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Proteinlerin ikincil yapilarinin yani sira katlanma dinamikleri ve mekanigini anlama, bilim
diinyasinda 6nemli problemlerden biri olmay: siirdiirmektedir. Bilgisayar simiilasyonlar1 da
bu problemi anlamada mikroskobik zaman ve uzunluk boyutuyla laboratuarin makroskobik
diinyas1 arasinda bir koprii gibi davranirlar. Molekiiler Dinamik (MD) ise karmasik
makromolekiiler sistemlerin dinamigi ve yapisina 1s1k tutmak i¢in giiglii bir aragtir. Diger
taraftan, ozellikle diisiik sicakliklarda standart MD simiilasyonlar ile ¢6ziinmiis peptid ya da
proteinlerin konformasyon uzayini tam anlamiyla taramasini engelleyen yerel minimumlardan
birine takilip kalmasi s6z konusudur. Bu problemin distesinden gelmek icin Onerilen
¢Oziimlerden uygulamasi en kolay ve zaman maliyeti en diisiik olan “Replica Exchange
Molecular Dynamics (REMD)” simiilasyon yontemidir. Bu yontemde, bir¢ok farkli
sicakliklardaki simiilasyonlar birbirinden etkilenmeyecek bi¢imde paralel olarak ¢alistirilir ve

konfigilirasyonlar arasinda periyodik olarak degis tokus girisiminde bulunulur.
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OZET (devam ediyor)

Bu tez ¢alismasinda, Staphylococcal enterotoxin B’ye (SEB) baglanma afinitesi gosteren ve
deneysel olarak sentezlenmis ii¢ farkli peptidin ve bunlarin tekrarli dizilimlerinin sulu ortam
icindeki konformasyonel durumlari hem MD hem de REMD simiilasyonlar1 tarafindan
orneklenmistir.  Simiilasyonlar  siiresince  peptidlerin  sahip oldugu 1ii¢ boyutlu
konformasyonlarinin ikincil yap1 degisimleri zamanin fonksiyonu olarak elde edilmistir.
Bunun yaninda “Principal Component Analysis (PCA)” yontemiyle, peptidlerinin ikincil
yapilarinin sicaklikla nasil degistigini anlamak amaciyla her peptidin serbest enerji yiizeyleri
(Free Energy Landscape, (FEL) ) belirlenmistir. REMD analiz sonuglarindan ise tiim
peptidler i¢in hidrofobik, hidrofilik ¢ozelti erisim yiizey alanlar1 (SASA) ve yaptiklari

hidrojen bag sayilar1 hesaplanmistir.

MD ve REMD simiilasyonlarindan elde edilen bu bilgiler, peptid dizilimlerinin agirlikli
ikincil yapilarimin rastgele sarim, kivrilma ve beta doniisii formlarinda oldugunu ve
simiilasyonun baslangi¢ yapisi ve sicaklikla bu ikincil yapilarin degistigini ortaya koymustur.
Bunun yaninda peptidlerin hidrofobik segmentlerinin kivrilma ve beta doniisii formlarini alma
egiliminde oldugu goriilmistiir. Bulunan sonuglar literatiirdeki deneysel sonuglarla

karsilastirilmis ve uyum i¢inde olduklar1 gozlenmistir.

Anahtar Sozciikler: MD, REMD, ikincil yapilar, peptid ligand, PCA, serbest enerji yiizeyi
Bilim Kodu: 404.04.01
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Understanding the dynamics and mechanism of protein folding as well secondary structure
continues to be the central problems in bioscience. Computer simulations act as a bridge
between microscopic length and time scales and the macroscopic world of the laboratory.
Molecular dynamics simulations represent a powerfull tool to gain insight into the structure
and dynamics of complex macromolecular systems. On the otherhand, with standard MD
simulations at low temperatures, an explicitly solvated protein or peptide generally becomes
trapped in any of many local energy minima, prohibiting a representative sampling of the
entire range of conformations. Of a few suggested solutions, REMD is least time-consuming,
easiest to implement, and theoretically sound. In this metod, a number of simulations are
performed at different temperatures in parellel, and exchanges of configurations are tried

periodically.



ABSTRACT (continued)

In this thesis, the conformational states of three different peptide sequences that bind to
Staphylococcal enterotoxin B (SEB) and of their repeating sequences were sampled by
Molecular Dynamics (MD) and Replica-exchange molecular dynamic simulations (REMD) in
explicit water. During simulations, changes in the secondary structure having peptides have
been obtained. We have also obtained the free-energy landscapes (FEL) of each peptide by
principal component analysis, to understand how the secondary structural properties change
according to temperature. From the analysis of REMD results, we also calculated
hydrophobic and hydrophilic solvent accessible surface areas (SASA) and the number of
hydrogen bonds for all peptides.

The information obtained MD and REMD simulations exhibit that the peptide sequences have
mostly random coil, bend and turn structures and these structures change with temperature
and the initial conditions of simulations. Addionally, it has been observed that the
hydrophobic segments of the peptides tend to form bend or turn structures. The results
obtained were compared with the experimental results in the literature and it has been seen

these results are consistent with each other.

Key Words: MD, REMD, secondary structures, peptide ligand, PCA, free energy landscape
Science Code: 404.04.01
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BOLUM 1

GIRIS

Molekiiler Modelleme, model olusturma ve hesaplama araciligiyla molekiiler yap1 ve
fonksiyon c¢aligma bilimi ve sanatidir. ¢ Oxford English’ sozliige gore model, hesaplamalar1 ve
tahminleri kolaylastirmak ic¢in tasarlanan bir sistem ya da siirecin basitlestirilmis ya da

idealize edilmis tarifi olarak tanimlanir (Leach 2001).

Ozellikle bilgisayarla molekiiler sistemlerin modellenmesi, ¢esitli disiplinlerden bilim
adamlarinin artarak devam eden ilgisine sahiptir. Ozellikle protein, niikleik asit ve lipitler gibi

biiyiik biyolojik polimerlerin modellemesi tam bir¢oklu disiplinler arasi1 girigsim gerektirir.

Proteinler, aminoasitlerin zincir halinde birbirine baglanmasindan olusan biyopolimerlerdir.
Proteinlerin katlanarak aldigi iic boyutlu konformasyonlar1 ise onlarin islevleri hakkinda
onemli bilgiler verirler. Bu sebeple ikincil ve daha {ist yapilarin ¢esitli yontemlerle
belirlenmesi tipta ila¢ dizayni i¢in 6nemli bir katki saglayacag: gibi endiistriyel kullanimi en
yaygin olan polimerlerden, biyosensorlere, gida gilivenligi ve teknolojisine kadar genis bir

alanda degerlendirme olanag1 saglamaktadir.

Bir proteinin termodinamik o6zellikleri ile kararli yapilarinin belirlenmesinde deneysel
yontemler énemli bir yer tutar. Ozellikle 3 boyutlu yapilarinin belirlenmesinde X-1sinlari,
Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) gibi degisik spektral yontemler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bununla beraber, herhangi bir peptid veya proteinin dinamik davranisi ya da
meydana gelen katlanma olaymin anlagilmasinda yeterli bilgi deneysel yontemlerden elde
edilemeyebilir. Ya da, sentezlenen herhangi bir peptid veya proteinin yagam omrii kisa olmasi
durumunda deneysel yontemleri kullanma imkan1 olmayabilir. Bu gibi durumlarda sistemin
anlasilmasi i¢in kuramsal yontemlere bagvurulmasi kagiilmaz olur. Protein yapilarinin
oldukca yiiksek esneklige sahip olmasi, anormal sayida miimkiin konformasyonlara neden

olmaktadir. Cok sayida serbestlik derecesine sahip bu tiir sistemlerin kuramsal agidan



anlagilmasi oldukc¢a zordur. Tamami ile yeni matematiksel yaklagimlarla bu sistemler izah
edilmeye calisilmasina ragmen, en énemli bilgilerin simiilasyon ¢aligsmalari ile elde edilecegi
bilinmektedir (Hao and Scheraga, 1994, Hansmann and Okamoto 1993, Okamoto 1998). Bu
nedenledir ki son otuz yildir proteinlerin diisiik enerjili konformasyonlar1 simiilasyon
teknikleri ile 6rneklenmeye c¢alisilmaktadir (Meirovitch and Meirovitch 1997, Baysal and
Meirovitch 1997).

Biyomolekiillerin dinamik simiilasyonlar1 bugiin 3 temel uygulama alanina sahiptir. Birinci
olarak, Molekiiler Dinamik (MD) simiilasyonlar farkli zaman skalalarinda c¢oziiciide
biyomolekiillerin dogal dinamikleri ile ilgili fikir sahibi olmak i¢in kullanilabilirler. Diger
yandan, ergodik hipoteze gore, bir zaman periyodu i¢inde bulundugu ortamla birlikte tek bir
molekiil simiile edilebilir ve zaman ortalamas1 alinarak deneysel olarak 6Slgiilebilen topluluk
ortalamalarina yaklagsan molekiiler 6zellikler elde edilebilir. Bundan dolay: ikinci olarak,
molekiiler 6zelliklerin termal ortalamalar1 bu simiilasyonlarla elde edilebilir. Son olarak, MD
yontemi ile bir molekiiliin ya da kompleksin termal olarak ulasilabilen konformasyonlari
belirlenebilir. Bu teknik ornegin ligand-docking uygulamalarindaki gibi konformasyon

uzayini belirlemek i¢in kullanilabilir.

[lk MD simiilasyonlar kati kiire potansiyeli gibi cok basit potansiyeller kullanilarak
yapilmustir. Bu potansiyelde parcaciklarin davranis: bir bilardo topunun davranisina benzer ve
parcaciklar carpismalar arasinda sabit bir hizla dogrusal hareket ederler. Carpigmalar,
miikemmel elastiktir ve bir ¢ift kiire arasindaki uzaklik onlarin yarigaplar1 toplami oldugunda
meydana gelirler. Bir ¢arpigmadan sonra ¢arpigsan kiirelerin yeni hizlari, lineer momentum
korunum prensibi kullanilarak hesaplanabilirler. Kat1 kiire modeli, pek ¢ok faydali sonug
saglamis olmasina ragmen, atomik ya da molekiiler sistemleri simiile etmek i¢in gergekg¢i bir
model degildir. Lennard-Jones gibi potansiyellerde, iki atom ya da molekiil arasindaki kuvvet
uzaklikla siirekli olarak degismektedir. Daha gercek¢i potansiyellerin dogasi, hareket

denklemlerinin ¢ok kisa zaman adimlarina boliinerek hesaplanmasini gerektirir (Leach 2001) .

Bir simiilasyon i¢in temel nokta fiziksel sistem i¢in bir model olusturmaktir. Molekiiler
Dinamik i¢in bu, atomlarin belli konfigiirasyon diziliminde sistemin potansiyel enerjisini
temsil edebilecek bir potansiyel enerji fonksiyonu (force field) secimine karsilik gelir. Protein
veya peptid dizilimlerinin hem termodinamik yapilar1 hem de katlanma 6zelliklerini ¢alismak

i¢in literatiirde olusturulmus bir¢ok kuvvet alan1 bulunmaktadir. Bunlarin en ¢ok bilinenleri



AMBER (Cornell et al. 1995), CHARMM (MacKerrell et al. 1998), GROMOS (van
Gunsteren et al. 1996) ve ECEPP (Sippl et al. 1984) potansiyel enerji fonksiyonlaridir.

Protein katlanma (folding) simiilasyonlarinda, diisiik sicaklikta, simiilasyonlar ¢ok sayida
yerel minimum enerji durumlarindan birine takilma egilimi gdsterdiginden, klasik simiilasyon
metotlariyla tam bir kanonik dagilim elde etmek zordur. Bu ¢oklu-minimumlar (multiple-
minima) problemini ¢ézmenin bir yolu, non-Boltzmann olasilik agirlik carpanlarina dayali
simiilasyonlar yapmaktir. Bdylece enerji uzayinda rastgele bir yiirliylis (random walk)
gerceklestirilebilir. Rastgele ylirliyligler, simiilasyonun herhangi bir enerji bariyerini
geemesine izin verir ve boylece klasik metotlardan ¢ok daha genis bir faz uzayi
orneklenebilir. Bu tip metotlardan biri olan “Multikanonik Algoritma” enerji uzayinda 1
boyutlu rastgele yiiriiylis saglarken, bir diger metot olan “Simulated Tempering” ise sicaklik
uzaymda 1 boyutlu rastgele yiirliylis saglar. Bu tip agirlik carpanlarindan dolayi enerji
uzaymda rastgele yliriiylis saglayabilen metotlara genel olarak “Genellestirilmis Topluluk

Algoritmalar1” denir (Sugita and Okamoto 1999).

Genellestirilmis topluluk metotlar1 giiclii olmasina karsin, Multikanonik ve Simulated
Tempering metotta olasilik agirlik ¢arpanlart 6nceden bilinemediginden kisa 6n simiilasyonlar
ile belirlenmek zorundadirlar. Bu sebeple siire¢ cok zordur ve can sikici olabilir. Bunlarin
iistesinden gelen genellestirilmis topluluk algoritmasina dayali bagka bir metot ise “Replica
Exchange” metottur. Bu metotta agirlik carpani zaten bilinmelidir ve belirlenmesinde higbir

sikint1 yoktur.

Replica Exchange Molecular Dynamics (REMD) metotta, farkli sicakliklardaki kopyalar
(replica) birbirinden bagimsiz bir bigimde simiile edilmektedir (Copps et al 2008).
Simiilasyon siirecinde belli zaman araliklarinda komsu sicakliklara ait simiilasyonlarin
yoriinge koordinatlar1 ya rastgele ya da sicaklik ve iki sistemin anlik potansiyel enerjilerinin
fonksiyonu olan bir olasilik denklemine bagli olarak degis tokus edilir ya da edilmez.
Kopyalarin degis tokusu bir yerel minimuma takilip kalabilecek olan sistemin, bu

minimumdan kagabilmeye yetecek enerjiye ulasmasina olanak saglamaktadir.

REMD simiilasyonlarla peptid hareketine atomik boyutta bir bakis ve serbest enerji yiizeyinin
bir temsili elde edilebilir. Simiilasyonlardan serbest enerji ylizeyini elde etmek i¢in bir

reaksiyon koordinat setine ihtiyag vardir. Bu setle farkli konformasyonel alt setleri ayirabilme



olanagi saglanir. Reaksiyon koordinatlari “Temel Bilesen Analizi” yontemi (Principle
Component Analysis, PCA) ile elde edilebilir. PCA, yaygin olarak protein dinamigini
incelemek icin kullanilan bir metottur ve birka¢ temel bilesen vasitasiyla konformasyonel
ornekleme hakkinda bilgi saglayan bir aragtir. Bu metodu kullanarak MD ydriingeleri az

sayida degiskenle agiklanabilir (Papaleo 2009).

Bu tez ¢alismasinda “Staphylococcal enterotoxin B (SEB)” toksinine yliksek afinite gosteren
tic peptid diziliminin ve bu peptid dizilimlerinin ikili ve {i¢lii tekrarlanmasiyla olusturulmus
yeni peptid dizilimlerinin termodinamik ozellikleri ile dogal konformasyonlarinin MD ve
REMD simiilasyon yoOntemleriyle incelenmesi amacglanmigtir. Bu amagla, tezin ikinci
boliimiinde, biyomolekiiller bashigi altinda proteinlerin yap1 ve islevleri hakkinda genel
bilgiler verilerek biyosensdr kavrami anlatilmigtir. Ugiincii béliimde ise, molekiiler
modelleme kavrami, molekiiler modellemenin biyomolekiillerin yapilarinin anlagilmasindaki
yeri ve 6nemi iizerinde durulmustur. Bunun yani sira ayni béliimde, molekiiler modellemede
kullanilan etkilesim terimleri ve kuvvet alanlar1 agiklanmis ve son olarak molekiil-¢cozelti
etkilesiminin 6nemi sebebiyle modellemede kullanilan su modellerinden bahsedilmistir.
Dordiincii bolimde, simiilasyon kavrami ve simiilasyon tekniklerinden bahsedilmis ve bu
simiilasyon tekniklerinin birbirlerine gore farkliliklar1 ortaya konulmustur. Ayrica, bu
bolimde MD tekniginin temellerini olusturan istatistik fizikteki kiime kavramlari, kiime
ortalamasi, molekiiler dinamikte sinir kosullari, kullanilan algoritmalar, sicaklik ve basing
kontrol yontemleri gibi konular anlatilmistir. Besinci boliimde, tez ¢alismasi kapsaminda
kullanilan REMD simiilasyon metodunun ayrintilari ve formalizmi verilmistir. Incelenen
peptid dizilimlerinin tekli formlarinin MD ve REMD simiilasyon ¢aligmalari ile birlikte aym
peptidlerin ucuca eklenmesiyle elde edilmis ikili ve {iglii tekrarli formlarinin MD ve REMD
simiilasyon sonuglar1 ise altinci boliimde verilmistir. Son boliimde, elde edilen sonuglar
degerlendirilmis, REMD ve MD simiilasyon teknikleri arasindaki farkliliklar ortaya
konmustur. Ayrica peptid dizilimlerinin ikincil yap1 egilimlerinin ligand baglanma afinitesine
etkisi ve afiniteyi artirmak i¢in Onerilen tekrarli dizilimlerin bunu ne sekilde etkiledigi

yorumlanmustir.



BOLUM 2

BiYOMOLEKULLER

2.1 GIRIS

Dort temel biyolojik makromolekiilden ii¢li polimer yapidadir. Polimerler, ayni tiirden ve
bagil olarak kiigiik olan molekiillerin ardisik diziliminden olusurlar. Biyomolekiillerden
proteinler aminoasitlerin, niikleik asitler (DNA ve RNA) niikleotidlerin, polisakkaritler ise
sekerlerin polimerleridir. Dordiincii tiir biyolojik makromolekiil olan lipitler ise polimer
yapida degillerdir. Niikleik asitler informasyonel molekiillerdir, canlinin yap1 ve islevleri ile
ilgili temel bilgiyi niikleotidlerin dizilimine kodlanmis olarak tasirlar. Lipitler, hiicre
zarlarinin ana iskeletini olustururlar. Proteinler, diger makromolekiillere benzer bi¢imde, canli

organizmalarin temel bilesenlerindendir ve hiicrelerin i¢indeki her siirecte yer alirlar.

2.2 AMINOASITLER VE PROTEINLER

Proteinlerin yapi taslar1 olan aminoasitler, a-karbonu (C,) olarak adlandirilan merkezi karbon
atomuna bagl bir karboksil grubu [COOH ] ile bir amino grubu [NH2] icerirler. Genel semasi
Sekil 2.1° de goriilen aminoasitlerin yapilarinda bulunan ve rezidii (R) adi verilen molekiil
grubunun farkliligina gére dogada 20 cesit aminoasit vardir ve bu aminoasitler isimlerini
sahip oldugu rezidiilerden alirlar. Literatiirde tiim aminoasit isimleri Cizelge 2.1’ de sunulan

3-harfli veya 1-harfli standart kodlamalar seklinde gosterilmektedirler.

Aminoasitler ortamin pH degerine gore pozitif veya negatif bir yiike sahip olabilirler. Net
yiikleri, pH’ min izoelektrik nokta (pl) olarak adlandirilan kritik bir degerinde sifirdir. Ancak
sulu ortamda izoelektrik noktada bile hem amino grubu hem de karboksil grubu iyonlagmis
olarak bulunur. Sulu ortamdaki dipolar iyon veya zwitterion olarak adlandirilan bu durumu
nedeni ile bir aminoasidi Sekil 2.1b” deki gibi gostermek daha uygun olmaktadir (Pehlivan

1997).
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Sekil 2.1 Aminoasitlerin genel yapisi.

Yan zincirdeki farkliliklar, proteine kendine 6zgii oldukca degisik yapilar ve aktiviteler
kazandirirlar. Tiim aminoasitler yan zincirleri bir arada diislinlildiigiinde, arti veya eksi
yiikliiden hidrofobiye kadar olduk¢a fazla c¢esitli yapisal Ozellikler gosterirler. Yan
zincirlerinin karakteristiklerine bagli olarak aminoasitler, apolar, polar yiiksiiz, polar asidik ve

polar bazik aminoasitler seklinde gruplandirilabilirler.

Apolar aminoasitler, yan zincirlerinde hidrofobik 6zellik gosteren radikal grup bulundururlar.
Hidrojen baglar1 yapamayan aminoasitlerdir. Yan zincirlerinde, genellikle oksijen veya azot
yoktur. Oncelikli olarak bir proteindeki 6zel bir bosluga hangi aminoasidin en iyi sekilde
uyabilecegini belirleyen biiyiikliik ve sekillerine gore ayrilirlar. Van der Waals kuvvetleri ve
hidrofobik etkilesimler sayesinde bir arada tutunurlar. Glisin, Alanin, Valin, Lésin, 1zoldsin,

Fenilalanin, Triptofan, Metiyonin ve Prolin apolar aminoasitler grubundadir.

Polar yiiksiiz aminoasitler, notral ortamda tamamen yiiksiizdiirler. Bu gruptaki aminoasitlerin
yan zincirleri zayif asit ve bazlardir. Fizyolojik ortamda ise yine tamamen yiikli degillerdir,
ancak kismi art1 (+) ve eksi (-) yikler icerirler. Bu sebeple, su dahil olmak iizere diger
molekiillerle hidrojen bagi yapabilirler. Genelde oldukg¢a reaktif olan bu grupta Serin,

Treonin, Asparagin, Sistein, Glutamin ve Prolin gibi aminoasitler yer almaktadirlar.



Cizelge 2.1 Aminoasitlerin standart kodlari.

AMINOASIT | KISALTMA | AMINOASIT | KISALTMA
Glisin Gly G Treonin Thr T
Alanin Ala A Sistein Cys C
Valin Val \" Metiyonin Met M
Losin Leu L Asparajin Asn N

[zolosin Ile I Glutamin Gln Q
Prolin Pro P Aspartat Asp D
Fenialanin Phe F Glutomat Glu E
Tirozin Tyr Y Lizin Lys K
Triptofan Trp A\ Arjinin Arg
Serin Ser S Histidin His H

Polar asidik aminoasitler, fizyolojik ortamda negatif yiikliidiirler ve asidik 6zellik gosterirler.
Aspartik asit ve Glutamik asit aminasitleri bunlara Ornektir. Diger yandan polar bazik
aminoasitlerin yan zincirlerinde proton alici molekiiller bulundugundan, fizyolojik ortamda
pozitif yukliidiirler ve bazik 6zellik gosterirler. Lizin, Arginin ve Histidin aminoasitleri ise bu

grup i¢inde yer alirlar.

Peptidler aminoasitlerin birbirleriyle peptid baglar1 ad1 verilen kovalent baglarla birlesmeleri
sonucu olusurlar (Sekil 2.2). Peptid bagi bir aminoasidin karboksil grubu ile ikinci bir
aminoasidin amino grubu arasindan bir H,O molekiiliiniin agiga ¢ikmasi sonunda meydana
gelir. Peptid bagi, c¢ift kovalent bag oOzelliklerini tagir. Bu ozellikler C-N baginin ekseni
boyunca doniis yetenegini biiyiik Olgiide kisitlar ve bagi olusturan 6gelerin bir diizlem
tizerinde yer almasi ile sonucglanir. Ancak diger birimlerde C-C ve C-N baglan etrafinda
donmeler olanaklidir ve bu donmeler proteinin ii¢ boyutlu yapisinda oOnemli rol
oynamaktadirlar. Boyle peptid baglar1 ile ardisik siralanmig bir aminoasit dizisinin
olusturdugu polipeptid zincirinin bir ucunda serbest bir amino grubu (-NH>) ve diger ucunda

serbest bir karboksil grubu (-COOH) bulunur. Serbest amino grubunun bulundugu uca



proteinin amino (N-terminal) ve serbest karboksil grubunun bulundugu uca da karboksil (C-

terminal) ucu ad1 verilir.
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Sekil 2.2 ki aminoasit molekiiliiniin bir peptid bagi ile birlesmesi ( Oguz 2011).

2.3 PROTEINLERIN YAPI VE iSLEVLERI

Gegen vyiizyilin sonunda Berzellius tarafindan belirlenmis olan adlarimin (birinci) da
vurguladigr gibi proteinler, makromolekiiller arasinda ¢ok oncelikli bir konuma sahiptir.
Proteinlerin bazilar1 hiicrenin olusumunda sadece bir yapitasi olarak islev goriirken (yapisal
proteinler) bazi proteinler ise 6zgiin ii¢ boyutlu yapilar1 sayesinde molekiilleri tanima, onlarla
etkileserek hiicredeki olaylara yon verme etkinligine sahiptir. Bu ikinci sinifa giren (etkin ya
da aktif) proteinlerin ortak 6zelligi, ligand adi verilen kendilerine 6zgii maddeleri baglama
yetenekleridir. Bagladiklar1 ligandin 6zelliklerine gore, bu proteinler de Enzimler,
Immiinproteinler, protein hormanlar, diizenleyici proteinler, tasiyici proteinler ve kontraktil

proteinler gibi ¢esitli gruplara ayrilabilirler.

Enzimler: Proteinlerin en 1iyi bilinen rolii kimyasal tepkimelerin katalizleyicisi olarak enzim

gorevleridir. Enzimler genelde bir veya birka¢c tepkimeyi hizlandiran c¢ok 6zgiil



katalizorlerdir. Enzimler metabolizma ve katabolizma ile ilgili cogu tepkimeye etki eder,
ayrica DNA ¢ogalmasi ve onarimi gibi olaylarda yer alirlar. Bazi enzimler ¢evrim sonrasi
degisim ad1 verilen bir siirec ile baska proteinler {izerine etki ederler, kimyasal gruplar ekler
ya da cikarirlar. Enzimler tarafindan baglanan ve etki géren molekiiller substrat olarak

adlandirilirlar.

Immunproteinler: Bu proteinler antijen adi1 verilen makromolekiiler nitelikli ligant yapilar

geri doniisiimsiiz bir etkilesim ile baglayarak sabitlestirirler.

Protein hormonlar: Etkilerini gosterdikleri hiicrelerin membranlarindaki kendilerine 6zgii

proteinlere (reseptorlere) geri doniisiimlii olarak baglanirlar.

Diizenleyici proteinler: Ligantlarina baglanmalar1 geri doniistimlii olup bu baglanma ligantin

biyolojik etkinliginin degigsmesiyle sonuglanir.

Tasiyici proteinler: Kendilerine 6zgii ligand1 geri doniisiimlii olarak baglayip, canli sistemin

bir boliimiinden diger boliimiine tasimakla gorevlidirler.

Kontraktil proteinler: Liganda baglanmalar1 mekanik isin ger¢ceklesmesiyle sonuglanir (Anon

1994).

2.3.1 Protein Yapilan

Cogu protein katlanarak kendine has ii¢ boyutlu bir yapiyla sekil alir. Proteinin dogal olarak
olusturdugu sekle onun “native” hali denir. Bir protein zincirindeki aminoasitlerin dizilimi
proteinin “birincil yapist” olarak adlandirilirlar. Dizilim anlagmali olarak amino ucundan

baglatilir, karboksil ucunda sonlandirilir. Cok sayida proteinin birincil yapist ¢oziilmiistiir.

Proteinlerin “ikincil yapilart”, protein zincirinin uzaydaki organizasyonu ile ilgilidir. Bu giine
degin bircok farkli tiirde ikincil yapinin varligi anlagilmistir. En ¢ok rastlanan ikincil yapilar

a-heliks, B-yapragi ve rastgele sarim yapilaridir.

Protein zinciri, yap1 ve 6zellikleri farkli halkalardan olustugundan, biitiin zincir boyunca tek

diize bir ikincil yap1 gostermemektedir. Halkalar arasinda, hidrojen baglari, hidrofobik



etkilesimler ve iyonik baglar gibi ¢cogu zayif etkilesimler ve Sistein aminoasitleri arasinda
kurulan disiilfit baglar1 (S-S) nedeni ile protein zinciri katlanip paketlenerek, molekiil kiire
(global) bi¢imini alabilmektedir. Bu list yapiya ise “digiinciil yap1” denmektedir. Bu ¢
boyutlu geometrik sekiller, enzim gibi biyolojik yapilarin fonksiyonlar1 agisindan ¢ok biiyiik
onem tagirlar. Bu nedenle enzimlerin ii¢ boyutlu yapilarinin ve bu yapiyi etkileyen faktorlerin
bilinmesi enzimlerin c¢aligma mekanizmalarint anlamakta biiyilkk Onem tasimaktadir.
Proteinlerin yap1 ve islevlerinde suyun da ¢ok onemli etkisi vardir. Yirmi aminoasitten bir
kismui polar veya hidrofilik, bir kismi ise hidrofobik 6zellige sahiptir. Bu sebeple, biikiilebilir
bir protein zinciri hidrofobik etkilesimlerle katlanir. Bu sirada, hidrofobik aminoasitler su ile
temas etmeyecek bir sekilde, olusan kiiresel yapinin merkezine dogru toplanirlar. Bdylece su
ticlinciil yapinin olusumunu biiyiik dlgiide etkilemis olmaktadir. Sonug olarak ikincil yapi
peptid baglar1 arasindaki etkilesimlerden kaynaklanmasina ragmen {igiinciill yap1 yan

zincirlerin kendi aralarinda ve ¢evre ile etkilesimlerinden kaynaklanir.

Molekiil agirligt ¢ok biiyiikk olan bazi proteinler, birincil, ikincil ve iiglinciil yapilar
birbirinden farkli bircok polipeptid zinciri icerebilmektedirler. Bu alt birimler arasinda,
muhtemelen yiizey yiiklerinden kaynaklanan elektrostatik etkilesimlerle ortaya ¢ikan bir diger
list yapt “dordiinciil yap1” olarak adlandirilmaktadir. Ornegin, hemoglobin doért protein
molekiiliinden olusur. Hemoglobinin dordiinciil yapist iste bu proteinlerin hepsinin bir arada

bulunmasi ve geometrik bir sekil olusturmasi ile ortaya ¢ikar.

Proteinlerin biitiin bu yapilarinin sematik gosterimleri Sekil 2.3’ de bir arada verilmektedir.

Birincil yap1 Ikincil yap1 Ugiinciil yapt Dérdiinciil yap1

Sekil 2.3 Protein yapilari.
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Proteinlerin katlanma siirecini ve seklini belirleyen diger bir kural hidrofobik (polar olmayan
ve suyu sevmeyen) gruplarin katlanmis yapi i¢inde, hidrofilik (polar ve suyu seven) gruplarin
ise yap1 yiizeyinde konumlanmasina dayanir. Ancak, bu kural suyun ¢oziicii olarak bulundugu
ortam i¢in gegerlidir. Normalde, yalin bir yap1 diizenine sahip bir polipeptid zincirinin kendi
icinde katlanarak 6zgiin bir yapiya donlismesi olasiligi diisiik bir olaydir (negatif entropi).
Ancak, kurulan zayif baglar sonucu agia ¢ikan enerji ve hidrofobik gruplarin polar su
fazindan uzaklasarak aralarinda kurduklar1 van der Waals baglar1 (pozitif entropi) katlanma

surecini olanakli kilar.

2.3.2 Protein Yapilarina Hidrojen Bag Etkisi

Biyolojik fonksiyonlarini yerine getirebilmek i¢in proteinler uzay i¢inde belli bir bi¢cim alacak
sekilde katlanirlar. Bu katlanmay1 yonlendiren giicler, protein atomlar1 arasindaki hidrojen
bagi, iyonik etkilesimler, Van Der Waals giicleri ve hidrofobik istiflenme gibi, kovalent
olmayan etkilesimlerdir. Bu etkilesimelerden ikincil yapilarin olusumuna katki saglayan en
onemlisi hidrojen bagidir. Hidrojen bagi, bir molekiildeki oksijen, azot veya flor gibi
elektronegatif bir atoma bagli hidrojenin kismi art1 yilikle yiiklenmesi sonucu, bagka veya ayni

molekiildeki elektonegatif atom ile yaptig1 kuvvetli bagdir.

Bir polipeptid zinciri i¢indeki (=N-H) ve (=C=0) gruplar1 arasinda molekiil i¢i (alfa sarmal
yap1) veya molekiiller arasi (B-yapragi yapisi) hidrojen baglarimin olusumu sonucunda
meydana gelen diizenlenime protein molekiiliiniin “ikincil yapist” denir. Peptid baginin =N-H
grubunun ortaklanmamus elektron ciftleri ile =C-O grubu arasindaki mezomeri nedeniyle C-N
bag1 (peptid bagi1) kismen ¢ift bag 6zelligi gosterir ve bu nedenle de peptid grubu bir diizlem
tizerinde bulunur. Polipeptid zinciri bu ¢ift bagin etrafinda serbestgce donemez. Polipeptid
zinciri C, karbon (alfa karbon) atomu etrafindan peptid grubunun her iki tarafina serbestce
donebilir. Sonug olarak bazilar1 digerlerine oranla daha kararli olan ¢esitli polipeptid olusumu
miimkiin olabilir. Bunlar arasinda en dayanikli olanlar1 (=N-H) gruplari ile (=C=0) gruplarina

hidrojen bagi ile bagl olanlaridir. Bu sekilde iki ¢esit diizenlenme olabilir:

Bir polipeptid zincirin kendi =N-H ve =C=0O gruplar1 arasinda (molekiil i¢i) hidrojen
baglarinin olusumu ile polipeptid zinciri diisey bir eksenin etrafinda helezon tarzinda kivrilir.

Bu diizenlenime a-heliks (a-helix) yap:r denir. Hidrojen baglari, sarmaldaki birinci peptid
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bagmi dordiinciiye, ikinci peptid bagini besinciye ... siralamasiyla baglayarak sarmalin
halkalarini sabitlestirir. Peptid baglarina ait dipol momentler ayn1 yonde ve sarmal eksenine
paraleldir. a-heliks yapiin her sarmalinda 3.6 aminoasit kalintis1 bulunur. Bu sekil diiz bir
zincir halinde devam etmez, yer yer biikiilmeler gosterir. Ala, Leu, Phe, Tyr, Trp, Cys, Met,
His, Asn, Gln, Val aminoasitleri sarmal yapiyr saglamlastiran aminoasitler olmasina karsin
Ser, Ile, Thr, Glu, Asp, Lys, Arg, Gly aminoasitleri ise yapiyr zayiflatirlar. Prolin ve
hidroksiprolin ise a-heliks yapiy1 kiran aminoasitlerdir (URL-1 2012 ).

1 19 49 19 |
ALt
HROHR HR HR

Hidrojen Bag|

.. Hidrojen

Bagi

Sekil 2.4 Hidrojen baglari ile alfa heliks yapinin olusumu (URL-2 2012).

Birkag polipeptid zinciri arasinda hidrojen baglarinin meydana gelmesiyle ve C, atomundaki
R gruplarmin ayni veya zit yonde siralanmasiyla ya birbirine paralel veya anti paralel
diizenlenimler meydana gelir ki buna ikincil yapiin “B-yvaprag:” (B-sheet) veya kirmali

tabaka yapis1 denir.
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Sekil 2.5 Hidrojen baglar ile B-yaprag1 yapisinin olusumu (URL-2 2012).

“Rastgele sarim” (random coil) olarak adlandirilan bir diger yap1 kolay degisebilirlik ve
biikiilebilirlik gostermektedir. Ortamin sicakligl veya iyonik icerigi degistirilirse proteinlerin

ikincil yapisi, 6zellikle a-heliks yapis1t bozulmaktadir.

Proteinler hidrojen baglar1 agisindan zengindir. Proteinlerin {i¢ boyutlu yapisini belirleyen
giicler, protein omurgasindaki peptid atomlar1 ve yan zincir gruplari arasinda sekillenen
etkilesmeler sonucu meydana gelir. Proteinlerin aktif ii¢ boyutlu yapilarin1 kazanmalarinda

¢Oziicii sistemin (su ve i¢inde ¢dziinmiis bulunan bilesiklerin) de 6nemli bir rolii vardir.

Biyolojik sistemlerde tiim bu geri-dontisiimlii molekiiler etkilesimler baslica 3 giicle saglanir:
1. Hidrojen baglar
2. Elektrostatik baglar (tuz bag1 ya da iyonik baglar)

3. van der Walls ¢cekmeleri
Hidrojen baglari, ana zincirin =NH ve —C=0 gruplar arasinda o-heliks ve B-yapragi yapilar

olustururlar. Ayrica, 20 temel aminoasitten 11’ inin yan zinciri de hidrojen bagi olusumuna

katilabilir. Hidrojen bagi olusturma yetenegi olan gruplar;
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1. Triptofan ve argininin yan zincirleri (sadece hidrojen bagi vericisidirler).

2. Peptid grubuna ek olarak glutamin, asparajin, serin ve threonin yan zincirleri (hidrojen
bagi vericisi ve alicisi olarak hizmet edebilirler).

3. Lizin e-amino grubu, aspartik asit ve glutamik asit b ve g-karboksil grubu, tirozin

fenol grubu ve histidin imidazol grubu.

Bu gruplar pH degisimine bagli olarak bazen alic1 ve bazen de verici olarak hizmet ederler.

2.4 PROTEIN YAPILARININ BELIRLENMESI

Molekiiler biyoloji ve informatigin uygulamalarindan biri olan protein katlanmasi problemi
izerinde ¢alismalar yapan bilim insanlari, proteinin birincil yapisindan baslayarak ii¢ boyutlu
yapisina ulagsma siirecinin ardinda yatan biyolojik siireci arastirmaktadirlar. Proteinin {ig
boyutlu yapisinin bilinmesi, genin hiicre i¢indeki fonksiyonunun bilinmesini saglar. Boylece,
yapisi ve fonksiyonu bilinen bir gende herhangi bir aksaklik ya da bozukluk meydana gelmesi
durumunda, bu genin neresindeki bozuklugun organizmada ne tiir bir hastalia sebep
olabilecegi hakkinda bilgi edinmek miimkiin olur. Ancak, proteinin ii¢ boyutlu yapisini
bulmak, gerek zaman gerekse ekonomik agidan zahmetli bir istir. 1969 yilinda Cyrus
Levinthal, katlanmamuis bir polipeptid zincirindeki fazla sayida serbestlik derecesi nedeniyle,
molekiiliin ¢ok sayida olas1 konformasyona sahip olabilecegini fark etmistir. Bu yiizden {i¢

boyutlu yapiin niimerik olarak hesaplanmasi olanakl degildir (ITAP 2008).

Bir molekiiliin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri onun {i¢ boyutlu yapist ile iligkilidir.
Molekiillerin yapist ve fonksiyonu hakkinda cesitli teknikler farkli ve birbirini tamamlayict
bilgiler verirler. Molekiillerin ii¢ boyutlu yapilarinin elde edilmesinde kullanilan deneysel
teknikler; X-1sinlar1 difraksiyonu, elektron ve notron difraksiyonu ve NMR spektroskopisi

gibi tekniklerdir.

X-1gimlan difraksiyon yontemleri ile kiiglik molekiillerin yaninda proteinler gibi, biyolojik
makromolekiillerin de 3 boyutlu yapisin1 biiyiik bir dogrulukla hesaplamak olanaklidir.

Protein molekiillerinin birincil yapisi biyokimyasal yontemlerle, dordiinciil yapis1 (toplam

13 2

bicimi) ise “kiiclik ag1 X-151m1 sagilmast” yontemiyle (SAXS) ve “ elektron mikroskobu
kullanilarak elde edilebilir. Ikincil ve {igiinciil yapisi hakkinda ayrintili bilgi, protein icindeki

atomlarin diizenlenimlerinin bilinmesini gerektirir. Bu amacla kullanilan temel yontem
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protein kristalografisidir ve bu sayede atomik ¢Oziiniirlige (1.0A°) kadar bilginin
kaydedilmesi saglanir. “Circular Dichroism (CD)” spektroskopisi ise, yapisal asimetriden
dolay1 artan, sag-elli polarize 1518a karsilik sol-elli polarize 15181 sogurulmasindaki farklar
ortaya koyan bir tekniktir. Bu yontemle proteinin ikincil yapisi, UV 6tesi bolgede (190-250
nm) belirlenebilir. Bu dalga boylarinda kromofor peptid bagidir ve diizgiin, katlanmis bir
bolgede yerlestiginde sinyal artar. Alfa-heliks, beta sheet ve random coil gibi yapilarin her
biri CD spektrumda karakteristik bir sekil ve siddete neden olur. Her ikincil yap1 tipinin
uygun kismi, her yapi tipi ic¢in referans spektrumunun kesirsel ¢arpanlarinin toplami olarak,

UV otesi CD spektrumu analiz edilerek belirlenebilir.

Coziilmiis proteinlerin yapilar1 genelde Protein Data Bank (PDB) adli veri tabanina kaydedilir
ve bugiin itibariyle kullanilabilir durumda yaklasik 60.000 kristal yap1 depolanmistir. Yapisi
¢ozlilmiis proteinlerin sayisindan ¢ok daha fazla sayida yapisi heniiz ¢oziilmemis proteinler
vardir. Yapisi ¢oziilmiis proteinlerin ¢ogu, yap1 ¢ozmede kullanilan ve yukarida bahsedilen
baslica deneysel tekniklere kolayca uygulanabilenlerden olusmaktadir. Ozellikle, globiiler
proteinlerin X- 1511 kristalografisi icin kristallestirilebilmesi digerlerine gore daha kolaydir.
Ancak membran proteinlerinin kristallestirilmesi zordur ve PDB’da pek fazla yer almazlar.

Bu sebeplerden dolayi protein simiilasyonu biiyiik bir 6nem kazanmustir.

2.5 BiYOSENSORLER

Tiim canlilar yasadiklari ortamdaki degisimleri derhal algilayip yasamlarini siirdiirebilmek
i¢in degisimlere uymaya calgirlar. Iste bu algilama mekanizmasi biyosensorlerin in vitro
kullanimi i¢in temel olusturmustur. Canlilar teknologlarin hayal bile edemeyecegi duyarlik
performansi gosterirler. Ornegin baz1 kdpeklerin koku almalari insanlardan 100.000 kat daha
duyarlidir. Yilan baliklar1 tonlarca su igerisine ilave edilen birka¢ damla yabanci maddeyi
derhal algilarlar. Kelebekler partnerlerinin yaydig: birka¢ molekiilii bile hissederler. Algler ise

zehirli maddelere kars1 ¢ok duyarhdirlar.

Son yillarda bilim ve teknolojideki hizli gelismeler biyosensor kavram ve tanimlarinda da
onemli genislemelere yol agmistir. Canli yasamin 6nemli unsurlarindan olan gérme, isitme,
koklama, tat alma, dokunma gibi algilama mekanizmalar1 dogal ve en miikemmel
biyosensorik sistemler olarak diisiiniildiikleri i¢in biyosensor ¢alismalarina giizel 6rnekler

olusturmaktadirlar.
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Biyosensorlerin tarihi 1950” li yillarin ortalarinda L.C.Clark’ m Cincinnati Hastanesi’nde
(Ohio, ABD) ameliyat sirasinda kanin oksijen (O;) miktarint bir elektrot ile izlemesiyle
baglar. 1962 yilinda Clark ve Lyons “Glukozoksidaz” (GOD) enzimini O, elektrotu ile
kombine ederek kanin glikoz diizeyini 6l¢meyi basarmigslardir. Boylece yeni bir analitik
sistem olusmustur. Bu sistem bir yandan biyolojik sistemin yiiksek spesifisikligini (enzim)
diger taraftan ise fiziksel sistemin (elektrot) tayin duyarliligini birlestirmis ve genis
spektrumlu bir uygulama olanag bulmustur. Bir biyolojik sividaki glikoz ve ¢oziinmiis
oksijen elektrot etrafindaki membran1 gegerek elektrot yiizeyine ulastiginda glikoz
oksitlenerek glukonik aside doniisiir ve bu sirada O, harcanir. Ortamdaki glukoz bittiginde O,
elektrotu ile baglangictaki ve reaksiyon sonundaki ¢Ozlinmiis O, Olgiiliir. Aradaki fark
ortamdaki glukozun oksidasyonu i¢in harcanan O, olup buradan biyolojik sividaki glukoz
miktar1 hesaplanir. Klasik elektrokimya ile sadece anyon ve katyonlar1 belirleyen sensorler
hazirlanabilirken sisteme biyomateryalin de katilmasi ile diger bir¢ok maddenin tayini

miimkiindiir. Boylece hazirlanan analiz sistemlerine biyosensorler ad1 verilir.

Biyosensorler (biyoalgilayicilar), biinyesinde biyolojik bir duyargaci bulunan ve bir
fizikokimyasal ceviriciyle birlestirilmis analitik cihazlar olarak tanimlanmaktadirlar. Bir
biyosensoriin amaci, analiz edilecek bir veya bir grup madde miktariyla orantili olarak stirekli
sayisal elektrik sinyali iiretmektir. Biyosensorler, genel olarak analizlenecek madde ile
secimli bir sekilde etkilesime giren biyoaktif bir bilesenin, bu etkilesim sonucu ortaya ¢ikan
sinyali ileten bir iletici sistemle birlestirilmesi ve bunlarin bir Ol¢iim sistemiyle
kombinasyonuyla olusturulurlar. Biyosensorlerde biyokomponent olarak enzimler yaninda
doku Kkiiltiirleri, mikroorganizmalar, organeller, antikorlar ve niikleik asitler de
kullanilabilmekte olup Ol¢im teknigine goére amperometrik, potensiyometrik, termal,

piezoelektrik, akustik veya optik sensorler olarak adlandirilirlar.

Biyosensor sistemleri ii¢ temel bilesenden olusmaktadir. Bunlar; seg¢ici tanima mekanizmasina
sahip ‘biyomolekiil/biyoajan’, bu biyoajanin incelenen maddeyle etkilesmesi sonucu olusan
fizikokimyasal sinyalleri elektronik sinyallere doniistiirebilen ‘gevirici’ ve ‘elektronik’
boliimlerdir. Bu bilesenlerden en 6nemlisi, tayin edilecek maddeye karsi son derece se¢imli
fakat tersinir bir sekilde etkilesime giren, duyarli biyolojik ajandir. Genel olarak biyoajanlar,
biyoafinite ajanlar1 ve biyokatalitik ajanlar olarak iki alt gruba ayrilirlar. Biyoafinite ajanlar
olan antikorlar, hormon almaclari, DNA, lektin gibi molekiiller antijenlerin, hormonlarin,

DNA parcaciklarinin ve glikoproteinlerin molekiiler tanimlanmasinda kullanilmaktadirlar.

16



Biyosensorlerin, klinik, teshis, tibbi uygulamalar, siire¢ denetleme, biyoreaktorler, kalite
kontrol, tarim ve veterinerlik, bakteriyel ve viral teshis, ilag iiretimi, endistriyel atik su
denetimi, madencilik, askeri savunma sanayi gibi alanlarda yaygin olarak kullanimi soz

konusudur.

Ozellikle 20.yiizyilin son 10 yilinda, askeri bir tehdit olusturmasi agisindan hem donemin
genelkurmay bagkani, ABD eski disisleri bakan1 Colin Powell’ 1n olabilecek en iirkiitiicii
silahin biyolojik silahlar oldugu yoniindeki agiklamalari, 21.ylizyilin ilk dénemi i¢in hem
maddi hem de teknik a¢idan biyosensdr arastirmalarinin yoniinii belirlemigtir. 2002 y1li Mayis
ayinda Japonya’ nin Kyoto sehrinde gergeklesen ‘7.Dilinya Biyosensdr Kongresi’ calisma
gruplarina ait basliklar, diinyanin giivenlik, teknik ve ticari anlamda hangi tiir arastirmalara
oncelik tanidig1 konusunda fikir vermesi bakimindan 6nemlidir. Biyosensorler tip, gida,
eczacilik, ¢evre kirliligi, savunma ve bir¢ok endiistriyel aktivitede 6zellikle otomasyon, kalite
kontrolii, durum tespit ve enerji saklanmasinda ¢ok Onemli rol oynarlar. Bugiine kadar
180°’den fazla farkli madde icin biyosensdr hazirlanmis olup bunlardan ancak 25 kadar1 ticari

olarak tiretilmektedir (Telefoncu 1999).
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BOLUM 3

MOLEKULER MODELLEME VE KUVVET ALANLARI

3.1 GIRIS

Modelleme metotlarinin genel amaci, molekiiliin yapist ile biyolojik aktivitesi arasinda
iligkilendirme yapmaktir. Bu amag¢ i¢in Onemli bir adim, molekiiliin icerdigi atomlarin
konumlarinin fonksiyonu olarak molekiiliin potansiyel enerjisini hesaplamaktir. Bir

molekiiliin enerjisini hesaplamak icin farkli yaklagimlar vardir.

HY = EY¥, Shrodinger denkleminin ¢oziimiine dayali kuantum hesaplar yalnizca hidrojen ve
helyum gibi kiigiikk molekiiller i¢in c¢oziilebilir. Cok atomlu sistemlere bu metodun

uygulanmasi i¢in baz1 yaklagimlarin yapilmasi gerekir.

Birinci yaklagim, c¢ekirdek ve elektronlart ayirmaktir. Bu yaklasimda, c¢ekirdekler
elektronlardan ¢ok daha agirdir ve ¢cok daha yavas hareket ederler. Bu yiizden molekiiler
sistemler sabit c¢ekirdek etrafinda hareket eden elektronlar olarak algilanabilir (Born-
Oppenheimer yaklasimi). Bu varsayimi kullanan Schrodinger denkleminin ¢oziimleri goreli
cekirdek koordinatlarina bagli etkin elektronik enerji degerlerini dogurur. Cekirdek
koordinatlar1 hareket ettirildigi i¢in molekiiler enerjiler yeniden hesaplanir ve molekiiler
enerjinin nicel olarak bir tanimi tiiretilir. Enerji ve geometri arasinda iliski kuran bu
tanimlama, molekiil i¢in potansiyel enerji ylizeyi olarak tanimlanir. Bu yiizeydeki en diisiik

nokta taban durum enerjisine karsilik gelir.

Ikinci yaklasim, bir-elektron (spin) ydriingelerinin carpimi olarak temsil edilebilecek ¥ dalga
fonksiyonuna izin verir. Bu orbitalleri tanimlamak icin kullanilan fonksiyonlar baz
fonksiyonlarina karsilik gelir. Bu formalizm Lineer Combination Atomic Orbitals (LCAO)
olarak adlandirilir. Orbitaller tiiretildikten sonra orbital katsayilar1 hesaplanir. Hartree- Fock

teori bu amaci gergeklestirmek icin kullanilir. Hartree-Fock, bir molekiiler orbital setinin
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enerjisinin, her orbitali tanimlamak i¢in kullanilan baz set fonksiyonlar1 ve sistemin enerjisini
minimize etmek i¢in (NXN) matris setini ¢ozmede bir alistirma olur. Bu hesaplama,
denklemleri ¢ozmek icin bir deger gerektigi i¢in katsayilarin degeri i¢in bir baslangi¢
tahmininin uyumlu degerler saglanana kadar diizeltildigi bir iteratif siire¢ kullanilir. Bu metot,

Self Consistent Field (SCF) teori olarak bilinir.

Kuantum mekanigi, molekiillerin davranigini teorik bir modelle tanimlamak i¢in matematiksel
bir tanimlama setini kullanir. Bu modellerin gegerliligi, deney sonuglariyla modelden tiiretilen
yap1 ve Ozelliklerin karsilastirilmasiyla 6l¢timlendirilebilir. Genelde ab initio metotlar, olusum
18181, iyonizasyon potansiyeli, UV/Visible spektra ve molekiiler geometri gibi 6zellikler i¢in

laboratuar dl¢iimlerini yeniden iiretebilir.

Ab initio kuantum metotlar, ¢cok sayida denkleme birkag¢ tane ¢oziim hesaplar. Son yaynlar,
biiyiik molekiiller iizerine hesaplart igerirken bu metotlar veri dosyalarint depolamak ig¢in
gerekli genis veri alani ve her hesap i¢in ihtiya¢ duyulan bilgisayar zamanindan dolay1 10 ile
20 arasinda atom igeren sistemlerle siirhdir. Fizik¢i ve teorik kimyacilar bu siirlamalari
kaldirmak i¢in alternatif yaklagimlar gelistirdiler. Bu metotlar, yar1 deneysel kuantum

metotlara karsilik gelirler.

Yar1 deneysel metotlar, ab initio metotlara benzer yaklasimlar kullanmasina karsin, hesaplari
basitlestirmek i¢in bazi yaklasimlar kullanirlar. Bu metotta molekiil i¢indeki tiim elektronlari
analiz etmek yerine bazi elektronlarin etkilesimleri goz ardi edilirler. Yari-deneysel metotlar
ab initio metotlara gore daha az bilgisayar kaynagi gerektirirken hala hesaplamak icin
zahmetlidirler. Genelde hesaplar 100 atoma kadar olan sistemler i¢in yapilirlar. Bu metodun

baslica eksigi uygun parametrelerin gelistirilebildigi sinirli sayida sistemin olusudur.

Deneysel olarak ¢alisilan birkag yliz atomdan (ilag adaylari, monomerler,..) birka¢ bin atoma
(proteinler, niikleik asitler, karbonhidratlar, polimerler, ...) kadar sistemler i¢in kuantum
mekanigine dayali yontemlerin kullanilmasit miimkiin degildir. Bu ylizden molekiiler
geometrilerin ve ilgili 6zelliklerin hesaplanacagi sekilde bir basitlestirme daha gereklidir. Bu
yaklagim molekiiler mekanik ya da kuvvet alan1 (force field) metodu olarak bilinir. Molekiiler
mekanik, molekiiler geometrilerin, enerjilerin ve diger 6zelliklerin bag uzunluklari, bag agilari
ve burulma agilarin1 denge degerlerine ayarlayarak yeniden belirleme girisiminde bulunan

matematiksel bir formalizmdir. Bu yontem, kuantum fizigini kullanmak yerine klasik Newton
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fizigini ve konumsal enerjinin fonksiyonu olarak geometriyi hesaplamak icin deneysel olarak

tiiretilmis parametreleri kullanir.

Kuvvet alanlar1 fonksiyon formlar1 ya da parametreleri bakimindan farklilik gosterebilirler.
Molekiiler sistemler icin kullanilan pek c¢ok kuvvet alant (force field) aslinda basit 4
bilesenden olusmaktadir. Tek bir molekiilii modellemek i¢in kullanilabilen bir kuvvet alaninin

fonksiyonel formu ve bunun bilesenlerin agik formlar1 asagidaki gibidir.

E= Ebag+Eagl +Eburulma+Ebag]1 olmayan (31)
k, 1 ok \% <
Vo= Y+ -1, :+Z—1Qi —GLOE+ > —2q+cosQo-7y
bag 2 agl 2 burulma
N N o 12 o 6 qq
+ de, || L] | 2| |[+— (3.2)
;1;1 ' (rij ] (rfj J ame,r;
k : HyC——CH
. ™~ —
Ebag :Zj ( -1, 3 - (3.3)
bag
0
H3C /f\ CH3
k; > CH
Bo=2X5€ -0, i (3.4)
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.-CH;
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C H H
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Esitlik 3.3” deki terim baglh atom giftleri arasindaki etkilesmeyi gosterir. Burada k, kuvvet
sabiti, (; iki atom arasindaki bag uzunlugunu gosterirken, baslangi¢c bag uzunlugu ¢, ile
temsil edilir. Esitlik 3.4 deki.terim ise yine bagli atom ¢iftlerinin bag acilarinin degisiminin
potansiyel enerjiye etkisini agiklar. 0, iki atom arasindaki agiyi, &,, ise baslangigtaki bag
acisint gosterir. Esitlik 3.5 deki burkulma potansiyeli, baglarin donmesiyle enerjinin nasil

degistigini ifade eder. Burada ¢, burulma agisidir.

Bagimsiz molekiiller ve atomlar, ayri molekiiler tiirlerin yapisini belirlemede 6nemli bir rol
oynayan bagli olmayan kuvvetlerle etkilesirler. Bu etkilesimler atomlar arasindaki belirli bir
bag iliskisine bagli degildir. Bunlar, uzakliga baglh etkilesimlerdir ve genellikle uzakligin
tersinin belirli bir kuvvetinin bir fonksiyonu olarak modellenirler. Bir kuvvet alanindaki bagl
olmayan terimler genellikle iki grupta incelenir; bunlardan biri elektrostatik etkilesimler,
digeri ise van der Waals etkilesimlerdir. Elektronegatif elementler, daha az elektronegatif
olanlara gore elektronlar1 daha ¢ok ¢ekerler ve bir molekiilde esit olmayan bir yiik dagilimina
sebep olurlar. iki molekiil arasindaki elektrostatik etkilesim, uc yiik ciftlerinin arasindaki
etkilesimlerin toplami olarak Coulomb yasasi ile hesaplanir. Van der Waals etkilesimleri
dogadaki onemli etkilesimlerden biridir. Modellenmek istenen sistem igin belirlenmesi
gereken, ¢ok sayidaki Van der Waals potansiyel fonksiyonlarindan en ¢ok bilineni Lennard-
Jones fonksiyonudur. Bu iki fonksiyon ile temsil edilen bagli olmayan enerji terimleri Esitlik
3.6’ da bir arada verilmistir. Lennard-Jones 12-6 potansiyeli sadece iki ayarlanabilir
parametre icermektedir: carpisma capi () ve kuyu derinligi (¢). Bu parametrelerin grafiksel
olarak gosterimi Sekil 3.1” deki gibidir. Lennard-Jones potansiyeli, r® ile degisen bir ¢ekim

kismi ve r'? ile degisen itme boliimiiyle karakterize edilmektedir.

Molekiiler modelleme ile protein veya peptid dizilimlerinin hem termodinamik yapilar1 hem
de katlanma ozelliklerini ¢alismak igin literatiirde olusturulmus kuvvet alanlarindan en ¢ok
bilinenleri; AMBER (Cornell et al 1995), CHARMM (MacKerrell et al 2000), GROMOS
(van der Gunsteren et al 1996), GROMACS (van der Spoel et al 2005) ve ECEPP (Sippl et al
1984) potansiyel enerji fonksiyonlaridir. Bu fonksiyonlar, kiiciik molekiillerin deneysel
verilerine ve bazi terimler i¢in kuantum kimyasal hesaplara uyumundan parametrize
edilmistir. En genel anlamda, bu fonksiyonlar E=E,+E,,, seklinde iki terimin toplamidir. Ep,
proteinin kendi konformasyonel enerjisi, Eg,y, proteinin ic¢inde bulundugu ¢oziiciiyle

etkilesme enerjisidir.
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Sekil 3.1 Lennard-Jones Potansiyeli.

Protein ve peptidlerin katlanma siireglerini irdeleyen simiilasyon c¢aligsmalari, biiylik dl¢iide bu
molekiillerin vakum igerisindeki ve yalnizca i¢ fiziksel etkilesmeleri goz Oniine alinarak
yapilmistir. Hangi model ¢ergevesinde hesaba katilirsa katilsin sivi etkileri; protein ve
peptidlerin hidrojen bag1 yapma ve heliksel yap1 olusturma yatkinlig, heliks-coil faz gegisinin
derecesi ve faz gecis sicaklifi gibi parametreler lizerinde biiyliik bir etkiye sahiptir.
Fizikokimyasal olarak ele alindiginda, su molekiillerinin polipeptid i¢i hidrojen bagi olusma
kapasitesini etkilemesinin yaninda su kopriisii ad1 verilen polipeptid zinciri bakimindan da

biiyiik 6neme sahip oldugu kanitlanmistir (Arkin 2007).

Proteinler diger biyomolekiiller gibi ¢oziicii i¢inde bulunurlar. Modellenen sistemin gercege
yakin olmasi i¢in molekiil-¢oziicii etkilesimlerinin goz ardi edilmemesi gerekir. Bu nedenle
¢ozeltilerin de protein gibi modellenmesi gerekmektedir. Molekiil-¢oziicii etkilesiminin dnemi
sebebiyle bir¢ok c¢oziicli etkisi yaklagimi gelistirilmistir. Bu yaklagimlardaki ana fikir

hesaplamalara ¢oziinmeyi katmadan bir ¢6ziicliniin etkisini karsilayabilecek uygun bir metot
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gelistirmektir. Coziicii katkisin1 karsilayan, yaygin olarak kullanilan metotlardan biri,
¢oziiciiniin protein molekiillerine erisim yiizey alanlariyla (SASA) orantili olarak ifade edilir.
Bu modelde, protein-¢oziicli etkilesimi her bir atom tiiriinlin ¢oziiciiye maruz kalan yiizey
alaniyla orantili oldugu katkilarin toplam1 olarak karakterize edilebilir. Bu model basitligi ve
uygulama kolayligindan dolay1 oldukga popiilerdir. Bu yaklasimda Egey ¢Oziinme enerjisi A,
1 atom tipinin SASA s1 ve G ; atom tipine bagl ve ¢oziicliden gelen tiim katkilar1 iceren oranti

sabiti olmak {izere,

Esolv :Z ciilgi
i (3.7)

esitligi ile verilir. 1 parametre setinin (ASPs) secimi, bir ¢ozelti modeli tanimlar ve halen
literatlirde ¢esitli ASP setleri bulunmaktadir. Bu setlerden bazilari, ¢6ziicii bir organik sividan
suya degistirildiginde, basit model bilesenlerinin serbest enerjilerinde deneysel olarak
gbzlenen degisimlere, en kiiciik kareler yontemiyle uyumundan tiiretilmistir. Digerleri ise
kuvvet alanlar1 varliginda yapilan MD simiilasyonlariyla, ¢6ziicii vakumdan ya da oktanoldan
suya degistirildiginde, model bilesenlerinin transfer serbest enerjisi tarafindan hesaplanmigtir
(Eisenberg and McLachan 1986, Ooi et al. 1987, Eisenberg et al. 1989, Kim 1990, Schiffer et
al. 1993).

Diger taraftan, suyun evrensel bir ¢oziicii olmas1 ve biyomolekiillerin dinamigi ve yapisinda
onemli bir rol oynamasindan dolay1 su igerisinde bulunan bir peptid veya proteinin, protein-
protein ve protein-su etkilesmelerinin simiilasyon teknikleri ile incelenebilmesi i¢in ¢ok
sayida su molekiiliinii temsil edecek modeller gelistirilmistir. Bu modellerin baslicalari, “five-
site rigid nonpolarziable model of liquid (TIP5P) (Mahoney and Jorgensen 2000)”, “four-
point transferable intermolecular potential (TIP4P) (Jorgensen et al. 1985)”, three-point
potential (TIP3P) (Jorgensen et al. 1983)”, single-point charge (SPC) (Berendsen et al. 1981)
ve extended single-point charge (SPC/E) (Berendsen et al. 1981) su modelleridir. Bunlar
temel olarak ayni olmakla beraber su molekiiliinii tam olarak temsil edebilen yiik
merkezlerinin yerlerinde (Sekil 3.2) ve kullandig1 etkilesim parametrelerinde (Cizelge 3.1)

farkliliklar vardir.
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Cizelge 3.1 Cesitli su modellerinin karsilastirilmasi (Jorgensen et al.1983).

Model | Ron(A") Oxom q(H) q(0) q™M) | r(OM)A’

SPC 1.0 109.5 0.41 -0.82 0.0 0.0
TIP3P 0.957 104.5 0.417 -0.834 0.0 0.0
TIP4P 0.957 104.5 0.52 0.0 -1.04 0.15

q(0) :

a(M)
|
q(H) q(H) q(H) | q(H)
SPC, SPC/E, TIP3P TIP4P, BF

Sekil 3.2 Literatiirdeki bazi su modellerinin sematik gdsterimleri.

Biitiin bu popiiler su modelleri, oda sicakligi ve 1 atm basing altinda suyun karakteristik

ozelliklerini temsil edebilen modellerdir. Literatiirde bu modeller “explicit” su modelleri

olarak bilinirken farkli ASP setleri ise “implicit” su modelleri olarak bilinmektedirler.
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BOLUM 4

SIMULASYON YONTEMLERI

4.1 GIRIS

Molekiiler simiilasyon metotlar, molekiiler sistemin potansiyel enerjisini hesaplanma bigimine
gore iic farkli sinifa ayrilabilirler. Bu ii¢ sinif kuantum mekaniksel metotlar (QM), Monte
Carlo (MC) ve Molekiiler Dinamik (MD) olarak sayilabilirler. Bu {i¢ metot, sistemin
Ozelliklerini hesaplamak ig¢in sirasiyla enerji minimizasyonu, konfigiirasyonel faz uzayi
tizerinde integrasyon ve Newton hareket denklemlerinin ¢oziimii gibi farkli matematiksel

yaklagimlar kullanirlar.

QM metotlar, temel pargaciklar olarak elektronlar1 kullanarak molekiiler sistemlerin
ozelliklerini hesaplamak icin Schrodinger denklemini yaklasik olarak ¢6zmeye dayali oldugu
icin bilyiik dl¢iide dogru olmasina karsin hesaplama maliyeti yiiksektir ve 100 atoma kadar
sistemler i¢in uygundur. Biyomolekiiller gibi ¢ok sayida atom igeren molekiiller i¢in ise daha

yogun olarak Monte Carlo ve Molekiiler Dinamik simiilasyon yontemleri kullanilirlar.

4.2 MONTE CARLO (MC) SIMULASYON YONTEMIi

Monte Carlo metotlar, rastgele sayilar kullanarak konformasyon uzaymi modellemekte
kullanilan sayisal tekniklerdir. “ Monte Carlo” ismi sans oyunlarina benzerligi yiiziinden
konulmustur. Giiniimiizde farkli Monte Carlo simiilasyon metotlari, atmosfer ¢alismalari,
niikleer fizik, trafik akist ve tabi ki biyokimya ve biyofizik gibi degisik alanlarda
kullanilmaktadir. Genel olarak Monte Carlo metodu, yeni konformasyon iiretilmesi ve bu

konformasyonun kabul edilebilirligine karar verilmesi seklinde iki basamaktan olusur.

Monte Carlo metodunda verilen herhangi bir konformasyondan sonra “zar atilir”, yani

bilgisayar gelecek konformasyona karar vermek i¢in rastgele bir say1 seger. Bir durumdan
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digerine gegisin detaylar1 c¢alisma konusuna gore farklibik gostermektedir. Ornegin,
polipeptidlerdeki burulma acilarinin degisimi asagidaki basamaklar icerir. ilk olarak, zar
atilarak polipeptid omurgasindaki aminoasitlerin konumlar1 rastgele segilir. Sonra
aminoasitteki degisken burulma agilarindan biri gelisigiizel degistirilerek bir konformasyon
elde edilir. Ardindan bagka bir a¢1 yine rastgele degistirilerek yeni bir konformasyon elde
edilir. Bu asamada yeni konformasyonun kabul edilebilirligine karar verilir. Yeni
konformasyon reddedilirse, kabul edilir bir konformasyon bulunana kadar yukaridaki islem
tekrar edilmelidir. Eger kabul edilirse, bulunan konformasyon yeni olarak kabul edilir ve
isleme kaldig1 yerden devam edilir. Asagidaki sicaklik bagimli Metropolis olasiligi yeni

konformasyonlarin kabul edilebilirlik sartidir:

o PAE , o PAE a

1, e P > | 1

Burada g= %T ve AE potansiyel enerjideki degismedir. Yani, yeni konformasyonun enerjisi

eskisinden daha diisiik ise, AE<0, daima kabul edilir. Fakat yeni konformasyonun enerjisi
eskisinden yiiksek ise, AE>0, kabul edilebilirligi Boltzmann faktoriine baglidir. AE>0 daha
yiiksek enerji durumunda, bilgisayar 0-1 araliginda rastgele bir r sayisi seger ve bu say1 p
olasilig1 ile Metropolis kriterine gore karsilastirilir. Eger p > r ise kabul edilir, aksi durumda

reddedilir.

Monte Carlo islemi rastgele sayilarla yiiriidiigii icin, rastgele sayr Tlreticinin kalitesi
simiilasyonlarda onemli bir olgudur. Rastgele sayi {ireticilerin, 0-1 aralifinda diizgiin
dagitilmis rastgele sayilar tirettii varsayilmaktadir. Fakat gercekte bilgisayar hicbir sekilde
rastgele say1 iiretmez, ¢linkii sayr iiretmek ic¢in belirli bir algoritma kullanmaktadir ve bu
algoritmanin da sonlu bir periyodikligi vardir. Yiiksek kalitedeki bir algoritma yeterli bir
periyodiklige sahip olmakta ve dagilim gercekten de rastgele goriinmektedir. Gilinlimiizde
bir¢ok rastgele say1 liretici algoritmasi vardir. Bunlar kullanilmadan once test edilmelidir.
Pratikte 10.000 veya iizeri sayili basit bir histogram dagilimimin diizgiin olup olmadig bize

say1 uireticinin kalitesi hakkinda fikir verir (Bilsel 2009).

28



4.3 MOLEKULER DINAMIK (MD) SIMULASYON YONTEMI

Dinamik simiilasyon metotlar, protein ve diger biyolojik makromolekiil konformasyonlarinin
zamanla gelisimi hakkinda bilgi vermesinin yani sira kinetik ve termodinamik bilgiler
edinmek icin de kullanilir. Bu metotlar, baska sekilde ulasilamayan bir zaman skalasinda bir
sistemin Ozelliklerini belirlemek i¢in kullanilabilir. Bu yOniiyle simiilasyon model
sistemlerimizi anlamamizi kolaylastiracak degerli bir ara¢ olmaktadir. Ek olarak, bir sistemin
teorik olarak ele alinmasi, hesapsal kimya araciligiyla bir 6zellige, 6zel katkilar1 aragtirmaya
izin verir; yani bir sekilde simiilasyonu degistirmek fiziksel degildir fakat yine de arastirilacak
bir modelin karakteristigine izin verir. Ozel bir drnek, simiilasyon boyunca sistemin bir
temsilinden digerine enerji fonksiyonlarinin yapay olarak degisimidir. Bu serbest enerji
hesaplarinda 6nemli bir tekniktir. Bu yiizden, MD simiilasyonlar bir dizi tamamlayici
hesapsal yaklagimla beraber protein yap1 ve fonksiyonlarinin temelini arastirmak i¢in degerli

araclar haline gelmistir.

MD metotlar, 1950’ ler boyunca teorik fizik toplulugu ig¢inde ele alinmistir. 1957 de Adler ve
Wainwright, kati-kiire modeli olarak adlandirilan ve atomlarin yalnizca miikemmel
carpigmalar araciligiyla etkilestikleri ilk MD simiilasyonlar1 yapmislardir. Ardindan, Rahman
gercek atomik etkilesmeleri benzetmek icin diizgiin ve siirekli bir potansiyel uygulamistir.
Bilgisayarlarin yayginlagsmasiyla 1976’ da ilk olarak MD simiilasyonlar bir proteinin deneysel
enerji fonksiyonlarmin kullanildigi daha karmagik sistemler icin gelistirilmistir. Simdilerde
yaygin olarak biyofizik ve materyal bilimi alaninda da yogunlukla MD simiilasyonlari
kullanilmaktadirlar. Bu simiilasyonlarda bir dizi deneysel sart, modern teori ve algoritmalarla
simiile edilebilirler. Baslangicta simiilasyonlar yalmizca vakumda tek bir molekiil icin
yapilmis olsalar bile, giinlimiizde daha gergek¢i ve en azindan biyolojik olarak daha anlamli

simiilasyonlar yapilmaya baslanmistir.
4.3.1 Enerji Minimizasyonu

Bir molekiiler mekanik protein model probleminde yapilacak is, N atomik koordinat basina {i¢

serbestlik derecesini ve r atomik koordinatlar1 gostermek iizere, r = (1, FysFyseeennn Jy _ gibi N

bagimsiz degisken seti verildiginde, r,, ile gosterilen bir konumda, V(r) potansiyel enerji

fonksiyonunun global minimuma sahip oldugunu bulmaktir. Bu sebeple problemin,
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hesaplamal1 olarak bir non-lineer optimizasyon problemi seklinde oldugu goriilebilir. Boyle
non-lineer optimizasyon problemleri ¢ézmek i¢in var olan niimerik algoritmalar ve bunlarin

kii¢iik bir se¢imi, yaygin olarak proteinlerin molekiiler mekanik modellemesine uygulanabilir.

Cok sayida bagimsiz degiskenle genel bir non-lineer fonksiyonun global minimumunu
belirlemek oldukg¢a zordur. Birkag¢ yliz atomlu tipik biyomolekiiler sistemler, 300 civarinda
degiskenle karakterize edilebildiginden, global minimumu belirlemek genellikle imkansizdir.
Diger yandan enerji minimizasyon metotlari, etkin bir sekilde molekiiler yapilari rafine etmek
icin kullanilirken biitiin olarak konformasyon uzayr &rneklemesi igin yetersizdirler. Ilgili
minimumlardan saptirilmis bag acilari ve uzunluklariyla rafine edilmemis molekiiler yap1
verildiginde, enerji minimizasyon metotlar1 bu kusurlar diizeltmek i¢in ¢ok faydali olabilir ve
boylece siirekli olarak protein sistemlerine uygulanabilirler. En popiiler enerji minimizasyonu
metotlari, ¢esitli mertebeden tiirevler kullanirlar; birinci mertebe tiirev kullanan yontemler
Steepest Descent ve Conjuge Gradient iken ikinci mertebeden tlirev kullanan metot ise

Newton-Raphson metottur.

Steepest Descent metot, birkag birinci mertebe iteratif metotlardan biridir. Bunlarin tiimii en
yakin enerji minimumuna bir aragtirma yoluna rehberlik etmesi i¢in potansiyel enerji
yiizeyinin gradyentini kullanirlar. Formal olarak, F kuvvet vektorii ve r atomik koordinat

vektorii olmak lizere,

dv(r)

r

F(r)=-—

4.2)

seklinde tamimlanir. Iteratif descent metotlarin tiimiinde, atomik konfigiirasyonlarin

belirlenmesi, k iterasyon igin,

x(K)= x(k-1)+MK)F(k) 4.3)

iligkisi uygulanarak iiretilir. Burada x vektorli, 3N boyutlu konfigiirasyonu, A(k) bir adim
biiyiikliigiine ve F(k) kuvvet vektoriine karsilik gelir. Adim biiytikligi, ilk iterasyon i¢in
genellikle keyfi olarak ya da birkag basit deneysel bicimde segilir. Her iterasyondan sonra bu
adim biiyiikliigli sistemin tiim potansiyel enerjisinin bu adimla azalip artisina gore ayarlanir.

Enerji artarsa, arama yonii boyunca yerel minimum iizerinden atlayabilecek kadar biiyilik
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oldugu farz edilir ve adim biiyiikliigiine gore carpim faktorii tipik olarak 0.5 ¢arpani kadar
azaltilir. Enerji azaldiginda adim biiytikliigl birka¢ ¢arpanla 1.2 civarinda artirilabilir. Adim
blyiikligliniin devamli ayarlanmasi ilgili bolgede potansiyel enerji fonksiyonunu belli bir
egrilik i¢in kabaca uygun bir durumda tutar. Steepest Descent ¢oklu yerel minimuma sahip
diizensiz potansiyel ylizeyli ¢cok boyutlu problemler icin biiyiik ol¢lide yetersizken en yakin
yerel minimumu bulmada giigliidiir. Sonug olarak, global enerji minimumunu belirlemek i¢in
gerekli global hareketler gozlenmeyecektir. Yine de uzaysal ¢akismalar1 kaldirmada ve bag

uzunluklarini ve agilarini standart degerlerine getirmede ¢ok etkindir.

Conjugate Gradient metodu Steepest Descent metoduna goére daha yavastir. Conjugate
Gradient metodunda kuvvet vektorii, potansiyel enerjinin gradyentinin eksi isaretlisi olarak
tanimlanmistir. Gradyent vektorii, verilen fonksiyonun en biiylik artis yoniinii gosterir. Bu
nedenle, kuvvet vektorii potansiyel enerjideki en biiylik azalis yoniinii gosterir. Potansiyel
enerjinin minimumu, gradyenti sifira esitleyerek elde edilen denklemin r™ icin ¢Oziimii ile

bulunur.
I‘m+1 :rm + O{‘mdm (44)

Burada d,, adim (arastirma) yoniidiir ve a arastirma yoniinde potansiyel enerjiyi minimize
eden sayidir. o’min ¢oziimii, r_,,=r, +o d_ noktasinda potansiyel enerjinin gradyentinin

arastirma yoniine dik olmasin1 gerektirir.

Tipik biyomolekiiler MM sistemlere uygulanmadan Once basit degisimler gerektirmesine
ragmen Newton-Raphson metot, popiiler bir ikinci tiirev metodudur. Metodun temeli su
varsayima dayanir: potansiyel enerji minimum bdlgede en azindan bireysel degiskenlerin

karesiyle iligkilidir. a, b ve c sabitler olmak iizere, potansiyel asagidaki gibi ifade edilebilir.
V& xa+bx +cx’ (4.5)

Buradan da birinci ve ikinci tlirevler,

™~ 2 ™
d\;_Q): b+2cx ve d Vf’z 2c 4.6)
X
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seklinde yazilir. Minumum olma sartindan x_. - asagidaki gibi hesaplanabilir.

min

, () (v

d. d.
xmin:__: ~ - zx_—\x (47)
2c d’v € d’v €
dx’ dx?

4.3.2 Molekiiler Dinamik

Basit ifadeyle, MD simiilasyonlar, bir MM sistemdeki mevcut kuvvetlerin ve sistemin ardigik
hareketlerinin iteratif niimerik hesaplarini igerir. MM sistem, klasik mekanikte tanimlanmis
hareket denklemlerine gore etkilesmeleriyle hareket eden bir pargacik setini igerir. Agik
bicimde genellikle kuantum dinamik etkiler géz ardi edilir. Bunun yerine her pargacik bir

nokta kiitle olarak diistiniiliir ve bu yaklagim Born-Oppenheimer yaklagimiyla saglanir.

Bilindigi gibi my; kiitleli, konumu 3-boyutlu r; vektorii ile gosterilen i atomu i¢in atomun hizi

ve p; momentumu arasindaki iliski,

dr, _pi
dt m.

1

(4.8)

seklinde verilir. Sistemin geri kalanmi tarafindan 1 atomu iizerine etkiyen F; net kuvveti, i

atomunun koordinatina gore potansiyel enerji fonksiyonun negatifiyle asagidaki gibi verilir.
Fi=-— (4.9)
1 atomu i¢in Newton hareket denklemi ise,

dP,
—L=F, 4.10
7t (4.10)
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ile verilir. 1; vektoriiniin tek bir bilegsenine gore konum verildiginde (tek bir x dogrultusu
boyunca konum) belli bir t aninda, kisa ve sonlu bir At zaman aralig1 sonunda konum Taylor

serileri tarafindan verilir.

™ 2 ™S4 L2
x€C+ At =Gy dz(/m + ddxf/m _ @.11)
t t

Taylor serisinde daha yiiksek mertebeli terimler i¢in baz1 yaklasimlar yapilirsa x(t) konumu,

dx d*x €
o hiz1 ve /o

boyut i¢cin Newton’ un 2. yasas1 ivimeyi,

, ivmesi, hareket denkleminin ¢6ziimii i¢in yeterli olmaktadir. Tek

dzx(:: FQ:

4.12
dr® m ( )

seklinde tanimlar. Burada, F(x), x yOniine paralel atom iizerine etkiyen net kuvvetin
bilesenidir. En basit yaklasim, ikinci tiirevde Taylor serisini keserek daha yiiksek terimlerin
toplamin1 sifir farz etmektir. Bu durumda tiim sistemin iizerine etkiyen net kuvvet, toplam
enerjinin ve momentumun korunumuyla sonuglanacak sekilde sifir olmaktadir. Onerilen basit
bir yaklagimla, sistemin toplam enerjisinde bir simiilasyon siiresince énemli dalgalanmalar ve
sapmalar meydana gelir. Bu basit yaklasimin gelistirilmis hali modern MD yazilimlarda

kullanilir.

4.3.3 integrasyon Algoritmalar

Hareket denklemlerini integre etmek icin ¢ok sayida algoritma vardir. Bunlarin pek cogu,
atomik etkilesmeleri betimleyen siirekli potansiyellerin analitik bir ¢oziimii engellediginden,
integrasyonun At zaman periyoduyla ayrilmis kiiciik adimlara boliindiigli sonlu fark

metotlaridir.
Basit Verlet algoritmasi, t+ At anindaki yeni koordinatlar1 belirlemek i¢in t anindaki konum

ve ivmeyi bir onceki adimdaki r(t- At) konumlarinmi kullanir. t+ At anindaki hiz ve konum

degerleri,
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F, ™~
9. €+ At =9, Cr LAY (4.13)
m

i

r€+A =18, (}H (’At (4.14)

l

ifadeleri ile ve t- At anindaki konum degeri ise,

r€—At =1, €9 €A+ ’(/At (4.15)

l

ifadesiyle verilir. Bu ifadeyi Esitlik 4.14 ile toplayacak olursak hiz vektorleri yok edilir ve

konum degerleri asagidaki gibi bulunabilir.

~ FC, ,
r, €+ At —2r( r.€- At —L At (4.16)

i

Verlet algoritmasinin az miktarda degisimi olan Leap-frog algoritmasi da oldukca popiiler bir

algoritmadir. Bu algoritmada, konumlar ve hizlar At/2 zaman aralifinda asagidaki gibi

hesaplanmaktadir.
~ ~ FEC
9 €+ A2 =9 (-At/2 ¥ ——Nt 4.17)
m;
r. €+ At =1, €9 €+ At/2 At (4.18)

Alternatif sonlu fark metot integratdrleri, hiz Verlet metot ve Beeman algoritmasini igerirler.
Hiz Verlet metot, konum, hiz ve ivmelerin hesabin1 hassasiyetten 6diin vermeden yapar.
Beeman algoritmasi ise, hizlar i¢in daha kesin bir ifade kullandig1 i¢in gelistirilmis enerji

korunum karakteristigi igermektedir.
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Genel olarak kullanilan algoritmalarin tiimii, zaman tersinir oldugundan, simiilasyonun
zamanda keyfi oldugu anlami ortaya g¢ikar. Eger atomlarin hizlar isaretlerini degistirse,

simiilasyon tam olarak ters yonde ger¢eklesirdi.

Herhangi bir integrasyon yapisinin hesaplama maliyeti Onemlidir. Fakat integrasyon
metotlarinin  hesaplama  maliyetleri, sisteme etkiyen tiim kuvvetlerin hesabiyla
karsilastirildiginda 6nemsizdir. Bu yiizden, simiilasyon boyunca gerekli kuvvet hesaplariin
sayisini siirlandirmak daha avantajlidir. Bunu yapmak i¢in daha uzun zaman adimina izin

veren integrator segmek gerekmektedir.

Taylor seri agiliminin derecesi, her integratoriin dogrulugunu belirlemede 6nemlidir. Verilen
integrasyon yapisinda dikkate alinmayan en biiyiik terim, metodun derecesi olarak tanimlanar.
Ornegin Verlet algoritmasinda, At* tesindeki terimler kesildiginden bu algoritma 4.mertebe

bir metottur.

Secilmis bir hata diizenleyici ile diizeltilebilen integrasyon algoritma ailesi, tahmin et-diizelt
metotlar olarak adlandirilir. Bu metotlar, konumlar, hizlar, ivmeler ve Taylor agiliminin
istenilen daha yiiksek mertebeli terimlerini tahmin ederler. Daha sonra, kuvvetler t+At
anindaki ivmeleri bulmak i¢in bu tahmin edilmis konumlarla hesaplanirlar. iki ivme seti
karsilastirilir ve bir diizeltme adimi orijinal olarak tahmin edilen hiz ve konumlar i¢in

ayarlanir.

4.3.4 Topluluklar

Sistemin durumunu belirleyen sicaklik, basing, pargacik sayis1 gibi parametre setine sistemin
termodinamik durumu denir. Bir sistem atomik konuma (q) ve momentuma (p) bagl olarak
tanimlanir. Konumlar ve momentumlar ¢ok boyutlu uzayda noktalar olarak diisiiniiliir ve bu
uzay faz uzay1 olarak tanimlanir. Faz uzayinda bir nokta I' gosterilir ve sistemin durumunu

tanimlar.

Istatistiksel kiime bir sistemi olusturan parcaciklarm yerlerinin ve hizlarmin farkli olusundan
elde edilen belirli termodinamik durumun sartlarini saglayan faz uzayindaki noktalar
toplulugudur. Molekiiler Dinamik zamanin fonksiyonu olarak faz uzayinda noktalar serisi

iretir. Bu noktalar ayni topluluga ait olup sistemin degisik sekillerine ve bu sekillerin
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momentumlarina karsilik gelirler. Molekiiler Dinamikte kullanilan kiimeler sistemin
bulundugu kosullara gore degisir ve kullanilan baslica kiimeler asagidaki gibi

gruplandirilabilirler.

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

karakterize edilen termodinamik durumudur. 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.

Izobarik Kiime (NPT): Sabit atom sayis1 N, sabit basing P ve sabit sicaklik T ile karakterize
edilen topluluktur.

Biiyiik Kanonik Kiime (uV'T): Sabit kimyasal potansiyel p, sabit hacim V ve sabit sicaklik T

le karakterize edilen termodinamik haldir.

Molekiiler dinamikte genellikle fiziksel bir niceligi 6lgmek, sistemin fiziksel 6zelliklerin
zaman ortalamalarini almak anlamina gelir. Fiziksel nicelikler genellikle konum ve hizin
fonksiyonu olarak yazilirlar. Istatistik mekanikte, enerji, hiz, ivme gibi gozlenebilen
niceliklere karsilik gelen ortalamalar dogrudan kiime ortalamalarinin alinmasiyla hesaplanir.
Kiime ortalamas1 es zamanli olarak incelenen sistemin ¢ok sayida kopyasi iizerinden alinan

ortalamadir ve asagidaki gibi verilir.
<A>kﬁme: J.J.dedrNAQN’rN}()N’rN: (4.19)

Burada A( p",/" ) ilgilenilen niceliktir ve sistemin konumlar1 (r) ve momentumlar: (p)
cinsinden ifade edilir. p ( p", /") ifadesine ise olasilik yogunlugu denir ve
\_

v N\_iexleeN,rNA
P&t = k,T

(4.20)

seklinde ifade edilir. Burada H Hamiltonyen, T sicaklik, kg Boltzmann sabiti, Z {ilesim

fonksiyonudur. Ulesim fonksiyonu,
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NN
Z=jjdeder(;N,erXpI[Z$ S 4.21)
B

ifadesiyle hesaplanir fakat bu integral sistemin miimkiin olan biitiin durumlar1 {izerinden

alindigindan hesaplanmasi olduk¢a zordur.

Kiime ortalamasinin alinmasinin baska bir yolu, ilgilenilen A niceliginin zaman ortalamasini

belirlemektir. Clinkii “Ergodic Hipotezi” ne gore incelenen herhangi bir niceligin zaman

ortalamast kiime ortalamasina esittir (A) . ~=(A)_  ve zaman ortalamas,

— r ™~ M h
A=]jm% J'Aﬁ(j,r(j/dtz$ZA§(j,r(j’ (4.22)
t=0 i=1

t—o0

esitligi ile verilir. Burada t simiilasyon zamani, M simiilasyonundaki zaman adimi sayisi ve

A ﬁ(j, r(lNI ise A’nin ani degeridir. Zaman ortalamasinin hesaplamasinda temel mantik

sistemin siiresiz olarak gelisimine izin verilip bu sayede miimkiin olan biitiin durumlardan
geemesini saglamaktir. Buna gére MD simiilasyonlarinin amaglarindan biri de bu esitligi

saglayacak sekilde yeterince temsili pargaciklar olusturmaktir.
4.3.5 Molekiiler Dinamikte Sinirlar

Simiilasyon metotlarla goreli olarak az sayida parcacik kullanilarak makroskobik 6zelliklerin
hesaplanabilmesinden dolayr sinirlarin ve sinir etkilerinin ele alinmasi 6nemlidir. Sinir
etkilerinin 6nemi su basit ornekle gosterilebilir: oda sicakliginda suyla doldurulmus 1 litre
hacimli bir kiip diisiinelim. Kiip yaklasik olarak 3.3x10% tane molekiil icerir. Duvarla
etkilesimler sivi igine 10 molekiil ¢apina kadar ¢ikabilir. Su molekiil ¢cap1 yaklasik olarak
2.8 A? ve boylece simrlarla etkilesen su molekiillerinin sayis1 yaklasik 2x10" dur. Bu
durumda yaklasik 1.5 milyondan yalmizca biri kiiplin duvarlariyla etkilesme igindedir. Bir
Monte Carlo ve Molekiiler Dinamik simiilasyonda kullanilan parcacik sayist 10%-10%°
degerlerinden ¢ok daha az ve hatta genellikle 1000 den daha azdir. 1000 su molekiillii bir
sistemde pek ¢ok molekiil sinir duvarlariyla etkilesim icindedir. Agikga, bir basingli kapta

1000 su molekiillii bir simiilasyon “bulk” 6zelliklerini tiiretmek i¢in uygun olmazdi. Sinr
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etkilerini ¢ozmek i¢in en yaygin olarak kullanilan yontem “Periyodik Sinir Sartlari’™ni

uygulamaktir (Leach 2001).

Periyodik sinir sartlar1 az sayida pargacikli bir sistemin simiilasyonuna olanak saglamaktadir.
Bunun i¢in periyodik bir diizen elde edecek bi¢cimde tiim yonlerde kopyalanan kiibik kutu

diisiinelim. Iki boyutlu boyle bir kutu Sekil 4.1° de gosterilmistir.

0 ©l0 ©l0 o
@ O @
0 0.0 o 0
7 1Tr % |1
0 &0 |0 o
® | @ &
QO‘Q‘“'OQO
o o0 |0 e
Lo O O
o 9 19p 019 O

«— | —

Sekil 4.1 Periyodik Sinir Sartlari.

Periyodik simir kosullarina gore, V hacmini kaplayan N tane atomun bulundugu hiicreye “ana
hiicre” denir. Bu sistemde ana hiicre Sekil 4.1’ de ortadaki hiicredir ve iki boyutta
calisildigindan bu hiicreye komsu 8 adet hiicre vardir. Komsu hiicreler ana hiicre ile ayni
boyut ve geometrik sekle sahiptirler. Bu sanal hiicrelerde de N tane atom bulunmaktadir ve
bunlara ana hiicredeki atomlarin goriintii atomlar1 denir. Ana hiicredeki bir 1 parcacig

konumunda ise L hiicre biiyiikliigii ve n tamsay1 olmak {izere,

R€ =R€ +nL_ (4.23)
konumlarinda goriintii atomlar: bulunur. Boylece ana hiicre tiim dogrultularda goriintiilenerek
periyodik hale getirilir. Periyodik sinir kosullarinin kullanildigi simiilasyon modellerindeki

mantikta, Sekil 4.1° de de gosterildigi gibi ana hiicreden diger bir komsu hiicreye hareket eden

parcaciga karsilik sanali da aynm1 hareketi yapar. Sonug olarak ana hiicredeki parcacik sayisi
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degismez kalir ve biitiin parcaciklar birbirleriyle etkilesir. Boylece ana hiicre igin sinir

kosullar1 ortadan kalkmis olur.

Periyodik sinir kosullar1 kullanarak hiicredeki atomlar arasi etkilesmeler hesaplanirken “kisa
mesafelerdeki” etkilesmeler gdz oniinde tutulur. Bunun anlami, ana hiicredeki bir i atomunun
toplam potansiyel enerjisi bir r. kesim mesafesinden kii¢iik uzakliklarda bulunan komsu
atomlarla yaptig1 etkilesmelerden olusmaktadir. Periyodik smir kosullar1 kullanildiginda
ro’nin periyodik hiicre boyutunun yarisindan kiigiik olmasi (r.<L/2) Onemlidir ¢iinkii bu
durumda i atomunun en yakin komsularla yaptig etkilesmeler dikkate alinmaktadir. Periyodik
siir kosullart korunum yasalarini saglamaktadir. Sistemin toplam atom sayisi sabit ve sanal

atomlar ana hiicredeki atomlarla 6zdes oldugundan kiitle korunmaktadir.

Periyodik sinir sartlar1 yalnizca kiibik sistemlerle sinirlandirilamaz. Rhombic dodecahedron,
trancated octahedron gibi diger geometriler de kullanilir. Bu, hesaplama gereksinimlerinde
azalmaya neden olacak sekilde sistemdeki ¢oOzelti atomlarinin sayisint 6nemli Olciide
azaltabilir. Periyodik sistemler i¢in uygun geometrilerin sayisi smirlidir fakat stokastik sinir

sartlar1 periyodiklige sahip olmayan herhangi bir geometriyle kullanilabilir.

Stokastik sinir sartlari, 6zellikle ligand-binding ¢alismalarindaki baglanma bolgesindeki gibi
sadece belli bir bolge arastirildiginda kullanighidir. Bu durumda ilgili bolge genellikle kiiresel
olan bir kabuk i¢inde kapalidir. Bu kabuk bolgeye ait olan atomlara stokastik dinamik
uygulanir. Stokastik kabuk bolge atomlarin kararli oldugu bir depoyla cevrilidir. Kabuk bolge

konformasyon, yogunluk ya da enerjideki yerel dalgalanmalara yerlesir.

4.3.6 Smirlandirma Dinamigi

Sabit bir hesap biiylikliiglinden bir simiilasyonun uzunlugu dikkate alinan etkilesmelerin
maliyeti, her adimda ele alinmasi gereken etkilesme sayisi ve ilerletilecek serbestlik

derecelerinin sayisini igeren bir dizi unsur tarafindan belirlenebilir.

Pek cok algoritmik gelismeler MD simiilasyonlarin etkinligini ve kararliligini artirmak i¢in
uygulanabilirler. Etkinligin gelisimi, genellikle SHAKE (Ryckaert et al 1977 ), LINCS (Hess
et al 1997) ve RATTLE (Andersen 1983) gibi algoritmalarin kullanimiyla hidrojen

atomlarinin baglarin sabit uzunluklara sinirlayarak en hizli etkilesim modlarin1 dondurarak
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elde edilebilir. SHAKE, LINCS ve RATTLE ile hidrojen atomlarini igeren bag uzunluklarinin
sabitlenmesi, simiilasyonun hassasiyetinden herhangi bir diislis olmadan daha biiyiik zaman

adiminin kullanilmasini saglar.

SHAKE algoritmasi (sinirlandirilmis Verlet metot olarak da bilinir) bag uzunluklar1 ve bag
acilart gibi i¢ koordinatlar {izerine sinirlamalar1 uygulamak i¢in Verlet algoritmasinin basit bir
degisimidir. Zaman adim uzunlugu At nin simiile edilen en yliksek frekansli hareketin
periyoduyla kiyaslandiginda kiiciik olmas1  gereksinimiyle sinirlandirilabilir.  lgili
biyomolekiiler sistemler icin en yiiksek frekansli hareketler bag gerilme titresimleridir. Fakat
bu titresimler genel olarak biyomolekiiler yap1 ve fonksiyon ¢alismalarinda minimal diizeyde
ilgiye sahiptir. Bu ylizden, baglar1 denge uzunluklarina sinirlandiran algoritmalarin kullanimi
daha faydalidir. SHAKE algoritmasinda tiim smrlamalar atomlar arast uzakliklarin
sabitlenmesiyle uygulanir. Bag uzunluklari durumunda, tek atomlar arasi uzaklik yeterlidir.
Bag acilarini sinirlandirmak {i¢ uygun atomik koordinatlarin {i¢ atom arasi uzaklikla ilgili

oldugu gercegine dayanir.

Eger k simirlamasi, i ve j atomlan arasindaki uzaklik iizerine ise o zaman rj i atomdan j

atomuna vektor (r;j= rj-r;) ve d;j istenilen uzaklik olmak iizere bag kosulu,

r’—d; =0 (4.24)
olarak ifade edilebilir. Pratik niimerik simiilasyonda herhangi bir verilen adimda sinirlamanin,
sapmalarin birka¢ smir degerden kiiciikk oldugunda saglanabilecegi sdylenebilir. SHAKE
durumunda sinirlama, € bir sabit ve dx denge bag uzunluklar1 olmak iizere,

r}-d; <efd; (4.25)
oldugunda saglanir. LINCS sinirlama metodunda, dogrudan sinirlamalarin tiirevlerinden ¢ok

kendileri yenilenirler (yani hizlardan ¢ok sinirlandirilmis uzakliklar1 yenilerler) ve bu haliyle

SHAKE metoduna gore daha kararli ve hizlidir.
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4.3.7 Benzetilmis Tavlama (Simulated Annealing)

Tavlama, erimis bir maddenin sicakliginin materyal tek biiyiik bir kristal verecek sekilde
yavas¢a azalmasi siirecidir. Bilgisayar cipleri i¢in silikon kristallerinin elde edilmesi gibi
tiretimin pek ¢ok alaninda yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Tavlamanin kilit 6zelligi
kati-s1vi faz gegisindeki sicaklik kontroliiniin ¢ok dikkatli kullanilmasidir. Sonugta elde edilen
miikemmel kristal serbest enerjide global minimuma sahiptir. Benzetilmis tavlama (Simulated
annealing, SA) cok sayida olas1 ¢ozlime sahip problemlere optimal ya da en iyi ¢ozlimler

bulmak i¢in bu siireci taklit eden bilgisayar hesaplama metodudur (Kirkpatrick et al 1983).

Bu metotta, verilen bir sicaklikta sistemin Monte Carlo ya da Molekiiler Dinamik simiilasyon
kullanilarak termal dengeye ulagsmasi saglanir. Yiiksek sicakliklarda sistem yiiksek enerji
bariyerlerini asmak i¢in konformasyon uzayimnin yiiksek enerji bolgesini isgal edebilir.
Sicaklik diistiikce Boltzmann dagilimina gore daha diisiik enerjili durumlar daha olasi olur.
Mutlak sifirda, sistem en diisiik enerjili durumu isgal etmelidir (global minimum enerji
konformasyonu). Global olarak, optimize ¢6ziime ulasmay1 garantilemek i¢in her birinde
sistemin termal dengeye gelmek zorunda olacagi sonsuz sayida sicaklik adimi gerekir.
Dikkatli sicaklik kontrolii, sistemin enerjisi bir konformasyonel uzay bdlgesini digerinden
ayiran bariyerlerin yiiksekligiyle kiyaslanabildiginde gereklidir. Bu duruma c¢ogunlukla
pratikte ulasilamaz ve bu ylizden SA global minimumu bulmay1 garanti etmez. Bununla
birlikte, ayn1 sonug¢ cesitli kosturmalardan elde edilirse o zaman global minimumun
bulunmasi yiiksek olasiliklidir. Bir takim SA kosturmalar1 bir molekiiliin diisiik enerji

konformasyon serisini verebilir.

4.3.8 Molekiiler Dinamikte Sicaklik-Basin¢ Kontrolii

Molekiiler Dinamikte sicakligi sabit tutmak i¢in bircok neden vardir. Biyolojik yapilar
sicaklik degisimi ile farkli davranislar gosterebilirler. Bu nedenle modelleme sonunda elde
edilecek sonuglarin analizlerinin dogru yapilabilmesi igin simiilasyon boyunca sicakligin
kontrol edilmesi gerekmektedir. Standart Molekiiler Dinamik mikrokanonik kiimede yapilir
fakat ilgilenilen fiziksel sistemin belirli bir sicaklik altindaki davranislar1 incelemek i¢in bir
sicaklik termostati kullanmak kaginilmazdir. Termostatlar fiziksel sistemin istenilen

sicakliklarda ve istenilen kiimede incelemek icin tasarlanmistir. Sistemin sicakligini kontrol
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etmenin pek ¢ok yolu vardir. Sicaklik kontrolii i¢in literatiirde bulunan en kolay yollardan

birisi “hiz dl¢eklendirmesi” yapmaktir.
4.3.8.1 Hiz Olceklendirmesi Metodu

Incelenen sistemin sicaklig1 sistemin ortalama kinetik enerjisi ile iliskilidir
3
(KE) =5kBNT (4.26)

Dolayisiyla sicakligi kontrol altina almak i¢in hizi kontrol altina almak gereklidir. Herhangi

bir t zamaninda sistemin sicaklig1 T(t) ise ve pargaciklarin hizlarini bir A faktori ile ¢arparsak,

= i <, > 2 (4.27)

L»JIN

e

[\)IH
wlt\)

1 m,
2 Nk,

AT=€ -1T7C (4.28)

seklinde verilen formlar olusacaktir ve her iki esitlikten A faktorii,

Tyeni
A= TC (4.29)

olarak bulunacaktir. Sicaklig1 istenilen degerde tutmak icin pargaciklarin hizlarini her adimda
A faktorii ile garpmamiz gerekmektedir. Bu yonteme “hiz 6lgeklendirme metodu” denir. Bu

yontemin dezavantaji kanonik kiimede sicaklik dalgalanmalarina izin vermemesidir.

4.3.8.2 Berendsen Sicakhik Ciftlenimi

Sicakligr kontrol etmek i¢in alternatif bir diger yOntem ise, incelenen sistemi sabit bir
sicaklikta bulunan 1s1 tanki ile etkilesimde tutarak sicakligi istenilen degere getirmektir

(Berendsen et al. 1984). Sicaklik degisim orani, sistem ile 1s1 tanki arasindaki sicaklik farki ile

orantilidir ve bu agagidaki gibi ifade edilebilir.
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dr( 1 <
— == (bmh _T(:, (4.30)
dt T

Burada 7 ¢iftlenim parametresidir. Bu parametrenin biiyiikliigii sistem ile 1s1 tanki arasindaki

etkilesimin boyutunu belirler. Sicakliktaki degisim

ot S
AT=:;(Mh—T(: (4.31)
esitligiyle verildiginde

T,
2 =1+@ —bath _1 (4.32)
o\ TC

T ¢iftlenim parametresi biiyiik ise sistem ile 1s1 tanki arasindaki c¢iftlenim zayif, kiiciik ise

gliclii olur. " T = &t" ise algoritma basit hiz 6lgeklendirme yontemine doniisiir.

4.3.8.3 Genisletilmis Sistem Metodu

Hiz Olgeklendirme yéntemleri tam olarak kanonik kiime olusturamazlar. Bu ydntemler
sonucunda incelenen fiziksel sistem istenilen sicaklik degerine getirilse de ¢oziicii ve ¢dziinen
sicakliklar1 birbirinden az da olsa farklilik gosterirler. Simiilasyon calismalarint kanonik
kiimede gerceklestirmek i¢in “Genisletilmis Sistem Metodu” kullanilir. Genisletilmis sistem
metodu Nose-Hoover tarafindan gelistirilmis bir metottur. Bu metot, incelenen fiziksel
sistemle birlesik ve ek serbestlik derecesine sahip bir 1s1 deposuyla etkilesim mantigina

dayanir. Bu 1s1 banyosunun potansiyel enerjisi,
U=€+1k, (4.33)

kinetik enerjisi ise ;

SHG
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seklinde verilir. Burada Q, boyutu (enerji )*( zaman )* olan ekstra serbestlik derecelerinin
kiitlesidir ve gercek sistemle 1s1 deposunun ciftlenim biiyiikliigiinii belirler. Inceledigimiz
gercek fiziksel sistem ile bu sisteme 1s1 deposu entegre ederek olusturdugumuz genisletilmis

sistemimizin hizlar1 arasinda bir iliski vardir.
Gergek sistemimizde bulunan pargaciklarin hizlarini;

v = (4.35)
dt

seklinde tanimlariz. Gergek sistemimizdeki zaman adimi dt, genisletilmis sistemimizdeki

zaman adimina dt’ denilirse aralarindaki iliski asagidaki ifadeyle verilebilir.
dt=sdt’ (4.36)

Ek serbestlik derece sayisi olan s degisebilir. s degeri degistik¢e pargacik hizlarina bagh
olarak gercek sistemimizdeki sicaklik ta degisir. Bu sayede gercek sistemimiz ile 1s1 deposu

arasinda 1s1 gegisi olacak ve sistem istenilen sicakliga erisecektir.
4.3.8.4 Parinello-Rahman Basing¢ Ciftlenimi

Molekiiler Dinamik yonteminde, sabit hacim yerine sabit basing altinda simiilasyon yapmak
ta arzu edilen bir durumdur. Bu durumda, basin¢ degisimi de sicaklik degisimi gibi
simiilasyon sonucunu etkileyeceginden, kontrol altina alinmasi1 gereken bir parametre olarak

karsimiza ¢ikmaktadir.

1980 yilinda basinci sabitlemek i¢in Parinello ve Rahman (PR) (Parrinello and Rahman 1981)
tarafindan anizotropik sistemlere uygulanabilecek bir yontem gelistirilmistir. Bu yontemde,
yalitilmig N pargacikli sistem icin toplam i¢ enerji ve simiilasyon kutusunun hacmi bagimsiz
degiskenler olarak alinir. Kutunun kenarlart b=(A,B,C) seklinde bir matris olusturacak
bicimde A(t), B(t) ve C(t) ile tanimlanan lineer bagimsiz ve zamanin fonksiyonu olan ii¢
vektorle ifade edilir. Parinello ve Rahman yaklasiminda kutu i¢indeki bir i atomunun hareket

denklemi (Haile 1992),
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2 -
dt]; =V W' €, -P, (4.37)

esitligi ile verilir. Burada, V simiilasyon kutusun hacmi, P istenilen basing degeri, Pg
sisteme uygulanan dis basingtir. W matrisi asagidaki Esitlik 4.38 ile ifade edilir ve sistem ile

basing tankinin etkilesiminin biiyiikliigiinii belirler.

4, .

o iij

¢ = 4.38
N (39

Parinello-Rahman yaklasimi ile simiilasyonda basing zaman sabiti (7,) ve izotermal

sikistirilabilirlik ( £ ) belirlemekle sistemin basinci kontrol altina alinir.
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BOLUM 5

KOPYA DEGIiS TOKUS MOLEKULER DiNAMIK METOT (REMD)

Protein katlanma (folding) simiilasyonlarinda, diisiik sicaklikta, simiilasyonlar ¢ok sayida
yerel minimum enerji durumlarindan birine takilma egilimi gosterdiginden, klasik simiilasyon
metotlariyla tam bir kanonik dagilim elde etmek zordur. Bu ¢oklu-minimumlar (multiple-
minima) problemini ¢ézmenin bir yolu, non-Boltzmann olasilik agirlik ¢arpanlarina dayal bir
simiilasyon yapmaktir. Boylece enerji uzayinda rastgele bir yiirliylls (random walk)
gerceklestirilebilir. Rastgele yiirliylisler, simiilasyonun herhangi bir enerji bariyerini
geemesine izin verir ve boylece klasik metotlardan ¢ok daha genis bir faz uzayi
orneklenebilir. Boyle iyi bilinen metotlardan biri olan Multikanonik algoritma enerji uzayinda
1 boyutlu rastgele yiirliylis (random walk) saglarken, bir diger metot olan Simulated
Tempering sicaklik uzayinda 1 boyutlu rastgele yliriiyiis saglamaktatir. Bu tip agirlik
carpanlarindan dolay1 enerji uzayinda rastgele yiiriiyiis saglayan metotlara genel olarak

genellestirilmis topluluk algoritmalar1 denir.

Genellestirilmis topluluk metotlar1 giicliidiir fakat Multikanonik ve Simulated Tempering
metotta olasilik agirlik carpanlart 6nceden bilinmez ve kisa simiilasyonlarin iterasyonuyla
belirlenmek zorundadir. Bu siire¢ cok zordur ve can sikict olabilir. Bunlarin iistesinden gelen
genellestirilmis topluluk algoritmasina dayali bagka bir metot ise REMD metottur. Bu metotta

agirlik carpani zaten bilinmelidir ve belirlenmesinde hicbir sikint1 yoktur.

Koordinat ve momentum vektorleri sirasiyla q={qi, q2, ...,qn} ve p={pi,p2-....pn}olan

my(k=1,.....,N) kiitleli N atomlu bir sistem diisiinelim.

Sistemin Hamiltonyeni H(q,p) , kinetik enerji K(p) ve potansiyel enerjinin E(q) toplamidir:

H(q,p)= K(p)+ E(q) (5.1)
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K(p)=), - (52)

T sicakliktaki bir kanonik toplulukta, H(q,p) Hamiltonyenli her X=(p,q) durumu
W, = e 0 (5.3)

Esitligindeki Boltzmann carpaniyla agirliklandirilir. Ortalama kinetik enerji ise asagidaki gibi

verilir.

N
(K(p)), <Z > _—Nk T (5.4)
Som, [, 2
REMD Metodu i¢in genellestirilmis topluluk, kanonik toplulukta M farkli sicaklikta Ty,
(m=1,.....,M) orijinal sistemin M tane etkilesmeyen kopyasini (replica) igerir. Kopyalar i¢in 1

(i= 1,...,M) etiketi, sicakliklar i¢in m (m=1,....,M) etiketinin bir permiitasyonudur (veya tam

tersi):
i=i(m)= f(m),

- 5.5
m=m(@i)=f "€, -2

Burada f(m), m’ nin permiitasyon fonksiyonu ve f'(i) ise fonksiyonun tersidir. Bu
genellestirilmis toplulukta X durumu T,, sicaklikta 1 kopyasindaki N atomun qm koordinat ve

p"! momentumlarmimn
™
xH= U pt; (5.6)

tiim M seti lizerinden bir bilesimidir:

~

X = €1I(j,-- M/I]\ (L :l (5.7)

Kopyalar etkilesmediginden, bu genellestirilmis topluluktaki X durumu i¢in agirlik ¢arpam

her kopyanin (ya da sicakligin ) Boltzmann ¢arpanlarinin ¢arpimiyla verilebilir:
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Wiy (X) = exp{— >B,HEp '} - exp{— B HEp '@} (5.8)

Genellestirilmis toplulukta sirasiyla Ty, ve T, sicakliklarina sahip i ve j kopyalarinin degis
tokus (exchange) edildigini diislinelim:

- 1 1

X :("--’x,!7?7”on79”’) - X’ :(""7-x;!ii”77xnli9”’) (59)

Burada i, j, m ve n Esitlik (5.5) deki permiitasyon fonksiyonlar: ile iliskilendirilir ve

kopyalarin degis tokusu yeni bir f' permiitasyon fonksiyonunu ortaya ¢ikarir.

i=f(m)— j=f'(m),
j=fm)—i=f'n),

(5.10)
Bu degis tokus daha detayli olarak su sekilde verilir:
_ e~ o P
xrrIL_EQI_’pI_/m_)xWIZ_E[qll_’pll_ >
, o~ (5.11)
- - N 1 1
xnll_E ‘l_’pll_ﬂﬁxl‘ll_ E[q I_’pl_)
Bu siireg 1 ve j kopyalarina ait olan Ty, ve T, sicaklik ¢iftinin degis tokusuna denktir:
_ _ -~ 1 _ 1
xl= €l pl >l = [q L p '-) ,
. " (5.12)
. .= TN . .~ .=
xV-= @l pl-) )= (q':p L)

m

REMD vyaparken q koordinatlarin yam1 sira p momentumlar1 dikkate almak zorundayiz
Momentumlar i¢in asagidaki formlar 6nerilir:
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R

DT (5.13)
J m l_
p A

Bu tanimlama Egsitlik (5.4)" deki sicaklik sartin1 saglayabilmesi i¢in iki sicaklik oranlarinin
karekokii ile kopyalardaki tiim atomlarin hizlarini yeniden skalalandirilma olanag: saglar. Bu

degis tokus siirecini bir denge dagilimina dogru yaklastirmak yeterlidir.
WREM«J)« > X' =W (XN’ —)X (5.14)

Esitlik (5.1), (5.2), (5.8), (5.13), ve (5.14)’ den

W& > X' p{ B l((;* +E6L/A,B l((g' +E6|%

W —> X +ﬂm|<(?'+E6'- ﬂnl(()v”;qv

(5.15)
ﬂmT—’"KN-— B, "K(a' B.KG\ T K-
=expy I,

RO B T

= exp(-A)

9

elde edilir. Burada A, asagidaki gibidir.

A=, -5, €¢" > E¢ (5.16)
1, j, m ve n indisleri

i=f(m), j=f(n) (5.17)
degis tokusundan 6nce Esitlik (5.5)” deki permiitasyon fonksiyonlari ile iliskilendirilir.

Ornegin, bu durum yaygin olarak Metropolis kriteri tarafindan saglanabilir:
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- ~ 1, A<L0
o€ > X' = a)QHan/: Jor -
exp€A) ,forA>0_ (5.18)

Genelligi kaybetmeden p, <f,.....< f,,0ldugunu farz edelim. Bir REM simiilasyon
asagidaki iki adim uygulanarak yapilir:

(1) Sabit sicaklikta kanonik topluluktaki her replica i¢in es zamanli ve bagimsiz olarak bir

MD adim yapilir.
Esitlik (5.18)" deki o €!x};

m+l

(2) Komsu sicakliklardaki bir replica ¢ifti an: ve x1

m+1

olasilikla degis tokus edilir.

2. adimda yalnizca komsu sicakliklara ait replicalarin degis tokus edildigine dikkat
edilmelidir. Cilinkii iki B arasindaki fark arttikca degis tokus olasiligi iistsel olarak azalir.
Ayrica her ne zaman replica degis tokusu kabul edilirse Esitlik (5.5)’ deki permiitasyon
fonksiyonlar1 giincellenir (update ) (Sugita and Okamoto 1999).
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BOLUM 6

SIMULASYON CALISMALARI

6.1 GIRIS

Tez c¢alismast kapsaminda incelenen peptidler, gida zehirlenmelerine sebep olan
Staphylococcal enterotoxin B (SEB) toksinlerinin saptanmasinda biyosensdr olarak

kullanilabilirlikleri olan peptidlerdir ve aminoasit dizilimleri asagida verilmistir.

Peptidl Trp-Ala-Pro-Pro-Leu-Phe-Arg(+)-Ser-Ser-Leu-Phe-Tyr
PeptidIl Leu-Leu-Ala-Asp()-Thr-Thr-His-His-Arg(+)-Pro-Trp-Thr
PeptidIII Leu-GIn-Gly-Phe-Trp-GIn-Thr-Asp(-)-Ala-Ser-Tyr-Arg(+)

Bu dizilimlerin her birinin birbiri ucuna baglanmasiyla elde edilmis ikili ve t¢li tekrarh
yapilart da ayn1 amaclar dogrultusunda incelenmis ve bulunan sonuglar ileride Boliim 6.4-5’te
bir arada verilmistir. Bundan sonra kolaylik agisindan, yukaridaki peptid dizilimleri “rekli”,

digerleri ise sirastyla “ikili” ve “li¢/ii” dizilimler adlariyla anilacaktir.

Tiim peptid dizilimlerinin bagslangic yapilart acik formundan baglatilarak simiilasyon
caligmalar1 yapilmistir ve simiilasyonlarda hi¢bir deneysel baslangic verisi kullanilmamustir.
Bundan dolay1 her bir simiilasyon caligmasi i¢in optimum bir baslangi¢ yapisi elde etmek

amaciyla ayrintilari ileride sunulmus bir takim protokoller uygulanmastir.

Calismamizda yapilan tim MD ve REMD simiilasyon islemleri ve analizleri i¢in Gromacs

bR

programi kullanilmistir. “Groningen Machine for Chemical Simulations™ kelimelerinin
kisaltmasindan  olusan  Gromacs (van der Spoel et al. 2005) (Gromacs,
http://www.gromacs.org ) ilk olarak Groningen Universitesi'nin Biyofiziksel Kimya boliimii
tarafindan gelistirilen agik kaynak kodlu bir yazilim paketidir. Gromacs projesi aslinda 1990’

larin basinda halka mimarisine dayanan molekiiler simiilasyonlar icin paralel bilgisayar
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sistemi olusturmak amaciyla dizayn edilmistir. Gromacs protein, lipit, polimer gibi
biyomolekiilleri simiile etmeye yarayan bir programdir. Bir¢ok sistem iizerinde derlenebilir ve
standart mesaj gecis ara ylzii (MPI) kullanilarak paralel olarak calistirilabilir. Bununla
birlikte Gromacs birden fazla kuvvet alanini destekler ve agik kaynak kodlu dogasindan

dolay1 oldukca esnek bir programdir.

Anlagilir bir sunus olmasi agisindan, tiim peptid dizilimlerinin tekli formlarinin MD ve
REMD simiilasyon sonuglar1 ve PeptidIl’ nin ikili ve ii¢lii, PeptidIII” iin ise ikili formunun

MD ve REMD simiilasyon sonuglar ayr1 boliimler halinde sunulmustur.

6.2 TEKLI PEPTID DiZILIMLERININ MD SIMULASYONLARI

6.2.1 Metot

Oncelikle, her bir peptidin baslangi¢ yapilart “TINKER” modelleme programi (Humphrey et
al. 1996) kullanilarak, diiz bir zincir seklinde olusturulmustur. Olusturulan bu baslangic
yapilarindan yola ¢ikarak sirasiyla vakum ve ¢oziicii ortaminda olmak iizere iki asamali MD
simiilasyonlar1 gergeklestirilmistir. Vakum ortamindaki simiilasyon sonucu elde edilen
yapilar, ortama c¢oziicli eklenerek yapilan simiilasyon asamasinda baslangic yapisi olarak
kullanilmistir. Boylelikle MD simiilasyonlarinin baglangi¢ yapisinin daha optimize yapilardan

baslamasi saglanmaya caligilmistir.

Peptidlerin hem vakum hem de ¢ozelti igeren ortamlardaki simiilasyonlari, NPT kiimesi
(pargacik sayisi, basing ve sicaklik sabit: “isobaric-isothermal ensemble”) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Molekiil i¢i ve molekiiller aras1 etkilesimleri hesaplamak icin kullanilan
kuvvet alami (force field), OPLS-AA/L (Jorgensen and Severance 1990) olarak seg¢ilmistir.
Biyomolekiilleri olusturan atomlarin hizlar1 T = 300 K i¢in, Maxwell Boltzman hiz dagilim
fonksiyonu ile belirlenmistir. Molekiiler dinamik simiilasyonlarinda atomlarin konumlarinin
ve hizlarinin belirlenmesi i¢in standart Verlet (Verlet 1967) algoritmasi kullanilmis ve
molekiiler dinamik zaman adimi 2 fs olarak sec¢ilmistir. Periyodik sinir kosullarini
kullanabilmek ve sistemin biiyiikliigiinii sinirlamak i¢in incelenen yapilar bir simiilasyon
kutusuna yerlestirilmistir. Bu sayede sadece kutu icerisindeki kuvvetlerin hesaplanmasi
saglanmistir. Simiilasyon kutusunun sekli ve biiytikliigli simiilasyon zamanin1 6nemli 6l¢iide

etkileyeceginden kutunun boyutlart minimum olacak sekilde belirlenmistir.
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6.2.2 Simiilasyon Detaylar:

Simiilasyon caligmasina vakum ortamindan baslanilmistir. Tinker molekiiler modelleme
paketi kullamilarak olusturulan peptidlerin basit yapilari, boyutlari 3x3x3 nm’ olan kiibik
simiilasyon kutusunun merkezine yerlestirilmistir. Simiilasyon kutusuna yerlestirilen yapilar
sahip olduklar1 yiliksek enerjiden dolayr kararli durumda olamayacaklarindan enerji
minimizasyonu islemine tabi tutulmuslardir. Enerji minimizasyonundaki amag, tiim kinetik
enerjiyi sistemden atip yapidaki termal giiriiltiiyli azaltirken, sistemin potansiyel enerjisinde
de bir azalma olmasini saglamaktir. Bu minimizasyonlarda, her peptid sisteminin yakin van
der Waals temaslarii yok etmek icin yerel tarama tekniklerinden sirasiyla ‘Steepest Descent’
ve ‘Conjugate Gradient’ algoritmalar1 kullanilmis, enerji gradyenti 100 kJ mol'nm™ olarak

secilmis ve islemler 1000 adimda tamamlanmustir.

Simiilasyon ¢aligmalarinda, baslangi¢ sartlar1 sistemin faz uzayindaki beklenen yoriinge
konumu civarinda bulunamayabilir. Sistemin istenilen enerji degerine (faz uzayimndaki
yorlingesine) ayarlanmasi, sisteme enerji vererek veya sistemden enerji alarak saglanabilir.
Enerji verme veya alma iglemi genellikle, termostat parametresi olarak adlandirilan bir
degerle atom hizlarinin carpilmasiyla saglanir. Bu islemin yapildig1 siireg, molekiiler
dinamikte dengeleme siireci veya termalizasyon olarak adlandirilir ve bu bolgedeki sisteme
Dengeleme Fazi denilir (Haile 1992). Bu dogrultuda, sistemin enerji minimizasyonunun
ardindan termalizasyon adimina gec¢ilmistir. 200 ps’lik termalizasyon siirecinde sicaklik
kontrolii Nose-Hoover termostati kullanilarak saglanmis ve c¢iftlenim parametresi 0.1 ps
olarak ayarlanmistir. Bu termalizasyon adimi sonrasinda da vakum ortaminda simiilasyon

calismasinin iirlin agsamasina geg¢ilmistir.

Vakum ortaminda yapilan 1000 ps’lik iiriin simiilasyonu asamalarinda, sicaklik, v-rescale
termostat1 secilerek kontrol edilmistir. Bu sirada ciftlenim sabiti 0.1 ps olarak ayarlanmustir.
‘Simulating Annealing’ algoritmas1 yardimiyla biyomolekiillerin sicakligi aniden 1000 K
cikarilip asama asama 300K’e kadar distiriilmistir. Bu sayede olusturulan tiim
konformasyonlarin birbirleri ile korelasyonuna bakilarak birbirlerinden farkli ya da benzer
konformasyon kiimeleri olusturulmaya c¢alisilmis ve vakum ortamindaki bu yapilardan en

olas1 konformasyon secilmistir.
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Vakum ortaminda belirlenen bu en olasi konformasyon, simiilasyon kutusunda birakilarak
ortam SPC/216 su modeli kullanarak tamamen ¢oziicii ile doldurulmus ve ¢Oziicii ortam
varliginda simiilasyonlara baglanmistir. Peptidl, Peptidll ve PeptidIIl i¢in simiilasyon
kutusuna doldurulan su molekiilii sayilar1 sirasiyla 2303, 2053 ve 2112 tanedir.
Peptid+coziicli bilesik sisteminin simiilasyonlarinda ise asagidaki protokol agsamalari

izlenmistir.

Kutu i¢erisindeki yapilarin atomlar ile simiilasyon kutusu arasindaki uzaklik minimum Inm
olarak belirlenmistir. Her bir peptid icin atomlar arasi elektrostatik etkilesimler i¢in gergek
uzay kesme mesafesi (cut-off, ro,) 0.9 nm olarak alinmis ve Particle Mesh Ewald (PME)
(Darden et al 1993) yontemi kullanilmistir. PME geregi yiiklii olan PeptidI’1 notralize etmek
icin suya bir Cl iyonu eklenmistir. Lennard Jones etkilesimleri ro, = 1.4 nm’ lik ‘cut-off’

yaklagimi ile hesaplanmis ve bag uzunluklari Lincs algoritmasi kullanilarak sinirlandirilmastir.

Peptid+su bilesik sisteminde hidrojen ve kirilmis hidrojen baglarinin olmasi ¢ok biiyiik
kuvvetlerin olugsmasina ve ayni zamanda yapinin bozulmasmnma neden oldugundan, bu
kuvvetleri sistemden cikarmak gerekmektedir. Bu islem enerji minimizasyonu adimi ile
saglanmustir. Bu bilesik sistemde de aymi vakum ortaminda oldugu gibi 100 kJmol 'nm’
enerji gradyenti ile sirasiyla ‘Steepest Descent’ ve ‘Conjugate Gradient’ algoritmalari
kullanilarak minimizasyon islemi gerceklestirilmistir ve takiben termalizasyon adimina

gecilmistir.

Termalizasyon adimi yapilirken sisteme konum smirlandirilmas: yapilmistir. Konum
sinirlamas1 (position restrain) sabit pozisyonda tutulan Ozellesmis atomlarin harmonik
etkilesimleridir. Coziicii eklenen sistemimizde konum sinirlamasi ile su molekiillerinin
simiilasyon kutusu igerisinde serbestge dolasmasina imkan verilirken atom pozisyonlarini da
sinirlandirilarak, makromolekiillerin i¢inin su ile kaplanmasi saglanmistir. Simiilasyonun bu
asamasinda suyun gevseme zamani da goz Oniinde tutularak 200 ps’ lik bir termalizasyon
islemi yapilmistir. Sicaklik ve basing ise sirasiyla v-rescale (Bussi et al. 2007) ve Berendsen

(Berendsen et al. 1984) termostatlari ile kontrol edilmistir.

Vakum ve ¢oziicli ortamdaki bu simiilasyonlardan sonra seg¢ilen konformasyonlar i¢in oda
sicakliginda ve 1 atm sabit basing altinda iirlin simiilasyonu asamasina gecilmistir. Bu

asamalarda 2 fs zaman adimi kullanilmis, sicaklik termostat1 v-rescale, basing termostati ise
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Parrinello-Rahman (Parrinello and Rahman 1981) olarak segilmistir. Sicaklik ve Basing
ciftlenim sabitleri ise sirasiyla 0.1 ps ve 0.5 ps olarak ayarlanmigtir. 30 ns’ lik {iriin
asamalarmim sonucunda elde edilen yapilar analiz edilerek yorumlanmistir. Ikincil yapi

analizlerinde DSSP (Kabsch and Sander 1983) “Ikincil yap1 Analiz Program1” kullanilmistir.

6.2.3 Sonuc¢ ve Analizler

Detaylar1 Bolim 6.2.2° de anlatilan protokoller uygulandiktan sonra, iiriin agsamasinda elde
edilen ve her zaman adimi ic¢in kaydedilen yoriinge dosyalari kullanilarak, peptid
konformasyonlarinin ikincil yapilar1 belirlenmis ve bu yapilar sirasiyla Sekil 6.1-3” de
verilmistir. Sekillerde diisey eksendeki sayilar peptid dizilimindeki aminoasit birimlerinin sira
numarasini vermektedir. Sekillerde goriilen renklerin hangi ikincil yapiya karsilik geldigi ise
altlarindaki renk kutucuklarinda ifade edilmistir. Buna gore beyaz renk rastgele sarim
(random coil), siyah renk f-kopriisii (beta bridge), yesil renk kivrimlar (bend), sar1 renk
[- doniisleri (turn), mavi renk a-heliks (a-helix), gri renk 3-heliks (3-helix) ve kirmizi renk ise

[-vapragi (beta sheet) yapilarina karsilik gelmektedir.
Her iic sekilden de acgikga goriildiigli iizere, simiilasyon zamani siiresince incelenen

peptidlerin hepsinde ilk ve son aminoasitler rastgele sarim yap1 gostermektedir. Bu terminal

aminoasitlerin zwitter-iyon forma sahip olmalarindan dolay:1 beklenen bir durumdur.
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Oncelikli olarak Sekil 6.1’ e bakildiginda, PeptidIl’ in, ilk ve son aminoasitlerinde goriilen
rastgele sarim yapt disinda, 3. aminoasit civarinda kivrilma yapisi yaygin olarak
bulunmaktadir. Ayni peptidin orta bolgelerinde bulunan aminoasitlerin, simiilasyon boyunca
daha kararsiz yapida oldugu sdylenebilir. Orta bolgedeki bu az kararliligin aksine, kivrilma
yapilarinin daha kararli olmasi, Peptid’ in 3. ve 4. segmentlerinde igerdigi proline
aminoasitlerinden kaynaklanabilir. Peptidl”’ in orta bolgesinde (5-10 segmentler) baslica
gbzlenen yapilar beta doniisleri ve rastgele sarim yapilardir. Bu yapilarin disinda ilk 3 ns
siiresince yine orta bolgede 3-heliks yap1 da gozlenmektedir. Daha sonra bu yapi yerini
kivrilma ve rastgele sarim yapilara birakmaktadir ve simiilasyonun sonlarinda 5-7
segmentlerinin tekrar tiimiiyle 3-Heliks yapiya biirlindiigli goriilmektedir. Simiilasyonun 7-14
ns araliginda, 8-10 segmentlerinde ¢ogunlukla 3-Heliks yap1 mevcutken bu aminoasitler 14-
19 ns araliginda beta doniisleri yapist gostermeye baslamiglardir. Diger taraftan 19 ns’ den
sonra 9-10 aminoasitlerinde kivrilma ve rastgele sarim yapilar yayginken, 5-8

aminoasitlerinde beta doniigleri ve 3-Heliks yapilar kendilerini gdstermektedir.

Sekil 6.2 de gosterilen ikincil yapilardan, PeptidII’ nin tiim simiilasyon siiresince 1, 6, 11 ve
12 numarali aminoasitlerinde biitlinliyle rastgele sarim yapilar sergiledigi goriilmektedir.
Bunun yani sira leucine ve alanine aminoasitlerine sahip 2-3 segmentleri ve histidine
aminoasitlerine sahip 7-8 segmentlerinde beta doniisleri yapilar1 ortaya ¢ikarken, 9-10
segmentlerinde genelde kivrilma yapilar1 bulunmaktadir. Simiilasyonun baglangicinda 4-5
segmentlerinde kivrilma yapilar1 baskinken, ilerleyen siiregte bu baskinlik kaybolmus ve bu

segmentlerde karisik olarak beta doniisleri ve kivrilma yapilar1 gozlenmeye baglanmistir.

Sekil 6.3” de gosterilmis olan PeptidIII’ {in sahip oldugu olas1 ikincil yapilar incelendiginde
ise 1, 2, 4, 11 ve 12 nolu aminoasitlerin ¢ogunlukla rastgele sarim yapilar sergiledigi
gozlenmektedir. 3. aminoasitin tim simiilasyon boyunca kivrilma yapisinda kaldig:
gozlenirken, 5-7 ve 9-10 segmentlerinde ise karisik olarak beta doniisleri, 3-Heliks ve
kivrilma yapilar goriilmektedir. Sekilden PeptidIII’ {in sahip oldugu beta doniisleri yapilarim
oraninin, 3-Heliks ve kivrilma yapilarininkinden daha fazla oldugu goriilmektedir.
Simiilasyonun baslangicinda 8 ve 11 aminoasitlerinde B-kopriisii yapilar1 gozlenirken, bu
yapilar 1.5 ns’ den sonra 8. aminoasitin hizlica rastgele sarim-kivrilma ve 11. aminoasitin ise
rastgele sarim-3-Heliks yapilarla yer degistirdigi goriilmiistiir. Diger taraftan 21 ns’ den sonra
3-4 ve 7-8 segmentlerinde ¢ok az miktarda olmakla beraber B-yapragi, 3 ve 8 aminoasitlerde

ise B-kopriisii yapilarina rastlanmaktadir.
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Peptidlerin simiilasyon siiresince baslangi¢ konumlarindan ne kadar uzaklastiklarini takip
etmek ve ikincil yapr degisimlerini daha net anlayabilmek i¢in her bir peptidin baslangi¢
konformasyonlarindaki atomlarinin konum degerleri ile zamana bagli olarak konum
degerlerine gore kare ortalama karekok yer degistirme (RMSD) grafikleri ¢izilmistir (Sekil
6.4-6). Bu sekillerden her bir peptid i¢in RMSD degerlerinin kendi i¢inde farkli dalgalanmalar
sergiledigi goriilmektedir. RMSD degerlerinde gozlenen farkli dalgalanmalar ilgili peptid
diziliminin ikincil yapilarindaki koklii degisimlerden kaynaklanmaktadir. Bu degerler
yukarida sunulan ikincil yapr degisimlerinin verildigi sekillerle karsilastirildiginda yapisal

degisimler ve bunlarin gerceklestigi zaman araliklar1 daha iyi degerlendirilebilmektedir.

Sekil 6.4 incelendiginde, ilk 20000 ps lik zaman diliminde yiiksek dalgalanmalarin oldugu, bu
zamandan sonra dalgalanmalarin azalarak yapinin daha kararli hale ulagtig1 goriilmektedir. Bu
durum Peptidl i¢in Sekil 6.1 de verilen ikincil yapilarin zamanla degisimlerine bakildiginda

daha net anlagilmaktadir.

PeptidIl icin RMSD degerlerinin degisimi incelendiginde ise (Sekil 6.5) PeptidI’ e kiyasla ¢ok
daha az bir dalgalanmanin oldugu goriilmektedir. Yaklagik olarak ilk 14000 ps’ den sonra 0.2
nm civarinda olan bu dalgalanmalar, simiilasyon siiresince PeptidII’ nin Peptidl’ e gore daha
kararl1 yapilar sergiledigini gostermektedir. Bu durum ikincil yap1 degisimlerinde de agikca

goriilmektedir (Sekil 6.2).

Sekil 6.6’ da ise Peptidlll i¢in RMSD degerlerinin zamanla degisimi verilmektedir. Degisim
incelendiginde yine ilk 12000 ps’ lik zaman diliminden sonra daha kararli bir yapiya
ulagildigr goriilmektedir. PeptidIIl i¢in Sekil 6.3” te verilen ikincil yap1 degisimi
incelendiginde de yaklagik ayni simiilasyon zamanindan sonra heliks yapinin ortaya ¢ikisiyla

birlikte yapinin kararlilik gosterdigi gézlenmektedir.

Her ii¢ peptid dizilimi i¢in klasik MD simiilasyonu yapilarak elde edilmis bu sonuglar,
kolabratdrlerimizin ayni sartlarda gecmiste elde ettigi sonuglarla uyusmaktadir (Oguz 2011).
Ayrica yukarida sunulan sonuglar kolabratorlerimiz tarafindan yorumlanarak, deneysel
sonuclarla karsilastirilmis ve aralarindaki uyumlar yorumlanarak literatiirde yayimlanmigtir
(Dudak et al. 2010). Calismamizda, daha ¢ok REMD simiilasyonlarinin degerlendirilmesi ve
REMD ile klasik MD simiilasyonlariin karsilastirmasi iizerinde durulacagindan, klasik MD

ile elde ettigimiz bu sonuglar1 da sunma yoluna gidilmistir.
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Her ii¢ peptidin simiilasyon zamani boyunca sahip olduklar1 ikincil yap1 yiizdeleri tim
yorlinge dosyalar iizerinden hesaplanmis ve Cizelge 6.1° de bir arada verilmistir. Cizelge
incelendiginde, Peptidl ve PeptidIIl’ iin biiyiik oranda rastgele sarim yapilar, PeptidII’ nin ise
beta doniisii yapilart gosterdigi goriilmektedir. Ayrica diger peptidlere oranla heliks yapiya en
az miktarda PeptidIl sahipken, bu peptidin en yiiksek oranda kivrilma ve beta doniisleri

yapilarina sahip oldugu da gozlenmektedir.

Cizelge 6.1 Peptidlerin ikincil yap1 yiizdeleri.

Rsa‘:fl‘:e Kivrilma | B-déniisleri | Heliks | B-Kopriisi | B-Yaprag
(%) (%) (%) (%) (%)
(%)
PeptidI 55.5 23.1 12.0 8.67 0.12 -
PeptidII 34.0 26.1 39.8 0.14 - -
PeptidIIl 46.2 15.6 232 14.4 0.30 0.19

Peptidlerin ikincil yapilarinin belirlendigi DSSP protokolii hidrojen bag tanimlamaya dayali
oldugu i¢in her peptidin konformasyonel yapilarina hidrojen bag etkisini arastirmak amaciyla
molekiiliin kendi i¢inde yapmis oldugu hidrojen bag sayilarinin aminoasitlere gore dagilimlar

da elde edilmistir. Bu hesaplamalarda, hidrojen ve alic1 arasindaki uzaklik 0.35 nm” den daha
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az ve hidrojen, alic1 ve verici arasindaki a1 30°” den daha kiiiik oldugu durumlarda hidrojen

baglarinin olusacagi dngdrilmiistiir.

Peptidl’ in molekiil i¢inde yaptig1 hidrojen bag sayisinin aminoasitlere gére dagilimima Sekil
6.7° den bakildiginda, 5. aminoasitte (Leu) hidrojen bag sayisinin maksimum bir degere
ulastig1 ve 6. aminoasitte dnemli bir diislis yapip 7. aminoasitte tekrar arttigi goriilmektedir.
Ayrica 1, 2, 3 ve 11. aminoasitlerinin ¢ok az sayida hidrojen bagma sahip olduklar1 da

sekilden goriilmektedir.

Sekil 6.8’ de ise PeptidIl i¢in de 4. aminoasitte bir maksimum oldugu ve bu aminoasitten
sonra 5. aminoasitte 6nemli bir azalisla birlikte 6. aminoasitte tekrar keskin bir artis oldugu
goriilmektedir. Ayrica 3., 7. ve 11. aminoasitlerde ¢ok az sayida hidrojen bag: goriiliirken 12.

aminoasitiyle birlikte 6nemli bir artis oldugu goézlenmektedir.

PeptidIlIl i¢in molekiil i¢i hidrojen bag sayisina bakildiginda ise 8. aminoasitte maksimum
saytya ulasildigi ve 1, 3, 6, 9 ve 11. aminoasitlerde ise goreli olarak ¢ok az sayida hidrojen

bagina sahip olduklar1 Sekil 6.9 dan goriilmektedir.

Sekillerden, daha ¢ok sayida hidrojen baginin oldugu aminoasitlerin yiiklii aminoasitler,
ozellikle Asp (-) oldugu sdylenebilirken, diger aminoasitler i¢in ise genel bir davranis bigimi

olmadig1 ve komsu aminoasitler etkisi altinda farkli egilimler gosterdigi sdylenebilir.
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Sekil 6.7 Peptidl i¢in molekiil i¢i ortalama hidrojen bag sayisi.
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Sekil 6.9 PeptidIll i¢cin molekiil i¢i ortalama hidrojen bag sayisi.
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6.3 TEKLI PEPTIiD DiZiLIMLERINIiN REMD SIMULASYONLARI

6.3.1 Metot

Klasik MD simiilasyonlarinda karsilagilan yerel minumumlara takilabilme problemlerinden
dolay1 calismamizin bu kisminda Peptidl, II ve III i¢in 280-501 K sicaklik araliginda 52 farkli
kopya (replica) ile REMD simiilasyonlar yapilmistir. Tiim peptidlerin baslangi¢ yapilar1 yine
TINKER programi kullanilarak olusturulmustur. MD simiilasyonlar N terminali NH3" ve C
terminali COO- segilerek acik (extended) yapilarindan baslatilmistir. Tiim simiilasyonlar
GROMACS (van der Spoel et al. 2005) paket programi kullanilarak yapilmis ve enerjileri
hesaplamakta OPLS-AA kuvvet alani (force field) (Jorgensen and Severance 1990)
kullanilmistir. Sistemi ele alirken NPT topluluk ve suyu temsil etmek i¢in SPC (Berendsen et

al. 1981) su modeli kullanilmistir. Her peptid asagidaki gibi bir protokol uygulanmistir.

Her peptid sistemi i¢in yakin van der Waals temaslarint yok etmek amaciyla vakumda 6nce
steepest descent ve ardindan conjuge gradient algoritmalar1 kullanilarak enerji minimizasyonu
yapilmistir. Daha sonra sistem yiiksek bir sicakliga kadar 1sitilmis ve sonrasinda vakumda bu
yiiksek sicakliktan oda sicakligina simulating annealing yapilarak sogutulmustur. Elde edilen
yapt suda ¢Oziilmiistiir. Elde edilen yapiya termalizasyon uygulandiktan sonra kisa bir MD
simiilasyonla sistemin dengeye ulagmasi saglanmig ve sonrasinda REMD simiilasyonlara
baslanmistir. Sonuglarda sunulan ikincil yapilar DSSP (Kabsch and Sander 1983) ikincil yap1
analiz programi, lic boyutlu konformasyonlarin gorsel sunumu ise VMD paket programi

(Humphrey et al. 1996) kullanilarak elde edilmistir.

6.3.2 Simiilasyon Detaylari

Her peptid dizilimlerimize, 100 kJmol'.nm™ enerji gradyenti elde etmek icin, énce steepest
descent ardindan conjuge gradient ile vakumda enerji minimizasyonlart yapilmistir. Optimize
edilen sistemler 100 ps de 1000 K sicaklik altinda simiile edilmistir. Ardindan sistem 200 ps

zaman zarfinda 1000 K den 300 K sicakliga simulating annealing ile sogutulmustur.

Her peptid sisteminin vakum simiilasyonundan elde edilen baslangi¢ yapilari, SPC su modeli
kullanilarak ¢oziilmiistiir. Particle Mesh Ewald (PME) (Darden et al. 1993, Essmanm et al.

1995) metotta uzun erimli (long-range ) etkilesimleri betimlemek i¢in bir 0.9 nm cut-off ve
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1.4 nm van der Waals cut-off yarigaplar1 kullanilmistir. Peptidlerdeki kovalent baglari
siirlandirma isi LINCS (Hess et al. 1997) algoritmasi ile halledilmistir. Periyodik sinir
sartlar1 uygulanmis ve PME geregi Peptidll'yi nétralize etmek icin 1 Cl° iyonu genion
programiyla ¢6zelti ortamina eklenmistir. Peptidteki herhangi bir atom ile simiilasyon kutusu
arasindaki minimum uzaklik 1 nm olarak sinirlandirilmistir. Cozeltideki peptidlerin baslangic
yapist 100 kJmol'nm™ enerji gradyenti ile steepest descent sonra conjuge gradient ile

minimize edilmistir.

NPT toplulukta yapilan simiilasyonlarda simiilasyon boyunca ¢6zelti 300 K 1s1 deposuyla ve 1
bar basingli basing termostatiyla temas ettirilmistir. Tiim simiilasyonlar i¢in toplam 400 ps
termalizasyon yapilmistir. Termalizasyon boyunca peptidin atomik konumlari sabit tutulurken
su molekiillerinin hareketine izin verilmis ve bu asamada sicaklik ve basing sirasiyla v-rescale
(Bussi et al. 2007) ve Berendsen (Berendsen et al. 1984) termostatlarla kontrol edilmistir.
Termalizasyonun ardindan 200 ps kisa MD simiilasyonlar1 yapilmistir. Bu kisa MD
simiilasyonlarinda ise sicaklik ve basing sirasiyla v-rescale (Bussi et al. 2007) ve Parrinello-
Rahman ( Parrinello and Rahman 1981) termostatlariyla kontrol edilmistir. Son olarak her
peptid i¢in 2fs zaman adimi kullanan toplam 4 ns’lik REMD simiilasyonlar1 yapilmistir. Uriin
simiilasyonlarinda sicaklik ve basing sirasiyla 0.1 ps ve 0.5 ps ¢iftlenim sabitleriyle v-rescale
ve Berendsen (Berendsen et al. 1984) termostatlar kullanilarak kontrol edilmislerdir. Kopyalar
arasindaki degis tokuslar her 500 MD adimda bir 0.2 degis-tokus (exchange) olasilig1 ile
gerceklestirilmistir. Her {ic peptid icin kullanilan kopya sicakliklari, 280.03, 283.39, 286.83,
290.28, 293.28, 297.32, 300.88, 304.48, 308.11, 311.78, 315.49, 323.00, 326.81, 330.67,
334.55, 338.46, 342.42, 346.41, 350.44, 354.51, 358.61, 362.75, 366.93, 371.16, 375.42,
379.72, 384.08, 388.47, 392.90, 397.35, 401.86, 406.41, 411.01, 415.64, 420.32, 425.05,
429.83, 434.65, 439.51, 444.43, 449.38, 454.39, 459.44, 464.54, 469.69, 474.89, 480.14,
485.43, 490.78, 496.18 ve 501.63 K olarak belirlenmistir (Patrikson and van der Spoel 2008).

6.3.3 Sonug¢ ve Analizler

REMD simiilasyonlarinin tam anlamiyla basarili olup olmadigina komsu kopyalarin
potansiyel enerji histogramlarinin ortiismesine (overlap) bakilarak karar verilebilir. Yapilan
REMD simiilasyonlarinda Peptidl, II ve III i¢in sirasiyla her bir sicakliktaki enerji
histogramlarimin ~ 6nemli  Olglide  Ortlstiigiic  Sekil  6.10-12° den  goriildiiglinden

simiilasyonlarimizda genis enerji araliginda 6rnekleme yapabildigimizi sdyleyebiliriz.

68



\ﬁ W’ M il g" ﬂ"

||||||||||

aaaaaaaa
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

mil’if‘u il "f' I "(mmm

llllllllllllllllll

aaaaaaaaa

Sekil 6.12 PeptidIIl igin a. Her bir kopya i¢gin potansiyel enerji histogrami b. Sicaklik Indeksi.

69



Sekil 6.10-12° de sadelik agisindan sadece 6 farkli kopyanin REMD simiilasyonlar1 boyunca
sicaklik indeksleri verilmektedir. Bu kopyalarin 280-501 K aralifindaki tiim sicakliklart
ziyaret ettigi ve her ii¢ peptid i¢in de enerji uzayinda bir boyutlu rastgele yiirliyiisiin

saglanabildigi sicaklik indeksi sekillerinden goriilmektedir.

6.3.3.1 ikincil Yap1 Analizi

Her ii¢ peptidin sudaki konformasyonlarmin ikincil yapilar1 her sicaklik igin DSSP yap1
tanimlama protokolii tarafindan belirlenmistir. ikincil yapilarin sicaklia bagliligini daha net
inceleyebilmek amaciyla burada sadece 280, 300, 319 ve 501 K sicakliklardaki ikincil yapilar
simiilasyon zamaninin fonksiyonu olarak sunulacaktir. Bu ikincil yapilar, Peptidl, II ve III
icin sirastyla Sekil 6.13-24° de verilmektedir. Sekillerden bu farkli sicakliklarda her ii¢
peptidin de ilk ve son iki aminoasitlerinin simiilasyon zamani boyunca biiyiik cogunlukla
rastgele sarim yap1 gosterdigi goriilmektedir. Bu durum terminal (u¢) aminoasitlerin zwitter-

iyon formda olusundan dolay1 beklenen bir durumdur.

Sekil 6.13-16° dan goriildiigii gibi Peptidl, simiilasyonlar boyunca tiim sicakliklarda az
miktarda heliks yapinin yan1 sira ¢cogunlukla rastgele sarim, kivrilma ve beta doniisii yapilar
segilemektedir. Ozel olarak, beta déniisii yapilar1 ¢ogunlukla Pro® ve Pro* aminoasitlerinde
yer almaktadir. Sicaklik degisimine ragmen tiim simiilasyonlar boyunca Arg’(+) aminoasidi
genelde rastgele sarim yapiya sahipken, kivrilma yapilarinin cogunlukla Ser®-Ser’-Leu'’ sirali
segmentlerinde gbzlendigi soylenebilir. Bunun yaninda Alaz, Leus, Phe6, Arg7(+), Serg, Ser’
ve Leu'® aminoasitlerinde parga parga heliks yapilar da gozlemlenmektedir. Diger taraftan,
501 K sicaklikta (Sekil 6.16) Ala’>, Leu’ ve Phe® aminoasitlerinde B-kopriisii yapilari agikca
ortaya ¢ikmasina ragmen sicaklifin azalmasiyla (Sekil 6.13-15) bu yapilarin orani da

azalmaktadir.

PeptidIl icin elde edilen sonuglara bakildiginda, bu peptidin de Peptid]’ e benzer bi¢imde
cogunlukla rastgele sarim, kivrilma ve beta doniisii seklindeki ikincil yapilara sahip oldugu
Sekil 6.17-20” den goriilmektedir. Her sicaklik i¢in Ala’, Asp4(—), Thr’, His®, Arg9 (+) ve Pro'
aminoasitlerinde genelde rastgele sarim yapilar ortaya ¢ikmaktadir. 501 K sicaklikta terminal
aminoasitleri digindaki kisimlarda yer yer beta doniisii yapilarina rastlanirken (Sekil 6.20),
sicaklik azaldiginda bu yapiya biiyik o6lgiide Thr®-His’-His® sirali aminoasitlerinde
rastlanabildigi gozlenmektedir (Sekil 6.17-19). Bu ii¢ temel yapmnin yam sira sekillerden,
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ozellikle 280, 300 ve 319 K sicakliklarda 501 K’ dekinden daha fazla miktarda heliks yapilar
oldugu agik¢a goriilmektedir. Ayrica 280, 300 ve 319 K sicakliklarinda 6zellikle Leu® ve
Trp'' aminoasitlerinde az miktarda gozlenen B-kopriisii yapilarin 501 K sicaklikta neredeyse

yok oldugu da s6ylenebilir.

Sekil 6.21-24’ den, PeptidIll i¢in de agirlikli ikincil yapilarin yine sirasiyla rastgele sarim,
kivrilma ve beta doniisii yapilart oldugu, bu yapilardan rastgele sarim yapinin 280, 300 ve 319
K sicakliklarda 6zellikle Trp®, Asp®(-) ve Ala’ aminoasitlerinde ortaya ¢iktigi ve 501 K
sicaklikta ise beta doniisii yapisinin diger sicakliklara kiyasla daha baskin oldugu sdylenebilir.
Heliks yap1 ise ¢ogunlukla 280 ve 300 K sicakliklarda GIn® ve Ala’-Ser'®-Tyr'" siral
segmentlerinde ortaya ¢ikmaktadir. Bunlara ek olarak her sicaklik i¢in az miktarda B-yapragi

yapilar1 da gozlenmektedir.

Her 1ii¢ peptid igin diisiik sicaklik, oda sicakligi ve yiliksek sicaklik bolgelerinde
karsilagtirmalar yapabilmek amaciyla sirastyla 280, 300 ve 501 K sicakliklarda peptidlerin
sahip olduklar1 konformasyonlarin ikincil yap1 yiizde oranlar1 ayr1 ayr1 hesaplanmis ve bunlar
Cizelge 6.2° de bir arada verilmistir. Burada ayrica, elde ettigimiz sonuglarin, literatiirde her
peptid icin 300 K’de elde edilen CD sonuglariyla (Dudak et al. 2010) karsilastirilmasi da

amagclanmistir.
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Sekil 6.13 Peptidl i¢in 280 K sicakliktaki zamana gore ikincil yap1 degigimi.
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Sekil 6.14 Peptidl i¢in 300 K sicakliktaki zamana gore ikincil yap1 degisimi.
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Sekil 6.15 Peptidl i¢in 319 K sicakliktaki zamana gore ikincil yap1 degisimi.
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Sekil 6.16 Peptidl i¢in 501 K sicakliktaki zamana gore ikincil yap1 degisimi.
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Sekil 6.17 Peptidll i¢in 280 K sicakliktaki zamana gore ikincil yap1 degisimi.
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Sekil 6.19 Peptidll i¢in 319 K sicakliktaki zamana gore ikincil yap1 degigimi.
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Sekil 6.20 Peptidll i¢in 501 K sicakliktaki zamana gore ikincil yap1 degisimi.
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Sekil 6.21 PeptidIIl i¢in 280 K sicakliktaki zamana gore ikincil yap1 degisimi.
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Sekil 6.22 PeptidIIl i¢in 300 K sicakliktaki zamana gore ikincil yap1 degisimi.
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Sekil 6.23 PeptidIll i¢in 319 K sicakliktaki zamana gore ikincil yap1 degisimi.
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Sekil 6.24 PeptidIIl i¢in 501 K sicakliktaki zamana gore ikincil yap1 degisimi.



Cizelge 6.2 Peptidlerin 280 K, 300 K ve 501 K sicakliktaki ikincil yap1 yiizdeleri.

Rastgele
T[K] sarim  Kivrilma - doniisii Heliks B-yapragi  p-kopriisii
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
280 51.0 314 17.2 0.3 - 0.1
Peptidl 300 47.1 28.7 23.0 0.9 - 0.3
501 46.3 33.1 16.9 0.4 - 33
280 61.8 23.9 9.7 29 0.0 1.7
PeptidIl 300 60.8 26.9 7.7 2.9 0.0 1.7
501 60.8 29.1 7.3 2.6 0.0 0.2
280 56.4 28.4 7.9 6.6 0.4 0.3
PeptidIIl 300 57.1 28.3 8.6 5.0 0.5 0.5
501 53.6 31.7 11.3 2.6 0.2 0.6

Secilen bu ii¢ farkli sicaklikta ve P=1 atm basing altinda, peptidlerin ¢ogunlukla rastgele
sarim, kivrilma ve beta doniisii seklinde ikincil yapilar gosterdigi Cizelge 6.2° den
goriilmektedir. Ek olarak, heliks yap1 her peptid i¢in farkli popiilasyonlarda ortaya ¢ikmistir.
Diger taraftan, B-yapragi yapisi yalnizca Peptidll ve III’ te belirlenmistir. Literatiirde, bu
peptidler icin yapilmis deneysel CD spektroskopi sonuglarinda ise baskin ikincil yapilarin her
lic peptid icin rastgele sarim, B-strand ve beta doniisleri seklinde oldugu rapor edilimistir.
Bahsedilen bu deneysel ¢alismada ayrica az miktarda heliks yapinin mevcut oldugu ve yiiksek
-strand oraninin kisa peptidler i¢in fitting metottan kaynaklanabilecegi de vurgulanmistir. Bu
fitting metotta yiiksek molekiiler boyutlu proteinler referans olarak kullanildig: i¢in metodun
yetersiz olabilecegi de vurgulanmistir. Tiim bu noktalar ele alindiginda, REMD simiilasyon

sonuglarimizin literatiirdeki deneysel sonuglarla uyumlu oldugu sdylenebilir.

Ayrica bu kisimda elde edilen REMD simiilasyon sonuglar ile Boliim 6.2.3° de sunulan 300
K sicaklikta yapilan klasik MD simiilasyonlarinin sonuglar1 karsilastirildiginda, her iki
simiilasyon sonucunda da baskin yapilarin ¢ogunlukla rastgele sarim, kivrilma ve beta
doniisleri seklinde oldugu ve u¢ terminal aminoasitlerinin tiimiiyle rastgele sarim yap1
gosterdigi tespit edilmistir. Diger taraftan, Peptidll icin klasik MD simiilasyonlarinda
gozlenmeyen B-kopriisii yapilarinin REMD simiilasyonlarinda ortaya ¢iktigr ve klasik MD
simiilasyonlarinda ¢ok az oranda rastlanan heliks yap1 oraninin ise REMD simiilasyonlarinda

daha fazla oldugu soylenebilir. Bu farkliliklar PeptidIl konfigiirasyonlarmin klasik MD
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simiilasyonlar1  esnasinda herhangi bir yerel minimuma takilmis olabilecegini

distindiirmektedir.

6.3.3.2 Hidrojen Baglar1 ve Coziicii Erisim Yiizey Alanlari (SASA)

Protein katlanmalarinda en etkin kuvvetler hidrofobik kuvvetlerdir. Bundan dolayr her
peptidin konformasyonel yapilarina hidrofobik kuvvetlerin etkisini gérmek amaciyla, 300 K
sicaklikta hidrofobik, hidrofilik ve toplam ¢6ziicli erisim yiizey alanlar1 (SASA) tarafimizdan
hesaplanmis ve Sekil 6.25-27° de her peptid icin bir arada verilmistir. Sekil 6.25’den
goriildigii gibi Peptidl igin en yiiksek hidrofobik katki Trp' ve Phe'' aminoasitlerinde
gozlenirken en yiiksek hidrofilik katkinin Arg’(+) aminoasitinden geldigi goriilmektedir
(Sekil 6.26). Hidrofobik katki, Ala? ve Phe® aminoasitleri arasinda artis gostermis, ardindan
Arg’ ve Ser’ aminoasitleri arasinda azalmis ve tekrar Phe'' aminoasitinde artis gostermistir.
Ayrica, Sekil 6.14° deki Peptidl i¢in 300 K sicaklikta olusan ikincil yapilar incelendiginde
Ala’-Phe’ segmentinde kivrilma ve beta doniisii yapilarmin daha baskimn oldugu ve Ser®-Leu'
sirali aminoasitlerinin ve Arg’(+) aminoasitlerinin ¢ogunlukla rastgele sarim yapiya sahip
oldugu da sdylenebilir. PeptidIl i¢in Asp*(-), His’, His®, Arg’(+), Tyr'? aminoasitleri yiiksek
hidrofilik katkilar saglarken Leu'-Leu® ve Trp'' aminoasitleri ise yiiksek hidrofobik katkilar
saglamaktadir. PeptidIII igin ise en yiiksek hidrofobik ya da en diisiik hidrofilik katkilar Phe*
ve Trp’ aminoasitlerinde goriilmektedir. Diger taraftan, diisiik hidrofobik katkilar Ala®, Asp®

(-) ve Arg12(+) aminoasitlerinde gozlenmektedir.

SASA’ larin yani sira her peptid i¢in 300 K sicaklikta aminoasit bagina ¢oziicii ile peptidler
arasinda yapilan hidrojen baglarmin olasilig1 da hesaplanmis ve sonuglar her peptid igin Sekil
6.28 de bir arada verilmistir. Peptidl i¢in en yiiksek ve en diisiik hidrojen bag olasiliklar
sirasiyla Arg’(+) ve Leu’ aminoasitlerinde gozlenirken, bu peptid i¢in N ve C terminal
aminoasitlerinde (Trp' ve Tyr'?) bu olasiligin yiiksek oldugu goriilmiistiir. PeptidIl i¢in en
yitksek ve en diisiik olasiliklar sirasiyla Thr'? ve Pro'® aminoasitlerinde iken Asp*(-) ve
Arg’(+) aminoasitlerinde de yine yiiksek olasiliklar gozlenmistir. PeptidIII igin ise, en yiiksek
olasilik Arg]2(+) aminoasitinde gozlenirken en diisiik olasilik Gly3 ve Ala’ aminoasitlerinde
gozlenmistir. Elde edilen sonuglar bir arada degerlendirildiginde, her peptid i¢in su ile yapilan
en giliglii hidrojen baglarimin rastgele sarim yapilara sahip aminoasitlerde gozlenmesine
karsin, zayif hidrojen baglarinin kivrilma, -doniisii, heliks, B-yapragi ve B-kopriisii yapilarina

sahip aminoasitlerde ortaya ¢iktig1 gérilmiistiir.
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Hidrofobik SASA(nm?)

Hidrofilik SASA(nm?)

1,6 ] —=— peptidl
1.4 4 —e— peptidll
T —a— peptidlll
1,2
1,0
0,8 -
0,6 |
0,4
0,2 -
0,0 -
T T T T X T ¥ T T T i I
0 2 4 6 8 10 12
Trp Ala Pro Pro Leu Phe Arg Ser Ser Leu Phe Tyr Peptidl
Leu Leu Ala Asp Thr Thr His His Arg Pro Trp Thr Peptidll
Leu GIn Gly Phe Trp GIn Thr Asp Ala Ser Tyr Arg Peptidilll
Sekil 6.25 Her ii¢ peptid icin hidrofobik SASA.
1,4 - —a— peptidl
4 —e— peptidll
1,2 - —a&— peptidlll
1,0 -
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0,0 L T L | L) 1 . I . I U I
0 2 4 6 8 10 12

Trp Ala Pro Pro Leu Phe Arg Ser Ser Leu Phe Tyr Peptidl
Leu Leu Ala Asp Thr Thr His His Arg Pro Trp Thr Peptidll
Leu GIn Gly Phe Trp GIn Thr Asp Ala Ser Tyr Arg Peptidill

Sekil 6.26 Her ii¢ peptid i¢in hidrofilik SASA.
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Hidrojen Bag olasihg:

Toplam SASA(nm?)

2,2
2,0 -
1,8 -
1,6 -
1,4 -
1,2
1,0 -
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0,0

—=— peptidl
—e— peptidll
—aA— peptidlll

0,24 -
0,22
0,20 -
0,18 -
0,16 -
0,14
0,12 1
0,10 -
0,08 -
0,06
0,04 -
0,02 -
0,00 -

2 4 6

8

I
10

I
12

Trp Ala Pro ProLeu Phe Arg Ser Ser Leu Phe Tyr
Leu Leu Ala Asp Thr Thr His His Arg Pro Trp Thr

Leu GIn Gly Phe Trp GIn Thr Asp Ala Ser Tyr Arg

Sekil 6.27 Her ii¢ peptid icin toplam SASA.

Peptidl
Peptidll
Peptidlll

—=— peptidl
—e— peptidll
—a— peptidlil

2 4 6

8

T
10

T
12

Trp Ala Pro ProLeu Phe Arg Ser Ser Leu Phe Tyr Peptidl
Leu Leu Ala Asp Thr Thr His His Arg Pro Trp Thr Peptidll
Leu GIn Gly Phe Trp GIn Thr Asp Ala Ser Tyr Arg Peptidlil

Sekil 6.28 Her {i¢ peptid i¢cin molekiiller aras1 hidrojen bag yapma olasilig1.



6.3.3.3 Temel Bilesen Analizi (Principal Component Analysis, PCA)

REMD simiilasyonlarla peptid hareketine atomik boyutta bir bakis ve serbest enerji yiizeyinin
bir temsili elde edilebilir. Simiilasyonlardan serbest enerji ylizeyini elde etmek icin bir
reaksiyon koordinat setine ihtiya¢ vardir. Bu setle farkli konformasyonel alt seti ayirabilme
olanag1 saglanir. Reaksiyon koordinatlar1 Temel Bilesen Analizi ile elde edilebilir (PCA).
PCA yaygin olarak protein dinamigini incelemek icin kullanilan bir metottur ve birkag temel
bilesen vasitasiyla konformasyonel 6rnekleme hakkinda bilgi saglayan bir aragtir. Bu metodu

kullanarak MD yoriingeleri az sayida degiskenle agiklanabilir.

Temel Bilesen Analizinde ilk adim, X(t) yoriingeden elde edilen C; kovaryans matrisi

olusturmaktir. Burada < >, drneklenen yapilarin tiimii iizerinden ortalama, x; , N pargacikl

sistemin Kartezyen koordinat1 olmak tizere Cj;,
™
¢, =<((,.—<Xi>}(j—<Xj>> 6.1

seklinde verilir. Cj; matrisi simetrik oldugu ic¢in bir R ortogonal doniisiim matrisiyle

kosegenlestirilebilir.
R'CR=diag@,, y»... 4y (6.2)

Burada, A; ler C kovaryans matrisin 6zdegerleri ve R matrisindeki 1. siitun bu A; 6zdegerine ait
olan Ozvektordiir. Birinci 6zvektdr, en biiyiik konumsal dalgalanmayi, ikincisi, ikinci en
biiyliik dalgalanmaya karsilik gelir ve bu sekilde devam eder. Bdylece hareketin énemli

boliimii ilk birkag temel bilesenle karsilanabilir.

Bu tez calismasinda temel bilesenlerin katsayilarinin katkisi analiz edilerek konformasyonel
yapilar icin bir bakis elde etmek icin simiilasyonlardan elde edilen yoriinge dosyalarina PCA
yontemi uygulandi. Bunun yani sira, PCA ile kovaryans matrisin 6zvektorleri konformasyonel

olasilik dagilimini ve serbest enerji yiizeyini de elde etmek i¢in kullanilabilir.
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Simiilasyonlar sonucu temel bilesenleri elde etmek icin ilk 6nce REMD simiilasyonlarinin
tiim konfigiirasyonlarindan ortalama yapilar elde edilmistir. Sonrasinda, bu ortalama yapilar,
verilen peptidlerin tiim yoriingeleri iizerinden temel bilesenlere ait olan Ozvektdrleri
hesaplamak amaciyla referans yapilar olarak kullanilmistir. Ozdeger hesabi ve temel
bilesenler boyunca izdiistimii C, atomu koordinatlarina goére hesaplanmistir. Hesaplamalarda
ilk ii¢ temel bilesenin Peptidl, PeptidIl ve PeptidII’ {in toplam hareketinin sirasiyla %67,
%66 ve %57 sini karsilamakta oldugu goriilmiistiir. Tiim kopyalarin 1. temel bilesen (PC1)
ve 2. temel bilesene (PC2) gore konformasyonel olasilik dagilimlar1 Sekil 6.29-31° de her
peptid icin ayr1 ayr1 verilmektedir.

Peptidl i¢in ilk iki temel bilesen hareketin 6nemli boliimiinti betimlemek i¢in yeterli olmustur
(toplam hareketin %358). Sekil 6.29° dan goriildigi gibi PC1 ve PC2 boyunca hareketin
dagilimi acik¢ca en yiiksek olasilikli belli bir bolgede (PC1 ve PC2’ye gore sirastyla
(0.25;0.75) ve (-0.5;0.5)) toplanmistir. Bu bolgeyi temsil eden ii¢ boyutlu yapilardan biri
seklin saginda verilmektedir. Buradan rastgele sarim, beta doniisii ve kivrilma yapilarinin ilk

iki temel bilesene gore en baskin yapilar oldugu goriilmektedir.

PeptidIl i¢cin PC1 ve PC2 bilesenlerinin toplam hareketin %56’ sin1 karsiladig1 hesaplanmustir.
Olasilik dagiliminin (-1.25;-0.75) ve (0.0;0.75) konumlar: civarinda merkezlenmis keskin bir
pike sahip oldugu Sekil 6.30° dan goriilmektedir. Bu en yiiksek olasilikli yapilardan biri
seklin saginda gosterilmistir. Peptidl” e benzer olarak PeptidIl i¢in sunulan bu temsili yapinin
da ¢ogunlukla rastgele sarim, beta doniisii ve kivrilma seklinde ikincil yapilara sahip oldugu

sOylenebilir.

Peptid III i¢in ise PC1 ve PC2 toplam hareketin %47’ sini karsiladig1 hesaplanmistir. PC1 ve
PC2 boyunca hareketin dagilimi Sekil 6.31° de verilmektedir. Olasilik dagilimlarinda iki
keskin pik karsimiza ¢ikmaktadir. Birinci pik, PC1 ve PC2’ye gore sirasiyla (-0.25;0.50) ve
(-0.75;-0.25) noktalar1 civarinda ve ikinci pik ise (-0.25;0.50) ve (-0.25;0.25) noktalari
civarinda merkezlenmistir. En yiiksek olasilikl1 yapilarin varligin1 gésteren bu piklere karsilik
gelen temsili lic boyutlu konformasyonlardan her biri seklin saginda ve solunda verilmektedir.
Bu konformasyonlarin ikincil yapilari agirlikli olarak rastgele sarim ve kivrilma yapilar
seklinde olmasina karsin, 1. pik icin beta doniisii yapisi ve 2. pik i¢in ise heliks yap1 dnemli

Olciide ortaya ¢ikmaktadir.
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Sekil 6.29 Peptidl i¢in PC1 ve PC2 ye gore konformasyonel olasilik dagilimlari.
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Sekil 6.30 Peptidll icin PC1 ve PC2 ye gore konformasyonel olasilik dagilimlari.
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Sekil 6.31 PeptidIll i¢in PC1 ve PC2 ye gore konformasyonel olasilik dagilimlari.



6.3.3.4 Serbest Enerji Yiizeyleri

Peptidlerin  konformasyonel dinamigini arastirmak icin PCA yapilarak REMD

simiilasyonlardan serbest enerji yiizeyleri de elde edilmistir. Bu elde ediliste asagidaki serbest

enerji esitligi kullanilmistir.
W(PCLT)=—k,TIn P(PC1,T) (6.3)

Sicakligin da fonksiyonu olan bu ifadede, P(PC1, T) simiilasyon verilerinin histogramindan
elde edilen sicakliga bagl olasilik dagilimlarini ve kg Boltzmann sabitini ifade etmektedir.
Esitlik 6.3 kullanilarak hesaplanan enerji degerlerinin sicaklik ve PC1 uzayinda olusturdugu
serbest enerji ylizeyleri Sekil 6.32° de her peptid i¢in ayr1 ayr1 verilmistir.

5 -10 -05 00 05 10 1,5 20

PC1(nm)
PC1(nm)

25 20 -15 -10 05 00 05 10

PC1(nm)

Sekil 6.32 PC1 ve sicakliga gore serbest enerji yiizeyleri a) Peptidl b) PeptidIl ve c¢) PeptidIIl.
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Incelenen peptidlerin yerel minimumlarimi agik bir bicimde gorebilmek igin PC1’ in
fonksiyonu olarak 280, 300, 320 ve 501 K sicakliklarindaki serbest enerji ylizeylerini iki
boyutlu grafikleri ¢izilmis ve bunlar Sekil 6.33’de her peptid i¢in ayr1 ayr1 verilmistir.

Wikl
WiPC L L

[
T

(=)

L 1 1 L L 1 L L L 1
!JI_S -1 -3 Ll 1.5 1 El| A -1 -5 ] 0.5 1 1.5
PCT (uen PO (e

WiRL 1)

9’.5 -2 -1.5 -1 ik a W 1
BT (o

Sekil 6.33 Farkli sicakliklarda PC1’ e gore iki boyutlu serbest enerji yiizeyleri a) Peptidl
b) PeptidlIl ve c) PeptidIIl.

Sekil 6.33.a’ dan goriildiigii gibi Peptidl i¢in en diisiik minimumun PC1=0.5 nm civarinda
gozlenmistir. Bu peptid i¢in 0.25 <PC1< 0.6 ve -0.6 <PC1 < -0.3 araliginda konumlanmus iki
belirgin minimum se¢ilmistir. Yapilan hesaplamalarda her iki bolge icin de c¢ogunlukla
rastgele sarim, kivrilma ve beta doniisleri seklindeki ikincil yap1 formlarinin baskin oldugu
belirlenmistir. ikinci bélgedeki ortalama beta doniisii yapis1 popiilasyonun birinci bolgeden
daha fazla oldugu Cizelge 6.3’ den goriilmektedir. Bununla birlikte, bu bolgelere ait

gbzlenmis ortalama ikincil yapilar sicaklikla az miktarda degisiklik gostermistir.
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Cizelge 6.3 Her ii¢ peptid i¢in yerel minimumlara ait ortalama yap1 popiilasyonlari.

. Rastgele B- . B- B-
Peptid (I:lﬁll) [I’E] Sarim Klz’ll;l)m a Doniisii H((i;ll)(s Yapragi Kopriisii
(%) i (%) ’ (%) (%)
1.min 280 51.0 30.1 18.6 0.1 - 0.2
(0.25;0.6) 300 48.9 28.3 22.4 - - 0.4
Peptidl
2.min 280 45.5 30.5 24.0 - - -
(-06;-0.3) 300 43.6 28.1 259 2.4 - -
1.min 280 63.0 15.1 15.5 6.4 - -
0.6;1.5) 300 60.2 17.9 14.1 7.8 - -
2.min 280 61.7 36.1 2.1 0.1 - -
(-0.4;0.0) 300 62.8 334 3.3 0.5 - -
PeptidIl
3.min 280  63.00 31.7 4.4 0.1 - 0.8
(-1.1;-0.3) 300 60.3 26.7 8.3 2.9 - 1.8
4.min 280 49.3 21.0 12.9 - 0.1 16.6
(-1.4;-1.1) 300 50.0 22.0 11.6 - 0.1 16.3
1.min 280 56.0 204 15.3 - - 8.3
(0.6;0.9) 300 49.9 26.9 12.7 - - 10.5
2.min 280 58.8 329 6.1 1.1 1.1 -
(0.2;0.6) 300 58.4 30.5 7.6 2.0 14 0.1
PeptidIIl
3.min 280 49.0 244 10.0. 16.5 - 0.1
(-1.2;-0.4) 300 53.7 25.6 8.0 12.6 - 0.1
4.min 280 67.5 19.7 2.2 10.6 - -
(-1.7;-1.2) 300 67.7 23.8 1.6 6.9 - -

PeptidIl i¢in Sekil 6.33.b> den goriilebilecegi gibi serbest enerji yiizeyi, ozellikle diisiik
sicakliklarda, birka¢ yerel minimuma sahiptir ve en derin vadi PCl= -0.6 nm civarinda
yerlesmistir. Ek olarak, 280, 300 ve 319 K’deki egriler benzer davranis gosterirken,
501 K’deki egrilerin yayvanlagti§i goriilmektedir. Minimumlara gére bu peptidin yapisal
egilimlerini belirlemek amaciyla 0.6 <PCl1< 1.5, -0.4 <PC1< 0, -1.1 <PCI< -0.3 ve
-1.4 <PCI< -1.1 aralifina diisen 4 ayr1 bolge se¢ilmis ve bu bolgelere ait konformasyonlarin
ikincil yapilar1 ve bunlarin yiizde oranlar1 hesaplanarak Cizelge 6.3’ te verilmistir. Cizelgeden
PeptidIl i¢in, her bolgede ¢ogunlukla gbzlenen ikincil yapinin rastgele sarim olmasina karsin
birinci bolgede diger bolgelere kiyasla heliks yapinin daha yiiksek oranda oldugu

goriilmektedir. Ayrica, birinci bdlgedeki beta doniisii ve kivrilma yapilarinin popiilasyonlari
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birbirine daha yakin ¢ikmustir. ikinci ve {iciincii bolgedeki kivrilma yapilar1 oranlar1 daha
yiiksekken, beta doniisii yapisi oaraninin digerlerinden daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Diger
taraftan, 4. bolge i¢in 6nemli Olgiide B-kopriisii yapist ve az miktarda B-yapragi yapisi tespit

edilmistir.

Sekil 6.33.¢” den PeptidIll i¢in PC1= 0.25 nm civarinda minimum serbest enerji tespit edilmis
ve belirgin minimumlar1 0.6 <PC1< 0.9, 0.2 <PC1< 0.6, -1.2 <PC1< -0.4 ve -1.7 <PC1< -1.2
degerleri araliklarinda belirlenmistir. PeptidIIl i¢in Cizelge 6.3’ te verilen bu bolgelere ait
ortalama ikincil yapi popiilasyonlarina bakildiginda, 3. ve 4. bolgelerdeki heliks yapi
oranlarinin diger bolgelere gore ¢ok daha yiiksek oranda oldugu goriilmektedir. Ayrica en
yiiksek B-kopriisii popiilasyonu 1. bolgede bulunmustur ve B-yapragi yapilarit yalnizca 2.

bolgede gozlenmistir.

6.4 TEKRARLI PEPTID DiZiLIMLERININ MD SIMULASYONLARI

Boliim 6.2 ve 6.3° de MD ve REMD simiilasyon sonuglar1 verilen PeptidIl ve PeptidIII’ {in
aminoasit dizilimlerinin her birinin ayr1 ayr1 birbiri ucuna ikili ve ii¢lii dizimler seklinde
eklenmesi yoluyla SEB’e olan afinitesininin degisip degismediginin tespiti yoniinde yapilan
deneysel caligmalara destek vermek amaciyla, bu tekrarli dizilimlerin de MD ve REMD
simiilasyonlar1 tarafimizdan yapilmustir. Ilgilenilen peptidler asagida aminoasit dizilimleri
verilen, PeptidI’nin ikili (PeptidlIM2) ve ftgli (PeptidlIM3) ve PeptidlI’iin ikili
(PeptidllIM2) tekrarli dizilimleridir ve bu bolimde bu peptidlerin klasik MD sonuglari

sunulacaktir. REMD simiilasyon sonuglar ise bir sonraki boliimde verilecektir.

PeptidIIM2: Leu-Leu-Ala-Asp(-)-Thr-Thr-His-His-Arg(+)-Pro-Trp-Thr-Leu-Leu-Ala-
Asp(-)-Thr-Thr-His-His-Arg(+)-Pro-Trp-Thr

Peptid [IM3:  Leu-Leu-Ala-Asp(-)-Thr-Thr-His-His-Arg(+)-Pro-Trp-Thr-Leu-Leu-Ala-
Asp(-)-Thr-Thr-His-His-Arg(+)-Pro-Trp-Thr-Leu-Leu-Ala-Asp(-)-Thr-
Thr-His-His-Arg(+)-Pro-Trp-Thr

PeptidIIM2: Leu-GlIn-Gly-Phe-Trp-GInThr-Asp(-)-Ala-Ser-Tyr-Arg(+)-Leu-GIn-Gly-
Phe-Trp-GInThr-Asp(-)-Ala-Ser-Tyr-Arg(+)
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6.4.1 Metot

Calismamizin bu kisminda klasik MD simiilasyonlarindaki yerel minumumlara takilma
probleminin {stesinden gelebilmek amaciyla simiilasyonu yapilan peptid dizilimlerinin
baslangi¢ yapilarinin farkli se¢ilmesi yoluna gidilmistir. Bu amagla, Boliim 6.2” de ayrintilar
verilen vakum asamasindaki tavlama islemi iki farkli yoldan yapilmistir. Ilkinde ilgilenilen
peptid 1000 K sicakliktan bir takim yollarla 300 K sicakliga, digerinde ise yine ayn1 yollardan
1000 K sicakliktan 600 K sicakliga sogutulmustur. Vakum asamasindaki bu simiilasyonlar
sonunda, y1gin (cluster) analizi (van der Spoel et al 2005) yapilarak her iki sicakliktan en ¢ok
ziyaret edilen dorder farkli yapr segilerek ¢oziicii ortamina konulmus ve normal MD
simiilasyonlarimiz her peptid dizilimi i¢in toplam sekiz ayr1 baslangi¢ yapisindan devam
ettirilmigtir. MD simiilasyonlarinin devaminda izlenen yol Bo6lim 6.2° de anlatilan
simiilasyon metotlar1 ve detaylar1 kisminda verildigi gibidir. Ancak farkli olarak bu yeni

simiilasyonlar 20 ns iiretim agamasinda ger¢eklestirilmistir.

Bundan sonra sunum sadeligi acisindan, vakum asamasinda 300 K sicakliga sogutulmus
sistemden segilen dort farkli baslangi¢ yapisi ile devam ettirilmis simiilasyonlar S1,S2,S3 ve
S4 olarak, 600 K sicakliga sogutulmus sistemden secilenler ise S5,S6,S7 ve S8 olarak

adlandirilacaktir.

6.4.2 Sonuc¢ ve Analizler

6.4.2.1 ikincil Yap1 Analizleri

[k olarak sistem tarafindan ziyaret edilen konfigiirasyonlar hakkinda bilgi almak amaciyla,
her peptid i¢in yapilan 8 farkli baslangi¢ yapilt MD simiilasyonlarinin yoriinge dosyalarindan

DSSP protokolii ile ikincil yap1 degisimleri analiz edilmistir. DSSP sonuglart Sekil 6.34-57
her peptid ve farkli baslangi¢ yapilari i¢in ayr1 ayr1 verilmektedir.
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Sekil 6.34-41° de PeptidlIM2 i¢in zamanin fonksiyonu olarak farkli sekiz baslangi¢ yapili
simiilasyonlardan elde edilmis olast konformasyonlarin ikincil yapt elemanlarinin zamanla
degisimleri gosterilmektedir. Sekillerden, her simiilasyon icin 8 farkli baslangic yapisi
kullanilmasia ragmen tiim 6rneklerde rastgele sarim, kivrilma ve beta doniisli yapilarinin
baskin oldugu goriilmektedir. Diger taraftan, S6 ve S8 icin sirasiyla 12-15 ve 4-7
aminoasitlerinde temel olarak alfa heliks yap1 gozlenirken, beta kopriisii yapisi S4 ve S7 i¢in
9 ve 12. aminoasitlerde goriilmektedir. Buna ek olarak, S3, S6 ve S8 i¢in simiilasyon boyunca
cok az miktarda 3-heliks yapinin varligi da dikkat ¢cekmektedir. Tiim 6rnekler icin ilk ve son
aminoasitler tim simiilasyon boyunca rastgele sarim yapiya sahiptir. Terminal aminoasitleri
zwitterionic formda oldugundan dolay1 bu beklenen bir durumdur. Diger taraftan Peptid[IM2’
nin orta segmentlerindeki ikincil yapi tiirlerinin ¢ogunlukla rastgele sarim, kivrilma ve beta
dontisii yapilar oldugu ve bunlarin farkli baslangic konformasyonlariyla iligkili olarak
degistigi goriilmektedir. Bu peptid igin alfa heliks yap1 yalnizca, baslangi¢ yapilar1 600 K
sicakligina sogutulmus vakum simiilasyonlarindan alinmig iki MD simiilasyonda (S6 ve S8)

ortaya ¢ikmistir.

PeptidlIM3” 1iin farkli sekiz baslangic yapili simiilasyonlardan elde edilmis olasi
konformasyonlarinin sahip oldugu ikincil yap1 elemanlarinin zamanla degisimleri Sekil 6.42-
49’ da ayn ayr gosterilmektedir. Bu peptid icin de 8 farkli baslangi¢ konfigilirasyonlu olarak
yapilmis simiilasyonlarda temel olarak goriilen ikincil yapilarin, rastgele sarim, kivrilma ve
beta doniisii yapilart oldugu sekilerden goriilmektedir. Tiim sekillerde ilk ve son aminoasitler
beklenildigi gibi cogunlukla rastgele sarim yap1 gosteriyorken S4 ve S8 icin, peptidin ikinci
segmenti ¢ogunlukla beta doniisii seklinde bir ikincil yap1 sergilemektedir. Bununla birlikte
S4 hari¢ tiim Orneklerde, 33-35 aminoasitleri de genelde beta doniisii formunda
kalmaktadirlar. Diger taraftan, S6 simiilasyonu boyunca 23-27 aminoasitlerinde az miktarda
alfa heliks ve 3-heliks yapilar goriilmektedir. Yine az miktar 3-heliks bir yap1 S2 simiilasyonu
icin 9 ve 19 ns arasinda 16-18 aminoasit konumlarinda gozlemlenmektedir. PeptidlIM3 i¢in
yapilan bu 8 simiilasyon karsilastirildiginda, tiim simiilasyonlar boyunca baslangi¢ yap1
secimine bagli olarak c¢ogu aminoasitinin ikincil yapisinin birka¢ simiilasyon disinda

genellikle kararli oldugu goriilmiistiir.

Peptid IIIM2’ nin DSSP sonuglar1 ise Sekil 6.50-57" de gosterilmistir. Sekillerdeki bu 8 farkl
baslangi¢ yapili simiilasyon i¢in rastgele sarim, kivrilma ve beta doniisii yapilarinin en yaygin

yapilar oldugu goriilmektedir. Onemli odlgiideki alfa heliks yapr S3 ve S4 hari¢ tiim
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simiilasyonlar boyunca gozlemlenmektedir. Bunlar S1, S5-S7 i¢in 9-12 aminoasitlerinde ve
S2, S8 icin ise 5-9 aminoasitlerinde ortaya ¢ikmistir. Bunun yami sira ilk iki ve son iki
aminoasitlerde, tiim durumlarda tamamen rastgele sarim yapilar goriilmektedir. Diger taraftan,
S7 ve S8 i¢in az miktarda 5-heliks ve tiim 6rneklerde Peptid IIIM2’ nin ¢esitli konumlarinda

az miktarda 3-heliks goriilmektedir.

Cizelge 6.4’ te tekrarli peptid dizilimlerinin S1-S8 simiilasyonlar1 sonucunda elde edilen
ikincil yapilarinin yiizdeleri verilmektedir. PeptidlIM2 ve PeptidlIM3 simiilasyon sonuglari
birbiriyle karsilastirildiginda ilk olarak Peptid[IM3’ {in PeptidIIM2’ den daha ¢ok beta doniisii
yiizdesine sahip oldugu sdylenebilmektedir. ikinci olarak, simiilasyonlar boyunca PeptidIIM2,
onemli miktarda beta kopriisii ve alfa-heliks yapilara sahipken, bu yapilar PeptidlIM3’ de
nadiren goriilmiistlir. Her iki peptid arasindaki bir diger fark ise, bu peptidlerin ¢cogunlukla
kararli durumlar gdstermelerine karsin bu kararlilik durumunun PeptidlIM3’ de daha yaygin
olarak goriilmesidir. Ek olarak, ¢izelgeden en az oranda rastgele sarim yapinin PeptidIIIM2
diziliminde oldugu ve bunun aksine yine ayni peptid diziliminin en yiiksek miktarda heliks

yiizdesine sahip oldugu goriilmektedir.

Cizelge 6.4 Tekrarli peptid dizilimlerinin S1-S8 simiilasyonlar1 sonucu elde edilen ikincil
yapilarin ortalamasi.

Rastgele B- B- B-
Sarim Kivrilma  doniisii = Heliks yapragi kopriisii
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
PeptidlIM2 48.0 35.0 12.0 32 0.0 1.38
PeptidlIM3 47.0 335 18.7 0.67 - 0.0
PeptidIIIM2 443 31.0 14.2 10.0 0.0 0.25

6.4.2.2 Temel Bilesen Analizi

Bolim 6.2.2.3° de ayrintilar1 anlatilan “Temel Bilesen Analizi (PCA)” temel katsayilarin
katkis1 analiz edilerek konformasyonel yapilar hakkinda fikir edinmek ve en sik rastlanan
dolayisiyla en kararli olan konformasyonlar1 belirleyebilmek i¢in MD simiilasyonlardan elde
edilen yoriingelere uygulanmistir. PCA uygulayarak elde edilen kovaryans matrisin

Ozvektorleri peptidlerin  konformasyonel olasilik dagilimlarin1  temsil etmek icin
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kullanilmistir. Her peptid i¢cin 8 farkli simiilasyon sonuglarina PCA uygulanmistir. Her

dizilim i¢in bu analizin sonuglar1 ise Sekil 6.58-60" da ayr1 ayr1 verilmektedir.

Peptid IIM2 i¢in ilk iki temel bilesen hareketi énemli Ol¢lide (toplam hareketin ortalama
%64’ inl) tarif etmek icin yeterli olmaktadir. Sekil 6.58” den goriildiigii gibi, PC1 ve PC2
temel bilesenleri boyunca hareketin dagilimi acikga belli bir bolgede popiilasyon gostermekte
ve bu bolge PC1 ve PC2 ye gore sirasiyla (-1.0;0.0) ve (0.5;1.0) civarinda merkezlenmektedir.
Fakat bu bolgede en yiiksek olasiliga sahip iki pik goriilmektedir. Bu pikleri temsil eden
yapilar seklin solunda ve saginda gosterilmistir. Bu iki pikin farkli konformasyonlara karsilik
geldigi sekilden goriilmektedir. KonformasyonI’in, ¢ogunlukla rastgele sarim, beta doniisii ve
beta kopriisii popiilasyon olasiligina sahip oldugu goriiliirken, KonformasyonlII’nin
cogunlukla beta doniisii, rastgele sarim ve alfa heliks popiilasyon olasiligina sahip oldugu

gorilmiistiir.

[k iki dzvektoriin sonuglari Peptid[IM3’ iin toplam hareketinin %66’ sm1 temsil etmektedir.
PC1 ve PC2 temel bilesenleri boyunca hareketin dagilimi Sekil 6.59° da verilmistir. Burada
tim yoriingeler belli iki bolgede popiilasyon gostermektedir. PC1 ve PC2 ye gore 1. bolge
(-1.0;1.0) ve (0.0;2.0) civarinda merkezlenmis iken, II. bdlge ise (-2.0;-1.0), ve (0.0;2.0),
civarinda merkezlenmistir. Bu piklere karsilik gelen ortalama konformasyonlar seklin solunda
ve saginda gosterilmistir. Beta doniisli ve rastgele sarim yap1 formlar1 temsili yapilar i¢inde en
dominant yapilar olarak karsimiza ¢ikarken, en yiiksek olasiliga sahip KonformasyonlI’nin.
ykonformasyonl’den daha c¢ok beta doniisii formlarina sahip oldugu goriilmektedir. Diger
taraftan, PeptidII’nin ikili ve ti¢lii dizilimlerini karsilastirdigimizda Sekil 6.58 ve Sekil 6.59°
dan goriildiigii gibi PeptidIIM2’ nin PC1 ve PC2 dagilimlarinin PeptidIIM3’ iin 1. bolgesiyle
ortiisdiigli goriilmektedir. PeptidIl’ nin her iki dizilimi i¢in de bu bdlgede ¢ogunlukla beta

doniisii ve rastgele sarim yap1 ortaya ¢ikmaktadir.

Peptid IIIM2 i¢in PC1 ve PC2’ ye gore konformasyonel olasilik dagilimi Sekil 6.60° da
gosterilmistir. Bu bilesenler toplam hareketin % 62° sini karsilamaktadir. Sekil 6.60, en
yiiksek olasilikli birkag¢ bolge igermektedir. Bu bolgelere ait ilgili yapilar I, II ve III oklariyla
gosterilmistir ve bu bolgere denk gelen konformasyonlarin ikincil yapilarinin beta doniisii,

rastgele sarim ve heliks formlara sahip oldugu goriilmiistir.
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Yukarida Boliim 6.4 bashig altinda sunulan, SEB’ e afinite gosteren peptidlerin tekrarl
dizilimleri i¢in yapilan MD simiilasyonlar1 ve PCA sonuglar1 bir arada degerlendirilerek,
kolabratorlerimiz tarafindan elde edilmis deneysel sonuglarla birlikte yorumlanmis ve elde
edilen ¢ikarimlar literatiirde yayimlanmistir (Dudak et al. 2012). Sonuglar 6zellikle PeptidIl
nin ikili tekrarlarinin afiniteyi 10 kat kadar arttirdigini, ancak beklenmedik bir sekilde tiglii
tekrarinin ise afiniteyi azalttigin1 gostermistir. ilgili calismada bu durum iiglii tekrarli zincirin
daha ¢ok katlanmasi sebebiyle ortalarda bulunan aktif bolgelerin bu katlanmis yapinin ig
kisimlarda kalmasinin bir sonucu olarak acgiklanmistir. Diger yandan MD sonuglarina
bakilarak ta konformasyonel farkliliklarin tekrarli peptid dizilimlerinin afinitesi i¢in anahtar

rol oynadig1 sonucuna varilmistir.
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9CI

Olasilik

Sekil 6.58 PeptidIIM2 i¢in PC1 ve PC2 ye gbre konformasyonel olasilik dagilimlari.



LTI

Olasilik

Sekil 6.59 PeptidlIM3 i¢in PC1 ve PC2 ye gbre konformasyonel olasilik dagilimlari.



8¢l

Olasihk

Sekil 6.60 PeptidIIIM2 i¢in PC1 ve PC2 ye gore konformasyonel olasilik dagilimlari.



6.5 TEKRARLI PEPTID DiZiLIMLERININ REMD SIMULASYONLARI

Bu boliimde yine klasik MD simiilasyonlarinin yerel minumuma takilma probleminden dolay1
Bolim 6.4’ te dizilim kodlar1 verilen ve deneysel sonuglarla birlikte yorumlandiginda
afinitede arttis gozlenen PeptidlIM2 ve katlanmadan dolay1 afinitede azalis gozlenen
PeptidIIM3 dizilimlerinin konformasyonel degisimlerinin daha detayli incelenmesi amaciyla

REMD simiilasyonlar1 yapilmastir.

6.5.1 Metot

Bu béliimde, PeptidlIM2 ve PeptidIIM3 i¢in 280-510 K sicaklik araliginda 64 farkli kopya
(replica) ile toplam 4 ns simiilasyon siiresi verilerek yapilan REMD simiilasyonlarinda
izlenen yol ve metotun ayrintilari Boliim 6.3.1-2° de anlatildigi gibidir. Simiilasyonlarda
secilen 64 farkli kopya sicakliklar1 PeptidIIM?2 i¢in: 280.00, 282.92, 285.86, 288.82, 291.81,
294.82, 297.86, 300.92, 304.00, 307.12, 310.25, 313.41, 316.59, 319.80, 323.04, 326.30,
329.59, 332.90, 336.24, 339.61, 343.01, 346.43, 349.88, 353.36, 356.87, 360.41, 363.97,
367.56, 371.18, 374.84, 378.52, 382.22, 385.96, 389.73, 393.54, 397.37, 401.24, 405.13,
409.06, 413.02, 417.01, 421.03, 425.08, 429.17, 433.29, 437.45, 441.64, 445.86, 450.12,
454.41, 458.73, 463.09, 467.48, 471.92, 476.39, 480.90, 485.44, 490.02, 494.64, 499.28,
503.98, 508.71, 513.48, 518.29 olarak, PeptidlIM3 i¢in: 280.00, 282.87, 285.77, 288.69,
291.63, 294.58, 297.57, 300.57, 303.60, 306.65, 309.73, 312.83, 315.95, 319.10, 322.27,
325.46, 328.68, 331.92, 335.18, 338.47, 341.79, 345.13, 348.51, 351.90, 355.32, 358.77,
362.24, 365.74, 369.26, 372.81, 376.39, 380.00, 383.64, 387.30, 390.99, 394.72, 398.47,
402.25, 406.05, 409.89, 413.75, 417.65, 421.57, 425.53, 429.51, 433.53, 437.58, 441.66,
445.77, 449.91, 454.08, 458.29, 462.53, 466.80, 471.11, 475.45, 479.82, 484.23, 488.67,
493.15, 497.65, 502.19, 506.77, 511.40 K olarak belirlenmistir (Patrikson and van der Spoel
2008).
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6.5.2 Sonuc¢ ve Analizler

PeptidIIM2 ve PeptidlIM3 dizilimleri i¢in 64 farkli kopya sicakligi secilerek yapilan REMD
simiilasyonlarinin basariyla gerceklesip gerceklesmedigini anlamak icin her bir kopya
sicakligin potansiyel enerji histogramlar ¢izilerek elde edilen sonuglar Sekil 6.61.a ve b’ de
verilmistir. Sekillerden her iki peptid dizilimi i¢in de komsu kopyalarin enerji
histogramlarinin Ortiistiigti ve kopyalar arasindaki degis tokusun basarili bir bicimde
gerceklestigi goriilmektedir.

= b »MMMWMM
"%’u ‘AW"
’M" Wit ]

T v 1 X T v, T X |l y Ll 2 1
-44 -42 -40 -38 -36 -34 -32 -30 -28
Potansiyel Enerji (kj/mol)

Sekil 6.61 a) PeptidIIM2 b) Peptid I1IM3 icin potansiyel enerji histogramlari.
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6.5.2.1 ikincil Yap1 Analizi

Ikincil yapilarin sicakliga bagli degisimlerini incelemek amaciyla 280, 300, 319 ve 518 K
sicakliklardaki kopyalarin DSSP sonuglar1 her iki peptid i¢in ayr1 ayr1 Sekil 6.62-69° da
verilmistir. Bu sekillerdeki diisey eksen peptidteki aminoasitlerin sira numarasint ve yatay
eksen ise simiilasyon zamanini gostermektedir. Her iki peptid icin de ilk ve son terminal
aminoasitlerinin diger simiilasyonlara benzer sekilde rastgele sarim yapiya sahip oldugu

gorilmektedir.

Sekil 6.62-65 bir arada incelendiginde, PeptidlIM2’ nin 280, 300 ve 319 K’de benzer ikincil
yapt formlar1 gdstermesine karsin, 518 K’ de yapisal olarak birtakim degisiklikler meydana
geldigi goriilmektedir. Sekil 6.62-64 te Ala® ve His™ aminoasitlerinin cogunlukla B-képriisii
yapismna sahip oldugu goriilmektedir. Her 4 sicaklik igin Thr'®, Arg*'(+) ve His’-Thr'?
aminoasitleri arast genel olarak rastgele sarim yap1 gosterirken, 319 K’ de az miktarda heliks
yap1 ortaya ¢ikmustir. Yine 280, 300 ve 319 K sicaklikta Thr'’-His*® arasindaki aminoasitler
simiilasyon baslarinda kivrilma yapilar1 gosterirken, simiilasyonun son bdliimlerinde bu yap1
yerini yer yer beta doniisii ve rastgele sarim yapi formlarina birakmistir. Peptid[IM2 daha
once anlatildigr gibi iki adet PeptidIl diziliminin pespese baglanmis halidir. Bunlardan ilki
birinci digeri de ikinci dizilim olarak adlandirilmistir. Bu peptid i¢in tiim sicakliklarda ikincil
yapilara bakildiginda peptidin birinci dizilimindeki aminoasitlerin genel olarak ikinci
dizilimde farkli ikincil yapilar sergiledigi gézlenmistir. Ik 2 aminoasite karsilik gelen Leu
birinci dizilimde rastgele sarim yapiya sahipken, ikinci dizilimde 13. ve 14. aminoasite
karsilik geldiginde ¢ogunlukla kivrilma ve beta doniisii yapilar1 géstermistir. Bununla birlikte
ilk dizilimde 11. ve 12. aminoasitlere karsilik gelen Trp ve Thr, ikinci dizilimde 23. ve 24.
aminoasitlerde de rastgele sarim yap1 gostererek kendini tekrar etmistir. ilk ii¢ sicaklikta genel
olarak B-kopriisii formu gdsteren Ala’, ikinci dizilimde ise genel olarak kivrilma formu
gostermistir. Ayrica, ikinci dizilimde B-kopriisii formu gosteren His* ise ilk dizilimde genel

olarak rastgele sarim yap1 sergilemistir.
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Sekil 6.65 PeptidIIM2 i¢in 518 K sicaklikta ikincil yap1 degisimi.
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Sekil 6.66 PeptidIIM3 i¢in 280 K sicaklikta ikincil yap1 degisimi.
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Sekil 6.67 PeptidIIM3 i¢in 300 K sicaklikta ikincil yap1 degisimi.
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Sekil 6.68 PeptidIIM3 i¢in 319 K sicaklikta ikincil yap1 degisimi.
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PeptidIIM3 icin DSSP ile elde edilmis ikincil yapilarin zamanla degisimleri 4 farkli sicaklik
icin Sekil 6.66-69° da verilmistir. Bu peptid dizilimi de Peptid IIM2’ deki gibi 280, 300 ve
319 K sicakliktaki ikincil yap1 egilimlerine benzer davranis gosterirken yiiksek sicakliga
cikildiginda bazi bolgelerde farkliliklar gostermektedir. Sekillerden, tiim sicakliklardaki Ala’-
His®, Thr-His*' araliklarindaki aminoasitlerin gogunlukla kivrilma formunu tercih ettigi
goriilmektedir. Ayrica yine tim sicakliklarda ilk ve son aminoasitlerin yani sira Arg’(+),
Leu13, Asplé(—), Thrlg—Hiszo, Pr022—Trp23 ve His** aminoasitlerinin genelde rastgele sarim
formu aldiklar1 goriilmektedir. Bunlarin yani sira 6zellikle 280, 300 ve 319 K sicakliklarda

» ve Asp®®(-) aminoasitlerinde P-kopriisii yapilari ortaya cikarken Leu®® ve Ala®’

Leu
aminoasitlerinde beta doniisii yapilar gozlenmistir. Ek olarak, tim sicakhiklarda Arg*(+) ve
Pro>* aminoasitlerinin zamanla déniisiimlii olarak beta doniisii ve kivrilma yapilar1 formlar
kazandiklar1 goriilmiistiir. PeptidII’ nin ikili dizilimlerinde goriildiigii gibi ti¢lii dizilimlerinde

de ikincil yap1 formunu bire bir koruyan aminoasitler ¢ok nadir olarak goriilmektedir.

Yukarida detaylar1 anlatilan ve Sekil 6.62-69° da sunulan, farkli sicakliklar i¢in PeptidlIM2 ve
PeptidlIM3  dizilimlerinin REMD simiilasyonlar1 siiresince kazandigit 3 boyutlu
konformasyonlarinin ikincil yapr analizlerine genel olarak bakildiginda, peptid diziliminin
tekrarlanmas1 ile beklenildigi gibi birinci dizilimdeki her aminoasitin ikinci ve {iciincii
dizilimlerinde de ayni ikincil yap1 formunda kalmadigi, bu eklenen dizilimler ile daha 6nce
kazanilan ikincil yap1 formlarmin degistigi goriilmektedir. Eklenen dizilimler ile peptidlerin
farkli sekillerde katlanabilmesi, bu yapinin ¢oziicii ile etkilesimlerinin farklilagabilmesi ve
peptid igerisinde aminoasitler arasinda kurulabilecek farkli baglarin ortaya c¢ikabilmesi
sebepleriyle boyle bir sonug bulunmasi olagandir. Diger yandan yine sekillerden sicakligin da
bu kazanilan ikincil yap1 formlarinda etkin rol aldig1 da goriilmektedir. Sonug olarak peptid

dizilimlerinin bu konformasyonel farkliliklarinin afinite i¢in anahtar rol oynadig1 sdylenebilir.

REMD simiilasyonlar1 siiresince peptidlerin sahip olduklart ikincil yapilarimin yiizde
agirliklan Cizelge 6.5° de bir arada verilmistir. Cizelgeden PeptidIIM2’ nin rastgele sarim ve
heliks yap1 yilizdesinin her sicaklik i¢in PeptidIIM3’linkinden daha fazla oldugu gériiliirken,
kivrilma yapilarinin yilizdesinin ise daha diisiik oldugu goriilmektedir. Diger yandan her iki
peptid dizilimi i¢in en agirlikli yapilar olan rastgele sarim ve kivrilma yapilarinin sicaklikla
cok fazla degismedigi goriilmektedir. PeptidlIM2 dizilimindeki heliks oraninin sicaklikla

artmasina karsin PeptidI[IM3’ te tam tersi bir durum s6z konusu olmustur. Bunun yaninda ¢ok
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az miktarda rastlanan B-kopriisii yapist ise her iki peptid dizilimi i¢in de en yiiksek oranda 319

K sicaklikta ortaya ¢ikmistir.

Cizelge 6.5 PeptidlIM2 ve PeptidIIM3 i¢in 4 farkli sicakliktaki ikincil yapi yiizdeleri.

Rastgele p- B- B-
T[K] Sarmm Kivrilma doniisii =~ Heliks yapragi kopriisii
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
280 53.1 31.0 9.8 2.93 0.25 2.82
PeptidlIM2 300 523 28.2 12.0 4.54 0.12 2.69
319 50.7 28.1 12.6 5.10 0.19 3.27
518 51.8 29.2 12.1 5.68 0.00 1.01
280 46.5 38.5 10.1 1.29 0.24 3.21
PeptidlIM3 300 45.1 39.7 10.4 1.28 0.02 3.38
319 44.4 41.7 9.7 0.66 0.00 3.43
511 474 39.2 10.5 0.84 0.23 1.28

6.5.2.2 Hidrojen Bagi ve Cozelti Erisim Yiizey Alanlar1 (SASA)

Bu boéliimde PeptidII” nin ikili ve ii¢lii dizilimlerinin kendi i¢inde yaptiklari hidrojen bag
sayilar1 her kopya sicakligr icin hesaplanmistir ve PeptidlIM2 i¢in Sekil6.70 a’ da ve Peptid
IIM3 i¢in ise Sekil 6.70 b’ de gosterilmistir. Peptid[IM2 i¢in Sekil 6.70 a’ dan goriilebilecegi
gibi hidrojen bag sayisinda yaklasik olarak 330 K sicaklikta maksimum bir pik goriilmiis ve
ardindan 356 K sicaklikta bir donlim noktas1 gostermistir. Bu sicakliktan sonra hidrojen bag
sayisinda genel olarak azalan bir davranig gozlenmistir. PeptidlIM3 i¢in hidrojen bag
sayisindaki degisimin sicaklikla baglilig1r Sekil6.70 b’ den takip edildiginde 320 K sicakliga
kadar hidrojen bag sayisinda stirekli bir artis gézlenmis ve 330 K sicaklikta egri bir doniim

noktasi ozelligi sergilemistir.
Her peptidin konformasyonel yapilarina hidrofobik kuvvetlerin etkisini gérmek i¢in 300 K

sicaklikta hidrofobik, hidrofilik ve toplam c¢ozelti erisim yiizey alanlart (SASA)

hesaplanmustir.
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Sekil 6.70 a. PeptidlIM2 b. PeptidlIM3 i¢in tiim kopya sicakliklarinin molekiil i¢i ortalama
hidrojen bag sayisi.

Sekil 6.71 a’ dan gorildiigi gibi PeptidlIM2’ ye en fazla hidrofobik katki Trp''
aminoasitinden gelirken, en diisiik katkilar ise Asp4(—) ve Aspl6(—) aminoasitlerinden
gelmektedir. ThrS—Arg9(+) segmentinde hidrofobik katki yaklasik olarak sabit kalmis ve
benzer davramis aym aminoasitlerin peptidin 2. diziliminde karsihgi olan Thr'’-Arg'(+)
araliginda da tespit edilmistir. Bu peptid i¢in en biiyiik hidrofilik katki His® ve yine 2.

dizilimdeki His® aminoasittenden gelmektedir. En diisiik hidrofilik katki ise, Leuz, AlaS,
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Prp'® ve Thr** aminoasitlerinden gelmektedir. Hem hidrofobik hem de hidrofilik katkilar
birlikte incelendiginde maksimum ve minimum katkiy1 veren ilk dizilimdeki aminoasitler,
ikinci dizilimde de benzer davramiglar sergilemisler ancak sagladiklar1 katkilarin siddeti
azalmistir. Ayrica, peptidlerin su ile yaptiklar1 hidrojen bag sayisi hesaplanmis ve Peptid[IM2
icin Sekil 6.71 d’ de verilmistir. Sekilden goriildiigli gibi en fazla sayida hidrojen bagi son
terminal aminoasidi olan Thr** aminoasitinde goriilmektedir. Coziicii ile en az sayida hidrojen
bag yapanlar ise Pro'® ve onun 2.dizilimdeki karsiligi olan Pro** ve Leu’-Ala® aminoasitleri
oldugu goriilebilir. Yine yiiksek sayida hidrojen bagi yapan aminoasitlerin Arg9(+), Asp*(-) ve
Trp'' aminoasitleri olduklari ve dolayisiyla yiiklii aminoasitlerin suyla daha ¢ok hidrojen bag

yapma egiliminde olduklari séylenebilmektedir.
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Sekil 6.71 PeptidlIM2 icin a. hidrofobik SASA b. hidrofilik SASA c. toplam SASA d.
molekiiller aras1 ortalama hidrojen bag sayisi.

Sekil 6.72 a’ ya bakildiginda ise PeptidIIM3 dizilimine en yliksek hidrofobik katkiy1 iiglincii
dizilimdeki Trp® aminoasitinin verdigi goriilmektedir. Bu davranis aymi aminoasitin 1.
dizilimindeki karsiigi Trp'' ve 2. dizilimdeki karsiligi olan Trp*>’de de gériilmektedir. En
diisik hidrofobik katkilar Asp‘(-) ve yine bu aminoasitin 2. ve 3. dizilimlerdeki

karsiliklarindan gelmektedir. Peptid dizilimindeki aminoasitlerin verdikleri hidrofobik
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katkilarin siddeti 1. ve 2. dizilimler i¢in hemen hemen ayni olmakla birlikte 3. dizilimde biraz
daha farklilik gostermistir. Aminoasitlerin sagladiklar1 hidrofilik katkiya bakildiginda en
yiiksek katki His?, His’ ve His’>’den gelmektedir. En diisiik hidrofilik katkiyr ise Pro'® ve
onun 2. ve 3. dizilimlerdeki karsilig1 olan Prozz, Pro’* ve Leu3, Leuzs, Leu® aminoasitleri
saglamaktadir. PeptidlIM3 diziliminin ¢6ziicli ile yaptig1 hidrojen bag sayisina Sekil6.72
d’den bakildiginda en yiiksek degere Thr’, Thr'’, Arg*'(+) aminoasitlerinin sahip oldugu ve
en disik degere ise Pro'® ve onun 2. ve 3. tekrarda karsihgt olan Pro** ve Pro™

aminoasitlerinde goriilmektedir.
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Sekil 6.72 PeptidIIM3 icin a. hidrofobik SASA b. hidrofilik SASA c. toplam SASA d.
molekiiller arasi ortalama hidrojen bag sayisi

6.5.3.3 Temel Bilesen Analizi (PCA)
PeptidI’nin ikili ve {i¢lii dizilimlerinin 64 kopyadan olusan REMD simiilasyonlardan elde

edilen yoriingeler birlestirilerek Temel Bilesen Analizi uygulanmistir. Bu analiz sonucu elde

edilen konformasyonel olasilik dagilimlar1 Sekil 6.73-74° de verilmektedir.

144



94!

03
,,,,,,,,,, 04
----- 06
,,,,, 07
x
=YY | T e W T | T 08
T RS Pl Nl
2

2
PC ) 3 2 <

Sekil 6.73 PeptidlIM2 i¢in PC1 ve PC2 ye gore konformasyonel olasilik dagilimu.
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Sekil 6.74 PeptidlIM3 i¢in PC1 ve PC2 ye gore konformasyonel olasilik dagilima.



PeptidlIM2 icin PC1 ve PC2’ ye gore konformasyonel olasilik dagilimlart Sekil 6.73 den
goriildiigh gibi belli bir bolgede toplanmistir. Bu konformasyonlarin toplandigi bolge PC1 ve
PC2’ ye gore sirasiyla (-1.5; 0.0) ve (-1.5; 1.0) civarinda merkezlenmistir. En yiiksek
konformasyonel olasilik dagilimina karsilik gelen yapilarin bir temsili seklin solunda okla
gosterilmistir. Bu konformasyon c¢ogunlukla rastgele sarim, kivrilma, beta doniisleri
yapilarinin yani sira beta kopriisii ve heliks yapilarina sahiptir. PeptidlIM3 i¢in ise ilk iki
temel bilesene gore tiim yoriingeler iki bolgede popiilasyon gostermistir. Maksimum olasiliga
sahip I. bolge PC1 ve PC2’ ye gore (0.0;1.5) ve (-1.0; 1.0) civarinda, II. bolge ise
(-1.0; 0.0) ve (-1.0; 1.0) civarinda merkezlenmistir (Sekil 6.74). Bu piklere karsilik gelen
yapilar, seklin saginda ve solunda oklarla gosterilmistir. Birinci pike karsilik gelen en olasi
yapilarin temsili olan bir yap:1 rastgele sarim, kivrilma ve beta doniisleri ikincil yapilarina
sahipken, ikinci pike karsilik gelen konformasyon ise bu ii¢ yapiya ek olarak beta kopriisii

yapisina da sahiptir.
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BOLUM 7

SONUC

Proteinlerin katlanarak aldigi ii¢c boyutlu formlarinin belirlenmesi onlarin islevleri hakkinda
onemli bilgiler verirken, tipta ilag dizayni i¢in 6nemli bir katki saglayacagi gibi endiistriyel
kullanim1 en yaygin olan polimerlerden, biyosensorlere, gida giivenligi ve teknolojisine kadar

genis bir alanda degerlendirme olanagi saglamaktadir.

Bir proteinin termodinamik Ozellikleri ile kararli yapilarinin belirlenmesinde deneysel
yontemler dnemli bir yer tutmaktadir. Ozellikle 3 boyutlu yapilarmin belirlenmesinde X-
1sinlari, Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) gibi degisik spektral yontemler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bununla beraber, herhangi bir peptid veya proteinin dinamik davranisi ya da
meydana gelen katlanma olaymnin anlasilmasinda yeterli bilgi, deneysel yontemlerden elde
edilemeyebilir. Ya da, sentezlenen herhangi bir peptid veya proteinin yagam omrii kisa olmasi
durumunda deneysel yontemleri kullanma imkani1 olmayabilir. Bu gibi durumlarda sistemin
anlasilmasi i¢in kuramsal yontemlere basvurulmasi kaginilmaz olmaktadir. Protein yapilarinin
oldukca yiiksek esneklige sahip olmasi, anormal sayida miimkiin konformasyonlara neden
oldugundan, cok sayida serbestlik derecesine sahip bu tiir sistemlerin kuramsal agidan
anlasilmasi olduk¢a zordur. Tamami ile yeni matematiksel yaklasimlarla bu sistemler izah
edilmeye ¢alisilmasina ragmen, en onemli bilgilerin simiilasyon ¢aligmalari ile elde edilecegi

bilinmektedir

Protein katlanma mekanizmalarin1 anlamak, ila¢ dizayni igin Onerilebilecek yeni peptid
dizilimlerinin yapisal ve termodinamik o6zelliklerini arastirmak icin sik¢a kullanilan
simiilasyon yontemleri MC ve MD simiilasyon yontemleridir. Bu tez kapsaminda
deterministik bir yontem olan MD ve REMD simiilasyon yontemleri kullanilmistir. Bu
yontemler, protein ve peptidlerin ikincil yapilarini arastirmak i¢in uygulanan en popiiler
hesaplama araglarindandir. Bu tez calismasinda kolabrotorlerimiz tarafindan deneysel

yontemlerle sentezlenmis ve gida zehirlenmelerine neden olan SEB toksinlerinin
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saptanmasinda biyosensor olarak kullanilabilirlikleri 6ngoriilmiis {i¢ farkli peptidin ve
bunlarin tekrarl dizilimlerinin MD ve REMD simiilasyonlari ile yapisal ve termodinamiksel

Ozelliklerinin ayrintili bir sekilde incelenmesi amaclanmustir.

Bu ama¢ dogrultusunda, protein ve peptidlerin olusturdugu sistemlerin enerji diizeylerinin
yiiksek enerji bariyerleriyle ayrilmis ¢ok sayida yerel minimumlara sahip olmasindan dolayz,
MD simiilasyonlarimizi gerceklestirirken bu minimumlardan herhangi birine takilma
olasiligini en aza indirebilmek i¢in literatiirde de benzerleri olan bir yol haritas1 belirlenerek,
en agik yapidan baglayarak gerceklestirdigimiz MD simiilasyonlarinda, o6zellikle vakum
asamasinda daha kararli yapilara erisebilmek amaciyla 1000 K den 300 K sicakliga tavlama
islemi yapilmustir. On goriilen her ii¢ peptid diziliminin sulu ortamdaki tekli formlarinimn MD
simiilasyonlart1 30 ns’ lik bir simiilasyon zamaninda gerceklestirmis ve ziyaret edilen
konformasyonlarinin ikincil yapilar1 DSSP protokii ile ayr1 ayri belirlenmistir ve bunlarin
yiizde agirliklar1 hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar 1siginda tiim peptidler i¢in agirlikli
ikincil yapilarin rastgele sarim, beta doniisii ve kivrilma yapilari oldugu ve ilk ve son
aminoasitlerin simiilasyonlar boyunca rastgele sarim yapi formu gosterdigi goriilmiistiir.
Terminal aminoasitlerin zwitter-iyon forma sahip olmalarindan dolay1 bu rastgele sarim yap1
gozlenmesi beklenen bir durumdur. Calismamizda petitlerin diger orta bdlgelerinin
kazandiklar1 ikincil yap1 formlart RMSD degerlerinin degisimine de bakilarak ayrintili bir
sekilde ortaya konulmustur. Her ii¢ peptid dizilimi i¢in klasik MD simiilasyonu yapilarak elde
edilmis sonuglarin, kolabratorlerimizin aym sartlarda gegmiste elde ettigi sonuglarla uyustugu
saptanmistir (Oguz 2011). Bunun yaninda bu sonuglar kolabratorlerimiz tarafindan
yorumlanarak, deneysel sonuglarla karsilastirilmis ve aralarindaki uyumlar yorumlanarak

literatiirde yayimlanmistir (Dudak et al. 2010).

Protein katlanma (folding) simiilasyonlarinda, 6zellikle diisiik sicaklikta, simiilasyonlar ¢ok
sayida yerel minimum enerji durumlarindan birine takilma egilimi gdsterebildiginden, klasik
simiilasyon metotlariyla tam bir kanonik dagilimin elde edilmesinin zor oldugu bilinmektedir.
Bu problemin iistesinden gelmek i¢in genellestirilmis topluluk algoritmalarina
basvurulmaktadir. Genellestirilmis topluluk algoritmalarindan biri de GROMACS yazilimina
uygunlugu da olan REMD algoritmasidir. Bu sebepten dolay1r calismamizda tekli peptid
dizilimleri i¢in yapilan MD simiilasyonlar1 yaninda 52 farkli sicaklig1 temsil eden kopya ile
REMD simiilasyonlar1 da gerceklestirilmistir. Elde edilen enerji histogram egrilerinin

ortismesinden REMD simiilasyonlarimizin basar1 oldugu sonucuna varilmistir. REMD
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simiilasyonlarimizdan faydalanarak yine her peptid dizilimi igin DSSP protokolii ile secilen
dort farkli sicaklik icin ikincil yapi analizleri yapilmis ve bu yapilarin ylizde agirliklart
saptanmistir. Elde edilen sonuglar tiim peptidlerde ilk iki ve son iki aminoasitlerin rastgele
sarim yapiy1 tercih etmesinin yaninda, ayni MD simiilasyonlarinda oldugu gibi, agirlikh
ikincil yap1 tiplerinin rastgele sarim, kivrilma ve beta doniisii seklinde oldugunu ortaya
koymustur. Literatiirdeki bu peptidler icin yapilmis deneysel CD spektroskopi sonuglarinda
ise (Dudak et al. 2010), baskin ikincil yapilarin her {i¢ peptid i¢in rastgele sarim, -strand ve
beta doniisleri seklinde oldugu rapor edilimistir. Bahsedilen bu deneysel calismada ayrica az
miktarda heliks yapinin mevcut oldugu ve yiiksek B-strand oraninin kisa peptidler i¢in fitting
metottan kaynaklanabilecegi de vurgulanmistir. Bu fitting metotta yliksek molekiiler boyutlu
proteinler referans olarak kullanildig1 i¢in metodun yetersiz olabilecegi de vurgulanmistir.
Tiim bu noktalar ele alindiginda, REMD simiilasyon sonuc¢larimizin literatiirdeki deneysel

sonuglarla uyumlu oldugu sodylenebilir.

Calismanin REMD ile yapilan bu kisminda, ayrica temel bilesen analizi (PCA) uygulanarak
cok sayida serbestlik derecesine sahip olan peptid sistemlerimizin sadece iki temel bilesen
vasitasiyla betimlenebildigi de ortaya konulmustur. Bu iki temel bilesenin dagilimina
bakilarak peptidlerimizin sahip oldugu konformasyonel olasilik dagilimlari ve en yiiksek
olasiliga sahip olan konformasyonel yapilar1 tespit edilmistir. Peptidl ve PeptidIl icin bu en
olas1 bolgede 1 pik tespit edilirken PeptidIll i¢in 2 pik saptanmistir. Peptidl ve PeptidIl icin
ilk iki temel bilesene gore en baskin yapilarin agirlikli olarak rastgele sarim, beta doniisii ve
kivrilma yapilar1 oldugu tespit edilmistir. PeptidIIl i¢inse yine ikincil yapilarin agirlikli olarak
rastgele sarim ve kivrilma yapilar1 seklinde olmasina karsin, 1. pik i¢in beta doniisii yapis1 ve

2. pik i¢in ise heliks yapinin 6nemli 6l¢iide ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir.

Ayrica tekli peptid dizilimleri i¢in yapilan REMD simiilasyonlarinin sonuglari ile 300 K
sicaklikli klasik MD sonuglar1 karsilastirildiginda, her iki simiilasyon sonucunda da baskin
yapilarin ¢ogunlukla rastgele sarim, kivrilma ve beta doniisleri seklinde oldugu ve ug terminal
aminoasitlerinin tiimiiyle rastgele sarim yap1 gosterdigi tespit edilmistir. Diger taraftan,
PeptidIl icin klasik MD simiilasyonlarinda gozlenmeyen B-kopriisii yapilarinin REMD
simiilasyonlarinda ortaya ciktigr ve klasik MD simiilasyonlarinda ¢ok az oranda rastlanan
heliks yap1 oranimmin ise REMD simiilasyonlarinda daha fazla oldugu soylenebilir. Bu
farkliliklar PeptidIl konfigilirasyonlarinin klasik MD simiilasyonlar1 esnasinda herhangi bir

yerel minimuma takilmis olabilecegi diislincesini ortaya ¢ikarmistir.
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Caligmamizda ayrica, Peptidll ve PeptidIII”’ {in aminoasit dizilimlerinin her birinin ayr1 ayri
birbiri ucuna ikili ve t¢li dizilimler seklinde eklenmesi yoluyla SEB’e olan afinitesininin
degisip degismediginin tespiti yoniinde yapilan deneysel ¢alismalara destek vermek amaciyla,

bu tekrarl dizilimlerin de MD ve REMD simiilasyonlar1 da tarafimizdan yapilmustir.

Tekrarl1 yapilarin klasik MD simiilasyonlarinda yine yerel minumumlara takilma probleminin
iistesinden gelebilmek amaciyla diger MD simiilasyonlarindan ayr1 olarak, simiilasyonu
yapilan peptid dizilimlerinin baslangi¢ yapilariin farkli secilmesi yoluna gidilmistir. Bu
amacla, vakum asamasindaki tavlama islemi iki farkli yoldan yapilmustir. ilkinde ilgilenilen
peptid 1000 K sicakliktan bir takim yollarla 300 K sicakliga, digerinde ise yine ayn1 yollardan
1000 K sicakliktan 600 K sicakliga sogutulmustur. Vakum asamasindaki bu simiilasyonlar
sonunda, y1Zin (cluster) analizi (van der Spoel et al 2005) yapilarak her iki sicakliktan en ¢cok
ziyaret edilen dorder farkli yapr secilerek ¢Oziicii ortamina konulmus ve normal MD
simiilasyonlarimiz her peptid dizilimi i¢in toplam sekiz ayri baslangi¢ yapisindan devam
ettirilmistir. Her peptid dizilimi i¢in elde edilen ikincil yapt degisimleri ve bu yapilarin
agirlikli yiizdelerinin analizleri 15181nda, 8 farkli baslangi¢ yapisi kullanilmasina ragmen tiim
orneklerde rastgele sarim, kivrilma ve beta doniisii yapilarinin baskin oldugu, ilk ve son
aminoasitlerin tiim simiilasyon boyunca rastgele sarim yapiya sahip oldugu goriilmiistiir.
PeptidlIM2 ve PeptidlIM3 simiilasyon sonuglar1 birbiriyle karsilastirildiginda, PeptidlIM3’
iin PeptidlIM2’ den daha ¢ok beta doniisii yilizdesine sahip oldugu, simiilasyonlar boyunca
PeptidIIM2 6nemli miktarda beta kopriisii ve alfa-heliks yapilara sahipken, bu yapilarin
PeptidlIM3’de nadiren goriildiigii tespit edilmistir. Her iki peptid arasindaki bir diger fark ise,
bu peptidlerin ¢ogunlukla kararli durumlar gdstermelerine karsin bu kararlilik durumunun

PeptidlIM3’de daha yaygin olarak goriilmesidir.

Bu tekrarli yapilarin MD sonuglarina PCA uygulanarak en olast konformasyonlar da
belirlenmistir. Yapilan incelemelerde, tiim dizilimler icin ilk iki temel bilesenin hareketin
onemli bir boliimiinii karsiladigr goriilmiistiir. PeptidIIM2 i¢in hareketin dagilimi belli bir
bolgede toplanmis iki keskin pikli bir olasilik dagilimi seklinde karsimiza ¢ikmistir. Bu
piklere karsilik gelen I. Konformasyon c¢ogunlukla rastgele sarim, beta doniisii ve beta
kopriisii popiilasyon olasiligina sahip iken, II. Konformasyonda cogunlukla beta doniisii,
rastgele sarim ve alfa heliks popiilasyonlarina rastlanmistir. PeptidlIM3 igin tiim yOriingeler
belli iki ayr1 bdlgede popiilasyon gostermistir. Bu bolgelere karsilik gelen ortalama

konformasyonlarin i¢in beta doniisii ve rastgele sarim seklindeki ikincil yapilar en dominant
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yapilar olarak karsimiza ¢ikmigstir. Diger taraftan, PeptidIl’ nin ikili ve ti¢li dizilimleri
karsilastirildiginda, PeptidlIM2’ nin PC1 ve PC2 dagilimlarinin PeptidIIM3’ {in . bolgesiyle
ortiisdiigii goriilmiistiir. PeptidII’nin her iki dizilimi i¢in de bu bolgede cogunlukla beta
dontisii ve rastgele sarim yap1 ortaya ¢ikmustir. Peptid IIIM2 dizilimi i¢in yapilan analizde ise,
en yiiksek olasiliklt birka¢ bolge ortaya ¢ikmis ve bu bolgere denk gelen konformasyonlarin

ikincil yapilarinin da beta doniisii, rastgele sarim ve heliks formlara sahip oldugu goriilmiistiir.

SEB’ e afinite gosteren peptidlerin tekrarli dizilimleri i¢in yapilan bu MD simiilasyonlar ve
PCA sonuglar bir arada degerlendirilerek, kolabratorlerimiz tarafindan elde edilmis deneysel
sonuclarla birlikte yorumlanmis ve elde edilen ¢ikarimlar literatiirde yayimlanmistir (Dudak
et al. 2012). Sonuglar ozellikle PeptidIl’ nin ikili tekrarlarinin afiniteyi 10 kat kadar
arttirdigini, ancak beklenmedik bir sekilde iiclii tekrarinin ise afiniteyi azalttigini géstermistir.
flgili ¢alismada bu durum, iiglii tekrarli zincirin daha ¢ok katlanmasi sebebiyle, dizilimlerin
ortalarinda bulunan aktif bolgelerin, bu katlanmis yapinin i¢ kisimlarda kalmasinin bir sonucu
olarak aciklanmistir. Diger yandan MD sonuglarina bakilarak da konformasyonel
farkliliklarin tekrarli peptid dizilimlerinin afinitesi i¢in anahtar rol oynadigi sonucuna

varilmigtir.

Deneysel sonuglarla birlikte klasik MD sonuglar1 yorumlandiginda tekli peptid dizilimlerine
gore afinitede artis saglayan PeptidlIM2 ve azalis gosteren PeptidlIM3 dizilimlerinin
konformasyonel degisimlerinin daha detayli incelenmesi amaciyla ¢calismamizda, 64 farkli
sicakligr temsil eden kopya ile REMD simiilasyonlar1 da yapilmistir. Her iki tekrarli peptid
dizilimi i¢in elde edilen enerji histogramlar1 egrilerinin Ortiismesinden REMD
simiilasyonlarimizin basart oldugu sonucuna varilmistir. REMD simiilasyonlarimizdan
faydalanarak yine her peptid dizilimi i¢gin DSSP protokolii ile segilen dort farkli sicaklik i¢in
ikincil yap1 analizleri yapilmis ve bu yapilarin ylizde agirliklart saptanmistir. REMD
simiilasyonlar1 siiresince peptidlerin sahip olduklar1 ikincil yapilarinin yilizde agirliklar
Cizelge 6.5’ de bir arada verilmistir. Cizelgeden PeptidIIM2’ nin rastgele sarim ve heliks yap1
yiizdesinin her sicaklik i¢in PeptidlIM3’ {inkinden daha fazla oldugu goriiliirken, kivrilma
yapilariin ylizdesinin ise daha diisiik oldugu goriilmektedir. Diger yandan her iki peptid
dizilimi i¢in en agirlikli yapilar olan rastgele sarim ve kivrilma yapilarinin sicaklikla ¢ok fazla
degismedigi goriilmektedir. PeptidlIM2 dizilimindeki heliks oraninin sicaklikla artmasina

karsin PeptidlIM3’ te tam tersi bir durum s6z konusu olmustur. Bunun yaninda ¢ok az

153



miktarda rastlanan B-kopriisii yapisi ise her iki peptid dizilimi i¢in de en yiiksek oranda 319 K
sicaklikta ortaya ¢ikmaistir.

Tekrarli peptid dizilimlerinin 64 kopyadan olusan REMD simiilasyonlar1 siiresince ziyaret
ettigi konformasyonlarin en olasi olanlarmin tespit edilmesi i¢in temel bilesen analizi
uygulanmistir. PeptidlIM2 diziliminin konformasyonel olasilik dagiliminin belli bir bolgede
yogunlastig1 goriiliirken, PeptidlIM3 diziliminin yogunlastig1 bolgenin iki pike sahip oldugu
gorilmektedir. PeptidIIM2 icin en olasi yapilarin bir temsilinin ¢ogunlukla rastgele sarim,
kivrilma, beta doniisleri yapilarinin yani sira az miktarda beta kopriisii ve heliks yapilarina
sahip oldugu tespit edilmistir. PeptidIIM3 icin ise ilk iki temel bilesene gore iki bolgede
yogunlasan yapilardan birincisinin rastgele sarim, kivrilma ve beta doniisleri ikincil yapilarina
sahipken, ikinci pike karsilik gelen konformasyonun ise bu ii¢ yapiya ek olarak beta kopriisii

yapisina sahip oldugu belirlenmistir.

Klasik MD ve gelismis bir algoritma olan REMD simiilasyonlariyla ayrintili olarak yapisal ve
termodinamik 6zelliklerini inceledigimiz bu peptidlerin SEB’e olan afinitesinin, hangi yapisal
bolgelerinden kaynaklandiginin ve bu afiniteyi arttirmanin yollarininin ortaya net olarak
koyulabilmesi i¢in daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir. Sadece sulu ortamda ¢esitli farkl
protokoller izleyerek en kararli yapilara ulasmay1 hedefledigimiz bu ¢alismalara ek olarak,
secilen peptid dizilimlerinin SEB’ile birlikte simiile edilebilmesi yolundaki ¢aligmalarin daha
iler1 bilgiler sunacagimi diisiinmekteyiz. Bunun yaninda farkli ortam sartlarinin da yapisal
etkilerinin arastirilmasi ve bu peptid dizilimlerine yakin mutant caligmalarinin yapilmasi
gerekmektedir. Sonu¢ olarak calismamizda elde edilen sonuglar ve simiilasyonlar igin

izledigimiz protokollerin ileriki ¢aligmalara 151k tutacagini diistinmekteyiz.
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