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OZET

YUKLU ETKILESMELERIN VE STERIK FAKTORLERIN PROTEIN
DINAMIGINE ETKIiLERI

Gozde GEZICI
Yiiksek Lisans Tezi, Biyofizik Anabilim Dali
Dog. Dr. Hiiseyin KAYA

Eyliil 2015, 55 Sayfa

Bu tez calismasinda, basitlestirilmis zincir temsili igeren protein modelleri ve molekiiler
dinamik simiilasyon teknigi kullanilarak; yiklii etkilesmelerin protein dinamigine
etkileri incelenmistir. Bu maksatla 3 farkli protein ailesinden 11 farkli protein ele
alinmistir. Yikli etkilesmelerin farkli proteinlerde; protein katli yapi kararliligi, gecis
durum toplulugu dagilimi, serbest enerji bariyer yiiksekligi ve protein katlanma
oranlarina tamamiyla zit etkilerinin olabilecegi gozlemlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Go-modeli, Molekiiler dinamik, Protein katlanmasi, Serbest enerji,
Yiiklii etkilesme
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ABSTRACT

EFFECTS OF CHARGED INTERACTIONS AND STERIC EFFECTS ON
PROTEIN DYNAMICS

Gozde GEZICI
Master of Science Thesis, Department of Biophysics
Assoc. Prof. Dr. Hiiseyin KAYA

September 2015, 55 Pages

In this dissertation study, by using coarse-grained protein models with explicit chain
representation and molecular dynamics simulation technique, the effects of charge
interactions on protein dynamics have been investigated. For this purpose, 11 different
proteins belonging 3 different protein families were taken into consideration. It has been
observed that the charged interactions may have completely opposite effects on the
stability of protein native structures, the distribution of transition states ensemble, free
energy barrier heights, and protein folding rates on different proteins.

Key words: Go-model, Molecular dynamics, Protein folding, Free energy, Charged
interactions



1. GIRIS ve AMAC

Canlilarin yagamsal fonksiyonlarinin neredeyse tamaminin yerine getirilmesinden
sorumlu olan proteinlerin, bu islevleri nasil ve/veya hangi mekanizmalarla
gerceklestirdiklerinin anlagilmast modern tip ve biyolojinin en temel problemleri
arasindadir. Hiicre igerisinde sentezlenen her protein kendine has bir 3-boyutlu
katlanmis yapiya sahiptir ve bu katli yapilar biyolojik olarak aktif yapilardir. Parkinson,
Alzheimer, deli dana ve bircok kanser tiiriiniin proteinlerin yanls katlanmasi veya
yanlig bir araya toplanmasindan kaynaklandigi bilinmektedir. Hiicrelerde protein sentezi
sonrasinda, proteinlerin katlanmig yapilarima ulasirken gecirdikleri konformasyonel
gecisleri belirleyen faktorlerin neler oldugunun anlasilmasi; hem proteinlerin
fonksiyonlarimin anlagilmasimna hem de dolayisiyla bircok hastalifin teshis ve tedavi

yontemlerinin gelistirilmesine yardimci olacaktir.

Proteinler yapilarinda barindirdiklart degisik fiziko-kimyasal 6zelliklere sahip 20 farkli
amino asit ve i¢cinde bulunduklari hiicrelerin ihtiva ettikleri binlerce farkli biyomolekiil
(DNA, RNA, diger farkli proteinler) dolayisiyla yiiksek etkilesim cesitliligi igerirler.
Ayrica sicaklik, ¢oziicli miktari, ortamin asidik ve baziklik derecesi gibi farkli fizyolojik
sartlarin  degisimine kars1t gOsterdigi  hassasiyet; proteinlerin  davraniglarinin
anlagilmasin1 zorlastirmaktadir. Diger taraftan, sadece bir insanda 50.000’den fazla
protein ¢esidinin var olmasi ve her bir proteinin yapisi, fonksiyonu ve kararliliginin
belirlenmesi i¢in ihtiya¢c duyulan deneysel g¢alismalarin maliyeti ve alacagi siire
diisiiniildiglinde; yeni arastirma yoOntemlerine ihtiyag duyulmaktadir. Bu baglamda,
bilgisayar teknolojilerinde ki; islemci hizlarinin artisi, ayni anda binlerce islemcinin
ayni bir hesaplama i¢in kullanilmasini saglayan paralel hesaplama algoritmalar ile
biyolojik sistemlerin uzun zaman 6l¢ekli davraniglarini incelemek miimkiin olmaktadir.
Artik bilgisayara dayali modelleme ve simiilasyon yontemleri, deneysel ve teorik

arastirma yontemlerinin disinda {igiincii bir yontem olarak kabul gérmektedir.

Proteinler sentezlendikten sonra kararli olduklar1 katli yapilara ¢ok hizli (pico saniye)
ulagabilmektedirler. Maalesef proteinlerin gerceklestirdikleri konformasyonel gecisleri
takip edebilecek deneysel teknolojiler hala mevcut degildir. Bilgisayara dayali

simiilasyon yontemlerle; hem gerceklesen konformasyonel degisimler adim adim takip



edilebilmekte hem de uzun zaman 6lgekli davranislar incelenebilmektedir. Ayrica yine
bilgisayara dayali yontemler yardimiyla deneylerden elde edilen inanilmaz
biiyiiklikteki (tera- ve/veya peta-byte seviyesinde) biyolojik veriler analiz
edilebilmektedir.

Biyolojik sistemlerin modellenmesinde en biiylik sorun; atomlar ve/veya amino asitler
arasi etkilesmelerin tam olarak dogru tasvir edilememesidir. Diger bir deyisle, hala
sadece bir proteinin zincir bilgisi (amino asit siralamasi) verildiginde, o proteinin
katlanma dinamigini deneylerle uyumlu sekilde verecek ve dogru katli yapiya
ulastiracak kuvvet alanlar gelistirilememistir. Su ana kadar ki en basarili sonuglar Shaw
ve grubu tarafindan elde edilen ve Science dergisinde 2010 yilinda yayimnlanan
caligmadir [1]. Bu ¢aligmada ¢ok kii¢lik 10 tane proteinin katlanma siireleri deneyler ile
ortlistir sekilde elde edilebilmistir. Daha biiyiik proteinlere gidildiginde istenen basar1
hala yakalanamamigtir. Bu nedenle biyolojik sistemlerde hasil olan etkilesmelerin

detayl1 sekilde incelenip anlasilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda yiiklii etkilesmelerin protein kinetigine ve termodinamigine olan
katkilari; proteinlerin basitlestirilmis zincir temsili ile tasvir edildigi molekiiler dinamik

simiilasyon yontemi kullanilarak incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Amino Asitler

Amino asitler atomlardan olusur. Bu atomlardan biri hidrojen (H) atomu olmak {izere
digerleri 3 ayr1 grup halinde bulunurlar; amino grubu (NH,), karboksil grubu (COOH)
ve yan zincir grubu (R grubu) [2]. Karboksil grubunun hemen yanindaki karbona a-
karbon denir. Bu a-karbon atomuna bir karboksil grubu ve bir de amino grubu kovalent
baglidir. Bu a-karbon atomuna bagli olan 3. bag ve 4. bag ise sirasiyla hidrojen atomu
ve degisebilen yan zincir grubudur. Biitiin amino asitlerin amino grubu ve karboksil

grubu aynidir [2].

Amino asitlerin amino ve karboksil gruplart ortamim pH’ma gore negatif, pozitif ya da
hem negatif hem de pozitif yliklii molekiil olusturabilirler. Fizyolojik pH’da karboksil
grubu proton kaybederek COO~ seklinde, amino gruplari ise bir proton kazanarak NH3
seklinde iyonize olur [2]. Yani nétrallige yakin fizyolojik pH’da amino grubu proton

tasir, karboksil grubundan ise proton ayrilmaistir.

H H

| | . —
BN — (C —coon HWN*— (C — coo q ‘
| ! ® ©

karbon oksnen azot
R R

Sekil 2.1 Amino asitlerin farkli pH’larda kimyasal baglarinin gosterimi

Bir amino asidi bir diger amino asitten ayiran tek 6zellik, yan zincir grubudur. Yan
zincirin her amino asitte farkli olmasi, amino asitleri birbirinden ayirarak farkli
ozelliklere sahip olmasini saglar [2]. Her bir yan zincirin farkli olmasindan dolay1
dogada 300 farkli amino asit olmasina ragmen proteinlerin yapisinda sadece 20 temel
amino asit yaygin olarak bulunur [3]. Bu amino asitler standart amino asitler olarak

bilinirler ve DNA tarafindan kodlanirlar.



Tablo 2.1 Standart amino asitler [2]

Ozel Amino Asit Adi Uc Harfli Kisaltma Tek Harfli Sembol
Alanin Ala A
Arjinin Arg R
Asparajin Asn N
Aspartik Asit Asp D
Fenilalanin Phe F
Glisin Gly G
Glutamik Asit Glu E
Glutamin Gln Q
Histidin His H
Izoldsin Ile I
Lizin Lys K
Losin Leu L
Metiyonin Met M
Prolin Pro P
Serin Ser S
Sistein Cys C
Tirozin Tyr Y
Treonin Thr T
Triptofan Trp \
Valin Val \Y

Tablo 2.1°de proteinleri olusturan standart amino asitlerin adlari, ti¢ harfli kisaltmalar1

ve tek harfli sembolleri gosterilmektedir.



Karboksil

o Karbon atomu
Yan zincir

Sekil 2.2 Amino asitlerin genel yapist

Sekil 2.2’de gosterilen yan zincir (R) grubunun 6zelliklerine gore; amino asitler farkl
smiflara ayrilirlar. Mesela, yan zincir (R) gruplarinin iyonizasyon ve polaritelerine gore
amino asitler siniflandirilmaktadirlar. Amino asitler fiziko-kimyasal 6zelliklerine gore 4

farkli sinifa ayrilmaktadir. Bunlar;

Polar olmayan (hidrofobik) ve alifatik yan zincirli amino asitler
Yiiksiiz (hidrofilik) polar yan zincirli amino asitler

Negatif yiiklii (asidik) polar yan zincirli amino asitler

Ll A e

Pozitif yiiklii (bazik) polar yan zincirli amino asitler

Amino asitlerin fiziko-kimyasal Ozelliklerinin anlasilmasi, protein kararliligi ve

biyolojik fonksiyonlarinin anlagilmasinda kritik rol oynamaktadir.

Polar olmayan (hidrofobik) amino asitlerin yan zincirleri protein molekiiliiniin su ile
temas etmeyen i¢ kisminda bulunurlar. Yiiksiiz (hidrofilik) polar yan zincirler, protein
molekiiliiniin hem dis ylizeyinde hem de i¢ yiizeyinde bulunurlar [2]. Yiikli, hidrofilik
polar yan zincirleri olan amino asitlerin ¢ogu, protein molekiiliiniin dis ylizeyinde
bulunurlar ve bu amino asitler su ile etkileserek proteinlerin suda g¢oziinmelerine

yardimc1 olurlar [2].
2.1.1. Polar olmayan (hidrofobik) ve alifatik yan zincirli amino asitler

Bu gruptaki amino asitler, polar olmayan yan zincir tasirlar, yani hidrofobik olup suda

zaylf c¢ozlnirler. Polar olmayan yan zincir biliylidiik¢e, amino asitler daha da



hidrofobiklesirler (suda daha az erirler). Yan zincirlerinde genellikle oksijen ve azot
bulunmaz [2]. Bundan dolay1 proton alip vermezler, iyonik veya hidrojen bagi
olusturmazlar. Polar olmayan amino asitler: glisin, alanin, valin, 16sin, izolosin,

fenilalanin, triptofan, metiyonin ve prolin [2].

Tablo 2.2 Polar olmayan (hidrofobik) yan zincirli amino asitler [2]

_ |HCH—COO"
Gilisin Gy -
NH3
. CHsCH—COO
Alanin A +
NH3
H3C
w | e H—cle—coo‘
Y | H3C
NH3
H3C\
Lésin beu H—CH3 CH—C00
HsC I|\IH;




Tablo 2.2 (devam) Polar olmayan (hidrofobik) yan zincirli amino asitler [2]

H3C\
Ile CH2
Izol6sin ; > H—CH—CO 0_
H3C | .
NHj3
~ -
O CH-CH—C00
enilalanin . |
+
NH;
mCHg—CH—COO'
: Trp
Triptofan W N ‘ +
CHo—CH:2 (.le COO
Metiyonin l\ﬁt é NH ;
éH:;
Proli Fro L"'J\
rolin > N —
H2




2.1.2. Yiiksiiz (hidrofilik) polar yan zincirli amino asitler

Bu gruptaki amino asitlerin yan zincirleri zayif asit ve zayif bazlardan olusur. Fizyolojik
pH’da tamamen yiiklii degildirler, ancak kismen art1 ve eksi yiikler igerirler [2]. Bundan
dolay1 diger molekiillerle ve su ile H bag1 yapabilen fonksiyonel gruplar1 vardir.

Yiiksiiz polar amino asitler: asparajin, glutamin, sistein, serin, treonin ve tirozin [2].

Tablo 2.3 Yiiksiiz polar (hidrofilik) yan zincirli amino asitler

Amino Asit Ad1 | Kisaltmasi Kimyasal Yapisi
ne | HaN— —CHQ—TH—COO_
Asparajin N &
NH;
. . H2N—C—CH7—CH2—TH—COO'
utamin
? NH;
.. | HS—CH;—CH—COO
Sistein ys
‘ NH3
«. |HO—CHs—CH—COO
Serin
; NH3
H3C
. Thr H—CH—COO
Treonin
T
Ho” rlle;
. Tyr HO—Q~CH2—CH—COO'
irozin v I .
NH3




2.1.3. Negatif yiiklii (asidik) yan zincirli amino asitler

Bu amino asitlerin yan zincirinde bir karboksil (COOH) grubu bulunur ve bu karboksil

grubundan dolay1 fizyolojik pH’da negatif yiiklidiirler ve asidik 6zellik gosterirler [2].

Bu amino asitler yan zincirlerinde proton verici amino asitlerdir.

Asidik yan zincirli amino asitler: aspartik asit ve glutamik asit [2].

Tablo 2.4 Negatif yiiklii amino asitler

Amino Asit Ad1 | Kisaltmasi Kimyasal Yapisi
"00C—CH—CH—C00
Aspartik asit AP ‘
D +
NH;
| 00C—CH—CH—C00
Glutamik asit ' |
E +

NH;

2.1.4. Pozitif yiiklii (bazik) yan zincirli amino asitler

Bu amino asitlerin yan zincirinde bir amino (NH,) grubu bulunur ve amino grubundan
dolay1 fizyolojik pH’da pozitif yiiklidiir ve bazik 6zellik gosterirler. Bu amino asitler,
yan zincirlerinde proton alict molekiiller tagirlar [2]. Fakat bu amino asitlerden histidin
digerlerine gore biraz farklilik gdsterir. Histidin fizyolojik pH’da zayif bazik olup,

biiyiik oranda ytiiksiizdiir. Eger histidin bir proteine katilirsa protein tarafindan saglanan

iyonik ¢evreye gore histidin ya pozitif yiiklii olur ya da nétral olur.




Bazik yan zincirli amino asitler: lizin, arjinin ve histidin [2].

Tablo 2.5 Pozitif yiiklii amino asitler

Amino asit adi | Kisaltmasi Kimyasal yapisi

\ i
o HNCHACHCHC00

$

NH;
HN—CHy~CHy—CH—CH—COO

Arjinin * C=N H, NH;

HoN

. CHr-CH—C00

N,

Lizin

Histidin

2.2. Peptitler

Iki amino asit molekiiliinden birinin karboksil grubundaki karbon atomunun diger
amino asidin amino grubundaki nitrojen atomuyla, bir molekiil su kayb1 ile olusan

elektron paylasimina peptitlesme denir [3]. Boylece iki amino asit molekiilii aralarinda
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peptit bagi (amit bagi) ile baglanirlar ve sonugta dipeptit olusur [4]. Birlesme iic amino

asit molekiilii arasinda ise tripeptit, dort amino asit molekiilii arasinda ise tetrapeptit, bes

amino asit molekiilii arasinda ise pentapeptit olarak adlandirilir [4].

Tablo 2.6 Proteinlerin yap1 derecelerine gére amino asit sayilari

Proteinlerin Yapi Dereceleri Amino Asit Sayisi
Dipeptitler 2
Tripeptitler 3
Tetrapeptitler 4
Pentapeptitler 5
4 (l ') s ¢ |)
!C?N*‘*—+‘w(;—~—0l1 + Hi-oN C OM -—
- He
(R 1 C ') ’ L ‘I )
|
HoN-—C—C : OM + HOM
H / X
Peptit Bag:

Sekil 2.3 Peptit baginin olugumu

Peptit bagiyla baglanmis amino

bazen kalintt (rezidii) olarak da

adlandirilmaktadirlar. Peptit zincirinin basindaki serbest (bagli olmayan) a-amino

grubuna sahip amino asit kalintisina N-terminal (amino-terminal u¢ veya N-ucu), diger

uctaki serbest —COOH grubu olan kalintiya C-terminal (karboksil-terminal u¢ veya C-

ucu) denir [3].
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N-terminal C-terminal

Amino asit Deptit bag
Py epti
BN e ~a, gy
3 : ; _
N % H‘f/ P Y oo
X X o
\‘;\A‘, o . N j_)f, t'u‘,‘jf

Sekil 2.4 Proteinlerin birincil yapilarinin gosterimi

2.3. Proteinler

Protein, kelime olarak “en onemli” anlamina gelir. Ger¢ekten de canlinin ve canli
hiicrelerin en Onemli yapitagidir. Proteinler canlilarin  yasamsal faaliyetlerini
gerceklestiren makromolekiillerdir. Diger onemli makromolekiiller ise; DNA ve
RNA’dir. DNA ve RNA birer niikleik asittirler [2]. Niikleik asitler, hayvan, bitki, insan
gibi canli hiicrede ve virlislerde olan bir¢ok niikleotitlerden olusmus polimerlerdir [3].
Proteinler amino asitlerin polimerleri oldugu gibi DNA ve RNA polimerlerinin kiigiik
yap1 taglar1 yani monomerleri niikleotitlerdir. Kisaca DNA kalitim molekiiliidiir, insan
kromozomlarini olusturur ve niikleotitlerden olusur. Niikleik asitlerin en temel gorevi
kalitsal bilgileri depolar ve aktarir, RNA ise DNA’nin emri ile iretilir [3]. Biitiin
canlilarin hiicreleri protein igerir. Hiicre sitoplazmasinda proteinler ¢oziinmiis haldedir
[3]. Karaciger, kas gibi organ ve dokularin yaklasik yilizde 80-90’in1 proteinler
olusturur. Her organizmanin ve organin kendine 6zel proteini vardir [3]. Proteinler
viicudumuzda her hiicrenin énemli bir parcacigini olusturduklari i¢in biiytime, gelisme,
saglikli yasama ve dokularin onarmmi gibi bir¢ok biyolojik olay1 diizenlemede rol

oynayan kompleks ogelerdir.
2.3.1. Proteinlerin ii¢ boyutlu yapisi ve siniflandiriimasi

Proteinlerin katli {i¢ boyutlu yapisinin bilinmesi, onlarin kararlilik ve biyolojik
fonksiyonlarimin anlasilmasini veya tahmin edilmesini saglamaktadir. Proteinlerin katl

yapilarini belirleyen temel dgeler; igerdikleri amino asit miktarlari ve bunlarin protein
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zinciri tizerindeki dizilimleridir. Katli yapilar1 X-1s1n1 kristalografi ve NMR yontemleri
ile elde edilmis proteinler incelendiginde; birbirine benzer ve olabildigince spesifik
yapilar (mesela sarmallar ve beta plakalar1) ve bunlarin tekrarlari gézlemlenmektedir
[3]. Bu nedenle protein yapilar1 farkli seviyelerde smiflandirilmaktadir ve bunlar
strastyla: (i) birincil (primer) yapi, (ii) ikincil (sekonder) yapi, (iii) liglinciil (tersiyer)
yap1 ve (iv) dordiinciil (kuaterner) yapidir [3]. Birincil (primer) yap1 proteindeki amino
asit dizilim bilgisini verirken, ikincil (sekonder) yap1 protein zinciri lizerinde birbirini
takip eden amino asitlerin olusturduklar1 spesifik yapilardir (yani, sarmallar, beta-
plakalart ve doniisler gibi). Diger taraftan {i¢iinciil (tersiyer) yapilar, ikincil yapilarin bir
araya gelerek olusturduklar1 motifler veya yapilardir. Iki veya daha fazla polipeptit
zincirleri olan protein komplekslerinde her protein zincirinin olusturdugu yap1

dordiinciil (kuaterner) yapilar1 olarak adlandirilir.

: " r —— Aii"g'y)
2 ey e am’h e, ﬁf
= b A" %(g
- . :
0 RN L
Birincil yap: Ikincil yap1 Tersiyer yap1 Kuaterner yap1

Sekil 2.5 Farkli seviyelerdeki protein yapilarinin gésterimi

Diger taraftan, proteinlerin birincil yapilarimin olusturduklari peptit zinciri boyunca
amino asitlerin dizilimleri arasindaki benzerliklere, farkliliklara ve ortak evrimsel
kokene dayanarak proteinler siniflandirilabilirler. Evrimsel koken ile kasit proteinlerin
ortak atadan yani benzer olduklaridir. Ayrica farkli tiirlerde, proteinler ve genler

arasindaki ortak atanin olmasina homoloji denir.

Proteinler sahip olduklari katli yapilara gore ailelere ayrilmiglardir. Bu baglamda, SCOP
(Structural Classification of Proteins) proteinlerin yapisal siniflandirilmasi igin
kullanilan bir veri tabanidir [5]. Bu veri tabaninda proteinin ii¢ boyutlu katli yapilarina
ve amino asit dizilimlerine gore protein yapisal bdlgelerinin (domain) bir
siniflandirilmasi sunulmaktadir [5]. Proteinlerin igerdikleri ikincil yapt muhteviyatina

gore siniflandirilmalari agagida verilmistir:
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1. Tamamiyla alfa () sarmal ailesi
2. Tamamiyla beta (f) tabaka ailesi
3. Hem alfa hem beta (a + f ve a/p) ailesi [6]

2.3.2. Protein katlanmasi

Onceki boliimlerde ifade edildigi gibi, icerdikleri 20 farkli amino asitten dolay:
proteinler biyolojik hetero-polimerlerdir. Burada protein katlanmasindan kasit hiicre
icerisinde sentezlenen bir proteinin biyolojik olarak aktif oldugu 3-boyutlu ve diisiik
enerjili (yani, kararli) yapiya ulagma siirecidir. Bir proteinin kathi yapiya ulagmasi
birbirinden farkli yolaklarla (trajektori) gerceklesmesi miimkiindiir. Her yolagin kath
yapiya ulagma siiresi ve/veya takip edecegi konformasyonel degisimler birbirinden

farkli olabilmektedir.

Istatistiksel olarak protein bir homopolimer olarak diisiiniildiigiinde ve tiim miimkiin
olan konformasyonlar arasinda gecis yapma ihtimalinin esit oldugu kabul edildiginde
(Sekil 2.6’da ki gibi); hedeflenen bir konformasyona (mesela, katli yapiya) ulasmak
inanilmaz uzun siireler alabilmektedir. Bu baglamda Levinthal tarafindan ortaya atilan
paradoks ilgingtir [7]. Levinthal paradoksu; bir proteinin dogru katlanmig yapisina
gelisigiizel bir sekilde ulasabilmesi i¢in gegen siirenin, evrenin simdiki yasindan daha

fazla oldugunu gostermistir [7].

Sekil 2.6 Levinthal paradoksu ve golf sahasi ile gosterimi

Ama gercekte, proteinler pico saniye ile saniye mertebesinde ¢ok hizli bir sekilde
katlanmaktadirlar [8]. Dolayisiyla katlanmanin hizla ger¢eklesmesini saglayan egilimler
(bias) ve etkilesmeler mevcuttur. Bunu da belirleyen hem fizyolojik sartlar hem de

proteinlerdeki amino asit igerigidir.
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2.3.2.1. Protein katlanmasi termodinamigi ve enerji yiizeyleri

Proteinlerin agik konformasyonlardan, katli konformasyona gecislerinde takip ettikleri
yolaklar ve buna bagli olarak gerceklesen yapisal ve enerjetik degisimler Sekil 2.7°de
gosterilmistir. Huni seklindeki ylizey ¢ok boyutlu enerji yiizeyi olup takip edilen yol ise
yolaktir. Enerji yiizeyinin topolojisi proteinin katlanirken, farkli sicakliklarda elde
edilen konformasyon orneklemlerinin kullanilmasina bagli olarak c¢ok daha efektif
olusturulabilir. Enerji yilizeyi topolojisi katlanmanin ne kadar zor veya kolay
gerceklestigini  gosterebilmektedir. Ayrica proteinin katlanma kinetigi, proteinin
katlanma yolag: ile karakterize edilebilir. Proteinin en kararli konformasyonu, minimum
serbest enerjiye sahip oldugu konformasyondur ki; bu da kathh yapt olarak
adlandirdigimiz yapidir. Serbest enerji, sistemin davranigini belirleyen potansiyel enerji
ylizeyi ve proteinlerin katlanma siirecine etkisi olan entropik etkilere bagli olarak
belirlenir. Sekil 2.7°deki ii¢ boyutlu serbest enerji yiizeyi, sicaklik ve konformasyonel

parametrelere bagli olarak elde edilmistir [9].

Sekil 2.7 Protein katlanma yolaklarinin ve enerji yiizeyi gosterimi

Proteinlerin termodinamik davranislari serbest enerji ylizeyleri incelenerek anlagilabilir.
Her proteinin enerji yiizeyi birbirinden farklilagan huniler ile tasvir edilir. Protein
katlanma hunisinde yani serbest enerji hunisinde agik protein konformasyonlar: yiiksek
enerji ve yliksek entropiye sahip oldugu i¢in huninin {ist kisminda yer alir (bakiniz Sekil
2.7). Protein daha fazla etkilesmelerin gergeklestigi ve enerjisinin daha diistigl tikiz
yaptya ulastik¢a, huninin alt kisimlarina dogru ilerler. En sonunda protein katlandiginda
yani en diisiik enerjili ve en diisiik entropili yapiya ulastiginda huninin en dibine

ulagmis olur (Sekil 2.7) [10].
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Sekil 2.8 Protein katlanma yolag1 gosterimi

Proteinlerin termodinamik davranislari; sicaklik, ortamin pH’1, denaturant miktart gibi
farkli  fizyolojik sartlara bagli olarak degismekte ve hatta agilip tekrar
katlanabilmektedir [11]. Her proteinin sahip olabilecegi inanilmaz sayida konformasyon
bulundugu i¢in, bu konformasyonlar katli, agik, ara durum, geg¢is durum, ve tuzak
konformasyonlar topluluklar1 olarak smiflandirilabilmektedirler. Katli  durum
konformasyonlar1 diisiik enerjili yani daha kararli olduklar1 i¢in bunlar1 deneysel olarak
ayirt etmek miimkiindiir. Fakat diger konformasyon toplulugu tiyeleri kararsiz olduklari
icin bunlarin ayirt edilmesinde (mesela kristal yapilarinin elde edilmesi gibi) zorluklar
yasanmaktadir. Bu tez calismasinda, proteinin kathh durumu “K™ ile gosterilecek,
proteinin agik durumu “A” ile gosterilecektir. Katlanma ve agilma siiregleri boyunca
proteinin zincir uzunlugu, amino asit dizilimi ve katli yap1 topolojisine bagli olarak
tamamiyla farkli termodinamik davranislar gozlemlenebilir. Bunlar; (i) kooperatif
olmayan bariyersiz (downhill) davranis, (ii) kooperatif iki-durum davranist ve (iii) li¢-

durum veya ¢oklu-durum (multi-state) davranigidir.

Kooperatif olmayan bariyersiz termodinamik davranis; katli ve agik yap1 topluluklari
arasinda gegcisler gergeklesirken asilmasi gereken herhangi bir bariyerin olmadigi
davranigtir. Neredeyse katlanma/acilma yolaklar1 boyunca ziyaret edilen tim
konformasyon popiilasyonlar1 birbirine yakindir. Diger bir deyisle, katlanma ve agilma
olabildigince kolaydir. Iki-durum termodinamik davramsinda, asilmasi gereken bir
bariyer s6z konusudur. Mevzu bahis bu bariyerin yiiksekligi, ge¢is durum ve/veya ara
durum konformasyonlarinin popiilasyonuna bagli olarak artmakta veya azalmaktadir.
Yani popiilasyon yiiksek ise bariyer diisiik, popiilasyon diisiik ise bariyer yliksektir.
Bariyerin olustugu bolgedeki konformasyonlar “Gegis Durum (GD)” konformasyonlari

olarak adlandirilmaktadir.

16



Gegis Durumu (GD) GD1
GD2

F(E)

Agik yapi /
K

Katl: yap:

Reaksiyon Koordinat: (Q) Reaksiyon Koordinat: (Q)

Sekil 2.9 Proteinlerin iki durumlu ve ¢ok durumlu gegisleri

Sekil 2.9’da reaksiyon koordinati ile serbest enerji profili degisimi gosterilmektedir.
Burada secilen reaksiyon koordinati katli yapiya benzerlik parametresi Q ’dur. Bu

benzerlik parametresi; bir konformasyonun sahip oldugu toplam katli kontak sayisi

N kath

— katl
kontak OTani (Q - Nkontak/N ot

Nyontax 1le katlt yapidaki toplam kontak sayisinin kontak

olarak tanimlanmaktadir [12]. Bu parametre 0 ve 1 arasinda degerler alabilmektedir.
Eger Q =1 ise katli yapidaki tiim kontaklarin olustugu, Q = 0 ise katli yapidaki
kontaklarin higbirisinin olusmadigini ifade eder [12]. Diger taraftan, protein katlanmasi

caligmalarin reaksiyon koordinati olarak konformasyon enerjisi de secilmektedir.

Agtk Durum (4) Gegig Durumu (GD) Katli Durum (K)

&/ Ala Wk

Sekil 2.10 Farkli protein durumlarinin gorsel gosterimi

A (agik) 2 K (kath)

Bu agilma/katlanma reaksiyonunu gosterir. Iki durum gegisleri K katli ve A agik ile

temsil edilebilir. Proteinin agilma hiz;

v, = k,[A]
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esitligi ile ifade edilir. Bu ifadede ki k, acilma oram1 ve [A4] ise acik durum

konsantrasyonudur. Ayni sekilde katlanma hizi;
v = ky[K]

esitligi ile ifade edilir. Bu ifadede ki kj katlanma orani ve [K] ise katli durum
konsantrasyonudur. Agilma ve katlanma hizlar1 esit oldugu zaman yani kimyasal

dengede iken denge durumu;

ifadesindeki gibidir. Denge sabiti, katl1 ve agik yap1 konsantrasyonuna ya da katlanma
ve acgilma oranina baglidir. K; = 1 ise sistem dengededir. Proteinin katli durum serbest
enerjisi Gg olarak, agik durum serbest enerjisi G4 olarak gosterilir. Bu katli ve acik
durumlarin yani farkli iki durumun serbest enerjileri arasindaki fark ne kadar biiytik
olursa protein kooperativitesi o kadar yiiksek olur. Bu farka da acilma serbest enerjisi

denir ve AG, ile gosterilir.
AFA == FA - FK

Diger taraftan, secilen reaksiyon koordinatina bagli olarak serbest enerji profili
asagidaki esitlikteki gibi hesaplanmaktadir. Yani, reaksiyon koordinatinin (E veya Q)
degerine karsilik gelen konformasyon popiilasyonunun negatif logaritmasi, o reaksiyon

koordinat degerindeki serbest enerji degerini vermektedir.

F(E) = —InP(E)
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Sekil 2.11 Iki durum davranis1 gdsteren proteinler igin gegis sicakliginda serbest enerji
profil tasviri

Sekil 2.11°de iki durum davranis1 gdsteren proteinlerin, agik ve katli yapt konformasyon
poptilasyonlar1 arasindaki gegisleri ve serbest enerji profili gosterilmistir. Bu grafikte
reaksiyon koordinati olarak konformasyon enerjisi ele alinmis ve gecis sicakligindaki
serbest enerji profili gosterilmistir. EX, ve Ef,, sirasiyla katli yapt ve acik yapi
topluluklart minimumlarini géstermektedir. FX, ve FZ, ise sirasiyla katli yap1 ve agik
yap1 toplulugu minimumlarina karsilik gelen serbest enerji degerlerini belirtmektedir.
FSP ise katl1 yapi ile agik yapi topluluklarini ayiran bariyerin (gecis durum bodlgesinin)
maksimum oldugu serbest enerji degerini belirtmektedir. AF,jf ’de katlanma/agilma
gecisleri sirasinda asilmasi gereken bariyer yiiksekligini betimlemektedir. Gegis

sicakliginda agik ve katli yap1 popiilasyonlari esit oldugu i¢in
AFf = FER(E) — Fi$n(E) = ER(E) — Fiin (E)
olacaktir.

Proteinlerin katlanma/agilma gegislerinin ne kadar kooperatif oldugu; katli ve agik yap1

topluluklart minimumlar1 arasindaki fark (Eq, — EX,,) ve serbest enerji bariyer

yliksekligi (AF ,if ) ile kolayca anlagilabilir.
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Kooperatif davranis, genel olarak ya hep ya da hi¢ (all-or-none) seklinde bir davranig
olarak tanimlanmaktadir. Diger bir deyisle, bir anda a¢ilma veya bir anda katlanma
olarak da diisiiniilebilir. Detayl agiklamak gerekirse; ornegin, agik yapidaki bir protein
diger acik yap1 toplulugundaki konformasyonlara gecisler gerceklestirirken, bir takim
kritik kontaklara sahip konformasyonlara ulastiginda (ki bunlar gecis durum
konformasyonlar1 olarak tanimlanabilir) bir anda katlanabilmektedir. Geg¢is durum
konformasyonlar1 olabildigince kararsiz konformasyonlardir. Bu konformasyonlardan
cok hizli bir gekilde ya tekrar daha agik konformasyonlara gegis ya da yine ¢ok hizli bir
sekilde katli yapiya gecis saglanir. Bu hizi belirleyen katlanma yolagi boyunca ziyaret
edilmesi gereken konformasyonlarin popiilasyonudur. Dolayisiyla, proteinlerde
kooperatif davranigin dereceleri de s6z konusudur. Kooperatif katlanma/agilma gegisleri

sigmoidal dagilim gosterirler [13].

Proteinlerde kooperatif davranis sabit pH’da fakat farkli sicakliklarda proteinin emdigi
veya serbest biraktigi 1s1 miktar1 degisimi incelenerek belirlenmektedir. Bunun igin
diferansiyel taramali kalorimetrik Slciimler gerceklestirilmektedir. Ilging bir sekilde
kiigiik tek-bolgeli proteinler (genelde kooperatif iki-durum davranist gdsteren
proteinler) icin; 1s1 kapasitesi egrisi altindaki alan olarak tanimlanan kalorimetrik
entalpi AH,, ile gegcis sicakligr etrafinda tanimlanan van’t Hoff entalpi AH,y oranlari

1’e yakin ¢ikmaktadir [13,15].

_AHy

= =1
AH cal

Ks

Bu deger elde edilirken katlanma/agilma gegisleri ile ilgili olmayan katkilar ¢ikarilmigtir

[16,17].

Sekil 2.12’de farkli sicakliklarda katlanma/agilma gecislerinden elde edilen 1s1
kapasitesi degisimi gosterilmektedir. Is1 kapasitesinin maksimum oldugu degere karsilik
gelen sicaklik T,,,, gecis sicakligi olarak adlandirilmaktadir. Kirmizi ve yesil ¢izgilerin
ve devamindaki kuyruk kisimlarin altinda kalan alanlar katlanma/agilma gecislerine
katkis1 olmadigi icin; van’t Hoff ve kalorimetrik entalpi hesaplamalarinda ihmal

edilmigtir. Burada 1s1 kapasitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmaktadir [13].

_0<H> <H*T)>-<H(T)>*
P ar T kT2
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Sekil 2.12 Is1 kapasitesine karsilik sicaklik degisimi egrisi

Benzer sekilde kalorimetrik entalpi AH_, ve van’t Hoff entalpi AH,y asagidaki

denklemler kullanilarak hesaplanmistir

T2(6<H>>

T2
M = | e ar= [ (%57

T T

AHVH = 2Tmax\/ kB CP,max .

Burada Ty, gegis sicakligt, Cp .y 151 kapasitesinin maksimum degeri ve kg Boltzmann

sabitidir [14].
2.4. Bilgisayara Dayah Hesaplama ve Simiilasyon Yontemleri

Simiilasyon diger adiyla benzetim; fiziksel, kimyasal, biyolojik vd. sistemlerin
davraniglarin1  ve Ozelliklerini  bilgisayar teknolojileri yardimiyla anlamamizi
kolaylagtiran tekniklerdir. Simiilasyon teknikleri ve istatistik mekanik yardimi ile

sistemlerin farkli 6lgeklerdeki (atomik ve/veya makroskopik) 6zellikleri belirlenebilir.
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Sekil 2.13 Simiilasyon dlcekleri ve kullanilmasi 6nerilen simiilasyon teknikleri

Sekil 2.13’te farkli sistem biiyiikliiklerinde, hangi Ol¢eklerde hangi simiilasyon

tekniginin kullanilmasi gerektigi ve ihtiya¢ duyulan siireler gosterilmektedir [18].

Bilgisayar simiilasyonlar1 o0zellikle analitik yontemlerle ¢Oziilmesi ¢ok zor olan
kompleks sistemlerin ya da deney ortaminda gozlenebilmesi oldukga zor olan olaylari
daha iyi anlasilabilmesini saglamak agisindan kritik 6neme sahiptir. Ornegin, gok
yliksek sicaklik, basing, enerjilerde deneyler gerceklestirmek veya nano Olgekte
gerceklesen olaylar takip edebilmek zor hatta imkansiz olmasimna ragmen bilgisayar
simiilasyonlarinda bunlarin gergeklestirilmesi daha kolaydir. Incelenen sistemin
ozelliklerine gore farkli modelleme yaklasimlart ve simiilasyon teknikleri
kullanilmaktadir. Gelistirilen modellerden elde edilen sonuglar, ger¢ek deney sonug ve
gozlemleri kiyaslanarak test edilirler. Basarili model ve simiilasyon teknikleri ayrica

farkli sistemlerin anlasilmasi ve problemlerin ¢6zliimii i¢in kullanilabilmektedir.

Proteinler olduk¢a yiiksek serbestlik derecesine sahip olabildigince spesifik ve
kompleks yapilara sahiptirler. Diger taraftan, farkli fizyolojik sartlara karsi gosterdikleri
hassaslik proteinlerin modellenmesini zorlastirmaktadir. Ozellikle proteinlerin katlanma
stirelerinin ¢ok kisa olusu karsilasilan diger bir zorluktur [19]. Giiniimiizde proteinler
icin ¢ok farkli komplekslik seviyesi i¢ceren model yaklasimlar1 ve simiilasyon teknikleri

kullanilmaktadir.

Su ana kadar gelistirilen simiilasyon yontemleri genel olarak iki sinifa ayrilabilirler,
bunlar: tiim olaylarin rastlantisal (stokastik) olarak gerceklesmesine dayanan Monte

Carlo simiilasyon yontemi ile yine tiim olaylarin hareket denklemleri ile ifade edildigi
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ve bu hareket denklemlerinin ¢6ziimiine bagli olarak bir sonraki zaman adiminda
gerceklesecek hareketleri ve etkilesmeleri belirleyen (deterministik) simiilasyon
yontemi olan molekiiler dinamik simiilasyon yontemidir. Bu iki simiilasyon yonteminin
birbirine gére hem avantaji hem de dezavantajlar1 bulunmaktadir. Ornegin bir sistemin
termodinamik davraniglarinin belirlenmesinde Monte Carlo simiilasyon yontemi daha
basarili (faz uzayimi daha iyi 6rneklemesinden dolay1) iken, kinetik davranislar igin
molekiiler dinamik simiilasyon yontemi (ger¢ek zaman ile kiyaslanabilir zaman

Ol¢cegine sahip olmasindan dolay1) daha basarili sonuglar vermektedir.
2.4.1. Molekiiler Dinamik (MD) Yontemi

Molekiiler dinamik simiilasyon yontemi 1950°li yillarin sonunda ilk kez Alder ve
Wainwright tarafindan sert kiire yaklagimindaki etkilesmeleri incelemek amaciyla
kullanilmistir [19]. Bu yontemin biyolojik sistemlerde ilk kullanimi 1977 yilinda
BBTI’'nin (bovine pancreatic tyripsin inhibitor) modellenmesi ve davraniglarinin
incelenmesi ile baglamistir [19]. Gegmisten giliniimiize birgok alanda molekiiler dinamik
yontemi kullanilmigtir. Mesela ilag dizayni, farkli biyomolekiiliin dinamigi,

konformasyonel degisimlerin analizi, faz gegisleri vd.

Molekiiler dinamik simiilasyon yontemi klasik mekanik yaklasim igceren Newton
hareket kanunlarina dayanmaktadir. Klasik mekanik, hareket eden nesnelerin
konumlarmin zaman igerisinde nasil degistiklerini ve nesnelerin nasil hareket ettigini

betimler. N pargacikli bir sistem i¢in hareket denklemi

F dv;
L =m;a; = m;
L [ g A l dt

seklinde ifade edilmektedir. Burada F;, a; ve t sirasiyla i’inci atoma etki eden kuvvet,
i’inci atomun ivmesi ve zamani goOstermektedir. Her parcaciga etkiyen kuvvet ise
etkilesim potansiyelinin negatif gradyenti olarak hesaplanmaktadir.
F=-vu=-2
L - on

Bu iki denklem birbirine esitlenirse;
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dvi au

F. = f— = ——
(S MG T T o
dvi . 1 0U
dt  m;0r;

Sistem kapali bir sistem (disaridan 1s1 ve pargacik aligverisi yok) ise sistemin toplam
enerjisi E degismez. Yani pargacik sayist N, hacim V ve toplam enerji E’nin sabit
oldugu durumlarda sistem mikrokanonik topluluga uygun sekilde formalize edilir.
Ayrica dengede olan sistemlerin atomlarinin hizlar1 ve enerjileri Maxwell-Boltzmann

dagilimina uyarlar. Es boliisiim teorisi kullanildiginda

1 3N . 1
(K) = EZ m;v; = E(BN)kBT
i=1

kyT

(i) =
m;

oldugu goriilecektir [20]. Yani N tane pargaciktan olusan 3N serbestlik derecesine sahip
sistemin kinetik enerjisigNkBT ’ye esittir. Dolayistyla her bir serbestlik derecesine

kargilik 1/2 kg T lik bir kinetik enerji gelmektedir.

Diger taraftan, molekiiler dinamik simiilasyonlarinda sistemi dengeye daha hizli
getirmek i¢in simiilasyon sicakligi T’ye ve Boltzmann dagilimina uygun olacak sekilde,

atomlarin her dogrultudaki hiz bilesenlerine degerler tayin edilmelidir.

Yukaridaki hareket denklemleri ile ¢ zamaninda parcgaciklarin konum ve hiz bilgileri
bilindiginde; (t + At) zamanindaki konum ve hiz degerleri bulunabilir. Bu baglamda,
Taylor seri acilimi kullanarak, bu denklemler numerik olarak integre edilir [21]. At

zaman sonraki konum vektoriiniin Taylor agilimi asagida verilmistir [22].

dr(0) 140 ,  1dn(@

t _ 3
dt +2 dt? 6 dt3 At +

r;(t + At) = r;(t) +

Bu denklemde % = v; esitligini yerine yazacak olursak

1 1d37;(¢)
ri(t + At) = r;(t) + v;(H)At + Eai(t)Atz + EWA 34 ...
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elde edilir [22]. Benzer sekilde At zaman dnceki konum vektoriiniin Taylor agilimi

1 5 1d3r;(¢t) 5
ri(t—At)=ri(t)—vi(t)At+§ai(t)At _EWM

olacaktir [22]. r;(t + At) ve r;(t — At) ifadeleri taraf tarafa toplanirlarsa
r;(t + At) + r;(t — At) = 2r;(t) + a;(t)At?
veya
r;(t + At) = 2r;(t) — r;(t — At) + a;(t)At?
ifadesi elde edilir. fvme son esitlikte yerine konuldugunda

- F®)
r;(t + At) = 2r;(t) — ri(t — At) + TM

i

bulunur. Bu algoritma Verlet algoritmasi olarak bilinir [23]. Verlet hiz algoritmasi1 bu

tez ¢aligmasinda niimerik integrasyon almak i¢in kullanilacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kath Yap: Bilgisine Dayalh Go-Modeli

Proteinler hem amino asitlerin birbirine kovalent baglar ile bagli olmasindan hem de her
amino asidin farkli kenar zincirleri olmasi sebebiyle; farkli serbestlik ve gergeklik
derecelerine sahip model yaklagimlart gelistirilmistir. Analitik yaklasimlar ve zincir
temsili icermeyen modelleme caligmalarinin yeterince basarili sonuglar vermemesi
iizerine; zincir temsili iceren modeller gelistirilmeye baslanmigtir. 2000 yilina kadar
stirekli ve siireksiz ortam Monte Carlo latis modelleri (6rnegin, 2-harf modeli, 3-harf
modeli, 20-harf modeli, HP modeli ) daha sonraki yillarda molekiiler dinamik modeller
daha revacta hale gelmistir [14]. Latis modelleri arasinda en ¢ok kabul géren HP modeli
olmustur. Bu modelde her amino asit sadece bir atom ile temsil edilmis ve amino asitler
hidrofobik ve polar amino asitler olarak ele alinmistir. Fakat daha sonra gercek

proteinler kadar kooperatif olmadigi gosterilmistir.

Su ana kadar gelistirilen modeller arasinda en ilging olant; 1983 yilinda Nobuhiro Go
tarafindan gelistirilen modeldir [24]. GO model yaklagiminda proteinlerin kath
yapisindaki etkilesmelerin diger etkilesmelerden daha dominant veya belirleyici oldugu
kabulii yapilmaktadir. Katli yapidaki kontaklar protein dinamigini belirlediginden
dolay1, proteinden proteine etkilesim haritalar1 degismektedir. Diger bir deyisle, Go-
modeli protein spesifik modeldir. Aslinda onerildigi ilk yillarda fiziksel olmayan ve pek
kabul goérmeyen bu model, 1998 yilinda yapilan bir ¢calisma da katlanma oranlar1 ile
protein katli yap1 topolojisi arasinda yiiksek korelasyon bulunmasi ile daha ¢ok kabul

gérmeye baslamistir [25].

Hakikaten gerek protein katlanmasi kooperativitesi gerekse katlanma oranlarinin
gosterdigi farklilagsmay1 en iyi aciklayan model Go-modelidir [12]. Gd-modelinin
sagladig1 en 6nemli avantaj: (i) en diisiik enerjili yapinin gercek katli yapi olmasi, (ii)

tuzak konformasyonlar veya enerji bunaliminin olmamasidir.

Bu tez caligmasinda kullanilan protein modelinde; her amino asit, o amino asidin a-

karbon atomuyla temsil edilmistir. Yani diger omurga atomlar1 ve kenar zincir atomlari
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gdz Oniine alinmamistir. Diger atomlar (hidrojen atomlar1 harig) sadece katli yapida

hangi amino asitlerin birbirleriyle etkilestigini belirlemek i¢in kullanilmigtir.
3.2. Protein Go0-Modelinde Etkilesim Tasvirleri (Kuvvet Alanlari)

Molekiiler dinamik simiilasyonlarinda, bir sonraki zaman adiminda atomlarin konum ve
hizlarimin belirlenebilmesi icin her bir pargaciga etki eden kuvvetlerin bilinmesine
ihtiya¢ duyulur ve bu kuvvet, potansiyel enerjinin negatif gradyenti olarak hesaplanir

[26].

- ou
ar;

Proteinlerde amino asitlerin bir zincir olarak birbirine bagli olmasi ve sarmal, plaka gibi
cok spesifik ikincil yapilar olusturmalar1 dolayisiyla; protein i¢inde etkilesen amino
asitlerin, protein zinciri lizerinde birbirine olan mesafelerine bagli olarak farkli etkilesim
tirleri tanimlanmaktadir. Bunlar; yerel ve yerel olmayan etkilesmelerdir. Yerel
etkilesmeler, zincir iizerinde birbirine yakin olan amino asitler arasindaki (mesela, i’inci
amino asitten i + 4’lincli amino aside kadar ki) etkilesmeler olup spesifik ikincil
yapilarin  olugmasina katki saglarlar. Yerel etkilesmelere acisal terimlerde

denilmektedir. Bunlar gerilme, egilme ve biikiilme enerji terimleridir.

Vyerel = Vgerilme+Vegilme+Vbiikiilme

—
s p ¢ Yerel olmayan
. - p

Sekil 3.1 Yerel ve yerel olmayan etkilesimlerin gosterimi
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Yerel olmayan etkilesmeler ise zincir lizerinde birbirine yakin olmayan (j > i + 4)
amino asitler arasindaki etkilesmeler olarak tanimlanmaktadir. Diger bir ad1 ise bagsiz

etkilesmelerdir [27].
Vyerel olmayan — Vbagsm = VL]+Vsterik

Dolayisiyla, bir konformasyonun toplam etkilesme enerjisi her iki terimin toplami

olacaktir.

V= Vyerel + Vyerel olmayan
V= Vgerilme +Vegilme+Vbﬁkﬁ1me + VL]+Vsterik

Go-model yaklagiminda kullandigimiz; gerilme, egilme, biikiilme ve diger bagsiz

etkilesim potansiyellerini daha ayrintili inceleyelim.
3.2.1. Gerilme etkilesim potansiyeli

Birbirine komsu olan iki amino asit, birbirlerine aralarinda bir yay varmig gibi bagh

oldugu diistiniiliir. Boylece harmonik salinic1 gibi davranirlar [28].

e o @

N-1
Vgerilme = z Kr(r - rO)z

baglar

>
T

Sekil 3.2 Gerilme etkilesim potansiyelinin mesafeye gore degisimi

Bu denklemdeki Vgeriime gerilme etkilesim potansiyeli, K, etkilesim katsayisi, 7 iki
amino asit arasindaki mesafe, 1y, ise katli yapidaki mesafe (denge gerilme mesafesi) ve

N ise toplam amino asit ya da parcacik sayisidir.
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3.2.2. Egilme etkilesim potansiyeli

Protein zinciri tlizerinde ardisik komsu olan ii¢ amino asidin kovalent baglar1 arasinda

bir yay varmis gibi distintlir (Sekil 3.3) [28].

(0-6,)
A . a\\v
Vegilme = z KQ (9 - 00)2
g s

Sekil 3.3 Egilme etkilesim potansiyelinin egilme agisina baglh degisimi
Bu denklemdeki Vgiime €8ilme etkilesim potansiyeli, Ky etkilesim katsayisi, 6 ii¢ amino
asit arasindaki egilme agisi, 6, ise proteinin katl yapisindaki a¢1 degeri (denge egilme

acis1) ve N ise toplam amino asit ya da parcacik sayisidir.
3.2.3. Biikiilme etkilesim potansiyeli

Birbirine ardisik komsu olan dort amino asit arasinda tanimlanan etkilesim

potansiyelidir [28].

SUTRTAYA

/ Voskaime = ) {K§”[1 = cos(0 = @)]

biikiilme
acilari

+KP[1 - cos3(p — Q)o)]}

Sekil 3.4 Biikiilme etkilesim potansiyelinin biikiilme ag¢isina bagh degisimi
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Bu denklemdeki Vi ime biikiilme etkilesim potansiyeli, Kél) ve Ké3) etkilesim
katsayisi, @ biikiilme agis1, @ ise katli yapidaki biikiilme agis1 (denge biikiilme agis1) ve

N ise toplam amino asit ya da parcacik sayisidir.

3.2.4. Bagsiz etkilesme potansiyelleri

3.2.4.1. Lennard-Jones etkilesme potansiyelleri

Elektrostatik bir dogaya sahip bagsiz etkilesimler i¢in 10-12 Lennard-Jones

matematiksel formu kullanilmistir.

0.5 T

un,

L]
t]

U::

r)+ 14

- - e
- e L L

O\-
Cjo-
N

o

10 11

~

'
SN
~

Sekil 3.5 Kisa ve uzun erisimli Lennard-Jones etkilesimlerin gosterimi

Sekil 3.5’te siyah diiz ¢izgi ile gosterilen egri, katli yapida etkilesen iki amino asit
arasindaki uzun erisimli Lennard-Jones etkilesim enerjisinin mesafeye gore degisimini

gostermektedir. Bu egri asagidaki esitlik
12

sjon=els() () |
ij ij

kullanilarak hesaplanmistir [29]. Burada 7‘8’ katli yapidaki i ve j’inci amino asitler

arasindaki mesafeyi (yani, denge mesafesini) ve ¢ etkilesme biyiikligini temsil

etmekte olup, € = 1°dir [29]. Dolayisiyla, bir konformasyondaki uzun erisimli toplam
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bagsiz etkilesme enerjisi

kath

uzu L
VL] n— z UU] (rij)

i<j-3

olacaktir [29]. Bununla birlikte, uzun erisimli Lennard-Jones bagsiz etkilesme

potansiyeli asagidaki gibi modifiye edilerek etkilesimler kisa erisimli

kath (UiLj] +e- (U)

v = 1-w) '

i<j-3

ry STy + 14

0, m;>ri+14

hale dontstiiriilebilmektedir (Sekil 3.5’te kirmizi renkli diiz ¢izgi). Bu esitlikte
w = —Ul.Lj] (ryj = ri(]’- + 1.4) seklinde tanimlanmistir [29]. Kullandigimiz etkilesme
potansiyelinde agisal terimler oldugundan ve de protein zinciri tizerinde birbirine yakin
olan amino asitler arasindaki etkilesmelerin dinamige katkisini yiiksek tutmamak igin;
sadece zincir iizerinde biribirine en az 4 amino asitlik mesafede (j > i + 4) olan amino

asitler arasinda g6z Oniine alinmistir [29].

Go0-model yaklagiminda katli yapida birbirleriyle etkilesmeyen amino asitlerin
konformasyonel degisimler altinda birbirlerine olabildigince yaklasmalar1 (hatta
birbirleri ile iist liste binmeleri) miimkiindiir. Bu da istenmeyen bir durumdur. Bunu

engellemek i¢in asagida matematiksel formu verilen yapisal kisitlama (sterik) terim

kullanilmaktadir.
kath
olmayan
kath [\ 12
itici
Vsterik = z golmayan
’r..
i<j-3 Y

Bu terim sadece kath yapida etkilesmeyen amino asitler i¢in kullanilmaktadir [11].

kath
golmayan etkilesim biiylikligiinii ve 7 ise amino asitlerin birbirine en fazla ne kadar

yakinlagabilecegini tanimlayan mesafedir ve 4 Angstrom olarak alinmistir.

Dolayisiyla, bagsiz ve yiiklii etkilesmeleri icermeyen toplam konformasyonel etkilesim

potansiyeli V, asagidaki matematiksel forma sahip olacaktir.
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N-1 N-2
Vo= D K@ =1+ ) Ko(0—0,)?

baglar egilme
acilari
N-3
+ z {K(l)[l —cos(@® — 0] + KP[1 = cos3(0 — 0 )]}
0 0 @ °
biikiilme
acilar:
kath
olmayan teatly 12
+ z golmayan ( 1t1c1)
i<j-3 '

Bu denklemde etkilesim biiyiikliikliklerini tasvir eden K, , Ky, Kél) ve Ké3)

parametrelerinin degerleri sirastyla 100¢, 20¢, € ve 0.5¢’dir [12,27]. Tiim modellerde

kath

€ = 1 ve golmayan = 1°dir, [12, 13]
3.2.4.2. Yiiklii etkilesme potansiyelleri

Bu tez caligmasinda yiikli etkilegsmelerin protein dinamigine etkilerinin incelenmesi
hedeflenmektedir. Bu tez calismasinda ele aldigimiz 4 farkli model icin toplam

etkilesme potansiyelleri asagidaki gibi ifade edilecektir [11].

V(l) j— VO + VllZuI'l

toplam

Voptam = Yo + V™" + Vi

toplam

V(3) =V, + Vklsa

toplam

4
V= Vo + VES + Vg

toplam

Burada yiikli amino asitler arasindaki etkilesme potansiyeli Vi, asagidaki

matematiksel forma sahip olarak ele alinmigtir [11].

a;; 12 e_'crl'j
17
Vil = E E Kij (T_) +4:q;bij ——
T 5 ij ij
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Bu denklemde q; ve q; sirasiyla i ve j’inci amino asitlerin elektrik yiikleridir [11].
Vyiiaa denklemindeki ilk terim digarlanmig hacim (veya sterik) terimi olup yiiklii amino

asitlerin  birbirine ¢ok yaklagmasim1 engellemek icin kullanilmaktadir. Ayni
denklemdeki ikinci terim ise perdelenmis Coulomb etkilesmesini betimlemektedir [11].

Bu terimdeki k parametresi Debye-Hiickel perdeleme uzunlugunun tersini ifade eder ve

8mle?
€.kgT

denklemi ile hesaplanir [11]. Burada e? elektronik yiikiin karesini, I iyonik siddeti ve €,
solventin dielektrik sabitini temsil etmektedir. Bu calismada k = 0.2 Angstrom™?!

olarak alinmigtir [11].

Yukaridaki Vi3 denkleminde; K;; etkilesim katsayisini ve ri(]’- katli yapida etkilesen
yiiklii amino asitler arasindaki mesafeleri (denge mesafelerini) temsil etmektedir [11].
Cekici ve itici olabilecek yiiklii etkilesmelerin agir1 giiglii olmasini engellemek i¢in; K;;
etkilesme katsayisinin minimum degerini ¢ekici etkilesmeler icin —0.8¢ ve itici
etkilesmeler icin 0.8¢ olacak sekilde diizenlenmistir [11]. Bunu saglamak igin; katl
yapida etkilesen her i ve j’inci yiikli amino asit ¢ifti i¢in a;; = ri‘} (0.0021’8- + 0.968)
ve b;; = 14.88 exp (0.2931‘1-‘3-) olarak almmustir [11]. Kath yapida olmayan yiikli

0

etkilesmelerin  tlimi i¢in r;; = 5 Angstrom alinarak; a;; = 4.8 ve b;; = 50 olarak

ij —

hesaplanmuistir.

Viiii

Sekil 3.6 (a) Katli yapida olan, (b) katli yapida olmayan ytiklii etkilesmelerin gosterimi
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Sekil 3.6 (a)’da diiz siyah renkli egri ri(]’- = 4 icin elde edilen zit yiiklii amino asitler
arasindaki ¢ekici etkilesim potansiyelinin mesafeye gore degisimi ve mavi diiz ¢izgi ise
aynit yikli amino asitler arasindaki itici etkilesme potansiyelinin mesafeye gore
degisimi verilmistir. Sekil 3.6 (b)’de ise kathi yapida olmayan yiiklii etkilesmelerin

(ri(J’- = 5) gosterimi mevcuttur.

Yiikli etkilesmeler igin dikkat edilmesi gereken bir husus; diger bagsiz etkilesmelerin
aksine (i,i+ 3) etkilesmeleri denge mesafeleri ne olursa olsun etkilestikleri kabul
edilmektedir. Katli yapidaki etkilesen diger yiiklii amino asit giftleri; cifti olusturan
amino asidin herhangi bir agir atomunun, diger amino asidin herhangi bir agir atomu
ile 6 Angstrom’den mesafeden daha yakin olup olmamasina bagh olarak tayin

edilmektedir.

Yiklii etkilesimlerden dolayr amino asitlere etkiyen kuvvetler asagidaki sekilde

hesaplanmaktadir.

Fria = —VVika

d d 0
Fyia = — (& + ay + &) Vyikai

Iki yiiklii amino asit arasindaki etkilesmeden dolay: i ’inci amino asite farkli

dogrultularda uygulanan kuvvet bilesenleri

1| 12 1
i — K |12 (S2) g q by e 1+ —
x,yukli — l],ruz ij . QLq] ij 7
tj | tj tj

i 1 i
i 1 a,l'j kT 1
yyikda = Yij Tz Kij (12 (| +aqiqjbije ™| Kk+—
rij | Tij ri' |

1| 12 1\]
L =z.—K.. |12 4ij +qg:g:b::e ¥ [k + —
z,yukli — “ij 7. .2 ij 7. qi QJ ij 7

tj | tj /]

dir. Benzer sekilde j’inci amino aside etkiyen kuvvet bilesenleri Fy juq = —Fo yina

olacaktir. Burada @ = x, y, z bilesenlerini (dogrultularini) temsil etmektedir.
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3.3. Langevin Dinamigi

Kullanacagimiz Go-modelinde; amino asitlere her dogrultuda etkiyecek kuvvetler,

toplam konformasyon enerjisi Vioplam gradyenti alinarak hesaplanmaktadir.
Fkonf = _V(Vgerilme+Vegilme+Vbﬁkﬁlme + VL]+VSterik+Vyﬁklﬁ)

Dolayistyla, sistemde sadece proteini olusturan amino asitler arasinda etkilesme

oldugundan; her amino asit i¢in yazilacak hareket denklemi

d?x;(t)

m; dt2 = Fkonf(t)

formunda olacaktir. Fakat kullandigimiz model yaklagimina sistemin bir 1s1 rezervuari
ile ¢ok hafif bir etkilesme icinde oldugunu (yani, dengeden uzaklasmadan sistem ¢ok
hafif bir sekilde pertiirbe ediliyor) farz ettigimizde; yukaridaki hareket denklemi

asagidaki matematiksel forma sahip olur.

dle' (t) dxl'
mi—5 = Fione(t) — myy; TS + n;(t)

veya

mo(t) = Fione(t) —myv(t) + ()

Bu esitliklerde m, v, Fyon¢, ¥, v ve 1) terimleri sirasiyla; kiitle, ivime, konformasyonel
kuvvet, siirtiinme katsayisi, hiz ve rastgele kuvveti ifade ederler. Siirtlinme katsayis1 y,

0.057 7L’ esit olacak sekilde alinmustir. Rastgele kuvvet 1,
<n(n(t') >=2mykgTA(t —t")

oto-korelasyon sartin1 saglamaktadir. Ayrica her zaman adiminda her amino aside her

dogrultuda etkiyen rastgele kuvvet asagidaki gibi hesaplanmaktadir.

2mykgT 1/2
n= () &

Bu esitlikte ¢; teriminin degerleri; ortalamasi sifir olan ve [-1,1] araliginda normal

dagilimina uygun sekilde gelisigiizel sayi iireten bir fonksiyondan ¢agirilmaktadir.
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Bu hareket denklemlerine bagli olarak amino asit koordinatlarinda ve hizlarindaki

degisim yine Verlet algoritmasi yardimiyla asagidaki esitliklerle hesaplanmaktadir [30].
x(@) = x()) + Atv, () + AP[FRGE D + Foiesgee (D — v (D)]/2
y(@) =y (@ + Atv, (D) + AL [FPRE () + Fyiasigee () — vy, (D)]/2
2(i) = z(D) + Atv, (D) + AP [FRGH () + Friisigee () — v, (D] /2

Her bir farkli koordinata gore FOnceki ponceki yo ponceki tonjeri bir dnceki yani eski
x,konf » *'y konf z,konf

konformasyonel kuvvetlerdir. F. ,?‘;ggggele , F;?g‘;’l‘éele F;Egggele terimleri ise her bir farkli

koordinatlara gore eski rastgele kuvvetlerdir.

Parcaciklarin hizlarindaki degisim ise;

. . ki
ve(@) = e (@) + ¢z | | FoReei(0) + FEnseldyo (i) + Fl (i) + FY Ie‘;lsltgele(l)]

ki ki -
v, (i) = cyoy (i) + ¢, | Fyont (D) + °';;§tglele(t)+Fyi‘2,‘nf(z)+Fyyi2;tgele(t)]

v, (1) = v, (D) + ¢z | | FoRsei(i) + FEnsteyo (i) + Fljpone(D) + F y:;sltgele(i)]

denklemleri elde edilir. Bu denklemlerdeki c,, c; ve c, terimleri asagidaki gibi

tanimlanmis sabitlerdir. Bu sabitler;

yAt

C0=2m

¢; =1 —co)(1—co+co?)
At 5
Cy =ﬁ(1—C0+C0 )
seklinde hesaplanmaktadir. Sistemin zaman 6l¢egi ise

ma?

T =
€o

ile ifade edilmektedir. Burada a ve ¢, terimleri sirasi ile pargaciklarin yaklasabilecegi
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minimum mesafe degeri (a = 4) ve sistemin enerji 6l¢egi (g, = 1)’dir.

Sistemin zaman Olgegi T, ne kadar kii¢iik ise proteinleri meydana getiren atomlar arast
etkilesmeler o derece giicliidiir. Simiilasyonda proteinlerin dinamiklerini ve enerji
degisimlerini inceleyebilmek amaciyla 400 adimda bir konformasyon bilgisi
kaydedilmistir. Buradaki amag¢ ele alinan konformasyonlarin birbirinden bagimsiz

olmasin1 saglamaktir.
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4. BULGULAR

Yiikli etkilesmelerin protein dinamigine etkilerini incelemek i¢in kullandigimiz Go6-
modellerinin detaylar1 Onceki bolimlerde verilmisti. Bu modellerin etkilesim
potansiyelleri

V(l) — VO + V[lquIl

toplam

Voptam = Yo + V™" + Vi

toplam

V(3) =V, + V[ljlsa

toplam

4
V= Vo + VS + Ve

toplam

idi. Yerel etkilesme terimleri (Vierel = Vgeriime +Vegiime + Vbikiime) Ve Kkatlt yapida
etkilesmeyen amino asitlerin birbirilerine asir1 yaklagmasini engellemek i¢in kullanilan
sterik terimi (Vierix); gelistirilen tim modellerde Vo = Vierel + Vieeri terimi olarak
kullanilmaktadir ve degismemektedir. Dolayistyla, modelleri birbirinden farklilagtiran
katlh yapidaki bagsiz etkilesmelerin uzun veya kisa erisimli olmasi1 ve yikli
etkilesmelerin dinamige dahil edilip edilmedigidir. Kullandigimiz modelleri kolay ifade
edebilmek icin M(® parametresi kullanilacaktir. Burada i indisi 1,2,3,4 degerlerini
almakta olup, yukarida verilen etkilesim potansiyellerindeki {ist-indise karsilik
gelmektedir. M ve M® modellerinde yiiklii etkilesmeler protein dinamigine dahil
edilmemistir. M modelinde katli yapidaki bagsiz etkilesmeler uzun erisimli ve M
modelinde ise kisa erisimlidir. M® ve M® modelleri ise; sirastyla M ve M®

modellerine yiiklii etkilesmelerin dahil edildigi modellerdir.

Bu arastirmada yapisal olarak birbirinden farkli {i¢ protein ailesinden, deneysel olarak
iki-durum davranig1 gosteren 11 tane protein ele alinmigtir. Bu proteinlerden 4 tanesi
tamamiyla a - yapili protein ailesinden, 4 tanesi tamamiyla 8 - yapili protein ailesinden,
3 tanesi ise @ + f - yapili (karigik yapili) protein ailesinden secilmistir. Bu protein seti

olusturulurken; secilecek proteinlerin farkli miktarlarda yiiklii amino asit icermeleri ve

38



farkli pozitif ve negatif yiiklii amino asit kombinasyonlara sahip olmasma dikkat

edilmisgtir.

Protein setini olusturan proteinlerin X-1s1n1 kristalografi deneylerinden elde edilmis 3-

boyutlu katli yapilar1 ve Protein Veri Bankasi (PDB) kodlart Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3’te

gosterilmigtir.

PDB Kodu: 1enh

PDB Kodu: 1fex

PDB Kodu: 1ryk

PDB Kodu: 1w4j

Sekil 4.1 Tamamiyla a-yapili protein ailesinden secilen proteinlerin katli yapilar1 ve

PDB kodlan

PDB Kodu: 1bf4

PDB Kodu: 1jo8

PDB Kodu: 1shf

PDB Kodu: 1shg

Sekil 4.2 Tamamiyla B-yapili protein ailesinden secilen proteinlerin katli yapilar1 ve

PDB kodlan
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PDB Kodu: 1pgb PDB Kodu: 2ci2 PDB Kodu: 2ptl

Sekil 4.3 a + f - yapili protein ailesinden secilen proteinlerin katli yapilart ve PDB
kodlar1

Bu calisma da kullandigimiz modellerin tamami Go-modeli yani protein spesifik
olduklar icin; katli yapida etkilesen amino asitlerin belirlenmesi ve her protein igin
etkilesim kontak haritalarinin olusturulmasima ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu baglamda
proteinlerin katli yapisinda etkilesen amino asitleri belirlemek i¢in mesafe kriteri
kullanilmistir. Bu kritere gore; eger bir amino asidin agir atomlarindan (yani, hidrojen
atomu hari¢) en az bir tanesi, diger amino asidin agir atomlarindan birisi ile 4.5
Angstrom’den daha yakin mesafede bulunuyorsa bu iki amino asidin etkilestigi kabul
edilmektedir. Proteinlerin kath yapisindaki toplam bagsiz kontak sayist (Nf29 );
proteinlerin amino asit sayist ( L ), tikizli§i ve amino asit igerigine gore
degisebilmektedir. Inceledigimiz proteinlerin katl yapilari ile ilgili bilgiler asagidaki
tablolarda (Tablo 4.1, 4.2 ve 4.3) detayli verilmistir

Diger taraftan, katli yapidaki yiikli etkilesimleri belirlerken dikkate alinan kriterler
sunlardir: (a) protein zinciri {izerinde birbirleri ile i, i + 3 mesafesinde bulunan yiikli
amino asitler mesafelerine bakilmaksizin etkilestikleri, (b) j > i + 3 kosulunu saglayan
yiklii amino asit g¢iftlerinin agir atomlarmin birbirine 6 Angstrom’den daha yakin
oldugu durumda etkilestikleri kabul edilmektedir. Dikkat edilmesi gereken diger husus:
katli yapida etkilesmeyen yiikli amino asitlerin birbirleriyle etkilesmesin miisaade

ediliyor olmasidir. Proteinlerde aspartik asit (ASP veya D) ve glutamik asit (GLU veya
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E) negatif yiikli iken, arjinin (ARG veya R) ve lizin (LYS veya K) ise bazik yani
pozitif yiiklii amino asitlerdir. Yiiksek pH’da pozitif yiiklii davranan histidin (HIS veya

H) amino asidi, yiiksiiz olarak kabul edilmistir.

Tablo 4.1, 4.2 ve 4.3’te gosterilen parametreler sdyle tanimlanmaktadir: LY., . ve L,

yukli yukli

strastyla proteindeki pozitif ve negatif yiiklii amino asit sayilar; L7, pozitif ve negatif

yuklu

N(;ekla

yUklii amino asit sayilarmin toplami; Ny

farkli yiiklere sahip olan ve kath yapida

etkilesen amino asitler arasi toplam gekici etkilesme sayisi; NI aym yiiklere sahip

olan ve katli yapida etkilesen amino asitler arasi toplam itici etkilesme sayisi; NjtL

katli yapidaki yiiklii itici ve ¢ekici etkilesme sayisi toplami (yani, Nfatl, = N ceﬁigk +

VA Lyuklu /L proteindeki yiiklii amino asit yiizdesi; N, /L proteindeki amino
asit bagina diisen ortalama kontak sayidir.

Tablo 4.1 Tamamiyla a-yapili protein ailesinden se¢ilmis proteinlerin amino asit
icerikleri ve katli yapidaki bagsiz ve yiiklii etkilesme bilgileri

oo | LT _ ket | vici | e

L | Lyyay yuTklu Lysan | Lywau | Nionta k‘rmk Nigntak | Nionsal Niontak
lenh | 54| 19 0.35 13 6 99 1.83 22 11 11
1fex |59 | 15 0.25 9 6 87 1.47 14 6 8
Iryk |69 | 29 0.42 14 15 127 1.84 45 24 21
1wd4j | 51| 16 0.31 9 7 69 1.35 17 14 3

Tablo 4.1, 4.2 ve 4.3 dikkatli incelendiginde; amino asit basina diisen ortalama bagsiz
etkilesme sayisimn NfUL, /1, tamamiyla a-yapili protein ailesi mensuplar igin cok
daha diisik oldugu gozlemlenecektir. Yiiklii etkilesmeler protein dinamigine dahil
edildiginde, katli yap1 enerjisi (Ey,y,)’ ne net katkist analiz edildiginde; lenh ve Ipgb
proteinleri katli yapisinda esit miktarlarda ¢ekici ve itici yiikli etkilesme oldugu igin
E\.u, degeri degismezken, 1fex ve 1shf proteinleri kathi yapisinda itici etkilesme miktari

daha fazla oldugu icin E},, degeri artarken, diger tiim proteinlerde cekici etkilesme

miktart daha fazla oldugu icin E),, degeri dismektedir (Bakiniz Tablo 4.4).
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Tablo 4.2 Tamamiyla B-yapili protein ailesinden se¢ilmis proteinlerin amino asit
icerikleri ve katli yapidaki bagsiz ve yiiklii etkilesme bilgileri

_ | LT _ kath | SO
" K

L | Ly, yzklu Lysaa | Lywan | NI % N | Nio ol Vi ok
1bf4 | 63 26 0.41 16 10 136 2.16 32 18 14
1jo8 | 58 18 0.31 3 15 137 2.36 17 9 8
1shf | 59 15 0.25 4 11 129 2.19 11 4 7
1shg | 57 19 0.33 10 9 131 2.30 16 11 5

Diger taraftan kathi yapidaki etkilesmelerin uzun erisimli oldugu M® ve M®

T ve TA): kisa erisimli M®

modellerinden elde edilen gegis sicakliklar1 (sirastyla T, hax

ve M™® modellerinin gegis sicakliklarindan (sirastyla Tlfliz( ve T,fjg() daha ytiksek olarak
elde edilmektedir. Bunun sebebi; amino asitlerin birbirini daha uzak mesafelerde
hissetmeleri dolayisiyla etkilesmelerin iyice zayifladigi uzak mesafelere gitmek icin
daha yiiksek kinetik enerjiye (dolayisiyla, sicakliga) ihtiya¢ duymalaridir. Bununla
birlikte; katli yapidaki bagsiz etkilesimleri aynmi erisim mesafesine sahip model
giftlerindeki (yani, M@ - M@ ve M® - M® model ciftleri) farklilik; yiiklii
etkilesmelerin dinamige dahil edilip edilmemesidir.  Iste, katli yapidaki bagsiz
etkilesmelerin uzun erisimli oldugu M-M®@) model ¢ifti ile kisa erisimli oldugu M-
M® model giftinin gegis sicakliklarindaki degisim kiyaslandiginda; erisim mesafesi
farkliligindan kaynaklanan gegis sicakligi degisimi (T,flg(—Tg(), yiikli etkilesmelerin
dinamige dahil edilip edilmemesinden kaynaklanan gecis sicakligi degisimlerinden
(Tn(g(—TIfil veya Tlfliz(—Tn(lg) elde edilen farkliliktan daha yiiksektir. 2c¢i2 proteinini

ornek olarak ele alirsak; ytiklii etkilesmelerin dinamige dahil edilmedigi, sadece erigim

mesafeleri farkli M ve M®) modellerinin gecis sicakliklar 7Y ve TG

max max

kiyaslandiginda Trg(—Tng( = 0.980 — 0.882 = 0.098’lik bir fark elde edilmektedir.
Benzer sekilde T —T® =0.980 —0.990 = —0.010 ve TS 7% =0.882 —

max max max max

0.890 = —0.008 farklar1 incelendiginde (Tablo 4.4); yiiklii etkilesmelerin gegis sicaklik

degisimleri katkisinin daha minimal oldugu anlasilmaktadir.
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Tablo 4.3 a + B -yapili protein ailesinden secilmis proteinlerin amino asit igerikleri ve
katl1 yapidaki bagsiz ve yiiklii etkilesme bilgileri

| A L;—i’iilii L= L= kath N lﬁﬁﬂéak Ajkath ~yeekici | fyitici

L | Ly I yikli | Lyikia | Nyontak I Nyontak | Nyontad Nkontak
1pgb | 56 16 0.29 6 10 112 2.00 14 7 7
2¢i2 |64 21 0.33 10 11 131 2.04 28 17 11
2ptl | 62 16 0.26 7 9 120 1.94 12 8 4

Diger taraftan, gegis sicakliini etkileyen diger bir unsur; katli yapida amino asit bagina
diisen ortalama katli yapi enerjisi Ej,y,/L dir. inceledigimiz Go-modellerinde katl
yapida etkilesen amino asitlerin bagsiz etkilesim biiyiikliikleri esittir (yani, €< = 1).

Dolayistyla yiiklii etkilesmelerin dinamige dahil edilmedigi M™® ve M®) modellerinde;

Eiory = =N > dir, Fakat yiiklii etkilesmeler protein dinamigine dahil edildigi M® ve
M® modellerinde katli yap1t enerjisi Ejag, = —NS2W + 0.8(Ntd | — Nﬁsﬁigk)

olmaktadir. Tablo 4.4’de goriilecegi gibi amino asit basina diisen ortalama katli yap1
enerjisi Ey.y, /L artiyorsa gegis sicakligi azalmakta, Ey,.,/L azaliyorsa gegis sicakligi

artmaktadir.

Protein setindeki proteinlerin i¢erdikleri yiiklii amino asit oranlart ile kathi yapidaki
yiiklii etkilesim miktarlar1 incelendiginde yiiksek degiskenlik gézlemlenmektedir (Tablo
4.1, 4.2 ve 4.3). Mesela, kath yapida yiiklii amino asit basina diisen ortalama yiiklii

etkilesim sayist Nyt / Lyuklu, Iryk proteini i¢in 1.55 iken 1shf proteini i¢in 0.73’tiir.

Ayrica 1ryk ve 1shf proteinlerindeki yiiklii amino asit sayismm L toplam amino

yuklu’

asit sayis1 L oranina (L7 . /L) baktigimizda; lryk ve Ishf igin sirasiyla 0.42 ve 0.25

yukli
olarak bulunmaktadir (Tablo 4.1 ve 4.2). Bununla birlikte; proteinlerdeki pozitif ve

negatif yiiklii amino asit sayilar1 (sirasiyla L7 ve Loiqs ) ne kadar farklilik

yukli yukli
gosterirlerse gostersinler; katli yapida ¢ekici etkilesmeleri maksimum yapacak sekilde

organize olmaya ¢aligirlar. Ornegin 1jo8 proteininde, pozitif ve negatif yiiklii amino asit

sayilar1 ¢ok farkl (Lyuklu 3 ve Lyz=15) olmasina ragmen; kath yapisindaki toplam
yiiklii etkilesme sayis1 N = 17 iken cekici yiiklii etkilesme sayisi Nﬁgﬁ;{ 9 ve

AFitici

itici etkilesme sayis1t Ny = 8’°dir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.4 Inceledigimiz proteinlerin 4 farkli modelden elde edilmis termodinamik ve
kinetik verileri

Protein | Model | Eyou, | Tim | Tmax | Ks |AF% | AFg | log,  ki™
M® | -99.0 | 0.983 | 0.980 | 0.51 | 027 | 043 | -5.28
M@
z| 1 |y | 2000|0871 | 0.870 | 0.98 | 145 | 227 | -5.66
= M® | -99.0| 0861 | 0.861 | 0.80 | 1.19 | 2.13 | -5.61
5 M® | -87.0| 0.827 | 0.830 | 0.41 | 0.02 | 023 | -5.16
§ 1fex M@
s M® | -87.0|0.747 | 0.746 | 0.54 | 0.55 | 1.38 | -5.36
= M® | 8540766 | 0.763 | 0.55 | 0.63 | 1.40 | -5.39
g, M® | -127.0 | 0.943 | 0.940 | 0.46 | 0.13 | 0.39 | -5.47
S M@
S| Ivk | y® 21270 0850 | 0850 | 067 | 092 | 142 | -5.62
£ M® | -129.4| 0.886 | 0.884 | 0.52 | 033 | 0.67 | -5.50
£ M® | -69.0| 0.855 | 0.850 | 0.45 | 0.21 | 0.60 | -5.13
S| opwaj | M@
Vol M® | .69.0] 0.791 | 0.788 | 0.59 | 0.82 | 2.20 | -5.38
M® | -77.8| 0.803 | 0.802 | 0.54 | 0.59 | 2.03 | -5.29
M® | -136.0| 1.016 | 1.020 | 0.46 | 0.14 | 031 | -5.32
| 1ofa | M?
Z M® | -136.0] 0.932 | 0.928 | 0.79 | 0.88 | 1.92 | -5.73
E M® | -139.2]0.939 | 0.941 | 0.49 | 0.27 | 1.04 | -5.48
g M® | -137.0 | 1.055 | 1.050 | 0.98 | 1.99 | 2.39 | -5.87
S @
S| 1508 | M
& M® | -137.0] 0.961 | 0.962 | 1.01 | 5.07 | 6.64 | -7.22
= M® | -137.8] 0.982 | 0.979 | 0.99 | 3.56 | 5.02 | -6.67
g, M® | -129.0 | 1.046 | 1.050 | 0.98 | 1.85 | 2.30 | -5.87
= M@
2| Ishf e | 1200 0945 | 0.946 | 1.01 | 480 | 6.60 | -721
£ M® | -126.6] 0.934 | 0.936 | 1.01 | 5.11 | 6.84 | -7.32
g M® | -131.0 | 1.063 | 1.060 | 1.00 | 2.80 | 3.33 | -6.12
= @
= 1shg M
M® | -131.0] 0.961 | 0.960 | 1.01 | 6.61 | 8.86 | -7.74
M® | -135.8]0.991 | 0.987 | 1.01 | 6.02 | 7.73 | -7.29
M® | -112.0 | 0.970 | 0.970 | 0.60 | 0.68 | 1.16 | -5.53
— Toeb M@
g P8 M® | -112.0 ] 0.886 | 0.882 | 1.00 | 3.10 | 5.18 | -6.46
g M® | -112.0 | 0.886 | 0.884 | 1.00 | 2.97 | 5.15 | -6.47
Z M® | -131.0 | 0.974 | 0.980 | 0.98 | 2.02 | 242 | -5.97
2 g2 M®@
= M® | -131.0] 0.881 | 0.882 | 1.01 | 4.60 | 6.45 | -6.86
5 M® | -135.8 | 0.890 | 0.890 | 1.01 | 5.76 | 7.18 | -7.39
> M® | -120.0 | 0.940 | 0.940 | 0.86 | 1.14 | 1.69 | -5.68
| pa | M?
M® | -120.0 | 0.856 | 0.854 | 1.01 | 4.09 | 6.22 | -6.94
M® | -1232]0.875 | 0.872 | 1.02 | 3.72 | 575 | -6.84

44



Anlatim kolaylig1 olmasi bakimindan; bu boéliimde verilecek tiim sekillerde her model
icin elde edilen sonug farkli bir renk ile gosterilecek ve bu renk formati tiim sekillerde
korunacaktir. Modeller icin yaptigimiz renk tanimlamasi: M) modeli siyah renk, M(?
modeli yesil renk, M® modeli kirmizi renk ve M® modeli mavi renk ile

gosterilecektir. Tablo 4.4’te ayn1 model ve renk uygulamasi kullanilmistir.

I I I
0 le+08 2e+08 3e+08 4e+08 5e+08

zaman, ¢

Sekil 4.4 Model gegis sicakliklarinda elde edilmis 1shg proteini yolaklari.

Inceledigimiz proteinlerin termodinamik davramislarini ortaya ¢ikarmak igin farkli
sicakliklarda protein yolaklar1 elde edilmistir. Konformasyon uzaymin yeterince iyi
orneklenmesini saglamak i¢in her modelin gegis sicakligi ayr1 ayri bulunmustur. Gegis
sicakligr T, bulunurken katli ve acik yapi1 toplulugu popiilasyonlarinin esit olmast ve

11 kapasitesi maksimumu sartlart kullanilmistir.

Sekil 4.4’te 1shg proteini i¢in dort farkli modelden elde -ettigimiz yolaklar
verilmektedir. 1shg proteini i¢in model gecis sicakliklar Tng( = 1.060 (siyah),
T? =1.090 (yesil), TS =0960 (kirmizt) ve TP =0.987 (mavi) olarak

bulunmustur (Tablo 4.4 ve Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 1shg proteini icin 1s1 kapasitesinin sicaklifa gore degisimi.

Sekil 4.4’te goriilebilecegi gibi uzun erisimli etkilesimli model yaklasimlarinda (M
ve M®)), hem gecis sicakliginin yiiksek olmasi hem de amino asitler birbirlerini uzak
mesafelerde hissedebildikleri icin, katlanma ve agilma gegisleri ¢ok kolay (hizli)
gerceklesmektedir. Kisa erisimli model yaklasimlarinda (M® ve M®) ise; amino
asitlerin birbirini hissetmeye (¢cekmeye) baslamasi igin yeterince yakin mesafeye
(rij < ri(]’- + 1.4) gelmeleri gerektigi i¢in konformasyonel gecisler sirasinda gecis durum
konformasyonu olarak adlandirilan konformasyonlara ulasmak daha uzun stireler

alabilmektedir. Ayn1 zamanda katlanma/agilma yolaklar1 sayis1 daha da azalmaktadir.

Bu nedenle katlanma ag¢ilma stireleri artmaktadir.

Yiikli etkilesmeler dinamige dahil edildiginde; katli yapida olmayan yiiklii etkilegsmeler
de protein dinamigine katki sagladigi i¢in, bu yiikli etkilesmelerin termodinamik

kararlilik, kooperativite ve kinetige katkisi farkli olabilmektedir. Ornegin 1shg proteini
= E}E:t)h = —135.8 olarak elde

icin katli yap1 enerjileri Elgt)h = Elgt)h =—-131.0 > Elgt)h
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edilmistir. Yani, yiikli etkilesimler dinamige dahil edildiginde katli yapilar daha kararlt
(daha diisiik enerjili) hale gelmektedir. Fakat serbest enerji bariyer yiikseklikleri (Tablo

4.4 ve Sekil 4.8, 4.9) incelendiginde; 1shg proteini igin AFZE(I) = 2.80, AF,ZE(Z) = 2.28,

AF;B) = 6.61 ve AFEM) = 6.02 olarak gozlemlenmektir. Diger bir deyisle; yiikli

etkilesmeler 1shg proteininde katlanma ve agilma gecislerini hizlandirmaktadir.

100 i
SN b

-1005 o108 20408 36408 4e+08 50408

zaman, ¢

Sekil 4.6 Model gecis sicakliklarinda elde edilmis 2ci2 proteini yolaklari.

Tiim modeller icin katli yap1 enerjileri 1shg proteini ile ayni olan 2ci2 proteinini

kiyaslamali olarak inceleyelim: (i) her iki proteinin tim modellerinin katli yapi

enerjileri birbirine esit (yani, E]St)h = Elgzt)h =-131.0 > Elgt)h = Eé:t)h = —135.8); (i)
2¢i2 proteininin amino asit sayist L = 64 olup, 1shg proteininin amino asit sayisindan

L = 57 daha biiyiiktiir. Dolayistyla, tiim modellerde amino asit basina diisen enerji
miktari (Elgé)th/ L), 2ci2 proteini i¢in daha diisiik olacagindan elde edilen model gecis
sicakliklart daha diisiiktiir. 2ci2 proteini i¢in elde edilen model gegis sicakliklari;

7Y = 0.980, T? =0.990, T® = 0.882 ve T) = 0.890 (Bakiniz Tablo 4.4 ve

max max max max

Sekil 4.7)’dur.
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Sekil 4.7 2ci2 proteini i¢in 1s1 kapasitesinin sicakliga gore degisimi.

2ci2 proteininin katlanma yolaklar1 (Sekil 4.6) ve serbest enerji profilleri (Sekil 4.8 ve
4.9) analiz edildiginde; Ishg proteinin aksine yiklii etkilesmelerin serbest enerji

bariyerini arttirdigr gozlemlenmektedir. Her model icin elde edilen serbest enerji

bariyeri yikseklikleri: AFF = 2,02, aF” =236, AFF® = 4.60 ve aAF:™” =
5.76’dir. Yani yiukli etkilesmeler protein dinamigine eklendiginde; 1shg proteininin

aksine 2¢i2 proteinin katlanma hizin1 yavaslatmaktadir.

Sekil 4.8’de reaksiyon koordinati konformasyonel enerji E ile serbest enerji profili
degisimi gosterilmektedir. Bu analiz sistemin enerjetik olarak nasil degistigi hususunda
bilgi vermektedir. Katli yapidaki bagsiz etkilesimlerin erisim mesafelerinin degismesi,
acik yap1 toplulugu dagiliminda 6nemli bir degisiklik yapmazken, katli yap:1 toplulugu
ve gecis durum (bariyer) bolgesi dagilimini etkilemektedir. Detayli izah etmek
gerekirse; katli yap1 toplulugu minimumu ve gecis durum bolgesi tepesi, uzun erisimli
modellerden kisa erisimli modellere geg¢ildiginde kaymaktadir. Yani, kathh yap1

toplulugu minimumu ve gegis bolgesi tepesi daha diisiik enerjili konformasyonlara
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dogru kaymaktadir. Bu kayma; katli yap1 ve acik yapi topluluk minimumlarii daha

ayristirdig i¢in kisa erigimli modellerin kooperativitesini arttirmaktadir.

—
O

N

n

Serbest Enerji Profili, -In P(E)
S

N

0 50 100 150
E E

(e

Sekil 4.8 Konformasyonel enerji E reaksiyon koordinati olarak secildiginde elde edilen
serbest enerji profilleri.

Yiikli etkilesmelerin dinamige dahil edilmesi; katli ve acik yap1 toplulugu dagilimlarini
degistirmese de, geg¢is durum bdlgesi olarak tanimlanan ve serbest enerji profilinde
bariyerin tepe bolgesi civari olarak tanimlanan bolgede ki dagilimi etkilemektedir.
Diger bir deyisle; serbest enerji bariyeri yiiksekligini degistirmektedir. Onceki kisimda
bahsettigimiz gibi; yiiklii etkilesmelerin bariyer yiiksekligine etkisi proteinden proteine
degismektedir. Mesela Sekil 4.8 ve 4.9°da goriilebilecegi gibi; 2ci2 ve 1shf

proteinlerinde bariyeri yiikseltirken, 1shg ve 1jo8 proteinlerinde bariyeri diisiirmektedir.

Sekil 4.9’da reaksiyon koordinati olarak katli yapiya benzerlik parametresi Q
secildiginde; reaksiyon koordinati ve serbest enerji profili degisimi gosterilmektedir.
Katli yapiya benzerlik parametresi Q konformasyonlarin ne kadar agik veya tikiz oldugu
hakkinda (yani, yapisal bilgi) verir. Bu analize gore; yiiklii etkilesmelerin dinamige
dahil edilmesi sadece bariyer yiiksekligini etkilemektedir. Reaksiyon koordinatinin
konformasyonel  enerji  secildigi  durumla  tamamen  benzer  degisimler

gozlemlenmektedir.
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Sekil 4.9 Katli yapiya benzerlik parametresi Q reaksiyon koordinati olarak se¢ildiginde
elde edilen serbest enerji profilleri.

Katli yapidaki bagsiz etkilesimlerin erisim mesafesi farkli oldugunda yapisal olarak;
kath, agik ve gecis bolgesi dagilimlart degismektedir. Bu farkliliklar su sekilde
Ozetlenebilir: (i) uzun erisimli modellerde katli yap1 toplulugu minimumuna karsilik
gelen konformasyonlar daha agik yapili (Q = 0.80 civarinda) iken kisa erisimli
modellerde daha tikizdir (Q = 0.98 civarinda); (ii) uzun erisimli modellerde acik yap1
toplulugu minimumuna karsilik gelen konformasyonlar daha tikiz yapili (Q = 0.15
civarinda) iken kisa erisimli modellerde daha acgik yapilidir (Q = 0.05 civarinda); (iii)
uzun erisimli modellerde gecis bolgesi toplulugu maksimumuna karsilik gelen
konformasyonlar daha agik yapili (Q = 0.5 civarinda) iken kisa erisimli modellerde
daha tikiz yapilidir (Q = 0.6 civarinda). Diger bir deyisle, uzun erisimli modellerden

kisa erisimli modellere giderken yapisal ayrisma artmaktadir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez caligmasinda molekiiler dinamik simiilasyon yontemi kullanilarak; ti¢ farkli
protein ailesine mensup 11 proteinin 4 farkli model yaklagimi altinda, yikli

etkilesmeleri protein dinamigine etkileri incelenmistir.

Elde ettigimiz sonuglar yiiklii etkilesmelerin protein dinamigine katkisinin ¢ok farkli
olabilecegini gostermistir. Ozellikle yiiklii etkilesmelerin gecis durum bélgesine olan
etkileri kritik onem tagimaktadir. Deneysel olarak diigiik kararlilikli ara durum ve gegis
durum konformasyonlarinin elde edilmesi giiniimiiz teknolojileri ile neredeyse imkansiz
olmasindan dolay1; ara durum konformasyon analizleri en sicak arastirma konularindan

olmustur.

Bu tez ¢aligmasinda elde edilen sonuglar bilimsel olarak hem olabildigince 6zgiin hem
de ilgingtir. Fakat elde edilen sonuglarin katli yapidaki yiikli etkilesmelerden mi, yoksa
katlh yapida birbirleriyle etkilesmeyen ama konformasyonel degisimler sirasinda
birbirleriyle etkilesen yiiklii amino asitlerden mi kaynaklandiginin detayli olarak

irdelenmesi gerekmektedir.

Bu calisma yukaridaki analizler gerceklestirilerek yakin gelecekte bilimsel arastirma

makalesi olarak yayinlanma potansiyeline sahiptir.
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