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MOLEKULER DINAMIK SIMULASYONLARI KULLANILARAK LOSIN
TASIYICI PROTEINLERIN VE DINEIN MOTOR PROTEINLERIN
TERMODINAMIK OZELLIiKLERINIiN iINCELENMESI

OZET

Hiicrelerin diizgiin bir sekilde calisabilmesi ve canliligin devami i¢in proteinler temel
unsurlardir. Tastyic1 ve motor proteinler hiicrede ¢ok ¢esitli gorevleri yerine getirerek
hiicrelerin organizasyonu ve diizenlenmesinde Onemli rol alirlar. Biyomolekiiler
makina olarak ¢alisan bu proteinler fonksiyonlarmi gergeklestirmek i¢in termodinamik
bir ¢evrim {izerinde ¢alisir ve ¢evrim boyunca yapisal bir gegisi tamamlarlar. Cevrim
boyunca proteinin termodinamik ozellikleri degismektedir ve proteinin yapi ve
fonksiyonunu kavramak igin bu degisimin anlagilmasi ¢ok Onemlidir. Bu tez
calismasinda, iki protein i¢in ¢evrim boyunca degisen farkli termodinamik 6zellikler
molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlar1 ve istatistiksel termodinamik yontemleri
kullanilarak incelenmistir. Ik olarak MD simiilasyonlar1 ve istatistiksel termodinamik
yontemleri kullanilarak 16sin tasiyici proteinin (LeuT) termodinamik ¢evrimi boyunca
serbest enerji yiizeyi olusturulmus ve bu proteinin ¢evrim boyunca ¢ift katmanli lipit
tabaka iizerine yaptig1 basing profili elde edilmistir. Ikinci olarak dinein motor
proteininin mikrotiibiile (MT) baglanma ve kopmasit MD simiilasyonlar1 ile
modellenmis ve bu baglanma kopma ¢evrimi boyunca proteinin serbest enerji profili
Jarzynski esitligi kullanilarak hesaplanmaistir.

LeuT, hiicre zarma gomiilii halde bulunur ve 16sin, alanin gibi kii¢iik amino asitleri
hiicre zar1 boyunca tasimada gorevlidir. Bu protein sodyum simport tasiyicilari
(neurotransmitter: sodium symporter, NSS) ailesine aittir. NSS tasiyic1 proteinler
ikincil tasiyic1 proteinlerdir ve bu proteinler hiicre zar1 boyunca iyonlarin
konsantrasyon gradyanindan gelen enerjiyi kullanarak substratlarin tasinmasimni
saglarlar. LeuT dimerik bir yapiya sahiptir ve yapidaki her bir monomer 12
transmembran (TM) sarmaldan olusur. Bu sarmallar iki ters 5-sarmal tekrar1 (TM1-5
TMG6-10) halinde diizenlenmislerdir ve TM1-TM6 ile TM3-TM8 sarmallarinin orta
kisimlar1 substrat baglanma bolgesi olarak bulunur. LeuT, 16sin veya alanin amino
asitlerine ek olarak iki adet sodyum baglanma bolgesine (Nal ve Na2) sahiptir.
Termodinamik ¢evrimi boyunca LeuT’nin TM1a-TM6b ve TM1b-TM6a sarmallari
hiicre i¢ine bakan (IF) ve hiicre disina bakan (OF) yapilar olusturmak iizere hareket
ederler. LeuT IF ve OF yapilari ise hiicre i¢i ve dis1 ortamlarina agik (IFo ve OFo) ve
kapali (IFc ve OFc) halde bulunabilmektedir. Substrat tasima ¢evrimi boyunca LeuT
hiicre disina bakan agik halinden hiicre i¢ine bakan agik halleri arasinda gegis yaparken
cesitli termodinamik hallerden gegmektedir. Bu termodinamik haller boyunca LeuT
yapisal olarak degisir ve bu degisim cift katmanl lipit tabaka lizerinde bir basinca
neden olur.

Bu tez c¢alismasi ile LeuT’nin IFo>OFo halleri arasindaki TM sarmallarinin
hareketlerindeki degisim gecis Olcekte MD simiilasyonlar: ile incelenmis ve bu
simiilasyonlardan gelen basing verileri kullanilarak lipit tabaka iizerindeki basing
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profilleri 7 farkli termodinamik hal i¢in elde edilmistir. Gur ve dig. (2015) tarafindan
dimerik formdaki LeuT kullanilarak LeuT monomerinin serbest enerji yiizeyi
olusturulmustur. Bu tez ¢aligmasinda Gur ve dig. (2015) tarafindan olusturulan enerji
yiizeyinden apo LeuT’nin OFo=IFo halleri boyunca goriilen 7 termodinamik hali
temsilen monomer haldeki yapilar se¢ilmistir. Secilen monomer yapilar VMD
programi kullanilarak ¢ift katmanl lipit tabakanin merkezine yerlestirilmistir. Daha
sonra lipit tabaka tizerine yerlestirilen protein yapilar1 fizyolojik sartlarin saglanmasi
icin VMD programmin “Solvate v1.5” eklentisi kullanilarak su i¢inde ¢0ziilmiis ve
“Autoionize v1.5” eklentisi kullanilarak NaCl ile iyonize edilmistir. Elde edilen
sisteme NAMD programi kullanilarak ilk basta minimizasyon ve dengeleme
simiilasyonlar1 yapilarak sistemin dengeye gelmesi saglanmistir. Dengeye gelen
sistemlerin yapisal gegisi boyunca lipit tabaka {izerindeki basmg¢ degisiminin
anlasilmasi i¢in her bir hal i¢in 150 ns MD simiilasyonlar1 yapilmistir ve bu
simiilasyonlardan basing verileri elde edilmistir. Yapilan MD simiilasyonlarindan
gelen genis yapisal degisiklik verileri kullanilarak Gur ve dig. (2015) tarafindan
olusturulan serbest enerji ylizeyi monomer haldeki apo LeuT yapilari i¢in yeniden elde
edilmistir. Elde edilen simiilasyon verileri kullanilarak lipit tabaka {izerinde olusan
basing profili basing hesab1 yapilarak olusturulmustur. Gur ve dig. (2015) tarafindan
dimerik formdaki LeuT kullanilarak olusturulan serbest enerji yiizeyi LeuT nin
monomer hali i¢in tekrardan simiilasyon verilerinden olusturulmustur.
Gergeklestirilen MD simiilasyonlariyla LeuT monomer yapismm toplamda 7
minimum noktadan gegtigi ve bu noktalarin sirasiyla IFo, IFcl, 1Fc2a, IFc2b, IFc2c,
IFc3 ve OFo hallerini temsil ettigi bu tez ¢calismasi ile belirlenmistir. Monomer haldeki
LeuT icin yapilan MD simiilasyonlarindan her termodinamik hal i¢in ayr1 ayr1 basing
profili ¢ikarilmistir.

Dinein motor proteini hiicre iginde bulunan organeller, viriisler, transkripsiyon
faktorleri, proteinler ve mRNA gibi kargolar1 MT nin eksi ucuna tagimakla gorevlidir.
Dinein iki 6zdes agir zincirden olusan homodimerik haldedir ve her bir agir zincirde
bir motor bdlgesi bulunmaktadir. Bu motor bolgesinde bas olarak adlandirilan ve 6
AAA+ bdlgesinin bir araya gelmesinden olusan bir hekzamerik halka bulunmaktadir.
Motor bdlgesi bas bolgesine ek olarak kuvvet kolu, sap ve payanda olarak adlandirilan
ve AAA halkasinda uzanan ii¢ ¢ikinti icerir. Kuvvet kolunun devaminda kuyruk
bolgesi bulunmaktadir ve bu bolge dineinin tagidigi kargolarin baglanmasinda gorev
alir. AAA halkasinda AAA1-4 bolgeleri ATP baglanmasinda ve hidrolizinde goérev
alir ve AAA1 bolgesi dineinin hareketinden sorumludur. ATP hidrolizinden ¢ikan
enerji ile kuvvet kolu hareket eder ve mekanik is tiretir. ATP hidrolizi ile kuvvet kolu
AAA3-AAA4 pozisyonundaki diiz yapisindan AAA2-AAA3 pozisyonundaki biikiik
yapisina geger. Dinein sap1 CC1 ve CC2 sarmallarindan olusmaktadir ve bu sarmallar
birbiriyle etkileserek sarmal-bobin yapis1 olustururlar. Sapin alt kisminda mikrotiibiil
baglama bolgesi (MTBB) bulunmaktadir ve bu bolge alt1 alfa sarmaldan (H1-H6)
olugsmaktadir. MTBB’nin H1 sarmali sapin CC1 sarmali ile dogrudan baglanir. Dinein
termodinamik ¢evrimi boyunca en az 5 termodinamik halden (TH1-TH5) geger ve bu
haller ATP baglanma, hidrolizi ve salinmasina gore degisir. Cevrim, niikleotit bagl
olmayan apo haldeki dinein ile baglar ve bu halde (TH1) kuvvet kolu diiz bir
yapidayken dineinin MTBB’si MT’ye bagli durumdadir. Dineinin AAA1 bolgesine
ATP baglanmasiyla dinein sapmin sarmal bobin yapisinda bir kayma olusur ve dinein
MT’den kopar (TH2). MT’den kopma tizerine ATP hidrolizi baslar ve kuvvet kolu diiz
yapidan biikiik yapiya gecer (TH3). Dinein MT ye tekrar baglanir ve fosfat salinir
(THA4). Fosfat salinmasiyla dineinin kuvvet kolu yeniden diiz hale geger (TH5) ve ADP
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salinir. ADP salinmasi ile dinein bir termodinamik ¢evrimi tamamlar ve baslangi¢
yapisina tekrar doner.

Bu tez ¢aligmasi ile dineinin MT’ye baglanmasi ve kopmasi ileri MD simiilasyonlar1
kullanilarak modellenmis ve simiilasyonlardan elde edilen veriler Jarzynski esitligi
kullanilarak serbest enerji degisiminin hesaplanmasi i¢in kullanilmistir. Dineinin
MT’e baglanmasinin modellenmesi i¢in ilk olarak eksiksiz bir dinein yapist ile MT
yapist VMD programu kullanilarak iist iiste getirilmistir. Ust iiste getirilen yapida
dinein sap kismindan kesilip MT’e bagh halde MTBB-sap yapist elde edilmistir.
MTBB ile MT arasinda yapisal cakisma gézlemlenmesinden dolay1 dinein MT den bir
miktar uzaklastirilmis ve yeni yapi olusturulmustur. Olusturulan bu yap1 fizyolojik
sartlarin saglanmasi icin VMD programinin “Solvate v1.5” eklentisi kullanilarak su
icinde ¢Oziilmiis ve “Autoionize v1.5” eklentisi kullanilarak NaCl ile iyonize
edilmistir. Hazirlanan sistem NAMD programi kullanilarak minimizasyon ve
dengeleme simiilasyonlar1 yapilarak dengeye getirilmistir. Dengeye gelen sistem
MT’ye bagli MTBB yapisinin modellenmesi i¢in 200 ns MD simiilasyonu
gerceklestirilmistir. Daha sonra MT’ye baglanan dinein yapisinin tekrardan
koparilmasi i¢in ydnlendirilmis MD (Ingilizcesi steered MD, SMD) simiilasyonlar1
yapilmistir. Bu SMD simiilasyonlarinda baslangic noktalar1 olarak, MD
simiilasyonlarindan elde edilen MT ye bagli dinein yapisinin 50. ve 100. ns’lerinden
anlik yapilarin 1 ns araliklarla 5 kez orneklenmesiyle elde edilen 10 farkli yap1
kullanilmistir. Her bir yap1 icin ayr1 ayr1 10 ns SMD simiilasyonu yapilarak dinein
MTBB’sinin MT’den kopmasi modellenmistir. SMD simiilasyonlar1 boyunca elde
edilen veriler ve Jarzynski esitligi kullanilarak serbest enerjinin MTBB-MT arasindaki
mesafeye gore degisimini hesaplanmistir. Dineinin MT’ye baglanmasi sirasinda
olusan elektrostatik etkilesimlerin analiz edilmesi igin literatiirdeki MTBB-MT baglh
yapilar incelenmis ve bu farkli afinitedeki yapilarm MTBB ile MT arasindaki
etkilesimleri belirlenmistir. Daha sonra MTBB’nin MT’ye baglandigt MD
simiilasyonlar1 incelenerek, literatiirdeki etkilesimler ile MD simiilasyonlarmdaki
etkilesimler detayli olarak karsilagtirilmistir. Buna ek olarak MD simiilasyonlar1
boyunca s6z konusu etkilesimlerin degisimleri incelenmis ve elde edilen etkilesimlerin
simiilasyon stiresi boyunca degisen Mesafe-Zaman ve Mesafe-Yiizde Dagilim
grafikleri elde edilmistir.
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INVESTIGATION OF THERMODYNAMIC PROPERTIES OF LEUCINE
TRANSPORTERS AND DYNEIN MOTOR PROTEINS USING
MOLECULAR DYNAMICS SIMULATIONS

SUMMARY

Proteins are essential for the proper functioning of cells and the maintenance of
viability. Proteins such as transporters and motors, are involved in a wide variety of
roles in the cell which are providing the regulation and organization of cell function.
Operating as a biomolecular machine, these proteins work on a thermodynamic cycle
to perform their functions and complete a structural transition. During the cycle,
thermodynamic properties of the protein change and it is important to understand the
structure and function of the protein. In this thesis, change in the different
thermodynamic properties of two proteins during their cycle are investigated using
molecular dynamics (MD) simulations. Firstly, energy landscapes during the
thermodynamic cycle of leucine transporter (LeuT) was constructed and the pressure
profile of this protein on the lipid bilayer during cycle was generated using MD
simulations. Secondly, the binding and release of the dynein motor protein to the
microtubule (MT) was modeled by MD simulations and the free energy profile of the
protein during the thermodynamic cycle was generated using the Jarzynski equality.

LeuT is embedded in the cell membrane and is responsible for transporting small
amino acids such as leucine and alanine along the cell membrane. This protein belongs
to the family of neurotransmitter: sodium symporters (NSS) which are secondary
active transporters. NSS members transports substrates using energy arising from the
movement of ions down their concentration gradient along the cell membrane. LeuT
has a dimeric structure and each monomer in the structure consists of 12
transmembrane (TM) helices. These helices are arranged in two inverted 5-helix
repeats (TM1-5 TM6-10). The substrate binding site is located in the middle regions
of TM1-TM6 and TM3-TM8 helices. LeuT has two sodium binding sites (Nal and
Na2) in addition to the leucine or alanine amino acids. During the thermodynamic
cycle, the TM1a-TM6b and TM1b-TM6a helices of LeuT move to form the inward-
facing (IF) and the outward-facing (OF) states. Based on their accessibility to the intra
and extracellular mediums those states can be classified as closed (IFc and OFc) and
open (IFo and OFo) (sub)states. During the LeuT OF=IF transitions, LeuT visits
several (sub)states. The structure and dynamics of LeuT changes during transitions,
which in turn affects the pressure on the lipid bilayer.

In this thesis, the movement of TM helices during the IFo->OFo LeuT transition
pathway were examined by MD simulations. By using pressure data from these
simulations, the pressure profiles on the lipid bilayer were obtained for 7 different
thermodynamic states. The energy landscape of LeuT monomer was generated by Gur
et al. (2015) using LeuT in dimeric form. The monomeric conformers of apo LeuT
were selected from the energy landscape generated by Gur et al. (2015) to represent
the 7 thermodynamic states seen during the IFo->OFo transitions. The selected
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monomers were placed in the center of the lipid bilayers and structures were merged
with the “MergeStructs v1.1” tool of VMD. The protein structures placed on the lipid
bilayer were then solvated in water with “Solvate v1.5” tool of VMD. Using
“Autoionize v1.5” tool in VMD, obtained system was ionized with NaCl to provide
the ionic charge balance. To equilibrate the generated systems, firstly minimization
and equilibrium simulations were performed using NAMD software. In order to
understand the pressure profile of the protein on the lipid bilayer during its structural
transition, a set of MD simulations each of 150 ns length were performed. Energy
landscape generated by Gur et al. (2015) was reconstructed using the conformational
transition data obtained from the new set of apo LeuT monomer MD simulations. The
following 7 minima along the IFo—>OFo transitions were identified; IFo, IFcl, IFc2a,
IFc2b, IFc2c, IFc3 and OFo states. Pressure profiles for each thermodynamic state
were obtained from the MD simulations performed for apo LeuT monomers.

Dynein motor protein is responsible for transporting cargoes such as organelles,
viruses, transcription factors, proteins and mRNA to the minus end of MT. Dynein is
in homodimeric structure consisting of two identical heavy chains each having a motor
domain. In this motor domain, 6 AAA+ site is arranged as a hexameric ring, called the
head. In addition to the head region, the motor domain comprises three protrusions,
called the linker, the stalk and the buttress, all extend from the AAA ring. In addition
to these protrusions, a tail domain extends from the N terminus of the linker. For
dimerization and cargo binding of dynein, this tail domain is necessary. The AAAl-4
sites in the AAA ring are involved in ATP binding and hydrolysis, but only the AAA1
site is responsible for the motility of dynein. With the energy from the ATP hydrolysis,
the linker produces a mechanical work with the conformational change. By ATP
hydrolysis, linker undergoes a conformational change and moves from straight
conformation in which linker is positioned in AAA3-AAA4 to bent conformation in
which linker is positioned in AAA2-AAAS3. The stalk consists of the two helices (CC1
and CC2), which interact with each other to form a coiled coil. At the end of the stalk,
there is microtubule binding domain (MTBD) consists of six alpha helices (H1-H6).
During mechanochemical cycle of dynein, there are five thermodynamic states
associated with ATP binding, hydrolysis, and release. The cycle begins with apo
dynein, which is non-nucleotide bound, and in this state (1) the MTBB is bound to the
microtubule (MT) with the linker in its straight conformation. Following the binding
of ATP to AAAL, ashift occurs in the coiled coil stalk and MTBD of dynein is released
from MT (2). Upon release from MT, ATP hydrolysis begins and linker transforms
into the bent conformation (3). Dynein rebinds to the MT and phosphate is released
(4). Linker of ADP bound dynein returns back to its straight conformation (5) and
dynein releases ADP. With the release of ADP, a thermodynamic cycle of dynein is
completed, returning back to its initial state.

In this thesis, MTBD binding to MT and MTBD release from MT were modeled using
advanced MD methods and data obtained from simulations were used for calculations
of free energy change by Jarzynski equality. In order to model the MT binding of
dynein, firstly complete dynein structure and MT structure were superimposed using
VMD. MT bound MTBD-stalk structure was obtained from superimposed structure by
truncating the structures other than stalk and MTBD of dynein. Due to a steric clash
observed between MTBD and MT, dynein was first slightly moved away from MT
without changing its relative pose to the MT. To provide physiological conditions, this
structure was solvated in water using “Solvate v1.5” tool of VMD and ionized with
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NaCl using “Autoionize v1.5” tool in VMD. Subsequently, system was equilibrated
by minimization and equilibrium MD simulations using NAMD software.

In order to model the binding of dynein MTBD to MT, MD simulations of the
equilibrated system were performed for 200 ns. Subsequently, steered MD (SMD)
simulations were performed to investigate the work required to release unbind dynein
from MT. As the starting structure of these SMD simulations, the structures were
selected from the 50. and 100. ns of the MD simulations for 200 ns. These structures
were sampled 5 times at 1 ns interval by MD simulations and 10 different structures
were obtained. For each structure, 10 ns SMD simulation was performed and the
unbinding of the dynein MTBD from MT was modeled. Using the data obtained from
the SMD simulations and the Jarzynski equality, the free energy profile as a function
of the distance between MTBD and MT was constructed. MTBD-MT bound structures
in the literature were analyzed and the interactions between MTBD and MT in these
different affinity structures were determined. MD simulations of binding of MTBD to
MT were investigated and compared in detail with the literature. In addition, the
changes of these interactions during MD simulations were investigated, and distance-
time and distance distribution graphs for the residues involved in those interactions
were constructed.
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1. GIRIS

1.1 Tezin Amaci

Bu tez calismasi ile molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlar1 ve istatistiksel
termodinamik yontemleri kullanilarak 16sin tasiyici proteinlerin (LeuT) ve dinein
motor proteinlerin termodinamik 6zelliklerinin incelenmesi amag¢lanmaktadir. MD
simiilasyonlari, atomlarin ve molekiillerin fiziksel hareketlerini modellemek ve analiz
etmek i¢in etkin bir yontemidir. Tez kapsamimnda MD simiilasyonlar1 ile LeuT nin
islevsel hareketini yaptig1 termodinamik ¢evrimi boyunca ¢ift katmanl lipit tabaka
tizerinde olusturdugu basing etkisi ve dinein motor proteininin termodinamik ¢evrimi
boyunca mikrotiibiile (MT) baglanma ve kopma mekanizmasi incelenmistir. MD
simiilasyonlarindan elde edilen verilere istatistiksel termodinamik yontemleri
uygulanarak LeuT ’nin ¢ift katmanli lipit tabaka t{izerindeki basing profilleri ve dinein
proteininin  MT’ye baglanma/kopma serbest enerjisi hesaplanmistir. Boylece
termodinamik bir ¢gevrim boyunca LeuT ’nin lipit tabaka lizerindeki etkisinin ve dinein
proteininin MT’ye baglanma/kopma mekanizmasinin atomik seviyede aydmlatilmasi

amaclanmustir.

1.2 Losin Tasiyic1 Protein

Norotransmiterler, noronlar arasindaki iletisimi saglayan kiiclik sinyal molekiilleridir.
Bu molekiiller presinaptik noronlarin sinir uglarini ve postsinaptik noronlarin
dendritlerini birbirine baglayan sinaps adi verilen néronal boslukta sinyalleri iletirler
(Jessell ve Kandel, 1993). Noronal aktivitenin diizenlenmesinde ¢ok g¢esitli
ndrotransmiterler yer almaktadir. Sinyalin ndrona gelmesinin bir sonucu olarak
norotransmiterler, presinaptik noronlardan sinapsa kalsiyum bagimli bir sekilde
salinir. Salian norotransmiterler, postsinaptik nronlar iizerinde bulunan reseptorlere
ve iyon kanallarina baglanarak onlar1 aktive eder. Norotransmiterler bu ndronlarda

uyarici veya inhibe edici sinyaller iiretir ve postsinaptik noéronlardan akarlar (Amara



ve Kuhar, 1993). Boylece, sinyal presinaptik noronlardan postsinaptik noronlara

sinaps boyunca kimyasal olarak iletilir.

Merkezi ve periferik sinir  sistemlerindeki  kritik  islevleri  nedeniyle,
norotransmiterlerin sinapsta belli bir zaman ve yerdeki seviyelerini kontrol etmek son
derece onemlidir. Norotransmitter tasiyicilar, sinapsta biriken ndrotransmitterlerin
presinaptik noronlara veya glia hiicrelerine geri alinmasini saglayarak bu seviyeleri
kontrol eder (lversen ve Kelly, 1975; Amara ve Kuhar, 1993). Bu ikincil tastyici
proteinler, hiicre zar1 boyunca iyonlarin (Na* ve CI") konsantrasyon gradyanindan
kaynaklanan enerjiyi kullanarak norotransmitterlerin tasinmasini saglarlar (Rudnick,
1998). Neurotransmitter tasiyict  proteinler sodyum simport tasiyicilari
(neurotransmitter:sodium symporter, NSS) ailesine aittir (Kristensen ve dig, 2011).
NSS ailesi; dopamin, serotonin, noradrenalin, GABA gibi nérotransmiterleri ve 16sin
gibi amino asitleri tastyan tiyeleri igerir (Kristensen ve dig, 2011). Sinir sistemindeki
onemli rollerinden dolay1, NSS tastyicilarinin yap1 ve fonksiyonlarindaki bozukluklar
cok sayida norolojik hastalikla iliskilendirilmektedir. Bu nedenle NSS ailesi iiyeleri
s0z konusu hastaliklara kars1 ¢ok cesitli ilaclar icin hedef olarak ilgi ¢ekmektedir

(Torres ve dig, 2003).

Kristalografik olarak yapisi ¢oziilen ilk NSS tasiyici, Aquifex aeolicus bakterisine ait
olan 16sin tasiyic1 proteindir (LeuT, PDB kodu: 2A65) (Yamashita ve dig, 2005). Bu
tastyici protein, kendisi ile homolog olan memeli NSS iiyeleri hakkinda bilgi saglamak
icin yapisal bir modeldir. LeuT, 16sin ve alanin gibi kii¢iik amino asitlerin bakteriyel
hiicre zar1 boyunca taginmasindan sorumludur. LeuT yapis1 dimerik haldedir ve dimeri
olugturan her bir monomer 12 adet transmembran (TM) sarmaldan olusur. Bu
sarmallardan on tanesi birbirine ters iki 5-sarmal tekrar1 (TM1-5 ve TM6-10) halinde
organize olmustur (Sekil 1.1a) (Yamashita ve dig, 2005; Forrest ve dig, 2008). TM1
ve TM6'nin a-sarmal geometrileri, ¢ift katmanli lipit tabakanin ortasina dogru bozulur.
Bu sarmallarin o-karbonil ve a-amid gruplar1 ile TM3 ve TMS8’in orta bolgeleri
substrat (Leu, Ala veya diger amino asitler) i¢in baglama bolgesi olarak gdrev alir.
Bakteriyel LeuT yapisinda, TM1 ve TM6’nin 16sin baglanma bodlgesinin yakminda
ayrica iki sodyum iyonu i¢in Nal ve Na2 olarak adlandirilan baglanma bolgeleri
mevcuttur (Yamashita ve dig, 2005). Lipit tabaka boyunca, LeuT nin TM1a-TM6b ve
TM1b-TM6a sarmallar1 sirasiyla hiicre igine ve hiicre disina bakan agikliklari

olusturacak sekilde hareket etmektedirler (Sekil 1.1b) (Yamashita ve dig, 2005; Gur



ve dig, 2017). Bu hareket sonucunda hiicre i¢i ve disina bakan kapilarin agilip

kapanmasi saglanir.

LeuT’nin hiicre igine bakan (inward-facing, IF) ve hiicre disina bakan (outward-facing,
OF) halleri, TM sarmallarinin paketlenme durumuna gore baglanma cebinin sirasiyla
hiicre i¢i ve hiicre dis1 bolgeye bakmasini temsil etmektedir. Bu ana hallere ek olarak

LeuT, IF=OF halleri arasindaki yapisal gecisi boyunca bir¢ok (alt)hali ziyaret eder.

Hiicre Dis1

Hiicre i¢i

b

Hiicre Dig1

Hiicre i¢i

Sekil 1.1 : A. aeolicus LeuT nin ikincil yapisi ve IF2OF yapisal gecisi boyunca TM
sarmallarin organizasyonu. a) LeuT TM sarmallar1 1’den 12 ye kadar gdsterilmistir.
Yapida TM1 ve TM6, lipit tabakanin ortasina dogru bozulmustur ve iki sarmala
ayrilmiglardir. Losin amino asidi ve iki sodyum iyonu sirastyla yesil bir tiggen ve
mavi daireler olarak gosterilmistir. b) Proteinin IF=2OF halleri arasindaki yapisal
degisimler sematik olarak gosterilmistir. Sol panel LeuT nin i¢e bakan halini (IF)
gosterir ve bu halde TM1b-TMé6a hiicre disina kapali haldeyken TM1a-TM6b hiicre
icine acik haldedir. Sag panel LeuT nin disa bakan (OF) halini gosterir ve bu halde
TM1la-TM6b kapali bir halde bulunurken TM1b-TMé6a hiicre disina agik haldedir.

A. aeolicus bakterisine ait olan LeuT (PDB kodu: 2A65) yapisal olarak disa bakan
(OF) haldedir ve yapiya substrat baghdir (Yamashita ve dig, 2005). S6z konusu

yapimnin hiicre digina bakan agiklig1 substrat tarafindan doldurulmustur ve bu yiizden



yapt disa bakan dolu (outward-facing closed(occluded), OFc) alt hal olarak
isimlendirilir.

OFc alt halinde, TM sarmallar hiicre disina dogru bir agiklik olusturur ve bu agiklik
substrat ve iyonlarin tekrar hiicre disina kagmasini dnlemek i¢in tikanmis haldedir.
LeuT yapist OFc alt haline ek olarak diger (alt)hallerde de ¢6ziilmiistiir. Literatiirde
Na* bagl, substrat bagl olmayan OF a¢ik (OFo) hal (PDB kodu: 3TT1)
(Krishnamurthy ve Gouaux, 2012), sodyum ve substrat tasinmadan 6nceki Na* bagh
olmayan hal (PDB kodu: 5JAG) (Malinauskaite ve dig, 2016), ve substrat/Na* bagh
olmayan IF acik (IFo) (PDB kodu: 3TT3)(Krishnamurthy ve Gouaux, 2012) hal gibi
say1siz yap1 mevcuttur ve bu yapilar molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlari i¢in ¢ok
genis bir yapisal data sunmaktadir. Dahasi, Gur ve dig. (2015), dimerik formdaki apo
LeuT'nin OFo=1Fo halleri arasindaki yapisal ge¢isi 6rneklemis ve bu gegis boyunca
LeuT monomerinin serbest enerji yiizeyini elde etmislerdir. S6z konusu enerji
ylizeyinde protein yapisal gecis boyunca minimum noktalardan gegmektedir ve

OFo=1Fo halleri arasindaki (alt)halleri ziyaret etmektedir (Sekil 1.2).

Hicre Igine Bakan Acgikhk

0.2 0.4 0.6 0.8 (KT)
Hiicre Disina Bakan Agiklik

Sekil 1.2 : Apo LeuT monomer yapist i¢in Gur ve dig. (2015) tarafindan elde edilen
enerji ylizeyi.
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LeuT tasgima g¢evrimi boyunca protein 6nemli yapisal degisikliklerden geger. Bu
yapisal degisiklikler boyunca TM helislerinin hareketi ile ¢ift katmanli lipit tabakanin
yan yiizeylerine bir itme olusur ve bu itme lipit tabaka tizerinde basinca neden olur.
Bu tez ¢alismasi ile monomer haldeki apo LeuT'nin IFo>OFo halleri arasindaki
yapisal gecis genis Olcekte MD simiilasyonlar: ile simiile edilerek, TM sarmallarin
hareketleri gdzlemlenmis ve bu hareketlerin ¢ift katmanli lipit tabaka lizerindeki etkisi
incelenmistir. Calismada Gur ve dig. (2015) tarafindan elde edilen enerji yiizeyi
yeniden olusturulmus ve LeuT i¢in IFO>OFo halleri arasindaki (alt)haller ayrintili
olarak belirlenmistir. Belirlenen her biri alt hal igin dimerik formdaki proteinden tek
bir monomer almarak ¢ift katmanh lipit tabaka varliginda MD simiilasyonlar1
yapilmistir. Simiilasyonlar ile lipit tabaka iizerinde proteinin olusturdugu basing etkisi
incelenmis ve her bir alt hal i¢cin basing profili elde edilmistir. Bu tez galismasi ile
literatiirde ilk kez bir tasiyici proteininin termodinamik ¢evrimi boyunca yapisal

degisimleri incelenerek basing profili olusturulmustur.

1.3 Dinein Motor Proteini

Okaryotik hiicrelerin diizgiin calismas1 igin hiicre ici organizasyon, diizenleme ve
hareketlilik gereklidir. Bu organizasyonun ¢ogu motor proteinler tarafindan hiicre i¢i
kargolarin tasmmasi ile saglanir. Motor proteinler hiicre iskeleti boyunca ATP’ye
bagimli olarak farkli yonlerde kargo taginmasini saglayan miyozin, kinezin ve dinein
olmak tiizere ii¢ aileye sahiptir (Mocz ve Gibbons, 2001) Bir MT filament aginda,
Kinezin proteini kargolar1t MT nin art1 ve eksi ucuna tasirken, dinein proteini yalnizca
eksiuca dogru tagima gergeklestirir (Vallee ve dig, 2004; Roberts ve dig, 2013; Reck-
Peterson ve dig, 2018). Sitoplazmik dinein hiicre i¢inde c¢esitli yolaklarla etkilesim
halindedir. Hiicre boliinmesi swrasinda dineinler; zara bagli organeller, viriisler,
transkripsiyon faktorleri, proteinler ve mRNA’lar gibi kargolar1 hiicre c¢ekirdegine
dogru tagirlar. Dinein, noronlarda kargolarin geri yonde tagimmasinda gorev alarak
ndronal gog, biiylime ve sinaps olusumunda dnemli rol oynar. Dinein fonksiyonunda
bozukluklar olmasi, motor néronlarda dejenerasyon ve duyusal néropati, amyotrofik
lateral skleroz (ALS), Alzheimer, lisensefali ve sizofreni dahil olmak iizere sayisiz
norodejeneratif hastalik ve bozuklukla iligkilendirilmistir (Roberts ve dig, 2013;
Reck-Peterson ve dig, 2018). Ayrica dineinin hiicre bolinmesinde de ¢ok 6nemli roller

oynamasi, dineini kanser tedavisinde potansiyel bir hedef haline getirmektedir.



Tibbi bir tedavinin gelistirilmesinin ilk asamasi hastaliga sebep olan fonksiyonel
aksakligin ne oldugunun belirlenmesidir. Fonksiyonel bir aksakligin belirlenebilmesi
icin ise sO6z konusu proteinin saglikli bir bireyde nasil calistiginin bilinmesi
gerekmektedir. Bu bilgi bilindigi takdirde saglikli ve sagliksiz bireylerdeki
proteinlerin yapisi ve nasil ¢aligtigi karsilastirilabilir. Bu karsilagtirma sonucu aradaki
farkliliklar1 giderecek tibbi tedavi yontemi ve stratejileri gelistirebilir. T1ibbi dnemine
ek olarak, dinein proteini nanoteknoloji alaninda da son derece dnemli bir yere sahiptir.
Dineinlerin hem biitiin olarak hem de parcalar halinde nanoteknolojik uygulamalarda
kullanilmas1 son yillarda giindeme gelmis ve ilgi ¢ekmeye baslamis bir konudur
(Burgess ve dig, 2003; Roberts ve dig, 2009; Schmidt ve dig, 2015; Furuta ve dig,
2017). Furuta ve dig. (2017) bu konuda dinein motor bdlgesini kullanarak
uyguladiklar1 sentetik stratejileri ile, yapay bir yol boyunca g¢alisan nano Olgcekli
biyomolekiiler makinalarn iiretilmesine yonelik bir yaklagim sunmuslardir. Hem tibbi
hem de nanateknolojik Onemi goz Oniine alindiginda sitoplazmik dinein motor
proteininin nasil ¢alistiginin anlasilmasi ve bu protein calisirken ne tiir fonksiyonel

aksakliklarin meydana geldiginin anlagilmasi son derece 6nem arz etmektedir.

Sitoplazmik dinein, iki 6zdes agir zincir ve birkag iliskili zincirden olusan
homodimerik (1.4 MDa) bir yapiya sahiptir. Agir zincirlerden her birinde bir motor
bolgesi mevcuttur (Perrone ve dig, 2003). Bu motor bolgesi bas olarak adlandirmistir
ve katalitik bir hekzamerik halka yapisinda diizenlenmis alt1 tane AAA+ (AAA1-6)
bolgesi icermektedir (Vale, 2003). Bas bdlgesi 130 A ¢apinda ve 65 A kalmliginda
olmakla beraber ortasinda 35 A ¢apinda bir bosluk bulunmaktadir (Kon ve dig, 2012).
Dinein motoru bas bolgesine ek olarak, AAA+ bolgelerinden ¢ikan ii¢ uzanti igerir ve
bu uzantilar sirasiyla kuvvet kolu, sap, payanda olarak adlandirilir (Sekil 1.3). Ayrica
sitoplazmik dineinde iki agir zinciri birbirlerine baglayan ve kuvvet kolunun
devaminda bulunan kuyruk bolgesi mevcuttur. Sitoplazmik dineinlerin tasidigi

kargolar bu kuyruk bdlgesine baglanmaktadirlar.

Sitoplazmik dinein katalitik halkasinin ilk dort bolgesi (AAA1-4), niikleotit
baglanmasmi saglayan Walker A motifine sahiptirler. AAA5 ve AAAG bolgeleri
bilinen herhangi bir niikleotit baglama motifi igermemektedir ve bu bolgelerin yapisal
bir gévde olarak gorev aldigi diisiiniilmektedir. Dinein motor proteininde dort ATP
baglanma bdlgesinden yalnizca AAA1, hareket igin kesinlikle gereklidir (Kon ve dig,
2004; Schmidt ve dig, 2015). Diger bdlgeler ise dineinin hareketi i¢in yardimci ve



diizenleyici rol oynamaktadir. ATP hidrolizinden ¢ikan enerji, motor bdlgesinde
bulunan kuvvet kolunun hareket ettirilmesi ile mekanik ise doniismektedir. Kuvvet
kolu 4 alt bolgeden olusmaktadir ve 1-2 bolgeleri rijit bir govde seklinde hareket
edebilirken, 3-4 bolgeleri AAA1’e bagl halde sabittir. Bas bolgesine ATP bagh
oldugunda kuvvet kolu, AAA3 ile AAA4 arasindan ¢ikacak pozisyonda diiz bir yapida
bulunmaktadir (Schmidt ve dig, 2015). Yani kuvvet kolunun tiim alt bdlgeleri tek bir
diizlem tlizerindedir. ATP hidroliz edildikten sonra aciga ¢ikan enerji ile kuvvet kol
eklem bolgesinden biikiiliip (Schmidt ve dig, 2015) AAA2 ile AAA3 arasindan
cikacak bir pozisyona hareket etmektedir (Gee ve dig, 1997).

Sitoplazmik dinein sap1, 10-15 nm uzunlugunda hafif esnek bir yapiya sahiptir (Gee
ve dig, 1997) ve dineinin bas bolgesine AAA4’ten baglanmaktadir. Bu yap1 birbiriyle
etkilesen iki sarmaldan (CC1 ve CC2) olusmaktadir ve sarmallardaki hidrofobik amino
asitler karsilikli olarak diizenli temaslarda bulunarak sapa sarmal-bobin yapisini
vermektedir. Sapin alt kismindaki son derece korunmus iki prolin amino asidi (P3285
ve P3409) sapm yapisindaki diizeni bozarak sarmal-bobin yapida bir kivrim
olusturmaktadir (Carter ve dig, 2008; Redwine ve dig, 2012). Sapm alt kisminda
mikrotiibiil baglama boélgesi (MTBB) mevcuttur ve bu bdlge dineinin MT’ye
baglanmasi saglar (Schmidt ve Carter, 2016). MTBB bir demet halinde organize olmus
alt1 alfa sarmaldan (H1-H6) olusmaktadir (Sekil 1.3c). Sapin CC1 sarmali, MTBB’ nin
H1 sarmali ile dogrudan baglant1 halindedir ve MTBB’nin diger sarmallar1 ile sinirli
temas yapmaktadir. Dinein yapisinda sapa ek olarak, payanda olarak adlandirilan
kii¢iik bir sarmal-bobin daha bulunmaktadir ve bu bolge AAAS bolgesinden ¢ikarak
sapin iist kismina yapisal bir destek olarak gérev almaktadir (Carter ve dig, 2011; Kon

ve dig, 2011).

Dineinin hareketi sap, kuvvet kolu ve MTBB arasindaki degisimler ile organize
olmaktadir. Sapin CC1 ve CC2 sarmallar1 arasindaki amino asit etkilesimleri o ve [3
olarak adlandirilan iki farkli durumu igerir (Carter ve dig, 2008). oo durumunda dinein
MTBB’si MT ye yiiksek afiniteyle baglanma 6zelligine sahipken f durumunda MT’ye
diisiik afiniteye sahiptir (Gibbons ve dig, 2005). Dineinin AAA1 bolgesine ATP
baglanmasiyla MTBB’nin MT ye olan afinitesi azalir, diger bir deyisle sarmallar o
durumdan B duruma geger. CC1 ve CC2 sarmallarindaki yapisal kayma ile MTBB ile
AAA halkasi arasinda sinyal iletimi gerceklesir. ATP hidrolizinden sonra MTBB'nin
H1 sarmalit MT ile giiclii bir etkilesim yiizeyi olusturmak i¢in ice dogru kaymaktadir.



H1’in dogrudan sapin CC1 sarmalina tutunmasiyla sap bolgesinin B durumundan o
durumuna geri dondigi gosterilmistir (Redwine ve dig, 2012). Sap bolgesindeki
degisimlerin yani sira o durumunda MT ile daha fazla hidrojen bagi ve MTBB’ ’nin H1,
H3 ve H6 sarmallarinda elektrostatik etkilesimlerin varligir gézlemlenmesi, yliksek

afiniteli baglanmay1 desteklemektedir (Redwine ve dig, 2012).

a Sap
Kuyruk Kuvvetkolu ~ AAA1 AAA2 AAA3 AAA4 CCl1 | CC2 AAAS AAAG6
MTBB Payanda
1 H1 H2 H3 H4 H5 H6
b ¢
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CC2 S
» T CC1
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N Kuvvet kolu H% ‘, ‘ {‘
MTBB
CC1 N /bs S
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Sekil 1.3 : Sitoplazmik dinein yapisi. Dineinin birincil yapisi (a), MT e bagli halinin
sematik gdsterimi (b) ve MTBB’nin H1-H6 sarmallar1 (¢) sekilde gosterilmistir.
Literatiirde o ve B durumlar i¢in gesitli kristal yapilar bulunmaktadir. Carter ve dig.
(2008), p durumunda ve sap bolgesinin bir kismi ile MTBB’yi igeren Mus musculus
organizmasina ait dinein kristal yapisini elde etmistir. Kon ve dig. (2012)
Dictyostelium discoideum organizmasina ait ve o durumunda bulunan tam bir motor
bdlgesine sahip dinein kristal yapisini elde etmistir. Sap bolgesinin a ve B durumlari
arasinda kaymasi ile MT’e baglanmanin kontrol edildigi diisiik afiniteli MTBB’ye
sahip M. Musculus yapisi1 (Carter ve dig, 2008) ve yiiksek afiniteli MTBB’ye sahip M.
Musculus yapisinin (Redwine ve dig, 2012) karsilastirilmasiyla gézlemlenmistir. D.
discoideum dinein motor bdlgesine ait kristal yapida, sap o durumundadir ancak

yapida CCl'in bir kism1 bozuk oldugundan dolayr MTBB zayif baglanma 6zelligi



sergilemektedir (Kon ve dig, 2012). Bu sonuglar giiclii baglanmanin MT ile
etkilesimler sayesinde kritik bir sekilde stabilize edildigini gostermektedir. Saptaki
degisikliklere ek olarak, payanda bdlgesinin sapta sebep oldugu yeniden
diizenlenmeler ile AAA halkasinda degisiklikler meydana geldigi 6nerilmektedir. Sap
ile payanda arasindaki etkilesim yapidan payanda kesilerek ortadan kaldirildiginda,
yapida MT varliginda ve yoklugunda AAA halkasinda ATP hidroliz hizinin kontrolsiiz
bir sekilde yiiksek oldugu gozlemlenmistir (Kon ve dig, 2012). Sapm CC2
sarmalindaki 3 amino asidin (E3570, R3573 ve W3574) ve payandada 4 amino asidin
(E3831, L3835, L3838 ve L3846), sap ile payanda arasindaki etkilesimin yap1 ve
dinamigi i¢in 6nemli oldugu ve H1 sarmali ile sapin CC1 sarmali arasindaki iliskinin
de sinyal iletiminden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Sap ve payandaya ek olarak,
dineinin kuvvet kolu mekanik bir eleman olarak gorev almaktadir (Roberts ve dig,
2009). Kuvvet kolu, ATP hidrolizi boyunca AAA halkasina gore goreceli olarak
yapisal bir degisiklige ugrar ve yapisindaki bu degisim dineinin MT’ye baglanma
afinitesiyle iliskilendirilir (Kon ve dig, 2005). Kuvvet kolu ile AAA halkas1 arasindaki
temaslarm bozulmasi, halkanin katalitik aktivitenin azalmasina neden olur (Kon ve
dig, 2012; Schmidt ve dig, 2012). Boylece, kuvvet kolu mekanik islevinin yani sira,
ayni zamanda niikleotit hidroliz ¢cevriminde de diizenleyici rol oynar. Kuvvet kolunun
N-ucundan c¢ikan uzant1 kuyruk olarak adlandirilir ve bu kuyruk bolgesi kargo

baglanmas1 ve dimerizasyondan sorumludur (Vallee ve dig, 2004).

Dinein; niikleotit baglanmasi, hidrolizi ve kopmasi boyunca 5 termodinamik hali
(TH1-THS) iceren bir mekanokimyasal ¢gevrimden geger (Sekil 1.4). Cevrim, dineinin
ATP baglanmadan once apo haliyle baslar ve bu halde (TH1) kuvvet kolu diizken
MTBB MT'ye yiiksek afiniteye ile bagl (a durumu) durumdadir. ATP baglanmasiyla
(TH2), dinein sapmin sarmal bobin yapisinda bir kayma meydana gelir ve dinein
MT’den kopar (B durumu) (Burgess ve dig, 2003; Kon ve dig, 2004; Kon ve dig,
2009). MT’den koptuktan sonra ATP hidroliz olur ve kuvvet kolu diiz yapisindan
biikiik yapiya gecer (TH3). Kuvvet kolunun yapisindaki bu degisiklik hazirlama stroku
(Ingilizcesi priming stroke) olarak adlandirilir ve bu degisim dineinin MT nin eksi
ucuna dogru adim atmasina kesin bir egilim (/ngilizcesi net bias) olusturur (Roberts ve
dig, 2009; Kon ve dig, 2012; Schmidt ve dig, 2012). ATP hidrolizinden sonra sapin
sarmal bobin yapisinin yeniden eski haline donmesiyle dinein MT’ye yeniden baglanir

ve fosfat salnir (TH4). Fosfat salinmasiyla kuvvet kolu biikiikk yapidan diiz yapiya



gecer (TH5) ve bu gecis kuvvet iireten gii¢ stroku (/ngilizcesi powerstroke) olarak
adlandirilir (Roberts ve dig, 2009; Kon ve dig, 2012; Schmidt ve dig, 2012). ADP
salimmasindan sonra dinein kuvvet kolu ve sap bolgesinde 6nemli bir konformasyonel

degisiklik olmaksizin ¢evrimin baslangic yapisina geri doner.

ATP
1 Apo ATP Baglanmasi &
- MT'den salinma
. T
0 - OOO000 -
-O00 ATP Hidrolizi &
« Hazirlanma Stroku

ADPPi
ADP

5 3

: OO OL - QOOOC0O +

@ Pi Pi Salinmasi &
Guig Stroku MT’ ye yeniden
baglanma
- OO0+

Sekil 1.4 : Sitoplazmik dinein mekanokimyasal ¢evrimi. 6 adet AAA bolgesinden
olusan AAA halkasi, dineinin sarmal-bobin sapinin alt kismindaki MTBB ile MT’ye
baglanir. Dineinin mekonokimyasal ¢evrimi boyunca kuvvet kolu ATP bagimli bir
sekilde konformasyonel degisikliklerden gegerek dineinin hareketini saglar, bu siire¢
dineinin MT’ye baglanma ve kopma durumlariyla senkronize halde gergeklesir.
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2. YONTEMLER

2.1 LeuT Baslangic Yapilarinin Secilmesi

Gur ve dig. (2015) dimerik formdaki LeuT kullanarak gergeklestirdikleri simiilasyon
verilerinden apo LeuT monomeri i¢in serbest enerji yiizeyi elde etmislerdir (Sekil 1.2).
Elde edilen enerji yilizeyi LeuT'nin OFo=1Fo halleri arasindaki yapisal ge¢is boyunca
olusan (alt)halleri igermektedir. Enerji ylizeyinde minimum noktalar incelenerek apo
LeuT monomerinin yapisal gegisi boyunca olusan 7 termodinamik halini (TH1-TH7)
temsil eden yapilar belirlenmistir. Belirlenen her bir termodinamik hali temsilen iki
anlik yapt VMD programi (Humphrey ve dig, 1996) kullanilarak secilmistir. Enerji
yiizeyinde OFo=2IF0 ge¢isi boyunca, TH1 LeuT’nin hiicre i¢ine bakan (IF0) agik
halini temsil ederken TH7, LeuT’nin hiicre disina bakan agik (OF0) halini temsil
etmektedir. TH2-TH6 termodinamik halleri ise apo formdaki LeuT’nin hiicre igine
bakan ag¢ik halinden hiicre disina bakan a¢ik haline gegerken iizerinden gectigi hiicre
icine bakan kapali (IFc) termodinamik hallerdir. S6z konusu yapilar basing hesaplari

yapmak i¢in kullanacagimiz simiilasyonlarin baglangi¢ noktalar1 olarak belirlenmistir.

2.2 LeuT MD Simiilasyonlar I¢in Sistemlerin Hazirlanmasi

MD simiilasyonu gerceklestirilecek biyolojik sistemlerin hazirlanmasi igin enerji
ylizeyi lizerinden segilen TH1-TH7 anlik yapilar1 kullanilmistir. Gur ve dig. (2015)
tarafindan yapilan simiilasyon datasindan segilen bu yapilar LeuT nin dimerik halini
(iki zincir) igerir. Dimer haldeki LeuT yapilarindan tek bir monomer se¢ilmis ve bu
LeuT monomeri ile onun 10 A etrafindaki su molekiilleri secilerek yeni yapilar elde
edilmistir. S6z konusu yapilar ~16000 atom i¢ermektedir ve bu atomlardan 8091’1
proteini, 2’si protein yapisi igerisinde bulunan sodyum iyonlarini ve geri kalan atomlar
ise su molekiillerini olusturmaktadir. Elde edilen yapilarin hiicre i¢i ve dis1 arasindaki
acikligm yonii z ekseni olarak tanimlandi ve bu agiklik z eksenine hizalandi (Sekil
2.1). Daha sonrasinda x ve y eksenleri dogrultusunda 100x100x54 A2 olacak sekilde
cift katmanli lipit tabaka sistemin merkezine yerlestirildi. Protein, ¢ift katmanli lipit

tabakanin merkezine yerlestirildi ve 2 yapt VMD programmin (Humphrey ve dig,
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1996) “MergeStructures v1.1” eklentisi kullanilarak birlestirildi. Protein ile yapisal
olarak iist liste gelen lipitler sistemden ¢ikarildi. Elde edilen sistem VMD programinin
(Humphrey ve dig, 1996) “Solvate v1.5” eklentisi kullanilarak su igerisinde ¢oziildi
ve suda ¢oziilmiis sistemin boyutlar1 100x100x105 A2 olarak elde edildi. Bu sistemde,
cift katmanli lipit tabaka icerisinde kalan su molekiilleri temizlendi ve sistem VMD
programmin (Humphrey ve dig, 1996) “Autoionize v1.5” eklentisi kullanilarak 0.15
M NaCl ile iyonize edildi ve sistemin yiikii notr hale getirildi. Tiim sistemler VMD
programi (Humphrey ve dig, 1996) ve eklentileri kullanilarak hazirlanmigtir. MD

simiilasyonlar1 i¢in hazirlanmis sistemler Sekil 2.1°de gosterilmektedir.

a) Termodinamik hal 1 (IFo) e) Termodinamik hal 5 (IFc2c)
( | ’ | | Z
y s :;,) ~'~:¥Q':J ;.;‘.\‘;f O TR 1 S
PR ek 2 - .m‘ ‘m 7
[ & S b o) el R .o
b) Termodinamik hal 2 (IFc/) f) Termodinamik hal 6 (IFc¢3)
r ( \ -
. , r '
W W W
b ) G
¢) Termodinamik hal 3 (IFc2a) g) Termodinamik hal 7 (OFo)
[ [ | | 7
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d) Termodinamik hal 4 (IFc2b)

Sekil 2.1 : LeuT nin IFo->OFo halleri arasindaki yapisal ge¢is boyunca olusan 7
termodinamik halinin hiicre zarmi temsil eden cift tabakali lipit tabaka, su ve iyonlar
varliginda hazirlanmis sistemleri. Sekilde protein, lipit basi, lipit asil zincirleri ve
sular VMD programu kullanilarak sirasiyla cartoon, van der Waals, licorice ve quick
surface gosterim sekli ile gosterilmistir.
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2.3 LeuT MD Simiilasyon Detaylar

Biitiin simiilasyonlar NAMD (Phillips ve dig, 2005) programinda CHARMM36 (Best
ve dig, 2012) kuvvet alan1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Olusturulan sistemlerin
(TH1-TH7) dengeye gelebilmesi igin Oncelikle sistemde bulunan lipit kuyruklari
10000 adim minimizasyon ve 0.5 ns dengeleme adimindan olusan eritme prosesi
(melting process) uygulandi. Eritme adimi yapilirken lipit kuyruklar1 hari¢ tiim
atomlar sabitlendi. Bu igslemden sonra, sistemde proteinin omurgasinin hareketi
harmonik yay sabiti 1 kcal - mol™ - A=2 olacak sekilde sanal bir yay ile kisitlandi.
Buna ek olarak, simiilasyon boyunca ¢ift katmanl lipit tabaka arasma su
molekiillerinin girmesini 6nlemek i¢in lipit tabakasini merkezinden lipit baslarina
dogru 0.1 kcal - mol~' - A=1"1ik bir kuvvet disaridan uygulanarak su molekiilleri lipit
tabakanin digina dogru itildi. Bu simiilasyon adimi1 gergeklestirilirken 6ncelikle 10000
adim minimizasyon islemi, daha sonrasinda ise 1 ns’lik dengeleme simiilasyonu
yapildi. Bu adimdan sonra su molekiillerinin lipit tabakanin arasma girmesini
engellemek igin uygulanan kuvvet kaldirildi, sistemin smirlar1 her yonde 3 A
genigletildi ve proteinin alfa karbonlarinin hareketleri ayni yay sabiti kullanilarak 2 ns
boyunca kisitlandi. Bu simiilasyonu takiben proteinin alfa karbonlarina uygulanan yay
sabiti 0.5 kcal -mol™!-A2’a indirilerek 4 ns boyunca proteinin hareketleri
kisitlandi. Son dengeleme asamasi olarak tiim sistem serbest birakilarak 5 ns boyunca
simiile edildi. Bu asamaya kadar her bir sistem i¢in ayr1 ayri1 toplamda 12.5 ns
dengeleme simiilasyonu gergeklestirildi. Simiilasyonlarda sicaklik 310 K, adim sayis1
2 olarak belirlendi. Ayn1 zamanda sistemin sicakligini ve basincini sabit tutmak i¢in
sirasiyla Langevin dinamik parametreleri ve Langevin pistonu kullanildi. Sistemin

basinci 1 atm’ye esitlendi.

Dengeye getirilen sistemlerin MD simiilasyonlar1 boyunca yaptig1 yapisal gegislerin
basing {izerinde nasil etki ettigini anlamak igin her sistem (TH1-TH7) 150 ns boyunca
simiile edildi ve 2 ps araliklarla basing degerleri toplandi. NAMD programi basing
hesaplamalarin1 yaparken z ekseninde sistemi boliimlere ayirmaktadir. Sistemin z
ekseninde elde edilen her bir pagasi dilim olarak adlandirilmaktadir ve dilimler
birbirine esittir. Tiim sistemlerin dilim kalmlhig1 1 A (Gullingsrud ve Schulten, 2004)
olacak sekilde hesaplamalar yapilmistir. Olusturulan biyolojik sistemlerin biiylikligi

ve simiilasyon siireleri gibi detaylar Cizelge 2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1 : Simiilasyonlarin icerdigi lipit ve toplam atom sayilar1 ile birlikte
yapilan simiilasyon stireleri.

Simiilasyon Lipit Atom Denge Basing Hesabi
Numarasi Sayisi Sayist1  Simiilasyonu (ns) Simiilasyonlari (ns)
1 201 85,970 12.5 150
2 198 85,466 12.5 150
3 198 84,355 12.5 150
4 201 86,602 12.5 150
5 201 83,612 12.5 150
6 197 84,050 12.5 150
7 198 86,680 12.5 150

2.4 Enerji Yiizeyinin Olusturulmasi

Enerji yiizeyi elde edilirken Gur ve dig. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada oldugu
gibi LeuT nin hiicre i¢ine bakan a¢ikligindaki amino asitler (k) = ((R11, D369) ve
(1187, A268)) ile hiicre disina bakan agikligindaki amino asitlerin (1) = ((\V33, D401)
ve (1245, 1410)) alfa karbonlarinin arasindaki uzaklik reaksiyon parametresi
olusturulmak i¢in kullanilmistir. Mesafelerin her biri 0 ile 1 arasinda olacak sekilde
s(k,1) = |R, — R;|/|Ry — R;|;ngr formiilii ile normalize edilmistir. Hiicre i¢ine
bakan agiklig1 belirleyen reaksiyon parametresi (R11, D369) ve (1187, A268)) amino
asitlerin arasindaki mesafelerin ortalamasiyken hiicre disina bakan agiklik derecesini
belirten reaksiyon parametresi ise ((V33, D401) ve (1245, 1410)) amino asitleri
arasindaki mesafelerin ortalamasidir. MD simiilasyonlarindan elde edilen
konformasyonlarin tamami bu iki reaksiyon parametresinden olusan diizleme
yansitilmistir. S6z konusu diizlem, kafeslere boliinerek her kafes igerisine diisen
konformasyon sayist belirlenmistir. Her kafes icerisindeki konformasyon sayisi
toplam sayiya boliinerek diizlem ftizerindeki konformasyonel dagilm f(R) elde
edilmistir. Elde edilen bu dagilimdan serbest enerji ylizeyi A(R) = —kT In{ f(R) } +

ct formiilii ile hesaplanmustir.

2.5 LeuT Icin Basin¢ Hesabi

Hiicre zarlari, ¢ift katmanli lipit tabakadan ve bu tabakaya gdmiilii proteinlerden
olugur. Lipit tabakas1 iyonlar ve yiiklii/polar molekiiller i¢in biiylik bir enerji bariyeri
olusturur ve yalnizca c¢ok kiiciik, yiiksliz ve suda ¢oziinme 6zelligine sahip birkag
molekiil bu tabakay1 gecilebilir. Amino asitler, sekerler, iyonlar, yiiklii molekiiller ve

diger suda ¢oziinmeyen molekiiller i¢in lipit tabakani gegmek son derece zordur.
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Bu molekiiller, hiicre zarina gdmiilii olan tastyici proteinlerin yardimu ile lipit tabakay1
gecebilir (Alberts ve dig, 2015). S6z konusu proteinler molekiil tasirken son derece
onemli yapisal degisiklikler gecirirler. Hiicre dis1 ve i¢i arasindaki yon z ekseni olarak
tanimlanip derinlik 6l¢iisii olarak kabul edilirse, proteinin yapisal geg¢isi boyunca kesit
alani derinlige bagl olarak degisir. Kesit alanindaki degisikliklere ek olarak, yanal
basinglar da proteinin yapisal gecisinden dolay1 degisir. Hiicrenin ¢ift tabakali lipit
tabakasindaki basmg¢ profili, onu olusturan lipitlerin amfipatik dogasindan
kaynaklanmaktadir. Protein yapisal bir degisiklik gecirirken, lipitlerin hidrofilik (suyu
seven) bas gruplari, hidrofobik (suyu sevmeyen) kuyruklarin ¢oziicliye maruz
kalmasini1 dnlemek i¢in bir araya gelecek sekilde sikisirken, ¢ekici dagilma kuvvetleri
ve lipit kuyruklar1 arasindaki entropik itme nedeniyle sabit bir hacim korumaktadirlar.
Bas gruplarinin sikisma etkisi, lipit kuyruklarin daha biiyiik bir hacmi doldurarak
entropiyi maksimum seviyeye ulastirmalari ile dengelemektedir. Boylece lipit

tabakadaki net gerilim sifir olmaktadir (Gullingsrud ve Schulten, 2004).

MD simiilasyonlarinin her bir adimindaki anlik basing tiim kinetik enerjilerin ve iki
parcacik arasi etkilesimlerin toplami ile hesaplanmaktadir. Iki parcacik arasi
etkilesimler, bagh olmayan iki atom arasi kuvvetler ve bagl olan iki atom arasi
kuvvetler olmak {iizere iki toplama ayrilmaktadir. Bagh olmayan iki atom arasinda
goriilen etkilesimler van der Walls ve elektrostatik etkilesimlerdir. Baglh olan atomlar
arasi etkilesimler ise kovalent bag etkilesimlerdir. Bu durumda basing tensorii denklem

2.1 ile hesaplanabilir (Gullingsrud ve Schulten, 2004).

1
P:W ZmiviXVi—ZFinrij (21)
i

i<j

Denklem 2.1 kullanilarak denklem 2.2 ile yiizey gerilimi hesaplanir (Gullingsrud ve
Schulten, 2004).

h/2
y = f dz(Py — PL) (2.2)

-R/2

Burada h simulasyon hacmini, Py normal basinci ve P; yanal basinci ifade etmektedir.
Bagka bir deyisle, Py z ekseni yoOniindeki (proteinlerin hiicre i¢i ve dis1

dogrultusundaki a¢ikliginin ekseni) basing (Py = P,,) ve P, ise x ve y eksenleri
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yoniindeki basing (P, = 1/2 (Pxx + Pyy)) olarak tanimlanmaktadir (Gullingsrud ve
Schulten, 2004).

Bu tez kapsaminda hiicre zarindaki basincin z eksenine (derinlik) baglh degisimi ile
ilgilendigimiz igin 6ncelikle bdlgesel basinct tanimlamamiz gerekmektedir. Lindahl
ve Edholm’un ¢alismalarina (Lindahl ve Edholm, 2000) gére, bdlgesel basmcin
hesaplanmasi i¢in simiilasyonu yapilan biyolojik sistemin z ekseni yoniinde iist {iste
gelen Az kalimligina sahip kafeslere ayrilmasi gerekmektedir. Bu durumda o kafes
icerisinde bulunan pargaciklarm etkilesiminden ve kafesin iki farkli tarafinda bulunan
parcaciklarin etkilesiminden olusan bolgesel basing tensorii denklem 2.3 ile hesaplanir

(Gullingsrud ve Schulten, 2004).

1
Posigeser(2) = AV lz m;v; X v; — Z Fij Xriif (2,2 z)) (2.3)
i*

i<j

Denklemde z kafesin tam ortasindaki z koordinatidir. z; ve z; ise swrasiyla i ve j

*

parcaciklarinin z koordinatidir. i* kafes icerisindeki atomlar1 tanimmlamaktadir.
Dolayisiyla );+ m;v; X v; kafes icerisinde kalan atomlarin kinetik enerjilerinin bir
toplamidir. f(z, z;, z;) agwhk fonksiyonudur ve eger i ve j pargaciklar1 kafesin
icerisinde ise f (Z, Zl-,Zj) = 1. Pargacigin sadece biri kafes igerisinde ise f (Z, Zi,Zj) =

dz

— olarak hesaplanmaktadir. dz kafes igerisindeki parcacigin diger pargaciga yakin
1742

kafes smirma olan uzakhigidir. iki pargacigin kafes icerisinde bulunmamasi ve kafesin

Az

bu iki parcacik arasinda kalmasi durumunda agirlik fonksiyonu f (Z, Zi,Zj) =l
1742

olarak hesaplanmaktadir (Gullingsrud ve Schulten, 2004).

MD simiilasyonlarindan elde edilen basing verileri analiz edildi ve denklem 2.3 ile
hesaplamalar yapildi. Her bir termodinamik hal (TH1-TH7) i¢in 150 ns’lik
simiilasyon verisinden 75000 adet anlik basing profili verisi elde edildi. Bu profillerin
ortalamalar1 hesaplanarak Sekil 2.1’de verilmis her bir termodinamik hal i¢in basing
profilleri olusturulmustur. Minimum noktalarin basing profillerini hesaplamak icin,
minimum noktalarin bulundugu kuyulardaki tiim yoriingeler belirlendi. Bu
yoriingelere karsilik gelen basing profili verileri toplandi. Veriler daha sonra z ekseni
merkez olacak sekilde yoriingelerin {izerine yerlestirildi. Bu profillere gore basing

profili grafikleri olusturuldu.
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2.6 Dineinin MTBB’sinin MT’ye Baglanmasinin MD Simiilasyonlar I¢in

Sistemlerin Hazirlanmasi

MTBB’nin MT’ ye baglanmasini incelemek i¢in gergeklestirilen simiilasyonlarda iki
farkli dinein kristal yapis1 bir araya getirilerek yeni bir MT ye bagli dinein MTBB
yapis1 modellenmistir. ilk olarak Schmidt ve dig. (2015) tarafindan elde edilen insana
ait sitoplazmik dinein-2’ye ait motor bolgesinin ATP hidrolizinin gec¢is hali analogu
olan ADP.Vi bagh kristal yapis1 (PDB kodu: 4RH7) MTBB elde edilmek i¢in
kullanilmistir. S6z konusu kristal yap1 K1413R, R2871Q ve A3680V olmak {izere li¢
adet mutasyon bulundurmaktadir. Dahasi, proteinin C-ucunda fazladan bir valin amino
asidi bulunmaktadir ve insana ait sitoplazmik dinein-2’nin kristal yapisinda dnemli
yapisal eksiklikler mevcuttur. Bunlar AAA3-AAA4 bdlgeleri arasinda 2584-2586
indeksli 3 amino asit (ARA), AAA4’de 2827-2846 indeksli 20 amino asit
(TGGGEKYNDKKRKEEKKKNS), AAA5-AAA6 bolgeleri arasindaki 3596-3611
indeksli 16 amino asit (VVGDMLRKADSQQKIR), ve AAA6 bolgesinin C-ucundan
sonraki 3953-3962 indeksli 10 amino asit (IDVFNQRNKK) olarak siralanmaktadir.
Can ve dig. (2019), insan dinein-2 yapisinin eksiksiz ve ATP bagli halini VMD
programi (Humphrey ve dig, 1996) kullanarak modellemislerdir (Sekil 2.2¢). Sonug
olarak ATP baglh diisiik afiniteli eksiksiz bir dinein-2 yapisi elde etmislerdir. Elde
edilen dinein yapist MT’ye baglanmak istendigi i¢in, M. musculus organizmasina ait
MT’ye yiiksek afinite ile bagli dinein-1 MTBB kristal yapis1 (PDB kodu: 3J1T)
(Redwine ve dig, 2012) secilmistir. Bu yap1 a ve P tiibiilinden olusan MT, MT’ye
yiiksek afinite ile bagli MTBB ve dinein sapmin bir kismini igerir (Sekil 2.2b). Secilen
iki yapinin MTBB’lerinin hizalanmasi i¢in Can ve dig. (2019) tarafindan modellenen
insan dinein-2 yapisinin alfa sarmallarinin amino asitleri ve bu sarmallara M. musculus
dinein-1 yapisinda karsilik gelen amino asitler belirlendi (EK A). Belirlenen amino
asit indeksleri insan dinein-2 i¢in E2998-S3005 (H1), D3011-M3024 (H2), W3031-
A3039 (H3), R3041-T3049 (H4), K3057-N3070 (H5) ve P3076-A3082 (H6) iken, M.
musculus dinein-1 i¢in Q3300-S3307 (H1), A3313-L3326 (H2), W3333-M3341 (H3),
E3343-N3351 (H4), D3359-S3371 (H5), Y3377-A3383 (H6) amino asitleridir. iki
yapida birbirine karsilik gelen ve korunmus olan bu bdlgeler VMD programi
(Humphrey ve dig, 1996) kullanilarak hizaland1 ve yapilar st iiste getirildi (Sekil
2.23).
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Sekil 2.2 : insan dinein-2 yapis1 (PDB kodu: 4RH7) ile M. musculus dinein-1 (PDB

kodu: 3J1T) yapilarinin MTBB kisimlarmin iist iiste getirilmesi. Ust iiste getirilmis

yapilar (a), MT ye bagli dinein-1 MTBB yapis1 (b) ve Can ve dig. (2019) tarafindan
modellenen dinein-2 yapisi (c) sekilde gosterilmistir.

Yapilar iist iiste getirildikten sonra, iist liste olan yapilardan insan dinein-2 yapisimnin
cok biiyiik olmasi, hesaplamalarm masrafli olmasi ve incelenecek bolgenin MTBB
olmasindan dolay1 eksiksiz dinein-2 yapisinin sadece MTBB ve sap bolgesinin bir
kismini (E2962-R3126) iceren yapisi daha sonraki asamalarda kullanilmistir. Bu kisim
M. musculus dinein-1 (PDB kodu: 3J1T) yapisindaki MTBB-sap kismi(K3264-
K3427) referans almarak secilmistir (EKA). Ayrica dinein-2 yapismim MT’ye bagh
hali modellenmek istendigi i¢in iist {iste olan yapidan dinein-1 yapisindaki MTBB-sap
kismi atilarak yalnizca MT alimmustir. Sonug olarak dinein-2 MTBB-sap kismini
(E2962-R3126) ve MT’yi igeren yapt VMD programinda (Humphrey ve dig, 1996)
koordinatlar1 birlestirilerek elde edilmistir (Sekil 2.3). Kaydedilen yap1 gorsel olarak
incelendiginde insan dinein-2 yapisi ile MT nin a-tiibiilini arasinda yapisal ¢akigma

gbzlemlendi.
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Sekil 2.3 : M. musculus dinein-1 kristal yapisindaki (PDB kodu: 3J1T) MT ile insan
dinein-2 (PDB kodu: 4RH7) MTBB-sap kisminin iist {iste getirilmesiyle modellenen
yap1. Yapida meydana gelen yapisal cakisma sag panelde gosterilmektedir. Sekilde

MTBB ve sap bolgesi (E2962-R3126) sar1 ile gosterilirken MT nin o ve B-tiibiilinleri

sirastyla pembe ve yesil renk ile gosterilmistir.

Yeni elde edilen yapidaki yapisal cakismayi1 onlemek icin insan dinein MTBB’si

MT’den VMD programi kullanilarak yaklasitk 10 A uzaklastirilmistir ve bu

uzaklastirma sonucu degisen koordinatlar kaydedilerek yapisal ¢akisma olmayan yap1

elde edilmistir (Sekil 2.4).

Sekil 2.4 : Yapisal cakismanin ortadan kaldirilmasiyla olusan ve MTBB nin MT’ye
baglanmasini saglayan MD simiilasyonlarinda kullanilan yap1.
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Elde edilen yap1, VMD programinin (Humphrey ve dig, 1996) “Solvate v1.5” eklentisi
kullanilarak her yone 15 A uzaklik olacak sekilde su kutusu igerisinde ¢oziildii. Daha
sonra su igerisinde ¢oziilen sistem VMD programinin (Humphrey ve dig, 1996)
“Autoionize v1.5” eklentisi kullanilarak 0.15 M NaCl ile iyonize edildi ve sistemin
yiikii notr hale getirildi. Iyonizasyondan sonra sistemin toplam atom sayis1 170514

atom oldu. (Sekil 2.5)

Sekil 2.5 : MTBB’nin MT’ye baglanmasini saglayan MD simiilasyonlar1 i¢in su ve
iyonlar varliginda hazirlanan sistem.
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2.7 Dineinin MTBB’sinin MT’ye Baglanmasimin MD Simiilasyon Detaylar

MT’ye bagli MTBB yapisinin dengeye gelmesini saglamak i¢in, hazirlanan sistem
NAMD (Phillips ve dig, 2005) programi (CUDA hizlandirmas: ile birlikte) ve
CHARMMS36 (Best ve dig, 2012) kuvvet alam1 (Ingilizcesi force field) kullanilarak
simiile edilmistir. Elde edilen sistemin dengeye gelebilmesi i¢in dncelikle proteinin
alfa karbonlar1 sabitlenerek 10000 adim minimizasyon islemi gerceklestirildi. Adim
aralig1 2 fs olarak belirlendi. Van der Waals (vdW) etkilesimlerinin hesaplanmasi
sirasinda iki atom arasindaki uzaklik (/ngilizcesi cutoff distance) en ¢cok 12 A olacak
sekilde se¢ildi ve mantik fonksiyonu 10 A’dan baslaylp 12 A’a ulasacak sekilde
ayarlandi. Uzak mesafeli elektrostatik etkilesimlerin hesaplanmasi parcacik ag Ewald
metodu kullanilarak yapildi. Minimizasyon isleminin ardindan proteinin alfa
karbonlar1 sabit tutularak 1 ns boyunca dengeleme simiilasyonu yapildi. Minimizasyon
ve dengeleme simiilasyonlar1 siiresince sistemin pargacik (N), hacim (V) ve sicaklik
(T) degerleri sabit tutuldu, baska bir deyisle NVT yaklasimi uygulandi. Bu yaklasimin
uygulanmasmin sebebi yeni olusturulan sistemin basincmin dengelenebilmesi ve
sistemin denge durumuna yaklagsmasidir. Daha sonrasindaki simiilasyonlarda sistemin
parcacik (N), basing (P) ve sicaklik (T) degerleri sabit tutularak (NPT yaklasimi)
sistemin hacminin dengeye gelmesi i¢in 2 ns dengeleme simiilasyonu yapildi. Bu
simiilasyonda proteinin alfa karbonlarmnin hareketi yay sabiti 1 kcal/mol/A? olan bir
yay ile harmonik hareket edebilecekleri bir sekilde kisitlandi. Bu adimdan sonra
sistemdeki tim atomlar serbest birakildigi 4 ns’lik dengeleme simiilasyonu
gerceklestirildi. Bu asamaya kadar sistemin dengeye ulagsmasi toplamda 7 ns
dengeleme simiilasyonu gergeklestirildi. Dengeleme simiilasyonlarindan sonra sistem
200 ns boyunca MD simiilasyonu yapildi ve MTBB’nin MT’ye baglanmasi bu

simiilasyon ile saglandi.

2.8 Dinein  MTBB’sinin MT’den Kopmasmin Yonlendirilmis MD (SMD)

Simiilasyonlar icin Sistemlerin Hazirlanmasi

Dinein proteininin termodinamik halleri arasindaki ge¢is boyunca MT’den
kopmasinin modellenmesi i¢in, dinein MTBB’sinin MT’den kopmasmi saglayan
yonlendirilmis MD (SMD) simiilasyonlar1 yapilacaktir. SMD simiilasyonlar1 i¢in
baslangic noktalar1 olarak 6nceki simiilasyonlarda 200 ns boyunca 6rneklenen MTBB-

MT yapisindan 50. ve 100. ns’lerden farkli baglanma pozlarma sahip anlik yapilar
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VMD programmin (Humphrey ve dig, 1996) kullanilarak elde edilmistir. Alinan
yapilarin su kutulart SMD simiilasyonlar: siirecinde sistem ig¢in kiigiik kaldigindan
anlik yapilar bulunduklari su kutusundan alindi. SMD simiilasyonlarinda reaksiyon
koordinatt MT’nin B-tiibiilin bolgesinin D251-V260 amino asit indeksine sahip
sarmalinin alfa karbonlarmin kiitle merkezinden, MTBB’nin H1-H6 sarmallarinin alfa
karbonlarmin kiitle merkezine dogru gececek sekilde belirlendi. Bu reaksiyon
koordinatmin vektorii z eksenine hizalanarak sistemin koordinatlar1 kaydedildi. Daha
sonrasinda VMD programinin (Humphrey ve dig, 1996) “Solvate v1.5” eklentisi
kullanilarak sistem su igerisinde tekrardan ¢oziildi. Bu kutunun boyutlar1 + x, y
yonlerinde 20 A, -z yoniinde 15 A ve +z yoniinde 50 A olarak secildi. Yeni sistem
VMD programinin (Humphrey ve dig, 1996) “Autoionize v1.5” eklentisi kullanilarak
0.15 M NaCl ile iyonize edildi ve daha sonrasinda sistemin yiikii notr hale getirildi.
Yeni olusan sistem 267.644 atom icermektedir (Sekil2.6).
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Sekil 2.6 : MTBB’nin MT’den kopmasmin SMD simiilasyonlar1 i¢in hazirlanan
sistem. SMD reaksiyon koordinat vektorii z eksenine hizalanmistir ve mavi ok ile
gosterilmistir.
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2.9 Dinein MTBB’sinin MT’den Kopmasimin SMD Simiilasyon Detaylar

SMD simiilasyonlari, MD simiilasyonlar1 ile erisebilecegimiz zaman 0Jlgeginde
biyolojik prosesleri kesfetmemizi saglar. Bu yontem, ligandlarin baglanma yolaginin
tanimlanmasindan, proteinlerin elastik 6zelliklerinin agiklanmasina kadar ¢ok genis
yelpazedeki prosesleri incelemek igin kullanilabilir (Isralewitz ve dig, 2001). SMD
simiilasyonlarinin ana fikri atom veya atomlara dis kuvvet uygulanarak reaksiyon
koordinati lizerinde bir yone dogru ¢ekmektir. Cekme prosesi sabit bir hizla ya da sabit
bir kuvvet uygulanarak gerceklestirilebilir (Phillips ve dig, 2003; Phillips ve dig,
2005).

Bu tez calismasinda MTBB MT’den sabit bir hizla ¢ekilecegi icin SMD simiilasyonu
sabit hizla yapilacaktir. Sabit hizla yapilan SMD simiilasyonlarinda belirlenen
atomlarin kiitle merkezlerine kukla atom sanal bir yay ile baglanir. Daha sonrasinda
ise kukla atom sabit hizla ¢ekilir. Cekme prosesi sirasinda iki atom arasindaki sanal

yaya bagli uygulanan kuvvet denklem 2.4 ve 2.5 ile hesaplanir (Phillips ve dig, 2005).

F=-vU (2.4)

U =

N| =

k-[v-t—(F—7) A (2.5)

Burada, U potansiyel enerjiyi, k baglanan sanal yaym yay sabitini, v ¢ekme hizini, t
zamani, 7 belirlenen atom/atomlarm anlik koordinati, 7, belirlenen atom/atomlarin

baslangi¢ pozisyonlari ve 71 ise ¢ekme yoniinii ifade etmektedir (Phillips ve dig, 2005).

200 ns’lik MD simiilasyonunun 50. ve 100. ns’lerinden alinan anlik yapilar ile
hazirlanan sistemler 2.7 bashginda oldugu gibi minimizasyon ve dengeleme
simiilasyonlar1 yapilarak dengeye getirildi. Bu adim sonucunda iki anlik yap1 i¢in ayr1

ayr1 toplamda 7 ns dengeleme simiilasyonu yapildi.

MD simiilasyonlarinin 50. ve 100. ns’lerinden alman anlik yapilarm baglanma
enerjisini bulabilmek i¢in, s6z konusu yapilar her biri 5 kez olmak iizere 1 ns
araliklarla 6rneklenerek toplamda 10 yap1 elde edildi. Bu 10 yap1 i¢in ayr1 ayr1 10 ns
SMD simiilasyonu (toplamda 100 ns) gergeklestirildi. SMD simiilasyonlarinda
reaksiyon koordinati MT nin B-tiibiilin bolgesinin D251-V260 amino asit indeksine
sahip sarmalinin alfa karbonlarinin kiitle merkezinden, MTBB’nin HI1-H6
sarmallarmin alfa karbonlarinin kiitle merkezine dogru olacak sekilde reaksiyon
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koordinat1 belirlendi. (Sekil 2.7). Reaksiyon koordinati belirlenirken kullanilan
MTBB’nin amino asitlerinin alfa karbonlar1 sanal bir yay ile kukla atomlara baglandi.
Buna ek olarak MT’nin B-tiibiilin bdlgesinin D251-V260 amino asit indeksine sahip
sarmalinin alfa karbonlar1 se¢ildi ve sabitlendi. Her bir SMD simiilasyonu boyunca
secilen atomlar 2.5 A/ns sabit hiz ile 10 ns ¢ekildi. SMD simiilasyonlarinda yay sabiti
200 kcal/mol/A? olarak belirlendi. 10 farkli andaki 6rnek igin toplamda 100 ns SMD
simiilasyonu gerceklestirildi ve boylece 10 farkli 6rnek icin MTBB’nin MT’den
kopmasi modellenmis oldu. Dinein MTBB’sinin MT’ye baglanmasinin ve kopmasinin

simiilasyon detaylar1 Cizelge 2.2 ile gosterildi.
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Sekil 2.7 : MTBB’nin MT’den kopmasmin SMD simiilasyonlarinda reaksiyon
koordinat vektdrii. MT nin B-tiibiilinin D251-V260 sarmalinin amino asitlerinin alfa
karbonlarinin kiitle merkezinden (kirmizi kiire), MTBB’nin H1-H6 sarmallarinin
amino asitlerinin alfa karbonlarinin kiitle merkezine (turuncu kiire) dogru gececek
sekilde belirlenmistir. SMD reaksiyon koordinat vektorii mavi ok ile gosterilmistir.
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Cizelge 2.2 : MTBB’nin MT’ye baglanmasinin ve kopmasinin modellendigi
simiilasyonlarm toplam atom sayilar1 ve siireleri.

Simiilasyon Atom Dengeleme MD/SMD
Tipi Sayist  Simiilasyonu (ns) Simiilasyonlari (ns)
MD
(MT’ye Baglanma) 170,514 ! 200
SMD 267,644 7 100

(MT’den Kopma)

2.10 Serbest Enerji Hesaplamasi

SMD simiilasyonlarinda ¢ekme islemi sirasinda kullanilan hiz sinirlt bir hizdir. Hizin
smirlt olmasmin sebebi ¢ekme islemi sirasinda sistemde siirtiinme olmasidir.
Siirtlinmenin olmasi sistemde entropi iiretir. Entropi olusmasindan dolay1 siirec
dengesizlik (geri doniisiimsiiz) durumdadir. Cekme hareketi esnasinda sisteme
uygulanan iglerden bazilari, gekme prosesinin geri doniistimsiizliigiinii bozabilir. Bu
ylizden sistemin serbest enerji degisimi, sisteme uygulanan is degerinden daha diisiik
olmalidir. Termodinamigin ikinci yasasi geregi sistemin ilk ve son durumlar1
arasindaki serbest enerji degisimi sisteme uygulanan ortalama is degerinden biiyiik

olamaz (Denklem 2.6).
AA = Agon —Ajj < (W) (2-6)

Bu yaklasim serbest enerji farkina bir iist s saglamis olur. Jarzynski esitligi
(Denklem 2.7) kullanilarak serbest enerji degisiminin siirecin hizindan bagimsiz elde

edilmesi saglanir (Jarzynski, 1997a; Jarzynski, 1997b).
e_BAA = (e_ﬂw) (27)

Jarzynski esitligi, denge serbest enerji farklar1 ile denge dis1 prosesler yoluyla yapilan
is arasmdaki iliskidir (Park ve dig, 2003). Jarzynski esitliginin asil zorlugu ortalamaya
sadece nadiren gozlemlenen kiigiik ig degerlerinin hdkim olmasidir. Bu nedenle, az
sayida SMD simiilasyonu yapilirsa, hizin bu kadar kiiciik is degerlerine izin verecek

kadar kii¢lik olmasi1 gerekir.

Sistem, sabit sicaklik (T) ve basingtaki (P) MD simiilasyonu ile ifade edilen N
parcaciktan olusan klasik mekanik bir sistem olarak tanimlanmaktadir. Sistemin

mikroskobik konfigiirasyonu 3N boyutlu pozisyon vektorii (R) ve momemtum vektorii
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(p) tarafindan tanimlanir. SMD simiilasyonlarinda, A parametresine bagli, dis
harmonik yonlendirme potansiyeli h; (R) uygulanir ve boylece A degistirilerek sistem,
¢ koordinati boyunca denklem 2.8 ile yonlendirilir (Park ve Schulten, 2004).

k
h(R) = - (E(R) - A)? (2.8)

Bu denklemdeki k, yay sabitidir. Degistirilmis Hamiltonian denklem 2.9 ile tanimlanr.

H;(R,p) = Hy(R,p) + i1 (R) (2.9)

Burada, H, (R, p) orijinal sistemin Hamiltonian’idir. Baslangi¢ durumlari R, p, olan
yoriinge toplulugunun ortalamasi (W), Hamiltonian denklemi H,(R,, p,) ‘a gore
kanonik topluluktan 6rneklendi (Park ve dig, 2003). Sabit hizli SMD simiilasyonlar1
yapildi, bu simiilasyonlarda A sabit bir hizla denklem 2.10’daki gibi degistirildi
(Humphrey ve dig, 1996; Jarzynski, 1997b; Park ve dig, 2003; Park ve Schulten,
2004; Best ve dig, 2012).

A(t) = 2(0) + vt (2.10)

Burada t zaman ve A(t) ise t simiilasyon zamanindaki A parametresinin degeridir. Dis
is denklem 2.11 ile hesaplanur.
A
Waoy-a) = f FdA (2.11)
A(0)
Sisteme uygulanan kuvvet olan F ise denklem 2.12 ile hesaplanir.

_dh;(R)
=——=

F —k[¢(Ry) — 2(0) — vt'] = vdt (2.12)

F Kuvvetini ¢ekme yoniinde elde etmek igin, kuvvetin skaler c¢arpmmi (f )

simiilasyondaki SMD atomlarina uygulanir ve ¢gekme yonii reaksiyon koordinat1 (77)
hesaplanmalidir (F = f -1) (Phillips ve dig, 2005).
Jarzynski esitligi, is degerlerini W) gy kullanarak serbest enerji farkliliklarmin

A(A(®)) — A(A(0)) hesaplanmasini saglar. Reaksiyon koordinatim & bir fonksiyonu
olan serbest enerji profili, potansiyel ortalama kuvvet (/ngilizcesi potential mean force,
PMF) olarak adlandirilir (Park ve dig, 2003). £(R;), yoriingeler boyunca ayni A(t)
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degeri ile dalgalandig: i¢in, farkli reaksiyon koordinatlar1 &(R;) goriilebilir. Bu
durumda, PMF @ (&) degerini hesaplamak i¢in, ayn1 reaksiyon koordinatinda & fakat
farkli ¢ zamanmda olan Wj)-ar degerleri birlestirilmelidir. Yonlendirici
potansiyelin yay sabiti k, reaksiyon koordinat1 kisitlama merkezini A yakindan takip
edebilecegi kadar yeterli biiyilikliikte oldugunda, sert yay yaklasimi ortaya ¢ikar (Park
ve dig, 2003). Bu yaklagim denklem 2.13 ile ifade edilir.

AQ) ~ d(R) (2.13)

SMD simiilasyonlarimizda reaksiyon koordinati, kisitlama merkezini A yakindan takip
edebilmektedir ve sert yay yaklagimi uygulanabilir. Dolayistyla, W) -, 1(¢) is degerleri
kullanilarak Jarzynski esitligi ile A(1) ve ®(1) hesaplandi.

SMD simiilasyonlarindaki atomlara uygulanan dis potansiyel sebebiyle, MTBB etki
altinda kalmis olacaktir. Bu sebeple, son konformasyonlar denge durumunda
olmayacaktir. Ancak, bu son durumlar1 dengeye getirmek i¢in bir dis is gerekmez.
Dolayisiyla, Jarzynski esitligi denge durumlar arasi gecisler agisindan ifade edilebilir

(Park ve Schulten, 2004).
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

3.1 LeuT’nin IFo->OFo Yapisal Gegisi Boyunca Basing Profilleri

IFo>OFo yapisal gecisinin modellenmesini saglayan MD simiilasyonlarindan elde
edilen veriler VMD programi kullanilarak gorsel olarak incelenmistir.
Simiilasyonlardan alinan yapilar i¢in ayr1 ayr1 elde edilen sonuglar incelendiginde IFo
halini (TH1) temsil eden yapinin hiicre i¢ine bakan acik halde bulundugu ve bu
durumda TM1a-TM6b sarmallarinin hiicre igine bakan agiklig1 olusturacak sekilde
paketlendigi gozlemlenmistir (Sekil 3.1).

I1Fo OFo
Hiicre Dis1
A o, o T P
L4 & «,&d
=) » ¢ _’
G 3 « v g wc
Hiicre I¢i
IFc

L

Sekil 3.1 : LeuT’nin IFo>OFo halleri arasindaki yapisal gegis boyunca TM1a-
TM6b ve TM1b-TM6a sarmallarmin simiilasyonlarda degisimi. TM1, TM3, TM6,
TMS8 ve EL4 sirastyla kirmizi, turuncu, agik yesil, koyu yesil ve mor renkte
gosterilmistir. Siyah oklar LeuT sarmallarinin simiilasyonlar boyunca meydana gelen
hareket yonlerini gostermektedir.
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Simiilasyonlarda IFc alt halleri (TH2-TH6), IFo>OFo yapisal gegisi boyunca olusan
yapilardir ve bu yapilar hiicre icine bakan kapali halleri temsil etmektedir.
Simiilasyonlarda bu yapilarda TM1a-TM6b sarmallar1 TM3-TM8’e dogru hareket
etmekte ve hiicre igine bakan agikligi kapatmaktadir. Boylece IFo hali ile OFo hali

arasinda hiicre i¢ine kapali alt haller olugmaktadir.

OFo hali (TH7) igin ise yap1 hiicre disma bakan ag¢iklik halini temsil etmektedir.
Simiilasyonlarda TM1b-TM6a sarmallarmin TM3-TM8’den uzaklasmas ile hiicre
disma bakan agiklik olusmaktadir (Sekil 3.1).

Gur ve dig. (2015) tarafinda elde edilen enerji yiizeyinden LeuT nin 7 termodinamik
halini (TH1-TH7) temsil eden apo monomer LeuT yapilar1 alinmistir. Alinan yapilar
kullanilarak IFO>OFo halleri arasindaki yapisal ge¢is boyunca LeuT ’nin lipit tabaka
iizerine yaptig1 basincin 6l¢iilmesi i¢in her bir yap1 lipit tabaka igine yerlestirilerek 150
ns MD simiilasyonlar1 yapilmistir. MD simiilasyonlarindan elde edilen veriler
kullanilarak apo haldeki LeuT monomeri i¢in yeniden enerji yiizeyi olusturulmustur
(Sekil 3.2). Bu yeni elde edilen enerji ylizeyinde Gur ve dig. (2015) tarafinda elde
edilen enerji ylizeyinden alman 7 yap1 (TH1-TH7) eflatun renkli kareler olarak
gosterilmistir. Olusturulan yeni enerji ylizeyinde 1Fo—>OFo halleri arasindaki yapisal
gecis boyunca 7 minimum enerji noktasi belirlenmis ve bu noktalar sirasiyla TFo
(TH1), IFcl (TH2), IFc2a (TH3), IFc2b (TH4), IFc2c (TH5), IFc3 (TH6) ve OFo
(TH7) hallerini temsil eden noktalar olarak tanimlanmistir. Bu termodinamik hallerden
TH2 ve TH6 arasindaki yapilar IFo->OFo halleri arasindaki yapisal gecis boyunca apo
LeuT'nin gectigi enerji yiizeyindeki minimum bdlgelerdeki yapilardir ve bu yapilar

hiicre i¢ine bakan kapali (IFc) haldedir.

TH1-TH7 yapilar1 i¢in 150 ns’lik simiilasyon verileri kullanilarak (toplam 1050 ns)
elde edilen ve minimum noktalar1 gosteren enerji yiizeyi Sekil 3.2°de gosterilmektedir.
Elde edilen yeni enerji ylizeyindeki drneklerin, dnceki ¢alismanin enerji yiizeyindeki
orneklerden daha diisiik enerjiye sahip oldugu gézlemlenmistir. LeuT nin IFo>OFo
yapisal gecinin modellendigi simiilasyonlardan lipit tabaka {izerine yapilan basing

verileri elde edilerek Sekil 3.3’deki basing profilleri elde edilmistir.
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Sekil 3.2 : Apo LeuT’nin TH1-TH7 yapilari igin gergeklestirilen 150 ns’lik MD
simiilasyonlarindan elde edilen enerji yiizeyi. Eflatun renkli kareler Gur ve dig.
(2015) tarafindan elde edilen enerji yiizeyinden alinan 7 termodinamik hali temsil
eden anlik yapilardir. Yildiz ile belirtilen noktalar yeni olusturulan sistemlerin
baslangi¢ konformasyonlarinin alindigi anlik yapilardir. Gri ve siyah noktalar
literatiirde bulunan kristal yapilarinin (PDB kodu: 3TT3, 3F3E ve 3TT1)
pozisyonlarin1 gostermektedir.

Hiicre Icine Bakan Aciklik

a) Termodinamik hal 1 (IFo) b) Termodinamik hal 2 (IFc/) ¢) Termodinamik hal 3 (IFc2a)
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Sekil 3.3 : Apo LeuT’nin TH1-TH7 i¢in MD simiilasyonlar1 ile elde edilen basing
profilleri.
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d) Termodinamik hal 4 (IFc2b) e) Termodinamik hal 5 (IFc2c)
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f) Termodinamik hal 6 (IFc3) g) Termodinamik hal 7 (OFo)
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Sekil 3.3 (Devam) : Apo LeuT’nin TH1-TH?7 i¢cin MD simiilasyonlar1 ile elde edilen
basing profilleri.
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3.2 Literatiirdeki Dinein MTBB-MT Yapilarinin Etkilesimleri

MTBB’nin MT ile olan etkilesimlerinin diistik afiniteli ve yiiksek afiniteli yapilarda
nasil degistigini analiz etmek i¢in kriyo elektron mikroskobu ile elde edilen 3 adet
MT’ye bagli M. musculus organizmasima ait sitoplazmik dynein-1 yapisi analiz
edilmistir (Sekil 3.4). Yapilar VMD’de (Humphrey ve dig, 1996) gorsel olarak
incelenmis ve daha sonra MTBB ile MT arasindaki etkilesimler VMD programinin

(Humphrey ve dig, 1996) “Salt Bridges” eklentisi kullanilarak elde edilmistir.

a) Yuksek afiniteli dinein 1 (Pdb kodu: 3J1T)
1 j;fszgg 2 " Rase |2 Ksad

H o s ' D427 Mi N \

’)"5196)4:1 D165

E4314

4 ' R3337

.
£

b) Dusuk afiniteli dinein 1 (Pdb kodu: 3J1U)

1 k3209
3196 ) (5
; ¥ K3298| |8
= - < :.:4
TR o e i [N | s
¢) Yuksek afiniteli dinein 1 (Pdb kodu: 6RZB)

3 #3334 | |6 ?'&1382
B D [V
4 N/ ~\| |[e414
Y E194 &. 1’#?161 L EA20SS
7 "éKszgs { E3304
. A I 4 '

Sekil 3.4 : Literatiirde bulunan kristal yapilarm MTBB-MT etkilesimleri. Sekilde
MTBB sar1, MT nin a-tiibiilin ve -tiibiilin kisimlar1 sirasiyla pembe ve sar1 renkler
ile gosterilmistir. Kutucuk numaralandirmalar1 ile MTBB amino asitleri
Ozdeslestirilmistir ve ayn1 amino asit i¢in ayni renk ve numara kullanilmistir.

[k olarak kriyo elektron mikroskobu ydntemi ile 9.7 A ¢dziiniirliikte elde edilen M.
musculus organizmasina ait sitoplazmik dinein-1 MTBB’sinin MT’ye yiiksek
afiniteye sahip oldugu yap1 (PDB kodu: 3J1T) (Redwine ve dig, 2012) incelenmistir.
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Baslangigta VMD programi (Humphrey ve dig, 1996) kullanilarak yap1 gorsel olarak
incelenmis ve yapida MTBB’nin 7 alfa sarmaldan (H1-H6 ve H?*) olustugu
gozlemlenmistir. H* sarmali normalde diger yapilarda bulunmazken bu yapida
bulunmaktadir. Bu fazladan olusan sarmalin yapmin elde edilme ¢oziiniirligiiniin
(9.7 A) ok diisiik olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Yapida MTBB, MT’ye
yiiksek afinite ile bagli haldedir ve MT a-tiibiilin ve B-tiibiilin olmak iizere iki kisim
icermektedir. MTBB ile MT arasmdaki 6 A uzaklktaki etkilesimler VMD
programmin (Humphrey ve dig, 1996) “Salt Bridges” eklentisi kullanilarak elde
edilmistir. Sonu¢ olarak MTBB bdolgesinin HI (K3299 ve R3306), H3 (K3334,
R3337), H6 (R3382) sarmallar1 ve bu sarmallara yakin bulunan amino asitlerin
(R3342) MT amino asitleri ile olusturdugu tuz kopriisii ve elektrostatik etkilesimler

tespit edilmis ve Sekil 3.4a’da gosterilmistir.

Ikinci olarak M. musculus organizmasina ait 9.7 A ¢oziiniirliikteki sitoplazmik dinein-
1 MTBB’sinin MT’ye diisiik afiniteye sahip oldugu yap1 (PDB kodu: 3J1U) (Redwine
ve dig, 2012) incelenmistir. Diistlik afiniteli bu yap1t VMD programi (Humphrey ve dig,
1996) kullanilarak gorsel olarak incelendiginde MTBB nin 6 adet alfa sarmaldan (H1-
H6) olustugu ve MT’nin o-tiibiilin ve B-tiibiilin olmak {izere iki kisim icerdigi
gbzlemlenmistir. Bu yapida H3 sarmali agilmis ve iki sarmal sekilde goriilmektedir.
Yapi1 ayni sekilde VMD programinm (Humphrey ve dig, 1996) “Salt Bridges” eklentisi
kullanilarak 6 A mesafedeki etkilesimlere bakilarak analiz edilmistir. Yapida
MTBB’nin H1 (K3299 ve E3304), H3 (K3334) ve H6 (R3382) sarmallar1 ve bu
sarmallara yakin bulunan amino asitler (K3298) ile MT amino asitleri arasinda olugsan
tuz kopriisii ve elektrostatik etkilesimler tespit edilmis ve Sekil 3.4b’de gosterilmistir.
Bu yapida MT’ye yiiksek afiniteyle baglanan yapinin aksine daha az etkilesim

bulunmaktadir.

Son olarak kriyo elektron mikroskobu yontemi ile 4.1 A ¢oziiniirliikte elde edilen M.
musculus organizmasma ait sitoplazmik dynein-1 MTBB’sinin MT’ye yiiksek
afiniteye sahip oldugu yap1 (PDB kodu: 6RZB) (Lacey ve dig, 2019) incelenmistir.
Yapida MTBB 6 adet alfa sarmaldan (H1-H6) olusmaktadir ve MT’ye yiiksek afinite
ile bagl haldedir. VMD programinim (Humphrey ve dig, 1996) “Salt Bridges” eklentisi
kullanilarak MTBB ile MT nin 6 A uzakliktaki etkilesimler elde edilmistir. MTBB’nin
H1 (E3304 ve R3306), H3 (K3334), H6 (R3382) sarmallar1 ve bu sarmallara yakin

bulunan amino asitler (K3298) ile MT amino asitleri arasinda tuz kopriisii ve
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elektrostatik etkilesimler tespit edilmistir ve bu etkilesimler Sekil 3.4c’de
gosterilmistir. Bu 3 yap1 icin MTBB ile MT arasindaki etkilesimler incelendiginde
MTBB’nin H1, H3 ve H6 sarmallarinin MT ile etkilesimi sagladig1 gorilmiistiir.

Bu tez galisgmasinda MD simiilasyonlar1 ile 200 ns boyunca orneklenmesiyle elde
edilen MT’ye bagl dinein-2 MTBB yapisi, literatiirde bulunan dinein-1 yapilarinda
oldugu gibi VMD programi (Humphrey ve dig, 1996) kullanilarak analiz edilmistir.
MD simiilasyonu yapilan sistemin MTBB’si Can ve dig. (2019) tarafindan ATP bagli
olarak elde edilen eksiksiz insan dinein-2 yapisindan alinmstir ve bu yap1 literatiirde
incelenen yapilardan farklidir. Literatiirdeki yapilarmm MTBB’leri M. musculus dinein-
1 yapisina ait iken, MD simiilasyonu yapilan sistemin MTBB’si insan dinein-2
yapisina aittir. Simiilasyonlarda elde edilen yapinin MT kismu, literatiirde bulunan ve
PDB kodu: 3J1T (Redwine ve dig, 2012) olan yapidan alinmistir. 200 ns boyunca
gerceklestirilen MD simiilasyonlarinda MTBB’nin MT ye 10. ns’de baglandigi
gozlemlenmistir. Simiilasyonlardan elde edilen yapt VMD programi (Humphrey ve
dig, 1996) kullanarak gorsel olarak incelenmistir. Inceleme sonucunda yapinin
MTBB’sinin 6 alfa sarmaldan (H1-H6) olustugu gézlemlenmistir ve MT a-tiibiilin ve
B-tiibiilin olmak iizere iki kisim icermektedir (Sekil 3.5). 200 ns lik simiilasyon
boyunca degisen etkilesimlerin tespit edilmesi igin, literatiirdeki yapilarda oldugu gibi
VMD programmm (Humphrey ve dig, 1996) “Salt Bridges” eklentisi kullanilarak 6 A
mesafedeki etkilesimler ve bu etkilesimlerin degisimleri tiim simiilasyon i¢in elde
edilmistir. Simiilasyon boyunca dinein-2 MTBB’sinin H1 (R3004), H2 (D3011), H3
(K3035), H4 (R3041), H6 (R3081) sarmallar1 ve bu sarmallara yakin bulunan amino
asitler (R3007) ile MT amino asitleri arasinda olusan tuz kopriisii ve elektrostatik
etkilegimler tespit edilmis ve Sekil 3.5’de 200. ns i¢in olan anlik yapida gosterilmistir.
Simiilasyonun 10. ns’si i¢in elde edilen anlik yapida MTBB’nin MT ile yaptig:
etkilesimler EKB’de gosterilmistir.

Literatiirdeki dinein-1 yapilarindaki etkilesimler (PDB kodu: 3J1T, 3J1U ve 6RZB) ile
MD simiilasyonlarindaki dinein-2 yapisinin etkilesimleri karsilastirildiginda, bu iki
dinein yapismin sekans hizalamasinda birbirine karsilik gelen bir¢ok amino asidin ayni
etkilesimlere sahip oldugu gézlemlenmistir. S6z konusu etkilesimler Sekil 3.4 ve

3.5°deki renkler kullanilarak Sekil 3.6’da gdsterilmistir.
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Sekil 3.5 : Simiilasyon sonucu elde edilen yapidaki MTBB-MT etkilesimleri. Sekilde
MTBB sar1, MT nin a-tiibiilin ve B-tiibiilin kisimlar1 sirasiyla pembe ve sar1 renkler
ile gosterilmistir. Kutucuk numaralandirmalari1 Sekil 3.4, MTBB amino asitleri ile
0zdeslestirilmis ve ayni1 amino asit i¢in ayni renk ve numara kullanilmistir.
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2996 3002 3004 3007 3011
4RH7: 2967 —----- IEERKNKIDDELKEVQPLVNEAKLAVGNIRPESL IEMPEBVIRDILEGVL 3021
3J1T: 3264 KQQEVIADKQMSVKEDLDKVEPAVIEAQNAVKSIKGFQHLVEVRSMANPPAAVKLALESIC 3323
3J1U: 3264 KQQEVIADKQMSVKEDLDKVEPAVIEAQNAVKSIf@§QHLVEVRSMANPPAAVKLALESIC 3323
6RZB: 3270 —-———-- ADKQMSVKEDLDKVEPAVIEAQNAVKS IHKQHL VI§’IANPPAAVKLALES IA 3323
H38 H1 H2

3298 3299 3304 3306
30315 3041 3081
4RHT7 : 3022 RLMGIFDTSWVSMBSFLA VREDIATFDARNISKEIRESVEELLFKNKGSEFDPKNA 3081
3J1T: 3324 LLLGESTTDWAQIRSIIMRENFIPTIVNFSAEEISDAIREKMKKNYM-SNPSYNYEIVNI 3382
3J10: 3324 LLLGESTTDWAQIRSIIMRENFIPTIVNESAEEISDAIREKMKKNYM-SNPSYNYEIVNE 3382
6RZB: 3324 LLLGESTTDWAQIRSIIMRENFIPTIVNEFSAEEISDAIREKMKKNYM-SNPSYNYEIVNIY 3382
H3 H4 H5 H6

3334 3337 3342 3382

4RH7: 3082 ASTAAAPLAAWVKANIQYSHVLERIHPLETEQAGLESNLKKTED- 3125

3J1T: 3383 ASLACGPMVKWAIAQLNYADMLKRVEPLRNELQKLEDDAKDNQQK 3427

3J1U: 3383 ASLACGPMVKWAIAQLNYADMLKRVEPLRNELQKLEDDAKDNQQK 3427

6RZB: 3383 ASLAAGPMVKWAIAQLNYADMLKRVEPLRNELQKLE--——-—--—-— 3418
H9

Sekil 3.6 : Insan dinein-2 (PDB kodu: 4RHY) ve M. musculus dinein-1’e (PDB
kodu: 3J1T, 3J1U, 6RZB) ait MTBB’lerinin sekans hizalamasi. Sekans hizalamasi
yapilirken, yapilarin PDB veri tabanindan (www.rcsb.org) (Berman ve dig, 2003)
elde edilen FASTA sekanslarindan MTBB’leri alinarak, UniProt veri tabanindaki

(Consortium, 2018) hizalama araci kullanilmistir. Hizalamada renkli olarak
gosterilen amino asitler yapilardaki etkilesimleri temsil etmektedir ve renkler 6nceki
sekiller ile 6zdeslestirilmistir.

M. musculus dinein-1 ile insan dinein-2 MTBB’lerinin MT ile etkilesimlerine
bakildiginda iki yapidaki asidik ve bazik amino asitlerin MT amino asitleri ile
etkilesime girdigi gdzlemlenmistir. insan dinein-2 yapisinda Sekil 3.5°de 4-6 (K3035,
R3041, R3081) ve 8 (R3004) olarak numaralandirilan etkilesimlerin M. musculus
dinein-1 yapisinda da (R3337, R3342, R3382 ve R3306) bulundugu gézlemlenmistir.
Dinein-2 yapisinda, dinein-1’den farkli olarak R3007 (9) ve D3011 (10) etkilesimleri
bulunmaktadir. Dinein-2’deki bu amino asitlere dinein-1’de karsilik gelen asitlerin
(A3309 ve A3313) polar olmayan Ozellikte olmasindan dolay1r bu etkilesimlerin
dinein-1 yapilarinda bulunmadig: diistiniilmektedir. Dinein 1°deki K3299 (1), E3304
(2) etkilesimleri dinein-2 yapist i¢in yapilan simiilasyonlarda (K2996 ve E3002)
nadiren gorilmistiir ve bu etkilesimler kalici hale gelememistir. Bu yiizden bu
etkilesimler Sekil 3.5’de gosterilmemistir. Dinein-1 yapisindaki K3334 (3) ve
K3298(7) etkilesimleri ise dinein-2 yapisinda bulunmamaktadir. Bu etkilesimlere
dinein-2 de polar olmayan amino asitler (V3032 ve P2997) karsilik gelmektedir ve bu
yiizden dinein-2’ de bu etkilesimler olusmamistir. MTBB’nin MT ye baglanmasini
saglayan 200ns’lik MD simiilasyonu boyunca olusan etkilesimler i¢in etkilesim
mesafelerinin zamana gore degisimlerini ve etkilesim mesafelerinin simiilasyon

boyunca yiizde dagilimlarinin bulundugu grafikler Sekil 3.7 ile gdsterilmistir.
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Sekil 3.7 : MTBB-MT etkilesimlerinin simiilasyon siiresi boyunca degisen Mesafe-
Zaman ve Mesafe-Yiizde Dagilim grafikleri. 6 A mesafedeki etkilesimlerin smir1
kesikli ¢izgi ile gosterilmistir Sekilde numaralandirmalar Sekil 3.5 ve MTBB amino
asitleri ile 6zdeslestirilmistir.
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Sekil 3.7 (Devam) : MTBB-MT etkilesimlerinin simiilasyon siiresi boyunca degisen
Mesafe-Zaman ve Mesafe-Yiizde Dagilim grafikleri. 6 A mesafedeki etkilesimlerin
sinir1 kesikli ¢izgi ile gosterilmistir Sekilde numaralandirmalar Sekil 3.5 ve MTBB

amino asitleri ile 6zdeslestirilmistir.
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Sekil 3.7 (Devam) : MTBB-MT etkilesimlerinin simiilasyon siiresi boyunca degisen
Mesafe-Zaman ve Mesafe-Yiizde Dagilim grafikleri. 6 A mesafedeki etkilesimlerin
smir1 kesikli ¢izgi ile gosterilmistir Sekilde numaralandirmalar Sekil 3.5 ve MTBB

amino asitleri ile 6zdeslestirilmistir.
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Sekilde etkilesimlerin bakildigi 6 A mesafesi kesikli cizgilerle gosterilmis ve bu
mesafenin diginda kalan bolgeler etkilesimin artik olmadigmi gostermektedir.
Grafiklerde MTBB amino asitlerinin her bir MT amino asidi ile yaptig1 etkilesim i¢in
ayri ayri inceleme yapimistir. Dinein-1’deki dinein-2 yapist igin yapilan
simiilasyonlarda nadiren goriilen ve dinein-1 yapisinda K3299 (1) etkilesimine Karsilik
gelen K2996 etkilesimi i¢in sadece mesafelerinin simiilasyon boyunca yiizde
dagilimlarin1 gosteren grafikler gosterilmistir. Bu etkilesimler simiilasyonlarda
nadiren goriildiigii i¢in mesafe zaman grafikleri anlamsiz olusmustur. Tim
etkilesimlerin simiilasyon siiresi boyunca degisimleri Sekil 3.8 ile sematik olarak

gosterilmistir.

y/., ’: "‘ z
B-Tiibulin =~ 38 98 = o Tiibulin
120 ns 160 ns 200 ns
' ]

MTBB (R3004) & B-Tiibiilin (E196) |
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MTBB (K3035) & B-Tiibiilin (E159) [
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MTBB (R3081) & a-Tiibiilin (E414)| |
MTBB (R3081) & a-Tiibiilin (E417)]
MTBB (R3081) & a-Tiibiilin (E420)| [

Sekil 3.8 : MTBB’nin MT ile etkilesimlerinin simiilasyon boyunca degisimleri.
Sekilde MTBB’nin M T nin B-tiibiilini ile olan etkilesimleri yesil ile gosterilirken, -
tiibiilini ile olan etkilesimleri pembe ile gosterilmistir.

3.3 Dineinin MT’ye Baglanmasinin Serbest Enerji Degisimi

MD simiilasyonlarinm 50. ve 100. ns’lerinden alman anlik yapilar1 i¢in yapilan 10
SMD simiilasyonlar1 gergeklestirilmistir. Simiilasyon verilerinden gelen serbest enerji
degisimleri kullanilarak Sekil 3.9’daki serbest enerjinin MTBB-MT arasindaki
mesafeye gore degisimini gosteren grafik elde edilmistir. Serbest enerji grafiginde
reaksiyon koordinat1 boyunca MT’ye baglanma-kopma serbest enerjisinin 40 kcal/mol

oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 3.9 : Serbest enerjinin MTBB-MT arasindaki mesafeye gore degisimi
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EKLER

EK A: Insan dinein-2 ve M. musculus dinein-1 yapilarim MTBB-sap kisimlarmin
sekanslari.

EKB: MTBB’nin MT’ye baglanmasini saglayan 200 ns’lik MD simiilasyonunun 10.
ns’si igin MTBB-MT etkilesimleri.
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Sekil A.1 : Insana ait dinein-2 yapisinm (PDB kodu:4RH7) sap ve MTBB
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3J1T:
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kisimlarmin sekansi ve sekans tizerinde alfa sarmallari gosterimi.
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Sekil A.2 : Insana ait dinein-2 yapis1 (PDB kodu:4RH7) ile M. Musculus dinein-1
yapisinin (PDB kodu:3J1T) MTBB-sap kisimlarinin sekans hizalamasi. Sekans
hizalamast1 yapilirken, yapilarin PDB veri tabanindan (www.rcsb.org) (Berman ve
dig, 2003) elde edilen FASTA sekanslarindan MTBB’leri alinarak, UniProt veri

tabanindaki (Consortium, 2018) hizalama arac1 kullanilmistr.
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EKB

Sekil B.1 MTBB’nin MT ye baglanmasimi saglayan 200 ns’lik MD
simiilasyonunun 10. ns’si i¢cin MTBB-MT etkilesimleri
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