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SIMULASYON YONTEMI iLE iNCELENMESI

Hakan ALICI

Biilent Ecevit Universitesi
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Fizik Anabilim Dal

Tez Damismani: Dog. Dr. Kadir DEMIR
Ocak 2018, 121 sayfa

Proteinler hiicre ve canli organizmalarda kararlilik, hareketlilik, kataliz, tanima, patojen
temizleme, sinyal verme, siralama ve sekil verme gibi bircok biyolojik olaylardan sorumlu
makromolekiillerdir. Proteinlerin bu ¢ok farkli biyolojik fonksiyonlari, onlarin konformasyonel
yapilarina ve katlanma mekanizmalarina oldukga baglidir. Dogada var olmayan yeni biyolojik
fonksiyonlar1 elde etmek amaciyla yapilan protein tasarimi ¢alismalarina son zamanlarda biiyiik
ilgi duyulmaktadir. Bu noktada, Grigoryan ve arkadaglar tarafindan de novo peptid olarak
tasarlanan HexCoil-Ala zinciri, hiicre zarinda ila¢ tasarimi, ila¢ tasinmasi, biouyumluluk,
hedefleme, dogum ve adsorpsiyon tedavileri gibi alanlarda yiiksek kullanim potansiyeline sahip
oldugundan, biiyiik bir ilgi gérmektedir. Bunun yaninda HexCoil-Ala, tasarim miihendisligi
lizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir ve yliksek derecede organize edilmis makromolekiileri

iiretmek ve gelistirmek i¢in de kullanilmaktadir.

Proteinlerin konformasyonel yapilariin ¢esitli deneysel tekniklerle ortaya konulabilmesine
karsin, baz1 yapilarin gesitli nedenlerle deneysel olarak ¢oziilememesi veya bazi ¢ok 6zel
etkilesimlerin deneylerle izlenememesi sebebiyle, molekiiler modelleme yontemleri bu yapilari

veya etkilesimleri ortaya ¢ikarmak icin kullanilabilir. Bu baglamda molekiiler dinamik (MD)



OZET (devam ediyor)

simiilasyonu protein konformasyonu ve kararliliginin ayrintilarin1 anlamak i¢in en ¢ok tercih

edilen simiilasyon tekniklerinden biridir.

Bu tez ¢alismasinda, kapali ¢6ziicii igerisinde bulunan HexCoil-Ala zincirlerinin tetramerik bir
formunun konformasyonel karaliligina, hidrofobikligine ve kendiliginden toplanma
ozelliklerine sicakligin etkisi, MD simiilasyon teknigi ile sistematik olarak incelenmistir. Elde
edilen MD verilerinin analizleri sonucunda, her bir zincirdeki merkezi aminoasitlerin terminal
bolgelerindeki aminoasitlere kiyasla yiiksek oranda heliks ikincil yapilarina sahip olduklar
gbzlenmistir. Bu durumun, terminal bolgelerindeki aminoasitlerin i¢ bolgelerdekine gore daha
fazla suya maruz kalmasiyla ortaya ¢iktig1 diigiiniilmiistiir. Anti-paralel olarak yerlestirilmis
tetramerik HexCoil-Ala zincirleri arasinda olusan Leu-Zipper ve Ala-Coil ara yiizey mesafeleri
kullanarak hesaplanan serbest enerji ylizeylerine bakildiginda, monomerlerin kendiliginden bir
araya gelerek olusturduklar1 dortlii demet seklindeki toplanmalarin oldukg¢a kararli oldugu
goriilmistlir. Bunun yaninda ¢ozelti ortaminda tetramerik HexCoil-Ala demeti icin MD
yontemiyle elde edilmis bu ortalama ara ylizey mesafe degerlerinin, 350 K sicakliga kadar,
deneysel kristal yap1 i¢in elde edilmis degerlere ¢ok yakin oldugu da ortaya konmustur. Ayrica
elde ettigimiz sonuglar 151g1nda, sistemimizin tetramerik demet formunun korunmasinda, Leu-
Zipper ara yiizeylerindeki E8-R25 aminoasitleri arasinda olusan zincirler-arasi “dogrudan tuz
kopriisii” nlin 6nemli bir rol oynadigr da agiktir. Sonug¢ olarak simiilasyon sonuglarimiz,
tetramerik HexCoil-Ala demeti seklindeki sistemimizin yiiksek termal dayanikliliga sahip
oldugunu ve 400 K sicakliga kadar bu tetramerik demet biitiinliigiinii ve zincirlerin sahip oldugu
ikincil yapt 6zelliklerini genelde korudugunu gostermistir. Deneysel gozlemlerle iyi uyum
sergileyen sonug¢larimiz, bu tip yapilarin arastirilmasinda MD simiilasyon tekniginin basarili ve

kullanigh bir teknik oldugunu teyit etmistir.

Anahtar Kelimeler: Molekiiler Dinamik, simiilasyon, HexCoil-Ala, kendiliginden toplanma,

kararlilik, hidrofobite, protein, peptid, serbest enerji, tuz kopriisii.

Bilim Kodu: 404.01.01.
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In cells and living organisms, proteins are responsible for stability, mobility, catalysis,
recognition, pathogen clearing, signalling, ordering and shaping. These biological functions of
proteins depend on their conformational shapes and folding mechanisms. Recently, there is a
growing interest in the design of protein to find out novel functionalities unavailable in nature.
Grigoryan et al. designed a de novo peptide, known as HexCoil-Ala. Owing to potential
capacity of HexCoil-Ala for drug design, transporting, biocompatibility, targeting, delivery and
adsorption treatments in membrane, there has been an increasing interest recently. Further,
HexCoil-Ala has a significant influence on design engineering and can also be used for

developing highly ordered macromolecular assemblies.

Although conformational structures of proteins can be demonstrated by various experimental
techniques, molecular modelling and simulations can be used to reveal these structures or
interactions, since some structures cannot be experimentally solved for a variety of reasons, or

some very specific interactions cannot be observed with experiments. In this context, molecular
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dynamics (MD) simulation is one of the most preferred simulation technigques to understand the

details of protein conformation and stability.

In this thesis study, the effect of temperature on conformational stability, hydrophobicity and
self-assembly properties of tetrameric HexCoil-Ala in explicit solvent was systematically
examined through MD simulations. As a result of these analyses, it was observed that central
residues of each monomer have highly helical percentages in comparison with the termini
residues. Because, the interaction between termini residues and water molecules has an effect
on stability in terminal region of monomers. When free energy landscapes of tetrameric
HexCoil-Ala bundle were calculated by using the distance between Leu-Zipper and Ala-Coil
interface, it was seen that the self-assembly of monomers were very strong. What’s more, the
average values obtained from them were very close to the native case up to 350 K. In addition,
the inter-chain "direct salt bridge” forming between the residues E8-R25 in Leu-Zipper
interfaces of our system plays a significant role for keeping tetramer structure. Finally, our
simulation results show that our tetrameric HexCoil-Ala bundle has high thermal robustness
and mostly keeps its integrity and secondary structures propensities up to 400 K. Our results
are mostly in good agreement with the results of experimental observations, confirm that MD

simulation technique is a successful and useful technique in the investigation of such structures.

Keywords: Molecular Dynamics, simulation, HexCoil-Ala, self-assembly, stability,

hydrophobicity, protein, peptide, free energy, salt bridge.

Science Code: 404.01.01.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

SIMGELER

K : Kelvin derece

A° . Angstrom

nm : Nanometre

ns : Nanosaniye

Ry : Jirasyon yarigap1

KISALTMALAR

MC : Monte carlo
MD : Molekiiler dinamik
MM : Molekiiler mekanik

QM : Kuantum mekaniksel
EM : Enerji minimizasyonu
SA : Benzetisimli tavlama

DNA  : Deoksiribo niikleik asit

RNA  : Ribo niikleik asit

PDB  : Protein veri bankasi

SCOP : Proteinlerin yapisal siniflandirilmasi veri bankasi
CD : Dairesel dikroizm spektroskopi

NMR : Niikleer manyetik rezonans

uv : Ultraviyole

DSC  : Diferansiyel tarama kalorimetresi

HPLC : Yiiksek performansli sivi kromatografisi
BOES : Born-Oppenheimer enerji yiizeyleri
DFT  : Yogunluk fonksiyonlar: teorisi

DSC  : Diferansiyel tarama kalorimetresi

XiX



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZINi (devam ediyor)

HPLC : Yiiksek performansli sivi kromatografisi
AUC  : Analitik ultrasantrifiigasyon

SWCNT: Tek duvarli karbon nanotiip

RMSD : Kare ortalama karekok yer degistirme
RMSF : Kare ortalama karekok dalgalanma
SASA : Cozeltiye maruz kalan yiizey alani

XX



BOLUM 1

GIRIS

Tiim canli organizmalarda dort temel makro molekiil bulunmaktadir. Bunlardan biri olan
proteinler, canli yasami i¢in birgok hayati aktiviteden sorumludurlar. Genetik bilimindeki hizli
gelismelere paralel olarak, proteinlerin yap1 ve aktivitelerinin incelenmesi de giliniimiizde
olduk¢a 1ilgi ¢eken bir arastirma konusu haline gelmistir. Bilindigi lizere proteinler
aminoasitlerin zincirler halinde u¢ uca eklenmesiyle olusan biyolojik polimerlerdir. Bu
biyolojik polimerler 6zellikle hiicreler ve canli organizmalarda kararlilik, hareket, kataliz,
tanima, patojen temizleme, depolama ve bilgi alis verisi gibi bir¢cok biyolojik aktiviteden
sorumludurlar. Proteinlerin bu biyolojik fonksiyon ve aktiviteleri, her birinin sahip oldugu
kendine has konformasyonel (kararli ti¢ boyutlu) yapilarina ve katlanma mekanizmalarina
baglidir. Proteinler organizma ve hiicre igerisinde genellikle statik olarak kalmayip dinamik
haldedirler ve bahsedilen fonksiyon ve islevlerini yerine getirmek i¢in konformasyon
degisikliklerine gidebilirler. Bu konformasyonel degisim esnasinda proteinlerin yanlis
katlanmasi1 veya topaklanmasi s6z konusu olabilir. Bu durum, basta Alzheimer ve Parkinson
hastaliklar1 olmak iizere bir¢cok hastaligin meydana gelmesine neden olmaktadir. Tiim bu
sebeplerden dolayr proteinlerin kararli li¢ boyutlu yapilarinin ve termodinamiksel
davraniglarinin anlasilmasi 6zellikle saglik ve ilag¢ endiistrisi alanlarinda ¢ok 6nemli gelismeler

saglamaktadir.

Biyolojik yapilarin gelisen teknoloji ile birlikte endiistriyel alanlarda da kullanilmaya
baslanmasi, bu yapilarin bilgisayar yazilim ve yontemleri kullanilarak tasarlanip sentetik olarak
iiretilmesini de gerektirmistir. Bir proteinin bilgisayar yazilimlari ile tasarlanmasi agamasinda,
konformasyonel yapisi ve aminoasit dizilimi iki sekilde belirlenebilmektedir. Ya dogada
onceden var olan bir yapiya modifikasyon yapilmakta (mutasyon) ya da de novo tasarim denilen
bir yontemle yapinin aminoasitleri, sifirdan istenilen amag ve isleve uygun secilerek tasarim

gerceklestirilmektedir. Bilgisayar esasli bu tasarimlarda, biyolojik fonksiyon ve iglevlerin



kolaylikla manipiile edilebilmesi sayesinde, konformasyonel kararlilik, iyi katlanmis ikincil
yapilar ve topaklanma gibi 6zellikler bakimindan dogal proteinlere gére daha avantajli sentetik
proteinler elde edilebilmektedir. Tiim bu 6zelliklerinden dolayr son yillarda biyoteknoloji,
nanometaryaller ve ila¢ kesiflerinde sentetik yapilarin kullanildigt 6nemli uygulamalar
olmustur (Correia et al. 2010; King et al. 2012; Miklos et al. 2012; Pirogova and Istivan 2013;
Siegel etal. 2010; Sievers etal. 2011). Ayrica sentetik proteinlere bu 6zelliklerin kazandirilmasi

onlara yiiksek termal ve kimyasal dayaniklilik saglamaktadir.

Proteinler, ii¢ boyutlu yapisini kontrol eden zayif etkilesimlerin dogas1 nedeniyle ¢ok hassas
molekiillerdir. Bir proteinin dogal hali proteinin en kararli konformasyonu olarak tanimlanir.
Bu dogal hal sicaklik, pH, hidrofobik yiizeylerin varligi, metal iyonlarinin varligi, organik
coziiciiler, deterjanlar ve mekanik karigtirma gibi faktorlerle bozulabilir. Bu faktorlere bagh
olarak proteinin ikincil, li¢linciil veya dordiinciil yapilarinda ortaya ¢ikan degisimlere, proteinin
denatiirasyonu denilmektedir. Denatiirasyon ile bir protein dogal yapisindan farkli, rastgele
veya yanlis katlanmis bagka bir forma doniiserek sahip oldugu dogal biyolojik etkinligini
kaybedebilmektedir. Bundan dolayi, dogal ya da sentetik proteinlerin kararli ii¢ boyutlu
yapilarinin ve termodinamik 6zelliklerinin belirlenmesi, hastaliklarin daha iyi anlasilabilmesi,
tedavi siireglerinde yararli olabilecek ilaglarin tasarlanmasi, gida giivenligi ve teknolojisi,
endiistriyel ve nanoteknolojik malzeme tiretimi gibi disiplinler arasi ¢alismalarda ¢ok 6nemli

bir yer tutmaktadir.

Proteinlerin, termodinamik o6zellikleri ve kararli yapilarinin belirlenmesinde, oncelikle X-
isinlari, Niikleer Manyetik Rezonans (NMR), Dairesel Dikroizm spektroskopisi (CD) gibi
deneysel yontemlere bagvurulur. Ancak bu spektral yontemlerin ¢alisma prensipleri sebebiyle,
uygulamada karsilasilan bazi zorluklar vardir. Ornegin, bir proteinin dinamik davranigmnin
incelenmesinde ya da katlanma mekanizmasinin anlagilmasinda yeterli bilgi bu deneysel
yontemlerden elde edilemeyebilir veya sentezlenen herhangi  bir  proteinin
kristallestirilememesi ya da yasam Omriinlin kisa olmasi sebebiyle bu deneysel yontemler
kullanilamayabilir. Bunun yaninda ¢ozelti, pH ve sicaklik gibi farkli parametrelerin protein
yapilarina etkileri deneysel yontemlerdeki uygulama kisitliliklar1 sebebiyle incelenemeyebilir.
Unutulmamalidir ki; deneysel anlamda farkli gézlem teknikleri ile cogu proteinin sahip oldugu

aminoasit dizilimi elde edilmis olsa bile, henliz bunlarin ii¢ boyutlu yapilart ve biyolojik



etkinlikleri tam olarak ortaya konulamamistir. Bu sebeplerden o6tiirii, bu tiirden sistemlerin
anlasilmasi i¢in kuramsal yontemlere de basvurulmasi kag¢inilmazdir. Ancak, protein
yapilarinin oldukga yliksek esneklige sahip olmasi, kuramsal hesaplamalarda anormal sayida
serbestlik derecesi icermesine neden olmaktadir. Bundan dolay: bu tiir sistemlerin kuramsal
acidan anlagilmasi ve ¢oziimlenmesi oldukg¢a zordur. Yeni matematiksel yaklasim ve metotlarla
bu sistemler kuramsal agidan izah edilmeye calisilsa da, gliniimiizde en 6nemli bilgilerin
simiilasyon c¢alismalar ile elde edilecegi bilinmektedir (Hansmann and Okamoto 1993; Hao
and Scheraga 1994). Bu nedenledir ki son otuz yildir proteinlerin disiik enerjili
konformasyonlar1 simiilasyon teknikleri ile Orneklenmeye ¢aligilmaktadir (Baysal and

Meirovitch 1999; Meirovitch and Meirovitch 1997).

Fiziksel bir sistemin bilgisayar ortamindaki simiilasyonu, onun en basit modelidir. Simiilasyon
calismalarinda bir sistemin modeli kurulurken karsilasilan en biiyiik problem, sistemin
termodinamik ozelliklerini ve ¢ok hizli olusabilen atomik etkilesmeleri tam dogrulukla
karsilayan uygun bir potansiyel enerji fonksiyonunun ya da kuvvet alaninin (force field)
belirlenmesidir. Literatiirde, proteinlerin termodinamik yapilarini, katlanma &zelliklerini ve
kararliliklarin1 arastirmak icin gelistirilmis birgok kuvvet alan1 olmakla birlikte, en ¢ok bilinen
ve kullanilanlar1t AMBER (Cornell et al. 1995), CHARMM (MacKerell et al. 1998), GROMOS
(van Gunsteren et al. 1996) ve ECEPP (Sippl et al. 1984) olarak adlandirilan kuvvet alanlaridir.

Bu kuvvet alanlarin1 tanimlayan fonksiyonlardaki parametreler, kiiclik molekiillerin deneysel
verilerinden ve kuantum kimyasal hesaplamalarin uyumundan elde edilmislerdir. Ancak
proteinlerin biyolojik olarak aktif olduklart dogal ortamlarindaki kararlilik, katlanma ve
termodinamik Ozelliklerinin anlagilabilmesinin yolu, bu proteinlerin dogal ortamlarinin
miimkiin oldugunca gercek¢i ve olast tiim fiziksel etkilesmelerin goz Oniine alinarak
betimlenebilmesine baglidir. Proteinler fizyolojik ortamlarda genellikle ¢ozelti icerisinde
olduklarindan dolay1, ¢ozeltinin etkisi dikkate alinmasi gereken diger bir husustur. Bundan
dolay1 bir protein sisteminin toplam enerjisi, proteinin konformasyonel enerjisine ek olarak

¢oOzelti etkisinden olusmaktadir.



Bu tez caligmasinda, literatiirde hesaplamali tasarim kullanilarak dizayn edilmis bir de novo
peptid olan Hex-Coil Ala’ nin, anti-paralel sekilde karsilikli olarak siralanmus tetramerik (dort
zincirli) formunun konformasyonel kararliliginin Molekiiler Dinamik (MD) simiilasyon
yontemiyle incelenmesi amacglanmistir. Bu amagla, tezin ikinci boliimiinde, kuramsal temeller
baslig1 altinda oncellikle proteinlerin yap1 ve islevleri hakkinda genel bilgiler verilerek protein
yap1 tayininde kullanilan baglica deneysel yontemlerden bahsedilmistir. Daha sonra ise bir
proteinin kararliligini etkileyen ve dentlirasyonuna sebep olan faktorler anlatilmistir. En son ise
protein miihendisliginin tarihsel gelisimi ve tekniklerinden bahsedilmistir. Ugiincii boliimde ise
molekiiler modelleme ve kuvvet alanlar1 bashg altinda, molekiiler modellemenin
biyomolekiillerin yapilarinin anlagilmasindaki yeri ve 6nemi tizerinde durulmustur. Bunun yani
sira ayni boliimde, molekiiler modellemede kullanilan etkilesim terimleri ve kuvvet alanlar
aciklanmis ve son olarak molekiil-¢cozelti etkilesiminin 6nemi sebebiyle modellemede
kullanilan su modellerinden bahsedilmistir. Dordiincii boliimde, simiilasyon kavrami ve
simiilasyon tekniklerinden s6z edilmis olup bu simiilasyon tekniklerinin birbirlerine gore
farkliliklar1 ortaya konulmustur. Ayrica, bu bolimde MD tekniginin temellerini olusturan
istatistik fizikteki kiime kavramlari, kullanilan integrasyon algoritmalari, sicaklik ve basing
kontrol algoritmalari, molekiiler dinamikte sinir kosullar1 ve bazi sinirlandirma algoritmalari
gibi konulara deginilmistir. Besinci boliimde, bu tez calismasinda elde edilen MD simiilasyon
sonuclar1 verilerek tetramerik yapinin kararliligini belirleyen etkilesimler ve bu kararliliga
sicakligin etkisi ortaya konulmus ve sonuglar literatiirdeki deneysel ve simiilasyon sonuglari ile

kiyaslanmistir. Son boliimde ise elde edilen MD simiilasyon sonuglari degerlendirilmistir.



BOLUM 2

PROTEINLER

2.1. GIRIS

Canlilarin iglevlerini yerine getirmelerinde oldukga biiyiik dneme sahip olan biyomolekiillerin
genel yapisinda en sik rastlanan atomlar karbon, hidrojen, azot ve oksijendir. S6z konusu bu
atomlar1 digerlerinden ayiran en temel 6zellik ise kolayca etkilesime girebiliyor olmalaridir.
Kalict niteligi de bulunan bu etkilesimler sonucunda biyomolekiiller meydana gelmektedir.
Ozellikle karbon, azot ve oksijen atomlari, kalicili§1 daha da rijit kilan ¢ift kovalent bag kurma
ozelligine sahiptirler. Bunlardan karbon atomlar1 birbirleri ile uzun zincirler olusturacak sekilde
degisik agilarda birlesme gerceklestirerek, biyomolekiiller igin alternatif iskelet yapilari
olusturabilirler. Biyomolekiillerin iskeletini olusturan karbon bilesiklerinin farkli bos
durumdaki pozisyonlarina hidrojen, oksijen ve siilfiir atomlar1 baglanabilir ve bu sayede ¢ok
cesitli alternatifleri bulunan biyomolekiiler olusumlar saglanabilir. Karbon atomlarinin
olusturdugu iskelet yapilar, canlilari olusturan hiicrenin temel 6gelerini olustururlar ki boylesi
yapilar makromolekiiller olarak adlandirilirlar. Makromolekiiller hiicreyi olusturan en temel
kalic1 6gelerdir ve niikleik asitler, lipitler, karbonhidratlar ve proteinler olarak dort temel yapida
gruplandirilirlar. Bunlardan niikleik asitler, hiicreye ait genetik bilgilerin bir sonraki nesle
aktarilmasindan sorumludurlar. Karbonhidratlar ve lipitler ise canli sistemin islerliginin
saglanmasinda, gereken yer ve zamanlarda enerji liretme gorevini lislenmislerdir. Bunlarin yani
sira hiicredeki en yliksek ikinci kiitleyi olusturan proteinler hiicresel sistemin isleyisinde ¢ok
onemli gorev yaparlar. Diger yandan, makromolekiilleri olusturan kii¢lik birimlerin ¢esitliligi
arttikca makromolekiillerin zenginliginin ve 6zgiinliiglinlin de arttig1 bilinmektedir. Bu agidan
en Ozgilin makromolekiil olan proteinler, dogada bilinen 20’den fazla standart aminoasitlerin

farkli kombinasyon dizilimleri ile olusmaktadir.



2.2 AMINOASITLER

Aminoasitler, proteinleri olusturan temel yapi taslaridir. Bir aminoasitin yapist Sekil 2.1° de
gortldiigi gibi merkezi karbon (C.) atomuna bagli dort gruptan olusmaktadir. Bu gruplardan
karboksil grubu (-COOH), amino grubu (-NH2) ve (-H) atomu tiim aminoasitler igin ortak
gruplar iken, radikal grup (-R) ya da yan zincir grubu isminden de anlasilacagi gibi her bir
aminoasitin kendisine 6zgiidiir. Her bir aminoasite kendine has 6zellik kazandiran bu radikal
gruplar, aminoasitlerin birbirlerinden farklilasmasina ve tiirlere ayrilmasini neden olur. Dogada
300’e yakin farkli aminoasit bulunmaktadir. Ancak DNA tarafindan kodlanan ve proteinlerin
yapisina katilan sadece 20 temel aminoasit bulunur. Proteinlerin yapisinda bulunan bu 20 temel
aminoasit standart aminoasitler olarak bilinirler. Bunlar kolaylik olmasi acgisindan tek harfli
semboller veya li¢ harfli kisaltmalarla gosterilirler. Cizelge 2.1’ de bu gosterimlerin tiimii

sunulmustur.
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Amino grubu Karboksil Grubu

Sekil 2.1 Standart bir aminoasidin sematik yapisi.

Aminoasitler sahip olduklari amino (bazik) ve karboksil (asittik) gruplarindan dolayr amfoterik
yani hem asidik hem de bazik karakter tasimaktadirlar. Bundan dolayi, ortamin pH degerine
gbre aminoasitler iyonik yapida bulunabilirler. Notral pH degerlerinde, aminoasitler ¢ift iyon
durumunda bulunur. Zwitterion olarak da adlandirilan bu tam iyonlagsmis durumda; aminoasitin

amino grubu karboksil grubunun asidik hidrojen atomunu alip art1 yiiklii duruma gecerken,



karboksil grubu da eksi yiiklii halde bulunur. Aminoasitlerin tam iyonlasmis duruma gegisi
Sekil 2.2° de sematik olarak gosterilmistir. Aminoasitler nétral sulu ¢ozeltilerden zwitterion
durumunda kristalize edilebilir. Ayrica aminoasitler canli organizmalarda ¢6zelti ortaminda
bulunduklari i¢in genellikle fizyolojik ortamda da zwitterion durumundadirlar. Bir aminoasit,
kendisi i¢in karakteristik olan izoelektrik nokta degerine esit pH ortaminda net elektrik yiikii
tasimaz. Aminoasitler, izoelektrik nokta degerinden yiiksek pH ortaminda bazik anyon seklinde
yani aminoasitin karboksil grubu eksi yiiklii halde bulunurken, izoelektrik nokta degerinden

diisiik pH ortaminda asidik katyon seklinde, bir baska deyisle amino grubu art1 yiiklii halde

bulunur.
Cizelge 2.1 Aminoasitlerin kisaltmalari.
_ _ Kisaltma _ _ Kisaltma
Aminoasit Aminoasit
3 Harfli | 1Harfli 3 Harfli 1 Harfli
Alanin Ala A Lisin Lys K
Arginin Arg R Losin Leu L
Asparjin Asn N Metiyonin Met M
Aspartik asit Asp D Fenilalanin Phe F
Cistin Cys C Prolin Pro P
Glutamik asit Glu E Serin Ser S
Glutamin GIn Q Tironin Thr T
Glisin Gly G Triptofan Trp W
Histidin His H Tayrosin Tyr Y
Izolésin lle I Valin Val Vv

Aminoasitlerin tiirlerini ve niteliklerini belirleyen radikal gruplar, diger aminoasitlerin radikal
gruplari ile etkileserek, hidrofobik bolgeler, elektrostatik baglar, hidrojen baglan veya disiilfid
baglart meydana gelebilmektedir. Bundan dolayr aminoasitlerin tiirleri ve protein zincirindeki
dizilis siralari, proteinin ii¢ boyutlu yapisinin ve iistlendigi biyolojik fonksiyonlarin temelini

olusturmaktadirlar.
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Zwitterion

Sekil 2.2 Aminoasitlerin zwitterion durumuna dontisimii.

Aminoasitler, sahip olduklari radikal gruplarin polaritesi veya ¢ozelti ile etkilesme egilimlerine
gore, polar, hidrofobik ve yiiklii aminoasitler olarak siniflandirilabilir (Scheeff and Fink 2005).
Dogada bulunan 20 adet standart aminoasitin bu 6zelliklerine gore siniflandirilmasi ve kimyasal

gosterimleri Sekil 2.3 de bir arada verilmistir.

Hidrofobik aminoasitlerin radikal gruplarinda genellikle azot ve oksijen bulunmazken
cogunlukla proteinin i¢ kisminda ¢ozeltiyle etkilesimin en az oldugu kisimlarinda bulunurlar.
Glisin, alanin, valin, prolin, metiyonin, 16sin, izoldsin, fenilalanin ve triptofan hidrofobik
aminoasitler grubundadirlar. Hidrofobik gruptaki aminoasitlerden prolin, fenilalanin ve
triptofan gruptaki digerlerinden farkli olarak halkali radikal gruplara sahiptirler. Bu grupta
bulunan yaygin aminoasitlerden biri olan glisinin radikal grubu sadece hidrojendir ve ¢cogu
zaman proteinlerin i¢ ylizeyindeki, dongili veya sarim bolgelerinde bulunur ve bu bdlgelerde

polipeptid zincirine yiiksek esneklik saglar.

Bir protein yapisinda bulunan hidrofobik aminoasitler, genellikle molekiiliin i¢ bolgelerinde
bulunurken, ¢ozelti ile hidrojen baglar1 olusturma kabiliyetine sahip olan polar ve yiiklii
aminoasitler ise protein molekiiliiniin dis bolgelerinde bulunmay1 tercih ederek, molekiiliin
ylizeylerini kaplarlar. Oldukga reaktif olan bu polar ve yiiklii aminoasit grubunda serin, tironin

asparjin, cistin, glutamin, tayrosin ve histidin bulunmaktadir.
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Sekil 2.3 Standart aminoasitlerin siniflandirilmasi ve sahip olduklari radikal gruplari.



Pozitif ve negatif yiiklii aminoasitler genellikle tuz kopriisii etkilesimleri olustururlar. Bu
etkilesimler, proteinin {i¢ boyutlu yapisinin kararliliginda énemli bir etkilesim tiiriidiir. Ornegin
yiiksek sicakliklarda (80-90 °C ve daha da yiiksek sicaklik) yasayan organizmalardaki
proteinler genellikle genis bir tuz kopriisii agina sahiptirler. Bu etkilesimler, proteinlerin termal

kararliligina katkida bulunarak, yiiksek sicakliklardaki denatiirasyonunu onlerler.

2.3 PROTEINLERIN ISLEV VE FONKSIYONLARI

Makromolekiiller arasinda cok dnemli bir yere sahip olan proteinler canli yagaminda ¢ok 6nemli
islevler yiiriitmektedir. Proteinlerin bazilar1 hiicrenin olusumunda bir yapitasi olarak islev
goriirken, bazilar1 ise 6zgiin ii¢c boyutlu yapisi sayesinde molekiilleri tanima, onlarla etkileserek
hiicredeki olaylara yon verme yetenegine sahiptirler. Kisacasi yasamsal biitiin islevler
proteinlere baglidir. Proteinler yasamsal fonksiyonlarda aldiklart role gore 7 gruba
ayrilabilirler. Bunlar; antikorlar, kontraktil, enzimler, hormonal, yapisal, depolama ve transport

proteinlerdir

Antikorlar: viicudu antijenlerden (yabanci isgalciler) korumakla gorevli uzmanlagmis
proteinlerdir. Kan yoluyla dolasabilirler ve bakteri, viriis ve diger yabanci davetsiz misafirleri
tanimlamak ve savunmak i¢in bagisiklik sistemi tarafindan kullanilirlar. Antikorlar, antijenleri
beyaz kan hiicreleri tarafindan tahrip edilebilecek sekilde hareketsiz hale getirerek viicudu

korurlar.

Kontraktil Proteinler: mekanik hareketten sorumlu olan proteinlerdir. Ornek olarak, aktin ve

miyozin proteinleri verilebilir. Bu proteinler kasin kasilmasi ve hareketi ile ilgilidirler.

Enzimler: biyokimyasal reaksiyonlari kolaylastiran proteinlerdir. Kimyasal reaksiyonlari
hizlandirdiklarindan dolayr ¢ogu zaman katalizor olarak adlandirilirlar. Laktaz ve pepsin
enzimleri bu proteinlere 6rnek olarak verilebilir. Laktaz siitte bulunan seker laktozunu
parcalamaktadir. Pepsin ise midede gida maddelerindeki proteinleri par¢alamak i¢in ¢alisan bir

sindirim enzimidir.
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Hormonal Proteinler: viicut faaliyetlerini koordine etmeye yardimci1 olan haberci proteinlerdir.
Ornekler arasinda Insiilin, oksitosin ve somatotropin bulunur. Insiilin, kan sekeri
konsantrasyonunu kontrol ederek glikoz metabolizmasini diizenler. Oksitosin dogum sirasinda
kadinlarda kasilmalart uyarir. Somatotropin ise kas hiicrelerinde protein iiretimini uyaran bir

biliylime hormonudur.

Yapisal Proteinler: lifli yapidaki destek verici proteinlerdir. Ornek olarak keratin, kollajen ve

elastin proteinleri verilebilir. Keratinler cilt, sag, tiiyler, boynuzlar ve gagalar gibi koruyucu
kaplamalan giiglendirirler. Kolajenler ve elastinler ise tendonlar ve bag dokulari i¢in destek

saglarlar.

Depolama Proteinleri: organizmalarin korunmasi ve biiyiitiilmesi i¢in harekete gegirilebilen ve

metal iyonlar1 ve aminoasit rezervleri olarak kullanilabilen proteinlerdir. Ornekler arasinda
kazein, ovalbiimin, ferritin bulunur. Ovalbiimin yumurta beyazinin ve kazein ise siitiin ana

proteinleridir. Diger yandan ferritin karacigerde demirin depolanmasini saglayan bir proteindir.

Transport Proteinleri: molekiilleri viicudun bir yerinden digerine tasiyan proteinlerdir.

Ornegin, Hemoglobin kirmiz1 kan hiicreleri yoluyla oksijeni tasir.

2.4 PROTEIN YAPILARL PROTEIN YAPILARINDAKI BAGLAR VE PROTEINLERIN
KATLANMA MEKANIZMALARI

Proteinler canli hiicreler i¢erisinde ¢ok sayida gorevi olan biyomolekiillerdir. Proteinlerdeki bu
gorev cesitliliginin sebebi ise; birincil (primer), ikincil (sekonder), iigiinciil (tersiyer) ve
dordiinciil (kuarterner) yapi olarak tanimlanan dort hiyerarsik yapisal organizasyona sahip
olmalaridir (Onat vd. 2002). Tek bir protein molekiilii bu protein yapr tiplerinden birini veya

daha fazlasini igerebilir.
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Birincil Yapilar:

Bir proteinin birincil yapisi, polipeptid zinciri boyunca aminoasitlerin peptid baglariyla
birleserek olusturduklari dizilimleridir. Birincil yap1 genetik olarak kontrol edilmekte olan tek

yap1 olup, bir proteinin ikincil, tiglinciil ve dérdiinciil yapilarini belirlemektedir (Onat vd. 2002)

Aminoasitlerin peptid bagi denilen kovalent baglarla u¢ uca birleserek olusturduklar kisa
polimer zincirlerine peptid denilirken uzun polimer zincirlerine polipeptid veya protein
denilmektedir. Peptid baglariyla iki aminoasit birlesirse dipeptid, li¢ aminoasit birlesirse
tripeptid olusur. On bes aminoasite kadar olusan peptidlere oligopeptid denir. Daha biiyiik
zincirler igin ise polipeptid ifadesi kullanilir. Protein ve polipeptid ifadeleri birbirleri yerine

kullanilabilirse de genelde polipeptidler 100 den az aminoasit igerirler.

Peptid bagi, bir aminoasitin merkezi karbon atomuna bagli karboksil grubu ile diger aminoasitin
amino grubunun birbirine baglanmasi ile olusur ve bu siiregte bir adet su molekiilii agiga ¢ikar
(Sekil 2.4).

Aminoasit (1) Aminoasit (2) H

H
H H
; ® - o

i 3 H
Peptid Bagl\ H . H

H . Karboksil (C) Terminali Su

Amino (N) Terminali

Dipeptid
Sekil 2.4 Peptid baginin olugumu.
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Proteinler, aminoasitlerin ¢izgisel siralanmig dizilimleridir. Tipik bir protein olusturmak igin
zincirde 300 aminoasit kullamlmaktadir ve bu aminoasitler 20%%° farkli olasilikta
dizilebilmektedir. Tim aminoasitlerin radikal gruplar1 birbirinden farkli oldugunda,
aminoasitler biiytikliik, sekil, yiik, hidrofobite, kimyasal reaktivite ve hidrojen baglanma
kapasitesi agisindan her biri digerlerinden ayrilir. Radikal gruplarin bu farkli kimyasal
ozellikleri, proteinlerin ili¢ boyutlu yapisini belirler ve dolayisiyla protein islevine etki eder.
Protein zincirine dahil olmus [-N-C.-C-] seklinde kendini tekrarlayan birime "ana zincir" ya da
"protein omurgasi" denir. Her bir aminoasitin kimyasal yapist nedeniyle, peptid ya da protein
zincirinin bir yonii vardir. Proteinin serbest bir karboksil grubuna sahip olan ucu, "karboksil
ucu” (C ucu) ya da "karboksil terminali” (C terminali) serbest bir amino grubu olan ucu ise

"amino ucu" (N ucu) ya da "amino terminali" (N terminali) olarak adlandirilir.

Ayrica, proteinlerde bulunan atomik gruplar bir bag etrafinda donebilirler. Peptid bagindaki
mezomeri veya rezonans nedeniyle C-N bagi %50 cift bag niteligi kazanmistir. Cift bag
ozelliginden dolayi, peptid bagi olusumuna katilan gruplarin atomlart (C, O, N ve H) ayni
diizlem tiizerinde bulunurlar ve bu durum bag ekseni etrafindaki dontisleri (o agilari)
sinirlandirir. Ancak Sekil 2.5 de gosterildigi gibi, peptid baginin her iki yanindaki C,-C baglari
etrafindaki (y agilar1) donisler ve Co-N baglari etrafinda dontisler (® agilar1) olanaklidir ve

bunlar proteinlerin ii¢ boyutlu yapisinda 6nemli rol oynamaktadirlar.

v

Peptid Diizlemi
Sekil 2.5 Peptid baglarinin doniis agilart.
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Tkincil Yapilar:

Bir proteinin ikincil yapisi bir polipeptid zincirinin yerel konformasyonu olarak diistiniilebilir.
Ikincil yapilarin bazilar1 kararlidir ve yaygin olarak proteinlerde rastlanmaktadir. Bir proteinin
birincil yapist lizerine peptid baglar1 ve hidrojen baglari tarafindan uygulanan kisitlamalar onun
ikincil yapisini belirlemektedir. Protein yapi1 arastirmalan sirasinda polipeptid zincirlerinde iki
tip baskin ve kararl1 yerel konformasyon bulundugu ortaya ¢ikmistir. Bu ikincil yapilar 1951
yilinda Pauling ve arkadaslar1 tarafindan varliklar1 kesfedilen a-heliks (helix) ve B-yapragi
(plate) konformasyonlaridir (Pauling et al. 1951). Bu ikincil yapilar hidrojen bagi ile bir arada
tutulurlar ve yiksek diizeyde kararlilik sergilerler. Bir heliks, polipeptid omurgasinin
kivrilmasiyla olusturulur ve boylece bir sarmal sekil ortaya ¢ikar. Polipeptid omurgasi iki yonde
sarilabilir (sol veya sag), Zinciri sarmal bigiminde tutan ve kararli hale getiren, bir peptid
bagindaki N-H grubu ile diger peptid grubundaki C=0O grubu arasinda kurulan hidrojen bag
etkilesmeleridir. Diger baskin ve kararli yerel konformasyon 3 yapragidir. Yine hidrojen bag
etkilesmeleri bu yapinin yiiksek diizeyde kararliliginin nedenidir. Ancak, a-helikslerden farkli
olarak B-yapraklari tek bir zincir yerine bitisik polipeptid zincirleri arasindaki hidrojen
baglariyla olusurlar. Bununla birlikte, proteinlerde rastgele sarmal, doniis veya kivrilma gibi
kararsiz baska ikincil yapi tipleri de gozlenmektedirler. Bu ikincil yapilara genellikle protein
yiizeylerinde ve diizenli bolgeler arasinda basit gegis bolgelerinde rastlanir. Ayrica, bu ikincil
yapilar da proteinlerin aktif veya islevsel bolgesinde yer alabilmektedir ve bundan dolay1 kararl

ikincil yapilar gibi yapisal olarak hayati 6nem tasimaktadirlar.

Uciinciil Yapular:

Bir proteinin tigiinciil yapisi, polipeptid zincirinin tic boyutlu global yapisi olarak tanimlanr.
Ugiinciil yap, bir proteinin sahip oldugu nihai geometrik sekli olarak tanimlanabilir. Bu nihai
sekil, aminoasitlerin yan zincirleri arasindaki gesitli bag etkilesimleri ile belirlenir. Bundan
dolayr yan zincirler, proteinin tgiinciil yapilarinin olusumunda ¢ok daha aktif bir rol
oynamaktadirlar. Yan zincirler arasindaki bu baglanma etkilesimleri, protein zincirinde bir
takim katlamalara, egilmelere ve ilmeklere neden olabilir. Bu etkilesimler aynt zamanda

zincirin farkli pargalarini da birlestirebilirler.
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Bir proteinin iigiinciil yapisini kararli kilan yan zincirler arasinda dort tiir baglanma etkilesimi
vardir. Bunlar; hidrojen baglari, iyonik baglar (tuz kopriileri), disiilfid baglar1 ve hidrofobik
etkilesimlerdir. Ugiinciil yap1 bag etkilesimleri Sekil 2.6 da gosterilmistir.

Polipeptid Zinciri

(o)

I
CH2 — CH2 - CH2 e CH2 — NH3+ —O_ C — CHz

Hidrojen H
Bagi

iyonik Bag

Disiilfid Bagi CH,

CHa.
S<g
“CH

Hidrofobik
Etkilesmeler

Sekil 2.6 Bir polipeptid zincirinin ii¢iinciil yapisinda bulunan baglar.

Hidrofobik etkilesimler bir proteinin katlanmasina ve sekillenmesine biiylik dl¢iide katkida
bulunurlar. Hidrofilik yan zincirine sahip polar aminoasitler ¢ozelti ile temas kurma ve
etkilesme egilimde iken, polar olmayan ya da hidrofobik yan zincirine sahip aminoasitler
cozelti ile etkilesime girmemek icin kendilerini proteinin merkezine dogru konumlandirma
egilimdedirler. Ciinkii hidrofobik gruplar ile su ve diger polar aminoasit gruplar1 karsilikli
olarak birbirlerini iterler ve bu durum hidrofobik gruplarin kendi aralarinda bir etkilesime neden
olur. Alanin, valin, 16sin ve izol6sin’ in hidrokarbon alkil gruplar1 arasindaki karsilikli gekici

etkilesim bu tiirden bir etkilesimleri 6rnektir.

15



Proteinlerin ii¢iinciil yapisina katkida bulunan hidrojen baglar1 ise katlanmis bir polipeptid
zincirin farkli boliimlerinde meydana gelerek yapinin hidrofobik etkilesimler sonucu belirlenen

seklinin kararlilig1 i¢in yardimci olurlar.

Ayrica, protein katlanmasi nedeniyle, birbirlerine yaklasan pozitif ve negatif yiikli yan
zincirine sahip aminoasit gruplari arasinda iyonik baglanma meydana gelebilir. Literatiirde tuz
kopriileri olarak da adlandirilan bu etkilesim tiirii, yan zincirlerdeki bir asitin ve bazin nétralize

edilmesiyle sonuglanir.

Disiilfid bagi ise ii¢ilinciil yapiya katkida bulunabilecek 6zel bir kovalent bag tiirtidiir. Disiilfid
baglari, cistin aminoasitlerinin kiikiirt igeren yan zincirleri arasindaki kovalent baglardir.
Uciinciil yapiy1 olusturan diger bag tiirlerinden ¢ok daha giigliidiirler. Polipeptid parcalarini

sikica birbirlerine tutturan molekiiler emniyet pimleri gibi davranirlar.

Cogu protein belirgin bir li¢linciil yapiya sahiptir. Bu proteinlerin ikincil yapisal elementleri
(yerel konformasyonlar1) ayni {igiinciil yapiyr iiretmek i¢in daima ayni sekilde katlanirlar.

Bundan dolay1 bu son yapiya ii¢ boyutlu global yap1 denilmektedir.

Dordiinciil Yapilar:

Dordiinciil yapi, iki veya daha fazla bagimsiz olarak katlanmis polipeptitin birbiriyle
etkilesmesiyle olusan yapidir. Birgok proteinin, tek bir zincir (monomer) olarak biyolojik islevi
yoktur. Ancak birkag¢ polipeptid zinciri bir araya gelerek olusturduklar1 doérdiinciil yapi ile
fonksiyonel bir protein meydana getirirler Bu yapilara, ¢oklu altbirime sahip veya ¢ok zincirli
proteinler de denilmektedir. Dordiinciil yapilari da ikincil ve tiglinciil yapilarda meydana gelen

etkilesimler kararli kilmaktadir.

Sekil 2.7° de proteinlerin birincil, ikincil, li¢linciil ve dordiinciil yapilarinin birer sematik

gosterimi bir arada verilmistir.
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Sekil 2.7 Protein yapilarinin sematik gosterimi.

Proteindeki atomlarin ti¢ boyutlu uzaysal siralanmasina onun konformasyonu denir. Yiizlerce
bag iceren protein teorik olarak ¢ok sayida konformasyona sahiptir, ancak biyolojik olarak bu
konformasyonlardan birkag tanesi baskindir. En diisiik Gibbs serbest enerjili konformasyonlar
termodinamik olarak en kararli olanidir. En kararli konformasyonu belirleyen proteinin
katlanmasindaki agamalardir. Proteinin dogal olarak katlanip olusturdugu sekle onun dogal

“native” hali denilmektedir.

Diger taraftan proteinler genellikle ¢ozelti icerisinde bulunduklarindan, iginde bulunduklari
¢ozeltinin bu konformasyonlara etkisi kaginilmazdir. Protein zincirindeki hidrofobik yan
zincirler su ile temas etmeyecek bir sekilde, olusan kiiresel yapinin merkezine dogru toplanirlar.
Boylece su, ozellikle iiciinciil yapinin olusumunu ve dolayisiyla dordiinciil yapilart da biiyiik
olgiide etkilemis olmaktadir. Bu nedenle, bir proteinin ¢ozelti icerisinde sahip olacagi
konformasyonu vakum ortamindakinden oldukg¢a farkli olacaktir. Proteinlerin gevresel ve
biyolojik kosullardan etkilenerek birbiriyle iligkili olan bir yapidan baska bir yapiya gegmesine

konformasyonal degisim adi verilir.
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2.5PROTEIN YAPILARININ BELIRLENMESI

Proteinler statik konumda olmayip dinamik haldedirler ve islevlerini yapmak iizere
konformasyon degisiklikleri yapabilirler. Proteinlerin {i¢ boyutlu yapilar1 onlarin fiziksel,
kimyasal ve biyolojik fonksiyonlarini belirlemektedir. Her protein islevini yansitan benzersiz
bir konformasyona sahiptir. Canli yasamini ilgilendiren hemen hemen her konuda proteinlerin
hayati 6neme sahip olmasi nedeni ile proteinlerin kararli ii¢ boyutlu konformasyonel yapilarinin
anlasilmasi saglik, ilag, endiistri v.b. alanlarda ¢ok 6nemli gelismeler saglamaktadir. Ancak,
protein yapisinin karmagsiklifi, en gelismis analitik ekipmanlarla bile, yapmin tiimiiyle

aydinlatilmasini son derece zorlastirmaktadir.

Kiictik protein ya da peptidlerdeki aminoasitlerin dizilimini ve her birinin molar orantisinm
belirlemek i¢in protein haritalandirma ve kiitle spektrometresi yontemleri kullanilmaktadir. Bu
yontemler peptidler ve kiiclik proteinler icin rutin bir islem olmakla birlikte, biiyiik ve ¢ok
zincirli proteinler i¢in daha karmasik hale gelmektedir. Diger yandan proteinler yalnizca birkag
nanometre mertebesinde kiiciik yapilar olduklari i¢in, 1 mikrometrelik maksimum ¢oziintirliige
sahip gii¢lii 151k mikroskobu ile bile gézlemlenemezler. Bunun i¢in daha gelismis spektroskopik
yontemler kullanilmalidir. Bu yontemlerden biri olan Dairesel Dikroizm yontemi (CD), bir
proteinin ikincil yapisini, katlanma Ozelliklerinin karakterizasyonunu ve yapinin termal
kararliligin1 incelemek i¢in kullanilan yaygin bir spektral yontemdir (Greenfield 2006). Bu
yontemle a-heliks, B-yapragi ve rastgele sarim gibi proteinlerin ikincil yapi tiirleri, uzak UV
spektral bolgede (190-250 nm) kolaylikla belirlenebilir. Her bir ikincil yap1 CD de karakteristik
spektruma sahiptir. Tiim spektroskopik teknikler gibi CD sinyali de molekiiler popiilasyonun
ortalamasini yansitmaktadir. Dolayisiyla, CD bir proteinin yaklasik %50 alfa-heliks yap1
icerdigini belirleyebiliyor olsa da hangi aminoasitlerin alfa-heliks yapida oldugunu
belirleyememektedir.

Bir proteinin {i¢ boyutlu yapisinin daha eksiksiz ve yiiksek ¢oziiniirliiklii analizinde ise X-1gin1

yontem kullanilir.

18



X-1511 kirmimi yonteminde, paralel bir X-1s1n1 demeti saf bir protein 6rnegine yonlendirilir ve
elde edilen kiriim desenindeki her bir noktanin yeri ve yogunluguna bakilarak, kristal yap1
icinde bulunan protein atomlarinin konumlar1 belirlenmektedir. Baska bir deyisle protein
yapisinin bir modelini olusturmak i¢in kullanilabilen {i¢ boyutlu elektron yogunlugunun haritasi
elde edilmis olur. Bu elektron yogunlugu haritasiyla belli bir ¢dziiniirliik ile tiim protein
atomlarinin ti¢ boyutlu koordinatlarinin belirlenmesi miimkiindiir. Ancak, X-1gin1 kirinimi ile
belirlenen protein yapilarinin glivenilirligi ile ilgili temel soru, kristal kafesin proteinlere olan
etkisidir. Ayrica kristallesme sartlar1 ve kristalin kendisi, proteinin bulundugu dogal
kosullardan farkli olabilir. Proteinlerin kristallestirilmesi oldukga hiinerli bir istir; ¢linkii her
yeni proteini kristalize edecek uygun kosullari belirlemek olduk¢a zordur bazen de imkansizdir.
Hatta kristallestirme bazi durumda protein yapisinda biiyiik bir degisiklige sebep olmaktadir.
Tim bunlara ek olarak, X-1sin1 kristal kirmnimi ile genellikle hidrojen atomlarinin konumlari
¢oziilemez veya oksijenden ve karbondan giivenilir sekilde ayirt edilemez. Tiim bu zorluklara
ragmen, X-151n1 kirmmimi protein yapi tayini i¢in en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir.
Bilindigi iizere deneysel olarak yapisi ¢ozlilmiis tiim proteinler genelde Protein Data Bank
(PDB) adli bir veri tabanina kaydedilmektedir. Bu veri tabanindaki protein yapilarinin

%80’inden fazlasinin yapisi X-1g1n1 kirinimi ile elde edilmistir.

Bunun yaninda, yapisi ¢oziiliip PDB veri tabanina kaydedilen proteinlerin yaklasik %16' s1 ise
Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) ile elde edilmistir. NMR yontemi gii¢lii bir manyetik alana
yerlestirilmis kiiciik hacimli konsantre protein ¢ozeltisi ile yapilmaktadir. Kolaylikla
kristallesmeyen kii¢iik proteinler i¢in tercih edilen bir yontemdir ve hidrojen atomlarinin
bazilarin pozisyonlarin1 da vermektedir. NMR analizinin sonuglari, X-1s1m1 ile elde edilen
benzersiz modelin aksine alternatif modellerin bir toplamidir. Ciinkii NMR yapisinin
hesaplanmasi dolayl1 bir yontemdir. Bazi atomlar aras1 mesafeler yaklasik olarak elde edilirken,
proteinlerin genel yapist ise ampirik olarak parametrelestirilen bir prosediir kullanarak
bilgisayar tarafindan hesaplanir. NMR yonteminde, tek bir yapinin tespiti yerine birkag yapinin
belirlenmesinin sebebi budur. Ayrica NMR spektroskopisi, piklerin ¢akismasi sorunu ve

miknatislanmanin hizli gevsemesi sebebiyle biiyiik proteinlerde verimli sonuglar vermeyebilir.
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Bu iki temel yap1 belirleme yontemi, proteinlerin tamamen farkli 6zelliklerine dayanmaktadir.
Bir proteinin NMR yapis1 birka¢ ¢ekirdegin manyetik 6zelliklerinden hesaplanirken, X-1s1n1

yapist hidrojen atomu olmadan atomlarin elektron yogunlugundan tiiretilmektedir.

Diger yandan, PDB’ deki yapilarin %2 si ise teorik modelleme ile elde edilen yapilardan
olugmaktadir. Teorik modeller deneysel yontemlerle elde edilenlere gore daha az giivenilir olsa
da, ilag gelistirme ve teknolojik alanlardaki calismalar i¢cin 6nemli fikirler saglayabilirler.
Teorik modellerden biri olan Homoloji modellemesi; sekansi (aminoasit dizilimi) belirlenen
yapmin konformasyonunu, bu sekansa benzer ve deneysel olarak onceden yapisi ortaya
konulmus bir proteinin {i¢ boyutlu yapisina benzetme ¢alismasidir. Homoloji modellemenin
sonuglari, yalnizca teoriden (ab initio modelleme) tiiretilen sonuglardan daha giivenilir

olabilmektedir.

Ayrica, deneysel olarak karsilagilan zorluklardan dolay1 yapisi ortaya konulamamais proteinlerin
yap1 tayininde ya da yapisi belirlenen fakat deneysel yontemlerle gézlemlenmesi zor olan

etkilerinin arastirilmasinda simiilasyon caligmalarina basvurulmaktadir.

2.6 PROTEINLERIN KARARLILIGI VE DENATURASYONU

Proteinler, ii¢ boyutlu yapisini kontrol eden zayif etkilesimlerin dogas1 nedeniyle ¢ok hassas
molekiillerdir. Bir proteinin dogal hali proteinin en kararli konformasyonu olarak tanimlanir.
Bu dogal hal, sicaklik, pH, hidrofobik ylizeylerin varligi, metal iyonlarinin varligi, organik
coziiciiler, deterjanlar ve mekanik karistirma gibi faktorlerle bozulabilir. Bu faktorlere bagh
olarak proteinin ikincil, {i¢iinciil veya dordiinciil yapilarinda ortaya ¢ikan degisimlere, proteinin
denatiirasyonu denilmektedir. Denatiirasyon proteinin rastgele veya yanhis katlanmis sekle

doniismesine neden olmaktadir.

Denatiire olmus bir protein dogal formdaki biyolojik fonksiyonu kaybederek ¢ok daha farkli bir
aktivite profiline sahip olabilir. Ayrica denatiire olan proteinler belirli kosullar altinda protein
topaklanmalarina sebep olabilirler. Protein topaklanmasi; yanlis katlanmis proteinlerin
agregalara ve organize fibrillere (lifli yapilar) doniismesine neden olan bir konformasyonu

benimseme siirecidir. Bu bahsedilen protein topaklanmasi siirecleri Alzheimer, Huntington
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koresi ve Parkinson gibi ¢esitli norodejeneratif hastaliklarin temel sebebi oldugundan

istenmeyen bir durumdur.

Proteinlerin denatiirasyonu sonucu konformasyonunda meydana gelen fiziksel bozulmalarina
ek olarak, olas1 kimyasal bozulma faktorlerinin de farkinda olmak 6nemlidir. Bir proteinin
kimyasal yapisini bozabilecek olasi faktorler; oksidasyon, de-disidasyon, peptid-bagi hidrolizi,
disiilfid bag: degistirme ve ¢apraz baglanma gibi siireglerdir. Proteinlerin formiilasyonunda ve
islenmesinde kullanilan bu siirecler, biyofarmasétigin hem depolanma hem de ilag verme

asamalarinda bozulmay1 6nlemek ve protein kararliligini arttirmak icin dikkatle ele alinmalidir.

Bir proteinin kararliligini belirlemek i¢in birgok farkli deneysel teknikten yararlanilabilir.
Ornegin, katlanmamis bir proteinin analizi icin floresan, UV (Ultraviyole), kizilétesi ve CD
gibi spektroskopik yontemler kullanilabilir. Ayrica diferansiyel tarama kalorimetresi (DSC)
gibi termodinamik yontemler, sicakligin protein kararlilign tizerindeki etkisini belirlemede
yararli olabilir. Karsilastirmali peptid haritalama yontemi oksidasyon veya deamidasyon gibi
bir proteindeki kimyasal degisikliklerin belirlenmesinde son derece onemli bir yontemdir.
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC), ayn1 zamanda proteinin safligini analiz
etmek icin paha bigilemez bir yontemdir. Protein kararliligin1 belirlemek i¢in kullanilan diger
analitik yontemlerden SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis), izoelektrik odaklama ve kapiler elektroforez, protein biyofarmasotiginin
potansiyelini belirlemek i¢in uygun biyolojik tahlildirler. Protein kararliligini belirlemeye
yonelik bu yontemler, protein yapisinin dogasinin karmasikligini ve basarili biyofarmasotik bir

irlinlin yapisinin korunmasinin énemini bir kez daha vurgulamaktadir.

2.7 PROTEIN MUHENDISLIGI

Protein miihendisligi, dogada var olmayan Ve istenilen fonksiyonlar1 ger¢eklestirebilecek yeni
enzimlerin veya proteinlerin tasarlanmasidir. Protein miihendisligi ile ilgili ilk ¢aligmalar,
198011 yillarin basina kadar uzanmaktadir ve bu ¢alismalar aminoasit sekanslarini degistirmek
icin rekombinant DNA teknolojisinin kullanimina dayanmaktadir. Ulmer tarafindan yapilan bir

incelemede, yapay gen sentezi ile kristal yap1 ve protein kimyasi bilgisinin, istenen 6zelliklere
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sahip proteinleri elde etmek igin giiclii bir yaklasim oldugu vurgulanmistir (Ulmer 1983).
1992'de yapilan daha sonraki bir ¢calismada ise diisiik su sistemlerinde enzim kararliligini ve
verimliligini artirmak i¢in protein mithendisliginin, son derece umut verici bir teknik oldugu
belirtilmistir (Gupta 1992). ilerleyen yillarda, rekombinant DNA teknolojisi ve yiiksek verimli
tarama algoritmalarinin  gelistirilmesi sayesinde, protein miihendisligi yontemleri ve

uygulamalar gittikge dnem kazanmis ve yayginlasmaistir.

Protein miihendisligi yontemlerinin kisaca tarihsel gelisimi sdyledir. Protein miihendisligindeki
en klasik yontem, proteinlerin "alana yonelik mutasyon" unu iceren "akilc1 tasarim" yaklagimi
olarak adlandirilir (Arnold 1993). Akilc1 tasarim, ilgilenilen proteinin yapisit ve mekanizmasi
1yi biliniyorsa ¢ok etkili bir yaklasimdir. Ancak gelisen teknolojiye ragmen protein yapisi ve
mekanizmalar1 hakkinda hala sinirli miktarda bilgi edilebilmekte idi. Bundan dolayi, istenilen
protein Ozellikleri i¢in "rastgele mutasyon ve seleksiyon" igeren "evrimsel yontemler" in
kullanim1 alternatif bir yaklasim olarak ortaya atilmistir (Anthonsen et al. 1994). 1994'te
Anthonsen ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bu calismada ayrica, protein miihendisligi
calismalarina ek anahtar bilgiler saglamak icin protein yapilarinin homoloji modellemesi,
biiyiik proteinlerin NMR'1 ve protein yapilarinin molekiiler dinamik simiilasyonlar1 gibi 6nemli
bilimsel alanlardan da bahsedilmistir. Ilerleyen yillarda ise genlerin hiyerarsik evrim ilkesine
dayanan "in vitro protein gelistirme sistemleri" protein miithendisliginde de 6nem kazanmustir.
Bu ilkeye gore modern genlerin, kiigiik genetik birimlerden hiyerarsik ve kombinasyonal
slirecler lizerine gelistigi ileri siiriilmiistiir (Shiba 2004). 2003 yilinda bu ilke esas alinarak ilk
globiiler protein olan Top 7 tasarlanmistir (Kuhlman et al. 2003). 2005 yilinda Antikainen ve
Martin yaptiklar1 ¢alismada, protein miihendisligi i¢in 6nemli yontemleri ayrintili olarak
simiflandirmis  ve biyolojik kiitiiphaneleri taramak i¢in etkin tarama yontemlerinin
gelistirilmesini de giindeme getirmislerdir (Antikainen and Martin 2005). ilerleyen yillarda,
klasik mutasyon ve hiyerarsik evrim teorisi gibi geleneksel protein miithendisligi yontemlerine
ek olarak, hesaplamali protein tasarim araglari giderek daha da onem kazanmistir. Van der Sloot
ve arkadaslar tarafindan yakin zamanda yapilan bir incelemede "hesaplamali protein tasarim
ilkeleri ve uygulamalart” tartisilmistir (Van der Sloot et al. 2009). Hesaplamali protein tasarim
ilkeleri, belirli bir proteinin ii¢ boyutlu omurga yapisi ile en uyumlu aminoasit dizisini
belirlemek igin, bir kuvvet alaninin kullanildigi ve bir tarama algoritmasinin kombinasyonuna
dayanmaktadir. Bu algoritma, seg¢ilen pozisyonlardaki orijinal aminoasidi diger biitiin dogal

aminoasitlerle degistirir ve yeni konformasyonlara doniistiiriir. Boylece, uygun olan en diisiik
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enerjili konformasyon belirlenir (Van der Sloot et al. 2009). Bu zamana kadar yapilan hemen
hemen tiim protein miithendisligi ¢alismalari, dogal olarak olusan proteinlerin modifikasyonunu
icermektedir. Ancak biyomedikal ve nanoteknolojideki mevcut zorluklarin tistesinden gelmek
icin yeni fonksiyonel proteinleri tasarlamak igin yeni yontemlerin kullanimma gerek
duyulmustur. Golynskiy ve arkadaslari tarafindan 2010 yilinda yapilan bir ¢galismada, "de novo
miihendisligi" yontemi olarak adlandirilan ve proteinlerin sifirdan tasarlanmasini igeren yeni
bir tasarlama yonteminin 6nemi ve potansiyeli vurgulanmistir (Golynskiy and Seelig 2010). De
novo, var olan bir¢ok tarama yonteminin kiitliphanesine gore ¢ok daha biiyiik birden fazla
kiitliphane taramasi ile de novo proteinleri segebilen giiglii yeni bir tekniktir. Ayrica bu yontem,
icerisinde bugiine kadar ¢ikmis tekniklerin hemen hemen tiim 6zelliklerini de barindirmaktadir.
Muhtemelen gelecekte uygulanacak protein miithendisligi yontemleri de birgok yeni teknolojiyi
ve mevcut yontemlerin kombinasyonel kullanimini igerecektir. 2011 yilinda ise de novo teknigi
kullanilarak tasarlanan yapilarda ¢ok biiyiik bir artis gozlemlenmis ve bu teknik gliniimiizde

oldukca popiiler hale gelmistir (Huang et al. 2016).

300 aminoasitten olusan tipik bir proteinde 203 muhtemel aminoasit dizilimi olusturulabilir.
Mutasyon calismalari dogal evrim siirecinin yalnizca sonsuz kiigiik bir altkiimesini
ornekleyebilmektedir. De novo protein tasarimiyla ise protein katlanmasinin altinda yatan
fiziksel ilkelerin rehberliginde proteinin tam dizilimi arastirilabilir. Ayrica hesaplamali tasarim
yontemleri, sifirdan baslayarak genis bir yelpazede atomik seviyede bir dogrulukla yapilarin
tasarlanabilecegi noktasina gelmistir. Yeni yapilarin zenginligi ve yontemlerdeki ilerlemeler
artik giiniimiizde belirli modern sorunlart ¢c6zmek icin proteinlerin, 6zel amaclara uygun olarak

tam bir kesinlikte hazirlanmasina izin vermektedir.

2003 yilinda dogada gézlenmeyen bir katlanma ile tasarlanan ilk globiiler protein olan Top7 de
dahil olmak tizere genis bir ideal aff protein yapilar1 dizisi tasarlamak i¢in izlenilen prosediir
genel olarak i¢ simetriye sahip tek bir ideallestirilmis alt birimin tekrarlanmas seklindedir.
Giiniimiiz miihendisliginde de biiyiik proteinler tasarlanirken amaca uygun geometriyi elde
edebilmek igin, bu alt birimler uygun bir simetriyle tekrarlanir ya da bu alt birimlerin

modifikasyonlari ile toroidler, varil v.b. geometriler ortaya ¢ikarilabilir.
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Hiyerarsik evrim ilkesine gore bir proteinin tasarlanmasi asamasinda, drneklenmenin imkansiz
oldugu biiyiik yapilar, tam da de novo protein dizayninin alanidir. Ciinkii fonksiyonel katlanan
proteinler rastgele sekans kiitiiphanelerinden elde edilir. Bu siire¢ ¢ok asamali ve rastgele
ilerlemektedir. Bunun yerine, biyofizik ilkeleri esaslariyla sifirdan yeni proteinler iiretmek 6n

plana ¢ikmaktadir.

De novo yaklasimlar1 genel olarak Christian Anfinsen tarafindan onerilen sekilde, proteinlerin
aminoasit dizilimlerinin erisebilecegi en diisiik enerji durumlarina katlanacagi hipotezi iizerine
insa edilmistir (Kresge et al. 2006). Bu yaklasimin uygulamasinda iki zorluk vardir; birincisi,
bir sistemin enerjisi miikemmel dogrulukla hesaplanamaz, ikincisi ise olasi yapilarin ve
dizilerin veri tarama alan1 ¢ok biiyiiktiir ve bu nedenle kapsamli bir sekilde kiitiiphane taramasi
cok zordur. Tasarim hesaplamalarinda kullanilan enerji fonksiyonunun fiziksel temelini
olusturmak ve 6rnekleme sorununun tistesinden gelebilmek i¢in kullanilan birgok hesaplamali
tasarim algoritmasi vardir. De novo protein tasarimlarinda kullanilan bu algoritmalardan
bazilar1 “Rosetta” (Leaver-Fay et al. 2011), “CCBuilder” (Wood et al. 2014), “WISDOM”
(Smadbeck et al. 2013) ve “CLEVER and CLASSY” (Negron and Keating 2013)
algoritmalaridir. Bu ve benzeri hesaplamali tasarim uygulamalar1 ayrica molekiiler yiizeylerde
Ozel geometriye sahip de novo proteinlerin dizayninda kullanilabilir. Ciinkii bu molekiiler
ylizeyler lizerinde tasarlanan zengin dokulu ve ¢ok zincirli yapilara bilim, teknoloji ve endiistri
alanlarinda islevsellikleri agisindan fazlaca ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu molekiiler yiizeyler,
genellikle bilim ve teknoloji acisindan 6neminden dolayr karbon nanotiipler olarak tercih
edilmektedirler. Ornek vermek gerekirse tek duvarli karbon nanotiipii (SWCNT) ¢evreleyen
boru sekilli bir de novo yapinin tasarimi asamasinda, zengin dokulu ve ¢ok zincirli yapilar elde
edilirken hesaplamali tasarim hem alt birimlerin molekiiler yiizeyi taniyacagi hem de alt
birimler arasindaki uygun etkilesimleri birlikte kodlayan bir asamada ilerlemektedir.
(Grigoryan et al. 2011).
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BOLUM 3

MOLEKULER MODELLEME VE KUVVET ALANLARI

3.1 GIRIS

Giiniimiizin en giincel problemlerinden biri proteinlerin katlanabilirliginin anlasilmasi ve
kararli yapilarinin belirlenmesi islemleridir. Protein yapilarinin degisim gosterip katlanarak
olusturdugu ti¢ boyutlu yapiya proteinin “dogal hali” ya da “katlanmis hali” denir (Dobson et
al.1999, Radford 2000). Deneysel olarak bir proteinin dogal ya da katlanmis ii¢ boyutlu
yapisinin ortaya konulmasinin miimkiin olmadigi durumlarda kuramsal yontemlere ve

simiilasyon ¢alismalarina bagvurulur.

3.2 MOLEKULER MODELLEME

Proteinler gibi biyolojik molekiillerin kuramsal ve simiilasyon ¢aligmalarini yapabilmek i¢in
yapinin 1iyi bir sekilde modellenmesi gerekmektedir. “Molekiiler Modelleme” olarak
adlandirilan bu yontemde amag kisaca molekiillerin 3 boyutlu yapilarini, tepkimelerini bulmak
ve gostermektir. Aslinda, bir kagit iizerine molekiillerin yapilarinin ¢izilmesi, mekanizmalarin
gosterilmesi en basit anlamda molekiiler modellemeye Ornektir. Ancak ger¢ek anlamda
molekiiler modelleme, bilgisayarlar yardimiyla molekiillerin degisik yontemlerle ¢6ziilmesi ve
iic boyutlu yapilarinin ortaya ¢ikarilmasia denilmektedir. Molekiiler modellemede temel
diisiince, sistemi olusturan atom ve molekiillerin bilinen temel etkilesme terimlerine bagh
olarak sistemi tanimlayabilmektir. Genellikle molekiiler modelleme, gercek bir sistemin
fiziksel 6zelliklerini tahmin etmenin yani sira yeni materyallerin dizayni i¢in de giiniimiizde

yogun olarak kullanilmaktadir.
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Proteinler modellenirken sahip olduklart olduk¢a esnek yapilarindan dolayr anormal sayida
olas1 konformasyonlar ortaya ¢ikmaktadir. Boylesine ¢ok sayida serbestlik derecesine sahip
olan sistemlerin kuramsal agidan anlasilmasi ise olduk¢a zordur. Tamami ile yeni matematiksel
yaklagimlarla bu sistemler izah edilmeye ¢alisilmasina ragmen, en 6nemli bilgilerin simiilasyon
calismalar ile elde edilecegi bilinmektedir (Hao and Scheraga 1994, Hansmann and Okamoto
1993, Okamoto 1998). Bu nedenle son otuz yildir proteinlerin diisiik enerjili konformasyonlari
simiilasyon teknikleri ile 6rneklenmeye ¢alisilmaktadir (Meirovitch et al. 1997, Baysal and

Meirovitch 1997).

Bu amaca yonelik olarak kullanilan kuantum mekaniksel yontemler, aslinda Schréodinger
denkleminin ( H¥Yy=EW¥\ ) ¢6ziimii lizerine kurulmustur (Pauling and Wilson 2012). Kuantum
mekaniksel hesaplamalar sadece ¢ok kiiclik sistemler igin pratiktir. Biyomolekiiller de dahil
olmak {izere daha genis Olgekli sistemler igerisindeki elektronlarin g¢oklu pargacik sisteminin
Schrodinger denklemini ¢ozmek igin ¢esitli yaklasimlara ihtiyag duyulmaktadir. Bunlardan biri
olan Born-Oppenheimer yaklasiminda, molekiiliin hareketleri elektronlar ve gekirdekler olmak
iizere iki asamaya ayrilarak incelenir: Elektron ile ¢ekirdegin kiitlelerinin arasindaki biiyiik fark
bu yaklagimin temelinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu yaklagimda ilk olarak, ¢ekirdeklerin
pozisyonlar1 sabit olarak kabul edilir ve sadece elektronlar hamiltonyenin bagimsiz degiskeni
olarak ele alinir. Elektron hareketinin bu analizinden ¢ikan 6zdegerler, atomik koordinatlarin
bir fonksiyonu olarak bir molekiiliin elektronik enerji diizeylerini temsil eder. Bu enerji
durumlart Born—Oppenheimer enerji yiizeyleri (Born—Oppenheimer energy surfaces, BOES)
olarak bilinir ve Hamiltonyenin potansiyel enerjisi olarak Coulomb potansiyeli yerine
elektronik taban durumunun BOES’ u kullanilarak sistem tamimlanir. Cekirdeklerin kuantum

mekaniksel davranisi ise daha sonra ele alinir.

Teorik olarak, deneysel bilgiye girdi olarak ihtiya¢ duymayan bu kuantum mekaniksel
hesaplamalarin, karmasik kimyasal siire¢lerin tanimlanmasinda giivenilir bir ara¢ olmasi
beklenmektedir. Ancak, kiigiik molekiiller disinda Schréodinger denkleminin tam olarak dogru
bir sekilde analitik ¢oziimii yapilamamaktadir. Bundan dolayr biiyiik sistemler igin
Schréodinger denklemi, yaklasim metotlar1 kullanilarak ¢oziilebilmektedir. Uygulamada “ab-
initio” ve “yar1 ampirik” metotlar diye adlandirilan iki temel kuantum mekaniksel metot

kullanmaktadir. Bunlarin her ikisi de Born-Oppenheimer yaklagimini temel almaktadir.
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Ab-initio metodu, kuantum mekaniginin temel kanunlarina dayanir ve temel esitlikleri ¢6zmek
icin matematiksel yaklagimlar kullanir. Bu yaklasimlar ile molekiil yapis1 ve buna bagh
ozellikler hesaplanabilir ve bir tepkime mekanizmasi tam olarak modellenebilir. Molekiiler
dinamik veya yar1 deneysel metotlara benzemeyen ab-initio metotlarinda deneysel parametre
kullanilmaz. Ab-initio hesaplamalarinda, “Hartree-Fock Self Consistent Field” (HF-SCF) ve
“Density Functional Theory” (DFT) olarak adlandirilan iki farkli matematiksel yaklagim
kullanilir. HF modelinde, elektron-elektron etkilesimleri i¢in ortalama bir potansiyel temel
alinir. Bu yaklasim, molekiil frekanslarinin hesaplanmasi ve molekiil geometrisinin tayini i¢in
uygundur. DFT modelinde ise molekiil dalga fonksiyonlar1 yerine, elektron olasilik yogunlugu
(p) hesaplanir ve molekiil dzelliklerinin belirlenmesinde ¢ok daha dogru sonuglar verir. Ab-
initio yontemlerinde hesaplama siiresi molekiiler dinamik yontemlere gore ¢ok daha uzundur.
GAUSSIAN, HYPERCHEM, CACHE ab-initio yontemlerinin kullanildigi bazi paket
programlardir (Hehre 1986).

Diger yandan, yari ampirik metotlarda, dalga fonksiyonu etkilesimleriyle iliskili matris
elemanlar agikg¢a integraller yoluyla hesaplanmaz iken, bunun yerine 6nceden belirlenmis
parametre setleri olusturulur. Bu parametreler deneysel verilere uyum saglayacak sekilde,
atomik orbitallerin formlarin1 ve enerjilerini tamimlar. Yar: ampirik yontemlerde deneysel
parametreler kullanilarak integrallerin ¢ogu ihmal edilir. Ab-initio yontemlerinde oldugu gibi,

sonuglarin kalitesi, yapilan yaklasiklarin kalitesine elestirel bicimde baglidir.

Kuantum mekaniksel g¢oklu pargacik problemlerinden dogan ab-initio ve yar: ampirik
yaklagimlarin yani sira molekiiler mekanik olarak bilinen kuvvet-alani veya potansiyel enerji
fonksiyonlarinin kullanildig: alternatif yaklagimlar da bulunmaktadir. Kuvvet alanlari
(potansiyel enerji fonksiyonu) sistem igerisindeki molekiiller aras1 ve molekiil i¢i etkilesimleri

tanimlarlar.

27



3.3. KUVVET ALANLARI

Molekiiler mekanik yaklagimlarin kullanildigi Molekiiler Dinamik (MD) ve Monte Carlo (MC)
simiilasyonlar1; 25 yildan daha uzun bir siire 6nce ortaya ¢ikmistir. Simiilasyonlar, proteinlerin
katlanma ve denatiire olmasindan enzim reaksiyon mekanizmalarina kadar cesitli kosullar
altinda proteinlerin yap1 ve dinamiginin arastirtlmasinda yogun olarak kullanilan bir aragtir.
Simiilasyonlarin temeli, atomik koordinatlarin fonksiyonu olarak enerjinin ifade edilmesine
dayanir. Denge durumunda sistemlerin, bu potansiyel enerjinin diisiik enerji bolgelerinde
yogunlastigl tahmin edilir ve atomlar arasindaki kuvvetler bu potansiyel enerji fonksiyonunun
gradiyentidir. Bu nedenle bu fonksiyonlar “kuvvet alanlari” olarak isimlendirilir. Kuvvet
alanlari, baglarin ve acilarinin “referans” veya “denge” degerlerinden sapmasi ve baglar
dondiikce enerjinin nasil degistigini anlatan bir fonksiyon ve sistemin bag yapmayan boliimleri

arasindaki etkilesimi aciklayan terimleri icermektedir.

Kuvvet alanlarinin dizayni ve parametrizasyonu, uyarlanacak deneysel verilerin dogru olarak
secilmesi ve hesaplama etkinligi de g6z oniine alinarak yapilan karmasik bir islemdir. Ampirik
potansiyel enerji fonksiyonlari, hesaplanan enerjide hatalara neden olan bazi sinirlandirmalar
icerir. Parametreler belirlenirken, belli atom tipleri i¢in sinirli setler kullanilir. Atom tipleri,
6zel bir baglanma durumundaki atomu tanimlar. Ornegin, sp3 baglanma durumundaki alifatik
karbon ile bir histidin halkasindaki karbon atomu farkli 6zellikler gosterir. Bu nedenle atom
tiplerindeki sinirlama tipe-bagli (type-specific) hatalara neden olur. Bazi atom tiplerinin
cevreye duyarliligt minimumdur ve bunlar i¢in tek bir parametre seti yeterli olabilir, fakat
oksijen ve azot gibi atomlar komsu atomlardan daha ¢ok etkilenir ve farkli baglanma
cevrelerine gore farkli parametre setleri tanimlanmalidir. Ayrica etkilesmeler hesaplanirken,
hesaplama etkinligini artirmak iizere yalnizca iki atom arasindaki etkilesme goz 6niine alinir ve

iic ya da daha fazla atomun ayni1 andaki etkilesmesi ihmal edilir.
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Kuvvet alanlan temel olarak {i¢ kissmdan olusur. Bunlar sirasiyla bag olmayan terimler, bag
olan terimler ve 0zel terimlerdir. Boyle bir kuvvet alaninin genel formu Esitlik (3.1) ve agik
formu Esitlik (3.2)’ de sirasiyla verilmistir. Sekil 3.1 de ise bu potansiyel enerji terimlerini
doguran molekiildeki etkilesim tiirleri sematik olarak gosterilmektedir. Burada incelenen sistem
polimer bir yap1 oldugundan, bu yapiyr olusturan birimler arasindaki iliskiler gdz Oniine
alimmustir. Bu yap1 birimleri kovalent baglarla bir arada bulunduklar1 i¢in, bu baglar harmonik

potansiyellerle ifade edilebilir.
V(T) = Vbag + Vag:l + Vburulma + Vbagll olmayan (3-1)

VO) = D K —m) + Y Ko®@ =802+ D Ko(1+cos()

bag agt burulma
+Z Z {4ei,- K#) —~ <l> ] +4} (3.2)
e ) ri,j rl',j 47T€0Tij

bagh olmayan
etkilegimler

Sekil 3.1 Potansiyel enerji fonksiyonunda terimlere karsilik gelen etkilesimler.
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Esitlik (3.1) ve acik hali olan Esitlik (3.2)” deki konformasyonel enerji ifadesinde bulunan ilk
¢ terim bagl etkilesimlere karsilik gelmektedir. Burada, Vg iki atom arasindaki bag
uzunluklarindaki (r) degisimlerden kaynaklanan titresimlerin potansiyel enerjisini, Vg ¢
atomu birbirine baglayan baglar arasindaki agilarin (0) degisimlerinden kaynaklanan
titresimlerin potansiyel enerjisini ve Vy,imq 1S€ iki farkli diizlem iizerinde bulunan molekiil
gruplari i¢in diizlemler arasi aginin (¢) degismesiyle olusan burulmadan kaynakli potansiyel
enerjiyi ifade etmektedir. Esitliklerde N toplam aminoasit sayisin1 gosterirken, ry, 8, ve
@, degerleri ise proteinin kristal yapisindan elde edilen deneysel uzaklik ve ag1
parametreleridir. Bu ampirik parametreler elektronik ortamda bulunan PDB, SCOP (Structural
Classification of Proteins), vb. ¢esitli veri bankalarindan elde edilebilmektedir. Yine bu
terimlerde bulunan K., Kg ve K, parametreleri ise etkilesim katsayilarini gostermektedir (Kaya
and Chan 2003). Konformasyonel enerji ifadesinde bulunan dérdiincii terim Vp a1, otmayan iS€;
aminoasit zinciri lizerinde birbirinden en az dort atom kadar uzak mesafede olan atomlar i¢in
ele alinan etkilesim potansiyelidir. Bu etkilesimler atomlar arasindaki belirli bir bag iligskisine
bagli degildir. Bunlar, uzakliga bagl etkilesimlerdir ve genellikle uzakligin tersinin belirli bir
kuvvetinin bir fonksiyonu olarak modellenirler. Bir kuvvet alanindaki bagli-olmayan terimler
genellikle iki grupta incelenir; bunlardan biri elektrostatik etkilesimler, digeri ise Van der Waals

etkilesimlerdir.

Iki molekiil arasindaki elektrostatik etkilesim, ug yiik ¢iftlerinin arasindaki etkilesimlerin

toplami1 olarak Coulomb yasasi Esitlik (3.3) ile hesaplanir.

N N
-3y
et £ Ameri)

i=1 j=i

Burada g; ve q; i. ve j. atomun elektrostatik yiikiinii, &, boslugun elektriksel gecirgenlik
katsayisini ve r;; ise i. ve J. yiikler arasindaki uzakhg: géstermektedir. Bagl olmayan diger
etkilesim tiirlerinden Van der Waals etkilesimleri, dogadaki onemli etkilesimlerden biridir.
Modellenmek istenen sistem i¢in belirlenmesi gereken, ¢ok sayidaki Van der Waals potansiyel
fonksiyonlarindan en ¢ok bilineni Lennard-Jones fonksiyonudur. iki atom arasindaki etkilesim

icin Lennard-Jones fonksiyonu Esitlik (3.4)’ deki gibi tanimlanur.
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V(r) =Z Z {4eij [(#}’) - <#]’> ]} (3.4)

=0 j=i+1

Lennard-Jones “12-6” potansiyeli sadece iki ayarlanabilir parametre i¢ermektedir: ¢arpisma
cap1 (0; ;) ve kuyu derinligi (&;;) parametreleridir. Lennard-Jones potansiyel fonksiyonunun
grafigi ve parametrelerin neye karsilik geldigi Sekil 3.2 de gosterilmistir. Lennard-Jones
potansiyeli, r® ile degisen bir ¢cekim kismi ve r'? ile degisen itme boliimiiyle karakterize
edilmektedir. Van der waals kuvvetleri zayif olmasina ragmen o6zellikle protein
konformasyonlarinin etkilendigi diger kuvvetlerle karsilastirildiginda proteinlerdeki iigiinciil

yapinin siirekliliginde bu etkilesimler 6nemli bir etki yapar (Whitford 2005).

T V(r)
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Sekil 3.2 Lennard-Jones potansiyeli.

Molekiiler modelleme ile protein veya peptid dizilimlerinin hem termodinamiksel 6zelliklerini
hem de katlanma oGzelliklerini ¢alismak igin literatiirde olusturulmus birgok kuvvet alani
mevcuttur. Bunlardan en ¢ok bilinenleri, AMBER (Cornell et al. 1995), OPLS (Jorgensen et al.
1996), CHARMM (MacKerell Jr et al. 1998), GROMOS (van Gunsteren et al. 1996) ve ECEPP
(Sippl et al. 1984) potansiyel enerji fonksiyonlaridir.
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Proteinler fizyolojik ortamda genellikle ¢6ziicii icinde bulunurlar. Modellenen sistemin gergcege
yakin olmasi i¢in molekiil-¢oziicii etkilesimlerinin goz ardi edilmemesi gerekir. Bu nedenle
coOziiciilerin de protein gibi modellenmesi gerekmektedir. Coziicii de iceren bir sistemin
modellenmesi ¢ok sayida serbestlik derecesi icereceginden oldukca zordur. Coziicii ile birlikte
modellenen sistemin konfigilirasyon uzaymi arastirmak icin geleneksel MC tekniginin
kullanilmasi, su molekiilleri ile etkilesimlerinin ¢ok diisiik kabul edilmesine yol agmaktadir.
Bundan dolayi bu tiir sistemlerin simiilasyonunda, daha yavas olan MD simiilasyon tekniklerine

basvurulmaktadir.

3.4.COZUCU MODELLERI

Hesaplama giiciindeki hizli biliylime ve molekiiler simiilasyon yontemlerinde devam eden
iyilestirmelere ragmen, konfigilirasyon alaninin kapsaml bir sekilde 6rneklemesi, ilgi gosterilen
biyomolekiiler sistemlerin ¢ogu i¢in hala pratik degildir. Bu sistemlerin simiilasyonundaki
zorluk, yiiksek boyutsalliklarina dayanmaktadir. Genomik veri tabanlarindaki ortalama bir
protein, yaklasik 300 adet aminoasit ve yaklagik 4800 tane atom igermektedir. Bu biiytikliikteki
bir proteinde bile yaklagik 26000 tane serbestlik derecesinin Orneklenmesi zaten ¢ok
zorlayicidir. Tim bunlara ilaveten sistemin dogru olarak modellenebilmesi i¢in ¢dziict,
yardimci-¢oziiciiler ve hareketli iyonlar da dahil olmak iizere sulu ortama karsilik gelen ¢oziicii
etkilesimlerini de hesaba katmak gerekmektedir. Coziicli etkisini karsilayabilmek i¢in
literatiirde “acik (explicit)” ve “kapali (implicit)” ¢oziici modelleri olmak tizere iki tiirlii

yaklasim vardir.

Standart bir agik ¢6ziicii yaklasimi, sulu ortami tam olarak taklit etmek i¢in su ve iyonlari tam
olarak modeller. Bunun igin literatiirde su molekiiliinii temsil edecek bircok su modeli
gelistirilmistir. Bu modellerin baslicalari, single-point charge (SPC) (Berendsen et al. 1981),
extended single-point charge (SPC/E) (Berendsen et al. 1987), three-point potential (TIP3P)
(Jorgensen et al. 1983), four-point transferable intermolecular potential (TIP4P) (Jorgensen et
al. 1983) ve five-site rigid nonpolarziable model of liquid (TIP5P) (Mahoney and Jorgensen
2000) su modelleridir. Bunlar temel olarak ayni olmakla beraber su molekiiliinii tam olarak
temsil edebilen yiik merkezlerinin yerlerinde ve kullandig1 etkilesim parametrelerinde

farkliliklar vardir. Biitlin bu popiiler su modelleri, oda sicakligi ve 1 atm basing altinda suyun
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karakteristik ozelliklerini temsil edebilen modellerdir. Bunun yaninda, 10-12 A°' lik acik
¢oziicii ile ¢evrili 300 aminoasit igeren bir proteinin bulundugu standart bir ortamda, ¢oziicli
icin simiilasyona 20000-30000 atomun daha eklenmesi, 6rneklendirme sorununun daha da
kotiilesmesine neden olabilmektedir. Kapali su modellerinde ise ¢dziicii etkisi, bir ¢esit
ortalama kuvvet potansiyelinin eklenmesi ile hesaplanir ve bdylelikle ¢dziinmiis sistemin

simiilasyonlar1 daha verimli hale getirilmis olur.

Kapal1 su modellerinde ¢oziicli simiilasyona hi¢ ya da birkag serbestlik derecesinde katkida
bulundugundan hesaplamalar1 olduk¢a hizli olabilmektedir. Yine de, hesaplama verimliligine
ragmen, kapali ¢oziicii modelleri tarafindan yapilan dogal yaklasimlar bazen hatali sonuglara
neden olabilir. Ciinkii bu modellerde, ¢oziinen yiizeydeki hidrojen bagi dalgalanmalari,
konformasyonel degisikliklerden kaynaklanan su molekiillerinin dipol yonelimleri ve koprii
olusturucu su molekiilleri gibi belirli 6zellikler ihmal edilmektedir (Schlick 2010). Molekiil-
¢oziicii etkilesiminin 6nemi ve bu yaklasimlarda daha elverisli bir sekilde kullanilabilmesi i¢in
literatiirde kapal1 ¢oziicii modeli i¢in birgcok ¢oziicii etkisi yaklasimi gelistirilmistir. Bunlardan
baslicalart GB (Generalized Born), PB (Poisson or Poisson—Boltzmann) ve SASA (Solvent
Accessible Surface Area) yaklasimlaridir. Bu yaklasimlardaki ana fikir hesaplamalara

¢Oziinmeyi katmadan bir ¢oziicliniin etkisini karsilayabilecek uygun bir metot gelistirmektir.

Cozici katkisini karsilayan ve yaygin olarak kullanilan yaklagimlardan biri olan SASA; protein
atomlarina uygulanan kuvvetlerin, ¢ozilicii tarafindan protein atomlarinin erisilebilir ylizey
alanlariyla orantili oldugu fikrine dayanmaktadir. Bu yaklasimda, protein-¢oziicii etkilesimi her
bir atom tiirliniin ¢ézliciiye maruz kalan yiizey alaniyla orantili oldugu katkilarin toplami olarak
karakterize edilebilir. Bu model basitligi ve uygulama kolayligindan dolay1 oldukga popiilerdir.
Bu yaklagimda Eszici ¢Oozlinme enerjisini, Aj i atom tipinin SASA’ s1 ve oi atom tipine bagli ve

¢Oziiciiden gelen tiim katkilar1 i¢eren oranti sabiti olmak {izere,

Ecszica = z 0i4; (3.5)

i
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ifadesiyle verilir. i parametre setinin seg¢imi, bir ¢éziicii modeli tanimlar ve halen literatiirde
cesitli ASP parametre setleri (Atomic Solvation Parameters) bulunmaktadir. ilk SASA
parametrizasyon setleri, oktanol ve su arasindaki aminoasit transferinin serbest enerjisinden
(Eisenberg and McLachlan 1986) ve yedi kimyasal grup iizerindeki kiigiik bir molekiil
kiimesinden tiiretilmistir (Ooi et al. 1987). Cogu parametre seti kiiciik molekiiler yapilarin
deneysel verilerinden elde edilirken, bazilar1 ise yapilarin kuantum kimyasal hesaplara

uyumundan parametrize edilmistir.

Genel anlamda bir ¢6ziicii igerisindeki proteinin enerjisi (E) Esitlik (3.6)” da ki gibi

E = Ep+ Egzici (3.6)

iki terimin toplam1 seklinde ifade edilmektedir. Burada Ep, Esitlik (3.2)’ de verilen proteinin
konformasyonundan kaynaklanan potansiyel enerjisi Ve Ecszici iS€ proteinin i¢inde bulundugu

¢oziiciiyle olan etkilesme enerjisidir.
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BOLUM 4

SIMULASYON YONTEMLERI

4.1 GIRIS

Fiziksel bir sistemin bilgisayar ortamindaki simiilasyonu, onun en basit modelidir. Simiilasyon
calismalarinda karsilasilan en biiyilk problem, sistemin yapisal 06zelliklerini dogru
termodinamiksel nitelikler ile tasvir eden ve ¢ok hizli olusabilen atomik etkilesimler i¢in uygun
yontemin belirlenmesidir. Bagka bir deyisle, sisteme en yakin benzetimi elde edebilmek igin,

sistemin gereksinimlerini karsilayacak en uygun yontemi segmek gerekmektedir.

Bu yontemler sistemlerin termodinamik, dinamik ve yapisal 6zelliklerinin belirlenmesi igin
deneysel yaklagimlardan bagimsiz olarak olusturulmus molekiiler sistemin potansiyel enerjisini
hesaplama bigimine gore iki temel sinifa ayrilabilir. Bunlar; kuntum ve klasik mekaniksel
yaklagimlart temel alan yontemlerdir. Kuantum mekanik yontemleri, temel pargaciklar olan
elektronlar1 kullanarak molekiiler sistemin &zelliklerini hesaplamak ic¢in Schrdodinger
denklemini yaklasik olarak ¢6zmeyi amaglar. Hesaplamalar biiyiik 6l¢iide dogru olmasina
ragmen, hesaplama maliyetleri ¢ok yliksek oldugundan yaklasik 100 atoma kadar olan kiigiik
sistemler i¢in uygulanabilmektedir. Bu sebeple biyomolekiiller gibi ¢ok sayida atom igeren
sistemlerin  simiilasyonlarinda, genellikle klasik yaklasimi temel alan yontemler
kullanilmaktadir. Klasik yaklasimi temel prensip olarak kabul etmis bir¢ok metot vardir.
Molekiiler Dinamik (MD), Monte Carlo (MC), Molekiiler Mekanik (MM), Orgii
Optimizasyonu, Enerji Minimizasyonu (EM) gibi yontemler bunlara &rnek olarak

gosterilebilirler (Ercolessi 1997).
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4.2 SIMULASYON

Bilim ve teknolojinin hizla gelistigi giiniimiizde simiilasyon, 6nemi giin gectikce artan bir
konudur. Simiilasyon, gercek bir sistemin ya da bir siirecin bilgisayar yardimiyla modelini
kurmak ve bu kurulan modelle, sistem ya da siirecin hem davranigini incelemek hem de sistemin
degisik sartlar altinda isleyisini belirleme islemidir (Shannon 1975). Gegmis yillarda, fiziksel
bilimler yalnizca deney ve teori ile karakterize edilebiliyordu. Bilindigi gibi deneylerde, ¢esitli
Olctimler sonucunda sistemin belirli 6zelliklerini sayisal bi¢imde ifade eden sonuglar elde edilir.
Deneysel ¢alismalar her zaman sistemin 6zelliklerini belirleyebilmek i¢in en gercekei yontem
olsa da, her sisteme uygulanabilirliginin zorlugu deneysel yontemin 6nemli bir dezavantajidir.
Teorik galismalarda ise sistemin bir modeli matematik denklem takimlarn ile kurulur ve daha
sonra ise bu model, sistemin davranisini tasvir eden denklemlerin ¢oziimiinii kolaylastiracak
sekilde gecerli hale getirilir. Teorinin olumsuz yami ise; model kurulurken ¢oziimi
kolaylastirmak ve karmasikliklar1 gidermek icin kullanilan yaklasimlar ve sadelestirmelerin,
sistemin ozellikleri ile ilgili gercek degerlerinden bir miktar sapmaya yol agmasidir. Fakat yine
de teorik caligsmalar, sistemler i¢in basit ve kullamigh ifadeler iiretir. Teorik yontemlerde
karsilasilan en biiyiik zorluk, ¢cok parcacikli sistemlere uygulanabilirliginin neredeyse miimkiin
olmamasidir. Giiniimiizde yiiksek hizli bilgisayarlarin gelisimi ile birlikte, tim bu zorluklarin
iistesinden gelebilmek i¢in teori ile deney arasina “bilgisayar deneyi” denilen yeni bir unsur
girmistir. Bilgisayar deneyinde modeli hala teorik¢iler kurmakta olup hesaplamalar1 belirli bir
yonergeyi izleyen makineler yapmaktadir. Bilgisayar deneyleri olarak tarif edilen bu siireg
aslinda bilgisayar simiilasyonlaridir. Simiilasyonlara bazen bir teori, bazen de bir deney goziiyle
bakilmaktadir. Simiilasyon ¢alismalarinda, bir yandan hala teorik olarak kurulmus modellerle
ugrasilirken, 6te yandan deneysel fizik¢inin yaptigi gibi, sistem istenilen sekilde degistirilebilir
ve daha sonra da sonuglar analiz edilir. Simiilasyon, bu haliyle ne tam olarak teori ne de tam
olarak deney sinifina sokulabilir. Bilgisayar simiilasyonlarini, diisiince deneyleri ya da baska
bir deyisle gercekte olmasi tam olarak miimkiin olmayan fakat sonuglari ile olaylari anlamamizi
biiyiik 6l¢iide kolaylastiran teorik bir sistem olarak diistinebiliriz (Ercolessi 1997). Bu anlamda
simiilasyon, sistemin mikroskobik detaylarindan (atomlarin kiitleleri, atomlar aras1 etkilesim,
molekiiler geometri vs.) deneyin makroskobik verilerine (durum denklemi, yapisal diizen
parametresi vs.) dogru bir gegis saglar (Alder and Wainwright 1957). Diger yandan simiilasyon,
sadece deneyle teori arasinda bir baglant1 degil, ayn1 zamanda ¢ok farkli uygulama alanlarinda

gelisimini siirdiiren giiclii bir aragtir. Endiistriyel ve teknolojik alanlarda birgok yeni maddenin
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gelistirilmesi ile bu maddelerin deneysel ortamlarda kullanilabilirliginin zorlugu da gz 6niinde
bulundurularak bilgisayar simiilasyonlarina olan ihtiya¢ giin gectik¢e artmaktadir. Bilimsel
arastirmalarda da, mikro yapidaki kimyasal olaylarin ve fiziksel 6zelliklerin simiilasyon teknigi
ile incelenmesi 6nemli bir adim olmustur. Giiniimiizde 6zellikle atomik diizeyde simiilasyon,
yogun madde fizigi ve malzeme biliminin bir¢ok alaninda gittikge 6nem kazanan bir arag haline

gelmistir (Kart et al. 2005).

4.3 SIMULASYON TEKNiKLERI

Bilgisayar simiilasyon yontemleri niimerik olarak problem ¢dzmede son derece etkilidir. Bu
sebeple bilgisayar simiilasyonlari, giinlimiizde farkli amaclar1 gerceklestirmek i¢in pek c¢ok
alanda yayginlasan ve ¢ok degisik alanlarda uygulanabilen bir ara¢ haline doniismiistiir. Son
zamanlarda, simiilasyon teknikleri; ekonomi, pazarlama, egitim, politika, ulasim, sosyal
bilimler, davranig bilimleri ve sayisal bilimler gibi pek ¢ok degisik alanda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bilimsel amagl ilk simiilasyon ¢alismasi, Von Neuman ve Slam tarafindan
II. Diinya savasi sirasinda atom bombasinin gelistirilmesi ve anlasilmasina yardimei olmak igin
yapilmistir. Simiilasyonlarin modern ¢agi ise 1950’lerde uygun programlama dillerinin
gelistirilmesi ile baslamistir. Bilgisayar yazilim ve teknolojilerinin gelisimi ile birlikte,
gecmisten giiniimiize kadar acik¢a anlasilamayan ve deneysel olarak ortaya konmasi miimkiin
olmayan bir ¢ok teorik calisma, simiilasyon teknikleri kullanilarak yapilmistir. Bilgisayar
simiilasyonlar1 yardimiyla analitik ¢oziimii tam olarak yapilamayan problemlerin ¢oziimleri
yapilabilmekte, karmagik sistemlerin incelenmesini ve bunlarin davranislarinin agiklanmasi
miimkiin kilinmaktadir. Ayrica, kuramsal fizik alaninda ortaya atilan varsayimlarin gegerliligi,

simiilasyon hesaplariyla kolayca gosterilebilir.

Fizik bilimi alaninda klasik yaklasimi temel alan bilgisayar simiilasyonlari, Monte Carlo (MC)
ve Molekiiler Dinamik (MD) olmak iizere iki ana gruba ayrilabilir. Bunlara ek olarak her iki
teknigin 6zelliklerini bir arada barindiran karma simiilasyon teknikleri de vardir. Daha 6nce de
ifade edildigi gibi bir sistemin simiilasyonu, bu sistemi temsil edebilecek bir model olusturma
islemidir. Model, incelenecek herhangi bir sistemin temsilidir ve sistemi agiklamak, anlamak
veya gelistirmek icin kurulur. Modeller, temsil ettigi sistem {izerinde hesaplamalarin ve

islemlerin yapilarak incelenmesine olanak saglar. Bu sayede gercek sistemin davranislari ve
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yapist hakkinda bilgiler edinilir (Gibson et al. 1960). Simiilasyon modelleri, sistemin
davraniglarinin  incelenmesi  bakimindan deterministik ve stokastik olarak iki gruba
siiflandirilabilir. Deterministtik modeller davranisi daha 6nceden tahmin edilebilen, rastgele
degisken igermeyen ve gelecekte ne tiir davraniglara girecegi bilinen modellerdir. Bu
modellerde, sistemdeki mekanizma agik ve belirgin bir sekilde tanimlanir ve sistemin davranisi
onceden tahmin edilebilir. Stokastik modellerde ise sistemin davranisi daha 6nceden biitiiniiyle
kestirilemez ve en az bir tane rastgele degisken i¢inde barindirir. Yani stokastik simiilasyon
modelleri, girdi olarak bir veya daha fazla rastgele degiskeni goz oniline almaktadir. Sonuglar
rastgelelige dayandigi igin, elde edilen sonuglar modelin ger¢ek karakteristiklerinin tahminleri
olarak g6z Oniline alnabilirler. Bu tip modellerde siireg, olasilik dagilimlar ile temsil
edilebilmektedir. Stokastik modeller deterministik olanlardan daha karmasik oldugu i¢in bu
modellere ¢ozliimler bulmak ve bulunan ¢éziimlerin analitik olarak yeterli olmasi1 deterministik
modellere kiyasla daha giictiir. Bu tanimlamalara gére Monte Carlo teknigi stokastik

simiilasyon, Molekiiler Dinamik teknigi ise deterministtik simiilasyon modelidir.

4.3.1 Monte Carlo Yontemi (MC)

Monte Carlo metotlari, rastgele sayilar kullanarak konformasyon uzayinin modellenmesi i¢in
uygulanan sayisal tekniklerdir. Yontemin temelinde rastgelelik olunca devreye bu is icin
kullanilan rastgele sayi iiretegleri girmektedir. Rastgele sayi iiretegleri [0,1] arasinda rastgele
say1 tretmek amaciyla tasarlanmis algoritmalardir (Knuth 1969). Monte Carlo metotlari, hizl
ve etkili bir sekilde rastgele say1 iiretilmesine siki bir sekilde baglidir. Bunun yaninda yeterli
kalitede olmayan bir rastgele say1 iireteci, Monte Carlo simiilasyonlarinda sistematik hatalara
yol acabilir. Bu sebeple, burada iki 6nemli noktaya dikkat ¢ekilmelidir ki; bunlardan biri
rastgele sayiy1 olusturan algoritmalar iken, digeri ise bu rastgele say1 lireteglerinin kalitesini
belirlemek icin kullanilan test yontemidir. Idealde rastgele sayi iiretecinin verecedi sayi

dagiliminin
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1) Her yerde ayn1 6zelligi gostermesi (ayni rastgelelikte olsun, uniform),
i1) Birbiriyle iligkili olmamasi,

ii1) Miimkiin oldugu kadar biiyiik bir periyoda sahip (¢ok uzun bir siire kendini tekrarlamasi)

olmasi,

saglamasi istenilen 6zelliklerdir (Landau and Binder 2014),

Fakat pratikte bunlar gergeklestirmek o kadar kolay degildir. Hatta rahatlikla sdylenilebilir ki;
hem rastgele say1 lirete¢lerinde hem de onlarin kalitesini test edecek yontemlerde, hala bazi
problemler vardir. Onemli olan hedef galismaya ve algoritmaya uygun ve kaliteli bir rastgele

sayl1 liretecini kullanmaktir (Coddington 1994).

MC metodu genel olarak iki asamadan olusmaktadir. ilk asama yeni konformasyonun
iiretilmesi asamasidir. Bu {retilen her konfiglirasyonun fiziksel olmasi gerekmez. Yeni
konformasyonun elde edildigi bu ilk asamada, 6ncelikle tiim dinamik degiskenler (&;) igin birer
deger atanir. Burada, dinamik degiskenler molekiilleri olusturan atomlarin konumlaridir ve bu
konumlar rastgele olarak atanir. Bu degerler kullanilarak yerel enerjileri hesaplanir. Her bir
simiilasyon adiminda dinamik degiskenler degistirilerek, yeni konformasyonlar olusturulur.

Atomlarin konumlari, agilarin rastgele degistirilmesiyle yeniden tiretilir (Sekil 4.1).

i’ (son konum)
O H )
i+1

@

i (ilk konum)

@ Q@

Sekil 4.1 MC simiilasyonda atomlarin konumlarinin degistirerek yeni konfigiirasyonlarin elde
edilmesinin sematik gosterimi.
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MC metotlarinin ikinci asamasinda ise olusturulan yeni konformasyonun kabul edilebilirligi
test edilir. Bunun i¢in, yeni atom konumlari i¢in hesaplanan enerji degerleri hesaplanir ve

olasilik fonksiyonu yazilir (Esitlik (4.1)).

W) » gy = {ZPFE =B E2E

, EI < E (4.1)

Burada kz Boltzmann sabiti ve T sicakligi gostermek lizere § = 1/kgT seklinde ifade edilir.
E’ yeni enerji degeri ve E eski enerji degeri olmak iizere, yeni hesaplanan konformasyonun
enerjisi Oncekinden kiiciikse kabul edilir. Eger yeni enerji eskisinden biiylikse bu durumun

olasilig1 asagidaki olasilik fonksiyonu yazilarak test edilir.

p = exp(—=BAE) (4.2)

burada AE = E’' — E iki durumun enerji seviyeleri arasindaki farktir. Program bu sekilde bir
durumla karsilagtig1 her seferde bu konformasyonun olasilik fonksiyonu (p) ile rastgele sayi
tiretecinden gagirdigi rastgele sayiy1 (q) ile karsilastirir ve eger p > q ise degisim kabul edilir,

p < q ise degisim reddedilir.

Bu kisim Metropolis testi olarak adlandirilir (Metropolis et al. 1953). Eger konformasyon kabul
edilmezse kabul edilebilen bir konformasyon bulununcaya kadar ayni iglemler devam eder.
Kabul edilebilir bir konformasyon bulundugunda ise bu ilk konformasyon olarak alinir ve bu
konformasyon degistirilir. MC yonteminin temel amaci rastgele yeni konformasyonlar iiretmek
ve bunlarin kabul edilebilirligini test etmektir. Genel olarak MC ydnteminin tiim bu isleyisi

Sekil 4.2 de akis semasi1 olarak sunulmustur;
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Sekil 4.2 MC yonteminin akis semast.

Monte Carlo simiilasyonlarinda sicaklik 6nemli bir rol oynar ve genel olarak Monte Carlo
simiilasyonlari, diisiik enerji durumlarina yaklasma egilimindedir. Fakat yiiksek sicakliklarda

(B kiiclik degerlerinde), yiiksek enerji degerlerine gitme olasiligi vardir. Bu olasilik, diisiik

41



sicakliklarda kiigiiktiir ve T—0 limit durumunda ortadan kalkar. Bundan dolayi, konformasyon
uzayinin genel modellemesi i¢in diisiik sicaklik Monte Carlo simiilasyonlari siklikla kullanilir.
Monte Carlo simiilasyonlar1 bir¢ok farkli alanda popiilerdir. Bunun nedeni, kullaniminin kolay
olmast ve iyi bir yakinsama oOzelligine sahip olmasidir. Bununla beraber, kabul edilen
konformasyonlarin tiim konformasyonlara orani olarak tanimlanan kabul edilebilirlik oraninin,

Monte Carlo metodunda diisiik olmas1 bu metodun verimliligini diisiirmektedir.

4.3.2 Molekiiler Dinamik Yontemi (MD)

Literatiirdeki ilk Molekiiler Dinamik simiilasyon c¢aligsmasi Alder ve Wainwright tarafindan
1957 yilinda dengedeki bir sistem i¢in yapilmistir. Bu calismada kiire (hard spheres) sisteminin,
ozellikle kat1 ve sivi bolgeleri dikkate alinarak faz diyagrami incelenmistir (Alder et al. 1957).
1960 yilinda ise Gibson ve arkadaslari tarafindan 500 atomdan olusan bir sistemde sonlu farklar
zaman integrasyonu yontemine dayanan siirekli potansiyellerin kullanildigi ilk molekiiler
dinamik simiilasyon 6rnegi yapilmistir (Gibson et al. 1960). Molekiiler dinamik metodunda en
cok dikkat ¢eken gelisme ise 1964 yilinda Rahman tarafindan yapilan ¢alisma ile olmustur. Bu
caligsma, sivi Argon i¢in Lennard-Jones potansiyelinin kullanildigi ilk simiilasyondur (Rahman
1964). Proteinler ile ilgili ilk molekiiler dinamik ¢alisma ise 1977 yilinda McCammon
tarafindan gergeklestirilmistir (McCammon et al. 1977). Gegmisten giiniimiize kadar, MD
simiilasyonlar1 elektronikten biyomolekiillere kadar uzanan genis bir yelpazede gelisim

gostermeye devam etmektedir.

MD, protein ve DNA gibi bir¢cok biyolojik makromolekiiliin konformasyonel yapilarinin zaman
icerisindeki degisimi hakkinda bir¢ok bilgi saglamaktadir. Ayrica MD yontemleri kullanarak
baska bir sekilde elde edilemeyecek bir zaman 6lceginde, bu biyolojik makromolekiillerin
kinetik ve termodinamik 6zellikleri hakkinda énemli bilgiler edinilebilmektedir. Ozellikle bu
yonli ile MD similasyonlar, bir sistemin zaman igerisindeki evrimini anlamamizi

kolaylastiracak bir ara¢ olmaktadir.
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Molekiiler dinamik simiilasyon metodunda ¢ok parcaciktan olusan sistemlerin &zelliklerini
belirlemede deterministtik bir yaklasim s6z konusudur. Baska bir deyisle, MD yontemlerde goz
Oniine alinan sistemin baslangi¢c kosullarinin bilinmesiyle birlikte bir sonraki adim igin sistemin
zamana bagli davranislarinin incelenebilmesi miimkiindiir. Bu simiilasyonlar, genel olarak
“basglangic asamasi (hazirlik)”, “sistemin integrasyonu” ve ‘“sonuglarin analiz edilmesi”

seklinde ii¢ temel adim altinda gergeklestirilir.

Simiilasyonun baslangi¢ asamasinda, oncelikle incelenen sistemin igerisindeki atomik
etkilesimlerin her birini i¢inde barindiran bir kuvvet alaninin segilmesiyle ise baslanir. Daha
sonra sistemi olusturan pargaciklarin baslangic konumlar1 ve hizlar1 belirlenir. Baslangic
konumlar1 genellikle deneysel verilerden alinirken, baslangi¢ hizlar ise Maxwell-Boltzmann

dagilimina uyacak sekilde secilir. Bu dagilim;

« f exp(—% pmv?) dv (4.3)

ile orantilidir, burada kg Boltzmann sabiti ve T sicaklik olmak iizere f = 1/kgT dir. Bu
dagilim verilirken kiitle merkezinin hiz1 sifir olmalidir. Bunun disinda toplam enerji, ¢izgisel
ve acisal momentum bilesenleri de korunmalidir. Genellikle bir iirlin simiilasyona baslanmadan
once enerji minimizasyonu yapilmasi onerilmektedir. Enerji minimizasyon ile ilgili literatiirde
birkag teknik olup ve bunlarin temel mantigi, tiim parcaciklar iizerinden kuvvet hesaplanarak
sistemin minimum enerjili bir noktaya hareket ettirilmesidir. Enerji minimizasyon teknikleri

hakkinda detayl1 bilgi bu boliim igerisinde ileride verilecektir.

Ikinci asamada ise belirli istatistiksel kiime kosullar1 altinda, tiim parcaciklar {izerinden kuvvet
hesaplanarak hareket denklemlerinin sayisal integrasyonu ile ¢oziime gegilir. Burada amag,
elde edilmek istenilen kiime 6zelliklerine uygun termodinamik kosullar zamanla sabitlesene
kadar simiilasyonlar yapmaktir. Bu asamaya sistemin dengelenmesi asamasi da denilmektedir.
Daha sonra ise dengelenen sistemler kullanilarak yine uygun istatistiksel kiime kosullar1 altinda

iirlin simiilasyonlar1 gergeklestirilir.
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Ucgiincii ve son asamada ise dengelenmis ve {iriin simiilasyonlar1 yapilmis sistemde tiim

nicelikler lizerinden analizler yapilmaktadir.

MD, bir sistem ic¢indeki molekiiller aras1 ve molekiil i¢i etkilesimleri hesaba katarak, her bir
molekiildeki her bir atom i¢in Newton, Lagrangian veya Hamilton gibi klasik fizik hareket
denklemlerinden uygun olan birini ¢ozerek istatistiksel bir kiime olusturur. MD simiilasyonlar
sayesinde, mikroskobik dl¢ekte yapilan simiilasyonlarla bir sistemin makroskobik &zelliklerini
elde etmek miimkiin olmaktadir. Burada mikroskobik simiilasyonlarla makroskobik 6zellikler

arasindaki baglanti ise istatistiksel kiimeler ile kurulmaktadir.

4.3.2.1 Molekiiler Dinamik Yonteminde istatistiksel Kiimeler

Sistemin durumunu belirleyen sicaklik, basing, pargacik sayis1 gibi parametre setine sistemin
termodinamik durumu denir. Bir sistem, konumu g ve momentumu p olmak iizere ( q:p )
koordinatlari cinsinden faz uzayindaki bir nokta olarak temsil edilir ve bu nokta “ I ” ile
gosterilir. Istatistiksel kiime bir sistemi olusturan pargaciklarin yerlerinin ve hizlarmin farkls
olusundan elde edilen, belirli termodinamik durumun sartlarii saglayan faz uzayimdaki
noktalar toplulugudur. Molekiiler dinamik, zamanin fonksiyonu olarak faz uzayinda ( q:p )
noktalar serisi iiretir. Bu noktalar ayn1 topluluga ait olup sistemin degisik sekillerine ve bu
sekillerin momentumlarina karsilik gelir. Molekiiler dinamikte kullanilan kiimeler sistemin

bulundugu kosullara gore degisir ve bu kosullar i¢in kullanilan baslica kiimeler;

Mikrokanonik Kiime (NVE): Sabit atom sayist N, sabit hacim V ve sabit enerji E ile

karakterize edilen termodinamik durumdur. Bu durum izole edilmis sisteme karsilik gelir.

Kanonik Kiime (NVT): Sabit atom sayis1 N, sabit hacim V ve sabit sicaklik T ile karakterize
edilen durumdur. Sicakligr koruyarak sabit sicaklikta simiilasyonlar gergeklestirebilmek igin,
bir sekilde sistemin bir 1s1 banyosuna baglanmasini veya farkli algoritmalarin kullanilmasini

gerektirir.
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Izotermal-izobarik Kiime (NPT): Sabit atom sayis1 N, sabit basing P ve sabit sicaklik T ile
karakterize edilen topluluktur. Deneysel galismalarin ¢ogu sicaklik ve sabit basincin sabit
oldugu ortamlarda gergeklestirilmektedir. Simiilasyon ortaminda deneysel kosullari
olusturabilmek igin hem sicakligin hem de basicin korumasi gerekmektedir. Bunun iginde
sistemin bir 1s1 ve basing banyosuna baglanmasi ve ya bu kosullari yaratacak farkli

algoritmalarin kullanilmasi gereklidir.

Molekiiler dinamikte genellikle fiziksel bir niceligi 6lgmek, sistemin fiziksel 6zelliklerinin
zaman ortalamalarim almak anlamina gelir. Fiziksel nicelikler konum ve hizin fonksiyonu
olarak yazilirlar. Istatistik mekanikte, enerji, hiz, ivme gibi gdzlenebilen niceliklere karsilik
gelen ortalamalar dogrudan kiime ortalamalarinin alinmasiyla hesaplanir. Kiime ortalamasi es
zamanli olarak incelenen sistemin ¢ok sayida kopyasi tizerinden alinan ortalamadir ve agagidaki

gibi verilebilir,

< A >hime= f dpNdrV AN, TP, V) (4.4)

Burada A(p", ") ilgilenilen niceliktir ve sistemin konumlar (r), ve momentumlar1 (p)‘nin

cinsinden ifade edilir. p(p™, ") ifadesine ise olasilik yogunlugu denir ve sdyle verilir:

H(P”J”)l 45)

1
N ..N
p(p", ") =— exp[ kT

Burada H Hamiltonyen, T sicaklik, kg Boltzmann sabiti, Z iilesim fonksiyonudur. Ulesim

fonksiyonu;

H (", r”)l 4.6)

Z:f deder(pN,rN)expl
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ifadesiyle hesaplanir fakat bu integral sistemin miimkiin olan biitiin durumlar1 {izerinden

alindigindan hesaplanmasi oldukg¢a zordur.

Simdiye kadar, spesifik termodinamik degiskenleri hesaplamak i¢in klasik mekanik kullanarak
uygun ifadeler elde edilmeye ¢alisilmistir. N parcacikl bir sistem igin 6nerilen bu denklemler
¢ok boyutludur (10%®) ve bu nedenle ¢oziilmesi neredeyse imkansizdir. incelenecek sistemlerle
ilgili hesaplamalar yapabilmek igin bir varsayimda bulunulmasi gerekmektedir. Bunun igin
onerilen sistemde ilgilenilen A niceliginin kiime ortalamasini almak yerine, zaman ortalamasi
belirlenmektetir. Ciinkii “Ergodic Hipotezi’ne” gore incelenen herhangi bir niceligin zaman

ortalamas1 kiime ortalamasina esittir. Sistemin ergodik oldugu varsayimi altinda;

(A)kiime = (A)zaman (4.7)

ifadesi gecerli olmaktadir. Bir niceligin zaman ortalamasi

A= liml frA( ®ON, r®N)dt » li:A( N, r®N) (4.8)
h t—>0Tt=0 p ’ M = p ’ '

esitligi ile verilir. Burada t simiilasyon zamanina, M simiilasyondaki zaman adimi sayisina,
AN, r(t)V) ise A’ min ani degerine karsilik gelir. Zaman ortalamasinin hesaplamasinda
temel mantik sistemin siiresiz olarak gelisimine izin verilip bu sayede miimkiin olan biitiin
durumlardan ge¢mesini saglamaktir. Buna gére MD simiilasyonlarinin amaglarindan biri de
sistemi, bu esitligi saglayacak sekilde yeterince temsili parcacikla olusturmaktir. Istatistiksel
fizige gore faz uzayinda hareket eden bir sistem gézlemlendiginde, eger yeterince uzun siire
beklenilirse sistem nihayetinde sistemi kontrol etmek i¢in uygulanan kisitlamalarla tutarli olan

tiim mikroskobik durumlar ziyaret edecektir.
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Incelenecek kiime &zellikleri belirlendikten sonra MD simiilasyonu ile ¢ok pargacikli bir
sistemi dogru bir sekilde ifade edebilmek ve mikroskobik oOlcekteki simiilasyonlarla
makroskobik O6zelliklere ulasabilmek ig¢in, Newton, Hamiltoniyen ve Lagrangien hareket
denklemlerinden uygun olan herhangi biri kullanilabilir. Sistemin kuvvet alaninin (potansiyel
enerji fonksiyonu) tanimlanmasi atom ve molekiil topluluklarinin hareketlerini anlamak igin
onemlidir. Bu etkilesme potansiyellerinin bilinmesi sayesinde, Newton hareket denkleminin
¢Oziimiinden (integrasyonundan), her bir atom iizerindeki kuvvet hesaplanip, sistemdeki

atomlarin ivmeleri belirlenir.

4.3.2.2 Molekiiler Dinamik Yonteminde integrasyon Algoritmalar

MD yontemlerinde hareket denklemlerini ¢dzmek i¢in birgok integrasyon algoritmasi
bulunmaktadir. Hareket denkleminin integrasyonundan parcacigin zaman icinde degisen
ivmesini, hizin1 ve yerini belirten yoriingesi elde edilir. Daha sonra elde edilen bu yoriingeden
istenilen 6zelliklerin ortalama degerleri belirlenebilir. Bu metot belirleyicidir (deterministik),
¢linkii herhangi bir anda her bir atomun yeri ve hiz1 biliniyorsa, sistemin durumu ge¢miste veya

gelecekteki herhangi bir zaman icin de belirlenebilir.

N tane atomdan olugan bir sistem i¢in Newton hareket denklemi asagidaki gibi yazilabilir.

d>?7(t S
mi% = F;(¢t) (i=123..,N) (*9)

Bu esitlik de, r; ve m; sirastyla i. atomunun pozisyonunu ve kiitlesini ifade etmektedir. F; ise t
zamanindaki i. atom iizerine uygulanan toplam kuvveti gosterir. Korunumlu kuvvet, potansiyel

enerjinin gradyant1 olarak ifade edilebildiginden asagidaki gibi yazilabilir.

ﬁl = __V-)iU(rl,rz,...,TN) (410)

Esitlik (4.9) ve esitlik (4.10) birlestirilirse;
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U dPry(t)

o= M (4.11)

ifadesi olusturulabilir. Hareket denklemi olan bu ifadenin basit ¢oziimiinden Esitlik (4.12)-
(4.14)’ de ifade edilen terimler elde edilir.

=L (4.12)
m

U = Uy + dt (4.13)

- - - 1 -

X=Xy + Vot + Eat2 (4.14)

Bu denklemlerden goriilecegi gibi yoriingenin hesaplanmasi i¢in atomlarin baslangig¢ yerlerinin,
baslangi¢ hiz dagilimlarinin ve potansiyel enerjinin gradyantindan belirlenebilen ivmelerinin
bilinmesine ihtiya¢ vardir. MD simiilasyonlarinda atomlarin baslangi¢ konumlari, deneysel
yapilardan veya sayisal algoritmalar tarafindan belirlenebilir. Hizlarin baslangi¢ dagilimlari ise
genellikle Maxwell-Boltzmann dagilimina uyacak sekilde rastgele dagilimlardan elde edilir.
Rastgele hiz dagilimlarinin biiytikliikleri istenilen sicakligi saglamali ve biitiin momentumlarin
toplamlart sifir olmalidir. Bagka bir deyisle hareket denklemi belirleyicidir; atomlarin

baslangigtaki yerleri ve hizlar1 biliniyor ise her hangi bir zamandaki hiz ve yerleri belirlenebilir.

MD yonteminde, hareket denklemlerini zamana gore integre ederek molekiillerin
pozisyonlarini hesaplayan sonlu fark algoritmalar1 kullanilmaktadir. Bunlarin temeli, bir “ t”
aninda parcacigin bilinen konum, hiz ve diger dinamik bilgilerini kullanarak “ t + At > anindaki

bilgilerini hesaplamaktir. Bu yontemlerin uygulanmasinda asagidaki esaslar temel alinir;
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1. Integrasyon kiiciik zaman araliklarina boliiniir.

2. Bir pargaciga t zamaninda etkiyen kuvvet, atomlarin pozisyonlarina gore kuvvet alanindan

hesaplanir.
3. Kuvvetten ivme belirlenir.
4. Buradan At stre sonraki konum ve hiz belirlenir.

5. tile t+A4¢ zaman araliginda kuvvetin sabit kaldigi kabul edilir.

Integrasyon algoritmalarinin segiminde gesitli kriterler goz dniine almir. Bu kriterlerden en ¢ok
dikkat edilenleri, integrasyon igin yeterli zaman adimina izin vermesi, hizli olmasi,
algoritmanin enerji ve momentum terimlerini igermesi, etkili bir sekilde hesaplamalara yon
verebilmesi sayilabilir. Bu sayisal algoritmalarin ¢oziimleri ile istenilen termodinamiksel
niceliklere sahip topluluklarin (ensemble) konformasyonel yoriingeleri ( trajektorileri) elde
edilmektedir. Bu algoritmalardan en ¢ok kullanilanlar1 Verlet algoritmasi, Leap-Frog

algoritmasi ve Verlet hiz algoritmalaridir.

Yukarida bahsi gegen temel integral algoritmalarindan, Verlet algoritmasi en 6nemlisi olup
digerleri onun ¢esitli varyasyonlarindan olugsmaktadir. Bu algoritmalarin hesaplama mantig1 su
sekildedir. ilk olarak Taylor seri acilimi yardimiyla kiiciik bir At zaman adimi diisiiniilerek
incelenen sistemdeki t an1 i¢in i par¢aciginin bilinen konum ve hiz gibi dinamiksel 6zellikleri
kullanilarak t+At anindaki 6zellikleri hesaplanir. Bu islemler ardisik bir sekilde tekrar ettirilerek
sistemin dinamik olarak 6zellikleri incelenebilir. Tim integrasyon algoritmalarinda konum, hiz
ve ivme sirastyla Esitlik (4.15)-(4.17)’ deki gibi Taylor seri agilimlari ile ifade edilirler (Verlet
1967).

dr(t) 1d?%r(t) )
— 4.15
r(t+At) =r(t) + Tt At + > dg2 At® + .. (4.15)

dv(®) ,, , 1d°v(0)

— 2 4.16
o S A (4.16)

v(t + At) = v(t) +
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da(t) 1d?%a(t) )
— a 4.17
a(t + At) = a(t) + it At + > g2 At” + .. ( )

Bu ifadelere gore Verlet algoritmasi sOyle yazilabilir. Pargacigin konumunun A¢ zamani kadar

oncesi ve sonrasini yazilirsa

dr(t) 1d%r(t)
dt At + 2 dt?

r(t + At) = r(t) + At? + .. (4.18)

r(t —At) =r(t) — d:l—(;)At + %% t2 — ... (4.19)

esitlikleri elde edilir. Bu iki esitlik kullanilarak par¢acigin t + At anindaki konumu

r(t + At) = 2r(t) —r(t — At) + a(t)At? (4.20)

seklinde ifade edilir. Bu esitlige gore Verlet algoritmasi t anindaki konum ve ivme degerleri ile
t — At anindaki konum degerlerini kullanarak t + At anindaki yeni pozisyonlar1 hesaplar.
Ayrica, Verlet algoritmasinin hizlar gerekmeden, molekiillerin pozisyonlarini hesapladig
Esitlik 4.20° den goriilmektedir. Ancak kinetik enerjiyi veya toplam enerjiyi belirlemek icin
hizlarin hesaplanmasi gerekmektedir. Hiz yine Esitlik 4.18 ve 4.19 kullanilarak

r(t + At) — r(t — At)

4.21
2At (4-21)

v(t) =

bi¢iminde elde edilir. Verlet algoritmas1 uygulanmasi kolay olmasina ragmen t = 0 oldugu
durumda hesaplama yapabilmek i¢cin t = —At zamanindaki pozisyonlara ihtiya¢ vardir. Ayrica
hizlarin hesaplanmasinda da bir dezavantaja sahiptir. Hizlar1 hesaplarken o anda mevcut olan
hizlar1 hesaplar. Fakat bir sonraki pozisyonlarin belirlenmesi bir sonraki hizlara baghidir. Bunu

gelistirmek i¢in birgok modifikasyonlar yapilmistir.
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Leap-Frog algoritmasinda ise; konum ve hiz ifadeleri agsagidaki esitlikler ile bulunabilir. Bu

algoritma ile hizlar net bir sekilde hesaplanabilir (Hockney 1970).

r(t+At) =r(t) + (t + %At) At (4.22)
v (t + %At) =v (t - %At) a(t)At (4.23)
v(t) = % [v (t - %At) +v (t + %At)] (4.24)

Orijinal Verlet ve Leap-Frog Verlet algoritmalarinda kuvvet hesabi ilerleyen asamada
gergeklesirken Hiz-Verlet algoritmasinda ise ayn1 asamada hesaplanir. Boylece hiz ve konumun

ayn1 anda (senkronize) hesaplanmasi saglanir.

Verlet algoritmasinin en ¢ok kullanilan varyasyonu Verlet Hiz olarak adlandirilan konum ve
hizlarin esit zaman araliklarina karsilik gelecek sekilde hesaplandigr algoritmadir. Genel olarak

konum ve hiz sirasiyla Esitlik (4.25) ve Esitlik (4.26)’ da verilen esitliklerden hesaplanir.

dr(t) 1d?%r(t)
dt At + 2 dt?

r(t + At) = r(t) + At? (4.25)

d?r(t) d?r(t+ At
r(t) r( )At

dt? dt? (4.26)

v(t + At) = v(t) +%

Bunlarin disinda MD yonteminde kullanilan daha birgok integrasyon yontemleri mevcuttur.
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4.3.2.3 Enerji Minimizasyonu

Bir proteinin dogal konformasyonu, termodinamik acidan en kiigiik serbest enerjiye sahip
durumdaki kararl1 yapisidir. Bu sebeple Molekiiler Dinamik tekniginde enerji minimizasyonu
modellemenin dogru yapilabilmesi acisindan son derece dnemlidir. Bir MD simiilasyonunda
enerji minimizasyonu sistemin belirli istatistiksel kosullar altinda dengelenmesinden once,

sistemdeki kotii kontaklart ve uygun olmayan geometriyi yok etmek i¢in yapilir.

Minimizasyondaki amag, modellenen sistemdeki enerjiyi temsil eden bir f(x) fonksiyonunda
tiim x degerleri i¢in f(xo) < f(x) ifadesini saglayan bir Xo degeri bulmaktir. Enerji minimizasyonu
icin bir¢ok algoritma bulunmaktadir. Bu algoritmalardaki temel diisiince, belirli bir mertebeye
kadar tiirevi hesaplanabilen siirekli fonksiyonlarda uygun dogrultu ve adim biiyiikligiinde

ilerleyip minimumlarinin bulunmasidir.

4.3.2.3.1 Steepest Descent Algoritmasi

Steepest Descent, algoritmasi minimizasyon i¢in en etkin algoritma olmamasina karsin giiclii

IR
T

ve uygulanmasi kolay bir algoritmadir. Oncelikle bir “r” konum vektdrii tanimlanip kuvvet F,

ve potansiyel enerji U hesaplanir. Atomlarin yeni konumlari su esitlik ile bulunur;

E

T =7+ —— 4.27
n+1 n maX(anl) ( )

Burada; rn maksimum yer degistirme, Fn kuvvet veya potansiyel enerjinin gradyanti ve
max(|Fn|) 1ise kuvvetin maksimum biyiikligiidiir. Atomlarin yeni konumlarinin
hesaplanmasindan sonra, kuvvet ve enerji bu yeni konuma gore tekrar hesaplanir. Yeni konuma
gore hesaplanan potansiyel enerji bir 6nceki potansiyel enerjiden kiiciikse yani Un+1 < Un iS€
yeni pozisyon kabul edilir degilse yeni pozisyon reddedilir. Algoritma belirlenen iterasyon

sayisina ulastiginda son bulur.

52



4.3.2.3.2 Conjugate Gradient Algoritmasi

Conjugate Gradient metodu Steepest Descent metoduna gore daha yavastir. Conjugate Gradient
metodunda kuvvet vektorii, potansiyel enerjinin gradyantinin eksi isaretlisi olarak
tanimlanmistir. Gradyant vektorii verilen fonksiyonun en biiylik artis yoniinii gosterir. Bu
nedenle, kuvvet vektorii potansiyel enerjideki en biiylik azalis yonilinii gdsterir. Potansiyel
enerjinin minimumu, gradyant1 sifira esitleyerek elde edilen denklemin rN i¢in ¢oziimii ile
bulunur. Buradaki fikir, baslangic konumu bilinen sistemi kuvvet vektorii dogrultusunda

hareket ettirmektedir. Bunun i¢in uygulanan iterasyon

Tm+1 = Tm + Amdm (4.28)

seklinde ifade edilir. Burada dm adim yoniidiir ve am adim yoniinde potansiyel enerjiyi minimize

eden adim uzunlugudur.

4.3.2.3.3 Benzetisimli Tavlama (Simulated Annealing) Algoritmasi

Benzetigimli tavlama (SA; Simulated Annealing) yontemi ilk olarak Kirkpatrick, Gelatt ve
Vecchi tarafindan Onerilmis, olasilik tabanli bir algoritmadir (Kirkpatrick et al. 1983).
Inceledigimiz fiziksel sistemlerin en biiyiik veya en kiiciik enerji degerlerinin bulunmas1 ve
ozellikle pek ¢ok yerel minimuma sahip sistemlerin en kii¢iik enerji degerlerinin bulunmasi igin
tasarlamigtir. SA algoritmasini diger optimizasyon metotlarindan ayiran 6nemli 6zelliklerden

birisi de, biiyiik oranda yerel minimumlardan kurtulabilme kabiliyetinin olmasidir.

Bu algoritma, kati cisimlerin sogurken miikemmel sekilde atomik dizilislerini 6rnek alarak
tasarlanmigtir. Malzemelerin atomlar yiiksek sicakliklarda yiiksek enerji seviyelerindedir ve
diizglin dizilimler i¢in daha fazla hareket serbestligine sahiptirler. Sicaklik diistiigiinde ise
atomik enerji azalir ve diizgiin yapil1 bir kristal saglandiginda sistem minimum enerjiye sahip
olur. Fiziksel sistemin hizl1 sogutulmasi sonucu sistem, her zaman en diisiik enerjili duruma

gelmeyebilir. Fakat sogutma islemi yavas yapilirsa sistem en diisiik enerjili durumuna
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erisecektir (Thompson and Dowsland 1995). Verilen bir T sicakliginda incelenen sistemin

enerjilerinin olasilik dagilimi Esitlik (4.29) da ki gibi belirlenir:

p(E) = e E/ksT (4.29)

Burada, E sistemin enerjisi, kg ise Boltzmann sabitidir. Sistemin durumunda degisiklik
yaratilarak yani yiiksek sicakliklara gikarilan sistemin sogutularak diizenli adimlarla SA
algoritmasina gore yeni enerjisi hesaplanir. Eger enerji azalmis ise sistem bu yeni duruma geger.
Eger enerji artmis ise diizglin dagilimdan 0-1 arasinda rastgele bir “6 ” sayisi iiretilir ve bu say1
Esitlik (4.30)’ da verilen sart1 saglarsa, ilgili durum yeni durum olarak kabul edilir. Aksi

takdirde, mevcut durum degistirilmez.

5 < eAE/kgT (4.30)

Burada, AE, iki durumun enerji seviyeleri arasindaki farktir. SA yontemi kabaca bu mantikla
caligir. Esitlik (4.30)” a gore, yiiksek sicakliklarda tiim enerji durumlar igin p(E), 1’¢ yakinsar.
Diistik sicakliklarda bile sistemin yliksek enerji seviyesine sahip olmasi kiigiik bir olasilikla
goriilebilir. Bu nedenle enerjilerin istatistiksel dagilimi sistemin bir bolgesel enerji
minimumundan ¢ikmasina izin verir. SA algoritmasinin performansi biiylik oranda secilen
sogutma planina baghdir. Literatiirde 6nerilen en eski plan Kirckpatrick ve arkadaslarinin ileri
siirdiikleri plandir. Bu planda T sicaklik parametresinin baslangi¢ degeri, denenen tiim
hareketler kabul edilecek kadar yiiksek secilmistir. Sicaklik parametresinin degerini azaltmak

icin ise

T(t+1) =rT(t) (4.32)

bagintisi kullanilmigtir. Burada, r degeri 1” den kiigiik fakat 1°e yakin bir sabittir ve genellikle
degeri 0.80 ile 0.99 arasinda segilir. Bu sicaklik fonksiyonu ile sicaklik parametresinin degeri

sifira yaklastikca daha da yavas azalmaktadir. Bu tavlama planinda, sicaklik parametresinin her
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degerinde elde edilen ¢6ziim belirli sayida ardisik sicaklik degisimleri boyunca ayni kalirsa SA

algoritmasi durdurulmaktadir.

4.3.2.4 Molekiiler Dinamikte Sicaklik ve Basin¢ Kontrolii

Molekiiler Dinamikle incelenecek sistemde, arzu edilen istatistiksel kiime kosullar1 altinda
simiilasyonlar1 gergeklestirmek ic¢in, sicaklik ve basing gibi bazi termodinamik niceliklerin
simiilasyonlar esnasinda sabit kalmasi gerekmektedir. Bu nedenle 6zellikle MD yontemlerinde
sistemin sicakligin1 ve basincini kontrol amaciyla gelistirilmis termostat ve barostatlar

bulunmaktadir.

4.3.2.4.1 Hiz ol¢eklendirme metodu

Esitlik (4.32) den goriilecegi gibi incelenen sistemin sicakligi (T'), sistemin ortalama Kinetik

enerjisi (< E >) ile iligkilidir.

3
<E>= ENkBT (4.32)

Dolayistyla sicakligi kontrol altina almak i¢in hiz1 da kontrol altina almak gereklidir. Bu amagla
kinetik enerjinin hedeflenen sicakligi verebilmesi i¢in her adimda hizlarin yeniden
olgeklendirilmesi gerekmektedir. Herhangi bir “t” zamaninda sistemin sicakligi “T'(t) ” ise ve
m kiitleli pargaciklarin hizlarini bir “A” faktorii ile ¢arpilirsa sicaklik farklart i¢in asagidaki

esitlikler yazilabilir.

(vl)2 (4.33)

T =12 -1T(t) (4.34)
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Her iki esitlikten de “A”faktorti,

yent (4.35)

= 11

olarak bulunulacaktir. Sicakligin istenilen degerde tutulmasi i¢in, par¢aciklarin hizlariin her
adimda bu “A” faktorii ile carpilmasi gerekmektedir. Bundan dolayr bu ydnteme “hiz
Olceklendirme metodu” denilmektedir. Bu yontemin dezavantaji, kanonik kiimede sicaklik

dalgalanmalarina izin vermemesidir.

4.3.2.4.2 Berendsen sicaklik c¢iftlenimi

Berendsen termostat1 hiz dl¢eklendirme yaklasimi ile benzerdir. Ancak hizlarin, her zaman
adiminda hedef sicakliga tamamen olgeklendigini varsaymak yerine, hizlarin giincellenmesi
icin bir zaman dlgegi atar. Bu yaklagimin temelinde, incelenecek sistemde sicakligi kontrol
etmek igin sistemi baglanma sabiti (zamani) olan bir 1s1 tanki ile etkilesimde tutarak sicakligi
istenilen degere getirmek vardir (Berendsen et al. 1984). Sicaklik degisim orani, sistem ile 1s1
tanki arasindaki sicaklik farki ile orantilidir ve sistemin modifiye edilmis hareket denklemi

asagidaki gibidir.

dv; T

Burada T, 1s1 tankinin sicakhigive “y ” ¢iftlenim parametresidir. Bu parametrenin biiytkligi

sistem ile 1s1 banyosu arasindaki etkilesimin boyutunu belirler. Sicakliktaki degisim;

St
AT =— (T, —T) (4.37)
Tt
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olmak tizere, modifiye edilmis hareket denkleminin v den A, ye hiz adimlarinin

ol¢eklendirilmesindeki A faktorii asagidaki gibi yazilabilir.

At (T,
2 — —_— —
2 _1+TT<T 1) (4.38)

Burada “t; ” zaman sabiti olup 7, = (2y)~! oldugundan, bu sabit ne kadar biiyiik olursa
sistem ile 1s1-tanki arasindaki ¢iftlenim zayif, ne kadar kiigiik ise ¢iftlenim 0 kadar giiglii olur.

Tr = Ot ise algoritma basit hiz 6lgeklendirme yontemine doniisiir.

4.3.2.4.3 Andersen sicaklik ciftlenimi

Andersen termostati, molekiiler dinamikler igin 6nerilen ilk termostattir (Andersen 1980). Bu
termostat, atomlarin veya molekiillerin kinetik enerjisini degistiren stokastik kuvvetler yoluyla
sistemi bir 1s1 banyosuna baglar. Carpismalar arasindaki zaman veya bazi (kisa) zaman

araliklarindaki carpismalarin sayisi, asagidaki Poisson dagilimiyla rastgele olarak belirlenir.

P(t) =Ve vt (4.39)

Burada V stokastik ¢arpigsma frekansidir. Bir garpisma olayinda ¢arpigsmaya katilan bir atomun
yeni momentum degeri T sicakligindaki Boltzmann dagilimdan rastgele secilir. Prensip olarak
V her degere uyum gosterir. Ancak yine de uygun degerin se¢imi i¢in, a boyutsuz bir sabit, k

termal iletkenlik, V hacim ve kz Boltzmann sabiti olmak tizere Esitlik (4.40) kullanilir,

B 2akV1/3

4.40
3kgN ( )
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4.3.2.4.4 Nose-Hoover sicaklik ¢iftlenimi

Genisletilmis sistem metodu, Nose ve Hoover tarafindan gelistirilmis bir metottur (Hoover
1985; Nosé¢ 1984). Bu metot, kanonik faz uzayr dagilimimi yeniden iiretmeye amaglar ve bu
amag dogrultusunda toplam kinetik enerjiyi sabit tutmak i¢in, sistemin hareket denklemlerine

Newton denkleminde olmayan bir terim ekler. Boylelikle modifiye edilmis hareket denklemi,

dv(t) F(®)
dt = 7 - 71/(1,') (441)

seklinde yazilir. Esitlikteki 7 termodinamik siirtinme katsayisidir ve zamanla degisimi

asagidaki gibi verilir.
aiit) 1
d_(t) = 5 mV(©)? = X+ i 7] (4.42)

Burada Q boyutu ( enerji )x( zaman )? olan ekstra serbestlik derecelerinin kiitlesidir ve gercek
sistemle 1si-tankinin ¢iftlenim blytlikliiglinii belirler. X ise serbestlik derecesinin sayisidir.
Incelenen gergek fiziksel sistem ile bu sisteme 1s1 banyosu entegre ederek olusturulan

genisletilmis sistemin hizlar1 arasinda bir iliski vardir. Gergek sistemdeki pargaciklarin hizlari;

. dR
i=s0 (4.43)

seklinde tanimlanabilir. Gergek sistemdeki zaman adimina dt, genisletilmis sistemdeki zaman
adimina dt’ denilirse, aralarindaki iligki ek bir serbestlik derece sayisi (s) kullanilarak asagidaki

gibi yazilabilir.

dt = sdt’ (4.44)
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Buradaki “s* ek serbestlik degeri degistikce, pargacik hizlarina bagli olarak gergek sistemdeki
sicaklikta degisir. Bu sayede ilgilenilen gercek sistem ile 1s1 banyosu arasinda 1s1 gegisi olacaktir

ve sistem istenilen sicakliga erisecektir.

4.3.2.4.5 Berendsen basing ciftlenimi

Daha oOnce bahsedildigi gibi, MD yonteminde sabit basing altinda simiilasyon yapmak
istenildiginde, basing degisimi de sicaklik degisimi gibi simiilasyon sonucunu
etkileyeceginden, kontrol altina alinmasi gereken bir parametredir. MD simiilasyon yonteminde
basincin kontrol edilebilmesi i¢in siklikla kullanilan yontemlerden biri Berendsen barostatidir.
Berendsen barostati, basing degisimini etkileyen hareket denklemlerine ek bir terim ekler ve

banyo sicakligina ulasmak icin,

(d_P> _LoF (4.45)
dt ref Tp

esitligini kullanilir. Burada P, referans basing ve 7p ise zaman sabitidir. Bu algoritma esnasinda
koordinatlar ve kutu boyutlar1 her adimda yeniden dl¢eklendirilir. Sistemin izotropik oldugu bir

kutu igerisindeki u dlgeklendirme faktorii, kr 1zotermal sikistirilabilirligi gostermek iizere,

KrAt
p=1=g =P —P) (4.46)
seklinde ifade edilir.
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4.3.2.4.6 Parinello-Rahman basing ¢iftlenimi

1980 yilinda MD simulasyonlarinda basinci sabitlemek i¢in Parinello ve Rahman tarafindan
anizotropik sistemlere uygulanabilecek bir yontem gelistirilmistir (Parrinello and Rahman
1981). Bu yontemde, yalitilmis N pargacikli sistem i¢in toplam i¢ enerji ve simiilasyon
kutusunun hacmi bagimsiz degiskenler olarak alinir. Kutunun kenarlar1 b=(A,B,C) seklinde bir
matris olusturacak bigimde A(t), B(t) ve C(t) ile tanimlanan lineer bagimsiz ve zamanin
fonksiyonu olan ti¢ vektor ile ifade edilir. Parinello ve Rahman yaklasiminda kutu i¢indeki bir

i atomunun hareket denklemi (Haile 1992),

2

7= VW b= (Pros — Payg) (4.47)

ile verilir. Burada, V simiilasyon kutusunun hacmi, Pret istenilen basing degeri, Pay Sisteme
uygulanan dis basingtir. W matrisi agagidaki esitlik ile ifade edilir ve sistem ile basing tankinin

etkilesiminin biiyiikliigiinii belirler.

4‘71'231',]'
3t5L

Wh),; = (4.48)

Parinello-Rahman yaklagimi ile simiilasyonda basing zaman sabiti 7, ve izotermal

sikigtirilabilirlik S belirlenerek sistemin basinci kontrol altina alinir. Burada L ise segilen

simiilasyon kutusunun en biiyiik kenar uzunlugunu temsil eden matris elemanidir.

4.3.2.5 Molekiiler Dinamik Tekniginde Simir Kosullari

MD teknigi atomik veya molekiiler sistemlerin makroskobik 6zelliklerini incelemeyi amaclar.
Ancak goreli olarak az sayida parcacik kullanilarak istenilen makroskobik o6zelliklerin
hesaplanmasinda, sinir etkilerinin de dikkate alinmasi ¢ok énemli bir husustur. Ornegin 1000

atomun i¢inde bulundugu 10x10x10 nm’ lik bir simiilasyon kutusu diisiiniildiigiinde, bu
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atomlarin neredeyse yarisinin yiizey bolgelerinde yer aldig goriiliir. Diger yandan, incelenen
sistemlerin yiizey etkilesmelerinin yani atomlarin i¢inde bulunduklar1 kutunun duvarlariyla
olan etkilesmelerinin, sistemin 6zelliklerini biiyiik oranda etkiledigi de bilinmektedir. Iste bu
amagla, MD simiilasyonlarinda “periyodik sinir kosullar1 (PBC)”, simiilasyon kutusunun
boyutlarinin bir siir dahilinde segilebilmesinden kaynaklanan yiizey etkileriyle ilgili
problemleri onlemek ve sistemin boyutlarini olast periyodik etki hesaplama maliyetlerine

ragmen sonsuza benzeyen bir hale getirmek i¢in kullanilmaktadir.
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Sekil 4.3 Periyodik sinir kosullarinin uygulanmasi.

b
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Bunun i¢in Sekil 4.3' deki gibi iki boyutlu bir sistem diisiiniiliir. Periyodik sinir kosullarina gore,
V hacmini kaplayan N tane atomun bulundugu hiicreye “ana hiicre” denir. Bu sistemde ana
hiicre ortadaki mavi renkli hiicredir ve iki boyutta ¢alisildigindan bu hiicreye komsu 8 adet
hiicre vardir. Komsu hiicreler, ana hiicre ve bu hiicre ile ayn1 boyut ve geometrik sekle sahiptir.
Bu sanal hiicrelerde de N tane atom bulunmaktadir, bunlara ana hiicredeki atomlarin goriintii
atomlar1 denir. Ana hiicredeki bir i pargacig1 r; konumunda ise L hiicre biiytikliigli ve n tamsay1

olmak tizere;

R(r;) = R(r; + nlL) (4.49)
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konumlarinda goriintli atomlar1 bulunur. Boylece ana hiicre, tiim dogrultularda goriintiilenerek
periyodik hale getirilir. Periyodik sinir kosullarinin kullanildigi simiilasyon modellerindeki
mantik, Sekil 4.3’de gosterildigi gibi ana hiicreden diger bir komsu hiicreye hareket eden
parcaciga karsilik, sanalinin da ayni hareketi yapmasidir. Sonug olarak ana hiicredeki pargacik
sayis1 degismez, biitiin parcaciklar birbirleriyle etkilesir ve boylece ana hiicre i¢in sinir kosullar
ortadan kalkmis olur. Periyodik sinir kosullart kullanilarak hiicredeki atomlar arasi etkilesmeler
hesaplanirken “kisa mesafelerdeki” etkilesmeleri goz Oniinde tutulur. Bunun anlami, ana
hiicredeki bir i atomunun toplam potansiyel enerjisi bir “rew’” kesim mesafesinden kiigiik
uzakliklarda bulunan komsu atomlarla yaptig1 etkilesmelerden olusur. Periyodik sinir kosullari
kullanildiginda reyt *in periyodik hiicre boyutunun yarisindan kiigiik olmast ( rewt < L/2 )
onemlidir. Ciinkii bu durumda i atomunun en yakin komsularla yaptig1 etkilesmeler dikkate
alinmaktadir. Periyodik sinir kosullari, korunum yasalarini saglamaktadir. Soyle ki; Sistemin
toplam atom sayisi sabit ve sanal atomlar ana hiicredeki atomlarla 6zdes oldugundan kiitle

korunmaktadir.

Sistemin uzun-mesafe Coulomb etkilesmeleri ise 3 boyutlu “Ewald” toplam1 (Ewald 1921)
teknigi ile ¢oziilir. Ciinkii Ewald toplami, ¢ogu sistem i¢in daha giivenilir enerji tahminleri
verir. Bu toplamda yiiklerden olusan sistemin elektrostatik potansiyeli, kisa ve uzun mesafe

katkilarin toplami olarak ifade edilir.

4.3.2.6 Simirlandirma Algoritmalari

Gilintimiizde MD simiilasyonlari, hesaplamali kimya, fizik ve biyolojide kullanilan ¢ok énemli
bir aractir. Ik baslarda molekiiler sistemlerin dinamik 6zelliklerini anlamak icin faydali olan
MD simiilasyon teknigi, kristalografik verilerden protein modeli olusturmak ve farkli ilag
molekiillerinin ayni reseptore baglanmasindaki serbest enerjisi farklarini belirlemek gibi ¢ok
cesitli gorevler i¢in paha bigilemez bir yontem haline gelmistir. Bu hesaplamalar daha genis
capli problemler i¢in daha dogru ve uygulanabilir hale geldikge, arastirmacilar MD simiilasyon
teknigini daha biiyiik ve daha karmasik sistemlere uygulamay1 ve gittikge daha uzun zaman
Olgeklerinde gerceklesen siirecleri incelemek ic¢in kullanmayr diislinlip uygulamaya
baslamiglardir. Ancak, bu durum hem bilgisayar donanimi hem de yazilim performansinda

stirekli gelistirmelere ihtiya¢c duymaktadir.
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Molekiiler dinamik simiilasyonlar1 tipik olarak Newton'un hareket denklemlerinin sayisal
integrasyonunu igerir. Bu integrasyonlarda zaman adimlari, en hizli modlarin dogru bir sekilde
islenmesi i¢in yeterince kii¢iik olmalidir. Ornegin, hidrojen atomlar1 iceren bag uzunluklarini
ele alabilmek i¢in zaman adimi yaklasik 1 fs* dir. Bu da karmasik problemlerin ve sistemlerin
incelenmesinde biiyilik zamanlara ihtiya¢ duyulmasina neden olmaktadir. Son zamanlarda kisa
ve uzun menzilli kuvvetleri ayirarak ve farkli kuvvetler i¢in farkli zaman adimlari ile basari
elde edilmis olsa da, zaman adimini artirmak i¢in en popiiler yaklagimlar, bag uzunluk ve
acilarin1 sinirlandirarak hareket denklemlerini daha diisiik serbestlik dereceleri ig¢in ¢ozmeyi
amaclamaktadir. Bu yaklagimin, bag uzunluklari ve agilarinin bir yapidan digerine az degisen
ve hemen hemen tiim Onemli konformasyonel gegislerin dihedral agili hareketlerden
kaynaklandig1 biiyiikk biyolojik molekiiller iizerinde yapilan ¢alismalar icin dogrulugu
kuskusuzdur. Bunun i¢in de literatiirde simiilasyon yontemleri i¢in gelistirilmis bir ¢ok
algoritma bulunmaktadir. Bag uzunluklar1 ve bag agilar1 GROMACS (GROningen MAChine
for Chemical Simuation)'da, geleneksel “Shake” (Ryckaert et al. 1977) veya “Lincs” (Hess et

al. 1997) algoritmasi kullanilarak sinirlandirilabilir.

Shake Metodu:

Shake algoritmasi molekiiler dinamik simiilasyonlar uygulanirken, bag geometri sinirlamalarini
uygulamak i¢in gelistirilen ilk algoritmalardan biridir. Giinlimiizde Shake algoritmast, 6zellikle
sabit bag uzunluklart ile MD simiilasyonlar1 yapmanin standart bir yaklasimi olmustur. Ayrica,
bag acilarini sabit tutmak icin de kullanilabilir. Shake, bir parcacik sisteminde kartezyen
koordinat dereceleri i¢in hareket denklemlerini biitiinlestiren Verlet algoritmasinin bir
modifikasyonudur. Parcacik hizlar1 6nce sinirlandirilmamis sistem i¢in hesaplanir, daha sonra
her kisitlamayr karsilayacak sekilde modifiye edilir. Bu kisitlama degerleri simiilasyon
protokolleri belirlenirken cut-off (kesim mesafeleri) degerleri ile belirlenmektedir. Biitiin
kisitlamalar1 ayn1 anda karsilamak i¢in tekrar eden bir siire¢ gereklidir. Shake metodu basit ve
niimerik olarak kararlidir. Shake algoritmasi, 5 fs a kadar zaman adimlar i¢in iyi calisir,
boylece kisit denklemlerini yineleyerek ¢ozme siireci ¢ok fazla zaman harcamadigr siirece,

hesaplama zamaninda bes kat hizlanma saglar.
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Lincs Metodu:

Lincs algoritmasi, baglar1 kendi ger¢ek uzunluklari ve yonlerine goére simirlandiran bir
algoritmadir. Shake metoduna gore daha kararli ve yaklagik dort kat hizlidir. Fakat bu metot,
sadece bag smirlamalar1 ve izole edilmis ag1 sinirlamalari ile kullanilabilir. Kararliligindan
dolay1 bilhassa Brownian dinamigi i¢in kullanishdir. Lincs algoritmasi, molekiiler dinamikte
Leap-Frog veya Verlet tipi (MD) algoritmasi i¢in uygun olarak hazirlanmistir. Yine kisit
degerleri simiilasyon Oncesi hazirlanan protokol dosyalarina eklenecek cut-off (kesim

mesafeleri) degerleri ile kolayca belirlenebilmektedir.
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BOLUM 5

SIMULASYON CALISMALARI

5.1 GIRIS

Bu tez calismasinda Grigoryan ve arkadaslari tarafindan hesaplamali tasarim kullanilarak
dizayn edilmis bir de novo peptiti olan HexCoil-Ala’nin tetramerik (dort zincirli) bir formu,
MD simiilasyon yontemiyle incelenmistir (Grigoryan et al. 2011). HexCoil-Ala hesaplamali
tasarimda bir devrim olarak nitelendirilen de novo yonteminin 6ncii dizaynlarindandir. 30 adet
aminoaside sahip olan HexCoil-Ala’ nin aminoasit diziliminin 3 harfli kodlamasi asagidaki

gibidir.

Ala-Glu-Ala-Glu-Ser-Ala-Leu-Glu-Tyr-Ala-GIn-Gln-Ala-Leu-Glu-Lys-Ala-GIn-Leu-Ala-Leu-
Gln-Ala-Ala-Arg-GlIn-Ala-Leu-Lys-Ala

HexCoil-Ala, Grigoryan ve arkadaslari tarafindan tek duvarli karbon nanotiip (SWCNT)
etrafina hekzamerik (alt1 zincirli) formu &6zel bir geometriyle sarilarak dizayn edilmis bir
peptittir (Grigoryan et al. 2011). SWCNT etrafindaki bu 6zel geometrili hekzamerik form,
HexCoil-Ala’ larin birbirlerine anti-paralel olarak yerlestirilmesi ile elde edilmistir. Bunun
yaninda, HexCoil-Ala’ nin sahip oldugu 30 adet aminoasit dizilimi 6yle se¢ilmistir ki; HexCoil-
Ala’nin hem altili formunun SWCNT’ ye en iyi sekilde tutunmasi, hem de anti-paralel HexCoil-
Ala zincirlerinin birbirleriyle etkilesiminin en miikemmel olmas1 saglanmistir. Bu etkilesim
ozelliklerini ve essiz geometriyi elde etmek i¢in bir tasarim motifi olan “sarilmig-sarmal”
(coiled-coil) motifi kullanilmistir. Sarilmus-sarmallar periyodik bir yapiya sahiptir ve peptidi
olusturan aminoasit dizilimi igerisinde yedi aminoasidin geometrik olarak kendini tekrar
etmesiyle meydana gelir. Kendini geometrik olarak tekrar eden bu yedili aminoasitler bir

etiketleme ile anlatirsa; (abcdefg)n aminoasitlerinin geometrik pozisyonlarini géstermek iizere,
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genellikle ele alinan sarilmis-sarmal yapilarin yedili tekrarlarindaki a ve d etiketine karsilik
gelen pozisyonlardaki aminoasitler ortak segilir. HexCoil-Ala’ nin yedili tekrar
aminoasitlerinde ise a, d ve e geometrik pozisyonlar1 ortak olarak segilerek aminoasit dizilimi
Olusturulmustur. HexCoil-Ala> nm aminoasit dizilimindeki yedili tekrarlar farkli
renklendirmeler kullanilarak Cizelge 5.1° de gosterilmistir. Ayrica, bu ¢izelgeden Hex-Coil-
Ala’nin her bir yedili tekrarindaki, geometrik a, d ve e pozisyonlarinda bulunan ortak

aminoasitler acikca goriilmektedir.

Cizelge 5.1 HexCoil-Ala’ nin aminoasit diziliminin tek harfli kodlamasi ve yedili tekrarlari.

HexCoil-Ala

Sarilmig-sarmal yapilarin aminoasit dizilimlerindeki bu ortak pozisyonlar, genellikle protein ya
da peptitin islev ve fonksiyonuna uygun olacak sekilde belirlenmektedir. Anti-paralel olacak
sekilde, karsilikli olarak yerlestirilmis ¢ok zincirli HexCoil-Ala demeti tasarimlarinda ise
geleneksel “a” ve “d” pozisyonuna ilaveten “e” pozisyonundaki aminoasitlerin de ortak
secilmesiyle iki tip 6zel heliksel ara yiizeyi olusturulmasi amaglanmistir ki; bu ara ylizeyler
literatiirde Ala-Coil ve Leu-Zipper ara yiizeyleri olarak adlandirilmaktadir. HexCoil-Ala’nin
sahip oldugu bu ara yiizeyleri ile anti-paralel heliksler arasindaki etkilesimlerin arttirilarak

yapinin oligomerik (¢ok zincirli) formunun korumasi amaglanmistir.

Bu tez ¢alismamizda incelenen HexCoil-Ala’ nin anti-paralel olarak yerlestirilmis tetramerik
formunun sarilmig-sarmal motifi ve bu 6zel motif araciligiyla olusan heliksel Ala-Coil ve Leu-
Zipper ara ylzeyleri sembolik olarak Sekil 5.1° de gosterilmistir. Burada A, B, C ve D anti-
paralel dizilimli, her bir HexCoil-Ala peptitini temsil etmektedir. Genelde sarilmig-sarmallar
birbirine paralel ya da anti-paralel olarak yerlestirilmis en az 2 adet heliksten olusan yapisal
motiflerdir. HexCoil-Ala %90 a-heliks ikincil yapisina sahiptir. HexCoil-Ala’nin tetramerik
formu ise 4 adet anti-paralel heliks zincirinden olusan bir sarilmis-sarmal yapisal motifine
sahiptir. Sekil 5.1° de, bu yapisal motifteki, (abcdefg)n yedili tekrar aminoasitlerinin sarim
yonlerine goére siralanist ve “a”, “d” ve “e” ortak pozisyonlari araciligryla olusan anti-paralel

HexCoil-Ala heliksleri arasindaki ara yiizeyler agik¢a betimlenmektedir.
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Leu-Zipper
Ara yuzey

Leu-Zipper
Ara yuzey

Sekil 5.1 Tetramerik HexCoil-Ala’ nin sarilmig-sarmal motifi ve Ala-Coil ve Leu-Zipper ara
ylizeyleri.

Grigoryan ve arkadaslari ayni zamanda yapmis olduklari deneysel calismalar sonucunda,
karbon nanotiipiin yoklugunda AUC (sedimentation equilibrium analytical ultracentrifugation)
analizi ile HexCoil-Ala’ nin tetramerik yapilar halinde bulunmayu tercih ettigini gostermislerdir
(Grigoryan et al. 2011). Ancak, HexCoil-Ala’ y1 karbon nanotiip kullanmadan inceledikleri bu
deneyde, yapinin tetramerik bir sarmal demeti degil de sadece anti-paralel birimli dimerik (iki
zincirli) formu kristallestirilebilmistir. X 1sinlar1 kullanilarak yapisi ¢6ziilmiis olan HexCoil-
Ala’nin dimerik kristal yapisi, PDB veri tabanina 3SOR kodu ile konulmustur (Sekil 5.2.a).
Bundan dolay1 tez calismasinda, yukarida bahsedilen SWCNT nin yoklugunda yapilan deneysel
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bilgiler 15181nda, tetramerik form olusturma egiliminde oldugu ileri siiriilen HexCoil-Ala’ nin
tetramerik formu ele alinmig ve yapit MD simiilasyon yontemiyle incelenmistir (Demir et al.
2017).

5.2 MD SIMULASYONLARI

5.2.1 Metot

HexCoil-Ala’ nin tetramerik formunun MD simiilasyonlar1 ile incelenebilmesi amaciyla,
oncelikle PDB veri tabaninda bulunan 3SOR adli dimerik anti-paralel yapi ele alinmis ve
PyMOL (DeLano 2002) programinin simetri araci ile anti-paralel tetramerik HexCoil-Ala
demeti olusturulmustur. PyMOL kullanilarak yapilandirilan bu tetramerik form Sekil 5.2.b’ de
gosterilmektedir. Olusturulan bu baslangi¢ yapisindan yola ¢ikilarak 300, 315, 335, 350, 400
ve 500 K sicakliklarinda MD simiilasyonlar1 gergeklestirilmis ve bu tetramerik formun

konformasyonel kararliligina sicakligin etkisi arastirilmaya ¢alisiimistir.

Sekil 5.2 HexCoil Ala’nin anti-paralel a) dimerik birim (3SOR)’ nin ve b) tetramerik formunun
yandan ve iistten gorliniisii. Renklendirme: yesil, zincir A; mavi, zincir B; pembe, zincir C; sar1,
zincir D.
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Simiilasyonlarin baslangi¢c asamalarinda oncelikle tetramerik yap1 ¢ozelti ortaminda 2 asamali
bir enerji minimizasyonuna tabi tutulmustur. Cozelti igerisinde enerjisi minimize olmus yeni
yap1 kullanilarak ilgilenilen sicakliklar i¢in sistem 2 asamali dengeleme simiilasyonlariyla
dengelenmistir. Daha sonra ise her bir sicaklikta dengelenen sistemlerin, NPT kiimesi

kullanilarak {iriin simiilasyonlar1 gergeklestirilmistir.

Simiilasyonlar sirasinda, molekiil i¢i ve molekiiller arasi etkilesimlerin tanimlanmasi ve
hesaplanmasinda AMBER99SB kuvvet alan1 (Hornak et al. 2006) kullanilmistir. Bu potansiyel
kuvvet alam bilindigi gibi, proteinlerin katlanma ve kararlilik ¢aligmalarinda siklikla tercih
edilmektedir. Molekiiler dinamik simiilasyonlarinda integrasyon algoritmas: olarak Verlet
algoritmasi kullanilmis ve molekiiler dinamik zaman adimi 2 fs olarak segilmistir (Verlet 1967).
Periyodik siir kosullarini daha etkin bir sekilde uygulayabilmek i¢in tetramerik yap1, boyutlar
minimum olacak sekilde bir simiilasyon kutusuna yerlestirilmistir. Simiilasyonlarimizin
tamami GROMACS 4.6.5 programi ile gergeklestirilmistir (Pronk et al. 2013). Cozelti ortaminda

gerceklestirilen simiilasyonlarda, ¢ozelti modeli olarak SPC agik su modeli kullanilmigtir

(Berendsen et al. 1981).

5.2.2 Simiilasyon Detaylari

PyMOL programi ile olusturulan tetramerik HexCoil-Ala demeti 5x5x8.3 nm boyutlarinda bir
simiilasyon kutusunun merkezine yerlestirilmistir. Bu yerlestirmede tetramerik yapinin
herhangi bir atomu ile simiilasyon kutusu arasindaki minimum uzaklik 1 nm olarak alinmistir.
Daha sonra simiilasyon kutusunun igerisine SPC216 su modeli kullanilarak 6240 adet su
molekiilii eklenmistir. Ayrica, dengeleme ve iiriin simiilasyonlarinda ihtiya¢ duyulan PME
teorisi geregince, tetramerik yapinin notralize olmasi i¢in sisteme 4 tane Na+ iyonu “genion”

programiyla eklenmistir.
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Notralize olmus ¢ozelti igerisindeki bu sistem, sistemdeki kotii temaslari ve uygun olmayan
geometrileri yok etmek igin iki asamali bir enerji minimizasyonuna tabi tutulmustur. Bu islem
50 kJ moltnm™ enerji gradiyenti elde etmek icin dnce “Steepest Descent” ardindan “Conjuge
Gradient” metodlar1 ile 2000 zaman admmi kullanilarak yapilmistir.  Minimizasyon
asamalarindan sonra, enerjisi minimize olmus yapi, ilgilenilen sicakliklar i¢in 2 asamada
dengeleme simiilasyonlarina tabi tutulmustur. Bilindigi gibi, ilgilenilen sistemlerin baslangi¢
yoriinge ve kosullari, iiriin simiilasyonuna baslamadan once faz uzayinda beklenen yoriinge
konumu civarinda bulunamayabilir. Sistemlerin faz uzay1 iizerinde istenilen yoriingelere
yerlesmesi ve duragan durumlarini elde etmek i¢in dengeleme simiilasyonlar1 yapilmaktadir.
Bu dogrultuda gerceklestirilen dengeleme simiilasyonlarinin ilk asamasi1 NVT kiimede 400 ps
simiilasyon siiresince gergeklestirilmistir. Bu asamada sicakligi sabit tutmak i¢in v-rescale
termostat1 kullanilmis ve ¢iftlenim parametresi 0.1 ps olarak secilmistir (Bussi et al. 2007). Bu
asama yapilirken sisteme konum simirlamasi getirilmistir. Konum sinirlamasi (position
restrain), sabit pozisyonda tutulan 6zellesmis atomlarin harmonik etkilesimleridir. Coziicii
eklenen sistemimizde konum sinirlamasi ile, su molekiillerinin simiilasyon kutusu igerisinde
serbestce  dolasmasina 1mkan verilirken, atom pozisyonlart da simirlandirilarak,
makromolekiillerin i¢inin su ile kaplanmasi saglanmaktadir. Dengeleme simiilasyonlarinin
ikinci agamasi ise NPT kiimede 500 ps simiilasyon siiresince gerceklestirilmistir. Bu asamada
hem sicakligi hem de basinci sabit tutabilmek icin Berendsen termostat ve barostati kullanilmis
olup bunlar i¢in ¢iftlenim sabitleri sirasiyla 0.1 ps ve 1 ps olarak secilmistir (Berendsen et al.
1984). En son asamada ise ilgilenilen her bir sicaklik i¢in iiriin simiilasyonlart NPT kiimede
120 ns simiilasyon zamani uzunlugunda ger¢eklestirilmistir. Sicaklik ve basing Berendsen

algoritmasi kullanilarak sirasiyla 0.1 ps ve 1 ps ¢iftlenim sabitleri ile sabit tutulmustur.

Dengeleme ve iriin simiilasyon asamalarinda uzun erimli (long-range ) etkilesimleri
betimlemek i¢in Particle Mesh Ewald (PME) (Darden et al. 1993) metodu kullanilmis ve kesim
mesafeleri (cut-off), coulomb etkilesmelerinde 0.9 nm ve van der Walls etkilesmelerinde ise
1.0 nm olarak se¢ilmistir. Ayrica, Lincs (Hess et al. 1997) algoritmas:t kullanilarak

ilgilendigimiz tetramerik yapidaki kovalent baglar sinirlandirilmistir.
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5.2.3 Sonuc ve Analizler

Yukarida ayrintili bir sekilde bahsedilen protokoller izlenilerek gergeklestirilen 120 ns’lik MD
iriin simiilasyonlarindan, tetramerik HexCoil-Ala demeti igin ilgili her bir sicaklikta yoriinge
dosyalar1 elde edilmistir. Bu dosyalarin analizlerinden ilgilenilen yapinin o6zellikleri

belirlenmeye c¢aligilmistir.

Bu amagla 6ncelikle kare ortalama karekok yer degistirme (RMSD, root mean square deviation)
degerleri incelenmistir. Bilindigi gibi RMSD ¢ok zincirli yapilarin kararlilik ¢aligmalari igin
siklikla kullanilan baslica analiz araglarindandir (Alred et al. 2014; Berhanu et al. 2015;
Berhanu and Hansmann 2012; 2013a). Protein zincirlerindeki omurga atomlarinin simiilasyon
boyunca dogal konformasyonel yapilarindaki konumlarindan ne kadar uzaklastigr hakkinda
bilgi veren RMSD sonuglari, tetramerik yapinin konformasyonel kararliligina sicakligin etkisi

hakkinda onemli bilgiler saglayabilmektedir. M yapinin toplam kiitlesini, m; i. atomun

I ise i. atomun referans

kiitlesini, 7;(t) i. atomun ilgili simiilasyon zamanindaki ve 7; °
yapisindaki konumunu gostermek {izere, simiilasyon zamanina bagli olarak RMSD hesab1

Esitlik (5.1) kullanilarak yapilir.

N 1/2
RMSD(t) = [%z my|r, () — /S |2] (5.1)

Hesaplamalarimizda, referans yapist olarak enerjisi minimize olmus yapi kullanilmis ve
ilgilenilen sicakliklar i¢in elde edilen sonuglar simiilasyon zamanina bagli olarak Sekil 5.3” de
bir arada gosterilmistir. Sekilden de goriildiigii tizere, sicakligin artmasi ile birlikte elde edilen
ortalama RMSD degerleri de beklenildigi gibi artmaktadir. Bunun yaninda 120 ns lik
simiilasyonlar boyunca, 6zellikle 20 ns den sonra, tiim sicakliklar i¢in tetramerik yapinin daha
kararli hale doniistiigli ve bundan sonraki simiilasyon zamanlarinda da bu kararliligini korudugu
goriilmektedir. En kii¢lik ortalama RMSD degeri 300 K’ de goézlemlenirken en yiiksek deger
ise 500 K’ de gozlemlenmistir. Ancak 500 K’ deki bu deger yaklasik ~7.73 nm civarinda
oldugundan skalanin uygunlugu bakimindan Sekil 5.3 de sergilenememistir. Bu yliksek deger
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500 K sicaklikta yapinin dogal halinden olduk¢a uzaklastigi fikrini dogurmustur. RMSD
degerleri 335 K’ e kadar olan sicakliklar i¢in yaklasik 0.3 ile 0.5 nm araliginda dalgalanmakta
iken, 350 ve 400 K’ de ise bu degerler sirasiyla 0.60 nm ile 0.85 nm civarindadir. RMSD igin
eldeki bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde, tetramerik yapinin 400 K sicakligina kadar
yiiksek termal kararliliga sahip oldugu diisiiniilebilir.

Bunun yaninda RMSD degerlerinde gézlemlenen farkli dalgalanmalar, aminoasit zincirlerinin
ikincil yapilarindaki kokli degisimlerden kaynaklanabilmektedir. Bundan dolay: tetramerik
yapinin kararlili§i hakkinda daha fazla bilgi sahibi olmak i¢in ikincil yapilarindaki degisimin

simiilasyonlar boyunca incelemesi gerekmektedir.

0,9 J T . T v T J T y T
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0,0 L) l Ll I L) I L) l L) l L
0 20 40 60 80 100 120

Simiilasyon Zamani (ns)

Sekil 5.3 RMSD degerlerinin simiilasyon zamanina bagli olarak degisimi.

Bu amag dogrultusunda simiilasyonlar boyunca HexCoil-Ala’nin tetramerik formunun ikincil
yapilarindaki degisimler, DSSP (the dictionary of protein secondary structure) (Kabsch and
Sander 1983) analiz yontemiyle elde edilmis ve her bir sicaklik i¢in hesaplanan ikincil

yapilardaki ortalama popiilasyonlar Cizelge 5.1° de gosterilmistir. Daha 6nce de s6ylenildigi
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gibi, HexCoil-Ala’ nin 6zel aminoasit dizilimi tasarlanirken, alanin zengini bir yap1 olmasina
0zen gosterilmistir. HexCoil-Ala zincirinin sahip oldugu 30 aminoasitten 11 tanesi alanindir ve
yine bilindigi gibi Alanin en iyi a-Heliks yapma 6zelligine sahip aminoasittir. Bundan dolay1
HexCoil-Ala peptitinin dogal hali %90 a-Heliks ikincil yapisina sahiptir. Ayrica, bu tiirden
Alanin esasli polipeptid yapilarinin heliks katlanma siireclerinin incelenmesi biiyiik ilgi

uyandiran bir konudur (Chakrabartty et al. 1994; Levy et al. 2001; Son et al. 2001).

Cizelge 5.1. ikincil yap1 igeriklerinin ortalama popiilasyonlari.

T[K] Rastgele Kivrilma Doniis a-Heliks 3-Heliks Diger
Sarim (%) (%) (%) (%) (%) (%)

300 9.1%(1.8)° 0.4 (0.1) 29(0.2) 875(2.8) 0.1 (-) -
315 11.0 (2.3) 0.3 (0.1) 3.4(03) 852(40) 0.1 (-) -
335 14.4 (2.4) 0.1 (-) 2.8(0.4) 81.4(5.3) 1.3 (0.1) -
350 15.4(1.7) 2.2(0.2) 8.1(0.8) 712(49) 28(03) 03 (-)
400 17.2(2.7) 4.0 (0.4) 9.1(4.1) 66.0(63) 22(03) 15(0.1)
500  39.3(48)  182(23) 192(22) 142(22) 69(1.0) 22(0.2)

2 Ortalama degerler, ® Standart sapmalar.

Cizelge 5.1° deki ortalama ikincil yap1 popiilasyonlar: detayli olarak incelendiginde, 6zellikle
300 K sicaklikta elde edilen a-Heliks ikincil yapisinin popiilasyon degerlerinin dogal yapinin
sahip oldugu %90 oranina ¢ok yakin oldugu sdylenebilir. 300 K’ den sonraki tiim sicakliklar
icin, artan sicaklikla birlikte baskin a-Heliks ikincil yapisinin ¢cogunlukla rastgele sarim ikincil
yapist olmak tizere farkli ikincil yapilara doniistiigii ¢izelgeden agikga goriilmektedir. 500 K’
de ise a-Heliks popiilasyon degeri %14 civarina diismiistiir ki bu; ilgilenilen yapidaki heliks
formun neredeyse tamaminin diger ikincil yapilara doniistiiglini gostermektedir. Bunun
yaninda baskin a-Heliks popiilasyon degerlerindeki degisimlere odaklanildiginda, tetramerik
yapinin sarmal tipteki kararliliginin 400 K sicakligina kadar biiyiik oranda korundugu, baska
bir degisle, yapinin 400 K sicakliga kadar yapisal bir termal dirence sahip oldugu sdylenebilir.

Ikincil yapilardaki degisimlerin gorsel olarak anlasilmasi amaciyla, tetramerik yapmin her bir
zincirindeki aminoasitlerin simiilasyonlar boyunca sergiledigi ikincil yapilar elde edilerek
grafik halinde ¢izilmis ve farkli sicakliklar i¢in elde edilen bu grafikler Sekil 5.4-5.9° da

verilmistir. Sekillerde diisey stitun her biri 30 adet aminoaside sahip dort zincirli (A,B,C ve D
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zincirleri) yapinin toplam 120 aminoasidinin A zincirinden baglayarak sira numarasini
vermektedir. Farkli renkler ise her bir aminoasidin ilgili simiilasyon zamanindaki ikincil
yapilarini sembolize etmektedir. Renklerin karsilik geldigi ikincil yapilar: beyaz- rastgele sarim
(random coil), yesil- kivrilma (bend), sari- doniis (bend), mavi- a-heliks (a-heliks), koyu gri-
3-Heliks (3-Heliks), mor- 5-Heliks (5-heliks), siyah- -K&priisii (B-Bridge), kirmizi- B-Yaprag:
(B-Sheet) ve acik gri- zincir ayirict olacak sekilde sembolize edilmislerdir. Biitiin sekillerden
goriilecegi lizere tiim sicakliklarda zincirlerin ug kisimlari rastgele sarim ikincil yapisindadir.
Bunun sebebi terminal bolgelerdeki aminoasitlerin daha esnek bir yapiya sahip olmasidir. Her
bir sicaklik i¢in elde edilmis bu sekiller ayr1 ayri incelendiginde, 6zellikle Sekil 5.4° te 300 K
sicaklikta yapinin baskin a-heliks ikincil yapt formunu korudugu ancak Sekil 5.5’ de 315 K
sicaklikta baskin a-heliks yapilarin yine ¢ogunlukla korunmasina karsin, 6zellikle C ve D
zincirlerinde bu baskin yapilarinin doniis, kivrilma ve rastgele sarim gibi farkl ikincil yapilara
doniistigi gozlemlenmektedir. Sekil 5.6° da sergilenen 335 K sicaklikta ikincil yapilardaki
degisimler incelendiginde, bu sefer 315 K’ de oldugu gibi sadece C ve D zincirleri degil, tim
zincirlerdeki baskin a-heliks yapilarin yerini doniis, kivrilma ve rastgele sarim gibi diger ikincil
yapilara biraktigi gozlemlenmektedir. Ancak, 315 K sicaklikla karsilastirildiginda, 335 K
sicakliktaki rastgele sarim yapilarin oraninda, ¢ogunlugu terminal bolgelerinde olmak tizere
daha fazla artig oldugu goriilmektedir. Sekil 5.7° de gosterilen 350 K sicaklifinda ikincil
yapilarda ortaya ¢ikan degisimler incelendiginde ise yine 315 K’ de oldugu gibi bu sicaklikta
da, ozellikle C ve D zincirlerindeki baskin o-heliks ikincil yapilarin daha fazla bozularak
genellikle doniis, kivrilma ve 3-Heliks gibi diger ikincil yapi tiplerine donlistiigli goriilmiistiir.
Ayrica, A ve B zincirinde de basta terminal bolgeler olmak {izere ikincil yapilarda baskin
yapinin bir miktar doniistimii s6z konusudur. Sekilde 5.8 de gosterilmis olan ikincil yapilar
incelendiginde ise 400 K sicaklikta baskin a-heliks yapilardaki degisimlerin tiim zincirler i¢in
oransal olarak daha da artt1g1 ve bu doniisiimlere digerlerinin yani sira B-Kopriisii ve B-Yapragi
gibi ikincil yapilarin da eklendigi fark edilmistir. 500 K sicakliginda ise Sekil 5.9’ dan
goriilecegi lizere, baskin a-heliks yapilarin tiim zincirler i¢in neredeyse tamamen ortadan

kayboldugu ve fark tiir ikincil yapilara doniistiigii gozlemlenmektedir.

RMSD ve DSSP sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde, 6zellikle 400 K sicakliga kadar,
HexCoil-Ala zincirlerinin sahip oldugu dogal ikincil yap1 6zelliklerinin ve tetramerik demet
formunun ¢ogunlukla korunmasina karsin, sicakligin artmasiyla 500 K’ de zincirlerdeki ikincil

yapilarin dogal halinden uzaklastig1 ve tetramerik demet formunun bozuldugu sdylenebilir.
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Sekil 5.4 MD simiilasyonlar1 boyunca 300 K sicakliktaki DSSP analizi.
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Sekil 5.5 MD simiilasyonlar1 boyunca 315 K sicakliktaki DSSP analizi.
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Sekil 5.6 MD simiilasyonlar1 boyunca 335 K sicakliktaki DSSP analizi.
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Sekil 5.7 MD simiilasyonlari boyunca 350 K sicakliktaki DSSP analizi.
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Sekil 5.8 MD simiilasyonlar1 boyunca 400 K sicakliktaki DSSP analizi.
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500K
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Sekil 5.9 MD simiilasyonlar1 boyunca 500 K sicakliktaki DSSP analizi.

80




DSSP analizi ile elde edilmis ve yukarida verilen sonuclar1 destekleyen benzer sonuglar Sekil
5.10-5.15" den de goriilebilir. Bu sekiller, ilgilenilen sicakliklarda her bir HexCoil-Ala
zincirindeki aminoasitlerin simiilasyonlar boyunca sahip oldugu ortalama heliks kesirlerini
vermektedir. Buradaki kesrin “1” olmasi, bu saymnin karsiligir olan aminoasitler arasindaki
heliks oranin ortalama olarak simiilasyon boyunca korundugunu gostermektedir. Sekillerden de
anlasilacag tizere, tipki DSSP analizlerinde oldugu gibi, 6zellikle zincirlerin ug bdlgelerinde
yer alan aminoasitlerin sahip oldugu heliks kesir degerleri digerlerine gore ¢ok diisiiktiir. Bu da
uc bolgelerdeki aminoasitlerin merkez bolgelerindekilere gore daha fazla serbestlige sahip
olmasi ger¢egine dayanmaktadir. Yine DSSP sonuclarina benzer sekilde, 315 ve 350 K
sicakliklarda C ve D zincirlerindeki heliks kesirlerinin diismeye basladig1 gézlemlenmektedir.
Artan sicaklikla beraber zincirlerdeki heliks kesri degerlerinde hafif bir diisiis olsa da zincirlerin
ozellikle heliks kesri bakimindan 400 K sicakliga kadar olduk¢a kararli bir yap1 sergiledigi
sOylenebilir. Bu analiz sonuglarimiz ayni zamanda, literatiirde Roxbury ve arkadaslar
tarafindan SWCNT varliginda HexCoil-Ala nin alt1 zincirli formunun sergiledigi davraniglar

ile benzerlikler sergilemektedir (Roxbury et al. 2013).

DSSP ve heliks kesri analizleri birlikte degerlendirildiginde, ilgilenilen tetramerik HexCoil-Ala
demetindeki zincirlerin %90 baskin a-heliks ikincil yap1 karakterlerini genel olarak 400 K
sicakligina kadar korudugu ve bu baskin ikincil yapilarin ¢ogunlukla zincirlerinin ug
bolgelerinde farkl ikincil yapilara doniistiigli sdylenebilir. Uglardaki bu durum da, terminal
bolgelerin daha esnek olusu ve ¢ozeltiyle daha fazla hidrofobik etkilesime girmesinden
kaynaklandig1 gercegi ile agiklanabilir. 500 K sicakligr i¢in su ana kadar yapilan analizlerin
sonuglari, bu sicaklikta zincir yapilarinin dogal konformasyonel 6zelliklerini kaybettigi ve hatta
RMSD sonuglarindaki yiiksek degerler, demetin tetramer biitiinliigiiniin bozuldugu ve
dolayistyla tetramerik yapinin kompaktligin1 kaybettigi fikrini vermektedir.

Bu sebeple, yapinin konformasyonel kararliligi ve kompaktligi hakkinda daha ayrintili bilgi
edinebilmek amaciyla yapilan analizlere ilaveten, jirasyon yarigaplart (radius of gyration),
kontak sayilar1 ve zincirlerin ugtan uca uzunluklar1 (end to end distance) gibi bazi yapisal
parametrelere de bakilmis ve elde edilen bu parametreler ilgilenilen her bir sicaklik icin

simiilasyon zamanina bagli olarak incelenmistir.
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Heliks Kesri
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Aminoasit Numarasi

Sekil 5.10 300 K’ de tetramerik HexCoil-Ala zincirlerindeki aminoasitlerin heliks kesirleri.
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Sekil 5.11 315 K’ de tetramerik HexCoil-Ala zincirlerindeki aminoasitlerin heliks kesirleri.

82



Heliks Kesri
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Sekil 5.12 335 K’ de tetramerik HexCoil-Ala zincirlerindeki aminoasitlerin heliks kesirleri.
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Sekil 5.13 350 K’ de tetramerik HexCoil-Ala zincirlerindeki aminoasitlerin heliks kesirleri.
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Heliks Kesri

Sekil 5.14 400 K’ de tetramerik HexCoil-Ala zincirlerindeki aminoasitlerin heliks kesirleri.
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Sekil 5.15 500 K’ de tetramerik HexCoil-Ala zincirlerindeki aminoasitlerin heliks kesirleri.
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Jirasyon yaricapt (Rg, Radius of gyration) protein sistemindeki her bir atomun, sistemin
geometrik olarak merkezine olan uzakliklarinin kare ortalama karekok degerlerini veren ve
boylelikle proteinin boyutlar1 hakkinda bilgi sahibi olmamizi saglayan bir analiz yontemidir.
Bu yontemde Ry degerleri, m; i. atomun kiitlesi ve 7; i. atomun konumu olmak iizere Esitlik
(5.2) ile hesaplanabilir. Sekil 5.16” da her bir sicaklik i¢in simiilasyonlar boyunca bu esitlikle

hesaplanan Rq degerleri bir arada gosterilmektedir.

(5.2)
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Sekil 5.16 MD simiilasyonlar1 boyunca Ry degerlerindeki degisimler.

Sekil 5.16” da verilenlere gore, Rg degerleri, 400 K harig, diger sicakliklar i¢in 1.45-1.52 nm
araliginda olup birbirine olduk¢a yakindir. Diger yandan, 400 K sicakliktaki ortalama Ry degeri
1.57 nm iken bu deger 500 K’ de ~8 nm olarak tespit edildiginden, tipki RMSD sonuglarinda
oldugu gibi skala uyumsuzlugundan grafikte sergilenememistir. Bu sonuglar, yapimizin

ozellikle 400 K sicakliga kadar kompaktligini biiytlik 6l¢iide korudugunu, ancak bu sicakliktan
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sonra Ry degerlerindeki artis ile sistemin boyutsal olarak daha biiyiik hale geldigi ve dolayisiyla
kompakthiginin azaldigin1 gostermektedir. O halde sicaklik artisiyla birlikte, 6zellikle 400 K’
den sonra tetramerik HexCoil-Ala demetini olusturan dortlii zincirin birbirinden uzaklagsmaya

basladig1 sdylenebilir.

Yapinin kompaktligi hakkinda daha fazla bilgi edinebilmek i¢in HexCoil-Ala’nin tetramerik
formundaki atomlarin, birbirleriyle olan kontak sayisi hesaplanmistir. Kontak sayisi birbiriyle
belirli bir etkilesim mesafesi icerisindeki yakin temas halinde olan atomlarin sayisini ifade
etmektedir. Bu hesaplamayi yaparken sistemdeki her bir atom i¢in, ilgilenilen atomu ¢evreleyen
0.4 nm’ lik yarigapa sahip kiiresel bir hacim igerisindeki diger atomlarin sayis1 dikkate alinmig
ve bu hacim icerinde kalan bu atomlarin ilgilenilen atomla kontak halinde oldugu kabul
edilmistir. Bu islem sistemdeki her bir atom i¢in gerceklestirilip sistemin toplam kontak sayisi
elde edilmis ve hesaplama sonuglar1 Sekil 5.17° de sergilenmistir. Sekilden anlasildig: tizere,
sicaklik artistyla demeti olusturan zincirlerin birbirinden uzaklasmasiyla kontak sayilarinda bir
miktar diisiisler olmasina ragmen, hesaplanan sayilar hala birbirine yakin ve biiyiik sayilardir.
Bu sayilarin biiytikliigii, tetramerik yapimizda birbiriyle temas halinde olan atomlarin
fazlaligini, dolayisiyla sistemin ¢ogunlukla kompakt bir yapida oldugunu gostermektedir. 500
K’ de elde edilen kontak sayilart digerlerine gore ¢ok diisiik oldugundan bu grafikte
sergilenememistir. Sayilardaki bu kiigiiklik, 500 K sicaklikta yapmin kompaktligini
kaybettiginin ve dortlii zincir demetinin ayrigtiginin bir gostergesidir. Diger yandan, kontak
sayilar1 vasitasiyla ulastigimiz bu sonuglarin Rq degerlerinin verdigi sonuglarla uyum igerisinde

oldugu goriilmektedir.

Tetramerik zincir demetinin kompaktligi ve 1sisal kararlilig1 hakkinda bilgi veren Rgve kontak
sayist analizleri ile konu hakkinda belli bir fikir sahibi olduktan sonra, kompaktliginin daha
detayli incelenebilmesi amaciyla, ilgilenilen tiim sicakliklarda tetramerik HexCoil-Ala
demetini olusturan zincirlerin ugtan uca mesafeleri 6l¢iilmiis ve bunlarin simiilasyon boyunca
ortalama degerleri Cizelge 5.2° de sunulmustur. Tek bir HexCoil-Ala zincirinin dogal halinin
uctan uca mesafesinin 4.56 nm oldugu g6z 6niinde tutuldugunda, ¢izelgedeki sonuclar 15181nda,
400 K sicakliga kadar bazi kiiclik degisimler olmakla birlikte, dort zincirli bu yapinin her bir
zincirinin yaklagik olarak dogal uzunluklara yakin bir davranis sergiledigi ve kompaktligini

korudugu sdylenebilir.
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Sekil 5.17 MD simiilasyonlar1 boyunca kontak halindeki atomlarin sayisi.

Cizelge 5.2 Tetramerik yapinin her bir zincirinin ortalama ugtan uca uzunluklari.

Ucgtan uca uzunluklar (nm)

T[K] Zincir A Zincir B Zincir C Zincir D Tiim Zincirler
300 473%0.29°  4.77(0.24)  4.78(0.23)  4.71(0.26)  4.75(0.03)
315 4.85(0.36)  4.79(0.27)  4.06 (0.55)  4.42(0.55)  4.53(0.36)
335 433(0.74)  4.64(0.33)  4.63(055)  4.62(059)  4.56 (0.15)
350 411(0.73)  4.11(023)  3.91(0.65)  4.28(0.30)  4.10(0.15)
400 432(0.76)  4.48(0.60)  3.99(058)  4.16 (0.57)  4.24(0.21)
500 2.43(0.94)  2.44(1.09)  250(1.08)  257(1.06)  2.49 (0.06)

Ortalama deger, ° Standart sapmalar

Zincirlerin ortalama ugtan uca mesafeleri daha detayli olarak incelendiginde, 300 K sicaklikta
elde edilen degerlerin dogal yapiya gore biraz fazla oldugu (~0.2 nm), 315 K sicaklikta ise bu
ortalama mesafenin dogal mesafe degerine daha yakin oldugu goriilmektedir. Ayrica 335 K’

deki ortalama ugtan uca mesafe degerlerinin, dogal uctan uca mesafe olan 4.56 nm degerinde
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ve bundan sonraki sicakliklar i¢inse bu degerlerin, dogal degere gore daha diisiik oldugu
gozlemlenmistir. 500 K i¢in hesaplanan uctan uca mesafe degerinin dogal yap1 degerinin
neredeyse yarist olmasi, 500 K’ de zincirlerin u¢ bolgelerinin birbirine oldukca yaklastigi ve
neredeyse bir dogru eksen boyunca sarilmis sekilde olan helikslerin bozuldugu fikrini
vermektedir. Bu sonug ta yapinin gii¢lii hidrofobik etkilesime sahip u¢ bolge aminoasitlerine
sahip olmasi ile aciklanabilir. Diger yandan, HexCoil-Ala’ nin dért zincirli yapisinin 500 K’
deki bu davranisi literatiirdeki benzer dort zincirli 6rneklere gore farkliliklar sergilemektedir
(Sieradzan et al. 2012; Yasar et al. 2014). Literatiirdeki dort zincirli 6rneklerde, sicaklik
artistyla monomerlerin ugtan uca uzunluk mesafeleri artmakta ve dolayisiyla zincirlerin ug
bolgeleri birbirinden daha da uzaklagsmaktadir. Bizim inceledigimiz Tetramerik HexCoil-Ala
sisteminin farkli sicakliklarda kazandig1 konformasyonel yapilar1 gorsel olarak sergileyebilmek
amaciyla, ilgili sicakliklarda simiilasyonlar boyunca en ¢ok rastlanan ii¢ boyutlu sekillenimler
“kiime (cluster) analizi” (Daura et al. 1999) yapilarak tespit edilmis, bu en ¢ok rastlanan
yapilardan herhangi bir tanesi alinarak ¢izilmis ve ilgili sicakliklarda elde edilen sonuglar Sekil

5.18’ de bir arada verilmistir.

Bu gorseller incelendiginde, o6zellikle 400 K sicakliga kadar sistemin tetramerik demet
biitlinliigiinlin ve zincirlerdeki heliksel formun genel olarak korundugu ve 400 K’ de diger
diisiik sicakliklara gore, zincirlerin heliksel formunun genel olarak korunmakla birlikte
tetramerik demet biitlinliigiiniin bozulmaya basladig1 goriilmektedir. Diger yandan 500 K
sicaklikta ise tipki buraya kadar sunulan analiz sonuglarindan elde edilen tiim bulgularin isaret
ettigi gibi, zincirlerin ikincil yap1 formlarinin cogunlukla degistirerek u¢ bolgelerinin birbirine
yaklastigr ve tetramerik demet formundaki HexCoil-Ala zincirlerinin birbirinden ayrilarak
demet biitiinliigiiniin tamamen bozuldugu goriilmektedir. Bundan dolayidir ki Sekil 5.18.c’ de

500 K sicaklik igin HexCoil-Ala zincirleri ayri ayr1 verilmistir.

Buraya kadarki ¢calismalarimizda, Tetramerik HexCoil-Ala demetinin konformasyonel kararlig1
ve kompaktligina sicakligin etkisi ¢esitli yollarla arastirilmistir. Yapilan bu farkli analizlerde
elde edilen sonuglarinin ortalama degerleri Cizelge 5.3’ de bir arada sergilenmektedir.
Cizelgedeki degerler detayli incelendiginde, tetramerik sistemin RMSD ve ortalama heliks
popiilasyon degerlerinin birbirini destekler sekilde, 400 K sicakligina kadar genel olarak

tetramerik  yapinin  dogal konformasyonunu korudugunu gdstermektedir. Yapinin
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kompaktliginin tespiti amactyla yapilan Rg ve kontak sayilari i¢in elde edilen degerleri de yine
birbirini destekleyecek sekilde, 400 K sicakligina kadar tetramerik HexCoil-Ala demetinin

kompaktligin1 korudugunu isaret etmektedir.

300K 31K

Tincir A Zincir B

500K

Sekil 5.18 Farkli sicakliklarda tetramerik sistemin en ¢ok rastlanan yapilarinin a) {istten
gOriiniisii b) yandan goriiniisii ¢) 500 K daki her zincir i¢in konfigiirasyonu (dort zincirli form
yok). Renklendirme: yesil, zincir A; mavi, zincir B; pembe, zincir C; sart, zincir D.
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Cizelge 5.3 Tetramerik HexCoil-Ala demeti igin elde edilen ortalama degerlerin 6zeti.

TIK]  RMSD () e ory, Raim) Ok o)
300 0.303'3‘(0.041)b 87.5(2.8) 1.49 (0.02) 40355 (601) 4.75 (0.03)
315 0.398 (0.033) 85.2 (4.0) 1.50 (0.03) 39613 (465) 4.53 (0.36)
335 0.400 (0.071) 81.4 (5.3) 1.51 (0.02) 39618 (669) 4.56 (0.15)
350 0.603 (0.023) 71.2 (4.9) 1.46 (0.02) 39751 (460) 4.10 (0.15)
400 0.710 (0.034) 66.0 (5.3) 1.56 (0.04) 39133 (451) 4.24 (0.21)
500 7.731 (3.066) 19.8 (6.2) 8.26 (3.12) 15339 (968) 2.49 (0.06)

4Ortalama deger, ° Standart sapmalar

Su ana kadar yapilan tiim analizlerin sonuglari, ilgilendigimiz yapmin 400 K’ e kadar
konformasyonel yapisini ve tetramerik zincir demeti biitinligiinii korudugu, 500 K’ de ise
zincirlerin konformasyonel kararliliginin degiserek farkli ikincil yapir konformasyonlarinin
olustugu ve artik demetin kompaktligini kaybettigi fikrini ortaya koymustur. Yapinin tetramerik
demet biitiinliigiinii daha detayli arastirmak amaciyla, HexCoil-Ala zincirleri ya da heliksleri
arasindaki mesafeler incelenmistir. Daha dnce bahsedildigi tizere HexCoil-Ala zincirleri, sahip
oldugu 6zel sarilmig-sarmal yapisal motifi nedeniyle zincirler arasi iki tip heliks-heliks ara
yiizeyine sahiptir. Bunlar sarilmig-sarmal motifindeki ortak geometrik “e” pozisyonundaki
16sinler tarafindan olusturulan Leu-Zipper ve ortak geometrik “d” pozisyonundaki alaninler
tarafindan olusturulan Ala-Coil ara yiizeyleridir. Bunlar HexCoil-Ala zincirlerinin yapisal
kararliligin1 ve tetramerik demetin biitlinliigiinii biiyiik Ol¢lide artiran ara yiizlerdir. Bu ara
yiizlerdeki atom ¢iftleri arasindaki ortalama mesafeler dl¢iilerek tetramerik yapinin zincirlerinin
birbirine gore uzakliklari, dolayisiyla tetramerik demetin biitiinliigii hakkinda bilgi edinebilir.
Dort zincirli yapimizda olusan bu ara yilizeyler ve 6l¢iim yapilan atom ciftleri Sekil 5.19° da
sergilenmistir. Leu-Zipper ara yiizleri A+B ve C+D zincirleri arasinda, Ala-Coil ara yiizleri ise
B+C ve D+A zincirleri arasindadir. Tetramerik yapimizin simiilasyonundan elde edilen bu
sayisal degerler, literatiirdeki HexCoil-Ala’ nin dort zincirli formunun kristal yapisi, kuramsal
alt1 zincirli yapis1 ve alt1 zincirli yapinin simiilasyon sonuglari ile kiyaslanmig ve sonuglar

Cizelge 5.4’de bir arada sergilenmistir.
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Sekil 5.19 HexCoil Ala’nin Ala-Coil ve Leu-Zipper ara yiizeyleri. Renklendirme: yesil, zincir
A; mavi, zincir B; pembe, zincir C; sar1, zincir D, sari kiireler; alanin aminoasit atomlar1, kirmizi
kiireler, 160sin aminoasit atomlari.

Cizelge 5.4’ de sunulan, sicakliga bagl olarak simiilasyonlar sonucu tetramerik zincirler i¢in
elde ettigimiz degerler literatiirle kiyaslandiginda, Leu-Zipper ara yiizeyleri i¢in elde edilen
degerlerin birbirine ¢ok yakin oldugu goriilmektedir. Diger yandan, Ala-Coil ara yiizeyleri i¢in
elde ettigimiz heliksler aras1 mesafelerin, 6zellikle 300, 315K ve 335 K diisiik sicakliklarinda,
literatiirdeki deneysel degerlerden bile kii¢iik oldugu aciktir. Literatirde SWCNT varliginda
hekzamerik zincir demeti halinde modellenen yapi i¢in elde edilmis simiilasyon sonuglarinin,
ayn1 yap1 i¢in kuramsal olarak hesaplanan ve bizim tetramerik zincir demeti i¢in simiilasyon ile
hesapladigimiz degerlere gore yiiksek oldugu goériilmektedir. Bunun nedeni aromatik Tayrosin
aminoasidinin SWCNT ylizeyi ile kontak kurmak i¢in Ala-Coil yiizeylerin arasindan sizmasi
ve bu ylizeylerdeki karaliligi bozmasi olarak gosterilmistir (Roxbury et al. 2013). Ciinkii
aromatik aminoasitler halkali yapida yan zincirlere sahiptirler ve bu halkal1 yan zincirler karbon
nano tiipiin yiizeyi ile etkilesme egilimdedirler. SWNCT olmadan tasarlanmis tetramerik zincir
demeti yapimizin simiilasyonundan elde ettigimiz Ala-Coil ara yiizey mesafelerinin kuramsal
degerlerden de diisiik ¢ikmasi, bu sizma ihtimalini desteklemektedir. ilerde yapilacak muhtemel
protein tasarimi ya da biyolojik yap1 ¢aligmalarinda, bu ihtimalin g6z 6niine alinmasi 6nemli

bir sonugtur. Yine ilgili ¢izelge incelendiginde, 350 ve 400 K’ deki Ala-Coil ara yiizeyler i¢in
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ortalama mesafe degerlerinin ise literatiirdekilerden yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu
degerlerin yiiksek ¢ikmasinin, 6zellikle HexCoil-Ala’nin A ve D zinciri arasindaki mesafelerin
artmasindan kaynaklandigi soylenebilir. Diger yandan, 500 K sicaklikta her iki ara yiizey i¢in
elde edilen tiim degerlerin oldukga biiylik olmasi, diger analiz sonuclarinda da isaret edildigi
gibi, HexCoil-Ala zincirlerin birbirinden ayrildigini ve tetramerik demet biitiinliigiiniin artik bu

sicaklikta tamamen kayboldugunu agikca gostermektedir.

Cizelge 5.4 HexCoil Ala nin ¢ok zincirli farkl yapilari i¢in Ala-Coil ve Leu-Zipper ara yiizeyler
arasi uzakliklar.

Ala-Coil Yiizeyler igin Leu-Zipper Yiizeyler i¢in
Heliksler aras1 mesafeler (nm) Heliksler aras1 mesafeler(nm)

Tetramer 0.855 1.05

Model

Hekzamer 0.867 1.06

Model

Hekzamer

Modelin  |1.30 (B+C)  1.30 (D+E)  0.986(F+A)[ 1.03 (A+B) 1.12 (C+D)  1.04(E+F)
Simiilasyonu®

Tetramer

Modelin B+C D+A Tiimii A+B C+D Tiimii
Simiilasyonu

300 K ]0.662%(0.025)° 0.803(0.029) | 0.733(0.099) | 1.017(0.028) | 1.053(0.038) | 1.035(0.025)

315K | 0.843(0.036) | 0.675(0.028) | 0.759(0.119) | 1.008(0.033) | 1.060(0.046) | 1.034(0.037)

335K | 0.860(0.158) |0.701(0.058) | 0.781(0.112) | 1.044(0.124) | 1.075(0.079) | 1.060(0.022)

350 K | 0.852(0.075) | 1.327(0.036) | 1.090(0.336) | 0.961(0.039) | 1.029(0.036) | 0.995(0.048)

400 K | 1.001(0.033) | 1.549(0.056) | 1.275(0.387) | 0.773(0.045) | 1.046(0.057) | 0.910(0.193)

500 K | 3.460(1.816) | 3.868(1.772) | 3.664(0.288) | 3.825(1.959) | 3.187(1.841) | 3.506(0.451)

Ortalama degerler, ® Standart sapmalar, ¢ Roxbury et al. (2013)° dan alinan degerler.

Protein/peptid yapilarinin ayrintili bir sekilde incelenmesi ve mekanizmalarin ortaya

konulmasinda yukarida kullanilan yaklasimlarin yan1 sira, yapilarin katlanmasi, topaklanmasi
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ve kararligi hakkindaki bazi bilgiler, sistemlerin serbest enerjisi ile de ortaya
cikarilabilmektedir. Bir sistemin serbest enerji yiizeyleri, Esitlik (5.3)’ de verilen sistemin

Gibbs enerjisindeki degisimle elde edilir.

AG(R) = —kgT[In P(R) — In Ppgy] (5.3)

burada kp Boltzman sabiti, T sicaklik, P “R” reaksiyon koordinatlarinin olasilik dagilimi ve
Ppaak 158 AG=0 yapacak sekilde secilen molekiiler sistemin maksimum olasilik dagilimidir. R’
lerin yani reaksiyon koordinatlarinin literatiirdeki popiiler se¢imleri, genellikle Rg, RMSD,
kontak sayisi, hidrojen bag sayis1 gibi incelenecek sistem 6zelliklerine gore degismektedir. Bu
calismada, tetramerik HexCoil-Ala demetinin biitiinliigli hakkinda daha detayli bilgi
edinebilmek igin Leu-Zipper ve Ala-Coil ara yiizeyleri i¢in heliksler arasi ortalama mesafelerin
reaksiyon koordinati olarak kullanildig1 serbest enerji yiizeyleri hesaplanmistir. 300, 315, 335,
350 ve 400 K sicakliklar1 i¢in hesaplanan bu serbest enerji ylizeyleri sirastyla Sekil 5.20-5.24°
ler de sergilenmistir. Bu serbest enerji ylizeyleri detayli incelendiginde, 300 K sicaklikta en
diistik serbest enerji bolgesinin, Leu-Zipper yiizeyi i¢in 1.00-1.05 nm ve Ala-Coil ara yiizeyi
icin ise 0.7-0.75 nm degeri araliginda oldugu goriilmektedir. 315 K sicaklik igin elde edilen
sonuglar incelendiginde ise Leu-Zipper yiizeyi i¢in en diisiik serbest enerji bolgesinin 300 K ile
ayn1 bolgede oldugu, fakat Ala-Coil ara ylizeyi i¢in bu boélgenin 0.73-0.77 nm degeri araligina
tekabiil ettigi gozlemlenmistir. 335 K sicaklikta ise enerjinin minimum oldugu yiizeyler
ayrismis iki farkli bolgede gozlemlenmektedir. Bunlardan ilki 300 ve 315 K i¢in elde edilen
bolgelerle benzer deger araliginda yer alirken, diger bolge ise Leu-Zipper yiizey i¢in 0.98-1.04
nm ve Ala-Coil ara yiizey i¢in 0.87-0.90 nm deger araligindadir. Bu da 335 K sicaklik degerinde
heliksler aras1 uzakliklara gore 2 fakli kararli konformasyonun olabilecegini gostermektedir.
350 ve 400 K icin hesaplanan degerlere bakildiginda ise enerjinin minimum oldugu bolgelerin
daha farkli bolgelere dogru kaydigr agikca goriilmektedir. 350 K sicakliktaki en diisiik serbest
enerji bolgeleri Leu-Zipper ara yiizeyi ig¢in 0.97-1.02 nm, Ala-Coil ara yiizeyi i¢in ise 1.04-1.13
nm aralifinda iken, 400 K sicaklikta bu bolgelerin sirasiyla, 0.87-0.93 nm ve 1.25-1.29 nm
araliginda oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar 1s18inda, kararli konformasyonel
popiilasyonlarin, artan sicaklikla beraber daha yiiksek Ala-Coil ve daha diisiik Leu-Zipper ara

yiizey mesafelerinin oldugu bolgeye dogru hareket ettigi sdylenebilir.
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Sekil 5.20 300 K’de tetramerik HexCoil-Ala’nin Leu-Zipper ve Ala-Coil ara yiizey uzaklik
reaksiyon koordinatlarina gore serbest enerji yiizeyleri.
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Sekil 5.21 315 K’de tetramerik HexCoil-Ala’nin Leu-Zipper ve Ala-Coil ara yiizey uzaklik
reaksiyon koordinatlarina gore serbest enerji yiizeyleri.
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Sekil 5.22 335 K’de tetramerik HexCoil-Ala’nin Leu-Zipper ve Ala-Coil ara ylizey uzaklik
reaksiyon koordinatlarina gore serbest enerji yiizeyleri.

Ala-Coil uzaklik (nm)

0.90 0.95 1.00 1.05 1.10 1.15
Leu-Zipper uzaklik (nm)

Sekil 5.23 350 K’de tetramerik HexCoil-Ala’nin Leu-Zipper ve Ala-Coil ara ylizey uzaklik
reaksiyon koordinatlarina gore serbest enerji yiizeyleri.
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Sekil 5.24 400 K’de tetramerik HexCoil-Ala’nin Leu-Zipper ve Ala-Coil ara ylizey uzaklik
reaksiyon koordinatlarina gore serbest enerji yiizeyleri.

Su ana kadar yapilan tiim analizlerde, 400 K sicakliga kadar tetramerik zincir demeti
biitiinliigliniin ve zincirlerin konformasyonel yap1 o6zelliklerinin ¢ogunlukla korundugu
sonucuna varilmistir. Ozellikle DSSP ve heliks kesri analizlerinde, HexCoil-Ala zincirlerinin
simiilasyonlar boyunca dogal yapisina gore degisimleri izlenmis ve degisimlerin genellikle
zincirlerin ug¢ bolgelerindeki aminoasitlerde fazla oldugu fikrine varilmistir. Bahsedilen bu
degisimlerin sebeplerinin arastirabilmesi amaciyla, ¢alismamizda ilaveten kare ortalama
karekok yer degistirme (RMSF, root mean square fluctations) ve ¢6zeltiye maruz kalan yiizey
alan1 (SASA, solvent accessible surface area) analizleri de yapilmistir. Tetramerik sistemimizin
bolgesel kararliligi hakkinda bilgi verebilecek olan RMSF sonuglar1 Sekil 5.25° de
gosterilmektedir. Bu RMSF degerleri, farkli sicakliklar icin gergeklestirilen ve 120 ns siiren
simiilasyonlar boyunca, her bir aminoasidin C, atomlarinin konumlarinin, simiilasyona
baslamadan onceki dogal yapidaki konumlarina gore ortalama degisimlerini ifade etmektedir

ve Esitlik (5.4) ile hesaplanmaktadir.
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1/2

T
RMSF = |1 )" In(e) T 5.

tj=1

Burada T toplam simiilasyon stirest, ri(tj) 1. atomun j. simiilasyon zamanindaki konumu ve

re
rref

;  1.atomun referans yapisindaki konumudur. Sekil 5.25° ten goriilecegi tizere, 500 K sicaklik

hari¢ ilgilenilen tiim sicakliklarda RMSF degerleri, zincirlerin merkez bolgesindeki
aminoasitler i¢in yaklasik 0.10-0.17 nm aralig1 gibi ¢ok kiiciik mesafelerde olmasina karsin ug
bolgelerdeki aminoasitlerde bu degerler ~1.2 nm gibi yliksek mesafelere ulasmaktadir. Bu
sonug zincirlerin merkez bolgelerinde bulunan aminoasitlerin 6nemli derecede kararli oldugunu
ve boylece yapmin kompakthigini koruyabildigini, ancak zincirlerin u¢ bolgelerindeki
aminoasitlerin dogal yapiya kiyasla konformasyonel olarak farkliliklar gdsterdigini ve

dolayistyla yapisal bozulmalarin 6zellikle bu ug bolgelerden basladigini isaret etmektedir.

Ug bolgelerdeki RMSF degerlerinin sergiledigi bu tutum, bu bolgelerdeki aminoasitlerin
yiiksek esneklige sahip olmasi yaninda ¢ozeltiye daha fazla maruz kalmasiyla da agiklanabilir.
Bu sebeple tetramerik HexCoil-Ala demetini olusturan dort zincirdeki her bir aminoasidin
cOzeltiye maruz kaldig1 yiizey alan1 ve dolayisiyla hidrofobitesi hakkinda bize 6nemli bilgiler
verebilen SASA degerleri belirlenerek bu degerler ilgilenilen sicakliklar i¢in Sekil 5.26’da
sunulmustur. Sekildeki SASA sonuglari ile daha 6nce sunulan DSSP ve heliks kesri sonuglari
genel egilim olarak birbirini desteklemektedir. Bu egilim, HexCoil-Ala’nin merkez
bolgelerindeki aminoasitlerin u¢ bolgelere gore daha kiiglik dalgalanmalara sahip olmasi

seklinde olup, bu davranis literatiirde yayinlanan raporlar ile uyumludur (Zheng et al. 2006).

Sekil 5.25 ve 5.26 birlikte degerlendirildiginde RMSF ve SASA degerlerinin birbirini tamamlar
nitelikte, olduk¢a iy1 bir uyum sergiledigi goriilmektedir. Zincirlerin ug¢ bolgelerinde goriilen
diisitk RMSF ve yiiksek SASA degerleri, daha once de ifade etmeye calistigimiz, zincirlerin ug
bolgelerindeki bozulmalarimin nedenin bu bdlgedeki aminoasitlerin, merkez bolgedeki
aminoasitlere gore daha fazla ¢ozeltiye maruz kaldig1 yoniindeki fikrimizi desteklemektedir.
Sekil 5.26° da verilen grafigi daha detayli inceledigimizde, tetramerik HexCoil-Ala demeti
seklindeki yapimizin her bir zincirindeki merkez bdlgelerde bulunan aminoasitlerin SASA

degerlerinde, RMSF sonuglarindakilere gore bir miktar fazla dalgalanmalar mevcut oldugu
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goriilmektedir. Bunun yaninda, merkez bolgelerdeki bu aminoasitlerden 6zellikle A3, A10,
Al7, A24 olarak kodlanan alanin aminoasitlerinin digerlerine gore daha disik SASA
degerlerine sahip oldugu da goriilmektedir. Bu diisiik SASA degerlerinin, bahsedilen alanin
aminoasitlerinin Ala-Coil ara yiizeyleri arasindaki bdlgede bulunmalarindan kaynaklandigi
sOylenebilir. Bagka bir degisle, bizim simiilasyon sonuglarimizda elde edilen Ala-Coil ara
yiizeyi mesafelerinin, Ozellikle diisikk sicakliklardaki dogal yapi ve literatiirdeki diger
calismalara gore daha kii¢iik olmasi, bu bolgelerdeki ylizey alaninin daha da azalmasina
dolaysiyla bu bolgede kalan atom ciftlerinin ¢ozelti ile etkilesimin de azalmasina neden oldugu
sOylenebilir. Ayrica merkez bolgedeki E4, E8, E15, S5, Q11, Q12, Q18, Q22, Q26, Y9, R25 ve
K16 olarak kodlanan polar aminoasitlerinin ise protein yiizeyinde bulunma egilimlerinden
dolay1 ¢ozelti ile etkilesiminin daha fazla oldugu ve bundan dolayr diger merkez bolgedeki
aminoasitlere gore daha yiiksek SASA degerlerine sahip oldugu soylenebilir.

| Zincir A Zincir B | Zincir C | Zincir D |
12T 7T T T T T T T T
1.1+ 300K e 315K = 335K
1,0 e 350K e— 400K

RMSF (nm)

T — T 7 —
90 100 110 120

Aminoasit Numarasi

Sekil 5.25 HexCoil-Ala’nin her bir aminoasitininin ilgilenilen sicakliklar ig¢in simiilasyonlar
boyunca RMSF degerlerinin ortama degisimleri.
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Sekil 5.26 HexCoil-Ala’nin her bir aminoasitininin ilgilenilen sicakliklar i¢in simiilasyonlar
boyunca SASA degerlerinin ortama degisimleri.

Bu calismada yapilan simiilasyonlar anlatilirken, bolimiin baglarinda Sekil 5.2.b” de,
inceledigimiz ve anti-paralel yerlestirilmis dort adet HexCoil-Ala zincirinden olusan demet
yapisinin yandan ve iisten goriiniisleri daha dikkatli incelendiginde, bu tetramerik HexCoil-Ala
zincir demetinin aslinda bir kanala veya tiipe benzedigi s6ylenebilir. Bu kanal benzeri yapinin
icinde kalan su molekiillerinin simiilasyonlar boyunca davranisinin incelenmesiyle, bu yapinin
bir su kanali olup olamayacagi sorusuna en azindan kaba bir cevap aranabilir. Bu amagla 300,
315, 335, 350 ve 400 K sicakliklar1 i¢in tetramerik HexCoil-Ala demet yapisinin sadece
icerisinde bulunan su molekiillerinin sayisi, her bir simiilasyon zamanindaki anlik
goriintiilerden (120 adet snapshots) sayilarak elde edilmis ve sonuglar simiilasyon zamanina

bagli olarak Sekil 5.27° de sergilenmistir.

Farkli sicakliklar i¢in elde edilen bu sonuglara gore, simiilasyonlarin baslangicinda kanal yapisi
igerisinde ortalama olarak 30 ile 60 adet arasinda su molekiilii bulunmasina karsin,

simiilasyonlarin yaklasik ilk 10 ns’ e kadar olan kisminda bu say1 hizl1 bir sekilde azalmakta ve
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hatta ileriki simiilasyon zamanlarinda, kanaldaki su molekiilleri neredeyse tamamen kanali terk
etmekte ve kanalin igerisinde sadece bir ka¢ su molekiilii kalmamaktadir. Ilgili anlik
goriintiilerden bu kalan su molekiillerinin de sadece kanalin u¢ bolgelerde oldugu tespit
edilmistir. 300, 315,335 ve 350 K sicakliklari i¢in kanal i¢indeki su molekiillerinin bu davranisi,
simiilasyonlarin baslangicindan ve herhangi bir anindan alinmis anlik goriintiilerle, yapinin
tistten ve yandan goriiniisleri gizilerek Sekil 5.28” de gorsellestirilmistir. 400 K sicaklikta daha
once de ifade edildigi gibi, dortlii zincir demetinin biitiinliigii bozulmaya bagladigindan kanal
benzeri yapi1 da ortadan kalkmistir ve bu sebeple su molekiillerinin davranisi
gorsellestirilmemistir. Anlik goriintiiler kullanilarak elde edilen bu sonuglar, RMSF ve SASA
sonuclarindaki uc¢ bolgelerdeki gozlemlenen yiiksek degerlerin sebebinin u¢ bolgedeki
aminoasitlerin daha fazla su molekiilleri ile temas halinde olmas1 gergegini desteklemektedir.
Diger yandan ilgilendigimiz yapiin zamanla kanal icerisindeki su molekiillerini iterek disari
cikartmast ve daha sonra igeriye su molekiilii almamasi, kanalin bir su kanali gorevi
istlenemeyecegini isaret etmektedir. RMSF, SASA ve su molekiilii sayis1 analizleri birlikte
degerlendirildiginde, 400 K’ e kadar sicakligin i¢ bolgelerdeki aminoasitlerin konumlarini ve
cOzeltiye maruz kaldiklan ylizey alanlarmi ¢ok fazla etkilemedigi sonucunun bir kez daha

ortaya ¢iktig1 goriilmektedir.

60 - -
50 -
40 — 300K e 315K e 335K

\j — 350K — 400K

20 -

Su molekiillerinin sayisi
(4
o
|
1

10
.l A«. M
0 20 40 100 120

Similasyon Zamani (ns)

Sekil 5.27 HexCoil-Ala’nin tetramer formunun baz1 sicakliklar i¢in icerindeki su
molekiillerinin sayisinin simiilasyonlar boyunca degisimi.
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315K

Sekil 5.28 Tetramerin igerindeki su molekiillerinin bazi sicakliklar igin iistten ve yandan gorsel
temsilleri. Burada; * bahsi gegen sicakliklardaki simiilasyon baslangicindan goriintii, # bahsi
gecen sicakliklardaki simiilasyonun herhangi bir anindaki goriintii.

Tetramerik HexCoil-Ala demeti formunda gozlemlenen yiiksek kararlilik sebebiyle, dort
zincirli bu yapida zincirleri bir arada tutan etkilesimler arastirilmistir. Bu amagla oncelikle
yapidaki hidrojen baglarinin sayisi incelenmistir. Bilindigi gibi hidrojen baglar1 proteinle su
molekiilleri arasinda kolayca olusabilmektedir ancak bu baglar zayif olduklarindan sicaklikla
kolaylikla kopabilmektedirler. Bunun icin biz bu ¢alismamizda, proteinin su molekiilleri ile
yaptig1 ve zayif kabul edilen hidrojen baglar ile degil de, sadece ana zincir atomlarinin kendi

aralarinda ve yan zincir atomlarinin kendi aralarinda yaptig1 hidrojen baglari ile ilgilenilmistir.
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Ilgili sicakliklarda ana zincir ve yan zincirler icin elde edilen hidrojen bag: sayilar1 simiilasyon
zamanina bagli olarak Sekil 5.29 a-b’ de gosterilmistir. Bu bag sayilar1 incelenirken, proteinin
ana zincirindeki yani omurgasindaki atomlarin kendi aralarinda yaptigi hidrojen baglarinin
HexCoil-Ala omurgalarinin kararligini artirdigi, HexCoil-Ala’nin yan zincirleri arasinda olusan
hidrojen baglarinin ise sistemin dortlii zincir biitiinliigliniin korunmasinda etkili oldugu
diistiniilmektedir. Hidrojen bag sayisinin yapildigi bu hesaplamalarda, literatiire uygun sekilde,
alic1 ve verici atom arasindaki ag1 i¢in kesim agis1 (cut-off angle) 30.0° ve kesim mesafesi (cut-
off distance) 0.35 nm olarak secilmistir ((Berhanu et al. 2012; 2013a; Berhanu et al. 2013b)).
Sekil 5.29° dan goriilecegi lizere, beklenildigi sekilde artan sicaklikla birlikte hidrojen bag
sayilarinda azda olsa bir diislis vardir. Ayrica yan zincirlerin kendi aralinda yaptiklari hidrojen
bag sayilar1 ana zincirdeki atomlarin kendi aralarindaki hidrojen bag sayisina gore fazladir.

Bunun sebebi ise yan zincirlerdeki atomlarin daha fazla kontak halinde olmasidir.

28 I ]
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Sekil 5.29 Tetramerik HexCoil-Ala’nin a)Ana zincir atomlarinin ve b) Yan zincir atomlarinin
kendi aralarinda yaptig1 hidrojen bag sayisi.
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Tetramerik HexCoil-Ala demetini 400 K sicakliga kadar bir arada tutan giiclii etkilesimleri daha
detayl inceleyebilmek i¢in, ayn1 zamanda olasi tuz kopriileri mesafeleri de hesaplanmistir. Tuz
kopriileri 6zellikle yliksek sicakliga dayanikli yapilarda rastlanan 6nemli bir etkilesim tiiriidiir.
Bu etkilesim yapmin hem konformasyonel hem de termal kararliligi hakkinda ¢ok &nemli
bilgiler veren hidrojen bag: ve elektrostatik etkilesimin bir birlesimidir. Literatiirde, 0.43 nm
den daha kiiciik etkilesim mesafelerine “dogrudan tuz kopriileri” ve 0.43-0.70 nm araligindaki
etkilesim mesafelerine ise “dolayli tuz kopriileri” denilmektedir (Dzubiella 2008). Bundan
dolayr hesaplamalarimizda yalnizca bu etkilesim mesafelerini icerebilecek muhtemel tuz
kopriilerine odaklanilmistir ve sonug¢ olarak, dort adet muhtemel tuz kopriisii etkilesimi
belirlenmistir. Bunlar, tetramerik HexCoil-Ala demetindeki her bir zincirin kendi omurgasi
icerisinde E15-K16 aminoasitleri arasinda olusan zincir-igi tuz kopriisii ve zincirler arasinda
E8-R25, E4-R25 ve E2-K29 aminoasitleri arasinda meydana gelen zincirler-arasi tuz
kopriileridir. Ornek olmasi agisindan, anti paralel olarak yerlestirilmis A ve B diye adlandirilan
HexCoil-Ala zincirleri arasinda meydana gelen etkilesimler, temsili olarak Sekil 5.30° da
gosterilmistir. Burada, her bir tuz kopriisii etkilesimi farkli renkte ¢izgiler ile ifade edilmistir.
Bu iki zincir arasindaki her bir tuz kopriisii etkilesiminden karsilikli olarak 2 ser adet

bulundugundan hesaplamalarda tiim zincirler {izerinden ortalama alinmistir.
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Zincir A

Sekil 5.30 Tetramerik HexCoil-Ala> nin A ve B zincirleri arasindaki tuz koprisi
etkilesimlerinin gorsel temsili.
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Bahsedilen tuz kopriileri i¢in ilgili sicakliklarda hesaplanan etkilesim mesafelerinin,
simiilasyon zamanina bagliligi Sekil 5.31-5.34’ te verilmistir. Beklen bir sonug olarak, sicaklik
artisiyla tim tuz kopriilerinin sahip oldugu etkilesim mesafelerindeki dalgalanmalarin da arttig1
sekillerden acikca goriilmektedir. Ilgilendigimiz tetramerik demetin kristal yapist igin zincirler-
arasi tuz kopriileri etkilesim mesafeleri E4-R25 i¢in 0.94 nm, E8-R25 i¢gin 1.24 nm, E2-K29
icin 1.35 nm ve zincir-i¢i tuz koprisii E15-K16 i¢in 1.40 nm’ dir. Bizim simiilasyon
sonuglarimizda ise HexCoil-Ala’nin E15-K16 aminoasitleri arasinda meydana gelen zincir-igi
tuz kopriileri etkilesimlerindeki ortalama mesafeler 0.40-0.70 nm araliginda olup, bu mesafe
bahsedilen etkilesimlerin dolayli tuz kopriisii etkilesimi olusturdugunu gostermektedir.
HexCoil-Ala zincirlerinin merkez bolgelerinde meydana gelen bu zincir-igi etkilesim degerinin
dogal konformasyondakine (kristal yap1) gore daha kiigiik olmasi, sulu ortamda dortlii demet
halinde bulunan her bir zincirin kristal yapiya gore ¢ok daha kararli bir omurgaya sahip
oldugunu isaret etmektedir. Bu zincir-i¢i etkilesimin ayni zamanda zincirlerin merkez
bolgelerinde bulunan aminoasitlerin ikincil yapilarinin fazla bozulmamasinin da nedenlerinden
biri oldugu diisiiniilmektedir. Diger taraftan, {i¢ adet olan zincirler-arasindaki tuz kopriileri
incelendiginde ise bu etkilesimlerin genellikle Leu-Zipper ara yiizeylerinde meydana geldigi
gortilmistiir. Farkli iki HexCoil-Ala zincirindeki E4-R25 aminoasitleri arasinda meydana gelen
zincirler-aras1 tuz kopriisii etkilesim mesafeleri 300 ve 315 K’ de yaklasik 0.40-0.70 nm
araliginda olup, bu degerler etkilesimlerin “dolayli tuz kopriisii” olusturdugunu gostermektedir.
315 K iizerindeki sicakliklarda ise bu etkilesim mesafelerin arttigr gézlemlenmektedir. E8-R25
arasinda olusan zincirler-arasi etkilesim mesafeleri de 315 K iizerindeki sicakliklar i¢in “dolayli
tuz kopriisii” mesafesi icerisinde iken, 300 ve 315 K’ de bu deger 0.25-0.35 nm araligindadir.
Bu diisiik degerler, 300 ve 315 K sicakliklarinda E§-R25 arasinda kurulan bagin “dogrudan tuz
kopriisii” ve dolayisiyla etkilesimin de en kuvvetli etkilesim oldugunu gdstermektedir. Ote
yandan en zayif zincirler-arasi etkilesim E2-K29 aminoasitleri arasinda olup, bunlar i¢in
ortalama mesafeler 0.80-1.40 nm araliginda degismektedir. Bu diisiik bag mesafelerinden otiirti,
ozellikle HexCoil-Ala zincirleri arasinda kurulan tuz kopriilerinin, dort zincirli yapiy1 bir demet
halinde tutan en 6nemli ve giiclii etkilesimler oldugu diistiniilmektedir. Bu sebeple yukarida
sergilemeye ¢alistigimiz tiim o6zelliklerin yanm sira, kuvvetli tuz kopriilerinin de, gelecekteki
muhtemel kararli ¢ok zincirli protein tasarimlarinda géz oniinde bulundurulmas: gereken en

onemli 6zellik oldugu agiktir.
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Sekil 5.31 E15-K16 aminoasitleri arasindaki ortalama zincir-i¢i tuz kopriisii etkilesim
mesafeleri.
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Sekil 5.32 E2-K29 aminoasitleri arasindaki ortalama zincirler-aras1 tuz kopriisii etkilesim
mesafeleri.
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Sekil 5.33 E4-R25 aminoasitleri arasindaki ortalama zincirler-aras1 tuz koprisi etkilesim

mesafeleri.
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Sekil 5.34 E8-R25 aminoasitleri arasindaki ortalama zincirler-aras1 tuz kopriisii etkilesim

mesafeleri.
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Genetik bilimi, tip, ilag tasarim1 ve endiistriyel alanlarda sahip oldugu 6nemli rollerden dolayi,
proteinlerin yapt ve aktivitelerinin incelenmesi giiniimiizde oldukga ilgi ¢ceken bir arastirma
konusu olmustur. Proteinlerin bu biyolojik fonksiyon ve aktiviteleri, her birinin kendine has
0zel konformasyonel yapilarina ve katlanma mekanizmalarina baghdir. Bundan dolay:
proteinlerin kararl ii¢ boyutlu yapilarinin ve termodinamik 6zelliklerinin anlasilmasi 6zellikle

saglik ve ilag endiistrisi alanlarinda ¢ok dnemli gelismeler saglamaktadir.

Gelisen teknoloji ile birlikte endiistriyel alanlarda da artik bu biyolojik yapilarin kullaniimaya
baslanmasi, bu yapilarin hesaplamali tasarim yontemleri kullanilarak tasarlanip sentetik olarak
iiretilmesini gerektirmistir. Hesaplamali tasarim yontemleri ile dizayn edilen bu biyolojik
yapilar dogada rastlanmayacak fonksiyon ve ozelliklerle donatilabilirler. Bu yapilar, dogal
proteinlere gore Ozellikle daha iyi katlanmis ikincil yapilar, konformasyonel kararlilik ve
topaklanma 6zellikleri ile 6n plana ¢ikmaktadir. Ayrica sentetik proteinlerin biyoteknoloji,
nanometaryal ve ila¢ tasarimi gibi 6nemli uygulama alanlarinda kullanilabilmeleri i¢in yiiksek
termal ve kimyasal saglamliga sahip olmalar1 gerektigi bilinmektedir. Bu sebeplerden dolay1
tasarlanan biyolojik yapilarinin, bilim ve endiistriyel alanlarda kullaniminda 6nce bu tiir

yapilarinda termodinamiksel 6zelliklerinin incelenmesi ¢ok 6nemlidir.

Proteinlerin kararli {i¢ boyutlu yapilarinin ve termodinamik 6zelliklerinin belirlenmesinde ilk
basvurulacak yontem deneylerdir. Ancak bir proteinin dinamik davraniginin incelenmesinde ya
da katlanma mekanizmasinin anlasilmasinda yeterli bilgi deneysel yontemlerden elde
edilemeyebilir. Ayrica, sentezlenen herhangi bir peptid veya protein kristallestirilemeyebilir ya
da yasam Omrii kisa olmasi nedeniyle deneysel yontemleri kullanma imkani olmayabilir.

Deneysel olarak karsilasilan bu gibi durumlarda bu tiirden sistemlerin anlasilmasi i¢in kuramsal
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yontemlere bagvurulmasi kaginilmaz olur. Ancak, ¢ok sayida serbestlik derecesine sahip bu tiir
sistemlerin kuramsal agidan anlasilmasi ve ¢6ziimlenmesi de oldukga zordur, hatta neredeyse
imkansizdir. Bir cok matematiksel yaklagimlar yapilarak kuramsal agidan bu amaca ulasilmak
istense de, en Onemli bilgilerin gelisen bilgisayar teknolojisi ve yazilimlart ile birlikte

simiilasyon ¢alismalarindan elde edilebildigi bilinmektedir.

Bu amag¢ dogrultusunda ¢alismamizda, bir “de novo” tasarim peptidi olan HexCoil-Ala’ nin
anti-paralel olarak yerlestirilmis tetramerik bir formunun konformasyonel karliligina, sicakligin
etkisi MD simiilasyon teknigi kullanilarak test edilmistir. 300, 315, 335, 350, 400 K ve 500 K
olmak tizere alt1 farkli sicaklik i¢in yapilan bu simiilasyonlar ile tetramerik sistemin yapisal ve

termodinamik 6zellikleri ve bunlar etkileyen faktorler sistematik olarak arastirilmistir.

Bu amag¢ dogrultusunda oncelikle sistemin yapisal kararliligi hakkinda bilgi veren RMSD
analizleri yapilmig ve hesaplamalar, tetramerik HexCoil-Ala demeti seklindeki yapimizin,
ozellikle 400 K sicakliga kadar konformasyonel kararliliga sahip oldugunu ancak bu sicakliktan
sonra, Ozellikle 500 K’ de gozlenen yiiksek RMSD degeri, yapinin dogal konformasyonunu
kaybettigini gostermistir. Dogal yapist %90 heliks igeren bu tetramerik demetin her zincirindeki
aminoasitlerin simiilasyonlar boyunca sahip oldugu ikincil yap1 tipleri ise DSSP analizi ve
heliks kesri hesaplamalari ile takip edilmis ve sonuglar 400 K sicakliga kadar baskin heliks
oraninin korundugunu ve bu sicakliktan sonra heliks yap1 tiplerinin farkli diger ikincil yap1
tiplerine doniistiiglinii  gostermistir. Bir birini destekleyen bu {i¢ analiz bir arada
degerlendirildiginde, genelde yliksek termal kararlilik gosteren yapimizda, sicaklik artisiyla
ozellikle zincirlerin ug¢ bolgelerindeki aminoasitlerin ikincil yapr degisimlerinin arttig1

sonucuna varilmistir.

Daha sonra ise, bir demet seklinde olan tetramerik HexCoil-Ala sistemimizin kompaktlig
hakkinda ayrintili bilgi edinebilmek amaciyla, ¢aligmamizda Rg, kontak sayilar1 ve zincirlerin
uctan uca uzunluk degerleri hesaplanmistir. Bu hesaplamalar sonucunda 400 K sicakliga kadar
sicaklik artisiyla bu degerlerde 6nemli degisimlerin olmadigi, ancak bu sicakliktan sonra Rg
degerlerinde artis, kontak sayilarinda ve ugtan uca uzunluklarda ise anlamli azalmalar oldugu

gozlemlenmistir. Buraya kadar elde edilen ortalama degerlerin bir arada sunuldugu Cizelge 5.3
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ve yapinin farkli sicakliklardaki baskin konformasyonel davranigini gorsel olarak yansitan Sekil
5.18’ den de agik¢a anlasilacag tizere, sistemimiz 400 K sicakliga kadar tetramerik demet
formunu koruyabildigi, ancak bu sicakliktan sonra ikincil yap1 tiplerinin de de§ismesiyle
birlikte sistemin kompaktliginin da azalarak tetramerik demet biitiinligiiniin bozuldugu

gozlemlenmistir.

Ozel sarilmis-sarmal yapisal motifine sahip olarak tasarlanmis HexCoil-Ala sistemimizin
tetramerik demet biitlinliigli hakkinda daha ayrintili bilgi edinebilmek amaciyla mevcut heliksel
ara ylizey mesafeleri incelendiginde, sistemimizin Leu-Zipper ve Ala-Coil ara yiizeyleri olarak
adlandirilan 2 ¢esit ara yilizeye sahip oldugu ve Cizelge 5.4’ ten Leu-Zipper ara yiizeyler i¢in
hesaplanan ortalama mesafe degerlerinin literatiirdeki degerlere ¢ok yakin, Ala-Coil ara
yiizeyleri degerlerinin ise 6zellikle 300, 315 K ve 335 K sicakliklarda deneysel degerlerden bile
kiiglik oldugu goriilmistiir. Bu bilgiler 1s1ginda tetramerik sistemimizdeki Leu-Zipper ara
ylizeyleri arasinda goriilen giiclii etkilesimlerin, yapimmin bu ara ylizey bolgelerindeki
kararliligina 400 K’ a kadar 6nemli derecede katkida bulundugu sonucuna varilmistir. Ala-Coil
ara yiizeyleri i¢in ise 335 K’ a kadar deneysel kristal yapidan bile kiigiik ¢ikan degerler, bu
bolgelerin bu sicakliga kadar literatiirde verilen diger teorik ve hatta deneysel yapilarinkinden
bile daha kararli oldugunu gostermistir. Bilindigi gibi tayrosin gibi aromatik aminoasitler,
karbon nanotiip yiizeyi ile temas etme egilimdedirler. Cok zincirli HexCoil-Ala sistemlerindeki
tayrosin aminoasitleri, nanotiipiin karbon atomlar ile etkilesime girmek i¢in sistemdeki Ala-
Coil ara yiizeyleri arasindan bir penetrasyon hareketi yaparak bu yilizeyin kararliligin1 bozmaya
tesebbiis edebilmektedirler. Bu sebeple Ala-Coil ara yiizeyleri i¢in literatiirdekilerden daha
kiicik mesafe degerlerinin bulunmasinin, ilgilendigimiz sistemde karbon nanotiip
bulunmamasindan kaynaklandigi diistiniilmiistiir. Elde edilen bu bilgiler 1s18inda gelecekte
karbon nanotiip varliginda yapilacak protein tasarimlarinda, aromatik aminoasitlerin sergiledigi
bu oOzelligin de dikkate alinmasinin gerekliligi 6nemli bir sonu¢ olarak ortaya c¢ikmustir.
Tetramerik demetin biitiinliigii hakkinda bilgi edinebilmek i¢in yapilan ara yilizey mesafeleri
Olgtimleri yaninda Leu-Zipper ve Ala-Coil ara yiizeyleri igin heliksler arasi ortalama
mesafelerin reaksiyon koordinati olarak kullanildigi serbest enerji yiizeyleri de ¢izilmis ve

yukaridakilere benzer sonuglar bu analizlerden de goriilmiistiir.
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Yukaridaki analizler 15181inda 400 K sicakliga kadar genel olarak konformasyonel kararliligini
ve tetramerik demet biitiinliigiinii korudugunu goézlemledigimiz sistemimizde, farkl
sicakliklardaki  simiilasyon zamanlari boyunca zincirlerde ortaya ¢ikan bdolgesel
konformasyonel degisimleri inceleyebilmek ve bu degisimlerin sebeplerini arastirmak amaciyla
ilk etapta RMSF analizleri yapilmistir. Bu analizlerde elde edilen bilgiler daha 6nce bahsedilen
DSSP ve heliks kesri analiz sonuglarini destekler nitelikte olup, sicaklik artisiyla HexCoil-Ala
zincirlerinde gozlenen dogal yapidan sapmalarin ¢ogunlukla zincirlerin u¢ bolgelerindeki
aminoasitlerinden kaynaklandigini ortaya koymustur. Bu durum ug bolgelerin diger bolgelere
gore daha esnek bir yapiya sahip olmasina ve bu bdlgelerin daha fazla ¢ozelti etkisine maruz
kalmasina atfedilmistir. Bu sebeple ikinci olarak, zincirlerdeki her bir aminoasidin ¢ozeltiye
maruz kaldig1 yiizey alanlar1 SASA analizi yapilarak arastirilmis ve elde edilen sonuglarin
RMSF sonuglarini destekledigi goriilmiistiir. Daha sonra demet halinde bulunan ve kanala
benzeyen tetramerik yapimizin iginde kalan su molekiillerinin simiilasyonlar boyunca
davraniglar1 anlik goriintiilerle incelenmis ve yapilan bu incelemede ilgilenilen sicakliklarda
baslangicta tetramerik sistemin icerisinde bulunan ortalama 30-60 adet su molekiiliiniin,
ilerleyen simiilasyon zamanlarinda hidrofobik etkilesmeler nedeniyle kanal benzeri yapinin
disina itildigi ve sonrasinda zincirlerin u¢ bolgeleri hari¢ hi¢bir su molekiiliiniin yap1 iginde
kalmadigi gozlemlenmistir. Elde edilen bu sonuglar, RMSF ve SASA analizlerinde ug
bolgelerde gozlemlenen yiiksek degerlerin sebebinin u¢ bolgedeki aminoasitlerin daha fazla su

molekiilleri ile temas halinde olmasi1 gercegini desteklemistir.

Calismamizin son kisminda yapimizin konformasyonel kararlilifi ve tetramerik demet
biitiinliigiiniin korunmasinda 6nemli oldugunu disiindiigiimiiz etkilesimlerden biri olan
hidrojen bag: etkilesimi arastirilmistir. Yan zincirlerin kendi aralarinda yaptigi hidrojen bag
sayilarinin ana zincirlerin kendi atomlar ile yaptig1 bag sayisindan fazla olmasi yan zincir
atomlarinin birbirlerine daha yakin kontak halinde olmasindan dolay1 beklenen bir sonug
olmustur. Diger bir sonugta yine beklenildigi gibi artan sicaklikla birlikte hidrojen bag
sayisindaki azalmadir. Yapimizin konformasyonel kararlilifi ve demet biitiinliigliniin
korunmasinda 6nemli oldugu diisiiniilen diger etkilesim ise sistemimizde zincir-i¢i ve zincirler-
aras1 kurulan tuz kopriileridir. Yapilan analizlerde HexCoil-Ala zincirinin merkez bolgesindeki
E15-K16 aminoasitleri arasinda meydana gelen zincir-igi tuz kopriilerinin  monomer
omurgasinin kararliligina 6nemli derecede katkida bulundugu ortaya konmustur. HexCoil-Ala

zincirleri arasinda genellikle Leu-Zipper ara yiizeyinde olusan 3 adet tuz kopriisi
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incelendiginde ise ozellikle E8-R25 aminoasitleri arasinda meydana gelen etkilesimin en
kuvvetli tuz kopriisii etkilesimi oldugu goriilmiistiir. Literatiirde de yiiksek sicakliga dayanikli
biyolojik yapilarda bu tiirden tuz kopriisii agina rastlandigindan, tetramerik sistemimizde E8-
R25, E2-K29 ve E4-R25 aminoasitleri arasinda kurulan zincirler-arasi tuz kopriilerinin, Leu-
Zipper ara yiizeylerinin kararliliginin dolayisiyla demet biitiinliigliniin korunmasinda baslica
etkilesimler oldugu sonucuna varilmistir. Bu sonu¢ gelecekte tasarlanacak muhtemel yiiksek
termal kararliga sahip biyolojik yap1 calismalarinda aminoasit dizilimleri belirlenirken,
ozellikle tuz kopriisii etkilesimi yapabilecek aminoasitlerin se¢iminin Onemini ortaya

koymustur.

MD simiilasyon yontemi ile yaptigimiz bu calismada elde ettigimiz sonuglarin literatiirdeki
diger teorik ve deneysel sonuglarla oldukca iyi bir uyum sergilemesi, bu tip yapilarin
arastirlmasinda MD simiilasyon teknigi kullanilmasinin uygun bir yontem oldugunu
gostermistir. Deneysel yontemlerle ortaya konmasi zor olan, literatiirde HexCoil-Ala
monomerlerinin ¢ogunlukla tetramerik yapi olusturma egilimde oldugu yoniindeki raporlar,

MD tekniginin sundugu avantajlar ile ¢alismamizda nedenleri ile birlikte agiklanabilmistir.

Caligmamizin, bu haliyle ileride yapilacak olan protein tasarim ¢aligmalarina ve teorik diger

caligmalara 151k tutacagi diisiiniilmektedir.
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