10

15

OZET
SIRALI ARDISIK TEK BAZ DEGIiSIKLIKLERI KULLANARAK YUKSEK
TOPOLOJiIK BENZERLIKTE PH-OZGU PROTEINLER TASARLAMAK iCiN
YONTEM

Bu bulus, pH'ye duyarh proteinlerin tasarimi igin gelistirilen yenilik¢i bir yaklagimdir.
Geleneksel protein muhendisligi yontemleri, genellikle proteinlerin yapisal ve
fonksiyonel ozelliklerini optimize etmek icin ¢ok sayida degisiklik gerektirirken, bu
bulus, tek baz degisiklikleri ile pH-6zgu proteinlerin tasarimini basitlestirir, sistematik
hale getirir ve hizlandirir. Bu sureg, ardisik olarak yapilan G<->C(A) ve C<->A
degigsiklikleri ile gerceklestirilir ve proteinlerin pH duyarlihdini topolojik benzerligini
koruyarak optimize eder. Bu bulus, biyoteknolojik uygulamalar igin bayuk bir potansiyel
tagimaktadir. Ozellikle pH-6zgli proteinlerin tasarimi, biyoteknoloji, biyomihendislik,
ilag gelistirme ve biyosensor teknolojilerinde kullanilabilir. Bu ydontemle Uretilen pH-
0zgu enzimler, asidik veya bazik ortamlarda daha verimli c¢alisacak sekilde
tasarlanabilir ve cesitli endustriyel, saghk ve ¢evre muhendisligi uygulamalarinda
kullanilabilir.
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ISTEMLER

1. Sekansin tamaminda ya da bir béliminde amino asit degisiklikleriyle proteinlerin
pH duyarlihdini optimize etmek amaciyla, aspartik asit (D) <-> asparajin (N), glutamik
asit (E) <-> glutamin (Q), asparajin (N) <-> histidin (H), glutamin (Q) <-> lizin (K) veya
arjinin (R) ve opsiyonel olarak histidin (H) <-> arjinin (R) ile lizin (K) <-> arjinin (R)

degisikliklerini iceren bir pH-6zgu protein veya peptit tasarim yontemi.

2. istem 1'de belirtilen ydnteme gore, sekansin tamaminda veya bir bdliimiinde ardisik
cift yonli baz dedisikliklerine dayali olarak amino asit degisimlerini iceren, bazik
ozellikleri artirmak icin D>N, E>Q, N>H ve Q>K (veya Q>R) donugumlerini, istege bagli
olarak H>R dénusumuinu; asidik 6zellikleri artirmak igcin K>Q (veya R>Q), H>N, Q>E
ve N>D donusumlerini, istege bagh olarak R>H dénisuimunid ve K>R degdisimini iceren

bir yontem.

3. Istem 1'de belirtilen ydnteme gére, sekansin tamaminda veya bir bélimiinde ayni
anda D>N, N>H, E>Q, Q>K (veya Q>R) baz degisikliklerini iceren ve ayrica D>H, N>H,
E>K, Q>K degisiklikleri ile uygulanabilen, opsiyonel olarak H>R veya K<->R

degisimlerini igceren bir yontem.

4. istem 1'de belirtilen ydnteme gore, sekansin tamaminda veya bir boliimiinde ayni
anda N>D, H>N, Q>E, K>Q (veya R>Q) baz degisikliklerini iceren ve ayrica H>D, H>N,
K>E, K>Q degisiklikleri ile uygulanabilen, opsiyonel olarak R>H ve K<->R degisimlerini

iceren bir yontem.

5. Birinci ikinci, uglncu veya dorduncul istemlerden herhangi birinde belirtilen yontemin,
pH-6zgl protein (veya peptit) tasariminda kullaniimasiyla asidik ve bazik ortamlarda
stabiliteyi artirarak proteinlerin (veya peptitlerin) biyoteknolojik uygulamalar ve

arastirmalar i¢in uygun hale gelmesini sagladigi bir yontem.

6. Birinci, ikinci, Uguncl veya dorduncu istemlerden herhangi birinde belirtilen yontemi
kullanarak, H<->R veya K<->R degisimleri igerebilecek veya icermeyebilecek sekilde,
pH degdisimlerine duyarli, hedeflenmis veya belirli pH degerlerine sahip doku ve
cevrelerde kullanilmak Uzere optimize edilmis makromolekdllerin tasarimini

gerceklestiren bir biyoteknolojik yontem.

7. Birinci, ikinci, Uguncl veya dorduncu istemlerden herhangi birinde belirtilen yontemi

kullanan; pH-6zgl biyoteknolojik Urlnlerde, enzim optimizasyonunda, bilimsel
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calismalarda, biyosensorlerde, ilag gelistirme uygulamalarinda veya ilag tasiyici

sistemlerde kullaniimak Uzere tasarlanmis Uran.

8. Birinci, ikinci, Uglincu veya dordincu istemlerden herhangi birinde belirtilen
yontemin, evrimsel arastirmalarda amino asit degisikliklerinin pH ve g¢evresel stres
kosullarina duyarli adaptasyonlarini incelemek ve protein evriminin yonelimlerini analiz
etmek amaciyla kullanildigi evrimsel biyoloji veya genetik optimizasyon ¢alismalari igin

tasarlanmig yontem.

9. Birinci, ikinci, Gglncu veya dordincu istemlerden herhangi birinde belirtilen
yontemin, evrimsel arastirmalarda amino asit degisikliklerinin pH ve g¢evresel stres
kosullarina duyarli adaptasyonlarini incelemek ve protein evriminin yonelimlerini analiz
etmek amaciyla kullanildigi evrimsel biyoloji veya genetik optimizasyon galismalari igin

tasarlanmis arun.

10. Birinci, ikinci, Gguncu veya dorduncu istemlerden herhangi birinde belirtilen yontemi
kullanan, belirli amino asit degisimlerini (D<->N, E<->Q, N<->H, Q<->K veya R) analiz
eden, ayni anda yapilan degisiklikleri (D>N, N>H, E>Q, Q>K veya Q>R); veya N>D,
H>N, Q>E, K>Q veya R>Q) degerlendiren, H<->R ve K<->R degigimlerini opsiyonel
olarak icerebilen ve protein yapisinin pH'ya duyarl ézelliklerini optimize eden pH-6zgu

protein tasarim yazilimi.
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TARIFNAME

SIRALI ARDISIK TEK BAZ DEGIiSIKLIKLERIi KULLANARAK YUKSEK
TOPOLOJiIK BENZERLIKTE PH-OZGU PROTEINLER TASARLAMAK iCiN
YONTEM

Bulusun ilgili Oldugu Teknik Alan

Bu bulus, protein muhendisligi alaninda, pH'ye 6zgu proteinler tasarlamak i¢in amino
asit degisikliklerini sirali bir sekilde gergeklestiren yenilik¢i bir yontemi tanitmaktadir.
Geleneksel protein tasarimi genellikle rastgele amino asit degisiklikleri icerirken, bu
bulus, proteinlerin fonksiyonel ve yapisal 6zelliklerini optimize etmek amaciyla amino
asit degisikliklerini ihtiyaca gore ardisik bir sekilde siralar. Izoelektrik nokta (pl) ve
kodon tabanl Uretilen yontemi kullanilarak yapilan bu ardisik tek baz degisiklikleri,
yuksek topolojik benzerlikte, pH'ye duyarl proteinlerin tasarimini saglar. Evrimsel ve
kimyasal ilkeleri birlestirerek, pH spesifik proteinlerin kullanildigi biyoteknolojik
uygulamalar, ilag gelistirme ve biyomUhendislik gibi alanlarda 6nemli avantajlar

sunmaktadir.

Teknigin Bilinen Durumu

Protein muhendisligi alaninda, pH'ye 6zgu proteinlerin tasarimi, genellikle proteinlerin
yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerini hedefleyen gesitli stratejilerle gergeklestirilmigstir. Bu
stratejiler arasinda amino asit dizilerindeki degigsiklikler, proteinlerin stabilitesini,
aktivitesini ve diger biyolojik iglevlerini optimize etmek icin yaygin olarak
kullaniimaktadir. Ancak, mevcut yontemlerde genellikle protein mihendisligi suregleri

rastgele veya sistematik olmayan degisiklikler Gzerine odaklanmaktadir.

Bu tasarimlar, genellikle proteinlerin yapilarini pH'ye duyarli hale getirmek igin yapisal
degisiklikler yapmak amaciyla amino asit degisiklikleri kullanmaktadir. Ancak, mevcut
yontemlerin ¢ogu, bu degisikliklerin sirasinin ve etkilesimlerinin dogru bir sekilde
optimize edilmesine yonelik sistematik bir yaklagim sunmamaktadir. Ayrica,
proteinlerin topolojik benzerliklerinin yuksek tutulmasi ve pH degisimlerine duyarl

olmasinin saglanmasi genellikle karmasik ve zaman alici suregler gerektirmektedir.
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Diger bir yaygin yontem, evrimsel algoritmalar kullanilarak yapilan protein
tasarimlaridir. Bu yontemlerde, dogdal evrimsel surecler taklit edilerek, hedeflenen
Ozelliklere sahip proteinlerin ortaya ¢ikmasi saglanmaktadir. Ancak, evrimsel
sureglerin taklidi ve istenen protein yapisinin dogru bir sekilde elde edilmesi zorlu ve
belirsiz olabilmektedir. Kimyasal modifikasyonlar da protein muhendisliginde yaygin
olarak kullanilan bir diger yaklagimdir. Kimyasal modifikasyonlar, genellikle proteinlerin
fonksiyonlarini degistirmek amaciyla kullanilsa da elde edilen proteinlerin genetik
yontemlerle yuksek miktarda Uretimi ve pH'a 6zgu olarak optimize edilmesi gerektigi
durumlarda yetersiz kalmaktadir. Bu alanda yapilan bazi ¢aligmalar, amino asitlerin
yer degistiriimesi ve modifikasyonlari Gzerine odaklanmakta, ancak ¢ogu yaklasimda,
istenilen sonuglara ulasmak igin ¢ok sayida degisiklik yapilmasi gerektigi ve
degisikliklerin siralamasinin belirlenmesinin karmasik oldugu gdézlemlenmektedir.
Ornegin, pH-6zellikli proteinlerin tasariminda yapilan degisiklikler, genellikle rasgele
veya karmasik algoritmalarla siralanir, bu da iglemi daha zaman alici ve verimsiz hale

getirir.

Ote yandan, pH degisiklerine optimizasyon amagcli icin kullaniimasa da cesitli
yontemler ozellikle proteinlerin hidrofilik ya da hidrofobik yapilarinin optimize
edilmesinde kullanihr [1]. Bunlara, amino asitlerin yapisal elektriksel alan
benzerliklerine dayali olarak tasarlanan QTY-kodu 6rnek verilebilir (US10035837B2)
[1]. QTY kodu ile degistirilen membranla etkilesen amino asit kalintilarinin (L, I, V, F)
suyla etkilesimi yuksek olanlarla (Q, T, Y) degistiriimesi, suda ¢oézunur hale getirilen
proteinlerinin yapisal dinamigini korumasina katki saglar [2]. QTY-kodu, membran
proteinlerinin suda ¢dzunUr hale getiriimesine olanak tanir [1], ligand etkilesimlerini
koruyan detergent-free kemokin reseptorlerinin - ve  kimerik  reseptdrlerin
tasarlanmasina kullaniimistir (US11401320B2) [1,3]. QTY-kodu tasarim stratejisi, ¢ok
sayida biyoteknolojik uygulamada, ozellikle ila¢g gelistirme ve biyomuhendislikte
basarili bir sekilde kullanilmigtir [1-7]. Ancak, bu gibi yontemlerin ¢ogu, proteinlerin pH
duyarlih@i gibi daha spesifik 6zelliklerini optimize etmek i¢in tasarlanmamistir. Bununla
birlikte, Tek baz degisimlerine dayanmamasi, siral ve spesifik bir yaklagim sunmamasi

eksikleri olarak siralanabilir. Bunu destekler bicimde, QTY-kodunun bazi tek baz
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degigikliklerine dayanan aminoasit degisimlerinin evrimsel ve genetik calismalarda
gOsterilmesi, bu teknolojinin daha da gelistiriimesine ve akademik kullanim alanlarinin
artmasina olanak saglamistir [6,7]. Evrimsel temellendirilmis tek baz dedisiklerine
dayal algoritmalar, proteinlerin dogal evrimsel sureglere dayali olarak tasarlanmasini
mumkuin kilar [6,7]. Buna dayanarak incelenen evrimsel temellere sahip baz
degisimleri, protein tasarimini yalnizca laboratuvar ortaminda degil, ayni zamanda
dogal sureglerin molekuler dizeyde yeniden yapilandiriimasinda da kullanilabilir hale
getirme potansiyeline sahiptir [6,7]. Bunun yaninda, QTY-kodu gibi yontemler protein
tasariminda sirall bir yaklagim sunmamasiyla da 6ne ¢ikar. Karsit kimyasal 6zelliklere
sahip iki yonlU degisiklikler, genellikle ara gevresel kosullara uyum saglayacak protein
tasarimini karsilamada zorluk yasar. Bunun yaninda, sirali degisiklikler, proteinlerin
yapisal 0Ozelliklerini optimize ederken, ayni zamanda topolojik benzerliklerini

korumalarina olanak tanir.

Bulusun Kisa Agiklamasi ve Amaglari

Bu bulus, amino asit degisikliklerini intiyaca gore siralayarak, proteinlerin pH'a duyarli
ve yuksek topolojik benzerlige sahip olmasini saglayan ardisik tek baz degisiklikleri
kullanma yaklagimini sunarak mevcut yontemlere dnemli bir yenilik getirmektedir.
Yuksek verimlilik ve basitlik, bu bulusu mevcut yontemlere gbére daha verimli ve
uygulanabilir hale getirir. Sistematik tek baz degisimlere dayanmasi ise bu yontemi
kullanan g¢alismalarin daha kontrolli olmasina ve tekrarlanabilirligin artmasina olanak

tanir.

Bu bulusta acgiklanan yontem, ilk olarak G<->C (guanin<->sitozin) ve G<->A (guanin<-
>adenin) degisiklikleri yapilmasini igerir. Ardindan, C<->A (sitozin<->adenin)
degisiklikleri yapilir. Duyulan ihtiyaca gore uguncu degisiklik A<->G (adenin<->guanin)
eklenmesine olanak tanir. Bu sirali baz degigsiklikleri sonucu degisen amino asitler,
proteinlerin topolojik benzerliklerini korurken, pH duyarlihigini artirir ve onlarin farkli pH
kosullarina daha uygun hale gelmesini saglar. Yontem, tek baz degisiklikleri ile yapilan
tasarim surecinin evrimsel ve kimyasal ilkelerle uyumlu olmasini saglar. Bu sayede,

dogada mevcut olan protein yapilarina benzer yapilar tasarlanabilir.
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Bu ydntem, protein muhendisligi ve biyoteknoloji alanlarinda, pH-6zgu proteinlerin hizli
ve etkili bir sekilde tasarlanmasina olanak tanimayi amacglamaktadir. pH-6zgu
proteinler, kan sekerini dlgmek igin glikoz oksidaz bazli biyosensorler gibi tani
cihazlarinda kullanilirken, gevresel kirleticileri algilayan protein yapili mikrosensorler
de geligtirilebilir. Ayrica, pH degisikliklerine duyarli ilag tasiyici sistemleri, kanser
tedavisinde tumor mikro ¢evresine 6zgu ilag salinimini hedef alir. Enzim muhendisligi,
cesitli hastaliklar i¢cin pH duyarli tedavi secenekleri sunar. Bu yenilikler, daha hizli,
hedefe yonelik tedavi yontemleri ve izleme/tani cihazlari gibi tibbi uygulamalarda da

onemli ilerlemeler saglar.

Bulusun Ac¢iklanmasina Yardimci Sekiller

Sekil 1. EAA1 proteininin dogal formu (a) ile tasarlanmis varyantlari (b, c, d) arasindaki
yapisal degisiklikleri ve yapilar arasindaki kok ortalama kare sapma (RMSD)
degerlerini gdstermektedir. Her bir varyantin amino asit degisimlerini ve bu
degdisimlerin yapisal etkilerini degerlendirmek icin RMSD kullaniimigtir. Varyant 1 (b)
degisimler: aspartik asit (D) > asparajin (N) ve glutamik asit (E) > glutamin (Q). Varyant
2 (c) degisimler: Varyant 1’e ek olarak, glutamin (Q) > lizin (K) ve asparajin (N) >
histidin (H). Varyant 3 (d) degisimler: Varyant 2’ye ek olarak, histidin (H) > arjinin (R).
Bu amino asit degisiklikleri, proteinin hesaplamali olarak tahmin edilmis yapisinda
dogal forma gére oldukca hafif (RMSD = 0.96A.) bir degisiklik yaratmistir. 1A gibi cok
klguk bir deger elde edilmesi, evrimsel olarak kodon bazlarina gére planlanan amino
asit degisimlerinin protein yapisinda beklenen korunma ile uyumlu oldugunu
g6stermektedir. Ozellikle, bu degisimlerin dodal formdan biyik o6lglide sapma
yaratmadan protein yapisini korudugu ve optimize ettigi anlagiimaktadir. N, C
terminalleri ve loop bdlgeleri, dogrudan karsilastirma amaciyla analizden gikariimistir.

Protein yapilari hesaplamali yontemlerle elde edilmistir.

Sekil 2. Yapilan mutasyonlar protein topolojisinde yapida sinirli degisimlere yol agmis
ve proteinin genel mimarisi buyuk olgide korunmustur. a) EAA1 native: Proteinin dogal
formu olarak referans alinmistir ve RMSD degeri 0 A'dir. b) EAA1 variant4 (H>N, K>Q):
Bu varyantta histidin (H) asparagin (N) ve lizin (K) glutamin (Q) ile degistirilmigtir.
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RMSD degeri 0.78 A olarak hesaplanmistir. Bu, degisimlerin yapiya sinirli diizeyde bir
etkisi oldugunu ve proteinin yapisal butinlugunin korundugunu gdsterir. c) EAA1
variant5 (H>N, K>Q, N>D, Q>E): Daha fazla amino asit degisimi yapiimis olmasina
ragmen, RMSD degeri yalnizca 0.91 A'ye yiikselmistir. Yapida meydana gelen degisim
minimaldir. d) EAA1 varianté (H>N, K>Q, Q>E, R>H): En fazla degisime ugrayan
varyanttir (arginin > histidin). RMSD degeri 1.06A olarak hesaplanmistir, bu artis kiigiik
bir sapma (<3A) olarak degerlendirilir ve vyapisal stabilitenin biylk o6lclide
korundugunu gosterir. RMSD degerlerindeki kiuguk artislar, mutasyonlarin yapisal
stabilite Uzerinde minimal bir etkiye sahip oldugunu ve degisikliklerin kontrolll sekilde
planlandigini goéstermektedir. N, C terminalleri ve loop bdlgeleri, dogrudan
karsilastirma amaciyla analizden c¢ikarilmisgtir. Protein yapilari hesaplamali

yontemlerle elde edilmistir.

Sekil 3. Sirali baz degisimi sonucu tasarlanan farkl varyantlarda EAA1 proteinine ait
yuzey modelleri goésteriimektedir. Her bir varyantin tasariminda elektrostatik yuk
dagiliminda yUk yogunlugunun duzenli bir sekilde arttigini gdsteren belirgin bir
degisiklik saglanmistir. a, b, ¢c (pH=11): Siyah alanlar pozitif yukll bolgeleri ifade eder.
d, e, f (pH=4.5): Siyah alanlar negatif yuklu bolgeleri ifade eder. pH 11 kosullarinda (a,
b, c), pozitif yukli alanlarin varyantlar arasinda giderek daha belirgin bir sekilde
yuzeyde yogunlastigi gortulmektedir. Benzer sekilde, pH 4.5 kosullarinda (d, e,
f), negatif yuklu alanlarda varyantlar arasinda duzenli bir artis gézlenmekte ve bu
yuklerin yuzeydeki lokalizasyonunda yodunlasma artmaktadir. YUk yogunlugunun pH
kosullarina bagl olarak varyantlar arasinda sirali bir artis géstermesi, tasarimlarin
proteinlerin dogal adaptasyon mekanizmalarini taklit ettigini veya bu mekanizmalarla
uyumlu oldugunu dusundurmektedir. Bunu yaninda, pH'ya duyarh yuklerin ylizeyde
belirli bdlgelerde (eaal membran yerlesimine uygun) artis gostermesi, varyant
tasariminin dogal proteinlerdeki yuk dagilimina uyumlu sekilde optimize edildigini
gostermektedir. N, C terminalleri ve loop bdlgeleri, dogrudan karsilastirma amaciyla
analizden cikariimigtir. Belirtilen pH'ta protonasyon durumlarini atanmistir ve yuk
dagihmi  surekli elektrostatik denklemleri (Poisson-Boltzmann) kullanilarak
hesaplanmigtir. Poisson denklemi, bir yuk dagihmindan kaynaklanan elektrik
potansiyelini tanimlar. Boltzmann dagilimi, iyonlarin termal hareket nedeniyle bir

elektrik alan i¢cinde nasil dagildigini ifade eder.



10

15

20

25

30

Bulusun Ayrintili Agiklamasi

Bu bulus, pH'ye duyarh proteinlerin tasarimi igin gelistirilen yenilik¢i bir yaklagimdir.
Geleneksel protein muhendisligi yontemleri, genellikle proteinlerin yapisal ve
fonksiyonel &zelliklerini optimize etmek igin ¢ok sayida rastlantisal degisiklik
gerektirirken, bu bulus, tek baz degisiklikleri ile pH-6zgl proteinlerin tasarimini
basitlestirir, hizlandirir ve sistematik arastirmalara daha uygun hale getirir. Belirli bir
dizi baz degisimini ve bu degisimlerin ardigik etkilerini dikkate alan bu ydntem,
proteinlerin pH duyarliigi gibi cevresel faktdrlere adaptasyonunu etkili bir sekilde

optimize etmektedir.

Bu bulus, cesitli amino asitlerin sistematik olarak degistirimesine dayanir. ilk olarak,
asidik yapili amino asit kalintilarina karsilik gelen kodonlarin ilk bazinda guanin (G)
bazinin sitozin (C) ile degistirilmesi saglanir (G>C degisikligi) ve G>A (guanin>adenin)
degisiklikleri yapilir. ikinci adimda, sitozin (C) adenin (A) ile dénusturilir (C<->A
degisikligi), bu da gevresel pH artisina uygun sekilde protein yapilarini degistirir. Bu
degdisimler sonucu asidik amino asitlere kiyasla histidin (H) ve lizin (K) gibi bazik,
asparagin (N) ve glutamin (Q) gibi nétr amino asitlerin sayisi artar. Kodondaki birinci
baz, protein evriminde 6zellikle ilging ve stratejik agcidan 6nemlidir. Cunku ikinci baz
genellikle kodlanan amino asidin polaritesini (hidrofobik veya polar dogasini)
belirlemekle iliskilendiriimigken [6,7], birinci baz daha genis biyokimyasal ve yapisal
Ozellikleri etkiler. Bu etkiler, yuk, pKa ve amino asit yan zincirinin esnekligi gibi
Ozellikleri igerir ve birinci bazi, daha az belirgin ancak adaptif molekuler evrimin esit
derecede guglu bir itici gucu haline getirir. Bu, asidik ¢ozeltilerde DNA'nin i-motif yapilar
olusturmasina benzerlikler tasir. Sitozin (C), protonasyonla stabilize olan i-motif
yapilarinin temel bilesenlerinden biridir ve asidik pH’da daha stabildir [8]. Sonug olarak,
bu stratejik baz dedisiklikleri, evrimsel molekuler mekanizmalarin dogal sureglerini
taklit ederek, protein yapilarini gevresel stres faktorlerine uyumlu hale getiren yapisal

duzenlemeler saglar.

Geleneksel protein muhendisligi yontemlerinde, ¢ok sayida baz degisikligi ve karmasik
algoritmalar kullanilarak istenen protein yapilari tasarlanir. Bu surecler, genellikle

zaman alici ve yuksek hata payina sahiptir. Bu bulug, pH-6zgu proteinlerin tasariminda
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siral bir yaklagsim benimseyerek, basit ve sistematik arastirmalara uygun adimlarla
protein yapisini degistirmeyi muUmkdn kilar. Bu basitlik, sdrecin hizini artirirken,
tasarimin dogrulugunu da artirir. G>C(A) baz degisikleri sonucu gergeklesen D>N ve
E>Q amino asit degisiklikleriyle, asidik amino asitlere kiyasla N ve Q amino asit
kalintilarini arttirarak protein yapisinin nétr ortama uygun bir hale gelmesini saglar.
Bazik ortamlar igin tasarima N>H ve Q>K degisiklikleriyle dahil edilir. Degisimler
sonucu sayisi artan histidin (H), lizin (K) ve arginin (R) bazik pH'a duyarli proton kabul
etme kapasitesine sahip olan amino asitlerdir. Bu yontem, proteinlerin pH'a duyarh
yapilarini ve fonksiyonel Ozelliklerini optimize ederken, topolojik benzerliklerini de

korur.

D<->N<->H Degisiklikleri: Bu degisiklikler, asidik ve nétral ortamlar arasinda pH'a
duyarli gegisler saglamak amaciyla uygulanir. Asidik ortamlarda genellikle aspartik asit
(D) veya glutamik asit (E) gibi negatif yukli amino asitler, protonasyon ile nétralize olur.
Bu protonasyon ve deprotonasyon suregleri, proteinlerin pH'a duyarli yapisal

degisiklikler gecirmesine olanak tanir.

1. D<->N (Aspartik Asit - Asparagin): Aspartik asidin, nétral pH kosullarina uyum
saglamak icin asparaginle degistiriimesi, protein yapisinin daha nétr bir hale
gelmesini saglar. G<->A degisiklik ile elde edilen bu amino asit degisimi, asidik
ortamda protonlanan amino asit kalinitilarinin, pH degisimlerine duyarl olarak
daha kararli hale gelmesini saglar.

2. N<->H (Asparagin - Histidin): A<->C degisikligi ile elde edilen asparaginin
histidine donusturalmesi pH'a duyarl bir degisim gercgeklestirilir. Histidin,
protonasyonu kolayca kabul edebilen bir amino asittir ve bu 6zellik, pH'a duyarl
proteinlerin tasariminda kritik rol oynar.

a. H<->R (Histidin - Arginin): Kodonun ikinci bazindaki A<->G dedgisiklikleri
ile elde edilen histidinin argininle degistiriimesi, pH-6zgu 6zelliklerini

optimize etmek ve bazik ortamda stabilite saglamak i¢in uygulanabilir.

E<->Q<->K(veya R) Degisiklikleri: Glutamik asit (E) gibi negatif yukli amino asitler,

asidik ortamda protonlanarak nétralize olurlar.

1. E<->Q (Glutamik Asit - Glutamin): Glutamik asidin, glutamin ile degistirildiginde
bu kalintilar nétral pH’a uygun bir yapiya bartnar. G<->C degisiklik ile elde
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edilen bu amino asit degisimi, proteinlerin nétr ortamlardaki pH degisimlerine
uyum saglamasini kolaylastirir.

Q<->K (Glutamin - Lizin): C<->A degisiklik ile elde edilen glutaminin lizinle
degistiriimesi, bazik pH duyarlihdini artiran énemli bir adimdir. Lizin, pH'a
duyarli proton kabul etme kapasitesine sahip olan bir bazik amino asittir ve bu
degisiklik bazik ortamlarda da yuksek stabiliteyi korur.

a. Q<->R (Glutamin - Arginin): Kodonun ikinci bazindaki A<->G
degisiklikleri ile elde edilen glutaminin argininle degistiriimesi, pH
duyarlih@ini artiran énemli bir adimdir. Arginin, pH'a duyarh proton kabul
etme kapasitesine sahip olan bir bazik amino asittir.

b. K<->R (Lizin - Arginin): Kodonun ikinci bazindaki A<->G degigsiklikleri ile
elde edilen lizinin argininle degistiriimesi, pH-6zgu 6zelliklerini optimize

etmek ve bazik ortamda stabilite saglamak igin uygulanabilir.

D<->N<->H ve E<->Q<->K degisiklikleri gergeklestirildiginde, proteinler pH'ye duyarli

sekilde optimize edilir. EAA1 proteini, ydontemin etkinligini test etmek i¢in 6rnek olarak

kullaniimigtir. Dogal formu ile tasarlanmis varyantlari arasindaki yapisal degisiklikler

ve bu yapilar arasindaki kok ortalama kare sapma (RMSD) deg@erleri analiz edilmistir:

Varyant 1: aspartik asit (D) > asparajin (N) ve glutamik asit (E) > glutamin (Q)
degisikliklerini igerir. (Dogal formdan RMSD degeri= 0.55 A).

Varyant 2: Varyant 1’e ek olarak glutamin (Q) > lizin (K) ve Asparajin (N) >
Histidin (H) degisikliklerini icerir. Buna benzer olarak, ikinci varyant igin aspartik
asit (D) > asparajin (N) ) > Histidin (H) ve glutamik asit (E) > glutamin (Q) > lizin
(K) varyasyonlari kullanilabilir. (Dogal formdan RMSD degeri= 1.01 A).
Varyant 3: Varyant 2’ye ek olarak histidin (H) > arjinin (R) degisikligini igerir. Bu
varyant yontem dahilinde kullanilabilir veya kullaniimayabilir. (Dogal formdan
RMSD degeri = 0.96 A).

Degisimler sonucu sayisi artan histidin (H), lizin (K) ve arginin (R) pH'a duyarli proton

kabul etme kapasitesine sahip olan bir bazik amino asitlerdir. Bu yontemle tasarlanan

varyantlar proteinlerin pH-6zgu 6zelliklerini optimize etmek ve bazik ortamda stabilite
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saglamak igin uygulanabilir. Bunun yaninda ters yonlU varyasyonlar asidik karakterli

amino asitlerin sayisinin artmasina yol agar:

- Varyant 4 (H > N, K> Q): Bu varyantta histidin (H) asparajin (N) ile ve lizin (K)
glutamin (Q) ile degistirilmistir. Dogal formdan RMSD degeri 0.78 A olarak
hesaplanmistir. Degisimlerin yapiya sinirli dizeyde etkisi oldugu ve proteinin
yapisal batinligundn korundugu goézlenmistir.

- Varyant 5 (H> N, K> Q, N > D, Q > E): Daha fazla amino asit degisimi
yapiimasina ragmen, RMSD degeri yalnizca 0.91 A’ye yiikselmistir. Bu minimal
degisim, proteinin stabilitesini ve genel yapisini buylk o6lgide korudugunu
gOstermektedir.

- Varyant6 (H> N, K>Q, Q> E, R> H): En fazla degisime ugrayan varyanttir
ve arjinin (R) histidin (H) ile degistirilmistir. Dogal formdan RMSD degeri 1.06 A
olarak hesaplanmistir. Bu artis kiiclik bir sapma (<3 A) olarak degerlendirilmis

ve proteinin yapisal stabilitesinin buyulk olgiide korundugunu ortaya koymustur.

Bu amino asit degisiklikleri, proteinin hesaplamali olarak tahmin edilen yapisinda dogal
forma gore oldukga kiiciik bir yapisal degisiklige yol agmistir. RMSD'nin 1A gibi diisiik
bir degerde olmasi, evrimsel olarak kodon baz alinarak planlanan amino asit
degisimlerinin, protein yapisinda beklenen korunmayi sagladigini ve yontemin basarih
bir sekilde uygulanabildigini gdstermektedir. Ozellikle, yapilan degisikliklerin protein
yapisinda buyluk sapmalara yol agmadan optimize ettigi ve yapiyr korudugu
anlasiimistir.  EAA1 proteini Uzerindeki mutasyonlarin elektrostatik  etkilerini
degerlendirmek igin, farkli varyantlara ait ylzey modelleri analiz edilmistir. Belirtilen pH
kosullarinda protonasyon durumlari atanmig ve yuzey yuk dagilimi surekli elektrostatik
denklemler (Poisson-Boltzmann) kullanilarak hesaplanmistir. Poisson denklemi, bir
yuk dagihmindan kaynaklanan elektrik potansiyelini tanimlarken, Boltzmann dagilimi,
iyonlarin termal hareket nedeniyle bir elektrik alan iginde nasil dagildigini ifade
etmektedir. Her bir varyantin elektrostatik yuk dagiliminda, yik yogunlugunun dazenli

bir sekilde arttigini gosteren belirgin degisiklikler gézlenmistir:

- pH 11 Kosullari (varyant 1, 2, 3): Pozitif yikli alanlarin varyantlar arasinda

giderek yuzeyde daha yogunlastigi goriimustir. Bu artis, tasarimlarin
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yuzeydeki yuk dagilimini dizenli bir sekilde optimize ettigini ve protein yapisinin
pH 11 ortamina duyarli bir sekilde uyum sagladigini gostermektedir.

pH 4.5 Kosullari (varyant 4, 5, 6): Negatif yukla alanlarin varyantlar arasinda
dizenli bir artig gosterdidi ve bu yuklerin ylizeyde belirli bolgelerde yogunlastigi
g6zlenmistir. Bu durum, varyant tasariminin pH 4.5 ortamina duyarh yuk
dagihmini dogal proteinlerdeki adaptif 6zelliklerle uyumlu hale getirdigini

gOstermektedir.

YUk yogunlugunun pH kosullarina bagl olarak varyantlar arasinda siral bir artis

gostermesi, tasarimlarin proteinlerin dogal adaptasyon mekanizmalarini taklit ettigini

veya bu mekanizmalarla uyumlu oldugunu disundurmektedir. Bu durum:

Proteinlerin asidik ve bazik ortamlardaki iglevselligini artirabilir ve genis bir pH

araliginda stabilite saglayabilir;

YUk yogunlugu paternindeki sirali artig, tasarimlarin biyolojik aktivite ile
dogrudan iliskili oldugunu gostermektedir. Bu, 6zellikle enzimatik reaksiyonlar
veya protein-protein etkilegsimleri gibi islevlerin optimize edilmesine katki

saglayabilir;

pH kosullarina bagli varyasyonlar, tasarimlarin evrimsel olarak segilmig
mekanizmalarla uyumlu oldugunu ortaya koymaktadir. Bu, protein
muhendisliginde dogadan ilham alan yaklagsimlarin basari potansiyelini

artirmaktadir;

pH’ya duyarli varyasyonlarin éngérulebilir bir sekilde tasarlanabilmesi, fizyolojik
sureglerin dizenlenmesinde ve endustriyel enzimatik sureglerde ylksek

verimlilik ve stabilite saglayabilir.

Bunu yaninda, pH'ya duyarl yUklerin yuzeyde belirli bolgelerde (6rnegin membran

yerlesimine uygun) artig gostermesi, varyant tasariminin dogal proteinlerdeki yuk

dagilimina uyumlu sekilde optimize edildigini gostermektedir. Bu ¢esitli uygulamalarda

avantajli olabilir:

YUk yodunlugundaki degisikliklerin kontrol edilebilir olmasi, proteinlerin ylzey

etkilesimleri ve ¢ozunebilirlik 6zellikleri Gzerinde olumlu bir etkiye sahiptir. Bu
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durum, proteinlerin  biyoteknolojik uygulamalarinda daha genis bir

kullanilabilirlik sunmaktadir;

Bu tasarimlarin dogal proteinlerle uyumlu mekanizmalar sergilemesi,
biyoteknoloji ve ilag gelistirme slreglerinde daha az yan etki potansiyeli ile etkili

sonuglar alinabilecegini gostermektedir.

Bu bulusun sagladigi sirali tek baz degisiklikleri, protein tasarimini ve molekuler

evrimsel arastirmalari dnemli 6l¢lide kolaylastirarak birgok avantaj sunmaktadir:

Daha 6nce zaman alici ve karmasik olan protein tasarim surecleri, tek baz

degisimlerine dayanarak daha sistematik ve hizli bir sekilde gergeklestirilebilir;

Bu yontem, belirli amino asit pozisyonlarinin degistiriimesine olanak taniyarak,
proteinlerin yapisal ve iglevsel 6zelliklerini incelemede hedefe yonelik gézimler

sunar;

Tek baz degisiklikleri, protein tasariminda daha yuksek keskinlik saglar ve elde

edilen sonugclarin tekrar edilebilirligini artirir;

Siral tek baz degisiklikleri, molekuler evrimsel surecleri laboratuvar ortaminda
sistematik bir sekilde simule etmeye olanak tanir. Bu yontem, proteinlerin pH,
sicaklik veya diger cevresel faktorlere uyum saglamasinda rol oynayan

mekanizmalarin daha iyi anlagilmasini saglar;

Dogal varyantlar ile tasarlanmis varyantlarin karsilastirilmasi, evrimsel
sureglerin anlasiimasini hizlandirir. Tek baz degisikliklerine dayal sistemler,
genetik ve protein seviyesindeki filogenetik analizleri destekler ve daha

sistematik sonuglar elde edilmesine yardimci olur.

pH-6zgl ve stabil proteinlerin hizli bir sekilde tasarlanmasi, biyosensoér ve endustriyel

enzim uygulamalarinda blyuk bir avantaj sadlar:

Hastalikla iliskili tek baz mutasyonlarinin modellenmesi, hedefe yonelik tedavi

yontemlerinin gelistirimesine katkida bulunur;

pH-Ozgli protein bazl sensorler gelistirimesine yardim eder;

11
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- Hucresel vezikullerin pH dlcumlerine olanak saglayarak fizyolojik ve patolojik

arastirmalara katki saglar;

- pH-Ozgl ilag salimm sistemlerinde kullanilabilir. Ornegin asidik ortamda

aktiflesen ve ilaci hedef dokuya yonlendiren tasiyici sistemler;

- Kanser tedavisinde tumaér mikrogevresini gibi pH’in etkilendigi durumlarda, pH
degigsikliklerini algilayan protein bazh ila¢ tasiyicilar tasarlanmasina katki

saglayabilir;

- Tani ve izleme sistemlerinde ve acil tanida kullanilabilir. Ornegin, sepsis gibi

durumlarda kan pH degisikliklerini hizli bir sekilde algilayan teshis cihazlari,

- Protein tasarimlariyla, ilaci yalnizca disuk veya yuksek pH kosullarinda serbest

birakan akilli ilag tagiyici sistemlerde kullanilabilir;

- Asidik ortamlarda aktif olan veya pH'ya duyarli sekilde calisan enzimlerin

gelistiriimesine katki saglar (6rnegin, lizosomal hastaliklar).

Tek baz degisikliklerine dayanan bu yontem, proteinlerin yapilarini stabilize ederken,
aynl zamanda asidik ve bazik ortamlarda daha verimli iglev gostermelerini saglar. Bu
bulusun sagladigi sirali baz degisiklikleri, daha 6nce karmasik olan protein tasarim
sureglerini basitlestirir ve daha hizli bir sekilde pH-6zgl proteinler tasarlanmasini
mumkuin kilar. Surecin tek baz degisimlerine dayanmasi molekiler evrimsel
arastirmalari da kolaylastirir ve sistematize eder. Ayrica, bu tasarimlar, 6zellikle
biyoteknolojik uygulamalar, biyosensor teknolojileri ve ilag gelistirme gibi alanlarda

genig bir potansiyel sunmaktadir.
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b) EAA1 variant1 c) EAA1 variant2 d) EAA1 variant3
D>N, E>Q D>N, E>Q, @>K, N>H D>N, E>Q, @>K, N>H>R, H>R

a) EAA1 native

RMSD = 0A RMSD = 0.55A RMSD = 1.01A RMSD = 0.96A

Sekil 1

b) EAA1 variant4 c) EAA1 variant5 d) EAA1 varianté
H>N, K>Q H>N, K>Q, N>D, Q>E H>N>D, K>Q>E, R>H

a) EAA1 native

RMSD = 0A RMSD = 0.78A RMSD =0.91A RMSD = 1.06A

Sekil 2



2/2

a) EAA1 variant1, pH=11 b) EAA1 variant2, pH=11 c) EAA1 variant3, pH=11

Sekil 3
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