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OZET

Beyaz, B.Y., Fenotip Cesitliligini Aciklamada ALX4 Varyantlarinin Protein
Modellerinde Incelenmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Biyoinformatik Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2024. ALX gen ailesi,
embriyonik gelisimde dnemli rol oynayan ve mutasyonlarinda insanlarda kafatasinda
ve yiizde malformasyonlar gosteren homeodomain igerikli transkripsion faktorlerini
kodlar. Ailenin iiyelerinden ALX! ve ALX3 mutasyonlar1 proteinde islev kaybi
mutasyonlarina yol agarken, ALX4’te islev kayb1 ve kazanim1 sonucu ortaya ¢ikan
farkli fenotipler gozlenmektedir. ALX4’lin tamaminin {i¢ boyutlu yapist ve bu
davranisinin nedeni heniiz bilinmemektedir. Bu tez ¢alismasinda 6nce ALX4 proteini
modellenmeye calisilmigtir. Giivenilir modellenebilen homeodomain bdlgesindeki
degisikliklerin amino asit etkilesimlerine bakilarak fenotipe etkilerinin islev kaybi

veya kazanimi olmasi hakkinda tahmin yiiriitiilebilecegi saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: ALX4, protein modelleme, sablon tabanli modelleme, sablon

tabansiz modelleme, islev kaybi, islev kazanimi
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ABSTRACT

Beyaz, B.Y., Investigation of ALX4 Variants in Protein Models to Explain
Phenotype Diversity, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences
Bioinformatics Program Master Thesis, Ankara, 2024. The ALX gene family
encodes homeodomain-containing transcription factors that play an important role in
embryonic development and whose mutations cause craniofacial malformations in
human. While ALX] and ALX3 mutations lead to loss-of-function mutations in the
protein, ALX4 shows different phenotypes resulting in loss and gain of function. The
full three-dimensional structure of ALX4 and the reason for this behavior is not yet
known. In this thesis, we first tried to model the ALX4 protein. It was determined
that the effects of changes in the homeodomain region, which can be reliably
modeled, can be predicted to be loss or gain of function by looking at amino acid

Interactions.

Key Words: ALX4, protein modeling, template-based modeling, template-free

modeling, loss of function, gain of function
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1. GIRIS

Proteinlerin biyolojik olarak islevsel ii¢ boyutlu yapilarini bilmek proteinin
islevini daha iyi anlayabilmek, proteinlerin diger biyomolekiillerle iliskilerini
anlamak, hastaliklarla miicadelede genetik mutasyonlarin fonksiyon iizerindeki
etkilerini arastirmak, ila¢ tasarimlarina rehberlik etmek gibi farkli alanlarda
yardimcidir.  Baglangicta deneysel yontemlerle proteinlerin {i¢ boyutlu yapisi
anlagilmaya caligilmistir. Bu amagla farkli yontemler bulunmakla birlikte halen en
yaygin kullanilan yontemler X-151m1 kristalografisi ve niikleer manyetik rezonanstir.
Yapi eldesinde deneysel modeller en giivenilir veriyi sunmakla birlikte bu yontemler
¢ok pahal1 olup zaman, &zellesmis alt yap: ve insan giicii gerektiren islemlerdir. insan
genom projesi sonrast DNA ve protein dizi bilgilerinin hizla ¢ogalmasi, bu bilgilerin
veri tabanlarina eklenerek erisime acilmasi, yapay zeka modellerinin giderek
gelismesi sonucunda dizi bilgilerinden hesaplamali ydntemlerle yapi1 tahmin
metodlarinin  gelismesine dogru ydntemler evrilmistir. Bu kapsamda ¢ok sayida
yazilim iretilmis, daha iyi tahmin araglarinin tespit edilmesine yonelik skorlama

sistemleri gelistirilmistir.

Genetik hastaliklar alaninda da protein yapisal tahmin araclart DNA
varyantlarinin ~ fonksiyona etkilerinin tahmin edilmeesinde etkin olarak
kullanilmaktadir. Tez danigmani tarafindan ilk kez 2009 yilinda insanlarda yiiz
gelisim anomalileri ile iligkilendirilmis olan ALX4 geni varyantlarmin bu tez
caligmasinda ii¢ boyutlu protein yapisinda nasil degisikliklere yol agtiginin
arastirilmas1 ve bunun fenotip cesitliligine olast katkisinin hesaplamali protein

modelleme yontemleri ile test edilmesi planlanmistir.

Aristaless - Like Homeobox (ALX) gen ailesi omurgalilarda ALX1, ALX3 ve
ALX4 olarak isimlendirilen {i¢ liyeye sahip paired tipi homeodomain igeren bir
transkripsiyon faktoriidiir. Her ii¢ gendeki mutasyonlar orta yiiz gelisimini
etkilemekte ve farkli siddette frontonazal displazi fenotiplerine yol agmaktadir. ALX]

ve ALX3 gen mutasyonlar1 biallelik fonksiyon kayiplar ile seyirli otozomal resesif



yliz malformasyonlarina yol acarken ALX4 geninde monoallelik (heterozigot) ve
biallelik patojenik varyantlar hastaliga sebep olmaktadir. Bu niteligi ile ALX4
semidominant (biallelik formlarmmin daha agir fenotip gosterdigi) kaliim kalibi
ozelliklerine uyar sekilde malformasyonlara neden olmaktadir. ALX4 geni fonksiyon
kaybettiren ve fonksiyon kazandiran mutasyonlari ile ortaya ¢ikan fenotip ¢esitliligi
de dikkat cekicidir. ALX4 geni fonksiyon kaybettiren heterozigot mutasyonlar1 kafa
kemiklerinden parietal kemik i¢inde kemiklesme kusuru ile giden “parietal foramina”
hastaligina yol agarken, genin fonksiyon kazandiran heterozigot mutasyonlar ise
kafa kemikleri arasindaki bag dokunun bebeklik doneminde erken kemiklesmesi
sonucu ortaya c¢ikan ve farkli bir hastalik olan kraniyosinostoz fenotipi ile
iligkilendirilmistir. =~ 4LX4 geni biallelik (homozigot ve bilesik heterozigot)
mutasyonlar1 ise yliz orta hatti ve burunda malformasyon ve kafa kemiklerinde

kemiklesme kusurlar1 ile giden daha agir bir hastaliga neden olmaktadir.

ALX4 geni 11. kromozomun kisa kolu 11 bandinda yerlesik 4 ekzonlu bir gen
olup 411 amino asit uzunlugunda ALX4 proteinini kodlamaktadir. ALX4 proteinin
yapist protenin 214-273 amino asitleri arasinda kalan ve ii¢ alfa heliksin bir
hidrofobik merkez ¢evresinde organize oldugu DNA baglanma bdolgesi
(homeodomain) disinda bilinmemektedir. Oysa ki ALX4 geninin kafatasi ve yiiz
malformasyonlari ile iligkilendirilmesinin ardindan bu genin farkli bolgelerinde ¢ok
sayida varyant tanimlanmig, bunlarin bir kisminin fonksiyon kazandiric1 ozellikleri
deneysel olarak da gdosterilmistir. Bu nedenle tez kapsaminda ilk olarak yabanil tip
ALX4 proteini i¢in basarili bir model olusturulmasi hedeflenmistr. Sonrasinda da
fonksiyon kazandiran, fonksiyon kaybettiren ve ndtral varyantlari igeren gruplarin

ortak ve ayristiran 6zelliklerinin belirlenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Protein ve Yapisi

2.1.1. Protein

Proteinler amino asit adi verilen yapitaslarinin bir kovalent bag olan peptit
bag1 ile baglanmasi sonucu olusan makromolekiillerdir (1). Genelde uzunluklar1 50
ile 2000 amino asidin birlesimi kadardir. Bundan daha kisa ve uzun proteinler de
bulunmaktadir, ama daha nadirdir. Hiicre bir¢cok faaliyetini proteinler iizerinden
yuriitiir. Bagka hiicrelerle etkilesimini ve ¢evre ile iletisimini de proteinler lizerinden
gerceklestirir. Dolayisiyla proteinler organizmanin yasama siireci ve halinde etken rol
oynar. Proteinler bu hayati fonksiyonlar1 ii¢ boyutlu yapilarina gore farkli
fonksiyonlar kazanip, bu fonksiyonlarmm ilisigi gorevleri yerine getirerek

gergeklestirirler (2).

Protein DNA’dan baslayip RNA’ya devam eden bir bilgi akisi (santral dogma)
ile hiicre icerisinde elde edilir. Santral dogma, hiicrede bilgi akisinin en temel
aciklamasidir. RNA (riboniikleik asit) polimeraz DNA (deoksiriboniikleik asit)’nin
gen bolgesinin promotor kismina baglanarak kopmasi gereken bolgeye kadar ilerler.
fleride anlatilacak tRNA biyomolekiiliiniin kimyasal yapisindan dolay1 her iig
niikleotit birlikteligine kodon denir ve kodon bir amino asite karsilik gelir. RNA
polimeraz proteini dur (sfop) kodonuna varinca kopar. Promotor bolgeden hemen
sonra baglayan baslama (start) kodonu ile ise gen boyunca ilerlemesi gerektigini bilir
ve ilerlemeye baglar. Bu sirada ortamdaki serbest niikleotitleri karsisina tamamlayici
sekilde baglayarak tamamlayict zincir yani pre-mRNA [haberci (messenger)
riboniikleik asit Oncesi] tiretir. Diger bir deyisle transkripsiyon gergeklesir. mRNA’da
genin birebir yapist yani hem kodlanan (exon), hem de kodlanmayan (intron)
bolgeler bulunur. Bunlarla birlikte bas (5°) ve son (3’) uglarinda kodlanmayan,
mRNA [haberci (messenger) riboniikleik asit]’nin ortamda kirilmadan daha uzun

siire bulunmasin1 saglayan proteine donlismeyen bolgeleri [UTR (untranslated



region)] bulunmaktadir. UTR disindaki kodlanmayan bdlgeye baglanan proteinler bu
bolgeyi mrRNA’dan uzaklastirir ve kodlanan bolgeler sirasiyla birbirine baglanir. Bu
olaya uc¢ birlestirme (splicing) denir. Ucg birlestirme ile olgun mRNA olusur.
Cekirdekte olusan bu mRNA’lar ¢ekirdek disina ¢ikip disarida bulunan ribozoma
baglanir. Buna ek olarak {i¢ niikleotit ve buna karsilik gelen 1 amino asit (kodon)
bulunduran tRNA [tasiyict (¢ransfer) riboniikleik asit]’lar da tamamlayic1 olacak
sekilde ribozoma baglanir ve her baglandiginda bir 6nceki baglananin amino asitine
bir amino asit daha ekler. Bdylece protein lineer zinciri olusarak translasyon islemi

gergeklesir (2,3).

Bu asamadan sonra protein, katlanma gecirerek biyolojik olarak kullanilabilir
hale gelir. Boylece islevsel ili¢ boyutlu yapilarimi katlanma ile veya katlanmadan
sonra baska bir protein ya da molekiil (/igant) ile bag yaparak (dock) elde ederler.
Her yaptiklar1 bag sonucu ii¢ boyutlu sekilleri (konformasyon) degisir. Kazanilan her
farkli konformasyon ile farkli gérev yapabilir (fonksiyon) hale gelirler. Proteinler,
katlanmadan sonraki konformasyon ve fonksiyonlari1 devaml siirdiirmek zorunda
degillerdir. Cevresel kosullara gore, bag yaparak yeni konformasyona kavusabilir, bu
bag1 kirarak da eski konformasyonuna donebilir veya yeni bir bag yaparak bagka
konformasyona sahip olabilirler. Boylece yeni fonksiyon kazanabilir, kismi zamanl
fonksiyon edinebilir ya da eski fonksiyonlarina geri donebilirler (4). Fosforilasyon ve

defosforilasyon bu duruma 6rnek olarak verilebilir.

Protein {i¢ boyutlu yapisinin bu denli kolayca degisebilmesinin sebebi,
protein katlanmasinin tamamen atomlarin birbirine uyguladigi kuvvetler ve bu
kuvvetler sonucunda her atomun konumunun sistem yani protein en diisiik enerjiye
sahip olacak sekilde sabitlenmesidir. Diger bir deyisle sistem dengededir, protein bir
sekle sahiptir. Her yeni bagda baglanan taraflarin atomlar1 birbirine kuvvet
uygulayarak konumlarim1 degistirir ve dengedeki sistemler bozulur, dolayisiyla
proteinin ve baglanan protein veya ligantin sekli degisir. Birlikte sistemi dengede

tutacak sekilde yeni bir sekle sahip olurlar.



2.1.2. Protein Yapisi

Latincede -mer son eki yapi1 tagi anlamina gelmekte olup, mono- bas eki tek,
poli- bas eki birgok anlamina gelmektedir. Proteinler, amino asit monomerlerinin
biraraya gelerek olusturdugu polimer bir yapidir. Amino asit molekiillerinin her biri,
diger bir amino asit ile bir kovalent bag tiirii olan peptit bag: yapar ve uzun amino
asit zinciri olusur. Bu nedenle proteinlere ayni zamanda polipeptit, amino asit
zincirine de polipeptit zinciri de denmektedir. Proteinin bu uzun polipeptit zincir
yapisi (aynt zamanda tRNA ile ribozomda olusan uzun zincir yap1) birincil (primer)
yap1 olarak bilinir. Amino asitlerin polipeptit zinciri olustururken ortaya ¢ikardig

sira, o proteinin amino asit dizisini olusturur.

Amino asitler 20 farkl ¢esittir. C (karbon), H (hidrojen), O (oksijen) ve N
(azot) atomlarimin farkli sekillerde biraraya gelmesiyle olusur. Her amino asit NH,
(amin) molekiiliinii igeren amino grubu (amino), COOH (karboksilik asit)
molekiiliinii igeren karboksil grubu (asit) ve ortada bu iki grubun baglandig: karbon
atomu bulundurur. Bu karbon atomu ayni zamanda hidrojen atomuna ve amino asite
karakterini veren radikal gruba (yan zincir) baglhdir. Yan zincir disindaki yap1 tim
amino asitlerde tamamen aynidir. Bu degismeyen kisma amino asidin belkemigi

denir. Tek degisken kisim yan zincirdir.

Protein, amino asitlerin yan zinciri disarida ¢ikinti olarak kalacak sekilde
sadece belkemigi kisminin birbiri ile bag yapmasiyla olusur. Protein birincil
yapisinda amino asitler yeni gelen amino asidin belkemiginde bulunan amino
grubunun 6nceki amino asidin belkemiginde bulunan karboksil grubuna peptit
bagiyla baglanmas: ile art arda dizilir. Bu peptit bagi amino grubu NH,
molekiiliinden bir H atomu ile karboksil grup COOH molekiiliinden OH (hidroksil)
molekiiliiniin birlesip koparak H,O (su) molekiilii ortaya ¢ikarmasiyla olugur. Amino
asitlerin belkemiginin birlesimi protein belkemigini (backbone) olusturur. Belkemigi

disinda disartya dogru ¢ikint1 yapan yan zincirler de proteinin yan zincirleridir. Tiim



proteinlerin belkemigi birbirinin aynisidir. Proteinleri birbirinden farkli yapan yan

zincirlerin siralanisi ve amino asit sayisidir.

Protein birincil yapisinin bir basi bir de sonu vardir. Basi, ilk amino asidin
amino grubu, sonu ise son amino asidin karboksil grubudur. Bu baslangi¢ amino
grubuna N terminal (amino terminali), bitig karboksil grubuna C terminal (karboksil
terminali) denir. Protein N terminalden C terminale dogru okunur ve birincil yap1

olusurken her yeni gelen amino asit zincire bu yonde katilir (1, 2, 4).

Organik kimyada bir molekiil zincirinde birden ¢ok C atomu bulundugunda
hangi C atomuna ne baglandigin1 kolayca ifade edebilmek i¢in kimya terminolojisi
tizerine ¢alisan kurum IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry —
Uluslararast1 Temel (Teorik) ve Uygulamali Kimya Birligi) tarafindan her C
atomunun numaralandirilmas1 onerilmistir. Boylelikle, Yunanca numaralandirmada
fonksiyonel gruba baglanan ilk C atomuna Yunancada bir anlamina gelen alfa (o),
ikinciye iki anlamina gelen beta (P), ligiinciiye ii¢ anlamina gelen gama (y) C atomu
denmistir. Organik kimyada foksiyonel grup, molekiilde diger atomlardan farkli
davranan ve belirli baglar yapan 0zel atom grubunu ifade eder. Amino asit
belkemiginde amino ve karboksil foksiyonel gruplari bulundugundan ortadaki C
atomu C, atomu olarak adlandirilir. Protein belkemiginde ise N terminalden sonra
gelen C atomu C, atomu olup, ikinci gelen C atomu bazen C bazen Cg atomu olarak

adlandirilir (5).

Protein belkemiginde her amino asidin 3 bagi bulunur. Bu baglardan Cs — N
peptit bag1 donme hareketi yapamazken N — C, bagi ve C, — Cp bagt donme hareketi
yapar. N ve C, atomlar1 arasindaki bagin doniis acisina fi (®), C, ve Cy atomlari
arasindaki bagin doniis acisina psi (V) denir. Bu iki a¢inin farkli kombinasyonlari ile
protein iic boyutlu yapist sekil alir. Ancak 06zellikle yan zincirin birbirine
uygulayacagi kuvvet nedeniyle her degeri alamazlar. Bu acilara donme (torsion)

ag¢tlart denir. Donme hareketi yapmayan bag merkez alinarak donmeyen kisimlar bir



diizlem igerisinde gosterilir. Bu diizlemle donerek proteine sekil aldiran kisimlar ile

aldirmayan kisimlar birbirinden ayrildigindan hareket daha kolay anlasilir (6).

Molekiil i¢i baglarin yaninda molekiiller arasi etkilesimlerden dogan baglar
da bulunmakta ve yapi olusturmaktadir. Molekiiller aras1 baglara van der Waals
baglar: denir. Fizik¢i Johannes Diderik van der Waals (1837 — 1923)’in molekiiller
arasinda etkilesim oldugunu bulmasi sonucu bu baglara onun adi atfedilmistir.
Molekiil igi baglara kiyasla ¢ok zayif baglardir, cok daha kolay kirilabilir. Iyon —
iyon etkilesimi, dipol — dipol etkilesimi ve London dagilim kuvvetleri sonucu olusan
bag ile hidrojen bagi olmak iizere 4 ¢esit van der Waals bag1 vardir. Atomlar elektron
cekme isteklerine (elektronegativite) gore polar (kutuplu) ya da apolar (kutupsuz)

kovalent bag yapar.

Kovalent bagda bag yapan iki atom arasi elektronlar ortaklasa kullanilir,
ancak elektronegativitelerine gore ortak kullanilan elektronlar bir atoma biraz yakin
diger atomdan biraz uzakta bulunabilir. Bu durum da bir atomun toplam yiikiiniin
negatif digerinin pozitif olmasina ve dolayisityla molekiiliin polar olmasina sebep
olur. Eger iki atomun elektronegativitesi ayn1 ya da birbirine ¢ok yakinsa ortak
paylasilacak elektronlar iki atoma da digerinden daha fazla yaklasmayip ortada
bulunacaktir. Bu durumda iki atomun da yiikii nétr olacagindan molekiil apolar olur.
Elektronlar elektronegativiteye gore paylasildiktan sonra molekiiliin toplami pozitif
yuklii ise pozitif polar, negatif yiiklli ise negatif polar, esit yiikte ise nétr polar olur.
Polar molekiillerin iki ucunda zit yiikler bulundugundan bu molekiiller iki kutupludur
ve bunlara iki kutuplu anlamli dipol denir. Molekiillerin bu farkli elektriksel
karakterine gore birbirleri arasinda uzakliklarina bagli elektrostatik kuvvetler olusur.
Cekme kuvveti sonucunda ise zayif bir bag olusur. Zit yiikli molekiiller arasinda
cekme kuvvetiyle olusan etkilesime iyon — iyon, iki dipol molekiil arasinda ¢ekme
kuvvetiyle olusan etkilesime dipol — dipol etkilesimi denir. Ozellikle bir molekiiliin H
atomu ile bagka bir molekiiliin ondan daha elektronegatif atomu arasindaki dipol —

dipol etkilesimi sonucu olusan baga H bag: denir. Bir molekiil atomu gecici yiik



kazandig1 zaman baska molekiille olan ¢ekim kuvvetine de London dagilim kuvveti

denir ve atom eski haline dondiigiinde bag kopar (7).

Bu molekiiller aras1 baglardan 6zellikle H bagi ile protein birincil zincirinde
baz1 yerel bolgelerde biikiilmeler meydana gelir. Bu biikiilmeler sonucu olusan
sekillere ve bu biikiilmelerle proteinin aldig1 sekle proteinin ikincil (sekonder) yapist
denir. Ikincil yapidaki yerel biikiilmeler cogunlukla alfa sarmal (alpha helix) ve beta
vaprak (beta sheet) olarak adlandirilan iki farkli yapidadir. Sarmal ve yaprak
seklinde tanimlamalar 1900’lerin ortalarinda ipek ve sag ile yapilan ¢aligmalardan
gelmektedir. Bu calismalarda, 1900’lerin ortalarinda ipek ve sag¢ ile yapilan
calismalarda proteinlerde ilk olarak keratin proteini ile sarmal yapi, bir yil i¢inde ise
ikinci olarak fibroin proteini ile yaprak seklinde yapilar oldugu kesfedilmistir. Bu
yapilar protein belkemiginin C = O bagindaki O atomu ile N — H bagindaki H
atomunun birbiri i1le H bag1 yapmasi sonucu olusur. H bagi birbirine birka¢ amino
asit uzakta iki amino asit arasinda olusuyorsa sarmal yapi, biikiilmiis zincirde
karsilikli amino asitler arasinda olusuyorsa yaprak yap1 meydana gelir. Bu yapilarin
olusmasinda yan zincirlerin bir rolii yoktur. Bu nedenle proteinlerde alfa sarmal ve
beta yaprak yapilara sik¢a rastlanir. Ikincil yapisi bulunmayan azinlikta kiiciik
proteinler de bulunmaktadir. Bunlara kendinden diizensiz proteinler (intrinsically

disordered proteins) denilmektedir (8).

Yan zincirlerin Tablo 2.1°de gosterilen 6zelliklerine gdre birbirine molekiiller
aras1 kuvvet uygulamasiyla proteinin ikincil yapr disindaki kisimlarinda ¢esitli
biikiilmeler, doniisler (turns), dongii (loops) ve bobin (coils) yapilar olusur. Bu
yapilarin gorseli ikincil yapilar kadar anlamli degildir. Doniislii yapilar genelde iki
ikincil yap1 arasinda bulunur. Protein bu asamada iigiinciil (tertiary) yapisina
ulasmistir ve daha fazla sekil degistirmeye ihtiyact yoktur. Biyolojik islevini tek
basina yerine getirecek proteinlerin son hali tiglinciil yapilaridir. Ancak bir ya da
birden fazla ayni ya da farkli proteinin biraraya gelmesi ile biyolojik iglevini yerine
getirebilecek proteinler {iciinciil yapidaki bu protein ya da proteinlerle biraraya

gelerek dordiinciil (quaternaty) yapiy1 olusturur. Ugiinciil yapidaki her bir protein



monomer olarak adlandirilirken bir¢cok proteinin biraraya gelmesiyle olusmus

dordiinciil yapidaki proteine polimer ya da multimer denilmektedir (8).

Tablo 2.1.  Protenlerde yer alan amino asitler ve kimyasal 6zellikleri.

Amino Asit Kodonlar 3 Harfli Kisaltmas1  Tek Harfli Kisaltmas1  Kimyasal Yap1  Yan Zincir Karakteri

H,N—C—C—OH

Asparajin

Glutamin

Treyonin

Tirozin

AAC,AAU

CAG, CAA

UCU, UCC, UCA, UCG,AGU,AGC

ACU, ACC,ACA,ACG

UAU, UAC

Asn

Gln

Ser

Thr

Tyr

Notr polar

Notr polar

Notr polar

Notr polar

Notr polar
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Tablo 2.1 (devam). Protenlerde yer alan amino asitler ve kimyasal 6zellikleri.

Amino Asit Kodonlar 3 Harfli Kisaltmas1  Tek Harfli Kisaltmasi Kimyasal Yapi Yan Zincir Karakteri
I
Alanin GCU, GCC, GCA, GCG Ala A HZNiCI*CiOH Apolar
CH;
iT
Glisin GGU, GGC, GGA, GGG Gly G HzN*(f*C*OH Apolar
H
T
H,N—C—C—OH
Valin GUU, GUC, GUA, GUG Val v _— J Apolar
CH
T
H,N—C—C—OH
Losin UUA, UUG, CUU, CUC, CUA, CUG Leu L J I Apolar
HyC—C—H
CH
[
H,N—C—C—OH
izolésin AUA, AUC, AUU Ile I | 5 [ Apolar
CH—CE
CH,;
CH
i
Prolin CCU, CCC, CCA, CCG Pro P L vX*C*OH Apolar
N
|
H
i
HQN—Cl—C—OH
Fenilalanin uuu, uuc Phe F CH Apolar
H,N c‘ c OH
CH
Metiyonin AUG Met M CH Apolar
.
CH
T
H,N—C—C—OH
Triptofan UGG Trp W xl H Apolar
&
N N
H
i
H,N—C—C—OH
Sistein UGU, UGC Cys C | Apolar
"
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Monomer proteinler biraraya gelerek dordiinciil yapr olustururken bazen
multimer yapida bir simetri meydana gelir. Protein simetrisi, proteinin bir eksen
etrafinda dondiiriildiiglinde yine ayni gdziikmesini anlatan bir terimdir. Simetrinin
mertebesi ise proteinin hangi ag1 ile dondiirtildiiglinde ayn1 goziikecegini anlatan bir

olglidiir. Simetri mertebesi n ise proteinin dondiiriildiigiinde ayn1 goziikecegi en
. 360, . . . :
kiictik ac1 derecesi T’dll‘. Protein bir eksen etrafinda n derecesi kadar

dondiiriildiigiinde ayn1 goziikiiyorsa bu simetriye dongiisel (cyclic), iki birbirine dik
eksen etrafinda dondiiriildiigiinde ayni1 goziikiiyosa bu simetriye dihedral, birbirine
dik olmayan ii¢ eksen etrafinda dondiiriildiigiinde ayni goziikiiyorsa bu simetriye

kiibik (cubic) simetri denir (9).

Protein yapisinda simdiye kadar anlatilanlardan bagimsiz olarak bir de
domain yapis1 bulunur. Domain, proteinin islevsel kismidir. Ornegin protein bir
molekiilii fosforilleyecekse molekiile baglanir ve fosforilleme islevinden sorumlu
domainden fosforiller. Proteinlerin DNA’ya baglanma boélgelerini olusturan alanlar
da baglanma bolgesi doimaini (BBD) olarak adlandirilir. Domain genelde 40 — 350
amino asit arasinda bir uzunluga sahiptir. Bir proteinde birden fazla da bulunabilir.
Proteinde birden ¢ok domain bulundugunda bu domainleri birbirine baglayan kisa ve
sekli olmayan polipeptit zinciri dizisine ise kendinden diizensiz diziler (intrinsically
disordered sequences) denir. Domaini olmayan proteinler de bulunmaktadir. Bunlar

genelde iki biyomolekiiliin birarada durmasini saglayan baglayici ara proteinlerdir

(8).

Protein son seklini aldiginda goriiniisii genel olarak globular ve fibroz olmak
iizere ikiye ayrilir. Kiiresel yapidaki proteinler tam yuvarlak olmasa da yuvarlak
yapiya benzeyen yapilardir. Fibroz yapidaki proteinler daha ¢ok uzun ince silindirik

yapidadir. Protein bu sekline gore fonksiyonlarini gergeklestirir.

Protein fonksiyonuna gore birka¢ temel ceside ayrilir. Yapisal proteinler

hiicrenin yapisina katilir. Iskele (scaffold) proteinleri bir fonksiyonu yerine getirmek



12

icin birden fazla proteini biraraya toplar. Enzimler kimyasal reaksiyonun
hizlandirilmasinda gérev alir. Zar ulasim (membrane transport) proteinleri zardan
iyon ve molekiillerin gegisini saglar. Diizenleyici proteinler hiicre aktivitesini kontrol
eder. Sinyal proteinleri de diizenleyici proteinlerdir ve hiicredeki sinyal alig verigini
kontrol eder. Motor proteinler hiicredeki diger proteinleri hareket ettirmekten

sorumludur. Transkripsiyon faktorleri, ilgili genin ifadesini kontrol eder (4).

2.1.3. Protein Katlanmasi

Proteinin lineer birincil yapisinda kalmay1p li¢iinciil yapisina ge¢gme siirecine
protein katlanmasi denir. Tiim sistemler varolmak icin efor sarfetmeyecegi durgun
bir halde bulunmak ister. Bunun i¢in ayrica enerji harcamak istemez. Bu nedenle
bilesenlerinin birbirine uyguladigr kuvvetler toplaminin yani net kuvvetin sifir
olacagi sekilde bir konformasyona biiriiniir. Yan zincirler bu 6zelliklerine gore itme-
cekme karakteri kazanarak hem birbirlerine elektriksel kuvvet uygular hem de
protein su ortaminda bulundugundan apolar bagl yan zincirler sudan uzaklasmak
isterken polar bagl zincirler yaklagsmak ister. Su polar bagl bir molekiildiir ve polar
bagli molekiillerle elektriksel etkilesime girebilirken apolar bagli molekiillerle bir
etkilesime giremez. Katlanmadaki bu etkiye hidrofobik etki denir. Polipeptit zincirleri
cok esnek oldugundan uygulanan bu kuvvetler proteinin birincil yapida kalmasini
zorlagtirir ve sonucunda protein biikiiliip protein katlanmasi denilen olay gerceklesir.
Protein katlanmasinda saperon adli proteinler proteine katlanirken eslik etme, vakti
gelmeden katlanmayi engelleme, yanlhs katlanmis proteinleri onarma ve
onarilmiyorsa pargalama gibi proteine katlanirken kismi olarak yardime1 olsa da asil

katlanmay1 gergeklestiren sey cogunlukla yan zincir karakteridir (2).

Proteinde amino asit yan zincirlerinin ve diger kalan atomlarin birbirine
kuvvet uygulamayacak duruma gelmesiyle proteindeki net kuvvet sifir olur.
Asagidaki denklemde de gorildiigii gibi, net kuvvetin sifir olmasi, enerjinin
minimum degere sahip oldugunu gosterir. Bu minimim enerjiye Gibbs serbest

enerjisi denir ve Formiil 2.1 ile hesaplanir (10).
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F,=-VUy Formiil 2.1
oU ouU

(Bu denklemdeki gradyen operatorii VU= ox " ox seklinde hesaplanir.)
1 n

2.1.4. Genetik Varyantlar ve Proteinde Fonksiyon Kaybettiren ve
Kazandiran Degisiklikler

Insanda anne ve babadan kalitilan 22 adet es kromozom ile biri anneden ve
digeri babadan gelen birer adet cinsyet kromzomu (X ve Y) olmak {izere toplamda 46
kromozom bulunmaktadir (diploid yap1). Bu kromozomlar1 olusturan DNA’da bir
degisiklik olusursa bu durum genetik varyasyon olarak adlandirilir. DNA
varyasyonlari tiim genomda olusabilse de protein fonksiyonlarinda degisiklik yapan
genetik varyasyonlar genler ya da o genin fonksiyonunu diizenleyen bolgelerde yer
alan varyantlardir. Genetik varyasyonda iki kromozomdaki karsilikli genlerden
sadece biri degismisse buna heterozigot varyant, ikisi de degismisse buna homozigot
varyant adi verilir. Genetik varyantin ifadesi sonucunda ortaya ¢ikan protein de
varyant proteindir. Varyant proteinler canlilarda goz rengi, yiiz sekli gibi cesitlilige
sebep olabildikleri gibi genetik hastaliklarin ortaya ¢ikmasina da neden olabilirler.
Istenmeyen ve hastaliga sebep olan varyantlara 6zel olarak mutant, degisme siirecine

de mutasyon denir.

Genetik varyantlar hiicre tipine, biiyiikliikleri ve protein etkilerine gore
gruplandirilabilir. Hiicre tipine gore germ-hatti (germline) varyantlar1 ve somatik
varyanlar olarak ikiye ayrilir. Germ-hatti, iireme hiicrelerinin (yumurta ve sperm)
olusumu boyunca izledigi yoldur. Germ-hatti varyantlari yumurta ve sperm
hiicrelerinde meydana gelen varyantlardir. Ureme hiicrelerinde meydana geldiginden
genetik olarak yavruya aktarilir ve etkileri yavrunun yasami boyunca stirer. Somatik
varyantlar ise viicut hiicrelerinde meydana gelen varyantlardir. Bireyde ortaya ¢ikip
bireyi etkiler ve gelecek nesillere aktarilmaz. Genelde cevresel etkilerden kaynakli

olup kisinin hayatinin bir aninda ortaya ¢ikabilir.
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Biiyiikliiklerine gore genetik varyantlari siniflayabilmek i¢in énce DNA’nin

yapisindan bahsetmek gerekir. DNA iki zincirli sarmal bir yapidir. Bu zincirler

adenin, timin, guanin ve sitozin bazlarinin biraraya gelmesiyle olusur. Bu bazlarin

riboz sekeri ve fosfat gruplari ile olusturdugu yapiya niikleotit denir. Sarmal yapi, iki

zincirdeki karsilikli bazlarin birbirine Hidrojen bagi ile baglanmasiyla olusur. DNA

sarmalindaki hidrojen bagi ile karsilikli bagli yapt DNA dizisinin en kiigiik brimi

olusturur ve baz ¢ifti olarak adlandirilir. Insanlarda genom varyantlar: tek bir baz

ciftinin degisime ugradig1 varyantlardan kromozom degisikliklerine kadar baglica 3

grup altinda incelenebilir (11).

1)

2)

3)

Kromozom degisiklikleri: 3-10 milyon baz c¢iftinden biiyiik degisikliklerdir.
46 kromozom sayisinda artis ve azalmalar ile karsimiza cikabildigi gibi
yapisal yeniden diizenlenmeler ile de olusabilirler. Cok sayida gen icerdikleri
icin sendrom adi1 verilen ve pek¢ok organi ilgilendiren hastaliklarla karsimiza
cikarlar.

Yapisal varyantlar: 1000 baz ¢ifti ile 10 milyon baz cifti arasinda degisen
varyantlardir. Diploid yapiyr degistirmelerine gore; a) Kopya sayisini
degistiren silinmeler ve ikiye katlanmalar (duplikasyon) kopya sayisi
degisiklikleri (Copy number variation, CNV) olarak adlandirilirlar; b) Kopya
sayisin1  degistirmeyen ters c¢evrilme (inversiyon) ve translokasyon
anomalileridir. Ters ¢evrilmede kromozomda niikleotit dizisinin durus yonii
degisir, translokasyonda ise bir kromzomun kopan bir parcasi bagka bir
kromozoma yapisir, boylelikle niikleotit dizisi bir kromozomdan bagka bir
kromozoma aktarilmis olur.

Kisa varyantlar: 1000 baz ¢iftinden daha kisa varyantlar kisa varyant olarak
kabul edilmektedir. Bunlar tek nukleotit degisiklikleri (SNV — Single
Nucleotide Variant) olabildigi gibi 1000 baz ciftinden kiiciik ekleme
(insersiyon), silinmeler (delesyon) bulunabilir. Eklenme ve silinmeler

beraberce indel kisaltmasi ile de tanimlanabilir.
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Genetik varyantlar yarattiklari etkiye gore Latincede iyi huylu anlamina gelen
benign, muhtemelen benign (likely benign), bilinmeyen etkili (unknown
significance), muhtemelen hastalik yapic1 (likely pathogenic) ve hastalik yapici
(pathogenic) olmak tlizere 5 smifa ayrilir. Hastalik yapici anlamma gelen patojen
kelimesi Yunanca hastalik anlamina gelen “pathos” kelimesi ile Fransizca iiretimek
anlamma gelen “-génique” ekinin birlesiminden gelmektedir. Varyant etkisi

sOylenmek istendiginde bu 5 sinifa gore ifade edilir.

Protein etkilerinde ise tek niikleotit degisiminde sessiz (silent veya
synonymous), yanlis anlaml (missense veya nonsynonymous) ve dur kazanimi (stop
gain veya nonsense), birden fazla niikleotit degisiminde indel (insertion — deletion),
cergeve kaymasi (frameshift) ve ug birlestirme meydana gelir. Sessiz varyantlarda,
bir kodon birden fazla amino asite karsilik gelebileceginden, protein amino asit
sekansinda bir degisiklik olmaz. Yanlis anlamli varyantlarda tek niikleotit degisimi
amino asit dizisinde bir amino asit degisikligine karsilik gelir. Bunun patojenik etkisi
olabilir ya da olmayabilir. Dur kazaniminda varyasyonla amino asit dur kodonuna
degisir ve amino asit dizisi orada kesilir. Bu proteinler genelde is yapabilir halde
olmaz. Indel varyantlarda niikleotit dizisinde birden fazla niikleotitte silinme ya da
birden fazla niikleotidin eklenmesi s6z konusudur. Cer¢eve kaymasinda birden fazla
niikleotitte eklenme ya da silinme gibi bir degisiklik meydana gelmesinin ardindan
amino asidi kodlayan {iglii niikleotit yapist kayar ve farkli ii¢lii gruplar haline gelip
karsilik geldigi amino asidi degistirir. Ug birlestirmede ise birlesen kisimlarda yanlis
birlesme sonucu proteine doniisen bolgede azalma veya proteine doniismeyen
bolgeden kalmtilar meydana gelir. Bunun sonucunda mRNA’dan olmas1 gerekenden

farkl1 bir protein olusur.

Genetik varyantlarin proteinlerin dizisi iizerindeki etkileri proteinlerin
islevlerini de farkli sekillerde etkileyebilir. Genlerin kodladig1 proteinlerin islevini
azaltan ya da yok eden mutasyonlar fonksiyon kaybedici mutasyonlar (loss-of
function mutations) olarak tanimlanmaktadir. Fonksiyon kaybettiren mutasyonlarda

gen islevsel bir protein kodlayamaz hale gelmis olabilir. Bu sekilde, gen {iriinii islev
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ve fonksiyonunu tamamen kaybetmisse buna “null” alel veya “amorf” alel denir.
Orijinal fonksiyonlarin bir boliimii muhafaza ediliyorsa bu da “hipomorf” alel olarak
adlandirilir.  Hipomorfik mutasyonlar gen iirlinlinii azaltan ancak tamamen yok
etmeyen mutasyonlardir. Fonksiyon kaybettiren mutasyonlar her iki alelde

mutasyonla ortaya ¢ikan ¢eknik kalitim gdsteren hastaliklarda daha ¢ok goriiliirler.

Herhangi bir genin transkripsiyonunu artiran, susmasi gereken bir genin
islevini devam ettirmesine neden olan ya da gen {irlinline orijinal islevinden farkli
yeni ve anormal islevler kazandiran mutasyonlar ise islev kazandiran mutasyonlar
(gain-of-function  mutations) olarak adlandirilirlar.  Fonksiyon kazandiran
mutasyonlar genellikle baskin (dominant) ya da eksik dominans (semidominant)
kalitim gosteren hastaliklarda ortaya ¢ikmaktadir. Gen {irlinii iizerinde herhangi bir

etkiye sahip olmayan varyasyonlar ise notral mutasyonlar olarak adlandirilirlar.

2.1.5. Proteinler Arasi Yapi

Proteinlerin omurgasi (backbone) benzer proteinler arasinda yan zincirlere
gore daha fazla korunma egilimindedir. Bir protein kendi ile dzi agisindan homoloji
gosteren proteinlerle 3 boyutlu yapisi agisindan da benzerdir. Ancak dizi ile yap1
arasindaki iliski her zaman keskin sinirlarla tarif edilmemektedir. Dizileri benzer
oldugu halde 3 boyutlu yapis1 farkli olan proteinler oldugu gibi, farkli dizilere sahip

oldugu halde 3 boyutlu yapilar1 agisindan benzer olan proteinler de mevcuttur.

2.2. ALX4 Geni ve Proteini

2.2.1. Homeobox Genleri ve Proteinleri

Homobox gen ailesi, homeodomain isimli DNA baglanmasin1 saglayan
protein motifini igceren genleri icermektedir. Bu ailenin pek ¢ok {iyesi ¢ok hiicreli

canlilarda embriyonik gelisimi kontrol eden transkripsiyon faktorlerini (TF)

kodlayan genlerden olusmaktadir. Ik kez meyve sinegi Drosophila Melanogaster’in
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embriyolojik gelisiminin incelenmesi sirasinda fark edilmis, ardindan mantarlardan
omurgali canlilara kadar tiim ¢ok hiicreli 6karyotik canlilarda embriyonik gelisimde
onemli roller oynadiklari anlagilmistir. Homeobox genleri farkli 6zellikteki
proteinleri kodlamasina karsin, yaklasik 60 amino asitten olusan ve yiiksek oranda
korunmus homeodomain motifleri icermeleri ile karakterize edilirler (12).
Homeodomain proteinlerinin ¢ogunun erken embriyonik donemde morfogenezde ve
hiicre farklilasmasinda onemli rolleri bulunmakta, bir¢ogu ise insan hastaliklar1 ve

konjenital anormalliklerle iliskilendirilmektedir.

Glinlimiizde O©karyotik genomda filogenetik analizler kullanilarak st
siniflara, siniflara, alt siniflara veya gruplara ayrilmis olan ve 235 tanesi fonksiyonel,
65 tanesi psodogen olmak tizere yaklasik 300 tane homeobox geni bulundugu tahmin
edilmektedir (12). Bu genler biinyesinde farkli sayida gen iceren toplamda 11 iist
smif (ANTP, PRD, LIM, POU, HNF, SINE, TALE, CUT, PROS, ZF ve CERS)
altinda toplanmistir. Tez konusu olan ALX4 geninin bagl oldugu ALX gen ailesi ise
Paired (PRD) {ist sinifi altinda yer almaktadir.

2.2.2. ALX Gen Ailesi

Bir homeobox gen simifi olan ALX ailesinde ALX1, ALX3 ve ALX4 olmak
tizere 3 gen bulunmaktadir. Omurgalilardaki ALX gen ailesinin ii¢ liyesi omurgali
evriminin erken donemlerinde meydana gelen iki tim genom duplikasyonunun
sonucunda ortaya ¢ikmistir. ALX gen ailesinin dordiincii iiyesi olmast gereken ALX2

ise canlilarda kaybolmusg ve hi¢bir omurgalida gozlenmemisir. (13)

ALX gen ailesine mensup 3 iiyenin mutasyonlari, insanlarda kafatasi ve yiiz
malformasyonlarina (frontonasal displazi, FND) yol agmaktadir. Bunlardan ALX4 ve
ALXI genindeki mutasyonlarin yiiz malformasyonlar ile iligkisi tez danigmani Dr.
Akarsu ve ekibi tarafindan gosterilmistir (14,15). Bu c¢alismalar sirasinda ALX4
geninin ailenin diger iiyelerinden farkli Ozellikleri oldugu goézlenmistir. ALX]

(FND3; OMIM 613456) ve ALX3 (FND1; OMIM 136760) gen mutasyonlarina bagl
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olarak ortaya ¢ikan yiiz malformasyonlari otozomal resesif kalitimla uyumlu iken
ALX4 geninin fonksiyon kaybettiren mutasyonlar1 semidominant bir kalitim kalib1
gostermektedir. Bu tip kalittmla uyumlu olarak homozigot fonksiyon kayb1
mutasyonlarina sahip bireyler heterozigot fonksiyon kaybi mutasyonlarma sahip
bireylerden daha agir bir fenotip gostermektedirler Fenotip ¢esitliligi bununla da
sinirhi kalmayip gerek heterozigot gerekse homozigot mutasyona sahip bireylerde
beklenenin diginda yeni fenotipler ortaya ¢ikabilmektedir (Sekil 2.1). ALX4 geninde
heterozigot fonksiyon kayb1 mutasyonlarina sahip bireylerde goriilen klasik fenotipte
kafatasinin parietal kemik bolgelerindeki kemik olusumunun eksik gergeklesmesine
baglhh kemik defektleri (parietal foramina) ortaya c¢ikmaktadir. Ancak bazi nadir
heterozigot mutasyonlarla bu fenotipe yiiz malformasyonlar1 eklenebilmekte, ya da
tamamen farkli bir hastalik olan kraniyosinostoz (kafa kemigi eklem cizgilerinin
erken kapanmasi) goriilebilmektedir. Fonksiyon c¢alismalart kraniyosinostoz
fenotipinin ~ fonksiyon = kazanimi  mekanizmalar1  ile  agiklanabilecegini
desteklemektedir. ALX4 genindeki cesitli mutasyonlarin farkl islev degisimlerine
neden olmasi, farkli kalitim kaliplar1 gostermesi ve farkli fenotipler ortaya ¢ikarmasi
bir gen i¢in nadiren karsilasilan bir durumdur. Bu nedenle, tez kapsaminda ALX4
proteininin in-slico protein modellerinde detayli incelenmesi ve farkli varyantlerin

etkilerinin modeller kapsaminda ortaya konabilirliginin arastirilmasi hedeflenmistir.
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Arg115ProfsX43 Asp169ThrfsX12 GIn246Ter Asp326fsX21

Cys129ProfsX49| Ser207Ter Arg272Pro
Heterozygous

Mutations Arg140Ter ArgZWSG\i] |
ALX4 P HRH| H A
G 182] 3 R
Homozygous
Mutations
€.907-555_*1503del
GIn225Glu Arg265Ter 2388bp deletion

Sekil 2.1. ALX4 mutasyon dagilimi ve fenotip gesitliligi. ALX4 protein yapist
ve ilgili domanleri ortadaki yesil kutu iizerinde gosterimistir. Mor
kutu proteindeki poliglutamin (PG) uzantisini, mavi kutu OAR alanini
temsil ederken kirmizi ile gosterilen kisim ii¢ heliks yapisindaki (H1,
H2, H3) homeodomaini gdstermektedir. Heterozigot ve homozigot
mutasyonlara karsilik gelen protein dizisi degisiklikleri protein
yapisinin {istlinde ve altinda yer almaktadir. Yesil ile gdsterilen
mutasyonlar kraniyosinostoza; kirmizi ile gosterilenler parietal
foraminaya; mavi ile gosterilenler ise ALX4 ile iligkili FND'nin
degisken fenotiplerine yol a¢maktadir. ALX4 geni homozigot
mutasyonlar1 farkli derecelerde frontonasal displaziye yol acarken sa¢
gelisiminde normalden (solda) alopesi (ortada) ve yiiz hipertrikozuna
(sagda) kadar degisen genis bir fenotipik cesitlilik goriinmektedir.
Heterozigot  degisikliklerde =~ FND  fenotipi  beklenmezken
p-Asp326LeufsX81 mutasyonunun (mor renkte) heterozigot durumda
FND fenotipine yol actig1r goriinmektedir (16 numarali yayindan
alimmustir).

2.2.3. ALX4 Proteini

ALX4 proteini, ALX4 geninin kodladigr ve UniProt’a gore 411 amino asit
uzunlugunda olan bir protein olup bu proteinin 2 6nemli domaini bulunmaktadir.
Homeodomain, paired tipi bir homeodomain olup 214.-276. amino asitler arasinda

yer almaktadir. Bu domain DNA baglanmasindan sorumlu olup hedef genlerin
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civarindaki DNA dizilerine baglanmay1 saglar. Boylece hedef gen civarina yerlesen
ALX4 proteini transkripsiyon aktivasyonunda rol alir. OAR domaini ise 391.-404.
amino asitler arasinda yer almakta olup bu domainin islevi kesin olarak
bilinmemektedir. Bazi calismalar bu domainin proteinin otokontroliinde gorev
alabilecegini diistindiirmektedir. ALX protein ailesinin iiyeleri birbirleri ile N
terminal bolgelerinden kafa-kafaya dimer yapilar olusturarak hedef DNA dizilerine
baglanmaktadir. Tiim bu bilgilere karsin ALX Proteininin yapisi ile islevlerini
iliskilendiren yayinlar kisithidir. Deneysel bir yontem ile ALX4 proteininin tamami
icin li¢ boyutlu yap1 mevcut olmamakla birlikte sadece homeodomain kisminin 3
boyutlu yapisi niikleer manyetik rezonans (NMR) ile ortaya konmustur (PDB Kodu:
2MO0C).

2.3. Protein Yapisinin Eldesi

Bir molekiil olan proteinlerin biyolojik islevleri, kimyasina gore aldikler1 {i¢
boyutlu sekle baglhdir. Proteinlerin ii¢ boyutlu yapisini bilmek protein biyolojisinin
daha iyi anlayabilmeye, proteinlerin diger biyomolekiiller ile iliskilerini anlamaya,

protein dizayn edebilmeye ve ilag gelistirmeye yardimci olmaktadir (17,18).

Bir proteinin ii¢ boyutlu yapisi elde edildiginde bu yapiy1 farkli sekillerde
ifade etmek miimkiindiir. Bunun en basit sekli proteini olusturan her bir atomun XYZ
koordinatlarindaki pozisyonlar1 ve atomlar arasindaki baglar1 gostermektir. Ancak bu
yontem proteinin ii¢ boyutlu yapisin1 sadece bir bakis agisindan ortaya koymasi
nedeniyle smurhidir. Bir diger yontemde ise protein ait atomlarin birbirine goreli
pozisyonlarini i¢ (internal) koordinatlar seklinde ifade etmektir. I¢ koordinatlar, bir
peptit bagmin rotasyonunu ve atomlar arasindaki agiyr belirtmekte, ayrica yan
zincirin omurgaya gdre konumunu kaydetmektedir. I¢ koordinatlarla proteinin iig
boyutlu bilgisini ifade etmek protein farkli bakis acilarindan bakabilecek sekilde

dondiirmeyi saglamasi nedeniyle kullanigl bir yontemdir.
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Proteinlerin ii¢ boyutlu yapilarinin incelenmesi i¢in Oncelikli ii¢ boyutlu
yapiy1 elde etmek gerekmektedir. Yap1 eldesi i¢in hem deneysel hem de hesaplamali

cesitli yontemlere asagida yer verilmektedir (19).

2.3.1. Protein Yapisinin Deneysel Eldesi

Protein yapisin1 deneysel metotlarda elde etmek i¢in kullanilan yontemler en
cok kullanilandan en az kullanilana goére siralandiginda x-ray kristalografi, ¢ozelti
(solution) NMR, elektron mikroskopi, kat1 hal NMR, hibrit, ndtron difraksiyon, fiber
difraksiyon, elektron kristalografi ve solution scattering metodlarin1 karsimiza
cikmaktadir. Bu yontemler disinda baska yontemler de bulunsa da daha az tercih
edilmektedir (20). Protein Data Bank (PDB) bahsedilen yontemler kullanilarak elde
edilmis protein yapilarinin bulunabilecegi bir veri tabanidir (21). Bu veri tabani
kullanilarak proteinlerin {i¢ boyutlu yapilart PDB uzantili dosya olarak indirilebilir.
Bu dosyalarda proteinde bulunan her bir atom ve bu atomlarin X,y,z koordinat

sistemindeki lokasyon bilgileri bulunur.

Bu yontemler i¢inde en ¢ok kullanilan ilk 2 yontemden X-ray kristalografide
X 1sm1 protein kristalinden gecerek sacilir ve dedektore carpar. Dedektor sagilan
isinlarm  lokasyonlarmmi okur ve bu bilgiyi bilgisayara iletir. Bilgisayar bu
lokasyonlarin ac1 bilgisinden yogunluk haritasi ¢ikararak atom konumlarini elde eder.
NMR’da ise protonlardan atom uzakliklar1 elde edilerek protein yapilar1 ortaya
konulmaktadir. Bu deneysel yontemlerde atomlar dogrudan gézlenmedigi ve dolayl
verilerden yapilan anlizlerle sonuglara ulagildig1 i¢in “protein gdézlenmez ¢oziiliir”
denilmektedir. Deneysel veriler lizerinden yapilan analizlerde protein dizisi ile en ¢ok

uyusan konformasyon protein yapisini olusturmakta kullanilir (22).

2.3.2. Protein Yapisinin Hesaplamah (in silico) Yontemlerle Eldesi —

Protein Modelleme
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Protein modellemesi, protein amino asit sekansindan {i¢ boyutlu protein
yapisinin elde edilmesidir. Bu fikir ilk kez 1973°te Anfinsen tarafindan ortaya atilmis
ve Anfinsen’in dogmasi olarak kalmistir. Anfinsen, amino asitlerin birbiri arasinda
olusturdugu kuvvetlere gore proteinin bir enerjiye sahip olmasi ve bu enerjiyi
minimum halde tutacak sekilde katlanmasi i¢in gerekli tiim bilginin amino asit
sekansinda oldugunu sdylemistir. Insan genom projesi sonrasinda DNA dizi ve
beraberinde protein sekans verilareri artmistir. Boylelikle protein yapisini sekanstan

tahmin edebilecek birgok biyoinformatik yontem gelistirilmistir (23).

Bir proteinin deneysel olarak yapisini elde etmek hem ¢ok maliyetli hem de
cok zahmetlidir. Bu noktada hem zamandan hem biitgeden tasarruf edilebilirligi hem
de siireci daha yakindan inceleyebilmek, molekiiliin sekil ve hareketini yakindan
gorebilmek acisindan hesaplamali yontemler kullanigli bir protein yapi eldesi
yontemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Hesaplamali yontemler bilgisayar ortaminda
gergeklestirildiginden ve bilgisayardaki islemci silikondan yapildigindan bu ¢aligma

tarzina Latince’de “silikonda” anlamina gelen in silico ad1 verilmistir.

Bu yontemlerin esas1 protein’in backbone yapisinin korunmasi ve daha ¢ok
yan zincirlerinin degismesini gz Oniine alir. Yan zincire gore konformasyonlar da
bilinen proteinlerin konformasyonlar1 kullanilarak hesaplanabilmektedir. Bdylelikle
bir proteinin sekansindan backbone ve yan zinciri ¢oziildiigii zaman ii¢ boyutlu
yapist da ¢oziilebilmektedir. Protenin backbone’u ¢oziildiikten sonra N terminus ve
C terminus kisimlar1 eklenip, backbone’da peptit bagi yapan bolgeler ve torsiyon
acilar1 belirlendiginde yan zincir sadece bu torsion agilarinin izin verdigi bolgelere
dogru donebildiginden bu bilgi ile bir protein modeli ¢ikarilir. Cikarilan proteinin

serbest enerjisi hesaplanip uygunlugu degerlendirilir.

Bugiin proteinlerin hesaplamali yontemle modellemeleri pek c¢ok farkli
amagla kullanilmaktadir. CASP (Critical Assesment of Protein Structure Prediction)
yarigmasi protein modelleyicilerden en iyisini se¢ebilmek i¢in her 2 senede bir

yarisma dlizenlemektedir. Bu yarismada deneysel olarak ¢oziilmiis ama
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yaymlanmamis protein dizileri modelleyicilere yiiklenerek ii¢c boyutlu yapisi elde
edilmeye calisiimaktadir. Modelleyicilerin iirettigi modeller deneysel modellerle
karsilastirilip bir Z skor iiretilmekte ve en yiiksek Z skoruna sahip modelleyici en iyi

modelleyici olarak kabul edilmektedir (24, 25).

3 ¢esit in silico protein modeli elde etme yontemi vardir: sablon tabanh

(template-based), sablon tabansiz (template-free; Ab-initio) ve hibrit.

Sablon Tabanh Modelleme

Sablon tabanli modellemede modellenecek proteinin sekansina benzer
sekanslar bulunduktan sonra bu sekanslarin sahibi proteinlerin {i¢ boyutlu yapilar
incelenir ve modellenecek proteinin modeli olusturulur. Bu asamalar homoloji
modelleme ve katlanma tanima (threading/fold recognition) olarak iki farkli

yontemle yapilabilir.

Homoloji Modelleme: Coklu sekanslama sonucu sorgulanan proteine benzer
protein sekanslar1 bulunduktan sonra en yiiksek benzerlik gdsteren ve ii¢ boyutlu
yapisi bilinen protein sekansi segilir. Bu sekans ile sorgulanan sekans arasinda
korunan bolgeler belirlenerek bu bdlgelerin ii¢ boyutlu yapidaki karsiliklarinda
bulunan atomlarin koordinatlar1 direkt sorgulanan sekansin ilgili bolgelerine atanir.
Dongii modelleme algoritmasti ile kalan kisimlar da modellenir ve sorgulanan protein
sekansmin ii¢c boyutlu yapisi elde edilmis olur. Dolayisiyla evrimsel olarak aymi
kokten gelen proteinler arasinda arama yapip homoloji gosteren proteinlerin ii¢
boyutlu yapilar1 bilinmesi halinde kullanilabilen bir yontemdir. Ayr1 kokten gelen
proteinlerin yapilar1 birbirine benzediginden dogrulugu c¢ok yiiksektir. Modellemesi
yapilacak proteine homoloji gosteren uygun protein dizilerini saptamak ic¢in

BLASTP arama motoru ile PDB veri tabaninda arama yapilabilir.

Katlanma Tamima: Bu yontem homoloji modelleme yontemine benzerlik

gosterir. Ancak sorgulanan protein sekansina en benzer ii¢ boyutlu yapisi bilinen
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protein sekansini bulup oradan model ¢ikarmak yerine, evrimsel bagi olsa da olmasa
da benzer tiim sekanslar1 tarayarak her birinin katlanmasina bakar ve buradan
ogrendigi ile sorgulanan sekansin ii¢ boyutlu protein modelini ¢ikarir. Ayni evrimsel
kokten gelen proteinlerin yani sira farkli evrimsel kokten gelmelerine ragmen ayni isi
yapan yani ayni yapiya sahip proteinler olabileceginden bunlar1 da gz Onilinde

bulundurarak dogrulugu artirir.

Sablon Tabansiz Modelleme

Bu modellemede sadece fizik yasalar1 kullanilir. Bu yasalar klasik fizik
yasalar1 yani Newton mekaniginin 6ne siirdiigii yasalardir. Hesaplamalar Newton
ikinci yasasinin genisletilmis hali olan Hamilton denklemini kullanir ve enerji hesab1
yaparak bunu minimuma indirdigi konfigiirasyonu model olarak sunar. Herhangi bir
gozleme dayanmaz. Bu nedenle herhangi bir homoloji gostermeyen veya
homologlarinin ii¢ boyutlu yapisinin da bilinmedigi proteinler i¢in kullanilabilir.

Ancak dogrulugu ¢ok diisiiktiir.

Bu soruna belki kuantum fizigi ¢oziim bulabilir. Ancak gilinlimiizde kuantum
fiziginde ¢oklu sistem calisilamamaktadir. Kuantum fizigi yasalar tek parcacigi
aciklamak tizerine kurulmustur. Parcacik sayist ¢ogaldikca tek parcacigi agiklamak
icin kullanilan denklemler ne kadar parcacik varsa her biri igin tek tek yazilarak
hesaplamasi yapilir. Ayrica bu parcaciklarin birbirine etkisinin de hesaplanmasi
gerekir ki bu hesaplamalar1 daha da karmasiklastirir ve uzatir. Dolayisiyla fizik
yaklagimlarinin yetersizliginden dolay1 sablon tabansiz modellemeler iyi sonug
vermemektedir. Ancak modellenecek protein igin yeterince iyi bir sablon

bulunamazsa en iyi ¢6ziim yolu bu yontemlere bagvurmaktir.

Hibrit Modelleme
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Bu yontemde sablon tabanli ve sablon tabansiz modelleme yontemleri birlikte
kullanilir. Dogrulugu iki yontemin arasinda kalsa da yapay zeka ile gelistirilip

artirilmaya ¢alisilmaktadir.

2.3.3. CASP Yarismasi ve Giiniimiizde Kullanilan Modelleyiciler

CASP (Critical Assessment of protein Structure Prediction) protein yapisi
modelleyicilerinin ne kadar dogru modelleme yaptigmni 6lgen ve iki senede bir
yapilan bir yarismadir. Ik CASP yarismast CASP1 adi ile 1994’te yapilmis ve
CASPI15 adi ile giinlimiize (2022) kadar siirmiistiir. CASP16 yarigmasi ise 2024
yilinin agustos aymda yapilacaktir. Tiim yarisma sonuglari internet sitesinde
bulunmaktadir. CASP1°’den CASP7’ye (2006) kadar olan sonuglar puanlamanin
degismesinden dolayr 2019 yilinda tekrar hesaplanip internet sitesinde

paylasilmaktadr.

CASP yarigmasinda yarismaya modelleyiciler ve heniiz yaymlanmamis
deneysel olarak ¢oziilmiis proteinlerin ii¢ boyutlu yapilar1 katilir. Modelleyicilere bu
protein yapilari verilir ve modellemeleri beklenir. Ardindan modelleyici modelleri ve
deneysel model karsilastirilip modelleyicinin ne kadar iyi modelleme yaptig1 ol¢iiliir
ve o sene yarigmaya katilan modelleyiciler arasinda bu 6lciiye gore siralama yapilip

yaymlanir. ki model GDT TS degerlerinden Z degeri hesaplayarak karsilastirilir.

Yarismada modelleyiciler tiim modelleri modelledikten sonra her biri i¢in
sahip oldugu Z degerleri toplanir ve toplam Z degeri elde edilir. Toplam Z degeri ne
kadar yiiksekse modelleyici o kadar iyi modelleme yapiyor demektir. CASP, toplam
Z degerlerine gore o sene yarismaya katilan tim modelleyicileri siralar ve yayinlar.

Bu siralamaya gore en iyi modelleyici segilebilir.

CASP yarigsma sonuglar1 ve literatiir taramasi sonucunda tezde kullanilmasina

karar verilen gliniimiiz modelleyicileri alt basliklarda kisaca agiklanmistir.
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Tablo 2.2. CASP13-15 yarismalarinda en yiiksek degerleri alan modelleyiciler ve

Z degerleri.
Yarisma Adi Yarisma Yili Modelleyici Adi Toplam Z Degeri Z Degeri Sirasi
Yang-server (trRosetta) 90.4273 1
UM-TBM (i-TASSER) 89.2119 2
CASPI5 2022 Multicom 62.0521 7
RaptorX 45.273 26
AlphaFold2 244.0217 1
tFold_human 65.2157 6
Zhang-server (i-TASSER) 62.9122 9
Baker-Rosettaserver 55.2993 18
CASP14 2020 ProQ2 52.3893 23
Zhang-TBM (LOMETS) 51.2506 28
RaptorX 44.0923 43
Yang-server (trRosetta) 39.92 50
Baker-Robetta 10.7738 84
A7D (AlphaFold) 128.0693 1
Multicom 99.9886 3
Zhang-server (i-TASSER) 89.7597 5
ProQ2 61.8821 25
CASP13 2018 Baker-Rosettaserver 55.7125 32
RaptorX-Contact 54.7082 34
Falcon 39.5169 44
Yang-server (trRosetta) 36.9795 48
Yasara 16.4714 61

AlphaFold ve AlphaFold2

Protein diziliminden {i¢ boyutlu protein yapilarmi tahmin etmek icin
kullanilan ve temelde fiziksel etkilesimler ve evrimsel korunmushiga odaklanan
yaklagimlarda kismi basar1 elde edilmesi iizerine biyoinformatik ve fiziksel
yaklagimlarin bir kombinasyonu olarak PDB sinirli verilerinden 6grenen bilesenler
olusturma yoluna gidilmistir. AlphaFold proteinlerin dogru bir sekilde katlanma
yapilarini tahmin etmek icin, ¢oklu dizi hizalamasi kalinti-kalint1 uzaklik tahmini ve
parca montaj1 (fragment assembly) yontemlerini i¢eren bir derin sinir ag1 algoritmasi
kullanmaktadir (26). Google’in yapay zeka sirketi DeepMind tarafindan
gelistirilmistir. Yapay zeka yoOntemleri ile gelistirilen sinir agi AlphaFold ve
AlphaFold2 adi1 altinda CASP13 ve CASP14 protein modelleme yarigmalarinda en
yuksek toplam Z skoruna sahip olarak en iyi yapi tahmin araci olarak seg¢ilmistir

7).

ColabFold
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ColabFold, AlphaFold2 ve MMseqs2 birlikte kullanan ve bu arama
algoritmasi sayesinde AlphaFold2’den daha hizli ¢aligmakta olan bir modelleme
programidir. Hem sablon tabansiz hem de sablon tabanli modelleme yapabilmektedir.
Sablon tabanlt modellemede pdbl100 veri tabanmi kullanmakta olup istege bagl

olarak 06zel veri tabanlar1 da tanimlanabilmektedir.

D-I-TASSER

D-I-TASSER Zhang laboratuvarinda gelistirilen ve tamamen sablon tabansiz
modelleme yapan bir yazilimdir. Sadece kii¢iik diziler halinde benzer dizileri alarak
coklu dizi hizalamasi (Multiple Sequence Alignment, MSA) i¢in genis IMG/JGI
metagenomik veri tabanin1 ve wuzakliklar icin AlphaFold2 ile ayni uzaklik

hesaplamalarini kullanmaktadir.

i-TASSER

1-TASSER da Zhang laboratuvarinda gelistirilmisti.  D-I-TASSER

programinin sablon tabanlit modelleme yapan versiyonudur.

RoseTTAFold2

RoseTTAFold2 aract homoloji aracili modelleme yapmaktadir.

2.3.4. Homolog Protein Arastirmasi

Homolog protein arastirmasi BLASTP arama motoru ile PDB veri tabaninda

arama yapilmasi yolu ile uygulanir. Bu islem hangi modelleme aracinin

kullanilacagini belirlemek i¢in modelleme Oncesinde yapilan bir iglemdir (28, 29).

PDB’de homolog protein bulunmadigi zaman pLM-BLAST arama motoru ile uzak
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homolog protein aramast yapilarak hedef proteine benzeyen baska protein

bulunmasina calisilir (30, 31).

2.3.5. Protein Yapisinin Gorsellestirilmesi

Protein yapisinin gorsellestirilmesinde VMD (Virtual Molecular Dynamics)
arac1 ve Discovery Studio araci en ¢ok kullanilan ve iyi bilinen araglardir. VMD ile
RMSD degerlerini hesaplama, farkli modelleri {ist iiste bindirme, PSF iiretme gibi
cesitli iglemler tamamlanabilirken Discovery Studio ile dizide aranan amino asit ve
bolgeyi modelde detayli inceleme ve yiiksek pikselli gorsellestirme yapilabilmektedir
(32, 33).

2.3.6. Proteinlerde Yapi Kontrolii ve Yapilarin Karsilastirilmasi

Proteinleri karsilastirmada genelde RMSD degeri kullanilir. RMSD degeri ne

kadar diisiikse iki protein veya proteinler birbirine o kadar benzerdir. RMSD degeri

Formiil 2.2 ile hesaplanir.

2] Formiil 2.2

biy)2+(aiz _biz

(aix _bix 2-l-(aiy -

1 n
I?‘I\4‘S‘Da,b:\/zz1

Eger bir protein yapisindan baska bir protein yapisi elde edilecekse, yani

homoloji modelleme yapilacaksa, tiim atomlarin hesaba katilmas1 gerekir.
MolProbity, yap1 stereokimyasini inceleyerek amino asitlerin amino asitlerin
konumu ve birbiri ile durumuna gore puanlama yapan bir aractir (34). Yap1 kontrol

ve karsilastirmasinda kullanilabilir.

2.3.7. Minimizasyon
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Termodinamik yasalarina gore bir molekiil dogada, bulunabilecegi en diisiik
global minimum enerji seviyesinde bulunur. Bundan dolay1 elde edilen protein
kuvvet alani hesaplamalar1 ile minimum enerji diizeyine indirilip son hale getirilir.
Bu islem minimizasyon islemi olarak adlandirilir. Minimizasyon ig¢in VMD

gorsellestirme araci ile birlikte calisan NAMD yazlimi kullanilmaktadir (35).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Yabaml Tip ALX4 Proteininin U¢ Boyutlu Yapisinin Arastirilmasi

PDB ve UniProt veri tabanlarindan ALX4 i¢in ii¢ boyutlu yap1 arastirmasi
yapild1.

3.2. Kullanilacak Modelleyicilerin Belirlenmesi

ALX4 veya ALX4’e benzer ¢oziilmiis protein saptanmadigindan hem
giivenilirligi yiiksek ve hibrit modelleyicilerle sablon tabansiz hem de genis veri
tabanina sahip modelleyicilerle sablon tabanli modelleme yapilmaya karar verildi.
Bundan dolay1 modelleyicilerin eristikleri veri tabaninin genisligine, veri tabaninda
arama yaparken kullandiklar1 algoritmanin hassasligina ve modelleme yaparken
modelleme tiiriine gore diziyi benzetecegi kiimeler kullanip bunlarda iyilestirme
yapmasina dikkat edilerek, son 10 yilda CASP yarismalarinda (CASP11
yarismasindan CASP15 yarismasina kadar) Z skoru yiiksek olan ve literatiir taramasi
sonucu en ¢ok kullanildig1 goriilen modelleyiciler se¢ildi. Ayrica CASP yarismasinda
yuksek Z skoru elde ederek basarili olan i-TASSER modelleyicisinin sablon tabansiz
modelleme yapan D-I-TASSER sunucusu da eklendi.

3.3. Yabamil Tip ALX4 Proteininin Uc¢c Boyutlu Yapisimn Tahmin

Edilmesi

3.3.1. Dizinin Belirlenmesi

Yabanil ALX4 protein dizisinin eldesi icin NCBI veri tabani kiitiiphanesinden

Protein veri tabaninda arama yapilip ve buradan referans dizi alind1.

3.3.2. Homolog Protein Arastirmasi
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BLASTP arama algoritmasi ile PDB veri tabaninda homolog protein aramasi
yapildi. Ayni zamanda pLM-BLAST arama motoru kullanilarak eger varsa bu

proteinlerin benzerini PDB veri tabaninda aramak i¢in uzak homolog protein arandi.

3.3.3. Belirlenen Modelleyicilerde Modelleme

Modelleyicilerde modelleme, her birinin altinda belirtilen adimlar takip

edilerek yapildi. Her olusturulan algoritmadan 5 model iiretildi.

AlphaFold2

1. sequence I kismina 411 amino asit uzunlugundaki ALX4 dizisi girildi.

2. Rahatlatma ayari (run_relax) kullanildi.

3. En yiiksek geri doniisim sayis1 (multimer model max num_recycles) en
cok kullanilan deger olarak 3 segildi.

4. Tiim algortima “Calisma zaman1 — Tiimiinii ¢alistir” secilerek calistirildi.
Bu adim, ayni parametrelere sahip 5 model iiretmek i¢in 5 kez tekrarlandi.

5. Tim adimlar 20, 24 ve 48 geri donilistimlii modelleri de test etmek igin
sadece multimer_model max_num_recycles parametresi ilgili degere degistirilerek

tekrarland.

ColabFold

1. query sequence kismina 411 amino asit uzunlugundaki ALX4 dizisi girildi.

2. num_relax parametresi 5 segilerek, olusturulacak 5 modelin hepsinde
Amber kuvvet alan1 kullanilarak rahatlatma yapild.

3. Sablon tabanli modelleme i¢in template_mode parametresi pdb100 secildi.

4. Veri tabaninda en genig aramay1 yapabilmesi i¢in msa_mode parametresi
mmseqs2 _uniref env, pair mode parametresi unpaired paired ve pairing strategy

parametresi greedy olarak secildi.
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5. Monomer protein modellemesi yapildigindan model type parametresi auto
olarak birakildi.

6. Geri doniisiim sayist num_recycles 3 olarak se¢ildi.

7. Erken durma noktasinin belirlenen o6zelliklere goére en uygun nokta
belirlenmesi i¢in recycle early stop tolerance parametresi auto segildi.

8. relax_max_iterations parametresi modellemenin ¢ok uzun siirmemesi i¢in
200 olarak birakild.

9. Istatistiksel olarak belirsizligin en uygun sekilde belirlenmesi igin
max_msa parametresi auto olarak belirlendi.

10. Tezde model tekrar iiretilmeyeceginden seed belirlenmedi.

11. Tiim algortima “Calisma zaman1 — Tiimiinii calistir” segilerek calistirildi.

12. Tiim adimlar 24 ve 48 geri dontisiimlii modelleri de test etmek icin sadece
num_recycles parametresi ilgili degere degistirilerek tekrarlandi.

13. Sablon tabansiz modelleme i¢in sadece femplate mode parametresi none

olarak degistirilecek sekilde tiim adimlar tekrarlandi.

D-I-TASSER

1. ALX4 dizisi FASTA formatinda girdi kismina yapistirildi.

2. MSA insasi i¢in genis IMG/JGI veri tabaninin da dahil edilmesi se¢ildi.

3. Uzaklik hesaplamalarinda AlphaFold2 uzakliklarinin kullanilmasi tercih
edildi.

RoseTTAFold2

1. Kullanilacak parametrelerin paket tarihi i¢in params parametresi
RF?2 jun24 olarak secildi.

2. sequence parametresine dizi yazildu.

3. ALX4’lin bilinen bir simetrisi olmadigindan sym parametresi X olarak,
monomer modelleme yapilacagindan order parametresi 1 olarak belirlendi.

4. msa_concat_mode parametresi diag olarak secildi.
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5. msa_method parametresi sablon tabanli modelleme yapmasi i¢in mmseqs?2
olarak secildi.

6. pair_mode parametresi unpaired_paired olarak secildi.

7. num_recycles parametresi 3 olarak secildi.

8. max_msa sayis1 256 olarak secildi.

9. Modeller yeniden iiretilmeyeceginden seed verilmedi.

10. 5 model iiretmesi i¢in num_models parametresi 5 olarak se¢ildi.

11. Tiim algortima “Calisma zamani — Tiimiinii ¢alistir” segilerek ¢aligtirildi.

12. Farkli ¢oklu dizi hizalama ydntemlerini test etmek icin sadece
msa_concat_mode parametresi default ve repeat yontemlerine degistirilmek {izere
tiim adimlar tekrarlandi.

13. Ardindan 24 geri donilisiimlii modelleri de test etmek igin sadece
num_recycles parametresi 24 olarak degistirilerek tiim adimlar tekrarlandi.

14. Ardindan max msa sayismin 512 olarak test edilmesi icin sadece bu
parametre degistirilerek tiim adimlar tekrarlandi.

15. Son olarak 2023 tarihli parametre paketinin de test edilmesi i¢in sadece

params parametresi RF2 _apr23 olacak sekilde degistirilerek tiim adimlar tekrarlandi.

i-TASSER modelleyicisinde varsayilan ayarlar kullanilarak modelleme

yapild.

3.3.4. Eksik Atomlarin Tamamlanmasi

Modellemede olusabilecek eksik atomlarin tamamlanmasit igin VMD
programinin PSF yaraticist olan AutoPSF araci kullanildi. Asagidaki adimlar takip
edilerek modelleyicilerden alinan tiim modellerin AutoPSF sonuglar1 alindi.

Asagidaki adimlar takip edilerek tiim modeller i¢in PSF yaratild:.

1. VMD aracma “File — New Molecule” yolundan modelin PDB formath

dosyasi yiiklendi.
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2. “Extensions — Modeling — Automatic PSF Builder” yoludan PSF
yaraticist acildi.

3. Analize her seyi dahil etmesi istenerek “I’'m feeling lucky” tusu ile PSF
yaratild.

3.3.5. Modelleyicilerin En Iyi Modelinin Belirlenmesi

2MO0C’nin Eldesi ve Hazirlanmasi

NCBI Structure veri tabaninda 2MOC aratilarak 75 amino asit uzunlugundaki
domainin PDB formatl dosyasi indirildi. Proteinle islem yapilabilmesi icin ilk 3
amino asidi degistirildiginden 411 amino asitlik proteinden farkli amino asitlere
sahiptir. Bundan dolay1 bu 3 amino asit kesildi ve ardindan modelleyicilerin iirettigi
411 amino asit uzunlugundaki modellerin 209. amino asidinden 280. amino asidine
kadar olan kisimla hizalanarak RMSD degeri alindi. Bu islem i¢in 2MOC once
VMD’ye “File — New Molecule” yolundan yiiklenip “File — Save Coordinates”
yolunda koordinatlara resid 4 to 75 yazilarak ilk 3 amino asidinden kesildi. Ardindan
asagidaki Python komutlari ile biopython paketinden PDB dosyasindaki amino asit
numaralar1 209’dan baslayip 280°de bitecek sekilde yeniden numaralandirildi.

from Bio import PDB

pdb io = PDB.PDBIO()

pdb parser = PDB.PDBParser()

pdb = “2MOC(NCBI-Structure).pdb”

model = pdb parser.get structure(”“ “, pdb)
resno [i+209 for i in range(281)]

for model in model:

for chain in model:

for 1, res in enumerate(chain.get residues()):
res id = list(res.1id)

res id[1] = resno[1i]

res.id = tuple(res_id)

pdb io.set structure(model)

pdb io.save(pdb)

RMSD Degerinin Alinmasi
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VMD’de “File — New Molecule” yolu takip edilerek RMSD degeri alinacak
model yliklendi. Ardindan ayni1 sekmeden “Load files for — New Molecule”
yolundan 2MOC yiiklendi. “Extensions — Analysis — RMSD Trajectory Tool”
yolundan RMSD aracina gidilerek se¢im alanina protein resid 209 to 280 yazildi.
Selection Modifiers kismindan Backbone secilerek once “Align” ardindan “RMSD”
tusu ile RMSD degeri alinip sonug kaydedildi.

MolProbity Degerinin Alinmasi

MolProbity web adresine gidilerek “Choose File — Upload — Continue”
yolu izlendi. MolProbity aracindan islem yapmadan sadece degerlendirmesi
istendiginden Currently working on kismindan File uploaded by user kismi secildi.
Analyze all-atom contacts and geometry secilerek istenilen analizlerin segilecegi
sayfaya gidildi. Buradan 3-D kinemage graphics kisminda kinemaj gosterimlerinde
olmasi1 istenilen ozellikler Clashes, Hydrogen bonds, van der Waals contacts,
Geometry evaluation, Ramachandran plots, Rotamer evaluation, Cy evaluation, Cis-
Peptide evaluation, C.BLAM backbone markup; Charts, plots, and tables kisminda
tablolar ve grafiklerde goérmek istenilen 6zellikler Clashes & clashscore, Geometry
evaluation, Ramachandran plots, Rotamer evaluation, Cjy deviations, Cis-Peptide
evaluation, C,BLAM backbone evaluation, Suggest/report on automatic stucture fix-
ups, Create html version of multi-chart segildi. Ardindan “Run programs to perform
these analyses” tusu ile analiz baglatild1 ve tiim sonuclar kaydedildi.

Yukaridaki adimlar takip edilerek tiim modellerin AutoPSF sonuglariyla
RMSD ve MolProbity degerleri alindiktan sonra her modelleyicinin farkli
algoritmasinin trettigi modellerin sonuglarinin ortalamas1 alindi. Ardindan R
programlama dilinde AlphaFold2, ColabFold ve RoseTTAFold2 modelleyicilerinin
her biri icin RMSD-MolProbity grafigi olsturuldu. RMSD degeri en diisiik olup
MolProbity degeri en yiiksek olan algoritma, o modelleyicinin en iyi algoritmasi
secildi. Ardindan bu algortimanin iirettigi 5 modelden yine en diisiik RMSD ve en

yuksek MolProbity degerlerine sahip olan model en iyi model olarak secildi. D-I-
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TASSER ve i-TASSER modelleyicilerinin {irettigi 5 model i¢in de bu islem
tekrarlanarak en 1yi model se¢ildi. Ardindan tiim modellerin sonuglari
karsilagtirilarak yiiksek MolProbity ve diisik RMSD degerlerine sahip model ve

modelleyici ALX4 i¢in sirasiyla en uygun model ve modelleyici olarak secildi.

3.3.6. NAMD ile Minimizasyon Yapilmasi

Her modelleyiciden segilen en iyi modeller asagidaki adimlar takip edilerek

NAMD araci ile minimize edildi.

1. Minimize edilecek modelin PDB formatli dosyas1 VMD ye yiiklendi.
2. VMD’de “Extensions — Tk Console” yolu takip edilerek Tk yazim dilinin

oldugu konsol acilip agsagidaki komutlarla molekiil merkeze getirildi ve kaydedildi.

set molecule [atomselect top all]
measure center $molecule

$molecule moveby {}

$molecule writepdb molecule-center.pdb

{} icerisinde merkez koordinatlarinin — ile ¢arpilmis sonucu bulunmaktadir.

3. Gegmis oturum kapatilip merkeze alinmig molekiil VMD’ye PDB
formatinda yiikendi.

4. VMD’de “Extensions — Tk Console” yolundan konsol agilarak asagidaki
komutlar yazilip merkezinin sifirda olup olmadigi kontrol edildi ve molekiiliin

minimum ve maksimum degeri olarak en uzak atomlarinin konumu elde edildi.

set molecule [atomselect top all]
measure center $molecule
measure minmax $molecule

5. Molekiil “Extensions — Modeling — Add Solvation Box” yolu takip
edilerek ¢oziicli kutusuna koyuldu. Cikan sekmede kutu biiyiikliigii molekiiliin 4.
adimda bulunan minimum ve maksimum X y z koordinatlarinin 10 fazlasi olarak

belirlendi. Ardindan “Solvate” tusu ile protein su dolu ¢6ziicli kutu icerisine koyuldu.
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6. Su molekiillerinin de eklenmesiyle yap1 ¢ok fazla atom sayisina
ulastigindan 5. adim sonunda elde edilen PDB dosyasi terminalde ilgili PDB
dosyasmin oldugu dizinde asagidaki ayirma komutu calistirildi. Boylece PDB
dosyas1 her birinde 29994 satir olacak birgok PDB dosyalarina ayrilmasi saglandi.

split -1 29994 solvate.pdb

Ciktilar PDB formatinda olmadigindan asagidaki komut ile her bir ¢iktt PDB

formatina dontstiirtildii.
mv cikti cikti.pdb

7. Ciktilarin rezidii numaralar1 ayrilmadan dolayr sirali olmadigindan Tk
programlama dilinde TCL uzantili numaralandirma betigi yazildi. Betigi calistirmak

icin terminalde betigin oldugu dizinde asagidaki komut ¢aligtirildi.

vmdtxt -e renumber.tcl

8. Sistemin eksik atomlarinin tamamlanmasi i¢in Tk programlama dilinde
PSF olusturacak TCL uzantili betik yazildi. Betigi calistirmak i¢in terminalde betigin
oldugu dizinde asagidaki komut ¢alistirildi.

vmdtxt -e psf.tcl

9. 8. adim sonunda iiretilen PDB formatli dosya VMD ye yiiklendi.

10. VMD’de “Extensions — Modeling — Add lons” yolu takip edilerek
cikan sekmede 8. adimda tretilen PSF ve PDB formathi dosyalar girilip Neutralize
and set NaCl concentration to 0.15 mol/L segildi. Autoionize tusu ile sisteme hem
Na" ve CI iyonlar1 eklendi hem de sistemin elektriksel yiikii notr hale getirildi.

11. 10. adimda elde edilen PDB formatli dosya VMD’ye yiiklendi.

12. Tk Console sekmesi agilarak asagidaki komutlarla merkez kontrol edilip
minimizasyonun yapilacagi alan secilen yapilandirma dosyasinda ilgili yerlere

yazmak iizere minimum ve maksimum degerleri alindu.
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set molecule [atomselect top all]
measure center $molecule
measure minmax $molecule

13. 12. adimda bulunan x y z koordinatlaridaki minimum ve maksimum
degerleri yuvarlanip her koordinat igerisinde toplanarak sonuclar yapilandirma
dosyasinda grid size ve cell size kisimlarina girildi. Minimizasyon adim sayisi ise
5000 olarak belirlendi ve CHARMM kuvvet alani kullanildi. Topoloji dosyalar1 i¢in
NAMD’de kullanilanilan dosyalar kullanildi.

14. Asagida yazilan komutlar1 iceren dosyanin ¢aligtirilmasi ile yapilandirma
dosyasi (topoloji dosyalarini da igeren) ¢alistirild1 ve yapt minimize edildi.

Dosyay1 ¢alistirma komutu asagidaki gibidir.

nohup ./dosya adi

Minimizasyon sonucu minimize yapiya ulasmak ic¢in asagidaki adimlar
izlendi.
1. Sonuglarin oldugu dizinde asagidaki komut calistirilarak iyonize edilen

yapinin PSF formati ile minimizasyon ¢iktis1t VMD’ye yiiklendi.

vmd ionized.psf out md000.restart.coor

2. VMD’de “Save Coordinates — selected atoms: protein — Save” yolu

izlenerek sistemin sadece minimize protein yapist kaydedildi.

3.3.7. ALX4 icin En Iyi Modelleyicinin ve Modelin Belirlenmesi

Her modelleyiciden secilen en iyi model minimize edildikten sonra bu
modellerin RMSD ve MolProbity degerleri alindi. Sonuglarin R programlama dilinde
RMSD — MolProbity grafigi olusturularak RMSD degeri en diisiik olup MolProbity
degeri en yiiksek olan model en 1yi model ve bu modeli lireten modelleyici ile

parametreleri ALX4 i¢in en iyl modelleyici ve parametreler olarak secildi.
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Ancak kullanilan modelleyicilere ve minimizasyon ile proteinin
tyilestirilmesine ragmen ALX4 proteini iyi bir dogrulukla modellenemedi. En 1yi
modellenen bolge ise dominin bolgesi oldu. Bu nedenle tezin ikinci kismi olan
fonksiyon kaybi ve kazaniminin yapisal degisikliginin arastirilmast 2MOC ve bu

bolgeye denk gelecek varyantlar ile yapilda.
3.4. 2MO0C’nin Yabanill Homeodomain Olarak Hazirlanmasi

2MOC’nin NCBI Structure veri tabanindan indirilen PDB dosyast VMD’ye
yuklenerek “File — Save Coordinates” yolu takip edilip sekmede resid 3 to 75
yazilarak kaydedildi. Boylece ilk 3 amino asidi kesildi. Ardindan biopython
kiitiiphanesi kullanilarak asagidaki Python komutlar1 ile rezidii numaralar1 1’den

baslayip 72°de bitecek sekilde numaralandirildu.

from Bio import PDB

pdb io = PDB.PDBIO()

pdb parser = PDB.PDBParser()

pdb = “2MOC(NCBI-Structure)-trimmed. pdb”
model = pdb parser.get structure(”“ “, pdb)
resno = [i+1 for 1 in range(73)]

for model in model:

for chain in model:

for i, res in enumerate(chain.get residues()):
res id = list(res.id)

res id[1] = resno[1i]

res.id = tuple(res id)

pdb io.set structure(model)

pdb io.save(pdb)

3.5. Varyant Proteinlerin Secilmesi

Saglikl1 varyant proteinler, 25 Nisan 2023 tarihinde gnomAD veri tabanindan
missense ve diisiik alel frekansli hastalik yapmayan varyantlar olarak secildi.
Toplumda goriilme sikligi yiiksek olup saglikli olarak adlandirilmig varyantlarin
secilmesi amaclandi. Aynm1 zamanda 2MOC dizisinin 411 amino asit uzunlugundaki

dizide denk geldigi 209 ile 280 amino asitleri arasinda olacak sekilde filtrelendi.
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Islev kaybina ve kazanimina neden olan varyantlar, 2016 yilinda yaymlanmis
ve varyant sonuclart bilinen “The ALX Homeobox Gene Family and Frontonasal
Dysplasias” makalesinden 209 ile 280 amino asitleri arasina denk gelen varyantlar

olarak secildi. Tiim varyantlar konumlariyla birlikte kaydedildi.

3.6. Varyant Proteinlerin Modellenmesi

3.6.1. Dizilerin Uretilmesi

2MOC dizisi ile 411 amino asit uzunlugundaki dizinin Excel programinda alt
alta koyularak olusturulan tablo takip edilerek varyant proteinlerin 72 amino asit
uzunlugundaki dizide denk geldigi konumlar kaydedildi. Ardindan her bir varyant
icin asagidaki Python komutlari ¢alistirildi.

2moc =
"SNKGKKRRNRTTFTSYQLEELEKVFQKTHYPDVYAREQLAMRTDLTEARVQVWFQ
NRRAKWRKRERFGQMQQ"
vanyant adi = list(2mOc)

varyant adi[34] = “V" # 34 denk gelen konumu, V
i1se varyant amino asidi
varyant adi = “”.join(varyant adi)
with open(“varyant adi.txt”,”w”) as f:
f.write(varyant adi)

3.6.2. Modelleme ve PSF Olusturma

Varyantlar hem proteinin tiimii hem de domain kismi i¢in en iyi modelleyici
oldugu goriilen sablon tabanli ColabFold modelleyicisinde 48 geri doniisiim sayisi ile
modellendi. Parametreler tezin 3.2.4. Belirlenen Modelleyicilerde Modelleme baglig:
altinda gosterildigi gibi segilip farkli olarak template mode parametresi pdbl00,
num_recycles parametresi 48 olarak se¢ildi. Ardindan tezin 3.2.5. Eksik Atomlarin
Tamamlanmas1 bagliginda belirtildigi gibi elde edilen tiim modellerin VMD’ nin

AutoPSF aracindan olasi eksik atomlar: tamamlandi.
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3.6.3. En iyi Modellerin Belirlenmesi

Her varyantin 5 modelinin pLDDT ve MolProbity degeri alindi. pLDDT
degeri, modelleme sonucu olusan log dosyasindaki ortalama pLDDT degeri olarak
kaydedildi. Ardindan her varyant modelleri i¢in R programlama dilinde pLDDT —
MolProbity grafigi ¢ikarildi. pLDDT ve MolProbity degeri en yiiksek model en 1yi

model olarak belirlendi.

3.7. Yabanil Homeodomain ile Varyant Proteinlerin Karsilastirilmasi

Yabanil tip homeodomain ile varyant proteinler 6nce VMD aracindan RMSD
hesaplanarak karsilastirildi. Ardindan Discovery Studio aracindan degisen amino
asidin etkilesimde oldugu amino asitler ve etkilestigi amino asitlerle yaptigi baglar
karsilagtirilarak degerlendirildi. Degerlendirmeler saglikli, islev kaybi olan ve islev
kazanimi olan varyantlar olarak ii¢ grup altinda incelendi. Sonuglar AlphaMissense

aracinin sonuglari ile de karsilastirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Yabaml Tip ALX4 Proteininin U¢ Boyutlu Yapisi ve Dizisi

ALX4’iin UniProt veri tabaninda Homo sapiens igin ii¢ boyutlu yapist 411

amino asit uzunlugunda AlphaFold tarafindan tahmin edilmis sekilde Q9H161

kimligi ile bulunmaktadir (Sekil 4.1). Bu kayit, 411 amino asit uzunlugundaki ALX4

proteininin tamamini kapsayan tek yapidir. ALX4’tn yapist Sekil 4.1°de

goriilmektedir. Yapida 6zellikle homeodomain ve OAR bolgelerindeki ikincil yapinin

yuksek giivenilirlikle tahmin edildigi goze carpmaktadir. Bu bolgeler disindaki

kisimlarin amino asit konumlari giivenilir olmayip, diizensiz (ikincil yap1 igermeyen)

katlanma i¢cermektedir.

Sekil 4.1.

Amino asitlerin giiven degerleri:
B Cok viiksek (pLDDT >90)

/’ T o
4 \
Giivenilir (90 > pLDDT > 70) /&
Diisiik (70 > pLDDT > 50) N "\ ya
-3
§

Cok disiik (pPLDDT < 50) )
N & Joar
~ N |
; ~ & J?
. ( e,
J ' — ¢
p ~~ 7 i Wl ;}
f .'r - x i ) M ) ’.-'r
=, I\'. /_../ § \ 4._ - )
Hméodomain M —ﬁﬁ\‘j. - LT
: —— X ) f
| |

\ !
hN & f

ALX4 proteininin tahmini yapisi. Yapt UniProt veri tabanindaki
AlphaFold tahmin sonucunu gostermekte olup ChimeraX
programinda .jason dosyast ile pLDDT degerlerine gore
renklendirimistir. Koyu mavi renk pLDDT > 90 (¢ok giivenilir), agik
mavi renk 90 > pLDDT > 70 (yiiksek giivenilirlik), sar1 renk 70 >
pLDDT > 50 (diisiik giivenilirlik) ve turuncu renk pLDDT < 50 (¢ok
diistik glivenilirlik) degerlerine karsilik gelmektedir.
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Buna ek olarak, UniProt veri tabaninda NMR yontemi ile ¢oziilmiis ve PDB
veri tabaninda da bulunan 2MOC kimlikli, ALX4 proteininin sadece homeodomain
kismina ait ve 75 amino asit uzunlugunda bir yap1 bulunmaktadir (36). Sekil 4.2°de
2MOC’nin Discovery Studio programinda ikincil yapisina gore renklendirilmis

gorlintiisli gosterilmektedir.

Sekil 4.2. ALX4 proteini homeodomain bolgesinin NMR yapisi. PDB veri
tabaninda 2MOC kimlikli olarak bulunan protein ikincil yapilarina
gore renklendirilmistir. Kirmizi renk alfa sarmal, yesil renk beta pileli
ve gri renk ise diizensiz bolgeleri temsil etmektedir.

2MOC, yabanil ALX4’lin tamaminda 206.-280. amino asitler arasina denk
gelmektedir. Ancak ilk lic amino asidinin yabanil ALX4 ile uyumlu olmadig, kalan
72 amino asidin uyumlu oldugu gorilmiistiir. Uyumlu boélge yabanil ALX4’lin
tamaminda 209.-280. amino asitler arasina denk gelmektedir. ALX4 proteininin
tahmini yapist (Q9H161) ile homeodomain bdlgesinin NMR yapisi (2MOC) Sekil

4.3 te Ust liste cakistirilarak gosterilmistir.
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(A) (B)

Sekil 4.3. ALX4 proteininin tahmini yapis1 (Q9H161) ile homeodomain
bolgesinin NMR yapisinin (2MOC) hizalanmis goriintiisii. Q9H161 ile
2MO0C VMD’de yapisal olarak hizalanip kaydedilen koordinatlarla
Discovery Studio’da elde edilen goriintii sunulmaktadir. Yesil renkli
protein Q9H161’1, mor renkli protein ise 2MO0OC’yi temsil etmektedir.
2MOC iizerindeki mavi renkli kisim bu yapinin Q9H161 ile uyumsuz
ilk 3 amino asidini gostermektedir. (A) sekmesinde hizalamaya ait
genis goriintii goriiliitken (B) sekmesinde ise sadece homeodomain
goriilmektedir. (B)’de proteinin baglangi¢ ve bitis amino asitleri
etiketlenmistir.

Asagida sirastyla yabanil ALX4 (NP_068745.2) ve 2M0C’nin proteinlerinin
dizileri FASTA formatinda verilmistir. ALX4’iin dizisinde koyu isaretlenen bolge

2MOC’nin 72 amino asit uzunlugundaki bdlgesi ile ortiisen kisimdir.

>NP 068745.2 homeobox protein aristaless-like 4 [Homo sapiens]
MNAETCVSYCESPAAAMDAYYSPVSQSREGSSPFRAFPGGDKFGTTFLSAAAKAQGEFGDAKS
RARYGAGQODLATPLESGAGARGSEFNKFQPOPSTPOQPQPPPOPOQPOQOOPOPOQPPAQPHLYL
QRGACKTPPDGSLKLQEGSSGHSAALQVPCYAKESSLGEPELPPDSDTVGMDSSYLSVKEAG
VKGPQDRASSDLPSPLEKADSESNKGKKRRNRTTFTSYQLEELEKVFQKTHYPDVYAREQLA
MRTDLTEARVQVWFONRRAKWRKRERFGOMQQVRTHFSTAYELPLLTRAENYAQIQNPSWLG
NNGAASPVPACVVPCDPVPACMSPHAHPPGSGASSVTDFLSVSGAGSHVGQTHMGSLFGAAS
LSPGLNGYELNGEPDRKTSSIAALRMKAKEHSAATSWAT



45

>2M0C _1|Chain A |Homeobox protein aristaless-1like 4 | Homo
sapiens (9606)
SHMSNKGKKRRNRTTEFTSYQLEELEKVFQKTHYPDVYAREQLAMRTDLTEARVQVWEFQONRRA
KWRKRERFGQOMQOQ

4.2. Yabaml Tip ALX4 U¢ Boyutlu Yapisinin Modellenmesi

Yapilan degerlendirmelerde ALX4’lin tamamu i¢in deneysel sonu¢ olmadigi
ve AlphaFold tahmini diisiik giivenilirlikli oldugundan mevcut AlphaFold modelinin
kullanilmast yerine yeniden ALX4 modellemesi yapilmasina karar verildi. ALX4
protein dizisinin eldesi ardindan farkli algoritmalarla bu diziye gore iic boyutlu
yapilar modellenmis, ardindan da modeller birbiri arasinda karsilastirilarak gercege

en yakin oldugu diisiiniilen model en iyi model se¢ilmistir.

4.2.1. Homolog Protein

ALX4 dizisi i¢in BLASTP arama motoru ile PDB veri tabaninda homoloji
arama ve pPLM-BLAST arama motoru ile uzak homoloji arama sonuglar1 Sekil 4.4’te
gosterilmektedir. Sonuglarda homeodomain bolgesi disinda li¢ boyutlu yapisi bilinen
bir proteine veya uzak homolog olup yabanil ALX4’e homeodomain bolgesi disinda

benzeyen baska bir proteine rastlanmamistir.
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Sekil 4.4. ALX4 i¢in homolog arama sonuglari. (A) BLASTP arama motoru ile
PDB veri tabaninda ALX4 dizisi i¢in elde edilen sonuglar. (B) pLM-
BLAST arama motorunda ALX4 dizisi i¢in elde edilen sonuglar. Her
iki sekilde de yatay c¢izgiler homoloji gosteren protein dizilerine ait
bolgeleri gostermektedir.

4.2.2. Yabamil ALX4 Modellerinin Karsilastirilmasi ve Minimizasyon

Modelleme i¢in son 6 yilin CASP sonuglarinda toplam Z degerleri yiiksek
AlpaFold2, i-TASSER ve RoseTTAFold2 modelleyicileri secildi. Nadiren kullanilan
ve Tablo 2.2°de goriilen tFold ve Multicom araglar1 6nerilen kosullar kullanilarak
calistirilamadig i¢in kullanilmadi. Bu araclara ek olarak, sablon tabansiz modelleme
yapan D-I-TASSER araci, ALX4’{in tiimii ile homoloji gdsteren ve yapisi bilinen bir
protein bulunmadigindan eklendi. Her bir modelleyici i¢in farkli parametreler

arasindan en iyisini segmek amaciyla birden fazla parametre ile modelleme yapildi.

Her modelleyicinin irettigi modelerin eksik atomlar1 tamamlandiktan sonra

MolProbity ve 2MO0OC’nin 72 amino asit uzunlugundaki bdlgesi ile yapisal olarak
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cakigtirtlip RMSD hesaplandi. Her modelleyicide farklt parametrelere dayanan
algoritmalarla tiretilen 5’er modelin MolProbity ve RMSD degerlerinin ortalamasi
alinmis ve RMSD-MolProbity grafikleri Sekil 4.5’te sunulmustur. Ortalama
MolProbity degeri yiiksek olup RMSD degeri diisiik olan parametre kombinasyonu
her bir modelleyici i¢in en iyi algoritma secilmistir. Secilen algoritmalarin en iyi
modeli ise tekrar ayni kriterlere gore secilmistir. En i1yi modellerin dogruluk
grafikleri Sekil 4.6’da gdOsterilmektedir. Model basarisin1  yansitan ayrintilt
MolProbity degerleri RMSD degerleri ile birlikte Tablo 4.1’de sunulmaktadir.
Dogruluk grafiklerinden goriildiigli iizere homeodomain disindaki dogruluk degerleri
oldukca distiktiir. Bununla birlikte izinsiz bélgede ve kotii agida bulunan amino asit
sayist goz ardi edilemeyecek kadardir. MolProbity ve RMSD degerleri de oldukca
yiiksektir. Modelleme ve 2MOC ile c¢akistirma sonuglart Sekil 4.7°de
gosterilmektedir. Modelleri iyilestirmede minimizasyonun etkisini test etmek i¢in her
modelleyicinin en iyi sonucu ile 5000 adimli ve CHARMM kuvvet alanh
minimizasyon islemi yapilmistir. Hesaplamalar sonucu elde edilen ii¢ boyutlu protein
yapilar1 ve 2MOC ile cakistirma sonuglart Sekil 4.8’de verilmistir. Minimize
modellerin  RMSD ve ayrintili MolProbity degerleri Tablo 4.1’in sonunda
sunulmaktadir. Minimizasyon Oncesi sonuclar ile kiyaslandiginda, minimizasyon
islemi ile MolProbity degerlerinin diisiip RMSD degerini arttig1 goriilmiistiir. Ayrica,
minimizasyon sonucunda homeodomain kisminda da deneysel model ile
karsilagtirildiginda ikincil yapilarda belirgin bozulmalar saptanmistir. Bu sonuglardan
yola c¢ikarak, minimizasyon isleminin ALX4 modellerini kétiilestirdigi sonucuna

varilmis ve sonraki islemlerde minimizasyon kullanilmamasina karar verilmistir.

Tim sonuglar degerlendirildiginde, en diisik RMSD ve en yiksek
MolProbity degerlerine sahip olan sablon tabanli ColabFold (48 geri doniisiimlii) en
basarili modelleyici olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ancak en basarili modelde dahi
homeodomain disindaki modellemenin diizensiz ve ikincil yapilardan fakir oldugu
goriilmektedir. Bu nedenle, homeodomain disinda iyi bir modelleme yapilamadigi

sonucu ortaya ¢cikmaktadir.
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Ortalama MolProbity Yizdelik Sirasi

Modelleyicilerin ¢alisilan algoritmalarinin ortalama MolProbity ve
RMSD sonuglari. D-I-TASSER ve i-TASSER sadece varsayilan
algoritma ile modelleme yapildigindan iirettikleri 5 modelin
ortalamast alinip sunulmustur. Swiss-Model’da varsayilan algoritma
ile tek model elde edildiginden modelin MolProbity ve RMSD
degerleri oldugu gibi eklenmistir. Sekilde algoritmalarin tiim
parametre Ozellikleri belirtilmemis, sadece ortalama MolProbity
degeri en yliksek olup RMSD degeri en diisiik olan algoritma kutu
icine alimmustir. Kutu i¢ine alinan algoritmalar AlphaFold2, ColabFold
ve RoseTTAFold2 i¢in en iyi algoritmalar1 temsil etmektedir. Buna
gore en iyi algoritmalarin spesifik parametreleri AlphaFold2 igin 3
geri doniisiimlii, ColabFold i¢in sablon tabanli (pdb100 veri tabani) ve
48 geri dontisiimlii, RoseTTAFold2 i¢in Ocak 2024 tarihli algoritmada
en yiksek 512 MSA degerli ve 24 geri doniisiimli oldugu
saptanmuistir.
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Modelleyicilerde iiretilen en iyi modellerin dogruluk grafikleri. (A)
sekmesinde AlphaFold2’de iiretilen en iyi modelin pLDDT grafigi
sunulmaktadir. Yatay eksende amino asit numaralari, diisey eksende
pLDDT degerleri gosterilmektedir. pPLDDT degeri 70’in iizerinde olan
amino asitlerin konumlar1 giivenilir kabul edilmektedir. ALX4
homeodomaini disindaki yerler yiiksek giivenilirlikle
modellenememistir. (B) sekmesinde ColabFold’da iiretilen en iyi
modelin PAE grafigi gosterilmektedir. Hem yatay hem de diisey
eksende amino asit numaralar1 bulunmaktadir. Amino asitlerin birbiri
ile uzakliklart maviden kirmiziya dogru artmaktadir. En yakin amino
asitler homeodomain bdlgesine denk gelmekte olup kalan amino
asitler kompakt bir yapiya sahip olmak i¢in birbirinden olduk¢a
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uzaktir. (C) sekmesinde D-I-TASSER’da iiretilen modelin PAE grafigi
gosterilmektedir. Kirmizidan maviye amino asitlerin  uzakligi
artmaktadir. (D) sekmesinde RoseTTAFold2’nin pLDDT grafigi
gorlilmektedir. Grafikte yatay eksende amino asit numaralari, diigsey
eksende ondalik 6l¢ekte pLDDT degerleri bulunmaktadir. 0,7 ve iizeri
pLDDT degerine sadece homeodomain bolgesindeki amino asitler
sahiptir. (E) sekmesinde i-TASSER’1n dogruluk grafigi sunulmaktadir.
Grafikte yatay eksen amino asit numaralarini, diisey eksen sablonlarin
amino asitleri ile modelin amino asitleri arasindaki uzakligi angstrom
cinsinden belirtmektedir. Grafigin en altinda ise olusturulan modelin
ikincil yapisi 6zetlenmektedir. Yesil kisim alfa sarmali, pembe kisim
sarmallar arasindaki zinciri ve gri kisim diizensiz katlanmalar1 temsil
etmektedir. Ikincil yapiya homeodomain ve OAR domain ulasmis
olup, sablona en ¢ok homeodomain bolgesi benzemektedir.
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Sekil 4.7.

Modelleme sonuglart.

52




(E)

Sekil 4.7. (devam1) Modelleme sonuglari. (A) sekmesinde AlpaFold2’nin, (B)
sekmesinde ColabFold’un, (C) sekmesinde D-I-TASSER’1n,
(D) sekmesinde i-TASSER’1n, (E) sekmesinde
RoseTTAFold2’nin tirettigi en iyi model sunulmaktadir. Solda
model ikincil yapisina gore renklendirilmis, sagda ise 2MOC
ile ¢akigtirllmig goriintlisii gosterilmektedir. Sagdaki goriinti
yesil model, mor 2MOC olacak sekilde renklendirilmistir. Kutu
icerisinde cakistirmanin yakin goriintiisii gdsterilmektedir.



Sekil 4.8.

Minimizasyon sonuglari.
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Sekil 4.8. (devam1) Minimizasyon sonuglari. (A) sekmesinde AlpaFold2’nin, (B)

sekmesinde ColabFold’un, (C) sekmesinde D-I-TASSER’in,
(D) sekmesinde 1-TASSER’1n, (E) sekmesinde
RoseTTAFold2’nin {irettigi en 1iyi modele uygulanan
minimizasyon sonucunda elde edilen model sunulmaktadir.
Solda model ikincil yapisina gore renklendirilmis, sagda ise
2MOC ile cakistirilmig goriintiisii gosterilmektedir. Sagdaki
goriintii  yesil model, mor 2MOC olacak sekilde
renklendirilmistir. Kutu igerisinde ¢akistirmanin  yakin
gorlintiisli gosterilmektedir.

4.3. ALX4 Homeodomain Varyant Modelleri
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Yabanil ALX4 modellerinin sadece homeodomain igin basarili modelleme
yapmasi nedeniyle tezin bundan sonraki kisminda homeodomain kismina denk gelen
72 amino asit uzunlugundaki (ALX4 proteininin 209.-280. amino asitler arasi) kisim
varyant modellemelerinde kullanilmigtir. Tiim karsilagtirmalarda bu amino asitlere
denk gelen 2MOC’nin son 72 amino asit uzunlugundaki kismi kullanilmig olup

karsilagtirilacak varyantlar da ALX4’{in bu kismindan se¢ilmistir.

4.3.1. Modelleme i¢cin Kullamlacak Varyant Proteinler ve Dizileri

Varyant bilgilerine daha onceden bilinen ALX4 literatiiriindeki patojenik
varyantlar, ClinVar verileri ve gnomAD 4.1 veri tabanindan ulagilmistir. Bu
kaynaklarda yer alan varyantlardan homeodomain (214-273) ve deneysel (206-280)
bolgeye denk gelen ve missense olan 66 varyanta ulasilmistir (37). Bu varyantlardan
63 tanesi gnomAD veri tabaninda bulunmakta olup sadece bir tanesinin sikligi
yiiksek (>10°) ve ClinVar’da muhtemel benign varyant olarak bildirilmistir
(p.Ala243Val). Bunun disinda, p.GIn225Glu, p.Arg218GIn ve p.Arg272Pro olmak
lizere 3 varyant daha Onceden patojenik olarak islev kaybettiren ALX4 iligkili
hastaliklarda bildirilmistir (16). Son olarak, homeodomain bdlgesinin icerisine denk
gelmese de ¢ok yakininda olan p.Lys211Glu varyant:1 islev kazandiran bir varyant
olarak bildirilmis olup bu tezde modellenmektedir (16). Varyant dizileri asagida

degismis amino asit kalin isaretlenmis olarak verilmektedir.

> Ala243vVal
SNKGKKRRNRTTEFTSYQLEELEKVFQKTHYPDVYVREQLAMRTDLTEARVQVWEFQON
RRAKWRKRERFGQOMOQ

> Gln225Glu
SNKGKKRRNRTTFTSYELEELEKVFQKTHYPDVYAREQLAMRTDLTEARVQVWEQN
RRAKWRKREREFGQOMQO

> Arg218Gln
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SNKGKKRRNQTTFTSYQLEELEKVFQKTHYPDVYAREQLAMRTDLTEARVQVWEQN
RRAKWRKRERFGOMQOQO

> Arg272Pro
SNKGKKRRNRTTFTSYQLEELEKVEFQKTHYPDVYAREQLAMRTDLTEARVQVWEQN
RRAKWRKPERFGQMQQ

> Lys211Glu
SNEGKKRRNRTTEFTSYQLEELEKVFQKTHYPDVYAREQLAMRTDLTEARVQVWEFQN
RRAKWRKRERFGQOMQQO

4.3.2. Varyant Protein Modelleri

Homeodomain bdlgesi i¢cin ColabFold un iirettigi 5 modelden MolProbity ile
pLDDT degerlerine gore en 1iyisi segilen varyantlarin modelleme sonuglar1 ve PAE
grafiklerine bakildiginda varyantlarin giivenilir sekilde modellenebildigi goriilmiistiir

(Sekil 4.9). Degerlerin ayrintili tablosu Tablo 4.2°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.9

Varyant modelleri ve PAE grafikleri. (A) sekmesinde Ala243Val, (B)
sekmesinde Lys211Glu, (C) sekmesinde Arg218GIn, (D) sekmesinde
Arg272Pro, (E) sekmesinde GIn225Glu varyantlar1 sagda Discovery
Studio aracinda ikincil yapilarina gore renklendirilmis olarak, solda
PAE grafikleri ile gosterilmektedir. Grafikte model igerisindeki amino
asitler aras1 uzaklik maviden kirmiziya dogru artmaktadir.
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4.4. Yabanil Homeodomain ile Varyantlarin Karsilastirilmasi

Yabanil homeodomain ile 5 varyantin ¢akistirilma sonucu her varyant ic¢in
Sekil 4.10’de verilmektedir. Burada yesil renk varyanti, mor renk yabanil tipi temsil
etmektedir. Tim karsilastirmalarda homeodomain boélgeleri i¢in yabanil tip ile
mutant modellerin benzer RMSD degerlerine (3,90-4,64 A) sahip oldugu ve bu tiir
bir karsilastirma ile farkli varyantlar arasinda ayrim yapmanin miimkiin olmadigi

gorlilmektedir (Tablo 4.3).

A

Sekil 4.10. ALX4 protein varyant modellerinin homeodomain bdlgesi i¢in
yabanil ALX4 ile iist iiste cakistirilmasi. Tiim sekillerde mor modeller
yabanil ALX4’ti yesil modeler ise varyantlar icin olusturulan
modelleri gostermektedir. Degisen amino asit ise tim modeller
iizerinde sari ile isaretlidir. (A) p.Ala243Val, (B) p.Arg218GlIn, (C)
p-GIn225Glu, (D) p.Arg272Pro, (E) p.Lys211Glu.

Her bir varyantin amino asitler arasi etkilesim {izerine etkileri incelendiginde
ise missense varyant disindaki diger varyantlarda belirgin farkliliklar goriilmektedir.
Benign p.Ala243Val varyantt homeodomain igerisinde bulunmaktadir. Bu varyant
hidrofobik bir amino asidin bagka bir hidrofobik amino aside degisimine sebep
olmasina ragmen AlphaMissense araci tarafindan patojenik bir etkiye sahip oldugu

tahmin edilmistir. Bu tezde yapilan incelemeye gore ise bu missense degisiklik


https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&ved=2ahUKEwi2jZqXiveHAxX0VPEDHeLvLqYQFnoECB4QAw&url=https%3A%2F%2Fwww.britannica.com%2Fscience%2Fangstrom%23%3A~%3Atext%3Dangstrom%2520(%25C3%2585)%252C%2520unit%2520of%2C10%2520metre%252C%2520or%25200.1%2520nanometre.&usg=AOvVaw2RrFmkiI-sLDV4o8VaEfeH&opi=89978449
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homeodomain igerisinde amino asit interaksiyonlarinda belirgin bir degisiklige sebep
olmamaktadir (Sekil 4.11). Ote yanda, islev kazandiran p.Lys211Glu degisikligi
yabanil proteindeki Lys211 ile Ser209 arasinda bulunan etkilesimi bozmaktadir
(Sekil 4.12). Ser209 homeodomain diginda bulunan bir amino asit oldugu i¢in bu
degisimin homeodomain disindaki bir interaksiyon iizerine etki ettigi sdylenebilir.
Islev kaybettiren p.GIn225Glu ve p.Arg272Pro degisiklikleri homeodomain
icerisinde yer almakta ve homeodomain igerisindeki diger amino asitlerle etkilesime
girmektedir. AlphaMissense bu degisiklikleri patojenik etkiye sahip olarak tahmin
etmistir. Bu degisikliklerin homeodomain igersindeki diger amino asitlerle
etkilesimde bozulmalara sebep oldugu goriilmektedir (Sekil 4.13). Islev kaybettiren
bir diger degisiklik olan p.Arg218GlIn icin ise etkilesim lizerine nasil bir etkisi

oldugu konusunda tahmin yiiriitmek miimkiin olmamustir (Sekil 4.14).

Tablo 4.3.  Modellenen ALX4 varyantlarinin 6zellikleri.

Bilinen RMSD Farkh Tahmin Edilen

Varyant  ‘paii (A)  Etkilesim E tkisi AlphaMissense
p.-Ala243Val Benign 4,42 Yok Benign Patojenik
p.Arg218GIln  LoF 3,90 ? Patojenik Patojenik
p.GIn225Glu  LoF 4,44 Home?gomain Patojenik Patojenik
p.Arg272Pro  LoF 4,64 Home(i)(gomam Patojenik Patojenik
pLys211Glu  GoF 435 Homeodomain — p. o o Patojenik

dis1
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Sekil 4.11.  p.Ala243Val varyantinin etkilesimleri. Yabanil homeodomainde (mor)
Ala243 (homeodomain parcasinda Ala35) ile Pro239 (Pro31) arasinda
bulunan etkilesim p.Ala243Val varyantinda (yesil) korunmaktadir.

Sekil 4.12.  p.Lys211Glu varyantinin etkilesimleri. Yabanil homeodomainde (mor)
Lys211 (homeodomain parcasinda Lys3) ile Ser209 (Serl) arasinda

bulunan etkilesim p.Lys211Glu varyantinda (yesil) kaybolmustur.
Ser209 homeodomain disinda yer almaktadir.
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Sekil 4.13.

p.GIn225Glu ve p.Arg272Pro varyantlarmin etkilesimleri. Yabanil
ALX4 proteininde (mor, Al) GIn225 (homeodomain pargasinda
GIn17) ile Ser251 (Thr43) arasinda bulunan etkilesim p.GIn225Glu
varyantinda (yesil, Al) kaybolmustur. Yabanil homeodomainde (mor,
B1) Arg272 (Arg64) ile Arg270 (Arg62) arasinda bulunan etkilesim
p.Arg272Pro varyantinda (yesil, B2) kaybolmustur. Ser251 ve Arg270
homeodomain igerisinde yer almaktadir.

Sekil 4.14.

p-Arg218GIn varyantimin etkilesimleri. Yabanil homeodomainde
(mor) Arg218 (homeodomain pargasinda Argl0) amino asidine ait yan
zincirin belirgin bir etkilesimi bulunmamis olup p.Arg218Gln
varyantinin (yesil) yan zinciri i¢in de belirgin bir etkilesim
saptanmamuistir.
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5. TARTISMA

Homeobox genlerinin bir sinifin1 olusturan ALX gen ailesi, insanlarda ALX],
ALX3 ve ALX4 olmak lizere 3 gen igermektedir. Bu genlerin tamami 6zellikle yiiziin
embriyonik gelisiminde rol oynayan transkripsiyon faktorlerini kodlamaktadirlar. Bu
genlerin iglev kaybettiren mutasyonlarinda farkli siddetlerde Frontonazal Displazi adi
verilen ve embriyonik orta yiiz ve burun gelisiminin tam tamamlanamadigi
hastaliklar ortaya c¢ikmaktadir. Bu 3 gen arasinda ALX4 islev kazandiran
mutasyonlarimin da kraniyosinostoz adi verilen bir hastalik ile iligkilendirilmesi ile
digerlerinden ayrilmaktadir. ALX4 geninin bu sekilde hem islev kaybinin hem de
kazancinin fenotipik agidan birbirine zit goriinen hastaliklarla iliskili olmasi1 kalitsal
hastaliklar arasinda oldukca nadir bir 6zelliktir. Bu tezde, ALX4 genindeki farkli
genetik degisikliklerin etkisinin ALX4 yapisal protein modelleri ilizerinde farkli
etkileri olabilecegi ongoriilerek bu etkiler ile protein islevinin iligkilendirilmesi
amaglanmistir. Elde edilen veriler 15181nda ALX4 proteininin tamamu i¢in saglikli bir
modelleme yapilamamis olsa da DNA baglanmasindan sorumlu homeodomain i¢in
farkli varyantlara yonelik modeller yapilmis, oOzellikle islev kaybettiren ALX4

varyantlari i¢in anlamli degisiklikler ortaya ¢ikmistir.

ALX4 proteinin tamaminin modellenmesi i¢in giiniimiizde yaygin kullanilan
6 farkli aracla elde edilen modeller, proteinin homeodomain ve OAR domain
bolgeleri disinda basarili olamamis, bu bolgeler disinda yiiksek pLDDT degerine
sahip amino asitler elde edilememistir. Bu durumun en 6nemli nedeninin ALX4 ile
homoloji proteinler i¢in sadece bu 2 bolgeye yonelik deneysel protein yapilarinin
bulunmasidir. Bu durumun altinda ALX4 transkripsiyon faktoriiniin ¢ok sayida
amino asit tekrarlar1 igeren bdlgeler icermesi yatabilir. Bu tiir bolgeler, intrinsik
diizensiz bolgeleri (IDR) isaret etmekte olup UniProt veri tabanina gore de ALX4
proteini 75.-145. amino asitler ile 184.-219. amino asitler arasinda olmak iizere
toplam 107 amino asit uzunlugunda bir IDR igermektedir (Sekil 5.1). Bu bolge tim
proteinin dortte birlik kimimi olusturmakta olup bu tiirden bolgelerin oldukga

dinamik yapilar oldugu ve saglikli modellerinin olusturulamadiklar1 bilinmektedir
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(38). Ayrica bu bolgelerin transkripsiyon faktorlerinde zengin olduklari da
bilinmektedir (39). Bu nedenle c¢alismada kullanilan protein modelleme

yontemlerinin ve minimizasyon isleminin basariya ulasmadig: diistiniilmiistiir.

» Sequence information |

Homeodomain OAR
Disordered === L

+ Sites —

» PTM A :

» Antigenic sequences

» Variants

» Proteamics —]
» PDBe 3D structure coverage r
» MlphaFold —— an

» Structural features I .

Sekil 5.1. ALX4 i¢in UniProt veri tabanindan elde edilen protein domainleri.

Modelleyicilerde modeller elde edildikten sonra yapilarin iyilestirilmesi i¢in
modelleyicinin drettigi en iyi model ile 5000 adimli ve CHARMM kuvvet alanl
minimizasyon yapilmistir. Ancak bu islem yapilarin hem belkemigini hem de yan
zincirlerini kotiilestirmis, bazilarinda homeodomain bélgesi bozulmustur. Bu durum
yine IDR bolgenin varligi ve bu bolgenin etrafindaki katlanmalarin diizensiz

olmasindan kaynaklanabilir (40).

Homeodomain bolgesi yiiksek giivenilirlikle elde edilmis ve deneysel sonucu
bulundugundan bu bélgeye denk gelen benign, islev kaybi ve islev kazanimi olan
varyantlar modellenmis ve yapisal olarak incelenmistir. Incelemede RMSD
hesaplamasi yapilmis ve varyantin yabanil homeodomainden degisen amino asidinin
etrafindaki amino asitlerle etkilesimine bakilmistirr. RMSD hesaplamasinda benign
varyant ile yabanil homeodomain arasinda bir degisim olmamasi ve islev kayb1 ve
kazanimi olan varyantlarda bir degisim olmasi beklenirken goz ardi edilemeyecek bir
degisim meydana gelmemistir. Bunun nedeni yabanil homeodomain olarak deneysel

sonucun kullanilmis olmas1 olabilir. Deneysel sonucun protein dizisi varyant
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modellemesinde kullanilmig ColabFold’da modellenmis olsaydi RMSD degerlerinin
benign ve diger varyantlarda daha ¢ok farklilik gosterebilecegi diisiiniilmiis olmakla
birlikte tez ¢alismasinda bu heniiz tamamlanmamistir. Amino asit etkilesimlerine
bakildiginda ise beklendigi gibi benign varyant ile yabanil homeodomain arasinda bir
fark gorilmemistir. Bolge yiiksek gilivenilirlikle modellenebildigi igin, yabanil
homeodomain i¢in deneysel ya da hesaplamali yontemle elde edilmis yapidan
hangisinin kullanilacaginin amino asit etkilesimleri incelenirken 6nemsiz oldugu
diisiiniilmektedir. Islev kazammmi olan varyantta yabaml homeodomainin
etkilesimlerinden farklt olarak homeodomain bdlgesinin disindaki amino asitle
etkilestigi goriilmektedir. p.Arg218GIn varyanti disindaki islev kaybi olan
varyanlarin ise homeodomainin etkilesimlerinden farkli olarak homeodomain
bolgesindeki amino asitle etkilestigi goriilmektedir. ALX4 DNA’ya baglanma islevini
homeodomain bolgesi ile gergeklestirdiginden, degisen amino asidin proteine islev
kazandiran 6zellikte olunca bu bdlgenin disi ile, islev kaybettiren 6zellikte olunca bu
bolgede bir amino asit ile etkilesmesi ilgili varyantin islev kaybettiren ya da
kazandiran olmasina neden olmus olabilir. Bu durumda homeodomainde meydana
gelen islev kazandiran ya da kaybettiren tek amino asit degisiklikli varyant proteinin
degisen amino asidinin diger amino asitlerle etkilesimi sirasiyla domain bolgesi
disinda veya i¢inde olabilir. Ancak bu hipotezin test edilmesi i¢in daha fazla veriye

ihtiya¢ duyulmaktadir.

p-Arg218GIn varyantinda, yabanil homeodomaindeki Arg amino asidi ile
varyant proteindeki degistigi Gln amino asidinin etkilestigi amino asitler farklidir,
ancak belkemigi bag1 yapmaktadir. Belkemigi her amino asitte ayni1 oldugundan bu
degisiklik dnemli bulunmamistir. Ancak tez teslimine yakin tarihte yaymlanan PDB
veri tabanindaki 8OSB kimlikli ALX4 homeodomain bdlgesi, bu varyantin
etkilesimlerinin tekrar degerlendirilmesini saglamistir (41). 8OSB proteini ALX4’{in
tamaminda 216-277 amino asitleri arasina denk gelmekte ve PDB veri tabaninda
TWISTI genine TCF4 proteini ile bagh sekilde bulunmaktadir (Sekil 5.2). Arjinin,
DNA ile bag yaparken iki nitrojenini de kullanmaktadir. Burada Arg ve Gln

kimyasia bakildiginda glutaminin arjininden daha kisa oldugu ve bir nitrojeninin
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oldugu goriilmektedir (Sekil 5.3). Bu durum glutaminin DNA’ya ulasmasini ve
nitrojen eksikliginden bag yapmasii engelleyebilir. Bundan dolay1r p.Arg218GlIn
varyantt homeodomainin DNA’ya baglanma islevini etkiliyor olabilir ve etkisi

patojenik olarak tahmin edilebilir.

Sekil 5.2. ALX4 homeodomaininde arjininin DNA’ya baglanmasi. Sol gri
basamaklar DNA’nin niikleotitlerini temsil ederken sagda ALX4
homodomaininin ilk 3 amino asidi goziikmektedir. Yesil ile
isaretlenen arjinindir. Kutu i¢ine alinan bolge arjininin DNA ile bag
yaptig1 iki nitrojenini gostermektedir.
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Sekil 5.3. Arjinin ve glutaminin kimyasal yapilari. Yapilar NIH PubChem
kimyasal yap1 veri tabanindan yakin 6l¢eklerde alinmistir. Kutu igine
alinan kisim yan zinciri géstermektedir.

Sonu¢ olarak bu tez calismasinda ilk kez ALX4 proteininin deneysel
modellerinde islev kazandiran ve fonksiyon kaybettiren mutasyonlarin fenotip
cesitliligine etkisi ¢alisilmis olup homeodomain bdlgesinde yer alan mutasyonlarin
amino asit etkilesimleri ile islev kazandirma ve kaybettirme etkilerinin tahmin

edilebilecegi gosterilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

ALX4’lin homeodomaini digindaki bdlgelere benzer ve yapist bilinen bir

protein bulunamamastir.

Yabanil ALX4’lin tamami glinlimiizde kullanilan araglarla modellenmeye
calisilmig, ancak basarili olunamamistir. Bunda en biiyiik etken diizensiz
domain bolgeleridir. Buna karsin, homeodomaini basarili  olarak

modellenebilmistir.

ALX4 i¢in en iyl modellemeyi yapan modelleyicinin 48 geri doniistimlii

parametresi ile sablon tabanli ColabFold oldugu bulunmustur.

ALX4 icin sablon tabanli veya sablon tabansiz modelleme pek farklilik
yaratmamistir. Ancak i1-TASSER’in sablon tabansiz modelleme yapan
modelleyicisi D-I-TASSER, 1-TASSER’dan daha kotii performans

sergilemektedir.

5000 admli ve CHARMM kuvvet alanli minimizasyon modelleri

iyilestirmede yeterli olamamustir.

Farkl1 fenotipik etkileri olan homeodomain bdlgesindeki ALX4 varyantlarinin
yapisal degisikligini RMSD hesaplamasini kullanarak saptamak miimkiin
degildir.

Homeodomaindeki ALX4 varyant proteinlerinin degisen amino asidindeki
yabanil tipten farkli olan etkilesimler, varyantlarin protein sonuglar1 ve
fenotipik etkileri ile ortiismektedir. Kisith sayida incelemede bu yontem

AlphaMissense’ten daha basarili bulunmustur.

Bu yontem ile etkisi tahmin edilemeyen etkilesim, yine yabanil ve varyant

amino asitlerin kimyasal yapilar1 incelenerek tahmin edilebilmistir.

ALX4 homeodomain-DNA etkilesiminin modellenmesi ve molekiiler
dinamik simiilasyonlarinin yapilmasi varyant ekisinin anlasilmasina katk1

saglayabilir.
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