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Enis UNAL tarafindan yiiksek lisans tezi olarak sunulan “Oksigenaz
Enzimlerinin Aktif Merkez Ozelliklerinin Model Yapr Katekol Oksidaz
(E.C 1.10.3.1) Uzerinde Molekiiler Modelleme Yoluyla incelenmesi” baslikli
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savunma sinavinda aday oybirligi/oycoklugu ile basarili bulunmustur.
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OZET

OKSIGENAZ ENZIMLERININ AKTIF MERKEZ
OZELLIKLERININ MODEL YAPI KATEKOL OKSIDAZ
(EC 1.10.3.1) UZERINDE MOLEKULER MODELLEME YOLUYLA
INCELENMESI

UNAL, Enis

Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez Danismant: Dog. Dr. Cenk SELCUKI
Aralik 2013, 83 sayfa

Bu tezde katekol oksidaz (E.C.1.10.3.1) enzimin aktif merkez o6zellikleri
molekiiler modelleme yontemleri ile incelendi. “Protein Data Bank” {izerinden
elde edilen kristal yapilar tizerinden aktif merkez hazirlandi. Native ve inhibe
(Katekol oksidaz-PTU) enzim formlar ile farkli yiik ve ¢ok katlilik kosullarinda
hesaplamalar gergeklestirildi. Hesaplamalar i¢in MM-UFF, PM6, PM3tm,
B3LYP/Gen (LANL2DZ, 6-311G**) yontemleri kullanildi. Ayrica aktif
merkezde yer alan bakir atomlart mangan ile degistirildi ve hesaplamalar
gerceklestirildi. Elde edilen veriler ile aktif merkez geometrisi, substrat baglanma
modu, reaksiyon i¢in uygun yiik durumu ve elektronik yapi degerlendirildi.
Katekol oksidaz aktif merkezde yer alan iki bakir atomu her biri liger histidin
tarafindan koordine edilmektedir. Bu nedenle tez kapsaminda histidin molekiilii
ayrica incelenmistir. Ug farkli imidazol formu ile olasi tiim yiik durumlart
kapsayan 12 farkli histidin yapisinin Spartan 08 programi ile MM-Sybyl yontemi
kullanilarak konformer analizi gergeklestirildi. Elde edilen yapilar Gaussian 09
programi ile B3LYP/cc-pVDZ yontemi kullanilarak optimize edildi ve frekans

analizi yapild1.

Anahtar Sozciikler: Katekol oksidaz, Tip-3 bakir, Histidin, Histidin

konformerleri, Molekiiler modelleme, DFT.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ACTIVE SITE PROTERTIES OF
OXYGENASE ENZYMES ON THE CATECHOL OXIDASE (EC
1.10.3.1) AS MODEL STRUCTURE WITH MOLECULAR
MODELLING METHODS

UNAL, Enis
MSc in Biochemistry Program

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Cenk SELCUKI
December 2013, 83 pages

In this study, the properties of active site of catechol oxidase (E.C. 1.10.3.1)
was investigated by molecular modelling methods. Initial structures were prepared
from crystal structures obtained from “Protein Data Bank”. Calculations were
performed in variable charge and multiplicity states with native and inhibeted
(Catechol oxidase-PTU complex) forms of catechol oxidase. MM-UFF, PM6,
PM3tm and B3LYP/Gen (LANL2DZ, 6-311G**) methods have been used in
calculations. In addition, copper ions in active site were replaced with manganese
ions and calculations were performed. Calculated data on, active site geometry,

substrat binding mode, charge state and the electronic structure were analyzed.

Both copper ions in active site of catechol oxidase are coordinated by three
histidine residues. For this reason, histidine was investigated separately in detail.
Twelve different forms of histidine that include all possible charge and terminal
states, conformation distribution analyzes were performed by Spartan (MM-
Sybyl). Obtained structures were optimized with Gaussian 09 quantum calculation
program using B3LYP/cc-pVDZ and frequency analyzes calculations were

performed.

Key Words: Catechol oxidase, Type-3 copper, Histidine, Histidine
conformers, Molecular modelling, DFT.
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TESEKKUR

Bu ¢aligma siiresince oncelikli olarak bana maddi ve manevi olarak destek
olan aileme tesekkiir ederim. Calisma boyunca bilgisine basvurdugum ve her
konuda yardim aldigim damismanim Dog. Dr. Cenk SELCUKI’ye 6zel bir
tesekkiirii borg bilirim. Ayrica ¢alismam boyunca bilgi alisverisinde bulundugum

tiim lisans iistii 6grenci arkadaglarima tesekkiir ederim.

Calismamda yer alan bazi1 hesaplamalarin yapilmasinda bize yardimci olan

TUBITAK-ULAKBIM’e (TRUBA KAYNAKLARI) tesekkiir ederiz.

Enis UNAL
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1. GIRiS

Dogadaki proteinlerin biiyiik bir kism1 metaloproteindir ve bu proteinlerin
birgogu kritik biyolojik siireglerde gorev almaktadir (Martinez et al., 2012).
Canlilarda oksijen metabolizmas:t genellikle, bakir veya demir igeren
metaloproteinler tarafindan katalizlenir. En bilinen 6rnekleri demir igeren hem
proteinleri miyoglobin ve hemoglobindir (Gerdemann et al., 2002). Aktif
merkezinde bakir igeren enzimler genellikle cesitli organik substratlarin
oksidasyonu veya elektron transferinde gorev alirlar. Baslangigta tiim bakir
proteinleri spektroskopik 6zelliklerine gore siniflandirilmistir ve bunlar tip-1, tip-
2 ve tip-3 aktif merkez olarak adlandirilirlar. Ancak, spektroskopi ve kristalografi
alanlarinda yasanan gelismeler farkli aktif merkez tiplerine sahip bakir
enzimlerinin kesfine olanak saglamistir. Glinlimiizde bakir enzimleri 7 farkl
simifa ayrilmaktadir (Koval et al.,, 2006). Tip-3 bakir aktif merkezine sahip
enzimler oksidaz/oksigenaz veya dioksijen tasiyicisi olarak fonksiyon gosterirler

(Gerdemann et al., 2002).

(His)
/ NH

(His)

(His) R‘Nf% |

— i N/:\.
HN f"’--.-"N""'l.-_, E "‘ﬁ'{:l'l"-'.I it \E/NH
~ Cu ‘ Cu
N N—

Sekil 1.1 Tip-3 Bakir enzimleri aktif merkez yapist (Koval et al. 2006)



1.1 Katekol Oksidaz

Katekol oksidaz, dioksijen varliginda o-difenollerin o-kinon yapilarina
donlisimiinii  katalizleyen yaygin bir bitki enzimidir. Reaktif kinonlarin
olusumunu otopolimerizasyon ile katekol melaninlerinin olusumu izler. Bu
siirecin  bitkinin patojen ve bdceklerden korunmast i¢in gerceklestigi
diistiniilmektedir (Giiell and Siegbahn, 2007). Ayrica bu reaksiyon medikal
diagnostik agidan katekolaminlerin 6l¢limii igin ilgi konusudur (Eicken et al.,
1999). Tirozinaz ve hemosiyanin ile birlikte bakir tip-3 enzim ailesinin bir
iyesidir (Belle et al., 2007). Aktif merkezlerinde bakirlar ile birlikte histidin
ligandlar1 bulunur (Siegbahn 2004). Aktif merkezdeki bakirlarin (Cu(Il)-Cu(ll))
formunda) giliclii antiferromanyetik eslesmesinden otiiri, EPR  sinyali

vermemesiyle karakterize edilir.

Katakol oksidazin kristal yapist 1998 yilinda elde edilmistir (Klabunde et
al) izole edilmistir. Enzimin Native met formu (Cu(II)-Cu(Il)), deoksi formu
(Cu(D)-Cu(l)) ve feniltiyoiire inhibitorii ile baglanmis formu kristal olarak elde
edilmistir. Elde edilen sonuclara gére enzim monomeric ve elips seklindedir.
Sekonder yapi dortli  a-sarmal (helix) yapisindadir. Helikal yapilar, her bir
bakirin ti¢lii histidin uzantis1 tarafindan kordine edildigi katalitik diniikleer aktif

merkezi sarmaktadir (Giiell and Siegbahn, 2007).



Sekil 1.2 Katekol oksidaz native , kusak gorinimii (Klabunde et al., 1998)
http://pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=1BT3

Sekil 1.3 Katekol oksidaz native, ¢izgili goriiniim (Klabunde et al., 1998)
http://pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=1BT3



1.2 Katekol Oksidaz Aktif Merkez Ozellikleri

Native formunda (Cu(Il)-Cu(Il)) iki bakir arasindaki 2,9 A oldugu
bildirilmistir. Bakirlar1 kordine eden iiger histidin uzantisina ek olarak, bakirlar
arasinda  (CuA-O 1,9 A , CuB-O 1,8 A) Kkopriileyici ¢dziicii molekiilii yer

almaktadir. Bu sekilde aktif merkezin trigonal piramit yapisi tamamlanmaktadir.

His 244

Sekil 1.4 Katekol oksidaz aktif merkez yapisi (Giiell and Siegbahn, 2007).

Deoksi formunda aktif merkezdeki bakirlarin +1 ylik durumuna indirgendigi
formda ise, bakirlar arasindaki mesafenin 4,4 A‘e ¢iktig1 histidinlerde ise belirgin

bir degisme olmadig: rapor edilmistir.

Inhibe formda ise fenil tiyoiire (PTU) katekol oksidaza met formda yer alan
hidroksi kopriisiiyle yer degistirmek suretiyle baglanir. PTU’de yer alan siilfiir
atomu iki bakira birden kordine olur ve bakirlar arasindaki mesafeyi 4,2 A ‘e
cikarir. Bakir B, amid azotu ile zayifca etkilesir. Inhibitér baglanmasiyla enzimde,
inhibitoriin aromatik kalkasiyla hidrofobik etkilesimler olusur ve konformasyonel

degisim meydana gelir (Koval et al., 2006).
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Sekil 1.5 Katekol oksidaz-PTU kompleksi (Gardeman 2002, Klabunde 1998)

1.3 Tip-3 Bakir Ailesi

Grunun diger bir iyesi hemosiyanin dioksijenin geri dontigimli
baglanmasin1  gergeklestirir. Tirozinas ise hem fenollerin o-difenollere
hidroksilasyonunu (monofenolaz aktivitesi) katalizler, hem de o-difenollerin o-
kinonlara oksidasyonunu (katekolaz aktivitesi) katalizler (Koval et al., 2006).
Katekol oksidaz ile trozinaz arasindaki fark bazi noktalarda belirgin degildir. Bazi
katekol oksidazlar zayif monooksigenaz aktivitesi gosterebilmektedir. Ancak
genellikle katekol oksidaz trozini substrat olarak kabul etmez (Giiell and Siegbahn
2007). Ek olarak belirtmek gerekir ki; katekol oksidaz ve trozinaz enzimlerinin
isimlendirilmeleri ve smiflandirilmalart zaman zaman karisik bir konu olmustur

(Eicken et al., 1999).

Bu giine kadar katekol oksidaz enziminin ¢alisma seklini ve reaksiyonunu
aciklamak icin bir¢cok calisma yapilmistir. Bu calismalar sadece enzim aktif
merkezini lizerinde degil ayrica aktif merkezi ve reaksiyonu taklit eden

kompleksler lizerinde de gergeklestirilmistir.

Hesapsal kimyanin dogas1 geregi, lizerinde ¢alisilan yapiya eklenen her bir
atom hesapsal yiikte artisa neden olmaktadir. Yiiksek dogruluk veren methodlar
(Method basliginda anlatilacak) kullanilarak tiim enzim yapisinin ¢alisilabilmesi

mimkiin olmadigindan, gerceklestirilen ¢alismalar genellikle enzim aktif



merkezinde yer alan kisith sayida aminoasit ¢evresinde gerceklestirilmektedir.
Kimi durumlarda aktif merkezde yer alan aminoasitleri taklit edecek daha az atom
iceren yapilarda kullanilir. Elbette bu durum hesaplamada yer almayan kisimlarin
aktif merkez bolgesine yaptiklari sterik etkilerin yoksayilmasina neden olur, ancak

elde edilen sonuglar yapiya bagimli olarak yinede giivenilir olabilmektedir.

Yapilan ¢aligmalarin sonucunda reaksiyon mekanizmasi ile ilgili bir ¢ok
soru hala tam olarak cevaplamamistir. Bu sorular baslica; reaksiyonun kontroliinii
saglayacak elektronik ve pH 6zellikleri, substrat koordinasyon modu ve dioksijen

aktivasyonu sirasinda olusan ara iirlindiir (Belle et al., 2007).

Bu c¢alisma, ticari ve diagnostik énemi bulunan bu enzim grubunun aktif

merkez 6zelliklerinin daha iyi anlagilabilmesi amaciyla ger¢eklestirilmistir.

1.4 Histidin

Histidin yan grup olarak imidazol halkas1 i¢eren bir amino asittir. Histidin
notral pH’ta iyonize olabilen bir yan zincire sahip tek aminoasittir (Nelson and
Cox, 2008). Histidin yan zincirleri bir ¢ok proteinin aktif merkezlerinde yer
almaktadir. Histidin amino asidinin temel 6zelligi farkli protone durumlarinda
bulunabilen imidazol halkasidir. Histidin halkasinin pK, degerinin fizyolojik pH
degerine yakin olmasindan 6tiirli imidazol grubu farkli protone durumlar1 arasinda
dinamik bir dengededir. Protone formlar1 arasindaki gecis, enzim aktivitesinin
modiile edilebilmesine veya substrat ile enzim arasinda proton transferi

gergeklestirilebilmesine olanak saglar (Hass et al., 2008).

C00~
Hgﬂ'—(lj—H
¢H,
(lj—].\;H
H CH

H

Sekil 1.6 Histidine amino asidi (Nelson and Cox’dan, 2008)



Imidazole yan zincirin pK, degeri yaklasik olarak 6,0’dir, amino asitin genel
pKa degeri ise 6,5°tir. Bu nedenle fizyolojik pH kosullarinda ufak kaymalar bile
histidinin genel yiikiinde degisikliklere yok acabilmektedir. pH=6’dan daha asidik
ortamlarda imidazol halkasi genel olarak protonedir. Bu formunda imidazol
halkast iki N—H bag1 bulundurur ve ytikii pozitiftir. Pozitif yiik azotlar arasinda
esit olarak dagilmistir (“Histidine”, http://en.wikipedia.org/wiki/Histidine).
Karboksil grubu i¢in pK; degeri 1,82, amino grubu i¢in ise 9,17 dir (Nelson and
Cox’dan, 2008).

12 pKia (@NHy)=9.3
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L e m) i
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NH INH “ N N
HN— HN— HN— HN

Sekil 1.7 Histidin iyonizasyonu (Swanson et al., 2010’dan)

Imidazol halkas: tiim pH’larda aromatiktir. Dért tanesi ¢ift bagdan iki tanesi
islesmemis azot atomundan, toplam 6 adet m elektronu igerir ve m yi8ilma (n
stacking) etkilesimi olusturabilir (“Histidine”,
http://en.wikipedia.org/wiki/Histidine). Glutamat iizerinden sitrik asit dongiisiine

katilabilir. Histamin ve karnozin biyosentezi i¢in prekursordiir.

Histidin imidazol halkas1 metaloproteinlerde genel koordinasyon ligandidir.
Ayrica  hemoglobinin  yapisinda  bulunan hem  halkasinda  bulunur.
Oksihemoglobin stabilizasyonu ve CO-hemoglobin destabilizasyonu igin

onemlidir (Swanson et al., 2010).

Histidin proton mekiginde (shuttle), protonlarin tasinmasinda kullanilir

(“Histidine”, http://en.wikipedia.org/wiki/Histidine).






2. METHOD
2.1 Molekiiler Modelleme

Molekiiler modelleme realistik molekiiler yapilarin ve iliskili 6zelliklerinin
olusturulmasi, hesaplanmasi ve belirlenebilmesi amaciyla gergeklestirilen

bilgisayar uygulamalar1 olarak tanimlanabilir.

Molekiiler modelleme teorik kimya yontemlerine ve deneysel verilere
dayanan, molekiilleri ve molekiiler sistemleri analiz etmek, molekiiler, kimyasal
veya biyokimyasal Ozellikleri belirlemek i¢in kullanilan bilgisayar teknikleri

olarak diisiliniilebilir. Teori ve deneysel arasinda koprii islevi goriir.

Molekiiler modellemenin foksiyonlar1 agagidaki gibi listelenebilir;

Yapi tayini ve tasarimi

Yapisal goriintiileme

Enerji hesaplamasi ve minimizasyonu

Dinamik simiilasyon ve konformasyonel tarama
Molekiiler 6zelliklerin hesaplanmasi

Yapisal iist iiste gelme (siiperposizyon) ve dizi belirlenmesi

N o a &~ wDh e

Molekiiler etkilesim ve yanastirma (docking)

Hesapsal biyokimya ve bilgisayar destekli molekiiler modelleme biyokimya
aragtirmalarinin vazgecilmez bir parcasi haline gelmistir. Ligand-reseptor, enzim-
substrat etkilegimleri, protein katlanmasi, protein-protein ve protein-niikleik asit
etkilesimi bu teknoloji ile incelenebilecek ve ¢oziimlenebilecek konulara birkag

ornektir.
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2.2 Enerji Hesaplama ve Geometri Optimizasyonu

Potansiyel enerji’ye hesapsal yaklasim iki katogoriye ayrilabilir; kuantum
mekanik ve molekiiler mekanik. Bu ayrimin temeli Schrodinger denkleminin
uygulanis bi¢iminden kaynaklanir. Giliniimiizde iki ydnteminde molekiillerin
kimyasal ve biyolojik davranislarinin anlasilmasinda 6nemli olduklar1 kabul
edilmektedir. Pratik agidan yaklagirsak, yontemin se¢imi sorunun karmasikligi,
kisitlamalar ve islem giicii gibi faktorlere baglidir. Geometri optimizasyonu,
kararsiz bir (non-equilibrium) geometriden baglanarak, bir minimizasyon
algoritmasi1 araciligi ile molekiil i¢in optimum yapiin bulunmasi islemidir.
Termodinamik kanunlari’na gore sistem diisiik enerjili olmaya egilimlidir.
Bu nedenle molekiiler yapida diisiik enerjili oldugu konfigiirasyonu tercih

edecektir.

2.3. Konformasyonel Analiz

Kullanic1 tarafindan tanimlanmis dihedral agilarin degistirilerek molekiiler
sistemin diisiik enerjili konformasyonlarinin elde edilmesi islemi konformasyonel
analiz olarak tanimlanir. Yontem yeni yapilarin tiiretilmesi i¢in dihedral agilarin
degistirilmesi ve sonra her bir aginin minimizasyonunu igerir. Disiik enerjili
0zglin yapilar kaydedilirken yiiksek enerjili yapilar yok sayilir. Konformasyonel

analiz i¢in yliksek hizda sonug veren molekiiler mekanik yontemleri kullanilir.

Bu tezin konusu olan ¢aligmalar sirasinda yapilan konformasyonel analiz
hesaplamalar1 Spartan 08 (Ohlinger and Hehre, 2007) programi ile bir molekiiler
mekanik yontemi olan Sybyl ile gergeklestirildi.

2.4. Kuantum Mekanik

Kuantum mekanik yontemler ab initio ve yari-ampirik adinda iki ayr1 sinifta
incelenebilir. Ab initio yontemler elektron korelasyonunun ¢ozimi igin
perturbasyon sonrast (post perturbation) hesaplamalart kullanir. Cesitli
yaklagimlara gore dalga fonksiyonu baz1 fonksiyonel formlar seklinde
tanimlanabilir. Genel anlamda ab initio hesaplamalar self-consistent field (SCF)
yontemlerin iteratif prosediirleridir. Diger taraftan, yari-ampirik ¢oziilmesi zor

integrallerin deneysel verilere dayanan denklem ve parametrer ile vyer


http://www.chem.ac.ru/Chemistry/Soft/SYBYL.en.html
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degistirmesine dayanan yontemleri ifade eder. En dogru sonug i¢in hesaplamasi
yapilan molekiiliin parametrizasyonda kullanilan yapilara benzer olmasi1 gerekir.
Hesaplamasi yapilan yapi parametrizasyon setinden oldukca farkli ise diizensiz
sonuglar elde edilebilir. Yari-ampirik yontemler organik bilesikler i¢in basarili

sonuglar vermektedir.

2.4.1 PM3TM (Parameterized method 3 transition metals)

PM3TM, James Stewart tarafindan gelistirilen ve 1989 yilinda yayinlanan
PM3 yonteminin ge¢is metallerinide igerecek sekilde genisletilmis bir
versiyonudur. PM3 diger yari-ampirik yontemlere gore daha fazla sayida
molekiiler 6zellige gore parametrize edilmistir ve hidrojen bagi hesaplamalarinda

cok daha basarilidir (Ramachandran et al., 2008)

2.4.2 Yogunluk Fonsiyoneli Teorisi (Density Functional Theory)

Yogunluk fonksiyoneli teorisi fizik ve kimyada atomlarin, molekiillerin ve
kondanse fazlarin elektronik yapilarmin hesaplanmasinda kullanilan bir kuantum
mekanik yontemidir. Bu teoride ¢ok elektronlu sistemlerin 6zellikleri fonksiyonun
fonksiyonu anlamina gelen fonksiyonellerin kullanimi ile belirlenebilir. Yontemin
ismi fonksiyonel olarak elektron yogunlugu fonksiyonellerinin kullanilmasindan
gelmektedir. DFT hem hesapsal fizikte hem hesapsal kimyada kullanilan ¢ok
yonlii ve popililer yontemler icermektedir (“Density Functional Theory”,

http://en.wikipedia.org/wiki/Density_functional theory) DFT’nin basarist

hesapsal yiik ve dogruluk arasinda basarili bir denge kurmasindan ileri gelir
(Schneebeli et al., 2011).


http://en.wikipedia.org/wiki/Density_functional_theory
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2.4.3. B3LYP Yontemi

Biyomolekiiler sistemler icin yaygin olarak kullanilan ve basarili sonuglar
veren bir Hibrid-DFT yontemidir. Hesaplamanin Gaussian kisimlar1 Hartree-Fock
seviyesinde  gerceklestirilirken, DFT kisimlart  B3LYP  yaklagimi ile
gerceklestirilir (Rogers, 2003) DFT yontemlerinin popiilerlesmesinde katkist
oldukca fazladir (Schneebeli et al., 2011). Bu tezde yer alan hesaplamalar

geometri optimizasyon ve frekans analiz hesaplamalarinda kullanilmistir.

2.5. Molekiiler Mekanik

Biiyiik yapili biyomolekiiller i¢in yari-ampirik yontemler etkin olarak
uygulanamaz. Molekiiller mekanik adi verilen yontemler ise yapilarinin ve
davranislarinin agiklanmasi i¢in kullanilabilir. Molekiiler mekanik, bir dalga
fonksiyonu veya elektron yogunlugu hesaplamadan, bilesigin toplam enerjisini
hesaplamak igin basit cebirsel ifadeler kullanir. Molekiiler mekanigin temel
varsayimi, kiiclik molekiiller icin deneysel yoldan elde edilen ve biiylik
molekiillere uygulanabilen datalar1 ifade eden ampirik kuvvet alanlaridir
(empirical force field). Hizli bir sekilde enerjetik olarak elverisli geometrilerin

elde edilmesi amaglanir.

2.6. Hartree Atomic Unit (a.u.)

Atomik birim, atomik fizik hesaplamalar1 i¢in kullanilan bir birimdir.

Hartree ve Hydberg olmak iizere iki farkli atomik unit birim vardir.

2.7. Baz Seti

Baz setleri teorik ve hesapsal kimyada molekiiler orbitallerin tanimlanmasi
i¢in olusturulmus kombine lineer fonksiyon setleridir. Basitge tanimlamak istersek

baz seti atomu merkez alan atomik orbitallerdir.
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2.8 Hesapsal Bilgisayar programlari

Bu boliimde hesaplamalarin gerceklestirildigi ve sonuglarin irdelendigi

programlar hakkinda kisa bilgi verilmistir.

2.8.1 Spartan 08

Spartan 08 molekiiler modelleme ve hesapsal kimya i¢in kullanilan bir
bilgisayar programidir. Izole molekiillerin yapisal ve molekiiler dzelliklerinin
belirlenmesinde Oncelikli olarak kullanilir. Kuantum mekanik hesaplamalarda

goreceli olarak daha yavastir.

2.8.2 Gaussian 09

Gaussian 09 molekiiler modelleme ve hesapsal kimya i¢in kullanilan bir
bilgisayar programidir. Kuantum mekanik yoOntemlere dayali molekiiler

modelleme ve hesapsal kKimya uygulamalar1 agisindan basarili ve poptilerdir.

2.8.3. Gauss View 05

Gaussian 09 programi ile hesaplamasi gergeklestirilecek yapilarin
hazirlanmasi, sonuglarin gorsel olarak incelenebilmesi amaciyla kullanilan arayiiz

programidir.
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3. SONUCLAR

Bu kisimda oncelikli olarak katekol oksidaz enziminin aktif merkezinde yer
alan histidin amino asidi i¢in gerceklestirilen konformasyon taramasi ve frekans
analiz sonuclar1 yer almaktadir. Devaminda ise katekol oksidaz aktif merkezine

dair gerceklestirilen hesaplamalarin sonuglari bulunmaktadir.

3.1 Histidin Konformasyonel Analiz Hesaplamalar

Bu hesaplamalarda imidazol halkasinin ii¢ farkli protone formu igin olasi
tim terminal yapilar1 incelendi. Toplamda on iki farkli yapisal durum igin
konformasyon taramasi gergeklestirildi. Imidazol halkasinin protone formu,
amino asidin ylik durumu ve hesaplamanin gerceklestigi matrikse gore detaylar
Cizelge 3.1°de verildigi gibi isimlendirme gerceklestirildi. Ayrica yapilar Sekil

3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Histidin yapilar1 i¢in isimlendirme sistematigi

imidazol formu Yiik Durumu Matriks
HID Notral Vakum
(N3 protone) (N) V)
HIE Zwitterionic Su
(N5 protone) 2 W)
HIP Katyon
(N3 ve N5) ©

Anyon

(A)

Di Katyon

(DiC)

Konformasyon taramalar1 Spartan 08 programi ile gerceklestirildi. Bir
molekiiler mekanik yontemi olan SYBYL kullanildi. Her bir yapr i¢in farkh
degisen sayilarda konformer elde edildi. Konformelerin yapisal optimizasyonu
Gaussian 09 programinda B3LYP/cc-pVDZ seviyesinde gerceklestirildi. Optimize
geometriler incelenerek birbiri ile tamamen ayni yapilar elendi ve geriye kalan
sonuglarin frekans analzileri gergeklestirildi. Frekans analizleri Gaussian 09

programinda B3LYP/cc-pVDZ seviyesinde yapildi.
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Sekil 3.1 Histidin yapisal formlari
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3.1.1 HID NV konformasyon taramalar ve frekans analizleri

HID NV formu i¢in yapilan konformasyon analizinde 111 farkli yap1 elde
edildi. Bu yapilarin geometri optimizasyonlari sonrasinda elde edilen sonuglar
incelendiginde bir kisim konformerlerin ayni yapiya optimize oldugu goriildii.
Gerekli eleme islemleri yapildiktan sonra elde edilen 41 farkli konformer ile
frekans analizi gerceklestirildi. Cizelge 3.2°de geometri optimizasyon sonuglari
goriilebilir. Ayn1 yapiya optimize olmus konformerler ¢izelgede gosterilmedi.
Cizelge 3.3’de ise frekans analiz sonuglart yer almaktadir. Hesaplamalar

sonucunda elde edilen en kararli geometriler Sekil 3.2°de verildi.

Cizelge 3.2 HID_NV konformerleri geometri optimizasyon sonuglari

Konformer Enerji (a.u.) Dipol Moment Rolatif Enerji
(Debye) (Kj/mol)
HID_NV_026 -548,8098104 4,23 0,00
HID_NV_001 -548,8076555 4,94 5,66
HID_NV_035 -548,8072994 6,05 6,59
HID_NV_060 -548,8067637 4,66 8,00
HID_NV_085 -548,8061843 5,33 9,52
HID_NV_095 -548,8048919 4,77 12,91
HID_NV_057 -548,8048091 3,84 13,13
HID_NV_017 -548,8045626 4,26 13,78
HID_NV_003 -548,8043152 6,09 14,43
HID_NV_097 -548,8035447 4,50 16,45
HID_NV_029 -548,8027972 4,14 18,41
HID_NV_054 -548,8025441 5,21 19,08
HID_NV_041 -548,8014440 3,93 21,97
HID_NV_037 -548,8014161 4,75 22,04
HID_NV_009 -548,8014096 3,72 22,06
HID_NV_071 -548,8010340 4,68 23,04
HID_NV_032 -548,8009861 3,10 23,17
HID_NV_107 -548,8005841 4,09 24,22
HID_NV_064 -548,8001882 4,56 25,26
HID_NV_034 -548,8001283 2,48 25,42
HID_NV_090 -548,8000939 2,49 25,51
HID_NV_068 -548,8000449 3,87 25,64
HID_NV_053 -548,7999635 2,46 25,85
HID_NV_048 -548,7999055 3,83 26,01
HID_NV_007 -548,7998682 3,27 26,10
HID_NV_015 -548,7998163 3,88 26,24
HID_NV_051 -548,7998084 1,82 26,26
HID_NV_020 -548,7994619 5,05 27,17
HID_NV_013 -548,7992905 3,56 27,62
HID_NV 111 -548,7991373 2,40 28,02
HID_NV_081 -548,7987991 2,96 28,91
HID_NV_094 -548,7986965 4,82 29,18
HID_NV_044 -548,7982769 4,33 30,28
HID_NV_104 -548,7979354 3,60 31,18
HID_NV_065 -548,7978413 4,53 31,42
HID_NV_012 -548,7973942 3,63 32,60
HID NV 105 -548,7973222 4,13 32,79
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HID_NV_023 -548,7968953 5,42 33,91
HID_NV_099 -548,7962298 5,85 35,66
HID_NV_110 -548,7960639 3,75 36,09
HID_NV_010 -548,7957029 3,80 37,04
Cizelge 3.3 HID NV frekans analiz sonuglari
Konformer Enerji Enerji+Zpe Dipol Moment Rolatif
(a.u.) (a.u) (Debye) Enerji+zpe
(Kj/Mol)
HID_NV_026 -548,8098104 -548,649484 4,23 0
HID_NV_001 -548,8076555 -548,647297 4,94 5,74
HID_NV_035 -548,8072994 -548,646940 6,05 6,68
HID_NV_060 -548,8067637 -548,646525 4,66 7,77
HID_NV_085 -548,8061843 -548,645906 5,33 9,39
HID_NV_095 -548,8048919 -548,644764 4,77 12,39
HID_NV_057 -548,8048910 -548,644560 3,84 12,93
HID_NV_017 -548,8045626 -548,644437 4,26 13,25
HID_NV_003 -548,8043100 -548,643994 6,09 14,41
HID_NV_097 -548,8035447 -548,643272 4,50 16,31
HID_NV_029 -548,8027972 -548,642886 4,14 17,32
HID_NV_054 -548,8025441 -548,642647 521 17,95
HID_NV_041 -548,8014440 -548,641757 3,93 20,29
HID_NV_009 -548.8014096 -548.641604 3.72 20,69
HID_NV_071 -548,8010340 -548,641366 4,68 21,31
HID_NV_037 -548,8014160 -548,641281 4,75 21,54
HID_NV_032 -548,8009861 -548,641173 3,10 21,82
HID_NV_064 -548,8001882 -548,640713 4,56 23,03
HID_NV_107 -548,8005841 -548,640678 4,09 23,12
HID_NV_068 -548,8000448 -548,640485 3,87 23,63
HID_NV_053 -548,7999635 -548,640308 2,46 24,09
HID_NV_015 -548,7998163 -548,640270 3,88 24,19
HID_NV_034 -548.800128 -548.640267 2.48 24,20
HID_NV_048 -548,7999055 -548,640163 3,83 24,47
HID_NV_090 -548,8000939 -548,640158 2,49 24,49
HID_NV_051 -548,7998084 -548,640132 1,82 24,55
HID_NV_007 -548,7998682 -548,640100 3,27 24,64
HID_NV_020 -548,7994619 -548,639991 5,05 24,92
HID_NV_013 -548,7992905 -548,639514 3,56 26,18
HID_NV_081 -548,7987990 -548,639330 2,96 26,66
HID_NV_111 -548,7991373 -548,638988 2,40 27,56
HID_NV_094 -548.7986965 -548.638802 4.82 28,05
HID_NV_044 -548,7982769 -548,638501 4,33 28,84
HID_NV_065 -548,7978413 -548,638280 4,53 29,42
HID_NV_104 -548,7979354 -548,638077 3,60 29,95
HID_NV_012 -548,7973942 -548,637871 3,63 30,49
HID_NV_105 -548,7973222 -548,637803 4,13 30,67
HID_NV_023 -548,7968953 -548,637297 5,41 32,00
HID_NV_099 -548,7962298 -548,636474 5,85 34,16
HID_NV_110 -548,7960639 -548,636184 3,75 34,92
HID_NV_010 -548,7957029 -548,636095 3,80 35,15
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Konformerler incelendiginde goriildii ki, daha 6nceki sonuglarda oldugu
gibi molekiil i¢i hidrojen bag olusumu yiiksektir. Bir ¢ok konformerde birden
fazla hidrojen bagi olugsmaktadir. En kararli yap1 olan 026 numarali konformerde
amino grubu azotu imidazol halkasi N° hidrojeni ile etkilesim igindedir. Ayrica
amin grubu hidrojenleri karboksil oksijeni etkilesim i¢indedirler. Karboksil grubu
hidroksil oksijeni ile C* hidrojenlerinden biri arasmmda 2,6 A olmasi da
gdzlenmistir. imidazol halkasi ve karboksil grubunun olusturdugu iki ayr1 diizlem
kismen paralel bir yapidadir. Molekiil i¢i etkilesimin bu kadar yiiksek olmasi

yapinin yiiksek kararlilik sahibi olmasini agiklamaktadir.

Kararlilik siralamasinda ti¢iincii sirada yer alan 035 numarali konformer
026 numarali konformer ile karboksik grubunun 180° doénmiis olmasi disinda
benzedir. Boylece karboksil grubunda yer alan oksijenlerin etkilesime girmis
olduklar1 gruplar birbirleriyle yer degistirmis olmaktadir. Yapi bunun disinda
aynidir.

01 numarali konformerde ise yukarida bahsedilen yapinin aksine imidazol
halkas1 ve karboksil grubu diizlemleri birbirine dik konumdadir. Karboksil grubu
ve amino grubu yine etkilesim igindedir. Yapimin alfa karbonu tizerinden bu iki
yapt arasinda dinamik bir dengede olmasi oldukca olasidir. Yapilarin bir kisminda
ise karboksil grubunun imidazol N> konumuna yaklasarak amino aside dairesel bir

yap1 katmaktadir.
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3.1.2 HIE_NYV konfomasyon taramalar ve frekans analizleri

HIE NV formu i¢in yapilan konformasyon analizinde 123 farkli yap1 elde
edildi. Bu yapilarin geometri optimizasyonlari sonrasinda elde edilen sonuglar
incelendiginde bir kisim konformerlerin ayni yapiya optimize oldugu gorildi.
Gerekli eleme islemleri yapildiktan sonra elde edilen 67 farkli konformer ile
frekans analizi gerceklestirildi. Cizelge 3.4’de geometri optimizasyon sonuglari
gorilebilir. Ayn1 yapiya optimize olmus konformerler cizelgede gosterilmedi.
Cizelge 3.5°de ise frekans analiz sonuglar1 yer almaktadir. Ayrica Sekil 3.3’de en

kararli 21 yapinin geometrisi goriilmektedir.

Cizelge 3.4 HIE NV konformerleri geometri optimizasyon sonuglari

Konformer Enerji (a.u.) Dipol Moment Rolatif Enerji
(Debye) (Kj/mol)

HIE_NV_033 -548,8127467 4,48 0
HIE_NV_110 -548,8113588 7,82 3,64
HIE_NV_070 -548,8108697 8,29 4,93
HIE_NV 113 -548,8108007 7,28 5,11
HIE_NV_067 -548,8067066 8,46 15,86
HIE_NV_057 -548,8061756 8,71 17,25
HIE_NV_001 -548,8061200 5,06 17,40
HIE_NV_120 -548,8060104 2,31 17,69
HIE_NV_024 -548,8053413 5,70 19,44
HIE_NV_031 -548,8048291 2,55 20,79
HIE_NV_004 -548,8047433 3,21 21,01
HIE_NV_026 -548,8047019 3,95 21,12
HIE_NV_053 -548,8042508 4,41 22,31
HIE_NV_022 -548,8035980 2,67 24,02
HIE_NV_042 -548,8035600 2,97 24,12
HIE_NV_092 -548,8035147 4,64 24,24
HIE_NV_034 -548,8034390 5,65 24,44
HIE_NV_028 -548,8031186 4,56 25,28
HIE_NV_075 -548,8028517 8,86 25,98
HIE_NV_039 -548,8027146 3,71 26,34
HIE_NV_103 -548,8026654 3,69 26,47
HIE_NV_002 -548,8026238 4,70 26,58
HIE_NV_021 -548,8026215 4,44 26,58
HIE_NV_010 -548,8024711 3,93 26,98
HIE_NV_091 -548,8024218 3,28 27,11
HIE_NV_045 -548,8023571 4,17 27,28
HIE_NV_019 -548,8022404 1,65 27,58
HIE_NV 119 -548,8021825 10,38 27,74
HIE_NV_046 -548,8020934 4,08 27,97
HIE_NV_007 -548,8016734 4,15 29,07
HIE_NV_017 -548,8016526 4,10 29,13
HIE_NV_040 -548,8014397 2,57 29,69
HIE_NV_032 -548,8013803 3,40 29,84
HIE_NV_009 -548,8013616 2,78 29,89
HIE_NV_020 -548,8012179 2,63 30,27
HIE_NV 005 -548,8011744 4,18 30,38
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HIE_NV_056 -548,8011459 4,48 30,46
HIE_NV_043 -548,8010920 4,82 30,60
HIE_NV_035 -548,8009085 5,89 31,08
HIE_NV_027 -548,8007051 5,21 31,62
HIE_NV_008 -548,8000034 4,45 33,46
HIE_NV_050 -548,7999644 5,59 33,56
HIE_NV_012 -548,7999242 4,35 33,67
HIE_NV_049 -548,7997748 3,80 34,06
HIE_NV_014 -548,7997088 1,70 34,23
HIE_NV_115 -548,7996214 4,77 34,46
HIE_NV_030 -548,7993236 5,73 35,24
HIE_NV_023 -548,7992800 4,08 35,36
HIE_NV_015 -548,7992014 4,04 35,56
HIE_NV_003 -548,7987627 2,66 36,71
HIE_NV_084 -548,7975590 5,04 39,88
HIE_NV_058 -548,7972306 5,01 40,73
HIE_NV_073 -548,7971763 5,67 40,88
HIE_NV_016 -548,7968783 4,59 41,66
HIE_NV_077 -548,7967635 7,91 41,96
HIE_NV_038 -548,7966789 3,90 42,19
HIE_NV_082 -548,7960231 6,78 43,91
HIE_NV_059 -548,7955943 4,85 45,03
HIE_NV_122 -548,7947957 1,86 47,13
HIE_NV_108 -548,7941097 6,61 48,93
HIE_NV_083 -548,7939059 8,14 49,47
HIE_NV_094 -548,7915868 3,74 55,56
HIE_NV_076 -548,7909917 3,04 57,12
HIE_NV_104 -548,7909415 6,61 57,25
HIE_NV_055 -548,7909303 2,52 57,28
HIE_NV_118 -548,7900988 6,95 59,46
HIE_NV_087 -548,7899494 6,00 59,85
Cizelge 3.5 HIE NV frekans analiz sonuglari
Konformer Enerji (a.u.) Enerji+Zpe Dipol Moment Rolatif
(a.u.) (Debye) E+zpe
(Kj/Mol)
HIE_NV_033 -548,8127467  -548,6517950 4,48 0,00
HIE_NV_110 -548,8113588  -548,6504720 7,82 3,47
HIE_NV_070 -548,8108697  -548,6504450 8,29 3,54
HIE_NV_113 -548,8108007  -548,6500510 7,28 4,58
HIE_NV_067 -548,8067066  -548,6463320 8,46 14,34
HIE_NV_001 -548,8061199  -548,6460210 5,06 15,16
HIE_NV_057 -548,8061756  -548,6455730 8,71 16,34
HIE_NV_120 -548,8060104  -548,6454600 2,31 16,63
HIE_NV_024 -548,8053413  -548,6452120 5,70 17,28
HIE_NV_031 -548,8048291  -548,6450280 2,55 17,77
HIE_NV_004 -548,8047433  -548,6449960 3,21 17,85
HIE_NV_026 -548,8047019  -548,6445650 3,95 18,98
HIE_NV_053 -548,8042508  -548,6443170 4,41 19,63
HIE_NV_022 -548,8035980  -548,6440780 2,67 20,26
HIE_NV_034 -548,8034390  -548,6435660 5,65 21,61
HIE_NV_028 -548,8031186  -548,6434320 4,56 21,95
HIE_NV_092 -548,8035147  -548,6434090 4,64 22,02
HIE_NV_042 -548,8035600  -548,6433550 2,97 22,16
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HIE_NV_039
HIE_NV_002
HIE_NV_103
HIE_NV_021
HIE_NV_075
HIE_NV_091
HIE_NV_045
HIE_NV_019
HIE_NV_046
HIE_NV_010
HIE_NV_119
HIE_NV_017
HIE_NV_007
HIE_NV_032
HIE_NV_005
HIE_NV_009
HIE_NV_040
HIE_NV_020
HIE_NV_056
HIE_NV_035
HIE_NV_043
HIE_NV_027
HIE_NV_008
HIE_NV_012
HIE_NV_014
HIE_NV_049
HIE_NV_050
HIE_NV_030
HIE_NV_115
HIE_NV_015
HIE_NV_023
HIE_NV_003
HIE_NV_084
HIE_NV_073
HIE_NV_058
HIE_NV_016
HIE_NV_038
HIE_NV_077
HIE_NV_082
HIE_NV_059
HIE_NV_122
HIE_NV_108
HIE_NV_083
HIE_NV_094
HIE_NV_104
HIE_NV_076
HIE_NV_055
HIE_NV_118
HIE_NV_087

-548,8027146
-548,8026238
-548,8026654
-548.8026215
-548,8028517
-548,8024217
-548,8023571
-548,8022404
-548,8029340
-548,8024711
-548,8218250
-548,8016526
-548,8016734
-548,8013803
-548,8011744
-548,8013616
-548,8014397
-548,8012178
-548,8011459
-548,8009085
-548,8010920
-548,8007051
-548,8000033
-548,7999242
-548.7997088
-548.7997748
-548,7999644
-548,7993236
-548,7996210
-548,7992014
-548,7992800
-548,7987627
-548,7975590
-548,7971763
-548,7972306
-548,7968783
-548,7966789
-548,7967635
-548,7960231
-548,7955943
-548,7947957
-548,7941097
-548,7939059
-548,7915868
-548,7909415
-548,7909917
-548,7909303
-548,7900988
-548,7899494

-548,6432150
-548,6430120
-548,6429080
-548,6428330
-548,6427740
-548,6426200
-548,6426030
-548,6425500
-548,6425480
-548,6424170
-548,6419440
-548,6419270
-548,6418980
-548,6418480
-548,6417240
-548,6416110
-548,6415450
-548,6415350
-548,6413250
-548,6413110
-548,6411220
-548,6409680
-548,6405510
-548,6403300
-548.6402430
-548.6399600
-548,6398500
-548,6397490
-548,6396640
-548,6396160
-548,6395340
-548,6393190
-548,6378890
-548,6377020
-548,6375020
-548,6372460
-548,6372230
-548,6369790
-548,6365620
-548,6360580
-548,6352480
-548,6350050
-548,6345590
-548,6321710
-548,6319740
-548,6318260
-548,6316520
-548,6311110
-548,6309180

3,71
4,70
3,62
4.44
8,56
3,28
4,17
1,65
4,08
3,93
10,38
4,10
4,15
3,40
4,18
2,78
2,57
2,63
4,48
5,89
4,82
521
4,45
4,35
1.70
3.80
5,59
573
4,77
4,04
4,08
2,66
5,04
5,67
5,01
4,59
3,90
7,91
6,78
4,85
1,86
6,61
8,14
3,74
6,61
3,04
2,52
6,95
6,00

22,53
23,06
23,33
23,53
23,68
24,09
24,13
24,27
24,28
24,62
25,86
25,91
25,98
26,12
26,44
26,74
26,91
26,94
27,49
27,53
28,02
28,43
29,52
30,10
30,33
31,07
31,36
31,63
31,85
31,98
32,19
32,76
36,51
37,00
37,53
38,20
38,26
38,90
39,99
41,32
43,44
44,08
45,25
51,52
52,04
52,43
52,89
54,31
54,81
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L o x
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Sekil 3.3’iin devam

Yapilar incelendiginde ilk dikkat ¢ekici nokta en kararli iki konformer olan
33 ve 110 nolu konformerlerdeki karboksil ve amino gruplarinin birbirlerine gore
neredeyse tamamen ayni sekilde konumlanmis olmalaridir. Karboksil grubu, alfa-
karbonu ve amino azotu halkasal bir diizlem olusturmaktadir ve karboksil
grubunda yer alan hidroksil hidrojeni ile amino azotu arasinda olusan 1,82 A
uzunluga sahip hidrojen baginin yapiya ciddi anlamda stabilite kattig
diistiniilmektedir. En kararli i¢lincii konformer olan 70 numarali konformerde ise
hidroksil hidrojeni ise N> azotu ile éncekilere yakin bir bir mesafede (1,72 A )
hidrojen bagi olusturur. Diger bir ¢cok konformerde hidroksil grubu ya amino
azotuyla hidrojen bagi olusturmakta ya da diger gruplardan olabildigince

uzaklagmaktadir.

Ayrica, bir ¢ok konformerde 6zellikle de en kararl iki yap1 olan 33 ve 110
numarali konformerlerde amino grubundan bir hidrojen imidazol halkasi azotu ile
hidrojen bagi olusturmaktadir. Yetmis numarali konformerde ise bu durum
hidroksil hidrojeni ile gerceklesmektedir. Tiimden bakildiginda N* azotunun
hidrojen bagi olusturmaya yatkin oldugu ve bunun yapiya stabilite kattigi

sOylenebilir.
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Yapilara biitiiniiyle bakildiginda, bir ¢cok konfor konformerde imidazol
halkas1 terminal gruplar ile bir yakinlagma igerisindedir ve genel anlamda bir
planarlik olusmasi so6z konusu degildir. Bununla birlikte diger yapilarda da
histidin yan grubu ve terminal gruplarin ayri ayr1 olusturdugu diizlemlerler

birbirlerine paralele yakin konumlanmaktadirlar.

Yapilar iginde en kararli konformerler incelendiginde hidrojen bagi
olusumunun kararlilik saglama konusunda diger faktorlere oranla daha onemli
oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. imidazol halkasinin terminal gruplar ile
konumlanmasi degigsmesine ragmen, genellikle halka ile bir terminal ucu arasinda

hidrojen bag1 olugsmaktadir ve terminaller arasi hidrojen bag olusumuda yaygindir.

3.1.3 HIP_CV konformasyon taramalari ve frekans analizleri

HIP_CW formu i¢in yapilan konformasyon analizinde 24 farkli yap:1 elde
edildi. Bu yapilarin geometri optimizasyonlar1 sonrasinda elde edilen sonuglar
incelendiginde bir kisim konformerlerin ayni yapiya optimize oldugu goriildii.
Gerekli eleme islemleri yapildiktan sonra elde edilen 19 farkli konformer ile
frekans analizi gerceklestirildi. Cizelge 3.6’da geometri optimizasyon sonuglari
goriilebilir. Ayn1 yapiya optimize olmus konformerler ¢izelgede gosterilmedi.
Cizelge 3.7°de ise frekans analiz sonuglart yer almaktadir. Hesaplamalar

sonucunda elde edilen en kararli geometriler Sekil 3.4’de verildi.
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Cizelge 3.6 HIP_CV konformerleri geometri optimizasyon sonuglari

Konformer Enerji (a.u.) Dipol Moment Rolatif Enerji
(Debye) (Kj/mol)
HIP_CV_07 -549,20511375 7,86 0
HIP_CV_09 -549,20491752 5,61 0,52
HIP_CV_11 -549,20353569 5,23 4,14
HIP_CV_04 -549,20341468 7,70 4,46
HIP_CV_02 -549,20254788 5,59 6,74
HIP_CV_01 -549,20137011 5,00 9,83
HIP_CV_03 -549,20135994 5,39 9,86
HIP_CV_17 -549,19872012 6,66 16,79
HIP_CV_15 -549,19242714 9,96 33,31
HIP_CV_14 -549,19230737 8,94 33,62
HIP_CV_13 -549,19220490 8,81 33,89
HIP_CV_16 -549,19077500 7,69 37,65
HIP_CV_18 -549,18759043 9,66 46,00
HIP_CV_19 -549,18570120 9,47 50,97
HIP_CV_22 -549,18497279 9,46 52,88
HIP_CV_23 -549,18415201 8,96 55,04
HIP_CV_20 -549,18377501 9,73 56,02
HIP_CV_21 -549,18370752 8,85 56,20
HIP_CV_24 -549,18202709 10,45 60,61
Cizelge 3.7 HIP_CV frekans analiz sonuglari
Konformer Enerji Enerji+Zpe Dipol Rélatif
(a.u.) Moment  Enerji+zpe
(Debye) (Kj/mol)
HIP_CV_07 -549,2051137  -549,0314150 7,86 0
HIP_CV_09 -549,2049175  -549,0312240 5,61 0,50
HIP_CV_04 -549,2034147  -549,0296190 7,70 4,72
HIP_CV_11 -549,2035357  -549,0295820 5,23 4,81
HIP_CV_02 -549,2025479  -549,0288590 5,59 6,71
HIP_CV_03 -549,2013599  -549,0275610 5,39 10,11
HIP_CV_01 -549,2013701  -549,0275550 5,00 10,13
HIP_CV_17 -549,1987201  -549,0253200 6,66 16,00
HIP_CV_13 -549,1922049  -549,0187820 8,81 33,17
HIP_CV_15 -549,1924271  -549,0186410 9,96 33,54
HIP_CV_14 -549,1923074  -549,0184890 8,94 33,94
HIP_CV_16 -549,1907750  -549,0169740 7,69 37,91
HIP_CV_18 -549,1875904  -549,0144020 9,66 44,67
HIP_CV_19 -549,1857012  -549,0120490 9,47 50,85
HIP_CV_22 -549,1849728  -549,0114840 9,46 52,33
HIP_CV_20 -549,1837750  -549,0107350 9,73 54,30
HIP_CV_23 -549,1841520  -549,0107250 8,96 54,32
HIP_CV_21 -549,1837075  -549,0104070 8,85 55,16
HIP_CV_24 -549,1820271  -549,0085610 10,45 60,00
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Elde edilen diger konformasyon taramasi sonucglarma goére belirgin bir
planarlik s6z konusudur. Yapilarin biiylik kisminda karboksil grubu veya amino
grubu C6 karbonu ile etkilesim i¢ine girerek kapanmakta olan bir halka goriintiisii
olusturmustur. C® karbonu ile etkilesime girmeyen diger terminal olusan diizleme
dik konumlanmakta veya kendiside diizlemsel yapiya katilmaktadir. En karali dort
yapt yakindan incelendiginde amino grubu ile c® hidrojeni arasinda etkilesim
oldugu, karboksik grubunun ise diizleme dik veya diizlemde oldugu
gorilmektedir. Bu nedenle kararlilik saglayici ana faktoriin, amino grubu ile

imidazol halkasi arasindaki etkilesim oldugu sonucuna varilabilir.

3.1.4. HID_ZW konformasyon taramalari ve frekans analizleri

HID ZW formu zwitteriyonik bir form oldugu i¢in hesaplamalarda ¢oziicii
etkisini modelleyecek bir metod kullanilmasi zorunludur. Bu amagla IEF-PCM
[The Polarizable Continuum Model (PCM) using the integral equation formalism]
yontemi hesaplamalarda  kullanilmigtir. HIP CW  formu i¢in yapilan
konformasyon analizinde 23 farkli yap1 elde edildi. Bu yapilarin geometri
optimizasyonlar1 sonrasinda elde edilen sonuglar incelendiginde bir kisim
konformerlerin ayni yapiya optimize oldugu goriildii. Gerekli eleme islemleri
yapildiktan sonra elde edilen 8 farkli konformer ile frekans analizi gergeklestirildi.
Cizelge 3.8’de geometri optimizasyon sonuglar1 goriilebilir. Ayn1 yapiya optimize
olmus konformerler ¢izelgede gosterilmedi. Cizelge 3.9°da ise frekans analiz
sonuglart yer almaktadir. Hesaplamalar sonucunda elde edilen geometriler

kararlilik siralamasina gore Sekil 3.5’de verildi.

Cizelge 3.8 HID_ZW konformerleri geometri optimizasyon sonuglart

Konformer Enerji Dipol Moment Rolatif Enerji
(a.u.) (Debye) (Kj/mol)

HID_ZW_09 -548,82247725 11,10 0
HID_ZW_12 -548,81643873 9,68 15,85
HID_ZW_04 -548,81581591 8,11 17,49
HID_zw 01 -548,81482113 14,88 20,10
HID_zw 21 -548,81379126 10,39 22,81
HID_ZwW 16 -548,81378630 10,35 22,82
HID_zZw 18 -548,81188408 15,22 27,81

HID_ZW 06 -548,81143861 14,50 28,98
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Cizelge 3.9 HID ZW frekans analiz sonuglar1

Konformer Enerji Enerji+Zpe Dipol Moment  Rélatif E+Zpe
(a.u.) (a.u.) (Debye) (Kj/mol)
HID_ZW_09 -548,8224773 -548,661801 11,10 0
HID_ZW_04 -548,8158159 -548,655780 8,11 15,80
HID_ZW_12 -548,8164387 -548,655356 9,68 16,92
HID_zZW_01 -548,8148211 -548,654400 14,88 19,43
HID_ZW_16 -548,8137863 -548,653865 10,35 20,84
HID_zZW_21 -548,8137913 -548,653797 10,39 21,01
HID_ZW_18 -548,8118841 -548,651994 15,22 25,75
HID_ZW_06 -548,8114386 -548,651792 14,50 26,28
t¥t
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Sekil 3.5 Kararlilik siralamasina gére HID ZW konformerleri
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Yapilara biitiin olarak bakildiginda ilk dikkat c¢eken unsur amino
hidrojenlerinden biri ile karboksil oksijeni arasinda olusan hidrojen bagidir. Yapi
geometrik olarak mantikli olmakta birlikte, tim konformerlerde rastlanmis olmasi
hesaplamada kullanilan baz setinden kaynaklanan bir hatayr muhtemel
kilmaktadir. Yapilan incelemede baz setinin bu tip bir hataya olanak sagladigi
anlasilmistir. En kararli yap1 olan 09 numarali konformer incelendiginde karboksil
oksijeni ile N° hidrojeni arasinda olusan hidrojen bagi etkilesimi ve olusan
halkasal yap1 goze ¢arpmaktadir. Bir yandan terminaller arasinda hidrojen bagi
olusmustur. Ancak yukarida bahsetmis oldugumuz gibi, terminaller aras1 hidrojen
bagmin daha iist seviyeli bir yontem olan cc-PVTZ ile incelenmesi dogru bir
hamle olacaktir. Daha ileride gergeklestirecegimzi ¢alismalarda bu konu {izerinde

durmayi planlamaktayiz.

3.1.5. HIE_ZW konformasyon taramalari ve frekans analizleri

HIE_ZW formu zwitteronic bir form oldugu igin hesaplamalarda ¢oziicii
etkisini modelleyecek bir method kullanilmasi zorunludur. Bu amagla IEF-PCM
(The Polarizable Continuum Model (PCM) using the integral equation formalism)
yontemi hesaplamalarda  kullanilmigtir. HIP CW  formu i¢in yapilan
konformasyon analizinde 16 farkli yap1 elde edildi. Bu yapilarin geometri
optimizasyonlar1 sonrasinda elde edilen sonuglar incelendiginde bir kisim
konformerlerin ayni yapiya optimize oldugu gorildii. Gerekli eleme islemleri
yapildiktan sonra elde edilen sekiz farkli konformer ile frekans analizi
gerceklestirildi. Cizelge 3.10’da geometri optimizasyon sonuglar1 goriilebilir.
Ayn1 yapiya optimize olmus konformerler cizelgede gosterilmedi. Cizelge 3.11°de
ise frekans analiz sonuclar1 yer almaktadir. Hesaplamalar sonucunda elde edilen

geometriler kararlilik siralamasina gore Sekil 3.6’de verildi.
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Cizelge 3.10 HIE_ZW konformerleri geometri optimizasyon sonuglari

Konformer Enerji Dipol Moment Rolatif Enerji
(a.u.) (Debye) (Kj/mol)
HIE_ZW _02 -548,8250610 10,96 0
HIE_ZW _13 -548,8237037 15,30 3,56
HIE_ZW _09 -548,8178469 15,11 18,94
HIE_ZW _04 -548,8173053 15,16 20,36
HIE_ZW_15 -548,8162652 10,34 23,09
HIE_ZW_11 -548,8146320 7,55 27,38
HIE_ZW_05 -548,8140247 9,28 28,98
HIE_ZwW _08 -548,8120328 11,95 34,20
Cizelge 3.11 HIE ZW frekans analiz sonuglari
Konformer Enerji Enerji+Zpe Dipol Moment Rolatif E+zpe
(a.u.) (Debye) (Kj/mol)
HIE_ZW _02 -548.8250610 -548.6640030 10.96 0
HIE_ZwW _13 -548.8237037 -548.6627480 15.30 3,30
HIE_ZwW _09 -548,8178469 -548,6580090 15,10 15,74
HIE_ZW _04 -548,8173053 -548,6573060 15,16 17,59
HIE_zZwW _15 -548,8162652 -548,6558070 10,34 21,52
HIE_ZW _11 -548,8146320 -548,6548360 7,55 24,07
HIE_ZW _05 -548,8140247 -548,6544840 9,28 24,99
HIE_ZW _08 -548,8120328 -548,6525190 11,95 30,15
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Sekil 3.6 Kararlilik siralamasina gére HIE ZW konformerleri

Bu grupta karsilagilan en onemli karakteristik terminal gruplarin hidrojen
bag1 iizerinden birbirlerine olduk¢a yaklasmis olmasidir. Iki grubunda yiiklii
olmasi hidrojen bagi etkilesimini olduk¢a arttirmistir. Karboksil oksijeni ile
protone amino grubu hidrojeni arasinda mesafe 1,7 A’e kadar diismiistiir. Elde
edilen biitliin geometrilerde bu durum gerceklesmektedir. Buna ek olarak en kararl
iki yap1 incelendiginde amino grubu hidrojenti ile N°® azotu arasinda hidrojen bagi
etkilesimi dikkat cekmektedir. Aralarindaki fark ise karboksil grubunun imidazol
diizlemine dik olusudur. Bu yapr degisikligi 3,27 Kj/mol'lik bir fark

yaratmaktadir.
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3.1.6. HIP_ZCW konformasyon taramalari ve frekans analizleri

Bu yap1 i¢in gergeklestirilen konformasyon analizinde imidazol halkasinda
N® pozisyonunda yer alan hidrojen, halkanin planar diizlemine 90" dik olacak bir
sekilde konum almaktadir. Elbette bu durum mantikli degildir ve yontemin bir
eksikligi oldugu aciktir. Ayni halka yapisina sahip olan ancak terminalleri ndtral
yapida olan molekiillerde bodyle bir problem ile karsilagilmadi. Yapilan
arastirmalarda bu hata i¢in mantikli bir agiklama ve ¢Oziim elde edilemedi.
Hesapsal programin molekiil i¢i yiik dagilimini diizglin diizgiin bir bigimde
gerceklestiremedigi ongoriilebilir. Cozliim olarak noétral terminale sahip olan ve
HIP formuna ait konformer tarama sonuglar1 alindi ve terminal gruplar
zwitteriyonik  forma getirildi. Bu yapilar ile geometri optimizasyonu
gergeklestirildi. Geometri optimizasyonlari sonrasinda elde edilen sonuglar
incelendiginde bir kisim konformerlerin ayni yapiya optimize oldugu goriildi.
Gerekli eleme islemleri yapildiktan sonra elde edilen 11 farkli konformer ile
frekans analizi gergeklestirildi. Cizelge 3.12°de geometri optimizasyon sonuglari
goriilebilir. Ayn1 yapiya optimize olmus konformerler ¢izelgede gdsterilmedi.
Cizelge 3.13°de ise frekans analiz sonuglart yer almaktadir. Hesaplamalar
sonucunda elde edilen geometriler kararlilik siralamasina gore Sekil 3.7°de

verildi.

Cizelge 3.12 HIP_ZCW konformerleri geometri optimizasyon sonuglari

Konformer Enerji Dipol Moment Rolatif
(a.u.) (Debye) Enerji

(Kj/Mol)

HIP_ZCW_13 -549,2859542 12,19 0,00

HIP_ZCW_03 -549,2803961 13,58 14,59
HIP_ZCW_01 -549,2746128 14,88 29,78
HIP_ZCW_21 -549,2737906 11,55 31,94
HIP_ZCW_24 -549,2719215 16,46 36,84
HIP_ZCW_15 -549,2714314 21,27 38,13
HIP_ZCW_10 -549,2713774 16,86 38,27
HIP_ZCW_23 -549,2703597 17,01 40,94
HIP_ZCW_06 -549,2701457 21,52 41,51
HIP_ZCW_07 -549,2700818 21,69 41,67
HIP_ZCW 04 -549,2700637 21,54 41,72
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Cizelge 3.13 HIP_ ZWC frekans analiz sonuglar1

Konformer

HIP_ZCW_13
HIP_ZCW_03
HIP_zCW 21
HIP_zCW_01
HIP_ZCW_24
HIP_ZCW_15
HIP_ZCW_10
HIP_ZCW_07
HIP_ZCW_06
HIP_ZCW_04
HIP_ZCW 23

Enerji
(a.u.)

-549,285954
-549,280396
-549,273791
-549,274613
-549,271922
-549,271431
-549,271377
-549,270082
-549,270146
-549,270064
-549,270360

Enerji+Zpe
(a.u.)

-549,112301
-549,105720
-549,100042
-549,099801
-549,097656
-549,097324
-549,096954
-549,096363
-549,096265
-549,096033
-549,095998

Dipol
Moment
(Debye)

12,19
13,58
11,55
14,88
16,46
21,27
16,86
21,69
21,52
21,54
17,01

Rolatif
Enerji+zpe
(Kjoule/mol)

0
17,28
32,19
32,82
38,45
39,32
40,29
41,85
42,10
42,71
42,80
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Sekil 3.7 Kararlilik siralamasina gére HIP_ ZWC konformerleri

Bir onceki grupta tiim yapilarda terminaller arasi etkilesim ayni yapida
gerceklesmis ve bunun baz setinden kaynaklanan bir hata olabilecegi sonucuna
varilmsti.  HIP. ZWC grubunun bazi konformerlerinde benzer yapilanma

olusmugsa da, tiim yapilarda gerceklesmemis olmasi sonuglari daha giivenilir
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kilmaktadir. En kararli olan 13 numarali konformer de karboksil oksijeni ile N°
arasinda olusan 1,5 A’liik hidrojen baginin getirdigi halkasal yapmin, kararliliga
biiyiikk katkist oldugu diisniilmektedir. Bu sirada ise amino grubu karboksil
grubuna air diger oksijen ile etkilesim i¢inde ve genel olarak yapinin planar
diizlemindedir. Ikinci konformerde terminaller arasi etkilesim sabit kalarak
imidazol halkasi iizerine yaklagimlar1 s6z konusudur. Enerjetik olarak aralarindaki
fark 17,29 Kj/mol Bu noktada terminaller arasinda konumlanmanin baz setinden
dolay1 sabit kalmis olmas1 ve bunun yapiya gerginlik katmis olmas1 tarafimizca
olas1 goriilmektedir. leriki calismalarda bu yapmin cc-PVTZ ile incelenerek

karsilagtirma yapilmasi planlanmaktadir.

Kararlilik siralamasinda iigiincli sirada bulunan 21 numarali konformerde
ise amino grubundan hidrojen karboksil grubuna transfer olmustur. Boylece
terminal gruplar ndtral hale gelmistir. Cozelti ortaminda bu formun olusmasi
gercekei degildir.  Ayrica amino karbonu ile karboksil oksijenleri arasinda 3
A’lik mesafe bulunmaktadir. Muhtemel agiklamasi optimizasyon sirasinda
terminallerin birbirine yakin oldugu bir sirada hidrojen transferinin gerceklesmis
olmasi ve sonrasinda mesafenin tekrar acilmis olmasidir. Enerjetik olarak iist
siralarda bulunuyor olmasina karsin terminallerin zwitteriyonik degil notral

formda olusu bu siralamada bulunuyor olmasini anlamsiz hale getirmektedir.

3.1.7 HID_AW konformasyon taramalar ve frekans analiz sonuglari

Imidazol halkasi N° pozisyonundan protone olan bu form yiiklii karboksil
grubu igermektedir. Amino grubu ise notral durumdadir. Yikli gruplar
icermesinden Otiirii hesaplamalarin ¢6ziicii etkisi altinda yapilmasi1 gerekmektedir.
Bu etkinin saglanmasi i¢cin IEF-PCM yo6ntemi hesaplamalara dahil edildi. Yapilan
konformasyon analizinde 24 farkli konformer bulundu. Yapi optimizasyonu
sonrasi, ayni geometriye optimize olan konformerler elendiginde 16 farkl
konformer elde edildi ve bu yapilar ile frekans analizi gerceklestirildi. Cizelge
3.14 konformerlerin geometri optimizasyonlarina dair sonuglari, Cizelge 3.15
frekans analizine dair sonuglar i¢cermektedir. Hesaplamalar sonunda elde edilen

yapilar Sekil 3.8”da kararlilik siralamalarina gore yer almaktadirla
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Cizelge 3.14 HID AW konformerleri geometri optimizasyon sonuclari

Konformer Enerji Dipol Moment Rolatif Enerji
(a.u.) (Debye) Kj/mol
HID_AW_22 -548,3477641 4,84 0,00
HID_AW_11 -548,3475966 3,73 0,44
HID_AW_16 -548,3468009 5,51 2,53
HID_AW_06 -548,3451486 4,86 6,87
HID_AW_24 -548,3442871 4,20 9,13
HID_AW_08 -548,3440579 5,24 9.73
HID_AW_09 -548,3434827 9,18 11,24
HID_AW_01 -548,3430559 9,32 12,36
HID_AW_13 -548,3363709 11,70 29,91
HID_AW_14 -548,3363292 11,15 30,02
HID_AW_10 -548,3349863 9,23 33,55
HID_AW_18 -548,3349745 12,94 33,58
HID_AW_21 -548,3345777 11,68 34,62
HID_AW_04 -548,3341322 11,72 35,79
HID_AW_03 -548,3340802 9,99 35,93
HID_AW_02 -548,3320934 10,84 41,14
Cizelge 3.15 HID AW frekans analiz sonuglari
Konformer Enerji Enerji+Zpe Dipol Rolatif
(a.u.) (a.u.) Moment Enerji
(Debye) (Kj/mol)
HID_AW_22 -548,3477641 -548,201376 4,84 0,00
HID_AW_11 -548,3475966 -548,201144 3,73 0,61
HID_AW_16 -548,3468009 -548,200206 5,51 3,07
HID_AW_06 -548,3451486 -548,198076 4,86 8,66
HID_AW_24 -548,3442871 -548,197438 4,20 10,34
HID_AW_08 -548,3440579 -548,197249 5,24 10,84
HID_AW_09 -548,3434827 -548,196332 9,18 13,24
HID_AW_01 -548,3430559 -548,195984 9,32 14,16
HID_AW_13 -548,3363709 -548,189718 11,70 30,61
HID_AW_14 -548,3363292 -548,189718 11,15 30,61
HID_AW_18 -548,3349745 -548,188225 12,94 34,53
HID_AW_10 -548,3349863 -548,188108 9,23 34,84
HID_AW_21 -548,3345777 -548,187550 11,68 36,30
HID_AW_04 -548,3341322 -548,187235 11,72 37,13
HID_AW_03 -548,3340802 -548,187180 9,99 37,27
HID_AW_02 -548,3320934 -548,185489 10,84 41,71
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Sekil 3.8 Kararlilik siralamasina gore HID_ AW konformerleri
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Kararlilik siralamasinda ilk iic basamakta yer alan yapilar arasinda oldukga
diisiik enerji farklanmasi bulunmaktadir. Geometrik olarak yapilarida oldukca
benzerdir. Amino grubunun kendi bagi etrafinda donmiis olmasindan kaynaklanan
farklilik disinda neredeyse fark bulunmamaktadir. Yiiklii karboksil grubu ile N°
hidrojeni arasinda olusan ve halkasal yapiya yol acan hidrojen bagi mesafesi 3
konformerde de 1,63 A mesafesindedir. Ayrica amino grubu diger oksijen ile de
hidrojen bag1 yapmaktadir. Kararlilik siralamasinda dordiincii, besinci ve altinci
siray1 olusturan 06, 24 ve 08 arasinda da ilk ticlii gibi benzerlikler bulunmaktadir.
Halkasal yap1 olusumu yine gozlenmektedir. Ancak bu sefer halkasal yapi biraz
daha biikiilmiis durumdadir ve amino grubu planar olmaktan ziyade imidazol
halkasma dogru egilmektedir. ikinci iigliide ilging olan nokta 24 numarali
konformerde karboksil grubunun bir oksijenin hem N° ile hemde amino hidrojeni
ile hidrojen bagi olusturuyor olmasidir. Yaygin olarak bu hidrojen baglar1 ayri
oksijenler tarafindan olusturulmaktadir. Bu farkliligin enerjetik olarak major bir

farklanma yaratmamis olmasi dikkat ¢ekicidir.

3.1.8 HIE_AW konformasyon taramalari ve frekans analiz sonuclari

imidazol halkasi N* pozisyonundan protone olan bu form yiiklii karboksil
grubu icermektedir. Amino grubu ise nétral durumdadir. Yiikli gruplar
icermesinden otiirii hesaplamalarin ¢oziicii etkisi altinda yapilmasi gerekmektedir.
Bu etkinin saglanmasi i¢in IEF-PCM yo6ntemi hesaplamalara dahil edildi. Yapilan
konformasyon analizinde 34 farkli konformer bulundu. Yapi1 optimizasyonu
sonrasi, ayni geometriye optimize olan konformerler elendiginde 20 farkli
konformer elde edildi ve bu yapilar ile frekans analizi gerceklestirildi. Cizelge
3.16 konformerlerin geometri optimizasyonlarina dair sonuglari, Cizelge 3.17
frekans analizine dair sonuglar igermektedir. Hesaplamalar sonunda elde edilen

yapilar Sekil 3.9°de kararlilik siralamalarina gére yer almaktadirlar.
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Konformer Dipol Moment Enerji Rolatif Enerji
(Debye) (a.u.) (Kj/mol)
HIE_AW_25 18,53 -548.3367573 0,00
HIE_AW_07 12,67 -548.3365375 0,58
HIE_AW_33 16,07 -548.3359339 2,16
HIE_AW_26 18,71 -548.3357445 2,66
HIE_AW_11 17,57 -548.3354858 3,34
HIE_AW_32 11,83 -548.3354191 3,51
HIE_AW_24 16,17 -548.3353211 3,77
HIE_AW_28 11,33 -548.3351116 4,32
HIE_AW_19 18,06 -548.3348427 5,03
HIE_AW_01 9,11 -548.3344871 5,96
HIE_AW_16 11,40 -548.3343614 6,29
HIE_AW_13 16,08 -548.3339305 7,42
HIE_AW_09 12,71 -548.3338500 7,63
HIE_AW_31 17,10 -548.3337207 7,97
HIE_AW_12 13,05 -548.3334916 8,57
HIE_AW_18 16,23 -548.3334857 8,59
HIE_AW_03 11,11 -548.3333709 8,89
HIE_AW_14 14,76 -548.3325291 11,10
HIE_AW_10 12,98 -548.3322989 11,71
HIE_AW_29 10,95 -548.3302168 17,17
Cizelge 3.17 HIE_AW frekans analiz sonuglari
Konformer Enerji Enerji+Zpe Dipol Moment Rélatif E+Zpe
(a.u.) (a.u.) (Debye) (Kj/mol)
HIE_AW_25 -548,3367573 -548,189721 18,53 0
HIE_AW_07 -548,3365375 -548,189380 12,67 0,90
HIE_AW_33 -548,3359339 -548,189237 16,07 1,27
HIE_AW_26 -548,3357445 -548,189102 18,71 1,63
HIE_AW_11 -548,3354858 -548,188944 17,57 2,04
HIE_AW_24 -548,3353211 -548,188702 16,17 2,68
HIE_AW_32 -548,3354191 -548,188578 11,83 3,00
HIE_AW_19 -548,3348427 -548,188290 18,06 3,76
HIE_AW_28 -548,3351116 -548,188260 11,33 3,84
HIE_AW 01 -548,3344871 -548,187850 9,11 4,91
HIE_AW 16 -548,3343614 -548,187742 11,40 5,20
HIE_AW_31 -548,3337207 -548,187245 17,10 6,50
HIE_AW_09 -548,3338500 -548,187058 12,71 6,99
HIE_AW_13 -548,3339305 -548,187055 16,08 7,00
HIE_AW_18 -548,3334857 -548,187042 16,23 7,03
HIE_AW_12 -548,3334916 -548,186739 13,05 7,83
HIE_AW_03 -548,3333709 -548,186646 11,11 8,07
HIE_AW_14 -548,3325291 -548,185737 14,76 10,46
HIE_AW_10 -548,3322989 -548,185524 12,98 11,02
HIE_AW_29 -548,3302168 -548,183477 10,95 16,39
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Sekil 3.9 Kararlilik siralamasina gére HIE. AW konformerleri

Zwitteriyonik yapilar ile karsilastirildiginda, terminal gruplardan biri ile
imidazol halkas1 arasinda etkilesimden otiirii halkasal yap1 olusumu bu grupta
kismen azalmistir. Amino grubunun nétral olusu ve etkilesim i¢ine girecek grubun
diger terminal tarafindan dengeleniyor olusu buna neden oluyor gibi
goziikmektedir. Bununla birlikte yinede bu halkasal yapmnin olusum egilimi
gozlenmistir. En kararli iic yapiya bakildiginda nétral amino terminali ile
imidazol halkas1 arasinda zayif bir etkilesim gézlenmektedir. 25 ve 07 numarali
konformerlerde bu etkilesim amino hidrojeni ile N° arasinda gerceklesmektedir.
Bu grupta N° azotunun protone olmamis durumda bulunduguna dikkat ¢ekmek
gerekir. 33 numarali konformerde ise amino azotunun kendini halka
karbonlarindan biriyle etkilesim i¢indedir. Amino grubu 25 ve 07 numarali
yapilardakinin aksine halkaya ters konumlanmis durumdadir. Cizelge 3.15°de
goriilmektedir ki baz1 konformerler arasi enerji farki oldukca diisiiktiir. 25 ve 07
numarart konformerlerde gruplarin konumlanmalar1 ve enerjiler arasindaki fark
g6z Oniine alindiginda, kiral karbol {izerinden terminallerin birbirlerine gore
konumlarim1  koruyarak, beklenenden c¢ok daha kolayca donme hareketi

gerceklestirebildikleri idda edilebilir.

3.1.9 HID_CW konformasyon taramalari ve frekans analiz sonuclar:

imidazol halkast N° pozisyonundan protone olan bu form yiiklii amino
grubu igermektedir. Karboksil grubu ise nétral durumdadir. Yikli gruplar
icermesinden Gtiirii hesaplamalarin ¢oziicii etkisi altinda yapilmasi gerekmektedir.
Bu etkinin saglanmasi i¢in IEF-PCM yo6ntemi hesaplamalara dahil edildi. Yapilan
konformasyon analizinde 37 farkli konformer bulundu. Yapi optimizasyonu
sonrasi, ayni geometriye optimize olan konformerler elendiginde 12 farkl
konformer elde edildi ve bu yapilar ile frekans analizi gergeklestirildi.
Cizelge 3.18 konformerlerin geometri optimizasyonlarina dair sonuglari, Cizelge
3.19 frekans analizine dair sonuglar1 igermektedir. Hesaplamalar sonunda elde

edilen yapilar Sekil 3.10°de kararlilik siralamalarina gore yer almaktadirlar.
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Cizelge 3.18 HID CW konformerleri geometri optimizasyon sonuglari

Konformer Enerji Dipol Moment Rélatif Enerji
(a.u.) (Debye) (Kj/mol)
HID_CW _13 -549,2704517 9,15 0,00
HID_CW _33 -549,2701225 7,55 0,86
HID_CW _04 -549,2683386 11,45 5,55
HID_CW _36 -549,2679693 12,11 6,52
HID_CW _31 -549,2672722 7,26 8,35
HID_Cw _22 -549,2668208 9,07 9,53
HID_Cw _08 -549,2666094 12,61 10,09
HID_Cw _01 -549,2664698 16,86 10,45
HID_CW _16 -549,2662263 14,89 11,09
HID_Cw _21 -549,2650888 14,13 14,08
HID_CW _27 -549,2647664 10,65 14,93
HID_CW _10 -549,2628492 17,89 19,96
Cizelge 3.19 HID CW frekans analiz sonuglari
Konformer Enerji Enerji+Zpe Dipol Moment Rolatif E+Zpe
(a.u.) (a.u.) (Debye) (Kj/mol)
HID_CW _13 -549,2704517 -549,095269 9,15 0,00
HID_CW _33 -549,2701225 -549,095242 7,55 0,07
HID_CW _04 -549,2683386 -549,093239 11,45 5,33
HID_Cw _31 -549,2672722 -549,092848 7,26 6,36
HID_CW _36 -549,2679693 -549,092826 12,11 6,41
HID_Cw _22 -549,2668208 -549,092425 9,07 7,47
HID_Cw _08 -549,2666094 -549,091714 12,61 9,33
HID_Cw _01 -549,2664698 -549,091586 16,86 9,67
HID_CW _16 -549,2662263 -549,091431 14,89 10,08
HID_CWw _21 -549,2650888 -549,090108 14,13 13,55
HID_CWwW _27 -549,2647664 -549,089983 10,65 13,88
HID_CW _10 -549,2628492 -549,088183 17,89 18,60
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Sekil 3.10 Kararlilik siralamasina gére HID_CW konformerleri

Karboksil grubunun nétral olmasi ve amino grubunun yiiklii olmas: bu
grupta halkali bir yap1 olusumu olduk¢a kisitlamistir. 31 ve 22 numaral
konformerde buna egilim gozlenmis olsada, 31 numarali konformerde oksijenin
kendi hidrojeni tarafindan yiik olakan dengelenmis olmasi, 22 numarali konferme
ise ¢ift bagin imidazola yaklagmasina ragmen ters taraftan amino grubu tarafindan
etkilesiyor olmasi etkin bir halkali yapiy1 engellemektedir. Ikinci sirada bulunan
33 numarali konformerde ise terminal gruplart ile imidazol halkasi birbirine
paralele yakin iki ayr1 diizlem olusturmaktadir. Bu ac¢idan bakildiginda bu yiik ve
imidazol formasyonu i¢in halkali yapinin kararlilik agisindan ¢okta etkin olmadig:
sOylenebilir. Kararlilik siralamasinda en altta bulunan 10 numarali konformerde

de halkasal bir yap1 gozlenmesi bu savi desteklemektedir.
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3.1.10 HIE_CW konformasyon taramalari ve frekans sonuglari

Imidazol halkas1 N° pozisyonundan protone olan bu form yiiklii amino
grubu igermektedir. Karboksil grubu ise nétral durumdadir. Yukli gruplar
icermesinden Otiirli hesaplamalarin ¢oziicii etkisi altinda yapilmasi gerekmektedir.
Bu etkinin saglanmasi i¢in IEF-PCM yoOntemi hesaplamalara dahil edildi. Yapilan
konformasyon analizinde 73 farkli konformer bulundu. Yapi optimizasyonu
sonrasi, ayni geometriye optimize olan konformerler elendiginde 13 farkli
konformer elde edildi ve bu yapilar ile frekans analizi gergeklestirildi.
Cizelge 3.20 konformerlerin geometri optimizasyonlarina dair sonuglari, Cizelge
3.21 frekans analizine dair sonuglar1 icermektedir. Hesaplamalar sonunda elde

edilen yapilar Sekil 3.11°de kararlilik siralamalarina gére yer almaktadirlar.

Cizelge 3.20 HIE_CW konformerleri geometri optimizasyon sonuglari

Konformer Enerji Dipol Moment Rélatif Enerji
(a.u.) (Debye) (Kj/mol)
HIE_CW_28 -549,2843641 3,21 0,00
HIE_CW_01 -549,2842768 2,60 0,23
HIE_CW_32 -549,2817018 5,11 6,99
HIE_CW_15 -549,2815938 5,15 7,27
HIE_CW_04 -549,2745213 8,16 25,84
HIE_CW_25 -549,2739613 6,18 27,31
HIE_CW_31 -549,2708286 10,09 35,54
HIE_CW_13 -549,2706673 6,50 35,96
HIE_CW_34 -549,2696226 9,86 38,70
HIE_CW_10 -549,2675463 10,26 44,16
HIE_CW_50 -549,2674487 9,55 44 41
HIE_CW_18 -549,2665652 11,32 46,73
HIE_CW _51 -549,2645289 12,95 52,08
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Cizelge 3.21 HIE CW frekans analiz sonuglar1

Konformer Enerji Enerji+Zpe Dipol Moment Rolatif E+Zpe
(a.u.) (a.u.) (Debye) (Kj/mol)
HIE_CW_01 -549,2842768 -549,110146 2,60 0,00
HIE_CW_28 -549,2843641 -549,110005 3,21 0,37
HIE_CW_32 -549,2817018 -549,107524 5,11 6,38
HIE_CW_15 -549,2815938 -549,107007 5,15 8,24
HIE_CW_04 -549,2745213 -549,100043 8,16 26,53
HIE_CW_25 -549,2739613 -549,099334 6,18 28,39
HIE_CW_31 -549,2708286 -549,096581 10,08 35,61
HIE_CW_13 -549,2706673 -549,096086 6,50 36,91
HIE_CW_34 -549,2696226 -549,094576 9,86 40,88
HIE_CW_50 -549,2674487 -549,093182 9,55 44,54
HIE_CW_10 -549,2675463 -549,093064 10,26 44,85
HIE_CW_18 -549,2665652 -549,091714 11,32 48,39
HIE_CW 51 -549,2645289 -549,090027 12,95 52,82
o AR it
HIE_CW_01 HIE_CW_28 HIE_CW_32
¥ «
- s L ~\H- X
HIE_CW_15 HIE_CW_04 HIE_CW 25

\

7

HIE_CW_13 HIE_CW_34 HIE_CW _50

| I
HIE_CW 10 HIE_CW 18 HIE_CW 51
‘Q—Ft(

HIE_CW_31

Sekil 3.11 Kararlilik siralamasina gére HIE CW konformerleri
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Bu grup icin elde edilen geometrilerde kararlilik siralamasinda iist
basamaklara ¢ikildik¢a amino grubu hidrojeni ile N° azotu arasinda gergeklesen
etkilesim nedeniyle olusan halkasal yap1 gozlenmektedir. Enerji siralamasinda alt
basamaklara inildik¢e bu halkasal yap1 bozulmaktadir. Ayrica ¢ift bagli karboksil
oksijenide amino grubuyla hidrojen bagi olusturmaktadir. Enerjetik olarak
aralarinda az fark olan (0,38 Kj/mol) ilk iki konformer arasinda temel fark
birbirlerine gore koordinasyonunu koruyan terminallerin 01 numaral
konformerde imidazol diizlemine parelel 28 numarali konformerde ise dik bir
sekilde olusturuyor olmalaridir. Bununla birlikte iki konformerde de halkasal
yapinin olusmasini saglayan hidrojen bagi mesafesi neredeyse aymdir (01: 1,71 A,
28: 1,70 A) Bu farklihgin diisiik bir enerji farklanmas: yaratiyor olusu kiral
karbon iizerinden beklenenden c¢ok daha serbest bir donme hareketi oldugu
sonucunu ¢ikarmamiza neden olmaktadir. Kararlilik siralamasinda {igiinci
basamakta bulunan 32 numarali konformerin 28 numarali konformerden farki ise
karboksil grubunun 180° derece dénmiis olmasidir. Bu durumda amino grubu ile
cift bagl oksijen yerine hidroksil grubu etkilesim i¢ine girmi, ve olusan hidrojen
bag etkilesim mesafesi 2,29 A’den 2.51 A’e cikmustir. Bu degisiklik 6.53

Kj/mol’liik bir fark olusturmustur.

3.1.11 HIP_NW konformasyon taramalari ve frekans analiz sonuclari

Daha once bahsettigimiz, HIP ZW konformasyon taramalarinda sirasinda
olusan N° hidrojeninin planarliginin bozulmasi problemi HIP. NW grubu icinde
gerceklesti. COziim olarak ayni terminal yapisina sahip N* protone formun
konformasyon tarama sonuglar1 alinarak, imidazol halkasina N> konumundan bir
hidrojen eklendi. Elde edilen bu form ytiklii imizadol halkasina ve yiiklii karboksil
grubuna sahiptir. Bu nedenle molekiiliin toplam yiikii sifirdir. Amino grubu nétral
durumdadir. Geometri optimizasyonu sonrasinda 34 farkli komformerden bazilari

ayni1 yapilara optimize olduklarindan, elimizdeki farkli yap1 sayis1 22’°ye diisti.
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Yiikli gruplar icermesinden oOtiiri hesaplamalarin ¢oziicli etkisi altinda
yapilmas: gerekmektedir. Bu etkinin saglanmasi i¢in IEF-PCM yontemi
hesaplamalara  dahil edildi. Cizelge 3.22 konformerlerin  geometri
optimizasyonlara dair sonuglari, Cizelge 3.23 frekans analizine dair sonuglari
icermektedir. Hesaplamalar sonunda elde edilen yapilar Sekil 3.12°de kararlilik

siralamalaria gore yer almaktadirlar.

Cizelge 3.22 HIP_ NW konformerleri geometri optimizasyon sonuglari

HIP_NV Enerji Dipol Moment Rolatif Enerji

(a.u.) (Debye) (a.u.)
HIP_NW_10 -548,8299118 10,62 0,00
HIP_NW_11 -548,8285730 11,84 3,52
HIP_NW_14 -548,8272707 12,43 6,93
HIP_NW_09 -548,8265331 11,06 8,87
HIP_NW_13 -548,8251031 13,29 12,63
HIP_NW_05 -548,8242093 11,43 14,97
HIP_NW_02 -548,8118941 16,70 47,31
HIP_NW_19 -548,8109684 22,59 49,74
HIP_NW_16 -548,8008865 17,53 76,21
HIP_NW_29 -548,8004051 20,05 77,47
HIP_NW_30 -548,8003653 21,96 77,57
HIP_NW_33 -548,8003308 25,28 77,66
HIP_NW_15 -548,8001557 24,86 78,12
HIP_NW_32 -548,8000038 18,84 78,52
HIP_NW_28 -548,7999219 21,94 78,74
HIP_NW_04 -548,7974400 18,11 85,25
HIP_NW_26 -548,7973425 26,30 85,51
HIP_NW_03 -548,7971423 18,99 86,04
HIP_NW_12 -548,7969484 19,88 86,55
HIP_NW_07 -548,7968864 19,53 86,71
HIP_NW_08 -548,7966503 19,98 87,33
HIP_NW_25 -548,7957527 26,91 89,68
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Cizelge 3.23 HIP_NW frekans analiz sonuglari

Konformer

HIP_NW._10
HIP_NW_11
HIP_NW_14
HIP_NW_09
HIP_NW_13
HIP_NW_05
HIP_NW_02
HIP_NW_19
HIP_NW_16
HIP_NW_29
HIP_NW_30
HIP_NW_33
HIP_NW_15
HIP_NW_32
HIP_NW 28
HIP_NW_04
HIP_NW 26
HIP_NW_03
HIP_NW_12
HIP_NW_07
HIP_NW_08
HIP_ NW 25

Enerji
(a.u.)

-548,8299118
-548,8285730
-548,8272707
-548,8265331
-548,8251031
-548,8242093
-548,8118941
-548,8109684
-548,8008865
-548,8004051
-548,8003653
-548,8003308
-548,8001557
-548,8000038
-548,7999219
-548,7974400
-548,7973425
-548,7971423
-548,7969484
-548,7968864
-548,7966503
-548,7957527

Enerji+Zpe
(a.u.)

-548,669904
-548,668851
-548,667551
-548,666281
-548,665136
-548,664350
-548,651957
-548,650803
-548,640219
-548,639677
-548,639713
-548,639492
-548,639670
-548,639319
-548,639290
-548,636801
-548,636911
-548,636826
-548,636352
-548,636136
-548,636063
-548,635417

Dipol Moment
(Debye)

10,62
11,84
12,43
11,06
13,29
11,43
16,70
22,59
17,53
20,05
21,96
25,28
24,86
18,84
21,94
18,11
26,30
18,99
19,88
19,53
19,98
26,91

Rolatif E+Zpe
(Kj/mol)

0,00

2,76

6,18

9,51

12,52
14,58
47,12
50,15
77,94
79,36
79,27
79,85
79,38
80,30
80,38
86,91
86,62
86,85
88,09
88,66
88,85
90,55
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Sekil 3.12 Kararlilik siralamasina gore HIP_NW konformerleri
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Sekil 3.12°de goriilebilecegi gibi, bu grupta gerceklestirilen hesaplarin bir
kisminda imidazol halkasinda yer almas: gereken N hidrojeni karboksil grubuna
transfer olmustur. Bu transfer ile birlikte yap1 hesaplamanin gergeklesmesini
istedigimiz formundan ¢ikmis olmaktadir. Transfer hatasinin kullandigimiz baz
setinden kaynaklandig1 kanisindayiz. Bu sorunun asilmasi i¢in daha gelismis olan
ve daha fazla hesapsal yiik olusturan baz setleri (aug-cc-pVDZ/aug-cc-pVTZ) ile
bir takim hesaplar yapild1 ve iyilesme goriildii. Ileriki ¢alismalarimizda bu baz

setleri ile tekrardan analiz yapilacaktir.

Transfer hatasinin olusmadigr konformerler arasinda bir degerlendirme
yapacak olursak, elde ettigimiz en kararli konformer 02 numarali yapidir. Bu
yapida notral amino grubu imidazol halkasina N° pozisyonundan yaklasmis ve
hidrojen bag1 etkilesimi ile halkal1 bir yap1 olugsmustur. Yiikli karboksil grubu ise
halka diizlemine dik konumlanmustir. ikinci sirada yer almakta olan 16 numarali
konformerde ise yine amino grubunun imidazol halkasina karbon hidrojeni
iizerine yaklasmistir. Bu sonuglara gore halkasal yap1 olusumunun kararlilik i¢in
major faktdr oldugunu belirtebiliriz, ancak karboksil grubunun halkaya yaklagmis
formlar1 i¢in anlamlandirilabilir sonuglar elde edilemediginden kiyaslama yapmak

olanakl degildir.

3.1.12 HIP_DiCW konformasyon taramalari ve frekans analiz sonuclar:

Daha oOnce bahsettigimiz, HIP ZW ve HIP NW konformasyon
taramalarinda sirasinda olusan N° hidrojeninin planarliginin bozulmas: problemi
HIP_DiCW grubu i¢inde gercgeklesti. Coziim olarak ayni terminal yapisina sahip
N? protone formun konformasyon tarama sonuglari alinarak, imidazol halkasina
N> konumundan bir hidrojen eklendi. Elde edilen bu form yiiklii imizadol
halkasina ve yiiklii amino grubuna sahiptir. Bu nedenle molekiiliin toplam yiikii
2’dir. Karboksil grubu nétral durumdadir. Geometri optimizasyonu sonrasinda 73
farkli komformerden bazilar1 ayni yapilara optimize olduklarindan, elimizdeki

farkli yap1 sayis1 19°a diistii.
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Yiikli gruplar icermesinden otiirli hesaplamalarin ¢oziicli etkisi altinda
yapilmas: gerekmektedir. Bu etkinin saglanmasi i¢in IEF-PCM yontemi
hesaplamalara  dahil edildi. Cizelge 3.24 konformerlerin  geometri
optimizasyonlarina dair sonuglari, Cizelge 3.25 frekans analizine dair sonuglari
icermektedir. Hesaplamalar sonunda elde edilen yapilar Sekil 3.13°de kararlilik

siralamalaria gore yer almaktadirlar.

Cizelge 3.24 HIP_DiCW konformasyonlar1 geometri optimizasyon sonuglari

Konformer Enerji Dipol Moment Rolatif Enerji
(a.u) (Debye) (Kj/mol)
HIP_DiCW _19 -549,7209993 6,60 0,00
HIP_DiCW 04 -549,7200243 6,03 2,56
HIP_DiCW 22 -549,7195928 7,79 3,69
HIP_DiCW 25 -549,7190340 9,30 5,16
HIP_DiCW 65 -549,7181700 8,26 7,43
HIP_DiCW 03 -549,7181699 8,26 7,43
HIP_DIiCW _14 -549,7181430 6,55 7,50
HIP_DiCW _28 -549,7179346 9,56 8,05
HIP_DiCW _34 -549,7178381 5,24 8,30
HIP_DiCW _57 -549,7174053 9,38 9,44
HIP_DiCW _59 -549,7172738 9,66 9,78
HIP_DiCwW _33 -549,7170820 10,38 10,28
HIP_DIiCW _49 -549,7165549 8,44 11,67
HIP_DiCW _20 -549,7164939 8,09 11,83
HIP_DIiCW _72 -549,7162111 9,96 12,57
HIP_DiCW 09 -549,7161639 9,89 12,70
HIP_DIiCW _54 -549,7157413 6,39 13,80
HIP_DiCW _36 -549,7156959 11,15 13,92
HIP_DiCW _11 -549,7154107 7,11 14,67
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Cizelge 3.25 HIP_DiCW frekans analiz sonuglari

Konformer

HIP_DiCW _19
HIP_DiCW _04
HIP_DiCW _25
HIP_DiCW _22
HIP_DiCW _14
HIP_DiCW _28
HIP_DiCW _59
HIP_DiCW 34
HIP_DiCW 03
HIP_DiCW _65
HIP_DiCW _57
HIP_DiCW _33
HIP_DiCW _49
HIP_DiCW _20
HIP_DiCW _72
HIP_DiCW 54
HIP_DiCW _36
HIP_DiCW _09
HIP_DiCW _11

Enerji
(a.u.)

-549.7209993
-549.7200243
-549.7190340
-549.7195928
-549.7181430
-549.7179346
-549.7172738
-549.7178381
-549.7181699
-549.7181700
-549.7174053
-549.7170820
-549.7165549
-549.7164939
-549.7162111
-549.7157413
-549.7156959
-549.7161639
-549.7154107

Zpe+Enerji
(a.u.)

-549.532407
-549.531070
-549.530578
-549.530391
-549.529552
-549.529431
-549.529250
-549.529220
-549.528917
-549.528912
-549.528872
-549.528206
-549.527521
-549.527465
-549.527337
-549.527125
-549.527014
-549.526711
-549.526605

Dipol Moment
(Debye)

6.60
6.03
9.30
7.79
6.55
9.56
9.66
5.24
8.26
8.26
9.38
10.38
8.44
8.09
9.96
6.39
11.15
9.89
7.11

Rolatif E+Zpe
(a.u.)

0.00
3.51
4.80
5.29
7.50
7.81
8.29
8.37
9.16
9.18
9.28
11.03
12.83
12.98
13.31
13.87
14.16
14.95
15.23
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Sekil 3.13 Kararlilik siralamasina gére HIP DiCW konformerleri
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Bu grup i¢in elde edilen sonuglara bakildiginda genel bir konformasyonel
egilim gozlenmemektedir. imidazol halkasinin ve amino grubunun pozitif yiiklii
olmas1 ayrica karboksil grubunun toplamda noétral olusu nedeniyle imidazol
halkas1 ile terminal etkilesimine diger gruplara gore az sayida rastlanmistir. En
kararl1 yap1 olarak elde ettigimiz 19 numarali konformerde karboksil grubunun
¢ift baglh oksijeni N° azot hidrojeni ile hidrojen bagi olusturarak halkasal bir
yapiya yol a¢mis, hidroksil grubu oksijeni ile amino grubu arasinda olusan

hidrojen bagida ekstra kararlilik katmistir. Yap1 biitiinsel olarak planardir.

Ikinci sirada yer alan 04 numarali konformerde ise karboksil grubu halka ile
hidroksil oksijeni ile etkilesime girmistir. Hidroksil oksijeninin kismi negatif ytlikii
daha az oldugundan olusan hidrojen bagi daha zayiftir ve aradaki mesafe 1,92
A’den 2,32 A’e cikmustr.

25 numarali tiglincti Sirada bulunan konformerde ise halka ile herhalgi bir
etkilesim olmamistir. Ancak karboksil grubu hem amin grubuyla hemde kiral
karbon hidrojeni ile hidrojen bagi olusturmus ve imidazol halkasina kismen

paralel konumlanmistir.

Ilging bir farklilik 19 ve 20 numarali konformerler birlikte incelendiginde
gozlenmektedir. Imidazol halkasinin 180° donmiis olmasmin disinda yapilar
olduk¢a benzerdir. Sonucunda karboksil grubunun ¢ift bagl oksijeninin halkada
etkilesime girdigi hidrojen ve degismistir. N° hidrojeni yerinde C? hidrojeni ile
etkilesim olusmustur ve halkasal yap: biikiilmiistiir. iki yapi arasindaki enerji

farklanmas1 11,72 Kj/mol’diir.
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3.2 Katekol Oksidaz

Bu bolimle katekol oksidaz aktif merkezine dair yapilan hazirlik,
hesaplama ve degerlendirmeler yer almaktadir. Hesaplamalarda kullanilacak
baslangi¢c yapilarinin elde edilmesi amaciyla “www.pdb.org” veri bankasinda
arastirma yapildi ve elde edilen geometrilerden baslangi¢ yapilar1 hazirlandi.
Oncelikli olarak daha yiiksek hizla sonug veren yari-ampirik ydntemler kullanildi.
Calismalara bir DFT yontemi olan B3LYP ile devam edildi. Native ve inhibe
formlarda yapilan optimizasyonlar sonrasinda, aktif merkezde yer alan bakir

atomlar1 mangan atomlari ile degistirilerek hesaplamalar gergeklestirildi.

3.2.1. Hesaplama Hazirhklar

PDB veri bankasi iizerinde yapilan arastirma sonucu biri native formda
digeri ise feniltiyoiire ile inhibe olmus formda olan iki yap1 elde edildi. IBT3 pdb
koduna sahip native yap1 ve 1BUG kodlu inhibe yap1 Klabunde ve arkadaslar
tarafindan gergeklestirilen ve 1998 yilinda yayinlanan caligma ile literatiire

katilmastir.

Kullanilacak olan yontemin enzimin biitiinii i¢in uygulanmasi hesaplama
yiikkii acisindan olanakli olmadigindan aktif merkez disinda kalan kisimlar

temizlendi. Bu islemin yapilmasindaki amag hesapsal yiikiin azaltilmasidir.

Aktif merkez disinda yer alan amino asitlerin ¢ikarilmasi sonucunda, aktif
merkezde yer alan amino asitlerin peptid baglar1 da koparilmis oldu. Ac¢ikta kalan
uclarin hesaplamanin saglikli gerceklestirilebilmesi i¢in uniform bir sekilde
kapatilmas1 gereklidir. Acikta kalan karboksil uglar1 N-asetil ile, amino uglar1 ise

asetil ile baglanarak uniform yap1 elde edildi.
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Sekil 3.14 (A) Amino terminal uglarinin kapatilmasinda kullanilan asetil, (B) karboksil
terminalinin kapatilmasinda kullanilan N-asetil.

Terminal uglarin kapatilmasi islemi i¢in, GaussView programinda amino
asetil yapisi ¢izilerek Gaussian programi ile hizli bir geometri optimizasyonu
gergeklestirildi. Elde edilen yapidan amino terminal uglart icin asetil, karboksil
terminal uglar i¢in ise N-asetil yapist hazirlandi ve terminal u¢lariin kapatilmasi
islemleri gerceklestirildi. Sekil 3.15 ve 3.16°da rahatca gozlemnelebilmesi igin

amino asitlerin kendisi ve kapatici uglar farkli formatta gosterildi.
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Sekil 3.15. Hesaplamalar i¢in hazirlanmig native katekol oksidaz aktif merkezi

Aktif merkez Ozelliklerinin saglikli  bir sekilde incelenebilmesi ve
kiyaslamalarin yapilabilmesi i¢in ayrica inhibitdr baglanmis enzim yapist ile de

hesaplamalar gergeklestirildi.
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Sekil 3.16 Hesaplamalar i¢in hazirlanmis enzim-inhibitor (PTU) kompleksi

3.2.2 Yar-ampirik katekol oksidaz hesaplamalari

Katekol oksidaz ile gerceklestirilen ilk hesaplamalar yari-ampirik yontemler
ile yapildi. Bu yontemlerin hesapsal yiikleri oldukca diisiiktiir ve organik yapilar
icin kismen basarihidirlar. Ancak yeterince dogru sonug¢ verebilmeleri igin
hesaplamasi1 yapilan molekiillerin parametrizasyon verileri ile benzer olmalari

gerekir.

Hesaplamalara native katekol oksidaz ile yari-ampirik bir yontem olan pm6
ile baglandi. Bu yontem organik yapilar i¢in sik¢a kullanilan PM3 ydnteminin bazi
acilardan gelistirilmis ve genisletilmis bir devamidir. Hesaplamalar sonucunda
elde edilen geometri yapisal olarak olduk¢a bozuktur ve degerlendirilebilir

degildir. Baglangic geometrisinin yeterince iyi olmamasindan kaynakli basarisiz
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sonug elde edilmis olma ihtimalinden &tiirti, yapiy1 dncelikle MM-UFF (Universal
force field) ile optimize ederek tekrar PM6 yontemi ile optimizasyon
gerceklestirdik. Ancak tekrardan degerlendirilebilir olmayan sonuglar elde ettik.

Bu sebepten 6tiirii, PM6 yontemi ile elde edilen veriler tezde yer almamaktadir.

PM6 bu tip yapilar i¢in basarili sonuglar vermediginin anlasilmasinin
ardindan yeni yontem arayisina girildi ve gecis metallleri i¢in basarili sonuglar
veren PM3TM yontemi tespit edilerek calismalara bu yontemle devam edildi.
PM3TM yontemi kullanilarak hem native hemde inhibe yap1 i¢in farkli ylik ve
cok katlilik (multiplicity) degerlerinde hesaplamalar gerceklestirildi. Ayrica aktif
merkezdeki bakir atomlart mangan ile degistirilerek yapinin nasil degistigi

incelendi.

3.2.2.1 Yari-ampirik bakir katekol oksidaz hesaplamalari

Hem native hemde inhibe yapi1 i¢in toplam yiikiin +2, +3 ve +4 oldugu
hesaplamalar gergeklestirildi. Cizelge 3.25’e bakildigin enerji ve dipol moment
degerleri goriilebilir. Cizelge 3.26’da ise aktif merkezdeki bakir atomlarini

kordine eden imidazol halkalar ile aralarindaki mesafeler verilmistir.

Cizelge 3.26 Yari-ampirik bakir katekol oksidaz enerji ve dipol moment degerleri

Yapisal Durum Yiik- Cok Enerji Dipol Moment
kathhk (kj/mol) (Debye)
Native CO 2-1 -2813,57 8,12
Native CO 3-2 -2021,45 9,51
Native CO 4-1 -841,99 18,49
Inhibe CO 2-1 -2703,74 11,69
Inhibe CO 4-1 -695,8 5,46

Native CO 2/1 olarak isimlendirdigimiz yap1 enzimin toplam yiikiiniin 2,
cok katliligin ise 1 (singlet) oldugu formunu temsik etmektedir. Genel anlamiyla
yapinin tiim elementleri kristal yapidakine benzer konumlanmistir. His240
imidazolu kristal yapida bakirlara planar konumlanmisken optimizasyon
sonrasinda dik konumlanmistir ve substrat giris bolgesinin darlasmasina neden
olmustur. Yinede bdlge substrat girisi i¢in yeterince acik goziikmektedir. Aktif

merkez disindaki kisimlarin  hesaplamaya dahil edilmedigini ve yapi
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stabilizasyonuna katkisinin hesaplamada eksik oldugunu diisliniirsek, yontemin
native CO 2/1 igin genel anlamda basarili bir sonug¢ verdigini belirtmek gerekir.
Native 3/2 ve Native 4/1 yapilarinda ise geometri kristal yapiya gore oldukca
bozulmustur ve degerlendirilebilir olmaktan olduk¢a uzaktir. Bununla birlikte
Cizelge 3.26 ve 3.27°de goriilebilecegi gibi koordinasyon mesafeleri arasinda

ciddi bir degisim gerceklesmemistir.

Cizelge 3.27 Yari-ampirik bakir katekol oksidaz aktif merkez koordinasyon mesafeleri

His88(N10) His109(N26) Hisl118(N36) His240(N46) His244(N56) His274(N66)

-CuA -CuA -CuA -CuB -CuB -CuB
(A) (A) (A) (A) (A) (A)

Native 1,933 1,921 1,914 1,908 1,897 1,893
co?21
Native 1,896 1,926 1,945 1,875 1,900 1,887
CO 3/2
Native 1,872 1,893 1,876 1,871 1,897 1,869
co 41
inhibe 1,932 1,931 1,938 1,984 1,932 1,896
Co2/1
inhibe 1,870 1,888 1,898 1,954 1,930 1,893
CcOo4/1

Kristal yapr ile en kritik farklanma bakirlar arasindaki mesafedir. Kristal
yapida bakirlar arasinda 2,82 A mesafe bulunurken, optimize yapida bu mesafe
Cizelge 3.27°de belirtildigi gibi 3,49 A’e ¢ikmustir. Bu mesafe substratin aktif
merkezle etkilesime girme seklinin belirlenmesinde 6nemlidir ve tartigsmalar

kisminda konu tizerinde durulacaktir.

Cizelge 3.28 Native Bakir-Oksijen Mesafeleri

CuA-O CuB-O CuA-CuB
&) (A) (A)
Native CO 2/1 1,890 1,793 3,487
Native CO 3/2 1,876 1,843 3,354
Native CO 4/1 1,850 1,861 3,391
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Cizelge 3.29 Inhibe Bakir-Kiikiirt mesafeleri

CuA-O CuB-O CuA-CuB
, (A) (A) (A)
Inhibe CO 2/1 2,163 2,163 3,790
inhibe CO 4/1 2,157 2,188 3,882

Inhibe yapilarin (Katekol Oksidaz-PTU Kompleksi) enerji degerleri native
esdegerleri ile karsilagtirildiginda, inhibitor baglanmis enzimin ¢ok daha kararli
oldugu goézlenmektedir. Bu beklenen bir durumdur. inhibitérler substrattan daha

kuvvetli baglandiklari i¢in enzim inhibisyonunu gergeklestirebilmektedirler.

Optimize yapilar kristal yapiyla ¢akistirilip incelendiginde ¢ok kritik bir
genel yapisal farklanma gozlenmemistir. Native 3/2°nin aksine, inhibisyon
baglanmig form ile toplam yiikin “3” oldugu bir optimizasyon
gerceklestirilememistir. Elde edilen verilerden programin bu form ig¢in hig
hesaplama gergeklestiremedigi sonucuna varildi. Bu noktada yiik durumunun

olas1 olup olmadig1 veya programin yetersiz kalip kalmadig tartisilabilir.

Inhibisyon sirasinda PTU bakirlar1 képriileyen oksijeni yerinden ederek
kiikiirt ile bir kopriileme gerceklestirmektedir. Inhibisyon ile bakirlar arasindaki
ve bakir ile kopriileyici element arasindaki mesafe bir miktar artmaktadir.
Kordinasyon histidinleri ile bakirlar arasindaki mesafeler arasinda ciddi bir

farklanma yoktur.




Sekil 3.19 Optimize inhibe 4/1 bakir katekol oksidaz
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3.2.2.2 Yari-ampirik mangan katakol oksidaz

Cesitli mangan komplekslerinin katekol oksidaz aktivitesi gostermesine dair
literatiirde ¢ok sayida calisma bulunmaktadir. Bizde katekol oksidaz aktif
merkezinde yer alan bakirlar1 mangan ile degistirerek yapi {izerinde nasil bir
degisim gergeklestigini gdzlemlemek istedik. Bu amagla farkli yiik ve ¢ok katlilik
degerlerinde hesaplamalar gerceklestirdik. Ayrica aktif merkezde yer alan
bakirlar1 birer birer mangan ile degistirerek te hesaplamalar gerceklestirdik.
Cizelge 3.28’de enerji ve dipol degerleri, Cizelge 3.29°da koordinasyon amino
asitleri ile metaller arasindaki mesafeleri, Cizelge 3.30°da ise mangan-oksijen

mesafelerini gérmekteyiz.

Cizelge 3.30 Yari-ampirik geometri optimizasyonu enerji ve dipol moment degerleri

Yiik ve Cok kathlik Enerji (Kj/mol) Dipol Moment
(Debye)
Native Mangan 2/1 -3121,45 12,28
Native Mangan 2/3 -3149,29 10,72
Native Mangan 2/5 -3228,59 15,86
Native Mangan 4/1 -1096,9 6,66

Dort farkli formda optimizasyon gergeklestirmis olmamiza ragmen, Native
Mangan 4/1 yapisi disinda diger tiim yapilar kristal yapiya gore cok fazla
bozulmustur; degerlendirilebilir degildir. Method kisminda belirttigimiz gibi yari-
ampirik  yontemlerin  basaris1  hesaplamast  gerceklestirilen  yapinin

paremetrizasyon verileri ile uyumuna baglhdir.
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Cizelge 3.31 Histidine-Metal koordinasyon mesafeleri

His88  His109( His118( His240( His244(  His274(

(N10) N26) N36) N46) N56) N66)
-MnA -MnA -MnA -MnB -MnB -MnB
A) A) A) A) A A

MnCO 1.856 1.908 1.828 1.864 1.833 1.876
2/1

MnCO 1.926 1.948 1.805 1.871 1.846 1.861
2/3

MnCO 1.936 1.947 1.896 2.029 1.853 1.867
2/5

MnCO 1.838 1.841 1.841 1.840 1.848 1.848
4/1

Native Mangan 4/1 hesaplamasinda basarili bir geometri elde edilmistir.
Kristal yap1 ile kiyaslandiginda imidazol halkalarinin metallere gore
konumlanmasinda agisal ve mesafesel farklanmalar s6z konusudur. Kordinasyon
mesafeleri azalmistir. Bu noktada manganin daha kuvvetli bir koordinasyon
olusturdugu sonucuna varilabilir. Yapmin yiik dagilimi incelendiginde mangan
atomlarinin mulliken yiiklerinin yaklasik olarak -0,9 civarinda oldugu gézlenmis.
Yapimnin geneli incelendiginde ise pozitif yiikiin agirlikli olarak imidazol
halkalarinin koordinasyon azotlarinda yerlestigi belirlenmistir. Karsilagtirma
yapilabilmesi amaciyla kristal yapi i¢inde ayni yiik degerlerinde bir hesaplama
gerceklestirilmistir. Optimize yapilarda koordinasyon azotlarinda mulliken ytikleri
0,65 civarlarinda iken, kristal yapida 0,45 civarindadir. Bununla birlikte mangan
atomlarinda optimize yapida yaklasik olarak -0,9 olan mulliken yiikleri kristal

yapida -0,6 civarindadir.

Cizelge 3.32 Mangan katekol oksidaz metal-oksijen mesafeleri

MnA-O MnB-O MnA-MnB
A) A A)
Native Mn 2/1 2.868 1.684 3.316
Native Mn 2/3 2.364 1.673 3.169
Native Mn 2/5 2.655 1.641 3.286

Native Mn 4/1 1.844 1.838 3.129
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Sekil 3.20 Optimize native 4/1 mangan katekol oksidaz
3.2.2.3 Yar1 ampirik Mn-Cu Katekol Oksidaz Hesaplamalari

Aktif merkezde yer alan bakir atomlarimin ikisinin birden mangan ile
degistirilmesine ek olarak, sadece bir bakirin mangan ile degistirildigi
hesaplamalar gerceklestirildi ve aralarindaki farklar incelendi. Enerjetik olarak
yapilar arasinda kayda deger bir fark bulunmamaktadir. Koordinasyon mesafeleri

de birbirlerine olduk¢a yakindir.

Cizelge 3.33 Bakir-Mangan geometri optimizasyonlari enerji ve dipol moment degerleri

Yiik/Cok kathilik Enerji Dipol Moment
(Kj/mol) (Debye)
MnA-CuB 2/1 -3097,49 19,23

CuA-MnB 2/1 -3056,16 19,50
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Cizelge 3.34 CuA-MnB Histidin-Metal koordinasyon mesafeleri

His88(N10) His109(N26) His118(N36) His240(N46) His244(N56) His274(N66)

-MnA -MnA -MnA -MnB -MnB -MnB
A) A A) A) A A)
CuA- 1,936 1,932 1,903 1,845 1,894 1,857
MnB
2/1

Cizelge 3.35 MnA-CuB Histidin-Metal koordinasyon mesafeleri

His88(N10) His109(N26) His118(N36) His240(N46) His244(N56) His274(N66)

-MnA -MnA -MnA -MnB -MnB -MnB
A) A A) A) A A)
MnA- 1,936 1,932 1,903 1,845 1,893 1,858
CuB
2/1

Enerji ve koordinasyon uzunluklarinda bir degisim gozlenmemis olmasina
ragmen, amino asitlerin yoneliminde ciddi farklanmalar bulunmaktadir. CuA-
MnB yapisinda His274 metal planar diizlemine yaklasarak His244 imidazolunun
aktif merkezin substrat girisine dogru yonelmesine neden olmustur. MnA-CuB
yapisinda ise His109 imidazolu yine aktif merkez girisine yaklagmistir. Bu yapisal
degisiklikler substratin aktif merkeze girisinin zorlasmasina veya kolaylasmasina

neden olabilir.

Cizelge 3.36 Bakir-Mangan katekol oksidaz metal-oksijen mesafeleri

CuA-O MnB-O CuA-MnB CuA-O-MnB
) A A @)
CuA-MnB 1,914 1,694 2,725 97,95 °
2/1
MnA-O CuB-O MnA-CuB CuB-O-MnA
A) A) A @)
MnA-CuB 1,705 1,934 3,102 116,82

2/1




69

Iki yap1 arasinda sayisal olarak gozlemlenebilen en biiyiik farklilik metaller
arasindaki mesafedir. Mesafedeki kisalmanin sebebi Metal-O-Metal agisinin CuA-

MnB yapisinda azalmis olmasidir.
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Sekil 2.21 Optimize CuA-MnB 2/1 katekol oksidaz, aktif merkez
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Sekil 3.22 Optimize MnA-CuB 2-1 katekol oksidaz , aktif merkez
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3.2.4 B3LYP/Gen katekol oksidaz hesaplamalar

B3LYP biyolojik sistemler icin basarili sonuglar veren popiiler bir
yontemdir. Ancak oksijen baglanmis gecis metalleri igeren sistemlerde sorunlar
yasanabilmektedir. Bu nedenle hesaplama dogrulugunun arttirilmasi i¢in yapinin
farkli bolgeleri i¢in farkli baz setleri kullanildi. Metal atomlart icin LANL2DZ
(Dunning, 1976) baz seti, kalan tiim diger atomlar icinse 6-311G** baz seti
kullanildi. Kisaca belirtmek gerekirse 6-311G** baz seti atomik orbitallerin ii¢
bolgeye ayrildigi agir atomlar ve hidrojenler i¢in polarizasyon fonksiyonlarini
iceren gelismis bir baz setidir. Metaller igin LANL2DZ kullanilmasinin sebebi ise
bu baz setinin yalanci potansiyeller (Pseudopotential) kullaniyor olmasidir. Bu
sekilde cekirdege cok yakin olan elektronlarin etkilesime girmedigi varsayilir ve
hesaplamalara dahil edilmez. Ayrica baska fonksiyonlar eklenerek olusan

hatalarin telafisi saglanir.

B3LYP yontemi ile bir¢ok farkli yiikk ve ¢ok kathilik durumlart i¢in
hesaplamalar baslatilmasina ragmen sadece iki hesaplama tamamlanabildi.
Hesaplamaya baslanan geometrilerin yapisal sorunlari diginda yapinin goreceli
olarak biiylik olmasi, yontemin yiksek hesapsal maliyeti ve bilgisayar
sisteminden kaynaklanan hatalar hesaplamalarin tamamlanamamasinda etken

olabilir.

Cizelge 3.37 Native katekol oksidaz geometri optimizasyonu enerji ve dipol moment

degerleri
Yiik ve Cok kathlik Enerji Dipol Moment
(a.u.) (Debye)
Native Bakir 2/1 -6480,3377881 17,42
Native Mangan 2/1 -6295,8666892 12,25

B3LYP yontemi toplam elektronik enerjiyi hesaplamaktadir. Bu agidan
Cizelge 3.33’de yer alan enerji degerleri daha Onceki boliimlerde yer alan
PM3TM enerjileri ile kiyaslanmamalidir. Yapilar genel olarak incelendiginde
mangan iceren yapinin kristal yapiya daha benzer oldugu goriilmektedir. Native
yapida His240 ve 244 numarali amino asitlere ait imidazol halkasinin

konumlanmasi substrat girisini zorlastirabilir.
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Cizelge 3.38 Native bakir ve mangan katekol oksidaz histidin kordinasyon mesafeleri

His88 His109 His118 His240 His244 His274
(N10) (N26) (N36) (N46) (N56) (N66)
-CuA -CuA -CuA -CuB -CuB -CuB
A) A) A) A) A) A)
Native CO 2,034 2,255 2,064 2,223 2,062 2,018
2/1
His88 His109 His118 His240 His244 His274
(N10) (N26)- (N36) (N46) (N56) (N66)
-MnA MnA -MnA -MnB -MnB -MnB
A) (A) (A) (A) A A
Native 2,040 2,065 2,022 2,034 2,090 2,027
MnCO 2/1

Native MnCO 2/1 molekiiliinde His109 ve His240 imidazol halkalar ile
metaller arasinda ki bag bakir igeren yapiya gore yaklasik 0,19 A kisalmustir.
Diger kordinasyon bag mesafelerinde ise ufak farklanmalar bulunmaktadir.
His109 ve His240 imidazol azotlarma ait mulliken yiikleri incelendiginde
karakteristik bir farklanma gozlenmemistir. Sonu¢ olarak imidazol halkasinin
konumlanmasina gore bag karakteristiginin degismekte oldugunu diisiinmekteyiz.
MnA i¢in mulliken yiik degeri 0,819 iken MnB i¢in 0,691 dir. Ayrica MnA’y1
kordine eden imidazol azotlarmin mulliken yiikleride MnB’den ortalama 0,48

daha negatiftir.

Cizelge 3.39 Native bakir ve mangan katekol oksidaz metal-oksijen mesafeleri

CuA-O CuB-O CuA-CuB
A) A) A)
Native 2/1 1,799 1,792 3,624
MnA-O MnB-O MnA-MnB
A) A) A)
Mn 2/1 1,679 1,834 2,729

Mn 2/1 yapisinda metallarin mulliken yiiklerinin farkli olmasiyla birlikte
oksijen ile aralarindaki bagin mesafeleride farklidir. MnA MnB’ye gore daha
pozitiftir. Dolayisiyla oksijen ile aralarindaki etkilesim daha giicliidiir. Bunun

sonucunda bag mesafesi MnB-O’ya gore daha kisadir. Mn 2/1 yapisinda metaller
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arasindaki mesafenin native Cu 2/1°e gore daha kisa olmasinin sebebi ise Metal-

O-Metal agisinindaki daralmadir.

Sekil 3.23 Optimize native bakir katekol oksidaz 2/1,aktif merkez (B3LYP)

Sekil 3.24 Optimize native mangan katekol oksidaz 2/1,aktif merkez (B3LYP)
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4. TARTISMA

Histidin konformer taramasi sirasinda HID NV ve HIE NV formlarn i¢in
diger formlarin aksine c¢ok daha yiliksek sayida konformer bulunmustur.
Terminallerin ve imidazol halkasinin yiiksiiz olmasinin bu duruma neden
oldugunu distinmekteyiz. Yiikli kisimlarin sayisinin artisiyla birlikte hidrojen

bag1 olusma olanaklar1 artmis ve yapi belirli konformerlere yonelmistir.

Yapilan analiz sonucunda histidin aminoasidinin her bir formunun molekiil
ici hidrojen bag1 olusturabildigi gézlenmistir. Bir ¢ok yapida hem terminallerin
birbirleriyle hemde imidazol halkasiyla ayn1 anda hidrojen bagi olusturdugu
durumlar yaygindir. Imidazol halkasi-terminal etkilesimi ile imidazol halkasinin
yaninda ikinci bir halkasal yap1 olugsmaktadir. Sonug olarak histidin aminoasidinin
her bir imidazol formunun farkli pH ve yiik durumlarinda yiiksek hidrojen bagi

olusturabilme ve molekiil i¢i hareket kapasitesine sahip oldugu sdylenebilir.

Hesaplamalar i¢in kullanilan cc-PVTZ yontemi genel anlamiyla basarili
sonuglar vermistir. Ancak HIP. NW formlarinda istenmeyen bir hidrojen transfer
problemi gerceklesti. Bu acidan yontemin terminaller arasi etkilesim konusunda
istenen basarty1 gosteremedigi agiktir. Problemin giderilebilmesi amaciya aug-cc-
pVDZ/aug-cc-pVTZ yontemleriyle hesaplamalar gergeklestirildi ve hidrojen
transfer problemi giderildi. Ileri tarihte bu yontemler ile calismalarimizi

gelistirmeyi planlamaktayiz.
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4.1. Katekol oksidaz

Daha once bahsedildigi iizere hesaplamalarda kullanilan yap1 pdb.org
veritabanindan elde edildi. Bakir atomlar1 ile birlikte aktif merkezde yer alan alti
histidin ve bir sistein aminoasitlerini kapsayan yapi enzimin biitiiniinden ayrildi.
Kopan peptit baglarinin hesaplamayi olumsuz etkilemesi i¢in u¢ kisimlar uniform

bir yapiya doniistiiriildii (Boliim 3.2.1. Hesaplama Hazirliklar).

Katakol oksidaz aktif merkez ve reaksiyon mekanizmasi iizerine
gerceklestirilen bir ¢ok ¢alisma, histidin amino asitlerinin kismi kullanimi (sadece
imidazol halkalarinin hesaplamaya dahil edilmesi) veya aktif merkez yapisim
taklit eden komplekslerin kullanimiyla gergeklestirilmistir. Bu ¢alismalara Giiell
and Siegbahn (2007) ve Martinez et al., (2012) 6rnek verilebilir. Bu agidan bu

calismada kullanilan aktif merkez yapisinin kapsamu kritiktir.

Bakirlar arasindaki mesafe, reaksiyonun gergeklesmesi ve substrat
baglanma modunun belirlenmesi agisindan kritiktir (Koval et al. 2006, Martinez et
al., 2012). Yapilan galismalara (Karlin et al., 1985, Wi et al., 2001) gore optimum
katekolaz aktivitesi i¢in metallerin arasindaki mesafe 2,9-3.2 araliginda olmalidir.
Martinez’e (2012) gore metaller arasindaki mesafenin artmasi didentate

baglanmay1 engelleyici bir durumdur.

Kristal yapida bakirlar arasinda 2,82 A mesafe bulunurken, PM3tm
yontemi ile elde edilen optimize yapida bu mesafe 3,49 A’e ¢ikmistir. Bu mesafe
metaller ilizerine didentate baglanmayi desteklemek i¢in yiiksek goziimektedir.
PTU-aktif merkez hesaplamalarinda ise bu mesafe 3,8 A’e kadar ¢cikmistir. Giiell
and Siegbahn’da (2007) bu mesafe 4.2 A olarak bildirilmistir.

Aktif merkez bakirlarinin mangan ile degistilerek gerceklestirilem PM3tm
hesaplamalarinda metal-imidazol mesafelerinde kisalma gézlenmistir. Bu agidan
manganin daha kararli bir kordinasyon gerceklestirdigi Onerilebilir. Ancak bu
yontemde mangan ile elde edilen yapilar kristal yapiya gore ¢ok fazla bozulmus
goziikmektedir. Ek olarak aktif merkezde yer alan bakirlarin birer birer mangan
ile degistirildigi hesaplamalar da gerceklestirildi. Bu yapilar enerjetik olarak

kiyaslandiginda aralarinda belirgin bir farklanma gozilkmemektedir. Bununla
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birlikte geometrik olarak substrat girigini engelleyebilme olasigi olan aminoasit
yonelmeleri bulunmaktadir, ancak kesin ifade edebilmek i¢in daha ileri ¢aligmalar

gerekmektedir.

B3LYP yontemi ile yapilan ¢alismalarda yapisal ve sistemsel problemlerden
doaly1 az sayida hesaplama tamamlanabildi. Bununla birlikte bu yontemler ile
elde edilen veriler 151¢1nda, molekiil i¢i yiik dagilimina dair daha net fikirler elde
edildi. Optimize bakir CO yapisinin incelendiginde aminoasitlerin merkezden
uzak kisimlarinin  birbirlerinden  uzaklasicak sekilde bir konumlanma
gerceklestirdigi goriilmektedir. Kristal yapiya gore olduk¢a farkli olmasindan
oOtiirli, hesaplama Oncesi c¢esitli geometrik kisitlamalar yapilmasi tarafimizca

onerilmektedir.

Mangan CO hesaplamasinda elde edilen yapi, biitiin itibariyle kristal yapiyla
daha uyumludur. Metaller arasinda mesafe ise 2.8 A’e diismiistiir. Bu deger
reaksiyon aktivitesi i¢in Onerilen optimum mesafelerden kismen diisiiktiir, ancak
reaksiyona engel bir durum oldugunu diisiinmemekteyiz. Mangan CO yapisinda
metaller iizerinde yiiklerin farkli dagilmis olmasinin monodentate baglanma icin

uyumsuz bir durum olusturuyor olmasi olasidir.
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