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Elastin kokenli polipeptitler olarak bilinen (VPGXG), polipeptitleri, farkli biyolojik,
biyomekanik, biyokimya ve biyofizik 6zellikleri ile doku miihendisliginde basta doku,
mikrotilip ve nanotiip olmak iizere bir¢cok alanda biyomateryal iiretimine uygun yapilari
ile dikkat ¢cekmektedir. Bu nedenle, bu tiir peptitlerin yapisinin anlagilmasi énem arz
etmektedir.

Bu amagla, ¢alismamizda elastin kokenli polipeptitlerin yapisal 6zellikleri bilgisayar
simiilasyonlar1 yontemiyle incelenmistir. Simiilasyonlarimiz, genellestirilmis kiime
ailesinin en giiclii algoritmalarindan olan multikanonik algoritma ile gerceklestirilmistir.
Multikanonik yontem kati halden biyofizige ¢ok genis uygulama alanina sahiptir.
Calismamizin ilk kisminda, n=/ alimip X aminoasiti degistirilerek aminoasitlerin
hidrofobisite skalast olusturulmus, ardindan farkli soliisyonlarda termodinamik
biiylikliikler hesaplanmistir. Son olarak, n=1, 2, 3 segilerek kiiciik molekiillerden
biiyliklere geciste yapisal 6zelliklerdeki farkliliklar belirlenmistir.
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(VPGXG), polypeptides known as elastin-like polypeptides with different biological,
biomechanical, biochemical and biophysical properties stand out suitable structures
appropriate for production of several biomaterials, in the first instance, tissue, microtube
and nanotube in tissue engineering. Therefore, understanding the structural properties of
such peptides comes into prominence.

For this purpose, structural properties of elastin-like polypeptides have been
investigated by computer simulation methods in our study. Our simulations have been
carried out by multicanonical algorithm, the most powerful algorithm in generalized
ensemble family. Multicanonical method has a wide range of application area from solid
state to biophysics.

By taking n=1 and changing aminoacid X, hydrophobicity scale has been established in
the forepart of our study, afterwards the thermodaynamical quantities have been
determined in different solvents. Finally, by choosing n=1, 2, 3 structural properties

have been determined when progression from small molecules to larger ones.
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1. GIRIS

Elastin kokenli polipeptitler (EKP’ ler) olarak bilinen polipeptit dizilimlerinin doku
miithendisliginde 6nemi giderek artmaktadir. Bunun en 6nemli nedeni, elastin kokenli
polipeptitlerin ve proteinlerin biyomateryal dizayninda kullanilmasidir. Biyolojik
molekiillerin, teorik ve deneysel olarak ii¢ boyutlu dogal yapisinin tayini ve bu
molekiillerin katlanma mekanizmasinin belirlenmesi, bir¢ok interdisipliner bilim dalinin
en Oonemli amaglarindan biridir. Bunun bir sonucu olarak elastin hem deneysel, hem

simiilasyon yontemleri ve hem de analitik modellerle incelenmektedir.

Bu calisma, elastin kokenli olarak bilinen ii¢ harfli kodlamada (Val-Pro-Gly-Xaa-Gly),
ve tek harfli kodlamada (VPGXG), sembolii ile gosterilen polipeptit zincirde X
aminoasitinin hidrofobisitesi ve polaritesi farkli amino asitlerle degistirilmesi
sonucunda elde edilen polipeptitlerin farkli sulu ¢ozeltilerdeki yapisal 6zelliklerinin
incelenmesi ve bu amagla bilgisayar simiilasyonlarinin gerceklestirilmesini
icermektedir. Zincirlerin sadece aminoasit dizilisi verilerek tamamen rasgele bir
konfigiirasyondan baglayarak, bilinen tiim etkilesimlerden sistemin ger¢ek ii¢ boyutlu

sekillenimlerinin bulunmasi ve termodinamik 6zelliklerin degerlendirilmesi yapilmistir.

EKP’ lerin simiilasyonu multikanonik algoritma ile yapilmistir. Fizigin pek ¢ok alaninda
uygulamaya agik olan multikanonik yontem, bazi ferromagnetizma ve spin cami
modellerinde test edilmistir. Bu yontemin en biiylik avantaji, belli bir sicaklik aralifinda
ornekleme yaptigindan, tek bir simiilasyon ile istenilen sicakliktaki termodinamik

niceliklerin hesaplanmasina olanak vermesidir (Arkin 2008).

Tez kapsaminda gergeklestirilen ¢calismalar asagidaki bagliklar altinda 6zetlenebilir:

1. (VPGXG), polipeptit zincirinde X aminoasiti degistirilerek yapisal gegis sicaklik
degisiminin incelenmesi,

2. Farkli su modellerinde yapisal gegis sicakliklarinin belirlenmesi,

3. Yapisal gecis sicakliginin altinda ve tistiinde konformasyonlarin karakterize edilmesi,
4. Polipeptitlerin katlanmasinda en 6nemli etken olan hidrofobisitenin karsilastirmasi,

5. Yapisal gecis sicakliklarinin gergek deneylerle karsilastirilmasi.
1



Simiilasyonlar Fortran programlama dilinde yazilmis, acgik-kodlu, SMMP (Proteinler
icin Basit Molekiiler Mekanik-Simple Molecular Mechanics for Proteins) programi ile
gergeklestirilmistir. Program, standart geometri modeli kullanarak konformasyonlari
belirlemektedir. Standart geometri modelinde, protein i¢ koordinatlarina gore
tanimlanmaktadir ve bu koordinatlarin Metropolis kriterlerine gore degistirilmesi ile
yeni konfigiirasyonlar olusturulmaktadir. Detaylar, Materyal ve Yontem boliimiinde

anlatilmistur.

Protein-su etkilesmesi, programda yer alan dahili soliisyon modelleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu modeller yaygin olarak kabul goren, ¢oziicii-erisilebilir alani
(solvent accessible area) metodu kullanarak, protein-su etkilesim enerjisini
hesaplamaktadir. Programda, Multikanonik Monte Carlo algoritmasi kullanilmaktadir.
Bu ydntemin en biiyiik avantaji, belli bir sicaklik araliginda 6rnekleme yaptigindan, tek
bir simiilasyon ile istenilen sicakliktaki termodinamik niceliklerin hesaplanmasina

olanak vermesidir.

Tekrar agirliklandirma yontemi ile enerji, 6zis1, donme yarigapi (radius of gyration) ve
baslangi¢-bitis uzakligi (end-to-end distance) gibi Onemli fiziksel nicelikler

incelenmistir.

1.1 Elastin Uygulamalar1 ve Literatiir Calismalar:

EKP’ ler doku miihendisliginde 6nemli ve ilgi uyandiran biyomateryallerdir. Bu ilgi,
EKP’ lerin dikkat ¢ceken bazi 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir. EKP’ ler dokulara ve
organlara esneklik saglamakla sorumludur, bu nedenle esnekligin gerekli oldugu kan
damarlari, lifler, ciger ve ciltte bol miktarda bulunmaktadir. EKP’ lerin 6nemli bir
ozelligi, fizyolojik sartlar altinda kendini yenileme (self-assembling) potansiyelidir. Bu
ozelligi ile doku miihendisligi alaninda mikrotiipler ve nanotiip iiretimi i¢in oldukca
elveriglidirler. EKP’ ler ile tiretilen diger biyomateryallerden bazilari; hidrojel (Wright et
al. 2002), plaka (Mithieux et al. 2004), nanopargacik (Herrero-Vanrell et al. 2005),
siinger tiirli (sponge-like) izotropik aglar (Bellingham et al. 2003) ve nanoporous

materyallerdir (Reguera et al. 2004). Elde edilen elastin suda ¢oziinmemektedir ve 70
2



yillik yar1 6miirlii en kararli proteinlerden birisidir (Powell et al. 1992). Elastin tlirevli
peptitlerin biyolojik aktivitesi {izerine ¢esitli ¢alismalar yapilmis ve halen de yeni

caligsmalar yapilmaktadir.

EKP’ ler, VPGXG pentapeptitinin tekrarli dizilimleridir ve pentapeptitteki X aminoasiti
yerine Pro hari¢ tim aminoasitler getirilerek elde edilmektedir. FElastin suda
¢oziinmeyen, hidrofobik ve yaygin olarak atomlar arasi zincirlerin olusturdugu capraz
orgiilerle fiber yapilar kurar. Dokularin tiiriine bagli olarak fiberler degisik miktarlarda
bulunmaktadir. EKP’ ler bir¢cok biyolojik islevde rol oynamaktadir ve en Onemli
fonksiyonlar1 dokulara esneklik saglamalaridir. EKP’ ler yapisinda 750 aminoasit
icerebilen ve Gly ile Pro agisindan zengin proteinlerdir. Olusturduklart esnek fiberler,
ayni kesitteki kaucuktan 5 kat daha fazla esneme kapasitesine sahiptir. EKP molekiilleri
normalde kivrimli bir yapidadir, ancak bir kuvvete maruz kaldiklarinda diizlesir, kuvvet

ortadan kalktiginda ise dogal sekillerine tekrar donerler.

EKP’ ler kritik yapisal gecis sicakligina sahiptir ve bu sicakligin altinda ¢oziinebilirken,
tistindeki degerlerde ise ¢Oziinmeyen yapiya sahiptir. Kompozisyonundaki X° in
degistirilmesi ve soliisyonun pH, iyonik direng¢ (ionic strength) ve konsantrasyon gibi

parametrelerinin degistirilmesi ile kritik yapisal gecis sicaklig1 degistirilebilmektedir.

EKP’ ler bircok sebepten dolay1 biyomedikal uygulamalarda kullanilmaktadir: (1)
yapisal gecis sicakliklar1 0-100 °C arasina ayarlanabilmektedir, bu sayede ila¢ dizaym
(drug delivery) ve protein izolasyonu (protein purification) gibi alanlarda
kullanilmaktadirlar. (2) Elastin kokenli polipeptitler sentezlenebilmektedir. (3)
Laboratuar ortaminda gram/litre oraninda kullanilabilir olmalari, sentetik polimerlere
gore daha az maliyet getirmektedir. (4) Elastin kokenli polipeptitlerin biyolojik
islevlerde zehir veya zararli etkisi yoktur. (5§) Canli doku uygulamalarinda rahatlikla

kullanilabilmektedirler.

Elastin kokenli polipeptitlerden olusturulan biyomateryaller genis bir uygulama alanina

sahiptir. Cilt konstraksiyonu (Lame ef al. 1998), doku ve damar nakli (Boland et al.



2004), kalp kapake¢ig (Neuenschwander and Hoerstrup 2004), elastik baglanti dokusu

(Xu et al. 2005) bunlardan en énemlileridir.

Ozetle EKP’ ler, biomateryal ve doku miihendisligi alanlarinda gelecek vaat etmektedir.
Ilging biyolojik, biyomekanik, biyokimya ve biyofizik o&zellikleri ile doku iiretimi
caligmalarina yeni yaklasimlar getirmektedirler. EKP’ ler doku miihendisliginde,
mikrotlip ve nanotiip olmak iizere birgok alanda biyomateryal iiretiminde kullanilmak
icin uygundur. Deri ve kan damari ile ilgili uygulamalarda elastin kdkenli peptitlerden

yapilmis biyomateryallerin kullanimu ile ilgili calismalar hizla devam etmektedir.

Dan Urry biiyiik EKP’ leri ilk defa sentezlemis ve circular dichroism (CD) (Urry ef al.
1974) ve NMR (Urry et al. July 1975, Urry et al. June 1975) teknikleri ile iizerinde
calismalar yapmustir. Elastin kokenli biiyiik polimerlerin daha diisiik kritik soliisyon
sicakligina sahip olduklar1 ve bu sicaklikta 1sitildiklarinda su ve organik zengini olarak
ayrildiklar belirtilmistir. Bu olaya “ters sicaklik gecisi” adimmi vermistir (Urry et al.
1976). Urry ve arkadaglar1 tekrarli-elastin kdkenli polipeptitlerin fiziksel 6zelliklerinin,
tekrar eden peptitin aminoasit igerigine bagli oldugunu gostermislerdir. Bu
polipeptitlerin belirgin 6zelliklerinden birisi de 7; yapisal gecis sicakligidir. (Val-Pro-
Gly-Xaa-Gly), tabanli polipeptitlerin 7; sicakliklari, Xaa pozisyonuna farkli
aminoasitler konularak degistirilebilir. Ornegin hidrofobik bir aminoasit olan Trp’ nin
gecis sicakligit daha hidrofilik Glu aminoasitinden daha disiiktir (Urry 1997).
Fonksiyonel materyal hazirlanmasinda, molekiiler polimer ve ¢apraz orgiilii sistemler
tercih edilmektedir ve bu konuda baz1 ¢alismalar yapilmistir. Urry ef al. tarafindan (Val-
Pro-Gly-Val-Gly),, (Gly-Val-Gly-Val-Pro),s; ve (Gly-Val-Gly-Ile-Pro),¢ polimerleri y-
radyasyonu ile c¢apraz Orgliye donistlriilmiistir. EKP’ ler biiylikk miktarlarda
tiretilebilmektedir. Birka¢ biyoelastik materyal, doku uygulamalarinda test edilmistir.
McMillan daha iyi ¢apraz orgiilii sistem elde edebilmek i¢in (Vall -Pro2 -Gly3 -Val4 -
Gly5), sentetik elastin dizilimini denemistir. Bu dizilimde Val rezidiisii her besli
tekrarda Lys ile yer degistirmektedir (McMillan et al. 1999). (Vall -Pro2 -Gly3 -Val4 -
GlyS5), elastin kokenli dizilimde her yedi tekrarda bir Val4 rezidiisiiniin yerine Lys veya
GIn konulmasiyla hidrojel yapilmaktadir.



Biiytik EKP’ lerin izotropik yapida (Aaron and Gosline 1980) ve yiiksek mobilitide
(Torchia and Piez 1973) olduklar1 gosterilmistir. Spektroskopik ¢alismalar (Urry et al.
1985) biiyiik EKP’ lerin sudaki konformasyonlarinin heterojen yapiya sahip olduguna
isaret etmektedir. Bu konformasyonlar, a-sarmali (helix), [-plakast (plate), f-donme
(turn), y~loop gibi ¢esitli farkli yapisal elementleri ayni anda bulundurmaktadir. Bu
yapilarin bulunma olasilig1 sicaklikla degismektedir (Urry et al. 1985). Kiiciik EKP’
lerin (birden birkag VPGVG birimine kadar), sulu ¢ozeltilerde makroskobik faz ayirimi
bulunmamistir. Yapisal gecis sicakligt gecildiginde kiigiik elastin  peptitlerin
konformasyon degisimleri biiylik polimerlerle benzerdir, fakat daha genis bir aralikta
oldugu gozlenmistir (Reiersen et al. 1998, Nicolini et al. 2004). Basit elastin kokenli
peptit zincirleri 1sitildiginda yapisindaki diizenliliinin artti§1 goriilmiistiir (Urry and

Parker 2002, Urry 1997, Reiersen et al. 1998, Urry et al. 1985, Nicolini et al. 2004).

(VPGVQ), polipeptitinin elastik 6zelliklerini belirlemek i¢in Wasserman ve Salemme
(Wasserman and Salemme 1990) tarafindan molekiiler dinamik simiilasyonlar
gerceklestirilmigtir.  Simiilasyonlar siiresince f-yaprak¢ik yapist kararli kalmustir.
Yazarlar elastik davramisa etki eden temel katki faktOriiniin, proteinin entropik

kuvvetleri oldugunu belirtmislerdir.

EKP’ lerin su i¢indeki konformasyonal degisimi iizerinde en 6nemli ¢alisamalardan biri
GVG(VPGVG) (Rousseau et al. 2004, Schreiner et al. 2004) ve (VPGVGQG), (Li et al.
2001) polipentapeptit zincirleri hakkinda yapilan c¢alismadir. GVG(VPGVG)
molekiiliinde kompakt ve genisleyen iki temel yap1 bulunmustur. Caligilan tiim sicaklik
araliginda genisleyen yap1 280-380 K arasinda baskin olarak goriiliirken kompakt yap1
330 K civarlarinda en yliksek popiilasyona sahiptir (Rousseau et al. 2004, Schreiner et
al. 2004). Su-peptit hidrojen baglar1 dinamiginin sicakliga olan bagliligi, 330 K
sicakligr civarinda nitelik bakimindan degismektedir. Daha biiyiik yapidaki (VPGVG),
polipentapeptitinin baslangic konformasyonlarinda S-yaprak¢igir goriilmesine karsin
diizenli yap1 gozlenmemektedir (Li ef al. 2001). Buna karsin yiiksek sicakliklarda daha
kompakt bir yapidadir.



Arkin tarafindan iki farkli ¢alismayla EKP’ ler detayli olarak incelenmistir. Ilkinde,
elastin kokenli proteinlerde siklikla tekrar eden Vall-Pro2-Gly3-Val4-GlyS5 pentapeptit
dizilimi ile Vall-Gly2-Val3-Pro4-Gly5-Val6-Gly7-Val8-Pro9 tropoelastin diziliminin
multikanonik yontemle simiilasyonlar1 gerceklestirilmistir (Arkin 2004). Simiilasyon
sonuglari, oda sicakliginda termodinamik olarak kararli konfiglirasyonlarin X-1gin1
difraksiyon (Cook et al. 1980) ve CD (Tamburro et al. 1990) deneyleriyle benzer
oldugunu gostermistir, bir baska deyisle multikanonik simiilasyon teknigi ile gergek
deney sonuglarina ulagilmistir. Diger calismada ise yine Vall-Pro2-Gly3-Val4-Gly5
pentapeptit incelenmis (Arkin 2005), tiim sicaklik degerlerinde olast konfigiirasyonlar
taranmis ve Ramachandran grafikleri ile peptitin ikincil yapisi analiz edilmistir. Sivi
teriminin molekiile esneklik getirdigi, vakum icinde ¢ok sinirli bir bolgeye hapsolmus
bulunan konfigiirasyonlarin sivi iginde degistigi gézlenmistir. Sivi iginde pentapeptitin

sahip oldugu en disik enerjili degeri ve bu enerji degerine karsilik gelen

konfigilirasyonunun yani molekiiliin dogal yapisi bulunmustur.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Giris

Son 30 yilda protein katlanmasi problemini ¢d6zmek amaciyla ¢ok sayida giiclii
simiilasyon algoritmalar1 gelistirilmistir. Cok sayida minimum enerji durumun ig¢inden
global minimum enerjili konfigiirasyonun nasil bulunacagi sorusuna yillarca cevap
bulunmaya calisilmistir. Protein katlanmasi mekanizmasinin tam olarak anlasilmasi i¢in

konfigiirasyon uzay1 hakkinda yeterli bilgi birikiminin olmas1 gerekmektedir.

Elastin tiiri molekiilleri inceledigimiz c¢alismamizda, yukaridaki gereksinimleri
karsilamak amaciyla, genellestirilmis kiime metotlar1 kapsaminda yer alan multikanonik
metot kullanilmistir. Bu metodun en 6nemli 6zelligi, sicaklik bagimli Boltzmann agirlik
faktoriinden farkli bir agirlik faktorii kullanarak potansiyel enerji uzayinda gelisigiizel
ylirliylis (random walk) imkan1 saglamasidir. Gelisigilizel yliriiylis, simiilasyonlarin
herhangi bir enerji bariyerinden atlamasina izin vermekte, bu sayede diger geleneksel
metotlara gore daha genis bir konfigiirasyon uzayi orneklenebilmektedir. Tek bir
simiilasyonla, global minimum enerjili konfigiirasyonun yan sira tekrar-agirliklandirma
teknikleri kullanilarak fiziksel biiyiikliiklerin kanonik kiime beklenen degerleri

sicakligin bir fonksiyonu olarak hesaplanabilmektedir (Arkin and Celik 2002).

Bu boliimde, oncelikle bilgisayar simiilasyonlar1 hakkinda genel bir bilgi verilecek,
ardindan Onde gelen simiilasyon tekniklerinden genellestirilmis kiime metodu ve
molekiiler dinamik metodundan kisaca bahsedilecektir. Bu kapsamda, multikanonik
metodun yani sira diger genellestirilmis kiime metotlar1 da sunulacaktir. Genel bakisin
ardindan multikanonik yontem, formiilasyonu ve rekiirsif bagintilari ile birlikte detayl

olarak anlatilacaktir.

Boliimiin ikinci kisminda proteinlerin yapitaglari olan aminoasitlerin tiirleri ve yapisi,
proteinin katlanma mekanizmasindaki asamalar ve katlanmada en onemli itici roli

oynayan hidrofobik etkiden bahsedilecektir.



2.2 Bilgisayar Simiilasyonlar:

Bilgisayar simiilasyonlari, bilimsel problemlere kesin ¢oziim bulunmasinda énemli bir
rol oynamaktadir. Simiilasyon sonuglari ile ger¢ek deney sonuglarinin karsilastiriimasi
sonucunda uygulanan model iyi ise deneylere yeni oneriler getirilebilir ve model baska
problemlerin ¢oziimiinde de kullanilarak yeni ¢oziimler iiretilebilir. Teorik ve deneysel
sonuclar arasinda koprii rolii oynayan bilgisayar simiilasyonlarinin bu iki yonii bilimde
cok onemli bir yer tutmaktadir. Bilgisayar simiilasyonlar: ile sistemin mikroskobik
detaylarindan baslanarak makroskobik 6zelliklerine ulasilabilir. Bunlarin yani sira, ¢ok
ylksek sicaklik veya basing altinda deney yapmak zor, hatta imkansiz olmasina ragmen
bilgisayar simiilasyonlarinda kusursuz bir sekilde gergeklestirilebilmektedir. Ayrica
molekiiler olaylarin hizi, deneysel olarak incelenmesinde zorluklar ¢ikarmakta iken
problemin simiilasyonlarla ¢06ziilmesi miimkiin olmaktadir. Molekiiler skaladan
galaksilere kadar genis bir spektrumda fiziksel, kimyasal ve biyolojik olaylar bilgisayar

modellemeleri ile ¢alisilabilmektedir (Allen and Tildesley 1997).

Molekiiler simiilasyon, teorik kimya ve deney sonuglarini esas alan bir dizi bilgisayar
programlama teknigi olarak diisiiniilebilir. Molekiil ve molekiil sistemlerinin fiziksel,
kimyasal ve biyokimyasal analizlerini yapmakta kullanilmaktadir. Teorik ve deney

arasinda koprii kurarak asagidaki iglevleri gerceklestirmeyi hedef almaktadir:

1. Bir modelden sonug ¢ikarma

2. Sistemin deneysel sonuglarini karsilagtirma

3. Model i¢in teorik onerilerde bulunma

4. Deneysel gozlemleri anlama ve agiklama

5. Atomik ve molekiiler seviyedeki mikroskobik 6zellikler ile makroskobik ozellikler
arasinda bag kurma

6. Gergek deneylerde gozlemlenme imkani olmayan bilgileri edinme

Sonug olarak, gercek molekiillerin biyokimyasal ve fizikokimyasal 06zelliklerinin
belirlenmesi isleminin bilgisayar kullanilarak gerceklestirilmesi molekiiler simiilasyon

olarak tanimlanabilir. Molekiiler simiilasyon ile yapilabilecekler:
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1. Molekiillerin yapilar1 arastirilabilir ve goriintiilenebilir.

2. Molekiillerin temel Ozelliklerinden biri olan enerji diizeyleri simiilasyonlarla
hesaplanabilir. Teorik enerji hesaplama yontemleri {i¢ baslik altinda toplanabilir:
empirik, yar1 empirik ve ab initio (kuantum mekaniksel). Enerji minimizasyonu ise

molekiiler yapinin geometri optimizasyonudur.

3. Molekiiliin farkli konformasyonlarinin minimum enerjisi bulunabilir. Konformasyon
analizi molekiil i¢i bag acilarinin (dihedral agilar) rotasyonunun tekrarlanmasi ile

molekiiler sistemin en diisiik enerjisinin bulunmasina dayanir.

4. Kaynama noktasi, molar hacim, yogunluk, termodinamik nicelikler, manyetik
duyarlilik, dipol moment, elektrostatik potansiyel, erisilebilir ylizey alan1 gibi nicelikler

interpolasyon, ekstrapolasyon ile veya direk hesaplama yontemleri ile hesaplanabilir.

2.3 Simiilasyon Teknikleri

Atom ve molekiillerin bilgisayar simiilasyonlarinda yaygin olarak bilinen iki teknik
kullanilmaktadir: Monte Carlo (MC) ve Molekiiler Dinamik (MD). Monte Carlo metodu
Metropolis metodunun (Metropolis et al.1953) bir uygulamasi iken Molekiiler Dinamik
Newton’ un ikinci hareket yasasinin integrasyonunu esas almaktadir (Rahman 1964).
Son yillarda biyomolekiiler sistemlerin simiilasyonlarinda MC metodu siklikla

kullanilmaktadir.

MD metodu giiclinli tartigma gotlirmeyen Newton yasalarindan almaktadir. Diger bir
ozelligi ise, simiilasyonlarda zamanin agik bir sekilde yer almasi sayesinde zaman
bagimli ozellikleri kolayca hesaplayabilmektedir. Fakat konfigiirasyon uzayi
orneklemesinde zamanin kullanilmasi 6rnekleme miktarina sinir getirmektedir. Ayrica
fiziksel bir prensipten bahsediliyorsa konfiglirasyon uzaymin da fiziksel olmasi

gerekmektedir, yani parametreler siirekli olmalidir.



Diger taraftan, Monte Carlo yOntemi fizik yasalarima bagimli degildir, bdylelikle
birtakim pratik uygulamalar kullanarak 6rnekleme etkinligini 6nemli derecede artirir.

Bu avantajinin kullanimi sinirsiz degildir, sdyle ki

a) pratik uygulamalar bulmak her zaman kolay degildir

b) zaman bagimli nicelikler dolayli yollarla bulunur

¢) Her bir adimda sistemin sadece kiiclik bir pargasini degistiren MC metotlarinin,

kompleks Hamiltona sahip bazi sistemlerde etkin bir kullanimi bulunmamaktadir

Son on yilda genellestirilmis yada multikanonik adi altinda bir dizi simiilasyon teknigi
ortaya ¢ikmistir. Bu metotlar kavramsal olarak iki ayrilir: simulated annealing (SA) ve
semsiye Orneklemesi. SA metodu Kirkpatric (Kirkpatrick et «al.1983) tarafindan
potansiyel ylizeyde global minimumu bulmak i¢in gelistirilen bir metottur. S6z konusu
ylizey uzayi, diisiik sicakliklarda Metropolis yliriiyiisleri (algoritmasi) ile taranmaktadir.
Semsiye Orneklemesi, serbest enerji simiilasyonlarinda ornekleme miktarint artirma

Ozelligine sahiptir (Patey and Valleau 1975, Torrie and Valeau 1977).

Genellestirilmis kiimelerde iilesim fonksiyonu

Z=["n(E)exp(-E/kT) dE (2.1

bagintis1 ile tanimlanmistir. Burada n(E)dE terimi E enerjili konfigiirasyon uzayinin
hacmidir. Bu denklem, 7 sicakliginda Boltzmann dagilimi ile verilen gelisigiizel bir
ornegin olasilig1 n(E)exp(-E/kT) ile orantili oldugu anlamina gelmektedir. Ustel carpan,
verilen bir sicaklikta simiilasyon tarafindan =ziyaret edilen enerjilerin limitini
belirlemektedir. SA metodu, genis bir aralikta Ornekleme yapabilmek ic¢in yliksek
sicakliktan sifira dogru sistemi tagimaktadir. Genellestirilmis kiimelerde termodinamik
niceliklerin diizgiin dagilimli 6rneklemesini saglamak i¢in simiilasyonlar, ek olarak

agirlik fonksiyonu igermektedir.
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Lyubartsev (Lyubartsev et al.1992) tarafindan gelistirilen genisletilmis kiimeler metodu
ve Marinari ve Parisi (Marinari and Parisi 1992) tarafindan gelistirilen SA metotlarinin
her ikisi de exp(-g(7)) ek agirliklart icermektedir. Bu metotlar, F(7) terimi T
sicakliginda Helmholtz serbest enerjisi olmak tizere, g(7)=F(T)/kT olmasi durumunda

sicaklik uzayinda diizgiin dagilim 6rneklemesi saglamaktadir.

Calismamizda kullanilan Berg (Berg and Neuhaus 1992) tarafindan gelistirilen
multikanonik yaklasimda ise enerji uzayinda diizgiin dagilim saglayan ek w(E)=1/n(E)

agirliklart icermektedir. Boliim 2.6 da bu yaklasim detayli olarak anlatilmaktadir.

1/k kiimesindeki ek w(E) agirligi igeren ve o, (E)=a 1/[° n(E')dE' kosulunun

saglanmast durumunda entropi uzayinda diizgiin dagilim saglayan yaklasim Hesselbo ve

Stinchombe (Hesselbo and Stinchcombe 1995) tarafindan gelistirilmistir.

Hansmann ve Okamoto bu metotlarin teorik (Hansmann and Okamoto 1996) ve sayisal
karsilagtirmasini, {izerinde ¢ok calisilan metenkephalin molekiilii (Hansmann and
Okamoto 1997) ile gerceklestirmistir. Hansmann tarafindan yapilan metenkephalin
calismasi, elastin simiilasyonlar1 Oncesinde simiilasyon diizenegimizin testini
geceklestirmek icin yapilmistir ve sayisal sonuclar tezimizin Bulgular ve Tartisma
baslikli dordiincii boliimiinde yer almaktadir. Hansmann ve Okamoto caligsmalari

geleneksel MC metotlarinin hepsinin esit derecede diizgilin ¢calistigini géstermistir.

Bu metotlarin  tiimiiniin ortak yonii, ideal agirlik fonksiyonunun onceden
bilinmemesidir. Agirlik fonksiyonlar1 iterasyon ile dnceden belirlenmesinin ardindan tek
bir simiilasyon ile fiziksel biiytikliiklerin beklenen degerleri istenilen sicaklik araliginda

basaril1 bir sekilde hesaplanabilmektedir.

Sonraki yillarda Wong ve Liang (Wong and Liang 1997) tarafindan genellestirilmis
kiime algoritmalar1 genisletilmistir. Bu kapsamda, sistemin her bir durumu i¢in agirhik
faktorleri dikkate alinmistir. Bu agirliklar, sistemin enerji bariyerlerini asabilmesini

saglamaktadir.
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2.4 Monte Carlo (MC) Yontemi

Monte Carlo metotlari, rasgele sayilar kullanarak konformasyon uzaymi modellemekte
kullanilan sayisal tekniklerdir. “Monte Carlo” ismi sans oyunlarina benzerligi yiiziinden
konulmustur. Giiniimiizde farkli Monte Carlo simiilasyon metotlari, atmosfer
caligmalari, niikleer fizik, trafik akis1 ve tabi ki biyokimya ve biyofizik gibi degisik

alanlarda kullanilmaktadir.
Genel olarak Monte Carlo metodu iki basamaktan olusur:

1. yeni konformasyon iiretmek

2. yeni konformasyonun kabul edilebilirligine karar verilmesi

Monte Carlo metodunda verilen herhangi bir konformasyondan sonra “zar atilir”, yani
bilgisayar gelecek konformasyona karar vermek icin rasgele bir sayi secer. Bir
durumdan digerine gecisin detaylar1 ¢alisma konusuna gore farklilik gostermektedir.
Ornegin, polipeptitlerdeki torsiyon agilarinin degisimi asagidaki basamaklar igerir. ilk
olarak, zar atilarak polipeptit omurgasindaki aminoasitlerin konumlar1 rasgele secilir.
Sonra aminoasitteki degisken torsiyon acilarindan (@, w veya y) biri gelisigilizel
degistirilerek bir konformasyon elde edilir. Ardindan bagka bir aci yine rasgele

degistirilerek yeni bir konformasyon elde edilir.

Bu asamada yeni konformasyonun kabul edilebilirligine karar verilir. Yeni
konformasyon reddedilirse, kabul edilir bir konformasyon bulunana kadar yukaridaki
isleme tekrar edilmelidir. Eger kabul edilirse, bulunan konformasyon yeni olarak alinir
ve isleme kaldig1 yerden devam edilir. Asagidaki sicaklik bagimli Metropolis olasilig1

yeni konformasyonlarin kabul edilebilirlik sartidir:

(2.2)

e PAE, e <]
1, e_BAE > 1
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Burada f = 1/kT ve AE potansiyel enerjideki degismedir. Yani, yeni konformasyonun
enerjisi eskiden daha diisiik ise, AE < 0, daima kabul edilir. Fakat yeni konformasyonun
enerjisi eskiden yiiksek ise, AE > 0, kabul edilebilirligi Boltzmann faktdriine baglidir.
AE > 0 yiiksek enerji durumunda, bilgisayar /0, /] araliginda rasgele bir  say1 seger ve
bu say1 p olasiligi ile 2.2 denklemindeki Metropolis kriterine gore karsilastirilir. Eger

r<p ise kabul edilir, aksi durumda reddedilir.

Monte Carlo simiilasyonlarinda sicaklik dnemli bir rol oynar. Genel olarak, Monte
Carlo simiilasyonlari, diisiik enerji durumlarina yaklagma egilimindedir. Fakat yiiksek
sicakliklarda (kiigiik f degerlerinde) yiiksek enerji degerlerine gitme olasilig1 vardir. Bu
olasilik, diisiik sicakliklarda kiigiiktiir ve 7—0 limitinde ortadan kalkar. Sonug olarak,
konformasyon uzaymin genel modellemesi i¢in yiiksek sicaklik Monte Carlo
simiilasyonlar1 siklikla kullanilir. Yukarida bahsedildigi iizere, Monte Carlo
simiilasyonlar1 bir¢ok farkli alanda popiilerdir. Bunun nedeni, kullaniminin kolay olmasi
ve 1yi bir yakinsama o&zelligine sahip olmasidir. Bununla beraber, kabul edilen zar
atiglarinin tiim atiglara orani olarak tanimlanan kabul edilebilirlik oraninin Monte Carlo

metodunda diisiik olmas1 bu metodun verimliligini diistirmektedir.

Monte Carlo islemi rasgele sayilarla yiiriidigli i¢in, rasgele sayir iireticinin kalitesi
simiilasyonlarda 6nemli bir olgudur. Rasgele say: iireticilerin, /0,/] aralifinda diizgiin
dagitilmis rasgele sayilar lrettigi varsayillmaktadir. Fakat gercekte bilgisayar higbir
sekilde rasgele sayr Tlretmez, c¢linkii sayr iretmek icin belirli bir algoritma
kullanmaktadir ve bu algoritmanin da sonlu bir periyodikligi vardir. Yiiksek kalitedeki
bir algoritma yeterli bir periyodiklige sahip olmakta ve dagilim gercekten de rasgele
goriinmektedir. Gilinlimiizde bir¢ok rasgele sayi iiretici algoritma vardir (Flannery et
al.1989), bunlar kullanilmadan once test edilmelidir. Pratikte 10,000 veya tizeri sayili
basit bir histogram dagiliminin diizglin olup olmadig1 bize say1 lreticinin kalitesi

hakkinda fikir verir.
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2.5 Multikanonik Genel Formiilasyonu

T sicakliginda kanonik algoritma ile yapilan simiilasyonlarda her bir durum, Boltzmann

faktori ile agirliklandirilmaktadir.

ws(ET)=e" (2.3)

f = 1/ kpT sicaklig1 kz Boltzmann sabiti ile tanimlanmaktadir. Bu agirlik faktorii bilinen
can egrisi seklini vermektedir. n(E) terimi durumlarin yogunlugu olmak {izere enerjinin

kanonik dagilim olasilig1,

Py(E,T)cn(E)ws(ET) (2.4)

Multikanonik algoritmada ise enerjinin olasilik dagilimi sabit olarak tanimlanmistir.

P (ET)xn(E)w,,(ET)=sabit (2.5)

Her bir durum i¢in E enerjili multikanonik agirlik faktorleri,

onl(E)cn ' (E)=e*" (2.6)

Burada S(E) mikrokanonik entropidir (kz=1) ve

S(E)=Inn(E) 2.7)

bagintis1 ile tanimlanabilir. 2.5 denkleminde belirtilen diizgiin olasilik dagilima,
multikanonik simiilasyonlar ile enerji bariyerlerine takilmadan genis bir enerji uzayinda
tarama imkani1 saglamaktadir. Kanonik simiilasyonlardan farkli olarak, multikanonik
simiilasyonlarda @, (E) multikanonik agirlik faktorii baglangicta bilinmemektedir ve
simiilasyon Oncesinde bu agirlik faktorii belirlenmelidir. Multikanonik uygulama, 3

asama igermektedir. Ilk asamada multikanonik parametre hesaplanir (Berg 1992,
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Hansmann and Okamoto 1994). Bu agirlik faktorii ile yiiksek oranda istatistiksel veri
kullanilarak tiim enerji araliklarinda veri toplanir. Son olarak, simiilasyonlarin analizi ile
sadece minimum enerji degil, genis bir sicaklik araliginda kanonik dagilim elde edilir.
Tekrar agirliklandirma (reweighting) teknigi kullanilarak herhangi bir A4 fiziksel

biiylikliigiiniin beklenen degeri

<A>T:IdEA(E)PB(E’T) 2.8)

[dE Pz(E.T) A

denklemi ile hesaplanabilir.

2.6 Multikanonik Yontem

Kanonik simiilasyonlar, sabit bir 7" sicakliginda hesaplama yaparken, multikanonik
simiilasyonlar bir sicaklik aralifinda niceliklerin beklenen degerlerini agirliklandirma
teknikleri kullanarak hesaplamaktadir. Kanonik Monte Carlo simiilasyonlari, Boltzmann

agirlik faktorleri kullanarak & konfigiirasyonlarini

0, (EW)= ") 2.9)

agirliklar1 ile verilen Boltzmann dagilimma goére modellemektedir. Burada £
konfigiirasyonunun enerjisi E¥ ve g = I/T olarak tammlanmis ve Boltzmann sabiti

kz=1 olacak sekilde birimler secilmistir. Enerjinin olasilik dagilimu,

P(E) = cpwp(E) = cp n(E) e™ (2.10)

olarak elde edilir. n(E) spektral yogunluk olarak tanimlanmis ve E enerjisindeki

konfigiirasyonlarin sayisin1 belirtmektedir. cg katsayist 2P(E)=1 kosulunu saglamak

icin gerekmektedir. L orgii biiyiikliiglinii karakterize etmek iizere birinci derece yapisal

gecis noktalar i¢in, P(E) = P(E;L) enerji dagilimlarini ¢ift tepeli yapan f°(L) kritik
15



noktalar1 mevcuttur. Elmax < Ezmax noktasindaki maksimumlar P, = P (Elmax)z P
(Ezmax) seklinde esit yiiksekliktedir. Bu degerler arasinda bir yerde bir E,,;,, minimum
enerjisi bulunmaktadir. Ancak biiytlik sistemlerde MC simiilasyonlar1 2.10 denklemine
gore, E=E,;, konfigiirasyonlarina pratikte hi¢ ugramayacaktir. Orgii boyutuna bagh
olarak, simiilasyonlardaki bu {istel bozulmayi karakterize etmek i¢in siiper kritik

yavaslama terimi kullanilmaktadir. Uygun enerji aralifi secilip,

oinlk) = oyu(E®) = 1/nE) (2.11)
agirliklarina
Om( EX)= e E VE " E" (2.12)

yaklasimi ile bu problemin iistesinden gelinebilir. Burada E enerjisine ait sicaklik b(E),
sicakliktaki sapma egilimi ise a(E) ile gosterilmistir. //n(E) terimi daha Onceden
semsiye Orneklemesi (umbrella sampling) metodunda (Torrie and Valleau 1977)
kullanilmigtir. H(E) fonksiyonunun bilesenlerine fazla bagli olmamasi, agirlik faktorleri
hesaplarken 6nemlidir. Denklem 2.12' de verilen parametreler multikanonik yaklasimda
tipiktir. Bu yaklasimla, P(E) kanonik enerji dagilimi yerine, yeni bir multikanonik

dagilim elde edilir:
Pui(E) = cnut(E) @pu(E) =~ Ciny (2.13)

2.10 denkleminde istenen kanonik dagilim tekrar agirliklandirma ile elde edilir:

P(E)=22 L (E) e (2.14)

Multikanonik metot iki basamaktan olugsmaktadir:
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1) Agirlik faktorlerinin elde edilmesi

i1) Bu agirlik faktorleri ile Markov zincirli Monte Carlo simiilasyonu yapilmasi. Fiziksel
biiyiikliiklerin beklenen kanonik degerlerinin tekrar agirliklandirma ve standart Jacknife

metotlari ile hesaplanmasi.

2d 10-durum Potts modeli i¢in bulunan multikanonik ve agirliklandirilmis kanonik

enerji histogramlar1 Sekil 2.1° de gosterilmistir.

1 | 1 1 1 1 1 1 1 1
: multicanonical :
1000 —
p] - N
& . i
©
= ] i
S 5004 _ -
k2 | 702 |attice i
I - -
0; canonical ;
T T T T T T T T T T

-E/N

Sekil 2.1 70x70 orgiide 2d 10-durum Potts modeli i¢in multikanonik P, (E) ve kanonik
P(E) enerji dagilimu
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Gibbs kanonik kiimesiyle tanimlanan sistemlerin multikanonik simiilasyonlar, fiziksel
niceliklerin beklenen degerlerini hesaplamay1 amaglamaktadir. Ayrik sistemlerde f=1/T

sicakliginda 4 fiziksel niceliginin beklenen degerleri

(k)

K

A=AB)=< AN >=7"Y A" ePE (2.15)
k=1

bagintisi ile tanimlanir. Burada

z=2(8)= s e (2.16)

ile tanimlanan Z parametresi iilesim fonksiyonudur. k=1,...,K toplami sistemin tiim
konfigiirasyonlarin1 (yada mikro durumlarini) kapsamakta ve & mikro durumunun

enerjisi E™ olarak gosterilmistir.

Burada harici manyetik alandaki d-boyutlu oOrgiilerdeki Potts modeli {izerine

odaklanacagiz. Genellestirilmis Potts modellerinde sistemin enerjisi
EW=EW +py® (2.17)
bagintisi ile hesaplanmaktadir. Burada

Ez()k) :_ZJ;’/(qz(k)'q.gk))a(qz(k)’q.gk)) (2.18)

bagintis1 ile tanimlanmakta ve &(q; ;)

1, q,=q,
Slg..qg. )= /
(qz qj) {0} 4, %4, (2.19)

kosulunu belirtmektedir. M™ terimi ise
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MO =1 35(1,4") (2.20)
i=1

bagimtistyla bulunmaktadir. <ij> en yakin 6rgii iizerinden alman toplami ve ¢, ise i

® Q-durumu Potts

konumundaki & konfiglirasyonunun durumunu belirtmektedir. g;
modelinde /,...,q arasinda deger alir. ¢i=1,....q ve ¢;=1,....q olmak lizere Jj(q; q;)
fonksiyonlar1 i ve j konumlarindaki eslesmeleri belirten sabitlerdir. Orgiideki i ile N
arasi toplam 2.20 denkleminde belirtilmistir. Herbir k& konfigiirasyonu (sistemin mikro
durumlar1) tim durumlarin 06zgiin yapisim1 tanimlamaktadir, baska bir deyisle

durumlarin herbir diizeni 6zgiin bir konfigilirasyonu belirtir:

k=" ..q0} 2.21)
Her bir konumda ¢ durumu varsa, toplam mikro durum sayisi
Z(0)=K=4¢" (2.22)

olarak hesaplanir. Burada Z denklem 2 de tanimlanmustir. Koése uzunluklar1 L,

(n=1,...,d) olan bir 6rgiide, konumlarin sayis1

N=T11L, (2.23)

n=1
ile bulunur.

Kanonik Gibbs kiimesi orneklemesi Metropolis (Metropolis et al.1953) tarafindan bir
yaklasimla aciklanmistir. Bu yaklagim, dogadaki termal sapmalar ve Boltzmann
katsayist ile agirliklandirilmasina benzetilmektedir. Verilen bir £ konfigiirasyonundan

yeni bir & konfigiirasyonu tiiretilmesi

P’k k)=p'(kk)  Zp'(k,k)=1 (2.24)

K
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gecis matrisinin yardimi ile yapilmaktadir. Yeni konfigiirasyon kabul edilmesi veya

reddedilmesine

po (k',k) = min[],a)(k’,k)] (2.25)
;o oK)

w(k' k) o) (2.26)

olasiliginin hesaplanmasi ile karar verilir. Burada w(k) multikanonik agirhik faktoriidiir.
Sonug olarak, yeni bir &' konfigrasyonunun kabul edilip edilmemesi 2.11 denklemindeki
kurala gore belirlenir. Boylelikle N glincellemeli adimlarla tiim konfigiirasyonlar

taranmig olur. Denklem 2.24 ve 2.25' in birlestirilmesiyle k—k&" gecis olasiligi

k'#kigin  p(k, k) =p'(k, k) p*(k', k) (2.27)
ve
pllk)=1- kgkp(k’,k) (2.28)

bagintis1 elde edilir.

Metropolis islemi, 4 fiziksel niceliginin ger¢ek deneylerle 6l¢iilen degerleri gibi &; (i=1,
..,n) denge konfigiirasyonlar1 olusturur. Ornek olarak, kanonik kiimede E enerjisini
diisiinecek olursak, E'=E*/ enerji degerlerinin aritmetik ortalamas: enerjinin beklenen

degeridir ve denklem 2.15' de verilmistir.

|
|
S |~

E (2.29)

Il
—~

Sistem dengeye ulastiginda, @ agirlikli Metropolis islemi multikanonik kiimede

konfigiirasyonlar olusturacaktir. Kanonik kiimeye tekrar agirliklandirma yontemi
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H(E)

uygulanirsa 2.14 denklemi

E(p)="L _ (2.30)

formuna doniisiir.

Karsilastirma yapabilmek icin i=1/,2 segilerek verilen H;=Hpg kanonik histogramlari
(Pi<ps) ile H,,(E) multikanonik histogramlar1 Sekil 2.2' de gosterilmistir. Tamamen
farkli sicakliklarda gerceklestirilen kanonik simiilasyonlar c¢akigsmamakta, fakat
multikanonik simiilasyon her iki kanonik simiilasyon arasinda koprii baglantisi

olusturarak f; < B < f, araliginda beklenen kanonik degerleri hesaplamaya olanak

saglamaktadir.
3e+08 T T T T
i canonical beta = 0.0
| canonical beta = 0.4
| | multicanonical —------
2.5¢+08 - || -
‘ n ) “""l\ K ."'. r*,fl‘ | |8
AR Vb A R I A A L TN
ST W [’
26408 | ‘; N .
| "y
A n "y
\: (-
! | \
1.5e+08 |- | | | '.l N .
’ ‘ [ Y
‘: [ Y
f (. \
- \
1e+08 |- \: | || ‘| R, 7
; | [
l [
| [
\ [ .
5e+07 | | || || I| | 7
| \
i { | I'.
[ ll III II'. \
Fo \
0 J \ ! ! ! / L ! .
6000 7000 8000 9000 10000 11000 12000

-E

Sekil 2.2 807 6rgiide 2d Ising model simiilasyonu. 3,=0 ve $;=0.4 degerlerindeki H,(E)
ve H)(E) kanonik histogramlarimin, H,,,(E) multikanonik histograma gore
degisimi
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P=1/T sicakligindaki kanonik MC simiilasyonlari ¢ok sayida termodinamik biiyiikligii
hesaplama imkani saglarken, bazilarin1 ger¢eklestirememektedir. Hesaplanabilenlerden

birisi £ enerjisidir ve onun bir tiirevi olan 6zis1

_6E _Bza_E

= ——= — 2< () (k) ) s — « plk) s (k) ) S 2.31
CaT al3B(EE) E E™)>) (2.31)

bagintis1 ile hesaplanmaktadir. Fakat kanonik simiilasyonlar bir¢ok ©nemli nicelik
acisindan basarisizdir, en belirgin olan1 da iilesim fonksiyonu Z(f)' nin kendisidir.

Ulesim fonksiyonu ile ilgili Helmholtz serbest enerjisi

F(B) =-p' InZ(p) (2.32)
ve entropi

E-F
S = — (2.33)

Bunun nedeni, kanonik o6rneklemenin H(E) histogrami P(E) olasilik yogunlugunun

seklini belirlemekte fakat cgnormalizasyon sabitini hesaplamamaktadir.

Bunun yerine iretilen histogramlarin normalizasyon sabiti basitce iretilen

histogramlarin tersidir. Multikanonik simiilasyondan sonra kanonik olasilik yogunlugu

E
P(E)=-0 HmlE) 4 (2.34)
c:”’nu (Dmu (E)

bagintisi ile hesaplanmaktadir.

22



2.7 Multikanonik Rekiirsiyon
Bu boéliimde onceden spin cam simiilasyonlarinda (Berg et al.1994) test edilen
rekiirsiyon bagmtisindan bahsedecegiz. 2.11 denklemindeki agirliklari ile ilgili en

belirgin rekiirsiyon bagintisi su sekildedir: n (n=0, I, 2,...) simiilasyonu &"(k) agirhgi

ile yapilarak H"(E) histogramlarini olusturur. n+1 simiilasyonunun agirhigi

i) =2 8) 2.35
W (k)= (2.35)

bagintist ile bulunur. b(E) mikrokanonik sicakli§i ve a(E) parametresi cinsinden

rekiirsiyon bagintisi

(k) (k) (k)

o(k)=e S E") = ME"VE aE") (2.36)

Burada S(E) mikrokanonik entropidir ve
aS(E)
blE)=——= 2.37
(E)=—, (2.37)

bagintisi ile tantmlanmistir. Minimum enerjinin & oldugunu kabul edelim ve
b(E)=[S(E+ ¢ — S(E)]/¢ (2.38)
olarak secelim.

S(E) = b(E) E — a(E) 6zdesligi

S(E) — S(E—¢)=b(E)E— b(E— ¢)(E—¢)—a(E) + a(E—¢) (2.39)

seklinde yazilabilir ve
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a(E—¢ = S(E)— SE— ¢ (2.40)
ifadesi yerlestirilirse
a(E— ¢ =a(E) + [b(E— ¢ — b(E)] E (2.41)

bagmtist elde edilit. a(E,..)=0 olarak tanimlanarak a(E) sabitlenmistir. Ozet olarak,

verilen bir b(E) i¢in a(E) gelisigiizel se¢ilebilir. Simiilasyon baslangicinda
b(E)=a"(E) =0 (2.42)
aliir. H(E)=0 olmasini engellemek i¢in H(E)

H(E) — H (E) = max[hy, H(E)] (2.43)

ile yer degistirilir, burada 0<hy<I araligindadir. Bu yer degistirme ile 3.2 denklemi b(E)

icin bir denkleme déniistiiriilebilir. @y"" agirhigim

N+1 "E
wzu(E) =S (B)= c% (2.44)

olarak kabul edersek asagidaki bagintiy1 elde ederiz
Si(E)=—Inc+S"(E)+Infg"(E) (2.45)
Bu denklemi 3.5 denkleminde yerine koyarsak

by (E)=b"(E)+[Ing"(E+e)=Infg"(E)] /& (2.46)

bagintisim elde ederiz. by (E) i¢in istatistiksel agirlik varyansla ters orantilidir.
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H"(E+e)H"(E)
H'(E+e)+H"(E)

g,(E)=
sabiti secilerek b," "' (E) ile by"(E) arasinda

b"(E)=g (E)b"(E)+g,(E)+p, " (E)

iliskisi kurulabilir. Buradaki normalize agirliklari

7 (E)= g(E)
’ g (E)+g.(E)

\%

g'(E)=1-g)(E)

asagidaki rekiirsiyon ifadesi ile hesaplanir.

¢"'(E)=¢"(E)+g,(E), ¢'(E)=0

(2.47)

(2.48)

(2.49)

(2.50)

(2.51)

2.46 denklemindeki b,""'(E) tanimmi 2.48 denklemine yerlestirerek b,""'(E) terimini

yok edebiliriz.

b (E)=b"(E)+g,(E)[InH"(E+e)-InH"(E)] /&

(2.52)

807 6rgiide 2d 10-durum Potts modeli i¢in rekiirsiyon isleminin nasil calistigr Sekil 2.3

de anlatilmistir. Yatay diiz cizgiler rekiirsiyon adimlarindan sonra ortaya cikabilecek

b(E) tahminlerini gostermektedir. Ardigik rekiirsiyon adimlar1 binli MC taramalar ile

ayrilmastir.
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n=0040
n=0280 ——
n=0600 ——
n=1240 ——
n=2520 ——
n = 8880

05

0 2000 4000

6000 8000 10000 12000
-E

Sekil 2.3 807 6rgiistinde 10-durum Potts modeli igin 4" (E) yinelemeleri

Son olarak 2.52 denklemi, komsu iki agirlik faktSriiniin orani olarak direk yineleme

bagintisina doniistiiriiliirse

o'(E)

"E)=b ) =
R'(E)=¢ o' (E+e)

ve buradan da
Rn+1(E) — Rn (E)[H

bagintisi elde edilir.

(2.53)

(2.54)
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2.8 Proteinlerin Onemi

Proteinler canlilardaki islevselligi en fazla olan ve tiim biyolojik siire¢lerde kritik
fonksiyonlar1 yerine getiren akilli molekiillerdir. Katalizor gorevi iistlenmek, oksijen
gibi molekiilleri tasimak ve depolamak, bagisiklik sistemini olusturmak, sinir sistemi
uyarilarim1 nakletmek, biiyliimeyi saglamak ve kontrol etmek proteinin Onemli

fonksiyonlarindandir.

Proteinler, organizmadaki fonksiyonlarini ger¢eklestirebilmek icin katlanirlar. Proteinin
yanlis katlanmasi canlilarda Alzheimer ve Parkinson gibi bazi hastaliklara yol
acmaktadir. Proteinin yapisinin anlasilmasi, canlilarin  genetik fonksiyonunun
belirlenmesinde ve ilag dizayninda gereklidir. Glinlimiizde bir¢ok organizmanin genetik
yapist desifre edilmistir, ancak birgok genin fonksiyonu hala c¢oziilememistir ve
cOziilemeyen bu genlerin bazilar1 hastaliklarla ilgilidir. Bu yiizden, proteinin katlanma
mekanizmasinin anlagilmasi, bize bu genlerin fonksiyonlarini anlamaya olanak
tantyacak ve bu sayede hastaliklara karsi etkili ilaclar iiretilecektir. Bunun yaninda,
nano makineler olarak hayal edebilecegimiz yeni genlerin yapilmasina da olanak

saglayacaktir.

Proteinler aminoasitlerin yan yana siralanmasindan meydana gelmektedir. Proteinler
dogal olarak katlanir ve bu katlanma sonucunda iig-boyutlu 6zgiin yapilarina sahip
olurlar. Proteinin fonksiyonunu belirleyen bu {i¢c-boyutlu yapisidir. Sonug olarak,
proteinler tek-boyutlu sekillerinden ti¢c-boyutlu sekillerine gegis yaparak metabolizmada
farkli islevler yapmaya hazir hale gelirler. Proteinler birbirleri ve diger biyolojik makro
molekiillerle etkileserek kompleks yapilar olustururlar. Protein igindeki atomlarin
birbirleri ile etkilesmeleri ve protein-su etkilesmesi, protein yapisini kararli kilan

kuvvetlerdir.
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2.9 Proteinlerin Yapisi

Protein aminositlerin ¢izgisel siralanmis dizilimleridir. Canlilardaki proteinler 20 farkli
aminoasitten olugsmaktadir. Tipik bir protein olusturmak i¢in zincirde 300 aminoasit
kullanilmaktadir ve bu aminoasitler 20°* farkli olasilikta dizilebilmektedir. insan
viicudundaki en temel yapisal ve islevsel islemleri gerceklestiren 80,000 farkli protein

bulunmaktadir. Proteinlerdeki aminoasit dizilimleri DNA daki genlerle belirlenmektedir.

Aminoasitler proteinlerin yapitaslaridir. Aminoasitlerdeki merkez atom a-karbon, C,,
adin1 verdigimiz karbon atomudur. Tipik olarak o-karbon atomuna 4 grup
baglanmaktadir: karboksil grubu COO’, amino grubu NH;', hidrojen atomu H ve yan
zincir R (Sekil 2.4). Tiim aminoasitlerde yan zincirler birbirinden farklidir, bu yiizden
20 aminoasit buyiikliik, sekil, yiik, hidrojen baglanma kapasitesi, hidrofobisite ve
kimyasal reaktivite agisindan digerlerinden ayrilir. Ornegin, Glisinde (Gly) R ' nin yerini
hidrojen atomu alir ve en basit aminoasittir. a-karbon atomuna baglanan gruplarin ayna
gorilintiilerine  L-isomer ve D-isomer adi verilmektedir (Sekil 2.4). L-isomer
aminoasitleri memeli proteinlerinde, D-isomer aminoasitleri ise bakterilerdeki

proteinlerde mevcuttur.

L 1zomer D izomer

Sekil 2.4 Aminoasitlerin L ve D-izomerleri
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Aminoasit isimleri, genellikle 3 veya tek harfli kisaltmalarla ifade edilmektedirler

(Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1 Aminoasit kisaltmalari

Aminoasit

Alanin Ala
(Alanine)

Arginin Arg
(Arginine)

Asparjin Asn
(Asparagine)

Aspartik asit Asp
(Aspartic Acid)

Cistin Cys
(Cysteine)

Glutamik asit Glu
(Glutamic Acid)
Glutamin Gln
(Glutamine)

Glisin Gly
(Glycine)
Histidin His
(Histidine)
Izolosin lle
(Isoleucine)

2.10 Protein Tiirleri

Kisaltma

A

R

Aminoasit
Lisin
(Lysine)
Losin
(Leucine)

Metiyonin
(Methionine)

Penilalanin
(Phenylalanine)

Prolin
(Proline)

Serin
(Serine)
Tironin
(Threonine)
Tritopan
(Tryptophan)
Tayrosin
(Tyrosine)

Valin
(Valine)

Lys

Leu

Met

Phe

Pro

Ser

Thr

Trp

Tyr

Val

Kisaltma
K

L

Fiber (fibrous), zar (membrane) ve kiiresel (globular) olmak iizere proteinler 3 sinifa

ayrilabilir. Fiber proteinler viicudun yapisal taslaridir, 6rnegin kolajen sinir ve

kemiklerde, o-keratin ise sa¢ ve ciltte kullanilmaktadir. Zar proteinler, hiicrelerdeki

zarlarda bulunur ve molekiiller arasi iletisimi saglar. Kiiresel proteinler ise, kimyasal

reaksiyonlarda katalizor gorevi gortir.

Normal fizyolojik sartlarda, 20-40 °C sicaklikta ve pH=7 olan tuzlu su soliisyonlarinda,
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proteinler dogal sekillerini alirlar. Kiiresel proteinler kompakt yapilarina katlanirlar.
Kiiresel bir proteinin biyolojik aktivitesi, genelde bu proteinlerin kendilerine 6zgilin
kompakt sekline gore belirlenmektedir. Proteinlerin 6zgiin sekilleri ise, baslangigtaki

temel durumdaki aminoasit dizilimini belirlemektedir.

2.11 Aminoasit Tiirleri

Aminoasitler yan zincirlerinin (R grubu) 6zelliklerine gdre bes sinifa ayrilabilir: apolar,

polar, aromatik, pozitif yliklii ve negatif yiiklii (Nelson and Cox 2001).
Apolar grupta alanin alanin (ala), valin (val), prolin (pro), izoldsin (ile), 16sin (leu),
metiyonin (met) ve glisin (gly) yer almaktadir. Bu gruptaki aminoasitler apolar ve

hidrofobiktir (suda ¢6ziilmeyen). Glisin (Gly) ise en basit yapili aminoasittir.

Polar grupta serin (ser), tironin (thr), cistin (cys), asparjin (asn) ve glutamin (gln) yer

almakta ve hidrofilik (suda ¢oziilen) 6zellik gostermektedir.

Aromatik grupta penilalanin (phe), tayrosin (tyr) ve tritopan (trp) yer almakta ve

goreceli olarak hidrofobik 6zellik gdstermektedir.
Pozitif yiklii grupta lisin (lys), arginin (arg) ve histidin (his), negatif yiiklii grupta ise
aspartik asit (asp) ve glutamik asit (glu) yer almaktadir. Pozitif ve negatif yiiklii grubun

tiyeleri en hidrofilik aminoasitlerdir.

Sekil 2.5” te farkli aminoasit gruplarinin yapisi gosterilmektedir.
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Aromatik Grup Apolar Grup
coo” Cl‘-OO‘ Cl‘-O%‘ coo” €00~ €00~ €00~
H.N—C—H HN—-C—H - HJN—C—H |
I e ELSN—.—H HNCH HN—C—H
i (li'.Hs I—IQI?I CH, /‘1:{1 3 5
H,C CH. cf1, “cH,
Glisin Alanin Prolin Valin 0=CH
NH
cl*.oo— ?00- COOo-
Hsﬁ—cl‘. —H Haﬁ—?—}[ H.N (li‘—]—]
(I:‘-Hz H—(|:'-—C'-I'Ia (|:'-H2
/C‘{I CH, Cl‘.Hg Penilalanin Tayrosin Tritopan
CH; CHs TH S
. . b,
[.6sin 1zolosin
Metiyonin
Polar Grup Pozitif Yiiklii Grup
X Co0- X (T-'-OO_ X (T-'-OO_ Co0- ?DD— ?00—
H.N—C—H H.N—C—H H,N—C—H o + n
N ? S H.N—C—H  H.N—C—H H.N—C—H
CH,0H H—C—0H Cl‘-Hz I |
'Hy SH CHy '[l"HZ ':|"H2
erm Tironin Cistin CH, l[|:"Hz (“ Pigl-l
CH, CH, ‘ 'a
| ﬁ—N
Coo- Co0- CH, NH
HN—C-H HN-C-H “NH, Cl'.=ITIHQ
CH CH I
| = 2 NH?
/C\ (He Lisin Arginin Histidin
HN~ 0 C
N’ o
Asparjin Glutamin
Negatif Yiklii Grup
Coo~ '.’T‘-DD'
+ +
HE,N—Cl'-—I—] H;N—C—H
3 B
Co0- {fl'lg
Coo~
Aspartik asit Glutamik asit

Sekil 2.5 Aminoasit tiirleri
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2.12 Protein Katlanmasi

Proteinlerin katlanmasi 4 asamadan olugmaktadir: birincil, ikincil, tersiyer ve kuaterner
yap1 (Sekil 2.6). Proteindeki atomlarin {i¢ boyutlu uzaysal siralanmasina konformasyon
denir. Proteindeki kovalent baglar koparilmadan bir proteinin olasi konformasyonlar
olusturulabilir. Yiizlerce bag igeren protein teorik olarak cok sayida konformasyona
sahiptir, ancak biyolojik olarak bu konformasyonlardan birka¢ tanesi baskindir. En
diisiik Gibbs serbest enerjili konformasyonlar termodinamik olarak en kararli olanidir.

En kararli konformasyonu belirleyen proteinin katlanmasindaki asamalardir:

=666606066

Birincil yap1 Ikincil yapi Tersiyer yapi Kuaterner yapi

Sekil 2.6 Proteinlerin katlanma mekanizmasi

Birincil yapida her bir proteinin kendine 6zgiin aminoasit dizilimi vardir. Su an i¢in
100,000 den fazla proteinin aminoasit dizilimi bilinmektedir. Proteinlerin aminoasit
dizilimine birincil yapt denmektedir. Proteinler bir aminoasitin karboksil grubuna diger
bir aminoasitin amino grubunun peptit bagla baglanmasi ile meydana gelirler. Iki

aminoasitten bir dipeptit olusmasi sonucu su molekiilii agiga ¢ikar (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7 Iki aminoasitten dipeptit olusmasi

Bir dizi aminoasitin peptit baglari ile birbirine baglanarak olusturdugu zincire polipeptit
zinciri, genel ismiyle protein denir. Proteinlerin uglar1 farkli oldugundan kutupludurlar.

Dogal proteinlerin biiyiik bir kism1 50-2000 arasinda aminoasit igermektedir.

Ikincil yap1, proteindeki yerel konformasyonlar1 ifade etmektedir. Birkag cesit ikincil
yap1 kararlidir ve yaygin olarak proteinlerde meydana gelir. En 6nde gelenleri 1951
yilinda Pauling ve Corey tarafindan varliklar1 kesfedilen o sarmal (helix) ve S yaprak
(plate) konformasyonlaridir. o sarmali ¢ubuk seklindedir. Proteinin sikica sarilmig
omurga kismi ¢gubugun i¢ kismina, yan zincirler ise sarmal sekilde disa dogru genisler. o
sarmali NH ve CO gruplar arasindaki hidrojen baglari ile dengede kalir. « sarmali, sag
yonlii veya sol yonlii olabilir. Ramachandran grafigi verileri, her iki yonlii sarmalin izin
verilen konformasyon oldugunu sdylemektedir. Fakat sag yonlii « sarmallarin enerjisi
daha yiiksek oldugundan proteinlerdeki « sarmallarinin tiimii sag yonliidiir. f yapragi,
proteinin ikincil temel yapilarindan digeridir. Yine hidrojen baglar1 bu yapinin
nedenidir. f yapragi sikica sarilmis « sarmalindan farkli olarak, yayilmis yapiya
sahiptir. B yapragi seklindeki iki komsu aminoasit arasindaki uzaklik 3.5 A°, «

sarmalinda ise 1.5 A° dur.

Tersiyer yapi, proteinin ikincil yapisinin uzaysal diizeni olarak tanimlanabilir, diger bir
deyisle proteinin genis ¢apli konformasyonudur. Aminoasit zincirinde birbirinden uzak
aminoasitlerin birbiri ile etkilesmesi sonucu, aminoasitler uzaysal bir alan kaplayarak
katlanir ve tersiyer yapiy1 olusturur. Tersiyer katlanma olusumu, birincil ve ikincil

yapisinin yan zincirleri ile etkilesimi ile belirlenir. Tersiyer yapiyt belirleyen,
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aminoasitlerin yan zincirlerdeki hidrofobik etkilesimleridir. Hidrofobik yan zincirler

proteinin i¢ine, hidrofilik yan zincirler ise yiizeyde kalip su ile etkilesmek isterler.

Kuaterner yapi, birden fazla proteinin birbiriyle etkilesmesiyle olusan yapidir. Kuaternar
yapi, birkag polipeptit zincirinin bir araya gelerek nasil bir fonksiyonel protein meydana
getirdigini tanimlamaktadir. Tersiyer yapida oldugu gibi, aminoasitlerin yan zincirleri
arasindaki iyonik ve hidrofobik etkilesimler kuaterner yapiyr belirlemektedir. Alt
birimlerin sayisina bagli olarak monomer, dimer, timer gibi isimler alirlar. Bu alt
birimlerin benzer olup olmamasina bagl olarak, baslarina -homo veya -hetero isimlerini

alirlar. Ozetle heterodimer iki farkli polipeptit zinciri igeren bir proteindir.

2.13 Hidrofobik Etki

Hidrofobik etki, protein katlanmasina etki eden temel itici giictiir. Bu etki ile hidrofobik
rezidiiler, proteinin i¢ kisminda kalacak sekilde katlanirlar. Hidrofobik etkiye yol agan
termodinamik faktorler cok karmasiktir ve hala tam olarak anlasilamamstir. Katlanmis
proteinlerin ¢ogunda hidrofobik c¢ekirdek bulunmakta ve katlanma durumunu dengede
tutmaktadir. Katlanma esnasinda dis ylizeyde kalan yiiklii yan zincirler ise ¢cevredeki su
molekiilleri ile etkilesirler. Su ile temas eden hidrofobik yan zincir sayisindaki
azaltmanin katlanma islevinin arkasindaki temel itici giic oldugu diisiiniilmektedir.
Termodinamik agidan, yiiksiiz bir molekiiliin yiiksiiz ¢dziiciiden sulu ¢ozeltiye gegiste
transfer serbest enerjisi genelde hidrofobik etkiyi 6l¢gmek i¢in kullanilir. Hidrofobik bir
molekiiliin transfer serbest enerjisi 4G, pozitiftir. 4G, enerjisi, G=H—TS termodinamik
bagintis1 kullanilarak, entalpi 4H; ve entropi -74S; bilesenlerine ayrilabilir. Oda
sicakliginda AH, yaklagik olarak sifirdir ve 4S; ise negatiftir. Diger bir deyisle, oda
sicakliginda entropi ile degismektedir. Hidrofobik etkinin diger karakteristik
termodinamik karakteristigi, transferdeki 1s1 kapasitesi AC; degismesidir. Is1 kapasitesi

pozitif degerler alir.

Hidrofobik etkiyi anlamanin diger bir yolu, hidrofobik bir maddeyi suda incelemektir.
Saf su molekiilleri, entropiyi (S) maksimuma ¢ikaran bir yapiya kolay adapte olurlar.

Hidrofobik bir molekiil bu yapiy1 engelleyerek entropiyi diisiirlir ve bir bosluk bolgesi
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olusturarak su molekiilleri ile elektrostatik etkilesimi engeller. Birden c¢ok bosluk
bolgesi olmasi durumunda engelleme yiizey alani yliksektir, bu da daha az su molekiili
olmas1 anlamina gelmektedir. Bu duruma engel olmak i¢in, su molekiilleri hidrofobik
molekiilleri iter ve etrafinda bir kafes yapist olusturur. Bu durum serbest su molekiilleri
sayisini maksimuma ¢ikarir ve dolayisiyla entropi de maksimuma ulasir. Sonug olarak,

hidrofobik etki suyun lipophobisitesi (yag1 itmesi) olarak da anlasilabilir.

Hidrofobisitenin énemi Waugh (1954) ve Kauzmann (1959) tarafindan vurgulanmustir.
Nozaki ve Tanford tarafindan ilk defa hidrofobisite skalasi olusturulmustur (Nozaki and
Tanford 1971). Giiniimiizde farkli parametreleri esas alarak olusturulmus kirktan fazla
hidrofobisite skalast mevcuttur. Bu parametrelerden bazilar1 yiizey gerilimi, lipit-peptit
etkilesimi, protein dizilimindeki aminoasit degistirilerek protein stabilitisindeki
degisme, 1s1 kapasitesi ve model proteinlerde yapisal gecis sicakliklarinin

karsilastirilmasi olarak siralanabilir.

Aminoasitlerin hidrofobisite skalalar1 birbirinden biiyiik 6l¢iide farklilik gostermektedir.
Bunun nedeni, skalalarin higbirinin temel fiziksel nicelikleri esas almamasidir. Dan W.
Urry tarafindan yapisal gecis sicakligi 7; (Urry 1991) ve Gibbs enerjilerini 4G, (Urry
2004) temel alan hidrofobisite skalalar1 bir¢ok skala ile uyumludur. Hidrofobisite
skalasi1 Cizelge 2.2’ de gosterilmistir. Bu caligmada, simiilasyonlarda elde edilen yapisal

gecis sicakliklarinin karsilastirilmasinda Urry hidrofobisite skalasi esas alinmaistir.
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Cizelge 2.2 Hidrofobisite skalasi

Aminoasit

Trp

Phe

Tyr

His"

Leu

lle

Val

Met

His"

Cys

Glu (COOH)
Pro

Ala

Thr

Asp (COOH)
Lys (NH,)
Asn

Gly

Ser

Arg

Gln

Lys (NH3")
Glu (COO)

T, (°C)  AGu," (keal/mol)

-105
-45
75
-10

5
10
26
15
30
30
20
40
50
60
40
40
50
55
60
60
70

104
218

-7.00
-6.15
-5.85
-4.80
-4.05
-3.65
-2.5
-1.50
-1.90
-1.90
-1.30
-1.10
-0.75
-0.60
-0.40
-0.05
-0.05
-0.00
+0.55
+0.80
+0.75
+2.94
+3.72
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 SMMP (Proteinler icin Basit Molekiiler Mekanik)

Genlerin sifresinin ¢dziilmesi ve proteinlerdeki aminoasit diziliminin bulunmasinin yani
sira, biyokimyada ikinci ve daha oOnemli bir konu proteinlerin yapisinin ve
fonksiyonunun tanimlanmasidir. Bu konunun aragtirilmasi, proteinlerin basit bir
aminoasit diziliminden biyolojik olarak aktif {ic boyutlu 6zgiin yapilarina ulasma
mekanizmasimin anlagilmasmi  gerektirir. Onceki simiilasyon algoritmalarinin  ve
bilgisayar donanimlarinin gelistirilmesi ile biyokimyadaki bu problemin bilgisayar
simiilasyonlar1 ile ¢oziilebilecegi umulmaktadir. Protein molekiilii ve etrafindaki su i¢in
birkag farkli model onerilmistir ve bu modeller gercekten de katlanma islemini etkili bir
sekilde simiile edebilmektedir. Ozellikle tiim atom gdsterimli protein katlanmasi
modelleri en basarili olanlaridir. En ¢ok bilinen 6rnekleri AMBER (Weiner and Kollman
1981), CHARMM (Brooks ef al. 1983), GROMOS (Gunsteren and Berendsen 1987),
FANTOM (Schaumann ef al. 1987), KONF90 (Kawai ef al. 1991, Okamoto et al.
1991), OPLS modifikasyonlu AMBER (Jorgensen and Rives 1988) ve C96 (Kollman et
al. 1997) olarak verilebilir.

Caligmamizda Fortran programlama dilinde yazilmis agik kodlu SMMP (Eisenmenger
et al. 2001) simiilasyon programi kullanilmistir. Program genellestirilmis kiimede bir
dizi Monte Carlo algoritmasi icermektedir. Bu program, 6nceden simiilasyonu calisilmig
bircok molekiiliin (Hansmann and Okamoto 1993, 1994, 1996, 1997, 1999, Hayryan
2001) simiilasyonu ile test edilmis ve proteinlerin arastirilmasinda giivenilir ve etkili bir

program oldugu ispatlanmistir (Eisenmenger et al. 2001).
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3.2 Konformasyon Uzay1 ve Potansiyel Enerji Fonksiyonu

Biitlin molekiiler simiilasyonlarda temel amag, konformasyonlari tanimlamak ve
enerjilerini hesaplamaktir. SMMP programinda konformasyonlar, standart geometri
modeli (Momany et al. 1975) kullanilarak tanimlanmaktadir. Bu modelde, molekiiller

i¢ koordinat setleri ile tanimlanmaktadir (Sekil 3.1).

------- n-baglar
Y~ I¢ rotasyon agilari
_______ Eklenen baglar

H  H

Do e 14

L) k %7 N j )
PRV VAWAVAVAN,
21|| / 25\ \ 'J) \ H

% .
3 H zz 27 31 H 36 H

Sekil 3.1 i¢ koordinatlarin tanimlanmasi

Degerlik acilar1 ve baglarindaki enerji bariyerleri, biyolojik aktif sicakliklardaki enerji
dalgalanmalarindan birka¢ mertebe daha yiliksek oldugu icin degerlik agilar1 ve baglar
sistemin degismez serbestlik dereceleridir. Bu nedenle, programda bu degerler

varsayilan degerlere sabitlenmistir.

Ote yandan aminoasitlerin omurgasindaki kimyasal baglar etrafinda dénmeler ¢, v;, @

dihedral agilar1 diger adiyla torsiyon acilari ile temsil edilmektedir (Sekil 3.2). Bu

rotasyonlar i¢in enerji skalasi 1 kcal/mol civarindadir. Sonug olarak, bu degiskenler oda

sicakliginda dalgalanmalara maruz kalmaktadir. Biyolojik aktif sicakliklarda, CO-N

peptit bag1 Ozgilin bir hibritlesmeye sahiptir ve C,-CO-N-H peptit grubunun tam
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anlamiyla diizlemsel bir yapiya sahip olmasina neden olur. Bu bag etrafinda déonmeyi

saglayan « dihedral agisinin, diger agilardan daha az biikiilgen olmasinin nedeni budur.

Sekil 3.2 Dihedral agilarinin tanimi. 3-4 bagi ¢ agisiyla 2-3 ekseni etrafinda tarali alanla
cakisacak sekilde donmektedir

Program ECEPP/2 (Hansmann ef al. 1996) ve onun giincellenmis versiyonu ECEPP/3
(Sippl et al. 1984) potansiyelleri igermektedir. Gilinlimiiz ¢aligmalarinda ECEPP
potansiyeli yaygin olarak kullanilmaktadir. ECEPP potansiyelinde, proteinin i¢
potansiyel enerjisi iki pargaya ayrilabilir: uzaysal ve torsiyon enerjisi. Uzaysal enerji,
atomlar arasi ciftli etkilesim enerjilerinin toplami olarak ifade edilebilir. Bu kisim
elektrostatik terimi, Lennard-Jones itme ve ¢ekme terimi, hidrojen bag1 potansiyelleri
icermektedir. Acik¢a goriliiyor ki, bu kisim ¢iftli atomlar arasindaki uzakliklara
baglidir. Diger taraftan molekiiliin torsiyon enerjisi, baglarin torsiyon enerjilerinin
toplami1 olarak alinabilir. Her bir bagin torsiyon enerjisi, sadece ilgili dihedral agisinin
fonksiyonudur ve herbir kimyasal bagin enerji bariyerli periyodik potansiyeli olarak

ifade edilebilir.
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Bu bilgiler 1s181nda simiilasyon sonuglarinda elde edilen enerjiler
Etop = ELJ + Eel + Ehb + Etor (31)

toplami ile hesaplanmaktadir. Burada,

Ajj B
Eu=2X (_,;J - (_5] (3.2)
JZi\ 1 vi

4.9,

Ea=Y (3.3)
J>i &y
Cy D
Ew= Z(_,;J _[_1(;} (3.4)
JZE\ i ri
Ewr =2U(1£cos(k,,) (3.5)

Burada r;;, A° cinsinden i ve j atomlar1 arasi uzakliktir. 4y, By, C; ve D; empirik
potansiyel parametreleridir. g; ve g;, i ve j atomlarinin kismi ytikleridir. & terimi ortamin
dielektrik sabitidir ve proteinin i¢ uzayinda genelde 2 olarak alinmaktadir. 332 katsayisi
enerjiyi kcal/mol cinsinden ifade etmek i¢in kullanilmaktadir. U,, n bagi etrafindaki
torsiyon enerji bariyeri ve k, ise ¢, torsiyon agisinin tekrarlama katsayisidir. Torsiyon
enerjisi ¢, agisina direk olarak bagli iken, diger terimler agilara dolayli olarak baglidir.
SMMP programinda molekiildeki atomlar, zincirin N terminalinden baslayarak
numaralandirilir. Dallanma (ayrilma) noktalarinda en kisa kol takip edilerek
numaralandirmaya devam edilir. Her rezidiide torsiyon agilari, yan zincirin {; agisindan
baslayip yan gruplara dogru giderek numaralandirilir. Rezidiilerin tim agilar
numaralandirildiktan sonra molekiiliin gévdesinde soldan saga dogru ayni islem yapilir.

Ornek bir numaralandirma Sekil 3.3' de gdsterilmistir.
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Sekil 3.3 SMMP' de atomlarin numaralandirilmasi

Tiim numaralandirmalar bittikten sonra, her bir dihedral agisi i¢in hareketli atom
gruplart olusturulur. Her bir set, koordinatlar1 spesifik dihedral agilarina bagh
atomlardan meydana gelmektedir. Bir setin tiim konfigiirasyonlarinda iki atom arasi
mesafe ayn1 olacak sekilde rijit setler olusturulur. Ornegin Sekil 3.1 deki s degiskenine
ait hareketli set O(22) ve N(23) atomlaridir ¢iinkii 5 agisinin degismesiyle bu atomlarin

pozisyonlar1 direk olarak etkilenmektedir.

Diger asamada program algoritmasi her bir hareketli setteki tiim atomlar1 igeren iki tiir
kiime kurar. Birinci kiimede belirlenen bir atomdan, 5 degerlik bagdan daha yakin
mesafedeki atomlar bulunurken, ikinci kiimede daha uzak atomlar bulunmaktadir.
Kiimelerdeki bu ayrimin gerekli olmasinin nedeni, Lennard-Jones potansiyelindeki itme
teriminin her iki durumda farklilik gostermesidir. Yakin mesafedeki atomlarda kuantum

etkisi daha kuvvetlidir (Nemethy 1992).

3.3 Erisilebilir Yiizey Alam1 Metodu (Accessible Surface Area Method-ASA)
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Proteinler, organizmada sulu cozeltide aktivitelerine devam etmektedir. Dolayisiyla
gercekei bir simiilasyon yapmak i¢in, simiilasyonlarin protein-su etkilesmesini igermesi
gerekmektedir. Su ¢ok polar oldugu i¢in protein-su etkilesmelerinde elektrostatik
kuvvetin gii¢lii bir etkisi vardir. Bu etkilesmenin dogru bir sekilde hesaplanmasi hala
zor bir problem olarak ¢oziilmeyi beklemektedir. En hassas bir yaklasimda birkag yiiz
su molekiilii sisteme harici olarak eklenmelidir. Fakat simiilasyonlara harici olarak bu
kadar su molekiiliiniin eklenmesi, sistemin serbestlik derecesini muazzam bir sekilde
artirmakta ve simiilasyon siireleri pratikte kullanilamayacak kadar uzamaktadir. Harici

su modellerinin bu dezavantajindan dolay1t SMMP' de iki farkli yaklagim kullanilmugtur.

Birinci yaklasimda amag, ortalama elektrostatik 6zellikleri suya yakin makroskopik
homojen bir ortam olusturmaktir. Protein-su arasindaki elektrostatik etkilesimleri simiile
etmek kolay olmasa da, protein simiilasyonlarinda dahili su modelleri kullanilmasi
harici modellere gore cok daha az zaman gerektirmektedir. Su olmasi durumunda
elektrostatik etkilesimi hesaplamanin en basit yolu, uzaklik bagimli elektrostatik

gecirgenlik sabiti kullanmaktir:

za(r):D—D_2

(7Y + 257+ 2] (3.6)

SMMP programinda gegirgenlik degeri uzun mesafeler i¢in 80, kisa mesafeler i¢in ise 2
olarak alinmaktadir. Uzaklik bagimli dielektrik gegirgenlik terimi ile protein-su
etkilesmesinin modellenmesi birgok arastirmaci tarafindan kullanilmistir. Vakumda
yapilan simiilasyonlarla, yaklagik ayni siirede simiilasyonlarin yapilabilmesi bu
metodun en belirgin avantajidir. Fakat bu metot protein-su etkilesmesini oldukc¢a basite
indirgemektedir. Birbirine yakin iki atom ayni anda protein i¢inde yer almayabilecegi
gibi birbirinden uzak iki atom da proteinin i¢inde yer alabilir. Bu nedenle bu metot

dikkatli kullanilmalidir.

Protein-su etkilesme enerjisini hesaplamanin kabul goren diger bir yolu ise erisilebilir

ylzey alanm1 (ASA) metodudur. Coziiclii i¢inde atomik gruplarin yiizey alanlar ile
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orantili olarak serbest enerji degistigi genel olarak kabul gérmektedir (Lee and Richards
1971, Eisenberg and McLanchlan 1986, Ooi ef al. 1987, Wesson and Eisenberg 1992).
ASA metodu bu ilkeyi esas almaktadir. Bu metotta, protein i¢ine niifuz eden atomik
gruplarin serbest enerji katkilar1 birbirinden farklilik gostermektedir. Oranti sabitleri
(¢cozlinme katsayilar1), deneysel olarak apolar ortamdaki bir molekiill grubunun su
ortamina getirilerek serbest enerji hesaplanmasi ile bulunmaktadir. Bu yaklasimla

proteinin toplam ¢oziinme enerjisi her bir atom grubundan gelen katkilarin toplamidir:

Esol = Z (e Ai (37)

burada E;,; soliisyon (su) enerjisi, 4; alan1 i atomunun ¢6ziicii ile etkilesen yiizey alani
ve o; ise i atomunun ¢oziinme katsayisidir. Toplam, tiim atom gruplari igin

genisletilmistir.

Bu yaklasim yaygin olarak kullanilsa da, problemleri yok degildir. Atomlarin su ile
etkilesen ylizey alanlarinin deneylerle yeterince iyi hesaplanmasina ragmen, atomlarin
tiirline bagh olarak degisen ¢oziinme katsayilar1 problemlere yol agmaktadir. Coziinme
katsayilarinin  olusturdugu setler “parametre setleri” olarak adlandirilmaktadir.
Glinlimiizde farkli metotlarla hesaplanmis bircok parametre seti vardir ve bu
parametrelerle hesaplanmig serbest enerjiler birbirinden farklilik gostermektedir.

Bundan dolayi, simiilasyonlara baglamadan 6nce uygun parametre setleri se¢ilmelidir.

Bilimsel olarak kullanilan ¢ok sayida su modeli bulunmaktadir. Fakat farkl
molekiillerle yapilan simiilasyonlarda hangi modelin kullanilmasinin daha uygun
oldugu konusunda fikir birligi yoktur (Yasar and Demir 2007, Berg and Hsu 2004).
SMMP programinda OONS, JRF, WE92, SCH1, SCH2, SCH3, SCH4, EM86 ve BM su
(soliisyon) modelleri (Ooi 1987, Vila et al. 1991, Wesson and Eisenberg 1992, Juffer et
al. 1995, Schiffer et al. 1993, Eisenberg and McLachlan 1986, Freyberg ef al. 1993)
eklenmistir. Ancak su modeli uygunlugu kavrami yerine, simiilasyon siiresi kisa olan
hizli siiftaki ¢ozeltilerden bahsedebiliriz. OONS, WE92 ve SCH2 bu siniftadir (Berg
and Hsu 2003). Onceki ¢aligmalarla, CPU siiresinin kisalig1 ve yiiksek dogrulugu test
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edilmis (Berg and Hsu 2003) OONS, WE92 ve SCH2 soliisyon modelleri ¢calismamizda

kullanilmustir.

3.4 Genellestirilmis Kiimelerde Monte Carlo Simiilasyonu

Biyolojik olarak aktif protein yapilari, global minimum enerji diizeyine sahip
konformasyonlardir. Protein ¢alismalarinda arastirmacilar bu yapiyr bulmaya
calismaktadir. Bu yapilar, bilgisayar simiilasyonlari ile bulunabilmektedir. Fakat atomlar
arasindaki itme ve c¢cekme kuvvetlerindeki karmagiklik, yiiksek enerji bariyerleri ile
birbirinden ayrilmig lokal minimumlari olan engebeli bir enerji dagilimma yol
acmaktadir. Sonu¢ olarak, konformasyonlarin diisiik enerji Orneklemesi zor bir
hesaplama yontemidir. Diger bir problem ise diisiik sicakliklarda fiziksel niceliklerin her
zaman dogru olarak hesaplanamamasidir. Coklu lokal minimum problemi igin gesitli

yaklagimlar onerilmistir.

Protein simiilasyonlarinda ¢oklu minimum problemini ¢ézmenin en etkin yollarindan
biri genellestirilmis-kiime yaklagimidir (Hansmann ef al. 1999). En 6nemli avantaj1 tek
bir simiilasyonla genis bir sicaklik araliginda fiziksel niceliklerin dogru olarak

hesaplanabilmesidir.

Monte Carlo simiilasyonlari, bazi fiziksel niceliklerin diizglin dagilimin1 saglamaktadir.
Genellestirilmis kiime simiilasyonu, bu sart ile karakterize edilmektedir. Biiyiik
olasilikla diizgiin dagilim anlayisinin temeli semsiye o6rneklemesidir (Torrie and Valleau
1977). Bu algoritma yenilenerek biyolojik molekiillerin simiilasyonunda yeni
algoritmalar gelistirilmistir. Bu yeni genellestirilmis-kiime tekniklerinin tipik 6rnekleri
multikanonik algoritma (Berg and Neuhaus 1991), I/k orneklemesi (Hesselbo and

Stinchcombe 1995) ve simulated tempering (Lyubartsev 1992) olarak gosterilebilir.

Tiim genellestirilmis kiime algoritmalarinin ardinda yatan fikir 6rnegin multikanonik
algoritma (Berg and Neuhaus 1991) ile goriilebilir. Burada w(E) agirliklari,
P(E) o« n(E)o(E)=sabit (3.8)
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enerji dagilimlar1 olacak sekilde secilir. n(E), E enerjili durumlarin sayisidir (spektral
yogunluk). Enerji uzayinda rasgele yliriiyiis (random walk) yapilabilmekte ve bu sayede
simiilasyonlarin lokal minimuma takilma problemi ortadan kalkmaktadir ve hatta kiigiik
n(E) bolgeleri dahi detayli olarak incelenebilmektedir. Tekrar agirliklandirma
(reweighting) (Ferrenberg and Swendsen 1988) teknikleri ile A4 fiziksel niceliginin

termodinamik ortalama degeri

(4), = [dxA(x)w' (x)e "k (3.9)

J‘dx (0—1 (x)e—E(x)/kBT

esitligi ile hesaplanir. Burada x konfigiirasyonlar1 gostermekte olup w(x) ise x
konfigiirasyonunun genellestirilmis kiime agirhigidir. Kanonik kiimeden farkli olarak,
multikanonik kiime simiilasyonlarinda agirliklar 6nceden bilinmemekte ve dolayisiyla

simiilasyon oncesinde hesaplanmasi gerekmektedir.

4. BULGULAR
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4.1 Giris

Bu calisma, elastin kokenli olarak bilinen (VPGXG), polipeptit zincirindeki X
aminoasitinin, hidrofobisitesi ve polaritesi farkli amino asitlerle degistirilmesi ile elde
edilen polipeptitlerin farkli sulu ¢ozeltilerdeki yapisal 6zelliklerinin incelenmesi ve bu
amagla  bilgisayar simiilasyonlarinin gergeklestirilmesini igermektedir. Zincirlerin
sadece aminoasit diziligini vererek, tamamen rasgele bir konfiglirasyondan baglayarak,
bilinen tiim etkilesmelerden sistemin gercek {ic boyutlu sekillenimlerinin bulunmast,

termodinamik 6zelliklerinin degerlendirilmesi yapilmustur.

Bu kisimda, oncelikli olarak analiz sonucu hesaplanan enerji, 6zis1, baslangig-bitis
uzakligi, donme yarigapi, hidrofobisite termodinamik biiyiikliiklerinin teorik bilgisi
anlatilmig, ayrica protein ve peptit gibi sistemlerin ikincil yapi analizinde kullanilan
Ramachandran grafiklerinden bahsedilmistir. Ardindan tiim simiilasyonlar ig¢in
uyguladigimiz sayisal ayritilar verilmis ve kullanilan simiilasyon diizenegimizin
literatlirde yer alan iki calismayla test ettigimiz ¢alismamizin karsilastirmali sonuglari

sunulmustur.

Ardindan, calismamizin temelini olusturan (VPGXG), polipeptitinde, X aminoasiti
degistirilip, polipeptit uzunlugunu belirten » indisi n=1, 2, 3 secilip elde edilen elastin
kokenli polipeptitlerin termodinamik o6zellikleri belirlenmistir. Bu amagla, fiziksel
biiytikliiklerin sicakliga bagli degisim grafikleri ile polipeptitlerin ikincil ve tersiyer

yapilart anlagilmaya calisilmstir.

Calismamizda, kolaylik acisindan, peptitlerin isimlendirilmesinde dordiincii aminoasit
esas alinmig, 6rnegin Val-Pro-Gly-Trp-Val peptiti Trp peptiti olarak adlandirilmustir.
Ayrica aminoasit dizilimlerinin isimlendirilmesinde, literatiirde de yer alan peptit,

polipeptit ve molekiil terimleri degigmeli olarak kullanilmistir.

Elastin tiirii VPGXG ¢alismamiz kapsamindaki amaglarimiz ve simiilasyonlar asagida
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Ozetlenmistir ve tezin bundan sonraki kismindaki anlatimlarda bu sira izlenecektir:

1. VPGXG diziliminde X aminoasitinin degistirilmesinin termodinamik biiytikliiklere
etkisinin aragtirilmasi, X aminoasitlerinin goreceli hidrofobisitelerinin belirlenmesi ve
deneysel sonuglarla karsilastirilmasi, dogal katlanmis konformasyonlarinin belirlenmesi

amaciyla, vakum ve ¢ozelti ortaminda yapilan simiilasyonlar

2. Farkli soliisyon modelleri kullaniminin, peptit zincirlerinin yapisal karakteristiklerine
etkisinin arastirilmasi amaciyla {i¢ farkli ¢ozelti ortaminda (OONS, WE92 ve SCH2

modellerinde) yapilan simiilasyonlar

3. VPGVG pentapeptit zincirinden (VPGVG), ve (VPGVG); polipeptit zincirine gegiste
ortaya ¢ikan yapisal degisimin ¢ozelti ortaminda (SCH2) incelenmesi ve (VPGVG),
polipeptitinin farkli ¢6zelti (soliisyon) ortamlarinda (vakum, OONS, SCH2) yapisal

degisiminin incelenmesi amaciyla yapilan simiilasyonlar
4.2 Peptitlerin Yapisal Karakterizasyonu

Tiim molekiiler simiilasyonlarda amac en diisiik enerjili konformasyonu, yani sistemin
kararli yapisint bulmaktir. Eger konformasyonlarin enerjilerini dogru olarak
hesaplayabilirsek proteinlerin 3-boyutlu yapisini tahmin edebiliriz. Konformasyonlarin
enerjileri hesaplanirken bu tip sistemler i¢in olusturulan potansiyel fonksiyonlardan olan

ECEPP /3 (Sippl et al. 1984) kullanilmustir.

Enerjideki dalgalanmalar kabaca 6zis1 olarak tanimlanmakta ve N rezidiilii bir proteinin

0z1s1 degeri

()~ (E)

C(T)=p’ v

(4.1)

bagintisi ile hesaplanmaktadir. Enerjinin sicakliga bagh bu degisimi grafikte bir tepe
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noktas1 olusturmaktadir. Bu tepe noktasi, peptitler icin yapisal gegis sicakligi olarak
adlandirilmaktadir.
Peptit zincirinin hacimsel blylkliigiiniin 6l¢iisii  donme yarigapidir ve R ile

gosterilmistir. N atomlu bir peptit i¢in donme yaricap1 (R)

1Y 2
R = \/ﬁ%”rrcm) (4.2)

formiilii ile hesaplanmaktadir. Burada, 7., peptitteki rezidiilerin kiitle merkezi
yarigaplarini, »; ise her bir rezidiiye olan yarigap1 belirtmektedir. Peptitin bir dogru

seklinde olmast durumunda R maksimum degeri alir.

Konformasyon analizinde diger 6nemli bir parametre, peptit zincirinin baslangic ile
sonundaki [I-karbon atomlar1 arasindaki mesafe olarak tanimlanan baslangi¢-bitis
uzaklhgidir ve d ile gosterilmistir. d uzakligi, peptit konformasyonlarinin kompakt

yapisinin bir dl¢iistidiir.

Protein katlanma mekanizmasinda temel itici gli¢lerden birisi, aminoasitlerin Aidrofobik
yapisidir. Hidrofobisitesi yiiksek aminoasitler proteinin i¢ kisminda kalacak sekilde
katlanirlar. Hidrofobik etkiye yol agan termodinamik faktorler ¢ok karmagiktir ve hala
tam olarak anlagilamamistir. Giiniimiizde farkli parametreleri esas alarak olusturulmus
kirktan fazla hidrofobisite skalasi mevcuttur. Bu parametrelerden bazilar1 yiizey
gerilimi, lipit-peptit etkilesimi, protein dizilimindeki aminoasit degistirilerek protein
stabilitisindeki degisme, 1s1 kapasitesi ve model proteinlerde yapisal gegcis
sicakliklarmin  karsilagtirllmas1 olarak siralanabilir. Bu ¢aligmada yapisal gecis
sicakliklar1 esas alinarak Cizelge 2.2°deki hidrofobisite skalast olusturulmaya

calisiimustir.

Proteinlerin  konformasyonunu belirlemek icin spektroskopik, vizkozimetrik,
mikroskopik gibi bircok deneysel yontem vardir. Bu yontemler genellikle protein
yapisindaki baskin konformasyonlar hakkinda bilgi vermektedir. Diger taraftan,

molekiiler bilgisayar modellemelerinde bu bulgulara ulasabilmek i¢in Ramachandran
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grafikleri kullanilmaktadir. ¢ ve y agis1 N-C, ve C,C' baglar1 etrafindaki dénme
acilari ifade etmek iizere, Ramachandran grafikleri, ¢ ve w acilariin olasilik
dagilimmni veren bir grafiktir ve proteinin ikincil yapisinin farkli olusumlarini analiz
etmekte kullanilmaktadir. Bu nedenle, Ramachandran grafiklerinin simiilasyon sonunda
elde edilebilir olmasi simiilasyon metotlarinin 6nemli bir avantajidir. Bu avantajla
bilgisayar simiilasyon ¢aligmalar1 sonuglari, ilerde deneysel calismalara da model teskil
edebilecektir (Arkin 2004). Molekiillerdeki atomlarin uzaysal dagilimi, baz1 (¢, w)
dihedral ag1 kombinasyonlarina izin vermektedir. Diger bir deyisle, molekiiliin biiyiikliik
ve sekline bagh olarak sadece bazi dihedral a¢1 kombinasyonlar1 gézlenmektedir. Ozel
bir durum olarak Glisin (glycine) esnek bir yapiya sahiptir ve yliksek oranda dihedral
ac1t kombinasyonlar1 gozlenmektedir. Fakat diger aminoasitlerde sadece sinirli sayida
ac1 kombinasyonlar1 miimkiindiir. Proteinlerin Ramachandran grafiklerinde kabaca onda
birlik alan doldurulmaktadir. Genellikle proteinlerin terminal uglarindaki aminoasitler
alinmadan gdvdedeki rezidiilerin Ramachandran grafikleri cizdirilmektedir. Sekil 4.1°
deki ornek bir Ramachandran ¢iziminde, ikincil £ yapragr ve « sarmali bolgeleri
gosterilmigtir. Proteinlerin &zelliklerinin anlatildigt Bolim 2.12°de f yapragi ve «

sarmal1 hakkinda detayl bilgiler verilmeye ¢alisilmustur.

Sekil 4.1°deki Ramachandran grafiginde tarali alanlar izin verilen konformasyonlara ait
dihedral acilar1 Dbelirtmektedir, baska bir deyisle bu ag1 setlerinden olusan
konformasyonlar molekiil tarafindan tercih edilen konformasyonlardir. Tarali alan
disindaki bog kisimlardaki konformasyonlar, matematiksel olarak miimkiin olan ancak

molekiil tarafindan tercih edilmeyen ag1 setleridir.
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Sekil 4.1 Tipik bir Ramachandran grafigi

Ramachandran grafigi dikey ekseni y, yatay eksen ¢ acgilarin1 gostermektedir ve grafik
4 bolgeye ayrilmistir. Sol iist bolge £ bolgesini, sag iist bolge sol yonlii ¢, sol alt bolge
ise sag yonli « ikincil protein yapisi sekillenimlerini géstermektedir. £ bolgesinin tipik
(0, w) ac1 seti (-120, 140), sag iist bolgede yer alan sol yonlii « sekilleniminin tipik (¢,
w) ag1 seti (60, 40) ve en son olarak da sol alt bolgede yer alan sag yonli o

sekilleniminin tipik (@, w) ac1 seti (-60, -40) degerleridir.

f-dontimleri  (f-turns), [ plakalarint birbirine baglayarak proteindeki aminoasit
zincirinin yoniinii U seklinde degistirebilmektedir. Sekil 4.2° de N terminalindeki —B/
ve —B2 dizilimi, LI ve L2 rezidiilerinin f-doniim yapmasiyla yoniinii degistirmis ve C

terminaline gegmektedir. Sekil 4.2°de bu farklilik +B7 ve +B2 ile belirtilmektedir.
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|
L2

+B2— +B1 ~

Sekil 4.2 Peptit zincirinde f-doniim yapan L/ ve L2 rezidiilerinin sematik gosterimi

f-dontimleri, doniimii gerceklestiren rezidiilerin (U halkasindaki) sayisina gore
isimlendirilmektedir. Bu sekilde, literatiirde ona yakin A-doniim smifi  vardir.
Proteinlerde en yaygin goriilenleri ise -1 ve f-I1 tiirleridir. Sekil 4.3’ de f-I ve f-11 tiirii

[-dontimleri goriilmektedir.

(2) (b)

Sekil 4.3.a (1,b. f-II tiirii doniimler
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-1 ve [T tiirii doniimlerinin karakteristik agilar Cizelge 4.1’ de gosterilmistir.

Cizelge 4.1 -1 ve B-1 tiirii dontiimlerin karakteristik agilari

Donilm tilI’u ¢I l//] ¢2 [//2
B -60 30 -90 0
Bl -60 120 80 0

4.3 Simiilasyonlardaki Sayisal Detaylar

VPGXG peptit zincirinde X=Trp, His, Ala, Lys, Glu aminoasitleri konularak
gerceklestirilen simiilasyonlarda, oncelikle multikanonik parametrelerin elde edilmesi
gerekmektedir. Bu amagla, 1000 K sicaklikta kanonik simiilasyonlar yapilarak enerji
araligimin  maksimum noktast belirlenmistir. Enerji aralifn 1 kcal/mol araliklara
boliinmiistiir. Yeni bir konformasyonu olusturmak i¢in dihedral agilart /-180:180]
araliginda rasgele degistirilmekte, elde edilen konfigiirasyonun kabul edilebilirligine
Metropolis kriterlerine goére karar verilmektedir. @ peptit bag acilar1 180° de sabit
tutularak, geride kalan ¢ ile y acilari i¢in 13 ile 17 arasinda degisen serbestlik dereceleri

elde edilmistir.

Enerji histogramlarinin es olasilikli hale getirilmesi (histogram diizeltme) igin peptitler
her 5000-8000 taramada giincellenerek, toplam olarak 200,000 Monte Carlo taramasi
yapilmistir. Histogramlarda enerji araligt 1 kcal/mol adimlarla taranmistir. 1000 K
sicakligindaki yiiksek enerji fazinda konfigiirasyonlar diisiik hata payma sahiptir.
Multikanonik parametrelerin belirlenmesi asamasinda, histogram-enerji grafigi diiz bir
hale getirilmeye calisilmaktadir. Ornek bir histogram diizeltmesi Sekil 4.4'de

gosterilmistir.

Diiz bir histogram elde edildikten sonra multikanonik simiilasyonla tamamen rasgele bir

konfiglirasyondan baglanarak, istenilen sicaklik aralifinda tek bir simiilasyonla
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Histogram

termodinamik parametreler hesaplanabilmektedir. Tim peptitlerin multikanonik
simiilasyonlarinda 2,000,000 tarama yapilmistir. Tarama miktar1 artirilarak, 6rnegin
8,000,000 secilerek, sonuclarin degismedigi gozlenmistir. Bu nedenle simiilasyonlarin

optimum siirede tamamlanmas1 amaciyla 2,000,000 taramaya karar verilmistir.

100000
10000 -
1000 -
100 -

10 -

L ad ——

-20 -15 -10 -5 0 5 10
Enerji (kcal/mol)

Sekil 4.4 Multikanonik histogramlarinin olusturulmasi

4.4 Test Simiilasyonlar:

Simiilasyonlarimizin dogrulugunu ispatlamak ve hata analizini yapmak i¢in incelenecek
olan molekiillerin simiilasyonlarina baglamadan Once simiilasyon programlarimiz
literatiirde kabul goren iki ¢alisma ile test edilmistir. Bunlardan birincisi Yong ve
Hansmann (2003) tarafindan farkli 10-20-30 rezidiilii alanin (alanine) zinciri

simiilasyonudur. Alanine onlu zinciri esas alinarak, uzaklik bagimli dielektrik ve ASA
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(erisilebilir ylizey alani-accessible surface area) metotlariyla protein simiile edilmistir.
Her iki metotta elde edilen 6zisi-sicaklik grafikleri makale sonuglari ile birlikte Sekil
4.5 ve 4.6> da karsilastirmali olarak gosterilmistir. Ozis1 grafiklerinin tepe noktasi olan
yapisal geg¢is sicakligt DDE metodunda makale ¢alismasinda 482 K, karsilik gelen 6zis1
degeri ise 9.9 dur. Bizim simiilasyonumuzda ise, yapisal gecis sicaklifi 47613 K ve
0z1s1 degeri ise 9.9 bulunmustur. ASA modelinde, makalede yapisal gegis sicakligi 333
K ve 6z1s1 degeri 10.2 iken simiilasyonumuzda bu degerler 329+3 K ve 10.2 olarak
bulunmustur. Yapisal gecis sicakligindaki DDE metodunda 6 K, ASA metodundaki 3 K
farklilik, giinlimiiz bilgisayarlarinin rasgele sayi {ireteglerinin daha efektif olarak

calismasiyla acgiklanabilir.

Ikinci ¢aligma ise, Hansmann (1993) tarafindan gergeklestiren Metenkephalin
pentapeptitine aittir. Bu makaledeki enerji ve 6zis1 degerleri elde edilmeye caligiimistir.

Elde dilen grafikler Sekil 4.7’ de gosterilmektedir.
Sonug olarak, sayisal degerler ve grafiksel sonuglarimizin literatiirde kabul edilen

makalelerle uyumlulugu, simiilasyon diizenegimizin dogru ve etkin olarak calistigini

gostermektedir.
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Sekil 4.5 DDE metodunda Ala(10) simiilasyonu a. bizim ¢alismamiz b. makale
caligmasi
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Sekil 4.6 ASA metodunda Ala(10) simiilasyonu a. bizim ¢alismamiz b. makale

calismasi
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Sekil 4.7 Metenkephalin simiilasyonu a. bizim ¢alismamiz b. makale ¢alismasi
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Cv

4.5 X Aminoasitinin Yapisal Geg¢is Sicakhigina Etkisi

Sekil 4.8 deki 6zis1 grafiklerinden anlasilacagi iizere, bir ortamda farkli peptitlerin
yapisal gecis sicakliklar farkli karakteristikler gostermektedir, yani bazilar1 birinci
derece iken bazilar1 da ikincil yapisal gecis sicakligina sahiptir. Ikincil yapisal gecis
sicakliklariin, fiziksel yada ornekleme yetersizliginden kaynakli olup olmadigim
anlamak i¢in simiilasyonlarda 6rnekleme sayis1 artirilmistir. Cikan sonug, ikinci derece

yapisal gecis sicakliklarinin fiziksel oldugunu gostermistir.

Grafikten anlasilacag1 tizere, dordiincli aminoasitin degistirilmesi yapisal gecis

sicakligini degistirmektedir.

Ozis1 grafiklerine ait degerler Cizelge 4.2° de belirtilmistir. Vakum ortaminda yapisal
gecis sicakliklar1 dar bir aralikta degisirken soliisyon (SCH2) modelinde genis bir
araliga sahiptir. SCH2 modelinde, molekiiler bazda yapisal gegis sicakliklar
artmaktadir. Soliisyon i¢inde peptitlerin konformasyon enerjileri hesaplanirken soliisyon

katkis1 eklenmekte, yani enerji degerleri artmaktadir. Dolayisiyla denklem 4.1’ deki

0z1s1 degerleri de artis gostermektedir.

Cv

Sekil 4.8.a. Vakum ve b. soliisyon (SCH2) ortamlarinda 6zis1 degerlerinin sicaklifa
bagli olarak degisimi
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Cizelge 4.2 Vakum ve SCH2 modelinde yapisal gegis sicakliklar1 ve 6zis1 degerleri

Aminoasit Yapisal ge¢is Ozis1
sicakligi (K)
Trp 302 2.82
His 314 2.80
_% Ala 317 2.67
” | Lys 341 3.61
Glu 344 3.02
Trp 210 3.32
His 230 4.27
% Ala 280 3.12
2 Lys 290 3.58
Glu 300 3.53

Boliim 2.6 da bahsettigimiz Urry (1991) tarafindan yapilan deneysel ¢aligsmalarda
olusturulan hidrofobisite skalasi, yapisal ge¢is sicakligi ile ters orantihidir. Cizelge 4.2’
de vakumda Trp, His, Ala, Lys ve Glu aminoasitleri i¢in yapisal gegis sicakliklari
sirastyla 302, 314, 317, 341, 344 K olarak hesaplanmistir. Yapisal gecis
sicakliklarindaki artis, hidrofobisitedeki azalmayi1 gostermektedir ki bu durumda
hidrofobiklik karsilastirmas1 Trp > His > Ala > Lys > Glu seklinde ifade edilebilir. Ayn1
sekilde SCH2 modelinde yapisal gecis sicakliklar1 210, 230, 280, 290, 300 K olup bu da
bize yine ayni hidrofobisite sirasini gostermektedir. Elde edilen bu hidrofobisite
karsilastirmasi, literatiir ¢alismalartyla (Urry 2004, Arkin and Bilsel 2009) uygunluk

gostermektedir.

Incelenen bes farkli peptit zincirinin ¢ ve w agilarmin dagilimi, 300410 K oda sicakhig
araliginda Ramachandran grafikleri c¢izilerek analiz edilmistir. Vakum ve SCH2
ortaminda c¢izdirilen Ramachandran grafikleri sirastyla Sekil 4.9 ve 4.10° da
gosterilmistir. Grafiklerde Vall, Gly3 ve dordiincii aminoasit Xaa4 verilirken, Pro2 ve
Gly5 verilmemektedir. Pro2 aminoasiti i¢in ¢=-60+20, w agis1 ise herhangi bir agidir.

Tek a¢1 bagimliligi nedeniyle Pro2, Gly5 aminoasiti de ug¢ terminalde bulunmasi
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dolayisiyla cizdirilmemistir. Sekil 4.9 ve 4.10” da Vall, Gly3, Xaa4 ¢izimleri 1., 2. ve 3.
siitunda, peptitlerdeki 4. aminoasit olan X=Trp, His, Ala, Lys, Glu siras1 ise satirlarda
yukaridan asagiya verilmistir. Cogu deneyin oda sicakliginda yapilmasi ve vakum ile
soliisyon (SCH2) ortamlarindaki yapisal gecis sicakliklarinin c¢ogunlugunun oda
sicakligina yakin bir degerde olmasi nedenleriyle Ramachandran grafikleri ¢izimi igin
oda sicakligr secilmistir. Ramachandran grafikleri, oda sicakliginin yani sira vakum ve
SCH2 ortamlarindaki peptitlerin 6zgiin yapisal gecis sicakliklarinda ¢izdirildiginde
aralarinda herhangi bir fark goézlenmemistir. Bu nedenle, ¢aligmamizda sadece oda

sicakligi grafigi verilmistir.

Vakum ve SCH2 modelinde, Ramachandran grafiklerinin farklilik gdstermemesi
incelenen peptitlerdeki dordiincii aminoasitin ikincil yapiyr olusturmada onemli bir
katkis1 olmadigmi gostermektedir. iki boyutlu Ramachandran grafikleri, izin verilen ¢
ve w ag1 setlerini vermektedir. Izin verilen dihedral agilar1 peptitin yan zincirinin
biiylikliik ve sekline baghdir. Sekil 4.9 ve 4.10° daki vakum ve SCH2 ortamindaki
Ramachandran grafikleri birbirine benzerdir. Dordiincii siradaki X aminoasiti
hidrofobisitesi farkli Trp, His, Ala, Lys, Glu aminoasitleri ile yer degistirildiginde, bu
aminoasitlerin ikincil yapiya etkisinin olmadigi, sadece yapisal gegis sicakliklarini
degistirdigi gozlendi. Ramachandran grafikleri analiz edildiginde ise yapilarin Pro2-
Gly3 ve Xaa4-Gly5 kopriilerinde B-déniim yaptig1 goriildii. Onceden yapilan deneysel
(Li et al. 2001) ve simiilasyon sonuglart (Villani and Tamburro 1998) elastinin ikincil
yapisinda f-doniim olustugunu oOngormektedir ve elde ettigimiz sonuglar bu
calismalarla uyumludur. Bununla beraber, CD (circular dichroism) ve NMR deneysel
calismalart da A-doniim olusumunun, baskin ikincil yap1 oOzelligi oldugunu
gostermektedir (Tamburro ef al. 1990, Urry 1997). Diger taraftan, protein yapisi ile ilgili
literatiir ¢aligmalari, ikinci siradaki prolin aminoasitinin yiiksek olasilikli Af-doniim
yaptigim1 sOylemekte ve iiclincii siradaki glisin aminoasitinin ise elastinle yapilan eski

caligmalarla (Creighton 1993) uyumlu oldugunu ifade etmistir.

Sonug olarak, dordiincii aminoasitin degistirilmesi, ikincil yap1 tizerinde 6nemli bir

etkiye sahip degildir ve yapisal gegis sicakliklarini degistirmektedir.
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Sekil 4.9 Vakumda 300 K’ de Ramachandran ¢izimleri
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Sekil 4.10 300 K’ de soliisyon (SCH2) i¢inde yapilan simiilasyonlardan elde

edilen Ramachandran ¢izimleri
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<E> {Kcal/mol}

Enerjinin sicakliga bagh degisimi Sekil 4.11° de goriilmektedir. SCH2 modelinde enerji
hesaplamasina soliisyon etkisi terimi eklendiginden ortalama enerji degerleri

vakumdakine gore daha yiiksektir. Sicakligin artmasi ile enerji degerleri yiikselmektedir.

Enerjilerin farkli sicakliklardaki dalgalanmalarinin yan1 sira molekiillerin konformasyon
uzayinda en kararli konfigiirasyonlar1 tanimlayan global minimum enerjilerinin
belirlenmesi 6nem tagimaktadir. Minimum enerji degerleri ve bu enerjilere karsilik
gelen dihedral ac1 dagilimlart vakumda ve soliisyonda (SCH2) sirasiyla Cizelge 4.3 ve
4.4’ de verilmistir. Trp, His, Ala, Lys ve Glu dizilimlerinin serbestlik dereceleri sirastyla
14, 14, 13, 17 ve 15 oldugundan ¢izelgelerde bazi kisimlar bos birakilmistir. Vakumda
ve SCH2’ de, en diisiik enerjiden yiiksek olana dogru siralama Trp, His, Glu, Lys ve Ala
peptit dizilimleri seklindedir. Vakum simiilasyonlarinda Trp, His, Ala, Lys, Glu
dizilimlerinin minimum enerjili dihedral a¢1 setlerine sirasiyla 2, 2, 1, 4, 4, SCH2

modelinde ise 6, 12, 5, 2, 1 defa ulagilmustir.

1“ T T T T T T T T T 1“ T
5 -
L]
-
=]
L o .
]
m
o
X -5 i
. trp ——
¥ his ——
-18 ala —#— -
lys —8—
_15 1 1 1 glu 1 1
a 288 488 688 Fiiils) 1888
TLK]
(a) (b)

Sekil 4.11.a. Vakumda ve b. SCH2 modelinde enerji degerlerinin sicakliga bagh
olarak degisimi
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Cizelge 4.3 Peptitlerin vakumda minimum enerji konfigiirasyonlarinin dihedral agilari

TRP HIS ALA LYS GLU
Enerji Rezidii -17.25 -1521 -13.45 -14.09 -15.36

(kcal/mol)
i 1 -178 -65 76 -74  -64
200 1 60 -57 58 -61  -59
122 1 -52 -58 49 170 57
¢ 1 -54 97  -97 92 -90
7 2 129 148 152 149 151
7 3 81 159 22 152 157
¢ 3 172 78  -61 80 81
7 4 -76 -74  -33 =71 =70
71 4 62 169  -65 171 178
b7 4 -92 =74 -179 88 -85
¢ 4 -90 -65 176 -63  -60
7 5 -17 -42 65 42 -
¢ 5 87 105 60 89 -
74 5 67 27 -95 75 71
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Cizelge 4.4 Peptitlerin soliisyonda (SCH2) minimum enerji konfigiirasyonlariin

dihedral agilar

TRP HIS ALA LYS GLU
Enerji Rezidii -15.17 -14.09 -7.51 -11.02 -13.09

(kcal/mol)

X1 1 -69 -74 -68  -64 -176
221 1 -179 -61 -56  -177  -57
X22 1 175 170 53 60 -54
¢ 1 -93 -92 -92 92 =72
7 2 153 149 148 150 129
W 3 156 152 153 155 137
i 3 86 80 84 83 84
v 4 =72 -71 -74 - -69 -67
Ve 4 175 171 60 -174  -179
V2, 4 78 88 - 179 -86
13 4 -70 -63 -67 -179  -59
X4 5 -45 -42 -40 -178 -

x5 5 96 89 91 63 -

¢ 5 77 75 8 -71 -62
7 - - - - 43 -48
¢ - - - - 93 100
7 - - - - 77 95
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4.6 Elastin Tiirii Peptitlere Soliisyon Etkisi

Enerjinin sicakliga bagli degisimi Sekil 4.12° de verilmistir. Peptitlerin OONS, WE92
ve SCH2 modellerinde enerji araliklart (-35)-(-7), (-41)-(-16) ve (-14)-(9) olarak
degismektedir. Bu bize peptitlerin enerjilerinin kullanilan soliisyon modeline gore
degistigini, yani molekiiler enerjinin soliisyon bagimliligi oldugunu géstermektedir. Bu
farkliligin nedeni, enerji formiiliindeki soliisyon teriminin ¢dziinme katsayisina
bagimliligidir. Bir peptitin bir ¢oziicii ile etkilesen ylizey alani degismese de, ¢oziinme
katsayist degismekte ve hesaplanan soliisyon enerjisi farklilik gdstermektedir. Bu da
farkl soliisyonlarda toplam enerjiyi degistirmektedir. Oda sicakliginda (300 K) OONS
modelinde en diisiik enerjili peptitler, Trp ve His olup enerjileri #26.1 kcal/mol iken
WE92 modelinde -35.6 kcal/mol enerji ile His ve SCH2 modelinde ise -6.6 kcal/mol

enerji ile Trp dizilimidir. Tiim modellerde peptitlerin enerjisi sicaklikla degismektedir.
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Sekil 4.12.a OONS, b. WE92 ve c. SCH2 modellerinde enerji degerlerinin sicakliga
bagl olarak degisimi
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Cwv

Sekil 4.13° de 0zis1 degerlerinin sicakliga bagli degisimi OONS, WE92 ve SCH2
modellerinde goriilmektedir. Coziicii modelinin degismesi, molekiiler bazda yapisal

gecis sicakliklarini degistirmektedir.
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Sekil 4.13.a OONS, b.WE92 ve c. SCH2 modellerinde 6zis1 degerlerinin sicakliga
bagl olarak degisimi

Grafiklere ait yapisal gecis sicakliklart ve 6zis1 degerleri Cizelge 4.5 de belirtilmistir.
Enerji kisminda bahsettigimiz peptit enerjilerinin  soliisyonlar modellerindeki
farkliliklar1 4.1 bagintisi ile hesaplanan 6zis1 degerlerini degistirmekte ve bu degisiklik
yapisal gecis sicakliklarinda farklilik olusturmaktadir. Sonug¢ olarak, kullanilan su

modeli yapisal gecis sicakliklarini 6nemli oranda degistirmektedir.
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Cizelge 4.5 OONS, WE92 ve SCH2 modellerinde yapisal gecis sicakligr ve 6zisi

degerleri

Yapisal gegis sicakligi (K) Ozis1

Trp His Ala Lys Glu|Trp His Ala Lys Glu
OONS 310 300 230 200 190 |3.42 5.02 433 4.15 3.72
WE92 230 480 100 210 80 |3.91 242 321 394 430
SCH2 210 230 280 290 300|3.32 427 3.12 3.58 3.53

Cizelge 4.5’ deki farkli modellerdeki yapisal gecis sicakliklarindaki farklilik, bazi
modellerin peptit dizilimine uygun olmamasindan kaynaklanmaktadir. Bolim 3.3° de
anlatildig1 lizere hangi molekiil i¢in hangi soliisyon modelinin uygun oldugu baslangicta
bilinmemektedir (Yasar and Demir 2007, Berg and Hsu 2004). Boliim 4.5 teki deneysel
hidrofobisite skalasini saglamasi agisindan, SCH2 soliisyon modeli inceledigimiz

molekiiller i¢in en uygun olanidir.

Sekil 4.14° te farkli su modellerinde peptitlerin d uzakliklar1 sicakligin bir fonksiyonu
olarak ¢izilmistir. d uzakliginin sicaklikla birlikte artis gosterdigi gozlenmistir. Buna
gore, distik sicakliklarda SCH2 modelinde peptitler daha kompakt bir yapiya sahipken,
OONS ve WE92 ortamlarinda d uzakligi artmakta ve kompakt yapidan genislemis
yapiya ge¢is gozlenmektedir. WE92 ortaminda, Glu aminoasitli peptit diger peptitlerden
farkli olarak diisiik sicaklikta daha az kompakt yapiya sahiptir. Yiiksek sicakliklarda ise
tim modellerde peptitler, yaklasik d~11-12 A° ile benzer karakteristige sahiptir. Diger

parametrelerde oldugu gibi, d uzakligmin soliisyon modeline gore degistigi

gozlenmistir.

Oda sicakliginda (300 K) OONS ve WE92 modellerinde His dizilimi en kompakt
yapiya sahip olup, SCH2’ de ise Glu dizilimidir. Baslangi¢-bitis noktasi uzakliklarini
daha 1iyi anlamak icin diisiik sicakliklarda bu peptitlerin 3-boyutlu grafikleri

cizdirilmistir ve ¢izimleri yer almayan peptitler icin de tipik bir Ornek
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olusturmaktadirlar. WE92 modelinde Glu diziliminde d~14 A° iken Ala diziliminde d~9
A° olarak hesaplanmigtir. Sekil 4.15° deki 3-boyutlu grafikte, Glu genislemis bir
konformasyona sahipken Ala daha kompakt bir yapida oldugu gézlenmektedir.
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Sekil 4.14.a. OONS, b. WE92 ve c¢. SCH2 modellerinde d uzakliklarinin sicakliga
bagli olarak degisimi
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(b)

Sekil 4.15.a. WE92 modelinde Glu, b. Ala diziliminin disiik sicakliklarda
konformasyonlarinin 3-boyutlu grafigi
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Diisiik sicakliklarda R yarigapt azalmakta, yiliksek sicakliklarda ise artmaktadir.
Baglangic-bitis uzakligindan farkli olarak donme yarigcap1 degerlerinin OONS, WE92 ve
SCH2 ortamlarinda tiim peptitler i¢in ¢ok benzer degerler almasi, kompakt yap1

karsilagtirmasinda belirleyici bir parametre olmadigini géstermektedir.

5.4 T T T T T T T T 5.4
3.2 - 5.2 ]
5 T 5 _
4.8 A
4.8 1
4.6 i
x 4.6 1
4.4 4
4.4 1
4,2 A
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3.8 4 4 i
3.6 3.8
a 288 488 688 8oe a 2808 488 6B Filsls]
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a 288 488 6a8 i)

Sekil 4.16.a. OONS, b. WE92 ve c¢. SCH2 modellerinde donme yarigap1 (R) degerlerinin
sicakliga bagli olarak degisimi
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4.7 Rezidii Sayisinin Yapisal Gegise Etkisi

Calismamizin bu kisminda, (VPGVG), diziliminde » indisi 1, 2, 3 alinarak olusturulan
N=5, 10, 15 rezidili VPGVG, (VPGVG), ve (VPGVG); polipeptitleri soliisyonda
(SCH2) incelenmis, bu sekilde rezidii sayisindaki artisin yapisal gegise etkisi
calistlmisti. Bundan sonraki anlatimlarda VPGVG, (VPGVG),, (VPGVG);s
adlandirmalarinin yam sira, sirasiyla N= 5, 10, 15 rezidii sayilar1 degismeli olarak

kullanilacaktir.

Sekil 4.17.a> da enerjinin sicaklifa bagl olarak degisimi goriilmektedir. Rezidii
sayisinin artmasi ile diisiik sicakliklarda enerji degerleri azalmakta fakat yiiksek
sicakliklarda artmaktadir. Bagka bir deyisle, rezidii sayisinin artmasi ile molekiillerin
dogal konformasyonlarinin enerjileri azalmaktadir. VPGVG, (VPGVG),, (VPGVG);

molekiilleri i¢in hesaplanan minimum enerji degerleri sirasiyla -6, -23 ve -37’ dir.

Sekil 4.17.b> de N=35, 10 ve 15 rezidiilii molekiillerin 6zis1 degerlerinin sicakliga bagl
olarak degisimi goriilmektedir. N=5, 10, 15 i¢in yapisal gecis sicakliklar1 435 K, 425 K
ve 410 K olarak hesaplanmistir. Rezidii sayisinin artmasi ile yapisal gegis sicakliklari
azalmaktadir. Elde edilen rezidii sayis1 ile yapisal gecis sicakliginin ters orantili
bagintisi, deneysel calismalarla uyumludur (Glodberg 1988). S6z konusu deneysel
calismada belirtildigine gore, n sayisinin artirilmasi molekiiler agirligini artirmakta ve
buna bagli olarak yapisal gecis sicakligt azalmaktadir. Ancak rezidlii sayisinin

farklilagmasi, 6z1s1 degerlerinde 6nemli bir degisiklik olusturmamaktadir.

Sekil 4.18.a> da goriildiigii gibi R yaricapr sicaklikla orantili olarak degismektedir.
Diisiik sicakliklarda R yaricap1 azalmakta, yiiksek sicakliklarda ise artmaktadir. Rezidi
sayisini artmasi ile molekiillerin dénme yarigap1 artmaktadir. Buna goére donme yarigapi

en yiiksek dizilim N=15" tir.

Farkli uzunlukta rezidiilere sahip VPGVG, (VPGVG), ve (VPGVG); molekiillerinin d
uzakliklari sicakligin bir fonksiyonu olarak Sekil 4.18.b’ de goriilmektedir. 4 uzakliginin

PN

sicaklikla orantili olarak degistigi gézlenmistir. Buna gore, diisiik sicakliklarda farkli
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uzunluklardaki molekiiller daha kompakt bir yapiya sahipken, yiiksek sicakliklarda d
uzaklig1 artmakta ve kompakt yapidan genislemis yapiya gecis gozlenmektedir. N=5
rezidiilii molekiil 90-320 K arasinda d ~ 5.2-5.8 arasinda sabit kalirken, yapisal gecis
sicakligr civarinda d uzakliginda ani bir artis gozlenmektedir. N=10 ve 15 rezidiilii
molekiiller benzer karakteristik sergilemektedir. 240 K sicaklia kadar kompakt yapi
artarken, sicakligin yiikselmesiyle kompakt yapidan geniglemis yapiya gecis

gozlenmektedir.
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Sekil 4.17 N= 5, 10 ve 15 uzunluklarindaki rezidiiler i¢in SCH2 modelinde a. Enerji,
b. 6zisinin sicakliga bagl olarak degisimi
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Sekil 4.18 N= 5, 10 ve 15 uzunluklarindaki rezidiiler icin SCH2 modelinde a. R
yarigapinin, b. d uzakliginin sicakliga bagl olarak degisimi
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Farkli sayida rezidiiye sahip molekiillerin, ¢ ve w agilarinin dagilimi, 300£/0 K oda
sicaklig1 araliginda Ramachandran grafikleri cizilerek analiz edilmistir. Sekil 4.19° da
N=5 rezidili VPGVG peptiti i¢in Vall, Gly3 ve Val4 i¢cin Ramachandran grafigi
gosterilmisti. VPGVG’ nin oda sicakliginda yapilan deney sonuglari ile simiilasyon
sonucu elde edilen grafiklerin yapisini karsilagtirabilmek i¢in Ramachandran grafikleri

¢izimi i¢in oda sicakligi se¢ilmistir.

Gly-3 Val-4
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Sekil 4.19 VPGVG peptitinin T=300£10 K sicaklikta Ramachandran grafikleri

Ramachandran grafikleri analiz edildiginde, yapilarin Vall-Pro2 ve Gly3-Val4-Gly5
baglantilarinda agirlikli olarak AI/-doniim sekillenimleri goriildii (Bakiniz Bolim 4.2
PlI-dontim sekillenimi). Buna gore karakteristik p//-dontimii (¢, w)=(-60,120) dihedral
ac1 degerlerinde gerceklesmektedir. Fakat Pro2-Gly3 baglantisinda I/-donim
gozlenmemistir. Ayrica Ramachandran grafigi VPGVG peptitinin o-sarmali yapma
egiliminde olmadigin1 gostermektedir. Bolim 4.5” de belirtildigi gibi 6nceden yapilan
deneysel (Li ef al. 2001) ve simiilasyon sonuglar1 (Arkin 2004, Villani and Tamburro
1998) elastinin ikincil yapisinda fdoniim olustugunu ongormektedir ve elde edilen
sonuglar bu bulguyu dogrulamaktadir. Bununla beraber, CD (circular dichroism) ve
NMR deneysel calismalar1 da plI-doniim olusumunun baskin ikincil yapr o6zelligi
oldugunu gostermektedir (Tamburro et al. 1990, Urry 1997). Diger taraftan, protein
yapist ile ilgili literatiir ¢aligmalar: ikinci siradaki prolin aminoasitinin yiiksek olasilikli
BlI-déniim yaptigii sdylemektedir. Uglincii siradaki glisin ise elastinle yapilan literatiir

calismalariyla uyumludur (Creighton 1993).
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(VPGVG), polipeptitinin ikincil yapisini belirlemek i¢in ¢izdirilen Ramachandran
grafigi Sekil 4.20° de gosterilmistir. VPGVG diziliminin rezidii sayisinin artirilmasiyla
olusturulan (VPGVG), polipeptitinin ikincil yapisinda, VPGVG peptitine gore daha
baskin FII-dontimii gozlenmektedir. S/I-doniimii olusumu, tiim rezidii baglantilarinda

meydana gelmektedir.

(VPGVG); polipeptitindeki aminoasitlerin Ramachandran grafikleri ¢izdirilmis ve
(VPGVQ), polipeptiti ile benzer oldugu goriilmiistiir. (VPGVGQ); polipeptitinin ikincil
yapisinda S-doniimii baskin sekillenme oldugu gozlenmistir. Grafiklerin ¢ok fazla yer

kaplamas1 ve (VPGVG), ile benzerligi nedeniyle bu ¢izimler gosterilmemistir.
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Sekil 4.20 SCH2 ortaminda (VPGVG), polipeptitinin T=300+£10 K sicaklikta

Ramachandran grafikleri
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Bu kisimda (VPGVG); polipeptitinin vakum, OONS ve SCH2 soliisyonlarinda yapisal

gecis farkliliklar1 incelenmistir.

Sekil 4.21.a°> da enerjinin sicakliga bagl degisimi gosterilmistir. Ortalama enerjiler
SCH2 soliisyonunda daha yiiksek degerler alirken, OONS soliisyonunda daha diisiik
degerler almaktadir. Vakum, OONS ve SCH2 ortamlarinda (VPGVG); polipeptiti i¢in
minimum enerji degerleri sirasiyla -30, -40 ve -22 kcal/mol olarak hesaplanmistir ve
polipeptitin bu modellerdeki enerji araliklar1 (-35)-(12), (-40)-(0) ve (-22)-(18) olarak
degismektedir. Enerji degerlerindeki bu farklilik daha 6nce Boliim 4.6° da bahsettigimiz

enerjinin soliisyon bagimliligi ile ilgilidir.

Sekil 4.21.b° de (VPGVG), polipeptitinin 6zis1 degerlerinin sicaklia bagh degisimi
gosterilmigtir. Vakum, OONS ve SCH2 ortamlarinda yapisal gegis sicakliklart 470 K,
380 K ve 425 K olarak hesaplanmistir. Rezidii sayisinin artmasi ile yapisal gegis
sicakliklart azalmaktadir. Ancak rezidlii sayismnin farklilagmasi, 6zis1 degerlerinde
onemli bir degisiklik olusturmamaktadir. Benzer sekilde, ¢oziicii modelinin degismesi

yapisal gecis sicakliklarint degistirmektedir.

Sekil 4.22.a> da goriildiigii gibi R yarigapi sicaklikla orantili olarak degismektedir.
Diisiik sicakliklarda R yarigap1 azalmakta, yiiksek sicakliklarda ise artmaktadir.
Baslangig-bitis uzakligindan farkli olarak donme yarigapr degerlerinin vakum, OONS
ve SCH2 ortamlarinda benzer degerler almasi, burada R yarigapmmin kompakt yapi

karsilagtirmasinda belirleyici bir parametre olmadigini géstermektedir.

Sekil 4.22.b’ de farkli ortamlarda (VPGVG), polipeptitinin d uzakliklar1 sicakligin bir
fonksiyonu olarak c¢izilmistir. d uzakliginin sicaklikla orantili olarak degistigi
gozlenmistir. Buna gore, diisiik sicakliklarda (VPGVG), polipeptiti tiim ortamlarda daha
kompakt yapida iken, yiiksek sicakliklarda geniglemis yapiya sahiptir. Diigiik
sicakliklarda, tiim ortamlarda d~11-12 A° iken yiiksek sicakliklarda SCH2 ve vakum
ortaminda polipeptit d~/6 A° olarak hesaplanan baslangig —bitis uzaklig1 ile benzer

karakterisitik sergilemekte, fakat OONS ortaminda d~19.5 A° olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.22 (VPGVG), polipeptitinin farkli ortamlardaki a. R, b. d uzakliklarinin
sicakliga bagli olarak degisimi
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5. SONUC

Molekiiler yapilarin anlagilmasi i¢in yapilan bilgisayar simiilasyonlari, molekiiler
modelleme olarak bilinmektedir. Molekiiler modelleme, teorik ve deneysel galismalar
arasinda koprii gorevi gorerek bilimsel problemleri ¢dzmeye biiyiik bir katki
saglamaktadir. Modelleme sonuglar1 ile ger¢ek deney sonuclarinin karsilastirilmasi
sonucunda, uygulanan molekiiler modelleme metodunun uygun bulunmasi, deneylere
yeni Oneriler getirilebilir ve model bagka problemlerin ¢6zliimiinde de kullanilarak yeni
coziimler iretilebilir. Molekiiler modelleme ile sistemin mikroskopik detaylarindan
baslanarak makroskopik ozelliklerine ulasilabilir. Bunlarin yani sira, ¢ok yiiksek
sicaklik veya basing gibi ortamlarin deneylerle zor saglanir olmasi, bilgisayar
simiilasyonlarinin gerekliligini bir kez daha ortaya koymakta ve deneyler bilgisayar
ortaminda kolaylikla gergeklestirilebilmektedir. Sonug olarak, molekiiler modelleme,
molekiillerin fiziksel, biyolojik, biyokimyasal ve biyomekanik yapisinin anlagilmasini
saglayarak, doku ve protein miihendisliginde akilli molekiiller ve sentetik peptit
yapilabilmesi gibi ©Onemli gelismelere kap1 acgacagi disiiniilmektedir. Tezdeki

calismalarin, bu konuya katkilar getirecegi umulmaktadir.

Elastin kokenli polipeptitler olarak bilinen (VPGXG), polipeptitleri farkli biyolojik,
biyomekanik, biyokimya ve biyofizik 6zellikleri ile doku miihendisliginde basta doku,
mikrotiip ve nanotiip olmak {izere bir¢ok alanda biyomateryal {iretimine uygun yapilari
ile dikkat c¢ekmektedir. Bu tiir peptitlerin yapisinin anlasilmasi olduk¢a 6nemli

oldugundan bu yiiksek lisans tez ¢aligmasinda elastin tiirii polipeptitler se¢ilmistir.

Calismalarda, genellestirilmis kiime algoritmalar1 ailesinin en gii¢lii algoritmalarindan
olan multikanonik algoritma kullanilmistir. Bu metodun en 6nemli 6zelligi, sicaklik
bagimli Boltzmann agirlik faktoriinden farkli bir agirlik faktorii kullanarak potansiyel
enerji uzayinda gelisigiizel yiiriiylis (random walk) imkani1 saglamasidir. Gelisigiizel
ylirliyiis, simiilasyonlarin herhangi bir enerji bariyerine takilmasini engellemekte, bu
sayede diger geleneksel metotlara goére daha genis bir konfigiirasyon uzayi
ornekleyebilmektedir. Tek bir simiilasyonla global minimum enerjili konfigiirasyonun

yani sira tekrar agirliklandirma teknikleri kullanilarak fiziksel biiytkliiklerin kanonik
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kiime beklenen degerleri sicakligin bir fonksiyonu olarak hesaplanabilmektedir.

Simiilasyonlarimiz, multikanonik algoritma kullanarak Fortran programlama dilinde
yazilmis agik-kodlu, iicretsiz edinilebilen SMMP programi ile gerceklestirilmigtir. Bu
program, dnceden simiilasyonu ¢alisilmis bir¢ok molekiiliin simiilasyonu ile test edilmis
ve proteinlerin arastirilmasinda giivenilir ve etkili bir program oldugu ispatlanmistir.
Programda, konformasyonlar standart geometri modeli kullanilarak tanimlanmaktadir.
Bu modelde, molekiiller i¢ koordinat setleri ile tanimlanmaktadir. Programda enerji
hesaplamalari, giiniimiiz ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilan ECEPP potansiyeli ile

yapilmaktadir.

Proteinlerin dogal ortamlart sudur ve gergek¢i bir simiilasyon yapmak igin
simiilasyonlarin protein-su etkilesmesini igermesi gerekmektedir. Simiilasyonlara
gercek su atomlarmin eklenmesi, sistemin serbestlik derecesini muazzam bir sekilde
artirmakta ve simiilasyonlarin CPU siireleri pratikte kullanilamayacak kadar
uzamaktadir. Bu sorunu ¢6zmek i¢in, su atomlarini simiilasyonlara direk olarak koymak
yerine protein-su etkilesmesini simiile eden matematiksel yaklagimlar kullanilmaktadir.
Bu yaklasimda, atomlarin soliisyon ile etkilesme enerjileri, atomlarin ylizey alani ile
deneysel olarak hesaplanmakta ve atomik ¢ozlinme katsayilarinin g¢arpimi ile
bulunmaktadir. Bu sekilde elde edilen soliisyon enerjisi, ECEPP potansiyelindeki diger
enerji terimlerine eklenmektedir. Ancak sorun bu noktada tam olarak ¢oziilmemektedir.
Hangi molekiil i¢in hangi soliisyon modelinin uygun oldugu konusunda literatiir

calismalar fikir birligi i¢inde degildir.

Proteinler organizmada sulu c¢ozeltiler icerisinde aktivitelerine devam etmektedir.
Dolayisiyla gergekei bir simiilasyon yapmak i¢in, simiilasyonlar protein-su etkilesimini
icermelidir. Su olduk¢a polar bir sivi oldugu igin protein-su etkilesmelerinde
elektrostatik kuvvetin gilicli bir etkisi vardir. Bu etkilesimin dogru bir sekilde
hesaplanmasi hala zor bir problem olarak ¢o6ziilmeyi beklemektedir. En hassas bir
yaklagimda birka¢ yiiz su molekiilii sisteme harici olarak eklenmelidir. Harici su

modellerinin bu dezavantajindan dolayt SMMP' de iki farkli yaklasim kullanilmistr.
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Calismanin ilk kisminda, n»=/ almip X aminoasiti degistirilerek aminoasitlerin
hidrofobisite skalasi olusturulmus, ardindan farkli soliisyonlarda termodinamik
biiylikliikler hesaplanmistir. Son olarak, n=1, 2, 3 secilerek kiiciik molekiillerden

biiyliklere geciste yapisal 6zelliklerdeki farkliliklar belirlenmistir.

Ik olarak, n=1 almarak X aminoasiti yerine hidrofobisitesi ve polaritesi farkli Trp, His,
Ala, Lys ve Glu aminoasitleri degistirilerek hidrofobisite skalasi olusturulmustur. Vakum
ve soliisyon ortaminda (SCH2) elde edilen hidrofobisite skalasi, deneysel sonuglarla
uyumludur. Ilgili kisimda, referanslarla birlikte hidrofobisite skalas1 gdsterilmistir.
Protein katlanmasi mekanizmasinin ikinci basamaginda yer alan ikincil katlanma
sekilleniminin belirlenmesi amaciyla, Ramachandran grafikleri ¢izdirilmistir. X
aminoasitinin degistirilmesiyle elde edilen farkli elastin kdkenli polipeptitlerin ikincil
yapilarinda, yogunlukla f~doniimleri yaptigt gézlemlenmistir, bu dontimlerin var oldugu
deneysel literatlir ¢aligmalariyla da belirlenmistir. Bu agidan, simiilasyon sonuglari

deneysel sonuclarla uyumludur.

Calismanin ikinci kisminda, n=1 alinip yine X=Trp, His, Ala, Lys, Glu secilerek elde
edilen peptitler, vakumda ve farkli soliisyon ortamlarinda (OONS, WE92, SCH?2)
incelenmistir. SMMP programinda, 9 adet soliisyon bulunmaktadir. Bu soliisyonlar
literatiir calismalarinda, baz1 model molekiillerle test edilmis ve CPU siiresi agisindan
en hizli ve en az 6l¢lim hatasi verenlerin OONS, WE92 ve SCH2 oldugu belirtilmistir.
Caligmalarda, bu soliisyon modellerinin tercih edilmesinin nedeni de budur. Hesaplanan

termodinamik biiyiikliiklerin simiilasyon ortamina gore farklilik gosterdigi gozlenmistir.

Son kisimda, n=1" de n=2, 3’ e gegilerek biiyiikk peptitlerin yapisal ozellikleri
incelenmistir. Elastin kokenli molekiillerde siklikla tekrar eden dizilim VPGVG dizilimi
oldugundan, bu kisimda molekiiler dizilimde, dordiincii aminoasit olarak Val se¢ilmistir.
SCH? soliisyonunun c¢alisilan molekiillere uygun olmasi nedeniyle bu kisimda soliisyon
olarak kullamilmistir. Bu sekilde biiyiik peptitlerle calisilmasi, simiilasyonlarin CPU
stiresinin Onemli oranda uzadigi gozlenmistir. Biiyiikk molekiillerde termodinamik
biiyiiklikler —degigsmektedir. Molekiillerin  karakterizasyonunda ve potansiyel

uygulamalarinda 6nemli yer tutan, termodinamik parametrelerden biri olan yapisal gecis
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sicaklik degeri, biiyiik molekiillerde azaldigi gézlenmistir ve bu durumun deneysel
sonuglar ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Ayrica molekiil yapisinin biiylimesi ile ikincil
yapida f-doniimleri olusma yogunlugunun arttifi gézlenmistir ve literatiirdeki deney

sonuclarinin da bunu dogruladig1 anlagilmastir.

Simiilasyon sonuglari, literatiirde yer alan ¢aligmalarla uyum igindedir. Gergeklestirilen
caligmalarin ve simiilasyon sonuglarinin, literatiirdeki ¢alismalar1 destekleme ve bundan
sonraki c¢aligmalara referans olusturma gibi katkilarinin yani sira, elastin kokenli
peptitlerin  yapisal 6zelliklerinin  anlasilmasinda da bir asama saglayacagi

distiniilmektedir.
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