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OZET

Sagsoz, ML.E., Kerevit Ganglia Transkriptomundaki Otopetrin Benzeri Bir
Proton Kanalinin Modellenmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Biyofizik Programm Ana Bilim Dah Doktora Tezi, Ankara, 2023.
Norobilimde iyon kanallari ve c¢esitli norotransmitter ve noromodiilatorlerin
islevlerinin anlasilmasi agisindan kerevit siklikla kullanilan bir model organizmadir.
Cesitli proteinlerin molekiiler yapisi ve diger protein ve ligandlarla dinamik
etkilesiminin bilgisayar ortaminda (in silico) modellenmesi giiniimiizde giderek artan
oranda deneysel c¢aligmalarla uyumlu sonuglar vermektedir. Simiilasyon, s6z konusu
proteinlerin  etkilesim dinamiklerinin  belirlenmesi, c¢esitli agonist ya da
antagonistlerinin 6nerilmesi noktasinda zaman ve biitceden tasarruf saglayan énemli
bir arag haline gelmistir.

Bu tez calismasinda kerevit gangliasinda ilk kez tarafimizca izole edilmis otopetrin
ailesinden bir proton kanalinin tam dizileri kullanilarak bunlarin ii¢ boyutlu yapisi
Alphafold ile belirlenmistir. Yap1 ve fonksiyon arasindaki iliski CHARMM kuvvet
alan1 kullanilarak NAMD molekiiler dinamik yazilimi araciligi ile modellenmis,
iyonlarin protein rezidiileri ve sulu ¢ozeltide bulunma olasiliginin yiiksek oldugu

konumlar belirlenerek proton iletim yollar1 tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: kerevit, ganglia, in silico, simiilasyon, proton kanali

Bu arastirmada yer alan tiim/kismi niimerik hesaplamalar TUBITAK ULAKBIM,
Yiiksek Basarim ve Grid Hesaplama Merkezi’nde (TRUBA kaynaklarinda)
gergeklestirilmistir.
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ABSTRACT

Sagsoz, M.E., Modeling of an Otopetrin-Like Proton Channel in the Crayfish
Ganglia Transcriptome, Hacettepe University Institute of Health Sciences,
Department of Biophysics PhD Thesis, Ankara, 2023. Crayfish is a frequently
used model organism in neuroscience to understand the functions of ion channels and
various neurotransmitters and neuromodulators. In silico modeling of the molecular
structure of various proteins and their dynamic interactions with other proteins and
ligands is increasingly yielding results that are compatible with experimental studies.
Simulation has become an important tool that saves time and money in determining
the interaction dynamics of the proteins in question and recommending various

agonists or antagonists.

In this thesis, the three-dimensional structure of the proton channel was determined
by Alphafold using the complete sequences of a proton channel from the otopetrin
family, which was determined for the first time by our research team. The
relationship between structure and function was modeled by the NAMD molecular
dynamics software using the CHARMM force field, and the proton transmission
paths were determined by distribution of the positions where the ions are likely to be

found in protein residues and aqueous solution.

Keywords: crayfish, ganglia, in silico, simulation, proton channel

The numerical calculations reported in this paper were fully/partially performed at
TUBITAK ULAKBIM, High Performance and Grid Computing Center (TRUBA

resources).
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1. GIRIS

Biyofizik, fiziksel kuvvetlerin (mekanik, elektrik, manyetik) ve enerjinin
(1s1k, 181, ses vb.) canli hiicreler, dokular veya tiim organizma {izerine aktarimi ve
etkileri iizerine arastirma yapan bir disiplindir. Ayrica biyolojik sistemlerin yap1 ve
fonksiyon iligkisi molekiiler diizeyde fiziksel etkilesimlerin modellenmesi biyofizik
calisma alanlar igerisinde yer almaktadir. Biyolojik organizmalarin canlilik olarak
nitelendirdigimiz islevleri, kendilerini teskil eden hiicre c¢esitlerine, hiicrelerin
cesidini belirleyen zarlar1 {izerindeki, sitoplazmalarindaki veya organellerindeki
protein yapilara baglidir. Biyolojik yapilarin genellikle amino asit (AA) dizilerinin ii¢
boyutta teskil ettigi proteinlerden olusmasi, canlilifin isleyis mekanizmalarin
anlama ve insan saglig1 yararina kullanma a¢isindan bunlar yapisal ve fonksiyonel
olarak agikliga kavusturmanin Onemini ortaya koymaktadir. Molekiiler diizeyde
yasami yapisal olarak olusturan ve bu yapilarin etkilesimlerini diizenleyen olaylarin
modellenmesi molekiiler etkilesim alani kurami ve bunun bilgisayar kodlarina

uyarlanmasina dayanmaktadir.

Kabuklular (crustaceans) model organizma olarak, tek néron 6zelliklerinden
davranig bilime kadar sinir sistemi islevini anlama amaciyla kapsamli bir sekilde
incelenmistir. Ancak bu amaca son derece elverisli bu fizyolojik sistemlerin
molekiiler dizi bilgisi eksikligi, molekiiler model olarak arastirilmalarini
zorlagtirmaktadir. Norobiyoloji arastirmalarinda yaygin kullanilan model organizma
olmalarima ragmen, kabuklularda, modern molekiiler biyolojiyi ve yiiksek verimli

dizileme yaklasimlari biiyiik 6l¢tide ihmal edilmistir (1).

Sinirbilimdeki  birgok temel bilgi, kabuklu preparatlarindan elde
edilmistir. Bunlardan bazilari; komut lifleri, elektriksel ciftlenim ve presinaptik
inhibisyon olarak siralanabilir. Kerevitler lizerinde yapilan calismalarda GABA
inhibitdr bir ndrotransmitter olarak belirlenmistir. Aksiyon potansiyeli iretimi ve
yayilmasina iliskin ilk ¢alismalara zemin hazirlamistir. Ik hiicre ici floresan boya

enjeksiyonu (2) kabuklularda gergeklestirilmistir. Boylelikle ndrobilimde iyon



kanallari, ¢esitli norotransmitter ve noromodiilatrlerin islevlerinin anlagilmasi

acisindan kerevit siklikla kullanilan bir model organizma olmustur.

Bu tez caligmasinda kerevit ganglion dokusundan tarafimizca izole edilmis
Otopetrin benzeri muhtemel bir proton kanalinin tam dizileri kullanilarak ti¢ boyutlu
yapist belirlenmistir. Ayrica membran {izerinde molekiiler dinamik simiilasyon ile

proton iletim yollar1 tespit edilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Proteinler

Genetik koddan firetilen (proteinojenik) ve sahip olduklar1 R (yan zincir)
grubuna gore 20 farkli isim alan amino asitler, birinin amino azotu (N) ve digerinin
karboksil karbonu (C;) arasindaki dehidrasyon tepkimesiyle olusan peptid baglartyla
uzun zincirler seklinde baglanarak proteinlerin birincil yapisini meydana getirirler
(Sekil 2.1). Bu amino asit (AA) zincirleri iizerindeki bir AA’in karbonil oksijeni ve
bagka bir AA’in amino hidrojeni arasindaki hidrojen baglariyla a-heliks ve p-tabaka
seklinde ikincil yapilar olustururlar. a-helikste her 100 derecelik doniiste (360/3.6)
bir rezidii bulunur (Sekil 2.2A). B-tabakalar, bitisik iplikler arasinda hidrojen baglar
ag1 tarafindan bir arada tutulan polipeptit zincirinin gerilmis bdliimleri olan birkag -
seritinden olusur (Sekil 2.2B). AA’lerin R gruplari arasindaki kovalent olmayan
hidrojen bagi, iyonik bag, dipol-dipol etkilesimleri ve London dagilim kuvvetleri gibi
etkilesimlerle ve kovalent bag tiirii olan disiilfid baglar ile proteinler ii¢ boyutta
katlanarak bunlarin {i¢iinciil yapilar1t meydana gelir. Birden fazla polipeptid zincirinin
(alt birimlerin) bir araya gelmesiyle bazi proteinlerin dordiinciil yapisi olusur.
Proteinlerin birincil zincir yapisint kaybetmeden fonksiyonlarini olusturan bu ¢
boyutlu yapisini kaybetmesine denatlirasyon denir. Biyolojik organizmalarin hayati
biyokimyasal reaksiyonlarini katalizleyen birgok enzim protein yapidadir.
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Sekil 2.1. AA Yapisi ve Polipeptid Olusumu.

PDB (Protein Veri Bankasi-Protein Data Bank), biyolojik makromolekiillerin
(proteinler ve niikleik asitler gibi) lic boyutlu yapisal ve dizi verilerinin toplandig1 bir

veri tabanidir. Genel olarak X-1s1m1 kristalografisi (XRD), Niikleer Manyetik



Rezonans (NMR) spektroskopisi veya giderek artan bir sekilde kriyo-elektron
mikroskobu (cryo-EM) ile elde edilen ve diinyanin dort bir yanindan bilimciler
tarafindan saglanan verilere, liye kuruluslarin web siteleri araciligiyla internet
tizerinden {icretsiz olarak erisilebilmektedir. PDB, yapisal genomik gibi yapisal

biyoloji alanlarinda bir bagvuru kaynagi halini almistir (3).

=%

Sekil 2.2. A)PDB 60BI Myosin-VI a-Heliks ve B) PDB 6J48 B-Tabaka Yapilari.

Sanger tarafindan 1940'larda ilk defa insulin proteininin yapisinin
belirlenmesinden bu yana proteinlerin ii¢ boyutlu yapi1 bilgisinin, proteinlerin
ozellikleri ve islevlerini anlama ac¢isindan cok degerli oldugu ispatlanmistir.
Deneysel yapisal biyolojinin gelisimine paralel olarak, bir proteinin yapisini genetik
koddan elde edilen amino asit dizisinden tahmin etmek lizere bir¢ok hesaplama
yontemi gelistirilmigtir. 1962 Nobel Kimya Odiilii globiiler proteinlerin yapisi
konusundaki 6ncii ¢caligmalar1 sebebiyle Max Perutz ve John Kendrew'a verilmistir.
Bu caligmalari, protein yapilarinin fiziksel ilkelerle nasil agiklandigi sorusunu da
giindeme getirmistir. 1998’de Kohn ve Pople sirasiyla molekiiler modellemenin

gelistirilmesi (DFT; density functional theory) konusuna ve kuantum kimyada



komputasyonel ydntemler gelistirilmesine katkilarindan dolayr Nobel Odiilii
kazanmigtir. 2013 yilinda ise Karplus, Levitt ve Warshel’e kimya deneylerini
bilgisayar ortaminda modelleme calismalarindan dolayr Nobel Kimya Odiilii

verilmistir.
2.2. Protein Katlanmasi

Protein katlanmasi, bir polipeptit zincirinin biyolojik olarak bir islevi yerine
getirebildigi ii¢ boyutlu yapisina geldigi fiziksel siirectir. Protein katlanma sorunu bir
amino asit dizisinin bir proteinin dogal yapisina doniismesini saglayan fiziksel kodun
ne oldugu, proteinlerin nasil hizli bir sekilde katlanabildigi sorulari {izerine
yogunlagmis durumdadir. Kimyasal olarak ayrintili modellerde fiziksel kuvvetlerin
bilgisayar simiilasyonlar1 ancak kiiclik proteinlerin dogru katlanmasin1 tahmin
edebilmektedir. Molekiillerin rastgele termal hareketlerinin diisiik enerjiyi tercih
ederek konformasyonel degisikliklere yol agmasi sebebiyle proteinler hizli bir
sekilde katlanmaktadir. PDB’de yer alan yapisi deneysel olarak belirlenmis diziler

sayesinde, protein yapilarini tahmin etmek daha kolay hale gelmis durumdadir (4).

Cozelti igerisindeki proteinin katlanmasini1 yonlendirmede hidrofobik etkinin,
ana itici gii¢ oldugu diisiiniilmektedir (5). Birgok proteinin heliks yapilart merkezi bir
hidrofobik eksen etrafinda olusur. Proteinlerin iiciinciil yapr olusumunu agirlikl
olarak hidrofobik etki sebep olur. Bu sebeplerden proteinlerin katlanmasinin
meydana geldigi ortamlarin ana ¢6ziiciisii olan suyun yapssi, fiziksel 6zellikleri ve su

molekiillerinin yaptig1 etkilesimler 6nem kazanir (6).
2.3. Molekiiler Dinamik Simiilasyon

Tiim klasik simiilasyon yontemleri, molekiiler etkilesimleri hesaplamak ve
sistemin potansiyel enerjisinin nokta benzeri atomik koordinatlarin bir fonksiyonu
olarak degerlendirildigi kuvvet alanlar1 (7, 8, 9, 10, 11) olarak adlandirilan kismi
deneysel yaklasimlara dayanmaktadir. Kuvvet alani, potansiyel enerjiyi hesaplamak
icin kullanilan molekiil koordinatlarindan gelen kuvvetler ve denklemlerle birlikte bir
parametre kiimesinden olusur. Kuvvet alanlar1 bag kopmasi ya da olusumu gibi

olaylar1 modelleyemezler (12).



Molekiiler dinamik (MD) simiilasyon, molekiiler sistemin kuvvet alam ile
hesaplanmis atomik koordinatlarinin fonksiyonu olan potansiyel enerjisinin
hesaplanmas1 ve enerji denkleminden baglayarak atomlarin zamana baglh yer
degistirmesinin belirlenmesidir. Boylelikle molekiiler sistemi olusturan atomlarin
bagli ve bagli olmayan fiziksel etkilesim alanlar1 altinda zaman igerisindeki termal
hareketleri hesaplanarak gorsel hale getirilebilmistir. Sistemin atomlarina etkiyen
kuvvetler, potansiyel enerjisinin konuma gore birinci tiirevi ile elde edilir. Kuvvetin
Newton'un hareket denklemlerine gore c¢oziimi sistemin dinamik davranisini
belirlemek i¢in kullanililir. Klasik Newton hareket denklemleri, kuantum
diizeltmelerinin dikkate alinmasi gereken bazi durumlar hari¢, genel olarak

biyomolekiiller i¢in yeterli olmaktadir (13, 14).

Molekiiler modelleme ydntemlerinden molekiiler mekanikte (MM) klasik
mekanik formiilleri kullanilarak kimyasal bag yapmis atomlardan olusan bir sistemde
atomlar arasindaki etkilesimler tanimlanir. Bu modelleme yontemi ile biiyiik
molekiiller (steroidler vb) diisiik hesaplama maliyetleriyle hizla modellenebilir.
Ligand-reseptdr, enzim-substrat etkilesimi gibi anahtar-kilit mekanizmasi benzeri
molekiillerin birbirine geometrik olarak uyumunun arastirildigi docking g¢alismalari
bu yontem ile yiiritiliir. Proteinlerin {i¢ boyutlu yapisindaki sekil degisiklileri
konformasyon olarak adlandirilir. Biiyiik yapili sistemler i¢in (enzimler gibi) tepkime
1s1s1 ve konformasyon kararlilik degiskenleri kisa siirede hesaplanabilir. Ancak MM
ile molekiilin dis yoriinge elektronik yapisina dayali bag yapma 0Ozelliklerini
modellemek miimkiin degildir. AMBER (Enerji iyilestirmesiyle destekli model
gelistirilmesi -Assisted Model Building with Energy Refinement) ve CHARMM
(Harvard Makromolekiiler Mekaniginde Kimya- Chemistry at HARvard
Macromolecular Mechanics) molekiiler mekanik programlarindan bazilaridir.
Kuantum mekaniksel (QM) modellemeye 6rnek olarak, Hartree-Fock Self Consistent
Field (HF-SCF) modelinde, elektron-elektron etkilesimleri igin ortalama bir
elektriksel potansiyel temel alinir. Boylelikle molekiil titresim frekanslar
hesaplanabilir. Molekiil geometrisi belirlenebilir. QM modellleme kullanilan Density
Functional Theory (DFT)’de ise molekiil i¢in kuantum mekanik modellemedeki

dalga fonksiyonlar1 yerine, elektron olasilik yogunlugu (p) hesaplanir. QM



modellleme, molekiiliin elektriksel 6zelliklerinin belirlenmesinde MM’ye nazaran
daha dogru sonuglar vermektedir. Bu modelleme Schrodinger dalga denklemine
dayanir. Nispeten yavas bir hesaplama yontemidir. Kii¢iik molekiillere
uygulanabilmektedir. Steroid gibi biiyiikk molekiillerin modellenmesi hesaplama
maliyeti ile zaman1 artirmaktadir. GAUSSIAN, CACHE, HYPERCHEM, GAMESS,
vb ab initio molekiiler orbital yontemlerinin kullanildigi paket programlarindan
bazilaridir. Bu programlar gecis yapilarini, reaksiyon koordinatlarini, titresim
frekanslarin1 ve yogunluklar1 hesaplayabilmektedir. Daha kapsamli bir yazilim olan
Gaussian, tek basmna veya QM/MM hesaplamalarinin bir parcasit olarak
kullanilabilen birkag¢ yar1 deneysel ve molekiiler mekanik yontemini icermektedir.
Geometrik optimizasyon yonteminde potansiyel enerji molekiiler baglarin birer yay

gibi degerlendirildigi Hooke kanununa gore hesaplanir (15).

Etop = Egerilme + Ebﬁkiilme + Eburulma + Evdw + Eelektrostatik + ... (2-1)

Burada; Eiop: molekiiliin toplam enerjisi, Egeriime: bag gerilim enerjisi, Epikiiime:
bag (bend) egilime enerjisi, Epyruma: burulma (torsion) enerjisi, Eyqw: van der Waals

enerjisi, Eelekrrostatik: €lektrostatik enerjiyi ifade etmektedir.

Biyomolekiiler dinamik, zaman ve uzayda ¢ok degisken olgeklerde meydana
gelir. Molekiiler simiilasyon bircok teorik yontem igerir; proteinlerin yapisini
ve/veya islevini tahmin etmek konusunda en iyi ara¢ normalde amino asit dizi
benzerliginden ilgili protein yapilarini tahmin eden biyoinformatiktir. Hesaplamali
ila¢ tasariminda, binlerce olasi bilesigin reseptdr ya da bazlara baglanmasini tek tek
simiille etmektense nicel yapi-aktivite iliskisi (Quantitative Structure Activity
Relation-QSAR) gibi istatistiksel yontemlerin kullanilmasi daha verimlidir. MD’in
zaman dlcegi fs (femtosaniye=10"s) mertebesindedir (16).

Bir simiilasyon deneyinde Olgiilen makroskopik oOzellikler istatistiksel
mekanik bir toplulugu temsil eden milyarlarca molekiiliin ortalama degerleridir. Bu
yaklasim deneysel kosullarda, mesela sicaklik ve basingta temsili bir yap1 toplulugu

olusturularak bunlarin tekrarlanmasiyla sistemlerin genigletilmesi sonuca ulagsmay1



kolaylagtirir. Simiilasyonla baglanma sabiti gibi serbest enerjiye iliskin termodinamik
denge degiskenleri hesaplanamaz. Istatistiksel olarak giivenilir, dengede topluluklar
olusturmanin en ¢ok kullanilan iki yontemi Monte Carlo rastgele 6rnekleme ve MD
simiilasyonlaridir  (12). Dengeden wuzak bir baslangic konfigiirasyonunda,
uygulanabilecek c¢ok biiyiik kuvvetler simiilasyonun g¢Okmesine veya sistemin
bozulmasina sebep olabilir. Bu durumda molekiiler dinamik simiilasyona sistemi
hazirlarken o6nce sistemin enerjisinin - minimize edilmesi gerekir. Enerji
minimizasyonlar1 ayrica diisiik ¢oziiniirliikkli deneysel detaya sahip yapilar

tyilestirmek i¢in de yaygin olarak kullanilmaktadir (16).

Kuvvet alanlariin tiimiiniin potansiyel fonksiyonlar1 iki sinifa ayrilir; Bagh
etkilesimler ve bagli olmayan etkilesimler. Bagh etkilesimler simiilasyon siirecinde
sabit kovalent bag gerilme, agisal biikiilme, baglar etrafinda donerken burulma
potansiyelleri ve diizlem dis1 “uygun olmayan burulma” potansiyellerinden olusur.
Diger bagli olmayan etkilesimler, Lennard-Jones itme ile elektrostatik dagilim
(London dispersiyon) etkilesimlerinden olusur (Sekil 2.3). Bunlar MD simiilasyonda
tipik olarak her 5 ila 10 adimda bir giincellenen komsu listelerinden hesaplanir (12).
Komsu listeleri bir atoma etkilesim enerjisi bakiminda makul r ila r+rs mesafesinde
bulunan ve hesaplamalarin bu atomlar iizerinde yapildig1 atom grubunu temsil eder.

Atomlarin dinamik yapilar1 sebebiyle bu listeler belli araliklarla giincellenir.
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Sekil 2.3. Molekiiler Mekanik Kuvvet Alanlarinin Temel Modelleri (24)

bagh (bounded) etkilegimler bagli olmayan (non-bounded)

degistirilerek alinmistir.



Konformasyon, yap1 icerisindeki molekiillerin arasindaki baglarda bir
degisiklik olmadan tekli baglar etrafinda doniis ile olasi {i¢ boyutlu uzaysal
geometrilerin alternatifidir. Aktif konformasyon toplam enerjinin en diisiik oldugu
degerde gerceklesir. Protein yapilarin diger konformasyonlari hesaplamali olarak
belirlenebilir. Yine diger bazi konformasyonlar, NMR spektroskopisi, elektron
mikroskopi (cryoEM) , XRD, makro molekiiller i¢in kiigiik a¢1 sagilma (SAXS)
araclariyla deneysel olarak belirlenebilir. Konformasyon degistikce molekiiliin
enerjisi ve dolayisiyla kararliligit degisir. Konformasyon analizi yapilarak
molekiillerin  (reseptor-ligand, ilag-protein vb.) baglanma yiizey enetjileri
hesaplanabilir. Bu amagla kullanilan MM ve MD, ligand konformasyonunun
ongoriilmesinde ve ligandin biyolojik hedefe (proteine) baglandiginda proteinin

konformasyonel degisiminin modellenmesinde siklikla kullanilan yontemlerdir (17).
2.4. Potansiyel Enerji Fonksiyonu

Potansiyel enerji fonksiyonu molekiiler sistemin enerjisinini atomik

koordinatlarla ifade eder:

1 1
UfOp = z:bag Ekb(l - ldng)2+2a;l ;ke(g - gdng)z + Zbur kc)[l +

cos(n® — @°] + Y vobur %V[l + cos(20 — 180°)] +
Ai' Bi' qi4q;
Zi<j Len—jon <# - Tf;]) + Zi<j Coulomb (W) (2-2)

Ik ii¢ terim, kovalent olarak bagl atomlarla iliskilidir, son iki terim ise
atomlar arasindaki bagli olmayan etkilesimler igerisinde kovalent olmayanlar i¢indir.
Ilk terim, kovalent olarak bagli iki atom arasindaki bag gerilmesi ile iliskili
enerjilerin toplamidir, ikinci terim bag acilarinin biikiilmesini temsil ederken ti¢lincii
terim burulmalar1 temsil eder. Sondan ikinci terimde tipik 12-6 formiilasyonu ile
Lennard-Jones potansiyeli ile van der Waals etkilesimleri ifade edilir. Lennard Jones
terimi 10™2 mertebesinde itici ve 10° mertebesinde ¢ekici bir bilesene sahiptir. Son
terim, nokta elektrik yiikleri olarak tanimlanan Coulomb kismi elektrostatik
etkilesimlerini ifade etmektedir. Atom yarigaplar1 deneysel olarak belirlenir. Atomik
baglar ise gerilme, egilme ve burulma yapabilen harmonik yaylar olarak
modellenirken atomik ¢ekirdekler ve elektronlar, nokta yiikii olan kiiresel pargaciklar
olarak ele alinir (16)(Sekil 2.3).
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Bu denklemin cesitleri, diizlem dis1 bozulmalar1 6nlemek i¢in uygun olmayan
torsiyon dihedral (iki diizlemli, V seklinde) iceren bir terim, bitisik baglarda gerilme
ve biiklilmeyi dogrudan birlestiren karisik terimler, elektronik polarize edilebilirligi
hesaba katan 6zel hidrojen bagi terimleri vb ek terimlere sahip olabilir. Denkleme
dogrulugunu artirmak veya denklemi 6zel amaglara uyarlamak iizere eklemeler
yapilabilir. Daha dogru sonug¢ elde etmek istendiginde hesaplama maliyeti de
artmaktadir (16). Teoriyi deneysele uydurmada kullanilan parametreler icersinde;
yogunluk, buharlasma entalpileri ve ¢oOziinmenin serbest enerjileri bulunur.
Potansiyel enerji fonksiyonu, iligkili parametre seti ile birlikte bir ‘kuvvet alani’ni
olusturur. Biyomolekiilleri simiile etmek i¢in yaygin olarak kullanilan kuvvet alanlar
arasinda AMBER (18), CHARMM (19), GROMOS (20) ve GRID (11) yer
almaktadir. Sonug olarak kuvvet alani segilirken molekiiler sistemin 6zelliklerine
dikkat edilmelidir. Uygun bir kuvvet alani se¢iminin ardindan, makroskopik
Ozelliklerin istatistiksel mekanik degerlendirmesinde kullanilmak iizere molekiiler

sistemin bir dizi diisiik enerji konfigiirasyonu olusturulmalidir (16).

GRID, Molekiiler Etkilesim Alanlari (Molecular Interaction Fields —MIFs),
bilinen bir yapiya sahip molekiiller {izerindeki enerji bakimindan uygun baglanma
bolgelerinin belirlenmesi i¢in bir gelistirilmis bir yazilimdir. GRID kuvvet alaninin
tasarlanmasinin genel amaci ligandlarin biyolojik makro molekiillere nerede
baglandigimi tahmin etmek ve bdylece baglanma ile ilgili faktorlerin daha iyi

anlagilmasini saglamaktir (21).

Klasik kuvvet alan1 simiilasyonlarinda, ger¢ek molekiiller arasindaki kuvvetin
aksine, sert bir itici kisma sahip olan Lennard-Jones potansiyelleri kullanilir. QM
uygulamalarinda etkilesim, Lennard-Jones potansiyellerinden daha yumusaktir ve

diger molekiillerle etkilesime girerek daha makul sonuglar tiretir (6).

Denklem (2.3)'deki E_; Lennard-Jones enerjisidir.
E,; = (Ad' — Bd/) (2.3)
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ki burada i =-12 , j = —6 ve F= 1’dir. A ve B, pozitif sabitler olmak tizere d
1zgara noktasina yerlestirilen prob ile hedef atomu arasindaki mesafeyi
gostermektedir. Ik terim olan Ad' her zaman pozitiftir ve atomlarin birbirlerine van
der Waals yarigaplarindan daha yakin olmalari durumunda birbirlerini itiglerini
temsil eder. Ikinci terim —Bd negatiftir ve atomlarin birbirlere olan dipol indiikleme

ve London dipersiyon ¢ekimlerini gosterir (11).

Elektrostatik Terim Eq = Qi02/d D formiilityle hesaplanan bir elektrostatik
terimdir; burada q; probun yiikii, g2 genisletilmis hedef atomun yiikiidir ve D
dielektrik sabittir. Hidrojen Bag Terimi Eng, yalnizca etkilesen atomlardan biri bir
hidrojen bagi verdiginde ve digeri aldiginda kullanilan bir hidrojen bagi terimidir
(22,23). F fonksiyonu, bu baglarin hibridizasyonuna ve etkilesen atomlarin ve bagl
komsularinin goreli konumlarina baglidir. Eyg ve E; etkilesim enerjileri goreli
olarak kisa menzilli etkiler gosterir. Etkilesen atomlar birka¢ A’dan daha yakinsa
sifir kabul edilir. GRID de esas olarak protein baglanma bolgelerinde enerjetik olarak
uygun bolgeleri bulmak icin kullanilir, hidrojen baglarini tanimlamak i¢in agiya bagl

bir 6-4 formiilasyonu kullanir(11):

D
Uyg = (E - F) cos™@ (2.4)
Burada O hidrojen bag acis1 olmak {lizere m genellikle 4 alinir.

Bir hedefin yakinindaki bazi su molekiilleri neredeyse hedefin bir pargasi gibi
olacak sekilde giiclii baglanir. Mesela, halihazirda iki karboksil grubuna bagli bir su
molekiilii, normalde her bir karboksil oksijene bir hidrojen bag1 verir ve probdan bir
hidrojen bagi almasi, vermesinden ¢ok daha olasidir. Ote yandan, birka¢ arginin
guanidinyum NH; grubundan zaten hidrojen bagi alan bir su molekiilii, biiyiik
olasilikla proba hidrojen bag: verecektir (11).

Her atom igin potansiyel ve potansiyelin negatif gradyenti ile kuvvet
hesaplanir. Sonraki adim i¢in koordinatlar ve hiz yeniden belirlenir. Enerji
minimizasyonu i¢in, en dik inis algoritmasi ile her bir atomun potansiyel enerjisi (U)

azalan yonde en kisa mesafeye yer degisme saglar. Molekiiler dinamik Newton‘un
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hareket denklemleri uygulanarak elde edilir (Denklem 2.3) (24). Burada F atom
tizerine etki eden kuvveti, m kiitleyi r atom koordinatlarina bagli etkilesim

mesafesini, t ise zaman1 gostermektedir.

SU(r1,.TN) 8%r;
Fi = ‘;—HN =m; Sz (25)

0.8} ——DH Coulomb, uzun mesafe
A - = 12-10 LJ, Kisa mesafe
O4ar Coulombik itme ]
u of (T
-0'4__ Coulombik gekim j
-0.8} -
0 10 20 30 40 50

T (A)
Sekil 2.4. Kisa ve Uzun Menzilli Potansiyellerin Karsilastirilmasi. (CC BY 4.0 ile

degistirilerek alinmistir) .

Biyomolekiiler simiilasyonlarda, arayiiz kusurlarini 6nlemek i¢in periyodik
sinir kosullarini kullanilir (PBC- periodical boundry conditions). Basit kesmeler (cut-
off), kisa mesafede (10A) séniimlenen Lennard-Jones (LJ) etkilesimleri igin ise
yarayabilir. Fakat Coulomb etkilesimleri igin ani bir kesme biiyiik hatalara yol
acabilir (Sekil 2.4). Bu noktada yapilan kesmeler ve yuvarlamadan kaynaklanan
hatalar, simiilasyon sirasinda sistemin 1sinmasiyla sonuglanacak sekilde enerjide
kaymalara sebep olabilir. Burada kisa mesafeli etkilesimleri temsil eden 10—12 LJ
potansiyeli ve uzun menzilli etkilesimleri temsil eden Debye—Huckel (DH) Coulomb
potansiyeli, ikili mesafenin (rjj) bir fonksiyonu olarak ¢izilmistir. LJ, 7 A'lik optimal
bir mesafe i¢in ¢izilir. D-H, 0.02 M'lik bir tuz konsantrasyonunda hem itici hem de
cekici kKuvvetler igin ¢izilmistir (25). Atomlar arasi toplam etkilesim kisa ve uzun
menzilli birim hiicrelere boliinerek sonsuza iraksayan elektrostatik etkilesimleri
hesaplamak {izere pargacik agi Ewald toplammi (PME-Particle Mesh Ewald)
kullanilir (26). Sistemin normal oda sicakligini korumak icin model, molekiil

hizlarin1 kontrol eden bir termostata baglanir. Benzer sekilde, sistemdeki toplam
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basing, birim hiicre boyutu, izotropik olarak veya x, y ve z boyutlarinda ayr1 ayri
Olceklendirilerek ayarlanabilir. Her bir zaman adimi i¢in milyonlarca atom gifti
etkilesiminin degerlendirilmesi gerekir. Bu sebeple, zamani uzatmak, simiilasyon
verimligini iyilestirmenin 6nemli bir yoludur. Ancak 1 fs'de de bag titresimlerinde
hatalar ortaya ¢ikmaya bagslar. Cogu simiilasyonda, bag titresimleri bazi bag
kisitlama algoritmalart tanitilarak tamamen ortadan kaldirilabilir. Kisitlamalar,
zaman adimlarini 2 fs'ye kadar uzatmay1 miimkiin kilar. Bu durumda sabit uzunluklu
baglar, kuantum mekaniksel temel durumunun harmonik osilatorlerinden daha iyi

tahminler saglamaktadir (16).
2.5. Su Molekiilii

Su molekiilii, 1.4 A yaricapli, H-O-H baglar arasindaki ac1; 104.45°ve O-H
bag uzunlugu 95.8pm olan bir kiire seklinde ele alinabilir (Sekil 2.5). Su, hidrojenleri
elektronlarini1 oksijene vermelerinden kaynaklanan kalici bir elektriksel dipol
momentine sahiptir. Bir su molekiilii diger su molekiilleri ile dort hidrojen bagi
yapabilir. Polar molekiilleri olmasi ve yiiksek dielektrik sabiti sebebiyle su diger

stvilarla karsilastirildiginda iyonlar i¢in uygun bir ¢oziiciidiir (6).

¢

3N

Hidrojen baglan

L
H ‘ T J:r/
o+ o+ :5+ ‘

Sekil 2.5. Su Molekiilii ve Aralarindaki Hidrojen Baglari.

2.6. S1vi Suyun Modellenmesi icin Kullamlan Kuvvet Alanlari

Sivi suyun modellenmesi i¢in temel olarak ii¢ tipte (SPC-Simple point
charge, TIP3P- transferable intermolecular potential with 3 points ve 4 noktali
TIP4P) kuvvet alam1 kullanilmaktadir (6). Ug Basit etkilesim-yer modellerinde su

molekiilleri degismeyen (rijit) bir geometride ele alinir ve su molekiilleri arasindaki
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etkilesimler ¢ift seklinde Lennard-Jones ve Coulomb etkilesimine gore
degerlendirilir. Esnek modeller molekiiliin i¢ konformasyonunda degisikliklere
imkan saglarken, son olarak acik olarak gelistirilen modeller polarizasyon ve ¢oklu-

cisim etkilerini igerir (24).
2.7. Hidrojen Bag

Bir su molekiilii, hidrojen baglarini olusturabilecek elektron vericilere ve
elektron alicilara sahiptir. OH™ grubu bir vericidir. Su oksijeninde bulunan her bir
yalmz elektron ¢ifti bir alic1 olabilir ve bir vericinin hidrojenine baglanabilir. Sudaki
hidrojen baglariin sayis1 dorde kadar ¢ikabilir. Molekiiler simiilasyonlarda hidrojen
baglarini1 tanimlamak i¢in klasik kuvvet alani MD'de asagidaki gibi agik bir 12-10
potansiyel formu kullanilabilir (Denklem 2.4)(27, 6):

A c
Unp(r) = 5 — =5 (2.7)
2.8. Tuz Kopriisii

Tuz kopriisti, hidrojen bagi ve iyonik bag gibi iki kovalent olmayan
etkilesimin bir birlesimidir. Tuz kopriileri, proteinlerin ikincil ve {igiinciil yapisinin
temel motifleridir. Bu sekilde yapisal stabiliteyi olusturular. Genellikle ¢6ziicliniin
arayiizinde bulunurlar, 6ncelikle su ile ve ayn1 zamanda diger yardimci ¢oziictilerle
(6zellikle 1yonlar) ¢oziicii-coziinen etkilesimlerine oldukc¢a duyarhidirlar (28). Tuz
kopriileri, proteinlerde entropi agisindan elverissiz olan katlanmis konformasyona ve
stabiliteye en yaygin katkidir. Kovalent olmayan nispeten zayif etkilesimlerdir.
Ancak zayif ve dengeleyici etkilesimler, bir konformerin genel kararliligina énemli
bir katki saglamak iizere bir araya gelebilir. Tuz kopriileri, simiilasyon sirasinda
varliklarinin belirli zamanlarin1 gézlemlemek igin oksijen-azot atomu mesafeleri
belirlenerek arastirilir. Hidrojen baglari, iyon ciftlerinin stabilitesine katkida bulunur.
Protonlanmig amonyum iyonlar1 ve anyonlarla, karboksilat vb durumunda oldugu

gibi deprotonasyonla olusturulur (Sekil 2.6). Sonraki etkilesim sabitleri pH'a baglidir.
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Sekil 2.6. Tuz Kopriisiiniin Olusumu (29).

Bizim dimerik membran proteini yapimizin igerisindeki tuz kopriilerinin proton

iyonlarinin selektiviteside etkin olduklar diistiniilmektedir (29).
2.9. Klasik Kuvvet Alani ile Molekiiler Dinamik

Klasik kuvvet alan1 ile MD simiilasyon yapan ¢ogu program, acik sekilde bir
hidrojen bag: terimi icermez. Hidrojen baginin etkisi elektrostatik ve van der Waals
etkilesim terimlerinin i¢inde modellenir. Suyun sicaklik artist hidrojen baglarini
zayiflatir. Hidrojen baglarinin sayisi, agilari ve kuvveti Raman spektroskopisi gibi
deneysel yontemlerle belirlenebilir. Bircok model, kaynama sicakliginda tiim
hidrojen baglarinin kirilmayacagini kabul eder. Suyun kismen polarize olabilen

hidrojen baglarindan dolay: dielektrik sabiti yiiksektir (6).

Molekiiler etkilesim alanlarinin tasarimi ve gelistirilmesi, kuvvet alani
yaklasimlarinin siirekli olarak gelistirilmesi meselesi halini almistir. Bu sebeple, 6zel
bir simiilasyon i¢in dogru MIF'i se¢mek kritik derecede Onemlidir. Birgok MD
simiilasyonunda,  her  parcacitk  {izerindeki  kuvvet, = konumuna  gore
degisir. Potansiyellerin etkisi altinda, tim pargaciklarin hareketi ¢oklu-cisim
problemini ortaya ¢ikarir. Bu sebeple Newton hareket denklemleri sonlu farklar

yontemi kullanilarak biitiinlestirilir.
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2.9.1. Sonlu Farklar Yontemi

Sonlu farklar yontemi ile siirekli potansiyele sahip modellerle MD yollart
(trajectory) tiretilebilir. Yollarin her bir pargasi sabit bir zaman aralig1 ot ile ayrilmis
bir¢ok kiigiik adima boliiniir. Kuvvetin t ve t+6t zaman adim1 boyunca sabit oldugu
varsayilir. Pargaciklarin yeni konumlardaki kuvvetleri ve ivmeleri belirlenir. MD
simiilasyonlarinda yaygin olarak kullanilan sonlu fark yontemlerini kullanarak
hareket denklemlerini toplamak iizere bir¢ok algoritma bulunmaktadir. Tim
algoritmalar, konumlarin ve dinamik O6zelliklerin (hiz, ivme vb.) Taylor serisi
acilimlariyla yaklasik olarak elde edilir (6).

f (o + Ax) = f(xo) + Ax £/ () + 5 (AX)2f " () + -+ (2.8)

Verlet agilimi, MD simiilasyonlarinda Newton'un hareket denklemlerini
uygulamak i¢in kullanilan niimerik yontemlerden biridir. MD simiilasyonlarinda

parcaciklarin  bir sonraki zaman dilimindeki konumlarin1 belirlemek igin

kullanilir(30). Taylor serisi a¢ilimi su sekildedir;

Xn-1 = Xy — Vit + = a,(AL)? (2.9)
Benzer sekilde, xn.1ve Xn+1 terimleri igin Taylor serisinin ¢ikarilmasi

v = Zatioincs (2.10)
Vii=Vo+1/2(an+1 + an)At hiz Verleti (2.11)

Hiz Verlet yontemi konumlari, hizlar ve ivmeleri ayni anda verir ve bu

durum hassasiyeti etkilemez (6):

r(t + 6t) = r(t) + Stv(t) + %Stza(t) (2.12)

v(t + 6t) = v(t) + %&[a(t) + a(t + 66)] (2.13)

2.9.2. Molekiiler Modellemede Radyal Dagilim Fonksiyonu

Radyal dagilim fonksiyonu g(r) molekiiler dinamikte bir sistem igindeki
herhangi bir atom etrafindaki atomlarin ortalama dagilimimi temsil eder. Sivilarin
birgok makroskopik termodinamik 6zelligi g(r) cinsinden ifade edilebilir. Merkezi
bir parcacik verildiginde, buna r mesafesindeki bir parcacigin birim hacim basina

bulunma olasiligini tanimlar (6) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Radyal Dagilim Fonksiyonu.

2.9.3. Ortalama Kuvvet Potansiyeli (PMF)

Reaksiyon koordinatlar1 atom arasi mesafe veya bag agisi olarak alinirsa
serbest enerjinin bunlarin fonksiyonu olarak belirlemek faydalidir. PMF, modellenen
sistem bir ¢oziicii i¢indeyken, iki parcacik arasindaki karsilikli etkilesimle ¢oziicti
etkilerini de igerir. Sividaki iki parcacik arasindaki PMF, maksimum ve minimum
arasinda salinim yapar. PMF iki molekiil arasindaki r uzakligi i¢in, ¢cevredeki ¢oziicii
molekiillerinin tiim konformasyonlar1 iizerinden bir ortalamayir tanimlar. PMF’i

hesaplamak igin ¢esitli yontemler onerilmistir (6).

PMF = —kgT In g(r) + sabit (2.14)

Esitligin sonundaki sabit, en olast dagilim serbest enerjisi sifira karsilik
gelecek sekilde segilir. (2.14) esitligi radyal dagilim fonksiyonundaki biiyiik

degisimlerin serbest enerji yansimalarinin az olmasini saglar.
2.10. Serbest Enerji Hesaplari

Molekiilerin yapisinin  ve termodinamiginin hesaplamali modellemesi,
biyokimyasal siireclerin molekiiler mekanizmalar1 ve fizyolojik olarak aktif
bilesiklerin reaktivitesi lizerine arastirmalar i¢in degerli bilgiler saglar. Tiim kimyasal
dengeler, cesitli durumlar arasindaki serbest enerji farki ile belirlenir. Mesela, bir
biyomolekiiliin farkli konformasyonlar1 arasindaki serbest enerji farkliliklar1 veya bir

ligandin bagli ve bagli olmayan durumu ile farmasotik hedefi arasindaki serbest



18

enerji farki buna ornektir. Hesaplamali kimya ve biyokimyadaki ana zorluklardan

biri de serbest enerji farkliliklarinin hesaplanmasidir.

Gibbs serbest enerjisi termodinamikte entalpiden, entropi ve mutlak
sicakligin carpiminin ¢ikarilmasiyla elde edilen termodinamik bir degiskendir (G=H-
TS). Serbest enerji degisimi (AG = AH - TAS ) is yapmada kullanilabilecek enerji
degisimin ifade eder. AG<0 ise boyle bir reaksiyon kendiliginden olusur. AG>0 ise
reaksiyonun olusmasi i¢in disaridan enerji gerekir. AG=0 ise reaksiyon dengededir.

Molekiiler modelleme i¢in bir¢ok serbest enerji hesaplama yontemi bulunmaktadir.
2.10.1. Semsiye Ornekleme

Semsiye Ornekleme bir reaksiyon koordinatt boyunca serbest enerji
hesaplamasini saglayan tarafli (biased) MD yontemlerden biridir. Semsiye
orneklemede tarafli (biased) potansiyeller, bir (veya daha fazla boyutlu) reaksiyon
koordinatt boyunca, sistemi bir termodinamik durumdan digerine (mesela,
reaksiyona girenlerden {irlinlere) siirdiiriir. Sistemin reaksiyon koordinat1 boyunca
orneklenmis dagilimindan, her penceredeki serbest enerji degisimi hesaplanabilir.
Pencereler daha sonra agirlikli histogram analizi yontemi veya semsiye ornekleme

gibi yontemlerle birlestirilir (31).
2.10.2. Kisith molekiiler dinamik yontemi

PMF'yi hesaplamak i¢in klasik MD kullanma iki ¢dzlinen arasindaki mesafeyi
bir Lagrange ¢arpanm1 kullanarak sabitleyerek, iki ¢oziinen arasindaki gerekli
kisitlama kuvvetini hesaplamaya dayanir. Bir simiilasyon sisteminin her atomunun
konumu ve hizi, simiilasyon yolu ile her zaman adimi i¢in belirlenir. Bir proteinin

yapisal degisiklikleri yoriingenin analiz edilmesi ile belirlenebilir.

2.11. Kare Ortalamalar1 Karekok Sapmasi (Root Mean Square
Deviation-RMSD)

Atom koordinatlar1 7;° olan bir referans yapiya gore atomik koordinatlari 7
olan bir yapinin kare ortalama karekdk sapmasi (RMSD), her ikisi arasindaki yapisal

fark ic¢in nicel mesela, konformasyonel degisiklikler i¢in bir 6l¢li verir. Yaklasik
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olarak, 2-3 A'liik bir RMSD, termal dalgalanmalara isaret etmektedir. Bundan daha

biiyiik degerler konformasyonel degisiklikleri gosterir.

RSMD = \/%zgvzl (r; — 10)? (2.15)

Yapinin kiiresel hareketi hakkinda bilgi elde etmek i¢in, Denklem (2.15)
araciligiyla protein yapinin amino asit C, omurga atomlarmin RMSD degeri
hesaplanir. Ayrica proteindeki belirli bir bélgesinin toplam RMSD'ye fazla katkida
bulunacag1 ongoriilityorsa, ilgili bolgeye 6zel bir RMSD hesaplamak igin bir alt
kiime olarak secilebilir. RMSD genel hareketleri veya konformasyonel degisiklikleri

gosterebilir. Ancak faz uzayindaki spesifik hareketler tam olarak belirlenemez (16).
2.12. Alphafold: Proteinler i¢in Tahmini Sablon Modellemesi

Alphafold (Deepmind Inc-Google Inc, ABD) tarafindan gelistirilmis, protein
katlanmas1 problemini ¢6zmek ve AA zincirlerinin 3B yapisini protein veri bankasi
ve deneysel kristalografik bilgileri kullanarak elde etmeyi amaclamis basarili bir

yapay zeka programidir.

Protein Yapist Tahmininin Kritik Degerlendirmesi (Critical Assessment of
protein Structure Prediction -CASP), Amerikan Ulusal Saglik ve Genel Tibbi
Bilimler Enstitiileri (NIH/NIGMS) tarafindan desteklenen merkezi University of
California, Davis’de bulunan bir toplulugun 1994'ten beri her iki yilda bir
gerceklestirdigi protein yapisi tahmini i¢in diinya capinda yapilan bir yarigsmadir.
CASP’1in tahminlerin dogrulugunu 6lgmek i¢in kullanidig1 ana 6l¢ii, 0-100 arasinda
degisen skoru bulunan Kiiresel Mesafe Testidir (Global distance test- GDT). Basit
bir ifadeyle, GDT yaklasik olarak dogru konumdan bir smir mesafesi (treshold)
icindeki amino asit rezidiilerinin yiizdesi olarak diisiiniilebilir. Son CASP (15)
yarismasi ve konferansi 2022 yili igerisinde ger¢eklestirilmistir.

Proteinler i¢in tahmini sablon modellemesi (predicted template modeling-
pTM), Rezidii basina giivenirlik Skoru (Per-residue confidence score pLDDT),
Tahmini siralanmis hata (predicted aligned error-PAE), Lokal Mesafe Farki Testi
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(LDDT) ve stereokimyasal uygunlugun dogrulanmasi da dahil olmak {izere bir
modeldeki tiim atomlarin yerel mesafe farkliliklarini degerlendiren bir puandir.
Referans, benzer amino asit dizisine sahip tek bir yap1 veya esdeger yapilar toplulugu
olabilir. LDDT'nin, kuvvet alan1 degisikliklerinde bile model kalitesini
degerlendirmek i¢in ¢ok uygun oldugu gosterilmistir (32).

2.13. Model Organizma Olarak Kerevit

Kerevit (Astacus Leptodactylus) dev noronlarinin olusturdugu devreler
norobilimde elektrofizyoloji deneylerinin diger organizmalara gore daha kolay
yapilabilmesi sebebiyle siklikla calisiimaktadir (33, 34). Kerevit ganglia 6rneklerinde
cesitli genlerin ifade diizeyleri daha Onceki calismalarda rapor edilmistir (35).
Kerevit gangliasinda tespit edilen tam dizilenmis proteinler arastirma grubumuz
tarafindan Amerikan ulusal biyoteknoloji merkezi (National Center for

Biotechnology Information-NCBI) veri tabani taranarak annote edilmistir.
2.14. Hidrojen Iyonu (Proton)

Hidrate protonlar, bir veya daha fazla su molekiiliine bir proton eklenerek
olusturulan, H30"(H,0), formiiliine sahip molekiiler iyonlardir. Tek basina hidrojen
iyonu (proton) son derece yiiksek bir yiikk yogunluguna sahiptir bu yiizden kolayca
hidratlanir ve ¢ozeltide tek basina bulunmaz. Ik hidrasyon, hidroksonyum iyonunu
(H30") olusturur. Diizlestirilmis bir trigonal piramidal yapiya sahiptir (OH bag
uzunlugu 0.961 A, HOH agis1 114.7°°dir). HsO * yaklasik 1 A 'liik hidrate iyonik
yarigapa sahiptir. Elektrik alan altinda yapilarin hacimlerinde degisiklige sebep olan
elektrostriksiyon, sulu ortamda biiylik 6nem tasiyan hidrojen ve hidroksit iyonlar

molar hacminin saf su hacminden kii¢iik olmasina sebep olmaktadir (36,37).
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(hidroksonyum/hidronyum- H30") (37, CC2.0 lisansi geregi degistirilmeden

kullanilmaistir).

(HgO4") katyonunun cekirdegini ve 'Zundel' (HsO,") katyonunun kanatlarimi
olusturur. Protonlarin hidrate yapisi, farkli proton hidrasyon konfigiirasyonlarini
ayiran disiik enerji bariyerleri ile son derece hizli hidrojen bagli dalgalanmalar
sebebiyle dinamik ve karmasiktir. H;0 " ayrica  HCI, H,SO 4 ve
HCIO,4 monohidratlarinda da bulunur. Tiim hidrojen iyonlar1 bir 'cekirdek' H3O* dan
olusur. Sulu ¢ozeltide yapilari sabit degildir. Karsilikli doniisiimleri hizla gergeklesir.
HsO" un ii¢ hidrojen bagi olusturdugu gdsterilmistir (37). Bu hidrojen baglarinin
giicii, s1vi sudaki H,O molekiilleri arasindakinden iki kat daha fazladir. Hidronyum
iyonu yalmiz elektron c¢iftine sahip degildir. Bu elektronlar {i¢ proton iizerine
dagilmistir. Elektrostatik potansiyelde minimum bulunmamaktadir. Bu durum,
Hs;0" katyonunun cozeltide HgO," olarak bulunabilecegi anlamina
gelir. Polarizasyon, bu ilk kabuklu su molekiillerinin her birinin iki hidrojen bagi

daha vermesine sebep olur (37,38).
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2.15. Proton Kanallan

Proton iletimi ve seciciligin molekiiler mekanizmalar1 hakkinda bildiklerimiz,
bliyiik 6l¢iide influenzanin M2 proton kanalindan (39) ve dkaryotik voltaj kapili Hv1
proton kanalindan (40) tiiretilmistir. Otopetrinlerin fizyolojik rolleri heniiz yeni
tanimlandiklar igin, yeni yeni kesfedilmeye baslanmistir. Okaryotlarda yapilan son
calismalarda, Otopetrinler yeni bir proton kanali ailesi olarak tanimlanmuistir.
Farelerde Otopl'in protonlar igin Na*'agore 2 x10° kat daha secici oldugu
gosterilmistir (41). Vestibiiler bozuklukta mutasyona ugramis gen olarak Otopl'i
tanimlanmis ve farelerde ve zebra baligt normal otokonya gelisimi i¢in vestibiiler
sistemde gerekli oldugu gosterilmistir. Otop1’in, kahverengi ve beyaz yag dokusunda
yiksek oranda eksprese edildigi ve bunlarin bloke edilmesinin inflamasyonu
azaltarak insiilin direncinde rol oynadigi diistiniilmektedir (29). Otopl murin
hiicrelerinde muhtemel bir eksi tat reseptdrii ve yine Drosophilada proton akimlari
icin gereklidir. Asitlere karst hafif ¢ekim ve giiclii isteksizlik, omurgali dilinin sinek
esdegeri olan farkli tat noronlarinda OtopLA'nin ekspresyonunu gerektirmektedir

(42).

Farelerde Otop2 ve Otop3 sindirim sisteminde ve viicudun baska yerlerinde
oldugu tespit edilmistir. Otopetrinlerin son zamanlarda proton kanallar1 olarak
karakterizasyonu, fizyolojik, biyofiziksel ve biyokimyasal oOzelliklerini agikliga

kavusturmak i¢in yeni yollar agmistir (29).

Proton iletim yolu, esas olarak proteinde bulunan su molekiilleri tarafindan
olusturulur, ancak islevi, yoldaki kritik AA rezidileriiizerindeki titre edilebilir
gruplar tarafindan diizenlenir (29). Tim proton kanallar1 protonlarin, bir su
molekiiliinden veya titre edilebilir bir gruptan digerine sigradigi, hidrojen bagli zincir
mekanizmasi ile protonlar: iletir. Voltaj kapili proton kanallari, diger voltaj kapili
iyon kanallarindaki gibi voltaja ve zamana bagli gegitlere sahip olan proton
kanallarmin belirli bir alt kiimesini teskil eder. Fakat ¢ogu iyon kanalindan yiiksek
proton secicilikleri, iletkenlik ve sicaklik ve doteryum izotop etkilerine duyarl gegis
kinetikleri bakimindan farklilik gosterirler (29). Proton kanallari, pH ve voltaj ile

diizenlenir ve yalmzca elektrokimyasal gradyan disa dogru oldugunda
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acilirlar. Boylece hiicrelerden asit ¢ikarmak ig¢in islev goriirler. Proton kanallari
bircok hiicrede ifade edilir. Fagositlerdeki solunum patlamasi sirasinda,
proton akimi, NADPH oksidaz tarafindan gerceklesen elektron ekstriizyonunu telafi
eder (39).

2.15.1. Voltaj Kapil Proton Kanalh

Voltaj kapili proton kanali (Hvl), protonlar igin yiiksek segicilikte bir iyon
kanalidir. Voltaj kapili proton akimlari ilk olarak dinoflagellatlarda biyoliiminesansta
yer aldig1 6ne siiriilmiis ve daha sonra salyangoz noronlarinda, kan hiicrelerinde,hava
yolu epitelinde, spermde, mikroglia ve oositlerde tanimlanmistir. Ayrica HVCN1
insan genomundan alinmig ve kanal Hvl geni tanimlamistir (43). Hv1 ayrica insan
sperminde ifade ettigi ve alkalizasyonla aktive olan kalsiyum kanallarini aktive
ederek motiliteyi diizenledigi 6ne siiriilmiistir. Hv1 aktivitelerinin iskemik beyin
hasarmin alevlenmesi ve kanserin ilerlemesi gibi patolojik etkileri de vardir. Ayrica
harici Zn®* tarafindan baskilandig1 bildirilmektedir (44).

Hv1 kanali, klasik voltaj kapili katyon kanallarina benzemeyen yapisal ve
islevsel 6zelliklere sahiptir. Yapisal olarak, Hv1, vestibiil alan1 (domain) olmayan iki
voltaj sensOrii alaninin bir dimer olusturmaktadir (40). Hvl kanali temel olarak
makrofajlar, notrofiller, eozinofiller, plazmasitoid dendritik hiicreler B hiicreleri bazi
T hiicrelerinin alt kiimesi gibi bagisiklik hiicrelerinde ifade edilir. Hv1’in, fare
merkezi sinir sisteminde (MSS) mikrogliada segici olarak eksprese edildigi, ancak
noronlarda veya astrositlerde eksprese edilmedigi bilinmektedir. Hv1'in gecisi, hem
membran depolarizasyonuna hem de hiicre i¢i asidoza baglidir; bu da, patolojik
kosullarda gortildiigli gibi, hiicreler asir1 zorluklarla kars1 karsiya kaldiginda biiyiik

olasilikla aktive oldugu anlamina gelmektedir (43).

Voltaj kapili proton kanali Hv1, hiicreden proton akisina aracilik eder. Hv1,
pH homeostazi ve fagositlerin solunum patlamasi dahil olmak tizere ¢esitli fizyolojik
siireglere  biitlinsel olarak katkida bulunur. Hv1l'in inhibisyonu, inflamatuar
hastaliklarin, meme kanserinin ve iskemik beyin hasarinin tedavisi igin terapotik

yollar saglayabilir. Bir arastirmada deneysel olarak taranan bir guanidin tiirevleri
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smifindan iki prototipik Hv1 inhibitdrii, 2-guanidinobenzimidazol (2GBI) ve 5-kloro-
2-guanidinobenzimidazol (GBIC) kanalin hiicre i¢i tarafinda bulunan ayni bolgeye

baglanarak proton iletimini bloke ettigi 6ne striilmiistiir (45).
2.15.2. Protonlarin Cozeltide fletimi

Protonlarin sulu ¢ozeltide iletimi bu olay1 ilk defa agiklayan bilim insaninin
ismine atfen Grotthuss mekanizmasi olarak bilinmektedir. Hidronyum iyonu
seklindeki hidrate hidrojen iyonlar1 birbirine hidrojen baglariyla baghh bulunan su

molekiillerinin lizerinden atlayarak ¢ozelti boyunca iletilmektedir (Sekil 2.9).

@/}8’1‘ Il Qq B[l ? /J}’q@,
\/ o \/ o
W

Sekil 2.9. Protonun Hidrojen Bagli Su Molekiilleri Uzerinden Atlayarak Iletilmesi.

2.16. Membran Modelleri

Fosfatidiletanolamin (POPE), bir gliserofosfolipiddir ve bakterilerde en bol
bulunan lipid tiirlerinden biridir. CHARMM36 proteinler ve lipidler icin etkili
kullanilabilen bir kuvvet alanidir. Membran yapilart POPE ve POPC gibi temel
yapilarin degisik oranda karigimlar seklinde modellenebilmektedir (Sekil 2.8).



POPC
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Sekil 2.10. POPE: 1-palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylethanolamine, POPC:1-

palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylcholine CHOL Kolestrol Yapilari.
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3. GEREC VE YONTEM

Kerevitler (Astacus leptodactylus) Hacettepe Universitesi deney hayvanlari
etik kurulu yonergelerine ve hayvan refahina uygun olarak Orta Anadolu
nehirlerinden toplanmis, 18-20 °C’de havalandirilmis tath suda tutularak beslenmis
ve deney Oncesinde 10 dakika buzda tutularak anestezi uygulanmis ve bu sekilde
dekapite edilmistir. Kerevitin dekapitasyonunun ardindan ¢ikarilan ganglion
zincirinden, “QIAzol Lysis Reagent” kullanilarak tiim RNA’larin izolasyonu
yapilmistir. Elde edilen total RNA’dan “SMARTer Pico Polypetide Chain Reaction
(PCR) complementary DNA (cDNA) Synthesis Kit” araciligiyla cDNA kiitiiphanesi
ganglion template hazirlanmistir. Daha once elde edilen transkriptomik verilerden
bulunan contigler NCBI Blast platformunda taratilarak Otopetrin kanaliyla uyumlu
contigler tespit edilmistir. Ardindan bu contiglerden MATLAB (MATLAB,
2018.9.7.0.1190202 (R2019b), The MathWorks Inc. Natick, Massachusetts, ABD)
platformunda arastirma gurubumuzun algoritmalar1 kullanilarak uygun PCR
primerleri tasarlanmigtir. Bu primerlerle yapilan PCR’lar sonrasinda elde edilen
tiriinler Sanger ve Illumina MiSeq NGS sekanslama hizmetlerine gonderilmistir.
Sanger’den ve MiSeq’ten gelen diziler kalite kontrollerinin yapilmasi ve eldeki
verilerle kiyaslanmalarinin ardindan Otopetrin kanalinin genine ait oldugu diisiiniilen
cDNA dizisi elde edilmistir. Pr F3 (ATCACAGCCCAATACACAGAGGG) ve
Pr R1 (TAGTAGGTGTGTGAAGCATAGGTTCC) primer ¢ifti  Otopetrin
cDNA’sinin tiim open-reading frame (ORF)’sini kapsayacak sekilde ve jel
elektroforez goriintiisiinde tek bant veren bir PCR iirlinli olusturmustur. Arastirma
grubumuzun de novo diziledigi bu AA dizisi asagida Tablo 3.1°de yer almaktadir. Bu
tez kapsaminda asagidaki metodlarla elde edilen amino asit dizisi kullanilarak sadece

hesaplamali metodlarla ¢alismalar ger¢eklestirilmistir(46).
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Tablo 3.1. Membran Proteini Kodladig1 Diistiniilen AA Dizisi

MKERLLLSRDPPLATMDEPSPHDATDNQLLEVHQTPVGTVVKLNADG
YGSHTSPTHRVESYYTGTLESRRGLLEYYPKNAKTSTFITLSLLYATLLVVVC
LGFVLSEVLTHNVPLYYYEAFFTYLYGLSILFLLYVLCYLLSDSARDRKPKKP
QVFMGHHSGQYNVSEYEYYAYNEGVLQKVRQPEGIPDGSPTQEKLTPSSCSK
PRKHKTSDNEHSHGSFFLRIGAIAFGLGTMIYNGLEFGVFFEIPITSPCYQILRG
VNPLLQLVFTFMQMYFIFMNARLNIHKFKFLARFGLMHIVATNLCVWVRTLV
RESLKEINEFRVTQGHKGEDYMILEGIRRALENRGLMAPNKYLYNLDDFVEM
QEINETMQQASGWVNEEDIVNRTCERVEIMGSIVSDSAPYLYPFIVEYSLIGAA
VLY IMWKHIGRNPRFVYDPEVAGDGMSVLSRRCHSRVDCVGASKGLFCGLL
VLVASLICLILFFVLVNREELKMLAIYLADCSHCGIMFFSIIAMFIGFVRVRQLK
FHGEREEELDDILLMVSAFGLFAYAVFSTVAGSLSAYTKEPNLLVMVTGILSV
LQVIIQMVFIKDTQRRQVSLPEHERTKPGRQVVTFLLICNLTMWVIYTFETQK
VEANPVQLEFFGDLPWTILLRCTLPLAIFHRFHSTVVLAAIWKNSYKTRIE

Kerevit ganglion dokusunda tespit edilen tam dizilenmis ve NCBI veri

tabanin koduna gore annote edilmis protein https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/

tizerinden protein kodlayan kisimlart  belirlenerek BLAST araci ile

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/smartblast/smartBlast.cgi) baska organizmalardaki

benzer diziler ve kodladiklar1 amino asit (AA) dizileri bulunarak annote edilen dizi
verileriyle karsilagtirilmistir (47).

681 AA dizisinin rastgele hizalama olasiligi (E<1-10'180

) olan taksonomik
olarak kerevite yakin 100 adet organizmanin hepsinde korunmus alan olarak
Otopetrin domainine sahip ‘Otopetrin benzeri’ proton kanali oldugu goriinmektedir
(OtopLc). Orijinal dizide 204iincti sirdaki AA diger dizilerde gap olarak
goriinmekteydi ve hepsinde S (serine) olarak yer almaktaydi bu sebeple dizinin

alignment verilerine dayanarak 204iincii siraya Tablo 3.2’deki gibi S terimi eklendi.
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Tablo 3.2. Diger Organizmalarin Dizisinden Diizeltilmis Aa Dizisi.

MKERLLLSRDPPLATMDEPSPHDATDNQLLEVHQTPVGTVVKLNADG
YGSHTSPTHRVESYYTGTLESRRGLLEYYPKNAKTSTFITLSLLYATLLVVVC
LGFVLSEVLTHNVPLYYYEAFFTYLYGLSILFLLYVLCYLLSDSARDRKPKKP
QVFMGHHSGQYNVSEYEYYAYNEGVLQKVRQPEGIPDGSPTQEKLTPSSSCS
KPRKHKTSDNEHSHGSFFLRIGAIAFGLGTMIYNGLEFGVFFEIPITSPCYQILR
GVNPLLQLVFTFMQMYFIFMNARLNIHKFKFLARFGLMHIVATNLCVWVRTL
VRESLKEINEFRVTQGHKGEDYMILEGIRRALENRGLMAPNKYLYNLDDFVE
MQEINETMQQASGWVNEEDIVNRTCERVEIMGSIVSDSAPYLYPFIVEYSLIG
AAVLYIMWKHIGRNPRFVYDPEVAGDGMSVLSRRCHSRVDCVGASKGLFCG
LLVLVASLICLILFFVLVNREELKMLAIYLADCSHCGIMFFSIIAMFIGFVRVRQ
LKFHGEREEELDDILLMVSAFGLFAYAVFSTVAGSLSAYTKEPNLLVMVTGIL
SVLQVIIQMVFIKDTQRRQVSLPEHERTKPGRQVVTFLLICNLTMWVIYTFET
QKVEANPVQLEFFGDLPWTILLRCTLPLAIFHRFHSTVVLAAIWKNSYKTRIE

S(204)
Tablo 3.2°deki dizi giris kismina kopyalanarak varsayilan ayarlarda blastp

islemi uygulandi;

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PAGE=Translations& PROGRA
M=tblastn&PAGE TYPE=BlastSearch&BLAST SPEC=) (RID-G92UJA4X013)

(48). Dizi hizalamasi yapilan protein, arastirma grubumuzun proton kanalini izole
ettigi kerevit transkriptomunda yer almaktadir. Blast sonucuna gére AA dizimizin
Penaeus chinensis (Cin beyaz karidesi) gibi bir¢ok organizmanin proton kanali

OtopLc-like protein dizisine benzedigi goriilmektedir.

BLAST ile yakinlhig goriilen tiirlerin filogenetik agacit iTOL aract ile Sekil
3.1°de gorsellestirilmistir (https://itol.embl.de/itol.cqi ) (49).
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Brachyura Eubrachyura  Heterotremata Portunoidea  Portunidae Partunus

Portunus trituberculatus

Pleocyemata

Astacidea Astacoidea  Astacidae Astacus

Astacus leptodactylus

Crustacea i Decapoda

——aPenaeus monodon

———aPenaeus chinensis

DendrobranchiaRenaeoidea  Penaeidae | Penaeus

———aPenaeus vannamei

L———aPenaeus japonicus

Sekil 3.1. BLAST ile Yakimlig1 Goriilen Tiirlerin Filogenetik Agact.

Daha sonra orijinal dizinin kodladigt AA dizisi  Alphafold2
(https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFol

d2.ipynb) araci tizerinden herhangi bir sablon kullanilmadan modellenmistir (50).
Modelleme yapilirken AA dizisi arasinda ‘:’ isareti olacak sekilde Colab satirina iki

defa yapistirilmistir. Sekil 3.2°de goriilen dimerik protein yapilar elde edilmistir.

Modellenen bizim dizimizin ¢iktilarinda en yiiksek pLDDT= 67.5, pTM=0.74
ve iptm skoru ile Model-4 6ne ¢ikmaktadir (Sekil 3.2).

Downloading alphafold2 weights to .: lee%| | 3.32G/3.82G [@0:29¢00:00, 137MB/s] r Y oD E
2022-08-04 14:45:29,940 Found 5 citations for tools or databases
2022-98-84 14:45:35,748 Query 1/1: OtoPLC2045_6672d (length 1364)

PENDING: o%| | 8/150 [elapsed: @©:80 remaining: 2]2822-88-04 14:45:36,158 Sleeping for 1@8s. Reason: PENDI
RUNNING: 7% 1 | 16/15@ [elapsed: @0:16 remaining: ©2:31]2022-88-84 14:45:46,574 Sleeping for 7s. Reason:
RUNNING: 11%|B | 17/15@ [elapsed: ©0:18 remaining: ©2:22]2022-88-84 14:45:54,009 Sleeping for 8s. Reason:
rRunNING: 17%|[H | 25/158 [elapsed: ©@:26 remaining: ©2:12]2022-88-84 14:46:02,418 Sleeping for 9s. Reason:

comPLETE: 100%|[ M| 159/150 [elapsed: ©0:37 remaining: 90:90]
2022-88-064 14:46:14,168 Running model_1
2022-88-64 15:28:28,245 model_1 took 2526.1s (3 recycles) with pLDDT 65.2, ptmscore ©.727 and iptm ©.719

colored by chain colored by pLDDT

et

.
\
,

_u—'fﬂ}
Wt




30

2022-08-04 15:30:18,209 Running model_2
2022-08-04 16:10:59,193 model_2 took 2441.0s (3 recycles) with pLDDT 66.5, ptmscore ©.729 and iptm ©.716

colored by chain colored by pLDDT

2022-08-084 16:12:56,419 Running model_3
2022-08-04 16:53:39,966 model_3 took 2443.5s (3 recycles) with pLDDT 64.2, ptmscore ©.723 and iptm ©.715

colored by chain colored by pLDDT

2022-08-04 16:55:37,418 Running model_4
2022-08-04 17:36:18,580 model_4 took 2441.2s (3 recycles) with pLDDT 67.5, ptmscore ©.74 and iptm ©.729

colored by chain colored by pLDDT
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2022-08-04 17:38:15,413 Running model_5
2022-08-04 18:18:57,480 model_5 took 2442.1s (3 recycles) with pLDDT &6, ptmscore ©.728 and iptm ©.717

colored by chain colored by pLDDT

2022-08-04 18:20:54,097 reranking models by multimer
2022-08-04 18:21:08,421 Done

Sekil 3.2. Alphafold2 Colab Notebook Ile Elde Edilen Muhtemelen Farkli

Konformasyonlara Sahip Protein Yapilar.

Bu c¢alismada kullanilan Alphafold (Deepmind Inc-Google Inc, ABD)
tahminleri, bir atomun genisligiyle (veya bir nanometrenin 0.1'1) ile karsilastirilabilir

olan yaklagik 1.6 Angstrom'luk bir ortalama hataya (RMSD) sahiptir (51).

Alphafold2 Colab Notebook ¢iktilarinda PDB bigimli yapilar ortalama
pLDDT’ye gore ve kompleksler ise pTM puanina gore siralanir. OtopLc Model-4
VMD ile incelendiginde mavi ile gosterilen z eksenine oturmayan yapi elde

edilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. OtoplC Proton Kanali Proteinin Karton Goriintiisii. Protein yap1

rezidii tipine gore renklendirilmistir.

Yine VMD menii tablarindan Extensions>Tk Console asagidaki kodlar komut
satirina girilerek bazi veriler elde edildi. Bunlar, OTOPLc geometrik merkezi;

>Main< (VMD) 4 % measure center $sel

0.0004111643065698445 0.0002091285859933123
0.00030057664844207466 OTOPLc minimum ve maksimum icin koordinatlar A
cinsinden;

>Main< (VMD) 5 % measure minmax $sel

{-39.487998962402344 -57.266998291015625 -39.612998962402344}

{ 39.02199935913086 53.48500061035156 50.11399841308594}

seklinde elde edildi. Buna gore OtopLc proton kanali proteinin boyutu
yaklasik [79, 111, 90] A olarak belirlendi.

Proteini z ekseni membran diizlemine dik dogrultuda olacak sekilde

membrana yerlestirdigimizde asagidaki sonucu elde ederiz
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/&uuid=a8cacae0-14ba-11ed-b80b-00163e100d53 ,
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University College London'daki Biyoinformatik Grubunun Psipred-MEMEMBED

web tabanli uygulamasi aracigi ile iiretilmistir) (52).

OtopLc Proteinin memran yiizeyine dik eksene yerlestirildigi Sekil 3.4’de

goriilmektedir.

Hicre disi

Hucre igi

L

A B

Sekil 3.4. Membrana Yerlestirilmis OtopLc Proton Kanali Proteinin A) Ustten B) y

Ekseni Negatif Tarafindan Goriiniisii.

VMD’de membrana uygun sekilde yerlestilen OtopLc proton kanali proteini
ayn1 konuma denk gelen lipid molekiillerinin combine.tcl komutu ile kaldirilmasi ve
membran-protein yapisinin birlestirilmesiyle asagidaki sekilde goriinecektir (Sekil
3.5).

Sekil 3.5. Membrana yerlestirilmis, lipid molekiilleri kaldirilmis ve biitiinlestirilmis

membran-protein yapisi. Protein yapi rezidii tipine gore renklendirilmistir.
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3.1. Truba Uzerinde Yapilan Molekiiler Dinamik Cahsmalar
3.1.1. Hidronyum iyonun olusturulmasi

Hidronyum iyonu ATB veri tabam1 (H3O" atb.ug.edu.au) topoloji

parametreleri kullanilarak CHARMM TIP3P kuvvet alan1 parametreleri ile yeniden
yapilandirilarak tetragonal bir geometride iiretildi (53)(Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Hidronyum iyonu topoloji modeli ve elektrostatik yiizey ile gosterimi.

Bu islemler i¢in hazirlanan sistemde OtopLc dizimizde ,fonksiyonel olmadigi
diisiiniilen sekans pargalar1 cikarilarak dizi 498 AA uzunluguna indirgenmis ve
Alphafold2 iizerinde yeniden modellenmistir. Onceki tam dizi sistemle topolojik bir
farkliligt olmadigir goriilerek sistem hidratlanmis, dimerik OtopLc molekiiliine
7A’dan daha uzak su molekiilleri ¢ikarilmis ve sistem CHARMM36 kuvvet alani ile
modellenen POPC membrana yerlestirilmistir (Sekil 3.7).

e

<
<

Sekil 3.7. Membran Uzerine Yerlestirilmis Indirgenmis OtopLc Simiilasyon
Baslangic Sistemi, 6zel olarak tasarlanmis hidronyum iyonlar1 yer almaktadir.

VMD (54) programi iizerinde POPC lipitleri segilerek 120x160 A% boyutunda
xy diizleminde 382 adet lipid zincirinden (51188 atom) olusan lipid ¢ift tabaka elde
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edildi. Protein bu yapinin igerisine yerlestirildi. Membran i¢indeki yapiy1 fizyolojik
ortama benzetmek icin sisteme toplam 34637 adet su molekiilii (103911 atom)
eklenerek membran-protein sistemi kuruldu. Proton iyonlarmi temsilen trigonal
yapida tasarlanan 120 adet hidronyum iyonu suya yerlestirildi. Sistemi
ndtrallestirmek ve fizyolojik degeri saglamak tizere 0.15 M’lik bir iyon eklendi (121
sodyum, 221 klor atomu). Rezidiilerde 44868 olmak iizere toplamda sistemde
196732 atom bulunmaktadir ve sistem boyutu 120x160x94 A® boyutlarindadir.

Sistemin goriiniimii Sekil 3.7°de verilmistir.

Tim MD simiilasyonlart NAMD (55,56) programimin 2.11 versiyonu ile
yapildi ve CHARMM (19) kuvvet alant (versiyon CHARMM36) kullanildi. Tiim

yonler i¢in periyodik sinir kosullar1 uygulandi.

PME algoritmasi kullanan sabit NPT toplulugunda uzun menzilli elektrostatik
etkilesimler gerceklestirildi. Langevin Pistonu, 50 fs piston bozulumu ve 100 fs
piston periyodu ve 1 atm basing saglamak {iizere kullanildi. Van der Waals
etkilesimlerinde kesme (cut-off) mesafesi 12 A ve switching mesafesi 10 A degerinde
tutuldu. Simiilasyon boyunca zaman adimi 2 fs olarak alindi ve her 1 ps araliklarla

simiilasyon verileri kaydedildi.

Sistem kurulduktan sonra Oncelikle sistemin dengeye getirilmesi
gerekmektedir. Sistemi dengeye getirme islemi sirasinda protein yapisinin omurga ve
diger agir atomlarina harmonik kuvvetler (constraint) uygulandi. Buradaki amag
proteinin lipit ve su atomlariyla birlikte adapte olmasini ve sistemde sabit NPT
simiilasyon kosullarin1 saglamaktir. Protein iizerindeki harmonik kuvvetler belirli
zaman araliklarinda azaltildi ve k kuvvet sabiti 0 kcal/mol/A? olana kadar simiilasyon
devam ettirildi. Tablo 3.3’te MD simiilasyon zamani; Ky, protein yapinin omurga
atomlarina; K yine protein yapinin hidrojen atomu hari¢ yan zincirlerine; Kion

iyonlara xyz yoniinde uygulanan kuvvet sabitini gostermektedir (57-59).



Tablo 3.3. Harmonik Kuvvet Sabitlerinin Simiilasyon Siiresince Azaltilmasi.

36

MD I(bb ksc I(ion
Zamani(ps) (kcal/mol/A?) (kcal/mol/A?) (kcal/mol/A?)
1000 10 5.0 2.0
1000 5.0 2.0 1.0
1000 2.0 1.0 0
1000 1.0 0.5 0
1000 0.5 0.0 0
1000 0.1 0.0 0
1000 0 0 0
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4. BULGULAR

Otopetrin benzeri proton kanali proteini transmembran AA ve yikli
segmentler asagidaki web arayizi ile bulundu
(http://tmfinder.research.sickkids.ca/cgi-bin/TM-Finder.cgi?ID=guest1655203193)
(60,61). Bu web araci ile elde edilen veriler Tablo 4.1°de OtopLc proton kanali

transmembran segmentleri AA numaralart ve elektriksel yikleriyle birlikte
gorilmektedir.

Tablo 4.1. TM finder Web Uygulmasindan El Edilen Transmembran Segmentler ve
Yiikleri

Segment Yiik TM segmentlerin AA

No Baslangi¢c | Son | Uzunluk miktart dizisi
FITLSLLYATLLVVVCL

1 85 108 24 -- GEVLSEV
YEAFFTYLYGLSILFLL

2 118 140 23 -- YVLCYL
LRIGAIAFGLGTMIYNG

3 223 247 25 -- LEEGVFEE
NPLLQLVFTFMQMYFIF

4 262 281 20 -- MNA
ARFGLMHIVATNLCVW

. «

5 292 311 20 Yiiksek VRTL

6 409 424 16 -- IVEYSLIGAAVLYIMW
FCGLLVLVASLICLILFF

7 465 485 21 -- VLV

8 506 520 15 -- MFFSIIAMFIGFVRV
LLMVSAFGLFAYAVFS

9 537 553 17 -- T
VMVTGILSVLQVIIQMV

10 569 586 18 -- F

11 610 626 17 -- VTFLLICNLTMWVIYTF
TLPLAIFHRFHSTVVLA

. «
12 653 671 19 Yiiksek Al

*yiiksek yiik icerigi, TM segmentde >= %15 yiiklii amino asitlerin varligin1 gosterir.
Helisite > 1.1 ve Hidrofobiklik > 0.4, uzunluk >= 6 olan ¢ekirdeklerden baslayarak
<= 4'lik bosluklar kapatilmis, < 10'luk segmentler kaldirilmistir. Mor renk kodlu

amino asitler TM segmentindeki ytiklii amino asitleri gdstermektedir.
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4.1. Yapisal Analiz

Transmembran protein yapist tahmini, (62,63)
http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/MemBrain/ AA dizisinin sitesinde uygun alana

girilmesi ile asagidaki yap1 elde edildi. MemBrain, transmembran protein yapi
tahmini i¢in gelistirilmis bir web sunucusudur. Bugiine kadar, iki ana tahmin
fonksiyonunu, yani transmembran heliks (TMH) tahmini ve TMH-TMH rezidi
temas tahmini icermektedir. OtopLc proton kanalinin bir momomerinin
transmembran heliks segmentleri Sekil 4.1‘de gortilmektedir. Otopetrin ailesindeki

diger proton kanallar1 gibi 12 adet TMH segmenti bulunmaktadir.

outsi

inside:
M1

E682

Sekil 4.1. OtopLc Proton Kanalinin Bir Momomerinin Transmembran Heliks
Segmentleri. Mavi ile gosterilenler ard arda olan TMH segmentleridir.OTOP1
Sematik Gosterimi (29).

Transmembran helikslerin bulundugu rezidii numaralarina goére egilim
(prospensity) degerlerinin degisimi Sekil 4.2°de goriilmektedir. Buradan OtopLc
proton kanalini olusturan yapinin her bir dimerinin 12 adet transmembran heliksinin

bulundugu goriilmektedir.
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Sekil 4.2. Her Rezidii icin TMH Egilimleri.

Protein-lipid etkilesimleri, zar proteinlerinin yapisal stabilitesinde ve
biyolojik islevlerinde 6nemli roller oynamaktadir. Zar proteinlerindeki amino asit
egilimleri lipid molekiillerinin bas ve kuyruk gruplartyla etkilesim lipofilisite ile
aciklanir (64). Ayrica intraseliller ve ektraseliiler heliks yapilar Sekil 4.3’te

goriilmektedir.

g g
g

Sekil 4.3. Membran ve Transmembran Segmentler Kirmizi: TMH (Transmembran
Heliks), Mavi: ilmekler (linker).

OtopLc proton kanalinin N ve C domainleri Tablo 4.2°deki gibi ayr1 parcalar
olarak degerlendirildiginde 6’sar adet TM segmenti bulunan protein Sekil 4.4’te
goriildiigl gibi bir yapiya sahiptir. Bu domainlerin yapisinin Otop-1 ve Otop-3 ile
benzer sekilde birbirini tekrarlayan yapilar oldugu Sekil 4.5’te goriilmektedir.
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Tablo 4.2. N ve C Domainlere Ayrilmis AA dizisi

N Domain

MKERLLLSRDPPLATMDEPSPHDATDNQLLEVHQTPVGTVVKLNAD
GYGSHTSPTHRVESYYTGTLESRRGLLEYYPKNAKTST
1-(ISS)-FITLSLLYATLLVVVCLGFVLSEVLTHNVPLYY

2-(ESS)-
YEAFFTYLYGLSILFLLYVLCYLLSDSARDRKPKKPQVFMGHHSGQY
NVSEYEY
YAYNEGVLQKVRQPEGIPDGSPTQEKLTPSSSCSKPRKHKTSDNEHSH
GSFF

3-(ISS)-LRIGAIAFGLGTMIYNGLEFGVFFEIPITSPCYQILRGV
4-(ESS)-NPLLQLVFTFMQMYFIFMNARLNIHKFKFL
5-(ISS)-RFGLMHIVATNLCVWVRTL
VRESLKEINEFRVTQGHKGEDYMILEGIRRALENRGLMAPNKYLYNL
DDFVEMQEINETMQQASGWVNEEDIVNRTCERVEIMGSIVSDSAPYL
YPF

6- (ESS)-IVEYSLIGAAVLYIMW(ISS)K

C Domain

HIGRNPRFVYDPEVAGDGMSVLSRRCHSRVDCVGASKGL
7-(ISS)-FCGLLVLVASLICLILFFVLVNREELKMLAIYLADCSHCGI
8-(ESS)-MFFSIIAMFIGFVRVRQLKFHGEREEELDDI
9-(ISS)-LLMVSAFGLFAYAVFSTVAGSLSAYTKEPNLL
10-(ESS)-VMVTGILSVLQVIIQMVFIKDTQRRQVSLPEHERTKPGRQV
11-(ISS)-

VTFLLICNLTMWVIY TFETQKVEANPVQLEFFGDLPWTILLRC
12-(ESS)-TLPLAIFHRFHSTVVLAAI(ISS)WKNSYKTRIE

Transmembran segmentler kirmizi olarak isaretlenmistir. Mor renk yiiklii

AA’leri gostermektedir. Koyu renkli TMH’ler yiiksek yiik miktarin1 gostermektedir.

Koyu kirmizi alfa heliks olusumunu 6nleyen prolin AA (P). N ve C domainleri ayr1

ayrt modellendiginde Alphafold’da elde edilen ii¢ boyutlu yapilar Sekil 4.4’te

gorilmektedir. Bu yapilar st iiste bindirildiginde Sekil 4.5’te goriildiigii gibi N ve C

domainlerin birbirine benzer yapilar oldugu goériilmektedir.
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2022-08-17 ©7:56:30,771 Running model_3
2022-08-17 08:00:46,000 model_3 took 252.1s (3 recycles) with pLDDT 60.1 and ptmscore .56

colored by N-C colored by pLDDT

plDDT: = Very low (<50) Low (60) W= OK (70) == Confident (80) EEE Very high (>90)

Sekil 4.5. A) N-Domain farkli agilardan B) N-Domain Gri, C-Domain kirmizi renkle

birlikte gosterilmistir.

OtopLc dimerik proton kanalinin yapisit TMH segmentleri numaralandirilarak

Sekil 4.6°da farkli projeksiyonlardan karton gdsterim ile verilmistir.
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Sekil 4.6. OtopLc Proton Kanalinin Dimerik Yapisi icersinde TM Segmentler ve

Domainler.

Otopl'in alt birim arayiiziine esas olarak TM6 ve TM12 aracilik ettigi ve
yiiksek oranda korundugu, bunun da yapisal ve islevsel biitlinliikte kritik bir rol
oldugunu gosterdigi ifade edilmektedir (29). OtopLc proteinimizde TM6: L406-
K426 AA arasinda, TM12: D644-N675 AA arasinda yer almakatidir. Ozellikle
TM12’nin akraba organizmalar arasinda biiyiikk oranda korundugu goriilmektedir
TM1 ve TM9'un aracilik ettigi alt birimler aras1 arayiiz, Otopl ve Otop3 arasinda ve
Otopetrinler arasinda daha az korunur (Sekil 4.7). TM segmentlerin tiirler arasidanki
korunumu gri bolgeler halinde MSA hizalama analizinde goriilmektedir. Ayni

resimdeki kirmizi igsaretli AA’ler farkliliklar1 gostermektedir.
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NCBI Multiple Sequence Alignment Viewer, Version 1.22.0

Sequence D Start | Algnment TNA TN Ve Joganisn
1 E 100 120 140 60 180 200 220 240 260 280 W0 32 340 380 320 4 T I —
[— PSS S A S S ek N Sttt Sy S S s W P s i St s S Y S . 1

Query 50033 (+) 1 C[WEENES MU RT L I 1 1 I I il IR 1 W n

XP_D4TAESTIE1 +) 268 IR I IHT T T T T N | I I I 1 1 WU T 1]

XP_027212062.1 (+) 36  [INENNIE BN ROT T T | 1 111 I I i1 [ TR T T i

XP_037793173.1 (+) 325 | |NEMIR M INL BT LT i I I i} HINE 11 ECNTm | m

XP_045111612.1 (+) 541 | [N MDD RE T T ———— 1 111 I I il MR 11T WO T e

XP_042891326.1 (+) 111 [ NEEE DRIV IR | T 1l I I il DN E | 11 W | [

XP_045590523.1 (+) 118 LI B e I | I L I I THHI | o LTI T [

XP_04TT30366.1 (+) 675 Ill\llll e I-=IIIIIIH Iy 110 THI | T T T AT T |

XP_047739391.1 (v) 270 | JRENE IS TR RN 11 I 1111 L | b R T I

XP_DATT39408.1 (4) 1 NI SR IN T LT e 1 e 1111 I | 10 EEEMN | DI0 WU UENNME T I I

XP_047730398.1 (+) 00 | NN 1 AMNRREN NF1T BT L LT A 1 [T 111 11 SEME | 0 WU R e I

e v T TT e[ TTVIE 11T RS 771 1T 10OV WU THTY 707 WY

e e T T ¢ -srmmemroaelT " TTVI] 1] 17T WA Sere®IT7] T 17 W TNV T THATY TR TR

Sekil 4.7. OtopLc Proton Kanalinin Otopetrin Ailesiden Diger Yapilara Gore AA

Dizileri igerisindeki Farkliliklar (kirmizi ile isaretlidir).

Her OtopLc alt birimi, ilk altisi (TMH1-6) N alanini, kalan altis1 (TMH7-
TM12) C alanmi olusturan on iki transmembran sarmal (TMH1-TMH12)
icermektedir. N ve C alanlar1 yapisal ve boyutsal olarak benzerdir. Yapilarin, Otopl
ve Otop3'e benzer sekilde 70A.50A.50A boyutlarinda kiiboid sekilli homodimerler
oldugu ve sirali segmentlerinin biiyiik kisminin zar i¢inde bulundugu goriilmektedir
(Sekil 4.8). OtopLc, diger Otopetrinlere benzer sekilde N (amino-terminal) ve C
(karboksi-terminal) domain olmak tizere iki kisma boliinebilir. Bu proteinin 6zdes iki
yapisinin homodimerik diizenlemesiyle, iki alt birimden N ve C domainleri, bir
merkezi ekseni ¢evreleyen dort kadrani teskil eder. Sonucta psddotetramerik bir yapi

olusur (Sekil 4.9).
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4.2. Molekiiler Dinamik Calismalari

WebMD platformu {izerinde yapilan caligmalarda ilk sistem, fizyolojik
ortamin bir tahmini olan OtopLc'nin konformasyonel dinamiklerini arastirmak igin
kuruldu, burada tiim protein bir lipid ¢ift tabakasina yerlestirildi ve bir kutu i¢inde

solvatlandi.
4.2.1. Sistem Hazirlama ve Simiilasyonlar

Otoplc VMD Charmm 36 (C-36) lipid ¢ift katmana yerlestirildi. Proteinle
ortigen lipid molekiilleri, combine.tcl uygulamasi ile ¢ikarildi ve WebMD
(irbbarcelona.org) (65) ortaya c¢ikan OtopLc/cift tabakali sistemin enerjisi en aza
indirildi ve 5 ns i¢in dengelendi. OtopLc'nin H olmayan atomlar1 protein etrafindaki
lipidlerin paketlenmesinin gevsemesine izin vermek icin sinirlandi.

Doénme yarigapt (Radius of gyration) zaman ekseninde degisimi Sekil 4.9’da
goriilmektedir. Donme yarigapi, basitge proteinin kiitle merkezi ile her iki terminali
arasindaki mesafenin  uzunlugudur. Proteinlerin donme yarigapt (RoQG),
kompaktliginin bir 6l¢iisiidiir. Bir protein kararli bir sekilde katlanirsa, muhtemelen
nispeten sabit bir RoG degerini koruyacaktir. Bir protein agilirsa, RoG zamanla
artacaktir. Burada bizim proteinimiz modelleme siirecinde RoG kiiciilmekte

dolayisiyla kompaktlagmaktadir.

Radius of Gyration_07 ( Units in A)

Plot XY Data
81.3

81.3

81.3

81.3

value

81,2

81.2

1 1.2 1.4 1.6 1.8 2
snapshot

Sekil 4.9. Donme Yarigapinin Zamanla Degisimi.
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OtopLc'min kristal yapisina polar hidrojenler eklendi. Tiim rezidiiler i¢in
default protonasyon durumlar1 varsayilmistir. Dogal lipid ¢ift katmanlarda, kolesterol
veya kolesterol benzeri lipidler, dimerik protein diizenegini stabilize etmek i¢in
muhtemelen merkezi tiinele baglanmaktadir (29). Saotome ve arkadaslarinin yaptigi
calismada (29) Otopl ve Otop3 icin merkezi vestibiildeki kolesterol molekiillerinin
diizenlenmesinin, mikrosaniye alti MD simiilasyonlar1 boyunca korundugu,
kolesterol benzeri parcalar i¢in kararli baglanma sagladiklar ifade edilmistir. Bizim
sistemimiz de benzer sekilde ancak daha kisa siireli (100ns) MD simiilasyon boyunca
stabil kaldigr ve dimerik yapmin dagilmadigi goézlemlenmistir. Ayni ¢aligmada
kolesteroliin ¢ikarildigi Otopl simiilasyonlarinda, genis merkezi vestibiilden 6nemli
Ol¢iide konformasyonel kayma ve sinirsiz su ve iyon diflizyonu gozlemlendigi ifade
edilmistir. Buna karsilik bizim modelimizde bdyle bir dagilma ve membran {izerinde

su veya diger iyonlarin serbest gecisi gdozlemlenmemistir.

Protonlarin, su molekiillerinden ve/veya amino asit pargalarindan olusan
hidrojen bagli bir ag boyunca Grotthus mekanizmasiyla 'atlayarak' zar proteinleri
izerinden tasindigir disiinilmektedir. Otopetrinlerdeki proton iletim yollar1 bu

sebeple muhtemelen en azindan kismen hidrate olmalidir (29).

Calismanin baslangicinda gergeklestirdigimiz MD simiilasyonlarinda protein
omurga karbonlarinin yerdegistirme olgiisii RMSD degerlerindeki 3 A altindaki
dalgalanmalar kisa siire igerisinde konformasyonel bir degisiklik olmadigim

gostermektedir (Sekil 4.10).

RMSd/rezidu#

42
83
124
165
206
247
288
329
370
411
452
493
534
575
616
657
698
739
780
821
862
903
944
985
1026
1067
1108
1149
1190
1231
1272
1313
1354

Sekil 4.10. Rezidiilerin RMSD Degisimi.
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Atomik dalgalanmalar1 gosteren B faktoriindeki dalgalanmalar 6zellikle
intraseliller ve ekstraseliller linkerlarin  bagil serbest dalgalanmalarindan

kaynaklanmaktadir (Sekil 4.11).

B Faktorld ( Atomik dalgalanma)

15

1-2 6-7
10

1 101 201 301 401 501 601 701 801 901 1001 1101 1201 1301

Sekil 4.11. Rezidiilerin Atomik Harmonik Osilator Dalgalanma (B) Faktorti.
4.2.2. TRUBA MD Simiilasyonlar:

Sistem Bolim 3.1°de anlatildigi sekilde kuruldu. Tibitak Ulakbim High
Performance Computing (HPC- yiiksek basarimli hesaplama) altyapis1i TRUBA
tizerinde NAMD kullanilirak her biri 2 fs olan 500k adimdan olusan 100ns lik
simiilasyonlar NAMD kodlarin batchscript (toplu is kodlar1 dosyasi) olarak
girilmesiyle 20 giinliik hesaplama periyotlar1 boyunca gerceklestirilmis ve toplamda
200ns’lik veriler elde edilmistir.

Tim sistemin boyutlar:: {-59.99800109863281 -81.58399963378906 -41.99599838256836}
{59.98099899291992 80.09400177001953  51.99399948120117} koordinat araliginda
yaklasik 120*1 60*94A3 olarak belirlenmistir.

Sodyum ve hidronyum iyonlarinin MD simulasyonu ile elde edilen izledikleri
yol verilerinden x-z ve y-z diizleminde PMF haritalar1 elde edildi. Hiicre dis1 ve
hiicre i¢i bolgelerin iyon iletim yollarin1 arastirmak i¢in iyon yol harita
yogunluklarinin iyon basina termal enerji (kgT) ile carpimindan elde edilen PMF
profilleri hesaplandi. 2-D PMF profilini hesaplamak i¢in hiicre dis1 bolgeden 0.3 s
MD simiilasyonundan elde edilen iyon dagilimini kullanildi. 2-D PMF profiline gore,
Sekil 4.12A,B’de igin sirasiyla X-z ve y-z diizlemlerinde mavi bolgeler Na* iyonlarm
bulunma olasiginin yiiksek oldugu bélgeleri gostermektedir.  Na® iyonlarin

simiilasyon boyunca izledikleri yol verilerinden ile etkilesime giren rezidiiler
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belirlendi (Sekil 4.12). Hidronyum iyonlar1 i¢in de aymi veriler gorsellestirilerek
Sekil 4.13 ve Sekil 4.14te verilmistir.

40

30

20

PMF (kcal/mol)
PMF (kcal/mol)

35

v (1)

Sekil 4.12. Na* Iyonlarinin Sirastyla x-z ve y-z Diizlemlerindeki PMF Profili.

PMF (kcal/mol)
z (&)
PMF (kcal/mol)

y (&)

Sekil 4.13. Hidronyum Iyonlarmin Sirastyla x-z ve y-z Diizlemlerindeki PMF Profili.
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364:CG

D33:H3 L

469:0D1

Sekil 4.14. Katyonlarn Baglandig1 AA’ler ve Protein Yapi Igerisindeki Yerleri.
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5. TARTISMA

Iyon kanallarmi islevini anlamak igin kapilama islevinin, iyon segicilik
mekanizmasinin ve iyon iletim yollarmim anlasiimasi gerekir. iyon kanallarindaki
kapilama islevi voltaj, ligand veya mekano duyarli olarak membran proteinin
konformasyonuna dayalidir. Simdiye kadar en detayli sekilde karakterize edilen
proton segici iyon kanallari, influenza viriisiiniin i¢inde pH diismesinde rol alan bir
viral protein olan M2 ve pH'yi korumak igin fagositik solunum artis1 sirasinda
protonlarin disa akiminin gerceklestigi insan voltaj kapili proton kanali olan Hv1'dir
(66). Ancak yapisal olarak bu kanallardan ayr1 olan bizim membran proteinimizin de
tiyesi oldugu Otopetrin (OTOP) proton kanallarinin voltaja bagli olmadiklar1 da
deneysel olarak gosterilmistir (41).

OTOP proton kanallarinin asit, eksi tat algilama ve biyomineralizasyonda
gorev aldiklari, gastrointestinal sistemdeki mutasyonlarinin inflamasyon, kanser gibi
hastaliklarda etkili olabildigi (67, 68) omurgalilar ve kabuklular dahil bir ¢ok tiirler
arasinda korunduklari bilinmektedir (41, 42, 69-71). pH ‘ya duyarhiliklar1 da bazik
dis ortamda disar1 kiiglik akimlar, dis asitik ortamda iceri dogru pH ile artan akimlar
oldugu gozlemlenmistir. Yaptigimiz simiilasyonlarda hem ekstraseliilerden
intraseliilere hem de intraseliilerden ekstra seliilere proton baglanma bdlgelerinin
bulunmasi bu sonucu desteklemektedir. OTOP1-3 kanallarinin ekstraseliiler ortamda
pH’nin 6’nin altinda azalmasiyla dogru orantili olarak ice dogru artan proton
akimlar1 ilettigi gosterilmistir  (41). Bizim sistemimizde 1085 nm®lik hacim
icerisinde sadece hidronyum iyonlariyla pH’nin benzer degerlerini simiile etmek
miimkiin degildir. Ancak bu hacmin en az 100 kati biiyilikliiglinde bir hacimde 1
hidronyum iyonu ile fizyolojik bu durum simiile edilebilir. Bu durumda simiilasyon
stiresini birkag¢ yiiz pus ye uzatmak gerekir ki hesaplama maliyeti ve zaman acgisindan
mevcut teknolojik imkanlarin yetersizligi sebebiyle bu miimkiin degildir. Kald1 ki
hesaplanabilen bu diisiik pH (3-5) degerlerinde deneysel sonuglar kanalin yeniden
inaktif hale geldigini gdstermektedir (41). Bizim 24iincii-25inci ns’lerdeki
constraintlerin kaldirilmasini miiteakip kanal {izerinden herhangi konformasyon ve

tiim simiilasyonlarimiz boyunca bir iyon gecisi (Sekil 5.1) gozlemlenmemistir. Bu
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veriler 1s131nda Na* iyonu ile kurulan sistemin pH degerinin nétr olmas sebebiyle
protein C, omurga atomlarmin daha fazla yer degistirdigini ve boylelikle Na®
iyonlarinin niifuz edebilecegi hidrate vestibiillerin olusarak Sekil 4.12’de gorildiigi
gibi Na* iyonlarmin protein yapida hidronyum iyonu ile kurulan sistemde daha
derine gidebilecegi gosterilmistir. Hidronyum iyonlarmin CI” iyonlari ile nétralize
edildigi sistemde ise protein C, omurga atomlarinin RMSD degerlerinin diisiik
¢ikmas1 buradaki OtopLc proteinin daha az gevsedigini gostermektedir. Bu durumu
1085 nm?® hacimde bulunan 120 adet hidronyum iyonuna bagl olarak pH degerinin
yaklasik 1 olarak hesaplanmasi sebebiyle bu pH degerinde iyon kanalinin inaktif hale
gelmesi deneysel gozlemiyle (66) ortiismektedir.

= Sodium system
=== Hydronium...

0,5 T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
Frame

Sekil 5.1. Simiilasyon Boyunca Protein Omurga C, RMSD Degerleri.

Na* ve CI iyonlarmin bulundugu MD simiilasyonlarinda ve hidronyumun CI’
iyonlar1 ile noétralize edildigi MD simiilasyonlarinda 300ns’ye kadar membran ve
tizerindeki transmembran OtopLc proton kanali iizerinden herhangi bir iyon geg¢isi
gozlemlenmemistir. Hidronyum iyonlarinin OtopLc iizerinde buluma olasiginin
yiiksek oldugu o6zellikle tuz kopriilerinin iizerinden Grotthuss mekanizmasiyla

atlayarak gecebilecegi on goriilmektedir (Sekil 4-14, 15).

Iyon kanalmin konformasyonel degisiklige gitmesini saglayabilecek diger bir

unsur ligand varhgidir. Zn*? iyonunun 5.6 pM'lik bir ICsy degerinde nétiir pH’da
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OTOP2 kanalini bloke ettigi bildirilmistir (44, 65). OtopLc modelimizin muhtemel
Zn" baglanma bolgeleri MIB2 (72) web arayiizii ile belirlenmistir(Sekil 5.2).

ChainB  ChainG Prediction | Docking
AnTsAD

pe
‘F’;%m.){u

No.  BindingResidues  Template Score Show /DL
187E , 190M 2wAl 61T © 1 &

ey,

1
2 1880, 244C 1groA0 5847 © 1 8,
3 B7E, 188D, 245E  4n7sAD 4848 © /A
4 174E , 177E 2ejcAl 4388 © 7 &
3rachd 4216 @1 &
766 © %
174E , 177E 3fnsAd 3602 © 1 &
:] 186R , 200 4gqtA1 336 ©/ &
9 174E , 177E 122hB0 3207 @1 &

10 360E , 3630 5eBACO 3254 © /&

Sekil 5.2. Zn" Baglanma Bélgeleri.

Hidronyum iyonlar1 simiilasyonun baglamasindan kisa bir siire sonra su-lipit
arayliziine yanasmistir. Bu konudaki bagka bir ¢alismada benzer durum hidronyum
iyonlarinin karbonil gruplarina yakin fosfat grubunun altina yerlesip stabil kaldigin

gostermektedir (73).

OtopLc alan organizasyonu, Otopetrin ailesindeki diger transmembran
proteinlere benzemektedir. TMH1 ve TMHO9'un aracilik ettigi alt birimler arasi
arayliz, otopetrinler arasinda daha az korunur. Lipidler iceren merkezi vestibiil
benzer ¢aligmalardaki gibi iyon gegirgenligi tasimamaktadir (29). Diger vestibiiller
ve alt birimler arasi arayiiz MD simiilasyonlaridan ¢ikarilan Sekil 4.13’teki PMF
profillerinden anlasilacag tizere kismen hidrate olmakla birlikte W triptofan rezidiisii
ve tuz kopriileri ile tikalidir. Na* iyonlar1 hidrate vestibiillerden gegerek Sekil 4.13 A
ve B de goriilen alanlara baglanmaktadir. Hidronyum iyonlari ise tikali olan z
ekseninde proteinin agirlik merkezinden 10A ekstraseliiler yakminda bir alandan
atlayarak Sekil 4.13°de goriilem maviye yakin tonlardaki bolgelerde gezinmektedir.

OtoPLc’de Otopl'e benzer sekilde alt birim arayliziine esas olarak TMH6 ve
TMHI12 aracilik eder ve bu yap: yiiksek oranda korunmustur. Sekil 4.14’te goriilen
TMHb5-6 aras1 linker tizerindeki E177 ve TMHI12 hemen -ekstraseliiler

baslangicindaki R469 rezidiileri alt birim arayliziinde ve de bizim OtopLc kanalinda
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korunmustur. Aralar1 ayrikta olsa aymi hat {izerinde farkli konformasyonlarla
birbirlerine yaklasabilecek hizada bulunan E267 ve H483-H486 kopriisii de (Sekil
5.3) MD simiilasyonlarinda da hidronyumlarin baglh kaldigi bir alan oldugu Sekil

5.4’te goriilmektedir. Bu da proteinimizin Otopetrin ailesi proton kanallariyla yapisal

ve islevsel benzerligini desteklemektedir.

Sekil 5.3. Alt Birim Arayiiziinde TM6 ve TM12 Uzerindeki Tuz Képriileri.

"T— HYD(O)-GLU267(OEL)
— HYD{O)-GLU267(0E2)
— HYD{O)-TRP450(NE2)

40 f+ -

35
=
T

Mesafe (A )

()
=]

10

° * Zaman (0s) 0 0
Sekil 5.4. TMH6 ve TMHI12 Alt Birim Arayiiziinde E267 Rezidiisiine Baglanan
Hidronyumun Rezidii Oksijenlerine Olan Mesafesinin Simiilasyon Boyunca
Degisimi.

Calismalarimizin devaminda TRUBA iizerinde yiiriitilen MD simiilasyon ps

mertebesine kadar uzatilacaktir. Bu sekilde protonlarin PMF profilleri daha belirgin

hale gelecegi diistiniilmektedir.
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6. SONUC

Diisiik pH (<1) degerinde hidronyum iyonlar1 hidrate vestibiillere nétr pH
degerindeki Na® iyonlari kadar niifuz edememektedir. Bu da PMF profili
verilerilerinin her iki MD simiilasyondaki OtopLc Co RMSD degerindeki
farkliliklart destekledigini gostermektedir. Lipid ¢ift katmanin yag zincirlerinin
oksijen atomlariyla ile hidronyumlarin alanyazina (72) uygun sekilde etkilesime

girdigi goriilmektedir.

Hidronyumlarin mebranin her iki tarafinda OtopLc yap1 boyunca PMF
profiline dayanarak Otopetrinlerdeki deneysel g¢alismalarla uyumlu sekilde (66)

protonlarin her iki yonde de tasinabilecegi simiilasyonlarda goriilmektedir.

Yapisal olarak altbirimler arasi (intrasubunit) arayiizdeki tuz kopriisii
rezidiileri gosterilmistir. Ancak molekiiler modellemenin bag olusumu ve kirilmasi
gibi fiziksel olaylart modelleyememesi buradaki Grotthuss mekanizmasi ile

protonlarin atlayarak gecisini gosterememektedir.

Ayrica deneysel ¢aligmalar (29,66) benzer otopetrin proton kanallarinin agilip
kapanma zaman sabitlerinin hidronyum kapilamali olarak ms-S mertebesinde
oldugunu gostermektedir. Bu sebeple pus diizeyindeki  simiilasyonlarin

konformasyonel degisiklikler ve proton iletimini gdstermesi miimkiin degildir.

Simiilasyon stiresinin uzatilmasiyla PMF profilleri tizerindeki proton iletim
yollar1 belirginlesecektir. Yine silirenin uzatilmasi konformasyon gozlemleme
olastigini artirabilir. Zn® inhibisyonu ve hidronyum kapilamaya iliskin molekiiler
dinamik g¢alismalar1 devam ettirilecektir. Klasik MD de Grotthuss mekanizmasinin
Gromacs kuvvet alani ile modellendigi ¢alismalar mevcuttur (73) CHARMM kuvvet

alaninda bu olay modellenebilir.
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