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Ozet. Protein Veri Bankasi’ndan 2AS8F proteini secilmistir. Bu protein hakkinda
bir literatiir taramasi yapilarak genel ozellikleri hakkinda bilgi verilmistir. VMD
(Visual Molecular Dynamics) programu ile kristal yapilarda bulunmayan hid-
rojen atomlari protein yapisina eklenmis, PSF (protein yapt dosyast) ve PDB
(protein koordinat dosyast) dosyalart olusturulmugstur. Olusturulan sistemi icine
alacak biiyiikliikte bir su kutusu olusturulmustur ve istenilen sartlari saglayacak
sekilde iyon eklenmistir. NAMD (Nanoscale Molecular Dynamics) programi
kullanilarak, her simiilasyonun uzunlugu 5 ns olacak sekilde hazirlanan sis-
temin simiilasyonu 300K ve 400K sicakliklar icin gerceklestirilmistir. Elde edi-
len simiilasyon sonuglart analiz edilmis ve sistemin kinetik enerji, basing, ha-
cim, sicaklik degisimleri zamana bagh olarak cizilerek incelenmistir. Sistemle-
rin kok ortalama kare sapma (RMSD) degerleri hesaplanmistir. Sonrasinda her
bir amino asit icin RMSD degeri hesaplanarak proteinin hareketli olan bolgeleri
belirlenip gorsellestirilmistir.

1. Giris
1.1. Proteinin Genel Tanim ve Ozellikleri

Bitkilerde patonjenlerin salgiladig1 metabolik maddelere elisitor denilir. Bitkilerin ise eli-
sitorlere karg1 gelistirdigi cesitli savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalardan bi-
risi agir1 duyarl tepki olarak isimlendirilir. Asir1 duyarl tepki, patojenlerin yayilmasini
engellemek amaciyla yogun bir bicimde hiicre 6liimiidiir bu tepki ise ekonomik olarak
agir hasarlara neden olmaktadir. Phytophthora ve Pythium elisitin olarak adlandirilan pro-
tein bazl elisitor madde salgilayarak asir1 duyarh tepkiye sebep olan patojenlerin biiyiik
bir kismini barindirir. Ozellikle Phytophthora cinsine ait P. Cinnamomi, bitkilere en ¢ok
hasar veren tiirdiir. Solanaceae ve cruciferae familyalarindan bitkilerde yerel ve uzak sa-
vunma tepkilerini indiikler. Yaprak nekrozunu ortaya ¢ikarir ve patogenezle ilgili prote-
inlerin birikmesine neden olur [Mikes et al. 1998]. Yalnizca Avustralyada 2000’den fazla
bitki tiirlinii etkiledigi belgelenmistir. Ayrica diinyanin geri kalanina da yayilmis olan bu
tiir tarih i¢inde biiyiik ormanlik alanlarin 6liimiine yol agmistir [Hardy 2004].

1.2. Proteinin yapisi

P.cinnamomi tiiriiniin salgiladig1 3-cinnamomin kuvvetli bir ¢iiriitme kabiliyetine sahip
elisitindir. Bazik olmasi nedeniyle bagina {3 isareti getirilmistir. Yapisal olarak bulundugu
elisitin grubunun ozelliklerini gosterir, ayn1 grupta bulunan cryptogein ile dizilimsel ola-
rak %87,8 ve capsicein ile %82,7 benzerlik gostermektedir [Huet and Pernollet 1989].
Plazma zarmin lipidik molekiilleri ile etkilesime girebilir. Elisitinler, sterolleri zarlar
arasinda yiikleyebilir, tasiyabilir ve aktarabilir [Mikes et al. 1998]]. Elisitin grubuna ait
karakteristik kivrim goriilmektedir. 6 adet alfa-helisi, kisa bir beta-sheet ve omega-
loop icermektedir. Beta-sheet ile omega-loop hidrofob bir oyugu cevreleyen bir motif
olustururlar [Rodrigues et al. 2006]].



Sekil 1. B-cinnamomin proteininin yapisi.

Sekil [TJde goriilmek tizere NewCartoon gosterimi ile, ikincil yapilar renklendirilmistir.
A ve B olmak iizere birbirine simetrik olan iki adet zincirden olugsmaktadir. Sar1 oklarla
goriilen kisimlar 3-sheet, mor ile gosterilen kisimlar o-helix yapilardir.
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Sekil 2. Ug elisitin sekans karsilastiriimasi

Sekil PJde goriilmek tizere ii¢ farkl elisitin tiiriiniin aminoasit dizilimleri kiyaslanarak
farkli olan aminoasitler kutu i¢ine alinmistir. Cryptogein (Cry), Cinammomin (in), Cap-
sicein (Cap) seklinde gosterilmistir.



2. Yontem

Oncelikle RCSB PDB (Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data
Bank) iizerinden -cinnamomin proteinine ait 2A8F isimli PDB dosyast indirilmigtir. Son-
rasinda VMD programi iizerinden yiiklenilen PDB dosyasi acilmistir ve eksik residue
olup olmadi81 kontrol edilmistir. Helix yapida bulunan carbon alfalar i¢in 4, 21, 32 ve 53
eksik residuelar olarak belirlenmistir. Eksik residue kontrolii beta-sheetler icin de yapilir.
Beta-sheetler i¢cin 2 numarali residue orijinal sekansta bulunmamaktadir ve fazlalik olarak
not edilir.

2.1. Hidrojen atomlar: protein yapisina eklenmesi

VMD programi kullanilarak protein dosyasi simiilasyon i¢in hazirlanmigtir. Kristal
yapilarda bulunmayan hidrojen atomlar: protein yapisina eklenmistir. Yapisina hidrojen
atomlar1 eklenmis protein i¢in PSF (Protein yap1 dosyas1) ve PDB (Protein koordinat dos-
yasi) dosyalar1 olusturulmustur.

2.2. Sistemin su kutusuna yerlestirilmesi

Bir sonraki adim icin her eksende 15 A pay birakilarak, protein bir su kutusu igine
alinmugtir. Sekil [3[de de goriildiigii gibi beta-cinnamomin proteinin su kutusunun i¢ine
yerlestirilmistir.

Sekil 3. Proteinin su kutusuna yerlestirilmis hali.



2.3. Sistemin notralize edilmesi

Notralize edildikten sonra fizyolojik sartlarin saglanmasi i¢in 150 mMol/L NaCl iyon
eklenmistir. Bu adimlar tamamlandiktan sonra simiilasyona sokulmaya hazir bir psf dos-
yasi elde edilir.

Sekil 4. Su molekiilleri line gésterimi ile, protein licorice gésterimi ile ve ionlar
van der waals go6sterimi ile.

2.4. Simiilasyonun yapilmasi

Oncelikle simiilsyonun yapilmasi icin CONF (konfigiirasyon) dosyasi olusturulur.
Daha sonra bu CONF dosyasinin calistirllamasinda PRM (parameters) dosyalari
par_all36_carb.prm, par_all36_cgenff.prm, par_all36_na.prm, par_all36_prot.prm, top-
par_water_ions_namd.str ve par_all36_lipid.prm kullanilmak iizere konumlar1 belirlenir
(Bknz. EK 1). UHeM (Uluslararas1 Hesaplama Merkezi)’de is betigi yazilarak 56 islemci
ile 300 ve 400 Kelvin sicaklik icin, her bir durum i¢in 5 ns olacak sekilde simiilasyon
gerceklestirilmistir (Bknz. EK 2).

3. Sonuclar1 Analizi

Sistemin kinetik enerji, basing, hacim, sicaklik degisimlerine LOG dosyasi iizerinden
ulagilir. 300K ve 400K simiilasyon sonucundaki grafikler sicaklik, hacim, basing ve ki-
netik enerji i¢in ¢izdirilten sonra datalar disar1 aktarilmig. Digar1 aktarilarilan datalar
daha sonra MATLAB’de yazilan bir kod yardimiyla 300K ve 400K arasindaki grafikleri
karsilastirilmak iizere ¢izdirilmistir.



3.1. Sistemin sicaklik karsilastirilmasi

Sekil f[de de goriildigii gibi grafiklerde simiilasyona girilen 300K ve 400K sicaklik
degerleri elde edilir.
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Sekil 5. 300K ve 400K icin sicaklik karsilastiriimasi.

3.2. Sistemin kinetik enerji karsilastiriimasi

Sekil [67da goriildiigii gibi sistemin kinetik enerjisi sicaklikla dogru orantili olacak sekilde
cikmistir. Daha sicak kosulda yapilan analizin kinetik enerjisi de daha biiyiik ¢ikmugtir.
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Sekil 6. 300K ve 400K i¢in kineitk enerjilerin karsilastiriimasi.

Kinetik enerji degerleri yaklasik olarak 300K i¢in 2750 kcal/mol ve 400K i¢in 3600 kca-
1/mol bulunmustur



3.3. Sistemin basing¢ karsilastirilmasi

Sekil [77de goriildiigii tizere iki sistem igin de basing degeri ¢ok hizli bir sekilde 0’a
ulagmustir.
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Sekil 7. 300K ve 400K icin basin¢ karsilastiriimasi.

3.4. Sistemin hacim karsilastirilmasi

Sekil [§]de goriildiigii gibi hacim biiyiikliikleri sicaklikla orantili olacak sekilde gelmistir.
Hacim 300K icin ortalama 4.43 A® ve 400K icin 4.9 A® bulunmustur.
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Sekil 8. 300K ve 400K icin hacim karsilastiriimasi.



3.5. Sistemlerin kok ortalama kare sapma (RMSD) degerleri

RMSD hesabinin yapilabilmesi icin simiilasyona hazir hale getirilmis dosyanin {iize-
rine (ionized.pdb), 300 Kelvin ve 400 Kelvin sicaklikta yapilan simiilasyonlar sonucu
elde edilen dcd dosyalart ayr1 ayr1 eklenmistir. Bu dosyalarin her biri 5020 frame-
den olugsmaktadir. 300 Kelvin ve 400 Kelvin sicaklik i¢cin VMD main iizerinden ana-
liz boliimiinde RMSD Trajectory kullanilarak analizler gerceklestirilmisti. RMSD Tra-
jectory i¢in Oncelikle proteinin tamami segilip align edilmis ve analizi yapilmistir. Son-
rasinda protein ve a-helix i¢in, en son protein ve [3-sheet i¢in ayn1 iglem yapilmustir. Her
adimda RMSD analizleri bir grafik olarak cizdirilmistir. Bu grafiklerin verileri birer mat-
ris halinde kaydedilip Matlab iizerinden 300 Kelvin ve 400 Kelvin icin karsilastirmali
grafikler haline getirilmisgtir.

Tablo 1. RMSD degerleri karsilastiriimasi.

300K 400K
Bolge Ort Maks Ort Maks

I -Protein  1.507 3.159 2816  4.8167
2 - o-helix 1.507  3.159 2816 4.867
3-03-sheet 1315 2816 1.343 3.216

Tablo [[fde goriildiigii iizere a-helix icin RMSD degerleri 3-sheet’lerden daha yiiksek
cikmaktadir. Ayrica goriilmektedir ki virgiilden sonra digit icin proteinin ve a-helix’in
RMSD degerleri hem ortalama hem de maksimum i¢in esit ¢citkmmigtir. Bunun nedeni-
nin protenin yapisindaki o-helix’in residue sayisinin [3-sheet’lerden sayica ¢ok oldugu
diisiintilmektedir.
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Sekil 9. Protein icin 300K ve 400K RMSD karsilastirmasi.
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Sekil 10. Alpha-helix i¢in 300K ve 400K RMSD karsilastirmasi.
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Sekil 11. Beta sheet icin 300K ve 400K RMSD karsilastirmasi.

4. Sonug ve Tartisma

VMD ve NAMD kullanilarak 300 Kelvin ve 400 Kelvin i¢in simiilasyonu yapilan
yapilan -cinnamomin, analiz edilerek sistemin kinetik enerji, basing, hacim ve sicaklik
degisimleri zamana bagl ¢iktilar halinde alinmis ve daha sonra grafik haline getirilmistir.
300K ve 400K degerleri i¢in iist iiste ¢izdirilen grafiklere bakilarak analizi yapilan 6zel-
liklerin dogrudan sicaklikla iligkili oldugu goriilmektedir. Bu iligkinin ise dogru orantili
oldugu sonucuna varilmigtir. Basing degerlerinde, her iki sicaklik degeri icin ¢ok keskin
bir diisiis goriilmektedir daha sonrasinda ise basin¢ sabit bir deger halinde analiz bo-



yunca devam etmektedir. Bu keskin diislise analiz i¢in yapilan minimizasyon sebep ol-
maktadir. 300K ve 400K i¢cin RMSD grafikleri karsilagtirmali olarak ¢izdirilmigtir. Sekil
9’da goriildiigii iizere 400 Kelvin’de cok daha biiyiik sapma goriilmektedir. Yaklagik
1200 frame’de hareketlilik en yiiksek noktaya ulagmistir. 3500 frame’e kadar ortalama
degere yakin olan RMSD degerleri 5020 frame’e kadar artarak sonlanmistir. Ayni sekil
tizerinde 300 Kelvin’de ortalama degerin altinda baglayarak, diizenli sayilabilecek bir
sekilde artan ve yaklasik 4400 frame’de tepe noktaya ulasan hareketlilik goriilmiigtiir.
300K ve 400K’deki RMSD grafikleri kiyaslandiginda 400K’de proteinin ¢ok daha ha-
reketli oldugu goriilmiistiir. Ayn1 sonuglara Sekil 10 ve Sekil 11°den de varilmistir. Bu
karsilagtirmalar sonucu (3-cinnamomin proteinin o-helix ve [3-sheet’lerinin sicaklik ile
birlikte benzer bir hareketlilik sergiledigi goriilmiistiir. 3-sheet’lerin farkli sicakliklarda
RMSD degerlerinin 1500 frame’den 4000 frame’e kadar ¢ok yakin oldugu goriilmiistiir.
Buradan [3-sheet’lerin RMSD degerlerinin sicaklik farklarinda o-helix’ten daha az etki-
lendigi sonucuna varilmistir.

Sekil 12. g-cinnamom yapisindaki alpha-helixler.
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EKLER

EK 1

Simiilasyonun ¢aligtirilmasi i¢in yazilan CONF dosyasi.

G i
## 2A8F SIMULATION ##

igdsssissssisisasdadadadadadaiasatititaR R adEEi

# Minimization and Equilibration of
# 2A8F in a water box

S
## ADJUSTABLE PARAMETERS ##
FHEH A A A A HAHAHA AR AR AR AR H SRS A

structure ../ecelik01/MAK4079/proje/ionized.psf
coordinates ../ecelik01/MAK4079/proje/ionized.pdb
set temperature 400

set outputname 2a8f_400K_eq

firsttimestep 0

rEEEEEEEEE s R R EEEEE R R
## SIMULATION PARAMETERS ##

igddsdssssdsdtdad sttt aa AR Rt RadEdi

# Input

paraTypeCharmm on

parameters ../ecelik01/MAK4079/proje/
par_all36_carb.prm

parameters ../ecelik01/MAK4079/proje/
par_all36_cgenff.prm

parameters ../ecelik01/MAK4079/proje/par_all36_na.
prm

parameters ../ecelik01/MAK4079/proje/
par_all36_prot.prm

parameters ../ecelik01/MAK4079/proje/
toppar_water_ions_namd.str

parameters ../ecelik01/MAK4079/proje/

par_all36_lipid.prm
temperature Stemperature




# Force-Field Parameters

exclude scaledl-4
l-4scaling 1.0
cutoff 12.0
switching on
switchdist 10.0
pairlistdist 14.0

# Integrator Parameters

timestep 2.0 ;4 2fs/step

rigidBonds all ;# needed for 2fs steps
nonbondedFreq 1

fullElectFrequency 2

stepspercycle 10

# Constant Temperature Control

langevin on ;# do langevin dynamics

langevinDamping 1 ;# damping coefficient (gamma) of
1/ps

langevinTemp Stemperature

langevinHydrogen off ;# don’t couple langevin bath to
hydrogens

# Periodic Boundary Conditions

cellBasisVectorl 82.681 0.0 0.0
cellBasisVector2 0.0 87.578 0.0
cellBasisVector3 0.0 0.0 66.915
cellOrigin 0.590 15.790 34.485
wrapAll on

# PME (for full-system periodic electrostatics)
PME yes
PMEGridSpacing 1.0

#manual grid definition
#PMEGridSizeX 45
#PMEGridSizeY 45
#PMEGridSizeZ 48




# Constant Pressure Control (variable volume)

useGroupPressure yves ;# needed for rigidBonds
useFlexibleCell no
useConstantArea no
langevinPiston on

langevinPistonTarget 1.01325 ;# in bar -> 1 atm
langevinPistonPeriod 100.0

langevinPistonDecay 50.0

langevinPistonTemp Stemperature

# Output

outputName Soutputname

restartfreq 500 ;# 500steps = every lps
dcdfreq 500

xstFreq 500

outputEnergies 500

outputPressure 500

FHFHHAH A A A EHAH AR AR AR AR A H AR AR S S
## EXTRA PARAMETERS ##

G

FHFA A A A A A S A A H AR AR AR AR A RS A AR R AR SFS S
## EXECUTION SCRIPT ##

G i

# Minimization
minimize 10000
reinitvels Stemperature

run 2500000 ;# b5ns




EK 2

UHeM’de simiilasyonu calistirmak icin yazilan is betigi.

#!/bin/bash

#SBATCH -A # account / proje adi
#SBATCH -n 56 # cekirdek / islemci sayisi
#SBATCH -N 2 # sunucu makina sayisi

#SBATCH -p defqg

module load NAMD/NAMD_2.14_Source_verbs_icc_coredOqg
NAMDdir=/okyanus/progs/namd/NAMD_2.14
_Source_verbs_icc_cored40g/Linux—-x86_64-icc

SNAMDdir/charmrun +p\$SLURM_NTASKS ++mpiexec S$NAMDdir/namd2
+setcpuaffinity 2a8f 400K_eg.conf > 2a8f 400K_eq.log
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