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OZET

Yag asidi metabolizmasi yag asidi sentezi (lipogenez), mitokondride ger¢eklesen beta-
oksidasyon ve endoplazmik retikulumda gergeklesen omega-oksidasyon gibi temel
siirecleri icermektedir. Bu metabolik yollar, 6zellikle kanser hiicrelerinde yeniden
programlanarak hiicrelerin enerji ihtiyacim1 karsilamada ve hayatta kalmada avantaj
saglamaktadir. Forkhead box ailesi proteinleri (Forkhead box, class O, FoxO)
proliferasyon, apoptoz, farklilasma, stres kosullarinda direng gibi hiicresel siire¢lerde
rol alarak diyabet, kanser, vaskiiler hastaliklar ve hiperglisemi gibi yasam siiresinin
diizenlenmesinin 6nemli oldugu bir¢ok hastalikla iliskilendirilmektedirler. FOXO
ailesi tiyelerinden FOXO3A (Forkhead box O3a), bir¢ok hastalikta genis capta
calisilan  bir transkripsiyon faktoriidiir. Hiicre siklusunun devamliliginda,
proliferasyon, apoptoz, metastaz ve anjiyogenez gibi farkli metabolik siire¢lerde
gorevli bircok genin aktivitesinden ya da inhibisyonundan sorumlu bir regiilator olarak
gorev almaktadir. FOXO3A tiimor baskilayici 6zellige sahip bir transkripsiyon faktorii
olarak hiicre igerisinde dogrudan ya da dolayli sekilde gesitli sinyal yollarinin
regililasyonunda rol oynamaktadir. Bu baglamda, FOXO3A’nin kanserde yag asidi
metabolizmasinda hangi proteinler ile etkilesimde oldugunun belirlenmesi 6nem arz
etmektedir. Bu tez ¢alismasinda, kanser hiicrelerinde enerji metabolizmasi agisindan
hayati 6neme sahip olan yag asidi metabolizmasi ile ¢ok yonlii bir transkripsiyon
faktorii olan FOXO3A arasindaki potansiyel etkilesimlerin in silico analizler ile
belirlenmesi amaglanmaktadir. Bu amag kapsaminda, hiicre kaderinin belirlenmesinde
onemli roller iistlenen tiimor baskilayict FOXO3A’nin yapisal ve fonksiyonel
ozellikleri, transkripsiyonel aktiviteleri, post-translasyonel modifikasyonlar ile nasil
diizenlendigi ve hiicredeki alt hiicresel lokalizasyonunun nasil kontrol edildigi literatiir
verileri  kullanilarak  agiklanmistir.  Ardindan, FOXO3A’nin, yag asidi
metabolizmasinda gorev alan proteinlerle olasi fiziksel veya fonksiyonel etkilesimleri

in silico analizler araciliiyla tahmin edilmistir.

Bu dogrultuda, caligmada ilk olarak FOXO3A genindeki varyantlarin yapisal ve
islevsel etkileri detayl bir sekilde analiz edilmistir. Oncelikle, Ensembl VEP, CADD
ve REVEL gibi biyoinformatik araglar kullanilarak varyantlarin patojenite
potansiyelleri degerlendirilmis, ardindan Varsome iizerinden bu varyantlarin klinik

siniflandirmalar1 ve evrimsel korunum skorlar1 yorumlanmistir. Analizler sonucunda
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yiiksek riskli oldugu ongoriilen bazi varyantlar segilerek bu varyantlarin FOXO3A
proteininin ii¢ boyutlu yapisi lizerindeki etkileri incelenmistir. Yapisal modelleme ve
molekiiler dinamik simiilasyonlar1 araciligiyla, mutasyonlarin protein stabilitesi, igsel
bozukluk bolgeleri ve potansiyel etkilesim yiizeyleri iizerindeki etkileri karsilastirmali
olarak degerlendirilmistir. FOXO3A ve yag asidi metabolizmasiyla iligkili proteinlerin
dizileri ve li¢ boyutlu yapilar1 veri tabanlarindan elde edilmistir. Ardindan ColabFold
aracit kullanilarak FOXO3A’nin potansiyel etkilesim partnerleri belirlenmistir.
Belirlenen proteinlerin ii¢ boyutlu yapilar1 ¢esitli kalite kontrol analizleri ile
dogrulanmis ve yapilarin gilivenilirligi degerlendirilmistir. HDCOK ve Hawkdock
molekiiler yerlestirme platformu kullanilarak FOXO3A ile aday proteinler arasinda
olast baglanma senaryolar1 modellenmistir. Bu baglanmalarin detaylandirilmasi
amaciyla baglanma arayiizii analizleri Chimera X ile gerceklestirilmis, evrimsel
korunmusluklart1 Consurf veri tabaninda arastirilmis ve Beat Music sunucusu
araciligyla bolgeye 0Ozgii yaratilan mutagenez ile kritik amino asit kalintilar

belirlenmistir.

Elde edilen sonuglarda yag asidi metabolizmasinda gorevli olan ACSLI1 proteinin
FOXO3A proteini ile yiiksek baglanma ara yiizii skoruna sahip oldugu belirlenmistir.
Elde edilen FOXO3A-ACSL1 kompleksinin dinamik davranislarini degerlendirmek
amacityla GROMACS ile molekiiler dinamik simiilasyonlar1 gerceklestirilmis,
baglanma kararlilig1 ve etkilesim ylizeyleri zaman icinde analiz edilmistir. Ayrica,
intrinsik olarak diizensiz bolgelerin tespiti icin rezidii bazli bozukluk tahmin

algoritmalar1 ve fonksiyonel bozukluk iliskili analizler kullanilmistir.

Bu c¢alisma sonucunda elde edilen bulgular ile FOXO3A’nin yag asidi
metabolizmasinda goérevli potansiyel etkilesim partnerleri belirlenmektedir. Ayni
zamanda, FOXO3A’nin metabolizma-bagimli kanser tiirlerinde potansiyel bir
biyobelirte¢ veya terapotik hedef olarak degerlendirilebilecegini ortaya koymaktadir.
Bu yoniiyle ¢aligma, metabolik yeniden programlanmanin kontroliinde FOXO3A gibi
transkripsiyon faktorlerinin merkezi rollerini vurgulayarak hem kanser tedavisinde

yeni potansiyel hedefler sunmaktadir.
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ABSTRACT

Fatty acid metabolism includes fundamental processes such as fatty acid synthesis
(lipogenesis), beta-oxidation occurring in the mitochondria, and omega-oxidation
occurring in the endoplasmic reticulum. These metabolic pathways are especially
reprogrammed in cancer cells, providing an advantage in meeting the energy needs of
the cells and in survival. Forkhead box proteins (Forkhead box, class O, FoxO) play
roles in cellular processes such as proliferation, apoptosis, differentiation, and
resistance under stress conditions and are associated with many diseases in which the
regulation of lifespan is important, such as diabetes, cancer, vascular diseases, and
hyperglycemia. Among the members of the FOXO family, FOXO3A (Forkhead box
03a) is a transcription factor widely studied in many diseases. It acts as a regulator
responsible for the activation or inhibition of many genes involved in various
metabolic processes such as cell cycle progression, proliferation, apoptosis, metastasis,
and angiogenesis. As a tumor suppressor transcription factor, FOXO3A plays a role in
the regulation of various signaling pathways either directly or indirectly within the
cell. In this context, identifying which proteins FOXO3A interacts with in fatty acid

metabolism in cancer is of great importance.

In this thesis study, it is aimed to determine the potential interactions between fatty
acid metabolism, which is of vital importance in terms of energy metabolism in cancer
cells, and the multifunctional transcription factor FOXO3A through in silico analyses.
For this purpose, the structural and functional properties of the tumor suppressor
FOXO3A, which plays important roles in determining cell fate, its transcriptional
activities, how it is regulated by post-translational modifications, and how its
subcellular localization is controlled were explained using literature data. Then, the
possible physical or functional interactions of FOXO3 A with proteins involved in fatty

acid metabolism were predicted through in silico analyses.

In this direction, firstly, the structural and functional effects of the variants in the
FOXO3A gene were analyzed in detail. First, the pathogenicity potentials of the
variants were evaluated using bioinformatics tools such as Ensembl VEP, CADD, and
REVEL, and then the clinical classifications and evolutionary conservation scores of
these variants were interpreted via Varsome. As a result of the analyses, some variants

(e.g., R249L) predicted to be of high risk were selected, and the effects of these
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variants on the three-dimensional structure of the FOXO3A protein were examined.
Through structural modeling and molecular dynamics simulations (RMSD, RMSF,
Rg), the effects of mutations on protein stability, intrinsically disordered regions, and
potential interaction surfaces were comparatively evaluated. The sequences and three-
dimensional structures of FOXO3A and proteins associated with fatty acid metabolism
were obtained from databases. Then, potential interaction partners of FOXO3A were
identified using the ColabFold tool. The three-dimensional structures of the identified
proteins were validated with various quality control analyses, and the reliability of the
structures was evaluated. Possible binding scenarios between FOXO3A and candidate
proteins were modeled using the HDOCK and HawkDock molecular complex
modeling platforms. In order to detail these bindings, binding interface analyses were
carried out with Chimera X, their evolutionary conservation was investigated in the
Consurf database, and critical amino acid residues were identified through region-

specific mutagenesis created with the Beat Music server.

In the obtained results, it was determined that the ACSL1 protein, which is involved
in fatty acid metabolism, had a high binding interface score with the FOXO3A protein.
In order to evaluate the dynamic behaviors of the obtained FOXO3A-ACSL1 complex,
molecular dynamics simulations were performed with GROMACS, and binding
stability and interaction surfaces were analyzed over time. In addition, residue-based
disorder prediction algorithms and functional disorder-related analyses were used to

detect intrinsically disordered regions.

With the findings obtained from this study, potential interaction partners of FOXO3A
involved in fatty acid metabolism are identified. At the same time, it is revealed that
FOXO3A can be considered a potential biomarker or therapeutic target in metabolism-
dependent cancer types. In this respect, the study emphasizes the central roles of
transcription factors such as FOXO3A in the control of metabolic reprogramming and

offers new potential targets in cancer treatment.
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1.GIRIS
1.1. GIRIS

FOXO3A, hiicresel stres yanitinin, yaslanmanin ve uzun Omirliliigiin
diizenlenmesinde merkezi rol oynayan, forkhead box (FOX) ailesinin O sinifina ait bir
transkripsiyon faktoriidiir. FOXO3A, oksidatif stres, DNA hasari, besin yetersizligi ve
kalori kisitlamasi gibi gevresel ve igsel sinyallere yanit olarak aktif hale gelir (Fasano
et al., 2019a). Bu sayede hiicre dongiisiinii durdurma, DNA onarimi, otofaji, reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) detoksifikasyonu ve apoptoz gibi temel siirecleri diizenler
(Fasano et al., 2019b; Shiota et al., 2010; F. Wang et al., 2008, 2015a). FOXO3A’nin
aktivitesi, basta fosforilasyon, asetilasyon, metilasyon ve ubikitinasyon olmak iizere
cesitli  post-translasyonel modifikasyonlarla (PTM'lerle) kontrol edilir. Bu
modifikasyonlar, FOXO3A’nin sitoplazmadan niikleus ya da mitokondriye tasinarak
aktif hale gelmesini saglar. Aktif FOXO3A, hedef genlerin transkripsiyonunu
baglatarak homeostazi korumaktadir (Fasano et al., 2019a). FOXO3 A'nin aktivitesinde
meydana gelen dejeneratif hastaliklar (Y. Zhao & Liu, 2021), erken yaslanma (Y. Zhao
& Liu, 2021) ve kanser tiirleriyle iliskilendirilmistir. FOXO3A, kanserde timor
baskilayic1 bir transkripsiyon faktorii olarak rol oynamaktadir. Hiicresel stres yaniti,
hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, apoptoz, DNA onarimi ve antioksidan savunma gibi
bircok yasamsal siireci diizenler. Ancak kanser hiicrelerinde FOXO3A'nin aktivitesi
siklikla degiskenlik gostermektedir. FOXO3A’ nin meme (H. Liu et al., 2020),
kolon(Y. Yu et al., 2018), mesane (D.-S. Yu et al., 2017) ve 16semi (Kornblau et al.,
2010) gibi farkl kanser tiirlerinde ekspresyonundaki veya aktivitesindeki degigim,
kotii prognoz ya da tedavi direnciyle iligkilendirilmistir. Bu 6zellikleri nedeniyle
FOXO3A hem prognostik bir biyobelirteg hem terapdtik molekiil olarak biiyiik bir
potansiyele sahiptir. ~ Kanser hiicreleri, artan enerji ve yap1 tast ihtiyacini
karsilayabilmek i¢in yag asidi metabolizmasin1 yeniden diizenler. Bu yeniden
programlama hem hiicre zarinin yapimi hem de sinyal iletimi ve enerji liretimi i¢in

gereklidir (Koundouros & Poulogiannis, 2020). Ayn1 zamanda, FOXO3A lipid



metabolizmasmin kontroliinde kritik bir transkripsiyon faktoriidiir ve ozellikle
karaciger, kolon ve bagisiklik hiicrelerinde yag asidi sentezi ve lipid birikimi iizerinde
belirleyici etkiler gosterir. Obezite iizerine yapilan bir ¢aligmada artmig FOXO3A ve
otofaji seviyesi, FOXO3A’ nin baskilanmasiyla hem yag hiicrelerinde lipid birikimini
hem de makrofajlarda inflamasyon ve adipokin salimini azaltmistir (X. Zhang et al.,
2021). Bu da FOXO3A’nin otofaji araciligiyla yag hiicresi islevleri ve inflamasyonu
kontrol ettigini diigiindiirmektedir. Fare kolonunda FOXO3 eksikligi, lipid
metabolizmasimin bozulmasina ve sonu¢ olarak kolonik epitel hiicreleri ile
infiltrasyona ugramis bagisiklik hiicrelerinde hiicre i¢i lipid damlaciklarinin birikimine
neden olmaktadir (Snarski et al., 2024). Ozetle, FOXO3A, lipid metabolizmasinin
fizyolojik smirlar iginde tutulmasinda koruyucu bir rol oynar ve islev kaybi

durumlarinda ¢esitli hastaliklar meydana gelmektedir.

Yag asidi metabolizmasi, kanser hiicrelerinin biiylime, hayatta kalma ve metastaz
yeteneklerini destekleyen temel bir biyolojik siirectir. Ayn1 zamanda FOXO3A, hiicre
dongiisii kontrolii, apoptoz, stres yanit1 ve metabolik denge gibi ¢ok sayida yasamsal
islevde gorev alan, iyi tanimlanmig bir tiimor baskilayici transkripsiyon faktoriidiir.
Giincel ¢caligmalar, FOXO3A’nin dogrudan veya dolayl olarak lipid metabolizmasinin
cesitli basamaklarini (6rnegin de novo lipogenez, yag asidi oksidasyonu ve lipid
birikimi) diizenleyebildigini gostermektedir. Bu nedenle FOXO3 A’nin kanserle iliskili
olarak yag asidi metabolizmasi tizerindeki etkilerinin arastirilmasi, hem yag asidi
metabolizmasi tizerindeki roliinii anlamak hem de FOXO3A’y1r hedef alan tedavi

stratejileri gelistirmek agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.



1.2. AMAC

FOXO3A, yag asidi metabolizmasinda gorevli proteinlerle yapisal etkilesim kurarak,

bu proteinlerin aktivitesi ve yag asidi metabolizmasi lizerinde etki gostermektedir.

Bu dogrultuda amaglar FOXO3A’ nin klinik agidan 6nemli varyantlarini karakterize
etmek, bu varyantlarin FOXO3A protein yapisi iizerine etkilerini degerlendirmek,
FOXO3A ve yag asidi metabolizmasiyla iligkili proteinlerin amino asit dizilerini ve {i¢
boyutlu yapisal modellerini elde etmek, potansiyel kompleksler olusturarak FOXO3A
ve hedef proteinler arasindaki potansiyel etkilesim bdlgelerini tahmin etmek,
olusturulan komplekslerin yapisal uygunlugunu ve baglanma arayiizlerini
degerlendirmek, baglanma bolgesinde olusturulan mutasyonlarin baglanma enerjisine
etkisini degerlendirmek ve baglanma dinamiklerini analiz etmek, incelenen klinik
acidan oOnemli varyantlarin etkilesimler iizerindeki etkilerini analiz etmek, igsel
bozukluk bolgelerinin bu etkilesimlere etkisini analiz etmek ve FOXO3A’ nin evrimsel

olarak korunmus bolgelerinin islevselligini arastirmaktir.



2. GENEL BiLGILER

2.1 FOXO Protein Ailesi

FOXO proteinleri, forkhead box family (FOX) protein siiper ailesinin bir alt ailesidir.
Ik once Drosophila melanogaster’de tanimlanan FOX proteinleri, mayadan
omurgalilara kadar hemen hemen tiim Okaryotlarda bulunabilir, ancak bitkilerde
bulunmamaktadir (Lam et al., 2013). FOX siiper ailesi, insanlardaki en biiyiik
transkripsiyon faktorii ailelerinden biridir. Yaklagik 100 amino asitlik, forkhead box
alan1 olarak adlandirilan, olduk¢a korunmus bir DNA baglama alani iceren 19 dokuya
ozgii transkripsiyon faktorii alt ailesinden olusur. Ozellikle forkhead box alanmimn
disindaki bolgelerdeki dizi benzerliklerine dayanarak, alt aileler FOXA'dan FOXR'ye
kadar siniflandirilmistir ve su anda insanlarda en az 41 gen tanimlanmistir (Myatt &
Lam, 2007). FOX protein ailesinin iiyeleri, goz gelisiminde rol oynadig1 gosterilen
FOXE3, FOXP2'deki mutasyonlarin konusma ve dil bozukluklarina neden olabilmesi,
FOXA1'deki mutasyonlarin ¢esitli kanserlerle iliskilendirilmis olmast ve FOXM1'in
kanser tedavisinde umut vadeden bir hedef olarak ortaya ¢ikmasi dahil olmak tizere
cok cesitli fizyolojik ve patolojik siireclerde 6nemli roller oynar (Blixt et al., 2000;
Borhani & Gartel, 2020; Farhan et al., 2020; Vargha-Khadem et al., 2005). FOXO
alt ailesinin proteinleri metazoanlarda evrimsel olarak iyi korunmustur. Hydra
vulgaris, Caenorhabditis elegans ve Drosophila melanogaster organizmalarinda da
insana benzer sekilde sirasiyla FOXO, daf-16 ve dFOXO genlerini ifade etmektedirler.
(Tissenbaum, 2018). FOXO alt ailesi dort tiyeden olusur: FOXO1, FOXO03, FOX0O4
ve FOXO06. FOXO ailesi tiyeleri, DAF-16 baglanma elemanm1 (DBE) olan 5'-
GTAAACAA-3’ ve insiilin yanit eleman1 (IRE) olan 5"-(C/A)(A/C)AAA(C/T)AA-3’
dizilerini forkhead box domainleri araciliiyla taniyabilir (Psenakova et al., 2019).
FOXO3’iin, C.elegans’ ta bulunan FOXO/daf-16 proteininin islevini kismen yerine
getirebilmesi, bu iki proteinin ortolog oldugunu ve evrimsel olarak benzer islevler

tasidig1 anlamina gelmektedir (Lee et al., 2001).

[zoformlar, tek bir gen tarafindan iiretilen farkli proteinlere veya farkli genlerden
tiiretilen benzer proteinlere verilen addir. Tek bir gen, alternatif promotdrler veya
alternatif ekleme yoluyla farkli proteinler olusturabilir. Aksine, tek bir orijinal genin

duplikasyonuyla ortaya ¢ikan paralog genler, benzer proteinler {iretebilir (Santos et al.,
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2023). C. elegans'taki ve Drosophila'daki FOXO genleri olan daf-16 ve dFOXO,’ dan
cesitli izoformlar olusurken, memelilerdeki FOXO paraloglart FOXO1, 3, 4 ve 6 gibi
benzer proteinler iretir. FOXO02, FOXO3'lin esanlamlist olup FOXOS, baliklardaki
FOXO3 ortologudur. Insanlardaki FOXO izoformlar1 her iki mekanizma yoluyla da
iiretilebilmektedir. Paralog FOXO genleri, FOXOI1, 3, 4 ve 6 FOXO izoformlarini
kodlar ve bu genlerin her biri bu proteinlerin varyantlarini olusturabilir. Insan FOXO
proteinleri, farkli insan kromozomlarinda bulunan dort farkli gen ve bir psddogen
tarafindan kodlanir. Bu FOXO paralog genleri, FOXO ailesi proteinlerinin islevlerinin
cesitliliginden sorumludur. Omurgalilarda erken donemde iki biiylik FOXO gen
kopyasmnin meydana geldigi 6ne siiriilmiistiir. Ilk duplikasyon, FOXO03/6 ve
FOXO1/4'e evrimlesen iki soyun ve ikinci duplikasyon FOX06, FOX03, FOXOI1 ve
FOXO4’ iin ortaya ¢ikmasin saglamistir (M. Wang et al., 2009). FOXO3, C.elegans
daf-16 ve Drosophila'nin dFOXO'sunun en yakin ortologudur (M. Wang et al., 2009).
FOXOG6, bir¢ok yapisal anlamda degisiklige sahip FOXO ailesinin en uzak ve en hizli
evrimlesen liyesidir. Ek olarak, FOXO6 diger izoformlarda bulunun birkag diizenleyici
mekanizmadan yoksundur. FOXO1, 3 ve 4 sirasiyla FKHR, FKHRL1 ve AFX olarak
adlandirilmis ve FOXO3, varsayillan psodogen FOXO3b'nin varligi nedeniyle
FOXO3A olarak adlandirilmistir, FOXO3b lokusunun sitozolde siirekli olarak
yerlesmis, DNA baglama aktivitesi olmayan bir protein kodladig1 gosterilmistir (Santo

& Paik, 2018).

Tablo 1. FOXO Izoformlar (Link, 2019; Santos et al., 2023).

Amino | Molekiiler
Varyant
Gen Ekson | Kromozom Asit Agirhk Lokalizasyon
Sayisi
Sayisi (kDa)

FOXO1 3 13 4 655 70 Nukleus/Sitozol
FOXO03 4 6 3 673 72 Nukleus/Sitozol
FOXO3b 3 17 4 873 290 Sitozol
FOX0O4 3 X 4 505 54 Nukleus/Sitozol
FOXO06 3 1 7 492 61 Nukleus




Farkli insan FOXO genleri farkli FOXO varyantlarin1 olusturmaktadir. FOXOI1,
FOXO03, FOX04 ve FOXO6 sirasiyla insan kromozomlar1 13, 6, X ve 1'de yer
almaktadir. FOXOI1, toplamda 140 kb'lik 3 ekzondan olusur. FOXO3, 4 ekzon ve 3
intron igerir, yalmizca 1,4 kb ve 4,9 kb'lik en biiyiik ekzonlar 2 ve 3 proteini kodlar
(Sekil 1). FOXO4, 3 ekzondan olusurken, FOXO6'nin genomik yapist heniiz
bilinmemektedir. Fakat fare FOXO06, 18 kb uzunlugunda bir intronla bdliinen iki olas1
ekzon icermekedir (Jacobs et al., 2003). insan FOXO3b kromozom 17'de yer alir ve
FOXO3'in 2-4 ekzonlarin1 igerir. Tablo 1, FOXO paralog tlirevi izoformlarin

ozelliklerini 6zetlemektedir.

FOXO1
’ 1059 104 722 1352 474 3368
FOX03
181 744 1435 4948
1070 - 101 625 - 14 937 _
. 913 : 1435 4948
101 625 14 937
3 — e -
193 6916 1435 14 937 925
4. = ] _
FOX04 171 165 117 3702 1057 336 8
5 |l e ]
6 1131 3702 1057 336 1456
FOXO6
414 585 480
19 271 1
7 R
a7 585 480
8 . 10000

Sekil 1. FOXO varyantlarin1 kodlayan proteinin intron-ekson yapilari.

(1) ENST00000379561.6 (FOXO1-201); (2) ENST00000343882.10 (FOX03-201);
(3) ENST00000406360.2 (FOX03-202); (4) ENST00000540898.1 (FOX03-203);
(5) ENST00000341558.3 (FOX04-201); (6) ENST00000374259.8 (FOX04-202);
(7) ENST00000641094.2 (FOX06-202); (8) ENST00000686812.1 (FOX06-203).

Yildiz isaretleri, FOXO3'teki rs2802292 polimorfizminin konumunu gostermektedir.
Siyah dikdortgenlerin tizerindeki sayilar, karsilik gelen eksonlarin boyutunu (bp) ve

beyaz ¢ubuklarin iizerindeki sayilar, karsilik gelen intronlarin boyutunu (bp)

gostermektedir (Santos et al., 2023).

2.1.1 FOXO Izoformlarinin Yapisi

FOXO proteinleri, kanatli-heliks (winged-helix) tipinde bir DNA baglanma (DBD)

domainine sahiptir. Bu domaini, yapilandirilmamis, esnek ve niikleer export dizilerini
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(NES'ler) ve bir transaktivasyon domainini (TAD) i¢eren bir “kuyruk” izler. Forkhead
ya da “kanatli heliks” DNA baglanma domaini (WHD), FOX protein ailesinin ayirt
edici bir 6zelligidir (Gajiwala & Burley, 2000). Protein-DNA tanima motiflerinden
olan heliks-doniis-heliks (HTH) DNA baglanma domainlerinin bir pargasidir
(ARAVIND et al., 2005). WHD domainleri, diger HTH benzeri domainlerden ayiran
birkag belirgin yapisal 6zellige sahiptir: HTH motifinin tanima heliksini ¢evreleyen iki
halka (kanat) ve H2 ile H3 heliksleri arasinda daha uzun bir baglayici dizi bulunur
(Gajiwala & Burley, 2000). Sekil 2’de, FOXO1 WHD’nin temel yapisal 6zellikleri
gosterilmektedir. Kisa bir N-terminal dizinin ardindan, H1-S1-H2-H3-S2-W1-S3-W2
(S: tabaka, H: heliks, W: kanat) siralamasindaki ikincil yapi elemanlarinin
katlanmasiyla 3D bir yap1 olusturur. Bu yapi, merkezde yer alan tanima heliksi H3’ {in,
H2 ve H3 heliksleriyle yaptig1 etkilesimlerle desteklenir. FOXO alt ailesinde, H2-H3
baglayici dizisi genellikle kismen diizensiz bir a-heliks ya da pek yaygin olmayan bir
ikincil yap1 olan 3i0-heliks konformasyonu alir. Bu durum, H4 heliksi araciligiyla
DNA tanimasinda 6zgiil olmayan etkilesimler yoluyla rol oynayabilir (F. Wang et al.,
2008). FOXO alt ailesine 6zgii bir diger ayirt edici 6zellik ise GDSNS dizisine sahip
5 rezidiiliik bir segmenttir ve bu dizi kismen H4 heliksiyle ortiismektedir. Bu segment
heliks 3 ve 4 arasinda baglayici bir dizi olusturur ve bu bélgenin oldukca esnek oldugu
gosterilmistir (F. Wang et al., 2008). Esnek olmasina ragmen, W1 halkasit W2
halkasindan ¢ok daha kararl bir konformasyona sahiptir. W2 halkasi genellikle yapisal
deneylerde net olarak gosterilememis tamamen diizensiz bir konformasyona sahiptir.
W1 ve W2 halkalar1t FOXO-DNA etkilesimlerinin izoform-spesifik sekilde stabilize
edilmesine katkida bulunmaktadir ve W2’nin FOXO1-DNA baglanmasi i¢in gerekli
oldugu gosterilmistir. FOXO izoformlarinin DNA baglanma bdlgeleri (DBD) arasinda
yiiksek diizeyde dizi benzerligi olmasma ragmen, yapisal ve dinamik farkliliklar
gozlenmistir. Bu farklarin, DNA’ya baglanma 06zgiilliiglinii etkileyebilecegi
diisiiniilmektedir. Ornegin, FOXO1 DBD daha kompakt, FOXO4 DBD ise daha genis
bir yapi sergiler. Bu farklar, H1-H3 heliksleri aras1 hidrofobik ¢ekirdek bolgelerindeki
kiigiik yap1 degisikliklerine baglidir. Bu farkliliklar, kiigiik dizi farkliliklarinin sonucu
gibi goriinmekte olup yalnizca DNA baglanmasini degil, ayn1 zamanda p53 gibi diger
baglanma ortaklariyla etkilesimleri de etkileyebilmektedir. DBD’de goriilen yiiksek
dizi korunumunun aksine ve CR1, CR2 ve CR3 (Sekil 2) olarak adlandirilan ii¢ kisa
korunmus bolge disinda FOXO’larin geri kalan dizileri olduk¢a farkli olup dizi

benzerligi %20’ lere kadar inmektedir. Igeriklerinin %70’inden fazlasi diizensiz



formda olan FOXO’lar, i¢sel olarak diizensiz proteinler (IDP’ler) sinifina girer (Brent
et al., 2008; F. Wang et al., 2015b). Bu, hiicresel sinyal iletimi ve kontroliinde 6nemli
diizenleyici roller iistlenen proteinler arasinda yaygin bir 6zelliktir (Gsponer et al.,
2008). Ayrica, TAD domainleri tamamen IDR bdélgesi i¢inde yer alir; bu durum ¢ok
sayida ko-aktivatorle etkilesim kurmalarini saglar. Diger IDP’lerde oldugu gibi,
FOXO’nun diizensiz bolgeleri 0Ozgiin partnerlere baglandiklarinda  diizenli
konformasyonlar kazanabilir. FOXO3’iin CR2C ve CR3 bodlgelerinden olusan bir
flizyon peptidinin, CREB-baglayici protein (CBP) ile baglandiginda helikal bir
konformasyon aldig1 gosterilmistir, oysa bu bolgeler baglanmamis durumda
muhtemelen diizensizdir (F. Wang et al., 2012). Deneysel NMR yapilari, CR2C-
CR3’nin CBP’ye baglanmasinda iki farkli mod oldugunu gdstermistir: Bu modlardan
birinde CR2C, digerinde ise CR3 yap1 kazanmaktadir. FOXO3’te, DBD ile CR3
arasindaki bolgenin esnekligi, p53 ile etkilesim agisindan kritik oneme sahiptir.
FOXO3’tiin hem DBD hem de CR3 araciligiyla p53°i “kavradigr” belirlenmistir (F.
Wang et al., 2008). Bu bolgedeki dizi degiskenligi, FOXO izoformlar1 arasinda p53'e
olan baglanma affinitesinde farkliliklara yol agabilir. FOXO4 izoformunda, CR3
bolgesinin DNA baglanma bolgesi (DBD) ile etkileserek kendi aktivitesini baskiladigi
bir oto-inhibisyon mekanizmasi tanimlanmistir ve bu baglanma sirasinda CR3’iin alfa-
heliks konformasyonu kazandig1 gosterilmistir (Bourgeois et al., 2021). FOXO6°da,
CR2 bolgesine ait niikleer export sinyalinin eksikligi, FOXO6’nin sitoplazmaya
tasinmasini engelleyebilir (Bourgeois et al., 2021) ve bu durum, onu en farkli izoform
yapan Ozelliklerden biridir. FOXO’larin diizensiz bolgeleri, ¢esitli baglanma tiplerine
olanak saglayarak baglanma partnerlerinin ¢esitliligini artirabilir. Ayrica, FOXO’larin
diizensiz bolgelerindeki farkli post-translasyonel modifikasyonlar (PTM'ler),
baglanma ortaklarina kars1 olan affinitelerini diizenleyebilir. Bu durum, “FOXO kodu”

olarak tanimlanmistir (Calnan & Brunet, 2008).
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Sekil 2. FOXO dizi hizalamalar1 ve yapilari.

A) FOXO dizi hizalamalar1 ve korunmus CR1, CR2, CR3 ve Forkhead DNA
baglanma domaini. B) FOXO1 (PDB 3¢c06, pembe), FOXO3 (PDB 2uzk,
camgobegi), FOX04 (PDB 312c¢, sar1) ve FOXO6 (AlphaFold 2 modeli, yesil)

yapilariin hizalanmasi (Santos et al., 2023).

2.1.2 FOXO izoformlarimin Diizenlenmesi

FOXO proteinlerinin aktivitesi biiylime faktorlerine bagli PI3K/AKT yolu ve hiicresel
stres sinyallemesi ile diizenlenmektedir. FOXO’lar esas olarak, fosforilasyon,
asetilasyon, mono- ve poliubikitinasyon, metilasyon, glikozilasyon ve nitrozilasyon
gibi post-translasyonel modifikasyonlarla (PTM'ler) diizenlenir. Tablo 2, her FOXO
izoformu icin PTM profilini gostermektedir. Bu PTM’ler, FOXO’nun
konformasyonunu degistirerek belirli protein partnerlerine baglanmasini saglayan
motiflerin olusmasina yol acabilir ve bu sekilde FOXO proteinlerinin aktivitesini

aktive edebilir veya baskilayabilir.



2.1.2.1. Insiilin ve Diger Biiyiime Faktorleri Varliginda FOXO Diizenlenmesi
Insiilin ve bircok diger bilyiime faktdriiniin varliginda, kanonik diizenleyici AKT,

niikleusta bulunan FOXO proteinlerini ii¢ korunan RxRxxS/T motifinde fosforile eder.
RxRxxS/T, protein dizilerinde sik goriilen ve kinazlar tarafindan taninan bir konsensiis
fosforilasyon motifidir. Bu motif, 6zellikle AKT (Protein Kinase B) gibi kinazlar
tarafindan taninir ve hedef proteinleri fosforile etmek icin kullanilir. Burada R arjinin,
x herhangi bir amino asit, S/T serin veya treonin anlamina gelmektedir. AKT, FOXO1’1
Thr24, Ser256 ve Ser319'da, FOXO3’i Thr32, Ser253 ve Ser315'te, FOXO4’1 ise
Thr28, Ser193 ve Ser258'de fosforile eder. Bu kovalent modifikasyonlar, saperon
protein 14—3-3 i¢in bir baglanma yeri olusturarak, CRM1 aracili FOXO proteinlerinin
niikleus disina taginmasini saglar (Ferreira et al., 2020) ve boylece FOXO’ nun hedef
genleri diizenlemesini engeller. INK, MST1 ve AMPK gibi stres yanitina dahil olan
bazi kinazlarin FOXO proteinlerinin aktivitesini artirabildigi bilinmektedir (Brown &
Webb, 2018). FOXO6, yalnizca iki korunan AKT fosforilasyon bolgesine sahiptir
(Thr26 ve Ser184) ve C-terminaldeki korunan motiften yoksundur. Ayrica, CK1 ve
DYRKIA gibi kinazlara 6zgii fosforilasyon bolgeleri de FOXO6’da bulunmaz. AKT
tarafindan fosforilense bile, FOXO6 nin aktivitesi baskilanir fakat niikleustan disar1
tasinmaz (van der Heide et al., 2005). Biiyiime faktorleri, FOXO’ lar1 yalnizca post-
translasyonel olarak degil, ayn1 zamanda transkripsiyon diizeyinde de diizenleyebilir.
Ornegin, biiyiime faktdrlerinin yoklugu FOXO1, FOXO3 ve FOXO4’iin mRNA
diizeylerini azaltabilir (Essaghir et al., 2009). Uyarilarin siddetine bagli olarak
FOXO1, FOXO03 ve FOXO4 gegici olarak sitoplazmada tutulabilir ve yeni protein
sentezine ihtiya¢ duyulmadan tekrar aktif hale gelebilir veya uzun siireli insiilin sinyali

durumunda ubikitinlenip proteozomla yikilabilir (Calnan & Brunet, 2008).

2.1.2.2. Stres Kosullarinda FOXO Diizenlenmesi
Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artmasi, besin yoksunlugu veya DNA hasar1 gibi

durumlar FOXO’lar1 aktive ederek hiicresel homeostazi yeniden saglamalarini tetikler
(Calnan & Brunet, 2008). Farkli uyarilar, FOXO’larda farkli PTM’ler olusturarak,
FOXO’nun niikleer seviyesini ve transkripsiyonel aktivitesini diizenlemektedir.
FOXO1 ve FOXO3’iin niikleer taginim dinamikleri uyarana baghdir (Lasick et al.,
2023). Ornegin H:0: ile oksidatif stres, doz bagimli “ya hep ya hi¢” tepkisiyle hiicre
Oliimiine, serum yoksunlugu FOXO proteinlerinin niikleusa daha zayif ve aralikli
sinyallerle tasinmasina ve bu durum da genellikle hiicre dongiisiiniin durmasina sebep

olmaktadir. Sistein amino asiti protein yapisint ve islevini geri doniisiimlii olarak
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degistirerek redoks sinyallemesinde onemli bir rol oynar. FOXO1 7, FOXO3 ve
FOXO04 5, FOXO06 ise yalnizca 4 sistein igerir. Bu sisteinlerin yalnizca ikisi tiim
FOXO izoformlarinda ortaktir. CDK4 kinaz1 ve transkripsiyon aktivatrii p300, bu
ortak sisteinlere baglanabilirken, izoform-spesifik sisteinler farkli proteinlerle
etkilesime girer. FOXO3 ve FOXO4’iin redoks sinyallemesiyle izoform-spesifik
olarak diizenlenir. FOXO3, importin-7 (IPO7) ve importin-8 (IPO8) ile disiilfid bagina
dayal1 heterodimer olusturarak, ROS aracili niikleer tasinimini saglar (Putker et al.,
2015). Buna karsilik, FOXO4’iin transportin-1 (TNPOI1) ile disiilfid bagina dayali
etkilesimi, FOXO4’1in niikleus i¢ine taginmasi ve aktivasyonu i¢in gereklidir (Putker

etal., 2013).

2.1.2.3. Diisiik Enerji Kosullarinda FOXO Diizenlenmesi
Diisiik enerji diizeylerinde, AMPK, FOXO3’i 6 farkli bolgede (T179, S399, S413,

S555, S588 ve S626) fosforile ederek aktivitesini artirabilir. Ser413 ¢evresindeki motif
yalnizca FOXO3 ve FOXO4’te bulunurken, Ser588 motifini ise yalnizca FOXO3 ve
FOXO1 paylasir. AMPK diger FOXO izoformlarini da fosforileyebilse de, bu bolgeler
tamamen korunmamistir. Bu nedenle, FOXO3 AMPK’nin birincil hedefi gibi
goriinmektedir (Greer et al., 2007).

2.1.2.4. Metilasyon ve Diger PTM’ler ile FOXO Diizenlenmesi
FOXO proteinlerinin aktivitesi, arginin ve lizin yan zincirlerine metil grubu

eklenmesiyle de diizenlenebilir. Protein arginin metiltransferaz 1 (PRMT1), FOXO1’i
Arg248 ve Arg250’de metilleyerek aktivasyonuna sebep olur. PRMTI1, FOXO3 ile
etkilesime girse dahi onu metilleyemez fakat PRMT1 yoklugunda, PRMT6 FOXO3’1
Argl88 ve Arg249’da metilleyerek aktive eder. Aksine PRMT6, FOXOLI ile etkilesime
gecse dahi metilasyon gergeklestiremez. FOXO3’teki ii¢ potansiyel metilasyon
bolgesinden yalnizca biri FOXO1’de korunmaktadir ve bu da, argininlerin farkl
PRMT'ler tarafindan se¢ici olarak modifiye edilmesini aciklayabilir (Choi et al., 2019).
FOXO izoformlar1 arasinda iki adet yiiksek oranda korunmus asetillenmis lizin bolgesi
bulunur; bir tanesi daha az korunmusken geri kalan bolgeler izoform-spesifiktir ve bu
durumun izoform-spesifik diizenlenmeye katki saglayabilecegi diisliniilmektedir.
Bununla birlikte, korunmus boélgeler farkli enzimler tarafindan diizenlenebilir.
FOXO1'deki korunan Lys273, G9a tarafindan metillenirken, FOXO3'teki Lys270/271,
Set9 tarafindan metillenir (Choi et al., 2019).
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2.1.2.5. Partner Proteinlerle Etkilesimler Araciligl ile FOXO Diizenlenmesi
FOXO’larin transkripsiyonel aktivitesi biiyilkk Ol¢lide baglanma ortaklariyla

etkilesimlerine baglidir. Bu ortak diizenleme, FOXO'nun DNA'ya dogrudan
baglanmasindan bagimsiz olarak, transkripsiyonel sinerji, kofaktorlerin toplanmasi,
proteolitik yikim, transkripsiyon faktorii sekestrasyonu veya diizenleyici kofaktorlerin
yer degistirmesi yoluyla meydana gelebilir. Bu etkilesimler hem baglanma
partnerlerinin mevcudiyetine hem de izoform farkliliklarina bagli olabilir.
Her FOXO izoformu, Forkhead DNA baglanma domeninin C-terminalinde yer alan
LxxLL motifine sahip olsa da, bu motifin ¢evresindeki bolgeler farklilik gosterir.
Bu motif, Drosophila melanogaster’deki dFOXO ve C. elegans’taki daf-16’da
bulunmamaktadir. insan FOXO izoformlarindaki LxxLL motifinin niikleer hormon
reseptorleriyle etkilesimde rol oynadig: diisiiniilmektedir. Bu motifin izoforma 6zgi
farklari, FOXO’larin c¢esitli niikleer hormon reseptorleriyle secici etkilesimlerini

belirleyebilir (van der Vos & Coffer, 2008).

2.1.2.6. Post-transkripsiyonel Diizeyde FOXO Diizenlenmesi
FOXO aktivitesi ayni zamanda post-transkripsiyonel diizeyde de diizenlenebilir.

miRNA’lar, hedef mRNA’larin 3'-UTR bolgelerine baglanarak RNA yikimini
tetikleyebilir ya da translasyonu baskilayabilir ve bir¢ok insan hastaliklarinda bu islev
diizensizdir (Dwivedi et al., 2019). FOXO izoformlar1 arasindaki DBD dis1 bolgelerde
dizi benzerligi diisiik oldugundan, bu izoformlar1 diizenleyen miRNA’lar arasinda ¢ok
az Ortisme bulunmaktadir. Yalnizca hsa-miR-146a-5p dort FOXO izoformunu
hedefler. Dahasi, hiicresel baglama bagl olarak, ayni1 farkli islevsel sonuclara yol
agabilir. Ornek olarak miR-27a, FOXO3'ii hedef alarak, glioblastoma hiicrelerinin
¢ogalmasini ve invazyonunu tesvik edebilir (Ge et al., 2013) veya travmatik beyin
hasarindan sonra ndronal otofajiyi baskilayabilir (Sun et al., 2017). Post-
transkripsiyonel diizenleme ayni zamanda RNA baglayici proteinler araciligiyla da
meydana gelebilir. FOXO1 RNA'da, HuR (Human antigen R) baglayic1 bolgeler 3'-
UTR ve intronik bolgelerde bulunurken, FOXO3'te bu bolgeler intronik bolgelerle
smnirhidir. HuR, RNA islenmesinde, diizenlenmesinde ve stabilitesinde rol oynar.
Hiicresel stres iizerine, HuR, FOXO1 mRNA'y: stabilize ederek protein seviyesini

arttirmaktadir (Urbanek & Klotz, 2017).

2.1.2.7. Oto-diizenleyici Mekanizmalarla FOXO Diizenlenmesi
FOXO faktorleri kendi ifadelerini kontrol edebilir FOXO1 kendi ifadesini

indiikleyebilirken, FOXO3, FOXOl ve FOXO4’ in mRNA seviyelerini
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arttirabilmektedir. FOXO1 promotorii, bu pozitif geri bildirim dongiisiinde yer alan
korunmus bir FOXO baglanma bdlgesi igerirken, FOXO4'te bdyle bir korunmus
baglanma bolgesi yoktur. Hem FOXO1 hem de FOXO3, kanonik inhibitdrleri olan
AKT'1 mTORCI inhibisyonu ve mTORC?2 aktivasyonu yoluyla indiikleyerek hiicresel
enerji homeostazinin korunmasina katkida bulunabilir (Chen et al., 2010; X. Zhang et

al., 2014).

Tablo 2. FOXO izoformlar1 ve post-translasyonel modifikasyonlari. (Santos et al.,

2023)

Protein Adi FOXO1 FOXO03 FOXO04 FOXO06
Aktl T24, 8256, S319 | T32,S253,8315 | T32,S197, S262 T26, S184
AKT2 T32,S253,8315 | T32,S197
AKT3 T32, S253, S315
AMPKA1 | S22, T649 T179, S399, S413,

8555, S588, S626
AMPKA2 T179, S399, S413,

$555, S588, S626
CDK1 S249
CDK2 S249, 8298
CDK4 S249
CDK5 S249
CKI1A $322, 8325 3318, 8321 265, 268
DYRKIA | S329 $330
ERK1 S12, S294, S344,

425
ERK2 S246, S413, S418, | S12, S294, S344,

429, S470, T478, | S425
T560

IKKA S644
IKKB S644
IKKE S644
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JNK1 S574 T227, S230, T451,
T455

JNK2 T451, T455
MSTI S212, S218, S234, | T179, S209, S215,

S235 S231, $232, S243
NLK 3329
P38A S416, S432, S470, | 87, S12, S294,

T478, T560 S344, 8425
Piml T24,S256,S319 | T32, S253
PKACA S153, S276
SGK1 T32, S253, 8315
SGK2 T32, S253
SGK3 S315
PPP2CA T32, S253
PRMTI R251, R253
p300 K245, K248, K186, K189, K407

K262, K265
HDACI K186, K189, K407
SIRT1 K242, K259, | K189

K290, K569

SIRT2 K245, K248, | K259, K290,

K262, K265 K569
SIRTS K271, K290
SIRT7 K242, K259,

K290, K569
2.1.3 FOXO03A

FOXO3A bir tiimor baskilayict olarak tanimlanmaktadir vee FOXO3A, anormal
sekilde aktive olmus AKT tarafindan FOXO3A'nin inhibisyonu lésemi, karaciger,
meme ve prostat kanserlerinde rol oynamaktadir (Y. Liu et al., 2018). Farelerde
somatik FOXO genlerinin silinmesi, timik lenfoma ve hemanjiyoma sikliginda artis
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ile kanser egilimli fenotiplere yol agcmustir (Paik et al., 2007). FOXO3A; apoptoz,
hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, hiicre farklilagsmasi ve stres direnci gibi siireglerde
gorevli genlerin (6rnegin Bim, PUMA, cyclin G2 vb.) ekspresyonunu diizenler (M. Li
et al., 2006; You et al., 2006). FOXO3A aktivitesi, IKKp, ERK ve PI3K/AKT gibi
cesitli onkojenik sinyal yolaklar1 tarafindan olumsuz yonde diizenlenir. Ote yandan,
baz1 kolon kanseri hiicrelerinde FOXO3A, sisplatin ila¢ direncinin gelisiminde rol
oynar (Fernandez de Mattos et al., 2008). Ayrica, kronik miyelojenik 16semi (KML)'de
aktive FOXO3A, I6semi baslatici hiicreleri Imatinib tedavisine karsi korur; bu durum,
muhtemelen FOXO3A’nin stres direnci fonksiyonuyla ilgilidir (Naka et al., 2010).
Dahasi, FOXO3A farkli uyaricilara karsi gesitli rollere sahiptir ve bu proteinin
diizensizligi, bircok hastaligin gelisimi ile iliskilidir. In vitro ve in vivo fonksiyonel
calismalara ek olarak, biyokimyasal ve yapisal karakterizasyondan elde edilen yapisal
bilgiler, FOXO3A, 1yi tamimlanmis 3D konformasyonlardan yoksun olan ancak gegici
olarak birden fazla konformasyon sergileyebilen igsel olarak diizensiz bolgeler
(IDR'ler) agisindan oldukg¢a zengindir. FOXO3A dizisinin yaklasik %75’inin IDR
icerdigi tahmin edilmekte olup, i¢sel olarak diizensiz bir protein (IDP) olarak kabul

edilir (F. Wang et al., 2008).

2.1.4. FOXO3A’ nin Yapisi

FOXO3A proteini, FOX ailesine ait tiim proteinlerde oldugu gibi yaklagik 100 amino
asit uzunlugunda, DNA baglayici forkhead (FH) domainine sahip ve 673 amino asitlik
bir proteindir. Bu domain, “winged-helix” (kanatli heliks) adi verilen bir yapiy1
olusturur ve FOXO3A’nin N-terminal bolgesinde yer alir (Ward et al., 2004). FH,
DNA’ya baglanyic1 domaindir ve ti¢ a-heliks (H1-H3), li¢ B-zincirli antiparalel bir
yaprak ve iki biiylik diizensiz dongiiden (kanatlar: W1 ve W2) olusur (Clark et al.,
1993). FOXO alt ailesine 6zgii olan ve diger FOX proteinlerinden farklilagmasin
saglayan en belirgin yapisal 6zellik, bu bolgede yer alan “GDSNS” adl1 5 amino asitlik
bolgedir. Ayrica bu domain, 5'-(G/C/A)(T/C/A)AAA(T/C)A-3" dizisine sahip 6zgiil
DNA motiflerini tanir; bu diziler "Forkhead response element (FRE)" olarak
adlandirilir (Pierrou et al., 1994). Yapisal caligmalar, heliks H3’{in DNA’nin major
oluguna dik bir sekilde yerleserek baglandigini ve Wing 1’in DNA’nin fosfat
omurgasiyla temas ettigini gostermistir (Tsai et al., 2007). FH domaninin DNA’ya

baglanmasi sirasinda genel yapisinda belirgin bir degisiklik gézlenmez.
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FOXO3A’nin geri kalan kismi, birincil dizi analizine gore biiylik oranda intrinsik
olarak diizensiz bolgelerden (IDR) olusur. Ancak bu diizensiz yap1 i¢inde, FOXO alt
ailesi liyeleri arasinda korunan ii¢ bolge (CR1, CR2 ve CR3) bulunur ve bu bolgelerin
transaktivasyon domenlerini (TAD) olusturdugu diisiiniilmektedir (F. Wang et al.,
2012). FOXO3A’daki IDR’ler igerisinde yer alan korunan CRI1-CR3 bdlgeleri
¢ozeltide yapisizdir; ancak dairesel dikroizm (CD) spektroskopisiyle elde edilen
verilere gore helikal yapilar olusturma egilimindedirler (F. Wang et al., 2012). CR1
prolin agisindan zengin bir bolge iken, CR2 {i¢ kisa parcaya (CR2A, B ve C) ayrilir.
CR2C ve CR3 bolgeleri, dxx®® motiflerini igerir ve bu bolgelerin TAD olduklar
belirlenmistir (F. Wang et al., 2012).

FOXO3A'nin genel yapisi, rijit bir “bag” (FH domaini) ve ardindan gelen esnek bir
“kuyruk” seklinde tanimlanabilir (Sekil 3). FH domainine ek olarak, protein boyunca
uzanan N-terminaldeki esnek bdlgenin de DNA baglanmasina katki sagladigi bazi
biyokimyasal calismalarla gdosterilmistir, ancak bu bolge c¢ogu kristal yapida
bulunmamaktadir (Boura et al., 2007) . Genel olarak, FOXO3A proteini, DNA ile
etkilesim kurarken hem sabit hem de esnek yapisal ozellikleri bir arada tasiyan ¢ok

yonli bir transkripsiyon faktorii olarak islev gormektedir.
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Sekil 3. Insan FOXO3A'nin yapis.

FOXO3A’nin domain mimarisi, iyi katlanmis bir Forkhead (FH) DNA baglayici
domaini ile birlikte CR1, CR2C ve CR3 olmak iizere 3 korunakli bolge igerir. CR1,
CR2C ve CR3 bolgelerinin dizi hizalamalari, korunmus amino asitler gri kutularla
vurgulanarak gosterilmistir. FH domainine ait ¢ozelti yapist (PDB: 2K86) iistte yer

almaktadir ve ikincil yap1 elemanlari etiketlenmistir. CBP’nin KIX domainine
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baglanmig CR2C ve CR3’{in iki farkli yapisal durumu (PDB: 2LQI ve 2LQH) altta

gosterilmistir; burada CR2C sar1, CR3 ise kirmizi renkte gosterilmistir.

2.1.5 FOXO0O3A’ nin Diizenlenmesi

FOXO3A, hiicre kaderinin belirlenmesinde merkezi bir rol oynar ve zit hiicresel
sonuclara neden olabilmektedir. Biiylime faktorleri, metabolik stres ve oksidatif stres
gibi ¢esitli hiicre i¢i uyarilardan sinyal alir ve bu sinyalleri, protein-protein
etkilesimlerini ve gen ekspresyonunu modiile edecek yanitlara doniistiiriir. Bu siiregler,
fosforilasyon, asetilasyon ve ubikitinasyon gibi geri donilisiimlii post-translasyonel
modifikasyonlar (PTM'ler) tarafindan diizenlenir. Bu modifikasyonlar FOXO3A'nin
kararliligi, hiicre i¢i konumu, DNA’ya baglanma kapasitesi ve transaktivasyon

yetenegi iizerinde etkiler gosterebilir.

FOXO3A'nin intrinsik olarak diizensiz bolgeleri (IDR), PTM bdlgeleri agisindan
olduke¢a zengindir. Belirgin bir yapis1 olan domainlere kiyasla, IDR’lerin esnekligi ve
konformasyonel degiskenligi PTM enzimleri i¢in daha kolay erisilebilirlik saglar; bu
nedenle modifikasyonlar siklikla IDR'lerde gergeklesir. Yaklagik 500 amino asitlik
FOXO3A IDR’si ¢ok sayida PTM bolgesi igerir ve tek bir FOXO3A molekiilii ayni
anda bir¢ok bolgeden modifiye olabilir. Bu PTM kombinasyonlarinin FOXO
proteinleri icin kritik olmas1 nedeniyle bu durum, histon proteinlerinde goézlenen
“histon koduna benzer sekilde “FOXO kodu” olarak adlandirilmistir (Calnan &
Brunet, 2008).

2.1.5.1. Fosforilasyon
FOXO3A genellikle Akt kinazi tarafindan gergeklestirilen fosforilasyon yoluyla

diizenlenir ve bu modifikasyonlar 6zellikle hiicre i¢i konum iizerinde etkilidir. PI3K
yolunun aktivasyonu, insiilin, IGF, EGF ve eritropoietin gibi birgok uyaranla
baslatilabilir. Bu sinyaller Akt aktive eder (Arden, 2006); Akt, FOXO3A’nin
IDR’sindeki ii¢ korunan bolgeyi (T32, S253, S315) fosforile ederek onu inaktive eder.
Fosforile edilen T32 ve S253, 14-3-3 proteinleri i¢in baglanma bolgeleri olusturur; bu
da FOXO3A'in niikleus disina tasinmasini saglar ve transaktivasyon islevini engeller
(Brunet et al., 1999). S253 fosforilasyonu ve 14-3-3 baglanmasi, DNA baglanmasin
da engelleyerek transkripsiyonel aktiviteyi azaltir. PI3K yolunun diger bir hedefi olan
SGK (Serum and Glucocorticoid-Regulated Kinase)’da benzer bolgeleri fosforile
etmektedir. SGK, T32 ve S315 iizerinde etkiliyken, Akt S253°1i daha etkin fosforiler
(Brunet et al., 2001). S315’in fosforilasyonu, FOXO3A’nin Casein Kinase 1 (CKl)
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tarafindan daha ileri fosforilasyona hazir hale gelmesini saglar. Bu fosforilasyon
sitoplazmik tutulumun hizlanmasia neden olur (Rena, 2002). DYRKI1A kinazi da
FOXO3A’y1 fosforile ederek sitoplazmik translokasyona katkida bulunur (WOODS et
al., 2001). Bu fosforilasyona bagli sitoplazmik taginim, FOXO3A IDR ’lerinde bulunan
nikleer export dizisine (NES) RanGTPaz ve CRMI1’in baglanmasiyla
gerceklesmektedir (van der HEIDE et al., 2004). Aksine, baz1 fosforilasyonlar
niikleusa tasinmay1 tesvik edebilir. Ornegin FOXO04’iin JNK tarafindan fosforilasyonu
niikleusa tasinimini saglar (Essers et al., 2005). Bu 6zgiil fosforilasyon bdlgeleri
FOXO3A’da korunmus olmasa da, JNK’nin FOXO3A’y1 fosforilasyondan bagimsiz
bicimde niikleusa tasidigi da gosterilmistir (Clavel et al., 2010). MST1 tarafindan
yapilan fosforilasyon ise 14-3-3 proteininin baglanmasini engelleyerek FOXO3A’nin
nukleusa geri donmesini saglar (Lehtinen et al., 2006). AMPK fosforilasyonu, DNA
baglanmasin1 veya konumunu degistirmeden transkripsiyonel aktiviteyi artirabilir
(Greer et al., 2007). Erk ve Ixkp tarafindan yapilan fosforilasyon ise FOXO3A'nin
yikimini tetikler (J.-Y. Yang et al., 2008). Fosforilasyon geri doniisiimlii bir siirectir.
PP2A fosfatazi FOXO3A’nin fosfatlarin1 kaldirabilir (Singh et al., 2010). Ayrica
sisplatin gibi bazi anti-kanser ilaglari, FOXO3A'nin defosforilasyonunu indiikler

(Shiota et al., 2010).

2.1.5.2. Asetilasyon
FOXO3A'in transkripsiyonel islevi, asetilasyon ile de diizenlenir. CBP ve p300 gibi

transkripsiyonel ko-aktivator proteinler, histon asetiltransferaz (HAT) aktivitesine
sahiptir ve FOXO3A dahil olmak iizere bir¢ok transkripsiyon faktoriinii asetilleyebilir
(Fukuoka et al., 2003; Gu & Roeder, 1997). CBP/p300 tarafindan FOXO3A’nin
asetillenmesi, DNA’ya baglanmasin1 azaltarak negatif geri besleme mekanizmasi
olusturur (Shiota et al., 2010; van der Heide & Smidt, 2005). EPO (eritropoietin)
veya SCF (Stem celll factor) kaynakli T32 fosforilasyonu ise asetilasyonu engeller.
Asetilasyon bolgeleri FH domainine yakin konumlardadir. Bu bolgelerdeki lizinin
asetillenmesi, DNA’ya baglanma yetenegini azaltarak transkripsiyonel aktiviteyi
dusiirtir (Matsuzaki et al., 2005; Tsai et al., 2007). Ancak bazi ¢alismalar, FOXO3A
asetilasyonunun bazi gen gruplarinin transkripsiyonunu artirabilecegini goéstermistir
(Brunet et al., 2004). Fosforilasyon gibi asetilasyon da geri doniisiimlii bir siirectir.
Histon deasetilazlar (HDAC)’lar, Sirtl ve Sirt2 gibi deasetilazlar, asetil gruplarini
uzaklagtirabilir (Salminen et al., 2013). Sirtl, FOXO3A’nin CR2C bdlgesindeki
LXXLL motifi iizerinden baglanir (Nakae, 2006). Deasetilasyonun etkisi hiicre tipine
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ve gen grubuna bagli olarak transkripsiyonu artirabilir ya da azaltabilir (van der
HEIDE et al., 2004). Genel olarak, FOXO3A asetilasyonunun hiicre hayatta kalimini
destekledigi diisiiniiliirken, SIRT1 araciligiyla deasetilasyonun otofajiyi tesvik ettigi
gosterilmistir (Hariharan et al., 2010). Bu nedenle FOXO3A, CBP/p300 ve Sirtl
arasindaki etkilesim, FOXO3A’nin islevini IDR boélgeleri iizerinden hassas bigimde

diizenlemektedir.

2.1.5.3. Ubikitinasyon
FOXO3A'nin yikimi ubikitinasyon ile dogrudan kontrol edilir. IKKf ve RAS-ERK

yollari, FOXO3A’nin MDM2 aracilifiyla poli-ubikitinlenmesini ve proteozomla
yikimini tesvik eder (J.-Y. Yang et al., 2008). MDM2, FOXO3A ile hem in vitro hem
in vivo olarak etkilesime girmektedir. Bu etkilesimde FH domaini gereklidir fakat
ubikitin baglanma yerleri heniiz netlestirilmemistir. Ayrica, Sirtl veya Sirt2 tarafindan
FOXO3A’nin deasetilasyonu, Skp2 araciligiyla ubikitinlenmesini ve proteozomal
yikimmi tesvik etmektedir (Fu et al., 2009). Mono-ubikitinasyon, poli-
ubikitinasyondan farkli olarak geri dondiiriilebilir bir siirectir. Mono-ubikitinasyonun
uzaklastirilmasi (deubikitinasyon) ise herpesviriis ile iligkili ubikitin-spesifik proteaz
(HAUSP) tarafindan gerceklestirilir ve bu mekanizma stres yanitlar1 i¢in 6nemlidir

(van der Horst et al., 2006).

2.1.5.4. Diger Modifikasyonlar
FOXO3A ayrica metilasyon ve glikozilasyon (6zellikle O-GlcNAc) gibi post-

translasyonel modifikasyonlara da ugrar (Housley et al., 2008). Ornegin, K271’in Set9
tarafindan metilasyonu FOXO3A’nin stabilitesini azaltirken, transkripsiyonel
aktivitesini hafif¢e arttirmaktadir. FOXOI1'in O-GIcNAc ile modifiye oldugu
gosterilmigtir ve bu modifikasyonun glukoneogenez ve antioksidan genlerin
aktivasyonunu artirdig1 distiniilmektedir. FOXO1 ayrica poli(ADP-ribosil)asyon
gecirebilir ancak bunun FOXO3A i¢in gegerli olup olmadigi net degildir (Sakamaki et
al., 2009). FOXO3A’nin birgok PTM’1 birbiriyle etkilesime girer ve birlikte
caligsabilecegi gibi rekabet de edebilir. Bu nedenle “FOXO kodunun” ¢éziimlenmesi,
FOXO3A’nin fonksiyonel mekanizmalarinin daha iyi anlagilmasi agisindan kritik
oneme sahiptir (Calnan & Brunet, 2008). Tablo 3’ te FOXO3A’ nin ugradig1 post

translasyonel modifikasyonlar 6zetlenmistir.
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Tablo 3. FOXO3A Post Translasyonel Modifikasyonlari. (F. Wang et al., 2015a)

Modifikasyon Modifikasyon
Engimi Modifikasyon Bolgesi Tipi Etki
Akt/PKB T32, S253, S315 Fosforilasyon Translokasyon
AMPK T179, S399, S413, S555, S588, | Fosforilasyon Transkripsiyon
S626
CKl1 S317, S320 Fosforilasyon Translokasyon
DYRK S324 Fosforilasyon Translokasyon
ERK S294, S344, S425 Fosforilasyon Degradasyon
Erythropoietin T32 Fosforilasyon Transkripsiyon
IKKf S644 Fosforilasyon Degradasyon
MSTI S207, S213, S299, S230 Fosforilasyon Translokasyon
SCF T32 Fosforilasyon Transkripsiyon
SGK T32,S319 Fosforilasyon Translokasyon
CBP/p300 K242, K245, K259 Asetilasyon Transkripsiyon
PCAF K290, K271, K569 Asetilasyon Transkripsiyon
Sirtl K242, K245, K262 Deasetilasyon Transkripsiyon
MDM?2 Bilinmiyor Ubikitinasyon Degradasyon
Set9 K271 Metilasyon Transkripsiyon
O-GIlcNAc Bilinmiyor O-GIcNAc Transkripsiyon

2.1.6 FOXO3A ifadesi
FOXO3 geninin Ensembl kimligi ENSG00000118689 (version 109)° dur. AF6q21,

FKHRL1, FOXO2 ve FOXO3A gibi ¢esitli isimlerle de bilinir. FOXO3A, kanser ile

iligkili genler, hastalikla iligkili genler ve transkripsiyon faktorleri siiflarina dahil

edilmigtir. Proteinin varlig1 deneysel olarak dogrulanmig olup Human Protein Atlas

(HPA) veritabaninda “protein diizeyinde kanit” statiisiindedir. Ensembl ve HPA




verilerine gore FOXO3A geninin su ana kadar 3 adet protein kodlayan transkripti
(izoformu) tanimlanmistir. Bu izoformlar, ayni1 genden tiiremekle birlikte ufak
farkliliklar iceren protein lriinleri kodlar. Bu transkriptler FOX03-201, FOX03-202
ve FOXO03-203 olarak adlandirilmakla birlikte Ensembl kimlikleri sirasiyla
ENST00000343882.10, ENST00000406360.2 ve ENST00000540898.1 dir. FOXO3-
201 ve FOX03-202 673 aminoasit icermektedir fakat baz cifti sayis1 farklidir.
FOX03-201’ nin baz ¢ifti 7308, FOX03-202’ nin 7296’ dir. FOX03-203 ise 453
aminoasitten olusur, baz cifti sayis1 2553° diir ve Forkhead domain bdélgesini
bulundurmaz. HPA, mevcut antikorlarin ¢ogunlukla tiim izoformlar1 bir arada
tanidigini belirtmektedir. Dolayisiyla yukarida anlatilan ekspresyon ve lokalizasyon
verileri, FOXO3A proteininin toplamini temsil eder ve izoformlar arasinda belirgin bir
dokuya 6zel dagilim rapor edilmemistir. Ancak ileri aragtirmalarda farkli FOXO3A
izoformlarimin spesifik islev veya lokalizasyon farkliliklari olabilecegi gbz ardi

edilmemelidir.

2.1.6.1 Normal Dokularda FOXO3A Ekspresyonu
HPA RNA verilerine gore FOXO3A geni diisiik doku spesifitesine sahiptir; yani belirli

bir dokuya 6zgli olmayip ¢ogu dokuda benzer diizeylerde ifade edilir. FOXO3A
mRNA’s1 insan viicudundaki tiim ana dokularda tespit edilmistir. Bununla birlikte,
ekspresyon seviyeleri dokular arasinda kiiciik farkliliklar gosterebilir. Ornegin,
pankreas, iskelet kasi ve kemik iligi dokularinda FOXO3A mRNA miktar1 nispeten
yiiksektir (sirastyla yaklasik 84,2, 81,2 ve 67,8 nTPM). Benzer sekilde dil, yag dokusu
ve meme gibi dokular da goreceli yliksek FOXO3A ifadesine sahiptir (dilde 49,4,
memede 41,7 nTPM). Buna karsin, karaciger, timus, dalak gibi dokularda ekspresyon
diizeyi bu dokulara gore daha ortalama seviyelerdedir; ancak genel olarak genin
transkript diizeyinde her dokuda ifade edildigi Sekil 4’ te goriilmektedir. FOXO3A
proteininin izoformlar1 da dahil olmak {izere hiicre i¢indeki miktarinin bu sekilde
yaygin dagilim gdstermesi, onun birgok hiicre tipi ve dokuda temel biyolojik islevleri

oldugu anlamina gelebilir.
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Sekil 4. Normal insan dokularinda FOXO3A mRNA ekspresyon diizeyleri (HPA

konsensus RNA-seq verilerine gore).

Grafikte, FOXO3A geninin en yiiksek diizeyde ifade edildigi baz1 dokular
gosterilmistir. Dikey eksen normallestirilmis transkript miktarini (nTPM) ifade
etmektedir. Pankreas, iskelet kas1, kemik iligi ve dil gibi dokular FOXO3A’nin en

fazla ifade edildigi normal dokulardandir.

HPA protein atlas1 verilerine gére, FOXO3A proteini normal dokularda ¢ogunlukla
niikleusta bulunmaktadir. Immiinohistokimyasal boyama verileri, bircok normal
hiicrede FOXO3A proteininin orta ile gii¢lii derecede niikleer pozitiflik gosterdigini
ortaya koymaktadir. Bu da proteinin niikleusta bol bulundugunu ve aktif oldugunu
gostermektedir. Karaciger hepatositleri ile merkezi sinir sistemindeki birgok
noron/glia hiicresinde ise FOXO3A boyanmasmin zayif ya da hi¢ olmadig
bildirilmistir. Ornegin HPA birincil veri setinde, karaciger dokusunda FOXO3A
proteini diisiik diizeyde saptanmis, beyin korteksinde ise ndéronlarin bir kisminda zayif
niikleus boyanmasi izlenmistir. Genel olarak, normal doku protein verileri
FOXO3A’nin viicut genelinde yaygin ancak niikleusa lokalize bir ifade modeli

sergiledigini gostermektedir.
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Sekil 5. FOXO3 proteininin insan dokularindaki ekspresyon diizeyleri.

The Human Protein Atlas veri tabanindan alinan bu gorsel, FOXO3 proteininin
cesitli insan dokularinda protein diizeyinde gosterdigi ifade (ekspresyon) derecelerini
gostermektedir. Ifade diizeyleri "Not detected", "Low", "Medium" ve "High" olarak

kategorilerine gore ayrilmistir.

2.1.6.2 Hiicre Tipi Diizeyinde FOXO3A Ekspresyonu
HPA’1in tek hiicre tipi RNA sekans analizine gore FOXO3A, belirli bazi hiicre

gruplarinda digerlerine kiyasla daha yiiksek diizeyde ifade edilmektedir. Ozellikle
bagisiklik sistemi hiicreleri iginde monositler, FOXO3A geninin belirgin bi¢cimde
yiiksek ekspresyon gosterdigi bir hiicre tipi olarak tanimlanmistir. Monositlerde
FOXO3A mRNA seviyesi, birgok diger hiicre tipine gore olduke¢a yiiksektir; HPA tek
hiicre verilerinde monositlerin 285,1 nTPM ile en yiiksek FOXO3A transkript
seviyesine sahip oldugu gosterilmektedir. Bu bulgu, FOXO3A’nin 6zellikle
monositlerin fonksiyonlarinda 6nemli olabilecegini diislindiirmektedir. Ek olarak,
hiicre diizeyindeki siniflandirmada FOXO3A’nin ¢ogu hiicre tipinde diisiik spesifiteli
oldugu, yani yaygin bi¢imde ifade edildigi belirtilmistir. Ornek olarak epitel, bag doku
ve diger ana hiicre gruplarinin birgogunda FOXO3A’nin temel diizeyde ekspresyonu
mevcuttur. Bu sonuglar, FOXO3A’nin belirli 6zellesmis hiicrelerden ziyade genel

hiicresel islevlerde rol alan bir protein oldugunu gostermektedir.

2.1.6.3 Kanser Dokularinda FOXO3A Ekspresyonu
HPA Patoloji Atlas1 verileri, FOXO3A geninin kanserlerde de yaygin bigimde ifade

edildigini gostermektedir. Kanser tiirleri arasindaki RNA analizi, FOXO3A’nin diisiik
kanser-spesifitesi oldugunu gostermektedir. FOXO3A’ nin transkript diizeyi belirli bir
kanser tipinde asir1 yiiksek veya diisiik degildir, incelenen tiim kanser tiplerinde benzer
diizeylerde mevcuttur. HPA’'nin TCGA verilerine dayali pan-kanser RNA
incelemesinde FOXO3A, “Detected in all” (tiim kanserlerde tespit edildi) kategorisine
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girmektedir. HPA immiinohistokimya verilerine gére FOXO3A proteini, kanser
orneklerinin biiyilk c¢ogunlugunda orta ile giliglii derecede niikleer boyanma
gostermektedir. Spesifik olarak, HPA’da 20 farkli kanser tiiriinden alinan timor
kesitleri incelendiginde, hemen hepsinde FOXO3A tiimor niikleuslarinda belirgin
pozitiflik gdstermistir. Ornegin HPA, genel boyanma paternini temsilen kolorektal
kanser, meme kanseri, prostat kanseri ve akciger kanseri dokularina ait 6rnekleri
sunmustur; bu tiimor Orneklerinin hepsinde FOXO3A proteini kanser hiicre
cekirdeklerinde yogun sekilde izlenmistir. Bu da FOXO3A’nin farkli doku kaynakhi
tiimorlerde ortak bir ifade modeli oldugunu, ¢ogunlukla niikleer lokalizasyonda aktif
bulundugunu gdstermektedir. HPA veritabaninda “Most cancer tissues showed

moderate to strong nuclear positivity” seklinde 6zetlenmistir.
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Sekil 6. FOXO3 geninin farkli kanser tiirlerindeki RNA diizeyleri (TPM cinsinden).

Gorsel, The Human Protein Atlas veritabanindan alinan TCGA (The Cancer Genome

Atlas) datasetine dayanmaktadir.
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2.1.6.4 Subselliiler Lokalizasyon Bilgileri
FOXO3A proteininin hiicre igindeki yerlesimi, HPA Hiicre Atlas1 verileriyle ayrintili

olarak incelenmistir. Hem deneysel immiinofloresans goriintiilemeler hem de
biyoinformatik tahminler, FOXO3A’nin baslica niikleusta lokalize oldugunu
gostermektedir. HPA, FOXO3A i¢in “genel niikleer ekspresyon” tanimlamasi
yapmistir. Bu, proteinin degisik hiicre hatlarinda ve dokularda niikleus bdlgesinde
tespit edildigi anlamina gelir. HPA ayrica FOXO3A’nin higcbir izoformunun salgi
proteinleri kategorisinde yer almadigini, hiicre disina salgilanmadigini ve hiicre iginde

kaldigin1 bildirmektedir.

2.2. Yag Asidi Metabolizmasi

Canli hiicreler metabolik islevlerini yerine getirebilmek ve homeostaziyi korumak i¢in
stirekli enerjiye ihtiya¢ duyarlar. Bu enerji fotosentetik olmayan organizmalarin ¢ogu
icin proteinler, karbonhidratlar ve yaglar gibi ¢esitli gida kaynaklarinin
oksidasyonundan elde edilir. Bu makromolekiilleri olusturan alt birimler asetil-CoA'ya
pargalanarak sitrik asit donglisli ve mitokondriyal oksidatif fosforilasyon siireclerinde
enerji elde etmek icin kullanilirlar. Sonugta hiicrelere kimyasal enerji saglayan ATP
iretilmis olur (Park & Chalfant, 2018) . Yag asitleri (FA'lar), diiz zincirli FA'lar, ikame
edilmis FA'lar (metil gruplar1 disindaki ikamelere sahip yag asitleri), dalli zincirli
FA'lar ve halka iceren yag asitleri dahil olmak iizere cesitlilik gdsteren bir lipit alt
grubudur. FA'lar, fosfolipidler, sfingolipidler ve trigliseridler de dahil olmak {izere
cesitli lipid tiirlerinin temel yap1 taslaridir ve bir karboksilik asit grubu ile cesitli
karbon uzunluklarma ve doymamislik derecelerine sahip bir hidrokarbon zincirinden
olusur (Park & Chalfant, 2018). Diagilgliseridler (DAG'ler) ve triacilgliseridler
(TAG'ler) de dahil olmak tlizere daha karmasik lipid tiirlerini sentezlemek i¢in ¢esitli
metabolik yollara yonlendirilebilirler veya fosfatidik asit (PA), fosfatidiletanolamin
(PE) ve fosfatidilserin (PS) gibi fosfogliseridlere dontistiiriilebilirler. Bu molekiiller,
enerji depolanmasi, su gecirmezligin saglanmasi (6rnegin, kuslarin tiiylerini
temizleme bezlerdeki yag asitleri), hiicre zar1 yapisinin olusturulmasi, proteinlerin
modifikasyonu (lipoproteinler aracilifiyla) ve reaktif oksijen tiirlerinin yok edilmesi
(tokoferoller gibi) gibi ¢ok ¢esitli islevlere sahiptir (Yoon et al., 2021). Yag asitleri,
viicudun baslica enerji deposu olan mono-, di- ve triagilgliserol molekiillerinin yap1
taglar1 olarak kullanilabilir. Yag asitleri, ¢esitli uzunluklarda negatif yiiklii dogrusal
hidrokarbon zincirleridir ve fizyolojik pH seviyelerinde, tamamen deprotonlanmis

karboksil u¢ grubu negatif yiik tasir. Ayrica yag asitleri verimli enerji depolaridir, gram

25



basina karbonhidratlardan iki kat daha fazla enerji saglayabilirler. Bircok memeli
grubu, enerjilerini dokularinda yag asitleri formunda depolayabilir. Ayrica, yag asitleri,
enerji, saglik ve endiistri gibi bircok alanda da kullanilmaktadir. Yag asidi biyosentez
mekanizmalarint kullanarak ve modifiye ederek sivi yakitlarin yerini alabilecek
alternatif, yenilenebilir enerji kaynaklarim1 tanimlamak i¢in aktif bir arayis soz
konusudur. Bu aray1s yalnizca yakitlarla sinirli degildir; ayni1 zamanda yag asidi tiirevli
bilesikler olan oleokimyasallarin liretimi i¢in de gegerlidir (Giinenc et al., 2022a). Yag

asitlerinin biyoloji, tip ve biyoteknolojideki temel islevleri Sekil 7°de 6zetlenmistir.

HORMONES MEDICINE

[

Sekil 7. Biyoloji, tip ve biyoteknolojide yag asidi biyosentetik mekanizmalari ve yag

asidi sentazlarinin oynadigi temel roller (Giinenc et al., 2022b).

2.2.1.Yag Asidi Sentezi (Lipogenez)

Yag asidi sentezi, yag asitlerini sentezleyen metabolik bir yoldur. Lipojenik kosullar
altinda, hiicredeki fazla glikoz ilk once sitoplazmada glikoliz yoluyla piriivata
dontistiirtiliir. Pirtivat mitokondriye girer asetil-CoA'ya doniistiiriiliir ve sitrat olarak
mitokondriden sitoplazmaya taginir. ATP sitrat liyaz (ACL) daha sonra sitrat1 asetil-
CoA'ya yeniden doniistiirlir (Ojha et al., 2014). Yag asitlerinin sentezi temelde {i¢
adimda gerceklesir. Bunlar; Asetil-CoA’ nin, mitokondrinin matrisinden sitoplazmaya
taginmasi, asetil-CoA'nin karboksilasyonu ile olusan 3 karbonlu bir bilesik olan

malonil CoA'nin olusumu ve zincir uzamasi (Sekil 8).
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2.2.1.1. Asetil-CoA'nin Sitoplazmaya Tasinmasi
Tiim yag asidi sentezi sitoplazmada gerceklesir. Asetil-CoA, mitokondriyal matristen

bir sitrat molekiilii olarak disar1 atilir. Daha sonra, sitoplazmada, asetil-CoA ve
oksaloasetata geri ayrilir. Oksaloasetat kismi, sitrik asit dongiisiiniine katilmak i¢in
mitokondriyal matrise geri taginir veya glukoneogenez i¢in kullanilir. Sitoplazmaya
girdiginde, asetil-CoA, asetil-CoA-karboksilaz enzimi tarafindan malonil-CoA'ya

karboksilatlanir (Sekil 8).

2.2.1.2. Malonil-CoA Olusumu
Lipogenez yolunda malonil-coA olusumu, asetil-CoA karboksilaz tarafindan

gergeklestirilir. Sitoplazmaya giren asetil-CoA bu enzim aracigiyla malonil-CoA'ya

dontisir.
HCOs™ + ATP + acetyl-CoA — ADP + P; + malonyl-CoA

Memelilerde, asetil-CoA karboksilaz, lipogenezin bir iiriinii olan palmitoil-CoA
tarafindan negatif, sitrat (subsrat) tarafindan pozitif, olarak diizenlenir. Enzim ayrica
fosforilasyon yoluyla da diizenlenebilir. Aktif oldugunda, asetil-CoA karboksilaz uzun
filamentli multimerlere doniisiir. Bu multimerler ayristifinda ve monomerler
olusturdugunda, karboksilaz inaktif durumuna geri doner (Sekil 8). Ayrica bu enzim
instilin varliginda, asetil-CoA karboksilaz defosforile edilir ve bu durum enzimi aktive
ederek yag asidi sentezini artirir. Buna karsilik, glukagon, asetil-CoA karboksilazin

fosforilasyonunu uyararak yag asidi sentezini inhibe eder (Yanamadala, 2024).

2.2.1.3. Zincir Uzamasi
Yag asidi sentaz (FASN) asetil-CoA, malonil-CoA ve NADPH'den yag asitlerinin

olusumunu katalize eden ve lipit biyosentezinde merkezi bir rol oynayan ¢ok islevli
bir enzim sistemidir (Mullen & Yet, 2015). Zincir uzamasinin ilk iki adiminda,
malonil-CoA ve agil-CoA, FASN (Fatty Acid Synthase) enzimindeki malonil/asetil-
CoA ACP transagcilaz aktivitesi yoluyla enzimin agil tasiyici proteine (ACP) aktarilir.
ACEP alt birimine kovalent olarak baglandiktan sonra, aktive edilmis substrat, FASN
enzimi aracilifiyla katalizlenir. Bir asetil-ACP molekiilii ve bir malonil-ACP
molekiilli, B-ketoacil sentaz enzim aktivitesiyle asetoasetil-CoA'y1 olusturmak i¢in
kullanilir. Bu kondenzasyon reaksiyonu sisteme bir karbondioksit molekiilii verir. Beta
pozisyonundaki keton grubu daha sonra -ketoasil ACP rediiktaz tarafindan bir alkole
indirgenir. Bu reaksiyonda bir NADPH molekiilii kullanir. Dehidratasyon ile B-

hidroksiasil-ACP dehidrataz enzimi araciligyla bir trans karbon ¢ift bag1 olusturur. Bu
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reaksiyon sisteme bir su molekiilii iiretir. Enoyl-ACP rediiktaz enzimi trans bagi
NADPH molekiilii kullanarak indirger. Boylece tamamen doymus hidrokarbon birimi
olan 4 karbonlu biitiril-CoA olusur. Yag asidi 16 karbon atomu uzunlugunda
oldugunda, yag asidi sentazinin tiyoesteraz alani, yag asidini fosfopanteteine baglayan
tiyoesterin hidrolizini katalize eder (Sekil 8). Asetil-CoA iinitelerinden bir palmitoil-

CoA molekiilii olusturmanin net reaksiyonu ve enerji tiiketimi asagidaki gibidir:

8 acetyl-CoA + 7 ATP + 14 NADPH + 14 H* — palmitoyl-CoA+ 7 ADP+ 7 P;+ 7
CoA + 14 NADP* + 7 H.0

Oxaloacetate

ACC

O~ C-CH,
CH;—CH,—CH,— C — ACP
\\ enoyl-ACP reductase
B-ketoacyl synthase s co, NADP*
(0] 0
CH; —C — CH, — C — ACP NADPH -

NADPH —.
8-ketoacyl-ACP reductase J OH 0 (0]
NADP* < CH; — C - CH, — C — ACP =——> CH, —CH — CH, - C — ACP

8-hydroxyacyl-ACP dehydratase

Sekil 8. Lipogenez yolu (Park & Chalfant, 2021)

2.2.2. Yag Asitlerinin Mitokondrilerdeki f-Oksidasyonu

Yag asitlerinin B-oksidasyonu mitokondrilerde veya peroksisomlarda meydana
gelebilmektedir. Lipogenez ve B-oksidasyon siirecleri benzerdir, ancak farkli enzimler
gorev almaktadir. Peroksizomal B-oksidasyon enzimleri, 6zellikle uzun zincirli yag
asitleri (14 karbon ve {izeri) i¢in, mitokondriyal B-oksidasyon enzimleri ise daha ¢ok
orta zincirli yag asitleri (C4—C12) i¢in 6zellesmistir. Yag asitlerinin mitokondrilerdeki

beta-oksidasyonu temelde 1ki asamada gergeklesir:
1. Sitozolde yag asitlerinin aktivasyonu ve mitokondrilere taginmast

3. Mitokondriyal matriste meydana gelen B-oksidasyon
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Yag asidi oksidasyonu mitokondriyal matriste gerceklesirken, tiim de novo yag asidi
sentez reaksiyonlari sitozolde gergeklesir. Yag asidi oksidasyonu ve sentezinin bu
fiziksel ayrimi, her iki islemin de doku ihtiyaglarina gére bagimsiz olarak kontrol

edilmesini saglar (Park & Chalfant, 2021).

Acetyl-CoA o o
Carboxylau |
acetyl-CoA || . s OQ,\ P! . CoA
H;C P S "\'
CO; ADP malonyl-CoA
' ATP o
(l) ) Malate O \_ Citrate o 0l 3
o Y Dohydrogqnugo A NS O"l\* \
HOH O / \ O Citrate l\

L
H20 CoASH HO O

- CYTOSOL

L-Malate  NAD® NAbH Oxaloacetate

Mitochondrial
Transporter
" MATRIX
acetyl-CoA ||
Hye” g CoA o
|
0 5 Malate 0 0O | !Citrate 0 QLS
o"\ ooghydfoo.m“o L ,,J Synthuo )| \
7 ‘ B g
HOH O 7 o \ Citrate l
L-Malate NAD® NADH Oxaloacetate H20 CoAsH HO" "0

Sekil 9. Sitrat mekigi, yag asidi sentezi i¢in asetil-CoA'nin mitokondri matriksinden

sitozole taginmasini saglar (Yanamadala, 2024).

2.2.2.1. Yag Asitlerinin Aktivasyonu ve Mitokondrilere Tasinmasi

Yag asitlerinin yikima ugrayabilmesi i¢cin 6nce koenzim A ile aktive edilmeleri gerekir;
bu islem sonucunda bir yag asil-KoA tioesteri olusur. Bu molekiil daha sonra karnitin
ile reaksiyona girerek asilkarnitin olusturur ve bu da oksidasyona ugramak iizere i¢
mitokondriyal zar boyunca taginir. Kisa ve orta zincirli yag asitleri, mitokondride
dogrudan aktive edilebilir. Ancak uzun zincirli yag asitleri, mitokondri zarin1 tasiyici
olmadan gecemez. Bu nedenle, bu yag asitleri mitokondri i¢ zarinin dis yapraginda
bulunan karnitin transferaz I enzimi tarafindan asilkarnitin tiirevlerine dontstiiriiliir
(Sekil 9). Bu tiirevler, bir translokaz enzimi araciligiyla zardan tasinir ve ardindan

matriks tarafinda yer alan karnitin transferaz II tarafindan tekrar yag asil grubunun
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koenzim A’ya baglanmasiyla orijinal yag asil-KoA yapisina doniistiiriiliir. Aktivasyon
adiminin ardindan, doymus yag asitlerinin B-oksidasyonu, dort adimli dongiisel bir
stirecle ilerler. Bu siireg, adimlarin tekrar etmesinden dolay1 genellikle bir "spiral"
olarak tanimlanir. B-oksidasyon her dongiide yag asidinden iki karbon uzaklastirir. Bu
reaksiyonlar mitokondride gergeklesir ve enerji iiretimi i¢in elektron tasima zinciriyle
yakindan iligkilidir. Beta-oksidasyonun tiriinleri arasinda FADH2, NADH, H+ ve daha
sonra sitrik asit dongiisiinden gegen asetil-CoA bulunur. Beta-oksidasyon net

reaksiyonu ve enerji tiiketimi asagidaki gibidir.
Fatty acid-CoA + NAD* + FAD — Acetyl-CoA + NADH + H* + FADH:
2.2.2.2. Beta-Oksidasyon

B-oksidasyon spiralindeki her dongii bir molar esdeger NADH, FADH2 asetil-CoA
tiretir. Her turun son tirlinii olan Asetil-CoA daha sonra sitrik asit dongiisiine girer ve
burada li¢ molar esdeger NADH, bir molar esdeger FADH2 ve bir molar esdeger
ATP'nin es zamanli iretimiyle CO2'ye oksitlenir. B-oksidasyon, yag asil-KoA
molekiiliiniin B-karbonunda (yani 2. karbon) gerceklesen oksidasyonla, her seferinde
2 karbonluk birimlerin uzaklastirilmasi yoluyla ilerler. Bu siire¢ dort temel adimdan
olusan dongiisel bir reaksiyon serisidir ve her dongilide yag asidi zinciri iki karbon

kisalir (Sekil 10). Temelde dort adimda meydana gelir:

Oksidasyon (Dehidrojenasyon): Dehidrojenasyon, bir trans ¢ift bagi olusturmak igin
iki ve li¢ numarali karbonlarda meydana gelir. Es zamanl olarak, FAD elektronlarim

elektron tagima zincirine aktaran FADH2'ye dontistiirtiliir.

Hidrasyon: Dehidrojenasyondan sonra bir hidrasyon reaksiyonu meydana gelir. Birinci
adimda olusan alken, beta-karbonda bir alkol olusturur. Bu reaksiyon, karbonlarin

molekiilii ikiser ikiser terk etmesinin nedenidir.

Oksidasyon: Bu reaksiyon, ikinci adimda olusan alkoliin beta-karbon iizerinde bir
keton olusturmak {izere oksidasyonuna yol acar. Bu noktada, NAD+ ayrica elektron

tasima zincirine dogrudan baglanan NADH + H+'ya doniistiiriiliir.

Ayrisma: Betaoksidasyon sarmalindaki son adim, asetil-CoA'nin orijinal yag asidi
zincirinden ayrilmasidir. Ayn1 zamanda, yeni bir koenzim A molekiilii, b-karbon
karbonil grubuna yeni bir tiyoester bagi yapar. Yag asidi molekiilii tamamen sindirilene
kadar dort adim tekrarlanir. Doymamis yag asitlerinin oksidasyonu, cift bagla

karsilagildigi durumlar hari¢, esasen doymus yaglar i¢in olanla aynidir. Boyle bir
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durumda, bag belirli bir enoil-CoA izomeraz tarafindan izomerlestirilir ve oksidasyon

hizla devam eder.

(o]
~ FAD
CH; —(CH,), ~CH, ~CH, ~C CoA f acetyl-CoA dehydrogenase
\», N FAD“'
Repeat of cycle with n-2 carbon chain

H o]
CH, —(CH,), ~C=C - C — CoA
0 H |, wo
CH, —(CH,), C‘ CoA / Enoyl-CoA hydratase
OHH O
2 CH, —(CH,), ~C—~C - C — CoA
CH, - C ~ CoA «__ L 3

3-ketoacyl-CoA thiolase
- NAD*

3-L-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase
> NADH + H*

HSCoA

Sekil 10. Yag asitlerinin B-oksidasyon sarmali (Park & Chalfant, 2018).

2.3. Yag Asidi Metabolizmasi ve Kanser

Kanser, diinya ¢apinda en 6nde gelen 6liim nedenlerinden biridir. Kanser gelistikce
timor mikrogevresinin (TME) degismesi ile diisiik besin ve oksijen kosullarinda
hayatta kalmak i¢in kanser hiicreleri metabolizmalarini degistirerek uyum
saglamaktadir (Lin et al., 2017). 1920'lerde Otto Warburg’un kanser hiicrelerinin
aerobik kosullar altinda bile glikozu laktata doniistiirmeyi tercih ettigini bulmustur. Bu
kesif ardindan glikoz, amino asitler ve lipitler gibi makromolekiillerin
metabolizmasiin kanserde onemli rol oynadigina ait ¢alismalar 6nem kazanmistir
(Lebelo et al., 2019; Vander Heiden et al., 2009). Yag asitleri, bir¢ok lipid tiiriiniin ana
bilesenidir ve FA metabolizmasi, kanserin gelisimi ve ilerlemesiyle yakindan
iliskilidir. Pek c¢ok c¢alismada, yag asitlerinin sentezinin, kanser gelisimi sirasinda
onemli oldugunu gosterilmistir (Sekil 11) (Braig, 2018; Corn et al., 2020). Bununla
birlikte, yag asitlerinin alinmasi ve tasinmasi da kanserin seyrini etkilemektedir
(Casals et al., 2016; Rupert & Kolonin, 2022). Ayrica, yag asidi metabolizmasinda
gorevli temel enzimlerin ekspresyon seviyeleri kanserde siklikla degismekte ve bu
enzimler yaygin olarak biyobelirte¢ (biomarker) ve terapotik hedefler olarak
kullanilmaktadir (Rupert & Kolonin, 2022). Yag asitleri ayni zamanda hiicre zarlarinin
da onemli bilesenleridir. Zar lipidlerinin yeniden diizenlenmesi yoluyla yag asitleri,

zar akiskanligi ve sertligini etkileyebilir. Zarin yapisal 6zelliklerindeki bu degisikligin,
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kanser hiicrelerinin invazyonu ve metastazi ile yakindan iliskili oldugu gosterilmistir

(Martin-Perez et al., 2022).
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Sekil 11. Lipid arastirmalarinda 6nemli kesifler.

Kanserde diizensiz yag asidi metabolizmasinin 6nemini gosteren oncii ¢alismalar.
FASN, fatty acid synthase; SREBPs, sterol regulatory element-binding protein;
ACLY, ATP—citrate lyase; mTORC1, mammalian target of rapamycin complex 1;
mTORC2, mammalian target of rapamycin complex 2. (Koundouros & Poulogiannis,

2020).

Normal hiicrelerden farkli olarak, kanser hiicrelerinde ¢ogalma icin hizla enerji
harcanir ve zar materyalleri elde etmek amaciyla metabolik yeniden programlama
meydana gelir. Kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi ve metastazi sirasinda, amino asitlere
ve glikoza olan talebin artmasina ek olarak, kanser hiicrelerinde FA'larin metabolik
yeniden programlanmasi da aktive edilir (DeBerardinis & Thompson, 2012) (Sekil
12). Bu metabolik yeniden programlama, hem igsel (intrinsik) hem de dissal
(ekstrinsik) faktorlerden etkilenmektedir. Digsal faktorlerin basinda tiimor
mikrogevresi (TME) gelir. Mikrogevre, kanser hiicreleri tizerinde hipoksi, dig ortamin
asidiklesmesi ve hiicre-hiicre etkilesimleri gibi bircok dis stres olusturabilir.
Arastirmacilar, kati tiimorlerdeki asidik mikrogevrenin, mitokondriyal ve histon
asetilasyonundaki degisiklikler yoluyla kanser hiicrelerinde FA metabolizmasinin
yeniden programlanmasini yonlendirdigini gostermistir (Menard et al., 2016). Ayrica
baz1 kanser disi hiicreler, sitokinler, ekstraselliiler vezikiiller (EV’ler) ve hatta

dogrudan yag asitleri gibi maddeleri salgilayarak, kanser hiicrelerinde yag asidi
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metabolizmasinin yeniden programlanmasini aktive edebilir. Ornegin, adipoz doku
hiicrelerinden tiireyen lipidler, meme kanseri hiicrelerine taginabilir ve bu hiicrelerdeki
yag asidi taginimini artirarak, meme kanseri ilerlemesine katki saglayabilir (D. Yang

etal., 2018).
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*Reducing lipotoxicity

Acetyl-CoA «——  Citrate

Sekil 12. Kanser hiicrelerinde yag asidi (FA) metabolizmasi.

Kanser hiicrelerinde yag asidi (FA) metabolizmasi. FA'lar ATP sitrat liyaz (ACLY),
asetil-CoA karboksilaz (ACC) ve FA sentaz (FASN) yoluyla sitrattan de novo
sentezlenebilir. Ekzojen FA'lar FA baglayici protein (FABP) ve CD36 yoluyla

hiicrelere girebilir. Daha sonra, FA asil-CoA sentaz uzun zincirli aile iiyesi (ACSL)

tarafindan FA asil-CoA'ya (FA-CoA) doniistiiriiliir. FA-CoA, stearil-CoA desatiiraz
(SCD) ve uzun zincirli FA elongaz (ELOVL) tarafindan tekli doymamis FA'ya
(MUFA) dontistiirtiliir. MUFA ayrica FA desatiiraz (FADS) ve ELOVL tarafindan
coklu doymamis FA'ya (PUFA) doniistiiriiliir. FA-CoA ayrica B-oksidasyon i¢in
karnitin palmitoiltransferaz 1 (CPT1) tarafindan mitokondriye tagmabilir. Hiicre i¢i
yag asitleri, lipid damlaciklarinin yag mobilizasyonu ile iiretilebilir. Ek olarak, yag

asitleri gliserofosfolipid sentezi icin substratlardir (A. Du et al., 2023).

2.3.1 Kanser Hiicrelerinde FA’larin De Novo Sentezi

De novo sentez, kanser hiicrelerinin yag asitlerini elde etmesinin ana yollarindan

biridir. FA de novo sentez yolunda sitrat, ATP sitrat liyaz (ACLY), asetil-CoA
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karboksilaz (ACC) ve FA sentaz (FASN) enzimlerinin katalizledigi reaksiyonlarla
palmitik asit (PA)’a doniistiiriiliir. Bu asamalarda, ACLY sitoplazmada sitrati1 ayirarak
asetil-CoA iiretir; bu molekiil, ACC tarafindan malonil-CoA’ya ¢evrilir. Ardindan,
malonil-CoA FASN tarafindan uzatilarak doymus 16 karbonlu yag asidi olan PA elde

edilir.

FA de novo sentezinin ilk basamagindaki hiz kisitlayict enzim olan ACLY ’'nin ifade
seviyesi kolon kanserinde artmaktadir (Wen et al., 2019). Ayrica, ACLY, CTNNBI (-
katenin 1’1 kodlayan gen) transkripsiyonel aktivitesini artirarak kolon kanseri
hiicrelerinin goé¢ ve invazyon yetenegini arttirir (Butler et al., 2021). ACLY aymi
zamanda hepatoseliiler karsinom (HCC) hiicrelerinde Wnt/B-katenin sinyal yolu
araciligiyla kok hiicre benzeri 6zellikleri, hareketliligi ve invazyonu diizenlemektedir
(Han et al., 2021). Benzer sekilde, ACC1 prostat kanseri hiicrelerinde anormal sekilde
ifade edilir (Butler et al., 2021). Yapilan ¢alismalar, ACC’nin inhibisyonunun kii¢iik
hiicre dis1 akciger kanseri hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasini azalttigini ve apoptozu

tesvik ettigini gostermektedir (C. Wang et al., 2021).

FA sentezinin temel enzimi olan FASN, meme kanseri dokularinda yiiksek diizeyde
ifade edilir ve bu nedenle potansiyel bir biyobelirte¢ olarak goriilmektedir. Ayrica,
FASN’in Wnt-1/B-katenin yolunu aktive ederek epitel-mezenkimal gecisi (EMT)
tesvik ettigi gosterilmistir (Esslimani-Sahla et al., 2007; J.-Q. Li et al., 2014). Son
zamanlarda yapilan ¢alismalar, FASN’in c-Src/AKT/FAK sinyal yolunu aktive ederek
serviks kanseri hiicrelerinin go¢linii ve invazyonunu artirabildiini de ortaya
koymustur (Q. Du et al., 2022). Ayrica, FASN’in susturulmasi, kolorektal kanser
hiicrelerinde anjiyogenezi tesvik eden faktorlerin salgilanmasini azaltmakta ve damar
olusumunu baskilamaktadir (Zaytseva et al., 2014). Sonug olarak, FA de novo sentezi,
kanser hiicrelerinin hizli ¢ogalmasi icin gereken enerjiyi karsilamada énemli bir rol

oynar ve bu siireg, tiimdr biliylimesi siireci boyunca anormal sekilde aktive olur.

2.3.2 Kanser Hiicrelerinde Yag Asitlerinin Uzamasi

FA de novo sentezine ek olarak, FA doymamislastirma ve zincir uzatma stireglerinin
anormal sekilde aktive olmasi kanser hiicrelerinde yaygin bir 6zelliktir. FA’lar, karbon
zinciri uzunlugu ve doymamislik derecesine gore ii¢ sinifa ayrilir: doymus FA (SFA),
tekli doymamis FA (MUFA) ve ¢oklu doymamis FA (PUFA). FA, 16 karbon atomuna
kadar uzatildiginda ACSL enzimi tarafindan FA-CoA formuna doniistiiriiliir. Bu

molekiil daha sonra SCD ve FADS tarafindan ¢ift bag eklenerek doymamis hale
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getirilir. Ayrica, ELOVL enzimi yardimiyla zinciri uzatilarak daha uzun doymamis
FA’lar (UFA) elde edilir. SCD, FA’y1 MUFA’ya ¢evirir ve bu da tiimor mikrogevresinde
lipid kullanimimni artirir. Pek ¢ok calismada, SCD’nin ifade diizeyinin bir¢ok kati
tiimorde belirgin sekilde arttigi ve bu durumun tiimor destekleyici bir rolii isaret ettigi
belirtilmistir (Kubota & Espenshade, 2022). Insanlarda SCD1 ve SCD5 olmak iizere
iki alt tiir bulunur. SCD1 tiim dokularda yaygin olarak ifade edilir (Kikuchi &
Tsukamoto, 2020). NF-kB, SCDI ile pozitif geri besleme dongiisii kurarak over
kanseri hiicrelerinde kok hiicre 6zelliklerini artirabilir (Q. Du et al., 2022). Yapilan bir
calismada, SCD1’in hem kanser hiicrelerinde hem de bagisiklik hiicrelerinde ifade
edilmesinin bagisiklik direnci yarattigi ve SCD inhibitorlerinin CD8+ T hiicreleri
tiretimini artirarak kolon ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri biiyiimesini
engelledigi gosterilmistir (Katoh et al., 2022). FADS, FA’y1 PUFA'ya donustiiriir.
FADS1, meme ve pankreas kanserlerinde yiiksek ifade diizeyine sahiptir ve(Xu et al.,
2018; X. Yang et al., 2016, 2017) Susturulmasi hem tiimdr olusumunu azaltmakta hem

de kemoterapotik ilaglarin etkinligini artirmaktadir.

Uzun zincirli FA’larin uzamasi, ELOVL ailesi enzimleri tarafindan gerceklestirilir.
ELOVLI, 3 ve 6 FA ve MUFA’lar1; ELOVL2 ve 4 PUFA’lar1; ELOVLS5 MUFA ve
PUFA’lar;; ELOVL7 ise SFA ve PUFA’lar1 uzatir. Bazi1 ¢alismalar, ELOVL
ekspresyonunun kanser gelisimiyle baglantili oldugunu ortaya koymustur (Butler et
al., 2020). ELOVL2’nin ifade seviyesi, renal hiicreli karsinom hastalarinin tiimor
dokularinda artmistir (Tanaka et al., 2021). Ancak prostat kanseri hastalarinda yiiksek
ELOVL2 ekspresyonu, daha iyi prognozla iliskilendirilmistir (Hu et al., 2022). Ozetle,
desatiiraz ve elongaz enzimleri, farkli uzunlukta FA’larin olusumunu saglar. FA de
novo sentezi hiicrenin ana FA kaynagi olsa da, bu enzimlerin susturulmasi da anlaml

antitimor etkiler gostermektedir.

2.3.3 Kanser Hiicrelerinde Yag asitlerinin Alim1 ve Tasinmasi

Kanser hiicreleri ihtiya¢ duyduklar1 FA’lar1 esas olarak de novo sentez yoluyla elde
eder. Ancak FA alimi ve hiicre i¢i tasinimi da lipid kullanimini siirdiirmek agisindan
onemlidir. Bu siirecte, FA tasiyict proteinler ve CD36 (FA translokaz) gibi
transmembran proteinler rol alir. Ayrica FA baglayici proteinler (FABP’ler) serbest
FA’larin  hiicre i¢i tasmmmasini kolaylagtinr. HCC (hepatoseliiler karsinom)
hastalarinda, FA taginimi, komsu dokulara ve normal karaciger hiicrelerine kiyasla

timor dokularinda belirgin sekilde artmistir (D. Du et al., 2022). CD36'nin ifade
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diizeyi, HCC hiicrelerinde epitel-mezenkimal gecis (EMT) ile iligkilidir (Nath et al.,
2015). Agiz kanseri hiicrelerinde de CD36’nin yiiksek ifadesi yiiksek diizeyde FA
tagtyarak metastazi tesvik etmektedir (Pascual et al., 2017). CD36 AKT/GSK-3p/p-
katenin sinyal yolunu aktive ederek mide kanseri metastazini1 destekleyebilir (Pan et
al., 2019). Karnitin palmitoiltransferaz 1 (CPT1) enzimi, aktive olmus FA-CoA’y1
mitokondriye tasiyarak B-oksidasyonla enerji iiretimini saglar. Ug alt tipi vardir:
CPTI1A, CPTI1B ve CPTIC. CPT1A, meme kanserinde yiiksek diizeyde ifade edilir
(Das etal., 2022). Sonug olarak, FA alim1 ve tasinimindan sorumlu enzimlerin anormal
ifadesi tiimor gelisimiyle yakindan iligkilidir ve bu siiregler kanser tedavisinde

potansiyel hedefler olabilir.

2.3.4 Membran yapis1 ve akiskanhgi

FA'lar hiicre zarimin yapisint ve akiskanligini korumak ic¢in gerekli yapi taslaridir.
Kanser hiicrelerinde lipogenez oraninin artmasinin avantajlarindan biri, doymus ve
tekli doymamis yag asitlerinin sentezlenmesidir. Ciinkii bu yag asitleri, daha az ¢ift
bag icerdiklerinden dolay1 ¢oklu doymamis yag asitlerine kiyasla daha kararlhidir ve
peroksidasyona karst daha az hassastirlar (Sekil 13). Yiiksek derecede zar
doygunluguna sahip kanser hiicreleri, doksorubisin gibi kemoterapétik ajanlar
tarafindan indiiklenen oksidatif strese daha az duyarlidir, buna karsin lipid sentezinin,
lipojenik enzimlerin siRNA veya bir ACC inhibitorii olan soraphen ile tedavi gibi

yontemlerle baskilanmasi sitotoksisiteyi arttirmaktadir (Rysman et al., 2010a).
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Sekil 13. Yag asitleri (FA'lar) membran yapisini ve onkojenik sinyal yollarini

diizenler.

Yag asitleri (FA’ler), hiicre zarinin yapisini ve onkojenik sinyal yolaklarini diizenler.
Zar akigkanligi, kolesterol miktar1 ve FA’lerin doymamaislik derecesine baglidir.
Kanser hiicreleri artmis de novo lipogenez yoluyla doymus fosfolipitler
sentezleyerek zar sertligini artirir ve oksidatif hasara karst korunur. Buna karsilik,
yiiksek hareketli hiicrelerde zar daha akiskandir; bu durum epitelden mezenkimal
gecisi ve metastazi destekler. Ayrica, FA’ler ve tiirevleri, 6zellikle fosfoinozitidler
gibi, sinyal yolaklarinda ikincil haberci olarak gorev yapar. P1(3,4,5)Ps, AKT y1
aktive ederek mMTORC1/2’yi asir1 aktive ederken, PI(3)P ise AKT ten bagimsiz
olarak SGK3 {izerinden tiimor olusumunu destekler. Fosfatidik asit de dogrudan

mTOR komplekslerini aktive edebilir (Koundouros & Poulogiannis, 2020).

Hiicre i¢i kolesterol diizeyleri, zar yapisini degistirerek hiicre go¢iinii ve dolayisiyla
metastatik yayilimi etkileyebilir. Kolesteroliin membranlara dahil edilmesi genelde zar
akiskanligini azaltmaktadir ve dolayisiyla bir hiicrenin seklini degistirme kapasitesini
siirlayarak metastazi engellemektedir. Bu siire¢ epitel mezenkimal gegis (EMT) ve
kan damarlarindan intra-ekstravazasyon sirasinda dnemlidir (Sekil 13) (W. Zhao et al.,

2016). EMT geciren hiicreler ATP baglayic1 kaset tasiyicist ABCAl'in ifadesinin
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artmasiyla kolesteroliin disar1 akisi artmaktadir. ABCA1'l asir1 ifade eden insan

tiimdrleri daha yiiksek uzak metastaz oranlarina sahiptir (W. Zhao et al., 2016). FA

metabolizmasiyla iligkili enzimlerin kanserdeki degisimlerini ve etkileri Tablo 4’de

verilmistir.

Tablo 4. Yag asidi metabolik enzimlerinin kanserdeki rolleri (A. Du et al., 2023).

Diizenleme
Enzim Ekpresyon Fonksiyon Kanser Tipi
Mekanizmasi
Kok hiicre
olusumu,
Wnt/B-catenin migrasyonu
ACLY Artar _ HCC
Sinyal Yolu ve
invazyonunun
diizenlenmesi
_ Kiiciik hiicreli
Proliferasyon
ACClI Artar NA olmayan
arttirma ] )
akciger kanseri
Proliferasyon Akciger
ACC2 Azalir NA o _
inhibisyonu | adenokarsinoma
Epitel
Wnt/B-catenin mezenkimal .
‘ L Meme kanseri
Sinyal Yolu gecisisi
FASN Artar arttirma
Migrasyon ve
c-Src/AKT/FAK
invazyonu Servikal kanser
Sinyal Yolu
arttirma
Kok hiicre
Yumurtalik
SCD1 Artar NF-xB ozelliklerinin
kanseri
diizenlenmesi
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Immiin

Kolon kanseri,

NA direnci
NSCLC
arttirma
Epitel
mezenkimal
SCD5 Azalir NA ' Meme kanseri
gEC15
inhibisyonu
Proliferasyon Pankreas
FADSI Artar NA _
arttirma kanseri
Proliferasyon
FADS2 Artar NA HCC, NSCLC
arttirma
Proliferasyon
Artar NA RCC
arttirma
ELOVL2
PI3K/Akt Sinyal | Proliferasyon
Azalir Prostat kanseri
Yolu inhibisyonu
Proliferasyon
ELOVLS Artar NA Kolon Kanseri
arttirma
Proliferasyon
ELOVL6 Artar AKT HCC
arttirma
Proliferasyon
ELOVL7 Artar NA Prostat kanseri
arttirma
AKT/GSK-3p/- Metastaz
CD36 Artar o Gastrik kanser
catenin Sinyal Yolu arttirma
VEGFR/Akt/mTOR | Anjiyogenez
FABPI1 Artar HCC
Sinyal Yolu arttirma
. Ozofagus
Proliferasyon
FABP3 Artar NA skuamoz
arttirma
kanseri
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Proliferasyon
FABP4 Azalir NA ve invasyon HCC
inhibisyonu
Proliferasyon,
migrasyon ve
FABP5 Artar CREB ‘ HCC
invazyon
arttirma
Proliferasyon | Meme kanseri,
FABP7 Azalir NA
arttirma ccRcce
Proliferasyon
CPTI1A Artar NA Meme kanseri
arttirma
Proliferasyon
CPTI1C Artar NA HCC
arttirma

2.3.5 Yag Asidi metabolizmasi Aracili Kanser Tedavileri

Yag asitlerinin (FA'lar) kanserdeki onemli rolii gbz Oniine alindiginda, yag asidi

metabolizmasimin hedeflenmesi kanser tedavisinde umut vadeden bir arastirma alani

haline gelmistir. FA metabolik enzimleri potansiyel kanser karsit1 hedefler olarak umut

vadetmektedir. Tablo 5’de FA metabolik enzimlerini hedef alan ilaglarla birlikte, FA'lar

ve FA metabolizmasina dayali baz1 kanser terapotik yaklagimlar: 6zetlenmistir.

Tablo 5. Yag asitleri ve yag asidi metabolizmasina dayali bazi kanser tedavi

yaklagimlari.

Hedef | Birlestirmek | Gelistirme Kanser tiiri
asamasi

FASN | Orlistat Klinik 6ncesi Melanom, prostat

kanseri

kanseri, yumurtalik

Cerulenin

Klinik dncesi

Kolon

kanseri,

meme kanseri
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C75 Klinik dncesi Meme kanseri,
bobrek kanseri
TVB-2640 Asama I | Kolon kanseri
(NCT02223247)
ACC Soraphen Bir | Klinik dncesi Prostat kanseri,
meme kanseri
ND-646 Klinik 6ncesi Kiigiik hiicreli
olmayan  akciger
kanseri
ND-654 Klinik dncesi HCC
CD36 ABT-510 Asama I | Coklu kanserler
(NCT00586092)
FABP | SBFI-102, Klinik &ncesi Prostat kanseri
SBFI-103
CPT1 Etomoksir Klinik dncesi Prostat kanseri,
meme kanseri
Perheksilin Klinik 6ncesi Meme kanseri
Ranolazin Klinik 6ncesi Prostat kanseri
COX2 | Selekoksib Asama IIT | Kolon kanseri
(NCTO01150045)
Asama III | Meme kanseri
(NCT02429427)
Etorikoksib | Asama IT | Meme kanseri
(NCT04565600)
Meloksikam | Asama III | Prostat kanseri
(NCT00152919)
5-LOX | MK&886 Klinik 6ncesi Melanom
Ziléton Asama II | Kiigiik hiicreli
(NCT00070486) | olmayan  akciger
kanseri

FASN ve ACC inhibitorleri gibi FA sentezi blokerleri kanser hiicresi ¢ogalmasini
azaltabilir. FASN hedefli ilaglar arasinda orlistat, cerulenin ve C75 bulunmaktadir
(Pulla & Begum Ahil, 2021). Bagirsak lipid alimin1 azaltan bir antiobezite ilact olan
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orlistatin, klinik 6ncesi modellerde biiyiik inhibitor etkiler sergiledigi gosterilmistir
(Seguin et al., 2012). Benzer sekilde, baska bir FASN inhibitorii olan cerulenin, birden
fazla kanser hiicre hattinda antiproliferatif etkilere sahiptir (Menendez & Lupu,
2017). Ek olarak, ilk sentetik anti-FASN molekiilii olan C75, cerulenin'den daha
kararli bir kimyasal 6zellige sahiptir ve hem bobrek hem de meme kanserinde giiglii
bir inhibitér oldugu gosterilmistir (Horiguchi et al., 2008). ACC inhibisyonu da
antitimor etkilere sahiptir. ACC inhibitorlerinden biri olan sorafen A'nin farkli
kanserlerde FA sentezini zayiflatti§1 ve hiicre ¢ogalmasini engelledigi bulunmustur
(Beckers et al., 2007). Sorafen A, membran lipitlerinin doygunluk derecesini artirarak
meme kanseri hiicrelerinin metastatik potansiyelini azaltabilir (Rysman et al.,
2010b). Ayrica, sentetik anti-ACC molekiilleri arasinda, ND-600 serisi, ACC'nin FA
sentez aktivitesini inhibe etmek tizere tasarlanmistir; bunlardan ND-646 ve ND-654"iin
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini hafiflettigi kanitlanmistir (Lally et al., 2019; E.-Q. Li
et al,, 2019). SCDI1 inhibisyonunun birden fazla kanserde (mesane kanseri ve
melanom dahil) giiclii bir etkinlik gosterdigini bulmustur (Piao et al., 2019; Pisanu et
al., 2018). FADS inhibitoriinlin klinik Oncesi c¢alismalarda kolon kanseri
semptomlarini hafiflettigi de gosterilmistir (Hansen-Petrik et al., 2002). Genel olarak,

FA metabolik enzimlerini hedef alan ilaglar tiimdr ilerlemesini yavaslatabilmektedir.

3.METOT

3.1 FOXO3A Proteininin Klinik Olarak Onemli Varyantlarimin in Silico Analizi

Ensembl biyoinformatik uygulamalar1 ve veri kiimeleri kaynagi FOXO3A geni
tizerinde birden fazla konumda bulunabilen etkili SNP'leri belirlemek igin
kullanilmistir. Ensembl (www.ensembl.org), insan saglii, tarim ve biyolojik
cesitlilikle iligkili 6karyotik tiirlere odaklanarak, yasam agacindaki genomik verileri
entegre eden acik bir platformdur. 2025 yilinda temsil edilen tiirlerin sayisinda 6nemli
bir artis yasanmis; >4800 Okaryotik ve >31.300 prokaryotik genom kullanicilarin
kullanimina sunulmustur (Dyer et al., 2025).. Ensembl’ dan elde edilen SNP'lerin
FOXO3A geni tarafindan kodlanan FOXO3A amino asit zincirinin yapist ve

islevselligi izerindeki etkilerini incelemistir.

3.1.1 FOXO3A SNP’lerinin Taranmasi
Klinik olarak énemli oldugu belirlenen SNP’ lerin patojenitesi Ensembl VEP (Variant

Effect Predictor) kullanilarak arastirilmigtir. Ensembl VEP, genetik varyantlarin

biyolojik etkilerini degerlendirmek ve onceliklendirmek icin gelistirilmis bir aragtir.
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Ensembl VEP, varyantlarin (6rnegin SNP'ler, insersiyonlar, delesyonlar, kopya sayisi
varyantlar1 (CNV'ler) veya yapisal varyantlar) gen transkriptleri, protein dizileri ve
diizenleyici bolgeler iizerindeki olasi etkilerini CADD, SIFT, REVEL, MetalLR ve
Mutation Assessor gibi araglarla zararl etkilerini tahmin etmektedir (McLaren et al.,

2016).

3.1.2 FOXO3AWT ve FOXO3AMT Protein Yapilarimmin Olusturulmasi ve
Karsilastirilmasi

Secilen yiiksek riskli SNP'ler NMR yontemi ile deneysel olarak ortaya konmus 2K86
PDB referans kodlu yapisi tlizerinde SNP’lerin proteinler {izerinde 6énemli bir etkisi
olup olmadigin1 belirlemek i¢in ChimeraX araciligi ile olusturulmustur. UCSF
ChimeraX, UCSF Chimera'nin ardindan gelistirilen yeni nesil etkilesimli bir
gorsellestirme programidir ve RBVI (Resource for Biocomputing, Visualization, and
Informatics) tarafindan sunulmustur. ChimeraX kullanicilarina, yiiksek performans ve
gelismis grafik ozellikleri, stk kullanilan araglarin iyilestirilmis siirlimleri, sanal
gerceklik ve medikal goriintiileme destegi, kullanic1 dostu arayiiz ve bir uygulama
magazasi gibi bir¢ok yenilik sunmaktadir (Goddard et al., 2018; Meng et al., 2023;
Pettersen et al., 2021).

Wild type FOXO3A ve mutasyonlu yapilarin karsilastirilmasi igin TM -align
algoritmasi1 kullanilmig, TM-skorlar1t ve RMSD degerleri ol¢iilmiistiir. TM align

algoritmas1 https://zhanggroup.org/TM-align/ web sunucusunda bulunun TM-Align

aracilifiyla hesaplandi. Sablon modelleme puani veya TM puanu, iki protein yapisi
arasindaki benzerligin bir 6l¢iisiidiir. TM puani, RMSD 6l¢iisiinden daha dogru bir tam
uzunluktaki protein yapilar1 genel benzerligi 6lgiisii olarak tasarlanmistir. TM puani,
iki yap1 arasindaki benzerligi (0,1] arasinda degisebilen sayilarla ifade eder. Burada 1
iki yap1 arasinda miikemmel eslesmeyi gosterir. 0,20'nin altindaki puanlar rastgele
secilmis 1ilgisiz proteinlere karsilik gelirken, 0,5'ten yiiksek puanlar, iki proteinin
yaklasik olarak ayni kivrimi paylastigin1 gosterir (Y. Zhang & Skolnick, 2004). TM-
align, protein dizisinden bagimsiz protein yap1 karsilagtirmalari i¢in gelistirilmis bir
algoritmadir. Esdegerligi bilinmeyen iki protein yapisi arasinda, TM-align sezgisel
dinamik programlama yinelemeleriyle, once yapisal benzerlige dayali olarak
rezidiiden rezidiiye optimize edilmis bir hizalama olusturur. TM-Align, hizalamaya
dayanarak iki protein yapisinin iist iiste bindirilmis halini, RMSD degerini ve TM
skorunu verir (Y. Zhang, 2005).
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3.1.3 CUPSAT ile Mutasyonlarin Protein Stabilitesi Olciimii

Klinik olarak 6nemli oldugu tespit edilen ve patojenitesi arastirilan se¢ilmis SNP’lerin
AAG ve protein stabilitesi iizerine etkisinin tahmini i¢in CUPSAT sunucusu
kullanilmistir.  CUPSAT (Ko6In  Universitesi  Protein  Stabilite Analiz  Aract),
proteinlerdeki nokta mutasyonlar1 (tek amino asit mutasyonlar1) iizerine stabilite
degisikliklerini analiz etmek ve tahmin etmek icin kullanilan bir aragtir. Bu arag,
tahmin modelini olusturmak i¢in iri taneli atom potansiyellerini ve burulma agisi
potansiyellerini  kullanir. Ayrica model, mutasyonlart ve ortalama kuvvet
potansiyellerini, mutasyon bdlgesinin ¢oziicii erisilebilirligi ve ikincil yap1

Ozgiilliiglini kullanarak farkli yapisal bolgelere siniflandirir (Parthiban et al., 2006).

3.1.4 Molekiiler Dinamik Simiilasyon
Wild type ve mutasyonlu FOXO3A protein yapilarinin molekiiler dinamik (MD)

simiilasyonlar, GROMACS araciligiyla 10 nanosaniyelik siire boyunca
gercgeklestirildi. Proteinler, TIP3P su modeli kullanilarak kiibik bigimli bir su kutusuna
yerlestirildi. Simiilasyonda AMBER99SB-ILDN kuvvet alan1 uygulandi. Sistemin net
yiikii, kars1 iyonlar eklenerek nétralize edildi. Tiim simiilasyonlar, 300 Kelvin sicaklik
ve 1 atmosfer basing altinda, NPT (sabit pargacik sayisi, basing ve sicaklik)
kosullarinda yiiriitiildii. Simiilasyon sonucunda proteinlerin RMSD (kok ortalama kare
sapma), RMSF (kok ortalama kare dalgalanma) ve Rg (donme yaricapi)
degerlendirildi (Abraham et al., 2015; Van Der Spoel et al., 2005).

3.2. FOXO3A ve Potansiyel Etkilesim Partnerlerinin Protein Dizilerinin ve 3D

Yapilarinin Alinmasi

FOXO3A ile potansiyel etkilesimleri arastirmak icin yag asidi metabolizmasina
katildig1 bilinen proteinler incelenmistir. Yag asidi metabolizmasinda gorev alan
proteinler KEGG PATHWAY veri tabam1 (KEGG PATHWAY Database;
https://www.kegg.jp/kegg/pathway.html) araciligiyla belirlenmistir. KEGG, biyolojik

sistemlerin temsili ve analizi i¢in bir veritabani kaynagidir. Yol haritalari, hiicrenin ve
organizmanin molekiiler etkilesim ve reaksiyon aglar1 agisindan sistemik islevlerini
temsil eden KEGG'deki birincil veri kiimesidir. KEGG Ortoloji (KO) sistemi, genleri
ve proteinleri yol haritalarina ve diger molekiiler aglara baglamak i¢in bir
mekanizmadir (Kanehisa & Goto, 2000; Kanehisa, 2019; Kanehisa et al., 2025).
FOXO3A ve yag asidi metabolizmasina katilan proteinler icin FASTA formath
aminoasit dizileri spesifik erisim numaralar1 kullanilarak Evrensel Protein Kaynagi
(The Universal Protein Resource) (UniProt; https://uniprot.org) veri tabanindan elde
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edilmis, her protein i¢in varsayilan (kanonik) amino asit dizisi secilmistir (Ek Tablo
1.). UniProt veritabani, protein dizisi ve islevsel bilgi i¢in 6nde gelen bir kiiresel veri
kaynag1 olarak hizmet vermektedir. Veri kaynaginin molekiiler biyolojinin temelini
olusturmada uzun siiredir devam eden kritik rolii, UniProt'un Aralik 2022'de Kiiresel
Temel Biyoveri Kaynagi statiisiine (https://globalbiodata.org) layik goriilen ilk
veritabanlarindan biri olmasiyla fark edilmistir (Bateman et al, 2025).
FOXO3A ve yag asidi metabolizmasina katilan potasiyel etkilesim adaylarmin 3D
protein yapilari, AlphaFold Protein Yap1 Veri Tabanindan (Protein Structure Database;
https://alphafold.ebi.ac.uk/ ) alinmistir (Jumper et al., 2021; Varadi et al., 2024)

3.3. Potansiyel Etkilesim Partnerlerinin Belirlenmesi

Aralarindaki etkilesimi belirlemek amaciyla segilen 42 yag asidi metabolizmasinda
gorevli proteinin ve FOXO3A’ nin Uniprot’ dan elde edilen FASTA formath dizileri,
FOXO3A ile kompleksler olusturacak bicimde varsayilan parametreler kullanilarak
yap1 tahmini i¢in ColabFold'a girdi olarak verildi. Her potansiyel etkilesim icin bes
model olusturuldu ve 6ngoriilen arayiiz sablonu modelleme (ipTM) puanlarina gore
siralandi. ColabFold proteinlerin 3D yapisini dizi bilgilerini kullanarak tahmin eden
derin 6grenme temelli, komut satir1 arayiizii sunan agik kaynakli bir yazilimdir.
DeepMind tarafindan gelistirilen AlphaFold2’ nin (AF2) giincel ve optimize edilmis
modelini temel almaktadir. Hem tekil proteinler hem de protein kompleksleri tizerinde
calisabilir. Seffaflik ve tekrarlanabilirlik agisindan agik kaynakli bir yazilim olmast,
web tabanlt Google Colaboratory Notebook tizerinden kullanilabilmesinin getirdigi
kullanim kolaylig1 ve licretsiz olmasi ColabFold’ un tercih edilme sebeplerindendir.
Siralama esleme i¢in MMseq2 tabanli, homoloji arama sunucu kullanmaktadir. Bu da
MSA’ nin (¢oklu dizi hizalamas1) ¢ok daha hizli yapilabilmesini saglamaktadir. Ek
olarak homoloji taramasi ColabFoldDB gibi protein veri tabanlari ile ¢evrimigci
yapilmaktadir. Bu da kullanicilarin bliyiik protein veri tabanlarini bulundurmalarini
gerektirmez. Alphafold ‘a yakin dogruluk oraninda ve hizli sonuglar iiretilmesini
saglar. ColabFold c¢aligma prensibi Sekil 14 de verilmistir. Bu analizde kullanilan
hesaplama donanimi, veri merkezleri ve yapay zeka uygulamalari i¢in tasarlanmis
yuksek performansli bir GPU olan NVIDIA A100-SXM4-40GB grafik islemcisidir.
Bu grafik islemcisi 6zellikle biiyiik proteinler i¢in ¢ok uygundur. Gliven 6lciitii olarak
Tahmin edilen Yerel Mesafe Farki Testi (Predicted Local Distance Difference Test-
pLDDT), Tahmini Hizalanma Hatas1 (Predicted Aligned Error - PAE) ve Zincirler arasi
tahmini TM skoru (inter-chain predicted TM-score-ipTM) skorlar1 kullanilmistir.
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pLDDT, tahmin edilen rezidii ile etkilesime giren komsu rezidii arasindaki mesafeyi
referans yapi ile uyumlu olarak tahmin eder. Rezidii basina etkilesim gilivenirligi 0 ile
100 arasinda bir 6l¢ekte temsil edilir ve 100 yiiksek dogrulugu gosterir. Tahmin edilen
hizalanma hatas1 (PAE) puani, referansa gore tahmin edilen etkilesimli rezidii
arasindaki mesafe hatasini verir. PAE hata grafigi, referansla tahmin edilen etkilesim
dogrulugunun 2D etkilesim goriinimiinii gosterir. Zincirler arasi tahmini TM skoru
(ipTM) puan1 protein-protein kompleksini olugturan alt birimlerin dngoriilen goreli
konumlarimin dogrulugunu 6lger. FOXO3A ve yag asidi metabolizmasinda gorev alan
potansiyel etkilesim adaylarinin UniProt ve Alphafold veri tabani spesifik erisim

numaralart Tablo 6’ da verilmistir.

a b ci
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UniRef30 + environmental

UniRef100 &
environmental
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d Cii
Sequence Sequence coverage Complexes prediction
1.200+ coverage — i‘_’:‘P'fr_":i___ UniRefd0 paired
1'wo- | aﬁi:;_
800" 1 ot .
600 1 | Ry .Unpa.ired §
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Sekil 14. ColabFold ¢alisma prensibi (Mirdita et al., 2022).
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3.4. FOXO3A ve Potansiyel Etkilesim Partnerlerinin 3D Protein Yapilarinin

Dogrulanmasi ve Kalite Analizi

IPTM skoru 0.5’ in {izerinde olan her bir kompleksteki potansiyel etkilesim adaymin
3D protein modeli i¢in dogrulama ve kalite analizleri yapilmigtir. ColabFold
tarafindan tretilen modellerin her biri PDB’ den alinan ilgili referans yapilarla
karsilastirildi. ACSL-1 proteini i¢in deneysel bir yap1 bulunmadigindan karsilastirma
yapilamamistir. RMSD 6l¢iimleri ve TM skorlar1 https://zhanggroup.org/TM-align/

web sunucusunda bulunun TM-Align araciligiyla hesaplandi.

Ek olarak kalite giivenirlik tespit araclariyla analizler yapilmistir. ERRAT, kristalografi
ile belirlenen protein yapilarin1 dogrulamak i¢in kullanilan bir biyoinformatik aracidir.
Hata degerleri, kayan bir 9 rezidiiliik pencerenin konumuna gore grafik iizerinde
gosterilir. Hata fonksiyonu, yapidaki bagsiz atom-atom etkilesimlerinin istatistiklerine
dayanir ve giivenilir, yliksek c¢Oziiniirliikli yapilardan olusan bir veritabani ile

karsilastirilarak hesaplanir (Colovos & Yeates, 1993).

PROCHECK, bir protein yapisinin stereokimyasal kalitesini kontrol ederek, genel ve
rezidii-rezidii geometrisini analiz eden bir dizi PostScript ¢izimi lretir. Ayrica,
proteinlerin yap1 kalitesinin tahminini kontrol etmek i¢in PROCHECK Ramachandran
grafikleri kullanmilmistir (Laskowski et al., 1993, 2012).

3.5.Baglanma Arayiizii Analizi

Iki proteinin potansiyel etkilesim yiizeylerini ve aralarindaki potansiyel hidrojen
baglarim1 analiz etmek amaciyla, oncelikle her iki proteine ait tic boyutlu yapilar
ColabFold v1.5.2 (Mirdita et al., 2022) kullanilarak tahmin edildi. Modelleme islemi
sirasinda AlphaFold2-Multimer algoritmasi tercih edilerek, proteinler aras1 kompleks
formu elde edildi. Elde edilen model .pdb formatinda indirildikten sonra UCSF
ChimeraX (v1.6) yazilimina yiiklendi. Hidrojen baglari tespiti i¢in Tools — Structure
Analysis — Hydrogen Bonds modiilii kullanildi. Analiz sirasinda intermodel (model
1 ve model 2 arasindaki) ve intramodel (her bir modelin igindeki) baglar ayr1 ayri
degerlendirildi. Parametreler olarak bag tanimu igin distance tolerance: 0.4 A ve angle
tolerance: 20° degerleri secildi; bu da varsayilan geometri disinda diisiik enerjili,
fizyolojik olarak anlamli baglarin da tespit edilmesine olanak sagladi. Sonugclar,
etkilesim araylizii karakterizasyonu ve potansiyel baglanma bdlgelerinin
degerlendirilmesinde kullanildi (Goddard et al., 2018; Meng et al., 2023; Pettersen et
al., 2021).
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3.6. HDOCK ve HawkDock ile FOXO3A ve Potansiyel Etkilesim Partnerinin
Molekiiler Yerlestirmesi

Potansiyel etkilesim partneri oldugu diisiiniilen proteinlerle FOXO3 proteininin
arasindaki iliskiyi geleneksel docking araglarindan biri ile dogrulamak amaciyla

HDOCK ve HawkDock ile protein ¢iftleri arasinda molekiiler yerlestirme yapilmustir.

HDOCK sunucusu ( http://hdock.phys.hust.edu.cn/) protein-protein yerlestirme igin

homoloji arama, sablon tabanli modelleme, yap1 tahmini, makromolekiiler yerlestirme,
biyolojik bilgi birlestirme ve is yonetiminin entegre bir paketini sunar. Reseptor ve
ligand molekiilleri (amino asit dizileri veya Protein Veri Bankasi yapilar1) igin
kullanic1 tarafindan verilecek giris bilgileriyle, sunucu, sablon tabanli ve sablonsuz
molekiiler yerlestirmenin hibrit bir algoritmasi araciligiyla otomatik olarak
etkilesimlerini tahmin eder. HDOCK sunucusu, benzer molekiiler yerlestirme
sunucularindan, amino asit dizilerini giris olarak destekleyebilme yetenegi ve protein—
protein baglanma bolgesi hakkinda deneysel bilgilerin ve kiigiik acili X-151n1 sa¢ilim
verilerinin yerlestirme ve sonrasindaki siireclerde entegre edilebildigi hibrit bir

yerlestirme stratejisi ile ayrilir (Sekil 15) (Yan et al., 2020).

Template-based modeling Molecular docking - Binding models

Users provide Search the PDB for ' FFT-based docking with Final docking results:
structures or homologous templates our intrinsic scoring top 100 models for
sequences for the and build the 3D functions for protein— download and top 10
receptor and ligand structures through protein and protein— models for
molecules. homology modeling. 4 \RNNDNA interactions. visualization.

|

A . ) A |

| No structure T ;

! for receptor | |

i and/or ligand i ! m )

: ; Return users the final
Job and user Exit the pipeline Binding site and SAXS | | docking results/report
information. without docking. data information. or error messages.

Homology model 3D structure Homology model
based on a complex input by users based on a monomer

Sekil 15. HDOCK sunucusunun prosediirii.

a) HDOCK sunucusu tarafindan kullanilan is akisi, dort agsamayi igerir: is girisi,
sablon tabanli modelleme ve yap1 tahmini, molekiiler yerlestirme ve nihai
sonuclarin teslimi. Yesil kutulardaki adimlar istege baglidir. b) HDOCK
sunucusu tarafindan yerlestirme i¢in kullanilan 3D yapilarin 6ncelik sirasi,
burada proteinin 'hibrit' ve 'sablonsuz' yerlestirme modlarindaki siralar sirasiyla

kirmizi dolu ve turuncu kesikli oklarla gosterilir (Yan et al., 2020).
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HawkDock, protein—protein etkilesimlerinin {i¢ boyutlu yapisin1 tahmin etmek ve
analiz etmek amaciyla gelistirilmis, bir web sunucusudur. HawkDock, ATTRACT rijit-
govde docking algoritmasi ile ¢ok sayida baglanma pozisyonu iiretmekte, ardindan
HawkRank isimli, MM/GBSA’ya benzer enerji terimleri igeren hizli bir fiziksel
skorlama fonksiyonu ile en olas1 baglanma pozlarin1 segmektedir. En iyi modeller
tizerinde ise MM/GBSA yoOntemi uygulanarak baglanma serbest enerjisi
hesaplanmakta ve per-rezidii enerji ayristirmasi ile baglanma arayliziindeki kritik

kalintilar belirlenmektedir (Weng et al., 2019).

3.7. Bolge — Spesifik Mutagenez

FOXO3A ve potansiyel etkilesim partnerlerinin olusturdugu modeller, FOXO3A
mutasyonlariin protein-protein etkilesimi {izerindeki etkisini degerlendirmek ig¢in
kullanild1. Vahsi tip protein kompleksinin baglanma serbest enerjisi ve mutasyon
lizerine baglanma serbest enerjisindeki degisim, BeAtMuSiC, tahmin araci
kullanilarak o6l¢iildii. BeAtMuSiC (http://babylone.ulb.ac.be/beatmusic), nokta
mutasyonlart tarafindan indiiklenen baglanma serbest enerjisindeki degisikliklerin
kaba taneli bir Ongoriiciisiidiir. Bilinen protein yapilarindan tiiretilen bir dizi
istatistiksel potansiyele dayanir ve mutasyonun arayiizdeki etkilesimlerin giicii ve
kompleksin genel kararlilig1 izerindeki etkisini birlestirir. BeAtMuSiC sunucusu, girdi
olarak protein-protein kompleksinin yapisini gerektirir ve bir protein zincirindeki veya
arayiizdeki tiim olast mutasyonlari, mevcut en iyi metodolojilerle uyumlu tahmin
performanslariyla hizli bir sekilde degerlendirme olanagi saglar (Dehouck et al.,

2013).

3.8.Evrimsel Korunma Analizi

ColabFold ile tahmin edilen FOXO3A ve potansiyel etkilesim partnerlerinin
olusturdugu komplekslerin, etkilesimli bolgelerinin islevselligi acisindan daha fazla
degerlendirilebilmesi i¢in s6z konusu proteinlerin evrimsel olarak korunan bolgeleri
ConSurf sunucusu ile degerlendirilmistir. ConSurf web sunucusu, proteinlerin ve
niikleik asitlerin evrimsel olarak korunmus bdlgelerini tahmin eder. Bir sorgu dizisi
veya pdb/mmCIF formatl bir sorgu yapisi verildiginde ConSurf otomatik olarak ¢oklu
dizi hizalamas1 (MSA) olusturur. Olasiliksal evrimsel modeller kullanarak bir agac
olusturur ve homologlar arasindaki filogenetik iligkileri géz oniinde bulundurarak
bolge basina evrimsel oran tahmin eder. Giivenilirlik 6l¢iisli olarak tahmini oranlar

etrafinda gliven araliklar1 atar. ConSurf daha sonra oranlari evrimsel derecelere
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kiimeler ve bu dereceleri sorgu dizisine veya yapisina esler. ConSurf her bir
aminoasite bir korunmusluk skoru atar ve bu skorlar1 renklerle ifade eder. Koyu mor
tonlar, 8 veya 9 skorunu alir ve yiiksek diizeyde korunmuslugu ifade eder. Orta renkler
yani agik pembe ve beyaz tonlar1 4 ila 6 arasi skorlar1 alir ve bu renkle ifade edilen
bolgelerin orta diizeyde korunmus oldugunu ifade eder. Yesil ve agik mavi arasindaki
tonlar 1 ila 3 aras1 skorlara sahiptir ve degisken, korunmamais bolgeleri ifade eder. Son
olarak, s6z konusu bir pozisyonla ilgili yeterli veri olmadig1 durumlarda ConSurf o
bolgeyi sar1 renkle isaretler ve giivenilir bir evrimsel korunmusluk skoru
hesaplanamadig1 anlamina gelir. Eslenen dereceler siklikla sorgu yiizeyindeki evrimsel
olarak korunan alanlar1 gosterir ve bu alanlar genellikle makromolekiin biyolojik
olarak islevsel bolgeleri olma egilimindedir (Ashkenazy et al., 2010, 2016; Celniker
etal., 2013; Yariv et al., 2023).

3.9. Molekiiler Dinamik Simiilasyon

ColabFold araciligiyla olusturulan ve HDOCK araciligiyla etkilesimi dogrulanan
modelin GROMACS araciligiyla molekiiler dinamik simiilasyonu gergeklestirildi.
AMBER99SB-ILDN kuvvet alani araciliiyla protein komplekslerinin baglanma
kararlilig1 degerlendirildi (Lindorff-Larsen et al., 2010). MD simiilasyonu, {i¢ asgamada
gerceklestirildi. Birincisi, sistem ndtralizasyonu, ikincisi sistem enerjisinin en aza
indirilmesi ve son olarak sistemin dengelenmesi. Sistem, 1,2 nanometrelik bir kiibik
kutuda TIP3 su modeli kullanilarak ¢oziildii. Enerji minimizasyonu i¢in sistemi
notralize etmek iizere sodyum iyonu (NA ") eklendi. Sistem dengelenmesi igin
Parcaciklar Ag Ewald (PME) elektrostatik yaklagimi kullanildi 10 nanosaniyelik (ns)
MD simiilasyonlari, sistemler 300 Kelvin (K) sabit sicaklikta dengeye getirildikten
sonra gerceklestirildi. Kok ortalama kare sapma (RMSD), donme yarigap1 (R ¢), H-
bag1 ve gibi temel metrikler olgiildii. (Abraham et al., 2015; Van Der Spoel et al.,
2005).

3.10. i¢sel Bozukluk Analizi

3.10.1. Amino asit Basina Rezidii Bozuklugu Tahmini

FOXO3A ve potansiyel etkilesim partnerlerinin amino asit bagina kalinti bozuklugu
tahmini PONDR VLS2 (Obradovic et al., 2005; Peng et al., 2006), PONDR VL3
(PENG et al., 2005), PONDR VLXT (Romero et al., 2001), PONDR® FIT (Xue et al.,
2010) ve ayrica [UPred-Long ve [UPred-Short’ de (Mészaros et al., 2018) dahil olmak

lizere yaygin olarak kullanilan bir dizi rezidii basina bozukluk 6ngoriiciisti kullanilarak
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amino asit bazinda 6l¢iildii. Her 6ngoriiciiniin sonuglarini toplu olarak gosterebilmek
i¢in Hizli Igsel Bozukluk Analizi Cevrimici (RIDAO) (Dayhoff & Uversky, 2022) ad1
verilen bir web uygulamasi kullanildi. Bu analizlerde 0 en diizenli 6l¢iim, 1 ise en
diizensiz ol¢iimdiir. Proteinlerin genel yiizde bozuklugunu olusturmak i¢cin PONDR
sunucusu kullanildi. Burada, proteinleri yiiksek derecede diizenli (PPDR<%10), orta
derecede diizensiz (%10 < PPDR<%30) ve yiiksek derecede diizensiz (PPDR>%30)
olarak siniflandirilir (Djulbegovic et al., 2023).

3.10.2. Bozukluga Dayali islevselligin Degerlendirilmesi

Proteinlerin bozukluga bagh islevselligi, Bozuk Protein Tahmini Veri Tabani (D2P2)
platformu (http://d2p2.pro/) ile degerlendirilmistir (Oates et al., 2012). D2P2
platformu [UPred (Dosztanyi et al., 2005), PONDR VLXT (Romero et al., 2001),
PONDR VSL2B (Obradovic et al., 2005; Peng et al., 2006), PrDOS (Ishida &
Kinoshita, 2007), PV2 (Oates et al., 2012) ve ESpritz (Walsh et al., 2012) araglarini
entegre eder ve bu da bozukluk tahmininin birlestirilmis bir gorsellestirilmesine olanak
tanir. D2P2 sunucusu ayni zamanda Proteinlerin Yapisal Siniflandirmasini (SCOP)
(Andreeva, 2004; Murzin, 1995) ve ilgilenilen diziler icin SUPER FAMILY (de Lima
Morais et al., 2011) Ongdriiciisiinii de biinyesinde barindirir. D2P2 ayni zamanda
ANCHOR algoritmast (Mészaros et al., 2009) ile bozukluga dayali baglanma
bolgelerini de tahmin etmektedir. ANCHOR tarafindan tanimlanan bu bdlgeler,
baglanmamis formda diizensiz olan ve belirli ortaklarla etkilesime girdiginde diizenli
yapilara katlanmasi beklenen diizensizlik bazli baglanma bolgelerini temsil eder. Son
olarak, D2P2 platformu ayrica PhosphoSitePlus'in ¢ikislarim1 kullanarak olasi

translasyon sonras1 (PTM’ler) degisiklikleri de tahmin eder.
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4.SONUCLAR

4.1 FOXO3A’ nin Dizisi ve SNP’lerinin Alinmasi

Ensembl biyoinformatik uygulamalar1 ve veri kiimeleri kaynagi, FOXO3A geni
lizerinde birden fazla konumda bulunabilen etkili SNP'leri belirlemek igin
kullanilmistir. SNP'lerin FOXO3A geni tarafindan kodlanan FOXO3A amino asit
zincirinin yapist ve islevselligi iizerindeki etkilerini incelemistir. Tespit edilen

varyantlarin tiirlerine gére dagilimi Sekil 16’ te verilmistir.
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Sekil 16. FOXO3A geninde tespit edilen varyantlarin siniflarina gére dagilimi.

4.2 FOXO3A SNP’lerinin Taranmasi

Ensembl VEP (Variant Effect Predictor), varyantlarin (6rnegin SNP'ler, insersiyonlar,
delesyonlar, kopya sayist varyantlart (CNV'ler) veya yapisal varyantlar) gen
transkriptleri, protein dizileri ve diizenleyici bolgeler tizerindeki olasi etkilerini tahmin
etmektedir. CADD, SIFT, REVEL, MetaLR ve Mutation Assessor gibi aracla sz
konusu SNP’lerin zararli etkilerini tahmin etmektedir. Zararli etki skorlarini

belirlemek ve en patojenik SNP’leri tanimlamak amaciyla Ensembl’ dan elde edilen
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1326 SNP’ den rs1179696676, rs1362988141 ve rs770039850 olmak iizere 3 adet

missense varyant se¢ilmistir. Skorlar1 Tablo 6°da verilmektedir.

Tablo 6. FOXO3A proteini lizerindeki yiiksek riskli SNP’lerin yapisal konumlari ve
patojenite skorlart.

Varyant SI Mutation
Rezidii | Mutasyon Tip CADD | REVEL | MetaLR
ID FT Assessor
missense
208 N,Y rs1179696676 0 31 0.929 0.952 0.987
varyant
missense
211 R,W rs1362988141 0 33 0.946 0.974 0.988
varyant
missense
249 R.L rs770039850 0 31 0.938 0.932 0.935
varyant

4.3 FOXO3AWT ve FOXO3AMT Protein Yapilarmmimn Olusturulmas: ve
Karsilastirilmasi

Secilen yiiksek riskli SNP'ler 208, 211 ve 249. aminoasitlerdedir. Bu aminoasitler daha

once NMR yontemi ile deneysel olarak ortaya konmus 151-251 aminoasitler arasinda

olan 2K86 PDB referans kodlu yapida bulunmaktadir. SNP’ lerin proteinler {izerinde

onemli bir etkisi olup olmadigin1 belirlemek i¢in, 2K86 iizerinde ChimeraX araciligi

ile mutasyonlar olusturulmustur (Sekil 17). FOXO3A proteininin mutant modellerle

yapisal karsilastirmasin1 yapmak i¢in TM-align sunucusu kullanilmistir. N208Y,
R211W, R249L mutasyonlarinin TM-skorlar1 sirastyla 1, 1, 1 ve RMSD skorlari

strasiyla 0, 0, 0’ dir. Yapisal degisiklik gézlenmemistir.
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Sekil 17. 2K86 yapist lizerinde yer alan yiiksek riskli SNP'lerin konumlart.

Gorselde, insan FOXO3A proteininin 151-251 aras1 aminoasitlerini iceren NMR ile
belirlenmis yapis1 (PDB: 2K86) gosterilmektedir. a) TRP211, b) TYR208 ve ¢)
LEU249 kalintilari, ChimeraX kullanilarak olusturulan mutasyon modellerinde

renkli olarak vurgulanmustir.

4.4 CUPSAT ile Mutasyonlarin Protein Stabilitesi Ol¢iimii
Ug SNP, AAG ve protein stabilitesi tahmini i¢in CUPSAT sunucusuna gdnderildi. 208.

Pozisyondaki ASN’ nin TYR’ ye mutasyonu sonucunda 0,2 AAG degeri ile proteinin
stabilize olabilecegi tahmin edilmektedir. 211. Pozisyondaki ARG’nin TRP’ ye
mutasyonu -0,38 AAG, R249L mutasyonu -1,46 AAG skoru ile protein

stabilizasyonunu azaltmistir.
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4.5 FOXO3AWT ve FOXO3AMT Protein Yapilarinin Molekiiler Dinamik
Simiilasyonu

WT (FOXO3A)
—— N208Y
— R211W

—— R249L
0.8F

o
o
—

RMSD (nm)
—_—
==

o
>
-

0.2

0.0

0 2 4 6 8 10
Zaman (ns)
Sekil 18. FOXO3A wild-type (WT) ve mutant proteinlerinin 10 ns’lik molekiiler

dinamik simiilasyonu boyunca kok ortalama karesel sapma (RMSD) degerlerinin

karsilastirilmast.

RMSD analizi, FOXO3A proteininin wild-type (WT) formu ile ii¢ farkli patojenik
mutant (N208Y, R211W, R249L) arasindaki yapisal kararlilig1 karsilastirmak amaciyla
gerceklestirilmistir. WT proteini simiilasyon boyunca 0.4—0.6 nm arasinda stabil bir
RMSD profili sergilemis konformasyonunu korumustur. N208Y yaklasik 0.6—0.75 nm
araliginda RMSD puanlarina sahip olup, yapisal esnekligi vahsi tipe gore daha fazladir.
R211W mutasyonu daha yiliksek ve diizensiz RMSD degerleri (~0.65-0.8 nm)
sergilemistir. Bu da mutasyonun proteinin stabilitesini daha fazla etkiledigine isaret
etmektedir. En belirgin fark ise R249L mutasyonunda gbézlemlenmistir. Bu mutant
yaklasik 0.75-0.9 nm araliginda en yliksek RMSD degerlerine sahiptir. Bu da yapiy1
ciddi derecede bozdugunu gostermektedir. Bu sonugclar, 6zellikle R249L varyantinin
FOXO3A proteininin dinamiklerini belirgin bi¢imde degistirdigini ve fonksiyonel
etkiler yaratabilecegini gostermektedir. RMSD degerinin yliksek olmasi, proteinin
dogal konformasyonundan uzaklastigin1 ve yapisal bozulmalarin meydana geldigini
gosterir. R249L mutasyonu en yiiksek RMSD degerlerini (~0.75-0.9 nm) sergileyerek
FOXO3A'nin yapisal biitiinliiglinii en fazla bozan varyanttir. Bu durum, R249L'nin

proteinin  islevsel bdlgelerinde konformasyonel degisikliklere yol acarak
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transkripsiyonel aktivitesini veya protein-protein etkilesimlerini bozabilecegini ve
dolayisiyla yiiksek patojenite potansiyeli tasidigini gostermektedir. R211'W mutasyonu
da yiiksek ve diizensiz RMSD profiline sahiptir. Bu mutasyonun, proteinin genel
stabilitesini azaltarak hiicresel fonksiyonlar1 etkileyebilecegi ve hastalikla iligkili
olabilecegi dugiiniilmektedir. N208Y mutasyonu ise vahsi tipe kiyasla daha az bir
RMSD artis1 gostermistir. Bu da yapiyr orta diizeyde etkiledigini, ancak yine de
potansiyel olarak patojenik olabilecegini diisiindiirmektedir. Sonu¢ olarak, RMSD
analizine gore Ozellikle R249L ve R211W mutasyonlari, FOXO3A proteininin yapisal
kararliligimi1 bozarak fonksiyon kaybina neden olabilecekleri i¢in yiiksek patojenite
riski tagimaktadir. Bu bulgular, in silico patojenite skorlama araclarindan elde edilen
verilerle de uyumlu bir sekilde bu varyantlarin hastalikla iligkili olabilecegini

desteklemektedir (Sekil 18).

FOXO3A (WT)
—— N208Y
— R211wW
R249L

l4r

1.2+

RMSF (nm)

0.4r

0.2

Y \M //\\A/\\Jy[

160 180 200 220 240
Amino Asit Pozisyonu

Sekil 19. FOXO3A wild-type (WT) ve mutant (N208Y, R211W, R249L)
proteinlerinin RMSF (Root Mean Square Fluctuation) degerlerinin amino asit

pozisyonlarina gore karsilagtirilmasi.

Sekil 19’ da, FOXO3A proteininin wild-type (WT) ve ii¢ patojenik mutant formunun
(N208Y, R211W, R249L) molekiiler dinamik simiilasyonlar1 sonucunda elde edilen
RMSF (Root Mean Square Fluctuation) degerleri karsilastirilmaktadir. RMSF, her bir
amino asidin zaman i¢indeki ortalama pozisyonel sapmasini gostererek lokal esnekligi
anlatan bir degerdir. WT yapis1 genel olarak 0.2-0.6 nm araliginda diisiik RMSF
degerleriyle daha stabil bir profil sergilerken, 6zellikle R249L mutantinda N-terminal
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ve C-terminal bolgelerde belirgin artiglar (~1.0-1.4 nm) goézlemlenmektedir. Bu,
proteinin ug¢ bolgelerinde yiiksek esneklik ve potansiyel konformasyonel bozulmalar
oldugunu gosterir. Aynmi sekilde, R211W ve N208Y mutantlar1 da belirli bolgelerde
(6zellikle 200—220 aminoasit ve 240 aminoasit sonrasi) WT'ye kiyasla daha yiiksek
RMSF degerleri gostermektedir. Ozellikle 208 ve 211. pozisyonlarin cevresinde
RMSF artis1, bu mutasyonlarin yapisal stabiliteyi bozduguna isaret etmektedir. R249L
mutasyonunda ise etkilenme sadece lokal degil, proteinin genel dinamik profiline
yayilmistir. Grafikte goriildiigii tizere, R249L mutasyonu, FOXO3A'nin C-terminal
bolgesi, niikleer lokalizasyon sinyalleri ve transkripsiyonel diizenleyici motifleri
icerebildiginden, bu bolgede gozlenen hareketlilik artis1 proteinin hiicresel
lokalizasyonunu ve hedef genlere baglanma kabiliyetini dogrudan etkileyebilir. Bu da
R249L mutasyonunun yiiksek patojenite potansiyeli tasidigin1 gosterir. R211W ve
N208Y mutasyonlart da bazi bolgelerde (6zellikle 200220 arasi) RMSF degerlerini
artirmigti. Bu pozisyonlar, FOXO3A’nin Forkhead domainin merkezine yakin
konumda bulunur. Bu bélgede olusan esneklik artisi, DNA baglanma kapasitesinde
azalma, hedef gen ekspresyonunun bozulmasi ve dolayisiyla hiicresel yanitlarin
sekteye ugramasi gibi patojenik sonuglara yol acabilir. Sonug olarak, RMSF analizi;
ozellikle R249L mutasyonunun genis yapisal bozulmaya ve fonksiyonel bolgelerde
esneklik artisina yol actigini, R211W ve N208Y mutasyonlarinin ise lokal stabiliteyi
bozarak fonksiyonel risk olusturdugunu gostermektedir. Bu veriler, yapisal
dinamizmin artmasiin fonksiyon kayba ile iligkili olabilecegini ve bu mutasyonlarin

potansiyel olarak hastalikla iligkili olabilecegini gostermektedir.
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Sekil 20. FOXO3A wild-type (WT) ve mutant (N208Y, R211W, R249L)
proteinlerinin 10 ns boyunca hesaplanan gyration yarigap1 (Rg) degerlerinin

karsilastirilmasi.

Grafikte FOXO3A proteininin wild-type (WT) formu ile ii¢ farkli mutant1 (N208Y,
R211W, R249L) i¢in 10 ns boyunca hesaplanan gyration yarigapt (Rg) degerleri
karsilastirilmaktadir. Rg, proteinin kompakthik diizeyini gosteren bir parametredir;
daha yiiksek Rg degerleri, yapinin daha gevsek, daha diisiik Rg degerleri ise daha
kompakt oldugunu ifade eder. FOXO3A WT yapisi boyunca Rg degeri yaklasik 1.55—
1.65 nm araliginda sabit seyrederek proteinin stabil ve kompakt bir konformasyon
korudugunu gostermektedir. N208Y mutasyonu, WT ye benzer sekilde gorece diisiik
ve sabit Rg degerleri (~1.5-1.6 nm) gostermektedir, bu da yapisal kompaktligin fazla
bozulmadigini ve bu mutasyonun proteinin katlanma durumunu ciddi sekilde
etkilemedigini diisiindiirti R211W mutanti, zaman zaman 1.75 nm {izerine ¢ikan Rg
dalgalanmalariyla WT’ye kiyasla daha az kompakt bir yap1 sergilemektedir. R249L
mutasyonu, simiilasyonun ilk yarisinda oldukca yiiksek Rg degerleri (~1.8 nm’ye
kadar) gostererek proteinin 6nemli 6l¢giide agildigini ve gevsedigini ortaya koymustur.

Zamanla bir miktar kompaktlagsa da Rg degeri WT ye gore genellikle daha yiiksektir.

R249L mutantinda goriilen gevseme, FOXO3A’nin niikleer lokalizasyonu, DNA’ya
baglanma yetisi ve diger proteinlerle olan etkilesimleri gibi fonksiyonlarini bozabilir.

Dolayistyla, R249L mutasyonu Rg analizi agisindan yiiksek patojenite potansiyeline
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sahiptir. Benzer sekilde, R211W mutasyonu da RMSF degerlerinde dalgalanmalar
gostermistir ve bu da yapisal biitiinliikkte dalgalanmalara ve potansiyel fonksiyonel
bozukluklara isaret eder. Ozellikle bu mutasyonun Forkhead DNA-baglayic1 bdlgesine
yakin olmasi, yapisal gevsemenin fonksiyonel etkisini daha 6nemli hale getirmektedir.
Buna karsilik, N208Y mutasyonu WT ile benzer Rg profili sergileyerek yapisal
kompaktlik agisindan daha az etkili bir degisim oldugunu gostermistir (Sekil 19).

4.6. FOXO3A ve Yag Asidi Metabolizmasina Katilan Proteinlerin Dizi ve Ug

Boyutlu Yapilarinin Alinmasi

Yag asidi metabolizmasinda gorevli ¢esitli proteinler ve bir timdr supressor olan
FOXO3A’ nin etkilesimini arastirmak i¢in ¢alismamiz, yag asidi metabolizmasinda
gorevli oldugu bilinen ¢esitli adaylar arasinda FOXO3A ile etkilesime giren proteinleri
tanimlamay1 amaclamaktadir. Bu proteinlere ait Uniprot ve AlphaFold veri tabam

spesifik erisim numaralar1 Tablo 7’ de verilmistir.

Tablo 7. FOXO3A ve KEGG Pathway veri tabanindan segilen proteinlere ait
UNIPROT ve AlphaFold veri tabani erisim numaralar1 ve adlar1.

Uniprot AlphaFold
Sira Protein
Erisim Erisim Protein Adi
No. Ad1
Numarasi1 | Numarasi
AF-P54619- 5'-AMP-activated protein kinase
1 P54619 AAKGI
F1-v4 subunit gamma-1
AF-Q13085-
2 Q13085 ACACA Acetyl-CoA carboxylase 1
Fl1-v4
AF-000763-
3 000763 ACACB Acetyl-CoA carboxylase 2
Fl1-v4
AF-P28330- Long-chain specific acyl-CoA
4 P28330 ACADL
F1-v4 dehydrogenase, mitochondrial
AF-P11310- Medium-chain specific acyl-CoA
5 P11310 ACADM
Fl1-v4 dehydrogenase, mitochondrial
AF-P16219- Short-chain specific acyl-CoA
6 P16219 ACADS
F1-v4 dehydrogenase, mitochondrial
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Short/branched chain specific

AF-P16219-
7 P45954 Elovd ACADSB acyl-CoA dehydrogenase,
-v
mitochondrial
Very long-chain specific acyl-
AF-P49748- one P Y
8 P49748 Elovd ACADVL CoA dehydrogenase,
-V
mitochondrial[...]
AF-P24752- Acetyl-CoA acetyltransferase,
9 P24752 ACATI1
Fl-v4 mitochondrial
AF-P53396- )
10 P53396 ACLY ATP-citrate synthase
Fl1-v4
AF-Q86TX2- .
11 Q86TX2 Flvd ACOTI Acyl-coenzyme A thioesterase 1
-v
AF-P49753- Acyl-coenzyme A thioesterase 2,
12 P49753 ACOT2
F1-v4 mitochondrial
AF-Q8NIL9- Peroxisomal succinyl-coenzyme
13 Q8NOL9 ACOT4
Fl1-v4 A thioesterase
AF-Q15067- Peroxisomal acyl-coenzyme A
14 Q15067 ACOX1
F1-v4 oxidase 1
AF-Q9NR19- Acetyl-coenzyme A synthetase,
15 | Q9NRI19 ACSA
Fl1-v4 cytoplasmic
AF-Q4G176- Malonate--CoA ligase ACSF3,
16 Q4G176 ACSF3
Fl1-v4 mitochondrial
AF-P33121- Long-chain-fatty-acid--CoA
17 P33121 ACSL1 _
F1-v4 ligase 1
AF-P07327-
18 P07327 ADHIA Alcohol dehydrogenase 1A
F1-v4
AF-Q15848- . .
19 Q15848 ADIPO Adiponectin
F1-v4
AF-P05091- Aldehyde dehydrogenase,
20 P05091 ALDH2
Fl1-v4 mitochondrial
AF-Q77Z449-
21 Q77449 Flovd CP2U1 Cytochrome P450 2U1
-V
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AF-Q53GQO- Very-long-chain 3-oxoacyl-CoA
22 | Q53GQO Q>36Q DHBI12 ons Y
Fl-v4 reductase
AF-Q92506- 3R)-3-hydroxyacyl-CoA
23 Q92506 DHBS8 (3R)-3-hydroxyacy
F1-v4 dehydrogenase
ECHA,
AF-P40939- Trifunctional enzyme subunit
24 P40939 HADH,
F1-v4 alpha, mitochondrial
HADHA
AF-P55084- ECHB, Trifunctional enzyme subunit
25 P55084
F1-v4 HADHB beta, mitochondrial
AF-P30084- ECHM, Enoyl-CoA hydratase,
26 P30084
Fl-v4 ECHSI1 mitochondrial
AF-Q08426- ECHP, . . .
27 Q08426 Peroxisomal bifunctional enzyme
Fl-v4 EHHADH
AF-QI9NXBO- Very long chain fatty acid
28 | QI9NXB9 ELOVL2
F1-v4 elongase 2
AF-P15090- Fatty acid-binding protein,
29 P15090 FABP4
F1-v4 adipocyte
AF-015540-
30 015540 FABP7 Fatty acid-binding protein, brain
Fl1-v4
AF-P49327-
31 P49327 FASN Fatty acid synthase
Fl-v4
AF-043524-
32 043524 FOXO3A Forkhead box protein O3
Fl1-v4
AF-Q6Y1H2- Very-long-chain (3R)-3-
33 | Q6Y1H2 Q HACD2 one GR)
F1-v4 hydroxyacyl-CoA dehydratase 2
AF-Q16836- HCDH, Hydroxyacyl-coenzyme A
34 Q16836 YETOREE Y
Fl1-v4 HADH dehydrogenase, mitochondrial
AF-Q14693- Phosphatidate phosphatase
35 Q14693 LPIN1
Fl-v4 LPIN1
Mitochondrial
AF-043772-
36 043772 Flovd MCAT carnitine/acylcarnitine carrier
-V

protein
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AF-Q9BV79- Enoyl-[acyl-carrier-protein]
37 | Q9BV79 MECR
F1-v4 reductase, mitochondrial
AF- . .
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
38 | QINWUI1 |QO9NWUI-F1-| OXSM . '
synthase, mitochondrial
v4
AF-P37231- Peroxisome proliferator-activated
39 P37231 PPARG
Fl1-v4 receptor gamma
AF-P50897-
40 P50897 PPT1 Palmitoyl-protein thioesterase 1
Fl-v4
AF-Q9NV23- S-acyl fatty acid synthase
41 QONV23 SAST
F1-v4 thioesterase, medium chain
AF-Q9NZ01- Very-long-chain enoyl-CoA
42 QI9NZO01 Q TECR Ry d
Fl-v4 reductase

4.7. ColabFold Aracihigiyla FOXO3A’ nin Potansiyel Etkilesim Partnerlerinin

Belirlenmesi

FOXO3A ve KEGG PATHWAY veri tabanindan segilen yag asidi metabolizmasina
katilan 42 proteininin FASTA formatl dizileri (Ek Tablo 1) kullanilarak ColabFold
aracigiyla 42 adet protein kompleksi modellenmistir. FOXO3A ve 42 yag asidi
metabolizmas1 proteininin meydana getirdigi protein komplekslerinin pLDDT ve

ipTM skorlar1 Tablo 8’da belirtilmektedir.

Olusturulan modeller ipTM, pLDDT ve PAE metrikleri agisindan degerlendirildi.
Esasen AlphaFold Multimer algoritmasini kullanan ColabFold puanlamasi, protein-
protein etkilesimlerini hesaba katan ipTM puanina dayanmaktadir. Bu puanlama
islevinin AlphaFold 2'de kullanilan pTM ve pLDDT puanlarina gore daha avantajl
oldugu gosterilmistir (Gao et al., 2022; Gomes et al., 2022). ipTM puani, 0,8'den
yuksek degerler gilivenilir yiiksek kaliteli tahminleri temsil ederken, 0,6'nin altindaki
degerler muhtemelen basarisiz bir tahmin oldugunu gosterir. 0,6 ile 0,8 arasindaki
ipTM degerleri, tahminlerin dogru veya yanlis olabilecegi gri bir alandir (Patankar et
al., 2025). Biiytik dlgekli protein protein etkilesimi taramalarinda ipTM esigi 0.3 gibi
degerlere c¢ekilebilir (Weeratunga et al., 2024). Fakat bu protein ciftleri ek
degerlendirmeye tabi tutulmalidir. Clinkii diizensiz bolgeler ve diisiik pLDDT puanina
sahip bolgeler, kompleksin yapist dogru bir sekilde tahmin edilse bile ipTM puanint
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olumsuz etkileyebilir. Cesitli ¢alismalarda ~0.5 iptm esiginin dogru bir baglanma
arayliziine sahip olma olasiligini artirdig1 gosterilmistir (Banhos Danneskiold-Sams E
et al., 2023; O’Reilly et al., 2023). Bu nedenle, bu ¢alisma i¢in ipTM esigi 0.5 olarak
belirlenmis ve bu esigi gecen proteinler, potansiyel etkilesim partneri olarak
secilmigtir. FOXO3A ve potansiyel etkilesim partnerlerinden alt1 protein MECR, PPT-
1, ECHB, ACSL-1, ACADV ve PPARG ile olusturulan modellerin ipTM puanlar
sirastyla 0.503, 0.721, 0.588, 0.611, 0.51, 0.566 idi. Tersine, geri kalan protein
komplekslerinin ipTM skorlar1 ¢ogunlukla 0,3' {in altindaydi (Tablo 8 ve Sekil 21).

Tablo 8. FOXO3A ve potansiyel erisim partnerlerinin ColabFold araciligiyla
olusturulan modellerinin ipTM ve PLDDT skorlari.

Protein Ad1 En iyi ipTM En iyi PLLDT
AAKGI 0,348 44,6
ACACA 0,256 66,8
ACACB 0,246 64,7
ACADL 0,385 49,3
ACADM 0,285 49,7
ACADS 0,261 49,8

ACADSB 0,302 47,8
ACADVL 0,51 55,2
ACATI1, THIL 0,402 50,4
ACLY 0,205 62,3
ACOT1 0,232 49,9
ACOT2 0,203 48,6
ACOT4 0,199 50,3
ACOX1 0,245 55,9
ACSA 0,248 55,6
ACSF3 0,265 50,9
ACSL1 0,611 55,9
ADHIA 0,194 49,3
ADIPO 0,194 34,6
ALDH?2 0,493 55,7
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CP2U1 0,275 51,2
DHBI12 0,246 454
DHBS 0,244 44,8
ECHA 0,488 58,6
ECHB 0,588 51,7
ECHM 0,19 43,6
ECHP 0,431 59

ELOVL2 0,23 432
FABP4 0,231 38,2
FASN 0,258 71,9
HACD2 0,242 39,8
HCDH 0,323 46
LPINI 0,351 393
MCAT 0,34 432
MECR 0,503 46,3
OXSM 0,195 51,2
PLINI 0,189 25,6
PPARy 0,566 41,7

PPTI 0,721 44.4
SAST 0,222 41,6
TECR 0,371 458
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Sekil 21. FOXO3A’ nin yag asidi metabolizmasinda gorevli potansiyel etkilesim

partnerlerinin tanimlanmasi.

A) Insan FOXO3A ve 42 insan yag asidi metabolizmasi proteini arasindaki ikili
komplekslerin yap1 tahmini i¢in ipTM puanlari. (B) Ayn1 kompleksler i¢in pLDDT

skorlari.

4.8 FOXO3A ve Potansiyel Etkilesim Partnerlerinin 3D Protein Yapilarinin

Dogrulanmasi ve Kalite Analizi

Proteinlerin giivenilirligini 6l¢gmek amaciyla ipTM skoru 0.5’ in {izerinde olan her bir
kompleksteki potansiyel etkilesim adayinin 3D protein modeli i¢in dogrulama ve
kalite analizleri yapilmisti. PROCHECK paketi, genel yapisal ve bireysel rezidii
geometrisinin analizi yoluyla modellerin stereokimyasal kalitesinin hesaplanmasi i¢in,
ERRAT ise protein yap1 modellerinin atomik diizeyde giivenilirligini test etmek igin

kullanildi. PROCHEK ve ERRAT puanlar1 Tablo 9’ da verilmistir.
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Tablo 9.FOXO3A ve potansiyel etkilesim partnerlerinin ERRAT ve PROCHECK

sonugclari.

Protein ERRAT PROCHECK

ERRAT Residues

Value Residues |in Residues in

(Overall in  Most| Additional | Generously | Residues in

Quality Favored |Allowed |Allowed Disallowed

Factor) Regions | Regions Regions Regions
ACADVL | 98,4772 92.3% 6.5% 1.3% 0.0%
ACSL1 97,2263 93.7% 6.0% 0.2% 0.2%
ECHB 95,5711 87.6% 10.7% 0.7% 1.0%
FOXO3A |76,8595 49.4% 26.6% 7.3% 16.8%
MECR 96,8553 91.2% 6.6% 0.9% 1.3%
PPARG 97,7716 82.1% 12.0% 2.8% 3.1%
PPT1 92,4460 83.7% 15.2% 1.1% 0.0%

ERRAT ve PROCHECK ile yapilan analizle proteinlerin {i¢ boyutlu yapilarinin global
kalitesini, geometrik agidan gilivenilirligini ve daha ileri analizler i¢in yapinin
kullanilabilirligini 6lgmek amaclanmistir. ACADVL i¢in AlphaFold tarafindan tahmin
edilen {i¢ boyutlu yapt modeli, hem ERRAT hem de Ramachandran
degerlendirmelerinde oldukga yliksek puanlar almistir. ERRAT puani %98,47 olmakla
beraber deneysel olarak elde edilmis yiiksek c¢oziintirliiklii X-ray kristalografisi
yapilartyla karsilastirilabilecek kadar 1yi bir modele sahiptir. Ramachandran grafiginde
kalintilarin %92.3’4 “most favored” bolgede yer alirken, hi¢ disallowed kalinti
bulunmamaktadir. Bu da AlphaFold tarafindan tahmin edilen modelin geometri
acisindan da oldukca giivenilir oldugunu gostermektedir. ACSL1’ nin tahmin edilen
modeline bakildiginda yiiksek kaliteli bir model oldugu goriilmektedir. ERRAT,
%97.23 ile iyi bir seviyededir. Ramachandran analizi, %93.7’sinin en uygun
bolgelerde oldugunu gosterirken, sadece %0.2°lik kismi disallowed bolgede yer alir.
Bu sapma, genellikle esnek loop bolgelerinde veya diisiik ¢coziiniirliikte tahmin edilen
kisimlarda goriilmektedir. ECHB modelinin ERRAT degeri %95.57 ile oldukca iyi
seviyededir. Ancak Ramachandran analizi yapmin geometrik dogrulugu hakkinda
dikkatli yaklasilmas1 gerektigini gostermektedir. Rezidiilerin sadece %87.6’s1 en
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uygun bolgede yer alirken, %1.0’lik kism1 disallowed bolgededir. Disallowed rezidii
orani genellikle %1’in altinda olmalidir, bu ylizden sinirda bir durum s6z konusudur.
MECR yapis1 genel olarak oldukca iyi bir modele sahiptir. ERRAT degeri %96.85 ile
yiiksek bir kaliteyi isaret eder. Ramachandran analizi de kalintilarin %91.2’sinin en
uygun konformasyonlarda oldugunu gosterir. Ancak %1.3’liik disallowed kalint1 orani
smirin biraz lizerindedir. PPT1 modeli genel olarak kabul edilebilir niteliktedir.
ERRAT degeri %92.45 ile giivenilir bir yap1 sundugunu gosterirken, Ramachandran
analizi de %83.7 most favored ve %0.0 disallowed sonuglar1 ile gdze ¢arpar. Her ne
kadar most favored degeri biraz diisiik olsa da, disallowed bdlge bulunmamasi1 6nemli
bir avantajdir. PPARG modelinin ERRAT degeri %97.77 ile oldukga yiiksek, bu da
atomik temaslarda ve genel stereokimya agisindan iyi bir yap1 oldugunu diistindiirtir.
Ancak Ramachandran grafigi %82.1 most favored ve %3.1 disallowed degerleriyle
onemli bir uyar1 veriyor. Disallowed kalinti oran1t %]1’in iizerindedir ve dikkatli
olunmalidir. FOXO3A modelinin kalite degerlendirmesi olduk¢a olumsuzdur. ERRAT
degeri %76.86 gibi diisiik bir seviyededir ve bu da yapinin istatistiksel agidan giivenilir
olmadigin1 gdsterir. Ramachandran analizi ise ciddi yapisal bozulmalara isaret eder:
yalnizca %49.4’lik bir bolim en uygun bolgede yer almakta, buna karsin %16.8’lik
bir bolim disallowed bdlgede bulunmaktadir. Bu oran, modelin biiyiik kisminin

fiziksel ve kimyasal olarak miimkiin olmayan konformasyonlarda oldugunu gosterir

(Tablo 9 ve Sekil 22).
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Sekil 22. FOXO3A ve potansiyel etkilesim partnerlerinin PROCHECK

sunucusundan elde edilen Ramachandran grafikleri.

a) FOXO3A b) ACADV c¢)ACSL-1 d) ECHB ¢) MECR f) PPARG ¢) PPT-1.

Ek dogrulama amaciyla, AlphaFold veri tabanindan alinan 3D protein modellerinin
deneysel olarak elde edilmis modellere ne dl¢iide yakin oldugunu tespit etmek icin
TM-Align algoritmas: araciligiyla PDB’ den alinmis referans yapilarla hizalanarak
RMSD degerleri ve TM skorlar1 6lgiildii (Tablo 10). Tablo 10, FOXO3A ve potansiyel
etkilesim partnerlerinin AlphaFold tarafindan tahmin edilen modelleri ile deneysel
olarak elde edilmis PDB referans yapilarimin TM-align algoritmast kullanilarak
yapilan hizalama sonuglarin1 6zetlemektedir. TM-align, iki protein yapis1 arasindaki
benzerligi, dizilimden bagimsiz olarak i boyutlu yapisal Ortlisme iizerinden
degerlendirir. Bu tabloda her bir protein i¢in yap1 ¢éziimleme yontemi (X-RAY, NMR,
EM), ¢oziiniirliik, hizalanan bolge ve amino asit sayisi, RMSD degeri ve TM-score
gibi kritik yapisal karsilagtirma metrikleri yer almaktadir. TM-score hem zincir-1’in
hem de zincir-2’nin uzunluguna gore normalize edilmis sekilde verilmistir. TM-score
degeri [0—1] araliginda olup, 1 tam ortiismeyi, 0 ise benzerligin yoklugunu ifade eder.
Genellikle TM-score > 0.5 aym katlanma bi¢imini paylasan yapilar olarak kabul
edilirken, 0.2'nin altindaki skorlar rastgele benzerlige isaret eder. PDB referans yapilari

yap1 ¢oziimleme yontemine ve ¢dziiniirliikk degerlerine gore segilmistir.
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Tablo 10.FOXO3A ve potansiyel etkilesim partnerlerinin hizalama sonuglari.

TM- TM-
PDB Hizalanan
Protein D Metot | Bolge AA RMSD Skoru Skoru
(Zincirl) | (Zincir2)

ACADV | 2UX | X- 72- 567 0,98 0.86074 0.99395
W RAY | 655
7S7 | X- 69- 571 1,2 0.86375 0.99025
G RAY | 655

ACSL1 |- - - - - - -

ECHB 52Q | EM 1-474 | 420 1,31 0.86275 0.97101
V4
6DV | X- 34- 428 1,04 0.88983 0.97536
2 RAY | 474

FOXO3 |2K8 |NMR | 151- |93 2,98 0.12695 0.67185

A 6 251
2LQ | NMR |461- |49 3,61 0.06434 0.35309
H 483
2UZ | X- 158- | 84 1,90 0.12035 0.75100
K RAY | 253
6M | NMR |237- |8 2,18 0.01127 0.15810
NL 252
7V9 | X- 248- |6 0,78 0.00885 0.31452
B RAY | 258

MECR 1ZS | X- 40- 336 1,03 0.89156 0.95799
Y RAY | 373
TAY | X- 31- 332 0,88 0.87948 0.96405
B RAY | 373

PPARG |2Q |[NMR |235- |265 2,76 0.47622 0.84339
MV 504
3E0 | X- 102- | 362 1,08 0.70573 0.97763
0 RAY | 505
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6ZL | X- 223- 252 0,58 0.49654 0.99135
Y RAY | 505

8FK | X- 231- | 244 2,18 0.45935 0.86957
C RAY | 505
9F7 | X- 234- 1270 1,15 0.52655 0.97383
W RAY | 505

PPT-1 3GR | X- 22- 277 0,63 0.89882 0.99241

O RAY | 306

ACADV proteininde hem X-151m1 kristalografisiyle elde edilmis yiiksek ¢oziintirliiklii
(1.34-1.45 A) yapilar kullamlmis hem de oldukga uzun bir hizalama bdlgesi (567-590
amino asit) elde edilmistir. RMSD degerleri 0.98 ve 0.92 gibi diisiik seviyelerde olup,
TM-score degerleri 0.86074—0.86375 araligindadir. Bu sonuglar, AlphaFold modelinin
referans yapiyla yiiksek diizeyde benzerlik gosterdigini ve basarili bir sekilde
katlanmay1 tahmin ettigini gostermektedir (Tablo 10 ve Sekil 23).

Sekil 23. TM-align algoritmasi kullanilarak ACADV AlphaFold tahmin yapilarinin
deneysel PDB yapilariyla hizalanmasi.

a) 2UXW ve AF-P49748-F1-v4 hizalanmasi. AF-P49748-F1-v4 deep pink, 2UXW
aquamarine. b) 7S7G ve AF-P49748-F1-v4 hizalanmasi. AF-P49748-F1-v4 deep
pink, 7S7G dark orchid.

70



ACSL-1 proteininin deneysel olarak ortaya ¢ikarilmig bir yapist olmadigindan
karsilastirma yapilamadi. FOXO3A i¢in tabloya baktigimizda, 2K86 yapisi ile anlaml1
diizeyde bir benzerlik gozlemlenmistir. Bu yapi, FOXO3A’nin 151-251 araligindaki
bolgesini, yani fonksiyonel ve yapi acisindan korunmus olan Forkhead (DNA
baglama) domainini kapsamaktadir. Bu hizalamada 93 amino asit ortiismiis, RMSD
degeri 2.98 olarak Ol¢iilmiis ve TM-skoru Zincir 1°e gore 0.12695, Zincir 2’ye gore
ise 0.67185 olarak hesaplanmistir. Ozellikle Zincir 2’ye gdre normalize edilmis TM-
skoru 0.5’in tizerinde oldugu icin bu bolge, yapisal olarak giivenilir ve iyi hizalanmig
olarak degerlendirilebilir. Diger referans yapilarla yapilan hizalamalar FOXO3A igin
daha diisiik benzerlikler gdstermektedir. Ornegin, 2LQH yapisiyla yapilan hizalamada
sadece 49 amino asit Ortlismiis, RMSD 3.61 gibi yiiksek bir degerde kalmis ve TM-
skoru (Zincir 1’e gore) yalnizca 0.06434 olarak 6l¢iilmiistiir. Benzer sekilde, 2UZX,
6MNL ve 7V9B yapilariyla yapilan hizalamalarda da TM-skorlar1 genellikle 0.01—
0.12 araliginda seyretmektedir. Bu degerler, AlphaFold modelinin bu bdlgeler icin
deneysel yapilarla anlamli bir benzerlik gdstermedigini ortaya koyar. Ozellikle 6SMNL
ve 7VI9B hizalamalarinda sadece 6-8 amino asit hizalanmis ve TM-skorlar1 ¢ok
diisiiktiir; bu da bu bolgelerin ya yapisal olarak diizensiz oldugunu ya da c¢ok kisa
olduklar1 i¢in TM-align algoritmasinin giivenilir bir benzerlik skoru tiretmedigini

diisiindiirmektedir (Tablo 10 ve Sekil 24).
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Sekil 24. TM-align algoritmasi kullanilarak FOXO3A AlphaFold tahmin yapilarinin
deneysel PDB yapilartyla hizalanmasi.

a) 2K86 ve AF-043524-F1-v4 hizalanmasi. AF-O43524-F1-v4 deep pink, 2K86
gainsboro. b) 2LQH ve AF-0O43524-F1-v4 hizalanmasi. AF-0O43524-F1-v4 deep
pink, 2LQH plum. ¢) 2UKZ ve AF-043524-F1-v4 hizalanmas1. AF-O43524-F1-v4
deep pink, 2UKZ light cyan. d) 6MNL ve AF-O43524-F1-v4 hizalanmasi. AF-
043524-F1-v4 deep pink, 6MNL pale green.

MECR proteini i¢in yapilan TM-align hizalama analizleri, AlphaFold tarafindan
tahmin edilen yapmin deneysel olarak elde edilen PDB yapilariyla biiyiik 6l¢iide
ortlistiiglinii gostermektedir. 1ZSY ve 7AYB PDB yapilar ile yapilan hizalamalarda
strastyla 336 ve 332 amino asit Ortiismiis, bu da olduk¢a uzun bir yapisal karsilastirma
yapildig1 anlamia gelmektedir. RMSD degerleri sirastyla 1.03 A ve 0.88 A gibi diisiik

seviyelerde bulunmustur. Bu, modellerin yiiksek ortiisme gosterdigini ve yapilar
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arasinda ciddi bir sapma olmadigint gosterir. TM-skoru, Zincir 1'e gére normalize
edildiginde 0.89156 ve 0.87948, Zincir 2’ye gore normalize edildiginde ise 0.95799
ve 0.96405 gibi yiiksek degerlere ulagsmistir. TM-skoru’nun 0.5’in iizerinde olmasi
yapisal benzerligin anlamli oldugunu ifade ederken, 0.8’in lizerinde olmasi ¢ok yiiksek

diizeyde yapisal ortiisme anlamina gelir (Tablo 10 ve Sekil 25).

Sekil 25. TM-align algoritmasi kullanilarak MECR AlphaFold tahmin yapilarinin

deneysel PDB yapilartyla hizalanmasi.

a) 1ZSY ve AF-Q9BV79-F1-v4 hizalanmasi. AF-Q9BV79-F1-v4 deep pink,
1ZSY olive drab. b) 7AYB ve AF-Q9BV79-F1-v4 hizalanmasi. AF-
QI9BV79-F1-v4 deep pink, 7AYB thistle.

PPARG proteini i¢in yapilan TM-align analizinde, AlphaFold tahmin yapilar ile
deneysel PDB yapilar1 arasinda orta diizey olarak smiflandirilabilecek bir yapisal
uyum gozlemlenmistir. 2QMV NMR yapisi ile yapilan hizalamada, 265 amino asitlik
bir bolge ortiismiis ve TM-skoru Zincir 1°e gore 0.47622, Zincir 2’ye gore ise 0.84339
olarak hesaplanmistir. Zincir 1’e gore normalize edilmis skor 0.5’in altinda oldugu i¢in
genel katlanma benzerligi sinirlidir, ancak Zincir 2’ye gore skor oldukga yiiksektir ve
AlphaFold modelinin deneysel yapinin biiyiik bir kismin1 dogru tahmin ettigini
diisiindiirmektedir. Diger kristal yapilarla yapilan hizalamalarda, 270 ila 362 arasinda
amino asit hizalanmistir. 3E00 yapisi ile yapilan hizalamada TM-skoru 0.70573 (Zincir
1’e gore) ve 0.97763 (Zincir 2’ye gore) gibi yiiksek degerlere ulagsmis, bu da oldukca
giiclii bir yapisal benzerlige isaret etmektedir. Benzer sekilde, 6ZLY, 8FKC ve 9F7W
yapilariyla yapilan hizalamalarda da Zincir 2’ye gore normalize edilmis TM-skorlari
sirastyla 0.99315, 0.86957 ve 0.97383 gibi yiiksek degerler almistir. Bu yapilarla
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yapilan hizalamalarda RMSD 0.58-2.18 A araliginda degismekte olup, genellikle
kabul edilebilir seviyelerdedir. Sonu¢ olarak, PPARG proteini i¢in AlphaFold
tahminleri deneysel kristal yapilarla oldukga iyi ortiismektedir. Ozellikle 3E00, 6ZLY
ve 9F7W gibi yiiksek ¢oOziiniirliiklii yapilarla yapilan hizalamalar, AlphaFold’un
PPARG yapisin1 basarili bir sekilde modelledigini gdstermektedir. NMR tabanli
2QMV yapisiyla kiyaslandiginda daha diistik skorlar gézlemlense de, kristalografik
verilerle olan yiiksek uyum, AlphaFold’un bu protein i¢in giivenilir bir yap1 modeli

sundugunu gostermektedir (Tablo 10 ve Sekil 26).

Sekil 26. TM-align algoritmasi kullanilarak PPARG AlphaFold tahmin yapilarinin
deneysel PDB yapilariyla hizalanmasi.

a) 2QMY ve AF-P37231-F1-v4 hizalanmasi. AF-P37231-F1-v4 deep pink, 2QMY
navy. b) 3E00 ve AF-P37231-F1-v4 hizalanmas1. AF-P37231-F1-v4 deep pink, 3E00
azure. ¢) 8FKC ve AF-P37231-F1-v4 hizalanmasi. AF-P37231-F1-v4 deep pink,
8FKC golden rod. d) 9F7W ve AF-P37231-F1-v4 hizalanmasi. AF-P37231-F1-v4
deep pink, 9F7W green.

PPT-1 proteini icin TM-align ile yapilan yapisal hizalama analizinde, AlphaFold
tarafindan tahmin edilen modelin 3GRO PDB yapisi ile yliksek diizeyde uyumlu
oldugu goriilmektedir. 3GRO yapis1 X-1s1m1 kristalografisi ile 2.53 A ¢dziiniirliikte elde
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edilmis olup, 22-306 arast amino asitleri kapsamaktadir. Bu yap1 ile yapilan
hizalamada 277 amino asit 6rtiismiis, RMSD degeri 0.63 A olarak belirlenmistir. Bu
oldukca diisiik bir deger olup, iki yapinin yiiksek oranda oOrtiistiigiinii gosterir. Ayrica
TM-skoru Zincir 1’in uzunluguna gore normalize edildiginde 0.89882, Zincir 2’ye
gore normalize edildiginde ise 0.99241 olarak hesaplanmistir. Bu skorlar TM-align
acisindan oldukga yiiksek olup, yapilarin katlanma bakimindan neredeyse tamamen

ayni oldugunu gostermektedir (Tablo 10 ve Sekil 27).

Sekil 27. TM-align algoritmasi kullanilarak PPT-1 AlphaFold tahmin yapilarinin
deneysel PDB yapilariyla hizalanmasi.

3GRO ve AF-P50897-F1-v4 hizalanmasi. AF-P50897-F1-v4 deep pink, 3GRO

yellow.

ECHB proteini i¢in iki farkli deneysel yapr kullamilmistir. 5ZQZ ile yapilan
hizalamada 420 amino asitlik bir bolge ortiismekte olup, RMSD degeri 1.31 A olarak
hesaplanmistir. TM-skoru, Zincir 1’e gore 0.86275 ve Zincir 2’ye gore 0.97101 dir.
6DV?2 yapist ile yapilan hizalamada ise 428 amino asit ortiismiis, RMSD degeri, 1.04
A olarak dl¢iilmiistiir. Bu hizalamada TM-skoru Zincir 1’e gore 0.88983, Zincir 2’ye
gore 0.97536 olarak hesaplanmistir. Bu veriler AlphaFold’un ECHB proteini igin
oldukca basarili bir yap1 tahmini yaptigin1 gostermektedir. TM-skoru degerlerinin her

iki durumda da 0.85’in lizerinde, Zincir 2’ye gore normalize edildiginde ise 0.97
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seviyelerinde olmasi, AlphaFold yapisinin deneysel yapilarla biiyilkk oranda

ortiistiigiinii ifade eder (Tablo 10 ve Sekil 28).

Sekil 28. 18. TM-align algoritmasi kullanilarak ECHB AlphaFold tahmin yapilarmin
deneysel PDB yapilartyla hizalanmasi.

a) 5ZQZ ve AF-P55084-F1-v4 hizalanmasi. AF-P55084-F1-v4 deep pink, 5ZQZ
powder blue. b) 6DV2 ve AF-P55084-F1-v4 hizalanmasi. AF-P55084-F1-v4 deep
pink, 6DV?2 tan.

AlphaFold’un ¢ogu proteini yiiksek dogrulukla modelledigi sdylenebilir. Ozellikle
¢cozlnlirliik degeri yiiksek olan kristal yapilarla karsilastirildiginda, TM-score
degerleri siklikla 0.8’in iizerindedir. RMSD degerlerinin 2 A’nin altinda oldugu
orneklerde, yapisal eslesmenin basarili oldugu agiktir. Bununla birlikte, i¢sel olarak
bozuk yapilar (6rnegin FOXO3A gibi) s6z konusu oldugunda, AlphaFold’un
dogrulugu simirlanabilmektedir. TM-skorunun iki farkli normalize haliyle verilmis
olmasi (zincir-1 ve zincir-2 uzunluklarina gore) karsilagtirmali analizler yapilmasini

saglamistir. Boylece ileri asamalarda kullanilacak olan yapilarin referans yapilarla
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olan Ortiigme kalitesini kantitatif olarak degerlendirilmis ve yapilarin giivenilirligi

Olciilmiistiir.

Aligned residue

0 100 200 300 400 500 600

Scored residue

I ]
0 5 10 15 20 25 30

Expected position error (/?\ngstrﬁms)

. Very high (pLDDT > 90) High (90 > pLDDT > 70) Low (70 > pLDDT > 50) Very low (pLDDT < 50)

Sekil 29. AlphaFold tarafindan tahmin edilen FOXO3A proteinine ait yapisal giiven
skorlar1 (pLDDT) ve PAE (Predicted Aligned Error) matrisi.

Sol tarafta 3D yap1 modeli, sagda ise PAE matrisi yer almaktadir.

Sekil 29, AlphaFold tarafindan tahmin edilen FOXO3A proteininin yapisal
giivenilirligini degerlendirmek amaciyla tiretilmis iki temel analizi igermektedir: sol
tarafta pLDDT skorlariyla renklendirilmis ii¢c boyutlu model, sag tarafta ise tahmini
hizalama hatalarin1 gosteren PAE (Predicted Aligned Error) matrisi yer almaktadir.
FOXO3A modelinde yalnizca merkezde bulunan siirl bir bolge (yaklasik 150-250.
rezidiiler arasi) yiiksek yapisal giiven skorlar1 (pLDDT > 90, koyu mavi) ile temsil
edilmektedir. Bu bolge biiylik olasilikla FOXO3A’nin islevsel Forkhead DNA
baglanma domainidir. Yapimin geri kalani ise ¢ogunlukla turuncu ve sar1 renklerle
gosterilmistir; bu da pLDDT skorlarinin diisiik oldugunu ve bu bolgelerde yapisal
belirsizliklerin fazla oldugunu gosterir. Ozellikle uc bdlgeler ve genis sarmal dongiiler,

intrinsik olarak diizensiz (IDR) kisimlari olabilir.

PAE matrisi de bu durumu desteklemektedir. Matriste yalnizca yaklasik 100-250.

kalintilar arasinda yer alan yogun koyu yesil bolge, diisiik hizalama hatasina isaret
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etmekte ve bu bolge i¢i konumlarin yiliksek giivenle tahmin edildigini gostermektedir.
Geri kalan bolgeler arasinda yer alan acik yesil ve beyaz tonlar, rezidiiler arasi
konumsal iliskinin belirsiz oldugunu ve yapi tahmininin bu alanlarda diisiik
giivenilirlige sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Bu sonuglar birlikte
degerlendirildiginde, FOXO3A proteininin yalnizca Forkhead domaininin AlphaFold
tarafindan giivenilir bir sekilde tahmin edildigi, geri kalan yapinin ise esnek, diizensiz

ve yiiksek oranda belirsiz bolgeler i¢erdigi anlasilmaktadir.
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Expected position error (I.\ngstrﬁms)
W Very high (pLDDT > 90) High (90 > pLDDT > 70) Low (70 > pLDDT > 50)  [Ji] Very low (pLDDT < 50)

Sekil 30. AlphaFold tarafindan tahmin edilen ACSL-1 proteinine ait yapisal giiven
skorlar1 (pLDDT) ve PAE (Predicted Aligned Error) matrisi.

Sol tarafta 3D yap1 modeli, sagda ise PAE matrisi yer almaktadir.

Sekil 30, AlphaFold tarafindan tahmin edilen ACSL1 proteinine ait yapisal modeli ve
giiven analizini gostermektedir. Gorselin sol tarafinda pLDDT skorlarina gore
renklendirilmis ii¢ boyutlu protein modeli, sag tarafinda ise matrisi yer almaktadir. Bu
analiz, modelin hem yerel giivenilirligini (pLDDT) hem de kalintilar aras1 yapisal
uyum dogrulugunu (PAE) degerlendirme olanagi saglar. Model yapisina bakildiginda,
proteinin biiylik boliimiiniin koyu mavi (pLDDT > 90) ile renklendirilmis oldugu
goriilmektedir. Bu, AlphaFold'un bu bdlgelerdeki tahminlerine ¢ok yiiksek giiven
duydugunu gostermektedir. Ozellikle protein gekirdegini olusturan helikal yapilar ve
katlanmis alanlar tamamen gilivenilir olarak modellenmistir. C-terminal bdlgesine
dogru ilerledik¢ce renk, acik mavi (pLDDT 70-90) ve sariya (pLDDT 50-70)
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donitismektedir; son birkag¢ rezidii ise turuncu (pLDDT < 50) ile gosterilmistir. Bu
durum, proteinin bu u¢ kisminda esneklik, diizensizlik veya belirsizlik bulundugunu,
bolgenin igsel olarak bozuk olabilecegini gostermektedir. Sagdaki PAE matrisi,
modelin genel giivenilirligini destekler niteliktedir. Matriste baskin olarak koyu yesil
renkler hakimdir; bu, kalintilar aras1 konumsal hata tahminlerinin diisiik oldugunu
gosterir. Diyagonal ¢izgi boyunca goriilen yogun koyu yesil bant, yapi i¢i rezidiilerin
birbirine gére pozisyonlarmin ¢ok giivenilir oldugunu kanitlar. Ozellikle 0-300
rezidiileri arasinda yer alan alanlar arasi iligkiler oldukca gilivenilirdir. Ancak 300.
rezidiiden sonra, 6zellikle C-terminal bolgede, diyagonalin alt ve iist kisminda yesil
tonun a¢ildig1, yani tahmin edilen hizalama hatasinin arttig1 gézlenmektedir. Bu durum
pLDDT ile uyumlu olup, u¢ kismin yapisal belirsizligini dogrular. Genel olarak
degerlendirildiginde, ACSL1 AlphaFold modeli, olduk¢a yiiksek dogrulukla tahmin
edilmis, biiylik oranda kararli ve globiiler bir yapiya sahiptir.
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Sekil 31. AlphaFold tarafindan tahmin edilen ECHB proteinine ait yapisal giiven
skorlar1 (pLDDT) ve PAE (Predicted Aligned Error) matrisi.

Sol tarafta 3D yap1 modeli, sagda ise PAE matrisi yer almaktadir.

Sekil 31’ da verilen modelin biiylik kism1 koyu mavi renktedir (pLDDT > 90), bu da
AlphaFold’un bu bolgeleri ¢ok yiiksek dogrulukla tahmin ettigini gosterir. Bu yapi,

protein c¢ekirdegini olusturan globiiler bolgedir ve katlanmig, sabit bir yapiya isaret
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eder. Protein zincirinin geri kalan kismi, 6zellikle modelin C-terminal ucuna uzanan
segment, turuncu (pLDDT < 50) ile renklendirilmistir; bu da AlphaFold’un bu bolgeyi
modelleme konusundaki giliveninin ¢ok diisiik oldugunu gosterir. Bu esnek bolge,
bliyiik olasilikla i¢sel olarak diizensiz bir bolgedir (IDR). Bazi ara bolgelerde sar1 ve
acik mavi tonlar da goriilmektedir (pLDDT 50-90), bu da bu kisimlarin orta diizey
giivenle tahmin edildigini gosterir. Sagdaki PAE matrisi, yapinin global dogrulugunu
destekler niteliktedir. Matriste diyagonal boyunca yer alan koyu yesil bdlge,
rezidiilerin kendi i¢indeki konumlarinin oldukga gilivenilir oldugunu gosterir. Genel
olarak, ECHB’ nin AlphaFold tarafindan yiiksek giivenle tahmin edilen iyi taniml bir

protein oldugu sdylenebilir.
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Sekil 32. AlphaFold tarafindan tahmin edilen MECR proteinine ait yapisal giiven
skorlar1 (pLDDT) ve PAE (Predicted Aligned Error) matrisi.

Sol tarafta 3D yap1 modeli, sagda ise PAE matrisi yer almaktadir.

MECR proteininin modeli, biiyiik oranda koyu mavi (pLDDT > 90) renktedir; bu da
AlphaFold’un bu bolgedeki yapisal tahminine ¢ok yiiksek giiven duydugunu gosterir.
Yapinin sadece ug kisimlarinda, 6zellikle C-terminal ucunda, kisa bir segment turuncu
renkte (pLDDT < 50) goriilmektedir. Bu, diisiik giivenilirlikte ve muhtemelen intrinsik
olarak diizensiz (IDR) bir bolgedir. Ayrica az sayida agik mavi (pLDDT 70-90)
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rezidiide mevcuttur, ancak bunlar da genel olarak kabul edilebilir diizeydedir. PAE
matrisi genel olarak yogun koyu yesil renktedir. Bu, modelin neredeyse tiim rezidiiler
arasindaki pozisyonel iligkileri diisiik hata payiyla tahmin ettigini gosterir. Diyagonal
boyunca giiclii ve diizgiin bir bant olmasi, modelin i¢sel tutarliliginin yiiksek oldugunu
gostermektedir. Ozellikle ilk 200 rezidii icinde hem diyagonal hem de karsilikli
hizalamalarda hata <5 A seviyesindedir. Bu, pLDDT yiiksek olan bolgelerle uyum
igindedir. 200. rezidiiden sonra, C-terminalde yer alan ve diisiik pLDDT gosteren
bolgelere karsilik gelen kisimlarda ise hata artmakta, yesil tonlar agilmaktadir. Sonug
olarak, MECR modeli AlphaFold tarafindan oldukg¢a basarili bir sekilde tahmin

edilmistir ve yapisal analizler i¢in yliksek derecede giivenilir bir temsildir (Sekil 32).
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Sekil 33. AlphaFold tarafindan tahmin edilen PPT-1 proteinine ait yapisal giiven
skorlar1 (pLDDT) ve PAE (Predicted Aligned Error) matrisi.

Sol tarafta 3D yap1 modeli, sagda ise PAE matrisi yer almaktadir.

PPT-1" in biiyiik boliimii koyu mavi (pLDDT > 90) renkte olup, bu da AlphaFold’un
bu bolgeleri yiiksek dogrulukla tahmin ettigini gosterir. Bu bolge, biiyiik olasilikla
PPT1’in enzimatik bolgesini ve islevsel katlanmis yapisini olusturur. U¢ kisimlar,

ozellikle N-terminal ve C-terminal bolgeler boyunca uzanan zincirler, sar1 (pLDDT
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50-70) ve turuncu (pLDDT < 50) renklerle gosterilmistir. Bu alanlar diisiik model
giivenilirligi tasir ve yapisal olarak diizensiz ve esnek olabilir. Yapinin 6zellikle sol

uzantisinda uzun, belirgin bir i¢sel diizensiz bolge gézlemlenmektedir.

PAE matrisi genel olarak yogun koyu yesil renktedir ve bu, kalintilarin birbirine gore
konumsal olarak giivenilir bicimde tahmin edildigini gostermektedir. Diyagonal
boyunca uzanan koyu bant, 6zellikle ilk 150—180 rezidiiniin hem kendi i¢cinde hem de
birbiriyle olan pozisyonlarinin giivenilir oldugunu ifade eder. Fakat 150. kalintidan
sonra diyagonalde agilmalar ve kontrast artist gozlemlenmektedir. Bu da diisiik
pLDDT'ye sahip segmentlerle uyumludur ve modelin bu bolgelerdeki konumsal
giiveninin azaldigini isaret eder. Genel olarak, AlphaFold tarafindan olusturulan PPT1
modeli, proteinin ¢ekirdek yapisi i¢in gii¢lii ve giivenilir bir tahmin sunmakta, ancak

esnek segmentlerin glivenilirligi dugiiktiir. (Sekil 33).
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Sekil 34. AlphaFold tarafindan tahmin edilen PPARG proteinine ait yapisal gliven
skorlar1 (pLDDT) ve PAE (Predicted Aligned Error) matrisi.

Sol tarafta 3D yap1 modeli, sagda ise PAE matrisi yer almaktadir.

PPARG protein modeli merkezde oldukca kompakt bir yapiya sahip olup, bu bolge
bliylik oranda koyu mavi renkle (pLDDT > 90) gosterilmistir. Bu durum,
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AlphaFold’un 6zellikle bu bolgede modelleme dogrulugunun ¢ok yiiksek oldugunu
gostermektedir. Bu alan, muhtemelen PPARG’nin ligand baglanma domaini veya
DNA baglanma domaini gibi fonksiyonel olarak kritik bolgelerinden biridir. Buna
karsin, yapinin her iki ucundan ¢ikan uzun, esnek zincir bolgeler turuncu (pLDDT <
50) renkle gosterilmis ve modelin bu bolgelerdeki yapisal giiveni ¢ok diisiiktlir. Bu
segmentler biiyiik ihtimalle igsel olarak diizensiz bolgelerdir. Ayrica bazi bolgelerde
acik mavi (pLDDT 70-90) ve sar1 (pLDDT 50-70) tonlar goriilmekte, bu da orta
diizeyde yapisal giliven anlamina gelir. PAE matrisi genel olarak koyu yesil renk
agirliklidir, bu da ¢ogu rezidii arasindaki konumlarin diisiik hata payiyla tahmin
edildigini gosterir. Ozellikle 0-200. rezidiiler arasinda, diyagonal boyunca gdzlenen
yogun koyu yesil bant, bu bdlgelerin yapisal olarak oldukea tutarli oldugunu gosterir.
Ancak 200. rezidiiden sonra yer yer yesil tonlar acilmaktadir. Bu durum, diisiik
pLDDT gosteren uclardaki rezidiiler aras1 konum belirsizliginin arttigini1 ve modelin

bu bolgelerdeki dogrulugunun diistiigiinii gosterir (Sekil 34).
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Sekil 35. AlphaFold tarafindan tahmin edilen ACADV proteinine ait yapisal giiven
skorlar1 (pLDDT) ve PAE (Predicted Aligned Error) matrisi.

Sol tarafta 3D yap1 modeli, sagda ise PAE matrisi yer almaktadir.

Sekil 35° de ACADV modelinin biiyiik boliimii koyu mavi (pLDDT > 90) oldugu
goriilmektedir. Bu da AlphaFold’un bu boélgelerdeki tahminine ¢ok yiiksek giiven
duydugunu belirtir. Bu bolge, ACADV nin fonksiyonel alanlarini temsil eder. Protein
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yapisinda ayrica birkag kiiclik segmentte agik mavi (pLDDT 70-90) ve sar1 (pLDDT
50-70) renkler bulunmakta olup bunlar orta diizey giivenilirlikte bdlgeleri temsil eder.
C-terminal bolgesinde yer alan belirgin bir turuncu segment (pLDDT < 50)
bulunmaktadir. Bu diisiik giivenilirlikli segmentin muhtemelen igsel olarak bozuk
anlamina gelir. PAE matrisi biiyiik 6l¢lide koyu yesil renktedir, bu da ¢ogu rezidii ¢ifti
arasindaki pozisyonel tahmin hatasmnin 5 A altinda oldugunu gésterir. Ozellikle 0-500.
rezidiiler arasinda yer alan diyagonal boyunca uzanan koyu bant, modelin biiyiik
boliimiinde yiiksek giivenilirlik gosterdigini ortaya koyar. Diyagonal disinda kalan
bolgelerde daha acik yesil tonlar goriilse de bunlar genellikle i¢sel bozukluk

bolgelerine karsilik gelen yerlerdir.

4.9. Baglanma Arayiizii Analizi

Protein-protein etkilesimlerinin yapisal diizeyde karakterize edilmesi, sinyal iletimi,
metabolik diizenleme ve transkripsiyonel kontrol gibi pek ¢ok biyolojik siirecin
anlagilmasinda 6nemli bir yer tutar. Transkripsiyon faktorii FOXO3A, hiicre kaderiyle
ilgili ¢esitli yolaklarda gorev almakta olup, metabolizma, apoptoz ve stres yanit1 gibi
stirecleri diizenleyen bir¢ok proteinle etkilesime girer. Bu dogrultuda, FOXO3A'nin
PTT-1, ACADV, MECR, PPARG ve ACSL-1 gibi metabolizma ve hiicre diizenleyici
proteinlerle olast yapisal etkilesimleri ColabFold kullanilarak tam uzunlukta
kompleksler seklinde modellenmistir. Elde edilen kompleks modellerin baglanma
arayiizlerinin yapisal olarak incelenmesi amaciyla UCSF ChimeraX yazilimi
kullanilmistir. Yapilar aras1 donor, akseptor ve hidrojen atomlar1 belirlenmis, hidrojen
baglarinin uzunluklar1 ve geometrik dogruluklar1 degerlendirilmistir. Bu analizler,
baglanma arayiizlerinin stabilitesi ve biyolojik gecerliligi agisindan 6nemli yapisal
bilgiler saglamaktadir. Ozellikle komplekslerdeki kritik rezidiiler arasinda olusan
hidrojen baglarinin sayisi, mesafesi ve dogrultusu, FOXO3A’nin potansiyel etkilesim

partnerlerine kars1 baglanma davranigini ortaya koymaktadir.
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Tablo 11.FOXO3A ve potansiyel etkilesim partneri PPARG arasindaki potansiyel

hidrojen baglar1.
D..A D-H..A
Donér | Dondr | Donor | Akseptor | Akseptor | Akseptor H
Mesafesi | Mesafesi
Zincir Kalinti Atom Zincir Kahnt1 Atom Atomu
A) A)

A ARG 27 | NH1 B GLY O HH12 | 3.377 2.511

158
A ARG 29 | NH1 B ASP 174 | OD2 HH12 | 1.820 0.999
A SER 30 oG B ASN O HG 2.594 1.754

188
A THR 32 | N B ASN O H 3.280 2.352

188
A SER 55 oG B MET?29 | O HG 3.434 2.605
A LEU 470 | N B GLU OE2 H 3.061 2.093

499
B LYS 189 | NZ A PRO34 | O HZ1 2.797 2.022
B GLN 191 | NE2 A PRO28 | O HE22 | 1.555 0.798
B LYS 329 | NZ A LEU 0] HZ1 2.052 1.212

473
B ARG378 | N A ASP 196 | OD2 H 2.063 1.224
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Sekil 36. ColabFold tarafindan olusturulan FOXO3A ve PPARG kompleksi.
FOXO3A deep pink, PPARG salmon.

FOXO3A-PPARG protein kompleksi i¢cin ChimeraX ile gerceklestirilen H-bond
analizi sonucunda, baglanma arayiiziinde toplam 10 adet potansiyel hidrojen bagi
tanimlanmistir. Bu baglar, iki protein arasinda hem N-terminal hem de C-terminal
bolgeleri kapsayan genis bir etkilesim yiizeyine isaret etmektedir. Ozellikle A
zincirindeki (FOXO3A) ARG 29-ASP 174 etkilesimi dikkat ¢ekicidir; bu bagin D..A
mesafesi yalmzca 1.820 A, D-H..A mesafesi ise 0.999 A olup ¢ok iyi bir geometriye
sahiptir. Bu tiir kisa ve dogrusal H-baglari, genellikle yiiksek o6zgiilliikte ve giiclii
elektrostatik katkilarla olusur. Benzer sekilde, GLN 191 (PPARG) — PRO 28
(FOXO3A) arasinda gdzlenen 1.555 A’lik H-bag1 da son derece stabil bir etkilesimi
gostermektedir. Cift yonlii etkilesimlerin varligi da dikkat ¢ekicidir: hem FOXO3A
tarafindan PPARG’ye hem de PPARG tarafindan FOXO3A’ya yonelmis H-baglar
tespit edilmistir. Bu, etkilesimin sadece yiizey temasina degil, karsilikli elektrostatik
uyuma dayandigini gosterir. LYS 189 ve LYS 329 gibi bazik rezidiilerin karbonil
oksijenlere yonelmis olmasi, klasik tuz kopriisii/elektrostatik katki potansiyelini de
beraberinde getirmektedir. Ayrica FOXO3A’nin C-terminaline yakin LEU 470 — GLU
499 arasinda olusan bag, kompleksin daha distal bolgelerinde de etkilesimler oldugunu
gostermektedir. Genel olarak mesafelerin ¢ogunlugunun <3.0 A olmasi, baglarin
fiziksel olarak anlamli ve geometri agisindan iyi oldugunu gostermektedir (Tablo 11

ve Sekil 36).
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Sekil 37. ColabFold tarafindan olusturulan FOXO3A ve ACADV kompleksi.
FOXO3A deep pink, ACADV orange.

Tablo 12.FOXO3A ve potansiyel etkilesim partneri ACADYV arasindaki hidrojen

baglari.
D..A D-H..A
Donor | Donor | Donor | Akseptor | Akseptor | Akseptor H
Mesafesi | Mesafesi
Zincir | Kalint1 | Atom Zincir Kahnt1 Atom Atomu
A) A)
A GLN NE2 B ALA 4 O HE21 | 2.160 1.354
137
A TYR N B GLU OFl1 H 2.423 1.450
162 104
A TYR OH B GLU 97 | OFE1 HH 3.191 2.248
193
A LYS NZ B GLU 97 | OE1 HZ1 2.497 1.643
197
A ASN ND2 | B VAL 153 | O HD22 | 1.907 1.055
208
A ASN ND2 | B GLU OE2 HD22 | 2.296 1.415
213 104
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A LYS Nz B ARG O HZ1 2.491 1.741
245 111

A GLY |N B ASP 269 | OD2 H 3.236 2.418
381

B LYS Nz A SER 644 | O HZ1 2.890 1.913
492

B LYS Nz A ASN ODl1 HZ1 2.620 1.696
556 641

FOXO3A ve ACADV proteinleri arasinda olusturulan tam uzunluklu ColabFold
modeli, baglanma arayiiziiniin yapisal 6zelliklerini incelemek amaciyla ChimeraX ile
analiz edilmis ve toplam 10 adet potansiyel hidrojen bagi tanimlanmistir. Bu baglar,
etkilesim ytlizeyinin hem yogun hem de molekiiler diizeyde cesitlilige sahip oldugunu
gostermektedir. Kompleksin baslangic bolgesinde, GLN 137 (FOXO3A), ALA 4
(ACADV) olduga kisa bir mesafede (2.16 A) bag yaparak modelin stabilitesine katkida
bulunmustur. TYR 162 — GLU 104 etkilesimi 2.42 A ile giiglii ve yonlii bir hidrojen
bag1 olusturmustur. LYS 197 — GLU 97 bag mesafesi 2.49 A ile olduk¢a uygun olup
tuz kopriisiine benzer bir baglanmaya isaret eder. Ayrica, LYS 245 — ARG 111 ve GLY
381 — ASP 269 gibi etkilesimler yer alir. Kompleksin karsi zincirine ait baglara
bakildiginda, LY'S 492 — SER 644 ve LYS 556 — ASN 641 etkilesimleri bulunur. Bu
baglar, ACADV’nin FOXO3A’ya dogru yonelmis kutuplu rezidiiler araciligiyla
karsilikli bir etkilesim sagladigini gosterir. Toplamda degerlendirildiginde, bu 10
hidrojen baginin ¢ogu 2.0-2.6 A araliginda, yani giiglii ve yonlii baglar smifina
girmektedir. Ayn1 zamanda hem zincir A (FOXO3A) hem de zincir B (ACADV)
baglayici rol oynamaktadir, bu da etkilesimin c¢ift tarafli ve spesifik oldugunu

gostermektedir (Tablo 12 ve Sekil 37).
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Sekil 38. ColabFold tarafindan olusturulan FOXO3A ve ACSL-1 kompleksi.
FOXO3A deep pink, ACSL-1 turquoise.

Tablo 13.FOXO3A ve potansiyel etkilesim partneri ACSL-1 arasindaki hidrojen

baglart.
D..A D-H..A
Donér | Dondr | Donor | Akseptor | Akseptor | Akseptor | H
Mesafesi | Mesafesi
Zincir | Kalint1 | Atom | Zincir Kalinti Atom Atomu
A) A)
A TYR OH B ALA O HH 2.575 1.850
184 563
A ARG NH1 B SER 592 | O HHI12 | 3.386 2.736
211
A ARG NH2 | B SER 592 | O HH22 | 2.479 1.480
211
A SER oG B GLU OE1l HG 3.470 2.592
626 606
A ARG NE B ARG O HE 3.679 2.724
629 349
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A THR | N B GLY O H 1.960 1.036
648 542

A THR | OGl |B GLY O HGI | 2.696 1.941
648 542

B TYR | OH A ASP 639 | OD2 HH 2.973 2.045
178

B SER oG A ASP 639 | OD2 HG 2.731 2.009
277

B ARG | NE A GLU OEl HE 2.261 1.426
372 631

B TYR | OH A SER 644 | O HH 2.368 1.622
458

B LYS Nz A LYS 207 | O HZ1 1.898 1.131
561

B LYS Nz A ASN O HZ1 2.597 1.657
675 641

FOXO3A ile ACSL1 arasinda olusturulan tam uzunlukta ColabFold modeli, yapisal
baglanma arayiiziinii tanimlamak amaciyla ChimeraX ile hidrojen atomlar1 eklenerek
analiz edilmis ve 13 adet hidrojen bagi tespit edilmistir. Bu baglarin genis bir yiizeye
yayildig1 ve ¢ift yonlil etkilesim igerdigi gozlemlenmistir, bu da kompleksin giiglii ve
stabil bir yapiya sahip olabilecegini gdstermektedir. ilk olarak, TYR 184 (FOXO3A)
tarafindan ALA 563 (ACSL1) yapilan bag, 2.58 A gibi ideal bir mesafe ile oldukca
yonli ve spesifik bir etkilesim sunmaktadir. Bu tiir tirozin kokenli hidrojen baglar
genellikle stabilizasyona katki saglar. Ik bag nispeten uzun olsa da (3.38 A), ikinci
bag 2.48 A ile kararlidir. SER 626 — GLU 606 ve ARG 629 — ARG 349 baglar ise
arayliziin orta bolgelerindeki etkilesimlerdir. Kompleksin en kisa baglarindan biri,
THR 648 — GLY 542 arasinda yer alan 1.96 A’lik bagdir. Kompleksin kars1 zincirine
bakildiginda, TYR 178 — ASP 639, SER 277 — ASP 639 ve ARG 372 — GLU 631 gibi
baglar bulunmaktadir. C-terminal bdlgelere yakin olusan TYR 458 — SER 644, LYS
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561 —LYS 207 ve LYS 675 — ASN 641 baglari, kompleksin yalnizca merkezi degil ug
bolgelerinde de etkilesimler icerdigini gostermektedir. Ozellikle LYS 561 — LYS 207

bag1 1.89 A ile analizdeki en kisa baglardan biridir ve bu tiir baglar giiclii elektrostatik
katki saglar (Tablo 13 ve Sekil 38).

Sekil 39. ColabFold tarafindan olusturulan FOXO3A ve ECHB kompleksi. FOXO3A

deep pink, ECHB gray.

Tablo 14.FOXO3A ve potansiyel etkilesim partneri ECHB arasindaki hidrojen

baglart.
D..A D-H..A
Donér | Dondér | Dondr | Akseptor | Akseptor | Akseptor | H
Mesafesi | Mesafesi
Zincir | Kalint1 | Atom | Zincir Kalinti Atom Atomu
A) A)
A GLN N B ALA @) H 2.715 1.785
25 233
B SER oG A PHE22 | O HG 2.649 1.758
395
B ASP N A PRO20 | O H 2.651 1.913
396
B TRP N A PRO20 | O H 3418 2.437
397

FOXO3A ve ECHB proteinleri arasinda olusturulan ColabFold temelli kompleksin
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yapisal analizi sonucunda, baglanma arayliziinde toplam 4 hidrojen bagi tespit
edilmigtir. Bu baglar, daha simirli sayida olmalarina karsin, olduk¢a yonlii, kisa
mesafeli ve spesifik rezidiilerden olusmustur. ilk bag, GLN 25 (FOXO3A) ALA 233
(ECHB) arasinda olusmustur. 2.71 A mesafesi ve 1.78 A’lik D-H..A degeri, bu bagin

hem y0nlii hem de elektrostatik agidan etkili oldugunu gostermektedir.

Ikinci bagda, SER 395 (ECHB), PHE 22 (FOXO3A) ile etkilesime gegmektedir. 2.65
A’lik mesafesi ile oldukca stabil bir H-bagidir. Serin gibi kiiciik polar rezidiilerin bu

tiir baglari, zayif ama yonlii temaslari temsil eder.

Ugilincii ve dordiincii baglar ise PRO 20 (FOXO3A) ve ASP 396, TRP 397 (ECHB)
tarafindan olusturulmustur. Bu durum, PRO 20’nin arayiizde baglanma agisindan
merkezi bir rol iistlendigini gdstermektedir. ASP 396 — PRO 20 bag1 2.65 A, TRP 397
—PRO 20 bag ise biraz daha uzun olup 3.42 A mesafededir. Ozellikle ikili baglanma,
bolgesel stabilite saglar. TRP 397°nin biraz daha uzak mesafesi, bagin daha zayif
olabilecegini diisiindiirse de, yapisal uyuma katkida bulunabilir (Tablo 14 ve Sekil 39).

Sekil 40. ColabFold tarafindan olusturulan FOXO3A ve MECR kompleksi.
FOXO3A deep pink, MECR lime.
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Tablo 15.FOXO3A ve potansiyel etkilesim partneri MECR arasindaki hidrojen

baglart.
D..A D-H..A
Donér | Donor | Donor | Akseptor | Akseptor | Akseptor H
Mesafesi | Mesafesi
Zincir | Kahnt1 | Atom Zincir Kalinti Atom Atomu
A) A)

A LYS NZ B GLN OEl HZ1 3.209 2.345
207 180

A ASP N B ASN OD1 H 3.176 2.277
639 167

A ASN ND2 | B ASN 0] HD21 | 3.484 2.545
641 193

B GLN NE2 A LYS 197 | O HE22 | 3.063 2.403
180

B GLN NE2 A GLY O HE22 | 3.092 2.224
180 198

B GLY N A ASP 639 | O H 2.601 1.691
195

B LYS NZ A SER 501 | O HZ3 3.505 2.510
252

B TRP NE1 A ASP 636 | OD1 HE1 2.020 1.039
311

B SER N A ASP 636 | OD2 H 2.602 1.669
313

B SER oG A ASP 636 | ODI HG 2.981 2.285
313

B SER oG A ASP 636 | OD2 HG 2.605 1.680
313
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B PHE |N A PHE 642 | O H 2.297 1.305
364

FOXO3A ile MECR arasinda ColabFold ile modellenmis olan protein-protein
kompleksi, baglanma arayiizii 6zelinde ChimeraX ile hidrojen atomlar1 eklenerek
analiz edildiginde, toplamda 12 adet hidrojen bagi tespit edilmistir. Bu baglar,
kompleksin hem ¢ift yonlii hem de oldukca cesitli bir etkilesim yiizeyine sahip
oldugunu gostermektedir. FOXO3A tarafindan MECR ’ye yonelmis baglar, yapinin bir
ucundan digerine uzanan arayiiz temaslarini gostermektedir. Ornegin LYS 207
(FOXO3A) — GLN 180 (MECR) etkilesimi, klasik bir bazik-asidik temas olup 3.21 A
ile orta kuvvette bir bagdir. Bunu izleyen ASP 639 — ASN 167 temas1 3.17 A
mesafesiyle stabil bir ylizey bagini gostermektedir. ASN 641 — ASN 193 arasindaki
daha uzun mesafeli bag (3.48 A) ise digerlerine gore daha zayif bir bagdir. Kompleksin
kars1 yoniinde, MECR’nin FOXO3A’ya yonelttigi baglar, 6rnegin GLN 180, hem LY S
197 hem de GLY 198 ile H-bagi kurarak ayni baglanma cebine katkida bulunur. Bu
baglar, 3.063-3.092 A uzunluklarindadir. GLY 195 — ASP 639 arasindaki 2.60 A’lik
kisa mesafeli bag, bu bdlgenin yiiksek baglanma o6zgiilliigline sahip oldugunu
gosterebilir. TRP 311 — ASP 636 arasindaki bag, 2.02 A'lik bag uzunlugu ile en giiglii
baglardan biridir. Ayn1 sekilde SER 313, ASP 636 ile ii¢ ayr1 noktadan etkilesim
kurmaktadir. Buda lokal stabiliteyi oldukga artitirabilir (Sekil 40 ve Tablo 15).

Sekil 41. ColabFold tarafindan olusturulan FOXO3A ve PPT-1 kompleksi. FOXO3A
deep pink, PPT-1 medium blue.
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Tablo 16.FOXO3A ve potansiyel etkilesim partneri PPT-1 arasindaki hidrojen

baglari.
D..A D-H..A
Donér | Donor | Donodr | Akseptor | Akseptor | Akseptor H
Mesafesi | Mesafesi
Zincir | Kahnt1 | Atom Zincir Kahnt1 Atom Atomu
A) A)
A ASN ND2 | B PHE 282 | O HD22 | 3.565 2.651
208
A SER oG B GLN OEl1 HG 2.910 2.200
209 259
A LEU N B LEU O H 3.049 2.046
378 290
B ASN ND2 | A ASP 380 | O HD22 | 3.358 2.584
47
B ARG NH1 A GLY 0] HHI12 | 2.916 2.181
248 158
B ARG NH2 | A GLY 0] HH22 | 2.878 2.131
248 158
B LEU N A MET @) H 2.933 1.979
292 376
B GLU N A GLY @) H 2.967 2.154
294 374

FOXO3A ile PPT-1 arasinda olusturulan ColabFold modeline ait hidrojen bag1 analizi,

baglanma arayiiziinde 8 adet hidrojen bagi bulundugunu ortaya koymustur. Baglar hem
FOXO3A’nin (zincir A) hem de PPT-1"1n (zincir B) katkisiyla ¢ift yonlii olacak sekilde
dagilmistir. ASN 208 (FOXO3A) - PHE 282 (PPT-1) 3.57 A mesafeli H-bag, biraz

uzun olmasma ragmen, baglanma yonelimi agisindan anlamli bir temas olabilir.

Hemen ardindan gelen SER 209 — GLN 259 etkilesimi, 2.91 A ile daha giiclii ve yaygin
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bir polar etkilesimdir. PPT-1 tarafindaki baglara bakildiginda, ASN 47 — ASP 380 bag1
polar kutuplar arasinda kurulmus olup 3.36 A bag uzunluguna sahiptir. ARG 248 (PPT-
1) GLY 158 (FOXO3A) ile iki ayr1 H-bag1 kurmaktadir ve bu baglar 2.87-2.92 A
arasinda degismekte olup yonlii ve giicliidiir. Bu tiir temaslar baglanma arayiizi
stabilitesi i¢in 6dnemli rol oynayabilir. Benzer sekilde, LEU 292 — MET 376 ve GLU
294 — GLY 374 baglarmin da mesafeleri ~2.93-2.96 A araligindadir. Ozellikle bu iki
bagin ardisik konumda bulunmasi, FOXO3A'nin C-terminaline yakin bolgede PPT-1
ile etkilestigini anlamina gelebilir.  Genel olarak FOXO3A-PPT kompleksinde
hidrojen baglarinin sayisi orta diizeyde olup, cogunlugu 2.8-3.0 A mesafededir (Tablo
16 ve Sekil 41).

ColabFold ile elde edilen tam uzunluktaki protein kompleks modelleri, dzellikle igsel
olarak diizensiz bolgelerin (IDR) varlig1 nedeniyle diisik pLDDT ve ipTM skorlari,
yiiksek PAE degerleri gibi kalite ve giiven metrikleriyle dikkat cekmektedir. Bununla
birlikte, bu modellerin yapisal giivenilirligi yalnizca yapay zeka tabanli metriklerle
degil, ayn1 zamanda klasik yap1 dogrulama araglar1 olan ERRAT ve PROCHECK ile
de degerlendirilmistir. ERRAT sonuglari, bazit modellerde yapisal hatalar bulundugunu
gostermis; PROCHECK analizleri ise Ramachandran grafiklerinde diisiik oranda
kalintinin "most favored" bolgelerde yer aldigini ortaya koymustur. Tiim bu veriler,
tam uzunluktaki modellerin biyolojik anlamliligin1 ve giivenilirligini sinirlamaktadir.
Bu nedenle, FOXO3A proteini i¢in daha yiiksek giivenilirlikte kompleks modeller
olusturmak amaciyla, protein yapisi fonksiyonel domainlerine ayrilarak yeniden
modellenmistir. FOXO3A’nin InterPro veritabani temel alinarak belirlenen {i¢ domaini
(IPR0O01766 — Forkhead DNA-binding domain, IPR032067 — Forkhead-associated
domain, IPR032068 — Forkhead-like domain) ayr1 ayr1 ele alinmis ve her biri i¢in
protein-protein kompleks modelleri yeniden olusturulmustur. Bu domain-temelli
yaklasim sayesinde, daha kararli baglanma arayiizleri ve yapisal olarak daha giivenilir

modeller elde edilmesi hedeflenmistir.
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Tablo 17. FOXO3A' nin ii¢ domaini ve potansiyel etkilesim partneri ACSL-1

arasindaki hidrojen baglar1.

Komplek | Don | Don | Don | Aksep | Aksep | Aksep | H D.A D-

s or or or tor tor tor Ato | Mesaf | H..A
Zinc | Kali | Ato | Zincir | Kalint | Atom | mu esi (A) | Mesaf
ir nti m 1 esi (A)

FOXO3A | A SER |OG |B ARG | O HG |[2942 | 2367

(155- 61 682

251) AC

SL-1

FOXO3A | A AR | N B GLU | OE2 H 3.385 | 2.509

(155- G 68 591

251) AC

SL-1

FOXO3A | A LYS (NZ |B GLU |O HZ1 | 3.020 | 2.208

(155- 91 495

251) AC

SL-1

FOXO3A | A AR |NE |B PHE 0] HE |2.651 | 1.643

(155- G 9% 560

251) AC

SL-1

FOXO3A | A AR |NH |B PHE 0] HH2 | 3.423 | 2.713

(155- G9%4 |2 560 1

251) AC

SL-1

FOXO3A | A AR | N B SER 0] H 2.549 | 1.614

(155- G955 592

251) AC

SL-1
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FOXO3A AR [NH LEU |O HH1 [ 3.294 |[2.424
(155- G95 |1 593 1

251) AC

SL-1

FOXO3A GLY |N ARG |O H [3.264 |2361
(155- 565 94

251) AC

SL-1

FOXO3A SER | OG PHE |O HG |3.185 |2.248
(433— 57 663

511) AC

SL-1

FOXO3A SER | OG ASP |ODI |HG |3.103 |2.428
(433- 65 666

511) AC

SL-1

FOXO3A SER | OG ASP |OD2 |HG |2221 |1.292
(433- 65 666

511) AC

SL-1

FOXO3A GLN | NE2 GLN |O HE2 | 3.544 |2.805
(433- 155 63 2

511) AC

SL-1

FOXO3A AR |NH MET |O HH1 | 1.774 |0.999
(433— G |1 53 2

511) AC 372

SL-1
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FOXO3A AR |NE ALA HE [1.970 [1.173
(433~ G 25

511) AC 387

SL-1

FOXO03A AR |NH PHE 4 HHI | 2.778 | 2.043
(604— G |1 2

644) AC 372

SL-1

FOXO3A LYS |NZ GLY HZ1 |2.840 | 1.958
(604 419 15

644) AC

SL-1
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Sekil 42. ColabFold kullanilarak modellenen FOXO3A domainleri ile ACSL1

arasindaki kompleks yapilari.

Sekilde, FOXO3A proteininin ii¢ farkli bolgesinin (deep pink) ACSLI proteini
(turquoise) ile etkilesim modelleri gosterilmektedir. a) FOXO3A 155-251 bolgesi ile
ACSLI1 etkilesimi, b) FOXO3A 433-511 bolgesi ile ACSLI1 etkilesimi, c) FOXO3A

604644 bolgesi ile ACSLI1 etkilesimi. Sol panelde serit (ribbon) gosterimi, sag

panelde ise ylizey (surface) gdsterimi.

Analiz edilen FOXO3A-ACSL-1 komplekslerinde, li¢ farkli FOXO3A domaini (155—
251, 433-511 ve 604-644) kullanilarak olusturulan yapilar iizerinden hidrojen bagi

temelli baglanma analizleri gerceklestirilmistir.

FOXO3A (155-251) ACSL-1 kompleksinde toplam 8 hidrojen bag1 tespit edilmistir.
Bu baglarin ¢ogu kutuplu ve bazik kalintilarla olusturulmustur. Ozellikle ARG 94 ve
PHE 560 ¢iftli baglar kurarak baglanma arayiiziiniin merkezinde yer almaktadir. ARG
95, farkl1 ACSL-1 kalintilariyla yaptigi ¢ift baglarla (SER 592 ve LEU 593) ek stabilite
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saglar. Ayrica, ters yonden gelen GLY 565 — ARG 94 bagi, karsilikli baglanmanin
oldugunu gosterir. FOXO3A (433-511) ACSL-1 kompleksinde 6 hidrojen bagi
tammlanmustir. Ozellikle ARG 372 — MET 53 bag1 1.77 A gibi ¢ok kisa bir mesafeye
sahiptir ve bu da onu analizdeki en gii¢lii baglardan biri yapmaktadir. FOXO3A (604—
644) ACSL-1 kompleksinde ise yalnizca 2 hidrojen bagi tespit edilmistir. Baglar,
ACSL-1 tarafindan baslatilan etkilesimler olup, FOXO3A tarafinda PHE 4 ve GLY 15
hedeflenmistir. Baglarin sayica azlig1, bu domainin ACSL-1 ile zayif ve daha az 6zgiil

baglanma sergiledigini diisindiirmektedir (Tablo 17 ve Sekil 42).

Sekil 43. ColabFold kullanilarak modellenen FOXO3A domainleri ile ACADV

arasindaki kompleks yapilari.

Sekilde, FOXO3A proteininin ii¢ farkli bolgesinin (deep pink) ACADYV proteini
(orange) ile etkilesim modelleri gosterilmektedir. a) FOXO3A 155-251 bolgesi ile
ACADYV etkilesimi, b) FOXO3A 433-511 bolgesi ile ACADV etkilesimi, c)
FOXO3A 604-644 bolgesi ile ACADV etkilesimi. Sol panelde serit (ribbon)

gosterimi, sag panelde ise ylizey (surface) gosterimi.
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Tablo 18. FOXO3A' nin {i¢ domaini ve potansiyel etkilesim partneri ACADV

arasindaki hidrojen baglari.

Komplek | Don | Don | Don | Aksep | Aksep | Aksep | H D..A D-
s or or or tor tor tor Ato | Mesa | H..A

Zin | Kal | Ato | Zincir | Kalin | Atom | mu fesi Mesa

cir | nt1 m t1 A) fesi
A)
FOXO3A | B | LYS | NZ A GLY O HZ1 | 3.523 | 2.535
(604— 482 34
644) AC
ADV

FOXO3A| B |SER| OG| A |SER6| O | HG | 1.981 | 1.383
(604— 485
644) AC
ADV

Sadece FOXO3A’nin C-terminal bdlgesini temsil eden 604—644 aralig1 ile tam
uzunlukta ACADYV proteini arasinda olusturulan ColabFold modeli, baglanma arayiizii
bakimindan olduk¢a sinirli sayida temas icermektedir. Gergeklestirilen analiz
sonucunda yalnizca 2 adet hidrojen bagi tespit edilmistir. Bu durum, FOXO3A’ nin
ACADYV ile baglanma kapasitesinin diisiik olabilecegine isaret etmektedir. Ilk bag,
LYS 482 (ACADV) ve GLY 34 (FOXO3A) arasinda olup, bagin mesafesi 3.52 A ile
olduk¢a uzun ve dolayisiyla zayif sayilabilecek diizeydedir. Ikini bag, SER 485
(ACADV) ve SER 6 (FOXO3A) arasindadir ve bu bagin mesafesi yalmzca 1.98 A’dir.
Bu deger analizdeki en kisa bag uzunlugudur. Ancak genel olarak
degerlendirildiginde, FOXO3A (604—644) ACADYV kompleksindeki H-bagi sayisinin
azligr, bu domainin ACADV ile gicli bir baglanma bdlgesi olmadigini
diistindiirmektedir (Tablo 18 ve Sekil 43).
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b).

Sekil 44. ColabFold kullanilarak modellenen FOXO3A domainleri ile ECHB

arasindaki kompleks yapilari.

Sekilde, FOXO3A proteininin ii¢ farkli bolgesinin (deep pink) ECHB proteini (gray)
ile etkilesim modelleri gosterilmektedir. a) FOXO3A 155-251 bolgesi ile ECHB
etkilesimi, b) FOXO3A 433-511 bolgesi ile ECHB etkilesimi, ¢c) FOXO3A 604-644
bolgesi ile ECHB etkilesimi. Sol panelde serit (ribbon) gdsterimi, sag panelde ise

ylizey (surface) gosterimi.
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Tablo 19. FOXO3A' nin {i¢ domaini ve potansiyel etkilesim partneri ECHB

arasindaki hidrojen baglar1.

Komple | Don | Don | Don | Aksep | Aksep | Aksep | H D..A | D-

ks or or or tor tor tor Ato | Mesaf | H..A
Zin | Kah | Ato | Zincir | Kalint | Atom | mu | esi Mesaf
cir | nt1 m 1 A) esi

A)

FOXO3 | B ARG |[NH | A PRO | O HH2 | 3.265 | 2.458

A (433- 229 |2 15 1

511) E

CHB

FOXO3 | B LYS |[NZ | A ALA | O HZz1 | 2.571 | 1.794

A (433- 348 25

511) E

CHB

FOXO3 | B LYS [NZ | A ASP OD2 | HZ1 | 2913 |2.120

A (604— 293 40

644) E

CHB

Yapilan analizlerde, FOXO3A’nin 433-511 ve 604—-644 domainlerinin tam uzunlukta
ECHB proteini ile olusturdugu komplekslerde toplamda 3 hidrojen bagi tespit
edilmistir. Bu baglarin sayica sinirli olmasi, etkilesimin  smirli veya hig
olamayabilecegini diisiindiirmektedir. FOXO3A 433-511 ve ECHB kompleksi
icerisinde 2 hidrojen bag: belirlenmistir. Ilk bagda, ARG 229 (ECHB) ve PRO 15
(FOXO03A) 3.26 A uzunlugunda bir etkilesim kurmaktadir. Mesafe olduk¢a uzundur
ve bu bagin gii¢siiz olduguna isaret etmektedir. Ikinci bag olan LYS 348 — ALA 25
arasinda kurulan 2.57 A’lik bag, ise daha giicliidir. FOXO3A 604-644 ve ECHB
kompleksinde yalnizca tek bir hidrojen bagi bulunmaktadir. LYS 293 (ECHB), ASP
40 (FOXO3A)’nin olusturdugu bag 2.91 A gibi ortalama bir mesafededir (Tablo 19 ve
Sekil 44).
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Sekil 45. ColabFold kullanilarak modellenen FOXO3A domainleri ile MECR

arasindaki kompleks yapilari.

Sekilde, FOXO3A proteininin {i¢ farkli bolgesinin (deep pink) MECR proteini (lime)
ile etkilesim modelleri gosterilmektedir. a) FOXO3A 155-251 bolgesi ile MECR
etkilesimi, b) FOXO3A 433-511 bolgesi ile MECR etkilesimi, c) FOXO3A 604-644
bolgesi ile MECR etkilesimi. Sol panelde serit (ribbon) gosterimi, sag panelde ise

ylizey (surface) gosterimi.
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Tablo 20. FOXO3A' nin {i¢ domaini ve potansiyel etkilesim partneri MECR

arasindaki hidrojen baglar1.

Komple | Don | Don | Don | Aksep | Aksep | Aksep | H D.A | D-

ks or or or tor tor tor Ato | Mesaf | H..A
Zin | Kah | Ato | Zincir | Kalint | Atom | mu | esi Mesaf
cir | nti m 1 A) esi

Q)

FOXO3 | A ASN | N B SER O H3 3.192 | 2.557

A (155- 1 225

251) M

ECR

FOXO3 | B GLY | N A HIS NE2 H 3.154 | 2214

A (155- 208 58

251) M

ECR

FOXO3 | B LYS |[NZ |A ASNS5 | O HZ1 | 2.738 | 1.858

A (155- 229

251) M

ECR

FOXO3 | B SER |OG | A LEU |O HG |3.159 |2.297

A (433- 296 42

511) M

ECR

FOXO3 | B LYS |[NZ |A ASN | ODI HZ1 | 3.492 | 2.547

A (604— 267 14

644) M

ECR

FOXO3 | B SER |OG | A PROS5 | O HG |2.737 | 1.903

A (604— 298
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644) M
ECR

FOXO3A’nin ii¢ farkli domaini ile tam uzunluktaki MECR proteini arasinda
olusturulan komplekslerde toplam 6 hidrojen bagi tespit edilmistir. FOXO3A (155—
251) MECR kompleksi 3 hidrojen bag1 icermektedir. ilk bagda, ASN 1 (FOXO3A)-,
SER 225 (MECR) 3.19 A gibi kabul edilebilir bir mesafede bag kurmustur. Bu temas,
FOXO3A'min en N-terminal bolgesinin baglanma siirecine dahil oldugunu gosterebilir.
Ikinci bagda, GLY 208 (MECR), HIS 58 (FOXO3A) arasinda gerceklesmektedir.
Uciincii bag, LYS 229 (MECR) ASN 5 (FOXO3A) arasindadir ve 2.74 A mesafesiyle
kararli ve etkili bir baglanma temasini temsil eder. FOXO3A (433-511) MECR
kompleksinde yalnizca 1 hidrojen bagi olusmustur. SER 296 (MECR) ve LEU 42
(FOXO3A) arasinda olan bu bag 3.16 A’lik bir mesafeyle giigsiiz bir bagi temsil
etmektedir. Bag sayisinin azligt ve mesafesi bu kompleksin giivenilirligini
sarsmaktadir. FOXO3A (604-644) MECR kompleksinde 2 hidrojen bagi yer
almaktadir. i1k bagda, LYS 267 (MECR), ASN 14 (FOXO3A) 3.49 A gibi biraz uzun
ancak yonlii bir mesafeyle elektrostatik etkilesim gdstermistir. ikinci bag ise SER 298
— PRO 5 arasinda olup 2.74 A ile kararli bir temas 6rnegi olabililir. Genel olarak
degerlendirildiginde, FOXO3A (155-251) MECR kompleksi, bag sayist ve karsilikl

temas bakimindan en aktif domain olarak 6ne ¢ikmaktadir (Tablo 20 ve Sekil 45).
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b)

Sekil 46. ColabFold kullanilarak modellenen FOXO3A domainleri ile PPARG

arasindaki kompleks yapilari.

Sekilde, FOXO3A proteininin ii¢ farkli bolgesinin (deep pink) PPARG proteini
(salmon) ile etkilesim modelleri gosterilmektedir. a) FOXO3A 155-251 bolgesi ile
PPARG etkilesimi, b) FOXO3A 433-511 bolgesi ile PPARG etkilesimi, ¢) FOXO3A
604—644 bolgesi ile PPARG etkilesimi. Sol panelde serit (ribbon) gdsterimi, sag

panelde ise ylizey (surface) gdsterimi.
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Tablo 21. FOXO3A' nin ii¢ domaini ve potansiyel etkilesim partneri PPARG

arasindaki hidrojen baglar1.

Komple | Don | Don | Don | Aksep | Aksep | Aksep | H D..A | D-

ks or or or tor tor tor Ato | Mesa | H.A
Zin | Kah | Ato | Zincir | Kalint | Atom | mu | fesi Mesa
cir | nt1 m 1 A) fesi

A)

FOXO03 | A TRP | N B GLU | OE2 H 3.055 [ 2214

A (155- 3 379

251) PP

ARG

FOXO03 | A AR |NH | B TYR | OH HHI | 3.369 | 2.494

A (155- Go65 |1 278 2

251) PP

ARG

FOXO3 | A AR |NH | B TYR | OH HH2 | 3.383 | 2.514

A (155- G65 |2 278 2

251) PP

ARG

FOX0O3 | B LYS |[NZ | A GLY |O HZz1 | 2.121 | 1.410

A (155- 364 51

251) PP

ARG

FOXO3 | A LEU | N B GLU | OEl H 3.465 | 2.571

A (433- 38 499

511) PP

ARG

FOXO03 | A LEU | N B GLU | OE2 H 3.118 | 2.166

A (433- 38 499
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511) PP

ARG

FOXO3 |B |LYS |[NZ |A LEU |O HZ3 [3.536 |2.689
A (433- 329 41

511) PP

ARG

FOXO3 |[B |[LYS [NZ [A ASP |[OD2 |HZz2 [3.204 |2311
A (433- 329 45

511) PP

ARG

FOXO3 |A |SER |OG |B GLN |OEl |- 1.658 | N/A
A (604- 16 314

644) PP

ARG

FOXO3 |A |AR |NH |B ASN |ODI |- [3.401 |[N/A
A (604- G26 |2 340

644) PP

ARG

FOXO3 |B |[LYS |[NZ |A GLU |O - 1.867 | N/A
A (604- 329 28

644) PP

ARG

FOXO3A (155-251) PPARG kompleksinde 4 adet hidrojen bagi olusturmustur.
Etkilesim, hem FOXO3A’nin N-terminaline yakin hem de orta bolgelerine yayilmistir.
Ozellikle ARG 65'in TYR 278 ile yaptigi ciftli bag énemli gdziikkmektedir. Ayrica, TRP
3 — GLU 379 bag1, uzun mesafeli ancak yonlii bir etkilesim olup baglanma yiizeyinin
kenarlarinda sabitleyici gorev gorebilir. PPARG tarafindan baglatilan LYS 364
(PPARG)’ in GLY 51 (FOXO3A) ile yaptig1 2.12 A’lik kisa mesafeli bag, arayiiziin
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cift yonlii oldugunu gostermektedir. FOXO3A (433-511) PPARG kompleksinde 4
hidrojen bagi bulunmaktadir. LEU 38 (FOXO3A) ayn1 anda GLU 499 ile c¢iftli bag
kurmaktadir. Ote yandan, LYS 329 (PPARG)’in hem LEU 41 hem de ASP 45 ile bag
kurmasi, PPARG tarafinin baglayici roliinii gosterebilir. Bu baglar 3.2-3.6 A
araliginda bag mesafelerine sahiptir. FOXO3A (604—644) PPARG kompleksi 3
potansiyel H-bag1 bulunmaktadir ancak baglarin hidrojen atomlart modellenmemistir.
Buna ragmen, mesafeler baglanma icin uygundur. Ozellikle SER 16 — GLN 314 bagi
1.66 A gibi cok kisa bir mesafede olup yiiksek baglanma potansiyeline sahiptir. ARG
26 — ASN 340 bag ise 3.4 A ile daha zayif bir temas sunmaktadir. LY'S 329 — GLU 28
bag1 ise yine olduk¢a kisa mesafeli (1.87 A) olup PPARG'nin aktif baglayict
pozisyonunda oldugunu gostermektedir. FOXO3A’nin hem (155-251) hem de (433—
511) domainleri, PPARG ile esit sayida hidrojen bagi kurarak arayiizde etkin roller
tistlenmektedir (Tablo 21 ve Sekil 46).

a)

c)

Sekil 47. ColabFold kullanilarak modellenen FOXO3A domainleri ile PPT-1

arasindaki kompleks yapilari.

Sekilde, FOXO3A proteininin ii¢ farkli bolgesinin (deep pink) PPARG proteini
(salmon) ile etkilesim modelleri gosterilmektedir. a) FOXO3A 155-251 bdlgesi ile
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PPARG etkilesimi, b) FOXO3A 433-511 bolgesi ile PPARG etkilesimi, ¢) FOXO3A
604—644 bolgesi ile PPARG etkilesimi. Sol panelde serit (ribbon) gosterimi, sag

panelde ise yiizey (surface) gosterimi.

Tablo 22. FOXO3A' nin ii¢ domaini ve potansiyel etkilesim partneri PPT-1

arasindaki hidrojen baglar1.

Kompl | Don | Don | Don | Aksep | Aksep | Aksep | H D.A | D-

eks or or or tor tor tor Ato | Mesaf | H..A
Zinc | Kah | Ato | Zincir | Kalint | Atom | mu | esi(A) | Mesaf
ir ntt |m 1 esi (A)

FOXO | A ASN | N B GLU |O Hl 2.616 | 1.935

3A 1 260

(155-

251) P

PT-1

FOXO | A ALA | N B GLN |O H 3.092 |2.320

3A 2 259

(155-

251) P

PT-1

FOXO | A SER | N B GLU | OEl H 2.556 | 1.718

3A 7 254

(155-

251) P

PT-1

FOXO | A SER [OG | B GLU | OEIl HG |3.116 |2.257

3A 29 81

(433—

511) P

PT-1
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FOXO [B [LYS [Nz [A ASN [0 HZ1 [3.484 [2.649
3A 165 38
(604—
644) P
PT-1

FOXO |B | ARG |NHI|A GLU |O HHI1 |2.750 | 1.765
3A 179 28 1
(604~
644) P
PT-1

FOXO |B |GLN |[NE2|A SER6 |OG | HE2 [3.112 |2.244
3A 291 1
(604—
644) P
PT-1

FOXO3A (155-251) PPT-1 kompleksinde 3 hidrojen bagi bulunmaktadir. Ozellikle
ASN 1 —GLU 260 bag1, 2.62 A gibi ideal bir mesafede bir bag olusturmustur. Ardindan
gelen ALA 2 — GLN 259 bag1 biraz daha uzun olsa da (3.09 A) anlaml bir etkilesim
olabilir. SER 7 — GLU 254 arasindaki bag ise 2.56 A mesafesindedir. Bu baglar,
FOXO3A’nin N-terminal bolgesinin PPT-1 ile etkilesime gectigini gdsterebilir.
FOXO3A (433-511) PPT-1 kompleksinde yalnizca tek bir hidrojen bagi vardir. SER
29 (FOX03A) ve GLU 81 (PPT-1) arasinda olusan bu bag 3.12 A’lik bir mesafededir.
Bag sayisinin azligi, bu domainin PPT-1 ile sinirli bir arayiizii oldugunu veya hig
olmadigini diisiindiirmektedir. FOXO3A (604—644) PPT-1 kompleksi 3 hidrojen bag1
igermektedir ve bunlarin tamami PPT-1 tarafindan baslatilmistir. Bunlar LYS 165 —
ASN 38, ARG 179 — GLU 28, ve GLN 291 — SER arasindadir (Tablo 22 ve Sekil 47).
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4.10. HDOCK ile FOXO3A ve Potansiyel Etkilesim Partnerlerinin Molekiiler

Yerlestirmesi

FOXO3A ve ACSL-1 proteinleri arasinda HDOCK sunucusu ile gergeklestirilen
molekiiler yerlestirme (docking) analizine ait sonuglar, enerjik ve yapisal agidan
anlamli baglanma modelleri ortaya koymaktadir. En iy1 model yerlestirme skoru -
337.98 gibi bir degerler oldukca diisiiktiir. bu, gii¢lii bir baglanma afinitesi oldugunu
gostermektedir. Ayni modelin giiven skoru da 0.9772 olup, tahminin yiiksek
dogrulukla yapildigin1 ifade etmektedir. ilk bes siradaki modellerin yerlestirme
skorlar1 -300 civarinda seyretmekte ve giiven skorlar1 0.95’in iizerindedir, bu da
modellerin genel olarak giivenilir oldugunu gostermektedir. FOXO3A ve ACADVL
proteinleri arasinda HDOCK sunucusu ile yapilan molekiiler yerlestirme analizinde,
elde edilen ilk 10 model arasinda en yiiksek baglanma potansiyeline sahip yapi, -
244 24°1iik bir yerlestirme skoruna sahiptir ve bu, baglanma enerjisinin oldukca diisiik
oldugunu, yani baglanmanin gii¢lii olabilecegini gosterir. Giiven skoru da 0.8682 ile
oldukca yiiksek olup modelin giivenilirligini desteklemektedir. Ilk bes modelin
yerlestirme skorlar1 birbirine olduk¢a yakindir (yaklasik -244 ile -236 araliginda) ve
giiven skorlar1 0.85’in {izerinde seyretmektedir, bu da bu modellerin baglanma
acisindan tutarli ve giivenilir oldugunu gostermektedir. FOXO3A ve ECHB proteinleri
arasindaki potansiyel etkilesim HDOCK sunucusu araciligiyla incelendiginde, elde
edilen sonuglar baglanmanin giiclii olabilecegini gostermektedir. En diisiik yerlestirme
skoru -288.08 olup en yiiksek giiven skoru 0.9406°dir. ilk {i¢ modelin yerlestirme
skorlart -277 ile -288 arasinda degismektedir ve giliven skorlar1 da 0.92°nin
tizerindedir. FOXO3A ve MECR proteinleri arasinda HDOCK kullanilarak yapilan
molekiiler yerlestirme analizinde, en iyi yerlestirme skoru 263.15 olup 0.9058 gibi
yiiksek bir giiven skoruna sahiptir. FOXO3A ve PPARG proteinleri arasinda
gerceklestirilen HDOCK yerlestirme analizinde elde edilen sonuglar, bu iki protein
arasinda potansiyel olarak anlamli bir etkilesim olabilecegini gdstermektedir. En iyi
modelin yerlestirme skoru -272.42 ve giiven skoru 0.9204’tiir. Bu durum, bu modelin
hem baglanma enerjisi hem de tahmin giivenilirligi agisindan gii¢lii bir aday oldugunu
gostermektedir. FOXO3A ve PPT-1 proteinleri arasinda HDOCK sunucusu ile yapilan
yerlestirme analizine bakildiginda iki protein arasinda potansiyel olarak gii¢li bir
etkilesim oldugu goriilmektedir. En iyi skorlar1 elde eden model -263.96 gibi diisiik

bir yerlestirme skoru ile baglanmanin gii¢lii oldugunu gostermekte, ayrica 0.9071 gibi
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yiksek bir giliven skoru ile de bu baglanma pozisyonunun giivenilirligini
kanitlamaktadir. Tiim modellerin yerlestirme skorlar1 -263 ile -228 arasinda
degismekte olup, giiven skorlar1 da 0.82’nin {lizerinde seyretmektedir. Her komplekse

ait en iyl modellerin yerlestirme ve giiven skorlar1 Tablo 23’ te 6zetlenmistir.

Tablo 23. FOXO3A proteini ile potansiyel etkilesim partnerleri arasinda HDOCK
sunucusu kullanilarak gerceklestirilen molekiiler yerlestirme analizine ait en iyi

modellerin sonuglari.

Protein Kompleksi | HDOCK Yerlestirme Skoru Giiven Skoru
FOXO3A-ACSL-1 -337.98 0.9772
FOXO3A-ACADV -244.24 0.8682
FOXO3A ECHB -288.08 0.9406
FOXO3A MECR -263.15 0.9058
FOXO3A PPARG -272.42 0.9204
FOXO3A PPT-1 -263.96 0.9071

4.11. HawkDock ile FOXO3A ve Potansiyel Etkilesim Partnerlerinin Molekiiler

Yerlestirmesi

Tablo 24'te, FOXO3A proteininin potansiyel etkilesim partnerleriyle olusturdugu
komplekslerin HawkDock sunucusu kullanilarak gerceklestirilen molekiiler
yerlestirme analizine ait en iyi modellerin enerji skorlar1 sunulmustur. En giiclii
baglanma skoru —5588.02 kcal/mol ile FOXO3A—-PPARG kompleksinde gdzlenmistir.
Bu sonug, FOXO3A’nin PPARG ile oldukga giiclii bir etkilesim kurabilecegini ve bu
etkilesimin biyolojik olarak olduk¢a anlamli olabilecegini gdstermektedir. Bilindigi
tizere, PPARG, hiicresel enerji metabolizmasmin, lipogenez ve yag asidi
depolanmasinin kritik bir diizenleyicisidir ve FOXO3A ile fonksiyonel etkilesimleri
daha 6nce de raporlanmistir. Bu kadar giiclii bir yerlestirme skoru, bu biyolojik iligkiyi
destekler niteliktedir. Ikinci en giilii baglanma —5262.60 kcal/mol ile FOXO3A—
ECHB (HADHB) kompleksinde elde edilmistir HADHB, mitokondride -
oksidasyonun son basamaklarinda gorev yapan onemli bir enzimdir. FOXO3A’nin
HADHB ile bu derece giiclii bir baglanma enerjisine sahip olmasi, onun mitokondriyal

enerji metabolizmasiyla dogrudan iligkili olabilecegini diislindiirmektedir. FOXO3A—
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ACSL-1 kompleksi —5242.78 kcal/mol baglanma skoru ile {igiincii siradadir. Bu deger,
HDOCK analizinde oldugu gibi HawkDock analizinde de FOXO3A’nin ACSL-1 ile
gliclii bir etkilesim kurdugunu ortaya koymaktadir. ACSL-1, uzun zincirli yag
asitlerini CoA tiirevlerine doniistiirerek metabolizmaya kazandiran anahtar bir
enzimdir. FOXO3A’nin bu proteinle kurdugu giiclii etkilesim, lipid metabolizmasinda
oynadig1 diizenleyici rolii giliglendirmektedir. FOXO3A-ACADV kompleksi
—5030.07 kcal/mol ile orta diizeyde baglanma afinitesi gostermistir. ACADYV,
mitokondrideki kisa zincirli yag asitlerinin B-oksidasyonunda rol oynayan bir diger
enzimdir. Bu skor, FOXO3A'nin ACADYV ile etkilesimini destekler ancak yukaridaki
kompleksler kadar giicli degildir. FOXO3A-MECR ve FOXO3A-PPT-1
kompleksleri sirastyla —4230.78 ve —4256.01 kcal/mol skorlarina sahiptir. Bu degerler
gorece daha diisiik afiniteleri temsil etse de, negatif olmalar1 bu etkilesimlerin
biyolojik olarak miimkiin ve anlamli olabilecegini gosterir. MECR, mitokondriyal yag
asidi biyosentezinde yer alirken; PPT-1 (palmitoyl-protein thioesterase-1),
FOXO3A’nin potansiyel posttranslasyonel —modifikasyonlarindan biri  olan

palmitoilasyon siireciyle iligkili olabilir.

Tablo 24.FOXO3A proteini ile potansiyel etkilesim partnerleri arasinda HawkDock
sunucusu kullanilarak gerceklestirilen molekiiler yerlestirme analizine ait en 1yi

modellerin sonuglari.

Protein Kompleksi HawkDock Yerlestirme Skoru
FOXO3A-ACSL-1 -5242,78
FOXO3A-ACADV -5030,07

FOXO3A ECHB -5262,60

FOXO3A MECR -4230,78

FOXO3A PPARG -5588,02

FOXO3A PPT-1 -4256,01

4.12. Bolge — Spesifik Mutagenez

ColabFold ile elde edilen tam uzunluktaki FOXO3A-protein komplekslerinde yer alan
ve Chimera X ile analiz edilen hidrojen baglarinin, yapisal ve fonksiyonel énemini

degerlendirebilmek amaciyla, bu bolgelerde bulunan amino asitler hedeflenerek

116



BeatMusic araciyla sistematik alanin mutagenezi uygulanmisti. FOXO3A ve
potansiyel etkilesim partnerlerinin etkilesimli oldugu diisiiniilen rezidiilerinin ALA’ya
mutasyonun kompleksin kararlilig1 iizerindeki etkilerinin ve baglanma enerjisindeki
degiskliklerin 6l¢iilmesi amaglandi. Her bir kompleks i¢in uygulanan mutasyon ve

baglanma enerjisindeki degisim Tablo 25’ te verilmistir.

Tablo 25. BeatMusic araci kullanilarak gergeklestirilen bolge spesifik mutagenez

analizine ait sonugclar.

Protein AAGBInd | Baglanma
Kompleksi Zincir | Pozisyon, Mutasyon (kcal/mol) | Afinitesi

A 184 Y- A 0,89 !

A 211 R—A 2,58 !

A 626 S—A 1,46 !

A 629 R—A 0,56 !
FOXO3A_ACSL-1| A 648 | T—A | 136 l
- B 178 Y- A 1,70 !

B 277 S—A -0,08 1

B 372 R—A 1,34 !

B 458 Y—-A 1,99 !

B 561 K—A 1,57 !

B 675 K—A 1,22 !

A 27 R—A 2,33 !

A 29 R—A 0,67 !

A 30 S—A 0,74 !

A 32 T—A 1,15 !

FOXO3A PPARG | A 55 S—A 0,55 !
A 470 L—-A 3,54 !

B 189 K—A 1,61 !

B 191 Q—A 1,41 !

B 329 K—A 1,76 !
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B 378 | R>A 0,61 |
A 208 | N> A 1,63 !
A 209 S—A 0,40 |
A 378 | LoA 3,39 !
FOXO3A PPT-1
B 47 N— A 111 !
B 248 | R—>A 1,64 |
B 292 | L—oA 1,99 |
B 294 | ES>A 0,20 !
A 207 | K—A 0,35 !
A 639 | DoA 1,50 |
A 641 | N—>A 1,86 )
B 180 | Q—A 1,74 |
FOXO3A MECR | B 195 | G>A 0,04 |
B 252 | K—A 0,41 )
B 31 | WA | 1,00 )
B 313 S—A 0,45 |
B 364 | Fo>A 1,39 )
A 137 | QoA 0,11 !
A 162 | Y>A 1,73 |
A 193 | Y>A 1,47 !
A 197 | K—>A 0,70 !
FOXO3A ACADV A 208 | N—A it !
- A 213 | N> A 0,74 !
A 245 | K— A 1,23 !
A 381 G— A 0,14 |
B 492 | K> A 1,95 |
B 556 | K—A 1,93 )
A 25 QoA 0,76 !
FOXO3A_ECHB 5 29 SA 072 '
- B 396 | D—A 0,77 !
B 397 | WA | 2,98 |




FOXO3A ve ACSL-1 proteinleri arasindaki etkilesimi degerlendirmek amaciyla
yapilan bolge spesifik mutagenez analizinde, baglanma arayiiziinde yer alan
rezidiilerin baglanma serbest enerjisine (AAG bind) etkileri BeatMusic araciyla
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar, mutasyonlarin biiyiik ¢ogunlugunun baglanma
afinitesini azalttigin gostermektedir. Ozellikle zincir A’daki R211A mutasyonu AAG
degeri 2.58 kcal/mol ile en yiiksek destabilizasyonu gdstermekte, bu da bu kalintinin
baglanma agisindan kritik rol oynadigini isaret etmektedir. Benzer sekilde S626A (1.46
kcal/mol), T648A (1.36 kcal/mol) ve Y184A (0.89 kcal/mol) gibi mutasyonlar da
baglanmay1 zayiflatic1 etki gostermistir. Zincir B’de de benzer sekilde, Y178A,
S372A, Y458A ve K561A mutasyonlart baglanma afinitesini anlamli sekilde
diisiirmiis, AAG degerleri 1.34 ile 1.99 kcal/mol arasinda degismistir. Bu durum,
FOXO3A ile ACSL-1 arasindaki etkilesimde hem FOXO3A’ya ait (zincir A), hem de
ACSL-1’e ait (zincir B) kalintilarin baglanma stabilitesi i¢in 6nemli oldugunu
gostermektedir. Istisnai olarak, zincir B’deki S277A mutasyonu baglanma afinitesini
hafifce artirmis (AAG = -0.08 kcal/mol) ve bu rezidiiniin baglanmaya olumsuz etkisi
olabilecegini diisiindiirmiistiir. FOXO3A ve PPARG proteinleri arasindaki komplekse
bakildiginda baglanma arayiiziindeki birgok kalintinin mutasyonu baglanma afinitesini
diisiirmiistiir. Ozellikle zincir A’daki L470A mutasyonu 3.54 kcal/mol ile en yiiksek
destabilizasyonu gostermekte ve bu kalintinin baglanma igin kritik oldugunu
gostermektedir. Benzer sekilde R27A (2.33 kcal/mol), K329A (1.76 kcal/mol) ve
R189A (1.61 kcal/mol) mutasyonlar1 da belirgin destabilizasyon yaratmistir. Tiim
mutasyonlar baglanma afinitesini azaltmis (AAG > 0), bu da bu kalintilarin FOXO3A—
PPARG etkilesimi a¢isindan dnemli oldugunu ve araytiz kararliligina katki sagladigin
gostermektedir. FOXO3A ve PPT-1 proteinleri arasindaki kompleksinde tiim
mutasyonlarin baglanma afinitesini azalttig: goriilmiistiir (AAG > 0). Ozellikle zincir
A’daki L378A mutasyonu 3.39 kcal/mol ile en yiiksek destabilizasyonu gostermistir.
Ayrica N208A, R248A ve L292A mutasyonlar1 da baglanmay1 ciddi oOl¢iide
zayiflatmisti. FOXO3A ve MECR proteinleri arasindaki kompleks mutasyonlarin
biiyiik ¢ogunlugunun baglanma afinitesini azalttd1 goriilmiistiir. Ozellikle zincir
A’daki N641A (1.86 kcal/mol) ve zincir B’deki Q180A (1.74 kcal/mol) mutasyonlari
en yliksek destabilizasyonu gostererek, bu kalintilarin baglanma stabilitesi a¢isindan
kritik oldugunu ortaya koymustur. Diger taraftan, G195A mutasyonu (0.04 kcal/mol)
baglanma afinitesini neredeyse etkilememistir. FOXO3A ve ACADVL (ACADYV)

proteinleri arasindaki kompleksinde mutasyonlar baglanma afinitesini azaltici

119



(destabilize edici) etki gostermistir. Ozellikle zincir B’deki K492A ve KS556A
mutasyonlart sirasiyla 1.95 ve 1.93 kcal/mol AAG degerleriyle en yiiksek
destabilizasyonu gostermistir. Zincir A’da ise Y162A, Y193A, N208A ve K197A gibi
mutasyonlar da baglanmay1 zayiflatmis ve baglanma arayiiziindeki kritik rolleri
desteklemigtir. FOXO3A - ECHB kompleksinde arayiizde yer alan tiim mutasyonlar
baglanma afinitesini azaltici etki gdstermistir (AAG > 0). Ozellikle zincir B’deki
W397A mutasyonu 2.98 kcal/mol ile en yiiksek destabilizasyonu gdstermekte ve bu
rezidiiniin baglanma agisindan kritik bir rol oynadigin1 ortaya koymaktadir. Q25A,
S395A ve D396A mutasyonlar1 da baglanma afinitesinde anlamli diisiislere neden
olmustur (AAG = 0.7-0.8 kcal/mol). Genel olarak, FOXO3A—-ACSL-1, FOXO3A—
MECR, FOXO3A-PPARG, FOXO3A-ECHB ve FOXO3A-PPT-1 komplekslerinde
ACSL-1 kompleksindeki S277A mutasyonu hari¢ olmak {izere bir¢ok mutasyon 1

kcal/mol lizerinde AAG degerlerine ulagmis ve baglanma afinitesi azalmistir.

4.13. Klinik A¢idan Onemli Varyantlarin FOXO3A ve Potansiyel Partnerlerin

Etkilesimi Uzerindeki Etkisinin Degerlendirilmesi

Ensembl VEP, CADD, REVEL, MetalLR ve Mutation Assessor gibi biyoinformatik
araglarla patojenitesi yliksek oldugu belirlenen {ic missense varyantin (N208Y,
R211W ve R249L) FOXO3A’ nin potansiyel etkilesim partnerleriyle olan baglanma
afinitesi iizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla, her kompleksin wild-type hali
ColabFold araciligiyla modellenmistir. Ardindan, BeatMusic platformu kullanilarak

bu kompleksler tizerinde ilgili mutasyonlar uygulanmaistir.

120



Tablo 26. FOXO3A proteini ile potansiyel etkilesim partnerleri arasinda olusturulan

komplekslerde klinik agidan 6nemli varyantlarin baglanma enerjisine etkisi.

Kompleks Pozisyon | Mutasyon | AAGBind
(kcal/mol)
FOXO3A ACSL1 208 N—->Y 0.09
211 R—W -0.33
249 R—L -0.06
FOXO3A PPT-1 208 N—-Y 0.58
211 R—-W 0.39
249 R—L -0.15
FOXO3A PPARG 208 N—-Y 0.11
211 R—>W 0.22
249 R—L -0.25
FOXO3A_ ACADV 208 N—->Y 0.07
211 R—W 0.64
249 R—L -0.13
FOXO3A ECHB 208 N—-Y 0.09
211 R—W 0.22
249 R—L -0.27
FOXO3A MECR 208 N—->Y 0.73
211 R—->W 0.16
249 R—L -0.24

N208Y mutasyonu ¢ogu komplekste pozitif AAG degerleri tiretmis, 6zellikle PPT-1
(0.58 kcal/mol) ve MECR (0.73 kcal/mol) komplekslerinde etkilesimi zayiflattigi
gdzlemlenmistir. R211W mutasyonu, baz1 komplekslerde baglanma enerjisini artirmig
(6rnegin ACSL1: —0.33 kcal/mol), baz1 komplekslerde ise zayiflatic1 etki gostermistir
(6rnegin ACADV: 0.64 kcal/mol, MECR: 0.16 kcal/mol). R249L mutasyonu ise cogu
komplekste negatif AAGdegerleri ile baglanma afinitesini artirici etki gostermistir.
Ormegin, PPARG (—0.25 kcal/mol), PPT-1 (—0.15 kcal/mol) ve ACADV (—0.13
kcal/mol) komplekslerinde baglanmanin daha da stabil hale geldigi goriilmektedir.
Tablo 26’ da, FOXO3A proteininin yiiksek patojenite potansiyeline sahip ii¢ missense
varyantt (N208Y, R211W, R249L) alt1 farkli proteinle olusturdugu kompleksler
tizerinde degerlendirilmistir. Pozitif AAG degerleri baglanma afinitesinin azaldigini,
negatif degerler ise baglanmanin giiclendigini gdstermektedir. Ozellikle N208Y

mutasyonu bazi komplekslerde belirgin destabilizasyon etkisi gosterirken, R249L
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mutasyonu genel olarak baglanma stabilitesini artirict yondeetkiler gostermistir.
R211W mutasyonunun baglanma arayiiziinde farkli proteinlere gore degisen roller
oynayabilecegini ve mutasyonun etkisinin baglanmaya 6zgli olabilecegini

gostermektedir.

4.14. Evrimsel Korunma Analizi
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Sekil 48. ConSurf FOXO3A evrimsel korunma analizi.

ColabFold ile tahmin edilen FOXO3A ve potansiyel etkilesim partnerlerinin
olusturdugu komplekslerin, etkilesimli bdlgelerinin islevselligi acisindan daha fazla
degerlendirilebilmesi i¢in FOXO3A’ nin evrimsel olarak korunan bolgeleri ConSurf
sunucusu ile degerlendirilmistir. ConSurf sonuglarina goére FOXO3A proteini,
evrimsel olarak farkli derecelerde korunmus birgok rezidii i¢ermektedir. Renk
skalasina gore 1 (degisken) ile 9 (yliksek derecede korunmus) arasinda puanlanan
rezidiiler, hem yapisal hem de fonksiyonel olarak degerlendirilebilir. Ozellikle 150—
250. pozisyonlar1 arasinda yer alan rezidiilerin ¢ogu 8-9 seviyesinde yiiksek
korunmusluk gdstermekte ve biiyiik bir kism1 "f" (fonksiyonel, yani yiiksek derecede
korunmus ve ylizeyde) olarak etiketlenmistir. Bu, FOXO3A’nin bu bolgelerinin diger

proteinlerle veya DNA ile olasi etkilesimleri agisindan kritik oldugunu gostermektedir.
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Ayrica bazi rezidiiler hem yiiksek korunmus hem de "s" etiketi tasgimaktadir; bu da
onlarin yapisal stabilite agisindan Onemli pozisyonlarda bulundugunu gosterir.
Ozellikle 160-180 ve 250-300 aras1 bolgelerde bu tiir yapisal rezidii yogunlugu
goriilebilir. Bu alanlar, protein katlanmasi ve genel yapisal biitiinliigiin korunmasi
acisindan Onemli olabilir. C-terminal ve N-terminal bolgelerinde ise daha disiik
korunma skorlarina sahip, esnek rezidiiler gézlenmistir. Bu bolgelerin fonksiyonel

katkis1 sinirli olabilir veya igsel olarak diizensiz yapilar icerebilir (Sekil 48).

4.15. Molekiiler Dinamik Simiilasyon
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Sekil 49. FOXO3A, ACSL-1 ve kompleks yapisi i¢in rezidii bazinda RMSF analizi.

RMSF (Root Mean Square Fluctuation), molekiiler dinamik simiilasyonlarinda her bir
amino asit rezidiisiiniin zaman igerisindeki ortalama konumsal sapmasini ifade
etmektedir. Bu deger, proteinde hangi bolgelerin daha esnek veya daha stabil oldugunu
anlamaya yarar. RMSF degeri yiiksek olan bolgeler genellikle loop’lar, terminaller
veya igsel olarak diizensiz bolgelerdir. Diisiik RMSF degerleri ise alfa heliks ve beta
tabaka gibi ikincil yap1 elemanlarinin bulundugu daha kararl bolgeleri temsil eder.
Sekil 49’ da verilen grafikte ii¢ farkli RMSF egrisi karsilagtirilmistir. FOXO3A’ nin
serbest hali, 100-600 aminoasit arast bolgelerde yliksek RMSF degerlerine sahiptir.
Bu da bu bolgenin esnek oldugunu ve protein yapisinda diizensizlikler tasidigini

gostermektedir. FOXO3A'min 6zellikle belirli bolgelerde yiiksek esneklik sergiledigi,
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ancak forkhead DNA baglanma domainine denk gelen 150.250 aminoasitler arasindaki
bolgede RMSF degerlerinin belirgin sekilde diistiigii gézlemlenmektedir. ACSL-1,
simiilasyon boyunca genel olarak diisiik RMSF degerleri gostermistir. Yaklasik 0.2—
0.5 nm arasinda degisen bu degerler, ACSL-1’in oldukca kararli bir yapiya sahip
oldugunu gostermektedir. Kompleksin RMSF grafigi incelendiginde, FOXO3A’nin
serbest haldeyken esnek olan bazi bolgelerinde (6zellikle 200—-600 aras1) belirgin bir
stabilizasyon oldugu goriilmektedir. Bu durum, baglanmanin FOXO3A’nin bazi
bolgelerinde yapisal kararliligi artirdigini diistindiirmektedir. ACSL-1’in kompleks
icindeki RMSF'si serbest haline gore hafif artis gostermektedir.
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Sekil 50. Radius of gyration (Rg) degerlerinin 10 ns'lik simiilasyon boyunca zamanla

degisimi.

Gyrasyon yarigapt (Radius of Gyration, Rg), bir molekiiliin tiim atomlarinin kiitle
merkezine olan ortalama uzakligin1 ifade eden yapisal bir parametredir. Rg degeri
yiiksekse molekiil daha acik, diizensiz veya esnek bir yapiya , diisiikse molekiil daha

kompakt, sik1 katlanmis ve kararli bir yapiya sahiptir.

Sekil 50° de FOXO3A, ACSL-1 ve bu iki proteinin olusturdugu kompleksin
simiilasyon siiresi boyunca Rg degisimi gozlemlenmektedir. FOXO3A'nin baslangigta
yaklasik 5.2 nm civarinda olan Rg degeri zamanla 4.4—4.5 nm seviyelerine diismiistiir.

Bu da yapiin daha diizenli hale geldigini diisiindiirmektedir. Bu diisiis, FOXO3A’nin
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serbest haldeyken diizensiz bir yapiya sahip oldugunu, ancak 10 ns boyunca kismen
katlanarak daha diizenli bir yapiya sahip oldugunu diistindiirmektedir. ACSL-1’in Rg
degeri simiilasyon boyunca yaklagik 2.9 nm’den 2.8 nm’ye diismiistiir: Bu da ACSL-
1’in basindan itibaren diizenli bir yapiya sahip oldugunu ve 10 ns i¢inde de bu yapiy1

korudugu anlamina gelmektedir.

Kompleksin Rg degeri ise yaklasik 5.0 nm’den baglayip 4.3 nm’ye dogru diizenli bir
azalma gostermektedir. Bu azalma, FOXO3A’nin ACSL-1 ile etkilesimi sonucunda

daha diizenli hale gostermektedir.
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Sekil 51. FOXO3A ve ACSL-1 arasinda kurulan hidrojen baglarinin zamanla
degisimi.
Sekil 51° deki grafikte FOXO3A—-ACSL-1 kompleksinin 10 ns’lik molekiiler dinamik
simiilasyonu boyunca hidrojen baglarimin sayisindaki degisim izlenmektedir.
Simiilasyonun basinda bag sayisinin 20-25 civarinda oldugu, kisa bir siire sonra 15
seviyelerine indigi, ardindan ise zamanla diizenli bir artis gosterdigi goriilmektedir. Tlk
andaki diisiisiin, sistemin enerji minimizasyonu sonrasi yeni ortamina uyum saglamasi
ve baglanma yiizeyinde yeniden diizenlenme siireci oldugu diisiiniilebilir. Zaman
ilerledik¢e hidrojen bagi sayisinin artmasi, FOXO3A ile ACSL-1 arasindaki temas
bolgelerinin ve etkilesim yiizeyinin arttigim gdstermektedir. Ozellikle 6 ns’den sonra
bag sayisinin 35—45 araliginda olmas1 kompleksin yapisal olarak oturdugunu ve kararl

bir baglanma formuna gectigini diisiindiirmektedir. Bu yliksek bag say1si, elektrostatik
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etkilesimlerin giiclii oldugu, kompleksin ¢ozeltide termodinamik olarak avantajli bir
konformasyona ulastigi ve bu durumun biyolojik ortamda da korunabilecegi anlamina
gelebilir. Sonug¢ olarak, FOXO3A—ACSL-1 kompleksinin zaman i¢inde giderek

gliclenen ve kararlilik kazanan bir etkilesim ag1 olusturabilecegi goriilmektedir.
4.16. i¢sel Bozukluk Analizi

4.16.1. Amino Asit Basina Rezidii Bozuklugu Tahmini
I¢sel bozuklugu rezidii bazinda 6l¢gmek i¢in RIDAO araci kullanilmustir. Proteinlerdeki

her bir amino asidin bozukluk skorunu tahmin etmek i¢in PONDR VLXT, PONDR
VL3, PONDR VSL2B, PONDR FIT'in yami1 sira [UPred-Long ve I[UPred-Short
kullanild1 (Sekil 44). PONDR paketi, proteinlerin yiliksek derecede diizenli
(PPDR<%10), orta derecede diizensiz (%10 < PPDR<%30) ve olduk¢a diizensiz
(PPDR>%30) oldugu kabul edilen, tahmin edilen diizensiz rezidiilerin yiizdelerine

(PPDR puanlar1) dayali olarak proteinlerin siniflandirilmasini saglar.
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Sekil 52. Proteinlerin igsel bozukluga yatkinliginin degerlendirilmesi.

Proteinlerin igsel bozukluga yatkinliginin degerlendirilmesi. PONDR VLXT,
PONDR VL3, PONDR VSL2, PONDR FIT, IUPred_long ve I[UPred_short ¢iktilarini
bir araya getiren RIDAO tarafindan olusturulan kalint1 basina i¢sel bozukluk

profilleri. Proteinin ortalama bozukluk profili (MDP), 6ngoriiciilerin bozukluk
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profillerinin ortalamasi alinarak hesaplanir. Gri gélgeler MDP hata dagilimini temsil
eder. 0,5'lik bozukluk skorundaki kesikli ¢izgi, diizen ile diizensizlik arasindaki
esiktir; burada 0,5'in lizerindeki rezidiiler/bolgeler diizensizdir ve 0,5'in altindaki
rezidiiler/bélgeler diizenlidir. a)FOXO3A, b)ACSL-1, ¢c)PPT-1, d)MECR,
e)ACADV , )ECHB, g)PPARG .

FOXO3A'min PONDR® VLXT'ye gore genel igsel bozukluk yiizdesi 64,04, PONDR
VL3'e gore %82, PONDR VSL2B'ye gore %85,88, PONDR-FIT' e gore %81.87,
IUPred-Long'a gore %78,01, [UPred-Short'a gére %62,41° dir. Bu oranlar FOXO3A’
nin yiiksek derecede diizensiz bir protein olarak degerlendirilmesine neden olmaktadir.
ACSL-1' in genel igsel bozukluk yiizdesinin, PONDR VLXT'ye gore %17,19 (orta
derecede igsel olarak diizensiz), PONDR VL3'e gore %4,58 (diizenli), PONDR
VSL2B'ye gore %11,03 (orta derecede igsel olarak diizensiz), PONDR-FIT' e gore
%2.29 yani (diizenli), I[UPred-Long'a gore %1,15 (diizenli) ve IUPred-Short'a gore
%2,72 oraninda igsel olarak diizensiz tahmin edildi. PPT-1' in genel i¢sel bozukluk
yilizdesi, PONDR VLXT'ye gore %7,84, PONDR VL3'e gore %0.00, ve PONDR
VSL2B'ye gore %3,59, PONDR-FIT' e gore %3.59, IUPred-Long'a gore %0,00,
IUPred-Short'a gore %0,65° tir. Bu da PPT-1" in diizenli bir protein oldugunu
gostermektedir. MECR' nin genel bozukluk yilizdesi PONDR VLXT'ye gore %51,47
(yliksek derecede igsel olarak diizensiz), PONDR VL3'e gore % 15.55 (orta derece
diizensiz), PONDR VSL2B' ye gore % 20.64 (orta derecede diizensiz), PONDR-FIT'
e gore % 8.85 (diizenli), [UPred-Long'a gore % 1.07 (diizenli), [UPred-Short'a gore %
3.49 (diizenli)’dur. Genel olarak degerlendirildiginde MECR proteini orta derecede
diizenli bir protein olarak tahmin edilmistir. ACADV' nin PONDR VLXT'ye gore %
27.33, PONDR VL3'e gore % 26.41, PONDR VSL2B'ye gore % 30.53, PONDR-FIT'
e gore % 17.56, , IlUPred-Long'a gore % 8.85, [UPred-Short'a gore % 9.16 genel
bozukluk yiizdesine sahiptir. Bozukluk yiizdeleri genel olarak degerlendirildiginde,
ACADV proteininin orta derece i¢sel bozukluga sahip oldugu sdylenebilir. ECHB' nin
PONDR® VLXT'ye gore % 19.20 bozuk yani yiiksek derecede bozuk, PONDR®
VL3'e gore %13.71 bozuk yani yiiksek derecede bozuk ve PONDR® VSL2B'ye gore
% 24.47 bozuk yani yiiksek diizeyde bozuk, PONDR-FIT' e gore % 4.43 yani yliksek
diizeyde bozuk, [UPred-Long'a gore % 2.32 bozuk, I[UPred-Short'a gore % 3.59 bozuk
yani yliksek derecede diizensiz oldugu tahmin edildi. PPARG' nin PONDR® VLXT'ye
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gore %19.21 bozuk yani yliksek derecede bozuk, PONDR VL3'e gore %12.28 bozuk
yani yiiksek derecede bozuk ve PONDR VSL2'ye gore % 24.95 bozuk yani yiiksek
diizeyde bozuk yani yliksek derecede diizensiz oldugu tahmin edildi (Sekil 52).

4.16.2. Bozuklukla Ilgili Islevselligin Degerlendirilmesi

FOXO3A’ daki igsel bozuklugun islevselligini degerlendirmek i¢cin D2P2 platformu
kullanilmistir. D2P2 platformu, her bir proteinin fonksiyonel igsel bozuklugunun
Olclilmesine ve bunun translasyon sonrasi modifikasyonlar (PTM'ler) ve bozukluga

dayali baglanma potansiyeli ile iliskisinin degerlendirilmesine olanak tanir.
ENSP00000385824, ENSP0O0000339527

Espritz-D
Espmz X

Espritz-N
IUP ed-L
UPred-s
0§
VSL2h

| ! ) o | ]
- yo \ :1 | | > Predicted Domains
! mncnmaniil R jOF |
| oo Lo oy bl | ! —
! i [ b :'\“1 | 1“ i | !
Predicted DisorderAgreement . | i Hy | I
[ I E il | 1
EREEIEITIERR! ERSSSSRL TIEE '.{‘,L o] gm0 mEm) | rj FEEE T IIIIIIIJ‘.\'XJ, :r:} I i ki ko .r:,r.m \ : IL MoRF Regions
1 H - o ‘|I M \ i i } i i I | :
8 & 0 EPLE] ® @ i e |
@ @\ ® ® @ | PFE’ | ® @ \‘? @13 | ® Q@ ('»PTM Sites
! 1
[P] @ (P] g P 6GEE ® @ @
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650
Key: Disorder: Superfamilies:
Predicted SCOP Structure |8 Espritz-D (1] "Winged helix" DNA-binding domain
i Weaker Support |l Espritz-X Pfams:
OPfam Conserved Domain |1 Espritz-N 121 lPBODLIUHZ (Pfam-B)
DPled?cled Disorder Il 1uPred-L. 3] PBO108B0 (Pfam-B)
v Predicted MoRFs M 1UPred-S [4] Fork head domain
© Curated PTM Site pv2
W PiDOS
[vsLay
B vLXT

Sekil 53. D2P2 platformu ¢iktisi, FOXO3A i¢in fonksiyonel bozukluk profili.

Seklin solunda D2P2 platformunda kullanilan tahminciler i¢in dort tanimlayict
bulunmaktadir. Seklin sag iist kosesinde, cesitli bozukluk belirleyicilerinin (yani,
Espritz-D, Espritz-X, Espritz-N, [UPred-L, [UPred-S, PV2, PrDOS, VSL2b, VLXT)
ciktilar1 gosterilmektedir; ikinci parantez tahmin edilen protein alanlarini gosterir,

ticiincii parantez MoRF (Molecular recognition features) bolgelerini gosterir.

FOXO3A’ nin D2P2 ¢iktist (Sekil 53), protein boyunca tahmin edilen daginik
diizensizlik bélgelerinin mevcut oldugu dokuz bozukluga dayali 6ngoriicii arasindaki
goreceli uyumu gostermektedir. Rezidii basina dokuz bozukluk 6ngdriiciisii arasinda

en fazla uyum "Winged helix" DNA-binding domain, Forkhead domain bolgesinde
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saglanmigtir ve bu bolgeler sirasiyla 153-239 ve 134-262 aminoasit bolgesi
arasindadir. FOXO3A, birka¢ korunmus fonksiyonel alan icerir. SUPERFAMILY
veritabaninda tanimlanan "Winged helix" DNA-binding domain (rezidii 153-239) ve
Pfam sunucusu tarafindan tanimlanan PB004082 (Pfam-B) (rezidii 391-516),
PB010880 (Pfam-B) (rezidii 452-671) ve Fork head domain (rezidii 134-261) alanlar1
vardir. FOXO3A proteininde, 1-164, 68-107, 111-131, 156-168, 181-194, 215-221,
231-237,265-277, 303-310, 320-335, 340-396, 407-419, 428-445, 458-538, 543- 565
aminoasitleri arasinda farkli uzunluklarda 15 Molecular recognition features (MoRFs)
bolgesi vardir. FOXO3A, 45 6ngoriilen translasyon sonrast modifikasyona (PTM), 4
asetilasyon bolgesine ve 41 fosforilasyon bolgesine sahiptir ve hi¢ ubikitinasyon

bolgesi bulundurmaz.
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Sekil 54. D2P2 platformu ¢iktisi, ACSL-1 i¢in fonksiyonel bozukluk profili.

ACSL1’ in D2P2 ¢iktisina (Sekil 54) bakildiginda, FOXO3A’ ya benzer sekilde protein
dokuz bozukluga dayal1 6ngoriicii arasindaki goreceli uyum goriilebilmektedir. Rezidii
basina dokuz bozukluk 6ngériiciisii arasinda en fazla uyum Acetyl-CoA synthetase-
like ve AMP-binding enzyme bdlgesinin belirli alanlarina denk gelmektedir. Acetyl-
CoA synthetase-like SUPERFAMILY veritabaninda tanimlanir ve 83-380 ve 420-695
aminoasitleri arasindadir. AMP-binding enzyme bolgesi pfam sunucusu tarafindan
tanimlanir ve 101-563 aminoasitleri arasindadir. ACSL1, bagka korunmus fonksiyonel

alanlarda igerir. Bunlar Pfam sunucusu tarafindan tanimlanan PB011727 (Pfam-B)
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(rezidii 564-693), PB007597 (Pfam-B) (rezidii 373-422), PB006226 (Pfam-B) (rezidii
626-684) PB005679 (Pfam-B) (rezidii 650-684) alanlaridir. Rezidii basina dokuz
bozukluk 6ngoriiciisii tarafindan uyum i¢inde tahmin edilen diizensiz bolge Espritz-X’
e gore 259-266, Espritz-N’ e gore 243-268 ve 277-2284, IUPred-L’ ye gore 254-261,
[UPred-S’e gore 254-265, PV2’ e gore 244-273, 275-279, 281-284, PrDOS’ a gore
235-239 ve 255-263, VSL2b’ ye gore 249-270 ve 280-284, VLXT’ ye gore 230-267
aminoasitleri arasindadir. ACSL-1 hi¢bir Molecular recognition features (MoRFs)
bolgesi icermemektedir. ACSL1, 16 ongoriilen translasyon sonrasi modifikasyona
(PTM), 2 asetilasyon bolgesine ve 8 fosforilasyon bolgesine sahiptir ve 6

ubikitinasyon bolgesine sahiptir.
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Sekil 55. D2P2 platformu ¢iktisi, PPT1 i¢in fonksiyonel bozukluk profili.

PPT-1" in D2P2 ¢iktisina (Sekil 55), bakildiginda her ne kadar az diizensizlik bolgesi
Ongoriilse de var olanlar arasinda da bir uyum goriilememektedir. Diger proteinlerde

oldugu gibi tahmincilerin %75'inin ayn1 6ngoriide bulundugu alanlar yoktur. Yani
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lizerinde anlagmaya varilan diizensiz bdlgeler bulunamamistir. PPT-1, birkag
korunmus fonksiyonel alan igerir SUPERFAMILY veritabaninda tanimlanan
alpha/beta-Hydrolases (rezidii 28 — 305) ve Pfam sunucusu tarafindan tanimlanan
Palmitoyl protein thioesterase (rezidii 28-306) alanlar1 vardir. PPT-1, Molecular
recognition features (MoRFs) bolgesi bulundurmaz. PPT-1, 6 dngoriilen translasyon
sonrast modifikasyona (PTM), 1 asetilasyon bolgesine ve 3 fosforilasyon bolgesine

sahiptir ve 2 ubikitinasyon bolgesine sahiptir.
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Sekil 56. D2P2 platformu ¢iktisi, MECR i¢in fonksiyonel bozukluk profili.

MECR’ in D2P2 ¢iktisina (Sekil 56) bakildiginda, PPT-1 de de oldugu gibi {izerinde
anlagsmaya varilan diizensiz bolgeler bulunamamisti. MECR, birka¢ korunmus
fonksiyonel alan igerir. NAD(P)-binding Rossmann-fold domains (rezidii 157-339) ve
GroES-like (rezidii 42-202) alanlar1t SUPERFAMILY veritabaninda tanimlanir. Zinc-
binding dehydrogenase (rezidii 195-331), Alcohol dehydrogenase GroES-like domain
(rezidii 70-142) ve PB006576 (Pfam-B) (rezidii 141-243) alanlar1 Pfam sunucusu
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tarafindan tanimlanir. PPT-1, Molecular recognition features (MoRFs) bolgesi
bulundurmaz. MECR, 2 Ongdriilen translasyon sonrasi modifikasyona (PTM), 1

asetilasyon bolgesine ve 1 fosforilasyon bolgesine sahiptir. Ubikitinasyon bolgesi

bulundurmaz.
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Sekil 57. D2P2 platformu ¢iktisi, ACADV i¢in fonksiyonel bozukluk profili.

ACADV’ nin D2P2 c¢iktis1 (Sekil 57), protein boyunca tahmin edilen kiiciik daginik
diizensizlik bolgelerinin mevcuttur. Bu da dokuz bozukluga dayali Ongoriicii
arasindaki goreceli uyumu gostermektedir. Dokuz rezidii bagina bozukluk ongoriiciisti
arasinda en fazla uyum  hi¢bir domaini kapsamayan C-terminal bolgesinde
saglanmigtir. ACADYV, birka¢ korunmus fonksiyonel alan icerir. SUPERFAMILY
veritabaninda tanimlanan Acyl-CoA dehydrogenase NM domain-like (rezidii 88-340),
Acyl-CoA dehydrogenase C-terminal domain-like (rezidii 325-473) ve Pfam sunucusu
tarafindan tanimlanan Acyl-CoA dehydrogenase, C-terminal domain (rezidii 327-476),
Acyl-CoA dehydrogenase, N-terminal domain (rezidii 95-209), Acyl-CoA
dehydrogenase, middle domain (rezidii 213-267), PB003872 (Pfam-B) (rezidi 402-
652), PB005826 (Pfam-B) (rezidii 586-636) alanlar1 vardir. ACADYV, 1-29, 41-50, 72-
81 aminoasitleri arasinda farkli uzunluklarda 3 Molecular recognition features

(MoRFs) bolgesi vardir. ACADV, 18 ongoriilen translasyon sonrast modifikasyona
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(PTM), 8 asetilasyon bdlgesine ve 7 fosforilasyon bolgesine, 2 ubikitinasyon

bolgesine, 1 sumolasyon bolgesine sahiptir.
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Sekil 58. D2P2 platformu ¢iktisi, ECHB i¢in fonksiyonel bozukluk profili.

ECHB proteinin D2P2 ¢iktisina gdre protein boyunca tahmin edilen kii¢lik daginik
diizensizlik bolgelerinin mevcut oldugu Sekil 58°de goriilmektedir. ECHB, birkag
korunmus fonksiyonel alan igerirr. SUPERFAMILY veritabaninda tanimlanan
Thiolase-like (rezidii 48-326 353-470) ve Pfam sunucusu tarafindan tanimlanan
Thiolase, N-terminal domain (rezidii 51-324), Thiolase, C-terminal domain (rezidii
331-471) alanlar1 vardir. ECHB, Molecular recognition features (MoRFs) bolgesi
bulundurmamaktadir. ECHB, 16 6ngdriilen translasyon sonras1 modifikasyona (PTM),
9 asetilasyon bolgesine ve 5 fosforilasyon bolgesine ve 2 ubikitinasyon bolgesine

sahiptir (Sekil 58).
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Sekil 59. D2P2 platformu ¢iktisi, PPARG i¢in fonksiyonel bozukluk profili.

PPARG’ nin D2P2 ciktis1 (Sekil 59), protein boyunca tahmin edilen daginik
diizensizlik bolgelerinin mevcut oldugu dokuz bozukluga dayali Ongoriici
tarafindanda tahmin edilmistir. Rezidii basina bozukluk 6ngoriiciisii arasinda en fazla
uyum hig¢bir domaini kapsamayan bir bdlge olan 1-39 aminoasitleri arasindadir. PPARG,
birka¢ korunmus fonksiyonel alan igerir. SUPERFAMILY veritabaninda tanimlanan
Nuclear receptor ligand-binding domain (240-503), Glucocorticoid receptor-like
(DNA-binding domain) (136-221) ve Pfam sunucusu tarafindan tanimlanan
PF12577.3 (31-108), Ligand-binding domain of nuclear hormone receptor (293-488)
ve Zinc finger, C4 type (137-205) alanlar1 vardir. PPARG proteininde, hic MoRF
bolgesi bulunmamaktadir. PPARG, 2 sumulasyon, 5 fosforilasyon olmak tizere 7

ongoriilen translasyon sonrast modifikasyon bolgesine sahiptir.
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5.TARTISMA

Bu calisma, FOXO3A transkripsiyon faktoriiniin yag asidi metabolizmasi ile olan
potansiyel iligkisini hem literatiir bilgisi hem de biyoinformatik yontemler araciligiyla
detayli bir bi¢imde incelemektedir. Yag asidi metabolizmasi, yalnizca hiicresel enerji
iretimi agisindan degil, ayn1 zamanda membran biyogenezi, sinyal iletimi ve hiicre
iskeleti gibi birgok temel biyolojik siiregte rol oynamaktadir. Ozellikle kanser
hiicrelerinde, lipid metabolizmasinin yeniden programlanmasi, timér gelisimini ve
metastatik yayilimi destekleyen 6nemli bir adaptif yanit mekanizmasidir. Bu baglamda
FOXO3A’nin, lipogenezden beta-oksidasyona kadar uzanan bu kompleks metabolik
yolaklar iizerindeki olast etkisi olduk¢a dnemlidir. FOXO3A'in islevleri arasinda
hiicre dongiisii kontrolii, oksidatif stres yaniti ve apoptoz yer almaktadir. Ancak son
yillarda yapilan ¢alismalar, FOXO3A’nin metabolik diizenleyici islevlerinin de

oldukga 6nemli oldugunu gostermektedir.

FOXO3A geni iizerinde yer alan varyantlarin fonksiyonel etkilerinin degerlendirilmesi
amaciyla Ensembl VEP ve ¢esitli in silico patojenite tahmin araglar1 (CADD, REVEL,
MetalLR, Mutation Assessor) kullanilmigtir. Yapilan taramalar sonucunda, yiiksek
patojenite skoru gosteren ve FOXO3A protein sekansinda aminoasit degisikligine
neden olan {i¢ missense varyant (N208Y, R211W, R249L) belirlenmistir. Bu
varyantlarin hepsi, deneysel olarak NMR ile ¢oziimlenmis 2K86 PDB yapisinin (151—
251 arast amino asitleri kapsayan Forkhead DNA baglayic1 bolge) i¢inde yer
almaktadir. CUPSAT tahminlerine gore N208Y mutasyonu hafif stabilizan (AAG =
+0.2 kcal/mol), R211W ve R249L mutasyonlar1 ise sirasiyla -0.38 ve -1.46 AAG
degerleriyle destabilizan etki gostermistir. Bu veriler, 6zellikle R249L mutasyonunun
protein stabilitesini belirgin sekilde bozdugunu ortaya koymustur. Ek olarak proteinin
3D yapist iizerinde Chimera X ile s6z konusu mutasyonlar olusturulmustur ve yapisal
karsilagtirma yapilmistir.. Molekiiler dinamik simiilasyonlar1 ile yapilan RMSD,
RMSF ve Rg analizleri ile bu mutasyonlarin yapisal ve dinamik etkileri incelenmistir.
RMSD analizine gére WT proteini 0.4—0.6 nm araliginda sabit seyreden diisiik bir
sapma profili sergilemis, mutant formlar ise daha yiiksek RMSD degerlerine ulasarak
konformasyonel degisikliklere isaret etmistir. R249L mutasyonu yaklasik 0.9 nm’ye
kadar ¢ikan RMSD degeriyle en biiyiik yapisal sapmaya neden olan mutasyondur. Bu
durum, proteinin genel yapisal biitlinliigiiniin bozuldugunu ve yiiksek patojenite

potansiyeline sahip olabilecegini gostermektedir. R211W mutasyonu da diizensiz ve
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yiiksek RMSD profiliyle ikinci en biiyiik etkiyi gostermistir. N208Y mutasyonu ise
orta diizeyde bir RMSD artisiyla daha sinirli bir etkide bulunmustur. RMSF analizi,
proteinin lokal esnekligini degerlendirmek amaciyla gerceklestirilmistir. WT proteinin
diisik RMSF degerleri ile stabil bir yap1 sergiledigi gozlenirken, 6zellikle R249L
mutasyonu C-terminal ve N-terminal bolgelerde 1.2—1.4 nm’ye varan esneklik artislari
ile dikkat ¢cekmistir. Bu durum, FOXO3A’nin transkripsiyonel aktivitesi ve niikleer
lokalizasyonu gibi islevsel Ozellikleri agisindan kritik olan bolgelerde ciddi
hareketlilik artis1 meydana geldigini gostermektedir. R211W ve N208Y mutasyonlari
da, 6zellikle 200-220 aras1 ve 240 sonrasi pozisyonlarda artan RMSF degerleri ile
lokal yapisal bozulmalara yol agmistir. Gyration yarigcapi (Rg) analizi sonuglar1 da bu
bulgularla tutarlidir. WT proteini 1.55-1.65 nm aralifinda sabit bir Rg profili ile
kompakt bir yapiyr korurken, R249L mutasyonu basta olmak {izere, mutant
proteinlerde belirgin gevseme gozlemlenmistir. R249L. mutasyonu simiilasyonun ilk
yarisinda 1.8 nm’ye kadar ulasan Rg degerleriyle, proteinin ac¢ildigmni ve
kompakthigim kaybettigini gostermistir. R211W mutant1 da zaman zaman 1.75 nm’ye
varan dalgalanmalar sergilemis ve bu durumun o6zellikle Forkhead bolgesinde
fonksiyonel bozulmalarla iliskili olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. N208Y mutant1 ise genel
olarak WT’ye benzer bir Rg profili gdstermisti. FOXO3A proteininin potansiyel
patojenik varyantlarinin biyolojik etkilerinin anlagilmasi agisindan, varyantlarin yer
aldig1 pozisyonlarin evrimsel korunmusluk diizeylerinin degerlendirilmesi biiyiik
onem tasimaktadir. Bu dogrultuda, ConSurf sunucusu araciligiyla gerceklestirilen
analizler, FOXO3A proteininin bir¢ok bolgesinde yiiksek derecede korunmus amino
asitler icerdigini ortaya koymustur. ConSurf analizi sonucunda elde edilen
renklendirme skalasinda 1 (degisken) ile 9 (yiiksek derecede korunmus) arasinda
puanlanan rezidiiler, fonksiyonel ve yapisal énem agisindan siiflandirilmistir. Bu
0lcek dogrultusunda incelendiginde, N208, R211 ve R249 pozisyonlarinin tamaminin
ylksek korunum skoru (8-9) tasidigi gézlemlenmistir. Bu durum, bu ii¢ pozisyondaki
amino asitlerin proteinin biyolojik islevi agisindan kritik olabilecegini gdstermektedir.
Ozellikle R211 pozisyonu, hem yiiksek korunmus hem de “f* (fonksiyonel) olarak
isaretlenmistir. Bu, s6z konusu pozisyonun proteinin yiizeyinde yer aldigini ve olasi
protein—protein ya da protein—DNA etkilesimlerinde dogrudan rol oynayabilecegini
diistindiirmektedir. “f” kategorisindeki rezidiiler, genellikle baglanma bolgelerinde yer
alir ve mutasyonlar1 bu etkilesimlerin bozulmasina neden olabilir. Sonug¢ olarak,

N208Y, R211W ve R249L varyantlarinin tamami, FOXO3A proteininin evrimsel
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olarak korunmus bolgelerinde yer almaktadir. Bu da bu pozisyonlardaki degisikliklerin
yiiksek olasilikla islevsel bozulmalara ve dolayisiyla hastaliklarla iligkili patojenik
etkilere yol acabilecegini gostermektedir. FOXO3A geninde yer alan R249L
(Arg249Leu) varyanti, rs770039850 ID’sine sahip olup missense karakterdedir.
Varsome verilerine gore bu varyantin phyloP100 korunum skoru 9.574 olup bu deger,
ilgili pozisyonun evrimsel olarak olduk¢a korunmus oldugunu gdstermektedir. Bu,
mutasyonun fonksiyonel veya yapisal dneme sahip bir bolgede gergeklestigine isaret
eder. Ayrica in-silico patojenite tahmin araglar1 bu varyant i¢in farkli sonuglar
vermektedir. 2 arag¢ patojenite yoniinde sinyal verirken 1 arag ise destekleyici olarak
benign yonde degerlendirme yapmistir. Genotip-doku ekspresyonu verilerine gore
FOXO3A geninin bu varyanti, 6zellikle cells cultured fibroblasts, muscle - skeletal,
adipose - subcutaneous, adipose - visceral (omentum) ve heart - atrial appendage gibi
metabolik agidan 6nemli dokularda yiiksek seviyede eksprese edilmektedir. FOXO3A
geninde yer alan R211W (Arg211Trp) varyanti, rs1362988141 ID’si ile tanimlanmakta
olup missense karakterdedir. Varsome verilerine gére bu varyantin phyloP100
korunum skoru 5.751 olup, bu deger ilgili pozisyonun orta-yliksek diizeyde evrimsel
olarak korunmus oldugunu gostermektedir. Bu durum, varyantin proteinin yapisal
stabilitesi veya fonksiyonel bolgeleri agisindan kritik bir konumda bulunabilecegini
diistindiirmektedir. Varsome, bu varyanti BP4 kriteri altinda "Supporting (benign)"
olarak siniflandirmakta, bu da varyantin patojenitesine dair belirgin bir kanit
olmadigin1 ancak tamamen etkisiz de sayilmamasi gerektigini ortaya koymaktadir.
Varyantin genetik veri tabanlarinda (ClinVar, OMIM, ClinGen) heniiz herhangi bir
hastalikla iliskili raporu bulunmamaktadir. Genotip-doku ekspresyon verilerine gore
FOXO3A, ozellikle kiiltiire fibroblast hiicreleri, iskelet kasi, viseral ve subkutan yag
dokusu ile atriyal kalp dokusunda yiiksek diizeyde eksprese edilmektedir.
FOXO3A'min hiicre dongiisii diizenleme, apoptoz ve metabolik denge tizerindeki
rolleri g6z Oniine alindiginda, bu varyantin ifade diizeyinin ytiksek oldugu dokularda
islevsel sonuglar dogurmast muhtemeldir. Meme dokusunda ise FOXO3A'nin ifadesi
orta diizeyde olup, bu varyantin meme hiicrelerinde protein fonksiyonunu
zayiflatmasi, FOXO3A'nin tiimor baskilayici roliinii sekteye ugratarak meme kanseri
biyolojisi agisindan potansiyel bir risk faktorii haline gelebilecegini diisiindlirmektedir.
Bu bulgu, FOXO3A’nin meme dokusunda biyolojik olarak aktif oldugunu, dolayisiyla
bu gende meydana gelen varyantlarin (6rnegin R211W veya R249L gibi) meme

hiicrelerinin fizyolojisini etkileyebilecek potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.
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FOXO3A’nin timor baskilayici rolii g6z 6niine alindiginda, bu tiir varyantlar proteinin
transkripsiyonel aktivitesini, DNA baglanma kapasitesini veya hedef genlerin

diizenlenmesini bozarak meme dokusunda kanser gelisimine zemin hazirlayabilir.

Meme dokusundaki bu orta-yiiksek diizeydeki ekspresyon, varyantlarin etkilerinin
sadece molekiiler diizeyde kalmayip, dokusal diizeyde islevsel sonuglar
dogurabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle FOXO3A aktivitesinin kayb1 ya da
zayiflamasi, hiicre dongiisliniin durdurulamamasi, apoptozun engellenmesi ve stres
yanitlarinin bozulmasi gibi mekanizmalar ilizerinden meme kanseri gelisimine katki
saglayabilir. Sonug olarak, FOXO3A'nin meme dokusunda ifade edilmesi, bu gende
gbzlenen varyantlarin meme kanseriyle iliskilendirilmesinde biyolojik bir temel
olusturur. R211W gibi varyantlar, bu baglamda fonksiyonel deneylerle test edilmeli ve
klinik hasta verileriyle desteklenerek meme kanseri ile potansiyel iliskileri ortaya
cikartlmalidir.  FOXO3A geninde yer alan N208Y (Asn208Tyr) varyanti,
rs1179696676 ID’sine sahip olup missense bir mutasyondur. FOXO3A'nin DNA
baglama kapasitesi, transkripsiyonel aktivitesi veya partner proteinlerle etkilesimi
tizerinde onemli degisimlere yol acabilir. Varsome verilerine gére bu varyantin
phyloP100 skoru 8.947 olup, pozisyonun yiikksek derecede evrimsel olarak
korundugunu gostermektedir. S6z konusu bolgenin dogal seleksiyonla korundugunu
ve muhtemelen islevsel agidan 6nemli oldugunu diistindiirmektedir. Dort farkli tahmin
aracindan iki tanesi varyantin patojen olabilecegine dair sinyal vermis, biri ise benign
yonde degerlendirme yapmistir. Bu durum, varyantin molekiiler diizeyde etkili
olabilecegini ancak heniiz klinik olarak bir kaniti bulunmadigimi gostermektedir.
FOXO3A, basta meme dokusu olmak {izere bircok dokuda ifade edilen bir timor
baskilayict transkripsiyon faktoriidiir. Varyantin bulundugu 208. pozisyon,
FOXO3A'nin fonksiyonel bolgeleri i¢inde yer almakta olup, 6zellikle transkripsiyonel
diizenleme, hiicre dongiisii kontrolii ve apoptoz gibi kritik siireclerde rol oynayabilir.
Bu baglamda, N208Y varyantt FOXO3A'nin tiimor baskilayici islevini zayiflatabilir;
bu da hiicrelerin kontrolsiiz proliferasyonuna, apoptozdan kagmasina ve dolayisiyla
meme kanseri dahil olmak tizere bir¢ok kanser tiiriiniin gelisimine katk1 saglayabilecek
bir etki olusturabilir. Sonu¢ olarak, s6z konusu varyantlarin etkisi, FOXO3A'min
fonksiyonel aktivitesi ve Ozellikle meme kanseri patogenezi acisindan deneysel
calismalarla detaylandirilmali, transkripsiyonel hedef gen ekspresyonu, protein-

protein etkilesimi ve hiicre bazli fonksiyon testleri ile degerlendirilmelidir.
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Bu ¢alismada, tiimor baskilayici bir transkripsiyon faktorii olan FOXO3A'nin yag asidi
metabolizmasinda gorevli proteinlerle potansiyel etkilesimlerini ortaya koymak
amaciyla sistematik bir protein-protein etkilesim analizi gerceklestirilmistir. KEGG
veritabanindan secilen 42 yag asidi metabolizmasi proteini ile FOXO3A arasinda
ColabFold platformu kullanilarak olusturulan kompleks modeller, ipTM, pLDDT ve
PAE gibi AlphaFold tabanli yapisal giivenilirlik metriklerine gére degerlendirilmistir.
ipTM puanmnin 0.5'in {izerinde olmasi, protein-protein arayiizlerinin anlaml
olabilecegini  gosterdiginden bu esik, potansiyel etkilesim partnerlerinin
belirlenmesinde temel Ol¢iit olarak kullanilmistir. Bu kritere gére MECR, PPT-1,
ECHB, ACSL-1, ACADV ve PPARG proteinleri FOXO3A’nin potansiyel etkilesim

partnerleri olarak secilmistir.

Ozellikle PPT-1 (ipTM: 0.721) ve ACSL-1 (ipTM: 0.611) gibi yiiksek ipTM skoruna
sahip proteinlerle FOXO3A arasinda gozlemlenen etkilesimler, metabolik regiilasyona
dogrudan katki saglayabilecek biyolojik anlam tasimaktadir. FOXO3A’nin bilinen
fonksiyonlar1 arasinda hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, oksidatif stres yanit1 ve
metabolik genlerin transkripsiyonel kontrolii yer almakta olup, bu baglamda yag asidi
metabolizmasinin kritik enzimleriyle kurdugu potansiyel etkilesimler 6nem arz
edebilir. Yapisal kalite degerlendirmeleri, AlphaFold modellerinin giivenilirligini
olarak ortaya koymus, 6zellikle ERRAT ve Ramachandran analizleri ile modellerin
stereokimyasal dogrulugu arastirilmistir. En yiiksek kalite puanlart ACADV (%98.47
ERRAT, %92.3 most favored), ACSL-1 (%97.23 ERRAT, %93.7 most favored) ve
MECR (%96.85 ERRAT, %91.2 most favored) modellerine ait olup, bu proteinlerin
FOXO3A ile olusturdugu komplekslerin sadece ipTM bazli degil, yapisal dogruluk
acisindan da giivenilir oldugu gosterilmistir. Ayrica, FOXO3A modelinin diisiik
ERRAT (%76.86) ve Ramachandran (%49.4 most favored, %16.8 disallowed) skorlari,
proteinin biiylik boliimiinlin diizensiz bolgeler igerdigini ve bu nedenle yapisal
modellemenin smurli  bir dogrulukla yapildigimi gostermektedir. Bu  bulgu,
FOXO3A’nin intrinsik olarak bozuk yapisal bolgeler barindirdig yontindeki literatiirle
de uyumludur. Model giivenilirligini artirmak amaciyla, AlphaFold tahminleri
deneysel PDB yapilariyla TM-align algoritmasi iizerinden karsilastirilmisti. ACADY,
MECR ve PPT-1 gibi proteinler, RMSD < 1.5 A ve TM-score > 0.85 degerleriyle
oldukg¢a basarili hizalamalar sergilemistir. Bu da modellerin, deneysel kristal yapilar

kadar giivenilir oldugunu gostermektedir. FOXO3A i¢in yapilan hizalama ise, yalnizca
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Forkhead domaini ile anlamli ortiisme saglamig (TM-score: 0.67185), geri kalan
bolgelerde ise diisiik benzerlik degerleri gozlenmistir. Bu durum, FOXO3A'nin diizenli
sayilabilecek tek bolgesinin DNA baglanma domaini oldugunu, diger kisimlarin ise
bliyiik oranda intrinsik diizensizlik (IDR) igerdigini desteklemektedir. pLDDT ve PAE
skorlar1 da bu yapisal belirsizlikleri dogrulamistir. FOXO3A modelinde yalnizca 150—
250. kalintilar arasinda yiiksek pLDDT (>90) skorlar1 gozlenirken, geri kalan kisimlar
diisiik giivenilirlikte renklendirilmis (pLDDT < 70) ve PAE matrisinde yiiksek
hizalama hatalar1 sergilemistir. Diger modellerin ¢ogunda pLDDT > 90 ve PAE <5 A
gibi degerler elde edilmistir. Bu durum, AlphaFold un diizenli protein bolgeleri igin
yiiksek dogruluk sagladigini ancak esnek bolgeler i¢in sinirli giivenilirlik sundugunu

gostermektedir.

Hidrojen baglar1 iizerinden yapilan baglanma arayiizii analizleri, komplekslerin
baglanma stabilitesi konusunda &nemli sonuglar vermistir. Ozellikle FOXO3A—
PPARG ve FOXO3A-ACSL-1 komplekslerinde tanimlanan ¢ok sayida ve kisa
mesafeli hidrojen baglari, bu etkilesimlerin yiiksek afiniteli ve yonlii baglanma
davranigi sergiledigini disiindiirmektedir. FOXO3A'nin hem N-terminal hem de C-
terminal bolgelerinde bag yapabildigi gozlemlenmis ve ¢ift yonlii baglanmalar bu
etkilesimlerin karsilikl1 elektrostatik uyuma dayandigin1 géstermistir. Benzer sekilde,
ACADV ve MECR ile olan komplekslerde de baglanma arayiizliniin molekiiler

diizeyde cesitlilik ve stabilite icerdigi goriilmiistiir.

Tam uzunlukta modellerin diisiik yapisal giivenilirlik gosterdigi durumlarda, FOXO3A
fonksiyonel domainlerine boliinerek yeniden modellenmis ve bu yaklagim sayesinde
daha kararl1 ve anlamli baglanma arayiizleri ortaya konmustur. Ozellikle FOXO3A’nin
155-251 aras1 Forkhead domaini, hem yiiksek pLDDT skorlar1 hem de ConSurf
analizlerinde yliksek evrimsel korunmusluk gdstermesiyle 6nem arz etmedir. Domain-
temelli analizlerde de en fazla hidrojen baginin bu bdlge iizerinden kuruldugu,
PPARG, MECR ve PPT-1 gibi proteinlerle yapilan modellerde belirgin sekilde

gozlemlenmistir.

Molekiiler yerlestirme analizleri de (HDOCK ve HawkDock), ColabFold sonuglari ile
tutarlidir. FOXO3A-PPARG, FOXO3A-ECHB ve FOXO3A—-ACSL-1 kompleksleri
hem en diisiik baglanma enerjilerini hem de en yliksek giiven skorlarini gostermistir.

Ozellikle HawkDock analizlerinde FOXO3A-PPARG kompleksinin -5588.02
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kcal/mol gibi yiiksek afiniteli bir baglanma enerjisi sergilemesi, bu iki protein arasinda

fonksiyonel ve potansiyel biyolojik bir etkilesim olabilecegini diislindiirmektedir.

Etkilesim arayiiziinde yer alan kritik rezidiilerin mutasyonunun etkilesimi nasil
etkiledigi BeatMusic araciligiyla alanin mutagenezi ile test edilmistir. Birgok
kompleks i¢in belirli rezidiilerin alanin ile degistirilmesi AAG degerlerinde anlamli
artiglara neden olmus ve bu rezidiilerin baglanma stabilitesi i¢in 6nemli oldugu
gosterilmistir.  Ayrica, Ensembl VEP, CADD, REVEL ve diger biyoinformatik
araglarla yiiksek patojenite potansiyeline sahip oldugu Ongoriilen ic FOXO3A
varyant1 (N208Y, R211W, R249L) analiz edilerek, bu mutasyonlarin protein-protein
baglanma afiniteleri iizerindeki etkileri de degerlendirilmistir. N208Y varyanti,
ozellikle PPT-1 ve MECR komplekslerinde baglanma enerjisini zayiflatici yonde etki
gostermistir. R211W mutasyonu bazi komplekslerde baglanmayi artirmisg, bazilarinda
azaltmis ve baglama 0Ozel etkiler sergilemistir. R249L. mutasyonu ise genel olarak
baglanma afinitesini artiric1 etki gostermistir. Bu bulgular, FOXO3A varyantlarinin
partner proteinlerle etkilesimlerini farkli bicimlerde etkileyebilecegini ve bazi
varyantlarin baglanma stabilitesini zayiflatmak suretiyle fonksiyon kaybina neden

olabilecegini gostermektedir.

Bu c¢aligmada ColabFold kullanilarak yapilan protein-protein etkilesim tahminleri,
FOXO3A’nin ACSL1, MECR, ACADVL, PPT-1, ECHB, PPARG gibi yag asidi
aktivasyonu, tasinmasi ve yikiminda gorevli proteinlerle dogrudan etkilesim kurma
potansiyelini ortaya koymustur. Bu veriler, FOXO3A'nin yalnizca gen ekspresyonunu
diizenleyen bir faktor degil, ayn1 zamanda sitoplazmik diizeyde metabolik siireglerle
de fiziksel baglanmalar yoluyla iligkili olabilecegini diistindiirmektedir. Molekiiler
yerlestirme analizleri ile yapilan yapisal modellemeler, FOXO3A ve yag asidi
metabolizmas1 proteinleri arasinda yiiksek afiniteli baglanmalarin oldugunu
gostermistir. Komplekslerin baglanma arayiizlerinde yer alan hidrojen baglari, tuz
kopriileri ve hidrofobik etkilesimler, analiz edilmistir Ozellikle evrimsel korunmus
bolgelerle gerceklesen etkilesimler, anlam tasiyan spesifik iligkiler oldugunu
diistindiirmektedir. Ek olarak, bolge-spesifik mutagenez yoluyla belirlenen 6nemli
rezidiiler, bu etkilesimleri daha da anlamli kilmistir. Yapilan molekiiler dinamik
simiilasyon ¢alismasi, FOXO3A ve ACSL-1 kompleksinin zaman i¢inde yapisal olarak
stabil kaldigin1 ve aralarinda H- baglarinin olustugunu ortaya koymustur. RMSD,
RMSF ve baglanma yiizeyi analizi gibi analizler incelendiginde, FOXO3A'nin bu
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proteinlerle kompleksler olusturabilecegi gériilmektedir. Ozellikle FOXO3A nin CR3
ve igsel olarak diizensiz bdlgelerinin yiiksek esneklik gdstermesi, ¢esitli partnerlerle
baglanma kapasitesini artiran onemli bir 6zelliktir. Bu diizensizlik, FOXO3A’nin farkl
proteinlerle etkileserek ¢esitli gorevler iistlenmesine olanak tanimaktadir. Igsel
bozukluk analizleri de calismanin 6nemli ¢iktilarindan biridir. FOXO3A’nin igsel
olarak diizensiz bolgeleri, protein-protein etkilesimlerine esneklik kazandirmaktadir.
Ozellikle i¢sel olarak diizensiz domainlerin partner baglandiginda yapisal doniisiim
gostermesi, FOXO3A’'nin  konformasyonel olarak uyarilabilir  oldugunu
gostermektedir. Ek olarak FOXO3A’nin CBP/p300, p53, SIRTI gibi proteinlerle
etkilesimleri sirasinda yapisal degisiklik gosterdigi oOnceki caligmalarla da
desteklenmektedir. Bu baglamda, FOXO3 A’nin yag asidi metabolizmasi proteinleriyle
baglanarak diizenleyici islev kazanabilecegi varsayimi yapilabilir. Literatiir verileriyle
karsilastirildiginda, bu ¢aligma FOXO3A’nin lipid metabolizmasiyla iliskili oldugu
yoniindeki onceki bulgulara katki sunmaktadir. Ornegin, FOXO3A’nin AMPK
tarafindan aktive edilmesi, lipogenez baskilanmasini ve yag asidi oksidasyonunun
artirtlmasini destekleyebilir. Ayn1 sekilde, SIRT1 gibi enerji stresinde aktive olan
diizenleyicilerle olan etkilesimleri, FOXO3A'in hiicresel metabolik adaptasyonlarda
aktif rol oynadigini gostermektedir. Bu baglamda, FOXO3A’nin yag asidi
metabolizmasini etkileyen genlerin ekspresyonunu hem dogrudan hem de dolayh
yollarla modiile ettigi diisliniilebilir. FOXO3A'nin terapdtik bir hedef veya prognostik

biyobelirteg olarak degerlendirilmesini giiclendirmektedir.

Sonug olarak, bu ¢aligmada elde edilen veriler, FOXO3A’nin lipid metabolizmasinda
rol oynayabilecegi ve 6zellikle kanser gibi patolojik kosullarda metabolik adaptasyon
stireglerinde 6nemli roller iistlenebilecegini gostermektedir. FOXO3A’nin yag asidi
metabolizmasi proteinleriyle olan yapisal ve islevsel etkilesimleri, bu proteinin klasik
transkripsiyon faktorii roliinlin 6tesinde bir diizenleyici olarak konumlandirilmasina
olanak tanimaktadir. Ileride yapilacak in vitro ve in vivo deneysel galigmalar, bu
etkilesimlerin biyolojik gegerliligini ortaya koyarak, FOXO3A’nin metabolizma ve

kanser biyolojisindeki yerini daha net bicimde aydinlatabilir.
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EKLER

Ek Tablo 1. Yag asidi metabolizmasina katilan 42 proteininin Adlar1 ve FASTA

formatl1 dizileri.

Sira No.

Protein

Adi

Protein Dizisi

AAKGI

METVISSDSSPAVENEHPQETPESNNSVYTSFMKSHRCYDLIPT
SSKLVVFDTSLQVKKAFFALVTNGVRAAPLWDSKKQSFVGML
TITDFINILHRYYKSALVQIYELEEHKIETWREVYLQDSFKPLVC
ISPNASLFDAVSSLIRNKIHRLPVIDPESGNTLYILTHKRILKFLK
LFITEFPKPEFMSKSLEELQIGTYANIAMVRTTTPVYVALGIFVQ
HRVSALPVVDEKGRVVDIYSKFDVINLAAEKTYNNLDVSVTK
ALQHRSHYFEGVLKCYLHETLETIINRLVEAEVHRLVVVDEND
VVKGIVSLSDILQALVLTGGEKKP

ACACA

MDEPSPLAQPLELNQHSRFIIGSVSEDNSEDEISNLVKLDLLEEK
EGSLSPASVGSDTLSDLGISSLQDGLALHIRSSMSGLHLVKQGR
DRKKIDSQRDFTVASPAEFVTRFGGNKVIEKVLIANNGIAAVK
CMRSIRRWSYEMFRNERAIRFVVMVTPEDLKANAEYIKMADH
YVPVPGGPNNNNYANVELILDIAKRIPVQAVWAGWGHASENP
KLPELLLKNGIAFMGPPSQAMWALGDKIASSIVAQTAGIPTLP
WSGSGLRVDWQENDFSKRILNVPQELYEKGYVKDVDDGLQA
AEEVGYPVMIKASEGGGGKGIRKVNNADDFPNLFRQVQAEVP
GSPIFVMRLAKQSRHLEVQILADQYGNAISLFGRDCSVQRRHQ
KIIEEAPATIATPAVFEHMEQCAVKLAKMVGYVSAGTVEYLYS
QDGSFYFLELNPRLQVEHPCTEMVADVNLPAAQLQIAMGIPLY
RIKDIRMMY GVSPWGDSPIDFEDSAHVPCPRGHVIAARITSENP
DEGFKPSSGTVQELNFRSNKNVWGYFSVAAAGGLHEFADSQF
GHCFSWGENREEAISNMVVALKELSIRGDFRTTVEYLIKLLETE
SFQMNRIDTGWLDRLIAEKVQAERPDTMLGVVCGALHVADVS
LRNSVSNFLHSLERGQVLPAHTLLNTVDVELIYEGVKYVLKVT
RQSPNSYVVIMNGSCVEVDVHRLSDGGLLLSYDGSSYTTYMK
EEVDRYRITIGNKTCVFEKENDPSVMRSPSAGKLIQYIVEDGGH
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VFAGQCYAEIEVMKMVMTLTAVESGCIHY VKRPGAALDPGC
VLAKMQLDNPSKVQQAELHTGSLPRIQSTALRGEKLHRVFHY
VLDNLVNVMNGYCLPDPFFSSKVKDWVERLMKTLRDPSLPLL
ELQDIMTSVSGRIPPNVEKSIKKEMAQYASNITSVLCQFPSQQI
ANILDSHAATLNRKSEREVFFMNTQSIVQLVQRYRSGIRGHMK
AVVMDLLRQYLRVETQFQNGHYDKCVFALREENKSDMNTVL
NYIFSHAQVTKKNLLVTMLIDQLCGRDPTLTDELLNILTELTQL
SKTTNAKVALRARQVLIASHLPSYELRHNQVESIFLSAIDMYG
HQFCIENLQKLILSETSIFDVLPNFFYHSNQVVRMAALEVY VRR
AYTAYELNSVQHRQLKDNTCVVEFQFMLPTSHPNRGNIPTLNR
MSFSSNLNHYGMTHVASVSDVLLDNSFTPPCQRMGGMVSFRT
FEDFVRIFDEVMGCFSDSPPQSPTFPEAGHTSLYDEDKVPRDEP
[HILNVAIKTDCDIEDDRLAAMFREFTQQNKATLVDHGIRRLTF
LVAQKDFRKQVNYEVDRRFHREFPKFFTFRARDKFEEDRIYRH
LEPALAFQLELNRMRNFDLTAIPCANHKMHLYLGAAKVEVGT
EVIDYRFFVRAIIRHSDLVTKEASFEYLQNEGERLLLEAMDELE
VAFNNTNVRTDCNHIFLNFVPTVIMDPSKIEESVRSMVMRY GS
RLWKLRVLQAELKINIRLTPTGKAIPIRLFLTNESGYYLDISLYK
EVTDSRTAQIMFQAYGDKQGPLHGMLINTPYVTKDLLQSKRF
QAQSLGTTYIYDIPEMFRQSLIKLWESMSTQAFLPSPPLPSDML
TYTELVLDDQGQLVHMNRLPGGNEIGMVAWKMTFKSPEYPE
GRDIIVIGNDITYRIGSFGPQEDLLFLRASELARAEGIPRIYVSAN
SGARIGLAEEIRHMFHVAWVDPEDPYKGYRYLYLTPQDYKRV
SALNSVHCEHVEDEGESRYKITDIIGKEEGIGPENLRGSGMIAG
ESSLAYNEINTISLVTCRAIGIGAYLVRLGQRTIQVENSHLILTGA
GALNKVLGREVYTSNNQLGGIQIMHNNGVTHCTVCDDFEGVF
TVLHWLSYMPKSVHSSVPLLNSKDPIDRIIEFVPTKTPYDPRW
MLAGRPHPTQKGQWLSGFFDYGSFSEIMQPWAQTVVVGRAR
LGGIPVGVVAVETRTVELSIPADPANLDSEAKIIQQAGQVWFPD
SAFKTYQAIKDFNREGLPLMVFANWRGFSGGMKDMYDQVLK
FGAYIVDGLRECCQPVLVYIPPQAELRGGSWVVIDSSINPRHM
EMYADRESRGSVLEPEGTVEIKFRRKDLVKTMRRVDPVYIHL
AERLGTPELSTAERKELENKLKEREEFLIPIYHQVAVQFADLHD
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TPGRMQEKGVISDILDWKTSRTFFYWRLRRLLLEDLVKKKIHN
ANPELTDGQIQAMLRRWFVEVEGTVKAYVWDNNKDLAEWL
EKQLTEEDGVHSVIEENIKCISRDY VLKQIRSLVQANPEVAMDS
THMTQHISPTQRAEVIRILSTMDSPST

ACACB

MVLLLCLSCLIFSCLTFSWLKIWGKMTDSKPITKSKSEANLIPS
QEPFPASDNSGETPQRNGEGHTLPKTPSQAEPASHKGPKDAGR
RRNSLPPSHQKPPRNPLSSSDAAPSPELQANGTGTQGLEATDT
NGLSSSARPQGQQAGSPSKEDKKQANIKRQLMTNFILGSFDDY
SSDEDSVAGSSRESTRKGSRASLGALSLEAYLTTGEAETRVPT
MRPSMSGLHLVKRGREHKKLDLHRDFTVASPAEFVTRFGGDR
VIEKVLIANNGIAAVKCMRSIRRWAYEMFRNERAIRFVVMVTP
EDLKANAEYIKMADHYVPVPGGPNNNNYANVELIVDIAKRIP
VQAVWAGWGHASENPKLPELLCKNGVAFLGPPSEAMWALGD
KIASTVVAQTLQVPTLPWSGSGLTVEWTEDDLQQGKRISVPED
VYDKGCVKDVDEGLEAAERIGFPLMIKASEGGGGKGIRKAES
AEDFPILFRQVQSEIPGSPIFLMKLAQHARHLEVQILADQYGNA
VSLFGRDCSIQRRHQKIVEEAPATIAPLAIFEFMEQCAIRLAKTV
GYVSAGTVEYLYSQDGSFHFLELNPRLQVEHPCTEMIADVNLP
AAQLQIAMGVPLHRLKDIRLLYGESPWGVTPISFETPSNPPLAR
GHVIAARITSENPDEGFKPSSGTVQELNFRSSKNVWGYFSVAA
TGGLHEFADSQFGHCFSWGENREEAISNMVVALKELSIRGDFR
TTVEYLINLLETESFQNNDIDTGWLDYLIAEKVQAEKPDIMLG
VVCGALNVADAMFRTCMTDFLHSLERGQVLPADSLLNLVDV
ELIYGGVKYILKVARQSLTMFVLIMNGCHIEIDAHRLNDGGLL
LSYNGNSYTTYMKEEVDSYRITIGNKTCVFEKENDPTVLRSPS
AGKLTQYTVEDGGHVEAGSSYAEMEVMKMIMTLNVQERGRV
KYIKRPGAVLEAGCVVARLELDDPSKVHPAEPFTGELPAQQTL
PILGEKLHQVFHSVLENLTNVMSGFCLPEPVFSIKLKEWVQKL
MMTLRHPSLPLLELQEIMTSVAGRIPAPVEKSVRRVMAQYASN
ITSVLCQFPSQQIATILDCHAATLQRKADREVFFINTQSIVQLVQ
RYRSGIRGYMKTVVLDLLRRYLRVEHHFQQAHYDKCVINLRE
QFKPDMSQVLDCIFSHAQVAKKNQLVIMLIDELCGPDPSLSDE
LISILNELTQLSKSEHCKVALRARQILIASHLPSYELRHNQVESIF
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LSAIDMYGHQFCPENLKKLILSETTIFDVLPTFFYHANKVVCM
ASLEVYVRRGYIAYELNSLQHRQLPDGTCVVEFQFMLPSSHPN
RMTVPISITNPDLLRHSTELFMDSGFSPLCQRMGAMVAFRRFE
DFTRNFDEVISCFANVPKDTPLFSEARTSLYSEDDCKSLREEPIH
ILNVSIQCADHLEDEALVPILRTFVQSKKNILVDYGLRRITFLIA
QEKEFPKFFTFRARDEFAEDRIYRHLEPALAFQLELNRMRNFD
LTAVPCANHKMHLYLGAAKVKEGVEVTDHRFFIRAIIRHSDLI
TKEASFEYLQNEGERLLLEAMDELEVAFNNTSVRTDCNHIFLN
FVPTVIMDPFKIEESVRYMVMRYGSRLWKLRVLQAEVKINIRQ
TTTGSAVPIRLFITNESGYYLDISLYKEVTDSRSGNIMFHSFGNK
QGPQHGMLINTPYVTKDLLQAKRFQAQTLGTTYIYDFPEMFR
QALFKLWGSPDKYPKDILTYTELVLDSQGQLVEMNRLPGGNE
VGMVAFKMRFKTQEYPEGRDVIVIGNDITFRIGSFGPGEDLLY
LRASEMARAEGIPKIYVAANSGARIGMAEEIKHMFHVAWVDP
EDPHKGFKYLYLTPQDYTRISSLNSVHCKHIEEGGESRYMITDII
GKDDGLGVENLRGSGMIAGESSLAYEEIVTISLVTCRAIGIGAY
LVRLGQRVIQVENSHIILTGASALNKVLGREVYTSNNQLGGVQ
IMHYNGVSHITVPDDFEGVYTILEWLSYMPKDNHSPVPIITPTD
PIDREIEFLPSRAPYDPRWMLAGRPHPTLKGTWQSGFFDHGSF
KEIMAPWAQTVVTGRARLGGIPVGVIAVETRTVEVAVPADPA
NLDSEAKIIQQAGQVWFPDSAYKTAQAVKDFNREKLPLMIFA
NWRGFSGGMKDMYDQVLKFGAYIVDGLRQYKQPILIYIPPYA
ELRGGSWVVIDATINPLCIEMYADKESRGGVLEPEGTVEIKFRK
KDLIKSMRRIDPAYKKLMEQLGEPDLSDKDRKDLEGRLKARE
DLLLPIYHQVAVQFADFHDTPGRMLEKGVISDILEWKTARTFL
YWRLRRLLLEDQVKQEILQASGELSHVHIQSMLRRWFVETEG
AVKAYLWDNNQVVVQWLEQHWQAGDGPRSTIRENITYLKHD
SVLKTIRGLVEENPEVAVDCVIYLSQHISPAERAQVVHLLSTM
DSPAST

ACADL

MAARLLRGSLRVLGGHRAPRQLPAARCSHSGGEERLETPSAK

KLTDIGIRRIFSPEHDIFRKSVRKFFQEEVIPHHSEWEKAGEVSR
EVWEKAGKQGLLGVNIAEHLGGIGGDLYSAAIVWEEQAYSNC
SGPGFSIHSGIVMSYITNHGSEEQIKHFIPQMTAGKCIGAIAMTE
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PGAGSDLQGIKTNAKKDGSDWILNGSKVFISNGSLSDVVIVVA
VTNHEAPSPAHGISLFLVENGMKGFIKGRKLHKMGLKAQDTA
ELFFEDIRLPASALLGEENKGFYYIMKELPQERLLIADVAISASE
FMFEETRNYVKQRKAFGKTVAHLQTVQHKLAELKTHICVTRA
FVDNCLQLHEAKRLDSATACMAKYWASELQNSVAYDCVQLH
GGWGYMWEYPIAKAYVDARVQPIYGGTNEIMKELIAREIVFD

K

ACADM

MAAGFGRCCRVLRSISRFHWRSQHTKANRQREPGLGFSFEFTE
QQKEFQATARKFAREEIIPVAAEYDKTGEYPVPLIRRAWELGL
MNTHIPENCGGLGLGTFDACLISEELAYGCTGVQTAIEGNSLG
QMPIITAGNDQQKKKYLGRMTEEPLMCAYCVTEPGAGSDVAG
IKTKAEKKGDEYIINGQKMWITNGGKANWYFLLARSDPDPKA
PANKAFTGFIVEADTPGIQIGRKELNMGQRCSDTRGIVFEDVK
VPKENVLIGDGAGFKVAMGAFDKTRPVVAAGAVGLAQRALD
EATKYALERKTFGKLLVEHQAISFMLAEMAMKVELARMSYQ
RAAWEVDSGRRNTY YASIAKAFAGDIANQLATDAVQILGGNG
FNTEYPVEKLMRDAKIYQIYEGTSQIQRLIVAREHIDKYKN

ACADS

MAAALLARASGPARRALCPRAWRQLHTIYQSVELPETHQMLL
QTCRDFAEKELFPIAAQVDKEHLFPAAQVKKMGGLGLLAMD
VPEELGGAGLDYLAYAIAMEEISRGCASTGVIMSVNNSLYLGPI
LKFGSKEQKQAWVTPFTSGDKIGCFALSEPGNGSDAGAASTTA
RAEGDSWVLNGTKAWITNAWEASAAVVFASTDRALQNKGIS
AFLVPMPTPGLTLGKKEDKLGIRGSSTANLIFEDCRIPKDSILGE
PGMGFKIAMQTLDMGRIGIASQALGIAQTALDCAVNYAENRM
AFGAPLTKLQVIQFKLADMALALESARLLTWRAAMLKDNKKP
FIKEAAMAKLAASEAATAISHQAIQILGGMGYVTEMPAERHYR
DARITEIYEGTSEIQRLVIAGHLLRSYRS

ACADSB

MEGLAVRLLRGSRLLRRNFLTCLSSWKIPPHVSKSSQSEALLNI
TNNGIHFAPLQTFTDEEMMIKSSVKKFAQEQIAPLVSTMDENS
KMEKSVIQGLFQQGLMGIEVDPEYGGTGASFLSTVLVIEELAK
VDASVAVFCEIQNTLINTLIRKHGTEEQKATYLPQLTTEKVGSF
CLSEAGAGSDSFALKTRADKEGDYY VLNGSKMWISSAEHAGL
FLVMANVDPTIGYKGITSFLVDRDTPGLHIGKPENKLGLRASST
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CPLTFENVKVPEANILGQIGHGYKYAIGSLNEGRIGIAAQMLGL
AQGCFDYTIPYIKERIQFGKRLFDFQGLQHQVAHVATQLEAAR
LLTYNAARLLEAGKPFIKEASMAKYYASEIAGQTTSKCIEWMG
GVGYTKDYPVEKYFRDAKIGTIYEGASNIQLNTIAKHIDAEY

ACADV

MQAARMAASLGRQLLRLGGGSSRLTALLGQPRPGPARRPYAG
GAAQLALDKSDSHPSDALTRKKPAKAESKSFAVGMFKGQLTT
DQVFPYPSVLNEEQTQFLKELVEPVSRFFEEVNDPAKNDALEM
VEETTWQGLKELGAFGLQVPSELGGVGLCNTQYARLVEIVGM
HDLGVGITLGAHQSIGFKGILLFGTKAQKEKYLPKLASGETVA
AFCLTEPSSGSDAASIRTSAVPSPCGKYYTLNGSKLWISNGGLA
DIFTVFAKTPVTDPATGAVKEKITAFVVERGFGGITHGPPEKK
MGIKASNTAEVFFDGVRVPSENVLGEVGSGFKVAMHILNNGR
FGMAAALAGTMRGIIAKAVDHATNRTQFGEKIHNFGLIQEKLA
RMVMLQYVTESMAYMVSANMDQGATDFQIEAAISKIFGSEAA
WKVTDECIQIMGGMGFMKEPGVERVLRDLRIFRIFEGTNDILR
LFVALQGCMDKGKELSGLGSALKNPFGNAGLLLGEAGKQLRR
RAGLGSGLSLSGLVHPELSRSGELAVRALEQFATVVEAKLIKH
KKGIVNEQFLLQRLADGAIDLYAMVVVLSRASRSLSEGHPTAQ
HEKMLCDTWCIEAAARIREGMAALQSDPWQQELYRNFKSISK
ALVERGGVVTSNPLGF

ACATI1

MAVLAALLRSGARSRSPLLRRLVQEIRY VERSYVSKPTLKEVV
IVSATRTPIGSFLGSLSLLPATKLGSIAIQGAIEKAGIPKEEVKEA
YMGNVLQGGEGQAPTRQAVLGAGLPISTPCTTINKVCASGMK
AIMMASQSLMCGHQDVMVAGGMESMSNVPYVMNRGSTPYG
GVKLEDLIVKDGLTDVYNKIHMGSCAENTAKKLNIARNEQDA
YAINSYTRSKAAWEAGKFGNEVIPVTVTVKGQPDVVVKEDEE
YKRVDFSKVPKLKTVFQKENGTVTAANASTLNDGAAALVLM
TADAAKRLNVTPLARIVAFADAAVEPIDFPIAPVYAASMVLKD
VGLKKEDIAMWEVNEAFSLVVLANIKMLEIDPQKVNINGGAV
SLGHPIGMSGARIVGHLTHALKQGEYGLASICNGGGGASAMLI
QKL

10

ACLY

MSAKAISEQTGKELLYKFICTTSAIQNRFKYARVTPDTDWARL
LQDHPWLLSQNLVVKPDQLIKRRGKLGLVGVNLTLDGVKSW

173




LKPRLGQEATVGKATGFLKNFLIEPFVPHSQAEEFYVCIYATRE
GDYVLFHHEGGVDVGDVDAKAQKLLVGVDEKLNPEDIKKHL
LVHAPEDKKEILASFISGLFNFYEDLYFTYLEINPLVVTKDGVY
VLDLAAKVDATADYICKVKWGDIEFPPPFGREAYPEEAYIADL
DAKSGASLKLTLLNPKGRIWTMVAGGGASVVYSDTICDLGGV
NELANYGEYSGAPSEQQTYDYAKTILSLMTREKHPDGKILIIGG
SIANFTNVAATFKGIVRAIRDYQGPLKEHEVTIFVRRGGPNYQE
GLRVMGEVGKTTGIPIHVFGTETHMTAIVGMALGHRPIPNQPP
TAAHTANFLLNASGSTSTPAPSRTASFSESRADEVAPAKKAKP
AMPQDSVPSPRSLQGKSTTLFSRHTKAIVWGMQTRAVQGMLD
FDYVCSRDEPSVAAMVYPFTGDHKQKFYWGHKEILIPVFKNM
ADAMRKHPEVDVLINFASLRSAYDSTMETMNYAQIRTIAITAE
GIPEALTRKLIKKADQKGVTIGPATVGGIKPGCFKIGNTGGML
DNILASKLYRPGSVAYVSRSGGMSNELNNIISRTTDGVYEGVAI
GGDRYPGSTFMDHVLRYQDTPGVKMIVVLGEIGGTEEYKICR
GIKEGRLTKPIVCWCIGTCATMFSSEVQFGHAGACANQASETA
VAKNQALKEAGVFVPRSFDELGEIIQSVYEDLVANGVIVPAQE
VPPPTVPMDYSWARELGLIRKPASFMTSICDERGQELIYAGMPI
TEVFKEEMGIGGVLGLLWFQKRLPKYSCQFIEMCLMVTADHG
PAVSGAHNTIICARAGKDLVSSLTSGLLTIGDRFGGALDAAAK
MFSKAFDSGIIPMEFVNKMKKEGKLIMGIGHRVKSINNPDMRV
QILKDYVRQHFPATPLLDYALEVEKITTSKKPNLILNVDGLIGV
AFVDMLRNCGSFTREEADEYIDIGALNGIFVLGRSMGFIGHYL
DQKRLKQGLYRHPWDDISYVLPEHMSM

11

ACOTI1

MAATLILEPAGRCCWDEPVRIAVRGLAPEQPVTLRASLRDEKG
ALFQAHARYRADTLGELDLERAPALGGSFAGLEPMGLLWALE
PEKPLVRLVKRDVRTPLAVELEVLDGHDPDPGRLLCRVRHER
YFLPPGVRREPVRAGRVRGTLFLPPEPGPFPGIVDMFGTGGGLL
EYRASLLAGKGFAVMALAYYNYEDLPKTMETLHLEYFEEAV
NYLLSHPEVKGPGVGLLGISKGGELCLSMASFLKGITAAVVIN
GSVANVGGTLRYKGETLPPVGVNRNRIKVTKDGYADIVDVLN
SPLEGPDQKSFIPVERAESTFLFLVGQDDHNWKSEFYANEACK
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RLQAHGRRKPQIICYPETGHYIEPPYFPLCRASLHALVGSPIIWG
GEPRAHAMAQVDAWKQLQTFFHKHLGGHEGTIPSKV

12

ACOT2

MSNKLLSPHPHSVVLRSEFKMASSPAVLRASRLYQWSLKSSA
QFLGSPQLRQVGQIIRVPARMAATLILEPAGRCCWDEPVRIAV
RGLAPEQPVTLRASLRDEKGALFQAHARYRADTLGELDLERA
PALGGSFAGLEPMGLLWALEPEKPLVRLVKRDVRTPLAVELE
VLDGHDPDPGRLLCQTRHERYFLPPGVRREPVRVGRVRGTLFL
PPEPGPFPGIVDMFGTGGGLLEYRASLLAGKGFAVMALAYYN
YEDLPKTMETLHLEYFEEAMNYLLSHPEVKGPGVGLLGISKGG
ELCLSMASFLKGITAAVVINGSVANVGGTLHYKGETLPPVGVN
RNRIKVTKDGYADIVDVLNSPLEGPDQKSFIPVERAESTFLFLV
GQDDHNWKSEFYANEACKRLQAHGRRKPQIICYPETGHYIEPP
YFPLCRASLHALVGSPIIWGGEPRAHAMAQVDAWKQLQTFFH
KHLGGHEGTIPSKV

13

ACOT4

MSATLILEPPGRCCWNEPVRIAVRGLAPEQRVTLRASLRDEKG
ALFRAHARYCADARGELDLERAPALGGSFAGLEPMGLLWALE
PEKPFWRFLKRDVQIPFVVELEVLDGHDPEPGRLLCQAQHERH
FLPPGVRRQSVRAGRVRATLFLPPGPGPFPGIIDIFGIGGGLLEY
RASLLAGHGFATLALAYYNFEDLPNNMDNISLEYFEEAVCYM
LQHPQVKGPGIGLLGISLGADICLSMASFLKNVSATVSINGSGIS
GNTAINYKHSSIPPLGYDLRRIKVAFSGLVDIVDIRNALVGGYK
NPSMIPIEKAQGPILLIVGQDDHNWRSELYAQTVSERLQAHGK
EKPQIICYPGTGHYIEPPYFPLCPASLHRLLNKHVIWGGEPRAH
SKAQEDAWKQILAFFCKHLGGTQKTAVPKL

14

ACOXI1

MNPDLRRERDSASFNPELLTHILDGSPEKTRRRREIENMILNDP
DFQHEDLNFLTRSQRYEVAVRKSAIMVKKMREFGIADPDEIM
WFKKLHLVNFVEPVGLNYSMFIPTLLNQGTTAQKEKWLLSSK
GLQIIGTYAQTEMGHGTHLRGLETTATYDPETQEFILNSPTVTSI
KWWPGGLGKTSNHAIVLAQLITKGKCYGLHAFIVPIREIGTHK
PLPGITVGDIGPKFGYDEIDNGYLKMDNHRIPRENMLMKYAQ
VKPDGTYVKPLSNKLTYGTMVFVRSFLVGEAARALSKACTIAI
RYSAVRHQSEIKPGEPEPQILDFQTQQYKLFPLLATAYAFQFVG
AYMKETYHRINEGIGQGDLSELPELHALTAGLKAFTSWTANT
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GIEACRMACGGHGYSHCSGLPNIY VNFTPSCTFEGENTVMML

QTARFLMKSYDQVHSGKLVCGMVSYLNDLPSQRIQPQQVAV

WPTMVDINSPESLTEAYKLRAARLVEIAAKNLQKEVIHRKSKE
VAWNLTSVDLVRASEAHCHYVVVKLFSEKLLKIQDKAIQAVL
RSLCLLYSLYGISQNAGDFLQGSIMTEPQITQVNQRVKELLTLI
RSDAVALVDAFDFQDVTLGSVLGRYDGNVYENLFEWAKNSP
LNKAEVHESYKHLKSLQSKL

15

ACSA

MGLPEERVRSGSGSRGQEEAGAGGRARSWSPPPEVSRSAHVPS
LQRYRELHRRSVEEPREFWGDIAKEFY WKTPCPGPFLRYNFDV
TKGKIFIEWMKGATTNICYNVLDRNVHEKKLGDKVAFYWEG
NEPGETTQITYHQLLVQVCQFSNVLRKQGIQKGDRVAIYMPMI
PELVVAMLACARIGALHSIVFAGFSSESLCERILDSSCSLLITTD
AFYRGEKLVNLKELADEALQKCQEKGFPVRCCIVVKHLGRAE
LGMGDSTSQSPPIKRSCPDVQISWNQGIDLWWHELMQEAGDE
CEPEWCDAEDPLFILYTSGSTGKPKGVVHTVGGYMLYVATTF
KYVFDFHAEDVFWCTADIGWITGHSYVTYGPLANGATSVLFE
GIPTYPDVNRLWSIVDKYKVTKFYTAPTAIRLLMKFGDEPVTK
HSRASLQVLGTVGEPINPEAWLWYHRVVGAQRCPIVDTFWQT
ETGGHMLTPLPGATPMKPGSATFPFFGVAPAILNESGEELEGE
AEGYLVFKQPWPGIMRTVYGNHERFETTYFKKFPGYYVTGDG
CQRDQDGYYWITGRIDDMLNVSGHLLSTAEVESALVEHEAVA
EAAVVGHPHPVKGECLYCFVTLCDGHTFSPKLTEELKKQIREK
IGPIATPDYIQNAPGLPKTRSGKIMRRVLRKIAQNDHDLGDMST
VADPSVISHLFSHRCLTIQ

16

ACSF3

MLPHVVLTFRRLGCALASCRLAPARHRGSGLLHTAPVARSDR
SAPVFTRALAFGDRIALVDQHGRHTYRELYSRSLRLSQEICRLC
GCVGGDLREERVSFLCANDASYVVAQWASWMSGGVAVPLY
RKHPAAQLEYVICDSQSSVVLASQEYLELLSPVVRKLGVPLLP
LTPAIYTGAVEEPAEVPVPEQGWRNKGAMIITYTSGTTGRPKGV
LSTHQONIRAVVTGLVHKWAWTKDDVILHVLPLHHVHGVVNA
LLCPLWVGATCVMMPEFSPQQVWEKFLSSETPRINVFMAVPTI
YTKLMEYYDRHFTQPHAQDFLRAVCEEKIRLMVSGSAALPLP
VLEKWKNITGHTLLERYGMTEIGMALSGPLTTAVRLPGSVGTP
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LPGVQVRIVSENPQREACSYTIHAEGDERGTKVTPGFEEKEGEL
LVRGPSVFREYWNKPEETKSAFTLDGWFKTGDTVVFKDGQY
WIRGRTSVDIIKTGGYKVSALEVEWHLLAHPSITDVAVIGVPD
MTWGQRVTAVVTLREGHSLSHRELKEWARNVLAPYAVPSEL
VLVEEIPRNQMGKIDKKALIRHFHPS

17

ACSL1

MQAHELFRYFRMPELVDFRQYVRTLPTNTLMGFGAFAALTTF
WYATRPKPLKPPCDLSMQSVEVAGSGGARRSALLDSDEPLVY
FYDDVTTLYEGFQRGIQVSNNGPCLGSRKPDQPYEWLSYKQV
AELSECIGSALIQKGFKTAPDQFIGIFAQNRPEWVIIEQGCFAYS
MVIVPLYDTLGNEAITYIVNKAELSLVFVDKPEKAKLLLEGVE
NKLIPGLKIIVVMDAYGSELVERGQRCGVEVTSMKAMEDLGR
ANRRKPKPPAPEDLAVICFTSGTTGNPKGAMVTHRNIVSDCSA
FVKATENTVNPCPDDTLISFLPLAHMFERVVECVMLCHGAKIG
FFQGDIRLLMDDLKVLQPTVFPVVPRLLNRMFDRIFGQANTTL
KRWLLDFASKRKEAELRSGIIRNNSLWDRLIFHKVQSSLGGRV
RLMVTGAAPVSATVLTFLRAALGCQFYEGYGQTECTAGCCLT
MPGDWTAGHVGAPMPCNLIKLVDVEEMNYMAAEGEGEVCV
KGPNVFQGYLKDPAKTAEALDKDGWLHTGDIGKWLPNGTLKI
IDRKKHIFKLAQGEYIAPEKIENIYMRSEPVAQVFVHGESLQAF
LIAIVVPDVETLCSWAQKRGFEGSFEELCRNKDVKKAILEDMV
RLGKDSGLKPFEQVKGITLHPELFSIDNGLLTPTMKAKRPELRN
YFRSQIDDLYSTIKV

18

ADHIA

MSTAGKVIKCKAAVLWELKKPFSIEEVEVAPPKAHEVRIKMV
AVGICGTDDHVVSGTMVTPLPVILGHEAAGIVESVGEGVTTVK
PGDKVIPLAIPQCGKCRICKNPESNYCLKNDVSNPQGTLQDGT
SRFTCRRKPIHHFLGISTFSQYTVVDENAVAKIDAASPLEKVCLI
GCGFSTGYGSAVNVAKVTPGSTCAVFGLGGVGLSAIMGCKAA
GAARITAVDINKDKFAKAKELGATECINPQDYKKPIQEVLKEM
TDGGVDFSFEVIGRLDTMMASLLCCHEACGTSVIVGVPPDSQN
LSMNPMLLLTGRTWKGAILGGFKSKECVPKLVADFMAKKFSL
DALITHVLPFEKINEGFDLLHSGKSIRTILMF

19

ADIPO

MLLLGAVLLLLALPGHDQETTTQGPGVLLPLPKGACTGWMA
GIPGHPGHNGAPGRDGRDGTPGEKGEKGDPGLIGPKGDIGETG
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VPGAEGPRGFPGIQGRKGEPGEGAYVYRSAFSVGLETYVTIPN
MPIRFTKIFYNQQNHYDGSTGKFHCNIPGLYYFAYHITVYMKD
VKVSLFKKDKAMLFTYDQYQENNVDQASGSVLLHLEVGDQV
WLQVYGEGERNGLYADNDNDSTFTGFLLYHDTN

20

ALDH2

MLRAAARFGPRLGRRLLSAAATQAVPAPNQQPEVFCNQIFINN
EWHDAVSRKTFPTVNPSTGEVICQVAEGDKEDVDKAVKAAR
AAFQLGSPWRRMDASHRGRLLNRLADLIERDRTYLAALETLD
NGKPYVISYLVDLDMVLKCLRYYAGWADKYHGKTIPIDGDFF
SYTRHEPVGVCGQIIPWNFPLLMQAWKLGPALATGNVVVMK
VAEQTPLTALYVANLIKEAGFPPGVVNIVPGFGPTAGAAIASHE
DVDKVAFTGSTEIGRVIQVAAGSSNLKRVTLELGGKSPNIIMSD
ADMDWAVEQAHFALFFNQGQCCCAGSRTFVQEDIYDEFVERS
VARAKSRVVGNPFDSKTEQGPQVDETQFKKILGYINTGKQEG
AKLLCGGGIAADRGYFIQPTVFGDVQDGMTIAKEEIFGPVMQI
LKFKTIEEVVGRANNSTYGLAAAVFTKDLDKANYLSQALQAG
TVWVNCYDVFGAQSPFGGYKMSGSGRELGEYGLQAYTEVKT
VTVKVPQKNS

21

CP2U1

MSSPGPSQPPAEDPPWPARLLRAPLGLLRLDPSGGALLLCGLV
ALLGWSWLRRRRARGIPPGPTPWPLVGNFGHVLLPPFLRRRS
WLSSRTRAAGIDPSVIGPQVLLAHLARVYGSIFSFFIGHYLVVV
LSDFHSVREALVQQAEVFSDRPRVPLISIVTKEKGVVFAHYGP
VWRQQRKFSHSTLRHFGLGKLSLEPKIIEEFKY VKAEMQKHGE
DPFCPFSIISNAVSNIICSLCFGQRFDYTNSEFKKMLGFMSRGLE
ICLNSQVLLVNICPWLYYLPFGPFKELRQIEKDITSFLKKIIKDH
QESLDRENPQDFIDMYLLHMEEERKNNSNSSFDEEYLFYIIGDL
FIAGTDTTTNSLLWCLLYMSLNPDVQEKVHEEIERVIGANRAP
SLTDKAQMPYTEATIMEVQRLTVVVPLAIPHMTSENTVLQGYT
[PKGTLILPNLWSVHRDPAIWEKPEDFYPNRFLDDQGQLIKKET
FIPFGIGKRVCMGEQLAKMELFLMFVSLMQSFAFALPEDSKKP
LLTGRFGLTLAPHPFNITISRR

22

DHBI12

MESALPAAGFLYWVGAGTVAYLALRISYSLFTALRVWGVGNE
AGVGPGLGEWAVVTGSTDGIGKSYAEELAKHGMKVVLISRSK
DKLDQVSSEIKEKFKVETRTIAVDFASEDIYDKIKTGLAGLEIGI
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LVNNVGMSYEYPEYFLDVPDLDNVIKKMININILSVCKMTQLV
LPGMVERSKGAILNISSGSGMLPVPLLTIYSATKTFVDFFSQCL
HEEYRSKGVFVQSVLPYFVATKLAKIRKPTLDKPSPETFVKSAI
KTVGLQSRTNGYLIHALMGSIISNLPSWIYLKIVMNMNKSTRA
HYLKKTKKN

23

DHBS&

MASQLQNRLRSALALVTGAGSGIGRAVSVRLAGEGATVAACD
LDRAAAQETVRLLGGPGSKEGPPRGNHAAFQADVSEARAARC
LLEQVQACFSRPPSVVVSCAGITQDEFLLHMSEDDWDKVIAVN
LKGTFLVTQAAAQALVSNGCRGSIINISSIVGKVGNVGQTNYA
ASKAGVIGLTQTAARELGRHGIRCNSVLPGFIATPMTQKVPQK
VVDKITEMIPMGHLGDPEDVADVVAFLASEDSGYITGTSVEVT
GGLFM

24

ECHA,
HADH,
HADHA

MVACRAIGILSRFSAFRILRSRGYICRNFTGSSALLTRTHINYGV
KGDVAVVRINSPNSKVNTLSKELHSEFSEVMNEIWASDQIRSA
VLISSKPGCFIAGADINMLAACKTLQEVTQLSQEAQRIVEKLEK
STKPIVAAINGSCLGGGLEVAISCQYRIATKDRKTVLGTPEVLL
GALPGAGGTQRLPKMVGVPAALDMMLTGRSIRADRAKKMGL
VDQLVEPLGPGLKPPEERTIEYLEEVAITFAKGLADKKISPKRD
KGLVEKLTAYAMTIPFVRQQVYKKVEEKVRKQTKGLYPAPLK
IIDVVKTGIEQGSDAGYLCESQKFGELVMTKESKALMGLYHG
QVLCKKNKFGAPQKDVKHLAILGAGLMGAGIAQVSVDKGLK
TILKDATLTALDRGQQQVFKGLNDKVKKKALTSFERDSIFSNL
TGQLDYQGFEKADMVIEAVFEDLSLKHRVLKEVEAVIPDHCIF
ASNTSALPISEIAAVSKRPEKVIGMHYFSPVDKMQLLEINTTEKT
SKDTSASAVAVGLKQGKVIIVVKDGPGFYTTRCLAPMMSEVIR
ILQEGVDPKKLDSLTTSFGFPVGAATLVDEVGVDVAKHVAED
LGKVFGERFGGGNPELLTQMVSKGFLGRKSGKGFYIYQEGVK
RKDLNSDMDSILASLKLPPKSEVSSDEDIQFRLVTRFVNEAVM
CLQEGILATPAEGDIGAVFGLGFPPCLGGPFRFVDLYGAQKIVD
RLKKYEAAYGKQFTPCQLLADHANSPNKKFYQ

25

ECHB,
HADHB

MTILTYPFKNLPTASKWALRFSIRPLSCSSQLRAAPAVQTKTKK
TLAKPNIRNVVVVDGVRTPFLLSGTSYKDLMPHDLARAALTG
LLHRTSVPKEVVDYIIFGTVIQEVKTSNVAREAALGAGFSDKTP
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AHTVTMACISANQAMTTGVGLIASGQCDVIVAGGVELMSDVP
IRHSRKMRKLMLDLNKAKSMGQRLSLISKFRFNFLAPELPAVS
EFSTSETMGHSADRLAAAFAVSRLEQDEYALRSHSLAKKAQD
EGLLSDVVPFKVPGKDTVTKDNGIRPSSLEQMAKLKPAFIKPY
GTVTAANSSFLTDGASAMLIMAEEKALAMGYKPKAYLRDFM
YVSQDPKDQLLLGPTYATPKVLEKAGLTMNDIDAFEFHEAFSG
QILANFKAMDSDWFAENYMGRKTKVGLPPLEKFNNWGGSLS
LGHPFGATGCRLVMAAANRLRKEGGQYGLVAACAAGGQGH
AMIVEAYPK

26

ECHM,
ECHS1

MAALRVLLSCVRGPLRPPVRCPAWRPFASGANFEYITAEKRGK
NNTVGLIQLNRPKALNALCDGLIDELNQALKTFEEDPAVGAIV
LTGGDKAFAAGADIKEMQNLSFQDCYSSKFLKHWDHLTQVK
KPVIAAVNGYAFGGGCELAMMCDITY AGEKAQFAQPEILIGTIP
GAGGTQRLTRAVGKSLAMEMVLTGDRISAQDAKQAGLVSKIC
PVETLVEEAIQCAEKIASNSKIVVAMAKESVNAAFEMTLTEGS
KLEKKLFYSTFATDDRKEGMTAFVEKRKANFKDQ

27

ECHP,
EHHAD

MAEYTRLHNALALIRLRNPPVNAISTTLLRDIKEGLQKAVIDHT
IKAIVICGAEGKFSAGADIRGFSAPRTFGLTLGHVVDEIQRNEK
PVVAAIQGMAFGGGLELALGCHYRIAHAEAQVGLPEVTLGLL
PGARGTQLLPRLTGVPAALDLITSGRRILADEALKLGILDKVVN
SDPVEEAIRFAQRVSDQPLESRRLCNKPIQSLPNMDSIFSEALLK
MRRQHPGCLAQEACVRAVQAAVQYPYEVGIKKEEELFLYLLQ
SGQARALQYAFFAERKANKWSTPSGASWKTASARPVSSVGV
VGLGTMGRGIVISFARARIPVIAVDSDKNQLATANKMITSVLE
KEASKMQQSGHPWSGPKPRLTSSVKELGGVDLVIEAVFEEMS
LKKQVFAELSAVCKPEAFLCTNTSALDVDEIASSTDRPHLVIGT
HFFSPAHVMKLLEVIPSQYSSPTTIATVMNLSKKIKKIGVVVGN
CFGFVGNRMLNPYYNQAYFLLEEGSKPEEVDQVLEEFGFKMG
PFRVSDLAGLDVGWKSRKGQGLTGPTLLPGTPARKRGNRRYC
PIPDVLCELGRFGQKTGKGWYQYDKPLGRIHKPDPWLSKFLSR
YRKTHHIEPRTISQDEILERCLYSLINEAFRILGEGIAASPEHIDV
VYLHGYGWPRHKGGPMFYASTVGLPTVLEKLQKYYRQNPDIP
QLEPSDYLKKLASQGNPPLKEWQSLAGSPSSKL
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28

ELOVL2

MEHLKAFDDEINAFLDNMFGPRDSRVRGWFMLDSYLPTFFLT
VMYLLSIWLGNKYMKNRPALSLRGILTLYNLGITLLSAYMLAE
LILSTWEGGYNLQCQDLTSAGEADIRVAKVLWWYYFSKSVEF
LDTIFFVLRKKTSQITFLHVYHHASMEFNIWWCVLNWIPCGQSF
FGPTLNSFIHILMYSYYGLSVFPSMHKYLWWKKYLTQAQLVQ
FVLTITHTMSAVVKPCGFPFGCLIFQSSYMLTLVILFLNFYVQT
YRKKPMKKDMQEPPAGKEVKNGFSKAYFTAANGVMNKKAQ

29

FABP4

MCDAFVGTWKLVSSENFDDYMKEVGVGFATRKVAGMAKPN
MIISVNGDVITIKSESTFKNTEISFILGQEFDEVTADDRKVKSTIT
LDGGVLVHVQKWDGKSTTIKRKREDDKLVVECVMKGVTSTR
VYERA

30

FABP7

MVEAFCATWKLTNSQNFDEYMKALGVGFATRQVGNVTKPTV
[ISQEGDKVVIRTLSTFKNTEISFQLGEEFDETTADDRNCKSVVS
LDGDKLVHIQKWDGKETNFVREIKDGKMVMTLTFGDVVAVR
HYEKA

31

FASN

MEEVVIAGMSGKLPESENLQEFWDNLIGGVDMVTDDDRRWK
AGLYGLPRRSGKLKDLSRFDASFFGVHPKQAHTMDPQLRLLL
EVTYEAIVDGGINPDSLRGTHTGVWVGVSGSETSEALSRDPET
LVGYSMVGCQRAMMANRLSFFFDFRGPSIALDTACSSSLMAL
QNAYQAIHSGQCPAAIVGGINVLLKPNTSVQFLRLGMLSPEGT
CKAFDTAGNGYCRSEGVVAVLLTKKSLARRVYATILNAGTNT
DGFKEQGVTFPSGDIQEQLIRSLYQSAGVAPESFEYIEAHGTGT
KVGDPQELNGITRALCATRQEPLLIGSTKSNMGHPEPASGLAA
LAKVLLSLEHGLWAPNLHFHSPNPEIPALLDGRLQVVDQPLPV
RGGNVGINSFGFGGSNVHIILRPNTQPPPAPAPHATLPRLLRAS
GRTPEAVQKLLEQGLRHSQDLAFLSMLNDIAAVPATAMPFRG
YAVLGGERGGPEVQQVPAGERPLWFICSGMGTQWRGMGLSL
MRLDRFRDSILRSDEAVKPFGLKVSQLLLSTDESTFDDIVHSFV
SLTAIQIGLIDLLSCMGLRPDGIVGHSLGEVACGYADGCLSQEE
AVLAAYWRGQCIKEAHLPPGAMAAVGLSWEECKQRCPPGVV
PACHNSKDTVTISGPQAPVFEFVEQLRKEGVFAKEVRTGGMAF
HSYFMEAIAPPLLQELKKVIREPKPRSARWLSTSIPEAQWHSSL
ARTSSAEYNVNNLVSPVLFQEALWHVPEHAVVLEIAPHALLQ
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AVLKRGLKPSCTIIPLMKKDHRDNLEFFLAGIGRLHLSGIDANP
NALFPPVEFPAPRGTPLISPLIKWDHSLAWDVPAAEDFPNGSGS
PSAAIYNIDTSSESPDHYLVDHTLDGRVLFPATGYLSIVWKTLA
RALGLGVEQLPVVFEDVVLHQATILPKTGTVSLEVRLLEASRA
FEVSENGNLVVSGKVYQWDDPDPRLFDHPESPTPNPTEPLFLA
QAEVYKELRLRGYDYGPHFQGILEASLEGDSGRLLWKDNWVS
FMDTMLQMSILGSAKHGLYLPTRVTAIHIDPATHRQKLYTLQD
KAQVADVVVSRWLRVTVAGGVHISGLHTESAPRRQQEQQVPI
LEKFCFTPHTEEGCLSERAALQEELQLCKGLVQALQTKVTQQG
LKMVVPGLDGAQIPRDPSQQELPRLLSAACRLQLNGNLQLELA
QVLAQERPKLPEDPLLSGLLDSPALKACLDTAVENMPSLKMK
VVEVLAGHGHLYSRIPGLLSPHPLLQLSYTATDRHPQALEAAQ
AELQQHDVAQGQWDPADPAPSALGSADLLVCNCAVAALGDP
ASALSNMVAALREGGFLLLHTLLRGHPLGDIVAFLTSTEPQYG
QGILSQDAWESLFSRVSLRLVGLKKSFYGSTLFLCRRPTPQDSP
IFLPVDDTSFRWVESLKGILADEDSSRPVWLKAINCATSGVVG
LVNCLRREPGGNRLRCVLLSNLSSTSHVPEVDPGSAELQKVLQ
GDLVMNVYRDGAWGAFRHFLLEEDKPEEPTAHAFVSTLTRG
DLSSIRWVCSSLRHAQPTCPGAQLCTVYYASLNFRDIMLATGK
LSPDAIPGKWTSQDSLLGMEFSGRDASGKRVMGLVPAKGLAT
SVLLSPDFLWDVPSNWTLEEAASVPVVYSTAYYALVVRGRVR
PGETLLIHSGSGGVGQAAIAIALSLGCRVFTTVGSAEKRAYLQA
RFPQLDSTSFANSRDTSFEQHVLWHTGGKGVDLVLNSLAEEK
LQASVRCLATHGRFLEIGKFDLSQNHPLGMAIFLKNVTFHGVL
LDAFFNESSADWREVWALVQAGIRDGVVRPLKCTVFHGAQV
EDAFRYMAQGKHIGKVVVQVLAEEPEAVLKGAKPKLMSAISK
TFCPAHKSYIIAGGLGGFGLELAQWLIQRGVQKLVLTSRSGIRT
GYQAKQVRRWRRQGVQVQVSTSNISSLEGARGLIAEAAQLGP
VGGVFNLAVVLRDGLLENQTPEFFQDVCKPKYSGTLNLDRVT
REACPELDYFVVFSSVSCGRGNAGQSNYGFANSAMERICEKR
RHEGLPGLAVQWGAIGDVGILVETMSTNDTIVSGTLPQRMASC
LEVLDLFLNQPHMVLSSFVLAEKAAAYRDRDSQRDLVEAVAH
ILGIRDLAAVNLDSSLADLGLDSLMSVEVRQTLERELNLVLSV
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REVRQLTLRKLQELSSKADEASELACPTPKEDGLAQQQTQLNL
RSLLVNPEGPTLMRLNSVQSSERPLFLVHPIEGSTTVFHSLASR
LSIPTYGLQCTRAAPLDSIHSLAAYYIDCIRQVQPEGPYRVAGY
SYGACVAFEMCSQLQAQQSPAPTHNSLFLFDGSPTYVLAYTQS
YRAKLTPGCEAEAETEAICFFVQQFTDMEHNRVLEALLPLKGL
EERVAAAVDLIKSHQGLDRQELSFAARSFYYKLRAAEQYTPK
AKYHGNVMLLRAKTGGAYGEDLGADYNLSQVCDGKVSVHVI
EGDHRTLLEGSGLESIISIIHSSLAEPRVSVREG

32

FOXO3A

MAEAPASPAPLSPLEVELDPEFEPQSRPRSCTWPLQRPELQASP
AKPSGETAADSMIPEEEDDEDDEDGGGRAGSAMAIGGGGGSG
TLGSGLLLEDSARVLAPGGQDPGSGPATAAGGLSGGTQALLQ
PQQPLPPPQPGAAGGSGQPRKCSSRRNAWGNLSYADLITRAIE
SSPDKRLTLSQIYEWMVRCVPYFKDKGDSNSSAGWKNSIRHN
LSLHSRFMRVQNEGTGKSSWWIINPDGGKSGKAPRRRAVSMD
NSNKYTKSRGRAAKKKAALQTAPESADDSPSQLSKWPGSPTS
RSSDELDAWTDFRSRTNSNASTVSGRLSPIMASTELDEVQDDD
APLSPMLYSSSASLSPSVSKPCTVELPRLTDMAGTMNLNDGLT
ENLMDDLLDNITLPPSQPSPTGGLMQRSSSFPYTTKGSGLGSPT
SSFNSTVFGPSSLNSLRQSPMQTIQENKPATFSSMSHYGNQTLQ
DLLTSDSLSHSDVMMTQSDPLMSQASTAVSAQNSRRNVMLRN
DPMMSFAAQPNQGSLVNQNLLHHQHQTQGALGGSRALSNSV
SNMGLSESSSLGSAKHQQQSPVSQSMQTLSDSLSGSSLYSTSA
NLPVMGHEKFPSDLDLDMFNGSLECDMESIIRSELMDADGLDF
NFDSLISTQNVVGLNVGNFTGAKQASSQSWVPG

MAAVAATAAAKGNGGGGGRAGAGDASGTRKKKGPGPLATA
YLVIYNVVMTAGWLVIAVGLVRAYLAKGSYHSLYYSIEKPLK
FFQTGALLEILHCAIGIVPSSVVLTSFQVMSRVFLIWAVTHSVK

HACD2 EVQSEDSVLLFVIAWTITEIIRYSFYTFSLLNHLPYLIKWARYTL
FIVLYPMGVSGELLTIYAALPFVRQAGLYSISLPNKYNFSFDYY

33 AFLILIMISYIPIFPQLYFHMIHQRRKILSHTEEHKKFE
MAFVTRQFMRSVSSSSTASASAKKIIVKHVTVIGGGLMGAGIA
EE];E’ QVAAATGHTVVLVDQTEDILAKSKKGIEESLRKVAKKKFAEN

34

LKAGDEFVEKTLSTIATSTDAASVVHSTDLVVEAIVENLKVKN
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ELFKRLDKFAAEHTIFASNTSSLQITSIANATTRQDRFAGLHFFN
PVPVMKLVEVIKTPMTSQKTFESLVDFSKALGKHPVSCKDTPG
FIVNRLLVPYLMEAIRLYERGDASKEDIDTAMKLGAGYPMGPF
ELLDYVGLDTTKFIVDGWHEMDAENPLHQPSPSLNKLVAENK
FGKKTGEGFYKYK

35

LPIN1

MNYVGQLAGQVFVTVKELYKGLNPATLSGCIDIIVIRQPNGNL
QCSPFHVRFGKMGVLRSREKVVDIEINGESVDLHMKLGDNGE
AFFVQETDNDQEVIPMHLATSPILSEGASRMECQLKRGSVDRM
RGLDPSTPAQVIAPSETPSSSSVVKKRRKRRRKSQLDSLKRDD
NMNTSEDEDMFPIEMSSDEAMELLESSRTLPNDIPPFQDDIPEE
NLSLAVIYPQSASYPNSDREWSPTPSPSGSRPSTPKSDSELVSKS
TERTGQKNPEMLWLWGELPQAAKSSSPHKMKESSPLSSRKIC
DKSHFQAIHSESSDTFSDQSPTLVGGALLDQNKPQTEMQFVNE
EDLETLGAAAPLLPMIEELKPPSASVVQTANKTDSPSRKRDKR
SRHLGADGVYLDDLTDMDPEVAALYFPKNGDPSGLAKHASD
NGARSANQSPQSVGSSGVDSGVESTSDGLRDLPSIAISLCGGLS
DHREITKDAFLEQAVSYQQFVDNPAIIDDPNLVVKIGSKYYNW
TTAAPLLLAMQAFQKPLPKATVESIMRDKMPKKGGRWWFSW
RGRNTTIKEESKPEQCLAGKAHSTGEQPPQLSLATRVKHESSSS
DEERAAAKPSNAGHLPLLPNVSYKKTLRLTSEQLKSLKLKNGP
NDVVFSVTTQYQGTCRCEGTIYLWNWDDKVIISDIDGTITRSD
TLGHILPTLGKDWTHQGIAKLYHKVSQNGYKFLYCSARAIGM
ADMTRGYLHWVNERGTVLPQGPLLLSPSSLFSALHREVIEKKP
EKFKVQCLTDIKNLFFPNTEPFYAAFGNRPADVYSYKQVGVSL
NRIFTVNPKGELVQEHAKTNISSYVRLCEVVDHVFPLLKRSHSS
DFPCSDTFSNFTFWREPLPPFENQDIHSASA

36

MCAT

MADQPKPISPLKNLLAGGFGGVCLVFVGHPLDTVKVRLQTQP
PSLPGQPPMYSGTFDCFRKTLFREGITGLYRGMAAPIIGVTPMF
AVCFFGFGLGKKLQQKHPEDVLSYPQLFAAGMLSGVFTTGIM
TPGERIKCLLQIQASSGESKYTGTLDCAKKLYQEFGIRGIYKGT
VLTLMRDVPASGMYFMTYEWLKNIFTPEGKRVSELSAPRILVA
GGIAGIFNWAVAIPPDVLKSRFQTAPPGKYPNGFRDVLRELIRD
EGVTSLYKGFNAVMIRAFPANAACFLGFEVAMKFLNWATPNL
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37

MECR

MWVCSTLWRVRTPARQWRGLLPASGCHGPAASSYSASAEPA
RVRALVYGHHGDPAKVVELKNLELAAVRGSDVRVKMLAAPI
NPSDINMIQGNYGFLPELPAVGGNEGVAQVVAVGSNVTGLKP
GDWVIPANAGLGTWRTEAVFSEEALIQVPSDIPLQSAATLGVN
PCTAYRMLMDFEQLQPGDSVIQNASNSGVGQAVIQIAAALGL
RTINVVRDRPDIQKLSDRLKSLGAEHVITEEELRRPEMKNFFKD
MPQPRLALNCVGGKSSTELLRQLARGGTMVTYGGMAKQPVV
ASVSLLIFKDLKLRGFWLSQWKKDHSPDQFKELILTLCDLIRRG
QLTAPACSQVPLQDYQSALEASMKPFISSKQILTM

38

OXSM

MSNCLQNFLKITSTRLLCSRLCQQLRSKRKFFGTVPISRLHRRV
VITGIGLVTPLGVGTHLVWDRLIGGESGIVSLVGEEYKSIPCSV
AAYVPRGSDEGQFNEQNFVSKSDIKSMSSPTIMAIGAAELAMK
DSGWHPQSEADQVATGVAIGMGMIPLEVVSETALNFQTKGYN
KVSPFFVPKILVNMAAGQVSIRYKLKGPNHAVSTACTTGAHA
VGDSFRFIAHGDADVMVAGGTDSCISPLSLAGFSRARALSTNS
DPKLACRPFHPKRDGFVMGEGAAVLVLEEYEHAVQRRARIYA
EVLGYGLSGDAGHITAPDPEGEGALRCMAAALKDAGVQPEEI
SYINAHATSTPLGDAAENKAIKHLFKDHAYALAVSSTKGATG
HLLGAAGAVEAAFTTLACYYQKLPPTLNLDCSEPEFDLNY VPL
KAQEWKTEKRFIGLTNSFGFGGTNATLCIAGL

39

PPARG

MGETLGDSPIDPESDSFTDTLSANISQEMTMVDTEMPFWPTNF
GISSVDLSVMEDHSHSFDIKPFTTVDFSSISTPHYEDIPFTRTDPV
VADYKYDLKLQEYQSAIKVEPASPPYYSEKTQLYNKPHEEPSN
SLMAIECRVCGDKASGFHYGVHACEGCKGFFRRTIRLKLIYDR
CDLNCRIHKKSRNKCQYCRFQKCLAVGMSHNAIRFGRMPQAE
KEKLLAEISSDIDQLNPESADLRALAKHLYDSYIKSFPLTKAKA
RAILTGKTTDKSPFVIYDMNSLMMGEDKIKFKHITPLQEQSKE
VAIRIFQGCQFRSVEAVQEITEYAKSIPGFVNLDLNDQVTLLKY
GVHEIIY TMLASLMNKDGVLISEGQGFMTREFLKSLRKPFGDF
MEPKFEFAVKFNALELDDSDLAIFIAVIILSGDRPGLLNVKPIED
IQDNLLQALELQLKLNHPESSQLFAKLLQKMTDLRQIVTEHVQ
LLQVIKKTETDMSLHPLLQEIYKDLY
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40

PPT1

MASPGCLWLLAVALLPWTCASRALQHLDPPAPLPLVIWHGM
GDSCCNPLSMGAIKKMVEKKIPGIY VLSLEIGKTLMEDVENSFF
LNVNSQVTTVCQALAKDPKLQQGYNAMGFSQGGQFLRAVAQ
RCPSPPMINLISVGGQHQGVFGLPRCPGESSHICDFIRKTLNAG
AYSKVVQERLVQAEYWHDPIKEDVYRNHSIFLADINQERGINE
SYKKNLMALKKFVMVKFLNDSIVDPVDSEWFGFYRSGQAKET
IPLQETSLYTQDRLGLKEMDNAGQLVFLATEGDHLQLSEEWF
YAHIIPFLG

41

SAST

MERGDQPKRTRNENIFNCLYKNPEATFKLICFPWMGGGSTHF
AKWGQDTHDLLEVHSLRLPGRESRVEEPLENDISQLVDEVVC
ALQPVIQDKPFAFFGHSMGSYIAFRTALGLKENNQPEPLHLFLS
SATPVHSKAWHRIPKDDELSEEQISHYLMEFGGTPKHFAEAKE
FVKQCSPIIRADLNIVRSCTSNVPSKAVLSCDLTCFVGSEDIAKD
MEAWKDVTSGNAKIYQLPGGHFYLLDPANEKLIKNYIIKCLEV
SSISNF

42

TECR

MKHYEVEILDAKTREKLCFLDKVEPHATIAEIKNLFTKTHPQW
YPARQSLRLDPKGKSLKDEDVLQKLPVGTTATLYFRDLGAQIS
WVTVFLTEYAGPLFIYLLFYFRVPFIYGHKYDFTSSRHTVVHL
ACICHSFHYIKRLLETLFVHRFSHGTMPLRNIFKNCTYYWGFA
AWMAYYINHPLYTPPTYGAQQVKLALAIFVICQLGNFSIHMAL
RDLRPAGSKTRKIPYPTKNPFTWLFLLVSCPNYTYEVGSWIGF
AIMTQCLPVALFSLVGFTQMTIWAKGKHRSYLKEFRDYPPLR
MPIIPFLL

186




