenez ve biyokimyasal çalışmalar, her bir cro monomerin ikinci heliksindeki 

rezidülerin DNA ile etkileşime girdiğini göstermiştir. Buna göre model oluşturma 

çalışmaları, dimerik proteindeki bu her iki heliksin da B-DNA’nın ana oluğuna sığacağını 

gösterdi. Bu proteinler, palindromik olan, yani iki katlı bir iç simetri eksenine sahip olan 

baz dizilerini tanır. Cro proteininin iki tanıma heliksi, dimerin merkezi beta- kırmalı 

tabaka bölgesinden geçen iki katlı bir eksenle de ilişkilidir. Bu nedenle, cro dimerin 

tanıma heliksleri DNA’nın ana oluğuna sığar ve palindromun her bir özdeş yarısı ile 

etkileşime girer. Bu nedenle, turn-helix-turn motifinin ikinci heliksi, DNA’nın 

tanınmasında önemli bir role sahipken, yapının geri kalanı, iki heliksin, DNA’nın ana 

oluğuna uyması için doğru ilgili konumda tutulmasına hizmet eder. Farklı kıvrımlara 

sahip diğer birçok turn-helix-turn proteini, esasen DNA’ya bağlanmanın aynı biçimini 

sergiler. 

2.4.6. Beta alfa beta motifleri 

Antiparalel beta iplikleri, beta hairpin yapıları oluşturan kısa polipeptid 

uzunluklarıyla bağlanabilir. Buna karşılık, paralel beta-iplikleri, beta-kırmalı tabakasını 

geçen ve sıklıkla alfa-heliks segmentler içeren daha uzun zincir bölgeleri ile bağlanır. Bu 

motif, beta-alfa-beta motifi olarak adlandırılır ve paralel beta kırmalı tabakasına sahip 

çoğu proteinde bulunur. İplikleri loop bölgelerine bağlayan heliks bölgelerinin uzunluğu 

büyük ölçüde değişebilir. Heliks ekseni, beta iplikleriyle kabaca paraleldir ve ikincil 

yapının üç elementi de hidrofobik bir çekirdek oluşturarak etkileşime girer. Bazı 

proteinlerde, birinci beta-ipliğinin karboksi terminal ucunu heliksin amino terminal ucuna 

bağlayan loop(ilmek), ligandların veya substratların bağlanmasında rol oynar (Şekil 

2.16). 

 

Şekil 2.16. Beta-alfa-beta motifi; bu yapı bir alfa heliksine bağlı iki paralel beta dizisinden 

oluşur; a) Beta ipliklerini yeşil ve alfa heliksini mor olarak gösteren peptidin soyut bir 

temsili ve protein segmenti içeren bir beta-alfa-beta motifi (PDB kod: 2BNH). Netlik 
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sağlamak için sadece omurga gösterilmektedir; b) alfa heliksten beta kırmalı tabakalara 

doğru görünüm ve ikincil yapı elemanlarının uzaysal yönelimini gösteren kabaca 80 

derece eğimli bir görüntü (Anonymous 1) 

2.5. Yan Zincir Konformasyonu 

Amino asitlerin yan zincir atomları Yunan alfabesine göre sırayla adlandırılır. Bu 

adlandırma şeması genellikle latin karakterlerine çevrilir. Örneğin, bir lizin yan zinciri bir 

β karbon (CB), bir γ karbon (CG), bir δ karbon (CD), bir ε karbon (CE) ve bir Ζ 

nitrojeninden (NZ) oluşur.  

Neredeyse sabit bağ uzunlukları ve bağ açıları nedeniyle, amino asit yan zincirleri 

yaklaşık olarak 4 dihedral açı (sırayla numaralandırılmış chi açıları, yani Χ1-4) ile 

tanımlanabilir. Rotamer olarak adlandırılan yan zincir konformasyonları, enerjik olarak 

tercih edilen konformasyonlar etrafında kümelenir. Χ1 açısı, γ yan zincir atom(lar)ı ile 

ana zincir arasındaki sterik engel nedeniyle kısıtlamalara tabidir. Yan zincir torsiyon 

açılarının tercih edilen konformasyonları gauche(+), trans ve gauche(-) olarak 

adlandırılır. Bunlar, amino asidin Cβ-Cα bağı (Χ1) boyunca görüldüğü aşağıdaki 

diyagramlarda belirtilmiştir. (Şekil 2.17). 
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Şekil 2.17. Amino asit yan zincirlerindeki atom isimlendirmesi ve yan zincir dihedralleri; 

a) Lizin; b) Fenilalanin; c) Bir lizin-tirozin di-peptidinde yan zincir konformasyonlarını 

tanımlayan Chi (Χ) açıları (Anonymous 1) 

2.6. Üçüncül Yapılar 

Üçüncül yapı, bir proteinin genel konformasyonunu, başka bir deyişle, ikincil 

yapısının elemanlarının uzayda düzenlenme şeklini tanımlar. Üçüncül şu etkileşimlerle 

belirlenir: 

Amino asit yan zincirlerinin hidrofobik etkileşimleri, tipik küresel proteinler, 

hidrofobik yan zincirlerden oluşan bir çekirdeğe sahipken, hidrofilik yan zincirler, suyla 

veya diğer proteinlerle etkileşime girdikleri yüzeydedir. Hidrofobik rezidüler suya maruz 

kalırsa, su, sistemin entropisini azaltacak şekilde etraflarında düzenli bir kafes (sözde 

klatrat) oluşturmak zorunda kalır. 
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Van der Waals etkileşimleri, 4-17 Kj/mol’lük bir bağ enerjisi ile dalgalanan dipol 

etkileşimleridir. Bağ uzunluğu ≤ 4Å’dur. 

Hidrojen bağları, kalıcı kısmi yükler arasındaki etkileşimlerdir. Bağ uzunluğu 

yaklaşık 3Å’dur; bağ enerjisi, her iki tarafta kısmen yüklüyse 2-6 Kj/mol’dür ve bir taraf 

tamamen yüklüyse 21 Kj/mol’e kadar çıkar. Ortaklar arasındaki mesafe çok büyükse, 

suyun köprü görevi gördüğü yerde dolaylı bir hidrojen bağı oluşabilir (δ- … H2O …+δ ) 

Tuz köprüleri, tam yüklü gruplar arasındaki etkileşimlerdir. Bağ uzunluğu 

2.8Å’dir. Bağ enerjisi sulu bir ortamda 10-30 Kj/mol’dür, ancak her iki grup da 

hidrofobik bir çekirdeğe gömülürse önemli ölçüde daha yüksek olabilir. 

Disülfid bağları, proteinin daha yüksek sıralı yapısına (R-SH + HS-R’ → R-S-S-

R’ +2[H]) katlanmasından sonra iki Cys rezidüsü arasında oluşturulur. Bu, normalde 

sitozolün indirgeyici ortamında oluşmayacak olan bir oksidasyondur (hidrojenin 

uzaklaştırılması). Ancak, ER içindeki ortam oksitleyicidir. Bu nedenle, disülfit köprüleri 

hücre yüzeyinde ve salgılanan proteinlerde sitozolik olanlardan daha sık bulunur. Aynı 

polipeptitte (zincir içi) iki Cys rezidüsü arasında veya farklı polipeptitler arasında 

(zincirler arası) meydana gelebilirler. Bağ uzunluğu 2.2Å ve bağ enerjisi 167 Kj/mol’dür. 

Kofaktörler etrafında koordinasyon. Bir proteindeki birkaç amino asit, metal 

iyonlarının (Ca, Zn, Fe, Mg, Na, K) veya hæme veya FAD gibi protez gruplarının 

koordinasyonunda yer alabilir. 

Transmembran segmentlerde, hidrofilik amino asitler su ile temas halindedir 

(şnorkel etkisi) ve hidrofobik amino asitler, lipitlerin yağ asidi kuyrukları ile temas 

halinde bulunur (şnorkel karşıtı etki). Lipit/su arayüzü, spesifik özelliklere sahip üç amino 

asit tarafından oluşturulur: Trp, Tyr ve Lys aromatik kuşak olarak adlandırılır (Şekil 

2.18). Ortak olarak, hidrofobik olan ancak hidrofilik (polarize veya iyonize) bir uca sahip 

olan ve aynı zamanda lipitler ve su ile temas kurabilen nispeten uzun moleküllere 

sahiptirler. Böylece bir zar-ötesi segment, zar içinde iyi tanımlanmış bir konuma sahiptir 

ve yukarı ve aşağı hareket edemez (Granseth vd. 2005). 

Bazı proteinlerin birkaç domaini vardır, yani kısa bölümlerle birbirine bağlanan 

ayrı ayrı katlanan bölgeler. Bu bireysel alanlar, hassas bir proteoliz ile izole edilebilir; bu 

durumda bu domainler sadece yapılarını değil, katalitik işlevlerini bile koruyabilirler. 

Örneğin, şaperon Hsc70 üç domaine sahiptir: bir ATPaz-, bir peptit bağlama- ve bir 

düzenleyici alan. Kimotripsin uygulaması ile, bu alanlar arasındaki bağlantılar 

parçalanmış olsa da İzole edilmiş ATPaz domaini hala ATP’yi hidrolize edebilir. 

2.7. Kuaterner Yapı 

Kuaterner yapı, birkaç polipeptit zincirinin tek bir fonksiyonel protein oluşturmak 

için nasıl bir araya geldiğini açıklar. Üçüncül yapıda olduğu gibi, kuaterner yapı da amino 

asit R-grupları arasındaki iyonik ve hidrofobik etkileşimlerle belirlenir. Birçok protein 

birkaç alt birimden oluşur. Alt birimlerin sayısına bağlı olarak proteinler monomerler, 

dimerler, trimerler vb. adlandırılırlar. Bu alt birimlerin aynı olup olmamasına göre; aynı 

ise homo- farklı ise hetero- ön ekleri kullanılır. Dolayısıyla bir heterodimer, iki farklı 

polipeptit zincirinden oluşan iki alt üniteli bir proteini ifade etmek için kullanılır. Bu 
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nedenle, birkaç alt birimin bir araya gelmesiyle oluşan kuaterner yapı, proteinin 

fonksiyonu belirler ve bu fonksiyon, genellikle alt birimlerin birbirinden ayrılmasıyla 

kaybolur (Buxbaum 2015). 

2.7.1.  Kovalent olarak bağlı üçüncül domainler 

Bu protein sınıfında, domainler genellikle tek bir polipeptit zinciri üzerinde 

kovalent olarak “birbirine dizilmiş” modüller olarak oluşturulur. Özgün antikor zincirleri 

bunun en güzel örneklerindendir. Bununla birlikte, hafif ve ağır zincirler daha sonra, 

Immünoglobulin M (IgM) ‘de olduğu gibi daha yüksek kompleks yapıları oluşturmak için 

hetero-multimerler üretmek üzere birleşebilir. 

2.7.2. Hetero multimerler 

Hemoglobin iki alfa ve iki beta alt birimden oluşan hetero multimer yapı için iyi 

bir örnektir (Şekil 2.19). Bazen, tek bir enzim kompleksinde, tek bir polipeptit zincirinde 

bazen de ayrı zincirlerin bir birleşimi olarak birkaç domain bulunabilir. 

Şekil 2.18. Hemoglobin animasyon görünümü; iki alfa alt birimi mavi, iki beta alt birimi 

sarı renkle gösterilir (Anonymous 1) 
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2.7.3. Homo multimerler 

Kovalent olmayan bağlarla bir araya gelen aynı üçüncül domainlerin oluşturduğu 

yapıdır. Bu tür kompleksler genellikle simetriktir. Proteinler doğada asimetrik olarak 

bulunduklarından, multimerler neredeyse her zaman bir veya daha fazla eksen etrafında 

dönme simetrisi sergiler (Şekil 2.20).  

 
Şekil 2.19. Homo-multimer oluşturan proteinlerin dört örneği; a) Homo-dimer (PDB: 

2O99); b) homo-trimer (PDB: 1GU9); c) homo-tetramer (PDB: 5KKC); d) homo-14-mer 

(protein iki homo- birbirinin üzerine oturan heptamerik halkalar, heptamerin bir dimerini 

oluşturur.) PDB:1GRL (Anonymous 1) 

2.7.4.  Daha büyük yapılar 

Hücrenin ve aslında hücre gruplarının moleküler mekanizmaları, proteinlerin, 

nükleik asitlerin ve şekerlerin multimerik gruplarındaki yan grupların etkileşimlerine 

dayanır (Şekil 2.21). Bu büyük yapıların bazı örnekler şunlardır: 

• Virüsler 

• Mikrotübüller 

• Kamçı 

• Çeşitli türlerde lifler (fibril) 

• Ribozomlar 
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• Histonlar 

• Boşluk bağlantıları (gap junctions) 

 

Şekil 2.20. L1 protein papillomavirus 16’nın (homo-60-mer) animasyon görünümü 

(Anonymous 1) 

2.8. Protein Katlanmasının Enerjetiği ve Kinetiği 

Katlanan bir proteindeki amino asitler ya diğer amino asitlerle ya da suyla 

etkileşime girme seçeneğine sahiptir. Dolayısıyla, proteinlerin doğal yapısını stabilize 

etmek için yalnızca “ΔG” katlanma = ΣΔGa-a – ΣΔGa-w katlanma farkı mevcuttur (Şekil 

2.21). 
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Şekil 2.21. Protein katlanması serbest enerjiyi (G) azaltır; doğal yapı, en düşük serbest 

enerjiye sahip olan yapıdır. Bununla birlikte, proteinler enerji ortamının yerel 

minimumlarında kinetik olarak sıkışıp kalabilir. Katlanma sırasında, katlanmamış 

proteinin entropisi (Su), huninin genişliği ile sembolize edilen katlanmış proteinin 

entropisine (Sf ) düşürülür. Bu entropi azalması (daha düzenli, daha az olası durum) 

katlanma sürecinin serbest enerjisindeki genel değişimi azaltır. Bu burada iki boyutlu bir 

reaksiyon için gösterilmiştir, ancak protein katlanmasında her amino asit en az φ ve ψ ‘yi 

ayarlayabilir, bu nedenle boyutların sayısı etkileyicidir ve belirli bir protein dizisinin 3D 

yapısını ilk prensiplerden hesaplamanın hiçbir yolunun bilinmemesi şaşırtıcı değildir 

(Buxbaum 2015). 

Katlanma entalpiyi (H) azaltsa da (doğal yapıyı stabilize eder), aynı zamanda 

entropiyi (S) de azaltır, bu da doğal yapının stabilitesini bozma eğilimindedir. Dolayısıyla 

protein katlanması kuvvetler arasında bir uzlaşmadır ve gerçek stabilizasyon enerjisi 

sadece yaklaşık 20-40 Kj/mol’dür bu da, oda sıcaklığındaki termal enerjinin yaklaşık 10’u 

kadardır (tek tek moleküller için Kt veya RT ~2.5 Kj/mol) (Zwanzig vd. 1992). Ancak 

proteinlerin bu marjinal kararlılığının iyi bir tarafı vardır: Bu durum, proteinlerin ligand 

bağlaması ve enzimatik aktiviteleri için gerekli olan protein esnekliğini kazandırdır 

(Buxbaum 2015). 

2.8.1. Protein katlanması 

Ribonükleaz gibi bazı proteinler ısı veya denatürant ilavesiyle tamamen denatüre 

edilebilir. Çözelti soğutulursa veya denatürant diyaliz yoluyla uzaklaştırılırsa, protein 

kendiliğinden doğal konformasyonuna geri döner ve enzimatik aktivite yeniden sağlanır. 

İlk olarak 1950’lerde gerçekleştirilen bu deneyler, bir proteinin ikincil ve üçüncül 

yapısının yalnızca amino asit dizilimi tarafından belirlendiğini kanıtlamaktadır (Anfinsen 

1973). 

Bunun önemli bir sonucu vardır: Sadece tek bir amino asidin mutasyonu protein 

katlanmasına müdahale ederek işlev kaybına yol açabilir. Örneğin, kistik 28akros bir 

transmembran klorid kanalının (kistik 28akros transmembran iletkenlik regülatörü, 

CFTR) eksikliğinden kaynaklanan bir hastalıktır. Bir başka örnek de tek amino asit 

mutasyonlarının osteogenezis imperfekta veya EHLERS-DANLOS sendromuna yol 

açtığı kolajen olabilir (Tissenbaum ve Guarente 2001). 

Protein katlanmasını tanımlamak için temelde üç model vardır: 

1-Çerçeve modeli, proteinler, sekanslarında bulunan bilgileri kullanarak önce ikincil 

yapılarını oluştururlar. İkincil yapı oluşturulduktan sonra, amino asitler arasındaki uzun 

menzilli etkileşimler üçüncül yapıyı stabilize eder. 

2-Hidrofobik çöküş, sentezden sonra proteinler, hidrofobik amino asitlerin içine 

gömüldüğü ve hidrofilik amino asitlerin proteinin yüzeyinde olduğu bir konformasyona 

uyum sağlar. Bu yapı “erimiş globül” olarak adlandırılır. Erimiş küreciğin içinde amino 

asitler arasında uzun menzilli etkileşimler kurulur ve üçüncül yapının oluşmasına izin 

verilir. İkincil yapı en son kurulur. 
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3-Çekirdeklenme/Yoğunlaşma modeli ise diğer iki modelin bir kombinasyonudur: 

proteinler anahtar rezidüler arasındaki bağların oluşumu altında çökerler. Amino asitlerin 

mesafesindeki bu azalma, uzun menzilli (üçüncül yapı) ve kısa menzilli (ikincil yapı) 

etkileşimlerin aynı anda oluşmasına yol açar. Sonuç olarak, katlanma ara katlanmalar 

olmaksızın tek bir büyük adımda gerçekleşir. Birçok protein için, özellikle de <100 amino 

asitli olanlar için, bu deneysel kanıtlarla iyi bir şekilde uyuşmaktadır. Büyük proteinler 

genellikle katlanma hızları önemli ölçüde değişebilen bağımsız katlanma modüllerinden 

(domain) oluşur. Bu modüller daha sonra proteinin nihai yapısında bir araya gelmek 

zorundadır. 

Katlanma oldukça hızlı bir süreçtir, bir E. Coli hücresinde 100 amino asitlik bir 

proteinin sentezi ve katlanması 5 saniyeden daha kısa bir sürede tamamlanır (37 °C’de). 

Katlanma, bir protein ribozom üzerinde sentezlenirken bile başlar, yani protein 

molekülünün sadece bir kısmı katlanma reaksiyonu için kullanılabilir.  

Enzimlerin ve reseptörlerin yapısının bilinmesi, farmasötiklerin tasarımı için 

gereklidir. Örneğin, insan immün yetmezlik virüsü (HIV) proteazı, virüs zarfındaki 

inaktif bir öncü proteini iki aktif proteine bölmek için gereklidir ve bu proteinler olmadan 

bir virüs partikülü hedef hücrelerine bağlanamaz ve bulaşıcı olmaz. HIV-proteaz, bir 

homodimerdir ve her bir alt birimi 99 amino asit uzunluğundadır. Her iki alt birimin 1-4 

ve 96-99 amino asitleri tarafından oluşturulan antiparalel bir “β kırmalı tabaka” tarafından 

bir arada tutulurlar (Şekil 2.22). Bu yapısal düzenlenme, katalitik aspartat rezidülerini 

(her alt ünitede D25) bir araya getirerek enzimin katalitik bölgesini oluşturur. Bu nedenle, 

protein yapıda ilaçların geliştirilmesi için, o proteinin yapısının ve işlevinin yakından 

anlaşılması gerekmektedir (Boggetto ve Reboud-Ravaux 2002). 
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Şekil 2.22. a) HIV-proteazın (PDB kodu 1DAZ) dimerizasyonu, her iki alt birimin 

uçlarından antiparalel bir “beta-kırmalı tabaka” oluşmasıyla gerçekleşir. Bu, iki katalitik 

aspartat rezidüsünü (D25 ve D25’) birbirine yaklaştırır; b) HIV-Proteaz’ın boşluk doldurma 

modeli. Her iki alt birimin N- ve C-terminal uçları tarafından oluşturulan “beta-kırmalı 

tabaka” açıkça görülebilir; c) Sert bir omurga ile bağlanmış iki peptid içeren maddeler, 

bir mo”omerin dimerizasyon bölgesine interdigitasyon yapabilir ve dimerizasyonu 

önleyebilir (Buxbaum 2015) 

2.8.2.  Proteinlerin post-translasyonel modifikasyonları 

İnsan genomu yaklaşık 23 000 gen içerir. Mrna işleme (alternatif splicing, Mrna 

düzenleme vb.) gen başına yaklaşık 3 Mrna ile sonuçlanır. Bunlardan üretilen proteinlerin 

posttranslasyonel modifikasyonu, her Mrna’dan yaklaşık 10 farklı protein oluşturma 
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potansiyelindedir. Bu nedenle aslında insan proteomu farklı işlevlere, düzenlemelere, 

yıkımlara sahip yaklaşık 106 farklı proteinden oluşur.  

Proteinlerin özellikleri posttranslasyonel modifikasyonla değiştirilebilir; bu 

değişim, örneğin hormonlara maruz kalma gibi çevresel uyaranlara yanıt olarak hızlı bir 

şekilde yapılabilir (veya geri alınabilir). Bu tür modifikasyonlar enzimleri aktif ve inaktif 

durumları arasında dönüştürebilir ve bir proteinin hücre altı yapılara uygun şekilde 

hedeflenmesi için gereklidir (Lander vd. 2001; Venter vd. 2001; International Human 

Genome Sequencing 2004). Post transkripsiyonel modifikasyonlara; 

Glikolizasyon, Glukasyon, Disülfit Bağı Oluşumu, Proteolizis, Hidroksilasyon, 

Fosforilasyon/Defosforilasyon, Asetilasyon/Deasetilasyon, Metilasyon/Demetilasyon, 

Hidrofobik Kuyrukların Eklenmesi / Çıkarılması, S-Nitrozilasyon, ADP-Ribosilasyon, 

Deamidasyon ve AMPilasyon (Adenilasyon) örnek verilebilir. 

2.9. Proteinlerin Yapı ve Stabilitesinin Belirlenmesinde Kullanılan Yöntemler 

Proteinler, tüm canlı organizmalarda her yerde bulunan ve esasen hayatta kalmak 

için gerekli tüm işlevleri yerine getiren harika moleküllerdir. Herhangi bir canlı 

organizmada gerçekleştirilen taşıma, depolama, mekanik destek, hareket ve büyüme gibi 

işlevler, protein olarak adlandırılan bu olağanüstü molekül grubu tarafından 

gerçekleştirilir. Yapı-fonksiyon ilişkilerini tam olarak anlayabilmek için, işlevleri 

hakkında fikir verecek olan bu biyomoleküllerin yapısını ortaya çıkarmak zorundayız. 

Proteinler, kendisini kodlayan gen tarafından belirlenen 22 farklı amino asitten 

(monomer) oluşan, peptid bağı ile bağlanan ve sonunda atomlar arası etkileşimlerle üç 

boyutlu yapılara katlanan biyopolimerlerdir. Proteinlerin yapısı dört farklı seviyede 

tanımlanabilir (Desai vd. 2010; Bencharit ve Border 2012). 

Birincil yapı, proteinin spesifik amino asit düzenlemesinin doğrusal dizisidir. 

İkincil yapı, omurga C-Cα arasındaki yerel etkileşimli hidrojen bağları nedeniyle oluşan 

kısa bir dizi aralığına uzanır, çoğunlukla α-helisleri veya β-yapraklarını oluşturur. 

Üçüncül yapı, amino asitlerin yan zincirleri arasında oluşan üç boyutlu düzenlemedir ve 

α-heliksler ve β-kırmalı tabakalar gibi ikincil yapılara sahip farklı konformasyonlarla 

sonuçlanır ve dönüşler veya döngüler olarak adlandırılan düzensiz bölgelerle bağlanır. 

Kuaterner yapılar, bir protein molekülü içindeki iki veya daha fazla alt birimin tam 

uzamsal düzenlemeleridir. Protein yapısının farklı organizasyon seviyeleri, birincil yapı 

gibi çeşitli yöntemler kullanılarak belirlenebilir, yani herhangi bir proteinin aminoasit 

dizisi Edman bozunma yöntemi ve kütle spektrometresi ile bulunabilir. İkincil yapı 

dairesel dikroizm ve FTIR yöntemleri ile belirlenebilir. Bir proteinin üç boyutlu yapısı 

(tersiyer/kuvaterner) X-ışını kristalografisi, Nükleer Magnetik Rezonans (NMR), Krı̇yo 

– Elektron Mikroskobu (Krı̇yo -EM) ve nötron kırınımı gibi deneysel yöntemlerle 

belirlenebilir veya homoloji modelleme, ab-initio ve protein ipliği (Threading) yöntemleri 

gibi hesaplamalı bilgisayar yöntemleriyle tahmin edilebilir (Walsh vd. 2015). Protein 

yapısının deneysel olarak belirlenmesinde en popüler ve en yaygın kullanılan yöntem X-

ışını kristalografisi yöntemidir ve Protein Veri Bankası’na kaydedilen yapıların 

%89’undan fazlası bu yöntemle çözülmüştür; X-ışını kristalografisi yöntemini %8’in 

üzerinde bir oranla NMR, yaklaşık %2.5 oranıyla Krı̇yo -EM takip etmektedir. Geriye 

kalan %0.5’lik protein yapıları ise diğer yöntemler kullanılarak çözülmüştür (Burley vd. 

2019). 
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2.9.1.  X-ışını kristalografisi 

Basit bir ifadeyle X-ışını kristalografisi, kristallerin X-ışını ile incelenmesi 

anlamına gelmektedir. X-ışını kristalografisi kullanılarak protein yapısının belirlenmesi 

için ön koşul bir kristal elde etmektir. Proteinlerin kristalizasyonu, arkasındaki gerçek 

fiziksel temel iyi anlaşılmadığı için zordur; Ph, sıcaklık, titreşim, protein ve çökeltici 

konsantrasyonu, protein saflığı ve esneklik gibi birçok faktör kristalizasyon süreçlerini 

etkiler (Parker 2003). Protein kristalleri, protein çözeltisinin ya artan çökeltici 

konsantrasyonu kullanılarak ya da protein tarafından aşırı doyurulmasıyla elde edilir. X-

ışınları, hızlandırılmış elektron (senkrotron) veya elektron bir anot metaline çarptığında 

üretilir, kristal bir gonyometreye monte edilir, bu cihaz 360 derece döner, böylece X-

ışınları kristaller boyunca açığa çıkabilir. X-ışını kristallere maruz kaldığında, bir atomda 

bulunan elektron tarafından saçılır ve molekülün yapısal bilgilerini içeren kırınım 

desenleri oluşturur (Smyth ve Martin 2000). Bununla birlikte, tek bir molekül tarafından 

kırınımın tespiti çok zayıf olacaktır, ancak düzenli olarak şekillendirilmiş tekrarlar olan 

kristaller yapının tespit edilebilirliğini mümkün kılar. Bu deneyin temeli Laue ve W. L. 

Bragg tarafından atılmıştır ve Bragg yasası olarak adlandırılır, buna göre X-ışını kırınımı 

atomların kristal düzlemindeki yansımasına benzer olarak kabul edilir. Kırınım deseninin 

elde edilebilmesi için yapıcı uyumlu girişimin gerçekleşmesi gerekir; bu da ancak verilen 

denklem sağlandığında ortaya çıkar; burada λ (lamda) X-ışınının dalga boyu, d düzlemler 

arası mesafe ve θ (teta) gelen ışın ile düzlemler arasındaki açıdır. 

        𝜆 = 2𝑑 sin 𝜃 (2.1) 

 Saçılan X-ışınları CCD (yüklü birleştirilmiş cihaz; charged coupled device) 

dedektörleri tarafından kaydedilmiş ve kristal kalitesi, kristal simetrisi, X-ışını yoğunluğu 

ve dedektör verimliliği gibi çeşitli faktörlerden etkilenebilen kırınım yoğunluğu verileri 

toplanmıştır. Toplanan bu veriler, elektron yoğunluğu haritaları elde etmek için kristal 

sistem tanımlama, indeksleme, yoğunlukların ölçümü ve ölçekleme faktörü için modern 

yazılım kullanılarak işlenir. Kristalografi yöntemindeki ana zorluk, elde edilemeyen faz 

bilgisidir. Bu nedenle, deneysel olarak çözülmüş homolog protein yapısının faz bilgisinin 

kullanıldığı moleküler değiştirme gibi çeşitli yöntemler kullanılarak bu zorluklar ortadan 

kaldırılmaya çalışılmaktadır. Elde edilen genlik ve faz bilgileri ile hızlı Fourier dönüşümü 

yöntemi kullanılarak elektron yoğunluğu haritaları oluşturulur. Elektron yoğunluk 

haritaları, yapının oluşturulacağı üç boyutlu konturlar kullanılarak elde edilir. Ayrıca 

yapının kalitesi R faktörü ile hesaplanır. Yapının modeli tahmin edildikten sonra, daha 

kaliteli yapılar elde etmek için Refmac gibi bilgisayar programları tarafından daha fazla 

iyileştirme yapılabilmektedir (Su vd. 2015). 

X-ışını kristalografisi protein yapılarının en yüksek atomik çözünürlüğünü elde 

etse de proteinin çözünür ve kristalize edilebilir olması, çok miktarda proteinin gerekli 

olması gibi bazı sınırlamaları bulunmaktadır. Ancak daha büyük proteinlerin 

saflaştırılması ve kristalize edilmesi zordur ve bu nedenle bu yöntemle 250 kDa’dan 

nispeten daha büyük olan hedef proteinlerin yapılarının belirlenmesi amacıyla 

kullanılmaz (Singh ve Tripathi 2020). 
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2.9.2.  X-ışını serbest elektron lazerleri (XFEL) kullanılarak biyolojik yapı ve işlevin 

keşfedilmesi 

Seri femtosaniye kristalografi olarak adlandırılan bu yöntem, X-ışını kristalografi 

yöntemlerinde devrim yaratan yeni bir teknolojidir. Serbest elektron X-ışını lazeri 

(XFEL), son derece kısa (sadece femtosaniye süren) ve son derece parlak radyasyon 

darbeleri oluşturmak için kullanılır. Küçük kristallerden (nanometreden mikrometreye 

kadar) oluşan bir akım, ışının içinden geçirilir ve her X-ışını darbesi bir kristalden bir 

kırınım deseni üretir ve genellikle bu süreçte onu yok eder. Bu bireysel kırınım 

desenlerinin on binlerce kadarından tam bir veri seti derlenir. Bu yöntem çok güçlüdür 

çünkü araştırmacıların ışığın biyolojik kromoforlar tarafından emilmesi gibi çok kısa 

zaman ölçeklerinde meydana gelen moleküler süreçleri incelemesine olanak tanımaktadır 

(Zardecki vd. 2022). 

2.9.3.  Nükleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi 

Nükleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi, yüksek manyetik alanlar 

altında H1, C13, N15 gibi belirli çekirdeklerin radyo frekansı radyasyonunu absorbe 

etmesini ölçmek için kullanılan bir tekniktir. Bu yöntem, bazı moleküllerin manyetik 

olduğu ve çekirdeklerinin manyetik alan varlığında döndüğü prensibiyle çalışır. Harici 

manyetik alanlar uygulandığında, protonlar belirli dönme durumları (α veya β formları) 

sergiler ve bu durumlar arasındaki fark uygulanan manyetik alanın gücü ile ilişkilidir. 

Spin durumu, rezonans olarak adlandırılan atomlara özgü elektromanyetik radyasyonun 

uygun darbe frekansı uygulanarak α formundan uyarılmış β formuna kaydırılabilir. Bu 

rezonans spektrumu, elektromanyetik radyasyon veya manyetik alanın herhangi biri sabit 

tutularak değiştirilmesiyle elde edilebilir. NMR kullanarak bir proteinin yapısını 

belirlemek için, öncelikle yapıyı incelemeyi sağlayacak C13 ve N15 atomları ile 

etiketlenmelidir. Bu etiketlenmiş  proteinler,  tek karbon kaynağı ve azot kaynağı olarak 

sırasıyla C13 etiketli glikoz ve N15 etiketli amonyum klorür içinde rekombinant protein 

ekspresyonu ile elde edilebilir (Sugiki vd. 2017). 

NMR ile yapı belirleme iki veri seti ile gerçekleştirilir, birincisi elektromanyetik 

radyasyona maruz kaldığında spesifik rezonansa sahip C13, N15 ve proton gibi izotopik 

etiketli moleküller tarafından nükleer manyetik rezonans ölçümüdür. Rezonans, çeşitli 

deneyler kullanılarak bulunacak belirli bir amino aside atanacak olan proteinin üç boyutlu 

yapısındaki çekirdeklere, frekansa ve elektromanyetik ortamlara göre farklılık gösterir. 

İkinci veri seti ise, çekirdekler arası mesafeler ve NOE (Nükleer Overhauser Etkisi) ile 

bulunabilen atomun konumu hakkında bilgi içerir, yani mıknatıslanma etkisi, aralarında 

5 Å’dan daha az mesafe olan bir çekirdekten diğerine kaydırılır. Bu yöntem, proteinin 

yapısını yeniden yapılandırmak için kullanılabilecek üç boyutlu uzayda bir atomun 

diğerine göre konumunu elde etmemizi sağlar. Yetersiz veri seti, yaklaşık mesafe bilgisi 

ve çözelti halindeki proteinlerin gerekliliği gibi çeşitli faktörler NMR ile protein yapısının 

belirlenmesini sınırlar (Wider 2005). 

Kristalize edilemeyen ancak çözünebilen ve nispeten küçük boyutlu (2-40 kDa) 

proteinler NMR kullanılarak çözülebilir ve protein yapısının grupları çözelti içinde 

belirlenir ve böylece proteinin dinamik davranışı incelenebilir. NMR’da çözülen protein 

yapısının çözünürlüğü, aktif bölge etkileşimleri gibi temel bilgilerin elde edilmesinin zor 

olduğu X-ışını kristalografisine kıyasla nispeten düşüktür (Singh ve Tripathi 2020). 
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2.9.4.  Kriyo-elektron mikroskopisi 

Kriyo-elektron mikroskobu prensip olarak ışık mikroskobuna benzer ancak 

aradaki fark, radyasyon kaynağı olarak 4000-7000 Å gibi daha yüksek dalga boyuna sahip 

ışık yerine, ışığa kıyasla moleküllerle daha büyük ölçüde etkileşime girmeyi sağlayan 

0.02 Å (300 Kv) dalga boyuna sahip elektronların kullanılmasıdır. Hücre mimarisini ve 

protein birleşimleri gibi karmaşık yapıları başka hiçbir yöntemle elde edilemeyecek 

moleküler çözünürlükte görselleştirmede yaygın olarak kullanılan bir tekniktir ve birkaç 

mega Dalton yapısına kadar büyük proteinler bu yöntemle modellenebilir. Örneğin, 

hesaplama ve görüntüleme tekniklerindeki son gelişmelerle, AAV2 kapsid varyantının 

(3.9 Mda) daha yüksek çözünürlüğü (1.8 Å çözünürlük) yakın zamanda belirlenmiştir 

(Tan vd. 2018). 

İlk olarak, çözelti halindeki makromoleküler örnek, iyon bombardımanı yoluyla 

EM ızgarası üzerine yayılmış karbon bazlı bir film üzerine uygulanır ve böylece proteini 

tutmak için hidrofilik bir yüzey oluşturur. Örneklerin radyasyon hasarından korunması 

için amorf buz oluşturmak üzere sıvı nitrojen veya sıvı helyum kullanılır. Dondurulmuş 

ızgaralar, radyasyon hasarını azaltmak için düşük elektron dozuyla görüntülemenin 

yapıldığı kriyo-transfer tutuculara aktarılır. Daha sonra, gelişmiş bir dedektör kullanılarak 

moleküller farklı yönlerdeyken, örnek eğilerek binlerce görüntü kaydedilir.  

Elde edilen kriyo-EM mikrografları, projeksiyonun Fourier dönüşümü 

gerçekleştirildikten sonra üç boyutlu bir model elde etmek için hesaplamalı olarak 

yeniden yapılandırılır. Veri rekonstrüksiyonu 4 Å çözünürlüğün ötesinde yapılmışsa, de 

novo model gibi çeşitli arıtma programları ile daha yüksek çözünürlüklü sonuçlar elde 

edilebilir (Lyumkis 2019). 

Moleküler ve atomik ayrıntılar açısından, hem tek parçacık üç boyutlu elektron 

mikroskobu hem de elektron kırınımı yöntemleri artık makromoleküler kristalografi ile 

karşılaştırılabilir boyutta çözünürlüğe sahip sonuçlar vermektedir (yani, amino asit yan 

zincirlerinin, yüzey su moleküllerinin ve kovalent olarak bağlı olmayan ligandların 

görselleştirilmesini sağlar). 2016 yılında, üç boyutlu elektron mikroskobu yapılarının 

PDB kayıtları sayıca ilk kez NMR spektroskopisi ile aydınlatılmış proteinleri geçmiştir. 

Üç boyutlu elektron mikroskobunun gücü aslında, vitröz buzda numune 

hazırlama/koruma, gelişmiş elektron optikleri, elektron görüntü kontrastını artırmak için 

faz plakaları, doğrudan elektron dedektörleri, gelişmiş veri işleme yazılımı ve daha hızlı 

bilgisayarlar gibi son önemli teknolojik gelişmeler sayesinde artmıştır. (Şekil 2.31). 
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Şekil 2.23. Beta-galaktosidazın kriyo-EM haritası; bu harita molekülün buz içinde 

donmuş 90.000’den fazla görüntüsünden oluşturulmuş ve atomik bir model sağlayacak 

kadar ayrıntılı hale getirilmiştir Krı̇yo EM haritası EMDataBank girişi EMD-2984’te ve 

atomik koordinatlar PDB girişi 5A1A’da bulunmaktadır (Zardecki vd. 2022) 

2.9.5. Bütünleştirici modelleme 

Yapısal biyoloji alanı, son yıllarda “bütünleştirici modelleme” olarak adlandırılan 

bir yaklaşım kullanarak özel bir başarı elde etmiştir. Bu yaklaşımdaki ana fikir, her biri 

sistemin belirli bir yönünü incelemek için iyi olan çeşitli yöntemlerden elde edilen 

bilgileri birleştirerek düzeneğin genel bir resmini oluşturmaktır. 

Örneğin, bir düzenekteki bileşenler arasındaki mesafeleri belirleyen 

spektroskopik veya kimyasal çapraz bağlanma verilerini, bir kompleksin genel şekli 

hakkında bilgi veren düşük çözünürlüklü elektron mikroskobu verileriyle birleştirmek, 

bütünleştirici modellemede etkili bir strateji haline gelmiştir. X-ışını kristalografisi, NMR 

spektroskopisi ve elektron mikroskopisi gibi geleneksel yapısal biyoloji yöntemlerine ek 

olarak, küçük açılı çözelti saçılması, Forster rezonans enerji transferi, kimyasal çapraz 

bağlama, kütle spektrometrisi, elektron paramanyetik rezonans spektroskopisi ve diğer 

biyofiziksel teknikler gibi deneysel yöntemler bütünleştirici modelleme çalışmalarında 

kullanılmıştır. Bütünleştirici modellemenin önemli bir yönü, ortaya çıkan yapısal 

modellerin her zaman atomik koordinatlardan oluşmaması ve birden fazla atomu temsil 

eden kaba taneli bölgeler içerebilmesidir. Bunun nedeni, farklı deney türlerinin farklı 

çözünürlük seviyelerinde bilgi sağlamasıdır (Zardecki vd. 2022). 

2.10. in silico Yöntemler Kullanarak Protein Yapı Tahmini 

Hesaplamalı protein yapısı tahmini, onlarca yıldır biyoinformatikçiler için önemli 

bir zorluk teşkil etmektedir. Genom dizileme teknolojilerindeki ilerlemeler nedeniyle 

yeni protein dizileri olağanüstü bir hızla yayınlanmaktadır ve şu anda veri tabanlarında 

200 milyondan fazla dizi bulunmaktadır. Bununla birlikte, Protein Veri Bankası’na 

(PDB) depolanan deneysel protein yapılarının sayısı ise yaklaşık 154.000 civarındadır. 
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Bu nedenle, bu dizi-yapı boşluğunu kapatmak için etkili protein yapı tahmin sistemlerine 

ihtiyaç vardır (Berman vd. 2000; UniProt 2023). 

Protein yapısı tahmin yöntemlerindeki ilerlemeleri takip edebilmek için, ilki 1994 

yılında gerçekleştirilen CASP (Protein Yapı Tahmini Tekniklerinin Kritik 

Değerlendirmesi), isimli etkinlik her iki yılda bir düzenli olarak yapılmaktadır.  Her 

CASP yarışması için katılımcılar, verilen hedef diziler için öngörülen süre içinde 

modeller oluşturmak zorundadır (hedef, 3D yapının belirlenmesi gereken protein dizisini 

temsil eder). Bu hedef dizilerin gerçek yapıları önceden bilinmemektedir. CASP ekibi, 

etkinliğin sonuna kadar bu hedef dizinin gerçek yapısını belirleyecek ve sonuçlar 

deneysel olarak belirlenen modellere göre değerlendirilecektir. Tahmin edilen yapılar, 

CASP bilim insanları tarafından deneysel olarak belirlenen muadilleriyle 

karşılaştırılacaktır. CASP7’den itibaren hedefler iki kategoriye ayrılmıştır: serbest 

modelleme (SM) ve şablon tabanlı modelleme (ŞTM). ŞTM, homolog yapıları zaten 

PDB’de depolanmış olan hedefler içindir. Önemli benzerlikleri paylaşan protein dizileri 

homolog olarak adlandırılır. SM kategorisi yarışmadaki en zor gruptur. Rosetta ve I-

TASSER ve QUARK gibi diğer parça tabanlı yaklaşımlar uzun yıllar boyunca CASP 

yarışmalarına hakim olsa da, derin öğrenme teknikleri bu senaryoyu değiştirmiştir. 

CASP13’ten bu yana, protein yapı tahmini önemli ölçüde ilerlemiştir. 

Derin öğrenme tekniklerinin eşlik ettiği rezidü-kalıntı mesafesi tahmini bu 

olağanüstü başarıya katkıda bulunmaktadır. SM hedefleri için Global Mesafe Testi 

(GMT) skorları CASP13’te önceki CASP yarışmalarına kıyasla önemli bir artış 

göstermiştir. CASP13’te ilk kez turlara katılan AlphaFold ekibi bu kayda değer gelişmeyi 

elde etmiştir. CASP14 sonuçları açıklandığında, AlphaFold 2 GDT puanlarını 90’a 

yaklaştırarak ‘birçok CASP değerinde’ iyileştirme elde etmiştir. 

CASP14’ün genel tahmin doğruluğu, özellikle en zor CASP hedefleri olan SM 

hedefleri için önemli ölçüde artmıştır. Sonuçların doğruluğundaki artışın başlıca nedeni, 

derin öğrenme ağlarının istatistiksel yöntemlerin yapamadığı bir şey olan kalıntılar arası 

mesafeleri tahmin etme becerisidir. CASP14’e katılan ekiplerin yaklaşık yarısı tahmin 

görevlerinin bir parçası olarak derin öğrenmeyi kullanmıştır. Bu durum, yapay zeka 

tekniklerinin bu alandaki ilerlemeyi hızlandırma potansiyelini göstermektedir 

(Kryshtafovych vd. 2019; Senior vd. 2019; 2020; Jisna ve Jayaraj 2021). 

2.10.1. Protein yapısı tahmini için geleneksel yaklaşımlar 

Protein yapısı tahmini, Emin Fischer (1894)’in benzersiz bir katı 3D yapının bir 

proteinin işlevini tanımladığını öne sürdüğü yıla dayanmaktadır. Christian Anfinsen 

(1961) doğal konformasyonun tüm olası konformasyonlar arasında en düşük enerjiye 

sahip olduğunu öne sürmüştür. Daha sonra 1972’de, bir proteinin belirli bir ortamdaki 

doğal konformasyonunun yalnızca amino asit dizisi tarafından belirlendiğini belirten 

hipotez (Anfinsen’in dogması olarak bilinir), daha fazla biyoinformatikçiyi yapı tahmin 

problemleri üzerinde çalışmaya motive etmiştir. Aslında protein yapısı tahmin teknikleri, 

sezgisel algoritmalar uygulayarak en uygun protein konformasyonunu ortaya çıkarmayı 

amaçlar (Anfinsen 1973). 

Protein yapı tahmini için iki ana yaklaşım vardır: Bunlar şablon tabanlı ve 

şablonsuz yapı tahminidir. Seçilecek yöntem, protein veri bankalarındaki şablon yapıların 
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mevcudiyetine bağlıdır. Şablon tabanlı yöntemler modeli oluşturmak için bir şablon yapı 

kullanırken, şablonsuz modelleme sıfırdan başlamak zorundadır. Şablon tabanlı 

yöntemler, bilinen diğer proteinlerle yapısal benzerlik bilgisini kullanır. Bu yaklaşımlar 

homolog proteinleri veya benzer katlanmalara sahip proteinleri arar ve bunları hedef 

modeli oluşturmak için şablon/şablonlar olarak kullanır. Homolog diziler, ortak bir 

evrimsel atayı paylaşan dizilerdir. Ancak, bazı durumlarda önemli bir dizi benzerliğini 

paylaşmayan bazı diziler de ortak bir ataya sahip olabilir (Fiser 2010; Lam vd. 2017; Wei 

2019). 

Şablon tabanlı yöntemler; homoloji modelleme, karşılaştırmalı modelleme ve 

protein dizileme (kat tanıma) tekniklerini kullanır. Homoloji modelleme ve 

karşılaştırmalı modelleme terimleri, her ikisi de yapı tahminine benzer bir yaklaşım 

izlediğinden birbirinin yerine kullanılır. Tek fark, sorgu dizisi ve seçilen şablonlar atasal 

bir geçmişi paylaştığında, bunun homoloji modellemesi olarak tanımlanmasıdır. 

Herhangi bir evrimsel ilişki olmaksızın sadece paylaşılan bir dizi benzerliği olduğunda, 

buna karşılaştırmalı modelleme denir. Potansiyel şablonlar bulunduktan sonra, üç boyutlu 

yapıyı oluşturmak için model oluşturma teknikleri uygulanır. Güvenilir bir evrimsel ilişki 

veya önemli bir dizi benzerliği tespit edilmediğinde, herhangi bir evrimsel ilişkisi 

olmayan (ancak benzer katlanmalara sahip) proteinler de yapısal benzerlik 

gösterdiğinden, protein dizileme teknikleri kullanılır. Ab initio yöntemler genellikle 

şablon tabanlı yöntemler için uygun bir yapısal şablon tespit edemediğinde kullanılır. 

Şablon tabanlı yaklaşımlar, bilinen yapılara yüksek düzeyde dizi benzerliği gösteren bu 

hedef diziler için yüksek kaliteli modeller üretebilir. Doğru modeller genellikle Şablon 

tabanlı yöntemler kullanılarak üretilebilse de protein katlanmasının arkasındaki 

fizikokimyasal prensibi anlamamıza yardımcı olmaz (Jisna ve Jayaraj 2021). 

2.10.1.1. Homoloji modelleme 

Homoloji modelleme, PDB’de uygun bir şablon mevcut olduğunda güvenilir 

protein yapıları oluşturmak için en doğru ve başarılı yaklaşımdır. Homoloji modelleme 

yöntemleri, bilinen 3D yapılara sahip homolog protein dizilerini arar ve şablon / şablonlar 

olarak hedefe önemli dizi benzerliği olan bir dizi / dizileri seçer (Fiser 2010). Daha sonra 

hedef diziyi şablonla hizalar ve yapısal modeli oluşturmaya başlar. Çoklu dizi hizalama 

teknikleri (örneğin CLUSTALW (Higgins vd. 1992), Clustal Omega (Sievers ve Higgins 

2014) ve MUSCLE (Edgar 2004)) dizideki yapısal olarak korunmuş bölgeler hakkında 

daha fazla bilgi ekler ve bu nedenle daha uzak ilişkili şablonları tespit edebilir. Tek bir 

şablona güvenmek yerine, birden fazla şablondan gelen bilgiler homoloji modelleme 

tekniğinin doğruluğunu ve verimliliğini artırır. Homoloji modellemesi, dizi özdeşliğinin 

%25’in üzerinde olduğu hedefler için geçerlidir. Dizi özdeşliği daha az olduğunda, bir 

kalıntının yanlış hizalanması bile ortaya çıkan modelin kalitesini önemli ölçüde 

azaltacaktır. Farklı protein modelleme teknikleri arasında homoloji modelleme yüksek 

kaliteli yapılar oluşturur. Neredeyse tüm homoloji modelleme yöntemleri, benzer belirli 

bir süreci takip eder (Şekil 2.32). 
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Şekil 2.24. Homoloji modelleme akış şeması (Jisna ve Jayaraj 2021) 

Homoloji modellemesindeki ilk adım olan şablon arama, sorgu dizisini BLAST 

veya FASTA gibi araçlar kullanarak bilinen protein yapılarının dizileriyle karşılaştırır. 

Şablon seçimi, arama yöntemleri tarafından bulunan sonuçlar arasından en uygun şablonu 

/ şablonları seçer. Diğer adımlar, şablon-hedef hizalama bilgilerini kullanarak hedef 

yapıları oluşturur. Şablon-hedef hizalamasından iki bölge ayırt edilebilir: şablonla iyi 

hizalanmış bölgeler ve hizalanmamış bölgeler. Bir sonraki adım, şablonun yapısal 

bilgilerini kullanarak bu hizalanmış bölgeler için üç boyutlu model oluşturur. Burada 

şablona bağlı modelleme yöntemi kullanılabilir. Hizalanmamış bölgeler dizideki 

boşluklara karşılık gelir: bu boşlukların modellenmesi boşluk modelleme veya döngü 

modelleme olarak adlandırılır (Jones ve Swindells 2002; Xu vd. 2003; Wu ve Zhang 

2007; Finn vd. 2011; Pearson 2016). 

Şablona bağlı modelleme yönteminde, model aşağıda belirtilen yöntemlerden 

biriyle oluşturur: 

İlk yöntem hizalanmış bölgeleri katı cisimler olarak kabul eder ve bunları 

birleştirerek modeli oluşturur. Şablonun omurga koordinatlarını hizalanmış bölgelerden 

kopyalar. Protein yapısı, korunmuş çekirdek bölgeler, değişken döngüler ve yan 

zincirlerin bir kombinasyonu olarak inşa edilir.  

İkinci yaklaşımda, Cα atomlarının koordinatları gibi atomik koordinatların bir alt 

kümesi kılavuz konum olarak kabul edilir. Model oluşturma, bilinen protein yapılarından 

en uygun parçanın aranması ve ardından yerleştirilmesi ile yapılmaktadır. 

Üçüncü yöntem, şablonun hizalanmış bölgelerine dayalı olarak hedef sekans için 

bir dizi kısıtlama oluşturur. Bu kısıtlamalar, stereo-kimyasal kısıtlamalarla birlikte 

modelleri oluşturmak için kullanılır. En iyi model, kısıtlamaların en az ihlal edildiği 

modeldir.  

Bir segment için yapısal bilgi mevcut olmadığında, bu bölgeler için şablondan 

bağımsız modelleme uygulanır; bu durumda, yaygın olarak kullanılan iki yaklaşım vardır: 
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Parça veri tabanı arama yaklaşımlarında, döngü parçalarından oluşan bir 

kütüphane kullanılır. Sistem aday parçaları uzunluk, ikincil yapı ve diğer geometrik 

kısıtlamalara göre seçer ve seçilen parçaların uyumunu RMSD ve katı cisim çarpışma 

sayısı gibi çeşitli kriterlerle değerlendirir. 

İkinci yöntem, segmentlerin tüm olası konformasyonları arasında konformasyonel 

aramaya dayanmaktadır. Bu yöntemler Moleküler Dinamik (MD) (Lee vd. 2001), Monte 

Carlo (MC) simülasyonları (Carnevali vd. 2003), Genetik Algoritmalar (Herrmann ve 

Suhai 1994), benzetimli tavlama (Nilges vd. 1988) gibi yöntemlerden birkaçını kullanır. 

Yan zincirler, bir proteinin yapısını tamamlamak için omurgasına eklenen 

dallardır. Yan zincirleri omurga yapısına yerleştirmenin fizibilitesi, yan zincir 

konformasyonlarının sınırlı sayıda olduğu gerçeğine dayanır. Yan zincir 

konformasyonlarını elde etmek için rotamer kütüphaneleri kullanılır. Çoğu zaman, 

homoloji modelleme yöntemi ile oluşturulan başlangıç modelinin iyileştirilmesi gerekir. 

Protein yapısı iyileştirme, protein modelleme yöntemleri tarafından tahmin edilen 

yapıların kalitesini artırmayı amaçlar. 

Uygun bir şablon veya iyi bir hizalama bulmak zor olduğunda, karşılaştırmalı 

modelleme adımları (şablon arama hariç), elde edilen modelde daha fazla iyileşme 

sağlanana kadar yinelenir (Xu ve Zhang 2011; Bhattacharya vd. 2016; Huang vd. 2020).  

Homoloji modellemesi için yaygın olarak kullanılan bağımsız bir uygulama olan 

MODELLER, yapının kısıtlamalarını temsil eden bir moleküler olasılık yoğunluk 

fonksiyonunu optimize ederek hedefin üç boyutlu modelini oluşturur. MODELLER, 

şablon-hedef hizalamalarına dayalı olarak atomik mesafeleri ve dihedral açıları 

tanımlayan birçok kısıtlama tanımlar. MODELLER, tek bir 3D model oluşturmak için 

birden fazla şablonu birleştirmek veya şablonların fikir birliğini temsil eden modeller 

oluşturmak için yaygın olarak kullanılır (Eswar vd. 2006). 

RosettaCM (Song vd. 2013), dizi benzerliği %15 gibi düşük bir oranda olsa da,  

protein modeli için doğru omurga ve yan zincir konformasyonlarını oluşturur. Hedef 

dizinin şablonlara hizalanması, HHSearch (Soding vd. 2005), SPARKS-X (Chen vd. 

2016) ve RaptorX (Kallberg vd. 2012) gibi yöntemler kullanılarak gerçekleştirilir. 

RosettaCM, hizalanmış bölgeler için Kartezyen uzay tabanlı şablon parçaları ile 

hizalanmamış segmentler için burulma açısı tabanlı parçaların bir kombinasyonunu 

kullanır. Yerel yapı optimizasyonu ve döngü kapatma, iteratif parça yerleştirme ve 

gradyan tabanlı minimizasyon teknikleri ile gerçekleştirilir. MODELLER gibi, 

RosettaCM de şablonun gözlemlenen özelliklerinden yola çıkarak, hedef için belirli 

kısıtlamalar getirir. Ayrıca, omurga ve yan zincir konformasyonlarını iyileştirmek için 

FastRelax protokolünü (Conway vd. 2014) kullanır. Ortaya çıkan modellere yüksek 

çözünürlüklü iyileştirme uygulandıktan sonra, en kararlı yapı doğal yapı olarak seçilir. 

2.10.1.2. İş parçası (threading) 

Düşük dizi özdeşliğine sahip protein dizilerinin benzer katlanmalar 

sergileyebildiği nadiren gözlenir (Lemer vd. 1995). Bir kat tanıma yöntemi olan 

Threading, verilen hedef sekans için çeşitli alternatifler arasından en benzer katlamayı 

seçer. Şimdiye kadar belirlenen yapıların ayrıntılı analizleri, protein yapıları tarafından 
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benimsenen farklı katlanmaların sayısının doğada sınırlı olduğunu göstermektedir. Dizi 

özdeşliği %25’in altına düştüğünde, homolog şablonlar elde etmek kolay değildir ve bu 

nedenle daha hassas yapısal ilişkiler bulmak için kat tanıma teknikleri kullanılır. 

Kat tanıma yöntemleri (Rost vd. 1997; Soding ve Remmert 2011) hedefle benzer 

bir kata sahip bir proteini aramak için dizi-yapı karşılaştırmaları gerçekleştirir. Bu şekilde 

elde edilen protein yapısı, hedef için bir 3D model oluşturmak için şablon olarak 

kullanılır. Bu yöntemler, sorgu dizisini bir kütüphaneyle eşleştirir. Kütüphane, kıvrımları 

temsil etmek için fizikokimyasal özellikleri, ikincil yapıyı ve çözücü erişilebilirliğini 

kullanır. Bu özelliklerin şablonlar, hedefler ve homolog diziler için hesaplanması daha 

kolaydır. EigenTHREADER, pGenTHREADER, HHSearch, ORION yöntemleri protein 

yapı tahmini için iş parçacığı tabanlı yaklaşımlar kullanır. TMFoldRec ve RosettaMP 

yöntemleri ise genellikle membran proteinlerine uygulanmaktadır (Lobley vd. 2009; 

Ghouzam vd. 2015; Kozma ve Tusnady 2015; Buchan ve Jones 2017; Koehler Leman 

vd. 2017). 

Evrimsel ilişkileri ortaya çıkarmak için güçlü tekniklerin geliştirilmesi, çoklu 

şablonların birleştirilmesi için yaklaşımlar, başarılı arıtma yöntemleri, daha iyi model 

seçim stratejileri ve büyük veri tabanlarını hızlı bir şekilde işlemek için yüksek 

performanslı hesaplama olanaklarının geliştirilmesi, şablon tabanlı yöntemlerin 

başarısına katkıda bulunmuştur. Bunlar en doğru protein yapısı tahmin yöntemleri olsa 

da veri tabanlarında homolog diziler bulunmadığında başarısız olurlar. Derin öğrenme 

tabanlı yaklaşımların entegre edilmesiyle, şablon tabanlı yöntemin performansı son 

zamanlarda artmıştır (Jisna ve Jayaraj 2021). 

2.10.1.3. Şablonsuz modelleme/serbest modelleme (ŞM/SM) 

Karşılaştırmalı modelleme ve iş parçacığı yöntemleri şablon bilgilerine ihtiyaç 

duyarken, şablonsuz yöntemler herhangi bir potansiyel şablon yapısı kullanmadan protein 

yapıları geliştirir. Gerçekte, sekans veri tabanındaki önemli sayıda protein, bilinen protein 

yapılarıyla herhangi bir sekans benzerliğini paylaşmaz. Bu dizilerin modellenmesi, yapı 

tahmini alanında çalışan araştırmacılar için en zor hedeflerden birisidir. Bu nedenle, 

önceden bilinen yapılara dayanmadan sadece amino asit dizisini kullanan şablonsuz 

tahmin yöntemlerinin geliştirilmesi de oldukça önemlidir. Bu alanda kabul edilebilir 

doğruluğa sahip ilk model CASP4’te sunulmuştur. Ab initio modelleme terimi şablonsuz 

modelleme yaklaşımlarının yerine kullanılmaktadır. 

Ab initio yöntemi proteinin doğal yapısını bulmak için konformasyonel uzayda 

yoğun bir arama yapar. Ab initio yöntem, fizik tabanlı (saf ab initio olarak da adlandırılır) 

veya bilgi tabanlı (parça tabanlı olarak da adlandırılır) olabilir (Weiner vd. 1984; Skolnick 

2006; Dhingra vd. 2020). Fizik tabanlı yaklaşım atomlar arasındaki etkileşimi 

modellemek için kuvvet alanlarını kullanırken, bilgi tabanlı teknikler PDB’de depolanan 

verilere dayanır. Fizik tabanlı yaklaşımlar, gerçek katlanma mekanizmaları hakkında fikir 

vermenin yanı sıra termodinamik ilkelerini kullanarak doğal yapılar üreten yaklaşımlar 

oldukları için araştırmacılar tarafından büyük ilgi görmektedir. Bu yaklaşımlar MD, MC 

simülasyonları, genetik algoritmalar ve benzetimli tavlama tekniklerini uygular. Saf bir 

ab initio yöntemi yalnızca ‘yeni’ bir katlanma ile doğal yapıyı türetebilir. ASTRO-FOLD, 

AMBER, CHARMM, OPLS, UNRES ve GROMOS96 protein yapılarını tahmin etmek 

için saf ab initio yöntemini kullanır. CHARMM36 ve AMBER Lipid14 gibi yöntemlerde 
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ise kuvvet alanları özellikle membran proteinlerine uygulanmaktadır. Bilgi tabanlı 

teknikler, parçaları ve diğer istatistiksel bilgileri elde edebilmek için PDB kayıtlı, bilinen 

3B yapıları kullanır. Bununla birlikte, en başarılı ab initio yaklaşımları, önceden 

belirlenmiş protein yapılarını kullanan parça tabanlı yöntemlerdir (Jorgensen ve Tirado-

Rives 1988; Schuler vd. 2001; Case vd. 2008; Brooks vd. 2009; Subramani vd. 2012; 

Dickson vd. 2014; Czaplewski vd. 2018). 

Parça bazlı yaklaşımlar, uygun şablon yapıların bulunamadığı durumlarda tek 

pratik yaklaşımdır. Tipik olarak, saf bir ab initio modelleme, oluşturulan birçok 

konformasyon arasından en düşük enerjili durumu aramak için enerji fonksiyonlarını 

kullanır. Parça tabanlı yöntemlerde uygulanan puanlama fonksiyonlarının, enerji 

fonksiyonları ile ilişkisi zayıftır. Ayrıca, saf ab initio yaklaşımları, son teknoloji ürünü 

süper bilgisayarlar kullanılsa bile yalnızca küçük hedeflere uygulanmaktadır. Parça 

tabanlı yaklaşımlar, saf ab initio yöntemlerine kıyasla konformasyon sayısını azaltma 

avantajına sahiptir (Abbass ve Nebel 2020). Parça tabanlı yöntemler, yapıların yerel 

düzeyde karşılık gelen amino asit dizisiyle güçlü bir şekilde ilişkili olduğu ilkesine 

dayanır. Böylece, hedef diziden küçük segmentleri, bilinen yapılardan (yani fragman 

kütüphanesinden) benzer dizilerin konformasyonlarını seçerek ilerler. Dahası, çalışmalar 

bir parçanın benimseyebileceği konformasyonların neredeyse eksiksiz olduğunu 

göstermektedir. (Baeten vd. 2008; Trevizani vd. 2017). 

MC ve MD, makromoleküllerin konformasyon uzayını örneklemek için yaygın 

olarak kullanılan iki simülasyon yöntemidir. MD simülasyonları bir moleküler sistemin 

zamana dayalı davranışını hesaplarken, MC simülasyonları problemin rastgele 

örneklerini seçer ve sonuçları toplar. Ayrıca, MD simülasyonları gerçek katlanma 

mekanizmalarının araştırılmasında kullanılırken, MC simülasyonları katlanmış yapı 

araştırmalarında kullanılır. Yaygın olarak kullanılan yaklaşımlardan MC, katlanma 

sürecini simüle ederken, MD yapısal iyileştirmeye katkıda bulunur. MC simülasyonlarını 

kullanan parça tabanlı yaklaşımlar, genellikle doğru topolojiye sahip küçük ya da orta 

büyüklükte proteinler için umut verici sonuçlar vermektedir. 

Parça bazlı yaklaşımlar, aşağıdaki nedenlerden dolayı saf ab initio modellemeye 

göre hesaplama açısından daha az maliyetlidir: 

• Tek bir rezidü yerine, bir seferde bir dizi rezidü dikkate alınır, bu da 

konformasyonel arama uzayının daralmasına neden olur. 

• Bu yöntemler, bilinen protein yapılarından parçaların yeniden 

kullanılmasına izin verir. Bilinen protein yapılarından seçilen fragmanlar 

zaten kararlı konformasyonlardır ve bu nedenle bu fragmanlar içindeki 

etkileşimlerin yeniden hesaplanmasına gerek yoktur. 

• Bu yaklaşımlar genellikle MC simülasyonlarını kullanır. MC algoritmaları 

kuvvetlerin hesaplanmasını veya sonlu zaman adımlı integratörlerin 

kullanılmasını gerektirmez. Bu yöntemler, sabit bağ uzunluğuna sahip 

olduğu varsayılan modeller için oldukça iyi çalışır. MC simülasyonları 

aynı anda birden fazla çözüm hesaplayarak daha hızlı çalışır (Jorgensen ve 

Tiradorives 1996; Shah ve Maginn 2011). 

Parça tabanlı yaklaşımlar, ilgilenilen hedef segmentle eşleşen bilinen parça 

yapılarını arar. Çoğu yöntem, fragman kütüphanesi olarak bilinen bir fragman 
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koleksiyonundan fragmanları seçer. Tahmin edilen yapının kalitesi, parça seçim 

stratejilerine bağlıdır. İdeal bir parça kütüphanesi kullanılarak, yüksek kaliteli protein 

yapılar oluşturulabilir. 

Parça seçim stratejileri, parça tabanlı yöntemlerin başarısını belirler. 

FRAGFOLD, I-TASSER, ROSETTA (Das ve Baker 2008) ve QUARK bu teknikleri 

kendi tahmin sistemlerine dahil etmişlerdir. I-TASSER, bağımsız bir paket ve çevrimiçi 

bir sunucudur ve ücretsiz olarak kullanılabilen bir yinelemeli iş parçacığı (ASSEmbly) 

arıtma algoritmasıdır. Hedef diziler, benzer bir kıvrıma ait proteinleri tanımlamak için bir 

protein yapısı kütüphanesinde taranır. Şablonun hizalanmış bölgesinin parçaları tam 

uzunlukta bir model oluşturmak için yeniden birleştirilirken, hizalanmamış bölgeler saf 

ab initio teknikleriyle oluşturulur. Konformasyonel uzay örneklemesi için MC 

simülasyonları kullanılır. Konformasyonlar daha sonra SPICKER (Zhang ve Skolnick 

2004) kullanılarak kümelenir. Simülasyonun ikinci turundan sonra, en düşük enerjili 

yapılar seçilir. Son olarak, tam atomlu yapıyı tamamlamak için omurga ve yan zincir 

atomları seçilen yapılara eklenir. I-TASSER (Zhang sunucusu olarak), CASP14 

yarışmalarında Evrensel Uzaklık Testi Toplam Puanı (Global Distance Test Total Score, 

GDT-TS) için z-skorlarının analizine dayalı olarak en iyi protein tahmin sunucusu 

seçilmiştir. Chunk-TASSER (Zhou ve Skolnick 2007) ve I-TASSER bilgi tabanlı 

teknikler kullanırken, ROSETTA ve QUARK fizik ve bilgi tabanlı yaklaşımları 

birleştiren hibrit bir teknik uygulamaktadır. ROSETTA, PDB’den bilinen yapıların 

parçalarını bir araya getirerek protein modelleri oluşturur. QUARK, CASP9, 10, 13 ve 

14 serbest modellemede en iyi sunucu (‘tüm gruplar’ + ‘yalnızca sunucu’ hedeflerindeki 

sunucu grupları) olarak belirlenmiştir ve bilgi tabanlı kuvvet alanları tarafından 

yönlendirilen Replica-Exchange Monte Carlo (Thachuk vd. 2007) simülasyonlarını 

birleştiren bir parça birleştirme yaklaşımı kullanmaktadır. I-TASSER (Zhang sunucusu 

olarak) CASP11’de SM kategorisi için en iyi sunucu (‘tüm gruplar’ + ‘sadece sunucu’ 

hedefleri üzerindeki sunucu grupları) olarak belirlenmiştir. Son CASP yarışmalarında SM 

kategorisinde en üst sıralarda yer alan sunucular (‘tüm gruplar’ + ‘yalnızca sunucu’ 

hedeflerindeki sunucu grupları) tahmin işlem süreçlerine parça tabanlı teknikleri de dahil 

etmişlerdir. 

Parça tabanlı yöntemler, saf ab initio yöntemlerinden daha doğru yapılar üretir ve 

bu nedenle ab initio yöntemler, yapı tahmini için parça tabanlı yöntemleri yaygın olarak 

uygular. Birkaç karşılaştırmalı modelleme yöntemi de boşlukları modellemek için bu 

tekniği benimser. Bu yöntemler için oluşturulan fragman kütüphanelerinin, ilmekler ve 

helikslerden ziyade helikal yapılar için yerel fragmanlar içermesi beklenmektedir. Helikal 

alt yapı geometrisi, modelin diğer ikincil yapı türlerine kıyasla daha az esnek olmasını 

sağlar (Baeten vd. 2008; Wang vd. 2019a; Abbass ve Nebel 2020). Bu sınırlı yapısal 

çeşitlilik nedeniyle, tüm alfa sınıflarına ait proteinler, parça tabanlı ab initio yöntemleri 

için en uygun olanlardır. Ayrıca, ab initio yöntemlerinde kullanılan enerji fonksiyonları, 

uzun menzilli atomik etkileşimleri içermediği için küçük alfa-helikal proteinler için daha 

uygundur (Bowie ve Eisenberg 1994). Beta kırmalı tabakalar ve heliksler daha zayıf ve 

gevşek dizi-yapı ilişkileri sergilediğinden, baskın beta ve heliks içerikli yapıların 

modellenmesinde genellikle bu yöntemler kullanılmaz (Baeten vd. 2008; Wang vd. 

2019a). 

Enerji fonksiyonunun doğruluğu, düşük enerjili durumu bulmak için kullanılan 

arama algoritması ve çeşitli konformasyonlar arasından en iyi modeli seçmek için 
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benimsenen stratejiler ab initio yönteminin başarısını belirler. Bu yöntemler genellikle 

çok fazla hesaplama kaynağı gerektirdiğinden, ab initio modelleme yerine diğer 

yöntemlerle tespit edilen bazı düşük şablonlarla başlamak genellikle daha iyi sonuç verir. 

Ab initio yöntemi için konformasyonel arama alanı, hedef dizinin uzunluğu ile artar. Bu 

nedenle bu yöntemler daha çok küçük uzunluktaki diziler için uygundur. Bilgi tabanlı 

yaklaşımlarla karşılaştırıldığında, saf ab initio modelleme hız ve doğruluk açısından hala 

çok geridedir. Son zamanlarda, birçok homoloji modelleme programı, hizalanmamış 

bölgelerdeki boşlukları modellemek için parça tabanlı yöntemler kullanmaktadır. Ab 

initio tarafından üretilen düşük çözünürlüklü yapıların PDB’deki bilinen yapılarla 

eşleştirilmesinin, hedef diziye düşük dizi benzerliği olan ancak yerel yapıya yüksek 

yapısal benzerliğe sahip yapıların tanımlanmasına yardımcı olduğu gösterilmiştir. 

Farklı sunucuların sonuçlarını birleştiren bir meta sunucu yaklaşımı (Zhang vd. 

2016) protein yapısı tahmini için de kullanılabilir. Zhang sunucusu, iki parça tabanlı 

yaklaşımı, I-TASSER ve QUARK’ı birleştirmiştir ve CASP14’te ‘sunucu grubu’ 

kategorisinde en iyi performans gösterenlerden biri olmuştur. Ab initio protein yapısı 

tahminine yönelik son teknolojik sistemlerden bazıları, tahmin amacıyla kalıntı-rezidü 

temas bilgilerinden yararlanmaktadır. 

Çizelge 2.2. Protein modelleme için yöntemler (Jisna ve Jayaraj 2021) 

Yöntemler  Özellikler 

Karşılaştırmalı/homoloji modelleme Yüksek kaliteli yapılar üretir, 

Seçilen protein şablonuna yönelik güçlü 

önyargı, 

Dizi-dizi karşılaştırmaları, 

Yüksek dizi özdeşliği gerektirir 

İş parçacığı Dizi-yapı karşılaştırmaları, 

Evrimsel ilişkinin olmadığı durumlarda 

kullanılır, 

Düşük dizi özdeşliğine sahip proteinlere 

uygulanır 

Ab inito Hesaplama açısından pahalı, 

Konformasyon alanı dizi uzunluğu ile 

artar, 

Küçük proteinler için uygundur, 

Genellikle yerel yapıları tanımada 

başarısız olur 
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2.10.2. Protein yapı tahmini için yapay zeka teknikleri 

Son birkaç yıldır oldukça popüler olan yapay zeka, akıllı programlar ve makineler 

oluşturmakla ilgilidir. YZ terimi 1956 yılında John McCarthy tarafından ortaya atılmıştır. 

Bir YZ yaklaşımı olan Makine Öğrenimi (ML), programların programcılar tarafından 

açıkça programlanmak yerine kendi deneyimlerinden öğrenmelerini sağlar. Makine 

öğrenimi, tahminler yapmak için öncelikle sinir ağlarını ve genetik algoritmaları kullanır. 

Eğitimin ardından ML, girdiyi çıktıya eşleyen işlevi öğrenme yeteneği kazanır. ML 

algoritmaları arasında karar ağacı öğrenimi, Rastgele Orman (Ali vd. 2012), kümeleme, 

Destek Vektör Makineleri, Bayesian ağları ve Takviyeli Öğrenme yer almaktadır 

(Mahesh 2020). Yapay Sinir Ağları (YSA), insan beyin sisteminden esinlenen bir 

“makine öğrenme modelleri” sınıfıdır. Katmanlar halinde organize edilmiş birbirine bağlı 

birkaç yapay nörondan oluşan YSA, evrensel fonksiyon yaklaşımcıları olarak bilinir. Bu 

çok katmanlı ağ, eğitim için bir geri yayılım algoritması kullanır (Jisna ve Jayaraj 2021). 

Derin öğrenme, son yıllarda en iyi performans gösteren yapay zeka sistemleri 

tarafından kullanılmaktadır. Derin Öğrenme (DÖ) teknolojileri (LeCun vd. 2015), 

bilgisayarla görme, Doğal Dil İşleme  gibi hayatının tüm alanlarında devrim yaratmıştır. 

GPU’ların ve TPU’ların piyasaya sürülmesi, hızlı öğrenme algoritmaları ve büyük veri 

kullanılabilirliği DÖ sisteminin büyümesini hızlandırmıştır. DÖ, birçok yapay nöron 

katmanı içeren Derin Sinir Ağlarını kullanır ve modelin karmaşık girdi modellerini 

tanımasını sağlar. Derin öğrenme algoritmaları, büyük bir veri kümesi üzerinde 

eğitildiğinde girdi-çıktı eşlemesini otomatik olarak öğrenir, böylece eğitim için 

özelliklerin açıkça çıkarılması gibi sıkıcı bir görevden kaçınılmış olur. Bu sistemler 

ayrıca, modeli eğitmek için kullanılan verilerden gelen çıkarımları kullanarak daha önce 

görülmemiş yeni verilere de uyum sağlayabilir. Özelliklerin girdi verilerinden hiyerarşik 

olarak öğrenilebilmesi, bu modellerin proteinlerde uygulanabilirliğini artırmaktadır.  

CASP13’te AlphaFold (Senior vd. 2019; 2020), yüksek ŞTM ve GDT_TS 

puanları ile “iki CASP” değerinde başarı sağlamıştır. AlphaFold, dizideki alt bölgeler için 

rezidüler arası mesafelerin ayrık olasılık dağılımlarını tahmin etmektedir ve tüm protein 

dizisi için bir LxL (L dizinin uzunluğudur) mesafe haritası (distogramlar veya mesafe 

histogramları olarak da adlandırılır) oluşturmaktadır. Bu mesafe tahminleri, örnekleme 

ve gradyan iniş tabanlı yöntemler kullanılarak minimize edilmiş bir mesafe potansiyeli 

kullanılarak 3D modellere dönüştürülmektedir. Burada kullanılan mesafe tahmin modeli, 

tüm mesafe matrisinin 64 × 64 bölgelerine uygulanan derin bir konvolüsyonel residü 

ağıdır. Bu yaklaşım, daha az homolog diziye sahip hedefler için bile yüksek doğrulukla 

model elde edilmesini sağlar. AlphaFold hem temas mesafesi tahmininde hem de 3D 

model oluşturmada diğer yöntemlerden daha iyi performans göstermektedir. AlphaFold 

tarafından tahmin edilen rezidüler arası mesafe olasılıkları analiz edildiğinde, derin 

öğrenme modelinin ikincil yapılar arası paketleme ayrıntılarının yanı sıra alfa heliks ve 

beta kırmalı tabakalarının topolojisini de yakaladığı görülmektedir. 

2.11. Protein Yapısı Tahmin Yöntemlerinin Değerlendirilmesi  

Kök Ortalama Kare Sapması (RMSD), tahmin edilen yapının kalitesini tahmin 

etmek için geleneksel ve yaygın olarak kullanılan bir ölçüdür. RMSD, en iyi şekilde üst 

üste bindirilmiş iki protein yapısındaki eşdeğer atom çiftleri arasındaki ortalama mesafeyi 

hesaplar. Genellikle, RMSD hesaplamalarına sadece omurga atomları dahil edilir. RMSD 
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hesaplamasına sadece Cα atomları dahil edilirse, buna c-RMSD veya c-α RMSD denir. 

N uzunluğunda iki parça arasındaki RMSD formülü: Burada di, söz konusu parçalardaki 

ith koordinatları arasındaki mesafedir. 

𝑅𝑀𝑆𝐷 =  √
1

𝑁
∑ 𝑑𝑖

2

𝑁

𝑖=1

 (2.2) 

 

RMSD ölçümleri de yerleştirme ve birçok farklı yöntem için yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Düşük bir RMSD, dikkate alınan parçaların yeterince yakın olduğunu 

veya tek bir küme halinde gruplandığını gösterir. RMSD, küresel topolojiden ziyade yerel 

yapı sapmasına daha duyarlıdır. RMSD’deki kuadratik faktör, birkaç yerel yapısal 

farklılığa sahip olanlar için bile yüksek değerlerle sonuçlanır. Bu nedenle, tek başına 

RMSD değeri kullanıldığında, tamamen farklı topolojilere sahip yapılar ile döngülerde 

veya kuyruklarda hafif yönelim farkı olan yapılar birbirinden ayırt edilemez (Xu ve 

Zhang 2010). RMSD değeri protein uzunluğu ile artar, bu da onu daha büyük proteinler 

için kullanışsız hale getirir (Maiorov ve Crippen 1994). 

2.12. Yapısal Kararlılıkta Moleküler Etkileşimlerin Rolü  

Atomların ve moleküllerin en dıştaki elektron kabuğu, tanımlanan yapıyı 

oluşturmak için birbirlerine sıkıca paketlenmiştir. Bir molekülün her bir atomu, 

elektrostatik etkileşimler olarak tanımlanan atomları çekmek veya itmek için belirli bir 

yük (pozitif veya negatif) ile ilişkilidir. Bu moleküler etkileşimler, yaşam biliminin çeşitli 

alanlarında önemli bir parametredir. Örneğin, protein katlanmasını, ilaç tasarımını ve 

malzeme bilimini, nanobilimi vb. anlamaya yardımcı olur. Moleküller arası etkileşimler 

veya iki veya daha fazla molekül/atom arasında etkileşim oluşturan kovalent olmayan 

etkileşimlere molekül içi etkileşimler denir. Kovalent olmayan etkileşimler kovalent 

etkileşimlerden farklıdır ve elektronları paylaşmazlar, daha ziyade atomlar arasında 

kuvvet oluştururlar. Genellikle, atomlar arasındaki bağlar molekülü kendi ortamlarında 

belirli bir konformasyonda tutar ve bu da kararlı yapıyı sınırlamak için önemlidir. Azot, 

oksijen, iyot ve hidrojen gibi atomlar oda sıcaklığında iki atomlu halde bulunur. Yüksek 

basınç ve sıcaklık altında, azot atomları etkileşimlerini kaybeder ve böylece kimyasal 

reaksiyon sonucu doğal yapıyı deforme eder. 

Atomlar arasındaki bağları kırmak için harcanan enerji miktarı bağ entalpisi 

olarak tanımlanır. Örneğin, su molekülünün bağlarını kırmak için 493 Kj/mol enerji 

gereklidir. Biyolojik moleküldeki bağlar DNA, RNA ve protein gruplarında aynıdır ve 

yapıyı deforme etmek için bağların kırılması gerekli değildir. Molekülün entalpi enerjileri 

çevresel koşullara göre değişebilir. Çoğunlukla, yapıdaki moleküler etkileşimler, 

komplekslere biyolojik işlevlerine ulaşmaları için kararlılık sağlar. Protein belirli bir 

katlanma benzeri yapı oluşturur ve globüler kıvrım oluşturduğunda stabilize olur. DNA 

molekülleri biyolojik işlev için her zaman çift standart sarmala sahiptir. Böylece DNA, 

heliksler arasındaki moleküler etkileşim sayesinde yapısını korur. Protein-DNA 

kompleksinin biyolojik birleşiminde, proteinler DNA’yı tanır ve ona bağlanır. Buna 

karşılık, kompleksler açıldığında veya yapı ayrıldığında, proteinin yüzeyi su molekülü 
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tarafından çevrelenir; bu nedenle, moleküler etkileşimler çevrelenmiş su yüzeyi ile 

gerçekleşir. Dolayısıyla protein veya DNA’nın yapısı komplekslerin doğal 

katlanmasından farklı olabilir (Singh ve Tripathi 2020). 

Moleküler etkileşim terimi ilk olarak Johannes Diderik van der Waals tarafından 

ortaya atılmıştır. Van der Waals etkileşimi, atomun çekici veya itici kuvvetini tanımlar 

(Roth vd. 1996). Moleküler etkileşimler molekülün yüklü yüzeyinin doğası gereği 

elektrostatiktir. Protein, DNA veya RNA’nın yapısal kararlılığı moleküler etkileşime 

dayanır. İlaç keşif sürecinde, ligand molekülünün fizikokimyasal özellikleri ve 

geometrisi, inhibitör aktivite için spesifik bağlanma bölgesine bağlanma açısından 

önemlidir. Bileşiğin kovalent tek bağı 80-100 Kcal/mol enerji ve birkaç kovalent olmayan 

etkileşim içerir (Andrews vd. 1984). Genellikle, tuz köprüsü, H-bağı, hidrofobik ve 

aromatik etkileşimlerin enerjileri sırasıyla ~2, ~1, ~0.7 ve ~ 1-3 kcal/mol’dür. Ayrıca, Dg 

¼ 2.303 RT log K olduğunda tek iyonik etkileşimler için 25 kat artmış afinite ölçebiliriz; 

benzer şekilde, bir hidrojen bağı altı kat artmış enerji ve metil grubu (-CH3) için 3.5 kat 

artmış enerji üretir. Atomlar arasındaki sterik bir çarpışma bile bağlanma afinitesi 

üzerinde kayda değer bir etkiye neden olur ve bu da basitçe Lennard-Jones potansiyeli ile 

açıklanır. Moleküler etkileşim; (1) elektrostatik etkileşimler, (2) tuz köprüleri, (3) 

hidrojen bağları, (4) kısa menzilli itme, (5) proteinlerdeki iyon çiftleri, (6) dipolar, (7) 

dipol-dipol etkileşimleri, (8) dipol kaynaklı dipol etkileşimleri, (9) yük-dipol 

etkileşimleri, (10) dalgalanan dipolar etkileşimler, (11) katyon-Π etkileşimleri ve (12) 

Lennard-Jones potansiyeli ve van der Waals yarıçapları etkileşimler olmak üzere çeşitli 

türlerden oluşur. 

2.12.1. Protein yapısındaki tuz köprüleri 

Tuz köprüsü, kovalent olmayan etkileşimlerin bir türüdür ve tipik olarak 

proteindeki amino asitlerin iki iyonize bölgesi arasında etkileşim oluşturur. Genel olarak, 

amino asitlerin zıt yüklü yan zincirleri (Glu- veya Asp- ile Arg+ veya Lys+) tuz köprüleri 

oluşturur. Ayrıca, proteindeki amino asit yan zincirleri, K+ ve SO42+ gibi iyonize ligand 

ile tuz köprüleri oluşturabilir. Bu da doğal proteinin yapısal stabilitesine katkıda bulunur. 

Çoğunlukla, tuz köprülerinin yüklü atomların merkezinde 4 Å’luk bir mesafe ile var 

olduğuna inanılmaktadır. Termofillerin proteinleri, mezofil organizmanın proteininden 

daha fazla tuz köprüsüne sahiptir. Proteine yapısal kararlılık ve termal ortamlarda yaşama 

direnci kazandırır. Tuz köprüleri hidrojen bağları ve iyonik etkileşimler olmak üzere iki 

ana bileşenden oluşur. Hidrojen bağları ligand bağlanması, protein-protein etkileşimi ve 

enzimatik aktivite için çok önemlidir. İyon eşleştirme etkileşimleri en önemli 

etkileşimlerden biridir ve proteinlerin yapısal stabilitesinde rol oynar. Ayrıca, proton 

verici ve alıcı atomlar ortalama 3 Å mesafe ile hidrojen bağı etkileşimi oluşturmaktadır 

ki bu da hidrojen bağındaki mesafenin iyon çifti etkileşimlerinden farklı olabileceğini 

göstermektedir. Çoğunlukla, kovalent olmayan etkileşimler zayıf etkileşimlerdir, ancak 

protein konformasyonunda yapısal stabiliteye daha az katkıda bulunur (Gromiha 2010). 

2.12.2. Proteinlerdeki iyon çiftleri 

İyon çiftleri genellikle pozitif ve negatif yüklü parçacıklardan oluşur. Nötr 

atomlara verilen yeterli enerji, iyon çiftlerinin yüklü parçacıklarını üretir ve bu da zıt 

yüklü molekülde ayrışmanın meydana gelmesine neden olur. İyon çiftleri, protein 

yapısının stabilizasyonu için zıt yüklü amino asitler arasındaki hayati etkileşimdir. 
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Basitçe, kristal yapıda tek konformer hidrojen bağlı iyon çiftini oluşturan tuz köprüleri 

sınıfı olarak adlandırılırlar. Çözeltide, iyon çifti, etkileşim oluşturmak için sarmalın 

dönüşündeki yüklü rezidülerden (Arg, Glu ve Lys) oluşan alandaki α-heliksi stabilize 

etmek için önemlidir (Batchelor vd. 2019). 

2.12.3. Dipol-dipol ttkileşimleri 

Dipol, atomlar veya moleküller arasındaki eşit olmayan elektron çifti ile 

etkileşimler oluşturur. Dipol-dipol etkileşimleri, iki dipolar molekül birbiriyle etkileşime 

girdiğinde oluşur. Polar molekülün kısmen yüklü negatif bölgesi, başka bir polar 

molekülün kısmen yüklü pozitif kısmını çeker. Protein yapısında, dipol-dipol 

etkileşimleri helikal yapının stabilize edilmesinde önemli bir rol oynamaktadır. Bu 

etkileşim genellikle diğer proteinler veya peptitlerle bağlanmak için protein yapısında 

belirgin bir konformasyonel değişikliğe uyum sağlamaya zorlar. Ayrıca, dipol-dipol 

etkileşimleri protein-protein kompleksi oluşumu için önemlidir. 

2.12.4. Pi-Pi (Π-Π kümeleme) etkileşimleri 

Pi-pi kümeleme etkileşimleri, moleküllerin veya amino asitlerin aromatik halkası 

arasında oluşan kovalent olmayan etkileşim türüdür. Triptofan, tirozin ve fenilalanin 

rezidüleri, diğer aromatik içeren moleküller veya bileşiklerle pi-pi kümeleme etkileşimi 

oluşturabilen aromatik bir halkadan oluşur. Pi-pi kümeleme etkileşimleri, biyolojik 

mekanizma için protein-protein ve protein-ligandın yapısal stabilitesi ve moleküler 

tanınmasında önemlidir. Ligand molekülünden oluşan aromatik halka, pi-pi kümeleme 

etkileşimi yoluyla proteinin aktif bölge rezidülerine yaklaşacak ve daha sonra cep ile 

yüksek afinite ile bağlanacaktır. 

2.13. Geleceğin İlaçlarının Keşfi 

Geleneksel olarak, yeni ilaçlar çok sayıda sentetik kimyasal bileşiğin veya doğal 

maddenin istenen etkiler açısından taranmasıyla keşfedilmektedir. Yeni farmakolojik 

ajanlar geliştirmeye yönelik bu yöntemin geçmişte başarılı olduğu kanıtlanmış olsa da, 

çeşitli nedenlerden dolayı optimal değildir. Tarama yaklaşımının en önemli dezavantajı, 

uygun bir tarama prosedürü gerektirmesidir. Tarama süreciyle ilgili bir diğer sorun da, 

rastgele doğası nedeniyle, sadece istenen aktiviteye sahip bir kimyasal bulmak için 

tekrarlayıcı ve zaman alıcı olmasıdır (Venger vd. 1979; Klebe ve Abraham 1999). 

Hastalık süreci moleküler düzeyde anlaşıldıktan ve hedef molekül(ler) tanımlandıktan 

sonra ilaçlar özellikle hedef molekülle etkileşime girerek hastalığı bozacak şekilde 

oluşturulabilir. Bu yöntemi kullanarak ilaç üretmek için toplanması gereken büyük 

miktarda veri nedeniyle, bilgisayar destekli ilaç tasarımının en fazla etkiye sahip olacağı 

yer burasıdır. 

Şekil 2.33’te açıklanan çeşitli yeni ilaç bulma tekniklerini tartışırken, ilaç keşfinin 

hem kümülatif hem de tekrarlayan bir süreç olduğunu hatırlamak önemlidir. Mekanistik 

olarak geliştirilen ilaçlar muhtemelen taranacak ve daha sonra en iyi aday tasarımını 

üretmek için modifiye edilecektir (Loew vd. 1993). Yapı ve hedefler için katı yapıların 

kullanımı, ilaç oluşturmak için moleküler modelleme kullanmanın ilk aşamalarında 

yaygındır. İlaç tasarımında, hem tek moleküllerde hem de birbirleriyle etkileşime giren 
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moleküllerde moleküler bilginin esnekliği çok önemli ve zor bir konudur (Kishor vd. 

2022). 

 

Şekil 2.25. Öncül optimizasyon döngüsü (Kishor vd. 2022) 

2.14. Bilgisayar Destekli İlaç Tasarımı 

Genel olarak, yeni ilaçlar tesadüfi gözlemler ve analizler yoluyla bitkilerden ve 

diğer doğal kaynaklardan keşfedilmiştir. İlaç keşfi alanı son derece zorludur ve yüksek 

maliyetli altyapı ve laboratuvar olanakları gerektirir. Her ulustan insanlar, hastalıkları 

tedavi etmek ve önlemek için bitki veya hayvan kökenli ilaçlar kullanmışlardır. 

Hastalıklarla mücadele etmek, ruh halini ve bilinci değiştirmek için madde arayışı 

neredeyse yiyecek ve barınak arayışı kadar temeldir. Bitkilerden veya hayvanlardan elde 

edilen çeşitli ilaç molekülleri oldukça değerlidir, ancak modern tıp sistemindeki ilaçların 

çoğu sentetik kimya ve biyoteknoloji ürünleridir. Dolayısıyla bir ilacın, hastalıkların 

önlenmesi, tedavisi ve teşhisinde ya da biyolojik sistemlerin hedef veya işlevlerinin 

modülasyonunda kullanılan doğal veya sentetik kaynaklı bir madde olduğu söylenir. 

Dolayısıyla, genel olarak, bir ilacın biyolojik sistemleri ve süreçlerini moleküler 

düzeyden hücresel düzeye kadar etkileyen bir kimyasal olduğunu söyleyebiliriz (Huang 

vd. 2010a). Ancak, yeni ilaç moleküllerinin keşfi için kullanılan geleneksel yaklaşım 

zaman alıcı ve yüksek maliyetlidir. Bu nedenle, yeni yaklaşımlar ilaç keşfi alanındaki 

geleneksel araştırmaların sınırlamalarını aşmaktadır. Bu yaklaşım, vücutta bulunan 

moleküler hedef ile potansiyel biyoaktif bileşiğin birbiriyle doğrudan ilişkili olduğu 

düşüncesine dayalı olarak gelişmiştir. 
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Bir ilacın tasarlanması için hastalığın ve bulaşıcı süreçlerin moleküler 

mekanizmasının anlaşılması şarttır. Yapı temelli ilaç tasarımı için, moleküler bir hedefin 

araştırılması, bir hastalık süreci ve bulaşıcı bir patojen için gerekli olan ilk adımdır. Bir 

sonraki önemli adım, hedefin moleküler yapısını deneysel veya hesaplamalı yaklaşımlarla 

belirlemektir. Yapı tabanlı ilaç keşfinin başarısı, bağlanma bölgelerinde bulunan amino 

asit rezidülerinin ayrıntılı bilgileriyle birlikte doğru hedef yapısına bağlıdır ve bu da 

küçük moleküllerin veri tabanının taranması için moleküler yerleştirme programı 

tarafından daha fazla kullanılır (Kesharwani vd. 2018). 

İlaçlar tarihsel olarak tek bir biyolojik nesneyi, genellikle hedef olarak bilinen bir 

proteini, diğer biyolojik hedeflerin yanlış hedeflenmesinden kaynaklanan istenmeyen 

etkileri önlemek için yüksek seçicilikle hedeflemek üzere geliştirilmiştir. Buna 

dayanarak, çok hedefli ilaç kavramı, doğal olarak zararlı etkilerle bağlantılı olduğu için 

uzun zamandır “istenmeyen” olarak tanımlanmaktadır (Bolognesi ve Cavalli 2016; 

Ramsay vd. 2018). Buna paralel olarak, birden fazla hedefi vuran moleküllerin tek hedefe 

kıyasla daha güvenli bir profile sahip olduğu çeşitli kanıtlarla doğrulanmıştır. Bu nedenle, 

çok hedefli ilaçlar fikri, 2000 yılının başlarında ilk kez ortaya atıldığında evrim geçiren 

bir paradigmadan, 2017 yı”ının en sıcak ilaç araştırma konularından birine hızlı ve çarpıcı 

bir ilerleme kaydetmiştir (Roth vd. 2004; Ramsay vd. 2018). 

Kanser ve Alzheimer hastalığı gibi multifaktöriyel hastalıklarda, çok hedefli 

terapötiklerin bulunmasına acil ihtiyaç vardır. Alzheimer gelişimi için gerekli olan β-

amiloid bölünme enzimi (BACE-1) ve asetilkolinesteraz (AchE) ilaç için umut verici 

hedefler olarak kabul edilmektedir (Goyal vd. 2014). Aslında, ilaçlar da tedavileriyle 

birlikte ciddi yan etkilere yol açmaktadır. Bu nedenle, aynı anda birden fazla hedefi inhibe 

edebilen ve yan etkileri en aza indirebilen çoklu endikasyon tedavilerine ihtiyaç 

duyulmaktadır (Lim vd. 2019). Hastalıkların tedavisi için piyasada bazı çok hedefli ilaçlar 

mevcuttur. Nisan 2017’de onaylanan çok hedefli ilaç midostaurindir; belirli bir FLT3 gen 

varyantına sahip olan akut miyeloid lösemili yeni tanı konmuş yetişkin hastaların tedavisi 

için iyi bilinen bir çoklu kinaz inhibitörüdür. Bir çalışmada bu ilacın, protein kinaz C alfa, 

KIT, VEGFR2, WT ve PDGFR ve/veya FLT3 tirozin kinaz mutantlarının aktivitesini 

inhibe edebildiğini göstermiştir (Levis 2017; Ramsay vd. 2018). 

İlaç keşfi, küçük molekül veri tabanlarının bir reseptör üzerinde taranmasına 

dayanırken, tasarım, öncü bileşiğin terapötik olarak istenmeyen bazı yan etkilere sahip 

olması durumunda öncü bileşiğin yapısında değişiklik yapılması esasına dayanır. 

Yukarıdakilere ek olarak, kantitatif yapı-aktivite ilişkisi (QSAR), ilaç tasarım sürecinde 

tıbbi kimyacılara yardımcı olan moleküler modellemedeki bir diğer potansiyel alandır. 

Önceki yıllarda, yeni bir ilaç molekülünün tanımlanması çok karmaşık ve zaman alan bir 

süreçti. Genellikle, 5000-10.000’den fazla bileşik üzerinde çalışıldıktan sonra sadece tek 

bir ilaç molekülü piyasaya çıkmaktadır. Keşif aşamasında her bir ilacın maliyeti yaklaşık 

156 milyon dolardır. Faz I, II ve III klinik araştırma ve Gıda ve İlaç İdaresi (FDA) 

süreçlerinin maliyeti ise 75 milyon dolardır. Böylece, toplum yararına piyasaya çıkan her 

bir ilaç için toplam tutar yaklaşık 231 milyon dolar olmaktadır. Ardından, FDA onayı 

almak için de kapsamlı ve pahalı bir prosedürün izlenmesi gerekmektedir (Huang vd. 

2010a; de Ruyck vd. 2016). 

Yüksek başarısızlık seviyeleri, önemli maliyetler ve yeni ilaç tanımlama 

araştırmalarının yavaş hızı göz önüne alındığında, yaygın ve nadir hastalıkları tedavi 



KAYNAK TARAMASI                                            O. KOÇAK 

 

50 

  

etmek için “mevcut” ilaçların yeniden tasarlanması, daha kısa sürede ve uygun maliyetli 

bir şekilde ilaç geliştirmek için düşük riskli bileşiklerin kullanılmasını gerektirdiğinden 

giderek daha fazla arzu edilir hale gelmektedir. Genel olarak, ilacın yeniden 

konumlandırılmasında yaygın olarak kullanılan üç tür yaklaşım hesaplamalı, deneysel ve 

karma yaklaşımları içerir (Xue ve ark. 2018; Talevi ve Bellera 2020). 1920’lerde ilk ilaç 

yeniden konumlandırma vakası tesadüfi bir keşifti. Bir asırlık ilerlemenin ardından, ilacın 

yeniden konumlandırılması döngüsünü hızlandırmak için daha fazla strateji önerilmiştir. 

Bu senaryoda, ilaç yeniden konumlandırma verimliliğini artırmak için makine öğrenimi 

algoritmaları uygulanmıştır. Hesaplama yöntemlerinin ötesinde, hedef tarama, hücre 

deneyleri, hayvan modeli ve klinik yaklaşımlar gibi ilaçlar ve hastalıklar arasındaki 

bağlantılara dair net kanıtlar sağlayan deneysel yöntemler oluşturulmuştur. Bunlar etkili 

ve güvenilir yöntemlerdir. Son yıllarda, giderek artan sayıda araştırmacı, yeni ilaç 

endikasyonlarını belirlemek için karma yaklaşımlar olarak adlandırılan hesaplamalı ve 

deneysel yöntemleri birleştirmiştir. Biyolojik deneyler ve klinik çalışmalar, hesaplama 

yöntemlerinin bulgularını doğrulamıştır. Karma yaklaşımlar, yeniden konumlandırılmış 

ilaçların başarılı ve hızlı bir şekilde keşfedilmesi için teşvikler sağlamaktadır. Bazı 

başarılı yeniden konumlandırılmış ilaçlar Zidovudine, Minoxidil, Sildenafil, 

Thalidomide, Celecoxib, Atomoxetine, Duloxetine, Rituximab, Raloxifene, Fingolimod, 

Dapoxetine, Topiramate, Ketoconazole ve Aspirin’dir. Bununla birlikte, ele alınması 

gereken önemli teknik ve düzenleyici konular da vardır. Bu, teknoloji, iş modelleri, 

patentler, yatırım ve tüketici talepleri gibi çeşitli faktörleri içeren karmaşık bir süreçtir. 

Çeşitli tıbbi veri tabanları geliştirilmiş olsa da, büyük miktarda tıbbi veriden tam olarak 

faydalanmak için en iyi yaklaşımı seçmek hala bir zorluktur (Xue vd. 2018; Pushpakom 

vd. 2019; Talevi ve Bellera 2020). 

Moleküler modelleme, algoritmaların ve veri tabanlarının birçoğunun yeni veri 

formlarına yanıt olarak oluşturulduğu veya uyarlandığı, veri odaklı bir bilim dalıdır. 

Günümüzde bilgisayar deneyleri araştırmalarda giderek daha önemli bir rol 

oynamaktadır. Yüksek performanslı hesaplamanın ortaya çıkışı, laboratuvar deneylerini 

ve teoriyi yorumlamak için bir araç olarak in silico deneylere izin vermektedir. 

Hesaplama algoritmalarındaki ilerlemeler ve verimli yazılımların geliştirilmesi 

sayesinde, öncü bileşiklerin tanımlanması için gereken süre önemli ölçüde azalmıştır. İlaç 

keşfi ve tasarımında moleküler modellemenin farklı yaklaşımlarını vurgulayan ayrıntılı 

bir akış şeması Şekil 2.34’te gösterilmektedir. 
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Şekil 2.26. İlaç keşfi ve tasarımında moleküler modelleme yaklaşımlarının uygulanması 

(Singh 2020) 

2.15. Yapı Temelli İlaç Tasarımı 

Yapı temelli tasarım, araştırma kurumlarında ve ilaç endüstrisinde köklü bir 

geçmişe sahip olan multidisipliner ve yinelemeli bir süreçtir. Zanamivir, nelfinavir ve 

aleglitazar gibi birçok ruhsatlı ilaç ve klinik adayın keşfi ve geliştirilmesinde büyük rol 

oynamıştır. Buna karşılık, yapıya dayalı tasarım tarımsal kimya endüstrisinde nispeten 

yenidir ve şu anda piyasada bu yaklaşımın kullanımıyla doğrudan araştırılan bir ürün 

bulunmamaktadır. Bununla birlikte, yapı temelli tasarımın güçlü bir etkiye sahip olduğu 

birkaç veri tabanı ve yazılım programı bulunmaktadır (Huang vd. 2010a). Bir ilaç keşif 

programında kullanılan başlıca veri tabanı kaynakları çizelge 2.3’de listelenmiştir.  
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Çizelge 2.3. İlaç keşfinde kullanılan veri tabanları 

Veri tabanı Tanım Referans 

ZINC Moleküler yerleştirme ve sanal tarama 

için ticari olarak mevcut bileşiklerin 

ücretsiz olarak kullanılabilen bir 

veritabanıdır 

(Irwin ve 

Shoichet 

2005) 

PubChem Küçük kimyasal moleküller ve bunların 

biyolojik aktivitelerini içeren bir veri 

tabanıdır. 

(Kim vd. 

2016) 

ChemSpider İlaç keşfi için kullanılan bir kimyasal 

yapı veritabanıdır 

(Pence ve 

Williams 

2010) 

ChEMBL Çok sayıda biyoaktif bileşik için 

ADMET ve bağlanma hakkında bilgi 

içeren küçük moleküllü bir 

veritabanıdır 

(Gaulton vd. 

2011) 

DrugBank İlaçlar, hedefleri ve diğer faydalı 

bilgiler hakkında bilgi içeren kapsamlı 

bir veritabanı kaynağıdır 

(Wishart vd. 

2006) 

 

2.15.1. Hedef tanımlama 

İlaç hedefinin belirlenmesi ve doğrulanması, ilaç keşif sürecinin ilk adımıdır. Bir 

hastalığın patofizyolojisinde yerleşik bir işlevi olan bir makromoleküldür. 

Organizmalarda dört ana ilaç hedefi bulunur: reseptörler ve enzimler dahil olmak üzere 

proteinler, nükleik asitler (DNA ve RNA), karbonhidratlar ve lipid. Piyasada bulunan 

ilaçların çoğunluğu hedef olarak proteinlere yöneliktir. Ancak, birçok patojen 

genomunun kodunun çözülmesi nedeniyle, nükleik asitler gelecekte ilaç hedefi olarak 

büyük önem kazanabilir. Binlerce aday makromolekül arasından potansiyel ilaç 

hedeflerinin seçilmesi zorlu bir görevdir. Post-genomik çağda, genomik ve proteomik 

yaklaşımlar hedef belirleme için en önemli araçlardır. Ayrıca, yüksek verimli omik 

teknolojilerindeki gelişmeler, konakçı-patojen etkileşimi için büyük miktarda veri 

üretmiştir. Bu mevcut veriler, ilaç keşif programında hedef belirleme sürecini 

hızlandırmak için bilim camiası tarafından ağ ve sistem biyolojisi yaklaşımları 

aracılığıyla entegre ve analiz edilmektedir (Gashaw vd. 2012; Singh vd. 2016; Singh 

2020). 

2.15.2. Makromolekül yapının modellenmesi ve görüntülenmesi 

Daha önceki başlıklarda da belirtildiği gibi üç boyutlu yapının deneysel 

yaklaşımlarla belirlenmesi maliyetli ve zaman alan bir süreçtir. Bu nedenle, dizi 
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bilgilerini kullanarak karşılaştırmalı modelleme veya homoloji modelleme, üç boyutlu 

yapıların tahmini için doğru bir yöntemdir ve ilaç keşfi alanında çok çeşitli uygulamalar 

için uygun modeller sağlar. Hedef ve şablon yapının dizisi arasında daha yüksek bir dizi 

özdeşliği, daha güvenilir bir modelin oluşturulmasını vaat eder. Bir proteinin 3D yapısını 

bir diziden modellemek, X-ışını veya NMR doğrulanmış bir yapının yokluğunda ilaç 

tasarımı için gereklidir (Bodade vd. 2010; Hekkelman vd. 2010; Bagaria vd. 2012; Pathak 

vd. 2016). 

RasMol, PyMol, Chimera ve diğer görselleştirme araçları, makromoleküllerin 

atomik düzeyde tahmin edilen ve deneysel olarak belirlenen 3B yapılarının 

görüntülenmesinde ve analiz edilmesinde önemli bir rol oynamaktadır. Son yıllarda 

yapısal biyologlar için bilgisayar grafiklerine dayalı kullanıcı dostu simülasyon ortamları 

geliştirmek için birçok çaba sarf edilmiştir (Seeliger ve de Groot 2010; Mamgain vd. 

2018). 

2.15.3. Bağlanma bölgesi tahmini ve analizi 

Bağlanma bölgelerinin belirlenmesi basit bir iş değildir; araştırmacılar bir 

bağlanma bölgesinin seçilmesi için bazı kriterler önermişlerdir. Herhangi bir proteinin 

fonksiyonel aktivitesinin, bağlanma bölgesi cebinde bulunan yüksek oranda korunmuş 

amino asit rezidüleri kümesi tarafından yönetildiği önerilmiştir. Mevcut algoritmaların 

çoğu, protein yapılarının tamamen gözden geçirilmiş ve deneysel olarak doğrulanmış 

bilgilerini içeren PDB gibi işlevsel alan veritabanları için moleküler yüzeyin benzerlik 

aramalarına dayanmaktadır. Ayrıca, rezidülerin filogenetik profiline ve Hidden Markov 

model, destek vektör makineleri ve CASP9 gibi diğer çeşitli modellere dayanan bazı 

yöntemler de geliştirilmiştir (Lopez vd. 2009; Liu vd. 2014). 

Genel olarak, bağlanma bölgesi kalıntıları yakın akraba proteinler arasında yüksek 

oranda korunur. Bu tür bağlanma bölgesi rezidülerinin tanımlanması, tahmin edilen 

modelin homoloji için bütünlük sağlayan ve korunmuş aktif bölge rezidülerinin 

konumlandırılmasına yardımcı olan şablonlarıyla üst üste bindirilmesi yoluyla da yapılır. 

Bununla birlikte, birçok protein-ligand kompleks yapısı, ligandın bir proteinin bağlanma 

bölgesi boşluğuna bağlandığı bağlanma bölgesi için bir imza olarak halka açık veri 

tabanlarında da mevcuttur. Genellikle, araştırmacılar bağlı ligandı proteinden ayırır ve bu 

alan, deneysel olarak belirlenmiş bir kompleks yapı olduğu ve önemli sonuçlar verdiği 

için ligand yapıları kullanılarak yapılan moleküler yerleştirme çalışmaları için bağlanma 

bölgesi alanı olarak kabul edilir. Biyoinformatik alanındaki gelişmeler, tahmin edilen 

protein modelinin oyuğunda bulunan ve ilaç keşfi araştırmalarında daha fazla kullanılan 

yeni bağlanma bölgesi rezidülerini tahmin edebilen çeşitli hesaplama araçları 

sağlamaktadır (Bajorath 2015).  

2.15.4. Moleküler yerleştirme (kenetlenme) 

Yerleştirme, bir ligandın yapısını bir reseptör bağlanma bölgesinin 

gerekliliklerine tam olarak uydurmayı ve bağlanma gücünü doğru bir şekilde 

değerlendirmeyi amaçlar. Hedef protein yapısında bağlanma bölgesi bilinmediğinde, bu 

durumda, tüm protein yapısının bağlanma bölgesi alanı olarak kabul edildiği kör 

yerleştirme yararlı olurken, bağlanma bölgesi biliniyorsa, bölgeye özgü yerleştirme, 

ligand molekülünün etkileşimli doğasını tahmin etmek için yararlıdır. Genel olarak, kör 
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yerleştirme sonuçları daha az doğrudur ve sadece bağlanma bölgesi boşluğunda bulunan 

seçilmiş amino asit rezidülerini hedef aldığı için bölgeye özgü yerleştirmeye göre daha 

fazla zaman ve bellek gerektirir. Bununla birlikte, mevcut literatürün çoğunluğu, ligand 

tasarımı veya hedef tanıma ile ilgili belirli sorunların üstesinden gelmek için moleküler 

kenetlenmenin kullanıldığı vaka çalışmalarını da içermektedir (Adrian-Scotto ve 

Vasilescu 2008; Huang vd. 2010a; Yuriev ve Ramsland 2013; Pathak vd. 2016; Rana vd. 

2020). İlaç keşfinde kullanılan ve çokça atıfta bulunulan moleküler yerleştirme 

programlarının bir özeti Çizelge 2.4’de listelenmiştir. 

Çizelge 2.4. İlaç keşfinde kullanılan ve çok atıf alan moleküler yerleştirme 

programlarının bir özeti (Singh 2020) 

Programlar Açıklama Referanslar 

AutoDock Moleküler yerleştirme için 

kullanılır. Küçük bir 

molekülün 3D yapıdaki bir 

hedef proteine bağlanma 

afinitesini ve pozlarını 

tahmin eder. 

(Goodsell vd. 1996) 

AutoDock Vina Sanal tarama ve moleküler 

yerleştirme için kullanılır. 

(Trott ve Olson 2010) 

Glide Schrodinger Moleküler modelleme ve 

bilgisayar destekli ilaç 

keşfi (CADD) için eksiksiz 

bir pakettir. 

(Friesner vd. 2004) 

Hex Yerleştirme çalışmaları 

için kullanılmaktadır.  

(Ritchie 2003) 

Moleküler çalışma ortamı 

(MOE) 

Moleküler modelleme ve 

bilgisayar destekli ilaç 

keşfi (CADD) için eksiksiz 

bir pakettir. 

(Vilar vd. 2008) 

 

Yerleştirme süreci üç ana bölüme ayrılabilir: (1) ligand ve makromolekül 

hazırlığı. Bu, potansiyel ligand bölgeleri olarak yüzey temsiline ve boşluklara izin veren 

kuvvet alanlarına dayanarak yapılır; (2) yerleştirme türünün tanımlanması: katı veya 

esnek; ve (3) ligand konformasyonları için arama stratejisinin belirlenmesi: sistematik 

veya stokastiktir (Guedes vd. 2014). Moleküler yerleştirme de uygulanan farklı skorlama 

fonksiyonları ve arama algoritmaları Şekil 2.35’de vurgulanmıştır. 
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Şekil 2.27. Moleküler yerleştirmede kullanılan arama algoritmaları ve skorlama 

fonksiyonları (Singh 2020) 

Protein ve ligand seçimi ve hazırlanması her türlü hesaplama için önemli bir 

süreçtir. İlk adım, proteinin yüksek çözünürlüklü üç boyutlu bir yapısını elde etmektir. 

Bazı proteinler için, önceki docking veya yapısal çalışma raporlarına sahip yapılar 

kullanılabilir. Docking için birkaç parametre ataması şunları içerir: parametrelendirme 

yönteminin seçimi yazılıma bağlıdır; örneğin, AutoDock ve SwissDock grup içi bir 

kuvvet alanı kullanırken, MOE (25) ve LeDock (Zhang ve Zhao 2016) sırasıyla AMBER 

ve CHARMM yüklerini ve atom türlerini kullanır. Sonuç olarak, tüm docking 

hesaplamaları için aynı hazırlık protokolü kullanılmalıdır. Ligand hazırlamada ilk adım 

genellikle protein yapısından veya PDB’den (örneğin, PubChem, organik sentez veya 

sanal bileşikler gibi açık kaynaklar) çıkarılmasını veya basitleştirilmiş moleküler girdi 

satırı girişi (SMILES) formatından böyle bir molekülün oluşturulmasını veya çeşitli 

optimizasyonlar gerçekleştirerek molekülün çizilmesini içerir: ab initio veya yarı ampirik 

yöntemler kullanılarak geometri ve/veya yük atama, enerji minimizasyonu veya 

konformasyonel / totomer arama bunları içermektedir. (Wang vd. 2009; Elokely ve 

Doerksen 2013; Zhang ve Zhao 2016). 

Protein yapıları da benzer şekilde hazırlanabilir, kompleks optimizasyonu ve 

ayrıntılı parametrelerin kullanımı, sonuçları ve etkileşimlerin modellenmesini önemli 

ölçüde iyileştirir. Ligand ve protein hazırlığının ardından, bağlanma bölgesi seçilmeli ve 

sınırlandırılmalıdır. Bu adım, koordinatlar belirtilerek manuel olarak veya herhangi bir 

bağlı ligandın koordinatları kullanılarak otomatik olarak yapılabilir. Ek olarak, bazı 

programlar boşlukların veya muhtemel bağlanma bölgelerinin hesaplanmasına izin verir. 

Bu özellikle bağlanma bölgesinin bilinmediği durumlarda kullanışlıdır. Ayrıca, bazı 

programlar kör yerleştirme yeteneğine sahiptir ve arama alanı makromolekülün tamamını 

içerir. Bağlanma bölgesi haritalaması GRID metodolojisi aracılığıyla gerçekleştirilir. Bir 

çalışmada, kutu boyutunun isabetlerin belirlenmesi ve sanal tarama süresi üzerindeki 
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etkisi tanımlanmıştır. Moleküler yerleştirme için GRID’nin önceden hesaplanmasına 

ihtiyaç duyan AutoDock ve AutoDock Vina örnek olarak verilebilir (Trott ve Olson 2010; 

Feinstein ve Brylinski 2015). 

Grid (ızgara) kutusu boyutu, enerji aralığı ve tüketilebilirlik gibi farklı 

parametrelerin tanımlanması, moleküler yerleştirme yapmadan önce temel ve gerekli bir 

görevdir. Burada, ligandın bağlanma yapısını puanlamak ve doğru bir şekilde tahmin 

etmek için bağlanma bölgesi boşluğunda bulunan amino asit rezidülerine dayalı bir grid 

kutusu boyutu oluşturabiliriz. Ayrıca, özellikle AutoDock Vina’da enerji aralığını ve 

tükenebilirliği tanımlamak, iyi olasılıkla doğru konformasyonun araştırılmasında 

yardımcı olur (Trott ve Olson 2010; Mamgain vd. 2015). 

Katı molekül yerleştirme probleminde, molekülleri yerleştirme sırasında 3B 

uzamsal şeklini değiştiremeyen katı bir cisim olarak ilişkilendireceğiz, oysa esnek 

yerleştirmede moleküller reseptöre yanıt olarak tanımlanmış bir bölge içinde yeniden 

düzenleme esnekliğine sahiptir. Ligand bağlandıktan sonra, reseptördeki esneklik küçük 

yan zincir yeniden düzenlenmesinden büyük ölçekli omurga yeniden düzenlemelerine 

kadar değişebilir. Katı yerleştirme, esnek yerleştirme ve tasarımda önemli rol oynayan 

çeşitli hesaplama kavramlarının geliştirilmesine katkıda bulunur: şekil tanımlayıcıları, 

yerel minimizasyon, yumuşak potansiyeller, ızgara tabanlı enerji değerlendirmesi ve 

çoklu kopya teknikleri. 

Moleküler yerleştirme, parça tabanlı, genetik algoritma, Monte Carlo ve dinamik 

algoritmalar gibi çeşitli arama algoritmalarını içerir. FlexX, DOCK, GOLD ve iç 

koordinat mekaniği (ICM) gibi özellikle yüksek verimli kenetlenme simülasyonları için 

kullanılan bazı önemli temel araçlar vardır. Kenetlenme simülasyonlarının amaçlarına 

bağlı olarak, farklı moleküler kenetlenme prosedürleri ya katı ya da esnek kenetlenme 

yaklaşımını içerir. Etkileşim potansiyelinin yumuşatılması, Lennard-Jones potansiyelini 

içeren etkileşim parametrelerinin değiştirilmesini içerir (Honeycutt ve Andersen 1987). 

2.15.4.1. Ligand konformasyon stratejileri 

Yerleştirme algoritmaları, sistematik veya rastgele konformasyonel arama ve 

puanlama fonksiyonuna göre en uygun çözümün seçilmesini içeren ligand 

konformasyonu ve yerleştirilmesinde önemli bir rol oynar. Sistematik arama, 

konformerleri ayrı ayrı değerlendirir ve ayrıca konformasyonların kapsamlı bir 

örneklemesini ve yapısal parametrelerin bir kombinasyonunu içerir. Stokastik arama iki 

algoritma kullanarak rastgele kullanılır: Monte Carlo veya genetik algoritmalar. Her biri, 

serbestlik derecesi olarak bağ rotasyonlarına dayalı farklı konformasyonlar geliştirir. 

Bundan sonra, yapılar poz seçimi ve filtreleme için puanlama fonksiyonuna gönderilir 

(Jones vd. 1997; Liu ve Wang 1999). 

Skorlama fonksiyonları, moleküller arası etkileşimler, desolvasyon, elektrostatik 

ve entropik etkiler dahil ancak bunlarla sınırlı olmamak üzere geniş bir özellik yelpazesini 

değerlendirerek farklı çözümler arasında ayrım yapmak için kullanılır. Kuvvet alanına 

dayalı, ampirik ve bilgiye dayalı olarak sınıflandırılabilir (Wang vd. 2002). Operasyonel 

performans için, skorlama fonksiyonunun iki teorik yönü tanımlanmaktadır. Birincisi, bir 

puanlama fonksiyonunun ligand pozu manzarası içinde uygun konumda küresel bir 

ekstremuma sahip olma derecesidir. İkincisi ise ekstremumdaki fonksiyonun 
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büyüklüğünün ne derece doğru olduğudur. Bu fonksiyon, protein ve ligand arasındaki 

mutlak bağlanma afinitesini tahmin eder. İdeal bir puanlama fonksiyonu, deneysel olarak 

belirlenen bağlanma modunu en yüksek seviyede sıralayacaktır. Ligandın bağlanma 

modu belirlendikten sonra, bu etkileşim haritası daha iyi bağlanma afinitesi elde etmek 

için ligandda gereken değişiklikleri anlamak için kullanılabilir. Bu aynı zamanda ekleme 

veya uzatma, silme ve değiştirme gibi tüm modifikasyonların yerinin gösterilmesine de 

yardımcı olabilir. 

Skorlama fonksiyonu terimleri hidrofobik tamamlayıcılık, polar tamamlayıcılık 

ve entropidir. Puanlama fonksiyonunu tanımlamak için sterik puan, polar puan, polar itme 

puanı ve entropi puanı ile ilgili dört denklem kullanılır. Sterik skor ve polar skoru 

tanımlamak için kullanılan değişkenler, atomların durumu (H bağı alıcısı veya vericisi), 

yükü ve element türü ile ilgili veriler de dahil olmak üzere, çift atomlar arasındaki çift 

Van der Waals yüzey mesafesi r’ye dayanmaktadır. Hem polar hem de hidrofobik 

etkileşimler mesafeye bağlıdır ve sigmoid Gauss teriminden oluşur. Polar itme terimi, 

benzer polariteye sahip atomların birbirine yakın düzenlenmesinin kaybını hesaplar ve 

yöne göre ölçeklendirilir. Entropik terim, bağlanma sırasında ligandın kaybettiği 

rotasyonel ve translasyonel serbestlik derecelerini kodlar (Jain 1996). Skorlama 

fonksiyonunun üç farklı yaklaşımı vardır. 

Kuvvet alanı skorlama fonksiyonu, bağ esnetme, elektrostatik ve bağ dışı 

etkileşimler için parametre katkısını kullanır (Vanommeslaeghe ve Guvench 2014). Bu 

yaklaşımlar genellikle daha uzun hesaplama süreleri içerir ve mesafe kesme ihtiyacı uzun 

menzilli etkilerin doğruluğunu azaltır. Fizik ilkelerine göre kuantum mekaniği 

hesaplaması ve deneysel verilerin her ikisi de kuvvet alanı fonksiyonları ve parametreleri 

oluşturmak için gereklidir. Ligand bağlanmasında çözücü muamelesi önemli bir noktadır 

(Vanommeslaeghe vd. 2014). 

Ampirik puanlama fonksiyonları deneysel değerlerin yeniden üretilmesini içerir 

ve tahmin, çözücü tarafından erişilebilir yüzey alanı (SASA) değerindeki değişimi 

gözlemleyerek etkileşen moleküller arasındaki etkileşim sayısına dayanır. Ağırlıklı enerji 

terimleri kümesine dayalı olarak yapısal bir kompleksin bağlanma afinitesini hesaplar. 

Ampirik puanlama fonksiyonları, basit enerji terimleri nedeniyle kuvvet alanı puanlama 

fonksiyonlarına kıyasla çok daha hızlıdır. Çeşitli protein-ligand kompleksleri için 3D 

yapılar ve bağlanma afiniteleri verileri mevcuttur; bunlar, bilinen protein-ligand 

komplekslerinden bilgi madenciliği ile eğitilerek daha kesin ve genel ampirik puanlama 

fonksiyonu oluşturmak için kullanılabilir (Durham vd. 2009). 

Bilgiye dayalı puanlama fonksiyonları enerjilerden ziyade yapılar içindir; 3D 

veri tabanlarında moleküller arası temasların istatistiksel gözlemlerine dayanır. Yapı, 

bilinen reseptör-ligand komplekslerinden çift yönlü potansiyeller kullanılarak 

oluşturulur. Bilgi tabanlı puanlama fonksiyonlarında, çift yönlü potansiyeller ters 

Boltzmann ilişkisi kullanılarak yapılandırılmış bir veri tabanındaki atom çiftlerinin 

oluşma sıklığından alınır. 

2.15.4.2. Moleküler yerleştirme yaklaşımları 

Birlikte kenetlenme, ilaç keşfinin erken aşama alanında kullanılır. Bu yerleştirme, 

moleküler dinamik simülasyonu gibi önemli faktörleri içeren ve dört boyutlu yerleştirme 
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olarak da kabul edilen hesaplamalı yapı tabanlı ilaç keşfinde ilaç hedefi 

konformasyonlarının oluşturulmasına karşılık gelir. Bu tür yerleştirmenin temeli, farklı 

protein konformasyonları üzerinde çoklu yerleştirme simülasyonlarına dayanır ve protein 

esnekliği ile ilgilidir (Amaro vd. 2018). 

Konsensüs yerleştirme, dinamik bir kıyaslamadan veri seçimini ve yerleştirme 

başarı oranını artırmak için en iyi program kombinasyonlarını belirlemek üzere çoklu 

yerleştirme programlarını kullanır. Konsensüs puanlaması poz seçimini, poz 

zenginleştirmeyi, sıralama tabanlı ve kesişimi iyileştirir, ancak doğrudan birleştirilen 

puanlara bağlıdır, örneğin, aralarında güçlü bir korelasyon hata oranını artırabilir. Ayrıca, 

puanlama fonksiyonları bağlanma bölgelerinin belirli özelliklerine duyarlıdır.  

2.15.4.3. Rijit ligand ve rijit reseptörün yerleştirmesi 

Ligand ve reseptörün her ikisi de sadece üç öteleme ve üç dönme serbestlik 

derecesine sahip katı varlıklar olarak düşünüldüğünde, arama alanı oldukça kısıtlıdır. Bu 

senaryoda, ligand esnekliği, protein ve ligand arasında bir dereceye kadar atom-atom 

örtüşmesine izin vererek veya önceden hesaplanmış bir ligand konformasyonları kümesi 

kullanarak ele alınabilir. DOCK, FLOG ve FTDOCK gibi bazı protein-protein 

yerleştirme sistemlerinin ilk versiyonları, yerleştirme işlemi sırasında ligand ve reseptörü 

sert tutan bir mekanizma kullanmıştır (Still vd. 1990; Muegge ve Martin 1999). 

DOCK, bir molekülü bir reseptör bölgesine yerleştirmek için kullanılan ilk 

otomatik işlemdir ve hala da geliştirilmektedir. Ligand ve reseptör, bir klik tespit 

yaklaşımı kullanılarak üst üste bindirilebilen küre kümeleri olarak temsil edilir. Ligand-

reseptör kompleksleri geometrik ve kimyasal MA’lar kullanılarak puanlanır ve sterik 

uyum, kimyasal tamamlama ve farmakofor benzerliği dikkate alınır. Ligand esnekliğini 

hesaba katmak için, geliştirilmiş versiyonlara artımlı yapı yaklaşımı ve kapsamlı arama 

dahil edilmiştir. 

Kapsamlı arama, ligandın döndürülebilir bağlarının bir katı olan kullanıcı tanımlı 

sayıda konformeri rastgele üretir. Puanlama açısından, DOCK 6.4 artık örtük çözücü ile 

AMBER türetilmiş kuvvet alanı puanlamasını içermektedir. Ayrıca, Poisson-Boltzmann 

veya genelleştirilmiş Born ve yüzey alanı sürekli solvasyon (MM/PBSA ve MM/GBSA) 

yöntemleri gibi moleküler mekanik metodolojileri, küçük ligandların biyolojik 

makromoleküllere bağlanmasının serbest enerjisini tahmin eden kemisorpsiyonu 

belirlemek için kullanılır (Guimarães ve Mathiowetz 2010). 

FLOG, mesafe geometrisine dayalı ligand konformasyonları oluşturur ve bir 

arama tekniği kullanarak mesafe kümelerini hesaplar. Bazı esneklikler için, ligandın 25’e 

kadar belirlenmiş konformasyonu yerleştirmek için kullanılabilir. Kullanıcılar FLOG 

kullanarak ligand atomları ile ilişkilendirilmesi gereken kritik bölgeleri belirleyebilirler. 

Kritik bir etkileşim yerleştirmeden önce zaten biliniyorsa, bu yöntem kullanışlıdır. Van 

der Waals, elektrostatik, hidrojen bağı ve hidrofobik etkileşimlerin tümü, 

konformasyonlar puanlanırken dikkate alınır (Singh ve Warshel 2010). 
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2.15.4.4. Esnek ligand ve rijit reseptörün yerleştirmesi 

Hem ligand hem de reseptör, indüklenmiş uyum paradigmasını takip eden 

sistemlerde minimum enerjili mükemmel uyum kompleksi oluşturmak için 

konformasyonları değiştirdiğinden hem ligandın hem de reseptörün esnekliğini dikkate 

almak çok önemlidir. Bununla birlikte, reseptör de esnek olduğunda, maliyet çok 

yüksektir. Sonuç olarak, en tipik teknik, yerleştirme sırasında reseptörü sert tutarken 

ligandı esnek olarak değerlendirmektir; bu da aynı şekilde doğruluk ve hesaplama süresi 

arasında bir değiş tokuştur. AutoDock ve FlexX gibi neredeyse tüm docking uygulamaları 

bu konsepti benimsemiştir (Bron ve Kerbosch 1973; Meng vd. 1992; Gabb vd. 1997). 

Reseptörü sert tutarken ligand esnekliğini taklit etmek için AutoDock 3.0 Monte Carlo 

simüle tavlama, evrimsel, genetik ve Lamarckian genetik algoritma (LGA) yaklaşımlarını 

kullanır. Puanlama fonksiyonunu hesaplamak için van der Waals, hidrojen bağı, 

elektrostatik etkileşimler, konformasyonel entropi ve desolvasyon bileşenlerini içeren 

AMBER kuvvet alanı kullanılır. Her bir terimi ağırlıklandırmak için deneysel verilerden 

elde edilen ampirik bir ölçeklendirme faktörü kullanılır. AutoDock 4.0, yan zincirlerin 

kaymasını sağlayarak reseptör esnekliğini modelleyebilir. AutoDock’un bu sürümünde, 

protein-protein kenetlenmesinin etkileşimi de test edilebilir (Boehm vd. 2000; Doman vd. 

2002; Kirton vd. 2005; Meng vd. 2009). Moleküler yerleştirme ve sanal tarama için 

AutoDock Vina’nın en son sürümü kısa süre önce yayınlanmıştır. AutoDock 4 için bir 

eğitim seti olarak kullanılan 190 reseptör-ligand kompleksini yeniden yerleştirerek, 

AutoDock Vina docking hızında iki dereceli üstel bir artış ve bağlanma modu tahmin 

doğruluğunda önemli bir gelişme göstermiştir (Shoichet vd. 1999). FlexX, artımlı bir inşa 

yaklaşımı kullanarak ligand konformasyonlarını örnekler. Ligand ve protein arasındaki 

hidrojen bağı eşleşmeleri ile metal ve aromatik halka etkileşimleri eşleştirilerek baz 

parçası aktif bölgeye yerleştirilir. Kalan bileşenler daha sonra yapıyı tamamlamak için 

önceden ayarlanmış bir dizi döndürülebilir burulma açısı doğrultusunda aşamalı olarak 

inşa edilir. Elektrostatik etkileşimler, yönlü hidrojen bağları, rotasyonel entropi ve 

aromatik ve lipofilik etkileşimlerin tümü mevcut baskıya dahil edilmiştir. Grup tipleri ve 

geometrisi atanırken fonksiyonel gruplar arasındaki ilişkiler de dikkate alınmaktadır 

(Lorber ve Shoichet 1998). 

2.15.4.5. Esnek ligand ve esnek reseptörün yerleştirmesi 

Esnek kenetlenmede, ligand ve reseptörün kenetlenmesi, proteinin içsel 

hareketliliği ve ligand bağlanma afinitesi nedeniyle zor bir görevdir. MD simülasyonları 

teorik olarak ligand-reseptör kombinasyonundaki tüm serbestlik derecelerini 

modelleyebilir. Ancak MD, yetersiz örnekleme sorununa sahiptir. Diğer bir engel de 

yöntemin yüksek hesaplama maliyetidir ve bu da büyük ölçekli kimyasal veri tabanı 

taramasında bu yaklaşımın kullanılmasını engeller (Freymann vd. 2000). Konformer 

seçimi ve konformasyonel indüksiyon dahil olmak üzere çeşitli teorik modeller, tarihsel 

olarak indüklenen uyumun yanı sıra esnek ligand-protein bağlanma sürecini göstermek 

için sunulmuştur. Konformer seçimi, bir ligandın çeşitli protein konformasyonları 

arasından uygun bir konformasyonu seçtiği bir süreci ifade ederken, konformasyonel 

indüksiyon, ligandın proteini bağlanmamış durumda kendiliğinden benimsemeyeceği bir 

konformasyonu benimsemeye teşvik ettiği bir süreci tanımlar. Bu konformasyonel 

değişiklik bazen proteinin kısmi olarak yeniden katlanmasıyla karşılaştırılır (Su vd. 

2001). En temel olanı, reseptör ve ligand arasında bir miktar atomdan atoma örtüşmeye 

izin vermek için puanlama fonksiyonundaki van der Waals itme enerjisi terimini düşüren 
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“yumuşak yerleştirme “dir. Bu strateji çok yönlülükten yoksun olabilir. Bununla birlikte, 

reseptör koordinatları sabit olduğu ve van der Waals parametreleri kolayca 

ayarlanabildiği için hesaplama verimliliği avantajına sahiptir. Yan zincir esnekliği ile 

başa çıkmak için AutoDock 4 eşzamanlı örnekleme tekniğini kullanır. Kullanıcılar 

reseptörün birden fazla yan zincirini seçebilir ve aynı yöntemleri kullanarak bunları bir 

ligand ile eşzamanlı olarak örnekleyebilir. Örnekleme sırasında, reseptörün diğer 

kısımları kesinlikle bir ızgara enerji haritası kullanılarak ele alınır. Izgara enerji haritaları, 

reseptör enerji bilgilerini tutmak ve ligand-reseptör etkileşim enerji hesaplamalarını 

kolaylaştırmak için oluşturulmuştur (Gschwend ve Kuntz 1996). Protein esnekliği ile 

başa çıkmak için bir başka yaklaşım, konformer seçim teorisine karşılık gelen bir protein 

konformasyonları topluluğu kullanmaktır. Tek bir katı protein konformasyonuna 

yerleştirmek yerine, bir ligand bir dizi sert protein konformasyonuna yerleştirilir ve 

sonuçlar tercih edilen yöntem kullanılarak birleştirilir. Bu yöntem ilk olarak bir grubun 

ortalama potansiyel enerji ızgarasını oluşturan DOCK’ta kullanılmış ve o zamandan beri 

çeşitli programlarda genişletilmiştir. Ayrık protein konformasyonları, bir ligandın 

kademeli olarak oluşturulması sırasında kombinatoryal bir yaklaşımla örneklenir. Ligand 

ve her bir alternatifin karşılaştırılmasına dayanarak, en yüksek puan alan protein yapısı 

seçilir. 

Çok fazla serbestlik derecesi olduğundan ve çözücünün bağlanma ilişkisi 

üzerindeki etkisi hakkında çok az bilgi olduğundan, bir ligand-protein kompleksindeki 

moleküller arası etkileşimleri modellemek zordur. Bir ligandın bir bağlanma bölgesine 

yerleştirilmesi, mümkün olan en kısa yolu izleyerek ligand ve reseptörü arasındaki 

etkileşimin doğal seyrini taklit etmeye çalışır. Katı ligandları katı reseptörlerle ve esnek 

ligandları katı reseptörlerle yerleştirmek için basit yollar olmasına rağmen, konformal 

olarak esnek ligandları ve reseptörleri yerleştirmek daha zordur. Makromoleküler 

reseptörler ve küçük ilaç moleküllerinin etkileşimi, düzenleyici sistemler, ilaç 

farmakolojisi, tehlikeli yan etkiler ve diğer süreçlerde çok önemli bir aşamadır. 

SBDD’de protein-ligand veya protein-protein bağlanma bölgelerinin yapısından 

yararlanılır, ancak bölge her zaman başlangıçta bilinmez. Bölge tanımlanmış olsa bile, 

araştırmacılar farklı biyolojik etkilere veya yeni bir ilaç sınıfına yol açabilecek diğer 

potansiyel bağlanma bölgelerini aramak isteyebilirler. Lead optimizasyonunda, bilinen 

bağlayıcıların veya yerleştirme isabetlerinin reseptörün tamamlayıcılığını ne kadar yerine 

getirdiğini veya ihlal ettiğini bilmek de kritik öneme sahiptir. Moleküler modellemenin 

bir bileşeni, modellerin fiziksel temelini tanımlamak için klasik/Newton mekaniğinin 

kullanılmasını ifade eden moleküler mekaniktir. Çoğu moleküler modelde atomlar 

(çekirdek ve elektronların birleşimi) kütleli noktasal yükler olarak tanımlanır. Yay 

benzeri etkileşimler (kimyasal bağları temsil eder) ve Van der Waals kuvvetleri yakındaki 

atomlar arasındaki etkileşimleri tanımlar. Lennard-Jones potansiyeli genellikle Van der 

Waals kuvvetlerini karakterize etmek için kullanılır. Elektrostatik etkileşimleri 

hesaplamak için Coulomb yasası kullanılır. Atomlara Kartezyen uzayda veya iç 

koordinatlarda koordinatlar verilir ve dinamik simülasyonlarda bunlara hızlar da 

verilebilir. Atomik hızlar sistemin sıcaklığı (60akroskobik bir miktar) ile orantılıdır. 

Potansiyel fonksiyon, potansiyel ve kinetik enerjilerin (termodinamik bir büyüklük) 

toplamına eşit olan sistemin iç enerjisiyle ilgili matematiksel bir ifadedir. Enerji azaltma 

teknikleri (örneğin, en dik iniş ve eşlenik gradyan) potansiyel enerjiyi azaltmak için 

kullanılırken, moleküler dinamik yöntemleri zaman yayılımlı bir sistemin davranışını 
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tahmin etmek için kullanılır (Bytheway ve Cochran 2004; Friesner vd. 2004; Halgren vd. 

2004; Kellenberger vd. 2004; Klon vd. 2004a; Klon vd. 2004b; Perola vd. 2004; Ruddat 

vd. 2004; Kontoyianni vd. 2005; Krovat vd. 2005).  

Daha önce de belirtildiği gibi, moleküler yerleştirmenin ilaç tasarımındaki rolü iki 

paradigmaya ayrılmıştır: biri reseptör hakkında ayrıntılı 3D yapısal bilginin yokluğunda 

rasyonelleştirmeye çalışan yapı-aktivite problemine odaklanırken, diğeri yeni ilaçlar 

tasarlamak için terapötik hedefin bilinen 3D yapısını kullanan reseptör-ligand 

kompleksinde görülen etkileşimi anlamaya odaklanmıştır. Küçük moleküllü bir ligand ile 

bir enzim proteini arasındaki bağlanma ilişkisi, enzimin aktive olmasına veya inhibe 

olmasına neden olabilir. Ligand bağlanması, protein bir reseptör ise agonizme veya 

antagonizme neden olabilir. Yerleştirmenin en yaygın uygulaması ilaç tasarımı 

alanındadır. İlaçların çoğu küçük organik bileşiklerdir ve yerleştirme aşağıdaki gibi 

uygulanabilir, 

İsabet tanımlama: Bir puanlama algoritması ile eşleştirilmiş yerleştirme, isabet 

tanımlama kullanılarak olası ilaçların geniş veri tabanlarını hızlı bir şekilde taramak için 

kullanılabilir. in silico ilgilenilen bir protein hedefine bağlanma olasılığı olan bileşikleri 

bulmak için (sanal tarama). De kullanılabilir. 

Lead optimizasyonu: Yerleştirme, bir ligandın göreceli yönelim (bağlanma modu 

veya pozu olarak da adlandırılır) açısından bir proteine bağlanıp bağlanmayacağını ve 

nerede bağlanacağını tahmin etmek için kullanılabilir. Bu bilgi, daha güçlü ve seçici 

analoglar oluşturmak için kullanılabilir. 

Biyoremediasyon: Protein ligand yerleştirme, enzimlerin hangi kirleticileri 

sindirebileceğini tahmin etmek için kullanılabilir. 

Moleküler yerleştirme sadece güçlü bileşiklerin tasarımına katkıda bulunmakla 

kalmaz, aynı zamanda laboratuvardan kliniğe yeni ilaçların geliştirilmesinde çeşitli 

adımlara yardımcı olur. Antikanser ajanları olarak timidilat sentetaz inhibitörlerinin, 

antiviral ajanlar olarak HIV proteaz inhibitörlerinin, amfizem ajanları olarak nötrofil 

elastaz inhibitörlerinin, antiglucoma ajanları olarak karbonik anhidraz inhibitörlerinin 

tasarımı ve yeni tatlandırıcı-tat reseptör modellerinin keşfinde moleküler modellemenin 

katkısına birkaç örnek olarak verilebilir (Schulz-Gasch ve Stahl 2003; Wu vd. 2003; 

Kontoyianni vd. 2004). 

2.15.4.6. Moleküler yerleştirmenin doğrulaması 

Moleküler kenetlenmeyi doğrulamak için çeşitli yöntemler yayınlanmıştır. 

Yaygın olarak kullanılan bir yaklaşım, genellikle bir eş-kristal yapıdan, hedefin aktif 

bölgesine bilinen bir konformasyon ve oryantasyona sahip bir bileşiği yeniden 

yerleştirmek için yerleştirme programlarının kullanıldığı poz seçimidir. Bilinen 

konformasyondan (ligandın boyutuna bağlı olarak genellikle 1.5 veya 2 Å) önceden 

seçilmiş bir RMSD değerinin altında pozlar döndürebilen programlar iyi olarak kabul 

edilir. Poz seçimine daha sonra, mevcut puanlama fonksiyonlarından hangisinin pozları 

RMSD değerlerine göre en doğru şekilde sıraladığını analiz etmek için puanlama ve 

sıralama eşlik eder. 



KAYNAK TARAMASI                                            O. KOÇAK 

 

62 

  

Bir başka doğrulama stratejisi de etkinliği bilinen bileşiklerle hedefe karşı 

“tohumlanmış” inaktif veya inaktif olduğundan şüphelenilen bileşiklerden oluşan bir yem 

setini kenetlemektir. Zenginleştirme, yerleştirilen yem setinin puanlara göre 

sıralanmasından sonra ölçülebilir ve zenginleştirme grafikleri veya alıcı işletim 

karakteristiği (ROC) eğrileri çizilebilir. ROC eğrileri, belirli bir yerleştirme/skorlama 

kombinasyonunun özgüllüğe karşı hassasiyetini haritalandırır ve karşılaştırma için 

eğrinin altındaki alan belirlenebilir. Bu yaklaşımlar bize yerleştirme sonuçlarının 

doğrulanması için inanılmaz bir fırsat sunmaktadır (Jain 2008; Hevener vd. 2009). 

2.15.4.7. Yerleştirme sonuçlarının analizi 

Moleküler yerleştirme çalışmasından elde edilen kenetlenmiş kompleks yapısının 

analizi, 2D veya 3D moleküler modelleme araçları kullanılarak protein-ligand 

etkileşiminin atomik düzeyde görselleştirilmesi için temel görevlerden biridir. Bu 

analizde, ligandın farklı bir fonksiyonel grubu ile proteinin bağlanma bölgesinde bulunan 

amino asit rezidüleri arasında oluşan hidrojen bağlarının sayısı ve bağ uzunlukları 

belirlenmektedir, çünkü hidrojen bağı protein-ligand etkileşiminde önemli bir rol oynar 

(Singh ve Dwivedi 2016). Ayrıca, hidrofobik ve katyon-pi etkileşimi de analiz 

edilebilmektedir. Bu analiz, araştırmacının en iyi etkileşime giren ligandı seçmesini 

kolaylaştırır çünkü bazı durumlarda iki veya daha fazla ligandın bağlanma enerjisi aynıdır 

ancak etkileşime giren amino asit rezidülerinin sayısı daha az veya daha fazladır. Bu 

nedenle, böyle bir durumda, genellikle etkileşen amino asit rezidü sayıları açısından 

hedefle daha fazla etkileşime sahip ligand seçilir. PyMOL ve Chimera, moleküler 

kenetlenme sırasında oluşturulan ligandın farklı pozlarını seçerek ve etkileşimli rezidüleri 

3D olarak görselleştirerek yerleştirme sonuçlarının analizinde yaygın olarak kabul gören 

araçlardır (Mamgain vd. 2015; Singh ve Dwivedi 2016; Pathak vd. 2018; Rana vd. 2020). 

2.15.4.8. Yerleştirme algoritmalarının sınırlamaları ve geleceği 

X-ışınları ile belirlenen çeşitli protein-ligand kompleksleri veri tabanlarında 

mevcuttur ve bu da yerleştirmenin puanlama işlevini büyük ölçüde geliştirmiştir. Yine 

de, yerleştirme ile doğru bir poz oluşturmak zordur. Protein-ligand kompleksi arasındaki 

farklı etkileşim türlerini ölçmek ve anlamak için çok sayıda yerleştirme aracı 

geliştirilmiştir. Farklı yerleştirme araçlarının doğruluğu karşılaştırılmıştır ve 

yerleştirmenin puanlama fonksiyonunu iyileştirme şansı hala mevcuttur. Farklı 

yerleştirme araçları, protein-ligand kompleksinin bağlanma enerjisinin farklı değerlerini 

tahmin eder. Enerji minimizasyon algoritmaları da bu puanlama fonksiyonlarına dayanır. 

Bu nedenle, bir ligandın doğru bağlanma modunu ve sıralamasını elde etmek için doğru 

ve hassas bir puanlama fonksiyonu gereklidir. Ayrıca, hibrit bir algoritma, algoritmaların 

kombinasyonunu kullandığı için protein-ligand yerleştirme probleminin üstesinden 

gelmek için daha etkili kabul edilir (Singh 2014; Guan vd. 2018). 

2.15.4.9. Yerleştirme alanındaki önemli gelişmeler 

Bir hastalıktan sorumlu proteine bağlanabilen küçük bir molekül, yeni kavram 

keşfi sürecinin tamamının ana adımıdır. Böyle bir tasarımın etkinliğini artırmak için 

atomistik bilgisayar modellemesi önemli ölçüde işe yarayabilir. Hedef proteine bağlanma 

serbest enerjisinin hesaplanmasındaki doğruluk, bu tür modellemenin en önemli 

sorunudur. Birkaç önemli ve iyi bilinen geleneksel yerleştirme programı göz önünde 
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bulundurulmaktadır. Arama yöntemleri, küresel optimizasyonla ilgili problemlere 

dayanmaktadır. Bu problemi çözmek için farklı algoritmalar kullanılmaktadır ve sezgisel 

genetik algoritma, ayrıntılı tasarımı ve diğer algoritmalar arasındaki popülerliği ile ayırt 

edilmekte ve kabul görmektedir. Son zamanlarda, yeni nesil yerleştirme programları 

geliştirilmiştir. Bir ligand-protein kompleksinin düşük enerji minima spektrumu tespit 

edilebilmektedir. Bunlar daha doğru programlar olmalıdır çünkü ligand-protein etkileşim 

potansiyellerinin önceden hesaplanmış bir ızgarasını kullanmazlar. Tasarlanan yeni 

yerleştirme algoritmaları ve çok yönlü aktif bir ligandı, çevreleyen enerji minimum 

aramasının altındaki birçok düzine hareketli atomla çok yönlü aktif bir proteine 

yerleştirerek çalışırlar. Bu tür yerleştirme algoritmaları yerleştirmede ligand 

konumlandırmasının doğruluğunu artırır. Kuantum kimyası yöntemlerindeki ilerleme, 

yerleştirmenin doğruluğunu artırmıştır. Örtük çözücü modelleri ve kuantum-kimyasal 

yöntemler de dahil olmak üzere moleküler enerji hesaplamalarında ve ayrıca ligandların 

esnekliği ve protein atomlarının hareketliliğinde çok fazla ilerleme kaydedilmiştir 

(Sulimov vd. 2019). 

2.16. Ligand Temelli Dizayn 

Ligand bazlı ilaç tasarımı alternatif bir protokoldür ve hedef proteinin yapısı 

bilinmediğinde veya mevcut modelleme yöntemleriyle tahmin edilemediğinde muazzam 

bir rol oynar. Ligandın aktivitesini yapısal bilgilerle ilişkilendirmek için istatistiksel 

yöntemler kullanır (Huang vd. 2010a).  

2.16.1. Farmakor modelleme 

Farmakofor haritalama, hedef reseptörün temel bilgileri olmadan ilaç tasarlama 

programındaki gerçek bileşenlerden biridir. İlk başta öncü bileşiklerin tanımlanmasında 

kullanılan bu araç artık öncü optimizasyonuna kadar uzanmaktadır. Lead optimizasyonu, 

bir ilaç adayının ilk lead bileşiği arandıktan sonra tasarlandığı mekanizmadır. Yöntem, 

ilacın kimyasal yapı ve davranışının hedefler ve metabolizması ile etkileşim açısından 

nasıl ilişkili olduğuna dair bir resim oluşturmaktır. Ayrıca ilacın varsayılan yinelemeli 

sentez ve karakterizasyon turlarını içerir (Bauer ve Stockwell 2008). 

Farmakoforik özellikler, kimyasal bileşik veri tabanlarından (öncü moleküllerin 

keşfi) potansiyel öncüleri aramak ve almak aynı zamanda, kesin özelliklere sahip 

moleküller tasarlamak için (öncü optimizasyonu) bir sorgu parametresi olarak 

kullanılabilir. Ayrıca farmakofor parmak izlerini kullanarak bileşiklerin 

karşılaştırılabilirliğini ve çeşitliliğini değerlendirir. Aynı şekilde, bileşikleri 3D 

düzenlemeye bağlı olarak hizalamak veya öngörülü 3D QSAR modelleri oluşturmak için 

de kullanılabilir (Bauer ve Stockwell 2008; Huang vd. 2010a). 

2.16.2. Kantitatif yapı-aktivite ilişkisi (QSAR) 

Kantitatif yapı-aktivite ilişkisi (QSAR), ilaç tasarımında kimyasal bileşiklerin 

biyolojik aktivitesini tahmin etmek için kullanılan bir yaklaşımdır. Bileşik yapıları ile 

bunlara karşılık gelen biyolojik davranışlar arasındaki ilişkiyi bulmak için istatistiksel ve 

matematiksel araçlar kullanır. Bu nedenle QSAR modeli, bir ilacın biyolojik özelliklerini 

tahmin etmek için yapısal parametreler kullanılarak oluşturulur. İki boyutlu QSAR (2D-

QSAR), çoklu regresyon analizi kullanarak moleküler biyolojik aktiviteyi yorumlamak 
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için sterik, elektrostatik, hidrofobiklik ve geometrik davranış gibi tanımlayıcıların 2 

boyutlu yapısal özelliklerini kullanır. 2D-QSAR teknikleri, fizikokimyasal özellikler ile 

3D uzamsal düzenleme ve biyolojik aktiviteler arasındaki korelasyonu doğru bir şekilde 

açıklayamamaktadır. Bu nedenle, son zamanlarda, 2D QSAR’ın sınırlamasının 

üstesinden gelmek için 3D-QSAR yaklaşımları tanıtılmıştır. Son yıllarda çok boyutlu 

QSAR kavramı ortaya atılmıştır. Kimyasal moleküllerin biyolojik özelliklerinin tahmin 

edilmesinde daha kullanışlıdır. HQSAR, G-QSAR, MIA-QSAR ve çoklu hedef QSAR’ı 

içerir. Bu yaklaşımlar ilaç keşif programında dikkate değer bir başarı elde etmiştir. 

Karşılaştırmalı moleküler alan analizi (CoMFA) ve karşılaştırmalı moleküler benzerlik 

indeksleri analizi (CoMSIA) ilaç moleküllerinin tasarlanmasında kullanılan en önemli iki 

yöntemdir (Clayton ve Purcell 1969; Huang vd. 2010a; Singh vd. 2013; Wang vd. 2017). 

2.16.2.1. CoMFA 

CoMFA tekniği, küçük bir molekülün biyolojik aktivitesinin moleküler alanlara 

bağlı olduğu kavramına dayanmaktadır. Sterik ve elektrostatik alanları hesaplamak için 

sırasıyla Lennard-Jones ve Coulombic potansiyelini kullanır. Her iki potansiyel 

fonksiyon da molekülün van der Waals yüzeyinin yakınında önemli ölçüde değişir ve bu 

da genellikle kesme değerleri gerektirir. Ek olarak, ligandlar enerji hesaplanmadan önce 

hizalanmalıdır, ancak üst üste bindirilmiş bileşiklerin yönelimi ızgarayla ilişkilidir. 

CoMFA sonuçlarında önemli değişikliklere neden olabilir. Ayrıca, aynı PLS analizinde 

her iki alanı da belirlemek için sterik alana bir ölçeklendirme faktörü eklenmelidir 

(Cramer vd. 1989; Huang vd. 2010a). 

2.16.2.2. CoMSIA 

CoMSIA tekniği yakın zamanda CoMFA’ya ek olarak geliştirilmiştir. Bu teknik 

sterik, hidrofobik, elektrostatik, hidrojen bağı donörleri ve hidrojen bağı alıcılarını içeren 

ekstra alan özelliklerini içerir. Bu teknik, bileşiklerin hizalanmasına, 3D yönelimlerine 

duyarlı değildir. Ayrıca, geliştirilmiş fonksiyonel algoritma van der Waals yüzeyine olan 

göreceli mesafeden daha az etkilenir. Bu nedenle, bu model CoMFA’ya kıyasla daha 

kesin ve doğrudur (Klebe vd. 1994; Huang vd. 2010a). 

2.17. ADMET Tahmini ve Analizi 

ADMET, herhangi bir ilaç keşif programındaki temel adımlardan biridir çünkü 

deneysel çalışmalara geçmeden önce öncü moleküllerin farmakokinetiğini (ADME, yani 

Emilim, Dağılım, Metabolizma ve Atılım) ve farmakodinamiğini, yani toksisitesini (T) 

öngörmeyi sağlar. Bu nedenle deneysel maliyet, zaman ve ilaç başarısızlığı riskini azaltır. 

Literatür çalışmaları, zayıf farmakokinetik ve farmakodinamiğin maliyetli ve geç aşama 

ilaç geliştirme başarısızlıklarının ana nedenleri olduğunu göstermiştir ve bilgisayar 

tabanlı ADMET tahmininin in vitro ve in vivo çalışmalara gitmeden önce ilaç keşif 

programında dikkate alınması gerektiği yaygın olarak kabul edilmektedir. Şu anda 

Lipinski kuralı ve polar yüzey alanı (2D), polarize edilebilirlik, van der Waals yüzey 

alanı, kırıcılık vb. gibi diğer bazı temel tanımlayıcılarla sınırlıdır. Kombinatoryal kimya 

ve yüksek verimli taramadaki gelişmeler, ADMET ile ilgili erken verilerin referans olarak 

mevcut olduğu küçük moleküllerin sayısını büyük ölçüde artırmıştır. Ayrıca, ADMET 

araçlarının doğruluğu, yeni ilke tanımlayıcıları dahil edilerek ve gelişmiş algoritmaların 

uygulanmasıyla geliştirilen hesaplama araçlarının kullanılmasıyla geliştirilebilir, 
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herhangi bir molekülün en ilgili farmakokinetik ve farmakodinamik bilgileri, yeni ilaç 

benzeri bileşiklerin maliyet etkin bir şekilde tanımlanması için ilaç keşif sürecini 

hızlandırmak üzere modellenebilir (Pathak vd. 2018). 

2.18. Moleküler Dinamik Simülasyon 

Bugüne kadar, detaylı biyomoleküler konformasyonel dinamikleri in vitro olarak 

doğru bir şekilde tahmin etmek mümkün değildir. X-ışını kristalografisi, NMR ve kriyo-

EM yöntemleri gibi teknikler yapısal biyolojide çığır açmıştır. Yine de mevcut protein 

dizilerinin sayısı ile protein yapıları arasında büyük bir uçurum vardır. UniProtKB’nin 

13/09/2023 tarihli son sürümünde 206.173.379 protein dizisi bulunurken, protein veri 

bankasında (PDB) 24/10/2023 tarihinde yalnızca 210.836 protein yapısı bulunmaktadır; 

bu da toplam dizilerin yalnızca küçük bir kısmının bilinen yapılara sahip olduğunu 

göstermektedir (Burley vd. 2022; Consortium 2022). 

Çoğu deneysel yöntem, proteinlerin yapısal bilgilerini statik biçimde sağlarken, 

pratikte proteinler oldukça dinamiktir. Moleküler yerleştirme yalnızca statik bir poz 

sağlar ve protein-ligand kompleksinin dinamiklerini gösteremez. Biyolojik sistemlerin 

dinamik davranışlarının tahmin edilmesine ek olarak, MD simülasyonları moleküllerin 

kinetik davranışlarını ve atomik seviyedeki birleşimlerini keşfetmeye de yardımcı 

olabilir. Proteinlerdeki konformasyonel dinamikler hem büyüklük hem de zaman 

ölçeğinde geniş aralıkları kapsar ve konformasyonel değişiklikler nedeniyle proteinler 

taşıyıcılar, sinyal molekülleri, sensörler ve mekanik efektörler gibi çeşitli şekillerde işlev 

görebilir ve ayrıca konformasyonel değişiklikler yoluyla substrat, ilaçlar ve hormonlarla 

etkileşime girebilir. Protein konformasyonlarındaki yapısal dinamikler hızlıdır, 10-12 s ile 

105 s arasındaki zaman ölçeğinde 10-11 ila 10-6 m arasında bir büyüklüğü kapsar. Yerel 

hareketler: ilmek ve yan zincir hareketlerinin tamamlanması 10-15 sn ila 10-1 sn sürerken, 

sarmal, alan (menteşe bükme) ve alt birim hareketleri 10-9 sn ila 1 sn sürer. Sarmal-bobin 

geçişleri, birleşme/ayrışma ve katlanma/çözülme gibi süreçler büyük ölçekli hareketler 

kapsamına girer ve tamamlanması 10-7 sn ila 104 sn sürebilir. Pratikte, çok kısa bir sürede 

gerçekleştikleri için bu tür değişiklikleri incelemek zordur, ancak in vivo koşullara 

hesaplamalı olarak benzetilerek bu süreçler incelenebilir, görselleştirilebilir ve analiz 

edilebilir (Boehr vd. 2006; Dror vd. 2012; Krishnamoorthy 2012; Vögeli vd. 2012; Wolf 

ve Kirschner 2013; Mamgain vd. 2015; Pandey vd. 2017; Sonkar vd. 2017; Rajendran 

vd. 2018; Shukla vd. 2018a; Shukla vd. 2018b; Kalita vd. 2019). 

MD simülasyonunda, bir molekül yaylarla (bağlar) birbirine bağlanmış bir dizi 

yüklü nokta (atom) olarak düşünülür. MD Simülasyon, bağ uzunluklarının, bağ açılarının, 

burulmaların ve ayrıca atomlar arasındaki bağ olmayan etkileşimlerin zaman içindeki 

gelişimini tanımlamak için kuvvet alanı kullanır. MD simülasyonunda, protein ve su 

molekülleri kullanılarak in vivo benzeri bir ortam oluşturulur. Protein ve su atomları kısa 

bir zaman adımıyla (fs zaman süresinde) hareket eder, burada her atomun kuvvetleri 

hesaplanır ve bir kuvvet alanı kullanılarak bir dosyaya yazılır. Bu kuvvet alanı, 

denklemlerin ve ilgili sabitlerin bir koleksiyonudur ve bağlı ve bağlı olmayan potansiyel 

terimleri ile potansiyel enerji fonksiyonlarını içerir. Moleküler geometriyi ve test 

yapılarının seçilmiş özelliklerini yeniden üretir. Cammon ve arkadaşları biyolojik 

makromoleküllerin ilk MD simülasyonunu 1977 yılında sığır pankreatik tripsin 

inhibitörleri için 9.2 ps’de gerçekleştirmiştir. MD simülasyonlarındaki ilerlemelerden 

önce, hidrojen bağı değişimi gibi deneysel gözlemler zaten çalışılmıştı. Termal faktörün 
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(B) proteinlerin iç hareketlerindeki rolü o zamana kadar araştırılmıştır (Jeremy Smith ve 

ark. 1986; Brunger ve ark. 1985; Brooks ve Karplus 1983). MD simülasyon verilerinden, 

temel bileşenleri (PC’ler) çıkarıp hesaplayabilir ve analizini gerçekleştirebiliriz. 

Hesaplanan PC’ler, konformasyon topluluğu ile toplam dalgalanmaya katkılarına göre 

düzenlenmiştir. Küresel ve ilişkili hareketler hesaplanan veriler kullanılarak tahmin 

edilebilir. MD simülasyonu ayrıca makromoleküllerin konformasyonel esnekliğinin yanı 

sıra floresan depolarizasyonunun analizi, NMR parametrelerinin dinamiği ve çözücü ve 

sıcaklığın protein stabilitesi üzerindeki etkisi gibi deneysel sonuçların anlaşılmasında da 

bilgi sağlar (Berger ve Linderstrom-Lang 1957; Brooks ve Karplus 1983; Harvey vd. 

1984; Brünger vd. 1985; Nilsson vd. 1986; Brünger vd. 1987; Frauenfelder vd. 1987; 

Smith vd. 1990; Wolf ve Kirschner 2013; David ve Jacobs 2014). 

2.18.1. MD simülasyonun prensibi 

MD simülasyonunun altında yatan prensip Newton’un moleküler mekanik 

yasasına dayanmaktadır. Biyomoleküler dinamiklerin hesaplamalı çalışması için, MD 

simülasyonu en önemli yerleşik tekniktir. MD simülasyonunda, atomlar ve moleküller 

arasındaki etkileşim, bilinen fiziksel özelliklerin yaklaşımları ile bir zaman periyodu için 

incelenir. Günümüzde biyomoleküllerin simülasyonunda önemli ilerlemeler 

kaydedilmiştir. Artık atomların hareketini, residülerin yan zincir konformasyonunu 

inceleyebiliyor, bir proteindeki ikincil yapıyı ve etki alanlarını, ayrıca nükleik asitlerin ve 

lipit membranların bağlanma modelini tahmin edebiliyoruz. Sistemlerin bağlanma serbest 

enerjisi ve konformasyonel değişimleri, istatistiksel mekaniğe dayandıkları için MD 

simülasyonu ile de tahmin edilebilmektedir. Bu nedenle MD simülasyonu ilaç tasarımı 

alanında da kullanılmaktadır. Kuvvet alanı kullanılarak, atomun yeni konumunu 

tanımlamak için parçacıkların yer değiştirmesi ve her zaman adımındaki enerji değerleri 

hesaplanır. Bağlanmış (açılar ve atom bağları) ve bağlanmamış katkılar, klasik MD 

simülasyonunda bir enerji fonksiyonu olarak kuvvet alanına dahil edilir (Şekil 2.37) 

(Levitt ve Warshel 1975; Karplus ve Kuriyan 2005; Adcock ve McCammon 2006; Paquet 

ve Viktor 2015; Perilla vd. 2015). 
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Şekil 2.28. Bağlanmış ve bağlanmamış etkileşimleri temsil eden bir kuvvet 

alanının bileşenleri (Singh 2020) 

Daha sonraki katkılar esas olarak Lennard-Jones 6-potansiyeli (Jones 1924) 

tarafından inşa edilen van der Waals etkileşimi tarafından yapılır. Elektrostatik 

etkileşimin hesaplanması için Coulomb yasası kullanılır (Cornell vd. 1995). Monte Carlo 

(MC) simülasyonları, Langevin dinamikleri ve MD'yi içeren çeşitli algoritmalar, ilgili 

özellikleri ve avantajları ile birlikte rapor edilmiştir (Adcock ve McCammon 2006). 

Tasarlanan kuvvet alanı parametreleri ve tanımlanan denklemler iyi uyum sağlar ve daha 

üst düzey hesaplamalardan ve/veya deneylerden elde edilen verileri yeniden üretebilir. 

Proteinler, nükleik asitler, lipitler ve şekerler dahil olmak üzere çoğu biyomolekül, genel 

kullanım için kuvvet alanında iyi parametrelendirilmiştir (Paquet ve Viktor 2015). Yeni 

ligandlar için kuvvet alanı parametreleri, kuantum kimyası işleminin yanı sıra PRODRG 

(van Aalten et al. 1996; Schuttelkopf and van Aalten 2004), ATP topology builder (Malde 

et al. 2011) ve SwissParam (Zoete et al. 2010) gibi ligandın topolojisini oluşturabilen 

birçok web sunucusu kullanılarak hesaplanabilir. Bağ uzunlukları, bağ dihedral açıları, 

bağ valans açıları ve van der Waals ve elektrostatik etkileşimler gibi bağ dışı etkileşimler 

sistemlerin toplam enerjisine katkıda bulunur (Hernandez-Rodriguez et al. 2016). 

AMBER, GROMOS ve CHARMM gibi çeşitli kuvvet alanları da geliştirilmiştir 

(MacKerell et al. 1998). Her kuvvet alanının kendine özgü bir özelliği vardır ve kullanıcı, 

çalışmanın amacına göre kuvvet alanını kendi seçimine göre tanımlar (Ponder ve Case 

2003; Salsbury 2010). Bir MD simülasyonunda kuvvet alanı ve proteinlerin çözünmesi 

sabitlendikten sonra, kullanıcılar tarafından aşağıda kısaca tanımlanan çeşitli 

parametreler de ayarlanır (Cornell vd. 1995; van Aalten vd. 1996; MacKerell vd. 1998; 

Ponder ve Case 2003; Schüttelkopf ve van Aalten 2004; Adcock ve McCammon 2006; 

Salsbury 2010; Malde vd. 2011; Zoete vd. 2011; Hernández-Rodríguez vd. 2016). 
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2.18.2. MD simülasyon analizi için yapısal parametreler 

MD simülasyonu sonucu bir yörünge şeklinde üretir. Yörünge, atomların her bir 

adım hareketi sırasında üretilen tüm parametreleri içerir. Sonuçları analiz etmek için 

kullanılabilecek çeşitli yapısal parametreler aşağıda sıralanmıştır. 

2.18.2.1. RMSD 

 RMSD, herhangi bir MD yörüngesini analiz etmek için en önemli ve ilk 

parametredir. RMSD, bir proteinin omurgaları arasındaki ilk yapısal konformasyonundan 

son konumuna kadar olan farkı ölçmek için kullanılır. Proteinin konformasyonuna göre 

kararlılığı, MD simülasyon işlemi sırasında üretilen sapmalarla belirlenebilir. 

Tüm kalıntılar, omurga, yan zincir ve Cα atomları için RMSD hesaplanabilir. 

RMSD simülasyon süresine göre hesaplanır. Daha küçük sapmalar daha kararlı bir 

protein yapısını gösterir ve bunun tersi de geçerlidir. Genel olarak, anlamlı bir veri elde 

etmek için bir makromolekül için RMSD değeri 2 Å'dan az olmalıdır (Kuzmanic ve 

Zagrovic 2010). 

2.18.2.2. RMSF 

Kök ortalama kare dalgalanması (RMSF), MD yörüngesinden proteinin rezidü 

bazlı dalgalanmasını incelemenin en iyi yoludur. Bir proteindeki her bir rezidünün veya 

alanın dalgalanmasını tanımlar.  

RMSF, rezidü sayısına karşı RMSF (nm) olarak çizilebilir. Heliks ve kırmalı 

tabaka gibi iyi organize olmuş ve katı yapılar düşük RMSF gösterirken, kıvrımlar ve 

ilmekler gibi gevşek yapılar daha yüksek RMSF değeri gösterir. Çünkü atom, heliks ve 

kırmalı tabakaya kıyasla kıvrımlarda ve ilmeklerde daha fazla dalgalanmaya sahip olabilir 

(Kuzmanic ve Zagrovic 2010). 

2.18.2.3. Dönme yarıçapı 

Bir proteinin dönme yarıçapı (Rg) katlanmış proteinin kompaktlığını tanımlar. 

Aynı boyuttaki proteinler için, ideal Rg değeri globüler katlanmış durum için daha az 

olmalıdır, genişletilmiş formda veya daha fazla sayıda döngü ve dönüş içeren protein 

formunda, Rg değeri nispeten yüksek olmalıdır (Singh 2020). 

 

2.18.2.4. Protein-ligand bağlantıları 

Kovalent olmayan bağlar, protein ve ligandın stabilitesinin belirlenmesinde 

önemli bir rol oynar. Bu bağlar, protein yapısının katlanmasında ve protein-ligand 

stabilitesinde çok önemli bir rol oynar. Katlanma sırasında, hidrojen bağları bir proteinin 

uygun şekilde katlanması için bir yol sağlar. Hidrofobik bağlar gibi diğer etkileşimler, bir 

biyomakromolekülün iç yamalarını ve katalitik üçlüsünü oluşturur. Rezidüler arasındaki 

hidrojen bağları simülasyon sırasında zamana göre hesaplanabilir. Apo-protein ve 

protein-ligandın MD simülasyon analizinde, hidrojen bağlarının yanı sıra diğer 

etkileşimler, ligand stabilizasyonu için gerekli potansiyel rezidüleri bulmak için 
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simülasyon süresi boyunca hesaplanabilir. Protein-ligand temas haritası, simülasyon 

süresinin çoğunda ligand ile temas (etkileşim) halinde olan rezidüleri bulmak için 

oluşturulur (Singh 2020). 

2.18.2.5. SASA 

Çözücünün erişebildiği yüzey alanı (SASA), bir simülasyon kutusundaki 

çözücülerle etkileşime giren protein alanını tanımlar (Mazola ve ark. 2015). Aynı 

boyuttaki proteinler için, katlanmış globüler durum daha az SASA değeri gösterirken, 

proteinin genişlemiş formu daha yüksek SASA değeri gösterir. Sistemin sıcaklığındaki 

bir artışın proteinin açılmasına yol açacağı ve proteinin hidrofobik çekirdeğinin çözücüye 

doğru açığa çıkacağı iyi bilinmektedir. Sonuç olarak, SASA değeri katlanmanın ardından 

artar (Mazola vd. 2015). 

2.18.2.6. Temel bileşen analizi veya temel dinamikler 

Temel dinamikler (ED), simülasyonların zaman ölçeği boyunca bir proteindeki 

hareketlerin genel artışını yansıtır (Maisuradze ve ark. 2009). Temel bileşen analizi 

(PCA) proteinin kolektif hareketlerini tahmin eder ve yapıdaki atomik dalgalanmaları 

ortaya çıkarır. MD simülasyonunda her atom birbiriyle ilişkilidir. Korelasyon hareket 

analizi moleküllerin davranışını tahmin etmek için çok önemlidir. Atomik 

dalgalanmaların kovaryans matrisi, öz değerleri tahmin etmek için köşegenleştirilir. İlk 

öz vektörler proteinin genel hareketlerinde önemli bir rol oynar. PCA analizi, bir proteinin 

çeşitli koşullar altındaki korelasyonlu hareketlerini karşılaştırmak için kullanılır 

(Maisuradze vd. 2009; David ve Jacobs 2014). 

2.18.2.7. İkincil yapı analizi 

İkincil yapı, MD sonuçlarının analizinde çok önemli bir parametredir ve zamana 

göre ikincil yapının içeriğini tanımlar. Her bir alanın kararlılığını anlamak için yapısal 

içerikleri açıkça tanımlar. Bir simülasyon sırasında bir alanın açılmasını ve kararlılığını 

açıklayabildiği için mutasyonel ve protein katlanma çalışmalarında etkilidir (Singh 2020). 

2.19. Kanser 

Kanser, dünya çapında düşük hayatta kalma oranları nedeniyle en ölümcül 

hastalıklardan biri olmaya devam etmektedir. Dünya Sağlık Örgütü'nün (WHO) 2019 yılı 

tahminlerine göre kanser, 23 ülkede 70 yaşından önce ölümlerin en önemli dördüncü 

nedeni ve 183 ülkenin 112'sinde birinci veya ikinci sırada yer almaktadır. Bu nedenle 

kanser, mevcut tıbbi bilgi ve tedavilere karşı büyük bir meydan okuma oluşturan, yaşamı 

tehdit eden önemli bir hastalıktır. Ne yazık ki, hastalığın doku düzeyinde karmaşıklığı, 

doğru teşhis konulmasını ve tedavinin etkili olmasını zorlaştırmaktadır. Prostat, akciğer 

ve bronşlar, kolon, rektum ve idrar kesesi, kanserden en çok etkilenen ana organlardır. 

Kadınlarda ise meme, akciğer, bronş, kolon, rektum, uterinekorpus ve tiroid kanseri 

prevalansının en yüksek olduğu tespit edilmiştir. Bu veriler, prostat ve meme kanserinin 

sırasıyla erkeklerde ve kadınlarda en yaygın kanser türü olduğuna dair tahminleri 

yükseltmektedir. Kan, beyin ve lenf ile ilgili kanserler çocuklarda en sık görülen kanserler 

olup, çocuklarda görülen tüm kanserlerin yaklaşık %28'ini oluşturmaktadır (Fisher vd. 
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2013; Meacham ve Morrison 2013; Siegel vd. 2016; Bray vd. 2021; Sung vd. 2021; 

Mehraj vd. 2022; Mir ve Gul 2022; Mir ve Mir 2022). 

Tümör, işlevsel bir amacı olmayan ve bitişik hücrelere, organlara veya vücudun 

diğer bölümlerine yayılma potansiyeli olan anormal hücre büyümesidir. İyi huylu 

tümörün nedenleri çok net değildir ve genetik bozukluklar, sağlıksız beslenme 

alışkanlıkları, mesleki stres, radyasyonlara maruz kalma ve/veya toksin alımı, 

enfeksiyonlar veya iltihaplar vb. nedenlerden kaynaklanabilir. Genellikle iyi huylu 

tümörler tedavi veya çıkarılma gerektirmez. Bazı durumlarda, tümör cerrahi işlemlerle 

çıkarılır. Kanser, bazı vücut hücrelerinin kontrolden çıkarak yeni tümörler oluşturmak 

üzere vücudun başka bölgelerine yayılmasına (metastaz olarak adlandırılan süreç) neden 

olur. Karsinogenez olarak adlandırılan kanserin ilerlemesi, süreci başlatan ve dolayısıyla 

kanser hücrelerinin farklı karakteristiklerini oluşturan kanser hücrelerinin tüm 

özelliklerini listeleyerek en iyi şekilde tanımlanabilir. Kanser progresyonu, kendi kendini 

destekleyen proliferasyon, anti-proliferatif sinyallere duyarsızlık, kanser hücrelerinin 

apoptozise girememesi, büyüme faktörlerine daha düşük gereksinim, anjiyogenez ve 

formalignite, doku invazyonu ve metastaz gibi çeşitli normal olmayan özelliklerin 

kazanılmasına bağlıdır. Dönüşüm olarak adlandırılan normal hücreden kanser hücresine 

geçiş çok yönlü bir süreçtir (Hanahan ve Weinberg 2000; Wang vd. 2018; Mir ve Haq 

2022). 

Kanser; genetiği, hücre ve doku biyolojisini, patolojiyi ve tedaviye yanıtı 

kapsayan çeşitliliğinin genişliği ve kapsamı bakımından ürkütücüdür. Her zamankinden 

daha güçlü deneysel ve hesaplamalı araçlar ve teknolojiler, kanserin kapsadığı 

hastalıkların sayısız tezahürü hakkında çığ gibi büyüyen bir "büyük veri" sağlamaktadır. 

Kanserin ayırt edici özelliklerinde somutlaşan bütünleştirici kavram, bu karmaşıklığın 

giderek daha mantıklı bir bilime dönüştürülmesine yardımcı olmaktadır ve bu perspektifte 

sunulan geçici yeni boyutlar, kanser gelişimi ve kötü huylu ilerleme mekanizmalarını 

daha iyi anlamak ve bu bilgiyi kanser tıbbına uygulamak için bu çabaya değer katabilir. 

2000 yılında kanserin altı temel özelliği ile kanserin kazandığı yetenekler vurgulanmıştır. 

2011 yılında tanıtılan iki geçici "ortaya çıkan işaret" -hücresel enerji (şimdi daha geniş 

bir şekilde "hücresel metabolizmanın yeniden programlanması" olarak tanımlanmaktadır) 

ve "bağışıklık yıkımından kaçınma"- ana setin bir parçası olarak kabul edilmek için 

yeterince doğrulanmıştır. Tümörlerin ya anjiyogenez şalterini açarak ya da normal doku 

damarlarını birlikte kullanarak yeterince vaskülarize olabileceğine dair artan kanıtlar göz 

önüne alındığında (128), bu ayırt edici özellik daha geniş bir şekilde, esas olarak invazyon 

ve metastaz yoluyla, tümör büyümesini destekleyen vaskülatürü indükleme veya başka 

bir şekilde erişme yeteneği olarak da tanımlanmaktadır. 2011 yılında yayınlanan devam 

niteliğindeki çalışmada, tümör büyümesi ve ilerlemesi için gerekli olan sekiz ayırt edici 

(işlevsel) özelliğin harekete geçirilmesinde temel olarak rol oynayan "genom 

istikrarsızlığı ve mutasyonu" tamamlayan ikinci bir etkinleştirme özelliği olarak "tümörü 

teşvik eden iltihaplanma" da eklenmiştir. Son olarak, "fenotipik plastisitenin kilidini 

açma", "mutasyonel olmayan epigenetik yeniden programlama", "polimorfik 

mikrobiyomlar" ve "yaşlanan hücreler" ile ilgili önerilen yeni ayırt edici özellikleri ve 

etkinleştirici özellikleri de içermektedir (Kuczynski vd. 2019; Hanahan 2022) (Şekil 

2.39). 
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Şekil 2.29. Kanserin ayırt edici özellikleri (Hanahan 2022) 

Bu özelliklere kısaca değinmek gerekirse, 

Proliferatif sinyalin sürdürülmesi muhtemelen kanser hücrelerinin en temel 

özelliği, kronik çoğalmayı sürdürebilme yetenekleridir. Normal dokular, hücre büyümesi 

ve bölünmesi döngüsüne girişi ve bu döngünün ilerlemesini sağlayan büyümeyi teşvik 

edici sinyallerin üretimini ve salınımını dikkatli bir şekilde kontrol eder, böylece hücre 

sayısının homeostazını ve dolayısıyla normal doku mimarisinin ve işlevinin korunmasını 

sağlar. Kanser hücreleri, bu sinyalleri düzenleyerek kendi bölgelerinin efendisi haline 

gelirler. Bu sinyaller, büyük ölçüde, tipik olarak hücre içi tirozinekinaz alanları içeren 

hücre yüzey reseptörlerini bağlayan büyüme faktörleri tarafından iletilir. Bu sinyaller, 

hücre döngüsündeki ilerlemeyi ve hücre büyümesini (yani hücre boyutundaki artışları) 

düzenleyen hücre içi sinyal yollarına dağılır; çoğu zaman bu sinyaller hücrenin hayatta 

kalması ve enerji metabolizması gibi diğer hücre-biyolojik özelliklerini de etkiler 

(Lemmon ve Schlessinger 2010). 

Büyüme baskılayıcılardan kaçınma, kanser hücreleri, pozitif etkili büyüme uyarıcı 

sinyalleri indükleme ve sürdürme kabiliyetine ek olarak, hücre çoğalmasını negatif olarak 

düzenleyen güçlü programları da atlatmalıdır; bu programların çoğu tümör baskılayıcı 

genlerin eylemlerine bağlıdır. Hücre büyümesini ve çoğalmasını sınırlamak için çeşitli 

şekillerde çalışan düzinelerce tümör baskılayıcı, hayvan veya insan kanserinin bir veya 

başka bir türünde karakteristik inaktivasyonları yoluyla keşfedilmiştir; bu genlerin çoğu, 

farelerde işlev kazanımı veya kaybı deneyleri yoluyla iyi niyetli tümör baskılayıcılar 

olarak doğrulanmıştır. İki prototipik tümör baskılayıcı RB (retinoblastoma-associated) ve 

TP53 proteinlerini kodlar; hücrelerin çoğalma veya alternatif olarak yaşlanma ve 

apoptotik programları aktive etme kararlarını yöneten iki önemli tamamlayıcı hücresel 

düzenleyici devre içinde merkezi kontrol düğümleri olarak çalışırlar (Burkhart ve Sage 

2008). 

Hücre ölümüne direnç, apoptoz yoluyla programlanmış hücre ölümünün kanser 

gelişimine karşı doğal bir bariyer görevi gördüğü kavramı, son yirmi yılda yürütülen ilgi 

çekici işlevsel çalışmalarla ortaya konmuştur. Apoptotik programı yöneten sinyal 

devresinin aydınlatılması, kanser hücrelerinin tümörigenez sırasında veya antikanser 
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tedavisinin bir sonucu olarak yaşadığı çeşitli fizyolojik streslere yanıt olarak apoptozun 

nasıl tetiklendiğini ortaya çıkarmıştır. Apoptozu tetikleyen stresler arasında, daha önce 

de belirtildiği gibi, yüksek seviyelerde onkogen sinyalleşmesinden kaynaklanan sinyal 

dengesizlikleri ve hiper proliferasyonla ilişkili DNA hasarı dikkat çekicidir. Yine de 

başka araştırmalar, yüksek dereceli malignite ve tedaviye direnç durumlarına ilerlemeyi 

başaran tümörlerde apoptozun nasıl zayıfladığını ortaya koymuştur. Apoptotik 

mekanizma hem yukarı akış düzenleyicilerinden hem de aşağı akış efektör 

bileşenlerinden oluşur. Düzenleyiciler ise, biri hücre dışı ölüme neden olan sinyalleri alıp 

işleyen (örneğin Fas ligand/Fas reseptörünü içeren ekstrinsik apoptotik program), diğeri 

ise hücre içi kaynaklı çeşitli sinyalleri algılayıp entegre eden (intrinsik program) iki ana 

devreye ayrılır. Her biri normalde latent olan bir proteazın (sırasıyla kaspaz 8 ve 9) 

aktivasyonuyla sonuçlanır ve bu da apoptozun yürütme aşamasından sorumlu efektör 

kaspazları içeren bir proteoliz kaskadını başlatmaya devam eder; bu aşamada hücre 

aşamalı olarak parçalanır ve ardından hem komşuları hem de profesyonel fagositik 

hücreler tarafından tüketilir. Günümüzde, intrinsik apoptotik program kanser 

patogenezinde bir bariyer olarak daha yaygın bir şekilde yer almaktadır (Lowe vd. 2004; 

Adams ve Cory 2007). 

Çoğaltılabilir ölümsüzlüğün etkinleştirilmesi, 2000 yılına gelindiğinde, kanser 

hücrelerinin makroskopik tümörler oluşturabilmek için sınırsız çoğalma potansiyeline 

ihtiyaç duyduğu yaygın olarak kabul edilmekteydi. Bu kapasite, vücuttaki normal hücre 

soylarının çoğunda bulunan ve yalnızca sınırlı sayıda ardışık hücre büyüme ve bölünme 

döngüsünden geçebilen hücrelerin davranışıyla belirgin bir tezat oluşturmaktadır. Bu 

sınırlama, çoğalmanın önündeki iki farklı engelle ilişkilendirilmiştir: tipik olarak geri 

dönüşü olmayan, çoğalmayan ancak yaşayabilir bir duruma giriş olan senesens ve hücre 

ölümünü içeren kriz. Buna göre, hücreler kültürde çoğaltıldığında, tekrarlanan hücre 

bölünmesi döngüleri önce yaşlanmanın indüklenmesine ve ardından bu engeli aşmayı 

başaran hücreler için popülasyondaki hücrelerin büyük çoğunluğunun öldüğü bir kriz 

aşamasına yol açar. Nadiren de olsa, hücreler krizdeki bir popülasyondan çıkar ve sınırsız 

çoğalma potansiyeli sergiler. Bu geçiş immortalizasyon olarak adlandırılır ve çoğu 

yerleşik hücre hattının, senesens veya kriz kanıtı olmaksızın kültürde çoğalma yetenekleri 

sayesinde sahip olduğu bir özelliktir (Hanahan ve Weinberg 2011). 

Anjiyogenezin indüklenmesi, normal dokular gibi tümörler de besin ve oksijen 

şeklinde beslenmenin yanı sıra metabolik atıkları ve karbondioksiti tahliye etme 

yeteneğine ihtiyaç duyar. Anjiyogenez süreci tarafından oluşturulan tümörle ilişkili 

neovaskülatür bu ihtiyaçları karşılar. Embriyogenez sırasında vaskülatürün gelişimi, yeni 

endotel hücrelerinin doğuşunu ve bunların tüpler halinde birleşmesini (vaskülogenez) ve 

mevcut damarlardan yeni damarların filizlenmesini (anjiyogenez) içerir. Bu morfogenezi 

takiben, normal vaskülatür büyük ölçüde durağan hale gelir. Yetişkinlerde, yara 

iyileşmesi ve kadın üreme döngüsü gibi fizyolojik süreçlerin bir parçası olarak, 

anjiyogenez açılır, ancak sadece geçici olarak. Bunun aksine, tümör ilerlemesi sırasında 

"anjiyojenik anahtar" neredeyse her zaman aktive olur ve açık kalır, bu da normalde 

durgun olan damar sisteminin sürekli olarak yeni damarlar filizlendirmesine neden olarak 

genişleyen neoplastik büyümelerin sürdürülmesine yardımcı olur (Hanahan ve Folkman 

1996). 

İnvazyonun ve metastazın etkinleştirilmesi, 2000 yılında, invazyon ve metastazın 

altında yatan mekanizmalar büyük ölçüde bir muammaydı. Epitelyal dokulardan 
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kaynaklanan karsinomlar, lokal invazyon ve uzak metastaz olarak yansıyan daha yüksek 

patolojik malignite derecelerine ilerledikçe, ilişkili kanser hücrelerinin tipik olarak 

şekillerinin yanı sıra diğer hücrelere ve hücre dışı matrise bağlanmalarında değişiklikler 

geliştirdiği açıktı. En iyi karakterize edilen değişiklik, hücreden hücreye önemli bir 

yapışma molekülü olan E-cadherin'in karsinoma hücreleri tarafından kaybedilmesidir. E-

cadherin, bitişik epitel hücreleriyle adherens bağlantıları oluşturarak epitel hücre 

tabakalarının bir araya getirilmesine ve bu tabakalar içindeki hücrelerin sakinliğinin 

korunmasına yardımcı olur. E-cadherin'in artan ekspresyonu, invazyon ve metastazın bir 

antagonisti olarak iyi bir şekilde belirlenmiştir, oysa ekspresyonunun azaltılmasının bu 

fenotipleri güçlendirdiği bilinmektedir. İnsan karsinomlarında E-cadherin'in sıklıkla 

gözlenen aşağı regülasyonu ve zaman zaman mutasyonel inaktivasyonu, bu ayırt edici 

özelliğin kilit bir baskılayıcısı olarak rolü için güçlü bir destek sağlamıştır (Cavallaro ve 

Christofori 2004; Berx ve van Roy 2009). 

Genom kararsızlığı ve mutasyon, yukarıda sıralanan çoklu özelliklerin 

kazanılması, büyük ölçüde neoplastik hücrelerin genomlarındaki değişikliklerin art arda 

gelmesine bağlıdır. Basitçe tasvir etmek gerekirse, belirli mutant genotipler hücre alt 

klonlarına seçici avantaj sağlayarak bunların büyümesine ve yerel doku ortamında nihai 

hakimiyet kurmasına olanak tanır. Buna göre, çok aşamalı tümör ilerlemesi, her biri etkin 

bir mutant genotipin tesadüfen edinilmesiyle tetiklenen bir dizi klonal genişleme olarak 

tasvir edilebilir. Kalıtsal fenotipler, örneğin tümör baskılayıcı genlerin inaktivasyonu, 

DNA metilasyonu ve histon modifikasyonları gibi epigenetik mekanizmalar yoluyla da 

edinilebildiğinden, bazı klonal genişlemeler gen ifadesinin düzenlenmesini etkileyen 

mutasyonel olmayan değişikliklerle de tetiklenebilir (Berdasco ve Esteller 2010). 

Tümörü teşvik eden enflamasyon, patologlar bazı tümörlerin bağışıklık sisteminin 

hem doğal hem de adaptif kollarına ait hücreler tarafından yoğun bir şekilde infiltre 

edildiğini ve böylece neoplastik olmayan dokularda ortaya çıkan inflamatuar durumları 

yansıttığını uzun zamandır kabul etmektedir (Dvorak, 1986). İmmün sistemin farklı hücre 

tiplerini doğru bir şekilde tanımlamak için daha iyi belirteçlerin ortaya çıkmasıyla 

birlikte, artık neredeyse her neoplastik lezyonun, yalnızca hücre tipine özgü antikorlarla 

tespit edilebilen ince infiltrasyonlardan standart histokimyasal boyama teknikleriyle bile 

görülebilen büyük iltihaplara kadar değişen yoğunluklarda mevcut immün hücreler 

içerdiği açıktır (Pagès vd. 2010). 

Enerji metabolizmasının yeniden programlanması, Neoplastik hastalığın özünü 

temsil eden kronik ve genellikle kontrolsüz hücre çoğalması, sadece hücre çoğalmasının 

düzensiz kontrolünü değil, aynı zamanda hücre büyümesini ve bölünmesini beslemek için 

enerji metabolizmasının ilgili ayarlamalarını da içerir. Aerobik koşullar altında normal 

hücreler glikozu önce sitozolde glikoliz yoluyla pirüvata ve ardından mitokondride 

karbondioksite dönüştürür; anaerobik koşullar altında glikoliz tercih edilir ve oksijen 

tüketen mitokondriye nispeten az pirüvat gönderilir. Otto Warburg ilk olarak kanser 

hücresi enerji metabolizmasının anormal bir özelliğini gözlemlemiştir; oksijen varlığında 

bile kanser hücreleri enerji metabolizmalarını büyük ölçüde glikolizle sınırlandırarak 

glikoz metabolizmalarını ve dolayısıyla enerji üretimlerini yeniden programlayabilir ve 

bu da "aerobik glikoliz" olarak adlandırılan bir duruma yol açar (Warburg 1930; Warburg 

1956). 
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Bağışıklık yıkımından kaçınma, tümör oluşumunu çevreleyen ve halen 

çözülmemiş olan ikinci bir konu, bağışıklık sisteminin yeni başlayan neoplazilerin, geç 

evre tümörlerin ve mikrometastazların oluşumuna ve ilerlemesine direnme veya bunları 

ortadan kaldırmada oynadığı rolü içermektedir. Uzun süredir devam eden bağışıklık 

gözetimi teorisi, hücrelerin ve dokuların sürekli tetikte olan bir bağışıklık sistemi 

tarafından sürekli olarak izlendiğini ve bu bağışıklık gözetiminin yeni başlayan kanser 

hücrelerinin ve dolayısıyla yeni oluşan tümörlerin büyük çoğunluğunun tanınması ve 

ortadan kaldırılmasından sorumlu olduğunu öne sürmektedir. Bu mantığa göre, ortaya 

çıkan katı tümörler bir şekilde bağışıklık sisteminin çeşitli kolları tarafından tespit 

edilmekten kaçınmayı başarmış veya immünolojik öldürmenin kapsamını sınırlayabilmiş 

ve böylece eradikasyondan kaçabilmiştir (Vajdic ve van Leeuwen 2009). 

Tüm bu özelliklerin yanısıra 2022 yılında kanserin ayırt edici özelliklerine dört 

yeni durum eklenmiştir. 

Fenotipik plastisitenin kilidini açmak, organogenez sırasında, homeostatik 

işlevleri üstlenmek üzere hücrelerin gelişimi, belirlenmesi ve dokular halinde organize 

edilmesine, bu süreçlerin doruğa ulaşmasıyla progenitör hücrelerin -bazen geri dönülmez 

bir şekilde- büyümesinin durduğu terminal farklılaşma eşlik eder. Bu nedenle, hücresel 

farklılaşmanın nihai sonucu çoğu durumda antiproliferatiftir ve neoplazi için gerekli olan 

sürekli çoğalmanın önünde açık bir engel teşkil eder. Terminal farklılaşma durumundan 

kaçınmak veya kaçmak için normalde kısıtlı olan fenotipik plastisite yeteneğinin kilidini 

açmanın kanser patogenezinin kritik bir bileşeni olduğuna dair kanıtlar giderek 

artmaktadır (Yuan vd. 2019). 

Mutasyonel olmayan epigenetik yeniden programlama, genom (DNA) 

istikrarsızlığı ve mutasyonunun etkinleştirici özelliği, kanser oluşumu ve patogenezinin 

temel bir bileşenidir. Şu anda, çok sayıda uluslararası konsorsiyum, insan kanser 

hücrelerinin genomu boyunca mutasyonları kataloglamakta ve bunu hemen hemen her 

tür insan kanserinde, metastatik lezyonlar da dahil olmak üzere malign progresyonun 

farklı aşamalarında ve tedaviye adaptif direnç gelişimi sırasında yapmaktadır. 

Sonuçlardan biri, kromatin mimarisini düzenleyen, modüle eden ve koruyan ve böylece 

gen ifadesini küresel olarak düzenleyen genlerdeki mutasyonların giderek daha fazla 

tespit edildiği ve işlevsel olarak kanser özellikleriyle ilişkilendirildiğinin artık yaygın bir 

şekilde kabul görmesidir (Baylin ve Jones 2016; Jones vd. 2016; Flavahan vd. 2017). 

Polimorfik mikrobiyomlar, vücudun dış çevreye maruz kalan bariyer dokularıyla 

(epidermis ve iç mukoza, özellikle gastrointestinal sistem, akciğer, meme ve ürogenital 

sistem) simbiyotik olarak ilişki kuran ve toplu olarak mikrobiyota olarak adlandırılan çok 

sayıda mikroorganizmanın çeşitliliği ve değişkenliğinin aydınlatılmasıyla biyotıpta geniş 

bir sınır ortaya çıkmaktadır. Yerleşik bakteriler ve mantarlar tarafından oluşturulan 

ekosistemlerin (mikrobiyomlar) sağlık ve hastalık üzerinde derin bir etkiye sahip olduğu 

giderek daha fazla kabul görmektedir (87); bu durum, yeni nesil dizileme ve 

biyoinformatik teknolojileri kullanarak mikrobiyal türlerin popülasyonlarını denetleme 

kabiliyetiyle desteklenmektedir. Kanser için, bir popülasyondaki bireyler arasında 

mikrobiyomlardaki polimorfik değişkenliğin kanser fenotipleri üzerinde derin bir etkiye 

sahip olabileceğine dair kanıtlar giderek daha ikna edici hale gelmektedir. İnsanlarda 

yapılan ilişkilendirme çalışmaları ve fare kanser modellerinde yapılan deneysel 

manipülasyonlar, kanser gelişimi, kötü huylu ilerleme ve tedaviye yanıt üzerinde 
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koruyucu veya zararlı etkileri olabilen, başta bakteriler olmak üzere belirli 

mikroorganizmaları ortaya çıkarmaktadır (Dzutsev vd. 2017; Thomas vd. 2017; Helmink 

vd. 2019). 

Yaşlanan hücreler, hücresel yaşlanma tipik olarak geri dönüşü olmayan bir 

proliferatif duraklama şeklidir, muhtemelen doku homeostazını korumak için koruyucu 

bir mekanizma olarak evrimleşmiştir, görünüşte hastalıklı, işlevsiz veya başka türlü 

gereksiz hücreleri etkisiz hale getirmeye ve zamanında ortadan kaldırmaya hizmet eden 

programlanmış hücre ölümünü tamamlayıcı bir mekanizmadır. Hücre bölünme 

döngüsünü durdurmanın yanı sıra, yaşlanma programı hücre morfolojisi ve 

metabolizmasında değişikliklere ve en önemlisi, kimliği yaşlanan hücrenin ortaya çıktığı 

hücre ve doku tipine bağlı olan kemokinler, sitokinler ve proteazlar da dahil olmak üzere 

çok sayıda biyoaktif proteinin salınmasını içeren yaşlanma ile ilişkili salgı fenotipinin 

(SASP) aktivasyonuna neden olur (Faget vd. 2019; Gorgoulis vd. 2019; Birch ve Gil 

2020). 

2.19.1. Meme kanseri 

Meme kanseri, dünya çapında kadınlar arasında ölümün önde gelen nedenidir. 

Farklı patolojik özellikler ve klinik önem açısından farklılık gösteren birçok alt grubu 

içeren heterojen bir hastalıktır. Farklı histopatolojik ve biyolojik özelliklere sahip bu 

farklı alt gruplar, tedavilere farklı tepkiler verilmesine ve dolayısıyla farklı terapötik 

stratejiler uygulanmasına yol açmaktadır. Bu nedenle, kanserin alt türlerine göre spesifik 

olarak gruplandırılması, terapötik karar verme ve kişiselleştirilmiş tedavi için önemlidir. 

Mikroarray gibi gen ekspresyon analizinin yüksek çıktı taraması, tümör hücrelerinin 

tedaviye yanıtının, anatomik prognostik faktörlerden ziyade içsel moleküler 

karakteristikler tarafından belirlendiğini ortaya koymuştur. Bu sınıflandırılmış ve 

kişiselleştirilmiş yaklaşım, hastalık teşhisinin doğruluğunu ve yeniden üretilebilirliğini 

artırmak için faydalı olacaktır., 456 cDNA klonları kullanılarak yürütülen bir çalışmaya 

göre meme kanseri Luminal A, Luminal B, HER2 aşırı ekspresyonu, bazal ve normal 

benzeri tümörler gibi beş intrinsik alt tipte sınıflandırılmıştır. Bu sınıflandırmanın ardında 

yatan temel mantık, moleküler düzeyde çeşitli kanser türleri arasındaki farklı ifade 

biçimlerinin altında yatmaktadır (Perou vd. 2000; Sorlie vd. 2003; Pusztai vd. 2008; 

Spitale vd. 2009; Blows vd. 2010; Iwamoto ve Pusztai 2010). 

Dünya Sağlık Örgütü, meme kanserini histomorfoloji ve büyüme şekillerine 

dayalı olarak 21 türde tanımlamıştır. Meme kanseri, insitükarsinom ve invaziv karsinom 

gibi birçok geniş kategoride tanımlanmaktadır. In situ karsinoma şunları içerir: Duktal 

karsinoma in situ ve lobüler karsinoma in situ; bunların her ikisi de sitolojik özellikler ve 

büyüme paternleri ile ayırt edilir ve Duktal karsinoma in situ ayrıca tümör mimarisine 

göre sınıflandırılır. İnvaziv karsinom alt tipleri ise yapısal şekilleri (tübüler, medüller ve 

papiller), salgıları (müsinöz/kolloid) ve mimarileri temelinde karakterize edilir (Malhotra 

vd. 2010; Dieci vd. 2014). 

2.19.2. Meme kanserinde güncel tedavi yaklaşımları 

Meme kanserinin tedavisi kapsamlıdır. Meme kanserinin erken teşhisi, ilerleme 

riskini azaltır, yeniden ortaya çıkma oranını düşürür ve hayatta kalma olasılığını artırır. 

Zamanında tespit edilen meme kanseri yerel ve sistemik yaklaşımlarla tedavi edilebilir. 



KAYNAK TARAMASI                                            O. KOÇAK 

 

76 

  

Malignite tedavisi, hastanın ekonomik ve lojistik kısıtlamalarını azaltırken önemli 

tedavileri yürütmek için yetkin onko-cerrahların ve profesyonel çalışanların işlevsel bir 

altyapı içinde koordine olduğu planlı, bütünsel bir yaklaşım gerektirir. Günümüzde meme 

tümörlerinin tedavisi için radyoterapi, kimyasal tedavi, cerrahi yöntemler, hormonal 

tedavi, immünoterapi, hedefe yönelik tedavi ve yeni genetik tedavi dahil olmak üzere 

çeşitli seçenekler mevcuttur. Meme kanserine bağlı ölüm grafiği, tarama, tanı ve 

tedavideki ilerleme nedeniyle düzleşmektedir. Çoğu kadın hasta, sağkalım oranlarını 

iyileştirdiği ve daha iyi sonuçlar sağladığı gösterildiği için adjuvan sistemik tedavi 

almaktadır ve tedaviyi tehdide göre kişiselleştirmek için moleküler profilleme artık HR-

pozitif karsinomlu hastalar için tıbbi bir gerçekliktir. Radyasyon tedavisi veya 

mastektomi ile meme koruyucu ameliyatlar, düşük dereceli meme tümörü olan çoğu 

kadın için seçeneklerdir. Fraksiyonel mastektomi, lumpektomi, kuadrantektomi ve lokal 

eksizyon meme koruyucu cerrahi seçeneklerinden bazılarıdır. Meme koruma tedavisi 

yirmi yılı aşkın bir süredir uygulanmakta olup, bu tekniklerin ardından beş ila yedi 

haftalık fototerapi uygulanmaktadır. Meme kanseri moleküler düzeyde farklı bir 

hastalıktır, moleküler özellik ERBB2 tarafından kodlanan HER2'nin aktivasyonunu, 

hormon reseptörlerinin ,östrojen ve progestereon reseptörleri, aktivasyonunu ve BRCA 

genlerindeki mutasyonları içerir. Bu nedenle, meme kanseri tanı ve tedavisi çeşitli alt 

uzmanlık alanlarını içeren multidisipliner bir yaklaşım gerektirir. Tanısal görüntüleme 

çalışmaları ve biyopsi, tanıyı başlatmada ve primer tümör yönetimi, aksiller evreleme ve 

tedavi sırası ile ilgili cerrahi seçimleri etkilemede kritik öneme sahiptir. Meme tümörü 

tanısı konulduktan sonra, hastalığın derecesine erişilir ve bu da sistemik neoadjuvan 

tedavinin gerekli olup olmadığını yönlendirir. İleri evre IV'teki meme kanseri, primer 

tümörün palyatif rezeksiyonu için bir neden olmadıkça tedavi edilemez olarak kabul 

edilir, dördüncü evre sadece sistemik tedavi ile tedavi edilir. Meme tümörlerinin ölüm 

oranı, meme kanseri ile mücadelede kemoterapideki ilerleme nedeniyle son birkaç yılda 

düşmüştür. Buna ek olarak, anti-HER2 monoklonal antikorlar gibi biyolojik tedavilerin 

etkinliği, meme kanseri tedavisinde moleküler olarak hedeflenmiş yöntemin etkinliğini 

ve önemini ortaya koymuştur. Vücudun diğer bölgelerini de istila edebilen üçlü negatif 

meme kanseri hala çok az tedavi seçeneği olan ciddi bir hastalıktır. Meme kanserindeki 

farklı tedavi yanıtının altında yatan biyolojik süreçler son yıllarda daha iyi anlaşılmıştır. 

Tamoksifen ve diğer endokrin ilaçlar meme kanseri yönetimini değiştirmiş ve kansere 

bağlı ölümlerde önemli azalmalar sağlamıştır (García Rodríguez vd. 2010; Gianni vd. 

2011; Anampa vd. 2015; McPhail vd. 2015; Mehraj vd. 2021a; Qayoom vd. 2022; Sofi 

vd. 2022). 

2.19.2.1. Meme kanseri radyasyon terapisi 

Radyasyon tedavisi, yüksek enerjili radyasyon kullanan kanser öldürücü ve tümör 

küçültücü bir tedavidir. Yüksek enerjili radyasyon, hücresel genetik havuzları yok ederek 

daha fazla büyümelerini ve genişlemelerini önler. Radyasyon hem kanserli hem de 

kanserli olmayan hücrelere zarar verse de radyoterapinin temel amacı, tümör hücrelerine 

verilen radyasyon miktarını önemli ölçüde artırırken, karsinom hücrelerine yakın veya 

radyasyon yolunda bulunan sağlıklı hücrelere yönelik riskleri azaltmaktır. Kanser 

hücreleri genellikle radyasyon hasarını onarmada normal hücreler kadar etkili değildir, 

bu da farklı kanser hücrelerinin ölümüne yol açar. Radyoterapi, hem "non-invaziv hem 

de invaziv MK" tedavisinde önemli bir işlev görmektedir. Hem terapötik hem de palyatif 

bakım ortamlarında, radyasyon tedavisi meme malignitesinin yönetiminde faydalıdır. 
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"Meme koruyucu cerrahi" sonrasında memenin radyasyonu, erken hastalıkta mastektomi 

ile karşılaştırılabilir onkolojik sonuçlar verir. İleri evre kanserli bireylerde, meme 

duvarına ve yakındaki lenfatik düğümlere uygulanan adjuvan radyasyon, lokal ve uzak 

nüks riskini azaltır ve hastalığa özgü genel sağkalıma fayda sağlar. Bu avantaj, nod 

pozitifliği, ergenlik, üçlü negatif moleküler belirteçler, yüksek dereceli kanser ve lenf 

damarı invazyonu gibi risk faktörleri ile artar. Radyasyona maruz kalma seviyeleri 

bölgesel hastalığı içerecek şekilde yükseltildiğinde, özellikle "akciğerler ve kalp" için 

toksisite tehlikesi artar. Metastazik meme kanserli hastalara radyasyon uygulamak birkaç 

durumda faydalıdır. Cerrahi rezeksiyon bir seçenek olmadığında, palyatif radyasyon 

dermal rekürrens veya lokalize hastalık durumlarında lokal kontrole yardımcı olabilir. BT 

görüntü analizi, simülasyon, hasta izleme ve uygulama yöntemlerindeki gelişmelerle 

daha kesin ve homojen radyasyon tedavisi sağlanabilmektedir. Terapiden sonra 

radyoterapi seçenekleri arasında "hipo-fraksiyone, tüm meme radyasyonu, eksternal ışın 

tedavisi ışın tedavisi ile hızlandırılmış kısıtlı meme radyasyonu yer alır. Radyasyon tümör 

noktasına temel olarak iki şekilde verilebilir. Vücut dışından gelen harici ışın radyasyonu, 

yüksek enerjili ışınlar (protonlar veya parçacık radyasyonu ve fotonlar) hedeflenerek 

tümör bölgesine iletilir. Bu, klinik ortamlarda en yaygın kullanılan yaklaşımdır (Fisher 

vd. 2002; Bese vd. 2008; Jackson ve Bartek 2009; Begg vd. 2011; McGale vd. 2014; 

Braunstein vd. 2017; Vrieling vd. 2017; Mir vd. 2020; Mehraj vd. 2021b). 

2.19.2.2. Meme brakiterapisi 

"Meme brakiterapisi" bir zamanlar lumpektomi boşluğunu tedavi etmek için 

dışarıdan tüm meme radyasyon terapisinden sonra "boost" olarak kullanılıyordu. 

"Hızlandırılmış parsiyel meme ışınlaması", Contura çok lümenli balon, MammoSite 

balon gibi çeşitli uygulamalarla veya interstisyel iğne implantlarıyla ya da radyasyon 

tedavisi için tek mod olarak 3D konformal harici "meme koruyucu cerrahi sonrası radyo 

terapi" ile çeşitli klinikler tarafından benimsenmiştir. Daha küçük hacmin ışınlanmasıyla 

tümör yatağında fraksiyon başına daha yüksek radyasyon dozları biriktirilir. Özellikle 

günlük tüm meme eksternal ışın radyoterapisi ile karşılaştırıldığında, bu tedavi sürelerini 

önemli ölçüde azaltır. Meme koruyucu cerrahiden sonra bile "interstisyel meme 

brakiterapisi" on yıl boyunca etkin bir şekilde kullanılmaktadır (Nelson vd. 2009). 

2.19.2.3. Meme kanseri kemoterapileri 

Kemoterapi, tümör hücrelerini tedavi etmek için anti-kanser ilaçlarının 

kullanılmasıdır (Şekil 2.40). 
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Şekil 2.30. Meme karsinomu tanısında kullanılan farklı kemoterapötikler (Mir 2023) 

Meme kanseri tedavisi, genel sağlık durumu, tıbbi geçmiş, yaş (adet görüp 

görmeme durumu dahil), kanserin türü, evresi ve reçete edilen ilaçlara ve protokollere 

duyarlılık dahil olmak üzere bir dizi değişkene bağlı olacaktır. Kemoterapi seçenekleri 

tipik olarak döngüler halinde verilir: önceden belirlenmiş bir süre için bir tedavi ve 

ardından iyileşme aşaması ve ardından başka bir tedavi. Ameliyattan önce, kemoterapi 

tümörün boyutunu küçültmek ve bazı durumlarda mastektomi yerine meme koruyucu 

cerrahiye izin vermek için kullanılabilir. Ameliyattan sonra rutin olarak verilir ve bazen 

"doz yoğun" bir şekilde verilir. 

Adjuvan kemoterapi de yüksek riskli hastalar için sistematik kemoterapiler 

önerilmektedir. Antrasiklin ve taksan gibi sayısız kemoterapi mevcuttur. Amerika 

Birleşik Devletleri'nde 4 kürlük paklitaksel eşliğinde 4 kürlük "Dox ve siklofosfamid" 

etkili bir tedavi rejimidir. Kemoterapi döngüsünden sonra büyüme faktörü desteği ile iki 

haftada bir sabit doz (cd) şeklinde verilen AC-T, önceki üç haftada bir programından daha 

iyi performans göstermektedir. Taksan sonrası diğer optimum dox ve siklofosfamid 

programı 12 haftalık paklitaksel veya üç haftada bir 4 kür dosetaksel içerir. Adjuvan 

kemoterapi ile dosetaksel de başka bir yaygın seçenektir, ancak yukarıdaki tedavilerden 

daha ileri değildir ve dosetaksel paklitakselden daha toksiktir ve özellikle febril nötropeni 

oranları artmıştır (Citron vd. 2003; Sparano vd. 2008; Swain vd. 2013; Mehraj vd. 2021a; 

Mehraj vd. 2021b). 
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Adjuvan kemoterapinin avantajı, HR negatif meme kanseriden muzdarip 

olanlarda nüks ve meme kanseri ölüm oranlarını daha yüksek düzeyde fayda ile azalttığı 

meta-analizlerle gösterilmiştir. "Onko tipi yeniden nüks skorları ≥31" kemoterapi ile nüks 

riskinde anlamlı bir azalmaya yol açarken (rölatif risk-0.26), diğer yandan skorları düşük 

olanlar kemoterapiden çok az fayda görmektedir. Antrasiklinle ilişkili kardiyotoksisite 

veya lösemojenik olasılıklarla ilgili endişeler mevcut olsa da, antrasiklin taşıyan adjuvan 

tedavi tedavileri meme kanserinin erken evre tanısında kullanılmıştır (Paik vd. 2006; Peto 

vd. 2012). 

Neo-adjuvan kemoterapi (NAK) de, başlangıçta, bu kemoterapi bölgesel olarak 

ilerlemiş, tedavi edilemeyen rezektabl meme kanseri için kullanılmıştır. NAK son 

zamanlarda "tedavi edilebilir tümörlerde meme ve aksilladaki hastalığın evresini 

düşürmek" için meme korumasına izin vermek ve bazı durumlarda aksiller lenf nodu 

diseksiyonunu en aza indirmek için kullanılmaktadır. Çeşitli randomize çalışmalarda 

NAK'nin onkolojik koruma ve sağkalım oranları incelenmiştir. Kemo-terapiden sonra 

"NAK vs cerrahi" tanısı konan bireylerin sistemik bir incelemesinde, "NAK" ile belirgin 

bir canlılık veya loko-bölgesel nüks farkı bulunmamış, ancak NAK alanlarda mastektomi 

oranı %17 azalmıştır (van der Hage vd. 2001; Mieog vd. 2007). 

2.19.2.4. Meme kanseri endokrin terapisi 

Meme dokusu gelişimi ve farklılaşmasının başlıca düzenleyicileri östrojen ve 

progesterondur. Yumurtalıklar her iki steroid hormonun da birincil kaynağıdır. "Östrojen 

reseptörleri (ER'ler)" ve "progesteron reseptörleri (PR'ler)" adı verilen "aktive edici 

nükleer reseptörlere" bağlanarak hücreler üzerinde etki gösterirler. Bu "reseptörler" 

aktive edildikten sonra membran lokalizasyonunun yanı sıra transkripsiyonel sinyal 

aktivitesi de gösterirler. En yaygın ER'lerden ikisi ERα ve ERβ'dır. ERα meme 

tümörlerinin %70'inde eksprese edilir; ancak ERβ yeterince tanımlanmamıştır. Östrojen 

veya progesteron reseptörleri pozitif olarak taranan kanserlerin çoğu endokrin tedavisine 

iyi yanıt verir. Endokrin tedavisi 5-10 yıl boyunca ve bazı durumlarda muhtemelen çok 

daha uzun süre kullanılabilir. Başlıca endokrin tedavi türleri arasında-tamoksifen ve 

aromataz inhibitörleri bulunmaktadır (Mir 2023). 

Tamoksifen’in erken evrelerde adjuvan endokrin tedavi olarak kullanımını 

destekleyen güçlü kanıtlar vardır. Nonsteroidal bir antiöstrojen olan Tamoksifen, 

1970'lerde FDA tarafından metastatik meme kanseri olan menopoz sonrası kadınlar için 

hormonal bir tedavi olarak ruhsatlandırılmıştır. "Ulusal Sağlık Enstitüleri Meme Kanseri 

Kemoterapisi Konsensüs Konferansı 1985" kılavuzuna göre tamoksifenin kullanımı 

"nod+ ve ER+ tümörü olan postmenopozal kadınların tedavisiyle birlikte adjuvan ortama" 

genişletilmiştir. 1958 yılından bu yana, "Ulusal Cerrahi Adjuvan Meme ve Bağırsak 

Projesi (NSABP)" tarafından adjuvan ve cerrahi tedavinin çeşitli yönlerini incelemek için 

randomize kontrollü çalışmalar yürütülmektedir (Band 2010; Jankowitz ve Davidson 

2013). 

Aromataz inhibitörleri, yumurtalık dokusu artık östrojen üretmediğinden, 

menopoz sonrası kadınlar bunun yerine aromataz enzimini kullanarak ağırlıklı olarak 

glandüler olmayan kaynaklardan östrojen üretirler. Meme tümörü hücrelerinden 

ayrılmasının yanı sıra, aromataz kas, deri altı yağ ve karaciğer gibi bir dizi başka organda 

da bulunmuştur. Östrojen baskılaması geçmişte çok başarılı olduğu için, "aromataz 
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inhibisyonu" bir meme kanseri tedavi seçeneği olarak çok dikkat çekmiştir. Aromataz 

inhibitörleri (Aİ'ler) ilk iki jenerasyon için meme kanseri tedavisinde etkiliydi, ancak 

"kortizol ve aldosteron" gibi diğer androjenik hormonları bloke ettikleri için önemli yan 

etkileri vardı. Üçüncü nesil Aİ'ler daha fazla aromataz seçiciliğine sahiptir, bu nedenle 

"steroidal (tip I) veya nonsteroidal (tip II)" olarak sınıflandırılır. Non-steroidal inhibitörler 

geri dönüşümlü kompetitif inhibitörlerdir, steroidal inhibitörler ise enzim aktivitesini geri 

dönüşümsüz olarak azaltır. Metastatik meme kanserli kadınlar, üçüncü nesil Aİ'ler 

kullanılarak incelenen ilk kadınlar olmuştur. AI tedavisinin metastatik meme 

kanserindeki etkinliği keşfedildiğinde, odak noktası adjuvan ortamlarda uygulanmasına 

geçmiştir. Tamoksifen ile tedavi edilen birçok hastada ilaç direnci nedeniyle nüksler 

görülmüş veya endometriyal malignite ve "venöz tromboembolik bozukluk" gibi zararlı 

etkiler görülmüştür (Howell vd. 2005). 

2.19.2.5. Meme karsinomu terapisinde hedefe yönelik tedaviler 

Meme kanseri için "hedefe yönelik tedaviler", hücre yüzeylerinde belirli ayırt 

edici proteinlerin aşırı ekspresyonu nedeniyle " meme kanseri hücrelerinin" anormal bir 

büyüme modeline sahip olduğu bireyleri teşhis etmek için kullanılır. İnsan bağışıklık 

sistemiyle aynı şekilde hareket eden antikorlar, meme kanseri hedefli tedavi olarak 

öncelikle kullanılmaktadır. Meme kanserli hücrelerin periferindeki "HER2 proteininin" 

yukarı regülasyonunun hedeflenmesi, günümüzde mevcut olan en verimli "meme kanseri 

hedefli tedavi" yöntemidir. Şu anda, kanser hücrelerinin büyümelerini uyaran sinyalleri 

almasını engelleyen Herceptin olarak da bilinen Trastuzumab gibi birçok moleküler yolu 

engellemede başarılı olan ve yaygın olarak kullanılan bazı meme kanseri hedefli tedaviler 

vardır. Perjeta olarak da bilinen Pertuzumab, kanser hücrelerinin çoğalmak için kullandığı 

sinyalleri bloke ederek çalışır. Avastin olarak da bilinen Bevacizumab, kanser 

hücrelerinin kendilerine oksijen ve besin sağlayan yeni kan kılcal damarlarının 

büyümesini durdurur (Baselga vd. 2012b; Gianni vd. 2013; Giordano vd. 2014). 

HER2+ memenin malign tümörü, insan epidermal büyüme reseptörü pozitif, hücre 

çoğalmasını, farklılaşmasını ve apoptotik baskılanmayı teşvik eden hücre sinyal 

yollarında yer alan bir ErbB ailesi "tirozin kinaz reseptörüdür". Meme kanserinde en sık 

diferansiyel olarak ifade edilen "reseptör" olan HER2, meme kanserlerinin yaklaşık 

%15'inde yüksek oranda ifade edilir ve bu da düzensiz hücre proliferasyonuna neden olur. 

HER2, tümör büyümesiyle ilgili aşağı akış yollarını güçlü bir şekilde tetiklediğinden, 

ifade düzeyleri meme kanseri metastazı ve prognozuyla yakından ilişkilidir. "HER2" bu 

nedenlerle son 20 yıldır yeni terapötiklerin keşfi için biyolojik bir hedef olarak 

kullanılmaktadır. Anti-HER2 tedavisi, hızlı gelişmelerine ve diğer formlardan daha 

agresif olmalarına rağmen HER2 + meme kanserlerinde sağkalımı artırmıştır (García-

Aranda ve Redondo 2017; Masoud ve Pagès 2017; Nami ve Wang 2017; Mir vd. 2020). 

Trastuzumab veya Herceptin HER2+ BC tedavisinin temel taşıdır. FDA onaylı ilk 

hümanize immünoglobulin G1kappa monoklonal antikorudur (mAb) ve çok sayıda klinik 

çalışmada hastalıksız sağkalım ve uzun dönem genel sağkalımı önemli ölçüde artırdığı 

bulunmuştur (Masoud ve Pagès 2017). 

Pertuzumab, rekombinant insan monoklonal antikoru (mAb) HER2'ye bağlanır ve 

diğer HER-reseptörleri ile dimerleşmesini engeller. "Pertuzumab" HER2 ile "trastuzumab 

"dan farklı bir epitopta etkileşime girdiğinden ve tamamlayıcı yolaklar aracılığıyla 
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"antikora bağlı hücre aracılı sitotoksisiteyi" uyardığından, birlikte kullanıldığında, 

pertuzumab ve trastuzumab tek başına her iki tedaviden daha güçlü antitümör etkinlik 

sergiler. HER2+ metastatik meme kanserli bireyleri tedavi etmek için pertuzumab, 

trastuzumab ve docetaxel ile kullanılır. Ayrıca, erken HER2 +, "ileri veya inflamatuar 

MK" için neo-adjuvan tedavi olarak kullanılır, buna ek olarak trastuzumab artı ve 

kemoterapi ile birlikte aşırı yeniden oluşma şansı olan HER2 + erken meme kanseri 

adjuvan tedavisi için kullanılır (Franklin vd. 2004; Baselga vd. 2012b). 

Antikor ve ilaç konjugatları, "Antikor-ilaç konjugatları (AİK’ler)" rekombinant 

mAb ile sitotoksik bir ilaç arasındaki sentetik bağlantıdan oluşur. Antikorun içeri 

alınması, kanserli hücrenin yüzeyindeki spesifik bir antijene bağlandıktan sonra 

gerçekleşir. İlaç daha sonra hücre içine iletilir ve burada sitotoksisiteye neden olur. T-

DM1, halihazırda "trastuzumab" artı taksan (tek başına veya birlikte) ile tedavi edilmiş 

"HER2 (+) metastatik MK" hastalarını iyileştirmek için kullanılan bir "AİK" dir (Verma 

vd. 2012; Beck vd. 2017). 

mTOR yolağının, hedefe yönelik tümör tedavisinde önemli bir rol oynadığı 

görülmektedir. Meme tümörlerinin %70'inde (Fosfatidilinositol 3-kinaz) 

PI3K/AKT/mTOR yolağı yüksek oranda aktive olmaktadır ve bu yolaklar boyunca 

keşfedilen kinaz proteinleri meme kanseri tedavisi için ileriye dönük terapötik hedefler 

olabilir. "HER-2 veya ER inhibitörleri" ile birlikte "everolimus" ilacı ile mTOR yolağının 

kullanılması ve geleneksel tedavilere karşı " meme kanseri hücrelerinin duyarlılığının" 

geri kazanılmasının yanı sıra "mTOR yolağı" aşırı aktif olduğunda ortaya çıkan direnç 

süreçlerinin üstesinden gelinmesi için umut verici bir perspektif yaklaşımı olabilir. 

Glaysher ve arkadaşları, knocked-in mutasyonlarına sahip meme epitel hücre hatlarını 

hedeflemek için EGFR ve mTOR inhibitörlerinin kullanılmasının, terapötik ilaçlara daha 

iyi yanıt verilmesiyle sonuçlandığını keşfetti (Grunt ve Mariani 2013; Glaysher vd. 2014). 

Reseptör tirozin kinaz inhibitörleri, temel olarak "HER2 gibi bir tirozin-kinaz-

reseptörünün ATP-bağlayıcı bölgesi" ile etkileşime giren ve aktivitesini inhibe eden 

küçük moleküler bileşiklerdir. Tykerb olarak da bilinen Lapatinib, EGFR ErbB1 ve 

HER2 yolakları tarafından indüklenen büyümeyi baskılayan bir kinaz inhibitörüdür 

(García-Aranda ve Redondo 2017). 

İkinci bir kinaz inhibitörü olan neratinib veya Nerlynx, adjuvan trastuzumab 

tedavisinden sonra HER2+ erken aşama meme kanseri adjuvan tedavisi için tek bir ilaç 

olarak onaylanmıştır. Ayrıca, daha önce iki veya daha fazla anti-HER2 tedavisi almış 

kişilerde "HER2+ mBC'yi tedavi etmek için kapesitabin" ile birlikte kullanılır (Segovia-

Mendoza vd. 2015).  

Son zamanlarda Tukysa olarak da bilinen tucatinib 2020 yılında "FDA" tarafından 

trastuzumab ve kapesitabin ile birlikte "HER2+ metastatik meme kanseri " tanısı için 

önerilen bir başka kinaz inhibitörüdür (Murthy vd. 2020). 

2.19.2.6. Meme kanserinin cerrahi tedavisi 

Ameliyat sırasında tümör ve yakın bölgedeki bazı normal dokular çıkarılır. 

Malignitenin evresine ve türüne göre lumpektomi (sadece yumrunun çıkarılması) veya 

mastektomi (tüm memenin cerrahi olarak çıkarılması) yapılır. Cerrah, standart prosedüre 
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göre ameliyatta çıkarılan dokuların sınırlarının malignite içermediğini ve kanserin 

tamamen çıkarıldığını gösterdiğini doğrulamalıdır. Önceleri, tedavi önemli bir ameliyat 

ve uzun süre hastanede kalmayı gerektirirken, artık tipik olarak hızlı bir iyileşme ile 

ayakta hasta ameliyatı şeklinde gerçekleştirilmektedir (Lowery vd. 2012). 

2.20. Meme Kanserinde Tümör Mikroçevresi 

Tümör mikroçevresi (TME), çevredeki kan damarları, bağışıklık hücreleri, 

fibroblastlar, sinyal molekülleri ve hücre dışı matriksten oluşur. Bu bileşenler kanserin 

ayırt edici özelliklerine ve içsel ve edinilmiş dirence katkıda bulunur. Hipoksi, kanser 

progresyonunda hayati bir rol oynayan TME'nin önemli bir özelliğidir. Hipoksinin KKH 

fenotipi, anjiyogenez, ABCC1 ve ABCG2'nin artan ekspresyonu yoluyla ilaç akışı, 

senesans ve apoptozun modülasyonu, metastaz ve genomik instabilite ile ilişkili çeşitli 

mekanizmaları indüklediği bilinmektedir. Hipoksi, hipoksinin etkilerine aracılık eden 

düşük oksijen seviyelerine yanıt veren bir transkripsiyon faktörü olan hipoksi ile 

indüklenen faktörün (HIF) üretimine yol açar. HIF-1 epitelyal-mezenkimal geçişi (EMT) 

teşvik eder ve üçlü negatif meme kanseri'nin ayırt edici bir özelliğidir. HIF-1α'nın ER+ 

BC hücre hatlarında ilaç direncine katkıda bulunduğu da söylenmektedir (Felipe Lima 

vd. 2016; Nedeljković ve Damjanović 2019; Wander vd. 2022). 

2.21. Meme Kanserinde Epitelyal Mezankimal Geçiş (EMT) 

Normal hücrelerde EMT, embriyonik gelişim ve yara iyileşmesinde rol oynayan 

bir süreçtir; ancak bu süreç çeşitli mekanizmalarla ele geçirilerek tümörigenezlere yol 

açabilir. EMT, kanserde terapötik direnç, tümör invazyonu ve metastazda önemli bir rol 

oynar. EMT sırasında E-cadherin işlevi kaybolur, bu da hücre-hücre adezyonunun 

azalmasına ve apoptoz direncine yol açar. EMT'nin ilaç direncini indüklediği 

mekanizmalar tam olarak anlaşılamamıştır; ancak bazı hipotezler ortaya atılmıştır. Bir 

teori, EMT ve KKH benzer fenotipleri paylaştığından, EMT'nin Wnt gibi terapötik 

direnci sağlayan sinyal yollarına da sahip olabileceğidir (Felipe Lima vd. 2016; Wang vd. 

2019b). 

2.22. Meme Kanserinde Hedefe Yönelik Tedaviye Dirençte Src 

HER2+ meme kanseri hastaları, bu hastaların önemli bir kısmı, özellikle 

trastuzumab durumunda, tedaviye karşı içsel veya edinilmiş direnç nedeniyle hala 

nüksetmektedir. Trastuzumab bazlı tedaviye başlangıçta yanıt veren hastaların çoğunluğu 

bir yıl içinde direnç geliştirmektedir. Aslında, HER2+ meme kanserli hastaların %70'i 

trastuzumaba karşı intrinsik veya edinsel direnç göstermektedir (Slamon vd. 2001; 

Nielsen vd. 2009; Dawood vd. 2010; Baselga vd. 2012a; Wong ve Lee 2012; Perez vd. 

2014). 

Anti-HER2 tedavilerine karşı dirençte rol oynayan birçok mekanizma 

bulunmaktadır. Bunlar PI3K/Akt/mTOR yolağının düzensizliği, c-MET, p27kip1, Protein 

Fosfataz 2A (PP2A) Ailesi, CD36, mikroRNA’lar ve Src’dir. 

Src bu tez çalışmasında araştırılan proteinin başlattığı sinyal yolağı içinde yer alan 

bir hücresel proto onkogendir. Src, Hücresel replikasyon, farklılaşma ve hayatta kalma 

gibi çeşitli biyolojik süreçleri düzenleyen reseptör olmayan bir tirozin kinazdır. Aberrant 
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Src aktivasyonunun belirgin bir onkojenik olay olduğu düşünülmektedir. Src normalde 

fosfotirozininin (Tyr530) Src homoloji 2 alanı ile intramoleküler bağlanmasıyla inaktive 

edilmiş olarak bulunur. Reseptör tirozin kinazların (RTK'lar) EGF ve PDGF gibi büyüme 

faktörleriyle etkileşimi Y530 defosforilasyonuna ve bunun sonucunda Src aktivasyonuna 

neden olur. Aktive olan Src daha sonra kinaz alanındaki tirozin 416 rezidüsünü (Tyr416) 

otofosforile ederek çeşitli hedeflerle etkileşime girmesini sağlar (Ralston ve Bishop 1985; 

Weernink ve Rijksen 1995; Thomas ve Brugge 1997; Yeatman 2004; Kim vd. 2009). 

Src aktivasyonu ve hedefe yönelik tedaviye yanıt arasındaki ilişki açısından, 57 

BC hastasını içeren bir çalışma, yüksek düzeyde fosforile Src (pSrc) içeren tümörlerin 

trastuzumab tedavisinden sonra kötü bir klinik yanıta ve daha agresif hastalığa sahip 

olduğunu göstermiştir. Tahmin edilebileceği gibi, genel sağkalım pSrc düşük tümörlü 

hastalara kıyasla önemli ölçüde daha düşük olduğu görülmüştür (Zhang vd. 2011). 

Lapatinib direnci, yüksek düzeyde aktive Src gösteren hücre hatlarında da 

bildirilmiştir. Saracatinib (Src inhibitörü) ile kombine edilen Lapatinib, ksenogreftlenmiş 

farelerin sağkalımını önemli ölçüde uzatmıştır (Formisano vd. 2014).  

Bu sonuçlar Src aktivasyonunun hedefe yönelik tedaviye direnç gelişimi sırasında 

yaygın bir olay olduğunu ve Src inhibisyonunun yeni bir terapötik strateji olabileceğini 

düşündürmektedir. 

Buraya kadar anlatılan direnç mekanizmaları meme kanserinin tedavisindeki 

başarıları önemli ölçüde azaltmakta ve yeni terapötik stratejilerin geliştirilmesini elzem 

kılmaktadır. Meme kanserinin ilaç direncine genellikle birden fazla mekanizma aracılık 

ettiğinden dolayı yeni hedeflere yönelik ilaçların geliştirilmesine ihtiyaç vardır. Bu 

nedenle yeni tanımlanan proteinler ve bunların hücresel düzeyde özellikle de kanser 

hücresi özelinde araştırılması yeni tedavi ajanlarının keşfi ve buna bağlı olarak da kanser 

tedavisine dair umudunu arttırabilir. 

2.23. Scavenger Reseptörler 

Scavenger reseptörlerinin (SR'ler) makrofajlarda endositoz ve modifiye edilmiş 

(asetillenmiş) düşük yoğunluklu lipoproteinlerin parçalanmasında işlev gördüğü ilk kez 

gösterilmiştir. SR'ler yapısal olarak heterojen bir protein üst ailesidir ve yapısal 

benzerlikleri çok az olan ya da hiç olmayan farklı sınıflara aittirler. Çeşitli sınıfları 

belirleyen tek özellik, karşılıklı ligandları bağlama yeterlilikleridir. SR'ler, modifiye 

edilmiş kendi molekülleri, hasarla ilişkili moleküler kalıplar, mikrobiyal patojenler 

(lipopolisakkarit ve lipoteikoik asit) üzerindeki korunmuş patojenle ilişkili moleküler 

kalıplar gibi kendinden olmayan moleküllerle etkileşim gösterir. Ayrıca modifiye 

edilmemiş endojen proteinleri, lipoproteinleri, apoptotik hücreleri ve karbonhidratlar, 

proteoglikanlar, kolesterol ester ve fosfolipidler gibi poliiyonik ligandları da tanırlar. 

Konak hücreler, Örüntü Tanıma Reseptörleri (PRR'ler) de dahil olmak üzere karmaşık 

gözetim sistemlerinin ifadesi yoluyla bağışıklık yanıtının etkili koruyucularıdır. Çöpçü 

reseptörler, patojenik mikropların ve/veya ürünlerinin doğrudan non-opsonik alımına 

aracılık eden fagositik reseptörler olarak görev yapan membranla ilişkili örüntü tanıma 

reseptörleridir. SR'ler, TLR'ler (Toll benzeri reseptörler) gibi diğer PRR'lerle veya çeşitli 

hücre tiplerindeki multimoleküler komplekslerle ortak olabilir ve süpürme dışında sinyal 

verme gibi çeşitli işlevlere katılabilir. Patojenlerin antijen sunan hücreler üzerindeki 
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SR'ler tarafından tanınması, fagositoz, antijenlerin işlenmesi ve daha sonra MHC sınıf I 

ve II molekülleri üzerinde sunulmasını takiben enflamatuar tepkiye yol açar, böylece 

doğuştan gelen ve uyarlanabilir bağışıklık tepkilerini birbirine bağlar. SR'ler makrofajlar, 

dendritik hücreler, nötrofiller, mikroglia, B hücreleri, endotelyal ve epitelyal hücreler gibi 

patojen girişinin potansiyel portalları olan çeşitli hücre tiplerinde ekspresyon gösterir. 

SR'ler, patojen istilasının portallarında sayısız mikrobiyal antijeni tanıyarak ve 

patojenlerle savaşmak ve ortadan kaldırmak için aşağı akış bağışıklık tepkilerini aktive 

ederek konak savunmasında önemli bir rol oynar (Brown ve Goldstein 1983; Gordon 

2002; Mukhopadhyay ve Gordon 2004; Murphy vd. 2005; Kishore 2009; Talele vd. 2010; 

Plüddemann vd. 2011; Haase 2013). 

Scavenger reseptörleri, nükleotid dizisi hizalamasına ve protein yapısına göre 

sınıflandırılır. Her sınıf, yapısal özellikleri paylaşan üyeleri içeren alt sınıflara ayrılır. 

Scavenger reseptörlerinin mevcut anlayışına ve önerilen isimlendirmeye dayanarak, sınıf 

A-L olmak üzere 12 sınıf ve bir potansiyel scavenger reseptörü, anjiyotensin dönüştürücü 

enzim-2 (ACE-2’ye) ayrılmıştır (PrabhuDas vd. 2017; Taban vd. 2022). 

2.23.1. Sınıf A 

A sınıfı çöpçü reseptörlerinin bir N-terminus sitoplazmik alanı, tek transmembran 

bölümü ve ligand tanımlamasında yer alan büyük bir ekstraselüler C-terminus kısmı 

vardır. A sınıfı SR'ler bir kolajen alanı ve bir A tipi sisteince zengin alan (SRCR) veya 

bir C tipi lektin alanı (CLEC) içerir. Üyeler arasında SR-A1 (SCAR-A1 VEYA MSR1), 

SR-A3 (SCAR-A3 veya CSR1), SR-A4 (SRCL), SR-A5 (SCAR-A5) ve SR-A6 

(MACRO) bulunur. SR-A1'in bağlantılı SRCR alanı diğer membrana bağlı reseptörlerle 

iletişimi kolaylaştırırken, kolajen alanı ligand tanımadan sorumludur. SR-A1 

lipopolisakkarit, lipoteikoik asit ve bakteriyel CpG DNA'ya bağlanır. Lipopolisakkarit 

varlığında SR-A1, Toll benzeri reseptör 4 (TLR4) ile etkileşime girer ve Lipopolisakkarit 

varlığında makrofajlarda NF-κB ve enflamatuar sitokin üretimini uyarır. Ayrıca, 

endotoksinlerin temizlenmesi ve detoksifikasyonunda rol aldığı E. coli'den LPS'nin 

saflaştırılmış lipid A kısmına bağlanır. Benzer şekilde SR-A1, LTA ve/veya gram-pozitif 

bakterilerin dokulardan ve dolaşımdan (Streptococcus pyogenes, Streptococcus 

agalactiae, Staphylococcus aureus, Enterococcus hirae ve Listeria monocytogenes) 

bağlanması ve temizlenmesi yoluyla konak savunmasına da katılır. SR-A1, HSP70 

üyeleriyle ittifak halinde antijen bağlanmasını, içselleştirilmesini ve antijen sunumunu 

uyararak adaptif bir bağışıklık yanıtı oluşturabilir. SR-A1 ayrıca Escherichia coli'yi 

fagosite etmek için TLR4 ile işbirliği yaparken, SR-A1 ve TLR2 Staphylococcus 

aureus'un fagositozunda işbirliği yapar (Hampton vd. 1991; Dunne vd. 1994; Amiel vd. 

2009; Fischer vd. 2010; Yu vd. 2012). 

SR-A1, klatrin bağımlı endositoz veya klatrinden bağımsız endositoz 

yöntemleriyle içselleştirmeye katılır ve ikincisi apoptozu uyarır. Antijen sunan hücrelerde 

SR-A1, lipid salına bağımlı bir yöntemle içselleştirmeyi ve fagositozu kolaylaştırır. SR-

A1'in eş reseptörü MERTK M2 ile birlikte kümülatif yüzey ekspresyonunun apoptotik 

cisimlerin makrofajlar tarafından yutulmasıyla sonuçlandığı bildirilmiştir. SCAR-A3 

veya CSR1'e (hücresel stres yanıt proteini) gelince, ifadesi oksidatif stres ile 

geliştirilebilir ve reaktif oksijen türlerini (ROS) temizlemek için bir hücresel stres yanıt 

geni olarak işlev görür (Zizzo vd. 2012). 
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2.23.1.1. Sınıf A scavenger reseptör üyesi 5 (SCARA5) 

Scavenger reseptör sınıfı A üyesi 5 (SCARA5) 2006 yılında SR'lerin yeni bir 

üyesi olarak bulunmuştur. SCARA5, adynı aileye üye SR-AI/II ve MARCO proteinine 

benzer şekilde; kısa bir N-terminal domain, bir transmembran domain, bir spacer bölgesi, 

bir kollajen bölgesi ve C ucunda bir A tipi (en az iki ekzon ve 6 sistein aa’i içeren tip) 

SRCR bölgesi içermektedir. SRCR bölgeleri farklı homolojilere sahip olsa da sistein 

aa’lerinin pozisyonları yapı içerisinde iyi korunmuştur. Bu sistein aa’leri arasında oluşan 

disülfid bağları da yapının bütünlüğü açısından önem arz etmektedir (Jiang vd. 2006; 

Martínez vd. 2011).  

Artan SCAR-A5 ekspresyonu, pro-enflamatuar gen ekspresyonunda baş 

transkripsiyonel bekçi olan sinyal dönüştürücü ve transkripsiyon aktivatörü 3'ün (STAT3) 

inaktivasyonuna neden olur (Yan vd. 2012).  

SCARA5 transferrine bağlı olmayan demir iletimine aracılık eden ferritin 

reseptörü olarak işlev görmektedir. Ferritinler dokuların çoğunda demir depolamak için 

sitozolik proteinler olarak bulunurlar. Ferritin, yaklaşık 12 nm boyutunda ve 250 nm3 

hacminde bir boşluk oluşturacak şekilde 24 alt ünitenin bir araya gelerek oluşturduğu 

küresel formda bir demir depo proteinidir. İnsan ferritinleri, ferritin ağır zincir (FTH, ∼21 

kDa) ve ferritin hafif zincir (FTL, ∼19 kDa) olmak üzere iki alt birimden oluşur ve 

oranları farklı dokularda 2:22 ila 20:4 arasında değişir. Ferritinin H ve L altüniteleri 

arasındaki homoloji %55’ler seviyesinde olsa da her iki alt ünite farklı fonksiyonlara 

sahiptir. FTH Fe(II)'nin oksidasyonunu katalize ederken, FTL Fe(III)'ün 

çekirdeklenmesini ve depolanmasını teşvik eder. Ferritin ayrıca nispeten demirden fakir 

ve esas olarak FTL'den oluşan serum ferritini olarak hücrelerin dışında dolaşır (Worwood 

vd. 1976; Harrison ve Arosio 1996; Ghosh vd. 2004; Arosio vd. 2009).  

H alt ünitesi enzimatik aktiviteye sahiptir ve ferröz demiri ferrik demire okside 

eder. H- Ferritindeki ferroksidaz bölgesi çoğunluğu glutamik asit olmak üzere birkaç 

aa’ten oluşmaktadır. Bu merkez H-Ferritin helikal demeti ile örtülüdür ve metal 

ligandların bağlanma bölgesi olarak işlev görür. H-ferritinin ferroksidaz aktivitesi Ferritin 

kompleksinin oluşumuna bağlı değildir ve monomerik halde bile tespit edilebilir (Boyd 

vd. 1985; Cozzi vd. 2000; Cozzi vd. 2004). 

L-Ferritinin ise enzimatik aktivitesi yoktur bu nedenle demirin oksidasyonuna 

katkıda bulunamaz. L-Ferritin, Ferritin boşluğu içerisinde çok miktarda karboksil grubu 

sağlayarak çekirdeklenme bölgesini oluşturur. Bununla birlikte, L-Ferritin monomeri, 

helikal yapıyla tuz köprüsü oluşturarak Ferritin kompleksinin stabilizasyonunu 

sağlamaktadır (Levi vd. 1992). 

Serum Ferritin’in, Hodgkins’ lenfoma, hepatoselüler karsinoma, pankreas kanseri 

ve meme kanseri gibi pek çok farklı malignant durumda over eksprese olduğu 

gösterilmiştir. Yapısal, immünolojik ve izoelektrik analizler, tümörden salınan 

Ferritinlerin H ve L alt ünite kompozisyonu açısından normal Ferritinden farklı olduğunu 

ortaya koymaktadır. Özellikle meme tümörlerinde, bening meme dokusu ile 

karşılaştırıldığında, artışın yaklaşık 6 kat olduğu ve L-Ferritine spesifik olduğu da ortaya 

çıkarılmıştır. Bu artış, yüksek miktarda epitel hücre proliferasyonu, histopatolojik 

farklılaşma ve kısalan yaşam süresi ile koraledir (Jézéquel vd. 2012; Alkhateeb vd. 2013). 
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Hücre dışı Ferritin, tümör oluşumunu pek çok farklı seviyede stimüle edebilir. 

Hücre dışı Ferritin kanser hücrelerinin: 

• Proliferasyonunu artırabilir 

• Anjiyogenezini artırabilir 

• Lenfosit yanıtını baskılayabilir. 

Tüm bu sonuçlar aslında, Ferritinin tümörigeneze katkı sağladığını, dahası 

doğrudan önemli bir rol oynadığını düşündürmektedir. Serum Ferritin seviyesindeki artış 

genellikle daha agresif bir fenotip ve daha kısa yaşam süresi ile ilişkilendirilmektedir. 

Özellikle Meme kanserindeki artış L-Ferritinde görülmektedir. Serum Ferritin L alt 

ünitesindeki artış biyolojik olarak önemli olabilir çünkü H ve L alt ünitelerinin 

reseptörleri farklıdır (Fisher vd. 2007; Li vd. 2009). 

Serum ferritinin birçok yönü belirsizliğini korusa da kanıtlar demir iletiminde, 

anjiyogenezde, inflamasyonda, bağışıklıkta ve kanserde rol oynayabileceğini 

göstermiştir. Serum ferritini hasarlı hücrelerden sızan bir ürün olarak düşünülebilir ve 

serum ve dokudaki demir yüklü ferritinin hücreler için toksik olabileceğinden uygun 

şekilde uzaklaştırılması gerekir. Bununla birlikte, ferritin’in uzaklaştırılmasındaki doğal 

mekanizma belirsizliğini korumaktadır (Coffman vd. 2008; Bresgen vd. 2010; Wang vd. 

2010; Kurz vd. 2011; Kell ve Pretorius 2014). 

L-Ferritin için şimdilik tanımlanmış tek reseptör SCARA5’tir. Tümör 

dokularındaki ekspresyonu tam olarak çalışılmamış olsa da özellikle meme ve 

hepatoselüler karsinoma hücrelerinde SCARA5 ekspresyonunun prognozla korale 

şekilde arttığı bilinmektedir (Huang vd. 2010b; Miller vd. 2011). Ayrıca, SCARA5’in 

ERK1/2, STAT3 ve AKT sinyal yolaklarını inaktive ederek meme kanseri hücrelerinin 

progresyon ve metastazında rol oynadığı ortaya çıkarılmıştır (You vd. 2017). 

Tüm bu literatür taramaları neticesinde terapötik ilaçlar kullanılarak tedavi 

uygulanan kanserde direnç gelişebilmektedir. Kanser hücrelerine karşı en yeni tedavi 

stratejilerinden birisi anti kanser peptidlerdir. Kanser hücreleri için seçici ve toksik olan 

bu peptidler SCARA5 gibi yeni tanımlanan protein aileleri ve onların ferritin gibi 

ligandları ile olan etkileşimini inhibe ederek kanser tedavisinde yeni keşifler sağlama 

potensiyeli sunmaktadır.  

2.24. Anti Kanser Peptitler 

Moleküler biyolojinin gelişmesiyle birlikte, çok çeşitli organizmalarda çok sayıda 

kısa peptidin var olduğu bulunmuştur (Li vd. 2014). Bu peptitler bakterileri, mantarları 

ve tümör hücrelerini öldürebilir ve hatta bağışıklık sistemini düzenleyebilir. Yapısal ve 

işlevsel verilerin birikimi, anti-kanser peptitleri (AKP'ler) olarak sınıflandırılan anti-

tümör aktivitesine sahip katyonik düşük moleküler ağırlıklı peptitlerin ortaya çıkmasına 

neden olmuştur (Qiao vd. 2019). Aslında, çeşitli organizmalardan izole edilen katyonik 

peptitler tarihsel olarak antimikrobiyal aktiviteler açısından değerlendirilmiş ve 1985 

yılında ilk kez güçlü anti-kanser ajanları olarak tanımlanmadan önce bu şekilde 

çalışılmıştır (Sheu vd. 1985). Benzersiz etki mekanizmaları nedeniyle AKP'ler, tümör 



KAYNAK TARAMASI                                            O. KOÇAK 

 

87 

  

hücresi proliferasyonunu, migrasyonunu ve tümör anjiyogenezini daha iyi inhibe edebilen 

geleneksel kemoterapiye göre birçok avantaja sahiptir (Hilchie vd. 2019). Olgun katı faz 

sentez teknolojisine sahip olan AKP'lerin üretim maliyeti düşüktür ve modifiye edilmeleri 

kolaydır. Nispeten yüksek doku penetrasyonu ve düşük ilaç direnci oluşumu 

özellikleriyle birleştiğinde, AKP'lerin klinik uygulama beklentisi umut vericidir. ABD 

Ulusal Sağlık Enstitüleri Klinik Araştırmalar veri tabanında 'anti-kanser peptidleri' ifadesi 

kullanılarak yapılan bir araştırmada, farklı kanser türlerini hedef alan 1002 peptid bazlı 

klinik çalışma bulunmuştur (Pan vd. 2020). 

AKP'lerin aktivitesi büyük ölçüde amino asitlerinin türüne, sayısına ve yapısına 

bağlı olduğundan, yapısal sınıflandırma günümüzde en yaygın sınıflandırma yöntemidir 

(Li vd. 2012). Bu sınıflandırmaya göre, AKP'ler dört kategoriye ayrılabilir: α-helikal, β-

kırmalı tabaka, rastgele ilmek ve siklik (Meng ve Wang 2011) (Şekil 2.41). 

 

Şekil 2.31. AKP'lerin yapısal sınıflandırmasının şematik diyagramı; a) α-helikal; b) β-

kırmalı tabaka; c) rastgele ilmek; d) siklik (Xie vd. 2020) 

α-helikal AKP'lerde peptit zinciri genellikle kısa uzunlukta ve basit yapıdadır. 

ACP'lerin en tipik yapı türüdür. β-kırmalı tabaka AKP'lerin çoğu iyi stabiliteye sahip iki 

veya daha fazla disülfit bağına sahiptir. Bu yapılar α-helikal AKP'lerden daha karmaşıktır. 

Rastgele sarmal ACP'ler genellikle prolin ve glisin bakımından zengindir ve tipik bir 

ikincil yapıdan yoksundur. Siklik AKP'ler baştan kuyruğa siklizasyon omurgasından veya 

sistin düğümleri oluşturan disülfit bağlarından oluşan kapalı peptitlerdir; doğrusal 

yapılardan daha kararlıdırlar (Marsh vd. 2007; Veldhuizen vd. 2014; Duan 2019). 

Anti-kanser peptitler günümüzde küçük moleküller ve antikorlarla 

karşılaştırıldığında birçok özelliklerinden dolayı üstün terapötik yaklaşımlar olarak 

karşımıza çıkmaktadır. Bu özellikler; 

Boyutlarının küçük olması, kolay sentezlenebilir olmaları ve hücre 

membranlarından penetre olma yeteneklerinin fazla olmasıdır.  
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Yüksek aktiviteleri, afiniteleri vardır ve oldukça spesifiktirler. İlaç-ilaç 

etkileşimleri minimumdur.  

Böbrek ve karaciğer gibi spesifik organlarda birikmezler bu da toksik etkilerini 

minimuma indirmektedir (Ali vd. 2013).  

Hızlı sentezlenirler ve kolay modifiye edilirler (Boohaker vd. 2012). 

Rekombinant antikor proteinlerle karşılaştırıldıklarında immümojeniteleri çok 

daha azdır (McGregor 2008). 

Anti-kanser terapide önemli olan nokta, terapötiklerin farklı tipte kanser hücreleri 

üzerine etki gösterirken sağlıklı hücrelere zarar vermemelidir. Anti-kanser peptitler ile 

hücre membran bileşenlerinin spesifik etkileşimi çoğunlukla elektrostatik bağlarla 

sağlanır (Jobin ve Alves 2014). Antikanser peptitler moleküler hedefli peptitler gibi de 

davranabilirler yani doğrudan kanser hücre membranına ya da organel membranlarına 

bağlanabilirler ya da antikanser ilaçlara bağlı peptitlere bağlanabilirler (Li vd. 2011; 

Peyressatre vd. 2015; Raucher ve Ryu 2015). Kanser hücresinde antikanser peptitler 

moleküler hedefli peptitler gibi özellikle alfa-heliks yapıdadırlar ve plazma membranına, 

nükleer membrana ve/veya mitokondri membranına penetre olarak farklı mekanizmalarla 

farmakolojik aktivite gösterirler (DNA sentezi inhibisyonu ya da hücre bölünmesinin 

durdurulması gibi) ve kanser hücresinde apoptozu tetiklerler (Horwitz 1994; Fuertes vd. 

2003; Huang vd. 2017; Zhang vd. 2017). Ancak, bağlayıcı peptitler, antikanser peptidler 

ya da hücre-penetre edici peptitleri yönlendirebilirler. Bunların anti-kanser etkileri 

yoktur. Sadece kanser hücre membranını tanıyıp buraya penetre olabilirler. Bu nedenle 

bağlayıcı peptitler ilaç taşıyıcı sistemlerle birlikte de kullanılabilirler (Ramsey ve Flynn 

2015). 

Anti-kanser peptitler; peptitin yapısı, biyolojik aktivitesi, seçiciliği göz önüne 

alınarak oluşturulmalıdır (Gabernet vd. 2019; Singh vd. 2020). Bu peptitler 

fonksiyonlarına göre 3 gruba ayrılmaktadır; 

1-Sitotoksik, anti-proliferatif ve apoptotik aktiviteler yoluyla doğrudan kanser 

hücrelerine etki eden moleküler olarak hedeflenmiş peptitler 

2-İlaçları kanser hücresi hedeflerine taşımak için kullanılan ilaç bağlama peptidleri olan 

"kılavuz füze" peptitleri veya bağlayıcı peptitler 

3- İmmünomodülatör aktiviteler ve hormon reseptörleri gibi diğer uyarıcı hücreleri kanser 

hücrelerini öldürmek için dolaylı olarak etkileyen hücre uyarıcı peptidler (Levely vd. 

1990; Böhmová vd. 2018; Ray vd. 2018)  

     Kanser hücresi hedeflerine özgü moleküler olarak hedeflenen peptitler, 

karsinojenez veya proliferasyonun önemli bir aşamasında kanser hücrelerine nüfuz 

edebilir, bağlanabilir ve ardından bunları inhibe edebilir veya öldürebilir (Asao vd. 2019). 

Tez çalışmamızda tasarlamış olduğumuz ve hücreler üzerindeki etkinliğini araştırdığımız 

ScaLFe (1-7) sentetik peptitler fonksiyonları bakımından yukarıda belirtilen gruplardan 

moleküler hedefli peptidler grubuna girmektedir. 
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Moleküler hedefli peptitler, spesifik olarak kanser hücrelerini hedef alırlar 

hücreye penetre olurlar, bağlanırlar ve karsinogenez ya da proliferasyonun önemli bir 

basamağında bulunan kanser hücrelerini ya inhibe ederler yada öldürürler (Asao vd. 

2019). Peptitler, amino asit kompozisyonları, sekans uzunlukları, izoelektrik noktaları, 

moleküler ağırlıkları, net yükleri, hidrofobiklik, amfifilik, sekonder yapı ve yapısal 

yönelimleri gibi özelliklerine bağlı olarak, hücre proliferasyonunu inhibe etmek veya 

kanser hücrelerini tamamen ortadan kaldırmak için moleküler hedefli ilaçlar olarak da 

kullanılabilir (Roudi vd. 2017). AKP’lerin içerdiği aminoasitlerin kanser hücreleri 

üzerindeki rolleri şu şekilde sıralanabilir: (Çizelge 2.5). (Chiangjong vd. 2020). 

 

Çizelge 2.5. Amino asit rezidülerinin kanser hücrelerindeki AKP etkileri üzerindeki rolü 

Aminoasitler Aminoasidin özelliği Kanser hücresi üzerideki etkisi 

Lizin Pozitif yüklü Hücre membran bütünlüğünü bozar. 

Hücre membranına penetre olur. 

Kanser hücresinde sitotoksisiteye 

neden olur (Dai vd. 2017). 

Arjinin Bazik Hücre membran bütünlüğünü bozar. 

Hücre membranına penetre olur. 

Kanser hücresinde sitotoksisiteye 

neden olur (Dai vd. 2017). 

Histidin Polar, hidrofilik Asidik koşullarda membran 

permabilitesini değiştirerek 

sitotoksisiteyi artırır (Midoux vd. 

1998; Navarro vd. 2008). 

Glutamik asit Negatif yüklü Tümör hücresinde anti-proliferatif 

etki gösterirler (Yamaguchi vd. 

2016). 

Aspartik asit Polar, hidrofobik Tümör hücresinde anti-proliferatif 

etki gösterirler (Yamaguchi vd. 

2016). 

Sistein Polar, yüksüz Hücre yüzey reseptörlerinin çoğunda 

bulunur ekstraselüler motif ya da 

domain’in stabilizasyonunda rol 

oynar (Oancea vd. 1998). 

Prolin Non-polar, alifatik Membran etkileşimi ve 

konformasyonel esneklikte rolü var 

sitotoksik aktiviteyi artırabilir 

(Shamova vd. 2009; Ahmaditaba vd. 

2018). 

Glisin Asidik Membran etkileşimi ve 

konformasyonel esneklik (Shamova 

vd. 2009). 

     (Devamı Arkada) 
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Çizelge 2.5’in devamı 

Fenilalanin Aromatik Hedef kanser hücre membranına 

afiniteyi artırır. Sitotoksik aktiviteyi 

artırabilir (Chiangjong vd. 2020) 

Metiyonin  Polar, yüksüz Redüklenmiş metiyonin kanser hücre 

proliferasyonunu durdurabilir 

(Ahmaditaba vd. 2018). 

Tirozin Aromatik Sitotoksisiteyi artırabilir (Marchand 

vd. 2006) 

Triptofan Aromatik DNA majör groove’a bağlanma 

(Harris vd. 2013). 

 

 

 



MATERYAL VE METOT                                            O. KOÇAK 

 

91 

  

3. MATERYAL VE METOT 

3.1. İn silico Yöntemler 

SCARA5’in SRCR bölgesinin üç boyutlu yapısının hesaplamalı yapısal 

modellenmesi, SRCR-L-ferritin etkileşiminin belirlenmesi ve bu etkileşimi bloke edecek 

peptit tasarlanması adımlarını içermektir. 

3.1.1. Aminoasit dizisi 

İnsan SCARA5 proteini 495 aminoasitten oluşan transmembran bir proteindir. 

İnsan SCARA5’in aminoasit dizisi UniProt veritabanından elde edilmiştir (SCARA5 

Uniprot ID: Q6ZMJ2). Ligand bağlama bölgesi olan SRCR bölgesi ise 393-493 

aminoasitlik kısmı kapsamaktadır (UniProt 2023).  

3.1.2. İki boyutlu sekonder yapının tahmini 

SRCR alanının ikincil yapısı PsiPred ile tahmin edilmiştir. SRCR alanının 

topolojisi TMHMM ver. 2.0 ve/veya PROTTER ile tahmin edilmiştir (Krogh vd. 2001; 

Omasits vd. 2014; Buchan ve Jones 2019). 

3.1.3. SRCR bölgesinin hesaplamalı yapısal modellenmesi 

SRCR domain bölgesinin üç boyutlu yapısının tahmini için altı farklı modelleme 

aracı serverı kullanılmıştır. Bunlar I-Tasser, MODELLER, RaptorX, Phyre2, Robetta 

comperative modelling ve Robetta ab inito’dur. 

I-TASSER (Iterative Threading ASSEmbly Refinement), protein yapısı tahmini ve 

yapı bazlı fonksiyon doğrulamasını temel alan hiyerarşik bir yaklaşımdır. İlk olarak, 

yinelemeli şablon tabanlı fragment birleştirme simülasyonları ile oluşturulan tam 

uzunlukta atomik modellerle, çoklu yaklaşım modeline esasen LOMETS ile PDB'den 

yapısal şablonları tanımlar. I-TASSER ('Zhang-Sunucusu' olarak) yakın zamanda CASP 

(Protein Yapısı Tahmininin Kritik Değerlendirmesi Programı) CASP7, CASP8, CASP9, 

CASP10, CASP11, CASP12, CASP13 ve CASP14 deneylerinde protein yapı tahmini için 

1 numaralı sunucu olarak seçilmiştir. Ayrıca, CASP9'da işlev tahmini için en iyi server 

seçilmiştir (Yang vd. 2015). 

RaptorX, birincil diziden veya çoklu dizi hizalamasından ultra derin konvolüsyon 

(evrişimli) sinir ağını kullanarak bir proteinin üçüncül yapı özelliklerini, temas ve mesafe 

matrisini, rezidüler arası yönelimini tahmin etmektedir (Källberg vd. 2012). 

Phyre2, yapısı belirlenmek istenen protein için öncelikle homoloji gösteren 

yapıları tarar. PsiPred kullanarak ikincil yapıyı tahmin eder. Hem dizinin hizalanması 

hem de şablon dizinin bir araya getirilmesi için Markov modelini kullanır ve omurga 

modeli oluşturur. Diğer aşamada loop döngü yeniden düzenlenir ve yan zincirler 

eklenerek son model ortaya çıkarılır (Kelley vd. 2015). 

Robetta comperative modelling, özellikleri arasında nispeten hızlı ve doğru bir 

derin öğrenme tabanlı yöntem, TrRosetta ve homoloji modellemesi, kısıtlamalar, yerel 

fragmentler ve özel sıra hizalamalarına olanak tanıyan etkileşimli bir gönderim arayüzü 
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yer almaktadır. Karşılaştırmalı modellemeyi kullanarak çok zincirli kompleksleri 

modelleyebilir ve büyük ölçekli örnekleme seçeneği sunar. Haftalık olarak güncellenen 

PDB100 şablon veritabanı ile birlikte evrim tabanlı bir model veritabanını (MDB) da 

kullanmaktadır (Song vd. 2013). 

Robetta ab inito, yine Robetta server’ı içinde bulunan özel bir seçenektir. BLAST, 

PSI-BLAST, FFAS03 veya 3D-Jury kullanarak yapısı bilinen bir protein ile güvenilir bir 

eşleşme bulunursa, karşılaştırmalı modelleme için bu yapısı bilinen proteini bir şablon 

olarak kullanır. Eşleşme bulunmazsa, de novo Rosetta fragment ekleme yöntemi 

kullanılarak yapı tahminleri yapılır. NMR kısıtlama verileri için de ayrıca RosettaNMR 

kullanılarak proteinin de novo yapısının belirlenmesi için kullanılmaktadır (Song vd. 

2013). 

MODELLER, üç boyutlu protein yapılarının homolojisi veya karşılaştırmalı 

modellemesi için kullanılır ve tüm hidrojen olmayan atomları içeren bir modeli otomatik 

olarak hesaplar. MODELLER, uzaysal kısıtlamaların giderilmesi nedeni ile 

karşılaştırmalı protein yapısı modellemesini uygular ve protein yapılarında döngülerin de 

novo modellemesi de dahil olmak üzere, çeşitli protein yapısı modellerinin 

optimizasyonu gibi birçok ek görevi gerçekleştirmektedir (Webb ve Sali 2016). 

3.1.4. Global model iyileştirme ve enerji minimizasyonu 

Elde edilen altı farklı protein modellerinin karşılaştırılması ve en doğru katlanma 

konformasyonunun belirlenmesi için ModRefiner server’ı kullanılmıştır. ModRefiner, C-

alfa, ana zincir modelinden veya tam atom modelinden başlayabilen, atom düzeyinde, 

yüksek çözünürlüklü protein yapısı iyileştirmesi için kullanılan bir algoritmadır. 

ModRefiner, iyileştirme simülasyonlarının yönlendirildiği bir referans olarak 

kullanılacak ikinci bir yapının atanmasına izin verme seçeneğine sahiptir. ModRefiner'in 

bir diğer amacı da, hidrojen bağları, omurga topolojisi ve yan zincir konumlandırma 

açısından ilk başlangıç modellerini doğal durumlarına yaklaştırmaktır. Aynı zamanda 

lokal yapıların fiziksel kalitesinde önemli gelişme sağlamaktadır (Xu ve Zhang 2011). 

3.1.5. Model validasyonu 

Her bir model ModRefiner kullanılarak rafine edilmiştir ve rafine edilen bu 

modeller validasyon testine tabi tutulmuştır. Bu validasyon testleri VERIFY, ERRAT, 

PROVE, PROCHECK WHATCHECK’tir. 

VERIFY, Bir protein yapısının üç boyutlu profili, 3 boyutlu yapı modelinin 

herhangi bir amino asit dizisiyle uyumluluğunu puanlamak için kullanılabilen, yapının 

atomik koordinatlarından hesaplanan bir tablodur. Doğru protein yapılarından hesaplanan 

üç boyutlu profiller, yüksek puanlarla kendi dizileriyle eşleşmektedir (Bowie vd. 1991; 

Lüthy vd. 1992). 

ERRAT, karakteristik atomik etkileşime dayalı olarak protein yapılarının doğru ve 

yanlış belirlenmiş bölgelerini ayırt etmek için kullanılan bir yöntemdir. Proteinler içinde 

farklı atom türleri birbirine göre rastgele dağılmıştır. Model oluşturmadaki hatalar, farklı 

atom türlerinin daha rastgele dağılımlarına yol açar ve bu durum istatistiksel yöntemlerle 

doğru dağılımlardan ayırt edilebilir. Atomlar üç kategoridedir: karbon (C), nitrojen (N) 
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ve oksijen (O). Bu durum, ikili kovalent olmayan bağlı etkileşimlerin altı farklı 

kombinasyonuna (CC, CN, CO, NN, NO ve OO) yol açmaktadır (Colovos ve Yeates 

1993). 

PROVE, standart atom ve rezidü hacim aralıkları, klasik Voronoi prosedürü 

kullanılarak 64 yüksek düzeyde çözülmüş ve iyi rafine edilmiş protein kristal yapısı 

kullanılarak hesaplanır. Atomik hacimlerin standart değerlerden sapmaları, hacim Z 

skorları olarak değerlendirilir ve protein kristal yapılarının kalitesini değerlendirmek için 

kullanılır. Tek tek atomların mutlak Z-skorları, bir protein modeli içindeki belirli 

bölgelerdeki problemleri tanımlamak için kullanılır. Bu Z-puanları, atomik B-faktörleri 

ile oldukça ilişkilidir. Böylece, kristalografik iyileştirme ile doğrudan sınırlandırılmayan 

atom hacimleri, protein yapısının kalitesinden bağımsız, oldukça hassas bir şekilde 

ölçülebilmektedir (Pontius vd. 1996). 

PROCHECK’in amacı, belirli bir protein yapısındaki rezidülerin geometrisinin, 

iyi rafine edilmiş, yüksek çözünürlüklü yapılardan türetilen stereokimyasal 

parametrelerle karşılaştırıldığında ne kadar normal veya bunun tersine ne kadar 

olağandışı olduğunu değerlendirmektir. PROCHECK tarafından vurgulanan olağandışı 

bölgeler, mutlaka hatalı anlamına gelmemektedir. Bu bölgelerde makul bir açıklaması 

olan alışılmadık özellikler olabilir (örneğin, proteinin aktif bölgesindeki ligand 

bağlanmasına bağlı bozulmalar) (Laskowski vd. 1993).  

WHATCHECK, protein yapısının simetrisini, Ramachandran grafiğini, bağ açıları 

ve uzunlukları gibi geometrik özelliklerini değerlendiren bir algoritmadır (Hooft vd. 

1996).  

Bu yaklaşımların yanı sıra elde edilen 6 protein modelinin kalitelerini 

değerlendirmek için ayrıca SWISS-MODEL’in yapı değerlendirme modülü kullanılmış 

ve modeller bu program kullanılarak da ayrıca değerlendirilmiştir. QMEAN sunucusu, 

protein yapı modellerinin kalite tahmini için bir dizi modeli sıralamaya ve bunlar içindeki 

potansiyel olarak güvenilmez bölgeleri belirlemeye olanak tanıyan üç puanlama işlevine 

erişim sağlar. 

QMEANDisCo, tek bir model temelinde hem global (yani tüm yapı için) hem de 

yerel (yani rezidü başına) mutlak kalite tahminleri türetebilen bileşik bir puanlama 

fonksiyonudur. Temel olarak QMEAN'ın tek terimlerini kullanır. Ana geliştirme, 

değerlendirilen modele homolog yapılardan çıkarılan mesafe kısıtlamaları toplulukları 

(DisCo) ile çift rezidü-rezidü mesafelerinin uyumunu değerlendirerek yerel rezidü başına 

kalite tahminlerini öngören yeni bir terimdir. QMEANDisCo global skoru, ortalama 

rezidü başına skordur ve sağlanan hata tahmini, geniş bir model seti için tahmin edilen 

global QMEANDisCo skorlarına dayanır ve QMEANDisCo global skoru ile lDDT (temel 

gerçek) arasındaki kök ortalama kare farkını (yani standart sapma) temsil eder. Tahminin 

güvenilirliği büyük ölçüde model boyutuna bağlı olduğundan, sağlanan hata tahmini, 

girdiye benzer boyuttaki modellere dayalı olarak hesaplanır (Studer vd. 2019). 

QMEAN, tek bir model temelinde hem global (yani tüm yapı için) hem de yerel 

(yani rezidü başına) mutlak kalite tahminleri türetebilen bileşik bir puanlama 

fonksiyonudur. QMEAN4 ve QMEAN6 olmak üzere iki global skor değeri vardır. 

QMEAN4, dört istatistiksel potansiyel teriminin doğrusal bir kombinasyonudur. 
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QMEAN6 ek olarak yapısal özelliklerin sekans bazlı tahminlerle tutarlılığını 

değerlendiren iki uyum terimi kullanır. Her iki global skor da başlangıçta [0,1] 

aralığındadır. Varsayılan olarak, yüksek çözünürlüklü X-ışını yapılarından beklediğimiz 

şeyle ilişkilendirmek için Z puanlarına dönüştürülürler. Sonuç sayfalarında da bu şekilde 

görüntülenir. Yerel skorlar, 4 istatistiksel potansiyel teriminin yanı sıra kalıntı bazında 

değerlendirilen anlaşma terimlerinin doğrusal bir kombinasyonudur. Bunlar da [0,1] 

aralığındadır (Benkert vd. 2010). 

3.1.6. Post-translasyonel bölgelerin in silico tahmini 

Fosforilasyon ve ubikitinasyon gibi post-translasyonel bölgelerin tahmini için 

PhosphoSitePlus ve N-glikozilasyon bölgelerinin tahmini için NetNGlyc 1.0 sunucusu 

kullanılmıştır (Gupta ve Brunak 2002; Hornbeck vd. 2015). 

3.1.7. Farklı SRCR domainlerinin moleküler dinamik simülasyon çalışmaları 

Farklı sunuculardan elde edilen protein yapılarının dinamik bir ortamda stabil olup 

olmadığını test etmek için 300 K’de 100 ns’lik bir sürede grup NPT (Madde miktar: N, 

Basınç: P, Sıcaklık: T) sistemi içinde moleküler dinamik simülasyonlar test edilmiştir. 

Protein modelleri Protein Hazırlama Modülü kullanılarak hazırlanmıştır. Protein modeli 

hazırlığı, nötr pH 7.0 ile protein modeline eklenen hidrojen atom bağları atanarak yapılır. 

TIP3P olarak isimlendirilen su çözücü atomları, periyodik sınır koşullarında oktahedron 

geometrisinde simülasyon kutusuna ilave edildi ve şekil-boyut, 10.0 tamponlu mesafeye 

ayarlandı. Simülasyon sistemini elektriksel olarak nötralize etmek, kutu yükünü stabilize 

etmek için Na + / Cl- iyonları eklendi ve solventli sisteme rastgele yerleştirildi. 

Simülasyon sistemi, aşağıdaki kademeli relaksiyon protokolü kullanılarak 

çözünen ağır atomlar üzerinde kısıtlamalarla ve kısıtlamalar olmadan güvenli bir şekilde 

başlamıştır: 10 K'de NVT grubunda 12 ps Brownian dinamiği, Berendsen termostatı 

kullanımı ve kısıtlamalarla 1 fs zaman adımı; NPT grubunda 12 ps Langevin dinamiği, 

üç yüz ok ve 1 atm'de Berendsen termostatı ve barostat kullanımını kısıtlamalarla ve 24 

ps kısıtlamalar olmadan zorlar. Gerçek üretim simülasyonları, 2 fs zaman adımıyla 100 

ns için bir NPT grubunda yürütülmüştür. Sıcaklık, Nosé-Hoover zincir termostatı ile 300 

K'de ve Martyna-Tobias-Klein barostatı ile 1.01325 bar'da gerinim, sırasıyla bir ps ve 2 

ps'lik izotropik bağlantı ve dinlenme süresinin kullanımı ile değiştirildi. Hızlı 

çeşitlilikteki Coulombik etkileşimlerle başa çıkmak için 9.0 Å'luk bir yarıçap azalması 

kullanılırken, Coulomb kapasitesinin u serisi ayrışması uzun menzilli elektrostatik 

etkileşimler için kullanıldı. Simülasyon yörüngeleri, Maestro'nun dahili Simülasyon 

Etkileşimleri Diyagramı aracı kullanılarak analiz edilmiş ve ardından oluşturulan 

etkileşim analizi istatistikleri, analize yardımcı olacak açıklayıcı grafikleri bir araya 

getirmek için Microsoft Excel360 ile işlenmiştir (Nosé 1984; Martyna vd. 1994; NosÉ 

2002; Bowers vd. 2006; Madhavi Sastry vd. 2013; Predescu vd. 2020). 

3.1.8. Modellenmiş SRCR domain’inin deneysel yapı ile karşılaştırılması 

Modelleme çalışmaları sırasında, insan SCARA5 SRCR domaininin kristal yapısı 

yayınlandı ve böylece modellerimizi ve ayrıca yeni AlphaFold modeli (AF-Q15392-F1-

model_v3) karşılaştırıldı. UCSF ChimeraX MatchMaker aracı ile protein yapıları yapısal 

olarak hizalandı ve SRCR yapılarının Cα atomları arasındaki kök ortalama kare sapmasını 
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(RMSD) hesaplandı. Ayrıca deneysel olarak doğrulanmış üç disülfit bağının doğruluğuna 

ve Ca2+ koordine edici rezidülerine uygun rotamerlerine de dikkat edilmiştir (Jumper vd. 

2021; Pettersen vd. 2021; Varadi vd. 2022). 

3.1.9. Protein-protein docking yöntemi ile SRCR domaini ve L-Ferritin arasındaki   

etkileşimin belirlenmesi 

3.1.9.1. L-Ferritin’in aminoasit dizisi ve üç boyutlu yapısına erişim sağlama 

SCARA5’in bilinen doğal ligandı olan L-Ferritin’in aminoasit dizisi UniProt veri 

tabanından elde edilmiştir (L-Ferritin Uniprot ID: P02792). UniProt veri tabanında, L-

Ferritin 175 aminoasitten oluştuğu bildirilmiştir. 2. aminoasit rezidüsü N-asetilserin 

şeklinde modifiye edilmiştir. Moleküler docking çalışmalarında kullanılmak üzere PDB 

kodu 2FFX olan üç boyutlu yapı seçilmiştir. Protein Data Bank’ta depolanan yapı insan 

L-Ferritin’in yapısıdır. X-ışını yöntemi ile 1.90 Å çözünürlükte üç boyutlu yapısı ortaya 

çıkarılmıştır (Wang vd. 2006; Wang vd. 2011; UniProt 2023). 

3.1.9.2. SRCR domain’in ve L-Ferritin’in potansiyel bağlanma bölgelerinin 

karakterizasyonu 

Kalite değerlendirmesinden en iyi sonuçları alan en kararlı model daha sonra 

SRCR-L-ferritin kompleksini modellemek için kullanıldı. Potansiyel bağlanma 

arayüzlerini karakterize etmek için, etkileşime giren proteinler için moleküler 

elektrostatik potansiyel haritalarını hesaplamak amacıyla PyMOL'deki ( (Schrödinger) 

APBS  modülü kullanıldı. 

APBS (Adaptive Poisson-Boltzmann Solver; Uyarlanabilir Poisson-Boltzmann 

Çözücü), büyük biyomoleküler bileşenler için sürekli elektrostatik denklemlerini çözen 

bir yazılımdır. Böylece protein yüzeyindeki yük (+,- veya nötr) belirlenebilir. 

SRCR bölgesinin potansiyel bağlanma arayüzlerinin tespiti üç basamakta 

gerçekleştirilmiştir:  

a. Molekülün hazırlanması: pdb2pqr yöntemi ile, hidrojenler ve eksik yan zincir 

atomları eklendi kısmi yükler ve yarıçaplar atandı. Ligandları ve modifiye rezidüleri 

kaldırıldı. 

b. Elektrostatik haritanın APBS ile hesaplanması: Bu bölümde iki seçenek 

mevcuttur. 

b1. Focus Selection: Burada isteğe bağlı olarak proteinin bağlayıcı bölgesi 

hakkında bilgi sahibi iseniz “focus selection” değeri girilebilir.  

b2. Grid aralığı (Angstrom): Hesaplamayı hızlandırmak ve bellek kullanımını 

azaltmak için artırılabilir. Daha yüksek bir harita çözünürlüğü elde etmek için azaltılması 

gerekir. Tez çalışmasında PyMOL yazılımında bu değer 0.50 olarak belirlenmiştir. 

c. Moleküler yüzey görselleştirme: Hesaplanan elektrostatik potansiyel haritası 

görselleştirildi. (Jurrus vd. 2018). 
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3.1.9.3. SRCR/L-Ferritin protein-protein docking çalışması 

SRCR modeli ve L-ferritin docking çalışmasından önce proteinler, Maestro'nun 

Protein Hazırlama Sihirbazı ile optimize edilmiştir: eksik hidrojen atomları eklenmiş ve 

hidrojen bağı ağı pH 7.0'da PROPKA ile optimize edilmiştir. Proteinler, OPLS3e kuvvet 

alanı kullanılarak, tüm ağır atomlar için RMSD 0.3 Å yakınsama standartları ile elektrik 

yük minimize edilmiştir (Olsson vd. 2011; Søndergaard vd. 2011; Madhavi Sastry vd. 

2013). 

SRCR domaini ile L-Ferritin arasındaki olası bağlanma bölgesini tahmin etmek 

için HADDOCK kullanılmıştır. HADDOCK (High Ambiguity Driven protein-protein 

DOCKing; Yüksek Belirsizlik Güdümlü protein-protein DOCKing), biyomoleküler 

komplekslerin modellenmesi için bilgi odaklı esnek bir yerleştirme yaklaşımıdır. 

HADDOCK, kenetlenme sürecini yürütmek için belirsiz etkileşim kısıtlamalarında 

(ambiguous interaction restraints: AIR'ler) tanımlanan veya tahmin edilen protein 

arabirimlerinden gelen bilgileri kodlamasıyla ab-initio yerleştirme yöntemlerinden 

ayrılır. Belirsiz etkileşim kısıtlamaları, moleküller arası etkileşimde yer alan rezidülerle 

ilgili mevcut her türlü deneysel bilgiden türetilir. HADDOCK, protein-protein, protein-

nükleik asitler ve protein-ligand kompleksleri dahil olmak üzere geniş bir modelleme 

problemleri sınıfıyla başa çıkabilir. Örneklemeyi, puanlamayı veya her ikisini de 

geliştirmek için biyokimyasal, biyofiziksel veya biyoinformatik yöntemlerden elde edilen 

bilgileri entegre eden HADDOCK gibi veri odaklı yaklaşımlar, dikkate değer ölçüde daha 

iyi performans gösterir. 

HADDOCK ile protein protein etkileşim ara yüzünü tahmin etmek için; 

Birinci ve ikinci proteinlerin PDB kodlarını ya da indirilen üç boyutlu yapıları 

sisteme girilir. Protein protein etkileşiminin HADDOCK aracılığı ile çalışması için her 

bir proteinin aktif rezidülerinin tespit edilmesi gerekir. Bunun için yine HADDOCK 

içerisinde geliştirilen CPORT(Consensus Prediction Of interface Residues in Transient 

complexes; Geçici Komplekslerdeki Arayüz Rezidülerinin Konsensüs Tahmini) 

algoritması proteinlerin aktif rezidülerinin tespit edilmesi için kullanılmıştır. Deneysel 

bilginin sınırlı olduğu durumlar için, bu tahmine dayalı yerleştirme protokolü, herhangi 

bir bilgi kullanılmadan komplekslerin yerleştirilmesi olan ab initio yerleştirmeye bir 

alternatif sunmaktadır.  

SRCR modeli reseptör, L-ferritin ligand olarak belirlendi. Proteinlerin aktif 

rezidüleri sisteme girildi (Şekil 3.1). Docking parametleri olarak ise: 

Mesafe kısıtlamaları otomatik olarak seçildi. Rijit cisim kenetlemesi için yapı 

sayısı 1000 ve rijit cisim minimizasyonu için deneme sayısı 5 olarak seçilmiştir. Son 

düzeltme için yapı sayısı ve analiz edilecek yapı sayısı 200 olarak seçilmiştir. Kümeleme 

yöntemi olarak Fraction of Common Contacts (FCC) seçildi ve kümeleme için FCC 

Cutoff 0.60 değeri girildi. Minimum küme büyüklüğü 4 olarak kabul edilmiştir. Enerji, 

başlangıç elemanlarının rastgele seçimi ve çeşitli işlem aşamalarının sıcaklık-zaman 

adımları otomatik olarak seçilmiştir (de Vries vd. 2010; de Vries ve Bonvin 2011). 
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Şekil 3.1. HADDOCK sunucu görünümü (de Vries vd. 2010) 

Veriler sisteme yüklendikten sonra docking çalışması için gönderildi ve sonuçlar 

görselleştirilerek analiz edildi. Sonuçlar Maestro programı ile analiz edilip 

görselleştirilmiştir. 

3.1.9.4. SRCR domain için tespit edilen bağlanma bölgelerine özgü peptidlerin 

tasarlanması ve moleküler docking çalışmaları 

SRCR/L-ferritin arasındaki etkileşimin protein-protein docking sonuçlarına göre; 

SRCR domaini/L- ferritin etkileşim bölgesinde yer alan aminoasit rezidüleri ilaç dizaynı 

için hedef bölgeler olarak belirlenmiştir. SRCR/L-ferritin etkileşimini inhibe etmeye 

yönelik tasarlanan 10 peptid diziliminden en iyi bağlanma enerjisine sahip olanı seçilerek 

tez çalışmasına devam edilmiştir. 

Tasarlanan peptidler ve SRCR domaini arasındaki etkileşimi belirlemek için 

Schrödinger yazılımındaki Glide modülü kullanılmıştır. 

Glide, milyonlarca bileşik kitaplığını verimli bir şekilde zenginleştirmek için 

HTVS (yüksek verimli sanal tarama) modundan, on ila yüz binlerce ligandın güvenilir bir 

şekilde kenetlenmesi için SP (standart hassasiyet) moduna kadar, hıza karşı doğruluk 

seçeneklerinin tamamını kullanıma sunan bir modüldür. Yanlış pozitiflerin daha fazla 

ortadan kaldırıldığı XP (ekstra hassasiyet) modunda ise sonuçların doğruluğu, daha 

kapsamlı örnekleme ve gelişmiş puanlama ile elde edilir. 

Her bir ligand için proteinin aktif bölgesi üzerinde olası konumları ve yönleri 

içeren kapsamlı bir araştırma yapılır. Arama, aktif alan bölgesini kapsayan eşit aralıklı 2 

Å ızgara üzerinde "alan noktalarının" seçilmesiyle başlamaktadır. 
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Glide ile docking çalışması basamakları: 

• Peptidin bağlanacağı bölgeye özgü aminoasit rezidülerinin bulunduğu alan 

docking için seçildi. 

• Ligand olarak tasarlanan peptid, seçilerek protein-peptid docking hesaplamasına 

dahil edildi. 

• Sonuçlar değerlendirildi. 

Protein-ligand bağlanma afinitelerini doğru bir şekilde tahmin etme görevi, 

yerleştirme puanlama işlevlerinin yeteneklerinin ötesinde kalır. Bu nedenle, bağıl veya 

mutlak bağlanma afinitelerini tahmin etmek için GlideScore ile korelasyon dışındaki 

yaklaşımlar uygulanmalıdır (Friesner vd. 2006). 

Bunun için Schrödinger yazılımında bulunan Prime modülü kullanılmıştır 

(Jacobson vd. 2004). Bu modül MM-GBSA (Molecular Mechanics/Generalized Born 

Surface Area; Moleküler Mekanik/Genelleştirilmiş Doğan Yüzey Alanı) yöntemini 

kullanır. 

MM-GBSA yönteminin genel amacı, çoğunlukla iki çözünmüş molekülün bağlı 

ve bağlı olmayan durumunu temsil eden iki durum arasındaki serbest enerji farkını 

hesaplamak veya alternatif olarak aynı molekülün çözünmüş iki farklı 

konformasyonlarının serbest enerjisini karşılaştırmaktır. 

Prime MM-GBSA, birçok enerji özelliği üretir. Bu özellikler, ligand, reseptör ve 

karmaşık yapılar için enerjilerin yanı sıra gerilim ve bağlanma ile ilgili enerji 

farklılıklarını bildirir. 

Prime MM-GBSA'da yapılan beş temel enerji hesaplaması vardır: Optimize 

edilmiş serbest reseptör ("Reseptör") 

Optimize edilmiş serbest ligand (="Ligand") Optimize edilmiş kompleks 

("Komplex") Küçültülmüş/optimize edilmiş kompleksten alıcı 

Minimize edilmiş/optimize edilmiş kompleksten ligand 

Bu enerjilerden aşağıdaki gerilme ve bağlanma enerjileri hesaplanır: 

Rec Strain = Reseptör (optimize edilmiş kompleksten) - Reseptör Lig Gerilme = 

Ligand (optimize edilmiş kompleksten) − Ligand MMGBSA dG Bağlama = Kompleks − 

Reseptör − Ligand 

MMGBSA dG Bağ(NS) = Kompleks – Reseptör (optimize edilmiş kompleksten) 

– Ligand (optimize edilmiş kompleksten) = MMGBSA dG Bağ − Rec Gerilme − Lig 

Gerilme 

(NS", "gerilme yok" anlamına gelir; kompleksi oluşturmak için gerekli olan 

reseptör ve ligand konformasyonel değişiklikleri hesaba katmadan bağlanma/etkileşim 

enerjisidir). 
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3.1.9.5. Docking sonuçlarının moleküler dinamik simülasyonla değerlendirilmesi 

3.1.7. aşamasında belirtildiği gibi moleküler dinamik simülasyon çalışmaları 

dizayn edilip çalışılmıştır. RMSD, RMSF, İkincil Yapı Eleman bilgileri grafiklendirilerek 

analiz edilmiştir (Bowers vd. 2006). 

3.1.9.6. Peptitin farmakokinetik ve farmakolojik özelliklerinin in silico tahmini 

Bir ilaç olarak etkili olabilmesi için güçlü bir molekülün vücuttaki hedefine yeterli 

konsantrasyonda ulaşması ve beklenen biyolojik olayların gerçekleşmesi için yeterince 

uzun süre biyoaktif bir formda kalması gerekir. İlaç geliştirme, keşif sürecinin giderek 

daha erken aşamalarında, düşünülen bileşiklerin çok sayıda olduğu ancak fiziksel 

örneklere erişimin sınırlı olduğu bir aşamada emilim, dağılım, metabolizma, atılım ve 

toksisitenin (ADMET) değerlendirilmesini içerir.  Bu bağlamda, bilgisayar modelleri 

deneylere geçerli alternatifler oluşturmaktadır. BOILED-Egg, iLOGP ve Biyoyararlanım 

Radarı gibi yetkin yöntemlerin de bulunduğu fizikokimyasal özellikler, farmakokinetik, 

ilaca benzerlikte sağlam tahmin modellerinden olan SwissADME aracı peptidin 

farmakokinetik ve farmakolojik özelliklerini tahmin etmek için kullanılmıştır.  

Peptidin aminoasit rezidüleri ilgili alana girilip çalışma başlatılmıştır. 

Çalışmanın sonucu elde edilen verilen farmakokinetik ve farmakolojik özellikler 

açısından değerlendirilmiştir (Daina vd. 2017).  

3.2. İn vitro Yöntemler 

3.2.1.  Hücreler ve kültür koşulları 

İn vitro deneylerde kullanılan hücre hattı insan meme kanseri hücre hattı MCF7 

(ATCC HTB-22)’dir. Hücre adenokarsinom türünde epitel hücre morfolojisine sahiptir. 

Hücrelerin kültür ortamında büyüyebilmesi için %10 Fetal Bovin Serum (FBS) ve % 2 

L-glutamin takviyeli DMEM (ATCC Kat No: 30-2002) besiyerinde çoğaltılmıştır. 

Hücreler deney süresince %5 CO2’li inkübatörde 37 °C’de inkübe edilmiştir.  

Hücrelerin tripsinizasyonu için ATCC’nin önerdiği şekilde %0.25 tripsin, 0.53 

mM EDTA karışımı kullanılmıştır. Hücrelerin pasajlanma oranı 1:3 veya 1:6 olarak 

belirlenmiştir. Hücreler %5 DMSO ile desteklenmiş tam besiyerinde (dondurma besiyeri) 

dondurularak geçici süre için -80°C dondurucuda uzun süreli dondurma için azot tankında 

saklanmıştır. 

3.2.2. Besiyerlerinin hazırlanması 

3.2.2.1. % 10 FBS içeren besiyeri hazırlanması 

%10 FBS’li DMEM besiyeri için 500 ml’lik DMEM besiyeri içerisine 50 ml FBS, 

5 ml esansiyel olmayan aminoasit karışımı, 2.5 ml sodyum privat ve 1 ml antibiyotik 

eklenerek iyice karıştırıldı. O günün tarihi atılarak +4°C’de saklandı. 
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3.2.2.2. % 1 FBS içeren besiyeri hazırlanması 

%1 FBS’li DMEM besiyeri için 500 ml’lik DMEM besiyeri içerisine 5 ml FBS, 5 

ml esansiyel olmayan aminoasit karışımı, 2.5 ml sodyum privat ve 1 ml antibiyotik 

eklenerek iyice karıştırıldı. O günün tarihi atılarak +4°C’de saklandı. 

3.2.2.3. Dondurma besiyerinin hazırlanması 

Dondurma besiyeri için 97.5 ml FBS ve 2.5 mL DMSO karıştırıldı ve o günün 

tarihi yazılarak +4°C’de saklandı. 

3.2.3. Peptitin hazırlanması 

Tasarlanan peptit %98.8 saflıkta, liyofilize ve suda çözünebilir olarak 

ürettirilmiştir. 10 mg’lık toz halinde üretilen peptit -20 °C’de muhafaza edilmiştir. 10 mg 

peptit içeren tüpe 2 ml ultra saf su eklenerek peptit çözdürüldü böyle ana stok 

konsantrasyonu 5mg/ml olarak belirlendi.  Peptit saf su ile çözündükten sonra ise -80 

°C’de saklanmıştır. 

Peptid özgün bir tasarım olduğu için herhangi bir literatür çalışmasına konu 

olmamıştır. Ancak özgün peptid tasarımlarının MCF7 insan meme kanseri hücrelerini 

proliferasyonu üzerine etkileri ile ilgili çalışmalar dikkate alınarak peptidin 

konsantrasyonları belirlenerek doz taraması yapılmıştır. Peptidin, besiyerindeki 

proteinlerle etkileşimini en aza indirebilmek için %1 serum içeren besi yerinde, en yüksek 

dozu 400 μg/ml olacak şekilde, her seferinde ½ kez seyreltme yapılarak seri dilüsyon 

halinde hazırlandı ve hemen hücrelere uygulandı. Buna göre konsantrasyonlar 400,-200,-

100,-50, -25,-12.5,-6.25,-3.12,-1.56 ve -0.78 μg/ml olacak şekilde belirlendi. 

 

3.2.4. Hücrelerin deneyler için bölünmesi 

3.2.4.1. Hücrelerin tripsinizasyonu 

Hücreler en az %70 doluluk oranına ulaştığında pasajlama işlemi için hazırlanır. 

Biyogüvenlik kabininde petri kaplarında bulunan besiyeri çekilerek atılır. %0,25 tripsin, 

0,53 mM EDTA karışımından 2 ml eklenir ve inkübatörde 5-10 dk bekletilir. Mikroskopla 

hücrelerin kalktıkları kontrol edildikten sonra petri kaplarına %10 FBS’li besiyerinden 

eklendi. Hücreler bir falkon tüpe toplandıktan sonra 1500 rpm‘de 3 dakika santrifüj edildi. 

Santrifüj sonrası üst kısım olan süpernatant kısmı atılarak altta kalan hücre peleti deneysel 

işlemler için kullanıldı. 

3.2.4.2. Hücrelerin Proliferasyon Deneyleri için 96-Kuyucuklu Plakalara Bölünmesi 

3.2.4.1’deki işlemlerde elde edilen hücre peletine 10 ml %10 FBS’li DMEM 

besiyeri eklenerek iyice karıştırıldı. Ependorf tüp içerisine 900 µl %10 FBS’li DMEM 

besiyeri ve 100 µl hücre örneğinden alınarak karıştırıldı ve böyle 10 kat sulandırılmış 

oldu. Bu hücre-besiyeri karışımı Thoma lamında sayıldı. Thoma lamında bulunan 4 adet 

16 kareye düşen hücreler sayıldı ve ortalaması alındı. Ortalaması alınan bu sayı 

sulandırma katsayısı olan 10 ve 104 ile çarpılarak ml başına düşen hücre sayısı hesaplandı. 

Hücreler kuyucuk başına 5x103 olacak şekilde bölündü. 
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3.2.4.3. Hücrelerin ELIZA ve western blotlama deneyleri için 6 ve 12 kuyucuklu 

plakalara bölünmesi 

3.2.4.1’deki işlemlerde elde edilen hücre peletine 10 ml %10 FBS’li DMEM 

besiyeri eklenerek iyice karıştırıldı. Ependorf tüp içerisine 900 µl %10 FBS’li DMEM 

besiyeri ve 100 µl hücre örneğinden alınarak karıştırıldı ve böyle 10 kat sulandırılmış 

oldu. Bu hücre-besiyeri karışımı Thoma lamında sayıldı. Thoma lamında bulunan 4 adet 

16 kareye düşen hücreler sayıldı ve ortalaması alındı. Ortalaması alınan bu sayı 

sulandırma katsayısı olan 10 ve 104 ile çarpılarak ml başına düşen hücre sayısı hesaplandı. 

Hücreler ELISA testi için 12 kuyucuklu plakalara kuyucuk başına 105 western blotlama 

deneyi için 6 kuyucuklu plakalara kuyucuk başına 106 olacak şekilde bölündü. 

3.2.5. Peptitin MCF7 hücrelerinin proliferasyonu üzerine etkilerinin belirlenmesi 

3.2.5.1. Peptit uygulamaları 

Peptit özgün bir tasarım olduğu için herhangi bir literatür çalışmasına konu 

olmamıştır. Ancak özgün peptid tasarımlarının MCF7 insan meme kanseri hücrelerini 

proliferasyonu üzerine etkileri ile ilgili çalışmalar dikkate alınarak peptidin 

konsantrasyonları belirlenerek doz taraması yapılmıştır. Peptidin, besiyerindeki 

proteinlerle etkileşimini en aza indirebilmek için %1 FBS’li DMEM içeren besi yerinde, 

en yüksek dozu 400 μg/ml olacak şekilde, her seferinde ½ kez seyreltme yapılarak seri 

dilüsyon halinde hazırlandı ve hemen hücrelere uygulandı. Konsantrasyon hesaplamaları 

için M1xV1=M2xV2 formülü uygulandı. M1: Peptitin ana stok konsatrasyonu, V1: 

Peptitin ana stoğundan alınacak hacim miktarı, M2: Peptitin istenilen konsantrasyonu, 

V2: Uygulanacak toplam peptit hacmi. Buna göre konsantrasyonlar 400 -200 -100 -50 -

25 -12,5 -6,25 -3,12 -1,56 ve -0,78 μg/ml olacak şekilde belirlendi. Peptit kuyucuk başına 

100µl olacak şekilde uygulandı. 

3.2.5.2. WST-1 testi 

Peptidin kanser hücrelerinin büyümesini üzerine etkisi olup olmadığı WST-1 

kullanılarak belirlendi. WST-1’in yüksek oranda suda çözünen tetrazolyum tuzu, WST-1 

5-(2,4-disülfofenil)-2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-2H-tetrazolyum, monosodyum tuzu 

canlı hücrelerdeki dehidrogenaz aktiviteleriyle redüklenerek sarı renkli formazana 

dönüşür. Test sonucu ortaya çıkan renk yaşayan hücre sayısı ile doğru orantılıdır (Tukler 

Henriksson vd. 2015).  

İlaç uygulamasının hemen arkasından, başlangıçtaki hücre sayısını belirlemek için 

başlangıç zamanı (Time Zero (T0)) okuması yapıldı. Bunun için T0 olarak belirlenen 

kuyucuklardaki besi yeri çekilerek yerine 90 μl serum içermeyen besi yeri koyuldu ve 

içerisine kit içerisindeki WST-1 solüsyonun‘dan 10 μl eklendi. 4 saatlik inkübasyon 

süresi sonunda plakanın absorbans değerleri Eliza kit okuyucuda 450 nm’de okundu. Bu 

okumanın ardından hücreler 24, 48 ve 72 saatlik periyotlarda inkübe edildi. Her bir 

inkübasyon süresi sonunda deneyler T0 okumasındaki gibi sonlandırıldı. 
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3.2.5.3. Sülforadamin B (SRB) testi ile sitotoksisite gösterilmesi 

Tez çalışması kapsamında peptidin MCF-7 hücrelerinin canlılığı üzerindeki 

etkisini değerlendirmek için WST-1 testine ek olarak SRB testi yapılması planlanmıştır. 

SRB testi, büyük ölçekli ilaç tarama uygulamaları için ilaca bağlı sitotoksisiteyi ve hücre 

proliferasyonunu ölçmek üzere geliştirilmiştir. Protein boyası SRB’nin çalışma prensibi, 

trikloroasetik asitle (TCA) sabitlenmiş hücrelerin proteinlerindeki bazik amino asit 

rezidülerine SRB’nin elektrostatik etkileşimlere ve pH'a bağlı olarak bağlanma 

kapasitesine dayanır. SRB testinin etkinliği, sıklıkla tetrazolyum boya 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum bromür (MTT) kullanan başka bir yöntemle 

karşılaştırılır. MTT, renksiz tetrazolyumu mor renkli formazan boya'ya dönüştürmek için 

hücresel metabolik aktivite gerektirir; bu nedenle, yalnızca canlı hücreleri saptar, oysa 

SRB yöntemi canlı ve ölü hücreler arasında ayrım yapmaz. Ancak bu fark, SRB testinin 

bir ilacın sitotoksik etkilerini tespit etme kabiliyetini tehlikeye atmaz. 

SRB toz halinde 5 gr’lık şişe de temin edilmiştir. 96 kuyucuklu plakalara MCF7 

hücreleri bölündükten sonraki gün peptit uygulamaları yapılarak 24,48 ve 72. saat 

aralıklarla inkübasyona bırakılmıştır. 

Buna göre; 

1. Hücreler 96 kuyucuklu plakalara 5000 hücre/kuyucuk olacak şekilde bölündü. 

2. Bir gece inkübasyonun ardından hazırlanan peptid dozlara hücrelere uygulandı 

ve 24,48,72 saatlik inkübasyon sürelerinin sonunda SRB testi protokolü uygulandı. 

3. Kuyucuklardaki besiyerleri atılmadan kontrol ve deney gruplarındaki tüm 

kuyucuklara 100 µl soğuk %10’luk TCA eklendi. Plaka +4°C’de 1 saat süreyle fiksasyona 

bırakıldı. 

4. Fiksasyonun ardından kuyucukla dört defa yavaş bir şekilde çeşme suyu ile 

yıkandı ve gece boyunca oda sıcaklığında kurumaya bırakıldı. 

5. Kurumanın ardından kuyucuklara 1 mg/ml SRB solüsyonu eklenerek 30 dakika 

oda sıcaklığında bekletildi. 

6. Boyanmanın ardından kuyucuklar dört defa %1’lik asetik asit ile yıkandı ve 

gece boyu oda sıcaklığında kurumaya bırakıldı. 

7. Kuruma sonrası her bir kuyucuğa 200 µl 10mM Tris solüsyonu eklenerek oda 

sıcaklığında SRB boyasının solubilize olması sağlandı. 

8. Daha sonra plaka 510 nm dalga boyunca ELISA okuyucuda okunarak sonuçlar 

analiz edildi (Vichai ve Kirtikara 2006). 
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3.2.6. Peptitin MCF7 hücrelerindeki Kaspaz-7 ve Kaspaz-9 protein miktarlarındaki 

değişimin ELISA testi ile gösterilmesi 

3.2.6.1. Peptit uygulamaları 

Peptitin MCF7 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisinin apoptoz kaynaklı olup 

olmadığını değerlendirmek amacıyla apoptozun en önemli enzimlerinden olan kaspaz-7 

ve kaspaz-9 protein miktarları eliza testi ile gösterilmiştir. Öncelikle, peptitin kaspaz-7 ve 

kaspaz-9 protein miktarları üzerindeki değişimini belirlemek amacıyla MCF7 hücrelerini 

öldürdüğü en etkin doz IC50 değeri belirlenmiştir. IC50 yarı maksimum inhibitör 

konsantrasyonu olarak da ifade edilebilir. Bir hücre popülasyonunun %50’sinin 

inhibisyonu için gerekli olan ilaç konsantrasyonudur. IC50, bir ilacın etkinliğinin en 

yaygın kullanılan ve bilgilendirici ölçüsüdür. Tez çalışmamızda peptitin IC50 değerini 

belirlemek için tüm saatlerdeki (24,48 ve 72.saat) ve setlerdeki veriler GraphPad Prism 

8.0.2 programı ile değerlendirilmiştir. Lineer olmayan regresyon analiz sonuçlarına göre 

peptidin yarı maksimum inhibitör konsantrasyonu belirlenmiştir. Kaspaz-7 ve -9 protein 

miktarlarının eliza testi ile gösterilmesi için peptid dozları IC50 değeri IC50x2 ve IC50/2 

olarak belirlenmiştir. 

Öncelikle MCF7 hücreleri 12 kuyucuklu plakalara 100.000 hücre olacak şekilde 

bölünmüş ve gece boyu inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda belirlenen üç 

peptit dozu 24 ve 48. saatler için MCF7 hücrelerine uygulanarak tekrar inkübasyona 

bırakılmıştır. Kaspaz enzimleri hücre dışına salınan proteinler olmadığı için hücreler 

parçalanarak eliza deneylerine devam edilmiştir. 

3.2.6.2. Hücrelerin lizis edilmesi 

Kaspaz-7 ve -9 eliza kit protokollerinin önerdiği üzere her bir inkübasyon süresi 

sonunda kontrol ve ilaç gruplarındaki hücrelerin besi yerleri uzaklaştırıldı. Hücreler 

tripsin ile kaldırılarak ayrı ayrı ependorf tüplere toplandı. Ependorf tüpler 20 dk boyunca 

3000 RPM’de santrifüj edildi. Santrifügasyonun sonunda süpernatantlar atıldı ve hücre 

peletlerinin 1mL PBS ile çözünmeleri sağlandı. Bu aşama da hücreler tekrarlayan soğuk-

sıcak döngüleri ile parçalandı. PBS ile çözünen hücreler 5 dk buz içerisinde bırakıldı. Bu 

sürenin sonunda 5dk oda sıcaklığında bekletildi. Bu döngü 5 kere uygulandı. Hücreler 

tekrar 20 dk 3000 rpm’de santrifüje edildi. Süpernatantlar ya hemen çalışıldı ya da 

çalışılıncaya kadar -80ºC ‘de saklandı. 

3.2.6.3. Kaspaz-7 ve Kaspaz-9 ELISA testi çalışmaları 

Bu kit bir Enzim Bağlantılı İmmünosorbent Testidir (ELISA). Her iki kitin içinde 

bulunan 96 kuyucuklu plakalar kaspaz-7 ve kaspaz-9 antikoru ile önceden kaplanmıştır. 

Gerekli tüm solüsyonlar bu kitlerle birlikte gelmektedir. Aşağıda projede kullanılan 

kitlerin deney prosedürleri verilmektedir. Tüm çalışmalar bu protokole uygun yapılmıştır. 

Tüm reaktifler, standart çözeltiler ve numuneler talimatlara uygun şekilde 

hazırlandı. Kullanmadan önce tüm reaktifleri oda sıcaklığına getirildi. Test oda 

sıcaklığında gerçekleştirildi. 
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Kaspaz-7 ve Kaspaz-9 testinin her biri için standart kuyucuklara 50 µl standart 

solüsyonundan eklendi. Not: Standart çözelti biyotinlenmiş antikor içerdiğinden 

standart kuyucuğa antikor eklenmedi.  

Örnek kuyucuklarına 40 µl kontrol ve peptit örneklerinden eklendi ve ardından bu 

kuyucuklara 10 µl İnsan Kaspaz-7 ve Kaspaz-9 antikoru eklendi. Ardından örnek 

kuyucuklara ve standart kuyucuklara 50 µl streptavidin-HRP eklendi. (Boş 

kontrol kuyucuğa eklenmedi). İyice karıştırıldı. Plaka bir kapatıcı ile kapatılarak, 

37°C'de 60 dakika inkübe edildi. 

Süre sonunda kapatıcıyı çıkarılarak plaka yıkama tamponuyla 5 kez yıkandı. Her 

yıkama için kuyucuklara 300 µl yıkama tamponu ekledni ve 30 saniye ila 1 dakika 

bekletildi. Plaka kağıt havlu üzerinde kurulandı. 

Her bir kuyucuğa 50 µl substrat çözeltisi A ve ardından her bir kuyucuğa 50 µl 

substrat çözeltisi B eklendi. Plaka kapatıcı ile kapatılarak karanlıkta 37°C'de 10 

dakika inkübe edildi. 

Süre sonunda her bir kuyucuğa 50 µl Durdurma Solüsyonu eklendi, mavi rengin 

sarıya dönüşmesi gözlemlendi. 

Durdurma solüsyonunu ekledikten sonra 10 dakika içinde 450 nm'ye ayarlanmış 

bir mikroplaka okuyucu kullanarak her bir kuyucuğun optik yoğunluğunu (OD 

değeri) belirlenerek analiz edildi. 

3.2.7. Western blotlama çalışmaları 

3.2.7.1. Hücre lizatı hazırlama  

Eliza testi sonuçlarını doğrulamak için kaspaz-7 enzim protein miktarı western 

blot yöntemi ile belirlenmiştir. MCF7 hücreleri 6 kuyucuklu plakalara her bir well başına 

106 hücre olacak şekilde pasajlandı ve 24 saat inkübasyona bırakıldı. IC50 değeri 

belirlenen üç peptid dozu 24 ve 48. saatler için hücrelere uygulanarak tekrar inkübasyona 

bırakılmıştır.  

Kaspaz-7 enzim proteini sitoplazmik bir protein olduğu için liziz tamponu olarak 

Tris-HCI (20mM, pH: 7.5) kullanılmıştır. İnkübasyon süreleri sonunda hücrelere 500 µl 

Tris-HCI (pH: 7.5) eklendi ve hücre kazıyıcı ile kazınarak tüplere toplandı. 

Tüpteki örnekler ultrasonik homojenizatör yardımı ile 9000 rpm’de 10 saniye 

sonike edildi. Daha sonra +4°C’de 12500 rpm hızda 25 dakika santrifüj edildi. Tüpteki 

süpernatant örneği western blot analizi için kullanıldı. 

3.2.7.2. Örneklerdeki protein miktar tayini 

Örneklerdeki protein miktarını tespit etmek için bikinkoninik asit (BCA) test kiti 

kullanılmıştır. Kit içerisinde konsantrasyonu bilinen BSA standart solüsyonu ve çalışma 

solüsyonu bulunmaktadır. BSA standart solüsyonları 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 

125 µg/ml olacak şekilde hazırlandı. Standartlar ve örnekler (24 ve 48 saatlik dozlar 

kontrol, 2X IC50, IC50, 1/2X IC50 olmak üzere sekiz tane) 96 kuyucuklu plakalara iki 

tekrarlı olmak üzere 25 µl eklendi. Daha sonra bu kuyucuklara 200 µl çalışma solüsyonu 
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eklendi. Plaka 37 °C’de 30 dakika inkübe edildi ve ardından oda sıcaklığına alındı. 562 

nm dalga boyunca eliza okuyucu ile okundu ve veriler grafiklendirildi (Şekil 3.2). 

 

Şekil 3.2. Protein konsantrasyonlarının standart grafiği 

3.2.7.3. Dikey elektroforez jeli için solüsyonların hazırlanması 

a. Ayrışma jeli solüsyonu (1.5 M Tris pH: 8.8) 

18.17 g Tris tartılarak 40 ml distile suda çözüldü. pH’sı HCI ile 8.8’e ayarlanarak 

100 ml hacim olacak şekilde distile su ile tamamlandı ve kaldırıldı.  

b. Yükleme jeli solüsyonu (0.5 M Tris pH: 6.8) 

6.05 g Tris tartılarak 60 ml distile suda çözüldü. pH’sı HCI ile 6.8 ayarlanarak son 

hacim 100 ml’ye tamamlandı. 

c. Akrilamid-Bisakrilamid solüsyonu 

Kullanıma hazır %30 akrilamid bisakrilamid solüsyonu kullanıldı. 

d. Sodyum Dodesil Sülfat (SDS %10) 

10 g SDS tartılarak 100 ml distile suda çözüldü. 

e. Amonyum Persülfat (APS %10) 

0.1 g APS tartılarak 1 ml distile suda çözündü ve 200 µl küçük tüplere 

alikotlanarak -20 °C’ye kaldırıldı. 
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f. TEMED (N,N,N,N-Tetrametil Etilendiamin) 

Akrilamid-bisakrilamid polimerizasyonu için kullanıma hazır solüsyon kullanıldı. 

Ayrışma (resolving) ve yükleme (stacking) jelinin hazırlanması 

%10 Ayrışma jeli için 4 ml distile su, 3.3 ml % 30 akrilamid-bisakrilamid 

solüsyonu, 2.5 ml 1.5 M Tris (pH: 8.8), 100 µl %10 SDS, 100 µl %10 APS, 4 µl TEMED 

karıştırılarak hazırlandı. 

%5 Yükleme jeli için 3.4 ml distile su, 830 µl % 30 akrilamid-bisakrilamid 

solüsyonu, 630 µl 0.5 M Tris (pH: 6.8), 50 µl %10 SDS, 500 µl %10 APS, 5 µl TEMED 

karıştırılarak hazırlandı. 

Ayrışma ve yükleme jelini hazırlamadan önce camlar %70’lik alkol ile temizlendi. 

Aparatları yardımı ile sabitlenerek jel dökme tankına yerleştirildi. % 10 ayrışma jeli 

hemen hazırlanarak kısa süre vortekslendi. İki cam arasına yaklaşık 5 ml ayrışma jeli 

eklenir ve üzerine izopropanol eklenerek donması beklendi. Ayrışma jeli donduktan sonra 

izopropanol uzaklaştırıldı. Yükleme jeli hazırlanarak yaklaşık 2 ml ayrışma jelinin 

üzerine döküldü ve 10 taraklı plastik aparat yerleştirilerek donmaya bırakıldı. 

3.2.7.4. SDS PAGE jel elektroforezi 

a. Örneklerin hazırlanması 

BCA testi ile protein konsantrasyonu belirlenen örneklerden kuyucuk başına 6.5 

µg protein olacak şekilde alınarak hazırlandı. Üzerine 3X DTT (ditiyotreitol)’li leamli 

solüsyondan 10 µl (3:1 oranında sulandırılacak şekilde) eklenerek her kuyucuk için 

toplam 25 µl hacime tamamlandı. Hazırlanan bu örnekler 95 °C’de 5 dakika denatüre 

edildi.  

b. Elektroforez işlemi  

Jel donduktan sonra elektroforez tankına yerleştirilir. Hem camların olduğu bölüm 

hem de tank Running solüsyon (1X) ile dolduruldu. 10X Running solüsyonu hazırlamak 

için 30 g Tris base, 144 g glisin ve 10 g SDS tartılarak 900 ml distile suda çözüldü. pH’sı 

HCI ile 8.3’e ayarlandıktan sonra 1 L’ye tamamlandı. Solüsyon elektroforez işlemi için 

1:10 oranında seyreltilerek 1X şeklinde hazırlandı.  

Yükleme jelindeki taraklar çıkarıldı ve hazırlanan örnekler ince uçlu mikropipet 

ile kuyucuklara yüklendi. Daha sonra boş bırakılan ilk kuyucuğa moleküler ağırlıkları 

bilinen ladder yüklendi.  

Elektroforez kapağı anot ve katot işaretleri dikkate alınarak kapatıldı ve güç 

kaynağına bağlandı. Örnekler yükleme jelini geçerek tek sıra haline gelene kadar 15 mA 

güçte yürütüldü. Daha sonra elektroforez 18 mA güçte yürütülmeye devam edildi. Bu 

süre 2 saat kadar devam etti. Leamli solüsyonu ile işaretli örnekler en alt bölgeye gelince 

elektroforez işlemi durduruldu. 
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3.2.7.5. Protein transferi 

Transfer işlemi için önceden 10X transfer solüsyonu hazırlandı. 1:10 oranında 

seyreltilerek transfer işleminde kullanıldı. Transfer solüsyonu hazırlamak için 24.2 gr 

Tris, 112.5 gr Glisin tartılarak 1L distile su içinde çözüldü. Transfer solüsyonu 1X’e 

seyreltilirken %20 metanol eklendi. 

Jel transfer için hazırlanmadan önce büyük bir kap 1X transfer solüsyon ile 

dolduruldu. Transfer kasedi, süngerler ve filtre kağıtları transfer solüsyonu içine alındı. 

PVDF membran 2 dakika boyunca metanol ile ıslatıldı ve ardından transfer solüsyonu 

içine cımbız ile alındı. Transfer kasetinin negatif tarafı aşağı gelecek şekilde transfer 

solüsyonuna yatırıldı. Sandviç sünger-iki adet filtre kağıdı-PVDF membran-jel-iki adet 

filtre kağıdı-sünger olacak şekilde yerleştirildi. Hava kabarcıklarının giderilmesi için 

silindir veya serolojik pipet kullanıldı. Transfer kaseti uygun şekilde sıkıştırılarak 

transferin gerçekleşeceği tankın içine pozitif ve negatif kutuplar dikkate alınarak 

yerleştirildi. Tankın kapağı kapatıldıktan sonra güç kaynağına bağlandı ve soğuk bir 

ortamda (4°C’de veya buz içerisinde) 250 mA güçte 2 saat transfere bırakıldı.  

3.2.7.6. İmmünblotlama işlemi 

Bu prosedür için gerekli solüsyonlar TBS, TBST ve bloklama solüsyonlarıdır. 

10X TBS solüsyonu için 24.23 gr Tris-HCI ve 80.06 gr NaCI tartılarak 900 ml distile 

suda çözüldü. pH’sı HCI ile 7.6’ya ayarlanarak son hacim 1L’ye tamamlandı.  

TBST hazırlamak için 10X TBS solüsyonundan 100 ml alınarak üzerine 899 ml 

distile su eklendi. Son olarak 1ml Tween-20 eklenerek son hacim 1L’ye tamamlandı.  

Bloklama solüsyonu yağsız süt tozu veya BSA (Bovin Serum Albumin) ile 

hazırlanmaktadır. Antikorun satın alındığı marka ve modele göre bu değişkenlik 

göstermektedir. Bu çalışmada kullanılan antikor için bloklama ve primer antikor 

seyreltme aşamalarında BSA önerilmiştir. Bu yüzde işlemler BSA ile gerçekleştirildi. 

Transfer sonrası membrandaki moleküler ağırlıkları belli olan ladder kontrol 

edildi. Protein transferinin başarılı olduğunu doğrulamak amacıyla protein bantlarını 

görselleştirmek için membran 30 saniye boyunca Ponceau S (geri dönüşümlü bir protein 

boyası) ile boyandı ve protein bantları gözlemlendi. Membran berraklaşana kadar 1x 

TBST içinde birkaç yıkama ile Ponceau S boyası yıkandı.  

%5 Bloklama solüsyonu hazırlamak için 1 gr BSA tartılarak 20 ml TBST içinde 

çözüldü. Membran 1 saat boyunca oda sıcaklığında %5 bloklama solüsyonu ile rotator 

cihazında inkübe edildi. Bloklama antikorun membrana spesifik olmayan bir şekilde 

bağlanmasını önler. Bloklama sonrası membran TBST solüsyonu ile rotator cihazında 10 

dakika-10 dakika-5 dakika aralıklarla üç kez yıkandı. 

Bloklamadan sonra membran, primer antikoru içeren bir çözeltide inkübe edildi. 

Antikor satın alınan markanın önerisi doğrultusunda %5 BSA’lı TBST solüsyonu içinde 

1:1000 seyretlme olacak şekilde hazırlandı (5 ml içinde 5 µl antikor).  Birincil antikor, 

ilgili proteinin epitopunu veya spesifik amino-asit dizisini tanır ve bağlar. Membran 

primer antikor ile +4°C’de gece boyunca rotator cihazında inkübe edildi. Primer antikorla 



MATERYAL VE METOT                                            O. KOÇAK 

 

108 

  

inkübasyon sonrası membran TBST solüsyonu ile bir önceki adımda olduğu gibi üç kez 

yıkandı. 

Bu adımdan sonra membran TBST ile hazırlanmış HRP (Horse-Radish 

Peroxidase) konjuge rabbit sekonder antikor (1:200000 seyreltme) da 2 saat oda 

sıcaklığında rotator cihazında inkübe edildi. Sekonder antikor primer antikoru tanır. 

3.2.7.7.  Tespit işlemi (kemilüminesans) 

TBST solüsyonu içinden alınan membran görüntüleme sisteminin kapağına 

yerleştirildi. ECL solüsyonu membrana damlatılarak 1 dk dakika boyunca inkübe edildi. 

Fazla ışıma oluşumunu engellemek için membran üzerindeki fazla ECL substratı bir 

peçete ile emdirildi.  

Membran, ChemiDoc kemilüminesan görüntüleme sistemi ile görüntülenerek 

fotoğraflar kaydedildi. 

Bantlar ImageJ programı kullanılarak analiz edildi. 

3.2.7.8. Membran stripleme ve beta aktin antikor işaretlenmesi 

Stripleme bir western blot membranından primer ve sekonder antikoru çıkarma 

yöntemini ifade etmektedir. Bu şekilde membran birden fazla antikor ile işaretlenebilir. 

Bu yöntem genellikle beta aktin gibi yükleme kontrol proteinlerinin değerlendirilmesi 

için kullanılmaktadır. Bunun için öncelikle stripping solüsyonu hazırlandı. Stripping 

solüsyon için 6.25 ml 1 M Tris HCI (pH:6.8), 10 ml %20 SDS ve 700 µl beta 

merkaptoetanol toplam hacim 100 ml olacak şekilde distile suda hazırlandı. 

Membran oda sıcaklığında rotator cihazında 1 saat inkübe edildi. Böylece primer 

ve sekonder antikorlar membrandan çıkarılmış oldu. Bloklama işleminden 

kemilüminesans görüntüleme işlemine kadar aynı adımlar tekrar edilmiştir. 

3.2.8. İstatistiksel analizler 

Deneylerden elde edilen verilerin analizi ve grafiklendirilmesi için GraphPad 

Prism 8.0 programı kullanılmıştır. Grup içi değerlendirmeler için Dunnett's Multiple 

Comparison post-test ve tek yönlü ANOVA, IC50 değerleri için lineer olmayan regresyon 

analizi kullanıldı (p<0.05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi).  
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4. BULGULAR  

4.1. SCARA5 Proteinin SRCR Bölgesinin Sekonder Yapısı ve Topolojik Özellikleri 

SCARA5’in ligand bağlanma bölgesi olan SRCR bölgesinin sekonder yapısı 

PsiPred server kullanılarak belirlenmiştir (Şekil 4.1) 

 

Şekil 4.1. SRCR bölgesinin sekonder yapısı 

Şekil 4.1’deki şekilde en altta harflerle simgelenen dizi SRCR’nin aminoasit 

dizisini, C, E ve H ile gösterilen bölgeler ise ikincil yapıları vurgulamaktadır. Sarı 

bölgeler beta kırmalı tabakaları, pembe bölgeler heliks yapıları ve diğer gri renkteki 

çizgiler ise ilmek yapıları temsil etmektedir. Açık maviden koyu maviye doğru yükselen 

küçük kutucuklar ise amino asit rezidüsüne karşılık gelen sekonder yapının tahmin 

ölçüsünü ifade etmektedir. Buna göre koyu mavi olan kutucuğun karşılık geldiği 

aminoasit bölgeleri sekonder yapının en iyi tahmin edildiği bölgeleri göstermektedir. 

SRCR bölgesinin sekonder yapısını beta kırmalı tabakalar, heliks yapıları ve ilmek 

yapılar oluşturmaktadır. 

SCARA5’in topolojisi TMHMM ver. 2.0 ve PROTTER serverlar kullanılarak 

tahmin edilmiştir (Şekil 4.2, Şekil 4.3). 
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Şekil 4.2. SCARA5’in topoloji grafiği 

TMHMM ver 2.0 sonuçlarına göre SCARA5 reseptörünün 1-59 aminosit bölgesi 

sitoplazmik bölgede bulunurken, 60-82 aminoasit arası transmembran heliks 

yapısındadır. SCARA5’in bağlanma bölgesi olan SRCR’nin de bulunduğu 83-495 

aminositlik dizi ise ekstraselüler bölgede bulunmaktadır. Kırmızı çizgi transmembran 

bölgeyi, mavi çizgi sitoplazmik bölgeyi ve mor çizgi de hücre dışı bölgeyi 

göstermektedir. 

SCARA5’in topolojisi bir başka server olan PROTTER ile tahmin edilmiştir. 
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Şekil 4.3. SCARA5’in farklı topoloji grafiği 

PROTTER’den gelen sonuçlarda TMHMM ver 2.0 analizine benzer şekilde 

SCARA5’in bağlanma bölgesine karşılık gelen 393-493 aminoasitlik dizi ekstraselüler 

bölgede yer almaktadır. 

4.2. SRCR Bölgesinin Hesaplamalı Yapısal Modeli 

Altı farklı hesaplama yaklaşımı kullanılarak SRCR bölgesinin altı farklı tersiyer 

yapısı ortaya çıkarılmış ve bu üç boyutlu yapı görselleştirilmiştir (Şekil 4.4). 
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Şekil 4.4. SRCR bölgesinin altı farklı yaklaşımdan elde edilen üçüncül katlanma yapıları 
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4.3. SRCR Bölgesinin Altı Farklı Modelinin Enerji Minimizasyonu, Validasyonu ve 

Post-translasyonel Modlifikasyonların Belirlenmesi 

4.3.1. SRCR bölgesinin altı farklı modelinin enerji minimizasyonu ve validasyonu 

Elde edilen altı farklı protein modellerinin karşılaştırılarak en doğru katlanma 

konformasyonunun belirlenmesi için ModRefiner server’ı kullanılmıştır. Bu serverdan 

gelen yapılar validasyon testlerine tabi tutulmuştur. 

Elde edilen SRCR modelleri beş farklı yaklaşımın dördünde benzer sonuçlar 

vermiş ancak ERRAT programında Robetta_cm’nin skoru diğer modellere göre daha 

yüksek çıkmıştır (Çizelge 4.1).  

Çizelge 4.1. Altı farklı modelin beş farklı validasyon programı ile karşılaştırılması 

 VERIFY ERRAT 

 

PROVE PROCHECK WHATCHECK 

I-Tasser Geçti 84.946 Geçti Hatalar: 4 

Uyarılar: 1 

Geçti: 3 

Hatalar: 6 

Uyarılar: 14 

Geçti: 27 

Modeller Geçti 84.946 Geçti Hatalar: 5 

Geçti: 3 

Hatalar: 6 

Uyarılar: 14 

Geçti: 27 

Phyre2 Geçti 80.434 Geçti Hatalar: 4 

Uyarılar: 1 

Geçti: 3 

Hatalar: 5 

Uyarılar: 16 

Geçti: 26 

RaptorX Geçti 77.173 Geçti Hatalar: 3 

Uyarılar: 3 

Geçti: 2 

Hatalar: 6 

Uyarılar: 16 

Geçti: 25 

Robetta_ab Geçti 73.333 Geçti Hatalar: 5 

Uyarılar: 0 

Geçti: 3 

Hatalar: 5 

Uyarılar:14 

Geçti: 28 

Robetta_cm Geçti 88.172 Geçti Hatalar: 4 

Uyarılar: 1 

Geçti: 3 

Hatalar: 6 

Uyarılar: 14 

Geçti: 27 

      

 

 



 

BULGULAR                    O. KOÇAK 

 

115 

  

Bu yaklaşımların yanı sıra elde ettiğimiz altı protein modelinin kalitelerini 

değerlendirmek için ayrıca SWISS-MODEL’in yapı değerlendirme modülü kullanılmış 

ve modeller bu program kullanılarak da ayrıca değerlendirilmiştir. 

Kırmızı ile temsil edilen yıldızlar farklı yaklaşımlardan elde edilen SRCR domain 

yapılarını temsil etmektedir. Her nokta deneysel bir protein yapısını temsil etmektedir. 

Siyah noktalar, QMEAN skoru ortalamanın 1 standart sapması içinde olan deneysel 

yapılardır (|Z-skor| = 0-1); |Z-skor| = 1-2 olan yapılar gri renktedir. Ortalamadan daha da 

uzak olan deneysel yapılar açık gridir. Z-skoru 1’in altında olan yıldız modelin kaliteli 

olduğunu gösterir ve koyu renkli alana karşılık gelecek şekilde temsil edlir. Şekil 4.5’te 

Robetta comperative modeli temsil eden kırmızı yıldız diğer modellere kıyasla koyu 

renkli alana en çok temas eden yapıdır. Bu yaklaşım açısından diğer modellere kıyasla 

daha kaliteli bir yapı göstermektedir. 

 

Şekil 4.5. Altı farklı SRCR modelinin Z skorlarının karşılaştırılması 

Kalite değerlendirme modülünde ise QMEAN, C-beta, tüm atomlar, çözünürlük 

ve torsiyonuna göre protein yapıları değerlendirilmiştir. Maviye en yakın olan değerler, 

protein yapısının kalitesini göstermektedir (Şekil 4.6).  
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Şekil 4.6. Modellerin QMEAN değerlendirmesi  

QMEANDisCo protein yapılarını değerlendiren bir başka puanlama skorudur ve 

altı farklı model bu yaklaşım açısından değerlendirilmiştir (Çizelge 4.2). 
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Çizelge 4.2. Altı farklı SRCR modelinin QMEANDisCo değerleri 

Altı SRCR Modeli QMEANDisCo 

I-Tasser 0.86 ± 0.08 

MODELLER 0.87 ± 0.08 

Phyre2 0.85 ± 0.08 

RaptorX 0.86 ± 0.08 

Robetta_ab 0.67 ± 0.08 

Robetta_cm 0.89 ± 0.08 

 

Robetta_cm QMEAN değerlendirmesinde mavi en yakın QMEANDisCo 

değerlendirmesinde 1’e an yakın modeldir. Bu sonuçlara göre robetta comperative model 

diğer protein modellerine göre en uygun model olarak belirlenmiştir. Tezin devamında 

yapılacak çalışmalar bu model üzerinden devam edecektir (Şekil 4.7). 

 

Şekil 4.7. SRCR bölgesinin hesaplamalı yapısal modeli 

SRCR bölgesinin modeli belirlendikten sonra tüm rezidülerini phi-psi torsiyon 

açılarını göstermek için Ramachandran grafiği oluşturulmuştur. Ramachandran grafiği 

yapıdaki tüm rezidüler için phi-psi torsiyon açılarını gösterir (zincir uçlarındakiler hariç). 

Çizim üzerindeki renklendirme/gölgelendirme, en koyu alanlar (burada kırmızı ile 

gösterilmiştir) phi-psi değerlerinin en uygun kombinasyonlarını temsil eden "çekirdek" 

bölgelere karşılık gelir. İdeal olarak, bu "çekirdek" bölgelerdeki rezidülerin %90'ından 
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fazlasına sahip olunması beklenir. "çekirdek" bölgelerdeki rezidülerin yüzdesi, 

stereokimyasal kaliteye yönelik en iyi kılavuzlardan biridir. Robetta_cm ile oluşturulan 

SRCR proteini için çekirdek bölgelerdeki rezidülerin yüzdesi %91.7 olarak 

hesaplanmıştır (Şekil 4.8). 

 

Şekil 4.8. SRCR bölgesinin Ramachandran grafiği 
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4.3.2. SCARA5 proteininin post-translasyonel modifikasyonlarının tahmini 

Proteinde meydana gelmesi olası post-translasyonel modifikasyonların tahmini 

için PhospoSitePlus ve NetNGlyc 1.0 sunucuları kullanılmıştır. 

 

Şekil 4.9. PhospoSitePlus’a göre SCARA5’teki post-translasyonel modifikasyonlar 

PhospoSitePlus sonuçlarına göre SCARA5’in SRCR bölgesinde yer alan 397. 

aminoasitte bir N-glikosilasyon tespit edilmiştir. Hücre dışı alanda bir N-glikosilasyon 

bölgesi ve sitoplazmik alanda üç fosforilasyon bölgesi tespit edilmiştir (Şekil 4.9). 

NetNGlyc 1.0 sunucusunda da SCARA5 proteininde tahmin edilen N-

glikozilasyon bölgeleri şekilde gösterilmiştir. Kırmızı çizgi N-glikozilasyon 

potansiyelinin sınırı olan 0.5’tir. İlgilendiğimiz bölge olan SRCR bölgesi içinde 397. 

aminoasitte bir N-glikosilasyon bölgesi bulunmaktadır (Şekil 4.10). 

 

Şekil 4.10. NetNGlyc 1.0’a göre SCARA5’teki N-glikosilasyon bölgeleri 
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4.3.3. SRCR modelinin moleküler dinamik simülasyonu 

Modelin stabilite analizi için, simülasyon sırasında protein rezidülerindeki 

dalgalanma / termal hareketin belirlenmesi için seçilen RMSD değerin ve RMSF yapı 

değişikliğini ölçmek için kullanılır. 1-3 Å sırasındaki değişiklikler, küçük, küresel 

proteinler için mükemmel şekilde kabul edilebilir. Bununla birlikte, bundan çok daha 

büyük değişiklikler, proteinin simülasyon sırasında büyük bir konformasyonel 

değişikliğe uğradığını gösterir. Simülasyonda RMSD değerleri sabit bir değer etrafında 

stabilize olur. 

Model kalitesi değerlendirildikten sonra seçilen Robetta_cm ile oluşturulan SRCR 

domaini, için RMSD değerleri grafiklendirilmiştir (Şekil 4.11). 1.2 Å seviyesinde 

başlayan mavi rengi temsil eden C-alfa omurgasının çok fazla dalganma göstermediği 

görülmüştür. Simulasyonun yaklaşık 20. saniyesindeki 1.6 Å’luk artış dışında proteinin 

omurga yapısı sabit bir ortalama etrafında toplanmıştır.   

 

Şekil 4.11. SRCR modelinin moleküler dinamik simülasyon sonrası RMSD grafiği 

SRCR domaini, için RMSF değerleri grafiklendirilmiştir (Şekil 4.12). Grafikte pik 

yapan çizgiler, simülasyon sırasında en çok dalgalanan protein alanlarını gösterir. Tipik 

olarak kuyrukların (N- ve C-terminalleri) proteinin diğer herhangi bir bölümünden daha 

fazla dalgalanması normaldir. Alfa heliksleri ve beta kırmalı tabakaları gibi ikincil yapı 

öğeleri genellikle proteinin yapılandırılmamış kısmından daha serttir ve bu nedenle döngü 

bölgelerinden daha az dalgalanır. C-alfa omurga yapısını temsil eden mavi çizgi de 80. 

ve 90. nanosaniye de ki dalgalanma 0.6-1.5 Å arasındadır. Bu bölgeler proteinin daha 

esnek bölgelerini temsil eder. 
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Şekil 4.12. SRCR modelinin moleküler dinamik simülasyon sonrası RMSF grafiği 

Alfa heliksler ve beta kırmalı tabakalar gibi protein ikincil yapı öğeleri (SSE) 

simülasyon boyunca izlenir. Alfa heliks ve beta kırmalı tabaka bölgeleri sırasıyla kırmızı 

ve mavi arka planlarla vurgulanır. Bu bölgeler, protein yapısının stabilizasyonunda 

proteine katkı sağlar (Şekil 4.13).  SSE grafiğinde simülasyon boyunca her bir yörünge 

adımı için SSE bileşimi özetlenir ve aynı zamanda, her bir rezidünün zaman içindeki SSE 

atamasını izlenir. Robetta_cm ile elde edilen yapı % SSE ile karşılaştırıldığında en stabil 

yapı olarak karşımıza çıkmaktadır. 

 

Şekil 4.13. SRCR modelinin moleküler dinamik simülasyon sonrası SSE grafiği 
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4.4. SRCR Modelinin Deneysel Yapı ile Karşılaştırılması 

Bu tez çalışması yapılırken SCARA5’in kristal yapısı ve AlphaFold modeli 

henüz ortaya çıkmamıştı. Ancak kristal yapısı ortaya çıktıktan sonra her üç model 

birbirleriyle örtüştürülerek görselleştirilmiştir (Şekil 4.13).  

 

Şekil 4.14. SCARA5'in SRCR bölgesinin Robetta cm modeli (mor) ve AlphaFold 

modelinin (turuncu) kristal yapı (camgöbeği) (PDB ID: 7C00) ile karşılaştırılması 

6 farklı protein modelinin deneysel SRCR yapısı ile benzerliğini karşılaştırmak 

için RMSD değeri kullanılmıştır. RMSD büyük ölçüde iki yapının tam olarak örtüşmesine 

bağlıdır ve iki protein konformasyonunu atomik koordinatlarıyla örtüştürmek için 

kullanılır. En küçük RMSD değerine sahip protein yapısı deneysel SRCR yapısına en 

yakın olanıdır (Kufareva ve Abagyan 2012). RMSD değerlerine göre Robetta_cm modeli 

bu çalışma için en iyi model olarak seçilmiştir (Çizelge 4.3). Elbetteki deneysel model 

tüm modellerden üstündür ancak tez çalışmasının mali süreçleri tamamlandığı için geriye 

dönüp yeniden bir peptit tasarımı mümkün olmamaktadır.  in silico verilerden elde edilen 

sonuçlar ve peptit tasarımı Robetta_cm modeli ile ilerlemiştir. 
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Çizelge 4.3. İnsan SCARA5 SRCR domain modellerinin kristal yapı ile yapısal 

hizalanması 

Protein 

Modelleme 

Yazılımı 

RMSD   

Dizi hizalama 

puanı  

Kesilmiş 

atom 

çiftleri 

RMSD ile 

kesilmiş 

atom çiftleri 

(Å) 

101 atom 

çiftinin 

tamamında (Å) 

I-Tasser 483.4 97 0.634 0.877 

MODELLER 500.2 95 0.615 0.990 

Phyre2 483.4 99 0.591 0.647 

RaptorX 515.2 97 0.565 0.902 

Robetta_ab_inito 483.2 67 1.217 2.999 

Robetta_cm 501.4 99 0.559 0.638 

AlphaFold 515.8 101 0.525 0.525 

 

4.5. SRCR/L-Ferritin Moleküler Docking Sonuçları 

4.5.1. SRCR bölgesinin ve L-Ferritin’in potansiyel bağlanma yüzeyleri 

SRCR bölgesinin ve L-Ferritin’in potansiyel bağlanma arayüzleri APBS 

(Adaptive Poisson-Boltzmann Solver; Uyarlanabilir Poisson-Boltzmann Çözücü) ile 

hesaplanarak görselleştirilmiştir (Şekil 4.14, Şekil 4.15). Kırmızı bölgeler negatif 

elektrostatik potansiyeli gösterirken, mavi bölgeler pozitif elektrostatik potansiyeli 

göstermektedir. 

 

Şekil 4.15. SRCR bölgesinin elektrostatik potansiyel görseli 
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Şekil 4.16. L-Ferritin’in elektrostatik potansiyel görseli 

4.5.2. SRCR/L-Ferritin’in docking sonuçları 

SRCR ve L-Ferritin’in docking çalışmasına gönderilmeden önce aktif 

rezidülerinin belirlendi. Bu aktif rezidüler 

L-Ferritin için tahmin edilen aktif rezidüler  

5, 7, 8, 28, 32, 35, 36, 39, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 49, 53, 54, 56, 63, 66, 67, 70, 80, 

81, 82, 83, 84, 85, 87, 92, 95, 97, 153, 154, 156, 157, 158, 160, 161, 162, 164, 165, 167, 

168, 169, 172, 173, 174, 176, 177. aminoasitler olarak tahmin edilmiştir. 

SRCR domain için tahmin edilen aktif rezidüler 

1, 2, 3, 4, 5, 7, 9, 10, 13, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 48, 54, 57, 

58, 60, 61, 62, 63, 67, 69, 75, 76, 78, 79, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 92. aminoasitler 

olarak tahmin edilmiştir. 

Bu aktif rezidüleri sisteme yükledikten sonra docking çalışması sistem üzerinden 

başlatılmıştır. Docking sonrası HADDOCK tarafında belirlenen ve en iyi etkileşim 

gösteren dört yapıdan Z skoru en düşük olan yapı, en iyi bağlanma gösteren yapıdır (Şekil 

4.16). 
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Şekil 4.17. SRCR/L-Ferritin HADDOCK skoru 

En iyi etkileşim gösteren yapı etkileşim bölgesi görselleştirilip analiz edilmiştir (Şekil 

4.17). 

 

Şekil 4.18. SRCR/L-Ferritin etkileşim bölgesi; gri renkli üç boyutlu yüzey L-Ferritin’i 

temsil etmektedir. İkincil yapıları içeren model ise SRCR bölgesini temsil etmektedir 



 

BULGULAR                                                                                                                       O. KOÇAK 

 

126 

  

SRCR domain’deki 20:Arg rezidüsü; L-Ferritin’in 49:Glu, 168:Tyr, 172:Arg rezidüleri ile hidrojen bağı ve tuz köprüleri 

oluşturmuştur. Yine SRCR domain’deki 17:Tyr rezidüsü, L-Ferritin’in  167:Glu, 46:Val, 48:Leu, 168:Tyr, 164:Gly rezidüleri ile 

hidrojen bağı kurmuştur. Diğer rezidüler de çizelgede gösterildiği şekilde çeşitli bağ etkileşimlerine sahiptir (Çizelge 4.4). 

Çizelge 4.4. SRCR/L- Ferritin docking sonrası etkileşim gösteren rezidüler (R: Rezidü, Y: Yakınlık, M: Mesafe, ÖE: Özel Etkileşimler, 

HB: Hidrojen Bağı, TK: Tuz Köprüleri, PS: Pi Stack, vDW: van der Waals Etkileşimleri, YK: Yüzey Komplementeri, GS: Gömülü 

SASA) 

R Y M ÖE HB TK PS vDW YK GS 

A:20:Arg B:49:Glu 

B:168:Tyr 

B:172:Arg 

2.7 Å 

2.9 Å 

3.5 Å  

1x HB, 1x 

TK B:49:Glu 

1x HB 

B:168:Tyr 

2 1 0 0 62 5,24 

A:3:Leu B:162:Glu 2.9 Å 1x HB 

B:162:Glu 
1 0 0 0 83 5,78 

A:17:Tyr B:167:Glu 

B:46:Val 

B:48:Leu 

B:168:Tyr 

B:164:Gly 

2.8 Å 

3.1 Å 

3.6 Å 

3.6 Å 

3.9 Å 

1x HB 

B:167:Glu 
1 0 0  72 9,76 

A:18:His B:44:Asp 2.9 Å 1x HB 

B:44:Asp 
1 0 0 0 37 6,9 

A:41:Met B:95:Lys 2.9 Å 1x HB 

B:95:Lys 
1 0 0 0 83 9,29 

A:79:Arg B:92:Glu 2.9 Å 1x HB, 1x 

TK, 2x 

B:92:Glu’ya 

yakın 

1 1 0 2 54 5,27 

B:44:Asp A:18:His 

A:85:Trp 
2.9 Å 

3.0 Å 
1x HB 

A:18:His 
1 0 0 0 47 5,24 

                            (Devamı Arkada) 
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Çizelge 4.4’ün devamı 

R Y M ÖE HB TK PS vDW YK GS 

B:49:Glu A:20:Arg 2.7 Å 1x HB, 1x 

TK A:20:Arg 
1 1 0 0 34 4,92 

B:92:Glu A:79:Arg 2.9 Å 1x HB, 1x 

TK, 2x 

A:79:Arg’ye 

yakın 

1 1 0 2 57 3,6 

B:95:Lys A:41:Met 

A:40:Arg 
2.9 Å 

3.9 Å 
1x HB 

A:41:Met 
1 0 0 0 82 6,23 

B:162:Glu A:3:Leu 

A:2:Arg 

A:9:Pro 

A:42:Leu 

2.9 Å 

3.4 Å 

3.5 Å 

3.7 Å 

1x HB 

A:3:Leu 
1 0 0 0 80 7,25 

B:167:Glu A:17:Tyr 2.8 Å 1x HB 

A:17:Tyr 
1 0 0 0 54 8,57 

B:168:Tyr A:20:Arg 

A:22:Trp 

A:17:Tyr 

A:21:Arg 

2.9 Å 

3.2 Å 

3.6 Å 

4.0 Å 

1x HB 

A:20:Arg 

2x pi stack  

A:22:Trp 

1 0 2 0 75 7,97 

A:1:Ile B:165:Leu 

B:164:Gly 
3.1 Å 

3.2 Å 
1x 

B:164:Gly’ye 

yakın 

0 0 0 1 84 10 

A:2:Arg B:165:Leu 

B:162:Glu 

3.4 Å 

3.4 Å 

 0 0 0 0 81 4,9 

A:9:Pro B:162:Glu 

B:161:Pro 

3.5 Å 

3.8 Å 

 0 0 0 0 75 4,6 

A:16:Val    0 0 0 0 29 0 

                               (Devamı Arkada) 
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Çizelge 4.4’ün devamı 

R Y M ÖE HB TK PS vDW YK GS 

A:19:Asp B:47:Ala 3.2 Å 1x 

B:47:Ala’ya 

yakın 

0 0 0 1 81 2,49 

A:21:Arg B:168:Tyr 4.0 Å  0 0 0 0 57 0,28 

A:22:Trp B:168:Tyr 

B:165:Leu 

B:164:Gly 

3.2 Å 

3.7 Å 

3.9 Å 

2x pi stack 

B:168:Tyr 
0 0 2 0 84 6,35 

A:40:Arg B:95:Lys 3.9 Å  0 0 0 0 0 0,52 

A:42:Leu B:161:Pro 

B:163:Ala 

B:160:Gly 

B:162:Glu 

B:164:Gly 

3.3 Å 

3.5 Å 

3.6 Å 

3.7 Å 

3.9 Å 

 0 0 0 0 82 9,18 

A:43:Gly B:160:Gly 

B:161:Pro 
3.5 Å 

3.9 Å 
 0 0 0 0 78 3,72 

A:44:Phe B:161:Pro 3.3 Å  0 0 0 0 88 2,87 
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Şekil 4.19. SRCR/L-Ferritin etkileşiminin olduğu rezidüler 

Docking sonuçlarına göre etkileşim bölgesi belirlenen açık ve koyu mavi renklerle 

temsil edilen rezidüler SRCR domaini ve L-Ferritin arasındaki etkileşimin en iyi olduğu 

rezidülerdir. 16-22. Aminoasitler ve 79. Aminoasitler peptid dizaynları için seçilen hedef 

bölgelerdir. 

4.6. SRCR Bölgesine Özgü Peptitlerin Tasarımı 

4.6.1. SRCR domaini için tespit edilen bağlanma bölgelerine özgü tasarlanan 

peptidler  

SRCR/L-Ferritin docking sonuçlarına göre SRCR domain / L-ferritin etkileşim 

bölgesi aminoasit rezidüleri ilaç dizaynı için hedef bölgeler olarak belirlenmiştir. 16-22. 

aminoasitler ve 79. aminoasitler etkileşimin en iyi olabileceği potansiyel rezidüler 

olduğundan peptitin özellikle bu bölgelere bağlanması önem arz etmektedir. SRCR / L-

ferritin etkileşimini inhibe etmeye yönelik dizayn edilen 100 peptid diziliminden en iyi 

bağlanma enerjisine sahip olanı seçilerek tez çalışmasına devam edilmiştir.  

Tasarlanan peptidler ile SRCR domaini ile olan etkileşimi belirlemek için 

Schrödinger yazılımındaki Glide modülü kullanılmıştır. 

4.6.2. Peptit ve SRCR domain moleküler docking çalışması 

Glide modülü ile çalıştırılan peptit SRCR domain docking çalışmasının sonucunda 

peptitin bağlanma gösterdiği pozlar ve bağlanma enerjileri bir dosya çıktısı olarak 

alınmıştır (Şekil 4.20, 4.21). SRCR-peptit docking çalışmaları algoritma dahili gerinim 

enerjisini birleştiren bir model yani enerji skoru (Emodel) kullanılarak gerçekleştirilmiştir 

ve en iyi bağlanma verdiği skor kaydedilmiştir. Buna göre;        

  En iyi Emodel = -71.50 E= -51.03 Eint = 4.20 GlideScore = -4.55 
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Şekil 4.20. Peptitin SRCR bölgesi üzerinde gerçekleştirdiği bağlanma pozları 

 

Ancak biyolojik sistemlerde iki çözünmüş molekülün bağlı ve bağlı olmayan 

durumunu temsil eden iki durum arasındaki serbest enerji farkını hesaplamak tasarlanan 

peptitlerden SRCR bölgesine en iyi bağlanan tasarımı belirmek açısından önemlidir. 

Tez çalışmaları için denenecek olan peptitin MMGBSA dG Bağlama enerjisi -

76.138 kcal/mol’dür. Peptidler için MMGBSA bağlanma enerjisinin en az -60 kcal/mol 

olması beklenmektedir.  

Peptid-protein docking sonuçlarına göre, peptitin SRCR bölgesi ile etkileşim 

halinde olan aminoasit rezidüleri belirtilmiştir (Çizelge 4.5). SRCR L-ferritin etkileşim 

bölgesindeki 16-22. Aminoasit rezidülerini de içine alarak tasarlanan peptit bu etkileşim 

bölgesine bağlanmıştır.  
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Çizelge 4.5. Peptit SRCR etkileşim rezidüleri (R: Rezidü, Y: Yakınlık, M: Mesafe, ÖE: Özel Etkileşimler, HB: Hidrojen Bağı, TK: 

Tuz Köprüleri, PS: Pi Stack, vDW: van der Waals Etkileşimleri, YK: Yüzey Komplementeri, GS: Gömülü SASA) 

R Y M ÖE HB TK PS vDW YK GS 

A:1:Tyr B:2:Arg 

B:22:Trp 

 

3.0 A 

3.3 A 

 

1x hb to 

B:2:Arg 

 

1 0 0 0 85 1,55 

A:2:Tyr 

 
B:22:Trp 

B:17:Tyr 

B:20:Arg 

 

3.2 A 

3.3 A 

3.6 A 

 

1x pi stack to 

B:17:Tyr 

 

0 0 1 0 93 6,11 

A:3:Asp 

 
B:20:Arg 

B:22:Trp 

B:21:Arg 

 

2.9 A 

3.2 A 

3.5 A 

 

1x hb to 

B:20:Arg 

1x hb to 

B:22:Trp 

 

2 0 0 0 91 3,01 

A:4:Asp 

 
B:2:Arg 

B:22:Trp 

 

2.8 A 

3.9 A 

 

2x hb, 1x 

salt bridge to 

B:2:Arg 

 

2 1 0 0 85 2,45 

A:5:Trp 

 
B:21:Arg 

B:15:Glu 

B:2:Arg 

B:60:Thr 

B:61:Gly 

B:22:Trp 

B:13:Arg 

B:62:Arg 

 

2.8 A 

2.8 A 

3.1 A 

3.2 A 

3.2 A 

3.4 A 

3.5 A 

3.9 A 

 

1x hb to 

B:15:Glu 

2x hb to 

B:21:Arg 

 

3 0 0 0 84 6,55 

                                                      (Devamı Arkada) 

 



 

BULGULAR                                                                                                                     O. KOÇAK 

 

132 

  

Çizelge 4.5’in devamı 

R Y M ÖE HB TK PS vDW YK GS 

B:2:Arg 

 
A:4:Asp 

A:1:Tyr 

A:5:Trp 

 

2.8 A 

3.0 A 

3.1 A 

 

1x hb to 

A:1:Tyr 

2x hb, 1x 

salt bridge to 

A:4:Asp 

 

3 1 0 0 81 6,23 

B:4:Val 

 
   0 0 0 0 0 0,86 

B:13:Arg 

 

A:5:Trp 

 
3.5 A 

 
 0 0 0 0 82 5,38 

B:15:Glu 

 

A:5:Trp 

 
2.8 A 

 
1x hb to 

A:5:Trp 

 

1 0 0 0 53 10 

B:17:Tyr 

 

A:2:Tyr 

 
3.3 A 

 
1x pi stack to 

A:2:Tyr 

 

0 0 1 0 93 4,22 

B:20:Arg 

 
A:3:Asp 

A:2:Tyr 

 

2.9 A 

3.6 A 

 

1x hb to 

A:3:Asp 

 

1 0 0 0 91 1,8 

B:21:Arg 

 
A:5:Trp 

A:3:Asp 

 

2.8 A 

3.5 A 

 

2x hb to 

A:5:Trp 

 

2 

 
0 0 0 85 3,07 

B:22:Trp 

 
A:2:Tyr 

A:3:Asp 

A:1:Tyr 

A:5:Trp 

A:4:Asp 

 

3.2 A 

3.2 A 

3.3 A 

3.4 A 

3.9 A 

 

1x hb to 

A:3:Asp 

 

1 0 0 0 90 9,75 

                                                                                                                                                                                         (Devamı Arkada) 
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Çizelge 4.5’in devamı 

R Y M ÖE HB TK PS vDW YK GS 

B:23:Gly 

 
   0 0 0 0 13 6,7 

B:24:Thr 

 
   0 0 0 0 11 10 

B:60:Thr A:5:Trp 3.2 A  0 0 0 0 49 2,58 

B:61:Gly 

 

A:5:Trp 3.2 A 

 
 0 0 0 0 90 1,9 

B:62:Arg A:5:Trp 3.9 A  0 0 0 0 0 0 
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SRCR-peptit etkileşimi üç boyutlu olarak görselleştirilmiştir (Şekil 4.21). 

 

Şekil 4.21. SRCR-peptit etkileşiminin görseli (Gri yapı: SRCR bölgesi, yeşil ve kırmızı 

renkli yapı ise peptiti temsil etmektedir) 

 

4.6.3. SRCR ve peptit docking sonuçlarının moleküler dinamik simülasyonla 

değerlendirilmesi 

Peptit/SRCR docking sonucunu moleküler dinamik simülasyonda değerlendirmek 

için Schrödinger yazılımının Desmond modülü kullanılmıştır. SRCR proteininin peptit 

bağlanmadan önce ve peptit bağlandıktan sonraki RMSD (Şekil 4.22) ve RMSF (Şekil 

4.23) değerleri karşılaştırıldı. Peptit SRCR bölgesine bağlanmadan önce ve bağlandıktan 

sonra ikincil yapı elemanlarındaki değişim grafiklendirilmiştir (Şekil 4.24). 

RMSD, bir atom seçiminin yer değiştirmesindeki ortalama değişikliği ölçmek için 

kullanılır. RMSF, protein zinciri boyunca yerel değişiklikleri karakterize etmek için 

kullanışlıdır. 

 

Şekil 4.22. SRCR bölgesinin tasarlann peptit bağlanmadan (solda) ve peptidin 

bağlandıktan sonraki (sağda) RMSD grafiği 
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Şekil 4.22’nin sağındaki grafikte simülasyonun ilk başlarındaki dalgalanma 

soldaki grafiğe göre daha belirgindir. Peptit ile simülasyon süresince SRCR proteini daha 

stabil davranmıştır. 

 

Şekil 4.23. SRCR bölgesinin peptit bağlanmadan (solda) ve peptidin bağlandıktan sonraki 

(sağda) RMSF grafiği 

Şekil 4.23’in sağındaki grafikte 0-20. ve yaklaşık 30. aminoasit rezidülerindeki 

dalgalanma SRCR ve peptitin birlikte gösterdikleri dinamik hareketin sonucudur. 

 

Şekil 4.24. SRCR bölgesinin peptit bağlanmadan (solda) ve peptidin bağlandıktan sonraki 

(sağda) ikincil yapı elemanları durum grafiği 

Alfa heliksler(kırmızı) ve beta sarmalları(mavi) gibi protein ikincil yapı 

elemanları (SSE) simülasyon boyunca izlenir. Simülasyon boyunca her bir yörünge 

çerçevesi için SSE bileşimini özetlemektedir. Böylece her rezidü ve zaman içindeki SSE 

ataması izlenebilmektedir.  

Şekil 4.23’ün solundaki grafik ile karşılaştırıldığında sağ taraftaki grafikte, 60-80. 

aminoasit rezidülerinin belirgin bir şekilde simülasyon süresince atandığı görülmektedir. 

Peptit SRCR domain’ine bağlanarak, SRCR proteininin özellikle ikincil yapılarına 

simülasyon süresi boyunca daha stabil kalmasına katkı sağladığı söylenebilir. 

4.6.4. Peptitin farmakokinetik ve farmakolojik özelliklerinin tahmini 

Peptitin sergilediği farmakokinetik ve farmakolojik özellikler raporlanmıştır 

(Çizelge 4.7). 
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Çizelge 4.6. Peptitin farmakokinetik ve farmakolojik özellikleri 

Farmakokinetik ve Farmakolojik 

Özellikler 

Peptit 

Moleküler Ağırlık 760.75 g/mol 

Suda Çözünebilirlik  

Çözünebilirlik 1.53e-02 mol/l 

Çözünme Derecesi Yüksek 

Farmakokinetik Özellikleri  

Gastrointestinal Emilim Düşük 

Kan Beyin Bariyerini Geçme Hayır 

CYP1A2 inhibitörü Hayır 

CYP2C19 inhibitörü Hayır 

CYP2C9 inhibitörü Hayır 

CYP2D6 inhibitörü Hayır 

CYP3A4 inhibitörü Hayır 

Sentetik Erişebilirlik (1 en kolay,10 en 

zor) 

5.70 

Toksisitesi Yok 

 

Çizelge 4.7’da ki verilere göre peptitin suda çözünme derecesinin yüksek olması 

in vitro çalışmalar için bir kolay sağlamaktadır. Karaciğerde bulunan önemli özellikle de 

detoksifikasyon enzimlerini inhibe etmemesi peptitin toksik özellikler sergilemediğini 

göstermektedir. Bu da peptitin güvenle in vitro denemelerde ve daha sonra in vivo 

denemelerde kullanılabileceğini gösteren parametrelerdendir. 

4.7. Peptitin MCF7 Hücre Hattı Üzerine Gösterdiği Sitotoksik ve Proliferatif Etkiler 

Peptitin MCF7 hücrelerinin canlılığı üzerindeki etkileri kendi içinde sekiz tekrarlı 

her biri birbirinden bağımsız dört deney seti şeklinde gerçekleştirilmiştir. Peptit MCF7 

hücreleri üzerinde farklı doz ve farklı zaman aralıklarında sitotoksik ve proliferatif etkiler 

sergilemiştir. Peptitin farklı dozlarda 24, 48 ve 72 saatlik üç inkübasyon süresi sonunda 
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MCF7 hücrelerine gösterdiği etkiler aşağıdaki grafiklerde sunulmuştur (Şekil 4.25, Şekil 

4.26, Şekil 4.27, Şekil 4.28, Şekil 4.29, Şekil 4.30, Şekil 4.31, Şekil 4.32, Şekil 4.33, Şekil 

4.34, Şekil 4.35, Şekil 4.36, Şekil 4.37, Şekil 4.38). 

  

Şekil 4.25. Peptitin 1. Set 24 saatlik inkübasyon süresi sonunda, MCF7 hücre 

canlılığındaki değişikliğe etkisi (**, p≤0.01; kontrole kıyasla) 

 

Şekil 4.26. Peptitin 1. Set 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda, MCF7 hücre 

canlılığındaki değişikliğe etkisi (****, p≤0.00001; kontrole kıyasla) 



 

BULGULAR                  O. KOÇAK 

 

138 

  

 

Şekil 4.27. Peptitin 1. Set 72 saatlik inkübasyon süresi sonunda, MCF7 hücre 

canlılığındaki değişikliğe etkisi (****, p≤0.00001; ***, p≤0.001; kontrole kıyasla) 

Şekil 4.25, 4.26 ve 4.27’te ki set 1 sonuçlarına peptit 24 saatlik inkübasyon 

süresinde MCF7 hücrelerinde sadece 3.12 µg/ml’lik dozda istatistiksel olarak anlamlı bir 

artış göstermiştir. 48 saatlik inkübasyon süresinde ise tüm dozlarda istatistiksel olarak 

anlamlı bir artış göstermiştir. 72 saatlik inkübasyon süresi sonuna gelindiğinde peptit 

MCF7 hücrelerinde bu anlamlı artış yerini istatistiksel olarak anlamlı bir azalışa 

bırakmıştır. 400 -200 -100 -50 -25 -12.5 -6.25 ve -3.12 µg/ml’lik peptit dozları kontrol 

grubuna kıyasla anlamlı şekilde azalmıştır.  
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Şekil 4.28. Peptitin 2. Set 24 saatlik inkübasyon süresi sonunda, MCF7 hücre 

canlılığındaki değişikliğe etkisi (****, p≤0.00001; ***, p≤0.001; *, p≤0.05; kontrole 

kıyasla) 

 

Şekil 4.29. Peptitin 2. Set 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda, MCF7 hücre 

canlılığındaki değişikliğe etkisi (****, p≤0.00001; **, p≤0.01; kontrole kıyasla) 



 

BULGULAR                  O. KOÇAK 

 

140 

  

 

Şekil 4.30. Peptitin 2. Set 72 saatlik inkübasyon süresi sonunda, MCF7 hücre 

canlılığındaki değişikliğe etkisi (***, p≤0.001; **, p≤0.01; *, p≤0.05 kontrole kıyasla) 

Peptit özgün bir tasarım olduğu için farklı konsantrasyonlarda (1000nM, 100nM, 

10nM, 1nM, 100pM, 10pM, 1pM, 0.1pM, 0.01pM, 0.001pM) MCF7 hücrelerinin 

canlılığı üzerine gösterdiği etkiler Şekil 4.27, 4.28 ve 4.29’de gösterilmiştir. Buna göre 

peptit ilk 24 saatte 0.01 pM’lık konsantrasyon hariç diğer tüm dozlar kontrole kıyasla 

proliferatif etki göstermektedir. 48. saatte, 100nM, 10nM, 1nM, 100pM, 10pM, 1pM ve 

0.001pM’lik konsantrasyonlarda kontrole kıyasla anlamlı bir sitotoksik etki göstermiştir. 

72. saatte bu sitotoksik etki ortadan kalkarak 100pM, 10pM, 1pM, 0.1pM ve 0.001pM’lik 

dozlarda proliferatif bir etki göstermiştir. Sonraki doz çalışmalarına set 1’de kullanılan 

dozlarla devam edilmiştir. 
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Şekil 4.31. Peptitin 3. Set 24 saatlik inkübasyon süresi sonunda, MCF7 hücre 

canlılığındaki değişikliğe etkisi (****, p≤0.00001; ***, p≤0.001; *, p≤0.05; kontrole 

kıyasla) 

 

Şekil 4.32. Peptitin 3. Set 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda, MCF7 hücre 

canlılığındaki değişikliğe etkisi (****, p≤0.00001; kontrole kıyasla) 
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Şekil 4.33. Peptitin 3. Set 72 saatlik inkübasyon süresi sonunda, MCF7 hücre 

canlılığındaki değişikliğe etkisi (****, p≤0.00001; **, p≤0.01; *, p≤0.05; kontrole 

kıyasla) 

 

Şekil 4.34. Peptitin 3. Set 96 saatlik inkübasyon süresi sonunda, MCF7 hücre 

canlılığındaki değişikliğe etkisi (****, p≤0.00001; kontrole kıyasla) 
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Şekil 4.35. Peptitin 3. Set 120 saatlik inkübasyon süresi sonunda, MCF7 hücre 

canlılığındaki değişikliğe etkisi (****, p≤0.00001; kontrole kıyasla) 

Şekil 4.31, 4.32, 4.33, 4.34 ve 4.35’te gösterildiği gibi set 3’te üç inkübasyon 

süresine ek olarak 96 ve 120 saatlik inkübasyon süreleri de eklenerek peptitin etkisi 

araştırıldı. Buna göre 24 saatlik inkübasyon süresi sonunda 12.5 ve 1.56 µg/ml’lik dozlar 

hariç diğer tüm dozlarda istatistiksel olarak anlamlı bir azalış görünmektedir. 48 saatlik 

inkübasyon süresi sonunda tüm dozlarda kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir sitotoksik 

etki görülmüştür. 72 saat sonunda ilk dört doz sitotoksik bir etki gösterirken diğer 

dozlarda bir artış görülmüştür. 12.5 ve 3.12 µg/ml’lik dozlarda anlamlı bir artış vardır. 

Ancak 96 ve 120 saatlik inkübasyon sürelerinin hepsinde de tüm konsantrasyonlarda 

peptit MCF7 hücrelerinde kontrole kıyasla anlamlı bir sitotoksisite göstermiştir. 
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Şekil 4.36. Peptitin 4. Set 24 saatlik inkübasyon süresi sonunda, MCF7 hücre 

canlılığındaki değişikliğe etkisi (****, p≤0.00001; **, p≤0.01; *, p≤0.05; kontrole 

kıyasla) 

 

Şekil 4.37. Peptitin 4. Set 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda, MCF7 hücre 

canlılığındaki değişikliğe etkisi (****, p≤0.00001; kontrole kıyasla) 
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Şekil 4.38. Peptitin 4. Set 72 saatlik inkübasyon süresi sonunda, MCF7 hücre 

canlılığındaki değişikliğe etkisi (***, p≤0.001; **, p≤0.01; *, p≤0.05; kontrole kıyasla) 

Set 4’ün 24 saatlik inkübasyonu sonunda 400 -200 -12.5 -3.12 -1.56 µg/ml’lik 

konsantrasyonlarında anlamlı bir artış görülürken 48 saatin sonunda bu artış tüm dozlara 

yansımıştır. 72 saatin sonunda bu artış yavaşlamış ancak bazı dozlarda (200 -50 -12.5 -

3.12 µg/ml) anlamlı olmaya devam etmiştir. 0.78 µg/ml’lik doz ise kontrole kıyasla 

anlamlı bir azalış sergilemiştir.  

4.8. Peptitin MCF7 Hücre Hattının Canlılığı Üzerine Gösterdiği Etkinin 

Sülforadamin B Testi Sonuçları 

Peptitin MCF7 hücrelerinin canlılığı üzerindeki etkileri kendi içinde sekiz tekrarlı her biri 

birbirinden bağımsız dört deney seti şeklinde SRB testi ile de gösterilmiştir. Peptit MCF7 

hücreleri üzerinde farklı doz ve farklı zaman aralıklarında sitotoksik etkiler sergilemiştir 

Şekil 4.39, 4.40, 4.41). 
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Şekil 4.39. Peptitin 24 saatlik inkübasyon süresi sonunda, MCF7 hücre canlılığındaki 

değişikliğe etkisinin SRB testi grafiği (*, p≤0.05; kontrole kıyasla) 

 

Şekil 4.40. Peptitin 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda, MCF7 hücre canlılığındaki 

değişikliğe etkisinin SRB testi grafiği 
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Şekil 4.41. Peptitin 72 saatlik inkübasyon süresi sonunda, MCF7 hücre canlılığındaki 

değişikliğe etkisinin SRB testi grafiği (****, p≤0.00001; ***, p≤0.001; *, p≤0.05; 

kontrole kıyasla) 

Peptitin MCF7 hücrelerine uygulanmasından sonraki 24 saat sonunda 25 ve 

6.25µg/ml’lik dozlarında kontrole kıyasla anlamlı bir azalış görülmektedir. Şekil 

4.38’deki sonuç bir önceki bölümde açıklanan (Şekil 4.31) set 3’ün 24 saat inkübasyon 

grafiği ile uyumludur, burada da artışlar ve istatistiksel olarak anlamlı azalışlar söz 

konusudur. Şekil 4.40’ta gösterilen 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda peptitin anlamlı 

bir etki sergilemediği görülmüştür ancak dozlarda kontrole yakın ve kontrolün üstünde 

artışlar bulunmaktadır. Şekil 4.41’de ki grafikte 72 saat sonunda peptit set 1 (Şekil 4.27) 

ve set 4 (Şekil 4.38)’te ki 72 saat grafikleri ile benzer sonuçlar sergilemektedir. 

4.9. Peptitin MCF7 hücrelerindeki Kaspaz-7 ve Kaspaz-9 Protein Miktarı Üzerine 

Etkileri 

ELISA çalışmalarına geçmeden önce peptitin MCF7 hücreleri üzerine gösterdiği 

etkinin yarı maksimum inhibitör konsantrasyonu IC50 grafiği Şekil 4.40’ta gösterilmiştir. 

Buna göre ELISA ve Western blotlama çalışmalarında 2X IC50, IC50 ve 1/2X IC50 

konsantrasyonları kullanılmıştır. 
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Şekil 4.42. Peptitin MCF7 hücrelerindeki IC50 konsantrasyonu 

4.9.1. Peptitin MCF7 hücrelerindeki Kaspaz-7 ve Kaspaz-9 protein miktarının 

ELISA test sonuçları 

Peptitin MCF7 hücrelerindeki farklı inkübasyon sürelerinde Kaspaz-7 ve Kaspaz-

9 enzim miktarları üzerinde farklı etkiler göstermiştir (Şekil 4.43, Şekil 4.44, Şekil 4.45, 

Şekil 4.46, Şekil 4.47, Şekil 4.48). 

Şekil 4.43’te 24. saat inkübasyon sonuçlarına göre kontrol grubu ile 

kıyaslandığında tüm dozlarda istatistiksel olarak anlamlı kaspaz-7 protein miktarında 

azalış görülmüştür (p≤ 0.0001,****). 
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Şekil 4.43. 24 saat inkübasyon sonunda peptitin MCF7 hücrelerinde Kaspaz-7 miktarı 

üzerine etkisi 

Şekil 4.44’te gösterilen 48. saat inkübasyon sonuçlarına göre peptitin yalnızca 

IC50 dozunda istatistiksel olarak anlamlı bir artış görülmüştür (p≤ 0.01, **). 
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Şekil 4.44. 48 saat inkübasyon sonunda peptitin MCF7 hücrelerinde Kaspaz-7 miktarı 

üzerine etkisi 

Şekil 4.45’te ki 72. saat inkübasyon sonuçlarına göre peptitin 2X IC50 dozunda 

anlamlı bir artış görülürken, 1/2X IC50 dozunda anlamlı bir azalış ortaya çıkmıştır (p≤ 

0.0001,****; p≤0.05,*). 

 

Şekil 4.45. 72 saat inkübasyon sonunda peptitin MCF7 hücrelerinde Kaspaz-7 miktarı 

üzerine etkisi 
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Şekil 4.46’da Kaspaz-9 protein miktarları MCF7 hücrelerinin kontrol grubuna 

kıyasla 24. saatlik inkübasyonda IC50 ve 1/2X IC50 dozlarında anlamlı bir artışa sahiptir 

(p≤0.05,*; p≤ 0.0001,****). 

 

 

Şekil 4.46. 24 saat inkübasyon sonunda peptitin MCF7 hücrelerinde Kaspaz-9 miktarı 

üzerine etkisi 

Şekil 4.47’de 48. Saat inkübasyonu sonunda ise yalnızca peptitin 2X IC50 dozunda 

kaspaz-9’un miktarı açısından anlamlı bir azalış varken 1/2x IC50 dozunda anlamlı artış 

görülmüştür (p≤0.01,**). 
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Şekil 4.47. 48 saat inkübasyon sonunda peptitin MCF7 hücrelerinde Kaspaz-9 miktarı 

üzerine etkisi 

 

Şekil 4.48’de peptit 72 saatlik inkübasyon sonunda MCF7 hücrelerinde kaspaz-9 

protein miktarlarında kontrole kıyasla herhangi bir değişim olmamıştır. 
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Şekil 4.48. 72 saat inkübasyon sonunda peptitin MCF7 hücrelerinde Kaspaz-9 miktarı 

üzerine etkisi 

ELISA test sonuçlarına göre peptit MCF7 hücrelerindeki sitotoksik etkisini 

apoptozun içsel yolağı ile başarıyor gibi görünmektedir. Kaspaz-9, apoptozomun 

oluşması ile hareket ederek hücre ölümünün başlatıcısı olarak görev yapan en önemli 

kaspazdır. Kaspaz-7 ise başlayan bu apoptozun devam ettirilerek hücrenin belirli bir 

program çerçevesinde ölümünü devam ettiren kaspazdır. Her iki kaspaz seviyesinin 

belirli peptit dozlarındaki artışı peptitin MCF7 hücrelerini apoptoz ile öldürdüğünü bize 

göstermektedir. 

4.10. Western Blot Sonuçları 

Belirlenen peptit dozlarının MCF7 hücrelerinde 24. ve 48. saat inkübasyon 

süreleri sonunda kaspaz-7 ve kesilmiş kaspaz-7 enzim miktarı seviyesinde değişimler 

göstermiştir (Şekil 4.49, Şekil 4.50, Şekil 4.51). 

 

Şekil 4.49. Peptit dozlarının MCF7 hücrelerinde iki farklı inkübasyon süreleri sonunda 

kaspaz-7 ve kesilmiş kaspaz-7 enzim miktarlarındaki değişimin bant görüntüsü 
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Şekil 4.50. MCF7 hücrelerinde peptit dozlarının kaspaz-7 enzim miktarları üzerindeki 

değişimi 

 

Şekil 4.51. MCF7 hücrelerinde peptit dozlarının kesilmiş kaspaz-7 enzim miktarları 

üzerindeki değişimi 
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Peptitin belirlenen üç IC50 dozu MCF7 hücrelerinde 24 saatlik inkübasyon süresi 

sonunda kaspas-7 enzim miktarını arttırmıştır. Kontrole kıyasla kaspaz-7 enzim miktarı 

2X IC50 dozunda 2 kat, IC50 dozunda 3.5 kat ve 1/2X IC50 dozunda 3.9 kat artmıştır. 48 

saatlik inkübasyon süresi sonunda ise kontrole kıyasla kaspaz-7 enzim miktarı 2X IC50 

dozunda 0.8 kat, IC50 dozunda 0.9 kat ve 1/2X IC50 dozunda 0.5 kat artmıştır. 

Aynı şekilde kesilmiş kaspaz-7 enzim miktarı 24 saatlik inkübasyon süresi 

sonunda 2X IC50 dozunda 0.9 kat, IC50 dozunda 1.8 kat ve 1/2X IC50 dozunda 2.3 kat 

artmıştır. 24 saatlik inkübasyon süresi sonunda ise 2X IC50 dozunda 7.3 kat, IC50 dozunda 

12.8 kat ve 1/2X IC50 dozunda 6.2 kat artmıştır. 24. saat 1/2X IC50 dozunda kaspaz-7 

miktarı ve 48. saat IC50 dozunda kesilmiş kaspaz-7 miktarı en yüksek orana sahiptir. 

Peptitin ilk 24 saatlik inkübasyon süresi sonrası kaspaz-7 miktarındaki artışı 48 

saatlik inkübasyon süresi sonunda kesilmiş kaspaz-7 miktarının artışı ile devam etmiştir. 

ELISA sonuçlarında ilk 24 saatte kaspaz-7 miktarındaki artış western blot sonuçları ile 

farklılık göstermektedir. Ancak kesilmiş kaspaz-7 miktarındaki artış hücrelerin programlı 

ölümünün gerçekleştiğine işaret etmektedir.  

 

 

 

 

  



 

TARTIŞMA                   O. KOÇAK 

 

156 

  

5. TARTIŞMA  

Önceki bölümlerde ayrıntılı bir şekilde bahsedildiği gibi günümüzde kanser için 

başlıca tedavi stratejileri arasında cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ve immünoterapi yer 

almaktadır. Bu mevcut klinik tedavi yöntemlerinin kendi avantajları, dezavantajları ve 

uygulama alanları bulunmaktadır. Tek bir tedavi yönteminin tatmin edici iyileştirici 

etkilere ulaşması zordur ve kombine tedavi bir dereceye kadar daha iyi bir genel tedavi 

sunabilir. Bu nedenle, yeni tedavi yöntemlerinin veya anti-tümör ilaçlarının araştırılması-

geliştirilmesi acil ve karşılanmamış bir ihtiyaçtır.  

Anti-kanser peptidler kanser inhibisyonu alanında önemli bir rol oynamaktadır. 

Örneğin, bryostatin ailesinin en bol bulunan ve en iyi çalışılmış peptidlerinden biri olan 

Bryostatin 1, malign melanom, lenfoma ve yumurtalık karsinomu olan hastalarda Faz I 

çalışmalarında anti-tümör aktivite göstermiştir (Kollár vd. 2014; Wali vd. 2019). Aplidin 

(plitidepsin), tamamlanan Faz I klinik çalışmalarında düşük toksisite ile klinik 

çalışmalarda iyi tolere edilmektedir ve Faz II çalışmaları şu anda devam etmektedir. Bir 

Faz II klinik çalışmasında aplidin, ileri medüller tiroid karsinomu, ileri malign melanom, 

küçük hücreli akciğer kanseri ve ileri renal hücreli karsinoma karşı test edilmiştir 

(Kitagaki vd. 2015). Kasım 2019 itibariyle, 20'den fazla ACP FDA ve EMA tarafından 

onaylanmıştır. Kyprolis, SomaKit TOC, Lutathera ve Gallium Dotatoc Ga68 gibi ACP'ler 

son yıllarda piyasaya sürülmüştürv(Pan vd. 2020).  

Giriş mekanizmaları baz alınarak peptitler biyolojik hedeflerine göre de 3 gruba 

ayrılırlar (Şekil 5.1). 

1. Sinyal iletim yolaklarını hedefleyenler 

2. Hücre döngüsünün regülasyonunu hedefleyenler 

3. Hücre ölüm yolaklarını hedefleyenler (Bidwell ve Raucher 2009; Raucher 

ve Ryu 2015; Chiangjong vd. 2020).  

Meme kanseri hücreleri antikanser ilaçlara karşı daha dirençli hale geldikçe, 

araştırmacılar bunları tedavi etmek için yeni yollar aramaktadırlar. Bu noktada, peptit 

tedavisi katı tümörler, özellikle de meme kanseri için uygulanabilir bir tedavi seçeneği 

olarak ortaya çıkmıştır. Peptitler, tümör hücrelerinin yüzeyine hassas bir şekilde 

bağlanmaları, düşük moleküler ağırlıkları ve normal hücrelere karşı düşük toksisiteleri 

nedeniyle cazip tedavilerdir (Lau ve Dunn 2018; Ahangarzadeh vd. 2019). 

Meme kanseri hücrelerinde taşıma ajanlarının inhibitörleri olarak terapötik 

peptitler geliştirilmiştir. Transkripsiyon faktörleri (TF'ler) belirli hücrelerdeki gen 

ifadesinin zamanlamasını ve oranını düzenler. Meme kanseri hücrelerinde, çeşitli TF'ler 

hücrenin hayatta kalması, büyümesi, metastazı ve bölünmesi için önemlidir.  Drager ve 

Mullen (1994), HI3 bölgesinden c-Myc ile etkileşime giren ve DNA'ya bağlanmasını 

engelleyen kısa bir peptit (H1-S6A.F8A) geliştirmiştir. Bu peptit, değiştirilen iki amino 

asit (S6A ve F8A) sayesinde daha yüksek sarmallığa sahiptir. H1 peptidlerinin tetramerik 

c-Myc-92'ye bağlanması inhibisyon mekanizmasıdır (Draeger ve Mullen 1994). 
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Şekil 5.1 Antikanser peptit etki mekanizmaları: mitokondriyal ilişkili yollar ve ölüm 

reseptörüyle indüklenen yollar (Karami Fath vd. 2022) 

Bidwell vd. (2005) ayrı bir çalışmada H1-S6A.F8A peptitini hücrelere nüfuz 

edebilen ve kısa bir peptit için taşıma aracı olarak rol oynayabilen modifiye edilmiş 

elastin benzeri bir polipeptite kaynaştırmıştır (Pen-ELP-H1) (Bidwell III ve Raucher 

2005). 

Pen-ELP-H1, c-Myc nükleer lokalizasyonunu bozar ve immünofloresan ve RT-

PCR ile gösterildiği gibi transkripsiyonel aktivitesini inhibe eder. İnsan MCF-7 kanser 

hücrelerinin büyümesi de bu peptit tarafından yavaşlatılmıştır (Giorello vd. 1998). 

 Meme kanseri hücrelerini hedefleyen diğer terapötik peptitler sitolitik ajanlardır. 

Sitolitik peptitler (5-30 AAs) amfifilik ve katyonik özelliklere sahiptir, bu da hücre 

zarlarına nüfuz etmelerine ve hücreleri öldürmelerine izin verir (Sani ve Separovic 2016). 

Zhao vd. (2017) tarafından yapılan bir çalışmada Ur11 ve Uk14 olmak üzere iki 

litik peptit sentezlenmiş ve bunlar matriks metaloproteinaza duyarlı bir bölünme 

bağlayıcısına sahip bir anyon peptit ile birleştirilmiştir. Kaplanmış peptitler MDA-MB-

231 meme kanseri hücre hattına karşı kullanılmıştır. Sonuçlar, matriks 

metaloproteinazların kanser hücrelerinin sitolitik membranını yok edebileceğini 

göstermektedir (Zhao vd. 2017). 

Meme kanseri hücrelerinde tümör baskılayıcı proteinler olarak terapötik 

peptitlerde tedavi stratejileri arasındadır. Tümör baskılayıcı terapötik peptitler, hücre 

döngüsündeki CDK'ları düzenleyen sentetik peptitlerdir ve G1 fazı hücrelerini 

tutukladıkları için meme kanseri tedavisinde etkili tedaviler olabilirler (Mazumder vd. 

2004). Bu peptitlerin yan etkilere neden olma olasılığı daha düşüktür ve hızlı bir şekilde 

çıkarılabilirler (Marqus vd. 2017). Bu peptit, MCF-7 gibi farklı kanser hücrelerinin 

büyümesini önemli ölçüde baskılar ve hücrelerin S fazına girmesini engeller (Fujimoto 

vd. 2000). 
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P53 yolağının onkosupresif özellikleri onu cazip bir hedef haline getirmektedir. 

MDM2'nin bir p53 inhibitörü olarak ortaya çıkmasının ardından, vahşi tip TP53 eksprese 

eden insan tümörlerinde p53'ü yeniden aktive etmek için bu iki protein arasındaki 

etkileşimin farmakolojik olarak bozulması araştırılmıştır. Sonuç olarak, MDM2/p53 

komplekslerinin (Nutlin gibi) oluşumuna müdahale edebilen farklı molekül sınıfları 

geliştirilmiştir (Arena vd. 2021). Pellegrino ve arkadaşları, MDM2/MDM4 

komplekslerinin heterodimerizasyonuna müdahale ederek aktivitelerini engellemek için 

bir yöntem geliştirmiştir. MDM4 C-terminus kuyruğunu taklit eden bir peptidin 

MDM2'ye bağlanmasının, p53'ün MDM2 aracılı ubikitinasyonunu bozduğunu ve p53'e 

bağlı transkripsiyon ve onkosupresif aktiviteleri teşvik ettiğini keşfettiler (Pellegrino vd. 

2015). 

White vd. (2015) meme kanserinde BRCT2'nin C-terminal alanını hedefleyen bir 

peptit tanımlamıştır. BRCT2 DNA hasarı sinyali ile ilişkilendirilmiştir (White vd. 2015). 

Meme kanseri hücrelerinde ölüm uyarıcıları olarak tasarlanan terapötik peptitler 

geliştirilmiştir. Çalışmalarda meme kanseri hücre ölümünü tetikleyen çeşitli peptitler 

keşfedilmiştir. KCCYSL peptidi ve KCCYSL sekansı içeren peptidler, meme kanserinde 

aşırı eksprese edilen insan epidermal büyüme faktörü reseptörü 2 (HER2) için spesifik 

peptidlerdir. Daha fazla etkinlik için, nükleer lokalizasyon sekansı peptidinin KCCYSL 

peptidine bağlanması, peptidin HER2 + hücrelerinin çekirdeğine translokasyonuna yol 

açarak hücre ölümüne neden olur (Ducharme ve Lapi 2020).  

İlerleyen kanserli meme hücrelerinde seviyeleri artan bir diğer reseptör, peptit 

bazlı kanser tedavisi için hedeflenebilecek olan östrojen reseptörü α'dır (ERα). Bu 

bağlamda, hedef protein için bir ligand ve E3 ubikitin ligaz alımı için bir tanıma motifi 

içeren proteoliz hedefleyici kimeralar (PROTAC'lar) ERα degradasyonu ve kanserli 

hücre büyümesinin inhibisyonu için adaydır. Dai vd , ERα bağlayıcı ligand olarak laktam 

siklik peptide, bağlayıcı olarak 6-aminokaproik aside ve 1-6 bileşiği olarak bilinen E3 

ligazı dahil etmek için hidroksillenmiş bir yapıya proteoliz hedefleyen kimeralar 

(PROTAC'lar) eklemiştir. 1-6 bileşiğinin ERα degradasyonunu indükleyerek MCF-7 

hücre toksisitesi üzerinde ~ 9.7 μM IC50 ile güçlü bir etkiye sahip olduğunu 

belirtmişlerdir (Dai vd. 2020). 

Bcl-2 proteinlerinin yapısal özelliklerine dayanarak, kanser hücrelerinin 

apoptozunu indüklemek için çok sayıda peptit tasarlanmıştır (Valero vd. 2011). Örneğin, 

normalde anti-apoptotik Bcl-2 faktörü, mitokondride Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik 

üyelerini inhibe ederek hücre ölümüne neden olur. Bcl-2 faktörleri ayrıca endoplazmik 

retikulumdaki IP3 reseptörlerini (IP3R) inhibe eder ve kanserli hücrelerin hayatta 

kalmasını artırır. Kerkhofs vd. (2021) IP3 reseptör (IP3R) kanallarını hedef almış ve Bcl-

2'nin BH4 alanının yapısını taklit eden Bcl-2 IP3 reseptör bozucu-2 (BIRD-2) adlı bir 

peptit sentezleyerek aşağı akış pro-apoptotik Ca2+-sinyal yolunu indüklemiştir. Peptit, 

IP3R-Bcl-2 etkileşimini bozarak kanser hücrelerinin ölümüne yol açtı (Kerkhofs vd. 

2021). 

Pro-apoptotik peptitlerin avantajları arasında suda yüksek çözünürlük, düşük 

immünojenite, düşük maliyetli sentez ve etkili kimyasal modifikasyon yer almaktadır. 

Bununla birlikte, sınırlı tümör hücresi alımı, düşük seçicilik, zayıf tümör geçirgenliği ve 

düşük plazma stabilitesi gibi bazı engellerin üstesinden gelinmesi gerekmektedir. Bu 
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sorunları ele almak için hücre içi yolla hücre içi dağıtım, ligand aracılı tümör hedefleme 

ve nanopartikül tabanlı ilaç dağıtım sistemleri gibi çeşitli stratejiler tartışılabilir (Min vd. 

2018; Karami Fath vd. 2022). 

Bu tez çalışması için hedef olarak seçilen SCARA5/L-ferritin etkileşiminin 

inhibisyonu ölüm uyarıcıları olarak tasarlanan peptit stratejisine dayanmaktadır. 

SCARA5 MCF7 hücrelerinde eksprese edilen bir membran proteinidir ve meme kanseri 

tedavisi için hedef olarak kullanılma potansiyeli taşımaktadır (Geninatti Crich vd. 2015). 

SCARA5’in son yıllarda kanserde son derece önemli olduğu gösterilmiştir (Ulker 

vd. 2018). Bu çalışmalar SCARA5’in tümörü baskılayan bir gen olabileceği ve klinik bir 

biyobelirteç olarak kullanılabilme potansiyeli taşıdığına dair raporlardır.  

A549 hücreleri kullanılarak yapılan bir çalışmada ana EMT düzenleyicisi ve 

transkripsiyonel baskılayıcı Snail1’in, EMT ile ilişkili hücre göçünü sağlamak için 

SCARA5'i baskıladığı gösterilmiştir (Liu vd. 2013).  

Liu ve arkadaşları da hücre döngüsü ilerlemesi ve çoğalmasında rol oynayan 

spermle ilişkili antijen 5 (SPAG5)'in SCARA5'i aşağı regüle etmesinin hepatoselüler 

karsinomun ilerlemesini artırdığını ortaya koymuştur (Liu vd. 2018). Li ve arkadaşları 

SCARA5'in fosfoinositid 3-kinaz/protein kinaz B/mTOR yolunu düzenleyerek kolorektal 

kanser büyümesini baskıladığını ortaya koymuştur (Li vd. 2021). 

SCARA5'in farklı kanser türlerinde düzensizliği bildirilmiş olsa da SCARA5'in 

mesane kanserindeki ekspresyonu ve fonksiyonel önemi tamamen bilinmemektedir. 

Bunun araştırıldığı bir çalışmada, SCARA5'in kötü prognoz ile negatif korelasyon 

gösterdiği ortaya koyulmuştur ve SCARA5'in mesane kanserinin potansiyel bir 

biyobelirteci olabileceği sonucuna varılmıştır. Ayrıca, SCARA5'in aşırı ekspresyonu 

mesane kanseri hücre proliferasyonunu, invazyonunu ve göçünü azaltmıştır (Lu vd. 

2023b). 

SCARA5’in promotör metilasyonu ile aşağı regüle edildiği bir başka çalışmada 

SCARA5'in aşırı ekspresyonun nazofarenks karsinom hücrelerinin göçünü, invazyonunu 

ve proliferasyonunu inhibe ettiği raporlanmıştır. Böylece SCARA5’in nazofarenks 

karsinomunda yararlı bir klinik belirteç olabileceği vurgulanmıştır (Jiang vd. 2023). 

Melanoma ve SCARA5 arasında ilişki olup olmadığını belirlemeye çalışan bir 

grup SCARA5 mRNA ifadesinin analizini Kanser Genom Atlas veri setleri kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Analiz sonucu SCARA5’in prognostik biyobelirteç olarak ve 

melanomada umut verici bir terapötik hedef olarak önemli bir potansiyele sahip 

olabileceği sonucuna varmışlardır (Ni vd. 2023). 

SCARA5’in hangi yolak ve proteinler üzerinden etki ettiğine dair yapılan 

çalışmalar da mevcuttur.  

Örneğin oral skuamöz hücreli karsinom hücreleri üzerine yapılan bir çalışmada 

SCARA5’in sinyal dönüştürücü ve transkripsiyon aktivatörü 3 (STAT3) ve PI3K/AKT 

sinyal yolakları ile ilişki olduğu belirlenmiştir. PI3K/AKT sinyal yolunun proliferasyon, 

migrasyon ve invazyon dahil olmak üzere çeşitli hücresel süreçlerin düzenlenmesinde 
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kilit bir rol oynadığı iyi bilinmektedir STAT3'ün birçok tümörün apoptoz direnç 

sürecinde rol oynadığına dair kanıtlar giderek artmaktadır. SCARA5 bu sinyal 

yolaklarının inhibisyonu yoluyla oral skuamöz hücreli karsinom hücrelerinin 

proliferasyonunu, EMT'sini inhibe etmiş ve apoptozu indüklemiş, böylece tümör 

baskılayıcı bir etki gösterdiğini belirtmişlerdir (Huang vd. 2023).  

Aynı sinyal yolağı üzerinde yapılan bir başka çalışmada sksozomal SCARA5’in 

fare ksenograftlarında kolorektal tümör büyümesini etkili bir şekilde baskıladığı 

raporlanmıştır. Daha ileri analizler, eksozomal SCARA5'in hem kolerektal karsinoma 

hücrelerinde hem de tümörlerde protein kinaz B ve fosfoinozitid 3-kinazın 

fosforilasyonunu inhibe ettiğini ortaya koymuştur (Fang vd. 2023). 

2021 yılında retinoblastoma hücreleri ile yapılan bir çalışmada SCARA5'in 

PI3K/AKT sinyal yolunu baskılayarak retinoblastoma hücre hatlarının proliferasyonunu 

inhibe edebileceği ve apoptozunu teşvik edebileceği gösterilmiş, böylece retinoblastoma 

tedavisi için yeni bir strateji önermiştir (Wang vd. 2021). 

Hem proto-onkogenlerin aktivasyonunun hem de tümör baskılayıcı genlerin 

inaktivasyonunun meme kanseri ilerlemesinde rol oynadığı yaygın olarak kabul 

edilmektedir. Ancak, literatürde meme kanserinde SCARA5'i araştıran az çalışma 

bulunmaktadır. 

 Bir çalışmada, SCARA5 ekspresyon seviyeleri promoter metilasyonu ile ilişkili 

olarak 10 farklı hücre hattında araştırılmıştır. Ancak, bu hücre hatlarından sadece ikisi 

meme kanseri hücre hattıydı. Yazarlar meme kanseri hücre hatlarında aşağı regülasyon 

gözlemlemelerine rağmen, akciğer kanseri hücre hatlarını kullanarak daha fazla araştırma 

yapmışlardır(Yan vd. 2012).  

You vd. (2017) SCARA5’in, ERK1/2, AKT ve STAT3'ün fosforilasyonunu 

azalttığın MMP-2, 3 ve 9, VEGF-A, VEGF-C, Bax, Cyclin B1, Cyclin D1 ve Cyclin E1 

dahil olmak üzere aşağı akış sinyal efektörlerini aşağı düzenlediğini buna karşin E-

cadherin, Bcl-2 ve kaspaz 3'ü yukarı düzenlendiğini bildirmiştir. SCARA5’in birden fazla 

sinyal yolağı ile ilişkili olduğunu ve meme kanserinin ilerlemesi ve metastazında kritik 

bir rol oynadığı belirtilmiştir (You vd. 2017). 

Meme kanseri ve SCARA5 ilişkili başka bir çalışmada, meme tümörlerindeki 

SCARA5 ekspresyon seviyeleri ve 77 hastadan alınan kanserli olmayan doku örnekleri 

qRT-PCR ile analiz edilmiş ve ekspresyon seviyeleri SCARA5 gen promotörünün 

metilasyon seviyesi ile ilişkilendirilmiştir. SCARA5 ekspresyonunun tümörlerde (%92.2) 

kanserli olmayan doku örneklerine kıyasla önemli ölçüde azaldığı ve bu aşağı 

regülasyonun promotörün hipermetilasyonu ile ilişkili olduğu bulunmuştur (p < 0.001). 

SCARA5 ekspresyonu ile meme tümörlerinin histolojik derecesi arasında da anlamlı bir 

korelasyon tespit edilmiştir (p = 0.017). Birlikte ele alındığında, bu sonuçlar SCARA5'in 

promoter metilasyonu yoluyla meme kanseri tümörigenezinde önemli bir rol 

oynayabileceğini göstermektedir (Ulker vd. 2018). Bununla birlikte, SCARA5 çeşitli 

kanser türlerinde aday bir tümör baskılayıcı gen olarak tanımlanmış olsa da meme 

kanserindeki rolü belirsizliğini korumaktadır. 
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SCARA5 bu çalışmalar açısından tümörü baskılayan bir rolde karşımıza çıkarken 

literatürde yapılan bir başka çalışma bunun tam tersini ileri sürmektedir. 

Bu çalışma Trombospondin tip 1 domain içeren 7A'nın (THSD7A) ve SCARA5 

ile ilişkilidir. THSD7A’nın özofageal skuamöz hücreli karsinomda (ÖSHK) pro kanser 

rol oynadığı bildirilmiştir. THSD7A'nın aşağı yönlü itici geni olan SCARA5'in ÖSHK'nin 

teşvik edilmesinde kritik bir role sahip olduğu bildirilmiştir. Öte yandan, SCARA5 üçlü 

negatif meme kanseri hücre hatlarında MDA-MB-231 dahil MK kök hücrelerinde yukarı 

regüle edilir (Conti vd. 2016). Daha da ilginci, önceki bulguların aksine, başka bir tümör 

çalışmasında glioma hücrelerinde, nöroblastlarda ve MK'de SCARA5 ekspresyonu 

bulunmuştur. Bununla birlikte SCARA5 naklinde yüksek ferritin seviyelerinin tümör 

metabolizmasını ve büyümesini destekleyebileceğini göstermiştir (Alkhateeb vd. 2010). 

Bu önemli farklılıklar, SCARA5 ifadesinin ve biyolojik işlevinin farklı dokularda 

bağımsız olabileceğini yansıtmaktadır. Çalıma ekibi bu farklılığın nedenlerini şu üç 

maddede sıralamışlardır. Birincisi, genetik mutasyonlar genlerin işlevini temelden 

değiştirebilir. İkincisi, farklı tümörlerdeki gen proteinleri farklı bağlanma durumları 

gösterebilir. Üçüncüsü, virüsler gibi diğer faktörlerin etkisi olabilir (Zhao vd. 2016). İlk 

olasılığı araştırmak için, üç ÖSHK hattının mutasyon bölgelerini ekzon dizilimi ile 

bulunmuş, bir proliferasyon deneyinde birbirleriyle karşılaştırmak için bir yabanil tip 

SCARA5 aşırı ekspresyon grubu ve bir mutant grubu oluşturulmuştur. Ayrıca yabanil tip 

SCARA5'in de kanseri teşvik etmede rol oynadığını göstermişlerdir. Bu nedenle, 

mutasyonların göz ardı edilebileceği, son iki olasılığın ise daha fazla araştırılması 

gerektiği sonucuna vararak çalışmayı yayınlamışlardır (Jumai vd. 2022). 

SCARA5’in ifadesinin ve biyolojik işlevinin farklı dokularda bağımsız 

olabileceği doğal ligandı olan L-ferritine bağlanma hücre içinde FAK ile fiziksel bağlantı 

kurması ve sinyal yolağını aktif hale getirmesi ile ilişkili olabilir.  Öncelikle SCARA5 ve 

L-ferritin arasındaki etkileşim tam olarak karakterize edilmemiş olsa da 2020 yılında 

yapılan bir çalışma bu etkileşime dair bulgular ortaya çıkarmıştır. Araştırma ekibi bu 

makalede SRCR bölgesi tarafından ligand tanınmasının genellikle Ca2+ gibi iki değerlikli 

katyonlara ihtiyaç duyduğunu bu nedenle SCARA5'in SRCR alanının ferritini Ca2+ 

bağımlı bir şekilde bağlaması şaşırtıcı olmadığını vurgulamışlardır. Devamında 

SCARA5'in in vitro ifade edilen CL bölgesi (Lys305–Met392) ve SRCR bölgesi (CL-

SRCR) parçası monomeriktir ve CL bölgesi hızla bozunabilir, bu da SCARA5'in CL-

SRCR kısmının kompakt bir trimerize durum yerine açık bir konformasyon 

benimseyebileceğini düşündürmektedir. Ferritin partikülleri nispeten büyük, ∼12 nm 

çapında olduğundan, SCARA5'in açık konformasyonu ferritin partiküllerinin 

bağlanmasını ve içselleştirilmesini kolaylaştırabilmektedir. Böylece ferritin partikülleri 

için genel reseptörler olarak hareket edebileceklerini düşündürmekte olduğunu ifade 

etmişlerdir (Yu vd. 2020). Li vd. (2009) SCARA5'in hücre içi demir artışını 

kolaylaştırmak ve böbrek gelişimini desteklemek için ferritin reseptörü olarak hareket 

edebileceğini bildirmiştir (Li vd. 2009). 

Ferritinin aynı zamanda hücresel ferroptoz için bir belirteçtir. Ferroptoz, hücre içi 

reaktif oksijen türlerinin birikimi ile karakterize edilen, düzenlenmiş hücre ölümünün 

demire bağlı bir şeklidir ve son zamanlarda çeşitli tümörlerin tedavisi için potansiyel bir 

yön olarak bildirilmiştir (Dixon vd. 2012; Battaglia vd. 2022). Ferritinin pankreas kanseri, 

hepatoselüler karsinom, akciğer adenokarsinomu ve glioma gibi çeşitli tümörlerde 

ferroptozda rol oynadığı ve kanser tedavisi için yeni bir yön sağladığı bildirilmiştir. 
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Ayrıca, SCARA5'in ferritin hafif zincirine bağlanmasının servikal kanser hücrelerinde 

hücre ölümünün artmasına neden olduğu da ifade edilmiştir. ÖSHK hücreleri ve dokuları 

ile yapılan bir çalışmada SCARA5 ferritin hafif zinciri ile birleşerek ve hücre içi reaktif 

oksijen türleri ve Fe birikimini artırarak ferroptozu indükleyebileceği belirtilmiştir 

(Cutrin vd. 2018; Liu vd. 2022).  

SCARA5 tek geçişli transmembran bir protein olduğu için hücre dışında L-ferritin 

ile etkileşimdeyken hücre içinde ise Fokal Adezyon Kinaz (FAK) proteini ile fiziksel 

olarak etkileşim halinde olduğuna dair kanıtlar mevcuttur. Wen vd. (2016), SCARA5'in 

aşırı ekspresyonunun osteosarkomda tümör proliferasyonunu ve invazyonunu inhibe 

ettiğini ve SCARA5'in aşırı ekspresyonunun bu tümör varlığında fosforilasyonu ve 

dolayısıyla FAK aktivasyonunu önemli ölçüde engellediğini belirtmektedir  (Wen vd. 

2016). FAK, çeşitli hücre tiplerinde hücresel yapışma, hücre hareketi, proliferasyon ve 

sağkalımı düzenleyen bir protein tirozin kinazdır. FAK Oldukça yerleşik bir tümör 

markeridir. FAK çeşitli tümör tiplerinde aşırı eksprese edilir. Tümör ilerlemesi ve 

metastazında rol oynadığına inanılmaktadır (Yoon vd. 2015). 

Huang vd. (2010), SCARA5'in FAK fosforilasyonunu önleyerek ve böylece FAK-

Src-Cas yolunun aktivasyonunu inhibe ederek hepatoselüler karsinomda (HSK) bir tümör 

baskılayıcı olarak hareket edebileceğini göstermektedir. Bu çalışma ile, SCARA5'in 

reseptör olmayan bir tirozin kinaz olan FAK ile doğrudan fiziksel olarak birleşerek ve 

tirozin fosforilasyonunu modüle ederek fokal adezyona katıldığı gösterilmiştir. FAK'ın 

Tyr-397'de fosforilasyonu ve ardından diğer fokal adezyon kompleksi ile ilişkili 

proteinlerin (örn. paxillin ve p130CAS) fosforilasyonu, fokal adezyon oluşumu ve hücre 

göçü için gereklidir (Mitra vd. 2005). Aktive olan FAK, birçok tümör hücresinde Src ve 

p130CAS ile bir kompleks oluşturur ve bu da ikincil sinyal yolları aracılığıyla hücre 

hareketliliğini, istilasını, hücre döngüsü ilerlemesini, hayatta kalmayı, anjiyogenezi ve 

epitelyal-mezenkimal geçişi teşvik ederek tümör büyümesine ve metastazına yol açar 

(Lim vd. 2008; Huang vd. 2010b). 

Yine aynı çalışmada SCARA5'in FAK tirozin fosforilasyon kaskadını ve FAK'ın 

Tyr-397'sini, Src'nin Tyr-416'sını ve p130CAS'ın Tyr-165'ini içeren aşağı akış sinyal 

yollarını inhibe edebileceğini göstermektedir. Tersine, SCARA5'in devre dışı bırakılması 

fokal adezyon kompleksi ile ilişkili sinyal iletim kaskadını uyarır. 

Bununla birlikte, SCARA5 aşırı ekspresyonunun insan karaciğer hücre hattı 

MHCC-LM3 hücrelerinde hücre invazyonunu ve FAK sinyal yolunu inhibe edebilmesine 

rağmen, diğer HSK hatlarına kıyasla bu hatta ksenograft tümör büyümesi de dahil olmak 

üzere hücre proliferasyonu üzerinde aynı etkiye sahip olmadığı belirtilmiştir. Bu veriler, 

SCARA5'in HSK örneklerinde tümör büyümesine ve/veya ilerlemesine katkıda bulunan 

birçok faktörden biri olarak hizmet ettiğini, SCARA5'in susturulmasına bağlı olarak 

FAK-Src-p130CAS yolağının aktivasyonunun, hücre çoğalmasından sorumlu sinyal 

yolaklarıyla iş birliğinin ve diğer malign özelliklerin HSK başlangıcında ve ilerlemesinde 

sinerjik bir role sahip olabileceği farklı genetik ve epigenetik sapmalar olduğunu 

göstermektedir (Huang vd. 2010b). 

Literatürdeki bu veriler SCARA5’in biyolojik işlevinin farklılıklar 

gösterebileceğini göstermektedir. Bu nedenle SCARA5’in SCRC bölgesinin L-ferritin 

bağlanma bölgesine özgü tasarlanan sentetik peptitlerinin içerdiği aminoasitlerden 
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çoğunluğu tirozin, glutamik asit, aspartik asit ve triptofan rezidülerinden oluşmaktadır. 

Bu aminoasitlerin kanser hücreleri üzerindeki olası etkilerine yönelik yapılan önceki 

çalışmaları göz ününe aldığımızda bizim tasarımımızda bu aminoasitler mevcuttur. 

Örneğin tirozin sitotoksisiteyi arttırırken (Marchand vd. 2006), glutamik asit ve aspartik 

asit tümör hücreleri üzerinde anti-proliferatif etki göstermiştir (Yamaguchi vd. 2016).  

     Etkisi araştırılan peptitin hem aminoasit kompozisyonları hem de hücreye giriş 

mekanizmaları göz önüne alındığında pro-apoptotik bir aktivite sergileyerek kanser 

hücrelerinde programlı hücre ölümüne sebep olmuştur. Bulgular “4.7. Peptitin MCF7 

Hücre Hattı Üzerine Gösterdiği Sitotoksik ve Proliferatif Etkiler” başlığı altında yer alan 

sitotoksisite grafikleri bu görüşümüzü desteklemektedir. Hücreye giriş mekanizmaları 

göz önüne alındığında sentetik peptitler sinyal iletim yolaklarını hedefleyerek de etkisini 

göstermektedir. Bu bağlamda tez çalışmasında test edilen peptitimiz hücre ölüm 

yolaklarını hedefleyenler arasında yer almaktadır. Peptit dozları uygulandıktan sonraki 

48 saat içinde hücrelerde proliferatif bir artış gözlendi ancak sonraki inkübasyon 

sürelerinde bu artış yerini sitotoksik bir etkiye bıraktı. Burada peptit SRCR bölgesine 

bağlanarak hücreye ferritin aracılı demir alınımı durdurabilir. Ancak peptitin bağlanması 

ile SCARA5 proteininde meydana gelen konformasyonel değişiklik nedeniyle hücre içeri 

demir alındığı andaki yolağı (FAK-Src-Cas130) tetikleyerek hücreyi proliferasyon 

sürecine götürebilir (Huang vd. 2010b). Süreç sonunda demir alımı azalan hücre 

demirsizlikten ölüme gitmiş olabilir. Bu süreci proliferasyonun inhibisyonu olarak 

adlandırabiliriz.  

Programlı hücre ölümünün en önemli baş rol oyuncularından biri de kaspazlardır. 

Cellat kaspazlardan biri olan kaspaz-7 MCF-7 hücrelerinde kaspaz-3 eksprese edilmediği 

için bu rolü üstlenmektedir. Bununla birlikte, çalışmalar kaspaz-7'nin hücre döngüsü 

ilerlemesini ve belirli hücre tiplerinin farklılaşmasını düzenlemek için işlev gördüğünü 

bildirmiştir (Hashimoto vd. 2011). Kaspaz-7’nin özellikle hormon reseptörleri aktif 

tümör hücrelerindeki rolü belirsizliğini korumaktadır. Bununla ilgili yapılan bir 

çalışmada kaspaz-7 proliferasyon ve hücre büyümesi için gerekli olduğunu ve primer 

meme karsinomundaki ekspresyonu, apoptoz oranı ile korelasyon göstermediği sonucuna 

ulaşılmıştır. Ayrıca kaspaz-7'nin meme kanseri hücrelerinde apoptotik olmayan 

fonksiyon benzeri hücre çoğalmasına aracılık edebileceğini de vurgulamışlardır. Kaspaz-

7'nin meme karsinomunda aşırı eksprese edildiğini ve hastalığın östrojen reseptör durumu 

ile ilişkili olduğu yine bu çalışmada belirtilmiştir (Chaudhary vd. 2016). 

Çalışmamızda MCF7 hücrelerine peptit uygulamasından 24 saat sonra ELISA 

sonuçlarına göre kaspaz-7 miktarının azalışı buna karşılık western blot sonucu yapılan 

analizlerdeki artışı apoptotik olmayan fonksiyonel hücre çoğalması durumu ile ilişkili 

olabilir. Çünkü peptit hücre ölüm yollarını hedefleyen bir tasarıma sahip olduğu için 

kaspaz-7’nin azalışını tetiklemiş olabilir. Ancak sitotoksite sonuçları da göz önüne 

alındığında kesilmiş kaspaz-7 miktarının 48 saatlik inkübasyon süresi ile artması peptitin 

hücre ölümünü tetiklediğini bize göstermektedir. SCARA5’in tümör baskılayıcı gen 

olduğuna dair son yıllardaki çalışmalar artsa da biyolojik olarak fonksiyonelliği 

konusunda daha fazla çalışma ve bulguya ihtiyaç vardır. Doğal ligandı ferritin ile olan 

etkileşiminin hücre içinde tetiklediği sinyal yolağının hangi hücresel süreçlere dahil 

olduğu konusunda yapılacak derin bir araştırma bu konudaki bilgimizi ve görüşlerimizi 

arttıracaktır.     
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Bu çalışma iki boyutlu hücre kültürü ortam koşullarında gerçekleştirilmiştir. İki 

boyutlu hücre kültürü, basit ve düşük maliyetli, bakımı ve fonksiyonel testlerin 

performansı ile ilişkili nedenlerden ötürü avantajlıdır. Ancak iki boyutlu kültür hücreleri 

dokuların veya tümörlerin doğal yapılarını taklit etmez bu nedenle gerçek hücre ortamı 

temsil edilememektedir. İki boyutlu kültürler genellikle monokültürlerdir ve yalnızca bir 

hücre tipinin incelenmesine izin verir, bu da hücrelerin in vivo olarak ihtiyaç duyduğu 

tümör mikro ortamının veya nişlerin eksikliğine neden olur. Üç boyutlu hücre kültürü ise 

iki boyutlu kültürün gerçekleştiremediği in vivo doku formu, hücre-hücre ve hücre-hücre 

dışı etkileşimlerine izin verir. Üç boyutlu kültürlerin en önemli dezavantajı 

yorumlanması, tekrarlanabilirliği ve gerçekleştirmesi zor kültürlerdir. Yine de bu 

çalışmanın üç boyutlu kültür koşullarında tekrarlanması peptitin etkinliği konusunda 

farklı sonuçlar gösterebilme potansiyeli nedeni ile önemlidir. 
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6. SONUÇLAR 

Bu veriler göz önüne alındığında; 

1. SCARA5’in ligand bağlama bölgesi olan SRCR’nin üç boyutlu yapısı altı farklı 

hesaplamalı yaklaşım ile karşılaştırılarak modellendi. Modellenen yapılar VERIFY, 

ERRAT, PROVE, PROCHECK ve WHATCHECK algoritmaları ile karşılaştırıldı. 

Ayrıca QMEAN ve QMEANDisCo programları da bu karşılaştırmaya eklendi. En iyi 

skora sahip olan Robetta_cm modeli seçildi. 

2. Modellenen SRCR bölgesinin post translasyonel modifikasyonları tanımlandı. 

N-glikolizasyon bölgesi tespit edildi. SRCR modelinin moleküler dinamik simülasyon 

çalışmaları ile stabilitesi test edildi. 

3. SRCR’nin X-ışını kristalografisi ile ortaya çıkarılan yapısı modellenen yapı ile 

karşılaştırıldı ve yapının deneysel yapıya yakın olduğu doğrulandı. 

4. SRCR ve L-Ferritin arasındaki etkileşim protein-protein docking yöntemi ile 

ortaya çıkarıldı. Bu bağlanmada yer alan amino asit rezidüleri belirlendi. SRCR 

domain’deki 20:Arg rezidüsü; L-Ferritin’in 49:Glu, 168:Tyr, 172:Arg rezidüleri ile 

hidrojen bağı ve tuz köprüleri oluşturmuştur. Yine SRCR domain’deki 17:Tyr rezidüsü, 

L-Ferritin’in 167:Glu, 46:Val, 48:Leu, 168:Tyr, 164:Gly rezidüleri ile hidrojen bağı 

kurmuştur. 

5. SRCR domaini ve L-Ferritin arasındaki etkileşimin en iyi olduğu rezidüler olan 

16-22. Aminoasitler ve 79. Aminoasitler peptid dizaynı için hedef bölge olarak seçildi. 

6. SRCR/L-Ferritin etkileşimini inhibe edecek peptitler tasarlandı.  MMGBSA dG 

Bağlama enerjisi-76.138 kcal/mol olan tasarım seçildi. Peptit ve SRCR docking pozu 

moleküler dinamik simülasyonla değerlendirildi. 

7. Peptitin farmakokinetik ve farmakolojik özellikleri in silico yöntemlerle tahmin 

edildi. Peptitin suda çözünebilen ve toksisitesi olmayan bir yapıda olduğu sonucuna 

ulaşıldı. 

8. Tez çalışması kapsamında yapılan hücre canlılığı testi sonuçlarına göre MCF-

7 hücre hattında peptit farklı doz ve inkübasyon sürelerinde farklı sonuçlar sergilemiştir. 

Peptit 1. set 72 saatlik inkübasyon süresi sonunda MCF7 hücrelerinde istatistiksel olarak 

anlamlı bir azalma göstermiştir. 400 -200 -100 -50 -25 -12.5 -6.25 ve -3.12 μg/ml’lik 

peptit dozları kontrol grubuna kıyasla anlamlı şekilde azalmıştır. 

9. Farklı konsantrasyonlarda hazırlanan peptit 2. set 24 saat sonunda 0.01 pM’lık 

konsantrasyonda sitotoksik bir etki göstermiştir. 48. saatte, 100nM, 10nM, 1nM, 100pM, 

10pM, 1pM ve 0.001pM’lik konsantrasyonlarda kontrole kıyasla anlamlı bir sitotoksik 

etki göstermiştir. 

10. Peptit 3. set 24 saatlik inkübasyon süresi sonunda 400 -200 -100 -50 -25 -6.25 

-3.12 ve 0.78 μg/ml’lik dozlarda istatistiksel olarak anlamlı bir azalış göstermiştir. 48 

saatlik inkübasyon süresi sonunda tüm dozlarda kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir 

sitotoksik etki görülmüştür. 72 saat sonunda ilk dört doz 400 -200 -100 -50 μg/ml 
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sitotoksik bir etki sergilemiştir. 96 ve 120 saatlik inkübasyon sürelerinin hepsinde de tüm 

konsantrasyonlarda peptit MCF-7 hücrelerinde kontrole kıyasla anlamlı bir sitotoksisite 

göstermiştir. 

11. Sulforadamin B testi sonuçlarına göre peptitin MCF-7 hücrelerine 

uygulanmasından sonraki 24 saat sonunda 25 ve 6.25 μg/ml’lik dozlarında kontrole 

kıyasla anlamlı bir azalış görülmektedir. 72 saatlik inkübasyon süresi sonunda ise 200 -

25 -3.12 -1.56 μg/ml’lik dozlarında kontrole kıyasla anlamlı bir azalış görülmektedir. 

12. İstatistiksel hesaplamalara göre peptitin MCF-7 hücreleri üzerindeki IC50 

değeri 188 μg/ml olarak hesaplandı.  

13. ELISA sonuçlarına göre peptitin MCF-7 hücrelerindeki kaspaz-7 ve -9 enzim 

miktarındaki değişimleri ölçüldü. Kaspaz-7 için 48. saat inkübasyon süresi sonunda 

yalnızca IC50 dozunda 72. saat inkübasyon sonuçlarına göre 2X IC50 dozunda istatistiksel 

anlamda artış görülmüştür.  

14. Kaspaz-9 protein miktarları MCF7 hücrelerinin kontrol grubuna kıyasla 24. 

saatlik inkübasyonda IC50 ve 1/2X IC50 dozlarında anlamlı bir artışa sahiptir. 48. saat 

inkübasyon sonunda ise yalnızca 1/2X IC50 dozunda anlamlı artış görülmüştür. 

15. Western blot sonuçlarına göre peptit 24 saatlik inkübasyondan sonra MCF7 

hücrelerinde kaspaz-7 miktarını arttırırken, 48 saatlik inkübasyon sonrası kesilmiş 

kaspaz-7 miktarı artmıştır. 

SCARA5/L-ferritin etkileşiminin inhibe edilmesi farklı doz ve inkübasyon 

sürelerinde sitotoksik etkilerle sonuçlanmıştır.  

Bu çalışma in silico yaklaşımlarla tasarlanan ilaç öncüllerinin kanser tedavisinde 

kullanılabilirliği açısından temel bir araştırmadır. SCARA5 transmembran bir protein 

olduğu için ligandının bağlanmasıyla hücre içi alanda geçirdiği konformasyonel 

değişiklik sonucu birçok sinyal yolağının tetikleyicisi gibi görünüyor. Bu yüzden 

SCARA5’in özellikle FAK proteini ile olan etkileşimi ortaya çıkarılarak hücrenin yaşamı 

ve ölümü arasındaki yeni dengelerin keşfine ışık tutacaktır. 
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