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Fizik Anabilim Dah

Tez Damsmam: Yrd. Doc. Dr. Kadir DEMIR
Haziran 2012, 97 sayfa

Bu tez calismasinda son zamanlarda protein bazli ilag iiretiminde siklikla kullanilan ve
deneysel yontemlerle ikincil yapilart belirlenmis olan, Salmon Calcitonin (sCT) (pdb kodu
2GLH) peptidinin olast ii¢ boyutlu konformasyonlarinin Molekiiler Dinamik Simiilasyon
(MD) teknigi ile belirlenmesi ve bu konformasyonlar iizerine ¢oziicti ve sicakligin etkisinin

arastirilmasi amaglanmaistir.

Bu amagla secilen bes farkli ¢oziicii ortaminda (SPC, TIP3p, TIP4p, TIPSp ve METHANOL),
300 K sabit sicaklik ve 1 atm sabit basing sartlarinda MD simiilasyonlar1 gerceklestirilmis,
sCT peptitinin olas1 ii¢ boyutlu konformasyonlar1 ve bunlarn ikincil yapr degisimleri tespit
edilmistir. Sonuglar sCT peptitinin agirhikli ikincil yapilarinin alfa-heliks, rastgele sarmal,
beta doniisleri ve kivrilmalar seklinde oldugunu ve bunlarin oranlarinin secilen ¢oziiciiye

bagh oldugunu gostermistir. Bu sonuglarla literatiirdeki Niikleer Manyetik Rezonans (NMR)
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OZET (devam ediyor)

ve Circular Dichroism (CD) spektral yontemleri ile elde edilmis deneysel sonuglar arasinda

uyum oldugu gozlenmistir.

Diger yandan sicaklik etkisinin aragtirilmasi amaciyla, iki farkli ¢6ziicii ortaminda aymi sartlar
altinda, 200-500 K arasindaki farkli sicakliklarda MD simiilasyonlar1 gerceklestirilmis ve
elde edilen sonuclar, sicaklikla ii¢ boyutlu konformasyonlarin farkl ikincil yapilar seklinde

doniistiigiinii ancak bu doniisiim tiiriiniin se¢ilen ¢oziiciiye bagl oldugunu ortaya koymustur.
Anahtar Sozciikler: Molekiiler dinamik simiilasyon, minimizasyon, protein ve peptid,

molekiiler modelleme, su modelleri, ikincil yapilar, kuvvet alanlar.

Bilim Kodu: 404.03.01
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ABSTRACT

M. Sc. Thesis

THE INVESTIGATION OF THE STRUCTURES OF PEPTIDES IN DIFFERENT
SOLVENTS BY MOLECULAR DYNAMIC SIMULATION METHOD

Yildiz BERK

Biilent Ecevit University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Physics

Thesis Advisor: Asst. Prof. Kadir DEMIiR
June 2012, 97 pages

In this study by using molecular dynamic simulation (MD) technique, the determination of
possible three dimensional conformations of Salmon Calcitonin peptide (sCT) (pdb 2GLH)
having secondary structures identified through experimental methods and recently used
frequently in the production of protein-based drugs has been aimed. In addition to this, the

effects of solvent and temperature on these conformations have been analyzed.

For this purpose, the MD simulations have been run for five different solvent (SPC, TIP3p,
TIP4p, TIP5Sp and METHANOL) under the conditions of constant temperature (300K) and
pressure (1 atm). Then the possible three dimensional conformations of sCT peptide and the
variations of their secondary structures during the simulations have been identified. The
results have shown that the percentage-weighted secondary structures of peptide are observed
as alpha-helix, random coil, turn and bend segments and, their percentages are dependant on

the solvent used. It has been noticed that the results obtained from MD simulations



ABSTRACT (continued)

are consistent with experimental results like those of nuclear magnetic resonance (NMR) and

circular dichroisim (CD).

Besides in order to investigate the effect of temperature on the secondary structures, the MD
simulations ranging from 200 K to 500 K have been run under the same conditions in two
different solvents. Accordingly, the results have indicated that the secondary structures of
three dimensional conformations have turned into different secondary structures with the

change in temperature and the type of this transformation depends on the solvent selected.
Key Words: Molecular dynamic simulations, minimization, protein and peptide, molecular

modeling, water models, force fields, secondary structures.

Science Code: 404.03.01
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BOLUM 1

GIiRiS

Dogada bulunan dort temel biyomolekiilden biri olan proteinler, canlilar i¢in bir¢cok yasamsal
faaliyetten sorumlu biyolojik molekiillerdir. Proteinler statik degil dinamik haldedirler ve
islevlerini yerine getirmek {izere konformasyon degisiklikleri yapabilirler. Her protein islevini
yansitan benzersiz bir yapiya sahiptir. Canli yasami ile ilgili hemen hemen her konuda
proteinlerin hayati 6neme sahip olmasi nedeniyle, bunlarin kararli ti¢ boyutlu yapilarinin
anlasilmas1 ozellikle saglik ve ila¢g endiistrisi alanlarinda ¢ok Onemli gelismeler
saglamaktadir. Proteinlerin ii¢c boyutlu yapilarindaki olasi bozukluklar, islevlerini yerine
getirememesine, bundan dolay1 da hastaliklar ve genetik bozukluklar gibi sorunlara neden
olabilmektedir. Bu sebeple son zamanlarda yapilan tedavi edici protein bazli ilag
tiretimlerinde proteinlerin ii¢ boyutlu yapilarinin belirlenmesi ve bu molekiillerin katlanma

mekanizmalar iizerine yapilan calismalar hiz kazandirmistir.

Proteinlerin neden oldugu hastaliklarin proteinlerin yanhs katlanmasi ve yanlis bir araya
gelmelerinden  kaynaklandiginin  anlasilmasiyla  biyolojik  sistemlerin  incelenmesi,
biyoinformatik teknolojilerin ve yeni deneysel yontemlerin gelisimi ile yeni bir boyut
kazanmis olsa da, proteinlerin karmasik yapilarin1 ve etkilesim mekanizmalarim tam olarak
tasvir edebilen bir etkilesim potansiyeli hala gelistirilememistir. Bunun nedeni proteinlerin
¢ok karmagsik bir molekiil olmalari, gerek icerdikleri farkli 20 aminoasit gerekse icinde
bulunduklar1 hiicre ortamindan dolay1 olabildigince farkli ve ¢ok 6zel dinamik siirecler

icermesidir.

Protein ve peptidlerin “Folding ve unfolding” yapilarinin anlasilmasi ve bu sistemlerin kararh
konformasyonlarmin belirlenmesi 6zellikle ila¢ dizayni i¢in 6nemli bir katki saglayacagi gibi
endiistriyel kullanimi en yaygin olan polimerlerden, biyosensorlere, gida giivenligi ve
teknolojisine kadar genis bir alanda degerlendirme olanagi saglamaktadir. Bu kadar genis bir
yelpazede degerlendirme olanaklarinin mevcut olmasi da dogal olarak farkli disiplinler

arasinda ortak calismalar beraberinde getirmistir.



Bir proteinin termodinamik oOzellikleri ile kararli yapilarinin belirlenmesinde deneysel
yontemler onemli bir yer tutar. Ozellikle 3 boyutlu yapilarinin belirlenmesinde X-1sinlari,
Niikleer Magnetik Rezonans (NMR) ve Circular Dichroism (CD) gibi degisik spektral
yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla beraber, herhangi bir peptit veya proteinin
dinamik davranis1 ya da meydana gelen katlanma olaymin anlasilmasinda yeterli bilgi
deneysel yontemlerden elde edilemeyebilir. Ya da, sentezlenen herhangi bir peptit veya
proteinin yasam omrii kisa olmasi durumunda deneysel yontemlerin kullanimi kisitlanabilir.
Bu gibi durumlarda sistemin anlasilmasi icin kuramsal yontemlere bagvurulmasi kagiilmaz
olur. Diger taraftan protein yapilarinin oldukga yiiksek esneklige sahip olmasi, anormal sayida
miimkiin konformasyonlara neden olmaktadir. Cok sayida serbestlik derecesine sahip bu tiir
sistemlerin kuramsal acidan anlasilmasi olduk¢a zordur. Tamami ile yeni matematiksel
yaklagimlarla bu sistemler izah edilmeye calisilmasina ragmen, en Onemli bilgilerin
simiilasyon caligmalari 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 ¢alisiimaktadir (Meirovitch

et al. 1997, Baysal and Meirovitch 1997).

Bilindigi gibi, kuantum mekaniksel coklu pargacik problemlerinden dogan ‘ab-initio’
hesaplarinin yami sira fenomonolojik potansiyeller/kuvvet alanlar1 cogunlukla protein veya
peptitlerin modellenmesinde kullanilmaktadir. Protein veya peptit dizilimlerinin hem
termodinamik yapilar1 hem de katlanma 6zelliklerini ¢aligmak i¢in literatiirde olusturulmusg
bir¢cok 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/2
(Hassmann 2002) potansiyel enerji fonksiyonlaridir. Bu fonksiyonlar, kiiciik molekiillerin
deneysel verilerine ve bazi terimler icin kuantum kimyasal hesaplara uyumundan parametrize
edilmistir. En genel anlamda, bu fonksiyonlara gore bir ¢oziiciideki proteinin enerjisi
E=E+Esici seklinde iki terimin toplamudir: Ep, proteinin kendi konformasyonel enerjisi,
Ecszicu, proteinin i¢inde bulundugu ¢oziiciiyle etkilesme enerjisidir. Proteinler genellikle sulu
¢ozeltide oldugundan, bu konformasyonlara coziictiniin 6nemli Olciide etkisi vardir. Bu
sebeple bir cozeltideki proteinin davranigt vakum ortamindan oldukca farklhidir.
Proteinler/peptitler konformasyonel enerjileri en diisiik olacak sekilde konformasyon alma
egilimi gosterirler. Diger yandan ¢oziicii de protein/peptid olasi en diisiik ¢ozelti serbest
enerjisine sahip olacak konformasyonu almaya zorlar. Proteinlerin ¢6ziicii i¢inde bulunuyor

olmalar ve buna bagh ¢o6ziicii modellenmesinde ¢ok sayida serbestlik derecesi igermesinden



dolay1 hesaplanabilirligi olduk¢a zahmetlidir. Dahas1 konfigiirasyon uzayini aragtirmak icin
geleneksel Monte Carlo (MC) teknigi kullanildiginda, su molekiillerinin varligi cok diisiik
kabul edilebilme oranina yol acar ve bu yiizden cok daha yavas olan Molekiiler Dinamik
(MD) metodlara (Alder and Wainwright 1957) basvurmak zorunda kalinir. Diger taraftan,
suyun evrensel bir ¢oziicii olmasi, biyomolekiiliin dinamigi ve yapisinda onemli bir rol
oynamasindan dolay1 su igerisinde bulunan bir peptit 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”
(TTIP3P) (Jorgensen et al. 1983)”, “single-point charge” (SPC) (Brendsen et al. 1981) ve
“extended single-point charge” (SPC/E) (Brendsen et al. 1981) su modelleridir. Bu modeller
temelde suyun deneysel olarak gosterdigi oOzellikleri tasiyabilmektedir. Literatiirde bu

modeller “explicit” su modelleri olarak bilinmektedir.

Proteinlerin kararli yapilarinin belirlenmesinde ki tiim bu caligmalar 1s18inda son zamanlarda,
bircok hastaligin tedavisinde kullanilan tedavi edici protein ilaglari, biopharmaceutical tipta
genis bir potansiyele sahip hale gelmistir ve bu tip ilaclarin sayisinin arttirtlmasina yonelik
caligmalar halen siirdiiriilmektedir. Bu ilaglarin gelistirilmesinde karsilagilan en biiyiik
problem proteinlerin kararliligidir. Proteinlerin veya peptitlerin dogal fonksiyonel katlanma
yapilarn cesitli cevresel kosullarda (ph, sicaklik, basing, yari-Omiir, ¢oziicii ortam gibi)
kolaylikla bozulabilmektedir. Tedavi edici protein ilaglarinin aktivitesi ¢ogunlukla onlarin
konformasyonal yapisina bagli oldugundan, kararsizligi azaltmak ve onlemek icgin protein
ilaglarmin {iiretimi boyunca dogal konformasyonunun dolayisiyla dengenin saglanmasi
gerekmektedir. Bu anlamda protein bazli ilaglarin iiretiminde dogal konformasyonlarin
korunmasi, ilaglarin saklanmasi ve tasinmasi biopharmaceutical endiistrinin en temel
sorunlardan birisidir (Rathore et al. 2008, Basharov 2003, Krishnamurty et al. 2002, Frokjaer
et al. 2005). Bu amagla tasarlanan peptid bazli ila¢ dizaynlarinin kararh ikincil yapilar1 ve
bunlarin dis etkenlerle degisimlerini ortaya koyan deneysel calismalar (spektral yontemler)
literatiirde genis yer bulmaktadir (Andreotti et al. 2006, Lee et al. 2009, Lee and Lin 2011).
Bunun yaninda, protein ve peptidlerin bilgisayar simiilasyon teknikleriyle de ikincil yapilar
incelenebilmektedir. Gelistirilen bu tekniklerden elde edilen sonuglar deneysel verilerle

olduk¢a uyusmaktadir. Bu amacla ¢ok daha hizli ve ucuz bir yontemle, deneysel olarak



izlenmesi zor bir etki veya katki, simiilasyonlar vasitasiyla elde edilerek degerlendirilme

olanagi saglanmaktadir.

Bu tez calismamizda, klinik tedavilerde yiiksek oranda kullanilan ve postmenopausal
(menopoz doneminin son evresi), osteoporosis (kemik erimesi), hypercalcemia (kemik
hastalig1) (Inzerillo et al.1999, Findlay and Sexton 2004) gibi bir¢ok hastaliklarin tedavisinde
onemli bir yere sahip olan, ikincil yapis1 ve biyoaktifligi deneysel olarak tespit edilmis
(Andreotti et al. 2006, Lee et al. 2009, Lee and Lin 2011), Calcitonin (CT) peptidinin bir tipi
olan Salmon Calcitonin (sCT) (pdb kodu 2GLH) peptidinin ikincil yapisi, Molekiiler Dinamik
Simiilasyon (MD) metodu ile incelenmesi amaclanmistir. sCT peptidinin NMR ve CD gibi
deneysel yontemlerle elde edilmis kararli yapilarinda, diziliminin ikincil yapilarinin agirlikli
olarak heliks, rastgele sarmal ve beta-doniisleri yapilart gosterdigi literatiirdeki caligmalarda
ifade edilmistir (Motta et al 1991, Andreotti et al 2006). Calismamizda sCT peptidinin olasi
konformasyonlarmin ikincil yapilarinin MD teknigi ile incelenmesi, bu yapilara ¢oziicli ve
sicakligin etkisinin aragtirilmasi ve elde edilen sonuglarla deneysel sonuclarin karsilastiriimasi

amaglanmstir.

Bu amacla, ilk olarak tezimizin ikinci boliimiinde, aminoasitler ve proteinlerin genel yapilari
ve Ozellikleri hakkinda bilgiler verilmistir. Yine bu boliimde protein yapilarinin belirlenmesi
yontemleri ve molekiiler modelleme ile ilgili genel bilgilere yer verilmis olup molekiiler
modelleme kavrami, molekiiler modellemenin biyomolekiillerin yapilarinin anlagilmasindaki
yeri ve 6nemi anlatilmis ve molekiiler modellemede kullanilan etkilesim terimleri ve kuvvet
alanlar1 gibi kavramlar aciklanmaya calisilmustir. Ugiincii boliimde, simiilasyon kavrami,
kullanilan baglica simiilasyon teknikleri gibi konular iglenmistir. Dordiincii boliimde, MD
hesaplama yontemi, simir kosullari, kullanilan algoritmalar, sicaklik ve basing kontrol
yontemleri gibi konular ayrintilan ile sunulmugtur. Yapilan MD simiilasyonlarinin detaylar
ve elde edilen sonuclar ise besinci boliimde verilmistir. Son olarak, altinci boliimde bulunan

sonuglar degerlendirilmis ve yorumlanmustir.



BOLUM 2

KURAMSAL TEMELLER

2.1 AMINOASITLER

Aminoasitler proteinleri olusturan temel yapitaglaridir. Aminoasitlerin kovelent baglarla ug
uca eklenmesiyle olusturduklar1 kisa polimer zincirlerine “peptid’’ uzun polimer zincirlerine
ise “polipeptid” ya da “protein” denir. Aminoasitlerin tiirleri, protein zincirindeki dizilig
siralar ve her bir aminoasitin bir digeri ile yaptig1 etkilesimleri, proteinin ii¢ boyutlu yapisinm
ve iistlendigi fonksiyonlarin temelini olusturmaktadir. Dogada 300’e yakin farkli aminoasit
bulunmaktadir. Ancak proteinlerin yapisina katilan sadece 20 temel aminoasit bulunur.
Proteinlerin yapisinda bulunan bu 20 temel aminoasit standart aminoasitler olarak bilinirler.
Bunlar kolaylik agisindan ti¢ harfli kisaltmalar ve tek harfli sembollerle gosterilirler. Cizelge

2.1’de bu gosterimlerin tiimii ve aminoasitlerin bazi 6zellikleri bir arada sunulmustur.
Bir aminoasit; amino grubu (-NH,), karboksil grubu (-COOH) ve her aminoasit i¢in farkli

ozellikte olan yan zinciri (Rezidii, R) olarak adlandirilan gruptan olusmaktadir. Sekil 2.1°de

standart bir amino asiti meydana getiren atomlar ve gruplar gosterilmektedir.

R

Sekil 2.1 Standart aminoasidin yapist.



Cizelge 2.1 Aminoasitlerin standart kodlar1 ve 6zellikleri.

Yan zincir
Aminoasit 3-Harfli 1-Harfli Yanzincir Asiditesi/ Hidropati
Gosterimi | Gosterimi Polaritesi Endeksi
Bazisitesi

Alanin Ala A Apolar Notr 1.8
Arginin Arg R Polar Kuvvetli bazik -4.5
Asparagin Asn N Polar Notr -3.5
Aspartik asit Asp D Polar Asidik -3.5
Sistein Cys C Apolar Notr 2.5
glutamik asit Glu E Polar Asidik -3.5
Glutamin Gln Q Polar Notr -3.5
Glisin Gly G Apolar Notr -4
Histidin His H Polar Hafif bazik -3.2
[zolosin Ile I Apolar Notr 4.5
Losin Leu L Apolar Notr 3.8
Lizin Lys K Polar Bazik -39
Metiyonin Met M Apolar Notr 1.9
Fenilalanin Phe F Apolar Notr 2.8
Prolin Pro P Apolar Notr

Serin Ser S Polar Notr -8
Treonin Thr T Polar Notr -7
Triptofan Trp W Apolar Notr -9
Tirozin Tyr Y Polar Notr -1.3
Valin Val v Apolar Notr 4.2




Biitiin aminoasitler kenar zincirleri (R) disinda ayn1 yapiy1 tekrar ederler. Bu yap1 “protein
omurgast” (backbone) olarak adlandirilir. Aminoasitler sahip olduklar1 kenar zincirine (R)
gore birbirlerinden farklilagirlar. Sekil 2.2°de 20 standart amino asitin kenar zincirleri (R) ve

kimyasal gosterimleri bir arada verilmistir.

Glycine{gly) L-Alenine (ala) L-Valine (val) L-Isoleucine (ileu)
H H H H H H H H
N Y . s
H-—-—lit-t—c—c\ H-—-hll*-—c—C\ H—N—c—c H-—lil*—c——-c
LA SN )
L-Leucine (lev) L-Serine (ser) L- Theronme (thr) L-Proline (pro)
H H O 0
H—Ti—C—C H--N— —C
H OH ‘
L-Glutamic acid (glu) L-Lysine (lys)

e
N

L-Asparagine (asn) L-Glutamine (gin) | L-Cysteine (cys) L-Methionine {met)
H H H H H H H H
O o}
a 1/ 1 s Ll
H—T"—C—C H—T-‘-—C—C H—TLC—C\ H-—-lil»-— -—C\
Mo R . -
H © H . H = H @
L-Tryptophan (try) L-Phenylalanine (phe) L-Tyrosine (tyr) L-Histidine (his)
| A i1
H—N*—C—C H—N-—J'—-C—C\
N
H H, o~ | H. o~
C==(H
NH

Sekil 2.2. Standart amino asitin kenar zincirleri ve kimyasal gosterimleri.



Aminoasitlerin sahip olduklar1 kenar zincirlerin 6zellikleri, proteinlerin {istlendikleri
fonksiyonlarin farklilasmasini saglar. Kenar zincirler diger aminoasitlerin kenar zincirleriyle
etkileserek hidrofobik bolgeler, elektrostatik baglar, hidrojen baglan veya disiilfit baglar
olugsmaktadirlar (Smith et al. 2007). Kenar zincirleri yapisal ozelliklerine gore

farklilagmaktadirlar. Bu ozelliklerine gore aminoasitlerin siniflandirilmast ise Sekil 2.3’te

gosterildigi gibidir.
Aromatik Grup Apolar Grup
CO0~ COO~ lT(I'?]‘ (8 als b oo~ oo™ o0~
& S L1 s X . B i L L
W 'H 0 n,N—ch;n Hzl?/‘ “cH, g ‘C.‘HH HN—C—H  HN-C-H HN-C—H
: H.C—CH, offs “CI, CH, CH, CH,
Glisin Alanin Prolin Nalin =CH
NH
CO0™ COo0~ (o0 0
HN t}- H H.N—C—H 1-1_,5:—L|-—;-1 H
CHz H—(I:—CH-a ‘|3H:
/é!_{l UHz ‘Hg Penilalanin  Tayrosin Tritopan
CH, CH. (L"s
i
CH
T.éain izolgsm 4
Metiyonin
Polar Grup Pozitif Yiikli Grup
CO0~ lf'(_ll)' (l'(_l]' (._'.‘_)(\l‘ (:'-‘_.K_J_ (_.'-I‘._}(_]_
H,N—C—H HN—C—H H,N—C—H . e +
LN i i H,N—C—H HN—C—H HN—C—H
CH,0H H—C—O0H CHa I | I
s, - o, CH CH,
Seri ' "
= Tironin Cistin (Ha (Ha 1 “H
CH, CH. U
I | S—N
<|_:( 116 I COO~ Clz NH
i . |
H,N—C—H HN—C—H ANH, (!‘-=NI-!2
CH CH !
& s m; NH,
H,N/ kl'_‘l é Lisin Arginin Histidin
N Yo
Asparjin Glutanun

Negatif Yikli Grup

Co0~ cOo0~
H..,ﬁ—-(:?——H Hslﬁ—cl'—H
CHa "Ha
(1?00‘ (l‘H2
too-
Aspartik asit Glutamik asit

Sekil 2.3 Standart aminoasitlerin yapisal 6zelliklerine gore gruplandirilmasi.



Standart aminoasitler igerisinde dikkat ¢ekici bir aminoasit olan Glisin, en basit yapiya sahip
olan aminoasittir ve protein yapilarinin olusmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica
yiiklii kenar zincirine sahip olan Lisin, negatif yiiklii kenar zincirine sahip olan aminoasitler

ile olugturdugu baglar sayesinde protein kararliligina katkida bulunmaktadir.

2.1.1 Aminoasitlerin Fiziksel Ozellikleri

Aminoasitler genellikle suda, seyreltik asit ve bazlarda ¢oziiniirler, buna karsin etil alkol ve
diger organik ¢ozeltilerde ¢coziinmezler. Glisin aminoasiti disinda biitiin aminoasitlerin karbon
atomlan asimetriktir. Aminoasitler amfoter 6zellik gosteren maddelerdir, yani asidik ortamda
baz, bazik ortamda asit gibi davranan maddelerdir. Izoelektrik noktada iyonlagmis bulunan
pozitif ve negatif guruplar denge halindedir. Bir elektrik akimi uygulandiginda aminoasit

molekiilleri ne negatif ne de pozitif kutba gic ederler.

2.1.2 Aminoasitlerin Kimyasal Ozellikler

Bir aminoasidin -COOH grubu ile bir bagka aminoasidin -NH, grubu birleserek aralarinda
peptid bagi yaparlar. Boylece aminoasitler biribirleriyle birleserek peptid zincirleri
olustururlar. Peptid zincirleri ise proteinlerin primer yapilaridir. Bunun yaninda aminoasitler
susuz HCI karsisinda etil ve metil alkolle esterler yaparlar. Aminoasit esterlerine alkolik veya
andhidroz amonyakla muamele edilirse aminoasitlerin amidleri meydana gelirler. Diger
taraftan, aminoasitlerin amin gruplarina bir soliisyon igerisinde metil iyodiir veya dimetil
sulfat ile muamele edilirse, kolaylikla metillesebilirler. Prolin ve hidroksiprolin disindaki
aminoasitler nitroz asitlerle reaksiyona girerek azot aciga ¢ikmasim saglarlar. Aminoasitlerin
bu 6zelliklerinden yararlanarak protein miktar tayini yapilabilir. Aminoasitlerin formaldehit

ile muamelesiyle aminoasit miktar1 da tayin edilebilir.

2.1.3 Peptit Bag

Iki aminoasit molekiilii peptid bag1 denilen kovelent baglanmayla dipeptid olusturabilirler. Ug
aminoasit birlesirse tripeptit olusur. On-onbes aminoasite kadar olusan peptidlere oligopeptit
denir. Daha biiyiik zincirler i¢in polipeptit ifadeleri kullanilir. Protein ve polipeptid ifadeleri

birbirleri yerine kullanilabilirse de genelde polipeptitler 100 den az aminoasit igerirler.



Bir peptid bag1 su sekilde olusur; bir aminoasitin merkezi karbon atomuna bagh karboksil
grubu ile diger amino asitin hidroksil grubu birbirine baglanir. Bu arada bir adet su molekiili
aciga cikar (Sekil 2.4). Dogadaki peptidler iki aminoasitten birka¢ bin aminoasite kadar
degisik uzunlukta olabilirler. Bazi1 proteinler tek bir polipeptid zincirlerinden ibaretken

bazilan birden fazla polipeptidin kovelent olmayan baglarla birlesmesiyle olusur.

R R, Rt 0 R
I //0 | //o ’ | I //0
H,;N—C—C + HN—C—C_. —> HN—C—C-N-C—C + H0
" [ =
OH OH OH
H H H H H

Sekil 2.4 Peptit baginin olusumu

2.2 PROTEINLERIN YAPISI

Proteinler, aminoasitlerin zincir halinde birbirine baglanmasiyla olusan biiyiik organik
bilesiklerdir. Bu zincirde bir aminoasitin karboksil grubunun bir digerinin amino grubuna
baglanmasiyla olusan bag peptid bagi olarak adlandirilir (Sekil 2.4). Her proteindeki
aminoasit dizisinin siras1 bir gen tarafindan tamimlanir ve genetik kod ile kodlanmustir.
Genetik kod 20 farkli aminoasit tamimlasa da proteindeki aminoasitler traslasyon sonrasi
degisimle kimyasal olarak degisime ugrarlar. Bu degisimler ya proteinin islev gdrmeye
baslamasindan once gerceklesir ya da kontrol mekanizmalarmin parcasi olarak, proteinin
islevini degistirmek icin olur. Proteinler belli islevleri yerine getirmek icin beraberce de
caligabilirler ve bazilar bir araya gelip kararli kompleksler olusturabilirler. Polasakkaritler,
niikleikasitler, yaglar gibi biyolojik makromolekiillere benzer sekilde, proteinler de canh
organizmalarin temel bilesenlerindendirler ve hiicrelerin igcindeki her siirecte yer alirlar. Cogu
proteinler biyokimyasal tepkimelerde katalizor islevi olan enzimlerdir ve metabolizma icin

yasamsal bir role sahiptirler.
Proteinler, 20 farkli aminoasitten olusmus lineer polimerlerdir. Tiim aminoasitler, bir alfa

karbonuna bir karboksil grubu ve bir amino grubu ve bir yan zincirin baglaniyor olmasi gibi

ortak yapisal ozelliklere sahiptirler. Bir tek Prolin yan zincirinde amino grubuyla halka
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olusturmasi yiiziinden biraz farklilik gosterir. Standart aminoasitlerin yan zincirlerinin farkl
kimyasal 6zellikleri proteinlerin ii¢ boyutlu yapisini belirler ve dolasiyla protein islevine etki
eder. Bir polipeptit zincirindeki aminoasitler bir dehidrasyon tepkimesi sonucu olusan peptit
bagi ile birbirine baglanirlar. Protein zincirine dahil olmus aminoasit birimlerine
“kalint1’’(rezidii); karbon, azot ve oksijen atomlarindan olusan tekrarlayan diziyi de “ana
zincir’’ ya da “protein omurgasi” denir. Peptid baginin iki rezonans formu vardir ve bunlar
ona kismi ¢ift bag ozelligi kazandirarak, ekseni etrafinda donmesini engeller. Bu yiizden de
alfa karbonlar esdiizlemseldir. Peptit bagdaki diger iki dihedral ac1 protein omurgasinin yerel
seklini belirler. Her bir aminoasitin kimyasal yapisi nedeniyle protein zincirinin iki yonii
vardir. Proteinin serbest bir karboksil ucuna sahip olan ucu “karboksil ucu’ (C ucu) ya da
“karboksil terminali’’ (C terminali); serbest bir amino grubu olan uca ise “amino ucu’’ (N ucu)
ya da “amino terminali’’> (N terminali) olarak adlandirilir. Protein, polipeptid ve peptid
sozciiklerinin kullaniminda bir muglaklik vardir. Protein genelde kararhi bir sekle sahip olan
biitiin biyolojik molekiiller i¢in kullanilir. Peptid ise genelde kararl ii¢ boyutlu yapiya sahip
olmayan, kisa aminoasit oligomerleri i¢in kullanilir. Ancak bu iki terim arasindaki sinir
belirsizdir ve genelde 20-30 kalinti dolayindadir. Polipeptid ise, uzunlugundan bagimsiz
olarak, herhangi bir aminoasit zinciri i¢in kullanilir ve siklikla da tamimli tek bir bigim
olmadigina isaret eder. Sekil 2.5’te aminoasitlerin olusturdugu bir polipeptid zinciri sematik

olarak gosterilmektedir.

Sekil 2.5 Aminoasitlerin olusturdugu bir polipeptit zincirinin sematik gosterimi.
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2.2.1 Proteinlerin Yap ve islevleri

Canli organizmalarin dort temel biyolojik makromolekiiliiniin {i¢ii polimer (aynm tiirden
tekrarlayan birimler) yapidadir. Bunlardan biri olan proteinler, aminoasitlerin polimerleridir.
Diger biyolojik makromolekiillerden DNA ve RNA niikleotidlerin, polisakkaritler ise
sekerlerin polimerleridir. Dordiincii tiir biyolojik makromolekiil olan lipitler ise polimer
yapida degildirler. Proteinler biitiin canlilarda ¢ok 6nemli islevler yiiriitiirler. Bir¢ok biyolojik
reaksiyon, “enzim” adi verilen proteinler tarafindan kontrol ve katalize edilir. Bu haliyle
proteinler metabolizma icin yasamsal bir role sahiptirler. Bagka proteinlerin ise yapisal ve
mekanik iglevleri vardir. C)megin hiicre iskeletindeki proteinler, hiicre seklinin korunmasi, kas
kasilmasi, hiicre ve ¢evresi arasinda madde alig verisleri islevlerinde rol alirlar. Bunlarin yan
sira hiicre haberlesmesi, bagisiklik yaniti, hiicre tutunmasi ve hiicre boliinmesi dongiilerinde
yine proteinler yer almaktadirlar. Her proteinin kendisine has 6zelliklerinin olmasini saglayan
0zel aminoasit dizilimleri vardir ve protein islevlerinin c¢ogu, kendisini olusturan

aminoasitlerin 6zelliklerinin tayin edilmesiyle anlasilabilir.

Proteinler canli hiicreler icerisinde ¢ok sayida goreve sahip biyomolekiillerdir. Proteinlerdeki
bu gorev cesitliliginin sebebi ise; birincil (primer), ikincil (sekonder), iiciinciil (tersiyer) ve
dordiinciil (kuarterner) yapi olarak tanimlanan dort hiyerarsik yapisal organizasyona sahip
olmalaridir (Onat vd 2002). Cogu protein katlanarak kendine has ii¢ boyutlu bir yapiyla sekil

alir. Proteinin dogal olarak katlanip olusturdugu bu sekle onun dogal hali denmektedir.
2.2.2 Birincil Yap1
Birincil (primer) yapi, polipeptit zinciri boyunca aminoasitlerin lineer bir sekilde dizilimidir

(Sekil 2.6). Primer yap1 genetik olarak kontrol edilmekte olan tek yapi olup, bir proteinin

ikincil, {igiinciil ve dordiinciil yapilarim belirlemektedir (Onat vd 2002).
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Sekil 2.6 Birincil yap1
2.2.3 ikincil Yap
Ikincil (sekonder) yapi, peptid zincirin yaptigi hidrojen baglarina gore belirlenir.

Proteinlerdeki ikincil yapilar genel olarak o-Heliks, B-yapragi ve rastgele sarmallar olmak

iizere ii¢ sekilde bulunabilir. Bunlardan a-Heliks, B-yaprag: Sekil 2.7 verilmistir.
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Sekil 2.7 Bazi1 proteinlerin a-Helix ve 3 yapragi ikincil yapilari
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Proteinlerin ikincil yapilari, protein zincirinin uzaydaki organizasyonu ile ilgilidir. Bunlardan
a-heliks olarak adlandirilan yapida, tek baglar etrafinda i¢ donmeler nedeniyle, protein zinciri
bir vida sarmal1 bi¢iminde kivrilabilmektedir. Zinciri sarmal bi¢iminde tutan asil etken ise, bir
peptit bagindaki N-H grubu ile bir diger peptit grubundaki C=0O grubu arasinda kurulan
hidrojen baglaridir. Hidrojen baglar1 sarmaldaki birinci peptit bagim dordiinciiye, ikinci peptit
bagin1 besinciye siralamasiyla...... blayarak sarmalin halkalarini sabitlestirir. Peptid baglarina
ait dipol momentler aynm1 yonde ve sarmal eksenine paraleldir. Proteinlerde sik rastlanan bir
diger ikincil yapi ise beta yapragi (B-sheet) olarak adlandirilir. Bu yap1 oldukga diiz ve agilmig
olarak ayn1 yonde veya zit yonlerde uzanan peptit zincirleri arasinda kurulan hidrojen baglar
sayesinde ortaya cikar. Rastgele sarmal (random coil) olarak adlandirilan bir diger yap1 kolay
degisebilirlik ve biikiilebilirlik gostermektedir. Ortamin sicakligi veya iyonik icerigi

degistirilirse proteinlerin ikincil yapisi, 6zellikle a-heliks yapis1 bozulmaktadir.

Proteinlerin ikincil yapilarinda ¢ok sayida kuvvet mevcuttur. Bu kuvvetler, proteinin
kararliligimmi ve esnekligini artirmaktadir. Bu kuvvetler, hidrofobik etkilesmeler, zit yiikli
gruplar arasindaki elektrostatik etkilesmeler, birbirine yakin bulunan atomlarin
yoriingelerinde bulunan aym yiiklii dipollerin birbirini itmesi ve zit yiiklii dipollerin birbirini

cekmesi seklinde olusan Van der Waals etkilesmeleridir.

2.2.4 Uciinciil Yap

Uciinciil (tersiyer) yapi, ikincil yapimin kazanmis oldugu atomlarin konumlarindan
kaynaklanan birbirine yaklagsan veya uzaklasan aminoasitlerin etkilesmeleri sonucu ani

doniigler sonrast olusan iic boyutlu yapidir (Sekil 2.8) ve bu yapi1 proteinin fonksiyonel

karakterini belirlemektedir (Murray et al. 2004).
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Sekil 2.8 Ugiinciil yap1 (PDB Kodu: 1F09)

2.2.5 Dordiinciil Yap

Polipeptitden olusmus iki ya da daha fazla proteinin bir araya gelerek olusturduklar1 yapisal
organizasyonlardi (Sekil 2.9). Bu yapilari, proteinlerin birbiri ile benzer ya da benzer olmayan

alt birimlerinin bir araya gelmesi olarak da tanimlayabiliriz.

Sekil 2.9 Dordiinciil Yap1 (PDB Kodu:1BRS).
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Proteinlerin yap1 ve islevlerinde suyun da c¢ok oOnemli etkisi vardir. Yirmi aminoasit
rezidiisiinden bir kismi polar veya hidrofilik bir kismi ise hidrofobik 6zellige sahiptir. Bu
sebeple, biikiilebilir bir protein zinciri hidrofobik etkilesimlerle katlanir. Bu sirada, hidrofobik
rezidiiler su ile temas etmeyecek bir sekilde, olusan kiiresel yapinin merkezine dogru
toplanirlar. Boylece su {iigiinciil yapinin olusumunu biiyiik 6l¢iide etkilemis olmaktadir. Sonug
olarak ikincil yap1 peptit baglar arasindaki etkilesimlerden kaynaklanmasina ragmen ii¢iinciil
yapt yan zincirlerin kendi aralarinda ve cevre ile etkilesimlerinden kaynaklanir. Yapiy1
olusturan bu seviyelere ek olarak, proteinlerin birbiriyle iligkili olan bir yapidan baska bir
yapiya gecmeleri de protein yapisimin bir diger boyutunu olusturur. Biyolojik olarak cok
onemli olan bu yeniden yapilanmalarin tigiinciil veya dordiinciil yapilarina proteinin
"konformasyonlar1” denir ve bunlar arasindaki gegislere konformasyonal degisim ad1 verilir.
Bu tiir degisimler cogu zaman bir substrat molekiiliin bir enzime baglanmasiyla tetiklenir.
Tipik olarak goriilen iiciinciil yapilarla ilintili olarak proteinler kiiresel (globiiler) proteinler,
lifsel (fibroz) proteinler ve zar (membran) proteinleri olarak kabaca ii¢ ana sinifa ayrilabilirler.
Canlilarda dinamik islevsel 6zelliklere sahip kiiresel proteinler suda c¢oziiniirler ve bunlarin
cogu enzimdir. Canlinin daha ¢ok yapisi ile ilgili olan lifsel proteinler ise suda ¢oziinmezler.
Bunlarin yami sira zar proteinleri ¢ogunlukla reseptor olarak gorev yaparlar veya suda

¢oziinen kiiciik molekiillerin hiicre zarindan ge¢meleri icin kanal olustururlar. Sekil 2.10 da

!

Birincil Yap1 Ikincil Yapi Uciinciil Yapi Dordiinciil yap1

proteinlerin tiim ikincil yapilarina 6rnekler birarada verilmistir.

Sekil 2.10 Protein Yapilari.
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Proteinler/peptidlerin oldukca esnek bir yapiya sahip olmalarindan dolayr faz uzaylarn
anormal sayida miimkiin konformasyonlara neden olur. Diger taraftan proteinler/peptidler
genellikle sivi  icerisinde bulunduklarindan, iclerinde bulunduklar1  sivimin  bu
konformasyonlara etkisi ka¢inilmazdir. Bu nedenle, bir proteinin ¢ozelti igersinde sahip
olacagi konformasyonu vakum ortamindakinden oldukg¢a farkli olacaktir. Vakum ortaminda
protein veya peptitlerin konformasyon enerjileri miimkiin olan en diisiik enerji seviyesinde
bulunma egilimindedir. Buna karsin protein veya peptidler ¢ozelti ile etkilesim i¢inde olursa

daha da diisiik enerjili konformasyonlara sahip olacaktirlar.

2.2.6 Protein Katlanmasi

Bir polipeptid zincirinin kendine has olan bir karakteristikte kazandig sekillenim siirecine
protein katlanmasi denir. Proteinler genellikle cesitli fonksiyonlarimi yerine getirebilmek icin
katli duruma ge¢meye ihtiya¢ duyarlar. Proteinlerin aminoasitlerden olusan tek boyutlu zincir
yapisindan, iic boyutlu fonksiyonel yapisina nasil ulastigi ilgi cekici bir sorudur. Anson ve
Mirsky (1931), proteinin denaturasyonunun iki durumlu yani ya “var” ya “yok” olarak
adlandirilacak bir siire¢ oldugunu ve molekiiler gecisler sonucunda kimyasal olarak bir¢cok
degisikligin ortaya ¢iktigimi ifade etmislerdir. Daha sonra Anfinsen, proteinlerin aminoasit
dizilimlerinin proteinlerin katlanma mekanizmasini belirledigini ortaya koymustur (Anfinsen
1973). Bu calismalardan sonra Levinthal (Levinthal 1968) proteinlerin katlanmig yapilarina
cok hizli bir sekilde nasil ulastiklar1 sorusuna cevap aramis ve bir proteinin rastgele bir
sekilde dogru katlanmis yapisina ulasabilmesi icin gegmesi gereken siirenin, kdinatin simdiki

yasindan daha fazla oldugunu Levinthal Paradoksu ile ileri siiriilmiistiir.

Protein katlanmasini, en temel hali ile iki durum davranisina sahip protein sistemleri
anlatmaktadir. Bu davramista katlanma yolu boyunca acik, kath ve cok az sayidaki ara
durumlara ait belli bir makroskobik durumla tutarli mikroskobik durumlarin tiimiinii gosteren
popiilasyon yogunluklarinin dagilimi mevcuttur (Jackson 1998). Bir¢ok farkli yapidaki, farkli
dizilimdeki ve farkli kararliliktaki kiiciik proteinlerin katlanma durumlar1 incelendiginde,
cogunlukla iki durumlu katlanma davranig1 gosterdikleri bilinmektedir. Ayrica basit iki durum
davranis1 gosteren proteinlerin sinirli sayida bir araya gelmis ara durumlar araciligy ile

katlandig1 da gosterilmistir (Fersht 2000).

17



2.2.7 Protein Kararhg

Proteinler icin kararlilik, sahip olduklar1 en diisiik enerjili durumu koruma egilimidir. Bir
proteinin en kararli hali, termodinamik ac¢idan en diisiik serbest enerjiye sahip oldugu
katlanmis yapisidir. Termodinamik kararlilik ise, proteinin dogal yapisimi geri doniisiimlii
olarak, hizli, kooperatif ve iki fazli bir mekanizma ile kaybetmesi ve yeniden kazanmasidir
(Iscan 2007). Proteinlerin dogal yapilarinda kararliligi saglayan etkenler arasinda iyonik
iliskiler, dipol-dipol etkilesimi, hidrofobik molekiilleri bir arada tutan kuvvetler, hidrojen ve
disulfid baglar1 bulunmaktadir. Termodinamik agidan yapilan yaklasimlar hidrojen baglarinin
proteinlerin ii¢ boyutlu yapisinin kararliliginda biiyiik bir etkiye sahip olmadigi proteinin
dogal ve denature konformasyonlarinin serbest enerjilerindeki c¢ok kiigiik degisikliklerle
aciklanmaktadir. Bunun nedeni, molekiil i¢cinde bozulan bir hidrojen baginin yerini molekiil
icinde bulundugu c¢oziicii ile yaptigi yeni bir hidrojen baginin almasidir (Iscan 2007).
Proteinlerin kararliligi acik ve katli durumlar arasindaki serbest enerjideki farklilik olarak
tanimlanabilmektedir. Kararliligin katlanma mekanizmasi icerisinde serbest enerji bariyer
yiiksekligi, gecis durum toplulugu konumu gibi farkli durumlar altinda degisim gosterdigi

bilinmektedir.

2.3 PROTEIN YAPILARININ BELIRLENMESI

Bir proteinin veya onun pargasi olan komplekslerinin yapisinin kesfi, onun islevi hakkinda
onemli ipucglar1 verebilmektedir. Canli yasamini ilgilendiren hemen hemen her konuda
proteinlerin hayati 6neme sahip olmasi nedeni ile proteinlerin kararli iic boyutlu yapilarinin
anlasilmas1 saglik ve endiistri alanminda cok ©nemli gelismeler saglamaktadir. Yapiy
belirlemek icin kullanilan en yaygin deneysel teknikler X 1smm1 kristalografisi ve NMR
spektroskopisidir. Her ikisi de atomik c¢oziiniirlikte bilgi saglarlar. Yap1 belirlemede
kullanilan bir diger deneysel teknik ise Kriyoelektron Mikroskopisidir (Branden and Tooze
1999). Kriyoelektron mikroskopisi cok biiyiik protein kompleksleri ve viriisler hakkinda daha
diisiik ¢oziiniirliiklii yapisal bilgi tiretmekte kullanilir. Bunun bir ¢esitlemesi sayilan elektron
kristalografisi de ¢oziiniirliiklii bilgi iiretebilir. Coziilmiis yapilar genelde Protein Data Bank
(PDB) adl veri tabanina kaydedilir, bu iicretsiz kaynaktan binlerce proteinin yapisal verileri

proteindeki her atomun kartezyen koordinatlar1 olarak elde edilebilir.
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Yapisi ¢oziilmiis protein sayisindan ¢ok daha fazla sayida gen vardir. Ayrica, yapisi ¢oziilmiis
proteinler, yap1 ¢6zmede kullanilan baslica deneysel tekniklere kolayca tabi tutulabilenler
agirliklidir. Ozellikle, globiiler proteinlerin X-1s1m1 kristlografisi icin kristallestirilmeleri
nispeten kolaydir. Buna karsin membran proteinlerinin kristallestirilmesi zordur ve PDB’ de
az sayida temsil edilirler. Yapisal genomik girisimleri bu yetersizliklerin iistesinden gelmek
amaciyla belli katlama siniflarina ait yapilan sistematik olarak ¢dzmektedirler. Protein yapi
tahminleme yoOntemleri, deneysel olarak yapisi belirlenmemis proteinler hakkinda makul
yapilarn tiretmeyi amaglar. Bununla beraber incelenecek yapilarin yarilanma 6miirleri ¢ok kisa
oldugunda veya deneysel yontemlerle uygulanmasi zor olan bir etki goz 6niinde tutuldugunda,
X-1s1nlar1 ve NMR gibi spektral yontemler ile yapisal incelemeler yapilamamaktadir.(Gonen

et al. 2005). Bu kosullar altinda yapi belirlenmesinde simiilasyon ¢alismalarina bagvurulur.

2.4 MOLEKULER MODELLEME

Glinlimiiziin en giincel problemlerinden biri proteinler/peptidlerin katlanabilirliginin
anlasilmasi ve kararli yapilarinin belirlenmesi islemleridir. Protein yapilarinin degisim
gosterip katlanarak olusturdugu ti¢ boyutlu yapiya proteinin “dogal hali” ya da “katlanmis”
denir (Dobson et al.1999, Radford 2000). Proteinler/peptidlerin katlanmis yani dogal
hallerinin yapilarinin anlasilmasi ve bu sistemlerin kararli konformasyonlarinin belirlenmesi
ozellikle ila¢ dizaym icin 6nemli bir katki saglayacagi gibi endiistriyel kullanimi en yaygin
olan polimerlerden, biyosensorlere, gida giivenligi ve teknolojisine viicuttaki bir¢ok
biyokimyasal tepkimelerin mekanizmalarinin aciklanmasina kadar genis bir alanda
degerlendirme olanagi saglamaktadir. Bilindigi tizere proteinler bir biyopolimer olup temelde
dogada bulunan 20 farkli aminoasit gruplarinin bir araya gelmesinden olusmaktadirlar.
Protein yapilarinin oldukca yiiksek esneklige sahip olmasi, anormal sayida miimkiin
konformasyonlara neden olmaktadir. Cok sayida serbestlik derecesine sahip bu tiir sistemlerin
kuramsal agidan anlasilmasi olduk¢a zordur. Tamami ile yeni matematiksel yaklasimlarla bu
sistemler izah edilmeye calisilmasina ragmen, en 6nemli bilgilerin simiilasyon ¢alismalari ile
elde edilecegi bilinmektedir (Hao and Scheraga 1994, Hansmann and Okamoto 1993,
Okamoto 1998). Bu nedenle son otuz yildir proteinlerin diisiik enerjili konformasyonlari
simiilasyon teknikleri ile dérneklenmeye calisilmaktadir (Meirovitch et al. 1997, Baysal and
Meirovitch 1997). Proteinler/peptidlerin dogal 3 boyutlu konformasyon yapisinin
termodinamik olarak kararli oldugu diisiiniildiigiinde sistemin serbest enerjisinin en diisiik

degeri ile tanimlanan yerel minimumun degerinin belirlenmesi gerekecektir. Genel anlamda,
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fiziksel niceliklerin niimerik hesaplamalar1 sistemin faz uzaymin nasil bir kapsamda
incelendigine dayanir. Proteinlerin/peptidlerin olusturdugu sistemlerin enerji diizeylerinin
yiikksek enerji bariyerleri ile ayrilmis ¢ok sayida yerel minimumlara sahip olmasi, gii¢li
optimizasyon yontemlerinin kullanilmasimi gerektirmektedir. Burada problem bir¢ok yerel
minimumlar arasindan gercek global minimum enerji seviyesine ulasip ulasilamadiginin

belirlenmesidir.

Protein/peptid gibi biyolojik sistemlerin simiilasyon teknikleri ile incelenebilmesi igin
modellenmesi gerekir. “Molekiiler Modelleme” olarak adlandirilan bu yontemde amag kisaca
molekiillerin 3 boyutlu yapilarini, tepkimelerini bulmak ve gostermektir. Aslinda, bir kagit
izerinde molekiillerin yapilarini ¢izmemiz, mekanizmalarimi géstermemiz en basit anlamda
molekiil modellemeye ornektir. Kagit iizerinde iki boyutlu ve de gercege pek yakin olmayan
cizimleri bir yana birakirsak, bilgisayarlar yardimiyla molekiillerin degisik yontemlerle
¢oOziilmesi ve molekiillerin 3 boyutlu yapisini ortaya ¢ikarmaya gercek molekiiler modelleme
diyebiliriz. Molekiiler modellemede temel diisiince, sistemi olusturan atom ve molekiillerin
bilinen temel etkilesme terimlerine bagli olarak sistemi tanimlayabilmektir. Genellikle
molekiiler modelleme gercek bir sistemin fiziksel 6zelliklerini tahmin etmenin yani sira yeni

materyallerin dizayni i¢in giiniimiizde yogun olarak kullanilmaktadir.

2.4.1 Etkilesme Terimleri ve Kuvvet Alanlari

Molekiiler modellemede, kuantum mekaniksel ¢oklu parcacik problemlerinden dogan ‘ab
initio’ hesaplarinin yan sira fenomonolojik potansiyeller/kuvvet alanlar kullanilmaktadir. ab-
initio metodu, kuantum mekaniginin temel kanunlarina dayanir ve temel esitlikleri ¢6zmek
icin yaklasik teknikleri ve matematiksel yaklagimlar kullanir (Burkert and Allinger 1982). Bu
yontemler ile molekill yapisi ve buna bagli ozellikler hesaplanabilir ve bir tepkime
mekanizmas1 tam olarak modellenebilir. Molekiiler dinamik veya yar1 deneysel metotlara
benzemeyen ab-initio metotlarinda  deneysel parametre  kullanilmaz.  ab-initio
hesaplamalarinda iki farkli matematiksel yaklagim kullanilir; “Hartree-Fock Self Consistent
Field” (HF-SCF) ve “Density Functional Theory” (DFT). HF modelinde, elektron-elektron
etkilesimleri icin ortalama bir potansiyel temel alinir. Bu yaklasim, molekiil frekanslarinin
hesaplanmas1 ve molekiil geometrisinin tayini i¢in uygundur. DFT modelinde, molekiil dalga
fonksiyonlar1 yerine, elektron ihtimaliyet yogunlugu (p) hesaplanir ve bu molekiil

ozelliklerinin tayininde ¢ok daha dogru sonuglar verir. ab-initio yontemlerinde hesaplama
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stiresi molekiiler dinamik yontemlere gore ¢cok daha uzundur. GAUSSIAN, HYPERCHEM ve
CACHE ab-initio yontemlerinin kullanildig1 bazi paket programlardir (Hehre et al.1986).
Diger taraftan, molekiiller modelleme yoOnteminde incelenecek sistemin etkilesme
potansiyellerinin belirlenmesi sistemi dogru olarak tanimlama ag¢isindan biiyiikk onem tasir.
Atom ve molekiillerin etkilesimlerini tanmimlamak icin c¢ogunlukla kuvvet alanlan
kullanilmaktadir. Kuvvet alanlan sistem igerisindeki molekiiller arasi ve molekiill igi
kuvvetleri tanmimlarlar. Kuvvet alanlar1 baglarin ve acilarinin “referans” veya “denge”
degerlerinden sapmasi ve baglar dondiikge enerjinin nasil degistigini anlatan bir fonksiyon ve
sistemin bag yapmayan boliimleri arasindaki etkilesimi agiklayan terimleri de igermektedir.
Daha gelismis kuvvet alanlar, ekstra terimler icerebilir fakat genellikle bu bilesenlerden
olugmaktadir. Kuvvet alanlar1 temel olarak ii¢ kistmdan olusur. Bunlar sirasiyla bag olmayan

terimler, bag olan terimler ve 6zel terimlerdir.

Boyle bir kuvvet alaninin fonksiyonel bir formu;

V() = Z%(zi — o) + Z%(ai —6,0)° + Z %(1 + cos(ay)) +

bag agl] burkulma
N N O : 12 o::\ 0 q:q;
Z Z 4si,-<[(#) —(#) ]+—4 ‘ ’”> (2.1)
— e Ty rij TE€QT;

Olarak ifade edilebilir. Esitlik 2.1’de V(r) pargacigin r pozisyonunun fonksiyonu olan
potansiyel enerjidir ve ilk ii¢ bilesen bag olan etkilesimlerin, diger bilesenler ise bag olmayan

etkilesimlerin potansiyel enerjiye olan etkisini ifade eder. Ilk terim bagl atom ciftleri
arasindaki etkilesmeyi gosterir. Burada k; kuvvet sabitini, [; iki atom arasindaki bag
uzunlugunu gosterirken, baglangi¢ bag uzunlugu li,o ile temsil edilir. Ikinci terim yine bagl
ciftlerinin bag agilarimin degisiminin potansiyel enerjiye etkisini agiklar. 6; iki atom
arasindaki aciyi, 91-'0 ise baslangictaki bag acisini gosterir. Uglincii terimde ifade edilen

burkulma potansiyeli ise baglarin donmesiyle enerjinin nasil degistigini gosterir. Burada o

burulma acisidir.

Bagimsiz molekiiller ve atomlar, ayr1 molekiiler tiirlerin yapisimi belirlemede 6nemli bir rol

oynayan bag-olmayan kuvvetlerle etkilesirler. Bu etkilesimler atomlar arasindaki belirli bir
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bag iliskisine bagl degildir. Bunlar, uzakliga bagh etkilesimlerdir ve genellikle uzakligin
tersinin belirli bir kuvvetinin bir fonksiyonu olarak modellenirler. Bir kuvvet alanindaki bag-
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 cekerler ve bir molekiilde esit olmayan bir yiikk dagilimina
sebep olurlar. Iki molekiil arasindaki elektrostatik etkilesim, uc yiik ciftlerinin arasindaki

etkilesimlerin toplami olarak asagidaki Coulomb yasasi ile hesaplanir.

qi4;
V = Z{:V=1 Z?[=1 ; (22)

4ATEQT i

Burada q; elektrostatik yiikii, &y ortamin elektriksel gecirgenlik katsayisini ryj” de i. ve j. yiikler
arasindaki uzakligi gostermektedir. Diger yandan 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. Iki atom arasindaki etkilesim icin Lennard-Jones fonksiyonu su formu alir.

V=]~ (9] o

Lennard-Jones 12-6 potansiyeli sadece iki ayarlanabilir parametre icermektedir: ¢arpisma
cap1 (o) ve kuyu derinligi (¢). Bu parametrelerin grafiksel olarak gosterimi Sekil 2.11°daki
gibidir. Lennard-Jones potansiyeli, r® ile degisen bir ¢ekim kismi ve ' ile degisen bir itme

boliimiiyle karakterize edilmektedir.
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Sekil 2.11 Lennard-Jones Potansiyeli

Molekiiler modelleme ile protein veya peptit dizilimlerinin hem termodinamik yapilart hem
de katlanma ozelliklerini ¢alismak igin literatiirde olusturulmus kuvvet alanlarindan en ¢ok
bilinenleri; AMBER (Cornell et al. 1995) ,GROMOS (van Gunsteren et al.1996), CHARMM
(MacKerrell et al. 1998), GROMACS (van der Spoel et al. 2005) ve ECEPP/2 (Hansmann
2002) potansiyel enerji fonksiyonlaridir. Bu fonksiyonlar, kiiciikk molekiillerin deneysel
verilerine ve bazi terimler i¢in kuantum kimyasal hesaplara uyumundan parametrize

edilmistirler.

En genel anlamda, bu fonksiyonlara gore bir ¢oziiciideki proteinin enerjisi;

E=E +E (2.4)

¢oziicii

Seklinde iki terimin toplamudir. proteinin kendi konformasyonal enerjisi, ise

proteinin icinde bulundugu coziiciiyle etkilesme enerjisidir.
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2.4.2 Su Modelleri

Proteinler ¢oziicii icinde bulunurlar. Modellenen sistemin gercege yakin olmast i¢in molekiil-
¢oziicli etkilesimlerinin de goz ardi edilmemesi gerekir. Bu nedenle ¢oziiciilerin de protein
gibi modellenmesi gerekmektedir. Coziiciilerin modellenmesi ¢ok sayida serbestlik derecesi
icereceginden olduk¢a zordur. Dahasi konfigiirasyon uzayini arastirmak icin geleneksel
Monte Carlo (MC) tekniginin kullanilmasi, su molekiillerinin varliginin ¢ok diisiik kabul
edilmesine yol agar ve bu yiizden daha yavas olan Molekiiler Dinamik (MD) metotlara
basvurmak zorunda kalmir. Molekiil-¢oziicii etkilegsiminin 6nemi sebebiyle bircok ¢oziicii
etkisi yaklasimi gelistirilmistir. Bu yaklasimlardaki ana fikir hesaplamalara ¢6ziinmeyi
katmadan bir ¢oziiciiniin etkisini karsilayabilecek uygun bir metot gelistirmektir. Coziicii
katkisimt karsilayan, yaygin olarak kullanilan metotlardan biri, c¢oziicliniin protein
molekiillerine erisim yiizey alanlariyla (SASA) orantili olarak ifade edilen modeldir. Bu
modelde, protein-¢oziicii etkilesimi her bir atom tiiriiniin ¢oziicliye maruz kalan ylizey
alaniyla orantili oldugu katkilarin toplamu olarak karakterize edilebilir. Bu model basitligi ve
uygulama kolayligindan dolay1 oldukc¢a popiilerdir. Bu yaklasimda E iz ¢oziinme enerjisi A;
i atom tipinin SASA’ s1 ve o; atom tipine bagli ve ¢oziiciiden gelen tiim katkilar iceren oranti

sabiti olmak iizere,

Ecozica = 2i 0iAj (2.5)

ifadesiyle verilir. i parametre setinin (ASPs: Atomic Solvation Parameters) secimi, bir ¢oziicii
modeli tanimlar ve halen literatiirde cesitli ASP setleri bulunmaktadir. Bu setlerden bazilari,
¢Oziicii bir organik sividan suya degistirildiginde, basit model bilesenlerinin serbest
enerjilerinde deneysel olarak gbzlenen degisimlere, en kiiciik kareler yontemiyle uyumundan
tiretilmistir. Digerleri ise kuvvet alanlar1 varliginda yapilan MD simiilasyonlariyla, c¢oziicii
vakumdan ya da oktanoldan suya degistirildiginde, model bilesenlerinin transfer serbest
enerjisi tarafindan hesaplanmistir (Eisenberg and McLachan 1986, Ooi et al. 1987, Eisenberg
et al. 1989, Kim 1990, Vila et al. 1991, Wesson and Eisenberg 1992, Schiffer et al.1993). Bu
setler Juffer ve arkadaslar1 (Juffer et al. 1995) tarafindan calisilmig ve setlerin proteinin

serbest enerjisine olduk¢a anlamli katkilar verdigi gozlenmistir.
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Diger taraftan, suyun evrensel bir ¢6ziicli olmasi ve biyomolekiillerin dinamigi ve yapisinda
onemli bir rol oynamasindan dolayi su igerisinde bulunan bir peptit veya proteinin, protein-
protein ve protein-su etkilesmelerinin simiilasyon teknikleri ile incelenebilmesi icin ¢ok
sayida su molekiiliinii temsil edecek modeller de gelistirilmistir. Bu modellerin baslicalari,
“five-site rigid nonpolarziable model of liquid (TIP5p) (Mahoney and Jorgensen 2000)”,
“four-point transferable intermolecular potential (TTP4p) (Jorgensen et al. 1985)”, three-point
potential (TIP3p) (Jorgensen et al. 1983)” , single-point charge (SPC) (Brendsen et al.1981)
ve extended single-point charge (SPC/E) (Brendsen et al. 1981) su modelleridir. Bunlar temel
olarak aym1 olmakla beraber su molekiiliinii tam olarak temsil edebilen yiik merkezlerinin
yerlerinde (Sekil 2.12) ve kullandig1 etkilesim parametrelerinde (Cizelge 2.2) farkliliklar
vardir.

q(lp) q(H)
< °

q(O) | 224//
O\ \
./ . ﬁ. /

q(H) q(H) q(H) ! q(H) ‘

SPC,SPC/E, TIP3P
Sekil 2.12 Literatiirdeki bazi su modellerinin sematik gosterimleri.

Cizelge 2.2 Cesitli su modellerinin karsilastirilmasi (Jorgensen et al.,1983).

Ro.(A°)

Model BHoH 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
TIPS5p 0.957 104.5 0.241 0.0 -0.241 0.70

Hem Cizelge 2.2 hem de Sekil 2.12’de gosterilen q(O) ve q(H) oksijen ve hidrojen atomunun
yiiklerine, q(M) ise keyfi M atomunun yiikiine karsilik gelmektedir. Ayrica Cizelge 2.2’de yer
alan r(OH), r(OM) ve 0, ilgili atomlar arasindaki uzaklik ile cizelgede gosterilen atomlar

arasindaki ac1 degerlerini gostermektedir.
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Biitiin bu popiiler su modelleri, oda sicaklikligi 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 bilinmektedir. Molekiiler
dinamik simiilasyonunda tek su molekiiliinii sunmak i¢in genellikle Simple Point Charge
(SPC) su modeli kullanilir. SPC su modeli su molekiiliiniin 3 nokta yiik merkezine sahip
oldugunu ve hidrojen atomlarinin pozitif yiikte oldugunu ve oksijenin ise negatif yiiklii
oldugunu kabul eder. Bu hipotez su molekiiliiniin yanls dipol momente sahip olacagini
tahmin ettigi icin hidrojen-oksijen-hidrojen arasindaki deneysel olarak bulunan bag agisinin
104.45”den -109.42”ye degistirilmesiyle diizeltilir. Bu degisiklik suyun deneysel degerine

yakin olarak siirekli dipol momente sahip olmasim saglar.
Bu su modellerinden farkli olarak ¢alismamizda da kullandigimiz Methanol (CH3OH) 1 atm
de 64.6° C de kaynayan akigkan bir sivi olup en basit yapili bir alkoldiir (Sekil 2.13). Biitiin

organik coziiclilerde her oranda c¢oziiniir. Endiistride ¢oziicii olarak bazi boyalarin elde

edilmesinde kullanilir.

Sekil 2.13 Methanol’ iin kimyasal yapis1
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BOLUM 3

SIMULASYON YONTEMLERI

3.1 SIMULASYON

Teknolojik gelismelerin hizla devam ettigi giinlimiizde bilim hayatinda simiilasyon, énemi
gittikge artan bir konudur. Simiilasyon, gercek bir sistemi temsil eden modelin olugturulmasi
islemidir. Bir sistemin ya da bir siirecin bilgisayar yardimiyla modelini kurmak, bu modelle
hem sitemin davranisini incelemek hem de sistemin degisik sartlar altinda isleyisini
belirlemektir (Shannon 1975). Ge¢miste fiziksel bilimler sadece deney ve teori ile karakterize
ediliyordu. Deneyde sistem Ol¢iimlere maruz birakilip sayisal bicimde ifade edilen sonuglar
elde edilirdi. Teoride ise, matematik denklem takimlari ile sistemin bir modeli kurulur, daha
sonra model sistemin davranigini tasvir eden denklemlerin ¢6ziimiinii kolaylastiracak sekilde
gecerli hale getirilirdi. Deneyin olumsuz yani, her sisteme uygulanabilirliginin zorlugudur.
Fakat gercek degerlere ¢ok yakin sonuglar verir. Teorinin olumsuz yani ise, model kurulurken
karmagikliklart gidermek icin ¢ok fazla yaklagimlar ve sadelestirmeler yapilmasidir. Fakat
sistemler icin basit ve kullanmsh ifadeler tretir. Yiiksek hizli bilgisayarlarin gelisimi ile

birlikte, teori ile deney arasina “bilgisayar deneyi” denilen yeni bir unsur girmistir.

Bilgisayar deneyinde modeli hala teorikgiler kurarlar, hesaplamalar ise belirli bir yonergeyi
izleyen makineler yaparlar. Yonerge bir programlama dili olabilir. Iste bilgisayar deneyleri
olarak tarif ettigimiz sey aslinda bilgisayar simiilasyonlaridir. Simiilasyon bazen bir deney,
bazen de bir teori olarak goriiliir. Bir yandan hala teorik olarak kurulmus modellerle
ugrastyorken ote yandan deneysel fizik¢inin yaptigi gibi sistemi istenildigi sekilde
degistiriyor, sonrada sonuglart analiz ediyoruz. O halde simiilasyonu ne teori ne de deney
sinifina sokabiliriz. Bilgisayar simiilasyonlarini diisiince deneyleri, yani gercekte olmasi tam
olarak miimkiin olmayan fakat sonuglan ile olaylar1 anlamamiz1 biiyiik 6l¢iide kolaylastiran
teorik bir sistem olarak diisiinebiliriz (Fruio 1997). Simiilasyon sadece deneyle teori arasinda

bir link degil, ayn1 zamanda yeni alanlarda gelisimini siirdiiren giicli bir aractir. Yani
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bilgisayar simiilasyonu, sistemin mikroskobik detaylarindan (atomlarin kiitleleri, atomlar arasi
etkilesim, molekiiler geometri vs.) deneyin makroskobik verilerine (durum denklemi, yapisal
diizen parametresi vs.) dogru bir gecis saglar (Alder and Wainwright 1957). Endiistrideki
bircok maddenin gelisimi ile bu maddelerin deneysel ortamlarda kullanilabilirliginin zorlugu
da goz oOniinde bulundurularak bilgisayar simiilasyonlarina olan ihtiya¢ artmistir. Fiziksel
alanda da mikro yapidaki kimyasal olaylarin ve fiziksel 6zelliklerin simiilasyon teknigi ile
incelenmesi 6nemli bir adim olmustur. Giiniimiizde 6zellikle atomik diizeyde simiilasyon
yogun madde fizigi ve malzeme biliminin bircok alaninda gittikce 6nem kazanan bir arag
haline gelmistir (Kart vd 2005). Fiziksel bir sistemin bilgisayar ortamindaki simiilasyonu,
onun en basit modelidir. Sisteme en yakin benzetimi elde edebilmek igin, sistemin
gereksinimlerini karsilayacak en dogru yontemi olusturmak gerekir. Bilgisayar temelli
simiilasyonda karsilasilan en biiyiik problem, maddelerin yapisal 6zellikleri ve tam dogrulukta
bir termodinamik ile ¢ok hizli olusabilen atomik etkilesmeler icin uygun ydntemi
bulabilmektir. Deneysel yaklasimlardan bagimsiz olarak olusturulmus bu yOntemler
maddelerin yapisal, termodinamik ve dinamik o6zelliklerinin hesaplanabilmesi i¢in uygun
olmalidir. Maddelerin bu 6zelliklerini ve egilimlerini belirlemeye imkan veren klasik
yaklagimi temel prensip olarak kabul etmis bircok metot vardir. Molekiiler Dinamik (MD),
Molekiiler Mekanik (MM), Monte Carlo (MC), Orgii Optimizasyonu, Enerji Minimizasyonu
(EM) gibi yontemler bunlara 6rnek olarak gosterilebilirler (Fruio 1997).

3.2 SIMULASYON TEKNiKLERI

Bilgisayar simiilasyon yontemleri problem ¢6zmede son derece etkilidir. Bu sebeple farkli
amaglan gerceklestirmek i¢in degisik alanlarda uygulanabilen ve giiniimiizde pek ¢ok alanda
yayginlagan bir ara¢ olmustur. Simiilasyon teknikleri ekonomi, pazarlama, egitim, politika,
sosyal bilimler, davramis bilimleri, ulasim gibi pek cok degisik alanda kullanilmaktadir.
Bilimsel amacli olarak simiilasyonun ele alinis1 1944 yilina rastlar. Ilk simiilasyon calismasi
Von Neuman ve Slam tarafindan II. Diinya savag1 sirasinda yapilmistir. Daha sonraki yillarda
bilgisayarlarin kullamim alanlarina girmesiyle acik¢a anlagilamayan, deneysel olarak ortaya
konmas1 miimkiin olmayan bir ¢ok teorik calisma simiilasyon teknikleri kullanilarak
yapilmistir. Bilgisayar simiilasyonlar1 yardimiyla analitik ¢6ziimii tam olarak yapilamayan
problemlerin ¢oziimleri yapilabilmekte, karmasik sistemlerin incelenmesini ve bunlarin
davraniglarinin aciklanmas1 miimkiin kilinmaktadir. Kuramsal fizik alaninda ortaya atilan

varsayimlarin gercekle tutarliligi simiilasyon hesaplariyla kolayca ispatlanabilmektedir.
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Bilgisayar simiilasyonlart Monte Carlo (MC) ve Molekiiler Dinamik (MD) olmak {iizere iki
ana gruba ayrilabilir. Bunlara ek olarak iki 6zelligi de barindiran karma teknikler de vardir.
Biz bu tez ¢alismamizdaki konumuz itibari ile MD {izerine yogunlasacagiz. MD’ nin MC
lizerine en belirgin avantaji (transport sabitleri, zamana bagimli tepkilerin pertiirbasyonlar1 ve
spektrumlar gibi) sistemin dinamik 6zelliklerini bulmakta yardimci olmasidir: Bir sistemin
simiilasyonu, bu sistemi temsil edebilecek bir model olusturma islemidir. Model, incelenecek
herhangi bir sistemin temsilidir ve sistemi agiklamak, anlamak veya gelistirmek icin kurulur.
Modeller, temsil ettigi sistem {izerinde hesaplamalarin ve islemlerin yapilarak incelenmesine
olanak saglar. Bu sayede gercek sistemin davranislart ve yapist hakkinda bilgiler edinilir
(Gibson et al. 1960). Modeller, matematiksel veya fiziksel modeller olarak siniflandirilabilir.
Bir matematiksel model, sistemi temsil etmek i¢in sembolik notasyon ve matematiksel

denklemleri kullanir. Simiilasyon modeli, belirli tipte bir matematiksel sistem modelidir.

Simiilasyon modelleri deterministik ve stokastik olarak iki ayr1 grupta siniflandirilabilir.
Davranis1 daha Onceden tahmin edilebilen rastsal degisken igcermeyen ve gelecekte ne tiir
davraniglara girecegi bilinen modeller deterministik modellerdir. Bu modelde sistemdeki
mekanizma agik ve belirgin bir sekilde tanimlanir. Deterministik modellerde degiskenler
rastsal degildir. Davranis1 daha onceden biitiiniiyle kestirilemeyen en az bir tane rastsal
degisken iceren modellere stokastik model denir. Stokastik simiilasyon modeli girdi olarak bir
veya daha fazla rastsal degiskeni goz Oniine almaktadir. Sonuglar rastsal oldugu igin, bu
sonuclar modelin gercek karakteristiklerinin tahminleri olarak g6z oniine alinabilirler. Bu tip
modellerde siire¢, olasilik dagilimlan ile temsil edilebilmektedirler. Stokastik modeller
deterministik modellerden daha karmasik oldugu i¢in bu modellere ¢oziimler bulmak ve

bulunan ¢oziimlerin analitik olarak yeterli olmas1 deterministik modellere kiyasla daha giictiir.

Molekiiler Dinamik deterministik, Monte Carlo simiilasyonu ise stokastik simiilasyon modelidir.

3.2.1 Monte Carlo Yontemi (MC)

Monte Carlo simiilasyon yontemi bir problemi ¢6zmek i¢in rastgele sayilart kullanan niimerik
bir tekniktir. Bu yontem ile gercek bir durumun stokastik modelini olusturup, bu model
izerinden ornekleme deneyleri hazirlanir. Monte Carlo yontemi; Von Neumann, Ulam ve
Metropolis tarafindan 2.diinya savasi sonunda atom bombasinin gelistirildigi Los Alamos

Ulusal Labratuvarinda, bombanin patlamasindan sonra dagilan notronlara karsi kalkan

29



modellemek icin gelistirilmistir. Monte Carlo yontemi iizerine ilk yayin 1949 yilinda

Metropolis ve Ulam tarafindan yayinlanan bilimsel makaledir (Metropolis et al. 1949).

Istatistik fizigin ilgi alanlarindan birisi de makroskobik gozlenebilir niceliklerin ortalama

degerlerini hesaplamaktir. Kanonik bir toplulukta A(x) gozlenebilir niceliginin ortalamasi;
<Ax) >= %fdx exp[—H(x)/kgT] A(x) 3.1)
seklinde tanimlanir. Burada Z;

Z = [ dxexp[-H(x)/kgT] (3.2)
ile verilen iilesim fonksiyonu, kg Boltzmann sabiti ve T sicakliktir. Bu ifadelerde x, bir
noktayr faz uzayinda tam olarak belirlemek igin gerekli koordinatlar takimini gosterir. N
pargacikli bir sistem icin bu ifadelerde dx asagidaki gibi gosterilebilir.

dx = dxy dy, dz,..dzy dpy, dpy, dp,, dpy, --dpz, 3.3)
Normalize Boltzmann faktorii ise;

P(x) = [ dxexp[—H(x) /kgT] (3.4)

termal dengede x konfigiirasyonunun meydana geldigi istatistiksel agirligi anlatan olasilik

yogunlugu roliinii oynar.

Monte Carlo yontemi Esitlik 3.1’e yaklasma fikrinden baslar; burada istatistiksel 6rnek olarak
kullanilan {Xxj, Xp,...,xm} faz uzay1 noktalarinin karakteristik bir alt kiimesini kullanarak sonlu
bir integrasyon ile p(x) agirlikli tiim {x} durumlar iizerinden integral alinir. A¢ikca M—oo

limitinde,

M, exp[-H(x)/kpTIA(x,)
M, exp[-H(x,)/kgT]

<A(x) >= (3.5

toplamu Esitlik 3.1°e yaklagsir.
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Monte Carlo simiilasyonu gergeklestirmek i¢in rastgele, birbirinden bagimsiz, reel ve diizgiin
olarak dagilmis (sifirdan bire kadar) bir dizi sayr gereklidir. Metodun bir probleme
uygulanmasi, problemde bu sayilar1 kullanilarak defalarca simiile edilip, hesap edilmek
istenen parametrenin bu simiilasyonlarin sonuglarina bakilarak yaklasik olarak hesaplanmasi

fikrine dayanmaktadir.

Giiniimiizde Monte Carlo metotlart; niimerik integrasyonu, stokastik optimizasyon sistem
analizi, kismi diferansiyel denklemler, integral denklemler, ekonomik modelleme,
matematiksel finans, kuantum mekanigi, istatiksel fizik, niikleer ve kati hal fizigi, sosyal
bilimler dallarinda kullanilmaktadir (Breismeister 1993). Monte Carlo benzetiminde bir
deneyin sonucunu tahmin etmek icin rastgele oOrneklemeden yararlanilir. Monte Carlo
Yonteminde izlenen adimlar sunlardir. Probleme ait onemli degiskenler belirlenip, bu
degiskenlerin olasilik dagilimlar1 saptanir. Olasilik dagilimlart degisken degerlerinin 6zel bir
alanla sinirlandirilmis olmasi, esit sanslara sahip olmasi veya ayni olasiliklara sahip olmast
durumunda mevcuttur. Her bir degisken i¢in rastgele say1 araliklart belirlenir, rastgele sayilar

secilir veya iiretilir. Secilen rastgele sayilar kullanilarak denemeler gergeklestirilir.

Bu sayilar iki 6nemli sart1 saglamaktadirlar;
1- Biitiin degerlerin meydana gelmesi esit sansa sahiptir.

2- Biitiin yeni degerler biitiin onceki elde edilen degerlerden bagimsizdir.

3.2.2 Molekiiler Dinamik Yontemi (MD)

Molekiiler dinamik cok parcacikli sistemlerin, faz uzayinda gosterilen noktalar boyunca,
klasik mekanik yasalan temel alinarak elde edilmis hareket denklemlerinin bir bilgisayar
yardimiyla ¢Oziilmesini saglayan simiilasyon teknigidir. Molekiiler dinamik metodu ilk kez
Alder ve Wainwright tarafindan 1950’nin sonlarinda sert kiire yaklasgiminda etkilesmeleri
incelemek icin kullanilmistir. Bu alanda yapilan ¢alismalardaki en biiyiik sigrama ise 1964’te
gerceklesmistir. Rahman (Rahman 1964) s1v1 argon icin gercekei bir potansiyel kullanarak ilk
simiilasyonu gerceklestirmistir. Giiniimiizde MD metotlar1 ile ¢aligmalarin yogun olarak
devam ettigi goriilmektedir. MD, etkilesen atomlarin zaman icindeki gelisimini, onlarin
hareket denklemlerinin ¢oziimil ile izleyen bir bilgisayar simiilasyon teknigidir. Temeli,
molekiiler mekanik yonteminde oldugu gibi, dinamik klasik mekanik yasalaridir. Ilk

konumlarla hizlar verildiginde, sistemin daha sonraki zaman icerisindeki gelisimi prensip
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olarak belirlenebilir. Bu durumu simiilasyon teknigi igerisinde bir diisiince deneyi gibi tasvir
edecek olursak, atomlar bilgisayarin icine dogru hareket edecekler, birbirleri ile carpisacaklar,
cevreleri ile etkilesime girecekler (sistem sivi ise), komsu atomlar1 ile uyum halinde dalga
icinde salinacaklar, serbest bir yiizey varsa belki de buharlasarak sistemden uzaklasacaklardir.

Yani gercek bir maddedeki atomlarin yaptiklarina benzer davranacaklardir (Fruio 1997).

Molekiiler dinamik simiilasyon metodu, fiziksel bir sistemin mikroskobik yapisini sistem
birka¢ veya cok parcacikli olsa dahi ¢ok iyi bir sekilde tamimlar. Sistemin tanimlanmasi
Hamiltoniyen, Lagrangien veya Newton hareket denklemleriyle yapilabilir. Molekiiler
dinamikte bu tanmimladigimiz hareket denklemleri bir bilgisayar yardimiyla sayisal olarak
¢oOziilir. Bunun i¢in denklemler, bilgisayarda sayisal degerlendirmeye uygun semalara
dontistiriiliir. Hareket denklemleri icinde yer alan kuvvet terimleri parcaciklarin birbirleriyle
etkilesmelerini temsil eden bir potansiyel enerji fonksiyonundan tiiretilir. Molekiiler dinamik
hesaplamalarinda sistemin faz uzayinda minimum enerjili bir konuma yerlesmesi ve burada
dengelenmesi amaglanir. Faz uzayinda denge durumuna yerlesen sistem gercek bir sistemin
pek ¢ok 6zelligini dogru olarak yansitabilir. Molekiiler dinamik yonteminin bu 6zelliginden
yararlanilarak bilgisayar {izerinde gercek deneylere benzer sayisal deneyler yapilabilir
(Demircioglu 2007). Molekiiler dinamik yontemi, genellikle analitik c¢oziimii tam olarak
yapilamayan problemlerin sayisal ¢oziimlerini elde etmeyi ve belirli sistemler i¢cin kurulan
modellerin deneysel caligmalar ile karsilastinlmalarint amaglar. Molekiiler dinamik
hesaplamalarinda iyi tasarlanmis modeller kullanilarak, bir sistemin deneysel olarak
gozlenmesi zor veya imkansiz davraniglarim da incelemek miimkiindiir (Fruio 1997).
Molekiiler dinamik, istatistik mekanik yolu ile yogun madde fizigine baglanir. Molekiiler
dinamik simiilasyon ile hareket denklemlerinin ¢oziimii sayesinde atomlarin konumlar ve
hizlar1 da dahil olmak iizere atomik diizeyde pek cok bilgi verir. Bu edinilen bilgilerin basing,
enerji, 151 kapasitesi gibi bircok mikroskobik verilere cevrilmesi istatistik mekanik yasalari ile
saglanir. Bu durumda istatistik mekanik, molekiiler dinamigin temelidir. Molekiiler dinamik
simiilasyonda, mikroskobik simiilasyonlar ile bir sistemin makroskobik 6zellikleri iiretilmeye
calisilir. Tki sistem arasindaki iliski istatistik mekanik yardimi ile kurulur. Termodinamik ile

de, gozlenebilir fiziksel niceliklerin deney sonuglari ile iliskisi incelenir (Ercolessi 1997).

Molekiiler dinamik yonteminde bir bagka 6nemli nokta faz diyagramlaridir. Bir madde bag
kuvvetleri etkisinde denge halinde bulunan atomlar toplulugundan olusur. Ozellikleri ve

kompozisyonu homojen olan ve maddenin diger bolgelerinden fiziksel olarak ayirt edilebilen
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kisim faz olarak adlandirilir. Faz diyagram ise, bir malzemenin sicaklik, basin¢ ve element
oran1 gibi degiskenlere bagli olarak sistemin cesitli sartlarda hangi fazlarda bulundugunu
degerlerle ve cizgilerle gosteren faz haritalaridir. Molekiiler dinamik hesaplamalarla sistem
tizerindeki cevre sartlarini degistirebilir ve faz diyagramlarindan sistemin bu degisimlere nasil
tepkiler verebilecegini belirleyebiliriz. Ayrica sistemdeki degisimlerin ne sekilde

yapabilecegine dair bir 6n bilgi de faz diyagramlarindan elde edilebilir (Cebe 1995).

Bu durumda sistemimizi, MD simiilasyon metodu ile inceleme asamasinda bazi temel
adimlara dikkat edilmesi gerekir. Bunlar;

i)  Sistemi inceleyebilecegimiz uygun bir metodun secilmesi.

ii) Sistemin icerisindeki atomik etkilesmeleri tamamen tanimlayan bir potansiyel
fonksiyonunun se¢ilmesi.

iii) Sistemde olciilebilen nicelikleri ya da olgmek istedigimiz nicelikleri hesaplayabilecek
bilgisayar programinin hazirlanip isletilmesi.

iv) Sistem i¢in On bilgilerin belirlenmesi.

Molekiiler dinamik bircok uygulama alaninda ge¢misten giiniimiize varlik gdstermektedir.

Bunlar1 asagidaki gibi siniflandirmak miimkiindiir.

a) Temel arastirmalar: Dengelenme, Molekiiler kaosun denenmesi testi, kinetik teori,

difiizyon, transport Ozellikleri, boyuta (size) baglilik, modellerin ve potansiyel
fonksiyonlarinin test edilmesi.

b) Faz gecisleri: Birinci-ve ikinci-mertebeden faz gegisleri, ayni anda (bir arada) olan
fazlar, diizen parametreleri, kritik olaylar.

c) Kollektif davramslar: Uzay-zaman—korelasyon fonksiyonunun bozunmasi, donme ve

otelemenin eslesmesi, titresim, spektroskopik Olciimler, yonelme mertebesi, dielektrik
ozellikler.

d) Karmasik sivilar: Camlarin yapist ve dinamigi, molekiiler sivilar, saf su ve sulu
cozeltiler, s1v1 kristaller, iyonik s1vilar, s1iv1 ara ylizeyleri, filmler ve ¢ok ince tabakalar.

e) Polimerler: Zincirler, halkalar ve dallanmis molekiiller, zarlar, denge konfigiirasyonlart,
rolaksasyon ve tasinma siirecleri.

f) Katilar: Kristal kusuru olusumu ve hareketi, kirtlma, tane sinirlari, yapisal doniisiimler,
radyasyon zararlari, elastik ve plastik mekaniksel oOzellikler, siirtiinme, sok dalgalari,

molekiiler kristaller, cluster’lar, epitaksiyel biiyiime.
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g) Biyomolekiiller: Proteinlerin yapisi ve dinamigi.

h) Akiskan dinamigi: Laminer akis, sinir tabakalari, Newtonian olmayan sivilarin reolojisi,

kararsiz akis vs (Rapaport 2004).
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BOLUM 4

MOLEKULER DINAMIK

4.1 MOLEKULER DINAMIK HESAPLAMA YONTEMIi

Molekiiler Dinamik yontemi, genellikle analitik ¢oziimii tam olarak yapilamayan
problemlerin sayisal ¢oziimlerini elde etmeyi ve belirli sistemler icin kurulan modellerin
deneysel calismalar ile karsilagtirmalarin1 amaclar. Molekiiler dinamik hesaplamalarinda iyi
tasarlanmig modeller kullanilarak, bir sistemin deneysel olarak gdzlenmesi zor veya imkénsiz
davranislarini da incelemek miimkiindiir. Bir sistemin ‘termodinamik durumu’ genellikle,

sicaklik(7), basing(P) ve parcacik sayisi(N) gibi parametreler ile tanimlanir.

Diger termodinamik Ozellikler ‘hal denklemi’ ve temel termodinamik denklem
bagintilarindan tiiretilir. Bir sistemin ‘mekanik’ veya ‘mikroskobik durumu’ atomik konumlar
(@) ve momentumlar (p) yardimi ile tamimlanir. p ve q’ya faz uzayr denilen ¢ok boyutlu
uzayda koordinatlar olarak bakilir. N parcacikli sistemde bu uzay 6N boyutlu olur. T ile
belirtilebilen faz uzayinda tek bir nokta, sistemin durumunu tasvir eder. Bir kiime, belirli bir
termodinamik durumu saglayan faz uzaymdaki noktalar toplulugudur. Molekiiler dinamik
simiilasyonlar1 faz uzayinda zamanin fonksiyonu olarak noktalar dizisi olusturur. Bu noktalar
aym kiimeye ait olur ve sistemin farkli yapilarina ve momentumlarina karsilik gelir. Bir
kiime, farkli mikroskobik durumlara sahip olan fakat makroskobik veya termodinamik
durumlan 6zdes olan sistemler toplulugudur. Farkli kiimeler farkli karakteristiklere sahip

olurlar

Molekiiler Dinamikte kullamilan kiimeler sistemin bulundugu kosullara gore degisir.

Molekiiler Dinamikte kullanilan baslica kiimeler;

i) Mikroskobik kiime (NVE): Termodinamik durum sabit sayida atomlu (N), sabit hacimli (V)

ve sabit enerjilidir (E). Bu izole bir sisteme karsilik gelir (Verlet 1967).
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ii) Kanonik kiime (NVT): Bu kiime, termodinamik durumun sabit atom sayisi (N), sabit hacim

(V) ve sabit sicaklik (T) ile karakterize edildigi bir sistemler toplulugudur (Verlet 1967, Allen
and Tildesly 1992).

iii)/zobarik-Izotermal kiime (NPT): Bu kiimede atam sayis1 (N), basing (P) ve sicaklik (T)
sabittir (Verlet 1967).

iv) Biiviik Kanonik kiime (uVT): Bu kiimede ise termodinamik durum, sabit hacim (V), sabit

sicaklik (T) ve kimyasal potansiyel (p) ile karakterize edilir.

Molekiiler dinamikte genellikle fiziksel bir niceligi 6lcmek, sistemin fiziksel 6zelliklerinin
zaman ortalamalarim1 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 ortalamasi es zamanh olarak incelenen sistemin ¢ok sayida kopyasi iizerinden alinan

ortalamadir ve asagidaki gibi hesaplanabilir.
<A >pime= [ [ dp" dr¥ A", rM)p", 1Y) 4.1)

Burada A(p",r") ilgilenilen niceliktir ve sistemin konumlar1 (r) ve momentumlar1 (p) nin

cinsinden ifade edilir. p(p",r") ise olasilik yogunlugudur ve sdyle verilir;

p(p", V) = exp [%N;N)] (4.2)

Burada H Hamiltonyen, T sicaklik, k8 Boltzmann sabiti ve Z iilesim fonksiyonudur.
Ulesim fonksiyonu;

—H(NrN )]

Z=[[dp"drp@",rMexp| T (4.3)

ifadesiyle hesaplanir fakat bu integral sistemin miimkiin olan biitlin durumlar1 iizerinden

alindigindan hesaplanmasi oldukg¢a zordur.
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Kiime ortalamasinin alinmasinin bagka bir yolu, ilgilenilen A niceliginin zaman ortalamasini
belirlemektir. Ciinkii “Ergodic Hipotezi’ne” gore incelenen herhangi bir niceligin zaman

ortalamasi kiime ortalamasina esittir.
<A >kime=< 4 >2zaman 4.4)

Zaman ortalamasi ise asagidaki bicimde verilebilir.
- 1
A = lime_, = f_ A®ON, r@®N) dt > — T, (p N, r()™) (4.5)

Burada ¢ simiilasyon zamani, M simiilasyondaki zaman adim sayis1, A(p", ') ise A’nin ani
degeridir. Zaman ortalamasinin hesaplamasinda temel mantik sistemin siiresiz olarak
gelisimine izin verilip bu sayede miimkiin olan biitiin durumlardan ge¢mesini saglamaktir.
Buna gore Molekiiler Dinamik (MD) simiilasyonlarimm amaglarindan biri bu esitligi

saglayacak sekilde yeterince temsili parcaciklar olusturmaktir.
4.2 MOLEKULER DiNAMIK TEKNiGiNDE SINIR KOSULLARI

MD teknigi atomik veya molekiiler sistemlerin makroskobik 6zelliklerini incelemeyi amaclar.
MD teknigi ile c¢ok parcacikli sistemlerin yapisal ve termodinamiksel 6zellikleri
incelenebilmektedir. Ancak incelenen sistemlerin yiizey etkilesmeleri yani atomlarin iginde
bulunduklart kutunun duvarlariyla olan etkilesmeleri sistemin o6zelliklerini biiyiik oranda
etkilemektedir. Hacimsel fazda calismak istedigimizde bu yiizey etkilesmelerinin etkisini

onlemek icin, N-par¢acikli sistemi bir hacim i¢inde kabul eden siir kosullar secilir. Bu ise

genellikle “Periyodik sinir kosullarinin” uygulanmasi ile miimkiindiir.

Bunun igin Sekil 4.1'deki gibi iki boyutlu bir sistem diisiiniiliir. Periyodik sinir kosullarina
gore, V hacmini kaplayan N tane atomun bulundugu hiicreye “ana hiicre” denir. Bu sistemde
ana hiicre ortadaki hiicredir ve iki boyutta calisildigindan bu hiicreye komsu 8 adet hiicre
vardir. Komsu hiicreler, ana hiicreye bu hiicre ile aym boyut ve geometrik sekle sahiptir. Bu
sanal hiicrelerde de N tane atom bulunmaktadir, bunlara ana hiicredeki atomlarin goriintii

atomlar1 denir.
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Sekil 4.1 Peryodik sinir kosullarinin uygulanmasi

Ana hiicredeki bir i parcacigi r; konumunda ise, L hiicre biiyiikliigii ve n tamsay1 olmak iizere;

R(;)=R(r,+n, ) (4.6)

konumlarinda goriintii atomlar1 bulunur. Boylece ana hiicre, tiim dogrultularda goriintiilenerek
periyodik hale getirilir. Periyodik sinir kosullarinin kullanildigi simiilasyon modellerindeki
mantik Sekil 4.1°de gosterildigi gibi ana hiicreden diger bir komsu hiicreye hareket eden
parcaciga karsilik, sanali da aym hareketi yapar. Sonug¢ olarak ana hiicredeki pargacik sayisi
degismez, biitiin parcaciklar birbirleriyle etkilesir ve boylece ana hiicre ic¢in sinir kosullar
ortadan kalkmis olur. Periyodik sinir kosullar1 kullanilarak hiicredeki atomlar arasi
etkilesmeler hesaplanirken “kisa mesafelerdeki” etkilesmeleri g6z oniinde tutulur. Bunun
anlami, ana hiicredeki bir i atomunun toplam potansiyel enerjisi bir “rcuf’ kesim
mesafesinden kiiciik uzakliklarda bulunan komsu atomlarla yaptig1 etkilesmelerden olusur.
Periyodik sinir kosullar1 kullanildiginda rcut "1 periyodik hiicre boyutunun yarisindan kiiciik
olmasi (rcut<L/2) dnemlidir. Ciinkii bu durumda i atomunun en yakin komsularla yaptig

etkilesmeler dikkate alinmaktadir. Periyodik simir kosullari, korunum yasalarim
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saglamaktadir. Sistemin toplam atom sayisi sabit ve sanal atomlar ana hiicredeki atomlarla

6zdes oldugundan kiitle korunmaktadir.
4.3 MOLEKULER DINAMIKTE KULLANILAN ALGORITMALAR

Molekiiler Dinamik, molekiiler modellemede temel olarak kullanilan tekniklerden bir
tanesidir. Molekiiler Dinamik tekniginde, bir sistemdeki molekiiller arasi ve molekil ici
etkilesimleri gozoniine alinarak, Newton hareket denkleminin ¢6ziimiinden her bir atom
tizerindeki kuvvet hesaplanip, sistemdeki atomlarin ivmeleri belirlenir. Hareket denkleminin
integrasyonundan pargacigin zaman i¢inde degisen ivmesi, hizi ve yerini belirten yoriingesini
elde edilir. Daha sonra yoriingeden istenilen 6zelliklerin ortalama degerleri belirlenebilir. Bu
metot belirleyicidir (deterministik). Ciinkii herhangi bir anda her bir atomun yeri ve hizi
biliniyorsa, sistemin durumu gecmiste veya gelecekteki herhangi bir zaman igin de

belirlenebilir.

N tane atomdan olusan bir sistem icin Newton hareket denklemi Esitlik 4.7° deki gibi

yazilabilir.

m-m = F,(t) (i=1,23...N) 4.7)
i d2t2 - i — 1,4,0 .... .

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

gradyant1 olarak ifade edilebildiginden;
F, = =VV(ry, 1y . ty) (4.8)
Bu iki denklem birlestirilirse;

v _ o Lriw

or; T (4.9)

Esitligi elde edilir. Hareket denkleminin basit ¢oziimiinden de asagidaki 4.10 esitlikleri elde

edilir.
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Bu denklemlerden goriilecegi gibi yoriingenin hesaplanmasi igin atomlarin baslangic
yerlerinin, baslangi¢ hiz dagilimlarinin ve potansiyel enerjinin gradyantindan belirlenebilen
ivmelerinin bilinmesine ihtiyag vardir. Hareket denklemi belirleyicidir. Atomlarin
baslangictaki yerleri ve hizlar1 biliniyor ise her hangi bir zamandaki hiz ve yerleri
belirlenebilir. Simiilasyonda atomlarin yerleri ve yapilar1 deneysel yapilardan belirlenebilir.
Hizlarin baslangic dagilimlart genellikle rastgele dagilimlardan elde edilir. Rastgele hiz
dagilimlarinin biyiikliikleri istenilen sicakligi saglamali ve biitiin momentumlarin toplamlar

sifir olmalidir.

Molekiiler Dinamik yonteminde baglangi¢ konfigiirasyonlar sayisal algoritmalar tarafindan
belirlenmektedir. Baglangi¢ konfigiirasyonlar1 simiilasyonun sonucu acisindan oSnemlidir.
Uygun olmayan bir konfigiirasyondan baslanildiginda dogru sonucglar elde etmek icin ¢ok
uzun zaman dilimlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Molekiiler Dinamik ydntemi bir¢ok kiimeye
uygulanmasina ragmen, Biiylik Kanonik kiimeye uygulamalari smirlidir. Bunun nedeni
Biiyilk Kanonik kiimenin hesaplanmasinda kullanilan molekiillerin ilave edilmesi ve yok
edilmesi yontemi molekiiler dinamikte Newton denkleminin integrasyonunda kesiklik

meydana getirmektedir (Halie 1992).

Her bir kiimede MD yo6ntemi i¢in kullanilan algoritmalar, hareket denklemini zamana gore
integre ederek molekiillerin pozisyonlar1 hesaplamaktadir. Bunlarin temeli, bir “t’’ aninda
parcacigin bilinen konum, hiz ve diger dinamik bilgilerini kullanarak *“ ¢ + Ar anindaki
bilgilerini hesaplamaktir. Hareket denklemi standart sonlu fark algoritmalar kullanilarak
coziilebilmektedir.

Bu yontemin uygulanmasinda temel esaslar;

1. Integrasyon kii¢iik zaman araliklarina boliiniir.
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2. Bir pargaciga t zamaninda etkiyen kuvvet, atomlarin pozisyonlaria gore kuvvet alanindan
hesaplanir.

3. Kuvvetten ivme belirlenir.

4. Buradan At siire sonraki konum ve hiz belirlenir.

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

Molekiiler Dinamik simiilasyon teknigi kullanilarak incelenen sistemi olusturan pargaciklarin
hareketlerini gosteren denklemlerin ¢oziimiinde cesitli algoritmalardan faydalanilmaktadir. Bu
algoritmalar; Verlet algoritmasinin c¢esitli varyasyonlarindan olusmaktadir ve en c¢ok

kullanilanlar1 Verlet, Verlet Hiz, Leap-Frog ve Beeman Algoritmalaridir.

4.3.1 Verlet Algoritmasi

Verlet algoritmasi basit ve simetrik bir algoritmadir. Verlet algoritmasinin baslangi¢ noktasi
Taylor serisidir. Taylor serisini kullanarak (Verlet 1967) At zaman kadar 6ncesi ve sonrasini

yazarsak asagidaki esitlikler elde edilir.

1 d?r

ra+A0—r&}+ m+;qgmz+~- 4.11)
206 Ab) = 72 1drao
r(t— At) = 7(t) — *M+mwAt+ (4.12)

Esitlik 4.11 ve 4.12 toplanip diizenlendiginde ise esitlik 4.13elde edilir.

1 d?r

r&+Aﬂ_2dﬂ—rG—Aﬂ+wm2

At? + - (4.13)

Esitlik 4.13 Verlet algoritmasi olarak bilinmektedir ve hizlar gerekmeden, molekiillerin
pozisyonlarim1 belirler. Ancak kinetik enerjiyi belirlemek i¢in hizlarin hesaplanmasi

gerekmektedir. Esitlik 4.13 kullanilarak hizlar hesaplanabilir.

T(t+At)—T(t—At)

V(t) - 2At

(4.14)
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Verlet algoritmasi uygulanmasi kolay olmasina ragmen t=0 oldugu durumda hesaplama

yapabilmek i¢in t= -At zamanindaki pozisyonlara ihtiya¢ vardir.

Ayrica hizlarin hesaplanmasinda da bir dezavantaja sahiptir. Hizlar1 hesaplarken o anda
mevcut olan hizlar hesaplar. Fakat bir sonraki pozisyonlarin belirlenmesi bir sonraki hizlara
baghdir. Bunu gelistirmek icin bircok modifikasyonlar yapilmistir. Verlet algoritmasinin
disinda Leap - Frog Verlet algoritmasi ve Hiz-Verlet algoritmasi en ¢ok bilinen integrasyon

yontemleridir.

Orijinal Verlet ve Leap-Frog Verlet algoritmalarinda kuvvet hesabi ilerleyen asamada
gerceklesirken Hiz-Verlet algoritmasinda ise ayn1 asamada gerceklesir. Bu da hiz hesabinin

pozisyon hesabi ile senkronize olmasini saglar.

Hiz-Verlet algoritmasinda At siire sonundaki atomlarin koordinatlari, At/2 ve At siireleri

sonundaki atomlarin hizlar sirasiyla asagidaki esitlikleri yardimiyla hesaplanmaktadir.

AtA(t)

F(t+ At) = 1(t) + Atv(t) + > (4.15)
T(t+ AD = (e + At/2) + 2T (4.16)
P(t+ At/2) = 9(t + At/2) + 280 4.17)

2

Bunlarin disinda Molekiiler Dinamik yonteminde kullanilan daha bir¢ok integrasyon

yontemleri mevcuttur.

4.4 ETKILESME HESAPLARI iCiN KULLANILAN ALGORITMALAR

Kuvvet alan1 (force field) molekiil i¢ci ve molekiiller arasi etkilesimleri hesaplamak igin
kullanilir. Kuvvetler ve enerjiler temel olarak; bagh etkilesimler (bonded interaction), bagh
olmayan etkilesimler (non-bonded interaction) ve ozel etkilesimler olmak iizere {ii¢ tiir

etkilesme ile hesaplanir.
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4.4.1 Bagh etkilesimler

Etkilesim fonksiyonlarmi uygulamak yerine, bag uzunlugu ve bag acist Gromacs'da,
geleneksel “Shake” (Ryckaert et al. 1977) veya “Lincs” (Hess et al. 1997) algoritmasi

kullanilarak simirlandirilabilir.

¢ Shake Metodu

Shake algoritmasi molekiiler dinamik simiilasyonu boyunca bag geometri sinirlamalarim
uyarlamak icin gelistirilen ilk algoritmalardan biridir. Genellikle biiyiik molekiiller i¢in
kullanilir. Tekrarlanabilir bir metottur. Sirali olarak biitiin baglar gercek uzunluklarina
ayarlanir. Shake metodu basit ve niimerik olarak kararhidir. Ciinkii belirlenmis tolerans
icindeki biitiin sinirlamalar ilk duruma getirilebilir. Eger yer degistirmeler cok biiyiikse Shake
metodu sonug¢ vermeyebilir. Shake metodunun tekrarlanabilir dogasindan dolay1 paralelize

etmek zordur. Bu yiizden daha hizl1 ve giivenilir stnirlama algoritmalarina ihtiyac vardir.

¢ Lincs Metodu
Lincs algoritmasi, sinirlandirilmamis giincellemeden sonra baglarn kendi gercek uzunluklarina

esitleyen bir algoritmadir.

Tekrarlamali bir metot degildir ve genellikle iki adimda kullanilir. Shake metoduna gore daha
kararl1 ve hizlidir fakat bu metot, sadece bag sinirlamalar ve izole edilmis a¢1 sinirlamalari ile
kullanilabilir. Kararliligindan dolayr bilhassa Brownian dinamigi i¢in kullamighdir. Lincs
algoritmas1 molekiiler dinamikte Leap-Frog veya Verlet tipi (MD) algoritmas1 i¢in uygun

olarak hazirlanmistir.

4.4.2 Bagh olmayan etkilesimler

Uzun-mesafe Coulomb etkilesmeleri 3 boyutlu “Ewald” toplami (Ewald 1921) teknigi ile
coziilir. Ciinkii Ewald toplami, ¢ogu sistem i¢in daha giivenilir enerji tahminleri verir.
Yiiklerden olusan sistemin elektrostatik potansiyeli, kisa ve uzun mesafe katkilarin toplam
olarak ifade edilir. Sunu da hatirlatmak gerekir ki; elektrostatik kisim i¢in oldugu gibi, kisa
mesafeli potansiyeller icin de r., degeri kesme (cut-off) olarak kullanilir. Segilen deger

potansiyelin elektrostatik olmayan kisminin dogasini hesaba katmaz.
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4.5 ENERJi MiNIiMiZASYONU

Bir proteinin dogal konformasyonu, termodinamik a¢idan en kiiciik serbest enerjiye sahip
durumdaki kararli yapidir. Bu sebeple Molekiiler Dinamik tekniginde enerji minimizasyonu

modellemenin dogru yapilabilmesi agisindan son derece 6nemlidir.

Minimizasyondaki amag¢, modellenen sistemdeki enerjiyi temsil eden bir f(x) fonksiyonunda
tim x degerleri icin f(xg) < f(x) ifadesini saglayan bir xo de8eri bulmaktir. Enerji
minimizasyonu i¢in bir¢ok algoritma bulunmaktadir. Bu algoritmalardaki temel diisiince alt
sinir iceren ve tiirevi hesaplanabilen siirekli fonksiyonlarda uygun dogrultu ve adim

biiyiikliigiinde ilerleyip minimumlarinin bulunmasidir.

4.5.1 Steepest Descent Algoritmasi

Steepest Descent, algoritmas1 minimizasyon i¢in en etkin algoritma olmamasina karsin giiclii
ve uygulanmasi kolay bir algoritmadir. Oncelikle bir “r” konum vektorii tanimlanip kuvvet

F, ve potansiyel enerji U hesaplanir.

Atomlarin yeni konumlar su denklem ile bulunur;

Fn
max(|Fpl)

rpe1 =TIy + (4.18)

1p; maksimum yer degistirme
F.; kuvvet veya potansiyel enerjinin gradyanti

max(IF,|) ise kuvvetin maksimum biiyiikligudiir.

Atomlarin yeni konumlarinin hesaplanmasindan sonra, kuvvet ve enerji bu yeni konuma gore

tekrar hesaplanir;
Yeni konuma gore hesaplanan potansiyel enerji bir 6nceki potansiyel enerjiden kiiciikse yani

Vi1 < Vy ise yeni pozisyon kabul edilir degilse yeni pozisyon reddedilir. Algoritma belirlenen

iterasyon sayisina ulastiginda son bulur.
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4.5.2 Conjugate Gradient Algoritmasi

Conjugate Gradient metodu Steepest Descent metoduna gore daha yavastir. Conjugate
Gradient metodunda kuvvet vektorii, potansiyel enerjinin gradyantinin eksi isaretlisi olarak
tamimlanmistir. Gradyant vektorii verilen fonksiyonun en biiyiik artis yoniinii gosterir. Bu
nedenle, kuvvet vektorii potansiyel enerjideki en biiylik azalis yOniinii gosterir. Potansiyel
enerjinin minimumu, gradyant1 sifira esitleyerek elde edilen denklemin /" i¢in ¢oziimii ile

bulunur.
I'm+1 = I'm + Opndpy 4.19)

Burada dm adim (arastirma) yoniidiir ve o arastirma yoniinde potansiyel enerjiyi minimize
eden sayidir. o’nin ¢oziimii, noktasinda potansiyel enerjinin gradyantinin arastirma yoniine

dik olmasin1 gerektirir.
4.6 MOLEKULER DIiNAMIKTE SICAKLIK-BASINC KONTROLU

Molekiiler Dinamikte sicakligi sabit tutmak icin bircok neden vardir. Biyolojik yapilar
sicaklik degisimi ile farkli davramiglar gosterebilirler. Bu nedenle modelleme sonunda elde
edilecek sonuclarin analizlerinin dogru yapilabilmesi i¢in simiilasyon boyunca sicakligin
kontrol edilmesi gerekir. Standart Molekiiler Dinamik mikrokanonik kiimede yapilir fakat
incelenen fiziksel sistemin belirli bir sicaklik altindaki davraniglart incelemek icin bir sicaklik
termostat1 kullanmak kac¢inilmazdir. Termostatlar fiziksel sistemin istenilen sicakliklarda ve

istenilen kiimede incelemek i¢in tasarlanmistir.

Sistemin sicakligin1 kontrol etmenin pek ¢ok yolu vardir. Sicaklik kontrolii i¢in literatiirde

bulunan en kolay yollardan birisi “hiz 6l¢eklendirmesi” yapmaktir.
4.6.1 Hiz Olgeklendirmesi Metodu

Incelenen sistemin sicaklig1 sistemin ortalama kinetik enerjisi ile iliskilidir.

< KE >= %kBNT (4.20)
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Dolayisiyla sicakligi kontrol altina almak i¢in hizi kontrol altina almak gereklidir. Herhangi

bir “t” zamaninda sistemin sicakligr “T(t)” ise ve parcaciklarin hizlarim bir "A" faktorii ile

carparsak;

AT = 22 w2 —oZN 22 (v)? 421
_2 113Nk =13 Nkg 1 @.21)

T=QA%-1T() (4.22)

Esitlik 4.21 ve Egitlik 4.22°de verilen formlar olugacaktir. Her iki esitlikten de “A ” faktorii,

Tyeni
T(t)

(4.23)

olarak bulunacaktir. Sicakligi istenilen degerde tutmak i¢in pargaciklarin hizlarini her
adimda"A" faktorii ile carpmamiz gerekir. Bu yonteme “hiz 6lceklendirme metodu” denir. Bu

yontemin dezavantaj1 kanonik kiimede sicaklik dalgalanmalarina izin vermemesidir.
4.6.2 Berendsen Sicaklik Ciftlenimi

Sicakligr kontrol etmek i¢in alternatif bir diger yontem ise, incelenen sistemi ile 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.

L0 = 2 (tharn — T®) (4.25)

T" ciftlenim parametresidir. Bu parametrenin biiyiikliigi sistem ile 1s1 tanki arasindaki

etkilesimin boyutunu belirler.
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Sicakliktaki degisim;

AT = 2 (Tyaen — T(V)) bu durumda (4.26)
2 _ Ot (Thath) _
A=1+ 0'[( T(t) ) 1 (4.27)

"t" ciftlenim parametresi biiyiik ise sistem ile 1s1 tanki arasindaki ciftlenim zayif, kiigiik ise

giiclii olur. " T = §t" ise algoritma basit hiz 6l¢eklendirme yontemine doniisiir.

4.6.3 Genisletilmis Sistem Metodu

“Hiz Olgeklendirme” yontemleri tam olarak kanonik kiime olusturamaz. Bu yontemler
sonucunda incelenen fiziksel sistem istenilen sicaklik degerine getirilse de ¢oziicii ve ¢oziinen
sicakliklari birbirinden az da olsa farklilik gosterir.

Simiilasyon c¢alismamizi kanonik kiimede gerceklestirmek icin ‘“genisletilmis sistem
metodunu” kullaniriz. 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= (f+ 1)kg dir. (4.28)

Kinetik enerjisi ise;

k=) () “29)

Q boyutu (enerji)x(zaman)2 olan ekstra serbestlik derecelerinin kiitlesidir ve gercek sistemle

151 deposunun ciftlenim biiyiikliigiinii belirler.

Inceledigimiz gercek fiziksel sistem ile bu sisteme 1s1 deposu entegre ederek olusturdugumuz

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

V=i (4.30)

seklinde tanimlariz. Gergek sistemimizdeki zaman adimi dt, genisletilmis sistemimizdeki

zaman adimina dt’ dersek.

dt=sdt’ (4.31)

Ek serbestlik derece sayis1 olan “s” degisebilir. “ s ““ ek serbestlik degeri degistikge parcacik
hizlarin1 bagl olarak gercek sistemimizdeki sicaklik degisir. Bu sayede gercek sistemimiz ile

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

Molekiiler Dinamik ydnteminde, sabit hacim yerine sabit basing altinda simiilasyon yapmak
istenilen bir durumdur. Bu durumda, basing degisimi de sicaklik degisimi gibi simiilasyon
sonucunu etkileyeceginden, kontrol altina alinmasi gereken bir parametredir. 1980 yilinda
basinci sabitlemek icin Parinello ve Rahman (PR) (Parinelo and Rahman 1981) tarafindan

anizotropik sistemlere uygulanabilecek bir yontem gelistirilmistir.

Bu yontemde, yaliilmig N parcacikli sistem i¢in 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).

d?b
dt2

= VW' (Peer — Pyss) (4.32)

ile verilir. Burada, V simiilasyon kutusun hacmi, P istenilen basing degeri, Pgg sisteme
uygulanan dis basingtir. W matrisi denklem 4.33 ile ifade edilir ve sistem ile basing tankinin

etkilesiminin biiyiikliigiinii belirler,
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_ 4112 Bi,]'
- 2
3Tp L

(W1),; (4.33)

Parinello-Rahman  yaklagimi ile simiilasyonda basing zaman sabiti T, izotermal

sikistirilabilirlik B , belirlemekle sistemin basinci kontrol altina alinir.
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BOLUM 5

SIMULASYON CALISMALARI

Son zamanlarda, insan hastaliklarin tedavisinde kullanilan tedavi edici protein ilaglari,
biopharmaceutical tipta genis bir potansiyele sahip hale gelmistir (Pharm Technol Europe
2006, Jenksin N Cytotechnology 2007) ve bu tip ilaglarin sayisimin arttirllmasina yonelik
caligmalar halen siirdiiriilmektedir. Bu ilaclarin gelistirilmesinde karsilasilan en biiyiik
problem proteinlerin kararliligidir (Rathore et al. 2008). Proteinlerin veya peptitlerin dogal
fonksiyonel katlanma yapilar cesitli ¢evresel kosullarda (ph, sicaklik, basing, yari-Omiir,
¢cOziicii ortam gibi) kolaylikla bozulabilmektedir. Tedavi edici protein ilaclarinin aktivitesi
cogunlukla onlarin konformasyonal yapisina bagli oldugundan, kararsizligi azaltmak ve
onlemek igin protein ilaglarimin iiretimi boyunca dogal konformasyonunun dolayisiyla
dengenin saglanmasi gerekmektedir. Bu anlamda protein bazlh ilaglarin iiretiminde dogal
konformasyonlarin  korunmasi, ilaglarin saklanmasi ve taginmasi biopharmaceutical
endiistrinin en temel sorunlardan birisidir (Rathore et al. 2008, Basharov 2003, Krishnamurty
et al. 2002, Frokjaer et al. 2005). Bu amagla tasarlanan peptid bazl ila¢ dizaynlarinin kararh
ikincil yapilar1 ve bunlarin dis etkenlerle degisimlerini ortaya koyan deneysel calismalar
(spektral yontemler) literatiirde genis yer bulmaktadir. Bunun yaninda, protein ve peptidlerin
bilgisayar simiilasyon teknikleriyle de ikincil yapilari incelenebilmektedir. Gelistirilen bu
tekniklerden elde edilen sonuglar deneysel verilerle oldukca uyusmaktadir. Bu amacla ¢ok
daha hizli ve ucuz bir yOntemle, deneysel olarak izlenmesi zor bir etki veya katki,

simiilasyonlar vasitasiyla elde edilerek degerlendirilme olanagi saglanmaktadir.

Tez ¢aligmamizda, klinik tedavilerde yiiksek oranda kullanilan (Chesnut et al. 2008) ve
postmenopausal (menopoz déneminin son evresi), osteoporosis (kemik erimesi),
hypercalcemia (kemik hastalig1) (Inzerillo et al. 1999, Findlay and Sexton 2004, Chesnut et al.
2008) gibi bircok hastaliklarin tedavisinde O6nemli bir yere sahip olan, ikincil yapisi ve
biyoaktifligi deneysel olarak tespit edilmis (Andreotti et al. 2006, Lee et al. 2009, Lee and Lin
2011), Calcitonin (CT) peptidinin bir tipi olan Salmon Calcitonin (sCT) (pdb kodu 2GLH)
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peptidinin ikincil yapisi, Molekiiler Dinamik Simiilasyon (MD) metodu ile incelenmistir. 32
yiiksliz aminoasitten olusan sCT peptidinin aminoasit dizilimi, 3 harfli gosterim kullanilarak

asagida verilmistir.

Cys-Ser-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Val-Leu-Gly-Lys-Leu-Ser-Gin-Glu-Leu-His-Lys-Leu-GIn-Thr-
Tyr-Pro-Arg-Thr-Asn-Thr-Gly-Ser-Gly-Thr-Pro

5.1 MATARYEL VE METOD

Molekiiler Dinamik Simiilasyon yontemiyle incelemeye calistigimiz sCT’ nin baslangic
yapist olarak, protein data bankta (pdb kodu:2GLH) mevcut olan ve NMR ile elde edilmis
(Andreotti et al. 2006) yap1 kullamilmistir. Literatiirde SPC, TIP3p, TIP4p ve TIPSp olarak
adlandirilan ve detaylar1 Boliim 2.4.2°de “Su Modelleri” baslig1 altinda anlatilan, dort farkl
su modeli ve Methanol ortaminda gerceklestirilen simiilasyonlarimizin sonuglarindan analiz
edilen sCT peptidinin sicaklik ve basing degisimleri, iic boyutlu konformasyonal yapilari,
RMSD degerleri ve ikincil yapilar1 deneysel sonuglar ile karsilastirilmis ve ¢oziiciiniin etkisi
ortaya konulmaya calisilmistir. Bunun yaninda bazi c¢oziiciilerde sicaklik etkisi de analiz
edilerek deneysel sonuglarla karsilagtinnlmistir. Elde edilen sonuglar Bolim 5.3’te

sunulmustur.

Calismamizdaki tiim simiilasyonlar GROMACS (van der Spoel et al.2005, van Gunsteren et
al. 1996) paket programi kullanilarak gergeklestirilmistir. “Groningen Machine for Chemical
Simulations”1n bas harflerinden olusan GROMACS (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 i¢in paralel bilgisayar 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
araylizii olarak adlandirlan MPI (MessagePassing Interface) kullanilarak paralel olarak
calistirilabilir. Bununla birlikte GROMACS birden fazla kuvvet alanimi destekler ve agik
kaynak kodlu dogasindan dolay1 oldukg¢a esnek bir programdir.

Bu programda enerjileri hesaplamak icin OPLS-AA/L kuvvet alan1 (Force Field)

kullanilmistir. Sistemi ele alirken NPT (parcacik sayisi, basing ve sicaklik sabit) toplulukta
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simiilasyonlar yapilmistir. Coziiciiyii temsil etmek icin dort farkli su modeli; five-site rigid
nonpolarziable model of liquid liquid (TIP5p) (Mahoney and Jorgensen 2000)”, “four-point
transferable intermolecular potential (TIP4p) (Jorgensen et al. 1985)”, three-point potential
(TIP3p) (Jorgensen et al. 1983) ve single-point charge (SPC) (Brendsen et al.1981) su
modelleri ve bunlara ek olarak Methanol secilmistir. Her simiilasyon igin bir protokol
izlenmistir. Biyomolekiilleri olusturan atomlarm hizlar1 T = 300 K i¢in, Maxwell-Boltzman
hiz dagilim fonksiyonu ile belirlenmistir. MD simiilasyonu i¢in atomlarin konumlarinin ve
hizlarinin belirlenmesi igin standart Verlet algoritmasi kullanilmis ve molekiiler dinamik
zaman adimi 2 fs olarak sec¢ilmistir. Yapilan simiilasyon caligmalarinda periyodik sinir
kosullarim1 kullanabilmek ve sistemin biiyiikliigiinii sinirlamak i¢in incelenen yapilar bir
simiilasyon kutusuna yerlestirilmistir. Bu sayede sadece kutu igerisindeki kuvvetlerin
hesaplanmasi amaclanmistir. Simiilasyon kutusunun sekli ve biiyiikliigii, simiilasyon zamanini

onemli dl¢iide etkileyeceginden kutunun boyutlar1 minimum olacak sekilde belirlenmistir

5.2 HESAPLAMA DETAYLARI

Oncelikle, peptidimizin Protein Data Bank’tan elde edilen yapisi (Andreotti et al.2006)
baglangi¢ yapisi olarak belirlenmistir. Bu yapida terminal uglart NH;" ve COQO™ olarak
secilmis daha sonra peptitimiz bir kenar1 5 nm olan kiibik bir simiilasyon kutusuna
yerlestirilmis ve igerisine ¢oziicii eklenmistir. Her bir ¢oziiciideki molekiil sayilan Cizelge
5.1’ de verildigi gibidir. Simiilasyon kutusuna yerlestirilen peptit ve c¢oziicii sahip olduklan
yiiksek enerjiden dolay1 kararli durumda olamayacaklarindan, peptit sisteminin yakin van der
Walls temaslarim yok etmek igin yerel tarama tekniklerinden sirasiyla “Steepest Descent” ve
“Conjugate Gradient” algoritmalar kullanilarak enerji minimizasyonu islemi gerceklestirildi.
Minimizasyon isleminde enerji gradyanti 100 kJmol'nm™ olarak secildi ve 1000 adimda
tamamlandi. Bu sirada kutu icindeki yapinin atomlar ile simiilasyon kutusu arasindaki
uzaklik minumum 1 nm olarak belirlendi. Enerji minimizasyonundaki amag; tiim kinetik
enerjiyi sistemden atip, yapidaki termal giiriiltiiyli azaltirken, sistemin potansiyel enerjisinde
de bir azalma olmasim saglamaktr. Farkli ¢oziiciilerdeki tiim minimizasyon
simiilasyonlarinda Particle Mesh Ewald (PME) (Darden et al. 1993, Essmanm et al. 1995)
metodu ve uzun erimli (long-range) etkilesimleri belirtmek icin 0.9 nm cut-off ve van der
Walls yarigap1 kullanildi. LINCS (Hess et al. 1997) algoritmasi peptidlerdeki kovelent baglar
sinirlandirmak i¢in kullanildi. Periyodik sinir sartlar1 uygulandi. Simiilasyon ¢alismalarinda,

baslangic sartlar1 sistemin faz wuzayindaki beklenen yoriinge konumu civarinda
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bulunamayabilir. Sistemin istenilen enerji degerine (faz uzayindaki yoriingesine) ayarlanmast,
sisteme enerji vererek veya sistemden enerji alarak saglanabilir. Enerji verme veya alma
islemi genellikle, termostat parametresi olarak adlandirilan bir deger ile atom hizlarn
carpilarak saglanir. Bu islemin yapildig: siire¢, molekiiler dinamikte dengeleme siireci veya
termalizasyon olarak adlandirilir ve bu bolgedeki sisteme dengeleme fazi denir (Haile 1992).
Bu dogrultuda, sistemin enerji minimizasyonunun ardindan termalizasyon adimina gegildi.
Termalizasyon adimi yapilirken sisteme konum sinirlamasi islemi de yapildi. Konum
sinirlamast (position restrain) sabit pozisyonda tutulan Ozellesmis atomlarin harmonik
etkilesimleridir. Coziicii eklenen sistemimizde konum sinirlamasi ile, su molekiillerinin
simiilasyon kutusu icerisinde serbestce dolagsmasina imkan verilirken atom pozisyonlar1 da
sinirlandirilarak, makromolekiillerin i¢inin su ile kaplanmasi saglandi. NPT toplulukta yapilan
simiilasyonlarda simiilasyon boyunca ¢6zelti ve peptid ¢alisilan sicaklikta bir 1s1 deposuyla ve
1 bar basingh basing termostatiyla temas ettirildi. Tiim simiilasyonlar icin toplam 200 ps
termalisazyon yapildi. Termalizasyon boyunca peptidin atomik konumlar sabit tutulurken su
molekiillerinin hareketine izin verildi. Bu asamada sicaklik ve basing sirasiyla v- rescale
(Bussi et al. 2007) ve Berendsen (Berendsen et al. 1984) termostlarla kontrol edildi.
Minimizasyon ve termalizasyonlar sonucu elde edilen son yap1 alinarak 2 fs ik zaman aralikl

5.000.000 adiml1 {iriin simiilasyonuna tabi tutuldu.

Cizelge 5.1 Simiilasyon Kutusundaki Coziicii Molekiillerinin Sayis1

Coziicii Kutu Icerisindeki Molekiil Sayisi
SPC 6625

TIP3p 6625

TIP4p 6582

TIPSp 6221

METHANOL 2903 (+ 2 adet cr! iyonu)

Uriin simiilasyonlarinda sicaklik ve basinci kontrol etmek igin, v- rescale 1s1 banyosu ve
Parrinelle- Rahman (Parrinelle and Rahman 1981) basing tanki kullanildi. Sicaklik ve basing
ciftlenim sabitleri sirastyla 0.1 ve 0.5 ps olarak ayarlandi. 10 ns’ lik iiriin simiilasyon
asamasindan sonra elde edilen sonuglar analiz edildi. Coziiciilerdeki peptidin ikincil yapilari,
DSSP (Kabsch and Sander 1983) ikincil yap1 analiz programi kullanilarak elde edildi. Peptitin

3 boyutlu konformasyonlarinin gérsel sunumu i¢in ise “Visual Molecular Dynamics” (VMD)
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paket programi (Humphrey et al. 1996) kullanilmistir. Diger analizler GROMACS’1n alt

programlari ile gerceklestirilmistir.

5.3 SIMULASYON SONUCLARI

5.3.1 Coziicii Etkisinin Arastirilmasi

Sistemin ilk olarak, oda sicakliginda (T=300K) bes farkli ¢oziicii ortamindaki ikincil yapilan
incelenmis, ¢oziicii farkliliginin peptidin ikincil yapisinda meydana getirdigi degisimler
ortaya konulmaya calisilmigtir. Bolim 5.1 ve 5.2’ de detayli olarak anlatildigi gibi, her
asamada enerji minimizasyonlar1 yapilmistir. Peptit ve ¢oziicii molekiillerinin bulundugu kutu
icerisinde peptit-kutu, peptit-coziicli, ¢oziicii-kutu arasinda olusabilecek istenilmeyen
etkilesimleri veya kutu icerisinde ¢oziicii ve protein arasinda baslangicta olusacak bosluklari
ortadan kaldirmak igin tiim sistem minimize edilmistir. Minimize edilmis olan sistemde
iretim asamasina gecmeden Once ¢oziicliniin 300 K de dengeye gelmesinin saglanmasi i¢in
peptit diziliminin sahip oldugu konformasyon sabit tutularak sadece c¢oziicii hareketi
saglanmistir. Coziiciiniin  dengeye gelmesi saglandiktan sonra, peptidimizin son
konformasyonu, iiretim asamasinda baslangi¢ konformasyonu olarak kullanilarak Molekiiler
Dinamik Simiilasyonlar gerceklestirilmistir. Uretim asamas1 ise hem peptit hem de suyun
hareketi serbest birakilarak 300 K ve 1 atm (1.013 bar) basingta 10 ns siirede

gerceklestirilmistir.

NPT kiimesinde yapilan simiilasyonlarda, basin¢ ve sicakligin zamana bagli degisimlerinin
biyomolekiillerin davramis bigimlerine etkisi son derece 6nemli oldugundan, bu degerlerin
simiilasyonlarimiz boyunca belirledigimiz degerler civarinda olup olmadiginin kontrolii
gerekmektedir. Sekil 5.1° de tiim simiilasyonlarimiz i¢in iiretim asamasinda, sicaklik-zaman

ve basing-zaman degisimleri ¢izdirilerek bir arada verilmistir.
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Diger yandan peptitimizin simiilasyon asamalarinda gecirdigi yapisal degisimleri gorsel
olarak gozlemek amaciyla, Sekil 5.2-6 da sirasiyla, vakumdaki, simiilasyon dncesi ¢oziiciideki
ve simiilasyon sonundaki ortalama 3 boyutlu konformasyonlar1 bir arada verilmistir.
Sekillerden peptitimizin NMR goriintiisiindeki ikincil yapilarmin agirlikli olarak alfa-heliks
seklinde oldugu, uclarin rastgele-sarmal yap1 gosterdigi ve 20-25 rezidiileri arasinda ise beta
doniiglerinin oldugu gériilmektedir. Yine bu agirlikli yapinin her ¢o6ziicii igindeki On
minimizasyonlarda biilyiik oranda korundugu ve iiretim agamasina giren tiim yapilarin hemen
hemen benzer oldugu goriilmesine ragmen, iiretim asamasinda methanol ¢oziiciisii hari¢ diger
coziiciilerde ikincil yapilarin farklilastigi acik olarak goriilmektedir. Methanolde ise sCT

peptitinin ikincil yapilar1 baslangic yapisina oldukc¢a benzer halini korumaktadir.

57



8¢

Sekil 5.2

SCT peptitinin SPC de farkli Simiilasyon anlarindaki 3-boyutlu konformasyonlar
b) tiriin simiilasyonu oncesi SPC ¢6ziiciisiinde ve c) iiriin simiilasyonu sonrasi SPC ¢oziiciisiinde

a)

simiilasyon Oncesi

vakumda,
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Sekil 5.3

sCT peptitinin TIP3p de farkli Simiilasyon anlarindaki 3-boyutlu konformasyonlar1 a)
b) iiriin simiilasyonu oncesi TIP3p ¢oziiciisiinde ve c) iiriin simiilasyonu sonrasi TIP3p ¢oziiciisiinde.

simiilasyon Oncesi vakumda,
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Sekil 5.4

sCT peptitinin TIP4p de farkli Simiilasyon anlarindaki 3-boyutlu konformasyonlar1 a)
b) iiriin simiilasyonu oncesi TTP4p ¢oziiciisiinde ve c) iiriin simiilasyonu sonrasi TIP4p coziiciisiinde.

simiilasyon Oncesi

vakumda,
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Sekil 5.5

sCT peptitinin TIPSp de farkli Simiilasyon anlarindaki 3-boyutlu konformasyonlar1 a)
b) iiriin simiilasyonu dncesi TIP5p ¢oziiciisiinde ve c) iirlin simiilasyonu sonrasi TIPSp ¢oziiciisiinde.

simiilasyon

oncesi

vakumda,
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Sekil 5.6 sCT peptitinin METHANOL de farkli Simiilasyon anlarindaki 3-boyutlu konformasyonlar1 a) simiilasyon Oncesi vakumda,
b) iiriin simiilasyonu dncesi METHANOL c¢oziiciisiinde ve c) iiriin simiilasyonu sonrast METHANOL c¢oziiciisiinde.



Simiilasyon sonuglarindan elde ettigimiz veriler yardimiyla, peptidimizin oda sicakliginda,
baslangi¢ konformasyonundaki atomlarin konum degerleri ile zamana bagl olarak degisen
konum degerlerinin ortalama kare yer degistirme (RMSD) degerleri, kullanilan 5 farkhi
¢Oziicii icin hesaplanmis ve Sekil 5.7°de bir arada verilmistir. RMSD degerlerinin zamana
bagh degisiminin incelenmesindeki amac¢ zaman icerisinde biyomolekiilleri olusturan
parcaciklarin hareketlerini incelemek ve yapinin daha kararli duruma gegme siiresince, yapiy1
olusturan pargaciklarin baglangi¢c konumlarindan itibaren dengeye ulasincaya kadar ne kadar
uzaklastiklarim1 saptamaktir. Bu uzaklasmay1 hesaplamak i¢in parcaciklarin arka arkaya olan
her adimi toplanabilir fakat bu durumda sonucun sifir ¢ikma olasiligr vardir. Bunun nedeni,
bu adimlar ileri art1 yonlii olabilecegi gibi geriye dogru eksi yone dogru da olabilecegidir.
Eger, her bir adimin toplami yerine, karelerinin toplami alinirsa, siirekli pozitif degerler
toplamis olacagindan, bu bize mesafe hakkinda daha iyi bir bilgi verecektir. Molekiiler bir
sistemde, bu yontemi kullanarak elde edilen verilerle cizilen grafikler yapinin zamanla nasil

degistigi ile ilgili ipuglart verirler.

300 K

1,0 1

0,8 - ﬁ h.
e o

0,6 4 ”HN 4"" w ! *" AT i

RMSD(hm)

0,4-. 'y "W L
m " i wu —sPC

B ——TIP3p

O,Z-M TIP4p

| ——TIP5p
Methanol

0 2 4 6 8 10
Zaman (ns)

Sekil 5.7 Farkli c¢oziiciilerde sCT peptitinin MD simiilasyonu boyunca RMSD degerlerinin
zamanla degisimi (T=300 K)
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Sekil 5.7°den goriildiigii gibi, sCT peptidinin oda sicaklifindaki bes farkli ¢oziiciideki MD
simiilasyonlar1 boyunca RMSD degerlerinde degisik dalgalanmalar olmaktadir. Bu da ¢oziicii
farkliligindan dolay1 beklenen bir sonugtur. Sekilden, peptidimizin simiilasyonu boyunca en
yilksek RMSD degerine 0.85 nm civarinda SPC su modelinde sahipken, en diisiik RMSD
degerine ise 0.35 nm civarinda Methanol c¢oziiciisiinde sahip oldugu goriilmektedir. Diger
RMSD degerlerinin bu iki deger arasinda sirasiyla biiyiikten kiiciige TIP4p, TIP3p ve TIP5p
coziiciilerinde oldugu goriilmektedir. TIP3p ve TIPSp ¢oziiciilerinde RMSD degerlerindeki
yiiksek dalgalanmalar peptidimizin dengede olmamasinin bir gostergesi olarak diisiiniilebilir.
Yani, dalgalanmalarin gergeklestigi simiilasyon zaman adimlarindan sonra, aminoasit
birimlerinin sahip olduklar1 baskin yapilarin bir bagka yapiya doniigiimii s6z konusu olabilir.
Diger yandan SPC su modeli ve Methanoldeki RMSD degerlerinde 3 ns den sonra fazla
dalgalanma goriilmemesi, peptidimizin bu zaman adimindan sonra daha kararli yapilarda

oldugunu diisiindiirmektedir.

Tek basina RMSD degerlerine bakarak konformasyonal yapidaki kararliliktan bahsetmek
oldukg¢a gii¢ oldugundan, simiilasyon zamani boyunca peptidimizin ikincil yap1 degisimlerine
de bakmak gerekmektedir. Bu vesileyle Sekil 5.8-12’de, yine T=300 K ve P= 1 atm
sartlarinda, farkli ¢coziiciilerde gergeklestirilen sCT peptidinin MD simiilasyonu boyunca sahip
oldugu konformasyonlardaki ikincil yapilari, DSSP ikincil yap1 analiz programi kullanilarak
elde edilmis ve zamana bagl olarak verilmistir. Bu sekillerde diisey eksendeki sayilar peptit
diziliminde yer alan aminoasitlerin (rezidii) siralamisina karsilik gelmektedir. Sekillerdeki
renk bilgileri ise ikincil yapilar1 sembolize etmektedir. Buna gore rastgele sarmal yapilar
(random coil) beyaz, beta-doniisleri (turn) sari, kivrilmalar1 (bend) yesil, heliksler (helix) ise
tiiriine gore mavi ya da gri, beta-kopriileri (beta-bridge) siyah ve son olarak beta-yapragi da

(beta-sheet) kirmizi ile gosterilmistir.
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Sekil 5.8. sCT peptitinin SPC ¢oziiciisiindeki MD simiilasyonu boyunca ikincil yapilarinin zamanla degisimi (T=300 K ve P=1 atm).
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Sekil 5.9. sCT Peptitinin TIP3p coziiciisiindeki MD simiilasyonu boyunca ikincil yapilarinin zamanla degisimi (T=300 K ve P=1 atm).
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Sekil 5.10 sCT nin TIP4p ¢oziiciisiindeki MD simiilasyonu boyunca ikincil yapilarinin zamanla degisimi (T=300 K ve P=1 atm).
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Sekil 5.11 sCT nin TIPS5p ¢oziiciisiindeki MD simiilasyonu boyunca ikincil yapilarinin zamanla degisimi (T=300 K ve P=1 atm).
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Sekil 5.12 sCT nin METHANOL ¢6ziiciisiindeki MD simiilasyonu boyunca ikincil yapilarinin zamanla degisimi (T=300 K ve P=1 atm).



Oncelikle Sekil 5.8’den, SPC su modelinde gerceklestirilen MD simiilasyonu siiresince
peptitidimizin agirlikli ikincil yapilarinin sirasiyla heliks, rastgele sarmal, beta doniisleri ve
kivrilmalan seklinde oldugu goriilmektedir. Yapiyr simiilasyon zaman araliklarinda rezidii
rezidii inceledigimizde, simiilasyon boyunca ilk iki ve son iki rezidiilerin tiimiiyle rastgele
sarmal yapida, 21-23 rezidiilerinin tiimiiyle beta doniisleri yapisinda ve 3 rezidiisiiniin ise
tamamen beta kivrilma yapisinda kaldig1 goriilmesine ragmen, baslangicta alfa-heliks yapida
olan 4-20 rezidiilerinin simiilasyon boyunca farklilagsmalar sergiledigi, 4-6 segmentlerinin 3-
heliks yapilara, 7-8 segmentlerinin beta doniisleri yapilarina, 9-10 segmentlerinin beta-
kivrilma yapilarma kaydigi, digerlerinin ise agirlikli olarak alfa-heliks yapilarimi muhafaza
ettikleri goriilmektedir. Yine stimiilasyon siirecinde 5-9 segmentlerinin az da olsa 5-helik yap1
da gosterdigi goriilmektedir. 11°nci rezidiide, 2.2-10.0 ns arasinda agirlikli olarak rastgele
sarmal yap1 karsimiza ¢ikmaktadir. Ug yapilarin polar 6zelliginden dolay: rastgele sarmal

yapida olmas1 beklenen bir durumdur.

Sekil 5.9’dan, TIP3p su modelinde peptidimizin MD simiilasyonu boyunca sahip oldugu
agirlikli ikincil yapilarinin sirasiyla, heliks, beta doniisleri, rastgele sarmal, beta kivrimlari, 3-
heliks ve beta kopriisii seklinde oldugu goriilmektedir. Aminoasit dizilimlerini tek tek ele
aldigimizda, 6zellikle 1-2, 25 ve 29-32 rezidiilerinin simiilasyon boyunca rastgele sarmal yap1
formunda kaldig1 goriilmektedir. Yukarida bahsedildigi gibi u¢ yapilarin polar 6zelliginden
dolay1 rastgele sarmal yap1 sergilemesi dogaldir. 5-17 rezidiiler arasinda simiilasyon boyunca
agirlikhi yap1 alfa-heliks olmakla birlikte, oOzellikle 3.5 ns den sonra 13-17 rezidiileri
disindakilerde farkli yapilar da gozlenmektedir. Baslangicta tamamen alfa heliks yapida olan
4-6 rezidiilerinde, 4 ns den sonra yapinin degiserek 3-helikse doniistiigii dikkat cekmektedir.
Yine baglangicta tamamen alfa-heliks yapida olan 9 ve 12 rezidiilerinin yaklagik 2.8-6.7 ns
araliginda rastgele sarmal yap1 ve sonrasinda tamamen beta kopriisii yapisim aldig
goriilmektedir. Yine ayn1 zaman araliklarinda baslangicta tamamen alfa heliks yapida olan 10-
11 rezidiilerinin once beta kivrilmalar yapisina sonrasinda ise tamamen beta doniisii yapisina
biiriindiigii goriilmiistiir. Yapimizda 15-17 rezidiilerde hem alfa-helix hem de beta doniisleri
yapisint bir arada goérmek miimkiin. 20-24 rezidiilerde ise tek yap1 olan beta doiisleri
goriilmektedir. 25 rezidiide ise yine tek yap1 olan coil yapt mevcut olup 26-28 rezidiilerin ilk 1
ns de beta kivrilmalar1 hakim olup 1.5 ve 3.5 ns lerde beta doniisleri goriilmekte ve daha sonra

yap1 simiilasyon boyunca tek yapi olan beta kivrilmalarina déniismektedir.
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TIP4p su modelinde yapilan MD siimiilasyonu boyunca peptidimizin rezidiilerinin sergiledigi
ikincil yapilar incelendiginde ise Sekil 5.10, yine agirlikli yapilarin heliks, rastgele sarmal,
beta doniisleri ve kivrilmalar seklinde siralandig1 goriilmektedir. 1-3, 5 ve 29-32 rezidiilerinin
genel olarak rastgele sarmal, 22-24 rezidiilerinin beta doniisleri ve 26-28 rezidiilerinin ise beta
kivrilmalar1 formunda kaldigi, baslangicta tiimiiyle alfa-heliks yapida olan 4-20 rezidiilerinin
simiilasyonun ilerleyen zamanlarinda 11-20 rezidiilerinde bu yapiyr korumalarina karsin,
diger kisimlarda koruyamadiklari, 8-10 rezidiilerinin sirasiyla beta doniisleri, beta kivrilmalar
ve rastgele sarmal yapilara kaydigi goriilmektedir. 4-7 rezidiilerinde ise ikincil yapilarin
simulasyon boyunca agirlikli olarak alfa-heliks ve 3-heliks arasinda gidip geldigi ve hatta ¢cok

azda olsa beta-yapragi ve 5-heliks yapilara bile rastlandigi goriilmektedir.

Yine peptidimizin Sekil 5.11°de verilen TIPSp su modelindeki MD simiilasyonu boyunca
sahip oldugu ikincil yapilarn incelendiginde, 1-2, 25 ve 29-32 rezidiilerinin simiilasyon
boyunca rastgele sarmal yapida, 3 ve 26-28 rezidiilerinin beta kivrilmalar1 yapilarinda ve 22-
24 rezidiilerinin ise beta doniisleri yapilarinda kaldig1 goriilmektedir. Peptitimizde baslangic
olarak 4-19 rezidiilerinin agirliklt yapisi alfa-heliks olmakla birlikte simiilasyonun ilerleyen
zaman araliklarinda bu yapilarda farklilagsmalar gozlenmektedir. 4-9 rezidiileri 1.8-4.2 ns
araliginda beta doniisleri ve 3-heliks yapilar arasinda gidip gelmektedir. Peptidimiz 10-11
rezidiilerinde 1.8-10 ns ler arasinda baskin olarak beta kivrilmalar1 yapisi hakim olmakla
birlikte yer yer rastgele sarmal yapilara da rastlanmaktadir. 12 ve 17 nci rezidiilerde 0-6.5 ns
boyunca agirlikli yap1 alfa-heliks yapidir.18-20 rezidiiler arasinda alfa-helix, rastgele sarmal
ve beta doniigleri yapilarini bir arada gérmek miimkiindiir. 21 nci rezidiide ise agirlikli olrak

beta kivrilmalar yapis1 goriilmektedir.

Son olarak pepdidimizin METHANOL c¢oziiciisiinde gerceklestirilen MD simiilasyonu
boyunca sahip oldugu ikincil yapilarn Sekil 5.12° de verilmektedir. Sekilden peptitimizin
METHANOL c¢oziiciisiinde diger su modellerindekinden ¢ok daha kararhi bir yap1 gosterdigi
acikca goriilmektedir. Sekle bakarak, tiim simiilasyon boyunca ii¢ boyutlu konformasyonel
yapinin neredeyse tiimiiyle korundugu soylenebilir. Yine detayli incelemede, ilk iki ve son iki
rezidiilerin polar dzelliginden dolay1 rastgele sarmal yapr formunu korumalarinin yaninda,
4-21 rezidiilerinin tiim simiilasyon boyunca alfa-heliks yapida kaldigi, bunun yaninda 22-24
rezidiilerinin ise yine agirlikli olarak beta doniisleri formunda kalmalarina ragmen az da olsa
bazi zaman araliklarinda alfa-heliks yapiya doniistiikleri goriilmektedir. 3 ve 26-30

rezidiilerinde ise simiilasyon boyunca agirlikli olarak rastgele sarmal yapiya rastlanmasina
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ragmen bu rezidiilerde bazi zaman araliklarinda rastgele sarmal yapi ile beta kivrilma yapilar

arasinda gidip gelmektedirler.
Yukarida verilen DSSP analizlerine ek olarak peptidimizin farkli c¢oziilerdeki MD
simiilasyonlar1 boyunca sahip oldugu ortalama ikincil yapilariin yiizdeleri de hesaplanmis ve

bunlar Cizelge 5.2 de bir arada verilmistir.

Cizelge 5.2 sCT nin farkh ¢oziiciilerdeki ikincil yap1 yiizdeleri (T=300 K ve P=1 atm).

ikincil yapilar | SPC | TIP3p TIP4p TIPSp | METHANOL
Rastgele
sarmal 26.65 29.86 28.06 24.56 27.96
(coil) %
Beta yaprag
yaprag - - 0.0025 - -
(B-sheet) %
Beta kopriisii
0.13 1.73 0.01 - -
(B -bridge) %
Beta kivrilma
17.66 18.11 13.32 25.35 6.00
(bend) %
Beta doniisii
25.07 26.89 25.22 19.62 9.10
(turn) %
Alfa-heliks% | 19.12 12.89 27.40 19.38 56.79
5-Heliks % 0.19 - 0.10 - -
3-Heliks % 11.15 10.49 5.84 11.07 0.131

Cizelge 5.2’de goriildiigii gibi, pepdidimizin T=300 K’de bes farkli coziiciideki ikincil
yapilarimin yiizdeleri farkliliklar gostermekle beraber agirlikli ikincil yapilar Heliksler,
rastgele sarmal, beta doniisleri ve beta kivrilmalar1 seklindedir. Bunlarin oranlar1 ¢oziiciiye
gore degismektedir. SPC, TIP3p ve TIP4p coziiciikerinde bu agirlikli yapilarin yaninda az da
olsa beta kopriisii yapilarina da rastlanmistir. Sadece TIP4p de ¢ok az oranda beta yapragi

yapis1 goriilmektedir.
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5.3.2 Sicaklik Etkisinin Arastirilmasi

MD simiilasyonlar1 boyunca sCT peptitinin elde edilen olas1 konformasyonlarina sicakligin
etkisini arastirmak amaciyla SPC ve METHANOL c¢oziiciilerinde sicaklik calismasi da
yapilmistir. Bu ¢alismalarda da diger simiilasyonlarimizdaki protokol aynen izlenmis sadece

200-500 K araliklarindaki bazi sicakliklar icin MD simiilasyonlar1 gerceklestirilmistir.

SPC coziiciisiinde yapilan simiilasyonlarda taranan sicakliklar sirasiyla 200, 210, 240, 250,
260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 350, 400, 450 ve 500 K sicakliklardir. Verilen bu
sicakliklarda peptitimizin sahip oldugu enerji degerlerinin simiilasyon zamanina gore
degisimi hesaplanmis ve bunlardan bazilar1 Sekil 5.13’de bir arada verilmistir. Digerleri de
bunlara benzerdir ancak seklin sadeligi agisindan sunulmamistir. Sekilden de goriildiigii gibi
sicaklik artisiyla enerji degerleri de artmaktadir ve bu da beklenilen bir durumdur. Yine SPC
coziiclistinde her bir sicaklik i¢in enerji degerlerinin dalgalanmalarindan yararlanilarak
hesaplanan ortalama enerji degerleri Sekil 5.14°te sicakliga bagli olarak verilmektedir.
Sekilden 450 K den sonra enerji degerlerinin farkli bir egimle arttig1 goriilmektedir. Bu da bu

sicakliktan sonra olasi bir faz degisimini diisiindiirmektedir.

Sekil 5.15-17°de ise sirastyla 200, 350 ve 450 K sicakliklarda SPC c¢ozeltisindeki MD
simiilasyonlarindan elde edilen ikincil yapilarin zamanla degisimi verilmistir. Bu sekillerden
diisiik sicakliklarda yapinin oldukca kararli oldugu ve NMR yapisin1 korudugu ancak sicaklik
artistyla kararl alfa-heliks yapida olan 4-21 rezidiilerinin bozularak diger ikincil yap tiirlerine
dontistiigii, ancak hala 22-24 rezidiilerinin beta doniisii yapisim1 korudugu, daha yiiksek
sicakliklarda ise bu segmentlerin de bozularak farkli yapi tiirlerine kaydigi goriilmektedir. Bu
da Sekil 5.14 te verilen enerji-sicaklik diyagraminda 450 K den sonraki fakli egimin sebebini

aciklamaktadir.
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Sekil 5.13 sCT peptitinin SPC ¢oziiclisiinde farkli sicakliklardaki MD simiilasyonu boyunca
sahip oldugu enerji degerleri
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Sekil 5.14 sCT peptitinin SPC ¢oziiciisiindeki MD simiilasyonu boyunca sahip oldugu
ortalama enerji degerlerinin sicaklikla degisimi.
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Sekil 5.15. sCT peptitinin SPC ¢oziiciisiindeki MD simiilasyonu boyunca ikincil yapilarinin zamanla degisimi (T=200 K ve P=1 atm).
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Sekil 5.16. sCT peptitinin SPC ¢oziiciisiindeki MD simiilasyonu boyunca ikincil yapilarinin zamanla degisimi (T=350 K ve P=1 atm).
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Sekil 5.17 sCT peptitinin SPC ¢oziiciisiindeki MD simiilasyonu boyunca ikincil yapilarinin zamanla degisimi (T=450 K ve P=1 atm).



METHANOL coziiciisiinde yapilan simiilasyonlarda taranan sicakliklar ise sirasiyla 200, 250,
300, 350, 400 ve 450 K sicakliklardir. METHANOL c¢éziiciisiinde peptitimizin oldukca
kararl1 yapr sergilemesinden dolay1 sicaklik araliklar1 daha genis tutulmustur. Bu sicakliklar
icin de peptitimizin sahip oldugu enerji degerlerinin simiilasyon zamanina gore degisimi
hesaplanmig ve bunlardan bazilar1 Sekil 5.18’de bir arada verilmistir. Sekilden de goriildiigii
gibi sicaklik artisiyla enerji degerleri de artmaktadir. Yine methanol ¢oziiciisiinde her bir
sicaklik i¢in enerji degerlerinin dalgalanmalarindan yararlanilarak hesaplanan ortalama enerji
degerleri Sekil 5.19°da sicakliga bagli olarak verilmektedir. Burada SPC de goriilen ve faz

degisimini diisiindiiren ikinci bir egime rastlanmamaktadir.
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Sekil 5.18 sCT peptitinin METHANOL coziiciisiinde farkli sicakliklardaki MD simiilasyonu
boyunca sahip oldugu enerji degerleri.
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Sekil 5.19 sCT peptitinin METHANOL c¢oziiciisiindeki MD simiilasyonu boyunca sahip
oldugu ortalama enerji degerlerinin sicaklikla degisimi.

Sekil 5.20-22’de ise sirastyla 200, 350 ve 450 K sicakliklarda METHANOL c¢o6zeltisindeki
MD simiilasyonlarindan elde edilen ikincil yapilarin zamanla degisimi verilmistir. Bu
sekillerden diisiik sicakliklarda simiilasyon boyunca yapinin oldukg¢a kararli oldugu ve NMR
yapisint korudugu ancak sicaklik artisiyla kararli alfa-heliks yapida olan 4-21 rezidiilerinin
kismen bozulmasina ragmen ¢ogunlukla alfa-heliks yapi sergiledigi, beta doniisii yapisinda
olan 22-24 rezidiilerinin ise 2 ns lik adima kadar alfa-heliks yapiya bu zamandan sonra ise
agirlikli olarak beta kivrilmalarina ve rastgele sarmal yapilara doniistiigi, 25 ve 28
rezidiilerinde ise ¢ogunlukla beta kopriisii yapilar ortaya ciktigi gdzlemlenmektedir. Daha
yiiksek sicakliklarda ise yapinin diisiik sicakliklara gore ¢ok daha farkli ikincil yapilara
kaydigi, alfa heliks bolgelerinde 5 ns simiilasyon adimina kadar 5-heliks yapilar gézlendigi ve
bu zaman adimindan sonra cogunlukla beta kivrilmalar1 ve rastgele sarmal yapilarin 6n plana

ciktigi ve az miktarda beta kopriisii ve beta yapragi yapilara da rastlandigi goriilmektedir.
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Sekil 5.20 sCT nin METHANOL ¢6ziiciisiindeki MD simiilasyonu boyunca ikincil yapilarinin zamanla degisimi (T=200 K ve P=1 atm).
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Sekil 5.21 sCT nin METHANOL ¢6ziiciisiindeki MD simiilasyonu boyunca ikincil yapilarinin zamanla degisimi (T=350 K ve P=1 atm)
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Yukarida onemli farkliliklarin ortaya konuldugu ve sicaklik etkisinin incelendigi bu
calismalarda, coziicliye gore secilen sicakliklarda elde edilen ikincil yapilarin yiizdeleri

Cizelge 5.3’te bir arada verilmistir.

Cizelge 5.3 Sicakliga bagh olarak hesaplanan ikincil yap1 yiizdeleri

SPC METHANOL

ikincil yapilar | 200K | 350K | 450K | 200K | 350K | 450K

Rastgele
sarmal 17.91 31.20 31.16 21.58 27.00 44.02
(coil) %
Beta yaprag:
yapras - - 0.039 - 0.13 0.51
(B-sheet) %
Beta kopriisii
- 0.77 1.367 - 1.96 1.05

(p -bridge) %

Beta kivrilma

(bend) %

18.35 20.27 27.07 8.60 20.82 25.33

Beta doniisii

(turn) %

14.57 28.34 20.03 14.38 6.59 10.41

Alfa-heliks % | 49.15 12.64 10.93 55.43 42.71 13.60

S-Heliks % - - 0.036 - 0.29 4.37

3-Heliks % 0.0037 6.76 9.34 - 0.47 0.67
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BOLUM 6

SONUC VE TARTISMA

Glintimiizde bilgisayar teknolojisindeki hizli gelismelere bagli olarak, kompleks yap1
ozellikleri gOsteren peptit/protein gibi sistemler yogun arastirma alanlarindan biri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu sistemler iizerine yapilan ¢ogu calismalarda giincel deneysel
teknikler (X-151m1 kristalografisi, NMR spektroskopisi, Kriyoelektron mikroskopisi ve
elektron kristalografisi vb. spektral teknikler) kullanilmaktadir. Ancak sentezlenen bircok
peptidin yar1 Oomrii kisa olabileceginden herhangi bir spektral teknikle inceleme olanagi
olmayabilir. Bunun yanida bu sistemler iizerine her hangi bir faktoriin etkisinin incelenmesi
de deneysel yontemlerle belirlenemeyebilir. Bu gibi durumlarda ucuz ve hizli olan simiilasyon

yontemlerine bagvurulabilmektedir.

Protein yapilarinin oldukca yiiksek esneklige sahip olmasi, anormal sayida miimkiin
konformasyonlara neden olmaktadir. Cok sayida serbestlik derecesine sahip bu tiir sistemlerin
kuramsal agidan anlasilmasi oldukg¢a zordur. Diger yandan proteinler genellikle sulu ¢ozeltide
oldugundan, bu konformasyonlara ¢oziiciiniin de 6nemli 6lciide etkisi vardir. Bu sebeple bir
¢ozeltideki proteinin davranisi vakum ortamindakinden oldukca farklidir. Proteinler/Peptidler
konformasyonal enerjileri en diisiik olacak sekilde konformasyon alma egilimi gosterirler ve
bunun yaninda ¢6ziicii de protein/peptid olasi en diisiik ¢ozelti serbest enerjisine sahip olacak
konformasyonu almaya zorlar. Peptid ve c¢oziicli bir arada diisiiniildiigiinde ¢ok sayida
serbestlik dercesine sahip bu sistemlerin sahip olacagi faz uzaymin dogru olarak
orneklenebilmesi ve dolayisiyla dogru istatistigin olusturulabilmesi gerekmektedir. Bu
yapilirken bu sistemlerin enerji diizeylerinin yiiksek enerji bariyerleriyle ayrilmis ¢ok sayida
yerel minimumlara sahip oldugunun da g6z ardi edilmemesi gerekmektedir. Ciinkii MC veya

MD simiilasyonlarinin en 6nemli problemlerinden birisi, 6zellikle diisiik sicakliklardaki bu

cok sayidaki yerel enerji vadilerinden birine takilip kalmasidir.
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Bu temel diisiinceler 15181inda yaptigimiz tez ¢aligmasinda, klinik tedavilerde yiiksek oranda
kullanilan ve postmenopausal (menopoz doneminin son evresi), osteoporosis (kemik erimesi),
hypercalcemia (kemik hastalig1) gibi bir¢ok hastaliklarin tedavisinde onemli bir yere sahip
olan, ikincil yapisi ve biyoaktifligi deneysel olarak tespit edilmis, Calcitonin (CT) peptidinin
bir tipi olan Salmon Calcitonin peptidinin (sCT) ikincil yapisi ve bu yapiya ¢oziicii ve sicaklik
farkliliklarinin etkileri Molekiiler Dinamik Simiilasyon Metodu ile incelenmistir. Bu
incelemeler sirasinda, yukarida bahsedilen genel simiilasyon sorunlarinin iistesinden
gelebilmek amaciyla, ayrintilart Boliim 5’te verilen bir yol haritast (protokol) belirlenmeye
calisilmigtir. Belirledigimiz bu yol haritasina benzer bir¢ok protokol literatiirde de yer

almaktadir (Drabik et al. 2001).

300 K sabit sicaklikta ve 1 atm sabit basin¢ altinda cesitli su modelleri ve methanol
coziiciisiinde gerceklestirdigimiz 10 ns lik simiilasyon sonuglarina bakildiginda, sCT
peptidinin sahip olabildigi olast konformasyonlarin ikincil yapilariin agirlikli olarak alfa-
heliks, rastgele sarmal ve beta kivrilmalar1 seklinde oldugu ve bu yapilarin oranlarinin sec¢ilen
coziicliye gore degistigi goriilmektedir (Cizelge 5.2). Sadece TIP4p coziiciisiinde ¢ok az
miktarda beta yapragi yapisina rastlanmistir. Tiim simiilasyonlarda peptit uclar rastgele
sarmal yapida kalmistir. Uglara polar gruplar (NH;* ve COQ") takilmasindan dolayi bu
beklenen bir sonugtur. Bilindigi gibi tiim simiilasyonlarimizda c¢oziiciilerde yapilan 6n
minimizasyonlardan elde edilen son yap1 iiriin simiilasyonunun baslangic yapisi olarak
belirlenmistir. Sekil 5.2-6’ya bakildiginda iiriin simiilasyonuna giren bu baslangi¢ yapilarinda
¢oziiciiden kaynaklanan biiyiik farklar olmamasina ragmen {iriin simiilasyonlarinda
farklilagmalar ortaya cikmistir. Bunun yaninda Methanol ¢6ziiciisiinde simiilasyon boyunca
yapmin daha kararli kaldigi da gozlemlenmistir. Andreotti ve arkadaslar1 2006 yilinda
yaptiklar1 caligma sCT peptidinin 6-22 rezidiilerinin %40 oranindan daha fazla miktarda alfa-
heliks yap1 icerdigini rapor etmislerdir. Yine deneysel NMR ve CD sonuglarindan, sulu
ortamda, alfa heliks yapisinin tiim ikincil yapilara oraninin sirasiyla %17 ve % 20 civarinda
oldugu da rapor edilmistir (Andreotti et al. 2006). Bizim ¢alismamizda ise bu oran secilen su
modeline gore SPC i¢in %19, TIP3p icin %13, TIP4p icin %27 ve TIPSp i¢in %19 civarinda
hesaplanmistir (Cizelge 5.2). Bu bilgiler dikkate alindiginda MD simiilasyonlarimizdan elde
edilen sonuclarin literatiirdeki deneysel NMR ve CD sonuglartyla uyum igerisinde oldugu

goriilmektedir.
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Elde edilen ikincil yapilara sicakligin etkisine bakildiginda ise (Cizelge 5.3) cok diisiik
sicakliklarda sCT peptitinin %50 civarinda alfa-heliks yap1 gosterdigi, sicaklik artisiyla
ozellikle bu alfa-heliks yapilarin bozularak diger ikincil yapi tiirlerine doniistiigii ve bu
doniisiim tiiriinde yine ¢oziiciiniin etkisi oldugu goériilmektedir. Oyle ki; SPC ¢oziiciisiinde
200 K sicaklikta % 49 civarinda olan alfa-heliks yap1 orani, 350 K de % 13 e diiserken,
bozulan bu yapilar dolayisiyla 200 K de sirasiyla %15 ve %18 civarinda olan beta doniisii ve
rastgele sarmal yap1 oranlar1 350 K de % 28 ve % 31 civarina yiikselmekte iken, Methanolde
bu sicaklik artigiyla beta doniisii oranin artmayip tam tersi azaldigi, bunun yaninda ise rastgele
sarmal yapr oramnin sadece 5 puan arttigi, kivrilma yapilarinin ise 12 puan arttifi

goriilmektedir.

Elde ettigimiz sonuglara bakarak, MD simiilasyon metodunun peptit/protein gibi karmasik
sistemleri incelemede uygun bir yontem oldugunu, simiilasyonlarimiz i¢in takip ettigimiz
protokoliin gecerli ve dogru bir yol oldugunu, peptid simiilasyonlarinda elde edilen olast ii¢
boyutlu konformasyonlarin c¢oziicii ortamina ve sicakliga dogrudan bagl oldugunu
sOyleyebiliriz. Bunun yaninda SPC ve TIPS i¢in bulunan sonuglarin deneysel sonuclara daha
yakin oldugu goriilse de literatiirde hangi ¢6ziicii modelinin daha {istiin olduguna dair net bilgi

mevcut degildir.
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