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OZET

PROTEIN KATLANMASI DINAMIGI:
TRANSFER EDILEBILIR ETKILESIM POTANSIYELI DIZAYNI ve FARKLI
KOMPLEKSLIK SEVIYELERINE SAHIP YENI MONTE CARLO ve
MOLEKULER DINAMIK PROTEIN MODELLERININ GELISTIRILMESI

Gokhan SELAMET
Doktora Tezi, Biyoenformatik ve Bilisimsel Biyoloji Anabilim Dali
Tez danmismani: Do¢. Dr. Tugba TASKIN TOK
II. Tez damismani: Prof. Dr. Hiiseyin KAYA
Haziran 2023, 97 sayfa

Protein katlanmasi, biyolojik bilimlerdeki en zorlu problemlerden bir tanesidir. Sahip
olduklar1 amino asit dizisi, zincir uzunlugu, kath yapi topolojisi vb.  ozelliklere
bagh olarak, proteinler katlanma kooperativitesi ve katlanma oranlarinda sac¢ilim gibi
farkli termodinamik ve Kkinetik davramislar sergilerler. Bu davramislarin anlasilmasi
ancak farkli karmasiklik seviyelerine sahip protein modellerinin ayrintili incelenmesi
ile gerceklesebilir. Tezin ilk boliimiinde, protein i¢i etkilesim aglarinin, katlanma
termodinamigi ve Kkinetigi {iizerindeki etkileri basitlestirilmis zincir temsilli igceren
molekiiler dinamik model yaklagimi ile 13 farkh protein incelendi. Bariyersiz davranistan,
iki durumlu davramsa termodinamik davranisa gecisin dikkate deger bir sekilde ortalama
etkilesim sayisina bagh oldugu goézlemlendi. Ayrica, onerilen yeni etkilesim diizen
parametresi AEEDP, bagsiz etkilesimlere ilaveten acisal etkilesimleri de icerisine dahil
ederek, proteinin hem Kkinetik hem de termodinamik davranmiglarin aciklanmasinda
kullamlabildigi goriildii. Ikinci boéliimde, tiim atomlarin temsil edildigi Monte Carlo
simiilasyon yontemi icin transfer edilebilir etkilesim potansiyeli tasarlandi. 25,801
proteinin kath yapisi iizerinden veri madenciligi kullanarak, (i) atom c¢iftleri etkilesmesi
(1) N — H---O hidrojen baglari, (i) 7 farkli ardasik amino asit iiclii terimi, (1v)
ardasik aminoasit dortliisii icin istatistiksel etkilesim potansiyeli gelistirildi. Atom ciftleri
etkilesmelerinde, atomlarin zincir iizerinde ki bir birlerine olan mesafesi incelenerek
toplam cift cesidinin 1935,223°e c¢ikartilmas: tartisilmisti.  Monte Carlo simiilasyon
yontemi ile modellen iki o-yapili protein ikisi de basar: ile kararl yapilarina katlanmus,
en diisiik 2.29A RMSD degerine sahip yap1 elde edilmis ve kooperatif katlanma - acilma
gecislert gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Protein Katlanmasi, Protein I¢ci Etkilesim Aglari, Molekiiler
Dinamik G6 Modeli, Transfer Edilebilir Protein Modelleri, Biitiin Atom Temsilli Monte
Carlo Protein Modeli
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ABSTRACT

PROTEIN FOLDING DYNAMICS:
DESIGNING TRANSFERABLE INTERACTION POTENTIALS and
DEVELOPING NEW MONTE CARLO and MOLECULAR DYNAMIC PROTEIN
MODELS WITH DIFFERENT LEVEL OF COMPLEXITIES

Gokhan SELAMET
Ph.D. Thesis, Bioinformatics and Computational Biology
Advisor: Do¢. Dr. Tugba TASKIN TOK
[I. Advisor: Prof. Dr. Hiiseyin KAYA
June 2023, 97 pages

Protein folding is one of the most challenging problems in biological sciences. Depending
on amino acid contents, chain length, native topology, etc., proteins exhibit experimentally
different thermodynamic and kinetic behaviors such as the level of cooperativity and
diversity in the folding rates. Understanding of these phenomenon requires detailed
analysis of theoretical protein models with different level of complexities. In the first
part of this thesis, the effects of intra-chain interaction networks on protein folding
thermodynamics and kinetics are investigated by coarse-grained molecular dynamic
models for 13 different proteins. It was found that the level of thermodynamic
cooperativity from downhill to two-state behavior remarkably depends on the average
connectivity of the intra-chain interaction network. A newly defined contact order
parameter which takes into account angular interaction terms besides the non-bonded
interactions (COWAT) clarifies both the kinetic and thermodynamic behaviours. At the
second part, new transferable interaction potential is developed for all-atom Monte Carlo
protein models. From data mining 25,801 protein folded structures, statistical potential
for: (1) two-body interactions, (11) N — H---O hydrogen bonds, (ii1) 7 different local
consecutive residue triplets (iv) local consecutive residue quadruples terms are generated.
The effect of the chain distance between two atoms on their two-body interaction is further
investigated and total unique pair size is increased to 195,223, Two studied a-structured
protein 1s modeled with Monte Carlo simulation are both successfully folded into their
native structure, with a lowest RMDS value 2.29A and cooperative folding-unfolding
transition is observed.

Keywords: Protein Folding, Protein Intra-chain Interaction Networks, Molecular

Dynamics GO0 Model, Transferable protein models, All-Atom Monte-Carlo Protein
Models
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1. GIRIS ve AMAC

Biyomolekiillerin dinamiginin anlasilmasi saglik alaninda bir¢cok hastaligin teshis ve
tedavi edilmesi bakimindan kritik dnem tasimaktadir. Ozellikle protein katlanmasi
dinamigi hakkinda 90’1 yillardan bu yana yogun arastirmalar yapilmasina ragmen; gerek
deneysel tekniklerin gerekse bilgisayara dayali modelleme calismalarinin yetersizligi
nedeniyle hala istenilen seviyede sonuclar elde edilememistir [1-3]. Bir proteinin
sahip oldugu dizi bilgisi, biyolojik olarak aktif ve kararli olan kath yapisi, biyolojik
fonksiyonu arasindaki iligkilerin ortaya cikarilmasi; proteinlerin sahip olduklar dizi ve
kath yapi cesitliligi ve fizyolojik sartlara olan hassasliklarindan dolay:r inanilmaz zordur.
Proteinlerin gosterdikleri kinetik ve termodinamik davrams cesitliligi [4, 5], mutasyonlar
altinda gosterdikleri yapisal ve kararlilik degisimleri [6]; bu biyolojik makro-molekiillerin
davramglarinin fizyolojik sartlar altinda ne kadar degiskenlik gosterildigini, diger bir
deyisle hassas ve spesifik oldugunu isaret etmektedir. Bugiine kadar proteinlerin farkh
karmasiklik seviyelerinde temsil edildigi, farkli dinamik algoritmalarin kullanildigi,
farkli etkilesim potansiyelleri iceren pek cok bilgisayara dayali protein modelleri
gelistirilmistir [7-11]. Bu modeller yardimiyla proteinlerin katlanma dinamikleri,
dizi-kath yapi-kararlilik-biyolojik fonksiyonlar: hakkinda ¢cok sey anlasilabilmis olmasina
ragmen halen ihtiya¢ duyulan seviyede degildir. Mesela, dinamik konformasyonel gecisler
ithtiva eden ve tiim proteinler icin deneylerle birebir uyumlu protein katl yapilar, katlanma
termodinamigi ve kinetigi davramiglan elde edilebilen bir protein modeli maalesef hala
gelistirilememigstir.  Basarihi olarak atfedilen modeller; genelde protein spesifik olan
[12, 13] veya kisith sayida cok kiiclik proteinler icin basarili sonuclar verebilen [11, 14]

protein modelleridir.

Bu tez calismasinda; amino asit dizi igeriklerine, zincir uzunluklarina ve iginde
bulunduklar: fizyolojik sartlara gore tamamen farkh kinetik ve termodinamik davraniglar
sergileyebilen proteinlerin bu davramglarinin altinda yatan temel fiziksel prensiplerin
ortaya c¢ikarilmasi amaclanmaktadir. Bu baglamda; deterministik ve stokastik model

yaklasimlarma dayali farkli algoritma ve simiilasyon yontemleri kullanilarak ve veri



madenciligine dayal transfer edilebilir istatistiksel etkilesim potansiyelleri gelistirilerek;
farklh karmagsiklik seviyesine sahip zincir temsilli basitlestirilmis protein spesifik ve

atomistik protein modelleri olugturulmustur.

Molekiiler dinamik simiilasyon yontemi ve basitlestirilmis zincir temsili iceren protein
spesifik model yaklasimi kullanarak; protein i¢i farkh etkilesim aglarinm, protein
termodinami8i ve Kinetigi iizerinde ki etkisi detayh bir sekilde incelenmis ve deneysel
olarak kooperatif davranig gosteren proteinlerin bu davramislarim betimleyen yeni
bir etkilesim ag diizen parametresi gelistirilmistir.  Diger taraftan, Monte Carlo
simiilasyon yonteminin kullanildigi, proteinlerin tiim agir atomlarmin temsilini iceren,
bu tez kapsaminda gelistirilen ve tiim proteinler icin kullanilabilecek transfer edilebilir
istatistiksel etkilesim potansiyelleri kullanilan, gercege en yakin fakat cok daha yiiksek
karmasiklik seviyesine sahip zincir temsilli yeni bir protein modeli gelistirilmistir.
Gelistirilen bu model, yakin gelecekte bu alandaki bir ¢ok problemin anlasilmasinda ve

¢Oziimiinde biiyiik katkisi olacag tahmin edilmektedir.
Ozellikle belirtilmesi gerekir ki, bu tez ¢alismasi kapsaminda; yeni bilimsel algoritmalar,
yeni protein modelleri, yeni transfer edilebilir istatistiksel etkilesim potansiyelleri ve yeni

simiilasyon yazilimlar: bir biitiinliik icerisinde gelistirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Protein Katlanmasi

Protein katlanmasi1 problemi 60 yillarin baslarindan miyoglobin proteinin [15, 16]

3-boyutlu kristal yapisinin kesfinden bu yana gizemini korumaktadir.

Proteinleri olusturan atom veya amino asitlerin 3-boyutlu konformasyon uzayinda i¢ine
girebilecekleri durum sayist veya serbestlik derecesi olaganiistii yiiksek olup, mesela
100 amino asite sahip bir proteinin olusturdugu konformasyon uzayinda icine girilebilir
durumlarin tamaminin ziyaret edilebilmesi cok uzun yillar alacaktir. Fakat aym biiyiikliige
sahip bir proteinin katlanma siireleri farklilik gostermekle birlikte ortalama olarak
mili-saniye mertebesindedir. Dolayisiyla, bir protein katlanirken konformasyon uzayinin
biittin durumlan ziyaret edilmeksizin, en diisiik enerjili kath yapiya dogru bir secicilik
veya yonlendirme neticesinde ¢ok daha kisa siirede ulagsmakta ve bu Levinthal paradoksu
olarak adlandirilmaktadir. [17] Bu baglamda, farkli amino asit icerigi ve dizilimine sahip
proteinlerin deneylerden elde edilen ve en diisiik enerjili olduklar kabul edilen 3-boyutlu
kath yapilarina [ 18]; hangi fiziko-kimyasal siire¢ler sonucu ulastiginin anlasilmasi, protein

katlanmasi calismalarinin en temel amaclarindan bir tanesidir.

Bir canhda yiizbinlerce farkh protein, farkli miktarlarda bulunmaktadir. Ornek olarak,
insanda 20.687 adet protein kodlayict gen bulunur [19], yani insan viicudunda yaklagik
olarak 70 1ile 100 bin arasi farkli protein bulundugu diisiiniilmektedir. Dogada ki
milyonlarca farkli canl tiirii oldugu diisiiniildiiglinde toplamda milyarlarca farkli dizilimde
protein oldugunu kabaca hesaplayabiliriz. Her proteinin kendine has bir zincir dizilimi ve

buna bagh olarak kristal yapis1 bulunmaktadir.

Giiniimiizde deneysel olarak proteinlerin 3-boyutlu yapilart X-Isini kristalografi [20],
NMR [21], elektron mikroskopi [22] vb. yontemler ile elde edilmektedir. Farkli deneysel
yontemlerle elde edilen protein kath yapilari; 1971 yilindan bu yana herkesin erigsimine

acik olan protein veri bankasinda tutulmaktadir [23].



Bu veri bankas: ilk kuruldugunda toplamda sadece 7 adet proteinin kristal yapisi elde
edilmisti [23]. Ancak giiniimiizde bu veri bankasi kanaliyla 200,000’e yakin proteinin
kath yapisina ulagsmak miimkiin olup, bu sayr her gecen giin hizla artmaya devam
etmektedir [24]. Kuruldugu yildan bu yana, ¢oziimlenen kristal yapr sayist 28,000
katlik bir artis gostermesine ragmen, dogada bulunan toplam protein ¢esitliginin milyarlar
mertebesinde bulundugunu goz oOniine aldigimizda, hala yapisi bilinen protein sayisi
oldukca azdir. Bir proteinin kath yapisinin deneysel yontemler (6zellikle, X-1simi
kristalografi) kullanilarak elde edilmesi hem maliyetli ve hem de zaman alici bir islemdir.
Ayrica, kristallestirmekte ki ve sentezlemekte ki zorluklar sebebi ile deneysel olarak her

proteinin kristal yapsinin elde edilmesi her zaman miimkiin olamamaktadir [25].

Kath veya fonksiyonel yapisi bilinmeyen proteinlerin sayismin fazlahigi ve deneysel
zorluklar goz oOniinde bulunduruldugunda, proteinlerin kath yapilarinin bilisimsel

yontemler kullanilarak ortaya c¢ikarilmasi kritik 6nem tasimaktadur.

2.2 Protein Katlanma Dinamiginin Modellenmesi ve Yap1 Tahminlerinin Gelisimi

2.3 Protein Spesifik Model Yaklagimlari: Go Modeli

[k olarak 1975 yilinda Nabuhiro Go tarafindan onerilen bu model yaklasimi [26-29],
protein dinamigi modelleme caligmalarinda 6zel bir yer tutmaktadir. GO modeli,
ulasilmas: hedeflenen protein kath yapisinda bulunan etkilesmelerin, o proteinin

dinamiginin temel belirleyicisi oldugunu varsaymaktadur.

Daha detayl ifade etmek gerekirse; GO0 modeli yaklasiminda sadece ve sadece kath
yapida birbirleriyle etkilesen atom veya amino asit ciftleri dinamik siiresince birbirleriyle
etkilesebiliyorlar ve dolayistyla konformasyon enerjisine katkida bulunabiliyorlar. Ornek
olarak Sekil.2.1°de 2-boyutlu kare latiste kathi yapisi verilen bir protein incelendiginde;
iki tane alanin (A; ve Aj) ve iki tane glisin (G; ve Gy) amino asitlerinin bulunmakta
oldugu ve kath yapida sadece (A, G>) amino asit ¢iftinin etkilestigi goriilecektir. Esasen
konformasyonel gecisler sirasinda bu dort amino asit i¢in alti tane olasi amino asit
¢ifti (A1, A2), (G1,Ga), (A1,Gy), (A1,G2), (A2,Gy). ve (A2,Gy) etkilesimi miimkiin
olabilecektir. Ornegimizde oldugu gibi; eger kath yapida sadece (A,G;) amino
asit cifti etkilesiyorsa, diger bes amino asit ¢ifti etkilesim mesafesine gelseler dahi

etkilesmedikleri kabul edilmektedir. Diger bir deyisle, kullanilan enerji fonksiyonu
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her proteinin kath yapisindaki etkilesmelere gore dizayn edilmekte ve sadece o protein
icin kullanilabilmektedir. Bu nedenle, GO6 modeli protein spesifik model olarakta
adlandiriimaktadr.

Sekil 2.1 : 2 boyutlu kare latis iizerinde protein kath yapi temsili. Bu temsili gosterimde
gri renkli daireler alanin (ALA, G) ve glisin (GLY, G) olmayan amino asit
cesitlerini, yesil renkli daireler glisin (G ve G7) ve mavi renkli daireler alanin
(A ve Aj) amino asitlerini, daireler arasindaki diiz kalin siyah cizgiler
kovalent baglarini, kesikli kirmizi ¢izgiler ise kath yapidaki etkilesimleri
tasvir etmektedir. Kath yapida etkilesen tek alanin glisin ¢ifti, (As, G2)’dir.

Ne kadar fiziksel oldugu halen tarisma konusu olan Go modeli: 6zellikle deneysel olarak
iki-durum termodinamik [30, 31] (keskin sigmoidal veya "ya hep ya hi¢" benzeri) ve
kinetik davranist gosteren proteinlerin bu davramslarinin altinda yatan mekanizmalarin
neler oldugunun anlasilmasinda, ve katlanma oranlarindaki ¢esitlilik/farkliliklarin protein
topolojisinin bir temsili olan Etkilesim Diizen Parametresi (EDP) [32] arasindaki iligkinin

gosterilmesindeki bagarisindan sonra yaygin kullanilmaya baslanmustur.

Belirtilmesi gerekir ki, bir proteinin dinamik davramslarini Go modeli kullanarak
inceleyebilmek i¢in o proteinin kath yapisinin bilinmesi gerekmektedir. Atom veya amino
asitlerin sadece latis koselerinde (ayriklastirilmis uzayda) olabilece8i modellerin disinda
[33], stirekli uzayn her noktasinda bulunabilecek [34] (yani, ¢ok daha yiiksek sayida olasi

konformasyon geometrilerinin miimkiin oldugu) modellerde atom veya amino asitlerin



birbirlerine gore mesafeleri ve/veya ilgili diger a¢i terimlerinin kath yapidaki degerleri

denge degerleri olarak kullaniimaktadir.

2.3.1 Amino Asitlerin Cy Atomlar: ile Temsil Edildigi Kabalastirilmis Protein
Molekiiler Dinamik Go Modeli

Zincir temsilli protein modellerinde amino asitler; (1) sadece tek atom (genellikle Cy
atomu) ile [34], (i1) omurga atomlarmnin Cy atomu ve kenar zincir grubunun Cg atomu ile
[35], veya (111) tiim agir atomlan ile temsil edilebilir [36]. Dolayisiyla her protein temsili

farkli seviyelerde komplekslik, karmasiklik ve serbestlik derecesini ithtiva edebilecektir.

Bu tez calismasinin bir parcasi olarak amino asitlerin sadece Cy atomlar ile temsil
edildigi GO modeli ele alinacak ve Langevin dinamigi iceren Molekiiler Dinamik
Simiilasyon yontemi kullamlarak; farkli mesafe kriteri tanimlarina gore proteinlerin kath
yapilarinda hiyerarsik bir sekilde olusturulan etkilesim aglarinin protein termodinamigi
ve kinetigindeki rolii detayli incelenecektir. Buna ek olarak, o-yapili, B-yapili ve & +
B-yapili protein ailelerine mensup iki-durum termodinamik ve kinetik davranisi gosteren
her bir protein ailesinden 4 tane olmak iizere toplam 12 proteinin bu davraniglarini
betimleyebilecek ve ayrica bu proteinler icin olusturulan farkh etkilesim aglarindan elde
edilen katlanma oranlarimin hem deneysel gézlemler ile hem de kendi aralarinda yiiksek

korelasyon verecek yeni bir etkilesim diizen parametresi gelistirilecektir.

2.3.2 Model Konformasyonel Enerji Bilesenleri

Amino asitlerin sadece Cy atomlan tarafindan temsil edildigi en basit zincir temsilli
molekiiler dinamik GO protein modelleri, 2000’11 yillarinda baslarinda kullanilmaya
baslanmigtir [37,38]. Bu model yaklasiminda proteinlerin konformasyon enerjisi, Vionf:
(1) aralarinda kovalent bag olmayan amino asitler arasinda gerceklesen etkilesmeleri
tasvir eden ve "yerel olmayan" veya "bagsiz" etkilesim enerjisi olarak adlandirilan
Vbagsiz seklinde ifade edilen enerji terimi, ve (i1) protein ikincil yapilarmin (sarmallar,
[3-tabakalart vd.) kath yapida gozlemlenen geometrik detaylarda tasvirini saglamak i¢in
protein zinciri iizerinde ardisik olan amino asitler arasinda tanimlanan ve "yerel"” veya
"acisal” etkilesim enerjisi olarak adlandirilan Vyere) veya Viesal seklinde gosterilen enerji

terimlerinin toplami (Esitlik 2.1)

Vionf = Vbagmz -+ vaglsal (2.1)



olarak tanimlanmaktadir.

Amino asitler veya atomlar {izerine etkiyen kuvvetler veya kuvvet alanlari ise

konformasyon enerjisinin negatif gradiyenti olarak hesaplanmaktadir (bkz. Esitlik 2.2).

F = —VWViess (2.2)

Kuvvet alanlari, protein katlanmasi simiilasyon calismalarinda, dinamik siiresince
birbirleriyle etkilesim icerisinde bulunan parcaciklarin nasil etkileseceklerinin, fiziksel ve
matematiksel olarak tanimlanmasidir. Bir amino asitin, baska herhangi bir amino asit ile
ne kosulda ve ne siddette etkilesim icerisinde olacaginin belirlenmesi kuvvet alanlarinin
tanimlanmasi ile gerceklesir. Bu nedenle, bir modelleme calismasinda ki en 6nemli bilesen
kuskusuz tanimlanan kuvvet alanlaridir. Parcaciklarin birbirler: arasindaki etkilesimlerin
sonucunda gerceklesecek konformasyonel gecisleri veya parcaciklarin yer degistirmesini;
model i¢in tanimlanan kuvvet alanlar belirler. Benzer sekilde, konformasyon uzayimin
ne derece diizgiin ve dogru olarak 6rneklendirilecedi; yine tammmlanan kuvvet alanlari
tarafindan belirlenir. Dolayisiyla, deneysel gozlemlerle uyumlu bir protein katlanmasi
dinami@i ancak kuvvet alanlarin dogru bir sekilde tasvir edilmesi ile gerceklesir [39].
Eksik veya yanhls tanimlanan kuvvet alanlarindan elde edilecek simiilasyon sonuclari

deneyler ile Ortiismeyen sonug iireteceklerdir.

GO0 modelinde kullandifimiz etkilesim enerji terimlerini yerel ve yerel olmayan

etkilesimler olmak iizere iki ayr1 gruba ayrilarak asagida aciklanacaktir.

2.3.2.1 Yerel - Acisal etkilesmeler

Yerel etkilesmeler (agisal etkilesimler), zincir iizerinde birbirlerine kovalent bagi ile bagh
olan ardisik atom veya amino asitler arasinda tanimlanan etkilesimlerdir. Protein zinciri
izerinde yerel olan bu atom veya amino asit gruplari; aralarindaki kovalent baglarindan
dolayr daha kisith geometrilere sahip olabilmekte, fakat ayn1 zamanda protein zinciri
tizerinde birbirine yakin (ardisik) olduklari icin entropik olarak bu kisith geometrilere daha

kisa siirede ulasabilmektedirler.

Mevcut modelleme calismamizda gerilme, biikiilme ve burulma olmak iizere ii¢ farkhi
acisal etkilesim enerji terimi ele alinmustir [40]. Basitlestirilmis zincir temsili iceren

modelimizde yukanida ifade edildigi gibi; her bir amino asit sadece bir Cy atomu ile temsil



edilmektedir. Bu nedenle, protein kath yapisindan elde edilecek ve simiilasyonlarda denge
degerleri olarak kullanilacak tiim mesafe ve a¢i1 parametrelerinin degerleri, C, atomlari

arasinda tanimlanmastir.

(@) (b)

Sekil 2.2 : Protein zinciri tizerinde ardisik olan amino asitler arasinda tanimlanan (a)
gerilme, (b) biikiilme ve (¢) burulma terimlerinin goésterimi. Yesil daireler
amino asitlert (modelde Cy atomlari) ve kalin siyah cizgiler kovalent baglarim
temsil etmektedir. Kirmizi kesikli ¢izgiler ise her acisal terimde birbiri {izerine
kuvvet uygulayan amino asit ¢iftlerini géstermektedir.

Acisal toplam potansiyel enerji; gerilme, burulma ve biikiilme enerji terimlerinin

toplamina esittir (Esitlik 2.3).

Vacisal = Verilme 1+ Vbiikiitme + Vburulma (2.3)

Her acisal etkilesim enerji teriminin konformasyonel enerjiye katkisi, protein zincir
uzunluguna bagh olup sabittir. Mesela, zincir uzunlugu (L) olan bir protein icin gerilme,
biikiilme ve burulma enerji terimlerinden kaynaklanan etkilesim sayilari, sirasiyla L — 1,

L—2 ve L— 3tir.

2.3.2.2 Gerilme terimi

Gerilme terimi protein zinciri iizerinde ardisik iki amino asit arasindaki kovalent bag
uzunlugunun, kath yapidan elde edilen denge mesafesi degeri etrafinda harmonik osilator

gibi salinmasim tanimlamakta ve matematiksel formu Esitlik 2.4°de verilmektedir.

N—1
Vgerilme: Z Kr(rij_"g.)j)2 (2.4)

gerilme

Esitlikte 2.4’de (i,j) aminoasit ¢ifti icin protein kath yapisindan elde edilen denge

mesafesi rf), ile gosterilmistir. Amino asit ¢iftinin bulundugu konformasyondaki mesafesi

0

9 . . . . .
ri;)~ terimindeki parantezin karesi denge

0>
i

ise r;; ile gosterilmistir. Dider taraftan, (r;; —

mesafesi Y. etrafinda harmonik salininu saglamakta ve r; j nin degerini 7

i nin degeri ile

aynt veya cok yakin degerlerde kalmasini saglamaktadir. Yine, Esitlik 2.4’de K, terimi
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etkilesim biiyiikliigiinii temsil etmekte ve aksi belirtilmedigi siirece, amino asit farklilii

gozetmeksizin degeri 100€ olarak sabit tutulmustur.

2.3.2.3 Biikiilme terimi

Biikiilme veya egilme enerji terimi protein zinciri iizerinde ardisik olan {ic amino asit
arasinda tanimlanmaktadir. Daha acik anlatimla, bu ardisik iic amino asiti birbirine
baglayan iki kovalent bag arasinda tanimlanan biikiilme agis1 ;. 'nin (bkz. Sekil 2.2(b)),

yine protein katli yapisindan elde edilen 6"

i ik denge degeri etrafinda harmonik osilator gibi

salinmmini tasvir etmektedir.

N—2
Wbiikiilme = Z Ko (0;x — 9,-(};\—)2 (2.5)

biikiilme

Biikiilme enerji teriminin matematiksel formu Esitlik 2.5°de verilmistir. Bu esitlikte, Kg
terimi etkilesim biiyiikliigiinii temsil etmektedir. Aksi belirtilmedik¢e amino asit farkliligi

gozetmeksizin etkilesim biiyiikliigii Kg = 20€ olarak alinmis ve sabit tutulmustur.

2.3.2.4 Burulma Enerji Terimi

Burulma enerji terimi ise protein zinciri iizerinde ardisik olan dort (i, j,k,/) amino asitleri
arasinda tanimlanmaktadir. Soyle ki, ilk {i¢ (7, j, k) amino asitlerinin olusturdugu plaka ile
son ii¢ (/,k,/) amino asitlerinin olusturdugu plaka arasinda tanimlanan burulma acisi ¢;
(bkz. Sekil 2.2(c¢)) ile, yine protein kath yapisindan elde edilen ¢8.k, denge degeri farkinin
bir kosiniis fonksiyonu olarak tasvir edildigi ve matematiksel formu Esitlik 2.6’da verilen
etkilesim enerji terimidir.

N-—3

! o i3
Vouralma = 3, {Ké', (1 —cos(@iju — ) +K<(o (1 —cos3(iu — %))} (2.6)

burulma

Esitlik 2.6’da, K, ve Ky terimleri etkilesim biiyiikliiklerini temsil etmektedir. Aksi
belirtilmedigi siirece amino asit farkliligi gozetmeksizin etkilesim biiyiikligii sirasiyla

K, = le ve K, = 0.5¢ olarak alimus ve sabit tutulmustur.

Esitlik 2.6 ile verilen burulma enerji terimi, periyodik matematiksel fonksiyonlar icermesi
dolayisiyla gerilme ve biikiilme enerji terimlerinden farkhidir. Burulma enerji terimi
periyodu 27 olan cos(¢;x — <p3.k ;) fonksiyonu ve periyodu %71: olan cos3(¢;jx — <p8.k,)
fonksiyonu terimlerini iceren iki kisimdan olusmaktadir. Bu nedenle, burulma enerji

terimindeki serbetlik derecesi, gerilme ve biikiilme enerji terimlerine nazaran daha
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yiiksektir.  Belirtilmesi gerekir ki; x = 0 oldugunda cosx = cos3x = 1 degerlerini

almaktadir. Dolayisiyla, ¢; ;= ¢gk, oldugu zaman Egitlik 2.6’daki 1 —cos(¢; jx — ¢8‘k1) ve

1 —cos3(;jk — ¢g.k,) ifadelerinin her ikisi de sifira esit olmaktadir. Diger bir deyisle, eger
y o 3 % 4 0 s Ay id

burulma agisi ¢; j, nin degeri, burulma agisinin denge degeri olan chk ; ye esit ise burulma

enerji teriminden konformasyon enerjisine herhangi bir katki gelmemektedir.

o i 2l iz s
Benzer durum, r;; = r;; ve 0; ik = 9,'

enerji terimleri icin de gecgerlidir.  Buradan anlasilacagi iizere; tiim acgisal enerji

ij oldugu durumlarda sirasiyla gerilme ve biikiilme

terimlerinin  konformasyonel enerjiye Kkatkisi, sadece acisal parametre degerlerinin
denge degerlermden farkli oldugu durumlarda gerceklesmektedir. Bu katki, siirekli
pozitif degerler icermekte olup, amino asitlere uygulayacaklar: kuvvetler onlarin denge
degerlerine sahip olmalarimi saglayacak dogrultuda olacaktir.  Diger bir deyisle,
kullandigimiz Go6 modeli i¢cin protein kathi yapr konformasyon enerjisine, acisal enerji

katkisi sifirdir ve sadece bagsiz etkilesmeler konformasyonel enerji degerini belirler.

2.3.3 Yerel Olmayan - Bagsiz Etkilesmeler

Bagsiz etkilesimler, protein zincir tizerinde aralarinda kovalent bagr bulunmayan amino
asit arasinda gerceklesen etkilesimler olarak tanimlanir. Fiziko-kimyasal olarak proteinler
Van der Waals etkilesmesi, yiik-yiik (Coulomb) etkilesmesi, hidrojen bagi, siilfiir bagi
vd. etkilesmeler protein kararlihigi ve katlanmasi dinamiginde 6nemli rol oynayan
bagsiz etkilesimlerdir. Ozellikle hidrofobik etkilesimlerin sicakliga bagimlihgi, farkls
pH’larda histidin amino asitinin farkli karakteristikler gostermesi, farklhi denaturant
oranlarinda etkilesim siddetlerinin degisimi diisiiniildiigiinde; proteinlerin fizyolojik

sartlardaki degisimlere karsi ne kadar hassas oldugu anlasilacaktir.

Fakat protein spesifik Go modelimizde, amino asit ¢esitliligi gz 6niine alinmamakta ve
olasi tiim bagsiz etkilesme siddetlerinin esit oldugu kabul edilmektedir. Ayrica, bagsiz
etkilesmelerin protein zinciri {izerinde birbirleri arasindaki mesafe |i — j| > 4 kriterini
karsilayan amino asit ciftleri1 arasinda gerceklestigi kabul edilmektedir. Ciinkii tiim
acisal enerji terimleri, zincir iizerindeki mesafeleri |i — j| < 4 kriterini saglayan amino

asitler arasinda hesaplanmaktadir. Dolayisiyla, |i — j| < 4 kriterini saglayan amino asitler

arasinda bagsiz etkilesme tanimlayip konformasyon enerjisine dahil etmek, zincir iizerinde
yerel olan |i — j| < 4 kriterini saglayan amino asitler arasindaki etkilesmelerin protein

dinamigi icindeki agirh@ini asin arttiracak ve zincir iizerinde birbirlerine daha uzak

10



mesafelerde olan amino asitler arasinda gerceklesen etkilesmelerin dinamige katkisini

azaltacaktir. Diger bir deyisle, |i — j| < 4 kriterini saglayan amino asitler arasindaki

etkilesmelerden acisal enerji terimleri, |i — j| > 4 kriterini saglayan amino asitler arasi

etkilesmelerden bagsiz etkilesmeler sorumlu olacaklardir.
Kullandigimiz G6 modelinde bagsiz etkilesme enerjisi; protein kath yapisinda var
olmayan sterik etkilesme enerjisi Vierix ve protein kath yapisinda var olan bagsiz etkilesme

enerjilerinin Vi, toplamindan olusmaktadir (bkz. Esitlik 2.7).

Vbagmz = Viterik + Vil (2.7)

2.3.3.1 Sterik etkilesme enerjisi

Sterik etkilesme enerji terimi, protein kath yapisinda birbirleriyle etkilesmeyen amino
asitlerin dinamik konformasyonel gecisler sirasinda i¢ ice ge¢cmelerini engellemek icin

kullamiImaktadar.

sterik o { Tsterik 12
sterik sterl
Viteric = ). € ( ) (2.8)
i< j—4 Fij

Kullanilan potansiyel enerji formu esitlik 2.8°de verilmistir. Esitlikte kullanilan rgeik
biitiin amino asit ¢iftleri i¢in sabit 4A alinmistir. Amino asit ¢ifti (7, j) arasindaki 6klidyen
uzaysal mesafesi r;; ile gosterilmigtir. Etkilesim siddeti eSerik jle gisterilmis, biitiin amino

asit ciftleri icin esit olarak secilmis ve £3"'¥ = 1¢ biiyiikliigiindedir.

2.3.3.2 Lennard-Jones (LJ) etkilesme enerjisi

Proteinlerin kathh yapisinda hangi atom veya amino asitlerin etkilestigi genellikle
tanimlanan mesafe kriterlerine gore yapilmaktadir ve literatiirde birbirinden oldukca farklhi
tammmlamalar mevuttur. Bu mesafe se¢ciminde hedeflenen sey; iki atomun birbirinden
etkilenmeyecegi veya etkisini hissetmeyecegi bir "etkilesim sona erim mesafesi” (rese)
tanimlayarak protein kathi yapilarindaki etkilesim aglarinin  dogru bir sekilde
belirlenmesidir. Basitlestirilmis model yaklasimlarinda genellikle atomlar arasindaki
fiziko-kimyasal farkliliklar g6z ardi edilerek tiim farkli atom tiirleri icin ayni reqe mesafe

kriteri tanimi yapilmaktadir (mesela, tiim atom ciftleri i¢in rege < 4A).

Verilen herhangi bir r. degeri icin kath yapida etkilestikleri belirlenen amino asit ciftleri
arasindaki bagsiz etkilesmeler icin literatiirde genellikle Esitlik 2.9 verilen ve mesafeye
gore degisimi Sekil 2.3’te kirmizi renkli ¢izgi ile gosterilen, 10-12 Lennard-Jones (LJ)
uzun erisimli etkilesme formu kullanilmistir.
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o ki Ay 10 PO\ 12
uzunerisimli, ath 1] 1]
Vicath (rij) = Z &ij 6 ” =3 (2.9)

i<j—4

= Uzun Erisimli
— Kisa Erigimli

!

r rg +14

¥..
g

Sekil 2.3 : 10-12 Lennard-Jones etkilesme enerjisinin kisa (siyah) ve uzun erisimli
(kirmizi) formlarinin mesafeye gore degisiminin gosterimi.

Fakat bu tez cahsmasinda oOzellikle matematiksel formu Esitlik 2.10’da verilen ve
mesafeye bagh degisimi siyah renkli diiz ¢izgi ile Sekil 2.3°te gosterilen kisa erisimli L]
bagsiz etkilesme enerji formu kullanilmistir. Bunun nedeni ise; 2013 yilinda yayimnlanmis
bir calismada [41] deneysel olarak iki-durum termodinamik ve Kinetik davranisi gosteren,
en kiiciigii 41 en biyiigii ise 126 amino asite sahip toplam 52 proteinin kinetigi
calismasmdan elde edilen sonuclardir. Soyle ki, ilgili proteinlerin deneysel katlanma
oranlan incelendiginde; en hizli ve en yavas katlanan proteinlerin deneysel katlanma
oranlarinda 10°%® katlik muazzam farklilik oldugu ve benzer 10>®! kathk farkhligmn
sadece kisa erisimli LJ bagsiz etkilesme formunun kullanildigi model yaklasinu ile elde

edilebilmis olmasidir.

) 10 12

kath 0 0

kisa erisimli . 1 katli 6 ’ij 5 rij : 210

Viatl: (rij) = ). €ij == == == +wij|  (2.10)
| — W,'j l’,'j I,'j

i<j—4

12



Esitlik 2.10°daki r?j terimi proteinin kath yapisindan elde edilen (i, j) amino asit ¢ifti
icin denge mesafesini, r;; terimi konformasyondan konformasyona degeri degiskenlik
gosterebilen amino asit ciftleri arasindaki mesafeyi, 8}‘7‘“‘ terimi ise kath yapida etkilesen
amino asitlerin bagsiz etkilesim siddetini ifade etmektedir. E}fi"‘""nm degeri, amino asit

ciftleri arasindaki biitiin bagsiz etkilesimler icin ayni 8}3-3"1

= l& olarak belirlenmistir.
Ayrica wj; terimi ise rf)j denge degerinden 1.4 A uzaklikta kisa erisimli LJ enerji
fonksiyonunu sifira kaydirmak i¢in tammmlanan ve degeri uzun erisimli LJ enerji

formundan elde edilen ve fiziksel bir anlami olmayan bir kaydirma parametresidir.

2.4 Proteinlerde termodinamik kooperativite

iki durum davrams1 gosteren kiiciik proteinlerin, kalorimetri deneylerinde kalorimetrik
entalpi ile van’t Hoff entalpi arasindaki orani k'nin 1 civari degerler aldigi1 deneysel olarak

gozlemlenmistir [42].
_ AH kal
AH\.'H

K ~ 1 (2.11)

Kalorimetrik entalpt AHy,., sabit basing altinda farkli sicakliklarda olciilen 181
kapasitesi degerlerinin olusturdugu, is1 kapasitesi egrismin altinda kalan alan olarak
tanimlanmaktadir. Esitlik 2.12°de kalorimetrik entalpi icin matematiksel formiilasyonu

gosterilmistir.

Aliq = / dTCp(T) (2.12)

Esitlik 2.12°deki Tj ve T sicaklik terimleri, katlanma ve agilma gecislerinin gerceklestigi

sirastyla en diisiik ve en yiiksek sicaklik degerlerine karsilik gelmektedir.

Gecis sicakhiginda tanimlanan van’t Hoff entalpt AHyy 1se, 1s1 kapasitesinin
maksimumunun bir fonksiyonu olarak tanimlanmis ve matematiksel formu Esitlik 2.13 de

verilmistir.

AHyy = 2T iyax \/kBCPTmax (2.13)

2.5 Protein katlanma Kinetigi

Proteinlerin zamana bagh davramglart arasinda; oOzellikle katlanma oranlarindaki
degiskenlikler (pico saniye mertebesinden [43] - mili saniye mertebesine [44]) , farkh

denaturant miktarlarinda gozlemlenen lineer olan ve lineerlikten sapan katlanma ve
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acillma oram degisimleri (Chevron grafikleri) hem deneysel [6, 31] hem de teorik
[5, 34|calismalarda lizerinde en yogun arastirma yapilan protein kinetik analizleridir.
Proteinlerin agik yapidan kath yapiya ilk ulastigi/gectigi siire veya katlanma siiresi (#y)
olarak tanimlanmaktadir. Diger taraftan, farkl baslangic¢ kosullari ile elde edilen katlanma
stirelerinin ortalamasi, "ortalama ilk gecis siiresi" (OIGS) olarak tanimlanmaktadir (bkz.
Esitlik 2.14).

OIGS = % f‘, t (2.14)

i=1

Ortalama 1lk gecis siiresinin tersi olarak katlanma oranlan (k) tanmmlannmustir.

l

k= 5IGS

(2.15)
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Molekiiler Dinamik Simiilasyon Programi

Proteinlerin modellenmesi calismalarinda sik kullanilan yontemlerden birisi molekiiler
dinamik simiilasyon yontemidir. Ozetle bu yontem sistemdeki parcaciklara etki
eden kuvvetlerin hesaplanmasi ve bu kuvvetlerin neticesinde birim zaman aralifinda

parcaciklarin konumlarinin hesaplanarak hareket ettirilmesine dayanmaktadr.

Bu tez calismasi kapsaminda gelistirilecek yeni protein modellerinin ¢calisilmasi icin bir
simiilasyon programina thtiya¢ vardir. Literatiirde protein katlanmasi i¢in kullanilan bir
cok simiilasyon programi mevcuttur. Bunlara ornek olarak; GROMACS [45], NAMD
[46], LAMPPS [47] verilebilir. Ayrica protein katlanmasi icinde kullanilabilecek, cok

amach gelistirilmis molekiiler dinamik kiitiiphaneleri de mevcuttur [48].

Tez kapsaminda mevcut olan programlarin kullanmilmasi degerlendirilmistir.  Ancak
iki temel sebebten bu programlarin kullamlmasindan vazgecilmistir.  Birinci sebep,
mevcut programlarda ki kuvvet ve enerji fonksiyonlarimin matematiksel formlarmin
degistirilmesinin miimkiin olmamas1 yada kisisellestirmenin kisith olmasidir.  Ayrica
bir cok program mimarisi geregi, kisisellestirildigi durumda hesaplama performansi
diisiik olmaktadir. Ikinci sebep ise; benzer sekilde simiilasyon dinamigi siiresince
yapilmasi planlanan analizlerin sisteme dahil edilmesinin ¢ok kisitlayict olmasindan
kaynakhdir. Ge¢gmis ¢alismalardan elde edilen tecriibeler, 6zellikle etkilesim potansiyeli
gelistiriimesine yonelik bilimsel ¢calismalarda modiiler ve esnek simiilasyon motorlarinin
chemmiyetinin anlagilmasini saglamistir. Bu noktada, tez calismasi sirasinda gelistirilecek

molekiiler dinamik modeller i¢in yeni bir simiilasyon progranu tasarlannustir.

3.1.1 Molekiiler Dinamik Motoru: GoMDM

GoMDM, bu tez calismasmin bir parcasi olarak basitlestirilmig zincir temsilili protein
katlanmasi1 modelleri icin 6zel olarak tasarlanmis bir molekiiler dinamik simiilasyon

motorudur. Her ne kadar programlama mimarisi, biitiin agir atomlarin temsil edildigi
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bir model icin uyumlu olarak tasarlansada, bu tez kapsaminda sadece molekiiler dinamik
simiilasyon yontemi ile sadece basitlestirilmis zincir temsilli, protein spesifik modeller
kullanildig1 icin GoMDM ' in odak noktasi bu yonde daraltilmistir. GoMDM ' nin icerisinde
parcacik hareketleri Langevin dinamigi [49] ve Verlet hiz algoritmasi [50] kullanilarak
yapilmaktadir. Simiilasyon dinamikleri 2003 yilinda Kaya ve Chan [40] tarafindan

yayinlanan makale ile uyumlu olarak, verlet iz algoritmasi ise Veitshans ve arkadaslarinin

Aksiyonlar

[51] makalesini baz alarak yapilmistir.

Parcaciklar

Kitlelerr |J—»| —~ccccac-d P ‘
Sicaklik

' | ' ' '
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[ Kuvvet Fonksiyonlari

Sekil 3.1 : GoMDM calisma semasi; girdileri ve girdilerin GoMDM nin icindeki isleyisi.

3.1.2 GoMDM ’nin Kullanilmasi

GoMDM C programlama dilinde yazilmistir ve kullanilmasi oldukca kolaydir. Kullanici

dort adimda simiilasyon baslatabilir. Bunlar sirasiyla asagidaki listedeki gibidir.

1. Parcaciklar: tanimlama
2. Kuvvetleri tammmlama
. Aksiyonlar: tanimlama

3
4. Simiilasyonu baslatma

Ilk asamada kullanict GoMDM’e parcaciklarin baslangic koordinatlarini, parcaciklarin
kiitlelerini, toplam parcacik sayisini ve simiilasyon sicaklifimi vermelidir. Ikinci asamada,
kullanict hangi kuvvetlerin hangi parcaciklara uygulanacagii belirten fonksiyonlari

vermelidir.  Aymi anda birden fazla kuvvet fonksiyonu GoMDM’de tanimlanabilir.
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Tanimlanan her kuvvet fonksiyonunun ciktisi, o kuvvet fonksiyonu tarafindan parcaciklara
etki eden toplam kuvveti saklayan bir dizide toplanir. Uciincii asamada kullanici
simiilasyon siiresince yapilacak aksiyonlar1 tanmimlar.  Tanmimlanacak aksiyonlar her
bir simiilasyon adimindan sonra GoMDM tarafindan cagrilir. Simiilasyon adiminin
dosyaya kaydedilmesi, kontaklarin hesaplanmasi, trajektorii dosyasinin kaydedilmesi
kullanilabilecek aksiyonlara ornektir.  Son adim olarak simiilasyonun calistirilmasi
kalmistir.  Kullanici simiilasyon zaman adimi cinsinden simiilasyon siiresi vererek
simiilasyonu baslatabilir.

Yukaridaki adimlan iceren 6rnek kod parcasi asagida verilmistir.

void main ()

{
vec3 =xparticles =
float =xmass =
int length =
smtr_init(particles , mass, length, 0.5):
scg_add_streching_force ();
scg_add_bending_force (20.0);
scg_add_torsion_force (1.0, 0.5);
scg_add_nonbond_force ();
smtr_subscribe_event(print_event , NULL);
smtr_run_loop(100000);

}

3.1.3 GoMDM’in Islevi

Esasen GoMDM proteinlerin basitlestirilmis zincir temsili modelinde molekiiler dinamik
simiilasyon calisirmak i¢in yazilmigtir. Ancak boliim 3.1.2°de anlatildigr ve sekil 3.1°de
goriilebilecegi gibi parcaciklar, kuvvetler ve aksiyonlar kullanici tarafindan GoMDM’e
disaridan verilmektedir. Bu durumda kullanicilar icin farkli karmasiklik seviyelerinde

protein yada diger biyolojik molekiillerin modellenmesinin 6nii agilmustir.

mv (’) :Fkonf(’)_myv(t)‘}'n(t) (3.1)

GoMDM’nin iglevi parcaciklarin yeni koordinatlarimi hesaplamak ve verilen aksiyonlari

cagirmaktir. GoMDM Langevin dinamigini kullanir ve hareket denklemi Esitlik 3.1°de
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verilmigtir.  Esitlik 3.1°deki m, v, 0, Fi,,¢, 7, sembolleri sirasiyla, kiitle, hiz, ivme,

konformasyon kuvveti, siirtiinme sabiti(viscosity) ve rastgele kuvveti ifade etmektedir.

Rastgele kuvvet (n) Esitlik 3.2 kullanilarak hesaplanir ve Esitlik 3.3’de verilen

otokorelasyon fonksiyonu saglar.

|
[ 2mykgT \? . .
n,—( 5 ) i (3.2)

Esitlikteki kg terimi Boltzmann sabitini, 7" terimi sicakligi ve &; terimi ise ortalamasi 0
standart sapmasi1 | olacak sekilde Gaussian dagilimina uyan rastgele sayi iireticisinden

alinan sayidir.

(N (")) = 2mykgTS(t —1") (3.3)

GoMDM simiilasyonun ilk adiminda parcaciklara rastgele bir baglangi¢c hizi tanimlar. Bu
hiz Esitlik 3.4°de verilen formiile gore tanimlanir.

V; = (kB—T) Gi (3.4)

m

12—

3.1.4 Parcaciklar arasi mesafe hesabi

Bir molekiiler dinamik simiilasyonunda en zaman alict hesaplardan bir tanesi parcaciklar
aras1 mesafenin hesaplanmasidir. Simiilasyonlarda kullanilan potansiyel enerji ve kuvvet
alanlar: parcaciklarin birbirine olan mesafesine dayalidir. Farkli kuvvetlerin tekrar tekrar
simiilasyon icerisinde ayni mesafeleri hesaplamasini 6nlemek icin GoMDM mesafe
hesabin1t kullaniciya birakmamistir.  Her simiilasyon adiminda parcaciklar arasmnda
mesafeleri bir kere ve hizli sekilde hesaplanir ve kullanicinin erisimine sunar. Boylelikle
dinamikte ki kuvvet sayisi ne kadar fazla olursa olsun, hesaplanacak mesafe sayisi sabit
tutulmus olacaktir. Boylelikle GoMDM ile gelistirilecek farkli protein modellerinde,
kullanici parcaciklar arasi konumlarin hesaplanma optimizasyonu ile ilgilenmeyerek

sadece gelistirecegi etkilesim potansiyeline odaklanmasi saglannustir.

Parcacik sayisinin N oldugu bir sistemde, her bir simiilasyon adiminda hesaplanmasi
gereken mesafe sayisi % X N x (N — 1) kadardir. Yani parcacik sayismin artmasi
hesaplanacak mesafe sayisim iistel olarak arttirmaktadir. Litaratiirde bu sorunu ¢ézmeye
dayali, gelistirilmis farkli algoritmalar mevcuttur [50, 52]. GoMDM’de ise verlet liste

algoritmasi [50] kullanilmaktadur.
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Verlet liste algoritmasi molekiiler dinamikte ki parcaciklarin hareketinin birim zaman
icerisinde kisith yer degistirme yapabileceginden yararlanarak kurgulanmistir. Kisaca
aciklamak gerekirse, simiilasyon kosullarina gore her parcacigin bir simiilasyon adiminda
alabilecegi maksimum mesafe belirlenebilir. Mesela birbirlerine 100 A uzaklikta olan iki
parcacik bir sonraki simiilasyon adiminda birbirlerine 10 A kadarhik yakina o simiilasyon
kosulunda gelemeye bilirler. Eger bu iki parcacik 10 A’den daha yakin mesafelerden
itibaren etkilesiyorsa, bu zaman adiminda aralarindaki mesafeye hesaplamaya biliriz.
Ciinkii bir onceki hesapladigimiz mesafeye gore biliyoruz ki aralarinda ki yeni mesafe
etkilesme mesafesinden ¢ok daha fazla olacaktir. Bu durumlar 6zel tanimlanmis modeller
icin uygulanabilir. Ornegin bu tez calismasinda kullandigimiz kisa erisimli LJ etkilesim

formu icin kullanilmaktadir.

Verlet liste algoritmas:t her adimda mesafesi hesaplanacak parcaciklarin bir listesi
cikarulir.  Bu liste belirlenen bir mesafe kriterinden birbirlerine daha yakin olan
parcaciklarin listesidir. Yine belirlenen simiilasyon adiminda sadece listedeki parcacik
ciftleri arasindaki mesafeler hesaplanir ve giincelenir. Listedeki parcaciklart hangilerinin
oldugunu her simiilasyon adiminda gilincellenmez, daha genis periyotlarda giincellenir.
Boylelikle her adimda —é— X N x (N — 1) kadar mesafe hesaplamak yerine sadece verlet
listesinin uzunlugu kadar mesafe hesaplar. Sadece listenin giincellenmesi sirasinda
biitiin parcaciklar arasi mesafeyi hesaplayarak simiilasyonun daha performansh calismasi

saglanir.

3.1.5 pdb Okuyucu: cpdb

GoMDM sadece molekiiler dinamik simiilasyon motorudur. Parcaciklar Sekil 3.1°de
goriilebildigi gibi disaridan kullanici tarafindan verilmektedir. Bu baglamda parcaciklarin
baslangi¢ kordinatlarini ve tiirlert GoMDM ye hazirlamak i¢cin pdb formati okuyucu (pdb
parser) kiitiiphanesi yazilmis ve cpdb adi verilmistir. Pdb dosya formati proteinlerin
deneysel olarak elde edilen kristal yapi bilgisini i¢ceren bir dosya formatdir [53]. Protein
icinde ki her bir aminoasitin ve atomun ¢esidi, zincir bilgisi, koordinat vb. bilgileri iceren
metin tipinde bir formattir., Molekiiler dinamik moturu GoMDM C dili ile yazildig:
icin ayni ¢ati alinda simiilasyonlarin calistirilmas: amaclandigindan, cpdb de C dili ile

yazilmistir.
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cpdb’nin data yapisi biopython kiitiiphanesinden esinlenerek yapilmistir [54]. Data yapisi
pdb — zincir — aminoasit — atom seklindedir. Tez kapsaminda ki caligmalarda model

bilgisi kullanilmadigi i¢in data yapisina model bilgisi eklenmemistir.

cpdb’nin mimarisi alternatif atomlar1 da okuyacak sekilde tasarlanmistir. Ancak mevcut
calismalarimizda alternatif atom koordinatlari kullanilmadig icin cpdb alternatif atomlari

elemine edecek fonksiyonlar eklenmistir.

3.1.6 cpdb Kullanimi

cpdb kiitiiphanesinin kullammi oldukca basittir.  Oncelikle datalarin kayith tutulacag
bir pdb tipinde yapr olusturmamiz gerekir. Sonra sadece okuyacagimiz pdb dosyasinin
adresini vererek kristal yap:r dosyasinda ki biitiin bilgileri okuyabiliriz. Son adim olarak
isimiz bittiginde olusturdugumuz yapiy1 hafizadan silecegiz. Bu paragrafta anlatilan
adimlari iceren kod blogu asagida 6rnek olarak verilmistir.

void main() |{
pdb =P
P = initPDB ();
parsePDB (" ./lcqu.pdb", P, "");
printPDB (P):
freePDB (P);

Bu yapida gorebildigi gibi cpdb, aym kod diliminde birden fazla pdb dosyasi okumak i¢in
uygun yapida tasarlanmuistir. cpdb’nin asil amaci data yapilarinin GoMDM ile uyumlu

olarak tasarlanmisidir. Boylelikle GoMDM ile entegre bir sekilde ¢alisabilmektedir.

3.1.7 Kodlarin erisimi

Bu tez calismasinda gelistirilen GoMDM ve cpdb kiitiiphaneleri acik kaynak kodlu olarak
Gaziantep Universitesi internet sunucularinda erisime acilmistir. Asa@ida ki baglantiy

kullanarak kodlara ulasabilirsiniz.

http://gul3.bim.gantep.edu.tr/~selamet/kod

3.2 Protein I¢i Etkilesim Aglarn

Protein katlanmast modelleme calismalarinda, zincir i¢i etkilesim aginin protein

termodinami@i ve kinetidi iizerinde etkilerinin anlasilmasi, ¢6ziilmesi gereken sorulardan
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bir tanesidir. Farkh etkilesim aglarinin, protein davranis: iizerine etkisinin anlasiimasi
ve bu aglarin proteinin termodinamik kooperativetisine ve katlanma kinetigine etkisinin
incelenmesi, ayni protein modelinde etkilesim aginin roliiniin anlagilmasi; dogru protein

modellerinin gelistirilmesine yardimcei olacaktir.

Transfer edilebilir etkilesim potansiyelleri iceren protein modellerinin aksine, G6 modeli
gibi protein spesifik modeller, protein i¢i etkilesim aglarmin incelenmesine olanak
saglamaktadir. GO modelinde kath yapida bulunan bagsiz etkilesmeler ile bulunmayan
bagsiz etkilesmeler birbirinden ayrilmasi aymi protein topolojisinde ve ayni protein

modelinde etkilesim aglarmin direk etkisinin ¢alisilmasmi kolaylagtirmaktadir.

3.2.1 Protein ici etkilesim aglarmin olusturulmasi

Kath yapida bulunan etkilesmeler, etkilesim sona erim mesafe Kriteri rese'ye bagh olarak
belirlenmektedir. Bunun i¢in protein zinciri lizerindeki mesafeleri i < j — 4 Kkriterini
saglayan amino asit c¢iftlerinin icerdikleri tiim atomlar1 arasindaki mesafelerin rqg ‘den
kiiciik olup olmadig1 kontrol ediliyor ve eger iki amino asitin sadece birer atomu
arasindaki mesafe r.,. mesafesinden daha yakin olsa dahi, o iki amino asitin etkilestigi
kabul edilmektedir. Bu sekilde elde edilen etkilesim aglarindaki denge mesafeleri
oldukca yiiksek degiskenlik gostermektedir. Clinkii, triptofan, fenilalanin, tirozin gibi
biiyiik amino asitlerin kenar zincirlerinin son atomlari etkilesme Kkriterini saglarken,
bu etkilesen amino asitlerin omurga atomlan (dolayisiyla, C, atomlari) birbirlerinden
cok uzakta olabilmektedirler. Genel olarak, protein etkilesim agindaki etkilesen amino
asitler arasindaki denge mesafeleri 4 < r?j

proteinlerin kath yapilarinda r?j > 12 A oldugu denge mesafeleri siklikla olmasa da

< 6 A aralifinda gozlemlenmekte, fakat farkls

gozlemlenmektedir.

Bu sekilde, farkh reg degerleri icin ayni protein kath yapisindan farkh bagsiz etkilesim
aglar1 elde etmek miimkiindiir.  Esasen bu sekilde elde edilen etkilesim aglari
birbirlerinden tamamen bagimsiz olmayip, r.qe mesafe kriteri degeri arttinldiginda bir
onceki etkilesim agmna etkilesim ilavesi yapilmig olunmaktadir. Dolayisiyla hiyerarsik

sekilde olusturulmus etkilesim aglart s6z konusudur.

Ornek olarak pdb kodu Iss1 olan "Immunoglobulin G binding protein A" proteini [55] i¢in

olusturulmus bes farkh etkilesim agi Sekil 3.2°de verilmistir. Etkilesim sona erim mesafe
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Sekil 3.2 : Protein kodu 1ss1 olan protein i¢in farkh etkilesim sona erim mesafe rqq
kriterilerine karsilik gelen etkilesim aglarinin gésterimi. Sirasiyla siyah,
kirmizi, mavi, yesil ve turuncu renkleri; rese = 3.5A, 4.5A, 5.0A, 5.75A, ve
6.25A degerlerinde elde edilen etkilesim aglarin1 gostermektedir.

Tablo 3.1 : Kath yapilarindan bagsiz etkilesim aglar elde edilen protein kiimesi.

pdb kodu | Protein ailesi | Protein ismi
1bbl o-yapih E3 Binding Domain [56]
1c90 B-yapili Bacillus Caldolyticus Be-Csp [57]
lcqu o + B-yapili | 50s Ribosomal Protein L9 [58]
I fex o-yapih Trf2-Interacting Telomeric Rapl Protein [59]
lidy o-yapih Mouse C-Myb Dna-Binding Domain Repeat 3 [60]
1jo8 B-yapili Actin Binding Protein [61]
106x o + B-yapili | Procarboxypeptidase A2 [62]
Irlqg B-yapili SH3 domain [63]
I1shf B-yapili SH3 domain in human fly [64]
Issl oc-yapili Immunoglobulin G binding protein A [65]
1 w4 o-yapihi Pyruvate Dehydrogenase E2 [66]
2ci2 o + B-yapili | Chymotrypsin Inhibitor 2 [67]
2ptl o + B-yapili | Protein L [68]

kriteri 3.4 < rege < 6.25 A araliginda sistematik olarak arttirilarak, ayni protein kath yapisi

icin bagsiz etkilesimlerin sistematik olarak nasil arttir Sekil 3.2°de goriilebilmektedir.

3.2.2 Molekiiler dinamik simiilasyonlarinda kullanilan protein kiimesi

Protein ici etkilesim aglarinin incelenmesinde, 12 farkhi protein secilmistir. Bu protein
kiimesi, dort adeti o-yapili, dort adeti [B-yapili, ve dort adeti o + [ yapili olmak
tizere ii¢ farkh protein ailesinden kooperatif iki durum davramisi gosteren proteinlerden
olusmaktadir. Ayrica bir adet bariyersiz (downhill) davrams: gosteren, o-yapili protein
incelenmistir. Kullanilan protein kiimesinde ki, proteinlerin, pdb kodlari, yap: bilgileri

detaylarim Tablo 3.1°de detayli olarak verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Protein I¢i Etkilesim Aglarinin Protein Katlanmasina Etkileri

Bu kisimda, ayni protein yapilarindan elde edilmis farkh etkilesim aglarimin katlanma
termodinamigine ve kinetifine etkisi incelenmistir.  Farkh etkilesim aglar, Boliim
3.2.2°de verilen protein kiimesi icin Bolim 3.2.1°de detayh olarak anlatilan sistematik
ile olusturulmustur. Her bir protein icin etkilesim sona erim mesafesi reqe = 3.25 A’den
baslayarak, sistematik olarak 6.4A’e kadar arturilnustir, Boylelikle bir protein ig¢in
ortalama 13 tane farkh etkilesim ag1 olmak iizere toplamda 212 farkl etkilesim agi icin 1s1
kapasitesi, serbest enerji profili analizleri yapilmig ve katlanma oranlar1 bulunmustur. Tez
calismasinda ele alinan proteinler i¢in ¢calisilan etkilesim sona erim mesafeleri ve bunlara

karsilik gelen etkilesim aglan detayh olarak ekler (A) kisminda ki tabloda verilmistir.

Calisilan protemlerin farkhi etkilesim aglar icin Oncelikle, gecis sicakliklan elde
edilmistir.  Gecis sicakliginda elde edilen simiilasyonlardan serbest enerji profilleri
hesaplanmis ve 1s1 kapasiteleri cizdirilmis ve k kooperativite degerleri hesaplanmustir.
Ayrica proteinlerin katlanma kinetikleri calismis, her bir etkilesim ag icin katlanma orani

(k) katlanma/acilma gecis sicakhifinda hesaplanmistir.

4.1.1 Protein Ici Etkilesim A glarinin Protein Katlanma Termodinamigine Etkisi

Bu kisimda, 6rnek olarak secilen tamamiyla a yapili 1ssl proteininden elde edilen farkh
etkilesim aglan icin gecis sicakliklarinda elde edilen trajektori, serbest enerji profili ve
1s1 kapasitesi grafikleri Sekil 4.1°de verilmistir. Sekilde ki siyah, kirmizi, mavi, yesil ve
turuncu renkli cizgiler sirasiyla etkilesim sona erim mesafesinin rege = 3.5,&, 4.5/0\, S.OA,
5.75A, ve 6.25A, degerlerine karsilik gelen protein ici etkilesim aglan icin elde edilmis
simiilasyon sonuclarini gostermektedir. Bu protein etkilesim aglar temsili olarak aymi

renklendirme ile Sekil 3.2°de de kullanilmustir.

Sekil 4.1°de kullanilan Q terimi; bir konformasyonda bulunan katli yapi etkilesme sayisi

konf s = 1., ; - ; - kath > : ; sl
NbagSlZ nin, kath yapidaki toplam etkilesme sayisi Nbagsnz ye orani olarak tanimlanmakta
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(bkz. Esitlik 4.1) ve O ile 1 arasinda degerler almaktadir. Q = | degeri protein kath
yapisindaki tiim etkilesmelerin gerceklestigini, dolayisiyla kath yapiy: temsil etmektedir.

konf
N bagsiz
Q=— 4.1)
Nkath
bagsiz

Diger taraftan, —InP(Q) serbest enerji profilini ve P(Q) ise simiilasyon boyunca
gozlemlenen Q degerine sahip konformasyonlarin normalize edilmis popiilasyonunu ifade

etmektedir.

l !! |
0.5

I
|
O5SF

SR, |
i i ¢ il -k =136
IM | l ) '1 ‘ y j ‘ —A’=3.47‘
LB | ( -k =168
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Sekil 4.1 : Protein kodu Iss1 olan protein i¢in farkh etkilesim sona erim mesafe
kriterilerine karsilik gelen trajektorilerin (sol), serbest enerji profillerinin
(sag-iist) ve 1s1 kapasitelerinin (sag-alt) gosterimi. Sirasiyla siyah, kirmizi,
mavi, yesil ve turuncu renkleri: etkilesim sona erim mesafesinin reqe = 3.5A,
4.5A, 5.0A, 5.75A, ve 6.25A degerlerinden elde edilen etkilesim aglarina ait

simiilasyon sonuclarim gostermektedir.

Trajektori grafigine bakildiginda (bkz. Sekil 4.1) kolaylikla gozlenebilecegi iizere,
etkilesim sona erim mesafesi 7. artirtldikca katlanma ve ac¢ilma siireleri artmaktadur.
Diger bir tabir ile katlanma ve acilma zorlasmaktadir. Buna bagh olarak, serbest enerji
profilleri incelendiginde; etkilesim sona erim mesafesinin degerinin artirilmasiyla, gecis
durumu populasyonunun azaldigi gozlemlenmektedir. Boylelikle acik yapidan kath

yapiya giderken (veya tersi de dogru) asilmas: gereken serbest enerji bariyer yiiksekligi
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artmakta ve Kath yapi toplulugu ile acik yap1 toplulugunun birbirinden daha fazla ayristigi

sonucu ortaya ¢cikmaktadir.

Sekil 4.1°de 1s1 kapasitesinin sicakliga bagh degisimi incelendiginde, etkilesim sona
erim mesafesi r.q artukca, gecis sicakliklarinin da artmakta oldugu goézlemlenmektedir.
Ayrica gecis sicaklign civarinda is1 kapasitesinin aldigin maksimum degerin arttii ve
151 kapasitesindeki standard sapmanin azaldigi goriilmektedir. Sekil 4.1°de bes farkh
etkilesim sona erim mesafesi reee degeri icin K deerleri ayrica verilmistir.  reg ' nin
deferi 3.25A’dan 6.25A’a dogru artarken, k degerlerinin 0.36°dan 0.99a dogru arttig1
gozlemlenmektedir. Baska bir deyisle, simiilasyon sonuclarina gére, 1ssl proteini rese =
3.5A, 4.5A, 5.0A, 5.75A degerlerinde elde edilen etkilesim aglart i¢cin termodinamik
olarak kooperatif olmayan bir katlanma/acilma davramisi sergilerken, reee = 6.25A
degerinde elde edilen etkilesim agr icin deneysel sonuclarla uyumlu termodinamik iki

durum kooperatif katlanma/acilma davranisi elde edilmektedir.

Daha oncede belirttigimiz gibi, inceledigimiz Issl proteinin deneysel olarak iki-durum
davramsi gosterdigi ve bu davranmisi gosteren proteinlerin kalorimetri deneylerinde 6l¢iilen
K degerinin 1 civarinda oldugu bilinmektedir. Ayni protein topolojisi, ayni protein zincir
temsili ve aym etkilesim kuvvet alanlan kullanilarak yapilan modelleme caligmalarinda
dahi; tek basina protein ici etkilesim aginin ne derece diizgiin tanimlanip tanimlanmadii
veya deneysel sonuclarla uyumlu davraniglar gozlemlemek icin etkilesim aglarinin ne
kadar hassas secilmesi gerektigi elde ettigimiz sonuclar 1s518inda ¢ok daha net ortaya

cikmustir,

4.1.1.1 Etkilesim Sona Erim Mesafe Kriteri ve Termodinamik Kooperativite Iliskisi

Bir onceki boliimde, ornek olarak ele aldigimiz 1ssl pdb kodlu protein icin bes farkh
etkilesim sona erim mesafe rese degerleri icin elde edilen etkilesim aglarinin gosterdigi
termodinamik davranislar: detayh olarak incelemistik. Bu kisimda ise protein kiimemizde
bulunan 12 proteinin her biri icin 15 farkli etkilesim sona erim mesafe rq, degeri
kullanilarak elde edilen etkilesim aglarimin; termodinamik kooperativite davranisina
etkilerini topluca inceleyecegiz. Ayni analiz, deneysel olarak bariyersiz davranig gosteren

ve pdb kodu 1bbl olan protein i¢in 30 farkh etkilesim agi olusturularak gerceklestirilmistir.

Sekil 4.2°de protein kiimemizdeki tiim proteinler icin calisilan etkilesim aglarinin elde

edildigi res degerlerine karsilik gelen ve bu etkilesim aglari icin hesaplanan termodinamik
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kooperativite parametresi K nin degerleri verilmistir. Goriildiigii tizere, etkilesim sona
erim mesafesi reqe yeterince arttifinda, biitiin proteinler deneylerle uyumlu termodinamik

kooperativite davramsi (kK = 1) sergilemeye baslamaktadir.

Yine Sekil 4.2 dikkatli incelendiginde; farkl ailelere mensup proteinlerin farkli req. defer
araliklarinda kiimelendikleri goriilecektir. Tamamuyla f ve a + B yapili proteinlerden
olusan ilk grup rege ~ 4 A civarinda kooperatif katlanma davranisi géstermeye baslarken,
tamamiyla o yapili proteinlerden olusan ikinci grup, rege = 6 A civarinda aym davrams
gostermeye baslamaktadir. Diger taraftan, deneysel olarak bariyersiz davranis gosteren
Ibbl proteini ancak rege ~ 8.7 A civarinda kooperatif davranmis gosterebilmektedir ki;
rese NN bu degeri fiziko-kimyasal olarak kabul edilebilir simirlarin ¢ok tizerindedir. Esasen
bu sonu¢ modelimizin 1bbl proteini icin deneysel sonuclarla ortiisen sonug verdigini ayrica

isaret etmektedir.
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Etkilesim Sona Erim Mesafesi ( 7ese )

Sekil 4.2 : Etkilesim sona erim mesafesi rege 1le rese nin verilen degerleri kullanilarak
olusturulan etkilesim aglar icin elde edilen kooperativite degerleri arasindaki
iligkinin gosterimi.
Bu sonuclar 1s181nda, farklh ailelere mensup proteinlerin ayni reqe degerlerinde elde edilen
etkilesim aglar kiyaslandiginda; tamamuyla o yapih proteinlerin ¢cok daha diisiik etkilesim
sayilarina sahip olduklar: bulunmustur. r.s degeri yeterince arttinca, etkilesim sayisindaki

bu farklilik beraberinde ortadan kalkmaktadir.
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4.1.1.2 Ortalama etkilesim sayisi ve termodinamik kooperativite iliskisi

Etkilesim sona erim mesafesi re nin degeri arturildiginda, etkilesim agma yeni bagsiz
etkilesmeler ilave edilmektedir. Yani etkilesim aglart birbirinden tamamen bagimsiz
degillerdir. Aksine, aralarindaki farklilik sadece eklenen yeni etkilesmelerdir. Protein
zincir uzunlugu (L) sabit oldugu icin etkilesim agindaki etkilesim veya kontak sayisi
arttikca, amino asit basina diisen ortalama etkilesim sayis1 (OES) artmaktadur.

kontak kontak kontak
N, toplam N basiz +N,

OES — _ acisal (4.2)
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Ortalama Etkilesim Sayisi (OES)

Sekil 4.3 : 12 farkh proteini i¢cin amino asit basina diisen ortalama etkilesim sayis1 (OES)
ile termodinamik kooperativite arasindaki iligkinin gésterimi.

Esitlik 4.2 deki Nl')‘;’g“f&k terimi rege 'nin verilen degeri ile protein katli yapisindan elde edilen

etkilesim agindaki toplam bagsiz etkilesme sayisini ve N}l‘(:’l':;‘l‘" terimi ise gerilme, biikiilme
ve burulma terimlerinden gelen (ve her proteinin tiim etkilesim aglarinda sabit olan)
toplam etkilesim sayisini temsil etmektedir. Biikiilme ve burulma enerji terimleri ¢oklu
parcacik etkilesmeleri oldugu ve her parcacik tiim parcaciklar iizerine kuvvet uyguladigi
icin bu terimlerden gelecek etkilesim sayisi katkisi; icerdikleri parcacik cifti sayis1 kadar

olacaktir. Daha acik ifadeyle, her bir biikiilme teriminden 3 ve burulma teriminden 6
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tane etkilesen parcacik cifti katkisi gelecektir. Bu terimlerdeki etkilesen parcacik ciftileri
Sekil 2.2°de kirmizi kesikli cizgiler ile gosterilmistir. Bir proteinin tiim etkilesim aglarinda
Ny = 10L—25tir ve bu deger sabittir. Dolayisiyla, Esitlik 4.2°de farkli etkilesim aglari

icin degisken olan tek parametre Ngggg;‘g"din

OES ile kooperativite parametreleri arasindaki iligki incelendiginde (bkz. Sekil 4.3);
etkilesim sona erim mesafeleri icin gozlemlenen kiimelenmelere benzer kiimelenmeler
(bkz. Sekil 4.2) goze carpmaktadir. Protein kiimeler: arasindaki ayrisiklik, etkilesme
sona erim mesafelerinden elde edilen sonuclara nazaran bir miktar azalmis oldugu
goriilmektedir. Her etkilesim agi i¢cin hesaplanan amino asit basina diisen ortalama
etkilesim sayis1 OES, her bir amino asitin diger amino asitlerle ne derece etkilestiginin
veya baglanusi oldugunun ortalama dlciisii olup, 6zellikle kiiciik r degerlerinde amino
asitlerin etkilesim sayilarinda yliksek standart sapmalara sebebiyet verebilmektedir. Diger
bir deyisle, kimi amino asitler hi¢ bagsiz etkilesme yapmazken kimileri ¢ok yiiksek
sayida (6zellikle protein kath yapisi merkezinde bulunan amino asitler) bagsiz etkilesme

yapabilmektedir. Standart sapma reg. dederi arttik¢a azalmaktadar.

4.1.2 Etkilesim aglarmin protein katlanma Kinetigine etkisi

Bu boéliimde, farkli protein i¢i etkilesim aglarimin, proteinlerin katlanma kinetigine olan
etkisi incelenmistir. Katlanma kinetigi simiilasyonlari her bir protein i¢in elde edilen 1s1
kapasitesinin maksimum oldugu sicaklikta (7},,,x) veya diger adiyla katlanma/acilma gecis

sicakliklarinda cahistirilmastir.

Boliim 4.1.1'de Issl proteini i¢in etkilesim sona erim mesafesi arttikca, katlanma ve
acilma gecislerinin yavasladifindan bahsetmistik. Bu gozlem genel olarak inceledigimiz
biitlin proteinler icin gecerlidir. Her protein icin etkilesim sona erim mesafesi reg nin
degeri 3.25A'den 6.4A%e artirlldigr durumda, aym proteinden elde edilen en yavag ve en
hizli katlanma oranlar arasinda 10 tabanh logaritma 6l¢cegine gore 1.25 ila 4.17 arasinda
degisen farklilik gozlemlenmektedir. Katlanma oranlarinda en yiiksek farklilik gosteren
2ptl proteini i¢in elde edilen 4.17 degerinin anlami; rege = 3.25A ve 6.4A icin olusturulan
iki etkilesim agindan elde edilen en yavas ve en hizhi ortalama katlanma siireleri arasinda

10%17 2~ 14, 800 kat farklilik oldugudur.

Ayni protein i¢in tanimlanan etkilesim aglariin, katlanma oranlarinda bu kadar yiiksek

farkhiliklara sebebiyet vermesi; protein i¢i etkilesim aglarmin protein kinetiginin en temel
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belirleyicisi oldugunu ifade etmektedir. Inceledigimiz biitiin proteinlerin, tiim etkilesim
aglar1 icin simiilasyonlardan elde edilen katlanma oranlari Ekler A kisminda tablolar

halinde detayh olarak verilmistir.

4.1.2.1 Literatiirdeki etkilesim diizen parametreleri ve katlanma oranlari iliskisi

Etkilesim diizen parametresi (EDP) i1lk olarak 1998 yilinda Plaxco ve ark. tarafindan
ortaya atilmustir [32]. Ilgili calismada etkilesim sona erim mesafesi ree = 6.0 A
alinarak proteinlerin kath yapisinda etkilestikleri gozlemlenen amino asit ciftlerinin,
protein zinciri tizerindeki mesafelerinin toplaminin, toplam etkilesme sayisi ile normalize
edilmesine dayanan ve protein topolojisini dolayl bir sekilde betimleyen bir etkilesim

diizen parametresi 6nerilmistir.
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Sekil 4.4 : Deneysel katlanma oranlari ile farkli EDP parametrelerini arasindaki
tligkilerin gosterimi. Her bir EDP parametresi tanimi icin elde edilen Pearson
korelasyon katsayisi (r) sekilin icinde verilmistir.

Esitlik 4.3’te  matematiksel formu verilen etkilesim diizen parametresi,
"mutlak etkilesim diizen parametresi" (MEDP) olarak adlandirilmaktadwr.  Esitlikteki
AZ;; terimi Kath yapida bagsiz etkilesme yapan amino asitlerin zincir iizerinde birbirlerine
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etkilesim sayisim temsil etmektedir.  Esitlikteki toplam sadece kath yapida bagsiz

etkilesme yapan amino asit ¢iftleri iizerinden yapilmaktadir.
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Mutlak Etkilesim Diizen Parametresi (MEDP)

Sekil 4.5 : Simiilasyon katlanma oranlan ile mutlak etkilesim diizen parametresi
arasindaki iligki

MEDP parametresi proteinlerin biiyiikliiklerini goze ©Oniine almaksizin bir ortalama
deger hesaplamaktadir. Elde edilen sonuclar protein biiyiikliigii ile iliskilendirmek
icin "goreli etkilesim diizen parametresi" (GEDP) ayrica tanimlannustr.  Yani, MEDP
degerleri elde edildikleri proteinlerin zincir uzunluguna boliinerek normalize edilmektedir

(bkz. Esitlik 4.4).

1
GEDP = 7 x MEDP (4.4)

Litaratiirde tammmlannus farkh etkilesim diizen parametreleri bulunmaktadir [32, 69, 70].
Bu farkh tanimlarin, deneysel katlanma oranlari ile olan iliskisi Sekil 4.4°de gosterilmistir.
Sekilde de goriilebilecegi tizere, farkl etkilesim diizen parametreleri ile deneysel katlanma
oranlann arasinda 0.68 ile 0.84 arasinda degisen korelasyon katsayisi degerleri elde
edilmistir.  Tezin bu kisminda yaygin olarak kullanilan MEDP ve GEDP etkilesim
diizen parametrelerinin, aym protein i¢in farkh etkilesim aglar: kullanildiginda katlanma

oranlarinda gozlemlenen muazzam farklilig: betimleyip betimleyemecegi incelenecektir.
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Sekil 4.5'te, biitiin proteinlerin etkilesim aglar1 icin hesaplanan MEDP degerlerine
karsilik simiilasyonlardan elde edilen katlanma oranlari cizdirilmistir. Termodinamik
kooperativite davramiglarinda gozlemlendigimiz aymi  protein ailelerine mensup
proteinlerin ayni bdélgelerde kiimelenme davramsi, kinetik sonuc¢larda da (MEDP

icin Sekil 4.5 ve GEDP icin Sekil 4.6’ya bakiniz) gozlemlenmektedir. Iki sekilde

gozlemlenen kiimelenme kismi farklilik gosterse de benzerlerdir.

-4 v I ; l ; 1
+
+
-5 t :f + o
<
“ﬁ- % 0 o§ ‘@
_6 x o o oe ‘. * o
§ 3 o e ) B
B o ® :c9o + 5 © < Dc
A2 o lcqu 8 << L
= S | 1fex . o & =
- +  lidy 9L ° d
o0 m 1jo8 o "l
@) o) -
— O lobx o &
-8 4 Irg o ‘.
1shf
+ lzsl o?o ‘
x lwdj
-9 2ci2
¢ 2pil ©
-1 L ] M ] 1 ]
Q).l 0.2 0.3 04

Goreli Etkilesim Dizen Parametresi (GEDP)

Sekil 4.6 : Simiilasyon katlanma oranlar ile Goreli etkilesim diizen parametresi
arasindaki iliski
Tamamiyla o yapili proteinlerin etkilesim aglari, ¢ok sayida zincir iizerinde birbirine
yakin bagsiz etkilesmeler (mesela, (i : i +4) vd. etkilesmeler) icerdigi icin MEDP
ve GEDP degerlernn diger protein ailelerine mensup proteinlerden ¢ok daha diisiik
cikmaktadir. Bunun diginda diisiik r. degerlerinde elde edilen etkilesim aglarindaki
toplam etkilesme sayilar1 diger protein ailesine mensup proteinlerle kiyaslandiginda;
tamamiyla o yapihi proteinler icin daha disiiktii. Bu durum protein ailelerinin farklh

bolgelerde kiimelenmelerinin altinda yatan temel sebebi olusturmaktadir.

MEDP ve GEDP etkilesim diizen parametreleri icin varilabilecek en 6nemli ortak
sonuclar: (1) her iki parametre de ayni proteinin farkh etkilesim aglan icin gézlemlenen
katlanma oranlarindaki degiskenligi yakalamaktan ¢ok uzaktrlar. Mesela 2ptl proteini

icin katlanma oranlarinda 10*'7 ~ 14,800 kathik farklilk gozlemlenirken, Sekil
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4.5’e bakildiginda MEDP degerinde minimal bir degiskenlik oldugu (sanki dikey bir
cizgi etrafinda kiiciik dalgalanma davranmisimin varhgi) goriilecektir.  (i1) bir diizen
parametresinden beklenen davranis; proteinden ve etkilesim aglarindan bagimsiz olarak
elde edilen tiim verilerin ist iiste diisecek ve/veya birbirinin devami/uzantisi olmasini
yiiksek korelasyon verecek sekilde saglamasi beklenir. Maalesef hem MEDP hem de

GEDP etkilesim diizen parametreleri bu beklentileri karsilamaktan ¢ok uzaktr.

Her ne kadar deneysel katlanma oranlart ile basarihh sayilabilecek korelasyonlar
verseler de; MEDP ve GEDP parametreleri sadece proteinlerin kath yapi topolojisini
betimleyebilmekte fakat aym protein i¢in tanimlanan farkh etkilesim aglarinin katlanma
kinetigine katkisin1 betimleyememektedir. Etkilesim diizen parametresi hakkinda yapilan
ilk calismada [32]. ayni protein seti icin ayni re, degerleri kullanilarak elde edilen
etkilesim aglar icin 7. degeri degistirildiginde de benzer korelasyon gézlemlenmesinin
sebebi de kath yap: topolojisini betimlemekteki basarisidir.  Unutulmamahidir ki; kath
yapt analizleri statik analizleridir. Bu analizlerden elde edilen sonuclarin dinamik
konformasyonel gecisler iceren model yaklagimlar ile test edilmesi gerekir. Yaptigimiz
calisma da bunu ispatlar nitelikte olup, MEDP ve GEDP etkilesim diizen parametrelerinin

diisiiniildiigii kadar bagarih olmadigini1 gostermektedir.

4.1.3 Acisal Etkilesimli Etkilesim Diizen Parametresi

Literatiirde bulunan etkilesim diizen parametre tanimlarinin, protein ici etkilesim aglari
icin simiilasyonlardan elde edilen katlanma oranlarindaki degiskenligi tanimlayamamasi,
bu parametrelerde ki eksikligin nelerden kaynaklandi@ini incelemeye baslamamizi
saglanmugtir. Etkilesim diizen parametreleri sadece j > i+ 3 kriterini saglayan bagsiz
etkilesmelert goz Oniine almaktadir. Diger i < j — 3 kriterini saglayan ve protein
zincini iizerinde yerel olan etkilesmeleri thmal etmektedir. Halbuki, molekiiler dinamik
simiilasyonumuzda zincir iizerinde ardisik amino asitler arasinda tanimlanan gerilme,
biikiilme ve burulma gibi acisal etkilesim enerji terimler kullanilmaktadir. Her g
acisal etkilesim enerji terimi parcaciklar {izerine etkiyen kuvvetlere ve konformasyonel
enerjiye (dolayisiyla tiim dinamige) katki saglamaktadir. Bu nedenle, zincir lizerinde
yerel olan agisal terimlerin etkilesim diizen parametresinde thmal edilmeyip, g6z 6niinde

bulundurulmasi gerekmektedir.



Bu amacla, etkilesim agina acisal etkilesmeleri de dahil ederek yeni
bir etkilestim diizen parametresi tanimladik ve bu yeni  parametreyi
"Acisal Etkilesimli Etkilesim Diizen Parametresi” (AEEDP) olarak  isimlendirdik.
Esitlik 4.5°de matematiksel formu verilen AEEDP parametresi, protein dinamigine katki
saglayan tiim acisal terimlerdeki (yani, egilme, gerilme ve biikiilme enerji terimleri) ve
kath yapida bagsiz etkilesim icerinde bulunan tiim amino asit ¢iftleri, etkilesim agina
dahil edilerek hesaplanmaktadar.

kath
Nbagsu

N-1 N-2 N-3
Z Aderilme + Z AZbiikiilme T Z AZpyruima + Z AZU
katl
Ngerilme + Npirkiilme + Nburulma + Nbagglz

katl
N bagsiz

 25L—69+4 ) AZ; i
 16L—43 4 N |

agsiz

AEEDP =

Acisal etkilesimlerin protein ici etkilesim agina eklenmesi bir dnceki kisimda anlatildigi
gibi; coklu parcacik etkilesmesi iceren biikiile ve burulma enerji terimlerinden gelecek
katkr coklu parcacik etkilesmeli bir durumundan, birden fazla iki parcacik etkilesmeli
duruma transformasyonu gerceklestirilerek yapilmaktadir. Boylelikle acisal terimlerden
gelen hem etkilesim sayist hem de zincir iizerindeki mesafe degerleri kolaylikla
hesaplanabilmektedir. Esitlik 4.5°de goriilecegi lizere acisal terimlerin etkilesim agindaki
toplam etkilesme sayisina saglayacagi katki 16L — 43 ve etkilesen amino asit ciftlerinin
zincir lizerindeki toplam mesafesine saglayacagi katki 25L — 69 degerlerine esit olup
sadece protein zincir uzunluguna baghdir. Bu katki aymi proteinin farkh etkilesim
aglarinda degismemektedir. Bu terimler icin iki parcacik tasvirinin nasil uygulandiginin

detaylarn Sekil 2.2°de kirmizi kesikli cizgiler ile gosterilmistir.

4.1.3.1 AEEDP etkilesim diizen parameteresi ve katlanma oranlar1 arasindaki iliski

Farkhh etkilesim aglari icin elde ettifimiz katlanma oranlari ile yeni etkilesim diizen
parametremiz, AEEDP, parametresinin iligkisi (bkz. Sekil 4.7) incelendiginde; MEDP ve

GEDP etkilesim diizen parametrelerinden tamamen farkli davramslar gézlemlenmektedir.
Biitiin protein yapilar1 ve farklh protein i¢i etkilesim aglart icin elde edilen katlanma
oranlarmin hepsi birbirleri iizerine diismekte ve dogrusal bir ¢izgi iizerinde lineer olarak
degistigini gormekteyiz. Diger bir deyisle, AEEDP parametresi hem ayni proteinin farkh

protein i¢i etkilesim aglarindan elde edilen katlanma orani degisimini yakalamakta hem de
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Sekil 4.7 : AEEDP parametresinin simiilasyondan elde edilen katlanma oranlari ile
tligkisi. Turuncu dogru iki degerin lineer korelasyonu gostermekte
gostermekte ve korelasyon katsayist 0.97 olarak bulunmustur.
farkli ailelere mensup proteinlerin farkl bolgelerde kiimelenmeleri yerine bir araya getirip,

ust iste ortiismelerini saglamaktadir. AEEDP ile katlanma oranlar arasinda hesaplanan

Pearson korelasyon [71] katsayis1 0.97 gibi miikemmel sayilabilecek bir degere sahiptir.
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Acisal Etkilesimli Etkilesim Duzen Parametresi
(AEEDP)

Sekil 4.8 : AEEDP parametresinin deneysel katlanma oranlar ile iligkisi.



AEEDP parametresinin simiilasyon Kkatlanma oranlarim tahmin etmekteki basarisi
gosterilmistir.  Sekil 4.8°de 1se AEEDP nin deneysel katlanma oranlari ile olan iligkisi
arastinlmistir.  Burada kullanilan protein seti, diger EDP parametreleri ile birebir

kiyaslanabilir olmasi icin Sekil 4.4°te kullanilan protein seti kullaniimigtir.

Sekil 4.8°de goriildiigii iizere, gelistirdigimiz AEEDP etkilesim diizen parametresi,
deneysel katlanma oranlari ile diger EDP parametrelerinin ¢ogunlugundan daha yiiksek
korelasyon vermektedir. AEEDP icin hesaplanan lineer Pearson korelasyon katsayisi
0.83°dir. Yani AEEDP hem deneysel katlanma oranlari ile hem de simiilasyondan elde

edilen katlanma oranlar ile oldukca yiiksek korelasyonlar vermektedir.

4.1.3.2 AEEDP etkilesim diizen parametresi ve termodinamik kooperativite iliskisi

Gelistirdigimiz AEEDP etkilesim diizen parametresinin simiilasyon ve deneysel katlanma
oranlari ile olan basarili iliskisi sonucunda, aym parametrenin termodinamik kooperativite

ile olan iligkisi de ayrica incelenmistir.
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Sekil 4.9 : Gelistirdigimiz AEEDP etkilesim diizen parametresi ile termodinamik
koperativite arasindaki iliskinin gosterimi.
Sekil 4.9°'da, AEEDP parametresine karsi termodinamik koperativite parametresi K
cizdirilmistir. Daha 6nce inceledigimiz etkilesim sona erim mesafesi rege (bkz. Sekil
4.2) ve ortalama etkilesim sayis1 OES (bkz. Sekil 4.3) parametrelerinin termodinamik
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kooperativite ile olan iliskisinde gozlemlenen protein ailesi kiimelenme davranislarinin
aksine, AEEDP parametresi farkli ailere mensup proteinleri bir bant aralifinda toplayarak,
biitiin proteinlerin ayn1t AEEDP degerinde kooperatif davrams gostermeye basladigini
isaret etmektedir.  Yani protein ailesi ayrimi gozetmeksizin proteinlerin iki-durum
termodinamik davranisi gosterebilmeleri icin AEEDP parametresinin bir esik degerine

sahip oldugu ve bu degerin minimum 3.25 olmasi gerektigi bulunmustur.

Diger parametrelerde, oldugu gibi deneysel olarak bariyersiz davranig gosteren [bbl
proteini AEEDP parametresinde de iki durum davranigi gosteren proteinlerden ayristigi

gozlemlenmistir.

Sonu¢ olarak, bu tez calismasinda basitlestirilmis protein zincir temsili ve Langevin
dinami@i iceren molekiiler dinamik simiilasyon yonteminin kullanildigi G6 modelimizden
elde edilen sonuclar; gelistirdigimiz AEEDP etkilesim diizen parametresinin, proteinlerin
hangi protein ailesine mensup olduklarindan, zincir uzunluklarinin ne kadar oldugundan,
etkilesim agimin hangi proteine ait oldufundan bagimsiz olarak deneysel sonuglarla
uyumlu olarak proteinlerin hem termodinamik hem de kinetik davramslarim es zamanh

olarak betimleyebildigi bulunmustur.

4.2 Tiim Atomlarin Temsil Edildigi Monte Carlo Protein Modeli

Tezin bu kismina kadar katli yapisi deneylerle elde edilmis proteinler kullanilarak
protein termodinamigi ve kinetigi incelenmistir.  Bir Onceki bolimde elde edilen
sonuclardan anlasilacagi lizere: basitlestirilmis zinciri temsilli protein spesifik model
yaklagimlan kullanarak protein katlanmasi ve kinetii davramglant hakkinda cok sey
ogrenebiliyor ve davranis farkhiliklarmm betimleyebilecek parametreler ve c¢oziimler
uretebiliyoruz. Ama protein katlanmasi alaninda ulasilmak istenen en biiyiik hedetf:
proteinlerin tiim atomlarinin temsil edildigi, transfer edilebilir (yani, protein spesifik
olmayip tiim proteinler icin kullanilabilecek) etkilesim potansiyelleri iceren ab-initio
modeller gelistirmektir. Boylelikle kathi yapilar1 bilinmese dahi, proteinlerin sadece amino
asit dizilimi bilgisi kullamilarak: protein kath yapilarinin tahmin edilmesi, kath yapiya
ulasirken gerceklestirdikleri dinamik konformasyonel gecislerin takip edilebilmesi ve
dolayisiyla protein dizi-yapi-kararhilik-fonksiyon iligkilerinin ortaya ¢ikarilmasi miimkiin
olacakur. Proteinlerin yanhs katlanmasi ve/veya yanlis bir araya gelmesi sonucu olusan

hastaliklarin [72] sayisindaki biiyiik artis; bu dogrultuda yapilacak bilimsel ¢alismalarin
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ve elde edilebilecek basarili sonuclarin yaratabilecegi yaygin etkinin biiytikligiinii ve

onemini igaret etmektedir.

NMR [21], X-ismm [20] kristalografi, elektron mikroskobu [22] ve diger deneysel
yontemler ile su ana kadar 200, 000 civarinda proteinin 3-boyutlu kath yapisi ¢oziimlenmis
olsa dahi; canh organizmalarda bulunan ve amino asit dizilimleri (dizi bilgisi) bilinip
fonksiyonel olarak aktif olduklari kath yapilari bilinmeyen milyarlarca protein dizisi
mevcuttur. Agustos 2021’de Nature dergisinde yayinlanan bilimsel calismada [73];
Protein Veri Bankasi (PVB)'nda mevcut olan deneysel calismalardan elde edilmis
170. 000 proteinin kath yapilarindan elde edilen evrimsel, fiziksel ve geometrik smirlayici
bilgilerin, egitim verileri olarak kullanildig1 AlphaFold adinda bir Yapay Zeka algoritmasi
olusturulmustur.  Bu yapay zeka algoritmasi ile amino asit dizilimi verilen bir
proteinin kath yapist %94 dogruluk oram ile tahmin edilebilmektedir. Protein kath
yapr tahminindeki bu gelisme gerek ila¢ dizaymi ve gerekse protein fonksiyonlarinin
anlasilmasinda cok kritik rol oynamaktadir. Bununla birlikte, AlphaFold vb. yapay zeka
algoritmalar1 [73-76], proteinlerin dinamik davranmislan ve katli yapiya ulagsmakta hangi
fiziksel mekanizmalarin etkin oldugu hakkinda maalesef herhangi bir bilgi sunmamakta,
diger biitiin yapay zeka algoritmalarinda oldugu gibi kara kutu (black box) seklinde

calismakta, ve tek bir amaca yonelik (sadece kath yap: tahmini vb) tahmin yapmaktadir.

Diger taraftan, su ana kadar gelistirilen bilgisayara dayali protein modelleri ve kuvvet
alanlari, proteinlerin kath yapilarina ulagilirken gecirdikler: dinamik konformasyonel
degisimleri tasvir etmekten, bu dinamik doniisiimlerde hangi amino asitlerin Kritik
rol ustlendigini belirlemekten ve daha da 6nemlisi deneysel termodinamik ve Kinetik
davramslan ihtiva etmekten hala uzaktir. Bir protein icin basarili sonuclar veren bir
model, baska bir protein i¢in basarisiz sonuclar vermektedir. Bu nedenle, bir taraftan
literatiirde kabul gormiis AMBER [10], CHARMM [8, 77] etkilesim potansiyelleri ve
kuvvet alanlarinin yeni versiyonlarinin gelistirilmesine devam edilirken, diger taraftan

yeni enerji terimlerinin énerilmesine ve test edilmesine devam edilmektedir.

4.2.1 Transfer Edilebilir Istatistiksel Etkilesim Potansiyel Dizaynlar

Protein vert bankasindaki mevcut protein yapilarmnin;  kullanilan  deneysel
yontem, cOziiniirliik, zincir  Ozdesligi, R-faktorii ve protein  zincir

uzunluguna gore secip smiflandiran PISCES [78] sunucusundan (http:
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//dunbrack. fccc.edu/lab/pisces) elde edilen protein setlerinden
cullpdb-pc50.0-res0.0-2.5-1en40-10000-R0.3-Xray-d2022-01-26-chains25982.txt

dosyasinda belirtilen 25,982 protein ele alinmistir. Bu protein setini olusturan proteinlerin
hepsi X-151m kristalografi deneysel yontemi kullamlarak elde edilmis, zincir 6zdeslikleri
maksimum %30, kristal yap: ¢oziintirliigii 2.5 A veya daha diisiik, protein zincir uzunlugu
en az 40 amino asit olan, R-faktorii 0.3 olan proteinlerden olusturulmustur. Protein
tutabilmektir. Buna ragmen protein seti izerinde yaptugimiz detayh incelemede; standart
olmayan amino asitlere sahip 171 protein analizimizin disinda birakilmustir. Diger bir
deyisle, protein veri setimiz 25,801 proteinden olusmakta olup, toplam amino asit sayisi

6,473,730 ve toplam atom sayis1 50,607,497 dir.

d=1j—il

N —bitim O~ RO
C—bitim N —bitim C—bitim

(@) ()
Sekil 4.10 : Protein zinciri iizerinde; (a) i’nci ve j inci amino asitler arasi oklid mesafesi

r ve protein zinciri tizerindeki mesafe taniminin d = |i — j|, ve (b) ardisik
amino asit ticlii ve dortliilerinin notasyonlar: ve zincir tizerinde gosterimi.

Bu tez kapsaminda gelistirilen transfer edilebilir etkilesim potansiyellerinin anlatimini
kolaylastirmak icin yaptigimiz protein bilesen tamimlart ve kullandigimiz degisken ve
parametre temsilleri ve 1lgili notasyonlar su sekilde aciklanabilir: @ ve a terimleri sirasiyla
atom ve amino asit tiirlerini temsil etmektedir. Amino asit {iclii ve dortliilert sirasiyla
(ay,az,a3) ve (ay,az,as,aq) notasyonlari ile gosterilmekte ve alt indisler Sekil.4.10.(b)’de
gosterildigi gibi amino asitlerin ticlii veya dortlii icindeki sirasini vermektedir. Bu siralama
amino asitlerin, proteinin N-bitimine yakinhgina gore diizenlenmektedir. Yani, N-bitime
en yakin olandan, en uzak olana dogru siralama yapilmaktadir. Benzer tanimlama atom
cifti (a@y,as)’leri icinde gecerlidir. Verilen bir @ atomunun hangi amino asite ait oldugunu
belirtmek icin a sol alt indisit (yani, ,a) kullanilacaktir. Spesifik bir ornek vermek
gerekirse; mesela alanin amino asitinin Cy atomu, 4C, seklinde gosterilecektir. Ilgili

atom, ikili, ticlii ve dortliilerdeki sirasi ile gosterilmek istendiginde mesela 4Cy | notasyonu
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kullanilacaktir. Diger taraftan, atom ciftleri icin uzaysal mesafe r; iki atomun tiirii ile degil
atomlarin, protein zincirinde N-bitimine yakinhigina gore diizenlenmis atom c¢ifti icindeki
sirasina gore; yani, (@, dp) ciftinde @; ve a, atomlan arasindaki mesafe r> olarak ifade
edilecektir. Ayrica, olc¢iilen uzaysal rj» mesafeleri 0.1 A genisliginde araliklara ayrilarak,

stireksiz/ayrik bir degisken haline doniistiiriilmiistiir.

4.2.1.1 Atom ciftleri icin transfer edilebilir istatistiksel etkilesim enerji terimi

dizaym

Proteinleri olusturan 20 farkli amino asitin her atomu farkhi bir atom c¢esidi olarak
ele alinmig, boylelikle toplam 167 farkhi atom tiirii tanimlanmistir. Amino asitlerin
omurga atomlarinin simetrik olmayan dogasi dolayisiyla; atomlar arasinda mesafeler
ve olusturduklart geometrilerde asimetrik davraniglar gozlemlenebilmektedir. Mesela,
AN ve 4O atomlann dikkate alindiginda; bunlarin olusturabilecedi atom c¢iftilerinin
uzaysal mesafe dagilimlart birbirinden farklidir, matematiksel gosterimle (4Nj,4 O2) #
(101,4N>)'dir. Bu nedenle, toplam atom cifti cesidi sayisi1 167 x 167 = 27,889dur.
Belirtilmesi gerekir ki, zincir tizerinde birbirine ¢cok yakin (yani, yerel) olan amino asitlere
ait atomlarin gerek sterik sartlart yerine getirebilecekleri gerekse etkilesim enerjilerini
minimize edebilecekleri olas1 konfigiirasyon sayist oldukca diisiiktiir. Atom ciftlerini
olusturan atomlarin zincir tizerindeki uzakliklar arttikca sahip olacaklar: serbestlik
dereceleri de artmaktadir. Protein kath yapilar incelendiginde, zincir iizerinde yerel
olan amino asit ciftlerinin omurga atomlari; sarmallar (heliks) ve [-plakalar1 gibi
belirli geometrilere sahip ikincil yapilar olusturmaktadirlar. Amino asitlerin birbirlerine
zincir ilizerinde olan mesafeleri d = |i — j| parametresi (bkz.  Sekil.4.10.(a)) ile
tanimlanirsa ve ardindan atom ciftlerindeki atomlarin ait olduklari amino asitlerin d
mesafelerine gore ayr ayr smiflandirildiginda; atom ciftlerinin 6klid mesafesi r'nin bir
fonksiyonu olarak gozlemlenme sikhik/frekans dagilimlarinin ¢ok yiiksek degiskenlikler
gosterdigi bulunmustur. Daha detayh aciklamak gerekirse, protein zinciri iizerinde yerel
olarak tanimladigimiz d = 1,2,3,4, 5,6 mesafe degerlerinin herbirinde atom ciftleri i¢in
birbirinden oldukca farkli gozlemlenme frekans dagilimlari, d > 6 oldugu durumlarda ise
benzer dagilimlar elde edilmistir. Bu nedenle, d > 6 olan tiim durumlar ayni veri setinde
tek bir durum olarak ele alinmistir. Sonuc¢ olarak, tiim atom ciftler1 d = 1,2,3.4.5,6

ve d > 6 olacak sekilde 7 farkli zincir mesafesine gore ayri ayri simiflandirilarak ele



alinmistir. Boylelikle, tanimlanan farkli atom cifti ¢esidi veya etkilesme tiirii sayisi

7% 167 x 167 = 195,223’ ¢ cikmstur.

Dengede olan termodinamik sistemler prensip olarak serbest enerjilerini minimum
yapmaya calisirlar. Bu nedenle, denge durumunda proteinlerin kath yapilarinin minimum
serbest enerjiye sahip oldugu ve her bir mikroskobik duruma karsilik gelen protein
konformasyonlarinin dagilimi Boltzmann prensibine uydugu kabul edilmektedir [79].
Boltzmann kanunu bir sistemin enerjisi, o sistemin olasilik yogunluk fonksiyonu
ile iligskilendirmekte ve siireksiz/ayrik degiskenler kullanildiginda; olasilik yogunluk

fonksiyonu Esitlik 4.6 ile ifade edilmektedir.

Py =2 Vexp [ 21 4
ik = eEXp (4.6)

kg T
Burada kg Boltzmann sabiti, 7 sicaklik ve i, j,k alt indisleri sistem degiskenlerini

ifade etmektedir. Z terimi ise Boltzmann toplami veya boliisiim fonksiyonu olarak

adlandirilmakta ve matematiksel formu Esitlik 4.7 ile verilmektedir.

Z = Zexp( I\BT) (4.7)

ijk

Bu calismada Boltzmann kanunu ve protein kath yapi koordinatlarnt kullanilarak; atom
ciftlert icin P&m(al,&g,rlz) olasilik yogunlugu tanimlanmis ve asagida esitlikteki gibi

hesaplanmustir.

Ngnft ((71 52#’12)
ZNgm ap,a, r,ll?.)

Z Z NSrltl (a,.aq,tp)
i=1 j=1
167 167

Y Y YN (@, )

i=1 j=1 n

Esitlik.4.8’de d parametresi (a@),a>) atom ciftindeki @, ve @ atomlarmin ait olduklari
amino asitlerin zincir lizerindeki mesafelerini belirten degiskeni (bkz. Sekil.4.10.(a)),
N «,lﬂ(a' ,d>,ri2) terimi ise d zincir mesafesinde ve rj> 6klid mesafesinde gozlemlenmis
toplam (a;,a») atom cifti sayisim vermektedir. Yine, esitlikteki i/ ve j indisleri farkl
tim atom tiirlerinin (167 tane) belirteci olup, i ve j lizerinden yapilan iki toplam
tiim atom ciftlerinin hesaba katildigin1 gostermektedir. n iist indisi ise yine d zincir

mesafesindeki (d;,d>) atom cifti icin gozlemlenen ayrik oklid uzayr mesafesi 712 nin ait
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oldugu aralik veya bin belirteci olup, n lizerinden yapilan toplam gozlemlenmis tim ry»

ayrik mesafelerini kapsadigim gostermektedir.

Bu tanimlamalar altinda her (&;,a») atom ciftinin d ve r|» mesafelerindeki enerjisi

E‘ém (a@y,az, r12) asagidaki Esitlik4.9’a gore hesaplannustir [80].

E¢ (&1,&2,r12):kBTln(l+0'm‘~[-)—kBTln(l-i-O'mgldde (al,ag,r.g)) (4.9)

cift apan cift

Burada o sabiti gézlemlenen her bir atom ciftinin istatistiksel agirhigi olup, degeri 1/50

olarak alinmsgtir. mg’l -, parametresi ise d zincir mesafesinde gozlemlenen (a;,a;) atom

ciftinin toplam sayisini temsil etmektedir.

Ll'l'l'l'l'll'l'l'l'l'll'l'l'l'l'

O e — -

-_—d=3 { -_d=5 d>6
-2&— —— =
b - 8 - FE 58 a9k 38 g ) ihieg i K B B- 2 ) o § 29 8 - F 5 0
4 8 12 16 20 24 4 8 12 16 20 24 4 8 12 16 20 24
r12

Sekil 4.11 : Alanin amino asitinin 3-karbon (4Cp) atomlar1 arasinda farkli d zincir
mesafelerinde elde edilen etkilesim enerjilerinin 6klid mesafesi rj;’ye gore
degisimi.

Sekil.4.11 de goriilecegi lizere alanin amino asitinin S-karbon atomu ile bagka bir alaninin
B-karbon atomunun olusturdugu (4Cg, ACp) atom ciftinin farkl & zincir mesafelerinde
hesaplanan etkilesim potansiyellerinin oklid mesafesine gore degisimleri incelendiginde;
cok sasirtict sonuclar elde edilmistir. Her d degerinde elde edilen minimum etkilesim
enerji degeri ve bu degere karsilik gelen 5 degerleri yiiksek degiskenlik gostermektedir.

Ayrica d = 2,3,4 zincir mesafelerinde tek bir global enerji minimumu ve bir potansiyel
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kuyusu mevcut iken d = 5,6 zincir mesafelerinde ise iki global enerji minimum ve iki

potansiyel kuyusunun varligi gézlemlenmektedir.

Bu davrams farkhiliklarimi belirleyen en temel sebepler ise: (i) dengedeki sistemlerin
enerjilerini minimum yapacak konformasyon tercihleri, (i1) atom c¢iftlerinin protein zinciri
tizerindeki yakinlhik derecesi, (ii1) atomlarin birbirine kovalent bag ile bagh olmasimin
beraberinde getirdigi geometrik kisitlilik derecesidir. Protein zinciri lizerinde yakinhik
derecesi azaldikca serbest atom ¢ifti davranisi gozlemlenmektedir. Mesela, yerel olmayan
ve geometrik kisitlhiligin minimal oldugu d > 6 zincir mesafeleri icin elde edilen sonuglar:
yari-ampirik (semi-emprical) yontemlerle elde edilen sonuclarla uyumludur. Diger bir
deyisle, atom ciftlerinin van der Waals yaricaplariin toplami denge mesafesine karsilik
gelmekte ve bu denge mesafesinde atom ciftinin etkilesim enerjisi minimum degerine
sahip olmaktadir. Sekil.4.11°de ele alinan (ACﬁ, ACﬁ) atom ciftinin van der Waals
yaricaplarinin toplanu (1.88+ 1.88 = 3.76A) olup, hesaplamalarimuzin d > 6 icin verdigi
deger ise 3.8A’dur. Ayrica, iki atom arasindaki mesafe, denge mesafesine yaklasirken
aralarinda bulunan su molekiiliinii disarlayabilmek icin asilmas: gereken su disarlama
bariyeri (desolvation barrier) [40, 81] varhigmin goézlemlenmesi yaklasimlarimizin ve
hesaplarimizin ne kadar basarili oldugunu gostermektedir. Goriilecegi lizere, ayn atom
¢ifti (4Cg. ACp) farkh d zincir mesafelerinde farkli fiziko-kimyasal 6zellikleri olan farkls

atom ciftlert gibi davranmaktadirlar,

4.2.2 Yonelim ve diizlemsellik ozelligi olan transfer edilebilir istatistiksel hidrojen

bagi enerji terimi dizaym

Bilindigi iizere oksijen ve azot atomlarmin sahip olduklart yiiksek elektronegatiflik
dolayisiyla azot atomuna bagh donor hidrojen atomu ile akseptor oksijen atomu arasinda
kolaylikla hidrojen bag: olusabilmektedir [82]. Bu hidrojen baglar1t hem ikincil yapi
olusumuna hem de protein yap kararhiligina biiyiik katki saglamaktadir [83]. Alanin
amino asitinin (4O, sAN2) ve (4N;, 40>) atom ciftleri i¢in aymi d zincir mesafe

degerlerinde elde edilen E‘ém (401,4N2,112) ve E‘ém

(4N1,4 O2,r12) enerji degerlerinin ry
oklid mesafesine gore degisimi incelendiginde (bkz. Sekil.4.12°de): siyah renkli ¢izgi
ile gosterilen ve 4O atomunun zincirin N-bitimine daha yakin oldugu (401, 4N>) atom
cifti ile kirmizi renkli ¢izgi ile gosterilen ve 4N atomunun zincirin N-bitimine daha yakin

oldugu (4 Ny, 10>) atom ¢iftinin ayn1 d =2, 3,4, 5, 6 zincir mesafelerinde ne kadar yiiksek
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Sekil 4.12 : Alanin amino asitinin omurga azot 4N atomu ile omurga oksijen 4 O
atomlarmin olusturduklart (4O, AN2) ve (4N, 40>) atom ciftleri i¢in farkh
d zincir mesafelerinde elde edilen etkilesim enerjilerinin 6klid mesafesi
ri2’ye gore degisimleri.

davrams farklilhigi gosterdigi kolaylikla anlasilacakur., Soyle ki; ayni atomlardan olusan
her iki atom ciftinin hidrojen bag: yapma kapasitesinin ayni olmasi beklenirken; hidrojen
bag: olusturma kriterlerinden birisi olan roy < 3.55A ve ryo < 3.55A degerlerinde
(401, AN>) atom ¢ifti, (4N;,20>) atom ciftine gore cok daha fazla gozlemlenmekte
ve dolayisiyla cok daha fazla hidrojen bagi yapabilme kapasitesine ve cok daha diisiik
enerjiye sahip olmaktadir (bkz. Sekil.4.12). Bu davranig zincir iizerinde yerel olarak
tanimlanan ve d = 2, 3,4, 5,6 zincir mesafe degerlerinde, diger tiim amino asit ciftlerine

ait donor ve akseptor atom ciftleri icin de gecerlidir.

Protein kararliginda 6nemli rol iistlenen hidrojen baglarimin, hem yonelimsel hem de
diizlemsel olma 6zelligi mevcuttur [84]. Bu iki 6zelligi kapsayacak transfer edilebilir bir
istatistiksel hidrojen bagi enerji fonksiyonu, coklu parcacik geometrilerini icermelidir. Bu
amacla sadece omurga donor N ve akseptor O atomlar: arasinda olusan hidrojen baglan ile
ilgilenecegiz. Sekil.4.13’te sirasiyla magenta ve mavi renkli kesikli cizgilerle gosterilen

Co— H --- 0 ve siyah renkli N — H - - - O hidrojen baglar gosterilmistir.
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Sekil 4.13 : B-yapili proteinlerde omurga atomlar: arasinda olusan asidik Co, — H --- O ve
N — H --- O hidrojen baglan gosterimi.

Sekil 4.14 : Hafif hidrojen atomu tanimlamasi icermeyen (a) N — H - - - O hidrojen bagi
olusum kriterleri ve (b) eger kriterler yerine getirilmig ve hidrojen bagi
olusmugsa ilgili geometrinin kayit edilmesi ve binlere ayrilabilmesi i¢in

tanimlanan dort mesafenin gosterimi.



Gelistirecegimiz ve protein dinamigine dahil edecegimiz N — H---0O hidrojen baglari
icin bir mesafe ve dort a¢i kriteri kullanilmis ve bunlarin geometrik tanimlamalari
Sekil.4.14°de gosterilmistir.  Donor N ve akseptor O atomlar sp” hibritlesmesine
sahiplerdir.  Bu nedenle, donor atomunun akseptor diizlemine gore ve akseptor
atomunun donor diizlemine gore en ideal oryantasyonlan ve ideal durumdan sapmalarinin
tanimlanmasi hidrojen baglarinin diizlemsellik 6zelliginin yerine getirilmesi bakimindan
onemlidir. Sekil 4.14.(a)’da )y (C — N —Cy ) plakasi donor diizlemini ve (0 —C—Cy)
plakasi ise akseptor diizlemini gostermektedir. Akseptoér atomunun ug donor diizlemine
gore oryantasyonu; U3y ve k(Cq — N — O) plakalariin normalleri arasindaki agiya gore
belirlenmektedir. Diger bir deyisle, /.tg ve K plakalarinin normalleri arasindaki agi i¢in
en ideal deger 0°olup, bu degerden £607"ye kadarlik sapmalara miisaade edilmektedir.
Benzer sekilde, N donor atomunun p)) akseptor diizlemi gore oryantasyonu: u§ plakasi
ve 6(N — O — C) plakalarimin normalleri arasindaki aciya gore tayin edilmektedir. Yine
bu plakalarin normaller1 arasindaki aci icin de en ideal deger 0 ’dir. Fakat O atomu daha
biiyiik oldugu icin ideal degerden 907" ye kadar olan sapmalar kabul edilmektedir [84].
Sekil 4.14.(a)’da gosterilen, donor N ve akseptor O atom pozisyonlarinda tanmimlanan
bag acilar: icin sirasiyla 8¢, nvo > 90° ve Oyoc > 907 kriterleri ve donor N ve akseptor
O atomlar1 arasindaki mesafe icin ise ryp < 3.6A kriteri kullanilmistir [84]. Bu
kriterleri yerine getirerek hidrojen bagi olusturan ilgili geometriler Sekil 4.14.(b)’de
gosterilen dort mesafe kullanilarak kayit altina alinmakta ve (.2 A’liik binlere ayrilarak
istatistiksel potansiyel dizayninda kullanilmaktadir. N —H - - - O hidrojen bagi geometrisini
tanimlamak icin kullanilan dort mesafe ise sunlardir: ry = ryo, R =ryicis 3 =71 i i Ve

rg = r(_‘i—le-H .

Istatistiksel hidrojen bagi potansiyel enerjisi i¢cin tanimladigimiz en genel matematiksel

ifade Esitlik.4.10’da verilmistir.

. NN'"O (aN 00. 149 I‘z,r4)
Ee? (aN, 40,11, 73, 73,74) = —kTln | 1 4 22 12,73
o Pl (aN, 4 0)

— -~

(4.10)

Esitlikteki Nﬁt')”o(aN, «0,r1,m,r3,rq) terimi hidrojen bag kriterlerini yerine getirmis
amino asit spesifik (,N, ,0) donor akseptor ciftinin r,r2,73 ve rqy mesafe binlerinde
toplam gozlemlenme sayisim ifade etmektedir. Esitlik 4.10°daki 1 degeri: verilen donor

aksoptor cifti icin hidrojen bagi gozlemlenmeyen bin kombinasyonlar: icin matematiksel
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olarak tanimsiz enerji durumlarim (yani, —In[0]) engellemek icin eklenmistir.

Nity © (N, 20)
20 20

Y Y N(aN.q0)

i=1 j=I

ity (aN, a0) = (4.11)

Ayrica, pﬁ,’)"()

(4N, 4O) terimi ise mol kesri terimi olup (N, ,0O) donor akseptor
ciftinin yaptigi toplam hidrojen bagi sayisi Nﬁg'o («N, ¢O)’ nin, hidrojen bagi yapip
yapmamasindan bagimsiz protein setindeki tiim donor akseptor ciftlerinin toplam
sayist Y20 Y20 | N (4N, 4;0) na orami olarak verilmekte ve Esitlik 4.11 kullanilarak
hesaplanmaktadir.

Kullandigimiz hidrojen bagi tanimi altinda, farkhi d zincir mesafelerinde gozlemlenen
toplam N — H---O hidrojen baglarinin sayis1 Tablo 4.1’de verilmisitr. Ikinci kolon
(akseptor, donor) ¢iftleri (yani, akseptor oksijen atomunun N-bitimine daha yakin oldugu
durum) ve liciincii kolon ise (donor, akseptor) ciftlerinin (yani, donor azot atomunun
N-bitimine daha yakin oldugu durum) toplam sayilarim gostermektedir. Goriilecegi
iizere, hidrojen bag yapan ciftlerin zincir iizerindeki mesafeleri d < 6 oldugu durumda
ticlincii kolondaki (donor, akseptor) ciftlerinin hidrojen bagi yapma egilimleri, ikinci
kolondaki (akseptor, donor) ciftlerinin hidrojen bagi yapma egilimlerinin yaninda ¢ok
diisiik kalmaktadir. Fakat bu farklihik zincir tizerindeki mesafe d > 7 oldugu durumda

ortadan kalkmaktadir.

O-~H—N | N—H 0

I i+ 2 34.444 57
Li+3 | 1.859.568 4.435
Li+4 | 1.623.134 4.890
I, i+5 37.933 3.429
i, =0 6.597 1.942
i, i=>7 | 237444 207.222

Tablo 4.1 : Dort donor akseptor ¢ifti setleri i¢in farkli d zincir mesafelerinde
gozlemlenen toplam hidrojen bag: sayilar.

Hidrojen ba8i yapma egilimindeki bu farkhiligi gelistirdifimiz hidrojen bagi enerji
terimine dahil etmek icin; hidrojen baglarimi sadece amino asit spesifik degil, ayni
zamanda hidrojen bagi yapan donor veya akseptor atomlarindan hangisinin protein

zincirinin N-bitimine daha yakin oldugu da g6z 6niine alacak sekilde dizayn edilmistir.
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Dolaysiyla, hidrojen bag: enerji terimimiz, hidrojen bagi yapabilecek 2 x 20 x 20 = 800

farkli donor ve akseptor ¢ifti kombinasyonunu icermektedir.

4.2.3 Protein zinciri tizerinde yerel olan amino asit ticliileri ve dortliileri icin transfer

edilebilir istatistiksel etkilesim ener;ji terimleri dizaym

Bu tez kapsaminda yaptifimiz molekiiler dinamik calisgmasinda; zincir iizerinde yerel olan
acisal etkilesme terimlerinin, protein termodinamigi ve kinetigini deneysel gozlemlerle
uyumlu olacak sekilde betimlenmesinde ne kadar krittk ve Onemli rol oynadigini
gostermistik. Benzer katkinin tiim atomlarin temsil edildigi, komplekslik ve karmagiklik
seviyesi ¢ok daha yiiksek olan modellerde de saglayacagi diistincesiyle; protein zinciri
iizerinde ardisik olan amino asit iicliileri (ay,a2,a3) ve dortliileri (a;,a2,a3,a4) (bkz.
Sekil 4.10) ele alinmustir. Bu baglamda, amino asit licliileri ve dortliilerine mensup amino
asitlerin tiim omurga (N, Cg, C ve O) atomlan ve sadece kenar zincir C B atomlan arasinda
mesafeler, bag acilar ve dihedral acilar1 tanmmlayarak; amino asit ti¢clii ve dortliilerinde
ki atomlarmn geometrik tercihlerini ¢cok atomlu ve ¢ok parametreli enerji terimlerine

doniigtiirtilmesi ve boylelikle protein dinamigine dahil edilmesi planlannustir.

0.120

0.100

0.080
0.060 : -
0.040 | |
0.020 \ | | :
LRI |||
ALA ARG l ‘ : E LEU LYS MET PHE PRO SER

ASN ASP CYS GIN GLU GLY HIS ILE

THR TRP TYR VAL

m TUm a, f, a + B, al/p yapililar » Sadece tamamiyla a-yapili m Sadece tamamiyla f-yapili

Sekil 4.15 : Tiim farkh protein kath yapilarini, sadece tamamiyla oc—yapilarmi ve sadece
tamamiyla f—yapilarin iceren ii¢ farkli protein setinde amino asitlerin
gozlemlenme siklifmin gésterimi.

Amaclanan sey 1se; (1) protein kath yapilarinin en diisiik enerjili yap: olmasini, (i) protein

konformasyon uzaymin efektif bir sekilde 6érmeklenmesini, (ii1) tuzak olusturabilecek
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konformasyolarin ziyaret edilmemesini, ve (iv) yerel konformasyonel tercihlerin dogru bir
sekilde betimlenmesini ve bunlarin protein dinamigine katkilarinin ince ayar yapilabilecek

sekilde tasarlanabilmesini saglamaktir.

0.4
0.35
0.3
0.25
0.2

0.15

0.1

] | |, gl |
III' l” e UL Bl o ol | < N .
ALA ASP

ARG ASN cYs GIN GLU GLY HIS ILE LEU LYS MET PHE PRO SER THR TRP

W TUm a, g, a + f, a/p yapillar W Sadece tamamiyla a-yapil ® Sadece tamamiyla f-yapili

Sekil 4.16 : Tiim farkh protein kath yapilarini, sadece tamamiyla o —yapilarm ve sadece
tamanmuyla 3 —yapilarini iceren ii¢ farkl protein setinde en sik gozlemlenen
ilk yliz amino asit {icliisiinde, amino asitlerin gézlemlenme sikhifinin
gosterimi.
Literatiirde protein kath yapr analizleri ile amino asitlerin gosterdikleri farkl e8ilimler
(mesela, hangi amino asitin hangi ikincil yapilarda bulunmayi tercih ettigi vd.) detayh
olarak incelenmistir [85-88]. Benzer analizi kullandigimiz 25,801 proteinden olusan
protein setimizde ki; (i) tiim proteinleri, ayni protein setinde bulunan (i1) sadece a-yapili
proteinler, ve (iii) sadece B-yapili proteinlerden olusan protein setleri i¢in bu tez

calismasida da yapilmistir,

Bir amino asitin farkh protein aile setlerindeki gozlemlenme sikhigi P!, Esitlik 4.12°de

verilen matematiksel form ile tanimlanmaktadir.

: Ni
P ==
TN

Esitlik 4.12deki a alt indisi amino asit tiiriinii, i iist indisi protein ailesini, N’ terimi i

(4.12)

protein ailesinde gdzlemlenen toplam @ amino asit tiirii sayisini ve Y, N/ terimi i ailesi
protein setindeki toplam amino asit sayisim gostermektedir. Farkli protein ailelerinden

elde edilen P! degerlerinde gzlemlenen farklihigin kiyaslamasi, Esitlik 4.13’te verilen Ff,j
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parametresi kullanilarak yapilmistir.

[P — PJ]
min (Pg,P({)

I = (4.13)

Esitlik 4.13’teki i ve j list indisleri protein ailelerini temsil etmektedir.

Sekil 4.15 dikkath incelendiginde: LEU, ALA, GLU amino asitleri tamamiyla a-yapih
proteinlerde ve GLY, VAL, THR amino asitleri tamamiyla B-yapili proteinlerde daha
yiiksek gozlemlenme siklhigina sahiptirler. Ayni amino asitlerin iki protein ailesindeki
gozlemlenme sikliklarindaki farkhiliklan I' ! parametresini kullanarak inceledigimizde;
ek =069, 195 =050, 1%0 =047, 18R = 0,68, T%E = 0.29 ve %P, =0.52

degerleri elde edilmektedir.

Diger taraftan, protein zinciri iizerinde ardisik amino asit {cliilerinin ayni protein
setlerindeki gozlemlenme sikligi da incelenmistir. Bu analiz sirasinda 8, 000 farkli amino
asit ticliisiinlin tiimiinii ele almak yerine; tamamiyla o-yapih ve tamamiyla S-yapih
proteinlerde en sik gozlemlenen ilk 100 amino asit ilicliileri iizerinden, amino asit
gozlemlenme sikhiklar hesaplanmistir. Ayrica en sik gozlemlenen ilk 10 amino asit
ticliiler1 Tablo 4.2°de verilmistir. Yapilan analizin Sekil 4.16°da gosterilen sonuclari
dikkate degerdir. En sik gozlemlenen ilk 100 amino asit licliileri tizerinden yapilan
gozlemlenme sikligi farklar1 analizinde elde edilen degerler: I’ﬁ,’g) =4.79, I K‘L A = 2.14,

re&h =487, 18P =17.00, 1% =425 ve T%E, = 19,50 dir.

Tablo 4.2 : Tiim farkh ailelere mensup proteinlerden, tamamiyla o¢—yapili ve tamamyla
[ —yapili proteinlerden olusturulan ii¢ farkh protein setinde en sik
gozlemlenen ilk on amino asit ti¢liilerinin gosterimi.

Tim a, B, a+ B, o/ B yapili | Tamamiyla a-yapili | Tamamuyla -yapili
1 ALA-ALA-ALA ALA-ALA-ALA SER-GLY-SER
2 ALA-LEU-ALA ALA-ALA-LEU ASP-GLY-THR
3 ALA-ALA-LEU GLU-LEU-LEU PRO-ASP-GLY
4 LEU-ALA-ALA LEU-LEU-GLU VAL-SER-GLY
5 GLU-ALA-LEU ALA-LEU-ALA SER-VAL-THR
6 LEU-LEU-ALA LEU-LEU-ALA VAL-LYS-VAL
7 ALA-LEU-LEU LEU-ALA-ALA THR-LEU-THR
3 GLU-LEU-LEU GLU-GLU-LEU VAL-VAL-SER
9 LEU-LEU-GLU ALA-LEU-LEU VAL-THR-GLY
10 LEU-ALA-GLU GLU-ALA-LEU SER-GLY-GLY
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Bu gozlemlerden elde edilen sonuclar sunlari ifade etmektedir: tiim amino asitler, tiim
farkli protein ailesine mensup proteinlerde kiyaslanabilir farkhiliklar ile gozlemlenseler
dahi; bu ailelere mensup proteinlerde gelisi giizel bir sekilde degil, tam aksine her
protein ailesinde belirli amino asit iicliilerinin icinde ¢ok daha yiiksek siklikla olacak
sekilde bulunmay tercih etmektedirler. Diger bir deyisle, protein zinciri iizerinde ardisik
amino asitlerin olusturdugu {cliilerin; proteinlerin kath yapilarmin secilmesinde veya
olusmasinda belirleyici rolii oldugunu isaret etmektedir. Bu nedenle, gelistirdigimiz
amino asit ticliisii enerji terimlerinin protein dinamiginde de belirleyici rol iistlenmesi

beklenmektedir.

4.2.3.1 Cy —Cp Kovalent Baglarinin Birbirine Gore Hizalanmasm 7 Dihedral ve 6

Bag Acilan ile Tasvir Eden Enerji Terimi, £ -9

ucli
Protein zinciri lizerinde ardisik amino asitlerin olusturdugu her amino asit iicliisiindeki
(ay.a>,a3) atomlarin geometrik tercihlerini belirlemek ic¢in tanimladigimiz; bag ve
dihedral acilar1 ya {ic amino asitin tamaminda ya da (a;,a»), (a2,a3) ve (ay,a3) seklinde
ifade edilen ili¢c tane amino asit ¢iftinin atomlar1 arasinda tanimlanmaktadir. Amino asit
ticliisiinden tiiretilen amino asit ciftleri ve acilarin numaralandirilmas: veya indekslenmesi,

(ay,ar,asz) gosteriminde oldugu gibi iiclii icindeki siralarina gore yapilmaktadir.

Amino asit ticliilerindeki amino asit ¢iftlerindeki Cy — Cg kovalent baglarinin birbirlerine
gore hizalanmalarint 112 = <CCLCLCE. My = <C3CECHCh ve Mi3 = <CpCaCoCH
dihedral agilar ve Cy atomlari arasinda tammlanan 6,3 = ZCLC%C3 bag acst ile tasvir
edilmektedir. Bu acgilar Sekil.4.17 de grafiksel olarak gosterilmistir. 1) dihedral agilarimin
alt indislers, bu acilarin verilen amino asit {icliistindeki hangi amino asit ikilisine ait
oldugunu belirtmektedir. Goriilecegi lizere, mesela 12 dihedral agisi C;}, Cl., C% ve
C é atomlar arasinda tammmlanmakta ve 1 = <C I',C&C(?;‘C é seklinde ifade edilmektedir.
Benzer sekilde, 853 bag acist C), C2 ve CJ atomlar1 arasinda tammlanmakta ve
matematiksel olarak 6123 = ZCLC3C; seklinde gosterilmektedir. Bu tammlama ve
gosterim sekli tiim acisal terimler icin aynidir.

|—180°, 180°| arasinda degerler alan dihedral agilar1 20°°lik ve [0°, 180°| arasinda degerler
alan bag acilari ise 107°lik esit parcalara boliinerek; her biri icin 18 tane ayrik aralik/bin
olusturulmustur. Protein modelimizde kullanilmak iizere amino asit licliilerinin icerdikleri

atomlarin birbirlerine gore konum veya geometrik dizilim tercihlerine dayali olarak
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Sekil 4.17 : Protein zinciri {izerinde ardisik olan (a;,a»,a3) amino asit ticliisiindeki, ii¢
amino asit ¢iftlerinde Cy — Cp kovalent baglarinin birbirlerine gore
hizalanmalarini tasvir etmek i¢in tanimlanan 12, 123, 113 dihedral agilar: ve
0123 bag ac¢i terimlerinin gosterimi.

gelistirilen transfer edilebilir istatistiksel enerji fonksiyonlari; Esitlik.4.14°de gosterildigi
gibt 20 x 20 x 20 = 8,000 tane farkh amino asit licliisii ve dort tane ac1 parametresi
kullamlarak olusturulmustur. Her bir amino asit ti¢liisii icin toplam 18 X 18 X 18 X 18 =
104,976 tane icine girilebilir durum s6z konusudur. Dolayisiyla, her bir enerji fonksiyonu
8,000 x 104,976 ~ 84 x 10° tane icine girilebilir farklh mikroskopik durumu icermektedir.
Belirtmek gerekir ki; gelistirilen her bir amino asit ii¢liisii enerji fonksiyonu bu kadar
yiiksek sayida mikroskopik durumu icermesine ragmen, her proteinde tiim amino asit
ticliisti cesitlerinin bulunmasi olasi degildir. Yani, proteinler icerdikleri amino asit ticliisii

cesidi sayisina bagh olarak, icine girilebilecek durum sayisi farklilik gésterecektir.

—0
Eiz;m ((al 3a21a3)s nl2, n23, 77]3,9123) =

N‘n_,e(((“’([-z’a_})’ 12, 1123, |316]23)
KT | 14— o
pﬁglﬁ (01,02,03)

— —

(4.14)

Esitlik.4.14 de NU—G((al,ag,ag,),mz,7723,7713,6123) terimi, 112, 723, N3 dihedral ve

ticlii
0123 bag aci bin degerleri kombinasyonunda gézlemlenen toplam (aj.a3.a3) amino asit
ticliisiiniin sayisint ve Py (@i, a2,a3) terimi ise (a),az,a3) amino asit iigliisiiniin mol

kesrini belirtmekte ve degeri Esitlik.4.15 kullanilarak hesaplanmaktadir.

Nicti (a1, a2,a3)

Z Z Z Niigii (a'i,aé,ag)

i=1 j=1k=1
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Esitlik.4.15°de N yeii (a1, az,as) terimi (ay,az,a3) amino asit ticliisiiniin protein setindeki
toplam gozlemlenme sayisini ve payda terimi ise miimkiin olan tiim 8.000 amino asit
ticliisiiniin tamaminin toplam goézlemlenme sayisini ifade etmektedir. Payda daki toplam
terimlerindeki iist limit olarak verilen 20 sayisi, toplam amino asit c¢esidi sayisini
vermektedir. Esitlik.4.15°deki bu iki terimin orani; kuvazi-kimyasal yaklasimda mol kesri
olarak tantmlanmakta ve referans durumunu temsil etmektedir [89]. pici (a1,a2,a3) mol
kesri yani referans durum degeri, amino asit iicliileri icin gelistirilen tiim enerji terimleri

icin aymdir.
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=N i
89 2 o ;
- o :
.9: 3 . ® e O
gz o900 .2:. 5
=S " 4 .o & :
s : ::.:. e -
- . ? B - ;
| eee ® i
Sl «] Y
s B ve » » |
S, | e goe W0 " :
£ = . ~0"* . i
= ot . g e
= ev e i
— bt e L = f - ° -
3 . 3
o = : @ :
3 : 3 Lt ® @ :
§ 99‘,_ $ . o: . :: 3
o~ LI o0 :
- = .o e 0 ;
R ceee L, e0®. ° X |
= co me®” e i
op— . s 8 ¢ * e ‘ -
20 © L] . : ez
S S . |
2 2 o o8
— — »
l | ! ° so0e |
= = g e Q9% s
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0123 IO, 90] 9|'2‘3i90, 130] 91.2‘3[0, 90] 91.2,3;90, ISOE

111.3[— 180, 0] 7]].3[- 180. 0} m.a {0, 180] 7']1‘3[0, 180]

Sekil 4.18 : Tiim amino asit iicliileri icin Eggl—ue ((ay,az,a3z),N2,MN23,M13, 0123) enerji
fonksiyonunun minimum degere sahip oldugu 12, 123, 713 ve 6123
parametrelerinin bin kombinasyonlarinin gosterimi.

Esitlik 4. 14 ve gelistirdigimiz diger amino asit iicliileri enerji terimlerinde; yukarida ifade
edildigi her amino asit {i¢liisii i¢in dort boyutlu geometrik tammmlamalar yapilmaktadur.
Sekil 4.18’de 25,801 proteinden olusan protein setimiz kullanilarak; her amino asit
tcliisiinde, bu dort parametrenin hangi bin kombinasyonunun en sik gézlemlendigi
veya minimum enerjiyi verdigi degerler gosterilmektedir. Sekil 4.18’de 4-boyutlu
enerji fonksiyonumuzun, 2-boyuta projeksiyonu: x-ekseni ve y-ekseninde gosterilen
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ikiser bagimsiz parametrenin yeniden indekslenerek, tek boyuta indirgenmesi seklinde

gerceklestirilmistir.

Sekil 4.18°de gosterilen noktalar gézlemlenme sikligina veya enerjinin diisiikliigiine bagh
olarak farkh biiyiikliik ve renk skalasi kullanilarak gosterilmislerdir. Yani, gozlemlenme
siklig1r arttikca hem noktanin biiyiikliigii artiyor hem de maviden kirmiziya dogru rengi

degisiyor.

Belirtilmesi gerekir ki: 8,000 amino iicliisiiniin en diistik enerji degerlerine sahip oldugu
parametre bin kombinasyonlarimin gosterildigi Sekil 4.18de sadece 438 data noktas:
(438/8000 = 0.055) bulunmaktadir. Diger bir deyisle, tiim amino asit ii¢liilerinin %95'1,
438 farkh parametre bin kombinasyonlarindan birisinde minimum enerjiye sahiptir. Yani,
amino asit iicliilerinin Eggl-ue ((ay,az,a3),Ni12,M23, N3, B123) enerji teriminden elde edilen

minimum enerji uzayi ¢ok kisith olup, bu modelleme ¢alismalarinda istenen ve aranan

durumdaur.

4.2.3.2 C = O Kovalent Baglarimin Birbirine Gore Hizalanmasim & Dihedral ve 0
E—0
E;:

uclii

Bag Acilan ile Tasvir Eden Enerji Terimi,

Sekil 4.19 : Her (a;,a>,a3) amino asit ii¢liisiindeki {ic amino asit ¢iftindeki C = O
kovalent baglarinin birbirlerine gore hizalanmalari ve geometrik tercihlerini
belirlemek icin kullanilan &>, &3, &3 dihedral agilar: ve 6123 edilme ac1
terimlerinin gosterimi.

gS-°

g . e o o e r,-G 5 N i ‘
il Istatistiksel enerji terimi, E enerji terimi ile benzer olup, sadece Cy — Cp

icli

kovalent baglart yerine C = O kovalent baglarinin birbirlerine gore hizalanmasina
odaklanmaktadir. Bu amacla grafiksel gosterimi Sekil 4.19°da yapilan &> = <0'C'C?0?,
Exy = <0*C2C3 03, &3 = <0'C'C30? dihedral agilan ve 023 = ZC'C2C3 bag agisi
terimleri tanimlannustir.
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—

£ 9 N
E‘L?g]u ((al ’02’03)a€|2a§23,§13, 6|23) —

— —

.5 .
Ngglﬁ (((11,(12,(13), €l?.!§233 5]31 9123)

—kTln |1+
Pucli (a1,a2,a3)

(4.16)

- , . . L EB . 3}
Esitlik 4.16’de matematiksel formu verilen Eggm ((aI,ag,ag,),'g’lg,c',‘gg,,'ch,6|23) enerji

fonksiyonunun, tiim amino asit licliileri icin minimum enerji degerine sahip oldugu

parametre bin kombinasyonlar Sekil 4.20°te gosterilmistir.

)
i

£1.2/0, 180
€2.310, 180

€120, 180
62.3[_1809 0]

§1.2(—180, 0]
€24/0, 180]
L]

El 2[—1801 0!
€2.3|—180, 0]

610310, 90] 01 2.4(90, 180 B30, 90] 6, 23[90, 180
€1.3/—180,0] &1,3/—180, 0] £1.3/0, 180 €1,3/0, 180

Sekil 4.20 : Tiim amino asit ticlileri igin £, ((al,ag,a3),c§12, Ers, E13, 6, 23) enerji

fonksiyonunun minimum degere sahip oldugu &2, 23, 13 ve 023
parametrelerinin bin kombinasyonlarinin gosterimi

8,000 amino asit li¢liisii verisini iceren Sekil 4.20°de sadece 151 farkli parametre bin
kombinasyonu gézlemlenmistir. Yani, tiim amino asit icliilerinin %98°1, sadece 151 farklh

parametre bin kombinasyonlarindan birisinde minimum enerjiye sahip olmaktadir.
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4.2.3.3 Amino asit ticliisiinde tanimlanan y ve ¢ Dihedral Acilari ile Tasvir Edilen

Enerji Terimi, £ ./

Proteinlerin kath yapilarinda amino asitlerin aldiklart y ve ¢ dihedral ac1 degerleri, protein
yap: analizinde, tayininde ve modellemesinde 6nemli rol oynamaktadir. 1963 yilinda
Ramachandran tarafindan ortaya konan Ramachandran grafigi [90]; gliniimiizde bir ¢ok
deneysel (X-1s1m kristalografisi ve NMR) ve protein modelleme yaklasiminda (mesela,

homoloji) elde edilen protein yapilarinin test edilmesi yaygin bir sekilde kullanilmaktadur.

Sekil 4.21 : Her (a;,a»,a3) amino asit iicliisiinde tanimlanan 2, @12, Va3 ve 023
dihedral ac¢ilarinin grafiksel gosterimi.

Proteinlerin  kath  yapilarindaki konformasyonel tercihler hakkinda en giiclii
sinyalleri/6beklenmeleri veren YW ve ¢ acilart kullamlarak amino asit {icliileri icin
yeni bir istatistiksel enerji terimi tanimlanmisti.  Burada y ve ¢ acilarim tek basina
amino asitler icin ele almak yerine amino asit licliileri icinde tanimlamak istememizin

sebebi; komsu amino asit spesifikligi veya seciciligini istatistiksel enerji terimimize dahil

etmektir.
El:’él—uq, ((a1,a2,a3), Y12, 912, Y23, P23) =
NV (ar,a2,a3), iz, 012, W3, 023)
—kTlIn |14 %0 ( )V ¥ (4.17)
A pﬂglﬁ(a13023a3) )

Bu baglamda, grafiksel gosterimi Sekil 4.21°de yapilan ve > = <N'CLC'N?, ¢» =

<IC'N2C§C2, Y3 = <IN2C3"C2N3 ve (3 = <IC2N3’C35C3 seklinde tanimlanan dihedral
EY-?

icti ((@1,a2.a3), V12,012, o3, ¢23) istatistiksel enerjimizin

actlarmin fonksiyonu olan

matematiksel formu Esitlik 4.17°de verilmistir.
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Sekil 4.22 : Tiim am.ino asit ‘Li(;lﬁ.le.ri icin Ey ((al., az,as), Yia2, 12, Ya3, ¢23) enerji
fonksiyonunun minimum degere sahip oldugu v2, 012, Y23 ve @03
parametrelerinin bin kombinasyonlarinin gosterimi

8.000 amino asit iicliisii verisini iceren Sekil 4.22°de sadece 360 farkli parametre bin
kombinasyonu gozlemlenmistir. Bu bin kombinasyonu sayisi E‘?gl_ue ve Ef&f enerji
fonksiyonlarindan elde edilen rakamlardan daha yiiksektir. Bunun sebebi ise: glisin
amino asitinin hi¢ kenar zincir atomu olmamasi ve prolinin kenar zincirinin halka yaparak
omurga N atomuna bagh halka olusturmasi dolayisiyla, bu amino asitlerinin ¥ ve ¢
acilarmin Ramachandran grafiginde yasak olan degerleri alabilmeleridir. GLY ve PRO
iceren amino asit dicliilert data setimizden ¢ikarnldiginda gézlemlenen bin kombmasyonu

sayist 360°dan 133 e diismektedir.

Diger taraftan amino asit liclii merkezinde ayni amino asit (ALA) secildiginde,
tamamiyla a-yapihi proteinlerde en sik gozlemlenen (ALA, ALA, ALA) ve (GLU,
ALA, LEU) amino asit iicliileri ile tamamiyla -yapih proteinlerde en sik gozlemlenen
(GLY, ALA, GLY) ve (THR, ALA, THR) amino asit iicliilleri ayr1 ayn ele alinarak

incelenmistir.  Verilen amino asit iicliileri icin tiim parametre bin kombinasyonlarinda
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E&’é}l‘f’ ((a1,az,az), Y12,012, Wa3, ¢23) enerji fonksiyonunun aldigr degerler Sekil 4.23°te

gosterilmistir,

ALA - ALA - ALA GLU - ALA - LEU

IR [ %<& (- & 17.5 bbb
B8 |rovise- 4
g & 15.0 14
3 = 12.5 : 12
=

> 10.0 10
= = B8
g = 1.5
5 3 6
T = 5.0 el
— - Bk d
S & o ~®e
L 2.5 2

GLY - ALA - GLY THR - ALA-THR
e | P r4-oel Dol
.E E K 1.0 _~y_0::o-.
33 a
S e 0.: - 08 = :.
g o ‘ .
-
g 3 3
"4 - - 0.6
£ t 0.4
= Vi g :- 1
z 2 0.2
| | | | | | | | | I
O n 180, 0| ¥24/0, 180! day - 1800 O30, 180] iy sl 1800 dip 410, 180| sy 180, 0 @200, 180
dysl 1800 &zl 1800 @y 50, 180) By 40, 180 dy |~ 1800 Gyg| - 180,0 &y2l0, 180 Gy a0, 150

Sekil 4.23 : (ALA, ALA, ALA), (GLU, ALA, LEU), (GLY, ALA, GLY) ve (THR, ALA,

THR) amino asit ti¢liilerinin ayr ayri tiim parametre bin kombinasyonlarinin

— y w—o KT IO S
ve karsilik gelen ticli ((ay,ar,az), Y12, @12, Y3, 023) enerjilerin gosterimi.

Goriilecegi lizere, w-¢ uzayinda her amino asit lcliisii farklh sayida parametre
bin kombinasyonlarinda ve farkhh miktarlarda gozlemlenmektedir. Ozellikle (GLY,
ALA, GLY) amino asit i¢liisii digerlerinden ¢cok daha yiiksek konformasyonel tercih

yapabildigini gostermektedir.

4.2.3.4 Amino Asit Ucliisiiniin Merkezindeki Amino Asitin Cy — C s Kovalent Baginin
Ucliideki Tiim C = O Kovalent Baglarina Gore Hizalanmasim1 2 Dihedral ve 6 Bag

Acilari ile Tasvir Eden Enerji Terimi, E{}Jf

Amino asitler ticliilerinde geometrik tercihleri ortaya ¢ikarmaya calisirken; sadece Cy —
Cp kovalent baglarmin ve C = O kovalent baglarinin kendi aralarindaki hizalanmalarini

ele almak, diger geometrik tercihleri gozardi etmemiz anlamina gelecektir. Dier bir
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deyisle, amino asit iicliilerinin bir tarafin1 olusturan karbonil gruplar: ile diger tarafini
olusturan kenar zincir gruplart arasindaki hizalanmaninda gézoniine alinmasi gerektigini

diistinmekteyiz.

Sekil 4.24 : Her (a).a>.a3) amino asit iicliisiiniin merkezindeki a> amino asitinin
Cé — (2 kovalent baginm ii¢ amino asitteki C = O kovalent bagna gore

hizalanmalari ve geometrik tercihlerini belirlemek i¢in kullanilan 221, 422,
A23 dihedral agilar ve 023 egilme a1 terimlerinin gosterimi.

Bu amacla iki farklh istatistiksel enerji terimi gelistirilmistir.  Amino asit licliisiiniin
merkezindeki amino asitin (yani, a>’nin) C2% — Cf, kovalent baginin amino asit
ticliisiindeki, iic C = O kovalent bag ile hizanlanmasi betimleyecek Ay =
ACFCCI0", A = <CRCECR0%, Moz = <CRCRCP0° dihedral agilan ve 6123 =

Z0'0%*0° bag agisi tammlanmusti.  Bu parametrelere bagli olarak hesaplanacak

E&Tﬁa ((al,az,ag), A1, A2z, 123,-9_123) fonksiyonunun matematiksel formu Esitlik 4.18 de

verilmistir.

i—86 - o)
Eﬁg]ﬁ ((011(12?613)?2’2[3)‘2231237 9123) =

N8 ((a1,a2,a3), A21, 222, A23,0123)

ticli
P‘Uglu (a 1,d2, (13)

—kT'In | 14 (4.18)

4.2.3.5 Amino Asit Ucliisiiniin Merkezindeki Amino Asitin C = O Kovalent Baginin
Ucliideki Tiim C, — C s Kovalent Baglaria Gore Hizalanmasin 7 Dihedral ve 6 Bag

Acilari ile Tasvir Eden Enerji Terimi, Elfg_lf

Amino asit iglilerindeki C = O ve Cy — Cg kovalent baglarimin birbirlerine gore
hizalanmalarina odaklanan ve geometrik tercihlerini belirlemek icin gelistirdigimiz

ikinci istatistiksel enerji Ei.f;me ((al,ap_,a3),'531,1:22,1'23,9123) terimimiz; amino asit
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ticliisiiniin merkezindeki amino asitin (yani, a; nin) C? = O kovalent baginin amino
asit iigliisiindeki, ti¢ Cy — Cpg kovalent baglan arasinda tanimlanan ) = <102C2C('XC lli
T = 40°C°C3Ch, Ty = 90?C*CiC; dihedral ve 0123 = LCRC3Cy bag agilarinin
bir fonksiyonudur ve grafiksel gosterimi Sekil 4.25°de verilmistir.  Esitlik 4.19°da

.

Egg—“? ((al,az,a;;),rgl, 7, 123,6123) matematiksel formu verilmistir.

T—é ~~
Eugm ((01*02»03)a721sT22a723,9123) —

r—0 ~
Nuc;lu ((alaaz,a3),1'21,1'22,1'23,9123)

—kT'In |1+ (4.19)

p'lig‘]li (a] s a2, (13)

Sekil 4.25 : Her (a1, a2,a3) amino asit {icliisiiniin merkezindeki a> amino asitinin O = C
kovalent baginin ii¢ amino asitteki Co — Cp kovalent bagina gore
hizalanmalari ve geometrik tercihlerini belirlemek i¢in kullanilan 73, 722,
To3 dihedral acilan ve 023 bag aci terimlerinin gosterimi.

4.2.3.6 Amino Asit Ucliisiindeki Ozdes Omurga Atomlar1 Arasinda Tamimlanan
Dirt Farkh 6 Bag Acilar ile Tasvir Edilen Enerji Terimi, £{;

Amino asit iicliilerinde 6zdes olan atomlar arasinda é123 = /N'N?N3, 0123 = AC('xC(ZxC;},
5123 = /C'C2C3 ve 0153 = L0'0%*03 seklinde tanimlanan ve grafiksel gosterimi Sekil
4.26’da verilen bag agllarmln bir fODkSiyOIlu olan Ei?glij ((al : @2, a3), é123 ; 9]23, 5]23,6123)

enerji terimi Esitlik 4.20°de verilmistir.

E"e ((alva2~03)a 60123. 0123, 61?.3-—9-123) =

ticli
6 [ ~ 1.
Nisciis ((01,02,03), 0123, 6123, 6123, 9123)

Piictii (a1,a2.a3)

— -

—kT'In | 14 (4.20)
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Sekil 4.26 : Her (a;,a2,a3) amino asit iicliisiindeki 6zdes omurga atomlarinin
olusturduklart 6123, 6123, 0123 ve 0123 bag ac1 terimlerinin gosterimi.

4.2.3.7 Amino Asit Ucliisiiniin Merkezindeki Amino Asitin Kenar Zincir Atomlar:

Arasinda Tanimlanan y Dihedral Acilan ile Tasvir Edilen Enerji Terimi, £/

iiglii

Proteinleri olusturan amino asitlerin omurga atomlart (N,Cy,C ve O) aym oldugu
icin her amino asitin fiziko-kimyasal dogasimi kenar zincir R gruplarn (bkz. Sekil
4.27) belirlemektedir. Mesela, kenar zincirinde sadece C atomlart bulunan amino
asitler hidrofobik, yiiksek elektronegatiflige sahip N,O ve § atomlar1 bulunan amino
asitler polar ve N© veya O~ atomlart bulunan amino asitler yiiklii amino asitler
olarak kabul edilmektedir. Atomlarin farkh fiziko-kimyasal karakteristikleri proteinlerin
katlanma yolaklarin1 ve 3-boyutlu kath yapilarini belirleyen en temel unsurdur. Iste
amino asitlerin fiziko-kimyasal 6zelliklerini belirleyen kenar zincir grubunu olusturan
atomlarin birbirlerine gore oryantasyonlar: (Sekil 4.27°de gosterilen y dihedral acgilan)
incelendiginde: y dihedral acilarinin belirli degerlerde obeklendigi gozlemlenmistir. Bu
nedenle, amino asit kenar zincirlerinin ¥ dihedral acilarma dayal transfer edilebilir
bir istatistiksel enerji terimi Ef.fgm geligtirilmigtir. Bu baglamda, her amino asiti i¢inde
bulundugu cevreden bagimsiz olarak tek basina ele almak yerine, (aj,a>,a3) amino asit
ticliisiiniin merkezinde bulunan amino asit olarak ele alinip ayn ayri siiflandiriimigtir
(bkz. Sekil 4.27). Diger bir degisle, her amino asit tiirii icin 20 x 20 = 400 farkl veri
seti olusturularak, y» dihedral acilar1 daha da spesifik hale donistiiriilmiistiir. Boylelikle
komsu iki amino asitin (a; ve a3) kenar zincir gruplarinin, merkezdeki a; amino asitinin
kenar zincir ), dihedral a¢i1 degerleri dagilimina katkisi géz oniine alinnus olmaktadr.
Belirtilmesi gerekir ki; amino asitlerin kenar zincir gruplarimin biiyiikliigiine bagh olarak

x> dihedral a¢1 terimi sayis1 degismektedir. Sekil 4.27°te en yiiksek (dort tane) y» dihedral
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acilarina sahip amino asitlerden lizin (LYS, K) 6rnek olarak secilmistir. xq(o) dihedral

—-

acist esasen kenar zincir dihedral acist olmamasina ragmen, kenar zincir atomlarinin

konformasyonel tercihleri ile omurga karbonil C ve O atomlar: ile iligkilendirerek

A

il enerji terimi asagida verilen esitlik

geometri spesifikligi arturilmaya calisilmistir. E

ile hesaplanmaktadir.

\ L0 (1) (2 (3) (4
Eli?]u (((11302103)sX§ )7x"£_ )1X2 1X2 ),xé ):

0 I 2 3 4)\ 7
NE (1,20, 87, 80, 280,280 .Y )

Pﬁglﬁ (al y a2, (13)

—kTIn |1+ (4.21)

Esitikte 3" = <0*C2C3C}. x) = <NCRC3Ch 2 = «Cic3cics, x)
QCEC%CSC;Z' ve x2(4) = <IC$C5C§N§ lizin amino asiti kenar zincir atomlari i¢in tanimlanan
dihedral ac¢i terimlerini ve Né‘gm ((01,02.03), 12(0), xél), xéz) .xé‘” : 9554)) terimi ise bu aci

degerlerinde gbzlemlenen toplam (a,az,a3) amino asit ii¢liisii sayisim temsil etmektedir.

LYS, K @&

N .

ai a9 as

Sekil 4.27 : (a;,a>,a3) amino asit {i¢liisii icin pozitif yiiklii lizin amino asitinin merkezde
oldugu yani ap = LYS secildigi durumda; ), dihedral acilarinin ve bu acilari
hangi atom dortliileri gozoniine alindigimin gosterimi.

4.2.3.8 Amino Asit Dortliileri icin Etkilesim Enerji Terimleri, ES%, . ve Eq 1’

Protein modellemelerinde, tamamiyla sarmallardan olusan (mesela, 3-sarmal veya
4-sarmal demetli) kath yapiya sahip proteinlerde en sik karsilasilan sorunlardan bir tanesi;

dinamik konformasyonel doniisiimler sirasinda diisiik enerjili ve kathli yapiy1 cagristiran
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fakat gercek kath yapidan farkh tuzak konformasyonlarda hapsolunabilmektedir. Bu
durumun baslica sebeplerinden birisi sarmallar dogru olugsa da, bu sarmallarin birbirine

gore pozisyonlarinda ayna goriintiisii (mirror image) olusabilmektedir.

Sekil 4.28 : Protein zinciri lizerinde ardisik amino asit dortliilerinin C, atomlarinin
geometrik tercthlerini belirlemek i¢in kullanilan r¢) -4 , mesafesi, 9162"‘3 ve

9234 bag aci1 ve Qle 1534 dihedral a¢1 terimlerinin gosterimi.

Bu tarz ayna goriintiisi olusumunu ve bagka tuzaklanma mekanizmalarini
engelleyebilmek icin, protein zinciri iizerinde ardisik olan dort amino asitin sadece
Cq atomlarinin koordinatlarina gore tamimlanan ve Sekil.4.28°de grafiksel gosterimi
yapilan; bir tane dihedral acisi sz"g 4 = <CLCLC5,Cy» iki tane bag agisi 91(';‘3 =/ClC2C
ile 052 = ZCXCICH ve reics Oklid mesafe degiskenlerinin ayrik araliklarma bagls
Eggm ((al a»,as,dsq), reLed s 91(“;"3,91,3,91,34) enerji fonksiyonunun matematiksel formu

Esitlik 4.22 verilmistir.

o
E jsrui (("l A2, 03,04), Tl c 917319123191234) =

dorli ((al a,a3,d4), ’c'c*39123*9173ﬂ91234)

Pdertti (a1, a2,a3,a4)

—kT'In | 1+ (4.22)

Esitlik.4.22°deki pay ve payda terimlerinin hepst amino asit {cliisii icin yapilan
tanimlamalar ile birebir ayni olup sadece amino ilicliisii yerine dortliisii g6zoniine

alinmastur.

Diger taraftan, amino asit licliilerinde ©6zdes atomlar arasinda tanimladigimiz bag

acilart yerine; amino asit dortliilert icin yine oOzdes atomlar arasinda 91234 -

I A72 A73 a74 23 2130
AN'N’N3N*, Q5,5 = <C'CPC°Ct QY5 = <0'0°0°0* ve 9,234_463 C3C3Ch
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seklinde tanimlanan dihedral acilarinin fonksiyonu olan ve matematiksel formu Esitlik

; NCOC
423’te verilen E P

ol ((01,02,03,04) Q|234,Q,234,91234,£21234) istatistiksel enerji

terimi gelistirilmigtir.

NCOCy
E ys:1i ((611,612,613,04) anﬂmmgnu 91734)
" Ncll\(l)rtm ( a,ar,as,as), 91714591934191234~91234)

— kT In (4.23)

Pdori (@1,a2,a3,a4)

NCOC B .
dortli

Amino asit dortliisii enerji terimleri E¢  ve E icin referans durumu tanimlayan

dortli

Pasrii(ar,az,az,as) mol kesri, amino asit iicliilerinin mol kesri pyeg (a1,a2,a3 )’ ye benzer

sekilde asagida verilen Esitlik 4.24 ile hesaplanmaktadir.

- Nasraii (a1,a2,a3,a4) ‘

2 . .
Z Z Z Y Naonii (a'l,a!z,ag',ag)

k=11=1

4.2.4 Protein Konformasyonu Toplam Enerjisi

Su ana kadar gelistirdifimiz transfer edilebilir enerji terimleri kullanilarak bir protein

konformasyonunun toplam enerjisi Eyonr asafida verilen Esitlik 4.25 i1le hesaplanmaktadur.

Esitlik 4.25°teki Egif( enerji terimi protein zinciri iizerinde birbirine {i¢ kovalent bagi
uzaklhigindan daha yakin olan ve/veya ayni amino asitin icinde bulunan atom ciftleri haric,
miimkiin olan diger tiim atom ciftleri lizerinden hesaplanan toplam atom c¢ifti etkilesme
enerjisini ifade etmektedir. Atom ciftleri, zincir tizerindeki mesafeleri d’ye bagh olarak
ayri ayri hesaplanmaktadir. Bu nedenle, atom ¢ifti toplam enerjisi Egiﬂ, Esitlik 4.257te iki
ayri toplam (birinci toplam zincir mesafesi d ve ikinci toplam i ve j > i+ | atom ciftleri

izerinden) ile formiile edilmistir.

Diger taraftan, Eﬁg‘o enerji terimi ise N — H---0O hidrojen bag toplam enerjilerini
temsil etmektedir. Bu enerji terimlerindeki toplamlar ise amino asit ciftleri iizerinden
alinmaktadir. Benzer sekilde, amino asit iicliileri icin gelistirilen tiim Eﬁglﬁ ener;ji
terimlerindeki toplamlar, proteindeki amino asit iicliiler: (toplam N — 2 tane) ve amino
asit dortliiler1 i¢in geligtirilen tiim Ed(mm enerji terimindeki toplam ise proteindeki amino

asit dortliileri (toplam N — 3 tane) iizerinden alinmaktadir.
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N .0 o NC ()Cﬁ NC()Cﬁ
Eyone =Egit + “’Hb Eyp ~ + wdortluEdértm T O gsran Edori EUglu
-5—6
+ @ By + a),,Em‘,u + @y, Eugl[l + co,Sme,u 7+ a),bE i T @, Em‘Iu
7 Nd[OlIl
— Z z a)glfl ad, aaj)E ~ift (ahajsr:;)
d=1 i=lI
j>i+1

N
+ Oy Y EYC ((aN)iy (a0)jyr1yr2,r3,14)

oy
j>i+7

dortlu Z Edortlu( ay,az,as,aq);, re) c‘~9123v917%~91224)

¢—l

NCOCy NS NCOC c
B B p
T O e Z doris ( (a1, a2, 02’04):,91234~Qn34a91’34191234)
i=1

+ @y, Z u<,1u ((a1,a2.a3)i.M21,M23,M13, 6123)

+ @, Z el (an az,a3)i, 512,623, §n.9m)

=1
N—2

+ W, Z El‘l‘(:‘]li¢ ((alﬁa:.).! (13),', Y12, (pl?.a W23s¢23)
i=1
N_ —_—
+ay, Y Eucm ((a1,a2,a3)i, A1, A2z, 423, 6123)

=1
N-2

-8
+ Wy Z Eug ((al az,as)i, Ta1, 722, 173,9173)

i=1

N—2
9 v
+ oy Y Eqg ((al-a.?-.a3)is 0123. 6123,

i:l

0 | 2 4
+ o, Z B (arimiag)i gy g 22 2”) (4.25)

=1

Yine, Esitlik 4.25°deki tim @ parametreleri enerji Ol¢cekleme parametreleridir.
Wyift(adi, od ;) terimi hari¢ digerleri birer sabit olarak tammlanmuglardir. @i (oG, od;)
terimi ise dinamik bir Olcekleme parametresidir. Dinamik konformasyonel gecisler
stiresince, ikincil yapilar olusmadan gerceklesecek hidrofobik ¢okme veya kenar zincir
atom sayisi yiiksek olan (mesela, PHE, TYR, TRP vd.) amino asitlerin bir araya toplanip
diisiik enerjili tuzak konformasyon olusturduklart durumlarda; kenar zincir atomlari
arasindaki etkilesmeleri 6l¢ekleyerek bu tiir konformasyonlarin ziyaret edilmesinin Oniine

gececek sekilde siirekli degisebilmektedir.



Bu dinamik olcekleme parametresi birbirleriyle etkilesen iki atomun ait oldugu amino

asitlerin her biri i¢in Esitlik 4.26 kullanilarak hesaplanan @(a;) degerlerine baglidir.

7

‘11 I ;| a; al | a; l
a) al — atom Z 5 @y +d¥, tom Z, 5 wlk +dN, [04;11 Z 6 " (4-26)
k=1

Bu esitlikteki @y, amino asit iigliilerinin agirhigini, Ny\, amino asit iigliisiindeki i’nci
amino asitin sahip oldugu toplam atom sayisini temsil etmektedir. d;' terimi ise Esitlik
4.27°de gosterildigi amino asit ticliisii enerjisinin aldigi degere gore sadece 0O ila 1 degeri

alan bir delta fonksiyonudur.

a_ )1, efer E, <0 (4.27)
t" 0, eger E,'=0 '

Etkilesen amino asitler icin hesaplanan ®(a;) degerlerinin toplami Esitlik 4.28°de

gosterildigi gibi normalize edilerek, @in(4d;, @) degerleri hesaplanmaktadir.

w(a;)+ o(a;)

@ cift (a;finu ajan) = (4.28)

7
(Na;_l +Na,- +Na,~+| -i—Naj_l +Naj +N‘I~i+') Z wtk
k=1

4.2.5 Monte Carlo Protein Dinamigi Algoritmasi

Monte Carlo Simiilasyon yontemi, deterministik molekiiler dimamik simiilasyon
yonteminin aksine stokastik bir yontem olup, dinamik siiresince gerceklesen tiim olaylar
veya degisimler gelisigiizel (rastlantisal) gerceklesmektedir [91]. Mesela, dinamik
stiresince bir proteinde hangi amino asit veya atomlarin nasil hareket ettirilecegi, hareket
sonrasi elde edilen yeni konformasyona gecisin kabul edilip edilmemesi gibi tiim siirecler

gelisigiizel bir sekilde gerceklesmektedir.

Monte Carlo protein modelimizde dinamigi belirleyen en temel unsurlardan hareket
setleri; protein zincirinde omurga atomlar arasinda tanimlanan y ve ¢ dihedral agilarinin
(bkz. Sekil 4.22) ve kenar zincir atomlari arasinda tanimlanan ) dihedral acilarinin
(bkz. Sekil 4.27) degistirilmesine (dondiiriilmesine) dayanmaktadir. Bununla birlikte,
global ve yerel hareket seti olmak {izere iki ayn hareket seti kullamilmistir. Bunlar; (1) v
ve ¢ dihedral acilarmin degistirilmesi ile protein zinciri tizerinde gerceklestirilen global
rijit donme hareket seti [92] [93], ve (11) protein zincir iizerinde ardisik amino asitlerin

olusturdugu bir zincir kesitindeki omurga atomlariin, geometrik olarak kesitten onceki
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ve sonraki kisimlarla miimkiin olan uyumlu omurga konformasyonlardan birisine gecisi
tamimlayan yerel hareket setidir. Yerel harekette sadece yerel zincir kesitindeki atomlar

hareket ederken, zincir kesiti disindaki atomlar sabit kalmaktadir [94].

Monte Carlo protein dinamigi algoritmamiz, her zaman adiminda tamami gelisigiizel
gerceklestirilen sirasiyla su siireclerden olusmaktadir: (a) amino asit secimi yapilmasi,
(b) tesebbiis edilecek hareket tiirliniin (global veya yerel hareket) secilmesi, (¢) secilen
hareket tiiriinde donme ag¢1 de8erinin (global hareket icin ortalamasi 0 ve standart sapmasi
2 derece olan, yerel hareket icin ortalamasi O standart sapmast 30 derece olan ve kenar
zincir atomlarinin hareketi icin ortalamasi 0 ve standart sapmasi 10 derece olan gaussian
dagilimdan [95] elde edilen gelisigiizel donme ac1 degerlerinin) belirlenmesi, (d) tesebbiis
edilen hareket sonrasi tiim atom ciftleri arasindaki mesafelerin atom ciftlerinin Van der
Waals yaricaplar: toplaminin 0.75 katindan daha diisiik (0.75 X (ri/dw‘*"’{/dw)) olup
olmadigimin test edilmesi, eger herhangi bir atom cifti arasindaki mesate bu mesateden
kiiciik (yani, sterik carpisma durumu) ise yeni konformasyona gecis gerceklestirilmeksizin
basa doniilmesi, (d) eger sterik carpisma sz konusu degilse konformasyon enerjisi
hesaplanarak ve Metropolis kriteri veya algoritmasi [96] kullanilarak yeni konformasyona

gecisin kabul edilip edilmemesinin belirlenmesi, () yeni zaman adimina gecilmesi.

Belirtilmesi gerekir ki; her Monte Carlo zaman adiminda bir global veya yerel donme
hareketi gerceklestirilmesine ragmen, 10 tane kenar zincir hareketi uygulanmaktadir. Yani,
global ve yerel hareket tesebbiisiiniin kabul edilip edilmemesinden bagimsiz olarak, 10
defa gelisigiizel amino asit secimi yapilmakta ve secilen her amino asitin tiim kenar zincir
x dihedral acilar: degistirilerek ayri ayri kenar zincir hareketi yapilmaktadar.

Gergeklestirilen herhangi bir zincir hareketinden sonra sterik carpisma durumu sz
konusu degilse; eski ve yeni konformasyonun enerji farki AEy ¢ = El)\'s::'f— Eﬁg':f ilgili
konformasyon gecisinin kabul edilip edilmemesinde belirleyici rol oynamaktadir. Eger
AEonf < 0 1se yeni konformasyona gecis direk gerceklesmektedir. Tersi durumda yani
AEons > 0 ise |0,1| arah@inda gelisigiizel say1 iireten fonksiyondan bir Uy, sayisi

cagirilmakta ve matematiksel formu Esitlik 4.29°ta verilen Metropolis kriterine [96] gore

kabUI ) Cger Urand < exp — A_ Ek()llf

kpT
4.29
L AEkonf ( )

red, eger Upand > EXP Tl

yeni konformasyona gecis kabul edilmekte veya reddedilmektedir.
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4.2.6 Monte Carlo Simiilasyonundan Elde Edilen Bulgular

Sadece gelistirdigimiz transfer edilebilir istatistiksel enerji terimleri iceren ve tiim
atomlarin temsil edildigi Monte Carlo simiilasyon yazilimimiz kullanilarak; proteinlerin
uzun zaman Olcekli davramslari, elde edilen en diisiik enerjili ve en diisik RMSD

(Kok-Ortalama-Kare-Hatasi) sine sahip konformasyonlar: incelemekteyiz.

Monte Carlo simiilasyon calismalarimizda ilk adim olarak protein katli yapisinin ¢ok
yiiksek sicaklikta acilmasimi saghyoruz. Daha sonra simiilasyondan elde edilen ve hig
bir ikincil yapi icermeyen, tamamiyla acik protein konformasyonundan baslayarak farkh
sicakliklarda katlanma ve acilma gecislerinin sikhikla gerceklesebilecegi sicaklik araligi

taramasi yapilmaktadir.

11 tane farkli enerji terimi ve olcekleme parametresi iceren bir protein konformasyon
enerji fonksiyonunun tanimladi@r parametre uzayinin; hangi bolgelerinde konformasyon
uzaymin daha efektif taranacagini ortaya ¢ikarmak bile kendi basina ayri problem teskil

etmektedir.

Simiilasyonlarimizda ilk olarak protein veri bankasi kodu 1bdd.pdb, kath yapisi NMR
deneysel yontemiyle elde edilmis olan ve 60 amino asit iceren Staphylococus Aureus

Protein A, immiinglobulin-baglanma B bdlgesi proteini calisiimistir.

Ibdd proteini icin atom cifti enerji terimi digindaki tiim enerji terimlerinin 6l¢eklenme
parametreleri birbiriyle aym ve 2’ye esit, simiilasyon sicakhigi T, = 2.6 olarak

aldiZimizda elde edilen en diisiik RMSD degerine sahip yapilar Sekil 4.29°da verilmistir.

Sekil 4.29°da (1) macenta renkli olan deneylerden elde edilen (Protein Veri Bankasindan
alinan) yapiyi, (ii) yesil renkli olan simiilasyonda acik konformasyondan baslayarak
ulasilan kath yapiyr ve (iii) mavi renkli olan ise ¢ok diisiik sicaklikta simiilasyona
deneyden elde edilen macenta renkli kath yapidan baglanarak ulasilan en diisiik enerjili
yapilart vermektedir. Mavi renkli yapilan elde etmeye c¢alismanmuzin temel sebebi:
protein veri bankasindan alinan protein yapilarinda su molekiilleri bulunmadigi icin,
ozellikle protein kath yapisimnin yiizeyindeki atomlarin su molekiilleri ile hangi geometride
nasil etkilestikleri veya hidrojen bagi olusturduklar: tam bilinmemektedir. Bu nedenle,
simiilasyon ¢alismalarinda deneyden elde edilen orijinal kath yapilar, diisiik sicakliklarda
kullanilan kuvvet alanlarina uygun olacak sekilde dengeye gelmesi veya literatiirdeki

tabiriyle gevsetilmis-kath yapiya (relaxed-native structure) ulagsmasi beklenir. Biz de
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Sekil 4.29 : (a) NMR deneysel yontemiyle elde edilen 1bdd proteinin orijinal kath yapisi
(macenta renkli) ile simiilasyondan elde edilen ve deneyden elde edilen
yapiya gore en diisiik RMSD degerine sahip protein yapisinin (yesil renkli)
hizalanmig hallerinin, (b) gevsetilmig-kath yapi (mavi renkli) ve
simiilasyondan elde edilen kath yap: (yesil renkli) hizalanmis hallerinin, (c¢)
(b)’deki yapilarin kenar zincir atomlan ile birlikte gosterimi.
benzer sekilde deneylerden elde edilen oriyinal kath yapilari, gelistirdifimiz enerji
fonksiyonunu kullanarak en diisiik enerjili gevsetilmis-kath yapilari elde etmek i¢in

kullanmaktayiz.

Bu tez kapsaminda calistigimiz dider protein ise; protein veri bankasi kodu lenh.pdb, kath
yapist X-1s1m kristalografi yontemiyle elde edilmis ve 54 amino asiti olan Homeodomain
Protein (DNA-baglanma proteini)’dir. lenh proteini icin 1bdd proteininde kullanilan
olceklenme parametre degerlerinin aynilari kullamilmistir.  Sekil 4.30°da lenh proteini
icin elde edilen en diisik RMSD degerine sahip protein yapisi verilmistir. Sekil 4.30°da
kullanilan renk tanimlamalari, Sekil 4.29°da 1bdd proteini i¢in yapilan tanimlamalar ile

birebir aynidir.

Sekil 4.29 ve 4.30°da goriilecegi lizere hala gelistirilme asamasinda olan enerji
fonksiyonumuz ve tiim atom temsilli Monte Carlo protein modelimiz, tamamiyla
o-sarmallarindan  olusan  proteinlerde oldukca basarili  sonuclar  vermektedir.
Simiilasyondan elde edilen yapilarin gevsetilmis-kath yapiya gore; 1bdd proteini
icin RMSD = 2.03A ve lenh proteini icin RMSD = 1.27A’lik degerlerine sahip katls
yapilarin elde edilmesi; gelistirilen enerji terimlerinin hem protein topolojisini ayirt

etmekte hem de ikincil yapilarin dogru olusmasinda istenilen diizeydedir.
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RMSD = 2.29.& RMSD - 1.27;‘ /

Sekil 4.30 : (a) X-151m kristalografi deneysel yontemiyle elde edilen lenh proteinin
orijinal kath yapisi (macenta renkli yapi) ile simiilasyondan elde edilen ve
deneyden elde edilen yapiya gore en diisiik RMSD degerine sahip protein
yapisinin (yesil renkli yapi) hizalannusg halinin, (b) gevsetilmis-kath yap:

(mavi renkli) ve simiilasyondan elde edilen kath yapisinin (yesil renkli)
hizalanmig hallerinin gosterimi.
Diger taraftan, belirtmek gerekir ki; bazi1 sicaklhiklarda yerel tuzak olusumlari
gozlemlenebilmektedir. Ayrica, protein zinciri tizerinde birbirine yakin olan amino asitler
arasinda hidrojen bagi olusturmak, birbirine uzak olan amino asitlere gore entropik
bakimdan ¢ok daha kolaydir. Bu nedenlerden dolayi, modelimizin tamamiyla B-yapili ve
o + B yapili proteinlerin katlanma dinamiginde ve kathi yap1 tahmininde de yiiksek basari

gostermesini saglayacak yeni enerji terimlerine gelistirilmesine veya mevcut terimlerin

iyilestirilmesine thtiya¢ duyulabilecektir.

Gelistirdigimiz modelin bir diger 6nemli basarisi; lenh proteini icin T, = 3.1°de
elde edilen katlanma ve acilma gecislerinin ara durum konformasyonlarinda herhangi
bir relaksasyon olmaksizin "ya hep ya hi¢" seklinde oldukca kooperatif seklinde
gerceklesmesidir (bkz. Sekil 4.31). Serbest enerji profili incelendiginde; kath yapidan ac¢ik
yapiya (tersi de dogru) gecis yapabilmek icin 2kg7" yiiksekliginde bir bariyerin asilmasi

gerektidi gozlemlenmektedir.

Diger taraftan, konformasyonel degisimler sirasinda hasil olan yapisal gecisler ve
dolayisiyla enerjideki dalgalanmalara bagh Olciilen 1s1 kapasitesinin sicakliga bagh
degisimi incelendiginde; 1s1 kapasitesinin yiiksek bir maksimum veya tepe noktasi
degerine sahip oldugu goriilecektir.  Ayrica, deneysel termodinamik kooperativite

parametresi K hesaplandifinda degeri (.88 olarak bulunmugtur. x’nin bu degeri, lenh
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Sekil 4.31 : lenh proteininin 7, = 3.1'de elde edilen £ ve RMSD trajektorileri, bu
trajektoriden elde edilen serbest enerji profili ve 181 kapasitesi degisimi.
proteinin deneylerde gézlemlendigi gibi iki durum termodinamik kooperativite davranisi
gosterdigini soylemektedir.
Mevcut literatiir bilgimiz 15181inda, sunu belirtebiliriz ki; bu tez kapsaminda tiim-atom
atom temsiline sahip, transfer edilebilir enerji terimleri ihtiva eden bir modelden
ilk defa deneysel gozlemlerle uyumlu iki-durum termodinamik kooperativite davranisi

gozlemlenmistir,
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez calismasi kapsaminda, molekiiler dinamik simiilasyon yontemi ile protein ici
etkilesim aglarmin katlanma termodinamigi ve kinetigi lizerinde olan etkisi detayl bir
sekilde incelenmistir. Inceledigimiz 12 protein deneysel olarak iki-durum termodinamik
ve kinetik davranislar1 gostermektedir. Ayni proteinler ele alinarak, protein i¢i etkilesim
aglarmin protein termodinami@i ilizerinde ki etkisi incelendiginde; oOzellikle o-yapih
proteinler diisiik reie veya OES degerlerinde kooperatif olmayan termodinamik davraniglar
sergilemektedirle. Bununla birlikte, protein ailesi farkililigi gozetmeksizin, reee Ve
dolayisiyla OES degerinin artmas: ile birlikte kooperatif olmayan katlanma/aciima
davramsi sergileyen proteinlerin, yeterli etkilesim yogunluguna eristiklerinde kooperatif
iki-durum davrams sergiledikleri goriilmiistiir. Sadece etkilesim aglarindaki etkilesim
sayisinin arttirtlmasiyla kooperatif olmayan termodinamik davramstan, kooperatif olan
bir termodinamik davramsa gecis dikkate degerdir.  Ciinkii, deneysel sonuclarla
uyumlu davramig gosterecek protein modelleri gelistirilmesinde; protein ici etkilesim
aglarmin dogru tanimlanmasinin ne kadar énemli oldugunu ispat etmektedir. Diger bir
deyisle, proteinlerdeki etkilesim aglarmin tanmimi, elde edilecek hal degisiminin tipini
veya derecesini belirleyebilmektedir. Iki-durum termodinamik davramisi birinci derece
(stireksiz, sigmoidal veya "ya hep ya hi¢") hal degisimini betimlerken, ¢ok diisiik serbest
enerji bariyerli veya bariyersiz (downhill) hal degisimi ise kooperatif olmayan ikinci

derece (siirekli) hal degisimine karsilik gelmektedir.

Deneysel olarak bariyersiz davramis gosteren 1bbl proteini icin dahi, simiilasyon
calismalarinda fiziko kimyasal olarak kabul edilebilir sinirlarin iizerinde bir roge = 8.66A
mesafe kriteri kullanildigi durumda, iki-durum davranmisi gosterebildigi goriilmiistiir.
Ibbl proteininin diger 12 proteinden ¢ok daha yiiksek r.q (farkli bolgede) degerlerinde
iki-durum davranisina gecis gostermesi, kullandigimiz modelin deneysel sonuclar ile

ortiisen sonuglar verdigini gostermektedir.

Ozellikle kisa reee mesafelerinde amino asitlerin OES degerlerinde yiiksek standart

sapmalarin oldugu gozlemlenmistir. re, mesafesinin artmas: bu standart sapmanin
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azalmasim saglamaktadir. Boylelikle rqi degeri artukca, proteinin sahip oldugu amino

asitlerin daha homojen bag veya etkilesme dagilimlarina sahip oldugu gosterilmistir.

Etkilesim aglarinin protein katlanma kinetigine etkisini inceledigimizde; ayni protein i¢in
farkli etkilesim aglarinda katlanma oranlari arasinda 10*!7 ~ 14,800 kat gibi muazzam
farklilik oldugu goriilmiistiir. Bu gozlem, etkilesim aglarmin serbest enerji profilleri
tizerinde ki etkisi ile karsilastirildifinda artan serbest enerji bariyer yiiksekligi ile tutarhidir.
Bir proteinde sadece etkilesim aglarini degistirerek katlanma oranlarinda bu derece yiiksek
farkliik gozlemlenmesi, etkilesim aglarinin protein kinetigi iizerinde baskin bir etkisi

oldugunun kaniti niteligindedir.

Literatiirde tammlanan EDP parametreleri, aym protein i¢in tammmlanan farkh etkilesim
aglari icin elde ettigimiz; katlanma oranlarindaki muazzam farklilig1 yakalamakta veya
betimlemekte son derece yetersiz kaldig1 gozlemlenmistir. Diger bir deyisle, literatiirde
tanimlanan etkilesim diizen parametreleri (MEDP ve GEDP) protein ailelerinin sahip
oldugu topolojik farkhiliklart yakalayabildigi, fakat aym protein topolojisi (yani ayni
protein) icinde tamimlanan etkilesim aglarinin beraberinde getirdigi degisimleri veya

farkliliklar yakalayamamaktadir.

Bu tez calismasinda onerilen AEEDP etkilesim diizen parametresi ise; hem protein
ailelerinin topolojik farkliliklarini hem de ayni protein topolojist icindeki etkilesim
aglarinin gosterdigi termodinamik hal degisimlerindeki farklihigi ve kinetik katlanma
oranlarindaki muazzam farkliligi yakalamakta ve betimleyebilmektedir. Ayrica dier
EDP parametrelerinde gozlemlenen farkli protein ailelerinin ayrismasimi gidererek, farkl
protein aileleri icin elde edilen termodinamik ve kinetik verilerin list liste diigmesini

saglamistir.

Gelistirdigimiz AEEDP etkilesim diizen parametresi protein setimizdeki 12 protein ve her
protein icin tanimlanan 15 etkilesim agindan (yani, toplam 12 x 15 = 180) elde edilen
simiilasyondan katlanma oranlan ile yiiksek korelasyon katsayina r = 0.97 sahip olmasi;
protein kinetikleri hakkinda tahmin yapabilecek uygun bir ara¢c olmasim saglamaktadir.
AEEDP parametresi simiilasyon katlanma oranlarinin yani sira deneysel katlanma oranlari

ile de yiiksek korelasyon vermektedir.

AEEDP etkilesim diizen parametresinin termodinamik kooperativite ile olan iligkisine

bakildiginda; farkh ailere mensup proteinleri bir bant araliginda toplanmasini saglayarak,
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biitiin proteinlerin aynt AEEDP ~ 3.25 esik degerinde kooperatif davranis gostermeye
basladigim gormekteyiz.  Dolayisiyla, bariyersiz ve iki-durum davranisi gosteren
proteinler icin, protein i¢i etkilesim aginin ne derece dogru olusturulup olusturulmadig:

AEEDP parametresi hesaplanarak test edilebilecektir.

Sonu¢ olarak, gelistirdigimiz AEEDP etkilesim diizen parametresi diger EDP
parametrelerinin aksine; hem basitlestirilmis zincir temsilli molekiiler dinamik Go6
modelinden elde edilen simiilasyon sonuglari ile hem de 12 protein icin var olan deneysel
sonuclar ile uyumludur. Daha da onemlisi, tek AEEDP etkilesim diizen parametresi
ile proteinlerin hem termodinamik hem de kinetik davramislarinin es zamanh olarak

betimlenebildigi bulunmustur.

Tez calismasinda ayrica tiim atomlarin temsil edildigi, Monte Carlo protein modeli
icin transfer edilebilir istatistiksel etkilesim potansiyelleri gelistirilmistir. Bu istatiksel
potansiyeller PISCES ile tespit edilen %50 zincir 6zdesligi, 2.5A ve daha kiiciik kristal
yapi ¢coziiniirliigii, zincir uzunlugu 40 amino asit’den fazla toplamda 25, 801 protein yapisi

incelenerek yapilnustir.

Atom ciftleri i¢cin arasindaki etkilesmeleri, atom ciftlerinin ait olduklart amino asitlerin
birbirlerine protein zinciri iizerindeki mesafesine (d = 1,2,3,4,5,6 ve d > 6 ) gére ayri
ayr1 siiflandirilarak etkilesim potansiyelleri olusturuldugunda; aymi atom ciftleri i¢in
elde edilen minimum enerji degerleri ve sayilari, minimum enerji degerlerine karsilik
gelen mesafe degerlerinde manilmaz farklilasma gozlemlenmistir.  Sanki, ayni atom
ciftinin zincir lizerindeki mesafesi farkli oldugunda, tamanuyla farkli atom cifti gibi
davranmaktadir. Bu farkliliklarin sebebi; dengede ki sistemlerin konformasyon tercihleri,
atom veya amino asitlerin farkli fiziko-kimyasal 6zellikleri, birbirlerine kovalent bag
ile bagh atomlarin sahip olduklar1 geometrik kisitlihik veya atom c¢iftlerinin zincir iizeri

yakinlik derecesinden kaynaklanmaktadir.
Gelistirdigimiz N — H -- - O transfer edilebilir istatistiksel hidrojen bagi enerji teriminde,
bir mesafe ve dort aci Kriteri kullanilarak, hidrojen baginin yonelimsel ve diizlemsel

ozellikleri saglanmistir. Mevcut simiilasyon sonuc¢larimiz hidrojen bagi enerji teriminin

daha da spesifiklestirilebilecegini isaret etmektedir.

Protein zinciri iizerinde ardisik (yerel) olan amino asit iicliileri icin 7 tane farkh

transfer edilebilir istatistiksel etkilesim potansiyeli tasarlanmistir. Bu enerji terimleri
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ile kathh yapr enerjisinin en diisiik enerjili yapr olmasina, konformasyon uzayinin
diizgiin orneklenmesine, tuzak konformasyon durumlarinin engellenmesini ve yerel
konformasyonlarin dogru bir sekilde betimlenmesi saglanmustir.  Protein setimizde
tamamiyla a-yapili ve tamamiyla B-yapili protein aileleri aynistirilarak en sik
gozlemlenen 11k 100 amino asit ticliileri ele alinarak aralarindaki farkliliklar incelenmistir.
Ele alinan bu amino asit iicliilerinde, amino asitlerin gozlemlenme sikliginin protein
ailelerine gore degisimine bakildiginda; amino asitlerin proteinlerde gelisi giizel bir
sekilde degil, tam aksine her protein ailesinde belirli amino asit iicliilerinin i¢inde ¢ok
daha yiiksek siklikla olacak sekilde bulunmayi tercih ettigi gézlemlenmistir. Bu nedenle,
gelistirdigimiz amino asit {icliisii enerji terimlerinin protein dinamiginde de belirleyici rol

oynadigi asikardir.

Amino asit ucliisii enerji terimlerinin minimum degerlerine karsihik gelen parametre
bin kombinasyonlart incelendiginde; minimum enerji uzaymmn c¢ok kisith oldugu
gozlemlenmistir. Bu durum protein katlanmasi modelleme calismalarininda istenilen
ve aranan bir durumdur. Diger taraftan, ornek olarak sunulan spesifik amino asit
ucliileri icin gozlemlenen tiim parametre bin kombinasyonlart (yani, tiim parametre
uzayi) karsilastirildi@inda, her amino asit iicliisiinde ayni amino asit licliisii enerji
terimi icin gézlemlenen parametre bin kombinasyonlarinin farklilasugi ve gozlemlenme
popiilasyonunun da farklhilastigi gozlemlenmistir. Bu gozlem, amino asitlerin dahil
olduklart amino asit {icliilerine gore ele alinmasinin son derece 6nemli oldugunun bir

baska kanitidir.

Gelistirilen 11 tane farkh transfer edilebilir istatiksel etkilesim potansiyeli, Monte Carlo
simiilasyon kodumuz kullanilarak; pdb kodlarn 1bdd ve lenh olan tamanmuyla o-yapih
iki farkhi protein icin test edilmistir. Bu iki protein icin simiilasyondan elde edilen
katlannug yapilar, deneylerden elde edilen yapilarla karsilastirdigimizda; 1bdd proteini
icin 2.95A, lenh proteini icin ise 2.29A RMSD degerileri bulunmustur. Ayn kiyaslamay:
gevsetilmis-kath yapr ile tekrarladigimizda, RMSD degerlerini Ibdd proteini i¢in 2.03A
ve lenh proteini icin 1.27A olarak bulmaktayiz. Bu derece kiicik RMSD degerlerine
sahip kath yapilarin elde edilmesi; gelistirilen enerji terimlerinin protein topolojisini
ayirt etmekte, ikincil yapilarin ve ikincil yapilar arasindaki etkilesmelerin (yani, iiciinciil

yapilarin) dogru olusmasini saglamakta cok basarih oldugunu gostermektedir.

74



Ayrica elde edilen simiilasyon sonuclarinda; acilma va katlanma gecislerinin kooperatif
bir sekilde, herhangi bir relaksasyon olmadan (¢ok diisiik ara-durum popiilasyonu ile)
gerceklestii goriilmiistiir.  lenh proteini icin elde edilen serbest enerji profili analiz
edildiginde; kath yapidan acik yapiya (veya tersi de dogru) gecis yapabilmek igin
2kpT yiiksekliginde bir bariyerin asilmasi gerektigi bulunmustur. Ayni protein icin
deneysel termodinamik kooperativite parametresi K hesaplandiginda, degeri (.88 olarak
bulunmustur. Bu deger, lenh proteininin deneylerde gézlemlendigi gibi gelistirdigimiz
protein modelinde de iki durum kooperativite davranisi gosterdigini isaret etmektedir.
Mevcut literatiir taramamiza gore, alti cizilerek belirtilmesi gerekir ki; tiim-atom
temsiline sahip ve transfer edilebilir etkilesim potansiyelleri iceren bir protein modelinde:
deneysel gozlemler ile uyumlu iki durum termodinamik kooperativite davranis ilk defa

gelistirdigimiz bu model yardimiyla elde edilmistir.

75



KAYNAKLAR

[1] Moore, P.B., Hendrickson, W.A., Henderson, R. ve Brunger, A.T. (2022). The
protein-folding problem: Not yet solved, Science (New York, N.Y.), 375(6580),
507.

2] Dill, K.A., Ozkan, S.B., Shell, M.S. ve Weikl, T.R. (2008). The Protein
Folding Problem, Annual Review of Biophysics, 37(1), 289-316,
http://www.annualreviews.org/doi/10.1146/annurev.
biophys.37.092707.153558, 721 citations (Crossref) [2022-08-16].

[3] Sosnick, T.R. ve Barrick, D. (2011). The folding of single domain proteins—have we
reached a consensus?, Current Opinion in Structural Biology, 21(1), 12-24,

(4] Galzitskaya, O. (2010). Is protein folding rate dependent on number of folding
stages? Modeling of protein folding with ferredoxin-like fold, Biochemistry
(Moscow), 75(6), 717-727, http://journals.scholarsportal.
info/detailsundefined, 00000.

5] Knott, M. ve Chan, H.S. (2006). Criteria for downhill protein folding: Calorimetry,
chevron plot, kinetic relaxation, and single-molecule radius of gyration
in chain models with subdued degrees of cooperativity, PROTEINS:
Structure, Function, and Bioinformatics, 65(2), 373-391, http://
onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/prot.21066/full,
00000.

(6] Matthews, C.R., (1987). [26] Effect of point mutations of the folding of globular
proteins, Methods in Enzymology, ciltl54 of Recombinant DNA Part
E, Academic Press, s.498-511, https://www.sciencedirect.com/
science/article/pii/0076687987540927.

[7] Chan, H.S., Kaya, H. ve Shimizu, S. (2002). Computational methods for protein
folding: scaling a hierarchy of complexities, Current topics in computational
molecular  biology, 403447, http://books.google.com/
books?hl=en&lr=61d=MraXBwd48KKYC&oi=fnd&pg=PA403&
dg=%22for+proteint+structure+prediction+t+require+
various+degrees+of+understanding%22+%22predict+
proteintbehaviors+fromtelementary+physical+forces.
+At+present, $22+%22become+increasingly+important+
for+providing+structural+and+functional%22+&ots=
NaWCm3AMV5&sig=toHwrSUmETOWR1lkyBuyETtRtEic.

(8] Brooks, B.R.. Bruccoleri, R.E., Olafson, B.D., States, D.J.. Swaminathan,
S. ve Karplus, M. (1983). CHARMM: A program for macromolecular
energy, minimization, and dynamics calculations, Journal of

76



Computational Chemistry, 4(2), 187-217, https://onlinelibrary.
wiley.com/doi/abs/10.1002/9cc.540040211, _eprint:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/pd{/10.1002/jcc.54004021 1.

9] Xu, D. ve Zhang, Y. (2012). Ab Initio Protein Structure Assembly Using
Continuous Structure Fragments and Optimized Knowledge-based Force
Field, Proteins, 80(7), 1715-1735, https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/pmc/articles/PMC3370074/.

[10] Duan, Y. ve Kollman, P.A. (1998). Pathways to a protein folding intermediate
observed in a l-microsecond simulation in aqueous solution, Science (New
York, N.Y.), 282(5389), 740-744.

[11] Lindorff-Larsen, K., Maragakis, P., Piana, S. ve Shaw, D.E. (2016).
Picosecond to Millisecond Structural Dynamics in Human Ubiquitin, The
Journal of Physical Chemistry B, 120(33), 8313-8320, https://pubs.
acs.org/doi/10.1021/acs. jpcb.6b02024, 82 citations (Crossref)
[2022-08-16].

[12] Sarkar, A., Gasic, A.G., Cheung, M.S. ve Morrison, G. (2022). Effects of
Protein Crowders and Charge on the Folding of Superoxide Dismutase
I Variants: A Computational Study, The Journal of Physical Chemistry
B, 126(24), 44584471, https://doi.org/10.1021/acs. jpcb.
2c00819, publisher: American Chemical Society.

[13] Kmiecik, S.. Gront, D., Kolinski, M., Wieteska, L., Dawid, A.E. ve Kolinski, A.
(2016). Coarse-Grained Protein Models and Their Applications, Chemical
Reviews, 116(14), 7898-7936, https://doi.org/10.1021/acs.
chemrev.6b00163, publisher: American Chemical Society.

[14] Piana, S.. Klepeis, J.L. ve Shaw, D.E. (2014). Assessing the accuracy of physical
models used in protein-folding simulations: quantitative evidence from long
molecular dynamics simulations, Current Opinion in Structural Biology, 24,
98-105, https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/
S0959440X13002157, 364 citations (Crossref) [2022-08-16].

[15] Kendrew, J.C. (1961). The three-dimensional structure of a protein molecule,
Scientific American, 205, 96—110.

[16] Kendrew, J.C., Bodo, G., Dintzis, H.M., Parrish, R.G., Wyckoff, H. ve Phillips,
D.C. (1958). A Three-Dimensional Model of the Myoglobin Molecule
Obtained by X-Ray Analysis, Nature, 181(4610), 662-666, https://www.
nature.com/articles/181662a0, number: 4610 Publisher: Nature
Publishing Group.

[17] Levinthal, C. (1968). Are there pathways for protein folding?. Journal de Chimie
Physique, 65, 44-45, https://jcp.edpsciences.org/articles/
jcp/abs/1968/01/9cpl96865p44/jcpl96865p44.html,
publisher: EDP Sciences.

[18] Anfinsen, C.B. (1973). Principles that govern the folding of protein chains, Science
(New York, N.Y.), 181(4096), 223-23(.

77



[19] Pennisi, E. (2012). ENCODE Project Writes Eulogy for Junk DNA, Science,
337(6099), 1159-1161, https://www.science.org/doi/10.
1126/science.337.6099.1159.

20] Bragg, L. (1976). The development of X-ray analysis, Contemporary
Physics, 17(1), 103-104, https://doi.org/10.1080/
00107517608210844, publisher: Taylor & Francis _eprint:
https://doi.org/10.1080/00107517608210844.

[21] Baldwin, E.T., Weber, LT., St Charles, R., Xuan, J.C., Appella, E.,
Yamada, M.. Matsushima, K., Edwards, B.F.. Clore, G.M. ve
Gronenborn, A.M. (1991). Crystal structure of interleukin 8: symbiosis
of NMR and crystallography., Proceedings of the National Academy of
Sciences, 88(2), 502-506, https://www.pnas.org/doi/abs/10.
1073 /pnas.88.2.502, publisher: Proceedings of the National Academy
of Sciences.

[22] Cheng, Y. (2015). Single-Particle Cryo-EM at Crystallographic Resolution, Cell,
161(3), 450-457.

[23] Bank, P.D. (1971). Protein data bank, Nature New Biol, 233, 223.

[24] Dana, J.M., Gutmanas, A., Tyagi, N.. Qi, G., O’Donovan, C., Martin, M. ve
Velankar, S. (2019). SIFTS: updated Structure Integration with Function,
Taxonomy and Sequences resource allows 40-fold increase in coverage of

structure-based annotations for proteins, Nucleic Acids Research, 47(D1),
D482-D489, https://doi.org/10.1093/nar/gkyl114.

[25] Liu, H., Zhao, Y. ve Sun, J. (2023). Heterogeneous Nucleation in Protein
Crystallization, Biomimetics, 8(1), 68, https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/pmc/articles/PMC9944892/.

[26] Taketomi, H., Ueda, Y. ve Go, N. (1975). Studies on protein folding, unfolding
and fluctuations by computer simulation. I. The effect of specific amino acid

sequence represented by specific inter-unit interactions, International Journal
of Peptide and Protein Research, 7(6), 445-459, 00000.

[27] Ueda, Y., Taketomi, H. ve Go, N. (1978). Studies on protein folding, unfolding, and
fluctuations by computer simulation. II. A. Three-dimensional lattice model of
lysozyme, Biopolymers, 17(6), 1531-1548, http://onlinelibrary.
wiley.com/doi/10.1002/bip.1978.360170612/abstract,
00267.

28] Go, N. ve Taketomi, H. (1979). Studies on protein folding, unfolding and fluctuations
by computer simulation. III. Effect of short-range interactions, International
Journal of Peptide and Protein Research, 13(3), 235-252, 00026.

[29] Go, N. ve Taketomi, H. (1979). Studies on protein folding, unfolding and fluctuations

by computer simulation. IV. Hydrophobic interactions, International Journal
of Peptide and Protein Research, 13(35), 447-461, 00037 bibtex.

[30] Jackson, S.E. (1998). How do small single-domain proteins fold?, Folding & Design,
3(4), R81-91.

78



[31] Jackson, S.E. ve Fersht, A.R. (1991). Folding of chymotrypsin inhibitor 2. 1.
Evidence for a two-state transition, Biochemistry, 30(43), 10428-10435.

[32] Plaxco, K.W., Simons, K.T. ve Baker, D. (1998). Contact order, transition state
placement and the refolding rates of single domain proteins, Journal of
molecular biology, 277(4), 985-994, http://www.sciencedirect.
com/science/article/pii/S002228369891645X, 00000.

[33] Kaya, H. ve Chan, H.S. (2003). Origins of Chevron Rollovers in Non-Two-State
Protein Folding Kinetics, Physical Review Letters, 90(25), 258104, http://
link.aps.org/doi/10.1103/PhysRevLett.90.258104, 00047.

[34] Kaya, H., Liu, Z. ve Chan, H.S. (2005). Chevron Behavior and Isostable
Enthalpic Barriers in Protein Folding:  Successes and Limitations
of Simple Go-like Modeling, Biophysical Journal, 89(1), 520-535,
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/
S0006349505727004.

[35] Sieradzan, A.K., Krupa, P.. Scheraga, H.A., Liwo, A. ve Czaplewski, C.
(2015). Physics-based potentials for the coupling between backbone- and
side-chain-local conformational states in the UNited RESidue (UNRES) force
field for protein simulations, Journal of Chemical Theory and Computation,

11(2), 817-831.

[36] Alford, R.F., Leaver-Fay, A., Jeliazkov, J.R., O’Meara, M.J., DiMaio, F.P.,
Park, H., Shapovalov, M.V., Renfrew, P.D., Mulligan, V.K., Kappel, K.,
Labonte, J.W., Pacella, ML.S., Bonneau, R., Bradley, P.. Dunbrack, R.L.,
Das, R., Baker, D., Kuhlman, B., Kortemme, T. ve Gray, J.J. (2017). The
Rosetta all-atom energy function for macromolecular modeling and design,
Journal of chemical theory and computation, 13(6), 3031-3048, https:
//www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5717763/, 566
citations (Crossref) [2022-08-16] 00270.

[37] Kaya, H. ve Chan, H.S. (2002). Towards a consistent modeling of protein
thermodynamic and kinetic cooperativity: how applicable is the transition
state picture to folding and unfolding?, Journal of Molecular Biology, 315(4),
899-909, http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/
S0022283601952660, 00077.

[38] Clementi, C., Nymeyer, H. ve Onuchic, J.N. (2000). Topological and energetic
factors: what determines the structural details of the transition state ensemble
and "en-route" intermediates for protein folding? An investigation for small
globular proteins, Journal of Molecular Biology, 298(5), 937-9353.

[39] Hu, J., Chen, T., Wang, M., Chan, H.S. ve Zhang, Z. (2017). A critical comparison
of coarse-grained structure-based approaches and atomic models of protein
folding, Physical Chemistry Chemical Physics, 19(21), 13629-13639,
http://xlink.rsc.org/?DOI=C7CP01532A, 23 citations (Crossref)
[2022-08-16].

[40] Kaya, H. ve Chan, H.S. (2003). Solvation Effects and Driving Forces for
Protein Thermodynamic and Kinetic Cooperativity: How Adequate 1is

79



Native-centric Topological Modeling?, Journal of Molecular Biology,
326(3), 911-931, http://www.sciencedirect.com/science/
article/pii/S0022283602014341,00162.

[41] Kaya, H., Uzunoglu, Z. ve Chan, H.S. Spatial ranges of driving forces are a key
determinant of protein folding cooperativity and rate diversity, 88(4), http:
//link.aps.org/doi/10.1103/PhysRevE.88.044701.

[42] Privalov, P.L.. ve Khechinashvili, N.N. A thermodynamic approach to the problem
of stabilization of globular protein structure: A calorimetric study,
86(3), 665-684, http://www.sciencedirect.com/science/
article/pii/0022283674901880, 00000.

[43] Sivaraman, T., Arrington, C.B. ve Robertson, A.D. (2001). Kinetics of unfolding
and folding from amide hydrogen exchange in native ubiquitin, Nature
Structural Biology, 8(4), 331-333.

[44] Meisner, W.K. ve Sosnick, T.R. (2004). Barrier-limited, microsecond folding of a
stable protein measured with hydrogen exchange: Implications for downhill
folding, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States

of America, 101(44), 15639-15644.

[45] Abraham, M.J., Murtola, T.. Schulz, R., Pall, S.. Smith, J.C.. Hess, B. ve
Lindahl, E. GROMACS: High performance molecular simulations through
multi-level parallelism from laptops to supercomputers, /-2, 19-25,
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/
S$2352711015000059.

(46] Phillips, J.C., Braun, R., Wang, W., Gumbart, J., Tajkhorshid, E., Villa, E.,
Chipot, C., Skeel, R.D., Kalé, L. ve Schulten, K. Scalable molecular
dynamics with NAMD, 26(16), 1781-1802, http://onlinelibrary.
wiley.com/doi/10.1002/9cc.20289/abstract.

[47] Plimpton, S. Fast parallel algorithms for short-range molecular dynamics, //7(1),
1-19, http://www.sciencedirect.com/science/article/
p1i/8002199918571039X.

48] Glaser, J.. Nguyen, T.D.. Anderson, J.A.. Lui, P., Spiga, F.. Millan, J.A.. Morse,
D.C. ve Glotzer, S.C. Strong scaling of general-purpose molecular dynamics
simulations on GPUs, /92, 97-107, http://www.sciencedirect.
com/science/article/pii/S0010465515000867.

(49] Ryckaert, J.P., Ciccotti, G. ve Berendsen, H.J. (1977). Numerical integration
of the cartesian equations of motion of a system with constraints:
molecular dynamics of n-alkanes, Journal of Computational Physics, 23(3),
327-341, https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/
pii/0021999177200985.

[50] Verlet, L. (1967). Computer "Experiments” on Classical Fluids. I. Thermodynamical
Properties of Lennard-Jones Molecules, Physical Review, 159(1), 98—103,
https://link.aps.org/doi/10.1103/PhysRev.159.98.

80



[51] Veitshans, T.. Klimov, D. ve Thirumalai, D. (1997). Protein folding
kinetics:  timescales, pathways and energy landscapes in terms of
sequence-dependent properties, Folding and Design, 2(1), 1-22,
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/
$1359027897000023, 00367.

[52] Hockney, R.W., Goel, S.P. ve Eastwood, J.W. (1974). Quiet high-resolution
computer models of a plasma, Journal of Computational Physics,
14(2), 148-158, https://www.sciencedirect.com/science/
article/pii/0021999174900102.

[53] Berman, H.M., Westbrook, J.. Feng, Z., Gilliland, G., Bhat, T.N., Weissig, H.,
Shindyalov, LN. ve Bourne, P.E. (2000). The Protein Data Bank, Nucleic
Acids Research, 28(1), 235-242, https://academic.oup.com/nar/
article/28/1/235/2384399, 24342 citations (Crossref) [2022-08-16]

29944,

[54] Hamelryck, T. ve Manderick, B. (2003). PDB file parser and
structure class implemented In Python, Bioinformatics,
19(17), 2308-2310, https://academic.oup.com/

bioinformatics/article/19/17/2308/205793/
PDB-file-parser—and-structure-class—-implemented-in,
00105.

[55] Sato, S., Religa, T.L., Daggett, V. ve Fersht, A.R. (2004). Testing protein-folding
simulations by experiment: B domain of protein A, Proceedings of
the National Academy of Sciences, 101(18), 6952-6956, https:
//www.pnas.org/doi/full/10.1073/pnas.0401396101,
publisher: Proceedings of the National Academy of Sciences.

[56] Robien, M.A., Clore, G.M., Omichinski, J.G., Perham, R.N., Appella,
E.. Sakaguchi, K. ve Gronenborn, A.M. (1992). Three-dimensional
solution structure of the E3-binding domain of the dihydrolipoamide
succinyltransferase core from the 2-oxoglutarate dehydrogenase multienzyme
complex of Escherichia coli, Biochemistry, 31(13), 3463-3471, https:
//doi.org/10.1021/bi00128a021, publisher: American Chemical
Society.

[57] Mueller, U., Perl, D., Schmid, F.X. ve Heinemann, U. (2000). Thermal stability
and atomic-resolution crystal structure of the Bacillus caldolyticus cold
shock proteinl 1Edited by D. C. Rees, Journal of Molecular Biology,
297(4), 975-988, https://www.sciencedirect.com/science/
article/pii/sS0022283600936027.

[58] Luisi, D.L., Kuhlman, B., Sideras, K.. Evans, P.A. ve Raleigh, D.P. (1999).
Effects of varying the local propensity to form secondary structure on
the stability and folding kinetics of a rapid folding mixed / protein:
characterization of a truncation mutant of the N-terminal domain of the
ribosomal protein L91 1Edited by P. E. Wright, Journal of Molecular Biology,
289(1), 167-174, https://www.sciencedirect.com/science/
article/pii/S0022283699927420.

81



[59] Hanaoka, S., Nagadoi, A., Yoshimura, S., Aimoto, S., Li, B., de Lange,
T. ve Nishimura, Y. (2001). NMR structure of the hrapl myb motif
reveals a canonical three-helix bundle lacking the positive surface charge
typical of myb DNA-binding domains1 IEdited by P. E. Wright, Journal of
Molecular Biology, 312(1), 167-175, https://www.sciencedirect.
com/science/article/pii/S0022283601949241.

[60] Furukawa, K., Oda, M. ve Nakamura, H. (1996). A small engineered protein lacks
structural uniqueness by increasing the side-chain conformationalentropy,
Proceedings of the National Academy of Sciences, 93(24), 13583—13588,
https://www.pnas.org/doi/full/10.1073/pnas.93.24.
13583, publisher: Proceedings of the National Academy of Sciences.

(61] Fazi, B., Cope, M.J.T.V., Douangamath, A., Ferracuti, S., Schirwitz,
K., Zucconi, A., Drubin, D.G., Wilmanns, M., Cesareni, G.
ve Castagnoli, L. (2002). Unusual Binding Properties of the SH3
Domain of the Yeast Actin-binding Protein Abpl: STRUCTURAL AND
FUNCTIONAL ANALYSIS *, Journal of Biological Chemistry, 277(7),
52905298, https://www.jbc.org/article/S0021-9258(19)
82562-0/abstract, publisher: Elsevier.

[62] Jiménez, M.A., Villegas, V., Santoro, J., Serrano, L., Vendrell, J.. Avilés, E.X. ve
Rico, M. (2003). NMR solution structure of the activation domain of human
procarboxypeptidase A2, Protein Science, 12(2), 296-305, https://
onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1110/ps.0227303,
_eprint: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/pdf/10.1110/ps.0227303.

[63] Feng, S.. Chen, J.K., Yu, H., Simon, J.A. ve Schreiber, S.L. (1994). Two binding
orientations for peptides to the Src SH3 domain: development of a general
model for SH3-ligand interactions, Science (New York, N.Y.), 266(5188),
1241-1247.

[64] Noble, ML.E., Musacchio, A., Saraste, M., Courtneidge, S.A. ve Wierenga, R.K.
(1993). Crystal structure of the SH3 domain in human Fyn; comparison of the

three-dimensional structures of SH3 domains in tyrosine kinases and spectrin,
The EMBO journal, 12(7), 2617-2624.

[65] Sato, S., Religa, T.L., Daggett, V. ve Fersht, A.R. (2004). Testing protein-folding
simulations by experiment: B domain of protein A, Proceedings of
the National Academy of Sciences, 101(18), 6952-6956, https:
//www.pnas.org/doi/full/10.1073/pnas.0401396101,
publisher: Proceedings of the National Academy of Sciences.

[66] Ferguson, N.. Sharpe, T.D., Schartau, P.J., Sato, S., Allen, M.D., Johnson,
C.M., Rutherford, T.J). ve Fersht, A.R. (2005). Ultra-fast Barrier-limited

Folding in the Peripheral Subunit-binding Domain Family, Journal of
Molecular Biology, 353(2), 427-446, https://www.sciencedirect.
com/science/article/pii/S002228360500968X.

[67] McPhalen, C.A. ve James, M.N.G. (1987). Crystal and molecular structure of
the serine proteinase inhibitor CI-2 from barley seeds, Biochemistry, 26(1),

82



261-269, https://doi.org/10.1021/bi00375a036, publisher:
American Chemical Society.

[68] Wikstroem, M., Drakenberg, T., Forsen, S., Sjoebring, U. ve Bjoerck, L.
(1994). Three-dimensional solution structure of an immunoglobulin light
chain-binding domain of protein L. Comparison with the IgG-binding
domains of protein G, Biochemistry, 33(47), 14011-14017, https://doi.
org/10.1021/100251a008, publisher: American Chemical Society.

[69] Ivankov, D.N., Garbuzynskiy, S.0O., Alm, E., Plaxco, K.W., Baker, D. ve
Finkelstein, A.V. (2003). Contact order revisited: influence of protein size
on the folding rate, Protein Science: A Publication of the Protein Society,
12(9), 2057-2062.

[70] Gromiha, M. ve Selvaraj, S. (2001). Comparison between long-range
interactions and contact order in determining the folding rate of
two-state proteins:  application of long-range order to folding rate
predictionl 1Edited by P. E. Wright, Journal of Molecular Biology.
310(1), 27-32, http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/
pii/S0022283601947758, 00000.

[71] PEARSON, K. (1920). NOTES ON THE HISTORY OF CORRELATION,
Biometrika, 13(1),25-45, https://doi.org/10.1093/biomet/13.
iy o

[72] Bross, P., Corydon, T.J., Andresen, B.S., Jorgensen, M.M., Bolund, L. ve
Gregersen, N. (1999). Protein misfolding and degradation in genetic diseases,
Human Mutation, 14(3), 186198, https://onlinelibrary.wiley.
com/doi/abs/10.1002/%2851CI1%291098-1004%281999%
2914%3A3%3C186%3A%3AAID-HUMUZ%3E3.0.C0%3B2-J, 143
citations (Crossref) [2022-08-16].

[73] Jumper, J., Evans, R., Pritzel, A., Green, T., Figurnov, M., Ronneberger, O.,
Tunyasuvunakool, K., Bates, R., il’dek, A., Potapenko, A.. Bridgland,
A., Meyer, C., Kohl, S.A.A., Ballard, A.J.. Cowie, A.. Romera-Paredes,
B.. Nikolov, S.., Jain, R., Adler, J., Back, T., Petersen, S., Reiman, D.,
Clancy, E., Zielinski, M., Steinegger, M., Pacholska, M., Berghammer,
T., Bodenstein, S., Silver, D., Vinyals, O., Senior, A.W., Kavukcuoglu, K.,
Kohli, P. ve Hassabis, D. (2021). Highly accurate protein structure prediction
with AlphaFold, Nature, 596(7873), 583-589, https://www.nature.
com/articles/s41586-021-03819-2, number: 7873 Publisher:
Nature Publishing Group.

[74] Zheng, W., Zhang, C., Li, Y., Pearce, R., Bell, EW. ve Zhang, Y.
(2021). Folding non-homologous proteins by coupling deep-learning contact
maps with [-TASSER assembly simulations, Cell Reports Methods,
1(3), 100014, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/
PMC8336924/.

[75] Yang, J.. Anishchenko, 1., Park, H., Peng, Z.., Ovchinnikov, S. ve Baker, D.
(2020). Improved protein structure prediction using predicted interresidue

83



orientations, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, 117(3), 1496-1503, https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/pmc/articles/PMC6983395/.

[76] Zheng, W., Li, Y.. Zhang, C.. Zhou, X.. Pearce, R., Bell, E.W., Huang, X. ve
Zhang, Y. (2021). Protein structure prediction using deep learning distance
and hydrogen-bonding restraints in CASP14, Proteins, 89(12), 1734-1751.

[77] MacKerell, A.D., Bashford, D., Bellott, M., Dunbrack, R.L.. Evanseck, J.D., Field,
M.J.. Fischer, S., Gao, J.. Guo, H., Ha, S., Joseph-McCarthy, D., Kuchnir,
L., Kuczera, K., Lau, F.T., Mattos, C., Michnick, S., Ngo, T., Nguyen,
D.T.. Prodhom, B., Reiher, W.E., Roux, B.. Schlenkrich, M.. Smith, J.C.,
Stote, R., Straub, J.. Watanabe, M.. Wiorkiewicz-Kuczera, J.. Yin, D. ve
Karplus, M. (1998). All-atom empirical potential for molecular modeling and
dynamics studies of proteins, The Journal of Physical Chemistry. B, 102(18),
3586-3616.

(78] Wang, G. ve Dunbrack, Jr, R.L. (2003). PISCES: a protein sequence culling
server, Bioinformatics, 19(12), 1589-1591, https://doi.org/10.
1093 /bioinformatics/btg224.

[79] Shortle, D. (2003). Propensities, probabilities, and the Boltzmann hypothesis, Protein
Science : A Publication of the Protein Society, 12(6), 1298—1302, https:
//www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2323900/.

[80] Sippl, M.J. Calculation of Conformational Ensembles from Potentials of Mean Force,
25.

[81] Vaiana, S.M.. Manno, M., Emanuele, A., Palma-Vittorelli, M.B. ve Palma, M.U.
The Role of Solvent in Protein Folding and in Aggregation.

[82] Ingold, C.K. (1940). The Nature of the Chemical Bond and the Structure of
Molecules and Crystals, Nature, 145(3678), 644-645, https://www.
nature.com/articles/145644b0, number: 3678 Publisher: Nature
Publishing Group.

[83] Dill, K.A. (1990). Dominant forces in protein folding, Biochemistry, 29(31),
7133-7155, https://doi.org/10.1021/bi00483a001, publisher:
American Chemical Society.

[84] Stickle, D.E., Presta, L.G., Dill, K.A. ve Rose, G.D. Hydrogen Bonding in Globular
Proteins.

[85] Cserzo, M. ve Simon, I. (1989). Regularities in the primary structure of
proteins, [International Journal of Peptide and Protein Research,
34(3), 184-195, https://onlinelibrary.wiley.com/doi/
abs/10.1111/3.1399-3011.1989.tb00229.x, _eprint:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/pdf/10.1111/1.1399-3011.1989.tb00229 x.

[86] Reeck, G.R. ve Fisher, L. (1973). A Statistical Analysis of the Amino Acid

Compositions of Proteins, International Journal of Peptide and Protein
Research, 5(2), 109-117, https://onlinelibrary.wiley.com/

84



doi/abs/10.1111/3.1399-3011.1973.tb02325.x, _eprint:
https://onlinelibrary. wiley.com/doi/pdf/10.1111/j.1399-3011.1973.tb02325 .x.

[87] Fleming, P.R., Milne, M.D.. Morgan, D.G. ve Morris, M. (1972).
A statistical analysis of amino acid sequence in protein chains,
International Journal of Bio-Medical Computing, 3(2), 91-100,

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/
0020710172900402.

[88] Skipper, L.. (2005). PROTEINS | Overview, P. Worsfold, C. Poole,
A. Townshend ve M. Miro, (diizenleyenler), Encyclopedia of
Analytical Science (Third Edition), Academic Press, Oxford, s.412-419,
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/
B978008101983200493X.

[89] Lu, H. ve Skolnick, J. (2001). A distance-dependent atomic knowledge-based
potential for improved protein structure selection, Proteins: Structure,
Function, and Genetics, 44(3), 223-232, https://onlinelibrary.
wiley.com/doi/10.1002/prot.1087.

[90] Ramachandran, G.N., Ramakrishnan, C. ve Sasisekharan, V. (1963).
Stereochemistry of polypeptide chain configurations, Journal of Molecular
Biology, 7, 95-99.

[91] Binder, K. ve Heermann, D.W. (2010). Monte Carlo Simulation in Statistical
Physics: An Introduction, cilt 0 of Graduate Texts in Physics, Springer Berlin
Heidelberg, Berlin, Heidelberg, https://link.springer.com/10.
1007/978-3-642-03163-2.

[92] Kussell, E.. Shimada, J. ve Shakhnovich, E.I. (2002). A structure-based method
for derivation of all-atom potentials for protein folding, Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America, 99(8),
5343-5348, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/
PMC122771/.

[93] Hubner, L.A., Deeds, E.J. ve Shakhnovich, E.I. (2005). High-resolution protein
folding with a transferable potential, Proceedings of the National Academy
of Sciences, 102(52), 18914—18919, https://www.pnas.org/doi/
10.1073/pnas.0502181102, publisher: Proceedings of the National
Academy of Sciences.

[94] Coutsias, E.A.. Seok, C.. Jacobson, M.P. ve Dill, K.A. (2004). A kinematic view of
loop closure, Journal of Computational Chemistry, 25(4), 510-528.

[95] Yang, J.S., Chen, W.W., Skolnick, J. ve Shakhnovich, E.I. (2007). All-Atom
Ab Initio Folding of a Diverse Set of Proteins, Structure, 15(1),
53-63, https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/
S0969212606004746.

[96] Metropolis, N., Rosenbluth, A.W., Rosenbluth, M.N., Teller, A.H. ve
Teller, E. (1953). Equation of State Calculations by Fast Computing
Machines, The Journal of Chemical Physics, 21(6), 1087-1092,

85



https://pubs.aip.org/jcp/article/21/6/1087/202680/
Equation-of-State-Calculations-by-Fast-Computing.

86



EKLER

87



Molekiiler Dinamik Simiilasyon Sonuclar

Tablo A.1: Basitlestirilmis zincir modeli ile molekiiler dinamik simiilasyonu ile
incelenen protein i¢i etkilesim aglarinin simiilasyon parametreleri ve

ciktilari.
pdb | L | r. Nggglz Lin | Teas =Tam(CE™) | & |logighki™
1C90 | 66 | 3.250 32 0.405 0.404 043 | -5.488
1C90 | 66 | 3.500 53 0.522 0.521 0.51 | -5.689
1C90 | 66 | 3.570 61 0.561 0.560 0.58 | -5.708
1C90 | 66 | 3.724 70 0.604 0.602 0.79 | -5.966
1C90 | 66 | 3.750 79 0.642 0.642 0.82 | -6.007
1C90 | 66 | 4.000 | 106 | 0.768 0.766 1.00 | -6.767
1C90 | 66 | 4.250 | 127 | 0.856 0.854 1.00 | -7.253
1C90 | 66 | 4.500 | 139 | 0.906 0.904 1.00 | -7.363
1C90 | 66 | 4.750 | 153 | 0.954 0.953 1.00 | -7.365
1C90 | 66 | 5.000 | 163 | 0.992 0.990 1.00 | -7.259
1C90 | 66 | 5.250 | 178 | 1.056 1.054 099 | -7.280
1C90 | 66 | 5.500 | 190 | 1.098 1.096 097 | -7.062
1C90 | 66 | 5.750 | 203 | 1.153 1.151 1.00 | -7.838
1C90 | 66 | 6.000 | 218 | 1.207 1.208 1.01 | -8.229
1C90 | 66 | 6.400 | 247 | 1.318 1.319 1.01 | -8.344
1CQU | 39 | 3.250 40 0.580 0.575 0.39 | -5.052
1CQU | 39 | 3.500 54 0.697 0.696 0.63 | -5.407
1CQU | 39 | 3.580 57 0. 717 0.717 0.75 | -5.495
1CQU | 39 | 3.700 60 0.743 0.740 0.85 | -5.535
1CQU | 39 | 3.750 63 0.765 0.761 1.00 | -5.731
1CQU | 39 | 4.000 71 0.827 0.825 099 | -5.742
1CQU | 39 | 4.250 81 0.894 (0.894 0.99 | -5.980
1CQU | 39 | 4.500 01 0.960 0.956 1.00 | -6.230
1CQU | 39 | 4.750 97 1.006 1.005 099 | -6.309
1CQU | 39 | 5.000 | 111 1.105 1.096 1.00 | -6.530
1CQU | 39 [ 5.100 | 115 | 1.123 1.119 1.00 | -6.699
1CQU | 39 | 5500 | 123 | 1.188 1.177 1.01 | -6.970
1CQU | 39 | 5.550 125 1.186 1.185 1.01 -6.886
1CQU | 39 | 6.000 | 142 | 1.315 1.302 1.00 | -7.170
1CQU | 39 [ 6.400 | 164 | 1.455 1.446 1.01 | -7.300
1IFEX | 59 | 3.250 42 0.450 0.455 0.33 | -4.803
1IFEX | 59 | 3.500 56 0.548 0.551 0.37 | -5.023
1FEX | 59 | 3.750 63 0.603 0.604 0.39 | -5.039
1IFEX | 59 | 4.000 70 0.639 0.642 043 | -5.117
1IFEX | 59 | 4.250 79 0.705 0.704 0.52 | -5.318
1IFEX | 59 | 4.500 87 0.747 0.746 054 | -5.343
1IFEX | 59 | 4.750 | 100 | 0.790 0.791 055 | -5.403
1IFEX | 59 | 5.000 | 115 | 0.872 0.872 0.70 | -5.631
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Tablo A.1 : (devanmi)

de L Fese N tl)(ig:lz Lgim T:gegi§ = Tim (CIT i ) K log 10 k?im
IFEX | 59 | 5.360 | 135 | 0.962 0.960 0.74 | -5.638
IFEX |59 (5450 | 139 | 0.984 (.982 090 | -5.752
1IFEX | 59 | 5.500 | 143 | 1.005 1.004 095 | -5.770
IFEX | 59 | 5,530 | 145 | 1.013 1.012 098 | -5.694
1IFEX | 59 | 6.000 | 165 | 1.105 1.102 1.00 | -6.080
IFEX | 59 | 6.400 | 185 | 1.218 1.216 0.99 | -6.050
1IDY | 54 | 3.250 32 0.491 0.435 0.36 | -4.402
1IDY | 54 | 3.500 41 0.551 0.506 0.31 | -4.585
1IDY | 54 | 3.750 47 0.565 0.569 0.36 | -4.869
1IDY | 54 | 4.000 60 0.680 0.679 043 | -5.105
1IDY | 54 | 4.250 66 0.717 0.718 049 | -5.152
1IDY | 54 | 4.500 69 0.737 0.738 050 | -5.214
1IDY | 54 | 4.750 78 0.785 0.784 0.51 | -5.208
1IDY | 54 | 4.897 86 0.823 0.822 055 | -5.323
1IDY | 54 | 5.000 93 0.850 0.850 051 | -5.260
1IDY | 54 | 5.160 | 100 | 0.876 0.874 054 | -5.279
1IDY | 54 | 5.500 | 107 | 0.935 0.929 058 | -5.340
1IDY | 54 |5.674| 113 | 0.967 0.961 0.64 | -5.500
1IDY | 54 |5.793 | 117 | 0.991 (.987 0.63 | -5419
1IDY | 54 | 5.840 | 122 | 1.031 1.027 0.72 | -5.481
1IDY | 54 | 5.889 | 126 | 1.060 1.057 0.89 | -5.605
1IDY | 54 | 6.000 | 128 | 1.072 1.068 1.00 | -5.710
1IDY | 54| 6.190 | 140 | 1.138 1.135 1.00 | -5.848
1IDY | 54| 6.400 | 147 | 1.182 1.172 1.00 | -5.850
1JO8 | 58 | 3.250 37 0.435 0.435 0.39 | -5.405
1JO8 | 58 | 3.500 60 0.570 0.570 054 | -5.697
1JO8 | 58 | 3.550 66 0.599 0.597 0.60 | -5.759
1JO8 | 58 | 3.600 71 0.627 0.626 0.64 | -5.884
1JO8 | 58 | 3.700 80 0.679 0.677 0.78 | -6.070
1JO8 | 58 | 3.750 85 0.708 0.704 095 | -6.201
1JO8 | 58 | 4.000 | 109 | 0.832 0.831 1.00 | -6.998
1JO8 | 58 | 4250 | 127 | 0913 0.913 1.00 | -6.953
1JO8 | 58 | 4500 | 137 | 0.961 0.961 1.01 | -7.185
1JO8 | 58 | 4.750 | 149 | 1.016 1.015 1.01 | -7.359
1JO8 | 58 | 5.000 | 164 | 1.085 1.085 1.01 | -8.185
1JO8 | 58 | 5.250 | 177 | 1.141 1.140 1.01 | -7.531
1JO8 | 58 | 5.500 | 184 | 1.170 1.171 1.01 | -7.570
1JO8 | 58 | 6.000 | 209 | 1.277 1.279 1.01 | -8.000
1JO8 | 58 | 6.400 | 235 | 1.390 1.393 1.01 | -8.520
106X | 81 | 3.250 50 0.465 0.463 040 | -5471
106X | 81 | 3.500 12 0.580 0.579 0.59 | -5.728
106X | 81 | 3.570 76 0.590 (0.589 0.60 | -5.810
106X | 81 | 3.650 83 0.622 0.622 0.65| -5.874
106X | 81 | 3.750 90 0.657 0.656 0.87 | -5.950
106X | 81 | 4.000 | 103 | 0.713 0.713 0.99 | -6.097
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Tablo A.1 : (devanmi)

de L Fese N tl)(ig:lz Lgim T:gegi§ = Tim (CIT i ) K log 10 k?im
106X | 81 | 4250 | 118 | 0.780 0.781 1.00 | -6.428
106X | 81 | 4.500 | 137 | 0.855 0.854 1.01 | -6.838
106X | 81 | 4.750 | 153 | 0911 0911 1.01 | -7.178
106X | 81 | 5.000 | 169 | 0.963 0.964 1.01 | -7.672
106X | 81 | 5.250 | 188 | 1.028 1.027 1.01 | -7.874
106X | 81 | 5.500 | 204 | 1.087 1.088 1.01 | -8.300
106X | 81 | 6.000 | 234 | 1.183 1.185 1.01 | -8.521
106X | 81 | 6.400 | 276 | 1.337 1.335 1.01 | -8.581
IRLQ | 56 | 3.250 31 0.450 0.449 043 | -5.494
1IRLQ | 56 | 3.500 48 0.550 0.549 0.62 | -5.909
1IRLQ | 56 | 3.650 35 0.597 0.594 0.72 | -6.148
1RLQ | 56 | 3.700 61 0.623 0.620 0.75 | -35.980
1IRLQ | 56 | 3.720 64 0.635 0.634 0.89 | -6.115
1IRLQ | 56 | 3.750 66 0.645 0.643 091 | -6.193
1IRLQ | 56 | 4.000 81 0.730 0.728 1.00 | -6.563
IRLQ | 56 | 4.250 94 0.801 0.801 1.01 | -6.746
1IRLQ | 56 | 4.500 | 108 | 0.873 0.872 1.00 | -6.737
IRLQ | 56 [ 4.750 | 123 | 0.940 (0.938 1.00 | -7.020
IRLQ | 56 | 5.000 | 132 | 0.981 0.980 1.00 | -7.144
IRLQ | 56 | 5.250 | 145 | 1.039 1.037 1.01 | -7.436
IRLQ | 56 | 5.500 | 160 | 1.098 1.103 1.01 | -7.642
IRLQ | 56 | 6.000 | 184 | 1.210 1.212 1.01 | -8.090
IRLQ | 56 | 6.400 | 210 | 1.330 1.329 1.01 | -8.402
ISHF | 59 | 3.250 34 0.440 0.440 035 | -5.294
ISHF | 59 | 3.500 33 0.520 0.523 0.35 | -5.355
ISHF | 59 | 3.750 75 0.661 0.662 047 | -5.639
ISHF | 59 | 3.900 82 0.710 0.709 0.63 | -5.798
ISHF | 59 | 4.000 93 0.773 0.771 0.89 | -5.980
ISHF | 59 | 4250 | 115 | 0.876 0.874 1.00 | -6.910
ISHF | 59 | 4500 | 129 | 0.944 0.943 1.01 | -7.107
ISHF | 59 [ 4750 | 139 | 0.984 (0.985 1.01 | -7.348
ISHF | 59 | 5.000 | 146 | 1.018 1.016 1.01 | -7.477
ISHF | 59 | 5.250 | 158 | 1.072 1.070 1.01 | -7.313
ISHF | 59 | 5500 | 170 | 1.123 1.125 1.01 | -7.509
ISHF | 59 | 6.000 | 203 | 1.260 1.260 1.01 | -7.801
ISHF | 59 | 6.400 | 227 | 1.367 1.364 1.01 | -8.046
1SS1 | 60 | 3.250 | 48 0.530 0.536 0.34 | -4.946

1SS1 | 60 | 3.500 63 0.640 0.639 042 | -5.091
1SS1 | 60 | 3.750 69 0.680 0.681 045 | -5.216
1SS1 | 60 | 4.000 74 0.724 0.722 051 | -5.298

1SS1 | 60 | 4.250 80 0.748 (0.749 0.54 | -5.361

1SS1 | 60 | 4.500 90 (0.786 0.784 0.56 | -5.350
1SS1 | 60 [ 4750 | 106 | 0.848 0.847 0.69 | -5.517
1SS1 | 60 | 4.820 | 111 | 0.877 0.876 0.71 | -5.501

1ISS1 | 60 | 4870 | 116 | 0.900 (.898 0.81 | -5.582
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Tablo A.1 : (devanmi)

de L Fese N tl)(ig:lz Lgim T:gegi§ = Tim (CIT i ) K log 10 k?im
1SS1 | 60 | 5.000 | 120 | 0.915 0.914 1.01 | -5.717
ISS1 | 60 | 5.250 | 134 | 0.982 (.982 1.00 | -5.711
1SS1 | 60 | 5.500 | 152 | 1.076 1.078 1.00 | -5.818
1ISS1 | 60 | 5.750 | 169 | 1.173 1.173 099 | -5.924
1SS1 | 60 | 6.000 | 183 | 1.250 1.249 1.00 | -6.240
ISS1 | 60 | 6.400 | 206 | 1.363 1.358 1.00 | -6.520
1W4] | 51 | 3.250 36 0.511 0.512 0.38 | -4.888
1W4] | 51 | 3.500 41 0.557 0.553 042 | -4.920
1W4]J | 51 | 3.750 50 0.645 0.645 052 | -5.257
1W4]J | 51 | 4.000 56 0.700 0.698 0.58 | -5.397
1W4] | 51 | 4.250 64 0.755 0.753 0.58 | -5.335
1W4]J | 51 | 4.500 69 0.790 0.789 0.60 | -35.370
1W4] | 51 | 4.750 84 0.880 0.879 0.52 | -5.258
1W4]J | 51 | 5.000 96 0.933 0.931 057 | -5.386
1W4] | 51 | 5.250 | 103 | 0.967 0.967 0.60 | -5.332
1W4) | 51 | 5.271 | 107 | 0.987 (0.986 0.68 | -5.470
1W4) | 51 | 5350 | 112 | 1.019 1.017 0.76 | -5.571
1W4J | 51 [ 5.380 | 113 | 1.020 1.017 0.76 | -5.548
1W4] | 51 | 5453 | 116 | 1.035 1.030 0.90 | -5.591
1W4] | 51 | 5.500 | 120 | 1.067 1.061 1.00 | -5.800
1W4]) | 51 | 5.670 | 124 | 1.097 1.095 1.01 | -6.018
1W4J | 51 | 5.970 | 137 | 1.167 1.169 1.01 | -6.340
1W4) | 51 | 6.000 | 138 | 1.181 1.178 1.01 | -6.380
I1W4]J | 51 | 6.400 | 165 | 1.368 1.368 1.01 | -6.970
2CI2 | 64 | 3.250 34 0.380 0.394 0.34 | -5.565
2CI2 | 64 | 3.500 51 0.510 0.504 048 | -5.516
2CI2 | 64 | 3.750 72 0.620 0.621 0.71 | -5.696
2CI2 | 64 | 3.850 79 0.653 0.652 094 | -5.852
2CI2 | 64 | 3.930 86 0.680 0.681 098 | -6.065
2CI2 | 64 | 4.000 97 0.733 0.733 1.00 | -6.464
2CI2 |64 | 4250 | 112 | 0.803 0.802 1.01 | -6.937
2CI2 | 64 | 4500 | 131 | 0.880 0.879 1.01 | -6.981
2CI2 | 64 | 4750 | 138 | 0.915 0914 1.01 | -7.439
2CI2 | 64 | 5.000 | 153 | 0.966 0.963 1.01 | -7.772
2CI2 | 64 | 5.250 | 163 | 1.006 1.005 1.01 | -7.888
2CI2 | 64 | 5.500 | 173 | 1.042 1.042 1.01 | -7.558
2CI2 | 64 | 5.750 | 191 1.119 1.119 1.01 | -7.563
2CI2 | 64 | 6.000 | 208 | 1.190 1.187 1.01 | -8.300
2CI2 | 64 | 6400 | 240 | 1.327 1.329 1.01 | -9.105
2PTL | 62 | 3.250 46 0.490 0.502 043 | -5.222
2PTL | 62 | 3.500 64 0.610 0.609 0.73 | -5.787
2PTL | 62 | 3.600 70 0.629 0.628 0.80 | -5.884
2PTL | 62 | 3.650 78 0.670 0.668 1.00 | -6.100
2PTL | 62 | 3.750 87 0.715 0.713 1.01 | -6.463
2PTL | 62 | 4.000 | 103 | 0.779 0.776 1.00 | -6.636
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Tablo A.1 : (devanmi)

de L Fese N tl)(ig:lz Lgim T:gegi§ = Tim (CIT i ) K log 10 k?im
2PTL | 62 | 4250 111 | 0.812 0.809 1.01 | -6.690
2PTL | 62 | 4500 | 120 | 0.853 (0.852 1.01 | -6.872
2PTL | 62 | 4750 | 130 | 0.896 0.895 1.01 | -6.971
2PTL | 62 | 5.000 | 138 | 0.930 0.925 1.01 | -7.008
2PTL | 62 | 5.250 | 157 | 1.013 1.012 1.01 | -7.539
2PTL | 62 | 5.500 | 175 | 1.095 1.094 1.01 | -7.773
2PTL | 62 | 5.750 | 197 | 1.185 1.187 1.01 | -8.459
2PTL | 62 | 6.000 | 216 | 1.274 1:271 1.01 | -8.983
2PTL | 62 | 6.400 | 249 | 1.407 1.408 1.01 | -9.389
IBBL | 37 | 3.250 10 0.440 0.449 0.35 | -3.669
IBBL | 37 | 3.500 13 0.460 0.484 0.33 | -3.937
IBBL | 37 | 3.750 17 0.495 0.535 033 | -4.014
1BBL | 37 | 4.000 24 0.528 0.551 0.36 | -4.081
IBBL | 37 | 4.250 31 0.580 0.628 0.34 | -4.299
IBBL | 37 | 4.500 39 0.625 0.650 0.33 | -4.586
IBBL | 37 | 4750 | 45 0.630 0.641 0.36 | -4.665
IBBL | 37 | 5.000 57 0.732 0.741 036 | -4.710
IBBL | 37 | 5.250 61 0.767 0.768 0.38 | -4.706
IBBL | 37 | 5.500 65 0.789 0.792 0.37 | -4.702
IBBL | 37 | 6.000 74 (0.849 0.851 0.37 | -4.735
IBBL | 37 | 6.400 83 0.952 0.956 0.38 | -4.841
IBBL | 37 | 6.718 93 1.039 1.046 042 | -4922
IBBL | 37 | 6.997 | 101 1.103 [.118 0.39 | -4.963
IBBL | 37 | 7.269 | 109 | 1.182 1.201 046 | -5.056
IBBL | 37 | 7.388 | 117 | 1.286 1.285 0.58 | -5.160
IBBL | 37 | 7.605 | 125 | 1.350 1.351 0.80 | -5.398
IBBL | 37 | 7.887 | 133 | 1.417 1.415 0.72 | -5.283
IBBL | 37 | 8.108 | 141 1.511 1.498 0.60 | -5.266
IBBL | 37 | 8.212 | 149 | 1.561 1.560 0.72 | -5.301
IBBL | 37 | 8.350 | 157 | 1.624 1.621 092 | -5.506
IBBL | 37 | 8.447 | 165 | 1.696 1.693 094 | -5.648
IBBL | 37 | 8582 | 173 | 1.754 1.750 095 | -5.642
IBBL | 37 | 8.657 | 18I 1.815 1.813 098 | -5.877
IBBL | 37 | 8.800 | 189 | 1.868 1.870 099 | -6.092
IBBL | 37 | 9.064 | 197 | 1.948 1.953 099 | -6.017
IBBL | 37 | 9.226 | 205 | 1.993 1.996 1.00 | -6.160
IBBL | 37 | 9309 | 213 | 2.061 2.061 1.00 | -6.319
IBBL | 37 | 9498 | 221 | 2.122 2.127 1.00 | -6.212
IBBL | 37 | 9.664 | 229 | 2.190 2.193 1.00 | -6.445

92



Zincir Uzerinde Yerel Olan Amino Asit Ucliileri icin Minimum Enerji Grafikleri
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Sekil B.1

: Ttim amino asit ti¢liileri i¢in E} i

((a1,a2,a3)i,A21, 422, 23, 6123) enetji

fonksiyonunun minimum degere sahip oldugu A,;, A2, A23 ve 0123
parametrelerinin bin kombinasyonlarinin gésterimi
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Sekil B.2 : Tiim amino asit ii¢liileri icin Eugm ((01.02.03),',121, 22, 1'23.9123) enerji

fonksiyonunun minimum degere sahip oldugu 71, 722, 723 ve 023
parametrelerinin bin kombinasyonlarinin gosterimi
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(S

)

ener)i fonksiyonunun minimum degere sahip oldugu 623, 6123, 0123 ve 0123
parametrelerinin bin kombinasyonlarinin gosterimi

Sekil B.3 : Tiim amino asit ticliileri icin E&m ((al,ag,a3);, 0123, 0123, 6123, 0123, 6,

)
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Sekil B.4 : Ortanca amino asitin ALA oldugu durumdaki amino asit iicliileri icin
v—0 - s . si s
ticlil ((ay,a2,a3), Y12, 012, Y23, 023) enerji fonksiyonunun minimum dedere

sahip oldugu y12, 012, Y23 ve (3 parametrelerinin bin kombinasyonlarinin
gosterimi
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