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OZET
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PROTEIN KATLANMASINDA FARKLI PROTE 1IN SPEJFiK MODEL
YAKLA SIMLAR: KOOPERAT iF VE KOOPERAT IF OLMAYAN KATLANMA/
ACILMA GEC iSLERI VE TERMODINAMiK ANAL izi

Mevsen HRIMOGLU

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitust
Fizik Anabilim Dali

Dangman: Dog. Dr. Hiseyin KAYA

Proteinler sahip olduklari zincir uzunluklari ve iamasit icergine gore; bariyersiz iki durum
ve ¢ok durumlu termodinamik getgr gostermektedirler. Kalorimetrik deneyler ileof®in

katlanma/acilma gegerinin tlrl belirlenebilse de; hangi konformasyorgecklerin bu

davranglara sebep oldiu, bu konformasyonel geteri sgilayan etkilgeim mekanizmalarinin
neler oldgu, amino asit iceginin protein dinangine etkileri deneysel tekniklerin yetersili
dolayisiyla tam olarak aciklanamamaktadir.

Bu tez cakmasinda farkli termodinamik davralara sebep olabilecek: protein zincir uzuinlu
protein katlanny yapi topolojisi, amino asitler arasi etkila mesafesi, uniform ve heterojen
etkilesim yaklagimlari irdelenerek detayli bigekilde incelenmitir. Modelleme cakmamizda
protein spesifik modeler ve Langevin dingmiceren molekiler dinamik similasyon tefni
kullanilmigtir.

Trajektori, serbest enerji ve 1sI kapasitesi gibintodinamik analizler sonucunda; yerel
etkilesim miktari yiiksek olan alfa proteinlerin @anlugunda bariyersiz geger gézlemlenm
olup, tamamen beta yapil proteinlerde ise aynratasa zincir uzunlgunun kisa olgu sebep
olmaktadir. Dger taraftan uzun beta ddgérinin bariyersiz davragiyerine iki-durum davragi
gozlenmesine sebep olluortaya cikmytir. Ayrica katlanma/agiima gacsicakliklarini amino
asit baina digen kath konformasyon enerijisinin belirlgdgdzlemlenmgtir.

Bu calsmanin dger énemli noktasi ise bu atama sirasinda gstirilen ve amino asitlerin
fiziko-kimyasal Ozelliklerini iceren heterojen digimli modellerin, mutasyonlarin protein
dinamigine etkisini ve protein evrimini inceleyebilmekngprototip bir model olmasidir.

2009, 113 sayfa

Anahtar Kelimeler: Serbest enerji bariyeri, protein termodinamik, rkéler dinamik,
kooperativite
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MS Thesis

DIFFERENT PROTEIN- SPECIFIC MODEL APPROACHES IN PRO TEIN
FOLDING: COOPERATIVE AND NON- COOPERATIVE
FOLDING/UNFOLDING TRANSITION AND THEIR THERMODYNAMI  C
ANALYSIS
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Proteins may show barrierless, two-state, and ratdte thermodynamic transition depending
on their chain length and amino acids content. Alth the types of protein folding/unfolding

transitions can be determined by calorimetric expents, due to the inadequacy of
experimental methods one may not easily explairatwypes of the conformational transitions
give rise to these behaviors, what types of intesaanechanisms provide these conformational
transitions, and what the effects of the amino aoittent on protein dynamics is?

In this study, length of protein chain, topologymbtein native structure, interaction distance
between amino acids, uniform and heterogeneousactten approaches that may cause
different thermodynamics behaviors are investigatedktail. In our modeling study, molecular
dynamic simulation technique with Langevin dynangasl protein specific models are used.

As a result of thermodynamics analysis such a®drajy, free energy, and heat capacity
analysis, while in many of the alpha proteins whidve high amount of local interactions,
barrierless transitions are observed, same beh#&yvicaused by shortness of the chain in all
beta- structured proteins. On the other hand, tiservation that long beta turns lead to two-
state transition instead of barrierless transitisnemerged. Besides, it is observed that
folding/unfolding transition temperatures are daieed by conformational energy per amino
acid in native structure.

Another important point of this study is that madelith heterogeneous interactions developed
during the study which includes physico-chemicabparties of amino acids are prototype
models to examine protein evolution and the effettautations on protein dynamics.

2009, 113 pages

Keywords: Free energy barrier, protein thermodynamic, mobcdynamics, cooperativity
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1. GIRIS

Proteinler, tum canli organizmalarinda var olan hayati aktivitelerden sorumlu
biyolojik molekdllerdir. Bu anlamda yamin temelini olsturmaktadirlar. Proteinler,
enzimatik katalizden, htcreler arasi sinyal iletimikadar uzanan bircok biyolojik
fonksiyonu vyerine getirmektedirler. Proteinlerin sidsiz bir sekilde bu glemleri
yapabilmeleri igin; biyolojik olarak aktif G¢ boytat kararli yapilarina uganalari yani
katlanmalari gerekmektedir. Bir proteinin bircokasl konfiglirasyon arasindan tam
olarak dg@ru katlanmg yapiya nasil ukabildigi sorusu hem cokasirtici hem de her
gecen gun onemi daha da artmakta olan bir konalolkagimiza ¢ikmaktadir. Bilim
adamlarn artik Alzheimer (hafiza kaybi) hagmidan ceitli kanser tirlerine kadar
uzanan kalitsal hastaliklarin temelinde proteinlgranls katlanmasi veya yaglibir
araya gelmesinin olgunu belirlemglerdir. Tim bu durumlar g6z 6niine aligdzaman
bu hastaliklarin daha iyi asléabilmesi ve tedavi surecinde yararl olabilecklclarin
tasarlanabilmesi noktasinda, farkli bilim dallarigine alan disiplinler arasi bir ¢cgina
mekanizmasi icerisinde bu problemsamamaktadir. Bu anlamda, biyolojik sistemlerin
incelenmesi, biyoinformatik teknolojilerinin kullani ile yeni bir boyut kazanmi
durumdadir. Ancak yine de proteinlerin sahip @ldbu karmak yapiy! ve etkilgim
cssitlili gini tam olarak gosterebilen bir potansiyel haleti stieilememistir. Deneysel
anlamda da bircok farkl gozlem teghiNMR, X-Ray,...) ile zincir bilgisi elde edilen
milyonlarca protein olsa dahi bunlarin yapi ve feigknlari hakkinda gecerli bilgiye

hentz sahip d#iz.

Proteinlerin katlanma mekanizmasini belirleyen legknlerin dgsasini anlayabilmek
icin yapilan cakmalarin bainda, yarim yuzyil 6nce Linus Pauling’in gercekirligi
amino asitlerina. sarmal ve tabaka yapilarinin oldukca temel dizenlemelerddén
Kendrew'in 1960l yillarda ilk kez proteinlerin Boyutlu yapisini X- Ray kristalografi
ile belirlemesi ve sonrasinda Anfinsen’in deneysatak yapt# calismalarda proteinin
birincil yapi1 zincir bilgisinin ¢ boyutlu yapismi tahmininde yeterli oldiunu

gostermesiyle hizla ilerleyen bu strecin ilk admédilmis olmaktadir (Kendrew 1962;



Anfinsen 1973; Thomasson 1996). Gunumuzde is& gapilan cagmalarda deneysel
verilerle kasgilastirma imkani bulunan dncelikle kigtk tek bolgelot@inlerin katlanma
ve acllma geglerinin incelenmesiyle, termodinamik ve kinetik dikder hakkinda bilgi
sahibi olabilmek icin similasyon metodlarinin kigkyla basitlgtirilmis modellemeler
kullaniimaktadir. Katli yapinin topolojisi kullamik suretiyle yani proteinin katlangi
yapisinda birbirleriyle etkilkeen amino asitler arasindaki kontaklar belirli kilikee gore
secilerek model tahminleri yapilgtr. Minimalist bir yaklgimla oluturulan protein
modellerinde 6nemli olan protein fonksiyonunun terbelirleyicisi olan dinamik
davranglarin gercge en yakin haliyle evrensel bir bglacisi ile betimlemektir. Bu
amac¢ dg@rultusunda kullanilan modellerin gada G modeli olarak bilinen proteinin
kristal yap! bilgisi baz alinarak etksienlerin katli durum etrafinda merkezlegdve
kontak tanimlarinin belirli uzaysal mesafelerde ighg model yaklaimi yaklgik
olarak son 15 yildan beri tercih edilmektedir. Bodul, bir milat olarak kabul edilirse
oncesinde kullanilan modellerin eksik taraflar athfkla anlgilirken daha global bir
modelleme icin gerekli olan parametrik ve etkiesel farkliliklar ise belirlenebilirSu
ana kadar bu model Uzerine yapilan ggasilar bir 6érnek (Uniform) etkilemeler g6z
onune alinngtir. Yani amino asitlerin fizikokimyasal etkileriog ardi edilmgtir. Yine
de zincir-yapi-fonksiyon tc¢geninde onemli bilgilertaya cikariimgtir (Pande and
Rokhsar 1998; Kaya and Chan 2000; Kaya and Cha®; Zli@anet al. 2003; Kayaet
al. 2004; Knottet al. 2004; Karplus and Kuriyan 2005). Ayrica proteiimlesahip
olduklar bircok fonksiyonun sicaklikla beraber adesisimler yani kooperatif
davranglar gostermeleri dikkat cekicidir. Kooperatif gomiker, iki durum
yaklasimlarinin ortaya ¢ikmasina yol acarak protein katlasinin termodinar@nin ve
kararhliklarinin incelenebilmesi igin bir referansktasi olarak alinmaktadir (Zhat
al. 1999). iki durumlu proteinlerin katlanma oranlari ile baanimlanan topolojik
parametreler arasindaki shiler incelenmgtir. Bu calsmalar ile katlanma
mekanizmasinin  belirlenmesinde topolojinin en Odlneatkenlerden biri oldgu
sonucuna varilngtir (Eaton 1999; Clementt al. 2000). Termodinamiksel olarak iki
durumlu bir sekilde katlanan proteinler, ggcdurum konformasyonlarinin yapisi ve
termodinamiklerini aciklamada {1 gOstermitir. Bircok teorik ve deneysel

calsmalar, geg durum toplulgunun vyapisal karakterizasyonunu anlamaya



odaklanmgtir. Deneysel olarak gegdurum topluluklarinin yapisid degeri analizi ile
incelemek mumkindir. Bu analiz mutasyonaams ve dg@al yapida (Wild-Type)
bulunan proteinler arasindaki serbest enerfiigiimleri belirlenerek yapiimaktadid
deseri deneysel Olcimlerle teorik olarak tasarlanan deflerin tahminlerini
kargilastirmak icin dnemli bir yoldur (Matouschek al. 1989; Fershét al. 1992; Welikl
et al. 2007). Protein katlanmasi surecinde katli (Native agik (Denatured) durum
populasyonlarini birbirinden ayiran serbest ereggjiyerinin digik veya hi¢c olmag
yani bariyersiz (Downhill) veya tek durumlu ggderde konformasyonlarin hepsi
spektroskopik olarak karakterize edilerek dedekliéebilmektedir (Eaton 1999). Ayni
zamanda tek durumlu gelgr protein katlanmasinin enerji ylzeyi analizinegorik
tahminlerinden biridirSu an gecerlikkini koruyan ortak gor§) ara durumlarin yapisal
karakterizasyonunun temel mekanizmayl anlamamizda lpuclarn sglayaca

yonundedir.

Bu tez camasinda amaclanan farkl dzelliklere sahip modeledimiyla kicuk, tek
bdlgeli ve farkli topolojilere sahip gdli proteinlerin kooperatif ve kooperatif olmayan
davranglarini ve termodinamiklerini incelemektir. Bu ineehelerin gercekkgnesinde
protein katlanmasinin karg& sirecini anlamak icin gatirilen modellerde teorik veya
bilgisayarla hesaplamali istatistiksel yakita metodlarn gerekmektedir. Bu glamda
farkl 6zelliklere sahip 4 ayri modelleme yaparalaldik bir yaklggimla ¢ozimlenmesi
zaten c¢ok zor olan bu problemi bilgisayar similadgoyla ¢6zime ukdirmaya
calsmaktayiz. Bu cajmayl detayli kilan en ©6nemli unsur; amino asitlerin
fizikokimyasal Ozelliklerinin dikkate alingdi heterojen etkilgmli Go6 modeli
yaklasiminin ileri surilmesidir. Boylece proteinleri dabarcekci yaklgimlarla tasvir
etme yolunda dnemli bir adim atilgrolmaktadir. Bu yolla deterministik bir teknik olan
molekiler dinamik similasyon metodunu potansiyehkByonlarindan dolayisiyla
kuvvet alanlarin hesaplamalarini yapmak v@rdcetkilesimleri tanimlayabilmek igin
spesifik olarak hazir programlardan faydalaniimadasturulmus C++ programlama
dilinde yazilmg 0©Ozel bir algoritma kullandik. Bu yolla elde edileverilerle

termodinamiksel analizler yapilgtir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Amino Asitler ve Ozellikleri

Amino asitler proteinlerin temel yapgtaridir. Proteinler, amino asit zincirlerinin
meydana getirga oldukgca karmgk yapilardir. Proteinlerin U¢ boyutlu yapisini ve
fonksiyonlarinin bir ¢gunu, bluyik o6lctde bikmlerindeki amino asitlerin tirleri,
polipeptid zincirindeki dizi§ siralari ve herbir amino asitin bir gdiri ile olan
etkilesimleri ortaya ¢ikarmaktadir. Bada 300’e yakin farkli amino asit bulunmaktadir.
Proteinlerin yapisina katilan 20 temel amino aslubur. Proteinlerin yapisinda etkin
rol oynayan bu 20 temel amino asit standart amsitiea olarak bilinirler. Ug harfli
kisaltmalar ve tek harfli sembollerle gosterilirleCizelge 2.1'de bu gb6sterimler

sunulmuytur.

Cizelge 2.120 standart amino asitin adlari ve farkl kisaltglgosterimleri

Amino Asit Uc Harfli | Tek Harfli | Amino Asit | Ug Harfli | Tek Harfli
Adi Kisaltma Kisaltma Adi Kisaltma | Kisaltma
Alanin Ala A Losin Leu L
Arjinin Arg R Lisin Lys K
Asparajin Asn N Metiyonin Met M
Aspartik Asit Asp D Fenilalanin Phe F
Sistein Cys C Prolin Pro P
Glutamin GIn Q Serin Ser S
GlutamikAsit Glu E Treonin Thr T
Glisin Gly G Triptofan Trp W
Histidin His H Tirozin Tyr Vv
izolosin lle I Valin Val Y




Standart bir amino asit; amino grubu (-jHkarboksil grubu (-COOH) ve her amino
asit icin farkl 6zellikte olan kenar zincirden (Blusmaktadir. Ayrica (-COOH) grubu,
(-NHy) grubu, R grubu ve H atonm+ karbon atomud,,) olarak adlandirilan karboksil
atomuna en yakin 1. Karbon (C) atomunglbbulunmaktadirlarSekil 2.1’de standart

bir amino asiti meydana getiren atomlar ve grupt@sterilmektedir.

Sekil 2.1. Standart bir amino asitin yapisi

Tam amino asitler kenar zincirleri (R) sthda ayni yapiyl tekrar ederler. Bu yapi
“protein omurgas!” (backbone) olarak adlandiriBiz amino asitin karboksil grubu ile
bir sonraki amino asitin amino grubu arasindasau peptid bglariyla polipeptid

zincirlerini olustururlar. Sekil 2.2’de peptid bgarn ile biraraya gelen polipeptid bir

zincir gosterilmektedir.

Sekil 2.2. Amino asitler araspeptid b& olusumu



Amino asitler sahip oldukari kenar (yan) zincinheri (R) gore birbirlerinden
farkhlasirlar. Ayni zamanda sahip olduklar kenar zinciredzellikleri, proteinlerin
farkll fonksiyonlara sahip olmalari acisindan 6ndml Kenar zincirler, dier amino
asitlerin kenar zincirleriyle etkijerek hidrofobik bdlgeler, elektrostatik @ar, hidrojen
baglari veya disulfit bglan olusturur (Smithet al. 2007). Bu etkilgimler molekulin
katlanma modelini belirler. Kenar zincirler polatgrine veya yapisal 6zelliklerine gore
farkhlasmaktadir. Bu 6zelliklegu sekilde gruplanabilir:

1.) Polarite (hidrofobik — hidrofilik veya yukl()
2.) Yuk (Pozitif veya Negatif)
3.) Kimyasal Ozellik (Fonksiyonel Gruplar)

4.) Yapi (Alifatik, Aromatik)

Sekil 2.3'de Proteinlerin yapisinda bulunan 20 stah@mino asit farkl 6zelliklerine

gore gruplandiriingiolup kimyasal formulleri ile karakterize edilgtir.
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Sekil 2.3. 20 standart amino asitin kenar zincirleri ve kisglagtsterimleri




Yapisal olarak alifatik grupta olan amino asitldglli yan zincirlere sahiptirler. Bu
sekildeki yan zincirlerin bUyuklgl arttikga amino asitlerin sahip olglu hidrofobik
Ozellikte arty gozlenir. Hidrofobik amino asitler, su ile hidrojdas yapma gilimleri
distk olan amino asitlerdir. Bgekildeki yan zincirlerde elektronlar, karbon ve riojgn
atomlari arasindasi paylagildigi icin su ile hidrojen ba yapamazlar. Proteinler iginde,
bu amino asitlerin yan zincirleri biraraya gelerdkdrofobik c¢ekirdek (core)
olustururlar. Bu cekirdekler protein yapisi icerisinda ile temas etmeyecekleri ic
kisimlarda bulunurlar (Smitlet al. 2007). Aynisekilde su ile hidrojen ka yapma
egilimi yiksek olan amino asitlere ise hidrofilik ama asitler denir. Cgunlukla
proteinlerin ytzeylerinde bulunmak isterl8ekil 2.4’de hidrofobik ve hidrofilik amino
asitlerin olgturdugu zincirin farkl yonelimleri gosterilmektedir. Hidfobik 6zellikteki
aminoasitlerin t¢ harfli gosterimleri karakterizeilecek olursa; Val, Leu, lle, Met ve
Phe olarak siralanirken hidrofilik 6zellik gostergan zincire sahip amino asitler ise;
Asn, Glu, GIn, His, Lys, Arg ve Asp olarak siralaaktadir. Geriye kalan amino asitler

bu 6zellikleri kismen gostermektedirler.

S EETELEETEERRE]

hidrofobik @) @ © g' O’
hidrofilik () -

Sekil 2.4. Hidrofobik ve hidrofilik 6zelliklere sahip amincsalerin farkli yonelimleri
(Anonim 2009)



Alifatik zincirli amino asitler arasinda en dikkegkici 6zellge sahip olanlar Glisin ve
Prolin amino asitleridir. Glisin, en basit yapilmeo asit olup protein yapilarinin
olusumunda ©6nemi biyuktir. Proteinin  yapisal es@gakli artiran  6zellik
sergilemektedir. Bu durumun tersi olarak Prolin @oniasidi ise proteinin ofan
konfigirasyonunu engelleyici davratadir. Ayrica pozitif yukli Lisin amino asiti,
negatif yukli yan zincirlere sahip amino asitlee bluturduklari bglar sayesinde

protein molekdlindn kararlgina 6nemli katkida bulunmaktadir.

2.2. Proteinlerin Yapisi ve Konformasyonu

Proteinler, en zengin goreviiili gine sahip biyomolekillerdir. Canli hiicreleri icinde
gerceklgen her sirecte gorev almaktadirlar. Proteinler Ibjijo katalizden hiicre
haberlemesine kadar bircok g#li fonksiyona sahiptirler. Proteinlerdeki busgéli gin
yapi olarak tanimlanan dort hiyegikryapisal organizasyona sahip olmalaridir (Onat vd
2002). Birincil (primer) yapi, amino asitlerin podéptid zinciri boyunca lineer bir
sekilde dizilimidir. Protein bu yapiyi, kovalent gabelirli tirdeki her bir amino asitin
peptid bglari yardimiyla biraraya gelmesiyle eturur (Whitford, 2005). Amino
asitlerin siralamasi her protein icin spesifiktRrimer yapi genetik olarak kontrol
edilmekte olan tek yapi olup bir proteinin sekondersiyer ve kuarterner yapilarini
belirlemektedir (Onat vd 2002).

Birincil yapi, proteinlerin sekonder yapisinin @lmuna o6nculik eder. Kovalent
olmayan bdlar sayesinde belirlenen kararli konformasyonl&racil (sekonder) yapi
denir. Polipeptid zincirlerinin yerel konformasyanl, amino asitlerin farkli uzaysal
yakinliklari, yani gekiglzel helezonik kivrilmalar ve periyodik olarakktarlanan

cssitli yapilardan meydana gelmektedir.
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Globuler yapidaki proteinlerde ikincil yapiyr gturan t¢ temel biken vardir:

1.) o- sarmal yapilar
2.) B kirmali tabaka yapilar

3.) B kivrim yapilar

a sarmal yapilar, polipeptid zincirinin bir ana eksetrafinda kivrilmasi ve periyodik
bir sekilde kendini tekrarlamasi sonucu @lu Kenar zincirler sarmal yapisinin
merkezinden da dgru bir sekilde yodnelmgtir. Proteinleri olgturan polipeptid
zincirlerinin yerel katlanmalarindan ghn sarmal yapilar, neredeyse tim globuler
proteinlerde bulunmaktadire sarmallarin yapisal basgli ve her yerde bulunma
Ozelligi, protein katlanmasi ve kararfilnda karmak enerjetik faktorleri iceren
niceliksel calgmalarin detaylandiriimasi icin ideal bir adaydir.og@nlukla,
proteinlerdeki sarmal yapilari 5-14 amino asit i@ata dgismektedir. B kirmali
tabaka yapilari ise 2 ila 5 polipeptid zinciriniarglel ya da antiparalel bgekilde bir
araya gelmesiyle ofur (Whitford 2005). Kenar zincirler, tabaka dizlemiya alt ya
da Ust bolumiunde yer almaktadir. Proteinlerdekikbyapi B kivrim yapilari yardimiyla
birbirlerine b&lanmaktadirlar. Kivrim yapilar zincirlerin yonleridegistirici etkilerde

bulunmaktadirlar.

Proteinlerin ikincil yapilarinda birgcok kuvvet meittur. Bu kuvvetler, proteinin
yapisina buyidk miktarda esneklik ve kararhlik kahamaktadir. Bunlar hidrofobik
etkilesmeler, proteinlerin ggunlukla yizey kisimlarinda gercekds zit yukla gruplar
arasindaki elektrostatik (tuz gar) ve birbirlerine yakin pozisyonda bulunan atarmi
yorungelerindeki ayni yukli dipollerin birbirinintesi, zit yukla dipollerin birbirini
cekmesiseklinde olgan Van Der Waals etkigamleri olarak siralanabilir. Ayrica
hidrojen balari, a sarmal yapilarinin karalginda énemli rol oynar. Ayrica paralel ve
paralel olmayanp kirmali tabakalarin kivrimlariyla olan etkilgmelerinde varlik
gostererek katlanmi yapinin kararligini belirleyen unsurlar arasinda yer alir.
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(Whitford 2005).Sekil 2.5'de bir protein zincirinde ofan b&lar, alfa ve beta yapilar
gosterilmektedir.
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Sekil 2.5. Protein zincirinde olgan b&larin gésterimi (Anonim 2009)

Proteinler, ikincil yapilan ile kazandiklagekillenimlerden sonra birbirine yalkan
veya uzaklgan amino asitlerin etkisiyle katlanmaya veya amigter yapmak suretiyle
yepyeni U¢ boyutlu yapilar haline démiektedirler. Bu yapilara Gguncul (tersiyer)
yapilar denir. Bir proteinin tersiyer duzenleningolipeptid zincirin termodinamik
olarak en dayaniklgekli olmasina rgmen esnek bir yapidir. Tersiyer yapi proteinin
fonksiyonel karakterini belirlemektedir (Murray al .2004).

Alt birimleri olan iki veya daha fazla polipeptitteolusmus proteinlerin gostermgi
oldugu yapisal organizasyon dorduncul (kuarterner) yalarak tanimlanmaktadir.
Kuarterner yapilari, proteinlerin birbiri ile bemageya benzer olmayan alt birimlerinin
biraraya gelmesi olarak da adlandirabiliriz (Ondt 2002).Sekil 2.6’da proteinlerin
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sahip oldgu 4 ayri yapisal durum gdosterilmektedir. Proteinlegatisini olgturan bu
dort gamali duruma ek olarak, proteinleglevlerini gerceklgtirirken birbirleriyle

ili skili bir yapidan bgka bir yapiya gecmeleri de protein yapisinigkaabir boyutunu
olusturmaktadir. Bir proteinin yapisini meydana getitém atomlar toplulgunun (c¢
boyutlu uzaydaki herhangi bir yapisal konumuna g konformasyonu denir.
Konformasyon, bir proteinin U¢ boyuttaki yapisirelidmekte olup bu yolla, butin
atomlarin dgerlerinin timu ile uzamsal gkileri ifade edilmektedir (Murrayet al.
2004). Bu noktada g6z o6nune @iz protein molekilleri icin konformasyon ve
konfigurasyon terimlerini birbirlerinden ayirmak yf#ali olacaktir. Konfiglirasyon,
genel olarak belli bir atom grubundan g@da bir bolgesinin kendi arasindaki geometrik

zamanda da belli bir konformasyonu kararl durura@rgnekle sorumlu olan hidrojen
baglari, tuz b&lari..vb gibi kovalent olmayan Bkarin veya kuvvetlerin ayrilmasi veya
yeniden biraraya gelmesi gibi suirecleri de icimaaktadir (Murrayet al. 2004). Teorik
olarak gerceklgmesi mumkin olan ¢ok sayidaki konformasyonlariyplojik sartlar
altinda bazen sadece bir veya ikisi baskin olalktedir.



13

(a) PRIMER YAPI

N HAEEHRERFHKFRELHHAR

NEAFEDVTGRAGTELNEAKE,

QES‘R{‘WGHEEMLH}&H C

(b) SEKONDER YAPI

C

alfa helis beta tabaka

(¢) TERSIYER YAPI

,
)

(d) KUARTERNER YAPI

Sekil 2.6. Proteinlerin 4 ayri yapisinin gosterimi (Petskd &inge2004)
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2.3. Protein Zincir Uzunluklari ve Farkli Protein Aileleri

Yaklasik olarak 150 amino asitten daha buyik olan prégeiigin tersiyer yapi, bir veya
daha fazla yapisal birim etrafinda organize olal§iNvhitford 2005). Buradaki her bir
yapisal birim, bélge (domain) olarak adlandiriBekil 2.7’de gosterilen bu bélgeler,
farkl katlanma yapilarina sahiptirler. Farkl priot bélgelerinden okan yapilarda her
bir bolge, b&msiz olarak katlanabilen kararli yapi birimleria@dk kagimiza
citkmaktadir. Ayni zamanda bu bdlgelerin analizzebproteinin yapisi ve fonksiyonu
hakkinda bilgi vermektedir. Protein bolgelerininngé gi, yaklastk 25 amino asit ila
500 amino asit aralinda dgisim gdstermektedir. 300 amino asitten biyuk bélgeler
genellikle coklu hidrofobik c¢ekirdek bolgeleri igeektedirler. Proteinlerin hangi
bdlgelerden olgtugunun bilinmesi, yapisal 6zelliklerin incelegidicesitli deneysel
metodlarin kullanimi icin dnemlidir. NMR ve X-Rayrigtalografi yontemlerinde
incelenecek olan proteinin buyukiinin bilinmesi gerekir. Kiigik bdlgelerden @ln

birimlerin c6zimlenmesi, ¢coklu bélgelerden g@ua yapilari incelemekten daha kolaydir.

™

&™ S,
¢ - e
e 3 '@-*\
h & e
— Y
A
Tek polipeptid
bilgesi o E :
Iki farkh polipeptid
bilgesi

Sekil 2.7. Proteinlerin tek ve iki bolgeli gésterimi
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Bolgeleri icerikleri agisindan tamamersarmal, tamamep tabakasi ve her ikisinin bir
arada bulundgu (a+p ve o/f) U¢ temel sinifta toplayabiliriz. Bu siniflandirmayni
zamanda protein ailelerinin gruplandirilmasi icie d&ullaniimaktadir. Polipeptid
zincirinin bir eksen etrafinda ga ve sola kivrilarak olturdusu sarmal yapilarin
olusturdusu tamameru. proteinlerindeki zincir ici hidrojen Igtari, yapiy! kararli hale
getirmektedir. Ayrica bu tur yapilarda atomlar bidrine Van der Waals yaricapi
mesafesinde yaldmakta ve son derece siki bir yapilanma icinde buhktadirlar
(Onat vd 2002). Tamameh tabakalarindan meydana gelen protein ailelerifald]i
polipeptid zincirleri arasinda ajabilecekleri gibi ayni polipeptid zincirinin kendi
Uzerine katlanma noktalarindaki uygun amino asdl@sinda paralel veya antiparalel
tabakalar olarak okabilirler. o/ protein ailesiniru+f ailesinden farkif tabakalarinin

birbirlerine paralel bigekilde yapilanny olmasidir.

4 FARKLI PROTEIN AILESI
TAMAMEN ALFA TAMAMEN BETA ALFA+BETA ALFABETA
(PDBE Kodu: 1BBL) (PDB Kodu: 1SHG) (PDE Kodu: 1UBQ) | (PDE Kodu: IMLA)

Sekil 2.8. Protein veri bankasindan elde edilen PDB kodlagtee yazilmy farkli

proteinler

Sekil 2.8’de protein veri bankasi kullanilarak elddimis 3 boyutta protein yapilari

gosterilmitir.  Protein veri bankasina ek olarak proteinleriyapisal olarak
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siniflandinidgl “SCOP” (Structural Classification of Proteins Blaase) adi verilen bir
veri tabani ¢ok sik olarak kullaniimaktadir. Bura@gilar bilinen proteinlerin evrimsel
iliskilerini ve yapisal tanimlamalarinin aglanasinda detayli bilgi sunulmaktadir.
SCOP, proteinleri kategorize etmek icin sinif, &atha, stper aile ve aile gibi 4

hiyeragik siniflandirma seviyesi kullanmaktadir (Murznal. 1995).

2.4. Protein Katlanmasi

Bir polipeptid zincirinin kendine has olan bir kiteristikte aldgl sekillenim strecine
protein katlanmasi denir. Proteinin bu hali kathatfjve) yapi olarak adlandirilir.
Proteinler gibi biyolojik molekiller, genellikle g#i fonksiyonlarini yerine
getirebilmek icin kath duruma ge¢cmeye ihtiya¢ diuga Buradaki temel soru, amino
asitlerin tek boyutta diziliminden katlangniyapisini nasil buldiu sorusudur.
Proteinlerin katlanmasinin nasil ggunu anlamak icin yapilan ilk camalarda, bir
proteinin topaklanma yani katlanma sirecinin dersatyon ve ¢okelme olarak nitelenen
iki asama gecirdii anlagiimistir. Anson and Mirsky (1931) denaturasyon sirecinin

tersinir old@gunu ayrica denaturasyonun iki durumlu yani ya “vg&’ “yok” olarak
adlandirilacak bir stre¢ oldunu ve molekiler geger sonucunda kimyasal olarak
bircok desisikligin ortaya ciktgini ifade etmgtir. Ancak o donemlerdekgartlarda
gozlemlenen d#sikliklere sebep olabilecek nedenler hakkinda c¢ok sy
bilinmekteydi.ilerleyen siirecte ise artik Anfinsen proteinleritid@ma mekanizmasini
proteinin amino asit diziliminin belirledini ve katlanma sirasindaki sicaklik, ¢ézicu
sartlar vb. gibi cevresegdartlarda katlanngi yapinin tek, kararli ve minimum serbest
enerjiye egebildigini ¢calismalarinda vurgulangtir (Anfinsen 1973). Protein katlanmasi
ile ilgili olan bu termodinamik hipotezde, protainkatlanmg hali protein serbest
enerjisinin global minimum noktasina kewk gelmektedir. Bu gozlemlerle her bir
proteinin @ amino asit dizisinin onun katlangnyapisini belirlemede yeterli olgu
tanimlandi. Proteinlerin katlanma hipotezlerinirtaga atilmasindan sonra katlagmi
proteinin kararlilginda dnemli rol oynayan fiziksel etkgimelerin d@asi aratiriimaya
baslanmstir. Yapilan bu capmalarin tGzerinden c¢ok fazla zaman gecmeden Levintha

proteinlerin katlannyi yapilarina ¢ok hizli bigekilde nasil ulgabildikleri sorusuna
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cevap aramtir. Bir proteinin dgru katlanmg yapisini rastgele biekilde bulmasi icin
gecen surenin, evrengimdiki yasindan daha fazla olgunu Levinthal Paradoksu ile
aciklanmgtir. (Levinthal 1968). Proteinler, mikrosaniye nedrésinde katlanma hizina

sahip olmasi bu sirecin hi¢ de rastgele olgadbizlere gostermektedir.

2.5. Protein Katlanmasiylailgili Deneysel ve Teorik Calsmalar

Gunumuzde yapilan bilimsel ¢ghalar genel olarak ti¢ anasbl altinda toplanir:
I. Deneysel olarak yapilan cghalar

[I. Teorik (Analitik) olarak yapilan caimalar

[ll. Bilgisayara dayal (Simulasyonlar) olarak yim calsmalar

Tumdengelimci bir yakkamla bilimsel argtirmalarin genel olarak siniflandirdiktan
sonra inceleg@imiz sistem biyolojik 6zellikte oldgu icin kullanilan metodlarda bazi

farkhliklar goze carpar. Bu siniflandirma ise dxadlari ilesu sekilde yapilmaktadir:
[. Hucre i¢i ortamindd n Vivo)

[I. Deney tupU ortaminddr( Vitro)

. Bilgisayar ortamindalf Slico)

Bu siniflandirmada, canli organizmalar Gzerindellgaparatirmalarin vivo grubuna
girerken, laboratuvarlarda deney tupu ortamindallgapcalsmalar in vitro olarak
adlandirihr. Son zamanlarda ise onemi hizla asankullanma sikli bakimindan
digerlerinden ayrilan bir der metod ise bilgisayara dayali benzetim metodiarin
kullanildigi in silico metodudur. Deneysel teknikler Uzerine yapilansgadar, son
yillarda onemli bir ary gostermgtir. Es zamanli olarak protein katlanmasi
incelemelerinde de oOnemli ggheler s6z konusudurinsan gen haritasinin
tamamlanmasiyla birlikte hiz kazanan biyolojik nkilkerin yapisal incelemeleri
sonucundgu an itibariyle kristal yapisi bilinen 38858 pratdiulunmaktadir (Anonim
2009). Zincir bilgisine sahip olgumuz proteinlerin sayisi her gecen gin artmaktadir.
Ancak hala bir¢ok proteinin yapi ve fonksiyonu hadda ¢ok az bilgiye sahibiz. Burada
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elde edilen bilgilerin istenilen seviyeye sti& zaman, artik birgok biyolojik problemin
cevabini bulma noktasinda 6nembkamalar kaydedilmnsi olacaktir. Bu dgrultuda
calismalar buydk bir hizla devam ederken, uygulananmsil tekniklerde karlasilan
cesitli zorluklar mevcuttur. Deneysel teknikler; oldik pahali ve protein katlanma
sureci ¢ok hizli oldgu icin konformasyonel gegeri takip etmek mumkin
olmamaktadir. Protein katlanmasi Uzerine yapilaadi@ calismalarda ise bilinen tim
fiziksel ve kimyasal etkilgm potansiyelleri, proteinlerin canli organizmadkastigl
yapiyl bulmakta yetersiz kalgtir. Bilgisayara dayali hesaplama metodlarinigleahgi
avantajlar ve simuilasyon telgmde tercih edilen etkiggm potansiyellerinden
molekuler dinamik simulasyonlari boliminde detéyllgi verilecektir. Ancak Uzerinde
calisilan konu, biyolojik bir sistem olup hem kendi ide hem de cevreseghrtlarin
getirdigi cesitli zorluklar burada s6z konusudur. O proteinlerde bulunan kovalent
baglardan dolayi sistemin diik serbestlik derecesine sahip olmasi bircok dauran
detaylandirilarak incelenmesi noktasinda buyuk dé#cisinirlamalar getirmektedir.
Proteinleri olgturan amino asitlerin etki¢em csesitlili gi, incelemeleri zorlgtiran yapisal
etkenler arasinda ilk sirayr almaktadir. Ayrica s, pH, ¢ozicu gibi cevresel ve
fizyolojik faktorlere olan hassasliklar, kdesilan teknik zorluklar arasinda yerini
almaktadir.

2.6. Proteinlerin Termodinamigi

2.6.1. Protein Katlanmasinda Termodinamik Hal dgisimleri

iki durumlu davrarya sahip olan sistemler, protein katlanmasini enekehaliyle
anlatmaktadir. Bu davragta katlanma yolu (pathway) boyunca acik, (Unfolddditli
(Native) ve ¢ok az sayidaki ara durumlara (Traositbtate) ait belli bir makroskobik
durumla tutarli mikroskobik durumlarin timini gdete populasyon ygaunluklarinin
dagihmlari mevcuttur (Jackson 1998). Acik ve katlruimlara ait yapisal topluluklar,
birbirlerinden bir bariyerle ayriimaktadir. Buradahker bir konformasyonel topluluk
katlanma sdrecinin kinetik olarak incelenekiidhuni seklindeki “Energy Landscape

Theory” (Enerji Yuzeyi) ile aciklanirSekil 2.9'da enerji yizeyindeki tumsekler
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(tepeler) olarak gorilen yerel minimum noktalarg durumlar yani gegidurumlarini
gosterir ve katlanma hizini belirler. Bu teoriyergdermal bariyeri belirleyen geaci
durumlan farkli konformasyonlara sabhiptirler. Huoim gengligi, konformasyonel
heterojenlik hakkinda bilgi ver{Dill and Chan 1997).

N (Kathh Durum)

Sekil 2.9. Enerji Yuzeyi (Energy Landscape) (Dill and Ch&91)

Protein katlanmasinin izlegi yol (pathway) gegi durumlarini anlamak igin sayisiz
teorik ve deneysel camalar hem kinetik hem de termodinamik 6zelliklecelenmek
suretiyle yapilmgtir. Bircok farkli yapidaki, farkh dizilimdeki veéarkli kararhlik gibi
cesitli niteliklerdeki kucuk proteinlerin katlanma dumlari incelendiinde ¢gunlukla
iki durumlu katlanma 0Ozelline sahip olduklarini biliyoruz. Hizli katlanan Kik bir
protein olan Chymotrypsin Inhibitor-2'nin  (2ci2) f#mangi bir ara durum
populasyonunda bulunmadan hizli kakilde katlanabildii gosterilmitir (Jackson ve
Fersht 1991)istatistiksel enerji ylizeyi yakiami ile iki durumlu gegiler hakkinda bilgi
sglanmstir (Bryngelsonet al. 1994). Ayrica basit iki durum davrgnigosteren
proteinlerin sinirli sayida biraraya gedmiara durumlar aracfiyla katlandg
gosterilmgtir (Fersht 2000).
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Sekil 2.10'da (1) ile gOsterilen grafik, amino asiayisinin genellikle 60'tan kiguk
oldugu proteinler icin tek durumlu geteri, (2) ile gosterilen grafik amino asit sayisini
yaklasik olarak 100’den kicuk olgw proteinler icin iki durumlu davragiison olarak
(3)’te ise amino asit sayisI yakil olarak 100’den buylk olan proteinler icin ¢oklu
durum gegilerini gostermektedir. Ayrica acgik (U) ve kath (Murumlarini gésteren
topluluklar arasindaki tepe katlanma bariyeridimatliinma bariyeri, ¢cok sayida kisa
omurli geg durum yapilarini icerir. Bu yapilarin her biri,tlemma sireci boyunca
olusma ihtimaliyeti git olan kismen acik veya kath yapilardan sphaktadir. Gegi
durumu vyapilan, yiksek bir kararsgdi sahip olduklari ic¢in direkt olarak
gozlemlenmeleri zordur. (Weikl 2007). Deneysel akaryapilan capmalarda iki
durumlu katlanmalari incelemek icin ayni proteinimutasyona grams halinden
faydalanirlar. Mutasyonlar, genel olarak sadeceahiino asit ile orjinal (Wild-type)
proteinden farklilgmaktadirlar. Ancak az miktarda gge@urum bariyeri dgisir. Yer
degistiren bariyer ile deneysel olarak orjinal ve mutasy @rams proteinin katlanma

zamanlari belirlenere® deseri analizleri yapilabilir.

Acik ve katli durumlar arasinda bariyerin bulunngadatianma, bariyersiz (Downhill)
veya tek durumlu katlanma olarak adlandiriilmakta@lobal bariyersiz katlanma terimi
ise protein katlanmasinin, timgartlar altinda serbest enerji bariyeri olmaksizin
gerceklatizi duruma kagilik gelmektedir. Iki durumlu katlanmanin bariyersiz
katlanmadan farki dereceli hiekilde katlanmy yapidan acik yapiya gou azalan bir
kararhlikla degisen tek bir termodinamik duruma sahip olmasidir. iégrbariyersiz
katlanma, acik durumdan katli durumagdo olan yolaklarda ara durum yapilarini
gozlemlemeye izin vermektedir. Bariyersiz katlanreaerji ylizeyteorinin en énemli
kestirimlerinden biridir. Bu teori, belirlisartlar altinda (sicaklik, ¢o6zicl, vb.)
katlanmanin bariyersiz olarak ilerleyebilgoe tahmin etmektedir (downhill scenario).
Bu islemde protein katlanirken dikkate @& makroskopik bir boyutta herhangi bir
serbest enerji bariyeri ile kalasmaz (Eaton 1999). Enerji yiizeyi teoremine gbére
herhangi bir ¢cézicunin olmadieya digik sicakliklarda katl duruma gau bir enerji
egilimi oldugunda acik ve katli durumlar arasinda enerji barigealir. Bu gibisartlar
altinda katlanma suresince, gerdasilimli gecici konformasyonlar dizisi boyunca
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ilerleyen iki durum katlanmalari ve agdd ara durum modellerinin bariyersiz katlanma
durumuna dongitigt distintlmektedir (Bryngelsomt al. 1994). Bariyersiz katlanma,
cok hizli birsekilde gerceklgmektedir. Katlanma hiz limiti protein dizisi ve yama
bagli olarak degismektedir. Yaklaik olarak N/100 us’dir (N: amino asit sayisi)
(Kubelka et al. 2004). Protein katlanma cghalarinda katlanma hiz limitinin
belirlenmesi, katlanma mekanizmasinin bilinmesi #eneylerle simulasyonlarin
karsilastirilmasinin yapilmasi acisindan dnemlidir. Hizitlanan proteinlerde goérulen
bariyerin ortadan kalkmasi, katlanmanin éngorul@maninin belirlenmesine izin verir.
Hizli katlanan proteinler, global bariyersiz katlaanin gdzlemlenebilege potansiyel
adaylardir (Zhang 2008). Garcia-Miet al. (2002)' de BBL olarak isimlendirilen
yaklasik 40 amino asite sahip PSBD (Peripheral SubunitdiBig Domain) bélgel
Escherichia Coli’'s 2-oxoglutarate dehydrogenasetiendim kompleksi, spektroskopik
ve kalorimetrik tekniklerden ofan bir kombinasyon cama ile deneysel olarak
bariyersiz bir sekilde katlandiini gostermglerdir. Bu calsmada kullanilan her bir
deneysel teknik, incelenen proteinin farkli bir iZgni gbéz ©Onidne almaktadir.
Diferansiyel kalorimetri teki@ ile (DSC) enerjetik dlctimler yapilirken floresaseriji
transfer (FRET) ile 2 alfa sarmal yapisindansafu proteinin ugtan uca mesafeleri
belirlenmgtir. Boylelikle BBL'nin zengin konformasyonel @mimlerindeki global
dalgalanmalarda incelengtir. Sadqiet al. (2006)' da NMR tekrdi ile pH 5.3'Naf-
BBL'nin farkli termal atomik o6lceklerde yapilan ielemelerde bariyersiz katlanma
gozlenmgtir. Dogal olarak bariyersiz davrani gosteren proteinlerin  gnda
mutasyonlarla iki durum davratan tek durumlu davraga gecebilen Lambda
Repressor (1LMB) proteininde ve WW bdlgeli dizilentle deneysel olarak downhill
davrang gozlenmgtir. PSBD ailelerinin dynda 62 amino asitli protein gpW bariyersiz
katlanma icin aday bir proteindir (Liu and Grueb&e07, Badasyart al. 2008).
Bunagaret al. (2006) caymasinda, Trp-cage proteininin bariyersiz katlangnaiyi bir
aday oldgunu gostermgtir. KicUik boyutlarda olan bu protein ¢cok hizh

katlanabilmektedir.
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+ (1) 2)

Sekil 2.10. Protein katlanmasinda gozlemlenebilen farkl tetimamik gegjler (Weikl
2007)

Proteinlerin katlanma siireci boyunca gozlengediz termodinamiksel gegerin nasil
gerceklatigini daha iyi anlayabilmek igin secilen reaksiyorokdinatinin uygun olmasi
cok 6nemlidir. Cunkl katlanma mekanizmasinin ngetteklgtigini anlamak icin acik
ve kathh durumlarin populasyonlarinin  konumu bidsiyle olan ilikilerini
aciklanmasinda ayrica ara durum gecindeki sanal olarak ortaya cikan coklu
durumlarin go6sterimi agisindan reaksiyon koordmatisecimi 6nemlidir. Protein
spesifik modellerde genellikle reaksiyon koordir@arak katli (Native) konformasyona
benzerlik parametresi olarak kullaniimaktadir (Kaya and Chan 2003). 0-1 arasind
degerlere sahip olan bu parametreQe= 1 oldugsunda kath yapiy1,Q = 0 oldugu
zaman ise hicgbir kath durum kogain meyadana gelmeili distinulmektedirQ
konformasyondaki katli kontak sayisinin, katlapmngapidaki toplam konformasyon

sayisina olan oranidiQ = Qf3ttar/Qtatlim seklinde ifade edilir. Ancak reaksiyon

koordinatl olarakQ parametresinin kullanimfekil 2.11'de b ile gosterilen grafikteki
gibi enerji caitlili gine yol acmaktadir. Oysaekil 2.11'de a ile gdsterilen ge&ci
durumunda enerji gélili gi gbzlemlenmemektedir. Yani ay parametresine sahip
konformasyonlar 06zellikle gegibolgelerinde cok farkli enerji @erlerine sahip
olmaktadir. Boylece konformasyon populasyonu dasgllolabilmektedir.
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Serbest Eweryi

Serbest Enerp
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Reaksiyon Koordimat Reaksivon Keordinah Digrer Koordinatlar

Diger Koordinatlar

Sekil 2.11. Farkli reaksiyon koordinatlarina gore termodinargéciler (Cho et .al
2006)

2.6.2. Proteinlerin Kararlili gi

Protein molekdlleri icin kararlihk, yapisal olaran diguk enerjili durumunu devam
ettirmesidir. Bir proteinin en kararli olgu hal, termodinamik acidan en kucik serbest
enerjiye sahip oldgu katlanmg (Native) yapisidir. Protein konformasyonunun
kararlhihigina hidrojen bglar ve dger etkilgimlerin katkisi, bilim ¢evrelerince halen bir
deserlendirme konusudur. Proteinlerin @ yapilarinda kararlgn saglayan etkenler
arasinda iyonik ikkiler, dipol-dipol etkilgimi, hidrofobik molekdilleri bir arada tutan
kuvvetler, hidrojen ve disulfid Ear bulunmaktadir. Hidrofobik kuvvetler ve disifi
baglar protein katlanmasinda l¢ boyutlu gdb yapinin korunmasi icin énemli rol
oynamaktadir. Proteinlerin kararfiiiacik ve katl durumlar arasindaki serbest ener;i
farkhligl ile tanimlanabilmektedir. Acik ve katli konfornyaslarin birbirlerine goére
populasyonlari kararlgnt belirlemektedir. Kararhfiin, katlanma mekanizmasi
icerisinde serbest enerji bariyer yiksgkligecs durum toplulgu konumu gibi farkli
durumlarda dgisim gosterdgi bilinmektedir. Sekil 2.12’de kiguk bir protein igin
serbest enerji profili gosterilgtir. Burada acgik ve katli olmak Gzere iki farklirkdl
durum vardir. Acik durum konformasyonlarinin sayatli durumun konformasyon

sayisindan olduk¢a fazladir. Ac¢ik durum konformasgonin enerjileri farkhlik
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gosterse bile bu fark oldukga kucuktur. Boylecek dgnformasyonlarin okiurdusu
toplulugu tek bir durum olarak ele alabilirizki durum arasindaki enerji farklgh da

oldukca fazladir.

Gibbs serbest enerji
A

Kath

“J

Konformasvonlar

Sekil 2.12.Herhangi bir protein icin serbest enerji ggafi

2.6.3. Kalorimetrik iki durum davrani si ve Kooperatiflik

Protein yapilari statik @ddir. Proteinlerdeki ¢gu baslar esnek ve kolaylikla karbon
baglari etrafinda dondurulebilmektedirler. Ayrica mioin yapisal segmentleri gt
zaman oOlceklerinde hareket edebilmektedir. Bu hettek proteinlerin fonksiyonlarini
anlamamiz icin 6nemlidir. Proteinler polipeptitlerdolyan makro molekuller olduklari
icin milyonlarca ara durum konformasyonlarinda Imaloilirler. Sicaklik, basing, pH,
kimyasal coziculer, visartlarda olgan deisimler ceitli konformasyonel durumlari
beraberinde getirir (Cooper 1999). Proteinlerinagiiksel agidan incelenmesi iki farkh
yolla gerceklemektedir. Bunlardan biri termodinamik yani sicghkh bir fonksiyonu
olarak dgisen nicelikler tizerine yapilan ¢giinalar dgeri ise kinetik yani zamana gla
olarak yapilan camalardir. Bu tez calmasinda proteinlerin termodinamiksel
davranglar1 kalorimetrik metodlar kullanilarak incelenme#ir. Ginimuzde yaygin bir

sekilde kullanilan kalorimetrik metodlardan bazilglardir:
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1. izotermal Titrasyon Kalorimetri (ITC)
2. Diferansiyel Tarama Kalorimetri (DSC)
3. Kucguk Act X kini Sacihmi (SAXS)

Izotermal titrasyon kalorimetri; biyofiziksel birkeik olup serbest enerji, entropi ve
entalpi dgisimleri gibi termodinamiksel parametrelerin belineasi icin kullanilirlar
(Nienhaus 2005). Protein- protein, protein- DNAziem inhibitor gibi herhangi iki
molekilin etkilgimlerini incelenmesinde de kullaniimaktadir. Difesayel Tarama
Kalorimetri analiz sistemi ise ilk olarak sicakh bir fonksiyonu olarak proteinlerdeki
degisimleri belirlemek icin kullanilmgtir  (Shirley 1995). Ayrica camsi Q8&g¢i
sicakliklarinin  belirlenmesinde, Is1 kapasitesi Uditerinde, lipid membran
karakterizasyonlarinin belirlenmesi icin kullaniBAXS metodu ise makromolekdllerin
boyutu, sekli, tikizhgi hakkinda bilgi sglamaktadir. Kullanilan tim bu deneysel
tekniklerle elde edilen sonuglar analitik olaralpyan calsmalara ik tutmaktadir. Bu
tez calgmasinda; DSC tekgi ile yapilan inceleme metodunu baz alarak verdiete
ettik. Protein katlanmasini daha iyi anlayabilme&tginlerin fonksiyonlarinin altinda
yatan detaylari biraz olsun ¢6ztumleyebilmek icinaon termodinamik 6zellikleri
hakkinda bilgi sahibi olmak gerekir. Proteinlererrhodinamgini genel bir bakg acisi
ile anlatmak gerekirse proteinler kath durum okaradlandirilan G¢ boyutlu
konformasyonel yapisina katlagdizaman etkin oldgu disundlmektedir. Katlanma
sureci spontane bir suire¢ olup serbest en&€) dezisimiyle baglantilidir. Bu sirecte
katll durum minimal serbest enerji @gindedir. Coztcl etkisi de gbz 6nune algndi
zaman katlanmgi durumun kararligi zincir entropisi ve efektif enerji arasindaki
dengeden ileri gelmektedirBir sistemin serbest enerjisi termodinamiksel olarak
niceliklerini belirlemek i¢cin 6nemlidirN tane 6zdg parcaciktan okan istatistiksel
topluluklarda sistemin Gibbs enerji fonksiyon) (le gdsterilmektedir. Gibbs serbest

enerjisi gitlik (2.1) ile gosterilmektedir.

AG = H — TAS (2.1)



26

olarak ifade edilebilir. Buradd&/ entalpi, T Kelvin cinsinden mutlak sicaklil, ise
entropiyi karakterize etmektedir. Konformasyonetgmsiyel enerji d@simleri entalpi
degisimlerini sgslar. Termodinamiksel olarak serbest enegjtli& (2.2)'de gosterildgi
gibi secilen uygun reaksiyon koordinatinin poputasynun tersinin logaritmasi olarak
ifade edilir (Kaya and Chan 2003).

F(E) = —InP(E) (2.2)

Isi kapasitesi (g) proteinler icin oOlctlebilen birka¢ temel termodmik nicelikten
biridir. Sistematik olarak yapilan kalorimetrik @ipleri ilk olarak 1780’lerde Benjamin
Thompson tarafindan yapilghr. Bir varil suyun artan sicaklikla 1si miktaraid
degisiminin Olcimu ile balayan surec ilerleyen zamanlarda daha hassas rketik
Olcimler haline donimistir. GUnumuizde artik bircok protein reaksiyonunsm |
degisimleri belirlenebilmektedir. Proteinler Uzerine yam biyofizik calsmalarinda
yaygin olarak sabit basin¢ altinda tanimlanan agakitesi ) Olcimlerinden elde
edilen veriler kullanilir. Sabit basincta sicgkh bir fonksiyonu olarak 6lgtlen 1si
entalpi dgisimini vermektedir. Isi kapasitesi sistemin depaiadenerjinin bir
Olcusudur. Sicaklikla beraber sistemin dep@aenerji artmaktadir. Isi kapasitesi farkl
sekillerde ifade edilebilir (Prabhu and Sharp 2005)

C _aH 2.3

P_aT (')
T;

AH = f Cp OT (2.4)

T

Diger uygun tanimlamalara gore ise I1sI kapasitessigieg entropinin sicakia bali
ifadesi, serbest enerjinin ikinci tlrevi vieT? ile olceklenen enerjideki ortalama

dalgalanma olarak ifade edilmektedir.
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9s __,0°G _(8H?)

C :T—:
P oT T2~ kT2

(2.5)
Her iki esitlikte 1s1 kapasitesi, entropi, entalpi ve serbeserji (ACp), (AS), (AH) ve
(AG) dezisimleri ile gosterilebilir. Isi kapasitesinin coklanimlamalari termodinamik

Olctimleri icin zengin bir konsensus glurmaktadir.

Deneysel olarak yapilan kalorimetrik 6lgimlerde D&®€todu, proteinlerde veyageir
biyolojik molekullerdeki sicakfia bali konformasyonel dé&simleri karakterize eden
glclu bir teknik olarak karmiza cikmaktadir. DSC tekfinde referans ve orneklem
olarak adlandirilan protein ¢ozeltisinin ve ¢ozliimulundgu iki ayri hiicre arasinda
gerceklgen ISI kapasitesi farkhhklarindan yola cikilarak olgimler
gerceklgtiriimektedir. Proteinlerin acik ve Kkatli olarak laddirilan durumlari
arasindaki 1s1 kapasitesi fark@ligenellikle polar ve apolar olmak tzere siniflariain
amino asitlerden gelen hidrasyon katkilari ilekgabilir. Bir DSC termograminda
aclk ve kath durumlarin is1 kapasitesi seviyelernir ¢izgi (baseline) cikarimi
yapillmasindan 6nce veya sonra en az bir tepe goskéedir (Arrondo and Alonso
2006).
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Sekil 2.13.Deneysel tekniklerle elde edilen isI kapasitesteyisi ve sinir ¢izgisi
(baseline) cikarimi (Blaber 2009)

Sekil 2.13'de (1), (2), (3) ve (&ekilleri DSC metodu ile herhangi bir protein icilde
edilen 1s1 kapasitesiggsini ve sinir ¢izgisi cikarimlarini géstermektedyekil 2.13
(2)'de katli durum (Native) diilk sicakliksartlari altinda kati faz benzeri bir durum gibi
diUstnulebilir. Co N(T) kath durumun 1s1 kapasitesi fonksiyonunu gostdeedir. Acik
durum (Denatured) ise yuksek sicaldattlarl altinda sivi faz benzeri bir durum gibi
diUstnulebilir. Co,D(T) acik durumun 1si kapasitesi fonksiyonunu gostetetkk Sekil
2.13 (3)'de ise; kath durumdan acik durumgmoolan sistem geglerinde proteinin iIsi
kapasitesi fonksiyonlariCeN(T), CoD(T) sicaklga bali olarak bir faz gegi sinir
cizgisi (Baseline) ile gosterilimektedekil 2.13 (4)'de tarah alan kalorimetrik entalpiyi

gosterir. Gegin gerceklgtigi orta nokta ise gegi sicaklgl degerine kagilik
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gelmektedir. AC, = C,D(T) — C,N(T) degeri proteinlerin denaturasyonu igin pozitif
deger almaktadir.

Teorik olarak yapilan termodinamik gahalar arasinda da en ¢ok éasilan 6lgim
fiziksel ve kimyasal suregler i¢in i1s1 glgiminin belirlendgi kalorimetrik olgtimlerdir.
Kalorimetri  konformasyonel gegi ve ba&lanmalari karakterize etmektedir
(Zielenkiewicz and Margas 2002). Kalorimetrik kriggrotein katlanmasinin iki durum
geckini belirlenmesinde en dnemli deneysel yakidardan biridir. Kalorimetrik kriter
sartina gore; kalorimetrik entalpi gigimlerini ve iki durum Van't Hoff entalpi
degisimlerini gosteren iki durum gegivardir (Zhouet al. 1999). Deneysel kalorimetrik
iki durum kriteri; acilma katlanma gegorta noktasi ¢cevresindeki van’t Hoff entalpinin
AH,y geckin bagtan sona tamamini kapsayan kalorimetrik entalpiyg.,; oraninin

yaklasik 1'e esit olmasidir (Kaya and Chan 2000).

_ AHyy
AH, cal

K ~ 1 (2.6)

Bu entalpi orani sicaldin bir fonksiyonu olarak 1si kapasitesi 6l¢cimleendelde
edilmektedir. IsiI kapasitesinin gelngi konformasyonel gegiicin termodinamik bilgi
icermektedir. Kalorimetrik iki durum kriterinin figsel anlamiSekil 2.14'de B’deki
gosterimlerle aciklanrgtir.
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Sekil 2.14. Proteinlerin termodinamik kooperatif davrdarn (Jacksonet al. 1993;
Chan and Kaya 2004)

Kalorimetrik entalpi; 1s1 kapasitesg®si altinda kalan alan olarak tanimlanmaktadir.

Mg = [ dTC, (T) = [;+dT 252 = (H(Ty)) = (H(To)) = (H)p — () (2.7)

Esitlik acik durumun ortalama entalpisi ile katlirdmun ortalama entalpisi arasindaki
farki vermektedirSekil 2.14.B (i)’ de N (kath durum) ve D (ac¢ik dum) ile gosterilen
tepeler sirasiyld, ve T; sicakliklarindaki entalpi @aimlarini géstermektedir (Chan
and Kaya 2004). Van't Hoff entalpi i¢in belirtildnrka¢ farkli tanim mevcuttur. Genel
olarak sicakiia bal van't Hoff entalpisu sekilde ifade edilmektedir (Kaya and Chan
2000).
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dIn K¢/t 1 dé

— 2 -
ar kel 0(1—0)dT (28)

AHyy (T) = kgT?

Iki durum gegileri durum | (reaktant) ve durum Il (UrGrgeklinde bir kimyasal
reaksiyon olarak tanimlanginda burada K¢//sistemin efektif denge sabitini
gostermektedir (Zhouet al. 1999). 8 =06(T) ise iki durum parametresini
gostermektedirk®/f = /(1 — 0) ifadesinded 0'dan (digiik sicaklik) 1'e (yiiksek
sicaklk) kadar dgerler almaktadir. Proteinlerin sicaklik denaturamyacin 8 = 0 ve

6 = 1 sirasiyla tamamen katl ve tamamen acik duruniiade etmektedir. Boylece

geck sicaklginda;

0(T=T,)=1/2 (2.9)
, df
AHyy = 4kpT; . (2.10)
=lg

Bu ifade ile@ degerinin farkh secilmesi ile farkli van’t Hoff entaileri ve farkl geg

sicaklgl deserleri elde edilmektedir (Kaya and Chan 2000).

AHyy = 2T1/2 ’kBCP,l/Z (2.11)

AHyy = 2Tax kBCP,max (2-12)
AHVH = Zwa/kBCp,d (213)

Teorik olarak populasyonlardaki farkl gecdurum sicakliklar bu derlere goére
belirlenir. T;,, olarak alinan orta nokta sicaklik géginde zincir populasyonunun
yarisinin acik der yarisinin ise kath olgan durumdur.T,,,, geck sicaklgl deserinde
ise; katlanma ve acilma gelgrinin sayisinin birbirine s& oldugu IsI kapasitesinin
maksimum dgerine kagilik gelen sicakhk dgeridir. T; geck sicaklgl deseri ise;
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toplam populasyonda katl durumun g6z ardi egiildicik durum populasyonunun
dikkate alindgl sicaklik dgeridir. Bu deerler aitlik (2.11), (2.12) ve (2.13) ile
gosterilmektedir. Burada kullanilan ¢ ayri sidaldeseri ile elde edilen van't Hoff
entalpi ifadeleri kullanilaraksélik (2.14), (2.15) ile (2.16) ile gosterilgi gibi farkli
sekillerde kalorimetrik kriter dgerleri elde etmek mumkundur.

k1 = 2Ty /kBCP(Tl/Z)/AHcal (2.14)

Ky = 2Tmax kg Cp(Timax)/AHca (2.15)
k3 = 2Tq\/kgCp(Tq)/AHca (2.16)

Bu tez cagmasinda yapilan termodinamik analiz sonuclarindead@nraki bolimlerde
detaylarini sunagam k, kalorimetrik kriter oran deerini kullandik. Genellikle 1si
kapasitesi entalpinin varyanss;{, standart sapmanin karesi) ile orantihdir (Kayd a
Chan 2004).

_(HX(M) —(H(D))* _ o}
B kyT?  kgT?

Cp (2.17)

AHyy = Z(JH)max (2.18)

Sekil 2.14 B (ii)de goruldgu gibi van't Hoff entalpiT,,,, deserinde entalpinin
standart sapma @derinin iki katina eittir. Bu durum kalorimetrik iki durum kriterini
desteklemektedirT,,,, deserindeki bu durumda kalorimetrik entalpi gdgini icine
alacak birsekilde gengler. Populasyon dalimlarini [N] ve [D] gibi ayni ortalama
entalpi dgerlerine sahip olacakekilde iki ayri duruma ayrilir. Bu durum kesinlikle
entalpi dgerleri arasinda herhangi bir konformasyon olmagacanlamina
gelmemektedir. k = 1 kalorimetrik kriteride az bir ara durum populasyono

gerektirmektedir.Sekil 2.14 B (iii))de e&er protein gegi orta noktasinda oneml
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derecede ara durum konformasyonel populasyonunassabu durum termodinamik
kooperatiflik icin kalorimetrik iki durum kriterim 1’den daha kucik derlerine

karsilik gelmektedir.

Kalorimetrik iki durum kriteri deneysel gozlemleridan uyumu ve ayni zamanda
protein katlanma surecinin kooperatfiflihakkinda bize bilgi vermektedir. En lyi
tanimlanmg deneysel kalorimetrik kritek degerinin yaklgik olarak 1’e git olmasi
protein katlanmasinda termodinamik kooperatif @avrdnga isaret etmektedir (Kaya
and Chan 2000). Bu pamda g6zlemlenen kooperatif durumlari incelemela@agia
Kaya and Chan (2000) tarafindan yapilansgada 6 farkli basitkiriimis protein
modeli incelenmgtir. Bu modeller sirasiylgekilde de gosterilgi sira ile a) 2- harf
modelib) 3-harf modelic) 20-harf modeld) Go modelie) HP modelif) 20- harf kenar
zincir modelidir. Bu modellerin timi birbirleindefarkli 6zelliklere sahip olmakla
birlikte protein katlanma problemini anlayabilmekimsinda dgsik bakis acilarini

icermektedirlerincelenen tiim bu model yakimlari Sekil 2.15’de gosteriimektedir.
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Sekil 2.15. Termodinamik olarak incelenen 6 farkli protein ralbdKaya and Chan
2000)

Proteinlerin genel olarak davralari hakkinda, kooperatif katkli etkilesmenin
termodinamik davraglar tzerine olan etkilerini inceleyebilmek icin kar 6zellikteki
modeller tercih edilnstir. Bu modellerin tumu igin kalorimetrik iki dururkriteri ile
uyumlu oldgu distinulirken modellerin birggu icin uyumsuzluk ortaya cikmtir.
Yani farkli orjine sahip olan protein modelleringercek protein davragindan uzak
oldugu anlgiimistir. Yine de secilen modeller protein katlanmastemelini olturan

distnceleri agciklamaya biraz da ols&itutmaktadir.
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Farkli orta nokta sicaklik derleri ile elde edilerx,, k4, k,, k3 Olarak gosterilen 2
durum kalorimetrik g06zlem kriteri k(= AH,y/AH.q; = 1) kullanilarak farkl
modellerin is1 kapasiteleri sinir gizgisi ¢ikarigapilmadan ve yapildiktan sonra elde
edilen kooperatif davraglar hakkinda bilgi edinildi (Kaya and Chan 2000)taOnokta
sicaklik dgerleri acgisindan yapilan gerlendirmede T,,,, Sicaklik dgerinin
kullanildigl x, orani kooperatif davraga daha yakin oldiu gorulir. Clnkd sicaklik
arttigi zaman temel durum konformasyonigeti disik entalpi konformasyonlarinin
transferi ile argini strdirmektedir. Boylece sicaklik,,, oldusu zaman ¢ok sayidaki
yuksek entalpi degerine sahip konformasyonlarin tamami ilesigki entalpi dgerine
sahip konformasyonlar grubu arasindaki glecitarafindan isi kapasitesinin tepeeie

dagihmlari baskin olmaktadir.

Deneysel sinir cizgisi ¢ikarimi (baseline subtcagtiyapilarak kalorimetrik gbzlem
kriteri yeniden incelenngtir. Bu ¢ikarim ile daha yiksek kooperatiflik bekheektedir.
Bunun icin kath ve acik durumlardaki kuyruk kisanl isi kapasitesi geisinden
citkartihr. Hem yapisal hem de entalpik olarak oOherarkliliklari bulunan
konformasyonlar arasindaki termal gésii iceren tek tepe bdlgesi olan isi kapasitesi
dagihmlarinda sinir gizgisi cikarimi yapilarak tenodhrak ¢cozicu etkileri, proteinlerin
kucuk genlikli hareketleri ve bunun gibisiti katkilar ekarte edilmektedir. Deneysel
olarak olasi cikarimlar 1si kapasitesi fonksiyormunyiiksek sicaklik yani proteinin
denaturasyonuna kahk gelen parcasi ile gk sicaklik yani proteinin katli durumuna
karsilik gelen kisimlar arasinda yapilmaktadir. Kalaink kooperatiflik Uzerine
yapilan cikarimlarin etkisi mevcuttur. Bu balacisina goére 1s1 kapasitesiriginin
altindaki bazi alanlar garlandgi igin kalorimetrik entalpinin degeri azalmaktadir. Bu
durum AH,y/AH_,; orani igin artiricl, 1Sl kapasitesinin tepegelieni ise azaltici bir etki

gOstermektedir.

Deneysel sonuglarla uyum anlaminda katlanma acggegaleri ile ilgili 1s1 kapasitesi
degisimi sadece IsI kapasitesinin maksimum yani tepgdsihdedir. Bu ylzden isi
kapasitesinin sicalda gore dgisiminde kendini gosteren fakat katlanma ve aciima

geckleri ile ilgisi olmayan bolgelerin c¢ikarimi yapiffinda kalorimetrik kriter
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degerinde veya bu dere yakin sonuclar elde edilmektedir. Yani bu grkéar coklu
konformasyona sahip katl durumu belirleme ve aggtuluktaki entalpik dgisimi g6z
ardi etmeyi ifade etmektedir (Kaya and Chan 20@Bgck sicaklgl etrafindaki
deserlerde katlanma ve aclima ggeri daha sik gozlemlenmektedir. Gegicaklgi
degerinden uzaklgldigi zaman gegler yeterince sik olmamakta ve iyi drneklem
topluluklan ortaya cikmamaktadir. Bu ylzden i1spasitesi ve serbest enerji gibi
termodinamik analizler gegisicaklginda ve bu sicakia yakin dgerlerde yeterince
uzun zaman adiml simulasyonlar sonucu elde edlideformasyonel enerji topluluklari
g0z 6nune alinarak yapilmaktadir. Bir proteininagmk durumlarinin ygunlugunda
kalorimetrik iki durum kooperatiflik ve ger deneysel olarak belirlenen termodinamik

Ozelliklerin 6Gnemi bu noktada ortaya cikmaktadir.

Tek durumlu yani bariyersiz termodinamik géer goz onine alingi zaman iki durum
kalorimetrik gozlem kriterix deserinde goérilen sapmalar kooperatif davgkamin
azaldgina karet etmektedir. Zuet al. (2006) cakmasinda 17 ayri proteinin katlanma
Ozelliklerini istatistiksel olarak incelegtir. Bu proteinler tamamern sarmallari,
tamamenp yapilari ve a sarmallar ilef yapilarinin birarada bulungu (a+p) gibi
yapilardan olgan iki durumlu, cok durumlu ve tek durumlu géeie sahip olan
proteinlerde yerel olmayan kontak sayilari hesaplahk kooperatif davraglari
argstirllmistir. Tek durumlu geglerde kooperatifigin azaldgl belirlenmitir. Bariyersiz
bir sekilde katlanmanin fiziksel bangici kooperatif olarak katlanmayi belirleyengter
olmayan kontaklarin az olmasindan kaynaklanmaktg@enel olarak termodinamik
geckler incelendginde tek durumlu katlanma Ozgline sahip olan proteinlerin
kooperatifliklerinde azalma belirlengtir. Bu tez ¢cagmasinda tek durumlu gatgre
sahip proteinlerin termodinamik analizleri yapgiehda kooperatifigin azaldgl hem x
degerinin 1'den uzaklgmasi ile hem de 1s1 kapasitegirisinin daha ygin bir hal
almasindan angdmistir. Bir proteinin kath durum topolojisi koopeifiik derecesinde

onemli bir rol oynamaktadir.
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2.7. Molekuler Dinamik Simulasyon Tekngi

Bilgisayarlarin 6zelliklerinin ve kullanim amaclam her gecen gin gghnesi ile
birlikte bircok aratirma, artik bilgisayar similasyonlarina dayalidpgama yontemleri
kullanilarak yapilmaktadir. Similasyon; bir sistenasvir edebilecek diuzeyde
modellemeler olgturulmasidir. Bilgisayar simulasyonlari yardimiytakro boyutlarda
gerceklgen karmak olaylarin incelenebilmesi molekuiler biyolojidefizige kadar

uzanan cgtli bilim dallari icin belirleyici olmaktadir.

Fiziksel sistemleri daha detayli bjekilde inceleyebilmek icin kuantum mekaniksel
hesaplama yodntemleri, yari deneysel metodlar gik c¢sitli hesaplama yollari
gelistiriimi stir. Gercege yakin davraglar sergileyen bilgisayar simulasyonlarina,
deneysel ve teorik camalarin yeterli olmagh durumlarda bgvurulur. Deneysel olarak
incelenmesi zaman alan, gozlemlenmesi zor ve mialiygksek olan karmgak
sistemlerin davraglarini anlayabilmek i¢in simulasyon tekniklerineslaarulmaktadir.
Simulasyon hesaplamalari, deneyselsgadilar ile teorik cabmalar arasinda bir kdpri
gorevi Ustlenir. Simulasyon teknikleri arasindagak gotze carpan iki metod vardir.
Bunlardan biri Monte Carlo, geri ise molekiler dinamik simtlasyon tegiiir. Monte
Carlo simulasyonlar stokastik bir yakla icermektedir. Hgeyin gelsiguizel oldgu
bu metot yaklgminda ise hareket setleri belirli olasilikgdanlarindan olgmaktadir.
Sistemi olgturan parcaciklarin BEngicta secilen hareket setlerinin géeegakin bir
sekilde modellenmesinde zorluklar mevcuttur. (@ne korunumlu buydklukler
simulasyon boyunca hep ayni dizlem Uzerinde konumnlanuhafaza etmelidirler.

Veya caitli acisal dongler global rotasyon yapiimaktadir.

Simulasyon teknikleri arasinda yaygin olarak kullEm metodlardan bir deri ise
molekiler dinamik simulasyon telgidir (MD). Bu modelleme tek@ ile cok
parcacikli sistemlerin davratari zamana kg olarak incelenebilmektedir. Molekiler
dinamik metodunda streklilik kavrami 6nem arz ettegk. Orngin bir gradiyent
hesaplamalari icin bir surekiiin olmasi gerekmektedir. Bununla birlikte yeni gner

fonksiyonlari veya yeni fikirleri bu similasyonariggtirmek de bir o kadar zordur. Son
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25 yildan beri uzun zaman Olgekleri igin blylk vekarmaik molekillerin
modellemeleri icin siklikla tercih edilmektedir. Mdaller dinamik tekrgi ile yapilan
ilk hesaplama calmalari Alder ve Wainwright tarafindan 1957 yilingigpilmstir. Bu
calismada kure (hard spheres) sisteminin 6zellikle katsivi bélgeleri dikkate alinarak
faz diyagrami incelenmgiir (Alder and Wainwright 1957). Bu sistemde parnkéar ani
carpsmalar vasitasi ile etkijeler ve iki carpgsma arasinda serbest kekilde hareket
ederler. Ayrica 1960 yilinda J.B Gibson tarafind®® atomdan okan bir sistemde
sonlu farklar zaman integrasyonu yontemine dayansiirekli potansiyellerle ilk
molekiler dinamik simulasyon 6rgieyapildi (Gibsonet al. 1960). Molekuler dinamik
metodunda en ¢ok dikkat ceken gele 1964 yilinda A.Rahman tarafindan yapilan sivi
Argon icin Lennard-Jones potansiyelinin kullangidsimilasyondur (Rahman 1964).
Ilerleyen yillarda molekiler dinamik similasyonlagiektronikten biyomolekiillere
kadar uzanan geni bir yelpazede gelme gOsterngtir. Molekiler dinamik
simulasyonlari genel olarak t¢ temel adim altimdzlenir.

1.) Baslangic aamasi (Hazirlik)
2.) Sistemin integrasyonu ve dengelenmesi
3.)Sonuglarin analiz edilmesi

Bir simulasyonun bhgangic gamasinda o©ncelikle incelenen sistemi stbiuan
parcaciklar icin ilk koordinatlar ve hizlar tanimia Ikinci asamada tim parcaciklar
Uzerinden kuvvet hesaplanarak hareket denklemtesayisal integrasyon ile ¢c6zimuine
gecilerek sistemin minimum enerjili bir noktaya éleet etmesi gganir. Son gamada
ise dengelenmi sistemde tum nicelikler Uzerinden analiz yapienel olarak bir
molekiler dinamik similasyonunu iceren algoritrekil 2.16 ile gosterilen aki

diyagrami ile 6zetlenebilir.
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Atomlarm baslangic
konumlar ve hizlan
verilir.

Atomlar tizerine
etkdven kuvvetler

hesaplanir.
Hesaplanan
kuvwvetler vardimivla
veni konum ve hizlar Haym
belirlenir.
Ewet
— - Sonug
Fiziksel nicelikler Snlnulasym_l_ 1‘;11.1 konfigiirasyonu ve
hesaplanir. :> be].u:lenerll siirenin :> hesaplanan
wveterli c:nlhup nicelikler
olmadig: kaydedilir.

Sekil 2.16. Molekuler dinamik similasyonunu 6zetleyensakiyagrami

Molekller dinamik simulasyon metodunda ¢ok pargacik olgan sistemlerin
Ozelliklerini belirlemede deterministik bir yaklan s6z konusudur. G6z 6nline alinan
sistemin bgangic kaullari bilinmesiyle birlikte bir sonraki adim icisistemin zamana
bagli davranglarinin incelenebilmesidir. Stureklilik s6z konusudModel sistemin
durumu cok boyutlu uzayda konum ve momentumlarglibalarak faz uzayinda
tanimlanir. Faz uzayinda meydana gelen noktalalultgiu (ensemble) belirli bir
termodinamik keulu sa&lamalidir. Bu termodinamik kaollar csitli 6zelliklere
sahiptirler. Molekuler dinamik simulasyonlarindacétenen toplululuklar arasinda en
cok kullanilanlar arasinda mikrokanonik ve kanotwgluluk sayilabilir. Mikrokanonik
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topluluk; sabit parcacik sayisi, sabit hacim vatsaterjiye kagilik gelen termodinamik
durumlari icermektedir. Kanonik topluluk ise sabatrcacik sayisi, sabit hacim ve sabit
sicaklik dgerlerine kagilik gelmektedir.incelenen toplulgun 6zellikleri belirlendikten
sonra molekiler dinamik simulasyonu ile cok parladir sistemin d@ru bir sekilde
ifade edilebilmesi ve mikroskobik Olgekteki simijaslarla makroskobik anlamda
incelenebilecek Ozelliklere uabilmek icin Newton, Hamiltoniyen ve Lagrangien
hareket denklemlerinden uygun olan herhangi biliakulabilir. Sistemin potansiyelinin
tanimlanmasi atom ve molekdl topluluklarinin hatiekeni anlamak icin dnemlidir.
Etkilesme potansiyellerinin bilinmesi yardimiyla sistemugburan parcaciklar tzerine
etkiyen kuvvetler hesaplanmaktadir. Hareket denldemn c¢oziminde sayisal
integrasyon metodlarAt zaman adimi icin hesaplanmaktadir. Sayisal algat#m
cbzumleri ile sabit enerjili veya sabit sicgdl sahip topluluklarin (ensemble)

konformasyonel trajektérileri elde edilir.

Incelenen sistemi afturan parcaciklarin hareketlerini gosteren denkégiml
¢cbziminde gdtli algoritmalardan yani sayisal integrasyon médodan
faydalaniimaktadir.  Bunlar ayni zamanda Verlet atgasinin  ceitli

varyasyonlarindan o$maktadir. Bu algoritmalardan en cok kullanilanlagun sekilde

siralayabiliriz.

. Verlet Algoritmasi

. Leap-Frog Algoritmasi
. Beeman Algoritmasi

. Verlet Hiz Algoritmasi

Integrasyon algoritmalarinin secimindssitiekriterler goz oniine alinir. Bu kriterlerin
en ¢cok dikkat edilenleri arasinda integrasyon \gterli zaman adimina izin vermesi,
hizli olmasi, algoritmanin enerji ve momentum téemmi icermesi, etkili birsekilde
hesaplamalara yon verebilmeleri sayilabilir. Tayeri acilimi yardimiyla kiicik bt
zaman adimi diiindlerek incelenen sistemdekani icini parcacginin bilinen konum
ve hiz gibi dinamiksel 6zellikleri kullanilarak+ &6t anindaki 6zellikleri hesaplanir.

Bu islemler ardgik bir sekilde tekrar ettirilerek sistemin dinamik olarakedikleri
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incelenebilir. Tum integrasyon algoritmalarinda Womn hiz ve ivme Taylor seri
acthmina gorestlik 2.19, 2.20, 2.21 ile ifade edilir.

r(t+ 6t) =r(t) + v(t)ét + %a(t)&z + - (2.19)
v(t+ 6t) = v(t) +a(t)dt + %b(t)&z + oo (2.20)
a(t+ &t) = a(t) + b(t)6t + %b(t)&z + oo (2.21)

Buradar konumu ifade ederken zamana gore birinci tirex;hikinci tirev ise ivmeyi

a verir. Bu ifadelere gore Verlet algoritmasyle yazilabilir.

r(t+ 6t) = r(t) + v(t)ét + %a(t)&z (2.22)

r(t — 6t) = r(t) — v(t)6t + %a(t)&z (2.23)

Bu iki esitlik kullanilarak sitlik 2.24 ifade edilebilir.
r(t+ 8t) = 2r(t) —r(t — 6t) + a(t)5t? (2.24)

Verlet algoritmasit anindaki konum ve ivme derleri ile t — §t anindaki konum
degerlerini kullanarakt + &6t anindaki yeni pozisyonlari hesaplar. Basit ve sike
olan bu algoritmada hiz kullaniimamaktadir. Ancaglam enerji dgeri igin gerekigi

zaman hiz dgeri hesaplanabilir.

r(t+ o6t) —r(t+ ot)

v() = 26t

(2.25)

Leap-Frog algoritmasinda ise; konum ve hiz ifadeggidaki sitlikler ile bulunabilir.

Bu algoritma ile hizlar net biekilde hesaplanabilir.
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r(t+ 6t) =r(t) + (t + %&) ot (2.26)
v (t + %&) =v <t - %&) a(t)ot (2.27)
v(t) = %[v (t — %St) +v (t + %&)] (2.28)

Beeman algoritmasi Verlet algoritmasi ile yakindegkilidir. Di ger algoritmalara goére
daha karmgk ifadeler icermesi bu integrasyon metodunun daataji olarak
sayllabilir. Ancak hiz ve daha iyi bir enerji koumu icin gitlikler daha d@ru sonuc¢

vermesi acisindan avantajlidir.
r(t+ 6t) = r(t) + v(t) +>a(t)6t? — - a(t — 5t)6t? (2.29)
v(t + 6t) = v(t) + v(t)St + éa(t)& + za(t)& - %a(t — 868t (2.30)
Verlet algoritmasinin encok kullanilan varyasyonelogity Verlet olarak adlandirilan

konum ve hizlarin @t zaman araliklarina kafik gelecek sekilde hesaplandi

algoritmadir. Genel olarak konum ve higag@ada verildgi gibi hesaplanir.

(t+ 6t) =r(t) + v(t)ét + +%a(t)6t2 (2.31)

v(t+6t) =v(t) + % [a(t) + a(t + 6t)]st (2.32)

Bu calsma icin molekiler dinamik simulasyon tegmi kullanilarak uygun
algoritmalar yardimiyla denklem c¢o6zimlerinin naside edildgine materyal ve
yontemler boliminde detayll yiekilde deinilecektir.



43

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.Protein Katlanmasi igin Farkli Model Yaklasimlari

Bilgisayar simulasyonlari ile yapilan modellemel@yolojik karakterizasyonlar icin
deneylerle tamamlayici bir ara¢c olarak skamza c¢ikmaktadir. Molekiler
similasyonlarda iki tane yaklan dikkat cekicidir. Bunlardan ilk olani; minimalis
basitlgtiriimis modelleri kullanarak yapilan kaba taslak (coarseaingd)
simulasyonlardir. Bu modeller tipik olarak ya bhstirilmis varsayimlari kullanirlar.
Ornezin basitlatirilmis Hamiltonien’lerin kullanildgi Go modelleri gibi ya da daha
kaba taslak gosterimleri kullanilir. Mesela bir f@io katlanmasini simile etmek igin
modelde her bir amino asitin sadece by &omu ile temsil edilmesi gibi. Bunlara
alternatif olarak daha detaylandiriimmodellerin kullanimi ise ikinci bir yak$am
olarak kagimiza cikmaktadir. Bu tir modeller, tim atomik g&iea sahiptirler.
Detaylandiriimg modellerin kullaniminin bir faydasi net hjekilde ortada olmakla
beraber deneysel sonuclarla olarglbgsl da goz ardi edilemez bir gergektir (Munoz
2008). Protein katlanmasi amamalari icin oldukca basitjé@rilmis latis model
gosterimleri siklikla kullanilmaktadir. Latis mobtile konformasyonel uzayda
yeterince 6rneklem elde edilebilmektedir. Ayricgsidoparametreler tercih ediginde
yapi tahmini uygulamalarinda @il sonuglar verebilmektedir. Protein latis zmci
modelleri G¢ boyutta basit kibik latis veya iki by kare latis olarak konfiglre
edilmektedir. Bu tarzdaki gosterimler yalnizca pmin temel zincir yapisi hakkinda
bilgi vermektedir. Ancak model zincirin yapisal agarini aciklamada yetersizdir
(Chanet al. 2002). Latis model simulasyonlari protein katlasma yoneten temel
fiziksel Ozellikleri anlamak icin veya proteinlerikatli durumlari boyunca enerji
yuzeyini sinirlayan karakteristikleri belirlemek iri¢ kullanilabilmektedir. Ayrica
hidrofobik etkilsimlerin 6nemini acgiklamada yine ayni yakla yeterli olmaktadir.
Amino asitleri polarite 6zelliklerine gore polar apolar olmak tzere iki farkli grup
altinda toplayabiliriz. Protein konformasyonlarinidakli polaritelere sahip olan amino

asitlerin ¢6zicu icerisinde aldiklari konumlar fddgmaktadir. Bu d§linceler altinda
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hidrofobik (H) ve polar (P) amino asitlere gore yap basitlgtiriimis model
yaklasimina HP modeli denir. Bu modelde hidrofobik amiasitler ¢ boyutlu
konformasyonun i¢ kisimlarina yeyégek molekulllerarasi gkar olustururlar. Bu
model yaklaimlari ile yerel ve yerel olmayan etkjlaelerin artirilip azaltiimasiyla
protein benzeri davragiar elde edilebilmektedir (Pande and Rokhsar 1988)ada
hem enerjetik hem de entropik faktorler yer almdktaDosadaki hegey minimum
enerjili maksimum entropiye sahip olduklari durumlaercih ederler. Hidrofobik
Ozellikli amino asitler hidrojen kg olusturamadiklari icin su molekdlleri ile olan
temaslar azalmaktadir ve birbirlerine yakilaca enerjileri démektedir. Polar amino
asitlerde ise bu durumun tam tersi gecerlidir. biein ba& olustukgca enerjileri
azalmaktadir. Modelleme cainalarinda her zaman basgtieimis bir sekilde
gerceklgtirilen genellgtiriimeye uygun model yakiamlar tercih edilmektedir. Farkl
simllasyon yontemleri yardimiyla gercek sistemledaha yakin surekli uzayda
yapilanan ve proteinlerdeki gt spesifik yonelim ve etkilgmleri aciklayabilecek
deneysel gozlemlerde dikkate alinarsittiecevreselsartlarin géz onidne alinabifgi

modeller gercekkgiriimeye calsiimaktadir.

3.1.1. @ modeli

Proteinler oldukca karmgek bir yapi icinde etkilgmlerin ¢sitlili ginin fazla oldgu bir
biyolojik sistem olarak karmiza cikmaktadir. Deneysel ve teorik olarak yapila
calismalarda oncelikli olarak incelenen proteinler kigigktek boélgeli proteinlerdir. Bu
proteinlerin hem termodinamik hem de kinetik Ox#diii hakkinda bilgi sahibi
olmamiza rgmen gercekte proteinlerin daha spesifik etkileler icinde oldguda
yadsinamaz bir gercektir. Bu alanda bilim adamlariizerinde cajtiklari en 6nemli
imge proteinlerin tim davraglarini icine alan global 6lcekte dinamik modellearel
gelistirmektir. Bu gamaya hentz wamamsg olsak dahisu an icin yaygin olarak
kullanilan modeller arasinda en 6ndeo @odeli gelmektedir. @ modeli protein
calismalari icin ilk kez Nobuhiro & tarafindan 1983 yilinda kullanilgtir (Go 1983).
Kabataslak (Coarse grained) bir model ygikla da olan @ modelinin temel 6zeli

proteinin katl konformasyonunun biliniyor olmasidfatlanms yapi bilgisine dayanan



45

bu model ile proteinin katlanmyapisindan elde edilen potansiyeller sadece eldene
protein i¢in kullanilir. Burada katli durumda konkam bilinen amino asit ciftleri
arasindaki etkilgmleri tanimlamak 6nemli bir avantaj olarak gamiza ¢ikmaktadir.
Similasyon sonunda da amino asitlerin konumunu diteyiz. Bu model yakkami
aclk konformasyondan kapali konformasyona veya waklruma giderken tuzak
konformasyonlara gigh engelliyor. Boylece enerjetik bunalimlari ortadkaldirarak
relaksasyonu azaltarak yerel minimumlari daha aan obir enerji yilizeyine
ulasiimaktadir. Tium bunlarla beraber model daha basiilenis bir yaklgim haline
dontsmis olmaktadir. Ayrica en gk enerjili durumun bilinmesi modelin tercih
edilme nedenleri arasinda sayilabilmektedir. Kuleamhareket denklemlerinin ¢ozimu
ile katlanma yolal elde edilmektedir. @ modelinde sadece katlannyapida etkilgen
amino asitler, dinamik siresince etkgbilmektedir. Her amino asitin farkli bir parcacik
gibi davrandgini distindrsek herhangi bir amino asit zincirinde 30 tameino asit
varsa, biz 30 gt amino asit varnyi gibi davranarak modellemeyi gerceklemekteyiz.
Bununla birlikte her bir etkikgm terimlerinde bulunan denge mesafesinin veyaahcis

terimlerin protein spesifik olarak @gmesi bu modelin dezavantaji olarak sayilabilir.

3.1.2. Homojen ve Heterojen Etkilgimli Go modeli

Protein spesifik olan & modelleri icin proteinin kristal yapi bilgisi kalhilarak katli
durumdaki ve kath olmayan durumdaki kontaklaridirimamesi dnemlidir. Boylece
proteindeki amino asitlerden hangilerinin etkiteekte oldgu bilgisine ergmis
olmaktayiz. Kristal yapidaki amino asitlerin billbnine goére mesafeleri igin farkli
kriterler s6z konusudur. Bu kriterler arasinda liarkkontak mesafeleri
belirlenebilmektedir. Belirlenen kontak haritalaarasindaki fark %10'nu gecmedi
surece genel davraniher ne kadar dggsmedigi disinillsede amino asit bazinda
gerceklgebilecek dgisimlerin ne oranda olabilege henliiz bilinememektedir (Kaya
2009). Bu cakma icin kristal yapidaki etkifgmler icin C, — C, mesafesi 6,44 ve
diger ggir atomlar icin etkilgim mesafesi ise 4/ olarak alindi. Amino asitler kristal
yapida ancak bgartlari yerine getirdikleri zaman etkslmektedirler. Bu etkilgmler

katli (Native) etkilemeler olarak adlandiriimaktadir. Bu kriterleri biglyebilmek icin
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protein veri bankasindan (PDB) 6116 proteindensasiuprotein setleri Gzerinden
inceleme yaptik. Bu proteinler %30 zincir 6gliigine sahip resoliisyonu£2dan kiicik
kristal yapiya sahiptirler. Bu verilere dayanam@k— C, mesafesinin ilk maksimum
oldugu bolge 6,2 ila 6,44 aralgina denk gelerek 6,4 deserinden sonra ise azalmaya
baslamistir. Boylece kristal yapida gozlemlenen etiiheler icinC, — C, mesafesi 6,4

A olarak alinmytir.

Homojen etkilgimli Go modelinde incelenen protein icin amino asitlersardaki
etkilesmeler bir 6rnek olarak alingtir. Etkilesimlerin buyukl(gl ise amino asit ¢iftine
gore dgismemektedir. Yani amino asitlerin ayri ayri fizikokyasal 6zellikleri dikkate
alinmamgtir. Kristal yapidaki bir protein icin etkijeneleri b&li ve basiz etkilgmeler
olarak gruplandirabiliriz. Homojen etksienleri iceren & modeli i¢cin amino asitler
arasinda var olan uzun ve kisa etjfidere gbre modelimiz farkh siniflara
ayrilabilmektedir. Bgh ve basiz etkilgimelerin detayli bilgisine simuilasyon
tekniginin anlatildg1 kuvvet alanlari alt b ginda yer verilmitir. incelenen proteindeki
amino asitlerin davragiar sahip olduklari karakteristik 6zelliklerine \milunduklar
ortamin niteliklerine goére farkh fizikokimyasal étiklerde bulunduklarini bilmekteyiz.
Ornezin su ortaminda etkifen amino asitler aradaki su molekiillerinin etkisiyl
perdeleme mekanizmasina maruz kalabilmektedir. KAniga durumun amino asit
spesifik olarak ne kadar efektif olglw henliz bilinmemektedir. Kovalent olmayan
etkilesmeler olarak adlandirilan hidrofobik etkifeeler, elektrostatik Coulomb
etkilesmeleri, hidrojen bglari ve Van Der Waals etkganleri hem protein katlanmasini
belirlemekte hem de proteinlerin karagihda rol oynamaktadirlar. Van der Waals
etkilesimleri tum bunlarin arasinda en dikkat cekici e#{ih olarak kagimiza
ctkmaktadir. Bu etkilgmler bagisiz atomlar arasindaki yakigi sinirlamaktadirlar.
Uzun ve kisa olarak adlandirabilgoaiz bassiz etkilgmeler Lenard-Jones potansiyeli
tanimlanmaktadirlar. Uzun eiinli etkilesimler vakum ortaminda gecerflni
korurken, herhangi bir ¢c6zlcu icerisinde de kisgimah etkilesimlerin olabilecgi
durumda dikkate alinirken ein mesafesinin etkisi yadsinamaz bir gercek olarak
karsimiza ¢ikmaktadirSekil 3.1'de iki amino asit birbirlerine denge mesafinin 1,2
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katindan daha yakinlarsa etkitleektedirler. Lenard-Jones potansiyeli= 1,2ri‘]’-’de
sifint keseceksekilde yukar kaydirilngtir. r > 1,2ri‘]’- itibaren etkilgim olmayacak

sekilde duzenlenngtir. BOylece etkilgimin sadece bir noktada minimumgdee sahip

olmasi sglanms olmaktadir.

Kisa Ensim

Ulr)

Uzun Ernsim -

Sekil 3.1. Kisa ve uzun egimli bagsiz etkilgimler (Kaya 2009)

Heterojen etkilgimlerin oldusu Go modeli ise amino asitlerin fizikokimyasal
Ozelliklerinin dahil edildgi etkilesimlerin eit olmadgi bir durum s6z konusudur.
Burada gercgekligirilen modelleme amino asitlerin 6zelliklerini ysittigl icin daha
gercekceidir. (Miyazawa and Jernigan) 1985 yilindatiklari calgmada tek bir protein
moleklliniin ¢ozelti icersinde olgu distndlerek proteinin her bir amino asitinin latis
koselerinde ve bu co6zelti molekillerinin pokalan dger bdlumlerde oldgu
distndlmistar. Miyazawa-Jernigan matrisinin hesaplanmasiadia imodel yaklgmi
on plana ciknstir. Etkilesimlerin olusumunun bir kimyasal reaksiyona benzgdjari-
kimyasal olan bu yakiam; etkilesim enerjileri ile etkilgim sayisinin istatistiksel
ortalamalari g6z 6nuinde bulundurularak, ¢ozicl kidleri ve proteinin birbirlerinden

bagimsiz olan amino asitlerinin alturdugu bir sisteme uygulanstir.
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Amino asitler arasindaki toplam etlglen sayisinin, ¢dzicu molekilleri ve amino asitler
arasindaki etkilgmelerin beklenen derine @it oldugu disinulerek her bir proteinin
cbzicu molekdllerinin  sayisi  hesaplanmaktadir.  Kknt enerjileri, protein
kristallerindeki amino asitlerin geline bali oldugunu gosterir. Boylece etkiganlerin

en yakin amino asitler ve ¢ozucu molekulleri ardaiold@gu diginulir ve en yakin
komsularin sayisi ya da amino asit sayissiba digen kontaklar amino asit turiine
baghdir.

Esitlik (3.1)'de q;, i turindeki amino asitler icin koordinasyon saytsm) i turtindeki
amino asitlerin kontak sayisini wg; , i vej tlriindeki amino asitler arasindaki kontak

sayisini géstermektedirsilik (3.1)'de n;; = nj; olarak alinmaktadir.

20
j=0

20 20 20
=Ny = Z Nij Ny = Z Niy , Nypo = Nor = Z Mo (3.2)
= i=1 i=1

Esitlik (3.2)’'de alt indis olarak yazilan 0 simgesdzgicii molekillerini, 1’den 20'ye
kadar olan dier indisler ise amino asitlerin turlerini gosterrtezkr. n,, ise amino
asitler arasindaki toplam kontak sayisiny, amino asitler ile ¢oézictu molekulleri
arasindaki kontak sayisini gostermektedir. Sistekuntak enerjisi gtlik (3.3) ile

gOsterilmektedir.

20 20
ZZ S (3.3)
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Esitlik (3.1) ve (3.3) kullanilarak (3.4) ile gosthemnekte olan gitlik elde edilmektedir.

20 20 20 20 20 20
q qi
E. :Z(ZEL'O — Eoo) #-}'Zzeunu ZEiilT Zze n;; (3.4)
i=0 i=1j= i=0 i=0 i=0

Esitlik (3.4) ile gosterilen ifade icing;; ve e;; terimleri (3.5) sitli gi ile verilmektedir.
(Miyazawa and Jernigan 1985; dtial. 1996; Miyazawa and Jernigan 1996)

e;j = Eij + Eoo — Eio — Ejo

eij = Eij— (Ey+Ejj)/2 (3.5)
(Miyazawa and Jernigan) 1996 yilinda yaptiklarisgadda X-Ray metodu ile analiz
edilen 1168 protein yapisi kullanilghr. Protein yapilarinda amino asitler arasi
etkilesimlerin sikligini gozlemleyerek bir potansiyel ggirdi. Yeterince buyik bir
orneklem i¢in amino asit dizilerinin spesifik et4il ve proteinlerin kristal yapisinda
gozlemlenen hbzsiz amino asit etkikmlerinin sayisi proteinlerdeki amino asitler
arasindaki etkilgm farklarini  gostermektedir. Bu potansiyel proterin
konformasyonel gegleri ve katlanma hesaplamalari icin gemir alanda gecerlilik
sglamaktadir (Miyazawa and Jernigan 1985; 1996) &udalsmasinda Miyazawa-

Jernigan tarafindan ggiirilen istatistiksel potansiyel gerleri kullaniimstir.

Cizelge 3.1.’de Miyazawa-Jernigan potansw@h“at) gosterilmektedir. Bu tablo

deserleri amino asitlerin birbirlerine yakin olduklamlurumlara bgh kalinarak
olusturulan istatistiksel etkikkmlerden meydana gelir. Ayrica cizelgede gosterilen
amino asitler arasi etkgmelerin tamami c¢ekici 6zelliktedir. Bu etkglen degerleri
geng bir enerji spektrumunasaret etmektedir. 20x20’lik bu matristeki gixlerin
ortalamalari alingg zaman yani etkilgmelerin blyukluklerine bakilinca ¢cok gerbir
alanda yayilim gosteren bu gbelerin ortalama dgeri (€;;)y; = —3.166 olmaktadir.
Bu deser oldukca kucik olmakla birlikte amino asitler aredaki etkilgmelerin daha

siddetli olac&ini gostermektedir.
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Homojen ve heterojen etkiienli Go modellerinin birbirlerinden ayrilgd temel noktayi
su sekilde Ozetleyebiliriz. Homojen etkianler goz 6nine alingi zaman amino asit
farkhligi gozetimeden tum etkgenler eit alinmaktadir (e = —1). Heterojen
etkilesimlerin dikkate alindii model icin ise; etkilgmlerin buydklgi amino asit
ciftine gore dgismektedir. Orngin Sekil 3.1'de farkl Lys-Lys etkilgiminin buyiklig
-0.12 degerindeyken, Leu-Leu etkiden buyikligl -7.37 dgerindedir.

En kicik ve en blyuk skala araliklari olarak veribei amino asitler farkh yan zincir
Ozelliklerine sahiptirler. Bdylece her amino asiiftigin karakteristik 6zellikleri

etkilesim buytkltklerindeki farkliliklar olarak kammiza ¢ikmaktadir.



Cizelge 3.1 Miyazawa-Jernigan etkiyem potansiyeli(e;;*

CYS | MET PHE |ILE |LEU |VAL [TRP |[TYR |ALA [GLY THR $ER RS N | GLN [ASP [ GLU |HIS |ARG |LYS |PRO
CYS | 544 | -4.99 580 | 550| -5.83| -4.96 495 -416-357 | -3.16 | -3.11 | -2.86| -2.59] -2.89 -2.41 _ -2.27 663 | -2.57 | -1.95 | -3.07
MET |-4.99 | -5.46 656 | 6.02| -641| -532| -55§ -49] -394 | 339 | -351| -3.03| -295 -330 -25{/ -2.80 983 | -3.12 | -248 | -3.45
PHE | -5.80 | -6.56 726 | 6.84| -7.28] -629 616 _ 56p-4.81 | -4.13 | 428 | -4.02| -3.75 -410 348 -35p .774 | -3.98 | -3.36 | -4.25
ILE |-550 | -6.02 684 | 654 | -7.04| -6.05 -5.78 -52%-458 | -3.78 | -4.03 | -352| -3.24| -367 -3.41 -327 .144 | 363 | 301 | -3.76
LEU | -5.83 | -6.41 728 | -7.04| -7.37| -6.48 -6.14 567 -491 | -4.16 | -434 | -3.92| -3.74| -404 340 -35p 544 | -4.03 | -3.37 | -4.20
VAL |-496 | -5.32 629 | -6.05| -6.48| -552| -518 -4.62-4.04 | -338 | -3.46 | -3.05| -2.83| -3.07 -248 -2.67 583 | -3.07 | 249 | -3.32
TRP | -4.95 | 555 6.16 | -5.78| -6.14] -5.18 506 -4.66-3.82 | -3.42 | -3.22 | -299| -3.07| -3.11 284 -29p 983 | -3.41 | -2.69 | -3.73
TYR | -416 | -4.91 566 | -525| -567| -462 -46 -417-336 | -3.01 | -3.01 | -2.78| -2.76] -2.99 -2.76 -2.79 523 | -3.16 | -2.60 | -3.19
ALA | -357 | -3.94 481 | -458 | -491| -404] -382 3.3¢-272 | -231 | 232 | -201| -1.84 -1.89 -1.70 -151 412 | -1.83 | -1.31 | -2.03
GLY |-3.16 | -3.39 413 | -3.78| -416| -3.38] -3.44 3.0} 231 | 224 | -208 | -1.82| -1.74] -166 -1.59 -1.22 152 | -1.72 | -1.15 | -1.8/
THR | -3.11 | -351 -428 | -403| -434| -3.46 -324 -3.01-232 | -208 | 212 | -1.96| -1.88] -1.90 -1.80 -1.76 422 | -1.90 | -1.31 | -1.90
SER | -2.86 | -3.03 402 | -352| -3.92] -30§ 299 278201 | -1.82 | -1.96 | -1.67| -158] -1.49 -1.63 -1.4B 122 | -162 | -1.05 | -1.57
ASN | 259 | -2.95 375 | -324| -374| -284 -30f -2.76-184 | -1.74 | -1.88 | -158| -1.68| -1.71 -1.68 -151 .082 | -1.64 | -1.21 | -1.53
GLN | -2.85 | -3.30 -410 | -3.67 | -404| -3.07| -341 -2.97-1.89 | -1.66 | -1.90 | -1.49| -1.71| -154 -1.46  -1.4p .98l | -1.80 | -1.29 | -1.73
ASP | 241 | 257 348 | -317| -3.40] -244 284 -2.76-1.70 | -159 | -1.80 | -1.63| -1.68] -1.46 -1.2] -10p .322 | -229 | -1.68 | -1.33
GLU | -2.27 | -2.89 356 | -3.27 | 359 -267] -299 279-151 | -122 | -1.74 | -1.48| -151| -1.429 -1.02 -0.91 152 | -2.27 | -1.80 | -1.26
HIS | -3.60 | -3.98 -477 | -414| -45a| -358] -394 35p-241 | 215 | -242 | -2.11| -2.08] -1.98 -2.32 -215 .053 | -2.16 | -1.35 | -2.25
ARG | 257 | -3.12 398 | -363| -403| -3.07 -341 31p-1.83 | -1.72 | -1.90 | -1.62| -1.64] -1.80 229 _-2.2f 162 | -1.55 | -0.59 | -1.70
LYS |-1.95 | -2.48 336 | -3.01| -337| -249 269 -26p-131 | -1.15 | -1.31| -1.05| -1.21| -129 -1.68 -1.80 .351 | -059 | -0.12 | -0.97
PRO | -3.07 | -3.45 -425| -3.76| -420 -33J 373 319-203 | -1.87 | -1.90 | -157| -153] -1.73 133 -1.2p 252 | -1.70 | -0.97 | -1.75

TS



Cizelge 3.2 Miyazawa-Jernigan etkgem potansiyel dgerlerinin ortalamasi sifir olggw durum(e

non-nat
ij

)

CYS MET | PHE ILE LEU VAL |TRP TYR [ALA GLY NHR PER AS N GLN | ASP GLU | HIS ARG | LYS PRO
CYS | -227 | -1.8 -2.63| -2.33] -2.66 -1.74 -1.78 -0.99-0.4 0.01 0.05 0.3 0.5 0.31 0.79 0.89 -043 059 211.| 0.09
MET | -1.8 -2.29 -3.39 -2.85 -3.24| -2.15  -2.3§ -1.74-0.77 | -0.22 | -0.34| 0.13 0.21 0.13 0.99 0.2y -0.81 040.| 0.68 -0.28
PHE | -2.63 | -3.39 | -3.81| -3.67| -4.11 -3.12 -2.9p -249-164 | -096 | -1.11| -0.85 -0.58 -0.93 -0.31L -0.39 .661 | -0.81 -0.19 -1.08
ILE -2.33 | -2.85 -3.67 -3.34| -3.87| -2.88 -2.61 -2.08-1.41 | -0.61 | -0.86| -0.35| -0.07 -0.5( -0.0p -0.10 .241| -0.46 | 0.15 -0.59
LEU |[-2.66 | -3.24 | -4.11 -3.87 -4.20]  -3.31 -2.9Y -2.50-1.74 | 099 | -1.17| -0.75| -0.57 -0.8] -0.28 -0.42 371 | -0.86 -0.20 -1.03
VAL |-1.79 | -2.15 -3.12 -2.88 -3.31| -2.35 -2.01 -1.45-0.87 | -0.21 | -0.29| 0.11 0.33 0.09 0.69 0.49 -0.41.090 | 0.67 -0.15
TRP | -1.78 | -2.38 | -2.99| -2.61| -2.97 -2.0] -1.8P -1.49-0.65 | -0.25 | -0.05| 0.17 0.09 0.01 0.37 0.1y -0.810.24 | 0.47 -0.56
TYR | -0.99 -1.74 | -2.49 -2.08 -2.50 -1.45 -1.49  -1.00-0.19 | 0.15 0.15 0.38 0.40 0.19 0.41 0.37 -0.85 10.0 0.56 -0.02
ALA |-0.4 -0.77 -1.64 | -1.41 -1.74| -0.87 -0.65 -0.1p 0.44 0.85 0.84 1.15 1.32 1.27 1.46 1.6% 0.76 1.33.851| 113
GLY ]0.01 -0.22 -0.96 -0.61 -0.95| -0.21 -0.2% 0.13 .89 | 092 1.08 1.34 142 1.50 1.57 1.94 1.0n 144 012.] 1.29
THR | 0.05 0.34 -1.11 -0.86 -1.17  -0.29 -0.05 0.1% 840. | 1.08 1.04 1.20 1.28 1.26 1.36 1.4% 0.74 126 51.8 1.26
SER | 0.3 0.13 -0.85| -0.35] -0.79 0.11] 0.17 0.1p 1.151.34 1.20 1.49 1.58 1.67 1.53 1.68 1.0% 1.54 211 591
ASN | 05 0.21 -0.58| -0.07| -0.57, 0.33 0.09 0.40 1.321.42 1.28 1.58 1.48 1.45 1.48 1.65 1.08 1.52 195 .631
GLN | 0.31 -0.13 -0.93 -0.50 -0.87]  0.09 0.01 019 71.2] 1.50 1.26 1.67 1.45 1.62 1.70 1.74 1.18 1.36 1.871.43
ASP | 0.79 0.59 -0.31 -0.00f -0.23 0.68 0.37 0.4D 1.461.57 1.36 1.53 1.48 1.70 1.95 2.14 0.84 0.87 1.481.83
GLU | 0.89 0.27 -0.39 -0.10 -0.42]  0.49 0.17 0.37 1.6p1.94 142 1.68 1.65 1.74 2.14 2.25 1.01 0.89 1.361.90
HIS -0.43 | -0.81 | -1.60| -1.24| -1.37| -0.41 -0.81L -0.350.75 1.01 0.74 1.05 1.08 1.18 0.84 1.01 0.11 1.011.81 0.91
ARG | 0.59 0.04 -0.81| -0.46 -0.86] 0.09 -0.24 0.01 313 1.44 1.26 1.54 1.52 1.36 0.87] 0.89 1.01L 1.1 2.%71.46
LYS [1.21 0.68 -0.19| 0.15 -0.20  0.67 0.47 0.56 1.852.01 1.85 2.11 1.95 1.87 1.48 1.36 1.81 2.57 3.04 192
PRO | 0.09 -0.28 | -1.08| -0.59| -1.03 -0.1% -0.56 -0.021.13 1.29 1.26 1.59 1.63 1.43 1.83 1.90 0.91 146 192| 141

A
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Tam bunlara ek olarak heterojen etkiteli modeller i¢in katli durumdaki etkieneler
icin Cizelge 3.1.’de verilen geerler dikkate alinirken katlh yapida olmayan etiieler
icin amino asit ciftleri arasindaki etksienlerin ortalamasi sifir olacakekilde bir
dizenlemeye gidilife;;)y; = 0 Bu sekilde etkilgim terimleri pozitif ve negatif
degerler almaktadir. Cizelge 3.2'de bulunangeéer incelendii zaman pozitif olarak
gosterilenler itici, negatif olarak gosterilenlexei cekici etkilgimleri gostermektedir.
Itici etkilesimlerin dikkate alindii ve alinmady durumlar icin kisa egimli
etkilesmeler incelenngtir. ClUnkl heterojen etkifgnli Go modelinde etkilgimlerin
uzun ergimli oldugu ve orjinal Miyazawa-Jernigan potansiyegdderinin kullanildg
durumda yapilan incelemelerde (Kaya 2009) herhbigaciima ve katlanma gaqie
rastlanamamtir. Secilen her sicaklik gerinde incelenen proteinler hizli hiekilde
katli olmayan bir globuler sicaklik gerine ulgip bu yapi etrafinda dalgalanmaktadir.
Dolayisiyla uzun egimli etkilesmeler bu tez cajmasindaki verilerin elde edilmesinde
kullaniimamstir. G6z 6ntine alinan model yaklamlarinda tim bu durumlar g6z 6niine

alinarak yapilngtir. Kullanilan modellerin tamangekil 3.2.’de gosterilmtir.

qu D-J EN_ HE[_ERQJ EN_
HKILE&IML_I HKILE&IML_I
GO MODELI ETI{iLE$iMLER GO MODELI iTiCi
UZUN ETKILESIMLER
ERISIMLI VARKEN
iLES iTiCi
ET:ALEEE:;I ,:,]ELF? ETKILESIMLER
YOKKEN

Sekil 3.2. Farkli 6zelliklere sahip 4 farkl model yakieni
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Bu dort modelin kullaniimasiyla kicuk tek bolgefoteinlerde gdzlemlenen bariyerli
ve bariyersiz davraglara sebebiyet veren etlglen mekanizmalari incelendi.
Simulasyon tekr@i olarak belirlenen molekiler dinamik similasyohrtigi ile aciima-
katlanma gegleri tek ve iki durumlu olarak farkh proteinlerirgcelde edilmg olup bu

degerlendirmelere sonuglar béliumunde yer verilecektir

3.2. Simulasyon Tekngi

Calismamiz sirasinda molekiler dinamik simulasyon t&knikullanildi. incelenen
proteindeki amino asitlerin her birini bir,Gatomu ile temsil edildi. Amino asitler
birbirlerine kovalent bgarla bali olduklari igin sistemin serbestlik dereceskilkttr.

Sistemin konformasyonel kuvveti modelin toplam pasigel enerjisinin negatif

gradyentine gttir. Esitlik 3.1 ile gosterilmektedir.

Fkonf = —VV (31)

Protein spesifik bir yakkam icinde konformasyonel kuvvetin hesaplanabilmes;
yerel ve yerel olmayan etkifienlerden olgan etkilgim potansiyelinin bilinmesi
gerekmektedirProteinlerin atomik etkilgneleri, temel olarak yari deneysel potansiyel
enerji fonksiyonu ile modellenmektedir. Binlercermaticeren bu sistemlerde sadece bir
enerji hesabi bile bu durumda birgcok terimin hesaplasini dolayisiyla gigcla

bilgisayar hesaplamalarina olan buyik ihtiyaci st
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3.2.1 Kuvvet Alanlari

Kuvvet alanlari molekulleri okiuran atomlarin koordinatlarinda molekilin enengsi
bagli olarak tanimlanan matematiksel ifadedir. Kuwvaanlari yapi tahminleri ve
konformasyonel enerjinin belirlenmesi problemlegndullaniimaktadir. Molekuler
dinamik similasyon tekpi ile kuvvet alanlar kullanilarak yapilan gahalar
guinimuizde kacuk molekuller icin yuksek derecedegraloga yakin bir sekilde
tasarlanirken proteinler gibi makro molekiller iggapilan cakmalarda mevcuttur.
Kuvvet alan ifadeleri deneysel olarak yapilan gablardan elde edilen veriler
kullanilarak gektiriimektedir. Protein katlanma problemi icgin kulidan atomik
modeller klasik kuvvet alanlarindan faydalanilaggpilmaktadir. Protein ve ¢Ozicu
(solvent) icinde bulunan atomlar arasindaki fizikstkilesimleri en iyi ifade eden yol
budur. Sistemin enerjisi atomlar arasi potansiyelleoplami olarak tanimlanmaktadir
(Pande 2005).

Kuvvet alanlari cgtli parametre setlerinden alonaktadir. Bir molekuler dinamik
similasyonunda bulunan tipik bir potansiyel endgnksiyonu U¢ ayri boélimden
meydana gelmektedir. Bu bélumler;gbhaetkilesimler, basiz etkilgimler ve dger 6zel
terimlerdir. Basiz etkilgimler genellikle Lenard Jones ve Coulomb ettderini
icermektedir. Bal etkilesimler ise birbirlerine kovalent Igarla ba&lanms gerilme,
egilme ve buikilme terimlerini icermektedir. Bla etkilesmeler molekilin 6zel
sterokimyasini ele alarak kovalent glein dgsasini icine almaktadirincelenen

molekiliin konformasyonel uzayinin belirlenmesinderili rol oynar.

Genel olarak proteinlerdeki atomik oOlcekteki etkmeleri yerel ve yerel olmayan
olarak iki ayri grup altinda toplayabiliriz. Yer@llocal) etkilesmeler proteini meydana
getiren amino asit zinciri Uzerindeki birbirleringakin amino asitler arasindaki
etkilesmeleri olwturur. Bunlara drnek olarak gerilmegilene ve bukilme etkilgmleri

verilebilir. Yerel olmayan (Non-local) etkgeneler ise birbirinden uzak olan amino

asitler arasindaki etkgeneleri tanimlamak icin kullaniimaktadir.
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Bagsiz etkilemeler ise yerel olmayan etkgienler grubunda bulunmaktadir. Protein
katlanma problemini acgiklamak icin molekiler dinknsimilasyonunda kullanilacak
yerel ve yerel olmayan terimlerden meydana gelenfdtanasyonel enerjisiu sekilde
ifade edilir (Kaya and Chan 2003).

Gerilme Y
etkilesim .-QQ-. ‘ U

potansiveli I

Egilme

etkilesim

potansiveli

Biikiilme

= NN ittt

potansiyveli

Bagsiz

etkilesim . . “ | \/— r
potansiveli |

Sekil 3.3. Potansiyel enerji ifadesinde yer alan her bimteri
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V= Vgerilme + Vegilme + Vbiikiilme + Vbagsm

N-1 N-2
= Y K=+ Y Ko(8—6)

baglar egilme
acilar
N-3
KsVT1 - - KsPT1 — cos3(0 —
+ 5 [1—cos(®—@y)] + Kz [1—cos3(d— @)]
biikiilme
acilari
native
native T'O 12 7"0 10 olmayan . 12
i<j-3 y Y i<j—3 y
native
olmayan Trep 12
+ Z e{}on'“at<—‘r{ > (3.2)
i<j—3 Y

Sekil 3.3'de potansiyel ifadesinde bulunan her karimh gosterilmektedir. Burada
incelenen sistem polimer bir yapi ofgluigin bu yapiy! olgturan birimler arasindaki
ili skiler gbz 6nine alinir. Bu yapi birimleri arasindbkglar kovalent bglarla birarada
bulunduklari icin harmonik potansiyellerle ifadeilefilir. Konformasyonel eneriji
ifadesinde bulunan ilk d¢ terim @a etkilesimleri godstermekte olup yerel
konformasyonel @limleri belirlemektedir. N toplam amino asit sayisini
gostermektedir. Bu terimlerdeki,, 8, ve @, parametreleri proteinin kristal yapisindan
elde edilmgtir. Bu sekilde gerekli olan biyoinformatik bilgiler elekindk ortamda
bulunan (PDB, SCOP, vb) g#i veri bankalarindan elde edilebilmektedir. Yiagni

terimlerde bulunan Kr,Kg,qul) ve Kég) parametreleri etkikkm katsayilarini
gostermektedir. Bu parametrelerin aldiklargelder ise; 106, 20e, € ve 0.5 degerine
sahiptir. (Kaya and Chan 2003) Gerilme (Strecheigg)lesim potansiyelinde iki amino
asiti birbirlerine yay ile bgl bir fiziksel sistem olarak diiinebiliriz. ikinci terim esilme
(Bending) etkilgim potansiyelinde ise; zincir tzerindeki birbiribb@gli ¢ amino asit
ayni davrary icindedir. Birbirlerine korgu doért amino asit arasinda gercgkie
etkilesim bukilme (Torsion) potansiyeli olarak tanimlanteakr. Dort parcagin

koordinatina bgli olan bu potansiyel teriminde parcaciklar aralda® acisi olacak
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sekilde iki farkh duzlem Uzerindedir. Bu tarzdasditlen etkilgimler sistemin statik

ve dinamik 6zelliklerini dgistiren etkenler olduklari igin g6z 6nune alinmasedir.

Konformasyonel enerjisi ifadesinde bulunan doérdumeiim ise; amino asit zinciri
Uzerinde birbirinden en az dért amino asit kadakunesafede olan amino asitler icin
ele alinan etkilgm  potansiyelidir. Protein katlanamasinda atombasindaki
etkilesimleri kontrol eden itici ve gekici 6zelliklerdeklan Der Waals kuvvetleridir. Bu
etkilesimler konmsu yukstz ve bgsiz atomlar arasinda glur ve atomlarin icindeki yuk
yogunluklarindaki dalgalanmalardan dolay dipollemdiiksiyonundan meydana gelir.
Van der waals kuvvetleri zayif olmasingmaen 6zellikle protein konformasyonlarinin
etkilendigi diger kuvvetlerle kaglastinldiginda proteinlerdeki tersiyer yapinin
surekliliginde bu etkilgimler 6Gnemli bir etki yapar (Whitford 2005).

Bu potansiyel Lenard-Jones potansiyeli olarak atitdmaktadir. Bu ifadede bulunan
pozitif terim itmeyi, negatif terim ise ¢cekmeyi dfa etmektedin;;° denge mesafesini
gostermektedir. Konformasyonel enerjisi ifadesindglunan bir dier terim ise;
proteinin katlanmy yapisinda birbirleriyle etkilgneyen ancak konformasyonel géei
sirasinda birbirlerine dort amino asitten daha rya&lan amino asitler igin itme
potansiyelini gostermektedi,., , iki atomun birbirlerine yaklgabileceggi maksimum
mesafeyi (hard-core) tanimlamaktadir. Similasyorismalarinda  genel amag
minimum serbestlik derecesi ile maksimum ger@ldeglamaktir. Bu yluzden yapilan
her detayl inceleme icin kuvvet alani gluran terimlere ve parametrelere bir yenisi
eklenebilmektedir. Bu potansiyel ifadesindeki farklan biri,e?]?1t yani katlanmy yapida
birbirleriyle etkilessen amino asit ciftleri icin cekici etkgam blyukligtidir. Bunun igin
Miyazawa-Jernigan MJ) dezerleri kullaniimstir. Buradaki bginci terim katlanmy
yapida birbirleriyle etkilgmeyen ama konformasyonel gger sirasinda birbirlerine 4
Angstrom’den daha yakin olan amino asitler icinatpotansiyelidir %, = 4 A). En
son terim ise katlanmyapida birbirleriyle etkilgmeyen fakat konformasyonel gger

rep

sirasinda birbirlerine etkgecek kadar yakkuklarinda (r;

ij < 6,4) birbirlerini iten

yani, katll yapida olmayan itici etkime terimidir.
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Katlanma ve aciima kinetiklerinin simuile edgdimodel proteinin her bir serbestlik
derecesi icin Langevin dinamikleri ise sekilde ifade edilebilir.

mv(t) = Fione(t) —myv(t) +n(t) (3.3)

Bu ssitlikteki her bir terimi sirasiyla aciklarsak, v, v, F. v ven kitle, hiz, ivme,
konformasyonel kuvvet, slrtinme Kkatsayisini ve gedst kuvveti gostermektedir.
Toplam etkilgim enerjisinin negatif gradyenti olarak F,,; hesaplanmaktadir.

Otokorelasyonartini yerine getiren rastgele kuvvet (random foifalesi ise;
<nn(t') >=2mykgTé(t —t') (3.4)

Bu seitlikte yer alan kg, mutlak sicakliktaki Boltzman sabitidir. Herbir igi@syon

zaman adiminda Gatomlarina etki eden rastgele kuvvet ise;

m= (20 35)

&;, ortalamasi sifir, standart sapmasi bir olan siknbir Gauss dalimina uyan rastgele
sayl Ureten bir fonksiyondurdt, integrasyon zaman ar@dir. Simuilasyonun

baslangicinda T sicakiinda rastgele sayi Ureten bir fonksiyon ile ilk tHegerleri ise;

v; = (kBT) $i (3.6)

Bu ifade icin kullanilan g€ bolisim teoreminde N serbestlik derecesine sahip, z

koordinatlarinin herhangi biri icin kinetik ener&;kBT olurken 3N serbestlik derecesi
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icin; %kBT olmaktadir. Similasyona acik veya kapali konfoyoakrdan elde

ettigimiz koordinat setlerinin herhangi biri ile yari1z.

Bununla birlikte, T (sicaklik), x, y,z (balangic koordinatlar) veV, , V, ve V,

(baglangi¢ hizlarr) bilinmelidirN atom sayisi icir8N tane hiz terimi vardir.

3N
Vtoplam = Z Vi 3.7)
i

Bu ifadeyi normalize etmek icirsiglik 3.8 ile verilen ifade kullanilr.

vtoplam

0 (3.8)

v =

Normalize etmekle amacimiz kinetik enerji ile siagjlon sicakfiini kagilastimaktir.
Boylece gercekten hizlarin sicadi uygun olarak dretilip Uretiimegine bu yolla
bakilabilmektedir. Burada bulunan hiz ile kinetikegi gercge daha yakin olmaktadir.
Incelenen sistemin herhangi bir t zamaninda pargapk konum ve hiz gibi
dinamikleri bilindigine goére t + 6t seklinde verilen bir zaman adimi sonrasini
hesaplayabilmek icin; Verlet hiz algoritmasi kullamaktadir. Bu algoritma yardimiyla

hesaplanan konumlau sekilde ifade edilebilmektedir (Veithamsal.1996).

x(D) = x(i) + 8tv (i) + S [FRlI (D) + Foreekt e (D) — yve (D]/2 (3.9)
y(@) = y(@) + 8tv, (i) + 62 [FIRek (D) + Foreekt oo (D) — yvy, (D] /2 (3.10)

z(0) = z(0) + 6tv, (i) + St2[FIRes (i) + Fopeets 1o (D) — yv,(D]/2 8.11)
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Burada koordinatlara gore onceki ve yeeklinde ifade edilen konformasyonel ve
rastgele kuvvetler gosterilgtir. Artik her yeni konformasyon igin bgekilde birbirine
atamalar yapilarak simulasyonun sureglisgslanir. Parcaciklarin hizlari ise kullanilan
sabitlersu sekilde ifade edilmektedir.

e (1) = 10 (D) + [ Fehgnt () + FRteitaere () + Ff oons () + F rrsrgee @] (3.12)

X x,rastgele

vy (D) = c1vy (D) + o [Fyieont (D) + Fyrestoete (0) + Fy rons (D + Fypasrgere @] (3.13)

v, (1) = 10, () + Co[FEReeki(i) + Fneeki, (D) + Flpon (D) + Frmargere @] (3.14)

on z,rastgele

Esitlik (3.12), (3.13), (3.14) ile verilen ifadelerde,, c,, c, ile gosterilen sabitlerin
degerleri gagida gosterilmektedir.

_yét

CO_Zm

c1=1—=cy)(1—co+cf)
t 2
Cy =%(1—co+c0)

Verlet algoritmalarinda daha hassas hesaplamalar tigev dereceleri artirilabilir.
Ancak bu durum hesaplamalarda zaman kaybina netteak@mdir. Uzun zaman
araliklarinda cagmasi gereken simulasyonlarda daha cok Verlet afgasi tercih
edilmektedir. Dinamik slreclerin davralarini kontrol etmek olduk¢a hassas olarak
belirlenmg  parametreler ve zamanlama  gerektirir.  Molekuler nadiik
similasyonlarinda sure belirlenirken dikkat edilémiter; istatistiksel tahminler

yapabilecek kadar ¢ok veriye sahip olunmasidir.ifEsyon sirasinda model sistemin
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zaman Olcgi; T = /ma?/e, niceligi ile kontrol edilirken,a ile gdsterilen mesafenin

deseri (hard-core}A olarak alinmytir. Enerji 6lcei e, = 1'dir.

Ayni sekilde Boltzman sabiti ve kitle gerleri, ky = 1, m = 1 olarak simulasyon
boyunca alinngtir. Viskozitenin dinanjie etkisi y = 0,057~1 olarak gosterilnitir.
Sayisal integrasyon sirasinda molekiler dinamik amandlcgi ; &t = 0,0057
alinmstir. Etkilesim ne kadar gugcli ise o kadar kucik olmaktadir. Konformasyonel
orneklemler her 400 adimda birbirinderglmasiz 6rneklem uzayindan alinan enstantane
(snapshot) Uzerinden gosterilmektedir. Yapilan &syon ile dinamik ve enerjetik
degisimler hakkinda bilgi sahibi olabiliriz.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTI SMA

4.1. Tim Model Yaklasimlar Igin iki ve Tek Durumlu Davranis Gosteren

Proteinlerin Termodinamik Analizi

Bu tez cakmasinda, Uzerinde cglan herbir protein icin molekiler dinamik
similasyon metodu yardimiyla incelgigniz dort farkli model yaklgminda oncelikle
geck sicaklgini elde edebilmek icin e#li sicaklik deserlerinin bir taramasi
similasyon dahilinde birbirinden @ansiz 400 adimda gercekigildi. Genis bir
sicaklik arakginda yapilan tarama sonucunda protein katlanmaN@a gegglerinin en

lyi 0rneklendgi yani maksimum 1si kapasitesine &k gelen sicaklik dgeri gecs
sicaklgl olarak belirlendi.incelenen proteinlerin 500 000 000 zaman adiminda
trajektorileri elde edilerek 1s1 kapasitesirisi, serbest enerji profili okiurulmak
suretiyle termodinamik analizi yapildi. Bu gendpberin 1siginda termodinamik olarak

iki durumlu davrarg gosteren tamamen beta yapisina sahip, PDB (pre¢eirfbankasi)
kodu 1RLQ (C-SRC Tyrosine Kinase SH3 Domain), amasit sayis! ise; 56 olan
protein ile tek durumlu davrangdsteren tamamen alfa yapisina sahip PDB kodu 1BBL
(Escherichia coli's 2-oxoglutarate dehydrogenasdtiemzyme complex) amino asit
sayisi 37 olan proteinin termodinamik analizlerpyai. 1RLQ proteini sinyal iletimi
yapan bir peptid olup Escherichia coli kaynaklidiBBL ise canlida glikoliz gorevi
yapmaktadir. Escherichia coli bakterisinin ¢oklwziem kompleksidir. Her iki protein
arasinda termodinamiksel olarak godzlemlenen farki@blo ve grafikler olarak
sunulmytur. Ayrica 1RLQ ve 1BBL proteinlerinin 3 boyutlagilart RASMOL isimli
makromolekll goruntileme yazilimiyla gorsgtilelmi stir.
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Sekil 4.1. 1BBL ve 1RLQ proteinlerinin topolojik gésterimier

Sekil 4.1°de iki proteinin topolojik yapisina bagimizda 1BBL proteinin 3 tane alfa
sarmal yapindan meydana ggldilRLQ proteininin ise tamamen beta yapilarindan
olustugu gorulmektedir. Busekildeki katlanmg yapi geometrisi ve proteinlerin amino
asit sayilarini gosteren zincir uzunluklarinin fadkmasi bu proteinlerin termodinamik
olarak farkli davranlar sergilemelerinin sebepleri arasinda sayilmaktaBu iki
protein icin Sekil 4.2’den Sekil 4.9'a kadar olan grafiklerde sirasiya gosterimler
bulunmaktadir. Grafiklerde (a) il€ katlanmg yapiya benzerlik parametresinin zamana
karsi degisimi, (b) ile konformasyonel enerjinin zamana atrajektérisi, (c) ile
gosterilmekte olan 1s1 kapasitesgrisi olup ysil renk sol sinir cizgisi ¢ikarimini
(baseline subtraction), kirmizi renk isg sanir ¢izgisi ¢ikarimini gosterirken son olarak
(d) ile serbest enerji profilinin gosterimine yearidi.
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Sekil 4.2, 4.3, 4.4, 45, 4.6, 4.7, 4.8 ve 4.9, gésterilen grafiklerdeki model
yaklasimlari icin sirasiyla 1RLQ ve 1BBL proteini icglde edilen tarjektoriler, 1si
kapasitesi grisi ve serbest enerji profilleri sunulmaktadiekil 4.2, 4.4, 4.6, ve 4.8 ile
gosterilen grafiklerde (a) ve (b) ile gosterilenkfareaksiyon koordinatlarina gore elde
edilen trajektorilerde katlanma ve acilma glegi net birsekilde ayirt edilebilmektedir.
Ancak Sekil 4.3, 4.5, 4.7 ve 4.9 ile gosterilen grafiklerbe; 1BBL proteini kiicik ve
cok hizh bir sekilde acilma ve katlanma gelgiri gostermektedir. Trajektorilerde bu
gecklerin daha net gézlemlenebilmesi icin zaman gl¢aictltilerek (500 000) icice
grafik olarak sunulmgtur. Busekilde ¢ok hizli katlanma ve agilma ggerinin oldusu
1BBL proteininin bariyersiz olarak adlandirilanterdinamik gegiere sahip oldgu
serbest enerji profillerinde goruldd. Aymgekilde 1RLQ proteininin tum model
yaklasimlari icin elde edilen serbest enerji profillemdkatli ve acgik durumlari
birbirinden ayiran serbest enerji bariyeri goze pgaaktadir. Bu bariyer 1RLQ
proteininin iki durumlu geglere sahip oldgunu géstermektedir. Cizelge 4.1'de bu iki

protein icin farkli model yakkamlari icin elde edilen veriler sunulmaktadir.

Cizelge 4.11BBL ve 1RLQ proteini icin hesaplanan termodinaralysarametreler

PDB

Kodu Modeller | N Nigh | Tsim | Tomax Ein Epax K Ks
Model (1)| 37 | 42 | 0559| 0,587 -2 60 | 0,23Q 0,261

= |Model(2)| 37| 42 |o83| 083 -11 77 | 0.217| 0,236

S [ moder )| 37| 42 | 112 112 -58 80 | 0,228] 0,252
Model (4)| 37 | 42 | 122] 1,216] -54 98 0,248 0,272
Model (1) | 56 | 162 | 0,77]| 0.775]| -55.85| 1194 054f 1,08

o |Model2)] 56 | 162 | 1.23] 1233 -92,79 167,430,478 | 0,989

E‘: Model 3)| 56 | 162 | 211 | 2102 -243094 279420574 1,00
Model (4)| 56 | 162 | 213 | 2127 -247,44 301770554 | 1,37
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Cizelge 4.1’de model(1), model(2), model(3), medelile gosterilen modeller
sirasiyla; homojen etkganli kisa ersimli Go modeli, homojen etkikgmli uzun
erisimli Go modeli, heterojen etkijanli kisa ergimli itici etkilesmelerin olmadil
durumda G modeli, heterojen etkiemli kisa erisimli itici etkilesmelerin oldgu
durumda G modelini temsil etmektedir. Bu gizelgede yer ghanametreleri tek tek ele
alacak olursak;N amino asit sayisimNKk4l ,  etkilesim sayisini (kontak sayisi),
Tsim Simulasyondan kullanilan sicaklik ghini, T,,,, !SI kapasitesinin maksimum
oldugu sicaklik degerine kagilk gelirken farklh modellere gore enerjinin gidi
maksimum ve minimum enerji derleri ise sirasiylaE,,,, ile E,;, seklinde ifade
edilmektedir. Sinir ¢izgisi ¢ikarimi (Baseline) yapdan 6ncekiAH,y/AH., orani
degeri k, sinir gizgisi ¢cikarimi (Baseline) yapildiktan s AH,/AH.,; orani dgeri

K, , ile gosterilmektedir.

Cizelge 4.1'de 1RLQ proteininikg deserine bakildgl zaman iki durum davragi
sergiledgi, 1BBL proteinin ise bu davragtan ¢cok uzak oldgu anlgiimaktadir. Yine
bu deerleri gbz o6nine alarak 1RLQ proteininin kooperdiif davrang icinde
bulundgu kalorimetrik iki durum kriteri €, = AH,y/AH 4y = 1) ile uyumlu oldgu
gorulmektedir. Isi kapasitesgesi bu degerde oldgu zaman daha dik ve keskin bir hal
almaktadir. 1BBL proteininin ise bu kriterden uzalklugu (k; < 1) anlgiimaktadir.
Isi kapasitesi kalorimetrik kriter @erinden uzaklgliginda daha yaygin bir hal
almaktadir. Bu durum 1BBL proteininin tim model i@kmlar icin serbest enerji
profillerinde gozlemlenen tek durumlu (bariyersiegymodinamik geglerin dgzasi ile
olduk¢ca uyumludur. 1BBL proteini icin bulunan solarta yapilan deneysel
calismalarla gosterilen uyum sonugclar ve oneriler bolideidetaylandiriingtir. Ayrica
yeni bir yaklgim altinda incelegimiz amino asitlerin fizikokimyasal 6zelliklerinin
dahil edildgi heterojen etkilgmli model calgmalarinda da tek durumlu (bariyersiz)
geckleri yakalayabilmg olmamiz oldukga dikkat cekicidir. Ayni model yaydai ile
1RLQ proteini icin termodinamik olarak iki durumwansi gozlemlenmitir. Cizelge
4.1’e baktgimiz zaman tek durumlu ve iki durumlu davedema neden tkil edebilecek
Ozellikler arasinda 1BBL proteininin oldukc¢a kisa bincir yapisina sahip olmasi ve

tamamen alfa sarmallarinin ¢turdusu bir topolojisinin olmasi birer etken olarak
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sayllmaktadir. Ayni zamanda iki protein icin elddilen simulasyon sicakliklarinin
farkhligi da gbze carpmaktadir. Alfa sarmal yapilarda yet&llesimlerin sayisinin
fazla olmasi, proteinlerin daha kisa zamanda ve #alay birsekilde katlanmasina izin
vermekte oldgunu diglinmekteyiz. Ancak biliyoruz ki tek durumlu davramgosteren
proteinler her zaman alfa sarmallarindarnslak zorunda deldir. Calismanin sonraki
bolumlerinde bu davraglar farkli protein ailerine ait proteinler icin tapdinamik

olarak incelenngtir.

4.2. Katlanmis Yapi Topolojisinin Rolu

Proteinlerin  termodinamiksel davralarinin katlanmy yapi topolojisini  nasil
etkilediklerini anlayabilmek icin farkh katlanmiyapi ailelerine ait kiiguk tek bdlgel
proteinleri inceledik. Bir onceki kesimde ele ahnayni yaklaim cercevesinde
analizlerimizi surdardik. Farkli modelleme yaytalari icin termodinamik boyutta
yapilan incelemelerden elde gitniz bulgularn Cizelge 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, ile ggishk.
Bu cizelgelerde bulunan parametreler sirasiylatepmoisimleri PDB (Protein Veri
Bankasi) kodu ile verilirkenN, amino asit sayisi yani zincir uzuplyN<h . |
proteinin kath yapisindaki kontak sayisi yani ketfin sayisi, N /N, amino asit
sayisi baina digen etkilgim sayisi, Nyo/N amino asit sayisi baa dien yerel

olmayan etkilgimlerin sayisi, T;, simulasyondan elde edilen gecsicakigl,

EP.,—EN.., acik durum toplulgu ile kath durum topluluk minimumlari arasindaki
fark, Eyqe,, proteinin katlannmgi durumdaki enerjisiEy ¢, /N amino asit sayisi gma
disen katll durum enerjisiEyqq,/NEML  etkilesim sayisi baina digen kath durum

enerjisini gostermektedir.

Bu parametrelerden bazilarini serbest enerji prosérinde gosterirsel§ekil 4.10'da
termodinamik olarak iki durum gegne sahip olan herhangi bir protein icin serbest
enerji profili gosteriimektedir. Kuramsal temelldo6liminde bahsedilgii gibi
proteinlerde katli ve acik konformasyonlarin herbki ayr topluluk olarak ele
alinmaktadir. Katlanmi (N) ve acik (D) durum konformasyonlari arasindaiger
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meydana gelirken; iki durumlu proteinlerde ¢ok az a@lsa gegi durum (Transition
State; TS) konformasyonlarindan dolay! bir barigkiur ve gegilerin gerceklgmesi

icin bu bariyerin silmasi gerekmektedir. Bu aciklamalara gore;

F° (EB=F (B

— max min

=t

]

Fijn[E) ___________
|Iljn[E) _________________ TS

I{ =3 F nm[E)_ l:ijn[E)
I D _ N T
| i min |
| |
1 1
M o

Sekil 4.10.Herhangi bir protein i¢in serbest eneriji profili

Reaksiyon koordinati olarak secileA’'ye gore serbest enerji (4.1) ifadesi ile

hesaplanmaktadir.

F(E) = —InP(E) (4.1)

Burada P(E) ile E enerjisine sahip konformasyonlarin bulunma olgsili

gosterilmektedir.
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Acik ve katli durum topluluklari arasindaki fai2, —EY. —olarak tanimlanir. Bir
proteinin katlanny yapidan acik yapiya gacgyapabilmek icin gmasi gereken bariyer
yuksekligi (4.2) ifadesi ile gOsterilmektedir.

Fiax(E) — Fin (E) (4.2)

Ayni proteinin agik yapidan katlangnyapiya geg yapabilmek igin smasi gereken
bariyer yukseki (4.3) ifadesi ile gosterilmektedir.

Fia(E) — FRin(E) (4.3)

Sekil 4.10 ile gosterilen serbest enerji profilindenimlamalar kullanilarak cizelge 4.2,
4.3, 4.4 ve 4.5'de yer verilehG* bariyer yilksekli (4.2) ve (4.3) ifadelerinden elde
edilmektedir. Bariyer yiukselginin hesaplanmasi kooperatiflik ve termodinamiksel
gecklerin anlgilmasinda énemli bir yer tutar. Farkh protein kbte 4 farkli etkilesim
karakteristgine sahip sahip modeller igin elde edilen paranmtrdirbirlerinden
oldukca farkl bilgiler icermektedirler.

Tam bu aciklamalara gore yine 4 farkli model yaikla ve 3 farkli protein ailesi g6z

onune alinarak elde edilen gttama bulgularsu sekilde siralanmaktadir.
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4.2.1. Homojen etkilgimli kisa erisimli G modeli

Cizelge 4.2.Tum protein aileleri icin homojen etkgienli kisa ergimli Go modeline

gore elde edilen parametrelerin gosterilmesi

HOMOJEN ETK iLESiML i KISA ERISIML i Go MODEL i

TAMAMEN ALFA SARMAL YAPISINA SAH

iP OLAN PROTEINLER

PDB N Nllftgflltlak Nﬁg;ltlak M Tf AGH Egin_Emin Eyatn M Ekatn
KoDU N N N | N
2abd 86 163 1.89 1.12 0.604 0.28 35.00 -96.46 -11.12-0.59
2bth 45 71 1.57 0.87 0.599 0.0 0.00 -42.01 -0J93 0.59
lyza 106 144 1.35 0.41] 0.477 0.00 0.00 -85.21 -(0.80-0.59
lw4de 45 118 2.62 1.47 0.79p 1.99 54.00 -69/83 -1.55-0.59
1ryk 69 127 1.84 1.01 0.622 0.22 32.00 -75.15 -1/09-0.59
lenh 54 99 1.83 1.02 0.649 0.6 38.00 -58.58 -1.08-0.59
layi 86 159 1.84 1.13 0.604 1.61 62.00 -94.09 -1109-0.59
limqg 86 245 2.84 1.72 0.794 1.98 108.00 -144(98 681. -0.59
1imb 80 156 1.95 1.08 0.604 1.20 50.00 -92.81 -1}15-0.59
lidy 54 104 1.92 0.81 0.68( 0.34 27.96 -61.54 -1}32-0.59
1fex 59 137 2.32 1.10 0.712 0.7 46.04 -81.07 -11.37-0.59
1bab 53 120 2.26 1.09 0.736 0.3b 40.00 -7101 -1.34-0.59
1w4j 51 119 2.33 1.22 0.771 0.05 46.00 -70.42 -1138-0.59
1ssl 60 91 1.51 0.75 0.56P 0.06 18.00 -53|85 -(.89-0.59
TAMAMEN BETA YAPISINA SAH iP OLAN PROTEINLER
1jo8 58 149 2.56 2.29 0.70§ 3.78 90.00 -88.1L7 -1152-0.59
1mjc 69 166 2.40 2.09 0.607 4.64 90.00 -98.23 -1{42-0.59
1c90 66 157 2.37 2.06 0.678 4.16 85.00 -92190 -1.41-0.59
1lcsp 67 160 2.37 2.09 0.678 4.74 90.00 -94168 -1.41-0.59
1g6p 66 159 2.40 2.05 0.664 2.2b 90.00 -94.09 -1.43-0.59
1e0l 37 71 1.91 1.46 0.736 0.2b 25.00 -42.01 -1{13-0.59
1shf 59 137 2.32 2.12 0.682 4.01 84.80 -81.p7 -11.37-0.59
1shg 57 142 2.49 2.23 0.708 5.44 85.00 -84)03 -1.47-0.59
1rlq 56 162 2.89 2.59 0.775 4.76¢ 100.00 -95.86 11|7 -0.59
3ait 74 235 3.17 2.76 0.801 7.84 140.00 -139(06 881 -0.59
Iwit 93 252 2.70 2.43 0.62] 3.09 135.00 -149{12 601 -0.59
1eOm 37 76 2.05 1.46] 0.72Y 0.3b 30.00 -4497 -1.22-0.59
1k9q 40 85 2.12 1.68 0.732 0.58 35.00 -50.80 -1}26-0.59
1pnj 86 226 2.62 2.33 0.954§ 1.98 80.00 -133/14 81}5 -0.59
1ten 89 226 2.54 2.36 0.690 7.2P 135.00 -133.74 50-1. -0.59
ALFA+BETA YAPISINA SAH IP OLAN PROTEINLER
106X 81 148 1.82 1.3y 0.636 5.88 105.00 -87/58 8-1.0 -0.59
2Ci2 64 142 2.12 1.8 0.656 2.7Pp 75.00 -84.03 -1,.31-0.59
1pgb 56 121 2.16 1.68 0.663 2.0B 55.11 -71.60 -1,.28-0.59
2ptl 62 134 2.16 1.74 0.644 2.97 65.00 -79.29 -1{28-0.59
1ris 97 225 2.32 1.9 0.674 5.38 125.00 -133(14 371 -0.59
1spr 103 279 2.71 218 0.729 2.0D 140.00 -165.10 .60-1 -0.59
1bf4 63 145 2.30 1.74 0.69 0.38 50.00 -85.80 -1136-0.59
lubqg 76 178 2.34 1.8 0.674 4.95 95.00 -105(33 81,3 -0.59
2acy 98 254 2.94 2.15 0.704 8.40 145 -150130 -1.53-0.59
1k0s 151 323 2.14 1.7  0.65p 4.54 165 -191114  -1{.26-0.59
1div 92 213 2.31 1.74 0.675 5.88 105.00 -126(04 371 -0.59
1rfa 78 237 3.04 2.4 0.784 6.42 130.00 -140]|24 791 -0.59
lurn 96 219 2.28 1.77 0.674 6.66 115.00 -129|59 351 -0.59
1poh 85 201 2.36 1.85 0.66 4.18 150.00 -118.94 40-1. -0.59
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Etkilesimlerin homojen oldgu kisa egimli model yaklgiminda tamamen alfa
sarmallarindan okan protein aileleri igin genelde gik bariyer yuksek§i
gozlemlendi. Ayrica farkli zincir uzunguna sahip proteinler icin bariyersiz (Downhill)
davrang elde edildi. Burada en dikkat cekici 6zellik uzhim zincire sahip olan lyza
proteini icin bariyersiz davranpgozlemlenmesidir. Ayrica 1yza proteini ensdki gecs
sicaklgina ve amino asit sayisi ggaa digen katli durum enerjisi en yuksek olan
tamamen alfa yapili proteindiekil 4.11'de 1lyza proteininin yapisina baktnizda
sarmallar1 birbirine bgayan dong (turn) kismi oldukca kisa olup mavi renk ile
gosterilen ucg kismi ise katlanma ile ¢cok fazlasiigilmayan rastgele zincir yapisindan
olusmaktadir. Bariyersiz gegerin tanimlanmasinda amino asit sayisinin yaa gaha
baska enerjetik faktorlerin ve topolojik detaylarin ;y@nine alinmasi gerekii
anlggilmaktadir. Ayrica 1w4e proteininin ise iki durumtlavrang gostermesi oldukca
dikkat cekicidir. Bu farkliliklar proteinlerin dogi(turn) boélgelerinin uzun veya kisa
olmasi veya yine bu bolgelerde beta yapilarininutwyor olmasi farkhiliklari
getirmektedir.Sekil 4.11’e baktimiz zaman 1w4e proteininin dénbolgelerinde sari
renklerle gosterilen beta plakalarinin bulugdugérilmektedir. Bu durum bariyer

yuksekliginin artmasina, dolayisiyla iki durum davrana sebep olabilmektedir.

1YZA 1WA4E

C\/ﬁ

S

- —

N
4

=

Sekil 4.11.1YZA ve 1WA4E proteinlerinin topolojik gésterimier

Bariyer yuksekliklerine gore bu model icin protenl siniflandirabiliriz. Bu
siniflandirma, Liu and Gruebele (2008) tarafindek ve iki durumlu termodinamik

geckleri tanimlamak igin kullaniimtir (Liu and Gruebele 2008). Bariyer
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yuksekliklerine gore vyapilan siniflandirmada tareamalfa sarmallari ile ofan
yapilarin dgindaki proteinlerde de bariyersiz gder gozlemlenmitir.

Cizelge 4.3'de bu siniflandirmaya yer vergti Burada 1lw4e, 2bth proteinleri
cogunlukla alfa proteinleri olarak siniflandirilabiliCinki bu proteinlerin dogu
bblgelerinde beta yapilari mevcuttur. Alfa yapisseahip proteinler arasinda 1w4e
proteini amino asit sayisi f1aa digen kontak sayisi ve amino asit sayisjita digen
yerel olmayan kontak sayisi bakimindan en yiksgkrgesahiptir. 1lmb, limq ve layi
proteinleri ise sinifindaki @ger proteinlere nazaran daha uzun doriblgesine
sahiptirler. Bu durum proteinlerin bariyer yuksé&ldrine etki eden unsurlar arasinda
yerini alir. Tamamen beta yapisina sahip olan 1s0m ve 1k9q proteinleri yaki&
olarak 40 amino asit sayisina vesali proteinlere gore daha az etkile sayisina
sahiptirler. Ayrica kath durumda sahip olduklamegi deserleri digerlerine gore
oldukca yuksektir. Aynisekilde alfat+beta yapisinda amino asit sayisi @hdf4
proteini de bariyersiz bir gecgostermektedir.

Cizelge 4.3Tum protein aileleri icin homojen etkgienli kisa ersimli Go modeline

gore elde edilen bariyer yuksekliklerinin siniflamienasi

BARIYER YUKSEKL iGi (AGY)
HOMOJEN ETK ILESIML I KISA ERISIML I Go MODEL i
. * ¥
FARKLI BAR I1YER AB(;riie:slg B;ﬁgefsiAsza;a3nl;TC| AG* > 3kT
YUKSEKL IKLER T (Downhill (incipient downhill) Bariyerli
2abd, 2bth, 1yza, Kritere uygun
TAMAMEN ALFA 1ryk, 1lenh, 1idy, 1w4e, layi, 1imq, protein bu model
YAPISINA SAH IP . L
. 1fex,1bab, 1w4j, 1llmb icin
PROTEINLER
1ss1 bulunmamaktadir.
TAMAMEN BETA 1jo8, 1mijc,1c9o,
YAPISINA SAH iP 1e0l, 1e0m, 1k9q 1g6p, 1pnj lcsp, 1shf, 1shg,
PROTEINLER 1rlg, 3ait, 1wit, 1ten
ALFA+BETA 106X, 1ris, lubq,
YAPISINA SAH IP 1bf4 2ci2, 1pgb, 1spr, 2acy, 1kos, 1div,
PROTEINLER 1rfa, 1urn, 1poh
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4.2.2. Homojen etkilgimli uzun erisimli G o modeli

Cizelge 4.4Tum protein aileleri igcin homojen etkgienli uzun ergimli Go modeline

gore elde edilen parametrelerin gosterilmesi

HOMOJEN ETK ILESIML I UZUN ERISIML 1 GO MODEL i

TAMAMEN ALFA YAPISINA SAH iP OLAN PROTEINLER

PDB N Nioriar kontak | NYO Ty AG* Epin—Emin Eratn Evarny Eiatt
KoDU N N N Nkath
2abd 86 163 1.89 1.12 0.938 0.09 55.00 -163.00 9-1.§ -1
2bth 45 71 1.57 0.87 0.903 0.04 0.00 -71.00 -1.58 1 -
lyza 106 144 1.35 0.41 0.7264 0.00 0.00 -144,00 6-1.3 -1
lwae 45 118 2.62 147  1.214 1.09 74.00 118J00 2-2.4 -1
1ryk 69 127 1.84 1.01 0.945 0.10 48.00 -127.00 41.8 -1
lenh 54 99 1.83 1.02 0.981| 0.19 48.00 -99.00 -1.83 -1
layi 86 159 1.84 1.13 0.922 1.2§ 92.00 -159.p0 51.8 -1
limg 86 245 2.84 1.72 1.229 1.64 154.00 -245.P0 852. -1
1Imb 80 156 1.95 1.08 0.928 0.96 82.00 -156.p0 51.9 -1
lidy 54 104 1.92 0.81 1.022) 0.08 32.00 -104.p0 21.9 -1
1fex 59 137 2.32 1.10 1.084 0.3] 60.00 -137.00 2-2.3 -1
1ba5 53 120 2.26 1.09 1.113 0.0% 48.00 -120,/00 6-2.2 -1
1w4j 51 119 2.33 1.22 1.92 0.57 60.00 -119.00 238 -1
1ssl 60 91 1.51 0.75 0.864 0.0y 30.00 -91.00 -1.52 -1
TAMAMEN BETA YAPISINA SAH iP OLAN PROTEINLER
1jo8 58 149 2.56 2.29 1.116] 2.29 115.00 -149.00 57-2. -1
1mjc 69 166 2.40 2.09 1.063 2.61] 115.00 -166.00 431-2. -1
1c90 66 157 2.37 2.06 1.054 2.1p 115.00 -157.00 38-2. -1
lcsp 67 160 2.37 2.09 1.066 2.40 115.00 -160.00 38-2. -1
1g6p 66 159 2.40 2.05 1.042 2.0 120.00 -159.00 41-2. -1
1e0l 37 71 1.91 1.46 1.129 0.0( 0.00 -71.00 -1.9p 1 A
1fnfs 90 268 2.97 2.76 1.237 4.47 207.00 -268.00 -2.97 g
1fnf, 94 263 2.79 2.63 1.207 3.94 201.00 -263.00 -2.79 g
1shf 59 137 2.32 2.12 1.082 2.2 110.00 -137.p0 32-2. -1
1shg 57 142 2.49 2.23 1.1145 3.08 110.00 -142.00 49-2. -1
1rlg 56 162 2.89 2.59 1.233 2.81] 130.00 -162.00 892. -1
3ait 74 235 3.17 2.76 1.288 4.97 190.00 -235.00 173. -1
1wit 93 252 2.70 2.43 1.038 3.06 195.00 -252.00 7E2. -1
1leOm 37 76 2.05 1.46 1.109 0.0 0.00 -76.00 205 1 A
1k9g 40 85 2.12 1.68 1.138 0.00 0.00 -85.00 -2.18 1 -
1pnj 86 226 2.62 2.33 1.506 0.04 0.00 -225.90 -2.68 -1
1ten 89 226 2.54 2.36 1.089 2.99 160.00 -226.p0 54-2. -1
ALFA+BETA YAPISINA SAH iP OLAN PROTEINLER

106X 81 148 1.82 1.37 0.994 3.2 145.00 -148.00 83-1. -1
2ci2 64 142 2.12 1.8 1.028 1.7 105.00 -142.00 22-2. -1
1pgh 56 121 2.16 1.68 1.016 0.7 70.00 -121.00 6-2.1| -1
2ptl 62 134 2.16 1.76 1.004 1.18 85.00 -134.00 62.1 -1
1ris 97 225 2.32 1.93 1.073 1.24 154.51 -225.00 322, -1
1spr 103 279 2.71 2.1 1.137 1.17% 175.00 -279.p0 .70-2 -1
1bf4 63 145 2.30 1.74 1.049 0.61 40.00 -145.00 0-2.3 -1
lubg 76 178 2.34 1.89 1.062 2.89 135.00 -178.00 34-2. -1
2acy 98 254 2.94 2.1 1.125 3.8 200.00 -254.00 59-2. -1
1e65 128 337 2.63 2.3 1.131 6.80 280.00 -337/00 .63-2 -1
1kO0s 151 323 2.14 1.7 1.024 2.9Y 215.00 -32300 .14-2 -1
1fkb 107 285 2.66 2.24 1.118 3.9§ 210.00 -285.00 .662 -1
1n88 96 286 2.98 2.31 1.289 4.2 195.00 -286.p0 98-2. -1
1div 92 213 2.31 1.74 1.053 3.29 145.00 -213.00 31-2. -1
1rfa 78 237 3.04 2.42 1.249 4.2( 170.00 -237.00 033. -1
lurn 96 219 2.28 1.77 1.065 4.04 160.00 -219.00 282. -1
2qjl 99 239 2.41 1.81] 1.054 3.99 175.00 -239.00 412, -1
1poh 85 201 2.36 1.84 1.045 2.4 150.00 -201.p0 36-2. -1
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Amino asitler arasindaki etkgenlerin bir 6rnek olarak alingi Sekil 3.1’de gosterildii
gibi Lenard-Jones potansiyelinin uzun senli oldugu durumda tamamen alfa
sarmallarindan okan en uzun zincir uzunfuna sahip olan lyza proteininin
termodinamik olarak bariyersiz gecdurumunu korudgu anlgiimaktadir. Yine bir
onceki modelde gosterilgli gibi 1w4e proteininin iki durumlu davrangostermekte
oldugu ancak bariyer yuksekinde azalma oldgu gorulmektedir. Bu durum amino
asitler arasindaki uzun gmli etkilesmelerin dikkate alinmasinin bir etkisidir. Clnku
tamamen beta yapisina sahip olan ve bir dnceki madidesiminda bariyersiz geger
goOsteren 1e0l, 1eOm ve 1k9q proteinlerinin bu matleariyle tamamen bariyersiz
gecklere sahip oldgu anlgiimistir. 1pgb proteini de OKT bariyer yiksekfi ile
farkhilik gostermg olup yapisal olarak bir alfa sarmal ve d¢riblgelerinde beta
yapilarindan olgan c@unlukla beta yapili bir proteindir. Cizelge 4.5t Onceki
model yaklaiminda da uygulangh gibi bariyer ytksekliklerine gére siniflandiriiyea
gidilmistir. Burada tamamen beta ve alfa+beta proteinail@in bariyer ytuksekginde
azalmalar gbze carpmaktadir. Homojen egkitdi uzun ersimli Go modeli katli ve agik

durum arasindaki serbest enerji bariyer yukgekliazaltan yonde bir etki gostergtir.

Cizelge 4.5Tum protein aileleri icin homojen etksienli uzun ergimli G6 modeline
gore elde edilen bariyer yuksekliklerinin siniflamienasi

BARIYER YUKSEKL iGi (AGH)
HOMOJEN ETK ILESIML I UZUN ERISIML I GO MODEL I

FARKLI BAR IYER Y AG* < 1kT 1KT < AG* < 3KT AG* > 3KT
OKSEKL iKLER i Bar|yer$|z Baqygrsu baslan_g|C| Bariyerli
(Downhill) (incipient downhill)
TAMAMEN ALFA 2abd, 2bth, 1yza, Kritere uygun protein bu
YAPISINA SAH iP 1ryk, 1enh, 1Imb, 1wde. 1avi 1im model i¢in
PROTEINLER lidy, 1fex,1ba5, eyl 9. bulunmamaktadir.
1w4j, 1ssl
TAMAMEN BETA 1e0l, 1e0Om, 1k9q, | 1g6p, 1jo8, 1mjc, 1rlg,| 1f09, 1f10, , 1shg, , 3ait,
YAPISINA SAH IP 1pnj 1c9o0, 1lcsp, 1shf, 1ten Lwit
PROTEINLER Py » 2CSP, LSt ’
ALFA+BETA . . 106X, , 2acy, 1e65, 1fkb,
YAPISINA SAH IP 1bf4, 1pgb 2ci2, 2p, Lris, 1spr, 1n88, 1div, 1rfa, 1lurn,
PROTEINLER lubq, 1kos, 1poh

2qjl
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4.2.3. Heterojen etkilgimli kisa erisimli itici etkile simlerin olmadigr Go modeli

Cizelge 4.6 Tum protein aileleri icin heterojen etkglenli kisa ergimli itici

etkilesimlerin olmadgl Go modeline gore elde edilen parametrelerin gibstesi

HETEROJEN ETK iLESIML i KISA ERISIML i iTiCi ETKILESIMLER iN OLMADI GI GO MODEL i

TAMAMEN ALFA YAPISINA SAH P OLAN PROTEINLER

P

PDB N ngrtlltlak ngrtlltlak M Tf AG* Eglin_E%in Ekatll M Ekutll
KODU N N N Niontak
2abd 86 163 1.89 1.17 1.379 2.5] 220.00 -310J80 61-3. -1.91
2bth 45 71 1.57 0.87 1.484 0.29 76.00 -157.72 -3.50 -2.22
lyza 106 144 1.35 0.41 1.11¢ 0.02 6.00 -252165 8-2.3 -1.75
lw4e 45 118 2.62 1.4y 1.99 3.78 192.00 -251(73 -55 -2.13
1ryk 69 127 1.84 1.0 1.416 0.84 112.00 -241.57 503, -1.90
lenh 54 99 1.83 1.03 1.574 0.1% 64.00 -217)89 -4.04 -2.20
layi 86 159 1.84 1.13 1.564 0.8] 178.00 -36248 21-4. -2.28
limg 86 245 2.84 1.7 2.094 0.41 174.00 -540.05 284. -2.20
1imb 80 156 1.95 1.04 1.582 0.9§ 178.00 -365.99 574. -2.35
lidy 54 104 1.92 0.81 1.698 0.13 82.00 -219.40 64.0 -2.11
1fex 59 137 2.32 1.1 1.717 0.9% 152.00 -280J50 75-4. -2.05
1ba5 53 120 2.26 1.09 1.794 1.87 156.00 -248(82  69-4. -2.07
1w4j 51 119 2.33 1.2 1.851]] 2.25 160.00 -238.09 674. -2.00
1ssl 60 91 1.51 0.7p 1.324 0.0p 6.00 -192(87 -3.21 -2.12
TAMAMEN BETA YAPISINA SAH iP OLAN PROTEINLER
1jo8 58 149 2.56 2.29 1.827| 1.7§ 240.00 -333/30  755. -2.24
1mjc 69 166 2.40 2.09 1.703 3.25 240.00 -355.86 165. -2.14
1c90 66 157 2.37 2.06 1.714 4.79 245.00 -345|93  24-5 -2.20
lcsp 67 160 2.37 2.09 1.747 3.24 240.00 -356}11 32-5 -2.23
1g6p 66 159 2.40 2.05 1.624 4.0 250.00 -330|55 01-5| -2.08
1le0l 37 71 1.91 1.46 1.514 0.5§ 75.00 -122)13 -3.80  -1.72
1fnfs 90 268 2.97 2.76 1.943 6.24 420.00 -555.[78 -6.18 .07-2
1fnf, 94 263 2.79 2.63 1.883 5.04 375.00 -541.32 -5.Y6 .06-
1shf 59 137 2.32 2.12 1.796 3.3 245.00 -309/54 255, -2.26
1shg 57 142 2.49 2.23 1.88] 3.84 265.00 -325|25 71-5 -2.29
1rlg 56 162 2.89 2.59 2.102 6.34 295.00 -368.p2  576. -2.27
3ait 74 235 3.17 2.76 1.829 7.08 350.00 -437.62 91-5. -1.86
Twit 93 252 2.70 2.43 1.629 3.79 350.00 -516.p8  565. -2.05
1eOm 37 76 2.05 1.46 1.434 0.6 75.00 -123J10 -383 -1.62
1k9q 40 85 2.12 1.68 1.716 0.3§ 80.00 -167.p8 -4.19 -1.97
1pnj 86 226 2.62 2.33 2.186 0.1§ 90.00 -402.44 84. -1.78
lten 89 226 2.54 2.36 1.671 3.3 330.00 -459{33 165, -2.03
ALFA+BETA YAPISINA SAH iP OLAN PROTEINLER
106x 81 148 1.82 1.37 1.591 5.6 340.00 -324(76  01-4 -2.19
2ci2 64 142 2.12 1.80 1.644 1.8% 185.00 -312)47 88-4. -2.20
1pgb 56 121 2.16 1.68 1.596 1.1 135.00 -244195  37-4. -2.02
2ptl 62 134 2.16 1.76 1.599 2.3§ 215.00 -285.06  614. -2.13
lris 97 225 2.32 1.93 1.695 1.44 265.00 -49245 085. -2.19
1bf4 63 145 2.30 1.75 1.740 0.54 180.00 -304/56 834. -2.10
1lubg 76 178 2.34 1.83 1.809 3.24 275.00 -412)01  42-5. -2.31
2acy 98 254 2.94 2.15 1.774 6.71 435.00 -541|70 53-5| -2.13
1le65 128 337 2.63 2.31 1.86 6.9[L 555.00 -7514.36 .87-5 -2.23
1kOs 151 323 2.14 1.79 1.887 3.11 380.00 -791)54 .24-5 -2.45
1fkb 107 285 2.66 2.24 1.826 3.52 350.00 -611.61 .725 -2.15
1n88 96 286 2.98 231 2.09 8.4% 429.56 -597/98  3-6p -2.09
1div 92 213 2.31 1.74 1.787 5.60 340.00 -48462  275. -2.28
1rfa 78 237 3.04 2.42 2.161 8.6 425.00 -549.19  047. -2.32
lurn 96 219 2.28 1.77 1.837 2.6] 305.00 -510.p5  325. -2.33
2qjl 99 239 241 1.81 1.815 6.18 415.00 -564.57  705. -2.36
1poh 85 201 2.36 1.85 1.640 5.6] 335.00 -434]15 11-5, -2.16
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Cizelge 4.6'da yeni bir yakjamla amino asitlerin fizikokimyasal 6zelliklerinidahil
edildigi bu modellemede artik heterojen etkiteler dikkate alinmaktadir. Boylece daha
realistik bir yaklaim icinde modelleme yapilarak proteinlerin krisyapi bilgilerinden
elde edilen istatistiksel potansiyelgdeleri kullaniimaktadir. Bu modelde katli (native)
olmayan itici etkilgmeler dinamge dahil edilmenstir. Bu modelleme igin tim protein
ailelerinde genel olarak ggcsicakliklarinda bir artma gozlemlergtini. ClUnki amino
asit ciftleri arasindaki etkifgmlerin bayuklikleri dgisim gostermgtir. Daha fiziksel
olan bu yaklaim icin protein ailelerinde katli durum enerjiledi; ve amino asit kana
disen katli durum enerjisi homojen etkiimli modele gore azalmalar meydana
gelmistir. Bu durum amino asitler arasindaki etkitelerin  buydkl{Eunin

desismesinden kaynaklanmaktadir.

Cizelge 4.7.Tum protein aileleri igin heterojen etkglenli kisa ergimli itici
etkilesimlerin olmadgl Go modeline gore elde edilen bariyer yiksekliklerinin
siniflandiriimasi

BARIYER YUKSEKL iGi (AGY)

HETEROJEN ETK ILESIML I KISA ERISIML 1 iTiCi
ETK iLESIMLER iN OLMADI G| GO MODEL i

. AG* < 1kT 1kT < AG* < 3kT AG* > 3kT
';ﬁigéfb&gég? Bariyersiz Bariyersiz baslangici Bariyerli
(Downbhill) (incipient downhill)

TAMAMEN ALFA 2bth, 1yza, 1ryk,
YAPISINA SAHIP | 1enh, layi, lidy,

PROTEINLER 1img, 1imb, 1fex, | 2abd, 1bas, 1w lwae
1ssl
TAMAMEN BETA 1mijc,1c90, lcsp, 1g6
YAPISINA SAH P | 1€0l. 1e0m, 1k9g, 1jo8 1106, 1110, 15 1sghgp,
PROTEINLER Lpny 1rig, 3ait, 1wit, 1ten
ALFA+BETA 1lo6x, 1ubg, 2acy,
YAPISINA SAH iP 1bf4 2¢i2, 1pgb, 1spr, 2ptl,|  1e65, 1fkb, 1n88,
PROTEINLER 1ris, lurn, 1kos, 1div, 1rfa, 1poh,

2qjl
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Cizelge 4.7'de bariyer yuksegli icin tim protein aileleri gbz 0Ontne alinarak
siniflandirma yapilmtir. Tamamen alfa sarmallarinda gda protein ailesinden olan
lyza proteini icin bariyersiz gecslrmekte 1w4e proteini icin ise bariyer yuksgkli
daha da artrgtir. Homojen etkilgimli Go modellerindeAG* > 3kT kriteri icin bu
protein ailesine ait herhangi bir protein bulunmazkamino asitler arasindaki
etkilesimlerin buyukltklerinin dgistigi heterojen etkilgmli model yaklgiminda 1w4e
proteini bu sarta uymaktadir. Bu durum daha kooperatif bir dasraolarak
yorumlanmaktadir. Alfa yapisina ait proteinlerdeab@, 1ba5 ve 1wd4j proteinlerinin
homojen etkilgimli modellerde bariyersiz davrangdsterirken bu model yalgianinda
bariyer gozlemlenngtir. Bu durum dgisimi model farkliligindan kaynaklanmaktadir.
Yani amino asitler arasindaki etlgimlerin buydkIgu icin gbz 6nune alinan gerler
farkhlasmistir. Tamamen beta ve alfa+beta yapisina sahip ptateinler icin daha
onceki iki model yaklgaminda gecerli olan bariyersiz gegie buna yakin davraghar
gecerliligini surdirmektedir. Sadece alfatbeta yapisina sal@p 1pgb proteini icin
serbest enerjisi icin gegerli olan bariyer yuksgktiiu model yaklgami itibariyle artma

gostermgtir.
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4.2.4. Heterojen etkilgimli kisa erisimli itici etkile simlerin oldu gu Go modeli

Cizelge 4.8Tum protein aileleri icin heterojen etkglenli kisa ergimli itici

etkilesimlerin olduzu Go modeline gore elde edilen parametrelerin gésiesi

HETEROJEN ETK ILESIML i KISA ERISIML I iTiCi ETKILESIMLER iN OLDUGU GO

P

MODEL i
TAMAMEN ALFA YAPISINA SAH IP OLAN PROTEINLER
PDB N | N romtak | NYO Ty AG* | Epin—Enmin | Ekarn | Exarn | _Ekaen
KODU N N N ik
2abd 86 163 1.89 1.12 1.403 4.5 235.00 -310,80 61-3. -1.91
2bth 45 71 157 0.87 1.516]  0.99 100.00 157[72 036 222
lyza 106 144 1.35 0.41 1.119 0.22 64.00 -252/.65 38-2 -1.75
lwae 45 118 2.62 147  2.019 4.2 194.00 25173 59-5] -2.13
1ryk 69 127 1.84 1.01] 1.458 1.17 134.00 -241)57 503. -1.90
lenh 54 99 1.83 1.02 1.637 0.2 100.00 -217/89 4-4p -2.20
layi 86 159 1.84 1.19 1.593 0.74 176.00 -362|48 21-4. -2.28
limg 86 245 2.84 1.77 2.107| 0.67 176.00 -540(05 286. -2.20
1Imb 80 156 1.95 1.09 1.608 1.5(Q 216.00 -365|99 574. -2.35
lidy 54 104 1.92 0.81 1.733 0.271 94.00 -219J40 64.0 -2.11
1fex 59 137 2.32 1.1q 1.737 1.49 168.00 -280l50 754, -2.05
1ba5 53 120 2.26 1.09 1.81§ 2.2% 160.00 -248.82 69-4 -2.07
1w4j 51 119 2.33 1.27 1.873 2.9§ 168.00 -238(09 674. -2.00
1ssl 60 91 1.51 0.7b 1.33] 0.0p 15.18 -192.87 -3[21 -2.12
TAMAMEN BETA YAPISINA SAH IP OLAN PROTEINLER
1jo8 58 149 2.56 2.29 1.836 0.84 129.52 -333|30 755. -2.24
1mjc 69 166 2.40 2.09 1.702 4.25 255.00 -355(86 165. -2.14
1c90 66 157 2.37 2.06 1.684 6.31L 255.00 -345.93 24-5 -2.20
lcsp 67 160 2.37 2.09 1.73( 3.70 245.00 -356.11 32-5 -2.23
1g6p 66 159 2.40 2.05 1.624 4.06 260.00 -330.55 01-5| -2.08
1e0l 37 71 1.91 1.46 1.509 0.99 90.00 -122113 -3.B0 -1.72
1fnf, 90 268 2.97 2.76 1.929 8.34 435.00 -555|78 -6.18 .07-
1fnf, 94 263 2.79 2.63 1.878 6.42 405.00 -541)32 -5.76 .06-
1shf 59 137 2.32 2.12 1.806 4.87 250.00 -309(54 255, -2.26
1shg 57 142 2.49 2.23 1.891 8.28 305.00 -325.25 71-5 -2.29
1rlg 56 162 2.89 2.59 2.127 7.86 355.00 -368)/02 576. -2.27
3ait 74 235 3.17 2.76 1.845 5.07 375.00 -437162 91-5. -1.86
1wit 93 252 2.70 2.43 1.612 0.93 80.00 -516,98 65.% -2.05
1eOm 37 76 2.05 1.46 1.444 0.77 95.00 -123|10 -3.33 -1.62
1k9q 40 85 2.12 1.68 1.726 0.00¢ 0.00 -167,58 -4.19 -1.97
1ten 89 226 2.54 2.36 1.667 5.3] 360.00 -459,33 16-5. -2.03
ALFA+BETA YAPISINA SAH iP OLAN PROTEINLER

106x 81 148 1.82 1.37 1.609 2.0 225.00 -324(76 01-4 -2.19
2ci2 64 142 2.12 1.8( 1.674 2.14 195.00 -312\47 884, -2.20
1pgb 56 121 2.16 16 1595  2.64 175.00 244195 37-4, 2.02
2ptl 62 134 2.16 1.76 1.613 4.24 235.00 -285/96 614. -2.13
1ris 97 225 2.32 1.93 1.715 2.87 350.00 -492|45 085. -2.19
1spr 103 279 2.71 2.1 1.922 3.84 445.00 -615/72 .985 -2.21
1bf4 63 145 2.30 1.75 1.746 1.89 220.00 -304|56 834. -2.10
1lubg 76 178 2.34 1.83 1.825 5.04 300.00 -412]01 42-5. -2.31
1kO0s 151 323 2.14 1.7 1.877 3.68 420.00 -791.54 .24-5 -2.45
1fkb 107 285 2.66 2.24 1.828 6.4§ 400.00 -611({61 .725 -2.15
1div 92 213 2.31 1.74 1.825 8.04 365.00 -484(62 27-5. -2.28
lurn 96 219 2.28 1.77 1.842 4.15 345.00 -510J25 325. -2.33
2qjl 99 239 2.41 1.81] 1.841 8.52| 430.00 -564/57 705. -2.36
1poh 85 201 2.36 1.84 1.671 7.74 355.00 -434115 11-5. -2.16
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Cizelge 4.8'de heterojen etkglenli Go modeline kath (native) olmayan itici
etkilesmelerin eklenmesi ile yikli ve polar amino asitlerasi etkilgimelerin
konformasyonlar tizerine olan etkileri Uizerinde dduuitici etkilesmeler dahil edildii
icin tum protein ailelerinde gegsicakliklarinda agimeydana gelngtir. Kath yapiya
ulasmak diger model yaklgmlarina nazaran daha zor gercekiektedir. Ayrica yolak
sayisinda azalma go6zlemlentmi Cizelge 4.9'da gorildiil gibi bariyer yikseklikleri
siniflandirmasindaAG* > 3KT grubunda alfa+beta yapilarindan g@lo proteinlerde
artis goralmis bariyersiz davraga bu ailede rastlanmaghr. Tamamen alfa sarmal
yapili 1lyza proteini ise bariyersiz ggerini korumaktadir. 1w4e proteini ise daha
kooperatif bir davragidahilinde iki durumlu gegler devam etmektedir. Ayni zamanda
tamamen alfa protein ailesinde bulunan 1ryk, 1lniiex proteinlerinin bariyer
yuksekliklerinde artma goéruldi. Serbest enerji yeariylikseklgi 2abd proteini igin

3 kT deserinin Uzerine c¢ikmgtir. Tamamen beta yapisina sahip olan proteinlerde
1kT < AG* < 3kT kriterine uygun protein bulunmamaktadir. 1jo8 pititeise bariyer

yuksekligi azalmgtir.

Cizelge 4.9.Tum protein aileleri igin heterojen etkglenli kisa ergimli itici
etkilesimlerin oldugu Go modeline goére elde edilen bariyer yiksekliklerinin
siniflandiriimasi

BARIYER YUKSEKL iGi (AG%)
HETEROJEN ETK ILESIML i KISA ERISIML I ITICI
ETK iLSIMLER iN OLDUGU GO MODEL i
. + ¥ E
FARKLI BAR IYER Bari ngsizS I;(l)(vTvnhill Baﬁkgr:izAbG Ia<n3l|(;' AIgari> SrIIfT
YUKSEKL iKLER i yersiz ( ) | Bariye asang y
(incipient downhill)
TAMAMEN ALFA 2bth, 1yza, lenh, .
YAPISINA SAHIP | 1ayi, 1idy, 1imq, 1ss1| 102 1Wff¢’eiryk’ 1imb, 2abd, 1wde
PROTEINLER '
TAMAMEN BETA . Kritere uygun protein 1mijc,1c9o0, 1csp, 1g6p,
YAPISINA SAH iP 110%'(9190%?0“ bu model icin 1f09, 1f10, 1shf, 1shg,
PROTEINLER 9 bulunmamaktadir. 1rlg, 3ait, 1ten
ALFA+BETA Kritere uvaun 2ptl, 1ubq, 2acy, 1e65,
YAPISINA SAH iP rotein bu myc?del icin 106X, 2ci2, 1bf4, 1pgb, | 1fkb, 1n88, 1kos, 1lspr,
PROTEINLER P & 1ris, 1div, 1rfa, 1poh, 1urn,
bulunmamaktadir. 2l
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4.3. Model Proteinlerin Serbest Enerji Analizi

Bu bolimde incelenen tim proteinler icin proteinntedinamgine etkisi olabilecek
topolojik parametrelerin enerjetik gerleri Cizelge 4.2, 4.4, 4.6 ve 4.8 ile gosterilini
Simdi bu protein ailelerinden secilen iki proteinnigserbest enerji profilleri reaksiyon
koordinati olarak secilert ve Q icin elde edilmgtir. Bu bolim dahilindeki tim
sekillerde (a) ile proteinin katlanma yapisi, (b¢ leaksiyon koordinatinif’ olarak
secildigi serbest enerji profili, (c) ile reaksiyon koordiminQ olarak secildii serbest
enerji profili gosterilmektedir. Ayrica (b) ve (de yer verilen serbest enerji
profillerinde siyah renk homojen etksienli kisa ergimli Go modelini, kirmizi renk
homojen etkilgimli uzun ergimli G6 modelini, mavi renk, heterojen etkilmli kisa
erisimli itici etkilesmelerin olmadii durumda @& modelini,yail renk ise, heterojen
etkilesimli kisa ergimli itici etkilesmelerin olmadii durumda @& modelini temsil
etmektedir. Burada secilen proteinler tim modellag@lar icin surekli yuksek veya
disik bariyer yuksekfiine sahiptirler. Boyle bir inceleme ile proteinimpblojik
yapisinin bariyer yukselii ile olan ilgisi ve farkli model yakkamlarinin bariyer

yuksekliklerine etkisi incelenmiolacaktir.



89

4.3.1. Tamamen alfa yapisina sahip olan proteinler
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Sekil 4.12.1SS1 proteini igin topolojik gosterim ve serbestrgrprofilleri

1ssl (Staphylococcal protein) proteini kucik tekgblh amino asit sayisi 60 olan
tamamen alfa sarmallarindan @n bir protein olup; immuin sistemde gorev
almaktadir. Homojen etkigenli Go modelinin uzun ve kisa e@imleri icin oldukca
disik bariyer yuksekfii gosterirken, heterojen etkgienli kisa ergimli itici
etkilesmelerin oldgu ve olmadil durumlarin dahil edil@ model yaklaimlarinda
tamamen bariyersiz ge@er gostermektedirler§ekil 4.3.1'de (c) ile gbsterilen serbest
enerji profilinde agik ve kath durum konformasyanl arasindaki bariyer yutksegli
ayni sekilde (b) ile gosterilen serbest enerji profilimazaran daha yiksek olarak
gozlemlensede burada kath (native) benzerlik pateasi olanQ kullanildigi zaman
konformasyonlarin cok farkli enerji gerlerine sahip oldtu ve 0zellikle gegi

bdlgelerinde enerji gdlili ginin artmasiyla konformasyon populasyonu artmaktadi
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Serbest enerji profilinde ¢oklu durumlar gheaktadir. Bu bolim dahilinde gosterilen

tum Q'ya bagli serbest eneriji profillerinde bu gézlemlere rasthgtir.
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Sekil 4.13.1WA4E proteini igin topolojik gosterim ve serbesesgi profilleri

1w4e (Peripheral Subunit Binding Domain) proteid thmamen alfa sarmallardan
olusan 45 amino asitlik zincir uzuniuna sahip olan proteindir. Bu proteini
digerlerinden farkh kilan 6zeli ise, gbz 6nine algimiz tim model yakkamlarinda
termodinamik olarak iki durum davranisergilemesi yani oldukca ytksek bariyer
yuksekliklerine sahip olmasidir. Bu durum proteinapolojisi g6z onine alinginda
(@) ile gosterilen 3 boyuttaki gosterimde sari temdnis (turn) kisimlarinin beta
yapilarindan olgtugu yani tamamen alfa sarmallardan sala yapilara gore daha zor
katlandgl Cizelge 4.2, 4.4, 4.6 ve 4.8'de gosterilen gesgicakliklarinin yiksek
olmasindanda anddabilir. Geck sicaklgl artgi zaman proteinin daha tikiz (compact)
bir yapiya daha hizlh wagini yani daha zor acilgini biliyoruz. Dolayisiyla doni
bblgesinde bulunan beta levhalari bu tikiz yapiolsum sirecini etkilemektedir.
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Ayrica diger enerjetik parametreler gozonine algnala homojen etkikemli
modellerde amino asit sayisisb@a digen katl durum enerjisi en gliilk olan protein
olarak kagimiza cikarken heterojen etkiimli modellerde bu parametre icin ensdid
ikinci deger olmaktadir. Amino asit sayisisoaa digen kath durum enerjisi ayirt edici

bir etken olarak karmiza ¢ikmaktadir.

4.3.2. Tamamen beta yapisina sahip olan proteinler
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Sekil 4.141EOL proteini igin topolojik gosterim ve serbesegnprofilleri

1e0l (fbp28WW Domain) proteini tamamen beta yapisindapsalmakla beraber tim
model yaklaimlarinda oldukca diilk bariyer yiksekliklerine sahiptir. Tek durumlu
geckler gostermektedir. (a) ile gosterilen topolojikpy@na bak@imiz zaman donil
kisimlari olduk¢ca kisa ve wuc¢ kisimlarinda ise rstg zinicir yapisiyla
kargilasiimaktadir. Bu durum proteinin daha kolay aciligl&amasini dolayisiyla daha
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disUk bariyer yiksekliklerine kanik gelmektedir. Ayni zamanda bu protein 37 amino
asit sayisina sahip oldukga kisa zincirli bir prode. Burada zincir uzunigunun kisa

olusu, katlanmg yapi topolojisinden daha 6énemli bir rol oynamalkta
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Sekil 4.15.3AIT proteini icin topolojik gosterim ve serbestegji profilleri

3AIT proteini tamamen beta yapili 74 amino asitisana sahip olan tek bdlgeli bir
proteindir. 4 farkli model yaktami igin oldukcga yuksek bariyer yuksekliklerine gah
olup (c) ile gosterilerQ’ya bagl serbest enerji profilinde gectdurum bdlgesinde ayni
Q parametresine kahk gelen konformasyonel enerjide oldukca yluksekerg

cssitlili gi olusmaktadir. Ayrica (c) gratinde geg bdlgesinde olgan piruzli yuzeyler

Simulasyon zaman adimi ve katlanma ve aciimaslgeiciin sayisi ile ilgilidir.

Bu protein ayni aileden olan 1e0l proteinine gomhal kooperatif bir davrani

gostermektedir. Bu durum kalorimetrik kritergdelerinden anlglabildigi gibi bariyer
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yuksekligiden de anlglabilir. Bariyer yuksekiginin artmasi kooperatif davram

artmasinin bir dlgtisudur.

4.3.3. Alfa + beta yapisina sahip olan proteinler
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Sekil 4.16.1BF4 proteini icin topolojik gosterim ve serbesesgi profilleri

Sekil 4.16’da (a) ile gosterildi gibi bu protein alfa sarmal ve beta yapilarindan
meydana gelmektedir. Amino asit sayisi 63, etkilesayisi ise 145 olup bu aileye
mensup dier proteinlere gére kisa zincir uzugluia sahiptir. Ancak beta yapilarini
birbirine balayan dong bdlgelerinin kisa ve alfa sarmallarindan sohasi ve ug
kisminda da alfa sarmaldan gdn bir yapida olmasi katlanma ve acilma sirasinda

proteinin davramini etkilemektedir. Bu durum proteinin daha kolayili@
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katlanabilmesine sebep olmaktadir. Proteinlerinigdodlglerinin sahip oldgu yapisal
Ozellikler katlanma topolojisini belirleyen faktérl arasindadir. 1bf4 proteinin zincir

uzunlysuda ayni aileye mensupgéir proteinlere nazaran daha kisadir.
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Sekil 4.17.2URN proteini icin topolojik gosterim ve serbesegi profilleri

Amino asit sayisi 96 etkigen sayisi 219 olan lurn proteini dgnkidlgelerinde beta
yapilarindan olgmaktadir. Amino asit sayisi fiaa digen yerel olmayan kontak sayisi
1,74 ve geg sicaklgida 1,842 ile oldukca yuksek ghr aralgindadir. Bu dgerler
proteinin oldukca tikiz bir yapiya sahip offlunu gosterir. Alfa+beta yapisinda olan
proteinler genellikle termodinamik olarak yuksekripar ve iki durumlu gegier
gostermektedirler.Sekil 4.17°de (b) ile gosterilen serbest enerji glefinde homojen
etkilesimli kisa ergimli Go modelinde yaklgk olarak 6kT civarinda olduk¢a yuksek

bir bariyer gézlemlenngiir.
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4.4. Gegs sicaklgini ve bariyer yuksekligini etkileyen faktorler

Proteinlerin acgilma ve katlanma simulasyonlarincelarken g6z ©Onine alinmasi
gereken ilk parametre gegicaklgidir. Gecs sicaklgl degerinde sistemin 1S aherisi
maksimumdur. Dolayisiyla bu sicaklikta katlanmaaggma oranlari yakkak olarak
birbirine aittir. Gegis sicaklgl proteinlerin  kooperatif davraglarindan, kristal
yapisinin tikizgina kadar uzanan birgcok konu hakkinda bize bilgimektedir. Bu
bolumde gegi sicaklgini etkileyen faktorleri belirlemek icin 4 farkli odel
yaklasiminda 3 ayri protein ailesine ait olan proteinlgbz onine alarak geci
sicaklginin ~ (Ty) amino asit sayisi bma dien katli (native) durum enerjisi
(Enative/N) ile korelasyonu (a) grdfi ile, katli (native) durum enerjisi (b) grafiile,
bariyer yuksekli (AG) (c) grafigi ile gosteriimektedir. Grafiklerin timinde siyaénk
homojen etkilgimli kisa ersimli Go modelini, kirmizi renk homojen etkgienli uzun
erisimli Go modelini, yail renk, heterojen etkikemli kisa ergimli itici etkilesmelerin
olmadgl durumda Go modelini, mavi renk ise, heterojenleginli kisa ergimli itici

etkilesmelerin oldgu durumda Go modelini temsil etmektedir.

(a) (b) (c)
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Sekil 4.18. Tamamen alfa proteinleri icin ggg@icaklgini etkileyen parametrelerin
birbirleri ile olan korelasyonlari
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Sekil 4.18 ile tamamen alfa sarmallarindansalu protein aileleri igcin gegisicaklginin
cesitli parametrelere goére dsimleri gosterilmektedir. Gegisicaklgl bu aileye ait
proteinler icin farkli 4 modelde amino asitsbea digen katli durum enerjisi ile oldukca
yuksek korelasyon vermektedir. Korelasyon katsayigi homojen etkilgmli
modellerde 0,95 civarinda gkrlere sahiptir. Bu durum gggsicaklginin amino asit
basina digen katlh durum enerjisinin miktari ile orantil od& deistigini bize
gostermektedir. Sadece katll durum enerjisine dgkizaman ise homojen etkglienli
modellerin bu enerji dgsimi ile hi¢ bir ilgisi olmadgl heterojen etkilgmlerde ise
digerlerine nazaran biraz daha yuksek @ldwgoralir. Tamamen alfa sarmallardan
olusan proteinler gbz 6nune aligdizaman katli durum enerjisinin gggicaklginin
belirlenmesinde etkin olmagh anlaiimistir. Ayni sekilde geg sicaklginin bariyer
yuksekligi ile olan uyumu incelendinde geg sicaklginin bariyer yiksekgini
etkileyebilecek bir 6lgtide olmagliilk 3 model yaklaimi ile gortlmektedir. Ancak itici
etkilesmelerin oldgu heterojen etkilgmli modelde korelasyon katsayigi= 0.69
degerini almaktadiritici etkilesimlerin varligi tim protein aileleri icin gegisicaklgini
artiran bir etki yapmaktadir. Ayni zamanda bu mogklasimi icin termodinamik

geckler sirasinda gozlemlenen bariyer yuksekliklerindg mevcuttur.
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Sekil 4.19. Tamamen beta proteinleri icin gegiicaklgini etkileyen parametrelerin

birbirleri ile olan korelasyonlari
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Sekil 4.19 ile tamamen beta yapilari gdz 6nine glindaman ise; amino asit paa
disen kath durum enerjisinin gegisicaklgl ile yalnizca heterojen etkienli itici

etkilesmelerin old@gu model icin yuksek korelasyon vegdigérulmektedir. Yine ayni
model icin geg sicaklginin katli durum enerjisi ile bariyer yuksekliile olan
korelasyonlarinin tamamen alfa sarmal yapidakigmégre gore daha yuksek ofglu
anlgiimistir. Bu durum tamamen beta yapilari icin itici etkhelerin varlginin dikkat
cekici oldygunu gostermektedir. Farkh protein ailelerinde ayparametrelerin

karsilastirilmasi yapisal 6zelliklerden dolay farkli sotarortaya cikarmaktadir.
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Sekil 4.20.Alfa+beta proteinleri igin gegisicaklgini etkileyen parametrelerin birbirleri

ile olan korelasyonlari

Sekil 4.20 ile tamamen alfatbeta yapisinda olangimérin geg sicaklgi ile amino
asit sayisi bana digen katli durum enerjilerinin korelasyonlarina bdlginda tamamen
alfa sarmal yapilarda ol@u gibi tim modeller icin oldukc¢a yuksek bir korglas elde
edilmistir. Alfa+beta ailesinde bulunan alfa sarmal yapnen amino asit sayis! fiaa

disen kath durum enerjisinden etkilenmekte @dugercgini gostermektedir. Ayni
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yaklasimla gecg sicaklgl ile kath durum enerjisinin korelasyonuna bgknizda
heterojen etkilgmli itici etkilesmelerin oldgu model icin oldukga ylksektir. Bariyer
yuksekligi bu protein ailesi icin de homojen etkiimli model yaklgimlarinda gegi
sicaklgini belirleyen bir etken olarak gozikmemektedir. iAm asitler arasi
etkilesimlerin gercek dgerlerinin gbz o6nune alingh heterojen etkilgmli itici
etkilesimlerin olmadgl modelde iser = 0.60 civarinda olan bir korelasyon katsayisi

degeri ile kagilagiimaktadir.
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Sekil 4.21. Tamamen alfa, tamamen beta ve alfa+beta proteiglargeci sicaklgini

etkileyen parametrelerin birbirleri ile olan korgyanlari

Ayni yaklsgimlari proteinlerin tamaminin birarada bulugd$ekil 4.21 icin yaparsak;
geck sicaklgl amino asit bgina digen kath durum enerjisi ile korelasyon katsayisinin
(r) 0.7 ila 0.9 arafiinda dgistigi gorulir. Genel bir yakkamla bu parametrenin gagci
sicaklgini belirlemede bir etkisi oldiunu sdyleyebiliriz. Katli durum enerjisi ise
yalnizca heterojen etkganli model yaklgimlari icin diger modellere gore gegi
sicaklginin belirlenmesinde biraz daha etkindir. Bariyeiikseklginin ise geg
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sicaklginin tayininde énemli bir etkisinin olmatiancak yine de heterojen etkii@li
model yaklaimlarini iceren modellerde daha yiksek korelasyendligi gorilmektedir.
Bu durum vyeni bir yakkam dahilinde ortaya cikargimiz amino asitlerin
fizikokimyasal 6zelliklerinin dahil edil@ bu tarz modellerin daha da ggilildi gi

takdirde birgok nicefiin belirlenmesinde 6nemli olagekanisindayiz.
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Sekil 4.22. Tamamen alfa, tamamen beta ve alfa+beta proteiglargeck sicaklgi ile

aclik ve katli durumun enerji minimumlari arasindakielasyonlar
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Geck sicaklgl ile Sekil 4.10'da acik ve kath durum topluluklar anadaki fark
EP..,—EN. olarak tanimlanan bariyer gelji tim model yaklgmlari ve protein
aileleri dikkate alinarak incelerginde Sekil 4.22. ile verilen grafikler elde edilgtir.
Alfa yapili proteinlerde en yiksek korelasyon (68). homojen etkilgmli Go modeli
icin elde edilirken, tim protein yapilari arasireayuksek korelasyon alfa +beta yapil
proteinler icin gbzlemlenngiir. Heterojen etkilgimli kisa ergimli itici etkilesimlerin
oldusu Go modeli icin korelasyon katsayisi (r=0.82) olaraklummustur. itici
etkilesimlerin varliginda alfa ve alfatbeta protein ailelerinde gedaicakliklari
artmaktadir. Acilma ve katlanma ggeri itici etkilesimlerin varlgindan
etkilenmektedirler. Dolayisiyla katli ve acik konftasyon minimumlarina kshik
gelen enerji farkinin gegisicaklgini belirlemede bir ktiter olarak g6z 6ntine alihiabi
Heterojen etkilgmli kisa ergimli itici etkilesimlerin olduysu Go6 modeli icin busekilde
elde edilen bulgulara dayanarak alfa sarmal yapilartopolojileri gergi daha kolay
acilip katlanmalar gostegdi anlsgilir. Tamamen beta yapilari ise daha zor acilip
katlanma 6zelliklerine sahiptirler. Daha genel wpakhlar icinde bulunabilmemiz igin
her iki yapinin birarada ol@u protein ailesini dikkate almali herbir yapininetigini

ve enerjetik faktorlerin etkilerini, katlanma toppsine etki eden parametrelerin neler
olduguna bu yapidaki proteinlerin incelenmesi ile eldel®liriz.
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Sekil 4.23. Tamamen alfa, tamamen beta ve alfa+beta proteiglarbariyer yluksekfi

ile acik ve kath durumun enerji minimumlari arataki farkin korelasyonu

Sekil 4.23'de bariyer yikselgi ile acik ve kath durumun enerji minimumlari
arasindaki farkin (serbest enerji bariyer gegi) korelasyonuna bakilrstir. Bariyer
gengliginin ve bariyer ylksek#inin serbest enerji profilindeki yer§ekil 4.10'da
gosterilmitir. Termodinamik geglerin bariyerli ve bariyersiz olarak siniflandirgsi

bariyer yiksekliine gore yapilmaktadir. Butiin model yakhalar géz 6nine alingh
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zaman korelasyon katsayisi (r) yakkaolarak 0.7 ve yukarisindaki gkerlerde dgisim

gostermektedir. Bu gerler oldukca yuksek korelasyon anlamina gelirkafg+beta
protein ailesinde homojen etkglenli kisa ersimli Go modelinde korelasyonun azaidi
(r=0.57) gb6ze carpmaktadir. Bu durum protein aiiesyapisal 6zelfiinden ve

etkilesimlerin kisa egimli olmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.24. Tamamen alfa, tamamen beta ve alfa+beta proteiglarbariyer yiksekfi

ile katli durum enerjisi arasindaki korelasyon

Sekil 4.24’de tamamen alfa protein ailesinde homogthilesimlerin olduzu uzun
erisimli modelde korelasyon katsayisi (r)gdr modellere gore daha yiksektir. Bu

durum uzun egimli etkilesimlerin protein modellemesinde etkin ofglinu gdsterirken,
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heterojen etkilgmli G6 modeli icin ileride yapilacak olan ¢ginalarda uzun egimli
etkilesmelerin 6nemi ardirilacaktir. Alfa protein ailesinde kath durum ezjsi
heterojen etkilgmli model yaklgimlari icin bariyer yiksekgini belirleyen bir etken

olmadgi anlgilmistir.

Tamamen beta yapili protein ailelerinde ise; ensglkkorelasyon yine homojen
etkilesimlerin olduzu uzun egimli model yaklgimi icin saglanirken ¢ = 0.73) en
disik korelasyon ise heterojen etkilali kisa ergimli itici etkilesmelerin oldgu
model icin gozlemlenmgtir. (r = 0.56) Tamamen beta protein ailesinin katlanma
sirasinda gostermioldugu davranglar yani yapisal 6zellikleri katli durum igin sahip
olduklar enerjiyi etkilerken katl durum ile acturum arasinda termodinamik gger
sirasinda meydana gelen bariyer icin oldukca legiridir. Alfa+beta protein ailesi icin
korelasyon katsayilari incelerglizaman yine en yuksek gere ¢ = 0.66) homojen
etkilesimlerin oldusu uzun egimli model yaklgimi icin ulgilmaktadir. Tamamen beta
yapilarinda oldgu gibi ¢ok yiiksek korelasyon gerleri elde edilmese de kath durum
enerjisi proteinin katlanma topolojisine ve proteirait oldygu aile yapisina gore
degisim gostermektedir. Kath durum enerjisi tamamerabgipisina sahip genellikle iki
durumlu davrani gosteren proteinlerde bariyer ytuksgkii belirleyen bir etken olarak
karsimiza ¢ikmaktadir.
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Sekil 4.25. Tamamen alfa, tamamen beta ve alfa+beta proteiglarbariyer yluksekfi

ile amino asit sayisi baa digen katli durum enerji geri arasindaki korelasyon

Sekil 4.25’de tum model yakiamlari icin bariyer yukseki ile amino asit sayisi kma
disen katli durum enerijisinin korelasyonu incelendinlamen beta yapisina sahip olan
proteinler icin tim modeller icin yuksek korelasyodeserlerine ¢ = 0.70)
rastlanmgtir. Tamamen alfa yapisina sahip olan proteinlén ige yine en dik
korelasyon dgerlerine heterojen etkgenlerin etkin old@gu model yaklgamlarinda

rastlanmgtir.
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Bariyer yukseklgi proteinlerin topolojik yapisi ile yakindan biiskisi oldusgu amino
asit baina dgen kath durum enerjisine bakilarak gorulebilir. @k olarak bariyer
yuksekligi proteinlerin yapisal 6zelliklerine, kullanilan helerin icergine gore
degsisim gostermektedir. Model yalkdamlari icinde olmayan heterojen etlileli itici

etkilesmelerin oldgu ve olmadii uzun enimli Go modeli igin farkh enerji

Olceklemeleri goz 6nuine alinarak incelemeler yaglidnr.
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5. SONUC ve ONEHLER

Bu argtirmada temel amacimiz, biyolojik bir molekil olgmoteinleri molekiler
dinamik similasyon metodunu kullanarak basiitémis protein modelleri yardimiyla
kooperatif ve kooperatif olmayan davrgari termodinamiksel olarak incelemektir.
Tam bunlari gercekigirirken deneysel ¢calmalardan elde edilen sonugclarla etie
icinde bulunulmaktadir. Bu lgaamda tercih edilen topolojik olarak kicguk tek beilg
proteinler incelenmtir. Kalorimetrik iki durum kriterini géz o©nine akimizda
genellikle tamamen beta ve alfatbeta yapisina saldap proteinlerin daha yiksek
kooperatif davrani gosterek, termodinamik getgrde acik ve kath konformasyonlar
arasinda bir serbest enerji bariyerinin @dwe iki durumlu davraga sahip olduklari
belirlenmitir. Ayrica tamamen alfa yapisina sahip olan priéein ise bu durumun
tersine genellikle kalorimetrik deneysel iki duruhkmiterinden saparak kooperatif
olmayan davraglar sergileyerek termodinamik olarak bariyersizigegpstermglerdir.
Bu kasilastirmalari ilk olarak bélim 4.1'de gdsterifligibi calisma boyunca ele almi
oldugumuz homojen ve heterojen etkilalerin ayri ayri inceleng 4 ayri model
yaklasimina gore tamamen alfa yapilarindansafukisa zincir uzunguna sahip olan
1BBL proteininin, tamamen beta yapilarindan meydagden daha uzun zincir
uzunlysuna sahip olan 1RLQ proteinine gére daha az kotipdevrans ve daha d§iik
bariyer yuksekli gosterdgi yapilan termodinamik analizler sonucunda belimbéstir.
Yapilan deneysel ¢camalarda 1BBL (Escherichia coli) proteininin barisieer davrang
gosterdgini desteklemektedir (Garcia-Mim al. 2002). Ayrica deneysel olarak yapilan
calismalarin bir ¢cgunda PSBD (Peripheral Subunit-Binding Domain) #@lessahip
olan yaklalk 40 amino asitlik proteinlerin bariyersiz katlaasmna odaklanrgiir.
(Fergusonet al. 2004) ve (Huangt al. 2007) Aynisekilde beta yapilarindan glan
Escherichia coli CspA proteininin iki durum davranve katlanma 6zelliklerine gore
kararlihigli Reid et al. (1998) tarafindan yapilan ¢ghada ortaya cikarilmstir. Boylece
farkl protein yapilarina ve ailelerine sahip yakka50 protein Uzerinden yagtmiz
detayli incelemeler tamamen alfa proteinlerinin ejiékle tzerinde cadtigimiz dort

model i¢in tek durumlu katlanma gdsterdiklerini akdaz! istisnai durumlarin ortaya
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ciktigini gozler 6niine sermektedir. Opie PDB Kodu 1w4e ve 2bth olan iki protein
topolojik olarak neredeyse birbirlerinin aynisi all@rina rgmen lwde tim model
yaklasimlari icin iki durum davrani sergilemektedir. 2bth ise homojen etkili kisa
ve uzun ekimli Go modelleri icin bariyersiz yani tek durumblavrang goésterirken,
heterojen etkilgmli kisa ergimli itici etkilesimlerin oldusu ve olmadi durumda
bariyer yuksekii diger modellere gore artmaktadir. Yine de bariyer wpukgi
1kT'den kicuk olarak bulunmgtur. Tamamen alfa proteinleri icin elde edilergeti
farkli sonuc ise; PDB Kodu 1YZA olan 106 amino asiy/isina sahip proteinde 4 farkli
model icin termodinamik geger bariyersiz olarak gbtzlemlengnolup tamamen alfa
yapisinda olan proteinler arasinda amino asit shgsa digen katll durum enerjisi en
blyuk olandir. Tamamen alfa yapisina sahip olateprierin kristal yapisi incelengli
zaman sarmal yapilardan giuklari icin yerel etkilgimlerin ¢cok olmasi hizli bir
katlanmaya sebebiyet vererek bariyer yukgakiiazaltmaktadir. Bariyer yukseklikleri
acisindan yapiimiz siniflandirmada Liet al. (2007) ve Liu and Gruebele (2008)
yilinda yapmy olduklari 35 WW bdlgeli (domain) proteinler icirexdeysel cajmada

g6z 6nune alinan kriterleri kullanildi. Buna gore;

+ AG* < 1KT ise; bariyersiz gegler
» 1kT < AG* < 3kT ise; bariyersiz geglerin balangici
« AG* > 3KT ise; bariyerli gegier

Olarak siniflandirilabilmektedir. Bu kriterler icielde edilen sonuclar Cizelge 4.5, 4.7
ve 4.9'da gosterilmektedir. Tamamen alfa yapisiahips olan proteinlerin  yerel
etkilesimlerinin sayisi yerel olmayan etksienlerinin sayisindan daha fazla olmasi
katlanmay hizlandirarak bariyersiz gdeie sebebiyet verebilmektedir. Ayrica dénu
(turn) boélgelerinin uzun veya kisa olmasi, sarmagbilarinda Prolin ile glisin amino
asitlerinin bulunmasi, yan zincir boélgelerinin yidurumu gibi ceitli yapisal ve

topolojik farkhliklar alfa yapilari icin sadecerhilcliide belirleyici olmaktadir.
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Burada dikkat cekici bir sonug¢ olarak tamamen glfateinleri dgindaki proteinlerin
bazilarinda da bariyersiz ggleir gozlemlenmitir. Bu durum bariyersiz gegerin,
proteinlerin zincir uzunlgu gibi topolojik 6zelliklerle enerjetik, entropikaktorlerinde
bu siurecte dnemli bir roli olgu gercgine bizi gotirmektedir. Bu anlamda acik ve
katll durum populasyonlari arasinda hasil olan yeain yiksekigine etki eden
faktorleri tum protein aileleri icin ayri ayri ialenmeye catik. Gecgs sicaklginin
bariyer yuksekgine hi¢ bir katkisinin olma@i, amino asit sayisi hma digen kath
durum enerjisinin ise gegisicaklgl icin belirleyici bir kriter oldgu anlgiimistir.
Ayrica tamamen beta yapisindan meydana gelen plateicin kath durumdaki
konformasyonel enerji ve amino asit sayisiiba digen konformasyonel enerji
deserleri bariyer yuksek#i oldukca yiksek korelasyonlar vermektedirler. Bari
yuksekliginde ortaya cikan ggsimler ayni zamanda kooperatif davrdar icin de
onem arz etmektedir. Bariyer yuksektin azaldg durumda yani tek durumlu
termodinamik geglerde daha az kooperatif davrargdzlemlenmektedir. Bu durum

kalorimetrik iki durum kriteri kullanilarak dgulanmaktadir.

Bu calsma boyunca kullanmgioldusumuz modelleme yak$anlari arasinda en dikkat
cekici olan heterojen etkgenli modellemedir. Cinklu bu model ile amino asitler
fizikokimyasal 6zellikleri katlanma dinamiklerinealdil edilmektedir. Boylece amino
asitler arasindaki etkganler daha gercekgi bir hal kazanmaktadir. Bu yakiale daha
onceden siklikla tercih edilen homojen etiildi Go modelleri ile elde edilen

termodinamik sonuclar ile uyum goézlemletimi

Ayrica protein dizayni ¢aimalari ve mutasyonel etkilerin protein dinamiklerialan
katkilarinin anlglmasi acisindan 6nem arz etmektedir. Ancak heterejkilgimli kisa
erisimli ve itici etkilsimlerin dahil edildgi modelleme ile yapilan termodinamik
analizlerde genel olarak tim protein aileri icinkage katli durum populasyonlarini
birbirinden ayiran serbest enerji bariyerinde liikselme s6z konusudur.

Protein katlanmasini tam olarak modelleyebifgréz etkilesim potansiyellerinin

gelistiriimesi acisindan yapilan bu 4 farkli modellengeelde edilen veriler bu anlamda



109

biylk oOnem tamaktadir. Etkilgimlerin uzun veya kisa olmasininda katlanma
dinamigine olan katkisi g6z ardi edilmemelidir. Hatta uzugimli heterojen etkilgimli
model yaklaimlarina gore proteinlerin davratari belirli bir 6lcekleme yapilarak
incelenmelidir. Elde edilen veriler arasindakisitidik ve protein ailelerine goére
yakalanmaya callan uyum proteinlerin dgal yapisinin karmgkligl, cevresel
faktorlerin etkisi, farkli enerjetik yakjamlarin karakteristikleri gbz O6ntne aligdi
zaman hem c¢ok detayli hem de protein bazinda gpbésifgdzlem yapilmy olmaktadir.

Bu calsma icerisinde gedtirilen heterojen etkilgmli model cercevesinde protein
katlanmasi ana blgi altinda mutasyonlarin protein dingfme olan etkileri ve protein

evriminin incelenebilmesi icin temel yaklen olusturmaktadir.
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