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OZET

INSAN MUTANT AQUAPORIN-2 (AQP2) PROTEINLERININ MOLEKULER
DINAMIK SIMULASYONLARI iLE INCELENMESI

Emine Deniz TEKIN

Yiiksek Lisans, Biyoloji Boliimii
Tez Damsmani: Prof. Dr. Hatice MERGEN
Eyliil 2023, 72 sayfa

Aquaporin-2 bobrek toplama kanalindaki hiicrelerin apikal membraninda yer alan, suyun
geri emilimini ve idrar konsantrasyonunu diizenlemek i¢in vazopressin tarafindan aktive
edilen bir kanal proteinidir. Aquaporin-2 proteini iizerindeki mutasyonlar, proteinin
yapisini ve fonksiyonunu bozarak bobreklerde suyun geri emilimini etkileyebilir; bu da
asir1 idrara ¢ikma ile karakterize “Nefrojenik Diabetes Insipidus” isimli nadir bobrek

hastaligina yol agabilir.

Bu c¢alismanin amaci, “Nefrojenik Diabetes Insipidus” tanis1 konmus hastalarm
Aquaporin-2 geninde tanimlanmis ve fonksiyon analizleri yapilmis A45T, R85X ve
A147T mutasyonlarinin modellenerek, molekiiler dinamik simiilasyonlarinin yapilmasi
ve sonuglarin deneysel veriler ve diger simiilasyon sonuglar ile karsilagtiriimasidir.
Yapilan molekiiler dinamik simiilasyonlar1 yardimiyla, suyun hiicre membranindan ge¢isi
molekiiler diizeyde gosterilerek, yabanil tip Aquaporin-2 ve mutantlarinin kanal yapisi
incelenmistir. Sonug olarak tez kapsaminda modellenen mutant proteinlerin yabanil tip
Aquaporin-2’ye gore farkli oranlarda su molekiillerini gegirdigi, dolayisiyla farkli
oranlarda fonksiyon degisiklikleri gosterdikleri bulunmustur. Tez ¢alismasindan elde
edilen biitiin sonuglarin su dengesi ile ilgili hastaliklarin anlasilarak, ilgili tedavi-ilag

yontemlerinin bulunmasina katki saglayacagi diistiniilmektedir.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE HUMAN MUTANT AQUAPORIN-2 (AQP2)
PROTEINS WITH MOLECULAR DYNAMICS SIMULATIONS

Emine Deniz TEKIN

Master of Sciences, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Hatice MERGEN
September 2023, 72 pages

Aqguaporin-2 is a channel protein located in the apical membrane of cells in the renal
collecting duct, activated by vasopressin to regulate water reabsorption and urine
concentration. Mutations on the Aquaporin-2 protein may affect the reabsorption of water
in the kidneys disrupting the structure and function of the protein; leading to a rare kidney

disease characterized by excessive urination known as Nephrogenic Diabetes Insipidus.

This study aims to model and perform molecular dynamics simulations of the A45T,
R85X, and A147T mutations identified and functionally analyzed in the Aquaporin-2
gene of patients diagnosed with Nephrogenic Diabetes Insipidus and to compare the
results with experimental and other simulation results. Through the use of molecular
dynamics simulations, the passage of water through the cell membrane has been
demonstrated at the molecular level, and the channel structure of wild-type Aquaporin-2
and its mutants has been investigated. As a result, it has been observed that the modeled
mutant proteins within the scope of the thesis allow the passage of water molecules at
different rates compared to wild-type Aquaporin-2, and thus show varying degrees of
functional changes. It is believed that all the results obtained from the thesis study will
contribute to understanding the diseases related to water balance and the development of

relevant treatment-drug methods.
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1. GIRIS

Aquaporin 2 (AQP2), suyun hiicre zarindan gegisini diizenleyen su kanali proteinleri
olarak bilinen “aquaporin (AQP)” ailesine ait bir protein olup, temel islevi su
homeostazin1  korumak icin bdobreklerde suyun hiicre icine geri emilimini
kolaylastirmaktir. AQP2 proteini bobrek tiibiillerinde bulunan hiicrelerde {iretilir ve
vazopressin (ADH) hormonunun etkisiyle aktive edilerek hiicre zarina getirilir. Viicuttaki
su dengesi ile idrar yogunlugunun diizenlenmesinde dolayisiyla da elektrolit dengesinin
korunmasinda 6nemli rolii vardir. Diger AQP’ lerde oldugu gibi, AQP2’de her biri kendi
igerisinde kanal gorevi goren dort tane 6zdes alt birimden olusur. Her birim, hiicre zarinda
bulunan 6 tane transmembran heliks ile hiicre i¢i ve dis1 bolgelerde bulunan 5 tane

dongiiden olusmaktadir [1, 2].

AQP2 genindeki mutasyonlarin ¢ogu, AQP2 proteininin normal islevini etkileyecek
sekilde yanlis 3-boyutlu sekle katlanmasina neden olmaktadir ki bu da bobreklerin idrart
diizgiin sekilde konsantre edememesiyle karakterize, asir1 idrara ¢ikma ve su kaybina
neden olan Nefrojenik Diyabet Insipidus (NDI) olarak adlandirilan nadir bir hastaliga yol
a¢cmaktadir [3-12]. Mergen ve grubu tarafindan yapilan bir ¢alismada [13] santral ya da
nefrojenik diyabet insipidus tanist konmus 15 Tiirk hastaya ait AVPR2, AVP-NPII ve
AQP2 genlerinde 12 mutasyon tespit edilmistir. NDI’l1 hastalarin 4’iiniin AQP2 geninde
Al147T ve R85X mutasyonlar tespit edilmistir. Ayni1 grup tarafindan yapilan bagka bir
calismada [14] ise NDI'l1 bir erkek Tiirk hastada AQP2 geninde A45T mutasyonu tespit
edilmistir. Sonrasinda, Karaduman [14, 15] tarafindan yazilan doktora tezinde, AQP2
geninde tespit edilen A45T, A147T ve R85X mutasyonlarinin Xenopus laevis oosit ifade
sisteminde ger¢eklestirilecek fonksiyon analiz ¢alismalari i¢in hazirliklar yapilmistir. Bu
baglamda, oosit ifade vektorlerinden elde edilen tamamlayict RNA'larin (CRNA) oosit
sitoplazmasina mikroenjeksiyonu gerceklestirilmis ve immiinblot analizi ile yabanil tip
AQP2 ile mutantlarinin membranlardaki oranlar1 karsilastirilmistir. Ayrica, mutant
proteinlerin su iletim mekanizmasi iizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaciyla oositlere
su gecirgenlik testi yapilmistir. Sonug olarak, mutant proteinlerin fonksiyonlarinin wt-

AQP?2 proteinine gore farkli oranlarda degisiklik gosterdigi bulunmustur.

Bu tezin amaci, NDI’li hastalarin AQP2 geninde tanimlanan A45T, A147T ve R85X

mutasyonlar1 ile ilgili mutant proteinlerin ve Wt-AQP2 proteininin molekiiler dinamik



(MD) simiilasyonlarinin yapilarak mutasyonlarin kanal proteinlerinin yapisinda
dolayisiyla fonksiyonunda meydana getirdigi degisikliklerin belirlenmesi ve bu
sonuglarin hiicre kiiltiirii ¢alismalariyla elde edilmis mutasyon-fonksiyon analizi

sonuglariyla kiyaslanmasidir.

Genel olarak, biyolojik molekiillerin ya da proteinlerin MD simiilasyonlar1 ile
modellenmesi, onlarin molekiiler yapilarinin ve zaman igindeki davraniglarinin
anlasilmasina olanak saglar. Bu sayede proteinlerin islevleri ve etkilesimleri hakkinda
bilgi sahibi olunabilir. wt-AQP2 ve mutantlarinin MD simiilasyonlarinin sonuglarinda ise
kanalin igyapist ve su molekiillerinin nasil ya da ne kadarinin tasindigi gibi bilgilere
erismemize yardimel olur. Bu baglamda, yaptigimiz simiilasyonlar sonucunda, R85X-
AQP2 mutant proteinin bir su kanali olusturamayacagi, A45T-AQP2 mutant proteinin
islevsiz bir su kanali olusturabilecegi, A147T-AQP2 mutant proteinin ise yari-islevsel bir

su kanali olusturabilecegi yoniinde deneyle uyumlu sonuglar elde edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Akuaporinler

Su kanallar1 olarak da bilinen AQP’ler biyolojik hiicrelerin zarlarinda gozenekler
olusturan, temelde hiicreler arasinda suyun tasinmasini kolaylastiran integral zar
proteinleridir [16]. Cesitli bakteri, mantar, hayvan ve bitki hiicrelerinin hiicre zarlarinda
bulunurlar [17-22]. Orijinal ismi CHIP28 olan, sonradan AQP1 olarak adlandirilan ilk su
kanaliin 1992 yilinda kesfedilmesinden bu yana [23], 13 farkli insan AQP izoformu
(AQP0-12) tanimlanmistir. Bu AQP’ler, homolojileri ve gozenek segiciligi gibi

biyofiziksel 6zelliklerine gore genel olarak {i¢ ana gruba ayrilirlar [24, 25]:

e Sadece su tasiyan klasik (ortodoks) akuaporinler (AQPO, AQP1, AQP2, AQP4,
AQP5, AQP6 ve AQPS),

e suyun yaninda gliserol de tasiyabilen akuagliseroporinler (AQP3, AQP7, AQP9 ve
AQP10) ve

e siiper (ortodoks-olmayan) aquaporinler (AQP11 and AQP12).

Islevsel olarak birbirinden farkli olan insan AQP'leri kanser, bobrek fonksiyonu
bozukluklari, epilepsi, norolojik bozukluklar, degisik cilt hastaliklar1 ve kalp hastaliklari
dahil olmak iizere ¢esitli bulasici olmayan hastaliklarda rol oynamaktadirlar [26-34].

Deneysel ¢alismalar ve dizi hizalamasi ¢alismalar1t AQP’lerin bazi korunmus 6zellikleri
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Her bir AQP monomeri, {i¢ tane hiicre dis1 (A, C ve E
dongiileri) ve iki tane hiicre igi (Sitoplazmik) (B ve D dongiileri) olmak iizere toplam bes
dongiiyle birbirine baglanan alti transmembran o-sarmalindan (I-V1) olusmustur (Sekil
2.1-a ve Sekil 2.1-b’deki sar1 renkli sarmallar). Ayrica, B ve E dongiilerinden olusan iki
yarim sarmal yedinci bir psédo-transmembran segmentini olusturmaktadir (Sekil 2.1-
b’deki mor renkli sarmallar). Amino ve karboksil (Sekil 2.1-b’deki turkuaz renkli
diizensiz sarmal ve kirmizi renkli sarmal) uglar hiicrenin i¢ine bakacak sekilde, yani
stoplazmada, hiicre zarina gomiilii halde bulunmaktadirlar [35, 36, 3]. Tiim monomerlerin
bir daralma goérevi géren ve su iletim kanallarinin ortasinda yer alan, iki adet korunmus

Asn-Pro-Ala (NPA) motifi igerdigi bulunmustur (Sekil 2.1-a). NPA motifi, ¢ogunlukla



AQP su kanallarinin transmembran alanlarinda bulunsa da, kesin yeri AQP izoformuna
bagl olarak degisiklik gosterebilmektedir. Ayrica, kanal i¢inde aromatik/Arginin (ar/R)
secicilik filtresi (SF) olarak bilinen baska bir 6nemli daralma bolgesi daha vardir. SF,
AQP kanallarmin en dar kismini olusturur. Bu bolgedeki arginin rezidiisii, su
molekiillerinin SF’den gegmesine neden olan hidrojen baglarimi (H-baglarini) olusturur.
SF, bir tane arginin ve klasik (ortodoks) AQP'leri akuagliseroporinleden ayiran, yalnizca
her bir alt aile i¢inde korunan ii¢ tane farkli amino asitten olusur. Bu bolge, klasik (su
geciren) AQP'lerde daha polar olup, korunmus bir histidin igerir. Akuagliseroporinlerde
ise bu bolge daha hidrofobik olup genellikle triptofan ve tirozin olmak {izere iki korunmus
aromatik rezidii igerir. SF’nin yap1 ve aktivitesi (islevi) arasindaki iliski nedeniyle daha
biiyiik, hidrofobik kanallar ¢6ziinen maddeleri iletirken, daha kiigilik, hidrofilik kanallar
suyu iletirler; bu da SF’nin AQP'lerde substrat segiciligi ig¢in temel olusturdugunu
gostermektedir. Ornegin, Tajkhorshid ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada [37]
GlpF'deki (Glycerol facilitator ) korunmus aromatik rezidiilerden birinin ¢ikarilmasi, su
gecirgenliginde artisa neden oldugu gozlemlenmistir. Beitz ve arkadaslar1 [38] tarafindan
yapilan bagka bir ¢aligmada ise AQP1’in SF bolgesindeki Ala mutasyonlari, bolgenin
genislemesine neden olmus, bu da lire, gliserol, amonyak ve protonlarin gecisine olanak
saglamistir. MD simiilasyonlar1 ile de SF bdlgesinin secicilik i¢in énemini agiklayan
calismalar bulunmaktadir [39, 40]. Ikinci (B) ve besinci dongiide (E) bulunan NPA
dizileri, birbirleriyle eslesmek ve su kanalin1 olusturmak i¢in molekiiliin iizerine dogru
biikiiliirler (Sekil 2.1-b); yani her AQP monomeri bagimsiz bir su kanalidir. Her biri 26
ile 34 kDa (yaklasik 240-300 rezidii) arasinda olan AQP momomerleri merkezi bir
gozenek olusturmak icin hiicre zarinda dort pargali kiimeler (homotetramerler) olarak
birlesirler (Sekil 2.1-c). Dort monomerin her biri su kanali gorevi goriirken (Sekil 2.1-
c’deki sar1 oklar), onlarin arasindaki bosluk tarafindan olusturulan merkezi gézenegin
islevi ise biiyiik dl¢iide bilinmemektedir. Insan AQP kanallar1 4 A’dan daha kiigiik ¢apa
(su tastyan AQP’ler yaklasik olarak 2.8 A olurken, iyon tasiyan AQP’ler 3 A dan daha

biiyiiktiir) ve 2-3 nanometre uzunluguna sahiptirler.
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Sekil 2.1. AQP proteinlerinin a) ikincil, b) ti¢linciil ve ¢) dordiinciil yapilari.
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2.2. Aquaporin-2 ve Nefrojenik Diabetes Insipidus (NDI)

Bu tezin konusu olan insan AQP2 (Sekil 2.2), bobreklerin ana toplayici kanal
hiicrelerinde suyun yeniden emilmesinden sorumlu ve idrar konsantrasyonu igin gerekli,
ADH ile diizenlenen, homotetramerik bir su kanali olarak islev géormektedir. Sasaki ve
arkadaglar1 [1] tarafindan 1993 yilinda insan AQP2'si i¢in cDNA klonlanmis ve 1994
yilinda Deen ve arkadasglar [41] tarafindan da insan AQP2’si izole edilmistir. 29 kDa'lik
molekiiler kiitleye sahip AQP2, hidrofobik ve zar biitiinleyici bir proteindir. Yani,
yaklasik olarak son yirmi yilda AQP2 geni klonlanmis ve idrar konsantrasyonunun

molekiiler mekanizmalar1 yavas yavas aydinlatilmaya baslanmistir [42-46].



Sekil 2.2. AQP2 proteininin a) hiicre dis1 goriiniimii b) yandan goriiniimii.

Literatiirde, AQP2’yi kodlayan gen iizerinde yapilan mutasyonlarin NDI’a neden
oldugunu destekleyen ¢esitli klinik ve deneysel ¢alismalar bulunmaktadir [3-12]. NDI,
bir ¢esit su dengesi bozuklugudur. Soyle ki; viicut sivi alimini, idrarla sivi atilimi seklinde
dengelerken, NDI hastali§ina sahip kisiler ¢ok fazla idrar iiretirler. Yani NDI hastaligi,
biiyllk miktarlarda seyreltik idrar iiretimi ile karakterize edilir ve bdbregin idrart
konsantre edememesinden kaynaklanir [41]. Bu hastalik sonradan edinilmis ya da
dogustan (konjenital) olabilir. Konjenital NDI hastaligt AVPR2 (vasopressin type-2
receptor gene) veya AQP2 genindeki mutasyonlarla iligkilidir. Mergen ve arkadaslari
NDI'li 9 hasta lizerine yaptiklari bir c¢aligmada [13], hastalarin 4’iinde AVPR2
mutasyonu, 5’inde ise AQP2 mutasyonu tanimlamiglardir. NDI'ye neden olan AQP2
mutasyonlari, AQP2’nin ya depo vezikiillerinden apikal membrana taginmasina engel
olur ya da yanlis katlanmaya ve bu yiizden de endoplazmik retikulumda (ER) tutulmasina
neden olur [11, 47, 48]. Ornegin, [13] no’lu referansin devami olarak yapilan ¢alismada
[49], AQP2 kanal proteinindeki L137P mutasyonunun, proteinin yanls katlanmasi
nedeniyle, hem proteasomal bozulmadaki artisa hem de AQP2'nin hiicre i¢i tutulmasina
neden olacagini ileri siirmiislerdir. Mergen ve arkadaslar tarafindan yapilan baska bir
caligmada ise [14, 15], NDI hastalarinda tanimlanan {i¢ mutasyon (A45T, R85X [50] ve
Al47T [51]) wt-AQP2 ile degisik deneysel yontemler kullanilarak, karsilagtirilmistir.

Sonug olarak;


https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/konjenital%C2%A0%C2%A0

e A45T-AQP2 mutant proteininin azaltilmis yar1t Omiir ve hedefleme kusurlar ile
karakterize edilip, islevsiz bir su kanalinin olugsmasina neden oldugunu;

e R85X-AQP2 mutant proteininin fonksiyonel bir su kanali olusturamayacagini;

e Al47T-AQP2 mutant proteininin ise kismi yanlis hedefleme ve yarilanma émriiniin
azalmasi gibi Ozelliklerinin olmasina ragmen yart fonksiyonel bir su kanali

olusturdugunu gézlemlemislerdir.

Mutant su kanallarinin hiicre i¢i fonksiyonlari lizerine yapilan ¢aligmalar, bu ¢alismalarin
hastalik fenotipine yol agan mekanizmalar1 aydinlatmasi ve patolojik mekanizmalarla

ilgili farmakolojik stratejilerin gelisimini desteklemesi nedeniyle 6nemlidir.

2.3. Molekiiler Dinamik Simulasyonlarinin Kullanim Amaglari

Suyun AQP’ler yoluyla hiicrelere tasinmasi, su molekiillerinin AQP godzeneklerinden
hizli gecis hareketini iceren dinamik bir siiregtir. X-1s1n1 kristalografisi kullanilarak
akuaporinlerin yapilar1 ¢oziilmiis ve suyun bu kanallardan nasil tagindigi, gozenekteki
belirli yapisal 6zelliklerin diger ¢6ziinen maddelerin gozenekten gegmesini engellemeye
nasil yardimci olabilecegi konusunda 6nemli bilgiler saglamistir. Fakat bu tiir teknikler
de makromolekiil kristalize edildiginden boyle bir dinamik yapinin sadece statik bir resmi
elde edilir. Dolayisiyla akuaporinler gibi tasima ve segicilik mekanizmasinin énemli
oldugu dinamik yapilarin zaman igerisindeki yoriingelerini elde edebilmek igin yani
dinamik bir resim elde edebilmek i¢in MD benzetimleri gereklidir. MD benzetimlerinde,
bir sistemdeki farkli atomlar arasindaki kuvvetler Newton’un ikinci hareket denklemi
(F=ma) ile hesaplanir ve daha sonra atomlarin bu kuvvetlerin etkisi altinda hareket
etmesine izin verilir. Bu da, iizerinde ¢aligilan molekiiliin degisik konformasyonlarinin

orneklenmesine miisaade ederek farkli 6zelliklerini elde etmemizi saglar.

wt-AQP2 ve mutantlarinin su-tasima mekanizmalariin MD  simiilasyonlar1 ile
incelenmesi, molekiiler seviyede bilgiler verecegi igin, deneysel yoOntemler ile
anlasilamayan ya da eksik kalan detaylari tamamlamaktadir. Ayrica bu mekanizmalarin
dogru bir sekilde anlasilmasi, gecirgenligi modiile etmeye calisan deneylere yon
verebilecegi gibi, NDI'nin olusum mekanizmasinin daha iyi anlasilmasina yardimci
olacagindan terapotik amaglar igin de yararl olabilir. Bu baglamda, AQP’ler araciligiyla

su gecirgenligi mekanizmalarinin MD benzetimleriyle incelenmesi ile alakali degisik



calismalar bulunsa da [52-57], AQP2’ler ile alakali literatiir ok genis degildir [40, 58-
60]. AQP2 iizerine yapilan ilk MD ¢alismasinda [58], insan bobregindeki su gegirgenligi
ve idrar konsantrasyonu mekanizmalar1 hakkinda bilgiler verilmis, diflizyon gegirgenligi
ve ozmotik gecirgenlikler 6l¢iilmiistiir. Bu ¢aligmanin devami niteliginde, baska bir grup
tarafindan yapilan mikrosaniye zaman o6l¢ekli MD simiilasyonlarinda ise [59],
gegirgenligin Ol¢iilmesine ek olarak, kanal boyunca su tasinmasi ile iliskili serbest enerji
profili ortaya ¢ikarilmis, segicilik mekanizmalari ile ilgili bilgiler verilip AQP2'nin tagima
ozellikleri agiklanmistir. Ayrica her iki ¢aligmada AQP2'deki ar/R bolgesinin sadece bir
SF olarak davranmadigi, ayn1 zamanda bir gegis bolgesi olarak da hareket ettigi
gosterilmistir. Hadidi ve arkadaslari tarafindan yapilan MD ¢alismasinda [40] AQP2
tizerine H172G mutasyonu yapilmis, His172'nin su gegirgenligini diizenlemedeki kritik
rolii agikliga kavusturulmustur. Ayni grup tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise [60]
AQP2-V168M ve AQP2-G64R mutasyonlari yapilmis ve mutasyonlarin su gegirgenligin

mekanizmasi ve dinamiklerini nasil degistirdigi incelenmistir.

Bu tezde wt-AQP2 ve mutantlarinin (A45T, A147T ve R85X) her biri i¢in membran
varliginda 250’ser ns, yoklugunda ise 100’er ns liretim MD simiilasyonlar1 yapilmis,
Mergen ve arkadaslar1 [14, 15] tarafindan yapilan deneysel ¢alismalarin sonuglarini
destekleyen sonuglar elde edilmistir. SOyle ki; AQP2'de 45 numarali Ala’nin Thr ile yer
degistirmesi, wt- AQP2’ye oranla islevsiz bir su kanalinin olusumuna neden olurken, 147
numarali Ala’nin Thr ile yer degistirmesi yari-fonksiyonel bir su kanalina sebebiyet

vermistir. R§5X mutasyonu sonucunda ise bir su kanalindan bahsedilememektedir.



3. HESAPLAMALI CALISMALAR

3.1. Sistemlerin Hazirlanmasi
3.1.1. Eksik Residiilerin Tamamlanmasi

Insan AQP2 proteinin X-1sm1 yapis1 Tornroth-Horsefield [3] ve arkadaslar1 tarafindan
belirlenmis ve atomik koordinatlar, Protein Veri Bankasinda [61] 4NEF pdb kodu ile
depolanmistir. Ancak, pdb dosyasinda, REMARK 465 kayitlarina gore eksik rezidiilerin
oldugu goriilmiis ve bu rezidiiler Cizelge 3.1.1°de listelenmistir. MD simiilasyonlarinin
basarisi, onemli dlgiide baslangi¢ yapisina bagli oldugu i¢in, simiilasyona baslamadan
once eksik rezidiilerin tamamlanmasi1 gerekmektedir. Deneysel yontemlerin yan sira,
birgok hesaplamali yaklagim ile de proteinlerin ti¢ boyutlu molekiiler yapist amino asit
dizisinden tahmin edilebilir [62-66]. Boylece, eksik yapisal oOzellikler yeniden
olusturulup, daha fazla yapisal iyilestirme yaparak eksiksiz baslangic modelleri
saglanabilir. Bu baglamda, bu tezde eksik rezidiilerin tamamlanmasinda Modeller
programi [62] kullanilmistir. Program orijinal yapiy1 (eksik rezidiiler olmadan) bir sablon
olarak ele alip, karsilastirmali bir model olusturmaktadir. Sonug¢ olarak, Modeller

programi kullanarak eksik rezidiilerin tamamlandigi model (wt-AQP2) elde edilmistir.



Cizelge 3.1. 4nef.pdb yapisindaki eksik rezidiiler.

Rezidii Ismi Monomer Ismi | Sira Numarasi Elektrik Yiikii
GLY A 1

GLU A 241 -1
PRO A 242

GLY B 1

SER B 2

GLU B 3 -1
LEU B 4

ARG B 5 +1
GLY B 239

LEU B 240

GLU B 241 -1
PRO B 242

GLY C 1

SER C 2

GLU C 3 -1
LEU C 4

ARG C 5 +1
PRO C 242

GLY D 1

LEU D 234

ALA D 235

VAL D 236

LEU D 237

LYS D 238 +1
GLY D 239

LEU D 240

GLU D 241 -1
PRO D 242

3.1.2. Nokta Mutasyonlarin Yapilmasi

wt-AQP2 modeli iizerine, daha once NDI hastaliginda tanimlanmis {i¢ ayri nokta
mutasyon; A45T [14, 67], R85X ve A147T [13] HADDOC [68] programu ile yapilmustir.
Nokta mutasyonlar dncelikle Python programlama dilinde yazilmis pdb_mutate.py betigi
ile [69] mutasyon yapilacak amino asidin adinin degismesiyle baglamakta ve sonrasinda

HADDOC eksik yan zincir atomlarint doldurmaktadir. Sonug olarak; bir tane wt-AQP2

10



ve 3 tane de mutant (A45T-AQP2, A147T-AQP2, R85X-AQP2) olmak iizere toplam 4

tane model olusturulmustur.

3.1.3. wt-AQP2 ve Mutantlarinin Model Bobrek Zarina Gomiilmesi

Kritcevsky ve arkadaglar1 [70] insan, sigir, sigan, fare ve kurbaga gibi omurgalilarin
bobrek, karaciger ve dalaklarinin fosfolipid sinifit dagilimlarini belirlemislerdir. Bobrek
ve karaciger i¢in elde edilen degerler, tiirler arasinda ¢ok az degisiklik oldugunu ya da
hi¢ olmadigim gosterirken, dalak icin elde edilen degerler, hiicresel bilesimde farklilik
gosteren iki grup oldugunu gostermistir. Yapilan bu ¢alismaya gore, insan bobreginin
fosfolipid dagilimi “fosfatidil kolin (PC), fosfatidil etanolamin (PE), fosfatidil serin,
fosfatidil inositol, fosfatidik asit, difosfatidil gliserol, fosfatidil gliserol, lizobifosfatidik
asit, lizofosfatidil kolin, lizofosfatidil etanolamin, sfingomyelin (SM)” den olusmaktadir.
Bu lipid ¢esitleri igerisinde ylizdeligi en fazla olan ilk ti¢ lipid ¢esidi (%31.6 - %34.6
oraninda PC, %26.5 - %28.2 oraninda PE ve %11.1 - %12.9 % oraninda SM) Charmm-
Gui [71, 72] programi ile model membran olusumu igin kullanilmistir. Bu program, MD
benzetimleri i¢in, protein-membran kompleksleri olusturmak iizere tasarlanmis web
tabanli bir grafik kullanic1 ara yiiziidiir. Kompleksin olusumu i¢in 6ncelikle protein
yapisinin okunmast gerekmektedir. Bu adimda, kullanicilar kendi protein yapilarini
yiikleyebilecekleri gibi “Protein Veri Bankasi (Protein Data Bank (PDB))” ya da
“Membranlardaki Proteinlerin Yonelimleri (Orientations of Proteins in Membranes
(OPM))” [73] gibi veri tabanlarin1 kullanabilirler. POPC, POPE ve SMP lipit membran
boyutlari, proteinlerin uygun sekilde gdmiilebilmesi i¢in XY uzunlugu wt-AQP2, A45T-
AQP2, Al147T-AQP2 icin 120 A ve R85X-AQP2 igin 100 A olacak sekilde
olusturulmustur. Charmm-Gui, z-eksenini membran normali olarak alip, z = 0 noktasini
da membran ¢ift tabakasinin merkezi olarak tanimladigi i¢in, veri tabanindan okunan
protein yapisinin z-ekseni boyunca hizalanmasi ve hidrofobik bolgesinin z=0 civarina
yerlestirilmesi gerekmektedir. OPM veri tabanindaki protein yapilari, membran
normaline (z-ekseni) gore hali-hazirda yonlendirilmis oldugundan, bu tezde OPM veri
tabanindan alinan 4nef.pdb yonlendirilmis yapt kullanilmigtir. z-ekseninin uzunlugu ise
su kalinligr ve hidrasyon sayisina (bir lipit molekiilii basina su molekiilii sayis1) gore
belirlenir. Bu tezde, su kalinligi 18 A° ve hidrasyon sayisi 50 olacak sekilde
tanimlanmistir. CHARMM GUI, membranin alt ve iist katmanlarnin farkli ¢esit ve

sayilarda lipid molekiillerine sahip olmasina izin vermektedir. Fakat bu sekilde
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olusturulan lipit ¢ift tabakasinda, alt ve {ist katman igin farkli sistem boyutlarinin ortaya
cikmasini 6nlemek icin alt ve iist katmanlarin alanlar1 arasindaki fark, lipit ¢ift tabakasi
icin kullanilan lipit molekiilleri arasindaki en kiiciik ylizey alanindan daha az olana kadar
bir sonraki adima ge¢ilmesine izin verilmez. Bu baglamda, wt-AQP2, A45T-AQP2 ve
Al147T-AQP2 proteinlerinin oturtuldugu membranlarin lipid sayilar1 Cizelge 3.1.3-a’daki
gibi olurken, R85X i¢in bu sayilar Cizelge 3.1.3-b’deki gibidir. Burada 6nemli olan bir
nokta sudur: AQP2 ve mutantlarinin kanal benzeri yapilarindan dolay1 gézenek bolgesi
icinde su molekiilleri olusturmak icin "Gozenek Suyu Uretimi (Pore Water Generation)"”
seceneginin segilmesi gerekmektedir. Bu durumda, sisteme su molekiilleri eklenirken,
gbzenege dolan su, gozenegin disinda da kalabilir; yani, zarin hidrofobik ¢ekirdek
bolgesinde, proteinin disinda su molekiilleri kalmis olabilir. Bu yiizden, bu noktada
olusan sistemi Visual Molecular Dynamics (VMD) [VMD] programinda agarak, su
molekiillerinin gbézenegin icinde oldugundan, proteinin disindaki su molekiillerinin
cikardigindan emin olduk. Sistemler, “yer degistirme (replacement) yoOntemi”

kullanilarak, dikdortgen kutular igerisinde olusturuldu. Sistemleri 0.15 M
konsantrasyonunda nétr hale getirmek i¢in uygun sayida Na* ve ClI iyonlari sisteme
eklenmistir. Iyonlarin ilk konfigiirasyonlar1 Monte Carlo simiilasyonlar1 araciligiyla
belirlenmektedir. Sonug¢ olarak, Sekil 3.1.3’de goriilen heterojen membran protein

kompleksini elde ettik.

Cizelge 3.2. a) wt-AQP2, AQP2-A45T ve AQP2-A147T mutantlarinin b) AQP2-R85

mutantinin oturtuldugu membranlarin lipid tipi ve sayilari.

a) b)
Lipid | Ust Alt Lipid | Ust Alt
Tipi Tabakadaki Tabakadaki Tipi Tabakadaki Tabakadaki
Lipid Sayis1 Lipid Sayis1 Lipid Sayis1 Lipid Sayis1
POPC | 90 90 POPC |70 54
POPE | 70 72 POPE | 56 42
PSM 10 9 PSM |7 6
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Su Tabakasi
Kalinlig

Su Tabakasi
Kalinhgi

Sekil 3.1. Heterojen membran protein kompleksi.

3.2. Molekiiler Dinamik Simulasyonlari
3.2.1. Molekiiler Dinamigin Temel Fikri

MD benzetimi ideal gazlardan ve sivilardan biyolojik molekiillere kadar degisik
sistemlerin davranislarini, 6zelliklerini zamana bagl olarak inceleyen deterministik bir
yaklagimdir [74]. Deterministik benzetim yontemlerinde, teorik olarak incelenecek
sistemin baslangi¢ kosullarinin bilinmesi gerekmektedir. MD yontemi, N tane etkilesen
pargacigin yoriingesini hesaplamak i¢in Newton’ un ikinci yasasini (1) kullanir. Bagka
bir deyisle, bir proteindeki veya bir molekiiler sistemdeki her bir atomun zaman iginde
nasil hareket edecegini tahmin etmektedir. Dolayisiyla, femtosaniye zaman 6lgeginde
yapisal degisiklik, ligand baglanmasi/cikarilmasi ve protein katlanmasi Onemli
biyomolekiiler siiregleri aydinlatabilir. Ayrica, biyolojik molekiillerin mutasyon,
fosforilasyon, ya da protonasyon gibi atomik diizeydeki perturbasyonlara nasil tepki

verecegini de tahmin edebilmektedir.

dzfi

= BT Ty ) = =V V(T e ) (3.1)

Bu denklemin ¢oziilebilmesi i¢in kuvvet ya da potansiyel enerjinin yani sira baslangic

koordinatlarinin ve hizlarmin da verilmesi gerekmektedir. Baglangi¢c pozisyonlari igin
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onceki deneysel ya da simiilasyon sonuglari kullanilabilecegi gibi, Protein Veri
Bankasi’ndan da ilk pozisyonlar almabilir. i1k hizlar Gaussian veya Maxwell-Boltzaman
gibi istatistiksel dagilim yontemleri ile atanmaktadir. Potansiyel enerji fonksiyonu ise
kuvvet alanlarindan gelmektedir. Kuvvet alan1 ya da diger adiyla potansiyel enerji
fonksiyonu, molekiiler bir sistemin atomlar1 ve molekiilleri arasindaki etkilesimleri
tanimlamak i¢in kullanilan matematiksel ifadelerdir. Bir kuvvet alani; potansiyel enerji,
tiirevleri ve kuvvetlerin hesaplanmasi i¢in gerekli bir denklem (kuvvet alan1 fonksiyonu)
ile bu denklemlerde kullanilacak parametre setlerinden olusur. Bu parametre setleri
deneysel veriler ve kuantum-kimyasal hesaplamalar (ab-initio, yogunluk fonksiyonel
teorisi vb.) ile tiiretilmektedir. MD hesaplamalarin en 6nemli bilesenlerinden birisi
benzetimde kullanilacak olan kuvvet alaninin se¢imidir. Ciinkii yapilacak hesaplamanin
kaliteli ve giivenilir olmasi, bu se¢cime baglidir. Literatiirde pek ¢ok kuvvet alan1 olmakla
beraber, bu secim c¢alisilacak sisteme ve hesaplamanin amacima bagli olarak
yapilmaktadir. Atomlarin baslangi¢ pozisyonlari, hizlar1 ve kuvvetler verildikten sonra,
Newton denkleminin kisa zaman adimlarinda entegrasyon ¢éziimii yapilarak sistemin bir
sonraki zaman adiminda nerede olacagi belirlenir. Bu entegrasyonu yapmanin birgok
farkli yolu olmakla beraber, genellikle en yaygin kullanilan entegratdrlerden biri olan
Verlet algoritmasi [75] kullanilir. Sonrasinda, basing ve sicaklik gibi makroskopik
ozelliklerin nasil sabit tutulacagi ve hangi termodinamik toplulugun kullanilmasi
gerektigine karar verilir. Sonug olarak, MD benzetimleri sistemin 3-boyutlu yapisinin
degisiklikleri hakkinda ayrintili bilgi vermektedir. Bu yontemler, biyolojik molekiillerin
yapi, dinamik ve termodinamik O&zelliklerinin arastirllmasinda rutin olarak
kullanilmaktadir. Bu tezdeki biitin MD simiilasyonlar1 Gromacs program paketi

kullanilarak yapilmistir [76].

3.2.2. Simulasyon Detaylari

3.2.2.1. AQP2 ve Mutantlarinin MD Simulasyonlari

Her bir yap1 (Wt-AQP2, A45T-AQP2, Al47T-AQP2 ve R85X-AQP2), eskenar
dortgensel onikiylizlii (rhombic dodecahedron) bir kutunun merkezine, kutunun
kenarlarindan 1.0 nm uzakta olacak sekilde konulmustur. Sistemlerdeki su molekiilleri
arasindaki etkilesimi temsil etmek igin basit nokta yiikii tipi (Simple Point Charge, SPC)
[77], diger molekiiller arasindaki etkilesimi temsil etmek i¢in ise GROMOS96 54a7

kuvvet alan1 [78] kullanilmistir. Her bir sistemi elektriksel olarak notr hale getirmek i¢in
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karsit iyonlar (Na*) eklenmistir. Minimum goriintli kurali (minimum image convention)
altinda her yonde periyodik sinir kosullar1 uygulanmistir.  Sistemlerin uygun bir
geometriye sahip olmasini saglamak i¢in, en dik inis (Steepest Descent) algoritmasi ile
50.000 adimlik bir enerji minimizasyonu yapilmistir. Daha sonra, enerjisi en aza
indirilmis her bir sistemin sicakligini 300K, basincini ise 1 bar' da stabilize etmek i¢in
100 ps NVT (kanonik; sabit parcacik sayisi, hacim ve sicaklik) ve ardindan 100 ps NPT
(izotermal-izobarik; sabit pargacik sayisi, basing ve sicaklik) topluluklariyla dengeleme
(equilibration) MD simiilasyonlar1 yapilmistir. Uretim (production) simulasyonlari
sirasinda ise, her bir sistem i¢in NPT toplulugu ile 100 ns MD simulasyonlar1 yapilmaistir.
Basing izotropik Berendsen barostati [79] kullanilarak 2.0 ps'lik ¢iftlenim (coupling)
zaman sabiti ile 1 bar da, sicaklik ise hiz yeniden 6l¢ekleme (velocity rescale) termostati
[80] kullanilarak, 0.1 ps'lik ¢iftlenim zaman sabiti ile 300 K’de sabit tutulmustur. Her bir
molekiiler sistemin yoriingesi (zaman i¢inde atomlarin pozisyonundaki degisiklikler),
Newton'un 2. hareket yasasinin, Leap-Frog algoritmasi kullamilarak 2 fs'lik zaman
adimlar ile sayisal olarak coziilerek elde edilmistir. Ilk hizlar, 300 K'de Maxwell-
Boltzmann dagilimi kullanilarak rastgele dagitilmistir. Lincs (a linear constraint solver)
[81] algoritmasi kullanilarak, H-baglar1 sinirlandirilmistir. Uzun menzilli (long-range)
elektrostatik etkilesimleri hesaplamak i¢in 0,16 nm grid genisligi ve dérdiincii dereceden
kiibik enterpolasyon ile Particle Mesh Ewald (PME) [82] yontemi uygulanmustir. Kisa
menzilli elektrostatik etkilesimler ve van der Waals etkilesimlerini hesaplamak i¢in 1.4

nm kesim mesafesi (cut-off) ile Verlet algoritmasi [75] kullanilmistir.

3.2.2.2. Membrana Gomiilii AQP2 ve Mutantlarinin MD Simulasyonlari

Sekil 3.1°de goriilen heterojen membran-protein komplekslerinin her birisi i¢in 5000
adimlik enerji minimizasyonu, ardindan 6 ayr1 adimdan olusan (125’er ps’lik 2 tane NVT,
125 ps’lik 1 tane NPT ve 500’er ps’lik 3 tane NPT) dengeleme MD ve 200 ns lik iiretim
MD simiilasyonlar1 yapilmistir. Dengeleme MD simiilasyonlarinda adimlar arasinda
farkliliklar bulunmaktadir. Hepsinde “konum kisitlamas1” vardir; ancak ilk dengeleme en
yiiksek kisitlama sabitine sahip olup bu sabit her adimda azalmaktadir. Artarda gelen
dengeleme simiilasyonlarinin adimlar1 arasindaki énemli farkliliklart ve benzerlikleri

sOyle siralayabiliriz:
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e Ikinci dengeleme simulasyonu birincinin devami olacag: igin [continuation = yes]
olmasi ve [gen vel = no] olmasi gerekmektedir. Her iki simiilasyonda da yalnizca
sicaklik ciftlenimi olup, sistemler 303.15 K’e referans sicakligiyla (ref t) Berendsen
thermostatina baglanmistir; yani NVT toplulugu kullanilmstir.

e Fakatiiclincii dengeleme itibariye NPT toplulugu ile simulasyona devam edildigi i¢in
sistemler 1.0 bar referans basinciyla (ref p) Berendsen barostatina [79] baglanmustir.
Membrandaki basing ¢iftlenimi i¢in en Onemli parametre [pcoupltype =
semiisotropic]'dir. Bu parametre, basing ¢iftleniminin tamamen izotropik olmadigi,
bunun yerine, kutu vektorlerinden z- bileseni bagimsizken, x ve y bilesenlerinin
tekdiize (uniform) olceklendirildigi anlamima gelmektedir. Dolayisiyla ikinci ve
liciincli dengelemeler arasindaki en 6nemli fark NPT toplulugu ile simiilasyona
devam edilmesidir. Ugiincii dengeleme ve dérdiincii dengeleme arasindaki fark ise
zaman adiminin degismesidir. Bu asamada, zaman adimi1 1 femtosaniyeden standart
zaman adimi olan 2 femtosaniye’ye gececek kadar kararlidir. Adim sayis1 da iki
katina ¢ikarilmstir.

e Dordiincii, besinci ve altinci dengelemeler arasindaki tek fark ise kisitlamalarin
azaltilmasidir.

e Son (altinc1) dengelemeden iiretim simiilasyonuna gegerken durum degismektedir.
Soyle ki; konum kisitlamasi kaldirilmigtir. Berendsen termostati yerine kanonik
toplulugu daha dogru bir sekilde ornekleyen Nose-Hoover [83, 84] termostati
kullanilmigtir. Berendsen barostatinin yerine ise izotermal-izobarik toplulugu dogru
bir sekilde ornekleyen Parrinello-Rhaman [85] basing baglantisi kullanilmigtir.
Hidrojen atomlar1 tizerindeki kisitlamalar biitiin simulasyonlarda mevcuttur

[constraints = h-bonds].

Proteinler ve fosfolipidler CHARMM36 kuvvet alani ile [86, 87], su molekiilleri ise
TIP3P modeli [88] ile modellenmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu tez ¢aligmasinin amaci Wt-AQP2 ve mutantlarinin (A45T, A147T ve R85X) her biri
icin membran varliginda ve yoklugunda MD simiilasyonlarin1 yaparak, sistemlerin
yapisal ve dinamik Ozelliklerini anlamak ve yapilan nokta mutasyonlarin kanal
proteinlerinin yapisin1 dolayisiyla su molekiillerinin gegisini nasil etkiledigi belirlemeye
calismaktir. Bu baglamda wt-AQP2 ve mutantlarinin her biri i¢in membran varliginda
250’ser ns, yoklugunda ise 100’er ns iiretim MD simiilasyonlar1 yapilmigtir.
Simulasyonlar sonucunda elde edilen yoriingeler kullanilarak proteinlerin simiilasyon

boyunca;

e kok-ortalama-kare sapma (root mean square deviation; RMSD) degerleri,
e kok-ortalama-kare dalgalanma (root mean square fluctuation; RMSF) degerleri,
e H-bagi sayilar1 ve

e kanaldan gegen su sayilari incelenmistir.

4.1. Kok-Ortalama-Kare Sapmalar1 (Root Mean Square Deviation: RMSD)

RMSD'in en genel tanimi, iki veri seti arasindaki farklarin karelerinin ortalamasinin
karakokiiniin 6lgtilmesidir. Diisitk RMSD degerleri, veri setlerinin birbirine daha benzer
oldugunun bir gostergesidir. Molekiiler modelleme alaninda, {i¢ boyutlu yapilar
bilgisayar simiilasyonlar1 ile elde edilen ya da tahmin edilen proteinlerin X-ray
kristolografisi, NMR gibi deneysel yontemler sonucunda elde edilen yapilarla
karsilastirilmasinda yaygin olarak kullanilmakta olup, sistemlerin konformasyonel

kararliliklar1 hakkinda 6nemli bilgiler verir.

Bu baglamda, wt-AQP2 ve mutantlarinin stabiliteleri hakkinda bilgi edinmek i¢in iiretim
MD’den sonra elde edilen yapilarin omurga (backbone) atomlarinin koordinatlarinin,
baglangic yapilarina gore kok-ortalama-kare sapmalari hesaplanmistir (Sekil 4.1 a ve b).
Sekil 4.1-a’da goriildiigii gibi, sistemdeki ilk biiyiik dalgalanmalar, sistem kararlt bir
denge konumuna dogru ilerledik¢e azalmakta ve simiilasyon siiresinin ilk 60 ns' inden
sonra nispeten biiyiik RMSD degisiklikleri g6zlenmedigi i¢in protein yapilarinin istikrarl
bir denge durumuna ulagtigin1 sdyleyebiliriz. Membran varliginda wt-AQP2 ve A147T-
AQP2 proteinlerinin yapilar1 birbirine yakin olup, ortalama RMSD’leri 0.4 nm’dir.
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A45T-AQP2 ve R85X-AQP2 mutant proteinlerinin ortalama RMSD degerleri ise
sirastyla 0.6 nm ve 0.7 nm olup wt-AQP2’den oldukc¢a farklidir. Membran yoklugunda
(Sekil 4.1-b) sistemler, R85X-AQP2 i¢in 45 ns’den sonra, diger yapilar i¢in ise 20 ns’den
sonra istikrarli hale gelmislerdir. wt-AQP2 ve A45T-AQP2 mutant proteini 0.4 nm
RMSD degeri ile birbirlerine ¢ok benzer yapida olurken, 0.5 nm ile A147T-AQP2 mutant
proteini yabanil tipten biraz farklilasmistir. Fakat R85X-AQP2 mutant proteini 1.5 nm’lik
ortama RMSD degeri ile yabanil tipten iyice uzaklasmistir. RMSD sonuglari, membran
varliginda ve yoklugunda yapilan simiilasyonlara gore mutant proteinlerin yabanil tip
proteinine gore daha fazla degisiklige sahip oldugunu gostermistir. Benzer sonug, Kamali
ve arkadaglarinin wt-AQP2 proteininin H172G [40], V168M ve G64R [60] mutant

proteinleriyle karsilagtirilmasi sonucunda da elde edilmistir.
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Sekil 4.1. insan AQP2 proteini ve mutantlarinin denge MD simiilasyon siiresinin bir
fonksiyonu olarak a) membran varliginda b) membran yoklugunda RMSD

grafikleri.
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4.2. Kok-Ortalama-Kare Dalgalanmalari (Root Mean Square Deviation: RMSF)

RMSF bir molekiildeki atomlarin ortalama hareketliligini 6lger. wt-AQP2 ve mutant
proteinlerin Co atomlarinin hareketlerine erisim saglayabilmek i¢in, iiretim MD
simiilasyonlar1 boyunca, tiim rezidiilerin Ca atomlarinin RMSF’leri ¢izilmistir. Sekil
4.2.1’e gore biitiin sistemlerde (a, b, ¢ ve d) genel olarak dalgalanmalarin biiyiik oldugu
yerler dongii (loop) bolgelerine karsilik gelirken, C-terminal sarmali digindaki sarmal
bolgeleri diisiik dalgalanma sergilemekte olup, elde edilen sonuglar [59] ¢alismasi ile
uyumludur. Sitoplazmik tarafta yer alan 229-239 numarali rezidiilerden olusan C-
terminal sarmali ise Wt-AQP2 ve mutantlarinin her bir monomorinde olduk¢a degisken
konumlu olup, ¢cok dalgalanmaktadir (Sekil 4.2.2-a, b, c). Kisa C-terminal sarmalinin bu
degisken konumu, AQP?2 ile diger tiim memeli AQP yapilari arasindaki 6nemli farklardan
birini olusturmaktadir [3]. C-terminal sarmali, dort AQP2 protomerinin her birinde farkli
bir konformasyon benimserken, promoter D’de oldukga diizensizdir. Soyle ki; wt-
AQP2’de promoter A ve B birbirlerine daha yakin lokasyonlarda olup sarmal yapisim
korurken promoter C sarmal yapidan turn (doniis) yapiya, promoter D ise sarmal yapidan
diizensiz sarmal (tesadiifi kivrilmalar: coil) yapiya doniismiistir. A45T ve A147T
mutantlart i¢in ise benzer durum s6z konusu olup, promoter C’de heliks yapisi
gozlenirken promoter D’de doniis ve diizensiz sarmaldan olusan bir yapiya doniismiistiir

(Sekil 4.2.2).
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Sekil 4.2. Membran varliginda, wt-AQP2 ve mutantlarina ait monomerlerin a) Monomer

A b) Monomer B ¢) Monomer C d) Monomer D rezidii basina RMSF degerleri.
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Sekil 4.3. a) wt-AQP2 b) A45T-AQP2 c) A147T-AQP2 ait her bir monomerin molekiiler
hizalamas1 (Monomer A: Mavi, Monomer B: Kirmizi, Monomer C: Sari,

Monomer D: Yesil).
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4.3. Hidrojen Baglari

H-baglar: hidrojen atomu ile oksijen, nitrojen ya da flor gibi elektronegatif bir atom
arasinda olusan, kovalent olmayan bir etkilesim olup, proteinlerin stabilitesinin ve
islevinin 6nemli bir gostergesidir. Aquaporinlerde, kanal igerisinde H-baglarinin sayisi
ve vyeri, kanallarin su-tasima kapasitelerini, seciciliklerini ve genel islevlerini

etkilemektedir.

Bu tezde 200ns’lik tiretim MD simiilasyonlar1 boyunca wt-AQP2 ve mutantlariin her
birinin ana zincirleri arasinda olusan H-baglar1 (Sekil 4.3.1) 0.35 nm veya daha kiigiik
O-H mesafeleri ve 30 derece veya daha kii¢iik OHN agis1 i¢in bag olusacagi varsayimiyla,
analiz edilmistir. wt-AQP2 ile A147-AQP2’ de olusan toplam h-bag sayisi birbirine yakin
olurken, A45T-AQP2 igin bu say1 biraz daha diisiiktiir. R85X-AQP2 igin ise diger

yapilardaki H-bag1 sayisinin yarisindan daha azdir.

H-Baglari
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Sekil 4.4. 200ns’lik tiretim MD simiilasyonlar1 boyunca wt-AQP2 ve mutantlarinin her
birinin ana zincirleri arasinda olusan toplam H-bagi sayisinin zamana gore

degisimi.
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Mutasyonlarin yapildig1 bolgelerde H-bagi sayisinda nasil bir degisiklik oldugunu
anlayabilmek i¢in ise yabanil tip amino asitin (Ala) ve mutasyon yapilan amino asitin
(Thr) ana zincirler ile yaptiklar1 H-bag sayilari hesaplanmistir. Bu baglamda, wt-AQP2
proteini ile A45T-AQP2 mutant proteininin ve wt-AQP2 proteini ile A147T mutant
proteininin mutasyon bdlgelerinin ana zincir ile yaptiklar1 H-bagi sayilart sirasiyla Sekil
4.3.2 ve Sekil 4.3.3’de gosterilmistir. Her iki grafikten de anlasildigr gibi, Ala ile Thr
degisimi wt-AQP2’ye gére mutant proteinlerde H-bagi sayisini arttirmaktadir. Bu artisin
nedeni, Ala'nin yan zinciri basit bir metil (-CH3) grubundan olusurken, Thr’nin, H-bag1

olusumuna katilabilecek, hidroksil (-OH) grubu igermesinden dolay1 olabilir.

H-Baglari
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Sekil 4.5. wt-AQP2 proteini ve A45T-AQP2 mutant proteininin mutasyon bdlgelerinin

a) 200 ns’lik simiilasyon siiresi boyunca ana zincir ile yaptig1 H-bag1 sayilar
b) wt-AQP2 c) A45T-AQP2 i¢in 200 ns sonundaki yapmin H-baglarini

gosteren anlik resim (kesikli kirmizi ¢izgiler H-baglarini temsil etmektedir).
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Sekil 4.6. wt-AQP2 proteini ve A147T-AQP2 mutant proteininin mutasyon bolgelerinin

a) 200 ns’lik simiilasyon siiresi boyunca ana zincir ile yaptig1 H-bag1 sayilar

b) wt-AQP2 c) Al147T-AQP2 igin 200 ns sonundaki yapinin H-baglarini

gosteren anlik resim (kesikli kirmizi ¢izgiler H-baglarini temsil etmektedir).

Ayrica wt-AQP2 proteini ile A45T-AQP2 mutant proteininin ve wt-AQP2 proteini ile

A147T mutant proteininin mutasyon bdlgelerinin (Ala ile Thr degisimi) su molekiilleri

ile yaptig1 H-bag1 sayilar1 hesaplanmis, Sekil 4.3.4 a ve b’de gosterilmistir. Her iki

mutasyonda da mutant rezidiilerin yabanil rezidiiye gore su molekiilleri ile daha ¢ok H-

bagi yaptig1 goriilmektedir. Bu bolgedeki H-bagi artisinin kanal boyunca su gegisini

olumsuz etkiledigi, yani su molekiillerinin daha yavas ya da daha az gegmesine neden

oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.7. a) wt-AQP2 ve A45T-AQP2 ile b) wt-AQP2 ve A147T-AQP2 proteinlerinin
mutasyon bolgelerinin 200 ns’lik simiilasyon siiresi boyunca su molekiilleri ile

yaptig1 H-bagi sayilari.
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Aquaporinlerin yiiksek diizeyde korunmus NPA dizisi, AQP2 proteininde 68-70 numarali
rezidiler ile 184-186 numarali rezidiiler arasinda olmak tizere iki yerde bulunmaktadir.
Iki NPA dizisinden gelen N68 ve N184 nolu rezidiilerin NH2 gruplari, Sekil 4.3.5-a'dan
da gorildiigii gibi kanalin igine bakacak sekilde durduklari i¢in, su molekiillerinin
atomlari ile H-baglar1 olusturabilirler (Sekil 4.3.5-b). Aquaporinlerin ar/R SF ise AQP2
icin F48, H172 ve R187 rezidiilerinden olusmaktadir (Sekil 4.3.5-c). Bu dizideki her
rezidiiniin AQP2'deki su geg¢isinin diizenlenmesine spesifik katkilar1 bulunmaktadir.
Hacimli, aromatik yan zincirli ve hidrofobik bir amino asit olan Phe, kanalin daralmasina
neden olarak, iyonlarin ve daha biiylik molekiillerin gegisini engel olup, sadece Su
molekiillerinin ge¢mesine katkida bulunabilir. His’in su molekiilleri ile H-baglari
olusturmasi ve fizyolojik pH'ta iki farkli protonasyon durumu arasinda gegis yapabiliyor
olmasi, His’in su molekiillerinin hareketini kolaylastirarak, kanaldan gegislerini stabilize
ettigini diistindiirmektedir. Arg pozitif yiiklii bir amino asit oldugu i¢in yakin ¢evresindeki
su molekiilleri ile elektrostatik etkilesimler kurarak, su molekiillerinin kanal boyunca
gecisini stabilize edebilir. Aym1 zamanda da pozitif yiikli iyonlar1 iterek kanaldan
gecislerine engel olabilir. Ozetle, bu ii¢ rezidiiniin katkilar1 ile AQP2 kanali icinde biiyiik
molekiillere ve iyonlara karsi bir bariyer olusurken, su molekiillerinin kanal boyunca
dogru yonelimlerini koruyarak hareket etmesine izin veren bir ortam yaratilir (Sekil 4.3.5-
d).
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Sekil 4.8. @) NPA bolgesindeki N68 (Yesil), N184 (Mavi) ve her iki rezidiiniin NH2
uglar1 (Kirmizi), b) NPA’nin su molekiilleri ile etkilesimi (68-69-70: Yesil ve
184-185-186: Mavi) c) ar/R SF bolgesindeki F48 (Mor), H172 (Agik Mavi) ve
R187 (Beyaz) d) ar/R SF bolgesinin su molekiilleri ile etkilesimi.

Ayrica, Ala-Thr mutasyonlar1 yapildiginda ar/R SF’nde bir degisiklik olup-olmadigini
anlamak i¢in, 200 ns’lik MD {iretim simiilasyonu boyunca, wt-AQP2, AQP2-A45T ve
AQP2-A14T7T proteinlerinin her bir monomeri i¢in SF bolgesinde bulunan His172'nin
NE2 nitrojen atomu ile Argl87'nin NE nitrojen atomu arasindaki minimum mesafelerin
Olgtimleri yapilmistir (Sekil 4.3.6). His’in yan zincirinde bulunan NE2 atomu imidazol

halkasinin bir parcasi olup proton alma/verme yetenegine sahiptir. Arg’in yan zincirinde
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bulunan NE atomu ise guanidin grubunun bir pargasi olup pozitif yiikliidiir. Dolayisiyla

her iki nitrojen atomu da proteinlerin yapisinda ve islevinde 6nemli bir yere sahiptir.

Ortalama olarak, bu iki atom arasindaki mesafe, mutant proteinlerin her bir monomerinde
(AQP2-A45T proteininin A monomeri disinda), yabanil tip AQP2’ye gore azalma
gostermistir. Bu da yapilan mutasyonlarin ar/R SF’nde su molekiillerinin taginmasinin
belli olgiide kisitlayan bir konformasyon olusturdugunu diisiindiirmektedir. SF
konformasyonlarindaki degisikliklerin yakindan goriiniimii Sekil 4.3.7' den de

goriilebilir.
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Sekil 4.9. 200 ns’lik MD iiretim simiilasyonu boyunca a) wt-AQP2, b) AQP2-A45T ve
c) AQP2-A147T proteinlerinin her bir monomeri i¢in ar/R SF bolgesindeki
His172'nin NE2 nitrojen atomu ile Arg187'nin NE nitrojen atomu arasindaki
mesafe.
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b)

Sekil 4.10. SF bolgesinde bulunan His172'nin NE2 nitrojen atomu ile Argl87'nin NE
nitrojen atomu arasindaki mesafenin a) wWt-AQP2 (45A: Yesil) b) A45T-
AQP2 (45T: Magenta) ve c) Al47T-AQP2 (147T: Mor) yapilart igin

yakindan goriiniimii.
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4.4. Su Dinamigi: Python

wt-AQP2 iizerine yapilan mutasyonlarin kanalin su gegirgenligi iizerindeki etkisini
gorebilmek amaciyla 200 ns’lik iiretim MD simiilasyonlar1 siiresince wt-AQP2 ve
mutantlarindan gegen su sayisi Python programlama dilinde yazdigimiz kod ile

hesaplanmistir. Kod, ti¢ dnemli kitaplig1 ice aktararak baslamaktadir:

MDAnalysis mda

numpy np

matplotlib.pyplot plt
mutations = ["RE85X', 'R4L5T', 'A147T', '"WILD']
colors = ['"x", "g', "B', 'm']

Ik kiitiiphane MD simiilasyonlarinin analizi i¢in kullamlan “MDAnalysis” ismindeki
Python kitapligidir. Bu kitaplik, MD simiilasyonlarindan iiretilen yoriingeleri analiz
ederek, molekiiler sistemlerin davranmisini incelemek icin kullamlir. Ikinci kiitiiphane
"Numerical Python" kelimelerinin kisaltmasi1 olan “numpy” kiitiiphanesidir. Bu kitaplik,
matematiksel islemleri hizli bir sekilde gerceklestirmek icin optimize edilmistir.
Genellikle, diziler (arrays) ve matris islemleri i¢in kullanilmakta olup biiyiik veri
kiimeleri iizerinde karmasik hesaplamalar1 kolaylikla gergeklestirilmesini saglar. Uciincii
kiitiphane ise Matplotlib kiitiiphanesi olup pyplot alt modiilii ile kullanildiginda veriler
degisik grafik tiirleriyle gorsellestirilir.

i<4:

Kodun bu kisminda, dort ayr1 simiilasyon oldugu i¢in, kullanicinin mutasyon tiiriinii arka

[13 LIN14

arkaya dort kez segmesi i¢in “while” dongiisii kullanilmigtir. Dongiide, 'i' “sifirdan”

baslatilmis, sonrasinda her dongii yinelemesi i¢in “bir” arttirilmistir.

32



X = input {'Select the muatation u want t© Tk with: nl- RE85X\n2- A45T'n3- A4147T\n4- WILD\n"
u=] e
if == "1":
u = mda.Universe ("stepé.0_minim RESX 4nef.gro”,"total 200ns_7-product RES5X 4nef.xtc")
# get the indices of the water molecules
water indices = u.select_atoms|'resname TIF3').indices
# =Zet the specific coordinates
xmin, ymin, zmin = 2.386, 2.288, 2.175
Xmax, ymax, zZmax = 2.478, 7.933, T7.757
elif x = '2
u = mda.Universe ("step6.0 _minim A45T 4nef.gro”,"total 200ns_T-product A45T 4nef.xtc")
# get the indices of the water molecules
water indices = u.select_atoms('resnams TIF3').indices
# set the specific coordinates
xmin, ymin, zmin = 2.511, 2.851, 1.506
Xmax, vmax, zZmax = 9.462, 9.782, 7.95%9
elif x == "'3':
u = mda.Universe("step6.0_minim A147T 4nef.gro”,"total 200ns_ 7-product Al47T 4nef.xtc”
# get the indices of the water molecules
water_indices = u.select_atoms('resnams TIF3').indices
# set the specific coordinates
¥min, ymin, zmin = 1.002, 2.%31, 1.4&4
Xmax, vmax, zmax = 5.433, 5.836, 7T.98%9
elif x == "4':
u = mda.Universe("step6.0_minim wild 4nef.gro”,"total 200ns_ 7-product wild 4nef.xtc"
# get the indices of the water molecules
water indices = u.select atoms ('resname TIF3').indices
# set the specific coordinates
¥min, ymin, zZmin = 1.593, 2.360, 1.586
¥max, ymax, =Zmax = 9.579, 10.614, 7T.325

Kullanicidan 1'den 4'e kadar bir say1 girerek bir protein tiirii se¢gmesi istenir. Kullanicinin
girisine baglh olarak kod, dort tane “if-else” blogundan birine girer. Her blok, MD
simiilasyonlart sonunda elde edilen atom koordinatlarin bulundugu “.gro” uzantili dosya
ile zaman, atom koordinatlar1 ve hizlarin bulundugu “.xtc” uzantil dosyay1 yiiklemek i¢in
“Universe” nesnesini baslatir. Bundan sonra kod, 'select_atoms' yontemini kullanarak
simiilasyondaki su molekiillerinin indekslerini seger ve bunlar1 'water indices'
degiskeninde saklar. Secilen mutasyona gore belirli koordinatlar1 ("xmin", "ymin",
"zmin", "xmax", "ymax", "zmax") ayarlar. Bu koordinatlar, su molekiillerinin gececegi

kanal proteinlerinin sinirlarini tanimlar.
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$ check if any water molecules are between the specific coordinates
mask = np.logical and.reduce((water_positions[:, 0] »>= xmin, water positions[:, 0] <= zmax,
water_positions[:,l] »>= ymin, water_positions[:, 1] <= vmax,

water positions[:, Z] >= zmin, water_positions[:, 2] <= zmax)|)
# uvpdate the counter if any water molecules are between the specific coordinates
count 4= np.sum(mask)
counts. append (count)
times.append(ts.time)
print ("Humkber of water molecules that passed the specific coordimates: ", count)
# Get the total number of water molecules

total _water = len(water_indices)

# Get the ratio of the water molecules that pass through to the total water
ratio= count/total water

print ("Ratio of passing water to total water : ", ratio)

plt.plot (times, counts, color=colors[i], label=mmtations[il])
i+= 1

plt.xlakbel ("Tims"')
plt.ylakbel
plt.title('Wa
plt.legend()
plt.show()

Kanal proteinlerinin sinirlart olarak belirtilen koordinatlardan gegen su molekiillerinin
sayisini takip etmek i¢in bir saya¢ degiskeni olan “count” baslatilir. Kod daha sonra,
yoriingenin toplam 200 g¢ergevesini yiikleyen "u.trajectory[:200]" 6gesini kullanarak
yoriinge ¢erceveleri ilizerinden bir dongiiye girer. Her cergevede, su molekiillerinin
konumlari, secilen su indeksleri i¢in atom nesnesinin (object) "positions" o&zelligi
(attribute) kullanilarak elde edilir. Sonrasinda, herhangi bir su molekiiliiniin konumunun
belirtilen koordinatlar dahilinde olup-olmadigin1 kontrol etmek igin “numpy”
kiitiiphanesinin "logical and.reduce" islevi kullanilarak bir maske (mask) olusturulur.
Yani, "maske" biiyiik bir veri igerisinden sadece belirli kosul ya da kosullar saglayan
ogeleri se¢gmek igin kullanilan bir kavramdir. “Maske” daha sonra "np.sum(mask)" ile
maskedeki “True” degerlerini toplayarak "count" degiskenini giincellemek i¢in kullanilir.
Sonrasinda, her ¢ergeve i¢in belirli koordinatlar1 gecen mevcut su molekiilii sayisini
yazdirir. Dongiiden sonra kod, “count” ismi verilen kanal proteininden gegen su
molekiillerinin, “total_water” ismi verilen olan toplam su molekiilii sayisina oranini

hesaplar ve yazdirir.
Ozetle, bu kod yardimiyla farkli mutasyonlar segilerek, her mutasyon icin kanal

proteininden gegen su molekiillerinin sayis1 hesaplanabilir. Ayrica, kanal proteininden

gecen suyun toplam su molekiilii sayisina oranini hesaplayabilir.

34



Kod caligtirildiktan sonra, elde edilen sonuglarla hazirlanan Cizelge 4.4’den anlasilacagi
gibi, mutant kanallardan gegen toplam su molekiilii sayis1 wt-AQP2 proteinine kiyasla
diismiistiir. Yani bagka bir deyisle, mutant proteinler wt-AQP2’ye gore azalmis su
gecirgenlik kapasitesi gostermektedirler. wt-AQP2’ye gore neredeyse kanaldan gecen su
sayisinin yartya diistiigii R85X yapist islevini kaybetmis bir protein halini almistir.
A147T mutasyonu A45T mutasyonuna gore daha fazla su molekiilii gecirmekte olup, wt-
AQP2’ye daha yakindir. Bu sonuglar, Karaduman [15] tarafindan yazilan doktora
tezindeki, wt-AQP2'ye kiyasla mutantlarinin su gecirgenligini belirlemek i¢in Xenopus
oositler tizerine yapilan deneysel sonuglarla uyumlu ¢ikmistir (Cizelge 3.3 ve Sekil 4.4).
Tezde, oositlere yabanil ve mutant cRNA’lar enjekte edildikten 24 saat sonra su
gecirgenligi testi yapilmistir. Yabanil tip cRNA enjekte edilen oositlerin hacimsel
degisikligi %100 kabul edilip, mutant cRNA’larin enjekte edildigi oositlerdeki goreceli
hacimsel degisiklikleri hesaplamislardir. Sonug¢ olarak goreceli hacimsel degisiklikler
A45T-AQP2 enjekte edilen oositler i¢in %36, R85X-AQP2 enjekte edilen oositler igin
%30.25 ve A147T-AQP2 enjekte edilen oositler i¢in %59.6 olarak hesaplanmustir.

Cizelge 4.1. 200 ns iiretim MD simulasyonlar1 sonunda kanal proteinlerinden gegen

toplam su molekiilii sayilari.

200 ns MD Kanaldan Gecen Su Oositlerin 1 dakikalik
Simulasyonu L Jeg Siire Sonundaki Goreceli
Molekiillerinin, Toplam . e e
Sonunda Kanali o Hacimsel Degisiklikleri
1 Su Molekdilii Sayisina
Gegen Su Molekiilii Orant (%)
Sayisi Ref [15]
wt-AQP2 7715 0.09822644920616733 100
A45T-AQP2 6245 0.07617061241416322 %36
Al47T-AQP2 7606 0.09152167111881213 %59.6
R85X-AQP2 3842 0.06982915303525991 %30.25
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Sekil 4.11. 200 ns tiretim MD simulasyonlart boyunca kanal proteinlerden gecen su

molekiili sayilari.
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5. YORUM

AQP2, sadece su molekiillerinin ge¢mesine izin verecek, daha biiylik ya da yiikli
molekiillerin gecisini engelleyecek sekilde tasarlanmig, suyun hiicre zarlar1 boyunca hizl
ve secici bir sekilde tasinmasindan sorumlu olan bir kanal proteinidir. Bu proteindeki bazi
mutasyonlar, proteinin yapisini dolayisiyla islevini degistirerek, NDI basta olmak iizere
bobrek fonksiyonlarini etkileyen degisik hastaliklara sebep olabilmektedir. Mergen ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan deneysel ¢alismalarda NDI tanist konmus 15 Tiirk hastanin
bir kisminda vazopressine duyarli AQP2 geninde A45T, A147T ve R85X mutasyonlarina
rastlanmistir. Bu mutasyonlarin yabanil tip AQP2 su kanal proteini lizerine yaptigi
degisiklikleri anlamak amaciyla yapilan fonksiyon analizleri sonucunda; 45 no’lu Ala’nin
Thr ile degisiminin (A45T) islevsiz bir su kanali olusturabilecegi,147 no’lu Ala’nin Thr
ile degisiminin (A147T) yari-islevsel bir su kanali olusturabilecegi ve 85 no’lu Arg
rezidiisii ile beraber proteininin son bulmasinin bir su kanali olusturamayacagi

sonuglarina varilmustir.

Bu tezde, wt-AQP2 ile A45T-AQP2, A147T-AQP2 ve R85X-AQP2 proteinlerinden elde
edilen deneysel sonuglarin MD yontemlerle karsilastirilarak, mutasyonlarin kanal
proteinlerin yapisinda neden olacagi degisiklikler molekiiler seviyede belirlenmistir. Bu
baglamda yapilan analizler RMSD, RMSF, H-bagi sayis1 ve Python programla dili ile
yazdigimiz kod ile belirlenen kanal boyunca gecen toplam su molekiilii sayisidir.
Membran varhiginda ve yoklugunda yapilan simiilasyonlarin RMSD degerleri,
mutasyonlarin proteinlerde yapisal degisiklige neden oldugunu gostermistir. Membran
varliginda A147T-AQP2 mutant proteini diger iki mutant proteine kiyasla wt-AQP2
proteininin yapisina daha yakin olurken, membran yoklugunda R85X-AQP2 mutant
proteini wt-AQP2 proteininin yapisindan iyice farklilagsmistir. Biitiin sistemlerde, RMSF
degerlerinde dalgalanmalarin biiyiik oldugu yerler dongiilere karsilik gelirken, diisiik
dalgalanmalar, C-terminal sarmali disinda kalan diger sarmal bdlgelerine karsilik
gelmektedir. C-terminal sarmali ise sistemlerin her bir monomerinde oldukga degisken
konumludur. wt-AQP2 ve A147T-AQP2 proteinlerinin her birinin ana zincir ile yaptiklari
toplam H-bagi sayis1 birbirine yakin ¢ikarken bu say1 A45T-AQP2 proteininde biraz
diismiistiir. Ayrica, mutant rezidiilerin su molekiilleri ile yaptiklar1 h-bag1 sayisi, yabanil
rezidiinlin su molekiilleri ile yaptig1 h-bagi sayisindan fazladir. Python programlama

dilinde yazdigimiz kodun sonuglarina gore ise yabanil tip proteine gére mutant
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proteinlerden daha az sayida su molekiilii gegmektedir. Bu sonuglar hep beraber
degerlendirildiginde; yapilan mutasyonlarin hidrojen baglanma bolgesini arttirdigi icin su
molekiillerinin de kanalin i¢ kismina asir1 sekilde g¢ekilerek gecislerinin yavasladigini
sOyleyebiliriz. Buradan da suyun AQP2’den gecisinde hidrojen baglanma bolgelerinin
sayis1 kadar diizeni ve dagiliminin da islevi yani verimli su tasimasi agisindan 6nemli

oldugunu soyleyebiliriz.

Bu tezde elde edilen sonuglar, Karaduman tarafindan yazilan doktora tezinde elde edilen
deneysel sonuglar1 destekledigi gibi literatiirde bulunan diger modelleme ¢aligmalart ile
de tutarhidir. Bildigimiz kadariyla literatiirde wt-AQP2 proteini ve bazi mutasyonlar ile
ilgili MD simiilasyonlar1 bulunsa da AQP2-A45T, AQP2-Al47T ve AQP2-R85X
mutasyonlart ile ilgili bir modelleme ¢aligmasi bulunmamaktadir. Bu baglamda elde
edilen sonuclar, wt-AQP2 ve mutantlar1 hakkindaki belirsizliklerin aydinlatilmasina
yardime1 olarak, ilag tasarimina faydali olabilir. Ayrica yazdigimiz Python kodu bagka
mutasyonlarin sonuglarini gorebilecek sekilde diizenlenebilecek genel bir kod olup, yine

literatlirde bu amag i¢in yazilmis bir koda rastlanilmamustir.
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