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OZET

AMILOID AB YAPILARININ MOLEKULER DINAMIK
SIMULASYONLARI

Recep KESKIN

Yiiksek Lisans, Fizik Miihendisligi Boliimii
Tez Damsmam: Doc. Dr. Mehmet DILAVER

Haziran 2023, 93 sayfa

Amiloid-f izoformlarindan olan AB40 ve AP42 fibrillerinin varligr ve birbirleri ile
etkilesimleri Alzheimer hastaliginin patolojik 6zelliklerin biridir. Bir¢ok klinik vaka
calismasinda, SARS-COV-2 viriisii Alzheimer hastaliginin seyrini koétiilestirdigi ve 6liim
oranlarinin artmasina neden oldugu rapor edilmistir. Arastirmamizin odak noktasi,
SARS-COV-2 viriisiiniin amiloidojenik Ser>PheTyrValTyrSerArgValLys® (SK9)
peptiti varliginda AB40 ve AP42 proteinlerinin 1:1 oranda ¢apraz tohumlanmasiyla elde
edilen heterojen (AB40/AB42) ve homojen (AB40) fibril modellerinin kararliklarinin nasil
etkilendigini incelemek olmustur. Gergeklestirdigimiz simiilasyonlar neticesinde, SARS-
COV-2 viriisii varligi altinda heterojen fibril modelinin ile homojen fibril modeline
kararliliklar1 arasinda anlamli sayilabilecek farkliliklar gozlemlenmemistir. Ancak,
heterojen fibril modelinin merkezi hidrofobik bolgesinin karboksil ucu hidrofobik
bolgesinin rezidiileriyle homojen fibril modeline gore daha fazla etkilesim i¢cinde oldugu

goriilmiistiir (yaymlanmamig veri).



Anahtar Kelimeler: Molekiiler Dinamik, Molekiiler Kenetleme, Alzheimer, AB40,
AB42, AB40/AB42, SARS-COV-2
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ABSTRACT

MOLECULAR DYNAMICS SIMULATIONS OF AMYLOID A
STRUCTURES

Recep KESKIN

Master of Science, Department of Physics Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet DILAVER

June 2023, 93 pages

The existence of AP40 and AP42, their aggregates, and their interaction are some
pathological characteristics of Alzheimer’s disease. Numerous clinical case studies
throughout the COVID-19 pandemic revealed that the SARS-COV-2 causes aggravate
the course of Alzheimer's disease and upsurge mortality rates. The investigation element
of our study is to probe how the stability of the homogeneous (Ap40) fibril model and 1:1
cross-seeded AP40 and AP42 fibrils of the heterogeneous (AB40/AB42) fibril model are
impressed by the presence of the amyloidogenic Ser’PheTyrValTyrSerArgValLys®
(SK9) peptide of the SARS-COV-2 E-protein (envelope protein). Our analysis
demonstrated that there are no prominent dissimilarities between the stability of the
heterogeneous and the homogeneous fibril model. However, we observed the central
hydrophobic region of the heterogeneous fibril model interacts more with the residues of

the carboxyl-terminal hydrophobic region (unpublished data).
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Keywords: Molecular Dynamics, Molecular Docking, Alzheimer, AB40, AP42,
AB40/AB42, SARS-COV-2
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1. GIRIS

Noronlar, beyin ve omuriligi igeren merkezi sinir sisteminin isleyiginin temel
mekanizmasinda yer alan; biligsel, iletisim, hareket gibi becerilerde kritik rollere sahip
olan sinir hiicrelerdir. Bebeklik doneminde sinir kok hiicreler tarafindan iiretilen sinir
hiicrelerinin sayilar1 yetiskinlikte yaslanmanin etkisiyle giderek azilir. Ayrica, sinir
hiicrelerinin yapisinin veya iglevlerinin bozulmasi olduk¢a 6nemli saglik sorunlarina
sebep olur. Bir¢cok nérodejeneratif hastalikta yer alan nérodejenerasyon, sinir hiicrelerinin

yapis1 veya fonksiyonlarinin ilerleyici kaybini igeren bir siirectir[1].

Bu hastaliklar, yanls katlanmis proteinler ve kiimeleriyle patolojik ve klinik olarak ise,
sinir hiicrelerinin fonksiyonel bozukluklari, sinaptik baglantilarin kaybi ve beyin hasari
ile karakterize edilirler[2]. Protein kiimelesme hastaliklari, yanlis katlanmis proteinlerin
cesitli organlarda birikmesi sonucu fonksiyonel bozukluklara neden oldugu

hastaliklardir[3].

B-yapragi yapisindaki amiloid-B (AP) fibrilleri, beyinde varlik gostermesi ve
kiimelesmesi (agregasyonu) Alzheimer hastaligina (AD) sebep olur. Amiloid-B’ larin biri
40 rezidiilii AB40 digeri ise AB40’m karboksil ucunda fazladan Ile*! ve Ala** amino
asitlerini bulunduran 42 rezidiiye sahip AB42 isimli iki izoformu vardir. AP peptiti,
amiloid Oncii proteinin “Amyloid Precursor Protein” (APP) sirali proteolizi sonucu
meydana gelir[4]. APP’nin Once p-sekretaz ardindan vy-sekretaz araciligiyla sirali
proteolitik boliinmesinden iki farkli AP izoformlari olusur[5]. Bu iki izoformun aralarinda
bulunan biiyiik 6l¢iideki benzerlige ragmen AP42 kiimelesmeye daha yatkin ve zehirli
(toksik) oldugu bulunmustur[6].

AD hakkinda daha detayli bilgiler elde etmek adina, AP proteinin diger proteinler ve
ligandlar ile etkilesimlerinin ne sekilde oldugu, hangi kosullar altinda kararliligi,
kiimelesmesi ve toksisitesinin degistiginin irdelenmesi oldukc¢a 6nemlidir. AP fibril ve

monomerlerinin yapisi, kiimelesmesi ve diger proteinlerle etkilesimlerinin, hiicresel ve

|



molekiiler mekanizmalari {izerine gec¢tigimiz on yillarda ve gilinlimiizde bir¢ok bilimsel

caligma yapilmistir[6—14].

2019 yilinda baslayan SARS-COV-2 (siddetli akut solunum sendromu koronaviriis-2)
viriisii kaynakli COVID-19 (koronaviriis hastaligit 2019) salgini, diinya ¢apinda
milyonlarca insanin saglhigini biiyiik 6l¢lide etkilemis ve 6liime sebep olmustur. SARS-
COV-2 viriisiiniin solunum yolu hastaligina sebep olmasi yam sira, koku, tat kayb1 ve
diger norolojik bozukluklara da neden oldugu gézlemlenmistir. Ancak, uzun vade de
ortaya cikabilecek potansiyel ndrolojik etkileri hakkinda heniiz yeterli bilgi mevcut
degildir. Son aragtirmalar, COVID-19° un AD’nin seyrini kotiilestirdigi ve 6lim

oranlarinda artisa sebep oldugu gostermistir[15—18].

Alzheimer hastaliginin patofizyolojik mekanizmasinda yer alan “sitokin firtinas1” olarak
da bilinen sistemik enflamasyon, siddetli COVID-19 vakalarinda da goriilmiistiir.
Sistemik enflamasyon, kan beyin bariyerinin bozulmasina, sinir ve gliyal hiicrelerinde
hasar yaratarak uzun vadeli komplikasyonlara neden olur. Ayrica proinflamatuar
sitokinlerin salinmasi, mikrogliyal hiicrelerinin amiloid-f pargaciklarini temizleme

kapasitesini azaltarak amiloid kiimelegsmesini artirir.

Viriisiin neden oldugu sistemik enflamasyon, kan beyin bariyerinin gecirgenliginin
artmasina neden olur. Bu nedenle, merkezi sinir sistemine erigen enflamasyon aracilar
beyinde sinir iltihab1 ve nérodejenerasyonun siddetlenmesini artirir[19]. Soscia vd.[20],
yapmis oldugu in vivo (canli organizma i¢inde) caligmada elde ettikleri bulgulara gore,
AP’nin insan antimikrobiyal proteinin (AMP) LL-37ye es deger antimikrobiyal aktivite

gosterdigi sonucuna varmistir.

Buna ek olarak AD olan beyin, olmayan Orneklere gore daha yiliksek antimikrobiyal
aktivite sergiledigini bildirmistir. SARS-COV-2 viriisiiniin AP kiimelesmesi, kararlilig
ve toksikligi lizerinde nasil etkisi oldugunun kapsamli bir sekilde arastirilmasi bu iliskinin

¢ozlilmesinde oldukga dnemli olacaktir.



Molekiiler dinamik (MD) simiilasyonu, proteinlerin yapilarini, dinamiklerini ve
fonksiyonlarimi molekiiler diizeyde incelemek icin bilimsel aragtirmalarda yaygin bir

sekilde kullanilan giiglii bir hesaplamali yontemdir.

MD simiilasyonlar1 ¢iktis1 temel analizlerle birlikte baglanma enerjisi, temas olasilig1
haritas1 (contact map) vb. gibi yontemlerle analiz edilerek; protein yapisi, protein

katlanmasi, protein-protein ve protein-ligand etkilesimleri incelenir.

MD simiilasyonu, Newton’un hareket yasalarini kullanarak molekiillerin zamana gore
davranmiglarini  modellemek icin kullanilan bir hesaplamali yontemdir. MD
simiilasyonlarinda atomlar arasi etkilesimler “kuvvet alan1” olarak bilinen potansiyel
enerji fonksiyonlar ile tanimlanir. Simiilasyonda her adimda her bir atom fizerine,
tanimlanmis potansiyel enerji fonksiyonundan kaynakli kuvvetler etki eder. Bu
kuvvetlerin zamana gore integrasyonundan atomlarin konum ve hizlar1 belirlenir ve
sistemin yoriingesi tanimlanir. Ardindan elde edilen yoriinge analiz edilerek sistemin
davranisi incelenir. Bircok algoritma, simiilasyon adimlar1 gerceklestirmek ve ¢iktiy1
analiz etmek adina sayisal yontemlerden ve istatistik biliminden yararlanarak

gelistirilmistir.

MD simiilasyonlarinin etkili ¢6zliim kabiliyetleri, Alzheimer hastalig1 gibi bir¢ok
norodejeneratif hastaligin protein kiimelesme mekanizmasi hakkinda literatiire oldukca
onemli katkilar sunmustur. Kullanilan algoritmalar gelistirildik¢e, hesaplama kapasiteleri
ve hizlan arttik¢a hastaliklar hakkinda daha da gergekgi dngoriiler ve etkili tedavi edici

stratejilerin gelistirilmesi kaginilmaz olacaktir.

Bu tez calismasinda SARS-COV-2 viriisiiniin Alzheimer hastaligim seyri iizerinde nasil
bir etkiye sahip oldugu anlamak adina, SARS-COV-2 viriisiiniin zarf proteinin karboksil
ucunda bulunan dokuz rezidiiden olusan amiloidojenik peptiti  SK9’un
(Ser’>PheTyrValTyrSerArgValLys®), AP yapilarmin kararhgini ne olgiide etkiledigi
incelenmistir. Bu amac¢ dogrultusunda, homojen AP40 ve AP42 proteinlerinin 1:1

oraninda ¢apraz tohumlanmasiyla olusturulan 6TI7[21] Protein Veri bankas1 (PDB)



kimlik numarali heterojen AB40/AP42 ile PDB kimlik numarasi: 6TI5[21] olan homojen
AP4O0 fibril modelleri segilmistir.

SARS-COV-2 peptiti, Michigan Eyalet Universitesi FEIG Hesaplamali Biyofizik
Laboratuvar1  tarafindan  yapist  ¢Ozilen =~ SARS-COV-2  zarf  proteini

https://github.com/feiglab adresinden temin edilmistir. Baslangi¢ konformasyonlarini

elde etmek adima SK9 peptiti, heterojen ve homojen fibril modelleri ile AutoDock
Vina[22,23] yazilimi kullanilarak molekiiler kenetleme yontemiyle kenetlenmistir. Elde
edilen baslangi¢ konformasyonu ve CHARMM?36m[24] kuvvet alam1 ile GROMACS-
2022.2 [25] yazilim paketi kullanilarak 6rnekleme sayisit 3 olarak belirledigimiz MD

simiilasyonlar1 gergeklestirilmigtir.

Bu tez ¢alismasinin temelinde yatan problem ve ¢6ziim yaklasimi, bu boliimde genel bir
gerceve ile sunulmustur. Calisma kapsaminda problem ve ¢ozlimii anlamak adina ihtiyag
olan temel bilgiler, simiilasyon hazirligi, sonuglar ve yorum asagida belirtildigi sirada

sunulmustur.

Tez galigmasinda belirlenen problemi anlamak adina ikinci boliim oldukg¢a 6nemlidir. Bu
boliimde, yanlig katlanmig proteinler ve amiloidler lizerine yogunlagilmis ve Alzheimer
hastaligina yol agan AP proteini ile birlikle diger ndrolojik hastaliklara neden olan yanlis

katlanmis proteinler hakkinda detayli bilgiler verilmistir.

Tez calismasinda belirlenen problemin ¢6ziimii i¢in basvurulan molekiiler modelleme
yontemleri hakkinda detayli bilgiler ¢calismanin tigiincii boliimiinde ele alinmigtir. Bu
boliimiin odak noktasi, molekiiler kenetleme ve dinamik simiilasyonlarinin ne oldugu ve

simiilasyonlarda kullanilan algoritmalar olmustur.

Modellemenin basarili olmasinda etkili olan sinir kosullari, kuvvet alanlar1 ve su

modelleri hakkinda birtakim bilgiler {igiincii boliimiin ilk {i¢ alt baglhiginda verilmistir.



Molekiiler kenetleme yonteminde, arama algoritmalar1 ve puanlama fonksiyonlarinin
kenetleme isleminin basarisi i¢in neden onemli olduklarina deginilmistir. Giiniimiize
kadar bu alanda gelistirilmis olan algoritmalara ve puanlama fonksiyonlar1 hakkinda
bilgiler verilmigtir. Molekiiler kenetleme alt baghigmin son kismi tez c¢aligmasi

kapsaminda kullanilan kenetleme yazilimina ayrilmstir.

Ucgiincii boliimiin diger 6nemli alt basligi, molekiiler dinamik simiilasyonlar1 iizerine
olmustur. Bu kisimda, istatiksel kiimeler, integrasyon, enerji minimizasyonu, kisitlama,
sicaklik ve basing ciftlenimi algoritmalar1 hakkinda bilgiler sunulmustur. Son olarak,
molekiiler dinamik simiilasyonunu gerceklestirmek icin kullanilan GROMACS yazilim

paketi hakkinda kisaca bahsedilmistir.

Dordiincii boliimde, tez calismasinda gergeklestirilen MD simiilasyonlarinin hazirlik
asamasinda bilesenlerin temini, sistem hazirhig1 ve simiilasyon protokolii hakkinda
aciklamalar yer verilmistir. Buna ek olarak, analizde kullanilan programlar, sonug ve

tartigma bu boliimiin i¢inde deginilmistir.

Tez ¢aligmasinin son bdliimi, simiilasyon ¢iktilarindan yapmis oldugumuz analizlerin
degerlendirilmesi, yorumlanmasi ve bu ¢alismanin nasil genisletilecegi hakkinda bilgiler

sunulmustur.






2. YANLIS KATLANMIS PROTEINLER

Son yillarda ve giinlimiizde iizerinde ¢alisilan popiiler bilimsel arastirma konulardan biri
protein yanlis katlanmasi1 ve kiimelesmesi olmustur. Gosterilen bu ilginin sebebi
Diinya’da basta Alzheimer ve Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklar olmak iizere
yanhis katlanmig protein hastaliklarin  “Protein Misfolding Diseases” (PMD)
yayginlagsmasi olmustur[26].

Protein yanlis katlanmasi, canli hiicrelerde siklikla meydana gelen bir olaydir. Saglikli ve
geng hiicrelerde yanlis katlanmis proteinler, protein kalite kontrolii (PQC) mekanizmalari
tarafindan hiicre disina ¢ikmasi saglanarak ve hiicre icinde birikmesi engellenir.
Yaglanma veya genetik hastaliklar PQC mekanizmasinin etkinligi azalir ve bu durum

yanlig katlanmig proteinlerin kiimelesmesine sebep olur[27].

2.1. Kendiliginden Diizensiz Proteinler

Kendiliginden diizensiz proteinler “Intrinsically Disordered Proteins” (IDP) hiicre ici
veya disinda gecici oligomerler ve amiloid fibriller halinde kiimelesmesi bir¢ok
norodejeneratif ve yanlhis katlanmis protein hastaliklarina (PMDs) yol actigi bilinir.
Giiniimiizde diinya ¢apinda yaklasik olarak 50 milyon AD ve 10 milyon PD hastasi insan
oldugu tahmin edilir[28].

Fonksiyonel proteinler, kendilerine 6zgii li¢ boyutlu yapilariyla birlikte atomlarimin ve
omurga Ramachandran agilarinin denge konumlar etrafinda diisiik genlikli termal
dalgalanmalanyla karakterize edilir. Cok sayida dinamik fragman igeren baska bir
fonksiyonel protein sinifi ise kismen veya tamamen diizenli yapidan yoksunlugu ile

karakterize edilir.

Bu proteinler diger proteinler gibi tek bir, iyi tanimlanmis denge yapisindan yoksundur.
Bu yapilarin konformasyonel 6zellikleri heterojen konformer kiimeler halinde olur. Bir

baska deyisle, konformasyonel o&zelliklerini tek bir koordinat kiimesi ve omurga



Ramachandran acilari ile tanimlamak miimkiin degildir[29]. Bu sekilde tek bir ve kendine
0zgli lic boyutlu yapidan yoksun proteinlere, kendiliginden diizensiz proteinler

“Intrinsically Disordered Proteins” (IDP) denilir.

Ug boyutlu yap1 yoksunlugunun sebebi olarak; kendiliginden diizensiz proteinlerin amino
asit dizilimlerinden kaynaklandig1 diistiniiliir. Kendiliginden diizensiz proteinler; Trp,
Tyr, Phe, Ile, Leu, Val, Cys ve Asn gibi diizeni saglayan amino asitlerden 6nemli 6l¢iide
yoksun olmakla birlikte, Ala, Arg, Gly, Gln, Ser, Glu, Lys ve Pro gibi diizensizlige sebep
olan amino asitlerden oldukca zengindir[30,31]. Kendine 6zgii tek bir iig-boyutlu bir
yapmin olmamasimin bir bagska nedeni ise bu proteinlerin yiiksek net yiik ve diisiik

hidrofobiklik 6zelliklerine sahip olmalaridir[31].

Birgok IDP bagka bir biyomolekiille baglandigi zaman diizenli yapiya veya kismen
diizenli yapiya gegerler. IDP’ler sinyal iletimi, transkripsiyonel diizenleme, hiicre
biiylimesi ve homeostaz gibi bir¢ok hiicresel fonksiyonda kritik rol oynar[32—34]. Ancak
bu o6nemli faydalarina ragmen, amiloid-p AP ve tau veya o-siniiklein (aSyn) gibi
monomerik formlarinda kismen veya tamamen diizensiz olan proteinler pek cok

amiloidoz, kanser, kardiovaskiiler ve ndrodejeneratif hastaliklara sebep olur[35,36].

2.2. Yanhs Katlanmis Proteinler

Normalde hiicreler biyogenezdeki hatalardan, hastaliga neden olan mutasyonlardan ve
fizyolojik stresten kaynaklanan yanhs katlanmis protein akisina karst kontrol
mekanizmalar1 vardir. Saglikli hiicrelerde saperon (chaperone) proteinler, yeni olusan
polipeptitlere ribozomdan ¢iktik¢a baglanarak dogru bir sekilde katlanmalarina yardime1
olur. Ayn1 zamanda, yanlis katlanmis proteinleri bozar ve dogru bir sekilde yeniden

katlar.

Ancak, hiicresel yaslanma ve proteotoksik stres veya hastalik yapict mutasyonlarin varligi
gibi etkenlerden dolay1 yanlis katlanmis proteinler hiicrelerin kontrol mekanizmasindan
kacabilirler. Bu durum, yanlis katlanmig proteinlerin hiicre i¢i veya diginda oligomerler,

amorf yapilar, amiloid fibriller ve plakalar biciminde kiimelesmesi ile sonuglanir[37].



Toksik birikme ile sonuglanan bu durum sinir hiicrelerine zarar verir ve ¢ogu zaman

ilerleyici sinir hiicresi kaybina neden olur.

2.2.1. Amiloid-B (Ap)

Genellikle yasl niifusta goriilen ilerleyici bir ndrodejeneratif hastalik olan AD, patolojik
olarak beyinde amiloid-f ve tau yumak kiimelesmesi ile karakterize edilir. Hastaligin
klinik tan1 semptomlari; nérofibril yumak olusumu, sinir hiicresi kaybi, anormal sinaptik
aktivite ve beyin atrofisidir[38]. Hastalik ilk evrelerinde hafiza bozukluguna sonraki
asamalarinda ise dil ve gorsel-uzaysal bozukluklar gibi zihinsel fonksiyon kayiplarina

neden olur[39].

Literatiire gegmis ¢ok sayidaki deneysel kanit, amiloid-f birikiminin sinir hiicresi kaybina
ve AD patolojisinin ilerlemesine sebep oldugunu gostermistir. Beyinde AP, agirlikh
olarak AB40 ve AP42 seklinde iki izoform halinde bulunur. Yapilan canli organizma
caligmalart AP42°nin AP40’a gore daha fazla sinirsel toksisiteye neden oldugunu
gostermistir. AP42 sahip oldugu amfifilik dogasi ve yiiksek hidrofobik o6zellikleri ile

APB40’a gore daha cok kiimelenme egilimi gosterir.

Genel kan1 AP42 izoformunu, hiicre sitotoksisitesinde yer alan baskin form oldugu
yoniindedir. A monomerinin yapisi, 1-6 rezidiilerini iceren bir hidrofilik amino ucu (N-
terminali), 17-21 rezidiilerini iceren hidrofobik merkez, 22-30 rezidiilerini iceren
hidrofilik baglayici bolge ve 31-42 rezidiilerini igeren hidrofobik karboksi ucundan (C-

terminalinden) olusur[40].

2.2.1.1. Ap Olusum Mekanizmasi

Amiloid oncii proteini (APP), amino ucu liimen/hiicre dis1 boslukta ve karboksil ucu
sitozol i¢inde olan bir tip I zar gecisi proteinidir. Norotoksik bir peptit olan A, APP’nin
siral1 proteolizi sonucu olusur. Bu islem sekretazlar olarak bilinen enzimler tarafindan
gergeklestirilir. “Amiloidojenik yol” diye adlandirilan siirecte APP sirasiyla olarak dnce

B-sekretaz daha sonra y-sekretaz araciligi ile boliinmesi sonucunda, AP peptiti olusur.



Diger sirali boliinme siireci olan “amiloidojenik olmayan yol ’da” APP 6nce a-sekretaz

ile boliiniir ve bu islemler sonunda patolojik olmayan p3 peptiti olusur[41].

APPsa APPsf
APP APP
AP
<1> . . Liimen
Sitozol
oAPP CTF I I
AICD AICD
Amiloidojenik Olmayan Yol Amiloidojenik Yol

Sekil 2.1 AP olusum mekanizmasi[41].

Once B-sekretaz, APP’nin APPsP kismini béler daha sonra y-sekretaz APP’ in karboksil
ucunu bolerek AP peptitini ve sitozole salinan hiicre i¢i sinyallesmede kullanilan AICD
olusturur. Olusan AP’lar plazma veya beyin omurilik sivist gibi hiicre dis1 sivilarda
birikirler[41,42]. Amiloidojenik olmayan yolda APP, a-sekretaz tarafindan AP bolgesini
boler. Bu islemde, AP bdlgesinin amino ucu kismindan yoksun olan APP CTF (aAPP
CTF) iiretilir. Daha sonra y-sekretaz tarafindan a APP CTF kesilerek patolojik olarak bir
Oonemi olmayan zar i¢i p3’ii ve sitozole salinan ne niikleer sinyallesmede kullanilan APP

hiicre i¢i alan1 AICD iiretilir[41].

2.2.2. o-siniiklein (aSyn)

Noropatolojik ve genetik olarak Parkinson hastaligi (PD) ile iligkili olan a-siniiklein
(aSyn) bir presinaptik néral proteindir. Bu proteinin protofibriller olarak da adlandirilan

anormal ¢oziiniir oligomerik konformasyonlari, sinaptikler de dahil olmak tizere ¢esitli
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hiicre i¢i hedefleri etkileyerek PD patolojisine katkida bulunur. Toksik olan bu etkiler

hiicresel homeostazin bozulmasina ve sinir hiicre kaybina neden olur[43].

1 140

N Amfipatik Amino Terminali _ Asidik Karboksil Terminali | C

61 95

Agregasyonla Iligkili

Sekil 2.2 a-sinliklein monomerinin sematik gosterimi[44].

Fizyolojik kosullar altina monomer aSyn kendiliginden diizensizdir ancak, patolojik bir
hal aldig1 zaman oligomer veya fibril formunda goriiliir. aSyn monomeri Sekil 2.2 de

gosterildigi iic bolgeden gibi olusur.

Amino ucu bdlgesi, apolipoprotein lipid baglayict motifler iceren amfipatik 6zelliktedir.
1-60 rezidiilerini i¢eren bu bolge zarlara ve misellere baglandigi zaman iki adet o-sarmal
olusturur. Amiloid olmayan (NAC) B-bileseni olarak da adlandirilan merkezi hidrofobik
bolge 61-95 rezidiilerini biinyesinde barmdinr. Kiimelesme ile iligkili olan bu bolge
toksik yapidadir. 96-140 rezidiilerini iceren son bdliim, asidik ve amiloidojenik olmayan

karboksil ucu bolgesidir[43,44].

2.2.3. Tau Protein

Tau proteini, gelismekte olan sinir hiicrelerinde belirgin bir sekilde bulunan, hiicre
kutuplanmasi ve akson bilylimesinin saplanmasinda 6nemli rol oynar. Agirlikla sinir
hiicrelerinin aksonlarinda bulunan yapisal proteinlerinden biri olan tau proteini, sinir

hiicresinin morfolojisini diizenleyen mikrotiibiil (MT) demetlerini stabilize eder[45—47].

Tau proteinleri, insanlarda 17. Kromozom tiizerinde yer alan MAPT geni olan tarafindan
kodlanir. Bu gen, ekson 2, 3, ve 10’u igeren veya i¢cermeyen seklinde alt1 farkli izoform
veren bir niikleer RNA’ya kopyalanir[47]. Tau proteini AD, frontotemporal demans
(FTD) ve ilerleyici supraniikleer felg gibi norodejeneratif hastaliklara patolojisinde

tauopatiler olarak bilinir[46].
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2.2.4. PrP Protein

Prionlar, ¢ogu niikleik modifikasyon prosediiriine kars1 direngli olan enfeksiy6z proteinli
partikiiller (PrP) olarak bilinen kiigiik proteinli enfeksiyéz parcaciklardir. Bulasici
siingerimsi ensefalopatiler (TSE’ler) olarak da adlandirilan Prion hastaliklar1 insanlar da
dahil olmak iizere bir¢cok hayvan tiiriiniin motor ve biligsel iglevlerini etkileyen 6liimciil

norodejeneratif hastaliklara sebep olur.

Heniiz tam olarak iglevi bilinmeyen bir glikoprotein olan hiicresel prion proteini (PrP¢)
hiicre plazmalarinda bulunur. Norodejeneratif hastaliklara sebep olan PrP’ nin patojenik
bir izoformu PrP*¢, PrP®nin yanlis katlanmasiyla olusur. Bazi prion hastaliklarinda PrP*

gdzlenmemisken PrP¢“nin nérotoksik olan zar gegis proteini PrP™ gozlemlenmistir[48].

2.3. Protein Kiimelesmesi

Proteinler, dogal durumlarinda birbirinden farkli yapisal 6zellikleriyle pek ¢ok biyolojik
fonksiyonda goérev alan karmasik biyolojik makro molekillerdir. Ayni zamanda,
diizensiz, kismen veya tamamen yanlis katlanmis konformasyonel durumlarda
oligomerler veya fibriller halinde kiimeleserek cesitli ndrodejeneratif hastaliga sebep

olurlar[49].

Bir proteinin amino asit dizisi, onun potansiyel olarak alabilecegi konformasyonel
durumlar belirler (Sekil 2.3). Amiloidojenik olmayan yolda dogal ve ¢Oziiniir proteinler,
biyolojik olarak aktif olabildigi minimum enerji konformasyonlarinda bulunurlar. Ancak
amiloidojenik yolda, mutasyonlar, stres ve ¢evresel faktorler gibi sartlardan dolay1 yanlis
katlanarak; fonksiyonel olmayan ve sitotoksik konformasyonlar halinde bulunurlar[49].
Protein kiimelegmesi, dogal olarak katlanmamis, kendiliginden diizensiz, kismen veya

tamamen yanlis katlanmig proteinlerden olusur.

Alzheimer hastaliginda; AP peptiti monomerik formundan kendiliginde diizensizdir ve
fibril formunda kiimelesme davranisi sergiler. Kiimelesme siirecinde, monomerler

topaklanarak oligomerleri olustururlar. Daha sonra bu oligomerler capraz-f yapil
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fibrillere, amorf diizensiz yapilara veya dogal benzeri yapilarin konformasyonlarina

doniisebilirler[49].
Amorfve Capraz - Dogal(Native)
Duzensiz Yapili Amiloid -Benzeri
Agregatlar Fibriller Agregalar
P \\\\,\ A //'
v\\\\i /// i
=
“
— Amiloidojenik
Yol
B- Yapii
Oligomerler
v I i v
_<
Katlanmamis | Kismen » | Katlanmis
Durum — Katlanmis | ¢ Durum
Durum
A -
Amilodojenik-
Olmayan Yol
v
Fonksiyonel
Fibriller/
Oligomerler
-
Sekil 2.3 Polipeptit zinciri biyosentezi sematik gosterimi[49].

2.4. Amiloidler

Amiloidlerin yapisal arastirmalari, 1930’larda Astbury ve Dickinson[50] X-1s11 kirinimi
yontemiyle gerilmis katlanmamis protein kiimelerinin yapilarini incelerken, tesadiifen
yaklasik 4.7A ve 10A’da iki birincil ekvator band: ile karakterize edilen bir modeli

gozlemlemeleri ile baslamistir.

Bu bantlar, gerilmis kiimenin ekseni boyunca birbirine paralel sekilde hizalanmis uzun
peptit zincirleridir. Daha sonra bu bantlara olarak sirasiyla omurga ve yan zincirler

isimlendirilmistir. Sonraki yillarda “¢apraz-f” motifi olarak adlandirilan bu model
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amiloidleri karakterize eden bir 6zellik haline gelmis ve birbirine paralel ancak biiyiime

yoniine dik uzanan kisa peptit zincirlerin hizalanmasi seklinde yorumlanmistir[12].

Bir biyopolimer smifi olan amiloidler, birbirlerine kovalent olmayan bir sekilde
baglanmis yanlis katlanmis polipeptitlerin ipliksi bi¢cimde kiimelesmesiyle olusur.
Elektron mikroskobu ve atomik kuvvet mikroskobu goriintiilenme yontemleri ile
amiloidlerin nanometre (nm) ¢apinda ve birka¢ mikrometre (um) uzunlugundaki ipliksi

yapilar1 gdzlemlenebilir.

Amiloid fibrilleri, B-yapraklarina baglanan Kongo Kirmizis1 boyasinin polarize 1sikta
elma yesili ¢ift kirtlhimi ve iki-boyutlu X-151n1 kiriniminda karakteristik ¢apraz-f motifi
gostermelerdir. Diger fiziksel Ozellikleri ise iyonik deterjanlara karsi direng ve

thioflamin-T (ThT) ve thioflamin-S’ye (ThS) baglanma egilimi gostermeleridir[7,51].

Son on yillarda ve giliniimiizde yapilan bilimsel arastirmalar, proteinlerin kendiliginden
yanlig bir sekilde katlanarak cesitli organlarda ve dokularda amiloid kiimeleri olusturma

egiliminde oldugunu gostermistir.

Amiloid kiimelesmesi, dbeklesme egilimi gosteren 6zdes amino asit dizilerinin kendi
kendilerine ¢apraz-f yapisi olusturma siireci olarak tanimlanir[52]. Bugiine kadar yapilan
bilimsel calismalar, bu siirecin basla AD olmak {izere bircok ndrodejeneratif ve

amiloidojenik hastalikla dogrudan iligkili oldugunu gostermistir.

2.4.1. Amiloid Yapisi

Amiloidler, birbirlerine kovalent olmayan sekilde baglanan ve biiyiime eksenine dik bir
sekilde diizenlenen B-yaprak ikincil yapilarinin capraz-f yapisi olusturmak iizere
polimerize olmasi ve kiimelesme davranigi gdstermesiyle tanimlanir[51]. Bu kiimeler,
spesifik yapisal 6zelliklere sahip ¢oziinmez ipliksi proteinlerdir[53]. Komsu B-yapraklar
birbirleriyle molekiiller aras1 hidrojen bagiyla baglanir, bu sayede protofibriller halinde

istiflenirler. Bu protofibriller ise birkag nm ¢apinda ve birka¢ mikron uzunlugunda
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fibriller halinde kiimelenirler. Jimenez vd.[54] yapmis oldugu modelleme c¢alismasinda
amiloid fibrillerin protofilament olarak bilinen alt yapilardan olustugunu gostermistir. Bu
protofilamentler genellikle 2-7 nm ¢apinda 30 nm uzunlugunda birbirleri etrafinda dénen
ve yanal olarak birlesen yapilardir. Amiloid fibrillerinin kararliligi komsu B-yaprak
ikincil yapilart arasindaki hidrojen bagindan ve hidrofobik etkilesimlerden

kaynaklanir[55].

2.4.2. Olusum Mekanizmasi

Amiloid
Fibril Kiitlesi

(h
m—
G %‘i
¢ —_—
e %
Cekirdek m—)
Amiloid Fibril

@) e —
. v X Y - b g

Cekirdeklenme Uzama Denge Zaman

Sekil 2.4 Cekirdeklenmeye bagli polimerizasyon mekanizmasi[56].

Sekil 2.4’de gosterildigi gibi tipik amiloid fibrillerin olusumu, genellikle bir tiir
kristallesme olarak kabul edilen, ¢ekirdeklenmeyi ve uzamayi iceren, ¢ekirdeklenmeye
bagli polimerizasyon (NDP) mekanizmasi ile tanimlanir. Zamana gore amiloid fibrillerin
kiitle artisin1 uzama fazina uzamadan onceki indiiksiyon periyoduna ise gecikme fazi
denilir. Agirliklh olarak cekirdeklenme ve uzama zamanin oram fibrillesme profilini

belirler[56].

2.4.3. Tohumlanma ve Capraz-Tohumlanma

Sekil 2.5°de amiloidlerde tohumlama ve ¢apraz-tohumlamada siirecinin, ¢ekirdeklenme

ile polimerizasyon davranigi sematize edilmistir. Cekirdeklenme veya gecikme fazi
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sirasinda yanlig katlanmig protein tohumlart meydana gelir. Polimerizasyon fazinda bu
tohumlar, normal olarak katlanmig monomerik proteinin hizli ve istel bir sekilde
kiimelesmesini indiikler. Bu siire¢ sonunda kiiciikk ¢oziiniir oligomerlerden biiyiik

fibrillere kiimelerine kadar ¢ok ¢esitli yanlis katlanmig yapilar olusur[57].

g Hetorejen
g Tohum
g Homojen tohum eklenmesi
i) Hetorejen tohum eklenmesi
E . Tohum ekleme yok
R Homojen
M Tohur
=
=
<
J
Y .
Cekirdeklenme Polimerizasyon Zaman
Sekil 2.5 Tohumlama ve ¢apraz tohumlama fenomeni[57].

Homojen (tohumlama), ayn1 monomerik proteinlerin ve heterojen (¢apraz-tohumlama)
ise farklt monomerik proteinlerin bir araya gelmesidir[58]. Bu tohumlama islemi homojen

veya heterojen olabilir.

2.4.4. Amiloidlerde Simetri

Amiloidler, her bir B-yapragindaki amino asitlerin yan zincirlerinin birbirine
kenetlenmesiyle bir sterik fermuar olusturan iki B-yaprak ikincil yapisi ile meydana
gelirler. Bu sterik fermuarlar ise protofilamentleri olustururlar. Sterik fermuarlarin

olugmasinda bir dizi simetri goriilmiistiir[49].

Temel olarak B-yapragi geometrisi paralel ve antiparalel diizenlenim altinda dort temel
simetri sinifindan olusur. Sekil 2.6 1n en {stlinde gosterilen dort temel simetriden ikisi
paralel sinift altinda olan B- yapraklarn ters yiizlii antisimetrik ile es yiizlii simetrik
seklinde iken, diger ikisi antiparalel sinifi altinda olan ters yiizlii simetrik ile es ytizli

antisimetrik simetrileridir. Paralel simetride B-yapraklarin amino ve karboksil u¢lar1 ayni
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sekilde dizilirken, antiparalel simetride amino ve karboksil uglari ters bir sekilde dizilirler.
Sekil 2.6’da bu dort temel simetri altinda olusan on farkli simetri stnifinin nasil dizildigi

gosterilmistir[59].

Paralel -yapraklari Antiparalel B-yapraklari

Sekil 2.6 Amiloidlerde simetri[59].
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3. MOLEKULER MODELLEME

Molekiiler modelleme, bilgisayar ortaminda cesitli yazilim ve algoritmalar araciligiyla
molekiillerin veya molekiiler sistemlerin {ii¢-boyutlu yapilarin1 olusturma ve
davraniglarii sayisal yontemler ile tahmin etmektir. Aym zamanda, belirli kosullar

altinda birtakim 6zelliklere sahip yeni molekiiler veya molekiiler sistem tasarimidir.

Molekiiler modellemede kullanilan iki énemli aractan biri olan molekiiler kenetleme
“molecular docking”, protein ve liganddan olusan iki ayr1 molekiiliin birbiri ile baglanma
egilimini ve bu egilimlerin hangi konformasyonda bulunacagini tahmin etme yontemidir.
Diger arag ise atomlarin veya molekiillerin zaman igerisinde nasil evrilecegini tahmin

eden molekiiler dinamik (MD) simiilasyonu yontemidir.

3.1. Molekiiler Modellemede Simir Kosullar:

N molekiillii V hacimli kiibik kutuda merkez kutunun 26 komsu kutusu olur. iki boyutta
L kenar uzunluguna sahip kare bir hiicrede N molekiillii bir sistem modelleniyorsa Sekil

3.1°deki gibi gosterildigi gibi merkez hiicrenin 8 adet komsu vardir[60].

2 r ?
® ol old o
O O O
v O|xw Oy O
® old old o

Sekil 3.1 iki boyutlu periyodik sistemde smir kosullari.
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Merkez hiicrenin sinirlarinda herhangi bir duvar veya yiizey molekiilii bulundurulmaz ve
simiilasyon sirasinda, Sekil 3.1°de gosterildigi gibi bir molekiil orijinal hiicrede hareket

ederken, her bir komsu hiicredeki goriintiisii de tamamen ayn1 sekilde hareket eder.

Merkez hiicredeki bir j atomu hiicreden ¢ikarken komsu goriintiilerinden birsi merkez

hiicreye girecektir. Boylece merkez hiicrede bulunan j atom veya molekiilii 7; konumunda

ise L hiicre boyutu, @ ve §§ bir tam say1 sabiti olmak tizere;

R=r+al+pL 3.1

Esitlik (3.1)’da ifade edilen konumlarda goriintii atom veya molekiilleri bulunur. Nihai
olarak merkez hiicredeki parcacik sayisi N olarak degismez kalarak sinir kosullarindan

etkilenmeden merkez hiicredeki atom veya molekiiller sadece birbirleri ile etkilesirler.

3.2. Molekiiler Modellemede Kuvvet Alanlari

Proteinler gibi biyolojik makromolekiillerin molekiiler modellemede sistemin potansiyel
enerjisi, sistemi olusturan atomlarm wuzaydaki konumlarmin tiirevlenebilir bir
matematiksel fonksiyonu ve bir dizi sabit etkilesim parametreleri ile tanimlanir. Kuvvet
alam “force field” (ff) olarak bilinen bu matematiksel fonksiyon ve parametreler biitiinii,
sistemin yoriingesi ve enerjisinin hesaplanabilmesine olanak saglar. Kuvvet alanlar
biiyiik olciide, bag uzunlugu, bag acisi, torsiyonel agilar, van der Waals ile elektrostatik
diger etkilesim faktorlerinden kaynaklanan potansiyel enerji fonksiyonlariyla birlikte bu

etkilesimlerle ilgili parametrelerden olugur.

Proteinlerin yapilarim1 ve katlanma ozelliklerini irdelemek adina akademik calisma
gruplar ve ticari kuruluglar tarafindan gelistirilmis bir¢ok kuvvet alan1 vardir. Yaygin
olarak kullanilan kuvvet alanlarindan birka¢ tanesi sunlardir; AMBER][61],
CHARMM[62], GROMOS[63] ve OPLS-AA[64]. En genel anlamda kuvvet alanlari;
bagli olan, bagli olmayan ve diger etkilesimler seklinde Esitlik (3.5)’da verildigi gibi ii¢
gruba ayrilir [65].
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Esitlik

(3.2)’de gosterildigi gibi olan bagl terimler; baglarin gerilme, degerlik agilarinin
biikiilme ve dihedrallerin donme enerjilerini igerir. Denklemdeki birinci terim tiim bagl
atom ciftlerin toplamidir. Baglarin gerilmesini tanimlayan bu terim Hooke yasasindan

gelir. Burada, b atomlar aras1 mesafe (bag uzunlugu), b, bagin denge konumu ve k; yay

sabitidir.

Acilarn biikiilmesini tanimlayan ikinci terim A atomunun B atomuna ve B atomunun C
atomuna baglh oldugu iiclii gruplarin toplamindan gelen katkilar1 icerir. Burada, 6 bag
yapan iki bag vektoriiniin olusturdugu ag1, 8, bag agisinin denge noktasi ve kg agini
katiligmi tanimlar. Esitligin ticlincii ve son terimi ise A, B, C ve D atomlarinin
olusturdugu dortlii gruplarin dihedral agilarmin dénmesini yani burulmay1 tanimlar. A
atomu B atomuna, B C atomuna, C de D atomuna baglidir. Bu sekilde donmeler periyodik
oldugundan ilk iki terim gibi kuadratik degil, bir kosiniis fonksiyonu cinsindendir.
Burada, a dihedralin acisidir (burulma agisi), k,, bariyer yiiksekligini belirleyen enerjik

parametre olup, n periyodikligi ve o faz1 temsil eder.

Ikinci kisim (Esitlik (3.3)) olan bagli-olmayan terimler, molekiiller aras1 ve molekiil ici
etkilesimleri ifade eder; dispersiyon, Pauli-Dislama ve elektrostatik etkilesimler. Bir

baska deyisle, Esitlik (3.3) sistemdeki; ayr1 molekiillerdeki atomlar arasinda, aymi
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molekiillde ii¢ veya daha fazla bagla ayrilmis atomlar arasinda meydana gelen
etkilesimleri tammlar. Bu esitlik iki boliimden olusur. 4€;; faktorlii koseli parantezli olan
birinci kismi, Lennard-Jones (LJ) denklemi olarak adlandirilir. LJ denkleminin ilk terimi
itici olan kisa mesafeli Pauli-Dislama kuvvetini, ikinci terimi ise ¢ekici olan uzun
mesafeli London Dispersiyon kuvvetidir ve ikisi birden genellikle van der Waals
etkilesim terimi olarak bilinir. Burada, g;; atomlar arasi potansiyelin sifir oldugu uzaklik

ve 1;; atomlar aras1 mesafedir.

Esitlik (3.3)’in ikinci kism1 Coulomb yasasidir ve bagli-olmayan atom ciftleri arasindaki
elektrostatik etkilesimleri modeller. Burada ve 7;; atomlar aras1 mesafe iken ve q; ve q;
sirasiyla i. ve j. atomlar {izerindeki etkin yiiklerdir. Etkin yiikler, bir molekiiliin genel yiik
dagilimini temsil eder ve tamsay1 olmayan kismi atomik yiiklerdir. Esitlik (3.4)’da verilen

diger kisim ise kuvvet alanina 6zgii terimlerdir.

3.3. Molekiiler Modellemede Su Modelleri

Dogadaki en 6nemli ve bol bulunan ¢oziicii olan sivi su, aym1 zamanda biyolojik
sistemlerin faaliyetlerinin devam etmesini saglayan en kritik maddedir. Suyu bu kadar
onemli yapan ve hem birbirleriyle hem de diger molekiiller ile etkilesmesini saglayan
elektrostatik, dispersiyon, itme gibi kuvvetleri, hidrojen bag yapilar, yiiksek dielektrik
sabiti, kendi kendine iyonlagma ve giiclii kalict dipol momenti gibi birtakim etkilesim

6gelerine sahip olmasidir[66].

Su ana kadar sivi suyun makroskobik 6zellikleri kapsamli bir gekilde incelenmis, ancak
mikroskobik 6zellikleri halen tam olarak anlagilamamigtir[67,68]. Suyun atomik diizeyde
ozelliklerini ve davranisini incelemek amaciyla MD simiilasyonlar1 giiclii bir arag
olmustur. Biyomolekiiller ¢oziicili olarak genelde sivi su i¢cinde bulunur. Bu nedenle sivi
su sulu ¢ozeltileri simiile etmek ve biyomolekiillerin MD simiilasyonlariin dogrulugunu
artirmak adma kuramsal olarak pek cok su modeli olusturulmustur(Sekil 3.2).
Gilinlimiizde molekiiler sistemleri simiile etmek adina hemen hemen her modelleme
paketinde bulunan sabit-yiiklii, kat1 ve kutuplasmamis olarak siiflandirilan pek ¢ok su

modeli gelistirilmigtir[69,70].
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Sekil 3.2 Su modellerinin sematik gosterimi.

Bir su modeli, su molekiiliiniin geometrisini yiik dagilimini bag uzunluklar ve agilarini,
LJ denklemini ve yiik dagilimint gibi parametreleri iceren potansiyel enerji
fonksiyonudur[66]. Biyomolekiillerin MD simiilasyonlarin1 gergeklestirmek i¢in uygun
su modeli se¢imi, simiilasyon sonuglart ve dogrulugu agisindan olduk¢a énemlidir. Bu
nedenle farkli su modellerinin sinirlamalarini, avantaj ve dezavantajlarini iyi irdelemek

onemlidir.

Biyomolekiillerin MD simiilasyonlarinda yaygin olarak TIP3P (3 Nokta ile Aktarilabilir
Molekiiller Aras1 Potansiyel)[71], TIP4P (4 Nokta ile Aktarilabilir Molekiiller Arasi
Potansiyel)[71], SPC (Basit nokta yiikii)[72] ve SPC/E (Genisletilmis basit nokta
yiiki)[ 73] su modelleri kullanilir.

Diger kullanilan su modeli Harvard Molekiiller Mekaniginde Kimya (CHARMM][62])
kuvvet alaninda Lennard-Jones potansiyeline hidrojenlerin eklenmesiyle modifiye

edilmig mTIP3P[62] olarak da anilan modifiye edilmis TIP3P su modelidir.
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TIP3P su modelinin potansiyeli[74];

a lizerinde b lizerinde

(3.6)

Esitlik (3.6) ile ifade edilen Ej, rijit suyun biri a digeri ise b olan iki su molekiiliiniin
potansiyel fonksiyonudur. Burada k. degeri 332.1A kcal/(mol.e?) olan elektrostatik

sabit, qq; ve b, sirasiyla a molekiiliiniin i. ve b molekiiliiniin j. atomlar {izerindeki kismi
yukler, 7, b; @ molekiiliniin i. atomu ile b molekiiliinii j. atomu arasindaki mesafe ve gy, b;
angstrom mertebesinde molekiiler ¢ap ve €, b; ise kcal/mol biriminde potansiyelin kuyu

derinligidir.

3.4. Molekiiler Kenetleme Simiilasyonu

[lag kesfi calismalarinda ligandlarin, hedef molekiil (reseptor) ile etkilesmesi aktif
molekiillerin tanimlanmast ve optimize edilmesi; ilag adayr veya Oncii-bilesen
belirlemede gerceklestirilen siireglerdir. Gegtigimiz on yillarda hesaplamali tekniklerin
ve bilgisayarlarin hesaplama hizlarinin gelismesi; ilag kesfi g¢aligmalarinin bilgisayar
ortaminda yapilmasia vesile olmustur. Bir molekiiler modelleme yontemi olan ve
bilgisayar ortaminda gergeklestirilen molekiiler kenetleme “Molecular Docking” olarak
bilinen simiilasyonda, ligandin protein ile tercih ettigi konformasyon ve baglanma

ilginligi tahmin edilir.

Molekiiler kenetleme, bir ligand (kiiciik molekiil) ve bir protein (reseptor veya hedef)
arasindaki etkilesimleri modellemek i¢in kullanilan hesaplamali bir yontemidir.
Molekiiler kenetleme, bilesenlerinin tig-boyutlu yapilar1 kullanilarak bir kompleks yap1
modeli olusturma siirecidir[75]. Molekiiler kenetleme, genellikle ilag tasarimi ve kesfi
alanlarinda kullanilan yap1 temelli bilgisayar destekli ila¢ tasarim yontemidir[76,77].

Molekiiler kenetleme, konformasyon tahmini, baglanma ilginligi ve sanal tarama seklinde
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lic ana bagliktan olusur. Bu baglamda kullanilan yazilimlar, baglanma modu tahmini,

sanal tarama ve aktivitenin kantitatif tahmini i¢in kullanilir[78].

En olas1 baglanma konformasyonlariin belirlenmesi: (i) konformasyonel alanin kesfi,
(i) etkilesim enerjilerinin dogru tahmini, seklinde iki asamada gerceklesir[79].
Kenetleme prosediiriin protokolleri arama algoritmasi ve puanlama fonksiyonunun

kombinasyonundan olusur[80].

—> Ligand Belirleme Protein Belirleme [

Ligand Hazirlama Protein Hazrrlama

A

> Kenetleme

Degerlendirme

Sekil 3.3 Molekiiler kenetleme temel protokolii.

Sekil 3.3’de gosterildigi gibi bir kenetleme islemi birbiri ile iligkili belli bagli adimlarin

izlenmesi ile olusur.

[k 6nce NMR veya X-Ismni kristalografi yontemi ile {i¢ boyutlu yapisi bilenen ve hedef
molekiil olacak olan makromolekiil ardindan hedef molekiile baglanilacak olan kiigiik

molekiil gerek ligand kiitiiphaneleri veya literatiir arastirmas1 sonucunda belirlenir. Ikinci
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asamada kullanilan yazilim araciligiyla, reseptdr ve ligand simiilasyona uygun hale
getirilir. Daha sonra segilen arama algoritmasi ve puanlama fonksiyona ile kenetleme

islemi yapilir ardindan elde edilen sonuglar degerlendirilir.

3.4.1. Arama Algoritmasi

Esas olarak molekiiler kenetleme, konformasyonlarin konumsal, oryantasyonel ve
donebilir bag agilarmin olasiliksal segenekleri arasinda verimli 6rneklemenin
yapilabilmesini gerektiren oldukc¢a zorlu bir minimizasyon problemidir. Molekiiler
kenetleme simiilasyonlarinda kenetleme tahminlerinin dogrulugu, protein ligand
kompleksinin olusturdugu konformasyonel uzaym kesfedilmesine Onemli Olciide

baglidir.

Giliniimiize kadar kenetleme yazilim1 gelistiren enstitiiler ve ticari kuruluslar tarafindan,
farkli kullanim senaryolar1 ve amaglar i¢in konformasyonel uzay1 kesfetmek adina bir¢ok
arama algoritmas1 gelistirilmistir. Esnek ligand kati1 protein yaklasiminda; sistematik,

stokastik, deterministik ve hibrid arama yontemleri baslica kullanilan yontemlerdir.

3.4.1.1. Sistematik Arama Yontemi

Sistematik arama yOntemleri, ligandin yapisal parametrelerini ve serbestlik derecelerini
sistematik olarak degistirerek konformasyonel uzayda tiim konformasyonlar1 kesfetmeyi
calisir. Kapsamli, fragmantasyonel arama ve konformasyonel topluluk yontemleri bu
yontemin adi altinda yaygin olarak kullanilanlardan bazilaridir[80]. Ornegin molekiiler

kenetleme yazilimlarindan Glide[81] bu arama yontemlerini kullanir.

Kapsamh Arama Algoritmasi

Kapsamli arama algoritmasi, dnceden belirlenmis bir deger araliginda ligandin tiim
dihedral agilarmi bir dizi baslangic siralamasina gére dondiirerek konformasyonel uzay1
kesfeder[82]. Bu yoOntem arama uzaymi basarili bir sekilde kesfetmesine ragmen
kombinasyonlarin sayis1, donebilen baglarin sayisi artik¢ca konformasyonlarin sayisi tistel

olarak artmakta ve bu durum kombinatoryal patlama sorununa neden olur[83].
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Fragmantasyonel Arama Algoritmasi

Fragmantasyonel arama algoritmasi, problemde tanimlanan ligand1 ilk 6nce parcalara
ayirarak kenetleme siirecine baglar. Ardindan proteinin baglanma bdolgesine, ligandin
parcalarini birbirlerine kovalent bir sekilde baglayarak kenetler[84]. DOCK]85],
LUDI[86] gibi yazilim paketleri bu algoritmalar1 kullanan birkag tanesidir.

Konformasyonel Topluluk Yoéntemi

Kenetleme isleminde kati protein-ligand yaklasimi kullanan bu ydntemde ligand
esnekligi, ligandin 6nceden hazirlanmis kat1 ve farkli konformasyonlarindan bir topluluk
olusturularak saglanir. Kenetleme sonucunda elde dilen baglanma enerjileri ve
konformasyonlar bir puanlama fonksiyonu tarafindan yapilir[83]. Bu algoritmalar1 temel

alan yazilim paketlerinde bazilari; FLOG[87], MS-DOCK][88].

3.4.1.2. Stokastik Arama Yontemi

Bu arama algoritmalar1 biri, konformasyonlarin 6teleme, donme ve ydnelimlerinde
rastgele degisiklerin yapildig1 digeri ise, yapilan degisikler sonucunda elde dilen yeni
konformasyonlarin bir olasilik kriterine gore kabul edilmesi seklinde olan iki temel
adimdan olusur[75]. Monte Carlo (MC), genetik algoritma (GA), tabu arama (TS) ve
parcacik siiriisii optimizasyonu (PSO) algoritmalar1 bu arama yonteminde yaygin olarak

kullanilanlardan dort tanesidir.

MC Algoritmasi

Monte Carlo algoritmasi, kenetleme isleminin baglangicta proteinin aktif bolgesinde
ligandin 6teleme ve donme parametrelerinden rastgele bir sekilde bir konformasyonu
olusturulur. Ardindan birtakim kriterlere gore bu ilk yapiya bir puan atanir. Daha sonra
konformasyonun yapisal parametrelerinde degisiklikler yapilir. Yeni konformasyonun
puanit eski halinden daha yiiksek ise korunur degilse, Metropolis[89] kriterine gore
degerlendirilerek kabul veya reddedilir. Kenetleme siirecinde istenilen konfigiirasyon
sayisi elde edilene kadar bu islem siras1 devam eder[84]. DockVision[90] Monte Carlo

algoritmasimi kullanan kenetleme yazilimlarina 6rnek olarak verilebilir.
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Genetik Algoritma (GA)

Genetik algoritma, evrim teorisinin minimizasyon problemlerine uygulanmasi ile ortaya
cikan ve dogas1 geregi rastgeleligi icinde barindiran stokastik bir algoritmadir. MC
algoritmasinin aksine GA kenetleme siirecine ligandin farkli konformasyonlarindan
olusan bir popiilasyon ile baglar. Her konformasyon, ligandin proteine gore dtelenmesi,
oryantasyonu gibi bir dizi durum degiskeni (genler) tarafindan tanimlanir. Ligandin, bu

durum degiskenlerinin tamami1 genotip atomik koordinatlar1 fenotip olarak tanimlanir.

Mutasyonlar, gegisler ve gogler gibi genetik operatorler, 6rnek konformasyon
poplilasyonuna uygulanarak konformasyonel alan taranir ve konformasyonlar bir
uygunluk fonksiyonu tarafindan degerlendirilerek nihai popiilasyona ulasilmaya
calisilir[75]. Genetik algoritmay1 kullanan popiiler molekiiler kenetleme programlarinin

basinda GOLD[91] ve AutoDock[92] yazilimlar1 gelir.

Tabu Arama (TS) Yontemi

[k olarak TS stratejisi Glover[93] tarafindan yoneylem arastirmalarinda karsilasilan
kombinatoryal problemleri ¢6zmek i¢in kullanmistir. Ancak, daha sonraki zamanlarda iki
molekiil arasindaki kimyasal mesafenin degerlendirilmesi gibi kombinatoryal
optimizasyon problemlerinde etkili bir ¢6ziim olarak dikkat ¢ekmesi ile molekiiler
kenetleme yoOnteminde kullanilan stokastik arama algoritmalarindan biri haline
gelmigstir[94]. TS yontemi, en diisiik enerjiyi bulmak i¢in, kenetleme islemine bir ilk
konformasyon ile baglar ve genetik algoritmalarindaki mutasyona benzer bir sekilde
konformasyonda bir dizi degisiklikler yaparak konformasyonel uzayi kesfeder. Elde
edilen konformasyonlar birtakim kriterlere gére puanlanir, siralanir ve daha 6nce bulunan
en diisiik enerjiyi veren konformasyonlarin olusturdugu “Tabu listesi” adi verilen bir
kiitiphane  kullanilarak  degerlendirilir. Elde edilen konformasyonlarda tabu
listesindekilerine benzer bir sonug verdiyle “tabu” olarak kabul edilir. En diisiik enerjili
konformasyon, o ana kadarki en diisiik enerjili konformasyonlardan daha diisiikse, kabul
edilir ve tabu olmayan en iyi konformasyon olarak segilir. Higbir kriter kargilanmadigi
zaman algoritma g¢alismay1 durdurur[82,94]. PRO_LEADS[94] paket programlar1 TS

yontemini kullanan molekiiler kenetleme programlarina bir 6rnek olarak verilebilir.
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Parcacik Siiriisii Optimizasyonu (PSO) Algoritmasi

Parcacik siiriisii optimizasyonu (PSO), kus, balik ve bocek gibi siirii davranisi sergileyen
canlilardan ilham alinarak tasarlanmig bir algoritmadir. 1995 yilinda Eberhart[95] ve
Kennedy[96] tarafindan, evrimsel algoritma ve yapay yasam arastirma alanlarindan

tiiretilmis siiri tabanli bir stokastik optimizasyon yontemidir[97].

PSO algoritmasi, pargacik adi verilen aday bir konformasyon popiilasyonu ile
kenetlemeye baslar. Bu pargacik siirlisiine arama (optimizasyon) sirasinda bir hiz
verilerek arama wuzayinda hareket etmeleri saglanir. Parcaciklar hem kendi
harcketlerinden hem siiriiniin harcketlerinden etkilenir ve bu davramislar sonucunda en
diisiik enerjili konformasyon belirlenir[98,99]. PSOVina[100] son yillarda gelistirilmis

ve pargacik siiriisii optimizasyonu algoritmasini kullanan yazilimlardan biridir.

3.4.1.3. Deterministik Arama Yontemi

Enerji minimizasyonu (EM) ve molekiiler dinamik gibi deterministik yaklasimlar,
baslangi¢ kosullarina bagl bir sekilde, sistemin bir sonraki durumunu mevcut durum
vasitasiyla belirler. EM, global minimumu potansiyel enerjinin gradyanimi kullanarak
bulma c¢alisir fakat, bu durum yerel minimuma hapsolma egilimi gdstermesine neden olur.

Enerji ortaminin daha verimli kesfedebilmesi i¢in enerji bariyerlerini agmasi gerekir.

MD simiilasyonu yaklasiminda, sicaklik ve basing gibi termodinamik nicelikler ve agik
¢oziiciler de hesaba katilarak sistemin zaman igindeki evrimi incelenerek
konformasyonel alanin kesfi gerceklestirilir. Ancak bunlara ragmen yerel minimuma

hapsolma egilimi mevcuttur.

Bu problemi agsmak adina hem EM hem de MD diger yontemler ile kullanilmalidir
fakat, hesaplama maliyeti yiiksek oldugu igin tercih edilebilirligi diger yontemlere gore
azdir[82]. Deterministik arama yoOntemini yazilim paketi biinyesinde barindan

programlardan biri CDOCKER[101] yazilimidir.
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3.4.1.4. Hibrid Arama Yontemleri

Molekiiler kenetleme yontemine, bir ligandin bir reseptdr ile nasil etkilesimde
bulundugunu tahmin etme probleminin ¢dziilmesi amaglanir. Algoritmik bakis acisiyla
bu problem, ligandin hedef molekiile baglanirken ligandin en iyi konumunu,
oryantasyonunu ve ligandin tiim donebilir baglarinin agilar1 gibi parametreleri belirmek
olan bir konformasyonel arama problemidir. Bu problemi ¢ézmek adina temel arama
algoritma yaklasimlarinin eksik kaldig1 veya ¢dzmesinin uzun zaman aldig1 senaryolarda

kullanmak adina hibrit algoritmalar gelistirilmistir.

Lamarckian Genetik Algoritmasi (LGA)

Esnek ligand ve kati1 protein molekiiler kenetleme probleminde global minimumu bulmak
amaciyla kullanilan algoritmalardan biri olan GA, yiiksek serbestlik derecesi igeren
ligandlarin bulundugu senaryolarda kombinatoryal patlama sorunu yasamasiyla bilinir.
Bu sorunu ¢6zmek amaciyla evrimsel algoritma ve yerel arama yaklagimlarinin
kombinasyonundan olusan hibrit bir optimizasyon teknigi olan Lamarckian genetik

algoritmasi1 (LGA) gelistirilmistir.

LGA yaklagimi, genetik algoritmasinda oldugu gibi bir baslangic konformasyon
olusturularak kenetleme islemine baslar. Ancak, farkli olarak birbirini izleyen nesillerde
bireyler (konformasyonlar) mutasyona ugrar yani, konformasyon parametrelerinde
degisiklikler gergeklestirerek biyolojik evrime benzer sekilde konformasyonlarin rekabet
etmesi saglanir. En diisiik baglanma enerjisine sahip konformasyonlarin secimi bu sekilde

belirlenir.

“Lamarckian” ifadesi GA’ ya eklenen, bireylerin yerel konformasyonel alanlarinin
incelenmesine, yerel minimumlarinin bulunmasina ve buradan elde edilen bilgilerin
gelecek nesillere aktarilmasina saglayarak global minimumun bulunmasini amaglayan bir
ozelligi belirtir[102,103]. Molekiiler kenetleme yonteminde yaygin bir sekilde kullanilan
AutoDock 4[92] yazilim1 LGA algoritmasini kullanir.
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3.4.2. Puanlama Fonksiyonlar:

Molekiiler kenetleme gibi hesaplamali araglarin 6nemi hem protein fonksiyonu
calismalarinda hem de yap1 tabanli ila¢ tasariminda ii¢ boyutlu protein yapilariin sayisi
arttikca yillar icinde vazgecilmez bir ara¢ haline gelmistir. Bu hesaplamali teknikte,
protein ligand etkilesmelerini dogru bir sekilde tanimlamasinda enerji puanlama

fonksiyonlan kritik bir gorev iistlenir.

Molekiiler kenetlemede puanlama fonksiyonlari;; bir ligandin protein {izerindeki
bolgesinin belirlenmesi, ligand ve protein arasindaki mutlak baglanma ilginliginin tahmin
edilmesi ve sanal veritabani taramasi ile potansiyel ila¢ adaylarini belirleme seklinde ii¢
temel gorevi vardir. Bu ii¢ gérev birbirleri iligkilidir ve ideal puanlama fonksiyonu bu ii¢
gorevin hepsini saglamalidir. Puanlama fonksiyonlar1 genel olarak kuvvet alani tabanli,
ampirik ve bilgi tabanli seklinde siniflandirilir ancak bu temel ii¢ kategorinin

kombinasyonlarindan olusan fonksiyonlar da mevcuttur[104].

3.4.2.1. Kuvvet Alam1 Tabanh Puanlama Fonksiyonlari

Kuvvet alanina dayali puanlama fonksiyonlari, bagli olmayan etkilesimlerin toplamim
hesaplayarak baglanma enerjisini bulmaya calisirlar. Elektrostatik enerjiler mesafeye
bagl bir dielektrik fonksiyon ile modiile edilen Coulomb formiilasyonu ile hesaplanir.
Protein ile ligand atomlar1 aras1 mesafeyi belirleyen ve potansiyelin sertligini kontrol eden
bir Lennard-Jones potansiyel fonksiyonu ile van der Waals terimleri tanimlanir. Bagh
olmayan etkilesimleri kontrol altina almak i¢in bir kesme mesafesi uygulanir, ancak bu

uzun menzilli etkilesimlerin hassasiyetini azaltir.

Molekiiler kenetleme yontemi gelistikge kuvvet alanina dayali puanlama fonksiyonlarina
hidrojen baglari, entropi ve solvasyon gibi faktorler de dahil edilerek fonksiyonun

dogrulugu arttirilmistir[83].

B;; i (3.7)
V= ZZ[ ] e(zuq)]ru 7

l
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Esitlik (3.7) de tipik bir kuvvet alani tabanl puanlama fonksiyonu verilmistir. Burada ;;
proteinin i. atomu ile ligandin j. atomu arasindaki mesafeyi, A;; ve B;; van der Waals

parametrelerini, q, ve q; sirasiyla proteinin 7. atomunun kismi yiikii ve ligandn j.

atomunun kismi yiikiinii temsil eder. Bu kategoride gelistirilmis bazi kuvvet alam
puanlama fonksiyonlarma ornek olarak AMBER[105] ve CHARMM][106] verilebilir.
Kuvvet tabanli puanlama fonksiyonlarini kullanan bazi popiiler yazilimlara, DOCK[107],

GOLD[91] ve AutoDock[103] verilebilir.

3.4.2.2. Ampirik Puanlama Fonksiyonlar1

Ampirik puanlama fonksiyonlart Esitlik (3.8)’de verildigi gibi bir dizi agirhikli enerji
terimleri kullanarak ligandin proteine baglanma afinitesini tahmin calisir. Bu enerji
terimleri, AG; ile VDW, elektrostatik etkilesimler, hidrojen baglari, desolvasyon enerjisi,
entropi, hidrofobik etkilesimleri temsil edilir ve bu enerji terimlerine karsilik gelen

katsayilar W; ile gosterilir[ 104].

AG = Z W;AG; (3.8)
i

Bu tiir puanlama fonksiyonlar, baglanma enerjileri ve konformasyonlar gibi deneysel
veriler bilgisayar ortaminda yeniden elde etmeye amaglayan ve bunu igin
parametrelestirilmis birkag fonksiyonun toplami1 olarak gelistirilmis
fonksiyonlardir[108]. Bir¢cok ampirik puanlama fonksiyonu, cesitli enerji terimleri ve
farkli protein-ligand kompleksleri iceren veri kiimeleri ile gelistirilmistir. Score[109],
ChemScore[110] ve X-Score[111] gibi yazilim paketleri bu tiir fonksiyonlar1 kullanan

molekiiler kenetleme yazilimlarindan birkag tanesidir.
3.4.2.3. Bilgi Tabanh Puanlama Fonksiyonlar:

Bilgi tabanli puanlama fonksiyonlari, baglanma enerjileri yerine protein-ligand
kompleksi yapisini iliretmek i¢in gelistirilmistir. Bu fonksiyonlar, yapisi bilenen protein-

ligand komplekslerinden elde edilen ikili potansiyelleri kullanirlar.
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Ikili potansiyeller, ters Boltzmann iliskisi ile elde edilir ve gercek kuvvet
potansiyellerinden ziyade ortalama kuvvet potansiyelleridir. Bu puanlama fonksiyonun
nihai amaci, belirli bir protein-ligand kompleksinin atomlarinin optimal diizenlenmesini

tahmin etmektir[112].

L R L R (39)
Vbaglanma = ; JZ=1 Wij (r) = ; ; —kgTin[g(r)]
_ pij () (3.10)
gr) = pij*(r)

Protein-ligand kompleksleri icin potansiyeller Esitlik (3.9) ile hesaplanir. Burada kg
Boltzmann sabiti, T sistemin mutlak sicakligi, p(r) r mesafesindeki protein-ligand atom
ciftinin say1 yogunlugu, p*(r) atomlar arasi etkilesimin sifir oldugu referans
durumundaki ¢ift yogunlugu ve g(r) ise ¢ift dagilm fonksiyonudur[113].
DrugScore[114,115], SMoG[116] bu kategorideki fonksiyonlari kullanan yazilim

paketlerinden birkag tanesidir.

3.4.2.4. Konsensus Puanlama Fonksiyonlari

Her kategorideki puanlama fonksiyonlarinin kendilerine 6zgii eksiklikleri vardir. Bu
sebeple gercek bir puanlama fonksiyonun varligindan heniiz yoktur. Farkli puanlama
fonksiyonlart bir 6zelligi digerlerinden bagimsiz olarak tahmin eder. Her puanlama
fonksiyonu farkli dlgeklerde kusurla sahip oldugundan, bu kusurlar1 dengelemek adina

farkli fonksiyonlarin kombinasyonu kullanilir[117].

3.4.3. AutoDock Vina Molekiiler Kenetleme Yazilimi

AutoDock Vina[23], Oleg Trott ve Arthur Olson tarafindan Amerika Birlesik
Devletleri'nde bulanan The Scripps Arastirma Enstitiisii bilinyesinde ila¢ kesfi ve
molekiiler modelleme gibi alanlarda kullanilmasi amaciyla 2010 yilinda kullanima
sunulan ve 2021 yilinda AutoDock Vina 1.2.0 siiriimil ile giincellenen[22] protein ligand

etkilesmelerini tahmin etmeye calisan bir molekiiler kenetleme yazilimidir.
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AutoDock Vina, GNU (GNU Unix degildir) Genel Kamu Lisanst1 (GPL) altinda
lisanslanmis acik kaynak kodlu bir yazilimdir. Bununla birlikte, ¢ok ¢ekirdekli merkezi
islem birimi (CPU) ve grafik islem birimi (GPU) {izerinde paralel olarak ¢aligmakta ve
molekiiler kenetleme siirecini otomatik sekilde yapabilir. Ayn1 zamanda, grafik
arayliziine sahip olmasi ve Windows, Mac ve Linux isletim sistemlerinde ¢aligsabilmesi

yaygin bir sekilde kullanilmasina vesile olmustur.

3.4.3.1. AutoDock Vina Arama Algoritmasi

AutoDock Vina gelistirilirken, arama siirecini hizlandirmak adina stokastik arama
algoritmalarindan GA[118], PSO[95,96] ve Benzetilmis tavlama[l19] “Simulated
Annealing” (SA) ile ¢esitli yerel optimizasyon metotlar1 incelenmis. Nihai olarak,
Abagyan[120] yapmis olduklar1 ¢alismada bahsedilen global optimizasyona benzeyen
“Iterated Local Search Global Optimizer” “Yenilenen Yerel Arama Global Optimize
Edici[121,122]” arama algoritmasi kullanilmistir. Bu algoritma Metropolis kriterine[89]
gorline kabul edilen bir mutasyon ve yerel optimizasyon adimi igeren hibrit bir
algoritmadir. Yerel arama i¢in, yalnizca puanlama fonksiyonun degerini degil, aym
zamanda arglimanlarina (konum, oryantasyon, aktif donebilir baglar ve esnek rezidiiler)
gore gradyanini kullanan bir yari-Newton metodu olan Broyden-Fletcher-Goldfarb-

Shanno[123] (BFGS) algoritmasi kullanilmistir[23].

3.4.3.2. AutoDock Vina Puanlama Fonksiyonu

AutoDock Vina yaziliminda, gelistiricileri tarafindan tiiretilen ve “Vina Scoring
Function” “Vina Puanlama Fonksiyonu” olarak adlandirilan konsensus sinifina ait, bir
bilgi tabanli ve ampirik puanlama fonksiyonun kombinasyonundan tiiretilmis puanlama
fonksiyonu kullanilir. Fonksiyon gelistirilirken genel olarak X-Score[111]" dan

esinlenilmis ancak ondan farkl olarak dogrusal olmayan regresyon kullanilmistir.

Buna ek olarak, Vina puanlama fonksiyonu hem molekiil i¢i hem de molekiiller arasi
katkilar1, X-Score ise sadece molekiiller aras1 katkilar1 dikkate alarak konformasyonlari

siralar. X-Scrore’a benzer sekilde puanlama fonksiyonunu ayarlamak amaciyla
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PDBbind[124,125] kullanilmistir. Puanlama fonksiyonunda, deneysel afinite dl¢timleri
ve protein-ligand komplekslerinin konformasyonlar1 ile bilgi-tabanli potansiyeller
kullanilmistir[23]. Vina puanlama fonksiyonun konformasyona bagimli genel formu su

sekildedir:

¢ =thitj(rij) (311)

i<j

Burada, her i ve j atomunun tipi t; ve t; ile atanir, atomlar aras1 mesafe 7;; ve bir simetrik

etkilesimler fonksiyonlar1 kiimesi ftitj ile tanimlanur.

Esitlik (3.11)’deki toplam, 1-4 etkilesimleri yani, ardisik {i¢ kovalent bagla birbirinden
ayrilan atomlar harig, birbirine gore hareket eden tiim atom ¢iftleri iizerindendir. Bu ¢

degeri molekiiller aras1 ve molekiil i¢i katkilarin toplamidir.
€ = Carasi t Cigi (3.12)

Boliim 3.4.3.1°de bahsedilen puanlama fonksiyonu degeri Esitlik (3.11)’teki ¢ degeridir.

Algoritma bu degeri kullanarak global minimumu yani, en iyi konformasyonu bulmaya
calisir. s1 olarak atanan, tahmin edilen serbest baglanma enerjisi Esitlik (3.13)° de

verildigi gibi en diisiik puanli konformasyonun molekiiller aras1 kismindan hesaplanir.

§1 = g(q — Cici 1) = g(Carasi1) (3.13)

Burada, g fonksiyonu keyfi, kesinlikle diizgiin artan ve muhtemelen dogrusal olmayan bir
fonksiyon olabilir. Ciktida, diger diisiik puanl konformasyonlara s degerleri verilir, ancak

siralamay1 korumak adina Egsitlik (3.14) ile en iyi baglanma modu kullanilir.
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si=g(ci —cici1) (3.14)
3.5. Molekiiler Dinamik Simiilasyonu

MD simiilasyonlari, birtakim algoritmalar ve yazilimlar araciligi ile molekiiler sistemlerin
davraniglarinin incelendigi sayisal bir yontemdir. Esasinda bu yontem, molekiillerin
hareketlerini taklit ve zaman icerinde nasil evrildigini tahmin eden bir molekiiler

modelleme teknigidir.

Tipik olarak MD simiilasyonu Sekil 3.4’de gosterildigi gibi; baslangicta sistemin
baslangi¢ konumlar1 ve hizlar1 belirlenir. Sistemin i¢indeki her atom veya molekiil, diger
atom veya molekiilleri ile etkilesime girer ve bundan dolay:1 potansiyel enerjiye sahip
olurlar. Sonraki adimda, Newton’un hareket yasalarina gore her bir atom veya molekiiliin
konum ve momentumlari hesaplanir. Bu momentum ve konumlar bir sonraki t;
zamaninda atomlarim veya molekiillerin konum ve momentumlarin1 hesaplamakta
kullanilir. Bu adimlar simiilasyon i¢in belirlenen zaman arali§i boyunca tekrarlanir ve
sistemdeki parcaciklarin yoriingeleri olusturulur. Son olarak elde edilen verilerden

sistemin istenilen analizleri yapilir.

Enerji

Y
ap! 7] Minimizasyyonu
A 4
Kuvvet Alani Termodinamik Denge
A
\ 4
Topoloji
pool Kosturma
A A
Solvasyon Cikti

Sekil 3.4 Tipik bir MD simiilasyonu protokolii.
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N atomlu bir sistemde i. atomun konumunu 7; ve i ise kiitlesini, F; i. atom lizerine t
aninda etkiyen kuvveti ve U; ise i. atomun potansiyel enerjisini temsil eder. Cok

parcacikl bir sistem i¢in i = 1, 2, 3,..., N olmak {lizere analitik olarak yoriinge hesabu:

L 1G N  1 N (3.15)
Fl(t) = C;t = mi d;Z = _VUi(Tl,rz,T'3, '--1rN)
d? %) Fi(t) 1. . (3.16)
ez - = e —EVUi(ri)
dr(t) L (3.17)
cllt =v;(t) = v + a;(D)t
(3.18)

- - - 1 -
7(t) =Ty + Vot + Eai(t)tz

Esitlik (3.15)’da verilen hareket denklemi ile yapilir. Esitlik (3.15)’un diizenlenmesi ile
Esitlik (3.16) verilen t aninda i. atomun a;(t) ivme vektorii elde edilir. Esitlik (3.15)’un
bagimsiz degisken (t) zamana gore integrali alindiginda Esitlik (3.17)’de verilen t aninda

i. atomun v;(t) hiz ve Esitlik (3.18)’de verilen i. atomun 7;(t) konum vektorii elde edilir.

Bu denklemlere bakildiginda yoriingenin hesaplanabilmesi baslangic konumuna,
baslangi¢ hizina ve ivmeye veya basgka bir deyisle potansiyele ihtiyag oldugu goriiliir. Bu
bilgiler kuvvet alanlarindan ve istatiksel kiimeler i¢in kullanilan algoritmalardan elde

edilir.

Molekiiler dinamik simiilasyonlarin ana amaci; belirli bir istatiksel kiime altinda, sistemin
dinamik evrimini takip etmek ve ortalama termodinamik &zelliklerini elde etmektir.
Sistemin dinamik evrimi Esitlik (3.15) ile verilen hareket denklemi tarafindan kontrol
edilir ve sistemi olusturan i. atomun konumu bu esitligin integralinin alinmayla elde

edilir.
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3.5.1. Molekiiler Dinamikte Istatiksel Kiimeler

Istatistik mekanikte faz uzayi, konum (#) ve momentum (p) noktalar olarak ele alindig1
cok boyutlu bir uzaydir. Faz uzayinda sistemin durumu bir nokta ile tanimlanir. Sistemin
termodinamik durumu ise, basing (P), pargacik sayisi (N), sicaklik (T) gibi parametreler

ile belirlenir.

Istatistik mekanikte kiimeler, faz uzayinda belirli termodinamik durumlarin sartlarini
saglayan birbirinden bagimsiz konum ve momentumlara sahip parcaciklarin olusturdugu
topluluklar olarak tanimlanir. Sistemin bulundugu kosullara gore bazi kiimeler pargacik
sayist N, hacim V, sicaklik T, basing P ve kimyasal potansiyel p olmak {izere su sekilde

siiflandirilir;

e Mikrokanonik (NVE) kiime: Sistemin toplam enerjisi, hacmi ve sistemdeki parcacik

sayisinin her birinin sabit bir degerde oldugu adiyabatik siireglere karsilik gelir.

e Kanonik (NVT) kiime: Sistemin pargacik sayisi, hacim ve sicakligin sabit oldugu

fakat, enerjinin dalgalandig1 bir kiime olarak degerlendirilir.

e Izobarik-izotermik (NPT) kiime: Sistemin sabit sicaklik ve basingta oldugu istatiksel

bir kiimedir.

3.5.2. Integrasyon Algoritmalari

Molekiiler dinamik simiilasyonlarinda kullanilan kuvvet alanlari, analitik ¢oziimleri
olmayan siirekli potansiyel fonksiyonlari igerir. Dolayisiyla, hareket denklemleri analitik
degil sayisal yontemlerle ¢oziiliir. Esitlik (3.15)’da ki gibi adi diferansiyel denklemlerin

sayisal ¢coziimleri sonlu farklar yaklasimai ile yapilir.

Bu ydntem, tam integrasyonu bir molekiiliin kendi uzunlugunu kat etmesi i¢in gecen tipik
siireden c¢ok daha kiigiilk §t zaman araliklarina bolerek her bir pargacigin toplam
kuvvetini, t + 6t zaman1 boyunca diger parcaciklarla olan etkilesimlerinin vektorel

toplamini alarak hesaplar. Boylelikle ¢ aninda verilen atomlarin konum, hiz ve diger
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dinamik bilgileri kullanarak, daha sonraki bir t + §t zamaninda konum, hiz ve ivme gibi

sistemin dinamikleri hesaplanir[126].

Bu integrasyon yontemi ile gelistirilen ve MD simiilasyonlarinda siklikla kullanilan
Verlet[127], Hiz (Velocity)-Verlet[128] ve Leap-frog[129] gibi bircok algoritma sistemin
hiz (v;), konum (r;) ve ivme (a;) gibi dinamik degiskenlerini Taylor Seri Agilimi

yontemini kullanarak tahmin ederler[130].

3.5.2.1. Verlet Algoritmasi

Molekiiler dinamik simiilasyonlarinda Verlet algoritmasi, yaygin olarak kullanilan
integrasyon algoritmalarindan biridir. (¢t 4+ At) ile (t — At) zaman araliginda r; konuma

sahip i. parcacigi konumu;

. . dr;(t) 1d%*7(t) , ,  1d°%() . (3.19)
r(t+ At) =71;(t) + TAt + E dc2 At 5 dc3 + 0(At*)
dr;(t) 1 d?7(¢) A2 1 d37(¢) (3.20)

At + + 0(At?h)

Rt = At =7(6) - dt 21 dt? HETIFTS

Verlet algoritmasinda konumdaki hata O(At*) ile ifade edilir. Esitlik (3.19) ile Esitlik

PO _ & () = Fi(t)
() =
L

1 1 = .. .
dt? e _EViV(Ti(t)) diizenlemesi

(3.20)’ti alt alta toplanir ve

yapilirsa;

d27(t 321
djﬁ )Atz + 0(At%) (3-21)

7;(t + At) + 7;(t — At) = 27(t) +

7i(t + At) = 27;(t) — 7;(t — At) — %ViV(Fi(t))Atz + 0(AtY) (3.22)
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Verlet algoritmasi olarak bilinen Esitlik (3.22) elde edilir. Bu algoritma parcaciklarin
konumlarimi hiz bilgisi olmadan elde eder. Agik bir hiz ifadesinin olmamasinda dolay1
sistemin kinetik enerji bilinemez ve sistemin toplam enerjisinin korunumu test edilemez,

bu da algoritmani 6nemli bir eksikligidir.

7;(t + At) — 7;(t — At) (3.23)

v;(t) = AL

Esitlik (3.23) kullanilarak hizlar hesaplanabilir fakat bir sonraki konumlar hesaplanana
kadar o anki hizlar bilinemez dolayisiyla, Verlet algoritmasi bir sonraki t aninda ki hizlar

hakkinda bilgi vermez. Dolayiysa bu algoritma kendi kendini baslatamaz[131].

3.5.2.2. Leapfrog Algoritmasi

Verlet algoritmasinin eksikligi olan bir sonraki konumlar hesaplanana kadar o andaki
hizlarin hesaplanamamasi sorununu ¢6zmek adina Leapfrog algoritmasi gelistirilmistir.
Sorunu ¢6zmek adina tiirev i¢in bir yaklasim kullanir, t ve At zamanin tam ortasindaki

7;(t) hiz1 dikkate alinr.
L AN L AR At (3.24)
vi (t * 7) =V (f - 7) o VV(©)

Esitlik (3.24) Leapfrog algoritmasi olarak bilinir. Bu algoritma orijinal Verlet
algoritmasindan; acik hiz ifadesi ile hiz yuvarlama hatasindan kaynaklanan dogruluk
kaybinin giderilmesi gibi iki 6nemli avantaja sahiptir. Fakat, ayn sekilde bu algoritma da

kendi kendini baglatamama sorununa sahiptir. [131].

3.5.2.3. Hiz Verlet Algoritmasi

Hiz Verlet algoritmasi, hiz ve konumu ayni anda hesaplanmasi konusunda Leapfrog

algoritmasina benzemektedir[131].
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R R ar;(t) 11~ ., (3.25)
7i(t+At) = 7(b) + P At—aﬁiviV(n(t))Atz
R R Aty 11 | 2
7;(t + At) = 7, (t + 7) - 5—viv(ri(t))At (3.26)
-m;

. . .. At . . :
Bu algoritma i. atomun konumunu At siire sonra 7; konumunu ve < ile At siire sonraki v;

konumunu; Esitlik (3.25) ve Esitlik (3.26) ile hesaplanir.

3.5.3. Enerji Minimizasyon Algoritmasi

Kararli proteinler en diisiikk serbest enerjiye sahip olduklar1 konformasyonlarda
bulunurlar. Bu nedenle molekiiler dinamik simiilasyonlarinda enerji minimizasyonu
adimi, minimum enerji konformasyonuna yakin bir baslangi¢ yapisimi elde etmek icin
oldukca 6nemlidir. Genel olarak enerji minimizasyonun amaci, bir sistemin potansiyel
enerjisini minimum yapacak atomik konumlar1 bulmaktir. Bu amaca ulagsmak igin,
sistemin potansiyel enerjisi minimuma diisiine kadar sistemdeki atomlarin konumlari
yinelemeli olarak degistirilir. Bu baglamda sistemi minimum enerji haline getirmek
amaciyla birgok algoritma gelistirilmistir. Molekiiler dinamik simiilasyonlarinda En Dik

Inis (Steepest Descent) algoritmasi en yaygin kullanilan algoritmalardan biridir.

3.5.3.1. En Dik Inis Algoritmasi

En Dik Inis (Steepest Descent) algoritmasi sistemin potansiyel enerji fonksiyonun
minimumunu bulmak i¢in kullanilan bir algoritmadir. Bu algoritmanin amaci, atomlarin
mevcut konumunu, potansiyel enerji fonksiyonun negatif gradiyenti yani en dik inis

yoniinde bir adim atarak minimum potansiyele ulagana kadar yenilemesidir.
Algoritma bir minimum potansiyele yakinsadiginda veya kullanici tarafindan belirlenen

adim sayisinda veya kullanici tarafindan durdurulana kadar ¢alismaya devam iteratif bir

algoritmadir.
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Algoritmanin adimlar su sekildedir;

1. Baslangi¢ konumu 7, belirlenir

2. 7, konumunda ﬁn kuvveti hesaplanir
3. Adim boyutu h,,, maksimum yer degistirme segilir

>
- Fn

4. Negatif gradiyent yoniinde bir adim atarak mevcut konum 7, = 7, + h

max(|F,[) ™

ile yenilenir.

5. 7,41 yeni baslangic konumu olarak segilir ve 2-4 adimlar1 belirlenen durma kriteri

saglana kadar tekrarlanir.

Herhangi bir atomun en biiyiik kuvvet |F;| ifadesiyle temsi edilir. Algoritmanin durma

kriteri su sekildedir;

e EgerV,,, <V, ise, yeni konumlar kabul edilir ve algoritma ¢aligmaya devam

eder.

e EgerV,,1 =V, ise, yeni konumlar reddedilir ve algoritma durur.

Molekiiler sistemlerin en diisiik enerjilerini hesaplamada kullanilan En Dik Inis

algoritmasi uygulamasi kolay ve giiclii bir algoritmadir[132].

3.5.4. Sicaklik Ciftlenimi Algoritmalari

Proteinler gibi biyomolekiillerin yapilar, davramislann ve fonksiyonlar1 sicaklik
degisimlerinden oldukca etkilenir. Bu nedenle, MD simiilasyonlarinda sistemlerin
davranigi ve analizlerin dogru yorumlanabilmesi i¢in sicakligin kontrol edilmesi oldukg¢a
kritiktir. Molekiiler dinamik simiilasyonlar1 ¢cogu zaman sicakligin sabit oldugu kanonik
(NVT) kiimesi ile yapilir. Sicaklik c¢iftlenimi algoritmalari, molekiiler dinamik
simiilasyonlarinda da oldugu gibi ¢ok pargacikli ve parcaciklar arasinda farkli sicaklarin

oldugu sistemlerde sicakligi dengelemek i¢in kullanilir.
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Sicaklik ciftlenimi algoritmalari, sicaklik dengesini saglamak icin sistemle etkileserek,
termostat olarak adlandirilan sistemin sicakligimi belli degerde tutmaya galisan 6zel
parcaciklar kullanirlar. Bu pargacik toplugu esasen bir 1s1 tanki gorevi goriir. Bunu
yapabilmek i¢in sistemin sicakligini 6lger ve eger istenilen sicakliktan farkli ise o degeri
saglayacak hareket denklemlerini kullanarak sistemdeki parcaciklarin hareket etmesini

saglarlar.

Sicaklik kontroliinii saglamak adin1 pek ¢ok sicaklik ¢iftlenimi algoritmas: gelistirilmis
olup Brendensen[133] ve Hiz Olceklendirme[134] sicaklik ¢iftlenimi gibi algoritmalar

molekiiler dinamik simiilasyonlarinda yaygin olarak kullanilanlardan bazilaridir.
3.5.4.1. Brendensen Sicakhik Ciftlenimi

Brendensen termostati olarak da bilinen Brendensen sicaklik ¢iftlenimi, T, sicakliginda

harici bir 1s1 tankiyla birinci dereceden kinetikler ile zayif ¢iftlenimi taklit eder[135].

d_T To—=T (3.27)
dt 1

Bu algoritmada, T, sicakligindaki sistemin T, ’dan sapmasim Esitlik (3.27)’ e gore
yavagea diizeltilir. Sicaklik sapmasi, 7 sicaklik ¢iftlenimi zaman sabiti ile iistel olarak
azalir. Bu ciftlenim algoritmasi, kullanici gereksinimlerine gore ¢iftlenim giiciiniin
degistirebilmesi ve uyarlanabilmesi avantajini saglar. Kinetik enerjideki dalgalanmalan
bastirdigindan dolay1 Brendensen sicaklik c¢iftlenimi algoritmasi, kanonik kiime
olusturmaz. Ancak, buradaki hata 1/N ile dl¢geklendiginden dolayi, ¢cok biiyiik sistemlerde
kinetik enerjideki dalgalanmalar haricinde ¢ogu kiime ortalamalari bundan etkilenmez

fakat, 1s1 kapasitesi gibi dalgalanma 6zellikleri etkilenir.

(3.28)

N[ =
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Sisteme giren ve g¢ikan 1s1 akisi, her adimda veya her nrc adiminda Esitlik (3.28) ile
verilen zamana baglh A faktor ile her bir par¢acigin hizlarmin 6lgeklendirilmesinden

etkilenir.

Burada t1 parametresi Esitlik (3.27)’de verilen T zaman sabitine yakin bir degerdedir.C},
sistemin 1s1 kapasitesi, N;s toplam serbestlik derecesi sayis1 ve k Boltzmann sabiti olmak

iizere 7 ile T arasindaki iligki Esitlik (3.29)’deki gibidir.

Hiz 6lgeklendirilmesinden kaynaklanan kinetik enerjideki degisim, kinetik ve potansiyel
enerji arasinda yeniden dagitilir. Sicakliktan kaynaklanan degisimden dolayi 7 ile 7

birbirlerine yakin degerleri alir.

= 2CyTr (3.29)
"~ Ngek
AE, = (A —1)2%E, (3.30)

Kinetik enerji, Esitlik (3.30) ile verilen ifade ile her 6l¢ceklendirme adiminda degistirilir.
Korunan enerji miktarini elde etmek adina, simiilasyon boyunca yapilan bu degisikligin

toplanir ve toplam enerjiden ¢ikarilir[132].

3.5.4.2. Hiz Yeniden Ol¢eklendirme Sicaklik Ciftlenimi

Dogru bir kinetik enerji dagilimi elde etmek adina, Brendensen sicaklik ¢iftlenimine
Esitlik (3.31) ile verilen bir stokastik terimi eklenerek Hiz yeniden o&lgeklendirme

termostat1 gelistirilmistir.

dt jKKO AW (3.31)

dK = (Ky—K)—+2
(0 )Tt Nf\/ﬁ

44



Burada K kinetik enerjiyi, Ny serbestlik derecesi saymi ve dW ise bir Wiener siirecini

temsil eder.

Hiz 6lgeklendirme sicaklik ¢iftlenimi, salinim olmamasi ve sicaklik sapmalarinin birinci
mertebeden azalmas1 gibi avantajlarla birlikte ayn1 zamanda dogru bir kanonik kiime de

iretir[132].

3.5.5. Basing Ciftlenimi Algoritmalan

Basing ¢iftlenimi algoritmalari, parcaciklarin farkli basinglar altinda hareket ettigi ¢ok
parcacikli sistemlerde basinci dengelemek icin sistemin hacmi ile enerjisi arasinda iliskiyi
bir basing tanki olan barostatlar ile yaparlar. Barostatlar sistemin i¢indeki parcaciklarin
hacmini degistirerek basinci ayarlayan araglardir. izobarik (NPT) kiimesini {iretmek icin
MD simiilasyonlarinda Brendensen[133] ve Parrinello-Rahman[136] basing ¢iftlenimleri

yaygin olarak kullanilanlardan bazilaridir.

3.5.5.1. Brendensen Basin¢ Ciftlenimi

Brendensen basing giftlenimi algoritmasi, konumlari ve kutu vektorlerini her adimda veya
her mpec adiminda Esitlik (3.32)’e gore belirli Py referans basincina dogru birinci
dereceden kinetik gevseme etkisine sahip bir u matrisi (Esitlik(3.33)) ile yeniden

Olgeklendirir.

dP _Py—P (3.32)
at Tp
_ NMpcAt (3.33)

Hij = 6y 37, Bij{Poij — Pij ()}
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B, sistemin izotermal sikistirilabilirligini ifade eder. Bu deger, ortalama basinci
etkilemeden yalnizca basing gevsemesinin kritik olmayan zaman sabitini etkiler. Bu

¢iftlenim algoritmasinda hiz 6lgeklendirilmez ve dondiiriilmez.

Hareket denklemleri basing bagintisiyla degisir bu da korunan enerji miktarinin da
degistirilmesini gerektirir. Birinci dereceden basing bagntisi i¢in, her adimda basing
ciftlenimin sisteme uyguladigi is, korunan enerji miktarim1 elde etmek i¢in toplam

enerjiden c¢ikartilir:

- Z(#U = 8;)PyV = Z 2(pij — 617) 5y (3:34)
0

Lj

Burada 8j;, Kroncker deltadir ve E viraldir. Brendensen basing ¢iftlenimi algoritmasinm
dogru ortalama basingla bir simiilasyon vermesine ragmen, tam olarak NPT kiimesini

saglamaz[132].

3.5.5.2. Parrinello-Rahman Basin¢ Ciftlenimi

Nosé-Hoover[137] sicaklik ¢iftleniminin gercek bir kanonik kiimeyi iiretmesi gibi

Parrinello-Rahman basing ¢iftlenimi de gergek bir izobarik (NPT) kiimesi iiretir.

Bu algoritma, sistemin titresim modlarini agiklayan bir matris denklemine dayanir. Esitlik

(3.35) ile gosterilen kutu vektorleri b matrisi, matris hareket denklemine uyar.

db? - (3.35)
W = VW_lb 1(P - P‘ref)

Burada P ve P, matrisleri sirastyla mevcut ve referans basinglar iken ’ isareti matrisin

transpozisyonunu, V kutunun hacmi W~1 ile verilen ciftlenim giiciinii belirleyen bir

matris parametresidir.
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an, (3.36)
BTgL

W), =

Esitlik (3.36) ile verilen W~ ters kiitle parametre matrisi giftlenimin giiciinii ve kutunun
nasil deforme olacagini belirler. Yaklagik izotermal sikisabilirlik 8, basing zaman sabiti

T, ve en biiyilik kutu matris elementi L ile temsil edilmistir[132].

3.5.6. Kisitlama Algoritmalari

Molekiiler dinamik simiilasyonlarinda, atomlar arasi baglarin gerilme hareketleri ile
baglar arasindaki aciy1r degistiren biikiilme hareketleri ve dihedral acgilar1 degistiren
burulma hareketleri de hesaplanir. Ancak, simiilasyon sirasinda atom veya molekiillerin

bag uzunluklar1 veya bag acilar1 bazi sinirlari asabilirler.

Bu durum sistemin geometrisini ve kararliligini istikrarsiz hale gelmesine neden olur. Bu
nedenden dolayr molekiiler dinamik simiilasyonlarinda sisteme bazi kisitlamalar
uygulanir. Bu algoritmalar atomlar ve molekiillerin pozisyonlar1 veya hareketlerine
kisitlamalar getirerek sistemin kararli olmasini saglamaya ¢aligir. MD simiilasyonlarinda
bag uzunlugu ve bag agisi kisitlamalari; i¢ koordinatlar, acik kisitlama kuvvetleri ve ortiik
kuvvet kisitlama ¢oziiciileri ile yapilir. Agik kisitlama kuvvetleri zaman adimini ¢ok
kisalttig1 icin hesaplama acisindan diger kisitlama tiirlerine goére daha az verimlidir bu
sebeple, MD simiilasyonlarinda genellikle i¢ koordinatlar ve ortiik kuvvet ¢oziiciileri

kullanilir.

3.5.6.1. SHAKE Algoritmasi

SHAKE[138] algoritmasi, kovalent olarak bagli atomlarin bag uzunluklarini korumak
icin kullanilir. Bu algoritma atomlarin pozisyonlarmi ayarlayarak bag uzunluklarinin
kabul edilebilir smirlar icinde olmasmi saglar. Referans r kiimesi koordinatlarini

kullanarak kisitlanmamuis r” koordinatlar1 kiimesini:

SHAKE(# - #';7) (3.37)
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Esitlik (3.37)’de gosterildigi gibi mesafe kisitlamalarini karsilayan bir 7" koordinatlari
kiimesine doniistiiriir. Bu kisitlama hareket denklemlerine bir dizi Lagrange ¢arpanin
eklenmesi ile gerceklesir ve yenilenmis denklemler ¢oziiliir. SHAKE goreceli bir
toleransa sahiptir; bu tolerans dahilinde tiim kisitlamalar gerceklesene kadar algoritma
caligmaya devam eder. Eger, sapma ¢ok biiylikse veya belirli bir yineleme sayisi agilirsa
SHAKE koordinatlar sifirlayamaz ve hata verir. Hareket denklemleri Esitlik (3.38)’deki

gibi K holonomik kisitlamasini karsiladigi kabul edilirse;

o= ) =0; k=1,...K (3.38)

(3.39)

K
d
—a_?'l <V + Z Ako'k)
k=1

=

(3.40)

> aUk
Gi=- Z 37
k=1 t

Kuvvetler Esitlik (3.39) olarak tanimlanir ve A, kisitlamay1 getiren Lagrange carpanina
karsilik gelir (Esitlik (3.39)). Esitlik (3.40) ile verilen kisitlama kuvvetidir. Bu eylem,

kisith hareket denklemlerinde bir dizi Lagrange ¢arpaninin ¢oziilmesiyle tutarlidir[132].

3.5.6.2. LINCS Algoritmasi

LINCS[139] (Linear Constraint Solver), SHAKE’e benzer ancak kisitlamalar1 ¢6zmek
icin farkli bir matematiksel yaklasim kullanir. Kovalent olarak bagli atomlarin bag

uzunluklarini ve agilarini korumak i¢in kullanilir,

LINCS, matrislere dayali bir algoritma olup iki asamali bir algoritmadir dolayisiyla

iteratif degildir. Kisitlanmamis koordinatlar giincellendikten sonra baglar1 dogru
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uzunluklarina getirir. Bu yontem SHAKE’den daha hizli ve kararlidir ancak, yalnizca

OH’daki proton agis1 gibi izole edilmis ag1 kisitlamalar ile kullanilabilir[132].

3.5.7. GROMACS Yazilim Paketi

GROMACS, (Groningen Machine for Chemical Simulations)[25]
(https://www.gromacs.org/) Hollanda’da Groningen Universitesi’nde gelistirilmis ve

1991 yilinda piyasaya siiriilmiis bir acik kaynak kodlu ve GNU (GNU Unix degildir)

Kisitl Genel Kamu Lisans1 (LGPL) lisanslanmis bir yazilim paketidir. Glinlimiizde halen
gelistirilmeye devam edilen GROMACS, hesaplamali kimya uygulamalarinda molekiiler
dinamik simiilasyonlar1 gergeklestirmek amaciyla kullanir. Ucretsiz olmasi, ¢apraz
platformlarda calisabilmesiyle birlikte son yillarda ve GPU destekli siiriimlerinin
kullanima sunulmasiyla birlikle GROMACS yaygin olarak kullanilan molekiiler dinamik

simiilasyon araci olmustur.
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4. SIMULASYON CALISMASI

Tez calismasinin bu bdliimiinde, molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlarim
gergeklestirmek icin gerekli olan bilesenler temin edilmesi, molekiiler kenetleme
(molecular docking) ve MD simiilasyonlarinda kullanilan parametreler hakkinda bilgiler
verilmistir. Boliimiin son alt basligi, MD simiilasyonlarinin ¢iktilarinin hangi yazilim ile

nasil analiz edildigi ve analizlerin degerlendirilmesi igerir.

4.1. Bilesenlerinin Temini

Sistemin baslangi¢ koordinatlari, Sekil 4.1°de gdsterilen PDB kimlik numarasi: 6T17[21]
olan heterojen (AP40/AB42) ve PDB kimlik numarasi: 6TI5[21] olan homojen (AB40) iki
katlh sekiz katmanli (2F8L) fibril modelleri, Protein Veri Bankasi (PDB)

tanimlayicilarinin NMR yapisindan elde edilmistir.

Sekil 4.1 NMR yapilarindan elde edilen fibril modelleri: a) heterojen ve b) homojen
fibril  modeli. AB42 zincirleri mavi ve AB40 zincirleri yesil renk ile

gosterilmistir.

Michigan Eyalet Universitesi, FEIG Hesaplamali Biyofizik Laboratuvari tarafindan
yapisi ¢ozilen SARS-COV-2 viriisiiniin zarf proteini (E-protein/Envelope-protein)
laboratuvarin https://github.com/feiglab sayfasindan elde edilmistir. Daha sonra zarf

proteininden, amiloidojenik Ser’>PheTyrValTyrSerArgValLys® (SK9) peptiti izole
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edilmigtir. Sekil 4.2°de bahsi gecen zarf proteini ve amiloidojenik SK9 peptitinin bir

gorseli verilmistir.

Sekil 4.2 a) SARS-COV-2 zarf proteini. Sar1 rengine boyanmis bolgeler SK9
peptitini temsil eder. (b) Cubuk gosterimiyle SK9 peptiti ve rezidiileri.

4.2. Sistem Hazirh@

MD simiilasyonunda kullanilacak olan on altisar SK9 igeren heterojen fibril (6T17-SK9)
ve homojen fibril (6TI5-SK9) kompleks sistemlerinin, baslangi¢ konfigilirasyonlarini
olusturmak adma AutoDock Vina[22,23] molekiiler kenetleme yaziliminin giincel
stirimii olan AutoDock Vina v.1.2.3 The Scripps Arastirma Enstitiisi’ niin

https://github.com/ccsb-scripps sayfasindan temin edilmistir. Bahsi gegen heterojen ve

homojen fibril modelleri, AutoDock Vina[22,23] v.1.2.3 yazilimi1 kullanilarak SK9 peptiti
ile 1:1 oraninda kenetlenmistir. Heterojen ve homojen fibril modelleri 2F8L sistemlerden
olustugu i¢in her iki sistem de toplam 16 adet monomerden olusur. Bu nedenden dolay1,

iki sistem i¢in SK9 kenetleme islemi 16 defa tekrarlanmistir.

Heterojen ve homojen fibril modelleriyle SK9‘un molekiiler kenetleme simiilasyonunda
sistemlere uygulanan parametreler su sekildedir: tiim sistemler icin {lig-boyutlu arama

uzay1, kenar uzunlugu 200 A olan bir kiip olarak belirlenmistir.
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Arama uzaymnin ¢oziiniirliigii 0.375 A olarak belirlenmistir. Kenetleme siirecinde arama
uzayinda global minimum bulmak i¢in kenetleme tekrar sayis1 80 olarak belinlermis ve

simiilasyonlarda 80 CPU kullanilmistir.

Heterojen fibril modelini igeren sistemin arama uzayinin merkezi; x =0.241 A, y=0.006
A ve z = -0.031 A koordinatlar1 olarak belirlenmistir. Homojen fibril modelini igeren
sistemin arama uzayinin merkezi; x = -1.084 A, y = 6.029 A ve z = 1.589 A noktalar1

olarak secilmistir.

MD simiilasyonlarin hazirlanmas1 ve gergeklestirilmesi, TIP3P[71] su modeli ile
CHARMM36m[24] tiim atomlu kuvvet alani kullanilarak GROMACS-2022.2[25]
yazilim paketi ile yapilmistir. Bu su modeli ve kuvvet alanmi fibril sistemlerinin
simiilasyonlarinda basarili sonuglar gosterdigi igin tercih edilmistir[ 140]. MD simiilasyon
hazirligin ilk asamasinda protein ligand kompleks sistemleri i¢in, proteinlerin biyolojik
ortamdaki durumunu simiile etmek adina: heterojen ve homojen fibril modellerinin
monomerlerinin amino ucu NH;* ve karboksil ucu COO~ gruplari ile SK9 peptitlerinin

ise amino ucu NH; " ve karboksil ucu ise —CON H; gruplar ile kapatilmistir.

Her iki sistemde de TIP3P[71] su modeli ile kullanilmistir. 6TI7-SK9 ve 6TI5-SK9
kompleks sistemlerinin her ikisi periyodik sinir kosullart altinda, sistemlerdeki herhangi
bir protein-ligand kompleksi atomu ile kutu kenar1 aras1 arasinda minimum 12 A mesafe
olacak sekilde bir kiibik kutuya su molekiilleriyle birlikte koyulmustur. 6TI7-SK9
kompleks sisteminde kutunun hacmi 1044.19 nm? olarak hesaplanmis ve igine 31164 adet
su molekiilii eklenmistir. 6T15-SK9 kompleks sisteminde kutu hacmi 1017.86 nm? olarak
hesaplanmis ve i¢in 30308 adet su molekiilii eklenmistir. Her iki sistemin net yiikleri +32
Coulomb olarak hesaplanmis ve elektrostatik dengeyi saglamak adina sistemlere 32 adet

CL" iyonu eklenerek notralize edilmistir.

4.3. Molekiiler Dinamik Simiilasyonu Protokolii

Tiim sistemlerde bag acilarinda, uzunluklarinda olabilecek potansiyel molekiiller arasi ve

molekiil i¢i ¢akisikligi ortadan kaldirmak ve sistemi 50000 adimda kararl hale getirmek
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adina enerji minimizasyonu En dik inig algoritmasi kullanilarak yapilmistir. Enerjinin
istenilen (V<1000.0 kJ/mol) ulasmas1 6T17-SK9 kompleks sisteminde 683 adim ve 6TI5-
SK9 kompleks sisteminin ise 697 adim siirmiistiir. Enerji minimizasyonu basarili bir
sekilde gerceklestikten sonra NVT kiimesinde, zaman aralig1 2 fs olarak belirlenmis ve
sistemler 500 ps boyunca 310 K sicakliginda; Hiz Yeniden Olgeklendirme sicaklik
ciftlenimi[134] ve LINCS[139] kisitlama algoritmasi kullanilarak sistemlerin dengeye
gelmesi saglanmistir. Hemen ardindan NPT kiimesinde, zaman araligi 2 fs olarak
belirlenmis ve 500 ps boyunca 310 K sicakliginda 1 bar basingta; Hiz-Yeniden
Olgeklendirme sicaklik ¢iftlenimi[134], Brendensen[133] basing giftlenimi ve
LINCS[139] kisitlama algoritmalari araciligiyla sistemler dengeye getirilmistir.

Hidrojen atomlari igeren su olmayan baglar LINCS[139] kullanarak denge uzakliklarinda
tutulmasi saglanmistir. Periyodik smir kosullar1 nedeniyle, uzun menzilli elektrostatik
etkilesimler parcacik agli Ewald (PME)[141] teknigiyle; 12 A’ liikk bir gergek alan
kesmesi ve 1.6 A’ liik bir Fourier 1zgara aralig1 kullanilarak hesaplanmistir. Kisa menzilli

van der Waals etkilesimleri 12 A’ de kesilmis ve yumusatma 10.5 A’ de baslatilmstir.

Gergeklestirilen MD simiilasyonlarinda 310 K ve 1 bar referans sicaklik ve basing olarak
ayarlanmigtir. Sicaklik, c¢iftlenimi zaman sabiti 0.1 ps secilerek; Hiz Yeniden
Olgeklendirme sicaklik ¢iftlenimi[ 134] algoritmasi araciligiyla sabit tutulmustur. Basing,
ciftlenim zaman sabiti 2.0 ps secilerek; Parrinello-Rahman basing c¢iftlenimi[135]

algoritmasiyla sabit tutulmustur.

ki kompleks sistem icin elde edilen sonuglarin bagimsizligini ve istatiksel olarak
anlamliligini saglamak adina, farkli baslangic hiz konfigiirasyonlarinda zaman araligi 2
fs, simiilasyon siiresinin 300 ns ve verilerin kaydedilme zaman araligi 10 ps olarak

belirlendigi ti¢ farkli MD simiilasyonu gerceklestirilmistir.

4.4. Kullanilan Yazilimlar

Simiilasyon hazirligi boliimiinde, molekiiler kenetleme asamasi i¢in AutoDock

Vina[22,23] ve MD simiilasyon asamas1 icin GROMACS-2022.2[25,132] yazilim paketi
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kullanilmistir.  Gergeklestirilen analizler, GROMACS[25] ve VMD[142] yazilim
paketleri araciliyla yapilmistir. Gorsellestirme islemleri PyMOL[143] yazilimi
kullanilarak yapilmistir.

4.5. Sonuclar ve Tartiyma

Yaptigimiz ¢aligmada, molekiiler dinamik (MD) simiilasyonu yontemiyle SK9 varliginda
heterojen (AB40/AB42) ve homojen (AB40) fibril modellerinin kararliligini inceliyoruz.
Bu amag adina ilk olarak, MD simiilasyonlarinin baglangi¢ koordinatlarini elde edebilmek
icin AutoDock Vina[22,23] yazilimin1 kullanarak molekiiler kenetleme (molecular

docking) simiilasyonlar1 yapilmistir.

Cizelge 4.1  Heterojen ve homojen fibril modellerinin SK9 ile baglanma ilginlikleri.

AGilginlik AGilginlik
Sira HETEROJEN HOMOJEN Sira HETEROJEN HOMOJEN
1 -8.161 -5.791 9 -5.982 -5.852
2 -8.397 -5.585 10 -4.972 -4.886
3 -6.985 -5.927 11 -5.02 -4.874
4 -6.411 -6.026 12 -5.641 -5.469
5 -5.355 -5.594 13 -6.033 -5.378
6 -4.887 -5413 14 -4.913 -4.443
7 -6.12 -4.329 15 -5.908 -5.18
8 -5.659 -5.574 16 -5.874 -4.924

Gergeklestirilen SK9 peptiti ile heterojen ve homojen fibrillerinin molekiiler kenetleme
simiilasyonu sonucunda elde edilen en diigiik enerjili konformasyonlarin baglanma
ilginlikleri (afiniteleri), kcal/mol biriminde AGiginik olacak sekilde Cizelge 4.1°e

verilmigtir.

Cizelge 4.1’de SK9 peptiti ile heterojen ve homojen fibril arasindaki baglanma
ilginliklerinde, anlamli bir fark olmamasiyla birlikte heterojen fibrilde daha diisiik

degerler goriilmiistiir.
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Iki fibril modeli i¢in de 16 tekrar seklinde yaptigimiz molekiiler kenetleme simiilasyonu
sonucunda, SK9 peptitlerinin her iki fibril modelleri ile basarili bir sekilde kenetlendigi
gorilmiistiir. Bu durum neticesinde MD simiilasyonlar1 i¢in gerekli olan baslangig
koordinatlarini elde edilmistir. Elde edilen baslangi¢ koordinatlari, 6T17-SK9 (heterojen
fibril modeli ile 16 adet SK9 peptiti ) ve 6TI5-SK9 (homojen fibril modeli ile 16 adet
SKO9 peptiti) kompleks sistemlerinin gorseli Sekil 4.3’de verilmistir.

MD simiilasyonlarinin analizlerinin baslamadan o6nce, birbirinden uzak atomlar
arasindaki olusabilen yapay etkilesimleri gecersiz kilmak ve analizlerin dogrulugunu
saglamak i¢in Orneklerden periyodik sinir kosullari, donme ve Otelenme hareketleri

cikartilmistir.

Sekil 4.3 a) 6TI7-SK9 kompleks sistemi ve b) 6TI5-SK9 kompleks sistemi. Sari
SK9 peptitini , mavi AB42 zincirlerini ve yesil AB40 zincirlerini temsil

eder.

6TI7-SK9 ile 6TI5-SK9 protein ligand komplekslerinin, A fibrillerinin tiim omurga
atomlar1 i¢in simiilasyon siiresi boyunca kok ortalama kara sapmasi (RMSD) ve kok
ortalama kare dalgalanmasi (RMSD) analizi sirasiyla GROMACS[25] analiz
modiillerinden gmx rms ve gmx rmsf kullanilarak, heterojen ve homojen fibril
modellerinin deneysel olarak ¢6ziinmiis NMR yapilarina gore en kiigiik kareler yontemi

(fitting) ile hesaplanmustir.
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Sekil 4.4 Ug 6rnekli zamana gore global RMSD grafikleri: a) heterojen fibril modeli
ve b) homojen fibril modeli. Heterojen fibril modeli i¢in; kirmizi 6rnek
1’1, turuncu Ornek 2’yi ve kahverengi 6rnek 3’ii temsil eder. Homojen
fibril modeli i¢in; siyah 6rnek 1°i, gri 6rnek 2’yi ve glimiis 6rnek 3’1

temsil eder.

MD simiilasyonlarinin ¢iktilarinin degerlendirmeye ilk olarak, SK9 varliginda fibril
modellerinin simiilasyon boyunca yapisal kararligi global kok ortalama kare sapmasi
(global RMSD) analiziyle baglanmistir. Global RMSD degerleri, fibril modellerinin tim
omurga atomlari ile ilgili NMR yapilarinin omurga atomlarina gore en kiiciik kareler
yontemiyle hesaplanmistir. Sekil 4.4’e verildigi gibi tiim orneklerin global RMSD
degerleri zamana gore cizilmis heterojen ve homojen fibril modelleri olarak
kiyaslanmistir. Her iki sistemin farkli 6rnekleri, simiilasyon bagladiktan yaklasik 50 ns
sonra platoya ulastig1 goriilmiistiir. Simiilasyonlarin son 100 ns’ lik kisminda ortalama
RMSD degerleri heterojen fibril modeli igin yaklasik 5.97 A iken homojen fibril
modelinin yaklasik 8.01 A oldugu hesaplanmistir. Fibril modellerinin global RMSD
grafiklerinde bakildiginda yapisal Kkararliliklarinda dikkate deger farkliliklar

goriilmemistir.

Yerel 6l¢ekte yapisal farkliligi degerlendirmek fibrillerin modellerinin her 6rnegi i¢in tim
omurga atomlariin ilgili deneysel NMR yapilarina gére hem yan yana istiflenen zincir
ciftleri hem de tek baslarina zincirlerin yerel (lokal) RMSD degerleri en kiigtik kareler

yontemiyle ile hesaplanmistir.
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Sekil 4.5 Zincir ¢iftlerinin zamana gore lokal RMSD grafikleri: a) heterojen fibril

modeli ve b) homojen fibril modeli. Kirmiz1 ve gri renkle boyanmig alanlar

standart sapmay1 temsil eder.
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Sekil 4.6 Bireysel zincirlerin zamana gore lokal RMSD grafikleri: a) heterojen fibril

modelinin AB40 zincirleri, b) heterojen fibril modelinin AB42 zincirleri ve
¢) homojen fibril modelinin AB40 zincirleri. Kirmizi ve gri renkle

boyanmis alanlar standart sapmay1 temsil eder.
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Elde edilen hesaplarin ortalamalar1 alinarak zamana goére lokal RMSD grafikleri
cizilmistir. Heterojen ve homojen fibril modellerinin zincir ¢iftlerinin kiyaslandig,
zamana gore lokal RMSD grafikleri standart sapmalartyla birlikte Sekil 4.5° de

verilmigtir.

Yapisal kararlilik tizerinde daha ayrintili fikir edinmek igin bireysel olarak zincirler,
heterojen fibril model 11-40 rezidiilii AP40 zincirleri, heterojen fibril model 11-42
rezidiilii AP42 zincirleri ve homojen fibril model 11-40 AB40 rezidiilii zincirlerinin

zamana gore yerel RMSD grafikleri Sekil 4.6’da verildigi verilmistir.

Benzer sekilde her iki fibril modeli global RMSD analizinde oldugu gibi yaklasik 50 ns
sonra platoya ulastigir anlasilmistir. Sekil 4.6’da verilen ii¢ durumda da lokal RMSD
degerlerinde 6nemli sayilacak bir farklilik bulunmamistir. Fibril modellerinin AB40
zincirlerinin davranislari birbirlerine oldukca benzedigi gdzlemlenmistir. Heterojen fibril
modelinin AB42 ve AP40 zincirlerinin yapisal gevsemesi birbirlerine dnemli Slgiide

benzedigi dikkat cekmistir.

Yapisal kararlilig1 daha iyi anlamak adina rezidiiye gore kok ortalama kare dalgalanmasi
(RMSF) analizi gergeklestirmistir. Fibril modellerinin tim omurga atomlarinin ilgili

NMR yapilarina gore reziditye gore RMSF grafikleri Sekil 4.7° de verilmistir.

Heterojen ve homojen fibril modellerinin AB40 ve AP42 zincirlerinin hepsinde,
zincirlerin amino ve karboksil ucu bolgesindeki RMSF degerleri i¢ bdlgelerden daha

yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Heterojen ve homojen fibrilleri AB40 zincirli kiyaslandigina aralarinda bariz bir fark
olmadig ve her iki fibrilin B-yapraklar: arasinda koprii olan 23-30 rezidiileri i¢ bolgelere
gore daha fazla esneklik sergiledigi goriilmiistiir. Heterojen fibrilin AB42 zincirleri, her

iki modelin AB40 zincirlerine kiyasla anlamli bir farklilik gézlenmemistir.
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Sekil 4.7 Rezidiiye gore RMSF grafikleri: a) heterojen fibril modelinin Ap40
zincirleri b) heterojen fibril modelinin AB42 zincirleri , ¢) homojen fibril
modelinin AB40 zincirleri. Kirmizi ve gri renkle boyanmig alanlar standart

sapmay1 temsil eder.

Incelememizi genisleterek amaciyla, SK9 varligmin fibril modellerinin kararlilig1
iizerinde etkisini termodinamik olarak incelemek i¢in baglanma serbest enerjisi AGbaglanma
(kcal/mol) analizi yapilmistir. Bu analizi ger¢eklestirmek icin, [144] MMPB(GB)SA
(molekiiler mekanik/Poisson Boltzmann (genellestirilmis Born) ylizey alani)
MMPBSA.py[145] modiliinii kullanan gmx MMPBSA[146] (GROMACS molekiiler
mekanik/Poisson Boltzmann (genellestirilmis Born) ylizey alan1) paketi ile
CHARMM36m[24] tiim atomlu kuvvet alan1 kullanilmistir. Her iki sistemin bagimsiz {i¢
orneginin son 100 ns’ lik kismi birlestirilerek elde edilen 300ns’ lik kiimiilatif simiilasyon
yoriingelerinden, istiflenme (zincirler arasi) ve paketlenme (zincir A,B,C,D,E,F,G,H ile

zincir ILJ,K,L,M,N,O,P aras1) baglanma serbest AGbaglanma (kcal/mol) tahmini yapilmaistir.
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Cizelge 4.2  Heterojen ve homojen fibrillerinin istiflenme serbest enerjileri. AG ve AE

enetjilerinin birimi kcal/mol.

AE ele AEVdW AEGB AEyﬁzey AGgaz AGgiizme A(;baglzmma

Omek 1 313.8 -1631.0 -27.5 -2169 -1267.0 -271.1 -1538.7
+88.1 +6.0 +35.5 £0.9 +42.2 +35.6 +26.5

- Omek2  -17.8  -1722.9 3223 2589  -1740.8 63.4 -1677.2
'% +83.1 +4.1 +28.6 +1.0 +36.7 +28.7 +25.4
% Omek 3 180.0 -16393 1452  -242.5  -1459.4 -97.3 -1556.7
= +70.0 +6.3 +37.1 +1.2 +50.1 +36.7 +26.3
Ortalama 1587 -1664.4  146.7 -2394  -1489.1 -101.7 -1590.9
+136.2 +41.5 +142.8 +17.3 +194.6 +136.6 +61.5
Ornek 1 819.7 -1560.1 -534.6 -238.8 -740.3 -773.4 -1513.8

+39.5 +6.5 +36.9 +0.9 +41.2 +36.5 +10.3
Omek 2 239.1  -1640.0 54.3 -247.2  -1401.1 -192.9 -1593.9

.g +43.0 +4.6 +39.1 +0.7 +38.9 +38.8 +5.2
E Omek 3 522.7 -1649.1 -217.7  -249.1 -1126.4 -466.7 -1593.1

+51.7 +4.5 +41.9 +0.8 +42.5 +41.5 +6.5
Ortalama 527.2 -16164 -232.7 -245.0 -1089.3 -477.7 -1566.9
+237.0 +40.0 £240.7 45 +271.0 +231.1 +37.6

Cizelge 4.2’de SARS-COV-2 viriisii zarf proteinin amiloidojenik SK9 peptiti varliginda
fibril modellerinin hesaplanan istiflenme serbest enerjileri standart sapmalariyla birlikte
verilmigstir. Heterojen fibril modelinin istiflenme ortalama baglanma serbest enerjisi
AGhaglanma degeri homojen fibril modeline gore -24 kcal/mol daha diigiik olmasi, homojen
fibril modeline gore simiilasyon boyunca zincirlerinin proteininden daha ayristigt 6n

gorilmiistiir.

Her iki fibril modelinde de elektrostatik enerjiler pozitif, van der Waals enerjileri ise
negatif degerli cikmistir. Pozitif elektrostatik enerji, itici etkilesimlere kars1 gelmektedir
ve kiimelegmeyi olumsuz yonde etkilemektedir. Bununla birlikte, her iki fibril modelinin
van der Waals enerjilerinin negatif degere sahip olmasin dolay1 sistemlerin kararli yap1

olugturdugu diiginiilmiistiir. Heterojen fibril modelinin AEcle elektrostatik enerjisi
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homojen fibril modeline gdére 6nemli 6lciide diisiik olmasin dolay1 heterojen fibril

modelinin daha kararli kiimelesme egilimi gosterecegi 6n goriilmiistiir.

Cizelge 4.3  Heterojen ve homojen fibrillerinin paketlenme serbest enerjileri. AG ve AE

enetjilerinin birimi kcal/mol.

AEele AEVdW AE GB AEyiizey AGgaz AGg:iizme AGbaglanma

Ornek 1 49.5 -205.2  48.0 -28.2 -155.7 19.9 -135.9
+102.5 +11.8  +94.9 +1.5 +103.3 +94.2 +13.4
Ornek 2  -147.7 2567 2488  -33.8 -404.4 215.1 -189.4
-g +84.0 +9.7 +78.9 +1.3 +84.4 +78.4 +10.1
% Ornek 3 81.3 -230.1 29.7 -30.2 -148.8 -0.5 -149.2
= +81.2 +8.7 +75.9 +0.9 +79.8 +75.6 +8.5
Ortalama  -5.6 -230.1 108.8  -30.7 -236.3 78.2 -158.2
+58.5 +12.1 4573 +1.3 +68.6 +56.1 +13.13
Ornek 1 8679  -175.7 -760.1 -21.1 692.2 -781.2 -89.0
+30.6 +7.5 +28.9 +0.9 +29.8 +29.0 +5.8
Ornek 2 594.1 -1853  -496.1  -21.8 408.8 -517.9 -109.1
.g +43.5 +12.4  £45.0 +1.3 +49.3 +44.4 9.8
g Omnek 3 743.0  -207.4 -631.7 -243 535.6 -656.0 -120.4
= +48.3 +10.0 +47.2 +1.3 +48.6 +47.1 +8.4
Ortalama  735.0  -189.5 -6293 -224 545.5 -651.7 -106.2
+64.6 +7.7 +62.2 +0.8 +66.9 +62.1 +7.5

Cizelge 4.3’te SARS-COV-2 viriisii zarf proteinin amiloidojenik SK9 peptiti varliginda
fibril modellerinin paketlenme serbest enerjileri standart sapmalariyla birlikte verilmistir.
Heterojen fibril modelinin paketlenme ortalama baglanma serbest enerjisi AGvbaglanma
degeri homojen fibril modeline gore -52 kcal/mol daha diigiik degerde olmasi, homojen

fibril modeline gore daha kompakt yap1 6zelligi sergiledigi tahmin edilmistir.

Ayrica, heterojen ve homojen fibril modellerini ¢ekici van der Waals etkilesimleri

gostermesinden dolayi sistemlerin kararl yap1 olusturdugu diisiinilmiistiir.

Heterojen fibril modelinin ¢ekici elektrostatik etkilesim gdsterirken homojen fibril

modelinin itici elektrostatik etkilesim sergilemesi ve aldiklar1 degerler arasinda 6nemli
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Olctide fark olmasi aralarindaki kompaktlagsma farkinin sebebinin bu oldugu 6n

gorilmiistiir.

Sistemlerin kararliliklarini etkileyen faktorler hakkinda ayrintili bilgiler elde etmek adina,
VMD[142] yazilim1 araciligiyla, fibril modellerinin istiflenme (zincirler arasi) ve
paketlenme (zincir A,B,C,D,E.,F,G,H ile zincir LJ,K,L.M,N,O,P aras1) hidrojen bagi
sayist, hidrofobik (suyu sevmeyen), hidrofilik (suyu seven) ve toplam SASA (¢oziiciiye
erisebilir yiizey alani) analizlerini yapilmistir. Hidrojen baglari analizi i¢in, alic1 ile verici
atomlar aras1 kesme mesafesi 3.0 A ve aralarindaki ac1 20°°den kiiciik olacak bicimde
parametreler belirlenmistir. SASA analizlerinde su molekiiliiniin boyutunu taklit etmek

icin prob yarigap1 1.4 A olarak secilmistir.

Bu analizler her iki sistemin i¢in gerceklestirilen bagimsiz licer adet simiilasyonun son
100 ns’ lik kismu birlestirilmesiyle elde edilen 300 ns’ lik kiimiilatif simiilasyon

yoriingeleri kullanilarak yapilmastir.

Cizelge 4.4  SASA, hidrojen-bag1 sayis1 ve % B-yaprag analizleri.

SASA (A% Hidrojen-Bag: % P-yapragi

Hidrofobik  Hidrofilik Toplam istiflenme Paketlenme Toplam N-u¢ C-u¢
£ 11420.9 13592.1  25013.1 122.2 1.7 47 28 18
£ w5031 +327.7  +763.8 486 +1.2
T
g 10630.0 1422777  24857.8 123.2 0.8 49 30 19
g +557.0 +523.9  +882.0 +8.8 +1.0
-

Cizelge 4.4’te Sistemlerin kararliliklarini etkileyen nicelikleri anlamak adina hesaplanan
hidrojen bag sayisi, SASA ile % B-yapragi i¢erigi toplam, amino ucu (N-ug) ve karboksil
ucu (C-ug) olacak bi¢imde ortalama deger ve standart sapma degerleri verilmistir. SASA
analizinde homojen fibril modeline kiyasla heterojen fibril modelinin hidrofobik yiizey
alan1 daha biiyiik iken hidrofilik yiizey alanm daha kiiciik ve ¢dziiciiye erisebilir toplam

ylizey alan1 daha biiyiik oldugu goriilmiistiir. Hidrofobik bolgeler etraflarindaki ¢oziicii
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suyu iterek hidrofobik bolgeler ile bir araya gelme egiliminde olur iken hidrofilik bolgeler

ise etraflarinda ¢oziicii suyu kendilerine ¢ekme egilimde olurlar.

Bu sebeple amiloidlerin kararliliklar1 ve kiimelesme egilimleri bircok parametreye baglh
karmasik davranig gosterse de yiiksek hidrofobik ve diisiik hidrofilik ylizey alan1 bu
konuda 6n gorii yapma imkani saglar. Homojen fibril modeline kiyasla biiyiik dl¢iide
fark olmamastyla birlikte daha yiiksek hidrofobik ve diisiik hidrofilik yiizey alanina sahip
olan heterojen fibril modeli kararliliginin ve kiimelesme egiliminin daha fazla olabilecegi
diigiiniilmiistiir. Ayn1 zamanda, diisiik net yiikk ve yiiksek hidrofobiklik amiloidlerin
kararliligini ve kiimelesmesini pozitif yonde etkileyebilmektedir. Bu durumun istiflenme
ve paketlenme serbest enerjisi analizinde heterojen fibril modelinin homojen fibril
modeline daha diisiik elektrostatik etkilesim gosterme ile uyum icinde oldugu

gOrilmiistiir.

Hidrojen bagi sayisi analizinde, fibril modellenin istiflenme hidrojen bag sayis1 arasinda
anlam yaratacak bir fark goriilmemistir. Ancak homojen fibril modeline kiyasla heterojen
fibril modelinin paketlenme hidrojen sayisi iki katindan biraz fazla oldugu goriilmiistiir.
Bu sonuca gore, homojen fibril modeline kiyasla heterojen fibril modelinin daha siki
paketlendigi disiiniilmiistir. Bu durumun paketlenme serbest enerjisi analizinin

sonucunu destekledigi goriilmiistiir.

Amiloid fibrillerin karakteristik yapisinda bulunun ve kararliligi iizerinde 6nemli 6lciide
etkili olan B-yapragi[147] iceriginin yiizdelik tahmini, GROMACS yazilimin paketinin
“do_dssp” analiz modiilii kullanilarak DSSP[148] (proteinlerde ikincil yap1 sozliigii)
analiziyle hesaplanmustir. Ikincil yapi analizinde fibril modellerinin %p-yaprag igerikleri

arasinda anlamli bir fark gézlemlenmemistir.

Kararlig1 etkileyen faktorleri daha detayli anlamak i¢in VMD[142] yazilimin kullanarak,
zincirler aras1 (inter) ve zincir i¢i (intra) rezidii-rezidii temas olasilig1 haritas1 (contact-
map) analizleri yapilmistir. Burada rezidii ¢iftlerindeki agir atomlar arasi temas mesafesi

en fazla 7.0 A olacak sekilde belirlenmistir.
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Sekil 4.8 Rezidiiye gore zincirler arasi (istiflenme) temas olasiligi haritasi: a)

heterojen fibril modeli ve b) homojen fibril modeli.

Sekil 4.8’de SK9 varliginda her iki fibril modelinin rezidii-rezidii istiflenme temas

olasiligi haritas1 verilmistir.

Fibril modellerinin zincirlerinin istiflenmesinde rol alan merkez hidrofobik
Leu'”,Val'® Phe!® Phe?® Ala*! bolgesinde her iki fibril modelinde de rezidii temas
olasiliklart %80 den fazla oldugu goriilmiistiir. Her fibril modelinde de hidrofobik
karboksil ucu boélgelerinde cevrelerindeki komsu hidrofobik rezidiilerle etkilesimde

oldugu goriilmiistiir.

Bununla birlikte, heterojen fibril modelinde AB42 zincirlerini hidrofobik karboksil ucu
bolgesindeki Ile*!' rezidiisiiniin komsu AP40 zincirinin hidrofobik karboksil ucu
bolgesindeki hidrofobik Val*’ ve Val*® rezidiileri ile temas olusturdu goriilmiistiir. Bu
durumun heterojen fibril modelinin karboksil ucu bolgesinde zincirlerin istiflenmesinde

ve kararlilig1 {izerine pozitif katk: sagladigi diistiniilmiistiir.

Ayrica heterojen fibril modeli, homojen fibril modeline farkli olarak merkez hidrofobik
bolgesindeki Leu!” ile Phe'? rezidiileri sirastyla yan zincirlerdeki hidrofobik Leu** ve Ile*
rezidiileri ile temas olusturdugu gézlemlenmistir. Bu temaslarin zincirlerin istiflenmesine
katki saglayabilecegi ve homojen fibril modeline gore kararhigini artirabilecegi

diistinilmiistiir.
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Sekil 4.9 Rezidiiye gore rezidil i¢i temas olasiligi haritasi: a) heterojen fibril modeli

AP40 zincirleri b) heterojen fibril modeli AB42 zincirleri ve ¢) homojen

fibril modeli AB40 zincirleri .

Sekil 4.9°da SK9 varliginda her iki fibril modelinin rezidii-rezidii zincir i¢i temas olasilig1
haritas1 verilmistir. AP40 fibrillerinin karakteristik U-seklini olusturan hidrofobik Leu!’-
Leu*, Leu!’-Val®¢ ile Phe'’-Gly*, Phe'®-Leu** ve Ala®!-lle*? temaslari[21], heterojen
fibril modelinde Leu'’-Leu* rezidiileri arasinda, homojen fibril modelinde ise Ala®!-Ile*
rezidiileri arasinda goriilmiistiir. Bununla birlikte, heterojen fibril modelinin AP42
zincirlerinin merkezi hidrofobik bolgesinin Phe!® ve Ala?! rezidiileri sirasiyla zincir
icindeki diger hidrofobik Ile*?/Leu’* ve Ala*® rezidiileri temasta bulundugu
gozlemlenmistir. Heterojen fibrilin AP40 zincirlerinin merkezi hidrofobik bdlgesindeki
Leu'” ve Phe! rezidiileri zincir igindeki hidrofobik Ile*? rezidiisiiyle temas yaptigi
goriilmiistiir. Heterojen fibrilin homojen fibrile gore daha fazla sayida zincir ici temasta

oldugu gozlemlenmistir.
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5. YORUM

Gliniimiiziin en 6nemli saglik sorunlarindan biri olan Alzheimer hastaligi AP plakalarinin
kiimelesmesiyle, ndéronlarin asamali kaybi1 fonksiyonel bozukluklarla iligkili olan bir
norodejeneratif hastaliktir. Bu hastalik ¢agimizin vebasi olarak tanimlanmakta ve gelecek
on yillarda halk saglhigin1 6nemli dl¢iide tehdit edecegi ve devletler {izerinde ciddi saglik

maaliyeti olugturacagi tahmin edilmektedir.

Alzheimer hastaligini karsi basarili bir sekilde tedavi edecek ilaglarin ve yontemlerin
gelistirilmesi acisindan, yanlis katlanmig proteinlerden biri olan ve hastaligin
patofizyolojik karakteristiginde bulunan fibril benzeri yapidaki AP proteinlerinin
yapisinin ve davraniginin anlagilmasi oldukca 6nemlidir. Genelde beyinde AB40 ve AB42
izoformlar1 bigiminde bulunan Af’lar aym1 zamanda bu iki izoformun c¢apraz
tohumlanmasiyla AB40/AB42 formunda da bulunabilir. Gegtigimiz yillarda Cerofolini
vd.[21] PDB-ID: 6TI7 ile verilen AB42 ile AB40 1:1 oraninda ¢apraz tohumlanmasi ile
elde edilen heterojen AB40/AB42 fibril modelinin kararl lig-boyutlu yapisini deneysel

olarak gostermislerdir.

Yapilan son ¢aligmalarda SARS-COV-2 viriisiiniin Alzheimer ve diger yanlis katlanmig
protein hastaliklarinin seyrini kotiilestirdigi ve 6lim oranlarinda artisa neden oldugu
gosterilmistir[ 149,150]. Son yillarda SARS-COV-2 ile serum amiloid A, a- siniiklein ve
amilin gibi yanlis katlanmis proteinler arasinda iliskiyi molekiiler diizeyde Hansmann vd.
[151-154] irdeleyen etkili calismalar yapmislardir. Bu baglamda SARS-COV-2 ile
Alzheimer hastalig1 arasinda patolojik karakteristiginde bulunan AP izoformlar1 arasinda
molekiiler etkilesimlerin daha iyi anlasilmasi, hastaliga kars1 yeni ve giiclii tedavi edici

araclarin ve yontemlerin gelistirilmesinde etkili olacaktir.

Bu ¢alismanin amaci Alzheimer hastaligini daha iyi anlamak adina A fibril modelleri ile
SARS-COV-2 viriisii arasinda molekiiler etkilesimlere 151k tutmak olmustur. Bu amag
ugruna acik su ortaminda heterojen AB40/AB42 fibril modeli (PDB-ID: 6T17) ile homojen
AP40 fibril modeli (PDB-ID: 6TI5) SARS-COV-2 viriisii amiloidojenik
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SFYVYSRVK® (SK9) molekiiler olarak kenetlenerek, molekiiler dinamik
simiilasyonlar1 gerceklestirilmis ve sonuglari heterojen fibril modeliyle homojen fibril
modelinin kararliliklar1 agisinda kiyaslanmistir. Yaptigimiz RMSD ve RMSF 6n
analizlerinde heterojen ve homojen fibril modellerinin yapisal kararliliklar1 arasinda

anlamli sayilabilecek farkliliklar bulunmamustir.

Kararlilig1 termodinamik olarak inceledigimiz zaman her iki fibril modeli arasinda biiyiik
farkliliklar olamamakla birlikte homojen fibril modeline kiyasla heterojen fibril
modelinin istiflenme ve paketlenme baglanma enerjileri sayisal olarak daha diigiik oldugu
dikkat cekmistir. Aralarindaki bu farkliligin sebebi olarak zincirlerin istiflenmesi
acisindan heterojen fibril modelinin elektrostatik etkilesim enerjisi her ne kadar itici bir
etkilesime karsi gelse de homojen fibril modeline gore diisiik olmasi ve zincirlerin
paketlenmesinde ¢ekici etkilesim gdstermesi ve homojen fibril modeline gore oldukca
diistik olmasindan kaynaklandig1 diistiniilmiistiir. Bu agidan heterojen fibril modeli daha

siki paketlenmis bir yap1 seklinde davranis sergiledigi 6n goriilmiistir.

SASA analizlerinde heterojen fibril modeli daha fazla hidrofobik yiizey alanina sahip
oldugu goriilmiistiir. Ancak aralarinda bu farkin kesin yorumlar yapacak kadar olmadigi
goriisii seklinde olmustur. Hidrojen bag1 sayist analizlerinde zincirlerin istiflenmesinde
etkili olan hidrojen baglar1 arasinda iki model arasinda dikkate deger bir fark goze
carpmamustir. Zincirlerin paketlenmesinde olusan hidrojen baglarin sayisina bakildiginda
heterojen fibril modelinin bag sayis1 sayisal olarak daha fazla goriilmiistiir. Bu sonug
paketlenme baglanma enerjisi analizini destekler niteliktedir. Amiloidlerin yapilarinda
bulana ve kararliligin etkileyen B-yapragi icerigi analizinde iki fibril modeli arasinda

kararlilig1 etkileyecek kadar bir farkin olmadig goriilmistiir.

Kararliligi etkileyecek olan bir diger faktor olan rezidiiler arasi etkilesimler, rezidii-rezidii
zincirler arasi ve zincir ici temas olasilig1 haritasi ile incelenmistir. Zincirlerin istiflenme
temas haritasinda heterojen fibrilin AP42 =zincirlerinin hidrofobik karboksil ucu
bolgesindeki Ile*' rezidiisiiniin komsu AP40 zincirinin hidrofobik karboksil ucu
bolgesindeki hidrofobik Val*® ve Val* rezidiileri ile yapmis oldugu temasla birlikte

merkez hidrofobik bélgesindeki Leu!” ile Phe!” rezidiileri sirasiyla yan AB40 zincirlerdeki
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hidrofobik Leu** ve Ile*? rezidiileri ile de temas olusturmasi, fibril modelinin karboksil
ucu bolgesinde zincirlerin istiflenmesinde ve yan yana zincirlerin istiflenmesinde pozitif

katk1 sagladigi diistiniilmiistiir.

Ayrica zincir i¢i temas olasiligi haritasi analizinde, homojen fibril modelinin merkezi
hidrofobik bolgesinin ¢evresindeki diger hidrofobik rezidiiler ile temas yapmadigi
goriilmiistiir. Ancak, heterojen fibril modelinin AB42 zincirlerinin merkezi hidrofobik
bolgesinin Phe!® ve Ala®! rezidiileri sirasiyla zincir igindeki diger hidrofobik Ile**/Leu’*
ve Ala* rezidiileriyle birlikte AP40 zincirlerinin merkezi hidrofobik bdlgesin deki Leu'’
ve Phe!” rezidiileri zincir igindeki hidrofobik Ile* rezidiisiiyle temas yaptig1 goriilmiistiir.
Heterojen fibril modelinin homojen fibril modeline gore hidrofobik bolgelerinin daha

fazla etkilesim sergiledigi ve bu durumun kararliligini artirabilecegi diistintilmiistiir.

Calismamizda SARS-COV-2 viriisiiniin amiloidojenik 6zellik gosteren peptitlerinden
sadece biri kullamilmistir. Son yapilan calismalar bu viriisiin baska amiloidojenik
bolgelerinin de oldugunu gostermistir. Gelecekte yapilacak calismalar COVID-19 ile
Alzheimer hastalig1 arasindaki iligkiyi derinlemesine irdelemek adina farkli SARS-COV-

2 peptitleri ile AP fibrillerinin etkilesimleri incelenmesi yoniinde olabilir.
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