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OZET

SCARAS5 RESEPTORUNUN SRCR BOLGESININ HESAPLAMALI
YAPISAL MODELLENMESI VE BILGISAYAR TEMELLI iLAC TASARIM
YONTEMI KULLANILARAK GELISTIRILECEK RESEPTOR BLOKER'ININ
MCF-7 INSAN MEME KANSER HUCRE HATTINDAKI SITOTOKSIK
ETKILERININ iN VITRO ARASTIRILMASI

Orhan KOCAK
Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dah
Damisman: Dog. Dr. Ece SIMSEK
Subat 2024; 205 sayfa

Bilgisayar destekli ila¢ tasarimi yontemi, hastalik stirecinde yer alan potansiyel
ila¢ hedeflerinin ii¢ boyutlu yapilarini ve yeni molekiiller tasarlamak i¢in kullanir. Kanser
hem gelismis hem de gelismekte olan tilkeler i¢in 6nemli bir saglik sorunudur. Son on
yilda arastirmacilar, kanser tedavisi i¢in potansiyel bir alternatif yaklasim olarak
antikanser 6zelliklere sahip kiiciik peptitleri arastirmiglardir.

Bu tez calismasindaki amag¢ kanserde aday terapdtik hedef olan Scavenger
Reseptor Smift A liye 5 (SCARAS)’in ligand1 L-ferritin ile olan etkilesimini inhibe
edecek bir peptit tasarlanmasi ve bu peptitin insan meme kanser hiicre hattt MCF7
tizerindeki etkisinin in vitro aragtirilmasidir. Tez calismast in silico ve in vitro olmak
tizere iki asamadan olugmaktadir

Bu amag¢ dogrultusunda in silico asamada SCARAS’in ligand baglama bdlgesi
olan sisteince zengin scavenger reseptdr (SRCR)’nin ii¢ boyutlu yapist hesaplamali
yapisal modeli ortaya ¢ikarildi. X-151n1 kristalografik yontem ile sonradan ortaya ¢ikarilan
ic boyutlu yapisi ile modellenen yap1 karsilastirildi. Robetta cm en uygun model olarak
secilerek ligand1 olan L-Ferritin ile aralarindaki etkilesim protein-protein docking
yontemi ile ortaya ¢ikarildi. Bu etkilesim bolgesindeki 16-22. aminoasit rezidiileri ile 79.
aminoasit rezidiileri peptit tasarimi i¢in hedef bolge olarak belirlendi.

Tez ¢alismasinin in vitro asamasinda Peptitin MCF7 hiicrelerinin canlilig1 iizerine
olan etkileri WST-1 ve Siilforodamin B testi ile belirlenmistir. ELISA ve Western blot
teknikleri ile in vitro asama tamamlanmistir. Peptitin MCF7 hiicreleri iizerindeki yari
maksimum inhibitér konsantrasyon (ICso) degeri 188 pg/ml olarak hesaplanmistir.
Peptitin sitotoksik etkilerinin apoptoz kaynakli olup olmadiginin belirlenmesi i¢in 6nemli
belirteglerden olan baslatic1 kaspaz-9 ve cellat kaspaz-7’nin protein seviyeleri ELISA
testi ile saptanmustir. Peptit dozlar1 2X ICsp, 1Cso ve 1/2X 1Csg olarak belirlenmistir. 24
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelere uygulanan ICsp ve 1/2X ICso dozlarinda
miktar1 istatistiksel anlamda artis gostermistir. 48 saat sonra ise 1/2X ICso dozunda
kaspaz-9 artig1 goriilmiistiir. Kaspaz-7 miktari agisinda artis goriilen doz ve saat ICsg ve
48. saatlik inkiibasyon siiresidir. 72 saatlik inkiibasyon sonunda ise 2X ICsp uygulanan
hiicrelerin kaspaz-7 miktarinda artis goriilmiistiir. Western blot sonuglarina gore peptit 24
saatlik inkiibasyondan sonra MCF7 hiicrelerinde kaspaz-7 miktarini arttirirken, 48 saatlik



inkiibasyon sonrasi kesilmis kaspaz-7 miktar1 artmistir. Tasarlanan peptit MCF7
hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liimiinii tetiklemistir.

ANAHTAR KELIMELER: Antikanser Peptit, flag Tasarimu, Kaspaz, MCF7,
Molekiiler Dinamik Simiilasyon, Molekiiler Docking
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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 KOCAK
PhD Thesis in Biology
Supervisor: Assoc. Dr. Ece SIMSEK
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 (SCARADS), 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
SCARAJ5, 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 (ICso) value of the peptide on MCF7 cells was
calculated as 188 pg/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 ICso, ICs0 and 1/2X 1Cso. At the end of 24 hours incubation period, the amount of
ICs0 and 1/2X 1Cso doses applied to the cells increased statistically. After 48 hours, an
increase in caspase-9 was observed at 1/2X ICso dose. The dose and time of increase in
the amount of caspase-7 were ICso 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



with 2X 1C50. 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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ONSOZ

Bilgisayar teknolojilerinin hizla gelismesi, yazilim alaninda yasanan kayda deger
ilerlemeler hayatin her alaninda oldugu gibi yasam bilimlerinde de 6nemli bir ilerlemeyi
saglad1 ve saglamaya devam ediyor. Ozellikle proteinler gibi karmasik molekiillerin ii¢
boyutlu yapisinin ¢oziilmesinde kullanilan deneysel yaklasimlar (X-151n1, NMR, Kriyo-
elektron mikroskop) cok fazla sayida yapimin ortaya cikarilmasinda onemli isler
basarmaya devam etmektedir. Ancak hesaplamali yapisal biyoloji alanindaki gelismeler
benzeri goriilmemis sayida protein ve protein kompleksinin yapisal ve islevsel
karakterizasyonunun yani sira bu molekiillerin etkilesimlerinin ve islevlerinin modiile
edilmesini ve tasarlanmasini saglamaktadir. Buna paralel olarak, hesaplama yaklasimlar1
da son birka¢ yilda biiyiikk bir hizla geligsmistir. Hesaplama giicii artmakta ve daha
karmasik algoritmalarin daha biiylik 6l¢eklerde yliriitiilmesine olanak saglamaktadir.
Temel olarak makine 6grenimi veya derin 6grenmeye dayanan yeni teorik modeller ve
algoritmalar, hesaplamali yapisal biyolojinin bir¢ok alaninda yeni fiili standart haline
gelmekte ve yliz milyonlarca protein yapisinin tahmin edilmesini saglamaktadir. 2020
yilinin sonlarinda itibaren AlphaFold’un ortaya ¢ikmasi ile proteinlerin {i¢ boyutlu yap1
tahmininde bir devrim yasanmaktadir. Bir sonraki asama proteinlerin konformasyonel
topluluklarin1 ve mutasyonlarin genel protein yapisi iizerindeki etkilerini dogru bir
sekilde tahmin etmektir.

Hastalikla iliskili proteinlerin yapilarinin tahmin edilmesi tedavi anlayisimizi
degistirmistir. Olusumu, gelisimi ve ilerleyisi bakimindan kendine 6zgii birgok kompleks
basamaga sahip bir hastalik olan kanser giiniimiizde 6liim en yiiksek olmaya devam
ediyor. Bu nedenle bilgisayar destekli ilag tasarim yontemleri terapotik aday olabilecek
proteinlerin etkilesimlerini docking ve molekiiler dinamik simiilasyon araglartyla ortaya
¢ikarabilir. Bu etkilesimi hedef alarak tasarlanan antagonist veya agonistler yeni tedaviler
icin umut vadetmektedir. Geleneksel kemoterapoétiklere kiyasla segici ve normal hiicreler
icin daha az toksiktirler.

Tiimor hiicrelerinde transferrinden bagimsiz olarak demir aliniminda rol oynayan
SCARAS transmembran bir proteindir. Hiicre diginda baglama bolgesi ve hiicre iginde
fokal adezyon kinaz proteini ile etkilesmektedir. Dogal ligand1 olan L-Ferritin ile hiicre
disinda etkilesime girdikten sonra hiicre i¢inde fokal adezyon kinaz serbest kalarak sinyal
yolag1 aracilig1 ile timoriin hayatta kalmasi, go¢ii gibi durumlara neden olur.

Bu nedenle oncelikle SCARAS’in ii¢ boyutlu yapist hesaplamali yapisal
yontemlerle ortaya ¢ikarildi. SCARAS/L-Ferritin etkilesimi molekiiler docking yontemi
ile belirlendi. Bu bdlgenin etkilesimini inhibe edecek bir peptit tasarlanarak MCF7
hiicreleri tizerinde denendi. Hiicre canlilig testi ile peptitin sitotoksik dozu belirlendi.
Sitotoksik dozlarda hiicre oliimii ile iligkili kaspaz-7 ve kaspaz-9 protein miktarlar
ELISA ile kaspaz-7 ve kesilmis kaspaz-7 protein seviyesi western blot yontemi ile
belirlendi.

Son yillarda literatirde SCARAS’in kanserde biyobelirte¢ olarak kullanimina
iliskin ¢aligmalar artmaktadir. SCARAS’in hiicre i¢i bdlgede hangi sinyal yolaklarini
tetikledigi 6zellikle fokal adezyon kinaz ile olan etkilesiminin aydinlatilmasi SCARAS’in
biyolojik islevi konusundaki bakisimizi derinden etkileyecektir.
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GIRIS 0. KOCAK

1. GIRIS

Bir hastaligin biyolojik kokeni, aslinda o hastaligin modern tedavisinin temelini
olusturur. Ilk zamanlarda, dogal iiriinler tedavi olarak veya semptomlar1 hafifletmek i¢in
kullanilmistir. Bilim ve teknolojideki ilerlemeler, belirli bir hastalikta dogrudan veya
dolayli rol oynayan makromolekiillerin kesfedilmesine yol agmustir. Bu kesifler de bilim
insanlarini, var olanlardan daha aktif yeni biyoaktif bilesikler tasarlamaya ve
sentezlemeye yonlendirdi. Ancak, ilag olarak kullanilabilecek bir bilesigin piyasaya
stiriilmesi belirli adimlardan olusan zorlu bir siiregtir. Ayni zamanda muazzam miktarda
is glici, zaman ve biitge gereksinimi vardir. 2009 ve 2018 yillar1 arasinda bir ilacin
tasarimi ve kesfinin ortalama maliyetinin 2,8 milyar dolara kadar ¢iktig1 bildirilmistir
(Wouters vd. 2020).

Bilgisayar Destekli Ilag Tasarimi (Computer-aided drug design, CADD)
stratejileri, modern ilag kesfi ve gelistirilmesinde vazgecilmez araglar haline gelmistir.
Akademinin yani sira, biiylik ve kiiglik 6lgekli ilag ve biyoteknoloji sirketleri, biyoaktif
bilesiklerin kesfine veya optimizasyonuna yardimcit olmak icin akilli yazilimlar
kullanmaktadir. CADD teknolojileri kullanilarak farkli asamalarda birgok ilag
kesfedilmis ve/veya optimize edilmistir. Bunlara Aliskiren, Boceprevir, Captopril,
Dorzolamide, Nolatrexed, Oseltamivir, Rupintrivir, Saquinavir ve Zanamivir gibi ilaglar
da dahildir, ancak bunlarla sinirli degildir (Talele vd. 2010).

CADD kabaca iki kategoriye ayrilabilir: yap1 tabanl ilag tasarimi (Structure-
based drug design, SBDD) ve ligand tabanli ilag tasarimi (Ligand-based drug design,
LBDD). Hedef makromolekiiliin 3D yapist bilinmiyorsa veya homoloji modellemesi
kullanilarak olusturulamiyorsa, o zaman molekiiliin ligand1 baz alinarak LBDD araglari
kullanilabilir. Ornek olarak, kantitatif yapi-aktivite iliskisi (Quantitative structure-activity
relation, QSAR) onlarca yildir kullanilmaktadir. Bu yontemde, biyolojik aktiviteyi
ligandlarin tahmin edilen parametrelerinin/tanimlayicilarinin bir fonksiyonu olarak
iliskilendiren bir denklem olusturulur (Ece ve Sevin 2010). Boylece bu yontem,
laboratuvar deneylerinden once bir bilesigin aktivitesini tahmin edebilmemizi saglar.

Sik kullanilan bir diger LBDD yontemi de farmakofor ¢alismalaridir. Ligandlarin
bir makromolekiil tarafindan molekiiler olarak taninmasinda kritik olan molekiiler
ozellikleri vardir (hidrojen bagi alici/verici, aromatik, hidrofobik, iyonize edilebilirlik
gibi). SBDD kullanilarak iyi bir farmakofor da olusturulabilir. Ligandlarin kritik amino
asit rezidiileri ile baglanmasinda gerekli olan o&zellikler ile hedef biyolojik
makromolekiiliin baglanma bolgesi 6zellikleri yardimiyla bir farmakofor olusturulur. Bir
farmakofor, milyonlarca (hatta milyarlarca) molekiilden olusan bir veri tabanindan daha
fazla optimizasyon ve test icin ilag adaylar1 bularak (sanal tarama) kullanilabilirken,
genellikle sadece binlerce bilesik molekiiler docking kullanilarak taranir. SBDD’nin bir
pargasi olan molekiiler dinamik simiilasyon ¢aligsmalari ise bir makromolekiiler sistemin
konformasyonlarini, dalgalanmalari1 ve dinamiklerini tahmin edebilmek igin yani
biyomolekiillerin simiilasyonunu yapmak i¢in siklikla kullanilir. Ge¢misi 1950 yilina
kadar uzanmasina ragmen, CADD yonteminde yapay zeka (YZ) kullanimina son yillarda
baslanmigtir. Yiiksek performansli hesaplamanin ilerlemesine paralel olarak, bircok
karmasik problem CADD araglarinin bir kombinasyonu kullanilarak yapay zeka
yardimiyla kolayca ¢oziilebilir (Turing 1950; Godwin vd. 2016; Yang vd. 2019).
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S6z konusu kiiciik molekiillerin veya makromolekiillerin yapisal 6zelliklerini ve
konformasyonlarin1 hesaplamak i¢in farkli algoritmalar kullanilir (Patrick 2023).
Molekiiler mekanikte kullanilan denklemler klasik fizik yasalarina dayanmaktadir.
Molekiiler mekanik, bilesikleri atomlar1 kiire ve baglar1 yay olarak basitlestirir. Bu
yaklagimla, biiyiik sistemlerin (0rnegin proteinler) birgok etkilesimi ve enerjisi,
elektronlar dikkate alinmadigi i¢in daha az hesaplama siiresi ve kaynakla kolayca
hesaplanabilir. Buna karsilik, kuantum mekanigi hesaplamalarinin uygulanmasini
gerektiren kiigiik sistemlerde, elektronlarin bilesik ¢ekirdekleri ile etkilesimleri de dikkate
alinmalidir. CADD hizli bir gelisim alani olmaya devam etmektedir. Ancak, herhangi bir
Ozelligi veya karmasik bir sistemi tahmin etmeden Once her adim mutlaka
dogrulanmalidir. I¢ dogrulama (molekiiler yerlestirmede, Kk Ortalama Kare Sapmast,
RMSD (Root Mean Square Deviation)), capraz dogrulama, 2akros dogrulamasi ve
ogrenci t-testi (2D veya 3D QSAR’da), saglam ilk gelistirme, alic1 isletim karakteristigi,
alict isletim karakteristigi egrisinin Boltzman ile gelistirilmis ayrimi ve zenginlestirme
faktorii vb. (sanal taramada) ilk olarak degerlendirilmesi gereken dogrulama/istatistiksel
parametrelerden sadece birkagidir (Ece 2023).

CADD teknolojileri 6zellikle kanser gibi kompleks hastaliklarin tedavisinde
biiytik ilgi gormektedir. Kanser, bircok farkli nedenden kaynaklanabilen karmagik bir
hastaliktir ve ilerlemesi ve yayilmasi birden fazla faktorden etkilenir. Kalitsal ve ¢evresel
faktorler arasindaki etkilesimler, normal hiicrelerin tiimor hiicrelerine doniismesine yol
acabilir ve bu hiicreler daha sonra biiyliyerek ¢evre dokular istila edebilir ve diger
organlara yayilabilir (Fares vd. 2020).

Mevcut kanser tedavilerine karsi direng gelisimi ise giderek artan bir endise
kaynagidir. Bu direng, kanser hiicrelerinin evrimi ve kemoterapiye karsi direng gelistirme
kabiliyetinden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, ila¢ direncinin iistesinden gelmek i¢in
farkli yolaklar1 hedef alan ve farkli etki mekanizmalar1 kullanan yeni tedavilere ihtiyag
duyulmaktadir. Son birkag yilda, tiimér olusumunu 6nlemek ve tiimor yiikiinii azaltmak
icin yenilik¢i yaklagimlar sunan ¢ok sayida terapotik hedef tanimlanmistir. Kanser
hastalarina etkili tedaviler saglamak i¢in, geleneksel ilag kesfi, saglikli hiicrelere en az
zarar vererek kanser hiicrelerini yok edebilecek ilaglari tasarlamak ve gelistirmek igin
kullanilmistir. Bu siireg, hedeflerin belirlenmesini, bilesiklerin kimyasal sentezini, in
vitro ve hayvan modellerinde preklinik testleri ve toksisite degerlendirmesini igerir.
Basaril1 bilesikler daha sonra, hedef hasta popiilasyonundaki giivenlik ve etkinliklerini
degerlendirmek i¢in insanlarda klinik deneylere tabi tutulur ve bunlarin tamamlanmasi
birkag y1l siirebilir (Cha vd. 2018; Shao vd. 2022; Iwaloye vd. 2023).

CADD igeren hesaplama yontemleri, yeni anti-kanser ilaglarinin tasariminda ve
kesfinde giderek daha onemli hale gelmistir. Bu yontem Potansiyel ilag bilesikleri ile
biyolojik hedefler arasindaki etkilesimleri modellemek ve tahmin etmek i¢in iyi bir aragtir
(lwaloye vd. 2023).

Copgti reseptor, siif A tiye 5 (scavenger receptor class A member 5, SCARA5)’in
yakin zamanda kanserlerde son derece 6nemli oldugu ve tiimor baskilayici olarak gorev
yaptig1 bildirilmistir (Liu vd. 2022; Lu vd. 2023a). Bunun aksine tiimorii tesvik ettigine
dair sunulan ¢alisma da literatiirde mevcuttur (Jumai vd. 2022). Bir membran proteini
olan SCARAS5 dogal ligand1 olan L-Ferritin ile etkilesime girdiginde hiicre i¢i molekiiler
sinyal yolagin1 tetiklemektedir. Bu yolak FAK/Src/p130CAS kompleksinin
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fosforilasyonu ile baslar ve kanser hiicrelerinin canliligi, proliferasyonu, hareketliligi,
hiicre dongiisiiniin devaminin saglanmasi, anjiyogenez, metastaz ve epitel-mezansimal
transformasyon gibi tiimoriin agresifliginden sorumlu pek ¢ok farkli mekanizmayla
iliskili oldugu bilinmektedir (Huang vd. 2010b).

Bu tez c¢aligmasinin temel amaci “SCARAS reseptoriiniin L-ferritin ile
etkilesimini engellemek tizere in silico yontemler kullanilarak tasarlacak peptitin in vitro
sitotoksik etkilere sahip olabilecegini gostermektir”. Tasarlanan peptitin aminoasit
kompozisyonu agisindan degerlendirdigimizde etkilesiminin engellenmesine bagli olarak
hiicre 6lim yollarini tetikleyerek etki gosterebilecegini 6n gordiik. Bunun i¢in dncelikle
peptitin SCARAS proteinini ifade ettigi bilinen MCF7 hiicrelerinde doz taramasi yapildi.
Apoptozun en 6nemli proteinlerinden olan kaspazlarin protein miktarlart ELISA ve
Western Blot yontemleri ile ¢aligildi.

Kaspazlar, programli hiicre 6liimii ve inflamasyonda hayati rol oynayan korunmus
sistein proteaz enzim ailesi iiyeleridir. Bu enzimler, sistein-aspartik proteazlar, sistein
aspartazlar veya sisteine bagimli aspartata yonelik proteazlar olarak da bilinir. Bir kaspaz,
aktif bolgesinde bir aspartik asit rezidiisiinden sonra bir hedef proteine saldiran
niikleofilik bir sistein igerir. Bu saldiri, substrattaki belirli aspartik asit rezidiilerinden
sonra hedef proteinin kesilmesiyle sonuglanir (Cookson ve Brennan 2001; Mcllwain vd.
2013; Galluzzi vd. 2016; Sahoo vd. 2023).

Baslatic1 kaspazlar-8 ve -9 normalde inaktif prokaspaz monomerleri olarak
bulunur ve boliinme yoluyla degil dimerizasyon yoluyla aktive edilir. Bu siire¢, yukari
yonlii sinyal olaylarinin kaspaz dimerizasyonunu ve aktivasyonunu indiikledigi
“indiiklenmis yakinlik modeli” olarak genellestirilir.

Cellat kaspazlar-3, -6 ve -7’nin uygunsuz aktivasyonu, baslatici kaspazlar tarafindan
kesilmesi gereken inaktif prokaspaz dimerleri olarak iiretilmeleriyle 6nlenir. Biiyiik ve
kiiciik alt birimler arasindaki bu kesilme, cellat kaspaz dimerinin iki aktif bolgesini bir
araya getiren ve islevsel bir olgun proteaz olusturan konformasyonel bir degisiklige izin
verir. Aktive edildikten sonra, tek bir cellat kaspaz diger yiriitiicii kaspazlar1 pargalayip
aktive ederek kaspaz aktivasyonunun hizlandirilmisg bir geri besleme dongiisiine yol
acabilir (Mcllwain vd. 2013). Bu baglamda tez kapsaminda hesaplamali yontemlerle
tasarlanan peptitin MCF7 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi ve bu etki ile iliskili
kaspaz enzim aktiviteleri in vitro degerlendirilmistir.

Bu tez c¢aligmasinin temel amaci “SCARAS5 reseptoriiniin  L-ferritin ile
etkilesimini engellemek {izere in silico yontemler kullanilarak tasarlacak peptitin in vitro
sitotoksik etkilere sahip olabilecegini gostermektir”. Tasarlanan peptitin aminoasit
kompozisyonu agisindan degerlendirdigimizde etkilesiminin engellenmesine bagli olarak
hiicre 6liim yollarini tetikleyerek etki gosterebilecegini 6n gordiik. Bunun i¢in oncelikle
peptitin SCARAS proteinini ifade ettigi bilinen MCF7 hiicrelerinde doz taramasi yapildi.
Apoptozun en Onemli proteinlerinden olan kaspazlarin protein miktarlart ELISA ve
Western Blot yontemleri ile ¢alisildi.
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2. KAYNAK TARAMASI

2.1. Aminoasitler ve Proteinlerin U¢ Boyutlu Yapilar

Amino asitler bir karboksi grubu, bir amino grubu, bir hidrojen atomu ve degisken
bir yan zincir R (“rezidii”) igerir. En basit amino asit, R’nin bir hidrojen atomu oldugu
glisindir. Gly’nin a-karbonu yalnizca ti¢ farkli ligand tasidigindan, enantiyomerik
degildir. Dolayisiyla glisin, diger tiim amino asitlerin aksine kiral degildir (Sekil 2.1).
Proteinlerde sadece L-amino asitler bulunur. Bununla birlikte, D-amino asitler bakteri
hiicre duvarinda ve ¢esitli antibiyotiklerde bulunur.

R
a o. _OH G.. .0 b
\? \(|:
H2N—(|3—H H3N+—(|3—H
R R c¢ H N
NH
C e 5 Vi b IU, O
HN—C—C—C—C—C—C_
H, H, H, H, H ‘OH

Sekil 2.1. Aminoasitin yapisal formiilii; a) Bir amino asidin temel yapisi. Amino asitler
bir pozitif ve bir negatif yiik ile zwitteriyonlar olusturabilir; b) a-karbon doért farkli grup
tasidig1 icin kiraldir (istisna: R D H olan glisin). L-amino asitlerde o-karbon kagit
diizleminde, hidrojen kars1 tarafa bakacak sekilde yerlestirilirse, kalan gruplar “CORN”
olarak okunur; ¢) 6rnek olarak lizin kullanilarak karbon atomlarmin isimlendirilmesi
(Buxbaum 2015)

2.1.1. Tek Harfli Kod

Cogu durumda amino asit isimleri, isimlerinin ilk ii¢ harfi ile kisaltilir. Bu
kisaltmalarin hatirlanmasi kolaydir, ancak bilgisayar veri tabanlarinda gereksiz bellek
1sgal ederler. 22 proteinojenik amino asit, Roma alfabesinin 26 harfiyle kodlanabilir (baz1
nadir amino asitler i¢in bosluk birakarak) ve daha sonra bir protein dizisindeki her amino
asit, 3 bayt yerine yalnizca 1 bayt depolama alani kullanir hale getirilmis olur. Ne yazik
ki, birkag amino asit ayn1 harfle baglar (Ala, Arg, Asp ve Asn gibi), bu nedenle onlar1
kodlamak i¢in ilk harf kullanilmamaktadir.
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Cizelge 2.1. Aminoasitlerin {iglii ve tekli kod gosterimleri (Buxbaum 2015)

Aminoasit Uclii Kod Tekli Kod
Alanin Ala A
Arjinin Arg R
Asparajin Asn N
Aspartat Asp D
Sistein Cys C
Glutamin Gin Q
Glutamat Glu E
Glisin Gly G
Histidin His H
Lizin Lys K
Losin Leu L
Izolosin lle I
Metiyonin Met M
Fenilalanin Phe F
Prolin Pro P
Pirolizin Pyl @)
Selenosistein Sec U
Serin Ser S
Treonin Thr T
Triptofan Trp wW
Tirozin Tyr Y
Valin Val \%
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2.2. Proteinlerin Birincil Yapisi

Suyun eliminasyonu altinda iki amino asidin yogunlasmasiyla bir peptid bagi
olusur (Sekil 2.2) (Buxbaum 2015). Zincire baska amino asitlerin eklenmesi,
7akroskobik7e, tetrapeptidlere vb. yol agar. 20’ye kadar amino asit i¢eren zincirlere
oligopeptidler (az sayida oligo D) ve daha uzun olanlara polipeptidler (¢ok sayida poli D)
adi verilir. Proteinler, biyolojik bir islevi olan polipeptitlerdir.

Polipeptitlerin boyutlar1 birkag amino asitten binlere kadar degisir. Gida
endiistrisinde yapay tatlandiric1 olarak kullanilan aspartam bir dipeptittir. Proteinler ya
tek bir polipeptit zincirinden olusur ya da alt birimler adi verilen ayri polipeptit
zincirlerinden olusur. Baz1 proteinler, diger kovalent olarak bagli bilesenleri, prostetik
gruplar1 ve post-translasyonel modifikasyonlar1 icerebilir.

Bir proteindeki amino asitlerin dizisine birincil yap1 denir. Biyokimyada, bu her
zaman N-terminalinden baslayip C-terminal amino asitte sonlanir, ¢iinkii hiicrede protein
sentezi sirasinda amino asitlerin eklenme siras1 budur (Alberts 2015; Lodish vd. 2016).

Karboksi ucu
(@) OV

; |
Cc=0
£

! /
. HN" HO  0=C
0 ﬁ;/ Amino ucu /C—R
H N Dipeptid LN
Aminoasitler Tripeptid

|
|

Polipeptid < ~ Oligopeptid
(>20) (< 20)

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

Ca, C’, peptit baginin nitrojen ve oksijen atomlari tek bir diizlem olusturur. C=0O
cift bagi ile mezomeri nedeniyle C’ ve N arasindaki bag, normal bir C-N tekli bagindan
biraz daha kisadir. N’nin yalniz elektron ¢ifti kismi ¢ift baga girdiginden, artik bir protonu
kabul edemez; Bir peptit bagindaki N bazik degildir. Dolayisiyla peptit bagi “kismi (%40)
cift bag karakterine” sahiptir. C=C bag gibi diizlemseldir ve donemez. Peptit baginin H
ve O’su trans-konfigiirasyondadir. Bigimsel olarak, ayn1 durum peptit baginin alfa
dihedral agisinin 180°’ye sabitlenmesiyle ifade edilebilir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Peptit bagi etrafinda cis-trans-izomeri (Buxbaum 2015)

Biiyiikk R-gruplar1 nedeniyle, trans-konfigiirasyon ¢ogu amino asitte daha
kararhidir (%99.7 olasilikla). Bunun istisnasi, diger amino asitlere gore ¢ok daha sik
olarak konfigiirasyonda meydana gelen Pro’dur (%5.8 olasikla).

Ote yandan, N-Ca ve Co-C’ baglar1 normal tekli baglardir; gruplar etrafinda
dondiirmek miimkiindiir. Donme agilar sirasiyla @ (Phi) ve W (Psi) olarak adlandirilir.
Peptit zincirindeki doniis iki faktorle sinirhdir. Tlk olarak, bir amino asidin etrafindaki
belirli ¢ ve y agilarinda, 0 amino asidin bir atomu bir sonraki amino asidin bir atomu ile
carpisacaktir. @, y acilari; C’h=0 ve Nn+1 -H arasinda ¢arpismaya neden olan 0°, 0° olarak
tanimlanir. Ek olarak, R gruplarimin boyutu ve yiikii, belirli konumlar1 digerlerinden daha
kararli hale getirebilir.

Bugiin bilenen ¢ok ¢esitli proteinler, evrim sirasinda az sayida atadan koken almaktadir.
Bu durum, proteinlerin birincil yapisi karsilastirilarak gosterilebilir; birincil yapilar ne
kadar benzerlerse, proteinler o kadar yakin akrabadirlar (Dayhoff 1969). Birincil yapidaki
her pozisyon, 20 ortak amino asitten herhangi biri (ve bazen Sec ve Pyl tarafindan)
tarafindan isgal edilebildiginden, olas1 kombinasyon sayisi ¢ok fazladir. Ornegin, 100
amino asitli bir proteinin 201% = 1.3 x 10%% olas1 dizisi vardir.

2.3. Proteinlerin Ikincil Yapis1 ve Omurga Konformasyonu
2.3.1. Ana zincir torsiyon acilari

Bir polipeptidin {i¢ ana zincir burulma agist bulunmaktadir (Sekil 2.4)
(Anonymous 1) Phi (®; C, N, Ca, C) ve psi (¥; N, Ca, C, N) Ca atomunun her iki
tarafindadir ve omega (®; Ca, C, N, Ca) peptit baginin acisini tanimlar. ® ve ¥ 6nemli
Olgiide donme serbestligine sahipken, o diizlemseldir. Bu, rezonans etkilerinden
kaynaklanan peptit baginin kismi ¢ift bag karakterinin, yani delokalize elektronlarin (N-
C=0 <-> N+=C-0-) bir sonucudur. Sterik nedenlerden dolay: trans konfigiirasyonu
(=180°) tercih edilir. Cis konfigiirasyonu (=0°) prolinler disinda nadirdir (Anonymous 1).
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2.3.2.Ramachandran plot

o acilart kisith olsa da polipeptit ana zinciri N-Ca (®) ve Co-C (V) baglar
etrafinda donmek igin Onemli Olglide Ozgiirlik sergiler. Bu durum Ramachandran
grafiginde gorsellestirilmistir. GN Ramachandran, kararli konformasyonlar bulmak
amaciyla ®/¥ uzayini sistematik olarak 6rneklemek i¢in kiigiik polipeptitlerin bilgisayar
modellerini kullanmistir (Ramachandran vd. 1963).

Ramachandran grafiginde anahtar ikincil yapilar ¢izimdeki belirli bolgelere
atanmustir. Tercih edilen (ya da adlandirdigi sekliyle tamamen izin verilen) bolgede beta
kirmal1 tabakalari, poliprolin heliksi ve (sag elli) alfa heliksi ortaya ¢ikmaktadir. Daha
kiigiik VAW yarigaplari ile hesaplanan dis sinir, sol elli alfa heliksine karsilik gelen ek bir
bolge ortaya ¢ikarmistir (Sekil 2.5) (Burri 2008).

Sekil 2.4. Peptit torsiyon agilari; {i¢ biikiilme agis1 phi, psi ve omega ile iki amino asitlik
bir zincir gosterilmistir. Hem phi hem de psi agis1 yiiksek bir donme ozgirliigline
sahipken, omega ag1s1 ya trans durumunda (180 derece) veya daha nadiren cis durumunda
(10 derece) kilitlenir. Amin baginin rezonansi a¢ik mavi ile belirtilmistir (Anonymous 1)
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Sekil 2.5. Ramachandran grafigi; a) Ramachandran grafiginde izin verilen yapilar; b)
Polipeptit zincirinin peptit diizlemleri (Nelson vd. 2000)

L-amino asitler, sol-el heliksin genisletilmis bolgelerini olusturamaz, ancak bazen
ayr1 ayri rezidiiler bu konformasyonu benimser. Bu rezidiiler genellikle glisindir, ancak
yan zincirin ana zincir ile bir hidrojen bagi olusturdugu ve bu nedenle bu baska sekilde
elverissiz olan konformasyonu stabilize ettigi asparajin veya aspartat da olabilir. izin
verilmeyen bolgeler genellikle yan zincir atomlar ile ana zincir atomlar1 arasinda sterik
engelleme igerir. Glisinin yan zinciri yoktur ve bu nedenle Ramachandran grafiginin dort
ceyreginin hepsinde phi ve psi agilarin1 benimseyebilir. Bu nedenle, diger rezidiilerin
sterik olarak engellenecegi protein bdlgelerinde sik sik goriiliir.

2.3.3. Alfa heliksler

Pauling ve Corey (1951), protein omurgasini alfa-keratin fiber X-1s1mm1 kirmim
verileriyle uyumlu olacak diizenli konformasyonlara sokmanin yollarim1 bulmak i¢in
polipeptit modellerini biiktiiler. En basit ve zarif diizenleme ‘alfa-heliks’ olarak bilinen
sag-el spiral konformasyondur (Pauling ve Corey 1951) (Sekil 2.6).

10
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Sekil 2.6. Bir alfa heliksin yapis1 (Anonymous 1)
Alfa helikslerin ozellikleri

Yapi, heliks ekseni boyunca her 5.4 A’da bir kendini tekrar eder, yani alfa heliks
5.4 A’luk bir egime sahiptir. Alfa heliksler tur basina 3.6 amino asit rezidiisiine sahiptir,
yani 36 amino asit uzunlugunda bir heliks 10 doniis olusturacaktir. Helezon ekseni
boyunca rezidiilerin ayrilmas1 5.4 / 3.6 veya 1.5 A’dur, yani alfa heliksin rezidii basina
1.5 A’luk bir artis vardir.

*Her ana zincir C = O ve N-H grubu, 4 rezidii uzakta (yani Oi’den Ni + 4’e) bir
peptid bagina hidrojen ile baghdir. Bu, ¢ok diizenli ve istikrarl bir dizilis saglar.

*Peptit diizlemleri, heliks eksenine kabaca paraleldir ve heliks igindeki g¢ift
kutuplar hizalanir, yani tiim C = O gruplar1 ayn1 yonii gosterir ve tiim N-H gruplar1 diger
yonii gosterir. Yan zincirler, heliks ekseninden disa dogru isaret eder ve genellikle amino
terminal ucuna dogru yonlendirilir.

*Phi ve Psi’nin ikisi de negatiftir.
Alfa helikslerin biikiilmesi (distorsiyonu)

Globiiler proteinlerdeki alfa-helikslerin ¢ogu, Pauling ve Corey tarafindan
onerilen ideallestirilmis alfa-heliks modeline kiyasla biraz egimli veya bozuktur. Bu
carpikliklar, Ramachandran’a gore ihlal edilen dihedral agilarla baglantili degildir ve
asagidakiler dahil cesitli faktdrlerden kaynaklanir:

» Gomiili helikslerin proteinin ¢ekirdegindeki diger ikincil yap1 elementlerine
kars1 paketlenmesi,

11
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* Prolin rezidiileri, heliks ekseni yoniinde yaklasik 20 °’lik bozulmalara neden
olur. Bunun nedeni, Prolin’in, ayn1 zamanda ana zincir N atomunu bloke eden ve bir
hidrojen bagi olusturmasini kimyasal olarak engelleyen dongiisel yan zincirinden
kaynaklanan sterik engelleme nedeniyle normal bir a-heliks olusturamamasidir. Prolin,
asagidaki rezidiiniin NH grubunun da iyi bir hidrojen bagi olusturmasi engellendiginden,
heliksteki iki H-baginin kirilmasina neden olur.

* Prolin iceren heliksler genellikle uzundur ¢iinkii daha kisa heliksler, bir Prolin
rezidiisliniin ¢ok fazla varligiyla dengesizlesecektir. Prolin, polipeptidin genisletilmis
bolgelerinde daha yaygin olarak bulunur.

* Coziicliye maruz kalan heliksler genellikle ¢oziicii bolgesinden uzaga dogru
biikiiliir. Bunun nedeni, maruz kalan C = O gruplarinin, H-baglama kapasitelerini en {ist
diizeye ¢ikarmak i¢in ¢oziiciiye yonelme, yani ¢oziicliyle ve N-H gruplartyla H-baglari
olusturma egiliminde olmalaridir. Bu, helis ekseninde bir biikiilmeye neden olur.

2.3.4. 310-heliksler

310-Heliksler, farkli bir heliks sinifi olustururlar, ancak genellikle kisadirlar ve
siklikla normal alfa-helikslerin uglarinda meydana gelirler (Sekil 2.7). 310 ad1, her doniiste
ti¢ rezidii oldugu ve her hidrojen baginin olusturdugu bir halka i¢inde on atom bulundugu
i¢in verilmistir (hidrojen atomu bu say1ya dahil edilir). Zincir boyunca {i¢ rezidii seklinde
ayrilan rezidiiler arasinda ana zincir hidrojen baglar1 vardir (yani Oj ila N +3). Bu
isimlendirmede Pauling-Corey alfa-heliks 3.613 helikstir. 310-heliksin dipolleri, alfa-
heliksteki kadar iyi hizalanmamustir, bu nedenle daha az kararli bir yapidir ve yan zincir
paketlemesi daha az elverigslidir.

Sekil 2.7. 310 heliksin kii¢lik bir uzantisi; i¢ amino asidin 10 atomu numaralandirilir ve
hidrojen bag1 yesil noktali bir ¢izgi olarak gosterilir (Anonymous 1)

2.3.5. Beta kirmal tabakalar

Pauling ve Corey, beta-keratin olarak bilinen lifli proteinlerin konformasyonu i¢in
bir model gelistirmislerdir. Bu konformasyonda polipeptit, bir coil (halka) olusturmaz.

12
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Bunun yerine, alfa heliksten daha genis bir konformasyonda zikzaklar ¢izer. Beta-
yapisindaki amino asit rezidiileri negatif phi acilarna sahiptir ve psi agilar1 pozitiftir.
Tipik degerler phi = -140 derece ve psi = 130 derecedir. Aksine, alfa-heliks rezidiiler hem
negatif phi hem de psi agilarina sahiptir. Beta-yapisinda rezidiilere sahip bir polipeptit
boliimil, bir beta-heliks olarak adlandirilir ve bu heliksler, bir tabaka olusturmak i¢in ana
zincir hidrojen bag etkilesimleriyle birlesebilir.

Bir beta- kirmali tabakada, iki veya daha fazla polipeptit zinciri yan yana gelir ve
ana zincir C = O ve N-H gruplar1 arasindaki hidrojen baglariyla diizenli bir sekilde
baglanir. Bu nedenle, bir beta kirmali tabakasindaki tiim hidrojen baglari, polipeptidin
farkli segmentleri arasindadir. Bu, tiim hidrojen baglarinin ayni ikincil yap1 elementini
icerdigi alfa-heliks ile celisir. Bir beta iplikteki komsu rezidiilerin R gruplar1 (yan
zincirler) zit yonleri isaret eder. Beta kirmali tabakalar1 genellikle oklarla tasvir edilir.
Geleneksel olarak ok, peptidin C-terminal kismina dogru isaret eder (Sekil 2.8).

\ .
o > . W R - (

Sekil 2.8. Tek bir beta ipliginin goriiniimii; Koyu yesil kutu, beta kirmali tabakasinin
diizliigiinii gosterir. Ustte, diizliik monitdrle ayn1 hizada. Alt serit 90° dondiiriiliir ve
diizlik monitorden disar1 ¢ikar (Anonymous 1)

Yukarida gosterilen iplikte paralel iki ipi, ya tel ile diizlemde (iist iplik) ya da
ekran diizleminin istiinde ve arkada (alt iplik) iki ipi hayal ederek, betanin pileli
goriinlimiiniin nasil ortaya ¢iktigin1 kavramak miimkiindiir.

Bitisik rezidiiler arasindaki eksenel(axial) mesafe 3.5 A’dur. Her bir tekrar birimi
i¢in beta-kirmali tabakasina 7 A aralik veren iki rezidii vardir. Bu, bitisik rezidiiler
arasindaki eksenel mesafenin yalnizca 1.5 A oldugu alfa-heliks ile karsilastirilir. Acikca,
beta-yapisindaki polipeptitler, alfa-heliks yapindakilerden ¢ok daha uzundur.

13
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Paralel, antiparalel ve karma beta kirmal tabakalari

Paralel beta kirmali tabakalarda ipliklerin tiimii tek bir yonde ilerlerken, anti
paralel bitisik tabakalarda ters yonde ilerler. Karisik tabakalarda bazi iplikler paralel,
digerleri ise anti paraleldir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Farkli beta kirmali tabaka tiirleri; hidrojen baglari noktali ¢izgilerle gosterilir.
Protein yapilarindan hem sematik bir sunum hem de pargalar gdsterilmektedir. Anlagilir
olmasi i¢in, sadece omurga agir atomlar1 ve uygulanabildigi yerlerde C-beta atomlari
gosterilmigstir. (Paralel olmayan tabaka, PDB kod: 1DAB’den paralel 4TVW’den karigik

tabaka 5KOO0’dan alinmistir) (Anonymous 1)

Klasik Pauling-Corey modellerinde, paralel beta- kirmali tabaka biraz daha
bozulmustur ve dolayistyla iplikler arasinda daha zayif hidrojen baglarina sahiptir.

Beta kirmali tabakasinin Pauling-Corey modeli diizlemseldir. Bununla birlikte,
kiiresel protein X-1s1n1 yapilarinda bulunan ¢ogu beta- kirmali tabaka biikiilmiistiir. Bu
biikiilme, asagida gosterildigi gibi solaktir. Tabakanin genel biikiilmesi, ipliklerdeki her
rezidiiniin, sag eli kullanilarak amino asit basina 30 derece nispi doniisiinden kaynaklanir

(Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Bir beta kirmali tabakasinin goriiniimi; bir beta kirmali tabakanin sematik
goriiniimii (Gistte) ve bir boliimi (PDB kod: 4TVW). Netlik saglamak i¢in sadece omurga
agir atomu ve C-beta gosterilmektedir (Anonymous 1)

Paralel tabakalar anti paralele gére daha az biikiiliir ve daima gémiiliidiir. Buna
karsilik, anti paralel tabakalar daha biiyiik bozulmalara (biikiilme ve beta ¢ikintilar) ve
solvente daha fazla maruz kalmaya dayanabilir. Bu, anti paralel tabakalarin hem hidrojen
bag1 geometrisi hem de kiiclik paralel tabakalarin nadiren meydana geldigi gergegiyle
tutarli olan paralel tabakalardan daha kararli oldugunu ifade eder.

2.3.6. Tlmekler (coil) ve déniisler

Bir beta doniisii, 1’inci ana zincir rezidiisiiniin karbonil oksijeni ile zincir boyunca
I + 3. Rezidiistiniin NH grubu (Oi’den NHi + 3’¢) arasinda (genellikle) bir hidrojen bagina
sahip dort ardisik rezidiiden olusan bir bolgedir. Alt tip, ortadaki iki rezidiintiin (1 + 1 ve 1
+ 2) phi ve psi acilartyla tanimlanir. Genellikle hidrojen bag1 zorunlu olarak kabul edilir
ve sadece 7 A’nin altinda i ve i + 4 rezidii arasinda bir Co. mesafesi olan motifler dikkate
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alinir. Her tur dokuz siniftan birine atanir. Heliks bolgeler bu tanimin disinda tutulur ve
beta iplikler arasindaki doniisler, beta-firkete (hairpin) olarak bilinen 6zel bir doniis sinifi
olusturur (Sekil 2.11) (Venkatachalam 1968; Lewis vd. 1973; Richardson 1981; Kabsch
ve Sander 1983; Hutchinson ve Thornton 1994).
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Sekil 2.11. Beta (ters) doniis yapilari; sol el benzerleriyle (Tip I’ ve Tip II’) Tip | ve Il
donitisler gosterilmektedir. Beta doniisiiniin tipi, i + 1 ve i + 2 rezidiisiiniin phi ve psi
agilariyla belirlenir. Birinci rezidiiniin oksijeni ile i+3’lincii rezidiinin NH grubu
arasindaki hidrojen baglari noktal yesil ¢izgi ile gosterilmistir. Tip | doniisiin bu 6rnekte
bir hidrojen bagi olusturmamaktadir (// ile gosterilir). Ramachandran grafiklarinde i +
1’inci (mor) ve i + 2’inci (kirmizi) rezidiiniin ideal dihedral agilart gosterilmektedir. Carpi
+ 30° araligini isaretler (Anonymous 1)

2.4. Siiper Ikincil Yapilar
2.4.1. Beta hairpinler

Beta-hairpinler, en basit siiper ikincil yapilardan biridir ve kiiresel proteinlerde
yaygindir (Sekil 2.12).
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hairpin

Sekil 2.12. Bir beta hairpinin sematik goriiniimii; noktali ¢izgiler, beta zincirleri
arasindaki hidrojen baglarin1 gésterir (Anonymous 1)

Anti paralel hidrojen bagl beta iplikler arasinda kisa dongii bolgeleri olarak
olusurlar. Genel olarak bir ters doniis (veya bazen adlandirildiklar1 gibi beta doniisii),
rezidli i’nin karbonilini ve i + 3 rezidiisiiniin NH grubunu igeren bir hidrojen baginin
bulundugu bir proteinin herhangi bir bolgesidir. Alternatif bir tanim, 1 ve 1 + 3
rezidiilerinin alfa karbonlarinin 7.0 A dahilinde olmas1 gerektigini belirtir.

Sibanda ve Thornton (1985) tarafindan dnerilen orijinal siniflandirmaya gére; Bir
ilmegin uzunlugu, anti paralel beta merdivenine katilmayan rezidiilerin sayisi ile verilir.
Beta hairpin iki amino asitten olusuyorsa, buna “Iki rezidiilii beta-hairpin” denir (Sibanda
ve Thornton 1985).

Bir yil sonra Milner-White & Poet (1986), tiim beta hairpinlerinin doért grupta
siniflandirilabilecegine isaret etmistir (Smif 1 ila Simif 4 olarak adlandirilir). Bu
siiflandirma, amino asitleri olusturan hairpin sayisini tanimlamak icin beta iplikler
arasinda hidrojen baglarinin olusumuna ve bir “Bes rezidii beta hairpinin” aslinda sinif 1
veya sinif 3’e karsilik geldiginin gdzlemlenmesine dayanir (Milner-White ve Poet 1986).

Sibanda ve Thornton (1989), orijinal tanimdaki belirsizligi ortadan kaldiran
genigletilmis bir siiflandirma yayinladilar. Bu smiflandirmada, alfa heliksler ve beta
kirmal1 tabakalar i¢in iki tanimdan yararlanilmistir. Buna gore;

¢ NH- veya CO grubu uygun hidrojen bagini olusturuyorsa ve
e phi ve psi acilari ilgili bosluga diiserse bir rezidii, 6nceki iki ikincil yap1
elemaninin bir pargasi olarak kabul edilir (Sibanda vd. 1989).

2.4.2. Beta koseleri

Beta iplikgikleri, bir beta kirmali tabaka olusturmak i¢in yan yana dizildiklerinde,
tabakanin genel olarak sol elli bir egrilige sahip olacagi sekilde hafif bir sag el
biikiilmesine sahiptir. Bir beta-hairpin olusturan antiparalel beta-iplikleri, beta-kose
olarak bilinen yondeki 90 derecelik bir degisikligi barindirabilir. Kivrimin i¢ tarafindaki
serit genellikle bu pozisyonda bir glisin igerirken, diger serit bir beta ¢ikintiya sahip
olabilir. Ikincisi, beta- kirmali tabakanin hidrojen baglama modelini kiran sag-el alfa-
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heliks yapida tek bir rezidii igerir. Bu rezidii, Ramachandran grafiginin sol elli heliks veya
kopriileme bolgelerinde de olabilir (Sekil 2.13).

: Q Beta Kosesi
,{‘3 ‘ : »"’ 4 % /—\/

j/ ﬂ J/'/ ’/‘\/ ‘_“_, ‘Q\\JJ
sinif 3:5 beta hairpin @/—1 o - _‘

{ ¢
A
'f

Sekil 2.13. Beta kosesi ve beta hairpin i¢eren yap1 elemant; yesil noktali ¢izgiler hidrojen
baglarin1 gosterir. Netlik saglamak icin yalnizca omurga agir atomlari ve C-beta
gosterilmektedir (Anonymous 1)

2.4.3. Heliks hairpinler

Bir heliks hairpin veya alfa-alfa-hairpin, iki anti paralel alfa-heliks segmenti
birlestiren ilmege karsilik gelir. Aciktir ki, dongiiniin uzunlugu ne kadar uzun olursa, olasi
uyumlarin sayist o kadar fazla olur. Bununla birlikte, kisa baglantilar i¢in siirli sayida
bicim vardir ve iki veya ii¢ rezidiiliik en kisa dongiiler i¢in, yalnizca bir olas1 bi¢im vardir.
Anti paralel alfa-heliksler, genellikle arayiizdeki yan zincirler arasindaki hidrofobik
etkilesimlerle etkilesime girecektir. Bu nedenle hidrofobik amino asitlerin, bir hidrofobik
cekirdek olusturmak i¢in amino asit sekansina (her heliksin doniisii basina bir tane) uygun
sekilde konumlandirilmasi gerekir.

En kisa alfa-heliks baglantilar, helikslerin eksenlerine yaklagik olarak dik
yonlendirilmis iki rezidii icerir. Bilinen yapilarin analizi, bu iki rezidiiniin ilkinin,
Ramachandran grafiginin koprii olusturan veya alfa-heliks bolgelerinde phi ve psi
acilarmi benimsedigini ortaya koymaktadir. Ikinci rezidii her zaman glisindir ve diger
amino asitler i¢cin mevcut olmayan pozitif phi ile Ramachandran grafiginin bir
bolgesindedir (Sekil 2.14).
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Sekil 2.14. ki amino asitten olusan bir heliks hairpin érnegi; hidrojen baglar1 yesil noktali
cizgilerle belirtilmistir. Anlasilir olmasi1 i¢in yalnizca omurga agir atomlar1 ve C beta
gosterilmektedir (Anonymous 1)

2.4.4. Alfa alfa Kosesi

Birbirlerine kabaca dikey olan heliksleri baglayan kisa dongii bolgeleri, alfa-alfa
koseleri olarak adlandirilir. Efimov, en kisa alfa-alfa kosesinin ilk rezidiisiiniin sol elli
alfa-heliks yapida ve sonraki iki rezidiiniin beta-iplik bigimlerinde oldugunu gostermistir.
Bu konformasyon yalnizca iki heliks bir sag el kosesi olusturdugunda benimsenebilir.
Aslinda, sol elli bir kse olusturacak sekilde baglanirsa, sterik engel olacaktir. Bu durum,
protein X-1s1n1 yapilarinda sol el alfa-alfa kdselerinin kitligini agiklayabilir.

Ik heliksin sol-elli alfa-heliks yapida bulunan C-terminal rezidiisii, sterik
engelden kaginmak i¢in kisa bir yan zincire sahip olmalidir ve bu yan zincirin yaygin
olarak glisin oldugu gozlenir. ikinci heliksin beta yapisinda olan birinci rezidiisii siklikla
ikinci heliksin amino terminal ucunda serbest NH gruplart ile hidrojen baglari
olusturabilen serin veya aspartat gibi kiigiik bir polar yan zincire sahiptir. Alfa-alfa
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kosesinin merkezi rezidiisii, gomiilii oldugundan ve iki heliksin u¢larinin birbirine temas
ettigi yerde gomiilii olan diger polar olmayan yan zincirlerle etkilesime girdiginden
hemen hemen her zaman hidrofobiktir.

2.4.5. Heliks turn heliks

Alfa-heliks segmentleri baglayan dongii bolgeleri 6nemli islevlere sahip olabilir.
Ornegin EF eli. Parvalbumin yapida ii¢ heliks-turn-heliks motifi vardir. Bu motiflerden
ikisi, karboksil yan zincirleri ve ana zincir karbonil gruplart sayesinde kalsiyumun
baglanmasinda rol oynar. Bu motif, biri parvalbuminin E ve F heliksleri arasinda yer
aldigindan EF eli olarak adlandirilmistir (Sekil 2.15).

EF elleri, korunmus pozisyonlarda polar ve hidrofobik amino asitlere sahip
yaklagik 12 rezidiiden olusan bir dongiiden olusur. Bunlar, metal iyonunu baglamak ve
kararl1 bir hidrofobik ¢ekirdek olusturmak i¢in ¢ok dnemlidir. Glisin, yapisal nedenlerden
dolay1 dongiide altinc1 pozisyonda degismez. Kalsiyum iyonu, karboksil yan zincirleri,
ana zincir gruplari ve bagl ¢oziicii tarafindan oktahedral olarak koordine edilir.

{

Sekil 2.15. Parvalbumin alpha’da EF eli; kalsiyum iyonu yesil renkte gosterilmistir.
Protein, resim taslagi goriiniimiinde agik¢a kalsiyumla etkilesime giren amino asitler
temsil edilir. PDB kodu: 1JRV. NGL goériintiileyicisi ile hazirlanmigtir (Anonymous 1)

Farkli bir heliks-loop-heliks motifi de belirli DNA baglama proteinleri i¢in
ortaktir. Bu motif ilk olarak faj lambdadan gelen cro baskilayici gibi prokaryotik DNA
baglayici proteinlerde gdzlendi. Bu protein, her alt birimi 66 amino asit uzunlugunda olan
bir homodimerdir. Her alt birim, birinci ve ikinci beta iplikleri arasina sirayla
yerlestirilmis ti¢ heliks boliime sahip tamamen anti paralel ¢ iplikli bir beta kirmali
tabakadan olusur. Molekiiliin merkezinde alt1 iplikli bir beta- kirmali tabakas1 olusumu
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ile etkilesime giren {giincli beta-iplikleri sayesinde cro iligkili iki alt birimi vardir.
Mutagenez ve biyokimyasal g¢alismalar, her bir cro monomerin ikinci heliksindeki
rezidiilerin DNA ile etkilesime girdigini gostermistir. Buna gore model olusturma
calismalari, dimerik proteindeki bu her iki heliksin da B-DNA’nin ana oluguna sigacagini
gosterdi. Bu proteinler, palindromik olan, yani iki katli bir i¢ simetri eksenine sahip olan
baz dizilerini tanir. Cro proteininin iki tanima heliksi, dimerin merkezi beta- kirmali
tabaka bolgesinden gegen iki katli bir eksenle de iligkilidir. Bu nedenle, cro dimerin
tamima heliksleri DNA’nin ana oluguna sigar ve palindromun her bir 6zdes yarisi ile
etkilesime girer. Bu nedenle, turn-helix-turn motifinin ikinci heliksi, DNA’nin
taninmasinda 6nemli bir role sahipken, yapinin geri kalani, iki heliksin, DNA’nin ana
oluguna uymasi i¢in dogru ilgili konumda tutulmasina hizmet eder. Farkli kivrimlara
sahip diger birgok turn-helix-turn proteini, esasen DNA’ya baglanmanin ayni bigimini
sergiler.

2.4.6. Beta alfa beta motifleri

Antiparalel beta iplikleri, beta hairpin yapilar1 olusturan kisa polipeptid
uzunluklartyla baglanabilir. Buna karsilik, paralel beta-iplikleri, beta-kirmali tabakasini
gecen ve siklikla alfa-heliks segmentler igeren daha uzun zincir bolgeleri ile baglanir. Bu
motif, beta-alfa-beta motifi olarak adlandirilir ve paralel beta kirmali tabakasina sahip
cogu proteinde bulunur. Iplikleri loop bélgelerine baglayan heliks bélgelerinin uzunlugu
biiylik ol¢tide degisebilir. Heliks ekseni, beta iplikleriyle kabaca paraleldir ve ikincil
yapinin {i¢ elementi de hidrofobik bir g¢ekirdek olusturarak etkilesime girer. Bazi
proteinlerde, birinci beta-ipliginin karboksi terminal ucunu heliksin amino terminal ucuna
baglayan loop(ilmek), ligandlarin veya substratlarin baglanmasinda rol oynar (Sekil
2.16).

Sekil 2.16. Beta-alfa-beta motifi; bu yap1 bir alfa heliksine bagli iki paralel beta dizisinden
olusur; a) Beta ipliklerini yesil ve alfa heliksini mor olarak gosteren peptidin soyut bir
temsili ve protein segmenti iceren bir beta-alfa-beta motifi (PDB kod: 2BNH). Netlik
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saglamak i¢in sadece omurga gosterilmektedir; b) alfa heliksten beta kirmali tabakalara
dogru goriiniim Ve ikincil yapi elemanlarinin uzaysal yonelimini gosteren kabaca 80
derece egimli bir goriintii (Anonymous 1)

2.5. Yan Zincir Konformasyonu

Amino asitlerin yan zincir atomlar1 Yunan alfabesine gore sirayla adlandirilir. Bu
adlandirma semas1 genellikle latin karakterlerine cevrilir. Ornegin, bir lizin yan zinciri bir
B karbon (CB), bir y karbon (CG), bir  karbon (CD), bir ¢ karbon (CE) ve bir Z
nitrojeninden (NZ) olusur.

Neredeyse sabit bag uzunluklar1 ve bag acilari nedeniyle, amino asit yan zincirleri
yaklasik olarak 4 dihedral a¢i (sirayla numaralandirilmis chi agilari, yani X1-4) ile
tanimlanabilir. Rotamer olarak adlandirilan yan zincir konformasyonlari, enerjik olarak
tercih edilen konformasyonlar etrafinda kiimelenir. X1 agis1, y yan zincir atom(lar) ile
ana zincir arasindaki sterik engel nedeniyle kisitlamalara tabidir. Yan zincir torsiyon
agilarinin tercih edilen konformasyonlari gauche(+), trans ve gauche(-) olarak
adlandirilir. Bunlar, amino asidin CB-Ca bagi (X1) boyunca goriildiigii asagidaki
diyagramlarda belirtilmistir. (Sekil 2.17).
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CEl

Sekil 2.17. Amino asit yan zincirlerindeki atom isimlendirmesi ve yan zincir dihedralleri;
a) Lizin; b) Fenilalanin; c) Bir lizin-tirozin di-peptidinde yan zincir konformasyonlarini
tanimlayan Chi (X) agilar1 (Anonymous 1)

2.6. Ugiinciil Yapilar

Uciinciil yap1, bir proteinin genel konformasyonunu, baska bir deyisle, ikincil
yapisinin elemanlarinin uzayda diizenlenme seklini tanimlar. Ugiinciil su etkilesimlerle
belirlenir:

Amino asit yan zincirlerinin hidrofobik etkilesimleri, tipik kiiresel proteinler,
hidrofobik yan zincirlerden olusan bir ¢ekirdege sahipken, hidrofilik yan zincirler, suyla
veya diger proteinlerle etkilesime girdikleri yiizeydedir. Hidrofobik rezidiiler suya maruz
kalirsa, su, sistemin entropisini azaltacak sekilde etraflarinda diizenli bir kafes (s6zde
klatrat) olusturmak zorunda kalir.
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Van der Waals etkilesimleri, 4-17 Kj/mol’liik bir bag enerjisi ile dalgalanan dipol
etkilesimleridir. Bag uzunlugu < 4A’dur.

Hidrojen baglari, kalic1 kismi yiikler arasindaki etkilesimlerdir. Bag uzunlugu
yaklasik 3A’dur; bag enerjisi, her iki tarafta kismen yiikliiyse 2-6 Kj/mol’diir ve bir taraf
tamamen yiiklityse 21 Kj/mol’e kadar ¢ikar. Ortaklar arasindaki mesafe ¢ok biiyiikse,
suyun koprii gorevi gordiigii yerde dolayl bir hidrojen bagi olusabilir (8- ... H20 ...+0)

Tuz kopriileri, tam yiikli gruplar arasindaki etkilesimlerdir. Bag uzunlugu
2.8A’dir. Bag enerjisi sulu bir ortamda 10-30 Kj/mol’diir, ancak her iki grup da
hidrofobik bir ¢ekirdege gdmiiliirse dnemli 6l¢lide daha yiiksek olabilir.

Disiilfid baglari, proteinin daha yiiksek siral1 yapisina (R-SH + HS-R> — R-S-S-
R’ +2[H]) katlanmasindan sonra iki Cys rezidiisii arasinda olusturulur. Bu, normalde
sitozoliin indirgeyici ortaminda olusmayacak olan bir oksidasyondur (hidrojenin
uzaklagtirilmasi). Ancak, ER i¢indeki ortam oksitleyicidir. Bu nedenle, distilfit kopriileri
hiicre yiizeyinde ve salgilanan proteinlerde sitozolik olanlardan daha sik bulunur. Aym
polipeptitte (zincir ici) iki Cys rezidiisii arasinda veya farkli polipeptitler arasinda
(zincirler aras1) meydana gelebilirler. Bag uzunlugu 2.2A ve bag enerjisi 167 Kj/mol’diir.

Kofaktorler etrafinda koordinasyon. Bir proteindeki birka¢ amino asit, metal
iyonlarinin (Ca, Zn, Fe, Mg, Na, K) veya heme veya FAD gibi protez gruplarinin
koordinasyonunda yer alabilir.

Transmembran segmentlerde, hidrofilik amino asitler su ile temas halindedir
(snorkel etkisi) ve hidrofobik amino asitler, lipitlerin yag asidi kuyruklar1 ile temas
halinde bulunur (snorkel karsit1 etki). Lipit/su arayiizii, spesifik 6zelliklere sahip li¢ amino
asit tarafindan olusturulur: Trp, Tyr ve Lys aromatik kusak olarak adlandirilir (Sekil
2.18). Ortak olarak, hidrofobik olan ancak hidrofilik (polarize veya iyonize) bir uca sahip
olan ve aym zamanda lipitler ve su ile temas kurabilen nispeten uzun molekiillere
sahiptirler. Boylece bir zar-6tesi segment, zar i¢inde 1yi tanimlanmis bir konuma sahiptir
ve yukari ve agagi hareket edemez (Granseth vd. 2005).

Bazi proteinlerin birkag domaini vardir, yani kisa boliimlerle birbirine baglanan
ayri ayr1 katlanan bolgeler. Bu bireysel alanlar, hassas bir proteoliz ile izole edilebilir; bu
durumda bu domainler sadece yapilarin1 degil, katalitik islevlerini bile koruyabilirler.
Ornegin, saperon Hsc70 ii¢ domaine sahiptir: bir ATPaz-, bir peptit baglama- ve bir
diizenleyici alan. Kimotripsin uygulamasi ile, bu alanlar arasindaki baglantilar
pargalanmus olsa da Izole edilmis ATPaz domaini hala ATP’yi hidrolize edebilir.

2.7. Kuaterner Yapi

Kuaterner yapi, birkag polipeptit zincirinin tek bir fonksiyonel protein olusturmak
i¢in nasil bir araya geldigini agiklar. Uciinciil yapida oldugu gibi, kuaterner yap1 da amino
asit R-gruplar1 arasindaki iyonik ve hidrofobik etkilesimlerle belirlenir. Birgok protein
birkag¢ alt birimden olusur. Alt birimlerin sayisina bagli olarak proteinler monomerler,
dimerler, trimerler vb. adlandirilirlar. Bu alt birimlerin ayn1 olup olmamasina gore; ayni
ise homo- farkli ise hetero- 6n ekleri kullanilir. Dolayisiyla bir heterodimer, iki farkli
polipeptit zincirinden olusan iki alt iiniteli bir proteini ifade etmek i¢in kullanilir. Bu
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nedenle, birka¢ alt birimin bir araya gelmesiyle olusan kuaterner yapi, proteinin
fonksiyonu belirler ve bu fonksiyon, genellikle alt birimlerin birbirinden ayrilmasiyla
kaybolur (Buxbaum 2015).

2.7.1. Kovalent olarak bagh iiciinciil domainler

Bu protein smifinda, domainler genellikle tek bir polipeptit zinciri lizerinde
kovalent olarak “birbirine dizilmis” modiiller olarak olusturulur. Ozgiin antikor zincirleri
bunun en giizel 6rneklerindendir. Bununla birlikte, hafif ve agir zincirler daha sonra,
Immiinoglobulin M (IgM) ‘de oldugu gibi daha yiiksek kompleks yapilart olusturmak igin
hetero-multimerler iiretmek tizere birlesebilir.

2.7.2. Hetero multimerler

Hemoglobin iki alfa ve iki beta alt birimden olusan hetero multimer yap1 i¢in iyi
bir 6rnektir (Sekil 2.19). Bazen, tek bir enzim kompleksinde, tek bir polipeptit zincirinde
bazen de ayri zincirlerin bir birlesimi olarak birka¢ domain bulunabilir.

Sekil 2.18. Hemoglobin animasyon goriintimt; iki alfa alt birimi mavi, iki beta alt birimi
sar1 renkle gosterilir (Anonymous 1)
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2.7.3.Homo multimerler

Kovalent olmayan baglarla bir araya gelen ayni iigiinciil domainlerin olusturdugu
yapidir. Bu tiir kompleksler genellikle simetriktir. Proteinler dogada asimetrik olarak
bulunduklarindan, multimerler neredeyse her zaman bir veya daha fazla eksen etrafinda
donme simetrisi sergiler (Sekil 2.20).

Sekil 2.19. Homo-multimer olusturan proteinlerin dort 6rnegi; @) Homo-dimer (PDB:
2099); b) homo-trimer (PDB: 1GU9); c) homo-tetramer (PDB: 5KKC); d) homo-14-mer
(protein iki homo- birbirinin iizerine oturan heptamerik halkalar, heptamerin bir dimerini
olusturur.) PDB:1GRL (Anonymous 1)

2.7.4. Daha biiyiik yapilar

Hiicrenin ve aslinda hiicre gruplarinin molekiiler mekanizmalari, proteinlerin,
niikleik asitlerin ve sekerlerin multimerik gruplarindaki yan gruplarin etkilesimlerine
dayanir (Sekil 2.21). Bu biiyiik yapilarin bazi 6rnekler sunlardir:

. Viriisler

. Mikrotiibiiller

. Kamg¢1

. Cesitli tiirlerde lifler (fibril)

. Ribozomlar

26



KAYNAK TARAMASI 0. KOCAK

. Histonlar

. Bosluk baglantilar1 (gap junctions)

Sekil 2.20. L1 protein papillomavirus 16’nin (homo-60-mer) animasyon goriiniimii
(Anonymous 1)

2.8. Protein Katlanmasinin Enerjetigi ve Kinetigi

Katlanan bir proteindeki amino asitler ya diger amino asitlerle ya da suyla
etkilesime girme segenegine sahiptir. Dolayisiyla, proteinlerin dogal yapisini stabilize
etmek i¢in yalnizca “AG” katlanma = £AGa-a — XAGa.w katlanma farki mevcuttur (Sekil
2.21).

Katlanmanin serbest enerjisi

Su

serbest enerji G

yerel minumum
= kinetic trap

n disiik serbest enerji
= dogal durum

v

konformasyon parametresi
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Sekil 2.21. Protein katlanmasi serbest enerjiyi (G) azaltir; dogal yapi, en diisiik serbest
enerjiye sahip olan yapidir. Bununla birlikte, proteinler enerji ortaminin yerel
minimumlarinda kinetik olarak sikisip kalabilir. Katlanma sirasinda, katlanmamis
proteinin entropisi (Su), huninin genisligi ile sembolize edilen katlanmis proteinin
entropisine (Sf ) diisiiriiliir. Bu entropi azalmasi (daha diizenli, daha az olast durum)
katlanma siirecinin serbest enerjisindeki genel degisimi azaltir. Bu burada iki boyutlu bir
reaksiyon i¢in gosterilmistir, ancak protein katlanmasinda her amino asit en az ¢ ve y ‘yi
ayarlayabilir, bu nedenle boyutlarin sayisi etkileyicidir ve belirli bir protein dizisinin 3D
yapisini ilk prensiplerden hesaplamanin hicbir yolunun bilinmemesi sasirtict degildir
(Buxbaum 2015).

Katlanma entalpiyi (H) azaltsa da (dogal yapiy1 stabilize eder), ayni zamanda
entropiyi (S) de azaltir, bu da dogal yapinin stabilitesini bozma egilimindedir. Dolayisiyla
protein katlanmasi kuvvetler arasinda bir uzlasmadir ve gercek stabilizasyon enerjisi
sadece yaklasik 20-40 Kj/mol’diir bu da, oda sicakligindaki termal enerjinin yaklagik 10’u
kadardir (tek tek molekiiller i¢in Kt veya RT ~2.5 Kj/mol) (Zwanzig vd. 1992). Ancak
proteinlerin bu marjinal kararliliginin iyi bir tarafi vardir: Bu durum, proteinlerin ligand
baglamasi ve enzimatik aktiviteleri igin gerekli olan protein esnekligini kazandirdir
(Buxbaum 2015).

2.8.1.Protein katlanmasi

Riboniikleaz gibi baz1 proteinler 1s1 veya denatiirant ilavesiyle tamamen denatiire
edilebilir. Cozelti sogutulursa veya denatiirant diyaliz yoluyla uzaklastirilirsa, protein
kendiliginden dogal konformasyonuna geri doner ve enzimatik aktivite yeniden saglanir.
Ik olarak 1950’lerde gerceklestirilen bu deneyler, bir proteinin ikincil ve iigiinciil
yapisinin yalnizca amino asit dizilimi tarafindan belirlendigini kanitlamaktadir (Anfinsen
1973).

Bunun 6nemli bir sonucu vardir: Sadece tek bir amino asidin mutasyonu protein
katlanmasina miidahale ederek islev kaybina yol agabilir. Ornegin, kistik 28akros bir
transmembran klorid kanalinin (kistik 28akros transmembran iletkenlik regiilatori,
CFTR) eksikliginden kaynaklanan bir hastaliktir. Bir baska 6rnek de tek amino asit
mutasyonlarinin osteogenezis imperfekta veya EHLERS-DANLOS sendromuna yol
act1g1 kolajen olabilir (Tissenbaum ve Guarente 2001).

Protein katlanmasini tanimlamak igin temelde ti¢ model vardir:

1-Cerceve modeli, proteinler, sekanslarinda bulunan bilgileri kullanarak 6nce ikincil
yapilarini olustururlar. Ikincil yap1 olusturulduktan sonra, amino asitler arasindaki uzun
menzilli etkilesimler tiglinciil yapiyt stabilize eder.

2-Hidrofobik ¢okiis, Sentezden sonra proteinler, hidrofobik amino asitlerin igine
gomiildiigii ve hidrofilik amino asitlerin proteinin yiizeyinde oldugu bir konformasyona
uyum saglar. Bu yap1 “erimis globiil” olarak adlandirilir. Erimis kiirecigin i¢inde amino
asitler arasinda uzun menzilli etkilesimler kurulur ve {i¢iinciil yapinin olusmasina izin
verilir. Ikincil yap1 en son kurulur.
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3-Cekirdeklenme/Yogunlasma modeli ise diger iki modelin bir kombinasyonudur:
proteinler anahtar rezidiiler arasindaki baglarin olusumu altinda ¢okerler. Amino asitlerin
mesafesindeki bu azalma, uzun menzilli (iiglinciil yap1) ve kisa menzilli (ikincil yapi)
etkilesimlerin ayni anda olugsmasina yol acar. Sonug olarak, katlanma ara katlanmalar
olmaksizin tek bir biiyiik adimda gergeklesir. Bir¢cok protein i¢in, 6zellikle de <100 amino
asitli olanlar i¢in, bu deneysel kanitlarla 1yi bir sekilde uyusmaktadir. Biiyiik proteinler
genellikle katlanma hizlar1 6nemli dlgiide degisebilen bagimsiz katlanma modiillerinden
(domain) olusur. Bu modiiller daha sonra proteinin nihai yapisinda bir araya gelmek
zorundadir.

Katlanma oldukg¢a hizli bir siirectir, bir E. Coli hiicresinde 100 amino asitlik bir
proteinin sentezi ve katlanmasi 5 saniyeden daha kisa bir siirede tamamlanir (37 °C’de).
Katlanma, bir protein ribozom {izerinde sentezlenirken bile baglar, yani protein
molekiiliiniin sadece bir kism1 katlanma reaksiyonu i¢in kullanilabilir.

Enzimlerin ve reseptorlerin yapisinin bilinmesi, farmasdtiklerin tasarimi igin
gereklidir. Ornegin, insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) proteazi, viriis zarfindaki
inaktif bir 6ncii proteini iki aktif proteine bolmek icin gereklidir ve bu proteinler olmadan
bir viriis partikiilii hedef hiicrelerine baglanamaz ve bulasici olmaz. HIV-proteaz, bir
homodimerdir ve her bir alt birimi 99 amino asit uzunlugundadir. Her iki alt birimin 1-4
ve 96-99 amino asitleri tarafindan olusturulan antiparalel bir “f kirmali tabaka” tarafindan
bir arada tutulurlar (Sekil 2.22). Bu yapisal diizenlenme, katalitik aspartat rezidiilerini
(her alt iinitede D%) bir araya getirerek enzimin katalitik bolgesini olusturur. Bu nedenle,
protein yapida ilaglarin gelistirilmesi i¢in, 0 proteinin yapisinin ve islevinin yakindan
anlasilmasi1 gerekmektedir (Boggetto ve Reboud-Ravaux 2002).
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peptid

/\/w(' peptid

O

Sekil 2.22. a) HIV-proteazin (PDB kodu 1DAZ) dimerizasyonu, her iki alt birimin
uglarindan antiparalel bir “beta-kirmali tabaka” olugsmasiyla gerceklesir. Bu, iki katalitik
aspartat rezidiisiinii (D?° ve D?") birbirine yaklastirir; b) HIV-Proteaz’in bosluk doldurma
modeli. Her iki alt birimin N- ve C-terminal uglar1 tarafindan olusturulan “beta-kirmali
tabaka” agikca goriilebilir; ¢) Sert bir omurga ile baglanmus iki peptid igeren maddeler,
bir mo”omerin dimerizasyon bolgesine interdigitasyon yapabilir ve dimerizasyonu
onleyebilir (Buxbaum 2015)

2.8.2. Proteinlerin post-translasyonel modifikasyonlari
Insan genomu yaklasik 23 000 gen igerir. Mrna isleme (alternatif splicing, Mrna

diizenleme vb.) gen basina yaklasik 3 Mrna ile sonuglanir. Bunlardan iiretilen proteinlerin
posttranslasyonel modifikasyonu, her Mrna’dan yaklasik 10 farkli protein olusturma
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potansiyelindedir. Bu nedenle aslinda insan proteomu farkli islevlere, diizenlemelere,
yikimlara sahip yaklasik 10° farkl1 proteinden olusur.

Proteinlerin 6zellikleri posttranslasyonel modifikasyonla degistirilebilir; bu
degisim, 6rnegin hormonlara maruz kalma gibi ¢evresel uyaranlara yanit olarak hizli bir
sekilde yapilabilir (veya geri alinabilir). Bu tiir modifikasyonlar enzimleri aktif ve inaktif
durumlar: arasinda déniistiirebilir ve bir proteinin hiicre alt1 yapilara uygun sekilde
hedeflenmesi igin gereklidir (Lander vd. 2001; Venter vd. 2001; International Human
Genome Sequencing 2004). Post transkripsiyonel modifikasyonlara;

Glikolizasyon, Glukasyon, Disiilfit Bagi Olusumu, Proteolizis, Hidroksilasyon,
Fosforilasyon/Defosforilasyon, Asetilasyon/Deasetilasyon, Metilasyon/Demetilasyon,
Hidrofobik Kuyruklarin Eklenmesi / Cikarilmasi, S-Nitrozilasyon, ADP-Ribosilasyon,
Deamidasyon ve AMPilasyon (Adenilasyon) 6rnek verilebilir.

2.9. Proteinlerin Yapi ve Stabilitesinin Belirlenmesinde Kullanilan Yoéntemler

Proteinler, tiim canli organizmalarda her yerde bulunan ve esasen hayatta kalmak
icin gerekli tim islevleri yerine getiren harika molekiillerdir. Herhangi bir canli
organizmada gergeklestirilen tasima, depolama, mekanik destek, hareket ve biiyiime gibi
islevler, protein olarak adlandirilan bu olaganiistii molekiil grubu tarafindan
gerceklestirilir.  Yapi-fonksiyon iligkilerini tam olarak anlayabilmek igin, islevleri
hakkinda fikir verecek olan bu biyomolekiillerin yapisini ortaya ¢ikarmak zorundayiz.
Proteinler, kendisini kodlayan gen tarafindan belirlenen 22 farkli amino asitten
(monomer) olusan, peptid bagi ile baglanan ve sonunda atomlar arasi etkilesimlerle ti¢
boyutlu yapilara katlanan biyopolimerlerdir. Proteinlerin yapist dort farkli seviyede
tanimlanabilir (Desai vd. 2010; Bencharit ve Border 2012).

Birincil yapi, proteinin spesifik amino asit diizenlemesinin dogrusal dizisidir.
Ikincil yap1, omurga C-Ca arasindaki yerel etkilesimli hidrojen baglar1 nedeniyle olusan
kisa bir dizi aralifina uzanir, ¢ogunlukla a-helisleri veya PB-yapraklarini olusturur.
Ugiinciil yap1, amino asitlerin yan zincirleri arasinda olusan ii¢ boyutlu diizenlemedir ve
a-heliksler ve B-kirmali tabakalar gibi ikincil yapilara sahip farkli konformasyonlarla
sonuglanir ve doniisler veya dongiiler olarak adlandirilan diizensiz bolgelerle baglanir.
Kuaterner yapilar, bir protein molekiilii i¢indeki iki veya daha fazla alt birimin tam
uzamsal diizenlemeleridir. Protein yapisinin farkli organizasyon seviyeleri, birincil yap1
gibi ¢esitli yontemler kullanilarak belirlenebilir, yani herhangi bir proteinin aminoasit
dizisi Edman bozunma yéntemi ve kiitle spektrometresi ile bulunabilir. ikincil yapi
dairesel dikroizm ve FTIR yontemleri ile belirlenebilir. Bir proteinin ii¢ boyutlu yapisi
(tersiyer/kuvaterner) X-1sin1 kristalografisi, Niikleer Magnetik Rezonans (NMR), Kriyo
— Elektron Mikroskobu (Kriyo -EM) ve nétron kirinimi gibi deneysel yontemlerle
belirlenebilir veya homoloji modelleme, ab-initio ve protein ipligi (Threading) yontemleri
gibi hesaplamali bilgisayar yontemleriyle tahmin edilebilir (Walsh vd. 2015). Protein
yapisinin deneysel olarak belirlenmesinde en popiiler ve en yaygin kullanilan yontem X-
1s1n1 kristalografisi yontemidir ve Protein Veri Bankasi’na kaydedilen yapilarin
%89 undan fazlasi bu yontemle ¢oziilmistiir; X-151n1 kristalografisi yontemini %8’in
tizerinde bir oranla NMR, yaklasik %2.5 oraniyla Kriyo -EM takip etmektedir. Geriye
kalan %0.5’lik protein yapilari ise diger yontemler kullanilarak ¢oziilmistiir (Burley vd.
2019).
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2.9.1. X-1is1m kristalografisi

Basit bir ifadeyle X-i1sin1 kristalografisi, kristallerin X-1s1n1 ile incelenmesi
anlamina gelmektedir. X-151n1 kristalografisi kullanilarak protein yapisinin belirlenmesi
icin On kosul bir kristal elde etmektir. Proteinlerin kristalizasyonu, arkasindaki gercek
fiziksel temel iyi anlasilmadig i¢in zordur; Ph, sicaklik, titresim, protein ve g¢okeltici
konsantrasyonu, protein saflig1 ve esneklik gibi bir¢ok faktor kristalizasyon siireclerini
etkiler (Parker 2003). Protein kristalleri, protein ¢0zeltisinin ya artan g¢okeltici
konsantrasyonu kullanilarak ya da protein tarafindan asir1 doyurulmasiyla elde edilir. X-
1isinlari, hizlandirilmig elektron (senkrotron) veya elektron bir anot metaline ¢arptiginda
iiretilir, kristal bir gonyometreye monte edilir, bu cihaz 360 derece doner, boylece X-
1isinlari kristaller boyunca agiga ¢ikabilir. X-151n1 kristallere maruz kaldiginda, bir atomda
bulunan elektron tarafindan sagilir ve molekiiliin yapisal bilgilerini igeren kirinim
desenleri olusturur (Smyth ve Martin 2000). Bununla birlikte, tek bir molekiil tarafindan
kirinimin tespiti ¢ok zayif olacaktir, ancak diizenli olarak sekillendirilmis tekrarlar olan
kristaller yapinin tespit edilebilirligini miimkiin kilar. Bu deneyin temeli Laue ve W. L.
Bragg tarafindan atilmistir ve Bragg yasasi olarak adlandirilir, buna gére X-1s1n1 kirinimi
atomlarin kristal diizlemindeki yansimasina benzer olarak kabul edilir. Kirinim deseninin
elde edilebilmesi i¢in yapict uyumlu girisimin ger¢eklesmesi gerekir; bu da ancak verilen
denklem saglandiginda ortaya ¢ikar; burada A (lamda) X-1sininin dalga boyu, d diizlemler
aras1 mesafe ve 0 (teta) gelen 1s1n ile diizlemler arasindaki agidir.

A =2dsinf (2.1)

Sacilan X-1sinlar1 CCD (yiikli birlestirilmis cihaz; charged coupled device)
dedektorleri tarafindan kaydedilmis ve kristal kalitesi, kristal simetrisi, X-1s1n1 yogunlugu
ve dedektor verimliligi gibi cesitli faktorlerden etkilenebilen kirmim yogunlugu verileri
toplanmistir. Toplanan bu veriler, elektron yogunlugu haritalar1 elde etmek i¢in kristal
sistem tanimlama, indeksleme, yogunluklarin 6l¢iimii ve 6l¢ekleme faktorii icin modern
yazilim kullanilarak islenir. Kristalografi yontemindeki ana zorluk, elde edilemeyen faz
bilgisidir. Bu nedenle, deneysel olarak ¢6ziilmiis homolog protein yapisinin faz bilgisinin
kullanildig1 molekiiler degistirme gibi ¢esitli yontemler kullanilarak bu zorluklar ortadan
kaldirilmaya ¢alisilmaktadir. Elde edilen genlik ve faz bilgileri ile hizli Fourier doniistimii
yontemi kullanilarak elektron yogunlugu haritalari olusturulur. Elektron yogunluk
haritalari, yapinin olusturulacag: lic boyutlu konturlar kullanilarak elde edilir. Ayrica
yapinin kalitesi R faktorii ile hesaplanir. Yapinin modeli tahmin edildikten sonra, daha
kaliteli yapilar elde etmek i¢cin Refmac gibi bilgisayar programlar: tarafindan daha fazla
iyilestirme yapilabilmektedir (Su vd. 2015).

X-151m1 kristalografisi protein yapilarinin en yiiksek atomik ¢oziiniirliigiinii elde
etse de proteinin ¢oziiniir ve kristalize edilebilir olmasi, ¢ok miktarda proteinin gerekli
olmas1 gibi bazi smirlamalari bulunmaktadir. Ancak daha biiyiikk proteinlerin
saflastirilmasi ve kristalize edilmesi zordur ve bu nedenle bu yontemle 250 kDa’dan
nispeten daha biliylikk olan hedef proteinlerin yapilarinin belirlenmesi amaciyla
kullanilmaz (Singh ve Tripathi 2020).
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2.9.2. X-sm serbest elektron lazerleri (XFEL) kullanilarak biyolojik yap1 ve islevin
kesfedilmesi

Seri femtosaniye kristalografi olarak adlandirilan bu yontem, X-1s1n1 kristalografi
yontemlerinde devrim yaratan yeni bir teknolojidir. Serbest elektron X-ismi lazeri
(XFEL), son derece kisa (sadece femtosaniye siliren) ve son derece parlak radyasyon
darbeleri olusturmak i¢in kullanilir. Kiiciik kristallerden (nanometreden mikrometreye
kadar) olusan bir akim, 1s1nin i¢inden gegirilir ve her X-1s11 darbesi bir kristalden bir
kirmim deseni iretir ve genellikle bu siiregte onu yok eder. Bu bireysel kirinim
desenlerinin on binlerce kadarindan tam bir veri seti derlenir. Bu yontem ¢ok gii¢liidiir
clinkli aragtirmacilarin 15181n biyolojik kromoforlar tarafindan emilmesi gibi ¢ok kisa

zaman Olc¢eklerinde meydana gelen molekiiler siiregleri incelemesine olanak tanimaktadir
(Zardecki vd. 2022).

2.9.3. Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi

Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi, yiiksek manyetik alanlar
altinda HY, C!3, N gibi belirli cekirdeklerin radyo frekansi radyasyonunu absorbe
etmesini 6l¢mek i¢in kullanilan bir tekniktir. Bu yontem, bazi molekiillerin manyetik
oldugu ve cekirdeklerinin manyetik alan varliginda dondiigii prensibiyle caligir. Harici
manyetik alanlar uygulandiginda, protonlar belirli donme durumlar1 (o veya B formlari)
sergiler ve bu durumlar arasindaki fark uygulanan manyetik alanin giicii ile iliskilidir.
Spin durumu, rezonans olarak adlandirilan atomlara 6zgii elektromanyetik radyasyonun
uygun darbe frekansi uygulanarak o formundan uyarilmis  formuna kaydirilabilir. Bu
rezonans spektrumu, elektromanyetik radyasyon veya manyetik alanin herhangi biri sabit
tutularak degistirilmesiyle elde edilebilir. NMR kullanarak bir proteinin yapisini
belirlemek igin, oncelikle yapiy1 incelemeyi saglayacak C* ve N!° atomlari ile
etiketlenmelidir. Bu etiketlenmis proteinler, tek karbon kaynagi ve azot kaynagi olarak
sirastyla CT2 etiketli glikoz ve N etiketli amonyum kloriir i¢inde rekombinant protein
ekspresyonu ile elde edilebilir (Sugiki vd. 2017).

NMR ile yap1 belirleme iki veri seti ile gerceklestirilir, birincisi elektromanyetik
radyasyona maruz kaldiginda spesifik rezonansa sahip C3, N'° ve proton gibi izotopik
etiketli molekiiller tarafindan niikleer manyetik rezonans 6l¢iimiidiir. Rezonans, gesitli
deneyler kullanilarak bulunacak belirli bir amino aside atanacak olan proteinin ii¢ boyutlu
yapisindaki c¢ekirdeklere, frekansa ve elektromanyetik ortamlara gore farklilik gosterir.
Ikinci veri seti ise, cekirdekler aras1 mesafeler ve NOE (Niikleer Overhauser Etkisi) ile
bulunabilen atomun konumu hakkinda bilgi igerir, yani miknatislanma etkisi, aralarinda
5 A>dan daha az mesafe olan bir gekirdekten digerine kaydirilir. Bu yontem, proteinin
yapisint yeniden yapilandirmak i¢in kullanilabilecek {i¢ boyutlu uzayda bir atomun
digerine gore konumunu elde etmemizi saglar. Yetersiz veri seti, yaklasik mesafe bilgisi
ve ¢ozelti halindeki proteinlerin gerekliligi gibi ¢esitli faktdrler NMR ile protein yapisinin
belirlenmesini sinirlar (Wider 2005).

Kristalize edilemeyen ancak ¢6ziinebilen ve nispeten kiigiik boyutlu (2-40 kDa)
proteinler NMR kullanilarak ¢oziilebilir ve protein yapisimin gruplart ¢ozelti icinde
belirlenir ve bdylece proteinin dinamik davranisi incelenebilir. NMR’da ¢6ziilen protein
yapisinin ¢ozliniirliigi, aktif bolge etkilesimleri gibi temel bilgilerin elde edilmesinin zor
oldugu X-1s1n1 kristalografisine kiyasla nispeten disiiktiir (Singh ve Tripathi 2020).
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2.9.4. Kriyo-elektron mikroskopisi

Kriyo-elektron mikroskobu prensip olarak 1sik mikroskobuna benzer ancak
aradaki fark, radyasyon kaynagi olarak 4000-7000 A gibi daha yiiksek dalga boyuna sahip
151k yerine, 1s18a kiyasla molekiillerle daha biiyiik 6l¢iide etkilesime girmeyi saglayan
0.02 A (300 Kv) dalga boyuna sahip elektronlarin kullanilmasidir. Hiicre mimarisini ve
protein birlesimleri gibi karmasik yapilar1 bagka hi¢bir yontemle elde edilemeyecek
molekiiler ¢oziiniirliikte gorsellestirmede yaygin olarak kullanilan bir tekniktir ve birkag
mega Dalton yapisina kadar biiyiik proteinler bu ydntemle modellenebilir. Ornegin,
hesaplama ve goriintiileme tekniklerindeki son gelismelerle, AAV2 kapsid varyantinin
(3.9 Mda) daha yiiksek ¢oziiniirliigii (1.8 A ¢dziiniirliik) yakin zamanda belirlenmistir
(Tan vd. 2018).

Ik olarak, ¢dzelti halindeki makromolekiiler &rnek, iyon bombardimani yoluyla
EM 1zgarasi iizerine yayilmis karbon bazli bir film iizerine uygulanir ve bdylece proteini
tutmak igin hidrofilik bir yiizey olusturur. Orneklerin radyasyon hasarindan korunmasi
icin amorf buz olusturmak {izere siv1 nitrojen veya sivi helyum kullanilir. Dondurulmusg
1zgaralar, radyasyon hasarini azaltmak i¢in diisiik elektron dozuyla goriintiilemenin
yapildig1 kriyo-transfer tutuculara aktarilir. Daha sonra, gelismis bir dedektor kullanilarak
molekiiller farkli yonlerdeyken, 6rnek egilerek binlerce goriintii kaydedilir.

Elde edilen kriyo-EM mikrograflari, projeksiyonun Fourier doniisimii
gergeklestirildikten sonra iic boyutlu bir model elde etmek icin hesaplamali olarak
yeniden yapilandirilir. Veri rekonstriiksiyonu 4 A ¢oziiniirliigiin 6tesinde yapilmissa, de
novo model gibi gesitli aritma programlar ile daha yiiksek ¢oziiniirliiklii sonuglar elde
edilebilir (Lyumkis 2019).

Molekiiler ve atomik ayrintilar agisindan, hem tek parcacik ii¢ boyutlu elektron
mikroskobu hem de elektron kirinimi yontemleri artik makromolekiiler kristalografi ile
karsilastirilabilir boyutta ¢oziiniirliige sahip sonuglar vermektedir (yani, amino asit yan
zincirlerinin, ylizey su molekiillerinin ve kovalent olarak bagli olmayan ligandlarin
gorsellestirilmesini saglar). 2016 yilinda, ii¢ boyutlu elektron mikroskobu yapilarinin
PDB kayitlari sayica ilk kez NMR spektroskopisi ile aydinlatilmis proteinleri gegmistir.

Uc¢ boyutlu elektron mikroskobunun giicii aslinda, vitrdz buzda numune
hazirlama/koruma, gelismis elektron optikleri, elektron goriintii kontrastini artirmak icin
faz plakalari, dogrudan elektron dedektorleri, gelismis veri isleme yazilimi ve daha hizli
bilgisayarlar gibi son énemli teknolojik gelismeler sayesinde artmistir. (Sekil 2.31).
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Sekil 2.23. Beta-galaktosidazin kriyo-EM haritasi; bu harita molekiilin buz iginde
donmus 90.000°den fazla goriintiisiinden olusturulmus ve atomik bir model saglayacak
kadar ayrintili hale getirilmistir Kriyo EM haritas1 EMDataBank girisi EMD-2984’te ve
atomik koordinatlar PDB girisi SA1A’da bulunmaktadir (Zardecki vd. 2022)

2.9.5. Biitiinlestirici modelleme

Yapisal biyoloji alani, son yillarda “biitlinlestirici modelleme” olarak adlandirilan
bir yaklasim kullanarak 6zel bir basar1 elde etmistir. Bu yaklasimdaki ana fikir, her biri
sistemin belirli bir yoniinii incelemek i¢in iyi olan ¢esitli yontemlerden elde edilen
bilgileri birlestirerek diizenegin genel bir resmini olugturmaktir.

Ornegin, bir diizenekteki bilesenler arasindaki mesafeleri belirleyen
spektroskopik veya kimyasal capraz baglanma verilerini, bir kompleksin genel sekli
hakkinda bilgi veren diisiik ¢oziiniirliiklii elektron mikroskobu verileriyle birlestirmek,
biitiinlestirici modellemede etkili bir strateji haline gelmistir. X-151n1 kristalografisi, NMR
spektroskopisi ve elektron mikroskopisi gibi geleneksel yapisal biyoloji yontemlerine ek
olarak, kiigiik acili ¢ozelti sagilmasi, Forster rezonans enerji transferi, kimyasal ¢apraz
baglama, kiitle spektrometrisi, elektron paramanyetik rezonans spektroskopisi ve diger
biyofiziksel teknikler gibi deneysel yontemler biitiinlestirici modelleme c¢aligmalarinda
kullanilmistir. Biitiinlestirici modellemenin 6nemli bir yonii, ortaya c¢ikan yapisal
modellerin her zaman atomik koordinatlardan olusmamasi ve birden fazla atomu temsil
eden kaba taneli bolgeler icerebilmesidir. Bunun nedeni, farkli deney tiirlerinin farkl
¢oziliniirliik seviyelerinde bilgi saglamasidir (Zardecki vd. 2022).

2.10. in silico Yontemler Kullanarak Protein Yap1 Tahmini

Hesaplamali protein yapis1 tahmini, onlarca yildir biyoinformatikgiler i¢in 6nemli
bir zorluk teskil etmektedir. Genom dizileme teknolojilerindeki ilerlemeler nedeniyle
yeni protein dizileri olaganiistii bir hizla yayinlanmaktadir ve su anda veri tabanlarinda
200 milyondan fazla dizi bulunmaktadir. Bununla birlikte, Protein Veri Bankasi’na
(PDB) depolanan deneysel protein yapilarinin sayist ise yaklasik 154.000 civarindadir.
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Bu nedenle, bu dizi-yap1 boslugunu kapatmak i¢in etkili protein yap1 tahmin sistemlerine
ihtiya¢ vardir (Berman vd. 2000; UniProt 2023).

Protein yapis1 tahmin yontemlerindeki ilerlemeleri takip edebilmek i¢in, ilki 1994
yilinda gergeklestirilen CASP (Protein Yapit Tahmini Tekniklerinin  Kritik
Degerlendirmesi), isimli etkinlik her iki yilda bir diizenli olarak yapilmaktadir. Her
CASP yarismasi i¢in katilimcilar, verilen hedef diziler icin Ongoriilen siire iginde
modeller olusturmak zorundadir (hedef, 3D yapinin belirlenmesi gereken protein dizisini
temsil eder). Bu hedef dizilerin gergek yapilar1 6nceden bilinmemektedir. CASP ekibi,
etkinligin sonuna kadar bu hedef dizinin ger¢cek yapisini belirleyecek ve sonuglar
deneysel olarak belirlenen modellere gore degerlendirilecektir. Tahmin edilen yapilar,
CASP bilim insanlar1 tarafindan deneysel olarak belirlenen muadilleriyle
karsilagtirilacaktir. CASP7°den itibaren hedefler iki kategoriye ayrilmistir: serbest
modelleme (SM) ve sablon tabanli modelleme (STM). STM, homolog yapilar1 zaten
PDB’de depolanmis olan hedefler igindir. Onemli benzerlikleri paylasan protein dizileri
homolog olarak adlandirilir. SM kategorisi yarismadaki en zor gruptur. Rosetta ve |-
TASSER ve QUARK gibi diger par¢a tabanli yaklagimlar uzun yillar boyunca CASP
yarigsmalarina hakim olsa da, derin 6grenme teknikleri bu senaryoyu degistirmistir.
CASP13’ten bu yana, protein yap1 tahmini 6nemli 6l¢iide ilerlemistir.

Derin 6grenme tekniklerinin eslik ettigi rezidii-kalint1 mesafesi tahmini bu
olaganiistii basariya katkida bulunmaktadir. SM hedefleri i¢in Global Mesafe Testi
(GMT) skorlari CASP13’te onceki CASP yarismalarmma kiyasla onemli bir artis
gostermistir. CASP13’te ilk kez turlara katilan AlphaFold ekibi bu kayda deger gelismeyi
elde etmistir. CASP14 sonuglart agiklandiginda, AlphaFold 2 GDT puanlarini 90’a
yaklagtirarak ‘birgok CASP degerinde’ iyilestirme elde etmistir.

CASP14’iin genel tahmin dogrulugu, ozellikle en zor CASP hedefleri olan SM
hedefleri i¢in 6nemli Ol¢lide artmistir. Sonuglarin dogrulugundaki artisin baslica nedent,
derin 6grenme aglarinin istatistiksel yontemlerin yapamadigi bir sey olan kalintilar arasi
mesafeleri tahmin etme becerisidir. CASP14’¢ katilan ekiplerin yaklasik yarisi tahmin
gorevlerinin bir pargasi olarak derin 6grenmeyi kullanmistir. Bu durum, yapay zeka
tekniklerinin bu alandaki ilerlemeyi hizlandirma potansiyelini gostermektedir
(Kryshtafovych vd. 2019; Senior vd. 2019; 2020; Jisna ve Jayaraj 2021).

2.10.1. Protein yapisi1 tahmini icin geleneksel yaklasimlar

Protein yapisi tahmini, Emin Fischer (1894)’in benzersiz bir kat1 3D yapinin bir
proteinin islevini tanimladigin1 6ne siirdiigii yila dayanmaktadir. Christian Anfinsen
(1961) dogal konformasyonun tiim olas1 konformasyonlar arasinda en diisiik enerjiye
sahip oldugunu 6ne siirmiistiir. Daha sonra 1972°de, bir proteinin belirli bir ortamdaki
dogal konformasyonunun yalnizca amino asit dizisi tarafindan belirlendigini belirten
hipotez (Anfinsen’in dogmasi olarak bilinir), daha fazla biyoinformatik¢iyi yap1 tahmin
problemleri lizerinde ¢alismaya motive etmistir. Aslinda protein yapisi tahmin teknikleri,
sezgisel algoritmalar uygulayarak en uygun protein konformasyonunu ortaya ¢ikarmay1
amaglar (Anfinsen 1973).

Protein yap1 tahmini icin iki ana yaklasim vardir: Bunlar sablon tabanli ve
sablonsuz yapi1 tahminidir. Secilecek yontem, protein veri bankalarindaki sablon yapilarin
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mevcudiyetine baglidir. Sablon tabanli yontemler modeli olusturmak icin bir sablon yap1
kullanirken, sablonsuz modelleme sifirdan baslamak zorundadir. Sablon tabanli
yontemler, bilinen diger proteinlerle yapisal benzerlik bilgisini kullanir. Bu yaklagimlar
homolog proteinleri veya benzer katlanmalara sahip proteinleri arar ve bunlar1 hedef
modeli olusturmak i¢in sablon/sablonlar olarak kullanir. Homolog diziler, ortak bir
evrimsel atay1 paylasan dizilerdir. Ancak, bazi durumlarda énemli bir dizi benzerligini
paylasmayan bazi diziler de ortak bir ataya sahip olabilir (Fiser 2010; Lam vd. 2017; Wei
2019).

Sablon tabanli yontemler; homoloji modelleme, karsilastirmali modelleme ve
protein dizileme (kat tamima) tekniklerini kullanir. Homoloji modelleme ve
karsilagtirmali modelleme terimleri, her ikisi de yapi1 tahminine benzer bir yaklasim
izlediginden birbirinin yerine kullanilir. Tek fark, sorgu dizisi ve secilen sablonlar atasal
bir gecmisi paylastiginda, bunun homoloji modellemesi olarak tanimlanmasidir.
Herhangi bir evrimsel iliski olmaksizin sadece paylasilan bir dizi benzerligi oldugunda,
buna karsilastirmali modelleme denir. Potansiyel sablonlar bulunduktan sonra, ti¢ boyutlu
yapiy1 olusturmak i¢in model olusturma teknikleri uygulanir. Giivenilir bir evrimsel iligki
veya Onemli bir dizi benzerligi tespit edilmediginde, herhangi bir evrimsel iliskisi
olmayan (ancak benzer katlanmalara sahip) proteinler de yapisal benzerlik
gosterdiginden, protein dizileme teknikleri kullanilir. Ab initio yontemler genellikle
sablon tabanli yontemler icin uygun bir yapisal sablon tespit edemediginde kullanilir.
Sablon tabanli yaklasimlar, bilinen yapilara yiiksek diizeyde dizi benzerligi gosteren bu
hedef diziler i¢in yiiksek kaliteli modeller iiretebilir. Dogru modeller genellikle Sablon
tabanli yontemler kullanilarak {retilebilse de protein katlanmasinin arkasindaki
fizikokimyasal prensibi anlamamiza yardimci olmaz (Jisna ve Jayaraj 2021).

2.10.1.1. Homoloji modelleme

Homoloji modelleme, PDB’de uygun bir sablon mevcut oldugunda giivenilir
protein yapilar1 olusturmak i¢in en dogru ve basarili yaklasimdir. Homoloji modelleme
yontemleri, bilinen 3D yapilara sahip homolog protein dizilerini arar ve sablon / sablonlar
olarak hedefe 6nemli dizi benzerligi olan bir dizi / dizileri seger (Fiser 2010). Daha sonra
hedef diziyi sablonla hizalar ve yapisal modeli olusturmaya baslar. Coklu dizi hizalama
teknikleri (6rnegin CLUSTALW (Higgins vd. 1992), Clustal Omega (Sievers ve Higgins
2014) ve MUSCLE (Edgar 2004)) dizideki yapisal olarak korunmus bolgeler hakkinda
daha fazla bilgi ekler ve bu nedenle daha uzak iligkili sablonlari tespit edebilir. Tek bir
sablona glivenmek yerine, birden fazla sablondan gelen bilgiler homoloji modelleme
tekniginin dogrulugunu ve verimliligini artirir. Homoloji modellemesi, dizi 6zdesliginin
%25’1n iizerinde oldugu hedefler igin gegerlidir. Dizi 6zdesligi daha az oldugunda, bir
kalintinin yanlis hizalanmasi1 bile ortaya ¢ikan modelin kalitesini 6nemli olgiide
azaltacaktir. Farkli protein modelleme teknikleri arasinda homoloji modelleme ytiiksek
kaliteli yapilar olusturur. Neredeyse tiim homoloji modelleme yontemleri, benzer belirli
bir stireci takip ed