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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
MEMELILERDE BULUNAN SODYUM KANALLARININ HOMOLOJI
MODELLEMESI VE DOGRULUGUNUN TEST EDILMESI

Ali Osman ACAR

TOBB Ekonomi ve Teknoloji Univeritesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Mikro ve Nanoteknoloji Anabilim Dali

Damigman: Prof. Dr. Turgut BASTUG
Tarih: Aralik 2017

Hiicre zan birbirine kenetlenmis lipid molekiillerinden olusur ve iyonlara gecirgen
degildir. Hiicreye iyon tasinimini gerceklestiren yapilar zar boyunca uzanan integral
proteinlerdir. Iyon kanallar1, bu integral proteinlere 6rnek verilebilir. Voltaj kapili
sodyum (Nav) kanallar1 iyon kanallar1 ailesinin onemli bir {iyesidir ve fizyolojik
siirecleri denetleyen aksiyon potansiyellerini baslatan yapilardir. iyon kanallarinin
bozulmasiyla kalitsal epilepsi, migren, periyodik paralizi, kardiyak aritmi ve kronik
agrt sendromlart olugmaktadir. Son zamanlarda ortaya c¢ikan bakteriyel sodyum
kanallariin kristal yapilar1 bu konuda caligmaya olanak saglamistir. Kristal yapisi
bilinen bir ornegi kullanarak bilinmeyen bir kristal yapiyr tahmin etme islemi
homoloji modeli olarak adlandirilmaktadir. Memelilerde bulunan dokuz farkh
fonksiyona sahip sodyum (Navl.l1-Nav1.9) kanallarinin  kristal  yapisi
bilinmemektedir. Bu nedenle memelilerde bulunan sistemlerin modellemesi i¢in
bilinen benzer sistemler baz alinarak homoloji modellemesi yardimiyla ii¢ boyutlu
yapilar elde edilmektedir. Ancak memeliler ile diger yapilarin protein
dizilimlerindeki benzerligin az olusu bu islemi zorlagtirmaktadir. Yakin zamanda
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amerikan hamam boceginden elde edilen bir kristal yapi, memelilerde iyon
gecirgenliginin denetlendigi bolgede (S5-S6 Bolgesi) %90 oraninda yiiksek bir
benzerlik gostermektedir. Bu nedenle yaptigimiz modellemelerde NavPaS (PDB
kodu: 5XOM) kristal yapisi baz alinmistir. Memelilerde bulunan kanallarin kristal
yapilar bilinmemelerine ragmen bu kanallara secici olarak baglanan bazi toksinler
hakkinda deneysel sonuclar mevcuttur. Gelistirdigimiz modellerin gecerliligi
(validasyonu) molekiiler dinamik simiilasyonlar1 yardimiyla baglanan toksinler
hakkinda bilgi edinip, bu bilgilerin deneysel sonuglarla karsilagtiritlmas: araciligiyla
yapilmaktadir. Gelistirilen modeller memelilerde iyon gecirgenligi ve toksin

baglanmasi mekanizmalarinin anlagilmasi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Homoloji modellemesi, Voltaj kapili sodyum kanallari,

Molekiiler dinamik simiilasyonu, Toksin baglanmasi
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Cell membranes consist of two layers of lipid molecules and are impermeable to
ions. Ion transportation across the membrane comes true by means of integral
proteins such as ion channels. Voltage gated sodium (Nay) channels are essential
elements in ion channels family that responsible for the rapid upstroke of the action
potential. Disruption of any ion channels leads to hereditary epilepsy, migraine,
periodic paralysis, cardiac arrhythmia and chronic pain syndromes. The crystal
structures of bacterial Nay channels that have been determined recently, have made
way for studies of mammalian Nay channels through homology modeling. The
process of predicting an unknown crystal structure using a known crystal structure is
called homology modeling. The crystal structures of nine isoforms of sodium
channels (Navl.1- Nav1.9) found in the mammals are unknown. For this reason,
crystal structures are obtained by using homology modeling based on known
structures for modeling the systems found in mammals. However, homology
modeling becomes difficult because of differences between mammalian and
bacterial Nay channels. A crystal structure recently obtained from american
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cockroach shows a high similarity of 90% in the region where ion permeability
occurs in mammals (S5-S6 Region). So our model is based on this crystal structure
called NavPaS (PDB ID: 5X0M). Although the crystal structures of the channels
found in mammals are not known, experimental results are available for some toxins
that selectively bind to these channels. The validation of the models we have
developed is based on the knowledge of toxin binding by molecular dynamic
simulations and the comparison of these data with the experimental results. The
developed models play a key role in understanding the mechanisms of ion

permeability and toxin binding in mammals.

Keywords: Homology modeling, Voltage gated sodium channels, Molecular

dynamics simulations, Toxin binding
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1. GIRIS

Elektriksel sinyaller, canlilarin giinliik hayatta gerceklestirdigi gorme, diisiinme ve
hissetme gibi temel faaliyetlerinde 6nemli rol oynarlar. Aksiyon potansiyeli olarak
da adlandirilan elektrik sinyalleri, sinir sistemindeki bilgileri ve fizyolojik siirecleri
diizenlerler [Payandeh ve ark., 2011]. Bir ag olusturan bu sinyallerin olusumu hiicre
zarlarinin i¢ ve dig bolgeleri arasindaki potansiyel fark ile iliskilidir. Hiicrelerin i¢ ve
dis bolgeleri arasinda bir potansiyel fark olusmasinin birincil sebebi ise hiicre zarlar
boyunca iyonlarin tasinmasidir. Iyon kanallari, hiicre zar1 boyunca iyon tasinimindan
sorumlu olan zar proteinleridir. Sodyum kanallari, iyon kanallar ailesinin iiyeleridir.
Calismalarin bu kanallar iizerine yogunlasmasinin asil sebebi sodyum kanallarinin
bozulmasiyla kalitsal epilepsi, migren, periyodik paralizi, kardiyak aritmi ve kronik
agrnt sendromlart olusmaktadir [Ryan ve Ptacek, 2010]. Son zamanlarda ortaya
cikarilan bazi bakteriyel sodyum kanallarinin atomistik yapi1 verileri, molekiiler
dinamik simiilasyonlar1 gibi bilgisayar destekli modelleme teknikleriyle
birlestirilerek sodyum kanallarinin fonksiyonel 6zellikleri arastirilmaktadir. Ancak
atomistik yap1 verileri olarak tanimlanan kristal yapilar, memeliler i¢in heniiz ortaya

cikarilamamastir.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda memelilerde bulunan sodyum kanallarinin
modellenmesi ve bu modellerin dogrulugunun molekiiler dinamik simiilasyonlari

kullanilarak test edilmesi amag¢lanmustir.

1.1 Voltaj Kapih iyon Kanallar:

Proteinler, 20 farkli aminoasitten olusan yapilardir. Protein zincirinde siralanan
aminoasitlere rezidii denir. Karbon, azot ve oksijen igererek tekrarlayan diziye de
omurga (backbone) adi verilir. Iyon kanallar, hiicre zar1 boyunca uzanan ve iyon

akisim1  diizenleyen proteinlerdir. Voltaj kapili iyon kanallari, kanalda zar



potansiyelindeki degisikliklere yanit olarak agilip kapanan 6zel bir iyon kanali sinifi
olup, iyonlarin elektrokimyasal gradyan yoniinde iletimine izin verirler. Hiicre zar
boyunca iletilen katyon tiiriine baglh olarak iyon kanallar1 ii¢ temel sinifta
incelenebilirler. Bunlar voltaj kapili sodyum, potasyum ve kalsiyum kanallaridir. Bu
tic temel sinifin her biri zar boyunca uzanan 4 bolge ve toplam 24 a-helis icermek

iizere ortak bir yapiya sahiptirler.

Her bir bolge zar boyunca uzanan S1, S2, S3, S4, S5 ve S6 helisler olarak
adlandirilan 6 adet a-helis icerir (Sekil 1.1). Bu helisler arasindan S4 helisi olarak
adlandirilan helis biitiin voltaj kapili iyon kanallarinda yiiksek oranda korunur ve

kanalin voltaj sensorii gorevini iistlenir. Hiicre zarinin olusturdugu yiizeye dik bir

Gozenek

Sekil 1.1 : Voltaj kapili sodyum kanallarinin yapisi [Bezanilla., 2005].

dogrultudan bakildiginda kanalin orta bolgesinde gozenek (pore) olusumu goriiniir
ve iyon akisi bu gozeneklerde gergeklesir (Sekil 1.1). Bu gozenek bolgesi her bir
bolgede bulunan S5 ve S6 helislerinin arasinda kalan bodlge olup, secici filtre yapisi
da bu bolgede bulunmaktadir [Heinemann ve ark., 1992]. Gozenegin hiicre disina
yakin bolgesinde S5 ve S6 helislerinin arasinda bulunan boélgeler P-ilmekleri olarak

adlandirilirlar.



1.2 Voltaj Kapih Sodyum (NaV) Kanallari

Sodyum kanallarn iizerine calismalarin doniim noktasi sayilabilecek bir nokta
NaChBac adli bakteriyel sodyum kanalinin tanimlanmasi ve aciklanmasi olmustur
[Catterall, 2001]. Kanalin fonksiyonel yapisinin agiklanmasina ragmen bir kristal

yapi kesfi bundan 10 y1l sonra gerceklesmistir. NayAb olarak adlandirilan bu kanal

Voltaj Sensorii

Domain 1 \

Gozenek Bolgesi
Domain 1

Sekil 1.2 : NavAb adli sodyum kanalinin iistten goriiniimii [Scheuer., 2014].

ilk aciklanan NaChBac kanalinin bir tiirdesidir [Payandeh ve ark., 2011]. Daha
sonra NayMs adl1 bir kanalin daha kristal yapis1 agiklanmigtir [McCusker ve ark.,

2012]. Ortaya c¢ikarilan bu kristal yapilar, bilgisayar destekli simiilasyonlar
yardimiyla kanallarin iyon gecirgenligi, aktifliklerini gosteren a¢ilma kapanma
mekanizmalart gibi calismalarin yolunu a¢gmistir. Caligmalarin bu kanallar {izerine

yogunlagmasinin asil sebebi Nav kanallarinin bozulmasiyla yukarida bahsi gecen
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hastaliklarla iliskili olmasidir [Ryan ve Ptacek, 2010]. Literatiirde bakteriyel kanallar
izerine yapilan calismalar yaygindir. Ancak memelilerde heniiz bir kristal yapinin
cikartilamamis olmasi bu alandaki c¢alismalar1 smirlandirmaktadir. Bu calisma
kapsaminda memelilerde bulunan Nay1.4 adl1 sodyum kanalinin tutarli bir modelini
elde etmek amaglanmistir. Her ne kadar yap1 ve fonksiyonel olarak bakteriyel ve
memelilerde bulunan sodyum kanallar benzerlik tasisa da bu iki farkli sinifin ayr

ayrn ele alinmasi gerekir.
1.2.1. Bakteriyel sodyum kanallari

Bakteriyel sodyum kanallarindan ortaya cikan ilk yapi1 Arcobacter butzleri adli
bakteriden cikarilan NayAb kanalidir. Sekil 1.2° de NayAb kanalinin iistten

gorliniimii incelenirse orta bolgeyi saran dort parca (bolge) ve onlarin diginda yine

Sekil 1.3 : NavAb yapisinin voltaj sensorii bolgesi cikarilarak elde edilen, gozenek
bolgesindeki iki bélgenin yandan goriiniimii [Gordon ve ark., 2013].

dort parca daha bulunmaktadir. En dig bolgede bulunan dort parca voltaj sensor
bolgeleridir. Gozenek bolgeleri olarak adlandirilan i¢ kisim da dort pargcadan
olugmaktadir. Yapisal olarak sodyum kanallarinin tamami bu dort gozenek bolgesi
ve dort voltaj sensor bolgesi icerir. Gozenek bolgesi daha 6nce de bahsedildigi iizere

S5-S6 helis olarak adlandirilan a-helisler tarafindan olusturulur. Ayrica her bir

4



bolgede S1°den S6’ya kadar 6 a-helis olmak iizere 24 a-helis vardir. Bu 6zellikler
biitiin sodyum kanallarinda ortaktir. Go6zenegi olusturan dort bolge bakteriyel
kanallarda 6zdestir. Yani bakteriyel kanallarin tamaminin elde edilmesi i¢in tek bir
bolgenin bilinmesi yeterlidir. Sekil 1.3’ te NavAb kanalinin yandan goriintimii
verilmis olup, kanalin iist tarafi hiicre disini, alt tarafi hiicre i¢ini ve sar kiire Na
iyonunu temsil etmektedir. Iyonun bulundugu bolge secici filtre olarak adlandirilan
bolgedir. NavAb kanali i¢in dort bolgenin de simetrik olmasi segici filtreyi olusturan
aminoasitlerinde simetrik olmasin1 gerektirir. Se¢ici filtre bolgesinde bulunan en
onemli rezidii GLU177 ‘dir. Bu rezidii simetrik yapidan dolay1 dort kere tekrarlanip
EEEE rezidiileri olarak secici filtreyi olusturur [Heinemann ve ark., 1992; Yang ve
ark., 1993; Ellinor ve ark., 1995]. Bu rezidiiler iistten bakildiginda bir halka gibi
yerlestiginden filtreyi olusturan bu rezidii grubu i¢ halka olarak isimlendirilir. Secici

filtrenin altinda kavite ad1 verilen bolge vardir. ( EK 1)

1.2.2. Memeli sodyum kanallari

Memelilerde bulunan sodyum kanallarinda ilk goze carpan sekanslarin, bakteriyel
kanallara gore daha uzun olmasidir. Sekans uzunlugunun farkli olmasi sonraki
boliimlerde bahsedilecek olan homoloji modellemesi isleminde bazi zorluklara yol
acmaktadir. Memelilerde farkli dokularda karsilagilan dokuz tane sodyum kanali
vardir. Bunlar (Nayl.1’ den Nay1.9’a kadar ) sodyum kanali izoformlar olarak
adlandirilir. Nayl1.1, Nayl.2, Nayl.3 ve Nayl.6 merkezi sinir sisteminde, Nay1.4
iskelet kasinda, Nayl1.5 kalp kasinda ve Nayl.7, Nay1.8 ve Nayl.9 periferik sinir
sisteminde gorev alir [Zimmer ve ark., 2014]. Nayl kanallarinda da dort gbzenek

bolgesi ve dort voltaj sensorii bolgesi bulunur. Bakteriyel kanallarda bu dort gézenek

P1-helix SF P2-helix
NavMs 167 SLYTLFQVM TLESW SMGIVRPVMN 190
Domain-I 389 AFLALFRLM TQDYW ENLFQLTLRA 412
Domain-II 744 SFLIVFRIL CGE-W I-ETMWDCME 765
Domain-III 1226 GYLSLLQVA TFKGW -MDIMQPQYE 1248
Domain-IV 1518 SIICLFEIT TSAGW D-GLLNPILN 1540

Sekil 1.4 : NavMs ve Nav1.4 yapilar arasinda segici bolge etrafinda P ilmeklerini
iceren hizalama iglemi.



bolgesi simetrik olarak yerlesirken, Nay1 kanallarinda simetrik degildir. Bu nedenle
yapt ve fonksiyon olarak Nayl kanallari bakteriyel kanallara benzese de sekans
dizilimi farklilik gostermektedir. Bakteriyel kanallarin segici filtre bolgesinde EEEE
halkas1 goriilirken, memelilerde bulunan kanallarda ASP,GLU,LYS ve ALA
rezidiilerinin olusturdugu DEKA halkas1 karsimiza ¢ikar [Mahdavi ve ark., 2014].
Secici filtreyi olusturan bu bolgenin {iistiinde tamami negatif yiiklii olan bir halka
daha vardir. Bakteriyel kanallarda filtreyi olusturan rezidiilerin tamami negatif yiiklii
iken, artik memelilerde iki negatif, bir pozitif ve bir de yiiksiiz rezidii vardir. NavMs
bakteriyel kanali ve Nav1.4 kanalinin segici filtre bolge ¢evresindeki sekanslar1 Sekil
1.4° te gosterilmektedir. Secici filtre bolgesindeki simetrik yapinin bakteriyel
kanallardan memelilere geciste bozulmasi, bakteriyel kanallar baz alinarak
gelistirilen memeli sodyum kanali modellemelerini zorlagtirmaktadir. Bu nedenle
elde edilen homoloji modeli mutlaka deneysel verilerle test edilmelidir. Deneysel
verilerle test edilmis bir yapinin elde edilmesi durumunda bu yapinin diger sodyum
kanallarina uyarlanmasi daha kolaydir. Buradaki motivasyon izoformlar arasindaki
yikksek benzerlik oramidir. Eger bu kanallardan bir tanesi tutarli bir sekilde

modellenebilirse az sayida mutasyonla diger kanallar da modellenebilir.

1.3 Tetrodotoksin

Tetrodotoksin diisiik molekiil agirlikli norotoksisitesi yiiksek bir molekiildiir. Bu

molekiilde pozitif yiiklii bir guanidyum grubu ve pirimidin halkasia bagh C-4, C-6,

Sekil 1.5 : Tetrodotoksin (TTX) molekiiliiniin yapisi.



C-8, C-9, C-10 ve C-11 pozisyonlarinda alti hidroksil grubu bulunmaktadir (Sekil
1.5). Tetrodotoksin, kirpi baliklarindan veya fugularin (tetraodontide ailesi)
dokularindan (karaciger, bagirsaklar, gonadlar, deri, bobrek, kan) izole edilebilen bir
norotoksindir. Sinir sisteminde voltaj kapili sodyum kanallarinin alt tipleri fizyolojik
ve patafizyolojik proseslerde genis yer tutmasindan dolay1 norologlar tarafindan bu
bolgelerdeki mekanizmalarin aydinlatilmasina katki saglamak icin kullanilmistir.
Onceki calismalarda, TTX molekiiliiniin agr1 sendromlarmin bloke edilmesinde
potansiyel bir rol oynadig1 gosterilmistir [Hagen ve ark.,2006]. TTX farkli sodyum
kanallarma farkli afinetelerle baglanan bir molekiildiir. Kanallar arasindaki aminoasit
diziliminin farkli olmasi kanallarin TTX’ e kars1 farkli direng¢ olusturmalarina neden
olmaktadir. Bugiin Nav kanallarinin 9 farkli fonksiyona sahip formunun aminoasit
dizilimleri aydinlatilmistir. Bu izoformlar arasindaki sekans benzerlik orami ¢ok
yiiksektir. TTX in baglanma afinitesi yan zincirler ve TTX arasindaki elektrostatik
etkilesimlerden kaynaklanmaktadir. Navl.1, Navl.2, Navl.3 ve Navl.7 TTX ' e
olduk¢a duyarhdir. Navl.4 ve Navl.6’ nin da TTX’ e duyarh oldugu ancak Navl.5,
Nav1.8 ve Nav1.9 'un TTX'e kars1 direngli oldugu bilinmektedir [Lee ve ark., 2008].

Zira bu 0zelligin homoloji modelinde elde edilmesi yapinin dogrulugu igin test

Cizelge 1.1 : Nav1 kanallarinin TTX duyarliligini gosteren EC50 degerleri [Lee ve
Ruben., 2008]

. .

6 nM Merkezi Sinir Sistemi
18 nM Merkezi Sinir Sistemi
4 nM Merkezi Sinir Sistemi
25nM iskelet Kasi
5.7 uM Kalp
6 nM Merkezi Sinir Sistemi
24.5 nM Cevresel Sinir Sistemi
60 uM Cevresel Sinir Sistemi
40 uM Cevresel Sinir Sistemi



olacaktir. Cizelge 1.1 de TTX molekiiliiniin Navl yapilarina baglanmasinda elde
edilen deneysel sonuclar verilmistir. Bu ¢alismanin sonunda gelistirilen modellere
TTX baglanmasi incelenecek ve bu baglanma bilgileriyle deneysel sonuglar
karsilastirilarak modellerin  gegerliligi test edilecektir. Nav1.4-TTX kompleks
yapisinda bag yapan rezidiilerde mutasyon yaparak bag sabitindeki degisikligin
Olciilmesiyle TTX baglanmasina katkist olan baglar bilinmektedir [Penzotti ve ark.,
1998]. Navl.4-TTX kompleks yapisinda etkili olan rezidiiler Cizelge 2’de
verilmigtir. Cizelge 1.2° den anlasilacag: iizere Nav1.4-TTX kompleks yapisinda
etkili olan rezidiiler dnem sirasina gore E755, K1237 ve D400 ( i¢ halka), E403,
E758 ve D1532 (dis halka) seklindedir.

Cizelge 1.2 : Nav1.4 kanalina TTX baglanmasinda etkili olan rezidiiler [Penzotti ve

ark., 1998].

Dengede IC50 degerleri (M)
— Dogal Navid | 0.036 + 0.006 1
6+ 0.7 168
| EFa03q | 161+ 14 4521
229+ 21 6412
624023 174
232 641
87+5 2433
L m12a0 | 238+ 17 6678
| pisaan | 1.5+0.2 43



2. MOLEKULER DINAMIK

Bir proteinin fonksiyonlari, en genel anlamda kristal yapisiyla iligkilidir. Her ne
kadar kristal yapi bilgisini veren ¢ok sayida metot bulunsa da bir kristal yap1 yiiksek
¢Oziiniirlikle ve tam olarak iki temel yolla tayin edilebilir: X 1sinlart kristalografisi
ve Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi. Kristal yapisi elde edilen
proteinler, protein veri bankasina aktarilarak aragtirmacilarla paylagilir. Ancak her
protein igin kristal yap: tayini beklenildigi kadar kolay degildir. Ornegin zar
proteinlerinin kristal yapilarinin elde edilmesi zor ve pahali bir istir. Eger yapisi
bilinmeyen bir protein soz konusu ise bu noktada modelleme teknikleri devreye
girer. Genellikle bu modelleme tekniklerinde yapisi bilinen bir ya da daha fazla
protein kullanilarak, yapist bilinmeyen bir protein i¢in model hazirlanmasi
amagclanir. Burada yapilan 6n kabullenme genellikle benzer fonksiyonlara sahip
proteinlerin, evrimsel olarak iligkili olup benzer kristal yapilar tasidigidir [Xiang,
2006]. Gelistirilen modeller molekiiler dinamik simiilasyonlar1 gibi tekniklerle

dinamik bir sekilde incelenerek yapilarin fonksiyonel 6zellikleri arastirilabilir.

Molekiiler sistemlerin simiilasyonlari, atomistik etkilesimlerin tanimlanmasina gore
iki temel smifta incelenebilir. Birinci simifta kuantum mekaniksel (QM)
simiilasyonlar vardir. Bu sinifta hesaplamalara elektronlarda dahil edilir ve sistemin
enerjisi Schrodinger denklemi ¢oziilerek elde edilir. Ikinci simifta molekiiler mekanik
(MM) vardir. Bu sinifta sadece atom cekirdegi goz Oniine alinarak, hareket ve
atomlarin  etkilesimleri  klasik  fizik  ¢ercevesinde incelenir.  Biyolojik
makromolekiiller ile calisildiginda atom sayilarinin artmasi beraberinde hesaplama
giicliniin de artmasi gerekliligini dogurur. Bu tiir sistemler i¢in pratikte kuantum
mekaniksel hesaplamalar yapmak su anda miimkiin degildir. Bu tiir sistemleri
incelemek icin klasik fizik cercevesiyle gerceklestirilen molekiiler dinamik

simiilasyonlar yapilmaktadir.



Molekiiler Dinamik (MD), atomlarin hareketlerini inceleyen bir simiilasyon tiiriidiir.
Bu teknikte baslangicta belirli konumlarda bulunan atomlarin etkilesimine izin
verilip, Newton hareket denklemleri ¢oziilerek belirli bir zaman dilimi sonrasinda
atomlarin yeni koordinatlar1 hesaplanir. Boylece atomlarin davranislar zamana bagh
olarak goriilebilir. Bu tiir bir simiilasyonu gerceklestirmek i¢in ilk gerekli bilgi
atomlarin ilk konumlar yani kristal yapidir. Eger ilk baslangic yapis1i mevcut ise
sonraki gereklilik bir etkilesim potansiyelidir. Bu potansiyel atomlarin hangi
etkilesimler goz Oniine alinarak hareket ettigini belirler. Etkilesim potansiyelini
tanimladiktan sonra son gereklilik olusan yeni durumlan iiretecek bir algoritmadir.
Newton hareket denklemleri her bir atom icin ¢o6ziiliir ve yeni konumlarinin
belirlenmesiyle molekiiler dinamik simiilasyonlar1 gerceklestirilir. Burada

tanimlanan etkilesim potansiyeli genellikle kuvvet alan1 olarak isimlendirilir.

2.1 Teori

Molekiiler dinamik simiilasyonlarinda, N tane atomun zaman icerisinde devinimini
incelemek icin Newton’in ikinci hareket yasasinin her bir atom igin ¢oziilmesi
gerekir. Bu yasa sistemde bulunan herhangi bir atom igin,

d?*r;
Fi=m.ai=mi?21 (21)

seklinde yazilabilir. Bu ifadede i numarali atoma etki eden net kuvvet (F;),
Fi = _ViV(rl, ...,TN) (22)

seklinde tamimlanabilir. Denklem 2.2, sistemin toplam potansiyel enerji
fonksiyonunun (V) atomlarin konumuna gore degisiminden, atomlara etki eden
kuvvetin tayin edilebilecegini sdyler. Bu nedenle sistemin toplam potansiyel enerji
fonksiyonu tanimlanirsa herhangi bir t aninda konumu bilinen bir atomun At kadarlik
bir siire sonra nerede olacagi hesaplanabilir. Atomistik bir simiilasyonda en hizh
hareket modu hidrojenin bag titresim hareketidir. Bu nedenle hidrojenin hareketinide
simiilasyona dahil etmek i¢in At zaman araligi 0.5 - 2 femtosaniye (fs) olarak

sinirhidir.
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2.2 Kuvvet Alanlar

Bir onceki boliimde bahsedildigi gibi sistemde bulunan herhangi bir atomun zaman
icinde devinimini incelemek icin sistemin toplam potansiyel enerji fonksiyonunun
tanimlanmas1 gerekir. Atomlarin etkilesimini betimleyen bu potansiyel enerji
fonksiyonu kuvvet alan1 olarak adlandirilir ve etkilesimlerin dogasina gore iki sinifa

ayrilabilir. Birinci sinif baglh etkilesimleri igerir ve

k; , ke ,
Upagn = > (rj —ro)” + TN (Bijk — 00)
77 ijk

(2.3)
I Z Vijir[1 + cos(njer — 9o)]
ijkl

seklinde verilir [Bastug ve ark., 2012]. Denklem 2.3’teki ilk iki harmonik terim bag
gerilmesi ve biikiilmesini temsil eder. Son terim ise dort komsu atomun sahip oldugu
burulma enerjisidir.
Toplam potansiyel enerji fonksiyonuna etki eden ikinci simif, bagli olmayan
etkilesimlerdir. Bagli olmayan etkilesimlerden biri elektrostatik etkilesimdir.
Elektrostatik Coulomb potansiyel enerjisi,

qiq;

Ul =
€ 4meory;’

rj = |ri =] (2.4)

seklinde tamimlanir. Burada 7;; etkilesen atomlar arasindaki uzaklik, g; ve q;

etkilesime giren atomlarin elektriksel yiikleridir. Bagli olmayan etkilesimlerden

gelen katkilarin bir digeri de 6-12 Lennard—Jones potansiyelidir. Bu potansiyel,

12

Uy, = 4e [(g) - (5)6] 2.5)

seklinde ifade edilir. Van der Waals etkilesiminin sonucu olarak dogan bu ifade iki

-12

parca halinde incelenebilir. Bu pargalardan kabaca r ile degisen bolge yakin

mesafelerde gekirdeklerin birbirini itmesinden ve ¢ ile degisen bolge ise daha uzak
mesafelerde London dispersiyon kuvveti olarak da bilinen ¢ekici kuvveti temsil eder.

[IPR L]

Ayrica bu ifadede “e” potansiyel kuyusunun derinligini temsil eden bir parametre

[IP= ]

olup iki pargacigin ne kadar giiclii etkilestikleri bilgisini icerir ve “o” ise etkilesen
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iki parcacigin ne kadar yakinlasabileceginin bir Olgiisii olan Van der Waals
yarigapidir. Sistemin toplam potansiyel enerji fonksiyonu, yukarida verilen bilgilerin
bir biitiinii olarak ele alinabilir. Gelistirilen kuvvet alaninin parametrizasyonu
kuantum mekaniksel hesaplamalarin deneysel sonuglarla uyumuna dikkat edilerek

yapilir.

2.3 Molekiiler Dinamik Parametreleri

Bolim 2.1 ve 2.2’ de bahsedilen teori ve kuvvet alanlart 1s181inda gergeklestirilen
molekiiler dinamik simiilasyonlar1 icin kullanilan prosediir ve parametreler bu
boliimde verilmistir. Bu c¢alismada, zar proteinleri i¢in yapilan calismalarda
dogrulugu test edilmis MD parametreleri kullanilmigtir [Mahdavi ve ark. ,2014;
Mahdavi ve ark. 2015; Gordon ve ark. ,2013]. Kullanilan konfigiirasyon dosyasi EK
5’ te verilmistir. Gergeklestirilen MD simiilasyonlarinda, CHARMM?36 [Huang ve
ark., 2013] kuvvet alam ve NAMD [James ve ark., 2005] simiilasyon paketi
kullanilmistir. Simiilasyonlar NPT kiimesi altinda periyodik sinir kosullariyla
gerceklestirilmistir. NPT kiimesinin kullanilmasi, sabit parcacik sayisi, sabit basing
ve sabit sicaklik kullanilarak gerceklestirildigi anlamina gelir. Basing ve sicaklik,
soniim katsayist 5 ps’1 olmak iizere Langevin eglestirmesi kullanilarak sabit
tutulmustur. Sicaklik degeri 300K ve basing 1 atm’dir. Lennard-Jones etkilesmeleri
12 A uzakliginda keskin bir gsekilde bitirilmistir. Elektrostatik etkilesimler particle-
mesh Ewald algoritmas1 kullanilarak hesaplanmistir. Her bir MD adimi 2 fs

secilmistir.

2.4 Serbest Enerji Hesaplamalari

Bu tez c¢alismasimin amaci dogrultusunda gelistirilen Navl modellerinin
gecerliliklerinin testinde, bu modellere secici olarak baglanmakta olan TTX
molekiilii kullanilacaktir. Bu molekiiliin Navl kanallarina baglanmasinda deneysel
sonuclar mevcuttur. Bu deneysel sonuglar ile karsilastirma yapabilmek amaciyla
TTX molekiiliiniin Nav kanallarina baglanma sabitini tayin etme islemi serbest enerji
hesaplamalariyla yapilacaktir. Bir reaksiyon koordinati boyunca serbest enerji profili

elde etmenin bir yolu Ortalama Kuvvet Potansiyeli (PMF) hesab1 yapmaktir.
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Reaksiyon koordinati boyunca herhangi iki nokta arasindaki serbest enerji farki, bir
noktadan digerine giderken yapilan ise esittir. Ancak bu ifadenin sadece tersinir
stireclerde gecerli oldugu bilinmelidir. Serbest enerji hesaplari, yola bagh ve yoldan
bagimsiz olmak iizere iki farkli sekilde yapilabilir. Bu ¢alisma kapsaminda her ikisi
de kullanilmistir. Yola bagh serbest enerji hesabi, Semsiye ornekleme metodu ve
WHAM metodu ile yapilmistir. Yoldan bagimsiz serbest enerji de FEP metodu ile
yapilmistir. Asagida her iki metod hakkinda da bilgi verilmistir.

2.4.1 Semsiye érnekleme metodu

Bu tez calismasinda Ortalama Kuvvet Potansiyeli hesabinda kullanilacak metod

Semsiye Ornekleme (Umbrella Sampling) metodudur. Bu yontemde, sistemi bir

\

Sekil 2.1: Semsiye ornekleme metodu [Lemkul .,2017].

termodinamik durumdan digerine gecirirken bir ek potansiyel (bias) kullanilir. Bu ek
potansiyel genellikle harmonik potansiyel olarak secilir. Bu iki termodinamik
durum arasindaki geciste ara noktalar reaksiyon koordinati boyunca oOrneklenir.
Orneklemelerin her biri pencere olarak adlandirilir. Her bir pencerede reaksiyon
koordinatindaki dagilim kullanilarak serbest enerji profili hesaplanabilir. Sekil 2.1’
de temsili olarak reaksiyon koordinati boyunca ornekleme ve her bir pencerede
dagilim gosterilmistir. Bu gosterimde oOrneklemeler boyunca disaridan higbir

potansiyel hissedilmiyorsa Sekil 2.1’de oldugu gibi tam 6rnekleme koordinati

13



etrafinda bir dagilim goriilecektir. Ancak bu Ornekleme bir potansiyel etkisi
altindaysa dagilimin merkez koordinatinda bir kayma soz konusu olacaktir. Iste bu
kayma miktar1 bize oradaki gercek potansiyel hakkinda bilgi verebilir. Burada dikkat
edilmesi gereken nokta, hesaplanan serbest enerji profiline ilaveten disaridan verilen
ek potansiyeli de icerecektir. Bu ek potansiyeli, hesaplanan son profilden ¢ikarmak
icin Agirlikli Histogram Analiz Metodu (WHAM) kullanilir [Kumar ve ark., 1992].
Gelistirilen modeller icin yapilan PMF hesaplarinin ayrintilar1 4. Boliimde

verilecektir.

2.4.2 Serbest enerji pertiirbasyon metodu

Serbest Enerji Pertiirbasyon (free energy perturbation ) yontemi, hesaplamali kimya
alanina bilgisayarlarin girisinden uzun bir siire Oncesine kadar uzanir [Zwanzig,
1954]. Pertiirbasyon teorisi, tam olarak ¢dziimlenemeyen bir problemin, bu probleme
bagh kesin olarak ¢oziilebilen baska bir problemden yola cikilarak yaklagik bir
¢oziim elde etmek icin matematiksel metotlar igeren teoridir. Kesin olarak
¢oziimlenebilen problemin matematiksel tanimina kiiciik bir terim eklenerek eldeki
problem formiile edilebiliyorsa, pertiirbasyon teorisi uygulanabilirdir. Hedef
sistemin hamiltonyeni, referans sisteminin hamiltonyeninin ve pertiirbasyon
teriminin toplamu ile temsil edilir.

FEP catis1 i¢cinde, a ve b gibi iki alternatif durum arasindaki serbest enerji farki

asagidaki gibi ifade edilir [Zwanzig, 1954; Beveridge ve ark., 1989].

1
Agp = —Eln<exp{—ﬁ[Hb (x, px) = Ha (%, )] Da (2.6)

Burada = 1/kgT, kg Boltzmann sabiti, T sicakliktir. H,(x,p,) ve Hp(x,py)
sirasiyla @ ve b durumlarinda tamimlanan Hamiltonyenlerdir. (...),referans a
durumunda ilk konfigiirasyon temsili boyunca kiime ortalamasini ifade eder. Esdeger

olarak tersinir (reverse) proses icin serbest enerji,

1
Ay g = — E In{exp{—PB[Hy(x,0x) — Hp(x, 01} (2.7)
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seklinde yazilir. Kiime ortalamasin1 (ensemble avarage) elde edebilmek icin
baslangic (a) ya da son (b) durumu iizerinden simiilasyon calistirip istatistiksel

olarak toplariz. Baglangi¢c ve son durum arasinda Ortiisiim olmamasi durumunda

H H H H

Sekil 2.2 : Etan molekiiliiniin etanol molekiiliine dontisiimii.

problem ortaya ¢ikacaktir. Sayet a ve b durumu arasindaki enerji farki |H, — H,| >
kT olmasi halinde fiziksel olmayan ara durumlar tanimlanir. Fiziksel olmayan ara

durumlarin tammmlanmasiyla serbest enerji:

My, = Ab) —A(Q)

[A(B) — A(N)] + [A(N) — A(N — 1)]
4.

[A(2) = A(D] + [A(D) — A(a)]

2.8)

+

seklinde hesaplanir. Burada tanimlanan ara durumun fiziksel bir durum olmadig alt1
cizilerek tekrar belirtilmelidir. Bir 6rnek olarak etan (C,Hg) molekiiliiniin (a
durumu) etanol (C, H50) molekiiliine (b durumu) doniistiiriillmesine bakalim.

MD kullanarak bu iki durum arasinda diizgiince interpole edebiliriz. Bu durumda

sistemin toplam hamiltoniyenini ikili bir hamiltoniyen olup,

H=Hy,+ AH, + (1 — D)H, 2.9)

seklinde A eslestirme paramatresi ile yazabiliriz. Burada H,, hamiltoniyeni C,Hs
kismimi temsil eder, baslangic ve son durumda aymdir. H, hamiltoniyeni H
atomunun ve Hp hamiltoniyeni OH~ molekiiliiniin etkilesme potansiyellerini temsil

etmektedir. Serbest enerji farki aldigimizda H, kisminin katkisi elenmektedir.
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Eslestirme parametresi A = 0’ dan A = 1’ e ara degerler almaktadir. 1 eslestirme
parametresinin se¢iminde dikkat edilecek tek husus |H, — H,| =kT kosulunun
saglanmasidir. Her bir A degerinde hem denge durumuna getirme hem de A4, ;1)
serbest enerjisinin istatiksel verisinin toplanmasi i¢gin MD  simiilasyonu
gerekmektedir [Heinzelmann ve ark., 2011]. Sistemin ¢ok iyi dengede olmamasi
halinde pek cok FEP enerjisinin yanlis hesaplandigini tecriibeyle Ogrenmis
bulunmaktay1z.

Ara durumlarin fiziksel olmamalar1 nedeniyle bu yontem "Alchemical Free Energy"
olarak da adlandirilmaktadir. Bu tez calismasinda kullanilacak olan bu yontemin

uygulanisina 4. boliimde deginilecektir.
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3. HOMOLOJi MODELLEMESI

Giintimiizde gelisen yiiksek ¢oziiniirliiklii goriintiileme teknikleri protein yapilarinin
ve fonksiyonlarimin anlasilmasinda onemli bir rol oynamaktadir. Her ne kadar
spektroskopik tekniklerle kristal yapilar tayin edilse de dogada bulunan bir ¢ok
sistem diisiiniildiigiinde bu yol zaman ve maddi kaynaklar acisindan zorlayic1 bir
yoldur. Bu baglamda, yeni gelistirilen metotlarla bilgisayar destekli modelleme
teknikleri ve veri bankalarinda artan yapi bilgileri kullanilarak elde edilen ii¢ boyutlu

protein yapilar1 bu boslugu doldurmak i¢in iyi bir secenektir.

Proteinler en genel anlamda aminoasitlerin arka arkaya siralanmasiyla olusurlar. Bu
siralanmaya sekans adi verilir. Kiyaslamali modelleme ya da homoloji modellemesi,
daha 6nceden bilinen bir sekans ve yapi bilgisini kullanarak bir model olusturma
teknigidir. Bu modelleme tekniginin temel fikri, evrimsel olarak iligkili sekanslara
sahip proteinlerin benzer fonksiyonlara sahip olmalaridir [Vyas ve ark., 2012]. Bu
fikir proteinlerin sekanslarina gore siniflandirimasini saglar. Boylece ayni ailede
bulunan proteinlerin evrimsel olarak iliskili yani homolog ya da tiirdes oldugunu
sOyleyebiliriz. Bu bilgiler 1s181nda kristal yapis1 bilinmeyen bir proteinin sekansi, bu
ailelerle eslestirilip ayn1 aile icerisinden secilecek sablon kristal yapilar yardimiyla

modellenebilir.

Bu modelleme tiiriinde yapilan ilk is sekans1 bilinen ancak kristal yapis1 bilinmeyen
yapinin gelistirilmesinde baz alinacak yapiy1 tespit etmektir. Literatiirde kullanilan
BLAST ve PSI-BLAST [Altschul ve ark., 1997], SSEARCH [Smith ve Waterman,
1981; Pearson, 1991], FASTA [Pearson ve Lipman, 1988] gibi sekans benzerligi
tarayan programlar mevcuttur. Hedef proteinin sekanst bu programlardan birine
gonderilerek benzerlik orani yiiksek bir ya da birden fazla sablon sekans bulunabilir.
Daha sonraki igslem, sablon olarak baz alinacak kristal yapinin sekansi ile bilinmeyen

yapinin sekansi i¢in hizalama (alignment) islemidir. Sekanslarin hizalama igleminde
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evrimsel olarak korunan rezidiiler tespit edilir. Bu rezidiiller modelleme esnasinda

yapisal bilgiyi tasidiklarindan kilit rol oynarlar.

Korunmayan ya da mutasyona ugrayan rezidiiler hizlama isleminde ortaya cikarlar.
Bu nedenle hizalama islemi iyi bir modelin elde edilmesi acisindan ¢ok dnemlidir.
Hizalama islemi icin literatiirde ClustalW [Larkin ve ark., 2007], T-coffee
[Notredame ve ark., 2000] gibi programlar mevcuttur. Hizalama isleminde dikkat
edilecek bir husus sekans uzunlugudur. Bu algoritmalar sekans uzunlugu baz
alinarak gelistirildiginden calisilan sisteme ©6zgii hizalama programi sec¢ilmelidir.
Hizalama isleminden sonra hedef sekans ve baz alinan yapi, Modeller [Sali ve ark.,
1993] ya da SWISS-MODEL [Armold ve ark., 2006] tarzinda bir homoloji

modelleme yazilimina gonderilir.

Su anda literatiirde yapilan calismalar yiiksek bir oranla bakteriyel Nay kanallart
izerinedir. Bunun sebebi memelilerde bulunan Nay kanallarinin kristal yapisinin
heniiz bilinmemesidir. Bu c¢alisma kapsaminda memelilerde farkli izoformlari
bulunan Nay kanallarindan Nay1.4 kanali i¢cin tutarli bir model One siiriilmesi

amaclanmistir.

Calisma iki asamadan olusmaktadir. Ilk asamada tez Onerisinde sunmus oldugum
bakteriyel NayMs kanali (PDB kodu: 4CBC) [Bagneris ve ark., 2014] baz alinarak
bir model gelistirilmistir. Ancak yakin bir zamanda yaymlanan bir ¢alismada
amerikan hamam boceginden elde edilen NayPaS (PDB kodu: 5X0M) [Shen ve ark.,
2017] sodyum kanali, Nay1.4 kanali ile yiiksek bir oranda benzerlik tasidigi icin
modelin gelistirilmesinde baz alman yapi degistirilmistir. Ikinci asamada NayPaS

kanal1 baz alinarak gelistirilen model aciklanacaktir.

3.1 NayMs Baz Almarak Gelistirilen Nay1.4 Modeli

Bu c¢alismada Nay1.4 kanalinin elde edilmesinde sablon olarak NayMs kanali baz
almmustir. Literatiirde protein yapilarim1 tahmin etmek i¢in kullanilan ITASSER
[Zhang, 2008] yazilimi, kanalin tiim sekans1 verildiginde, birinci boliimde anlatilan
kanal formu bozuldugu icin bu ¢alismada Modeller yazilim1 kullanilmistir. Modeller
yazilimi bir sablonun kristal yapisim1 kullanarak, sablon ve modelin sekanslari
arasindaki farklar1 mutasyona ugratma prensibiyle calisir. Sekans, kristal yapiy1
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Cizelge 2.1 : Bakteriyel NavMs kanal1 ile Memeli Nav1 kanallar1 arasindaki
hizalama iglemi.

P1 Heliks SF P2 Heliks
Bolge |
NavMs SLYTLFQVM TLESW SMGIVRPVMN
Navl.1 AFLSLFRLM TQDFW EN-LYQLTLR
Navl.2 AFLSLFRLM TQDFW EN-LYQLTLR
Navl.3 AFLSLFRILM TQDYW EN-LYQLTLR
Navl.4 AFLALFRLM TQDYW EN-LFQLTLR
Navl.5 AFLALFRLM TQDCW ER-LYQQTLR
Navl.6 AFLALFRLM TQDYW EN-LYQLTLR
Navl.7 AFLALFRLM TQDYW EN-LYQQTLR
Navl.8 AFLSLFRLM TQDSW ER-LYQQTLR
Navl.9 SFLAMFRLM TQDSW EK-LYQQTLR
Bolge 11
NavMs SLYTLFQVM TLESW SMGIVRPVMN
Navl.1 SFLIVFRVL CGE-W IETMWDCMEV
Navl.2 SFLIVFRVL CGE-W IETMWDCMEV
Navl.3 SFLIVFRVL CGE-W IETMWDCMEV
Navl.4 SFLIVFRIL CGE-W IETMWDCMEV
Navl.5 AFLITFRIL CGE-W IETMWDCMEV
Navl.6 SFLIVFRVL CGE-W IETMWDCMEV
Navl.7 SFLIVFRVL CGE-W IETMWDCMEV
Navl.8 SFLIVFRIL CGE-W IENMWACMEV
Navl.9 SFLVVFRIL CGE-W IENMWECMQE
Bolge 111
NavMs SLYTLFQVM TLESW SMGIVRPVMN
Navl.1 GYLSLLQVA TFKGW MD-IMYAAVD
Navl.2 GYLSLLQVA TFKGW MD-IMYAAVD
Navl.3 GYLALLQVA TFKGW MD-IMYAAVD
Navl.4 GYLSLLQVA TFKGW MD-IMYAAVD
Navl.5 GYLALLQVA TFKGW MD-IMYAAVD
Navl.6 GYLALLQVA TFKGW MD-IMYAAVD
Navl.7 GYLSLLQVA TFKGW TI-IMYAAVD
Navl.8 GYLALLQVA TFKGW MD-IMYAAVD
Navl.9 AYLALLQVA TFKGW MD-IIYAAVD
Bolge IV
NavMs SLYTLFQVM TLESW SMGIVRPVMN
Navl.1 SMICLFQIT TSAGW D-GLLAPILN
Navl.2 SMICLFQIT TSAGW D-GLLAPILN
Navl.3 SMICLFQIT TSAGW D-GLLAPILN
Navl.4 SIICLFEIT TSAGW D-GLLNPILN
Navl.5 SMLCLEQIT TSAGW D-GLLSPILN
Navl.6 SMICLFQIT TSAGW D-GLLLPILN
Navl.7 SMICLFQIT TSAGW D-GLLAPILN
Navl.8 SMLCLEQIT TSAGW D-GLLSPILN
Navl.9 SMLCLFQIS TSAGW D-SLLSPMLR

olusturan aminoasitlerin tiirlerini ve siralamalarin1 verir. Bu nedenle homoloji
modelinde yapilacak ilk is, model ve sablon arasindaki sekans farklarimi tespit

etmektir. Bu islem hizalama olarak adlandirihir. Cizelge 3.1°de goriilen Nayl
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kanallarimin NayMs kanali ile yapilan hizalama isleminin segici filtre ve onun
etrafindaki bolgesi icin verilmistir. Burada ClustalW [Larkin ve ark., 2007] yazilimi1
kullanilmistir. Cizelge 3.1° de goriildiigii gibi Navl kanallarinin sekanslar1 arasinda
cok az fark vardir. Tutarli bir homoloji modeli elde edilirse bu sistemler birbirlerine
az sayida mutasyonlarla doniistiiriilebilirler. Bu nedenle caligsma tutarli bir Navl.4
homoloji modeli elde edilmesinin ardindan diger kanallar icin de birer model
gelistirilmesi a¢isindan Onemlidir. Bu noktadan sonra elde edilen homoloji
modelinde uygulanan prosediiriin ayrintilar1 anlatilacaktir. Iyon kanallarinda
gecirgenligi denetleyen en onemli bolge secici filtre bolgesidir. Nav1.4 kanalinda
secici filtre bolgesinde bolgeler arasi dort tane kararli bag oldugu gosterilmistir
[Mahdavi ve ark., 2014]. NavMs baz alinarak yapilan caligmada literatiirde yapilan
homoloji modellerinden farkli olarak , sablonda bulunan bolgeler arasindaki bag
bilgisi homoloji modelinde de kullanilmistir. NavMs kanalinda oldugu gibi Navl1.4
kanali da dort tane bolge adi verilen bolgeden olusmustur. Bu bolgeler kendi
iclerinde bag kurabildigi gibi birbirleri arasinda da bag kurabilmektedir. Bu bilgiler
151¢inda NavMs kanalinda bolgelerde bulunan biitiin baglar ¢ikartilmistir. Baglar
olusturan 400’1 agkin rezidii ¢iftleri arasindan Nav1.4 kanalinda da korunanlar tespit
edilmistir. Tespit edilen bu rezidiiler arasindaki bag uzunluklar1 Modeller yazilimi
yardimiyla kurulan homoloji modelinde kisitlama olarak girilmistir. Yani korunan
rezidiilerdeki bag uzunluklari homoloji modelinde de aym kalacak sekilde bir
kisitlama uygulanmigtir. Burada amaglanan sablonda var olan bag bilgisini homoloji
modelinde de var olacak sekilde modeli olusturmaktir. Daha 6nceden tespit edilen
dort kararli baga ek olarak filtre bolgesinde fazladan dort tane daha kararli bag tespit
edilmistir. Bu asamadan sonra modelin, baz alinan NavMs kristal yapisindan
atomistik koordinatlar acisindan ne kadar farkli oldugunu gérmek icin RMS farki

hesabi yapilmistir. RMS farki hesabinda kullanilan ifade,

RMS = 3.1

seklinde verilir. RMS farki, N tane esdeger atom ¢ifti iizerinden ve d;, i numarah

atom ciftinin arasindaki uzaklik olmak iizere hesaplanir. Gelistirilen Nav1.4 modeli

20



ile baz alman NavMs yapist arasindaki RMS farki hesabi, omurga atomlan
iizerinden yapilmistir. Navl.4 modeli i¢in hesaplanan RMS farki degeri, 1.12 A
dur. Hesaplanan bu RMS farki degerinin kristal yapi tayinininde verilen
cOziiniirlikten diisiik olmas1 Onemlidir. Zar proteinlerinde modelin kabul

edilebilirligi icin RMSD degeri 2A’ un altinda olmalidir. [Forrest ve ark., 2006]

3.2 NayPaS Baz Alinarak Gelistirilen Nay1 Modelleri

NavMs bazli Navl.4 kanalinin modellenmesi ¢alismamizin hemen akabinde sodyum
kanallar1 i¢in yeni bir kristal yapi1 elde edilmis (NavPas) ve bu yap1 Science
dergisinde yaymnlanmistir [Shen ve ark, 2017]. Bu yap1 Amerikan hamam
boceklerinden elde edilmis bir kristal yapidir ve memeli sodyum kanallarina olan
benzerligi ¢ok daha fazladir. EK 2°de Navl.3-Nav1.4 ve NavPas hizalama islemi
gosterilmektedir. Nav1.3, Navl.4 kanallar1 ve NavPas yapis1 arasindaki benzerlik
proteinin tamami i¢in %75’ten daha fazladir. Toksin baglanmasinin etkin oldugu
(S5-S6 helisleri) bolgelerinde benzerlik %90’dan fazladir ve segici filtre bolgesinde
sadece bolge 1°‘de bir rezidii (L>Q) farklidir. EK 2’de Navl1.5 ve NavPas kanallar
arasinda hizalama islemi verilmistir. Navl.3 - Navl.4 yapisindan farkli olarak
Navl1.5 ve Nav1.8 yapilarinin 1. bolgesinde bulunan (Y—>C, ve Y—>S) tirozin, sistein
ve serin rezidiileri ile yer degistirmektedir. Filtre bolgesinde bulunan bu farkliliklar
TTX baglanmasinda etkili olmaktadir. Filtrede bulunan 2 farklilik disinda tiim
memeli sodyum kanallan filtresinde bulunan DEKA yapisi, NavPas yapisinda da
korunmaktadir. Filtre diginda Navl.3 ve Navl.4 yapisinda hiicre zarinin disindaki
bolgede bulunan uzun bir zincir (hiicre dis1 turret bolgesi) mevcuttur. Bu bdlgenin
modellemesi bir 6nceki caligmada yani NavMs baz alinarak yapilan ¢calismada hiicre
zarinin disindaki bolgenin bulunmamasi nedeniyle yapilamamistir. NavPas yapisinda
hiicre zarinin disindaki bu bolge yeterli uzunlukta olmamakla birlikte mevcuttur
(EK1 — Bolge 1). Navl1.5 yapisinda hiicre dis1 turret bolgesi daha kisadir.

Memeli sodyum kanallart ve NavPas yapisi1 arasindaki farklilik oldukca azdir.
Dolayisiyla yeni ¢ikan NavPas yapisi kullamlarak Navl.3, Navl.4 ve Navl.5
yapilarinin homoloji modelleri Modeller programi [Sali ve ark, 1993] kullanilarak
olusturuldu. Elde ettigimiz yeni Navl.4 yapis1i NavMs yapist iizerine kurulu

modelden 2 bolgede farklilik gostermektedir. Birincisi bolge 1 filtrede bulunan TYR
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rezidiisiiniin yonelisi ve diger farklilik hiicre zarmin disindaki bdélgenin dahil
edilmesidir.

NavMs yapist baz alinarak olusturulan modelden farkli olarak bu modelde hiicre
disinda bulunan “extracellular turret”  bolgesinin modellenmesi de miimkiin
olmustur. Nav1.4 yapisi turret bolgesinde NavPas yapisindan daha uzun oldugundan

bu bolgeyi modellemek i¢in ITASSER [Zhang, 2008] kullanilmig ve bu kisim

Sekil 3.1 : NavPaS ve Nav1.4 kanallarinin iistiiste oturtulmus goriiniimii.

Modeller programinda elde edilen Nav1.4 yapisi ile birlestirilmistir. Sekil 3.1° de
ITASSER yardimiyla gelistirilen bu bolge kirmizi ile, NavPaS kanali mavi renkle
ve Navl.4 yapis1 da yesil renk ile gosterilmistir. Nav1.3 ve Nav1.5 yapisinda bolge 1
hiicre disinda kalan bu kirmizi bélge daha kisadir (EK 2 ve EK 3) ve bu nedenle
burada modellenen Sekil 3.1’ de kirmizi ile temsil edilen bolge Navl.4 kanalina

0zgiidiir. Bu asamadan sonra NavMs kanali baz alinarak gelistirilen modelde oldugu
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gibi ilk olarak RMS farki analizi yapilmistir. Ancak bu modelde hiicre disi
bolgelerde mevcut oldugundan her bdlge icin ayrt ayr1 hesaplanacak sekilde daha
detayli bir analiz yapilmistir. Cizelge 3.2’ de yapilan detayli RMS farki analizi
gosterilmektedir. Navl.4 modelinin RMS farki degerinin beklenenden fazla
cikmasinin sebebi bolge 1 hiicre dis1 bolgenin NavPaS ve Navl.5 kanallarina gore
daha uzun olmasidir.

Burada yapinin tamaminin ITASSER yardimiyla modellenememesinin nedeni tim
sekans ITASSER yazilimima gonderildiginde Sekil 3.1’ de goriilen dort bolgeden
olusan kanal formunun bozulmasidir. Bu nedenle homoloji modelinin gelistirilmesi
asamasinda baz alinacak iyi bir sablon yapiya ihtiya¢c duyulmustur. EK 2 ve EK 3’ te
goriilen hizalama islemine bakildiginda kanallar NavPaS ve Nav kanallar1 arasinda
cok yiiksek bir benzerlik oram1 saptanmistir. Bu benzerlik NavPaS yapisinin, Nav
kanallarmin homoloji modellerinin gelistirilmesinde iyi bir sablon oldugunu
gostermektedir.

EK 2 ve EK 3’ te goriilen hizalama islemi dikkatli bir sekilde incelenirse, secici
filtrenin dort bolgesinde toplam 19 adet kalintidan sadece 1 tanesi mutasyona
ugramistir. Bu mutasyon birinci bolgede bulunan 16sin (LEU) kalintisinin, glutamin
(Q) kalintisina doniismesidir. Bu noktada segici filtrenin neredeyse 6zdes olmasi
gelistirilmis homoloji modelinde filtre yapisinin giivenilirligini artirmaktadir. Ayrica
dis halka olarak isimlendirilen ve P2 bolgelerinde bulunan negatif yiiklii GLU, GLU,
ASP, ASP kalintilarindan yine sadece 1 tanesi mutasyona ugramistir. Bu mutasyon
da iiclincii bolge P2 ilmeginde glutamin (GLU) kalintistnin, aspartat (ASP)
kalmtisina doniismesidir. Ozellikle toksin baglanmasinda ©nem tasiyan bu dis
halkanin ve secici filtrenin yiiksek bir oranda benzerlik tasimasi bu calisma
kapsaminda gelistirilmis olan homoloji modellerine, tetrodotoksin baglanmasi
calismasinin yolunu ac¢mustir. Tetrodotoksin baglanmasinin deneysel sonuglar
Bolim 1° de verilmistir. Bu c¢alismada gelistirilen homoloji modellerinin
dogrulugunun testinde tetrodotoksin baglanmasi incelenerek, yapilarin giivenilirligi
arastirilmastir.

Hizalama islemindeki bu ayrintilar biiyiikk 6nem tagimaktadir. Cizelge 3.2° de
goriilen RMS farki analizleri hizalama islemine dogrudan baglidir. EK 2 ve EK 3’ te

goriilen hizalama isleminde en 6nemli husus birinci bolgedeki uzun pargadir.
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Cizelge 3.2 : NavPa$ baz alinarak gelistirilen Nav1.4 ve Nav1.5 modelleri icin A
cinsinden RMS farki degerleri.

Navl .4 Navl.5 Navl.4 Navl.5
Bolge
S5 Helis 0.3 0.26
. Hiicre Dis1 3.36 0.82
D 1 232 0.57
omam PI-SF-P2| 023 0.18
S6 Helis | 028 021
S5 Helis | 024 0.44
. Hiicre Dis1 1 0.78
Domain 2 54 47
omain PI.SE-P2| 024 0.3 05 0
S6 Helis | 037 031
S5 Helis 03 033
. Hiicre Dis1 2.03 1.07
Domain 3 PI-SE-P2| 027 027 L2 0.66
S6 Helis | 028 025
S5 Helis | 023 023
. Hiicre Dis1 0.36 0.33
Domain 4 1.04 31
Ol PI-SE-P2| 05 043 0 0.3
S6 Helis 0.2 021
Tiim Yap1 2.19 0.64

Yukarida anlatildigi gibi bu bolgenin uzun olan kismm ITASSER kullamilarak
gelistirilmigtir. NavPaS ve Navl.5’e gore farklilik gosteren bu bolgede RMS farki

degerinin yiiksek ¢cikmasi beklenen bir sonugtur.

Navl.4 sekansi, daha dikkatli bir sekilde incelendiginde NavPas ve Navl.4 kanal
arasinda korunan sistein rezidiilerinin varligi goriiliir. Bu sistein rezidiileri NavPaS
kanalinda disiilfit kopriileri ile gii¢lii baglar olusturmaktadirlar. O halde bu bilginin
modelde de goriilmesi gerekir. Cizelge 3.3 te, NavPaS ve Navl.4 kanallarinda
sistein rezidiilerinin arasinda olusan disiilfit baglarimin uzakliklarin1 ve hangi bolge
tizerinde bulunduklarim gostermektedir. NavPaS kanalinda bulunan baglarin Nav1.4

modelinde de var oldugu goriilmiistiir.

Navl.3 ve Navl.4 kanallar segici filtre yapist olarak tamamen 6zdestir (EK 2). Bu
nedenle uygun Navl.4 kanalinin modellenmesinin ve gecerlilik testlerinin akabinde

Navl.3 modeli gelistirilmistir. Gelistirilen modeller iizerine yapilan molekiiler
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dinamik simiilasyonlar1 Boliim 4’ te verilmistir. Nav1.3 kanalinin modellenmesinde

de yukarida anlatilan prosediir tekrarlanmistir. Nav1.3 kanali,

Cizelge 3.3 : NavPaS ve Navl.4 kanallarinda bulunan Sistein rezidiilerinin
olusturdugu baglar.

NavPaS Sistein Reziduleri Arasindaki Baglar
Uzaklik(A) Rezidii 1 Rezidii 2 Domain
2.24 CYS288 CYS337 D1
1.72 CYS328 CYS343 D1
2.02 CYS709 CYS717 D2
2.02 CYS1011 CYS1030 D3
1.83 CYS1368 CYS1381 D4
Nav1.4 Sistein Rezidlleri Arasindaki Baglar
Uzaklik(A) Rezidii 1 Rezidii 2 Domain
1.99 CYS39 CYS128 D1
2.11 CYS119 CYS134 D1
2.03 CYS286 CYS295 D2
2.05 CYS365 CYS385 D3
2.02 CYS553 CYS568 D4

Navl.4 kanalindan bolge 1 hiicre dis1 bolgede daha kisadir. Bu nedenle Navl.3

kanalinda bu bélgenin ayrica modellenmesi geregi duyulmamastir.
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4. GELISTIiRILEN MODELLERIN GECERLILIKLERININ TESTI

Bu boliimde gelistirilen Nav1.3, Nav1.4 ve Navl.5 homoloji modellerinin tutarliligi
incelenecektir. Izlenecek yol haritasinda, oncelik bu kanallarin molekiiler dinamik
simiilasyonlar ile denge durumuna getirilmesi olacaktir. Kanallarin denge durumuna
getirildigini anlamak icin RMSD hesab1 yapilmistir. Zamana karsi incelenecek
RMSD grafiklerinin bir plato bolgesine ulagmasi ve simiilasyon sisteminin
yogunlugunun suyun yogunluguna yakinsamasi, sistemin denge durumuna geldigini
anlamak acisindan 6nemlidir. Daha sonra Boliim 1’ de agiklandigi gibi bu kanallara
secici olarak baglanan TTX molekiilii kullamlacaktir. TTX molekiili icin
kenetlenme (docking) prosediirii uygulanarak bir Nav1-TTX kompleksi elde edilip
daha sonra bu baglanma bilgileri molekiiler dinamik simiilasyonlar1 ve serbest enerji

hesaplari ile test edilecektir.

Bir protein i¢in kristal yapt modellendikten sonra yapinin dogrulugunun test edilmesi
gerekir. Bu test agsamasinda genellikle izlenen yollardan biri molekiiler kenetlenme
prosediiriidiir. Bu prosediirde ligandlarin proteinlerle etkilesimi sonucunda baglanma
serbest enerjileri elde edilmeye caligilir. Burada yapilan islem ligand1 proteine gore
farkli baglanma konformasyonlar elde edecek sekilde dondiirerek belirli araliklarla
baglanma enerjisi hesaplamaktir. Ancak bu prosediirde proteinler ya sabit tutulur ya
da az bir miktarda hareket edecek sekilde sinirlandirilir. Bu noktada proteinin
hareketi sonucunda degisecek olan baglanma bilgisi kaybedilmis olur. Bu asamay1
bir adim ileri gotirmek icin yapilmasi gereken sistemi dinamik bir sekilde

inceleyecek olan simiilasyon tekniklerinin kullanilmasidir.

4.1 Simiilasyon Sisteminin Kurulmasi

Zar proteinleri, hiicre zar1 boyunca uzanarak hiicre i¢ine ve disina iyon tasinimi
gorevini lstlenirler. Bu nedenle kurulacak olan simiilasyon sisteminin gercek¢i

olmasi i¢in proteinlerin lipid cift katman i¢ine gomiilii olarak tasarlanmasi gerekir.
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Sekil 4.1 : Navl1.4 yapisinin zar yiizeylerine gore durusu.

Bu calismada proteinlerin zar i¢inde yonelimlerini tespit etmek icin OPM veritabani
[Lomize ve ark., 2006] kullanilmistir. Sekil 4.1°de Nav1.4 modelinin zar yiizeylerine
gore yonelimi gosterilmektedir. Elde edilen modellerin zar i¢indeki duruslar tespit

edildikten sonra VMD [Humphrey ve ark., 1996] yazilimi ile zar boyunca uzanacak

Sekil 4.2 : Ornek simiilasyon sistemi.

sekilde yerlestirilebilir. Zar ve protein birlestirildikten sonra sistemin yogunlugu

dikkate alinarak su molekiilleri eklenir. Son olarak iyonlar sisteme rastgele
28



eklenebilir veya VMD yazilimi1 Poisson-Boltzmann denklemini ¢ozerek potansiyel
enerjinin minimum oldugu yerlere ekleyebilir. Sekil 4.2° de NavPaS adli kanalin

ornek simiilasyon sisteminin goriiniimii verilmistir.

4.2 NavMs kanali baz alinarak gelistirilen Nav1.4 modelinin Molekiiler

Dinamik Simiilasyonu

NavMs baz aliarak gelistirilen Nav1.4 modeli icin, gerceklestirilen 174 ns MD
simulasyon sonucunda dengeye getirilmistir. Sekil 4.3 te RMSD hesabi verilmistir.
Gelistirilen model 50x50 A biiyiikliigiinde membran icine gdmiilmiig, daha sonra su
ve iyon eklenmistir. Ssitem yaklasik olarak 60000 atom icermektedir. Her bir MD
adimi 2 fs se¢ilmistir. Bu c¢alisma i¢in 16 g¢ekirdekli bir bilgisayarda ns basina
ortalama siire 5 saattir. Sadece 200 ns ‘lik bir MD c¢alismasi bir aydan daha fazla
zaman almaktadir. MD baslangicinda ana zincir atomlarina ve filtredeki bag yapan

D400, E755, K1237, T1527, G1238, W402, D1532, T1235, W1531, T398, W756,

12 T | T | T |
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Sekil 4.3: NavMs kanali icin RMSD hesabi.

Q399, M1240 rezidiilerinin tim atomlarma 10 kcal/mol kisitlama uygulanmigstir.
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Ana zincir atomlarinda bulunan kisitlama ilk 10 ns siiresince her 1 ns’de 1 kcal/mol
azaltilarak 11.ns baslangicinda sifirlanmistir. Bag yapan rezidiillerde bulunan
atomlardaki kisitlamalar da ilk 9 ns siiresince her 1 ns’de 1 kcal/mol azaltilmis olup

10.ns ‘de lkcal/mol, 11.ns’de 0.5 kcal/mol kisitlama birakilmistir. 12.ns’den itibaren
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Sekil 4.4 : NavMs kanalinda segici filtreyi olusturan baglar.

bag yapan rezidiilerde bulunan atomlardaki kisitlamalar da kaldirilmistir ve bu
noktadan itibaren sistemde hicbir kisitlama uygulanmamistir. Sekil 4.4’ te ilgili
rezidiilerdeki N-O atomlarinin bag uzunluklarinin 115 ns boyunca zamanla degisimi

goriilmektedir. Burada “o

gostermektedir. Bag yapan D400(0OD2), E755(0OE2), K1237(NZ) ve T1527(0G1)

standart sapma ve “X,,~ ortalama bag uzunlugunu

rezidiileri secici filtreyi olusturan baglardir [Mahdavi ve ark., 2015]. Bunlara ek
olarak kisitlama verilerek baglanan prosediir uygulandigimda  E755(OE1)-
M1240(N), T1235(0G1)-W1531(NE1), T398(0OG1)-W756(NE1) ve Q399(NE2)-
T1527(0) baglarinin da kararh bir davranig sergiledigi gozlenmistir. Gelistirilen bu

modelin MD simiilasyonlari ve test islemleri sirasinda NavPaS yapisinin ortaya
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cikmasi ile baz alinacak yapi1 degistirilmistir. NavPaS yapisinin Navl kanallan ile
benzerligi, NavMs yapisina gore cok daha fazladir. Ayrica NavMs yapisinin
sekansinin kisa olmasi sonucunda modellenemeyen hiicre dist bolgeler NavPaS
yapisi baz alinarak modellenebilmistir. Bu asamadan sonra NavPaS yapisi baz

almarak gelistirilen modellerin ayrintilarindan bahsedilecektir.

4.3 NavPaS kanali baz alinarak gelistirilen Nav1.3, Nav1.4 ve Navl.5

Yapilarimin Molekiiler Dinamik Simiilasyonu

NavPas kristal yapis1 baz alinarak gelistirilen Nav1.3,Nav1.4 ve Nav1l.5 yapilarinin
homoloji modelleri 100x100 A biiyiikliigiinde membran icine gémiilmiis, daha sonra

su ve iyon eklenmistir. Hiicre disi bolgesinin dahil edilmesi sistemi hem x-y

1 .5 I T T T T | _ Navpas

05— —

S
T
|
Z
2
o

og 1 - —
a - _
S
> 05 —/MAAM
0 | | |
| — Navl.5
1 — —
0.5 —//‘M —
0 | | |
0 25 50 75 100

Zaman (ns)

Sekil 4.5 : NavPaS, Nav1.3 ve Nav1.5 modellerinin RMSD hesabi.

yoniinde hem de z yoniinde biiyiitmiistiir. Bu sistem NavMs bazli modelde yaklasik
60000 atomdan olusurken, NavPaS baz alnarak gelistirilen modeller icin simiilasyon
sistemleri yaklasik 120000 atomdan olusmaktadir. 150 mM iyon konsantrasyonu
olan sulu ¢ozeltide membrana gomiilii sistemler i¢in MD simiilasyonlar1 yapilmistir.

MD simiilasyonlarina ait RMSD grafikleri Sekil 4.5’ te verilmistir. RMSD
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Sekil 4.6 : Nav1.4 modelinin RMSD hesabi.

grafiklerinden her ii¢ sisteminde dengeye geldigi goriilmiistiir. Nav1.4 modeli icin
RMSD grafigide Sekil 4.6° da verilmistir. Bu grafikte iki gecis noktasi
goziikmektedir. Biitiin modellerde dengeye getirme islemi yapilirken baslangicta
proteinin tamamina bir kisitlama konulup yavas yavas bu kisitlama kaldirilmistir.
Ancak Navl.4 modelinde hiicre dig1 bolge uzun oldugu i¢in 6nce de hiicre disindaki
bolgedeki kisitlamalar kaldirilmis, 65. ns’den itibaren hiicre zarinda bulunan kisim

yavas yavas serbest birakilarak sistem dengeye getirilmistir.

4.4 NavPaS, Navl.4 ve Navl.5 Yapilarina TTX Baglanmasi

Olusturdugumuz Navl.4 ve Navl.5 yapilarinin test edilmesi i¢in her iki yapiya da
TTX baglanmasi incelenmistir. Birinci boliimde voltaj kapili sodyum kanallarina ait
TTX baglanma duyarliklar verilmistir. TTX molekiiliit Nav1.3, Navl.4, Navl.6 ve
Navl.7 yapilarina nanomolar boyutunda baglanma sabiti ile baglanirken Nav1.5 ve
Navl.8 yapilarina bin kat daha kiicik mikro molar baglanma sabiti ile
baglanmaktadir. O nedenle olusturulan modellerin test edilmesi i¢in Navl.4 ve
Navl.5 yapilarina TTX baglanmasi incelenmistir. Model yapilara TTX baglanmasi
icin oncelikle Autodock programi [Morris ve ark. , 2009] kullanilarak docking

yapilmigtir. Dengeye getirilmis yapilarin 75-100 ns arasindaki her 5 ns de bir
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Sekil 4.7 : Nav1l.4 modeline TTX baglnnmasinda etkili olan atomlarin birbirlerine
olan uzakliklarinin zamana bagl degisimi.

(snapshot) fotograf karesi alinip bu kareye docking yapilmistir. Her bir docking icin
200 konformasyon alinmistir. Nav1.4-TTX yapisinda en ¢ok kiimelenme olusturan

en diisiik baglanma skoruna sahip yapilar secilmis (EK 4) ve Navl.4 yapisinda
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| | | | | | | | 1
' [ ' [ ' [ ' E758(OE2) - TTX(06)
—— E758(OEI) - TTX(06)
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Sekil 4.8 : NavPaS, Navl.4 ve Nav1.5 yapilarina TTX baglanmasinda, TTX
molekiiliiniin baglanma bolgesine olan uzakligi.
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deneylerde gozlenen baglarin olup olmadigi molekiiler dinamik simiilasyonlar ile
kontrol edilmistir. Son 50 ns i¢in Nav1.4-TTX kompleks yapisinda bag yapan
atomlara ait baglanma mesafelerinin zaman serisi Sekil 4.8 de gosterilmistir.
Deneyde etkili oldugu ileri siiriilen 6 rezidiiden ii¢ii korunmaktadir. (Cizelge 3.3).
Ayrica deneyde incelenmemis D1241 rezidiisiiniin katki sagladigi goriilmektedir
(Sekil 4.8). Aym calisma Navpas-TTX ve Navl.5-TTX sistemleri igin
tekrarlanmistir. Docking ¢alismalarinda ve MD simiilasyonlarinda NavPas yapisinin
TTX ile baglandig1 gézlemlenmistir. Navpas yapisinda D (bolge 1 filtre bolgesi) ve
E (bolge 2 filtre bolgesi) rezidiilerinin baglanmaya katki sunduklar1 gozlenmistir.
Ayrica NavPas yapisina ait segici filtre (DEKA) merkezi ve TTX molekiiliinde
guanidium grubu merkezi arasindaki mesafe Sekil 4.7°de mavi egri ile verilmistir.
Bu grafik TTX molekiiliiniin Navpas yapisina baglandigin1 gostermektedir. Nav1.5-
TTX sistemi i¢in docking ¢alismasinin akabinde yapilan MD caligmasinda herhangi
bir baglanma gozlenmemistir. Sekil 4.7’de Navl.5 yapisina ait segici filtre (DEKA)
merkezi ve TTX molekiiliinde guanidium grubu merkezi arasindaki mesafe kirmizi
egri ile verilmistir. Bu grafik TTX molekiiliiniin Nav1.5 yapisindan uzaklastigini
gostermektedir. MD yaparken kompleks sistem dengeye getirilene kadar hem protein

hem de liganda kisitlama konuldugu ve kisitlamanin yavas yavas kaldirilmistir.

4.5 Nav1.4 Kanal icin Na+/K+ seciciliginin hesaplanmasi

Gelistirilen Navl.4 modelinde filtre bolgesi icin secicilik hesab1 yapilmistir. Bu
hesaplamay1 yapmak ic¢in filtre bolgesinde bulunan bir sodyum (Na) iyonunu
potasyuma ve kanalin disina daha 6nceden eklenen bir potasyum iyonunu sodyuma
cevirme islemi yapilmistir (ileri). Aym1 zamanda hesaplamanin histerisis etkisinden
bagimsiz oldugunu gostermek icin filtrede bulunun bir potasyum iyonu sodyum
iyonuna doniistiiriiliirken su i¢inde bulunan bir sodyum iyonu potasyum iyonuna
dontigmiistiir (geri). Hesaplama serbest enerji pertiirbasyon metodu ile yapilmistir,
(0-1) arasinda yiiz lambda degeri kullanmilmistir. Sekil 4.9’ da kiimiilatif serbest
enerjinin lambda degerlerine gore degisimi ileri (siirekli ¢izgi) ve geri (kesikli ¢izgi)
siirec i¢in ayri ayri verilmigtir. Serbest enerji hesabi sonunda ileri serbest enerji
degeri 1.4 kcal/mol elde edilirken geri serbest enerji degeri -0.4 kcal/mol elde

edilmistir. Hesaplamadaki histerisis etkisi (1 kcal/mol) kabul edilebilir sinirlar
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Sekil 4.9 : Secicilik serbest enerjisi hesaplamasi.

icerisindedir. leri ve geri siireclerin ortalamasindan elde edilen serbest enerji degeri

0.8 kcal/mol olup, deneysel verilerle hata sinirlar icerisinde uyumludur.

4.6 NavPa$S ve Nav1.4 Yapilar: icin PMF Hesab

Sistemler dengeye getirildikten sonra PMF yapmak icin Semsiye Ornekleme (US)
metodu kullamildi. Semsiye Ornekleme metodu onceden tanimlanmis reaksiyon
koordinatlar1 boyunca uygulanan bir simiilasyon metodudur. Bu metot bir harmonik
potansiyel enerji terimi iceren Hamiltonyen diizenlenerek uygulanir [Straatsma ve

ark. 1986].

Burada H(A), potansiyel enerji fonksiyonu veya sistemin Hamiltonyenidir, A
reaksiyon koordinatinin akim degeridir. A; ve k; sirasiyla ornekleme i’nin merkezi

ve kuvvet sabitidir.
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US yonteminin basarili bir uygulamasi igin gerekli kosul, son derece uygun
reaksiyon koordinat1 ve ek potansiyel secimine bagl olarak yeterli drneklemelerdir.
Ideal bir eklenen potansiyel, reaksiyon koordinati boyunca diizgiin 6rneklemeler
saglamalidir. Bir serbest enerji profilinin sekli hakkinda 6nceden bilgi varsa, serbest
enerjinin negatifi ek potansiyel olarak kullanilabilir. Ne yazik ki, PMF profili cogu
durumda oOnceden bilinmemektedir ve ek potansiyellerinin diger formlan
kullanilmalidir. Dolayistyla tipik olarak, reaksiyon koordinati boyunca her pencerede
bir harmonik ek potansiyeli uygulanir.

Bu metotta, reaksiyon koordinatlart boyunca semsiye potansiyelinin farkli
yerlesimlerinde ¢cok sayida simiillasyon calistirilir. Her  simiilasyonun
orneklemelerden uygulanan potansiyel enerji ile temsil edilen popiilasyon degerleri
ortaya cikarilir. Elde edilen popiilasyonu (yogunluk fonksiyonu) Agirlikli Histogram
Analiz Yontemi (WHAM) [Kumar ve ark., 1992] kullanilarak reaksiyon koordinati
boyunca birlestirilir. Yapilan WHAM analizinde ilk olarak eklenilen harmonik
potansiyel cikartilmak suretiyle yogunluk dagilimi potansiyelden armndirilir (aym
zamanda etkilenmemis (unbiasing) olarak adlandirilir). Etkilenmemis yogunluk
dagilimlarinin birlestirilmesinden elde edilecek toplam yogunluk dagilimi serbest
enerji profilinin iistel fonksiyonudur ve logaritma almak suretiyle serbest enerji
profili elde edilir.

Protein-TTX kompleks yapisinda z ekseni boyunca PMF yapilacak bolgedeki (10 A
ile 45 A araliginda) TTX molekiilii US yontemi ile orneklendirilmistir. Arahk her
yarim A’da bir pencere konulacak sekilde orneklendirilmistir. Simiilasyonlarda z
yoniinde konulan 15 kcal/mol/A?’lik harmonik kisitlamaya ek olarak TTX
molekiiliinii eksen {iizerinde tutabilmek icin silindirik potansiyel uygulanmistir.
Silindirik potansiyel kuyudan ibaret olup, i¢inde potansiyel sifir, digsinda sabittir. Bu
potansiyelin orneklenen tim pencerelerde molekiili z ekseni iizerinde tuttugu
gozlenmistir. PMF hesab i¢in her bir pencere i¢in 8 ns simiilasyon yapilmus, ilk 1 ns
denge icin kullanilmigtir. PMF hesabi WHAM metodu kullanarak son 7 ns’lik
simiilasyon i¢in ¢ikartilmistir. Elde edilen PMF degerlerinin yakinsamasi i¢in bir
siire daha 6rneklemeye gerek vardir. Son 7 ns simiilasyondan ¢ikartilan PMF egrileri
Navpas-TTX ve Navl.4-TTX i¢in Sekil 4.10°da kirmizi ve mavi renklerde

verilmigtir. Navl.4 yapisinda baglanma cukurunun ve serbest bolge arasindaki
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Sekil 4.10 : Ortalama Kuvvet Potansiyeli Hesab.

bariyer 16 kcal/mol iken Navpas yapisinda bu bariyer 5 kcal/mol diir. Navl.5
yapisinda hi¢ baglanma elde edilmemektedir. Navl.4 PMF egrisinden baglanma
cukurunun olduk¢ca genis oldugu goriilmektedir. MD trajektorii verilerinin
incelenmesinde TTX molekiiliiniin baglanma c¢ukurunda dik pozisyondan yatik
pozisyona gectigi gozlenmektedir. Aym1 durum Navpas molekiiliinde de gecerlidir.
Nav1.4 yapisindan genis ve diiz olan baglanma ¢ukuru Navpas yapisindan kii¢iik bir
bariyerle ayrilmis 2 cukur seklinde karsimiza c¢ikmaktadir. Ik cukurda TTX
molekiilii dik dururken 2. ¢cukurda egilmis durumdadir. Sekil 4.10° da gorillen PMF

hesabi kullanilarak baglanma sabiti bulunabilir. Baglanma sabiti,

z1
exp [— W]tg"Z) dz 4.2)

K;7t= 1000nR2NAf

20
ile verilir [Gordon ve ark., 2013]. Burada R etkin kanal yaricapi, W(z) serbest enerji
(PMF), z; ve z, reaksiyon koordinatlarinin baglanma minimumu ve serbest bolge
pozisyonlaridir. Burada R i¢in 5.0 A alinmis ve integrasyon Sekil 4.10’da verilen
PMF egrisinde z,=13, 7,=30 A arasinda almmistir. Navl.4 yapist i¢in 62 nM

baglanma sabiti bulunmustur. Literatiirde TTX’in Navl.4 kanallarina baglanmasi
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icin nM boyutunda deger verilmistir [Penzotti ve ark.,1998]. Navpas-TTX PMF
profilinden elde edilen baglanma sabiti 203 pM’ dir. Hesapladigimiz baglanma

sabitleri literatiirde yayinlanan deneysel degerler ile olduk¢a uyumludur.
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5. SONUC VE TARTISMA

Tez calismamin baslangicinda sunmus oldugum tez Onerisinde tutarli bir Navl.4
modelinin gelistirilmesi amaclanmistir. Bu Oneriye uygun olarak tez c¢aligmasi
sonunda gelistirilen Navl.4 ve Navl.5 modelleri TTX molekiiline baglanmasi
yoluyla test edilmistir. Her iki protein yapisina ait TTX baglanma degerleri deneysel
olarak mevcuttur. Deneysel veriler Navl.4 yapisinin nanomolar biiyiikliigiinde
baglandigim1 6ngoriirken Nav1.5 yapisinin baglanma sabiti bin kat daha kiiciiktiir.
Modellerden elde ettigimiz baglanma sabitleri arasinda da yaklasik olarak bin katlik
bir fark vardir.

Burada iizerinde durulmasi gereken ilk sey bu kanallar yaklasik olarak 400 rezidiiden
olugmakta olup kanalin tamamini tutarh bir sekilde modellemek uzun ve zor bir istir.
Gelistirilen modeller TTX baglanmasi yoluyla test edildigi icin bu kanallarin
tutarliligindan bahsederken, kanallarin aktif bolgeleri (secici filtre bolgesi) ve bu
bolgelerle dogrudan etkilesimi olan bolgeler (kavite bolgesi) diisiiniilmelidir. Bu
cercevede gelistirilen Nav1.4 ve Nav1.5 modellerinin giivenilir oldugu soylenebilir.
Elde edilen modeller 1siginda calismanin devaminda diger Nav kanallar1 da
modellenebilir. Ayrica gelistirilen modellere ikinci bir gecerlilik testi acisindan p-

konotoksin baglanmasi incelenebilir.
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EKLER

EK 1:
EK2:
EK 3:
EK 4:
EK5:

NavAb kanalinin yandan ve iistten goriiniimii

NavPaS, Nav1.3 ve Nav1.4 kanallar1 arasinda yapilan hizalama islemi
NavPaS ve Navl.5 kanallar arasinda yapilan hizalama islemi

Navl.4 yapisina TTX baglanmasinda secilen kenetlenme kiimesi

Simiilasyon sistemleri i¢in 6rnek konfigiirasyon dosyasi
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EK 1

P2

Hiicre disina agilan bolge
Segici Filtre
S5

Kavite Bolgesi

Aktivasyon Kapisi

Sekil Ek.1 : NavAb kanalinin yandan ve iistten goriiniimii [Catterall., 2015].
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Domain 1 — Extracellular

Domain 1 - S5 Helix
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Sekil Ek.2 : NavPas, Nav1.3 ve Nav1.4 yapilarinin hizalama islemi.
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|

Domain4 — P1

Domain 4 — S6 Helix

NavPaS ve Navl.5 yapilarinin hizalama iglemi.

Sekil Ek.3



Konformasyon Sayisi

EK 4
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Sekil Ek.4 : Navl.4 — TTX kompleksi i¢in kenetlenme kiimesi ve baglanma pozisyonu.
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EK 5

set run_step 500000

setinput  eq00

set input_pr eq00

set tcl_inp  ./eq00.tcl

set inputname ./out_S$input_pr

set outputname ./out_$input
#bincoordinates $inputname.restart.coor
#binvelocities $inputname.restart.vel
#extendedSystem S$inputname.restart.xsc
setref_smd ./refsmd.pdb

setref_umb ./refumb0.pdb

set ref_fix ./reffix.pdb

coordinates  ./refcrd.pdb

structure Jref.psf

parameters  ./par_all36_lipid.prm
parameters  ./par_all36_prot.prm
parameters  ./par_all36_cgenff.prm

set firsttimestep 0
set temperature 300

setsmd 0

set cons 1

set start 1

paraTypeCharmm on
temperature $temperature
binaryoutput yes
exclude scaled1-4
1-4scaling 1.0

cutoff 10.

switching on
switchdist 8.5

pairlistdist 11.5

timestep 2.0 # 2fs/step

rigidBonds all ;# needed for 2fs steps
nonbondedFreq 1

fullElectFrequency 1

stepspercycle 10

cellBasisVectorl 96.0 0.0 0.0
cellBasisVector2 0.096.0 0.0
cellBasisVector3 0.0 0.0 129.0
cellOrigin 0.0 0.0 0.0



wrapAll on
DCDUnitCell  yes

PME on

PMEGridSizeX 96 # grid-pts along cellBasisVectorl.
PMEGridSizeY 96 # along cellBasisVector2.
PMEGridSizeZ 129 # along cellBasisVector3

margin 2

langevin on
langevinDamping 10
langevinTemp 300
langevinHydrogen off

LangevinPiston on
LangevinPistonTarget 1.0
LangevinPistonPeriod 200
LangevinPistonDecay 100
LangevinPistonTemp 300
#SurfaceTensionTarget 10.0
useGroupPressure  yes
useFlexibleCell yes
#useConstantArea yes
useConstantRatio yes

outputName $outputname

restartfreq 500
dcdfreq 500
xstFreq 500
outputEnergies 500
outputPressure 500
outputtiming 500
#velDCDfile

#vel DCDfreq 500

fixedAtoms off
fixedAtomsForces on
fixedAtomsFile $ref fix
fixedAtomsCol O

if {$smd == 0} {
SMD off
} else {
SMD on

SMDFile $ref_smd
SMDDir0 0 1

SMDk 0.3

SMDVel 0 # 0.A/ps
SMDOutputFreq 10000

}
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if {$cons == 1} {

constraints on
consexp 2
consref $ref_umb
conskfile $ref_umb
conskcol B
selectConstraints on
selectConstrX on
selectConstrY on
selectConstrZ on

} else {
constraints off }
tclForces on

tclForcesScript ~ $tcl_inp

# Minimization

if {$start ==1} {
minimize 1000;

}

run $run_step
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