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ONSOZ

Bu aragtirmada, REST transkripsiyon faktoriiniin aktif baglanma bdlgesinde yer alan

ticlii serin molekiiliiniin ikili niiklotid yapilar1 ile olan etkilesimleri arastirildi.

Bu tez ¢alismasi kapsamindaki hesaplamalarm dnemli bir kismi TRUBA-ULAKBIM
(Tirk Ulusal Bilim e-Altyap1) kaynaklar1 kullanilarak gergekestirilmistir. Tez
calismasimi gerceklestirmemi saglayan TRUBA-ULAKBIM’e desteklerinden &tiirii
tesekkiir ederim. Ayrica arastirma siiresi boyunca Ege Universitesi Fen Fakiiltesi
Cenk Selcuki Arastrma Laboratuvarinda bana calisma imkani sunan, yogun is
temposuna ragmen bana vaktini ayiran, bilgi birikimi ve deneyimi ile bana destek
olan saygideger damigman hocam Prof. Dr. Cenk Selguki ve calisma ekibine

tesekkiirii bir borg bilirim.

Akademik hayatin basinda karsilastigim zorluklar karsisinda, yilmadan devam
etmemi saglayan, manevi olarak her zaman yanimda olan ve beni sabirla destekleyen
aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Bu yolda benden hep birka¢ adim 6nde olan
ve bana yol gdsteren, en biiyiik destek¢im canim kardesim Hasan Onur Caglar’a

ayrica tesekkiir ederim.

Son olarak tez ¢alismamda basindan sonuna kadar beni yalniz birakmayan arkadasim

Hasip Cirkin’e tesekkiir ederim.

[zmir, 10.06.2019 Fulya CAGLAR



OZET

Niikleik Asitler Ve Polipeptidlerin Alt Birimleri (Mono-Tetramer) Arasindaki

Etkilesimlerinin Molekiiler Modelleme Yoluyla Incelenmesi

Transkripsiyon faktorleri (TF) bir¢cok farkli amino asittin bir araya gelmesi ile
meydana gelen proteinlerdir. Yapisinda bulunan amino asit dizileri, dis ¢evrenin
entalpi degeri ve birbirleri arasindaki kovalent olmayan etkilesimlere bagl olarak bu
proteinin ii¢ boyutlu bir yapt kazanmasmi saglamaktadir. Transkripsiyon
faktorlerinin islev gosterebilmesi ve DNA’ya etkin bir sekilde baglanabilmesi i¢in bu

yap1y1 kazanmas1 gerekmektedir.

Bu calismada, RE-1 (Baskilayici Element-1) susturucu transkripsiyon faktoriiniin
(REST) DNA baglanma bolgesine ait iiclii serin yapist ve REST’in etkin olarak
baglandig1 bilinen tek iplikli DNA dizisi igerisindeki AG ve CC ikili niikleotid
dizilerinin birbiri ile olan kovalent olmayan bag etkilesimlerinin hesapsal molekiiler
yontemler kullanilarak arastirilmasi amaglanmistir. Bunun i¢in, ticlii serin molekiili
yapilari, ikili niikleotid molekiilii yapilar1 ve bu yapilarin etkilesimlerine ait
konfomer analizi Spartan’14 programi ile bulundu. Bulunan her bir konfomerin
optimizasyon (opt) ve frekans (freq) hesaplamalart MOPAC2016 programi PM6-
D3H4 yontemi ve Gaussian09 programu B3LYP/6-311++G(d,p) ile sulu ortamda
olduklar1 varsayilarak hesaplandi. Hesaplama sonrasinda rolatif enerji degerleri
hesaplanarak, etkilesime girmesi istenen en kararli yapilar belirlendi. Molekiiler

yapilarin gosterimi Discovery Studio Visualizer 2019 programu ile yapildi.

Sonug olarak, REST proteininin DNA’ya baglanan aktif bolgesi igerisindeki serin
rezidiilerinin DNA ile kovalent olmayan etkilesimler igerisinden hidrojen (—H) bag1
olusturabilecegi fakat diger kovalent olmayan etkilesimlerin ger¢eklesmedigi

bulundu.

Anahtar Kelimeler: REST; DNA; DFT ve PM6



ABSTRACT

Investigation Of Interactions Between Subunits Of Polypeptides And Nucleic
Acids (Monomeric-Tetrameric) By Molecular Modelling

Transcription factors (TF) are proteins which are consisted of combinations of many
different amino acids. The amino acid sequences in the structure provide three-
dimensional structure due to the entalpy value of the external environment and the
non-covalent interactions. A protein must be in its optimal 3D conformational

structure to perform its function: effectively binding to DNA.

In this study, the non-covalent interactions between AG and CC nucleotide dimer
sequences in the single-stranded DNA, known to be effectively bound to REST, and
the triple serine structure of the DNA binding region of RE-1 (Suppressor Element-
1) silencer transcription factor (REST) were investigated by computational molecular
methods. For this purpose, Spartan 14 program was used to find triple serine
molecule structures and nucleotide dimer structures by conformational analysis. The
MOPAC program with PM6-D3H4 method and Gaussian09 program with B3LYP-6-
311++G(d,p) level were used for optimizations (opt) and frequency (freq)
calculations for each investigated conformer. Using the calculated results, the most
stable structures were determined using the relative energies. Molecular structures

were drawn by Discovery Studio Visualizer 2019.

As a result, it was found that serine residues in the active DNA binding region of
REST protein can form hydrogen (-H) bonds with DNA. Other non-covalent

interactions such as van der Walls forces were not identified.

Keywords: REST; DNA; DFT and PM6
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1. BOLUM
GIRIS VE AMAC

Okaryotlardaki gen ifadesi, transkripsiyon faktorlerinin (TF) gen dizisine ait
promotor bolgesine baglanmasi ve transkripsiyonda gorevli diger proteinleri goreve
cagirmasiyla baglamaktadir. Transkripsiyon faktorleri; RNA polimeraz 11 (RNA pol -
I1) gibi genel bir transkripsiyon faktorii olabilecegi gibi, sadece belirli bir gene 6zgii
olarak transkripsiyonda rol oynayan 6zel bir transkripsiyon faktorii de olabilmektedir
(Bernecky, Herzog, Baumeister, Plitzko, ve Cramer, 2016). Transkripsiyon faktorleri
bircok farkli amino asitten meydana gelen proteinlerdir. Yapisini olusturan amino
asit dizisi, dis cevrenin entalpi degeri ve bir birleri arasindaki kovalent olmayan
etkilesimlere bagli olarak ti¢ boyutlu bir yap1 kazanmaktadir (Bernecky ve ark.,
2016; Lin, Hu, Rimm, Rifai, ve Curhan, 2006 ). Transkripsiyon faktorlerinin islev
gosterebilmesi i¢in bu yapiyr kazanmasi gerekmektedir. Yapilan c¢alismalar, iig¢
boyutlu yapisini kazanmis bir transkripsiyon faktoriiniin DNA baglanma domaini
icerisinde belirli bir polipeptid dizisinin niikleik asit ile etkilesime gecebilecegini
gostermektedir (Bernecky ve ark., 2016; Bruce ve ark., 2009; Ingram, 2005).
Transkripsiyon faktorlerinin iic boyutlu yapisin1 kazanmasi, DNA’ya baglanan
domainin igerisindeki polipeptid dizisinin DNA ile etkilesimini gerceklestiren en
onemli faktorlerden biri olabilir. Kanser biyolojisi iizerine yapilan ¢aligmalarda, gene
Ozel transkripsiyon faktorlerinin DNA baglanma domainlerinde meydana gelen
mutasyonlarin kanser patogenezinde rol oynadigi savunulmaktadir (Louis ve Shohet,
2015; Riaz ve ark., 2016). Ancak suana kadar, transkripsiyon faktorlerinin DNA
baglanma motifinde meydana gelen mutasyonlarin domainin ii¢ boyutlu yapisini
degistirerek proteinin fonksiyonunu etkiledigi savunulmustur. DNA baglanma
domain igerisindeki 6zel polipeptid dizilerinin DNA etkilesimi iizerindeki etkinligine
dair ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Ayrica, doimain igerisindeki olasi polipeptid

dizisinin DNA ile etkilesime gegis sekli bilinmemektedir.

Bu c¢alismada, bir¢cok hastalik ile iliskili oldugu bilinen REST transkripsiyon
faktoriinin DNA baglanma bdlgesine ait ticlii peptid dizisi ve DNA molekiilii
tizerinde TF’niin etkin olarak baglandigi bilinen ikili niikleotid dizilerinin birbiri ile
olan non-kovalent bag etkilesimlerinin hesaplamali molekiiler yontemler kullanilarak

arastirilmasi amaglanmistir.



GENEL BILGILER

1.1.  TRANSKRIiPSiYON FAKTORLERI

Okaryot canllarda, ¢ekirdekte bulunan genlerin transkripsiyonu RNA polimeraz
enzimleri (RNA polimeraz I, II ve III) tarafindan gergeklestirilmektedir. RNA
polimeraz Il (pol-II), baz1 kiiglik niiklear RNA (snRNA)’larin ve mesajci RNA
(mRNA)’nin kodlanmasindan sorumludur. RNA pol-II diger iki polimerazdan farkli
olarak hedef promotor bolgeyi direk taniyarak baglanamaz. Bu enzim, DNA {izerinde
belirli dizilere baglanabilen diziye 6zgiin baglanma proteinleri ile etkilesime girerek
hedef gen bolgesine baglanir ve gen aktivasyonunda veya baskilanmasinda etkin bir

rol oynar (D.S. Latchman, 1993; Lambert ve ark., 2018).

Pol-II tarafindan transkripsiyonun baslatilmasi transkripsiyon faktorii (TF) olarak
bilinen bu baglanma proteinlerinin DNA iizerinde siif II gen promotorleri ile
etkilesimi tarafindan diizenlenmektedir. Simif II niiklear gen promotorleri; distal
enhansir elementler, proksimal promotor elementler ve ¢ekirdek (veya bazal)
promotor elementler gibi belirli DNA dizilerinden meydana gelir. En etkin ¢ekirdek
promotor element, transkripsiyonun baslama bdlgesinden 25 baz ¢ifti yukari-akis
bolgesinde bulunan TATA element ve baglama bolgesinde yer alan primidin-zengin
baslatic1 (pyrimidine-rich initiator (Inr)) element olarak bilinmektedir. Proksimal
promotor element ise katabolit aktivator protein (Cap) bolgesinin yukari-akis
yoniinde 50-200 baz ¢ifti arasinda herhangi bir yerde bulunur ve transkripsiyonu
modiile eden bu dizilere transkripsiyonal aktivatorler baglanir. Son olarak, distal
enhansir promotor elementler diger ikisinden farkli olarak, transkripsiyonun
baslangi¢ bolgesinden daha uzak bir yerde bulunabilirler (Sainsbury ve ark., 2015;
Spitz ve Furlong, 2012).

Pol-II ile transkripsiyonun diizgiin bir sekilde ilerleyebilmesi ig¢in smif-II ¢ekirdek
gen promotorlerinin bazi proteinler ile etkilesime gecmesi gerekmektedir. Bunlarin
en Onemlileri TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIF ve TFIIH'dir. Bu faktorlerin
bircogu direk DNA ile baglanamaz. Bunun yerine dogrudan RNA polimeraz ile
etkilesime gecerler. Sadece TFIID sekansa spesifik DNA baglanmasimi
gerceklestirebilir  ve  TFIID’in  TATA  kutusunu taniyarak  baglanmasi
transkripsiyonun baglamasini saglar. TATA-TFIID kompleksinin olugmasi1 diger

baslatici faktorlerin (siras1 ile TFIIB, F, E ve H) ve non-fosforilize formda olan pol-11



enziminin baglanma bdlgesinde toplanmasini saglayarak multiprotein-DNA
kompleksini olusturur.  On-baslatict kompleks (preinitiation complex (PIC))
(Sekil.1’ de gosterildigi lizere) olarak bilinen bu yapi, ¢ekirdek RNA polimeraz alt
birimi ve ¢ok az sayida sigma faktorii igermektedir (Dimitrova ve ark., 2017;

Division ve Berkeley, 2013; Kostrewa ve ark., 2009; Kresge ve ark., 1992).

-30 +1 +30

TATA

5
3

DNA

PIC Kompleks

Sekil 1. PIC kompleksinin olusum semasi.

PIC olusumu gerceklestikten sonra, bu kompleks kapali durumdadir. Promotor
bolgesindeki DNA’nin iki ipliginin denatiirasyonu i¢in yeterli ATP mevcut ise TFIITH
tarafindan kompleks agik duruma getirilir. Pol-II enziminin biiyiik alt birimine ait C-
ucu domaininin (CTD) fosforilasyonu ile promotor transkripsiyona uygun hale gelir.
Promotor bolgenin acilmasi sirasinda TFIIB, TFIIE ve TFIIH polimerazdan ayrilir ve
geriye kalan kisim (fosforilize pol-II ve TFIIF) uzama kompleksini olusturur.
Sonlandirmay1 takiben, bir fosfotaz enzimi pol-II'nin non-fosforilize sekline geri
donmesini saglayarak transkripsiyon siirecini yeniden baslamasina yardimci olur

(Kostrewa ve ark., 2009; Kresge ve ark., 1992; Sainsbury ve ark., 2015) .

1.2. Cekirdek/Bazal Promotor Baglanma Faktorleri

Cekirdek promotor baglanma faktorlerinden biri, A/T-zengin hedef DNA’y1
taniyarak kiiciik oluktan etkilesime gecen TATA-kutusu baglanma proteini (TBP)’
dir. Digeri ise, B-form DNA’ya biiylik oluktan baglanan YY1’dir. YY1, dizi spesifik



baslatic1 (Inr) elementi taniyarak baglanan GLI-Kruppel iliskili bir proteindir. Bu
protein transkripsiyonu aktive edebilir veya durdurabilir. Digerlerinden farkli olarak
bu protein, TATA kutusunun varligina ragmen TBP’den bagimsiz olarak tek yonlii
trankripsiyon siirecini baslatir. Y'Y 1-yonlendirilmis transkripsiyonda YY1’in DNAy1
tanimas1  ¢inko-parmak  proteinleri tarafindan  gergeklesirken, YY1-DNA
kompleksinin olusabilmesi i¢in TFIIB’ye ihtiya¢ duyulmaktadir. YY1-TFIIB-DNA
kompleksi olusturulduktan sonra pol-1l promotore yaklastirilir ve transkripsiyon
stireci TBP-yonlendirilmis transkripsiyon ile benzer bir sekilde ilerler (Baumann ve
ark., 2010; Hyde-deruyscher ve ark., 1995).

TATA proteini YY 1’den farkli olarak DNA’ya baglandiktan sonra ¢ift sarmal yapida
konformasyonal bir degisime neden olur. insan TFIID’nin DNA’ya baglanmasi
Adenovirlis major ge¢c promotor (AdMLP) ile gosterilmistir. Bu durum temelde
TATA kutusu baglanma proteini (TBP)’nin alt biriminin aracilik ettigi TFIID ve
TATA elementleri arasindaki diziye 6zgii etkilesimlerin ortaya ¢ikmasini saglamistir
(Bareket-Samish ve ark., 2000). TFIID’ye benzer sekilde DNA kiigiik oluguna
baglanan diger proteinler ise SRY ve LEF-1°dir. TBP tarafindan DNA’nin
deformasyonu, aktivator PIC etkilesimleri ve PIC diizeneginin stabilizasyonu igin
olduk¢a oOnemlidir. TBP’nin DNA’y1 biikkme 06zelligi PIC bilesenleri ve diger
transkripsiyon faktorlerinin ¢ekirdek gen promotoriine yaklasmasini saglar. Bu
noktada PIC, yiiksek-mobilite grubu (high-mobility-group (HMG)) ve bakteriyel
protein olan katabolit aktivator protein (catabolite activator protein(CAP)) benzeri
islev gorerek, baslangic bolgesinin yukarisinda DNA’nin biikiilmesi ile
transkripsiyonu aktive eder. Benzer HMG domainlerine sahip olan SRY ve LEF1 bu
sayede c¢ift sarmalin mindr oluk yiizeyinden bir baz dizisi igerisine hidrofobik amino
asitin interkalasyonu ile DNA’y1 biikebilir veya gevsetebilir (Bareket-Samish ve ark.,
2000; Phillips ve ark., 2006).

1.3.  Proksimal/Distal Promotore Baglanan Hizlandiric1 Faktorler

Gelisimsel veya g¢evresel sinyallere cevap olarak smif II niiklear gen
transkripsiyonunun baglatilmasi, genin promotorii iizerindeki biiyiik multiprotein
kompleksinin diizenlenmesiyle kontrol edilir. Proksimal veya distal hizlandirici
transkripsiyonel aktivatorler ve genel transkripsiyon mekanizmasinin bilesenleri
arasindaki  dogrudan  protein-protein  etkilesimleri  pol-Il  aktivasyonunun
diizenlenmesinde etkilidir (Stadhouders ve ark., 2012; Taher ve ark., 2013) . Okaryot

4



canlilarda transkripsiyonu diizenleyen proteinlerde yapisal olarak Heliks-dongii-

heliks (HTH), Losin-fermuar ve ¢inko-parmak ortak motifleri saptanmustir.

1.3.1. Heliks-Dongii-Heliks Motif

HTH transkripsiyonu diizenlerken o6zellikle DNA’nin biiyilk oluguna baglanir.
Bunun nedeni HTH’mn yapisindan kaynakli olarak helikslerin kendi aralarinda
hidrofobik etkilesimlerinin olmasi, paralel bir konformasyonda bulunmamalari ve 34
9A’luk bir mesafe (B-DNA’nm iki biiyiik olugu arasindaki mesafeye esit olarak) ile
birbirinden ayrilmalar1 gosterilebilir. HTH, bircok canlida homoloji goésteren
homodomain proteinine sahiptir. Bu da, HTH i¢in okaryot ve prokaryot canlilarda
transkripsiyonun diizenlenmesinde benzer gen promotorleri ile -etkilestiklerini
gostermektedir. HTH motifi ile benzerlik gosteren ve immiinglobiilin agir zincirinde
(IgH) oktomere baglanan OCT1/OCT2 olarak bilinen proteinler IgH genlerinin

pozitif diizenlenmesinde etkindirler (Susan Jones, 2004).

1.3.2. Losin-Fermuar Motif

Losin-fermuar motifi ise, DNA ile etkilestigi alanda yedi 16sin tekrar1 igermektedir.
Losin-fermuar proteinlerinin 6zellikle kanserde onkogen olarak davranig sergileyen
FOS, MYC ve JUN proteinleri ile benzerlik gosterdigi goriilmiistiir (Johnson, ve
McKbnight, n.d.).

1.3.3. Cinko-Parmak Motif

Diger motiflerden ayr1 olarak, Cinko-parmak ailesi oldukca genis bir smifa sahiptir.
Cinko-parmak motifi 5S ribozomal RNA genlerinin diizenlenmesinde etkin olan
TFIIIA transkripsiyon faktoriiniin DNA ile etkilesen bolgesinde Cys—N2—Cys—N12—
His—H3-His tekrar dizilerinin bulunmasi ile tanimlanmistir. Ayrica bu tekrar
dizilerinde sisteinin’nin kiikiirt atomuna ve histidinin ise azot atomlarma tetrahedral
bir sekilde baglanan ¢inko (Zn) iyonu bulunmaktadir (Coleman, 1992; Fairall ve ark.,
1986; Hanas ve ark., 1983).

TFIIIA, DNA’da biiyiik oluga veya kiigiik oluga baglanabilir. TFIIIB ve TFIIIC ile
baglanarak tRNA genlerinin transkripsiyonunun baslamasina yardimci olur. Ayrica
cinko parmak proteinlerinin, hiicre dongiisii, proliferasyon ve apoptozunda etkili olan
genlerin ekspresyonlarin1 diizenleyerek hiicre homeostazinda etkili olduklar1
bulunmustur. Bununla birlikte, ¢inko-parmak ailesinin kanserin gelisimi ve ilerleyisi

stirecinde hem onkogen hem de tiimor baskilayici genleri icerdikleri bilinmektedir.



Ornegin, ¢inko parmak ailesinden olan ZNF281’in, tiimdr invazyonu ve olusumunda
rol oynadig1 gosterilmistir. Yapilan ¢alismalara gore bu proteinin, kanserde DNA
hasar cevabi ve epitalyel-mezenkimal gegis (EMT)’de diizenleyici faktor olarak
gorev aldigi bulunmustur. Buna ek olarak, EMT nin diizenlenmesi ile kolorektal
kanserde metaztasda da etkili oldugu goriilmiistiir. ZNF281 e kars1 bagka bir ¢inko-
parmak ailesi proteini olan ZBP89 ise, kolorektal kanserde hiicre proliferasyonunu

baskilar ve apoptozu indiikler(Pierdomenico ve ark., 2018).

ZNF ailesi proteinlerinin sadece kanserde degil ayn1 zamanda noronal hastaliklarin
patogenezinde de onemli rolleri vardir. Ornegin, ZPR1 Spinal muskiiler atrofi
(SMA)’de etkindir. Hastaligin nedeni, motor noronlarin hayatta kalmasi i¢in gerekli
olan tam uzunluktaki SMN proteininin ekspresyonunun azalmasma yol agan,
Survival Motor Noéron 1 (SMN1) genindeki bir mutasyondur. Bu durum, SMA
goriilen hastalarda SMN ile etkilesen ZPR1 proteininin ekspresyonunun azalmasina
baglanmistir (Gangwani, 2006). Bunlara ek olarak, norodejeneratif hastaliklarda
etkili olduklar1 bilinen ve ¢inko parmak proteini olup transkripsiyon faktorii olmayan
ZNF179 ve ZNF746 proteinleri sirasi ile Alzheimer ve Parkinson hastaliklarmin

patogenezinde tanimlanmiglardir (Cassandri ve ark., 2017).

1.3.3.1. Noron Spesifik Cinko Parmak Protein: NRSF/REST

RE-1 (Baskilayic1 Element-1) susturucu transkripsiyon faktorii (REST) veya noron-
kisitlayici susturucu faktor (NRSF), ilk olarak 1995 yilinda ndral olmayan hiicrelerde
noronal genlerin transkripsiyonunun baskilayicisi olarak tanmmlanmistir. Bu gen,
noronal farklilagsmada kritik bir role sahiptir. Kruppel tipi ¢inko parmak traskripsiyon
faktorii ailesinin bir iiyesi olan bu protein, ndronal genlerin transkripsiyonal
susturulmasini korumaktadir. Noronal gen ifadesinde “Temel Diizenleyici” olan bu
gen, noron gelisimi, ndrogenez ve noral plastisite iligkili transkripsiyonal yanitlara da
aracilik etmektedir. REST/NRSF’nin hiicrede ki konumunun ve farkli izoform
yapilarinin merkezi sinir sistemi (CNS) bozukluklarindan kansere kadar bir¢ok
hastalikta etkili oldugu bulunmustur (Chen ve ark., 1998; Ingram, 2005). Ayrica,
REST geninin, timdr olusumu siirecinde hiicresel icerige bagli olarak tiimor
baskilayic1 veya onkogen gibi davranabildigi gozlemlenmistir. Ornegin, REST geni
medullablastom ve ndroblastom gibi noral kdkenli tiimorlerde yiiksek gen ifadesine
sahiptir ve tipk1 bir onkogen gibi davranis sergiler. Fakat meme, kolon veya prostat

kanseri gibi noral kokenli olmayan tiimorlerde gen ifadesi diisiiktiir ve yliksek
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seviyede tiimor baskilayici olarak islev gormektedir (Majumder, 2006). REST
transkripsiyon faktorii DNA’ya hedef genlerin kontrol bolgelerinde bulunan 21 baz
ciftlik noron-kisitlayici faktor eleman (NRSE) bolgesinden taniyarak baglanir. NRSE
ilk olarak noronal olmayan hiicrelerde voltoj-bagimli sodyum kanal tipll-alfa
(SCN2A) ve iist servikal ganglion 10 (SCG10) genlerinde transkripsiyonal
baskilamaya aracilik eden element olarak tanimlanmistir. NRSE gen kontrol
bolgesinin taninmasi REST/NRSF transkripsiyon faktoriine ait ¢inko-parmak alanlar1
ve bu yapmin baskilayict bolgelerine (RD1 ve RD2) baglanan ¢esitli kofaktorler ile
gerceklestirilir.  Bu  kofaktorler histon deasetilasyonu ile noral genlerin
baskilanmasmi, REST/NRSF’nin amino (N-terminus) ucuna ko-faktor olarak bilinen
Sin3-Histon deasetilaz (HDAC)’in baglanmasi ile kromatin yapisini degistirerek
gerceklestirir. Karboksil (C-terminus) ucuna NRSF i¢in spesifik olan Co-REST
yardimei elemani ve diger yardimci elemanlarm (Sin3-HDAC, yeniden modelleme
bileseni SWI / SNF, metil-DNA-baglayic1 protein (MeCP2), histon H3K9
metiltransferazlari, H3K4 demetilaz LSDI1 (lysine-specific demethylase 1),
metiltransferaz G9a ve HPI1.. gibi) baglanmasi sonucu olusan kompleks yapi,
kromatin metilasyonu ile nukleozomun yeniden diizenlenmesi saglar (Ballas ve ark.,
2005) (sekil2.).

Sekil 2. REST/NRSF ve cesitli kofaktorler ndronal gen ifadesinin diizenlenmesinde
etkin birer rol oynarlar. REST DNA’y1 ¢inko parmak kisimlarindan tanir ve baglanur.
C-terminal (CT) ve N-terminal (NT) kisimlar1 tizerine ¢esitli kofaktorler baglanir.
HDAC (Sin3-Histon Deasetilaz) noronal genlerin aktif baskilanmasinda etkilidir. CT
bolgesinde yardimci baskilayic1  faktéor CoREST ile birlikte G9a(histon
metiltransferaz) ve MeCP2(metil CpG baglayici protein) kompleks yapi olusturur.
Bu sayede NRSF/REST kromatin yapisini degistirerek epigenetik modifikasyon

saglar. Bu modifikasyonlarm icerisinde histon asetilasyonunun azalmis seviyeleri
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veya artmig deasetilasyon ve gen baskilanmasi veya susturulmasini tesvik ettigi
bilinen (H3K9me2/3 ve H3K27me3) rezidiilerdeki artmis metilasyon ve gen

aktivasyonunda (H3K4me3 ve H3K9mel) yer alan azalmis metilasyon sayilabilir.

Hedef DNA’da NRSF’ye baglanan yardimci baskilayici kompleksler hiicre tipi ve
promotor dizileri arasinda degismektedir. Bu da NRSFmin hem gegici gen
baskilamasina hem de uzun siireli gen susturulmasimna aracilik edebilecegi anlamina
gelmektedir. Gen baskilanmasinda, CoREST ve MeCP2 gibi baz1 yardimci
baskilayicilar, belirli hiicre tiplerinde diisiik ndronal gen ekspresyonu seviyelerini
korumak i¢in NRSF-DNA ayrigsmasmi takiben metil CpG bolgelerinde baglh
kalabilirler. Bunun diginda NRSF noral genlerde transkripsiyonun diizenlenmesini
RNA pol-IT aktivitesini, transkripsiyon on baslatma kompleksinin olusumunu ve
TBP’ yi kii¢iik C-terminal fosfotaz alani ile inhibe ederek gergeklestirir (Godmann
ve ark., 2007; Grimes ve ark., 2000; Naruse ve ark., 2002; Roopra ve ark., 2015;
Saez ve ark., 2015; Westbrook ve ark., 2005).

-Parmak Domain (DBD) NLS

izoform-1

412 512 522 603 815 1009-1030 1097

| Lizin ve Prolin Zengin Domain

izoform-2

313

izoform-3 NT-RD1 I

132 122 159 329

| |

132 122 159 313 329 412 512 522 603 815 1009-1030 1097

Sekil 3. REST proteinin ve alternatif izoformlarii sematik gésterimi. Izoform-1; RD1 ve
RD2 baskilama domainleri, Lizin (400-603) ve prolin (595-815) zengin bolgeler,
sekiz adet ¢inko-parmak motifi bulunan DNA baglanma alt birimi (159-412) ve iKi
niiklear lokalizasyon sinyal bolgesi (kirmizi ile gosterilen, NLS) bulunur. Ayrica

fosfodegron (E1009-S1013 veya S1027-S1030) ve dokuz adet C-terminal ¢inko-



parmak motifi bulunan alt birime(1006-1082) sahiptir. RD1 ve RD2 gesitli kofaktor
baglanma bolgesidir. Bu ko-faktorler; Sin3A (32-122), Sin3B (43-57) ve COREST1(
veya RCOR1, 1009-1087)’dir. izoform-2; sadece ¢inko-parmak 1.-4. motifi iceren
bolgeyi bulundurur. RD2 bdlgesine sahip degildir. Sitoplazmada lokalizedir.
Izoform-3; kesilmis bir DNA baglanma bdlgesine ve sadece ¢inko parmak 1-5’e
sahiptir. Cekirdekte lokalizedir. REST4 veya NRSF olarak bilinir. Noroblastom ve
SLSC’de yiiksek gen ifadesine sahiptir. izoform-4; ¢inko parmak 5. motifini
kaybetmistir. Isoform-1: 1097 amino acids, 122 kDa protein, Isoform-2: (A314-
1097), 313 amino acids, 35 kDa protein, Isoform-3: (A330-1097), 329 amino acids,
37 kDa protein, Isoform-4: (A304-326), 1074 amino acids, 119 kDa protein. Ref.
http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/RESTID44266¢h4g12.html)

Olgun dokularda ve noronal olmayan hiicrelerde NRSF yiiksek oranda ifade edilir.
Fakat bazi noronal doku tiplerinde cok daha diisiik seviyelerde bulunur, bu da
ifadesinin biiyiik 6l¢iide hiicresel ve fizyolojik cevreye baglh oldugunu gosterir. Bu
genin hiicredeki konumu ve islevi alternatif ekleme mekanizmasi ile belirlenir. NRSF
geninden kodlanan farkli izoform yapilar1 (Sekil 3’de gosterildigi tizere) ilk {ii¢
kodlanmayan eksonun alternatif eklenmesi ile ortaya ¢ikmustir. NRSF’nin 5° ekson
bolgelerini alternatif eklemesi sirasinda C-terminal baskilama alani (RD2) eksik
fakat erken durdurma kodonuna sahip olan N-cksonun kodlanmasi sonucu kisa
NRSF (sNRSF) izoformu meydana gelir. Bu durumun hiicrede NRSF geninin
regiilasyonunu zorlastirdig1 ve farkli kanser tiplerinin tiimérogenezi ile iliskili oldugu
diisiiniilmektedir. Ozellikle SNRSF (REST4)’nin tam uzunlukta olan NRSF iizerinde
dominant-negatif etki gosterdigi gozlemlenmistir. Bu etki ilk olarak SLSC’de
néroendokrin fenotipinin tanimlanmasinda erken bir belirtegc oldugu bilinen
néropeptid gen AVP’nin baskisizlastirilmasinda tam uzunluktaki proteinin etkisini
antagonize etmesi ilizerine bulunmustur. Daha sonraki ¢alismalarda, benzer sekilde
meme kanserinde REST/NRSF eksikligi olan “REST-eksik” tiimorlerde kesilmis
NRSF izoformu rapor edilmistir. REST-eksik meme kanseri alt tipine sahip
hastalarda HER2 ve Ostrojen reseptorii risk faktorlerinden bagimsiz olarak hastalik
rekiirrensinin ~ anlamli  derecede arttigt  gdzlemlenmistir. Noroblastom ve

medullablastom gibi noral kokenli kanser tiirlerinde yapilan c¢alismalarda ise,


http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/RESTID44266ch4q12.html

REST4’tin gen ifadesindeki artigin, hastaligin kotiiye prognozu ile yakin iliskili
oldugu bilinmektedir (Hyde-deruyscher ve ark., 1995; Wagoner ve ark., 2010) .
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2. BOLUM
GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasi, Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Cenk Selguki Arastirma
Laboratuvari’ndaki bilgisayar sistemleri ve TRUBA-ULAKBIM (Tiirk Ulusal Bilim
e-Altyapi) sistemi kullanilarak ikili niikleotid ve tiglii peptid yapilarinin kuantum
mekanigine dayanan yontemlerle incelenmesini amaglamaktadir. Bu amacla, ndronal
farklilasmada ve CNS bozukluklarindan kansere kadar bir¢cok hastalikta etkili oldugu
bilinen REST transkripsiyon faktoriiniin aktif bolgesinin DNA’a baglanma etkinligi

arastirildi

REST transkripsiyon faktoriiniin etkin baglanma bdlgesinde bulunan peptid dizisi

ENSEMBL (Ensembl:ENSG00000084093) veri tabanindan bulunarak, REST’in

DNA’ya baglanmasinda etkin olabilecegi diisiiniilen {i¢lii peptid yapis1 belirlendi.
Belirlenen bu peptid yapisina ait konfomer yapilar1 Spartan’14 programu ile bulundu.
Difonksiyonel Teori (DFT) yontemi ile optimizayonlar1 ve frekanslar1 Gaussian09

programi kullanilarak hesaplandi.

REST TF’niin Homo sapiens sp. de SYN1 (Synapsin I) geninin promotor bdlgesine
etkin olarak baglandig1 bilinen niikleotid dizisi Transkripsiyon Faktor Baglanma
Profilleri Bilgi Bankas1 “JASPAR” veri tabanm1 kullanilarak bulundu. Niikleik asit
dizisi igerisinde baglanma etkinligi en yiiksek olan ikili niikleotid yapisina ait farkl
konfomer yapilar1 belirlendi. Konfomer yapilarmin opt. ve freq hesaplamalari
MOPAC2016 programu ile Yari-ampirik yontem kullanilarak hesaplandi. Daha sonra
DFT yontemi kullanilarak yari-ampirik yontem ile belirlenen sadece en kararli

yapilar almarak Gaussian09 programi ile yeni bir hesaplama yapildi.

Elde edilen iicli peptid ve ikili niikleotid kararli yapilar1 bir araya getirilerek
etkilesimleri incelendi. Bu amagla, etkilesimi incelenen yapilar icerisinde en kararl
yapt alinarak konfomer analizi yapildi. Yari-ampirik yontem ve takiben DFT
yontemi kullanilarak bu yapilara ait opt. ve freq. degerleri bulundu ve tiim degerler

i¢in rolatif enerji (Erel- kcal/mol) degeri hesaplandi.
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2.1. TEORI

2.1.1. Hesaplamada Kullanilan Programlarin Calisma Prensibi; Temel
Kuantum Mekanigi

Kuantum mekanigi (QM), elektronlarin ve dolayisiyla kimyanin davranigmin
matematiksel bir tanimidir. Teoride, QM, tek bir atomun veya molekiiliin herhangi
bir 6zelligini tam olarak tahmin edebilmeyi saglar. Fakat uygulamada, QM
denklemleri yalnizca tek elektronlu sistemler i¢in tam olarak ¢oziilmiistiir. Coklu
elektron sistemleri igin ¢dziime yaklagsmak c¢ok ¢esitli yontemler gerektirmektedir.
Bu yaklasimlar ¢ok faydali olabilir, ancak bu, her yaklasimin ne zaman gegerli
oldugunu ve sonuglarin ne kadar dogru olacagini bilmeyi karmasik bir hale
getirmektedir. Schrédinger, QM’nin bu karmasikligini daha basit bir yaklasim ile
formiile etmistir ve neredeyse tiim hesaplamali kimya yOntemlerinin temelinde

Schrodinger esitligi olarak bilinen bu formiilasyon kullanilmaktadir (Griffiths, 2004).

2.1.1.1.Schrédinger Denklemleri

1926 yilinda Avusturyali fizik¢i Erwin Schrodinger’ in  “madde-dalgalarini” de
Broglie’nin kuramsal diizlem dalgalarindan yola ¢ikarak agikladigi zamana bagl bir
dalga fonksiyonudur. Schrodinger denklemi ve tiirevleri kismi diferansiyel
denklemler alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu denklem; zamana bagh ve
zamandan bagimsiz olmak iizere iki farkli sekilde yazilabilir. Zamana bagh
Schrodinger denklemi, zamanla gelisen bir sistemin tanimini veren en genel formdur
ve zaman-bagimsiz Schrodinger denklemi, sistemler duragan bir durumda oldugunda
yeterlidir (Schrédinger, 1926).

) .
Ih %w(ﬁ t) = Hy(r, t) (2.1.1)

Fakat yukarida gosterilen bu formiiliin tam bir goreceli formiilasyonunu kullanmak
cogu zaman pratik degildir. Bu nedenle Schrodinger, giiniimiizde 6zellikle kuantum
kimyasinda siklikla kullanilan géreceli olmayan bir yaklagimi benimsemistir. Tek bir
parcacik icin Hamiltonian kullanimindan yola ¢ikarak olusturulan denklem asagidaki

gibidir;
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2
H=T+V = —b—v2 +V(7,t) (2.1.2)
2m

Bu denklemden yola ¢ikarak; goreceli olmayan, zamana bagimli tek parcacik

Schrodinger denklemi ise asagidaki gibidir;

15 q;(r t) = [——vz +V(, t)l (7, t) (2.1.3)

Ug boyutlu N sayida pargacik i¢in olursa eger Hamiltonian denklemi asagidaki
gibidir;

N
Z + V(71,72 e, Ty, t)

i=1

(2.1.49)
bz
=—=— > — +V(#, T ..., Ty, t).
2 m;
i=1
Buna karsilik gelen Schrédinger denklemi ise;
.. 9 N -
Ib%w(rerJ rN; t) - [__ i= 1 ! VZ +
(2.1.5)

V(T Ty O W Py, i )
bu sekilde gosterilmektedir.

2.1.1.2. Atom ve Molekiiller

Biitiin atomik ve molekiiler sistemler belirli bir ylike sahip olan pargaciklar: ele alir.
Kolomb potansiyeli ile hareket eden tek elektron igin Schrodinger denklemi
asagidaki gibidir;

-

= W) (2.2.1)

4drey |7

H? - e? 1
lIJ(T)— ——mV -
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Eger bu denklemi daha da basitlestirecek olursak denklem,;

R 1o, 171 .
EY(@) = [_EV _W] Y() (2.2.2)

seklinde yazilabilir.

Schrodinger denkleminin, bu sekli ile analitik olarak ¢dziimii miimkiindiir. Hatta
atomlar i¢in bile maddenin tanimlanmasinda bu denklem analitik olarak erigebilirlik
smirliligmi agmaktadir. Cok-gdvdeli Hamilton denklemi kullanilarak olusturulan
cok-govdeli Schrodinger denkleminde dis manyetik alan ve elektrik alan g6z ardi
edilerek, M ¢ekirdek ve N elektrondan olusan sistem i¢in denklem yeniden

diizenlenebilmektedir.

Cok-govdeli Hamilton denkleminden olusturulan ¢ok-gévdeli Schréodinger denklem:i;

EY(#, Ty ey Ty)
N

2
_b_ZiV.z
2 m; t

= (2.2.3)

+ V(#,7s, ....,?N)] WP, Ty, e, Ty)

Bu denklemden yola ¢ikarak yukaridaki denklemi daha basit bir hale doniistiirmek

icin dis manyetik alan ve elektriksel alan ithmal edilerek olusturulan denklem;

E; (7,7, ., T, Ry, Ryy oo, Ry)

~ Lo o . (2.2.4)
= AY(#, 7, .., Py, Ry, Ry, e, Ry)

[Ik bakista yukaridaki denklem her ne kadar cok basit goriinse de; bu denkleme
karsilik gelen molekiiler Hamilton denklemi, gercek karmagsikligmmi ortaya

koymaktadir.
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(2.2.5)

Denklemde sag tarafta yer alan ilk iki terim elektronlarm ve g¢ekirdegin kinetik
enerjilerine karsilik gelmektedir. Sonraki ii¢ terim ise, elektrostatik parcacik-
parcacik etkilesimleri agisindan Hamilton’ 1n potansiyel kismmi gostermektedir.
Cekirdek ve elektronlar arasindaki potansiyel ¢ekim “(-),negatif” olarak
gosterilirken, “(+),pozitif” isaretler elektron-elektron ve c¢ekirdek-cekirdek

arasindaki potansiyel itimi gostermektedir.

Gergekte bu durumun avantaji, bir protonun kiitlesi bir elektronun kiitlesinden
yaklasik 1800 kat daha biiyiiktiir ve bunun sonucunda protonun elektronlardan daha
agir harcket etmesi baska bir basitlestirmeyi miimkiin kilabilir. Born-Oppenheimer
yaklasimmi, ¢ekirdek kiitlesi yerine elektron kiitlesini esas alir ve ¢ekirdek ile elektron
hareketlerini ayirarak karmasik yapilarin Schrodinger denkleminde ¢6ziicti bir

yaklasim sunar.

2.1.1.3. Hartree-Fock Teorisi

Yart-ampirik kuantum mekaniksel yontemlerin ve ab initio yontemlerin ¢ogunun
baslangi¢ noktasi Hartree-Fock alan yontemidir. Yontem ilk olarak D.R. Hartree
tarafindan ortaya atilmig ve daha sonradan V. Fock ve J.C. Slater tarafindan
gelistirilmistir. Hartree-Fock yaklasimi, klasik mekanigin en az etki prensibine
benzer sekilde olan varyasyon hesaplama aracidir. Varyasyon hesabi kullanilarak Eo
sisteminin en diisiik enerjisine karsilik gelen temel durum dalga fonksiyonu yo ‘a
yaklasabilir. Kuantum mekaniginde gozlenebilenler, operatorlerin olasilik degerleri
olarak hesaplanir. Gozlenebilen enerji, Hamilton operatoriine karsilik gelir, bu

nedenle genel bir Hamilton’a karsilik gelen enerji, asagidaki gibi hesaplanabilir;

E = <H) = f d'f)l f dfz ...f d'FNlIJ* (771, 7:)2, aen "FN) HL'J(F:L, Fz, TR ,FN) (231)
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Hartree-Fock yaklagiminin ana fikri, ger¢ek temel durum dalga fonksiyonundan
farkli olan herhangi bir (normalize) girisim dalgasi fonksiyonu ile elde edilen
enerjinin her zaman bir iist sinridir, yani gercek temel durum enerjisinden daha
yiiksek olmasidir. Girisim fonksiyonu, istenen temel durum dalga fonksiyonu

oldugunda enerjiler esittir.

Etriar 2 Eo (2.3.2)

yani,

Etrial

- - - * - o - 7y * > - - 233
= f drlfdrz j dTNl‘IjtTial (rl,rz, ....,TN) Hll}trial(rl,rz, ....,TN) ( )

ve

EO = f d?l .]- d?z f d?NLIJB (771, Fz, ""JFN) Hq}g(?l,?z, ’FN) (234)

Hamilton’un (H, her biri bir enerji 6z-degeri Ei’e karsilik gelen ) 6z-fonksiyonlar1 i
tam bir temel setini olusturur, bu nedenle herhangi bir normallestirilmis girisim

dalgas1 fonksiyonu g¢alismasi bu 6z-fonksiyonlarm dogrusal kombinasyonu olarak
ifade edilebilir.

Viriar = Z Ay (2.3.5)

Girisim dalga fonksiyonunun normallestirilmesi istendigi i¢in, 6z-fonksiyonlarin

normalize ve ortogonal oldugu varsayilmistir.
Weriat/Weria) = 1= (Z Aiwi/z AILIJ]'>
i j

= zzlt A Wi /yj) = Z|Aj|2
7 i

i

(2.3.6)
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Etviat = Weriar/A/Veriar) = (z /L'llii/l:l/z ;)
i j

2
=ZEJ'|/11'|
i

(1.3.7)

Temel durum enerjisi Eo en diisiik olas1 enerji olarak tanimlanir ve en kiigiik 6z-

degere (Eo< Ei) sahiptir.

2 2
Bvia = ) B4 = ) Bl (228)
i i

Matematik kurallar1 cercevesinde bakildiginda, fonksiyonlar veya fonksiyon olarak
adlandirilan denklemler i¢in sayisal degerler atanmasi yogunluk fonksiyon teorisinde
temel kavrami olusturmaktadir. Yani, bir fonksiyon niimerik bir girdi alir ve niimerik
bir ¢ikt1 verir, oysaki fonksiyonlar bir fonksiyon olarak girdi alir ve sayisal bir ¢ikt1
iretir. N-elektron dalga fonksiyonlar1 her zaman temel dalga fonksiyonunu
saglayacaktir veya dejenere olan birden fazla temel dalga fonksiyonu minimum
enerji saglayacaktr. Bunun anlami, N-elektron dalga fonksiyonlar1 y—N’e

fonksiyonel hesaplamalarin sekilsel ifadeleridir.

Ey = y"NE[W] = JSMW/A/9) = JS/T+V+T0/0)  (23.9)

N-elektron sistemleri, hesaplama giiciinde ve zamandaki sinirliliklarin yan1 sira olasi
dalga fonksiyonlarinin ¢ok sayida olmasi nedeniyle pratik olarak imkansizdir. Bu
durumda miimkiin olan, Hartree-Fock yaklasiminda yapildig1 gibi, olas1 dalga
fonksiyonunun daha kiigiik bir alt kiimesine kisitlanmasidir. Bu yaklasimda, N-
elektron dalga fonksiyonunun N (normalize) bir elektron dalga fonksiyonu olan spin-
orbitaller x;(X;) olarak adlandirilan anti-simetrik {iriinii ile yaklasik olarak

siirlandirilmigstir. Bu tiir bir dalga fonksiyonu “Slater-determinant” olarak bilinir.
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x, (%) x(X) . xy(Fy)

Yo = Bsp = (N!)_% xl(:fz) xZ(fZ) xN(:fz) (2.3.10)

0Gn) Gy ()

Burada 6nemli olan nokta, spin-orbitallerinin x;(X;) sadece uzaysal koordinatlara
bagli olmadiklari, aym zamanda spin-fonksiyonu X¥; = 7; tarafindan baslatilan bir
spin-koordinatina da bagli oldugudur. Spin-orbitalleri olarak ornegin; atomik
hesaplamalar i¢in hidrojen tipi orbitaller ve bunlarin dogrusal kombinasyonlari

kullanilir.

Eger tekrar Ey = % Ry = J’_‘,"}\}(LIJ/FI/QJ) = qﬁ"ﬁ(w/f + V + U/y) denklemine
ve varyasyon prensibe geri donersek, tek bir Slater-determinanti ile temel durum

enerjisi yaklasimi olusturulur.

Eo = gspion{Bsp/0/Bsp) = 95,1 Bsp /T + 7 + U/ ®sp) (2.3.11)

Bir girisim fonksiyonu olarak Slater-determinantinin kullanilmasiyla Hartree-Fock

enerjisi i¢in genel bir ifade elde edilebilir.

Eur = (Dsp/A/Bsp) = (Dsp/T +V + U/Bsp) (2.3.12)

Hartree-Fock enerjisinin son ifadesi ise ti¢ ana kistmdan olusur:

N N
- 1
Eur = (@5p/A/03p) = Z(z/h/l) +3 0, LGN = /il @313
j

i

Bu denklem ile birlikte diger ii¢ denklem;

(l/h /L) fx (%)

A
_ _vz 1 i] x, (%) dz; (2.3.14)
Gi/jj) = [ flxG)I2 = Ix( )| dzdx; (2.3.15)
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/i) = J G (%) - -x(%)xi (%) dx:dz; (2.3.16)

bu denklemlerdir. Ilk terim kinetik enerjiye ve gekirdek-elektron etkilesimlerine
karsilik gelmektedir. A Hamilton’ nun tek pargacik katkismi gosterirken, son iki
terim ise elektron-elektron etkilesimlerine karsilik gelmektedir. Hartree-Fock enerjisi
Eyr = E[{x;}] spin orbitallerinin fonksiyonal olarak ifadesidir. Bu yiizden, spin
orbitallerinin degisimi minimum enerjiye yol acar. Minimizasyon siiresince spin
orbitalleri ortonormal kalmaktadir. Buradaki kisitlama Hartree-Fock denklemleri ile

ortaya ¢ikan denklemlerde A; Lagrangian ¢arpanlarinin katilmasiyla gergeklestirilir.

Fxi = Ax; i=12 N (2.3.17)

fiz_%v’z ZT" Z]](xl) K@) =h +V@)  (2.3.18)

I’ inci elektron i¢in Fock operatdr. Ilk iki terim cekirdek Hamilton h; icerisinde
nukleus-elektron etkilesimi nedeni ile toplanan kinetik ve potansiyel enerjiyi temsil
ederken, sonrasinda gelen terimler V7F Hartree-Fock potansiyelini olusturan diger j

elektronlartyla I?] degisim operatorleri ve j; kolomb operatdrlerini temsil etmektedir.

2.1.1.3.a Hartree-Fock Yaklasiminin Simirlamalar: ve Basarisizhiklarn

Molekiillerin yan1 sira atomlar da bir ¢ift veya tek sayida elektrona sahip olabilir.
Eger elektron sayisi esitse ve hepsi ¢ift yiikli @; uzaysal orbitallerde bulunuyorsa,
bilesik tekil durumdadir. Bu tiir sistemlere kapali kabuk sistemleri denir. Tek bir ¢ift
elektronlu bilesiklerin yani sira tek bir orbitali dolu olan bilesikler, yani ii¢lii veya
daha yiiksek bir temel durumda olan bilesikler, agik kabuk sistemleri olarak
adlandirilir. Bu iki sistem tiirii, Hartree-Fock yonteminin iki farkli yaklagimma
karsilik gelir. Kisitlanmis HF-yonteminde (RHF), tiim elektronlarin orbitaller iginde
eslenmis oldugu kabul edilirken, sinwrsiz HF'de (UHF) bu smirlama tamamen
kaldirilir. Tek dolu orbitallerde RHF yaklasimiyla acik kabuk sistemleri sadece en
yakin yaklasim olan smirli agik kabuk HF (ROHF) sistemi ile degil ayn1 zamanda

daha az popiiler olan ve daha karmasik olan UHF ile tanimlanmas1 miimkiindiir.

19



Dogru sonuglar elde etmek i¢in sinirsiz yaklasimi gerektiren kapali-kabuk sistemleri
de vardir. Ornegin, Ho’nin ayrismasmi tanimlarken her iki elektronu ayni uzaysal
orbitale yerlestiren bir sistem kullanmak mantikli degildir. Bu nedenle, yontem
se¢imi, HF hesaplamalarinda her zaman ¢ok Onemli bir noktadr ve incelenen
sistemin biiylkligii, hesaplamalar i¢in sinirlayict bir faktdr olabilir. Kohn, H»
sisteminin aragtirilmasinda yeterli dogruluga sahip bir sonug i¢in bir dizi M = p®'i

3< p < 10 parametresiyle belirtmektedir.
Ornegin; N = 100 (aktif) elektronlu bir sistem i¢in bu parametrelerin sayis1 artar

M = p3N — 3300, 10300 ~ 10150 , 10300
(2.3.1.1)

Bu denklemde, enerjinin en aza indirilmesi hesaplama olasiliklarmin smirin1 agsmak
i¢in en az 101°° boyutta bir alanda yapilmas1 gerektigini belirtmektedir. Bu nedenle
HF-yontemleri az sayidaki ilgili elektronlu sistemlerle sinirlidir (N = 10). Bu limit

eksponansiyal duvar olarakta adlandirilmaktadir.

Pek cok elektron dalgasi fonksiyonu tamamen bir Slater determinanti tarafindan
aciklanamadig i¢in, HF hesaplamalari ile elde edilen enerji her zaman temel durum
enerjisinden daha biiyiiktiir. HF yontemleri ile elde edilebilen en dogru enerji
Hartree-Fock-limit olarak adlandirilir. EHF ve Eexact arasindaki fark, korelasyon

enerjisi olarak adlandirilir ve su sekilde gosterilebilir:

E{f5ir = Emin — Enr (2.3.1.2)

N2 molekiil 6rneginde oldugu gibi, E.,, ° un E,,;,’ e karsit genellikle kiiciik

olmasina ragmen, bliylik bir etkiye sahip olabilir.

EHF =149V < 0.001 - E,p (2.3.1.3)

Ornegin, N2 molekiiliiniin deneysel ayrisma enerjisi, korelasyon enerjisinin, kuantum

kimyasinda 6zellikle ilgi ¢eken reaksiyon enerjileri gibi nispi enerjilere karsilik gelir.

Egiss = 9.9eV < Ecorr (2.3.1.4)
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Korelasyon enerjisine ana katki, HF-yonteminde kullanilan ortalama alan
yaklasimindan kaynaklanir. Bu, elektron hareketlerinin i¢sel korelasyonunu tamamen
ihmal eden bir yaklasim olan digerlerinin ortalama alaninda bir elektron hareket
ettigi anlamma gelir. Bunun ne anlama geldigini daha iyi anlamak i¢in, Hartree
Fock-metodu gibi bir ortalama alan yaklasimiyla agik bir sekilde kapatilamayan

elektronlarm kii¢iik mesafelerde itilmesinin tanimlanmas1 miimkiindiir.

2.1.1.4. Yar-Ampirik Yontemler

Biiyiik molekiillerin ab initio yontemler kullanilarak hesaplanmalari olduk¢a fazla
zaman ve bilgisayar kullanimini gerektirmektedir. Bu sebeple daha hizli ve giivenilir
hesaplarm yapilabilmesi i¢in yari-deneysel olarak da bilinen yari-ampirik yontemler
gelistirilmistir. Bu yontemlerde hesaplamada QM prensiplerine dayanirlar, fakat
Schrodinger denkleminin ¢6ziimii esnasinda ab inito yontemlere kiyasla daha fazla
yaklagimda bulunmaktadir. Ayrica yari-ampirik yontemler, HF hesaplamalarini daha
basitte indirgemek icin deneysel veri parametrelerini hesaplamada kullanmaktadir.
Standart elektronik yap1 yontemlerinde, molekiiler orbitallere (MO, {wyi}), atomik
orbitaller (AO, {yu}) ile temsil edilen temel fonksiyonlarin dogrusal bir

kombinasyonu ile yaklagilmaktadir:

K= ) CuXu()
u

Eger hesaplanmasi ¢ok zor olan bir integral varsa bunlarin bazilarmi ya ihmal eder ya
da olast en yakin yaklasimlar1 sunarak hesaplar. Cekirdekteki orbitallere ait
integrallerin yerine farkli parametreler kullanir. Ampirik bir yontemin dogrulugu,
yontemi parametrelestirmek igin kullanilan veri tabanmna baghdir. Yari-ampirik
yontem olan ve Stewart tarafindan NDDO “Neglet of Diatomic Differential Overlap”
yonteminin yeniden parametrelendirilmesi ile olusturulan PM6-DH2, PM6-D3H4 ve
PM6-DH3 (Dimitrova ve ark., 2017) gibi PM6 yonteminde uygulanan sagilma ve
hidrojen bagl diizeltmeleri ¢ogu durumda, DFT ile yakin dogrulukta etkilesim
enerjileri verir. Buna ek olarak, temel PM6 yonteminin hesaplama etkinligi,
proteinlerin geometri optimizasyonlar1 veya biiyiik sistemlerin titresimsel analizleri

gibi DFT veya HF ile pratik olarak miimkiin olmayan hesaplamalar1 olast hale
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getirmektedir. Bu durum, molekiil tipi ve veritabanindaki fiziksel ve kimyasal veriler
icin gegerlidir. Sik sik, ampirik yontemler sinirl bir sinif veya az sayida molekiil i¢cin
en iyi sonuglar1 vermektedir. Ampirik yontemlerin bir dezavantaji, hesaplamalara
baslamadan Once parametrelerin mevcut olmasi gerektigidir. Parametre gelistirmek
kolay olmamakla birlikte, fazla zaman almaktadir (Christensen, Kubaf, Cui, ve

Elstner, 2016).

2.1.1.5. Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi

2.1.1.5.a. Degisim-Korelasyon Fonksiyonlar:

DFT teorisi kuantum mekaniginde Slater’in g¢alismalarina gore gelistirilmis bir
yontemdir. Bu yontem elektron yogunluguna ait genel bazi fonksiyoneller ile
elektron korelasyonunu modellemektedir. Yerel yogunluk yaklasimi (Local Density
Approximation, LDA), Kohn ve Sham tarafindan ilk makalelerinde onerildigi gibi
tekdiize elektron gazina dayanir ve burada elektronlar pozitif bir arka plan yiikiine
esit olarak dagitilir. LDA enerjisi, €,.'nin tek elektronlu bir gazda elektron basina

degisim-korelasyon enerjisi olarak verilmektedir(Bagayoko, 2014)

Ex24[p]l = f p(r)exc[p(r)]dr (2.4.1.1)

Tekdiize bir elektron gazi icin, degisim-korelasyon enerjisi, ayrilan degisim ve
korelasyon enerjilerine boliiniir. Dirac tarafindan elde edilrn tekdiize bir elektron gazi

icin degisim enerjisi;

EXP4[p] = — % @/ f p'f3(r)dr (2.4.1.2)

Tekdiize bir elektron gazimnin korelasyon enerjisi i¢in bdyle basit bir ifade yoktur.
Ancak, 1980 yilinda Ceperley ve Alder, tekdiize elektron gazi lizerinde oldukca
hassas Monte-Carlo simiilasyonlar1 gergeklestirdiler ve Vosko, Wilk ve Nussair
(VWN) tarafindan ¢esitli analitik formlarm gelistirilmesinde etkili oldular.
Korelasyon enerjisi i¢in, bu VWN fonksiyonel formlarindan biri (say1 V), burada
EVWN

olarak belirtilir ve LDA yaklagimi i¢in yaygm olarak kullanilmaktadwr. LDA

fonksiyonu asagidaki forma sahiptir,
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BPA = B4 + BV (2413

Oldukca basit bir forma ragmen, LDA, ¢cogu durumda HF yaklagimindan daha iyi
veya daha iyi olmak iizere olduk¢a dogru sonuglar verir. LDA fonksiyonu ile iyi
titresim frekanslari, denge yapilar1 ve dipol momentleri elde etmek miimkiindiir.
Bununla birlikte, bag enerjileri sistematik olarak olmasi gerektiginden ¢ok daha

yiiksektir.

Genellestirilmis gradyan yaklasimmnda (GGA), fonksiyonel enerji ESS4[p],
yogunluga ek olarak yogunluk gradyanina Vp(r) baghidir. Burada F,. formu farkli
fonksiyonlar igin degisir. LDA i¢in oldugu gibi, GGA degisim-korelasyon enerjisi
ESS4 ayrica degisim ve korelasyon bdliimlerine ayrilmistir. Yaygm olarak kullanilan
GGA islevlerine sahip cesitli fonksiyonlar vardir: BLYP, BPW91 ve PBE gibi.
Ornek vermek gerekirse, BLYP fonksiyonu asagidaki forma sahiptir;

EZYP = B4 + ER° + EZP (2.4.1.4)

IIk terim LDA degisim enerjisi oldugunda, ikinci terim Beckenin onerdigi gibi
degisim enerjisine GGA diizeltme ifadesidir ve ii¢lincii terim Lee, Yang ve Perdew
(LYP) 'nin GGA korelasyon terimidir. HF teorisinde, Fermi korelasyonu, korelasyon
enerjisinin biiyiik bir kismini (yaklasik% 90'1) agiklayan degisim katkisi tarafindan
hesaplanir. LDA veya GGA yaklagimlari, tam olarak tatmin edici bir sekilde Fermi
korelasyonunu ve Kolomb itme enerjisi hem HF hem de DFT'de ortaya ¢ikan kendi

kendine etkilesim terimini igerir, (ii/ii).

Nocc

1 1
J=5(p/p) = Ez @@i/jj) (2.4.1.5)
ij

Dolu orbitaldeki bir yoriingedeki bir elektron, kendisi de dahil olmak iizere tiim
elektronlarm olusturdugu ortalama potansiyelde hareket eder. HF de bu durum,
kendi etkilesimi degisim zamaninda goriinen karsit isaretin esdeger bir etkilesimi ile

iptal edilebilir,
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Nocc

1
K = EZ Gij /i) (2.4.1.6)
ij

DFT’nin en 6nemli noktast korelasyon faktorlerini devreye katmasidir. Hartree-
Fock’ dan farkli olarak, korelasyon faktoriinii eklemek c¢ok biiyilk bir hesabi
gerektirir. Fakat degisim katkisin1 tam olarak hesaplamak i¢in bu teoriye ihtiyag
vardir. Bu durumda en uygun tercih DFT ile bolgesel yogunluk yaklasimi yontemini
kullanarak korelasyon faktoriinii hesaplamak ve bu enerjiyi Hartree-Fock enerjisine
eklemektir. Bu yaklasimda degisim korelasyon enerjisi tam degisim terimi ile
bolgesel yogunluk yaklasimindan elde edilen korelasyon enerjisi bilesenlerinden
olusur. Degisim enerjisi de Kohn-Sham orbitallerinden olusan Slater
determinantindan elde edilir. Ne yazik ki bu basit yaklasim c¢ok iyi sonuglar
vermemektedir. Fakat Becke bir strateji ile sonuglarin daha 1yi olmasini saglamistir.
Hibrid fonksiyonlar, HF degisimi K'nin bir parcasi x, ile GGA fonksiyonel

katkilarini birlestirir,

E;Lglbrl'd — EJCC;GA _ ka + ECGGA (2417)

Aslinda K, HF degisiminden farkhidir, ¢iinkii HF orbitallerinden ziyade K S
orbitallerine dayanmaktadir. Yine de genellikle HF degisimi veya bazen yerel
olmayan degisim veya tam degisim olarak da belirtilir. Tam HF degisiminin (x, =
1) dahil edilmesi, Kohn ve Sham tarafindan 6nerilmis, ancak yerel olmayan degisim
ile kullanim i¢in uygun ve dogru bir korelasyonun tiiretilmesi zor olmustur. Sadece
HF degisiminin bir oranmnin dahil edilmesinin ¢ok daha basarili oldugu
kanitlanmigtir. Stevens ve ark.'nin B3LYP fonksiyonu bugiine kadar en popiiler ve
yaygm olarak kullanilan melez fonksiyondur. Bu melez fonksiyon, BLYP ve LDA
fonksiyonlarnin korelasyonunu ve degisim terimlerini yar1 deneysel bir sekilde

birlestirir,

EB3WYP = (1 — x, ) EEPA + aEf®® — x, K + bEL'P

24.1.8
+ (1 - B)ELWN (2418
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HF'nin B3LYP fonksiyonu % 20'de (x;, = 0,2 ), a ve b parametreleri sirastyla 0.72
ve 0.81'dir. Hibrid fonksiyonel diger 6rnekler PBEO ve B97 serisidir. Kohn-Sham
degisim-korelasyon fonksiyonu, her ikisi de bilinmeyen degisim ve korelasyon
etkilerini icerir. Ancak Hartree-Fock teorisi, degisim enerjisi i¢in tam bir ifadeye
sahiptir. Boylece, 1992'de Becke basarili bir sekilde HF teorisini ve DFT'yi
birlestirmistir. B3LYP fonksiyonu, diger bazi hibrid fonksiyonlarla birlikte, kiiglik
molekiillerin 6zelliklerini tahmin etmede oldukca basarili olmustur. DFT ile birlikte
avantaji, diisiik hesaplama maliyetlerine sahip olmasidir. Bununla birlikte, HF tam
degisimi (exact exchange, EXX) eklendiginde, hesaplama maliyeti bliyiik Olciide
artar (Arbuznikov, 2007)

2.1.1.6. BAZ SETLERI

Kuantum mekanik programlarmin bir¢ogu tek-elektron molekiiler orbitallerini
olusturabilmek i¢in atomik orbitallerin dogrusal kombinasyonu (LCAO) yaklagimini
kullanir. En dogal atomik orbitaller Slater-tipi orbitallerdir (STO). Fakat bu
orbitallerin kullanimi matematiksel olarak uygun degildir. Bu sebeple zaman
icerisinde baska temel set tiirleri olusturulmustur. Gauss-tipi orbitaller (GTO)
bunlardan biridir. GTO’lara ait integraller STO’larmmkinden daha kolay

hesaplanmaktadir.

2.1.1.6.a. Minimal Baz Seti

Minimal baz setler, her atom ig¢in gereken minimum temel islev sayisini igerir.
Minimal temel kiimeler sabit atomik tip orbitalleri kullanir. STO-KG baz seti, K-
GTO'larin STO'yu taklit etmesini saglayan minimal bir baz settidir. Sik kullanilan
STO-KG minimal baz seti STO-3G'dir. Minimal bir baz seti, her simetri tipi igin
sadece tek bir degerlik fonksiyonu kiimesi icerdiginden, molekiillerdeki kiiresel

olmayan elektron dagilimini tanimlayamaz.

2.1.1.6.b. Boliinmiis Deger Baz Seti

Bir baz setinin esnekligini gelistirmenin en basit yolu, her atomdaki temel
fonksiyonlarin sayisini arttirmaktir. Bir minimal baz setinin islevlerinin iki katina
cikarilmasiyla olusturulan temel kiimeye genellikle bir ¢ift-zeta temel kiimesi denir.
Yalnizca minimum baz setin degerlik fonksiyonu iki katina g¢ikarsa, baz seti

boliinmiis degerlik baz seti (split valence base set ) olarak adlandirilir.
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Yaygm olarak kullanilan bolinmiig-deger baz setleri 3-21G ve 6-31G temel
setleridir. 3-21G temel setinde, bir atomun her i¢ orbitali, iic GTO'nun lineer
kombinasyonu alinarak olusturulurken, degerlik orbitali, sirasiyla iki ve bir GTO'nun
dogrusal bir kombinasyonu alinarak olusturulan iki kisma ayrilir. Uglii-zeta baz seti

6-311G, deger orbitalinin ii¢ orbital kiimesine ayrilmastyla olusturulur.

2.1.1.6.c. Polarize Baz Setleri

Boliinmiis degerlik temel kiimeleri, orbital boyutunun de§ismesine izin verir, ancak
sekli degistirmez. Bu sinirlilik, her bir atomun temel durumunu tanimlayabilmek i¢in
gerekli olan agisal momentumlu orbitallerin eklenmesiyle giderilir. Yaygin olarak
kullanilan 6-31G (d) baz seti, 6-31G baz setine hidrojen olmayan atomlar i¢in d-tipi
fonksiyonlar eklenerek olusturulur. Hidrojen atomlarmin tanimlanmasi 6nemli
oldugu durumlarda, genellikle bir dizi p-tipi orbitaller eklenir. Ornegin, 6-31G (d, p),
hidrojen atomlar i¢in bir dizi p-tipi orbital eklenerek olusturulan 6-31G (d) temel
kiimedir. Benzer sekilde, 6-311G (d) ve 6-311G (d, p) temel kiimeleri 6-311G temel

kiimesinden olusturulur.

2.1.1.6.d. Difiize Baz Setleri

Diflize fonksiyonlar s ve p tipi fonksiyonlarin biliyiilk boyutlu bir versiyonudur.
Orbitallerin daha genis bir bolge alanmi isgal etmelerine izin verir. Difiiz
fonksiyonlara sahip temel setler, elektronlarin ¢ekirdekten nispeten uzak oldugu ve
uyarilmis durumlarinda 6nemli negatif yiiklere sahip sistemler i¢in Onemlidir.
Ornegin, 6-31 + G (d) temel seti, agir atomlara eklenen difiiz fonksiyona sahip 6-31G
(d) temel setidir. Genellikle temel setin uygunlugu, sonuglarin ne kadar dogru oldugu
ile iligkilidir. Bununla birlikte biiyiik molekiiller i¢in cok genis bir temel set
uygulamak miimkiin degildir.

2.2. HESAPSAL YONTEM

2.2.1. REST Transkripsiyon Faktori’niin DNA Baglanma Bolgesine Ait
Dizisinin ve Yapisinin Belirlenmesi

REST(4q12 kromozomal lokasyon, Atlas_ld: 44266) proteinine ait izoform yapilari
“Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology” veri tabanindan
bulunarak, fasta formatinda elde edildi. Bilinen 4 farklhi REST TF izoform
yapilarindan aktif baglanma bolgesi icerisindeki -YKCELCPYSSSQKTHLTRHMRTH-

(159-412 amino asit) peptid dizisi delesyona ugramamis olan izoform 1 (1097 amino
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asit, 122 kDa protein ) ve izoform 3 ((A330-1097), 329 amino asit, 37 kDa protein)
proteinlerine peptid dizileri ¢alismaya dahil edildi. (sekil4).

sp|Q13127-2|REST_HUMAN MATQVMGQSSGGGGLFTSSGNIGMAL PNDMYDLHDLSKAELAAPQLIMLANVALTGEVNG 60

sp|Q13127-3| REST_HUMAN MATQVMGQSSGGGGL FTSSGNTGMAL PNDMYDLHDLSKAELAAPQL TMLANVAL TGEVNG 60

sp|Q13127|REST_HUMAN MATQVMGQSSGGGGL F TSSGNIGMAL PNDMYDLHDLSKAELAAPQL TMLANVAL TGEVNG 60

sp|Q13127-4| REST_HUMAN MATQVMGQSSGGGGLF TSSGNIGMAL PNDMYDLHDLSKAELAAPQLIMLANVALTGEVNG 60

e e o A o A o A o R KO R o K A o K SRR R

sp|Q13127-2|REST_HUMAN AGDNERVYKCTITCTYTTVSEYHWRKHLRNHFPRKVYTCGKCNYFSDRKNNYVQHVRTHTG 300
sp|Q13127-3|REST_HUMAN AGDNERVYKCIICTYTTVSEYHWRKHLRNHFPRIVYTCGKCNYFSDRIKNNYVQHVRTHTG 300
sp|Q13127 |REST_HUMAN AGDNERVYKCIICTYTTVSEYHWRKHLRNHFPRKVYTCGKCNYFSDRKNNYVQHVRTHTG 300
sp|Q13127-4|REST_HUMAN AGDNERVYKCIICTYTTVSEYHWRKHLRNHFPRKVYTCGKCNYFSDRIKNNYVQHVRTHTG 300
sp|Q13127-2|REST_HUMAN KRSFLVHKFSSLF - - - - = - o o o o o o oo oo oo 313
sp|Q13127-3|REST_HUMAN ERPYKCELCPYSSSQKTHLTRHMRTHSGI -~~~ -~~~ -~ -~ oo 329
sp|Q13127 |REST_HUMAN ERPYKCELCPYSSSQKTHLTRHMRTHSGEKPFKCDQCSYVASNQHEVTRHARQVHNGPKP 360
sp|Q13127-4|REST_HUMAN ERP-- - - - oo SGEKPFKCDQCSYVASNQHEVTRHARQVHNGPKP 337
sp|Q13127-2|REST_HUMAN - oo oo oo oo 313
Sp|Q13127-3|REST_HUMAN - - oo oo oo oo o oo ooooooo 329
sp|Q13127 |REST_HUMAN LNCPHCDYKTADRSNFKKHVELHVNPRQFNCPVCDYAASKKCNLQYHFKSKHPTCPNKTM 420
sp|Q13127-4|REST_HUMAN LNCPHCDYKTADRSNFKKHVELHVNPRQFNCPVCDYAASKKCNLQYHFKSKHP TCPNKTM 397

Sekil 4. REST TF izoform yapilarna ait peptid dizileri. CLUSTAL O(1.2.4) ¢oklu

dizi karsilastirmas.

Bu yap1 igerisinde yer alan aktif baglanma bdlgesine ait peptid dizisi igerisinden de
baglanmada etkin olabilecegi diisiiniilen —SSS— ti¢lii peptid yapis1 segilerek bu yap1
Spartan’14 programi kullanilarak olusturuldu. Hesaplama Oncesinde {iiglii peptid
yapist dizi igerisinde yer aldig1 ve etkilesim sirasinda alternatif yap1 ve baglanmalara
sebebiyet vermemesi amaci ile yapmm hem N hem de C terminal ucu asetil (-
COCH3) molekiilii ile kapatildi. Spartan’14 programinda yap1 olusturulduktan sonra
farkli yapr olasiligin1 arttirmak igin iiglii peptid yapisinm torsiyon agis1 12-fold/30°
olarak se¢ildi (sekil 5).
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£ Spartan '14 - Spartan_1.Conf.M0001:M0001

File Edit Model Geometry Build Setup Display Search Options Activities Help

DiksBo= | RE 00 -

% Submit

1

Select bonds or ring atoms. ‘ i \ 1 Doc

Sekil 5.Spartan’14 programi- Ac-S-S-S-Ac yapisi.

Hesaplama basamaklar1 asagidaki sekilde olusturuldu.

& Spartan 14 - Spartan_1.Conf.M0001:M0001 - O X

File Edit Model Geometry Build Setup Display Search Options Activities Help

|C0nformer Distribution v| at ‘Ground ¥ | state
Calculate:
with |MOIecular Mechanics < | |MMFFaq v|
‘D Maximum Conformers Examined: ‘ Percent Conformers Kept:
Subject To: Constraints Frozen Atoms Total Charge: | Neutral o
Compute: | (JIR Raman NMR uvpnis [ asar Unpaired Electrons: |0 =
Print: Orbitals & Energies Thermodynamics Vibrational Modes [[] charges & Bond Orders
Options: |
Global Calculations (] | OK | | Cancel | ‘ Submit |
T
I 1l Conformers = 472392 Defaults
Select bonds or ring atoms. v| 1 Doc 55 Mol, Tautomer C1

Sekil 6. Uclii peptid konfomer hesaplama basamaklari.
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Hesaplama sonrasinda Ac-Ser-Ser-Ser-Ac yapisina ait elde edilen 2000 adet
konfomer yapist opt. hesaplamasi icin Gaussview(0.5 programi kullanilarak “.gjf «
dosyasina doniistiiriildii. Her bir konfomer yapist DFT metodu kullanilarak sulu
ortamda 6-311++G(d,p) baz seti ile B3LYP hibrit fonksiyoneli kullanilarak TRUBA
sisteminde Gaussian09 programu ile yap1 optimizasyonu yapildi. TRUBA sisteminde

opt. i¢in her bir “.gjf” dosyasina “.slurm” dosyasi olusturuldu (sekil 7 ve sekil 8).

1.gjf - Notepads

Dosya Diizenle A Gérinim Kodloma Diller Ayarlar Araglar Makrolar Gahstir Eklentiler Pencereler ? X
cAHEER LA s b o ay ax BEST1EZERe® | JEdME
ESeHgﬁﬂ'
1 %nprocshared=4| ~
2 smem=512MB
3 %chk=Ser-1.chk
4 # opt b3lyp/6-311++g(d,p) scrf=(solvent=water
€ tripeptid optimazyonu
8 01
s N -1.85958501 1.48202940 2.40199526
10 c —0.53866024 1.6624988% 1.77417931
1 ¢ -0.49505943 1.23521073 0.29786396
12 o 0.40345683 1.59228012  —0.46344851
13 H -1.78871618 1.32658420 3.40476364
14 H -0.30617196 2.73232594 1.83566906
15 ¢ 0.50275924 0.83734785 2.52912488
16 o 0.40784953 1.10617665 3.93179324
17 H 1.52084455 1.08928004 2.19171973
18 H 0.35227970  -0.23711635 2.38245895
19 H 1.15520127 0.64689072 4.35757458
20 N -1.42285481 0.27417937  -0.06252039
21 ¢ -1.73563791 0.0313560%  -1.48291523
22 ¢ -0.53953882  -0.52431544  -2.27987687
23 o —0.41370580  -0.40820762  -3.49513770
24 H -2.22797178 0.23728917 0.55484517
5 H -2.48851135  -0.76715640 —-1.46289826
26 ¢ -2.34650010 1.25784640 -2.17061474
27 o -3.53832223 1.66064288  —1.48799691
28 H -1.65573715 2.10709654  —2.20335760
29 H -2.62651258 1.02104858  -3.20226639
30 H -3.26355304 2.23653881  -0.73591040
31 N 0.32618515  -1.28235612  -1.52209161
32 ¢ 1.63410499  -1.70636348  -2.02482718 v
Normal text file length : 2.826 lines: 55 Ln:1 Col:15 Sel:0[0 Windows (CRLF)  UTF-8 INS

Sekil 7. Uclii peptid yapisina ait optimizasyon giris dosyasi.

1.slurm - Notepad-++

Dosya Dizenle Ara Gorinim Kodlama Diller Ayarlar Araglar Makrolar Galtir Eklentiler Pencereler 7 X
cHHER LA k2 enyl e BE |1 Elpue IENBEE
ESeMslurmﬂl

1 Ef!/bin/bash

2 #SBATCH -p mercan # isin gonderilecegi node grubu

3 #SBATCH -A fcaglar #kullanilacak kredi hesaninin adi.

4 | #SBATCH -J Ser-1 # isin adi.

3z #SBATCH -N 1 # hesabin dagitilacagi node adedi

6 #SBATCH -n 4 # is icin toplamda kullanilacak cekirdek adetip

7 #SBATCH --time=15-00:00:00

8 #SBATCH --workdir=/truba_ scratch/fcaglar/arg

9 #SBATCH —--output=slurm-%j.out

10 #SBATCH --error=slurm-%j.err

11

12

13 export g09root=5HOME

14 export GAUSS SCRDIR=/tmp

15 $g09root/g09/bsd/g09.profile

16

17 echo "SLURM NODELIST $SLURM_NODELIST"

18 SHOME/g09/g09 < Ser-1.gjf>Ser-l.out 2>§&1

19
Unixscript file length: 543 lines: 19 i1 Coli1 Sel:0]0 Unix (LF) UTF8 NS

Sekil 8. Uglii peptid yapisma slurm dosyas.
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Opt. hesaplamas1 sonrasi enerji seviyeleri esit olan yapilar elenerek, farkli yapilar
arasinda freq. degerleri hesaplandi. Bu hesaplamada opt. i¢in olusturulan “.gjf”
dosyasinda opt. komutu degistirilerek, “# freq b3lyp/6-311++g(d,p) geom=check
guess=read scrf=(solvent=water)” komutu yazildi (sekil 9). Freq. hesaplamas1 da opt.
hesaplamasinda oldugu gibi TRUBA sisteminde Gaussian09 programi kullanilarak

yapildi

B D:\tez Klasor\freq gjf shurm\Ac-Serf-1.gjf - Notepad++

Dosya Dizenle Arz Gorinim Kedlama Diller Ayarlar Araglar Makrolar Galigtir Ekh P er 7 X
58 ey D2elhiygles|BE|=10 |® )
uncsmrwgm:ﬂ

1 %nprocshared=16 o

2 %mem=16GB

3 %chk=Ser-1.chk

4 # freq b3lyp/6-31l++g(d,p) geom=check guess=read scrf=(solvent=water)

6 tripeptid optimazyonu

8 01

9

10 N 3.36539500 1.38837800 -0.38483000

11 cC 2.28729900 1.41091300 0.59750600

12 C 1.39304400 0.16115800 0.57850000

13 © 0.76900800 -0.15479300 1.59325400

14 H 3.51451200 2.23978000 -0.90948100

15 H 2.70984300 1.43915300 1.60615800

16 ¢cC 1.43126100 2.66323200 0.39193400

17 [¢] 2.29255000 3.79234000 0.53292800

18 H 0.63863800 2.67131900 1.14481300

19 H 0.97396000 2.64923700 -0.60376200

20 H 1.79879400 4.58664100 0.30075000

21 N 1.30521700 -0.51487600 -0.58816800

22 C 0.75737100 -1.87123600 -0.69754000

23 cC -0.72330500 -1.97060200 -0.28909900

24 [¢] -1.18006200 -3.01476900 0.16879500

25 H 1.88652100 -0.19212200 -1.34944200

26 H 0.80799200 -2.12715500 -1.75941700 "
Normal text file length:3.369 lines: 102 Ln:8 Col:4 Sel:0|0 Windows (CRLF)  UTF-3 INS

Sekil 9. Uclii peptid yapis1 frekans giris dosyasi.

2.2.2. REST Transkripsiyon Faktori’niin DNA’ya Baglandigi Gen Bolgesine
Ait Dizinin ve Yapimin Belirlenmesi

REST TF’niin SYN1 geni promotor bolgesine baglandigi bilinmektedir. Bunun
iizerine REST’in DNA’a flizerinde etkin olarak baglandigi bolge Transkripsiyon
Faktor Baglanma Profilleri Bilgi Bankasi “JASPAR” veri tabaninda bulundu ve
SYN1 gen bolgesi igerisinde dizi tarand1 (Sekil.10 ve Sekil 11).

>X dna:chromosome chromosome:GRCh38:X:47571298:47620543:-1

TAGGACCAGGATGAGGCGGGGTGGGGGTGCCTACCTGACGACCGACCCCGACCCACTGGA
CAAGCACCCAACCCCCATTCCCCAAATTGCGCATCCCCTATCAGAGAGGGGGAGGGGAAA

CAGGATGCGGCGAGGCGCGTGCGCACTGCCAGC [rTCA ~c/ACCGC Ci TGcC]TTCG
CCCCCGCCTGGCGGCGCGCGCCACCGCCGCCTCAGCACTGAAGGCGCGCTGACGTCACTC
GCCGGTCCCCCGCAAACTCCCCTTCCCGGCCA...

Sekil 10. Insan SYN1 geni promotor bélgesi niikleotid dizisi.
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— [m} X
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Show me all versions (

Download PFM
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ChiP-seq Centrality
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model.

Sekil 11. REST transkripsiyon faktorii DNA etkin baglanma dizisi.

REST’in DNA’ya baglandig1 dizi igerisinde en yiiksek baglanma etkinligine sahip

oldugu disiiniilen ~AG- ve —-CC-

ikili niikleotid yapilar1 ¢alisma igin segildi.

Secilen ikili niikleotid yapilarmin 5°-ucu —CHs ve 3’ucu -H grubu ile kapatildi. Her
bir ikili niikleotid yapis1i tek iplik DNA (ssDNA-single strand DNA) olarak

Spartan’14 programinda yapilandirildi (sekill2).

& Spartan ‘14 - Spartan_3:M0001

AnIEY XL X ]

N Yald
T

|

file  Edit  Model  Geometry  Build | Setup | Display  Search
™ ) | | Calculations. . .
Q \ ‘., — ¢ | @ surfaces
2 Submit
H3
1H5*
> a »

Setup calculation.

Many Conformers,

Sekil.12. —AG- ikili niikleotid yapisi, Spartan’14 programu.
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Ikili niikleotid yapilarmmn torsiyon agist 12-fold/30° olarak hazirlandi. Bulunan
konfomerler PM6-D3H4 metodu kullanilarak, MOPAC2016 programinda opt.
edildikten sonra freq degerleri hesaplandi. Bu yapilar icerisinden en kararli yapilar
segilerek TRUBA sisteminde Gaussian09 programi ile yap1 optimizasyonu ve freq.
hesaplamasi B3LYP metodu kullanilarak sulu ortamda 6-311++G(d,p) baz seti ile
saglandi (Sekil 13 ve sekil 14).

G-01.mop.gjf - Notepad++

Dosya Dizenle Ara Gorinim Kedlama Diller Ayarlar Araglar Makrolar Galighir Pencereler 7 X
cHHERGalsah|ae|nh s BEIHT Epzm® OENBE
Emmmupgﬂi|
1 PM6-D3H4 OPT CHARGE=0 EPS=78.5 PDBOUT GNORM=0.01 ~
2
3
4 0 -2.39587058 -3.07298855 -2.15915847
5 C -1.90618176 0.18451793 -3.32782972
6 C -2.36991213 0.07485846 -1.88881993
7 C -1.18145020 -0.57217¢07 -1.2253533¢
8 C -0.57919562 -1.45106295 -2.3235145¢
8 cC -0.96795405 -2.92503228 -2.18347707
10 o -1.06887775 -0.95406515 -3.59663038
11 H -1.29808267 1.08215963 -3.49140810
12 H -3.24685698 -0.57800412 -1.80716694
13 H -2.63444158 1.05226783 -1.47270349
14 ® -1.465%05307 -1.12425184 -0.32406197
15 H® 0.51174863 -1.37289147 -2.36520897
16 H -0.58097592 -3.48770358 -3.04093378
17 H -0.54254581 -3.33526434 -1.26040095
18 o -0.25576076 0.45134921 -0.87542816
19 N -5.30340158 3.10017803 -5.84655672
20 C -4.30616314 3.41896937 -4.99105292
21 N -3.43773048 2.59718751 -4.37046141
22 cC -3.66404867 1.31693838 -4.70774011
23 C -4.63856577 0.83936192 -5.56919184
24 C -5.47829467 1.79678664 -6.16319484
25 N -6.50812719 1.46555288 -7.03928028
26 N -4.59677399 -0.53802209 -5.65122047 "
Normal text file length: 4.077 lines: 72 Ln:1 Col:1 Sel:0|0 Windows (CRLF)  UTF-3 INS

Sekil 13. ikili niikleotid yari-ampirik yontem optimizasyon veri giris dosyasi.

22 C (HETATM 1% C7 HET
23 C (HETATM 20 CB HET

1) -3.87872451 +1 0.82520299 +1 -5.0296310% +1
1) -4.29148069 +1 -0.50763630 +1 -5.36518522 +1

24 C(HETATM 21 C% HET 1) -5.17214243 +1 -0.6665%5110 +1 -6.48300289 +1
25 N(HETATM 22 N3 HET 1) -5.61716276 +1 -1.87031602 +1 -6.9187091é +1
26 N(HETATM 23 N4 HET 1) -3.70826862 +1 -1.42717942 +1 -4.47110571 +1
27 C (HETATM 24 C10 HET 1) -2.97407680 +1 -0.69834424 +1 -3.62297931 +1

28 N (HETATM 25 NS5 HET
29 H(HETATM 26 1H6 HET
30 H(HETATM 27 1H3 HET

1) -3.04353007 +1 .70275764 +1 -3.91194361 +1
1) -5.47644206 +1 .57513393 +1 -7.32146688 +1
1) -6.26078996 +1 -1.93560714 +1 -7.71667076 +1

[S=)

Dosya Dizenle Ara Kodlama Diller Ayerlar Araglar Mekrolar Galstir Eklentiler Pencereler ? X
cHHRRGalsah|ae|nh s BEIHT Epzm® OENBE
Emmmm|
1 PM6-D3H4 FORCE CHARGE=0 EPS=78.5 GNORM=0.01 ~
2
3
4 O (HETATM 1 01 HET A 1) -0.868913045 +1 -1.24128438 +1 -1.78944612 +1
5 C (HETATM 2 Cl HET A 1) -2.34897556 +1 1.81709712 +1 -3.212316l8 +1
6 C (HETATM 3 C2 HET A 1) -2.67152486 +1 1.84111572 +1 -1.71563650 +1
7 C (HETATM 4 C3 HET A 1) -1.47981924 +1 1.16414372 +1 -1.02713083 +1
8 C (HETATM 5 C4 HET A 1) -0.35261659 +1 1.10920095 +1 -2.09168204 +1
9 C (HETATM €& C5 HET A 1) 0.25130679 +1 -0.27552901 +1 -2.32913173 +1
10 O (HETATM 7 02 HET A 1) -0.93860428 +1 1.58356487 +1 -3.34383111 +1
11 H (HETATM 8 H1 HET A 1) -2.53765256 +1 2.76955052 +1 -3.76943455 +1
12 H (HETATM 9 1H2 HET A 1) -3.63141113 +1 1.32485572 +1 -1.47696013 +1
13 H (HETATM 10 2H2Z HET A 1) -2.75284583 +1 2.90219839 +1 -1.35712072 +1
14 H (HETATM 11 H3 HET & 1) -1.73465259 +1 0.155689373 +1 -0.60997838 +1
5 H (HETATM 12 H4 HET A 1) 0.45058633 +1 1.86186108 +1 -1.88918050 +1
16 H (HETATM 13 1H5 HET & 1) 0.37646696 +1 -0.46420605 +1 -3.4203978% +1
17 H(HETATM 14 2H5 HET A 1) 1.20748570 +#1 -0.38438412 +1 -1.76659351 +1
18 O (HETATM 15 03 HET A 1) -1.07467179 +1 2.06241130 +1 0.03042367 +1
19 N (HETATM 16 N1 HET A 1) -5.57888740 +1 0.48147481 +1 -7.16072841 +1
20 C (HETATM 17 Cé& HET A 1) -5.11%27981 +1 1.69990968 +1 -6.74341889 +1
21 N (HETATM 18 N2 HET A 1) -4.27715454 +1 1.95796942 +1 -5.70464861 +1
A
A
A
A
2
2
2
A
A

Normal text file length: 5478 lines: 72 Ln:1 Col:1 Sel:0]0 Windows (CRLF)  UTF-8 INS

Sekil 14. . Ikili niikleotid yar1-ampirik yontem frekans veri giris dosyasi.
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2.2.3. ikili-Niikleotid ve Uclii-Peptid Yap1 Etkilesim Hesaplamasi

DFT hesaplamalar1 yapilarak secilen en kararli iicli peptid ve ikili niikleotid
yapilarinin etkilesimleri i¢in olas1 ikili yapilar Spartan’14 programi kullanilarak
olusturuldu. Etkilesim 6ncesinde ikili niikleotid ve iiclii peptid yapilarina ait H bag1
veren (donor) ve alan (acceptor) bolgeler tespit edildi. Bir araya getirilen yapilarin
konfomer analizi yine ayni program kullanilarak yapildi. Bulunan konfomer
yapilarina ait opt. ve freq hesaplamasi PM6-D3H4 metodu ile hesaplandi ve her
birine ait rolatif enerji degerleri bulundu. Er=0.00 kcal/mol olan molekiiler yapilar
en kararli yap1 olarak belirlendi. Elde edilen yapilarin modellemesi Discovery

Studio Visualizer programi kullanilarak gergeklestirildi (sekil 15).

File Edit View Chemistry Structure Sequence Chart Scripts Tools Window Help

N2 @ TEE im > J)e® 2 Q@i / /e S L PRGOS, O PO RS S imeiH s i F s i s iy k>
Macromolecules | Simulation [t ML R e tied Pharmacophores | Small Molecules | X-ray | My Tools
GLven - BRHE® 7 2€ B[ # [ DsplyStle.. v i Nonbond Interactons... =

[] oS welcome denemet [ o

DI-NUKLECTID

TRI-PEPTID

Enable Additional Features

Sekil 15. Spartan’14 ikili niikkleotid (-AG-) ve liglii peptid molekiilerin modellemesi.
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3. BOLUM

BULGULAR VE SONUC

3.1. Uglii Peptid Yapis1 Veri Sonuclar

REST TF faktoriiniin DNA baglanma bdlgesi icerisinde bulunan {iglii peptid yapisina

ait 2263 konfomerin opt. ve freq hesaplamasi sulu ortam igerisinde DFT/ B3LYP

yontemi ve 6-311++G(d,p) baz seti kullanilarak bulundu. Egsair (kcal/mol) degerleri

hesaplandi. En kararli yapilar belirlenerek, non-kovalent bag etkilesimleri molekiiler

modelleme yontemi ile gosterildi (Tablol). Ere degeri <5.00 kcal/mol olan yapilar

en kararl kabul edilerek degerlendirilmege alindi. Sonug olarak tek bir yapiya ait

farkli konfomer yapilarmin rdlatif degerlerinin birbirine yakin oldugu gdzlendi

(tablod).

Tablo 1. Ac.S-S-S-Ac t¢lii peptid yapist B3LYP veri sonuglari.

Dipol M.

Ac-SSS-Ac E (Hartree) (Debye) ZPE (Hartree) |Erel (kcal/mol) b3lyp/6-311++g(d,p)
Ac-SSS-Ac-194 | -1274,5379 14,1059 -1274,1789 0,00
Ac-SSS-Ac-15 | -1274,5382 8,2925 -1274,1789 0,06
Ac-SSS-Ac-177 | -1274,5377 11,7294 -1274,1785 0,30
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Ac-SSS-Ac-1103 | -1274,5369 | 14,1819 -1274,1779 0,64
Ac-SSS-Ac-185 | -1274,5369 | 14,1783 -1274,1779 0,65
Ac-SSS-Ac-237 | -1274,5375 3,599 -1274,1778 0,71

Ac-SSS-Ac-7 | -1274,5367 | 8,3003 -1274,1776 0,82
Ac-SSS-Ac-718 | -1274,5373 | 13,3984 -1274,1776 0,86
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Ac-SSS-Ac-423 | -1274,5365 | 13,2237 -1274,1775 0,90
Ac-SSS-Ac-908 | -1274,5365 9,32 -1274,1773 1,04
Ac-SSS-Ac-402 | -1274,5381 11,33 -1274,1772 1,12
Ac-SSS-Ac-519 | -1274,5363 10,72 -1274,1770 1,20
Ac-SSS-Ac-844 | -1274,5358 14,33 -1274,1768 1,33
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Ac-SSS-Ac-101 | -1274,5371 9,46 -1274,1765 1,51

Ac-SSS-Ac-19 | -1274,5362 11,03 -1274,1763 1,66
Ac-SSS-Ac-656 | -1274,5354 13,47 -1274,1763 1,67
Ac-SSS-Ac-223 | -1274,5355 8,49 -1274,1762 1,75
Ac-SSS-Ac-578 | -1274,5353 11,42 -1274,1761 1,80
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Ac-SSS-Ac-1005| -1274,5353 12,43 -1274,1759 1,91
1,949 |
72,229
1,872
2,128) N
Ac-SSS-Ac-302 | -1274,5357 514 -1274,1758 1,96
Ac-SSS-Ac-308 | -1274,5357 3,74 -1274,1758 1,97
Ac-SSS-Ac-815 | -1274,5368 | 12,5792 -1274,1758 2,00
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Ac-SSS-Ac-275 | -1274,5349 | 11,7212 -1274,1757 2,02
Ac-SSS-Ac-289 | -1274,5355 | 6,6369 -1274,1757 2,03
Ac-SSS-Ac-757 | -1274,5347 | 14,8537 -1274,1756 2,08

Ac-SSS-Ac-61 | -1274,5361 | 5,8062 -1274,1756 2,11
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Ac-SSS-Ac-1089| -1274,5351 | 4,3874 -1274,1756 2,12
Ac-SSS-Ac-428 | -1274,5344 | 13,8212 -1274,1756 2,13
Ac-SSS-Ac-209 | -1274,5338 | 10,2655 -1274,1754 2,22
Ac-SSS-Ac-413 | -1274,5347 | 8,2905 -1274,1753 2,32
Ac-SSS-Ac-334 | -1274,5343 | 4,2394 -1274,1752 2,33
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Ac-SSS-Ac-472 | -1274,5343 | 4,2368 -1274,1752 2,34
Ac-SSS-Ac-526 | -1274,5342 | 13,7895 -1274,1752 2,36
Ac-SSS-Ac-2356| -1274,5348 | 6,4438 -1274,1752 2,37
Ac-SSS-Ac-566 | -1274,5339 | 6,4865 -1274,1751 2,41
Ac-SSS-Ac-716 | -1274,5342 | 10,9056 -1274,1751 2,43
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Ac-SSS-Ac-2343| -1274,5348 | 8,8692 -1274,1750 2,48

Ac-SSS-Ac-452 | -1274,5332 | 9,8029 -1274,1750 2,49
Ac-SSS-Ac-163 | -1274,5345 | 6,4041 -1274,1749 2,54
Ac-SSS-Ac-959 | -1274,5347 | 8,4654 -1274,1748 2,57
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Ac-SSS-Ac-1803| -1274,5354 | 10,6499 -1274,1747 2,64
Ac-SSS-Ac-246 | -1274,5345 | 12,6158 -1274,1747 2,66
Ac-SSS-Ac-284 | -1274,5345 | 2,5864 -1274,1747 2,67
Ac-SSS-Ac-133 | -1274,5339 | 1,3509 -1274,1746 2,74
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Ac-SSS-Ac-975 | -1274,5337 | 8,7089 -1274,1745 2,78
Ac-SSS-Ac-1223| -1274,5344 | 8,5662 -1274,1745 2,79
Ac-SSS-Ac-157 | -1274,5344 | 4,9747 -1274,1745 2,81
Ac-SSS-Ac-1956| -1274,5343 | 10,6498 -1274,1744 2,83
Ac-SSS-Ac-1043| -1274,5337 | 9,3323 -1274,1744 2,86
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Ac-SSS-Ac-441 | -1274,5331 | 15,1123 -1274,1743 2,90
Ac-SSS-Ac-1362| -1274,5325 | 11,6276 -1274,1742 2,97
Ac-SSS-Ac-1131| -1274,5339 | 8,7152 -1274,1742 2,98
Ac-SSS-Ac-1992| -1274,5336 | 12,571 -1274,1742 3,00
Ac-SSS-Ac-1461| -1274,5337 | 3,1155 -1274,1742 3,01
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Ac-SSS-Ac-786 | -1274,5327 | 5,0533 -1274,1741 3,02
Ac-SSS-Ac-1809| -1274,5335 | 10,0367 -1274,1741 3,03
Ac-SSS-Ac-2363| -1274,5338 6,231 -1274,1741 3,04

Ac-SSS-Ac-236 | -1274,5335 | 4,5038 -1274,1741 3,06

Ac-SSS-Ac-96 | -1274,5331 | 13,3172 -1274,1740 3,07
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Ac-SSS-Ac-419 | -1274,5336 | 6,5605 -1274,1740 3,08
Ac-SSS-Ac-339 | -1274,5329 | 4,6098 -1274,1740 3,09
Ac-SSS-Ac-468 | -1274,5325 | 2,0093 -1274,1740 3,10
Ac-SSS-Ac-1084| -1274,5326 | 3,3774 -1274,1739 3,15
Ac-SSS-Ac-823 | -1274,5337 | 3,9851 -1274,1739 3,18
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Ac-SSS-Ac-523 | -1274,5328 | 13,3949 -1274,1739 3,19
Ac-SSS-Ac-849 | -1274,5329 8,783 -1274,1738 3,21

Ac-SSS-Ac-44 | -1274,5335 | 13,2285 -1274,1738 3,23
Ac-SSS-Ac-679 | -1274,5342 | 1,5972 -1274,1738 3,24
Ac-SSS-Ac-107 | -1274,5346 | 7,1283 -1274,1738 3,25
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Ac-SSS-Ac-483 | -1274,5332 6,968 -1274,1737 3,27
Ac-SSS-Ac-1600| -1274,5325 | 14,5707 -1274,1737 3,29
Ac-SSS-Ac-229 | -1274,5323 | 10,3448 -1274,1737 3,30
Ac-SSS-Ac-882 | -1274,5343 | 11,0838 -1274,1737 3,31
Ac-SSS-Ac-1413| -1274,5325 | 5,0403 -1274,1737 3,32
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Ac-SSS-Ac-884 | -1274,5334 | 8,7356 -1274,1736 3,35
Ac-SSS-Ac-1587| -1274,5331 | 9,3771 -1274,1736 3,37
Ac-SSS-Ac-559 | -1274,5329 | 5,2029 -1274,1736 3,38
Ac-SSS-Ac-1714| -1274,5314 | 8,3655 -1274,1735 3,39
Ac-SSS-Ac-1220| -1274,5328 | 0,9463 -1274,1735 3,40
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Ac-SSS-Ac-1329| -1274,5335 | 11,9748 -1274,1735 3,42
Ac-SSS-Ac-147 | -1274,5344 | 8,9079 -1274,1735 3,43

Ac-SSS-Ac-42 | -1274,5337 | 7,3363 -1274,1734 3,46
Ac-SSS-Ac-1132| -1274,5321 | 6,4975 -1274,1734 3,48
Ac-SSS-Ac-1511| -1274,5310 | 7,1052 -1274,1734 3,49
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Ac-SSS-Ac-405 | -1274,5333 | 10,4285 -1274,1734 3,50
Ac-SSS-Ac-280 | -1274,5332 | 12,2358 -1274,1734 3,51
Ac-SSS-Ac-803 | -1274,5330 | 3,1928 -1274,1733 3,52

Ac-SSS-Ac-67 | -1274,5330 | 11,2609 -1274,1733 3,55
Ac-SSS-Ac-2284| -1274,5312 | 6,1418 -1274,1733 3,56
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2,
2085
2,068 " \2,165
Ac-SSS-Ac-1767| -1274,5325 7,2021 -1274,1732 3,58 / R
Ac-SSS-Ac-2181| -1274,5325 1,5987 -1274,1732 3,60
Ac-SSS-Ac-2127| -1274,5341 | 12,4043 -1274,1731 3,64
Ac-SSS-Ac-217 | -1274,5342 12,332 -1274,1731 3,65
Ac-SSS-Ac-811 | -1274,5324 4,1617 -1274,1731 3,67

53




Ac-SSS-Ac-2266| -1274,5314 8,797 -1274,1731 3,68
Ac-SSS-Ac-1477| -1274,5319 | 15,1979 -1274,1731 3,69
Ac-SSS-Ac-705 | -1274,5324 | 6,3451 -1274,1730 3,72
Ac-SSS-Ac-1279| -1274,5330 | 7,9915 -1274,1730 3,73
Ac-SSS-Ac-715 | -1274,5323 | 6,8868 -1274,1730 3,74
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Ac-SSS-Ac-1538| -1274,5336 | 6,3654 -1274,1730 3,76
Ac-SSS-Ac-934 | -1274,5324 | 11,5983 -1274,1729 3,77
Ac-SSS-Ac-925 | -1274,5314 | 5,9014 -1274,1729 3,78

Ac-SSS-Ac-13 | -1274,5332 | 11,2698 -1274,1729 3,80
Ac-SSS-Ac-421 | -1274,5337 | 5,9789 -1274,1729 3,81
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Ac-SSS-Ac-555 | -1274,5327 | 11,0517 -1274,1728 3,85
Ac-SSS-Ac-1 -1274,5324 | 13,1984 -1274,1728 3,86
\
2,067 \ 2,052/ 2,053
Ac-SSS-Ac-1524| -1274,5321 9,2777 -1274,1728 3,87
Ac-SSS-Ac-1168| -1274,5332 | 13,5075 -1274,1727 3,89
Ac-SSS-Ac-113 | -1274,5320 8,5727 -1274,1727 3,92
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Ac-SSS-Ac-685 | -1274,5312 | 10,6671 -1274,1727 3,93
Ac-SSS-Ac-872 | -1274,5320 | 6,7753 -1274,1727 3,94
Ac-SSS-Ac-248  -1274,5335 | 11,5682 -1274,1726 3,97
Ac-SSS-Ac-1276( -1274,5310 | 10,1001 -1274,1726 3,99
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3.2. ikili niikleotid Yapilar1 Veri Sonuclar

3.2.1. Yann-Ampirik PM6-D3H4 Yontemi Veri Sonuclari

-AG- ve -CC- ikili niikleotid yapilarina ait freq ve opt hesaplamalarit PM6-D3H4
yart-ampirik yontem ile yapildi. Freq hesaplamasi sonrasi sifir-nokta enerji (Zero-
point Energy) degeri bulunarak, rdlatif enerji degeri mutlak sifir olacak sekilde
hesaplandi. En kararli 10 yap1 DFT ydntemi i¢in 6n veri olarak belirlendi (tablo.2).
Belirlenen ikili niikleotid yapilar1 igerisinde —AG- ve —CC- yapilarmin kendi
konfomer yapilar1 icerisinde birbirine yakin Ewlair degerlerine sahip olduklar:

gozlendi (Tablo 2 ve Tablo 3).

Tablo 2. me-AG- PM6-D3H4 veri sonuglari.

meAG-opt Hrel
AH | Dipol M |ZPE -D3H4
TS (kcal/mol) [Dipo (kcal/mol) (keal/mol) PM6-D3H
meAG-295 -368,4279 7,42 -368,4353 0,00
meAG-1167 | -368,3131 6,86 -368,3210 0,11
meAG-1059 -368,1282 7,24 -368,1472 0,29
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meAG-933 | -368,1422 7,73 -368,1467 0,29
meAG-1643 | -367,6213 6,02 -367,6307 0,80
meAG-792 | -367,3717 6,05 -367,3879 1,05
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meAG-1644

-367,2465

5,90

-367,2655

1,17

meAG-156

-367,2031

5,03

-367,2179

1,22
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Tablo 3. me-CC- PM6-D3H4 veri sonuglara.

meCC-opt .

e AH(kcal/mol) | Dipol M | ZPE (kcal/mol) Hrel (kcal/mol) PM6-D3H4
meCC-182 -468.05913 25.91191 -468,0592 0,00

meCC-177 -468.05742 26.25444 -468,0574 0,00

meCC-175 -467.98128 26.23981 -467,9813 0,08

meCC-306 -467.96495 26.46885 -467,9649 0,09
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meCC-90 -467.94096 26.20493 -467,9409 0,12
meCC-32 -467.90719 26.13771 -467,9071 0,15
meCC-640 -467.06976 31.19824 -467,0693 0,99
meCC-62 -445.68136 37.60109 -465,2724 2,79
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meCC-69

-465.10629

42.16009

-465,1066

2,95

meCC-51

-465.08708

41.74400

-465,0871

2,97

3.2.2. B3LYP Yontemi Veri Sonuclar:

Yari-ampirik yontem kullanilarak belirlenen en kararl ikili niikleotid yapilarinin freq

ve opt degerleri B3LYP yontemi kullanilarak yeniden bulundu. Bulunan enerji

degerleri iizerinden rélatif enerji degerleri hesaplandi (Tablo 4). B3LYP yontemi

sonrasinda PM6-D3H4 yonteminden farkli olarak, ikili niikleotid yapilar1 i¢erisinde

en karali yapinin degistigi gézlendi. B3LYP yontemi sonrast Erel = 0.00 kcal/mol olan

ikili niikleotid yapilar1 rolatif enerjisi en kararli yapilar olarak segildi.

Tablo 4. AG ikili niikkleotidi B3LYP yontemi veri sonuglart.

meAG-opt

E(H Dipol M | ZPE (H Erel (keal/mol B3LYP/6-311++
pFr/Bayp | C(Hartree) (B0 (Hartree) | Erel (kcal/mol) 3LYP/6-311++g(d,p)
meAG-1059| -2382,51158 | 18,08 | -2381,93855 0,00
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meAG-156 -2382,51157 18,07 -2381,93681 1,09
meAG-1167| -2382,50009 18,28 -2381,93681 1,09
meAG-792 -2382,51158 18,07 -2381,93362 3,09
meAG-933 -2382,51158 12,57 -2381,93317 3,37
meAG-295 -2382,51157 18,07 -2381,93317 3,37
meAG-1643| -2382,51157 18,27 -2381,93317 3,37
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Tablo 5. CC ikili niikleotidi B3LYP ydntemi veri sonuglari.

::-;E;:_py; E(Hartree) Dipol M |ZPE (Hartree) |Erel (kcal/mol) B3LYP/6-311++g(d,p)
meCC-62 -2162,4256 18,64 -2161,9431 0,00
meCC-69 -2162,4256 18,64 -2161,9431 0,00
meCC-51 -2162,4256 18,64 -2161,9365 4,16
meCC-90 -2162,4240 23,89 -2161,9411 1,26
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meCC-182 -2162,4205 27,63 -2161,9375 3,53

meCC-175 -2162,4205 27,63 -2161,9375 3,53

3.3. Uclii Peptit ile ikili Niikleotid Etkilesimi PM6-D3H4 Yoéntemi Veri
Sonuclari

-AG- ve —CC- ikili niikleotid yapilar1 i¢erisinden B3LYP ve PM6-D3H4 yontemi ile
belirlenen en kararh yapilarin {iclii serin yapist ile etkilesimi incelendi. Ikili niikleotid
ve Ug¢lii peptid yapilarmin etkilesimleri 6ncesinde belirlenen —H bagi alic1 ve verici
bolgeleri dikkate alinarak olasi etkilesimler denendi (sekil 16). Etkilesim sonucu
meydana gelen baz ikili yapilar arasinda hidrojen bagi (-H) olusumu gozlendi. Uglii
serin amino asidi ve ikili niikleotid yapilar1 arasindaki etkilesimin hem fosfat
grubunu iceren sut kistm hem de bazlarin yer aldigi i¢c kisimda olustugu
g6zlenmistir. Buna ek olarak —CC- ikili niikleotid yapisinin ti¢lii serin yapisi ile daha
cok sirt kismmin etkilesime girdigi saptanmistir. Molekiiller arasindaki mesafenin
artmasi ile birlikte iki yapi arasinda herhangi bir kovalent olmayan etkilesime
rastlanilmamigtir. Ayrica yapilar arasinda —H bagi haricinde farkli kovalent olmayan

bir etkilesim bulunmamustir (tablo6 ve tablo7).
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H-Bonds
Donor

Acceptor .

Ac-SSS-Ac

H-Bonds
Donor

Acceptor .

meAG-1059

Sekil 16. AG, CC ve serin liclii peptid yapilarinin —H bag1 alic1 ve verici bolgeleri.
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Tablo 6. PM6-D3H4 yontemi sonras1 —AG- ikili niikleotid yapisi ile Giglii serin yapisi

arasindaki etkilesimin veri sonuglari.

meAG1059/ -~ el
Ac-SSS-Ac194 |AH(kcal/mol)| Dipol M (keal/mol) | (keal/mol) PM6-D3H4 Solvent

DFT-b3lyp
Olasihik 8 -757,04 16,99 -757,04 0,00
Olasihk 23 -757,02 15,32 -757,02 0,01
Olasilik 5 -756,60 14,72 -756,60 0,44
Olasihk 24 -755,76 12,86 -755,78 1,26
Olasilik 36 -755,26 24,70 -755,27 1,77
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Olasiik 10 -745,71 32,89 -745,73 11,31
Olasiik 12 -745,56 12,71 745,56 11,47
Olasihk 11 -745,11 26,85 -745,11 11,92
Olasilik 6 -744,95 38,10 -744,96 12,08
Olasiik 21 -744,51 20,78 -744,52 12,52
Olasiik 17 -744,45 8,04 -744,45 12,58
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Olasihk 2 | -744,37 17,13 744,37 12,67 {ﬁ
Olasihk 9 | -744,35 34,85 744,36 12,68
Olasiik 15 | -743,73 12,75 743,73 13,31
Olasihk 33 | -743,72 6,48 743,72 13,31
Olasihik 30 | -743,39 8,82 743,39 13,65
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Olasilik 25 -743,03 15,05 -743,05 13,99
Olasilik 16 -742,88 34,05 -742,90 14,14
Olasiik 19 -742,32 20,11 -742,33 14,70
Olasilik 13 740,92 15,30 -740,93 16,11
Olasiik 32 -740,59 11,58 -740,59 16,45
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Olasihk 28 |  -740,47 36,42 -740,45 16,58
Olasilik 26 | -737,57 21,68 -737,58 19,45
Olasihk 22 -737,53 9,26 -737,52 19,51
Olasilik 4 -737,10 13,11 -737,10 19,94
Olasiik 14 | -735,81 31,75 -735,80 21,23
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g

Olasilik 34 -735,25 10,37 -735,27 21,77 3 s )/*‘"
Olasilik 20 -731,73 14,02 -731,74 25,30 \>’\

g \ 2%
[ » h‘ tv
Olasihk 3 | -728,19 18,27 728,20 28,84 % l . YR

Olasihk 27 | -761,06 7,55 -716,09 40,95

73




Tablo 7. PM6-D3H4 yontemi sonras1 —CC- ikili niikleotid yapist ile iiglii serin yapisi
arasindaki etkilesimin veri sonuglari.

meCC62/ Ac Hrel
SSS-Ac194 | AH(kcal/mol) | Dipol M| ZPE (kcal/mol) PM6-D3H4 Solvent
(kcal/mol)
DFT-b3lyp
Olasiliks7 -862,0533 | 2,02 -860,3314 0,00
Olasiliké -861,0971 2,02 -859,7317 0,60
Olasilik37 -861,4316 2,07 -859,6616 0,67
Olasilik59 -861,5425 0,77 -859,4868 0,84
Olasilika4 -859,2921 3,62 -859,2922 1,04
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Olasihkag | -859,1757 | 1,26 -859,1757 1,16
Olasihiks2 | -860,8510 | 1,66 -859,1505 1,18
Olasihk3o | -860,8733 | 3,61 -858,8384 1,49
Olasihk36 | -860,5393 | 2,60 -858,7924 1,54
Olasihk31 | -859,6437 | 2,26 -858,7340 1,60
Olasihk13 | -860,3739 | 1,69 -858,6355 1,70
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Olasiliks3 | -860,2869 | 2,83 -858,5697 1,76
Olasiliks | -859,9567 | 1,18 -858,4125 1,92
Olasik32 | -859,6712 | 1,66 -857,9285 2,40
oOlasiks8 | -859,5320 | 2,27 -857,9146 2,42
Olasilik3a | -859,3778 | 1,04 -857,5649 2,77
Olasilik7 | -858,9416 | 1,44 -857,1766 3,15
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Olasilik23 -857,0679 2,01 -857,1727 3,16
Olasilika -858,7053 1,92 -856,9472 3,38
Olasilik10 -858,5637 1,57 -856,8256 3,51
Olasiliksa -858,4410 2,83 -856,7353 3,60
Olasilik49 -858,3256 3,84 -856,5888 3,74
Olasilik20 -858,2783 1,63 -856,4806 3,85
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Olasilik29 -858,2332 2,29 -856,4696 3,8
Olasilik14 -858,0852 1,68 -856,3055 4,03
Olasilik16 -857,6498 222 -855,8923 4,44
Olasilika -857,3507 2,38 -855,5872 4,74
Olasilikd3 -821,0044 2,57 -855,0944 524
Olasilikd7 -856,6487 1,63 -854,8610 5,47
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Olasihk23 | -857,0679 | 2,01 -857,1727 3,16
Olasihk9 | -858,7053 1,92 -856,9472 3,38
Olasihk10 | -858,5637 | 1,57 -856,8256 3,51
Olasihks4 | -858,4410 | 2,83 -856,7353 3,60
Olasiik49 | -858,3256 | 3,84 -856,5888 3,74
Olasihk20 | -858,2783 1,63 -856,4806 3,85
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Olasihk29 | -858,2332 | 2,29 -856,4696 3,86
Olasihk14 | -858,0852 | 1,68 -856,3055 4,03
Olasihki6 | -857,6498 | 2,22 -855,8923 4,44
Olasiika | -857,3507 | 2,38 -855,5872 4,74
Olasihka3 | -821,0044 | 2,57 -855,0944 5,24
Olasihkd7 | -856,6487 | 1,63 -854,8610 5,47

80




Olasilik39 -855,9440 513 -854,1363 6,20
Olasilik17 -855,6911 2,15 -853,9762 636
Olasilik2 -855,3355 3,16 -853,5873 674
Olasilik3 -853,4227 335 -853,4220 691
Olasilik42 -855,1761 2,29 -853,3504 6,97
Olasilik1s -854,5372 325 -852,7368 7,59
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Olasilik28 | -856,4533 | 1,58 -854,6441 5,69
Olasilik2s | -856,4220 | 1,89 -854,6375 5,69
Olasilikal | -856,4488 | 1,97 -854,6368 5,69
Olasilikdo | -856,2537 | 1,46 -854,5020 5,83
Olasilik38 | -856,0254 | 1,40 -854,2194 6,11
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Olasihk39 | -855,9440 | 5,13 -854,1363 6,20
Olasihk17 | -855,6911 | 2,15 -853,9762 6,36
Olasiik2 | -855,3355 | 3,16 -853,5873 6,74
Olasiik3 | -853,4227 | 3,35 -853,4220 6,91
Olasihk42 | -855,1761 | 2,29 -853,3594 6,97
Olasihk15 | -854,5372 | 3,25 -852,7368 7,59
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Olasilikas | -854,3219 | 6,57 -852,5330 7,80
Olasilias | -854,1103 | 1,78 -852,2872 8,04
Olasilik21 | -853,8505 | 1,66 -852,0117 8,32
Olasiikz2 | -859,0131 | 1,67 -852,0117 8,32
Olasilik26 | -853,8047 | 1,33 -851,9664 8,37
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Olasiik8 | -852,5438 | 3,49 -850,7022 9,63
Olasihkso | -850,8215 | 2,51 -849,0342 11,30
Olasihkaé | -850,7955 | 3,17 -849,0228 11,31
Olasihk18 | -850,6323 | 1,68 -848,7703 11,56
Olasiiksé | -848,4490 | 1,98 -848,4490 11,88

85




Olasiik60 | -848,2188 | 1,36 -848,2188 12,11 s

f 3
Olasihk1 | -838,9968 | 5,40 -838,9971 21,33 7
li '-{ﬁ
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4. BOLUM
TARTISMA

DNA'nimn proteinler tarafindan taninmasi ve bu proteinlerin DNA'mm niikleik asit
bazlari ile olan spesifik etkilesimleri, biiyiime, farklilasma ve olgunlagma gibi canli
hiicrelerin temel islevlerini gergeklestirmeleri igin olduk¢a Onemlidir. Biyolojik
molekiiler tanimada, kovalent olmayan etkilesimler karmasik bir rol oynamaktadir.
DNA-protein taninmasinda kanonik hidrojen baglari, elektrostatik ve van der Waals
baglarinin yani sira kanonik olmayan katyon-m etkilesimi, CH-= etkilesimi ve n—n
istiflenme (“stacking”) etkilesimleri gibi kovalent olmayan etkilesimler 6nemli bir

rol oynamaktadirlar (Gime ve ark., 2007).

Tez caligmamizda, REST transkripsiyon faktorii (TF)’niin DNA’ya baglandig: aktif
bolgesindeki serin amino asidinin niikleik asitler ile kovalent olmayan etkilesimi
incelendi. Serin amino asidi yiiksiiz, polar ve hidrofilik bir amino asit olup, -OH
grubuna sahiptir. Proton vericisi veya alicis1 olarak hidrojen baglar1 olusturur. REST
TF’niin izoforml ve izoform4 yapilar1 aktif baglanma bdlgelerini kaybetmezler ve
aktif bolge icerisindeki peptid dizisinde ardisik olarak {i¢lii serin amino asidine

sahiptirler.

Arastirmamizda, suyun ¢oziicii oldugu ortamda B3LYP ve PM6-D3H4 yontemleri
kullanilarak belirlenen en karali Uglii peptid yapisi ve REST’in etkin olarak
baglanabildigi niikleik asit yapilariin olas1 tiim yap1 etkilesimleri incelendi. Peptit
yapist ile etkilesim Oncesinde niikleik asit yapilarma ait opt. ve freq hesaplamalari
PM6-D3H4 yari-ampirik yontemi ve B3LYP yontemi kullanilarak hesaplandi.
Rolatif enerji degerleri bulunarak birbiri ile etkilesime girecek olan en kararl yapilar
belirdi. Yapilan hesaplamalar sonrasinda PM6-D3H4 yontemi kullanilarak bulunan
en karali yap1 ile B3LYP yontemi kullanilarak bulunan en kararli yapilarin farkh
rolatif enerjiye sahip olduklar1 bulundu. Markovic ve ark. ise, B3LYP ve PM6-D3H4
yontemlerini kullanarak yaptiklar1 arastrmada, bu iki yOntem ile bulduklar:
sonuglarin yaklagik degerler gosterdigini bulmuslardir (Markovi¢ ve ark., 2013).
Ayrica PM6-D3H4 yonteminin B3LYP yontemine kiyasla daha hizli bir sekilde

molekiiler yapilar1 analizi yaptig1 goriildii.
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Etkilesim sonucu iki yap1 arasinda —H bag1 olusumu gozlendi. Yapilar birbirine uzak
ve paralel konumda bi¢imlendirildiginde aralarindaki —H bag olusumunun azaldig1
ve molekiiler mesafenin arttigi, fakat birbirine yakin ve paralel olacak sekilde
konumlandirildiginda ise —H bag olusumunun arttig1 ve molekiiler mesafenin
azaldig1 saptandi. Bu durum iki molekiil arasindaki etkilesim i¢in entropi ve entalpi

degerleri etkilesimin kendiliginden ger¢eklesebilecegini gdstermektedir.

C2H2 ¢inko parmak ailesi transkripsiyon faktorii ile yapilan bir ¢aligmada, aralarinda
belirli bir mesafe olan protein-DNA arasindaki kovalent olmayan (—H bagi)
etkilesimlerde su molekiiliiniin rolii oldugu bulunmustur (Joyce ve ark., 2015).
Dolayisiyla yapilan bu tez ¢alismasinda, su molekiiliiniin polar 6zelliginin kovalent
olmayan bag olusumu iizerindeki etkisi goz Oniine alinarak yari-ampirik yontemde
molekiillerin sulu ortam varhigindaki etkilesimleri incelendi. ikili niikleotid ve iiglii

peptid yapilar1 arasinda meydana gelen —H bagi etkilesimi gosterildi.

REST transkripsiyon faktorii, transkripsiyonel diizenleyicilerin ¢inko parmak ailesi
icerisinde yer almaktadir. REST hedefindeki promotor bdlgesine baglanmadan once
co-REST ve SYNI gibi proteinlerle etkilesime geger. Ancak yapmin DNA ile
etkilesimi ve mRNA sentezi sadece REST proteinine bagli olarak gergeklesir.
Transkripsiyonel yapida yer alan diger proteinlerin DNA ile etkilesimleri
bulunmamaktadir. Bu nedenle REST’in DNA ile baglanan aktif bolgesindeki serin
ticlii amino asit tekrarinin hedef promotor bolgede siklikla gézlenebilen —AG- ve -
CC- ikili niikleotid dizileri ile olan etkilesimi incelendi. REST proteinin tiim yapis1
incelenmedigi icin DNA-REST aktif bolge etkilesiminde wan der Walls
kuvvetlerinin roli bilinmemektedir. Ancak ikili niikleotidlerin her bir ¢iftinin serin

amino asit ti¢liisti ile —H bag1 olusturdugu saptanmastir.

Jones ve ark.’lar1t HBPLUS hidrojen bagi hesaplama programi yardimiyla RNA-
protein, tek iplik DNA-protein ve ¢ift iplik DNA-protein etkilesimlerini
incelemislerdir (S. Jones, 2001). Yaptiklar1 ¢aligmada genel olarak RNA’nin kendi
iizerinde katlanarak ikincil yapilar olusturmasi nedeniyle RNA-protein etkilesiminde
van der Walls kuvvetlerinin etkili oldugu ancak DNA-protein etkilesiminde ise —H
baginin daha etkin oldugu vurgulanmistir. Jones ve ark.’lar1 ayrica protein-tek iplik
DNA birlikteliginde, —H bagmin olusumunda her hangi bir baz se¢imi olmadigini

ancak niikleik asit ile —H bagi olusumu igin metiyonin, fenilalanin, triptofan, sistein

88



ve serin rezidillerinin proteindeki DNA baglanma bolgesi igerisinde olmasi
gerektigini vurgulamislardir (S. Jones, 2001). Bu ¢alismada serin amino asidinin AG
ve CC ikili niikleotid dizileri ile olan etkilesimi, ikili niikleotid se¢imlerinden

bagimsiz olarak serin amino asidinin kendisine bagl olabilir.

Luscombe ve ark.’lar1 ikili niikleotid ve amino asitlerin etkilesimini HBPLUS
programi kullanarak arastirmislardir (Luscombe ve ark, 2001). Jones ve ark.’larinin
(S. Jones, 2001) caligmasiyla tutarli olarak tekli etkilesimlerde ¢ok az bir amino
asidin baz tercihi yaptigin1 ancak arjinin, serin ve histidinin amino asitlerinin —H bagi
olusturmak icin her hangi bir baz tercihi olmadigmi saptamislardir. Luscombe ve
ark.’larmin buldugu bir diger sonug ise serin ve trionin amino asitlerinin DNA ile
olusturdugu kovalent olmayan baglarin daha ¢ok molekiiliin sirt yiizeyinde (DNA
backbone) meydana gelmesidir (Luscombe ve ark., 2001). Bu ¢alismada olusturulan
yapilar incelendiginde, serin amino asidinin ikili niikleotid yapilarinda hem fosfat
grubunu iceren sirt kistm hem de bazlarin yer aldigi i¢ kisim ile etkilesime gectigi
gozlenmistir. Burada farkli sonu¢ alinmasindaki temel neden Luscombe ve
ark.’larmin c¢aligmalarin1 birleriyle hidrojen bagi olusturmus di-niikleotid yapilar1
(AT ve GC eslenik ikili niikleotid) tizerinde kurgulamasidir (Luscombe ve ark.,
2001). Calismamizda di-niikleotid yapilar1 bir birleriyle eslenik olmadigi i¢in serin
amino asidi yap1 lizerinde —H bag1 olusturabilecek her hangi bir yerle etkilesime

gecebilir.

Protein-DNA etkilesimi {izerine yapilan birgok ¢alisma, bu ikili etkilesimde kovalent
olmayan baglarin etkili oldugunu gostermistir. REST transkripsiyon faktorii ndéronal
gelisimde onemli rol oynamaktadir. Ancak REST proteininin hedef DNA dizisine
baglanabilmesi igin gerekli olan temel molekiiler etkilesimler simdiye kadar
tanimlanmamistir. Elde edilen veriler, REST proteini ve DNA etkilesimini ileri
diizeyde incelenmesi i¢in On veri niteligindedir. Bu ¢alisma kapsaminda REST
proteininin DNA’ya baglanan aktif domeini igerisindeki serin rezidiilerinin DNA ile
—H bag1 olusturabilecegi bulunmustur. Aktif bolge igerisindeki serin rezidiileri REST

transkripsiyon faktoriiniin fonksiyonu i¢in olduk¢a 6nemli olabilir.
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5.BOLUM
SONUC VE ONERI

Bu tez c¢alismasinda cinko parmak ailesi transkripsiyon faktorii oldugu bilinen
REST’e ait aktif baglanma bolgesindeki “~SSS- {iglii peptit yapist ile belirli ikili
niikleotidler arasindaki kovalent olmayan etkilesimler incelendi. Uglii peptid ve ikil
niikleotidler arasinda hidrojen (—H) bagi etkilesimi oldugu bulundu. Bu durum
REST’in DNA’ya baglanmasinda aktif bolgesinde yer alan ti¢lii peptid yapisinin
etkili olabilecegini gostermekle birlikte, tiim yapi1 igerisinde yer alan diger amino
asitlerin etkilesime ve REST in {i¢ boyutlu katlanma yapisina nasil bir katkis1 oldugu
bilinmemektedir. Bu sebeple bu ¢alismanin devami niteliginde tiim yap1 igerisindeki
diger amino asitlerinde molekiiler modelleme yontemleri kullanilarak arastirilmasi
daha etkili olacaktir. Bunula birlikte bu calismada REST’in sadece en etkili
baglandig niikleik asit dizisi igerisinden bazi ikili niikkleotid yapilarinin i¢lii peptid
etkilesimlerine bakilabildi. Niikleik asit dizilerinde ve peptid dizilerinde daha fazla

baglanma olasiligina bakilabilirdi.

Calismada iki farkli QM yontemi olan B3LYP ve yari-ampirik PM6/D3H4 yontemi
kullanildi. B3LYP yontemi zaman agisindan olduk¢a yavas olmasina ragmen PM6-
D3H4 tam tersine daha hizli sonu¢ almamizi sagladi. Ayrica PM6-D3H4 yonteminin
yap1 analizi bakimindan B3LYP yontemi kadar etkili oldugu goriildii. Fakat REST in
aktif baglanma bodlgesinin tiim yapisinin ¢alisilmasinda her iki yontemde yetersiz
kalabilir. Bu sebeple bundan sonraki ¢alismalarda REST-DNA etkilesimi molekiiler
docking yontemi kullanilarak arastirilabilir. Boylece REST-DNA etkilesiminde

deneysel verilerle daha yakin ve anlamli sonugclar elde edilebilir.
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