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OZET

Giiniimiizde agr1 yitimi amacli olarak kullanilan molekiillerin basinda morfin gelmektedir.
Ancak, morfin, siirekli kullanimda bagimlilik yapabileceginden, kullanimi da riskli ol-
maktadir. Hem kolay elde edilmesi, hem de ucuz olmasi nedeniyle heniiz bir alternatifi su-
nulmamistir. Ancak, morfine alternatif olarak umut vaad eden molekiiller doga tarafindan
sunulmaktadir. Ozellikle, zehirli hayvanlarin salgiladig1 felg edici toksinler, agr1 yitimi
amach kullanilabilecek peptidlerdir. S6z konusu peptidlerin ¢alisma mekanizmasinin
anlagilmas1 ve bir ilaca doniistiiriilmesi deneysel olarak cok pahali ve uzun bir siire¢
olsa da, giiniimiizde bilgisayar teknolojisinin hem donanimsal, hem algoritmik anlamda
ulagti81 yer, bu tiir caligmalarin yapilmasini miimkiin kilmaktadir. Bu tez calismasinda,
morfine alternatif olarak kullanilma potansiyeli olan a-Konotoksin SI peptidinin, bir cok
canlida, néromiiskiiler kavsakta bulunan ve kas kasilmasindan sorumlu olan néromiiskii-
ler Nikotinik Asetilkolin Reseptor proteiniyle etkilesimi incelendi. S6z konusu protein ve
peptidin daha 6nceden deneysel olarak belirlenmis 3 boyutlu yapilarindan yola ¢ikarak,
muhtemel baglanma konfigiirasyonlar1 olusturuldu ve dinamikleri incelendi.

Anahtar Kelimeler: Hag: Kesfi, Molekiiler Dinamik, Ortalama Kuvvet Potansiyeli,
Protein-Peptid Etkilesimleri.
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ACETYLCHOLINE RECEPTOR

ABSTRACT

Recently, morphine is the most used molecule for analgesia. However, morphine can be
hazardous when it is used regularly because of its addictive nature. It can be obtained
easily and its production cost is low. Because of this fact there is no other alternative
to morphine. However there molecules with white hope are provided by the nature.
Specifically, the toxins produced by venomous animals, are peptides which are able to
be used for analgesia. Although investigation of the mechanisms and transforming into
a drug of such peptides cost high amounts of money and time by using experimental
techniques, the computer technology provides an opportunity to carry out such studies,
currently. In this study, the interaction between a-Conotoxin peptide, which is an
alternative to morphine, and neuromuscular nicotinic acetylcholine receptor has been
investigated. Most probable bound configurations for these protein and ligand and their
bounded dynamics has been investigated.

Keywords: Drug Discovery, Molecular Dynamics, Potential of Mean Force, Protein-
Peptide Interactions.
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1. GIRIS

1.1 Motivasyon

Ilaclar, tarih boyunca insan saghg1 acisindan en 6nemli gereksinimlerimizden biri olmus-
tur. Ancak giiniimiizde ila¢ kesfi konusunda hem arastirma maliyeti hem de siireci baki-
mindan yasanan bir takim sikintilar bulunmaktadir. Arastirma maliyetinin yiiksek olmasi,
maddi durumu iyi olmayan insanlarin gerekli ilaglara ulasamamasina neden olmaktadir.
Ilaclar esasinda, viicudumuzda belli bir biyolojik molekiille etkilesime giren, organik ya
da organik olmayan, biiyiikliik olarak bir kisitlamas: bulunmayan molekiillerdir. Insan
viicudunun ¢ok karmagik bir yap1 oldugu diisiiniiliirse, uygun molekiille etkilesime giren
bir molekiil iiretilse bile bu molekiiliin viicut i¢cinde bulunan baska bir molekiille de
etkilesime girme olasilifin1 belirlemek ¢ok zordur. Bir ilac iiretmek i¢in yapilan deneysel
caligmalarin yiiksek maliyetlere sahip olmasi nedeniyle alternatif teknikler gelistirmeden,
bu tiir caligmalarin devam etmesi imkansizlasmaktadir. Yakin zamanda hem donanimsal
anlamda, hem algoritmik anlamda bilgisayar teknolojisindeki gelismeleri diisiiniirsek,
bir cok probleme bilgisayar simiilasyonlariyla ¢éziimler tiretebilmemiz miimkiindiir. Bu
nedenle yeni bir ilacin liretimi agamasinda bilgisayar simiilasyonlari, deneysel caligmalara
tamamlayici bir rol oynarlar. Bu tez calismasinda, bilgisayar simiilasyonlar1 kullanarak
narkotik ve agr1 kesici (analjezik) olarak kullanim imkani olan bir toksin peptidinin, bir

proteine baglanma mekanizmasi incelenmistir.

Giintimiizde analjezik olarak kullanilan molekiillerin en etkili olanlarindan birisi mor-
findir [1]. Morfine bu kadar yaygin kullanim 6zelligi kazandiran, onun dogal olarak bu-
lunmasidir. Ozellikle karasal iklimde ve kolayca yetisen hashas bitkisinin cicek acmadan

once i¢inde bulunan sivida %40 oraninda morfin bulunur [2]. Morfinin i¢inde bulundugu



bu s1vinin ismi afyondur. Afyonun Ingilizce karsilig1 olan "opium" kelimesinden dolay1 bu
stvinin i¢indeki molekiillere "opiat" ya da "opioid" denir. Viicudumuzda bu molekiillerin

etkilesime girdigi reseptor proteinlerin ismi de "opioid reseptorleri” seklindedir.

Morfin (Sekil 1.1), merkezi sinir sistemindeki opioid reseptorlerine baglanarak agri
yitimi etkisi gosterir. Uzun yillardir insanlar tarafindan morfinin baglanma mekanizmasi
bilinmeksizin, afyon, agr1 kesici olarak kullanilmistir. Insan viicudunda morfin ile ayn
isi yapan ve agr kesici ozelligi gosteren endorfin adinda bir molekiil iiretilmektedir.
Bu molekiiliin ismi "endojen" ve "morfin" kelimelerinin birlesimiyle olusturulmus ve
morfinden sonra kesfedilmistir. Ayn1 islevi yapan biyolojik yapilara birbirinin agonisti
denmektedir. Morfin bagka bir deyisle endorfinin agonistidir. Bu yiizden viicuda belli bir
siklikta morfin alindiginda endorfin tiretimi azalabilir ya da durabilir [3]. Bu durum morfin

bagimlili§ina yol acar ve morfin kullaniminin ciddi sikintilarindan birini olusturur.

Sekil 1.1: Morfin molekiiliiniin (solda) 3 boyutlu ve (sagda) kimyasal yapilar1 [95].
Burada karbon atomlar1 yesil, azot atomu mavi ve oksijen atomlari kirmizi renkle
gosterilmistir.

Morfine alternatif olarak en umut vaad edici molekiillerden birisi konotoksinlerdir.
Konotoksinler, koni salyangozun (Sekil 1.2) salgiladig1 zehir sivisinda bulunmaktadir;
farkl tiirler ve farkli homologlara sahiptir. Daha 6nceki ¢alismalar, a-konotoksin GI, «a-
konotoksin MI ve a-konotoksin SI iizerinde yogunlasmistir. Ozellikle c--konotoksin GI

ve a-konotoksin MI {izerine ¢alismalar daha yogunlukta olmakta, ancak a-konotoksin



SI ile ilgili yeterince calisma bulunmamaktadir [4]. Daha 6nce yapilan deneysel bir
calismada, a-konotoksin GI ve a-konotoksin MI peptidlerinin baglanma mekanizmasinin
a-konotoksin SI peptidinden daha farkli oldugu bulunmustur [63]. Bu farkliliklarin
nedenlerini agiklayabilmek i¢in baglanma mekanizmalarinin anlagilmasi ¢ok dnemlidir.
Konotoksinlerden faydalanilarak gelistirilecek olasi bir analjezik i¢in deneysel calisma-
lara ek olarak bilgisayar simiilasyonlarinin kullanilmasi gerekmektedir. Ciinkii deneysel
olarak baglanma mekanizmasi belirlenemeyeceginden, mekanizma olmaksizin farkliligin

nedenini anlamak imkansizdir.

Sekil 1.2: Koni salyangoz. [88]’den alinmisgtir.

Bu tezin konusunu a-konotoksin SI peptidinin néromiiskiiler kavsakta hiicre memb-
ranlarina gdmiilii olarak bulunan nikotinik asetilkolin reseptor proteinlerine baglanma
mekanizmasinin bilgisayar simiilasyonlariyla anlagilmasi olugturmaktadir. Nikotinik ase-
tilkolin reseptdrleri, noron-kas arasi sinyal iletiminden sorumlu oldugundan, isleyisleri
herhangi bir sekilde bloke edildiginde bu durum kas kasilmamasi ile sonuglanir. Negatif
goriinen bu durumdan faydalanarak bir analjezik tiretimi miimkiindiir [5]. Ancak boyle bir
analjezik gergeklestirmek i¢in, bu tezin de konusunu olusturan c-konotoksin SI peptidi ve
nikotinik asetilkolin reseptor protein arasindaki etkilesim mekanizmasinin belirlenmesi

zorunludur.



1.2 Asetilkolin Reseptorleri

Asetilkolin reseptorleri, asetilkolin molekiiliiniin baglandig1 hiicre membran1 protein-
leridir. Bu proteinler, entegre membran proteinleri sinifina girerler; ¢iinkii membranin
tamamlayic1 bir pargasini olusturmaktadirlar. Asetilkolin (Sekil 1.3), canlilarda asetil-
kolinesteraz enzimleri tarafindan dogal olarak iiretilen [6, 7] kiiciik bir nérotransmitter
molekiildiir. Norotransmitter molekiillerin gorevi, sinapslar ilizerinden noronlar arasi
sinyal iletimini saglamaktir. Bir ya da birden fazla norotransmitter molekiil, kapali bir
iyon kanalina baglanarak, kanalin acilmasini saglar ve bdylece kanalin icinden iyon
gecisi gerceklesir. Bu molekiillerin calisma prosediirii bir diyagram olarak Sekil 1.4’te

sunulmustur.

Asetilkolin reseptorleri ilk olarak Henry Dale tarafindan 1915 yilinda simiflandirilmustir.
Bu simiflandirmaya gore iki tip asetilkolin reseptorii mevcuttur: muskarinik ve nikotinik
asetilkolin reseptorleri. Isimlendirmeler, asetilkolin agonistlerine gére yapilmistir. Mus-
karinik asetilkolin reseptorleri icin mantarlarda bulunan bir molekiil olan muskarin [8]
ve nikotinik asetilkolin reseptorleri icin tiitiinde bulunan bir molekiil olan nikotin [9],

asetilkolinin agonistidir.



Sekil 1.3: Asetilkolin molekiiliiniin (solda) 3 boyutlu ve (sagda) kimyasal yapilar
goriilmektedir. Burada karbon atomlar1 yesil, azot atomu mavi, oksijen atomlar1 kirmizi
ve hidrojen atomlar1 beyaz renkle gosterilmistir. Yapi, Avogadro paket yazilimi [96] ile
modellenmistir.

Acik ——— Iyon
fyon Kanali 2
3 —an’ ~ Hedef
o0’ \l Hiicre
& )
L= K
T . Giden
i 1 4 Sinyal
2 (e
Gelen Sinyal | (o L Kapalt
/ ___— Iyon
Sinaptik K [° & oo
inaptik Kese | o2 Kanali

Nérotransmitter / / , F

Sekil 1.4: Norotransmitter molekiillerin ¢alisma prensibi. [89]’den modifiye edilmistir.

1.2.1 Muskarinik Asetilkolin Reseptorleri

Muskarinik asetilkolin reseptorleri (mAChR), merkezi ve periferal sinir sistemindeki
noronlarda ve otonom sinir sisteminde bulunurlar. Gorevleri, kalp atmasi gibi fizyolojik
islevleri diizenlemektir. mAChR proteinleri, tek bir hiicrede birden fazla tipte buluna-

bilirler. Sekil 1.5’te M3 tipi muskarinik asetilkolin reseptoriiniin Kruse ve arkadaglari



tarafindan 2012 yilinda X-1ginlar1 teknigiyle belirlenmis 3 boyutlu yapisi goriilmektedir.

Sekil 1.5: M3 tipi Muskarinik Asetilkolin Reseptorii. (PDB kodu: 4DAJ)

mAChR proteinleri, G proteini kenetli reseptorler (GPCR) ailesine iiyedirler [10]. G
proteinleri hiicre dis1 molekiilleri hissetme islevinden sorumludurlar. GPCR proteini
bir ligand tarafindan uyarilir; bu ligand GPCR proteinine baglandiginda G proteininde
konformasyonel bir degisiklige yol acar. Bu sayede hiicre ici sinyal iletimi saglanir ve
hiicresel tepkiler ortaya c¢ikar [11, 12]. Yani bir bakima hiicrenin digariy1 algilamasini
ve buna gore tepki vermesini saglarlar. G proteinlerinin diger bir ismi de "7-membran
ici" proteinleridir. Bunun nedeni, membranin i¢inde 7 tur atmaladir. Bu proteinler sadece
okaryotik hiicrelerde bulunurlar . Sekil 1.6’da bir GPCR proteininin 3 boyutlu yapisi

bulunmaktadir.
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Sekil 1.6: G-Protein Kenetli Protein. Mavi bolge reseptor proteini ve kirmizi bolge G
Proteini gostermektedir. [90]’den modifiye edilmistir.

mAChR proteinlerinin iki baglanma bolgeleri bulunmakta; bunlar, hiicre dis1 ve hiicre ici
olmak iizere, sirasiyla, ligand baglanma bolgesi ve G proteini baglanma bolgesidir. Hiicre
disinda bulunan bolgeleri, amino ucu ve hiicre i¢inde bulunan bolgeleri, karboksil ucudur.
Hiicre disindaki bolgeye asetilkolin, muskarin ya da farkli bir agonistin baglanmasi
reseptoriin konformasyonunda degisiklige neden olarak hiicre i¢inde bulunan G proteini
ile etkilesime yol acar ve mAChR proteininin sinyal iletimin mekanizmasinin baglangicini

olusturur.

1.2.2 Nikotinik Asetilkolin Reseptorleri

Nikotinik asetilkolin reseptorleri (nAChR), noron-kas kavsaginda hiicre membranina
gomiilii olarak bulunan ve sinapslar iizerinden sinyal iletimini saglayan proteinlerdir.
Hiicre icine Na™ iyonunun girmesinden sorumludurlar. Bu yiizden Na™ iyon kanallaridir;
ayni zamanda K* ve Ca™™ iyonlarini da gegirdikleri gozlenmistir [13, 14]. Yapist Sekil
1.7°de sunulmugtur. Kas kasilmasi i¢in gerekli olan sinyal iletimi, Na® iyonunun hiicre

icine girmesiyle saglanir.



Sekil 1.7: Nikotinik asetilkolin reseptdriiniin yandan goriiniimii. (PDB kodu: 2BG9)

nAChR proteini, 5 altbirimden olugan bir proteindir. Altbirimlerin ayn1 ya da farkli olma-
sina gore sirasiyla, homomerik ya da heteromerik seklinde adlandirilan yapilarda bulunur
[15]. Bu tezde calisilan nAChR proteini, heteromerik yapidadir. Homomerik yapidaki
nAChR proteinleri, beyindeki ndronlarda bulunurlar ve hafiza, diisiinme, 6grenme gibi
islevlerden sorumlu olduklar1 diisiiniilmektedir [17, 18]. Dolayisiyla bu tezin konusu
disindadirlar. Ayrica beyinde bulunan nAChR heteromerik yapilarda da bulunabilir.
Beyindeki noronlar iizerinde bulunan homomerik ve heteromerik nAChR proteinleri,
noronal-nAChR ve merkezi sinir sistemindeki noronlar iizerinde bulunan heteromerik

nAChR proteinleri, noromiiskiiler-nAChR (nm-nAChR) isimlerini alirlar.

nm-nAChR (Sekil 1.8), 4 farkl1 yapida bulunan ve toplam 5 adet altbirimden olusmaktadr.

Bu altbirimler, « altbirimden 2 tane olmak iizere, 5, v ve ¢ altbirimleridir. ¢ altbirimi,



embriyonik yapilarda e altbirimi adinda ve ¢§ altbirimine gore farkli bir yapiya sahiptir
[19]. Ancak, ergen yapilarda bu altbirim yapisal degisiklige uyrayarak ¢ altbirimine

doniisiir. Bu tezde ergin yapidaki nm-nAChR iizerinde ¢alisilmistir.

Sekil 1.8: Nikotinik asetilkolin resept0riiniin iistten goriiniimii. (PDB kodu: 2BG9)

1.2.3 Noro-Miiskiiler Nikotinik Asetilkolin Reseptorleri ve Asetilko-

lin Etkilesimi

Asetilkolin, insan viicudunda bulunan asetilkolinesteraz enzimleri tarafindan iiretilen
kii¢iik molekiillerdir. Uretimi sinaptik bolgede gergeklesir ve hiicre membranina go-

miilii olan nm-nAChR proteinlerine baglanarak bu proteinler iizerinde konformasyonel



degisiklikler meydana getirir [20, 21, 22]. Bu konformasyonel degisiklikler nm-nAChR
proteininin ¢apinin geniglemesini saglar ve boylece kas kasilmasi i¢in gerekli olan
sinyal iletimini saglayan Na™ iyonu hiicre i¢ine girer. Asetilkolin, néronlar arasi sinyal
iletimindeki gorevinden dolayr norotransmitter molekiiller arasinda yer alir ve alkaloid,
yani dogal olarak iiretilen bir molekiildiir. Asetilkolinin ilk tanim1 1914 yilinda Ingiliz
bilim adami Henry Hallet Dale tarafindan yapilmistir. Norotransmitter oldugu 1921
yilinda Avustralyali bilim adami Otto Lewi tarafindan kurbaga kalpleri {izerinde yapilan
deneyler sonucu dogrulanmistir. Bu kesif, 1936 yilinda Nobel 6diiliiyle 6diillendirilmigtir

[23].

nm-nAChR proteinlerinin a-altbirimlerinin hiicre dig1 bolgelerinde sistein-dongiisii (C-
dongiisii) denilen c¢ikintilar bulunur (Sekil 1.9). Disiilfid baglar1 nedeniyle, proteinin bu
bolgesi konformasyonel degisikliklere ¢ok aciktir [24]. Ciinkii, sistein amino asidi polar
bir amino asittir ve disiilfid baglarinin bulundugu bolgeye gelecek yeni bir molekiil bura-
daki su molekiilleriyle beraber polar olmasi ya da olmamasi nedeniyle onemli degisimlere
yol acabilir [25] (Sekil 1.9). Daha 6nce yapilan caligsmalar, asetilkolin molekiiliiniin
nm-nAChR proteini ile etkilesime girmesinde a-altbirimindeki C-dongiisii bolgesinin
aktif oldugunu gostermistir. 2 ayr asetilkolin molekiiliiniin nm-nAChR proteinlerinde
bulunan 2 o-altbiriminin C-dongiisii bolgeleriyle etkilesime girdiginde (Sekil 1.10) nm-
nAChR proteininin membran i¢indeki kisminda bir donme meydana geldigi gosterilmistir
[26, 27, 28]. Bu donme hareketi sayesinde nm-nAChR proteininin membran i¢indeki
normalde kapali olan kisminin ¢ap1 6.5 A’e ¢ikarak Na™ iyonunun kanal i¢inden gegisine

imkan taninir.
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Sekil 1.9: Nikotinik Asetilkolin Reseptoriiniin C-Dongii bolgesi.

Viicutta asetilkolin molekiiliiniin eksikligi, asetilkolinesteraz enziminin islev bozuklugu-
nun ya da nikotinik asetilkolin reseptorlerinde bulunan C-dongiisii bolgesindeki yapisal
farkliliklarin, Parkinson hastalig1 gibi kas kasilmasi kontroliiniin ya da Alzheimer gibi zi-
hinsel iglevlerin bozukluguna dayanan hastaliklara neden olduklar: diisiiniilmektedir [29,
30]. Ayrica asetilkolin molekiilii, kas kasilmasi islevinden sorumlu oldugu i¢in viicutta var
olan asetilkolin molekiiliiniin nm-nAChR proteinlerine baglanmasinin engellenmesiniin
felce yol acabilecegi gosterilmistir [31, 32]. Ciinkii bu durumda kas kasilmasi i¢in
gerekli olan sinyal iletimi, Na* iyonunun hiicre i¢ine girememesiyle birlikte saglanamaz.
Asetilkolin molekiiliiniin nm-nAChR proteinlerine baglanmasi, baglandigr C-dongiisii
bolgesine bagka bir molekiiliin daha yiiksek afiniteyle baglanmasiyla beraber engellene-
bilir. Herhangi bir molekiiliin islevini engelleyen molekiillere antagonist denmektedir. Bu
tip antagonistlere giizel bir 6rnek olarak konotoksinler verilebilir. Konotoksinlerin nm-
nAChR’deki baglanma bolgelerinin incelenmesi felg mekanizmasi ve muhtemel analjezik

ilaclarin kesfinde onemlidir [33]. Bir konotoksin cesidi olan a-konotoksin SI peptidinin
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nm-nAChR proteinleriyle etkilesim mekanizmasi bu tezin konusunu olusturmaktadir.

Asetilkolin

Membran

Asetilkolin

Sekil 1.10: Noromiiskiiler Nikotinik Asetilkolin Reseptoriinde Asetilkolin baglanma
bolgelerinin yandan (iistte) ve iistten (altta) goriiniimii. Burada asetilkolin kirmizi renkte
gosterilmistir. [92]’den modifiye edilmistir.

1.3 Konotoksinler

Konotoksinler, koni salyangozunun (Conus) kendini savunma ve avlanma amagh olarak
salgiladi81 zehrin i¢inde bulunurlar. Koni salyangozunun ismine hitaben bu ismi almiglar-
dir ve norotoksin grubuna dahildirler [34]. Genel olarak 10-30 aminoasit iceren kiiciik
peptidlerdir. Yapilarinda en az 1 adet disiilfid bag1 (Sekil 1.11) bulundururlar [35]; 5
ayr1 tipte bulunurlar ve bu tiplere hitaben «, 9, k, w ve u seklinde Ontakilar alirlar

[36]. Her tip konotoksin ayr1 bir proteinin inhibitoriidiir. Dolayisiyla bu siniflandirma

12



da inhibitorii olduklari proteine gore yapilmistir. d-konotoksinler, voltaj-kapili sodyum
kanallarinin [37], k-konotoksinler, potasyum kanallarinin [38], p-konotoksinler, gerilim-
kapili sodyum kanallarinin [39], w-konotoksinler, voltaj-kapili kalsiyum kanallarinin [40]
ve a-konotoksinler, nikotinik asetilkolin reseptorlerinin inhibitorleridir [41]. Bu tezin

calisma konusunu a-konotoksinler olusturmaktadir.

6 C...C..cCc.cC..C

K c...c..cc.c..C

w C...C..CCc.C..C

Sekil 1.11: Konotoksin cesitleri ve disiilfid baglari. Aralarinda disiilfid bag1 olan sistein
amino asitleri ayni renkle gosterilmistir. Her bir nokta sistein diginda bir amino aside denk
gelmektedir.

1.3.1 J-, k-, u- ve w-Konotoksinler

0-, k- ve w-Konotoksinler, yapisinda sistein diigiimii iceren peptidlerdir. Bu diigiimli
yap1 3 adet disiilfid baginin i¢ ice gecmesiyle meydana gelir. w-Konotoksin i¢in disiilfid
diigtimlii bu yapr Sekil 1.12°de gosterilmistir [42]. Disiilfid baglarindan bir tanesi, diger
iki disiilfid baginin olusturdugu dongiiniin icinden gecer. Bu disiilfid baglariyla meydana

gelen diigiimlii yap1 0-, k- ve w-Konotoksinleri i¢in aynidir.
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Yapisal benzerlikleri hemen hemen ayni olsa da, bu 3 peptid farkli reseptor proteinleri
inhibe ederler. §-Konotoksinler, voltaj kapili Nat iyon kanallarinin, x-Konotoksinler,

potasyum kanallarinin ve w-Konotoksinler, kalsiyum kanallarinin inhibitoriidiirler.

Sekil 1.12: w-Konotoksin peptididinde disiilfid bag diigiimii. Sar1 cizgiler disiilfid
baglarin1 gostermektedir. [97]’den alinmagtir.

p-Konotoksinler, iki farkli sistein diizenlemesine sahiptir. Bu sisteinler -, x- ve w-
konotoksinler gibi diigiimlii bir yapi olusturmamaktadir [43]. Voltaj-kapili sodyum

kanallarinin inhibitoriidiirler [44].

1.3.2 «-Konotoksinler

a-Konotoksinler, nikotinik asetilkolin reseptorlerinin inhibitoriidiir ve «-0n takisi, aym
islevi goren ve yilan zehrinde bulunan a-Bungarotoksin peptididinden gelmektedir [45].
Genel olarak yapilarinda 13-15 aminoasit bulunur ve GI, GIA, GII, M1, MII, SI seklinde
bilinen homologlara sahiplerdir. Ontakilar, bulunduklar tiirlere gore verilmektedir. Buna

gore G ontakisi, Conus Geographus, M oOntakisi, Conus Magus ve S Ontakisi, Conus
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Striatus’u simgelemektedir [46]. Bu tez calismasinda Conus Striatus’ta bulunan o-

Konotoksin SI peptidi tizerinde calisiimigtir ve diger homologlardan bahsedilmeyecektir.

Sekil 1.13’de a-Konotoksin SI peptidinin X-Isinlar1 teknigiyle elde edilmis tic boyutlu
yapist goriilmektedir. a-Konotoksin SI, ICCNPACGPKYSCX sekansiyla verilen, 14

aminoasitli bir peptiddir [47].

Sekil 1.13: a-Konotoksin peptididinin 3 boyutlu yapisi. (PDB kodu: 1HJE)

1.4 Noromiiskiiler Nikotinik Asetilkolin Reseptorii ile a-
Konotoksin SI Etkilesimi icin Yapilmis Calismalar

nm-nAChR proteini ile a-Konotoksin SI peptidinin etkilestiginin bilinmesine karsin

[61], etkilesimin tam olarak nasil gerceklestigi bilinmemektedir. Bunun yaninda, etki-

lesimdeki aktif aminoasitlerin bulunmasi i¢in daha once bir takim mutasyon c¢alismalari

yapilmistir [62]. Ayni calismada asetilkolin molekiiliiniin, nm-nAChR proteini iizerinde,
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iki farkli baglanma bdlgesi olan « ve v alt birimleri i¢in a-Konotoksin SI peptidinin
0.17 uM (ICsy) olmak iizere ayni afiniteyle baglandig1 goriilmiistiir. Bu durum, a-
Konotoksin SI peptidinin gercek etkilesiminin, nm-nAChR proteininde « alt birimiyle
oldugu diisiincesini gii¢clendirmektedir. Tiim bunlara ek olarak; daha 6nce yapilan bagka
bir ¢alismada da a-Konotoksin SI peptidinin, a-Konotoksin GI ve a-Konotoksin MI
peptidlerine gore baglanma bolgesinde alt birimler acisindan segicilik davraniginin farkli
oldugu gosterilmistir [63]. S6z konusu ¢alismada a-Konotoksin GI ve «a-Konotoksin
MI peptidleri, nm-nAChR proteininin « altbirimleri arasinda segici davranirken, a-
Konotoksin SI peptidi, bu iki altbirim arasinda se¢ici davranmamaktadir. Bu mekanizmay1
tam olarak anlamak i¢in deneysel calismalar yetersiz kalmaktadir. Bu tez ¢alismasinda bu

mekanizma iizerinde durulmus ve bilgisayar simiilasyonlartyla mekanizma incelenmistir.
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2. SIMULASYONLAR

Protein - ligand etkilesimlerini inceleyebilmek i¢in oncelikle s6z konusu protein (nm-
nAChR) ve ligandin (a-Konotoksin SI) birbirlerine bagli ya da birbirlerinden bagimsiz
3 boyutlu yapilarinin deneysel olarak elde edilmesi gereklidir. Genel olarak birbirle-
rinden bagimsiz 3 boyutlu yapilar1 deneysel olarak belirlenmis yapilar kullanilarak bir
kenetlenme simiilasyonu ile bagli olduklar1 muhtemel pozisyonlar elde edilir. Eger 3
boyutlu yap1 deneysel olarak belirlenmediyse, sézkonusu yapinin amino asit diziliminden
ve eger mevcutsa bir takim bagka bilgilerden yola ¢ikarak 3 boyutlu yap1 tahmin
edilebilir. Bu bilgilerin en 6nemlisi evrimsel olarak kokenleri aymi olan bagka bir
proteinin 3 boyutlu yapisidir. Dolayisiyla soz konusu teknik, "eger proteinlerin gen
dizilimleri yiiksek oranda benzerse, yapilari da benzer olmalidir" [68] fikrini esas alir. Bu
sekilde yapilan tahmin teknigine Homoloji Modelleme ya da Karsilastirmali Modelleme
[55, 56, 57] denmektedir. Ancak, bu tezde calisilan biyolojik yapilarin 3 boyutlu yapilar
deneysel olarak belirlendiginden herhangi bir Homoloji Modelleme c¢alismasina gerek

duyulmamugtir.

Protein-peptid yapilarinin etkilesimini incelemek i¢in dinamik mekanizmay1 anlamak
icin ¢ok onemlidir. Ancak, elde edilen 3 boyutlu yapilar, birbirlerinden bagimsiz olarak
elde edilmisse, bu yapilarin birbirleriyle etkilesimdeyken sahip olacaklar1 geometrik
pozisyonlarin belirlenmesi gerekmektedir. Giiniimiizde, birbirinden bagimsiz iki protein
yapisinin, etkilestiginde sahip olacaklari pozisyon ne yazik ki deterministik yontemlerle
belirlenememektedir. Bu nedenle kenetli yapilart olasiliksal yontemlerle tahmin etmeyi
amaclayan Kenetlenme (docking) simiilasyonlar1 yapilir ve en muhtemel bagli konfi-
giirasyonlar elde edilir. Ancak, dinamik mekanizmay1 aciklamak i¢in bu simiilasyonlar
yetersizdir. Elde edilen bagl pozisyonlara Molekiiler Dinamik Simiilasyonu yapilarak,

hem konumlarin kararliligi, hem de dinamik mekanizma ¢oziilebilmektedir.
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Bu tez calismasinda, etkilesimi arastirilacak olan iki biyolojik yapiya Kenetlenme
Simiilasyonlar1 yapilmig (bkz. Boliim 2.1) ve ardindan dinamik mekanizmanin ¢ozii-
lebilmesi i¢in Molekiiler Dinamik simiilasyonlar1 (bkz. Boliim 2.2) gerceklestirilmistir.
Molekiiler Dinamik simiilasyonlarindan elde edilen verilerle baglanma serbest enerjileri

hesaplanmistir (bkz. Boliim 2.3).

2.1 Kenetlenme Simiilasyonlari

Kenetlenme (docking) simiilasyonlari, iki molekiiliin birbirleriyle etkilesime girdiklerinde
nasil bir geometrik pozisyon (konfigiirasyon) alacaklarimi tahmin etmek i¢in kullanilan
tekniklerdir [48]. Tahmin etmeye dayali oldugu icin stokastiktir ve dinamik bir meka-
nizmay1 agiklamak i¢in fikir vermez. Uzun yillardir ilgi ¢eken bir konu oldugundan
giinimiizde ¢ok gelismis algoritmalar ve yazilimlar bulunmaktadir [49]. Genelde yazi-
limlarin kullandig1 kenetlenme algoritmalari, genetik algoritmalar [50] ya da simulated
annealing [51] gibi algoritmalarin tiirevleridir [52]. Belli konfigiirasyonlar elde ettikten
sonra tahmin edilen yapilar, enerji gibi nicelikleri temel alarak olasiliksal hesaplamalarla
puanlama fonksiyonlar1 (scoring function) kullanarak bir siralamaya sokulur [53, 54].
Bu puanlandirmalarin durumuna goére dinamik mekanizma ¢oziimlenmeye baslanabilir.
Kenetlenme Simiilasyonlari iki yap1 da kati (rigid) olacak sekilde ya da en az birisi esnek
(flexible) olacak sekilde yapilabilmektedir. iki yapinin da kat1 olmas1 durumunda, anahtar-
kilit modeli kullanilir. Bu modelde, ligandin baglandig1 bolge ve ligandin sekli yapi olarak
degismeden sadece ligandin oryantasyonunu degistirerek s6z konusu bolgeye baglanmasi
saglanir. Ancak, bu model her zaman kullanigh degildir. Zira, ligandin baglandig:
pozisyonlar (anahtarin baglandig1 bolgeler) her zaman ligandin sekline uygun degildir.

Baglanma islemi, hem ligandin hem de proteinin esnek olmasini gerekli kilmaktadir.
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Anahtar-kilit modelinin alternatifi olarak El-Eldiven modeli gelistirilmistir. Bu modelde,
ligand ve ligandin baglandig1 bolge esnektir. Ancak, proteinin diger bolgeleri katidir.
Bunun yaninda protein ligand etkilesimleri su icinde oldugundan suyun etkisi de tiim
etkilesimlerde hesaba katilmak zorundadir. Bu sekilde gercege daha yakin bir kenetlenme
simiilasyonu yapmak miimkiindiir. Giiniimiizde pek ¢ok kenetlenme yazilimi oldugu
halde tiim bu gereksinimleri karsilayan yazilim bilgimiz dahilinde HADDOCK yazilimi-
dir. Ayn1 yontemler protein-protein etkilesimlerinde kullanilmaktadir. HADDOCK (High
Ambiguity Driven protein-protein DOCKing) paket yazilimi, biiyiik biyolojik yapilarin
etkilesim durumlari i¢in bilgi-tabanli ¢alisan bir molekiiler kenetlenme yazilimidir [64].
Utretch Universitesi’nde, Alexandre M. J. J. Bonvin ve ekibi tarafindan gelistirilmektedir.
HADDOCK yaziliminin kullanilabilmesi muhtemel baglanma bolgesi biliniyor olmali
ya da tahmin edilmelidir. Yani bu yazilim ilk prensip teknikleriyle calismamaktadir.

HADDOCK paket yazilimina bilgi olarak en azindan aktif amino asitler verilmelidir.

Bu tez ¢alismasinda kullanilan, nm-nAChR proteininin yapist 2005 yilinda N. Unwin
tarafindan kriyo-elektron mikroskobisi teknigiyle yiiksek ¢oziiniirliiklii olarak ¢oziilmiis-
tiir [58]. Bu deneysel ¢alismada yapist ¢oziilen protein, Torpedo Marmorata’dan (Sekil
2.1) alinmugtir. Torpedo Marmorata’nin ya da diger bir deyisle benekli elektrikli vatozun
elektrik organinda bu proteinlerden bol miktarda bulunur [59]; elde edilen yap1, Sekil

2.2’de goriilmektedir.

a-Konotoksin SI peptidinin 3 boyutlu yapisi ilk olarak Benie A. J. ve ark. tarafindan
2000 yilinda Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) teknigi ile ¢coziilmiistiir [60]. Ancak bu
calismada, 2003 yilinda Janes ve ark. tarafindan X-Isinlar1 Kristalografisi teknigiyle 0.75
A ¢oziiniiliirliikte belirlenen 3 boyutlu yapr (Sekil 2.3), kullanilmagtir.
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Sekil 2.1: Torpedo Marmorata. Bu canli benekli eletrikli vatoz olarak bilinir ve Atlas
Okyanusu’unda Kuzey Denizi’'nden Giiney Afrika’ya kadar olan bdlgede sig olan
kesimlerde bulunur. [93]’den alinmustir.

a-Konotoksin SI peptidinin fel¢ edici etkisi bilindiginden ilk bakista en mantikli senaryo-
nun, s6z konusu peptidin nm-nAChR proteini iizerindeki asetilkolin baglanma bolgesine
baglanarak, asetilkolin molekiiliiniin nm-nAChR proteiniyle etkilesimini engellemesi
oldugu acgiktir. Ancak, daha once bahsedilen mutasyon ¢alismasinda bulunan nm-nAChR
proteininin « altbirimleri arasinda segicilik gostememe davranigi bu senaryonun tamamen
degistirilmesini ya da var olan senaryoya bir takim diizeltme ya da ekler yapilmasi
gerektigini agikca gostermektedir. Ciinkii, ¢calismalar gostermistir ki, mekanizma mak-
roskobik diizeyde gozlemlenerek acilabilecek bir mekanizma degildir. Bu mekanizmay1
aciklayabilmek i¢in ilk yapilmasi1 gereken, s6z konusu iki biyolojik yapinin en uygun
baglanma konfigiirasyonlarini elde edip, bu konfigiirasyonlarin fiziksel 6zelliklerini acik-
lamaktir. Bu ama¢ dogrultusunda bu tez calismasinda, N. Unwin tarafindan 2005 yilinda
Torpedo Marmorata’dan ¢ikarilarak 3 boyutlu yapist belirlenen nm-nAChR proteininin,
X-Isinlart tekigiyle belirlenen a-Konotoksin SI peptididinin 3 boyutlu yapisiyla olasi
etkilesim konfigiirasyonlart HADDOCK paket yazilimi [64] kullanarak elde edilmistir.
Elde edilen konfigiirasyonlardan olasilik olarak en muhtemel olanlarin fiziksel 6zellikleri

incelenmigtir.
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Sekil 2.2: nm-nAChR proteininin 3 boyutlu yapisi. N. Unwin tarafindan 2005 yilinda
kriyo-elektron mikroskobisi teknigiyle ¢oOziilmiistiir. Sar1 renkle gosterilen «-helis
kisimlar hiicre zarnin disinda bulunur. Bu sar1 bolgenin alt kisminda bulunan pembe
renkli S-levha yapilar, hiicre zarina gomiilii ve hiicrenin i¢cinde bulunan kisimlardir. (PDB
kodu: 2BG9)

Bu tez calismasinda daha onceden belli olan bilgilerden yola ¢ikarak nm-nAChR proteini
ve a-Konotoksin SI peptidi iizerinde bulunan muhtemel aktif aminoasitler HADDOCK
paket yazilimina bilgi olarak verilmistir. Kenetlenme simiilasyonlari i¢in kullanilan tiim
parametreler EK A’da bulunmaktadir. Aktif amino asitlerin belirlenme islemini biraz
acmak gerekirse; a-Konotoksin SI peptidinin fel¢ edici etkisi bilinmektedir. Dolayisiyla
nm-nAChR proteini iizerindeki asetilkolin baglanma bolgesindeki aminoasitler muhtemel
aktif aminoasitlerdir. Buna ek olarak, a-Konotoksin SI peptidinin nm-nAChR proteininin
« altbirimleri arasindaki se¢ilik davranisi da bagka baglanma bolgeleri olduguna isaret

etmektedir ve nm-nAChR proteininin « altbiriminin dig duvarindaki biitiin aminoasitlerin
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muhtemelen aktif olabilecegi hesaba katilmahdir. Sekil 2.4’te s6zkonusu bolge belirtil-
mistir. Bu aminoasitler, « altbiriminin 1 - 28, 148 - 154, 189 - 197 numarali aminoasitleri
olmak {iizere toplamda 42 tanedir. S6zkonusu aminoasitlerle ilgili detayl bilgi Ek B’de
verilmistir. a-Konotoksin SI peptidi iizerindeki biitiin amino asitlerin de aktif oldugu
varsayillmistir. Ciinkdi, literatiirde hangi aminoasitlerin baglanmadan sorumlu oldugu net
olarak bilinmemektedir. Aktif amino asit bilgisi, tarama bolgesini daraltarak 6zellikle
biiyiik yapili molekiillerin etkilesimi sozkonusu oldugunda, simiilasyon zamanini dnemli

Olclide azaltmaktadir.

Sekil 2.3: a-Konotoksin SI peptidinin 3 boyutlu yapisi. Janes ve ark. tarafindan 2003
yilinda X-Isinlar Kristalografisi teknigiyle ¢oziilmiistiir. (PDB kodu: 1HJE)

Kenetlenme Simiilasyonlara baglamadan 6nce, ayn1 kenetli yapiyla Molekiiler Dinamik
simiilasyonlarina devam edilecegi i¢in, dncelikle molekiiliin kii¢iiltiilmesi gerekmektedir.
nm-nAChR proteini ¢ok biiyiik bir yapiya sahip oldugu i¢in, simiilasyon sirasinda protein
ve peptid disinda ¢cok sayida su molekiilii ve bir lipid tabaka konulmasi gerekebilir. Ancak,
proteinin hiicre dis1 kisminin en yiiksek noktasi, lipid tabakasindan 73 A uzaktadir. Béliim
2.2.2’de detayl bahsedildigi tizere, Coulomb ve Lennard-Jones potansiyeli kesmelerinin
12 A alindig1 diisiiniiliirse, lipid tabakasimin bulundugu bolgedeki etkilesimler herhangi

bir sekilde onemli olmayacaktir. Ciinkii, buradaki etkilesimlerde yapilan hesaplamalar
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bu bolgenin kendi i¢inde kalacaktir. Bu yiizden hiicre disinda kalan protein kismini
kesmekte bir kusur yoktur. Dahas1 yap1 kiiciileceginden sisteme eklenecek su miktari
da azalacagindan hesaplama zamanindan olabildigince tasarruf saglanmistir. Bu sekilde

diizenlenmis yapiyla HADDOCK simiilasyonlar1 gerceklestirilmistir.

Sekil 2.4: nm-nAChR proteininin muhtemel aktif amino asitlerinin (kabartilmig bolge)
yandan (sagda) ve iistten (solda) goriiniimii. (PDB kodu: 2BG9)

HADDOCK simiilasyonlari sonucunda bir takim muhtemel bagli durumlar elde edilir.
HADDOCK paket yazilimi puanlandirmayr Van der Waals, elektrostatik, desolvasyon,
titresim enerjileri ve gomiilii ylizey alani tizerinden yapar. Genelde baglanma bolgesinden
cok emin olunan durumlarda ya da s6zkonusu notlandirma sonrasi elde edilen durumlar
aras1 puan farki cok yiiksekse, en iyi puani (HADDOCK puani en kiiciik yap1 en
yiiksek olasilikli yapidir) almis olarak tabir edilebilecek yapilar iizerinde ¢alismaya devam
edilebilir. Bu tez ¢alismasinda yapilan simiilasyonlar sonucunda 2 durum, digerlerine

gore daha yiiksek ve birbirlerine ¢ok yakin notlar almiglardir; ancak, baglanma bolgesi
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net olarak bilinmemektedir. Dolayisiyla s6z konusu 2 durumu da incelemek gereklidir.
Yapilarin bir tanesi asetilkolin baglanma bolgesinde ve bir beklenmeyen bir bolgededir.
Tahmin edilmeyen bolgeye baglh olan durum, HADDOCK notlandirmasindan en yiiksek
notu almigtir. Fakat, diger durum da hemen hemen ayni notu almasina ragmen, notlandir-

mada ikinci siradadir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1: HADDOCK Puanlandirmasi sonucu elde edilen 5 yap1 ve puanlari.

HADDOCK-Puani Z-Puani Kiime Sayisi
1. Yap1 -83.6 -1.3 89
2. Yap1 -78.6 -1.1 60
3. Yap1 -51.5 04 10
4. Yap1 -51.1 04 4
5. Yap1 -38.7 2.1 4

HADDOCK puanlandirmasindan en yiiksek puani alan yap1 Sekil 2.5’te goriilmektedir.
Bu yapinin en yiiksek puani almasi beklenmemektedir; ¢iinkii bu pozisyonda ligand,
asetilkolin baglanma bdolgesinde degildir ve proteinin iist kismindadir; yani asetilkolin
baglanma bolgesine etki etmesi beklenmemektedir. Ankca, iki molekiiliin baglanma
mekanizmasi i¢in iyi bir senaryoya neden olabilir fikriyle bu yapinin simiilasyonunu
yapip incelemek Onemlidir. Notlandirmanin ikinci en yiiksek puami alan pozisyon da
Sekil 2.6’da goriilmektedir. Elde edilen pozisyon, asetilkolinin baglanma bolgesine denk
geldiginden notlandirmada ikinci sirada olmasi diginda sasirtict degildir. Ciinkii, asetilko-
linin baglanma bolgesi ve peptidin felc edici etkisi gibi literatiirdeki bilgilere gore, boyle
bir konfigiirasyon beklenmektedir. Bu pozisyonlar, HADDOCK puanlandirmasindaki

siralarina gore sirasityla D1 ve D2 durumlari olarak nitelendirilmistir.
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Sekil 2.5: D1 sistemi. Goriiniim sadece nm-nAChR proteininin a-altbiriminin hiicre dig1
kismina aittir ve potansiyel ylizeyi formunda verilmistir.

Sekil 2.6: D2 sistemi. Goriiniim sadece nm-nAChR proteininin a-altbiriminin hiicre dist
kismina aittir ve potansiyel yiizeyi formunda verilmistir.
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2.2 Molekiiler Dinamik Simiilasyonlari

2.2.1 Molekiiler Dinamik Simiilasyon Teknigi

Molekiiler Dinamik (MD) simiilasyon teknigi, cok parcacikli sistemlerin zaman i¢indeki
hareketlerini, klasik fizik yontemleriyle arastirmayr amaclayan bir tekniktir [65, 66].
Belirli bir siire i¢inde birbirleriyle etkilesen parcaciklarin hareket denklemleri niimerik
olarak coziiliir ve trajektorileri belirlenir [67]. Burada trajektori, her zaman adiminda
elde edilen parcacik koordinatlarinin belli bir zaman araliginda biitiiniinii temsil et-
mektedir. Newton mekaniginde, her parcacigin iizerindeki potansiyel hesaplanir ve bu
potansiyelden yola ¢ikarak parcaci@in iizerindeki net kuvvet bulunur. Bulunan bu net
kuvvet yardimiyla Newton’un ikinci yasas1 kullanilarak parcaci@in hareketini belirleyen

fonksiyon niimerik olarak ¢oziiliir.

MD, ilk olarak 1950’lerde ortaya ¢ikmistir ve giiniimiizde biyolojik yapilar gibi cok
atomlu ve karmagik sistemlerde yayginca kullanilan bir tekniktir. Sekil 2.7°de normal bir
MD simiilasyonunun igleyisi gosterilmistir. Sekil 2.7°den de goriilebilecegi gibi, simiilas-
yona baglamadan once bilinmesi gereken en 6nemli faktor atomlarin ilk konumlaridir.
Bu konumlar1 elde etmenin pratik ve teorik bir cok yolu vardir. Bu tez calismasinda
kullanilan yapilarin atom koordinatlar1 daha 6nce bahsedildigi gibi deneysel olarak elde
edilmigtir. Giiniimiizde teorik yontemler her ne kadar cok giiclii olsa da, ilgilenilen
molekiiliin yapisinin deneysel olarak belirlenmesi en i1yi yaklasimdir. Biyolojik yapilarin
3 boyutlu yapilarim belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan iki deneysel teknik vardir:
NMR ve X-Isinlar1 Kristalografisi. Iki teknikten keskinlik olarak daha iyi olani1, X-Isinlar
Kristalografisidir.
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Sekil 2.7: Molekiiler Dinamik Simiilasyonu akis diyagrami. En basit sekliyle bir MD
simiilasyonunun adimlar1 belirtilmisgtir.

Bu calismada kullanilan biyolojik yapilarin 3 boyutlu yapilar: X-Isinlar Kristalografisiyle
elde edilmis ve nm-nAChR proteininin yapisinin daha iyi anlagilmasi i¢in Unwin
tarafindan 2005 yilinda yapilan bir calismada kriyo-elektron mikroskobisi teknigiyle
¢Oziiniirligi arttirilmistir. nm-nAChR proteini cok karmagik bir yapiya sahiptir ve hiicre
zar1 i¢gine gomiiliidiir. Dolayisiyla bu tip proteinlerin yapisinin anlagilmasi ¢ok zordur
ve teorik olarak modellenmesi her zaman dogru sonu¢ vermeyebilir. Bunun yaninda,
s0z konusu proteine ligand olarak baglanan a-Konotoksin SI peptidinin X-Isinlari

Kristalografisi teknigiyle 0.75 A ¢oziiniirliikte 3 boyutlu yapis belirlenmistir.

Herhangi bir MD simiilasyonuna baslamak icin atomlarin ilk konumlarini bilmek ge-
nelde yeterlidir. Ancak, simiilasyonun ilerleyebilmesi i¢in bilinmesi gereken Onemli
bir diger husus da atomlarin ilk hizlaridir. Atomlarin ilk hizlarin1 bilemeyiz. Bunun
yerine Maxwell-Boltzmann dagilimina [69] uyacak sekilde her atoma rastgele bir ilk hiz

dagitilir. En basit sekilde bir MD simiilasyonuna artik bu sekilde baglanabilir. Bundan

27



sonraki adimda her atom i¢in tek tek kendisi iizerindeki potansiyel hesaplanir ve buradan
izerindeki net kuvvet hesaplanir. Newton’un ikinci yasasi yardimiyla da o atomun
hareketi belirli zaman araliklariyla bulundugu konumlar iizerinden goriilebilir. Bu siire
icinde sistemle ilgili basing, sicaklik, enerji gibi bir ¢ok fiziksel 6zelligin degisimini

hesaplamak miimkiindiir.

MD simiilasyonlarinda énemli konulardan biri de atomun iizerindeki potansiyelin nasil
hesaplanacagidir. Atomik seviyede, klasik mekanikte olmayan bir ¢ok farkli etkilesim
mevcuttur [70, 71]. Bu etkilesimler hem atomlar aras1 baglardan, hem de yiiklerinden
ve bunlarin konumlanmasindan kaynaklanabilir. En temel olarak bir atomun iizerin-
deki potansiyelde 5 farkli etkilesimden bahsedebiliriz. Bu etkilesimlerden, molekiildeki
atomlarin arasinda bulunan kovalent baglardan kaynaklanan, donme, torsiyon ve makas
hareketleri olarak adlandirilabilir. Bu etkilesimler sadece arasinda kovalent bag olan
atomlarda bulunur ve sematik olarak Sekil 2.8’de gosterilmistir. Arasinda bag olmayan
atomlar da yiiklerinden ve bu yiiklerin dagilimindan kaynaklanan Coulomb etkilesimi ya
da Lennard-Jones etkilesimine sahip olabilirler. Lennard-Jones etkilesimi biitiin atomlar

arasinda bulunsa da, net yiikii sifir olan atomlarda Coulomb etkilesimi bulunmaz.

Giiniimiizde MD simiilasyonlar1 i¢in bir ¢ok yazilim hem ticari hem akademik kullanim
amagclariyla bulunmaktadir. Bu tez calismasinda NAMD (NAnoscale Molecular Dyna-
mics) paket yazilimi [72] kullanilarak MD simiilasyonlar1 gergeklestirilmistir. NAMD
paket yazilim, Illinois Universitesi’nde, uzun yillardir gelistirilen giiclii bir MD yazilimi-
dir. Yazilimlara ek olarak kullanilan potansiyeller de farkli 6zelliklere sahip olacak sekilde
gelistirilmektedir. Potansiyellerin sahip olacagi 6zellikleri sistemin tiirii belirlemektedir.

Daha 6nce bahsedildigi lizere temel etkilesimlerin yaninda, ozellikle de atomik diizeyde
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Sekil 2.8: Kovalent bag nedeniyle meydana gelen temel etkilesimler. [91]’den modifiye
edilmistir.

calisirken, bir cok diizeltme terimi ¢alisilan sistemin tiiriine gore gereklidir. Bu ¢alismada,
atomlar {izerindeki potansiyelin hesaplanmasi icin CHARMM?22 (Chemistry at HAR-
vard Macromolecular Mechanics) potansiyeli [73] kullanildi. CHARMM?22 potansiyeli
ozellikle hiicre zarina gomiilii proteinleri ¢alismak i¢in uygundur. Olusturulan sistemde
herhangi bir lipid olmamasina ragmen CHARMM?22 potansiyelinin kullanimi uygundur.
Normalde lipid olmasi1 durumlarinda bu potansiyelin 6nemi daha da artar. Ancak, lipid
olmadig1 durumlarda sadece lipidlerle ilgili terimler hesaba katilmaz. Ayrica bu kullanilan
potansiyelde CMAP diizeltmesi de [74] mevcuttur. CMAP diizeltmesi bir dihedral enerji
teriminin potansiyel fonksiyonuna eklenmesiyle ilgilidir. Protein ve peptid yapilarinin

ozellikle uzun MD simiilasyonlarinda CMAP diizeltmesi kullanilmas1 gereklidir [87].

2.2.2 Simiilasyonlar

MD simiilasyonlar1 iki ayr1 durum icin sirayla gerceklestirilmistir. Her bagli durum
su kutusuna konulmus ve particle-mesh Ewald toplami icin periyodik smir kosullar
uygulanmistir. Kutularin biiyiikliigii komsu molekiillerle etkilesime izin vermeyecek
oranda sec¢ilmistir. Periyodik sinir kosullari, sisteme sonsuz biiyiikliik kazandirir [75]. Her

kose birbirine baglanir ve bu sekilde yapilan hesaplama su icinde homojen olarak dagilmis
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protein-ligand sistemlerine esdegerdir. Her durum icin kutularin biiyiikliigii disinda biitiin

MD parametreleri ayn1 se¢ilmistir.

Simiilasyonlar, NAMD paket yaziliminin 2.9 siiriimii kullanilarak gerceklestirilmis ve
potansiyel fonksiyonu olarak CHARMM potansiyelinin CMAP diizeltmeli PARAM?22
stirimii kullanilmigtir. Periyodik sinir kosullari, NPT istatistiksel kiimesi ile olusturul-
mustur. NPT istatistiksel kiimesinde, parcacik sayisi, basing ve sicaklik sabittir [76].
Sicaklik, Langevin piston yontemiyle [77] 298 K olacak sekilde ayarlanmigtir. Langevin

katsayis1 5 ps—!

olarak secilmis ve basing 1 atm’de sabit tutulmustur. Elektrostatik
etkilesimler, particle-mesh Ewald algoritmasiyla [78] hesaplanmistir. Bagsiz etkilesimler
(elektrostatik ve Lennard-Jones etkilesimleri), 12 A’de azaltarak kesilmigstir. Zaman
adimi 2 fs olarak secilmistir. Hidrojenin titresim frekansindan dolayr en fazla bu

zaman adimiyla integrasyon islemi yapilmalidir. Trajektori ¢iktilart 1 ps araliklarla

kaydedilmisgtir. Simiilasyon sirasinda kullanilan tiim parametreler Ek C’de verilmistir.

D1 durumunun konuldugu su kutusu Sekil 2.9’da goriilmektedir. Su kutusu, simiilasyon
sonunda ligandin ortalama kuvvet potansiyelini hesaplamak icin kullanilacak Semsiye
Orneklemesi (SO) yontemi icin bir ucu daha uzun sekilde olusturuldu (bkz. Boliim 2.3.2).

Diger durum icin de kutu olusturulurken sekil bu amaca yonelik olarak olusturulmustur.

D1 konfigiirasyonunda kutunun boyutlart 110X65X40 A? olacak sekilde ayarlanmustur.
Bu sekilde sistem Once 5 ns siirede NPT dengesine getirilmis ve 20 ns boyunca
tiretim simiilasyonu yapilmistir. Ayni sekilde D2 konfigiirasyonu i¢in de 95X110X50 A3
boyutlarinda bir kutu olusturulmustur (Sekil 2.10) ve sistem 2 ns’de dengeye getirildikten

sonra 20 ns iiretim simiilasyonu yapilmisgtir.
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Sekil 2.9: D1 sisteminin konuldugu su kutusu. a-Konotoksin SI peptidinin ok yoniinde
cekilmesi amaciyla kutunun x yoniindeki bileseni daha biiyiiktiir.

Sekil 2.10: D2 sisteminin konuldugu su kutusu. a-Konotoksin SI peptidinin ok yoniinde
cekilmesi amaciyla kutunun y yoniindeki bileseni daha biiyiiktiir.

Her iki sistem icin de baglanma bolgelerinde bulunan protein amino asitlerinin omurga
atomlar1 i¢in son 5 ns siirede elde edilen Kok Ortalama Kare Sapmasi (Root Mean Square
Deviation) (KOKS) egrileri Sekil 2.11°te ve Sekil 2.12°de verilmistir; a-Konotoksin SI
peptidinin kiitle merkezi degisimleri Sekil 2.13’te goriilmektedir. KOKS egrilerinden ve
kiitle merkezi degisimlerinden sistemin dengede oldugu aciktir; ciinkii salinimlarin den-
gede oldugu goriilmiigtiir. Dolayisiyla a-Konotoksin SI peptidinin s6z konusu durumlarda

kararh bir sekilde bagli oldugu gosterilmektedir.

31



0.17

Sekil 2.11: D1 durumu i¢in KOKS egrisi.
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Sekil 2.12: D2 durumu i¢in KOKS egrisi.
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Sekil 2.13: D1 ve D2 durumlarinda a-Konotoksin SI peptidinin x, y ve z koorsinatlarinda
kiitle merkezinin zaman icerisinde degisimi.

2.3 Ortalama Kuvvet Potansiyeli Hesaplari

2.3.1 Ortalama Kuvvet Potansiyeli

Ortalama Kuvvet Potansiyeli (Potential of Mean Force) (OKP), bir reaksiyon koordinati
boyunca sistemin enerjisinin nasil degistigini gosterir [79]. Aslinda, sz konusu reaksiyon
koordinat1 boyunca tepkimenin serbest enerji profilini verir. Kullanim kolaylig1, sistemin
serbest enerji profilinin, istatistiksel yontemlerle hesaplanabilirligini saglamasindan gelir.
Serbest enerji profili hesaplanmak istenen reaksiyon koordinati, istenilen herhangi bir
dogrultu olabilecegi gibi belli bir a¢1 da olabilir. OKP egrileri MD simiilasyonu verilerin-
den hesaplanabilir ve denge kosulunu gerektirir. Bu tez ¢alismasinda, OKP yontemi bir
protein - peptid sisteminden peptidinin bir yonde ¢ekildiginde serbest enerjisinin nasil de-
gistigini anlamak i¢in uygulanmigtir. OKP, genel anlamda yola bagimli kuvvet potansiyeli
hesaplama yontemidir. Yola bagimli yontemler mutlak baglanma enerjisinin hesaplanmasi

i¢in kullamlir. Bu yontemler Semsiye Orneklemesi ve Siiriiklenen Molekiiler Dinamiktir.
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Yoldan bagimsiz yontemler de iki nokta arasindaki serbest enerji farki hesaplanir. Protein-
ligand etkilesmesini incelemek icin kullanilacak en pratik yol, yola bagimli serbest enerji

hesab1 ve Semsiye Orneklemesi yontemidir.

2.3.2  Semsiye Orneklemesi

Semsiye Orneklemesi (SO) yontemi ilk olarak 1977 yilinda Torie ve Valleau tarafindan
uygulanmistir [80]. Bu yontemde, mikroskobik sistemde, yapay pencereler olusturulur
ve her pencereye MD simiilasyonu uygulanir. Bu yontem bir harmonik potansiyel enerji
terimi iceren Hamiltoniyen diizenleyerek uygulanir (Denklem 2.1).

H'(2) = H(2) + ;ki(z ) @1

Burada, H(z), sistemin Hamiltoniyeni, z, reaksiyon koordinatidir. z; ve k;, sirasiyla,
orneklenen semsiyenin merkezi ve kuvvet sabitidir. Sekil 2.14’te goriildiigii iizere bu
yontemde reaksiyon koordinati boyunca semsiye potansiyelinin farkli yerlesimlerinde
cok sayida simiilasyon c¢alistirilir. Her bir simiilasyonun z 6rnek degerleri kaydedilir ve
uygulanan potansiyel enerjiyle temsil edilen popiilasyon degerleri ortaya ¢ikarilir. Bu

islem yapilirken kullanilan algoritma genellikle Agirlikli Histogram Analiz Y ontemidir.

2.3.3 Agirhkh Histogram Analiz Yontemi

Agirlikli Histogram Analiz Yontemi’nin (AHAY) kokeni Ferenberg ve Swendsen’e
dayanir. Onlarin gelistirdigi teknik daha sonra bu tez calismasinda kullanilan AHAY a
alkemikal simiilasyon analizleri i¢in kullanilmak iizere doniistiiriilmiistiir [81]. Burada

alkemikal, bir biyolojik yapida yer alan atom ya da molekiiliin baska bir atom ya da
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Sekil 2.14: Semsiye Orneklemesi icin sematik bir anlatim. Mavi renkli daire, protein ve
kirmiz1 renkli daire ligandi simgelemektedir. [94]’den modifiye edilmistir.

molekiille degistirilmesi anlamina gelmektedir. AHAY algoritmasindaki adimlar icin
Sekil 2.14’deki semsiye incelenirse durum daha da kolay anlasilir. Simiilasyonlarda konst-
raint konulan peptid atomlarinin koordinatlarinin reaksiyon yoniindeki koordinatlarinin
histogrami ¢ikarilir. Dikkate alinan peptid atomlar1 hi¢ bir potansiyel etkisinde degilse
cikan histogramin/popiilasyonun (ayn1 zamanda yogunluk dagilimi olarak da adlandirilir)
tepe noktas1 maksimumda bulunan Gauss dagilimini verir. Sekil 2.14’de bu dagilimlar
goriilmektedir. Fakat biyolojik molekiillerde semsiye potansiyelini koydugumuz nok-
tanin potansiyeli sifirdan farkli oldugundan beklenen Gauss dagiliminin maksimumu
konulan pozisyonun potansiyeline bagli olarak kayma gosterecektir. Yapilan AHAY
analizinde ilk olarak eklenilen harmonik potansiyel (Biasing potansiyeli) cikartilmak
suretiyle yogunluk dagilimi potansiyelden arindirilir (Unbaising). Unbaised yogunluk
dagilimlarinin birlestirilmesinden elde edilecek yogunluk dagilimi Boltzmann denklemi
geregi serbest enerji profilinin eksponansiyelidir; logaritma almak suretiyle serbest
enerji profili elde edilir. Dagilimlarin her bir penceresi birlestirilerek potansiyel enerji
egrilerini olusturmak gerekir. Bu basit bir islem degildir. Ciinkii her dagilimin enerjileri
mutlak degildir. AHAY bitisik pencerelerin simiilasyonlarini 6rneklenen bolgede {ist
iste getirerek Olceklemeye calisir. Boylece reaksiyon koordinati boyunca orneklenen

uzay bolgesinde komsu simiilasyonlarin 6zellikle iist iiste binmesinde AHAY kullanma
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zorunlulugu dogar.

SO yonteminin basarili bir uygulamasi icin gerekli kosul uygun reaksiyon koordinat:
ve bias potansiyelinin secimine bagl olarak yeterli 6rneklemelerdir. ideal bir biasing
potansiyeli reaksiyon koordinati boyunca diizgiin 6rneklemeler saglamalidir. Bir serbest
enerji profilinin sekli hakkinda 6nceden bilgi varsa, serbest enerjisinin negatifi biasing
potanisyeli olarak kullanilabilir. Ne yazik ki OKP profili ¢cogu durumda 6nceden bilin-
memektedir ve biasing potansiyelinin diger durumlar1 kullanilmalidir. Dolayisiyla tipik
olarak reaksiyon koordinati boyunca her pencerede bir harmonik biasing potansiyeli

uygulanir.

2.3.4 Semsiye Orneklemesi Simiilasyonlar1 ve Ortalama Kuvvet Po-

tansiyeli Hesaplar

Bu tez ¢aligmasinda, iki ayr sistem icin MD simiilasyonlar1 gerceklestirilmis ve her

sistem i¢in birbirinden bagimsiz olarak OKP hesaplar1 yapilmistir.

D1 sistemi i¢in 20 ns MD simiilasyonu sonunda sistemin denge durumunun korundugu
goriilmiistiir. Sistemin dengede olmas1 kosuluyla OKP hesaplar1 SO simiilasyonlariyla
yapilmustir. Bu nedenle sistemin 20 ns simiilasyon sonunda elde edilen koordinatlariyla
SO simiilasyonlarina baglanmistir. a-Konotoksin SI peptidinin koordinatlari x ekseninde
(Sekil 2.9) 0.5 A kaydirilarak 30 farkli durum olusturulmustur. Bu durumlar, birer
Semsiye Penceresidir; 0.5 A aralikli 30 pencere aslinda peptididin 15 A cekilmesine
kargilik gelir. Her pencereye birbirinden bagimsiz 4 ns siireli simiilasyon uygulanmusgtir.
Simiilasyon parametreleri, iiretim simiilasyonundakiyle aynidir. Simiilasyonlar sonu-

cunda elde edilen veriler AHAY ile analiz edilmistir.
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D2 sistemi i¢in de 20 ns iiretim simiilasyonu sonunda sistemin dengede durumunun
korundugu goriilmiistiir. Bu simiilasyonun sonundaki koordinatlar ile SO simiilasyon-
larina baglanmigtir. a-Konotoksin SI peptidinin koordinatlar1 y ekseninde (Sekil 2.10)
D1 sisteminde oldugu gibi 0.5 A araliklarla kaydirilmis ve toplamda 40 pencere olus-
turulmustur. Boylece peptid toplamda 20 A uzaklastirilmistir. Bu bolgede kaydirma
isleminin D1 konfigiirasyonuna gore daha uzun olmasinin nedeni, nm-nAChR proteininin
C-dongiisiidiir. Ciinkii, peptididin proteinden tamamen ayrilmasi ve artik etkilesmiyor
olana kadar kaydirilmasi gerekir. S6z konusu C-dongiisii bir ¢cikinti seklinde oldugu i¢in

kaydirma iglemi daha uzun stirmuistiir.

D2 sistemi icin SO simiilasyonu her pencere icin toplamda 2 ns olacak sekilde yapilmis
ve simiilasyon sonunda yapilan AHAY analizleri karsilagtirnlmistir. Simiilasyonun 2 ns
stireli olmasinin nedeni, D1 simiilasyonunda OKP egrisinin 2 ns’de yakinsamasidir (bkz.
Boliim 3.3.2). D2 sistemi icin yapilan SO simiilasyonlar1 ve AHAY analizleri kosullar

bakimindan D1 sistemiyle aynidir. Sonuglar Boliim 3.3’te degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Kenetlenme Simiilasyonlar:

nm-nAChR proteini ve a-Conotoxin SI peptidi arasindaki etkilesimin hangi amino
asitler araciligiyla oldugu ve amino asitler arasi etkilesim disinda yapisal degisiklikler
gibi bagka mekanizmalarin olup olmadig: bilinmemektedir. Bununla beraber nm-nAChR
proteinindeki aktif amino asitlerin hangi bolgede olduklar1 konusunda fikir yiiriitiilebilir.
Diger taraftan o-Conotoxin SI peptidinin tamamu aktif olarak secilerek, bu bilgiler,
HADDOCK yazilimina girdi olarak verilmistir. Protein-ligand etkilesim bolgelerinde 6ne
cikan iki durum s6z konusudur. Bu durumlar daha 6nce bahsedildigi gibi D1 ve D2

seklinde adlandirilmistir.

D1 durumunda MD simiilasyonlarina baglamadan 6nceki, bagka bir deyisle HADDOCK
paket yazilimimin verdigi sekliyle, hem potansiyel yiizeyi hem de atomlar kati kiire
formunda Sekil 3.1°de goriilmektedir. HADDOCK paket yaziliminin bu konfigiirasyonu
en yiiksek olasilikli olarak vermesi beklenmeyen bir durum olmakla birlikte imkansiz bir
durum degildir. Ciinkii, HADDOCK algoritmasi baz1 durumlarda yanilabilir. Ancak, yine

de bu durumu da diger durumla beraber incelemek gereklidir.

HADDOCK simiilasyonu sonrasi elde edilen D2 durumu Sekil 3.2°de goriilmektedir. Bu
durum, a-Conotoxin SI peptidinin asetilkolin baglanma bdélgesinde oldugu i¢in mantikl
goziikmektedir. Daha 6nce de bahsedildigi gibt HADDOCK paket yazilimi notlandirma
sirasinda yanilabilir. Ozellikle biiyiik biyolojik yapilarin etkilesimi tahmin edilirken ser-
bestlik derecesi ve dolayisiyla olasi durum sayisi ¢ok yiiksek oldugundan lokal minimuma

inerken bagka bir minimum enerji bolgesinde takilinabilir ve bu da yanlis puanlandirmaya
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yol agar [83]. Ancak, kenetlenme simiilasyonlar1 sonrast puanlandirmanin dogrulugu

hemen yargilanamaz. MD simiilasyonlariyla dinamik mekanizmay1 arastirmak gereklidir.

Sekil 3.1: D1 sisteminin kenetlenme simiilasyonu sonrasi potansiyel yiizeyi (solda) ve kati
kiireler (sagda) formlarinda durumu. Kati kiireler formunda gosterilen sekil, baglanma
bolgesinin yakin gevresidir.

Kenetlenme simiilasyonlar1 yalnizca statik yapilar vereceginden dinamik bir mekaniz-
may1 agiklayabilmek i¢in MD simiilasyonlar1 yapmak gerekmektedir. Bu tez ¢caligmasinda
HADDOCK simiilasyonlar1 sonrasi elde edilen yapilar, MD simiilasyonlar1 ve OKP

hesaplariyla analiz edilmisgtir.
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Sekil 3.2: D2 sisteminin kenetlenme simiilasyonu sonrasi potansiyel yiizeyi (solda) ve kati
kiireler (sagda) formlarinda durumu. Kati kiireler formunda gosterilen sekil, baglanma
bolgesinin yakin ¢evresidir.

3.2 Molekiiler Dinamik Simiilasyonlari

HADDOCK simiilasyonlarindan elde edilen yapilara birbirlerinden bagimsiz ve aym
kosullar altinda MD simiilasyonlar1 yapilmistir. Biitiin MD simiilasyonlar1 sistem dengeye
gelene kadar devam ettirilmistir. D1 konfigiirasyonu ve D2 konfigiirasyonlar i¢in 20 ns
siireyle MD simiilasyonlar1 yapilmistir. Bu simiilasyonlarin baglangicinda ve sonunda
elde edilen pozisyonlar D1 ve D2 konfigiirasyonlar1 icin sirasiyla Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’te

verilmistir. En yliksek puani alan iki duruma ek olarak HADDOCK paket yaziliminin

Sekil 3.3: D1 sisteminin MD simiilasyonu baslangicinda (solda) ve sonundaki (sagda)
durumu.

puanlandirmasindan 3. en yiiksek puani alan durum icin de 10 ns MD simiilasyonu
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Sekil 3.4: D2 sisteminin MD simiilasyonu baglangicinda (solda) ve sonundaki (sagda)
durumu.

yapilmig ancak simiilasyon sonunda c-Konotoksin SI peptidinin nm-nAChR proteininden
uzaklastig1 goriilmiistiir (Sekil 3.5). Bu nedenle bu yapinin detayli analizine gerek

duyulmamugtir.

En yiiksek puani alan iki durum icin de simiilasyon baslangici ve sonundaki goriintiileri
yorumlamak yetersiz olacaktir. Kaldi ki, simiilasyon bize dinamik bir mekanizmay1
aciklama avantaji saglar. Bu yilizden iki durum i¢in de olasi tiim etkilesimler i¢in

simiilasyon analizleri yapilmistir.

Sekil 3.5: HADDOCK puanlandirmasindan en yiiksek 3. puani alan sistemin MD
simiilasyonu baglangicinda (solda) ve sonundaki (sagda) durumu.
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3.2.1 D1 Durumu i¢in Simiilasyon Analizi

Protein - peptid etkilesimlerinde baglanmaya neden olabilecek mekanizmalar arasinda
Hidrojen baglar ilk sirada bulunabilir diistincesiyle D1 durumu i¢in simiilasyonun son 5
ns sliresindeki hidrojen baglar1 arastirilmistir. Sekil 3.6’de son 5 ns siirede olusan hidrojen

baglarinin sayisi verilmistir.

Sekil 3.6’den son 5 ns boyunca en az iki adet ve zaman zaman da ii¢ adet hidrojen bag1
olustugu acikca goriilebilir. Bu hidrojen baglarinin hangi atomlar arasinda ve ne kadar
stireyle olustuklar1 da 6nemlidir. Degisen hidrojen baglari, a-Conotoxin SI peptidinin
yiirlimesine yol acgabilecekken, kararli hidrojen baglariysa yerinde kalmasma neden
olabilir. Bu amacla bu hidrojen baglarina neden olan aminoasitler tespit edilmistir. Sekil
3.7’e bu hidrojen baglarina neden olan atomlar arasi uzakliklarin son 5 ns icinde degisimi

verilmistir.

Hidrojen Bag Sayisi

I

Sekil 3.6: D1 konfigiirasyonu i¢in MD simiilasyonlarinin son 5 ns’sinde olusan hidrojen
bagi sayisi.

18
t (ns)
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Sekil 3.7°deki grafik, Sekil 3.6’deki hidrojen bag sayisin1 gosteren grafikle birebir uyum
icindedir. Bu da bu siire boyunca olusan hidrojen baglarinin séz konusu amino asitler
oldugu fikrini dogrulamaktadir; hidrojen baglarinin kararh oldugu ve siirekli degismedigi
de acikca goriilmektedir. Burada ii¢ amino asit iizerinde durmak gerekmektedir. Bu amino
asitler, nm-nAChR proteinin Asnl4 aminoasidi ve a-Conotoxin SI peptidinin Cys12
ve Tyrl1 amino asitleridir. Iki durumda da nm-nAChR proteini dondr ve a-Conotoxin
SI peptidi alic1 olarak davranmaktadir. S6z konusu li¢ amino asit de polar ozellikte
oldugundan aralarinda hidrojen bag1 olusturmasi1 dogal bir sonugtur ve simiilasyon analizi

de bu amino asitler arasinda hidrojen bag1 olustugunu dogrulamaktadar.

T
Arg64, H - Ser12, 0——
Asni4, H - Cys12,0——
Asn14, H - Tyr1il, 0 ——

4
T

Mesafe (A)

Wy

[‘ W

MMW I M

Sekil 3.7: D1 pozisyonu i¢in MD simiilasyonlarinin son 5 ns’sinde olusan hidrojen bagi
olusturan amino asitler ve atomlar aras1 mesafe de8isimi.

i

h
1 i

t (ns) 8

Hidrojen baglar1 disinda protein - peptid etkilesimlerinden sorumlu olabilecek bir diger

faktor, yiiklii aminoasitlerin elektrostatik etkilesimleridir. Bu amagla, dncelikle hidrojen
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bagi analizinin diginda simiilasyon boyunca meydana gelen yakin etkilesimler arastiril-
mistir. Simiilasyonun son 5 ns’sinde meydana gelen 3 Onemli yiiklii etkilesim vardir.
Bunlardan bir tanesi, nm-nAChR proteinin Arg64 amino asidi ve a-Conotoxin SI pep-
tidinin Ser12 amino asidi arasindadir ve etkilesim grafigi Sekil 3.8’da verilmistir. Diger
bir etkilesim, nm-nAChR proteinin Arg66 amino asidi ile a-Conotoxin SI peptidinin
Ilel amino asidi arasindadir. Bu etkilesim de Sekil 3.8’da verilmistir. Son etkilesim, nm-
nAChR proteinin Asnl4 amino asidi ile a-Conotoxin SI peptidinin Cys13 amino asidi

arasindadir. Daha 6nce de bahsedildigi gibi Asn, Tyr ve Cys asmino asitleri polar 6zellikte

Arg64, Azot
Ser12, Oksijen

Arg66, Azot (2 adet)|
Ile1, Oksijen

h w | \ i ‘ ‘\ ‘ll‘l

Mesafe (A)
EN

w

Asn14, Azat
Cys13, Oksjjen

16 20

‘ 18
t (ns)

Sekil 3.8: nm-nAChR proteini ile a-Konotoksin SI peptidi arasindaki elektrostatik
etkilesimler.
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olan amino asitlerdir ve aralarinda yiiklii etkilesim olmasi dogaldir. Ayrica s6z konusu
nm-nAChR proteininin Asnl4 amino asidinin, hidrojen bag1 analizleri sirasinda Cys12
ve Tyrl1 aminoasitleriyle hidrojen bagi yaptigir da bulunmustur. Bu durumda basta soz
konusu Asnl4 amino asidi basta olmak iizere bu bolgede yeterli sayida hidrojen bag: ve

elektrostatik etkilesim saptanmustir.

3.2.2 D2 Durumu i¢in Simiilasyon Analizi

D1 durumunun analizinde oldugu gibi, D2 durumu i¢in de hidrojen bagi analiziyle
baglanmistir. Sekil 3.9’da D2 durumunun son 5 ns siiresinde bulunan hidrojen baglarinin
say1s1 goriilebilir. Bu durumda da en az bir hidrojen bagi kararlilifin1 devam ettirmekte
ve ikinci bir hidrojen bagi da zaman zaman olmakla birlikte, azimsanmayacak oOlciide
ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica, D1 durumunda oldugu gibi bu hidrojen bagina neden olan
amino asitler de aragtirllmistir. Ancak, kararli hidrojen baglar1 s6z konusu degildir. Olugan
hidrojen baglar degisiklik gostermektedir. Bagka bir deyisle bir hidrojen bag1 kopmakta,
bagka bir hidrojen bag1 olusmaktadir. Ancak hidrojen bagi sayisi1 degismemektedir.

3

Hidrojen Bag Sayisi

1

L

t (ns)

Sekil 3.9: D1 konfigiirasyonu i¢in MD simiilasyonlarinin son 5 ns’sinde olusan hidrojen
bag1 sayisi.
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Yine de kuvvetli bir etkilesimden séz ediyorsak tek bir hidrojen bagi bu etkilesime
neden olamayabilir. Bu yiizden D1 durumunda oldugu gibi yiiklii etkilesimler olup
olmayabilecegi arastirilmistir. Ayni kararli hidrojen baglar tespit edilemedigi gibi kararl
elektrostatik etkilesimler de tespit edilememistir. S6z konusu etkilesimin elektrostatik
etkilesimler ve hidrojen baglarindan kaynaklanmadi81 aciktir. Protein-peptid etkilesim-
lerinin en 6nemli nedenlerinden birisi de hidrofobik etkilesimlerdir [84]. Baglanmaya
hidrofobik etkilesimlerin neden olabilecegi diisiincesiyle simiilasyonun son 5 ns’sindeki
hidrofobisite haritas1 elde edilmistir. Hidrofobisite haritas1 LigPlot+ yazilimiyla [82] elde
edilmistir. LigPlot+ yazilimi, sonuglar1 iki boyutlu bir harita seklinde verir. Hidrofobisite
haritas1 Sekil 3.10°de verilmistir. Sekil 3.10’den de goriilebilece8i gibi yiiksek sayida
hidrofobik etkilesim vardir ve bu da peptidin o bolgede kararli kalabilmesi i¢in bir
nedendir. Ayni analiz D1 durumu i¢in de yapilmistir (Sekil 3.11). Ancak elde edilen
haritada Sekil 3.8’de goriilen elektrostatik etkilesimler disinda 6nemli derece hidrofobik

etkilesim gozlenmemistir.

MD simiilasyonlar i¢in yapilan analizler, mekanizmayla ilgili bir ¢ok fikir verse de
baglanma enerjilerini hesaplamak gerekir. Bu amacla iki konfigiirasyon icin de SO
simiilasyonlariyla «-Konotoksin SI peptidinin her iki durum i¢in baglanma enerjisi

hesaplanmugtir.
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Sekil 3.10: D2 durumu i¢in hidrofobisite haritasi. Kahverengi cizgiler proteindeki
kovalent baglari, pembe cizgiler, liganddaki kovalent baglari, kesikli ¢izgiler, yiiklii
etkilesimleri gosteriyor. Hidrofobik gruplarin ¢evresinde birer yay ve bu hidrofobik
gruplara yanit veren atomlarin ¢evresinde daha kiigiik birer yay vardir.
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Sekil 3.11: D1 durumu i¢in hidrofobisite haritasi. Kahverengi cizgiler proteindeki
kovalent baglari, pembe cizgiler, liganddaki kovalent baglari, kesikli ¢izgiler, yiiklii
etkilesimleri gosteriyor. Hidrofobik gruplarin cevresinde birer yay ve bu hidrofobik
gruplara yanit veren atomlarin ¢evresinde daha kiigiik birer yay vardir.

3.3 Semsiye Orneklemesi Simiilasyonlar1 ve Ortalama

Kuvvet Potansiyeli Hesaplari

3.3.1 D1 Konfigiirasyonu icin Ortalama Kuvvet Potansiyeli Analizi

D1 durumu icin yapilan SO simiilasyonlarinin AHAY analizlerinden elde edilen serbest

enerji profilleri Sekil 3.12’de goriilmektedir. Sekil 3.12.a’da her pencere icin yapilan
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toplam 4 ns’lik simiilasyondan elde edilen OKP egrisi her 1 ns i¢in verilmistir. Buradan
OKP egrisinin 2 ns’den sonra 12 kT degerine yakinsadigir goriilmiistiir. Ancak, emin
olabilmek icin 1-2, 3-4, 1-3 ve 2-4 ns araliklarinda OKP egrileri de ayr1 ayr1 incelenmistir
ve yine 12 kT degerinde bir yakinsama goriilmiustiir (Sekil 3.12.b). Tiim 4 ns’lik OKP
egrisine de bakildiginda durum degismemektedir (Sekil 3.12.c). Son olarak a-Konotoksin
SI peptidi icin, y yoniinde de 3 ns SO simiilasyonu yapilarak OKP egrisi elde edilmistir
(Sekil 3.12.d). x yoniinde elde edilen OKP ile karsilastirildiginda profil olarak farkliliklar
goriilse bile bariyer yiiksekligi yaklasik aynidir. Bu sonu¢ OKP hesaplarinin dogrulugunu

gostermektedir.
N

= a b

=

<

N~

<
C d
KonumJ(A) h

Sekil 3.12: D1 durumu i¢in Ortalama Kuvvet Potansiyeli egrileri. a) 0-1 (kirmizi1), 1-2
(yesil), 2-3 (mavi), 3-4 (pembe) ns. b) 1-3 (kirmiz1), 2-4 (yesil), 1-2 (mavi), 3-4 (pembe)
ns. ¢) 4 ns. d) y yoniinde 3 ns.
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3.3.2 D2 Konfigiirasyonu icin Ortalama Kuvvet Potansiyeli Analizi

D2 sistemi icin ayn1 SO simiilasyonu D1 durumunda 2 ns’de yakinsama goriildiigii icin
toplamda 2 ns yapilmig ve Sekil 3.13’de goriildiigii gibi yaklasik 10 kT degerine yakinsa-
mistir. D1 durumuyla arasindaki 2 kT den daha az bir fark vardir; buysa istatistiksel hata

sinirlari i¢indedir.

25 30 35 40
Konum (A)

Sekil 3.13: D2 durumu i¢in Ortalama Kuvvet Potansiyeli egrisi.
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4. TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda nm-nAChR proteini ve a-Konotoksin SI peptididinin deneysel olarak
tespit edilmis 3 boyutlu yapilarmin HADDOCK paket yazilimi kullanarak muhtemel
baglanma durumlart elde edilmis ve iki en muhtemel durum iizerinde durulmustur.
Bu durumlarin MD simiilasyonlar1 ve OKP hesaplar1 yapilarak, durumlarin baglanma

ozellikleri incelenmistir.

HADDOCK paket yaziliminin puanlandirma sonucu verdigi iki en muhtemel durumlarin
analizleri yapilmig ve puanlandirmaya gore D1 ve D2 seklinde isimlendirilmigtir. D1 du-
rumu normalde en muhtemel olmasi beklenmeyen bir bolgededir. Ciinkii c-Konotoksin SI
felce neden oldugu bilinen bir peptiddir. Fel¢ mekanizmasiyla ilgili bir takim senaryolar
one siirmek miimkiindiir. Sonug olarak fel¢ hareket edememe durumu olarak diisiiniiliirse,
oncelikle hareketin nasil meydana geldigi ile igse baslanabilir. nm-nAChR proteini hiicre
membranina gomiilii olarak bulunan bir proteindir ve ortasinda bir delik bulunur. Gérevi,
Na™ iyonlarinin hiicre i¢ine girmesini saglamaktir. Bu mekanizma su gekilde calisir:
Viicudumuzda bulunan Asetilkolinesteraz enzimleri tarafindan Asetilkolin adindaki mo-
lekiiller tiretilir. Hiicre zaria gomiilii olarak bulunan nm-nAChR proteininin ortasindaki
deligin cap1 normalde Na't iyonlarinin gecisine imkan vermez. Ancak, eger iki adet
Asetilkolin molekiilii nm-nAChR proteini ile etkilesirse, s6z konusu proteinde meydana
gelecek Kkiiciik bir degisim nedeniyle deligin ¢api genisler ve Na™ iyonlari hiicre igine
girebilir. Bu durumda iki 6nemli durum, a-Konotoksin SI peptidinin fel¢ edici 6zelligine
neden olabilir. Bunlardan ilki; a-Konotoksin SI peptidinin, Asetilkolinesteraz enzimini
inhibe etmesi ve dolayisiyla viicutta Asetilkolin molekiiliiniin iiretiminin durmasidir.
Ancak bu durumda, disaridan Asetilkolin ya da onun agonisti olan Nikotin molekiiliiniin
viicuda verilmesi tedavi edici olacaktir. Ancak literatiirde nikotinin bu fel¢ durumunu

tedavi ettigine dair bir bilgi bulunmamaktadir. ikinci bir ihtimal de a-Konotoksin SI
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peptidinin, nm-nAChR proteini iizerinde Asetilkolin molekiiliiniin baglandig1 bolgeleri
isgal etmesidir. Boylece bolgeye Asetilkolin molekiilii baglanamaz ve dahasi bolgenin de
nm-nAChR proteininde bulunan deligin capinin genislemesine neden olacak degisiklik
meydana gelmezse bu durum Na™ iyonlarinin hiicre i¢ine girememesiyle sonuglanir.
Boylece kas kasilmasi i¢in gerekli sinyal iletimi gerceklesemez. Bu tez calismasinda
ikinci ihtimal tizerinde durulmus ve muhtemel bir asetilkolin baglanma bdlgesi icin

baglanma durumlar arastirilmistir.

D1 durumunun HADDOCK paket yazilimi tarafindan en yiiksek olasilikli durum olarak
degerlendirilmesi basta beklenmeyen bir durumdur. Ancak, HADDOCK her zaman dogru
puanlandirma yapamayabilir. Bu yiizden siradigt bir durum s6z konusu degildir. Yine de
bu durumun gegersiz olacagim diisiiniip arastirmamak dogru degildir. Tlk olarak bu durum
arastirildi. MD simiilasyonlarina baglamadan keskin yorumlar yapmak zor olsa da ilk dik-
kat ¢ceken seyler, hangi amino asitlerin birbiriyle etkilesimde bulunduguydu. Ciinkii, eger
elektrostatik etkilesimler hidrojen baglari varsa, bu durum giiclii bir etkilesime isarettir.
Kenetlenme simiilasyonlar1 sonrasi elde edilen yapilar, dinamik olmayan durumlar olsa

da, MD simiilasyonlari, bu durumlar1 yorumlama sans1 tanimisgtir.

Iki durum icin de MD simiilasyonlar1 sonunda &nemli bir noktaya deginmek gerekir.
Ciinkii, MD simiilasyonlar1 sonras1 yapilan analizlerde, D1 durumu i¢in kararh elektrosta-
tik etkilesimler ve hidrojen baglarinin varligi, D2 durumu i¢in de hidrofobik etkilesimlerin
varlig1 baglanmanin kararlilifina ilk isarettir. Dahasi, yapilan OKP hesaplamalarinda, iki
durum da esit olasilikta cikmistir. Aradaki 2 kKT civari enerji fark istatistiksel hata sinirlart
icindedir. Bu analizlerden sonra HADDOCK hesaplamalarindan siiphe duymamiza gerek
kalmamugtir. En 6nemli olan durumsa D2 durumudur. Ciinkii gercek asetilkolin baglanma
bolgesi burasidir ve yapilan analizler sonucunda hidrofobik etkilesimler nedeniyle kararl

bir baglanma sergiledigi goriilmiistir ve OKP hesaplariyla bu bolgeye a-Konotoksin
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SI peptidinin yiiksek afiniteyle baglandigi belirlenmigstir. D2 durumunun fel¢ edici
mekanizmay1 agiklamasinin yaninda, deneysel ¢alismalarda goriilen nm-nAChR proteini
izerindeki « alt birimleri arasindaki segicilik davranist da D1 durumunun tartismaya

eklenmesiyle agiklanabilir.

Daha 6nceki ¢alismalarin gosterdigi iizere, asetilkolin molekiilii, nm-nAChR proteininin
C-Dongii bolgesiyle etkilesime girdiginde soz konusu bolge proteine dogru kapanmakta
ve proteinde yapisal bir degisiklige neden olarak deliin acilmasini saglamaktadir [85, 86]
ve s0z konusu degisiklik Sekil 4.1°de de acgikca goriilmektedir. Sekil 4.1°ye gore,
asetilkolin, nm-nAChR proteininin C-Dongii bolgesine baglandiginda, bu bolgeyi iceri
dogru kapatacak ve Na' iyonu, nm-nAChR proteinindeki yapisal degisiklikler sonucu

acilan delikten hiicre i¢ine girecektir. Bu bolgeyle etkilesime girecek inhibitor bir ligandin

Sekil 4.1: Noromiiskiiler Nikotinik Asetilkolin Reseptoriine asetilkolin baglanmasi
durumunda C-Dongii bolgesinin yaptigi kapanma hareketi. Kirmizi renk, acik durumu,
gri renk asetilkolin bagh durumu gostermektedir [85]. C-Dongii bolgesi 1 numaral kare
ile gosterilmektedir.

bu bolgenin iceriye dogru kapanmamasini saglamasi nm-nAChR proteininin deliginin
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acilmamasini saglayacaktir; dolayisiyla bdyle bir durumda kas kasilmasi icin gerekli
mekanizma calismaz. Bu tez ¢alismasinda da D2 durumunda bdyle bir mekanizma
kesfedilmistir. Oncelikle, OKP hesaplarindan da agik¢a goriildiigii iizere o-Konotoksin
SI peptidi bolgeye kararli olarak baglanmaktadir. Ayrica asetilkolin baglanma bolgesini

disartya dogru acmaktadir (Sekil 4.2). nm-nAChR proteininin C-Dongii bolgesinin

30

Mesafe (A)N

10 |

tps()

Sekil 4.2: D2 durumunda C-Dongii bolgesinin a-Konotoksin SI (gosterilmemistir)
baglandiginda acilmaktadir. a) C-Dongii bolgesine ligand bagh degilken. b) C-Dongii
bolgesine «-Konotoksin SI peptidi bagliyken. ¢) 2 numarayla gosterilen C-Dongii
bolgesinin 1 numarali bolgeden uzaklastig1 mesafe

acik olarak kalmasi, asetilkolin bagli olmasi durumundaki degisikligin tam tersidir; bu
durum nm-nAChR proteininin deliginin agilmamasi ve kas kasilmasini saglayacak sinyal
iletimini tagryan Na™ iyonunun hiicre igine girememesiyle sonuglanir. «-Konotoksin

SI peptidi, reseptorii bloke etmektedir. D1 durumundaysa C-Dongii bolgesinde bir
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Sekil 4.3: D1 durumunda C-Dongii bolgesinin Sekil 4.2.b’deki 1 ve 2 numarali bolgelerin
arasindaki mesafenin zaman i¢inde degisimi.

degisiklik olmamaktadir (Sekil 4.3), yani D1 seklindeki bir baglanma durumunu C-
Dongii bolgesinin agilmasini ya da kapanmasini etkilememektedir. Bu tez calismasinda
felc mekanizmasina neden olan baglanmanin «a-Konotoksin SI peptidinin nm-AChR

proteininin « alt birimindeki C-Dongii bolgesiyle etkilesimi oldugu gosterilmistir.

Toksin peptidlerinden ila¢ tasariminda en onemli adim toksin peptidinin hedef proteine
baglanma mekanizmasinin anlasilmasidir. Bu tez calismasinda da a-Konotoksin peptidi-
nin nm-nAChR proteinine baglanma mekanizmasi bu ama¢ dogrultusunda aragtirilmisgtir.
Hedef proteinler ¢ok biiyiik olduklarinda baglanma bolgelerinin belirlenmesi gereklidir.
Baglanma mekanizmasinin ¢ok karmagik olabilecegi gibi biiyiik peptidler icin baglan-
maya neden faktorler de farkli olabilir. Ornegin, elektrostatik etkilesimler ya da proteinde

yapisal su varsa, bu yapisal su peptididin baglanmasinda etkin rol oynuyor olabilir.

a-Konotoksin SI gibi biiyiik peptidlerin aminoasitlerinin degistirilebiliyor olmas1 da ilag
tasartminda ¢cok onemli bir rol oynar. Bu isleme mutasyon denmektedir. Mutasyon calig-

malariyla afiniteyi degistirmek ve kalite artirma ya da doz ayarlama gibi islemler yapmak
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miimkiindiir. Bu tez calismasinda a-Konotoksin SI peptidinin fel¢ edici mekanizmasinin
anlasilmasi ayn1 zamanda nm-nAChR iizerinde baglanma bolgesinin de belirlenmesini
saglamistir. Bu mekanizma dinamik simiilasyonlarla anlagildigindan baglanmada etkin
rol alan aktif amino asitler de belirlenmistir (Sekil 3.10). Bu calismanin devaminda
etkilesimde aktif rol oynayan amino asitler farkli amino asitlerle degistirilerek peptidin

baglanma 6zellikleriyle oynanabilir ve bir analjezik tasarlanabilir.

Calismanin devaminda yapilmasi1 gereken seylerden biri de bu c¢alismada kullanilan
3 boyutlu yapidan (Torpedo Marmorata’dan alinmistir) yola cikilarak insanda bulu-
nan proteinin modellenmesidir. a-Konotoksin SI peptididinden gelistirilecek bir ilag
insanlarda kullanilmak icin gelistirilecektir ve insanda bulunan nm-nAChR proteiniyle
etkilesiminin arastirilmast onemlidir. Proteinin amino asit diziliminde bir farklilik olmasa
bile 3 boyutlu yapida kiiciik de olsa degisiklikler olabilir. Etkilesimde bulunan amino
asitler bu tez calismasinda belirlendiginden, insanda bulunan nm-nAChR proteini Tor-
pedo Marmorata’dan alinan protein yapisindaki benzerliklerden faydalanarak (Homoloji
Modelleme) modellenebilir. Boylece teorik olarak modellenen yeni yapiyla a-Konotoksin
SI peptidi arasindaki etkilesim incelenerek, ila¢ tasariminda 6nemli adimlardan biri daha

kat edilebilir.
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