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ONSOZz

Biyolojik sureclerin vazgecilmez bilesenleri olarak protein makromolekillerinin iglev
mekanizmalarinin arastirilmasi son derece dnemlidir. Amino asit dizilimleri ve G¢ boyutlu
yapilarina ek olarak islevsel mekanizmanin desifre edilmesinde vyapisal dinamik
davraniglarinin arastiriimasi ve belirlenmesi esastir. Dinamik davranisin incelenmesi icin
gunimizde pek cok hesaplamall ve deneysel yontem kullaniimaktadir. Ancak, geleneksel
hesaplamali molekiler dinamik similasyon yontemleri ginimuzde hala bir proteinin biyolojik
islevini gerceklestirdigi zaman 6lceginde konformasyonel degisiklikleri ve dinamik davranigi
gbzlemleyebilmekten uzaktadir. Bu proje cercevesinde elastik ag yapi modelleri ile
birlestirtiimis stokastik Langevin dinamigine dayali hibrid bir yontem olan ANM-LD
((Anisotropic Network Model) Anizotropik Agyapi Modeli modlari ile ydnlendirilmis Langevin
Dinamigi) molekiler simuilasyon yontemi basari ile gelistiriimistir. Konformasyonel
degisiklikleri 6rnekleme ve yapi tahmini icin Atomik Kuvvet Mikroskopisi ve benzeri
goérantileme teknikleriyle elde edilen yapisal bilgiler kolektif bir degisken olarak ANM-LD
simllasyon yontemine entegre edilebilmektedir. Bu entegrasyon, protein dinamigi sahasinda,
kullanim alani globular proteinlerden membran proteinlerine ve monomerik yapilardan
multimerik yapilara uzanan hibrid bir 6rnekleme ydntemi gelistiriimesini saglamistir.
115M418 nolu bu proje TUBITAK tarafindan desteklenmistir.
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OZET

Proteinlerin farkli kararlh durumlarinda (states) ve kararli durumlari arasindaki geciglerde
(transition) islevsel enerji ylzeyleri (energy landscape) dogrultusunda gosterdigi dinamik
davraniglarinin anlagilmasi, protein fonksiyonunun molekiler mekanizmasinin desifre

edilebilmesi i¢in esastir.

Hem hesaplamali hem de deneysel alanda yapilan calismalar uzun zaman &lcedinde
gerceklesen konformasyonel dedisimleri ile ilglili bilgileri agiga ¢ikarmayi hedeflemektedir.
Son derece glncel ve giderek 6nemi artan bu alan cercevesinde, bu projede globular ve
membran proteinlerin buylk ve karmasik dinamik gecisleri ve sureclerini incelemek icin
ANM-LD hibrid yontemi (Anizotropik Ag Modeli modlari gidimli Langevin Dinamigi)
geligtiriimistir. ANM-LD yapilari bilinen iki kararli durum arasindaki konformasyonel gecis
yollarini tek basina 6ngérme ve modile etme kapasitesine sahip olmasinin yanisira, Atomik
Kuvvet Mikroskobu (AFM) ve diger gorintileme tekniklerinden gdzlemlenen topolojik
degiskenleri de kisit olarak kullanabilmektedir. Bu amagla, AFM gorintileme deneyleri ve
ANM-LD simulasyonlari g farkl sistemde ayri ayri ve birlikte kullanilarak gerceklestirilmistir:
BtuCD membran sistemi, GroEL/ES saperon kompleksi ve c-Src kinaz globular sistemi.
Bunlardan c¢-Src  kinaz, ANM-LD similasyonlarina farkh  kolektif degiskenlerin

entegrasyonunu test etmek icin model sistem olarak kullanilmigtir.

Hedef yapilarin AFM gorintilerinden hesaplanan ilk iki temel bilesen ekseni, ANM-LD
sirasinda dinamik modlarin hedef yapiya yonlendiriimesinde c-Src kinaz ve BtuCD igin
denenmistir. GroEL saperon sistemi icin ise AFM goruntilerinden elde edilen baglangic ve
hedef yapilar arasindaki hacim orani kolektif degisken olarak kullaniimigtir. Buyuk bir
konformasyonel degisiklik gosteren c-Src kinaz icin basarili sonug¢ elde edilmistir. Ancak
BtuCD ve GroEL/ES i¢in daha iyi bir sonu¢ elde edilebilmesi icin birden fazla global yapisal

kisitin kullanilmasi ile ilgili protokollerin olusturulmasi gerektigi sonucu cikariimistir.

AFM sonuglari veya diger deneysel veriler ile beraber veya yalniz basina ANM-LD, caligilan
sistemlerin her birinin islevselliklerinin altinda yatan temel fonksiyonel mekanizmalarin
anlasiimasina katkida bulunabilecek 6nemli dinamik davranis bilgileri aciga cikarmistir.
Sistemlerin gecis dinamiklerini kendine 6zgu hareket modlarina ayirarak her birinin ileriki

calismalarda manipile edilebilecek hedef yapisal ve dinamik birimleri belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Konformasyonel Degisimler, Protein Dinamigi, Gegis Patikalari, Alosteri,
Molekuler Simulasyonlar, Langevin Dinamigi, Gaussian Agyapi Modeli, Anizotropic Agyapl
Modeli, Atomik Kuvvet Mikroskobu, ABC Taslyici BtuCD, GroEL-GroES, c-Src Tirozin Kinaz.
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ABSTRACT

Protein dynamics is of significant interest recently due to its possible contribution to the
understanding of molecular mechanisms underlying functionality. Current methods, both
computational and experimental, cover various aspects of protein dynamics despite of
leaving gaps in the understanding of long-term and large scale conformational changes. In
this project, a hybrid method ANM-LD (Anisotropic Network Model modes driven Langevin
Dynamics) has been advanced to study large and complex dynamic transitions. ANM-LD has
the capacity to predict and modulate the conformational transition pahways as stand alone
and further the ability to use topological variables observed from Atomic Force Microscopy

(AFM) and other imaging technigues as restraints to be integrated.

With this aim, the AFM imaging experiments and ANM-LD simulations as individually and
integratively performed on three different systems: membrane system BtuCD, large chaperon
complex GroEL/ES and globular c-Src kinase. c-Src was used as a case study to test
different collective variables for leading ANM-LD simulations. First two principal component
axes of target conformations’ AFM images were the collective variables with the best results,
shown to lead the ANM-LD simulations with smallest RMSDs from the target conformation.
For GroEL the volume ratio between initial and target states was used as the collective
variable obtained from AFM images. c-Src with the large conformational changes was the
most successfull case. For BtuCD and GroEL/ES a combination of more than one collective

variables is seen to be needed to drive the conformational changes.

With AFM and other experimental data as well as on its own, ANM-LD has diclosed dynamic
behavior for each of three systems that plausibly contributes to the understanding of key
functional mechanisms underlying their functionality. Dissecting their transition dynamics into
idiosyncratic modes of motion, each system was provided with target structural and

dynamical units of interest to be manipulated in further studies.

Keywords: Computational Sampling, Large Conformational Changes, Protein Dynamics,
Transition Pathways, Allostery, Molecular Simulations, Brownian Dynamics, Langevin
Dynamics, Gaussian Network Model (GNM), Anisotropic Network Model (ANM), Atomic
Force Microscopy (AFM), ABC Transporter BtuCD, GroEL-GroES Complex, c-Src Tyrosine

Kinase
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1.GIRIS
Proteinler canlihdin devam etmesini saglayan biyokimyasal sureclerin ytritictsu olarak
dogada vazgecilmez bir role sahiptir. Yapisal bilesen olarak organizmanin olusmasina katki
saglamaktan gerekli biyokimyasal tepkimeleri hizlandirmaya, ya da hicre ici/digI arasinda
gecirgenligi kontrol etmeye kadar, pek ¢ok hiicresel faaliyette yer alirlar. Proteinlere bu islev
cesitlilgini kazandiran yirmi amino asitlik bir alfabeyle olusturduklari farkli dizilimlerdir. Her bir
farkh dizilim, proteine farkh bir ¢ boyutlu yapi ve farkli bir islevsel 6zellik kazandirabilir.
Ancak proteinlerin islevlerini belirleyen fizikokimyasal 6zellikler, amino asit dizisi ve U¢
boyutlu yapi gibi statik bilesenlerle sinirli degildir. Dogada yer alan tum molekiller gibi,
proteinler de bulunduklari cevreyle enerji aligverisi icindedir ve bu termal etkilesimler
proteinlerin farkli zaman 6lceklerinde hareket halinde olmalarina neden olur. Bu hareketler ile
proteinin iglevsel 6zellik ve mekanizmalarini yakindan iligkilidir. Ozellikle iki kararli yapi
arasinda go6zlenen wuzun sire ve blyuk yapisal degisiklikler gerektiren dinamik
konformasyonel gecisler geleneksel molekiler similasyon yontemleri ile gorulmesi kolay
olmayan zaman olceklerine gerceklesmektedir. Protein dinamigin ve allosterik etkilesmelerin
kapsaml ¢aligilabilmesi icin molekuler similasyon yontemlerin zenginlestiriimis érneklemeye
olanak saglayacak yaklagimlar ile birlestirilmesi son dénemlerde giderek 6nemi artan bir
gerekliligi gostermektedir. Ayrica konformasyonel érneklemelerde kollektif degisken olarak
kullanilabilecek deneysel verilerin kullanilmasi biyolojik gerceklikte etkin similasyonlarin
gerceklestiriimesi acisindan son derece 6nemlidir. Bu proje kapsaminda kararli yapilar
arasinda gercgeklesen buyik ve kompleks degisimleri/gecisleri ve gegislerin iglev ile ilgili
baglantilarinin arastirihmasi amaclanmistir. Bu amacgla, proteinlerin farkli konformasyonlari
arasindaki gecis patikalarinin tahmin edilmesi ve daha sonra da bu patikalarin islev
mekanizmalarini desifre etmek Uzere arastirilabilmesine olanak saglayacak ANM (Anistropik
Ag Yapi Modeli/ Anistropic Network Model) - LD (Langevin Dinamigi/ Langevin Dynamics)

yonteminin gelistiriimesi ve iyilestiriimesi hedeflenmistir.

Geligtirilen ANM-LD AFM (Atomik Kuvvet Mikroskopu/ Atomic Force Microscopy/ AFM)
topografik goruntileme deneyleri ve SAXS (Kuguk Acili X-isin1 Saciimasi/ Small Angle X-ray
Scattering verilerinden elde edilen kollektif degiskenlerin kisit olarak entegrasyonu ile

desteklenmistir

Yukarida bahsi gecen calismalar, ana olarak Uc¢ farkl biyolojik sistem (zerinde
gerceklestirilmistir: bir membran proteini olan ATP bagh kaset (ATP-binding cassette, ABC)
taslyici BtuCD proteini, oldukca buylk bir sistem olan GroEL-GroES saperon kompleksi ve



boyutu ve 0Ozellikleriyle daha standard bir globular sistem olan c-Src kinaz proteini. Secilen
biyolojik sistemler; projenin farkli agilardan degerlendirilebilmesine, proteinlerin calisma 6n
kosullarinin ve AFM calismalarina uygunluklarinin belirlenebilmesine olanak saglayacak
sekilde, inaktif/aktif gibi en az iki ana kararli duruma, buyuk ve kuguk konformasyonel
degisimlere ve bir veya birden fazla gecis/ara duruma (transition/intermediate state) sahip
olan transmembran proteinler, molekiler saperonlar ve kinazlar gibi farkli protein tirlerinden

secilmigtir.

Proje suresince yapilan ¢calismalar dort calisma paketi altinda toplanmistir.

P1 is paketi hesapsal yontem algoritmalarinin olusturulmasini, gelistiriimesini ve deneysel
kisitlarla birlestiriimesini icermektedir. ANM-LD metodunun gelistiriimesi sirasinda farkl
Ozellikteki sistemlere uygulanabilirligi g6z dninde tutulmustur. Bunun icin farkli 6zelliklerdeki
sistemlerde ANM-LD similasyonlari kosturulmustur. Proteinin i¢sel dinamik yapitaslarinin
gecis dinamigindeki rolintn belirlenmesi icin, hedefli kisitlanmis (targeted restrained)
simulasyonlar hedef yapi bilgisi korunarak konformasyonel gecisleri belirleyen global dinamik
modlarin secici olarak filtrelenmesiyle kosturulmustur. Ayrica proteinde olusan mutasyon gibi
degisikliklerin  dinamik  Gzerindeki etkisinin  ANM-LD yontemi ile cahlgsilabilirligi
degerlendirilmistir. Farkh kosullarda (ligand baglanmasi, fosforlanma vs gibi) yapisi
bulunmayan sistemler icin ise, hedefsiz kisitlanmis (untargeted restrained) simulasyonlar
belirli uzakliklar ve jirasyon yaricap!r gibi proteinin konformasyonel degisikligini tarif
edebilecek kolektif degiskenler cercevesinde kosturulmustur. Ayrica AFM gdrinttlerinden
elde edilen yukseklik ve hacim bilgileri, SAXS egrisinden saglanan parametrelerin
kullaniimasiyla similasyonlar hedef yapi olmadan ANM-LD simuilasyonlari kosturulmustur.

Bu farkli yontemlerle BtuCD, GroEL/ES ve c-Src kinaz proteinleri Uzerinde caligiimistir.

P2 is paketi kapsaminda, BtuCD membran proteini Uzerinde P1 paketi dahilinde gelistirilmis
klasik, kisittanmigs ve deneysel go6zlemlerle yonlendiriimis ANM-LD simuilasyonlari
kosulmustur. Béylece, BtuCD 06rnegi ile gelistirilen hibrid yontemin membran proteinleri icin
uygun hale getiriimesi amaclanmistir. Simulasyonlari yonlendirmek amaciyla kullanilan
deneysel veriler (g6zlenen yukseklik degiskeni gibi) proteinin His ile etiketlenmis yapilarindan
alinan AFM sekillerinden elde edilmistir. Ayrica isbirligi dahilinde calisilan grup tarafindan
elde edilen FRET uzakliklari da similasyonlarda deneysel kisit olarak kullaniimistir. Diger
yandan, igbirligi dahilinde ANM-LD ile konformasyonel gecisleri kontrol etmede mekanistik
acidan onemli olan reziduler belirlenmis ve fiziksel ve biyoljik gercekliligi mutasyonlar ile test

edilmistir.



P3 is paketinde GroEL/ES kompleksi Uzerinde yine P1 is paketi cercevesinde gelistirilen
klasik, kisitlanmis ve deneysel sonuglarla yonlendiriimis ANM-LD simuilasyonlari verilmis,
simulasyonlari yénlendirmede kullanilacak deneysel veriler (GroEL proteinin i¢ ve dig halka
caplari, GroEL/ES kompleksinde dis halka c¢api olmak Uzere) kompleksin AFM
goruntulerinden elde edilmigtir. Boylece, GroEL/ES o6rnegi ile geligtirilen hibrid yontemin
biiyiik biyolojik sistemler icin uygun hale getiriimesi amaclanmistir. ilaveten, sistem 6zelinde
dinamik Ozelliklerin anlagilmasi amaciyla GroEL sisteminde ANM-LD simulasyonlari

verilmistir.

P4 is paketi kapsaminda, buyuklik, sekil ve fizikokimyasal 6zellikleriyle diger is paketlerinde
calisilan sistemlere nazaran daha standard 6zelliklere sahip c-Src kinaz proteini, bilhassa
hibrid metodolojinin gelistirilmesi icin hedef sistem olarak kullaniimistir. SAXS datasindan
elde edilen deney profillerinin Uretilen yapilarla benzerligi bir kisit olarak degerlendirilmis,
ayrica AFM goruntulerinden elde edilen hedef yapinin (dusuk ¢o6zunurlikli de olsa) temel

bilesenleri (principal component) ANM-LD simulasyonlarini ydnlendirmek icin kullaniimistir.

Yukarida bahsi gecen P2-P4 is paketleri kapsaminda ayrica sistemlerin dinamik 6zellikleri
incelenmis, proteinin topolojisi tarafindan belirlenen i¢sel dinamik davranisin, iki kararl yapi
arasindaki gecis dinamigi bu sistemler 6zelinde nasil belirledigi arastiriimistir. Elde edilen
dinamik bilesenler, gelecek calismalarda ve ila¢ gelistirme gibi bu sistemlerle alakal
hastaliklarla molekiler micadele talep eden arastirmalarda protein Uzerinde bu dinamik
davraniglari belirleyen hedef bélgeler saglamaktadir. Bu hedef bdlgelerin tayini, gelistirilmis

olan hibrid metodolojinin en 6nemli kullanim alanlarindan biridir.

2. LITERATUR OZETI

Bu calismada proteinlerin islev mekanizmalarinin ve dinamik ozelliklerinin incelenmesi igin
odaklanilan g protein sistemin (BtuCD membran sistemi, GroEL/ES saperon kompleksi ve
c-Src kinaz globuler sistemi) literatlirde yer alan dzellikleri ve yapilan calismalar asagida

Ozetlenmistir.

2.1 Hesapsal yontem algoritmalarinin olu  sturulmasi ve geli stiriimesi

Makromolekiiler yapi ve dinamik calismalarinda, dinamigin iglev ile ne sekilde bagintil

oldugunun anlasiimasinda etkin érnekleme metodlari giderek 6nem kazanmaktadir.



Bu kapsamda, ¢ok farkh yaklagimlar kullanilmakta ise de buyik ve kompleks konformasyonel
degisiklikleri belirleyen etkin drneklemeli molekiler similasyon yontemleri hala yeterli
verimlilik ve fiziksel/biyolojik gerceklikte degildir. Bu sebeple bu konu hesapsal olarak 6nemli
cabalarin gosterilmesinin gerektigi bir alandir. Deneysel calismalardan alinabilecek kisith
bazi bilgilerin hesapsal yaklagimlar icerisinde birinci prensipten molekillerin davranigini tam
olarak belirleyemedigimiz veya tahmin edemedigimiz durumlarda en etkin sekilde kullanimi
da o6nem tasimaktadir. Bu alandaki son zamanlardaki en genis literatlr taramasi yakin
zamandaki bir makalede yapiimistir Maximova vd. (2016). Ayrica Bernardi vd. (2015)

makalesi de bu alanda kapsamli bir degerlendirmeye sahiptir.

Bu is paketi cercevesinde birbirinden ayrilan ve dolayisiyla farkli avantajlari ve kisitlari
bulunan birden fazla hesapsal yontemin paralel gelistiriimesi gerceklesmistir. Agirlik ANM-LD
yonteminin gelistiriimesi ve olasi deneysel kisitlarla birlestiriimesi en dnemli odak olmustur.
Ayrica CM-BexMetaD (Collective Modes Driven Bias Exchange Metadynamics) metadinamik
yonteminin gelistiriimesi de bazi 6rnekler ¢ercevesinde calisiimistir. Agisal uzayda Gaussian
Agyap! Modeli yonteminin iyilestiriimesi ve simulasyon programlarinda kolektif bir dedisken

olarak kullanilmasi da calismalar arasinda yer almigtir.

2.2 ABC Taslyici Sistemi Uzerine Cali gmalar

ABC (ATP binding cassette) tasltyici proteinleri, en blyik membran st familyalardan birini
olusturur ve metal, vitamin, ila¢ ve c¢esitli karbon kaynaklarinin periplazmadan sitoplazmaya
tasinimindan, zehirli maddelerin hiicreden atilmasina kadar birgok farkl biyolojik sirecte ve
organda yer alirlar. Gecirdikleri konformasyonal degisiklikler iglevlerini belirlerken, yapilarin
iki dinamik altbirimi arasindaki allosterik etkilesmeyi de tanimlar (Moradi ve Tajkhorshid,
2013; Wen ve Tajkhorshid, 2011). Bu konu hakkinda birgok calisma olmasina ragmen, bu
gecigslerin mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir ve nasil bir kolektif hareket ile bu
gecislerin saglandigi sorusunun cevabl acik degildir. Tasinma mekanizmasi, tasinma
doéngusund (ATP baglama, hidroliz, substrat baglanmasi) ve konformasyonel degisiklikleri
icerir. Protein ailesinin icinde benzer motiflere sahip olan yapilar olmasina ragmen, her
taslyici proteinin isleyis mekanizmasi farklilik gdsterir (Higgins, 2001; Hollenstein vd.,
2007; Locher, 2009).

BtuCD kompleks proteini, E. Coli bakterisinde B;, vitaminin metabolize olmasindan
sorumludur ve tasimakla yukamli oldugu substratin (B;,) nadir bulunmasi sebebiyle bir firsat

buldugunda B,'ye yuksek baglanma egilimiyle (high affinity) baglanir. Karbon kaynaklarinin
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tasinmasindan sorumlu diger ABC proteinlerinin bu kaynaklarin bolca bulunmasindan dolayi
yluksek baglanma egilimine ihtiyaclari yoktur, ¢iinkd her protein spesifik fonksiyonuna goére

kendini mekanik olarak adapte etmistir.

BtuCD  kompleksi  (yaklagsik 1100 amino asit), 20 transmembran sarmaldan
olusan transmembran altbirimi (TMD) BtuC ve nikleotide (ATP) baglanan
iki sitoplazmik zincirden ibaret (NBD) BtuD’den meydana gelir (Klein ve Lewinson, 2011). Bu
kompleks ©n yiizeyinden bakildiginda 90 A uzunlugunda, 60 A genisliginde ve 30 A
kalinligindadir (Locher  vd., 2002). B1.'yi periplazmada saptayip, baglanarak
getiren BtuF proteini (PDB ID: 1N4A), membranda disa-bakan (outward-
facing, OF) konformasyonda bekleyen BtuCD kompleksi (PDB ID: 1L7V), ATP bagli engelli
(occluded) BtuCD-F kompleksi (PDB ID: 4FI3) (Korkhov vd., 2012) ve ATP bagh olmayan
(apo) kapali/asimetrik BtuCD-F kompleks kristal yapilari BtuCD proteiniyle ilgili bilinen
yapilardir (Sekil 1). Kristal yapisi eksik olan ige-bakan (inward-facing, IF) konformasyonu ise
proteininin homologu olan HI1470 proteini igin belirlenmistir (PDB ID: 2NQ2) ve bazi
calismalarda BtuCD IF modelleri olusturulmasinda kullaniimistir (Korkhov vd.,
2012; Weng vd., 2012). Ca atomlarinin kok ortalama kare sapmasi degerleri (RMSD) engelli
yapinin yapisal kararlihgini disa bakan yapi baz alinarak hesaplanmasinda kullanilir. BtuCD-
F-ATP sistemi icin daha 6énceki calismalarda bu deger 1.9 A ile 1.7 A arasinda bulunmustur
(Pan vd., 2016).

Yaoatis
g Sk
F o e g, Stoplazma
e
Bt CD BtuCD-F BtuCD-F
Drga-bakan Engell Kapak/Asimetrik
OF ATP Bagh ATP Yok

Sekil 1. ABC BtuCD tasiyici proteininin bulunan kristal yapilari (a) BtuF (PDB ID: 1N4A)
proteini periplazmadan getirdigi B12 vitamin molekdllerini OF durumundaki BtuCD proteinine
(b) (PDB ID: 1L7V) baglanarak hidrofobik gecide transfer eder ve (c) ATP bagl engelli
(occluded) BtuCD-F kompleksini olusturur (PDB ID: 4FI3). (d) B, transferi gerceklestikten



sonra BtuCD-F protein kompleksi kapali-asimetrik apo (ATP yok) haline doéner (PDB ID:
2Q19).

BtuCD taslyici proteininin yer degistirme doéngusu (translocation cycle) sirasinda NBD ile
TMD'nin  beraber hareketi ile yer degistirme yolagi (translocation pathway), OF
konformasyonundan IF konformasyonuna gecer. Bu konformasyonel degisim, B;,'nin gecitte
degisik hidrofobik etkilesimlere girerek ilerlemesi ve tek  yonla tasimanin
(unidirectional transport) saglanmasi icin fonksiyonel bir gereksinimdir.
Bu konformasyonel degisimin  detayli mekanizmasinive gecis patikalarini  aciga
kavusturabilmek icin, OF ve IF ana konformasyonlari arasindaki ara durumlari
(intermediate states) belirlemek gerekmektedir. BtuCD tasiyici proteini daha 6énce kMD ile
birka¢ nanosaniye (ns) zaman ol¢eginde calisiimistir (Oloo ve Tieleman, 2004), fakat gercek
zaman oOlceginde 1 snsiresince devam eden yer degistirme doéngusuninkMD ile
gbzlemlenmesi mimkin degildir. Bu sebepten 6turl, bu acigi kapatacak yontemlerin
geligtiriimesi buyldk bir 6nem tasimaktadir. BtuCD ve homologu olan HI1470 proteininin
deneysel olarak elde edilmis cesitli konformasyonlari, degisken gecis (alternating access)
mekanizmasini destekler. Transmembran bdlge, substratin yer degistirme yolagi aktif
oldugunda OF ve IF konformasyonlari arasinda gecis yapar. Bu gecisin, ATP hidrolizi ile aktif
olan nukleotit baglanma bélgesinin  konformasyonel degisikligi tarafindan tetiklendigi
simulasyon calismalari ile dnerilmistir (Weng vd., 2012). Ayrica ayni ¢alismada, kristal yapisi
belirlenmis olan asimetrik apo BtuCD-F kompleksinin, IF-OF konformasyonel degisim
yolaginda ara bir yapi olabilecegi 6nerilmis ve bu 6neri BtuCD ve HI1470 proteinlerinin

elastik agyap! modelleri ile analizleriyle desteklenmistir (Weng vd., 2009; Bahar vd., 2010).

NBD alt biriminde bulunan iki ATP bdlgesi arasindaki haberlesme ve hidroliz
mekanizmasindaki roli, E. colitip 1l ABC B, taslyici BtuCD proteini tzerinde mutasyon
calismalari ile arastiriimistir ve iki ATPaz bélgesine sirayla tek tek ve beraber olmak lzere
aktiflikleri bozulacak sekilde mutasyon yapiimistir (Tal vd., 2013). Bu calismalara gore,
ATPaz bolgelerinden sadece biri aktif oldugunda, ATP hidrolizi ve BtuCD vitamin
B1, tasimaciliginin %95 oraninda azalmaktadir, fakat hiicre canli icinde vitamin B, kullanma
yetenegdini surdirmektedir. Ayrica iki ATPaz bdlgesi arasindaki kooperativite belirlenmistir.
Bu o6zelliklerin hepsi tip | ABC tasiyici ABC maltoz taslyici proteininde de tespit edilmistir. Bu
sonug, tip | ve tip Il ABC tasliyicilari arasindaki bircok farkliliklara ragmen, temelde ATP

hidroliz mekanizmasinin korunmus oldugunu géstermektedir (Locher, 2009; Tal vd., 2013).

Bakterilerdeki ABC taslyici proteinlerinin  calisma mekanizmasina ve proteinlerin ic

dinamigine dair elde edilecek yeni ipuclari, mikrobiyal patojenlerdeki ilag ve antibiyotik

6



direncine 1sik tutabilecedi gibi, mekanizmalarinda ortak noktalar bulunan 6karyot ABC
taslyici  sistemlerdeki  mutasyonlarin  yol  actigi kistik fibrozis veya Tangier hastalidi
gibi genetik hastaliklara kargi ila¢ tasarimlarina yonelik faydalar da saglayabilir. Buna ek
olarak, toksik maddelerin hiicreden disari atiminda gorev alan ABC tasiyici sistemlerin (P-
glycoprotein, P-gp, vb.) kanser hiicrelerinde yiiksek miktarda dretiimesinden kaynaklanan
kemoterapi ilaclarina diren¢ probleminin inhibitérler yardimi ile engellenebilmesi ve direnci
ortadan kaldirarak kanser tedavisine devam edilmesi konusunda, Klinik arastirma
asamasinda olmasina ragmen, ila¢ arastirmalari da mevcuttur (Szakacsvd., 2006; Locher,
2009).

Hedefe yonlendirilmis alternatif bir molekiler similasyon yonteminin hibrit bir karisiminin
geligtiriimesi ile eksik olan ara konformasyonlarin ve blylk konformasyonel degisimlerin
belirlenmesi ve bu sayede ABC taslyici proteinlerinin her birinin ¢calisma mekanizmalarina

dair elde edilecek yeni bulgular, ila¢ tasarim calismalari alaninda da fayda saglayabilecektir.

2.3 GroEL-GroES Kompleksi Uzerine Cali  smalar

Proteinlerin, iglevlerini gerceklestirebilmeleri icin kararli (¢ boyutlu yapilarina katlanmalari
gerekir. Bu islemin hatasiz gerceklestirilebilmesi icin proteinin yanhs/eksik katlanmasi
durumunda, katlanma prosesinin tekrarlanmasi icin saperonlar goérev alir ve bu saperonlar,
proteinlerin ATP-destekli katlanmasina yardim ederler. Hicrede, yapisal olarak birbirinden
farkl bircok saperon vardir. Bu proteinler isi-soku proteini (heat-shock protein, HSP) olarak
adlandirilirlar ve molekudl agirliklarina gore farkl siniflarda incelenebilirler (HSP40, HSP90,
HSP100 vb.) (Hartl vd., 2011). Bu baglamda, E. coli bakterisinde, saperon GroEL ve
yardimci saperon GroES kompleks bir yapi olusturarak ilgili proteinlere, katlanmalari
sirasinda yardimci olurlar. GroEL (HSP60) saperonu, gesitli allosterik iletisim yollarina sahip
cift halka yapisindadir (Xu vd., 1997). Kristal yapisi ilk kez 1994 yilinda, 2.8 A ¢ozuniirliikte
belirlenmigtir (PDB ID: 1GRL) (Braig vd., 1994). E. coli GroEL proteininin kristal yapisi iki ayri
heptamerden, toplam 14 alt birimden (subunit) olusmaktadir. GroES (HSP10) ise heptamer
yapidadir. GroEL saperon proteininin mutant kristal yapilart da bulunmaktadir (PDB ID:
2EU1, GroEL-E461K). GroEL/ES kompleks yapisi, proteinin katlanmasina yardim ederken
sirasiyla T, R ve R” evrelerini gegirir (Lu ve Liang, 2009) (Sekil 2). Bu evrelerin GroEL/ES
kompleksi i¢in sirasiyla 10EL, 2C7E (ATP bagh) ve 1AON (GroEL/ES/ADP) kristal yapilari

bulunmustur.
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Sekil 2. GroEL-GroES kompleks saperon yapinin T-R-R” evreleri (Lu ve Liang, 2009).

Eksik ya da yanlig katlanmig olan protein, GroEL saperonuna, GroEL T Kkararli
durumundayken baglanir; 7 tane ATP molekulinin baglanmasi ile kompleks konformasyon
degisikligine ugrar ve R evresine gecer. ATP baglh GroEL bundan sonra GroES’e baglanir ve
protein icerde olusan bogluga (nano-cage) gecer ve ATP-ADP donugumi ile birlikte icerideki
proteinin katlanmasi gergeklesir ve kompleksin bu evreleri R” olarak adlandirilir. R” evresine
kadar olan geciglerde GroEL saperonu saat yoniunde donerek cis ve trans yapilari
olugturmaktadir (Thirumalai ve Lorimer, 2001). GroES bagl yapi cis, GroES bagh olmayan
yap! trans olarak isimlendirilir. islem tamamlandiktan sonra GroEL, tekrar T evresine
donerek, ayni proteinin ya da baska proteinlerin katlanmalarina yardim etmek tzere hazir
hale gelmis olur. Ozetlemek gerekirse, T kararli durumundaki kompleks yapinin iginde olusan
bosluga (nano-cage) giren yanls/eksik katlanmis protein, sirasiyla T-R-R”-T degisimini
geciren saperon kompleksinden dogru katlanmis olarak cikar. Bu saperon kompleks yapinin
olasi ara yapllari ve gecis patikalari ile islevsel rezidilerinin belirlenmesi GroEL saperonun
calisma prensibinin anlasiimasi acisindan 6nemlidir. GroEL/ES kompleksinin alosterik
dongusu esnasinda gecirdigi yapisal degisimler ve GroEL halkasinin isimlendirmeleriSekil 3

ve Tablo 1'den incelenebilir.



PDB: 1GR5

PDB: 2C7E PDB: 1GRU PDB: 1AON

Sekil 3. GroEL/GroES alosterik dénglsi. T yapi: mor, R yapi: turkuaz, R’ yapi turuncu ve R”
yapi: yesil renk ile gosterilmistir. Yanlis katlanmis proteinin saperon kompleksine girigi ve
dogru katlanmis olarak ¢ikisi yine sekil tizerinde gosterilmistir. (Yang vd., 2009)

Tablo 1. GroEL halkasinin ATP/ADP veya GroES baglanmasina gore isimlendirilmesi

GROEL states ATP/ADP bagl GroES bagh
T (mor) Hayir Hayir
R (turkuaz) ATP Hayir
R’ (turuncu) ATP Evet
R” (yesil) ADP Evet

GroEL/ES saperon sistemi Uzerinde yapilan Molekuler Dinamik (MD) simulasyonlari, R
evresinin, kapal ve ac¢ik durumlar arasinda yari evrede yer aldigini gostermektedir. Hedefe
yonlendirilmis MD simulasyonlari ile GroEL saperonunun cis yapida olan parcasinin, protein
varliginda kapalidan acik yapilya gecisi incelenmistir (Van der Vaart vd., 2004). Kristal
yapilari bilinen T, R ve R” evrelerindeki proteinlerin MD simulasyonlari ile, alosterik gecisler

modellenmeye calisiimis ve enerji fonksiyonlari hesaplanmistir. Bu gecislerin birden fazla ve
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birbirleriyle koordineli calisan tuz koprisi anahtar mekanizmalari ile gerceklestigi
gbzlenmistir (Hyeon vd., 2006; Piggot vd., 2012). Bu yapityr modellemedeki en blyuk
problemlerden biri konformasyon degisikliklerinin kMD ydntemleri ile belirlenmesinin zor
olusudur. Bu nedenle farkh ydntemlere ihtiya¢c duyulur. Literatiirde, yapilan calismalarda,
komsu alt dnitelerin (subdomain) merkezlerinin kartezyen koordinatlari kolektif degisken
olarak secilerek bu degiskene goére sicaklikla hizlandiriimig similasyonlar (temperature
accelarated molecular dynamics (TAMD)) gerceklestirilmigtir. Bu metot ile, T — R" degisimi
tekrarlanmis ve hizlandiriimamis molekiler dinamik simuilasyonlarinda gérilmeyen, apikal
bélgenin, ekvatoral bolgeye godre 90°'lik dénme ile 30 A yer degistirdigi ve R” durumuna gore
RMSD’sinin 13'ten 5 A diistiigu gdzlenmistir. Bu durum kolektif degisken (colvar) kullanimi ile
simulasyonlarin, goéreceli olarak daha yluksek tahmin kapasitesine ulastigini géstermektedir
(Abrams vd., 2010).

Diger yandan, AFM kullanilarak elde edilen goérintilerde GroEL/ES kompleks yapisinin
mermi sekline ve GroEL/ES, kompleks yapisinin ise amerikan futbolu topuna benzedigi
belirlenmigtir (Maller vd., 2011). AFM calismalari ile GroES yardimci saperonunun GroEL
saperonuna baglanmasi ve ayrilmasi da incelenmistir ve GroEL saperonunun acilima-
kapanma sirasindaki konformasyonel degisimleri ile ilgili 6ngoruler elde edilmistir (Yokokawa
vd., 2006). Yiksek hizli Atomik Kuvvet Mikroskobu (HS-AFM) ile yapilan bu deneylerde
substrat varliginda GroEL ve GroES proteinlerinin dinamik etkilegimleri ile simetrik
GroEL/ES; (futbol topu) ve asimetrik GroEL/ES; (mermi) kompleks yapilarinin olugumlari
gozlemlenmistir. Diger deneylerden farkli olarak iki boyutlu streptavidin kristalleri kullanilarak,
GroEL halkalarinin yan yizi streptavidin-biotin bagi Uzerinde sabitlenmigtir. Doyma
noktasina yakin konsantrasyonda GroES molekuilii sayesinde, her iki GroEL heptamer
halkasindan da GroES ayrilmasi ve birlesmesi AFM goruntileme deneyleriyle incelenmis ve
komplekslerin olusumlarinin olasilik degerleri c¢ikartiimistir. Buna gére GroEL/ES, olusum
olasiligi %67 olurken, %33 oraninda GroEL/ES; olusumu goézlemlenmistir (Yamamoto ve
Ando, 2016). Buna ek olarak mermi yapi baslangi¢ kabul edilerek, GroES’in dinamik ayriima
birlesme olaylari incelenmis ve bu degisimler esnasinda olusan ara yapilar da olasilik
degerleri ile beraber verilmistir. Bagka bir ¢calismada, cis yapidaki GroEL halkasinin bilinen
acik (R”; PDB: 1GRU) ve kapal (T, PDB: 1KP8) yapilarinin bir monomeri kullanilarak ANM
modlari gidiiminde acik yapidan hedef olarak belirlenen kapali yapiya gidisi incelenmistir
(Uyar vd., 2014).
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Mutant GroEL saperonlari (R452E, E461A, S4623A ve V464A) ile yapilan bir baska
calismada ise GroES yardimci saperonunun, GroEL ve ATP ya da GroEL ve ADP olan

ortamda saperona nasil baglandiginin anlagiimasi amaclanmistir (Schiener vd., 2005).

Literatiirde ortaya konan tim calismalar neticesinde, her GroEL monomerinin, Sekil 4'de de
gOruldugu tzere, Ekvatoral (E: Equatorial (A2-A133 E409-P525)), Ara (I: Intermediate (L134-
V190 A377-E408)) ve Apikal (A: Apical (E191-V376)) olarak adlandirilan 3 ayri bdlgeden
olustugu; ekvatoral GroEL halkasini olusturan her bir monomerin alosterik etkilesim icinde
oldugu ve konformasyonel degigiklikler sirasinda GroEL apikal bélgenin (GroEL-AD) (rezidu
191-376) kararsiz yapidaki proteini taniyan ve baglanan bolge oldugu anlagiimistir. Ayrica bu
degisiklikler esnasinda goérev alan ve GroEL monomerini farkh bélgelere ayirdigi bilinen
rezidiler sirasiyla, yukari ve asagi dayanak olarak adlandirilan P137,G410 ve G192,G375
rezidileridir (Skjaerven vd., 2010). Ayrica R452 ve E461 rezidulerinin GroEL ikili halkasinin
stabilizasyonunu saglayan tuz koprusu olusumunda rol aldigi bilinmektedir (Meena ve
Saxena, 2016). GroEL/GroES kompleks yapisinin, dogal olmayan yapidaki polipeptidlerin
dogru katlanmasini saglarken kompleksin i¢ duvarinda polipeptidin baglanmasini saglayan
rezidiler, insan homologunda Y233, Y237, F238, V268, L271, L293, V297 ve L298'dir (Chow
vd., 2009). Bunlara ek olarak, apikal bdlgede yer alan iki ayri halka sarmal yapinin (Sarmal
H: rezidi Leu234-Ala243 ve Sarmal |: rezidi Gly256-Arg 268; PDB:1SVT), katlanmamis
protein ve yardimci saperon GroES icin baglanma ara yiuzini olusturdugu saptanmistir
(Oiha vd. 2016). Mini-saperon da denilen GroEL-AD asil GroEL oligomerinin yapisal ve
islevsel 6zelliklerinden bagimsiz olarak i¢csel saperon aktivitesine sahip oldugu ve izole
haldeki GroEL-AD'nin ¢o6zelti icinde kendi yapisal butinlugunt ve islevselligi korudugu
gOrualmustir (Oiha vd. 2016).

A
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Sekil 4. GroEL monomerinin bolgeleri; apikal: yesil, ara: turuncu ve ekvatoral: mavi renk ile
gosterilmistir. (Ojha vd., 2016)

GroEL/ES saperonlari oldukga calisiimig bir sistem olmasina ragmen kararli yapilarinin

arasindaki konformasyonel gecisler ve bu gecislerde kararli konumlarindaki dayanak
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noktalarinin ve yapida olusan kolektif hareketlerin 6nemi yeterince belirlenememistir ve
calisma mekanizmasi ile ilgili tartismali noktalar aciklanamamistir (Moparthi vd., 2013).
Bunun yaninda, GroEL ve GroES proteinlerinin insandaki homologlarina bakildiginda
sirasiyla bu proteinlere denk gelen 60 kDa heat shock protein (saperon 60) ve 10 kDa
chaperonin (saperon 10) proteinlerinin U¢ boyutlu yapilarinin bilinmedigi ve insandaki ve E.
coli bakterisindeki protein sekanslar karsilastirildiginda GroEL i¢in %50.55 (bir ya da daha
fazla fonksiyonel bolge paylagiyorlar) GroES igin ise %35.05 (birbirleriyle alakalidirlar)
benzerlik gortlmektedir. Tum bunlar GroEL/GroES sisteminin calisiima mekanizmasinin

desifresini dnemli kilan unsurlardir.

2.4 c-Src Kinaz Proteini Uzerine Cali  gmalar

Kinazlar, hiicrede sinyal iletiminde rolii olan ve islev mekanizmalari evrimsel olarak
korunmus proteinlerdir. i§levlerini, hedef proteinlerin serin, treonin ve tirozin rezidilerini
fosforlayarak gosterirler. Kinazlarin iglevsellyapisal gecisleri, ligand baglanmalarina veya
translasyon sonrasi modifikasyonlara baglhdir. Bu gecis, kinazlarin hicresel sinyal
yolaklarinda bir devre anahtari olarak is gérmesini saglar (Blume-Jensen vd., 2001). Kinazlar
mutasyon varliginda devaml aktif hale gelirler ve pek cok kanser tlrinde kinazlarin
kontrolstiz ¢codalmasi gorilur. Bu nedenle, kinazlar kansere karsi mucadelede uygun bir
hedeftir (Zhang vd, 2009). Bu ¢alismada c-Src kinaz érnek sistem olarak ele alinmistir. c-Src
kinaz, Src ailesine bagli bir proteindir ve hiicre dongustiniin dizenlenmesi, hiicre olumu
(apoptoz), farklilagsmasi ve cogalmasindan sorumlu yolaklarda goérev alir (Aleshin vd., 2010).
Aktivitesi fosforilasyonuna baghdir ve fosforilasyon hiicrede sinyal iletim yolaklarinin
aktivitelerinin  dizenlenmesinde kullanihr  (Blume-Jensen vd., 2001). Fonksiyonel
bolgelerinde meydana gelen mutasyonlar kanser hiicrelerinin olusmasina neden oldugundan
proto-onkogen olarak adlandirihir. Olasi inhibitorlerin ve kanser ilaclarinin geligtirilebilmesi
icin c-Src kinaz Uzerine calismalar yapilmaya devam edilmektedir (Aleshin vd., 2010;
Sakkiah vd., 2014).

c-Src kinaz; SH3 (T84-A145), SH2 (G151-S248) ve protein-tirozin kinaz (E270-T523)
(Roskoski vd., 2004) ad verilen ¢ temel bdlgesi olan 536 amino asitlik biiyik bir proteindir.
iki kararli konformasyonu vardir: 2SRC (inaktif) ve 1Y57 (aktif) (Sekil 5.b,c). Bu yapilar
arasindaki en belirgin fark, C-sarmalinin (P304-K315) konformasyonunda ve aktivasyon
baglacinin (A-loop, D404-F424) yapisinda gorulir. Aktivasyon baglaci, fosforlandiginda
proteinin aktivitesini etkileyen Y416 rezidusund icerir. Bu rezidi fosforlanmadiginda,
aktivasyon baglaci aktif boélgeye substratin girisini engeller. DFG bdlgesi (D404-G406)

proteinin disina yonelir; bu nedenle inaktif yapilya DFG-out denir. Y416 rezidusu
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fosforlandiginda ise, aktivasyon baglacinin yapisi dizensizlesir ve aktif boélgeden
uzaklasarak, substrat gecisine izin verir. Aktivasyon baglacindaki DFG bdlgesi iceriye
yoneldiginde olusan aktif yapiya DFG-in denir. Bu degisimler, C-sarmalini, aktif bolgeye ve
proteinin katalitik aktivite icin gerekli rezidulerini saglayacak bir bdlgesine tasir (Shukla vd.,
2014). iki yap arasinda ince farkliliklar da vardir. inaktif yapidan aktif yapiya geciste,
E310'un R409 ile kurdugu hidrojen bagi K295'e kayar. Bu olay elektrostatik gecis (switch) ve
rezidilerin tamami da elektrostatik ag diye adlandirihr (Ozkirimli vd., 2009). L325, M314,
F405 ve H384 rezidlleri aktivasyon sirecinde bir hidrofobik omurga olustururlar (R-spine)
(Taylor vd., 2011). Ayrica aktif yapiya gegisin SH2 ve kinaz bolgeleri arasindaki baglag
kisminda bulunan mentese (hinge) rezidleri araciligiyla saglandigi digtnilmektedir (Shukla
vd., 2014).

Proteinin aktivasyon mekanizmasinin anlagiimasi igin dinamik bilgiye de ihtiya¢ vardir.
Proteinin global/lokal hareketlerini gerceklestirmesinde, temelde is go6ren rezidulerinin
belirlenmesi ve inaktif yapidan aktif yapiya gegigte olusan ara yapilarin tayini 6nemlidir. c-Src
tirozin kinaz aktivasyonunun yukarida bahsedilen dinamik temelleri Gzerine son dénemde (g
onemli caligma goze carpmaktadir (Shukla vd.,2014; Sakkiah vd., 2014; Meng vd., 2014).
Proteinin buyldk olmasi ve aktif-inaktif yapi arasindaki gecisin uzun olmasi, klasik MD
yontemleriyle calisilmasini zorlastirir. Bu nedenle farkli hesapsal ve deneysel stratejiler
geligtiriimektedir. Sekil 5.a'da c-Src tirozin kinazin aktivasyonunda serbest enerji profilinin
olasi roll gosterilmistir. Proteinlerin dinamigi bir konformasyon kiimesi seklinde ifade edilir.
Bu kimede ylUksek enerjili konformasyonlar az, dusiuk enerjililer ise sik goéralar. Ancak
proteinde kimyasal ve genetik degisiklikler nedeniyle, bazi konformasyonlarin enerjileri
degisebilir. Bu degisim, fonksiyonel olarak aktif bir konformasyonun kararli hale gelmesine ve

aktivasyona sebep olabilir.

(@) (b) (c)

Mutasyon
Fosforilasyon
yon)

Aktif )

oy inaktif (Aktivas,
i‘%

Konformasyon

Serbest Enerji
Serbest Enerji

Sekil 5. (a) c-Src kinazin serbest enerji profilinde, aktivasyonu doguran fosforilasyon ve
mutasyon olaylarinin yarattigi olasi degisiklikler. Dogal ve fosforlanmamis halinde proteinin

aktif formu yuksek enerjiye sahip ve konformasyon kimesinde nadir gorulirken, Y416
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rezidisunun fosforlanmasi ya da aktiviteyi artirici bir mutasyon gecirmesiyle dusik enerjili ve
daha sik gorulur hale gecer. Serbest enerji profilindeki bu degisikligin aktivasyona yol actigi
dusunulmektedir. Bu mekanizma, diger kinazlarin buydk bir cogunlugu icin gecerlidir. (b) c-

Src tirozin kinazin inaktif ve aktif (c) konformasyonlari.

Sekiller sirasiyla 2SRC ve 1Y57 PDB kodlu yapilara karsilik gelmektedir. Her iki sekilde de
katalitik bolge kirmizi ile, C-sarmali yesil ile ve aktivasyon baglaci sari ile gosterilmigtir.
Aktivasyon baglacinin aktivasyon icin daha diizensiz bir yapi kazandigi ve ters ceuvrildigi, C-
sarmalinin ise dondugu gozlenmektedir. Katalitik bolge aktif formda, substrat icin daha kolay

ulasilabilir bir hale gelmistir.

Proteinin dinamik bilgisi, spesifik etkisi yiksek ve yan etkisi azaltiimis ilaclar gelistirmek icin
de gereklidir. Cunkl yapisal ve dizisel olarak benzeyen olan proteinler, ancak dinamik
ozellikleri ile birbirinden ayrilabilir. Ornegin; piyasada gleevec isimli kanser ilacinin, etken
maddesi bir Abl tirozin kinaz inhibitoéri olan imatinibdir. c-Src ve Abl tirozin kinazlarin
aminoasit dizilimleri yUksek benzerlige sahip olmalarina ragmen, bu inhibitbrden
etkilenmeleri acisindan farklik gosterirler. imatinibin c-Src inhibisyonunda etkili olmadigi
gbzlenmistir. Bu farkhhgin, iki proteinin esneklikleri arasindaki farktan kaynaklandigi
gosterilmistir (Lin vd., 2013; Lovera vd, 2012). Ayrica c-Src’nin Y416 rezidusunun
fosforlanmamasi durumunda bile az miktarda katalitik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
Bu durum, c-Src’nin serbest enerji ylzeyinde yuksek enerjili bolgelere karsilik gelen, katalitik
olarak aktif yapilarin nadiren de olsa proteinin fosforlanmamis halde bulunusuyla ilgili olabilir
ve dinamik etkiyi gosterir. (Meng vd., 2014). c-Src Uzerine yapilan dinamik caligmalarda,
aktivasyon surecinde iki temel adim oldugunu gorulmustur: aktivasyon baglacinin agiimasi
ve C sarmalinin donigu (Gan vd., 2009). Saptanan iki ara gegis yapisi bu gozlemi
desteklemektedir (Shukla vd., 2014). Ornegin; Hck kinaz (tirozin kinazlarin Src ailesindendir)
ve c-Src kinazdan sadece bu Ozellikleri géz 6niine alinarak birinin spesifik olarak inhibe
edilebilmesi zordur. Hck kinazin da inaktif ve aktif hali arasinda iki ara yapisinin bulundugu
g6zlenmistir (Yang vd., 2009). Iki proteinin birinci ara yapilari birbirine ¢ok benzer; fakat
ikincil ara yapilar farkhdir ki bu fark c-Src’ye 6zgu inhibitorler gelistirilebilmesine imkan verir.
Bu tarz inhibitorler ara yapilya baglanip onu stabilize ederek aktivasyonu engellerler. 8-
anilino-1-napthalene sulphonate (ANS) potansiyel c-Src inhibitorlerinden biridir. ANS'nin
kinaza baglanmasi icin aktivasyon baglacinin tamamen diizensiz yapida olmasi gerekir. c-
Src’nin ikincil ara yapisinda bdyleyken, Hck kinazinda degildir. Ayrica K295-E310 hidrojen

bagi c-Src’de olusmamisken, Hck’de olusmustur ve bu bag ANS baglanma bdlgesini bloke
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eder (Shukla vd., 2014). Bu sonuclar inaktif ve aktif yapilar arasindaki gecis yolaklarini ve

ara yaplilari calismanin 6nemini vurgulamaktadir.

Kolektif degiskenlerin belirlenmesi tim proteinlerin dinamiginin belirlenmesinde 6nemli rol
oynadigi gibi c-Src kinase aktivitesinin anlasilabilmesi icin de gereklidir. Literatirde c-Src
kinase Uzerine yapilan dinamik calismalarda, kolektif degiskenleri belirlemek adina
metadinamik similasyonlari yapiimistir. Simuilasyon sonuglariyla, c-Src kinase igin kolektif
degiskenlerin D404-K295, F405-L317, N381-H384, F278-P304, P304-E331 reziduleri

arasindaki mesafeler oldugu saptanmistir

Bu caligmada inaktif ve aktif yapilar arasindaki yolaklar proteinin diizenleyici bolgelerini de
iceren yapinin tamami kullanilarak belirlenecektir. Ayrica, proteinin i¢gsel dinamigini
saptamada temel dayanak olarak gorulen rezidilerin, inaktif/aktif yapilarda ve
konformasyonel gecislerdeki iglevi incelenecektir. Belirlenen dayanak noktalari mutasyonlari
hastalija sebep olan rezidiiler ile karsilastirilacaktir. islevsel 6nemi belirlenmis rezidilerin in
silico mutasyonlarinin c-Src kinazin aktif ve inaktif yapi arasindaki gecise kargilik gelen
serbest enerji yuzeyine etkisi arastirilacaktir. Calismadan elde edilmesi beklenen sonug,
Sekil 5.a’daki gibi aktif halden inaktif hale geciste enerji yuksekliginin dismesidir. Daha sonra
proteinin mutasyonsuz ve mutasyonlu halleriyle deneysel olarak da calisma tekrarlanacaktir.
Literatirde c-Src Uzerine AFM ile yapilmis bir calismaya rastlanmamigstir. Diger kinazlarla
yapilan calismalar deney protokollerinin olusturulmasi icin kullanilacaktir (Hurth vd., 2007;
Puchner vd., 2008). Son olarak, c-Src’'den elde edilen sonuclar Hck ve Abl kinazlari gibi diger
kinazlarla Kkarsilastirilacak ve kinazlarda gorulen ortak ve farkli dinamik 6zellikler

belirlenecektir.

inaktif (kapal) 233 A
(PDB:2SRC) —* : *—— (PDB:1Y57)

Aktif (agik)

Sekil 6. c-Src kinaz enziminin aralarinda 23.3 A RMSD fark bulunan inaktif (PDB: 2SRC) ve
aktif (PDB: 1Y57) yapilarinin ve olasi islevsel bdlgelerinin gdsterimi. C-sarmali (304-316),
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katalitik bolge (303-308) ve aktivasyon baglaci (404-435) sirasiyla pembe, turuncu ve yesil

renk ile gosterilmigtir.

Literatiirde c-Src kinaz aktivitesini bozan mutasyonlar ile ilgili caligmalar mevcuttur. Ornegin,
RO5W, T96l, D117N, W260A ve R318Q mutasyonlarinin enzim aktivitesinin normalin
Uizerinde artmasina, K295M ve Y527F mutasyonlarinin ise kinaz aktivitesinin kaybedilmesine
sebep oldugu ortaya konmustur (Snyder vd., 1985; Griffiths vd., 2004; Miyazaki vd., 1999).
Bu ¢alismada bu mutasyonlarin inaktif ve aktif yapi arasindaki gecise dinamik etkileri in silico

olarak incelenecek ve bozulmanin muhtemel sebepleri belirlenmeye calisilacaktir.

3. GEREC VE YONTEM

Proje kapsaminda kullanilan ydntemler hesapsal ve deneysel yontemler olmak Uzere

asagida iki baglik altinda sunulmustur.

3.1 Hesaplamali Yéntemler

Bu proje kapsaminda farkli pek ¢cok hesapsal yontemden faydalaniimis olup bunlar asagida

ilgili bagliklar altinda detayh olarak tartigiimigtir.

3.1.1 Elastik A gyapi Modelleri

Elastik Agyapi Modelleri (ENM), proteinlerin G¢ boyutlu yapisini belirlemek icin kullanilan
modellerdir. Bu modellerde; ¢ boyutlu yapi belirli bir mesafede kalan proteinleri, birbirlerine
harmonik yaylarla baglanmis alfa-karbon kiimesi olarak ele alir. Bdylelikle, proteinlerin
titresimsel dinamigi incelenebilir. Bu baglamda; Polimer Arastirma Merkezi, Gaussian Agyap!
Modeli (GNM) (Gaussian Network Model) (Haliloglu vd., 1997; Cui ve Bahar, 2006) ve
Anizotropik Agyap! Modeli (ANM) (Anisotropic Network Model) (Atilgan vd., 2001) olmak
Uzere iki adet Elastik Agyapi Modeli gelistirmistir. Protein agyapisi, GNM'de N tane aminoasit
ile N tane C-alfadan olusan bir yapidir ve bu yapi (NxN) Kirchhoff matrisi ile temsil edilir.
Farkli modlarla yapilan hareketler, Kirchhoff matrisinin 6zdeger ya da tekil deger ayrigimi
kullanilarak elde edilir. Dalgalanma (fark) vektorii AR; (auto-correlation) veya  i'Inci
aminoasitin j'inci aminoasite gore dalgalanmasi (cross-correlations) Denklem 3.1'deki gibi
hesaplanir. A matrisi karakteristik kok matrisi olarak modlarin frekansini ifade eder.
Karakteristik kok matrisinin (N-1) tane sifirdan farkh elemani vardir. En disik deger, en

yavas olan kolektif ve global hareketleri temsil eden moddur.
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3kgT

) 3T kT 3.1
r=1; = 5 [ua ;= 2 Z[Aklukuﬂi,
14 Y - J

GNM’de yon bilgisi yoktur, ANM ise kolektif hareketlerin yonleri konusunda da bilgi verir.
ANM, Hessian matrisinin harmonik potansiyeline dayanan bir normal mod ¢6ziimlemesi
modelidir. Dalgalanma (fark) vektorii AR; (auto-correlation) veya i'Inci aminoasitin jinci
aminoasite gore dalgalanmasi (cross-correlations) Denklem 3.2'deki gibi hesaplanir.
Toplamlar tim 3N-6 adet mod tzerinden hesaplanmaktadir.

kgT —~ ~ 3.2
(AR;. ARj) = 7[H3i1—2,3j—2 + Hilsjo0 + H3s)l

Elde edilen dustk frekansli modlar, proteinin dogal haldeki kolektif hareketlerinin
mekanizmasi ve olasi konformasyonel gecisleri hakkinda bilgi verir. Yuksek frekansli modlar
ise substrat/DNA vb. gibi yapilara baglanan, evrimsel acidan degismemis ve katlanma

cekirdegindeki rezidlerle iligkilidir.

3.1.2 Molekdiler Simulasyonlar

Langevin  Dinami gi  Simulasyonlart: Stokastik  Dinamik  simulasyonlar, MD
simulasyonlarinin bir uzantisidir. MD simulasyonlarindan en belirgin farki, bu similasyonda
partikllerin icinde bulundugu ¢6zicinin maddeye etkisinin stokastik terimlerle hareket
denklemine dabhil edilir. Bdylelikle, ihmal edilen serbestlik derecelerinin (degree of freedom,
dof) etkileri simulasyonlara yaklasik olarak dahil edilmis olur. Stokastik Dinamik igin
kullanilan hareket denklemi Langevin denklemidir ve bu denklem 3.3'de kompakt haliyle
gosterilmistir.

d?r; oV dr

—o——my

MigE = o -+ Ri(t) = =W,V — 41, + R; 3.3

dt
Langevin deklemindeki —V;V terimi klasik MD’de kullanilan potansiyel terimine karsilik gelir
ve molekiler etkilesimleri aciklar. ¢i terimi, OrtGlu ¢6zlict (implicit  solvent)
simUlasyonlarindaki hayali sdriiklenme kuvveti sidrtinme katsayisidir  (friction/damping
coefficient). Ri terimi ise ¢oziinen ve ¢oziici molekilleri arasindaki stokastik carpismalari
ifade eden rassal kuvvettir. Ri ortalamasi sifir olan bir beyaz gurlti (white noise) vektoriddr.
(i=0 oldugunda Langevin denklemi klasik MD denklemine donustr. i> 0 oldugu durumlarda,
sisteme etki eden rassal kuvvet enerji yizeylerindeki bariyerlerin asilmasina yardimci olur.

Bu nedenle, Stokastik Dinamik klasik MD'’ye oranla konformasyonel uzayi daha etkili bir
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ornekleme yoluyla tarar. Langevin denklemiyle ifade edilen eylemsizlik (inertial) durumu
kicuk surtinme katsayisi limitinde gerceklesir. Diger yandan, biyik sirtinme katsayisi

limitinde ise hareket yaygin (diffusive) veya Brown hareketi olarak isimlendirilir.

Yonlendirilmi ¢ ANM/LD Metodolojisi: Bu projedeki en énemli hesapsal amag verilen bir
biyolojik sistemin i¢sel dinamigini kullanarak konformasyonel uzayini en etkin bicimde
ornekleyerek klasik MD similasyonlariyla gézlemlenemeyecek buyiklikteki konformasyonel
gecis patikalarini tahmin edilmesine olanak saglayacak bir similasyon ydnteminin
geligtiriimesiydi. Bu amacla hibrit ANM-LD dinamik simulasyon yontemi gelisitirilmis bir ¢cok
sistemden denenmis ve projede calisiimasi planlanan biyolojik sistemlere detayli bir sekilde
uygulanmistir. ANM-LD ile fizyolojik olarak dnemli olan saniye-milisaniye zaman olceklerine
ulasmak ve proteinin iglevleriyle iligkili buytk konformasyonel degisiklikleri gézlemleyebilmek

mamkin olmustur.

Simulasyonlar hedefli ve hedefsiz olmak lzere iki sekilde de yapilabilir. Hedefli (hedefe
yonlendirilmig) simulasyonlar bilinen baslangic ve hedef konformasyonlar arasinda
gerceklestirilir. Hedefsiz olan simulasyonlarda ise verilen iglevsel kararli durumundaki
hareketler tahmin edilmeye calisilir. Bu proje cercevesinde gelisitirilen hesapsal yontem
hedefli olan vyaklasimi icermektedir. Ancak hedefli yaklagimin iki farkli gsekilde
gerceklestiriimesi amaclanmigtir: hedef yapinin bilinmesi ve hedef yapi ile ilgili sinirh yapisal
bilginin  bilinmesi durumunda islevsel patikalarin elde edilmesi. Proje c¢ercevesinde
gerceklestirilen deneysel calismalarin baglica amaci ANM-LD similasyonlarinda
kullanabileceggimiz bilgilerin elde edilmesi ve ANM-LD similasyonlarini bu dogrultuda

geligtirmektir.

ANM modlariyla yodnlendiriimis Langevin dinamigi simuilasyonlart (ANM-LD; Langevin
dynamics simulations coupled with ANM modes) algoritmasinda her similasyon
basamaginda kullanilan temel hesaplama prensipleri vardir. Hedef yapinin bilindigi durumlar

icin detayl protokol Ek 1'de verilmigtir.

AFM deneylerinden elde edilen kismi bilgilerin ve diger olasi deneysel kismi bilgilerin ANM-

LD kullanilma protokolleri Bulgular bashgi altinda P1 is paketinde verilmistir.
Metadinamik

Metadinamik, gelismis o6rnekleme yontemleri arasinda en c¢ok kabul edilen yontemlerden
biridir. Metadinamik, baslangicta bir MD similasyonuna benzer; aralarindaki fark ise
metadinamikte o6nceki degere bagll bir meyil kuvveti (meyil/sapma potansiyeli)

kullaniimasidir. Meyil/sapma potansiyelleri, blyuk serbestlik derecesinin azaltiimasi amaciyla
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sisteme tanitiir. Sapma/meyil potansiyelleri 6nceden tanimlanmig kolektif degiskenlerden
secilir. Kolektif degiskenler herhangi bir fonksiyon olabilirler; ama mutlaka atomik kartezyen
koordinatlardan turetilebilir olmahdirlar.

s(t) = s(xi(t),xj(t),xk(t), ), 1<ijk..<N 3.4
Denklemde s(t) degeri, 6nceki s degerinden hesaplanan bir sonraki adimdaki kolektif
degisken degeridir (CV). x zamana baglh kartezyen koordinat fonksiyonudur. t degeri zamant,
N ise toplam atom sayisini ifade eder. Kolektif dedisken denklemdeki s degeri degerini

etkileyen bazi serbestlik dereceleri izerinde rol oynar.

Duzenli zaman araliklarinda t, s; merkezli itici Gaussian terimleri potansiyele eklenir ve

metadinamik potansiyele etki eden kolektif degisken su formu alir:

_ (S_Stl)z)
Vieta (s, 1) = Z he ( 20 3.5
t=0,7,27,..
Vmeta ONCeki degere bagl kolektif degiskenler Uzerinde rol oynayan bir potansiyeldir.
Denklemde t zaman, T dizenli zaman arali§i, h Gaussian yiksekligi ve o2 ise Gaussian
varyansidir. Sistemin toplam potansiyeli basit¢e orijinal potansiyelin ve V,,.., tarafindan elde

edilen potansiyelin toplami olacaktir.
Vsystem =V + Vieta 3.6

CM-BexMetaD: CM-BexMetaD (Collective Modes Driven Bias Exchange Metadynamics)
kolektif mod gudimli sapma degisim metadinamik yontemi, ANM modlari kullanarak
proteinlerin kararli yapilari arasindaki buyik konformasyonel degisimleri ve bu siradaki ara
yapilarin belirlenmesi amaciyla gelistiriimistir. Bu yontem cercevesinde, proteinlerin icsel
islevsel dinamikleri g6z 6niinde bulundurularak proteinlerin serbest enerji ylzeylerinin elde
edilmesi amacglanmistir. Hedef yapinin bilindigi ve bilinmedigi durumlarda proteinin baslangic
yapidan kolektif modlar kullanilarak ydnlendiriimesi ve konformasyonel alanin belirlenmesi
mamkindir. Ayrica, birden fazla degisken ayni anda sapma (bias) olarak sisteme
tanimlanabilmektedir. Bu yontem, ¢6zicu etkilesimlerini acikca (explicitly) hesaba katmasi
sebebiyle ANM-LD yonteminden ayrilmaktadir. Yontemin basitce gosterimi Sekil 7'de

yapilmistir.
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Degisim
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hesapla

1. Deneme

2. Deneme

Sekil 7. Sapma degisim (bias-exchange) yaklasiminin sematik gosterimi
Hedefe Yonlendirilmi ¢ Metadinamik Simulasyonlari

Metadinamik yontemi, farkli genel degiskenlerin (collective variable) kullanimina olanak
tanimaktadir (rmsd, distance, eigenvector vb.). Bunlardan bir tanesi de rmsd colvar'i olup, bu
degisken baslangic yapisi verilen sistemin bilinen bir hedef yapi yéniinde gudumli olarak
kosturulmasini saglamaktadir. Bu genel degisken c¢ozicil etkilesimlerinin acik¢ca hesaba
katildigi simulasyonlar ile proteinlerin farkh kararli yapilari arasindaki (acik-kapali gibi)

gecisini elde etmede kullaniimistir.

3.1.3 Acisal Uzayda Gaussian A gyap! Modeli

Acisal uzayda Gaussian agyap! modeli ile en yavas dinamik modlardaki degisimlerin ve
blyluk konformasyonel gecislerin incelenmesi ve degerlendiriimesi amaclanmistir. Bu
nedenle, rezidiler arasindaki oynamalar/degisimler, acisal olarak hesaplamalara dabhil
edilmektedir. 1127569 numarali TUBITAK projesinde konformasyonel gegcisleri tahmin
edebilmek, gecisler sirasinda olusan anahtar dinamik 0©zellikleri saptayabilmek ve ara
yapilari ortaya ¢ikarmak icin acisal uzayda GNM ydnteminin ilk formu bazi kabuller altinda
gerceklestiriimisti. Bu projede ise normalizasyona ait birinci dereceden butin terimler

hesaplamalara dahil edilerek iyilestirme yapilmistir.

Hesaplamalara ardigik karbon a atomlarinin meydana getirdigi iki duzlem arasindaki agi
denkleminden (3.7) baslanmis ve vektorel carpim igin tensor ¢arpim kurali uygulanmistir.
Taylor serisi agilimi ile diizlemler arasinda olusan ortalama degisimler (3.10) hesaplanmigtir.
Her duzlem igin 29 adet birinci derece terim, ortalama degisim/oynama denkleminde ise

toplam 841 terim mevcuttur.
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(Rivz = Riv1) X (Rigs = R)  (Riys — R)) X (R = Ri—y) 3.7

cosP; =
" |(Rivz = Ris1) X (Rix1 = R)| |(Riy1 — R) X (R; — Ri—1)|

cos@; = cos@? — sin®? (AD;) = cos®? + Birinci Dereceden Terimler 3.8

Birinci Dereceden Terimler 3.9
Ami = - . 0
sin®;

(Birinci Dereceden Terimler); (Birinci Dereceden Terimler) ; 3.10
< AD; AD; >= — l —3 :
sin®; sing;

@;: iki dizlem arasindaki agl

R;: Karbon a atomunun uzaydaki yeri
3.2 Deneysel Yontemler :

3.2.1 Atomik Kuvvet Mikroskobu Goéruntileme Deneyler i

Deneysel teknikler ve yaklasimlar biyolojik makromolekullerin yapilari ve dinamik davraniglari
ile ilgili 6nemli bilgi verebilmektedir. Son yillarda, proteinlerin sekil ve islevlerinin
calisiimasinda Atomik Kuvvet Mikroskopu (Atomic Force Microscopy/AFM) giderek dnem
kazanmaktadir. AFM, Taramali Tlnelleme  Mikroskobu (Scanning  Tunneling
Microscope/STM)'nun ileri versiyonu olarak, ilk kez 1986'da kullaniimaya baslanmistir
(Binning vd., 1986). Baslangicta kati haldeki materyallerin géruntilenmesi icin kullaniimissa
da (Whited ve Park, 2014), daha sonra bir¢ok biyolojik ¢calismada kullaniimaya baglanmistir.
Nanometre duyarlilikla kuvvet ve deplasman tayinine ve kontroliine imkan saglayan AFM,

nanoteknolojide siklikla kullanilan standart bir dlciim metoduna dénismustir.

Sivi icerisinde calismaya uygun olmasi, pikonewton kuvvet c¢6zundrligi ile nanometre
Olcedinde topografik gorintileme ve kuvvet Olgimlerini mumkin kilmasi sayesinde

biyomolekuler dlgiimlerde tek-molekul/tek-hiicre hassasiyeti saglamaktadir.

AFM tekniginin en dnemli avantaji, biyolojik numunelerin karakterizasyonuna izin veren
fizyolojik kosullarda calisilabilmesi ve ayni zamanda biyolojik sireclerin gercek zamanh
izlenmesine olanak saglamasidir. AFM yodnteminin, biyolojik molekillerde birden fazla
uygulama alani vardir ve son zamanlarda AFM ile yiksek c¢ozunirlikte gorintl elde
edilebilmesi sayesinde, 6nemi giderek artmaktadir. AFM yodntemi, protein zincirlerinin, tek
protein ve supramolekuiler yapilarin, uzaysal ve zamansal organizasyonu, formlari ve islevleri

arasindaki baginti ile ilgili molekiler seviyede bilgi verebilmektedir (Baclayon vd., 2010).
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Termodinamik kurallar ile dinamik olan biyolojik yapinin gosterdigi lokal ve global hareketlerin
calisilmasinda, uzaysal olarak nanometre ve zamansal olarak milisaniye/saniye Olcegine
ulasabilir (Gaczynska vd., 2004). Ozellikle son on yilda AFM, biyomolekiilleri ve hatta
hicreleri icine alan biyolojik 6rneklerin mekanik ve yapisal 6zelliklerinin incelenmesinde
gucld bir yontem olarak kullaniimaktadir (Vahabi vd., 2013). Biyolojik sistemlerde AFM
teknigini kullanmanin en 6nemli avantaji, biyomolekillerin baska hicbir 6rnek hazirlama
surecine tabi tutulmaksizin dogal ortamlarinda, 0Ozellikle canli digi (in vitro) tampon
¢cOzeltilerde, dogal olarak bulunduklari yerde (in situ) ve hatta hicre icinde (in vivo)

calisiimasina imkan saglamasidir.

AFM, biyolojik yapilarin incelenmesinde nanometre c¢tzunurliginde oldukca dnemli bilgiler
vermenin yaninda, bu biyolojik olusumlarin hiicre icerisinde konumlandirilmasina, molekdiller
arasindaki etkilesimin pN hassasiyetinde ve olusan bag kuvvetlerinin tek molekil seviyesinde
belirlenmesine yardimci olmaktadir (Whited ve Park, 2014; Trinth vd., 2012; Miyagi vd.,
2008; Vahabi vd., 2013).

AFM dizenegindeki mikro-boyutta esnek bir manivela (cantilever) aparati, manivela ucuna
batunlestiriimis sivri bir igne ile ignenin etkilestigi bir yizey arasindaki etkilesim kuvvetlerini
belirler. Manivela, Ustiinde yer alan bir piezo eyleyici vasitasiyla ylizeye temas eder ve
yluzeyden ayrilir. Esnek manivela, pikometre sapma degisikliklerine karsi hassastir ve ~ 5 pN
/ nm kadar disuk bir yay sabiti ile iligkilendirilmigtir. Bu nedenle, numune ve kuvvet
uygulamasinin manipilasyonunu saglayan mikemmel bir kuvvet sensorudir. Kuvvet
spektroskopisi modunda, manivela, numuneyi cekerek veya dirterek mekanik kuvvetleri
uygulamak ve 6lgcmek icin dikey yonde (z) hareket ettirilir. Kuvvet spektroskopisi 6lcimlerinin
kantitatif yapisi AFM'yi biyofizikte degerli bir araca dondstirmistir. Kuvvet spektroskopisi,
protein alanlarini agmak ve bireysel reseptor/ligand baglarint bozmak, normal ve kanserli

hicrelerin mekanik 6zelliklerini arastirmak icin gereken kuvvetleri belirlemeye izin vermistir.

AFM deneyleri ¢ ana grupta toplanabilir: molekil ¢cekme (molecular pulling), kuvvet kiskaci
(force-clamp) ve topografik ylizey tarama/tanima. AFM tekniginin topografik ylzey tarama ile

molekdllerin gérintilerinin elde edilmesinde ise kullanilan iki ana yéntem vardir.

Bunlar, ignenin ylzeye temas ettirilerek yiizeyin seklinin c¢ikartiimasi olarak tanimlanan
temas yontemi (contact mode) ve ignenin ylzeye vurulmasi ile ylzeyin gérintisinin elde
edilmesi olarak tanimlanan vurma yontemidir (tapping mode). Temas yonteminde
maniveladan yansiyan isin sabitken, vurma ydnteminde manivela ucu rezonans sikliginda ve

sabit buyuklukte salinir.
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Sekil 8. AFM diizeneginin kavramsal semasi.
Bu calismada temas yontemi kullaniimis ve yontem asagida daha detayl anlatiimistir.

Temas Yontemi: AFM ignesi, goruntusu elde edilmek istenen yilizeye temas ettirilip
manivelanin gordntilenmek istenen numune yizeyini (x-y/duzlemi) x-y piezo eyleyici ile

taramasi saglanir.

ignenin hareketleri geri-besleme sisteminin temelini olusturan bir PID denetleyici tarafindan
kontrol edilmektedir. Geri-besleme sistemi tarafindan vyizey Uzerinde kontrol edilen
manivelanin sabit bir kuvvetle ylizeye bastirmasi saglanmaktadir. Saptiriimis lazer 1sininin
fotodedektor tzerindeki pozisyonunun farki, u¢ ile numune arasindaki etkilesim kuvvetleri ve
tarama esnasinda yuzeye dik (z-ekseni) eksendeki topografik farklar manivela Uzerinde
bikilmeye sebep olur. Yiizeyin topografik haritasi, bu bukilmenin optik yontemle élgtimuyle

kartezyen koordinatlar seklinde elde edilir.

Topografik farklarin olduk¢a buyuk oldugu ya da ylzeyin duyarli (hassas) oldugu
durumlarda, manivela-ytizey kuvvetlerini azaltilabilmek adina z-piezo ile manivela kontrol
edilerek manivela-ylzey arasindaki kuvvetler sabit tutulabilir. Bu metotun biyolojideki
kullanimlarindan biri, reel zaman ve fizyolojik kosullara oldukga yakin ortamlarda,
molekdullerin t¢ boyutlu goruntulenebilmesidir. Z-ekseninde hassasiyet optik metotlarda belirli
bir limite sahiptir. X-Y- eksenlerinde ise hassasiyet, yilizeyi tarayan ignenin geometrisine
baghdir. Manivela ignesinin ylzeyle temas eden noktasi bir cember olarak distnulirse,

cemberin ¢api ticari manivelalar icin 1-20 nm araliginda degismektedir.

AFM, numunenin topografik gorunttlerinin ylzeyin esnek bir manivela ile x-y dizleminde
taranmasiyla elde edilen bir gorintileme araci olarak gelistirilmistir. Piezo ile programlanan
bir geri besleme kontrol birimi, sapmay! sabit tutmak icin tarama sirasinda manivelanin z
konumunu surekli olarak ayarlar. igne yiizey ile devamli temas ettigi icin yiiksek ¢ozinurlikli

gorantd almak olasidir.
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3.2.2 Deney Protokolleri

AFM temas modu goruntileme deneyleri kapsaminda takip edilen genel ve sistem bazli

deney asamalari asagida sirasiyla verilmistir.

Projenin ilk asamalarinda ylizey temizleme protokolll (1 saat aseton, %2 saat metanol, ¥ saat
izopropil alkol ve azot gazi ile kurutma) uygulanan 9mm cap Olcistinde mika yulzeyler
kullaniimakta idi, fakat projenin ilerleyen donemlerinde daha net goérintiler elde edilmesi
amaclyla bu adimda gelismeye gidilmistir. Literatlir taramasinda deney esnasinda taze
kesilen (freshly cleaved) mika yizey kullaniminin belirlenmesini takiben, sonraki deneyler
icin Agar Scientific firmasindan satin alinan 20mm ¢ap Olgtisiinde mika yuzeylerle deneylere

devam edilmistir. Tium deneylerde MSNL-10 manivela kullaniimistir.

Sekil 9. Agar Scientific firmasindan satin alinan ve AFM temas modu deneylerinde kullanilan

20mm cap 6lcusundeki taze kesilen (freshly cleaved) mika ylzeyler.

Deneysel parametrelerin optimizasyonu her deneyin baslangicinda gerceklestiriimis ve PID
parametreleri ve ayar noktasinin (setpoint) uygun degerde olmasina dikkat edilmistir.

Asagida siralanan adimlar tim deneyler igin ortaktir.

* Protein 6rneginin deneyde kullanilacak konsantrasyonunun tayini

* Manivelanin (cantilever) sisteme takilmasi

e Lazer isminin menivela ucu tzerine digecek sekilde ayarlanmasi

* Mika ylzeyin deneyin hemen oncesinde taze kesilmesi (fresh cleavage)
* PID ve ayar noktasinin ayarlanmasi

» Mika ylzeyin taranmasi (opsiyonel)

e GOruntileme tampon ¢ozeltisinin taranmasi (opsiyonel)

» Proteinin mika ylzeyine inkiibasyonu

* Ylzeyin manivela ucu ile temas ettiriimesi (engage)

» Mika ylzeyindeki protein ¢ctzeltisinin taranmasi ve ylzey topografisinin elde edilmesi

BtuCD membran sistemi icin deney protokoli
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MyBioSource firmasindan her biri tekli protein olarak sivi formda satin alinan BtuC, BtuD ve
BtuF proteinleri ayri kiguk kaplara bélinmis ve uygun kosullarda (sivi azot ile

dondurulmasini takiben -80°'de) sonraki kullanimlar icin saklanmistir.

BtuCD-F membran protein sisteminden sadece BtuC, FOS-12-Tris tampon deterjani
icerisinde ¢Ozdirulmus halde temin edilirken BtuD ve BtuF Tris tampon ¢o6zeltisi icerisinde
gelmigtir. BtuCD-F kompleksi icin AFM goruntileme deneyleri igin uygun bir protokol
bulunamamistir. Fakat bu membran sistemi ile gerceklestirilen literatiirdeki FRET deneyleri

asagidaki adimlari takip eder.

* Ylzeyin (coverslip) PEG ve biotin-PEG karisimi ile pasiflestiriimesi.

* Ylzeyin Streptavidin (Invitrogen, 0.1 mg/mL) ile kaplanmasi

« Deterjanda gériintillemeden dnce yiizeyin Biotin-NTA-Ni?* ile inkiibasyonu

* Ylizeyin 0-20 nM His-etiketli BtuCD ile inklibasyonu

e Goruntileme tamponu: 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl ve% 0.1 LDAO, pH 7.5

* ATP'ye bagl durumu yakalamak i¢cin 1 mM Adenozin 5 ' - (B, y-imido) trifosfat (AMP-PNP,
Sigma) / 1ImM MgCI2 veya 1 mM ATP / 50 uM EDTA ilavesi

« BtuCD-F kompleksinin gorintilenmesi veya deney sirasinda tampona dogrudan BtuF

ilavesi
¢ 10 uM B12 Vitamini ekleme

Biz BtuCD membran proteini ile gergeklestirdigimiz deneylerde asagidaki adimlari takip
ettigimizde BtuCD ve BtuCD-F kompleks proteini icin farkli topografileri ortaya cikarabildik.
Bu sebeple bu protokolin membran sistemleri icin c¢alisilmasinin  uygun oldugu

dusunulmektedir.

» Taze kesilmis mika ylzeye 10 pL BtuC (1 mg/mL) + 10 pL BtuD (1 mg/mL) eklenmesi

» 30 dakika inkubasyon

¢ Ylzeyin baglanmayan molekillerin uzaklastiriimasi icin LDAO-Tris tampon cozeltisi ile
yikanmasi

e Ylzeye 10 pL BtuF (1 mg/mL) eklenmesi

e 30 dakika inklibasyon

* Ylzeyin baglanmayan molekillerin uzaklastiriimasi icin LDAO-Tris tampon c¢ozeltisi ile
yikanmasi

e Ylzey goruntileme ¢ozeltisi olarak LDAO-Tris eklenmesi
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¢ Meniskis olusumunun saglanmasi ve temas modunda deneye baglanmasi

Proteinin LDAO deterjani icerisinde gelecek sekilde siparis edilmesi ve bu sebeple LDAO
deterjaninin satin alinmasi; ancak sonrasinda ureticinin membran proteini FOS-12 deterjani
icerisinde gonderebilmesi sebebiyle bu noktada protokolde farkli deterjan tampon
gorintileme ¢ozeltisi kullanmamiz gerekmistir. Ancak hem LDAO’nun hem de FOS-12'nin
cift-kutuplu (zwitterionic - toplam yukleri sifir) deterjanlar olmasi sebebiyle benzer etkilesim

gosterdikleri varsaylimistir.

GroEL/ES saperon kompleksi icin deney protokolii

Sigma Aldrich firmasindan kuru toz halde alinan insan organizmasina ait E. coli hicresinde
sentezlenmis GroEL ve GroES proteinleri, Gretici firma ile temasa gecilerek c¢ozelti
konsantrasyonu sirasiyla 1 mg/mL ve 0.25 mg/mL olacak sekilde steril ultra saf su (ddH20)
icerisinde sulandiriimis ve uygun kosullarda (sivi azot ile dondurulmasini takiben -80°'de)

sonraki kullanimlar icin saklanmistir.

Ayni sekilde yuzey fiksleme ¢ozeltisi olarak glutaraldehit ¢ozeltisi Sigma Aldrich firmasindan

satin alinmig ve konsantrasyonu %2.5 olacak sekilde ddH20 ile seyreltilmigtir.

Deneyde kullanilan ATP molekilu yine Sigma Aldrich firmasindan satin alinmistir ve

konsantrayonu 2.5 mM (maksimum ¢ozundrlik 50 mg/mL) olacak sekilde hazirlanmigtir.

GroEL proteini kullanilarak farkli kosullarda deneyler gerceklestirildikten sonra, gorintiileme

deneylerinde asagida siralanan protokoliin takip edilmesine karar verilmigtir.

* Taze kesilmig mika ylzeye 20 pL GroEL (1 mg/mL) eklenmesi

» 30 dakika inkubasyon

« Ylzeyin baglanmayan molekillerin uzaklastiriimasi icin ddH20O ile yikanmasi
* Ylzeye filtrelenmis %2.5 glutaraldehit fiksleme ¢dzeltisi eklenmesi

¢ 30 saniye sonra ytzeyin ddH20O ile yikanmasi

* Yuzeye 10 pL GroES (0.25 mg/mL) ve 2.5 mM ATP eklenmesi

» 30 dakika inkubasyon

* Ylzeyin baglanmayan molekillerin uzaklastiriimasi icin ddH20O ile yikanmasi
* Ylzey gorintileme ¢ozeltisi olarak ddH20 eklenmesi

¢ Meniskls olusumunun saglanmasi ve temas modunda deneye baglanmasi

c-Src kinaz proteini icin deney protokolii
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Literatlr taramasinda c-Src kinaz proteini ile gergeklestiriien AFM gorintileme deneyine
rastlanmamigtir. Deney 6n hazirliklari gerceklestirilirken Uretici firmadan destek alinirken,

diger kinazlar tzerinde gerceklestirilen deneyler de incelenmistir

MyBioSource firmasindan kuru toz halde alinan insan organizmasina ait bécek hicresinde
sentezlenmis isaretsiz (tag-free) c-Src kinaz proteini, tretici firma ile temasa gegilerek ¢ozelti
konsantrasyonu 0.25 mg/mL olacak sekilde steril ultra saf su (ddH2O) igerisinde
sulandirilmis ve uygun kosullarda (sivi azot ile dondurulmasini takiben -80°de) sonraki

kullanimlar icin saklanmistir.

c-Src kinaz proteini kullanilarak farkl kosullarda deneyler gerceklestirildikten sonra,

goérintileme deneylerinde asagida siralanan protokolin takip edilmesine karar verilmistir.

e Taze kesilmis mika ylzeye 50 uL c-Src kinaz (0.25 mg/mL) eklenmesi

e 30 dakika inklibasyon

* Ylzeyin baglanmayan molekillerin uzaklastiriimasi icin ddH20O ile yikanmasi
* Ylzeye filtrelenmis %2.5 glutaraldehit fiksleme ¢dzeltisi eklenmesi

* 30 saniye sonra yuzeyin ddH20O ile yikanmasi

* Ylzeyin baglanmayan molekillerin uzaklastiriimasi icin ddH20O ile yikanmasi
* Ylzey goruntileme c¢o6zeltisi olarak ddH20 eklenmesi

¢ Meniskls olusumunun saglanmasi ve temas modunda deneye basglanmasi

3.3 Entegrasyon

Deneysel verilerien similasyon yontemine entegrasyonu igin proje cercevesinde
gerceklestirilen deneylerden elde edilen veriler farkli protokoller altinda degerlendirilmis,
ayrica farkli deneysel yaklasimlardan gelebilecek deney verilerinin sonuclarinin entegre
edilebilecedi protokoller gelistiriimeye calisiimistir. Bu deney verilerinden biri SAXS
egrileridir. SAXS egrilerinin, kristal yapidan elde edilmesi amaciyla CRYSOL programi

(Svergun vd., 1995) kullaniimis ve ANM-LD ydntemi icerisine entegre edilmesi saglanmistir.

Diger yandan BtuCD o6rneginde goéruldugu Gzere, ANM-LD ile saptanan ve konformasyonal
geciste roli oldugu belirlenen dinamik modlar ve bunlari olusturan rezidiler mutasyon
deneylerine hedef olusturacak protein bdlgeleri saglamistir (Ek 3). Ayrica FRET gibi iki
rezidi arasindaki uzakhgi belirleyen yontemler, ANM-LD’nin arayapilarinda elde edilen
uzakliklarla karsilastirilabilir (Ek 2) veya ANM-LD’de mod belirlemek icin bir kolektif bilesen

olarak simulasyonlara yon verebilir.
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AFM Goruntdlerinin Analizi ve Deneysel Verinin islenmesi
Gwyddion Program

AFM gorintileri psédo-gorantiler (pseudo-images) olarak depolanir ve Gwyddion ve
NanoScope gibi goruntl isleme araclariyla analiz edilmeleri gerekir; bu projede Gwyddion
gorsellestirme ve analiz araci kullaniimigtir. Mesafe ve yikseklik degerleri 6l¢ulebilir ve daha

sonra hesaplama c¢alismalarinda kullanilabilir.

islenmemis deney verileri (raw data) her set icin kaydedilmis ve Gwyddion programinda
analiz edilmistir. Tim islenmemis gdruntuler program tarafindan acilimis ve asagidaki adimlar

takip edilmistir.

« Ekranda gercekci olmayan herhangi bir ylkseklik varsa gorinti kirpma
« Ortalama dizlem c¢ikarma ile verileri seviyelendirme

« Ylzeyin yukari bakmasini saglamak icin verileri seviyelendirme

« Satirlari hizalama

* Yatay izlerin (¢izgilerin) duzeltiimesi

« Gerekirse filtre uygulama (¢cogunlukla keskinlestirme)

« Islenen goriintiiniin cesitli formatlarda kaydedilmesi (*.if, *.txt, *.png vb.)

ilk Gc adim (seviyelendirme ve hizalama) yuzeyi dizlestirme araci olarak kullanilirken,
dordinct adim ucg cizikleri temizlememizi saglar (cizikler temas modu gorintilemede
normaldir). Goruntlinun filtrelenmesi, protein yapilarinin kolay taninmasi i¢in uygulanir fakat
tercin edilmesi mecburi degildir. Son go6runtu, profilleri ¢ikarmak, 3D gorunimu
gorantilemek, gorintiyld daha ileri analizler icin metin biciminde kaydetmek icin hazirdir

(baglanma / ¢cdzme igindeki protein yapisindaki degisimi saptamak icin histogram analizi vb.).

AFM Goriuntilerinden Temel Bile sen Ekseni (Principal Component Axis) ve Hacim
Bilgisi Eldesi

Bu calismada o6ncelikli amacimiz, her sistem icin olabilecek en yiksek c¢ozinurlikte tek
molekil gorintilerinin elde edilmesi olmustur. Buna gore, AFM goérintilerinden elde edilen
tek molekullere ait t¢ boyutlu yapilar, Gwyddion programi kullanilarak *.txt dosyasi olarak
kaydedilmistir. Bu formattaki gorintiler piksellere ayrilmis protein yukseklik degerlerini

(topografi) icermektedir.
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Ornek sistem olarak secilen c-Src kinaz proteininin yiizeye sabitlenmis AFM deney
goruntileri kullanilarak, MATLAB programindaki Goériintii isleme Ara¢c Kutusu (Image
Processing Toolbox) araciligiyla proteinin goérinti icinde geometrik merkezlerinin dagilhimi
belirlenmis ve PDB formatina aktariimistir. Daha sonra bu merkezlerin dagiliminin bir Python
programi ile (Pierre Poulain tarafindan geligtiriimis) temel bilesen analizi yapilarak, temel
bilesen eksenleri (principal component axis) belirlenmistir. Elde edilen eksenlerle normal

modlarin 6rtisme degerleri hesaplanarak, ANM-LD protokoli giincellenmistir.

Ayrica elde edilen AFM topografik goéruntulerinden (dustk ¢c6zundrlikli olmalarina ragmen)
protein yapisindaki belirli pertlrbasyonlar sonucu (ligand baglanmasi gibi) olusan hacim
degisiklikleri tahmin edilebilmektedir. Bu nedenle c-Src kinaz ve GroEL sistemlerinde, AFM
deneylerinde go6zledigimiz hacim artigina yol agcacak modlarin sec¢imi hedeflenmistir. Bunun
icin elde edilen yapilarin hacminin hesaplanmasi gerektiginden, hacim hesabi icin Crysol
algoritmasi kullaniimistir. Bu kapsamda, AFM go6rintistnin hacim bilgisi, hedef yapinin
hacim degeri olarak belirlenmis ve similasyon sonunda bu degere ulasmasini saglayacak

modlar kullanilacak sekilde yontem gelistirilmistir.

Proje kapsaminda calisilan sistemlerden c-Src kinaz ve BtuCD membran proteinleri icin
kolektif degisken olarak AFM goruntilerinden elde edilen temel bilesen eksenleri
kullanilirken, GroEL icin baslangic ve hedef yapilar arasindaki hacim orani degisiminden

faydalaniimistir.

Temel bilesen analizinden elde edilen ilk eksen ile ortisen modlar dogrultusunda
yonlendirilmis ve hacimsel oran bilgisinin kisit olarak verildi§gi ANM-LD simulasyonlarinin

detaylarina ise Bulgular boliminin P1 is paketi altinda yer verilmistir.
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Sekil 10. AFM deneylerinde calisilan sistemlerin mika ylzeyinde olasi konumlanmasi ve elde

edilen goruntilerden ANM-LD similasyon yontemi icine kisit olarak eklenmesine uygun

olanlarin secilmesi ve deneysel kisitlarin hesaplanmasi.
Dock-AFM

AFM deneylerinden elde edilen topografik gortntuler ile tek proteinlerin molekdler dinamikleri
arasinda bir baglanti kurmay1 amacglayan DockAFM, bir molekuliin konformasyonlarinin AFM
goruntulerinin topografik ylzeyi ile uyumunu hesaplayan gevrimici bir hesaplama aracidir. Bu
program, 3 boyutlu protein yapilarini veya modellerini AFM tarafindan elde edilen deneysel
verilerle karsilastirmak icin kullanilabilir. DockAFM, atomlarin ve yiizeylerin gercek alan
tanimini ve kendi bilesenlerini kullanarak buyik makromolekillerin birlestiriimesinin ilk adimi

olarak gelistirilmigtir.

DockAFM ile AFM goruntuleri ve bilgisayar simulasyonlari arasinda iliski kurmak
mumkindur. Bu amagcla, DockAFM, AFM gorintulerinin metin dosyasi formatinda (*.txt) ve
protein yapisinin pdb dosya formatinda (*.pdb) ifadesine ihtiya¢ duyar. Bunlara ek olarak,
sonu¢ goruntisundeki ug seklinin yapisinin duzeltiimesi icin, kullanilan manivela ucunun
seklinin degerleri (yukseklik, yaricap, vb.) gereklidir. DockAFM, AFM ylzeylerinin altindaki
muhtemel kenetlenme pozlarinin enerji puanlarini hesaplar ve bunlari, degerlerine gore
siralar. Olasi konformasyonlarin (stabil kristal yapilar) AFM topografik ylzeylerine

kenetlenmesi saglanir ve bu yapilardan en disik enerji puanina sahip olan yapi, en olasi
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yapi olarak secilir (bu skor da en iyi sonu¢ olarak secilir). Bu hesapsal ara¢ cikti olarak,

kenetlenme sonucunu pdb formatinda verir.

AFM deneylerinden elde edilen goruntilerin, pdb formatinda ytizeye kenetlenmis protein
yapilarinin eldesi amaciyla DockAFM analizi icin aday olarak o6rnek bir GroEL protein
gorintist secildi. Birgok denemeden ve gelistiriciler ile iletisime gectikten sonra, DockAFM
sunucusunun dizgun calismadigini fark ettik. Programin geligtiricileri tarafindan tarafimiza
saglanan o6rnek dosyalarda bile dizgin bir sonu¢ alamadik. Bu nedenle, AFM

gobrintistinden protein yerlesimini Ureten bir harita ve pdb elde edilememistir.

DockAFM araci duzgin calismadigindan, deney-similasyon entegrasyonunda B plani olarak
dustk ¢oOzundrliklh deneysel yontemlerden faydalanmaya karar verilmisti. AFM ile
karsilastiriidiginda, SAXS, pdb dosyalarindan teorik veri olusturmaya acik tekniklerdir. Bu
nedenle, AFM gorintileme deneyleri icin bir yedekleme plani olarak, similasyonlarimizi
yonlendirmede dusiuk ¢ozunurlukli yoéntemlerden (SAXS) Uretilen verileri kullanmayi
dustinduk. SAXS, NMR ve EM ile karsilastirildiginda boyut sinirlamasi olmamasi avantajina

sahiptir.
SAXS (Small Angle X-ray Scattering) Kuguk Acili X-1 sin1 Saciimasi

Kuguk acili X-1gin1 saciimasi (SAXS), ¢ozelti icindeki biyolojik makromolekullerin genel seklini
ve yapisal gecislerini incelemek icin kullanilan biyofiziksel bir karakterizasyon yéntemidir.
SAXS, proteinlerin, nikleik asitlerin ve c¢esitli makromolekiler komplekslerin sekli, yapisi ve
kompleks durumu hakkinda distuk c¢ozandrlikli bilgi saglar. Deneyler c¢ozelti icinde
kristalizasyona gerek kalmadan gercgeklestirilebilir, bu da farkh pH ortaminda ve
konsantrasyonda deneylerin yapilmasina imkan taniyarak yapi-fonksiyon iligkisi hakkinda

yararli bilgiler edinilmesini saglamaktadir.

Bir SAXS deneyinin kurulumu kavramsal olarak basittir: genellikle bir kuvars kapillerine
yerlestirilen bir partikil ¢ozeltisi, bir toplanmis monokromatik X-isini i1sini ile aydinlatilir,
saclimis X-iginlarinin yogunlugu bir X-isini detektéri tarafindan kaydedilir. Saf ¢oéztcinin
sacllma modeli de toplanir ve yalnizca ilgili parcaciklardan gelen sinyal birakilarak numune
(blank) cozeltisi saciimasindan c¢ikarilir. Elde edilen sacilma modeli, incelenen parcaciklarin
genel sekli ve buyuklugi ile ilgilidir. incelenen numunenin bircok karakteristik parametresi
(molekdler agirhk, partikil hacmi, maksimum boyut (Dmax) ve jirasyon yaricap! (Rg) dahil

deneysel sacilma modelinden elde edilebilir.

CRYSOL programi, bilinen atomik yapiya sahip makromolekillerden c¢ozelti sacilimini

degerlendirmek ve Kucik Acih X-Isini Saciima (SAXS) 'dan deneysel sacilma egrilerine
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uyarlamak icin bir programdir. Programa girdi olarak, bir protein veya bir protein-DNA (RNA)

kompleksinin bir X-1sini veya NMR yapisina sahip bir PDB dosyasi kullanilabilir.

Program, kiresel ortalama saciima paternini hesaplamak icin saciima genliklerinin
(scattering amplitude) ¢ok kutuplu geniglemesini (multipole expansion) kullanir ve hidrasyon
kabugunu (hydration shell) dikkate alir. CRYSOL, SAXS deneysel verilerini degerlendirerek
ve tutarsizigi (x> degeri) (discrepancy, chi-square) en aza indirerek teorik sagiima egrisine
uydurabilir. Bu uydurma (fitting) G¢ parametrenin degistiriimesi ile gerceklestirilir: (1) atom
grubu basina ortalama yer degistirmis ¢ozucu hacmi, (2) hidrasyon kabugunun kontrasti, (3)

goreceli arka plan.

Bu proje kapsaminda, kristal yapisi bilinen acik ve kapall adenilat kinaz proteininden farazi
deneysel SAXS egrileri Uretiimede faydalaniimis ve bu farazi deneysel veri kullanilarak
SAXS egrilerinin ANM-LD simulasyonlarindan elde edilen ara yapilar ile CRYSOL programi
ile uyumuna (fitting) bakilmistir. Sonuclari bu raporda paylasiimayan bu bulgular kullanilarak
c-Src kinaz proteininin SAXS egrileri ile iyilestiriimis ANM-LD simulasyonlari gelistiriimis ve
deneysel verinin similasyon metoduna entegrasyonuna dair bulgular P3 is paketi altinda

siralanmistir.

4. BULGULAR

Bu ¢alismada elde edilen sonuclar asagida, is paketlerine karsilik gelecek sekilde dért baglhk

altinda verilmigtir.

4.1 Hesapsal Y6ntem Algoritmalarinin Olu  sturulmasi Ve Geli stiriimesi

P1 is paketi kapsaminda, bu projede 6nerilen ve farkl ydntemlere uygulanabilmesi icin
geligtirilen ANM-LD yontemi, ona paralel olarak yurutilen Metadinamik ybntemi ve Acgisal
Uzayda Gaussian Agyapi Modeli kapsamindaki calismalarin detaylari ilgili baghklar altinda
verilmistir. Bu c¢alismada, proteinlerin iki kararl yapisi arasindaki dinamik gecisi fiziksel ve
biyolojik olarak anlamli bir sekilde ornekleyebilmek amaciyla iki hesapsal yéntem, daha
sonra deneysel verilerle entegre edilmek (lizere, ana similasyon yontemi olarak secilmistir:
ANM-LD ve metadinamik simulasyonlari. ANM-LD kurum ici geligtiriimis olmasi hasebiyle,
farkh kisitlarin entegre edilmesine daha elverigli oldugundan ve similasyon siresi ve buna
karsilik gelen hesap gicu agisindan daha ekonomik oldugundan bu projede daha ¢cok ANM-

LD metodu ile ilerlenmisgtir.
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4.1.1 ANM-LD Simulasyonlari
Klasik ANM-LD Simlasyonlari

Yukarida metod kismi altinda calisma sekli Ozetlenen ANM-LD similasyonlarinin,
proteinlerin farkli yapilari arasindaki gecis dinamiklerini 6rneklemek konusunda basarili
oldugu, bir kismi bu proje kapsaminda olmak lzere yapilan calismalarla gosterilmistir. 14 to
24 A RMSD farki gosteren iki yapi arasinda, ANM-LD similasyonlariyla 1.4 A RMSD'ye
kadar hedef yapiya yaklasilabilmistir. Bu sadece i¢sel dinamik modlarin (baska hi¢ bir yapay
itki kullanilmadan) LD simulasyonlarini yonlendirmede kullanildigi dastnaldiginde dnemili
bir basaridir. Bu proje kapsaminda da bahsi gecen ¢ sistem icin klasik ANM-LD

simulasyonlari verilmistir. Cikan sonuglar her bir sistem baslgi altinda paylasiimistir.
Mod Kisitl (Hedefli) ANM-LD Simulasyonlari

Proteinlerin sahip olduklari kararli yapilara karsilik gelen topolojileri geredi edindikleri denge
dinamiklerini belli bir normal modlar havuzu ile tanimlamak mumktndir. Dinamik davranisin
bu sekilde bilesenlere ayrilabilmesi, sistemin dinamik dzelliklerinin manipilasyonuna imkan
verir. Mod kisitli (hedefli) ANM-LD simulasyonlarinda bu manipilasyonun in silico olarak
yapilmasi amaclanmaktadir. Klasik ANM-LD similasyonlarinda siklikla secilen modlar,
simulasyonu yonlendirecek mod havuzundan cikarilarak alternatif gecis patikalari yaratiimis,
modun gegis dinamidi icin vazgecilmez oldugu durumlarda ise gecisin saglanamadigi
gbzlemlenmistir. Mod kisitli simtlasyonlar belli bir modun gecis dinamigi icin ne kadar 6nemli
oldugu, bu dinamige nasil katkida bulundugu hakkinda fikir verir.  Klasik ANM-LD
simulasyonlariyla birlikte gecis dinamiginde roli olan modlarin saptanmasini ve béylece bu
mod hareketini mimkin kilan rezidilerin belirlenerek, olasi mutasyon c¢alismalarina olanak
verir. Bu calismada da BtuCD ve c-Src kinaz sistemleri icin mod kisith similasyonlar

verilmistir ve ¢ikan sonuclar sistem bagliklari altinda paylagiimistir.

ANM-LD yonteminin klasik ve mod kisitli versiyonlarinin AdK sistemi Uzerinden, evrimsel

ozellikler dikkate alinarak incelendigi calisma Ek 1'de verilmigtir.
Hedefsiz ANM-LD Simulasyonlari

ANM-LD simulasyonlarinin kullanim alanini genisletmek yonunde gelistirilen mod kisith
ANM-LD simulasyonlarina ilaveten, bilhassa hedef yapinin bilinmedigi durumlarda
kullanilmak Uzere ve yontemi deneysel verilerle birlestirmeye uygun hale getirebilmek
amaclyla, literatirde gecis dinamigi Ozetledigi gosterilen kolektif degiskenler ANM-LD
simllasyonlarini  yonlendirmek icin hedefsiz ANM-LD similasyonlari bashgdi altinda

kullaniimistir. Belli rezidiler arasindaki uzaklik, protein kisimlarinin birbirlerine gore agisal

33



durumlar gibi degiskenler bu kolektif degigkenleri olugturabilir. Bu simulasyonlar c-Src kinaz
ve BtuCD sistemleri icin kosulmustur ve c¢ikan sonuclar sistem bagliklar altinda

paylasiimistir.

4.1.2 ANM-LD Simulasyonlarinin Deneysel Verilerle B irle gtirilmesi
AFM Goruntulerinin Hesapsal Yontemlere Entegrasyonu icin Yapilan On Cali smalar

GroEL kompleksi (PDB kodu: 1KP8), c-Src kinaz proteini ve BtuCD-F membran sistemi (PDB
kodu: 2IQ9) icin AFM ile alinacak goérintileri yorumlayabilmek amaciyla proteinin mika
Uzerindeki tahmini yerlesimleri, proteinin ylzeyinde yer alan rezidilerin yiksel dagilimi
incelenerek degerlendirilmistir. Rezidilerin yiklerinin belirlenmesi icin proteinin elektrostatik
potansiyeli (kcal/(molee)) PBEQ Solver (Jo vd., 2008; Im vd., 1998; Jo vd., 2008) cevrimigi
araci kullanilarak hesaplanmigtir. GroEL, c-Src kinaz ve BtuCD-F igin elektrostatik potansiyel
g6z 6nlne alinarak yapiimis ylizey renklendirmesi ve olcllebilecek buyuklikler Sekil 11,
Sekil 12 ve Sekil 13'te verilmigtir. GroEL protein ylzeyinin olduk¢ca negatif oldugu
gbzlenmistir. Bu negatif yukin yine negatif yikli mika ylzeye baglanmay zorlastirabilecegi
ama elektrostatik kuvvetler disinda yer alan faktorlerle fiziksel adsorpsiyonun
gerceklesebilecegi dusunilmektedir. Ortamdaki tuz miktari ya da sabitleyici madde kullanimi
gibi etmenler GroEL proteininin mika ylzeye tutunmasinda etkili olabilir (Leung ve Palmer,
2008). Deney icin kullanilan c¢-Src kinaz c¢ozeltisinde aktif ve inaktif formlar
bulunabileceginden her iki form icin de hesap yapiimistir. Aktif formda proteinin pozitif yuklu
ylzey bolgeleri 6zellikle kinaz ve SH2 bdélgelerine denk gelmektedir (Sekil 12.a ve b). Bu
nedenle negatif yukli mika ylzeye bu bélgeler Uzerinden tutunmasi tahmin edilmektedir.
inaktif formda ise kinaz bélgesinin yiizeyinde pozitif yiikli rezidiler bulunmaktadir. Bu bélge
ylzeye tutunmak icin dnemli olabilir (Sekil 12.c). Ancak bu yaklasimin sadece elektrostatik
etkilesimleri baz aldigi dusundlmeli, ortamdaki tuz miktari vs . gibi ¢cevresel kosullarin da
ylizeye tutunma sirecini etkileyecedi géz 6nine alinmahdir. BtuCD-F membran proteininin
farkh kisimlarinin  BtuCD-F membran sisteminde BtuC’nin asimetrik pozitif yukli halinin
proteinin negatif yikli mika yizeye bu bdlgeden kuvvetli tutunmasina yol acacagl tahmin

edilmektedir.
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Sekil 11. GroEL kompleksinin elektrostatik potansiyel ile renklendiriimis ylizey gosterimi.
Mavi yuzeyler pozitif yUklu reziduleri gOsterirken, kirmizi yizeyler negatif renkli reziddleri
gostermektedir. GroEL yizeyinin ¢cogunlukla negatif yikli oldugu anlasiimaktadir ve bu mika

yuzeyle etkilesimini saglayabilir.
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Sekil 12. c-Src kinaz proteininin, protein ylzeyindeki pozitif reziduler baz alinarak goésterilmis,
mika Uzerinde olasi yerlesimleri. Proteinlerin ylzey renklendirmeleri -2 ve 2 degerleri
arasinda elektrostatik potansiyel (kcal/(molse)) baz alinarak yapimistir. Kirmizi ve mavi
bolgeler sirasiyla negatif ve pozitif boélgeler isaret eder. Solda proteinin mika altindan
bakilarak elde edilebilecek olasi goruntisi, sagda ise mika 90 derece dondurulerek,
karsidan bakilarak elde edilebilecek olasi gorintist yer almaktadir. Deneysel olarak
g0Ozlenmesi beklenen buyukluk degerleri protein gosterimlerinin yaninda verilmistir. a) Aktif c-
Src kinaz proteini (1Y57) mikaya proteinin kinaz bélgesinin yizeyi Uzerindeki pozitif reziduler
araciligiyla tutunabilir. b) Aktif c-Src kinaz proteini mikaya proteinin SH2 bélgesinin ylzeyi
Uzerindeki pozitif rezidiler aracihgiyla tutunabilir. ¢) inaktif c-Src kinaz proteini (2SRC)

mikaya proteinin kinaz bolgesinin ylzeyi tzerindeki pozitif reziduler araciligiyla tutunabilir.
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Sekil 13. BtuCD-F membran kompleksinin elektrostatik potansiyel ile renklendirilmis yuzey
gOsterimi. Mavi yUzeyler pozitif yukli rezidileri gosterirken, kirmizi ylzeyler negatif renkli
reziduleri gostermektedir. BtuC’nin N-terminalindeki -His isaretleri yesil renkle gdsterilmistir.
Asimetrik elektrostatik potansiyele sahip BtuCD-F membran proteininin BtuC ylzeyinin pozitif

yukld oldugu anlasiimaktadir ve bu mika yizeyle etkilesimini arttirabilir.

Hedefsiz ANM-LD Simulasyonlarinin Temel Bile sen Ekseni Do grultusunda (Principal

Component Axis) Yonlendirilmesi

Elde edilen deneysel veri ve gorintilerde dusik ¢ozinirlik onemli bir problemdir. Ozellikle
hesapsal 6rnekleme yontemlerinde disik ¢ozianurll gorinttlerden nasil bir parametrenin
gecis dinamigi icin bilgi saglayacagini kestirmek zordur. Bu nedenle AFM’'den elde edilen
disik c¢ozuanurliklh goériantilerden kullaniimak Uzere, goruntilerin temel bilegen analizi
yapiimig, elde edilen ilk eksenle ortisen modlar dogrultusunda ANM-LD simulasyonlari

yonlendirilmigtir.

Deneysel verilerle calismadan once, temel bilesen eksenlerinin basarili bir kolektif degisken
olup olmadigini calismak Uzere c-src kinazin bilinen kapali yapisi (2SRC)’nin birinci temel
bilegeni ile értigsen modlar ANM-LD similasyonlarini yénlendirmek icin kullaniimigtir. ilk 72
ANM-LD adiminda hedef yapiya 11 A RMSD civarinda yaklasilabilirken, bu noktadan sonra
RMSD disis davranisi  sonlanmistir.  Inaktivasyona (acik>kapal) karsilik gelen
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konformasyonal degisiklikler bir noktadan sonra diger temel bilesenlerin hesaba katilmasini
gerektiriyor olabilir. Yukaridaki gozlemler dogrultusunda, temel bilesen eksenlerinin sayisi 2
ve 3'e cikarilip, 6zdederleriyle (eigenvalues) orantili olacak sekilde, bu eksenlerle 6rtiisen
eksenleri olusturacak yapilari yonlendiren modlar similasyonlara yoénlendirmede
kullanilmistir. Bu temel bilesenlerin de hesaba katiimasi, iki simiilasyonda da 2 A RMSD’lik
bir iyilesme saglamistir. Bu nedenle burada iyilestirme etkisinin ikinci temel bilesenden

kaynaklandigi dusunilmektedir (Sekil 14).
Hedefsiz ANM-LD Simulasyonlarinin Nihai bir Hacim D egeri ile Yonlendiriimesi

ANM-LD similasyonlari icin gereken hedef yapinin ¢ozunUrligunin distk oldugu
durumlarda kullaniimak amaciyla incelenen bir baska kolektif degisken ise hacim bilgisidir.
AFM goruntisinden elde edilen hacim bilgisi, similasyon sonunda varmak istenilen deger
olarak tutulup, bu degere yaklasilmasini saglayan modlar yoninde simulasyon ilerletilmistir.
Ancak elde edilen hedef yapiya RMSD degerlerinin dismedigi gtzlenmis ve tek basina
hacim bilgisinin gecis dinamigini yonlendirmekte kullanilamayacagi saptanmistir (Sekil 16).

Bu nedenle temel bilesen degdiskenleriyle hacim bilgisini birlestirmek faydali olabilir.
Hedefli ANM-LD Simulasyonlarinin SAXS Profilleriyle Birle stiriimesi

Secilen deneysel degiskenin ANM-LD ydntemine uyarlanabilirliginin degerlendiriimesi ve
gecis dinamiginin 6rneklenmesinde fiziksel ve biyolojik gecerliligin artiriimasi icin, hedef
yapiya ilaveten hedef yapiya ya da gecis dinamigine dair deneysel veriler simuilasyonlari

yonlendirmede kullaniimistir.

Hedefli ANM-LD simulasyonlarini yonlendirmek icin kullanilan deneysel degiskenlerden biri
SAXS dagilim profilidir. Bu yaklasimda hedef yapinin SAXS profiline en ¢ok benzer yapiyi
yaratacak olan mod hareketi, baglangi¢-hedef yapi arasindaki konum fark vektériine en ¢ok
benzeyen ilk i¢ mod arasindan secilir. Boylece hem fark vektéri hem de SAXS sacilim profili
hesaba katilmis olur. Olusturulan yapilarin SAXS profiline benzerliigi x> hesabiyla saptanir.
Diisiik x* degerleri benzer profillere karsilik gelmektedir. Bu nedenle yaratilan yapilarla x>

degerini dusiren modlarin secilmesi hedeflenmistir.

Bu proje icin SAXS profilleriyle iyilestirilmis hedefli ANM-LD simulasyonlari c-src kinaz
proteini icin verilmistir. Olasi SAXS profilleri ve x* degerleri Crysol algoritmasi kullanilarak

hesaplanmistir. (Svergun vd., 1995)

Sekil X'te yukarida bahsi gegen similasyonlardan birinde elde edilen yapilarin hedef yapi

SAXS profilleri arasindaki x2 degerinin ve RMSD farkinin genel digis davraniginin ve

38



sabitlenme noktalarinin benzer oldugu gozlenmigtir. Bu gotzlem, iki degisken gdz ©Onine
alindiginda da hedef yapiya yaklasildigina isaret etmektedir. RMSD degisiminden farkh
olarak x2 degerinin 20-40 ve 80-90 arasinda hedef yapiya X-ray sacilma profili agisindan
oldukca benzerlik gosterdigi ama sonra tekrar uzaklastigi gérilmektedir. Bu yapilar c-Src

kinazin aktif ve inaktif yapilari arasindaki arayapilara karsilik geliyor olabilir.
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Sekil 14. Olusturulan yapilar ile hedef yapi SAXS profilleri arasindaki x2 degerini ve RMSD'yi
ANM-LD simulasyonu boyunca gosteren grafik.

RMSD davraniglarinin benzerliginden, SAXS parametrelerinin eklendigi simulasyonun klasik
simulasyonlar gibi hedef yapiya yaklasiimasini sagladigi gozlenmistir. Hedef PDB yapisi
diginda ikinci bir deney parametresinin simulasyonu yonlendirmek igin kullanildigi
dugunulerek, bu ek parametrenin litaratirde gecisi 0zetledigi dustnulen kolektif bilegenlerle
tanimlanan fiziksel ve biyolojik tutarlihgini iyilestirip iyilestirmedigi incelenmistir. E310-R409
uzakhgi ile E310-K295 uzakhk farklari literatirde gecis dinamigini 6zetleyen bir kolektif
bilesen olarak siklikla kullaniimistir. Bu bilesen ¢ rezidi arasinda olusan H bagi profiline
tekabll etmektedir. Aktif yapidan inaktife (aciktan kapallya) geciste bu uzaklik farkinin +
degerden — degere gecmesi beklenmektedir. Ancak hem klasik ANM-LD simulasyonlari hem
de SAXS verileri ile iyilestiriimesi umulan similasyondan elde edilen uzakliklar pozitif
degerlerde kalmistir (Sekil Y). Burada hedef yapiyla fark vektérinin hala mod seciminde
daha c¢ok etkili olmasi hem de kullanilan SAXS verisinin hesapsal olarak modellenmis olmasi

sebep olmus olabilir.
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Sekil 15. Literatlrde aktif-inaktif yapi gecisini 6zetledigi gosterilmis uzakliklarin kolektif

degisken olarak kullanilarak similasyon boyunca gosterdikleri degisimi ortaya koyan sekil.

Ulastigi RMSD degeri ve kolektif uzaklik degiskeni anlaminda ciddi bir fark yaratmasa da,
SAXS profillerini hesaba katmak iki yap!r arasindaki gecisin farkli patikalardan
gerceklesebildigini gostermesi acisindan faydali olmustur. Sekil 16’daki klasik ANM-LD
simllasyonu ile crysol similasyonu arasindaki davranis farki bahsi gecen bu alternatif gecis
yolaklarina isaret etmektedir. SAXS profillerinin kullanildigi similasyonda gecis nispeten

yavaglamis, RMSD sabitlenmesi gecikmistir.
Hedefsiz ANM-LD Similasyonlarinin SAXS Profilleriyl e Ydnlendirilmesi

islevsel mekanizmalari ve buna yol acan dinamik zellikleri caligilan proteinlerin her zaman
farkh kosullardaki ya da islevsel durumdaki ¢ boyutlu yapilarindan elde edilen atomik
koordinatlarinin bilinmesi mimkin olmamaktadir. Bu gibi durumlarda ¢ boyutlu yapisi
bilinmeyen protein konformasyonunun deneyle go6zlenen diger 6zellikleri similasyonlari
yonlendirmek icin kullanilabilmektedir. Bu kisimda, secilen deneysel parametrenin gecis
dinamik 6zelliklerini gézlemek icin kullanilmaya ne kadar elverigli oldugunu gérmek icin daha
Once similasyonu yapilan c-Src kinaz acgik>kapali gegigi, kapali yapisi kullaniimadan
incelenmistir. Ancak ANM-LD simulasyonlari bu yapidan crysol algoritmasi ile hesaplanan
SAXS sacilim profiline, yaratilan arayapilarin diisiik x> degeriyle benzetiimesini amaglayan
mod secimiyle ilerletilmistir. ANM-LD similasyonlari ilk 5 ve ilk 10 yavas modlar olmak tzere

iki farkh mod kumesiyle verilmis, ancak elde edilen RMSD sonuglari her iki similasyonda da
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baslangic yapisina kiyasla hedefe sadece 2 A yaklasabilmistir. Buna ragmen x2 degerleri
1l'in altina duasmuistir. Bu sonucglar, SAXS profillerinin tek basina simuilasyonlari
yonlendirmede yeterli olmadigini gostermektedir.
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Sekil 16. c-Src kinaz proteini Uzerinde kosulan, deneysel kisitlarla yonlendiriimis ANM-LD

simulasyonlariyla elde edilen RMSD grafigi.

Hedefsiz ANM-LD Simulasyonlarinin AFM Goruntilerind  en Elde Edilen De giskenler ile

Yonlendirilmesi

Yukarida bahsi gecen ve c-Src kinaz sistemi 6zelinde yapilan ¢alismalar ile deneylerle elde
edilebilecek kolektif degiskenlerin ANM-LD’ye entegrasyonu igin uygunlugu degerlendirilmis,
ayrica ANM-LD kodu farkh deneysel bilesenlerin kullanilabilecegi bir formata
donisturalmustir. Projenin hedef sistemlerinden olan c-Src kinaz ve BtuCD icin, hedef
yapilarin AFM goérintilerinden elde edilen temel bilesen eksenleri kullanilirken, GroEL iginse
hedef yapi ile baglangi¢ yapisi arasindaki hacim oranindan faydalaniimigtir.

c-Src kinaz proteininin inaktif yapisinin AFM goruntusinden elde edilen temel bilesen
ekseninin ANM-LD simiilasyonunu yonlendirmek icin kullanildigi denemelerde, RMSD 14 A'a
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kadar dusmustur (Sekil 16). Daha iyi bir gecis dinamigi o6rneklemesi icin farkli kolektif

degiskenlerin birlestiriimesinin uygun olabilecegi distinilmektedir.

BtuCD sisteminin apo yapisindan BtuF bagli yapisina ANM-LD simulasyonlari sirasinda
yonlendirilmesinde, BtuF bagh yapinin AFM goéruntisinden elde edilen temel bilesenlerin
kullanildigr durumda ise hedef yapiya yakinlik saglanamamigtir (RMSD olarak). Bu elde
edilen goruntulerin  ¢ozunurliginin disik olmasindan ve deterjan icinde proteinin

kristaldekine nazaran farkli davranabileceginden kaynaklanabilir.

GroEL sistemi ile yapilan deneylerde, GroES bagladiginda GroEL’in taban ¢apinin yaklasik
1.5 katina ciktigi gériinmustir, bu hacimde yaklasil 2.25 kat bir artisa karsilik gelmektedir.
Bu nedenle simulasyonlarda GroEL heptamerinden GroEL/S kompleksine yoénlendiriimesi
icin baslangic hacminin 2.25 katina ulagsmasina izin verecek sekilde mod secilimi
saglanmistir. Ancak GroEL heptameri ¢ok blylk bir yapi oldugundan simuilasyonlar hala

devam etmektedir.

4.1.3. Metadinamik

Bu is paketi cercevesinde, proje kapsaminda onerilen ANM-LD ydnteminin yanisira hedefe
yonlendirilmis rmsd kolektif degiskeninin (colvar) kullanildigi Metadinamik ve ona ilaveten
kolektif modlar tarafindan yoénlendiriimis CM-BexMetaD (Collective Modes Driven Bsas
Exchange Metadynamics) yontemlerine de yer verilmistir. ANM-LD ve Metadinamik
yontemlerinin birbirlerine kiyasla farkli avantajlari ve kisitlari bulunmaktadir. Proje
kapsaminda paralel olarak gelistirimesi planlanmasina ragmen, Metadinamik temelli
yontemlerin ANM-LD ytntemine kiyasla hesapsal olarak daha fazla kaynak gerektirmesi
sebebiyle projenin onerildigi sekilde ANM-LD ile devam ettiriimesi kararlastiriimistir. Ancak
Metadinamik yontemi ile calisilmis Adenilat kinaz ve GroEL proteinleri ile ilgili sonuglara bu

raporda kisaca deginilmigtir.
Metadinamik Yonteminin Geli  stirilmesi
Metadinamik Temelli Yontemler

Proteinlerin kararli konformasyonlarinin belirlenmesi ve bu konformasyonlar arasindaki gecis
patikalarinin ortaya cikartilmasi amaciyla kullanilan bir dijer yéntem de Metadinamik
simulasyonlaridir. Proje kapsaminda, bu yéntemin de kullaniimasi ve deneysel kisitlar ile

geligtiriimesi amacglanmigtir.
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Metadinamik similasyonlarn iki farkh yaklagim ile devam ettirilmis ve bunlarin sonuclari
onceki donemlerde paylasiimistir. Bu raporda kisaca Adenilat kinaz ve GroEL proteinlerinin

sonuclarindan bahsedilmis ve yontemin zorluklarina deginilmistir.
CM-BexMetaD

Metadinamik simulasyonlari, ANM-LD ydnteminden farkli olarak, ¢6zicu etkilesimlerini de
acikca (explicitly) hesaba katar ve birden fazla farkh degiskenin de sapma (bias) olarak
eklenebilmesine olanak verir. Metadinamik simulasyonlarinda ANM modlarinin sayisi replika
sayisinl da vermektedir. Her replika, baslangi¢c yapidan, her biri ayri ANM mod ydninde
yonlendirilmis simulasyonlari ifade eder. Bu replikalar, metadinamik similasyonu slresince,
rastgele birbirleri ile degisir ve her replika, baslangictan farkli ve rastgele secilen genel bir

degisken ile ilerlemeye devam eder.

CM-BexMetaD ydnteminden, hedef yapinin oldugu durumda c¢ok calisilan bir sistem olan,
adenilat kinaz proteini incelenirken faydalaniimistir. Tamamen kapali yapi heniz elde
edilememistir ancak bazi ara yapilar ve yari kapali konformasyonlar, similasyon sureleri cok
kisa dahi olsa, belirlenebilmistir. Simllasyon parametrelerini iceren ayrintilar ve similasyon

sonuclari Tablo 2 ve Sekil 17'de verilmistir.

Tablo 2. CM-BexMetaD yonteminde kullanilan similasyon parametreleri

Gaussian Tumsek Yuksekligi (kcal/mol) 2
Rcut ANM (A) 18

ANM mod sayisi 10
Total Simulasyon Siresi (ns) 5.6
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Sekil 17. AdK proteininin CM-BexMetaD yontemi ile elde edilen farkli replikalarinin LID-
CORE (rezidi 179-185 (CORE), 115-125 (CORE-LID) ve 125-153 (LID) arasindaki psddo
acl) ve NMP-CORE (rezidl 115-125 (CORE-LID), 90-10 (CORE) ve 35-55 (NMP) arasindaki
psodo acl) ve NMP-CORE (rezidu 115-125 (CORE-LID), 90-10 (CORE) ve 35-55 (NMP)
arasindaki psddo aci) acilarinin, deneysel yapilardakilerle birlikte gosterimi (a¢i degerleri

simulasyon boyunca renklendirilmistir).
Hedefe Yonlendirilmi g Metadinamik Simulasyonlari

GroEL proteinlerinin ¢dzlicu etkilesimlerinin acikgca hesaba katildigi, hedefe gudimli
Metadinamik simulasyonlari gerceklestirilerek, bu proteinlerin konformasyonel uzaylari
taranarak, acik durumdan kapali duruma (GroEL icin; acik > kapall, open -> closed)
gecisleri incelenmistir. Bu amacla, genel degisken olarak rmsd degerleri (root mean square
deviation; kok ortalama kare sapmasi) kullaniimistir. Bu genel degisken ile GroEL proteininin
acik oldugu baslangi¢c noktasindan hedef yapi olarak belirlenen, kapali GroEL monomerine,
gitmesi saglanmistir. Simulasyonlarda, x-ray kristal yapilar baslangic yapilar olarak
kullaniimistir. GroEL monomerlerinin acik ve kapal 1GRU ve 1KP8 kodlu yapilarin heptamer
halkalarinin izole edilmesi ile tanimlanmigtir. Serbest enerji ylzeylerinin (free energy
landscape, FEL) saptanmasi, konformasyonel geciglerin ve dnemli rezidilerin belirlenmesi
amaglariyla, iki farkh simiilasyon, farkli sistem parametreleri kullanilarak, yiritilmustir. iki
similasyon icgin de farkl parametreler kullanilmasi, elde edilen serbest enerji yizey (FEL)
profilleri icin drnek olmustur ve yiiksek tepelerin konformasyonel ytizeylerinin (conformational
landscape) daha hizl tarandigini gésterirken minimanin gézlenmesinin daha zor oldugunun
anlasiimasini saglamigtir. Hem minimizasyon hem metadinamik simulasyonlari igcin NAMD
2.10 ve CHARMMS36 kuvvet alanlari kullanilmistir.
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4.1.4 Acisal Uzayda Gaussian A gyap! Modeli

Acisal Uzayda Gaussian Agyap! Modeli, ilk olarak ANM-LD ile ara yapilari elde edilen
adenilat kinaz (AdK) proteini tizerinde uygulanmistir. Oncelikli olarak kristal yapilar izerinde
cahisilarak iki kristal yapi (acik, kapal) arasinda olusan buyik aci farkhliklarinin bu yapilar
Uizerinden desifre edilmesi amacglanmistir. Daha sonra iki kristal yapi arasinda olugsan ancak
kristal yapilar Uzerinden elde edilemeyen biyik aci dedisiklikleri icin ara yapilar Uzerinde
calisiimis ve bu biyik ac¢i degisimlerinin ara yapilarda gozlenip gozlenmedigi arastirilmigtir.
Aci degisiklikleri MATLAB programi kullanilarak hesaplanmistir. Her mod icin mentese

rezidlleri ise HingeProt sunucusu (Emekli vd., 2008) kullanilarak belirlenmistir.

Adenilat kinaz kristal yapi1 sonuclari, acik yapinin (PDB kodu: 4ake) Gaussian Agyap! Modeli
sonuclarinin, iki kristal yapi arasindaki blyuk ac¢i degisikliklerini, birinci, ikinci ve U¢ilncu

modda, blyUk 6lctude karsiladigini gostermistir.

Yapilardaki gecigler sirasinda meydana gelen 6nemli aci degisikliklerini ve yapilardaki
mentese rezidilerini karsiladigi belirlenen bu modelin proteinlerin islevsel konformasyonel
degisikliklerini tanimlamakta kullanilabilecek yeni bir yontem oldugu soylenebilir. Ydnteme
ikinci dereceden terimlerin eklenerek, cesitli istisnai durumlarin da hesaba katilmasiyla,

modelin gelistiriimesi ve buna bagh olarak daha iyi sonuclar alinmasi hedeflenmektedir.

Daha sonra c-Src kinaz proteinine uygulanan bu yontemin sonuclarina Bulgular kisminda P4

is paketi altinda yer verilmigtir.

4.2. ABC Taslyici Sistemi Uzerine Cali smalar

BtuCD proteini hiicre zarn icinde yer alan iki BtuC ve sitoplazmada bulunan iki BtuD
monomerlerinin olusturdugu tetramer yapida bir proteindir. Hlcresel iglevi olan B12 vitamini
alimini gerceklestirmek icin belirli yapisal ve islevsel konformasyonlar arasinda gecis
yapmasi gerekmektedir. BtuCD'nin apo, ATP-bagli, BtuF bagli, hem ATP hem BtuF bagh
konformasyonlarinin kristal yapilari Protein Veri Bankasr'nda sirasiyla 1L7V, 4R9U, 2QI9 ve
4FI13 kodlariyla mevcuttur. Bu calisma kapsaminda bu yapilar arasinda klasik ANM-LD
simulasyonlari veriimis ve hedef yapilara yaklasik 1 A civarinda yaklagilabilmistir. Elde
edilen sonuclar Nature Chemical Biology dergisinde, Ek 2'de verilen makalede

yayinlanmistir.

4.2.1 Hesapsal Sonuglar

ANM-LD Simulasyonlarina Hedefli Kisit Uygulamalari
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BtuCD aktivitesi ATP varligina bagli oldugundan, sisteme ATP baglanmasinin yol actigi
dinamik degisikliklerin anlasiimasi islevsel mekanizmanin belirlenmesi icin énemlidir. Bu
nedenle, bu proje kapsaminda, ANM-LD metodunun gelistiriimesi dustnulerek, 1L7V>4R9U
gegcisi sirasinda en ¢ok secilen iki ANM mod olan en yavas 6 ve 7. modlarin kisitlandigi yeni
simulasyonlar verilmistir. En ¢ok secilen modlarin kisitlanmasi, similasyonun alternatif
patikalardan devam etmeye yonlendiriimesi anlamini tagiyabilir. Ayrica proteinin dinamik

Ozelliklerini anlamak ve manipule etmek imkani verdigi icin dnemlidir.

BtuCD'nin 1L7V>4R9U konformasyon gegigi icin, kisitlanmis simulasyonlarin RMSD
grafiginde (Sekil 18), normal simulasyonlardan farkh bir gegis gosterdikleri, gegisi daha zor
yapabildikleri ve sonug olarak ulasabildikleri minimum RMSD’nin normal similasyonlara goére
nispeten yiksek kaldigi gozlenmistir. Bu 6 ve 7. modun ATP baglanmasiyla gergeklesen

konformasyonal degisiklik icin 6nemli oldugunu gostermektedir.
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Sekil 18. APO>ATP-bagli yapi arasindaki geciste, elde edilen yapilar ile hedef yapi
arasindaki RMSD degisiminin normal (kirmizi) ve kisitlanmis (yesil) similasyonlar icin

gOsterimi.

BtuCD proteininin kisitlanmig similasyonlar boyunca gésterdigi dinamik dalgalanmalar MSF
degerleri  (Sekil 19) kullanilarak normal similasyonlarla kiyaslanmistir.Kisitlanmis
simulasyonlarin BtuD zincirlerinde daha az hareket gosterdigi gézlemlenmistir. Bu nedenle
kisitlanan modlarin nikleotid baglanan zincirlerin hareketinden sorumlu oldugu dustntlebilir.
Ayrica kisitlanan simulasyonlarda baglama sarmallarinin (coupling helix, 218-225 reziduleri
arasinda) hareketlerinde azalma, B zincirinde yer alan BtuF baglanma bélgelerinin (rezidiler

35, 47, 51) hareketinde ise artma gozlenmistir.
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Sekil 19. APO>ATP-bagl yap! arasindaki gecise karsilik gelen ortalama kare dalgalanmalar
(MSF). Normal simulasyon degerleri kirmizi ile 6 ve 7. ANM modlari kisitlanmis simulasyon

degerleri yesil ile gosterilmigtir.

ilaveten, dinamik capraz korelasyon grafikleri de normal ve kisitlanmis simiilasyonlar
arasinda dinamik farklar oldugunu gb6zler o6nine sermistir (Sekil 9). Kisitlanmis
simulasyonlarda iki BtuC arasindaki korelasyon azalirken, BtuC monomerleri asagilarindaki
BtuD monomeriyle birlikte davranmaya baslar. Degisimin gozlendigi bélgeler grafikler

Uzerinde siyah dairelerle isaretlenmistir.

Yukarida bahsedildigi Gzere BtuCD lzerinde uygulanmis kisitlanmis simulasyonlar, proteini
farkll bir davranis géstermeye itmistir. Belirlenen iki modda hangi protein bélgelerinin nasil
hareket ettigi bize islev ve dinamik 6zelliklerin kontrolii agisindan bilgi saglayabilir. Ayrica
belirli modlarin kisittanmasinin varilan min RMSD degerini yikseltmesi, geciste segilen
modlarin  énemini kanitlamistir.  Ayrica Sekil X'te verilen korelasyon davraniglari ve
korelasyon haritalarinin genel 6zellikleri gbz 6niine alininca gegen dénem 6 ve 7. modlarin
birlikte kisitlandigr  simiulasyondan elde edilen korelasyonlar, APO>ATP normal
simiulasyonlarindan cok APO>ATP/BtuF gecisi normal simulasyonlarina benzemektedir
(Sekil 20-22). Ayrica, bahsi gegen modlarin ayri ayri kisitlanmasi dinamik davranisin daha
incelikli bir sekilde manipilasyonuna imkan vermistir. Yalnizca 7. modun Kkisitlandigi
simulasyonlar APO>ATP/BtuF gecisindeki gibi bir korelasyon davranigi gosterirken, 6.
Modun kisitlanmasinin korelasyonlar tzerinde APO>ATP normal similasyonundan elde

edilen sonuglar Gzerinde daha az etkisi olmustur (Sekil 20-22).
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Sekil 20. Normal ve kisitlanmis APO>ATP similasyonlari ile normal APO>ATP/BtuF
similasyonundan elden edilen dinamik capraz korelasyon haritalari. Capraz korelasyon
degerlerinin hesabi icin RMSD degerinin sabitlendigi dongl sayisina kadar elde edilen
patika, gecisin tamami olarak degerlendiriimek Uzere, ilk Ucte birlik kisimdaki yapilar
kullaniimistir. Ozellikle iki bolgenin korelasyonlarinin APO>ATP ve APO>ATP/BtuF gegisleri
arasinda farkliik gosterdigi gozlenmigtir. 1) TM3-4 sarmalinin (92-139 rezidiler — A&B
zincirleri) altta kalan ATPaz bolgesiyle korelasyonu 2) A&B zincirlerindeki TM5 sarmallarinin
periplazmik bdlgelerinin (155-166 reziduler) birbiriyle gosterdigi korelasyon. Kisitlanmig
similasyonlarda yalniz 6. yavas ANM modunun kisitlandigi durumda normal APO>ATP
davranisindan sapma belirgin degildir. Ancak yalnizca 7. yavas ANM modu ve 6 ile 7. yavas
ANM  modlarinin  birlikte kisitlandigi  similasyonlarda korelasyon davraniglarinin

APO>ATP/BtuF gecisindekine benzedigi saptanmistir.
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Sekil 21. APO vyapisi Uzerinde, 92-139 bdlgelerinin (TM3-4 sarmali, siyah elips ile
isaretlenmigtir) A ve B zinciri igin ayri ayri, diger reziduler ile ortalama capraz korelasyon
degerleri renklendirilmistir. Kirmizi bolgeler yiiksek pozitif korelasyon gdsteren, mavi bolgeler
ise gucli negatif korelasyon gosteren bdlgelere karsilik gelmektedir. Yesil bolgeler
korelasyonun zayif oldugu bdlgelere isaret eder. TM3-4 sarmali APO>ATP gecisinde
altindaki ATPaz bolge ile korelasyon gostermezken, APO>ATP/BtuF gecisinde gdstermistir.
Bu acidan yalnizca 6. yavas ANM modunun kisitlandigi simialasyonlar normal APO>ATP
gecisiyle benzerlik g6sterirken, yalnizca 7. yavas modun ve 6. ile 7. yavas modlarinin birlikte

kisitlandigi APO>ATP similasyonlari normal APO>ATP/BtuF gecisiyle benzerlik gostermistir.
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Sekil 22. APO yapisi Uzerinde, 155-166 bélgelerinin (TM5 sarmali) A ve B zinciri icin ayri
ayri, diger reziduler ile ortalama capraz korelasyon degerleri renklendirilmistir. Kirmizi
bolgeler yiksek pozitif korelasyon gdsteren, mavi bdlgeler ise gicli negatif korelasyon
gOsteren bolgelere karsilik gelmektedir. Yesil bolgeler korelasyonun zayif oldugu bélgelere
isaret eder. APO>ATP gecisinin normal similasyonlarinda A ve B zincirinin karsilikli TM5
sarmallari arasinda gozlemlenen pozitif korelasyon APO>ATP/BtuF gecisinin normal
similasyonlarinda negatif korelasyona doénusmustir. APO>ATP’nin  tim kisitlanmis
similasyonlarinda ise yine bu korelasyonun kayboldugu ve daha cok APO>ATP/BtuF

gecisine benzer bir davranis gézlenmektedir.

Gegis dinamiginde etkili oldugu yukarida gosterilen normal modlarini olugturan mentese
rezidileri protein iglevinin anlagilmasina olanak veren mutasyon calismalari icin hedef
belirlenmesinde yardimci olmaktadir. Bu kapsamda yapilan ¢alismalar Ek 3'te makale taslagi

olarak verilmistir.

ANM-LD Simulasyonlarina Hedefsiz Kisit Uygulamalari

BtuCD proteininin Apo-ATP bagh halleri arasindaki donisimini tanimlamak icin temsili
olarak secilen A ve B zincirlerinden 143. rezidileri arasindaki uzaklik (artan yodnde)
kullanilarak ANM-LD simulasyonlari verilmistir. Bu sekilde, 6érnegin FRET (Forster resonance
energy transfer) deneylerinden elde edilecek atomlar arasi bir veya birden fazla deneysel

kisit kombinasyonu kullanilarak ANM-LD simulasyonlarini yonlendirmek mimkundur.

50



3,5

(((>
(((
« ""“«'«(««(«««««(««««««((«(«(((((««((««(((««(«(««(«(««««««««««((««««(««(««««««(«o

w

N
[

N

P
ul

RMSD (angstrom)
=

o
Ul

o

0 50 100 150
Dongii No
Sekil 23. APO>ATP gecisi icin yalnizca 143A-143B CA uzakligiyla verilen BtuCD

similasyonundan elde edilen RMSD grafigi.

Ancak tek kisitla (143A-143B CA uzakhgi) verilen similasyon, konformasyonal gecisi
orneklemede yetersiz kaldidi icin (similasyon ile elde edilen yapilar hedef yapinin en az 3 A
RMSD yakinina ulasabilmistir, Sekil 23) hedefsiz kisitlandiriimis BtuCD simulasyonlarinda
(APO>ATP) iki kisit (143A-143B ve 38C-129D CA uzakliklari, Sekil 24) kullaniimigtir. Bu

sinirh bir iyilesme saglamistir, bu nedenle yeni kolektif degiskenlerin belirlenmesi 6nemlidir.

Sekil 24. BtuCD sistemi Uzerinde, mavi kireler 38C ve 129D rezidulerini, yesil kireler ise
143A ve 143B rezidillerini gdstermektedir. Aralarindaki uzaklik sari ile A cinsinden verilmistir.
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4.2.2 AFM Goriuntiuleme Deneyi Sonuglari

FOS-12 deterjani icerisinde ¢ozdiurilmis halde satin alinan N-terminalinde -His baglh BtuC
proteini ve BtuD proteini kompleks olusturmalari amaciyla karistiriimis ve 30 dakika slreyle
taze kesilen mika ylzeyinde inkibasyon islemi gerceklestirilmistir. Sonrasinda uygun PID ve
ayar noktasi parametreleri kullanilarak farkli AFM temas modu goérintileme deneyleri
gerceklestiriimistir. Bu kapsamda BtuCD ve BtuCD-F membran sistemine ait deneyler

planlanmis ve Sekil btux'te verilen topografik gortntuler ve yukseklik profilleri elde edilmistir.
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Sekil 25. BtuCD kompleks membran proteinin LDAO deterjan ve Tris tampon c¢ozeltisi
icerisinde alinan AFM topografik goruntileri ve BtuF eklenmesi ile olusan BtuCD-F

kompleksine ait yukseklik profilleri degisimi

BtuCD kompleks proteinine ait AFM gorintilerine ait ornek profiller Sekil 25'te verilmistir.
Buna gore, BtuCD kompleksi yaklasik 6-8 nm lik yukseklikler verirken, bu yapiya BtuF
eklenmesi ile olusan BtuCD-F kompleks (sagda) proteininde olcllen yikseklik 10 nm
degerine yaklagmistir. Histogram analizi de BtuF eklenmesi ile topografik haritada meydana
gelen yikseklik artisini net bir sekilde ortaya koymaktadir. Projede AFM deneylerinden elde
edilen BtuCD membran proteinine ait topografik goérintilerin temel bilesen eksenleri
hesaplanarak ANM-LD simulasyonlarinin deney Kkisitlariyla yonlendirilmesi amaclanmis,

bunun Gzerine sonuclar 4.1 bashg kapsaminda tartisiimistir.
4.3. GroEL-GroES Kompleksi Uzerine Cali gmalar

4.3.1 ANM-LD Simulasyonlari:

iki heptamerik (cis ve trans) halkadan (7350 rezidii ve 525*14 zincir) olugsan kapali/ATP bagli
(R"/R) Escherichia coli GroEL yapisindan (1GRU.pdb) baglayarak, agik/ATP bagh (R/T)
GroEL yapisi (1KP8.pdb) hedef alinarak ANM-LD simulasyonlari ¢ahstiriimistir. Bu amacgla,
1GRU yapisinin ust halkasi (trans halka) alinarak, 7 ADP, 7 ATP ve GroES molekiilleri
cikarilmigtir. 1KP8 yapisinin trans halkasindan ise ATP molekiilleri ¢ikarilmis ve 1GRU
yapisina benzetiimek amaciyla, mutasyonlu olan rezidiler (G13, V126 ve A434),
G13R,V126A, A434E mutasyonlari ile degistirilmistir. iki yapi arasindaki RMSD 48 A'dur
(Bakiniz Sekil 26). Ayrica 524 amino asitten (A2-P525) olusan GroEL momomerinin acik (R”)
ve kapal (T) konformasyonlari arasindaki konformasyonel donisim yolaklari hesaplanmistir

(baslangic RMSD 11.94 A, enerji minimizasyonu sonrasi 11.98 A).
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Sekil 26. GroEL'in 1GRU (agik, R™) ve 1KP8 (kapali, T) yapilarinin 14’'mer ve monomer

yapilari verilmistir, monomer Uzerinde acik hal mavi renkle kapali hal kirmizi ile verilmigtir.

Tablo 3. ANM-LD GroEL simulasyonlarinin sonuglari

Sim Yén v (ps‘l) Sicaklik | Adim | Maks. itme Baslangic | Ulasilan
No (K) Sayisl Mod | Katsayisl, RMSD RMSD
Sayisi DF (A) (A (A
1 1GRU - 5 310 100 100 0.4 11.98 1.24
> 1KP8 (151
dongu)
2 1GRU - 5 310 100 30 0.4 11.98 1.45
> 1KP8 (151
dongu)
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ANM-LD simiilasyonlarinda, 30 ANM modu kullanildiginda hedef yapiya 1.45 A yaklasim
g6zlemlenirken, 100 ANM modu kullaniidiginda bu deger 1.24 A olarak bulunmustur.
Simulasyon parametreleri Tablo 3'te verilmektedir. ANM-LD sonuglari, literattirdeki diger
metotlarin sonuclari ile karsilastiriidiginda, 3 A elde eden (Uyar vd., 2014) ve 6.1 A elde
eden (Yang vd., 2009) calismalarindan daha iyidir. RMSD, drtiisme (overlap) ve kolektivite
(collectivity) profilleri 30 ANM ve 100 ANM yavas modlari icin Sekil 27'de verilmigtir.
Simulasyon basinda 0.8 olan 6rtisme degerinin, similasyon sonunda 0.1'e dogru azaldigi
gOzlemlenmistir. Her iki simiulasyonda da agirlikli olarak 1. ANM modunun ilk 20 dongusuntn
hedef yapiyla en yiksen ortismeyi gosteren mod oldugu géralmustar.
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Sekil 27. ANM-LD simulasyonlarindaki ilk 30 ve ilk 100 yavas ANM modundan elde edilen
RMSD ve ortigme/kolektivite grafikleri.

GroEL halkasinin 14mer similasyonunda, ANM algortitmasindaki 6zdeger ayrigimi
(eigenvalue decomposition) adimi sirasinda 3N*3N (22050*22050) Hessian matrisi ¢bzimi
fazla hesap yiki olusturdugundan dolayr simuilasyonlarin verimi ¢ok dusmistir. Bu
sebepten Otlrd, 7 zincirden olusan trans halka (3675 rezidul) icin simulasyonlar ¢ahstiriimistir
(Hessian 11025*11025). Buna ek olarak, Hessian matrisi olusturma adiminda, matris seyrek
matrise donugturalmastir. Bu agamada, tekil deger ayrigimi (singular value decompasition)
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fonksiyonu yerine svds (svd sparse) fonksiyonu kullanilarak sadece kullandigimiz kadar

O0zdeger hesaplanarak program daha elverigli hale getirilmistir.

ANM-LD simiilasyonlari sonucu (DF=0.8 A ve 30 ANM modu kullanilarak) yolagin
analizinden elde edilen RMSD/secilen modlarin grafigi ve ara yapilar Sekil 4.x3'te verilmistir.
3., 5. ve 7. ANM modlari, en fazla konformasyonel degisikligin gozukttgu ilk 100 dongudeki
en cok seciler modlardir. Yapinin RMSD’si 48 A'dan 26 A’a dismistiir. GroEL'in ANM-LD
simllasyonu sirasinda RMSD dederi bir platoya ulagsmadidi icin sirekli dismeye devam

etmigtir. Bu sebepten 6turt de simulasyonlar durdurulmustur.

RMSD (angstrom)
w
o

20
0 10
0 0
0 20 40 60 80 100

Dongii # + mode

Sekil 28. Hedefli ANM-LD similasyonlarinin ilk 100 déngl icin RMSD ve Mod grafigi
similasyondan alinmis ara yapilar (Dongu # 1, 20, 48, 60, 100), baslangi¢c (mavi) ve hedef
(kirmizi) yapilar ile birlikte verilmistir. (DF=0.8 A).

4.3.2 Metadinamik Simulasyonlari

Metadinamik simulasyonlari, GroEL halkasinin tek monomerindeki serbest enerji ylizeylerinin
(FEL) hesaplanmasi icin kullaniimistir. Bu amacla, farkli parametreler ile iki farkli similasyon
verilmistir. Bu sayede, konformasyonel gegcisleri incelenmis ve bu gecisler sirasinda énemli
role sahip olan reziduler belirlenmistir. Hedef yapi ile son yapi karsilastiriimis ve RMSD
degisimi gozlemlenmistir. Buna ek olarak serbest enerji ylizeyindeki (FEL) degisiklikler genel

degiskene bagli olarak incelenmistir.
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Tablo 4. Metadinamik simulasyonlarinda kullanilan parametreler

colvar Total simulasyon suresi (ns) 20
Alt sinir (lower boundary) (A) 0.1
GroEL proteini -
Ust sinir (upper boundary) (A) 30.0
MetaD Runl rmsd
Geniglik (width) 2.0
Tumsek yiksekligi (hill weight) 0.5
colvar Total similasyon siresi (ns) 30
Alt sinir (lower boundary) (A) 0.1
GroEL proteini ;
Ust sinir (upper boundary) (A) 60.0
MetaD Run2 rmsd
Geniglik (width) 0.5
Tumsek yiksekligi (hill weight) 0.1

Metadinamik similasyonlari sirasinda, GroEL proteinin 1GRU PDB kodlu acik yapisi (R”)
kullanildi. ANM-LD simulasyonlarinda oldugu gibi, hedef yapi 1KP8 PDB kodlu kapali (T)

yapi olarak secilmistir. Acik yapidan kapall yaplya gecis sirasinda olusan mekanizmalarin

incelenmesi amaclanmistir (Sekil 29).
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Sekil 29. GroEL kompleksi (PDB ID: 1GRU), A) GroES yardimci saperonu bagh ikili GroEL
heptamer halkalari, B) GroEL heptamerinin GroES’e baglanan halkasi (acik yapi). C) GroEL
heptamerinin bagl olmayan hali (kapal yapi). D) GroEL monomerinin R” (aclk) ve T

(kapali)yapilarinin {ist Uste hizalanmasi sonucu elde edilen géruntii (RMSD = 11.45 A)

GroEL monomerinin T kapali yapisindan R” ac¢ik yapisina gecisindeki konformasyonel
degisimler incelenerek, serbest enerji dizeyi ve referans yapiya gére RMSD dederleri grafik
halinde verilmistir. 20 ns ve 30 ns sureli simiulasyonlarda yapinin referans yapiya dogru
yaklastigi gozlemlenmistir (Minimum RMSD =2.397 A ve 4.883 A). Enstantane yapilarin
RMSD ve FEL grafikleri Sekil 30’da gosterilmistir. Verilen iki similasyon arasinda, ikinci
similasyon daha genis bir tst limite sahiptir ve bu similasyonda 10-15 RMSD bdlgesindeki
minimum enerjili bolge, birinci similasyonda tam olarak ayirt edilememesine ragmen
belirlenmigtir ve Sekil 30-D’de gdsterilmistir. RMSD degerlerinin similasyon boyunca farklilik
gostermesi farkh konformasyonlarin olugtugunun kanitidir. Bu bilgiler 1giginda, ilk
similasyonda enerji bariyerinin asilmasi daha mimkin olarak gézikmesine ragmen, teorik

parametrelerin yuksek olmasindan kaynakli olarak gerceklesememistir (Sekil 30-B).

A B
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Sekil 30. GroEL monomerinin ac¢lk yapidan baslayarak kapali yaplyr hedefledigi MetaD
simulasyonlarinin sonuglari (20 ns’lik similasyonun son 10 ns’lik bélgesi) A) RMSD sonucu,

B) Serbest enerji yuzeyi (30 ns) C) RMSD sonucu, D) Serbest enerji ylzeyi

4.3.3 AFM Goruntuleme Deneyi Sonuglari

Kuru toz halde satin alinan GroEL ve GroES proteinleri kullanilarak farkl AFM temas modu
goruntileme deneyleri gerceklestiriimistir. Bu kapsamda kitlece %2.5 glutaraldehit yizey
fiksleme c¢ozeltisinin kullanildigi ve kullaniimadigi deneyler planlanmis ve GroEL, ATP’li ve
ATP’siz GroEL/ES kompleks saperon sistemi AFM gorintileri elde edilmistir. GroEL ve
GroEL/ES/ATP deneylerinden glizel topografik goruntuler elde edilmis ve AFM temas modu

deney sonuclarina agagida deginilmigtir.
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Sekil 31. GroEL kompleks saperon proteinin AFM topografik gorintuleri ve GroES/ATP
eklenmesi ile olusan GroEL/ES kompleksine ait yukseklik profilleri degisimi

GroEL/ES kompleks proteinine ait AFM gorintilerine ait 6rnek profiller Sekil 31'de verilmigtir.
Buna gore, GroEL saperon proteini yaklasik 4-5 nm lik yukseklikler verirken, bu yapiya
GroES eklenmesi ile olusan GroEL/ES kompleks (sagda) proteininde o6lculen yukseklik 10
nm degerine yaklasmistir. Histogram analizi de GroES/ATP eklenmesi ile topografik haritada
meydana gelen yukseklik artisini net bir sekilde ortaya koymaktadir. Bu deneylerden elde

edilen topografik goérintinin GroES eklenmesi ile olusan hacim farki bilgisi similasyon

60



yontemine entegre etmek amaciyla kaydedilmis ve similasyonlari y6nlendirmede

kullaniimigtir.
4.4 c-Src Kinaz Proteini Uzerine Cali  gmalar

4.4.1 Hesapsal Cali smalar

c-Src kinaz sistemi inaktif ve aktif yapisinin (sirasiyla 2SRC ve 1Y57) bilinmesi, bu yapilar
arasinda 23 A RMSD gibi bilyiik bir fark olmasi ve acilima-kapanma gibi 6zetlenebilecek
nispeten basit bir dinamik davranisi barindirdigindan ANM-LD simulasyonlariyla calismak
icin oldukca elveriglidir. Bu nedenle 4.1 bashgi altinda tartisilan ¢cogu algoritma degisikligi c-
Src sistemi ile degerlendirilmistir. Bu baslik altinda da, c-Src sisteminin dinamik 6zelliklerine
dair bahci gecen similasyonlardan elde edilen sonuclar, ANM-LD Similasyonlarina Hedefli
Kisit Uygulamalari, ANM-LD Similasyonlarina Hedefli Kisit Uygulamalari ve ANM-LD

Simulasyonlarina In-Silico Mutasyon Uygulamalari altbagliklari altinda 6zetlenmistir.
ANM-LD Simulasyonlarina Hedefli Kisit Uygulamalart:

Bu proje kapsaminda c-Src kinaz ile yapilan klasik ve hedefli kisit uygulanmis ANM-LD
simillasyonlar Tablo 5'te 6zetlenmigtir. Hedef yapiya kiyasla RMSD degeri 4 A'ten diisiik

oldugundan hedef topolojiye ulasildigi distintlmektedir.

Tablo 5. c-Src kinaz proteini ile gerceklestirilen ANM-LD simulasyonlarinin zeti.

_ Paralel Sim. Sayisi Ulagilan Min RMSD
Similasyon Yonu
(Bu D6nem) (Bu D6nem)
inaktif -> Aktif — WT 20 2.98 A
Aktif -> inaktif — WT 7 279 A
inaktif -> Aktif — WT (1 ve 6. en yavas ANM
4 16.04 A
modlari kisitlanmis)
inaktif -> Aktif — RO5W 5 14.50 A
Aktif -> inaktif — RO5W 2 2.81A
Aktif -> inaktif — WT 1 22.46 A
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(1, 2 ve 4. en yavas ANM modlari
kisitlanmisg)
inaktif -> Aktif - RO5SW+D117N 1 14.10 A
Aktif -> Inaktif — ROSW+D117N 1 5.33A
inaktif -> Aktif - RO5SW+D117N+L124N 1 14.42 A

Bu calismada aktif>inaktif gecisi icin modlari kisitlanmig simulasyonlar verilmigtir. Bu gegiste
en ¢ok secilen ¢ mod 1, 2 ve 4. en yavas ANM modlarinin kisitlanmasi sonucu, gegisin
engellendigi ve hedef yapiya yaklasilamadigi gortulmustir. Birinci mod, SH3 ve Kkatalitik
bdlgenin birbirine dogru kapanmasindan sorumlu kolektif bir hareket yaparken biytk dlgtide
aktif>inaktif gecisinin temel hareketini olusturur (Sekil 32) 1, 2 ve 4. modun ise bu bdlgelerin
ve SH2 bdlgesinin rotasyonlarini saglayarak gecisi optimize edebilecegi gdzlenmistir (Eyal
vd., 2006).

Sekil 32. 1. mod yoninde olugsan dalgalanmalarin 1Y57 yapisinin o mod ydniinde deforme
edilmis yapilariyla gosterilmesi. Modun aktif>inaktif yapilari arasindaki gecise yaptigi etki ok

ile gOsterilmistir

Ayrica, c-Src sisteminin inaktif>aktif konformasyonel gecisinde ¢ok secilen yavas modlar olan
1 ve 6 da, modlarin hem birlikte hem de bireysel olarak kisitlandigi ANM-LD
simulasyonlariyla ¢aligiimistir. 6. modun engellenmesi, birlikte yapilan kisittamadan daha az
olsa da gecisin tamamlanmasini engellemis ve RMSD 15 A civarinda sabitlenmistir. Ancak 1.

modun engellenmesi ulasilan RMSD degerini ¢cok etkilememistir. Bununla birlikte RMSD
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grafiginde de goruldugu gibi dinamik davranigi degistirdigi gbzlenmistir. 6. modun 1. moddan
daha ¢ok secildigi goz online alinarak gegis i¢cin daha 6nemli oldugu dugunulebilir. Ancak 1.
modun engellenmesinin sebep oldugu dinamik degisiklikler gecisi engellemese de dinamik

farkliliklar nedeniyle iglevsel degisikliklere sebep olabilir.
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Sekil 33. c¢c-Src kinaz sisteminde inaktif>aktif gecisinin normal ve kisitlanmis ANM-LD

yontemiyle similasyonundan elde edilen RMSD degerleri.
ANM-LD Simulasyonlarina In-Silico Mutasyon Uygulamalari

ANM-LD similasyonlarinin olasi mutasyonlarin sistemleri dinamik nasil etkiledigini calismaya
olanak saglayip saglamayacagli, mutasyonla olusan farkliliklarin  tespit edilip
edilemeyeceginin saptanmasi icin, bu proje kapsaminda in silico mutant yapilarla ANM-LD

simulasyonlari kosturulmustur. Verilen simulasyonlar Tablo 5'te gésterilmigtir.

inaktif -> aktif gecisi icin R95W mutant yapisinin simiilasyonlariyla elde edilen son yapinin
hedefe uzakhigi 14.5 A degerinde kalmistir. Dogal formdan elde edilen sonugclarla fark
goOsteren bu gozlem, R95W mutasyonunun inaktif>aktif gegisini blyik Olgtde etkiledigini
gostermektedir. Ayrica protein aktivitesini kimdalatif olarak artirdidi bilinen (Miyazaki vd.,
1999) R95W, D117N, L124N mutasyonlari R95W+D117N ve R95W+D117N+L124N
formlarinda denenmistir. inaktif>aktif gegisi icin elde edilen RMSD’lerin tek mutant yapisiyla
elde edilen RMSD’den farkli olmadigi gozlenmigtir. Aktif>inaktif gecisi icin ise RO5W+D117N
mutantinda ulagilan RMSD’nin dogal yap! ve R95W mutantina kiyasla arttigi gézlenmistir.
Aktif>inaktif gecisi icinse, Sekil 34’e gére R95W tekli mutasyonu ile, RO5W&D117N&L124V
Ucli mutasyonunun (U¢li mutasyon tekli mutasyondan daha fazla etkili olmak tzere) dogal

(WT) forma gore inaktivasyon surecini kolaylastirdi§i goérulmektedir. ikili R95W&D117N
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mutasyonunda ise inaktivasyon surecinin (gorilen daha yiksek RMSD sebebiyle) nispeten
kisitlandigi gozlenmektedir. Bu gozlemler farkli mutasyonlarin kumdalatif etkisinin bir

gOstergesi olabilir, ancak simulasyonlarin paralel caligmalarla tekrarlanmasi gerekmektedir.
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Sekil 34. c-Src kinazin dogal (WT) ve mutant formlarit (R95W, R95W&D117N, R95W &
D117N & L124V) ile ANM-LD kullanilarak elde edilen RMSD degerleri.

ANM-LD Simulasyonlarina Hedefsiz Kisit Uygulamalari

Bu proje kapsaminda proteinlerin konformasyonel donisimini tanimlayan belirli atomlari
arasindaki uzakhk ve/veya atomlarinin koordinatlarinin merkezini temel alarak tek bir sayiyla
proteinin uzayda kapladigi alani ifade etmek icin kullanilan jirasyon yarigapi kisit olarak
kullanilarak, donigimi tanimlayan Olgute uygulanacak kisitlara uyan ANM modlariyla
yonlendirilmig hedefsiz kisith  ANM-LD similasyonlari gerceklestirebilmek icin  ANM-LD
yonteminde revizeler yapilmistir. ANM-LD yoéntemi secilen belirli uzakliklari ve jirasyon

yaricapini hesaplayacak sekilde gelistirilmistir.

c-Src kinaz proteinin aC-sarmall bdlgesinde bulunan E310 Cd atomu inaktif konformasyonda
disa dogru yer alirken, konformasyonel gecis surecinde ice dogru yer alarak katalitik acidan
oneme sahip tuz képrulerinin kurulmasini saglar. Bu sebeple E310 C6 atomonun R409 CC ve
K295 NC atomlari arasindaki uzaklik sirasiyla D1 ve D2, yine ayni bdlgede yer alan D413 O
ve T417 N, N414 O ve A418 N ve E415 O ve R419 O atomlari arasindaki ortalama uzaklik
D3; aktif-inaktif konformasyon gegcislerinde 6énemlidir (Meng vd., 2016). ikinci bir kisit olarak
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sisteme ait atomlarin koordinatlarinin merkezini temel alarak proteinin uzayda kapladig! alani

ifade etmek icin kullanilan jirasyon yaricapi secilmigtir.

Simulasyonu hedefsiz kisith kosturmak igin 6ncelikle D1-D2 ve D3 uzakliklarinin ve jirasyon
yaricapinin aktif (acik) > inaktif (kapal) gecis patikasinda nasil degisiklik gosterdigi; hedefli
aktif>inaktif simulasyonu gerceklestirilerek gozlemlenmistir. D1, D2, D3 uzakliklarinin
hesaplanmasi i¢in belirlenen atomlara kargilik gelen aC atomlari kullaniimistir. D1-D2, D3
uzakhklari ve jirasyon yarigapi sonuglari Sekil 35 ve Sekil 36'da sirasiyla verilmigtir. Gegis
patikasinda olusan ara yapilarin hedef yapiyla arasindaki RMSD degerleri ve similasyonda
secilen modlar Sekil 37’de verilmistir. Sekil 35 ve $ekil 36'ya bakildiginda D1-D2, D3
uzakliklarinin ve jirasyon vyaricapinin aktif>inaktif similasyonunda giderek azaldigi
g6zlemlenmistir. Aktif ve inaktif yapilarin jirasyon yaricaplari sirasiyla 29.137 A ve 24.296 A
olarak hesaplanmistir. Simulasyonda elde edilen son konformasyonun jirasyon yaricapi
23.552 A olarak bulunmustur ve hedef yapiyla arasinda 4.954 A RMSD degeri vardir. Elde
edilen bu bilgiler ¢cercevesinde jirasyon yaricapinin ve D1-D2, D3 uzakliklarinin azalmasini

saglayacak sekilde aktif yapi kullanilarak hedefsiz kisith simtlasyonlar gerceklestirilmistir.
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Sekil 35. c-Src kinaz proteinin aktif (inaktif)>inaktif (aktif) yapiya gecisinde 6nemli etkiye
sahip oldugu belirlenen E310 aC atomunun R409 ve K295 aC atomlar arasindaki uzakhk
sirasiyla D1 ve D2; D413 - T417, N414 - A418 ve E415 - R419 aoC atomlari arasindaki
uzaklhk sirasiyla D1 ve D2; D413 - T417, N414 - A418 ve E415 - R419 aC atomlari
arasindaki ortalama uzaklik D3 olarak hesaplanmistir. Aktif>inaktif similasyonu boyunca D1-
D2 ve D3 uzakliklarinin azaldi§i goézlemlenmistir. (a) D1 ve D2 uzakliklari arasindaki fark (b)

ortalama D3 uzakhkhgi
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Sekil 36. Aktif>inaktif similasyonunda jirasyon yaricapinin acik (aktif) yapidan kapal (inaktif)
yaplya gecerken distigi gozlemlenmistir.
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Sekil 37. Aktif>inaktif similasyonunda secilen modlar ve elde edilen RMSD degerleri.

Aktif yapi kullanilarak gerceklestirilen hedefsiz kisitl similasyonlarda o6ncelikle jirasyon
yaricap! kisit olarak kullaniimigtir ve similasyon jirasyon yaricapini kigultecek sekilde
kosturulmustur. Elde edilen ara konformasyonlara ait jirasyon yaricaplart ve bu yapilarin
hedef yapiyla arasindaki RMSD degerleri ile gegis patikasinda segilen modlar ve Sekil 38 ve
Sekil 39'da sirasiyla verilmistir. Jirasyon yaricapi grafigi incelendiginde jirasyon yarigapinin
simillasyon siresince azaldigi ancak RMSD degerinin hedef yapiya yaklasik 21 A kadar
yaklasabildigi g6zlemlenmigtir. Dolayisiyla sistemin simulasyon siresince kapandigi ancak
dogru modlarla yonlendirilemedigi icin RMSD degerinin yeterince dismedigi sonucuna

varabiliriz.
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Sekil 38. Aktif yapidan baslayarak jirasyon yaricapinin azalacagl yonde hedef yapi
gosterilmeden gerceklestirilen ANM-LD simulasyonundan elde edilen jirasyon yaricapi
sonuglari.
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Sekil 39. Aktif yapidan baslayarak jirasyon yaricapinin azalacagr yonde hedef yapi
gosterilmeden gerceklestirilien ANM-LD similasyonuyla elde edilen ara yapilarin hedef yapi
ile arasindaki RMSD degerleri ve gegis patikasinda segilen modlar.

ikinci kisit olarak c-Src kinaz proteini icin katalitik agidan éneme sahip oldugu belirlenen
atomlarin arasindaki uzakhklar kullanilmigtir. Hedefli aktif>inaktif simulasyonunda da
gobrildugu Uzere aktif yapidan inaktif yapiya geciste belirlenen uzakliklar azalmaktadir. Bu
sebeple ANM-LD similasyonu uzakliklarin azalmasi yéninde hedefsiz olarak

kosturulmustur. Elde edilen ara yapilara ait D1-D2, D3 uzakliklari, jirasyon yaricaplari ve ara
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yapilarin hedef yapi ile arasindaki RMSD degerleri ile patika boyunca secilen modlar Sekil
40, Sekil 41 ve Sekil 42'de sirasiyla verilmistir. Simulasyona ait grafikler incelediginde D1-D2
ve D3 uzakliklarinin simillasyon siiresince azaldigi; ancak RMSD degerinin yaklasik 23 A
oldugu ve jirasyon yaricapinin da azalmak yerine arttigi ve yaklasik 29.5 A oldugu
sonuclarina ulagilmistir.
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Sekil 40. Aktif yapidan baslayarak D1-D2 ve D3 uzakliklarinin azalacagl yonde hedef yapi
gosterilmeden gerceklestiriien ANM-LD similasyonuyla elde edilen (a) D1 ve D2 uzakliklar

arasindaki fark (b) ortalama D3 uzaklikhgi
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Sekil 41. Aktif yapidan baglayarak D1-D2 ve D3 uzakliklarinin azalacagl yonde hedef yapi
gosterilmeden gerceklestirilen ANM-LD simulasyonundan elde edilen jirasyon yaricapi
sonuglari.
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Sekil 42. Aktif yapidan baglayarak D1-D2 ve D3 uzakliklarinin azalacagi yénde hedef yapi
gosterilmeden gerceklestirilen ANM-LD simuilasyonuyla elde edilen ara yapilarin hedef yapi

ile arasindaki RMSD degerleri ve gegis patikasinda segilen modlar.

Bu noktada jirasyon yaricapinin ve katalitik agidan énemli atomlar arasindaki mesafelerinin
c-Src proteinin aktivasyonuyla ilgili 6nemli bilgiler icermelerine ragmen tek baslarina
aktif>inaktif donusimudnd tanimlamada yeterli olamadigini soyleyebiliriz. Bu yizden bu
parametrelerin  birlestiriimesiyle ve yeni kolektif degiskenlerin tanimlanmasiyla ilgili
calismalarimiz devam etmektedir. BtuCD’de oldugu gibi dogru kolektif degiskenlerin
tanimlanmasiyla ve/veya beraber kullaniimasiyla hedefsiz similasyonlarda ilerleme
kaydedilmesi planlanmaktadir. Ayrica belirli uzakliklarin ve jirasyon yaricapinin kisit olarak
kullaniimasinin yaninda dinamik bélgelerin mentese noktalarini belirleyerek bu noktalardan
dinamik bdlgelerin agirhk merkezlerine dogru olan uzaklik vektorlerini kullanarak da hedefsiz

simuUlasyonlar gerceklestirilebilir.
Acisal Uzayda Gaussian A gyap! Modeli

c-Src kinaz proteini icin en yavas U¢ moda ait sonuclar Sekil 43'de verilmistir. Mentese
rezidileri ve yapilar arasindaki ac¢i farklari Gaussian agyapi modeli sonuclari ile
karsilastiriimistir. Sekil 43.a'da verilen c-SRC kinaz kristal yapisinin 1. mod sonuclari
incelendiginde mentese rezidlleri ile blyuk acisal degisimlerin kesistigi goérinmektedir.
Gaussian agyapi modelinin 1. mod sonuglarinda mentese rezidileri buytk aci degisimlerine
denk gelmese de, 2. mod sonugclarinda ¢ok buytk bir uyum goézukmektedir (6zellikle 25-60
rezidileri arasinda). Kristal yapilar tarafindan elde edilemeyen hareketleri incelemek icin ara
yapilar da kullanilmistir. Sekil 43.b ve Sekil 43.c’'de de verildigi Uzere, 1. ve 2. mod

sonuclarinda buydk ag¢i degisimleri, mentese rezidulerinin  bulundugu alana denk
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gelmektedir. Gaussian ag yap! modelinin 2. mod sonugclarinda 25-60., 150-170. Ve 240-260
arasl reziduler arasinda mentese rezidileri ve buyik acisal degisimler uyum gostermektedir.
Gaussian agyapi! sonuglari ise Sekil 43.d'de de verildigi gibi 150-200 reziduleri arasinda
blyuk acisal degisimlerle uyumlu sonuglar vermekte ve 245-260 rezidller arasinda mentese

reziduleri ile kesismektedir.

~ Islevsel Rezidiler, En 8 i yapi 1 Rezidiler b
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Sekil 43. En yavas (¢ mod icin c-Src kinaz Gaussian agyap! modeli sonuclari. (a) c-Src kinaz
acik (1y57) ve kapah (2src) kristal yapilara ait 1., 2. ve 3. mod sonuglari. (b) c-Src kinaz
kristal yapilari ve ANM-LD programindan elde edilen ara yapilari 1. mod sonugclari (c) c-Src
kinaz kristal yapilari ve ANM-LD programindan elde edilen ara yapilari 2. mod sonuglari (d)
c-Src t kinaz kristal yapilart ve ANM-LD programindan elde edilen ara yapilari 3. mod

sonuglari
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4.4.2 AFM Goruntuleme Deneyi Sonugclari

c-Src kinaz proteini kullanilarak AFM temas modu goruntileme deneyleri farkli kosullarda
gerceklestirilmistir. Projenin ilk dénemlerinde Creative Biomart sirketinden satin aldigimiz
kataloglarinda hazir bulunan insan organizmasina ait kuru toz haldeki c-Src kinaz proteini
(Recombinant Human SRC protein, His/GST-tagged) ile gerceklegtirilen deneylerde,
proteinin amino (N) terminalinde yer alan 220 amino asitlik -GST (Glutathione S-
transferases) isareti (tag), beklenen c-Src kinaz protein profilinden ¢cok daha yiiksek ya da
genis degerlerin goérilmesine sebep olmustur. Bu sebeple AFM gorintilerinin analizi
sonucunda 6zel olarak sadece -His isaretli ya da hi¢ isaret icermeyen (tag-free) c-Src kinaz

proteini Urettiriimesine karar verilmistir.

MyBioSource firmasindan kuru toz halde satin alinan ve yapisinda herhangi bir His ya da
GST icermeyen (6nceki satin aldigimiz proteinin aksine) c-Src kinaz proteini, Uretici firma ile
temasa gecilerek co6zelti konsantrasyonu 0.25 mg/mL olacak sekilde steril ultra saf su
(ddH20) icerisinde sulandiriimis ve uygun kosullarda (sivi azot ile dondurulmasini takiben -

80°’de) sonraki kullanimlar icin saklanmistir.

Deney protokoline sonradan eklenen kitlece %2.5 gluturaldehit fiksleme c¢ozeltisi
kullanimindan da gtizel sonuclar elde edilmis ve fiksleme yapilan ve yapiimayan isaretsiz
(tag-free) formdaki c-Src kinaz proteini ile yapillan AFM temas modu deney sonuglarina

asagida deginilmistir.
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cSrc kinaz, fiksleme ¢ozeltili cSrc kinaz

10 652
9 6.00
[ g 5.50
[5.00

7
450
6 4,00
5 350
300

4
250
3 200
) 150
1.00

1
0 0.00

6.5 nm

0.0 nm

0_IIHHIHIIIIHIIHIIIIHIHI'HHHIIV]HIIVVlll|lHHHIIIHHIHH'HIHIHIIHIIIIHI 03 Trrrrrrrrrprrrrrrrrrrrrr T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 %0 0.0 0.1 0.2 03
x [nm) x [um)

250 T T T T T T T T T
[ csrefix
[ csre
2]
>
©
(2]
[
£
D )
2
Hel
V)
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Yikseklik (nm)

Sekil 44. c-Src kinaz proteinin AFM topografik goruntlleri ve yuzeye fiksleme cozeltisi
eklendigi ve eklenmedigi durumlara ait yukseklik profilleri degisimi

c-Src kinaz proteinine ait AFM goruntilerine ait 6érnek profiller Sekil 44’de verilmigtir. Buna
gore, yuzeyde Sekil 12c’deki konformasyonda olmasini bekledigimiz c-Src kinaz proteini
yaklagik 4 nm lik yukseklikler verirken, fiksleme ¢ozeltisinin eklendigi durumda daha net
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topografi elde edilebilmistir. Topografik haritanin yikseklik histogrami da ayrica verilmistir.
Projede AFM deneylerinden elde edilen c-Src kinaz proteinine ait topografik géruntilerin
temel bilesen eksenleri hesaplanarak ANM-LD similasyonlarinin deney Kkisitlariyla

yonlendirilmesi amaclanmis, bunun Gzerine sonuclar 4.1 baghg1 kapsaminda tartigilmigtir.

5. TARTISMA/SONUGC

Bu projede hesaplamali ve deneysel yodntemlerin birbirlerini tamamlayan yodnlerinden
faydalanilarak protein dinamiginin anlasiimasi hedeflenmis, bu hedef dogrultusunda
proteinlerin farkl yapilari arasindaki konformasyonel gecisi 6rnekleyebilecek bir hibrid

yontemin gelistiriimesi amaclanmistir.

Proteinlerin farkh kosul ya da islevsel durumlarindaki ¢esitli t¢ boyutlu yapilarinin bilinmesi
durumunda var olan hesapsal dérnekleme yontemleriyle calisiimasi nispeten daha kolaydir.
Sistemin buyUkligli ya da diger fizyokimyasal 06zelliklerinin standardin disina c¢iktigi
durumlarda ise  pekistiriimis  6rnekleme (enhanced sampling) yontemlerinden
faydalaniimaktadir (Maximova vd., 2016). ANM-LD ydnteminin de pek cok farkli sisteme
uygulanabilmesi acisindan bu alanda basarili bir yontem oldugu bu proje kapsaminda
gosterilmistir (Yang vd., 2018). Ayrica proje grubu tarafindan 6zel olarak gelistirildiginden
algoritma, paket programlardan farkh olarak, cesitli bilesenlerle birlikte kullanilmaya veya
dinamik davranigin hesapsal manipilasyonuna uygundur. Bu sayede hedefli kisitlamal
simulasyonlarin gegis dinamiginde alternatif gecis yolaklarini saptayabildigi gézlenmistir (Ek
1). Bu yontem, dinamik davranigin farkli 6zelliklerini dederlendirmeyi mimkin kilmaktadir.
Ayrica dinamik davranigin farkli bilesenlerinin saptanmasiyla, bu bilesenlerin in silico ve in
vitro olmak tizere manipiile edilip degerlendiriimesinin énii acilmistir. Ornegin Ek 3'te BtuCD
icin verilen ANM-LD sonugclari, isbirligi icinde calisilan Oded Lewinson Laboratuvari'nda
gerceklestirilen mutasyon deneyleri icin hedef rezidi belirlenmesinde kullaniimigtir. Elde
edilen ANM-LD sonuglari deneysel sonuclar ile birlestirilerek, hakemli bir dergiye

gbnderilecektir.

Proteinin farkl islevsel durumlarina karsilik gelen yapilarinin bilinmedigi durumlar ise daha
zorlu bir 6rnekleme problemi olustururlar. Bu nedenle bu calismada, AFM deneylerinin
proteinin dogal yapisinda calisiimasina imkan veren, 6rnegi kristallesme ya da dondurma
islemleri gerektirmeyen dogasi da dusunilerek (Dufrene vd., 2017), bilinmeyen yapilarla ilgili
bu deneylerden elde edilen goruntilerden faydalaniimasi duisundlmustir. Metodun

geligtiriimesi icin, karsilastirma imkani verecek sekilde, birden fazla Gic boyutlu yapilari bilinen
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BtuCD, GroEL/ES ve c-Src kinaz sistemleri tzerinde c¢alisiimigtir. Deney odasinin ses
yalitimi sikintisi, sebeke sistemi kaynakl sinyal guriltist gibi teknik nedenler dolayisiyla
elde edilen AFM gorintilerinin ¢ozindrlikleri disik olmasina ragmen, yine de elde edilen
gorantiler ANM-LD simuilasyonlarina dahil etmek, bu simuilasyonlart yoénlendirmek icin
kullanilacak kolektif degiskenin saptanmasi ve hesaplanmasinda kullanilabilir. Bu nedenle
u¢ sistem icin elde edilen goruntilerden BtuCD ve c-Src kinaz igin temel bilegen eksenleri,
GroEL/ES ic¢in ise hacim orani kolektif bilesenler olarak tayin edilmigtir. Bu degiskenler, ilgili
sistemlerin ANM-LD simulasyonlarini yonlendirmek icin kullaniimistir. ¢c-Src kinaz igin temel
bilesen ekseni degiskeninin gecis dinamigini drneklemekte basarili oldugu go6zlenmistir,
bunun yaninda hacmin tek basina yeterli bir parametre olmadigi saptanmistir. Ayrica SAXS
verilerinin literatiirde molekuler dinamik yontemleriyle birlestiriimesi (Debiec vd., 2018) g6z
onunde bulundurularak, SAXS profillerinin ANM-LD simuilasyon ydntemine de entegre
edilmesi Uzerine calisiimistir. Bu sayede farkli deneylerden elde edilen bilgilerin ANM-LD
yontemine rahatca dahil edilebilecedi bir platform yaratiimasi amaclanmistir. SAXS
profillerinin dogrudan simulasyonlara yoén vermek icin kullaniimasi denenmis, ancak elde
edilen sonuclarda tek basina bir parametre olarak yeterli gérilmemistir. Bu noktada farkh
bilesenlerin denenmesi uygun olabilir. Cryo-EM ise elde edilen veri ve géruntinin tarzi ile
AFM gorantileme deneylerine ¢ok benzemektedir. Bu nedenle AFM igin kullanilan kisitlar

benzer sekilde cryo-EM verilerinin similasyonlara dahil edilmesi icin de kullanilabilir.

Bu calismada AFM deneyleri oncelikle hibrid 6rnekleme ydntemine katkida bulunmak
amaciyla gerceklestiriise de, buna ilaveten daha o©nce literatirde calisma protokold
bulunmayan c-Src kinaz ve BtuCD proteinleri icin bir AFM goérintileme protokoli
geligtirimesi  saglanmistir.  Ozellikle bir membran proteini olan BtuCD’nin deterjan
kosullarinda calisiimasi arastirilmis ve daha once yapilan FRET deneyleri baz alinarak
(Yang vd., 2018) ortaya bir BtuCD protokoli konulmustur, ancak goérinti ¢oézunurliginin
artirlmasiyla ilgili calismalar devam etmektedir. Deterjanin stabiliteyi negatif anlamda
etkiledigi durumlarda, lipozom gibi basit zar sistemleri de proteinlerin yerlestiriimesi icin
kullanilabilir. GroEL/ES sistemi icin ise literatlirde var olan érnek protokollerden faydalanilsa

da (Mou vd., 1996), nihai protokol farkli yaklagimlar denenerek elde edilmistir.

AFM goruntilerinden elde edilen yikseklikler deneysel verilere oldukca yakindir, elektrostatik
potansiyel analizinden elde ettigimiz beklenen mika yilizeyindeki protein konfiglrasyonlari ile
de uyumludur. Ancak, AFM'nin bir 6zelligi olarak (z-ekseninde atomik dizeyde ¢ozundrlige
ragmen), AFM gorintilerinin en ve boy biyuklikleri manivela ucu kaynakh genigleme (tip

broadening effect) nedeniyle normalin epey Ustlindedir. Manivela ucu (tip) parametrelerinin
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protein buyukliginden daha buyik oldugu durumlarda bu genigleme etkisi kaginiimazdir.
Simulasyonlarda kullanilan kisitlar bu bilgi g6z 6ntinde tutularak secilmistir. GroEL gibi biyik
bir sistemde bahsi ge¢cen genisleme etkisi digerlerine nazaran daha sinirli olacagindan, apo
ve GroES/ATP baglh GroEL'in AFM gorintilerinden elde edilen hacim oranlari kisit olarak
kullanilmigtir. Nispeten daha kicik olan sistemler BtuCD ve c-Src kinaz igin ise temel
bilesen eksenleri, boy ve enlem bilgisine dogrudan ihtiyag duymadan kullaniimigtir. Bu
sonuglar icinde en basarili sonu¢ c-Src kinaz sisteminde temel bilesen eksenleri ile
saglanmistir. BtuCD icin ise daha net goruntiler elde edilmesine calisiimaktadir. GroEL
yapisi heptamer olarak epey biyik oldugundan, ve ANM-LD’ye entegre edilen deneysel
kisitlarla birlikte gerektirdigi hesapsal yuk fazla oldugundan similasyonlar hala devam

etmektedir. Daha kaba dl¢ekli bir modelleme bu sistem i¢in uygun olabilir.

Yukarida belirtilen yontemsel ve deneysel gelismeler disinda bu projenin literatlire sistem
bazli sonuclarda katkilari da olmustur. BtuCD’nin kararl yapilari arasindaki gecis yolaklari
belirlenerek BtuF ve ATP baglanmalariyla gerceklesen alosterik mekanizma ¢ézimlenmistir.
Elde edilen sonuclar FRET deney sonuglariyla birlestirilerek Yang vd. (2018) makalesinde
paylasiimistir (Ek 2), ayrica BtuCD’deki alosterik etkilesimin, hangi yapisal degisikliklerde
go6zlendigi, hangi rezidiler arasinda ve ne yonde olustugu gibi 6zelliklerinin degerlendirildigi
sonuglar mutasyon deneyleriyle birlestirilerek yayina hazirlanmaktadir (Ek 3). GroEL/ES
sistemi AFM goruntileme deneyleri ile ¢cok calisilmig bir sistem olmasina ragmen, GroEL
saperon proteininin GroES ve ATP baglanmasi sonucu gecirdigi buyuk konformasyonel
degisiklikler ANM-LD yontemi ile ilk kez atomistik olarak calisiimis ve dinamik bilesenleri
karakterize edilmigtir. Ayrica hedef yapinin hacim bilgisinin kisit olarak yonteme
entegrasyonu acisindan da ANM-LD metodu cercevesinde bir ilktir. Sistem bazinda yapilan
calismalarda, en basarili deney verisi entegrasyonu c-Src kinaz proteini ile elde edilmigtir.
Ayrica c-Src kinazin aktivasyonu ve inaktivasyonu sirasinda gecirdigi konformasyonel gegis
patikalari saptanmistir. Bu Fajer vd. (2017) tarafindan gerceklestirilen similasyonlarla
birlikte, literattirde proteinin butinu ile gerceklestiriimis tek érneklemedir. Fajer vd. (2017)'den
farkli olarak gecisin dinamik bilesenleri olarak gecis dinamiginde etkili olan modlar
belirlenmis, ve bu modlarl tayin eden rezidi bdlgeleri saptanmistir. Bu rezidller gelecek
calismalar icin hedef olusturmakla birlikte, bilinen onkogenik mutasyonlar ile alosterik
etkilesimleri de belirlenmigtir. Tum bu sistemler icin elde edilen sonuclar, ileriki deney

calismalarinda isleve katkisi degerlendirilecek hedef bdlgelerin saptanmasi icin kullanilabilir.

Sonug olarak, gelistirilen metot pek ¢cok deneysel verinin ANM-LD similasyonlarina entegre

edilmesine olanak vererek protein dinamiginin incelenmesi alanina katkida bulunmustur.
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Deneysel kosullarin iyilestirilip, teknik problemlerin ¢6zilmesiyle daha iyi ¢6zinurlikte elde
edilen gorantilerin kullaniimasi metodu daha da iyi bir hale getirilebilir. Bunun yani sira, farkh
deney verisinin metoda kisit olarak eklenmesi de mimkiin olabilecektir. Bu sayede ANM-LD
yonteminin kullanim alanini genisletip, ¢alisiimasi zor (globiler olmayan proteinler gibi)

sistemlere uygulanabilecektir.
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