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OZET

26S proteozomu baglantili proteolitik yikimda kritik bir rol oynamakta RAD23 Homolog
A (RAD23A) proteininin fonksiyonu, N-terminal UBL ve C-terminal UBA domainleri
arasindaki etkilesimlerle diizenlenen ’agik’ ve "kapali” durumlar arasindaki konformasy-
onel gecislere siki sikiya baghdir. Bu calismada, RAD23A’nin yapisal dinamikleri
ve bu gecisleri yoneten molekiiler mekanizmalar, kapsamli molekiiler dinamik (MD)
simiilasyonlar1 ve protein-protein docking analizleri ile detayli olarak incelenmistir. Bu
kapsamda, GROMACS yazilimi kullanilarak yalin (apo) RAD23A, K122 kalintisindan
ubikuitinlenmis RAD23A ve K48-baglantili di-ubikitin (di-Ub) ile Rpn10 proteininin
UIM domainini iceren ii¢lii kompleks sistemlerinin 400 nanosaniyeye (ns) varan siirel-
erde MD simiilasyonlar yiiriitiilmistiir. Yapisal degisimler RMSD, RMSF, Yaricap
(Rg), SASA, PCA ve kiimeleme analizi gibi metriklerle degerlendirilmistir. Ayrica
RAD23A’nin potansiyel diizenleyicisi SIK2 kinazi ile etkilesimi, HADDOCK docking
sunucusu ile modellenmistir.

Simiilasyon sonugclari, yalin RAD23A’nin baslangigtaki agik formdan, domainlerinin
birbirine yaklagmasiyla zamanla daha kompakt (kapali) bir yapiya evrildigini dogru-
lamigtir. Bu gegis, 6zellikle 50-60 ns araliginda belirginlesmis; Yaricap (Rg) degerinde
5.5 nm’den 3.2 nm’ye, ¢0ziinebilir yiizey alaninda (SASA) ise 320 nm?*’den 220
nm?’ye bir diisiis gozlenmistir. K122 kalintisindan ubikuitinlenmis RAD23A’nin, bu
kapanma egiliminin yavasladig1 ve proteinin asimetrik bir hareketle daha esnek bir
yapi sergiledigi goriilmiistiir. En dikkat ¢ekici bulgu ise, RAD23A’nin dogal baglanma
partnerleri olan K48-diUb ve Rpn10 ile olusturdugu kompleks sisteminde, molekiiller
arasi etkilesimlerin molekiil i¢i kapanma egilimini baskilayarak fonksiyonel olan agik
formu stabil bir sekilde korudugunun belirlenmesidir. Docking analizleri de bu bulgulari
destekleyerek, 6zellikle 50 ns ve 200 ns anlarindaki ara konformasyonlarin SIK2 ile en
diisiik HADDOCK skorlaria (-106.0 ve -102.7) sahip oldugunu gostermistir.

Sonug olarak bu ¢alisma, RAD23A’nin islevinin, post-translasyonel modifikasyonlar
ve partner proteinlerle olan etkilesimler tarafindan hassas bir sekilde kontrol edilen
bir konformasyonel anahtarlama mekanizmasina dayandigini ve SIK2 kinazinin bu
diizenlemede potansiyel bir rol oynayabilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: RAD23A, Ubikitin-Proteazom Sistemi, Molekiiler Dinamik,
Protein-Protein Etkilesimleri, Konformasyonel Degisim, SIK2.
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ABSTRACT

The function of the RAD23 Homolog A (RAD23A) protein, which plays a critical role in
26S proteasome-associated proteolytic degradation, is tightly linked to conformational
transitions between ’open’ and ’closed’ states, orchestrated by interactions between its
N-terminal UBL and C-terminal UBA domains. In this study, the structural dynamics of
RAD23A and the molecular mechanisms governing these transitions were investigated
in detail through extensive molecular dynamics (MD) simulations and protein-protein
docking analyses. For this purpose, MD simulations of up to 400 nanoseconds (ns)
were conducted using GROMACS software for apo RAD23A, RAD23A ubiquitinated
at the K122 residue, and a ternary complex system including K48-linked di-ubiquitin
(di-Ub) and the UIM domain of Rpn10. Structural changes were evaluated using metrics
such as RMSD, RMSF, Radius of Gyration (Rg), SASA, PCA, and cluster analysis.
Furthermore, the interaction of RAD23A with its potential regulator, SIK2 kinase, was
modeled using the HADDOCK docking server.

Simulation results confirmed that apo RAD23A evolves from its initial open form to a
more compact (closed) structure over time due to its domains approaching each other.
This transition, which becomes prominent around 50-60 ns, was characterized by a
decrease in the Radius of Gyration (Rg) from 5.5 nm to 3.2 nm and in the solvent-
accessible surface area (SASA) from 320 nm? to 220 nm?. In the K122-ubiquitinated
RAD23A, this closing tendency was observed to be slower, with the protein exhibiting a
more flexible structure through an asymmetric motion. Most notably, it was determined
that in the complex formed with its natural binding partners, K48-diUb and Rpn10,
RAD23A stably maintained its functional open form, as intermolecular interactions
suppressed the intramolecular closing tendency. Docking analyses supported these
findings, showing that intermediate conformations, particularly at 50 ns and 200 ns, had
the lowest HADDOCK scores (-106.0 and -102.7, respectively) for SIK2 interaction

In conclusion, this study reveals that the function of RAD23A is based on a conforma-
tional switching mechanism precisely controlled by post-translational modifications and
interactions with partner proteins, and suggests that SIK2 kinase may play a potential
role in this regulation.

Keywords: RAD23A, Ubiquitin-Proteasome System, Molecular Dynamics Simula-
tion, Protein-Protein Interactions, Conformational Change, SIK2, Protein Docking.
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1. GIRIS

Proteinlerin islevlerinin anlasilmasi, biyosistemlerin temellerinin incelenebilmesi igin
kritik bir oneme sahiptir. Proteinler hiicre i¢inde olusan biyokimyasal tepkimelerin
diizenlenmesinden gen ifadesinin kontroliine kadar cogu temel siiregte rol oynarlar. Bu
sebeple protein yapilarinin ve fonksiyonlarinin arastirilmasi biyolojinin en temel yap1

taslarindan biridir.

Hiicre i¢i protein homeostazinin saglanmasi, yasamin devamliligi igin kritik bir 6neme
sahiptir. Yanlis katlanmis veya hasar gérmiis proteinlerin etkili bir sekilde ortadan
kaldirilmasi, hiicresel dengeyi korumada dnemli bir rol oynar. Bu baglamda, ubikitin-
bagl proteolitik yikim sistemi (UPS), hiicre i¢inde protein yikimini diizenleyen en
onemli mekanizmalardan biri olarak 6ne ¢ikar. UPS, yanlizca protein dengesini sagla-
makla kalmaz, ayn1 zamanda hiicresel stres yanitlarinda, sinyal iletiminde ve gen diizen-

lemesinde kritik islevlere sahiptir[1].

UPS sisteminde gorev alan adaptor proteinler, hedef proteinlerin ubikitin ile isaretlen-
mesini ve proteazom adi verilen molekiiler makineye tasinmasini kolaylastirir. RAD23
homolog A (RAD23A) proteini, bu adaptor proteinlerden biridir ve hiicredeki yan-
l1s katlanmis proteinlerin taninmasinda ve proteazoma yonlendirilmesinde 6nemli bir
gorev lstlenir [2]. Son yillarda yapilan ¢alismalar, RAD23A’nin ubikitin-ligaz ve
268 proteazomu ile etkilesim gosteren 6zel domenleri sayesinde proteinlerin yikimini
kolaylastirdigini ortaya koymustur [2, 3]. RAD23A proteininin yapisal ve dinamik
Ozelliklerinin molekiiler diizeyde daha iyi anlasilmasi, bu proteinin biyolojik fonksiy-
onlarinin ¢6ziilmesi ve hastaliklarla iliskili olas1 mekanizmalarin belirlenmesi i¢in ¢ok

Onemlidir.

1.1. Literatiir Ozeti, Tezin Amaci, Katkis1 ve Icerigi

Bu tez ¢aligmasi, RAD23A proteininin ubikitin-bagli yikim mekanizmasindaki roliinti
ve bu siire¢ sirasinda meydana gelen konformasyonel degisiklikleri molekiiler dinamik
(MD) simiilasyonlar1 kullanarak agiklamay1 amaglamaktadir. Calisma kapsaminda,
RAD23A’nin 26S proteazomu ve ubikitin ile olan etkilesimleri detayl bir sekilde

incelenmis, bu mekanizmalara destek olan SIK2 proteininin RAD23A ile etkilesimleri



ele alinmistir. RAD23A’nin, proteinlerin yikimi sirasinda ubikitin zincirlerini tanima
ve proteazoma yonlendirme siireclerindeki adaptor rolii, bu ¢alismanin temel inceleme

alanini olusturmaktadir.

RAD23A proteininin yapisal 6zellikleri ve dinamik davranislari, ubikitin ve 26S protea-
zomu arasindaki etkilesimlerdeki kritik rolii ile birlestirilerek ele alinmis ve molekiiler
dinamik simiilasyonlar kullanilarak detaylandirilmistir. Bu yaklasimla, RAD23A’nin
biyolojik mekanizmalardaki sekillendirici etkisi tizerine yeni bilgiler edinilmesi hede-

flenmistir.



2. Ubikitin-Bagh Proteolitik Yikim Sistemi (UPS)

Ubikitin-bagli proteolitik yikim sistemi (UPS), hiicre igerisinde protein homeostazini
saglayan ve protein yikimini diizenleyen ¢ok énemli bir mekanizmadir. UPS, yanlis
katlanmis, hasar gérmiis veya belirli sinyal yolaklarinda rolii sona ermis proteinlerin
kontrollii bir sekilde ortadan kaldirilmasini saglar. Bu sistem, proteazom ad1 verilen bir

kompleks yap1 araciligiyla ¢aligmaktadir [4].

Ubikitinasyon

= o 8 o8 B

Protein bozulmasi ‘-\_/

Proteazom

— — ".'.\.);‘\. @ @
St O
o

Sekil 2.1: Ubiquitin Proteazom Sistemi

UPS’in temel bilesenlerinden biri ubikitindir. Ubikitin, hiicrede bulunan proteinlere
kovalent olarak baglanarak, bu proteinlerin yikim isareti tasimasini saglar. Bu isaretleme
stireci, E1 ubikitin aktive edici enzim, E2 ubikitin konjuge edici enzim ve E3 ubikitin
ligaz enzimlerinden olusan karmasik bir mekanizma aracilifiyla gergeklestirilir[5] (bkz.

Sekil 2.1). Bu mekanizmada:
1. E1 Enzimi: Ubikitini aktive ederek, onu E2 enzimine aktarir.
2. E2 Enzimi: Aktive edilmis ubikitini hedef proteine tasir.

3. E3 Enzimi: Ubikitin molekiiliiniin hedef proteine spesifik olarak baglanmasini

diizenler.



Hedef protein, poliubikitin zinciri olustuktan sonra proteazoma yonlendirilir. Proteazom,
hiicredeki protein yikimini gergeklestiren ana yapidir ve 20S katalitik ¢ekirdek ile 19S
diizenleyici alt birimlerden olusur. 19S alt birimi, poliubikitin zincirini taniyarak hedef
proteinin proteazoma alinmasini saglarken, 20S ¢ekirdek protein yikimini gergeklestirir
[6].

UPS, sadece proteinlerin yikilmasini saglamakla kalmaz; ayni1 zamanda hiicresel sinyal
iletimi, stres yaniti, gen ekspresyonu ve dongii kontrolii gibi bir¢cok biyolojik stiregte
hayati bir rol oynar. Sistemdeki herhangi bir aksaklik, protein birikimi, ndrodejeneratif
hastaliklar veya kanser gibi ciddi patolojik durumlara yol agabilir. Bu nedenle UPS,
temel biyolojik mekanizmalarin anlagilmasi ve hastaliklara yonelik terap6tik hedeflerin

belirlenmesi i¢in yogun olarak arastirilan bir alandir.

2.1. 26S Proteazom

268 proteazom, dkaryotik hiicrelerde protein yikimindan sorumlu en 6nemli proteolitik
komplekslerden biridir. Protein homeostazinin saglanmasinda temel bir role sahip olan
26S proteazom, yanlis katlanmis, hasar gérmiis ya da gorevini tamamlamis protein-
lerin kontrollii bir sekilde yikimini gergeklestirir. Bu yikim siireci, hiicresel dengenin

korunmasi ve bir¢ok biyolojik siirecin diizenlenmesi i¢in kritik 6neme sahiptir[7].

26S proteazomunun Onemi, hiicresel islevlerin diizenlenmesinde kritik bir kontrol nok-
tas1 olmasidir. Bu kompleksin isleyisindeki aksakliklar, ¢esitli hastaliklarin, 6zellikle
norodejeneratif hastaliklarin ve kanserin gelisimiyle iliskilendirilmistir. Bu nedenle,
26S proteazomunun yapisal ve islevsel 6zelliklerini anlamak, biyoloji ve tip alanindaki

bir¢ok arastirmanin odak noktasi olmustur.

2.1.1. 26S Proteazomun Yapisi ve Islevi

26S proteazom, Okaryotik hiicrelerde protein yikimini diizenleyen karmasik bir biy-
omolekiiler makinedir. Bu yap1, 20S katalitik ¢ekirdek partikiilii ve 19S diizenleyici
partikiilden olusur. ki ana bilesenin koordineli ¢alismasi, proteazomun hem yapisal

hem de islevsel gereksinimlerini karsilar [8] (Sekil 2.2).

20S ¢ekirdek partikiil bolgesi, proteazomun proteolitik aktivitelerinin gerceklestigi ana

bilesendir. Silindirik bir yapiya sahip olan bu bdlge, proteinlerin yikimini gergeklestiren

4



26S PROTEAZOM

19S diizenleyici Baghk <
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Sekil 2.2: 26S Protezom

aktif bolgeleri barindirir. Yalnizca dar eksenel gozenekler araciligiyla erisilebilen bu
aktif alanlar, proteazomun secici ¢alismasini saglar. Boylece yalnizca isaretlenmis
proteinlerin yikima ugratilmasi garanti edilir. Cekirdek partikiil, iki i¢ halka ve iki dis
halkadan olusur. I¢ halkalar, proteolitik enzimlerin bulundugu bélgelerdir; dis halkalar

ise yapisal destek saglayarak proteazomun stabilitesini korur[7].

19S diizenleyici partikiil, proteazomun islevselligini artiran bir diger kritik bilesendir.
Bu yapi, poliubikitin zincirlerini tantyarak substrat proteinlerin se¢imini saglar ve bu
zincirlerin ¢ikarilmasini koordine eder. Ayrica proteinlerin katlanmis yapisini ¢ézerek
onlar1 20S ¢ekirdegine yonlendirir. Diizenleyici partikiil, ATPaz aktivitesine sahip alt
birimlerden olusur. Bu birimler, substratlarin mekanik olarak ¢6ziilmesini ve proteolitik
bolgeye aktarilmasini saglar. Ayni zamanda substrat tanima ve poliubikitin zincirlerinin

uzaklastirilmasi islemleri de bu kompleks tarafindan gercgeklestirilir[7].

26S proteazom, ATP kullanarak c¢alisan bir mekanizmadir. AAA+ ATPaz alt birimleri,
proteinlerin katlanmamuis bir yapiya doniistiiriilmesini ve bu yapilarin proteolitik bolgeye
tasinmasini saglar. Bu enerji bagimli siireg, proteazomun yiiksek se¢icilikle ¢caligmasini

ve farkli tiirde substratlari etkili bir sekilde islemden gegirmesini miimkiin kilar[9].



2.2. Proteazom Degradasyonu I¢in Alt Sartlar

Proteazomun substrat1 etkin bir sekilde bozabilmesi i¢in, substratin belirli yapisal 6zel-
liklere sahip olmas1 gerekir. Bu sartlar, bir hedefleme sinyali ve yapilandirilmamais bir
baglatma bolgesinin varligini kapsar. Hedefleme sinyali, genellikle substrat proteinine
eklenmis bir poliubikitin zinciridir. Rad23A ve Dsk?2 gibi ubikitin reseptorleri (Detayli
proteozom adaptor proteinleri tablosu 2.1), substrati proteazoma tasiyarak degradasyon

stirecini baglatir [16].

Ubikitin zincirlerinin proteazoma tanitilmasinda Rad23A kilit bir rol oynar. Rad23A,
substratlar1 6zellikle Rpnl ve Rpn10 gibi proteazomal alt birimlere baglarken[3, 17],
Dsk2 de benzer bir mekanizma ile substrat tasinmasini destekler[17]. Bu baglanti,
substrati motorun goézenek halkasina yaklastirarak protein yikiminin ilk adimini kolay-
lastirir. Ek olarak, Rad23A, substratin ubikitin zincirine bagli esnekligini koruyarak,

proteazomun substrati sekil degisikligine ugratmasini saglar[6].

Substratlarin degradasyonu i¢in diger bir sart, protein yapisinda esnek bir baglatma
bolgesinin bulunmasidir. Bu bolge, proteazom motorunun substrati tutmasi ve ¢ekme-
sine olanak tanir. Rad23A’nin dahili esnek bolgeleri proteazoma erisim igin tek basina
yeterli uzunlukta olmadigindan, substratin proteazoma etkili bir sekilde tasinabilmesi
i¢in 3-4 ubikitin uzunlugunda ve K48 zincirine sahip bir poliubikitin zinciri gereklidir.
Rad23A, bu zinciri taniyarak substrati proteazomal alt birimlere baglar ve yikim stirecini

destekler[6].

Sonug olarak, Rad23A’nin proteazomun substrat tanima ve isleme mekanizmalarindaki
rolii, proteazomal degradasyon i¢in kritik bir adim olusturur. Bu adaptor proteinin etkili

baglanma ve esneklik saglama yetenegi, proteazom fonksiyonunun temel taglarindandir.



Cizelge 2.1: Proteozom adaptor proteinleri, proteazom ortaklar1 ve taninan ubikitin

zincir tiirleri [10—15].

Protein Proteazom Ortagi Tanman Zincir
hHR23A (in- Rpnl, Rpnl0 K48-bagli poliubikitin (=3 Ub tercihi);
san) yiiksek konsantrasyonda K63’e zayif
baglanma
hHR23B (in- Proteazom (genel, UBL K48-bagl poliubikitin (spesifik)
san) araciligiyla)
Rad23 Proteazom (genel, UBL Coklu ubikitinlenmis proteinler
(Maya) araciligiyla)
Dsk2 (Maya) Rpnl, Pre2 K48-bagli poliubikitin zincirleri (mono-
Ub degil)

Ubikulin-1 Rpn10/S5a (UBL Poliubikitin zincirleri (K48 & K63, di-
(Insan) araciligiyla) Ub i¢in az baglant1 segiciligi)
Ubikulin-2 ~ Rpnl, Rpnl0, Rpnl3 Poliubikitin zincirleri (az baglant1 ter-
(Insan) (UBL araciligiyla cihi)

cikarimsal)
Ubikulin-4  PSMD2 (Rpnl), K48-bagli poliubikitin zincirleri
(insan) PSMD4 (Rpn10) (UBL

araciligiyla)
p62/SQSTM1 Rpnl0, Rptl (PB1 alan1 K48-, K63-, Ml-bagh poliubikitin
(Insan) araciligiyla);  Protea- (K63/M1°1K48’e tercih eder); ZZ alanm

Ddil (Maya)

DDI2 (insan)

zomun kendisi (otofaji

icin UBA araciligiyla)
Proteazom (UBL
araciligiyla)

Proteazom (¢ikarimsal)

K48/K63’e baglanir

Uzun poliubikitin zincirleri (>8 Ub),
kesim i¢in K48’1 K63 e tercih eder
Yiiksek derecede poliubikitinlenmis

substratlar (0rnegin NRF1) kesim i¢in




3. Rad23A ve Ubikitin Sistemi

Ubikitin-proteazom sistemi(UPS) hiicresel dengenin korunmasinin 6tesinde sinyal ile-

timi, hiicre dongiisii ve stres yanitlar1 gibi birgok hayati siirecin yonetiminde yer alir.

Rad23A’nin proteazom alt birimleri ve ubikitin zincirleriyle olan etkilesimi, substrat
tanima ve islem siirecinin seklini 6nemli 6l¢iide etkiler. Bu adaptdr proteinin yapisal
esnekligi ve spesifik baglanma yetenegi, ubikitin sisteminin etkin bir pargasi olmasini
saglar. Bu boliim, Rad23A’nin bu karmasik sistemdeki roliinii anlamaya yonelik bir

temel sunmay1 amaclamaktadir.

3.1. Rad23A

Rad23A, insanlarda RAD23A geni tarafindan kodlanan ve hiicredeki protein home-
ostazini saglamak i¢in kritik roller iistlenen bir proteindir. Bu protein, niikleotid ek-
sizyon onarimi (NER) ve ubikitin-proteazom sistemi (UPS) siire¢lerinde 6nemli gorevler
iistlenir. Saccharomyces cerevisiae’deki Rad23’iin insan homologlarindan biri olan
Rad23A, 6zellikle DNA onarimi ve proteazomal yikim mekanizmalarinda adaptor bir

protein olarak islev goriir[18].

Rad23A, 19. kromozom tiizerinde yer alir ve yaklasik 40 kDa agirliginda, 363 amino
asit uzunlugunda bir proteindir. Alternatif kesim ile olusturulmus iki izoformu daha
bulunmaktadir. Rad23A, dort ana domain igerir: UBL, UBAL, ile Baglanma ve UBA2.
Bu domainler, proteinin hem DNA onarimi hem de proteazom ile olan etkilesimlerini
diizenler. Ayrica, UBL ve UBA1 domainleri arasinda serin, prolin, treonin ve alanin
amino asitlerinden zengin bir bdlge yer alir. Bu 6zellikler, Rad23A’nin esnek yapisini

ve ¢ok islevli dogasini destekler[18]. (Sekil 3.1, Tablo 3.1)

3.1.1. UBL Domaini

Rad23A’nin N-terminal UBL domaini, proteazomun alt birimlerine baglanmada ve
substratlarin proteazoma taginmasinda kritik bir rol oynar. Bu domain, proteazomal
hedefleme siire¢lerinde bir koprii islevi gorerek substratlarin dogru bir sekilde yon-

lendirilmesine olanak tanir. UBL domainleri, hiicresel siireglerde genis bir yelpazede



B usL
B vsat
I xrc
I usa2

Sekil 3.1: Rad23A’nin domain yapisi. PDB 10QY Model 1 [18]

islev goriir; otofaji, inflamasyon, transkripsiyon, DNA onarimi ve bagisiklik yanit-
lar1 gibi ¢ok sayida biyolojik siiregte yer alir. Rad23A, bu domaini araciligiyla 26S

proteazom ile dogrudan etkilesim kurar ve degradasyon siirecine katki saglar[19].

3.1.2. UBA Domaini

UBA domainleri, poliubikitin zincirlerini tanima ve baglama isleviyle 6n plana ¢ikar.
Rad23A, 6zellikle K48 baglantili poliubikitin zincirlerini tantyarak substratlarin protea-
zoma dogru bir sekilde yonlendirilmesini saglar. Bu domainler, proteazomun etkinligini
artirarak substratlarin dogru bir sekilde islenmesine yardime1 olur. Ayrica, UBA domain-
leri, substratlarin segiciligini artirarak sadece hedef proteinlerin proteazoma taginmasini
miimkiin kilar. Rad23A’nin UBA domainleri, UPS yolunda merkezi bir role sahiptir ve

protein kalite kontrol mekanizmalarinin kritik bir bileseni olarak gorev yapar[20].

3.2. Rad23A ile Protein Bozunmasi

Rad23A, proteazom aracili protein yikiminda kritik bir adaptor protein olarak gérev
yapar. Proteinlerin bozunma siirecinde, Rad23A 6zellikle poliubikitin zincirlerinin
taninmasi ve hedef proteinlerin proteazoma tasinmasinda 6nemli bir rol oynar. Bu siireg,
hiicresel dengeyi korumakla birlikte sinyal iletimi, hiicre dongiisii ve stres yanitlar1 gibi

temel biyolojik islevleri destekler[21].

Protein yikimi sirasinda K48 baglantili poliubikitin zincirleri, proteazom tarafindan
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Cizelge 3.1: RAD23A proteininin temel domainleri, bu domainlerin kapsadigi residii

araliklar1 ve biyolojik islevleri

Domain Residu Aralign | Islev
UBL (Ubiquitin Like | 1-76 Proteozomun reseptor alt birimi Rpnl0
Domain) gibi proteinlerle etkilesime gecerek pro-

teozomal hedeflemeyi saglar.

sociated Domain 2)

UBAI (Ubiquitin As- | 163-226 Ubiquitinlenmis  substratlarin  tanin-

sociated Domain 1) masinda gorev alir.

XPC Baglanma Bol- | 158—183 DNA onarim proteinlerinden XPC ile

gesi etkilesir; niikleotid eksizyon onariminda
(NER) rol oynar.

UBA2 (Ubiquitin As- | 312-363 Ubiquitinlenmis  substratlarin  tasin-

masinda gorev alir, substrat baglanmasina

ve stabilizasyonuna katki saglar.

taninmak iizere hedef proteinlere eklenir. Rad23A, UBA domaini araciligiyla bu poli-

ubikitin zincirlerini segici olarak tanir ve baglanir. Bu islev, hedef proteinlerin dogru

bir sekilde proteazoma tasinmasini saglayarak yikim siirecinin etkinligini artirir. Ozel-

likle Rad23A’nin Rpnl (PSMD2) ve Rpn10 (PSMD4 veya S5a) gibi proteazomal alt

birimlerle etkilesimleri, bu adaptor proteinin proteazom iizerinde stabil bir baglanma

olusturmasina olanak tanir[21, 22].

Rad23A’nin iki farkli konformasyonel yapida oldugu diisiiniilmektedir: kapali ve agik

konformasyon. Kapali yapida, Rad23A’nin UBA ve UBL domainleri kendi i¢inde

ACIK YAPI

e )
.........

KAPALI YAPI

Sekil 3.2: RAD23A agik-kapali1 yapisi temsili gosterim
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Sekil 3.3: Ubikitin molekiiler yapisi. Model 1UBQ [24]

etkileserek daha kompakt bir yap1 olusturur. Acik konformasyonda ise bu domainler
ayrilarak poliubikitin zincirlerinin taninmasi ve hedef proteinlerin proteazoma tasin-
masi i¢in uygun bir yap1 olusturur[18, 23] (Sekil 3.2). Rad23A’nin hangi etkilesimler
altinda bu iki konformasyondan birine daha kararli gectigi konusu, detayl1 bir sekilde

arastirilmay1 gerektiren bir alan olmaya devam etmektedir.

Bu yapisal degisimlerin, Rad23 A’ ’nin proteazomal degradasyondaki roliinii etkileyen
onemli bir faktor oldugu diistintilmektedir. Rad23 A’nin kompleks yapist ve etkilesim-
leri, protein bozunma siirecinin hassas bir sekilde diizenlenmesine katkida bulunur ve
degradasyon siirecinin dogrulugunu ve seciciligini artirir. Bu adaptdr proteinin etkinligi,

hiicresel islevlerin siirdiiriilebilirligi agisindan hayati bir 6neme sahiptir.

3.3. Ubikuitin

Ubikuitin, 76 amino asitten olusan kii¢iik, korunmus bir proteindir (Sekil 3.3) ve hiicre
i¢i protein homeostazinin saglanmasinda kritik bir role sahiptir. Proteinlerin secici
olarak isaretlenmesi ve proteazomal yikima yonlendirilmesi siire¢lerinde merkezi bir
molekiil olarak gbrev yapar. Ubikuitin, hedef proteinlere kovalent olarak baglanarak
protein yikimini diizenler ve ayn1 zamanda hiicresel sinyal iletimi, DNA onarimi, hiicre

dongiisii kontrolii ve stres yanit1 gibi ¢cok sayida biyolojik siirecte gorev alir [5].

3.3.1. Poliubikuitin Zinciri

Ubikuitin, genellikle hedef proteinlerin belirli lizin (Lys) kalintilarina kovalent baglanir

ve daha sonra diger ubikuitin molekiilleri, baglanmis olan ubikuitinin kendi lizin kalin-

11



Ub

% Ub

NY
Ub
%
w ; :
Mono-ubikitinasyon Multi-mono-ubikitinasyon  K48-baglantili zincir K63-baglantil zincir
Up
&
° N €2 %
Ny S )
&
% % Ub
\J ) Ub
K63-baglantili zincir K11-baglantil zincir Dallanmis baglanti Heterojen baglanti

Sekil 3.4: Ubikitin zincir tipleri ve baglanti1 paternleri [5]

tilarina eklenerek bir poliubikuitin zinciri olusturur. Poliubikuitin zincirleri, zincirdeki
baglanma yerlerine bagh olarak farkli yapisal 6zellikler ve biyolojik islevler sergiler.
Bu zincirlerin en yaygin tiirleri, K48 ve K63 baglantili poliubikuitin zincirleridir (Sekil
3.4) [5].

* K48 Baglantih Zincirler: K48 baglantili poliubikuitin zincirleri, proteazomal
yikim i¢in hedefleme sinyali olarak bilinir. Bu zincirler, RAD23A gibi adaptor
proteinler tarafindan taninir ve hedef proteinlerin proteazoma etkili bir sekilde
tasinmasini saglar (Figiir 4). K48 zincirleri, proteazomal degradasyonun segicil-

igini ve etkinligini artirmak i¢in kritik bir sinyal olarak hizmet eder.

» K63 Baglantih Zincirler: K63 poliubikuitin zincirleri, protein yikimindan ziyade
sinyal iletimi, DNA onarimi ve membran trafik islevlerinde rol oynar. Ayrica, bu
zincirler Dsk2 gibi adaptor proteinler tarafindan taninabilir ve bu sayede belirli

proteinlerin proteazom ile iligkili olmayan siireclerde diizenlenmesine katki saglar.

* M1 Zinciri ve Diger Kombinasyonlar: M1 baglantili poliubikuitin zincirleri,
genellikle sinyal iletimi ve bagisiklik tepkileri gibi siireclerde rol oynar. Ayrica,

K48 ve K63 baglant1 kombinasyonlarina sahip zincir motifleri, karmasik biyolo-
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jik islevleri diizenlemek i¢in bir desen olusturabilir. Bu hibrit zincirler, belirli
baglama proteinlerinin taninmasini saglayarak hiicresel stireglerin ¢ok yonlii

kontroliine katkida bulunur.

Poliubikuitin zincirleri, proteazomun islevini yonlendiren bir “ubikuitin kodu™ olus-
masini saglar.[5] Bu kod, zincirin kompaktligi, esnekligi ve 6zgiil yapisina bagl olarak
proteazom ve adaptor proteinler tarafindan taninir. Zincirlerin 6zgiil yapisal 6zellik-
leri, hangi proteinlerin yikim i¢in secilecegini ve bu islevin ne kadar etkin bir sekilde

gergeklesecegini belirler.

Ubikuitin ve poliubikuitin zincirlerinin rolleri, sadece protein yikimi ile sinirl kalmaz;
ayni zamanda hiicresel dengenin korunmasi ve ¢ok sayida biyolojik siirecin diizen-
lenmesi agisindan hayati 6nem tasir. Bu zincirlerin Rad23A ve proteazom ile olan

etkilesimi, protein yikim mekanizmasini anlamada kilit bir bilesen olusturur.

3.4. Rpnl0

Rpn10 (26S proteazomun ATP’den bagimsiz diizenleyici alt birimi PSMD4), 26S pro-
teazomunun 19S diizenleyici partikiiliiniin bir pargasi olarak ¢ok 6nemli rollere sahiptir.
Bu protein, ubikuitinle isaretlenmis proteinlerin proteazomal yikimi i¢in taninmasi ve
yonlendirilmesinde anahtar bir rol oynar. Rpn10, hem sitozolik ortamda serbest halde

bulunabilir hem de proteazom kompleksinin bir boliimii olarak ¢alisabilir[25, 26].

Rpn10, ubikuitin-proteazom sistemi i¢inde merkezi bir adaptor proteindir. Poliubikuitin
zincirlerini tanima, adaptor proteinlerle etkilesim ve proteazomal degradasyonun etkin-
ligini arttirma gibi iglevleriyle, hiicresel protein dengesinin korunmasinda hayati bir rol

oynar[23, 27].

3.4.1. Yapisal Ozellikler

Rpn10, ¢esitli domainlere sahip bir proteindir. Bu domainler sunlardir[29] (Sekil 3.5):

* VWFA (von Willebrand Faktor Tip A): Proteazomun diger alt birimleriyle

etkilesimde rol oynar.

« UIM (Ubikuitin ile Etkilesim Motifi): Rpn10’un poliubikuitin zincirlerini tani-
masini saglar. Ozellikle iki 5Snemli UIM, RAD23A ve Dsk2 gibi adaptor protein-
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Sekil 3.5: Rpn10 molekiiler yapisi. Model AF-P55036-F1-v4 (Aplhafold) [28]

lerin baglanmasinda kritik rol oynar.

* SAM (Steril Alfa Motifi): Protein-protein etkilesimlerini destekler ve protea-

zomun yapisal biitiinligiinii korur.

3.4.2. Fonksiyonel Rolleri

+ Ubikuitin Tamima ve Baglanma: Rpnl0, poliubikuitin zincirlerini taniyarak
proteazoma tasir. Ozellikle K48 baglantili poliubikuitin zincirlerine olan yiik-
sek baglanma afinitesi, hedef proteinlerin proteazoma dogru bir sekilde yon-
lendirilmesini saglar. Bu baglanma, RAD23A ve Dsk2 gibi adaptor proteinler

araciligiyla da desteklenir.

* Proteazomun Yapisal Biitiinliigii: Rpn10, 19S diizenleyici partikiiliin yapisal
stabilitesini korumada dnemli bir rol oynar. Bu stabilite, proteazomun karmagsik
islevlerini yerine getirmesi i¢in hayati 6nem tasir.

* Adaptor Proteinlerle Etkilesim: Rpn10, RAD23A ve Dsk2 gibi adaptor protein-
lerin docking alt birimi olarak calisir. RAD23A ve Dsk2, ubikuitinle isaretlenmis

proteinleri Rpn10’a tasiyarak proteazomal degradasyonun hassasiyetini ve etkin-
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ligini artirir.
* Hedef Proteinlerin Secimi: Rpnl0, multiubikuitin zincirlerini tercih ederek
hedef proteinlerin yikim i¢in dogru bir sekilde taninmasini saglar. Bu fonksiyon,

proteazomal degradasyonun spesifikligini artirarak yanlis proteinlerin yikimini

Onler.

3.4.3. Klinik Onemi

Rpn10’un islevindeki bozukluklar, proteazomal degradasyonun etkinligini azaltarak
hasarli veya yanlis katlanmis proteinlerin birikimine yol agabilir. Bu durum, nérode-
jeneratif hastaliklar (6rnegin, Alzheimer ve Parkinson hastaliklar1), kardiyovaskiiler
rahatsizliklar ve kanser gibi ¢esitli patolojilerle iliskili olabilir. Bu nedenle, Rpn10 ve

bagli alt birimler, terapotik hedefler ve biyobelirtegler olarak potansiyel tasir.

3.5. SIK2

SIK?2 (Salt-Inducible Kinase 2), serin/treonin kinaz ailesinin bir iiyesi olup, ¢ok ¢esitli
biyolojik siireglerde diizenleyici rol oynayan &nemli bir proteindir (Sekil 3.6). 11k kez
fare adip6z dokusunda tanimlanmis olan SIK2, metabolik diizenlemede ve insiilin sinyal

yolaginda kritik gorevler tstlenir[30].

SIK2, 3T3-L1 adipositlerinde ve beyaz adipdz dokusunda (WAT) farklilasma siirecinde
aktive olan bir proteindir. SIK2 geni, ¢esitli biyolojik siire¢lerde 6nemli roller oynayan
bir serin/treonin kinaz kodlar. Bu protein, substratinin fosforilasyonu yoluyla biyolojik

fonksiyonlar1 modiile eder[30, 31].

SIK2, protein fosforilasyonu yoluyla metabolik denge ve enerji homeostazinin saglan-
masinda kritik bir rol oynar. Bu fonksiyonlari, SIK2’yi hem temel biyolojik arastirmalar

hem de klinik uygulamalar i¢in 6nemli bir hedef haline getirir.

3.5.1. Fonksiyonel Rolleri

+ Insiilin Sinyalizasyonunda Rolii: SIK2, insiilin reseptdr substrati-1 (IRS1) iiz-
erinde Ser-794 kalintisin1 fosforile ederek insiilin sinyal yolaginit modiile eder.

Bu fosforilasyon, insiilin sinyalizasyonunun etkinligini etkiler ve insiilin direnci
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Sekil 3.6: SIK2 Molekiiler yapisi. Model AF-Q9HOK 1-F1 (Aplhafold) [32]

ile iligkili durumlarda artis gosterebilir. Bu 6zelligiyle SIK?2, tip 2 diyabet gibi

metabolik hastaliklarin gelisiminde rol oynayabilir.

Glikoz ve Lipid Metabolizmasi: SIK2, hepatositlerde ve adipositlerde glikoz ve
lipid metabolizmasini diizenler. Ozellikle CRTC2 nin fosforilasyonu yoluyla
glukoneogenezi inhibe eder ve insiilinin refeeding sirasinda glukoneojenik gen
ekspresyonunu azaltmasina katkida bulunur. p300°’i fosforile ederek yag asidi

sentezini ve lipogenezi sinirlayan mekanizmalar1 destekler.

Enerji Dengesi ve Stres Yaniti: SIK2, stres ve hormonal uyaranlara yanit olarak
enerji metabolizmasini diizenler. Glikoz alimini tesvik ederken GLUT4 ekspresy-
onunu ve histon deasetilaz-4 (HDAC4) fosforilasyonu iizerinden insiilin aracili

siirecleri modiile eder.

Diger Fonksiyonlar: SIK2, otofaji ve bagisiklik yanitlarinda da gorev alir. Ozel-
likle p300°1i fosforile ederek transkripsiyonel diizenlemeyi etkiler ve belirli tran-
skripsiyon faktorlerinin (PPARA ve MLXIPL gibi) DNA’ya baglanma yetenegini

modiile eder.
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3.5.2. Rad23A ile Olasi liskisi

Bu tez ¢alismasinda, aktif SIK2 proteininin Rad23 A proteinini fosforile edebilecegi
ve bunun Rad23 A’nin etkinligini diizenleyebilecegi hipotezi lizerine odaklanilmustir.
Bu hipotez, Rad23A’nin protein yikimu siirecindeki roliinii ve SIK2’nin bu siiregteki

potansiyel diizenleyici etkisini anlamay1 amaglamaktadir.

3.5.3. Klinik Onemi

SIK2’nin metabolik hastaliklar, tip 2 diyabet ve kanser gibi durumlarla iliskili oldugu bil-
inmektedir. SIK2’nin etkinligini artiran veya azaltan terapotik yaklasimlar, bu hastalik-
larin tedavisinde potansiyel olarak etkili olabilir. Ek olarak, SIK2 nin otofaji ve bagisik-
lik yanitlarindaki rold, iltihaplanma ve enfeksiyonlarla iligkili hastaliklar1 anlamada

yeni yollar acgabilir.
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4. METODLAR

Bu boliimde, ¢aligma stirecinde kullanilan metodlar detayli bir sekilde sunulmus, uygu-
lama adimlar1 ve temel kavramlar 6zetlenmistir. Bu yontemler, protein-protein etk-
ilesimlerini incelemek, molekiiler seviyede dinamik davranislarini analiz etmek ve bu

caligmanin bilimsel temelini olusturan teknikleri kapsamaktadir.

4.1. Protein-Protein Docking

Protein-protein docking, iki proteinin olas1 etkilesim modunu tahmin etmek i¢in kul-
lanilan bir hesapsal biyoloji yontemidir[33]. Bu ¢alismada, docking analizi RAD23A
ve SIK?2 proteini arasindaki potansiyel baglantiy1 belirlemek amaciyla kullanilmistir.
Docking islemi, proteinlerin baglanma bolgelerindeki molekiiler etkilesimleri simiile ed-
erek en olas1t kompleks yapilarin1 tahmin etmeyi amaglar. Bu tiir analizlerde, genellikle
deneysel veriler veya biyolojik olarak anlamli bilgiler kullanilarak baglanma modlar1

optimize edilir.
Docking siirecinde asagidaki adimlar izlenmistir:

1. Hazirhk:
- Docking isleminde kullanilan proteinlerin ii¢ boyutlu yapilar1 Protein Data Bank
(PDB) veri tabanindan indirilmistir.
- Protein yapilarindaki eksik atomlar ve yan zincirler modellerle tamamlanmais,
kristal yapidaki ¢oziicii molekiiller ve iyonlar temizlenmistir.

- Proteinlerin baglanma bdlgelerindeki aktif ve pasif kalintilar belirlenmistir.

2. Aktif ve Pasif Kalintilar:
- RAD23A ve SIK2’nin deneysel verilere veya literatiire dayali olarak bilinen
baglanma bolgeleri docking analizine dahil edilmistir.
- HADDOCK gibi yazilimlar, aktif bolgelerin esnekligini dikkate alarak etkilesim-
leri optimize etmistir.

3. Docking Uygulamast:
- Docking analizi ig¢in HADDOCK yazilim1 kullanilmigtir. HADDOCK, deneysel

kisitlamalara dayali1 olarak protein-protein etkilesimlerini modelleyen esnek bir
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platformdur.
- HADDOCK, belirlenen aktif ve pasif bolgeleri dikkate alarak enerji minimiza-

syonu ve molekiiler dinamik yontemleri ile kompleks yapilarini simiile etmistir.

4. Sonuglarin Analizi:
- HADDOCK tarafindan olusturulan modeller, baglanma enerjileri ve geometrik
parametreler agisindan siralanmistir.
- En uygun kompleks yapilari, toplam enerji, baglanma enerjisi (Coulomb ve van

der Waals) ve arayiiz alanina dayali1 olarak seg¢ilmistir.
Docking islemleri sirasinda, HADDOCK gibi yazilimlar iki ana strateji kullanir[33]:

 Rigid Docking: Proteinlerin baglanma sirasinda yapisal esneklik gostermedigi

varsayimi ile hizli ve ilk tahminlerin yapilmasz.

* Flexible Docking: Proteinlerin baglanma sirasinda dinamik yapisal degisiklik-

lerini dikkate alarak daha dogru sonuglar elde edilmesi.

Bu ¢alismada, 6zellikle esnek docking yaklasimi kullanilmis ve RAD23A ile SIK2
arasindaki olas1 baglanma bolgeleri belirlenmistir. Analiz sonuglari, bu iki protein

arasindaki etkilesim mekanizmasinin daha iyi anlasilmasina katki saglamistir.

4.2. Yapi1 Hizalama

Yap1 hizalama, molekiiler modelleme ve simiilasyon ¢alismalarinda hem 6n hazirlik
asamasinda hem de analiz siirecinde yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Bu yontem,
iki ya da daha fazla protein yapisinin ortak yapisal 6zelliklerine gore hizalanarak tist liste
cakistirilmasini saglar. Boylece molekiiller arasindaki konformasyonel benzerlikler,
farklar ve etkilesim bolgeleri daha net bir sekilde analiz edilebilir. Bu ¢alismada yap1

hizalama iki temel amagla kullanilmistir:

1. Kompleks Yapilarin Olusturulmasi
Bu ¢aligmada bazi protein-protein komplekslerin molekiiler yapilar1 dogrudan
deneysel verilerden elde edilemedigi i¢in, farkli protein modelleri hizalanarak
yeni yapilar olusturulmustur. Bu amagla, ayn1 veya benzer proteinleri iceren
yapilar arasinda yap1 hizalamasi gerceklestirilmis ve iist iiste gelen bolgelerden

biri ¢ikartilarak biyolojik olarak anlamli tek bir yap1 elde edilmistir.
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Ornek olarak; loqy ve 1p9d PDB modelleri hizalanmus, her iki yapida da ortak
olan RAD23A proteini referans alinarak hizalama yapilmistir. Ardindan 1p9d
yapisinda bulunan ve 1oqy’de halihazirda yer alan UBL domaini silinmis; sadece
S5A ile RAD23A’nin diger bolgelerini igeren bir kompleks yap1 elde edilmistir.

Bu yap1, daha sonra molekiiler dinamik simiilasyonlar1 i¢in kullanilmistir.

Bu yaklagim, deneysel olarak elde edilmemis ¢oklu protein komplekslerinin hibrid
modelleme yoluyla olusturulmasina olanak tanimigtir. Yap1 hizalama, farkli PDB
dosyalarinin igerigindeki benzer bdlgelerin ortiistiiriilmesiyle glivenilir baglangig

yapilar1 hazirlamak i¢in kullanilmigtir.

2. Simiilasyonlar Arasi Yapisal Karsilastirman

Yap1 hizalama ayn1 zamanda simiilasyon oncesi ve sonras1 molekiiler yapilarin
karsilagtirilmasi amaciyla da kullanilmistir. RAD23A proteininin farkli simiilasyon
kosullarinda gosterdigi konformasyonel degisiklikleri anlamak amaciyla, simiilasy-
onlarin baslangic ve bitis yapilarina hizalama uygulanmistir. Bdylece, proteinin
farklh kosullar altindaki yapisal stabilitesi, hareketlilik diizeyi ve genel sekil
degisimi degerlendirilmistir.

Bu analizlerde PyMOL yazilimi kullanilmig; RMSD temelli otomatik hizalama
yontemleriyle farkli zaman noktalarindaki yapilar {ist iiste cakistirilarak gorsel ve
sayisal degerlendirmeler yapilmistir. Ayrica farkli simiilasyonlardan elde edilen
RAD23A yapilar da hizalanarak, sistemin hangi durumlarda daha stabil ya da

esnek oldugu karsilastirmali olarak analiz edilmistir.

4.3. Molekiiler Dinamik Simiilasyonlari

Molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlari, biyolojik sistemlerin atomik seviyedeki
hareketlerini zaman i¢inde simiile etmek i¢in kullanilan gii¢lii bir hesapsal yontemdir. Bu
yontem, Newton’un hareket denklemlerine dayanarak molekiillerin konum ve hizlarinin
belirli zaman araliklarinda giincellenmesini saglar. MD simiilasyonlari, proteinler, niik-
leik asitler, lipidler ve diger biyomolekiiler sistemlerin dinamik 6zelliklerini anlamak
icin yaygin olarak kullanilir. Bu simiilasyonlar, biyomolekiiler yapilarin stabilitesini,
esnekligini ve islevsel mekanizmalarini ortaya koymak i¢in molekiillerin zamana bagh

etkilesimlerini analiz eder.
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MD simiilasyonlarinda, sistemin atomlar1 arasindaki bag kuvvetleri, elektrostatik etk-
ilesimler ve van der Waals kuvvetleri gibi fiziksel etkilesimler bir kuvvet alani ile
tanimlanir. Bu tezde, GROMACS yazilimi kullanilarak MD simiilasyonlar1 gergek-
lestirilmistir. GROMACS, biyomolekiiler sistemlerin simiilasyonlarinda genis dl¢ekte

kullanilan, yiiksek performansli ve esnek bir MD simiilasyon yazilimidir [34, 35].

MD simiilasyonlarinin temel prensibi, sistemdeki atomlarin birbirleriyle olan kuvvet-
lerini ve potansiyel enerjilerini bir kuvvet alan1 (force field) araciligiyla tanimlamaktir.
Kuvvet alanlari, atomlar arasindaki bag kuvvetlerini, elektrostatik etkilesimleri ve van
der Waals kuvvetlerini iceren matematiksel fonksiyonlardan olusur. Bu tezde kullanilan
OPLS-AA kuvvet alani, proteinler, organik molekiiller ve kii¢iik biyolojik sistemler
icin optimize edilmis bir kuvvet alanidir ve sistemin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini

dogru bir sekilde modellemek i¢in genis kapsamli bir parametre setine sahiptir[36].

MD simiilasyonlar1 sirasinda, sistemin dogru bir sekilde modellenmesi igin gesitli
baslangi¢ islemleri yapilir. Bu islemler enerji minimizasyonu, dengeleme fazlar1 (NVT
ve NPT) ve serbest simiilasyon (iiretim fazi) gibi adimlari igerir. Simiilasyon boyunca
periyodik sinir kosullar1 uygulanir ve uzun menzilli elektrostatik etkilesimlerin hesaplan-
masinda Particle Mesh Ewald (PME) yontemi tercih edilir. Bu tez ¢alismasinda, solvent
molekiilleri i¢in SPC/E su modeli kullanilmistir. Bu su modeli, biyolojik sistemlerdeki
hidrolitik dinamikleri ve protein-su etkilesimlerini dogru bir sekilde modellemek i¢in

gelistirilmistir[34, 35].

Bu tezde, farkli proteinlerin ve protein-protein komplekslerinin dinamik 6zelliklerini
incelemek amaciyla ¢esitli molekiiler dinamik simiilasyonlar1 gerceklestirilmistir. Her
bir simiilasyon, sistemin yapi-fonksiyon iliskisini anlamak, dinamik dengeye ulasmasini
saglamak ve biyolojik siire¢lerdeki islevlerini agiklamak i¢in 6zel olarak tasarlanmaistir.
Bu simiilasyonlar, gelecekteki biyokimyasal deneylerin temelini olusturacak bilgiler

saglamaktadir.

Molekiiler dinamik kosumlarinda kullanilan komutlar i¢in EK-B MD similasyonlarinda
kullanilan komutlar boliimiine bakiniz. Molekiiler dinamik kosumlarinda kullanilan
MDP dosyalar1 ve parametreler icin EK-A MD similasyonlarinda Kullanilan mdp

dosyalar1 boliimiine bakiniz.
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4.3.1. Enerji Minimizasyonu

Enerji minimizasyonu, molekiiler dinamik simiilasyonlarinin ilk asamalarindan biridir
ve sistemdeki atomlar arasindaki fiziksel olmayan ¢akismalar1 ve yiiksek enerjili durum-
lar1 ortadan kaldirmay1 amaglar. Simiilasyona baslamadan once, protein yapisindaki
veya diger molekiillerdeki ytliksek enerjili ¢gakismalar simiilasyonun dengesizligine yol
acabilir. Bu nedenle, enerji minimizasyonu ile sistem, fiziksel olarak anlamli bir konuma
getirilir.

Enerji minimizasyonu, sistemin potansiyel enerji yiizeyinde daha diisiik enerjiye sahip
bir duruma ge¢mesini saglar. Minimizasyon sirasinda, atomlarin pozisyonlari, kuvvet
alan1 parametrelerine dayanarak optimize edilir. Bu islem, hem biyolojik molekiillerin
hem de solventin stabilitesini artirir ve simiilasyonun sonraki agsamalar1 i¢in uygun bir

baslangi¢c durumu olusturur.

Minimizasyon islemi i¢in steepest descent algoritmasi tercih edilmistir. Bu algoritma,
her adimda potansiyel enerjiyi azaltarak sistemin daha kararli bir enerji durumuna ulas-
masini saglar. Islem sirasinda, protein atomlarina pozisyon kisitlamalari uygulanarak

su molekiilleri ve iyonlarin serbest hareket etmeleri saglanmistir[37].
Kullanilan minimizasyon parametreleri asagidaki gibidir:
* Entegrator: Steepest descent yontemi kullanilmistir.
* Adim Sayisi (nsteps): 50.000 adim boyunca minimizasyon gerceklestirilmistir.

* Enerji Tolerans1 (emtol): Minimizasyon islemi sirasinda sistemin toplam kuvveti,

100 kJ/mol/nm’nin altina indiginde islem sonlandirilmstir.
* Adim Biiyiikliigii (emstep): 0.01 nm olarak belirlenmistir.

Asagida, minimizasyon iglemi sirasinda kullanilan belirli parametrelerin kisa agikla-

malar1 verilmistir:

* Coulomb Etkilesimleri: Elektrostatik etkilesimler PME (Particle Mesh Ewald)

yontemi ile hesaplanmigtir. Coulomb kesme yaricapi 1.4 nm olarak ayarlanmistir.

* Van der Waals Etkilesimleri: Van der Waals etkilesimleri i¢in kuvvet alaninda

kesme yaricap1 1.4 nm olarak belirlenmis ve force-switch yontemi kullanilmastir.

» Sinir Kosullari: Sistem, periyodik siir kosullar1 (PBC) ile ¢evrilmistir. Bu,
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simiilasyon kutusunun kenarlarindan ¢ikan atomlarin karsi tarafta tekrar goriin-

mesini saglar.

» Konum Kisitlamalari: Protein atomlar1 i¢in pozisyon kisitlamalart uygulanmistir.

Bu, protein yapisinin minimize sirasinda deformasyonunu énlemek i¢in 6nemlidir.

* Dispersiyon Diizeltmesi: Uzun menzilli dispersiyon etkileri i¢in enerji ve basing

diizeltmeleri uygulanmstir.

Enerji minimizasyonu sonucunda, simiilasyonun baslangi¢ durumu fiziksel anlamda
daha kararl1 hale getirilmistir. Bu adimin tamamlanmasi, sonraki dengeleme ve tiretim

asamalarinin sorunsuz bir sekilde yiiriitilmesi i¢in gereklidir.

4.3.2. Dengeleme Fazi (NVT ve NPT)

Molekiiler dinamik simiilasyonlarinda dengeleme fazi, enerji minimizasyonunun ardin-
dan sistemin kararli bir duruma ulasmasini saglamak i¢in kritik bir adimdir. Bu siiregte,
sistemin enerji, sicaklik, yogunluk ve basing gibi fiziksel parametreleri belirli bir deng-
eye oturtulur. Dengeleme, sistemin biyolojik gercekliklere uygun hale getirilmesini

saglar ve tliretim (serbest simiilasyon) fazina dogru baslangi¢ kosullarini olusturur [37].
Dengeleme iki asamada gerceklestirilir:
* NVT (Sabit Hacim ve Sicaklik): Sistem sabit bir hacimde tutulurken, sicaklik
belirlenen degere dengelenir.

* NPT (Sabit Basing ve Sicaklik): Sistem, sabit bir sicaklikta basinca adapte edilir.

NVT asamasi, solvent molekiilleri ve iyonlarin sisteme uyum saglamasi i¢in dnemlidir.
NPT asamasinda ise sistemin yogunlugu ve hacmi, biyolojik ve fiziksel ger¢eklikleri
yansitacak sekilde ayarlanir. Bu ¢calismada her iki asama da hassas bir sekilde optimize

edilmistir.

NVT fazinda, sistemin sicakligi hedeflenen degere ulastirilir ve kararli bir sicaklik profili
elde edilir. Bu fazda, protein yapisini korumak amaciyla protein atomlarina pozisyon
kisitlamalar1 uygulanir. Boylece solvent molekiilleri ve iyonlar serbestge hareket ederek

dengeye ulasir.

Bu caligmada NVT fazi sirasinda sicaklik kontrolii i¢in genellikle V-rescale (Modified

Berendsen thermostat) kullanilmistir. Bu termostat, sicakligi sabit bir seviyede tutarken
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enerji degisikliklerini kontrol eder ve sistemin dinamik 6zelliklerini korur.

NPT fazinda, sistemin basinci hedeflenen seviyeye ayarlanir ve yogunluk optimize

edilir. NPT fazi genellikle iki asamada gerceklestirilmistir:

» Hizli Dengeleme: i1k asamada, daha hizli bir dengeleme saglamak i¢in Berendsen

barostati kullanilmistir.

+ Hassas Dengeleme: ikinci asamada, daha hassas bir basing kontrolii ve kararlilik

icin Parrinello-Rahman barostati tercih edilmistir.

NPT fazi, sistemin biyolojik olarak anlamli bir dengeye ulasmasini saglarken, simiilasy-

onun baslangi¢ yapisinin bozulmasini onler.
Kullanilan Yaklasimlar

* Sicaklik Kontrolii: Protein ve solvent molekiilleri ayr1 gruplar olarak tanimlanmis
ve her biri i¢in bagimsiz sicaklik kontrolii uygulanmistir. Bu yaklagim, sistemin

homojen bir sicaklik dagilimina sahip olmasini saglamistir.

* Basing Kontrolii: Sistemin basinci izotropik olarak kontrol edilmistir ve hacim

degisiklikleri esit olarak dagitilmistir.

Dengeleme siireci, sistemin baslangictaki fiziksel olmayan 6zelliklerini gidermis ve
biyolojik olarak anlamli bir yapiya ulagilmasini saglamistir. Bu siireg, liretim simiilasy-
onlarinin dogrulugunu artirmis ve simiilasyon sonuglarinin giivenilir olmasini temin

etmistir.

Bu tezde gerceklestirilen dengeleme fazlari, proteinlerin ve protein-protein komplek-
slerinin dinamik 6zelliklerini incelemek icin bir temel olusturmus ve simiilasyonlarin

basarili bir sekilde ilerlemesine katkida bulunmustur.

4.3.3. Molekiiler Dinamik Kosu (MD Run)

Bu ¢aligsmada, proteinlerin zamana bagli atomik hareketlerini modellemek i¢in ¢esitli
molekiiler dinamik simiilasyonlar1 gergeklestirilmistir. Enerji minimizasyonu ve den-
geleme (NVT ve NPT) asamalarinin ardindan sistemler iiretim fazina alinarak serbest

simiilasyon siireci baslatilmistir [37].

Her bir kosuda, protein yapilarina ait atomik konumlar, belirli zaman adimlarinda giincel-
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lenerek sistemin dogal ortamindaki dinamik davranisi simiile edilmistir. Simiilasyonlar
boyunca sicaklik, basing ve diger fiziksel parametreler sabit tutulmus; protein-protein

etkilesimleri ve yapisal kararlilik analiz edilmistir.

Simiilasyon siiresince konformasyonel degisikliklerin izlenebilmesi amaciyla her sistem
icin 100 veya 200 nanosanlik simiilasyonlar uygulanmis; bazi durumlarda tiglii tekrarlar

(replikalar) kullanilarak elde edilen verilerin istatistiksel giivenilirligi artirilmastir.

Molekiiler dinamik simiilasyonlari ¢izelgesinde (Cizelge 4.1), bu tez kapsaminda
yiriitiilen tim molekiiler dinamik simiilasyonlarinin detaylar1 6zetlenmistir

(Gergeklestirilen simiilasyonlara ait baslangic modelleri sekil 4.1):

Cizelge 4.1: Bu tez kapsaminda gergeklestirilen molekiiler dinamik simiilasyonlari

Simiilasyon Sistemi | Siire | Tekrar Sayis1 | Model Detay:

SIK2 100 ns | 3 tekrar AlphaFold modeli, manuel
yapisal diizenleme yapilmistir.

RAD23A(1oqy- 100 ns | 2 tekrar Kristal yap1 tabanli model kul-

modell) lanilmastir.

RAD23A(loqy- 200 ns | 2 tekrar Uzun siireli simiilasyon ile kon-

modell) formasyonel degisim gozlemlen-
mistir.

RAD23A(1oqy- 400 ns | 1 tekrar Uzun siireli simiilasyon ile kon-

modell) formasyonel degisim gozlemlen-
mistir.

Ubikuitin-RAD23A | 100 ns | 2 tekrar logy-modell iizerine manuel

kompleksi olarak ubikuitin eklenmistir.

S5A-RAD23A- 100 ns | 2 tekrar loqy yapisi, 1zo6 ve 1q9d ile

UbK48 kompleksi hizalanmis; fazlalik molekiiller
cikarilmistir.

S5A-UbRAD23A- | 100 ns | 2 tekrar Onceki yaptya manuel olarak ik-

UbK48 kompleksi inci bir ubikuitin eklenmistir.
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4.3.4. Kisitlama (Restraint)

Molekiiler dinamik simiilasyonlarinda “kisitlama” (restraint) terimi, sistemdeki belirli
atomlarin veya atom gruplarinin hareketlerinin sinirlanmasi anlamina gelir. Bu yontem,
ozellikle simiilasyonun belirli bolgelerinde yapisal biitlinliigli korumak, dogal sistem-
lerdeki sabit konumlari taklit etmek ya da belirli etkilesimleri daha gercekei bir sekilde
modellemek i¢in kullanilir. Uygulanan kisitlamalar, genellikle atomlarin uzaydaki
konumlarini sabit tutmak yerine, onlarin yalnizca siirli bir hareket araliginda salinim
yapmalarina olanak tanir. BOylece sistemin geri kalan1 serbestge dinamik davranis

sergilerken, belirli bolgelerin konformasyonel stabilitesi korunur [37].

Bu tez ¢alismasinda, yalnizca belirli bir kompleks yapisina yonelik olarak kisitlama uygu-
lanmistir. SSA-UbRAD23A-UbK48 kompleksine ait simiilasyonlarda, S5A molekiiliiniin
alfa karbonlarina konum kisitlamasi uygulanmistir. Bu yaklagimin temel amaci, SSA’nin

proteozom igindeki dogal konumuna benzer sekilde sabitlenmesini saglamaktir.

S5A (aym1 zamanda PSMD4 olarak da bilinir), 26S proteozomunun 19S diizenleyici
alt birimi i¢inde yer alan ve Rpn10 olarak tanimlanan bir proteinin parcasidir. Bu alt
birim, proteazomal degradasyon siirecinde ubikuitin zincirlerini taniyan ve substratlarin
yonlendirilmesini kolaylastiran 6dnemli bir adaptor gorevi tistlenmektedir. Ancak bu
calismada yalnizca S5A’nin yapisi simiilasyon sistemine dahil edilmis olup, proteo-
zomun geri kalan yapisi modellenmemistir. Bu nedenle, proteozom ortamini taklit
edebilmek ve simiilasyon sirasinda yapay bir konum kaymasinin oniine ge¢mek icin

S5A’nin alfa karbonlarina kisitlama uygulanmustir.

Bu kisitlama sayesinde, RAD23A ve ubikuitin zincirleri ile olan etkilesimlerin daha
gergekei bir sekilde gozlemlenmesi hedeflenmis; sistemin dinamik davraniglar1 proteo-

zomal baglamda modellenebilmistir.

4.3.5. Mesafe Kisitlamasi (Distance Restraint)

Molekiiler dinamik simiilasyonlarinda mesafe kisitlamasi, belirli atom ¢iftleri arasindaki
uzakligin belirli bir aralikta tutulmasini saglayan bir yontemdir. Bu tiir kisitlamalar,
ozellikle biyolojik olarak anlamli etkilesimlerin, kovalent baglarin veya protein modi-

fikasyonlariin simiilasyon ortaminda taklit edilmesi gerektiginde kullanilir. Atomlar
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arasinda dogrudan kovalent bag tanimlanamadig1 durumlarda, bu yontem bag benzeri
davranislart modellemek igin tercih edilir. Mesafe kisitlamalari, sistemin kuvvet alanina
eklenen potansiyel enerji terimleriyle uygulanir ve ilgili atom ¢iftlerinin birbirine belirli

mesafelerde kalmasini saglar[37].

Bu ¢aligmada mesafe kisitlamalari, ubikuitin modifikasyonlarinin simiilasyon ortaminda
dogru sekilde temsil edilebilmesi i¢in kullanilmigtir. Ubikuitin proteine baglandiginda,
hedef proteinin lizini (Lys, K) ile ubikuitinin C-terminal glisin kalintis1 (Gly, G76)
arasinda bir izopeptid bagi olusur. Bu bag, klasik peptit bagindan farkli olarak bir yan
zincir (g-amino grubu) ile karboksil grubu arasinda kurulan kovalent bir bag tiirtidiir.
Ubikuitin modifikasyonlar1 biyolojik olarak bu izopeptid bagiyla gerceklestirilse de,
simiilasyon sisteminde bu bag dogrudan tanimlanamadigindan dolay1 mesafe kisitlamasi

yoluyla taklit edilmistir.
Bu kapsamda uygulanan kisitlamalar sunlardir:

UbRAD23A simiilasyonlarinda, RAD23A’nin K122 kalintisindaki epsilon azotu (NZ)
ile ubikuitinin G76 kalintisindaki karboksil karbonu (C) arasinda mesafe kisit1 uygulan-

mustir. Bu, tekli ubikuitinlenmis RAD23A modelini temsil etmektedir.

UbK48 zinciri igeren komplekslerde (6rnegin SSA—UbRAD23A-UbK48 kompleksi),
birinci ubikuitin molekiiliindeki K48-NZ ile ikinci ubikuitin molekiiliindeki G76-C
atomlar1 arasinda benzer sekilde mesafe kisit1 tanimlanmistir. Bu sayede, K48 baglantili
poliubikuitin zincirinin yapisal biitlinliigii korunmustur.

Bu kisitlamalarin uygulanabilmesi icin GROMACS yaziliminda asagidaki bigimde bir

‘distance_restraints tanim1 yapilmistir:

[ distance_restraints ]
; ai aj type index  type' low upl up2 fac
1868 6714 1 0 1 0.15 0.20 0.25 1.0

Farkli simiilasyon zamanlarindaki protein yapilarinin RMSD tabanli olarak hizalanmasi,

yapisal degisikliklerin analizini kolaylastirmistir. Bu analiz i¢in PyMOL kullanilmistir.
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4.4. Molekiiler Dinamik Analizleri

Molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlari, biyomolekiillerin zaman igindeki atomik
diizeydeki davranislarini modellemek i¢in giiclii bir aractir. Ancak bu simiilasyonlarin
bilimsel anlamda yorumlanabilmesi i¢in simiilasyon sonrasi elde edilen verilerin detayl
sekilde analiz edilmesi gereklidir. MD analizleri, simiilasyon sirasinda elde edilen
konformasyonel verilerin istatistiksel, yapisal ve enerjetik yonlerden degerlendirilmesini
saglayarak proteinlerin stabilitesi, esnekligi, etkilesim yiizeyleri ve baglanma enerjileri

gibi ¢ok sayida parametreyi anlamaya yardimci olur[34, 35, 37? ].

Bu tez ¢alismasinda, gergeklestirilmis olan MD simiilasyonlarinin dogrulugunu, karar-
liligin1 ve biyolojik anlamin1 degerlendirebilmek amaciyla ¢esitli analiz yontemleri
uygulanmistir. Bu analizler hem bireysel proteinler (6rnegin RAD23A veya SIK2)
hem de protein-protein kompleksleri (6rnegin RAD23A-ubikuitin, RAD23A—-S5A gibi)

tizerinde gergeklestirilmistir.

Molekiiler dinamik analizlerinde kullanilan komutlar i¢in EK-C MD analizlerinde

kullanilan komutlar boliimiine bakiniz.
Analiz stirecinde uygulanan baslica yontemler sunlardir:

* Yapisal Stabilite Analizleri: Simiilasyon boyunca yapilarin genel stabilitesini
degerlendirmek amaciyla kok ortalama kare sapma (RMSD), kok ortalama
kare dalgalanma (RMSF) ve kiitle merkezi yaricapi (Radius of Gyration)

gibi metrikler hesaplanmastir.

* Coziinebilirlik ve Yiizey Etkilesimi: Proteinlerin solvent ile olan iliskisini

belirlemek i¢in ¢oziinebilir yiizey alam1 (SASA) analizleri yapilmistir.

+ Interaktif Davramslar: Protein igi veya proteinler aras1 hidrojen baglari, elek-
trostatik (Coulomb) ve van der Waals (Lennard-Jones) etkilesimlerihesaplanarak

molekiiller arasi etkilesimlerin dogas1 incelenmistir.

* Konformasyonel Degisimler ve Hareketlilik: Zaman igerisinde olusan yapisal
doniistimleri daha genis bir perspektiften incelemek i¢in temel bilesen analizi

(PCA) kullanilmastr.

* Yapisal Gruplama: Simiilasyon boyunca olusan farkli yapisal durumlar1 belir-

lemek i¢n kiimelenme (cluster) analizi uygulanmistir.
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Bu analizlerin tiimii, simiilasyonlarin giivenilirligini degerlendirmek ve proteinlerin
biyolojik fonksiyonlari ile iliskilendirilebilecek yapisal 6zelliklerini ortaya ¢ikarmak

i¢in kullanilmistir. Her analiz, ilgili alt bagliklar altinda detayl olarak sunulacaktir.

4.4.1. Validasyon Analizleri

Molekiiler dinamik simiilasyonlarinin giivenilir sonuglar verebilmesi i¢in, simiilasyon
stirecinin ¢esitli fiziksel ve termodinamik parametreler agisindan dogrulanmasi gerek-
lidir. Bu dogrulama, genellikle sistemin enerjik ve ¢evresel dengelerinin saglanip
saglanmadigin1 degerlendirmek amaciyla yapilan temel analizler yoluyla gergeklestirilir.
Bu analizler, simiilasyonun basartyla ilerledigini, sistemin kararli bir yapiya ulastigini

ve sonuglarin bilimsel olarak gegerli oldugunu gosterir[37].

Bu tez caligmasinda, molekiiler dinamik simiilasyonlariin gecerliligini degerlendirmek

amaciyla asagidaki temel parametreler analiz edilmistir:

* Potansiyel Enerji:
Enerji minimizasyonu asamasinda sistemin toplam potansiyel enerjisinin zamanla
nasil azaldig1 gézlemlenmistir. Potansiyel enerji egrisinin diizgiin ve siirekli bir
sekilde minimuma inmesi, baslangic yapisindaki sterik cakismalarin giderildigini

ve sistemin fiziksel olarak anlamli bir yapiya ulastigin1 gdstermektedir.

* Sicakhk:
NVT dengeleme fazinda sistemin hedeflenen sicakliga ulasip ulasmadigi ve bu
sicakligl simiilasyon boyunca ne kadar kararli tuttugu incelenmistir. Sicakligin
ani dalgalanmalar géstermeden sabit kalmasi, termal dengelemenin basariyla

saglandigini ifade eder.

* Basing:
NPT dengeleme fazlarinda basincin simiilasyon boyunca hedeflenen deger etrafinda
kararli olup olmadig analiz edilmistir. Ozellikle biyolojik sistemlerde, basing

kararlilig1 hacimsel degisimlerin Oniine gegmek acisindan kritiktir.

* Yogunluk:
Sistemdeki atomik dagilimin dogalligint dlgmek i¢in yogunluk hesaplamalari
yapilmistir. Bu analiz, sistemin uygun ¢oziicii ile yeterince dengelenip denge-

lenmedigini ve gergek biyolojik kosullara yakin olup olmadigini degerlendirmek
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acisindan 6onemlidir.

Bu validasyon analizleri sonucunda elde edilen veriler, simiilasyonlarin stabil bir sekilde
ilerledigini ve sistemlerin fiziksel olarak dengeli oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle
sicaklik, basing ve yogunluk degerlerinin kisa bir adaptasyon siirecinin ardindan hede-
flenen aralikta sabitlenmesi, liretim simiilasyonlarinin saglam bir temele dayandigini

gostermektedir.

4.4.2. RMSD (Kok Ortalama Kare Sapma)

RMSD (Ko6k Ortalama Kare Sapma), molekiiler dinamik simiilasyonlarimin en temel ve
yaygin kullanilan analizlerinden biridir. Bu metrik, bir molekiiliin zaman igerisindeki
konformasyonel degisimini nicel olarak degerlendirmek amaciyla kullanilir. RMSD,
belirli bir referans yapiya gore atomlarin konumsal sapmalarini 6lgerek, sistemin yapisal

stabilitesi hakkinda bilgi saglar[38].

Bu calismada, RMSD hesaplamalar1 simiilasyonun baslangicindaki yapi referans ali-
narak gerceklestirilmistir. Analiz, proteinlerin ana zincir atomlari iizerinden yapilmis
ve simiilasyon siiresi boyunca yapilarin bu referans konuma gore ne dlgiide sapma
gosterdigi takip edilmistir. RMSD degerlerinin belirli bir siire sonra sabit bir aralikta
salinim gostermesi, sistemin dinamik olarak dengeye ulastigin1 ve yapinin genel olarak

kararl1 kaldigini1 isaret eder.

Ozellikle kompleks yapilarin simiilasyonlarinda, RMSD egrileri sayesinde alt birim-
ler arasindaki baglanma stabilitesi, ayrisma egilimleri veya genel yapisal dagilmalar
kolaylikla gozlemlenebilir. Ornegin bu tez kapsaminda yapilan RAD23A, SIK2 ve
ubikuitin komplekslerinin RMSD analizleri, sistemlerin zamanla yapisal biittinliiklerini

koruyup korumadigini belirlemek i¢in temel bir kriter olarak degerlendirilmistir.

Analiz sonuglari, simiilasyonun ilk birka¢ nanosaniyesi icinde meydana gelen hizl
konformasyonel adaptasyonu ve ardindan gelen daha dengeli bir yapisal evrimi agikca
gostermektedir. Bu baglamda RMSD, molekiiler dinamik simiilasyonlarmin giivenilir-
ligini degerlendirmek ve diger ileri diizey analizlerin temelini olusturmak i¢in kritik bir

ilk adimdar.
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4.4.3. RMSF (Kok Ortalama Kare Dalgalanma)

RMSF (Ko&k Ortalama Kare Dalgalanma), molekiiler dinamik simiilasyonlarinda atom
veya kalint1 (residue) diizeyinde konformasyonel esnekligi degerlendirmek amaciyla kul-
lanilan 6nemli bir analiz yontemidir. RMSF, her bir atomun veya kalintinin simiilasyon
boyunca ortalama konumundan ne kadar saptigin1 6lgerek, molekiiliin hangi bolgelerinin

daha hareketli, hangi bolgelerinin ise daha rijit oldugunu ortaya koyar[39, 40].

Bu ¢alismada, proteinlerin kalint1 bazinda esnekligini incelemek amaciyla RMSF analizi
gerceklestirilmistir. Ozellikle RAD23A, SIK2 ve ubikuitin gibi molekiillerde, belirli
bolgelerin yapisal hareketliligi veya baglanma sonrasi esneklik degisimleri bu yontemle
degerlendirilmistir. UBL ve UBA domainleri gibi fonksiyonel bolgelerin diisiik RMSF
degerleri gostermesi, bu bolgelerin simiilasyon stiresince stabil kaldigini; buna karsin ug
bolgeler veya baglanti alanlarinda gézlenen yiiksek RMSF degerleri ise esnek yapilari

yansitmaktadir.

Kompleks yapilar igeren sistemlerde yapilan analizler ise baglanma arayiizlerinde mey-
dana gelen hareketliliklerin anlagilmasim saglamustir. Ozellikle ubikuitin ile etkilesimli
bolgelerdeki RMSF degisimleri, proteinin baglanma sonrasi nasil bir yapisal diizenleme

gosterdigini ortaya koymustur.

RMSF analizi sayesinde elde edilen bilgiler, protein-protein etkilesimlerinin dogasini
anlamak ve fonksiyonel bolgelerdeki yapisal degisimleri degerlendirmek agisindan
oldukg¢a degerlidir. Ayrica bu veriler, serbest enerji hesaplamalari ve baglanma analizleri

gibi ileri diizey analizler i¢in de tamamlayici nitelik tagir.

4.4.4. SASA (Coziinebilir Yiizey Alam)

SASA (Solvent Accessible Surface Area — Coziinebilir Yiizey Alani), bir molekiiliin
solvent ile dogrudan temas eden yiizeyinin biiyiikliigiinii belirlemek amaciyla kullanilan
onemli bir yapisal analiz yontemidir. Bu metrik, 6zellikle proteinlerin ¢6ziicii ortamda
ne Olclide erisilebilir oldugunu, katlanma derecesini ve yiizeydeki hidrofobik veya

hidrofilik bolgelerin dagilimini degerlendirmek i¢in kullanilir[41].

Molekiiler dinamik simiilasyonlarinda, SASA degeri zaman icinde protein ylizeyinin

¢oziinebilirlik durumunu izlemeye olanak tanir. Yapisal kompaktlik, ylizey kapanmasi,
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aciga cikan bolgeler gibi konformasyonel degisimlerin izlenmesinde de énemli rol

oynar.

Bu calismada, SASA analizi ile sistemlerdeki proteinlerin zaman i¢inde solventle olan
temas ylizeyleri degerlendirilmistir. Analizler, hem bireysel protein simiilasyonlarinda
hem de kompleks yapilarin modellenmesinde gergeklestirilmis ve yiizey etkilesimlerinin

incelenmesine olanak saglamigtir.

SASA, diger yapisal analizlerle birlikte kullanildiginda, proteinlerin genel stabilitesi ve
etkilesim yiizeylerinin konformasyonel durumlar1 hakkinda daha kapsamli bir yapisal
degerlendirme sunar. Analizler sirasinda belirli atom gruplar1 (6rnegin ana zincir veya

tiim protein) referans alinarak ¢ozlinebilir yiizey alanlar1 hesaplanmustir.

4.4.5. GYRATE (Kiitle Merkezi Yaricapi

Kiitle merkezi yarigap1 (Radius of Gyration — GYRATE), bir molekiiliin kiitlesinin
merkezine gore nasil dagildigini 6lgen yapisal bir analiz yontemidir. Bu metrik, 6zel-
likle proteinlerin kompakthk derecesini ve katlanma durumunu degerlendirmek
icin kullanilir. Kiitle merkezi yarigapi, molekiiliin merkezinden tiim atomlara olan
uzakliklarin kareleri ortalamasinin karekokii olarak tanimlanir ve simiilasyon boyunca

bu degerin nasil degistigi takip edilir[42].

GYRATE analizi sayesinde bir protein yapisinin zamanla daha kompakt hale gelip
gelmedigi ya da agilarak daha genis bir yapiya doniistligii gézlemlenebilir. Bu yoniiyle
ozellikle katlanma, ¢oziilme (unfolding), kompleks olusumu veya yapisal stabilite

analizlerinde yaygin olarak kullanilir.

Bu calismada, kiitle merkezi yarigap1 analizleri, simiilasyon siiresince proteinlerin genel
boyut ve yapisal biitiinliiklerinin degerlendirilmesi amaciyla uygulanmistir. Hem tekil
protein sistemleri hem de kompleks sistemlerde bu analiz gergeklestirilmis, zamanla
olusabilecek biiyiik yapisal dalgalanmalarin veya ¢okme benzeri durumlarin 6n deger-

lendirmesi yapilmistir.

GYRATE analizi, RMSD ve SASA gibi diger yapisal analizlerle birlikte kullanildiginda,
proteinin simiilasyon siiresince nasil bir konformasyonel yol izledigini daha kapsamli
bir sekilde anlamaya yardime1 olur. Analizler, atomik kiitlelerin hesaba katilmasiyla

gergeklestirilmis ve sistemlerin zamana bagh yapisal evrimleri gozlemlenmistir.
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4.4.6. Kiimeleme Analizi (Cluster Analizi)

Kiimeleme analizi (cluster analizi), molekiiler dinamik simiilasyonlar: siiresince olugan
farkl1 yapisal durumlar siniflandirmak ve tekrar eden konformasyonel driintiileri tanim-
lamak i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu analiz, simiilasyon boyunca alinan konfor-
masyonel anlik goriintiilerin birbirlerine yapisal benzerliklerine gore gruplandirilmasini
saglar. Boylece sistemin zaman igerisinde hangi yapisal durumlarda daha uzun siire

kaldig1 veya hangi konformasyonlarin daha baskin oldugu tespit edilebilir [43].

Bu calismada, kiimeleme analizi gergeklestirilirken GROMOS algoritmasi kullanilmis
ve yapilar arasindaki RMSD mesafesine gore kiimeler olusturulmustur. Belirli bir
kesim degeri (cutoff) iizerinden RMSD hesaplanarak, birbirine yeterince yakin olan
konformasyonlar ayn1 kiime altinda gruplanmistir. Bu islem sonucunda simiilasyon
boyunca sistemin kag farkli baskin yapiya sahip oldugu belirlenmis ve her bir kiimenin

icerdigi konformasyon sayisi (kapsama orani) analiz edilmistir.
Yapilan analiz ile:
* Simiilasyonun biiyiik béliimiinde hangi yapinin korundugu,

+ Sistem zamanla belirli bir kararlt duruma m1 ulasti, yoksa farkli yapilar arasinda
gecis yapti mi,
» Konformasyonel ¢esitliligin genis mi dar mi1 oldugu
gibi sorulara metodolojik diizeyde yanit saglanmustir.

Elde edilen sonuglar, ileri analizlerde temsilci yapilarin (representative structures)
secilmesi, serbest enerji manzaralarinin ¢izilmesi ve baglanma modellerinin deger-
lendirilmesi gibi pek cok ¢alismada temel veri olarak kullanilmistir. Kiimeleme, yapisal
analizin biitiinciil bir parcasi olarak RMSD temelli hareketlerin zamansal Sriintiisiinii

cikarmak acisindan son derece degerlidir.

4.4.7. Enerji (Coulomb ve Lennard-Jones)

Enerji (Coulomb ve Lennard-Jones)

Enerji analizleri, molekiiler dinamik simiilasyonlarinda atomlar ve molekiiller arasindaki

fiziksel etkilesimlerin nicel olarak degerlendirilmesini saglar. Bu analizler, 6zellikle
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molekiiller aras1 baglanma, stabilite ve ¢oziinme siire¢lerinin anlagilmasinda kritik
oneme sahiptir. GROMACS yaziliminda bu tiir analizler, yeniden yiirlitme (rerun) yon-
temiyle hesaplanarak simiilasyonun belirli enerji bilesenleri detayl olarak ayristirilabilir

[44].
Bu caligmada, iki temel enerji bileseni analiz edilmistir:

* Coulomb Etkilesimleri (Elektrostatik Kuvvetler):
Protein-protein ve protein-¢oziicii sistemlerinde atomlar arasinda yiiklerin olustur-
dugu elektrostatik ¢ekim veya itmeler bu enerji bileseniyle temsil edilir. Ozellikle
tuz koprileri, iyonik baglar ve yiiklii yiizey etkilesimleri Coulomb terimi iiz-

erinden degerlendirilmistir.

* Lennard-Jones Etkilesimleri (Van der Waals Kuvvetleri):
Molekiiller aras1 kisa menzilli ¢gekim ve itme kuvvetlerini modelleyen Lennard-
Jones potansiyeli, hidrofobik etkilesimleri, sterik ¢cakismalar1 ve yiizey uyumunu

aciklamada kullanilmustir.

Analizler hem protein-protein aras1 hem de protein-¢oziicii arasi etkilesimler bazinda
gerceklestirilmis, bu sayede sistemin hem igsel stabilitesi hem de ¢evresel ¢oziintirliigii
hakkinda 6n degerlendirme yapilmistir. Rerun yontemiyle enerji hesaplamalari, sistemin
simiilasyon siiresince kaydedilen konformasyonel anlik goriintiileri tizerinden tekrar

yirtitiilerek elde edilmistir.

Bu metodoloji, enerji bilesenlerinin zaman igerisindeki degisimini takip etmeye ve
farkli sistemlerin karsilastirmali olarak degerlendirilmesine olanak saglamistir. Ayrica,
baglanma bdlgelerindeki fiziksel etkilesimlerin dogas1 ve giicii hakkinda dogrudan

i¢gorii sunmasi agisindan ileri analizler i¢in temel olusturmustur.

4.4.8. PCA (Temel Bilesen Analizi)

Temel bilesen analizi (Principal Component Analysis — PCA), molekiiler dinamik
simiilasyonlarinda proteinlerin biiylik 6l¢ekli konformasyonel hareketlerini analiz etmek
i¢in kullanilan giiclii bir istatistiksel yontemdir. Bu analiz, simiilasyon boyunca meydana
gelen tlim atomik hareketler arasindaki korelasyonlari inceleyerek, sistemin genel yapisal

degisikliklerini en iyi temsil eden yonleri (modlar1) ortaya ¢ikarir [45].
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PCA, atomik hareketlerin kovaryans matrisini hesaplar ve bu matrisi 6zvektor ve
O0zdegerlerine ayirir. Elde edilen 6zvektorler, sistemde gozlemlenen temel hareket
yonlerini; 6zdegerler ise bu hareketlerin biiyiikliiglinii ifade eder. Genellikle ilk birkag
temel bilesen (PC1, PC2 vb.) toplam hareketin biiytik bir kismin1 temsil eder ve sistemin

baskin konformasyonel degisimlerini anlamak i¢in yeterlidir.

Bu ¢aligmada PCA analizi, proteinlerin simiilasyon boyunca geg¢irdigi genel yapisal
degisiklikleri yorumlamak ve olas1 konformasyonel gegisleri tanimlamak amaciyla
uygulanmstir. Ozellikle protein-protein komplekslerinde, baglanma sonras1 meydana

gelen biiyiik 6lcekli yapisal diizenlemelerin belirlenmesi hedeflenmistir.

PCA’nin avantaji, rastgele termal salimimlan filtreleyerek yalnizca biyolojik olarak
anlamli biiytik hareketleri 6ne ¢ikarmasidir. Bu sayede molekiiler esneklik, allosterik

etkiler ve fonksiyonel yap1 degisimlerinin daha net sekilde yorumlanmasi saglanabilir.
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A) SIK2 B) RAD23A

Sekil 4.1: Tez kapsaminda modellenen yapilar. Yapilarda kullanilan renk kodlari:
RAD23A (yesil), modifikasyon ubikitini (magenta), UbK48 ubiquitin-1
(mavi), UbK48 ubiquitin-2 (kirmizi), S5A (UIM) (sar1), SIK2 (turuncu).

36



5. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu galismada, RAD23A proteininin yapisal dinamikleri ve potansiyel aktivasyon mekaniz-
malar1 molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlar1 ile detayli bi¢imde incelenmistir. RAD23A,
hiicrede protein yikim ile ilgili birgok siiregte yer alan, modiiler yapiya sahip bir
proteindir. Ozellikle UBL (ubiquitin-like) ve UBA (ubiquitin-associated) domainleri
araciligiyla hem ubikuitinlenmis proteinleri hem de proteozom kompleksini tanima
ve baglama kapasitesine sahiptir. Literatiirde RAD23A’nin bu iki yapisal bolgesi
arasindaki konformasyonel diizenin, protein-protein etkilesimleri ve post-translasyonel

modifikasyonlara bagli olarak degisebilecegine dair bulgular bulunmaktadir.

Bu baglamda, ¢alismada temel olarak iki hipotez ele alinmistir;

(1) RAD23 A’nin post-translasyonel modifikasyonlarla (6zellikle fosforilasyon ve ubikuiti-
nasyon) yapisal olarak stabil bir agik formda tutulabilecegi,

(2) RAD23A’nin diger proteinlerle (6rnegin proteozomun RPN10 alt birimi veya
ubikuitinlenmis hedef proteinler) kurdugu etkilesimlerin bu agik formu destekleye-
bilecegi.

Simiilasyonlar boyunca RAD23A’nin agik ve kapali formlar arasindaki gegisleri anla-
maya yonelik analizler yapilmis, ayrica farkli baglanma partnerlerinin ve modifikasy-
onlarin bu yapisal degisime etkileri arastirilmistir. Elde edilen bulgular, RAD23A’nin
yalin haldeyken daha kompakt (kapali) bir forma gegme egiliminde oldugunu; ancak
modifikasyonlarin veya baglanma partnerlerinin etkisiyle acik formunun stabilize ola-

bilecegini ortaya koymustur.

Bu boliimde, elde edilen bu bulgular detayli bicimde tartisilacak; validasyon analiz-
lerinden baslayarak yapisal degisimlerin zamansal profili, PCA temelli biiyiik 6l¢ekli
hareket Oriintiileri ve baglanma enerjisi hesaplamalari lizerinden yorumlanacaktir. Ayni
zamanda RAD23A’nin olas1 biyolojik islevlerine yonelik hipotezler de veriler 15181nda

degerlendirilecektir.
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5.1. Validasyon Analizleri

Bu tez kapsaminda gergeklestirilen tiim molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlarinda,
sistemlerin liretim fazina gegmeden once fiziksel olarak dengede olduklarindan emin ol-
unmast adina standart validasyon adimlar1 uygulanmistir. Bu validasyonlar, simiilasyon-
larin giivenilirligini ve biyolojik gerceklige uygunlugunu garanti altina almak amaciyla

yapilmustir.

[1k adim olarak uygulanan enerji minimizasyonu siirecinde, atomlar arasi fiziksel ol-
mayan ¢akigmalar ortadan kaldirilmis ve sistemin potansiyel enerjisi optimize edilmistir.
Steepest descent algoritmasi ile gergeklestirilen bu siire¢ sonunda sistemler kararli bir

enerji seviyesine ulagmistir.

Bunu takiben, sistemin sicaklik ve basing gibi termodinamik parametrelerinin dengelen-

mesi amactyla iki asamali dengeleme fazlar1 uygulanmistir:

NVT (Sabit hacim ve sicaklik) dengeleme fazi sirasinda, tiim sistem hedef sicaklik olan

310 K’ye hizla ulasmis ve bu sicaklik sabitlenmistir.

NPT (Sabit basing ve sicaklik) dengeleme fazinda, ilk olarak Berendsen barostat ile
hizl1 hacimsel dengeleme saglanmis, ardindan Parrinello-Rahman barostat ile sistemin
fiziksel olarak daha gercekc¢i davranmasi hedeflenmistir. Bu siire¢ boyunca, yogunluk
degerleri 1000 kg/m? civarinda sabit kalmis, basing ise 1 bar civarinda dogal salinimlar
gostermistir.

Tiim bu validasyon adimlari, ¢aligmada ele alinan tiim sistemler (yalin RAD23A, modi-
fiye edilmis RAD23A yapulari, protein-protein kompleksleri) i¢in benzer sekilde gercek-

lestirilmistir. Validasyon sonuglari, sistemlerin simiilasyon siiresince kararli bir sekilde

davranacagini ve elde edilen verilerin giivenilir oldugunu desteklemektedir.

5.2. RAD23A’nin Yalin Formda Gecirdigi Konformasyonel
Degisim

RAD23A proteininin konformasyonel esnekligi, hiicresel islevlerini yerine getirebilmesi
acisindan kritik dneme sahiptir. Bu caligsmada, agik formuna ait bilinen yapisi tizerinden
baslatilan molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlari, proteinin zaman i¢inde daha kom-

pakt (kapali) bir yaprya yoneldigini ortaya koymustur. Bu gozlem, RAD23A’nin yalin
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Sekil 5.1: RAD23A’nin farkli zaman noktalarindaki molekiiler dinamik simiilasyonlar1

sonucunda elde edilen konformasyonel yapilari

haldeyken intrinsik olarak kapali konformasyonu tercih ettigini gostermektedir.

Simiilasyonlar i¢in baslangi¢ yapisi olarak Protein Data Bank’ta yer alan 10QY (Model
1) kristal yapis1 kullanilmistir. Literatiirde bu yapi, UBL ve UBA domainleri arasinda
belirgin mesafe i¢eren ve “a¢ik konformasyon™ olarak tanimlanan bir modeldir. Bu
yapi lizerinde 100 ns, 200 ns ve 400 ns siireyle yapilan simiilasyonlar, 6zellikle domain-
ler aras1 mesafede belirgin bir azalma ile sistemin giderek daha kompakt bir yapiya

evrildigini gostermistir (Sekil 5.1).

Bu boliimde, RAD23A’nin yalin formda gegirdigi yapisal degisimler; RMSD, RMSF,
yarigap (Rg), ¢coziinebilir yiizey alan1 (SASA), temel bilesen analizi (PCA) ve cluster

analizi gibi yapisal dlgiitler lizerinden degerlendirilmektedir (Sekil 5.2).
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Sekil 5.2: RAD23A’nin yalin formu i¢in gergeklestirilen yapisal analizler. (A) RMSD,
(B) RMSF, (C) Yaricap (Rg), (D) Coziinebilir yiizey alan1 (SASA), (E) PCA

analizi, (F) Cluster analizi.

RMSD analizleri, yaklasik 50-60 ns zaman araliginda belirgin bir konformasyonel
bir gecisin yasandigini ortaya koymaktadir. Bu siirecte, proteinin yaklasik 3.2 nm’lik
bir RMSD degisimi sergiledigi ve bu gecisin ardindan daha stabil bir yapiya ulastigi
gozlemlenmistir (Sekil 5.2 A).

RMSF analizleri, 6zellikle domain bolgelerinde belirgin hareketlilik gostermistir. UBL
(1-81), UBA1 (161-201) ve UBA2 (318-358) domainleri ortalama 1.0-1.2 nm ar-
aliginda dalgalanma sergilemistir. Bu durum, domainler arasi etkilesimlerin artmastyla
proteinin kapali form yoniinde bir yeniden yapilanma gecirdigini desteklemektedir

(Sekil 5.2 B).

Yaricap (radius of gyration) analizlerine gore sistemin baglangictaki 5.5 nm’lik genisligin-
den zamanla 3.2 nm’ye kadar daraldig1 gézlemlenmistir. Benzer sekilde, SASA degerleri
de 320 nm*’den 220 nm? altina diiserek molekiiliin ¢oziinebilir yiizey alaninin azaldigini
ve daha siki bir konformasyona gectigini gostermektedir. Bu iki 6l¢iim birlikte deger-
lendirildiginde, sistemin belirgin sekilde kompaktlastigi sonucuna ulasilmaktadir (Sekil

5.2 C-D).

Cluster analizi, simiilasyonun ilk evrelerinde yiiksek sayida (yaklasik 1000’in iizerinde)
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diisiik temsil giicline sahip yapinin gozlemlendigini géstermektedir. Bu durum, pro-
teinin simiilasyonun erken fazlarinda genis bir konformasyonel uzayda hareket ettigine
isaret etmektedir. Ancak 60 ns sonrasi, belirli yapisal kiimelerde toplanma gozlenmis ve
daha kararli bir yap1 egilimi belirginlesmistir. PCA sonuglar1 da bu gozlemleri destekle-
mekte; ilk 50 ns boyunca daha daginik bir oriintii goriiliirken, ilerleyen zaman diliminde

yapilarin siki kiimelere toplandigi dikkat ¢ekmektedir (Sekil 5.2 E-F).

Tiim veriler birlikte degerlendirildiginde, RAD23A’nin yalin haldeyken acik formunu
stirdiirme egiliminde olmadig1 ve zamanla domainlerinin birbirine yaklasarak daha kom-
pakt bir yapiya evrildigi goriilmektedir. Bu durum, proteinin fonksiyonel aktifliginin
yalnizca yalin halde degil; post-translasyonel modifikasyonlar veya baglanma partnerleri
aracilifiyla agik konformasyonda stabilize edilerek siirdiiriilebilecegini diisiindiirmekte-

dir.

5.3. Post-Translasyonel Modifikasyonlarin RAD23A Yapisina
Etkisi

A) O ns B) 20 ns
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Sekil 5.3: Ubikuitinlenmis RAD23A’nin farkli zaman noktalarindaki molekiiler di-
namik simiilasyonlari sonucunda elde edilen konformasyonel yapilari.

RAD23A (yesil), modifikasyon ubikitini (magenta)
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Sekil 5.4: RAD23A Olasi Post-Translasyonel Modifikasyonlarinin temsili gosterimi

Onceki béliimde sunulan analizler, RAD23A proteininin yalin halde iken acik kon-
formasyonunu siirdiiremedigini ve zamanla kapali forma gecis yaptigini agikca ortaya
koymustur. Bu gézlem, proteinin biyolojik baglamda acik formda fonksiyonel kala-

bilmesi i¢in bazi diizenleyici etkenlerin gerekli olabilecegini diisiindliirmektedir.

Bu hipotezi test etmek amaciyla, literatiirde SIK2 kinazinin RAD23A’y1 S123 pozisy-
onunda fosforlayabildigi bilgisi dikkate alinmistir. Ayrica, bu pozisyona olduk¢a yakin
konumda yer alan K122 kalintisinda ubikuitinasyon gozlemlenmistir. Fosforilasyon ve
ubikuitinasyonun bu mekansal yakinlig1, iki maddenin birbiriyle iligkili olabilecegi ve

hatta birbirini tetikleyebilecegi ihtimalini dogurmustur(Sekil 5.4).

Yapilan analizlerde, bu potansiyel etkilesimi anlamak i¢in K122 pozisyonuna manuel
olarak ubikuitin eklenmis ve bu modifikasyonun RAD23A yapisal biitlinliigii tizerindeki
etkisi degerlendirilmistir. Bu yaklagim, molekiiliin a¢ik formunu koruyup koruya-
madigin1 ve kapanma davranisinda ne gibi farkliliklar olusturdugunu gézlemlemeyi

amaglamaktadir.
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Sekil 5.5: Ubikuitinlenmis RAD23A yapisi i¢in gergeklestirilen yapisal analizler. (A)
RMSD, (B) RMSF, (C) Yarigap (Rg), (D) Toplam ¢oziinebilir yiizey alani
(SASA), (E) PCA analizi, (F) Cluster analizi.

Yapisal analizler, ubikuitinlenmis RAD23A’nin yalin formu ile kiyaslandiginda farkl
bir davranis sergiledigini gostermektedir (Sekil 5.5-5.3). RMSD analizleri, bu modi-
fikasyonun RAD23A’nin agik formunu tamamen koruyamadigini ortaya koymustur.
Her ne kadar yeniden kapanma egilimi gozlemlense de, bu siire¢ daha lineer bir sekilde
ilerlemis ve sistemin dengeye ulasmasinda yaklagik 20 ns’lik bir gecikme yasanmaistir.

Bu durum, yapinin daha yavas stabilize oldugunu gostermektedir (Sekil 5.5 A).

RMSF sonuglari ise domain hareketliliginde belirgin bir degisimi ortaya koymustur.
UBL (1-81) ve UBAT1 (161-201) domainleri, yalin formda gosterdikleri yaklasik 1.2
nm’lik dalgalanmalara kiyasla bu kez 1.0 nm’nin altinda hareketlilik sergilemistir.
Buna karsilik, C-terminalde yer alan UBA2 (318-358) domaini yaklasik 2.0 nm’lik
artmis hareketlilik gostermistir. Bag kismin ubikuitinle kisitlanmasi nedeniyle kapanma
hareketinin proteinin arka ucuna kaydig diisiiniilmektedir. Bu yapisal asimetri, 6zellikle
substratlara baglanmada rol oynayan UBA2 domaininin daha serbest hareket etmesine

olanak tanimakta ve gegici konformasyonel agikliklar yaratmaktadir (Sekil 5.5 B).

SASA ve yarigap (Rg) analizleri de bu egilimleri desteklemektedir. SASA degeri 340

nm?*’den 240 nm?’ye, Rg degeri ise 5.5 nm’den 3.0 nm’ye diigmiistiir. Bu bulgular, pro-
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teinin zamanla daha kompakt bir forma gectigini gdstermektedir. Ancak yalin formda
gozlemlenen kararli fazlarin aksine, modifiye formda bu parametrelerde net bir plato
olugsmamis ve degerler simiilasyon boyunca siirekli dalgalanmistir. Bu da yapinin heniiz
tam anlamiyla stabilize olmadigini, konformasyonel yeniden yapilanmanin siirdiigiinii
diistindiirmektedir. Ayrica sistemdeki molekiil sayisinin farkliligi ve kompleks etk-
ilesimler g6z oniinde bulunduruldugunda, bu metriklerin yalnizca kompaktlik egilimi

acisindan degerlendirilmesi gerektigi unutulmamalidir (Sekil 5.5 C-D).

PCA ve cluster analizleri, bu yapisal esnekligi daha da pekistirmektedir. PCA ¢ik-
tilarinda belirli oriintiiler gozlemlense de net kiimelenmeler olusmamistir. Cluster
analizleri, yalin formda gozlemlenen yiiksek temsil giiciine sahip yapilara kiyasla daha
az sayida baskin yapi1 ortaya koymustur. Bu bulgular, sistemin hala yiiksek derecede
yapisal esneklik gosterdigini ve yalin forma gore daha diisiik diizeyde yapisal denge

sagladigin1 gostermektedir (Sekil 5.5 E-F).

Genel olarak, K122 pozisyonunda gerceklestirilen ubikuitinasyonun RAD23A yapisi
tizerinde anlaml bir etkisi oldugu goriilmektedir. Her ne kadar acik formun tam
olarak korunmasi saglanamamis olsa da, modifikasyon proteinin kapanma davranisinda
yon degisikligine neden olmus ve baz1 domainleri kisitlarken digerlerini daha serbest
birakmigtir. Bu durum, RAD23A’nin post-translasyonel modifikasyonlar araciligiyla
gecici fonksiyonel konformasyonel agikliklar yaratabilecegi fikrini desteklemektedir.
Dolayisiyla bu bulgular, RAD23A’nin gorevini gerceklestirebilmesi i¢in modifikasy-
onlarin sadece etkili degil, potansiyel olarak belirleyici rol oynayabilecegine isaret

etmektedir.

5.4. Protein-Protein Etkilesimlerinin Acik Form Uzerindeki
Rolu

RAD23A proteini, proteazomal degradasyon siirecinde gorev alan 6nemli bir adaptor
molekiildiir. Bu gorevi sirasinda, C-terminalindeki UBA domaini araciligiyla K48-
baglantili poliubikuitin zincirlerini tanima ve N-terminalindeki UBL domaini araciligiyla
26S proteozomun diizenleyici alt birimi olan Rpn10 ubikitinle etkilesime giren motif
(UIM) domainine sahiptir. Literatiirde bu domain-domain etkilesimlerinin RAD23A’nin

acik (extended) konformasyonda daha stabil kalmasini sagladigi ileri siiriilmektedir.
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Sekil 5.6: K48-baglantili1 diubiquitin, RAD23A ve Rpnl0’un UIM domaini i¢eren
kompleks yapisinin farkli zaman noktalarindaki molekiiler dinamik simiilasy-
onlar1 sonucunda elde edilen konformasyonel yapilari. RAD23A (yesil),
UbK48 ubiquitin-1 (mavi), UbK48 ubiquitin-2 (kirmizi), SSA (UIM) (sar1)

Bu hipotezi degerlendirmek amaciyla, RAD23A proteini, K48-baglantil1 diubiquitin
(model substrat) ve Rpn10’un UIM domainini igeren bir kompleks model seklinde
olusturulmus ve bu sistem 100 ns siireyle molekiiler dinamik simiilasyonuna tabi tutul-
mustur. Yapilan simiilasyonlar sonucunda, sistemin yapisal davranislari, dinamik profili

ve protein-protein etkilesimlerinin katkis1 cok boyutlu analizlerle degerlendirilmistir

(Sekil 5.6).

Yapisal analiz sonuglari, RAD23A’nin dogal baglanma partnerleri ile olusturdugu kom-
pleks sistemde, proteinin kapanma egiliminde belirgin bir azalma oldugunu ortaya
koymustur. Bu gozlem beklentilerle uyumludur; zira RAD23A’nin domainlerinin diger
molekiillerle etkilesime girmesi, intramolekiiler domain-domain etkilesimini zayiflata-
bilir. Bu baglamda, protein-protein etkilesimlerinin RAD23A’ya belirli bir diizeyde

yapisal kararlilik kazandirdig1 anlagilmaktadir.

RMSD analizleri, kompleks sistemdeki RAD23 A molekiiliiniin genel hareketliliginde

anlamli bir azalma oldugunu gostermektedir (Sekil 5.7 A). Simiilasyonun ilk 20 ns’lik
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periyodunda yaklasik 2.0 nm diizeyinde bir hareketlilik gozlemlenirken, izleyen 80
ns boyunca bu degisimin yalnizca 0.5 nm ile sinirl kaldig: tespit edilmistir. Bu du-
rum, sistemin zamanla daha kararli bir konformasyona ulastigin1 ve kompleksin yap1

biitiinltiglinli korudugunu gostermektedir.

RMSF analizleri, bu genel kararlilik egilimini domain diizeyinde de desteklemektedir
(Sekil 5.7 B). Ozellikle substrat olan K48-baglantil1 diubiquitin ile etkilesen UBA2
domaininin hareketliligi biiytlik 6l¢iide azalmis ve yaklasik 0.6 nm’lik bir dalgalanma

ile siirlandirilmistir.

SASA analizinde molekiiliin daha kompakt bir yapiya yoneldigi agikca goriilmektedir
(Sekil 5.7 D). Gyration yarigapt (Rg) analizinde ise 1540 ns arasinda molekiiliin
yaklagik 5.25 nm civarinda sabit kaldigi, 45-100 ns arasinda ise ortalama 4.25 nm

seviyelerinde kararlilik gosterdigi gdzlemlenmistir (Sekil 5.7 C).

Cluster analizi sonucunda, toplamda 500 farkli konformasyonel kiime tanimlanmistir
(Sekil 5.7 F). Bu say1, yalin haldeki RAD23A sistemine ait 1000 kiimenin yaris1 kadardir
ve kompleksin daha sinirli sayida kararli konformasyona yoneldigini géstermektedir.
PCA projeksiyonlar ise yapisal dagilimin belirli alanlarda yogunlastigini ve kiimelen-

menin arttigin1 ortaya koymaktadir (Sekil 5.7 E).
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Sekil 5.7: RAD23A’nin K48-diUb ve Rpn10 UIM ile olusturdugu kompleks yapisi igin
gerceklestirilen yapisal analizler. (A) RMSD, (B) RMSF, (C) Yaricap (Rg),
(D) Toplam ¢6ziinebilir yiizey alan1 (SASA), (E) PCA analizi, (F) Cluster

analizi.

Tim bu analizlerin birlesik degerlendirmesi, RAD23A’nin dogal baglanma partner-
leriyle olusturdugu kompleks sistemin, proteinin agik formda stabil kalmasini destek-
ledigini gostermektedir. Bu sonuglar, protein-protein etkilesimlerinin yalnizca fonksiy-
onel degil, ayn1 zamanda yapisal olarak da diizenleyici rol oynadigini gii¢lii bicimde

ortaya koymaktadir.

5.5. Post-Translasyonel Modifikasyon ve Protein-Protein Etk-
ilesimlerinin Birlesik Etkisi: RAD23A Uclii Kompleksi

Bu boliimde, 5.3 ve 5.4 numarali boliimlerde incelenen sistemlerin bir araya getir-
ildigi, yani hem post-translasyonel modifikasyona ugramis hem de dogal baglanma
partnerleriyle etkilesim kuran RAD23A’nin yapisal davranisi analiz edilmistir. 5.3 teki
analizler, 6zellikle UBL ve UBA1 domainleri iizerinde ubikuitin modifikasyonunun
belirgin bir hareket kisitlamasi olusturdugunu gostermistir. 5.4’te ise, protein-protein
etkilesimlerinin RAD23A’nin agik konformasyonunu daha kararl hale getirdigi ve

UBA2 domaini iizerinde ciddi bir hareket kisit1 olusturdugu gézlemlenmistir (Sekil 5.8).
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Beklendigi gibi, bu iki sistemin bir arada bulundugu ti¢lii kompleks yapisinda RAD23A
daha stabil bir yap1 sergilemistir. Yapinin 6zellikle daha kompakt bir hale gegmek

yerine, lineer ve agik formunu koruyarak kararli kaldig1 dikkat ¢ekmistir.

A) O ns B) 20 ns

C) 50 ns D) 100 ns

Sekil 5.8: K48-baglantili diubiquitin, Ubikuitinlenmis RAD23A ve Rpn10’un UIM
domaini iceren kompleks yapisinin farkli zaman noktalarindaki molekiiler
dinamik simiilasyonlar1 sonucunda elde edilen konformasyonel yapilari.
RAD23A (yesil), modifikasyon ubikitini (magenta), UbK48 ubiquitin-1
(mavi), UbK48 ubiquitin-2 (kirmizi), SSA (UIM) (sar1)

RMSD analizi, bu yapinin ilk 20-30 ns’lik kisminda 2.5-3.0 nm arasinda degisen bir
hareketlilik gosterdigini, ardindan ise hareketin stabil hale geldigini ortaya koymustur.
Bu durum, 5.4°teki kompleks yapiya olduk¢a benzer bir egilim gdéstermektedir (Sekil
59A).

RMSF verileri, daha 6nce gozlenen sonuglarla uyumlu olarak, UBL, UBA1 ve UBA2
domainleri tizerindeki hareketliligin biiytlik 6l¢iide kisitlandigini gostermektedir. Bu da
modifikasyon ve etkilesimlerin birlikte ¢alisarak esnekligi azaltma etkisini dogrulamak-

tadir (Sekil 5.9 B).

Gyrasyon yarigap1 (Rg) analizinde ise yapinin ilk 40 ns boyunca yaklasik 6.0 nm’den

4.25-4.50 nm bandina geriledigi ve simiilasyonun geri kalan1 boyunca bu aralikta kaldig1
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gbzlenmistir. Bu durum, proteinin agik formda fakat daha sabit bir yapida kaldigini
diistindiirmektedir. Benzer sekilde, SASA analizinde toplam ¢6ziinebilir yiizey alaninin
50 ns i¢inde yaklasik 450 nm?’den 350 nm? seviyelerine indigi ve bu degerde sabitlendigi
goriilmistiir (Sekil 5.9 C-D).

Yapinin konformasyonel ¢esitliligini degerlendirmek amaciyla yapilan Cluster anal-
izinde, yalin RAD23A simiilasyonuna gore (1000 cluster) bu sistemde kiime sayisinin
yar1 yariya azalarak yaklasik 500 cluster seviyesine diistligii belirlenmistir. Ayrica PCA
analizinde de belirgin bir alana yonelmis kiimelenme davranisi gozlemlenmistir (Sekil

5.9 E-F).

Genel olarak, 5.3 ve 5.4’te gézlemlenen sonuglarin birlesik etkisi bu béliimde acikca
goriilmektedir. RAD23A’nin agik formda kalabilmesi agisindan protein-protein etk-
ilesimlerinin daha belirleyici bir rol oynadigi, post-translasyonel modifikasyonlarin ise
bu durumu destekleyici ancak daha ¢ok aktivasyon veya deaktivasyon gibi diizenleyici

islevler i¢in rol alabilecegi diisliniilmektedir.

Yapilan bu yapisal analizlerin tiimiine dair grafiksel veriler Sekil 5.9°de sunulmustur.
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(d) Toplam SASA (e) PCA (f) Cluster

Sekil 5.9: Ubikuitinlenmis RAD23A’nin K48-diUb ve Rpn10 UIM ile olusturdugu
ticli kompleks yapisi i¢in gerceklestirilen yapisal analizler. (A) RMSD, (B)
RMSF, (C) Yaricap (Rg), (D) Toplam ¢oziinebilir yiizey alan1 (SASA), (E)
PCA analizi, (F) Cluster analizi.
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5.6. SIK2 ile RAD23A Arasindaki Konformasyonel Bagimh
Etkilesimlerin Docking Analizi

Cizelge 5.1: SIK2 ile RAD23A’nin farkli konformasyonlarindaki docking sonuglari
ve Pymol ile hesaplanan aktif bolgeler arasi uzakliklar (SIK2: Asp142;
RAD23A: Serl123).

Docking Sistemi | Zaman | HADDOCK | Gomiilii En iyi | Aktif

(ns) Skoru Yiizey Alam | Cluster | Bolge
(BSA, A?) RMSD | Uzakh
(A) Q)

SIK2-RAD23A | 0 -82.7+ 6.7 | 14983 21.3 11.1

(0 ns)

SIK2-RAD23A | 20 -86.1 5.0 | 1402.5 1.0 13.5

(20 ns)

SIK2-RAD23A | 50 -106.0 £ 5.8 | 2067.8 29.4 22.8

(50 ns)

SIK2-RAD23A 100 -93.1 £8.1 |2073.4221.7 |74 15.4

(100 ns)

SIK2-RAD23A | 200 -102.7 £ 6.7 | 1943.9 1.0 8.1

(200 ns)

SIK2-RAD23A | 400 -79.8 £ 1.8 | 1568.4 19.8 9.7

(400 ns)

RAD23A’nin konformasyonel dinamikleri dogrultusunda farkli zaman noktalarindan
(0 ns, 20 ns, 50 ns, 100 ns, 200 ns ve 400 ns)(5.1) alinan yapilarla yapilan docking
analizleri, bu proteinin SIK?2 ile olan etkilesim yeteneginin zamana bagli olarak anlamli
sekilde degistigini ortaya koymustur. Docking islemleri HADDOCK web sunucusu
iizerinden gerceklestirilmis olup, analizler HADDOCK skoru, buried surface area (BSA),
elektrostatik ve van der Waals etkilesim enerjileri ile degerlendirilmistir (Cizelge 5.1,

Sekil 5.10).

Ozellikle, 50 ns ve 200 ns zaman noktalarinda elde edilen RAD23A yapilar1, diger
yapilara kiyasla daha diisik HADDOCK skorlari (sirastyla -106.0 ve -102.7) ve daha
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yiiksek gomiilii yiizey alanlar1 (2067.8 ve 1943.9 A?) ile dikkat gekmektedir. Bu bulgular,
ilgili yapilarin SIK?2 ile daha stabil ve genis yiizeyli etkilesim kompleksleri olustur-
dugunu gostermektedir. HADDOCK skorlarindaki bu artisa ragmen, 50 ns yapisinda
olgiilen aktif bolge uzaklig: (Ser123—Asp142) 22.8 A gibi oldukga yiiksek bir degerde
kalmigtir. Bu durum, gii¢lii baglanma interaksiyonuna ragmen, fosforilasyon gibi dogru-

dan kimyasal etkilesimler i¢in yeterli yakinligin saglanamayabilecegini gostermektedir.

Buna karsilik, 200 ns konformasyonu hem ytiksek BSA ve HADDOCK skoruna hem
de 8.1 A gibi diisiik bir aktif bolge uzakligina sahiptir. Bu mesafe, SIK2’nin Ser123 bdl-
gesine dogrudan erisimini miimkiin kilacak diizeydedir. Ayrica, bu yapt RAD23A’nin
daha kapal1 bir formuna karsilik gelmektedir. Bu nedenle, 200 ns yapisinin, hem SIK2
tarafindan taninabilirlik hem de dogrudan modifikasyon gerceklestirme acisindan en

uygun konformasyon oldugu diistiniilmektedir.

Ote yandan, 0 ns (baslangic acik hali) ve 400 ns (kapaliya yakin son hali) yapilari,
gorece daha diisiik BSA ve daha zayif HADDOCK skorlari ile daha az tercih edilen
baglanma konformasyonlar sergilemistir. 0 ns yapisi, en diisilk BSA degerlerinden
birine sahip olup (1498.3 A%), HADDOCK skorlari agisindan da ortalama bir baglanma
gdstermistir (-82.7). Aktif bolge uzakligi da 11.1 A olarak 6l¢iilmiis ve bu deger, 200 ns
ile karsilastirildiginda gorece daha yiiksektir. Bu durum, SIK2’nin RAD23A’y1 tamamen
acik veya tamamen kapali haldeyken tanimasinin ve etkin baglanma gergeklestirmesinin

daha az olas1 oldugunu diistindiirmektedir.

20 ns ve 100 ns gibi ara konformasyonlar ise nispeten uygun HADDOCK skorlari
ve yiizey alanlar1 gostermis, ancak aktif bolge mesafeleri sirasiyla 13.5 A ve 15.4 A
olarak olcililmiistlir. Bu degerler, modifikasyon agisindan sinirda degerlendirilebilecek
uzakliklardir ve dolayisiyla genel baglanma verimliligi agisindan 50 ns ve 6zellikle 200

ns yapilarina gore daha zayif kalmaktadirlar.

Sonug olarak, docking analizleri RAD23A’nin konformasyonel durumu ile SIK?2 etk-
ilesiminin gii¢lii sekilde baglantili oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle, 200 ns gibi ara
konformasyonlar hem baglanma stabilitesi hem de fonksiyonel yakinlik agisindan kritik
roller iistlenebilir. Bu etkilesimlerin, post-translasyonel modifikasyonlarla (6rnegin,
K122 ubiquitinasyonu ve S123 fosforilasyonu) regiile edilerek fonksiyonel aktivitenin

kontroliinde yer alabilecegi one siiriilmektedir. Bu bulgular, RAD23A’nin sadece
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konformasyonel degil, ayn1 zamanda modifikasyonlara bagli olarak da ¢esitlendirilebile-
cegini ve SIK2 gibi diizenleyici kinazlarla iliskili spesifik gecis hallerinin olabilecegini

diistindiirmektedir.
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Sekil 5.10: Docking sonras1 SIK2 (kirmizi) ve RAD23A (yesil) yapilar i¢in aktif bol-
geler arasindaki uzakliklarin gosterildigi yapilar. Ser123 (RAD23A) ve

Asp142 (SIK2) arasindaki mesafeler her bir konformasyonda isaretlenmistir.

5.7. Genel Degerlendirme ve Gelecek Perspektif

Bu tez kapsaminda RAD23A proteininin yapisal dinamikleri detayli bir sekilde incelen-
mis, protein-protein etkilesimleri ile birlikte olas1 post-translasyonel modifikasyonlarin
yapisal etkileri degerlendirilmistir. Ozellikle RAD23A’nin agik formda kalabilmesi
icin Rpnl0 ve Lys48 baglantili di-ubikuitin ile etkilesime girmesinin kritik 6neme
sahip oldugu ortaya konmustur. Bu durum, RAD23A’nin substrat tasiyici islevini

stirdiirebilmesi ve proteazomal hedeflemeyi gerceklestirebilmesi agisindan 6nemlidir.
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Sekil 5.11: RAD23A-Proteozom kompleksi model dnerisi

Simiilasyonlar sonucunda SIK2 proteininin RAD23A ile dogrudan etkilesime girebildigi
ve bu etkilesimin belirli konformasyonlarda gii¢lii baglanma 6zellikleri gosterdigi bu-
lunmustur (Sekil 5.10, Tablo 5.1). Ozellikle 50 ns’lik agik form konformasyonuna
yakin yapiyla ve 200 ns’lik kapali form yapisiyla yapilan docking analizleri, her iki
durumda da anlamli baglanma skorlar1 gostermistir. Ancak bu baglanmanin, RAD23A
iizerinde dogrudan bir aktivasyon mu yoksa inhibisyon mu olusturdugu hakkinda kesin
bir ¢ikarim yapilamamistir. Elde edilen bulgular, SIK2 nin potansiyel olarak RAD23A
tizerinde bir post-translasyonel modifikasyon baglatabilecegi ve bunun RAD23A’nin
substrat tanima ya da tasima kapasitesine katki saglayabilecegini diisiindiirmektedir

(Sekil 5.4-5.11. Ancak bu varsayimlar deneysel olarak dogrulanmalidir.

Bubaglamda gelecekte yapilacak calismalarda, 6ncelikle in-vitro kinaz aktivite deneyleri
ile SIK2’nin RAD23A’y1 fosforlayip fosforlamadig teyit edilmelidir. Fosforilasyon
gerceklesiyor ise, RAD23A iizerindeki potansiyel fosforilasyon bolgesi (6rnegin S123)
kalic1 hale getirilerek ubikuitinasyon durumu gozlemlenmelidir. Bu adimlarda olumlu
sonuglar elde edilirse, RAD23A iizerine kalic1 bir ubikuitin zinciri eklenerek proteazom
aktivitesi lizerindeki etkileri in-vitro 26S aktivide deneyi ile degerlendirilebilir. Ayrica,

RAD23A’nin agik ve kapali form gegislerinin intramolekiiler diizeyde izlenebilmesi
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Sekil 5.12: Katlanmamis proteinin proteozomun agzina tasinma model dnerisi

adina, UBL ve UBA bdélgelerine donor ve akseptor molekiillerin baglandigi bir enerji
aktarimi yontemi (6rnegin FRET benzeri rezonans enerji transferine dayali sistemler)
kullanilarak konformasyonel degisimler in-vitro hiicre modelinde deneysel olarak takip

edilebilir.

5.7.1. SIK2 ile Aktivasyonun Olas1 Etkileri

Tezin 5.3 ve 5.4 numaral1 boliimlerinde yapilan analizler, RAD23A’nin ubikuitinlen-
mesinin yapisal konformasyonlari lizerinde etkili oldugunu gostermektedir. Ubikuitin
baglanmasi, 6zellikle UBA2 bolgesinde belirgin hareketlilik artisina sebep olmus
ve bu durum, RAD23A’nin substratlariyla etkilesimini artirabilecegi yoniinde deger-
lendirilmistir. Aynt zamanda, RAD23A’nin UBL bdlgesinin Rpn10’un UIM1 domaini
ile etkilesimde oldugu goriilmektedir. Rpn10’un ayrica UIM2 domainine sahip oldugu
bilinmektedir. Bu dogrultuda, RAD23A’nin UBL ve UBA1 domainleri arasinda kon-
umlanan ikinci bir ubikuitin zinciri, Rpn10’un UIM2 domaini ile etkilesime girerek
baglanma stabilitesini artirabilir (Sekil 5.12). Bdyle bir yapi, yalnizca baglanma kuvve-
tini artirmakla kalmay1p, ayn1 zamanda hedef substratin proteazomun aktif bolgesine

daha verimli tasinmasina da katki saglayabilir.
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ER stres kosullarinda ise SIK2’nin proteozomal degradasyon siireglerine ¢ift yonlii
katkida bulunabilecegi one siiriilmektedir. Bu durumda, SIK2’nin ATP bagimli bir
translokaz olan VCP/p97 fosforile ederek, ERAD yolunu hizlandirdigi, sitoplazma
tarafinda ise RAD23A’y1 fosforilasyon aktive ederek proteazoma substrat sunma kapa-
sitesini artirdig1 diisiiniilmektedir. SIK2’nin ayni1 yolakta bulunan iki faekli proteinin
fosforlayarak ¢ift yonlii bir regiilasyon saglamasi, hiicrelerin 6zellikle stres altinda

proteostazi korumasina yardimcei olabilir (Sekil 5.13).

Endoplazmik retikulum

rts

SIK2 RAD23A
fosforilasyonu
- Ub-RAD23A

Sitoplazma

Sekil 5.13: SIK2’nin, hem ERAD (VCP/p97 araciligiyla) hem de sitoplazmik proteo-
zomal yikim yollarini koordine ederek, RAD23A’nin aktivitesini artirma
model onerisi. SIK2, stres altinda aktive olarak hem ER’deki proteinlerin
taginmasini hizlandirmakta hem de RAD23 A’nin konformasyonel aktivasy-

onuyla sitozolik protein yikimini dengelemektedir.

5.7.2. SIK2 ile Deaktivasyonun Olas1 Etkileri

Laboratuvarimizda yiiriitiilen ¢aligmalar ve literatiirdeki mevcut bilgiler, SIK2 pro-
teininin hiicresel yikim sistemleri olan otofaji ve ERAD (Endoplazmik Retikulumla
[liskili Yikim) ile baglantili oldugunu géstermektedir. Bu baglamda, SIK2 araciligiyla

RAD23A’nin inaktive edilmesi, sitoplazmadaki katlanmamis proteinlerin yikim siirecini
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yavagslatabilir. Bu durum, hiicrenin alternatif bir yikim mekanizmasi olan otofajiye
yonelmesini kolaylastirabilir. Bu durum SIK2’nun strese bagli siirecte bir anahtar rolii
olabilecegini 6nermektedir. ERAD agisindan bakildiginda ise, sitoplazmadan gelen kat-
lanmamis protein yiikiiniin azaltilmasi, ER i¢inde bulunan proteinlerin yikimina dncelik
taniyan bir diizenleme mekanizmasi olabilir. Boylece hiicre, proteostazi saglamak adina

kaynaklarin1 daha stratejik kullanabilecek bir modiilasyona yonelmis olabilir.

Endoplazmik retikulum % ?&

7o

Otofaji / et @
—_— e

?&?& s||<2 RAD23A

fosforilasyonu

pS123-RAD23A

-
Deaktlvasyon Degradasyon

Ub-RAD23A

GM

Sitoplazma

Sekil 5.14: SIK2’nin, hiicresel stres kosullarinda 6ncelikle ERAD sistemini aktive edip
RAD23A’y1 fosforilasyon veya ubikuitinasyon yoluyla inaktive ederek
sitoplazmik yikimi gecici olarak baskilamasi ve sonrasinda otofajik yolla
proteostazi siirdiirmesi model 6nerisi. Bu ¢ok adimli modiilasyon, hiicrenin
farkl1 boliimlerinde biriken hatali proteinlerin koordineli bir sekilde yikimini

mumkiin kilabilir.

Bu baglamda 6nerilen modele gore, SIK2 hiicresel stres altinda dncelikle ERAD sistem-
ini aktive ederek endoplazmik retikulumda biriken katlanmamais proteinlerin yikimini
hizlandirir. ERAD sisteminin verimli ¢alisabilmesi i¢in ise sitoplazmada gerceklesen
proteazomal yikimin gegici olarak yavaslatilmasi gerekebilir. Bu siireci dengelemek

adma SIK2, RAD23A’y1 inaktive ederek sitoplazmik proteozomal yikimin etkinligini
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azaltabilir. SIK2’nin bu inhibisyonu gerceklestirmek i¢in iki farkli mekanizmay1
kullanabilecegi one stiriilmektedir:

» SIK2, RAD23A iizerinde gerceklestirdigi fosforilasyon ile onun ubikuitinlen-

mesini engelleyerek, proteazoma substrat sunma kapasitesini azaltiyor olabilir;

* Alternatif olarak, SIK2 RAD23A’nin kendisini ubikuitin yoluyla hedefleyerek,
dogrudan RAD23A’nin degradasyonunu tetikliyor olabilir.

Her iki durumda da SIK2 araciligiyla RAD23A aktivitesinin azalmasi, sitoplazmik
proteozomal yikimin gegici olarak baskilanmasina ve bdylece ERAD’1n dncelikli olarak

caligmasina olanak saglar.

Bussiirecin ardindan, hiicresel stresin ¢oziilmemesi veya sitoplazmada protein birikiminin
artmast durumunda, SIK2 bu kez otofaji mekanizmasini devreye alarak proteostazi
stirdiirebilir. Bu dinamik diizenleme sayesinde SIK2, farkli yikim yollar1 arasinda gegis
yaparak hiicresel kaynak kullanimini optimize eden bir koordinator rolii listlenebilir

(Sekil 5.14).
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Baglantili Proteolitik Yikimdaki Roliinii Molekiiler Dinamik Kullanilarak Modellen-
mesi”, 9. Lisansiistli Aragtirmalar Sempozyumu.
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EKLER

Tez Kapsaminda gergeklestirilen MD similasyonlar1 dahilinde kullanilan dosyalar,
kodlar ve parametreler ekler kisminda yer almaktadir. Tez kapsanimda gergeklestirilen
biitiin MD similasyonlar1 TUBITAK Truba sunucularinda GROMACS kullanilarak
gerceklestirilmistir. Her analize ait slurm dosyasi olusturulmus. sbatch” komutu
kullanilara isler servera gonderilmistir.

EK-A MD similasyonlarinda Kullanilan mdp dosyalan

Enerji minimizasyonu MDP dosyasi;

; Run control

integrator = steep

nsteps = 50000

; EM criteria and other stuff

emtol = 100

emstep = 0.01

niter = 20

nbfgscorr = 10

; Output control

nstlog = 1

nstenergy = 1

; Neighborsearching and short-range nonbonded interactions
cutoff-scheme = verlet

nstlist =1

ns_type = grid

pbc = xyz

rlist = 1.4

; Electrostatics

coulombtype = PME

rcoulomb = 1.4

; van der Waals

vdwtype = cutoff

vdw-modifier = Force-switch
rvdw-switch = 1.0

rvdw = 1.4

; Apply long range dispersion corrections for Energy and Pressure
DispCorr = EnerPres

; Spacing for the PME/PPPM FFT grid
fourierspacing = 0.16

; EWALD/PME/PPPM parameters
pme_order = 4

ewald_rtol = 1le-05

epsilon_surface = 0

; Temperature and pressure coupling are off during EM
tcoupl = no

pcoupl = no

gen_vel = no

; options for bonds

constraints = h-bonds ; we only have C-H bonds here
constraint-algorithm = lincs
continuation = no

lincs-order = 4
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NVT MDP dosyasi;

define = -DPOSRES ; position restrain the protein and ligand
; Run control

integrator = md ;leap-frog integrator

tinit = 0

dt = 0.002

nsteps = 500000 ; 1000 ps

; Output control

nstxout = 1000

nstvout = 1000

nstlog = 1000

nstenergy = 1000

; Neighborsearching and short-range nonbonded interactions
cutoff-scheme = verlet

nstlist = 20

ns_type = grid

pbc = xyz

rlist = 1.2

; Electrostatics

coulombtype = PME

rcoulomb = 1.2

; van der Waals

vdwtype = cutoff

vdw-modifier = Force-switch

rvdw-switch = 1.0

rvdw = 1.2

; Apply long range dispersion corrections for Energy and Pressure
DispCorr = EnerPres

; Spacing for the PME/PPPM FFT grid

fourierspacing = 0.16

; EWALD/PME/PPPM parameters

pme_order = 4

ewald_rtol = 1le-05

epsilon_surface = 0

; Temperature coupling

; tcoupl is implicitly handled by the sd integrator
tcoupl = V-rescale

tc-grps = Protein Non-Protein

tau_t = 1.0 1.0

ref_t = 310 310
; Pressure coupling is off for NVT
Pcoupl = No

gen_vel = yes

gen_temp = 310

gen_seed = -1

constraints = h-bonds
constraint-algorithm = lincs
continuation = no
lincs-order = 4

lincs-iter = 1

NPT MDP dosyasi;

; Run control
integrator = md ;leap-frog integrator
tinit = 0
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dt = 0.002

nsteps = 100000 ; 1000 ps

nstcomm = 100

; Output control

nstxout = 1000

nstvout = 1000

nstlog = 1000

nstenergy = 1000
nstxout-compressed = 1000

; Neighborsearching and short-range nonbonded interactions
cutoff-scheme = verlet

nstlist = 20

ns_type = grid

pbc = xyz

rlist = 1.2

; Electrostatics

coulombtype = PME

rcoulomb = 1.2

; van der Waals

vdwtype = cutoff

vdw-modifier = Force-switch
rvdw-switch = 1.0

rvdw = 1.2

; Apply long range dispersion corrections for Energy and Pressure
DispCorr = EnerPres

; Spacing for the PME/PPPM FFT grid
fourierspacing = 0.16

; EWALD/PME/PPPM parameters
pme_order = 4

ewald_rtol = 1le-05

epsilon_surface = 0

; Temperature coupling

tcoupl = V-rescale ; modified Berendsen thermostat
tc-grps = Protein Non-Protein
tau_t = 1.0 1.0

ref_t = 310 310

; Pressure coupling is on for NPT
Pcoupl = Berendsen

tau_p = 2.0

pcoupltype = isotropic
compressibility = 4.5e-05

ref p=1.0

refcoord_scaling = com

gen_vel = no

constraints = h-bonds
constraint-algorithm = lincs
continuation = yes

lincs-order = 4

lincs_iter = 1 ; accuracy of LINCS

NPT2 MDP dosyasi;

; Run control

integrator = md ;

tinit = 0

dt = 0.002

nsteps = 500000 ; 1000 ps
nstcomm = 100
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; Output control

nstxout = 1000

nstvout = 1000

nstlog = 1000

nstenergy = 1000
nstxout-compressed = 1000

; Neighborsearching and short-range nonbonded interactions
cutoff-scheme = verlet

nstlist = 20

ns_type = grid

pbc = xyz

rlist = 1.2

; Electrostatics

coulombtype = PME

rcoulomb = 1.2

; van der Waals

vdwtype = cutoff

vdw-modifier = Force-switch
rvdw-switch = 1.0

rvdw = 1.2

; Apply long range dispersion corrections for Energy and Pressure
DispCorr = EnerPres

; Spacing for the PME/PPPM FFT grid
fourierspacing = 0.16

; EWALD/PME/PPPM parameters
pme_order = 4

ewald_rtol = 1e-05
epsilon_surface = 0

; Temperature coupling

; tcoupl is implicitly handled by the sd integrator
tcoupl = V-rescale

tc-grps = Protein Non-Protein
tau_t = 1.0 1.0

ref_t = 310 310

; Pressure coupling is on for NPT
Pcoupl = Parrinello-Rahman

tau_p = 1.0

pcoupltype = isotropic
compressibility = 4.5e-05

ref p=1.0

gen_vel = no

constraints = h-bonds
constraint-algorithm = lincs
continuation = yes

lincs-order = 4

refcoord-scaling = com

MD MDP dosyasi;

; Run control

integrator = md

tinit = 0

dt = 0.002

nsteps = XXXXXXX ; It has been changed according to the MD analysis time.
nstcomm = 100

; Output control

nstxout = 0

nstvout = 0
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nstfout = 0

nstlog = 5000

nstenergy = 5000

nstxout-compressed = 5000

; Neighborsearching and short-range nonbonded interactions
cutoff-scheme = verlet

nstlist 20

ns_type = grid

pbc = xyz

rlist = 1.2

; Electrostatics

coulombtype = PME

rcoulomb = 1.2

; van der Waals

vdwtype = cutoff

vdw-modifier = Force-switch
rvdw-switch = 1.0

rvdw = 1.2

; Apply long range dispersion corrections for Energy and Pressure
DispCorr = EnerPres

; Spacing for the PME/PPPM FFT grid
fourierspacing = 0.16

; EWALD/PME/PPPM parameters
pme_order = 4

ewald_rtol = 1le-05

epsilon_surface = 0

; Temperature coupling

tcoupl = V-rescale

tc-grps = Protein Non-Protein
tau_t = 1.0 1.0

ref_t = 310 310

; Pressure coupling is on for NPT
Pcoupl = Parrinello-Rahman
pcoupltype = isotropic

tau_p = 2.0
compressibility = 4.5e-05
ref p=1.0

gen_vel = no

constraints = h-bonds
constraint-algorithm = lincs
continuation = yes
lincs-order = 4

EK-B MD similasyonlarinda kullanilan komutlar

echo 15|gmx pdb2gmx -f ${input_pbb_file} -o processed.gro -water spce -ignh

gmx editconf -f processed.gro -o newbox.gro -c -d 1.0 -bt cubic

gmx solvate -cp newbox.gro -cs spc216.gro -o solv.gro -p topol.top

gmx grompp -f ions.mdp -c solv.gro -p topol.top -o ions.tpr

echo 13|gmx genion -s ions.tpr -o solv_ions.gro -p topol.top -pname NA -nname
CL -neutral -conc 0.1

echo 0 qlgmx make_ndx -f solv_ions.gro -o index.ndx

gmx grompp -f em_steep.mdp -c solv_ions.gro -r solv_ions.gro -p topol.top -o
min_steep.tpr -n index.ndx
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gmx mdrun -v -deffnm min_steep

gmx grompp -f nvt.mdp -c min_steep.gro -r min_steep.gro -p topol.top -o nvt.
tpr —n index.ndx

gmx mdrun -v -ntmpi 4 -ntomp 10 -npme 1 -nb gpu -bonded gpu -pme gpu -deffnm
nvt

gmx grompp -f npt.mdp -c nvt.gro -r nvt.gro -p topol.top -t nvt.trr -o npt.tpr
-n index.ndx
gmx mdrun -v -ntmpi 4 -ntomp 10 -npme 1 -nb gpu -bonded gpu -pme gpu -deffnm
npt

gmx grompp -f npt2.mdp -c npt.gro -r npt.gro -p topol.top -t npt.trr -o npt2.
tpr —n index.ndx

gmx mdrun -v -ntmpi 4 -ntomp 10 -npme 1 -nb gpu -bonded gpu -pme gpu -deffnm
npt2

gmx grompp -f md.mdp -c npt2.gro -r npt2.gro -p topol.top -t npt2.cpt -o md.
tpr —n index.ndx

gmx mdrun -v -ntmpi 4 -ntomp 10 -npme 1 -nb gpu -bonded gpu -pme gpu -deffnm
md

EK-C MD analizlerinde kullanilan komutlar

echo 10 O|gmx energy -f min_steep.edr -o potential.xvg
echo 16 O|gmx energy -f nvt.edr -o temperature.xvg
echo 18 Ol|gmx energy -f npt.edr -o pressure.xvg

echo 24 O|gmx energy -f npt.edr -o density.xvg

echo 18 O|gmx energy -f npt2.edr -o pressure2.xvg

echo 24 O|gmx energy -f npt2.edr -o density2.xvg

echo 1 1 | gmx trjconv -s min_steep.tpr -f md.xtc -o md_pbc.xtc -pbc mol -

center

echo 1 1 | gmx trjconv -s solv_ions.gro -f md_pbc.xtc -o md_nojump.xtc -fit
rot+trans

echo 1 1 | gmx trjconv -s solv_ions.gro -f md_nojump.xtc -o md_nojump.pdb -dt
10

echo 1 1 | gmx rms -s md.tpr -f md.xtc -n index.ndx -tu ns -o rmsd.xvg -dt 10

echo 1 | gmx rmsf -f md.xtc -s md.tpr -o rmsf.xvg -res -dt 10

echo 1 | gmx gyrate -s md.tpr -f md.xtc -o gyrate.xvg -dt 10

echo 1 | gmx sasa -f md.xtc -s md.tpr -o sasa.xvg -oa atomic-sasa.xvg -or
residue-sasa.xvg -dt 10

gmx grompp -f md_rerun.mdp -c npt2.gro -t npt2.cpt -p topol.top -n index.ndx -
o ie.tpr
gmx mdrun -deffnm ie -rerun md.xtc -nb cpu -ntmpi 110

echo 17 | gmx energy -f ie.edr -o Coul-SR:Protein-Protein.xvg
echo 18 | gmx energy -f ie.edr -o LJ-SR:Protein-Protein.xvg
echo 21 | gmx energy -f ie.edr -o Coul-SR:Protein-Solvent.xvg
echo 22 | gmx energy -f ie.edr -o LJ-SR:Protein-Solvent.xvg

echo 1 1 | gmx cluster -s md.tpr -f md.xtc -o clusters.xpm -sz cluster-sizes.
xvg —cutoff 0.1 -method gromos -dt 10 -cl clusters.pdb -n index.ndx
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echo 3 3 | gmx covar -s md.tpr -f md.xtc -o eigenval.xvg -v eigenvec.trr
echo 3 3 | gmx anaeig -v eigenvec.trr -s md.tpr -f md.xtc -proj pca_proj.xvg
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