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OZET

Biyolojik fonksiyonlari acisindan ¢ok fazla cesitlilik gdsteren proteinler, genetik
bilginin ifadelendigi molekiiler araglardir. Proteinler amino asitlerin dehidrate
polimerleri olup, timii yirmi amino asitin karakteristik diziler halinde kovalent
olarak baglanmasi ile olusur. Proteinlerde bulunan yirmi yaygin amino asit a-karbon
atomuna bagli, a-karboksil grubu, a-amino grubu ve ayirt edici bir degisken (R)
grubu igerirler. Bir proteinin yapisindaki atomlarin uzaysal diizlenimi proteinlerin
konformasyonu olarak adlandirilir. Proteinler i¢in dort yapr diizeyi tanimlanmistir;
bunlar birincil, ikincil, ii¢iinciil ve dordiinciil yapilardir. Siiper ikincil yapilar olan

motifler veya katlanmalar, ikincil yapida bulunan elemanlarin ve bunlar arasindaki
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baglantilarin diizlenimleridir. Motiflere dayali protein organizasyonu genel olarak
dort sinifa ayrilabilir: timii o, timi B, o/p ve o+p.

Protein yanlis katlanmasinin rol oynadigi hastaliklarin listesi glin gectikge
biiyiimektedir ve nodrodejeneratif hastaliklar en genis grubu olusturmaktadir. Bu
hastaliklara yol acan selektif norodejenerasyon mekanizmalarinin ¢oziilebilmesi,
normal ve mutant durumdaki proteinlerin modellerinin olusturulmas: ve yapilarinin
belirlenmesini gerektirmektedir. Bu sayede hastaliklarin tedavisi yolunda da adimlar
atilabilecektir. Yap1 analizi ile proteinlerin 3D yapisin1 belirlemek i¢in ii¢ tane
onemli tahmin yontemi vardir: homoloji modellemesi, hizalama ve ab initio.

Huntington Hastaligi’nda mutasyona ugrayan huntingtin proteininde ard arda
tekrar eden gutamin amino asitlerinin sayilarinda artis olmaktadir. Bunu takiben de
protein konformasyonunda degisimler, mutant protein agregatlar1 ve selektif ndron
Olimii gozlemlenmektedir. Bu ¢alismada VMD programi kullanilarak htt protein
modeli olusturulmus ve protein iizerinde glutamin artis1 mutasyonlar1 olusturularak
protein konformasyonundaki degisim gosterilmeye calisilmistir. Normal ve mutant
proteinin karsilastirilmasinda mutant proteinin yapisinda doniis ve sarmal yapilarinin
arttig1, o-heliks yapilarinin kisaldigir gézlenmistir. Bu durumda protein kendi iginde
veya diger proteinlerle kovalent olmayan bir etkilesime girerek kivrimli  tabakalari
seklinde ikincil bir yap1 olusturarak ¢okebilir. Mutant proteinin yapisinin ortaya
cikarilmasi, molekiiler mekanizmanin daha 1yi anlasilmasina ve bu dogrultuda cesitli
tedavi yontemlerinin gelistirilmesine 151k tutacaktir.

Anahtar Kelimeler: Huntington Hastaligi, huntingtin, protein yapi analizi,

VMD, hizalama
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SUMMARY

Proteins, showing considerable variation in terms of their biological functions,
are the molecular instruments with which genetic information is described. Proteins
are the dehydrated polymers of amino acids and are formed by the covalent bonding
of twenty amino acids in linear series. Twenty common amino acids include o-
carboxyl group, a-amino group and a distinctive R (variable) group, bonded to the a-
carbon atom. The spatial leveling of the atoms in the structure of a protein is called
the conformation of proteins. Four structure levels have been defined for proteins;
primary, secondary, tertiary and quaternary structures. The motives or simple folding
in the super secondary structures are the leveling of the elements in the secondary
structure and the connections between them. Motives can be seen as units from
simple to complex or sometimes repetitive units or their combinations. Folding of
polypeptides depends on the arrangement of both physical and chemical limitations.
Protein organization based on motives can generally be divided into four classes: all
a, all B, o/p and a+p.

The list of the diseases led by the wrong folding of proteins increases day by
day and neurodegenerative diseases constitute the largest group among them. The
mechanisms leading to selective neurodegeneration can be explored via modeling the
normal and mutant forms of the proteins and analyzing their structures. With this
information, studies regarding disease therapy can be initiated. In order to determine
the 3D structure of the proteins with structure analysis, there are three important
estimation methods, which are homology modeling, hizalama and ab initio.

In Huntington’s Disease, glutamin amino acids are expanded in the mutant
huntingtin protein. This is followed by conformational changes in the protein, mutant
protein aggregation and selective neuron death. In this study, VMD programme is
used to model the htt protein and changes in the protein structure is analyzed through
forming glutamin expansion mutations. In the comparison of normal and mutant
protein, it has been observed that the turn and coil structures are increased and o-
helix structures are shorter. In this situation, protein may gain non-covalent
interactions within itself or other proteins and aggregate in the form of twisted P

sheets. Determination of the structure of the mutant protein, will light the way of
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better understanding of the molecular mechanism and developing certain treatment
methods.
Key words: Huntington’s Disease, huntingtin, protein structure analysis, VMD,

threading



1. GIRIiS

Tiim proteinler, yap1 ve fonksiyonlarin1 belirlemek i¢in gerekli bilgiyi amino
asit dizilerinde barindirirlar. Protein yapilarmin aydinlatilmasi i¢in kullanilan
spektroskopik teknikler, optik dagilim metodlari, X-151m1 kristalografisi, niikleer
manyetik rezonans gibi geleneksel teknikler olduk¢a giiclii yontemlerdir. Ancak bu
yontemlerin uygulanmasi1 ve sonu¢ elde edilmesi uzun zaman alir, deneyimli
personelle birlikte teknik donanimli laboratuar sartlarin1 gerektirir (Bioinformatics A
Practical Guide to the Analysis of Genes and Proteins, 1998, s.246). Bu nedenle
stirekli belirlenen protein sekanslarinin sayisi ve belirlenmis olan protein yapisi
sayist arasinda biiyiik ugurum vardir (The Proteomics Handbook, 2003, s.2). Bu
acigin kapatilmasi, biyoinformatik araglarla protein yapi tahmini metodlari iizerinde
yogunlasilmasi ile miimkiin olabilir. Bu tekniklerin primer biyokimyasal verilerle
birlikte kullanim1 protein yap1 ve fonksiyonunun aydinlatilmasi i¢in ¢ok giiclii bir
sinerji yaratir.

Stirekli tiretilen biyolojik bilgilerin kullanilabilmesi i¢in 6ncelikle organize
edilmeleri gerekmektedir. Biyoinformatik bilim dalinin temel amaci da, biyolojik
bilgilerin yaratilmasi ve saklanmasi i¢in veritabanlarinin olusturulmasidir. Bu alanda
olusturulan veritabanlarinin biiylik bir kismi niikleik asitlere ait bilgileri
icermektedir. Niikleik asit dizi bilgilerinin organizasyonu ve depolanmasi gorevini
tstlenmis ii¢ kurulus vardir: Genbankasi (GenBank), Avrupa Molekiiler Biyoloji
Laboratuvart (EMBL) ve DNA Japonya Veritaban1 (DDBJ) (Bioinformatics A
Practical Guide to the Analysis of Genes and Proteins, 1998, s.16; Bioinformatik Ein
Leitfaden flir Naturwissenschaftler, 2004, s.9). Proten veritabanlar1 ise niikleotid
veritabanlarindan daha once olusturulmustur. Protein dizi verilerini toplayan ve
kullanima sunan {i¢ 6nemli hizmet saglayici bulunmaktadir: Swiss-Prot, Protein Bilgi
Kaynag1 Veritabani (PIR) ve Protein Veribankasi (PDB) (Bioinformatics A Practical
Guide to the Analysis of Genes and Proteins, 1998, s.49).

Norodejeneratif hastaliklardan biri olan Huntington Hastaligi’'na yol agan
mutant huntingtin proteininin ve ayni zamanda normal huntingtin (htt) proteininin
yapisinin ve islevinin belirlenmesi bugiine kadar miimkiin olamamistir (Andrade ve

Bork, 1995). Bunun baslica sebebi htt proteininin diger proteinlerle yapisal bir



homolojisinin olmamasidir. Huntington Hastaligi’'na yol acan mutasyon, gendeki
CAG tekrar sayilarindaki ve dolayisiyla proteinde kodlanan glutamin amino
asitindeki artistir (Huntington’s Disease Collaborative Research Group, 1993).
Normal ve artmis glutamin sayili mutant huntingtin proteinlerinin yapilarinin
aydinlatilmasi, proteinin fonksiyonunun ve dolayisiyla hastalik mekanizmasinin
aydinlatilmasinda yarar saglayacaktir.

Proteinlere ait yapi1 analizi ¢alismalar1 son yillarda olduk¢a yol kat etmistir.
Proteinlerin yap1 tahmini i¢in homoloji modellemesi, hizalama ve Ab initio olmak
tizere li¢ 6nemli tahmin yontemi vardir (Bioinformatik Sequenz-Struktur-Funktion,
2001, s.114; Bioinformatik Eine Einfiithrung, 2003, s.4; Angewandte Bioinformatik,
2004, s.124). Bu yontemlerle elde edilecek sonuglar, laboratuar ¢alismalar1 sonucu
elde edilen biyokimyasal verilerle birlestirilerek protein yapilar1 daha kisa siirede ve

daha giivenilir bir sekilde saptanabilecektir.

1.1. Proteinlerin Yap1 ve Islevleri

Biyolojik fonksiyonlar1 agisindan c¢ok fazla cesitlilik gosteren proteinler,
genetik bilginin ifadelendigi molekiiler araclardir. Proteinler amino asitlerin
dehidrate polimerleri olup, tiimii yirmi amino asitin karakteristik diziler halinde
kovalent olarak baglanmasi ile olusur. Bu yirmi amino asit, proteinlerdeki
kompozisyon ve dizilimlerini belirtmek amaci ile kullanilan ii¢ harfli kisaltma veya
tek harfli sembol ile gosterilir. Proteinlerde bulunan yirmi yaygin amino asit, o-
karbon atomuna bagl a-karboksil grubu, a-amino grubu ve ayirt edici bir degisken

grubu (R) igerir (Sekil 1.1.) (Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.116).

Sekil 1.1. Bir amino asitin genel yapisi

(Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.116)



Glisin disindaki amino asitlerde a-karbon atomu asimetriktir ve kiral
merkezdir. a-karbon atomuna baglanan dort farkli grup, ayna goriintiisii kendisi ile
cakismayan iki farkli uzaysal diizlenim olusturur. Bu sayede amino asitler optikce
aktif stereoizomer c¢iftleri seklinde (D ve L-stereoizomer) varolabilir (Sekil 1.2.).
Yine de proteinlerde sadece L-stereoizomerleri bulunur (Lehninger Principles of

Biochemistry, 2000, s.117).

CO0- COO

{-H (:H

L-Alanin D-Alanin

Sekil 1.2.Alanin amino asitindeki stereoizomeri

(Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.117)

1.1.1. Amino Asitlerin Siniflandirilmasi

Amino asitler R gruplarmin pH 7.0°deki polaritesi ve ylikiine gore suyla
tepkimeye girme egilimlerine gore bes ana sinifta gruplandirilir (Tablo 1.1.)
(Biyokimya, 1997, s.2).

Polar olmayan alifatik amino asitlerin R gruplar1 polar 6zelligi tasimayip,
hidrofobiktir. Bu amino asit sinifinda glisin, alanin, valin, 16sin, metiyonin ve
izoldsin yer alir (Sekil 1.3.) (Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.118).

Aromatik amino asitler olan aromatik yan zincirli fenilalanin, tirozin ve
triptofan, goreceli polar olmayan (hidrofobik) amino asitlerdir (Sekil 1.4.)
(Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.119).



Tablo 1.1. Amino asitlerin 6zellikleri ve siniflandirilmasi

(Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.116)
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Polar yiiksiiz amino asitlerin icerdikleri islevsel gruplar suyla hidrojen bagi

yapar, polar olmayan amino asitlere gore suda daha iyi ¢Oziinebilir ve daha

hidrofiliktir. Bu grupta yer alan amino asitler serin, treonin, sistein, prolin, asparajin

ve glutamindir (Sekil 1.5.) (Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.120).

Bazik amino asitler pH 7.0’de pozitif yiiklii R grubu igerirler. Bu simifta yer

alan amino asitler lizin, arjinin ve histidindir (Sekil 1.6) (Lehninger Principles of

Biochemistry, 2000, s.120).

Asidik amino asitler pH 7.0’de net negatif yiikli R grubu igeren ve ikinci

karboksil grubuna sahiptir. Bu amino asit sinifinda aspartat ve glutamat yer alir

(Sekil 1.7) (Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.120).




Nonpolar, alifatik R gruplar
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Sekil 1.3. Polar olmayan R gruplarina sahip amino asitler

(Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.119)

Aromatik, R gruplan

OO (IJDD {EUU
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EE
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Feninalanin Tirozin Triptofan

Sekil 1.4. Aromatik R Gruplu amino asitler

(Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.119)



Polar, yiksiz R gruplan
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Sekil 1.5. Polar, yiiksiiz R gruplu amino asitler
(Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.119)

Pozitif yiikli R gruplan
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Sekil 1.6. Pozitif yiiklii R gruplarina sahip amino asitler
(Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.119)




Negatif yiikli R gruplan

COO CO0

H.N -cl.‘.- H HﬂﬂJ—fl.:—]l
CH, (|31-[-=
(l_‘-f}ﬂ' l[!?]-[3

'El,‘.[}f_‘l

Aspartat Glutamat

Sekil 1.7. Negatif yiiklii R Gruplarina sahip amino asitler
(Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.119)

1.2. Peptitler ve Proteinlerin Yapilar

Iki amino asit molekiiliiniin peptit bag1 olarak adlandirilan bir amid bag ile
kovalent olarak baglanmasi sonucunda dipeptit olusur. Bu bag bir aminoasidin o-
karboksil grubu ile diger amino asidin a-amino grubu arasinda dehidratasyon ile
olusur. Ug amino asidin iki peptit bagi ile baglanmasi sonucu tripeptit, yine ayni
sekilde amino asitlerin baglanmasi ile tetrapeptitler, pentapeptitler meydana gelir.
Boylece az sayida amino asidin baglanmas ile olusan yapiya oligopeptit, cok sayida
amino asidin baglanmasiyla olusan yapiya da polipeptit ad1 verilir. Polipeptit terimi
¢ogu zaman protein terimi ile birbirlerinin yerlerine kullanilsa da, polipeptitlerin
molekiiler agirlig1 genel olarak onbinin altindadir.

Basit proteinler sadece amino asitlerden olusup baska kimyasal grup
igcermezler. Ancak bazi proteinler amino asitlere ek olarak kalici kimyasal gruplar
icerirler ki, bu proteinlere konjuge (birlesik) proteinler denir. Konjuge proteinin
amino asit olmayan kismina prostetik grup adi verilir. Prostetik grubun kimyasal
yapist temel alinarak konjuge proteinler; lipoproteinler, glikoproteinler,
fosfoproteinler, hemoproteinler, flavoproteinler ve metalloproteinler olarak alt1 gruba
ayrilir.

Bir proteinin yapisindaki atomlarin uzaysal diizenlenimi proteinlerin

konformasyonu olarak adlandirilir. Bu anlamda, proteinler icin dort yapi diizeyi



tanimlanmistir. Primer (birincil), seconder (ikincil), tersiyer (li¢iinciil) ve kuaterner

(dordiinciil) yapr (Sekil 1.8.) (Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.129).

Aminoasit kalintlan

Birincil fkincil Ugiinedl Dérdancl
yapl ¥apl vapl yap
i 1 2 a' W
U My "'fﬁ F
Pl : r
a-heliks Polipeptit zinciri Toplagmig att birimier

Sekil 1.8. Proteinin primer, sekonder, tersiyer ve kuaterner yapisi

(Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.129)

1.2.1. Birincil Yap1

Polipeptitin bir ucundaki amino asit serbest bir o-amino grubuna, diger

ucundaki amino asit ise serbest bir a-karboksil grubuna sahiptir (Sekil 1.9.). Amino

asitlerin N-ucundan C-ucuna olan ve primer kimyasal baglarin gosterildigi dizisi

polipeptitin primer yapisidir. Bu yapida amino asitler arasindaki potansiyel

etkilesimler hesaba katilmaz (Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.162).

Karboksil

Sekil 1.9. Polipeptitin primer yapisi
(Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.162)



1.2.2. ikincil Yap1

Sekonder yapi, hidrojen baglari ile kararli kilinan, diizenli tekrarlanan yapilar
isaret eder. Diger bir deyisle, sekonder yapida ana zincirde olugan hidrojen baglar1 6n
plana ¢ikar, polipeptit zincirinde birbirine komsu olan amino asitlerin olusturdugu,
diizenli ve tekrarlayan konfigiirasyonlar gosterilir. Ikincil yapmin &zellikle birkag tipi
kararlidir, bunlar protein yapisinda en yaygin olarak bulunan a-heliks (a-sarmal) ve
B-yapragi konformasyonlaridir. Ikincil yapilar yerel oldugu igin bir proteinin iginde
farkli ikincil yapilara sahip pek cok bolge olabilir (Lehninger Principles of
Biochemistry, 2000, s.163).

1.2.2.1. a-heliks Yapisi

Polipeptit zincirinin en basit diizlemi o-heliks olarak adlandirilan helezonik
yapidir. Bu helezonik yapida, polipeptit iskeleti, heliks ortasindan uzunlamasina
asagl dogru inen hayali bir eksen g¢evresinde, amino asitlerin R gruplarmin heliks
iskeletinden disar1 dogru yonelmesi ile sikica sarmalanmistir. Eksen boyunca
tekrarlayan birim, heliksin tek bir doniistidiir ve yaklasik 5.4 A° uzunlugunda, 3.6
amino asit kalintis1 igcermektedir. a-heliks yapisi, peptit baginin elektronegatif azot
atomuna bagli azot atomu ile bu peptit baginin amino termal ucu kisminda bulunan
dordiincii aminoasidin elektronegatif karbonil oksijen atomu arasinda bulunan bir
hidrojen bagi ile sabitlenir (Sekil 1.10.). a-heliksin ardisik dontisleri bir sonraki
dontisle tig-dort hidrojen bagi1 yaparak bir arada tutulmakta ve bu da heliks yapisinin
tamamina dnemli 6l¢iide kararlilik saglamaktadir (Sekil 1.11.) (Lehninger Principles
of Biochemistry, 2000, s.164).

Polipeptitlerdeki amino asitlerin yaklasik dortte biri a-helikslerin yapisinda
olup helezonik donme sekli sag el doniislii heliks tarzindadir (Sekil 1.12.). Ancak
kesin oran proteinden proteine biiylik degisiklik gosterir (Lehninger Principles of

Biochemistry, 2000, s.165).



Sekil 1.10. a-heliks yapisi (Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.164)

Sekil 1.11. a-heliksin kararli yapisi
(Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.164)

10



11

. ¥

t -
+ ¥

b 1
4 (4

i -
4

45 "i.‘i

Sekil 1.12. a-heliksin helezonik donme sekli
(Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.116)

1.2.2.2. p-konformasyonu

B-konformasyonundaki polipeptit zincirinin iskeleti zigzag yapisinda uzayarak
pliseye benzer bir yap1 olusturacak sekilde, yan yana gelerek diizenlenir. Bu diizen
icinde hidrojen baglar1 polipeptit zincirinin bitisik kisimlar1 arasinda olusur ve f
tabaka olarak adlandirilir. f tabakada bulunan bitisik polipeptit zincirleri birbirleriyle
antiparalel (Sekil 1.13.) veya paralel (Sekil 1.14.) konumda olabilir (Lehninger
Principles of Biochemistry, 2000, s.166).

Sekil 1.13. B-tabakada polipeptid zincirlerinin birbirleri ile antiparalel konumu

(Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.167)
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Sekil 1.14. B tabakada polipeptid zincirlerinin birbirleri ile paralel konumu

(Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.167)

Paralel yapida tekrarlayan birim 6.5 A° iken antiparalel yapida tekrarlayan

birim 7 A° uzunlugundadir ve hidrojen baglarinin olusum diizeni farkli olmasina

ragmen birbirlerine oldukca benzemektedirler (Sekil 1.15) (Lehninger Principles of

Biochemistry, 2000, s.166).

Lt

Sekil 1.15. Paralel ve antiparalel yapida hidrojen baglariin olusum diizeni

(Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.168)

B-kivrimlar o6zellikle antiparalel B-tabakasinin iki bitisik ucunu baglayan, sik sik

rastlanan yapilardir. Bu yap1 dort amino asit igeren 180°’lik bir doniis olup, ilk
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amino asidin karbonil oksijeni ve dordiincii amino asidin amino grubunun hidrojeni
arasinda hidrojen bagi olusturur. Ancak merkezde bulunan iki amino asit kalintisinin
peptit gruplari, amino asitler arasindaki hidrojen bag olusumuna hi¢ katilmazlar.
Kisaca proteinin ylizeyine yakin yerlerde ve kivrimin merkezdeki iki amino asidine
ait peptit gruplarinin suyla hidrojen bagi yapabildigine sik rastlanir. Uglii heliks
sekonder yapisi, li¢ polipeptit zincirinin i¢ igce donerek kuvvetli bir yap1
olusturmasidir. Ancak proteinlerde yaygin olarak bulunmaz (Lehninger Principles of

Biochemistry, 2000, s.168).

1.2.3. Ugiinciil Yap1

a- heliks, P-tabakalar ve diger az rastlanan sekonder yapilar {i¢ boyutlu
diizenlenerek polipeptidin tersiyer yapisini olusturur. Katlanma, hidrofilik yan
zincirlere sahip amino asitlerin suyla veya ¢oziicli iyonlarla temas kurabilecegi
proteinin dis kismina, hidrofobik yan zincire sahip amino asitlerin proteinlerin i¢
kismina yerlesmesi ile gerceklesir. Bu yerlesim tersiyer yapiya kararlilik saglar. Yan
zincirler arasinda goriilen Van der Waals kuvvetleri, hidrojen baglar1 ile amino
asitlerin non-polar yan zincirleri arasindaki hidrofobik etkilesimler gibi non-kovalent
iligkiler tersiyer yapiyr bir arada tutmaya yardimeci olur (Lehninger Principles of

Biochemistry, 2000, s.170).

1.2.4. Dordiinciil Yapi

Proteinlerin ¢ogu iki veya daha fazla polipeptit zincirlerinden meydana
gelmistir. Bu zincirler ayn1 veya farkli yapida olabilirler. Tersiyer yapiyr kararl
halde tutan benzer kuvvetler, bu alt iiniteleri de bir arada tutar. Proteinin bu alt
birimlerinin {i¢ boyutlu kompleksler seklinde diizenlenimleri dordiinciil (kuaterner)
yapt olarak adlandirilir. Bu yap1 ¢ok biiyiik protein molekiillerine imkan tanimakla
beraber, farkli aktiviteleri tek bir yapida birlestirerek proteine daha genis
fonksiyonellik kazandirir.

Yapiy1 olusturan bu seviyelere ek olarak, proteinler islevlerini goriirken

birbiriyle iliskili bir yapidan baska bir yapiya gecmeleri de protein yapisinin diger bir
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boyutunu olusturur. Bu {iglincil veya dordiinciil yapilarina  proteinin
"konformasyonlar1" denir ve bunlar arasindaki gegislere konformasyonel degisim adi

verilir (Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.170) .

1.3. Protein Motifleri

Ucgiinciil yapidaki karmasiklik alt yapilarin incelenmesi ile azaltilmaktadir.
Stiper ikincil yapilar olan motifler veya basit¢e katlanmalar, ikincil yapida bulunan
cesitli elemanlarin ve bunlar arasindaki baglantilarin diizenlenimleridir. Motifler
bazen basitten karmasiga kadar uzanan bazen de tekrarlayan birimler ya da
bilesimleri seklinde goriiliirler. Polipeptitlerin katlanmasi hem fiziksel hem de
kimyasal sinirlamalarin diizenlenmesine baghidir. Protein yapilarinin kararliliginda
hidrofobik etkilesimlerin 6nemli katkis1 vardir. Bu nedenle hidrofobik amino asit R
gruplarinin su disarida olacak sekilde gomiilii olmasi en az iki tabakali bir siiper
ikincil yapiy1 olusturur. Bu iki tabakali yapiy1 B-o-p halkasi ve a-a kosesi gibi basit
motifler olusturur (Sekil 1.16.a-b ). Ikincil yapinin elemanlari arasindaki baglantilar
birbirleri ile ¢apraz ya da diigiim olusturmaz. Her bir parcanin sag-el yoniinde hafifce
kivrildigr durum B-konformasyonunun en kararli halidir (Sekil 1.16.c.). Daha biiyiik
bir ¢ok yapinin ¢ekirdegini olusturan B-figis1 ve kivrilmig B-tabaka (Sekil 1.16.d.) bir
cok parcanin bir araya geldigi yapida bulunan p-tabakalarin 6zgiin olarak kivrilmasi
ile olusur (Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.184).

Bu kurallar c¢ergevesinde basit motiflerden daha karmasik motifler
olusturulabilir. Basit bir motif olan B-a-f halkasinin tekrarlanmasi ile daha kararli ve
yaygin bir motif olan o/ B ficist olarak bilinen yap1 olusturulur (Sekil 1.17.)
(Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.184).

Motiflere dayali protein organizasyonu genel olarak dort sinifa ayrilabilir:
timi o, timi B, o/ B ve ot P. Proteinlerin yapisal siniflandirilmast SCOP
(“Structural Classification Of Proteins”) veritabani ile saglanmaktadir (Sekil 1.18-

1.21) (Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.184).
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(a) B-a- B halkasi ) a-akogesl

(b) tim 5 motiflerindeki  tipik Crossover baglanti
badgfant

(e) sag-el yoniinde kivrilmis B sol-el yoninde kivrilmis 5
konformasyonurn konformasyonun

(d) B ficisi kivrilmis 5 tabaka

Sekil 1.16. Protein motifleri (Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.185)
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B- a- B halkasi af 3 ficisi

Sekil 1.17. B-a-p halkasinin tekrarlanmasi sonucu o/ B figist olusumu

(Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.185)

ﬁ,u

il

Sekil 1.18. Tiimii o organizasyonlu proteinler

(Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.186)
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Sekil 1.19. Tiimii B organizasyonlu proteinler

(Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.186)

Sekil 1.20. o/ B organizasyonlu proteinler

(Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.187)
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Sekil 1.21. o+p organizasyonlu proteinler

(Lehninger Principles of Biochemistry, 2000, s.187)

1.4. Huntington Hastahg:

1.4.1. Klinik Ozellikleri

Dr. George Huntington ilk kez 1872 yilinda Huntington Hastaligin1 dominant
gecisli, gec-baslangigli, progresif ve Oliimciill bir hastalik olarak tanimladi
(Huntington, 1872). Huntington Hastalig1 (HH) otozomal dominant ge¢isli ve santral
sinir sistemini etkileyen, kronik, norodejeneratif bir hastaliktir (Bates vd., 2002). Bati
Avrupa’da goriilme sikligt 3-7/100.000°dir. Geg-baslangicli bir hastalik olarak
bilinen HH nin klinik semptomlar1 genellikle 30-40’11 yaslarda ortaya ¢ikar ve 10-20
sene i¢inde Oliimle sonuglanir (Ho vd., 2001). Olgularin %10’u erken baslangichdir
(jiivenil form), bu durumda hastalik daha siddetli ve hizli seyreder (Kremer, 2002).
Huntington Hastaligi’nin klinik 6zellikleri motor, psikiyatrik ve kognitif bozukluklar
olmak iizere ii¢ grupta tolanabilir (Van vd., 1986). Ilk tanimlandig1 yillarda hastaliga

adin1 veren kore, hastaligin en ¢arpict semtomudur (Penney vd., 1990).
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Huntington geninin 4. kromozomda (4p.16.3) oldugu baglant1 analizi ile 1983

yilinda belirlenmistir (Sekil 1.22) ve HH DNA markorlerine baglanti ile haritalanan

ilk otozomal dominant gegisli hastalik olmustur (Gusella vd., 1983). Yaklasik on yil

siiren yogun aragtirmalardan sonra 1993 yilinda hastaliga yol acan mutasyonun IT-15

geni lizerinde tekrar eden CAG niikleotidlerinin (nt) sayisindaki artis oldugu

belirlenmistir (Huntington’s Disease Collaborative Research Group, 1993). 67 ekson

ve 180 kb’den olusan IT-15, biiyiik bir gendir. Polimorfik CAG nt tekrarlar1 genin
birinci eksonunda bulunur, ardindan daha az polimorfik CCG dizileri (7-12 CCQ)

gelir. Bazi bireylerde, kodon 2642°de GAG delesyonu goriilse de, bu polimorfizm

ayn1 CCG dizileri gibi hastaliga yol agmaz.

D4S182

Dasas
D4sS127

N 2642
D4AS180

\_D‘S'lﬂ -

DMNA
markorler

L 2 IR I

Kromozom 4dp

(CAGIn

HD

Baélgedeki
gen
lokuslar

Sekil 1.22. Huntington Hastalig1 geninin kromozom 4p16.3’daki lokalizasyonu

(Gusella, 2000)

Gendeki CAG tekrarlart normal bireylerde de farkli sayilarda bulunur, ancak

tekrar sayilarinin esik degerinin lizerinde olmasi durumunda hastalik ortaya ¢ikar.

Huntington Hastalig1 disinda, CAG tripletlerinin sayilarindaki artis ile ortaya ¢ikan



20

sekiz norodejeneratif hastalik bulunmaktadir: Dentatorubral Pallidolysian Atrofi
(DRPLA), Spinobulbar Miiskiiler Atrofi (SBMA), Spinoserebellar Ataksi (SCA) Tip
1,3,6,7,17.Genlerdeki CAG bazlari, bulunduklar1 proteinlerde glutamin amino asidini
(Gln veya Q) kodlamasindan dolay1; bu hastaliklar “Poliglutamin Hastaliklar1” olarak
tanimlanir. Poliglutamin hastaliklar1 otozomal dominant gegislidir, sadece SBMA X-
kromozomuna bagl kalitim gésterir (Cummings ve Zoghbi,2000).

IT-15 genindeki tekrar sayilari, iligkilendirildikleri fenotiplere gére dort grupta
toplanmistir (The American College of Medical Genetics,1998). CAG tekrarlar1 26
ve daha az olan aleller normal alel olarak adlandirilir ve Huntington Hastaligi’na yol
acmazlar (Ersoy ve Basak, 2005). 27-35 CAG tekrar1 tagiyan bireyler HH’na
yakalanmazlar. Ancak mayotik instabilite gosteren bu aleller bir sonraki nesilde
sayillarimin artisiyla hastalifa yol acabilirler (Telenius vd., 1995). 36-39 CAG
tekrarlart azalmis penetrans araliginda yer alir, ¢iinkii bu alelleri tagiyan bireylerin
sadece bir kismi Huntington Hastaligi’na yakalanmaktadirlar (Rubinsztein vd.,
1996). Bu aralik iginde artan her tekrar ile penetransta artis gozlemlenir. Azalmis
penetrans kisaca mutasyonu tasiyan bireylerin bir kisminin hastalik fenotipi
gostermemesi olarak aciklanir (Wells ve Warren, 1998). 40 ve iizeri CAG tekrar
tasiyan bireyler her zaman Huntington Hastaligi’na yakalanirlar. Bu bireylerin
cocuklarina hastaligi kalitimsal olarak geg¢irme olasiligt %350’dir (Kieburtz vd.,

1994),

1.4.3. Huntington Hastaligi’nin Molekiiler Patolojisi

1.4.3.1. Huntingtin Proteini

Huntingtin (htt) proteini 3144 amino asitten olusur. 348 kilodalton (kDa)
bliytikliiglindeki bu protein, hiicre i¢i protein etkilesiminde rol oynayan yaklasik 40
amino asitlik bes HEAT tekrar1 igerir (Sekil 1.23.). HEAT terimi, bu motifin ilk kez
tanimlandig1 proteinlerin bas harflerinden (Huntingtin, Elongation factor 2,
regulatory A subunit of the protein phosphase 2A, TOR1) adimi almistir (Andrade,

1995). Huntingtin proteininin islevini belirlemek olduk¢a zordur, ¢iinkii diger
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proteinlerle yapisal bir homolojisi yoktur. Yogun arastirmalara ragmen bu proteinin

islevi hakkinda bilinenler ¢ok azdir.

1 /1T 40 Prolin Bolgesi 80 3144
ada.

PoliQ HEAT tekrarlart

Sekil 1.23. Huntingtin proteininin énemli bolgeleri

1.4.3.2. Mutant PoliQ Proteinleri ve Olasi1 Norodejeneratif Mekanizmalar

PoliQ proteinleri tiim hiicre ve dokularda yaygin olarak sentezlenir, ancak
sadece merkezi sinir sisteminde selektif norodejenerasyona neden olurlar. PoliQ
mutasyonu Oncelikle mutant protein konformasyonunu degistirir, degisen
konformasyon da mutant proteinlere toksik islev kazandirir. Mutant poliQ
proteinlerinin enzimlerle kesilmesi agregasyon, inkliizyon cisimciklerinin olusumu
ve toksisite goriiliir. Konformasyonu degismis mutant proteinler farkli protein
etkilesimlerine, transkripsiyon bozukluklarina ve ubikuitin-proteozom sisteminde
(UPP) aksamalara neden olarak hiicre 6liimiine sebebiyet verir (Ersoy ve Basak,

2005).

1.4.3.3. Toksik Islev Kazanim ve Islev Kaybi

PoliQ hastaliklarinda molekiiler mekanizma, mutant proteinin toksik islev
kazanimi ve normal proteinin islev kaybini kapsar. Mutant poliQ tekrarlarin yeni
bir islev kazanarak hiicrelerde toksisite yaratmasi hiicre oliimiinii tetikler. Buna ek
olarak normal proteinin islevini kaybetmesi de olast mekanizmalar arasindadir.
Normal proteinler mutant formlar1 ile etkileserek normal islevlerini yerine
getiremeyebilirler ve bu durum, patogenik mekanizmaya dolayli yoldan etki edebilir.
Diger PoliQ hastaliklar1 gibi Huntington Hastali§i’'nda da islev kazanma ve islev

kaybetme mekanizmalar1 ayn1 anda etkin olabilir(Cattaneo vd.,2001).



22

1.4.3.4. Mutant PoliQ Proteinlerinde Konformasyon Degisimi

Mutant PoliQ proteinlerde konformasyon degisimini aciklamak ig¢in
transglutaminaz hipotezi ve polar zipper modeli olmak {iizere iki model
gelistirilmigtir. Transglutaminaz hipotezi, transglutaminaz enzimi igin substrat olan
glutamin amino asitlerinin lizin amino asitleri ile izopeptit baglar1 olusturabilecegini
sOyler. Transglutaminaz aktivitesinin mutant poliQ proteinleri tarafindan arttirilarak
agregasyona neden oldugu kanitlanmistir (Green, 1993). Polar zipper modeline gore
ise, konformasyonu degigmis mutant protein ya kendi i¢inde ya da baska bir CAG
tekrarli molekiille kovalent olmayan bir etkilesime girer. Bu etkilesim sonucunda
protein B-kivrimli tabaka seklinde ikincil bir yapi olusturarak cokebilir (Perutz
vd.,1994). Huntington hastalarinin beyinlerinde goriilen agregatlar B-kivrimli tabaka
yapisindadir. CAG tekrarlar1 esik degerinin altinda olan normal huntingtin proteini
hiicrelerde ¢06ziinebilir durumdadir, ancak mutant proteinler kivrimli tabaka

yapisinda ¢oker; bu da polar zipper modelinin 6nemli bir kanitidir (Perutz, 1995).

1.4.3.5. Mutant Protein Agregasyonu

Huntington Hastaligi ve diger poliQ hastaliklar1 patogenezinde rol alan
proteinler hiicre i¢inde agregat olusturarak ¢okelirler. PoliQ dizisi disinda birbirinden
oldukca farkli olan poliQ proteinlerinin olusturduklar1 agregatlara transkripsiyon
faktorleri, saperon ve proetozom gibi bir¢ok degisik protein gruplar1 dahil olabilir.
Cokelen protein gruplarmin farkli olabilmesi sebebiyle de farkli PolyQ
hastaliklarinda farkli islev degisimlerine neden olabilir.

Agregasyonun hastalik patogenezindeki rolii halen tartismalidir. Agregatlar
hiicre i¢inde toksisiteye neden olabilir, poliQ toksisitesine karst koruyucu olabilir, ya
da sadece patolojik siirecin bir yan iiriinii olabilir (Rajogopalan, 2001). Agregasyon
ve toksisite arasindaki baglanti tam olarak aydinlanmamis olsa da, agregatlarin

patolojik bir markor oldugu kesinlik kazanmistir (Li, 2001).

1.4.3.6. Mutant PoliQ Proteinlerinin Proteolizi
PoliQ proteinlerinin proteolizinde protein-spesifik enzimler, kaspazlar ve

kalpeinler rol oynar (Chan ve Mattson, 1999). Kalsiyumla aktive olan sistein
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proteazlar olan kalpainler sinir sisteminde proenzim heterodimer olarak bulunurlar.
Mutant huntingtin kalpeinler tarafindan daha kolay kesilmektedir. Kalpein ile kesim
engellendiginde, huntingtin agregatlar1 ve toksisitenin azaldigi gozlemlenmistir
(Gafni vd., 2004). Apoptoz ve emplamasyonda rol oynayan bir grup aspartate-6zgii
sistein proteazlardan kaspazlarin da HH patogenezinde rol oynadigi cesitli deneylerle
gosterilmistir (Thornberry ve Lazebnil, 2004).

Huntingtin proteinin kesim iirlinii olan ve polyQ dizisini barindiran N-terminal
kismu hiicreler i¢in daha toksiktir (Wellington vd., 1998). N-terminal protein
fragmanlar1 kaspazlar1 daha ¢ok aktive eder ve toksik fragman olusumunu tetikler, bu
da dongii icine giren hiicrelerin apoptoza ugramasina neden olur (Wellington vd.,

2000).

1.4.3.7. Saperonlarin ve Ubikiitin-Proteozom Sisteminin Rolii

Mutant poliQ proteinleri farkli bir konformasyon kazanirlar ve yanlis katlanma
sonucu hiicre i¢inde degradasyona diren¢ gdstererek protein birikimine neden olur.
HSP40 ve HSP70 saperon proteinlerine hiicre agregatlarinda rastlnamaktadir. Bu
saperonlarin normalden fazla sentezlendigi durumlarda agregatlarin azaldigi ve
bazen poliQ toksisitesini baskiladigr gozlemlenmistir (Chai vd., 1999). Saperonlar,
tibikiitin-proteozom sisteminin (UPP) proteinleri degrade etmesine de yardim ederler.
PoliQ gibi bir ¢cok norodejeneratif hastaliklarin ortak 6zelliklerinden biri, mutant
proteinlerin degradasyona diren¢ gostermesi veya UPP’nin tikanmasi sonucunda
gerceklesen hatali proteolizdir (Opal vd., 2002). Proteozomlarin mutant poliQ
proteinlerini degrade etmesi gerekirken, tikanarak proteinlerin birikmesine neden

olabilecekleri i¢in apoptoz gerceklesebilir (Ding vd., 2002; Waelter vd., 2001).

1.4.3.8. Ozgiin Noron Oliimii

Huntingtin proteini tiim hiicre ve dokularda yaygin olarak sentezlenir.
Dolayisiyla mutant proteinin sadece sitriyatuma 06zgili noronlarda dejenerasyona
sebep olmasi aydinlanmamis bir konudur. Yine de mutant huntingtinin striyatuma
0zgl noronlarda iglev kaybi veya toksik islev kazanimi ile aktivitenin degismesi

sonucunda 6zgilin néron Sliimiinii aciklanabilir (Cattaneo vd., 2001).
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Sekil 1.24. Huntington Hastalig1 patogenezi (Beal, 2004).

1.4.4. Proteinlerin Yap1 Analizi

Bir proteinin iiglinciil yapisinin veya parcasi oldugu komplekslerin dordiinciil
yapisinin kesfi, proteinin islevi hakkinda énemli ipuglar1 verebilir. Yap1 belirlemek
icin kullanilan en yaygin deneysel teknikler X 1511 kristalografisi ve NMR
spektroskopisidir, her ikisi de atomik c¢Oziintirliikkte bilgi saglarlar (Branden ve
Tooze, 1999) Kriyoelektron mikroskopisi, ¢ok biiyiik protein kompleksleri ve
viriisler hakkinda daha diisiik ¢oziiniirliiklii yapisal bilgi tiretmekte kullanilir; bunun
bir ¢esitlemesi sayilan elektron kristalografisi de bazi1 durumlarda, 6zellikle membran
proteinlerinin iki boyutlarinin kristalleri igin, yiliksek ¢oziiniirliiklii bilgi iretebilir
(Gonen vd., 2005). Coziilmiis yapilar genellikle PDB veritabanina kaydedilir. Yapisi
¢coziilmiis protein sayisindan c¢ok daha fazla sayida gen vardir. Ayrica, yapisi
¢oziilmiis olan bu proteinler, deneysel tekniklere kolayca tabi tutulabilenlerdir.
Ornegin, globiiler proteinlerin X-1s1n1 kristolografisi igin kristallestirilmeleri nispeten
kolaydir. Buna karsin membran proteinlerinin kristallestirilmesi zordur ve PDB'de az
sayida temsil edilirler (Walian vd., 2004).Yapisal genomik teknikleri ile, bu

yetersizliklerin iistesinden gelmek amaciyla belli katlama siniflarina ait yapilar
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sistematik olarak ¢oziilebilmektedir. Protein yap1 tahminleme yontemleri, deneysel
olarak yapis1 belirlenmemis proteinler hakkinda makul yapilari iiretmeyi amaglar.
Yapt tahmini i¢in Ui¢ Onemli tahmin yontemi vardir: Homoloji modellemesi,
katlanma tahmini veya hizalama, Ab initio ya da de novo tahmini
(Bioinformatik:Sequenz-Struktur-Funktion, 2001, s.114; Bioinformatik Eine
Einfiihrung, 2003, s.4; Angewandte Bioinformatik, 2004, s.124)

1.4.4.1. Homoloji modellemesi

Homoloji modellemesi, modellenecek proteine dizi benzerligi olan "sablon" bir
yapiya dayanir (Bioinformatik Ein Leitfaden fiir Naturwissenschaftler, 2004, s.118).
Yapisal genomigin amaci ¢oziilmiis yapilar arasinda yeterince cesitlilik elde edip geri
kalanlar1 modellemektir. Mevcut sablon yapilar modellenecek proteine uzaktan
iligkili oldugu durumlarda giivenilir modeller iiretmek zordur. Bu sorunun ¢liziimii
dizin hizalamasinin en dogru sekilde yapilmasindan gegmesi gerektigi One
stiriilmiistiir (Zhang ve Skolnick , 2005). Homoloji modellemesi, bir proteinin 3D
yapisinin, yapisi ¢oziimlenmis olan bir ya da birkag protein yapist iizerinden
coziimlenmesidir. Diger bir deyisle, bilinmeyen bir yapiya sahip protein yapisi
bilinen diger proteinlere benzerlik gosteriyorsa bu protein i¢in homoloji modellemesi
ile 3D modeli olusturulabilir. Modelin olusumu i¢in C alfa atomunun kalip modeli
siiper pozisyonunda yan zincir oryantasyonun da loop olusumunda ve modeli
tyilestirmek icin enerji optimizasyonunu siniflandirilmaktadir. Bu metodla elde
edilen yapilar, dizilerin birbirlerine benzerligine baghdir. Iki protein %50 ya da daha
fazla oranda aynmi 1ise, yapilar modelin %90 ya daha fazlasinda benzer
konformasyonda olacaktir (Biyoinformatics: A Practical Guide to the Analysis of

Genes and Proteins, 1998, sf. 52)

1.4.4.2. Katlanma tahmini veya hizalama

Ikinci durum, yapisi bilinmeyen proteine herhangi bir homolog proteinin
bulunmamasidir. Buna ragmen, isaretlenmemis (etiketlenmemis) sekans
benzerlikleri, proteinlerin 3D yapilarinda oldukca benzerlik gosterebilmektedir.

Boylece bir dizinin daha 6nce bilinen 3D katlanmasina ne kadar iyi uyup uymadigini
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test edilebilmektedir. Bu bir skor degeri ile degerlendirilmektedir. Bu yontemde
diziler kalip dizisi ile degil, yapisal sablon ile iligskilendirilmektedir ve tahminler son
derece ileri metodlar kullanan programlarla yiriitiilmektedir. Diger bilindik
proteinlerin dizi benzerli§i olmamasma ragmen deneysel olarak c¢ikarilmis yeni
protein yapilarinin ¢ogunlukla katlamalar icermesi, SCOP veritabani ile baglantisina
bakilmasin1 gerektirmektedir. Su anki siiregte protein evrimi boyunca bulunmusg
katlamalarin sayist sinirlidir, ancak mevcut olan biitiin katlamalarin bulunmas1 ¢ok
yakindur.

Hizalama, katlanma tahmini i¢in kullanilan bir metoddur. Hizalama
hesaplanmasinda, pek ¢ok programda ortak olan bazi unsurlar bulunmaktadir. ilk

olarak, bir siralama ve bir dizi sablon (Sekil 1.25) ya da bilindik yap1 bulunmaktadir.

Rgiti D
JiECDEFG ..... /

W

Yap Kiitiiphanesi
F00-3000 yap

Sekil 1.25. Dizi sablonlar (The Proteomics Handbook, 2003).

Bu yapilar PDB’de bulunan yapilardir. Daha sonra bir siralama alinir ve
kiitliphanedeki her bir sablonun iginden “thread” edilir (Sekil 1.26). Hizalama
kelimesi, sekansin alinip her bir sablon iizerindeki her bir bélgeden (ACDEFG....)
asama asama gecirilmesi demektir; ancak amag, herhangi bir skor yada quasi-ener;ji
fonksiyonu ile dlgiilen en iyi siralama diizenlemesini (Sekil 1.27) bulmaktir (The

Proteomics Handbook, 2003, s.3-4)
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Sekil 1.26. Uciincii hizalamada, incelenen sekans, sablonun bir kdsesini sekecek

sekilde hizalanmistir (The Proteomics Handbook, 2003).

Protein Fold Recngmﬁnn

Threading

W@

v LSE 3

Sekil 1.27. Iki ayr1 motife hizalanan protein



28

1.4.4.3. Ab initio ya da De novo tahmini

Yap1 tahmininde {¢iincli bir metod A4b initio ya da De novo tahminidir. Bu
amino asit zincirinin protein katlamasi, atomik interaksiyonunun biyofizik
kurallarinin tamamlanmig takimin kullanilmasi ile olusturulur.

De novo tahmini i¢in, ii¢ boyutlu yap1 (tersiyer yapi) temel katlama teorisi
prensiplerini kullanmak olduk¢a komplekstir, c¢iinkii 3D yapiyr kodlayan dizi
elementleri bilinmemektedir. Yapilarin tahminleri ile ugrasan bilgisayara dayali bu
aragtirma sahasi “molekiiler mekanik” ya da “molekiiler dinamik” olarak
nitelendirilmektedir. Bu da aminoasit yan zincirlerinin c¢oklu interaksiyonlarinin

degerlendirilmesi ile olusturulmaktadir.
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2. AMAC

Diinyada bilinen dokuz poliglutamin tekrar1 hastaliklari icinde en yaygin olarak
goriileni Huntington Hastaligi’dir. Avrupa’da goriilme sikligi 3-7/100000°dir.
Huntington Hastalig1, otozomal dominant gecisli nérodejeneratif bir hastalik olup,
santral sinir sistemine 0zgii istemsiz hareketler, motor koordinasyon bozuklugu,
hafiza kayb1 ve cesitli psikiyatrik bozukluklarla karakterizedir. Ilgili mutasyon, IT
15 genindeki CAG tekrar sayilarindaki artistir. Kodlanan huntingtin proteinin islevi
heniiz tam olarak aydinlatilamamis ve diger proteinlere benzerligi bulunamamustir.

Bu caligmada biyoinformatik bilgileri ve modelleme programlar1 kullanilarak
normal protein yapisinin incelenmesi, in silico mutasyon olusturularak mutant
protein  Ozelliklerinin  aragtirllmast  ve normal ve mutant proteinlerin
konformasyonlarinin belirlenmesi amacglanmustir.

Bu proteinin normal ve hatali formlarinin ii¢ boyutlu yapilarinin incelenmesi ve
modellenmesi, islevsel 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmasindaki ilk adimdir. Bu sayede
proteinlerin rol aldiklar1 hastalik yolaklarmin aydinlatilmas: hizlandirilacak ve

gelistirilecek olan tedavi metodlarina 151k tutulacaktir.
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3. YONTEMLER

3.1. Protein Dizisinin Bulunmasi ve Formatlanmasi

Amino asit dizisi belirlenmis olan bir proteinin 6zelliklerinin arastirilmasinda
ilk adim, amino asit dizisinin veritabanlarindan elde edilmesidir. Bu amacla
“National Center for Biotechnology Information (NCBI)* adli internet sitesi
(www.ncbi.nlm.nih.gov) kullanilir. Bu internet sayfasinda mevcut bulunan
veritabanlar1 arasindan protein veritabani i¢inde ilgili protein, ismi, gorev aldig1 bir
yolak ya da hastalik ismi yazilarak taranir (Sekil 3.1.). Tarama sonucu ortaya ¢ikan
proteinler arasindan arastirilan tiire ait olan protein secilir ve proteinin amino asit

dizisi, proteinle ilgili yapilmis olan arastirmalar ve diger 6zellikleri ¢ikarilir.

Adres SE] https / foww. ncbi.nlm.nih.gov

r

= National Center for Biotechnology Information
~ NCBI Mational Library of Medicing Mational Institutes of Health

PubMed All Databases BLAST OMIM Books Ta (Browser Structure
Search Protein D for | huntington disease

I
SITE MAP » What does NCBI do? \m

Alphabetical List

Resource Guide Established in 1988 as a national resource for * Assembly Archive
- molecular biology information, NCBI creates

About NCBI public databases, conducts research in > Clusters of

computational biology, develops software orthologous groups

tools for analyzing genome data, and

GenBank disseminates biomedical information - all for

Sequence the better understanding of molecular

ST S  processes affecting human health and

and software disease. More about NCBI . » Electronic PCR

An introduction to
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» Coffee Break,

Genes & Disease,
MCBI Handbook

Sekil 3.1. NCBI internet sitesinden proteinin bulunmasi

(www.ncbi.nlm.nih.gov)

Bulunan amino asit dizisinin kargilastirma ya da modelleme yontemlerinde
kullanilabilmesi i¢in FASTA formatina cevrilmesi gerekir (Sekil 3.2.). FASTA,
1988’de olusturulan bir dizi eslestirme veya veritabani tarama programidir (Ein

Leitfaden flir Naturwissenschaftler, 2004, s.49).
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Display, FASTA H show 5 [ Sendto [

%‘;e:ﬁ'ﬂm begin to |&nd Refresh

[11: P42858. Reports Huntingtin (Hunti._ [gr:1170192]
>gi|1170192|=p|P42858.1|HD HUMAN Huntingtin (Huntington disease protein)
MATLEELMEAFESLES Q000000000000 0000000000 P PPPPPPPPPPQLPQPPPQAQPLLEQPQEP
PPPPPPPPGPAVAEEPLHRPERELSATEEDREVNHC LT ICENIVAQSVRNSPEFQELLGIAMELFLLCSDD
AESDVRMVADECLNEVIFALMDSNLPRLOLELYKEIEFENGAPRSLEARLWRFAELAHLVRPQECRPYLVH
LLPCLTRTSKERPEESVOETLAAAVERIMASFCNFANDNE IKVLLEAFIANLESSSPTIRRTRAGSAVEIC
QisRRTQYFYSWLLNVLLGLLVPVEDE1STLLILGVLLTLRYLVFLLQQQVKDTSL{GSFGVTR{EMEVS

Sekil 3.2. Proteinin FASTA formatinin bulunmasi

(www.ncbi.nlm.nih.gov)

Protein modellemelerinin daha detayli ve giivenilir sonuglar vermesi i¢in
ozellikle biiylik proteinlerin modellenmesinde protein dizisi boliimlere ayrilarak
incelenebilir. Bu ¢alismada da 3144 amino asitten olusan huntingtin proteini 400
amino asitlik parcalar ayrilarak incelenmistir. FASTA formati sayfasinda yer alan
“begin to end” kismina istenilen parganin biyiikligi girilerek protein istenilen

biiyiikliikteki boliimlere ayrilir (Sekil 3.3.).

- NCBI eecae G%OQQ'”";-H

%Mw "eee Sbrotein

Publed Nucleotide Protein Genome Structure

Search | Protein D for

Display FASTA Bl show 5 [ Sendto [

Range: from begin to |400 - |[ Show whole sequence ] [ Refresh ]
\ |5h0w only region of the sequence (from-ba)|

[11: P42858 Reporis Huntingtin (Hunti [gi1170192]

>gp|P42858.1|HD HUMAN:1-400 Huntingtin (Huntington disease protein) (HD j
MATLER LMKAFE S LK S F Q000000 PPPPFFPPPEQLPQPFPQAQPLLPQPQEE
PPPPPPPPGPAVAEEPLHRPKRELSATKKDRVNHCLT ICENIVAQSVENSPEFQELLGIAMELFLLCSDD
AFSOVEMVADECLNEVIKALMDSNLPRLQLELYRE IKKNGAPRSLEARLWRFAELAHLVREPQRCRPYLVN
LLPCLTRTSKRPEESVQETLAAAVPKIMASFENFANDNE IKVLLKAFTANLKSS5PTIRRTAAGSAVSIC
QHSRRTQYFYSWLLNVLLGLLVPVEDERSTLLILGVLLT LRYLVPLLOQOVEDT SLKGSFGVTRKEMEVS
PSAFQLVQVYELTLHET QHQDENVVTGALELLQQLFRTPPPELLQTLTAV

Sekil 3.3. FASTA formatinda proteinin pargalara ayrilmasi

(www.ncbi.nlm.nih.gov)
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3.1.1. Protein Ozelliklerinin Arastirilmasi

Bir proteinin ozelliklerinin belirlenmesinde ilk safha, ilgilenen proteinin
bilinen diger proteinlerle olan benzerliginin arastirilmasidir. Bu amagla, proteinlerin
amino asit dizileri karsilagtirilir. Dizi analizinde homoloji arastirmasi, ilgilenilen
dizinin daha Once arastirilip veritabanlarina eklenen diger tiim dizilerle
karsilastirilmasidir. Homoloji arastirmasi i¢in tasarlanmis bir¢ok bilgisayar programi
vardir. Bunlarin i¢inde en 6nemlisi ve en basiti BLAST (Basic Local Aligment
Search Tool) programidir (Sekil 3.4.) (Ein Leitfaden fiir Naturwissenschaftler, 2004,
s.54). Homoloji arastirmasi i¢in Oncelikle uygun BLAST programi segilmelidir.
Ornegin, niikleotid dizisi igin veritabaninda karsilastirilacaksa BLASTN, protein
dizisi karsilastirilacaksa BLASTP programlarn segilir (Sekil 3.5.) (Ein Leitfaden fiir
Naturwissenschaftler, 2004, s.55). Bu c¢alismada arastirilan huntingtin proteininin
homoloji arastirmasi, NCBI internet sayfasindan ulasilan BLASTP programi ile

gergeklestirilmistir (Sekil 3.6.)

Adres SEJ hittp:ffwwew.nchi.nim. nih.gov

::) National Center for Biotechnology Information
- NCBI s Jlational Library of Medicine Mational Institutes of Health

PubMed  All Databases BLAST OMIM Books TaxBrowser  Structure

Dfor

Search| All Databases

SITE MAP » What does NCBI do? Hot Spots

Alphabetical List

Resource Guide Established in 1988 as a national resource for * Assembly Archive
- molecular biology information, NCBI creates

About NGB public databases. conducts research in » Clusters of

Sekil 3.4. NCBI internet sayfasindan BLAST programina ulagim

(www.ncbi.nlm.nih.gov)




Basic BLAST

Choose a BLAST program to run.

nucleotide blast

Search a nucleotide databaze using a nucleotide query
Algonthms: bastn, megablast, dizcontiguous megablast

protein blast

Search protein database using a protein query
Algonths: blastp, psi-blast, phi-blast

hlastx

thlastn

thlastx

Search protein Aahasa using a translated nucleotide query
Search translated nuclectide database using a protein query

Search ranslated nucleotide database using a ranslated nucleotide query

Sekil 3.5. Uygun BLAST programinin segilmesi

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

B0 ] bt i v e Bl e Pl D A AL AT PRICGR AN e artpP AL TYPR ot Saar e ST P ATS e
Elaf décigiitn s, g, of FASTA saquance & Ll Oy i 44
dresitan 41zl yazie... -
; Fruim
il
O e Tl
Jub Tk
Eripr p tezripte §Re Ervogr BLAST srarh B
il Siinrali S48
Daasbist Hon-edunart protem seumpes mf G &
Origaéates i
Gyl
Enfif Aator| G R, v o i i Dol 2D dap ded wil IS ahiwtt i@
Entrez ey
Uikl
Enlir i Erivir pushy n imil s bl
Prriram Salnciion
Higorthm 1) Dt (oo e BLAGT)
[ PRMBLAET [Pisllion-Specile lrati BLAST)
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Sekil 3.6. Aragtirilan dizinin BLAST taramast
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
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Bundan sonraki asamada protein dizisi ve yapisi hakkinda daha detayh

analizler yapilir. Expert Protein Analysis System (ExPASy) sunucusu
(www.expasy.org) diinya lzerinde protein dizileri ve yapilarnt hakkinda bilgi
aliabilecek en 6nemli sunucudur. On bes yildir aktif olan bu sunucu, Swiss Institute
of Bioinformatics (SIB) tarafindan saglanmaktadir. Bu site protein veritabani
olmasimin yani sira ¢ok c¢esitli analiz gereclerini de saglar ve diger sunuculara da
baglant1 verir. EXPASy internet sayfasina arastirilan proteinin NCBI’dan elde edilen
kodu girilerek 6zellikleri aragtirilir (Sekil 3.7). Bu sekilde proteinlerin eger varsa 3D
yapilari, tiirlere Ozgiinliikleri, etkilesimleri ile ilgili bilgilerin yer aldigi alt veri
tabanlar1 cikarilir. Bunlara ek olarak proteinlerin hiicre ic¢i lokalizasyonu ve

ekspresyon paternleri ile ilgili bilgiler ve referanslar bulunabilir.
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Searct) | Bxtas-PronTIEMEL s o G| | S |
A (.m,.mh.rmumrn mu..} Al
- " ExPASy Proteomics Server  \ooir AR
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The ExPASy (Exper Proten dnalyen System| proteomics sever ol the Smizs et of il A
Biirformatics |5 i dedicated b the malysis of roten ssquences md mincires s well  Pioiiows ol bt of soiincs
mn 2 PAGE (Disclmer | Relarencan ! Lnking in ExPady) o
ExPASy telobvates 15 wars of camiiued serviel Please help us f betler understand your nesds and expectafions regardng ExPA

COrmgkElE aur ankne urs
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« Proleamics and sequence analyels leols
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0 Simibaty marhes GLAGT |
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Sekil 3.7. ExPASy internet sayfasinda proteinin arastirilmasi

Proteinlerin arastirilmasi gereken diger bir ozelligi, sarmalanmis sarmal
yapilarmin incelenmesidir. Ikincil yapilarda proteinin i¢inde farkli ikincil yapilara

sahip pek cok bolge olabilir. iki ya da daha ¢ok heliks zincirinin birbirine sarilmasi
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ile sarilmig sarmal (“coiled coil”) protein yapisi olusur. Proteinin bu bolgeleri diger
proteinlerle olan etkilesimi gerceklestirir. Sarilmis sarmal bdlgelerinin arastirilmasi
i¢in www.ch.embnet.org/software/COILS form.html internet sayfasi kullanilir (Sekil

3.8.)

0 http: ffwww.ch.embnet. org/software /COILS _form.html

EEroTT o oot o oo ST TCEr i Ty T T Te PTG e 1o o

available by ftp

Usage: Paste your sequence in one of the supported formats into the sequence
field below

and press the "Run Coils" button.

Make sure that the format button (next to the sequence field) shows the
correct format

“You may change the options below:

Window a
width

.QE;S MTIDK 2.5fold weighting of positions a,d | no
Query ti

| Aragtirilan proteinin (smi...
Input
sequence| Plain Text
format

ue

seque

or ID or AC
or GI
(see
above for
valid
formats)

Aragtuilan proteinin dizisi....

I’ Run Coils l Clear Input ]

Sekil 3.8. Sarilmis sarmal yapilarinin aragtirilmasi

(www.ch.embnet.org/software/COILS _form.html)

Proteinlerin transmembran bolgelerinin aragtirilmas1 da, fonksiyonlarinin
belirlenmesine  yardimc1 olacaktir. Bu amagla, “Biology Work Bench”

(http://seqtool.sdsc.edu/CGI/BW.cgi) internet sayfasinda yer alan TMAP

(“Prediction of Transmembrane Segments”’-Transmembran Boliimlerinin Tahmini)

programindan yararlanilir. Oncelikle http://seqtool.sdsc.edu/CGI/BW.cgi internet

sayfasinda proteinin analiz edilebilmesi i¢in aragtirilan proteinin dizisi kaydedilir

(Sekil 3.9) ve TMAP programu ile transmembran bdliimler bulunur (Sekil 3.10.).
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Sekil 3.10. TMAP arastirmasi (http://seqtool.sdsc.edu/CGI/BW.cgi)

3.2. Protein Yap1 Analizi

Proteinin tiglinciil yapisini ve modelini ¢ikarmak i¢in www.ca.expasy.org/tools/

adresindeki internet sitesinde "tertiary structure prediction” bdliimiinde yer alan tiim

hizalama (“threading”) yontemleri denenir (Tablo 3.1.).
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Tablo 3.1. Modelleme programlari (Www.expasy.org)

3 Boyutlu Yap1 Tahmini

Karglagtirmali modelleme
*  SWISS-MODEL aik- Otomasvonlu bilgive davah protein modelleme sunucusu

{An avtomated knowladze-based protein modalling server)
« 1D vapboz —Bilinen yapimn homologuna dayali proteinler icin fic bovuiu modeller
(Thrae-dimensional modzls for proteins based on homdozvas of known structers)
¢ (PH models — Otomasvonlu niral- aga dayalt protein modellems sunucusu
{Automated nsulnstwork bassd protein modalling ssrver)
o  FESvPrad3D Noral aflan kullanan otomasyvonlu homolojt modelleme programu
(Avtomatad homology modeling proeram vsing neural networls)
e  (Genodd—Protein i bovuiu yvapraimn ofomatik medellemes
{Avtomatic modzlline of protein three-dimensional strocters)
e SDSC1 - Protein Yaps: Homaolojt Modelleme Sunucusu
{(Protein S troctere Homelogy Modeline Server)
Threading
*  3D-PSSM —Ikincil vaps hilgisivie birlikie 1D ve 3D dizi profillerini kullanan protein
vap tahmini
(Brotsin fold racognition using 1D and 3D ssquence profiles coupled with secondary structurs information
(Foldfit)
e  Fugue— Dizi- vapt homoloji teshisi
(% zguencestructurs homology recognition)
e HHpred - HMM-HMM karplasimrmasvla protein homoloji saptamast ve vapt
tahmini
(Protzin homelogy datection and structore prediction by EMVDL-FMM compan son)
e Libellula — Fold teshis sonuglanm dederlendinmek icin néral ag vaklasmu
{Meural nstwods approach to svaluate fold recognition rasults)
o LOCPP —dizivi dizive, dizivl yvapiva ve vapiyi vapiva baflama
{(Seguencs to sequence, sequence to structure, and structure to stroctere alisnment)
o SAM-T02 — HMM ve dayal Protein Yap Tahmimi
(FvIMbas=d Protein & tructure Prediction)
¢ Threader - Protein vapt tahmin
(Protzin folé racoznition)
¢ ProSup - Protein vapt siirempresvonu
(Protein structore superimposition)
o SWEFT — Dizilerinden sakaridlenn 3D modellen insa etmek

(Constructine 3D models of saccharides from their sequencas)

“Threading bollimiindeki programlar iginde LOOPP “Learning, Observing
and Outputting Protein Patterns,, (Protein modellerini 6grenme, gozlemleme ve

liretme) proteinin yap1 analizinde kullanilan programdir.



38

3.2.1. Hizalama

Uzun yillardir protein yapisi amino asit sira bilgisine dayanarak tahmin
edilmeye calisilmaktadir. En genel anlamiyla protein yapisi tahmini gergekten ¢etin
bir sorundur. Her peptit diizlem (w) acisinin sabit, iki boyutlu ve gegisli oldugunu
varsayin. Her bir amino asitte phi ve psi (¢, y) sirt agilar1 bulunmaktadir ve iki ya da
ti¢ tercihli yerel bigimlenmeler olabilir. En basitinden, 100 amino asitten olusan bir
proteinin 10°° (2'%) ila 10*" (3'") arasinda farkli sekli bulunabilir. Hatta bu rakamlarda,
yan zincirler ya da omurga sekillerinin daimi degiskenler oldugu goz Oniine
alimmamstir. Bu hesap sorunu, fazladan her bir amino asit i¢in ikiye katlanmaktadir.
Mevcut durumda 50 kalintili bir proteinin yapisi tahmin edilebiliyorsa, 51 kalintili bir
proteinin yapisinin tahmin edilmesi birka¢ yil daha siirebilir. Ancak, proteinler, bir
polimer tiim olas1 sekillere biiriinemez (Crippen ve Maiorov,1995); tam tersine, dogada
siirl sayida protein kivrimi bulunmaktadir (Leonov, 2003, Wolf, 2000, Govindarajan,
1999, Zhang ve DeLisi, 1998, Wang, 1998, Zhang, 1997, Wang, 1996, Orengo, 1994,
Chothia, 1992) ve belirli yapilarin daha fazla korundugu (Englan vd., 2003, Li vd., 2002,
Miller vd., 2002, Helling vd., 2001, Shahrezaei vd., 2000, Bornberg-Bauer, 1997,
Govindarajan, 1996, Orengo,1994) gozlemlenmistir. Bu durum Onemli sonuglar
dogurmaktadir. Bir arastirmaci higbir benzerlik beklemezken, ¢6zmek iizere oldugu yap1
bilinmekte olan bir yapiya ¢ok benziyor olabilir. Son yillarda, protein veri bankasinda
(Berman vd., 2000) saklanan yapilarm %15’inden az1 yeni bi¢cim olarak
adlandirilabilmektedir. Bi¢im tanimanm manti§i budur. Incelenen protein sirasinin
bilinen yapida herhangi bir seyle tespit edilebilir bir sira benzerligi bulunmayabilir ancak
kesfedilmeyi bekleyen benzer bir yapt mevcut olabilir. Eger ilgili yap: tanimlanip
hizalama hesaplamasin1 yapilandirabilmek i¢in bir sira olusturulabilirse, faydali bir
model ortaya c¢ikarilabilir. Hatta, daha da iyisi, bu metodun gecerli olmayacag ve
siralamanin yeni bir yapiya doniisecegi durumlari tespit etmektir. Olagan sira
karsilagtirmasinin  tersine hizalama yontemi, her bir modelin yapisal bilgisini
kullanmalidir. Basit bir veritabani arastirmasinin bir sira ile bilinen bir yap1 arasinda
giivenilir bir benzerlik bulmasi halinde, bu bir model olusturmak i¢in en 1yi yontem
olacaktir. Dikkatli, ayrintili, tekrarlanan veritabani arastirmasinin istatistik olarak

giivenilir bir benzerlik bulamamasi halinde, hizalama hesaplamasi gerekecektir.
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[lk olarak elimizde bir siralama ve bir dizi sablon ya da bilindik yap1
bulunmaktadir. Siralama, kiitiiphanedeki her bir sablonun igerisinden thread edilir,
yani her bir sablon tizerindeki her bir bolgeden (ACDEFG.......... ) asamali olarak
gecirilir. Amag, herhangi bir skor yada sahte fonksiyon ile dl¢iilen en iyi siralama
diizenlemesini bulmaktir.

Threading hesaplamast bir molekiile en 1y1 seklin bulunmasina
odaklanmaktadir. Bir molekiille en uygun seklin bulunmasi, protein
hesaplamalarinda, sistemin potansiyel enerjisinin bulunmasi i¢in klasik atom modelin
kullanilmasini kapsar. (Cornell vd., 1995, Van Gunsteren vd., 1996, MacKerel vd.,
1998, Brooks vd., 1983). Ancak ihtiya¢ duyulan sey, dogru protein kalintisi
diizenlemelerini tantyabilen bir skor fonksiyonunun bulunmasidir.

Bir siralamanin sablon yapisina en uygun hizalamasim1 bulmak ¢ok dnemlidir,
ancak hala sorun teskil etmektedir. Siralama yap1 hizalamalar1 genelde hataya aciktir
(Lemer vd., 1995, Chang vd.,2002). C* atomlar1 arasindaki ortalama mesafe 3.8 A’dur,
yani tek bir kalmtinin baglantisizli§i modelin, ila¢ tasarimi gibi bir uygulamada,
sablon molekiilii bilinmeyen yapiya uygun bir molekiil olsa dahi, faydasiz kilinmasi
icin yeterli olacaktir. Daha sonra, yanlis yerlerde birka¢ amino asitlik bogluklar
birakan daha biiyiik bir baglantisizlik, bir parca a-heliksine yada tesadiifi bir halkaya
B-l1ifli kalintilar gonderebilir.

3.2.2. LOOPP

LOOPP, protein katlanma potansiyelleri i¢in bir taslaktir. Sekanstan sekansa,
sekanstan yapiya ve yapidan yapiya siralamalar olusturma seklinde c¢alisir. Ayrica
katlanma potansiyellerinin optimizasyonu ve yapilan uygulamalarin islevlerinin
degerlendirilmesini miimkiin kilar. LOOPP’un temel amagclari uzanti ve dizge
siralamalart yoniinden protein kivrimi tanimlanmasi, protein modellerinin dogrusal
programlama ve istatistiksel analizini kullanarak protein kivrilma potansiyellerinin
dizayni, yapidan yapiya siralamalari kullanarak yeterli oranda protein kivrim
kiitliphanelerinin inga edilmesidir.

Programin kullanilabilmesi igin, ExPASy internet sitesindenden LOOPP
secenegine girilerek 1ilgili sayfaya yoOnlendirme yapilir (Sekil 3.11.). LOOP

programini isleyen internet sayfasina (www.cbsuapps.tc.cornell.edu/loopp.aspx)
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gerekli bilgiler girilir. “Job name” béliimiine proteinin ismi, “input sequence”
boliimiine de proteinin 400 amino asitlik parcalar1 sirayla gorev olarak yiiklenir.
Istenirse “Advanced options” da yer alan bir takim 6zellikler degistirilir ve gorev
baslatilir. Islem sonucu, yine ayni sayfaya yazilan e-posta adresine postalanacaktir

(Sekil 3.12.).

(B¢ Computational Biology Service Unit

) L Microsoft High-Performance Computing Instifute
Cornel Life Siences Core Laborntoris Ceter - Coenel Center for Advanced Comping - Comell Uriverty - Microsc High Perfornance
T
H:m Welcome to Computational Biology Servies Unit
; e member of Comell Life Sciences Core Laboratoties Center

W i - v
interface

omputin BLAST (poradle, real-
LoD MO . (erome 5eq Alpment i
CESU Mi |, A . MOV PathopenTracker el AL
HPC ALWipmale, | b nrun (i MEPRF MODELLER B

(=181

DusghhBLAST | UG

CBSU Microsoft HPC

Computational CHSL biomformatics support for the next generation sequencing
A .‘ ginp :.l.l'l.l.l".. |. .'l.l.l_ ..||| i, I|.l.l
Callaharatisas FTP sever wih sequence databiess wed vath CBSU proaraiie (both foematied and fasta)

s

Sekil 3.11. LOOPP programinin segilmesi
(http://cbsuapps.tc.cornell.edu/loopp.aspx)

Gorev yiiklendikten sonra arastirmacinin e-posta adresine sirayla ii¢ adet ileti
gelir. Bunlardan biri gorevin iletildigini, digeri gorevin basladigini ve sonuncusu da
gorevin bittigini bildiren mesajlardir. Yiiklenen gorev tamamlanmis ise ilgili dosya
bilgisayara kaydedilir. Dosyanin yiiklemesi sona erdiginde i¢indeki ilk bes model
ayr1 bir dosyaya kaydedilir.
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E-mail: |nergizaydg@e-kolay.net {only guests need to use this field, registered users should log in)

Job name: |protein {please, no spaces, special characters etc., uderscore is OK)
[ Please notify me about LOOPP updates

Input seguence (amino acids one-letter code only, no names, numbers etc):
MATLERLMEAFESLESFQ0R0ne 00000 o oo PPPFPPFPPPEPQLPQPPPQRAQOPLLPQPQEP
PPEPPPPPGPAVAEEPLHRPEKELSATKEDRVNHCLT ICENIVAQSVRENS PEFQELLGIAMELFLLCSDD
AESDVEMVADECLNEVIKALMDSNLPRLQLELYKEIEKNGAPRSLRAALWRFAELAHNLVRPQECRFYLVH
LLECLTRTSKRPEESVQETLAAAVPKIMASFGNFANDNE IKVLLEAFIANLESSSPTIRRTAAGSAVSIC
QHSRRIQYFYSWLLNMVLLGLLVPVEDEHSTLLILGVLLILRYLVPLLOQOVEDT SLEGSFGVIREEMEVS
PSAEQLVQVYELTL:ﬁrQHQDHIWV‘EGALELLQQLFRTPPPELLQTLT;M

Cluster: | Auto Modes- |0 (0 means that the number of nodes will be chosen automatically)

( Show timeout info )

[ Advanced options l

Sekil 3.12. LOOPP programina goérevin verilmesi
(http://cbsuapps.tc.cornell.edu/loopp.aspx)

3.2.3. VMD Molekiiler Grafik Program

Proteinlerin 3 boyutlu yapisinin belirlenmesi i¢in Jmol, Opendx, Rasmol, VMD
ve XCrySDen modelleme programlari mevcuttur. Bu aragtirmada VMD (“Visual
Molecular Dynamics®) programi kullanilmisti, ¢linkii bu programla kompleks
proteinlerin molekiiler 3D yapilarinin ¢ikarilmasi ve yapilarin incelenmesi oldukga
basittir. VMD programinin kullaniminin anlagilmas1 ve uygulamasi ¢ok rahattir.
VMD bunun yani sira protein i¢inde yer alan a-heliks,  tabaka, sarmal, doniis ve
van der Walls baglar1 gibi bir ¢ok 6zelligin de gosterimini gergeklestirir. Bunun yani
sira proteinin sekans bilgilerini, atomlarin dizilisini ve proteinin mikromolekiiler

ayrintilar gibi daha bir¢ok 6zelligin gosterimini de miimkiin kilar (Einfiihrung in die
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Praktische Bioinformatik, 2002, $.249). VMD programina
www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/ adresinden ulasilabilir. PDB dosyas1 seklinde
kaydedilen proteinlerin VMD molekiiler grafik programinda {i¢ boyutlu yapisi
olusturulur (Humphrey vd., 1996).

3.2.3.1. Molekiil Yiikleme

“File —New Molecule* menii eleman1 secilir. VMD ana penceresinde (Sekil
3.13.a) ekranda “Molecule File Browser* (Sekil 3.13.b) isimli yeni bir pencere
belirir.“Browse* (Sekil 3.13.c) butonunu kullanilarak “vmd-tutorial-files*’taki pdb
dosyast bulunur. Dosya segildiginde, dosyanin yiikleyebilmesi i¢in “Load* *a (Sekil
3.13.d) basilir. Molekiil ekranda goriintiilenir.

800 [ 3
Moleoule Graphts Display Mause Exdenskns Hep |

S Mty by e S0 44—

L.UIILT'IHBT[_I'.' hicw Ivalecule

PRLESLIE ity

& Likhe) im Sashgmenti
R T ETISE

Sekil 3.13. LOOP programinda molekiil ylikleme

(www.ks.uiuc.edu/Research/vmd)

3.2.3.2. Proteinin Goriintillenmesi

Proteinin 3D yapisin1 gorebilmek icin bilgisayar faresi coklu bicimlerde

kullanilir. OpenGL gosteriminde, farenin sag tusuna tiklanir ve fare hareket ettirilir.
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Bu farenin donme modudur ve molekiiliin, ekranin eksenine paralel bir sekilde
dondiiriilmesini saglar (Sekil 3.14.a). Sag tusa basilip bir 6nceki asama tekrarlanirsa,

ekrandakine dikey bir eksende doniis gerceklesir (Sekil 3.14.b).

b

+—> i +—>r

lal 1=}

Sekil 3.14. Dénme Sekilleri (www.ks.uiuc.edu/Research/vmd)

VMD ana penceresinde, “Mouse” meniisiine bakilir (Sekil 3.15). Burada,

mouse bi¢imi “Rotation” dan “Translation” yada “Scale” bigimine doniistiirebilir.

(]

ce ™
File Molecule Graphics Display m Extensione Haip

i TADFh-Tnlenuiz

zom / I_-Jg.uﬁf ey )d_ Force
I~ Wave Light
% + -_— * AtdRemove Bands

Sekil 3.15. Fare modlar1 (www .ks.uiuc.edu/Research/vind)

“Translation” (geviri) modu, sol tus basili tutulurken, molekiiliin ekranin
etrafinda dolastirilmasini saglar. “Translation” modundayken, farenin orta tusu basili
tutularak kesme diizlemi degistirebilir. “Scale” (6l¢ii) modu, sol tus basili tutulurken
fareyi dikey olarak hareket ettirmek suretiyle goriintiiniin bilytitiiliip kiiciiltiilmesini

saglar.
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3.2.3.3. Farkh Cizim Stilleri

VMD, molekiilii ¢ok cesitli ¢izim stilleri kullanarak goriintiileyebilir. Burada,
bu ¢izimlerden, proteinde farkli yapilar bulunmasini saglayacak olanlar incelenir.

“Graphics—Representations” menii elemani segilir. Molekiilii goriintiilemek
icin kullanilan mevcut grafik gosterimi sariyla isaretlenmis olarak goriiliir (Sekil
3.16.2).

“Draw Style” (¢izim sekli) sekmesinde (Sekil 3.16.b), gosterimin stili (Sekil
3.16.d) ve rengi (Sekil 3.16.c) degistirilebilir. Her bir ¢izim yonteminin kendine 6zgii
parametreleri bulunmaktadir (Sekil 3.16.e). Ornegin, Graphical Representations

penceresinin sag alt kdsesindeki ayarlari kullanarak ¢izgilerin kalinligr degistirilebilir

(Sekil 3.16.9).

B D Crmhics] Fepresedal o e}
Federied

TR "W_fg

Shie Cobor Semghon |
a = = ] i

Sekil 3.16. Grafik gosterimler penceresi

(www.ks.uiuc.edu/Research/vmd)

“Coloring Method — Name” (Renklendirme Metodu — Isim)’de, her bir
atomun kendine dzgii bir rengi vardir. Ornegin; O kirmizi, N mavi, C siyaniir ve S
saridir. “Default” (varsayilan) butonuna basilir, boylece, ¢izim yontemininvarsayilan

ozelliklerine geri doniiliir.
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3.2.3.4. Renklendirme Yontemleri

Goriintiiniin  renklerini  degistirmek i¢in, “Coloring Method —ResType”
(Renklendirme Yontemi- ResTiirii) secilir (Sekil 3.16.c). Bu, kutupsal olmayan
(beyaz), temel (mavi) asidik (kirmizi) ve kutupsal (yesil) tortularin birbirinden ayirt
edilmesini saglar. “Coloring Method — Structure” (Sekil 3.16.d) (Renklendirme
Metodu-Yap1) secilir ve “NewCartoon” goriintiisiiniin ikincil yapiyla Ortlisen

renklerde oldugundan emin olunur. Proteinin yap1 analizi tamamlanir.



4. SONUCLAR

4.1. Huntingtin Proteinin Ozellikleri
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Huntingtin proteinin 6zelliklerini belirmek amaci ile 6ncelikle NCBI internet

sayfasindan Huntington Hastalifi’nda mutasyona ugrayan huntingtin proteini

bulundu (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. NCBI internet sayfasinda huntingtin proteininin bulunmast

(www.ncbi.nlm.nih.gov)




“Huntingtin (Huntington disease protein) (HD protein)”
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olarak yer alan

proteinin 3144 amino asitten olustugu (Sekil 4.2.) ve P42858 kodu ile tanimlandigi
tespit edildi (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.2. Huntingtin’in amino asit dizilimi
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=protein&cmd=search&term=p42858)
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Sekil 4.3. P42858 kodu ile tanimlanan huntingtin proteini (www.ncbi.nlm.nih.gov)

4.1.1. Huntingtin Proteinin FASTA Formati

Proteinin amino asit dizisi modelleme yontemlerinde kullanilabilmesi i¢in
display bolimde yer alan FASTA formatina uygulandi ve kaydedildi. Ayrica
modellemenin daha saglikli sonuglar vermesi i¢in huntingtin proteini 400’liikk amino
asit parcalarina ayrildi. Proteinin belli parcalara boliinmesini ger¢eklestimek icin
FASTA formatinda yer alan “begin to end” boliimiine istenilen parcanin sayilari

girilerek sonuglar elde edildi (Sekil 4.4).

By
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Sekil 4.4. FASTA formatinda huntingtin proteinin 400 liik parcalara ayrilmasi
(www.ncbi.nlm.nih.gov)
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4.1.2. BLAST Taramasi

Huntingtin’in diger bilinen proteinlere olan homolojisi BLAST ile arastirildi

(Sekil 4.5.).

Distribution of 124 Blast Hits on the Query Sequence
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Sekil 4.5. Huntingtin proteinin BLAST sonuglar1
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

Yapilan BLAST taramasi sonucunda huntingtin proteininin diger bilinen

proteinlerle homolojisi bulunmamustir.
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4.1.3. HEAT Motiflerinin Belirlenmesi
Proteinin Ozelliklerini daha kapsamli arastirmak ve proteinin i¢inde yer alan
HEAT motiflerini belirlemek i¢cin ExXPASy internet sayfasina proteinin kodu olan

P42858 yazilarak sonuglar elde edildi (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Huntingtin HEAT motifleri (http://www.expasy.org/uniport/P42858)

Anahtar Baslangic-Bitis Uzunluk Tanim
Zincir 1-3144 3144 Huntingtin.
Tekrar 206-243 38 HEAT 1.
Tekrar 248-285 38 HEAT 2.
Tekrar 318-362 45 HEAT 3.
Tekrar 804-841 38 HEAT 4.
Tekrar 904-942 39 HEAT 5.
Motif 2397-2406 10 Niikleer eksport sinyali

COMPBIAS 18-40 23 Poly-Gln.
COMPBIAS 41-51 11 Poly-Pro.
COMPBIAS 65-80 16 Poly-Pro.

4.1.4. Sarilmis Sarmal Bolgelerinin Analizi

www.ch.embnet.org/software/COILS form.html internet sayfasinda huntingtin

proteinin sarilmis sarmal bolgeleri arastirildi (Sekil 4.6. ve Sekil 4.7.).
Yapilan analiz sonucunda huntingtin proteininin 1-41, 1365-1426, 1432-1467,
1556-1617 ve 1743-1787 amino asit bolgelerinde sarilmis sarmal yapisi tespit

edilmistir.
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Sekil 4.6. Sarilmis sarmal bolgelerinin arastirilmasi

(www.ch.embnet.org/software/COILS _form.html)
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Sekil 4.7. Huntingtin proteinin sarilmig sarmal bolgeleri
(www.ch.embnet.org/software/COILS form.html)

51



52

4.1.5. Transmembran Bolgelerinin Arastirilmasi

Huntingtin proteinin transmembran bolgeleri "Biology Work Bench® internet
sayfasinda yer alan TMAP programinda arastirildi (Sekil 4.8.). Huntingtin

proteininde 13 adet transmembran 6zellik gosteren boliimii bulundu (Sekil 4.9.).

hes | F] it | weg ol s ec DS B, op 1

CHOFAS - Precict Secondary SRuctim of P &g (Chou-Fasman)
HTH - Prachct HTH fdokh m Protemn e
PELE -Projem 5!!1!;?! P'rndn:i:l:

Hedes] ko 0
EK'I'GI:IEF Elirl-:iunmﬁnurt:ab:l.lmn
Pl - Imcesdmrinic poink chetm mminstion

D R |

Sekil 4.8. Huntingtin proteinin transmembran bdlgelerinin aragtirilmasi
(http://seqtool.sdsc.edu/CGI/BW.cgi)

Sekil 4.9. Huntingtinin transmembran 6zellik gdsteren boliimleri
(http://seqtool.sdsc.edu/CGI/BW.cgi)
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4.2. Huntingtin Proteinin Modelinin Cikarilmasi

Huntingtin proteinin modellini olusturmak {izere www.ca.expasy.org/tools/

internet sitesinde bulunan asagidaki programlar denendi ve en iyi sonu¢ “Threading”
boliimiinde yer alan LOOPP (Protein modellerini 6grenme, gézlemleme ve liretme)

adli protein tanimlama programu ile elde edildi (Sekil 4.10).

3 Boyutlu Yap1 Tahmini

Karglagtrmali modelleme
« SWISS-MODEL éf- Otomasvonlu bilgive davah protein modelleme sunucusu

{An avtomated knowledge-based protein modelling server)
+ 3D vapboz —Bilinen vapimn homologuna dayal: proteinler igin Gic bovudu modeller
(Thrze-dimensional models for proteins based on homolozvzs of known strecturs)
» CPH models — Otomasvonlu niral- aga daval protein modellems sunucusu
{Avtomated neuml-nebwork based protein modzlling server)
* ES5vPred3D -Noral aglan kullanan otomasyonlu homoloji modelleme program
{Avtomatst homolosy modeling program vsing nzvral networks)
+  Genodd — Protein fic bovuiu vaprsimn otomatik modellemest
{Auvtomatic modzlline of protein three-fimensional structers)
» SDSC1 - Protein Y apis: Homolojt Modelleme Sunucusu
(Protein & trscture Homelogy Modeling Server)
Threading
¢ 3D-PSSM —Ikindl vap: bilgisivie bidikte 1D ve 3D dizi profillerini kullanan protein
vapt tahmini
(Prot=in fold recognition vsing 1D and 3D sequence profiles coupled with secondary structure information
(Foldfit)
+ TFugue— Dizi- yap homoloji teshisi
(R equencestrocture homalezy racoenition)
* HHpred - HMM-HMM karsidashmmasivia protein homoloji saptamas: ve wap
tahimini
(Protein homelogy dztection and structure prediction by EMM-ELVM companson)
+ Libellula —Fold teshis sonuglanm degerlendinmek i¢in noral ag vaklasimm
{MNevral netwods approach to svaluate fold recognition rasulis)
« LOOPP —dizivi dizive, dizivi vaptya ve yvapiyt vapva baglama
{(S=quencs tosequencs, saquencs to struchre, and struchue to strocture alisnment)
» SAM-TO2 —HMDM ve dayah Protein Yam Tahmimi
(HhIM bas=d Protein 2 tructure Pradiction)
¢ Threader - Protein vap tahmin
(Protein fold rzcomnition)
* ProSup - Protein vapt slirempresyonu
(Protain stmets = superimposition)
o SWEET —Dhzlerinden sakandlenn 3D modellen insa etmek

(Comstructing 30} models of saccharides From their seguencas)

Sekil 4.10. Model olusturmak i¢in denenen programlar (www.expasy.org)
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4.2.1. LOOPP

LOOPP protein katlanma potansyelleri i¢in bir taslak olusturur.
http://cbsu.tc.cornell.edu/ internet sayfasinda LOOPP secilerek ilgili sayfaya

yonlendirme gergeklestirildi (Sekil 4.11.).

{1 B Computational Biology Service Unit
q}"bL Microsoft High-Performance Computing Institute

Welcome to Computational Biology Service Unit
metnber of Comell Life Scietices Core Labotatoties Center

'I YL
LOOPP MOIL M”ﬁ;"‘“m Geome Seq Alpment| B
\DIV PefogenTracke DAL
F "
mf&"ﬁ?‘“ DGR Bhe) | MKPE MODELLER p
rosephla BLAST B
CBST Micrasoft HPC

CBAU biomformatics 5||J|1|:|rt I'|:|r ihie nul I,EIEIIIIDJI SHUEnCing

Sekil 4.11. http://cbsu.tc.cornell.edu/ internet sayfasmda LOOPP’a
yonlendirilme

4.2.1.1. LOOPP’ ta Gorev Yiiklenmesi

www.cbsuapps.tc.cornell.edu/loopp.aspx internet sayfasina ilk 6nce “E-mail”

yazan kutuya e-posta adresi yazildi. “Job name” boliimiine protein400 ismi, “input
sequence” bolimiine de proteinin 400 amino asitlik parcalar1 sirayla gorev

olarak
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yiiklendi. “Advanced options” da yer alan 6zellikler standart birakild1 ve “Submit”

yapilarak gorev baslatildr (Sekil 4.12).

MISCELLAMEDUS
Apgs Home
Clheaitads Sty
Aggdications
Eantmicn
BisHPT Homwe
CHS Home
CHE hp sarsar
CHE Seqlf
CTC Winrderars
Bisintamalics
Agpdications
FAd

Cooataert L

Fleams acimowiedge us in al publications and pramentation af work thet vsed our resource s using 1he e

E-muil | nevgizayddgn Be-knbay net (anly queshs need 1o ume This feld, regisiered usere should |

Job e | Purlingionn {plase. no spacas. aproial charachers aic . uderscons
] Plaase nofify me abiosf DOOFF spdaks

Ot | Autn B3 Heddey (0 10 prwigns it thi nismbsar of nodes will Be chassn @iban sl
| B lim ek info )

'| FAdvancad aphons ]

| Submit | Reser

Sekil 4.12. Protein400 gorevinin yiliklenmesi

(www.cbsuapps.tc.cornell.edu/loopp.aspx)

4.2.1.2. Sonuclarin yiiklenmesi

Sonuglar zipli dosya sekilinde e-posta adresine geldikten sonra e-posta daki

“http here” tiklatilarak dosya ylikleme tamamlandi (Sekil 4.13.) ve bilgisayarda yeni
bir klasore kaydedildi.

Yiikleme islemi tamamlandiginda

dosyalar acilarak en iyi bes sonug

kopyalanarak ayr1 bir klasorde toplandi (Sekil 4.14.). Bu en iyi bes sonu¢ daha sonra

VMD programina yiiklendi ve proteinin modeli ¢ikarildi.
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Your LOOPP job huntintonn (21143) FINISHED

You can view the current results here

You may follow program's progress by viewing here

Your final result file will be available for download vi

http here

Timeout information and the current job status can be found here

or via ftp here

Sekil 4.13. Sonlanmig gorevin dosya yiikleme islemi
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Sekil 4.14. En iyi bes sonucun goriintiilenmesi

4.2.2. VMD Programinda Huntingtin Proteinin Modelinin Cikarilmasi

56

Protein 400 liik parcalar halinde LOOPP’a yiiklendi ¢iinkii program kisa amino

asit dizilerinde daha olumlu ve gercege yakin sonuclar veriyor. LOOPP tan gelen
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sonuclar dogrultusunda ilk 400 amino asit i¢in en iyi bes sonu¢ 1WAS5 B (Sekil
4.15.), 1B3U_A (Sekil 4.16.), 1IBR_B (Sekil 4.17.), IW9C A (Sekil 4.18.) ve
1QIS_C (Sekil 4.19.)’dir.

Sekil 4.15. IWAS_B proteinin modeli

Sekil 4.16. 1B3U_A proteinin modeli



Sekil 4.17. 1IBR_B protein modeli

Sekil 4.18. 1IW9C_A protein modeli
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Sekil 4.19. 1Q1S_C protein modeli

www.expasy.org internet sayfasinda yer alan HHpred programi ile huntingtin

proteinin yapisi arastirildi ve c¢ikan sonuclar dogrultusunda diger proteinlere gore

IWAS5_B proteininin ilk 400 amino asitlik boliimii ile en fazla benzerlik gosterdigi

ispat edildi (Sekil 4.20.).

|

Bioinformatics Toolkit

Max-Flanck Instimine by Developimental Beslogy

HHEprad - Results  ob-mm: szesscs Date: 04:30 onFeb 16 2007

Hasults  Hiviegram  Thow quary aipamard

" codoE anly &6 olior  wle] i by cabafl abgamenta

Humad halp an baw b interpeet your resolsT Dick

100 200 300 40D B EDD P B9 50D LKL LE00LH0 LDOUREN 10018 1RO FE0TEN B
115 S (77
35 S | T I
L 7T R
T That T  TalilE
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¥ EROTE
A1 A t 1Ll
il S T t TS B
Lo [ibr §
1T 15
0 T

T

IWAS B

Sekil 4.20. HHpred ile 1WAS5_B proteinin gosterimi (Www.expasy.org)
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Proteinin ikinci 400 amino asitlik boliimii i¢in gelen en iyi bes sonug: 1PAI A
(Sekil 4.21), a.86.1.1.1 (Sekil 4.22), 1AO7_E (Sekil 4.23), 1LP9 E (Sekil 4.24) ve
1UP6_E (Sekil 4.25) proteinleridir.

Sekil 4.21. 1PAI A protein modeli

Sekil 4.22. a.86.1.1.1 protein modeli



Sekil 4.23. 1AO7_E protein modeli

Sekil 4.24. 1LP9_E protein modeli
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Sekil 4.25. 1UP6_E protein modeli

Proteinin {i¢linci 400 amino asitlik boliimii i¢in gelen en iyi bes sonug:
2GO2_A (Sekil 4.26), 1X9D A (Sekil 4.27), 1EE5_A (Sekil 4.28), 1Y2A C (Sekil
4.29) ve 1QIS_C (Sekil 4.30) proteinleridir.

Sekil 4.26. 2GO2_A protein modeli



Sekil 4.28. 1EES_A protein modeli
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Sekil 4.29. 1Y2A_C protein modeli

Sekil 4.30. 1Q1S_C protein modeli
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Proteinin dordiincii 400 amino asitlik boliimii i¢cin gelen en iyi bes sonug:
1EES5 A (Sekil 4.31), IWAS5 B (Sekil 4.32), 2F6H_X (Sekil 4.33), 2GO2_A (Sekil
4.34) ve 2F5U_A (Sekil 4.35) proteinleridir.

Sekil 4.31. 1EES_A protein modeli

Sekil 4.32. IWAS5_B protein modeli



Sekil 4.33. 2F6H_X protein modeli

Sekil 4.34. 2GO2_A protein modeli
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Sekil 4.35. 2F5U_A protein modeli

Proteinin besinci 400 amino asitlik bolimii i¢in gelen en iyi bes sonug:
a.118.1.14.3 A (Sekil 4.36), 1ZEE A (Sekil 4.37), 1GAI (Sekil 4.38), 1Y2A C
(Sekil 4.39) ve 1Q1S_C (Sekil 4.40)  proteinleridir.

Sekil 4.36. a.118.1.14.3 A protein modeli



Sekil 4.38. 1GAI protein modeli
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Sekil 4.39. 1Y2A_C protein modeli

Sekil 4.40. 1Q1S_C protein modeli

69
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Proteinin altinc1 400 amino asitlik boliimii i¢in gelen en iyi bes sonug: 2GFP_A
(Sekil 4.41), 1IBR_B (Sekil 4.42), 1TU7G_A (Sekil 4.43), a.118.5.1.1_A (Sekil 4.44)
ve 1Y2A_ C (Sekil 4.45) proteinleridir.

Sekil 4.41. 2GFP_A protein modeli

Sekil 4.42. 1IBR_B protein modeli



Sekil 4.44. a.118.5.1.1 A protein modeli
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Sekil 4.45. 1Y2A_C protein modeli

Proteinin yedinci 400 amino asitlik bolimil i¢in gelen en iyi bes sonug:
2F5U A (Sekil 4.46), 1IRH5 A (Sekil 4.47), 1IBR_B (Sekil 4.48), 1YFM (Sekil
4.49) ve 1C3C_A (Sekil 4.50) proteinleridir.

Sekil 4.46. 2F5U_A protein modeli



Sekil 4.48. 1IBR_B protein modeli
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Sekil 4.49. 1YMF protein modeli

Sekil 4.50. 1C3C_A protein modeli
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Proteinin son 344 amino asitlik boliimii icin gelen en iyi bes sonug:
1HZ4 A (Sekil 4.51), a.118.4.1.1 A (Sekil 4.52), IXM9_A (Sekil 4.53), IN4AM_A
(Sekil 4.54) ve 1Y2A C (Sekil 4.55) proteinleridir.

Sekil 4.52. a.118.4.1.1 A protein modeli



Sekil 4.53. 1XM9_A protein modeli

Sekil 4.54. IN4AM_ A protein modeli
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Sekil 4.55. 1Y2A_A protein modeli

4.2.3. Mutasyonlarin Modellenmesi

Huntingtin proteinin ilk 400 amino asitlik boliimiine CAG tekrarlar1 eklenerek
mutasyon olusturuldu. Proteinin poliQ bdlgesine sirasiyla 10,13, 14, 15, 16, 20, 25 ve
30 CAG tekrarlar eklendi ve modeli ¢ikarildi. Cikan mutant modeller, huntingtin
proteinin ilk 400’liilk amino asit bdlgesine en ¢ok benzeyen protein sonuglarindan
yola ¢ikarak 1WAS B proteini ile karsilastirildi. Kirmizi ile gosterilen protein
IWAS5 B, mavi ile gosterilen protein CAG tekrar sayilart artirllmis mutant

proteindir (Sekil 4.56, 4.57, 4.58, 4.59, 4.60, 4.61, 4.62, 4.63).



Sekil 4.56. IWAS B-Mutant 10 proteinlerinin karsilastirilmasi

Sekil 4.57. IWAS_B-Mutant 13 proteinlerinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.58. IWAS_ B-Mutant 14 proteinlerinin karsilastirilmasi

Sekil 4.59. IWAS_B-Mutant 15 proteinlerinin karsilagtirilmasi

79



Sekil 4.60. IWAS_ B-Mutant 16 proteinlerinin karsilastiriimasi

Sekil 4.61. IWAS_B-Mutant 20 proteinlerinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.62. IWAS_ B-Mutant 25 proteinlerinin karsilastirilmasi

Sekil 4.63. IWAS_B-Mutant 30 proteinlerinin karsilastirilmasi
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Huntingtin proteinin ilk 400 amino asitlik boliimiine CAG tekrarlar1 eklenerek
olusturulan mutant proteinlerin poliQ bodlgesinde bazi degisimler gozlemlendi.
Proteinin poliQ bolgesine 13 ve 30 CAG tekrarlar eklenerek modeli ¢ikarildi. Cikan
mutant modellerin poliQ bdlgeleri, huntingtin proteinin ilk 400 amino asitlik
bolgesine en ¢ok benzeyen protein yapist olan IWAS B modelinin poliQ bdlgesi ile
karsilastirildi. 1WAS B proteinin poliQ bdlgesi sart renk ile, CAG tekrar sayilar
arttirllmig, mutant 13 (Sekil 4.64) ve mutant 30 (Sekil 4.65) proteinlerinin poliQ

bolgesi ise kirmizi ile gosterilmistir.

Sekil 4.64. 1IWAS_B-Mutant 13 proteinlerin poliQ bdlgesinin karsilastiriimasi

Sekil 4.65. IWAS_B-Mutant 30 proteinlerin poliQ bdlgesinin karsilastiriimasi
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6. TARTISMA

Biyolojik fonksiyonlar1 acisindan ¢ok fazla cesitlilik gosteren proteinler,
genetik bilginin ifadelendigi makromolekiillerdir. Bir proteinin yapisindaki atomlarin
uzaysal diizlenimi proteinlerin konformasyonu olarak adlandirilir. Proteinler igin
birincil, ikincil, ti¢linciil ve dordiinciil olmak iizere dort yapi diizeyi tanimlanmustir.
Stiper ikincil yapilar olan motifler veya basit¢e katlanmalar, ikincil yapida bulunan
elemanlarin ve bunlar arasindaki baglantilarin ifadeleridir. Motifler bazen basitten
karmasiga kadar uzanan, bazen de tekrarlayan birimler ya da bilesimler seklinde
goriiliirler. Polipeptitlerin katlanmas1 hem fiziksel hem de kimyasal sinirlamalarin
diizenlenmesine baglidir. Motiflere dayali protein organizasyonu genel olarak dort
sinifa ayrilabilir: timi o, timi B, o/ ve a+f.

Bir proteinin yapisi ve fonksiyonu arasinda ¢ok siki bir iliski vardir. Bu
nedenle, Ozellikle molekiiler mekanizmalar1 heniiz tam olarak aydinlatilamamis
hastaliklarda sorumlu oldugu diisiiniilen proteinlerin yapilarinin ayrintili olarak
incelenmesi, bu proteinlerin fonksiyonlarinin ve dolayisiyla hastalik patogenezinin
aydinlatilmasinda yol gosterici olacaktir.

Tiim proteinlerin yapr ve fonksiyonlar1 ile ilgili gerekli bilgi amino asit
dizilerinde mevcuttur. Protein yapilarmin aydmlatilmast  i¢in  kullanilan
spektroskopik teknikler, X-i1sin1 kristalografisi, niikleer manyetik rezonans gibi
geleneksel teknikler oldukca gii¢lii yontemlerdir. Ancak bu yontemlerin uygulanmasi
ve sonug elde edilmesi olduk¢a uzun zaman almakla birlikte, deneyimli personel ve
teknik donanimli laboratuar sartlarin1 gerektirir. Bu nedenle sekanslar1 belirlenmis
olan proteinlerin sayilariyla, yapilar1 belirlenmis protein sayilar1 arasinda biiyiik
ucurum vardir. Bu acigin kapatilmasi, protein yapi tahmini metodlart tizerinde
calisilmasi ile miimkiin olabilir. Bu verilerin laboratuar deneylerine destek olmasi ya
da yonlendirmesi ile protein yap1 ve fonksiyonlarinin aydinlatilmasi daha hizli ve
daha giivenilir bir sekilde gerceklesecektir.

Yeni bulunmus bir proteinin ya da fonksiyonu bilinmeyen bir gen iiriiniiniin
analizi i¢in yapilmasi gereken ilk islem veritabanlarinin taranmasi ve karsilagtirma

yapilmasidir. Arastirilan proteine benzer baska bir protein bulunmamasi halinde
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amino asit dizisinin a-heliks ve [-tabakalar1 olusturabilme egilimlerini tahmin eden
metodlar kullanilabilir. Amino asitlerin biiyiik boliimiiniin hidrofobik yan gruplari
bulunmaktadir, fakat omurga hidrofiliktir. Goriinlirde birbirine ters diisen bu
kuvvetler arasindaki dengenin olusturulmasi 6zgiin ikincil yapisal elementlerin
formasyonu ile miimkiin olur (Pauling ve Corey, 1951). Omurga her amino asitin CO
grubu ile kendinden sonra gelen dordiincii amino asitin NH grubu arasinda olusan
hidrojen baglar ile stabilize olur ve oldukga siki, ¢ubuksu bir yap1 meydana gelir. -
tabakas1 ise daha uzamis bir yapidadir, ikincil yapi icinde hidrojen baglar
olusmasindan ziyade, stabilizasyon bir ya da daha fazla komsu [-tabakalarinin
birbirine baglanmasi ile gergeklesir. Bu sekilde, bireysel B-tabakalarinin birbirleri ile
etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan yapiya -pileli tabaka adi verilir. Bu tabakalar paralel
ya da antiparalel olabilir. Bir proteindeki ikincil yapilarin siralanigina gore bir
siniflandirma sistemi olusturulmustur (Levitt ve Chohia, 1976). Bu sisteme gore, alfa
yapist primer olarak o-helikslerden, beta yapisi ise [-tabakalarindan olusur.
Kombinasyon smifi alfa/beta genel olarak araya alfa helikslerin girdigi f-
tabakalarindan olusur.

Dizi bilgisine dayali yapt tahmininde diger dnemli bir ayrinti da, dizinin
konformasyonu belirledigi, ancak ayni konformasyonun birgok farkli dizi ile de
olusturulabilecegidir. Yapinin diziden daha ¢ok korundugu ve smirlt sayida omurga
motiflerinin varlig1 g6z oniinde tutuldugunda (Chothia ve Lesk, 1986; Chothia, 1992)
proteinler aras1 benzerli§in sadece geleneksel diziye dayali metodlarla
belirlenemeyecegi aciktir. Dizi ve yapi1 arasindaki iliskinin ortaya ¢ikarilmasinin
temelinde protein katlanmas1 yatmaktadir (Bryant ve Altschul, 1995; Eisehaber vd.,
1995; Lemer vd., 1995).

Yapi analizi metodlar ile proteinlerin 3D yapilarini belirlemek i¢in ii¢ 6nemli
tahmin yontemi bulunmaktadir. Bunlar homoloji modellemesi, hizalama ve ab initio
tahminleridir. Hizalama, yapis1 bilinmeyen proteine herhangi bir homolog proteinin
bulunmamasi durumunda yine de isaretlenmemis (etiketlenmemis) dizi benzerlikleri
bulunan proteinlerin 3D yapilarindan yola ¢ikarak gergeklestirilen analiz oldugu i¢in
daha ¢ok kullanilir. Bu metod, incelenecek ve yapist bilinmeyen diziyi alir ve yapisi

bilinen bir hedef proteinin koordinatlarina hizalar.
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Bu tez c¢alismasi cergevesinde, Huntington Hastaligi’nda rol oynayan
huntingtin proteinin yapis1 analiz edilmis ve modeli olusturulmustur. Huntington
Hastaligi, giinlimiizde goriilme sikligi giderek artan ndrodejeneratif hastaliklar
grubuna dahildir. Tim bu hastaliklar mutasyon sebebiyle proteinde yanlis
katlanmaya sebep olarak noron oliimiinii baglatirlar. Bu nedenle, protein yapilarinin
aydinlatilmasi ve katlanmalarin anlagilmasi1 6nemlidir.

Huntington Hastalig, ilgili genlerdeki CAG tekrarlarinin sayisindaki artis ile
ortaya ¢ikan dokuz poliglutamin hastaligindan biridir. Normal bireylerde onsekizinci
amino asitten baglayan 6-35 CAG tekrar sayis1 goriiliirken, Huntington Hastalig1 olan
bireylerde 36-250 tekrar sayist goriiliir. Heniiz islevi bilinmeyen 348 kDa
bliyiikliiglindeki huntingtin proteini 3144 amino asitten olusur.

Huntingtin proteinini biyoinformatik agidan incelemek ve yapisini aydinlatmak
tizere, Oncelikle amino asit dizisi bulunmus ve bilinen diger proteinlerle olan
homolojisi arastirilmigtir. Bu arastirma neticesinde bugiine kadar literatiirde
belirtildigi gibi huntingtin proteinine homoloji gdsteren baska bir proteine
rastlanmamistir. P42858 kodu ile tanimlanan huntingtin proteinindeki HEAT
motifleri incelendiginde yine literatiirle uyumlu olarak bes HEAT tekran
bulunmustur. HEAT tekrarlarinin hidrofobik yapis1 bu tekrarlarin sikica paketlenerek
birbirlerine karsi korunduklarina isaret edebilir. Aynt zamanda HEAT tekrarlar
yapisinda bulunduklar1 proteinin diger proteinlerle olan etkilesimlerine katkida
bulunur. HEAT tekrarlar1 barindiran ve fonksiyonlar1 belirlenmis olan proteinlerin
genellikle sitoplazmik transport proteinleri olduklari saptanmistir.  Huntingtin
proteininde de HEAT tekrarlarinin bulunmasi1 bu proteinin bir transport proteini
olabilecegine isaret eder. Bu durum yakin zamanlarda yapilan laboratuvar
caligmalariyla da desteklenmistir (DiFiglia vd.,1995). Huntingtin proteininin sarilmis
sarmal bolgeleri arastirildiginda bes farkli sarilmis sarmal bolgesi tespit edilmistir.
Ozellikle proteinin 1-41. amino asitleri arasindaki bdlgede cok kuvetli bir sarilmis
sarmal yapisi oldugu belirlenmistir. Sarilmig sarmal bolgeleri proteinlerdeki
potansiyel protein-protein etkilesim bdlgelerini gostermekte kullanilir. Proteinin
glutamin tekrarlar igeren ilk 41 amino asitlik boliimiinde sarmal yapilarin bulunmasi
huntingtinin diger proteinlerle olan etkilesimini biiylik oranda bu bdlge vasitasiyla
gergeklestirdigini gostermektedir. Bu durum da protein etkilesimlerinin N- terminal

ucuyla yapildigini gosteren laboratuvar deneyleriyle uyumludur. TMAP programiyla
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huntingtinin transmembran bolgeleri arastirildiginda 13 adet transmembran bolgesi
bulunmustur ve bu bolgelerin 311-3078 amino asitleri pozisyonlar1 arasinda rastgele
dagilim gosterdigi gozlemlenmistir. Bu sekilde bir protein yapisinda birgok
transmembran bdlgenin bulunmasi o proteinin kanal yapisi olusturabilecegine isaret
eder.

Huntingtin proteini modeli olusturulurken, protein dizisi ¢ok uzun oldugu ve
bu nedenle yapi analizinin detayli ve saglikli sonuglar vermeyecegi diisiiniilerek,
FASTA formatindaki amino asit dizisi 400°’lik pargalara boliinmiistiir. Her bir
400’liik boliim i¢in formasyon olasilig1 en fazla olan bes model ¢ikarilmistir.

Modelleme tiim proteinlerin anlasilmasi agisindan ¢ok 6nemlidir. U¢ boyutlu
yapiy1 belirleyebilmek i¢in bir ¢ok programin var olmasi, modellemenin 6nemini
vurgulamaktadir. Proteinlerin 3 boyutlu yapisinin belirlenmesi i¢in Jmol, Opendx,
Rasmol, VMD ve XCrySDen modelleme programlart bulunmaktadir. Bu
programlardan Jmol, java isletim sisteminde calisan molekiilii modelleyen serbest
ticretsiz bir programdir. Opendx (Open Source Visulization Data Explorer) programi
verilerin modellenmesi, analiz ve interaksiyonlar i¢in genis imkanlar saglar. Rasmol
programi protein, niikleik asit ve kiiciik molekiillerin modellemesini gerceklestirir.
VMD (Visual Molecular Dynamics) interaktif modellemeyi, protein ve niikleik asit
gibi polimerlerin analizini yapar. Son olarak XCrySDen programi kristalize ve

molekiiler yapi modellemesi yapar (http://www.tu-

chemnitz.de/stud/studium/amd/links.php).

Bu arastirmada VMD programi kullanilmistir ¢linkii  kompleks proteinlerin
molekiiler 3D yapilarinin ¢ikarilmasi ve yapilarin incelenmesi oldukga basittir. VMD
bunun yani sira protein iginde yer alan a-heliks, B-tabaka, sarmal, doniis ve van der
Walls baglar1 gibi bir ¢ok 6zelligin de gosterimini gerceklestirir. Bunun yani sira
proteinin sekans bilgilerini, hidrojen atomu igerip icermedigini, atomlarin diziligini
ve proteinin mikromolekiiler ayrintilart gibi daha bir¢cok 6zelligin gosterimini de
mimkiin kilar. VMD’nin kullaniminin diger programlar gibi karmagik olmamasi
tercih sebebidir. VMD’nin kolay ve basit kullanimi1 sayesinde protein yapisi, immiin
sistemde rol oynayan antikorlar, ribozom kompleksleri ve daha birgok 6zellik rahat
bir sekilde goriintiilenebilmektedir
(http://www.iphtjena.de/BEREICH_3/lectures/biovis.html).  Protein =~ modelinin

gosterimi asamasinda protein iizerinde istenilen Ozelliklerin gosterilmesini ve
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proteinin bir¢cok 6zelliginin kesfedilmesini saglamasi programin kullanimini oldukga
zevkli bir hale getirmistir.

Cikan modeller dogrultusunda proteinde a-heliks, donilis ve sarmal yapilar
cogunlukta olmak tizere kivrimli B-tabakalarina da rastlanmistir.

400 amino asitlik ilk bolimiin yap:r analizinde ortaya c¢ikan modeller
dogrultusunda yapinin birbirine paralel sekilde sira sira dizilmis, yer yer uzun o-
helikslerden olustugu goézlemlenmistir. Normal poliQ dizisine sahip proteinin ilk
boliimiinde [-tabakalarina rastlanmazken, donilis ve sarmal yapilar1 da normal
uzunluktadir. LOOPP programimin verdii en iyi bes sonug¢ arasindan olugma
olasilig1 en yiiksek olan IWAS_ B modeli se¢ilmistir.

Proteinin ikinci 400 amino asitlik boliimiinde a-heliks sayisinda bir azalma
gozlenirken P-tabakalarinda bir artis gdzlemlenmistir. Donlis ve sarmal yapilar1 da
ilk boliime gore olduk¢a uzundur.

Ucgiincii 400 amino asitlik boliimde ortaya ¢ikan sonuglarda uzun a-helikslere
ve yer yer [(-tabakalarina rastlanmistir. Donilis ve sarmal yapilar1 bazi bolgelerde
olduk¢a uzun bir yap1 olusturmaktadir ve bu boliimde a-heliksler yumak olusturacak
sekilde bir model olusturmaktadir.

Proteinin dordiincii 400 amino asitlik boliimi, birinci boliim ile oldukga
benzerlik gostermektedir. Bu boliimde de yine yogun ve birbirine paralel siralanmis
uzun o-helikslere rastlanirken, B-tabakalara rastlanmamaktadir. Ilk boliimden farkl
olarak doniis ve sarmal yapilar1 olduk¢a uzundur.

Proteinin beginci 400 amino asitlik boliimiinde ilk boliimden ¢ok daha az ama
¢ok daha uzun a-heliks yapilarina rastlanmistir. a-heliksler yumak seklinde bir yap1
olusturmuslardir. Doniis ve sarmal yapilarinin ikinci boliimdeki gibi olduk¢a uzun
oldugu gdzlenmistir. Besinci boliimde ortaya ¢ikan bes modelin sadece bir tanesinde
B-tabakasina rastlanmustir.

Altinc1 400 amino asitlik bolimde, birbirine paralel siralanmis yogun a-heliks
yapilart 6n plana g¢ikmaktadir. Bazi modellerin bazi bolgelerindeki a-helikslerin
oldukca uzun oldugu goézlemlenmistir. B-tabakasina hi¢ rastlanilmayan modellerin
doniis ve sarmal yapilari normal diizeydedir.

Proteinin yedinci boliimiinde a-heliks oraninda bir azalma s6z konusudur.
Olduk¢a uzun o-helikslerden olusan yapt yumak seklinde organize olmus,

bazilarinda B-tabakalarna rastlanmistir. Doniis ve sarmal yapilar diger boliimlere
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gore oldukca uzundur.

Proteinin son boliimiinde ise a-heliksler normal yogunlukta ve doniis ve sarmal
yapilari ¢ok uzun degildir.

Tiim bu sonuglar dogrultusunda huntingtin proteininin genelde birbirine paralel
siralanmis a-helikslerden olustugu ortaya ¢ikmaktadir. Proteinin a-heliks yapilarinin

az yogun oldugu bolgelerde az miktarda da olsa B-tabakalarina ve uzun doniis
ve sarmal yapilarina rastlanmistir.

Normal huntingtin proteininde yer alan tiim bu yapilar proteinin kararli bir
yapiya sahip olmasina ve normal fonksiyonlarini yerine getirmesine neden olur.
CAG tekrar sayilarmin belli bir esik degerinin (40 ve {lizeri) lstline ¢ikmasi
durumunda poliQ bolgesi uzar ve nesilden nesile aktarildiginda uzunluk stabil
kalmaz ve genellikle artar. Bu esik degerini asan uzunluga sahip huntingtin
proteininin  kazanilan glutaminle dogru orantili olarak artig gdsteren bir
fonksiyonellik kazandigi saptanmistir (Housman, 1995). Bu problem iizerine 151k
tutmanin yollarindan biri normal proteinde daha kisa olan poliglutamin uzantisinin
0zel fonksiyonunu tanimlamak olacaktir.

Normal huntingtin proteinin poliQ bolgesi 23 glutamin tekrar1 igerir ve mutant
protein glutamin sayisi arttikca yeni bir konformasyona sahip olur. Proteinde anlamli
poliQ mutasyonu olusturmak tizere, VMD programi kullanilarak proteinin ilk 400
amino asitlik boliimiine sirasiyla 10, 13, 14, 15, 16, 20, 25 ve 30 CAG tekrarlar
eklenmistir. Bu sayede 33, 36, 37, 38, 39, 43, 48 ve 53 glutamin tekrarli mutant
proteinler modellenmistir. Her bir mutant protein, normal huntingtin proteini modeli
olarak kabul edilmis olan IWAS B modeli ile karsilastirilmistir. Sonucta 33,36,37 ve
38 CAG tekrar1 iceren mutant proteinlerde belirgin bir degisim gozlenmemistir. Bu
sonug daha nce yapilmis olan caligmalarla ile desteklenmektedir. Ornegin yapilan
bir aragtirmada mayotik instabilite aralifindaki bireylerde Huntington Hastalig
gozlemlenmemistir (Telenius vd., 1995). 39 ve tizeri CAG tekrar sayis1 iceren mutant
huntingtin proteininde bir takim konformasyon degisimine rastlanmistir. Bu
konformasyon degisiminde O6zellikle donilis ve sarmal yapilarmin belirgin olarak
uzayarak artti1, bazi a-helikslerin de daha kisa oldugu belirlenmistir. Marchut ve
Hall yaptiklar1 aragtirmada poliQ dizisindeki esik degerini gecen artis ile orantili
olarak sarmal ve tabaka yapisinda artis oldugunu gostermislerdir (Marchut ve Hall,

2007). Bu artis agregat olusturma egilimi ile iligkilendirilmistir.
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CAG tekrarlarinin artis1 ile proteindeki bu konformasyon degisimi mutant
proteine toksik islev kazandirarak hiicre iginde toksisiteye neden olur. Dolayisiyla
mutant huntingtinin toksik islev kazanmas hiicre icinde toksisitenin artmasi ile diger
normal huntingtin proteinlerinin normal islevlerini yerine getirememesi de olas1
sonuglardandir. Norodejenerasyona sebep olan bu toksisite kazanimi ve islev kaybi
mekanizmalar1 diger poliQ hastaliklarinda da etkendir. Konformasyon degisimi,
Cattaneo ve arkadaslarinin yaptig1 arastirmada toksisite kazanimi ve islev kaybi
mekanizmalariin aym1 anda etkili olarak ndrodejenerasyona sebep oldugu
gosterilmistir (Cattaneo vd., 2001). Diger bir arastirma ise proteinin konformasyon
degisimi ile islev kaybina ugradigi ve agregasyona sebep oldugu yoniindedir (Chen,
2002).

Mutant proteindeki doniis ve sarmal yapilarin artmasi ve a-heliks yapilarmin
kisalmas1 proteinin kendi i¢inde katlanmasina ya da degisen yapidan dolayr hiicre
icinde bagka bir glutamin tekrarl proteinle etkilesime girip B-kivrimli tabaka halinde
¢okmesine neden olur. Yapilan calismalarda in vitro ve Huntington beyinlerinde
kivrimli tabaka yapisinda agregatlar goriilmektedir. Polar Zipper modeli de bunu
desteklemektedir (Perutz vd., 1995). Yapilan aragtirmada poliglutamin bdlgelerinin
amidler arasindaki hidrojen baglarindan olusan polar zipper olusumu ile kivriml f
tabakalar1 sekilinde birikime neden olarak agregat olusturdugu gosterilmistir.
Scherzinger ve arkadaslar1 bu model dogrultusunda huntingtinin mutasyondan dolay1
degisen konformasyonu ile olusan protein agregatlarinin hastalik patolojisinde etken
oldugunu gostermislerdir (Scherzinger vd., 1997).

Bunun yam sira a-heliks yapisinin bozulmasi ile B tabaka konformasyonu
olusumu in vitro c¢alismalar ile kanitlanmistir. Yapilan bir arastirmada diger bir
norodejeneratif hastalik olan Parkinson Hastaliginda etken o-siniiklein geninde
bulunmus mutasyonlarin da, proteinin o-heliks yapisim1 bozdugu ve P tabaka
konformasyonu kazandirarak proteinin “toksik islev kazanimi” ile baglantili oldugu
varsayimi desteklenmistir (Basak ve Ozansoy, 2004). Diger bir calisma ile de 8
tabaka yapisinin agregat olusturmaya yatkin oldugu ispatlanmistir (Goedert, 1999;
Murray, 2001).

Doniis ve sarmal yapilarinin uzamasi, a-helikslerin kisalmasi konformasyonu
onemli Ol¢lide degistirmekle korunmus protein bolgelerinin yeni proteazlar

tarafindan taninarak, proteolizin artisina ve dolayisiyla toksik fragmanin fazla
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miktarda olugsmasina neden olur. Bu da bolgesel patolojiye sebep olur. Bunun yani
sira degisen konformasyon ile normal huntingtin proteininde olmasi gereken
proteoliz gerceklesmeyebilir, bu da yikilmasi gereken proteinlerin yar1 Omriini
uzatarak toksisiteye neden olur.

Poirier ve arkadaslart N-terminal huntingtin kullanarak memeli hiicre kiiltliriinde ve
kiltiirlenmemis murin ana kortikal néronlarda hem agregasyon hem de norotoksisite
lizerine ¢alismalar yapmiglar ve agregat olusturan huntingtin proteinin degisken B-
tabaka/p doniis modeli ile uyumlu oldugunu ispatlamislardir (Poirier, 2005). Bu da
yapinin hem memeli hiicreleri hem de ana noron hiicreleri agisindan toksik oldugunu
gosterir. Bu bulgular huntingtinin toksik yapiya doniismesinde yatan yapisal
diizenlemeleri agiklar.

Buna karsit bir goriis olarak serbest halde toksisiteye neden olan proteinlerin,
bir arada ¢okelerek hiicre i¢in koruyucu bir 6nlem olusturdugu fikri ortaya atilmistir.
Diger bir deyisle bu hiicre-i¢i agregatlarin toksisiteye karsi koruyucu oldugu da
diistiniilmektedir (Rajagopalan ve Andersen, 2001).

Mutant proteinlerin yapisindaki artmis poliQ tekrarlari, proteinde, doniis ile
sarmal yapilarinin uzamas1 ve o-heliks yapilarimin kisalmasiyla konformasyon
degisimine neden olarak yanlis katlanmaya ve dolayisiyla degradasyona direng
gostererek hiicrede protein birikimine neden olur. Hiicre-i¢i konsantrasyonlar1 6nemli
olan ve mutasyondan dolayr degradasyonu gerceklesmemis proteinlerin birikmesi
sonucu apoptoza neden olabilir.

Gorildigi gibi poliQ tekrarlarinin artmasi sonucu olusan mutant proteindeki
konformasyon degisimi, molekiiler mekanizmas1 heniiz tam olarak agiga
kavugmamis nérodejenerasyonun, patogenez mekanizmasi hakkinda ipucu verir.

Hastaliga neden olan mutant proteinlerin modellemesi proteindeki mutasyonu
belirlemek ve hangi molekiiler mekanizma ile selektif ndrodejenerasyona yol actigini
kesfetmek bu gibi norodejeneratif hastaliklarin  tedavisine 151k tutmasi

beklenmektedir.
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