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OZET

MAO A ENZIMININ AKTIF BOLGESININ ONIOM
YONTEMI iLE MODELLENMESI

Monoamin Oksidaz biyolojik aminleri oksitleyen bir flavo enzimdir. MAO A ve MAO B
olmak iizere %70 benzerlige sahip, substrat ve inhibitdr segiciliklerinde farkliliklar gosteren iki
izomer yapiya sahiptir. Bu iki izomer enzimin inhibitor bilesiklerinin Parkinson hastaliginin
tedavisinde kullanilmas1 ve anti-depresyon etkiye sahip olmalari sebebiyle 20000’e yakin
literatiir ¢calismasina sahiptirler. Ancak s6z konusu enzimlerin amin oksitleme mekanizmalarina
ait bine yakin makale bulunmasina ragmen oksitleme mekanizmasinin hangi yolu izledigine dair
net bir delil bulunmamaktadir.

Flavo enzim ailesinde 6nemli bir yere sahip olan MAO A ve MAO B nin yakin tarihlerde
X-1s1m1 yapilarinin aydinlatilmasi enzim iizerindeki gercege daha yakin hesapsal calismalarin
oniinii agmistir. Enzimi olusturan aminoasit konformasyonlarinin éneminin arastirilmasina ve
amin oksitleme mekanizmalarinin hesapsal yollarla ¢alisilmasina firsat vermistir.

Bu tez calisilmasinda MAO A izomeri temel alinarak hesaplamalar yapilmistir. Bunun
yanisira, MAO B ve flavo enzim ailesindeki diger enzimlerin katalizleme mekanizmalarina 1s1k
tutabilecek kiiciik model yapilar modellenmistir. Yapilan ¢alismalar genel olarak bes baslk
altinda toparlanabilir:

1. Dogal enzimin aktif bolge yapis1 kullanilarak yapilan hesaplamalar

2. Aromatik aminoasitlerin mutantlarinin aktif bolge yapisi iizerine yapilan hesaplamalar

3. Onerilen amin oksitleme mekanizmalarmin incelenmesi
4. Yeni amin oksitleme mekanizmalarinin 6nerilmesi
5

p-Siibstitlie benzilamin tiirevleri ile yapilan QSAR ¢alismalar1

Aktif bolgenin tamammnin dahil edildigi hesaplamalar ONIOM yontemi ile,
mekanizmalarin modellenmesine yonelik hesaplamalar ise PM3, PM6, HF/6-31G*, B3LYP/6-

vii



31G*, CAM/6-31G*, WB97XD/6-31G*, MP2, gibi c¢esitli seviyelerde kuantum kimya
yontemleri ile yapilmistir.

Dogal enzim ve mutant enzimlerin aktif bolgeleri kullanilarak yapilan hesaplamalar
sonucunda aktif bolgedeki aromatik kafesi olusturan Tyr407 ve Tyr444 aminoasitlerinin
substratin amin azotunun elektron yogunlugunu arttirdig1 ve bu artista Tyr407 nin daha biiyilik
katkis1 oldugu goriilmiistiir. Amin oksitleme mekanizmasini arastirmaya yonelik hesaplamalar,
polar niikleofilik mekanizmanin haricinde hidriir mekanizmasinin ve yeni onerdigimiz karbonil

mekanizmasinin da dikkate alinmasi gerektigi sonucunu ortaya koymustur.
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ABSTRACT

MODELLING OF THE ACTIVE SITE OF MAO A
ENZYME BY ONIOM METHOD

Monoamin Oxidase is a flavo-enzyme which oxidizes biological amines. It exists as two
distinct isoenzymic structures called as MAO A and MAO B that exhibit around %70 similarities
but having differences in their subtrate and inhibitor selectivities. There exist approximately
20000 research papers in the literature on inhibitor compounds for these two isomer enzymes as
they are effectively used in the treatment of Parkinson disease and possess anti-depressant
properties. However, despite the presence of around 1000 published papers concerning amine
oxidation mechanisms of aforementioned enzymes, there is no concrete proof or evidence on
which path this oxidation mechanism follows.

Recent elucidation of X-ray structures for MAO A and MAO B created new prospects for
more realistic computational analysis and modelling on this enzyme. These developments also
opened new research possibilities towards understanding the importance of aminoacid
comformations that make up the enzyme and analyzing amine oxidation mechanisms through
computational methods.

In this thesis, the computational work has been concentrated on MAO A isomer. As
complementary work, small model structures that might shed light on the catalysis mechanisms
of MAO B and other enzymes in flavoenzyme family have been constructed and then modeled
accordingly. The thesis work could be summarized under five broad headings:

The computations carried out by using active site of the natural enzyme.

The computations implemented on the active site structure of the mutant aromatic
aminoacids

Investigation and evaluation of already proposed amine oxidation mechanisms.

Proposing new amine oxidation mechanisms

QSAR work with p-subsitute benzilamine derivatives



The computations into which the whole active region has been included have been carried
out with ONIOM method. Whereas the computational work towards modelling mechanisms is
pursued through quantum chemical methods with varying degrees such as PM3, PM6, HF/6-
31G*, B3LYP/6-31G*, CAM/6-31G*, WB97XD/6-31G* and MP2

Resulting from the computational work carried out by utilizing active sites of natural and
mutant enzymes, it has been observed that Tyr407 and Tyr444 aminoacids constituting active
site's aromatic cage, increase the electron density of amine nitrogen of substrate. Contribution of
Tyr407 to this increase is more substantial. Computational studies towards exploring amine
oxidation mechanisms revealed that hydride and newly proposed carbonyl mechanisms should
also be taken into consideration in addition to polar nucleophilic mechanism.
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YENILIiK BEYANI

MAO A ENZIMININ AKTIF BOLGESININ ONIOM
YONTEMI iLE MODELLENMESI

Monoamin Oksidaz biyolojik aminleri oksitleyen bir flavo enzimdir. MAO A ve MAO B
olmak iizere %70 benzerlige sahip, substrat ve inhibitor segiciliklerinde farkliliklar gosteren iki
izomer yapiya sahiptir. Bu iki izomer enzimin inhibitor bilesiklerinin Parkinson hastaliginin
tedavisinde kullanilmas1 ve anti-depresyon etkiye sahip olmalar1 sebebiyle 20000’e¢ yakin
literatiir ¢aligsmasina sahiptirler. Ancak s6z konusu enzimlerin amin oksitleme mekanizmalarina
ait bine yakin makale bulunmasina ragmen oksitleme mekanizmasinin hangi yolu izledigine dair
net bir delil bulunmamaktadir.

MAO enzimi ile yapilan galigmalarin biiyiik ¢ogunlugu deneysel caligmalara aittir.
Enzimin X-1ism1 yapisinin aydinlatilmast hesapsal modellemelerin ger¢ege daha yakin yapilar
iizerinde calisilmasinin 6niine agmistir. X-1s11 yapisi incelendiginde daha Once literatiirde yer
almayan farkli iki mekanizma daha ¢alismalarimiza dahil edilerek modellenmistir. Literatiirde
yer almayan Karbonil Mekanizma yeni bir amin oksitleme mekanizma Onerisi olarak
sunulmustur. Ayrica, bu tez ¢aligmasinda dispersiyon etkisinin hesaplamalara dahil edildigi yeni
DFT yontemleri ilk kez calisilan mekanizmalara uygulanmistir. Bunlara ilave olarak x-151m
yapisinin  aydinlatilmasi, hesaplamalarimizi  6nceki ¢alismalarimizda model yapilara
uyguladigimiz  kuantum modellemeleri yaninda enzimin aktif bolgesine farkli hesapsal
yontemleri de uygulama imkan1 saglamigtir.

Grubumuz tarafindan daha 6nce calisilan MAO B izomeri i¢in enzim mutasyonu, p-
siibstitlie aminlerin kataliz reaksiyonundaki etkileri, reaksiyon gergeklestigi bolge amino
asitlerinin konformasyonlarinin énemi MAO A izomeri i¢in ¢alisilmistir. Boylelikle kataliz i¢in
onemli olan amino asitlerin ve substrat bilesiginin konformasyonel ve elektronik yapilarimin

kataliz i¢in Onemi arastirilmistir.

Aralik 2010 Prof. Dr. Safiye ERDEM Vildan ENISOGLU ATALAY
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KISALTMALAR
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BOLUM I

GIRIS VE AMAC

I.1.GIRIS

Monoamin Oksidaz (EC-1.4.3.4, MAO) biyolojik aminleri oksitleyen bir flavo
enzimdir. MAO A ve MAO B olmak iizere %70 oraninda birbirine benzeyen iki izo
enzimi bulunmaktadir[1]. MAO serotonin, dopamin, norepinefrin, epinefrin gibi amin
norotransmiterlerin oksidasyonunda ve hiicre i¢i konSantrasyonun diizenlenmesinde
onemli bir rol oynar. Depresyon durumunda beyindeki epinefrin ve serotonin,
Parkinson hastaliginda ise dopamin miktar1 dnemli dl¢lide azalir [2]. Son ¢aligmalarda
agresif davranis orneklerinde bu enzim seviyesinde diisme tespit edilmistir [3, 4].
MAO A ve MAO B’nin inhibisyonu bu aminlerin yikimini engelleyerek antidepresan
[4-6] ve anti-Parkinson etkisi saglar [7, 8]

MAO A ve MAO B inhibitor ve substrat seciciliklerinde farkliliklar
gostermelerine ragmen ayni amin oksitleme mekanizmasma sahip olduklar
distiniilmektedir. Literatiirde Onerilen mekanizmalardan higbiri tam olarak
kanitlanamamis, herbir mekanizma igin destekleyici ve karsit deliller elde edilmistir
[2, 9, 10]. D. E. Edmondson ve grubunun 6nerdigi Polar Niikleofilik Mekanizma [10,
11] (Sekil I.1), p-siibstitiec benzilamin analoglarmin yapi-aktivite iligkileri ile
desteklenmektedir. Flavinin indirgenme hiz1 (keq), benzilaminin para pozisyonundaki
grubun elektron ¢ekme giicii ile dogru orantili olarak bulunmustur. Ayrica p-siibstitiie
benzilaminlerin van der Waals hacmi (V) ile MAO B’nin ayrisma sabitleri (Kg)
arasinda 1yi bir korelasyon goriilmiistiir; daha biiyiik hacimli siibstitiientlerin daha siki

baglandiklar1 bulunmustur [12].
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Sekil 1.1 Polar Niikleofilik Mekanizma (iki basamakta gergeklesen bu mekanizmanin
birinci basamaginda benzilaminin amin N’u niikleofilik olarak flavin C(4a)’ ya
saldirir ve kovalent bagli bir ara {irlin olusur, ikinci basamakta ise olusan ara {iriin

aktif enzim ve iminyum katyonuna doniismektedir.)

Son yillarda MAO A [3] ve MAO B [13] enzimlerinin x-1g1n1 (Sekil 1. 2) ile

yapilarinin aydinlatilmasi ¢ok 6nemli yeni ipuglar1 saglamistir.

(a) (b)
Sekil I. 2 Insan MAQO’sunin Aktif Bélgesinin Kristal Yapisi. (a) MAOA (2BXR pdb
kodlu), (b) MAOB (2XCG pdb kodlu)



Her iki enzimde de flavin halkasinin re-yiiziinde ve flavine yaklagik olarak dik
konumda aromatik tirozin amino asitleri (MAO A’da Tyr407 ve Tyr444, MAO B’de
Tyr398 ve Tyr435) oldugu D. E. Edmondson tarafindan farkedilmis ve “aromatik
kafes” olarak adlandirilmistir (Sekil I. 3). Yapilan deneysel caligmalar sonucu, bu
aromatik kafesin MAQO’daki amin substratinin niikleofilligini arttirabilecegi ve
baglanmada sterik bir role sahip olabilecegi rapor edilmistir. MAO A’da Tyr444 ve
MAQO B’de Tyr435 mutantlar1 ile yapilmis kinetik ¢alismalar, mutant enzimlerin
aktivitelerinin dogal enzimlerin aktivitesinden daha diisiik oldugunu gdstermektedir.
Bu sonug, aromatik kafesin Sekil 1.1’deki mekanizma gbzoniine alinarak amin

niikleofilligini giiglendirme olasiligina baglanmaktadir [14].

(@) (b)
Sekil I. 3. Aromatik Kafes: (a) MAO A’daki, (b) MAO B’deki

Yukarida anlatilanlara ek olarak MAO mekanizmas: ile ilgili literatiirde bine
yakin ¢alisma mevcuttur. Ancak bunlarin tamamina yakii deneysel verilere
dayanmaktadir. Hesaplamali caligmalar ise S. S. Erdem ve grubu tarafindan
baslatilmis [9, 15, 16] ve halen devam etmektedir. Cok yakin bir zamanda MAO A ve
MAO B’nin kristal yapilarina ait koordinatlarin tespit edilmis olmas1 bu konuda
yapilabilecek daha gercek¢i hesaplamalarin Oniinli agmistir. Boylece, farmakolojik
oneme sahip olan bu enzimlerin oksitleme ve inaktivasyon mekanizmalarinin
incelenmesinde, yalnizca model molekiiller yerine, enzimin aktif bdlgesi de dahil
edilebilmektedir. S. S. Erdem ve grubu [15] tarafindan MAO B’nin aktif bolgesindeki
aromatik kafesin islevi ONIOM [17] yontemi ile arastirilmistir.



Bu tez ¢alismanin amaci,

= MAO A enziminin aktif bolgesinin substrat geometrisi ve elektronik 6zelliklerine
etkisini incelemek;

= Substrat1 aktif bolge icinde farkli mesafelerde optimize ederek, reaksiyon yolu
boyunca konformasyonun degisimini izlemek;

= Flavin halkasmin re-yiiziindeki aromatik kafesin enzim aktivitesindeki 6nemini
aragtirmak;

= Aromatik kafesin enzim aktivitesindeki roliiniin daha iyi anlasilabilmesi igin 4
farkli aminoasit ile aromatik Tyr407 ve Tyr444 aminoasitlerini mutasyona
ugratarak hesaplamalar yapmak;

* Enzimin katalizleme mekanizmasini modeller yardimiyla aydinlatict veriler elde
etmek;

= Polar Niikleofilik Mekanizmay1 H,O {iizerinden yiiriiyebilecek sekilde diizenlemek
ve reaksiyon mekanizmasini incelemek;

= Flavin koenzimindeki karbonil grubu tizerinden yiiriiyebilecek yeni bir oksidasyon
mekanizmasi onermek ve modellemek;

= p-substitiie benzilamin tiirevlerini aktif bolge icinde ve disinda optimize ederek
baglanma enerjisini kuantum kimyasal yollar ile hesaplamak; para-siibstitiientin
van der Waals hacmi (Vy) ile baglanma enerjisi (E,) arasindaki iliskiyi
arastirmak; hesaplanmis baglanma enerjileri ile deneysel olarak 6l¢iilmiis ayrisma
sabitleri (Ky) arasindaki korelasyonunu incelemek;

= p-substitiie benzilamin tiirevlerinin aktif bolge i¢inde docking islemi ile baglanma
enerjisini ve Ki degerlerini hesaplamak; elde edilen degerler ile deneysel ve
kuantum kimyasal yollarla hesaplanan degerleri karsilastirmak;

= p-substitiie benzilamin tiirevleri ile enzim arasindaki tepkimenin aktivasyon
enerjilerini (AE”) hesaplamak ve bu enerjilerin enzimdeki flavin i¢in olgiilmiis

indirgenme hiz1 (kyeq) ile olan korelasyonunu incelemektir.

Bu calismanin sonuglart Monoamin oksidaz enziminin aminleri oksitleme
mekanizmasini aydinlatmada dnemli ipuglar1 verebilecegi gibi bircok aromatik kafese
sahip diger flavo enzimlerin reaksiyon mekanizmasi hakkinda da onemli bilgiler
saglayacaktir. Ayrica depresyon ve Parkinson hastaliginin tedavisinde kullanilmak

iizere ileride yapilabilecek ilag gelistirme calismalarina 1s1k tutacaktir.



BOLUM II

GENEL BIiLGILER

I.1. ENZIMLER

11.1.1. Enzimler ve Ko-enzimler [18-22]

Enzimler biyolojik reaksiyonlarda katalizor goérevi goren proteinlerdir.
Viicuttaki tiim reaksiyonlar enzimler tarafindan yiiritiliirler. Enzimler bir
reaksiyonun hizini arttiran ve katalizledikleri reaksiyon sirasinda tiiketilmeyen protein

katalizorlerdir.

Katalizorler, hiz belirleyici basamagin aktivasyon enerjisini katalizorsiiz
reaksiyondan daha kiiciik bir degere sahip olabilecek sekilde yeni bir reaksiyon adimi
saglayarak reaksiyonu kolaylastirirlar. Enzimler bunu bir¢ok yoldan yapabilirler.
Ornegin enzim-substrat kompleksinin enerjisini artirmakla, ge¢is konumunu daha
kararl1 yaparak veya ara liriinlerin enerjisini artirarak hiz belirleyici adimin aktivasyon
enerjisini diistirerek reaksiyonu hizlandirirlar. Sonug olarak diisiik aktivasyon enerjili

ve birden ¢ok basamakli daha hizl bir reaksiyon olusur.

Proteinler tarafindan katalizlenebilen reaksiyonlarin kimyasi aminoasitlerin yan
zincirlerinde bulunan fonksiyonel gruplarin 6zellikleri tarafindan belirlenir. Bunlar
histidinin imidazol halkasi, glutamat ve aspartatin karboksil grubu, serin, teronin ve
tirozinin hidroksil grubu, lizinin amino grubu, arjininin guanidinyum grubu ve
sisteinin sulfidril grubudur. Ayrica bu gruplara ilave olarak bu tez ¢alismasinin da
kapsaminda olan aromatik amino asitlerin enzim aktivitesindeki 6nemi literatiirde yer
almaktadir [3, 15]. Bu gruplar proton transferlerinde asit, baz veya niikleofil gibi

davranip katalizor gorevi goriirler. Bununla birlikte, ¢cogu metabolik reaksiyonda



meydana gelen kimyasal degisiklikler tek basina enzimlerin aminoasit zincirlerindeki
fonksiyonel gruplar tarafindan yapilamaz. Bu reaksiyonlarin katalizlenmesinde
enzimler, ko-enzim denilen 06zel kimyasal reaktiviteye sahip kiigiik organik
molekiillerle veya metal katyonlarla birlikte hareket etmek zorundadir. Ko-enzimlerin
cogu suda ¢oziinebilen vitamin tiirevleridir. Fakat bir kism1 viicutta sentezlenebilir.
Her bir ko-enzimin hiicre ig¢inde 0Ozel bir fonksiyonu vardir. Enzimlerin etki
edebilmeleri i¢in Oncelikle substratlar ve ko-enzimler iizerindeki bazi yapisal

ozellikleri tanimalar1 gereklidir.

Bu tez calismasinin konusunu olusturan MAO enzimi ko-enzim olarak flavin
halkasina sahiptir.

11.1.1.1. Flavin Ko-enzimleri

Flavin, ko-enzim olarak oksijenle birlikte bazi redoks reaksiyonlarina katilir.

Flavin adenin diniikleotid (FAD) ve flavin mono niikleotid (FMN) B, vitaminin ve

riboflavinin aktif koenzimleridir (Sekil II.1).

Riboflavin( vitamin B2)

FMN AMP

FAD

Sekil I1.1 Riboflavin Vitaminin Yapisi



Riboflavin FAD nin N*°-ribitilizoalloksazin kismidir. Bu kisim enzimatik bir
sekilde once ribitil C5 hidroksi grubunun fosforilasyonu sonra adenilasyonuyla
FAD’ye g¢evrilir. FAD ve FMN fonksiyonel olarak es koenzimleridir. Katalitik
fonksiyonel bolge izoalloksazin (flavin) halkasidir. N5 ve C(4a) pozisyonlarinin
kataliz reaksiyonlarinda merkez olduklar1 diistiniilmektedir.

Flavin koenzimi spektroskopiyle tespit edilebilen 4 ayr1 oksidasyon derecesine
sahiptir (Sekil 11.2) [22]. Yiikseltgenmis, bir elektronla indirgenmis ve iki elektronla

indirgenmis formlar1 vardir.

R
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R
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HN N cH, N CH,
| —
o H ©
FADH, veya AVINH, Sermikinon FAD- veya FIVINF Sermikinon

Sekil I1.2 Flavin Koenziminin Farkli Oksidasyon Dereceleri

11.1.2. Enzim Katalizli Reaksiyon Kinetigi

Enzimlerin belirli katalitik bolgeleri vardir. Substratlar (S) enzimlerin (E) aktif
bolgelerine baglanarak enzim-substrat (ES) kompleksleri olustururlar. Daha sonraki
asamalarda baglanmig substrat iiriinlere (P) doniisiir ve enzim tekrar aktif formuna

doner (Sekil 11.3).
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Sekil I1.3 Enzim-katalizli Reaksiyonlar

Reaksiyonun toplam hizi ES konsantrasyonuna baglidir. Duragan Hal yasasina
gore, enzim ve substrat karigtirildiktan kisa siire sonra [ES] yaklasik olarak sabit kalir.
Duragan hal durumunda reaksiyonun hizi (v) substrat konsantrasyonuna hiperbolik
olarak baglidir. Hiz diisiik konsantrasyonda [S]’ye baglidir, fakat enzim tamamen
substratla kaplandiginda hiz maksimuma (Vpyax) ulasir (Sekil 11.4).
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Sekil I1.4 Enzim-katalizli Reaksiyonlarin Substrat Konsantrasyonuna [S] Bagli Hiz

Degisimi

Biitin enzim enzim-substrat kompleksine g¢evrildigi zaman reaksiyon
maksimum hiza ulasir. Ky, (Michaelis sabiti) reaksiyon hizi Vima/2 iken substrat
konsantrasyonuna esittir. Eger ES serbest enzim ve substratla denge durumundaysa
Km, ES kompleksinin disosiasyon sabitine(Kq) esittir. Genelde Kn en az ii¢ hiz
sabitine baglidir ve Ky’den biiyiiktiir. keyr (doniim sayisi), birim zamanda bir aktif
bolgede iiriinlere ¢evrilebilen maksimum substrat molekiil sayidir ve Vmax’in toplam
enzim konsantrasyonuna oranidir. kea/Kn (belirlilik  sabiti), diisiik substrat
konsantrasyonunda enzimin ne kadar hizli ¢alisacaginin bir gostergesidir. Bu sabit
ayni enzim i¢in birden fazla bilesigin substrat olarak goreceli reaktifliklerini gosterir.

Biiyiik deger daha iyi bir substrat oldugunu gosterir.



11.1.2.1. Kinetik Parametrelerin Olciilmesi

Kinetik parametreler ilk reaksiyon hizinin substrat konsantrasyonuna bagli
fonksiyonunun olgiilmesiyle tespit edilir. Enzimatik reaksiyon hizi genel olarak
enzimle substratin karigtirllip ¢ok az bir miktarda iirlin olustugu zaman veya
substratin konsantrasyonu ilk degerine ¢ok yakin oldugu bir zamanda, iiriin olusumu
veya substratin kaybolma siiresinin gdzlenmesiyle odl¢iiliir. Olgiimler genel olarak
degisik substrat konsantrasyonlarinda tekrar yapilir ve konstrasyonun ilk hizi nasil
degistirdigi gozlemlenir. 1/[S]’nin 1/v’ye gore grafiginden K ve Vpax degerleri
bulunabilir (Sekil I1.5).

Egim=Kn/Vmax

-
-

'o" \1 Y

- ! max

A o
11K, 0 1/[S]

Sekil I1.5 ‘Lineweaver-Burk Double-reciprocal’ Grafigi.

Substrat veya iirlin konsantrasyonunun zamana bagli degisimi genellikle

spektrofotometrik tekniklerle 6l¢iiliir.

11.1.2.2. Enzim Kataliz Mekanizmalari

Enzim mekanizmasini agiklamaya c¢alisirken bazi faktorler goz Oniine alinir.
Bunlar genel olarak; (1) yakinlik etkisi, (2) elektrostatik etkiler, (3) asit-baz
katalizorliigii (4) niikleofilik-elektrofilik katalizorliik ve (5) yapisal esnekliktir.

Temelde yakinlik etkisi, molekiill i¢i ve molekiiller arasi reaksiyonlar
arasindaki entropi farkiyla aciklanir. Molekiiller arasi reaksiyonlar1 katalizleyen
enzimler yakinlik etkisiyle reaktantlar1 aktif bolgeye yakin bir bolgede tutup reaktif
gruplar1 reaksiyon i¢in uygun geometriye sokar. Substrat enzime yakin bir noktaya
geldiginde bir sonraki adimda reaksiyon kinetik olarak molekiil i¢i bir reaksiyon gibi

davranir. Boylelikle sadece gecis konumunda meydana gelen entropi azalmasi daha



erken bir adimda, yani enzim-substrat kompleksinde meydana gelmistir. Bu basamak
genelde enzim ve substrattaki polar gruplarin elektrostatik etkilesimi ve bunun
sonucunda entalpinin diigmesiyle tetiklenir.

Elektrostatik etkilesimler ge¢is konumunun olusumuna neden olabilirler.
Enzimin yiiklii veya polar gruplar1 ge¢is konumunda yiiklerin yeniden dagilimim
saglamak i¢in uygun konuma gelirler. Enzim-substrat kompleksi ile ge¢is konumunun
enerji farki proteinin yapisina baglhidir.

Genel asit-baz katalizorleri, reaksiyon i¢in gerekli oldukc¢a yiiksek veya diigiik
pH ortamini saglar. Katalizoriin gorevi reaktif grubun elektrofilik veya niikleofilik
ozelligini artirarak reaktivitesini artirmaktir. Birgok durumda bu durum proton alip
vermekle saglanir.

Enzimatik fonksiyonel gruplar niikleofilik veya elektrofilik katalizor olarak
calisabilirler. Bu katalizorlerin temel 6zellikleri substratla kovalent bagh ara {iriinler
olusturabilmeleridir.

Yapisal esneklik enzimin substrati ¢oziici ortamdan ayirip bir cep igerisinde
belli bir yakinlikta ve diger etkilerden uzak tutup hizli bir sekilde reaksiyona

girmesini saglar.

11.1.2.3. Enzim Inhibisyonu

Baz bilesikler substratin enzime baglanmasint veya ES kompleksinin iiriinlere
doniismesini engelleyerek enzimi inhibe edebilirler. iki cesit inhibitdr vardir: tersinir

inhibitorler ve tersinmez inhibitorler.

Tersinir inhibisyon herhangi bir kovalent etkilesim igermez. Tersinir inhibitorler
‘competative’, ‘un-competative’ ve ‘non-competative’ olmak iizere ii¢ gruba

ayrilirlar:

e ‘Competative’ inhibitor substrat ile aktif bolgeye baglanmak icin yarisir.
Sonugta yliksek substrat konsantrasyonlar1 bu inhibitdrlerin etkisini elimine edebilir.
‘Un-competative’ inhibitdrler baska bir bolgeye baglanarak aktif bolgenin substrat

ile bagli olup olmamasindan etkilenmeyerek reaksiyonu bloke edebilirler.

e ‘Un-competative’ inhibitdrler Km degerini degistirmeden enzimatik reaksiyon
hizin1 diistiriirler. Bu tiir inhibitorler subtrat miktarina bagli olmaksizin belli bir

enzim miktarini islem dis1 birakirlar.
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e ‘Non-competative’ inhibitorler digerlerinden farkli olarak serbest enzime degil
de enzim substrat kopleksine baglanirlar. Bu {i¢ tiirlii inhibisyon, hizin substrat ve

inhibitor konsantrasyonuna bagli fonksiyonuyla ayirt edilebilir.

Tersinmez inhibitorler (inaktive ediciler) enzimleri geri doniisiimsiiz inaktive
ederler. Bu tiir inhibitorler aktif bolge ile karakterize edilebilen kovalent bagl

kompleksler olusturarak aktif bolgenin yapisi hakkinda bilgi verebilirler.

I1.2. MONOAMIN OKSIiDAZ

Mitokondrial monoamin oksidaz (EC 1.4.3.4; MAO) flavin iceren, mitokondri
zarmin diginda bulunan bir enzimdir [23]. 1968’de MAO’nun iki farkli izo enziminin
var oldugu bulunmus ve bu izo enzimlere MAO A ve MAO B isimleri verilmistir.
Insan beynindeki MAO'nun %80'i MAO B'dir. Trombositlerde bu oran %98'dir.
MAO A ise karaciger ve bagirsak ceperlerine yerlesmistir. ki izo enzim farkli
genlerden sentezlenmesine ragmen %72 oraninda gen dizilimleri benzerdir[3, 24, 25].
Her iki izo enzim de substrat tercihleri, inhibitér 6zglinligii, doku dagilimlari,
immiinolojik ozellikleri ve aminoasit dizimleri bakimindan ayirt edilebilirler[23].
MAO A, secici olarak epinefrin ve seretonini oksitler ve yaygin olarak kullanilan
inhibitori klorgilindir [20] . MAO B’nin ise segici substrati dopamin, inhibitorii (R)-
deprenildir [7] (Sekil 11.6). MAO A’nin inhibe edilmesi beyindeki noradrenalin ve
serotonin miktarin1 arttirirken depresyon durumunda bu aminlerin miktart 6nemli
Ol¢iide azalir. MAO B’nin inhibisyonu ise dopamin deaminasyonunu azaltirken

Parkinson hastaliginda beyindeki dopamin miktar1t 6nemli 6l¢iide azdir [26].

HO
A\
HO CH CH,
\CZH NH \ /C k
AL
HO H H,N
Dopamin Serotonin
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Klorgilin L-Deprenil
Sekil I1.6 MAO’nun Segici Substrat ve Inhibitorleri

Bu aminler metabolizmada canlilik, sicaklik diizeni, yeme davranislari,
saldirganlik, cinsellik, uyku ve hipofizin diizenlenmesi gibi temel islevlere etki
ederler. Yapilan tibbi ¢alismalarda dopaminin Parkinson hastalarinda, serotoninin ise
depresyon hastalarinda 6nemli oranda azaldigi gézlemlenmistir. Bu nedenle MAO
enzimini inaktive eden bilesikler antidepresif ve antiparkinson gibi farmakolojik
ozelliklere sahiptir.

MAO A ve MAO B’nin sahip olduklari yapisal fakliliklarin temelinde insan
MAO A’sinin monomer seklinde kristallenmesine karsin sigan MAO A’s1 ve insan
MAO B’si monomerlerinin arasinda toplam yiizeylerinin %15’ine sahip bir alan

etkilesimi ile dimer olarak kristallenmesi vardir (Sekil 11.7).

Insan MAO A Sican MAO A

Sekil I1.7 insan ve Sigan MAO A’sinin, Insan MAO B’sinin Kristal Yapilari
Insan MAO A ve MAO B’sinin aktif bolge bosluklarinin temel yapisal benzer

ozelliklerinin baginda hidrofobik bir bosluga, flavin yapis1 ve flavinin re- yiiziindeki

tirozin amino asitlerinden olusan aromatik kafese sahip olmalarini s6yleyebiliriz [3].
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Bu sebeple her iki enzimin aymi kataliz mekanizmasimi izledikleri ileri
stiriilmektedir[10]. Aktif bolge yapilarindaki farkliliklara gelince insan MAO A’si
yaklasik 550 A®liik kisa ve genis bir substrat bosluguna sahip iken MAO B’nin
substrat boslugu ise dar ve uzun olmasinin yaninda 700 A®1iik bir hacme sahiptir
(Sekil II.8). Bu farkliligin izo enzimler olan MAO A ve MAO B’nin subtrat ve
inhibitér se¢ciminde de etkili oldugu diistintilmektedir. MAO A ve MAO B aktif
bolgeleri 20 ser adet amino asit igerirken bu aminoasitlerden sadece 7 tanesi farklilik

gostermektedir.

(a) (b)

Sekil II. 8 (a) MAO A’nin, (b) MAO B’nin Aktif Bolge Bosluklari

Yukarida Sekil 11.8°de goriildiigii gibi aktif bolgelerinde hacim farkliliklart
tagimalarinin yaninda bagka farkliliklar da i¢cermektedirler. MAO A’nin son donem
rapor edilen 2.2 A ¢oziiniirliklii harminli kompleksinin kristal yapis1 iki enzim
arasindaki farkliliklar1 ¢ok daha detayl bir sekilde sunmaktadir. Ornegin iki izo
enzimin aktif bolgelerin hacim farkliliklarinin yaninda MAO A’nin aktif bolgesinin
tek loptan olusmasina karsilik MAO B’nin aktif bolgesi yaklasik 300 A’liik bir giris
lobu ve yaklasik 400 A’luk substrat lobu olmak iizere iki ayr1 lobtan olusmaktadir
(Sekil II. 9). MAO B’nin aktif bolgesinin biiyiik bir tek bosluk ya da iki bosluklu olup
olmayacagi Ile199’un konformasyonu tarafindan belirlenmektedir. S6z konusu yan

zincir aminoasidinin a¢ik ya da kapali konformasyonu flavine bagl olan ligandin
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yapisina baglidir [13]. Insan MAO A’sinda karsilik gelen Phe208 amino asidi bir kap1
olarak fonksiyona sahip degildir. Sdyle ki MAO B’de Ile199Phe mutasyon deneyleri
199 pozisyonunda ile olmasindan daha iyi sonuglar vermistir [27]. MAO A ve MAO
B yapilar1 arasindaki diger bir farklilk MAO B’deki aktif bdlgenin ikiye
ayrilmasindan dolayli olarak sorumlu olan Tyr326 yan zincir aminoasidi MAO A’da
ayn1 pozisyona karsilik gelen ile335 aminoasidine gore daha sinirlayici bir etkiye
sahiptir. Sonug olarak MAO A’da Phe208-11e335 ve MAO B’de 11e199-Tyr326 amino
asit ciftleri iki iz enzim arasindaki inhibitor ve substrat se¢imlerindeki farklikta temel

belirleyici neden oldugu goriilmektedir [28].

Phe 208

insan MAO A’s1un22 & Insan MAO B'sinin 1.7 &
Coziiniirliikteki Harmin ile Kompleksi (2z5x) Coziiniirliikteki Isatin ile Kompleksi (10aj)
(a) (b)

Sekil I1. 9 (a) MAO A’nin, (b) MAO B’nin Aktif Bolge Bosluklarindaki Farkliliklar

MAO’nun aktif bolgesinde oksidasyon reaksiyonunun gergeklesmesini saglayan
FAD vardir. FAD her iki enzimde FAD 8-a pozisyonundan MAO A i¢in Cys406,
MAO B i¢in ise Cys397’nin yan grubuna kovalent baglhidir [29](Sekil 11.10).
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Sekil I1.10 MAO’nun Aktif Bolgesindeki FAD’nin Yap1 Formiilii

11.2.1. Aromatik Kafes

Flavo enzimlerin bazilarinda substratin flavine yaklastigi 6n bolgesinde
aromatik amino asitler birbirine yaklasik paralel, flavine ise yaklasik dik durumda
bulunmaktadirlar. Bu yapi Edmondson tarafindan “aromatik kafes” olarak
adlandirilmistir [30]. MAO da aromatik kafes birbirine yaklasik 7.8A mesafede
bulunan iki tirozin amino asidi (MAO-A; Tyr407-Tyr444, MAO-B; Tyr398- Tyr435)
ile olusturulmustur [3] (Sekil 1.3). Aromatik kafes amin oksidasyonunda gorevli baska
baz1 flavo enzimlerde de bulunmaktadir. Poliaminoksidazda birbirine 8.2A mesafede
bulunan Phe403-Tyr439, bakteriyel trimetilaminoksidazda 8.5A mesafede Tyr64-
Trp264 ile olusturulmaktadir{31]. Ozellikle flavin koenzimine sahip amin
oksidazlarda aromatik kafes benzeri yapilarin bulunmasi aromatik amino asitlerin
amin bilesikleri ile etkilesiminin bu tiir reaksiyonlarda onemli olduguna isaret
etmektedir.

Aromatik kafesi olusturan tirozil yan zincirlerinin olast fonksiyonlarim
arastirmak amaciyla Edmondson ve ekibi MAO B’deki Tyr435, MAO A’da ki Tyr444
amino asidini mutasyona ugratarak aktivasyon Olgtimleri yapmustir [14]. Bu
aragtirmanin sonucu olarak aromatik kafesin fonksiyonlarindan birinin amin
substratin1 daha polarize hale getirerek Polar Niikleofilik Mekanizma i¢in daha etkili
bir niikleofil haline getirdigini ileri slirmektedir. Diger bir roliiniin ise amin
substratinin flavin halkasinda reaksiyona girecegi pozisyona kadar reaksiyon yolunun

belirlenmesinde rehberlik yapmast oldugu literatiirdeki ¢alisma sonuglari
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arasindadir[32]. Erdem ve grubu tarafindan yapilan aromatik kafesin Onemi

hakkindaki teorik ¢alisma da deneysel bulgular ile 6rtiismektedir[15].

11. 3. MAO AMIN OKSITLEME MEKANIiZMALARI

MAO nérotransmitter aminleri oksidatif deaminasyonla iminlere doniistiirtir.
Olusan bu iminler daha sonra enzimatik olmayan bir sekilde hidroliz olup aldehit ve
amonyaga parcalanir[20]. Indirgenmis FAD ise molekiiler oksijenle yiikseltgenerek
yeniden reaksiyon i¢in hazir hale gelir. Deaminasyonda her iki izoenzim i¢in de iig

kademe vardir ve basamaklar1 Sekil I1.11°deki gibidir;

R-CH,-NH, + E-FAD > R-CH:ﬁHz + E-FADH, FAD indirgenmesi
+

R-CH=NH, + H-O-H > RCHO + NH3 Deaminasyon

E-FADH, + 0O > E-FAD + H,0, FAD oksidasyonu

Sekil 11.11 MAO Katalizli Deaminasyon Mekanizmast

Ikinci basamakta olusan aldehit iiriinii hizli bir sekilde aldehit rediiktaz
enzimiyle alkole indirgenebilir veya aldehit dehidrogenaz enzimiyle karboksilik aside
yiikseltgenebilir. Enzimatik reaksiyonda molekiiler oksijen vasitasiyla indirgenmis
flavin tekrar yiikseltgenir ve ortamda hidrojen peroksit olusur. Bir hipoteze gore farkli
patolojik donemlerde farkli 6zel kosullar altinda beyindeki dopamin tiiketiminin
artmas1 hidrojen peroksidin artmasina neden olmaktadir. Bu durum sitotoksit OH
radikalinin olusmasina neden olmakta ve sinirlere oksidatif baski yaparak hiicre
Olimlerine neden olmaktadir, Parkinson hastaligina da bu radikalik baskiyla

gergeklesen sinir hiicresi 6liimlerinin sebep oldugu diisiiniilmektedir[26].

Simdiye kadar Mono amin oksidaz i¢in bir ¢ok amin oksitleme mekanizmasi
Onerilmistir. Bu mekanizmalardan en 6nemlileri
1. Tek Elektron Transferli Mekanizma (SET mekanizmasi)
2. Hidriir Transferi Mekanizmasi

3. Polar Niikleofilik (katilma ayrilma) Mekanizmalaridir.
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Literatiirdeki bir ¢ok c¢alisma sonucunda dolayli yollardan her bir
mekanizmay1 destekleyici deliller elde edilmesine karsin bu mekanizmalara karsit

delillere de ulasilmistir.

I1. 3. 1. Tek Elektron Transferli Mekanizma

Silverman ve grubunun destekledigi radikal mekanizma (Sekil 11.12) ilk olarak
substratin amin azotundaki eslesmemis elektron ciftinden tek bir elektronun okside
flavine transferi ile baslar [22]; amin radikal katyonu ve flavin semikinon olusur
(FAD"). (2)’in a-karbonunun deprotone olmasiyla a-amino radikal (a yolu) olusur. (3)
ikinci elektronunu semikinona transfer edip indirgenmis FADH™ ve iminyum iyonu (b
yolu) olusturur veya aktif bolgedeki baska bir amino asit (-X) ile (c yolu) radikalik
birlesmeyle kovalent bagli bir bilesik olusturur. (4) daha sonra B-eliminasyonuyla
iminyum iyonuna doniisiir. a-amino radikal olusumuna alternatif bir yolla yani
hidrojen atomu transferiyle (d yolu) a-amino radikali olusmadan da iminyum iyonu
olusabilir. (2)’nin amin o-hidrojeninin pKa degeri yaklagik 10 dur ve kolayca bu

hidrojen proton olarak ayrilabilir (Sekil II. 12).

FAD  FADH
N,

d H

FAD - )
FAD ~_ Y FAD. FADH

+
.. + —H
RCHzNHz :RCHzNHZ H RCHNH % RCH= NH

1 2 )|( x‘) /|(" X

RCH

Sekil II. 12 Tek Elektron Transfer Mekanizma (SET)

SET mekanizmasi bazi inaktivasyon c¢alismalariyla desteklenmesine ragmen
baz1 deneyler mekanizmaya kars1 kanitlar sunmustur. Karsit fikirlerden ilki, yapilan
incelemelerde aktif bolgede radikal flavin tiiriiniin tespit edilememesidir [33, 34].
Ikinci karsit delil ise amin substratindan flavine tek bir elektron transferi

termodinamik a¢idan miimkiin goériilmemektedir [34]. Diger bir kanit ise bazi 1-
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siklopropil-4-substitiie-1,2,3,6-tetrahidropiridinler MAQO igin ¢ok iyi substratlarken
SET mekanizmasina gore ise iyi mekanizma bazli inaktivator olmalar1 gerekmektedir
[35]. Bu karsit deliller bu mekanizmanin modifiye edilmesini gerekli kilmistir. Sekil

[1.13’te verilen yeni mekanizma Onerisine gore elektron flavine aktarilir.
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Sekil 11.13 Modifiye Radikal Mekanizma

Bu mekanizma halka acilmasi gibi deneysel ve model ¢aligsmalarla MAO B
icin incelenmistir [32]. Tek elektron transferinin gergeklesmesinin termodinamik
olarak zor olmasi karsit delil olarak One siiriilmektedir. Ancak, Silveman’a gore
gergin baglanmalar, molekiillerin biikiilmesi gibi durumlar elektron aktariminin
indirgenme yiikseltgenme potansiyelini diisiirebilir. Bircok yayin bu tiirden yiiksek
enerjili reaksiyonlarin enzim aktif bolgesinde gergeklesebilecegini gostermistir [36].
Burada tek elektron transferini izleyen ikinci adim proR-hidrojenin flavine aktarilmasi

seklinde gerceklesir.

1. 3. 2. Hidriir Transfer Mekanizma

Bu mekanizmaya gore amin a-hidrojeni hidriir (H') olarak flavine aktarilir [37,
38]. Boylelikle tek adimda iki elektron ve bir proton flavine aktarilarak amin iminyum
katyonuna oksitlenir (Sekil 11.14). Ancak, onceleri hidriir transferinin yiiksek enerji

gerektirmesi bu mekanizmanin pek olast olmadigini diisiindiirm{istir.
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Sekil 11.14 Hidriir Mekanizma

I1. 3. 3. Polar Niikleofilik Mekanizma

Polar Niikleofilik Mekanizma primer ve sekonder aminlerin kimyasal model
caligmalariyla onerilmistir [39, 40] Bazi kosullarda benzilaminin, flavin modeli olan
3-methyllumiflavin varliginda benzaldehide okside oldugu tespit edilmistir [41].
Edmondson tarafindan onerilen niikleofilik (katilma-ayrilma) mekanizmaya gore;
amin azotu flavin {izerinde bulunan C2, C(4a), N(5) gibi elektrofilik bolgelerden
birine niikleofilik saldirida bulunarak kovalent bag olusturur. Ardindan a-hidrojeni
bir aktif bolge bazi tarafindan kapilir [42]. Mekanizma o6nerildikten bir siire sonra
MAO B kristal yapist x-1i511 ile aydmnlatilmis ancak aktif bolgede protonu
kapabilecek bir amino asit ucuna rastlanmadigi i¢in mekanizma igin modifiye
edilmistir. Buna gore amino azotu flavine niikleofilik saldirida bulunur ve kovalent
bagl bir ara tiriin olusur (Sekil 11.15). Ardindan amin «-hidrojeni flavin N5 azotuna
aktarilir. Bu sirada o-karbon {iizerinde olusan yiik birikmesi amino azotuna dogru
aktarilarak ara {iriin iminyum ve indirgenmis flavine doniisiir. Bu mekanizmayi
destekleyen calismalar p-siibstitiie benzilamin analoglarinin  MAO A ile
inkiibasyonlar1 sonucu ortaya ¢ikmistir[12]. a-karbonda hidrojen yerine déteryum
kullanilmasi kinetik paraetreleri ¢ok fazla degistirmistir. Kinetik izotop etkisi onerilen
proton koparma basamagimin hiz belirleme basamagi oldugunu belirlemektedir. Bu
basamakta ara {irlinde benzilaminin a-karbonunda negatif yiik birikmesi olmaktadir.
Bu yiikii dagitan etkiler gecis konumunun enerjisini diisiirlip reaksiyonu
hizlandirmalidir. P-siibstitiie benzilamin analoglari kullanarak yapilan deneylerde

flavinin indirgenme hizi benzilaminin para pozisyonundaki grubun elektron ¢ekme

19



giiciiyle orantilidir. Bu QSAR inceelemeleri Sekil I1.15°daki mekanizma ile
uyumludur. Ancak spektroskopik olarak herhangi bir ara tiriin gézlenememistir.

Polar Niikleofilik Mekanizma proton transferini iki farkli sekilde yapabilir:

Mekanizma A olarak tanimlanan yolda birinci basamakta H atomu flavine
transfer olur (Sekil II. 15). iki basamakta gerceklesen bu mekanizmanin birinci
basamaginda benzilaminin amin azotu niikleofilik olarak flavin C4a’ya saldirir ve
kovalent bagl bir ara {irlin olustururken ayni basamakta N5 benzilamin substratinin
proR H’ini almaktadir. ikinci basamakta ise olusan ara iiriin ayrisarak indirgenmis
flavin ve iminyum katyonuna doniismektedir (niikleofilik katilma ve proton transferi

ayn1 basamakta gerceklesir).

T
aH, Oﬁ/ N aH,
H
aH, o aH,

L T
L Oﬁi@%
H
o H
Sekil I1.15 Polar Niikleofilik Mekanizma A

Mekanizma B olarak tanimlanan yolda ise H atomu ikinci basamakta flavine
transfer olmaktadir (Sekil II. 16). Benzilaminin amin azotu niikleofilik olarak flavin
C(4a)’ ya saldirir ve kovalent bagli bir ara iiriin olustururken C(4a)-N(5) arasinda ¢ift
bag elektronlar1 N5 iizerine agilarak N5’i negatif yiiklii hale getirmektedir. ikinci
basamak ise N5 benzilamin substratinin proR H’ini almakta ve benzilamin azotu ile

C(4a) arasindaki bag C(4a) ile C10a arasindaki ¢ifte bag1 olusturarak N11°i negatif
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yiikli hale getirerek indirgenmis flavin ile iminyum katyonunu olusturmaktadir

(niikleofilik katilma ve proton transferi farkli iki basamakta gerceklesir).

TR —
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Sekil I1.16 Polar Niikleofilik Mekanizma B

Polar Niikleofilik Mekanizmaya gore benzilamin aC’u iizerinde olusan yiik
yogunlugunu azaltacak gruplarin enzim aktivitesini arittirmasi beklenir. Bu amagla
para siibstitiie benzilamin tiirleri ile yapilan kinetik olgiimler [12] MAO A da
mekanizma ile olduk¢a uyumlu sonuglar vermistir. Ayrica, gaz fazinda yapilan
hesapsal ¢aligsmalar da bu c¢aligmalar1 desteklemistir [9]. Ancak, MAO B de benzer
sonug elde edilememistir. Ornegin, MAO A icin benzilaminden ¢ok daha iyi substrat
olan elektron ¢ekici gruba sahip p-nitrobenzilamin MAO B igin zamana bagl
inhibitor gibi davranmaktadir. Polar Niikleofiik Mekanizma i¢in de bazi karsit deliller
one siiriilmiigtiir. Silverman polar mekanizmanin mikro reversibiliteye ters diistiiglini
One siirmiistiir. Ayrica, sterik olarak ara iirlin olusturamayacak ikincil ve {giinciil

aminler MAO i¢in substrat olabilmektedir.
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BOLUM III

YONTEM

I11.1. KULLANILAN HESAPSAL YONTEMLER

Bu tez ¢alismasinda kullanilan hesapsal yontemleri {i¢ grupta toplayabiliriz:
1. Molekiiler Mekanik (MM)
2. Kuantum Mekanigi (QM)
a. Semi-empirik (Yar: Deneysel)
b. Ab Initio
c. DFT (Yogunluk Fonksiyon Teorisi)
3. Hibrit Yontemler (QMMM)

111.1.1. Molekiiler Mekanik

Molekiillerin geometrilerini hesaplarken klasik mekanik yontemleri kullanir.
Sistemin enerjisi ¢ekirdeklerin pozisyonlarina gore hesaplanarak elektron hareketleri
thmal edilir. Her bir atomun ¢evresinde kuvvet alanlar1 hesaplanir ve diger atomlarla
etkilesim bu kuvvet alanlar1 ile hesaplanir. Her bir molekiiler mekanik yontem farkl
kuvvet alanlar1 kullanir. Her bir kuvvet alan1 asagidaki pargalardan olusur:

a. Molekiillerin potansiyel enerjilerinin molekiilii olusturan atomlarin yerlerine
gore degisimini veren denklemler kiimesi.

b. Ayni elementin degisik kimyasal ortamlarda 6zelliklerini igeren bilgiler.

c. Denklemlere ve atom cesitlerine uyan deneysel parametreler. Bag
uzunluklari, bag agilar gibi.

Bir sistemin potansiyel enerjisi bazi etkilesimlerin enerjilerinin sisteme katkisi
olarak hesaplanir. Sistemin enerjisini veren matematiksel denklemde:

VEV_ +V AV VYV [I1. 1]

gerilme
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5 katkiya gore hesaplanir.

o Baglarin esneyip gerilmesinden
gerilme

Ve : Baglarin biikiilmesiden

\ " Van der Waals etkilesimlerinden

vaw

Ves : Elektrostatik etkilesimden
VW : Molekiil igindeki tekli baglarin donmesinden (internal rotation) kaynaklanan

terimlerdir.

Bu etkilesimler deneysel verilerle parametrize edilmistir. Bu sayede onemli
saylida atom igeren molekiillerin hesaplamalar1 ¢ok kisa siirede yapilabilir. Ancak,
elektronik etkileri de parametrelerle hesaplamalara dahil etmesinden dolay1 elektronik
etkilerin agir bastig1 6zelliklerin a¢iklanmasinda yetersizdirler[43].

Molekiiler mekanik yontemlerin fazlasiyla parametrize olmasi parametrelerin
Onerilen sisteme uygun olmadigi durumlarda hata oraninin yiiksek olmasina sebep
olur. Son zamanlarda molekiiler mekanik ve molekiiler dinamik yontemler ileri
kuantum mekanik yontemlerle parametrize edilebilmektedir. Bu sayede proteinler ve
coziicli sistemleri gibi biiyilik sistemler i¢in ileri kuantum mekanik yontemlere yakin
hassasiyette sonuglar elde edilebilmektedir.

Bu tez calismasinda UFF (Universal Force Field) Molekiiler Mekanik yontemi
kullanilmigtir. Kullanimi olduk¢a yaygin olan bu yontem Gaussian 98W, 03W ve

09W molekiiler modelleme programlarinda hazir olarak bulunmaktadir.

111.1.2. Kuantum Mekanigi

Kuantum mekaniginin temelleri 1925°de Heisenberg, Born, Jordon ve 1926’da
Schrodinger tarafindan atilmistir. Kuantum mekanigi hesaplamalarinda klasik fizik
kanunlarindan faydalanmaz, elektron ve cekirdekler arasi etkilesimler araciligi ile
molekiilleri ve molekiiler geometriyi tanimlar. Molekiiller molekiiler orbitaller ve bu
orbitallere ait dalga fonksiyonlari seklinde ifade edilirler. Schrodinger tarafindan
asagidaki denklem ¢ikarilmistir. Dogru sonucun cikartilabilmesi i¢in molekiiler

orbitale ait dalga fonksiyonunun dogru tahmin edilebilmesi gerekmektedir.

Hy=Ey [111.2]

H: Hamilton Operatorii
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E: Enerji y: Dalga Fonksiyonu

Hamilton operatorii molekiildeki biitiin parcaciklarin kinetik ve potansiyel enerji
terimlerini ve biitlin parcaciklar arasindaki elektrostatik etkilesimlerini simgeler.
Operatoriin molekiiliin dalga fonksiyonuna etkisi sistemin enerjisini verir. Bu operator
bir sistemdeki biitiin elektron ve ¢ekirdeklerin kinetik ve potansiyel enerjilerine ait
terimleri igerir. Etkilesen c¢ekirdek ve -elektronlardan olusan bir sistem igin

hamiltonyen genel olarak asagidaki gibi ifade edilir:

"

I

H=——=>V, kZ|

Zh V24 kZZ[Z

7R, —R

1 7

k
T

2m, 4

[111.3]

II1.3’te verilen denklemde ¢ekirdekler kiiciik harfli indislerle, M1 kiitlesine ve Z1
atom numarasina sahip olan c¢ekirdekler de biiyiik harfli indislerle gosterilir. Birinci ve
dordiincii terimler sirasiyla; elektron ve ¢ekirdegin kinetik enerjileri, ikinci terim;
cekirdek ve elektronlar arasindaki Coulomb c¢ekim etkilesimi, {igiincli terim
elektronlar arasindaki ve besinci terim de cekirdekler arasindaki Coulomb etki
etkilesimidir. Yukarida tanimlanan sistem c¢ok parcacik problemidir ve zamandan
bagimsiz Schrdodinger denkleminin ¢oziimiiyle belirlenir [43-45]. Bu problemin
¢Ozliimii oldukca zordur. Biitiin denklemin ¢6ziimii sadece tek elektronlu sistem olan
hidrojen atomu i¢in tam olarak ¢dziilebilmistir. Denklemin ¢ok elektronlu sistemler
i¢in kullanilabilir hale getirilebilmesi i¢in Born-Oppenheimer, Hartree-Fock ve Lineer
Combination of Atomic Orbital (LCAO) yaklagimlart kullanilmaktadir, bu

yaklagimlar1 kullanan modellere ‘Hartree-Fock’ modelleri denir.

111.1.2.1. Hartree-Fock Modelleri

A. Born-Oppenheimer Yaklagimai:

Elektron ve ¢ekirdek hareketlerinin ayr1 ayri incelenmesi ilkesine dayanir. Bu
yaklagim, kuantum kimyasmin yeni kesfedilmeye baslandigi yillarda Born ve
Oppenheimer tarafindan Onerilmistir ve hala kullanilmaktadir. Born-Oppenheimer
yaklasimina gore, ¢ekirdegin Kkiitlesi, elektronun kiitlesinden c¢ok daha agir
oldugundan dolay1 ¢ekirdegin hareketi elektronun hareketine gore ihmal edilebilecek

kadar yavas oldugunu ifade etmektedir. Bu yiizden Schrédinger denklemini yazarken
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cekirdegin kinetik katkisin1 almaz, sadece ¢ekirdeklerin kendi aralarindaki itmeden
kaynaklanan potansiyel enerjilerini sabit bir terim olarak alir. Bu arada elektron-
cekirdek etkilesimleri ihmal edilmez ve elektronlar boslukta kesin bir yerde
sabitlenmis ¢ekirdegin Colulomb potansiyelini hissederler. Schrodinger denkleminin

kiitleden bagimsiz bu yeni sekline elektronik Schrédinger denklemi denir.

Heve (3, {RD) =E. (R D}, {R}) [111.4]

Born-Oppenheimer  yaklasimi  glinlimiizde halen yaygin bir sekilde
kullanilmasina ragmen, elektron ile ¢ekirdegin hareketinin birbirinden ayrilamadigi
durumlarda gegersizdir. Ornegin uyarilmis molekiillerde cekirdek ¢ok hizli hareket

etmektedir. 111.4 denkleminde tanimlanan elektronik yapinin ¢6ziimii i¢in de yaklasim
kullanilir[44, 45].

B. Hartree-Fock (HF) Yaklasima:
Atomlarin dalga fonksiyonlarini tiiretmek ig¢in 1928 yilinda Hartree tarafindan
onerilmistir. Bu yaklasimda sistemin dalga fonksiyonu N, adet elektronun her biri i¢in

tek elektron fonksiyonlarinin ¢arpimi seklinde agagidaki gibi ifade edilistir.

y(f, o, 3, ...) = ©1(17) Op(F1) ... Dpe(Pne) [111.5]

Bu yaklasim elektronlarin birbirinden bagimsiz olarak hareket ettigini, ancak her
bir elektronun sadece diger elektronlarin ortalama alani ile etkilesimde oldugunu
sOyler. Bu gercek sistemler i¢in dogru degildir. Cilinkii Coulomb etkilesmesinden
dolay1r elektronlarin hareketleri aslinda birbirine baglidir. Ayrica, bu fonksiyon
parcacik indislerinin degis-tokusunda simetri 6zelligine sahip degildir. Halbuki ¢ok
elektron dalga fonksiyonu komsu indislerin degis-tokusuna gore antisimetrik
olmalidir.

Bu metoda 1930 yilinda Fock ve Slater tarafindan sistemin dalga fonksiyonuna

antisimetri 6zelligi katilmasini saglayan degisiklik 6nerilmistir.
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Bu yaklasimin avantaji da tek elektron dalga fonksiyonu igeren [II1.6]’daki gibi
bir slater determinant1 kullanilmasi, varyasyonel olmasi ve toplam enerjiyi minimize
eden bir deneme dalga fonksiyonu kullanmasidir. Fakat Hartree-Fock metodu
elektronlar arasindaki korelasyonu g6z Oniline almaz. Ayrica bazi geometri
optimizasyonlarinda basarili iken, bag olusumu ve kirilmasinda basarisizdir. Bu
yiizden elektron sistemlerinin tanimlanmasinda dalga fonksiyonlar1 yerine elektron

yogunlugu kullanan yontemler daha fazla tercih edilmektedir [45, 46]

111.1.3. Yogunluk Fonksiyonu Teorisi (DFT, Density Functional Theory)

DFT, toplam elektronik enerji ile toplam elektronik yogunluk arasinda bir
iliskinin var oldugu fikrinden hareketle ortaya ¢ikmis bir yontemdir. N sayida elektron
iceren bir sistemi komplike bir dalga fonksiyonunu W(ri, r, ...r\) ile ifade etmek
yerine ¢ok daha basit bir bicimde elektron yogunlugu ile p(r) ile ifade etmeyi
onermektedir [47]. Bu teorinin olduk¢a uzun bir gegmisi vardir ve temeli Thomas ve
Fermi’nin 1920’lerde yaptiklar1 ¢alismalara dayanir. 1980’lerin sonlarina dogru ve
1990’larda ¢ok ilgi gérmeye baslamis ve onemli gelismeler kaydedilmistir. Ab Initio
yonteminde kullanilan enerji ifadesini hesaplamalar1 zorlastirmayacak sekilde biraz
degistirerek HF yonteminin eksikliklerini gidermeye ¢alisir. Bu teorinin HF
yaklagimindan farki sudur: HF teorisinde c¢ok-elektronlu dalga fonksiyonu Slater
determinant1 ile ifade edilir. Slater determinanti tek-elektronlu N tane dalga
fonksiyonunu kapsayacak sekilde kurulur (N=molekiildeki elektron sayisi) ve N-
elektronlu dalga fonksiyonu hesaplanir. DFT yaklasimi da tek-elektronlu dalga
fonksiyonlarmi kullanir. Ancak, yalnizca toplam elektronik enerjiyi ve elektronik
yogunluk dagilimimi hesaplamaya c¢alisir. DFT’nin temelindeki fikir, toplam
elektronik enerji ile toplam elektronik yogunluk arasinda bir iliskinin var oldugudur.

1964°te Hohenberg ve Kohn bir sistemin temel durum enerjisi ve diger 6zelliklerinin
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elektron yogunlugu ile tanimlanabilecegini gosterdiler. Yani enerji, E, elektron

yogunlugunun p(r) tek bir fonksiyonelidir.

Bu teoriyi, diger teorilerden cekici yapan nedenler kisaca maddeler halinde
ozetlenebilir:

1. DFT yontemini ¢ekici kilan en Onemli 6zellik, hesaplamalarina elektron
korelasyonunu dahil etmis olmasidir. Elektron korelasyonu, bir molekiiler
sistemde, elektronlarin birbirlerinin hareketinden etkilenerek birbirlerinden
uzak durma egiliminde olmalar1 gergegidir.

2. DFT yontemleri HF yontemleri ile hemen hemen ayni siirede ve elektron
korelasyonunu da hesaba katan sonuclar verdigi i¢in geleneksel ab initio
yontemlerinden daha tistiindiir.

3. 3-boyutlu elektronik yogunluk dagiliminin, 3N-boyutlu dalga fonksiyonuna
gore daha kolay ele alinabilir olmasidir.

4. Sonsuz boyutlu periyodik sistemlerin yani sira ¢ok sayida atom iceren ve

periyodik olmayan sistemler i¢in de ele alinabilir olmasidir[48, 49].

DFT’de temel degisken olarak bir sistemin temel haldeki elektron yogunlugu
dikkate alimmaktadir. Sistemin temel halinin Ozelliklerini belirleyen en O6nemli
karakteristikler, temel halin elektron yogunlugu ve E toplam enerjisidir. Bdylece,
yaklagimda sistemin diger biitiin temel durum ozellikleri, Hartree-Fock teorisinde
kullanilan tek elektron dalga fonksiyonunun yerine temel durum elektron
yogunlugunun fonksiyoneli olarak ifade edilir. Diger bir deyisle, Hamiltonyeni p(r)
belirledigine gore Hamiltonyenden tiiretilebilen her 6zelligi de p(r) belirlemis olur.
Teorinin  formiilasyonu Hohenberg ve Kohn ve Kohn-Sham tarafindan
gelistirilmistir[48]. DFT pargaciklar ve elektronlar arasindaki etkilesme ve korelasyon
etkilerini de igeren pratik ve kullanigli bir yontemdir.

Gilintimiizde DFT metotlar1 elektronik enerjiyi birkag terimin toplami olarak
tanimlarlar.

T V J XC
E=E +E +E +E [111.7]

T
E = Elektronlarin hareketinden ortaya ¢ikan kinetik enerjiye ait terim

Y%
E = Cekirdek-elektron ¢ekimlerine ve c¢ekirdek c¢iftlerinin itmesine ait potansiyel

enerjiyi tanimlayan terimleri igerir.

J
E = Elektron-elektron itmesine ait terim
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XC
E = Geriye kalan diger elektron-elektron etkilesimlerini kapsar. Kisaca degisim-

XC
korelasyon terimi olarak adlandirilir. E  terimi genellikle “degisim” ve “korelasyon”

olarak iki kisma ayrilir. Bu fonksiyonlara “density functionals” yogunluk

fonksiyonelleri denir.

EDFT: X PlLlV H“v +X PHV PMJMG + Ex(p) +Ec(p) +V [111.8]
Ex(p) : Degisim terimi “Exchange term”

Ec(p) : Korelasyon terimi “Correlation term”

XC X C
E (p)=E (p) +E (p) [111.9]

X
[11.9 denklemindeki her terim yine birer fonksiyoneldir. E (p) degisim fonksiyoneli,

c
E (p) ise korelasyon fonksiyonelidir. Bu fonksiyonellerin iki ¢esidi vardir.

1. Lokal fonksiyoneller: Bunlar yalnizca elektron yogunluguna, p, baghdirlar.

2. Gradient-diizeltilmis fonksiyoneller: Bunlar hem p, hem de onun gradientine, V p,
bagimlidirlar. Non-lokal fonksiyoneller olarak da adlandirilirlar. Yukaridaki gibi, bir
degisim fonksiyonelini korelasyon fonksiyoneli ile ciftlestiren yaklasimlar saf DFT
yontemleridir. Ornegin, ¢ok yaygin bilinen BLYP fonksiyoneli, Becke’nin gradient-
diizeltilmis degisim fonksiyonelini, Lee, Yang ve Parr’in gradient- diizeltilmis korelasyon

fonksiyoneli ile ¢iftlestirmistir [48, 49].

Hibrit Fonksiyoneller
Son yillarda Becke, Hartree-Fock ve DFT degisim terimlerinin karigimindan
yeni bir degisim terimi formiile edilmistir.

XC X X

Hibrit CHF E e CDFT DFT [111.10]

Bunlara hibrit fonksiyonelleri denilmektedir. Hibrit fonksiyonelleri, degisim
fonksiyonellerini HF, lokal ve gradient-diizeltilmis degisim terimlerinin lineer
kombinasyonlar1 olarak tanimlarlar. Bu yolla elde edilen degisim fonksiyoneli daha

sonra lokal ve/veya gradient-diizeltilmis korelasyon fonksiyoneli ile birlestirilir.
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Hibrit fonksiyonellerinden en iyi sonuglar veren ve yaygin olarak kullanilan
Becke’nin ii¢ parametreli formiilasyonlaridir ki, kisaca B3LYP ve B3PW91 olarak
bilinirler. Becke tarzi hibrit fonksiyonellerin saf DFT yontemlerine gore {istiin
olduklart ve daha hassas sonuglar verdikleri goriilmistiir. B3LYP modelinde bir

molekiiliin toplam elektronik enerji ifadesi;

EgaLyp = ET + EV + EJ + EXC|33|_YP [|||11]

olarak elde edilir. Bu modeller incelendiginde degis-tokus ve korelasyon enerjileri
icin ilgili ifadeler iyi sonuglar vermesine ragmen sonuglar tam degildir. Bu enerjiler
ile ilgili olarak DFT modelinde atomik ve molekiiler sistemler i¢in daha iyi sonug

verecek fonksiyon c¢alismalari literatiirde yogun olarak devam etmektedir [43, 48, 50].

111.1.2.4. Ab Initio Molekiiler Orbital Teorisi

Ab initio molekiiler orbital teorisi kuantum prensiplerinin direkt olarak
uygulandigi hesapsal bir yontemdir. Bununla birlikte hesaplamalarda bazi yaklagimlar
kullanarak iglemler basitlestirilmistir. Yine de diger molekiiler orbital yontemler ile
kiyaslandiginda Molekiiler Orbital Teorisi prensiplerinin tamamina yakininin
uygulandigi, ¢ok hassas hesaplarin yapildigi bir yontemdir. Fakat hesaplama zamani
olarak pahali bir yontemdir, ¢cok biiylik molekiillere uygulanmasi zordur. Molekiildeki
tanecik sayisi arttikga hesaplamalar giliglesmektedir. Bu teori hesaplama yontemleri
bakimindan farkli seviyelere sahiptir. Seviyeler arttikca hesaplamalar daha hassas
yapilir ve daha giivenli hale gelir. Biiylik molekiillerde ise sadece diisiikk seviyeli
yonteler kullanilabilir. Bilgisayar alanindaki ilerlemelere paralel olarak bu yontemin
uygulanabilirligi artmaktadir.

Ab initio hesaplar1 yapabilen bilgisayar programlart HF SCF teorisini

kullanarak Schrodinger denklemini ¢ozerler.

111.1.4. Temel Kiimeler (Basis Set) [43, 51]

Temel kiime ifadesi atomik orbitallerin matematiksel tanimidir. Bir molekiil
aynt veya ayri cins atomlarin bir araya gelmesi ile olusur. Bu olusan molekiil
orbitallerinde farkli cins atomlar molekiiler yapida benzer ozellikler gosterir. Bu

nedenle molekiiler orbitaller atomik orbitallerin lineer toplami olarak yazilabilir
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1951 yilinda Roothan HF orbitallerinin, bilinen bazi fonksiyon kiimelerinin
lineer kombinasyonlar1 seklinde yazilabilecegini onerdi. Ornegin Li i¢in HF 1s ve 2s

orbitalleri soyle yazilabilir.

fzzaf-x; g:ij.x,.

[111.12]

aj ve b katsayilardir ve X; fonksiyon kiimeleridir.
Bu fonksiyon kiimelerine temel fonksiyonlar “basis functions” veya temel kiimeler

“basis sets” denir. 2 fonksiyon ¢esidi vardir.

1- Slater tipi

2- Gaussian tipi

orl

GTF =polinom . e~ STO = polinom . e*

Sekil I11.1 Gaussian Tipi Fonksiyon (GTF) ve Slater Tipi Orbital (STO)

GTF ile integraller daha hizli hesaplanabildigi i¢in bu tip fonksiyonlar daha
popiiler olarak kullanilmaktadir.

Molekiil hesaplamalarinda bu atomik orbital (AO) temel kiimeleri optimize
edilmelidirler. Bu elektronik enerjinin varyasyon yontemine gére minimize edilmesi
ile saglanir. Molekiiler orbitaller (MO) bu AO’lerin yani temel fonksiyonlarin lineer
kombinasyonlarindan elde edilir. Basit HF modelinde, her atom {izerindeki basis
fonksiyonlar1 miimkiin olan en az sayida, ama var olan biitiin elektronlar
bulundurabilecek ve kiiresel simetriyi de saglayabilecek kadardir. Yani MO’lerin
esnekligi minimum seviyededir. Eger daha biiyilk temel kiimeler kullanilirsa

varyasyonla enerji minimizasyonu esnasindaki bulunacak uygun katsayilarin sayisi
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artacagindan molekiiler orbitaller daha iyi tarif edilebilecektir. Boylece temel kiimeler
genisletilerek molekiile daha ¢ok esneklik kazandirilabilir ve daha dogru sonuglar elde
edilebilir [44].

Dort seviye temel kiime vardir:
1- “Minimal Basis Set” (STO-nG) : STO-3G, STO-4G gibi.
2- “Split-Valence Basis Set” : 4-21G, 6-31G gibi.
3- “Polarization Basis Set” : 6-31G*, 6-31G** gibi.

4- Diftizyon Fonksiyonlari : 6-31+G*, 6-31+G** gibi.

111.1.4.1. Minimal Basis Set (STO-nG)
En basit temel kiime cesididir. Slater ve gaussian karisimidir. Asagidaki sekilde
sembollestirilir:

STO-nG

STO: Slater tipi orbitali,

n: Kag tane gaussian fonksiyonu oldugunu, G: gaussiani sembolize eder.

En cok kullanilan1 STO-3G olmustur. Slater tipi orbitallerin her birinin iig¢
Gaussian tipi orbitalden olustugunu gosterir. Buna ‘‘minimal basis set’” denir. Clinkii
elektronlarin hepsini bulundurabilecek, kiiresel simetriyi de saglayabilecek minimum
sayida orbital kullanir. Elektron bulundurmasa bile p orbitallerinin hepsi dahil edilir,

clinkii bu kiiresel simetriyi saglamak i¢in gereklidir.

111.1.4.2. Boliinmiis Valans Temel Kiimesi (Split-Valence Basis Set)

Baslangicta uzun siire STO-3G standart temel kiime olarak kullanilmasina
ragmen simdi onun yerine boliinmiis valans temel kiimesi kullanilmaktadir. Minimal
temel kiime c¢esitlerinin en Onemli eksigi, cevresel kosullara uydurabilmek igin,
molekiiliin orbitallerini kolayca genisletebilme ve daraltabilme esnekliginin
olamayisidir. Ornegin H,O molekiiliiniin bag yapmamus elektron ciftlerine ait orbitali
OH bagi yapmis orbitalden daha genis olmalidir. Halbu ki minimal temel kiime
hesaplarinda her iki ¢esit MO icin de ayni atomik orbitaller kullanilir. Bu eksikligi
gidermek icin boliinmiis valans temel kiimesi tercih edilir. Bu yontemde atomik

orbitaller asagida gosterildigi gibi i¢ ve dis kisim olmak {izere ikiye boliiniirler. I¢
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kisim sikistirilmig, dis kisim ise daha gevsektir (Sekil I11.2). Bdylece molekiiler
orbitali olusturan atomik orbitallerin biiyiikliigii bu limitler arasinda degistirilerek
molekiile esneklik kazandirilir. “Split-valence basis set” yalnizca valans orbitallerini

bu sekilde boler. “Double zeta basis set” ise i¢ kabuktaki orbitalleri de boler.

1¢ p fonksiyonu

dis p fonksiyonu

Sekil II1.2 Double Zeta Basis Set

Bu temel kiimenin de birgok seviyesi vardir. Baslangigta en ¢ok kullanilani 4-31
G idi. Yani i¢ yoriingedeki orbitaller 4 Gaussian fonksiyonundan, valans
yoriingesindekilerin ise i¢ p-fonksiyonu 3, dis p-fonksiyonu ise 1 Gaussian
fonksiyonundan olusmus demektir. Sonralari 3-21G temel kiimesi daha ¢ok tercih
edilir oldu. Ozellikle baslangic geometrisi bulunurken STO-3G nin yerine 3-21G
kullanilmaya baslandi. Ayn1 zamanda daha ileri seviyeli hesaplari yapmadan 6nce iyi

bir baglangi¢ noktast bulmak i¢in de kullanilir.

111.1.4.3. Polarizasyon Fonksiyonlar1
Temel kiimeyi daha da gelistirmek i¢in hidrojen hari¢ biitiin atomlara d ve f
orbitalleri eklenir ve p orbitalleri ile karigtirtlir. Sonunda bir polarizasyon olusur ve

asagidaki gibi yeni meydana gelen orbital bagka bir yone dogru bakar (Sekil I11.3).

QO .
e, 8

Sekil III. 3 Polarizasyon Fonksiyonu

En c¢ok kullanilan polarizasyon temel kiimesi 6-31G*’dir. 6 tane d
fonksiyonundan olusur. 6-31G**’de ise 6-31G*’e gore elde edilmis her hidrojene p
fonksiyonlar1 eklenir. Asagida Sekil IIl.4’te goriildiigii gibi bu p fonksiyonlari
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hidrojenin s orbitali i¢in, d fonksiyonlarinin p’lere eklenmesiyle dogan esnekligin

benzerini saglar.

- OO — oc©
Sekil I11. 4 Hidrojen i¢cin Polarizasyon Fonksiyonu

111.1.4.4. Diflizyon Fonksiyonlar1

Bunlar genis s ve p tipi fonksiyonlardir. Bos elektron giftleri bulunduran,
ozellikle anyonlar ve uyarilmis sistemlerin daha iyi tarif edilebilmesi i¢in kullanilir.
Bir temel kiimeye diflizyon fonksiyonlar1 eklenmisse asagidaki gibi + isareti ile
gosterilir.

6-31+G: 6-31G’ye diflizyon fonksiyonu eklenmis demektir.

111.1.5. Semi-Empirik(Yar1 Deneysel) Yontemler [43, 52]

Yar1 deneysel yontemler PMO (Perturbation of Molekular Orbital) teorisi ve
Hiickel teorisini temel alan yontemlerdir. Schrodinger denklemini ¢ozerken ¢ok fazla
yaklagim kullanir. Schrédinger denklemininde hesaplanmasi giic denklemleri
¢ozerken bazilarini ihmal eder, bazilarin1 da yaklasimlar uygulayarak ¢ozer. Igteki
orbitallere ait integrallerin yerine parametreler kullanir. Bu parametrelerin
belirlenmesinde atomik spektra, iyonlagsma enerjileri gibi deneysel bilgilerden
yararlanilir. Ilk gelistirilen yar1 deneysel yontemler CNDO, INDO, ve NDDO’dur. Bu
yontemler molekiil geometrilerini dogru hesaplayabilmis ama baglanma enerjilerini
yeterince iyi hesaplayamamislardir. Bu yontemler daha sonra modifiye edilerek daha
iyi yontemler gelistirilmistir. Daha sonra gelistirilen yontemler MINDO, MNDO,
AM1( Austin Method 1) ve PM3 (Parametric Method 3) tiir. MINDO 1969 yilinda
Dewar ve grubu tarafindan baglanma enerjilerini hassas hesaplayabilmek i¢in
gelistirilen bir yontemdir. Hesaplanan olugsma 1sisin1 deneysel verilere uyduracak
sekilde parametreler kullandilar. Olusum 1silarinin hesaplamalar1 yeterince iyiydi
ancak molekiil geometrileri yeterince hassas hesaplanamiyordu. Bunlardan PM3
hidrojen bag1 igeren sistemlerin tarifinde ve temel durum yapi tespitinde MNDO ve

AM1’dan daha bagarilidir. Ancak parametrizasyonlarinin iyi yapilmadig: sistemlerde
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her ii¢ yontem de basarisizdir. En son 2007 yilinda gelistirilen yar1 deneysel yontem
PM6 (Parametric Method 6) metodudur [53, 54]. PM3 ve AM1’daki hatalarin biiyiik
boliimii PM6 yontemi ile giderilmistir. 1985 yilinda gelistirilen AM1 ydntemi igin
yaklagik 200, 1989 yilinda gelistirilen PM3 yontemi i¢in yaklasik 500 deneysel
parametre ile optimizasyonlar yapilirken PM6 yontemi icin ise 9000’den fazla
deneysel ve DFT yontemi ile tayin edilms parametere yonteme dahil edilmistir.
Bunun sonucu olarak H koprii baglarinin tespit edilmesi, olusum 1silarinin ve keto-
enol tautomerlerindeki serbest enerji degisimlerinin ¢ok daha hassas hesaplanmasi,
daha dogru geometrilerin bulunmasi ve bu calisma i¢in olduk¢a 6nemli olan ¢ok
saylida atom igceren kuantum kimyasal yollarla modellenmesi imkansiz olan protein
yapilar1 modelleyebilmektedir.

Hizli olmasi, iyi parametrize edildiginde dogru sonuclar vermesi hesapsal
caligmalarin yapilmaya baglandigi donemlerde ¢ok tercih edilmesini ve kabul
gormesini saglamistir. Ancak, bagsiz etkilesimler gibi parametrize edilmesi zor olan
etkilesimleri tespit etmekte yetersiz olmalar1 gilivenilirliklerini  azaltmistir.
Glinlimiizde ileri hesaplamalardan Once baglangic geometrilerinin tespitinde,
bilgisayar olanaklarinin sinirli oldugu ve ¢ok sayida atom igeren sistemlerde kullanimi
hala yaygindir. Bu tez caligmasindaki enzim aktif bolge ve model molekiil

optimizasyonlarinda yar1 deneysel yontemler kullanilmistir.

I11. 1. 6. Hibrit Yontemler (QM/MM)

Hesapsal ¢aligmalarda gercek sistemin ¢ok biiyiik oldugu durumlarda bilgisayar
zamanindan tasarruf edebilmek icin yapilabilecek ilk sey sistemi en iyi tanimlayan
model sistemi kullanmaktir. Ancak, model sistem kullanilmas:t ile bu kisim
haricindeki sistemin geri kalaninin incelenen 6zellige etkisi tamamen ihmal edilmis
olur. QM/MM yontemi 6zellikle enzimler gibi ¢ok sayida atomun sistem i¢in dnemli
oldugu durumlarda kullanishidir. Bu yontem ile iki temel yontemin avantajlar
birlestirilmis olur. Molekiiler mekanik ¢ok biiylik molekiilleri hizli bir sekilde
modelleyebilir, kuantum mekanigi ise birgok elektronik 6zelligi ve model kimyasal
reaksiyonlart modelleyebilir. Bu iki metot ¢ok biiyiik sistemlerde ayni hesaplamada
birlestirebilir. Molekiiliin biiylik bir kism1 molekiiler mekanikle, kii¢iik bir kismi ise
kuantum mekanikle hesaplanir. Bdylece ¢ok biiylik sistemler kisa zamanda
modellenebilir. Kuantum mekanik yontemin kullanildig1 bolge genelde reaksiyonun

meydana geldigi veya molekiiliin elektronik 6zelliklerini en fazla etkileyen bolgedir.
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Geri kalan kisim ise molekiiliin reaksiyona girmeyen ¢evre kismi veya ¢oziicii fazi

olabilir [55] (Sekil IIL. 5).

// N
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Sekil I1I. 5 Biiylik Molekiillerde QM/MM Seviyelerinin Ayrimi

e

Morokuma ve ekibi ONIOM yontemini gelistirerek bu teknigi bir ¢ok farkl
ihtiyaci da karsilayabilir bir hale getirmislerdir.

111.1.6.1. ONIOM

ONIOM yontemi oldukca fazla sayida atomun buludugu sistemler i¢in veya az
sayida atom bulunduran sistemleri ileri yontemlerle incelemek [17, 56] i¢in oldukca
kullanigh bir yontemdir. Bu yontemde kullanilan sistem 6nem derecesine gore Sekil
I11.6°de goriildiigi gibi iki veya daha fazla kisma ayrilabilir.

Bu kisimlarin her birine Kuantum Mekanik yontemler uygulanabilecegi gibi
(MO + MO = IMOMO) en 6nemli kisimlara Kuantum Mekanik diger kisimlara ise
Molekiiler Mekanik yontemler uygulanabilir (MO + MM = IMOMM). Morokuma ve
ekibinin bu iki sistemi birden kullanildigi yontem ONIOM (Our Own N-layered
Integrated MO and MM metod) adimi almistir. Seviyeler arasi baglanti link atom

teknigini ile saglanir.
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Seviyeler:
X = Model Sistem

X+Y = Orta Model
X+Y+Z = Gergek Sistem

Yontemler:

X : Yiiksek seviye yontem
Y (Orta) Y : Orta seviye yontem
Z : Diigiik seviye yontem

Z (Diistik)

Sekil III. 6 ONIOM Seviyelerinin Tanimlanmasi

ONIOM c¢aligsma sistemini daha kolay anlayabilmek i¢in 6nem derecesine gore
iki kisma ayrilmis Sekil 111.7. sistemi kullanilabilir. Burada X seviyesi sistemin €en
onemli yani enerjisini en ¢ok etkileyen kismidir. ONIOM’un temel amact bu en
onemli kismi1 en 1iyi sekilde incelemektir. Y kismi ise sistme kismen elektronik kismen
sterik katki saglayan ikincil oncelikteki kisimi temsil etmektedir. Burada sekildeki
gibi X kismu igeride, Y kismi ise onu ¢evreleyecek sekilde disarida olmak zorunda

degildir. Sistem sadece dnem derecesine gore kisimlara ayrilir.

Hedef:

Exx+v) = Exviiksek + E(v)piisiik + Ex-v)
(Hesaplanmasi zor)

Y Kolaylastirma:

Ex+v) = Exviiksek + Ex+v)piisiik -
Gergek Sistem= X+Y
Model Sistem: X E(X+Y)Dii§iik = E(X)Dl.lsl.lk = E(Y) + E(X-Y

Sekil IT1. 7 ONIOM’la Enerji Hesab1

Sekil 1II. 7°de goriildiigii gibi sistemin enerjisi, X kisminin enerjisi, Y kisminin
enerjisi ve 1ki kismin etkilesim enerjisi olarak tanimlanabilir. Ancak etkilesim
enerjisini yalniz basina hesaplamak miimkiin degildir. Bunun ig¢in bir yaklagim
kullanilir. Bu yaklasima gore; ilk olarak tiim sistemin enerjisi diisiik seviye yontemle

hesaplanir. Bu enerjiden model sistemin diisiik seviye yontemle hesaplanan enerjisi
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cikarilir ve farka model sistemin yliksek seviye yontemle elde edilmis enerjisi eklenir.
Sonugta seviyeler arasi etkilesim diisiik seviye yontemle de olsa hesaplanabilmis olur.
Bu islem ii¢ seviyeye ayrilmis sistemler i¢inde benzer sekilde (Sekil III. 8)

uygulanabilir.

+ levelof theory

2 4 4 7 9
+Hg O —@ O- @
T Medium

1 3
tiov O C

H | {

; . . I —

Model Real Small Intermediate Real

Model  Model
Iki seviyeli sistemler i¢in: Eonjom=E4=(E3-E1)+E;

Ug seviyeli sistemler i¢in: Eoniom=Ee={[(Es-E3)+Es]+[(Es-E2)]+E4}

Sekil ITI. 8 ONIOM Yéntemi ile Iki ve Ug Tabakali Sistemlerde Enerji Hesabi

Eger sistemler arasi etkilesim kovalent bag seklinde ise model sistemin yiiksek
seviye ve disiik seviye yontemlerle enerjisinin hesaplanmasi sirasinda baglanti
kisimlar1 problemi ortaya g¢ikacaktir. Bu probleme farkli QM/MM yontemlerinde
farkli ¢oziimler getirilmistir. ONIOM’da bu problem link atom teknigi ile asilmistir
[17]. Bu teknikte model sistemin dis seviye ile baglantisinda dis seviyede kalan atom
yerine hidrojen atomu koyularak hesaplamalar yapilir. Ayrica, sistemin dis kisminda
kuvvetli elektron ¢ekici gruplarin bulunmasi halinde istege bagli olarak elektron
cekme etkisini karsilayacak halojen gibi herhangi bir element hidrojen yerine
kullanilabilir. Bunun yaninda seviye ayrimi ikili bagdan yapilmissa yine istege bagh
olarak oksijen veya kiikiirt gibi ikili bag yapabilen atomlar da kullanilabilir. Seviyeler
aras1 baglanti kovalent olmak zorunda da degildir. Yani birbirine bagli olmayan
yapilarda hesaplamalarda kullanilabilir. Bu durumlarda atomlarin etkilesim

yaricaplar1 dikkate alinir.
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Link atom olarak hidrojenin kullanildig1 durumda bag uzunluklar1 sekil I11.6°da
gorildiigii gibi hesaplanmaktadir.

Tahal
/ 1z labala \ A—H (Yiiksek) = I'1
\ A -B pisiy = T3

( I; Tabaka \‘

A-B oniomy =12

ro=ri+g(r3—ry
i:.

Sekil Ill. 9 Link Atom Teknigi ile Tabakalar Arasi Baglanti Mesafesinin

Hesaplanmasi

Gergek sistemde bulunan A-B bagi model sistemde A-H bagi olarak
hesaplanmaktadir. Bu mesafeye “r;” diisiik seviye yontemle hesaplanmis A—B bagi
uzunlugu “r3”, ONIOM yontemine gore hesaplanmis A—B bagi uzunluguna ise “r,”
denebilir. Bu uzunluk Sekil I11.9°da goriilen formiil ile elde edilir. Ayrica bagin diger
atomlarla yaptig1r agilar diisiik seviye yontemle hesaplanan gercek sisteminki ile
yaklagik ayni hizaya getirilir. Goriildiigii gibi link atomun bag uzunlugunun dogru
hesaplanmasinda seviyelerin hangi yontemlerle hesaplandigi 6nemlidir.

Formiilde kullanilan “g” faktorii bagin hangi atomlar arasinda olduguna bagl
olarak  parmetrize  edilmistir.  Ancak  istenildigi  takdirde  parametreler

degistirilebilir[17].

111.1.6.2. Docking (Kenetlenme) Yontemi

Docking kisaca ii¢ boyutlu ligand ve protein yapilarinin birbirleri ile
kenetlenme siirecinin adidir. 1990 yilinda Arthur J. Olson’un laboratuarinda David S.
Goodsell tarafindan AutoDock programi ilag adayr kiigiik ligandlarin proteinlerin
hedef bolgelerine kenetlenmelerini molekiiler mekanik yontemlere gore tasarlamak
lizere yazilmigtir [57]. Dockingin en sik kullanim alani ligand molekiiliiniin
kenetlenecegi proteine olan ilgisini ve aktivitesini tahmin ederek ila¢ aday olabilecek

kii¢iik molekiillerin baglanma oryantasyonlarini tespit edebilmektir. Bu sebeple ilag
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dizaynlarinda farmolojik ve biyolojik veriler sunmasi sebebiyle ©Onemli rol
oynamaktadir[58, 59]

Kigiik ligand molekiillerinin biiyiik enzim yapilarimin i¢inde bir kompleks
olusturacak sekilde tutunmasi kompleks ve gili¢ bir istir. Bu uygulama igin
CDOCKER, LibDock ve LigandFit gibi farkli algoritmalar i¢eren birgok yardimei
protokol gelistirilmistir. Docking isleminde enzim ve ligandin etkilesimi anahtar-Kilit
prensibine dayanir. Enzim ve ligand farkli sekillerde etkilesime sokulabilir. Ornegin
en basit yol olan enzim ve ligandin her ikisinin konformasyonlarini sabitleyerek
docking islemini yapabilirken ayni zamanda enzim ve ligandin her ikisinin de
konformasyonunu esnek yaparak ta docking islemini yapilabilir. Buradaki se¢im
ligandin ve enzimin katilacak esneklik sonucu konformasyonel degisime ugrayacak
olan baglarinin sayisidir. Bunun sonucu olarak ¢ok fazla miktarda CPU zamani
harcanarak daha fazla sayida veri iiretilir. Docking i¢in en yaygin uygulam sekli ise
protein yapisinin konformasyonunun sabit tutuldugu, ligandin ise konformasyon dizisi

ile ayr1 ayr1 protein igine docking edilmesi ile bir sonug elde etmeye dayanir[60-62].
ITL.2. YAPILAN CALISMALAR
I11. 2. 1. Dogal Enzim Optimizasyonlari

111.2.1.1. Aktif Bolgenin Secilmesi

MAO A enziminin ( H atomlar1 dahil yaklagik 14000 atom) pdb dosyasindaki
(baglangi¢ calismalarinda 2BXR, 3A ¢ozinirlikli) aktif bolgesini Olusturan
aminoasitler literatiirde belirtildigi sekilde secildi. Enzimin aktif bolgesi Tyr69,
GIn74, Val9l, Val93, Leu97, 11e180, Asn181, lle207, Phe208, Ser209, Val210,
Glu216, Cys323, 11e325, 11e335, Leu337, Met350, Phe352, Tyr407 ve Tyr444 amino
asitlerinden (H atomlar1 dahil 353 atom) olusmaktadir [3]. Aktif bolge yapisi elde
edilirken aktif bolge aminoasitlerinin disindaki tiim aminoasitler ve inhibitor molekiil
olan klorgilin pdb dosyasindan silindi (Sekil III. 10). Elde edilen aktif bdlge yapisi

flavin yapisindan yaklasik 10A uzakliga kadar olan amino asitlerdir.
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Sekil 111. 10 (a) MAO A Enzimi (b) MAO A Enziminin Hesaplamalarda Kullanilan
Aktif Bolgesi

Ozellikle baslangi¢ ¢alismalarimizdaki pdb yapisinin ¢dziiniirliigiiniin diisiik ve
inhibitoriin flavine bagli olmasi flavinin oksidasyon basamaginin diizenlenmesini
gerektirmistir. Aktif bolge yapisi elde edildikten sonra flavin geometrik parametreleri

degistirilerek okside haline getirildi ve ¢alismalarimiz okside flavin ile yapildu.

I11. 2.1. 2. Caligilan Substratlar:
Dogal enzim i¢in yapilan optimizasyonlarda substrat olarak benzilamin ve p-

NO; benzilamin kullanildi (Sekil III. 11).
@

(c) (d)
Sekil I11. 11 Benzilaminin (a) Dik (b) Planar Konformasyonlar1i; p-NO,

Benzilaminin (c) Dik (d) Planar Konformasyonlari
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Sozkonusu substratlar Sekil III. 10. b’de gosterilen aktif bolgede flavinin re-
yliziine sirasiyla dik ve planar olmak iizere iki farkli konformasyonda belirli noktalara
yerlestirildi. Benzilamin her iki reaksiyon yolu i¢in, p-NO, benzilamin ise sadece aC-

flavin N(5) arasindaki reaksiyon yolu i¢in substrat olarak kullanildi.

111.2.1.3. Optimizasyonlarda Enzim Koordinatlarinin Dondurulmasi

Calismalarimizda aktif bolge ve model yapilar temel alinmistir. Bu nedenle
enzimin aktif bolgesi disinda kalan kisim temizlendiginden aktif bolgeyi olusturan
aminoasitlerin x-1s11 koordinatlarinin bozulmasini engellemek i¢in aminoasitlerin x-
1511 geometrisinde sabitlenmesi gerekmistir. Bunun i¢in kullanilan hesapsal
programda iki farkli teknik ile atomlar veya mesafeler sabitlenmektedir. Atomlarin
yalnizca kartezyen koordinat sisteminin degismemesini istedigimiz durumlarda
(freeze) atom sabitleme islemi Gaussview 03 [63] ve 09 [64] gorintileme
programinda “Atom List Editor” meniisii kullanilir. Burada ONIOM segeneklerinden
“freeze” kolonunda sabitlenecek atoma ait “0” degeri “-1” olarak degistirildi.
Boylelikle program dondurulan atomun kartezyen koordinat sistemindeki yerini
hesaplama yapmadan optimize kabul etti. Bu yontem yalnizca ONIOM hesaplamasi
kullanildig1 durumlarda kullanilabilir.

Diger bir genel sabitleme(constrain) yontemi Redundant Coordinate Editor
mentiisiidiir. Bu meniide bir atomun kartezyen koordinat sistemindeki yerini
sabitlemek, iki atom arasi bag1 yada mesafeyi, iki atom aras1 dihedral agiyi, iic atom
aras1 ag1y1 sabitlemek gibi farkli islemler gerceklestirilebilir. Bu yontem kullanilirken
opt=modredundant anahtar kelimesi kullanilmalidir. Ancak bu yontem Gaussian 98
ile birlikte kullanilamaz. Yalnizca Gaussview 03W ve 09W programi kullanilmadan
sistem Gaussian 98 programina “Z-Matrix” seklinde tanitildiginda istenen atomlarla
iliskili degerlerin yanina optimize et anlamina gelen “1” degeri “—1” veya atomun

koordinatlar1 sabitlenmek istendiginde “0” ile degistirilerek yapilabilir.

Bu sabitleme tekniklerinin hepsinde de sabitlenmis atom, mesafe ya da ag1
degerleri program tarafindan optimize kabul edilir ve sistemin geri kalan kismi bu

degerlere gore optimize edilir.
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Optimizasyonlar yapilirken dogal enzim iki farkli sekilde donduruldu:

a) Pdb yapisinin bozulmamasi i¢in flavinin ti¢ metil karbon atomunun ve aktif
bolgeyi olusturan aminoasitlerin agir atomlarinin tamaminin koordinatlari donduruldu
(Sekil II1. 12. a).

b) Atomlarin ikinci dondurulma isleminde ise baslangigta yapilan islem ile ayni
sekilde flavinin ii¢ metil karbon atomunun ve aktif bolgeyi olusturan Tyr407 ve
Tyr444 disindaki diger aminoasitlerin agir atomlarinin tamaminin koordinatlari
donduruldu. ilk dondurma isleminde farkli olarak aromatik kafesi olusturan Tyr407
ve Tyr444’deki fenol halkalarinin para karbon atomlari ve zincir atomlarinin
koordinatlar1 donduruldu (Sekil IIl. 12. b). Boylece, yapilan ikinci dondurma islemi
ile Tyr407 ve Tyr444 halkalarina konformasyonel serbestlik verildi. Bu serbestlik
aromatik halkay1 olusturan tirosinlerin fenol halkalarinin konformasyonunun substrat
iizerindeki sterik etkisinin ve substratin flavine dogru hareketi sirasindaki

konformasyonel degisiminin incelenmesine olanak verdi.

(a) (b)
Sekil 111. 12 Optimizasyonlarda Dondurulan Atomlar (Aktif bolgedeki diger atomlar

yapilan islemin daha net anlasilmasi i¢in verilmemistir) a) Flavin kismen, aromatik
kafes ve aktif bolgedeki atomlar tamamen dondurulmus, b) Flavin kismen, aromatik
kafes para pozisyonlarindan ve aktif bolgedeki atomlar tamamen dondurulmus

(Koordinatlar1 dondurulan atomlar kirmizi nokta ile isaretlendi).
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Asagida Sekil I11.13°te aromatik kafesi olusturan aminoasitlerin koordinatlarinin
dondurulmasinda benzen halkasinin konformasyonel serbestlik verildigindeki durum
goriilmektedir. X 1511 yapisindaki, substratsiz optimizasyondaki, dik benzilamin ve
planar benzilamin varligindaki optimizasyonlardaki konformasyonel degisim

gorilintiileri Sekil III. 13’de, sayisal degerleri ise Tablo IV.1°de verilmistir.

\:/\4 W‘L’ \&"/\-/W

Tyrd44 Tyr407

(C) )
Sekil 111. 13 Tirozinlerin Konformasyonel Serbestlige Sahip Olduklart Durumlardaki
Duruglari: (a) X-1is1n1 yapisindaki, (b) Substratsiz optimizasyondaki, (c) Dik

benzilaminli optimizasyonda, (d) Planar benzilaminli optimizasyonda

Tablo I11. 1 Tyr407 ve Tyr444°teki Konformasyonel Serbestligin Etkisi

Donme Acilari

b c d
Tyrd44 37° 44° 42°
Tyr4d07 2° 3° 4°

Tablo IV. 1’deki degerler incelendiginde Tyr444 aminoasidindeki dénme acis1 37°-
44°, Tyr407 aminoasidindeki ise 2°-4° arasinda degismektedir. Tyr444
aminoasidindeki donme agisinin belirgin bir sekilde fazla olmasi tirozinlere verilen
konformasyonel serbestligin Tyr444’tin konformasyonunda daha etkili oldugunu

gostermektedir.

111.2.1.4. Dogal Enzim Optimizasyonlarindaki Reaksiyon Yolu

Dogal enzim optimizasyonlarinda iki farkli reaksiyon yolu izlenmistir:
benzilamin aC-flavin N(5) ve benzilamin N-flavin C(4a) (Sekil III. 14). aC-flavin
N(5) yolu i¢in yapilan optimizasyonlar anlatimda Opt(1), benzilamin N-flavin C(4a)
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optimizasyonlar Opt(2) olarak isimlendirilecektir. Opt(1) optimizasyonlar: benzilamin
ve p-NO;, benzilamin substratlarinin dik ve planar konformasyonlar1 igin aC-flavin
N(5) arasindaki 2.5-6A’1uk yolun 0.5A’luk adimlarla sabitlenerek 9 farkli nokta igin
yapilmistir. Benzilamin N-flavin C(4a) reaksiyon yolu i¢in yapilan optimizasyonlar
ise 1.6-6 A’luk mesafe icin belirli araliklarla sabitlenerek 15 farkli nokta igin
yapilmistir.

Sekil 111. 14 Dogal Enzim Optimizasyonlarindaki Reaksiyon Yolu. a) Benzilamin
aC-flavin N(5) b) Benzilamin N-flavin C(4a).

111.2.1.5. Calisma Yonteminin Segilmesi

Cok sayida atom iceren, enzimler gibi biiyiik yapilarin kuantum kimyasal
yollarla modellenmesi bilgisayar zamani agisindan oldukg¢a uzun ve gii¢ bir siiregtir.
Bu sebeple MAO A enziminin aktif bolgesinin tamaminin kuantum kimyasal yollarla
modellenmesi ONIOM yontemi ile yapilmistir. Bu yontem ile aktif bolgeyi olusturan
amino asitler ve substrat arasindaki olabilecek etkilesimleri gozetilerek yapi tic farklh
seviyeye ayrildt ONIOM(HF/6-31G*:PM3:UFF). Aktif bolgenin ONIOM yontemi
icin seviyelendirilmesinde substrat yiiksek seviye (HF yontemi); flavin, aromatik
kafesi olusturan Tyr407 ve Tyr444’iin fenol gruplar1 ve benzilaminin flavine dogru
hareketi boyunca etkilesebilecegi GIn74, ile180, Asn181, i1e207, Phe208, Ser209,
Val210, Glu216, Cys323, 1le335, Leu337 ve Phe352 kismen orta seviye (PM3

44



yontemi); bu aminoasitlerin orta seviye secilen atomlarinin geri kalanlar1 ve aktif
bolgeyi olusturan diger aminoasitlerin tamami diisiik seviye olarak secildi (UFF

yontemi) (Sekil 1. 15).

Tyra44

Flavin

Sekil 111.15 Aktif Bolgedeki ONIOM Seviyeleri (Top model: yiiksek seviye, Kalin

cubuk: orta seviye ve Ince cubuk: diisiik seviyeleri temsil etmektedir.)

Mekanizma modellemelerinde ise aktif bolgeden indirgenerek elde edilen
yapilara ONIOM, PM3, PM6, HF, DFT, MP2 gibi yontemler ¢esitli temel kiimeler ile
caligilmistir.

111.2.1.6. Optimize Yapilarin Elde Edilmesi

Aktif bolgesine indirgenmis yapitya dondurma islemi yapilip, substrati ilave
edildikten ve ONIOM seviyelendirmeleri yapildiktan sonra elde edilen input dosyalari
Gaussian98, 03 ve son donem caligmalarimizda ise Gaussian09 paket programlari ile
tespit edilmis olan yontem ve temel kiime ile ¢alistirildi. Her bir optimizasyon islemi
caligtirilan bilgisayarin performansina baglh olarak yaklasik 3-4 giin siirerken, yiiksek

seviye ¢alismalarimizda ise bu siire 22 giine kadar devam etti.
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111.2.1.7. Aromatik Kafesin Oneminin Arastirilmasi

ONIOM yo6ntemi ile yapilan optimizasyonlardan elde edilen herbir optimize
yaptya HF/6-31G* yontemi ile enerji hesabi yaptirildi. Boylece substratin flavine
dogru hareketi boyunca olan enerji degisimi ve en kararli oldugu aralik tespit edildi.
Tek nokta enerji hesabi ile ayni zamanda optimize yapidaki atomlarin herbirinin
Mulliken yiikleri de hesaplanmaktadir. Bylece substratin flavine dogru hareketinde
aromatik amino asitlerin arasindan gegerken amin azotunun elektron yogunlugundaki
degisim (niikleofilik karakteri) izlenebildi. Amin azotundaki s6z konusu bir yik
degisimi aromatik kafesi olusturan aminoasitler ile benzilaminin amin azotu arasinda
bir etkilesimin oldugu anlamia gelmektedir. Bu etkilesimi, miktarin1 ve aromatik
aminoasitlerin aktivitedeki onemini net olarak tespit etmek amaciyla aktif bolgeyi
olusturan amino asitlerden Tyr444 ve Tyr407 ¢ikartilarak bir referans yap1 olusturuldu
(Sekil III. 16). Her bir optimizasyon i¢in olusturulan referans yapiya HF/6-31G*
yontemi ile tek nokta enerji hesabi yaptirilarak amin azotunun elektron
yogunlugundaki degisim izlendi. Olusturulan referans yapi ve asagidaki esitlik
(I1.11) yardimiyla aromatik kafesin enzim aktivitesindeki net etkisi tespit edildi

(Sekil TIL16).

Net etki = Dogal enzimdeki N yiikii — Referans yapidaki N yiikii [111.11]

Referans yap1 ve bu esitlik ‘Aromatik kafesin varliginda ve yoklugundaki amin azotu

yiikiindeki degisiklik aromatik kafesten kaynaklanmaktadir’ fikrine dayanmaktadir.

Sekil Ill. 16 (a) Dogal Enzimin Aktif Bolgesinin Bir Kesiti (b) Aromatik Kafesin N

Yiikii Uzerindeki Etkisini incelemek I¢in Hazirlanan Referans Yapi
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111.2.1.8. Tyr407 Ve Tyr444 Aminoasitlerinin Aromatik Kafesteki Gorevlerinin
Karsilagtirilmasi
Aromatik kafesi olusturan Tyr407 ve Tyr444 aminoasitlerinin herbirinin

substratin amin azotu lizerindeki etkisini ayr1 ayr1 incelemek i¢in iki ayr1 referans yapi

olusturuldu (Sekil III. 17).

Tyrd444

(a) (b)
Sekil Ill. 17 (a) Enzimin Aktif Bolgesi (b) Tyr407’nin Etkisini Incelemek icin
Hazirlanan Model (c) Tyr444’{in Etkisini Incelemek I¢in Hazirlanan Model. (Aktif

bolgede hesaplara dahil edilen diger atomlar sekilde gosterilmemistir.)

Tyr407°nin etkisini incelemek icin hazirlanan modelde enzimin aktif
bolgesinden sadece Tyr444 silindi ve herbir optimizasyon i¢in olusturulan referans
yaptya HF/6-31G* yontemi ile tek nokta enerji hesabi yaptirilarak amin N’unun
elektron yogunlugundaki degisim izlendi. Ayni islem Tyr444’ilin etkisini incelemek

icin yapildiginda aktif bolgeden Tyr407 silindi (Sekil I11. 17).

Tyr407°nin Net Etkisi = Dogal enzimdeki N yiikii (a) — Tyr444’siiz Referans yapidaki
N yiikii(b)

Tyr444’nin Net Etkisi = Dogal enzimdeki N yiikii (a) — Tyr407’siz Referans yapidaki

N yiikii(c)
[111.12]
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I11. 3. AROMATIK AMINOASITLERIN MUTASYON CALISMALARI

MAO A ve MAO B’nin yapilan son mutant ¢aligmalar1 gdsteriyor ki flavinin 6n
yiiziindeki aromatik kafesi olusturan iki tirozin aminoasidi benzilamin substratinin
niikleofilik karakterini arttirarak kataliz i¢in aktif duruma getirmesiyle fonksiyonel bir
role sahiptirler. Bu bulgu, S. S Erdem ve grubu tarafindan yapilan MAO B ve MAO
B’nin Tyr435 mutantlar1 i¢in yapilan ONIOM calismalarint ve MAO i¢in Gnerilen

polar niikleofilik mekanizma ile olan iligkisini desteklemektedir [15].

Bu tez caligmasi kapsaminda MAO A enziminin mutant ¢alismalar1 aromatik
kafesi olusturan Tyr407 ve Tyr444 aminoasitleri i¢in yapildi. MAO A’nin Tyr444'in
mutasyon c¢alismalart histidin, 16sin, fenilalanin ve triptofan olmak tizere dort farkli
aminoasit ile, Tyr407 mutant ¢alismalari ise 16sin ve fenilalanin olmak tizere iki farkli
aminoasit ile yapildi (Sekil Ill. 18). Tyr407 icin Ozellikle 16sin ve fenilalanin
secilmesinin sebebi ise losinin diiz zincirli izopropil yan grubu icermesine karsin
fenilalaninin aromatik benzen halkasi yan grubunu igermesidir. Boylelikle alifatik ve
aromatik grup igeren aminoasitlerin benzilamin amin azotu tlizerindeki etkisini net bir

sekilde inceleme firsati1 bulundu.

- Y 3 ” ’ » 9 —‘4
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i 9
29 P! > - g ﬂ :/43,
9 ¥ ot s T, }‘ »
@ (b) (© (d)

Sekil II1. 18 Mutant Aminoasitleri: (a) Histidin, (b) Losin, (c) Fenilalanin,
(d) Triptofan

Mutasyon calismalarinda baslangic yapisi olarak alinan yap1 dogal enzim igin
hazirlanan x—1s11 yapisinin aktif bolgeye indirgenmis halidir. Mutasyon ¢aligmalari
da dogal enzim optimizasyon c¢alismalarinda oldugu gibi ONIOM yontemi ile
modellendi ve atom seviyelerinin secilmesi dogal enzim optimizasyonlarindaki ile
ayni sekilde yapildi. Enzimin mutasyona ugratilmasi islemi ise su sekilde yapildi:

Tyr444 aminoasidinin mutant ¢aligmalart i¢in Tyr444 aminoasidi silinip onun yerine
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mutasyona ugratilacagi aminoasit yapisi getirilerek mutant enzim dosyalar1 elde edildi

(Sekil II1. 19).

Tyrd44

Tyrd44Trip

(@) (b)

Sekil I111. 19 (a) Dogal Enzimin, (b) Triptofan Mutant Enziminin Aktif Bolgesi (H

atomlar1 seklin daha iyi anlasilabilmesi igin gosterilmemistir).

Mutant enzim optimizasyonlarinda pdb yapisinin bozulmamas: amaciyla
flavinin {ic metil grubunun karbon atomlarinin, aromatik kafesi olusturan Tyr407 ve
Tyr444’iin benzen halkasinin para pozisyonlarindaki karbon atomlarmin ve aktif
bolgeyi olusturan diger atomlarin tamaminin  koordinatlart  donduruldu.
Optimizasyonlarda substrat olarak benzilaminin planar ve dik olmak iizere iki farkli
konformasyonu kullanild1 ve enerji, yapisal ve elektronik o6zelliklerdeki degisimler
aktif bolgede flavin ile benzilamin arasindaki reaksiyon yolu boyunca arastirildi.
Optimizasyonlar benzilamin aC’u ile flavin N(5) arasindaki 2.5A - 6A’luk mesafe
belirli adimlarla sabit tutularak ONIOM(HF/6-31G*:PM3:UFF) yontemi ile
gergeklestirildi. Mutant calismalarindan elde edilen sonuglarla Tyr407 ve Tyr444
aminoasitlerinin aromatik kafesteki onemi, mutasyona ugratildigi amino asit tiiriine

gore benzilaminin amin azotu iizerindeki yiik degisimleri arastirildi.
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111. 4. AMIN OKSITLEME MEKANIiZMALARININ MODELLENMESI

Reaksiyon mekanizmalarinin hesapsal yontemler ile calisilmasinda en sik
rastlanilan zorluk gecis konumlarinin optimizasyonu ve dogru olarak karakterize
edilebilmesidir. Farkli yollar ile ge¢is konumlariin baslangic geometrileri tayin
edilebilir.

Frekans hesaplamalar1  termodinamik  biiyiikliiklerin  hesaplanmasinda
kullanilmasinin yanisira reaksiyon koordinatindaki duragan noktalarin da tespit
edilmesinde kullanilir. Geometri ve geg¢is konumu optimizasyonu potansiyel enerji
yiizeyinde sistemin tizerindeki kuvvetlerin sifir oldugu bir yapiy1 verir. Elde edilen
son yap1 potansiyel enerji yiizeyinde bir minimum noktaya karsilik gelebilir. Bununla
birlikte diger noktalara gére maksimum olan bir semer noktasi da olabilir. Sadece bir
noktada maksimum olan ve diger tiim yonlerde minimum olan semer noktalar1 gecis
konumu yapilaridir. Frekans hesaplamalarinda gecis konumu yapilarinin output
dosyalarindan karakterizasyonu igin
. Sanal frekanlarin sayzsi,

. Sanal frekanslara karsilik gelen normal mod
olmak iizere iki farkl yol vardir.

Sanal frekanslar frekans output dosyalarindaki negatif sayilardir. N tane sanal
frekans1 olan bir yapimin n tane semer noktast vardir. Bu yiizden bir ge¢is konumu
sadece bir tane sanal frekansa sahip olmalidir. Bununla birlikte sadece bir tane sanal
frekanst olan bir yap1 da dogru gecis konumu yapisit olmayabilir. Semer noktalar
potansiyel enerji ylizeylerindeki iki noktayr birlestirmelidir. Fakat bu iki nokta
modellenecek olan reaksiyonun giren ve {irlinleri olmayabilir. Tek sanal frekans elde
edilen optimize yapinin baglarinda meydana gelen gerilmelerin {irlinlere veya
triinlere karsilik gelip gelmedigi incelenmelidir. Bag gerilmeleri animasyonlar
incelenmeli ve hareketlerin istenilen yonde olup olmadig: tayin edilelidir. Bunun i¢in
diger bir yol ise IRC(Instrinsic Reaction Coordinate) adi verilen bir hesaplama
yapmaktir. IRC hesaplamalar1 gegis konumundan baslayp ileri ve geri yonde
reaksiyon koordinati iizerindeki yapilarin enerjilerini hesaplamaktadir. Elde edilen
yapilar ilgilenilen reaksiyonun giren ve iirlin yapilar1 ise dogru gecis konumunun
optimizasyonu yapilmis demektir. IRC hesaplamalarinda elde edilen reaksiyon

koordinati reaktant ve iiriinleri birlestiren en diisiik enerjili yol olarak kabul edilir.

50



Bu tez kapsamindaki mekanizma ¢alismalarinda ilgili mekanizma i¢in girenler,
gecis konumlari, ara triinler ve iriinler optimize optimize edildi. Gegis konumlarinin
dogru tayin edilemesinde bir tek sanal frekansin olmasina dikkat edildi. ilgili giren ve
iiriinlerin arasindaki dogru semer noktasi tayini i¢in IRC hesaplamalar1 da yapildi.
Yerel minimum noktalar1 olan girenler, ara iirlinler ve iirlinlerinin tiim frekanslarinin
ise pozitif oldugu yapilarak dikkate alinarak hesaplamalar yapildi.

ONIOM yontemi ile yapilan mekanizma caligmalarinda ise dogru gecis
konumunun tayini yukarida anlatildigi gibi yapilamadi. Model yapilardaki atom
sayilarinin fazla olmasi sebebi ile yapidaki atomlarin koordinatlar1 kismen
donduruldu. Koordinatlar1 dondurulan atomlar ait hesaplamalarda birden fazla (-)
frekans elde edildi. Bu durumda elde edilen sanal frekanslarin degerlerine bakilarak
dogru bir gegis geometrisi elde edilip edilemedigi kontrol edildi. Gegis konumundaki
yapisinda H’in transferine ait olan frekans yaklasik (-)1800 degerlerinde iken yapidaki
diger donme hareketlerine ait olan frekans degerleri (-) 20’lerden azalan sekilde
devam etmektedir. Ge¢is konumunun dogru yapisi tayin edilirken (-) frekans degerleri

ve ait olduklar1 hareketler incelendi.

I11. 4. 1. Aktif Bolge I¢inde Polar Niikleofilik Mekanizmanin Modellenmesi

Aktif bolgedeki atom sayisinin fazla olmasi, mekanizma modellemelerinde
ozellikle gecis konumu optimizasyonlarimin gii¢ olmasi olusturulan modellere,
calisma yoOntemine ve temel kiimelerine smirlamalar getirmistir. Aktif bolgenin
tamaminin dahil edildigi mekanizma g¢aligmalar1 iki seviyeli ONIOM yontemi ile

reaksiyon yolu taranarak yapildu.

I11. 4. 1. 1. ONIOM(PM3:UFF) Yéntemi Ile Yapilan Mekanizma Calismalari

2Z5Y (insan, 2.17A ¢oziiniirlik) pdb kodlu MAO A x 1sin1 yapist aktif
bolgedeki aminoasit tiplerine gére diizenlendi. Flavin ii¢ metil karbonundan, aromatik
kafesi olusturan Tyrd07 ve Tyrd444'lin benzen halkas1 p-pozisyonundaki karbon
atomlarindan ve aktif bolgeyi olusturan diger aminoasitlerin tamami agir
atomlarindan donduruldu. Elde edilen yap1 iki seviyeye ayrilarak ONIOM(PM3:UFF)
yontemi ile Polar Niikleofilik Mekanizma optimizasyonu yapildi. Flavin, Tyr407,
Tyr444, Phe 352 ve benzilamin yiiksek seviye (PM3), aktif bolgenin geri kalan1 diistik
seviye (UFF) olarak segildi (Sekil Ill. 20). Olusturulan bu yapi ile Polar Niikleofilik
Mekanizma modellendi.
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Sekil Ill. 20 Polar Niikleofilik Mekanizmanin ONIOM(PM3:UFF) Yontemi Ile
Modellenmesinde Segilen Seviyeler (H atomlar1 seklin daha anlasilir olmasi i¢in

verilmemistir.)

111.4.1.2. ONIOM(PM6:UFF) Yontemi Ile Yapilan Mekanizma Calismalar

ONIOM(PM3:UFF)  yontemi ile  yapilan mekanizma  modelleme
calismasindaki ONIOM seviyeleri ve dondurulan atomlar aymi kalmak kaydiyla
sadece yiiksek seviye icin segilen yontem PM6 olarak degistirildi. Polar Niikleofilik
Mekanizma ONIOM(PM6:UFF) yontemi ile aktif boélgenin tamami segilerek
modellendi (Sekil I11. 10. b).

111.4.1.3. ONIOM(HF:PM3) Yéntemi ile Reaksiyon Yolunun Taranmasi

2BXR (insan) pdb kodlu 3.0 A ¢oziinlirliiklii MAO A enziminin x 1511 yapist
aktif bolgeye indirgendi, substrat olarak dik konformasyondaki benzilamin se¢ildi ve
dondurma islemi dogal enzim optimizasyonlarindaki gibi yapildi. ONIOM(HF/6-
31G*:PM3) seviyelendirmesi su sekilde yapildi: Polar niikleofilik mekanizma igin
onemli olan proton hareketi ve buna yardimci olan diger atomlar yiiksek seviye
(HF/6-31G*) olarak, aktif bolgedeki diger aminoasitlerin agir atomlar1 diisiik seviye
olarak (PM3) secildi (Sekil III. 21). Benzilamin substrati flavine 4.0 A mesafe

uzakliktan baglanarak belirli araliklarla flavine dogru yaklastirildi ve ara {iriin

52



modellenmesinde flavine baglandi. Benzilaminin flavine dogru hareketindeki enerji
degisimi incelendi ve aralarindaki mesafe 1.7A oldugunda enerjide bir tepe noktasi
olusturdu. Bu mesafe sabitlenerek bu kez Pro R H’i ile flavin N(5)’i arasindaki
reaksiyon yolunda H’in flavine dogru hareketi 0.1 A’luk adimlarla tarandi. Yapilan bu
optimizasyonlar sonucunda minimum optimizasyonu ile elde edilmis olan bir

reaksiyon koordinati olusturuldu.

Sekil I1l. 21 Polar Niikleofilik Mekanizmanin ONIOM(HF:PM3) Yontemi Ile
Modellenmesinde Seviyeler: Top model yiiksek seviye HF/6-31G*, ¢izgi model ise
PM3 seviyelerini temsil etmektedir. (H atomlar1 seklin daha anlasilir olmasi igin

verilmemistir.)

111.4.1.4. PM3 Yontemi Ile Reaksiyon Yolunun Taranmasi

Aktif bolgeyi olusturan aminoasitlerin tamami tek seviye yari deneysel PM3
yontemi ile modellendi. Benzilamin azotu ile flavin C(4a) arasindaki reaksiyon yolu,
uzak mesafelerde 0.5 A’luk adimlar ile, substrat flavine yaklastikca 0.2 A ve 0.1
A’luk adimlarla taranarak reaktant kompleks, ge¢is konumu ve araiiriin yapilar1 elde
edilmeye c¢alisildi.  Gegis konumu tespit edilirken reaksiyon yolundaki
optimizasyonlardan en yiiksek enerji noktasinda proR H’i benzilamin aC ile olan bag1

kopartildi ve flavin N5 ile aC’in arasinda 0.1 A’luk araliklarla optimize edildi.
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Optimizasyon sonuglarindan elde edilen yapilara aym sekilde HF/6-31G* yontemi ile
‘Tek Nokta Enerji’ hesab1 yaptirildi ve yiliksek enerjili oldugu nokta gecis konumu
yapist olarak tayin edildi. Araiiriin yapisi i¢in pro R H’i flavin N(5)’e bagli olarak
optimize edildi ve diger basamaklarda yapildigi gibi HF/6-31G* yontemi ile ‘Tek
Nokta Enerji’ hesab1 yaptirildi. Boylelikle polar niikleofilik mekanizmanin hiz
belirleme basamagi olan birinci basamak ic¢in aktivasyon enerjisi tespit edildi. Ayni
sekilde PM3 tek seviye hesaplamalarindan elde edilen sonuglara gore de aktivasyon
enerjisi tespit edildi. Elde edilen aktiflesme enerjisi ile Berny gecis konumu

optimizasyonu sonucu elde edilen birinci aktiflesme enerjileri kiyaslandi.

111.4.2. Model Yapilar Ile Mekanizma Modellenmesi

Aktif bolgedeki atom sayisinin fazla olmasit mekanizma modellemelerinde
secilebilecek yontemleri sinirlamaktadir. Bu sebeple mekanizma c¢alismalarinda aktif
bolgeye ait x-1511 yapist kiigiiltillerek farkli model yapilar olusturularak ¢aligmalar
yapildi. Boylece modeller arasindaki farklarin aktivasyon bariyeri tizerindeki etkileri
de incelenmis oldu. Model yapilar ile yapilan g¢aligmalar1 kisaca asagidaki gibi

Ozetleyebiliriz:

111.4.2.1. PM3 Yéntemi Ile Yapilan Calismalar
PM3 yontemi ile Polar Niikleofilik Mekanizmanin modellenmesinde
e Flavin + Benzilamin
e Flavin + Benzilamin + Tyr407 + Tyr444
e Flavin + Benzilamin + Tyr407 + Tyr444 + Phe352
e Flavin + Benzilamin + Tyr407 + Tyr444 + Phe352 + Tyr69
e Flavin + Benzilamin + Tyr407 + Tyr444 + Phe352 + Tyr69 + 11e335
e Flavin + Benzilamin + Tyr407 + Tyr444 + Phe352 + Tyr69 + 11e335 + kismen

diger cevre aminoasitleri ile toplam 140 agir atom igeren model yapi.

olmak tizere toplam alt1 farkli yap1 secilmistir. Her bir model ile reaksiyon yolundaki
yapilar optimize edilmeye ¢alistlmistir. ik model yapimiz olan flavin ve
benzilaminden olusan model yapida atomlardan higbirinin koordinati dondurulmadan
modellenmistir (Sekil II1. 22. a). Ikinci model yapi olan flavin, benzilamin, Tyr407 ve

Tyr444’ten olusan modelde flavin {i¢c metil karbon atomundan, Tyr407 ve Tyr444’te
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benzen halkalarinin C1-C4 ekseninde donme serbestligine sahip olacak sekilde o-C ve
yan zincir atomlarindan dondurulmustur (Sekil III. 22. b). Bu model yap1 aromatik
kafesi olusturan aminoasitlerin Polar Niikleofilik Mekanizmanin aktivasyon enerjisi

tizerindeki olasi etkilerinin incelenebilmesi i¢in olusturulmustur.

X, /,(
(a)
Sekil I11. 22 PM3 ile Polar Niikleofilik Mekanizma Calismasindaki Model Yapilar

(Reaktant kompleks): a) Flavin + Benzilamin, b) Flavin + Benzilamin + Tyr407 +
Tyrd44

Ugiincii model yap1 flavin, benzilamin, Tyr407, Tyr444 ve Phe352’den
olugmaktadir (Sekil III. 23. a). Bu model yap1 i¢in yapilan dondurma isleminde ise
farkli olarak Phe352 aminoasidinin de benzen halkasi C1-C4 ekseninde donme
serbestligine sahip olacak sekilde o-C ve yan zincir atomlarindan dondurulmustur.
Ugiincii model yapi ile flavinin re yiiziinde ve benzilamin ile etkilesimde olabilecek
diger bir aromatik aminoasidin reaksiyonun aktivasyon enerjisi tizerindeki etkilerinin
incelenmesi hedeflenmistir.

PM3 yontemi ile yapilan optimizasyonlardaki dordiincii model yapimiz ise
flavin, benzilamin, Tyr407, Tyr444, Phe352, Tyr69 ve Ile180’den olusmaktadir (Sekil
l11. 23. b). Ugiincii model yapidan farkli olarak Ile180 aminoasidi C2 ve C3
atomlarindan dondurulmustur. Olusturulan bu model ile benzilamin substratinin
cevresi kismen sarilmaya c¢alisilmis ve daha biiyiik bir model yap1 ile calismak

hedeflenmistir.
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(a)
Sekil I1I. 23 PM3 ile Polar Niikleofilik Mekanizma Calismasindaki Model Yapilar: a)
Flavin + Benzilamin + Tyr407 + Tyr444 + Phe352, b) Flavin + Benzilamin + Tyr407
+ Tyr444 + Phe352 + Tyr69 + ile180

Olusturulan besinci ve altincit model yapilar enzimin aktif bolgesinden sonra
caligilan en biiyilk model yapilardir. MAO A enziminin aktif bolgesinde H atomlari
dahil 353 atom bulunmakta ve ligandimiz olan benzilamin substrati da ilave edilince
toplam atom sayist 370°e ¢ikmaktadir. Aktif bdlgenin tamaminin dahil edildigi bir
mekanizma ¢alismasinda tek seviye PM3 yontemi kullanildiginda optimizasyonlarin
siiresi ¢cok uzamast ve zaman zaman dongli sayisinin yetmemesi ya da farkli
nedenlerden Otiirli hesaplamalar yarida kesilmektedir. Bu tip olumsuz kosullar
tyilestirebilmek icin aktif bolgedeki atom sayisi azaltilarak iki farkli model yap1
olusturuldu. Bu modeller toplam 79 (H atomlar1 dahil 152 atom) ve 140 (H atomlar
dahil 301 atom) agir atom igermektedir. 79 agir atoma sahip olan modelde flavin,
benzilamin, Tyr407, Tyr444, Phe352, Tyr69 ve [le335 aminoasitleri dahil edildi
(Sekil III. 24. a). 140 agir atoma (H atomlar1 dahil 301 atom) sahip olan model yap1
ise flavin, benzilamin, Tyr407, Tyr444, Phe352, Tyr69, Ile335 ve kismen GIn74,
Val91, Asnl81, 11e180, Met350, Phe208, 11e207 ve Ser209 aminoasitlerini
icermektedir (Sekil II1. 24. b).

56



< ; G 74:HG

JYRESHE
{YRADT7-CE? &
l IYR407:CZ
3
207§G h
BrREDCET AE20 F‘«;L'-M.Hb\ METES0:5D
- - " i I
- PHE 352:CD2 ]
J} & Eupzsoce
. X PRI CA \ -
/ { -
\ }agmaw
rd I
ALEZ350 '{ EHEZOB:CE T
) ~LE3Z5N
- {£180.c01
(a) (b)

Sekil III. 24 PM3 ile Polar Niikleofilik Mekanizma Calismasindaki Model Yapilar: a)
79, b)140 agir atomlu model yapilar

Optimizasyonlar yapilirken benzilamin tamamen serbest birakildi. Tyr407 ve
Tyr444’iin aromatik halkasi konformasyonel serbestlige sahip olacak sekilde fenol
gruplarinin para pozisyonlarindan donduruldu. 79 agir atom igeren modelde Phe352,
Tyr69 ve 1le180 aminoasitleri ise sadece {iger tane atomlarindan, 140 agir atom igeren
model de ayni sekilde Phe352, Tyr69 ve Ile180 aminoasitleri ise sadece iiger tane
atomlarindan ve modeldeki diger GIn74, Val91, Asn181, 11e180, Met350, Phe208,
[1e207 ve Ser209 aminoasitlerinin ise iki-li¢ atomundan donduruldu (Sekil I11. 25).
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Sekil II1. 25 PM3 Yontemi ile Calisilan Biiyiik Modellerde Koordinatlart Dondurulan
Atomlar: a) 79 agir atom igeren yapi, b) 140 agir atom igeren yapi. (Koordinatlari

dondurulan atomlar top model ile segili olarak gosterilmistir.)

79 ve 140 agir atom iceren model yap1 2.17 A ¢dziiniirliiklii 2Z5Y pdb kodlu
X-1511 yapisinin kiiciiltiilmesi ile elde edildi. Bu x-151m1 yapist incelendiginde flavinin
re yiiziinde sekiz adet H,O molekiiliiniin varlig1 tespit edildi. Bunun {izerine mevcut
sekiz adet H,O molekiiliiniin koordinatlar1 degistirilmeden, sadece yonelmeleri H bagi
yapacak sekilde yonlendirilerek Polar Niikleofilik Mekanizma modellemesine dahil
edildi (Sekil III. 26 ). Boylelikle H koprii baglarinin aktivasyon enerjisi tizerindeki

etkisi ve aktif bolge icindeki Ho,O molekiillerinin olas1 gérevi incelenmeye ¢aligildi.
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ile180

Sekil III. 26 79 Agir Atom + 8 H,O Molekiiliinden Olusan Model Yap: (H,O

molekdilleri anlasilir olmas1 amaciyla top model ile gosterilmistir).

111.4.2.2. PM6 Yéntemi ile Yapilan Calismalar
Gaussian09’un gelistirilmesi ile hesaplamalarimiza dahil ettigimiz yar1 deneysel
PM6 yontemi ile yapilan ¢alismalarda kullanilan model, PM3 yontemi ile yapilan

optimizasyonlardaki model yapilar ile ortiismektedir. Asagidaki listede verildigi gibi

e Flavin + Benzilamin

e Flavin + Benzilamin + Tyr407 + Tyr444

e Flavin + Benzilamin + Tyr407 + Tyr444 + Phe352

e Flavin + Benzilamin + Tyr407 + Tyr444 + Phe352 + Tyr69

modelleri ile ¢alisildi (Sekil III. 22 ve Sekil Ill. 23. a). S6z konusu modellerde
uygulanan atomlarin dondurulma islemi Bolim 1I1.4.2.1.°de anlatildigi gibi

yapilmustir.

111.4.2.3. HF Yontemi Ile Yapilan Calismalar

HF/6-31G* yontemi ile yapilan Polar Nikleofilik Mekanizmanin model
calismasinda mevcut imkanlarimiz yari deneysel yontemler ile ¢alisilan model
yapilarin tamaminin ¢alisilmasia izin vermedi. Dolayisiyla HF yontemi ile Polar

Niikleofilik Mekanizmanin modellenmesinde
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e Flavin + Benzilamin

e Flavin + Benzilamin + Tyr407 + Tyr444’den

olusan iki farkli model yapi ile calisildr (Sekil I11. 22). Ikinci model yap1 ¢alismasinda

koordinatlar1 dondurulan atomlar yar1 deneysel yontem ¢aligmalarindaki ile aynidir.

111.4.2.4. DFT Yo6ntemi Ile Yapilan Caligmalar

B3LYP/6-31G* yontemi ile yapilan Polar Niikleofilik Mekanizmanin
modellenmesinde daha hassas yontem secilmesi calisilan model yapiyr sinirlamistir.
DFT yontemi ile sadece flavin ve benzilaminden olusan kiiciik yapt modellenmistir

(Sekil 111. 22. a).

111.4.2.5. MP2 Yéntemi ile Yapilan Calismalar
Ayni sekilde MP2/6-31G* yontemi ile yapilan mekanizma modellenmesinde de
yiiksek seviye yontem secilmesi ¢alisilan model yapiyr sinirlamistir ve sadece flavin

ve benzilaminden olusan tek model yapi ile ¢alisma yapilmistir (Sekil I11. 22. a).

111.4.3. H,O’lu Polar Niikleofilik Mekanizmanin Onerilmesi ve Modellenmesi

MAO A’nin protein data banktaki diisiik ¢oziiniirliiklii x 1511 yapilarinda
enzimdeki H,O molekiilleri yer almamaktaydi. Protein data banka Nisan 2008
tarihinde eklenen daha yiiksek ¢oziiniirliiklii 2Z5X (2.2 A) ve 2Z5Y (2.17A) x 151m
yapilar1 incelendiginde flavinin re-yliziinde sekiz adet H,O molekiili gozlendi.
Literatiirde HO iizerinden yiirliyerek diizenlenen reaksiyonlarda aktivasyon
bariyerinin diistigii [65-67] hatta baz1 arastirmalarda yar1 degerine indigi [68] ve daha
kararli driinler elde edildigine dair arastirmalarin bulunmaktadir[69]. Polar
Niikleofilik Mekanizma H,O yardimi ile yeniden onerildi ve gesitli model yapilar ile
hesaplamalar yapild1 (Sekil Il1. 27). Boylelikle aktif bolgenin i¢indeki mevcut olan su
molekiillerinin reaksiyonun H,O {iizerinden yiiriimesini kolaylastirici bir etkisi olup

olmadigi incelendi.
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Sekil I11. 27 H,0 Uzerinden Yiiriiyen Polar Niikleofilik Mekanizma
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Mekanizma incelemelerinde yedi ayr1 model yap1 olusturulmustur ve tiim modeller

PM3 yar1 deneysel yontemi ile ¢alisilmistir.

e Flavin + Benzilamin + H,O

Flavin + Benzilamin + Tyr407 + Tyr444 + H,0

e Flavin + Benzilamin + Tyr407 + Tyr444 + Phe352 + H,0

e Flavin + Benzilamin + Tyr407 + Tyr444 + Phe352 + H,0 (12 atom redundant)
e Flavin + Benzilamin + Tyr407 + Tyr444 + Phe352 + Tyr69 + 11e335 + H,0

e Flavin + Benzilamin + Tyr407 + Tyr444 + Phe352 + Tyr69 + 11e335 + 8H,0

e Flavin + Benzilamin + Tyr407 + Tyr444 + Phe352 + Tyr69 + 11e335 + kismen

diger ¢cevre aminoasitleri + H,O ile toplam 140 agir atom igeren model yapi.

Optimizasyonlar yapilirken benzilamin tamamen serbest birakildi. Flavin sahip
oldugu ii¢ metil karbon atomundan, tirozin aminoasitleri zincir atomlarindan ve
aromatik halkalarinin konformasyonel serbestlige izinli olacak sekilde para karbon
atomlarindan, Phe352 aminoasidi de aym sekilde konformasyonel serbestlige izinli
olacak sekilde p-C ve yan zincirdeki tiim agir atomlarindan donduruldu. Caligilan bir
diger model yap1 da Flavin, Benzilamin substrati, Tyr407, Tyr444, Phe352 ve
H,O’dan olugsan model yapida koordinatlari dondurulan atom sayist 21°den 12°ye

azaltilarak hesaplamalar tekrarlandi (Sekil III. 28). Boylelikle atom koordinatlarinin
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dondurulmasmin aktivasyon enerjisi iizerindeki etkisi incelendi. Yapilan bu

caligmalarda tek seviye PM3 yar1 deneysel yontemi kullanilmastir.

Sekil III. 28 12 Atomun Koordinatinin Donduruldugu Flavin + Benzilamin + Tyr407
+ Tyr444 + Phe352 + H,O Model Yapisi (Koordinatlari dondurulan atomlar top

model ile secili olarak gosterilmistir.)

H,0O’lu Polar Niikleofilik Mekanizma ¢alismasinda olusturulan diger ii¢ model
yap1 yukaridaki listede verilmistir. H,O’lu polar niikleofilik ¢aligmanin en biiytlik
model yapilarini olusturan 79 (Flavin + Benzilamin + Tyr407 + Tyr444 + Phe352 +
Tyr69 + 11335 + H,0) ve 140 (Flavin, Benzilamin, Tyr407, Tyr444, Phe352, Tyr69,
Ile335 ve kismen GIn74, Val91, Asnl81, Ile180, Met350, Phe208, 11e207 ve Ser209)
agir atom iceren model yapilar Boliim III. 4. 2. 1’de anlatildig1 gibi dondurulmustur
(Sekil I11. 29). Ilave edilen H,O molekiilii ise serbest birakilmustir.
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(a) (b)

Sekil 111. 29 Tek Seviye PM3 Yontemi ile HoO’lu Polar Niikleofilik Mekanizma
Calismasindaki Model Yapilar: a) Flavin + Benzilamin + Tyr407 + Tyr444+ Phe352+
Tyr69 + 11e335 + H,0O (79 agir atom), b) Flavin + Benzilamin + Tyr407 + Tyr444 +

Phe352 + Tyr69 + ile335 + kismen diger ¢evre aminoasitleri + H,O (140 agir atom)
(Model yap1 goriintiilerinin anlasilir olmasi amactyla H,O top seklinde, benzilamin ve

flavin gubuk model seklinde, protein yapisi ise ¢izgi seklinde gosterildi.)

H,0 iizerinden yiiriiyen Polar Niikleofilik Mekanizma i¢in hazirlanan yedinci
model yap1 da aktif bolgenin re yiiziindeki sekiz HoO molekiiliiniin model yapiya
dahil edildigi ve bu H,O molekiillerinden biri {izerinden mekanizmanin modellendigi
yapidir (Sekil II1. 30). Modeldeki H,O molekiillerinin koordinatlar1 dondurulmamus,

tamamen serbest birakilmistir.
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Sekil 111. 30 PM3 Yontemi ile H,O Ilave Edilerek Atom Sayisi Azaltilmis Model
Calismalar1 Icin Diizenlenen Aktif Bolge Yapilari, (b) 79 agir atoma sahip yapi.
(Model yapr goriintiilerinin anlasilir olmasi amaciyla H,O molekiilleri top model

olarak verilmistir.)

I11. 4. 4. Kii¢iik Model Yapilar Ile Onerilen Mekanizmalarin Karsilastirilmasi

Polar niikleofilik, Sulu polar ve Hidriir mekanizmalar kiigiik model yapilar
olusturularak aktivasyon enerjileri yiiksek seviye yontemler ile karsilastirildi.
Olusturulan model yapilari iki grupta toplayabiliriz: Sekil III. 31°de gosterilen I. grup
olarak tanimlayabilecegimiz model yapilar bu tez galismasi kapsaminda olusturulan
en kiiciik model yapilar1 olustururken, II. grup olarak tanimlayacagimiz model yap1
(benzilamin+flavin) ise bu tez ¢alismasinda ve daha onceki S. Erdem danismanliginda

yonetilen tez ¢alismalarinda kullanilan model yapilardir[70, 71].

111.4.4.1. 17 ve 19 Atomlu Modeller ile Mekanizmalarin Karsilastirilmasi

Mekanizmalarin karsilastirilmasi farkli yontem ve temel kiimeler ile yapildi.
Daha onceki ¢aligmalarda Polar Niikleofilik Mekanizmanin araiiriinii DFT yontemleri
optimize edilmeye c¢alisilmis ancak basarilamamustir. Standart DFT yontemleri amin
N’u ile flavin C(4a) arasinda bag olusturamamaktadir. Bunun sebebi olarak
dispersiyon etkisinin hesaba katilmamasi diistiniilmiistiir. Dispersiyon etkisi
Gaussian09 programinda CAM/B3LYP [72] ve WB97XD [73, 74] yontemleri ile
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hesaplamalara dahil edilmistir. BOylece Polar Niikleofilik Mekanizmanin yiiksek
seviye yontemler ile modellenmesinin 6nii agildi. Yiiksek seviye yontemler ile

caligsabilmek icin olusturulan en kiiclik model yapilar 17 ve 19 atom igermektedir

(Sekil T1l. 31).

(a) (b) (©) (d)

Sekil III. 31 Mekanizmalarin Karsilastirilmasinda Kullanilan Model Yapilar: (a) 17
atom i¢eren model A, (b) 17 atom +H,O igeren Model A, (c) 19 atom i¢eren model B,
(b) 19 atom +H,0 igeren Model B.

Bu kiigiik modeller ile ¢aligilan yontem ve temel kiimeler PM3, PM6, HF/6-
31G*, HF/6-31+G**, DFT/6-31G*, DFT/6-31+G**, CAMB3LYP/6-31G*,
CAMB3LYP/6-31+G**, WB97XD/6-31G*, WB97XD/6-31+G** ve MP2/6-
31+G**’dir. Segilen yontem ve model yapilar ile polar niikleofilik, sulu polar ve
hidriir mekanizmalarin aktivasyon enerjileri karsilastirildi. Reaksiyonun potansiyel
enerji yiizeyindeki reaktantlar, ara iirlin, iirlin ve gecis konumlari tamamen optimize

edildi. Gegis konumlari tek bir sanal frekans ve IRC hesaplari ile dogrulandi.

111. 5. KARBONIL MEKANiIiZMANIN ONERILMESI

Bu tez calismasi sirasinda MAO A’nin amin oksitleme mekanizmalarini
incelerken literatiirde olmayan yeni bir mekanizma onerildi. Bu mekanizmanin
onerilmesinin sebebi flavin iizerindeki yiik dagilimidir. Flavin {izerindeki yiik
dagilimi HF/6-31G* yontemi ile yapilan hesaplamada asagida Sekil 111.32°de verildigi

gibi bulunmustur.
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Sekil II1. 32. Flavin Uzerindeki Mulliken Yiik Dagilimi

Bunun {izerine benzilamin N’unun bag yapmamis elektronlar ile pozitif ytikii
C4a’ya gore ¢ok daha biiylik olan C4’e saldirabilecegi fikri iizerinde duruldu. Bu
fikirden hareketle asagida Sekil I11.33 ve Sekil I11.34°te goriilen Karbonil Mekanizma
ve H,O’lu Karbonil Mekanizma olmak iizere iki farkli mekanizma yazildi. Yazilan bu
iki farkli mekanizma tek basamakta veya iki basamakta H* transferi yapacak sekilde
mekanizma A ve mekanizma B olmak iizere iki farkli formda yazildi. Onerilen bu
mekanizma Sekil II1. 22.a’da gosterilen flavin ve benzilaminden olusan model yap1 ile

yar1 deneysel PM3 ve PM6 yontemleriyle modellendi.
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Sekil II1. 33. a. Karbonil Mekanizma A (tek basamakta H" transferi)
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Sekil I11. 33. b. Karbonil Mekanizma B (iki basamakta H transferi)

Sekil III. 34. a’da verilen H,O’lu Karbonil Mekanizma A’da amin N’unun C4’e

saldirmasi ve karbonil O’inin H,O’nun H’ini almas1 ayn1 basamakta gerceklesir.
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Sekil II1. 34. a. H,O’Iu Karbonil Mekanizma A (tek basamakta H transferi)
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Sekil I11. 34. b. H,O’lu Karbonil Mekanizma B (iki basamakta H transferi)

Sekil II1. 34. b’de verilen H,O’lu Karbonil Mekanizma B’de ise benzilamin N’u
once C4’e saldirir, karbonil O’1 ve C4 arasindaki cifte bag O {izerine acilarak O
iizerinde negatif yiikiin biriktigi bir ara {iriin olusturur. Daha sonra O {izerinde biriken
elektron yogunlugu H,O’nun H’ine saldirir, diger reaksiyon basamaklar1 Sekil I11. 34.

a’da verilen reaksiyon semasindaki ile aynidir.

I1l. 6. P-SUBSTITUE BENZILAMIN TUREVLERI iLE YAPILAN
CALISMALAR VE YAPI AKTIVITE ILISKILERI

Calismamizda substratimizi olusturan benzilaminin para pozisyonunda & ¢eken
ve veren gruplarin delokalizasyon yoluyla Onerilen mekanizmalarin iizerinde etkisi
incelendi. MAO B izo enzimi igin yapilan deneysel g¢alismalarin mevcut olmasi
calismamizin bu boliimiinden elde edilen teorik verilerin deneysel veriler ile
kiyaslanmasini saglamistir. P-X-benzilamin X: H, F, CI, Br, I, Me, MeO, EtO, IsoPr,
N(CHj3)2, n-Bu, NO,, CF3, CF30 ve t-Bu siibtitiientleri ile modellendi.

P-Siibstitiie Benzilamin Calismalar1 igin Olusturulan Model Yapilar:
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I11. 6. 1. Flavin + Benzilamin Modeli

Sekil III. 22. a’da gosterilen model yapi ile X: H, F, CI, Br, I, Me, MeO, EtO,
IsoPr, N(CHs),, n-Bu, NO,, CF30 ve t-Bu siibtitiientleri ile modellenen yap1 yari
deneysel PM6 yontemi ile optimize edildi. Hesaplamalarda Polar Niikleofilik
Mekanizma’ya reaksiyon basamaklarindaki yapilarin optimizasyonlari, flavin ve
benzilaminden olusan diger model yapilarda oldugu gibi yapidaki atomlarin

koordinatlar1 dondurulmadan optimizasyonlar gerceklestirildi.

I11. 6. 2. Flavin + Benzilamin + Tyr407 + Tyr444 + Phe352 Modeli
Sekil II1.35’te gosterilen model yap1 X: H, F, Cl, Br, I, Me, MeO, EtO, IsoPr,
N(CHs)2, n-Bu, NO,, CF30 ve t-Bu siibtitiientleri ile modellendi.

Phe352 ?%/
Sekil Ill. 35 P-Siibstitiie Benzilamin Tiirevleri Ile Yapilan Calismada Olusturulan
Model Yapu.

Olusturulan bu model yapida flavin sahip oldugu ii¢ metil karbon atomundan,
tirozin aminoasitleri zincir atomlarindan ve aromatik halkalarmin konformasyonel
serbestlige izinli olacak sekilde p-C atomlarindan, fenilalanin aminoasidi de
konformasyonel serbestlige izinli olacak sekilde p-C ve yan zincirlerinin tiim agir
atomlarindan donduruldu. Yapilan optimizasyonlarda yari deneysel PM3 yoéntemi
kullanilarak reaktant kompleks ve 1. gecis konumu optimize edildi. Boylece Polar
Niikleofilik Mekanizma’nin hiz belirleme basamagi olan 1. aktivasyon enerjisi

tizerinde elektron ¢eken ve veren siibstitiientlerin etkisi incelenmis oldu.
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I11. 6. 3. Aktif Bolgenin Igine P-Siibstitie Benzilamin Tiirevlerinin

Yerlestirilmesi

Benzilamin ve p-siibsititiie benzilamin tiirevlerinin dogal enzimin aktif
bolgesindeki etkileri  karsilastirildi.  Bu  optimizasyonlarda dogal enzim
optimizasyonlarindaki ¢alisma modelimiz olan Sekil Ill. 10’da gosterilen MAO A
enziminin aktif bolge aminoasitlerinin tamami model yapiya dahil edildi. Aktif
bolgedeki atomlarin koordinatlarinin  dondurulma islemi ise dogal enzim
optimizasyonlarinda yapildigi gibidir. Aktif bolgeyi olusturan tiim agir atomlarin
koordinatlar1 donduruldu, Tyr407 ve Tyr444 amino asitlerine konformasyonel
serbestlik verildi. Substrat olarak ise sirasiyla p-X-benzilamin tiirevleri olarak X: H,
F, Cl, Br, I, Me, MeO, EtO, IsoPr, N(CH3),, n-Bu, NO,, CF;, CF;O ve t-Bu
stibtitiientleri se¢ildi.

Oncelikle enzim aktif bdlgesinin igine substrat eklenmeden tek seviye yari
deneysel PM3 yontemi ile optimizasyonu gercgeklesti. Sirasiyla her bir p-siibstitiie
benzilamin tiirevi tek bagina PM3 yontemi ile optimize edildi. Daha sonra p-siibstitiie
benzilamin tiirevleri sirasiyla aktif boélgenin i¢inde benzilamin N-flavin C(4a)
arasindaki 2.5-6 A’luk reaksiyon yolunda 0.5 A’luk adimlar ile flavine dogru
yaklagtirilarak optimizasyonlar yapildi. Bu optimizasyonlarda elde edilen enerji
degerleri incelendiginde her bir siibstitiitent i¢in reaksiyon yolundaki minimum
enerjiye sahip oldugu nokta belirlendi. Her bir siibstitiient aktif bolgenin i¢inde tespit
edilen minimum enerji noktalarinda serbest birakilarak optimize edildi. Yapilan bu
optimizasyonlar ilk yapilan optimizasyonlara gore daha diisiik enerji degerleri elde
edildi.

Elde edilen degerler mevcut deneysel veriler ile karsilastirildi ve Yapi-Aktivite
Mliskileri (SAR) kurulmaya ¢alisildi. Enzim ile substratlarin baglanma enerjileri (AEp)
hesaplandi, AE,, ile V,, (van der Waals hacmi), Es (Taft sterik parametresi), = (lipofilik
ozellik sabiti), o (elektronik siibstitiient sabiti) ve deneysel logKy korelasyonlar
arastirildi. Tepkimelerin aktivasyon enerjileri (AE™) hesaplanmaya ¢alisildi ve bunun

o ve deneysel Keq (flavinin indirgenme hiz1 ) ile korelasyonuna bakildi.
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I11. 6. 4. P-Siibstitiie Benzilamin Tiirevleri Ile Yapilan Docking Calismalari

MAO A enziminin p-siibstitiie benzilamin tiirleri ile yapilan deneysel
caligmalar1 [12] Polar Niikleofilik Mekanizma ile olduk¢a uyumlu sonuglar vermistir.
Ayrica, gaz fazinda yapilan hesapsal caligmalar da bu calismalar1 desteklemistir [9].
Bu sebepler ile bu tez ¢alismasinin kapsaminda p-siibstitiie benzilamin analoglar ile
modelleme ¢alismalarinin yaninda Docking calismalar1 da yapildi. Oncelikle docking
caligmalar1 i¢in enzimin X-1s51n1 yapisindaki inhibitor silinerek isleme baslandi.
Calisilan substratlar sirasiyla p-X-benzilamin tiirevleri X: H, F, Cl, Br, I, Me, MeO,
Et, EtO, I-Pro, N(CHj3),, n-Bu, NO,, NH,, CF3, CF30, t-Bu, OH, COOH ve COH
olmak iizere toplam 20 adet substitiient secildi. Her bir siibstitiiente dnce Spartan
programinda [75] PM3 yar1 deneysel yontemiyle konformasyon taramasi yapilarak en
kararli konformasyonlar1 tespit edildi. Daha sonra AutoDock 4.2 programi [76]
kullanilarak docking islemi yapildi. Docking isleminde flavin N5 merkez olarak kabul
edilerek 70x70x70 A%>liik bir hacimde substratlar icin baglanacaklar1 bolge olarak

tayin edildi. Docking islemi sonucunda K; ve Eginging degerleri hesaplandi.
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BOLUM IV

SONUCLAR VE TARTISMA

IV.I. DOGAL ENZIM HESAPLAMALARINDAN ELDE EDILEN
SONUCLAR

Boliim II1.2.1°de anlatildig1 gibi dogal enzim optimizasyonlarinda aromatik
kafesi olusturan Tyr407 ve Tyr444 aminoasitleri iki farkli yaklasim ile donduruldu.
Ikinci yaklasimda konformasyonel serbestlik dikkate alindi ve bu optimizasyonlar,
tirozinlerin tamamen donduruldugu birinci yaklagimdan daha kisa zamanda
gergeklesti. Yapilan bu farkli iki tip optimizasyon sonucunda planar ve dik
konformasyonlara ait elde edilen degerlere ait grafikler asagida verilmistir (Sekil
IV.1). Birinci ve ikinci yaklagimla yapilan optimizasyonlarin enerji grafikleri
incelendiginde, 1. optimizasyonlar, planar ve dik konformasyonlarin herikisi i¢in yeni
optimizasyonlara gore daha yiiksek enerjili olarak bulundu. Bu veri aromatik kafesin

konformasyonunun sterik olarak 6nem tasidigin1 gostermektedir.

Opt(1) ve Opt(2) Tek Nokta Enerji Degigimi Opt(1) ve Opt(2) Tek Nokta Enerji Degisimi
Dik Konformasyon Planar Konformasyon
2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65
5 -8562.72 3 -8562.730
< < _8562.740
T -8562.74 S -8562.750
5 5 -8562.760
g "8562.76 © -8562.770
£ < -8562.780
S .
2 -8562.78 £ ser.790
3 _8562.80 © -8562.800

| —e— Opt (2) Pnr —=— Opt(1) Pinr

| —s— Opt (2) Dik —=— Opt(1) Dik

(a) (b)
Sekil 1V. 1. Opt(1) ve Opt(2) Optimizasyonlarinda Enerji Degisimi: (a) Dik, (b)

Planar Konformasyon
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Tirozinlerin konformasyonlarinin benzilaminin amin N’u tizerindeki etkisi de
incelendi. Tirosin konformasyonlarinin  serbest birakildigi  dik  benzilamin
optimizasyonlarinda amin N’u iizerindeki kismi negatif yiikiin 4.5 ve 6A disindaki
mesafelerde daha fazla oldugu goriilmistir (Sekil IV. 2. a). Planar benzilaminin
opt(2) hesaplamalarinda amin N’u izerindeki yik yogunlugu tirozinlerin
konformasyonel serbestliginden etkilenmemektedir (Sekil IV. 2. b). Tablo Il1l.1
incelendiginde Tyr407 amino asidi benzilaminin dik veya planar konformasyona
sahip olmasindan 3-4°’lik bir a¢1 kadar etkilenmesine karsin Tyr444 aminoasidi
benzilamin konformasyonundan c¢ok daha fazla etkilenmektedir. Bu Tyr407
aminoasidinin konformasyonunu korumasinin bir nedeni oldugunu gostermektedir.
Nedenlerden biri Tyr407 amino asidinin substrat ile daha fazla etkilesmesi ve bunun
sonucunda konformasyonunu korumak istemesi olabilir. Planar konformasyonda amin
N’u {izerindeki yiik artisinin fazla olmasinin sebebi ise planar konformasyona sahip
olan substrat ile Tyr407’ nin aromatik halkasindaki m elektronlar1 ile benzilamin H’1

arasindaki H bagi etkilesimlerinden kaynaklanabilir.

OPT(1) VEOPT(2) AMIN N YOKO OPT(1) VE OPT(2) AMIN N YUKU
DiK KONFORMASYON PLANAR KONFORMASYON
2025 30 35 40 45 50 55 60 65 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
5.91 5903
5.90 - 5.92
5.89 591
5.90
5.88
5.89
>871 588
5.86 1 5.87
5.85 4 5.86
5.84 - 585
5.83 5.84
583
5.82
582
Dik Konf Opt(2) N Y tikii Dik Konf Opt(1) N'Y kil —e— Planar Konf Opt(2) N yiikii —8— Planar Konf Opt(1) N yilkii
(@) (b)

Sekil 1V. 2 Opt(1) ve Opt(2) Optimizasyonlarinda Benzilamin Azotunun Elektron
Yogunlugunun Karsilastirilmasi: a) Dik Konformasyon, b) Planar Konformasyon

Yapilan bu optimizasyonlara gére, MAO A enziminde benzilamin substratinin
benzilamin aC-Flavin N(5) arasindaki reaksiyon yolunda dik konformasyonu planar
konformasyondan daha kararli olarak bulundu (Sekil IV. 3). MAO B enzimi igin S.
Erdem ve grubu tarafindan yapilan [15] calismada benzilamin substratinin planar

konformasyonun daha kararli oldugu bulunmustur. MAO A’nin ve MAO B’nin x-
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1511 yapilarina bakildiginda, MAO A’nin aktif bolgesinin seklinin MAO B’nin aktif
bolgesinden farkli oldugu goriilmektedir. MAO A’da benzilaminin hareket ettigi
reaksiyon yolunun daha kisa ve genis olmasina karsin MAO B’deki reaksiyon yolu
daha uzun ve dardir [3]. Iki enzimdeki benzilaminin kararli konformasyonunda
goriilen bu degisikligin sebebinin aktif bolgelerindeki yapisal farkliliktan

kaynaklandig1 diigtintilmektedir.

Opt (2) Tek Nokta Enerji

-8562.740

-8562.750 4

-8562.760 4

-8562.770 4

-8562.780 A

Tek Nokta Enerji (au)

-8562.790 A

-8562.800 -

BenzilaminC-Flavin N5

—®— Pinr —8— Dik

Sekil 1V. 3 Planar veya Dik Benzilamin Iigeren MAO A Enziminin Benzilamin aC-
Flavin N(5) Reaksiyon Yolu Boyunca Olan Enerji Degisimi

Tirozin halkalarina konformasyonel serbestlik verilerek yapilan hesaplamalar,
benzilaminin N atomu ve flavinin C(4a) atomu arasindaki mesafe degistirilerek
tekrarlanmigtir. Benzilamin N-flavin C(4a) arasindaki reaksiyon yolunda aromatik
kafesin disinda dik konformasyonun genellikle kararli oldugu, aromatik kafesin
etkisine girdigi ve flavine dogru yaklastig1 3.0 A’dan yakin mesafelerde substratin

planar konformasyonun kararli oldugu bulunmustur (Sekil IV. 4).

74



1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 6.5
-8562.70

-8562.72

-8562.74 -

-8562.76 -

-8562.78

-8562.80 -

Toplam Enerji (kcal/mol)

-8562.82

Reaksiyon Yolu ( N-C4a)

—— Dik —=— Planar

Sekil 1V. 4 Planar ve Dik Benzilamin Iceren MAO A Enziminin Benzilamin N-Flavin

C(4a) Reaksiyon Yolu Boyunca Olan Enerji Degisimi

IV.1.1. Aromatik Kafesin Amin Azotu Uzerindeki Etkisi

Benzilamin flavine dogru ilerlerken amin aC-flavin N(5) mesafesi yaklasik 3.5A
oldugunda aromatik kafesin etkisine girmektedir. Benzilamin N’u iizerindeki elektron
yogunlugu izlendiginde (Sekil IV. 2) 4A dan baslayarak hizli bir artisin oldugu tespit
edilmistir. Substratin flavin halkasina yaklasmasmin da elektron yogunlugunu
degistirebilecegi fikrinden yola ¢ikilarak, flavinin etkisi esitlik III.11 kullanilarak
ortadan kaldirilmistir. Amin N’u iizerindeki net yiik degisimine bakildiginda (Sekil
IV. 5) ise 3.5A’a kadar degiskenlik gosterdigi ancak 3.5 Ada artis gosterdigi ve
flavine yaklasirken hemen hemen sabit kaldig1 goriilmektedir. Amin azotu tizerindeki
net yiik hesaplanmasi Bolim III. 2. 1. 7°de anlatildig1 gibi esitlik III. 12’ye gore
dogrudan aromatik kafesi olusturan tirozin aminoasitlerinin etkilerini gostermektedir.
Bu sonuglardan hareketle amin N’unun iizerindeki yiik degisiminin sebebi aromatik
kafese baglanabilir. Ayrica, benzilamin azotunun elektron yogunlugu iizerinde
aromatik  kafesin  etkisinin  planar konformasyonda daha fazla oldugu

gozlemlenmektdir.
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N'un Uzerindeki Net Yiik Yogunlugu
0,04 -

0,03 1
0,02 A

0,00 . . —— . —
-0,02P0 250 3,00 3,5 4,00 5,50 \ifo 6,50
-0,02 1

-0,03 -

Yiik Yogunlugu

Amin C-Flavin N(5)

—&— Dik —&— Manar

Sekil IV. 5 Benzilamin Azotu Uzerindeki Net Yiik Yogunlugu

p-NO2 benzilamin ve benzilamin substratlarinin optimizasyon sonuglari

karsilastirildiginda Sekil IV. 6’daki grafikler elde edilmistir.

Amin N'u Uzerindeki Yiik Yogunlugu Substrat Alfa C Yik Yogunlugu

4,24
4,22
£ 418 \\V \\
4,16 /—‘\\
' S 4141 \\§<
o _\/ 412
4,10

580 2,00 250 300 350 4,00 450 500 550 6,00 6,50
2,00 2,50 3,00 3,50 4,00 4,50 5,00 5,50 6,00 6,50
Amin C- Flavin N(5)

Amin C-Flavin N(5)

i
L
?

J\S
Yiik Yogunlugt

Yiik Yogunlugu
I
®
&

—e—pinz benz —=— dikbenz plnr p-NO2-benz dik p-NO2-benz —— plnr benz —%— dik benz plnr p-NO2 benz dik p-NO2 benz

(a) (b)

Sekil IV. 6 p-NO2 Benzilamin ve Benzilamin Substratlarinin Yiik Yogunluklarinin

Karsilastirilmasi: a) N atomu {izerinde, b) aC atomu tizerinde

MAO A enziminde substratin amin azotu iizerindeki elektron yogunlugu;

Planar benzilamin>Planar p-NO, benzilamin>Dik benzilamin>Dik p-NO; benzilamin
seklindedir. S. Erdem ve grubu tarafindan MAO B icin benzilamin ve p-NO2

benzilamin substratlar1 ile yapilan ¢alismada [15] amin N’u {izerindeki elektron

yogunlugunun siralamasi;
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Planar p-NO; benzilamin > Dik p-NO, benzilamin > Planar benzilamin > Dik

benzilamin

olarak bulunmustur. -NO; grubu kuvvetli elektron c¢eken bir gruptur. Planar
konformasyonda -NO, grubunun azotu ile benzen halkasi delokalizasyona izin
vererek halkadan daha ¢ok elektron ¢ekilmesi ve indiiktif etki ile benzilaminin aC
atomunun elektron yogunlugunu azaltmasi beklenir. Ancak siralamaya bakildiginda
MAO B’nin aksine MAO A’da planar ve dik konformasyonlarin her ikisinde de
benzilamin substratindaki amin azotunun elektron yogunlugu daha fazladir. Bu durum
amin azotunun elektron yogunlugunu etkileyen aromatik kafesin her iki enzimde
farkli derecede etki yaptig1 sonucunu akla getirmektedir.

Benzilamin azotunun elektron yogunlugundaki artigta aromatik kafesi olusturan
Tyrd07 ve Tyr444 aminoasitlerinin net etkilerini esitlik II1.11°deki denklem ile ayri
ayr1 hesaplanmasindan elde edilen degerlere ait grafik Sekil IV. 7°de goriilmektedir.
Sekil IV. 7 incelendiginde, benzilaminin aromatik kafesin etkisine girdigi 3.5A ve
daha yakin mesafede Tyr407 planar ve dik konformasyonlarin her ikisinde de amin

azotundaki ylik yogunlugunu daha ¢ok arttirmistir.

Benzilamin Azotu Uzerindeki Yiik Yogunlugundaki Degisim

0,03 1
0,02 A "\H\R

0.01 | /\/‘\

~— ‘—’\, \ 4 \’

0,00 ]
,pO 2, \p\_j 0 5,50 6 OO 6,50
-0,01 A

-0,02 -

Yiik Yogunlugt

N

Amin C-Flavin N(5)

—&— Dik Konf.da Try444'un Net Etkisi —#— Dik Konf.da Tyr407'nin Net Etkis
Pinr Konf.da Tyr444'in Net Etkisi Pinr Konf.da Tyr407'nin Net Etkisi

Sekil IV. 7 Benzilamin N’u Uzerindeki Net Yiik Degisimi
Asagida Sekil 1V. 8’de verilen grafikle amin N’u {izerindeki elektron yiikiiniin

planar ve dik konformasyonlar i¢in ayr1 ayr1 dogal enzimdeki amin N’u {izerindeki

elektron yiikiine kars1 degisimini gostermektedir.
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Elektronik Yiik Farki
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|+ Tyra07 Etkisi —8— Tyr444 Etkisi Dogal EnZiml |+ Net Tyr407 Etkisi —— Net Tyr444 Etkisi Dogal Enzim

Sekil IV. 8 Benzilamin N’u Uzerindeki Yiiklerin Kiyaslanmasi
Yukaridaki grafikler incelendiginde amin N’u tizerindeki yiik artiginin

Dogal Enzim>Tyr407 Etkisi>Tyr444 Etkisi
seklinde degistigi goriilmektedir. Bu sonu¢ yukaridaki Sekil IV.7°de gosterilen
grafikler ile uyumludur. Dogal enzim yapisinda Tyr407 ve Tyr444’iin birlikte olmasi
amin N’u iizerindeki yiik artisinin en ¢ok olmasi gerektigini tahmin ettirmektedir Ki
bu grafik bu fikri dogrulamaktadir. Tyr407’ nin etkisinin Tyr444’e gore daha fazla
oldugu yukarida Sekil IV. 8’de verilen grafiklerde gosterilmistir.

IV.2. MUTASYON CALISMALARINDAN ELDE EDiLEN SONUCLAR

MAO A i¢in yapilan mutasyon caligmalar1 aromatik kafesi olusturan Tyr444
icin 4 farkli, Tyr407 amino asidi i¢in ise 2 farkli aminoasit ile yapildi ve bu
caligmalardan elde edilen sonuglarin dogal enzime kars1 grafikleri ¢izildi.

Tyr444 mutantlarinin planar ve dik konformasyonlari i¢in elde edilen optimize
yapilara HF/6-31G* yontemi ile yapilan tek nokta enerji grafikleri sekilde verilmistir
(Sekil V.9 ve 1V.10). Dik konformasyonun enerjisinde, 3.5-6.0 A arasinda,
mutasyona bagl bazi inis ¢ikiglar goriilmekte ancak flavine yaklastikca enerjiler yakin
degerlerde seyretmektedir. Planar konformasyonun enerjisinde ise daha dikkat ¢ekici

degisimler gozlemlenmistir.
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Sekil 1V. 9 insan MAO A’smin Aktif Bolgesinde Dogal Enzim ve Tyr444 Mutant
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Sekil 1V. 10 Insan MAO A’smin Aktif Bolgesinde Dogal Enzim ve Tyr444 Mutant
Enzimlerinin Benzilaminin Dik Konformasyonu I¢in Enerji Degisimi: Enerjiler en
diisiik enerji noktalarina gore verilmistir. En diisiik enerji noktalari: (a) Tyr444Phe
6A, -8487.94273359 au (b) Tyrd44His 6A, -8482.04011494 au. (c) Tyrd44Leu 6A -

8375.49304797au. (d) TyrdddTrp 4A, -8618.69274101 au. (e) Dogal enzim 4A, -
8562.79577376 au.

Benzer bir davranig amin azotunun elektronik yiik degisiminde gézlenmektedir
(Sekil 1V. 11). Bu bilgi gosteriyor ki substratin planar konformasyonu flavine dogru

olan hareketi boyunca yakinindaki aminoasitlerden dik konformasyona oranla daha
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fazla etkilenmektedir. Elektronik 6zelliklerdeki bu degisimlerin sonucu olarak planar
konformasyon i¢in mutasyonlarin etkilerini analiz etmek giictiir. Dik konformasyon
icin tiim Tyr444 mutant proteinleri ve dogal enzim, NH/n etkilesimlerinin etkisinin
basladig1 4 A’dan daha yakin mesafelerde amin azotunun negatif yiikiinde hizli bir
artis gosterir. Tyr444 mutant proteinleri i¢in ise, 2.5-4 A arasinda, elektronik yiikteki
degisimin siddeti dogal enzimdeki gibi oldukga nettir. Boylece anlasiliyor ki Tyr444
mutasyonu amin azotundaki ylik dagilimini pek etkilememektedir. Bununla beraber
amin azotunun yiikiinde aromatik kafesi olusturan Tyr407 ve Tyr444 arasinda iken
net bir artig oldugu goriildiigiinden, amin yiikiindeki bu artisa Tyr407 amino asidinin
neden oldugu diisliniilebilir. Bu tahminin dogrulugunu arastirmak ve Tyr407’nin

roliinii test etmek amaciyla, Tyr407 mutant ¢alismalar1 yapildi.
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Sekil 1V. 11 Tyr444 Mutant Enzimlerinde Amin Azotundaki Mulliken Yiikii (a) Dik
Konformasyon (b) Planar Konformasyon.

Losin alifatik izopropil yan zincirine sahip ve tirozine kiyasla tamamen farkl
elektronik yapiya sahiptir. Boylelikle, aromatik halkanin etkisini degerlendirme dis1
birakmak icin 16sin mutasyonu yapmak mantikli bir se¢imdir. Sekil IV.12.a ve
IV.12.b’de MAO A dogal enzimindeki amin yiikii Tyr444Leu ve Tyr407Leu mutant
enzimlerinin planar ve dik konformasyonlarindaki amin yiiki ile karsilastirildi.
Yaklasik 4 A’dan daha yakin mesafelerde aromatik kafesin etkisinin altindaki amin
grubu Tyr444Leu mutant enziminin amin yiikiindeki artis dogal enzimdekine
benzerdir. Ciinkii Tyr444Leu mutant enzimindeki tirozin halkasi sadece Tyr407’dir.
Bu gozlem amin niikleofilligindeki artisa Tyr444’ten ziyade Tyr407’nin sebep
oldugunu isaret etmektedir. Buna paralel olarak Tyr407Leu mutant enzimindeki
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negative amin yiiklindeki artisin siddeti dogal enzim MAO A ve Tyr444Leu mutant

enzimleri ile karsilastirildiginda daha kiigliktir. Bu davranis planar benzilamin

konformasyonunda daha belirgindir, ¢linkii Sekil 1V.13’te gorildigi ve Sekil

IV.12°de desteklendigi gibi aromatik kafesin etkisi planar konformasyonda daha

fazladir. Planar konformasyon i¢in Tyr407Leu’in amin negatif yiikiindeki artis dogal
enzim MAO A’dan 0.02 au distk iken Tyr444Leu’de ise 0.0005 au daha diistiktiir

(Sekil 1V. 13. b). Diger taraftan dik konformasyon i¢in karsilik gelen degerler ¢ok
yakindir (0.006 au) (Sekil 1V. 13. a).
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Sekil IV. 12 Tyr407Leu ve Tyr407Phe Mutasyonlarinda Benzilamin N’undaki Yiik

Degisimleri: (a) Dik Konformasyon, (b) Planar Konformasyon
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Sekil 1V. 13 Losin ve Fenilalanin ile Yapilan Mutasyonlarda Tyr444, Tyr407 ve
Dogal Enzimdeki Amin N’undaki Yiik Degisimlerinin Karsilastirilmasi: (a) Losin
mutasyonu dik konformasyon, (b) Losin mutasyonu planar konformasyon, (c)
Fenilalanin mutasyonu dik konformasyon, (c) Fenilalanin mutasyonu planar

konformasyon.

IV.3. MEKANIZMA MODELLEMELERINDEN ELDE EDILEN
SONUCLAR

Bolim III’te anlatildigr gibi bu tez ¢aligmasinda ozellikle Polar Niikleofilik
Mekanizma hesapsal yontemlerle detayli olarak incelenerek destekleyici veya karsit
deliller bulunmaya calisildi. Elde edilen sonuclar asagida ilgili basliklar halinde

verildi.

IV. 3. 1. ONIOM(HF:PM3:UFF) Sonuglarmin Polar Niikleofilik Mekanizma Ile
Miskisi

MAOA enziminin literatiirde belirtilen aktif bdlgesinin  tamaminin
hesaplamalara dahil edildigi ONIOM(HF:PM3:UFF) yontemi ile yapilan
caligmalardan elde edilen sonuglar asagida verilistir.

Edmondson ve grubu tarafindan Onerilen ve Sekil I.1°de verilen Polar
Niikleofilik Mekanizmaya gore, benzilaminin amin N’u niikleofil olarak flavin C(4a)’
ya saldirir. C(4a) ve N(5) arasindaki cifte bag N(5) lizerine agilarak flavin N(5)’in
niikleofillik  karakterini arttirir ve benzilaminin pro-R a-hidrojenini almasim
kolaylastirir. Boylece kovalent bagli bir ara tiriin olusur. Benzilamin aC-flavin N(5)

dogrultusu i¢in yapilan enerji hesaplamalarinin sonucunda mekanizma igin 6nemli
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olan atomlardaki elektron yogunluklari Sekil IV. 14°de, benzilamin N-flavin C(4a)
dogrultusu i¢in elde edilen sonuglar ise asagida Sekil IV. 15°de verilmistir. Bu
grafikler incelendiginde benzilaminin flavine yaklasmasiyla, amin N’unun ve flavin
N(5)’in niikleofilik ve flavin C(4a)’nin elektrofilik karakterinin arttig1 goriilmektedir.
Bu veri polar niikleofilik mekanizma ile uyumludur. Sekil IV. 14 (d)’de verilen pro-R
a-H yiikii grafigi incelendiginde flavine yaklastik¢a elektron yogunlugunda azalma
oldugu goriilmektedir. Ancak yiik yogunlugunun C(4a)’ya yaklastikca dogrusal bir
artis gostermemesinin sebebi elde edilen yiik degerlerinin amin oC-flavin N(5)
mesafesindeki optimizasyonlara ait olmasidir. Bu dogrultuda ilerleyen benzilamin
substratinin pro-R o-H’i, N(5)’e baglanacak uygun geometride degildir. Sekil IV.
14(d)’deki pro-R a-H yiik grafigi incelendiginde, 3.5 A’dan kisa mesafede N(5)’e
yaklastitkca H’in yiikk yogunlugunda bir azalmanin oldugu goriilmektedir. Sekil
IV.15’de verilen amin N-flavin C(4a) reaksiyon yolu optimizasyon sonuglarinin
verildigi grafiklerde mesafe 2.2 A oldugunda amin N’u, flavin C(4a) ve N(5)
izerindeki yiik yogunluklari maksimuma ulasmistir. 2.2 A’dan daha yakin mesafeye
gelindiginde yiik yogunluklarinin azaldigi goriilmektedir. Bu veriler ile amin azotu
tizerindeki elektron ¢iftinin flavin C(4a)’ya verilmeye ve flavin C(4a)-N(5) arasindaki
cifte bagin N(5) lizerine agilmaya basladigini, bdylece kovalent bagl bir ara iiriin
olustugu bilgilerine ulasilmaktadir. 2.2 A’dan daha yakin mesafelerde ise pro-R
hidrojeninin yiikiinde hizli bir artis goriilmektedir. Polar niikleofilik mekanizmada
kovalent bagli bir ara iiriin olusumuyla N(5)’in iizerinde niikleofilik yiik artisinin
saglanmast sonucunda benzilamin pro-R o-H’ine saldirisinin  gerceklesecegi
onerilmektedir. Bu mekanizmaya gore pro-R a-H’indeki pozitif yiikiin 2.2 A’dan
flavine dogru yaklastikca hizli bir sekilde artmasi1 beklenen bir sonugtur. Elde edilen
bu sonuglara gore Polar Niikleofilik Mekanizma, 6nerilen reaksiyon yolu igin yapilan

optimizasyon sonuglar tarafindan desteklenmektedir.
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Sekil IV. 14 Amin aC-flavin N(5) Dogrultusunda a) Benzilamin N, b) Flavin C(4a),
c) N(5) ve d) Pro-R a-H Yiik Yogunluklari
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Sekil 1V. 15 Amin N-flavin C(4a) Dogrultusunda a) Benzilamin N, b) Flavin C(4a),
c) N(5) ve d) Pro-R a-H Yiik Yogunluklari

IV.3.2. Aktif Bélge icinde Polar Niikleofilik Mekanizmanin Modellenmesinden
Elde Edilen Sonuglar

Enzimimizin aktif bolge yapisi iki seviye ile modellenerek mekanizma
caligmalar1 yapildi. ONIOM(PM3:UFF) ve ONIOM(PM6:UFF) yontemleri ile Polar
Niikleofilik Mekanizmanin modellenmesinden elde edilen optimize yapilara HF/6-
31G* ile tek nokta enerji hesabi yaptirilarak elde edilen sonuglar asagidaki Tablo
IV.1.de verilmistir. Her iki ONIOM c¢alismasinda yiiksek seviye i¢in kullanilan farkli
iki yar1 deneysel yontem ile Polar Niikleofilik Mekanizmaya ait iki gegis konumu da
elde edilebilmistir. Tablo IV. 1°da gorildiigii gibi PM3/UFF yontemi ile yapilan
hesaplama birinci aktivasyon enerjisini ¢ok yliksek bulurken PM6/UFF yontemi ile
yapilan hesaplamada elde edilen birinci aktivasyon enerjisi kiigiik model yapilar ile
daha yiiksek seviye yontemlerden elde edilen degerler ile uyumludur. Bu sonug
ONIOM(PM6:UFF) yonteminin aktif bolgenin dahil edildigi mekanizma ¢alismasi

icin uygun bir yontem oldugunu gdstermektedir.

Tablo I1V. 1 ONIOM(PM3:UFF) ve ONIOM(PM6:UFF) Yontemleri Ile Reaksiyon

Yolu Taranarak Elde Edilen Aktivasyon Enerjileri (kcal/mol)

Akt. En. 1 Akt. En.2
PM3:UFF 70.188 19.772
PM6:UFF 47.746 17.420
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IV.3.2.1. ONIOM(HF:PM3) Yéntemi ile Reaksiyon Yolunun Taranmasindan
Elde Edilen Sonuglar

Boliim II1. 4. 1. 3.’te anlatildigi gibi ONIOM(HF:PM3) yontemi ile reaksiyom
yolu taramasi yapildi. Asagida Sekil IV.16°da verilen grafik incelendiginde
benzilamin N-flavin C4a arasindaki reaksiyon yolunda 1.7A°da bir tepe noktasi
bulundugu ve ProR aH-flavin N(5) arsinda reaksiyon yolunda ise 1.3A"da ise daha
yiiksek bir tepe noktasi bulundugu goézlemlenmistir, bu nokta polar niikleofilik
mekanizmaya dair birinci gegis konumu gemetrisi olarak tayin edilmistir. Elde edilen
bu sonug kiigiik model (flavin + benzilamin) yapilar ile ge¢is konumu optimizasyonu

yapildiginda elde edilen geometri sonuclari ile uyumludur.
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Sekil IV. 16 ONIOM(HF:PM3) Yontemi Ile Reaksiyon Yolunun Taranmasi (a) Ug
boyutlu, (b) Iki boyutlu enerji grafikleri

IV.3.2.2. PM3 Yoéntemi ile Reaksiyon Yolunun Taranmasindan Elde Edilen
Sonuglar

Bolim III. 4. 1. 4’te anlatildigi gibi benzilamin N-flavin C(4a) arasindaki
reaksiyon yolu aktif bolgenin tamamindan olusan tek seviye PM3 yontemil ile tarandi.
Her bir optimizasyon sonucuna HF/6-31G* yontemi ile tek nokta enerji hesabi
yaptirildi. Elde edilen enerji degerleri ile asagida Sekil IV. 17°de verilen ii¢ ve iki
boyutlu grafikler ¢izildi.
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Sekil IV.17 PM3 Yéntemi Ile Reaksiyon Yolunun Taranmasi (a) Ug boyutlu, (b) Iki

boyutlu enerji grafikleri

Asagidaki tabloda goriildiigi gibi aktif bolgenin tamamina uygulanan PM3
yontemi aktivasyon enerjisini ONIOM(HF:PM3) yontemine gore yaklasik 2 kcal
kadar diisiik bulmustur. PM3 yontemi ile belirlenmeye calisilan gecis konumu
geometrisinde benzilamin substratinin amin azotu ile flavin C(4a)’nin arasindaki
mesafe 1.7 A, pro R H’i ile flavin N(5) arasindaki ise 1.2 Acdur. ONIOM(HF:PM3)
yontemi ile tespit edilen gegis konumu geometrisinde ise amin N’u-flavin C(4a)
mesafesi 1.7 A, pro R H-flavin N(5) mesafesi 1.3 A’dur. S. S. Erdem’in gaz faz1 PM3
hesaplamalarinda ise geg¢is konumunu geometrisinde amin azotu-flavin C(4a)
mesafesi 1.73 A, pro R H-flavin N5 mesafesi ise 1.32 A olarak tespit edilmistir [9].

Elde edilen ve literatiirdeki sonuglar birbiri ile uyumludur.

Tablo 1V. 2 ONIOM(HF:PM3) ve Tek Seviye PM3 Yontemi ile Hesaplanan Polar
Niikleofilik Mekanizma’ya ait Akt. En. 1 degerleri (kcal/mol)

Model Akt. En.1 (kcal/mol)
ONIOM(HF:PM3) 47.666
PM3 45.905
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IV.3.3. Model Yapilar ile Mekanizma Modellenmesinden Elde Edilen Sonuglar
Literatiirde 6nerilen mekanizmalardan 6ne ¢ikan Polar Niikleofilik ve Hidriir
Mekanizmalar Boliim I1l. 4. 2°de anlatildig1 gibi ¢esitli model yapilar ile ¢aligildi.
Yapilan caligmalardan elde edilen sonuglar ilgili yontemlere gore siniflandirilarak

asagida verilmistir.
IV. 3. 3. 1. PM3 Yéntemi fle Yapilan Calismalardan Elde Edilen Sonuglar

PM3 ile yapilan mekanizma modellemelerinde dort model yap1

optimizasyonundan elde edilen degerler Tablo IV. 3’te toplu olarak verilmistir.
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Tablo IV. 3 Polar Niikleofilik Mekanizmanin PM3 ile Modellenmesinden Elde Edilen Sonuclar

Model Yapilar
E+ZPE Giren(au) TS1(au) Aktl/kcal Add(au) TS2(au) Akt2/kcal Uriin(au)
Flv+Benz 0.36001 0.43238 45.4 0.41448 0.41861 2.6 0.37208
Flv+Benz+Tyr407+Tyr444 0.57892  0.65022 44.7 0.63848 0.64467 3.9 0.58655
Flv+Benz+Tyr407+Tyr444+Phe352 0.728146  0.80261 46.7 0.77656  0.78556 5.7 0.72642
FIlv+Benz+Tyr407+Tyr444+Phe352+Tyr69 0.81161 0.69035 0.84069
AG Giren(au) TS1(au) Aktl/kcal Add(au) TS2(au) Akt2/kcal Uriin(au)
Flv+Benz 0.29471 0.37684 51.5 0.35715 0.36167 2.8 0.31417
Flv+Benz+Tyr407+Tyr444 0.48896  0.56695 48.9 0.55304 0.56134 5.2 0.49864
Flv+Benz+Tyr407+Tyr444+Phe352 0.62741  0.70832 50.7 0.68214 0.69826 10.1 0.62322
FIlv+Benz+Tyr407+Tyr444+Phe352+Tyr69  0.70041 0.564153 0.729511



Boliim II1. 4. 2. 1°de izah edilen 79 ve 140 agir atom i¢eren model yapilarin
optimizasyonlarindan elde edilen sonuglar Tablo IV. 4’te verilmistir. 79 agir atom
iceren model yapilarin sonuglari incelendiginde flavinin re-yiiziinde H,O
molekiillerinin varligi, substrat ve aromatik kafesi olusturan aminoasitler ile H bagi
yapmasi Polar Niikleofilik Mekanizmanin aktiflesme enerjisini yaklasik 10 kcal kadar
artmistir. Bu sonug bize aktif bolge i¢indeki HoO molekiillerinin Polar Niikleofilik

Mekanizma iizerinde kolaylastirict bir etkisi olmadigin1 géstermektedir.

Tablo 1V. 4 Polar Niikleofilik Mekanizmanin PM3 Yéntemi Ile 79 ve 140 Atomlu
Model Yapilarindan Elde Edilen Sonuglar

Model
Yapilar
Giren Aktl Akt2 .. .
E+ZPE Komp (au) TS1 (au) (keal) Add (au) TS2(au) (kcal) Uriin (au)
79 Atom 0.66192 0.730213 428 0.717689 0.715753 -1.2 0.685262
79 Atom+8H,0 0.115982  0.199599 525  0.174049 0.105703
140 Atom 1.211985 1.267591 1.21904
Giren Aktl Akt2 .. .
AG Komp (au) TS1 (au) (kcal) Add(au) TS2(au) (kcal) Uriin (au)
79 Atom 0.52187 0.59367 45.1 0.57899 0.5767 -1.4 0.546395
79 Atom+8H,0 -0.0555 0.03134 54.5 0.0044 -0.05665
140 Atom 0.98407 1.03384 0.991866

IV. 3. 3. 2. PM6 Yéntemi Ile Yapilan Calismalardan Elde Edilen Sonuglar
Yart deneysel PM6 yontemi ile dort farkli model ¢alismasi yapildi, elde edilen
degerler Tablo IV. 5’te verilmistir. Elde edilen degerler ayn1 zamanda iki farkli yari

deneysel yontemin kiyaslanmasini sagladigi i¢in de 6nem tasimaktadir.
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Tablo IV. 5 Polar Niikleofilik Mekanizmanin PM6 ile Modellenmesinden Elde Edilen Sonuglar

Model Yapilar

E+ZPE Giren Komp (au) TS1(au) Aktl(kcal) Add(au) TS2(au) Akt2(kcal) Uriin(au)
Flv+Benz 0.346376 039716 319 038008 0.38109 0.6 0.3249
Flv+Benz+Tyrd07+Tyrd44 0.46656 0.58628 75. 033843 04087  44.1 0.48276
Flv+Benz+Tyrd07+Tyr444+Phe352 0.507643 069594 617 048711 054067 3356 0.61434
Flv+Benz+Tyrd07+ Tyrd44+Phe3s2+ 0.647024 069836 322 0.48412 0.65129

Tyre9

AG Giren Komp (au) TS1(au) Aktl(kcal) Add(au) TS2(au) Akt2(kcal) Uriin(au)
Flv+Benz 0.283031 034137 366 032344 032424 05 0.26976
Flv+Benz+Tyrd07+Tyr444 0.381385 050378 768 024438 032632 514 0.39948
Flv+Benz+Tyrd07+Tyr444+Phe3s2 0.499559 059864 622 038478 044486 377 0.52023
Flv+Benz+Tyrd07+ Tyrd44+Phe3so+ 0.537068 050018 333  0.363878 0.53919

Tyr69



H,O’lu Polar Niikleofilik Mekanizma ¢alismasinda olusturulan tiim model
yapilar i¢in elde edilen degerler asagida Tablo IV. 6 ve Tablo IV. 7’de toplu olarak

verilmistir.
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Tablo IV. 6 PM3 Yéntemi fle Optimizasyonu Yapilan H,O’lu Polar Niikleofilik Mekanizma Igin Elde Edilen E+ZPE Degerleri

Model Yapilar
E+ZPE _ )
Giren Komp (au) TSl1(au) Aktl(au) Aktl(kcal) Add(au) TS2(au) Akt2(au) Akt2(kcal) Uriin(au)
Flv+Benz+H,0
0.266098 0.353980 0.087882 55.1 0.3190458 0.322420 0.002962 1.9 0.273636
Flv+Benz+Tyrd44+Tyrd07+H,0
0.481265 0556910  0.075645 475 0471930 0575714 0.103784 65.1 0.521519
Flv+Benz+Tyrad4+Tyr407+ 0.651490 0737752 0.086262 54.1 0701819 0.705928  0.004109 2.6
Phe352+H,0
Flv+Benz+Tyr444+Tyr407+
Phe352+H,0 /12 atom 0511748 0.604928  0.09318 58.5 0570217 0573009 0.002792 1.7 0.546540
redundant
79 At0m+H20
0.568823 0.684922  0.116099 72.8 0.652323 0.662694 0.010371 6.5 0.632472
79 Atom+7H,0+H,0
0.113327 0.169 0.140495
140 Atom +H,0
1.149369 1.167165 1.126331



Tablo IV. 7 PM3 Yéntemi Ile Optimizasyonu Yapilan H,O’lu Polar Niikleofilik Mekanizma Igin Elde Edilen AG Degerleri

Model Yapilar
AG _ )
Giren Komp (au) TS1(au) Aktl(au) Aktl(kcal) Add(au) TS2(au) Akt2(au) Akt2(kcal) Uriin(au)
Flv+Benz+H,0
0.198270 0209722 0101452  63.7 0.263975 0.263451 -0.000524 03 0.212339
Flv+Benz+Tyr444+Tyr407+H,0
0.385722 0.473155 0087433  54.9 0.384781  0.484809  0.100028 62.8 0.426898
F"’*BG“Z*TVriﬁgyMO”Phe352 0.544671 0.636638 0091967  57.7 0.601506  0.604905 0.003399 2.1
2
© Flv+Benz+Tyr444+Tyr407+Phe352
2 11,012 atom redundant 0.404350 0501453 0097103  60.9 0.461893  0.468765 0.006872 43 0.442796
79 At0m+H20
0.4271 054613  0.11903 74.7 051226 05258  0.01352 8.5 0.497381
79 Atom+7H,0+H,0
-0.0625 -0.00077 -0.03566
140 Atom +H,0
0.91975 0.94301 0.897972



Yukaridaki Tablo IV. 6 incelendiginde aktivasyon enerjilerinin beklenenden
yiikksek oldugu gozlendi. Birinci aktivasyon enerji degerleri 47 ile 58 kcal/mol
arasinda lineer olmayan bir sekilde degiskenlik gosterdi. Model yapilardaki atom
sayilarinin artmasi tahminlerimizin aksine aktiflesme enerjisinde bir diisiis saglamadi.
Aynm sekilde atomlarin koordinatlarin1 dondurmamizin enerji artis1 saglayabilecegi
fikrinden hareketle koordinatlarini dondurdugumuz atom sayisini azalttik, ancak
Tablo IV. 8 ve IV. 7 incelendiginde 12 agir atomun koordinatlarinin donduruldugu

model yap1 i¢in elde edilen aktivasyon enerjisi yaklasik 4 kcal/mol kadar artmistir.

Polar mekanizma sonuglarindan elde edilen degerler ile kiyaslandiginda HO ile
modifiye edilen polar niikleofilik mekanizmanin birinci basamak aktiflesme
enerjisinin daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. 79 agir atom igeren model yapilarin
sonuclart incelendiginde H,O iizerinden yiirimesi modellenen Polar Niikleofilik
Mekanizmanin aktiflesme enerjisi yaklasik 30 kcal/mol kadar artmistir. Bu sonug bize
MAO’nun amin oksitlenme mekanizmasin1 H,O iizerinden yiiriimeyecegi sonucunu
gostermistir. 140 agir atom igeren model c¢alismasinda ise gecis konumu
optimizasyonlar1 gerceklestirilemedigi i¢in aktiflesme enerjisi hesaplanamamustir.
Yukaridaki Tablo IV. 7 ve IV. 8 kiyaslandiginda aktif bolgenin i¢ine 8 H,O molekiili
ilave edilmesi aktivasyon enerjisini arttirmigtir. 8 H,O igeren model yapinin polar

mekanizma tizerindeki etkisi bekledigimizin aksine zorlastiric1 yondedir.

IV. 3. 4. Kiigiik Model Yapilar ile Onerilen Mekanizmalarin Karsilastirilmasidan
Elde Edilen Sonuglar

Bolim III. 4. 4’te anlatildigr gibi Polar niikleofilik, Sulu Polar ve Hidriir

mekanizmalar kii¢iik model yapilar olusturularak aktivasyon enerjileri karsilastirildi.

Olusturulan model yapilari iki grupta toplayabiliriz.
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IV.3.4.1. 17 ve 19 Atomlu Modeller ile Mekanizmalarin Karsilastiriimasindan
Elde Edilen Sonuglar

Bu tez calismasi kapsaminda olusturulan en kiiclik model yapimiz 17 atom
iceren Model A’dir. Model A igin Polar Niikleofilik ve Sulu Polar Mekanizma
modellemelerinden elde edilen PM6 yontemine ait optimize gegis konumu
geometrileri asagida Sekil IV. 18’te verilmistir. Calisilan her bir yontemin reaksiyon
koordinatlarina ait enerji degisimleri Sekil 1V.19°da, hesaplanan Gibbs serbest

aktiflesme enerjileri de Tablo IV. 8’de verilmistir.

TS2-A PC-A
(d) (€)

Sekil IV. 18 Polar Niikleofilik Mekanizmanin Model A Igin PM6 Yéntemi
Kullanilarak Elde Edilen Optimize Yapilar
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TS1-4A

47.83
34.59

(75.49) 29,14

f'57;’35?5) 712 30.41

—54'3)_? 24.07 (7984

4—9;, (66.59) (82.79)

T L34 54.30 —

5285 3604
ROA 20.14 32,34
5020 5737 713
000 PM3 46.61 (52.32)
0.00 PM6 (46.73)
(0.00) HF6.31G* . 10.60
{0.00) HF/6-31+G** 2563
0.00 CAMB3LYP/6-31G* 10.75

0.00 CAMBILYP/6.31+G**
000 WRB9ITXD/6-31G*

Sekil IV. 19 Polar Niikleofilik Mekanizmanin Model A I¢in Reaksiyon Koordinati
(Gibbs Serbest Enerji(kcal/mol) degerleri reaktant kompleksine(RC) relatif olarak
verilmistir.)

2.097

() (b) (©
RC-A TS1-A I-A

2.098

; 2.286

(d)
TS2-A

Sekil IV. 20 Sulu Polar Mekanizmanin Model A I¢in PM6 Yéntemi Kullanilarak Elde
Edilen Optimize Yapilari

97



T51-4

51.53

{188 3596 23.1

(43.79)
2214

71 (38.35)
U719 g5

722171

PC-A
ROA 691
305
0.00 PM3 (-3.00)
000 PM6 ('_6_'_95)

(0.00) DFI/6-31G*
{0.00) DFT/6-31+G*+
0.00 WB9TXD/6-31G*

Sekil IV. 21 Sulu Polar Niikleofilik Mekanizmanmn Model A Icin Reaksiyon
Koordinati (Gibbs Serbest Enerji(kcal/mol) degerleri reaktant kompleksine(RC)

relatif olarak verilmistir.)

Table 1V. 8 Model A I¢in Elde Edilen Gibbs Serbest Enerji (kcal/mol)

Polar Niikleofilik Sulu Polar Hidriir
Metotlar AGT  AGF  AGF  AGF  AG
PM3 47.84 6.39 61.71 2.01 a
PM6 34.89 6.34 26.73 1.97 a
HF/6-31G* 75.49 13.26 c c a
HF/6-31+G** 71.55 21.55 c c a
DFT/6-31G* c c 46.98 7.06 a
DFT/6-31+G** C c 45.12 3.65 a
CAMB3LYP /6-31G* 55.37 11.45 43.68 18.4 a
CAMB3LYP/6-31+G**  54.32 5.92 c c a
WB97XD/6-31G* 49.52 10.75 41.96 c a
WB97XD/6-31+G** 53.96 C C C a
MP2/6-31+G** 54.41 c c c b

% Polar Mekanizmaya déniistiirdii.
b TS’yi bulamadi, iiriine ait tek bag tizerindeki donme hareketini elde etti.

¢ Optimize edilemedi.
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Model B i¢in elde edilen optimize yapilar:

PC-B

Sekil 1V. 22 Polar Niikleofilik Mekanizmanin Model B I¢in PM6 Yontemi
Kullanilarak Elde Edilen Optimize Yapilar
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TE1-B

RC-B
0.00  PM=z
fLO0 PMG
(0.00) HF/6-31G*
Sekil 1V. 23 Polar Niikleofilik Mekanizmanin Model B Igin Reaksiyon Koordinati
(Gibbs Serbest Enerji(kcal/mol) degerleri reaktant kompleksine(RC) relatif olarak

verilmistir.)

@ 2016 o
., J 1418
1963.va
(a) (b)
RC-B TS1-B

I-B TS2-B
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(e)
PC-B

Sekil IV. 24 Sulu Polar Mekanizmanim Model B I¢in PM6 Yéntemi Kullanilarak Elde

Edilen Optimize Yapilar

63.91
26.18
(62.00)
(49.78)
26.68
28.82

PC-B
38.21
-0.66
RC.-B

0.00 PM3 (;'_i%
0.00 PMéG 142
(0.00) HF/6-31G* 57
(0.00) HF/G-31+G** -

000 B3LYP/6-31G*
0.00 B3LYP6-31+G**

Sekil 1V. 25 Sulu Polar Niikleofilik Mekanizmanmn Model B i¢in Reaksiyon
Koordinati (Gibbs Serbest Enerji(kcal/mol) degerleri reaktant kompleksine(RC)

relatif olarak verilmistir.)
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(©)
PC-B

Sekil IV. 26 Hidriir Mekanizmanin Model B I¢in PM6 Yontemi Kullanilarak Elde
Edilen Optimize Yapilari: (a) Reaktant Kompleks, (b) Gecis Konumu, (c¢) Uriin
Kompleks
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TS-B

55.64
42,27

(71.18)
(67.54) PC-R
2440 6.71
31.95 -12.54
36.04 (16.64)
3867 0 -
358
2205
RC-B (28.93) 0.82
5.82
0.00 Ph3
ao0 EMs -

(0.000 HF/6-31G* -
(OL00)  HE/6-31+G**

000 BILYPME-3103*

0.00 B3LYP/6-31+G**

0.00 CAMB3LYP/6-31G*

0.00 CAMB3LYP/6-31+G**

0.00 WB9TXDE-31G*

0.00 WB97XD6-31+G**

(0.00) MP2/6-31G*

Sekil IV. 27 Hidriir Mekanizmanin Model B I¢in Reaksiyon Koordinat1 (Gibbs
Serbest Enerji(kcal/mol) degerleri reaktant kompleksine(RC) relatif olarak

verilmistir.)
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Table 1V.9 Model B i¢in Elde Edilen Gibbs Serbest Enerji (kcal/mol)

Polar Niikleofilik Sulu Polar Hidriir
Metotlar

AG/ AG,” AG/ AG,” AG?
PM3 48.52 7.54 63.91 3.77 55.64
PM6 33.31 4.38 28.18 5.32 42.27
HF/6-31G* 64.87 10.18 62.00 20.59 71.18
HF/6-31+G** 66.47 b 49.78 17.34 67.51
DFT/6-31G* a 26.68 21.67 29.40
DFT/6-31+G** a 28.82 16.57 31.95
CAMB3LYP /6-31G* a b b 36.04
CAMB3LYP/6-31+G** a b b 38.67
WB97XD/6-31G* a b b 35.89
WB97XD/ 6-31+G** a b b 32.05
MP2/6-31+G** a b b 28.93

® Hidriir Mekanizmaya doniistiirdii.

> Optimize edemedi.

Cesitli hesapsal yontemler arasinda sadece yari deneysel olanlar ve HF/6-
31+G** yontemleri model B i¢in tiim mekanizmalarin gecis durumlarini ve ara
yapilarint  optimize edebildi ve bdylelikle aktivasyon enerji degerlerini
kargilagtirabildik. Son donemde gelistirilen PM6 metodu Model B ile yapilan
hesaplarda Polar Niikleofilik Mekanizma i¢in 33.31 kcal/mol’liik serbest enerji degeri
ile Hidriir Mekanizmaninkinden (42.27 kcal/mol) daha diisiik bir deger bulmustur.
CAMBS3LYP/ 631+G** ve WB97XD/6-31+G** metotlar1 sadece Model A igin
yiiksek bir gecis enerjisi (49.5-55.4 kcal/mol) bularak Polar Niikleofilik Mekanizmayi
optimize edebildi. Diger taraftan aynt DFT metotlar1 Direk Hidriir Mekanizmayi
Model B igin daha diisiik bir enerji (32.5-38.7 kcal/mol) ile optimize etti. Bu Direk
Hidriir Mekanizma’nin MAO enzimleri i¢cin DFT metotlar1 agisindan daha diisiinebilir
bir mekanizma oldugunu gostermektedir fakat hala deneysel ve teorik veriye ihtiyac
vardir. PM6 metodu Direk Hidriir Mekanizma’nin aktiflesme enerjisini (42.3
kcal/mol) Polar Niikleofilik Mekanizma’nin aktiflesme enerjisinden (33.3 kcal/mol)
daha yiiksek bulmaktadir. Sulu Polar Mekanizma igin enerji aktivasyon enerjisinin

bariyeri 28.2 kcal/mol’e gerilemistir.
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IV.3.4.2. Flavin ve Benzilamin Modeli Ile = Mekanizmalarin
Karsilastirilmasindan Elde Edilen Sonuglar

Yiksek seviye yontemler ile yapilan mekanizmalarin kiyaslanmasi
caligmalarindaki en biiyiik model yap1 flavin ve benzilaminden olusan modeldir. Bu
model ile yapilan hesaplamalardan elde edilen optimize yapilara ait geometriler

asagida Sekil IV.28, IV.30 ve 1V.32°de verilmistir.

RC-C

©) (d)
I-C TS2-C
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(€)
PC-C

Sekil IV. 28 Polar Niikleofilik Mekanizmanin Model C I¢in PM6 Yontemi
Kullanilarak Elde Edilen Optimize Yapilari: (a) Giren Kompleks, (b) 1. Gegis
Konumu, (¢) Ara Uriin, (d) 2. Gegis Konumu, (e) Uriin Kompleks

Ts1-C

51.54
36,67
&4.54

(16.88)

PC-C
. 533

RC-C 2573
0.00 PM3 T
Q.00 PMG

0.00 HEf6-31G*
(0.00) HF/6-31+G**

Sekil IV. 29 Polar Niikleofilik Mekanizmanm Model C I¢in Reaksiyon Koordinati

106



(€)
PC-C

Sekil IV. 30 Sulu Polar Mekanizmanm Model C I¢in PM6 Yéntemi Kullanilarak Elde
Edilen Optimize Yapilari: (a) Giren Kompleks, (b) 1. Gecis Konumu, (c) Ara Uriin,
(d) 2. Gegis Konumu, (e) Uriin Kompleks
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TS1-C

RC-C
0.00 PM3
000 FPME

Sekil IV. 31 Sulu Polar Niikleofilik Mekanizmanin Model C Igin Reaksiyon

Koordinati

(c)
PC-C
Sekil 1V. 32 Hidriir Mekanizmanin Model C I¢in PM6 Yontemi Kullanilarak Elde

Edilen Optimize Yapilar:: (a) Giren Kompleks, (b) Gegis konumu, (c) Uriin

Kompleks
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T5-C

45,00
34,48

(84,07
(16.59) PC-C
3261 32.55
3085 0.42
34.91 (45.26)
31.08 32,39
2026
o 16.73
RCL 10.42
0.00 PM3
0.00  PM

(0.00) HF/6-31G*
(0.00)  HE/G-31 +G**

0.00 B3LYP/E-31G*

0.00 BILYP/E-31+G+*
0.00 CAMB3ILYP/G-31+G**
8.00 WB97XD631+G**

Sekil 1V. 33 Hidriir Mekanizmanin Model C i¢in Reaksiyon Koordinati

Model C i¢in yapilan hesaplamalardan her bir mekanizma i¢in elde edilen

aktivasyon enerjileri asagida Tablo IV.10’da verilmistir.
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Tablo IV. 10 Model C i¢in Elde Edilen Gibbs Serbest Enerji (kcal/mol)

Polar Niikleofilik Sulu Polar Hidriir
Metotlar

AG/? AG,” AGy? AG, AG?
PM3 51.54 2.84 64.51 0.29 48.00
PM6 36.61 0.5 37.08 0.24 34.48
HF/6-31G* 64.54 2.48 b b 84.07
HF/6-31+G** 16.88 a b b 16.89
DFT/6-31G* a a b b 32.61
DFT/6-31+G** a a b b 30.85
CAMB3LYP/6-31+G** a a b b 34.91
WB97XD/6-31+G** a a b b 31.08

® Hidriir Mekanizmaya doniistiirdii.

b Optimize edemedi

Tablo IV. 10. incelendiginde Model C igin sadece yar1 deneysel yontemler iig
mekanizmay1r da modelleyebilmistir. PM6 yonteminden elde edilen degerler
incelendiginde incelenen mekanizmalarin aktivasyon enerjilerinin birbirlerine oldukga
yakin oldugu goriilmektedir. Daha yiiksek seviye yontemlere ¢ikildikca sadece Hidriir
Mekanizma modellenebilirken diger mekanizmalar modellenememistir. Bu sebeple
PM6 ile elde edilen optimize olmus yapilara DFT/B3LYP/6-311+G**,
CAMB3LYP/6-311+G** ve WB97XD/6-311+G** yontemleri ile tek nokta enerji ve
su ortaminda SCRF=IEFPCM hesab1 yaptirildi. Elde edilen degerler asagida Tablo
IV. 11 ve Tablo IV. 12’de verilmistir.
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Tablo 1V. 11 Model C I¢in Mekanizma Karsilastirilmalarinda Tek Nokta Enerji

(kcal/mol) Degerleri

Polar Niikleofilik Sulu Polar Hidriir
Metot/Tek Nokta Enerji - 2 2 2 2
AGq AG, AGq AG, AG
B3LYP/6-311+G** 62.78 -16.54 72.06 X X
CAM/B3LYP/6-311+G* @184 -13.04 69.45 -18.71 35.84

Tablo IV. 12 Model C igin Mekanizma Karsilastiriimalarinda Suyun Céziicii Etkisi
(kcal/mol)

Polar Niikleofilik Sulu Polar Hidrir
Metot/SCRF-PCM
AG,? AG, AG,” AG, AG”
B3LYP/6-311+G** 61.39 -16.10 61.39 -21.11 X
CAM/B3LYP/6-311+G*  ¢0.17 1234 64.16 1665 34.04
WB97XD/6-311+G** 56.79 -10.67 60.62 -16.28 32.15

Yukaridaki Tablo IV. 11 ve Tablo IV. 12 incelendiginde hem tek nokta hem
de sulu ortamda yapilan enerji hesaplarinda Hidriir Mekanizmaya ait aktivasyon
enerjisinin diger iki reaksiyonun aktiflesme enerjilerinin yaninda oldukga kiiclik
degerlere sahip oldugu goriilmektedir. Bu sonug¢ enerji hesaplarina dayanarak Hidriir
Mekanizmanin tiizerinde daha c¢ok durulmasi gereken bir mekanizma oldugunu

gostermektedir.

IV.4. KARBONIL MEKANIZMA CALISMALARINDAN ELDE EDILEN
SONUCLAR

Bolim III.5’te anlatildigr gibi tarafimizdan oOnerilen karbonil mekanizma
flavint+benzilaminden olusan model yap1 ile PM3 ve PM6 yontemleri ile modellendi.

Her iki model yap1 Bolim IIL.5’te anlatildigi gibi onerilen iki farkli Karbonil
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Mekanizma’nin H® transferinin gergeklemesinin birinci basamakta veya ikinci
basamakta oldugu iki farkli yol i¢in modellendi. Aym1 zamanda Karbonil
Mekanizmanin H,O molekiilii iizerinden yliriiyebilme ihtimaline karsilik yazilan
mekanizma da H’in birinci veya ikinci basamakta transfer edilebilecegi iki farkli yol
tizerinden modellendi. Yapilan hesaplamalar sonucu elde optimize yapilara ait

geometriler Sekil IV.34’te, sonuglar ise asagida Tablo IV.13 ve IV.14’te verilmistir.

(@) (b)
RC-C TS1-C

Q) (f)
12-C TS3-C
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(9)
PC-C

Sekil IV. 34 Karbonil Mekanizmanin Model C i¢in PM6 Yéntemi Kullanilarak Elde
Edilen Optimize Yapilari: (a) Giren Kompleks, (b) 1. Gegis Konumu, (c) Ara Uriin,
(d) 2. Gegis Konumu, (e) Ara Uriin 2, (e) 3. Gegis Konumu, (f) Uriin Kompleks
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Tablo 1V.13 PM3 Yéntemi ile Hesaplanan Karbonil Mekanizmaya Ait Enerji Degerleri

TS1

Akt. En.1

Add1

Akt. En.2

Add2

Akt. En3

. Giren .
Mekanizma \ omnau)  (au)  (kealimol)  (au)  o2@YW  gecalmol)  (au)  oo@Y)  calmory  Uriin(aw)
%‘rgr?;e';'i 0.204157  0.371016 48.2 0.361761  0.387056 15.9 0.339967  0.394206 28.3 0.331531
2Bas.H 594157 X X X 0.371018 X 0.339967  0.394206 28.3 0.331531
Transferi
H,0"lu 0.228098 0.288738 0.257137
1. Bas. H X X X X X X
Transferi
H,0’Iu
2 Bas. H 0.228098 X X X X X X X X 0.257137
Transferi
Tablo IV.14 PM6 Yoéntemi ile Hesaplanan Karbonil Mekanizmaya Ait Enerji Degerleri
. Giren Akt. En.1 Akt. En.2 Akt. En3 R
Mekanizma Komp (au) TS1(au) (kcal/mol) Addl(au) TS2(au) (kcal/mol) Add2(au)  TS3(au) (kcal/mol) Uriin(au)
%‘rgrf‘ss];et'i 0282539  0.329258 203 0330055  0.35667 16.7 0278572 0355013  12.2 0.277412
2Bas.H 595539 X X X 0.329781 X 0278572 0355913  12.2 0.277412
Transferi
H0’lu 0.199162 0.208879 0.180531 0.195581
1. Bas. H X X X X
Transferi
H,0’Iu
Lo 0199162 y y y y y y y ) 0.195581

Transferi



Yukaridaki Tablo IV.13 ve IV.14 incelendiginde sadece birinci basamakta H
transferinin gergeklestigi Sekil II1.33.a’da gdsterilen mekanizma basamaklarinin
optimizasyonlarinin yapilabildigi, diger onerilen mekanizmalarin tamamlanamadig
ozellikle gecis konumu optimizasyonlarmin yapilamadigr gorilmektedir. Birinci
basamaktaki H* transferinin gerceklestigi Karbonil Mekanizmaya ait aktivasyon
enerjileri incelendiginde H' transferinin gergeklestizi basamagmn enerjisi PM6
yontemi ile hesaplandiginda 29 kcal/mol olarak bulunmustur. Bu deger diger onerilen
mekanizmalarin aktiflesme enerjileri ile kiyaslandiginda daha diisiik seviyelerdedir.
H"™’nin karbonil oksijeni ile N5 arasinda transferini H,O iizerinden modelledigimizde
PM6 yontemi ile yontemi ile hesaplanan TS3 aktivasyon bariyeri yaklasik 1 kcal/mol
gibi ¢ok diisiik bir deger olarak bulunmustur. Elde edilen bu sonuglar 1s1ginda
Karbonil Mekanizma’nin {izerinde daha fazla durulmasi gereken alternatif bir
oksidasyon mekanizmasi olabilme ihtimali vardir.

Karbonil Mekanizmanin onerilen diger yollarinin optimize edilememesinin
sebebi modellemelerin yar1 deneysel yontemler ile yapilmasina bagli olarak (-) yiik
yogiunlugunun ilgili yapilar tizerinde lokalize edilememesidir. Eger daha yiiksek
seviye yontemler ile Karbonil Mekanizma hesaplamalari tekrarlanirsa diger yollarinda

optimize edilebilme ihtimali vardir.

IV.5. P-SUBSTITUE BENZILAMIN TUREVLERIi IiLE YAPILAN
CALISMALARDAN ELDE EDILEN SONUCLAR

IV. 5. 1. Flavin + Benzilamin Modelinden Elde Edilen Sonuglar

Boliim III. 6. 1’de anlatildigi gibi p-siibstitiie benzilamin tiirevlerinin Polar
Niikleofilik Mekanizma i¢in modellenmesinde calisilan en kii¢iik model yap1 flavin ve
benzilaminden olusmaktadir. Bu model yapimin PM6 yontemi ile yapilan
optimizasyonlarindan elde edilen sonuglar asagidaki Tablo IV.15 ve IV.16’da

verilmistir.

115



Cl

Br

OH

CH3
OCH3;
n-Biitil
i-Pro
N(CHy),
OC;3Hs

NO,
CF;
OCF;
t-Butil
NH,
COH
COOH

Tablo 1V. 15 P-Siibstitiie Benzilamin Substratlar1 Icin PM6 Yontemi ile Modellenen

Polar Niikleofilik Mekanizmaya ait ZPE Katilmis Enerji ve o Siibstitiient Sabiti

Degerleri
Giren 1. Gegis Ara 2. Gegis Uriin
Komp. Konumu 1.AktEn. Uriin  Konumu  2.Akt En. Komp. c
(au) (au) (kcal/mol) (au) (au) (kcal/mol) (au)
0.26255  0.313462 31.9 0.241839 0.297824 35.1 0.241839  0.06
0.321507 0.371959 317 0.30262  0.35626 33.6 0.324328 (.23
0.33976  0.38994 31.5 0.302508 0.374323 45.1 0.39
0.276957 0.32876 32.5 0.256512 0.255153 37
0.355485  0.4068 32.2 0.390808  0.39075 -0.1 0.332934 .17
0.310032 0.362077 327 0.288789  0.346562 36.2 0.287455 _0.27
0.411949 0.463155 32.1 0.390866 0.447069 35.3 -1.63
0.392735 0.443891 32.1 0.371608 0.427771 35.2 0.363436 .0.15
0.41176  0.463505 325 0.388128  0.447589 37.3 0.406095 _0.83
0.324851 0.376945 32.7 0.30331 -0.24
0.346376  0.397158 31.9 0.326246 0.381084 34.4 0.324896 0
0.339725 0.388592 30.7 0.363493 0.372786 5.8 0.323467 (.78
0.091433  0.1406 30.9  0.074211 0.125041 31.9 0.54
0029714 0.079891 315 0 0.010455 0-35
0 0 -2.78
0.356841  0.40859 32.5 0.332902 0.393111 37.8 0.332899 066
0.312093 0.361436 31.0 0.293541 0.345167 324 0293219 (42
0.216841 0.265783 30.7 0.199515  0.249922 316 0198457 (.45
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Tablo IV. 16 P-Siibstitie Benzilamin Substratlarmin PM6 Yontemi Ile
Modellenen Polar Niikleofilik Mekanizmaya ait AG Enerjilieri ve ¢ Stibstitiient Sabiti

Degerleri

Giren 1. Gegis Ara Driin 2. Gegis )

Komp. Konumu 1.Akt En. (au) Konumu 2.Akt En. Uriin c

(au) (au) (kcal/mol) (au) (kcal/mol)  Komp. (au)
F 0.197938  0.256395 36.7 0.18545 0.239491 33.9 0.18545 0.06
Cl 0.256021 0.31403 36.4 0.247144 0.297005 31.3 0.26075 0.23
Br 0.273065  0.330894 36.3 0.246874  0.31413 422 031983  0.39
OH 0.212234  0.271539 37.2 0.198308 0.198585 -0.37
CH3 0.288674  0.347137 36.7 0.330783 0.33046 -0.2 0.274381 -0.17
OCH3 0.24279 0.302331 374 0.231523 0.285878 34.1 0.228431 -0.27
n-Biitil 0.338353  0.397179 36.9 0.327492 0.380128 33.0 -1.63
i-Pro 0.322475  0.381239 36.9 0.311413 0.36421 33.1 0.300505 -0.15
N(CH;), 0341182  0.400471 37.2 0.327762  0.383878 35.2 0343025  _gg3
OC,Hs  0.254507  0.314089 374 0.242967 -0.24
H 0.283031  0.341371 36.6 0.27011 0.324242 34.0 0.269762 0
NO2 0.272257  0.328342 35.2 0.304198 0.311667 4.7 0.263713 0.78
CF; 0.020981  0.077977 35.8 0.013977 0.061452 29.8 0.54
OCF, -0.04261  0.015391 36.4 0 -0.05364  0.35
t-Butil 0 0 -2.78
NH, 0.291839  0.351198 37.2 0.276072 0.334829 36.9 0.276068 -0.66
COH 0.245126  0.302242 35.8 0.231229 0.285046 33.8 0.23445 0.42
COOH 0.148254 0.205 35.6 0.141031 0.188184 29.6 0.138128 0.45

Yukarida goriilen Tablo 1V.15teki PM6 yontemi ile hesaplanan Tek Nokta
Enerji AH;’ve AG;” degerlerinin literatiirden [77] alunan o’ya karsi grafigi
cizildiginde asagidaki Sekil IV. 35°teki grafikler elde edilmistir.
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y=-1.4201x + 31.842

. o R2=0.8172

NH2
N(CH3)2

NO2
30,50 COOH
-1,00 -0,50 0 0,50 1,00
S Ubs tituent E tkis i
(@)
38,00
. y=-1.3588x + 36.592
. Q@ R2=0.8219
NH2
N(CH3)2
35,50 COOH
& NO2
35,00
-1,00 -0,50 0,00 . 0,50 1,00
S Uibs titient E tkis i

(b)
Sekil V. 35 P-Siibstitiie Benzilamin Tiirevlerinin PM6 ile Hesaplanan (a) ZPE’li

AH/” ve (b) AGy” Degerlerinin Siibstitiient Etkisine (o) Kars1 Grafikleri

Yukarida grafikler incelendiginde t-Biit ve n-Biit outlier olarak alinmistir.
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IV.5. 2. Flavin + Benzilamin + Tyr407 + Tyr444 + Phe352 Modelinden Elde
Edilen Sonuglar

Bolim III. 6. 2’de anlatildig1 gibi p-siibstitiie benzilamin tiirevlerinin Polar
Niikleofilik Mekanizma i¢in PM3 yontemi ile modellenmistir. Bu model yapi
substrat1 ¢evreleyen aromatik aminoasitlerin p-siibstitiie benzilamin tiirevleri
iizerindeki etkisini inceleme adina Onemlidir. Bu optimizasyonlar sadece Polar
Niikleoflik Mekanizmanin hiz belirleme basamagi olan birinci basamak ig¢in

gerceklestirildi ve elde edilen sonuglar asagida Tablo IV. 17°de verildi.

Tablo 1V. 17 p-Siibstitiie Benzilamin Tiirevlerinin 1. Aktivasyon Degeri Uzerindeki
Etkisi

Siibstitiientler ~ AG;” (kcal/mol)

F 515
Cl 515
Br 51.4
I 51.4
OH 51.0
CH; 50.8
OCH; 52.1
n-biitil 54.0
iso-pro 51.4
N(CHy3) 50.1
OC,Hs 49.5
H 50.8
NO; 50.6
CF;

OCF; 51.3
t-biitil 50.8
NH, 51.6

Yukarida Tablo IV. 15°te verilen 1. aktivasyon enerji degerlerinin siibstitiient sabitine
karsi cizilen grafikleri asagida Sekil IV. 36°da verilmistir. Verilen bu grafiklerde
korelasyon sabiti R?’nin oldukca diisiik degerlere sahip oldugu goriilmektedir.
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Sekil IV. 36 Flavin + Benzilamin + Tyr407 + Tyr444 + Phe352 Model Yapili P-
Siibstitiie Benzilamin Tiirevlerinin ZPE’li AH;?ve AG,” Degerlerinin Siibstitiient

Etkisine (o) Kars1 Grafikleri
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IV.5.3. Aktif Bolgenin Igine P-Siibstitie Benzilamin  Tiirevlerinin

Yerlestirilmesinden Elde Edilen Sonuglar

5 -
o & OCF3
1 0.5 e | 0.5 1 1.5 2
5
£
E
= ¢ n-But
[8a) 104
ED -15 A _
M i y =3.575x-10.821
* NaB R? =0.1794
_20 m
& OC2H5
.25 h
log Ks
(a)
5 -
. & OCF3
=-3 -2 -1 q J | 1
£ ¥
Ei ° NP Coe
< o n-But S U eFEr 02
=}
m ¢ -But OCH@ qH3
< -Pra
=
a
.)‘_O“D -15 4
& y=1.8664x-8.3114 ¢ N(CH3)2
R?=0.0863 220 A
OC2H»
-25 -
Elektronik Sibstitiient Sabiti

()
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Sekil IV. 37 Aktif Bélge Iginde P-Siibstitiie Benzilamin Tiirevlerinin Optmizasyon

Calismalarindan Cizilen Grafikler

Yukaridaki Sekil 1V.35, 1V.36 ve IV.37°de verilen garfikler incelendiginde
sadece Flavin ve benizaminden olusan PM6 ile optimize edilen model i¢in Siibstitiient
etkisi ile 1y1 bir korelasyon bulunmustur. Yapilan model PM3 ve aktif bolge PM3
caligmalarindan elde edilen, baglanma enerjileri ile siibstitiient etkisi ve diger

parametreler arasinda bir korelasyona rastlanamamustir.
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174}

Tablo 1V. 18 Aktif Bolgede PM3 ile Yontemi ile Yapilan p-Siibstitiie Benzilamin Calismalarindan Elde Edilen Degerler

F

Cl

Br

|

OH
CHjs
OCH;
CF;
OCF;

n-Butil
ter-
Butil

NO,
iso-pro
N(CHz),
OC;,Hs
H

) By SUEEDOD SWSSRKom Bt gy Bl o, S nor
-0.03777788 -2.06053508  -2.09831296 -2.11039211 -7.6 17.9 0.06 16.68 -0.55 0.14
0.0209463  -2.06053508  -2.03958878 -2.05209994 -7.8 6.28 0.23 30.5 -0.97 0.71
0.04397124 -2.06053508  -2.01656384 -2.02947472 8.1 2.54 0.39 30.54 -1.16 0.86
0.06574323 -2.06053508  -1.99479185 -1.99775404 -1.9 1.59 0.18 37.38 -1.62 112
-0.04041676 -2.06053508  -2.10095184 -2.11295928 75 7.84 -0.37 19.34 -0.55 -0.67
0.01655483 -2.06053508  -2.04398025 -2.06059388 -10.4 2.01 -0.17 33.14 -1.24 -1.12
-0.02914872 -2.06053508  -2.0896838 -2.10468491 9.4 0.91 -0.27 40.72 -0.55 -0.02
-0.2203748  -2.06053508  -2.28090988 -2.29122983 -6.5 35.1 0.54 47.19 -24 0.88
-0.29194913 -2.06053508  -2.36457279 -2.3629347 1.0 9.39 0.35 47.2 1.04
-0.00772327 -2.06053508  -2.06825835 -2.08206638 -8.7 0.36 -1.63 88.56 -1.63 213
-0.00550446 -2.06053508  -2.06603954 -2.08256746 -10.4 1.33 2.8 88.25 -2.78 1.98
0.0180692  -2.06053508  -2.04246588 -2.05518366 -8.0 69.9 0.78 34.3 -2.52 -0.28
0.00298145 -2.06053508  -2.05755363 -2.07442924 -10.6 1.28 -0.15 70.14 -1.71 0.54
0.02573999 -2.06053508  -2.03479509 -2.06148461 -16.7 0.64 -0.83 64.16 -0.3
-0.03681238 -2.06053508  -2.09734746 -2.1351284 -23.7 1.45 -0.24 59.18 0.03
0.03158785 -2.06053508  -2.02894723 -2.03533301 -4.0 18.1 0 10.49 0 0



IV. 5. 4. Docking Calismalarindan Elde Edilen Sonuglar

Bolim III. 6. 4’te anlatildigi gibi 20 adet p-siibsititiie benzilamin tiirevi MOA A
enziminin 2Z5X pdb kodlu x-1s1m1 yapisina dock edildi. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar

asagida Tablo IV.19’de verilmistir.

Tablo 1V. 19 Docking Islemi Ile elde edilen Ki ve Baglanma Enerjileri

KiuM O  ealimaD  Baglanma En (caimoly  EIeK-Subs@
H 71.49 -5.7 -4.0 0
F 74.06 -5.6 -7.6 0.06
Cl 27.06 -6.2 -7.8 0.23
Br 20.41 -6.4 -8.1 0.39
I 17.52 -6.5 -1.9 0.18
OH 43.73 -5.9 -75 -0.37
CH; 41.23 -6.0 -10.4 -0.17
OCHjs 65.5 -5.7 -9.4 -0.27
CoHs 11.48 -6.7
OC;,Hs 4412 -5.9 -23.7 -0.24
CF; 69.7 -5.7 -6.5 0.54
OCF; 48.33 -5.9 1.0 0.35
n-Biit 13.5 -6.6 -8.7 -1.63
ter-Biit 7.88 -7.0 -10.4 -2.78
1Z0-pro 14 -6.6 -10.6 -0.15
N(CH3), 32.04 -6.1 -16.7 -0.83
NH, 19.15 -6.4
NO; 72.51 -5.6 -8.0 0.78
COH 30.72 -6.2
COOH 143.4 -5.2

Yukaridaki Tablo 1V.19°de yer alan Docking baglanma enerjilerinin ¢ degerlerine
(Sekil IV. 38) ve Van der Waals hacmine (Sekil IV. 39) kars1 grafikleri ¢izildi.
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Sekil IV. 38 P-Siibstitiie Benzilamin Tiirevlerinin AutoDock Hesaplamalarindan Elde Edilen

Baglanma Enerjilerine Kars1 Elektronik Stibstitiient Etkisi Grafigi
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Sekil IV. 39 P-Siibstitiie Benzilamin Tiirevlerinin AutoDock Hesaplamalarindan Elde Edilen

Baglanma Enerjilerine Kars1 Van der Waals Hacmi Grafigi
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BOLUM V

DEGERLENDIRME VE TARTISMA

Bu tez c¢alisilmasinda MAO A izo enzimi temel alinarak hesaplamalar yapilmistir.
Bunun yanisira, MAO B ve flavo enzim ailesindeki diger enzimlerin katalizleme
mekanizmalarina 11k tutabilecek kiigiik model yapilar da tasarlanip modellenmistir. Yapilan
caligmalar bes baglik altinda toparlanabilir:

1. Dogal Enzim Optimizasyon Calismalar1

Bu bolimde MAO A enziminin aktif bolgesini kapsayan bir yapi olusturularak,
substrat olarak secilen benzilamin ve p-NO; benzilamin, reaksiyonun gerceklestigi flavin
yapisinin re-yiiziine hareketi boyunca olan yolda ONIOM yoéntemi ile modellendi. Elde
edilen optimize yapilara tek nokta enerji hesabi1 yaptirilarak reaksiyon yolu boyunca
substratin etkilestigi aminoasitlerin atom yiikleri lizerindeki etkileri incelendi. Tyr407 ve
Tyr444’ten olusan aromatik kafesin oksitleme mekanizmasi lizerindeki etkileri incelendi.
Yapilan  hesaplamalarin  sonucunda  substratin  dik  konformasyonun  planar
konformasyonundan daha kararli oldugu; aromatik kafesi olusturan Tyr407 ve Tyr444
aminoasitlerinin konformasyonun benzilaminin flavine hareketi boyunca degistigini ve bu
degisimin substrat i¢in yolu genisletigini; Tyr444 aminoasidinin konformasyonun daha fazla
degistigi ve bunun sonucu olarak Tyr407’nin substrat ile daha fazla etkilesime girip amin
N’unun yiik degisimi lizerinde daha etkin oldugu bulunmustur.

2. Aromatik Aminoasitlerin Mutasyon Caligsmalari

Benzilamin substrati flavine dogru ilerlerken aromatik kafesin iginden geg¢mek
zorundadir. Literatiirde deneysel olarak yapilmis aromatik kafesi olusturan Tyr407 ve Tyr444
aminoasitlerine dair kinetik ¢calismalarin olmasi, MAO B i¢in mutasyon ¢aligmalarinin olmasi
MAO A i¢in de mutant enzimlerin modellenmesini gerektirdi. Dort farkli aminoasit ile
Tyr407 ve Tyr444 aminoasitlerinin mutant enzimleri modellendi. Tyr444’iin mutasyonu amin
N’unun elektronik yiikiinde dogal enzim hesaplamalarindan elde edilen sonuclarla

kiyaslandiginda ciddi farkliliklar tasimazken Tyr407 mutasyonundan elde edilen sonuglar
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dogal enzim hesaplamalarimin sonuglarindan farkliliklar gostermektedir. Bu Tyr407’nin
substrat tizerindeki etkisini bir kez daha farkli bir yol ile ispatlamistir.
3. Amin Oksitleme Mekanizmalarmin Incelenmesi

Bu tez c¢alismasinin agirlikli  konusunu amin  oksitleme mekanizmalari
olusturmaktadir. Aktif bélgenin tamaminin dahil edildigi, reaksiyon yolunun taranmasi ile
yar1 deneysel ve ONIOM yodntemi ile yapilan ¢alismalarinin yaninda 17 atom igeren yiliksek
seviye yontem ¢aligmalarina kadar bir ¢ok yontem ve model yapi ile ¢alismalar yapilmistir.
Grubumuz tarafindan en ¢ok iizerinde durulan polar niikleofilik mekanizmanin yaninda
hidriir mekanizma da calismalarimiza dahil edilerek Onerilen mekanizmalarin kiyaslanmasi
yapilmistir. Ancak kullanilan yOntemlerin iki mekanizmay1 birlikte modellemede eksik
kalmasi, kiicik model yapilar iizerinde ¢alismak zorunda kalmamiz, mekanizma
caligmalarinda ¢ok net bir sekilde katalizin hangi oksidasyon mekanizmasi {izerinden
yuriidiigiine karar verebilmemizi giiclestirmistir. Sadece PM6 yontemi ile yapilan
caligsmalardan elde edilen sonuglar her iki mekanizmaya ait yapilar1 birlikte optimize etti.
Sonuglar incelendiginde polar niikleofilik mekanizma igin 36.6 kcal/mol’likk bir aktivasyon
enerjisi bulunurken hidriir mekanizma igin ise 34.48 kcal/mol’lik bir enerji degeri
hesaplanmistir. Ancak yiiksek seviye yontemlerde hidriir mekanizma 16-34 kcal/mol’liik
aktivasyon bariyerleri ile daha olas1 goriinmektedir.

4. Yeni Amin Oksitleme Mekanizmalarinin Onerilmesi

X-1s1m1 yapilarinin aydinlatilmas: aktif bolge yapisindaki H>O molekiillerinin hangi
koordinatta, ka¢ tane olduklarin1 gostermistir. Flavin yapisinin re yiiziinde substrat ve dnemli
amino asitler ile etkilesimde olan sekiz adet H,O molekiilii tespit edilmistir. Bu molekiillerin
oksitleme mekanizmasini kolaylastirici bir etkisinin olup olmadigi incelenmistir. H,O
molekiillerinin yerleri degistirilmeden sadece yonelmeleri H koprii bagi yapacak sekilde
diizenlendiginde aktivasyon enerjisini arttiran bir etki yapmistir. Ayrica, yeni bir mekanizma
onerilerek polar mekanizmadaki H* degisiminin H,O iizerinden yiiriidiigii bir model
reaksiyon olusturulmustur. Ayni sekilde bu mekanizma i¢in de ¢ok sayida model yap1 ve
yontem calismalar1 yapildi. Elde edilen sonuglar incelendiginde PM6 yontemi ile 37
kcal/mol’liikk bir aktivasyon enerjisi hesaplanirken daha kii¢iik yapi ile daha yliksek seviye
caligmalarda bu deger yaklasik 26 kcal/mol’liik degerlere inmektedir.

Onerilen bu yeni mekanizmanin yaninda flavindeki karbonil grubu iizerinden
yiiriiyebilecek literatiirde yer almayan yeni bir mekanizma daha 6nerildi. Bu mekanizma da
flavin yapisina olan H transferinin karbonil grubunun karbonunun daha fazla pozitif yiik

tagimasi sebebiyle karbonil grubu iizerinden olabilecegi fikrinden hareketle hazirlanmistir. Bu
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mekanizma da H,O’lu ve H,O’suz olmak tizere farkli yollar i¢in iki yar1 deneysel yontem ile
modellenmistir. Tez calismasinin baslangicinda g¢alisilan mekanizmalarin hepsinin birlikte
modellenebildigi giivenilir bir yontem bulma problemi yasanmistir, ¢linkii gilivenilir bir
yontem olarak bilinen DFT (B3LYP/6-31+G**) yontemi ile polar niikleofilik mekanizmaya
ait duragan noktalar (gecis konumu ve ara iirin) optimize edilememektedir. Son yillarda
gelistirilen PM6 yonteminin DFT yontemine yakin sonuglar verdigi literatiirde raporlanmistir
[53, 54]. PM6 yontemi ile ¢alisilan mekanizmalarin hepsi modellenebildiginden karsilagtirma
imkant dogmustur. Karbonil Mekanizmasinin hiz belirleme basamagi aktivasyon enerjisi
yaklagik 29 kcal/mol olarak bulunmustur (Tablo IV.14). Polar niikleofilik ve hidriir
mekanizmalari i¢in ise hiz belirleme basamagi aktivasyon enerjileri 34-37 kcal/mol (Tablo
IV.10) arasinda degismektedir. Flavin ve benzilamin molekiilleri kullanilarak yapilan bu
modelleme sonuglarina gore Karbonil Mekanizma’nin digerlerinde daha olast oldugu
anlasilmaktadir. Ancak, MAO inhibitorleri arasinda deneysel yoOntemlerle yapilan
aragtirmalarda karbonil grubuna baglanan bir inhibitér bilinmemektedir. Diger yandan,
deneysel QSAR c¢alismalarina gore p-siibstitiientlerin elektron ¢ekme 0Ozelligi arttikca
enzimin katalizleme hizinin artmasi1 Karbonil Mekanizma igin de destekleyici bir kanittir,
clinkii burada da hiz belirleme basamaginda oC tizerinde negatif yiik birikmektedir. Bu
bulgular Karbonil Mekanizmanin da dikkate alinarak iizerinde daha detayli caligilmasi
gerektigini gostermektedir.
5. p-Siibstitiie Benzilamin Tiirevleri ile Yapilan QSAR Caligmalari

Benzilamin substratinin para pozisyonunda € g¢eken ve veren gruplarin Onerilen
mekanizmalarin iizerinde etkisi incelendi. Benzilamin 15 farkli siibtitiient ile iki farklt model
yapt ve yontem ile c¢alisildi. Ayni zamanda ilag tasariminda sik¢a basvurulan, olasi
inhibitorlerin baglanma enerjilerini hesaplayan “docking” yontemi ile de enzimin tamami
alinarak p-siibstitiie benzilamin tiirevleri enzime dok edildi. Deneysel ¢alismalarin mevcut
olmasi elde edilen teorik verilerin deneysel veriler ile kiyaslanmasini saglamistir. Flavin ve
benzilamin modelinden olusan PM6 yontemi ile yapilan ¢alismalarda AG;” degerleri ile
slibstitiient etkisi(c) arasindaki korelasyon R?=0.82’lik bir deger olarak bulunmustur. Sekil
IV.34b’de goriildiigi {izere siibstitiientin elektron ¢ekme kuvveti arttik¢a aktivasyon enerji
engeli azalmaktadir. Edmondson ve grubunun kinetik deneylerinde de siibstitiientin elektron
cekme kuvveti arttikga enzimatik tepkime sirasinda flavinin indirgenme hizi artmakta
oldugundan elde edilen korelasyon deneysel bulgulara uymaktadir. Bu bulgular,

mekanizmanin hiz belirleme basamaginda oC iizerinde biriken negatif yiikiin elektron ¢eken

129



p-stibstitiient etkisi ile dagitilarak ge¢is konumunun kararli hale donistigi fikrini
desteklemektedir. Enzimin tamaminin dahil edildigi docking ¢alismlarindan elde edilen
baglanma enerjileri ile siibstitlient etkisi arasinda ise en fazla 0.43’likk bir korelasyon ile
onemli bir iligki bulunamamustir.

Enzimin tamamimin dahil edildigi docking c¢alismlarindan elde edilen baglanma
enerjileri ile siibstitiient elektronik parametresi(c) arasinda zayif bir iligki (R2=0.43)
goriilmektedir. Ancak, deneysel QSAR calismasinda baglanma enerjisi ile sigma arasindaki
iligki arastiritlmadigindan karsilastirma yapilamamaistir. Diger yandan, siibstitiientin baglanma
enerjisi ile Van der Waals hacmi arasinda gdzlenen (R?=0,47) korelasyon zayif olmasina
ragmen deneysel verilerle tamamen Ortiismektedir [12]. Sekil IV. 39°da gorildigi gibi,
stibstitiientin kapladigi hacim arttik¢a substrat enzime daha siki baglanmaktadir. Bu iliski,
MAO A enziminin genis bir substrat baglanma bdlgesine sahip oldugunu gostermektedir.
Nitekim kristal yapilart incelendiginde, MAO B aktif bolgesinin dar ve uzun, MAO
A’ninkinin ise daha genis oldugu goriilmiistiir. Elde edilen korelasyonlar, diger istatistiksel

parametreler de dikkate alinarak daha detayli incelenecektir.
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