TOBB EKONOMIi VE TEKNOLOJi UNIiVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

SODYUM KANALLARINDA iYON TASINIMININ VE TOKSIN
BAGLANMASININ MOLEKULER MODELLEMESI

YUKSEK LiSANS TEZIi

Esra KORPE

Mikro ve Nanoteknoloji Anabilim Dah

Tez Damismani: Prof. Dr. Turgut BASTUG

ARALIK 2017






Fen Bilimleri Enstitiisii Onay1

Prof. Dr. Osman EROGUL
Muiidir

Bu tezin Yiiksek Lisans derecesinin tiim gereksinimlerini sagladigini onaylarim.

Prof. Dr. Hamza KURT
Anabilim Dali Bagkan V.

TOBB ETU, Fen Bilimleri Enstitiisii’niin 151611011 numarali Yiiksek Lisans
Ogrencisi Esra KORPE’nin ilgili yonetmeliklerin belirledigi gerekli tiim sartlar:
yerine getirdikten sonra hazirladigi “SODYUM KANALLARINDA iYON
TASINIMININ  VE TOKSIN BAGLANMASININ MOLEKULER
MODELLEMESI” baslikli tezi 08.12.2017 tarihinde asagida imzalar1 olan jiiri
tarafindan kabul edilmistir.

Tez Danisman : Prof. Dr. Turgut BASTUG e,
TOBB Ekonomi ve Teknoloji Universitesi

Jiiri I"Jyeleri : Do¢. Dr. Gokhan BARIS BAGCI (Baskan) ...........ccccoeen.
TOBB Ekonomi ve Teknoloji Universitesi

Yrd.Dog. Dr. Murat CAVUS
Bozok Universitesi

11






TEZ BiLDiRiMi

Tez i¢indeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar ¢ercevesinde elde
edilerek sunuldugunu, alint1 yapilan kaynaklara eksiksiz atif yapildigini, referanslarin
tam olarak belirtildigini ve ayrica bu tezin TOBB ETU Fen Bilimleri Enstitiisii tez

yazim kurallarina uygun olarak hazirlandigini bildiririm.

Esra KORPE

111






OZET

Yiksek Lisans
SODYUM KANALLARINDA [YON TASINIMININ VE TOKSIN
BAGLANMASININ MOLEKULER MODELLEMESI

Esra KORPE

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

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

Iyon kanallar1 hiicrelerde elektriksel sinyalin iletilmesinde &nemli rol oynayan
membran proteinleridir. Iyon kanallarina, bir ligandin baglanmas1 veya elektriksel bir
sinyalin gelmesi membran potansiyelini degistirirken aksiyon potansiyeli meydana
getirir. Agilan bu kanallar Na*, K" ,Ca®" ya da CI" gibi belirli bir tip iyonlar1 hiicre
membranindan segici bir sekilde ge¢mesine olanak saglar. Bu kanallar elektronik
devrelerdeki transistorler gibi ¢alisirlar. Bu durum pek c¢ok hiicre sinyalinde ortaya
cikarken en temel olan1 sinir hiicrelerindeki aksiyon potansiyelinin iletilmesidir. Iyon
kanallariin diizglin ¢alismamasi veya iyon kanallarinda meydana gelen fonksiyonel
bozukluklar bir¢cok hastalikla iligkilendirilmistir. Bu bozukluklar gen kodlarinda
meydana gelen kanal proteinlerinin mutasyonu ya da c¢evresel etkilerden
miitevelliddir. Bu yiizden iyon kanallar1 tedavi edici ilaclar i¢in 6nemli hedef protein
yapilardir. Yapisal bilgi, model ¢alismalari i¢in temel teskil eder; ancak kanallarin
nasil calistiginin tamamiyla anlagilmasinda yeterli degildir. Kanal fonksiyonlarinin
birgok 0zelligine deneysel olarak dogrudan ulasilamazken bilgisayar destekli
simiilasyonlarda kanal proteinlerinin yap1 ve fonksiyonuna iligkin bilgilere
ulagilabilir. Bu c¢aligmada kristal yapis1 var olan sodyum voltaj-kapili iyon

kanallarindaki iyon gec¢is mekanizmast molekiiler dinamik simiilasyonlari
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yontemiyle aydinlatilmaya calisilirken, aynt zamanda bu kanallara ligand
baglanmasinin arastirtlmasi icgin serbest enerji hesaplamalari yapilmistir. Serbest
enerji hesaplamalar1 segilen bir reaksiyon koordinat1 boyunca Semsiye Ornekleme
Metodu kullanarak kuvvet alanlar1 potansiyeli (PMF) hesabindan elde edilecektir.
Semsiye Ornekleme Metodu &nceden tanimlanmis reaksiyon koordinatlar1 boyunca
uygulanan bir simiilasyon metodudur. Bu metotta, reaksiyon koordinatlar1 boyunca
semsiye potansiyelin farkli yerlesimlerinde ¢ok sayida simiilasyon c¢alistirilir. Her
simiilasyonun 6rneklemelerden uygulanan potansiyel enerji ile temsil edilen
popiilasyon degerleri ortaya ¢ikarilir. Elde edilen popiilasyonu (yogunluk
fonksiyonu) Agirlikli Histogram Analiz Yontemi (WHAM) kullanilarak reaksiyon
koordinati boyunca birlestirilir. Yapilan WHAM analizinden de serbest enerji
profiline gecilir. Ayrica calismada kristal yapisi heniiz ortaya ¢ikarilmamis olan
memeli sodyum voltaj kapili iyon kanallarindan Navl.4 kanalinin homoloji
modellemesi lizerine de c¢alisma yapilmistir. Yapilan ¢aligmalarin sonucunda elde
edilmis olan kompleks yapilar ve serbest enerji hesaplamalar1 sodyum iyonlarinin
baglanma bdlgeleri hakkinda detayli bilgi verirken, iyon koordinasyonlar1 ve iyon
gecirgenligi hakkinda da bilgi vermektedir. Ligand baglanmasiyla elde edilen
sonuclarin sodyum kanallarinin inhibasyonunun agiklanmasida ve bu kanallar1 bloke
eden ilaclarin gelistirilmesi ¢aligmalarinda sablon olmasi bakimindan yararli olacag

diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Molekiiler dinamik simiilasyonu, Homoloji modellemesi,
Serbest enerji hesab1, Sodyum kanallari.



ABSTRACT

Master of Science
MOLECULAR MODELLING OF ION TRANSPORT AND TOXIN BINDING IN
SODIUM CHANNELS

Esra KORPE

TOBB University of Economics and Technology
Institute of Natural and Applied Sciences
Micro and Nanotechnology Science Programme

Supervisor: Prof. Dr. Turgut BASTUG
Date: December 2017

Ion channels are membrane proteins that play an important role in the transmission of
electrical signals in cells. The binding of a ligand or an electrical signal to the ion
channels allows these channels to open as the membrane potential chan-ges. These
channels allow certain type of ion such as Na', K", Ca*" or CI” to across from the cell
membrane. These channels work like transistors in electronic circuits. While this
occurs in many cell signals, the most basic is the transmission of the action potential
in nerve cells. Functional disorders that occur in the ion channels due to mutation of
channel proteins that occur in gene codes or environmental effects have been
associated with many diseases. So ion channels are an important target for
therapeutic drugs. Structural information is the basis for model work, but it is not
enough to fully understand how the channels work. While many features of channel
functions can not be reached directly experimentally, computer-aided simulations
can provide information on structure and function of channel proteins. In this work,
ion transition mechanism of sodium voltage-gated ion channels with crystal structure
was tried to be elucidated by molecular dynamics simulations. At the same time, free
energy calculations were carried out to investigate ligand binding to these channels.

Free energy calculations will be obtained from the calculation of the force field
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potential (PMF) using the Umbrella Sampling Method over a selected reaction
coordinate. The Umbrella Sampling Method is a simulation method applied over
predefined reaction coordinates.The free energy profile is also passed from the
WHAM analysis. In this method, a large number of simulations are run at different
locations of the umbrella potential along the reaction coordinates. The population
values represented by the potential energy applied from the samples of each
simulation are revealed. The resulting population (density function) is combined
along the reaction coordinate using the Weighted Histogram Analysis Method. In
addition, studies have also been conducted on homology modeling of the Navl.4
channel from mammalian sodium voltage-gated ion channels for which crystal
structure has not been revealed. The complex structures and free energy calculations
obtained as a result of the studies carried out provide detailed information on the
binding sites of sodium ions and also provide information on ion coordination and
ion permeability. It is believed that inhibition of the sodium channels of the results
obtained by ligand binding will be explained and that these channels will be useful in

the development of blocking drugs in order to be a template.

Keywords: Molecular dynamic simulation, Homology modeling, Free energy
calculations, Sodium channel.
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1 GIRIS

Sodyum kanallar1 néronlar, kas ve kardiyak hiicreleri gibi uyarilabilir hiicreler i¢in
oldukca 6nemli bir rol oynamaktadirlar (Hille ve ark., 2001). Bu kanallara olusturan
proteinlerde meydana gelen genetik mutasyonlar ya da cevresel nedenlerle olusan
islev bozukluklar1 epilepsi (Steinlein ve ark., 2014), kronik agr1 (Hoeijmakers ve
ark., 2015; Waxman ve ark., 2014) ya da iskelet kas1 kanalopatileri (Jurkat-Rott ve
ark., 2010) gibi birgok hastaliga (Ashcroft ve ark., 2000; Brunklaus ve ark., 2014)
neden olmaktadir. Onde gelen belirgin rollerinden dolayr Nav kanallar
farmakolojide dikkat ¢eken ve terapdtik (Clare ve ark.,2000; Catterall ve ark., 2014;
Remme ve ark., 2014) olarak potansiyel hedef yapilar haline gelmistir. Bir¢ok
molekiil 6rnegin peptidler, kimyasal bilesikler bu kanallara hedef ligand olarak
secilmigtir ve ilgili hastaliklarin tedavisinde potansiyel ilag adayr olmak iizere
calisilmaktadir (Twede ve ark.,2009; French ve ark., 2004; Lewis ve ark.,2004)
(Knapp ve ark., 2012; Norton ve ark., 2010; Zuliani ve ark., 2012). Hedef kanal i¢in
ligandlarin segiciligi onlar1 ilaglara doniistiirmek i¢in dnemli bir faktordiir. Bu amaca
ulagmak i¢in ligand-kanal kompleksi hakkinda molekiiler diizeyde bilgi sahibi
olunmasi gerekir (Zuliani ve ark., 2015). Geleneksel deneme-yanilma yaklagimini
kullanarak yeterli secicilige sahip gliglii bir analog tasarlamak olduk¢a karmagsik ve
zaman alici bir yoldur. Bilgisayar destekli hesaplama teknikleri, ligand-kanal
kompleksleri hakkinda bilgi vererek bu islemi kolaylastirabilir, daha giiclii ve secici

analoglarin rasyonel tasarimina yol agabilir.

Bu tezde bilgisayar destekli hesaplama metotlar1 yardimiyla voltaj kapili sodyum
iyon kanallarina ligand baglanmasi, iyon gecis mekanizmalarinin aydinlatilmasi ve
heniiz kristal yapis1 bulunmayan voltaj kapili memeli sodyum iyon kanallari i¢in
homoloji modelinin gelistirilmesi {izerine c¢aligmalar yapilmigtir. Teze basla-
nildiginda 6karyotik bir voltaj kapili sodyum kanalinin kristal yapisinin olmayis1 ve
bakteriyel kanallara iligkin deneysel ¢aligmalarin fazlaligi nedeniyle prokaryotik
organizmalar homoloji modelinde sablon olarak secilmistir. Boylece baslangigta

voltaj kapili bakteriyel kanal olan NavMs (PDB kodu: 4CBC) (Bagneris ve



ark.,2014) incelenmistir ve daha sonra hamam boceginden izole edilen NavPas (PDB
kodu: 5X0M) (Shen ve ark., 2017) kanal1 incelenmistir. Her iki yapidan da tiiretilen
homoloji modelleri i¢in ligand baglanmasi ve yapimin kararhiligi incelenmistir.
Sonuglar, Okaryotik bir canlidan alinan NavPas kanalinin memeli voltaj kapili
sodyum kanallar1 i¢in daha iyi bir sablon oldugunu gostermistir. Tezin ana bolimii
olarak homoloji modelinde sablon, seg¢ilen sodyum kanallarinin iyon gegirme
mekanizmalar1 ve ligand baglanmas1 verilmistir. Sonuglar, memeli sodyum kanallar
ve toksin baglanmasi hakkinda yapisal ve islevsel bilgi saglarken; sodyum
kanallarin1 hedef alan giiglii ve segici ilaglarin tasarimi i¢in de oldukga yararli olacagi
diistiniilmektedir. Viicuttaki fizyolojik islevlerin ¢ogu aksiyon potansiyellerini
baslatan ve yayabilen uyarilabilir hiicrelere baghdir. Iyon kanallari elektrik
sinyallerinin uyarilabilir hiicrelerde iletilmesi i¢in olduk¢a Onemli bir rol
oynamaktadir (Hille ve ark.,, 2001). Membran potansiyelinde meydana gelen
degisikliklerle kanal iyon gecisini saglar; iyon kanallarinda iyon akisi tipki bir
transistorden akim gegcmesi gibidir. Iyon kanallarmin disfonksiyonu sayisiz
hastaliklarla (Ashcroft ve ark., 2000; Brunklaus ve ark., 2014) iliskilendirilmektedir,
bu nedenle iyon kanallar1 terapotik miidahale i¢in 6nemli hedeflerdir (Jensen ve ark.,
2005; Wulff ve ark., 2009; Clare ve ark., 2010). Yiiksek afinite ve segicilikte iyon
kanallarina baglanan bilesiklerin bulunmasi ilag endiistrisi i¢in devam eden bir ilgiye
sahiptir. Dogada, zehirli hayvanlardan elde edilen toksinler bu spesifik iyon
kanallarina yiiksek afiniteyle baglanabilmektedir (Miller ve ark., 1995; Terlau ve
ark., 2004; Rodriguez ve ark., 2004; Al-Sabi ve ark., 2006; King ve ark., 2008;
Mouhat ve ark., 2008; Klint ve ark., 2012). Bu ozellikleri ile, ilag olarak
gelistirilebilen, giiclii ve segici analoglar tasarlamak i¢in zengin bir peptit kaynagi
saglarlar. Ilag tasarimindaki ilerleme, iyon kanallarinin yapilar1 ve bunlarin toksin

blokerleri ile komplekslerinin bulunmasi sayesinde son derece hizlandirabilir.

Zar proteinlerinin yapisini belirlemek, genel olarak zor bir gérevdir. Diisiik dielektrik
lipid ortaminda gomiilii olduklari i¢in onlar1 kristallestirmek ¢ok zordur. Ayni
zamanda, NMR teknigi bu kadar biiylik makromolekiillerin yapisini bulmak igin
verimli degildir. Ik kristal yap1 ¢alismalar1 biyolojik iyon kanallar1 iizerinedir (Doyle
ve ark., 1998). Bu c¢alismalari bakteriyel potasyum kanallarinin yapisinin
belirlenmesi takip etmistir (MacKinnon ve ark., 2003), daha sonra memeli voltaj

kapili K, 1.2 kanalinin kristal yapisi elde edilmistir (Long ve ark., 2005). Bir sonraki



biiyiik bir bagariin ger¢eklesmesi on yil sonra bakteriyel bir voltaj kapili sodyum
kanalinin yapisinin ¢oziilmesi ise ger¢eklesmistir(Payandeh ve ark., 2011). Baska
tirlerde ornegin mekanik duyarli ve kloriir kanallar1 gibi kanallarin yapisi da tespit
edilmistir (Chang ve ark., 1998; Dutzler., 2002). Bu gelismelere ragmen, zar
proteinlerinin kristallendirilmesi ¢ok zor bir is olmay: siirdiirmektedir ve memeli
sodyum kanallari, kalsiyum kanallar1 ve nikotinik asetilkolin reseptorii gibi birgok
onemli kanalin yapilar1 heniiz belirlenememistir. Tiim bu kanallar terapdtik amagh
olarak yiiksek ilgi gormektedir; ancak yapilarmin yakin gelecekte belirlenecegi
olasilig1 diisiik gibi goriinmektedir. Bu nedenle bu kanallarin yapist ve fonksiyonuna
dair elde edilen tiim veriler yiiksek 6nem arz etmektedir. Bu noktada bilgisayar
destekli hesaplamalar 6rnegin homoloji modellemesi ve biyoinformatik calismalar

oldukg¢a faydali olacaktir.

Hesaplamali yontemler, iyon kanallarinin islevi ve toksinlerin bunlara nasil baglanip
bloke ettigini anlamak i¢in ¢ok yardimci olmaktadir. Bu amaca ulagsmak i¢in, hedef
kanalin atomik yapisina ve toksin baglanmis kompleks yapiya ihtiyacimiz vardir.
Kanal proteini kristallestirilebilirse, atom yapis1 X-1sin1 kirinimi ile elde edilebilir.
Aksi takdirde, bilinen yapilara dayanan yapiy1 tahmin eden homoloji modellemesine
giivenilmelidir. Son yillarda gelistirilen hesaplama yontemleri ve algoritmalar
sayesinde, homolog yapilarin varliginda bir proteinin veya bir protein-ligand
kompleksinin yapist tahmin edilebilmektedir. Elbette, proteinler ve kompleksleri i¢cin
bu tiir modellerin tahminleri mevcut deney verileri ile karsilastirilarak
dogrulanmalidir. Doksanlardaki kiime mimarisi ve paralel hesaplamanin getirilmesi
bilgisayar giiciinii biiyiik dl¢lide arttirdi. Bu, 6zellikle biyomolekiiller gibi kompleks
sistemler ile ¢alisilmasi i¢in oldukca dnemlidir. Biyomolekiiler bir sistemin yapisi ve
hareketleri hakkinda dogru bir tanima sahip olmak i¢in molekiiler dinamik (MD)
simiilasyonlar1 yoluyla atomik seviyede bir muamele ve simiilasyon sisteminin
yeterli orneklemesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Birka¢ bin atomdan olusan bir protein
sisteminin rutin simiilasyonu kiimeler tarafindan saglanan yiiksek performansl bilgi
islem giici olmadan bir¢ok mikrosaniye i¢in miimkiin olmazdi. Yazilim alaninda
AMBER (Pearlman ve ark., 1995), NAMD (Kale ve ark., 1999) gibi programlar
gelistirilirken kuvvet alanlar1 igcin AMBER (Cornell ve ark., 1995), ve CHARMM
(MacKerell ve ark., 1998), MD baslangicindan bu yana gelistirilmeye devam

etmektedir. Dogru protein-ligand kompleks modelleri tiretmek, MD simiilasyonlarini



bir docking programi ile birlestirerek miimkiin kilar (Alonso ve ark., 2006). Son
olarak, belirli bir protein-ligandi i¢in baglanmanin standart serbest enerjisini tahmin
etmek ve kimyasal dogruluk yakininda bir mutasyona bagli baglanma serbest
enerjisindeki degisimi belirlemek icin serbest enerji simiilasyonlar1 yapilabilir
(Gilson ve ark., 2007; Deng ve ark., 2009; Christ ve ark., 2010; Steinbrecher ve ark.,
2010).

Bu tezde, voltaj kapili sodyum iyon kanallarimin yapilarmin ve iyon gegis
mekanizmalariin aydinlatilmasi, ayrica ligand ile etkilesimlerinin incelenmesi i¢in
bilgisayar destekli hesaplama yontemleri kullanilmis ve elde edilen sonuglar
deneysel verilerle karsilastirilmistir. Voltaj kapili bakteriyel sodyum iyon kanali ile
yapilan c¢alismada, bu kanalin iyon gecis mekanizmasinin yanisira ligand
baglanmasindan elde edilen sonuglar, memeli sodyum kanallarinin ¢alisma
mekanizmasini anlamak i¢in de yararl olacagi 6ngoriilmiistiir. Ayrica bakteri benzeri
olan ve bir memeli sodyum kanal homolojisi modelinde sablon olarak kullanilan
bakteriyel kanallarin incelenmesi bir gerekliliktir. Tez asamasindayken yeni bir
voltaj kapili sodyum iyon kanali yapisinin bulunmasi ile homoloji modellemesinde
kullanilabilecek ikinci bir yap1 (NavPas) ortaya ¢ikmistir. NavPas kanalinin da
NavMs kanal1 gibi iyon gecisi ve Nav1.4 kanali ile benzerligi incelenmistir. iki farkli
kanalin baz olarak kullanildigi memeli sodyum kanallar1 {izerine yaptigim tezin
sonuclarl, memeli sodyum kanallarinin arastirilmasi i¢in bir baslangic noktasi
olusturmaktadir. Sodyum kanallarinin yapisinin tam olarak belirlenebilmesi i¢in daha

ileri hesaplama ve deneysel ¢aligmalarla birlikte olusturulmalar: gerekir.

Bu ¢aligma 11572505 numarali “Sodyum Kanallarma (Navl) Toksin Baglanmasinin
Molekiiler Modellemesi” baslikli TUBITAK projesi kapsaminda yapilmistir. Proje
kapsaminda memeli sodium kanallarinin homoloji modellerinin olusturulmast ve
olusturulan kanallara toksin baglanmas1 hedeflenmistir. Homoloji modeline alt yap1
olusturacak kristal yapis1 mevcut sodyum (NavMs ve NavPas) kanallarinin yap1 ve
fonsiyonunun anlasilmas1 gerekmektedir. Bu tezde yapilan caligmalar bu kanallarda
iyon taginimi ve toksin baglanmasinin molekiiler diizeyde anlasilmasin1 saglamak

amacindadir.



1.1 Uyarilabilir Hiicreler

Uyarilabilir hiicreler aksiyon potansiyelini (AP) {iretmek ve yaymak igin
tasarlanmistir. Aksiyon potansiyeli biyolojik sistemlerde gergeklesen kaslarda
kasilma, aksonlarda sinir uyarilart ve hiicre iletisiminden elektriksel olaylardan
meydna gelir. Hiicre zar hiicreyi ¢evreleyen ve bircok ¢dziinen maddeye karst bir
bariyer gorevi goren bir lipid ¢ift katmanindan olusur. Cift tabakadaki lipid
molekiillerinin bas gruplar1 polar gruplar olup kuyruk hidrokarbon gruplar1 birbirine
bakar ve ortada bir hidrofobik bolge olusturarak hiicrenin i¢inde ve disindaki suyla
hidrofilik bir arayiiz olusturur. Iyonlar ve yiiklii molekiiller, yiiksek dielektrik su
ortamindan diisiik dielektrik hidrokarbon ortamina ge¢mek icin biiyiikk bir enerji
bariyeri ile karsi karsiyadirlar. Bu bariyer, yiikli parcaciklarin ¢ift tabakadan
gecmesini onler. Tyon tasmmasi membrana gomiilii olan 6zellesmis biyomolekiiller
tarafindan gergeklestirilir. Iyon kanallari, elektrokimyasal gradyanlar yoniinde
iyonlarin pasif olarak tasinimi i¢in su dolu yollar saglarken, tasiyici kanallar
molekiilleri elektrokimyasal gradyanlara karsi hareket ettirmek i¢in ATP ya da
membranda depolanmis potansiyel enerjiyi kullanirlar. Zar boyunca iyonlarin farkli
gradyan derecesi, tiim hiicrelerin membran boyunca potansiyel bir fark getirir. Bir
hiicrede yiiksek konsantrasyonda K* iyonu ve disarida yiiksek oranda Na® iyonu
konsantrasyonu vardir, bu durum degeri iskeet kasi hiicrelerinde -90 mV,
sinirhiicreerinde -70 mV, diiz kas hiicreerinde -50 mV ie -60 mv, sagi bezi
hiireerinde ise -10 mV ile -20mV olan ve dinlenme potansiyeli olarak adlandirilan bir
sonug ortaya ¢ikarir. Bu durum uyarilabilir hiicrelerde, voltaj kapili iyon kanallari
gibi iyon kanallarinin uyarilmasi ve islevi yoluyla degisebilmektedir. Hiicreler
viicudun disindan bilgi saglayan 1s1 gibi dis uyaranlara veya sinir hiicrelerindeki
aksiyon potasiyeli gibi uyarict yardimiyla uyarilabilir. Voltaj kapili sodyum (Nav)
kanallari, depolarizasyon denilen aksiyon potansiyelinin yiikselen fazindan
sorumludur. Burada, bir uyaran, membran potansiyelini kiigiik bir miktarda (sodium
kanalar i¢in tipik olarak +30 mV) degistirdiginde, Nav kanallar1 agik hale gelir ve
sodyum iyonlari, digsaridan hiicre i¢ine gecer dolayisiyla zar potansiyelini ileri yonde
arttirir. Zar potansiyelindeki degisim voltaj kapili potasyum kanallarinin ac¢ilmasina
neden olur ve potasyum iyonlar1 i¢ten disa dogru hareket eder. Bu da zar
potansiyelini diigiiriir ve nihayetinde dinlenme potansiyeli degerine getirir. Bu

kanallar stokastik olarak kapanir, ancak depolarizasyon diger komsu sodyum
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kanallar1 tarafindan hissedilir, AP bir sonraki kisma gecer ve aksiyon potansiyeli

ilerleyerek devam eder.

1.2 Voltaj Kapih Sodyum iyon Kanallan

Voltaj-kapili sodyum iyon kanallar1 yardimecr beta-alt birimleri igeren alfa-alt
birimlerinden olugsmaktadir (Catterall ve ark., 2000). Yapinin gézeneklerini olusturan
alfa-altbirimi kanalin fonksiyonel ifadesi i¢in yeterlidir; ancak kanalin kinetigi ve
kapmin voltaja duyarliligi beta-altbirimi tarafindan kontrol edilir. Beta-altbirimleri
ayni zamanda kanalin lokalizasyonu, hiicre dig1 matris ve hiicre ici iskelet arasinda
molekiillerin adezyonunun etkilesimini de saglar. Alfa-altbirimleri domain (DI-DIV)
olarak adlandirilan dort kisimdan meydan gelmektedir. Bunlardan her birisi de
disaridan ve igeriden birbirine bagl alt1 alfa-heliks (S1-S6) yapisi igerir. Cok biiylik
bir parca olan pore-loop olarak adlandirilan kisim ise S5 ve S6 helikslerinin arasinda
secici filtre kismini da igeren bir bolgeyi olusturur. Her domainde bulunan S4 bolgesi
ise her liclincili pozisyonda bir pozitif aminoasit iceren bir bolgedir ve kanalin voltaj
sensorii kismini olusturur (Catterall ve ark., 2005). Kanalin temel yapisinin gosterimi

Sekil 1.1 *de verilmistir.
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Sekil 1.1: Nav kanallarinin yapisinin temel gosterimi (Yu ve ark., 2005).



2 TEORI

2.1 Molekiiler Dinamik

Molekiiler Dinamik bir atom sisteminin dinamiklerini takip etmek icin temel bir
yontemdir. Bu yontem baglangic koordinatlarini ve kuvvet alanit parametrelerini
kullanarak Newton’un hareket denklemlerinin ¢6ziilmesini esas alarak c¢alisilir. Ek
araglar kesilme olmaksizin elektrostatik etkilesimleri hesaplamak ve sistemi belirli
bir sicaklik ve basingta tutmak icin kullanilir. MD simiilasyonlar1 gerceklestirmek

icin gerekli temel bilesenler agagidaki bdliimlerde tartigiimistir.

2.2 Kuvvet Alam

Kuvvet alani, atom koordinatlarinin bir fonksiyonu olarak proteinin enerjisini
tanimlamak i¢in kullanilan fiziksel formiillerin ve iligkili parametrelerin
kombinasyonu olarak ifade edilir (Guvench ve ark., 2008). Biyomolekiillerin MD
simiilasyonlarinda, yaygin olarak kullanilan kuvvet alanlari: AMBER (Cornell ve
ark., 1995), CHARMM (MacKerell., 1998), OPLS-AA (Jorgensen ve ark., 1996), ve
GROMOS (Oostenbrink ve ark., 2004)’dir. Bu tez boyunca yapilan tiim ¢aligmalarda
CHARMM kuvvet alam1 parametreleri kullanilmistir. Kuvvet alanlar1 temsil ettikleri
molekiiler 6zellikler bakimindan, bagli (bonded) ve bagli olmayan (non-bonded)
seklinde iki grupta smniflandirilir. Baglh etkilesimleri temsil eden terimler; baglarin
gerilmesi (bonded), degerlik agilarinin egilmesi (angles) ve dihedrallar (dihedrals)

etrafindaki donme sayisi ile hesaplanir.

Epondea = Z Ky (b — bo)? + Z Ko (6 — 6,)?
bonded angles

(2.1)
+ Z K, [1+ cos(ny — o)]
dihedrals
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non-bondedpairs,ij (2 2)
+ qiq;
Amery;
(2.3)

Etotal = Ebonded + Enon—bonded + Eother

Bagli olmayan etkilesimler (Enon-bonded) is€ elektrostatik etkilesimler ve Pauli dislama
ilkesinden gelir. Bu kuvvet alanlarinda toplam Eiy, enerji terimleri, Epongeq 0lanin,
bagl etkilesimlerden ve Engn-bonded 15€, baglanmamis etkilesimlerin katkisidir, Eqther

ise kuvvet alanina 6zgii terimleri igerir (Esitlik (2.3)).

Esitlik (2.1)’de verilen ilk terim tiim baglanmig atom g¢iftlerinin bir toplamidir ve
baglarin gerilmesini agiklar; b, atomlararasi mesafe, K, ve by sirasiyla bagin yapisini
ve denge uzunlugunu agiklayan parametrelerdir. Ikinci terim, {i¢c atomlu bir
molekiilde ( 6rnegin; A’nin B’ye ve B’nin C’ye baglandigi bir molekiilde) atomlar
arasindaki agmin gerilmesini tanimlar. 6 iki bag vektorii arasinda kalan aciyi
tanimlarken, Ky ve 0p a¢inin gerilme ve denge halindeki geometrisini belirtir. Egitlik
(2.1)’de verilen son terim ise dort atomlu bir molekiilde (6rnegin; A’nin B’ye, B’nin
Cye ve Cnin D’ye bagli oldugu) dihedrallarin donmesiyle iliskili bir enerji
terimidir. K, dihedrallerin harmonik katsayisini ifade ederken, n periyodikligi, ¢ fazi

tanimlar.

Esitlik (2.2)’de 1 ve j iki farkli atomu ifade eder. Esitlikteki ilk terim Pauli dislama
ilkesinden gelen Lennard-Jones etkilesimlerini ifade ederken; Rj; atomlar arasi
uzaklig1, Ruminjj LJ enerjisinin minimum oldugu uzakhigi, €jj etkilesen atomlar igin bir
parametredir. Esitligin ikinci kismi1 Coulomb yasasindan kaynakli elektrostatik

etkilesimlerden gelir. q; ve ¢j atomlar lizerindeki net yiikii, rj; uzaklig1 tanimlar

2.3 MD Simiilasyonlarimin Calismasi

MD simiilasyonlarinda, Newton mekanigi vasitasi ile sistemler dinamik olarak

gbzlemlenir (Esitlik 2.4).



d*ry(t)
mi—o =-VU{r}) (2.4)

Oncelikle éngoriilen etkilesimlere bagli olarak sistemin toplam potansiyel terimi
yazilir, sonrasinda sistemi olusturan atomlarin ilk hiz ve konum degerleri Langevin
yahut heat-bath ile bulunur. ilk konumlar1 ve hizlar1 bilinen sistemin zaman
icerisindeki devinimi Newtonun II. Hareket yasasinda belirtien denkemin niimerik
olarak (Newton Ralphson) ¢oziilmesi ile elde edilir. Bu islemler iteratif olarak
istenilen zaman araliginda yapilir. Esitlik (2.4)’de verilen, rj atomik koordinatlari, m;
atomun kiitlesini ifade eder. Sistemin dinamigini meydana getiren durumlar igin
secilen zaman aralig1 hidrojen atomunun titresim periyodunun yarist segilir ve MD

zaman adimin yaklagsik 1 fs'ye kadar kisitlar.

2.4 Serbest Enerji Hesabi

Serbest enerji hesabi temelde AAG hesaplanarak sistemin enerji profilinin
cikarilmasidir. Bu hesaplama yontemleri ilgilenilen biyolojik bir sistemde protein-
ligand kompleksinin dogrulugu icin niceliksel bir degerlendirme saglayabilir. Ug
boyutlu bir PMF hesabi ligandin baglanma enerjsi ve nasil baglandigini anlamak i¢in
gerekli tlim bilgileri verir. Ancak ii¢ boyutlu PMF hesab1 yapilmast oldukca
karmagik ve c¢ok fazla islem hacmi gerektirmesi nedeniyle mevcut sartlarda
yapilmas1 miimkiin bir hesaplama degildir. Iyon kanallar1 kanal ekseni ve mekanizma
yolu iyi tanimlanabilen bir yap1 oldugu i¢in tek boyutta yapilan PMF’ler ligand ve
kanal arasindaki baglanma mekanizmast ve baglanma sabiti hakkinda bilgi
verebilmektedir. PMF’lerin entegrasyonu ile baglanma sabiti hakkinda bilgi edinmek

mumkindiir.

2.5 Ortalama Kuvvet Potansiyeli (PMF)

PMF hesaplamalari, serbest enerji hesaplanmasinda iyon kanallari icin siklikla
kullanilan ve literatiirde gergekgiligini ispat etmis bir yontemdir (Rashid ve ark.,
2013; Pennington ve ark., 2012; Rashid ve ark., 2012; Rashid ve ark.,2014; Zarrabi
ve ark., 2007; Jin ve ark., 2007; Yi ve ark., 2008, Masetti ve ark., 2008; Qiu ve ark.,
2009; Chen ve ark., 2009; Jin ve ark., 2011; Yi ve ark., 2011; Khabiri ve ark., 2011;



Chen ve ark., 2012) . Bir reaksiyon koordinati boyunca, bir ligandin veya iyonun
PMF’i, MD simiilasyonlarinda ligandin kiitle merkezi (COM) koordinatini
ornekleyerek hesaplanir. PMF hesaplarinda yola bagimli (Umbrella Sampling,
Steered MD) ve yoldan bagimsiz (FEP, TI) olmak iizere iki farkli yontem vardir. Bu
tez calismasinda PMF hesab1 i¢in her zaman semsiye ornekleme (US) yontemi
kullanilmistir. Bu yontemde harmonik (biasing) yanli bir potansiyel uygulanarak
(Esitlik (2.5)), ligand veya iyonun yiiksek enerjili yerlerde 6rneklenmesine yardim
ederek, 6rnekleme sorunlari ortadan kaldirilir (Torrie ve ark., 1977). Esitlik (2.5)’de
H(A), potansiyel enerji fonksiyonudur, A reaksiyon koordinatinin akim degeriyken; 2;
ve K; sirastyla her penceredeki i’nin merkez ve kuvvet sabitidir. Bu metotta, US
pencerelerireaksiyon yolu boyunca diizenli araliklarla tanimlanir. Semsiye
potansiyelinin farkli yerlesimlerinde birgok sayida simiilasyon yapilir ve her
simiilasyonda A degeri kaydedilir. Uygulanan potansiyel enerji ile olusturulan
popiilasyon degerleri ortaya konur. Bu islem WHAM (Weighted Histogram Analysis
Method) algoritmasi kullanilarak yapilir.

H =HQ) + %ki (A —2;)? (2.5)

Disaridan bir kuvvetin olmamasi halinde harmonik potansiyel, koordinat boyunca bir
Gaussian dagilimi verir. Ligand ftzerine etki eden sabit bir kuvvet, seklini
etkilemeksizin bu dagilimin konumunda bir kaymaya neden olur. Daha karmagsik
giicler ayn1 zamanda dagilim bi¢imini de bozabilir ve konumunu degistirebilir.
Harmonik kuvvetinin reaksiyon koordinatina etkisini bildigimizden, bunu ortadan
kaldirip, tarafsiz dagilimdan liganda etki eden fiili ortalama kuvvet potansiyeli

belirlenebilir.

2.6 Docking Calismalari

Bilgisayar destekli ilag tasarimi (CADD) calismalarinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte,
kimyada ila¢ tasariminda matematiksel hesaplamalar ve bilgisayar programlarinin
kullanimi 6n plana c¢ikmistir. Yeni ilag adaylarmin kesfinde bilgisayar destekli
tasarimin yapilmasi hem maliyet hem de zamandan tasarruf saglamasi nedeniyle bu
calismalar1 daha da 6nemli kilmistir. Docking calismalari, iki yap1 arasinda en iyi

konfiglirasyonun bulunmasii saglarken bu molekiillerin bibirleriyle etkilesimi
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hakkinda da bilgi vermektedir. Mevcut programlar ile protein-protein; ligand-protein
olmak iizere iki farkli tiirde docking c¢alismasi yapiabilmektedir. Elde edilen
sonuglardan baglanma enerjisi, kompleks yapiya dair muhtemel bir konformasyonun
bulunmasi miimkiindiir. Bu tez ¢alismasinda tiim docking islemleri i¢in AutoDock 4

(Morris ve ark., 2009) programi kullanilmigtir.
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3 NavMs KANALI ILE YAPILAN CALISMALAR

3.1 Giris

Voltaj kapili sodyum kanallari, farmasotik ilaclarin gelistirilmesi i¢in Onemli
hedeflerdir, ¢ilinkii farklt memeli sodyum kanali izoformlarindaki mutasyonlar, bir
dizi norolojik ve kardiyovaskiiler hastaliklarla nedensel iliskilere sahip oldugunu
gostermistir. Bagneris ve ark. tarafindan 2014 yilinda yeni bir prokaryotik kanalin
kristallendirilmesi bu c¢alismalardaki dinnanizme katki saglamistir. Yapilan
elektrofizyolojik caligmalar, iki farkli tlirdeki milyonlarca yillik evrime ragmen,
Magnetococcus Marinus’dan izole edilen prokaryotik sodyum kanalinin (NavMs),
Okaryotik bir sodyum kanali olan Navl.l ile benzer bir sekilde sodyum kanali
blokerleri ile baglanip inhibe oldugunu gostermistir. In-silico docking ¢aligmalar1 ve
elektrofizyolojik c¢alismalar bu bélgenin inhibasyon i¢in dogru bdlge oldugunu
gostermektedir. Bu sonuglar NavMs kanalinin, insan kanallarima uygun ilaglarin
taranmasi ve rasyonel tasarimi i¢in degerli bir arag¢ olabilecegini diisiindiirmektedir.
(Bagneris ve ark., 2014) NavMs kanal yapisinin istten goriiniimii Sekil 3.1 de

verilmistir.

Sekil 3.1 :NavMs yapisinin kanal kisminin tistten goriintiisii (Bagneris ve ark.,2014).

Prokaryotik sodyum kanallar1 domain olarak adlandirilan, birbirine esdeger 4
bolgeden olusmaktadir, bu bolgeler DI, DII, DIII ve DIV olarak gosterilirler.

Bineanaleyh, okaryotik kanallarda yine 4 bdlge bulunmasina ragmen bu bolgeler
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esdeger degildir. Deneysel veriler, Okaryotik sodyum kanallarna DIV’deki
rezidliilerden = Phe 1774 ve Tyr 1781 (ve DI, DIII’deki ayni rezidiiler) bloker
bilesiklerini baglamak i¢in 6nemli olarak tanimlanmis olup ilag baglanma bolgesi
olarak onem arz etmektedirler. Bu rezidiiler, NavMs’de DIV’deki Thr 207 ve Phe
214 rezidiilerine karsilik gelir. Yapilan elektrofizyolojik ¢aligmalarda bu rezidiilerin
onemli bir baglanma bdlgesinde oldugunu gostermistir (Hanck ve ark.,2009;
Ragsdale ve ark, 1996; Wang ve ark., 2001; Ren ve ark., 2001; Nurani ve ark., 2008;
Lee ve ark., 2012; Bean ve ark., 1983; Hille., 1977; Yarov-Yarovoy ve ark.,2001,;
Desaphy ve ark., 2010).Kanal boyunca bulunan heliksler, sarmal-dipol etkilesim
yoluyla merkezi kavitede katyonlar1 stabilize etmek ic¢in konumlandirilmis
durumdadir (Payandeh ve ark., 2011). NavMs yapisindaki iyon iletim yolu giiglii bir
sekilde elektronegatiftir ve secici filtrenin hiicre dis1 tarafindan kanal daralir. Kanal
filtre yapist1 Thr 176, Leu 177, Glu 178, Ser 179 ve Trp 180 aminoasitlerinden
olugmaktadir. Thr 176 ve Trp 180 arasindaki rezidiiler siki bir yap1 olusturur, Thr
176 ve Leu 177 omurga karbonilleri iyonlarin iletilmesinde rol oynarlar. Sodyum
kanallarindaki mekanizmalarin kontroliinii saglayan en onemli bolge segici filtre
bolgesidir. Bu bolge ligand baglanmasi ve iyon gecisi igin bir kapi gibi
davranmaktadir. NavMs kanalindaki bu secici filtre bolgesinde iyon ve ligand
etkilesiminin en énemli oldugu rezidiisii Glu 178 dir. Bu tez ¢aligmasinda 6zellikle
filtre bolgesindeki bu aminoasit ile iyon ve ligand etkilesiminin incelenmesi yapilmis

ve deneysel verilerle karsilastirilmistir.

3.2 NavMs Sodyum Kanalinin MD Simiilasyonu

Proteinin kristal yapisi RCSB Protein Data Bank (RCSB PDB)’dan alindi (PDB
Kodu: 4CBC). NavMs kanalinin tetramer yapisini saglamak amaciyla indirilen
kristal yapida verilen simetri operasyonlari uygulandi ve tetramer yap1 elde edildi.
VMD  (Humphrey ve ark.,, 1996) programi yardimiyla palmitoyl-
oleoylphosphatidylcholine (POPC) lipitleri secilerek 90x90 A? boyutunda xy
diizleminde 125 adet lipit zincirinden (16750 atom) olusan bilayer elde edildi ve
protein bu yapmin igerisine gomiildii. Membran icine gomiili yapiyr fizyolojik
ortama benzetmek icin sisteme toplam 9047 adet su molekiilii (27141 atom) eklemek
suretiyle membran protein sistemi kuruldu. Sistemi nétrallestirmek ve fizyolojik

degeri saglamak amaciyla 150 mM’lik bir iyon konsantrasyonu eklendi ( 34 Na®, 24
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CI” atomu). Toplamda sistemde 49831 atom bulunmaktadir ve sistem 90 x 90x 80 A®
boyutlarindadir. Sistemin Ornek goriinimii Sekil 3.2°de verilmistir. Tim MD
simiilasyonlari, CHARMM36 (Vanommeslaeghe ve ark., 2010) kuvvet alani ile
NAMD 2.11(Philiphs ve ark., 2005) stirlimiinii kullanarak gerceklestirildi. Tim
yonler i¢in periyodik smir kosullart uygulandi. Uzun menzilli elektrostatik
etkilesimler ise PME algoritmasi kullanan NPT toplulugunda yapildi. Sicaklik 300
K’de iken Langevin Piston metodu, 50 fs piston bozulumu ve 100 fs piston periyodu
ile basinci 1 atm’ de saglamak i¢in kullanildi. Van der Waals etkilesimlerinde cut-off
mesafesi 12 A ve switching mesafesi 10 A’ da tutuldu. Simiilasyon boyunca zaman
adimi 2 fs olarak alindi ve her 1 ps araliklarla simiilasyon verileri kaydedildi.
Yoriinge verileri 1 ps araliklarla kaydedilirken semsiye ornekleme (umbrella

sampling) simiilasyonlarinda her adimda koordinat yazildi.

Sekil 3.2 : NavMs sistemi.
3.3 Protein Sisteminin Dengeye Getirilmesi

Sistem yukarida bahsedilen programlar ile kurulmustur. Sistem ilk olusturuldugunda
bazi atomlar arasindaki mesafenin van der Waals uzakliklarindan az olmasi kuvvetle
muhtemel oldugundan ilk adim olarak sistem 1000 MD adiminda (1 ps) minimize
edildi. Bu siire kotii etkilesim uzakliklari olarak (badcontact) adlandirilan uzakliklar:
ortadan kaldirmak i¢in yeterlidir. Sistem kurulduktan sonra Oncelikle sistemin
dengeye gelmesi gerekmektedir. Sistemi dengeye getirme islemi sirasinda protein
yapisinin omurgasina ve diger agir atomlarma harmonik kuvvetler (konstraintler)
uygulandi. Buradaki amag proteinin lipit ve su atomlariyla birlikte adapte olmasini
ve sistemde NPT simiilasyon kosullarini saglamaktir. Protein iizerindeki harmonik
kuvvetler belirli zaman araliklarinda azaltildi ve kuvvet sabiti k = 0.1
kcal/mol/Aolana kadar simiilasyon devam ettirildi. Tablo 3.1’de MD simiilasyon

zamant; Kpp protein yapinin omurga atomlarina; Knon yine protein yapinin hidrojen
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atomu hari¢ yan zincirlerine; Kjon iyonlara xyz yoniinde uygulanan kuvvet sabitini
gosterirken P, C218 ve C316 (z) lipidin fosfor, 218 ve 316 numarali karbon
atomlarina z yoniinde uygulanan kuvvet sabiti degerini gostermektedir. Tablo 3.1°de

goriildiigl lizere sistem yavas yavas serbest birakilmis ve bu siire zarfinda sistem

sicakligi 300 K ve basing 1 atm’ye getirilmistir.

Tablo 3.1: Sistemi denge haline getirme isleminde uygulanan kuvvet
sabiteri ve kuvvet sabitlerinin uyguandig stireler.

MD Zamam Kb Khoh Kion P1, C218 ve C316 (2)
(ps) (kcal/mol/A?) (kcal/mol/A?) (kcal/mol/A?) (kcal/mol/A?)
1000 50 25 5,0 3,0
1000 25 12 3,0 3,0
1000 12 6,0 1,0 3,0
1000 6,0 3,0 1,0 3,0
1000 3,0 15 0,5 1,0
1000 2,0 1,0 0,5 1,0
1000 1,0 0,5 0,25 1,0
1000 0,5 0,25 0,1 0,0
1000 0,25 0,1 0,1 0,0
1000 0,15 0,0 0,1 0,0

Sistemin dengeye gelme islemi sirasinda sistemin yogunluk grafigine bakildiginda,
Sekil 3.3’de sistemin yogunlugunun yaklasik 1.0 kg/l oldugu ve sistemin dengeye
geldigi gorildi. Sistemin g¢ogunlugunu su ve lipid olusturdugundan beklenen
yogunluk degeri 1.0 kg/I’dir. Dengeye gelme islemi siirecinde ayrica her bir protein
zincirinin omurgasindaki atomlarin Esitlik (3.1)’de verilen denkleme gore RMSD
grafigine bakild1 (Sekil 3.4). Burada her bir protein zincirinin RMSD degerinin
maksimum 0.6 A oldugu goriilmektedir. Bu deger NavMs kristal yapisinda verilen
¢oziiniirliik degerinin (2.66 A) altindadir. Sistem dengeye getirildikten sonra iyon
kanalinin omurga atomlarima c¢ok kiiciik bir harmonik konstraint (0,1 kcal/mol)
uygulanarak MD yapildi. Bu siire igerisinde protein omurga yapisinin RMSD grafigi
Sekil 3.5°de verilmistir. NavMs protein yapisinin omurga atomlariin RMSD

degerinin ise 0.6 A’da dalgalandig1 goriilmektedir.

(3.1)

— ﬁzﬁ““’m(n(ta — 7))

Natom
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Sekil 3.3 : NavMs Sisteminin yogunuk-zaman grafigi.
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Sekil 3.4 : NavMs protein yapisinin omurga atomlarinin 300 ns’lik MD boyunca
RMSD degeri.
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Sekil 3.5 : Sistemin dengeye gelme islemi siirecinde her bir protein zincirinin omurga
yapisinin atomlarinin RMSD grafigi.

300 ns’lik MD simiilasyonu siiresinde iki tane sodyum iyonu kanal i¢ine dogru
yonelmis ve 4. ns i¢inde ilk iyon, 20. ns i¢inde de diger iyon kanalinin segici
filtresinde bulunan rezidiilere baglanarak simiilasyon siireci boyunca filtre iginde
kalmistir. Sekil 3.6’da NavMs kanali ve simiilasyon boyunca kanal i¢ine giren
sodyum iyonlarinin goriintiileri verilmistir. Sekil 3.7 (a)’da 300 ns’lik tim
simiilasyon boyunca iyonlarin z koordinatlari, Sekil 3.7 (b)’de iyonlarin filtre i¢ine
girdikten sonra z koordinatlarinin histogram egrileri verilmistir. Burada 1. iyonun z
ekseninde ¢ogunlukla 8.3 A civarinda durdugu ve bu nokta etrafinda dalgalanmalarin
oldugu goriilmektedir. 2. iyonun ise z ekseninde ¢ogunlukla 2.9 A civarinda durdugu
ve bu nokta etrafinda dalgalanmalarin oldugu goriilmektedir; x ve y eksenlerinde ise
biiyiik cogunlugu 0 A civarinda durdugu ancak bu eksenlerde de dalgalanmalar
oldugu goriilmektedir. Bu da sodyum iyonunun filtrenin yan zincirleri ile hidrojen
bag1 yaparak filtre kenarlarma kaydigim1 gostermektedir. Bu calismadan kanal
filtresinde 2 iyon bulundugu goriilmektedir. Literatiirde kavitede 3. iyonun varlig

bildirildiginden ¢alismanin devaminda kaviteye bir iyon daha konulmustur.
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(a) (b)

(c) (d)

Sekil 3.6 : (a) Protein yapu ile birlikte z ekseni boyunca (+30 A ile -30 A araliginda)
su molekiilleri (b) Kanal i¢inde bulunan bir sodyum iyonunun (c) Iki sodyum (d) Ug
sodyum iyonunun kanal i¢indeki goriintiileri.

Kaviteye iyon koyma iglemi kavitedeki bir su molekiiliiniin disarida bulunan bir iyon
ile degistirilmesi seklinde olmustur. Yaptigimiz MD simiilasyonlarinda kaviteye
konulan 3. iyonun filtreye girdigi ve filtrede bulunan 2. iyon ile yaklasik ayni z
degerinde bulunmaktadir. Bu simiilasyondan elde ettigimiz iyon koordinatlar1 Sekil
3.8’de verilmistir. Sekil 3.8 (a)’da kavitedeki iyon ilk 60 ns boyunca filtreye dogru
dalgalanma gostermektedir. Bu durumda 1. ve 2. iyon bir miktar yerlerinden
oynamakta ve ekstraseliiler kisma dogru kaymaktadirlar. Ancak 60.ns’den sonra iyon
1 ve iyon 2 tekrar hiicre icerisine dogru kaymakta 3. iyonda filtrede kendine yer
bulmaktadir. Histogram egrilerine bakildiginda son 40 ns’de iyon 2 ve iyon 3’lin z
yoniinde dagilimlar1 olduk¢a yakindir. Bu da bize iyonlarin filtre igerisinde filtrede
bulunan rezidiilerle hidrojen bagi yaptigin1 gostermektedir. Bu ¢alismada filtrenin 2
degil 3 iyon barindirabildigi gosterilmiitir. Caligma ayni1 zamanda filtrede 3 iyon
varken kaviteye 4. iyon konulmasi durumunda neler olacagmna ilisgkin durum
hakkinda merak uyandirmis ve bunun ¢alismasi da yapilmstir. Filtrede 3 iyon varken
kaviteye 4. iyon konulmasi durumunda bu iyonun yaklasik 20 ns sonunda filtreye

girdigi ve burada bulunan 2 iyonun disar1 kagtig1 goézlenmistir.
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Sekil 3.7 : (a) Kanal igine giren iyonlarin z koordinatlar1 ve (b) onlarin histogram
egrileri.
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Sekil 3.8 : (a) Kanal i¢inde bulunan 3 iyonun z koordinatlar1 ve (b) onlarin histogram
egrileri.
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Sekil 3.9 : (a) Kanal i¢ginde bulunan 4 iyonun z koordinatlar1 ve(b) onlarin histogram

egrileri.

Filtrede bulunan ve kaviteye konulan iyonlarin koordinatlar1 Sekil (3.9)’da
gosterilmistir. Sekil (3.9)’da 4 iyonunda z koordinatlar1 verilmistir. Bunlardan yesil
ve turuncu olan filtreye kendiliginden giren ilk iki iyon olup 4. iyonun kaviteye
konulmasiyla bu iyonlarin filtreden ¢iktig1 goriilmektedir. Sekilde her iki iyonunda z
koordinatinin negatif olmasi periyodik sinir kosullarindan dolay1 ortaya ¢ikmaktadir.
Sistemimizde z koordinatinin sifir oldugu bolge filtrenin hemen altindaki kavite
bolgesidir. Filtre ve kavitede dort iyon varken yaptigimiz simiilasyonda filtredeki iki
iyon disart ¢ikinca kavitede bulunan iyonun filtreye girdigi ve filtrede iki iyon
bulunan baslangi¢ kosulunun tekrar olusturdugu gozlenmektedir. Bu simiilasyon diga
dogru (outward) bir iyon akimi oldugunu gostermektedir. MD simiilasyonlarinda
gozlemledigimiz bu davranislarin serbest enerji hesaplari ile dogrulanmasi geregi
ortaya ¢ikmistir. Calismanin devaminda iyon baglanmasinin serbest enerji hesabi
yapilmustir. Tablo (3.2) ve Tablo (3.3-3.4) sirasiyla kanal i¢inde 2 ve 3 iyon varken,
iyonlarin su ve protein tarafindan koordine edilen oksijen atomlarini gostermektedir.
Verien tablolar simiilasyon boyunca sodyum iyonlarini koordine eden aminoasitleri
ve su molekiillerini gostermektedir. Yesil ile verilen atomlar iyon ile en iyi ikincil

bag yapan atomlar1 gostermektedir.

21



Tablo 3.2: (A) Filtrede iki iyon varken (B) Filtrede 3 iyon varken Iyon
(1)’in su ve proteinle koordinasyonu.

Bltrsse 2 iron bulundugunds (4) Eltrsse © ron bulundugunda (B)
Ivanl [ =homed | v-haord [ z-brord | Toan1 [=honrd | v-haord [ z-kord
[o24 | -oes [ =e7 [os3 | -075 [ 1042

WT2137 241
WT4£233 2.53
WT2663 2.26
WT7100 2.23
WTE5881 2.30
WT5561 2.29

WT5571 245 F1/THR17&,0 857
WT7732 249 F1/LEU177;0 612
WT3303 2.36 P1/GLU1783Q0 B57
P1/GLU178:0E1 241
P1/GLU178:0E2 322
P1/SER179:0

2 /GLU178:0E1 491
/GLU178:0E2

P4/GLU178:0E1 228
P4/GLU178:0E2 262
4/SER1790 BES

Tablo 3.3 : (A) Filtrede iki iyon varken (B) Filtrede ii¢ iyon varken Iyon
(2)’nin su ve proteinle koordinasyonu.

P1/GLU17E:0
P1/GLU178:0E1

SGLU178:0
WT3303 | 2.91 P1/6LU17E:0E1 408
LU173:0E2

Wl/gbh 274

3/ HRL76;0,

PIJLEULTTQ 228

U178, 587

GLU178:0E1 B [U1780E1 | 7.00
GLU178:0E2 7.04 L]
R179:0, 743

P2/ THRL76;0, 131
U177, T 135
PL/CLUL760, } PL/CLULT &0, 512
P44/GLULTE:0EL | 10.18 P44/GLULTE:0EL | 443
P4/GLU170:0C2 0,48 P4/6LU170:0C2 2.29
P4/SER179;0, 11.35 P4/SER179;0 8.3
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Tablo3.4 : Filtrede ii¢ iyon varken Iyon (3)’iin su ve proteinle
koordinasyonu.

Elltrsds 3 won bulundugunda
lyom 3 H-gag ¥-oaned Z-CA8
L.26 -0.53 4.85

Iyen 3 ve GiZer melekilerin O afomw arasmeskl

uzakhlk (A

WT8225 | 2.57 P1/THR17ER 242

WTaa31 2.23 P1/LEUL17 T} .24

WTS5428 | 2.39 P1/GLU17E; 6.72

WI6225 | 2.3 P1/GLU178:0E1 4.30

WTeesl | 2.74 P1/GLU178:0E2 6.13
P1/SER17%:0 8.95
P1/SER17%:0G 7.80
P2/THR17E,Q 4.82
P2/LEU17 7 3.83
P2/GLULTE;R 7.54
F2/GLU17Z:0EL 5.77
F2/GLU173:0E2 4.38
F2/SER179:0 10.0%
F2/SER17%:0G 7.50
F3/THR17EQ 671
F3/LEUL17 70 5.4z
P3/GLUL7E0 871
P3/GLU1783:0E1 8.22
P3/GLU1783:0E2 &.53
P3/SER17%0 1064
P3/SER17%:0G 8.54
P4/THR176;Q 6.73
P4/LEULTTIQ 5.13
P4/GLUL7E 8.58
P4/GLU175:0EL 7.03
P4/GLU173:0E2 5.2z
P4/SER1790 1014
P4/SER17%:0G 8.05

3.4 NavMs Kanahna Ligand Baglanmasinin Incelenmesi

3.4.1 Tetrodotoksin (TTX)

Tetrodotoksin (Sekil 3.10) diisik molekiil agirlikli norotoksisitesi yiiksek bir
molekiildiir. Bu molekiilde pozitif yiiklii bir guanidyum grubu ve pirimidin halkasina
bagh C-4, C-6, C-8, C-9, C-10 ve C-11 pozisyonlarinda altt hidroksil grubu
bulunmaktadir. Tetrodotoksin, kirpi baliklarindan veya fugularin (tetraodontide
ailesi) dokularindan (karaciger, bagirsaklar, gonadlar, deri, bobrek, kan) izole
edilebilen bir ndrotoksindir. Ayrica sodyum voltaj kapili proteinin iletkenligini segici

olarak tersine ¢evirebilen bir inhibitordiir (Kao Cy.,1966).
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Sekil 3.10 : Tetrodotoksinin molekiiler yapisi.

Sinir sisteminde voltaj kapili sodyum kanallarmin alt tipleri fizyolojik ve
patafizyolojik proseslerde genis yer tutmasindan dolayr norologlar tarafindan bu
bolgelerdeki mekanizmalarin aydinlatilmasina katki saglamak i¢in kullanilmistir.
Onceki calismalarda da TTX’in agr1 sendromunun bloke edilmesinde potansiyel bir
rol oynadig1r gosterilmistir (Hagen ve ark., 2007). TTX aksiyon potansiyellerini
interfere eden ve uyarilabilir zarlardaki impluslar1 bloke edebilen potansiyele sahip
bir molekiildiir. TTX farkli sodyum kanallarina farkli afinetelerle baglanan bir
molekiildiir. Kanallar arasindaki aminoasit diziliminin farkli olmasi1 kanallarin TTX’e
kars1 farkli diren¢ olusturmalarina neden olmaktadir. Bugiin Nav kanallarinin 9 farkh
fonksiyona sahip formunun aminoasit dizilimleri aydinlatilmistir. Bu izoformlar
arasindaki transmembran ve ekstraseliiler domainler arasindaki (S1-S6 helikslerinde)
benzerlik %50 den fazladir. Toksin baglanma bolgesinde belirgin rol alan S5-S6
helikslerinde 4 domain i¢in benzerlik oran1 %90’ dan fazladir. TTX’in baglanma
afinitesi yan zincirler ve TTX arasindaki elektrostatik etkilesimlerden
kaynaklanmaktadir. Nav1.1l, Navl.2, Nal.3 ve Nal.7 TTX’e oldukc¢a duyarhdir.
Navl.4 ve Navl.6’nin da TTX’e duyarli oldugu ancak Navl.5, Nav1.8 ve Nav1.9’un
TTX’e kars1 direngli oldugu bulunmustur (Lee CH ve ark.,2008). Zira bu 6zelligin

kullanilmast homoloji modelinde elde edilmesi yapinin dogrulugu i¢in test olacaktir.

3.4.2 NavMs ve tetrodotoksin sisteminin kurulmasi

Yukarida detayr verilen (Bolim 3.2) calismada NavMs kanali i¢in sistem
olusturulmus ve sistem 100 ns slirede dengeye getirilmistir. Calismamizin TTX

baglanmas1 kisminda dengeye getirilen yap1 kullanilmistir. Onceki ¢alismadan elde
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edilen sodyum iyonlarinin konumlar1 korunurken TTX baglanmistir. NavMs
sisteminde filtrede 3 iyona kadar iyon bulunabilecegi yukarida gosterilmistir. TTX
baglanmasi1 calismasinda farkli sayilarda iyon alinarak Autodock 4 ile docking
islemleri yapilmistir. Tek iyonlu yapilar i¢in diger konumdaki iyon su ile yer
degistirilmistir. Dockingler arasindaki farkliliklar agagida siralanmaistir:

- Iyonsuz TTX baglanmas1

- Tek iyon z = +3 konumunda iken TTX baglanmasi

- Tek iyon z = +9 konumunda iken TTX baglanmasi

- Tek iyon z = +7 konumunda iken TTX baglanmasi

- Iki iyon z =43 ve z = +9 da iken TTX baglanmasi

Yapilan docking c¢alismalarinin incelenmesinde baglanma enerjileri, docking
pozisyonlari, bu konformasyonlarin olusturdugu kiimeler ve olusan baglar dikkate
alimmustir. Yapilan bes farkli docking ¢alismasinin her birinde yilizer konformasyon
olusturulmustur. Tiim konformasyonlar i¢inde en iyi kiime ve en iyi dock
pozisyonlar1 incelenip ligand-protein etkilesimleri de dikkate alinarak en kararh
konformasyon secilmistir. Secilen komplekslere molekiiller dinamik (MD)
yapilmistir. Sistemler farkli siireler boyunca simiile edilmistir. Iyonsuz docking ve
iyon (z:+3) iken sistem 24.5 ns, iyon (z: +9) iken 58.5 ns , iki iyon (z:+3 ve z: +9)
iken 54.9 ns ve iyon (z:+7) i¢in 51 ns MD yapilmistir. Yapilan MD sonuglarindan
elde edilen baglarin AutoDock ile yapilan sonuglarla uyumlu olup olmadig
karsilastirilmistir. Ozellikle NavMs yapisinin filtre kismindaki Glu 178 amino asiti
ile ligandin etkilesimleri incelenmistir. TTX’in zamana bagh konumu ve
konformasyonu da incelenmistir. Bu degerlendirmeler sonucunda iyonsuz docking ve
iki iyonlu docking komplekslerinde kararli bir yapmin olusmadigi gériilmiistiir. lyon
(z: +4) ve (z:19) ile yapilan simulasyonlarda filtre i¢indeki her iki iyonunda zamanla
(z:+7) konumuna geldigi goOriilmistir. Bunun {izerine bir iyon (z:+7)
konumundayken docking yapilmis ve sonrasinda MD simiilasyonu yapilmistir. MD
sonuclarint karsilastirmak ve daha iyi analiz etmek i¢in asagida Tablo 3.5°de
komplekslerden elde edilen ikincil baglarin zamanla bag uzunluklarindaki degisim,
standart sapmalariyla birlikte hesaplanmistir. Yapilan MD simulasyonun analizinde
en kararli yapinimn iyon (z:+9) ile baslanilan konformasyon oldugu anlasilmistir.
MD’den ¢ikan son dosyada TTX in kiitle merkezi (z:+13), iyonun kiitle merkezi (z:
+7) olarak elde edilmistir. NavMs-TTX kompleksinin AutoDock ve MD goriintiisii
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Sekil 3.11°de verilmistir. Sekil 3.11°den de goriildiigli lizere AutoDock ile elde
edilen kompleks yap1 ve MD sonucu elde edilmis yap1 arasinda hem konformasyon
degisikligi hem de ligand ve protein arasindaki hidrojen baglarinin sayisi agisindan

onemli bir fark oldugu anlagilmaktadir.

Sekil 3.11 : (A) NavMs ve tetrodotoksin kompleksinin Autodock ile elde edilen
goriintiisii (B) Kompleksin MD sonucu ede edilen goriintiisii

Tablo 3.5 : NavMsve TTX kompleksi i¢in MD ve AutoDock sonucu ede

edilen baglar.
Auto Auto Auto
NavMs ve MD ort Dock NavMs ve MD ort Dock NavMs ve MD ort Dock
TTX iyon 3 (A) (A) iyon7 (A) (A) iyon 9 (A) (A)
N1 GLU-OEZ2-P4 2.69+0.16 4.27 SER-OG-P4 - 2457 GLU-OE2-P2 3.30x0.30 4.866
N1 - - - - - - GLU-OE2-P3 3.11x029 5.07
N1 - - - - - - GLU-OE1-P2 3.53x043 5.15
N1 - - - - - - SER-OG-P2 - 261
N2 SER-OG-P2 3.06x0.18 2.92 GLU-OE2-P3 3.3820.71 5.04 SER-OG-P1 3.20x0.18 348
N2 - - - GLU-OE1-P3 3.2820.57 5.57 GLU-OE1-P1 290+025 543
N2 - - - SER-OG-P3 - 3o - - -
N3 GLU-OE2-P3 2681009 2.66 GLU-OEZ2-P3 3621090 54 GLU-OE2-P2 2742011 364
N3 GLU-OE1-P4 2681009 5.68 GLU-OE1-P3 3.1620.72 6.52 GLU-OE1-P1 2781020 54
N3 - - - LEU-O-P2 2742011 B8.58 GLU-OE1-P2 3.3420.31 3.58
N3 - - - GLU-OE1-P4 - 294 SER-OG-P1 3632025 3.14
N3 - - - SER-OG-P4 - 285 SER-OG-P2 - 2.86
06 SER-N-P4 287010 2.48 SER-N-P4 JE1x042 G642
oz - - SER-N-P2 3.04x0.18 5.61 - - -
04 - - - - GLY-N-P3 3132020 3.32
IYON 7.122040 4 6.98+£0.23 7 7.1620.24 9
Na-N3 5.52+0.20 5.37 3.8120.31 B6.36 4.01+£0.33 465

Bu yapulara iligkin daha detayl bir inceleme Tablo 3.5’de verilmistir. Verilen tabloda
AutoDock ve MD simiilasyonlar1 sonucunda tetrodotoksinin baglanmasinda ve
kanali inhibe etmesinde etkin olan aminoasitlerle, ligandin atomlar1 arasindaki
uzakliklar verilmistir. Bu aminoasitlerin belirlenmesi NavMs kanalinin ligandin
baglanmasi icin gerekli kimyasal ¢evrenin anlagilmasi acisindan oldukc¢a 6nemlidir.
TTX’in baglanmasinda en onemli bdlgenin kanalin filtre bolgesi odugu agikca
gorilmektedir. Ayrica yapilan caligmalar gostermistir ki AutoDock ile elde edilen

sonuglar MD ile karsilastiridiginda énemli bir degisiklige ugramaktadir. Bu da bize
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docking g¢alismalarindan elde edilen sonuglarin mutlaka MD ile de refere edilmesi

gerekliligini gostermektedir.

3.5 PMF Hesaplamalar

Iyonlarin NavMs baglanma bélgelerinden ayrilmasi icin ortalama kuvvet (PMF)
potansiyeli, semsiye Ornekleme MD simiilasyonlart kullanilarak olusurulmustur.
Yontem daha 6nce (B6liim 2) ayrintili olarak agiklanmistir.Bu kisimda simiilasyon
detaylarina dair kisa bir agiklama verilmektedir. Tiim hesaplamalarda reaksiyon
koordinati, kanal ekseni boyunca iyonlarin ve NavMs protein kanalinin kiitlelerin
merkezi arasindaki uzaklik olarak secilmistir. Sekil 3.6 (a)’da protein yap ile birlikte
z ekseni boyunca PMF vyapilacak bolgedeki (+30 A ile -30 A araliginda) su
molekiilleri goriilmektedir. Sekil 3.6 (b)’de filtre bolgesinde bir sodyum iyonu
varken Sekil 3.6 (c)’de filtre bolgesinde iki sodyum iyonu varken, Sekil 3.6 (d)’de
filtre bolgesinde li¢ sodyum iyonu varken NavMs yapisinin goriintiileri verilmistir.
Sekil 3.6’dan da anlasilacagi gibi kanalin agik bir yapiya sahip oldugu goriilmektedir.
PMF yapilirken, kuvvet sabiti k=15 kcal/mol/A? ile kanal ekseni boyunca 0.5 A
araliklarla 120 umbrella penceresi olusturularak US MD 6rneklemesi yapilmistir. Bu
boyuttaki iyonlar i¢cin ayni kuvvet sabiti, semsiye Ornekleme simiilasyonlarinda
kullanilmasi yeterlidir (Bastug ve ark., 2008). Yansiz (unbiased) simiilasyonlardan
toplanan iyon koordinatlar1 agirlikli histogram analizi yontemi (WHAM) kullanilarak
birlestirilir (Kumar ve ark., 1992). Her bir pencere 6 ns igin simiile edildi ve verilerin

yakinsamig PMF elde etmek icin yeterli oldugu goriildii.

NavMs-TTX kompleksinde en kararli yapmin secilmesinden sonra yapinin enerji
profilinin ¢ikarilmasi i¢in de PMF hesab1 yapilmigtir. PMF hesabinin yapilmasinda
yukarida anlatilan prosediir aynen uygulanmaistir. Bunun iizerine TTX (z:+10.5)’dan
(z-+33)’e kadar ¢ekilmistir. TTX’in NavMs kanali boyunca PMF hesabinin
yapilmast i¢cin WHAM ile birlestirilmis US metodu kullanilmistir. NavMs iyon
PMF’inde uygulanan aym prosediir bu kisimda da tekrarlanmis ve 0,5 A araliklarla
simiilasyon pencereleri olusturulmustur. Her pencere 3 ns tekrar edilmistir.
Hesaplanan PMF Sekil 3.12’de verilmistir. Grafiklerin birbirine yakinsadigi
gorilmektedir. TTX’in baglanma sabiti literatiirde 36 nM olarak verilmektedir. Bu
deger hesaplanan PMF profilinden baglanma sabitinin bulunmasi i¢in Esitlik 3.2ye
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kullanilmistir (Gordon ve ark., 2013).Yapilan PMF sonucunda elde edilen baglanma
sabiti degeri 22 nM olarak bulunmustur.

) exp l_v;r(z) d, (3.2)

K;'= 10001TR2NA]

z0
Esitlik (3.2)’de verilen denkleme gore; k Boltzman sabitini; T (K) cinsinden
sicakligi, NA Avagadro sayisini, tR2 ligandin kiitle merkezi (COM) esas alinarak
baglanma bdlgesinin ortalama kesit alanini, zO ve zI PMF i¢in se¢ilen yolu ifade

ederken, W(z) z ekseni boyunca yapilan PMF’den eldeedilen potansiyel terimidir.

NavMS-TTX PMF
30 T T T T T

Eneriji (kcal/mol)

10 15 20 25 30
7(A)

Sekil 3.12: : NavMs ve TTX kompleksinden elde edilen PMF grafigi.
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Enerji (kcal/mol)

I ns.
e 3 M5
3ns
— 4, ns
5. ns
= 6, ns

— PMF (36 ns)

25 20 -15 -10

-5
Z(A)

Sekil 3.13 : (a) Filtrede bir iyon varken (b) Filtrede iki iyon varken (c) Filtrede ii¢

iyon varken hesaplanan PMF grafikleri.
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3.6 Sonug¢ ve Tartisma

Sekil 3.13°de segilen reaksiyon koordinat1 boyunca simiilasyon verilerinden WHAM
analizi yapilarak elde edilen PMF grafikleri verilmistir. Her PMF hesab1 6 ns is
kosturularak yapilmistir. Sekil 3.13 (a)’da tek iyon igin Sekil 3.13 (b)’de iki iyon i¢in
Sekil 3.13 (c)’de ise ili¢ iyon icin PMF hesabi yapilmis ve PMF hesaplarina ait
grafikler verilmistir. Her iic PMF hesabindan elde edilen egrilerden PMF’in
yakinsadigr goriilmektedir. Grafikte goriilen cukurlar baglanma pozisyonlarini
gostermektedir. Ayrica, grafik her ne kadar potansiyel minimum pozisyonlarini
tutarli olarak gosterse de her bir egride potansiyel degerleri dalgalanmaktadirlar.
Potansiyel platosunun bulundugu boélgede iyon kanali terk etmis ve tamamiyla su
(bulk) igerisine girmistir. MD simiilasyonlarina bakildiginda filtrede tek iyon degil
daha fazla iyon oldugu goriilmiistiir.

Sekil 3.13 (a)’da tek iyon icin PMF hesabi yapilmistir. Aslinda daha 6nceden yapilan
MD hesaplarindan da 6ngoriildiigii tizere bu durum pek olas1 degildir. Yani sodyum
kanalindan sadece tek iyonun ge¢mesi miimkiin degildir. Sekil 3.13(a)’da da
goriildiigi iizere iyon baglanma pozisyonu ve bulk arasinda yaklasik 15 kcal/mol’liik
bir enerji farki olmast bu durumu dogrular niteliktedir. Bu ¢ok yiiksek bir enerji
bariyeridir.

Bu nedenle filtrede bir iyonun varliginda baska bir iyonun PMF hesab1 yapilmasi
gerektigi ortaya ¢cikmustir. Sekil 3.7°de verilen grafikte de gorildiigi tizere MD
sirasinda 2. iyon filtreye kendisi girmistir. Iki iyon PMF islemi sirasinda sistem
tekrar dengeye getirilmistir. Tek iyon PMF hesabindan farkli olarak burada 1. iyon
filtredeyken 2. iyon asag1 yonde (intracellular siviya dogru) ¢ekilmek suretiyle PMF
yapilmustir (Sekil 3.13 (b) sol taraf). Sonrasinda 2. iyon filtredeyken 1. iyon yukari
yonde (ekstraseliiler siviya dogru) ¢ekilmek suretiyle PMF yapilmis (Sekil 3.13 (b)
sag taraf) ve biitiin yapilan PMF hesaplart WHAM ile birlestirilimistir. Sekil 3.13
(b)’de 1. iyon z ekseninde 8.3 A civarinda bir minimum yapmis ve 2. iyon z
ekseninde 3.0 A civarinda bir minimum yapmustir. Bu sonuglar PMF hesabimiz ile
Sekil 3.7°de verilen MD hesabinin tam bir uyum igerisinde oldugunu gdstermektedir.
Yine daha 6nce yaptigimiz MD hesaplarindan kanal i¢inde 3 adet sodyum iyonunun
kaldig1 goriilmektedir (Sekil 3.8). 3 iyon icin de PMF hesab1 yapilmasi gerekliligi
ortaya ¢ikmis ve 6 ns icin yapilmistir. MD simiilasyonlarinda 1. iyon olarak tabir

edilen iyon yukari (ekstraseliiler siviya dogru) dogru ¢ekilirken 2. ve 3. iyonlar kanal
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icinde serbest birakilarak PMF grafiginin sag tarafi olusturulmustur. 3. iyon olarak
isimlendirilen iyon ise asagi (intraseliiler siviya dogru) dogru ¢ekilirken 1. ve 2. iyon
kanal i¢inde serbest birakilmis ve PMF grafiginin sol tarafi olusturulmustur. Tiim bu
yapilan PMF hesaplart WHAM ile birlestirilimis ve Sekil 3.13 (c) ile gosterilmistir.
Iyon pozisyonlarmin Sekil 3.13 (b)’de gériilenden bir miktar kaydig1 ancak MD
hesaplarinda verilen ve 3 iyonun kanal i¢inde durdugu Sekil 3.8’e bakildiginda son
derece uyumlu oldugu goriilmektedir. Sekil 3.13 (c)’de PMF hesabinda enerji
bariyerinin 3-4 kcal/mol ¢ikmasi, yapida ii¢ iyonun olmasi gerektigini vererek dogru

yolda oldugumuzun bir kanit1 olarak gosterilebilir.
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Sekil 3.14 : Bir iyon PMF hesabi i¢in iyon etrafindaki su miktarlarinin degigimi.

PMF hesaplarin1 daha derinlemesine incelemek ve kanalin aktif bolgesini daha iyi
anlamak amaciyla bazi analizler yapmak uygun olacaktir. Bunlardan bir tanesi
yapilan tiim PMF’ler boyunca sodyum iyonlari etrafindaki su sayilarini incelemektir.
Literatiirde sodyum iyonu etrafinda birinci su kabugu olarak adlandirilan bdlgede
yaklagik 6 adet oksijen iyonu bulunmalidir. Tek iyon PMF hesabi i¢in sodyum iyonu
etrafindaki oksijen miktarlar1 Sekil 3.14’de verilmistir. Bu grafikler ile sodyum
iyonlarinin su kabugunun olugsmasinda etkili olan O atomlarinin hangi molekiillerden
kaynaklandig1 agikca goriilebilmektedir. Grafikte verilen mavi kisim sudan, turuncu
kisim proteinden kaynakli oksijen miktarlaridir.

2 iyon PMF hesabr1 i¢in sodyum iyonu etrafindaki oksijen miktarlar1 Sekil 3.15°de
verilmistir. Sekil 3.15 (a)’da 1. iyon, Sekil 3.15 (b)’de 2. iyon etrafindaki su
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miktarlan verilmektedir. 2. iyon asag yonde (-30 A, +4 A) gekilirken 1. iyon

kanal icinde durmaktadir. (+5 A, +30 A) araliginda 2. iyon kanalda durmakta ve

1. iyon yukari dogru cekilmektedir. Grafikte verilen mavi kisim su molekiillerinden

gelen O atomlarinin sayisini ifade ederken, turuncu ile gosterilen kisimlar NavMs

kanalinin rezidiilerindeki O atomlarimin miktamdasi (A)
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Sekil 3.15 : (a) 1. iyon (b) 2. iyon i¢in etrafindaki su miktarlariin degisimi. 2.iyon
asag1 yonde (-30 A, 4 A) gekilirken, 1. iyon kanalda durmaktadir. 2. iyon kanalda

iken 1. iyon yukar1 dogru (5 A,+30 A) ¢ekilmektedir.

3 iyon PMF hesab1 i¢in sodyum iyonu etrafindaki oksijen miktarlart Sekil 3.16°da
verilmistir. Sekil 3.16 (a)’da 1. iyon, Sekil 3.16 (b)’de 2. iyon ve Sekil 3.16 (c)’de 3.

iyon etrafindaki su miktarlar1 verilmektedir. 2. iyon siirekli kanal i¢inde kalmaktadir.
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1. iyon iistte duran iyondur ve (-30 A, 6 A) araliginda kanalda durmakta ve (8 A, 30

A) araliginda yukar1 dogru ¢ekilmektedir. 3. iyon en altta duran iyondur ve (-30 A, 6

A) araliginda asag1 dogru cekilmektedir (8 A, 30 A) araliginda kanalda durmaktadir.

Grafikte verilen mavi kisim sudan, turuncu kisim proteinden kaynakli oksijen

miktarlardir.
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Sekil 3.16 : 3 iyon PMF hesabunda (a) 1. iyonun (b) 2. iyonun (c) 3. iyonun

etrafindaki su miktarlarinin degigimi.
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2 iyon her zaman kanal iginde bulunurken, 1. iyon kanalin iist kistminda duran
iyondur ve (-30 A, 6 A) araliginda kanalda durmakta ve (8 A, 30 A) araliginda yukari
dogru cekilmektedir. 3. iyon kanalin en altinda duran iyondur ve (-30 A, 6 A)

araliginda asag1 dogru ¢ekilmektedir.
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4 Navl.4 KANALININ HOMOLOJi MODELININ GELiSTIRILMESI

4.1 NavMs Kanalindan Navl.4 Kanalinin Modellenmesi

Homoloji modellemesi kristal yapist bulunmus olan yapilarin sablon olarak kullanilip
literatiirde kristal yapis1 bilinmeyen ancak sadece protein sekansmna dair bilgi
bulunan yapilarin ii¢ boyutlu yapisinin modellenmesidir. Bu ¢alismalar sodyum
kanallarindaki islevsel verileri yorumlamak ve bunlarin nasil ¢aligtigini anlamak igin
gereklidir. Bu calismada Navl.4 memeli voltaj kapili sodyum (Nav) kanallarinin
homoloji modelinin gelistirilmesi NavMs kristal yapisindan tiiretilerek yapilmistir.
Navl.4 kanalinin sekans1 Uniprot data bankasindan (P15390) alinmistir. NavMs ve
Navl.4 kanallar1 arasindaki aminoasit benzerliginin tayini ve dogru bir homoloji
modeli yapilabilmesi i¢in kanallarin aminoasit dizilimleri her bir domain i¢in alt alta
getirilerek segici filtre (SF) bolgesi etrafinda ClustalW programi ile hizalanmistir.
Yapilan bu islem Tablo 4.1°de verilmistir. Homoloji modelinin olusturulmasi
MODELLER (Sali ve ark., 1993) programi yardimiyla yapilmistir. Olusturulan

modelin gortintiisii Sekil 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1 : NavMs kanalindan modellenen Nav.1.4 kanali.

Model olusturulurken korunan aminoasitler aynen kalirken, korunmayan
aminoasitler mutasyona ugratilmaktadir. Bu nedenle sec¢ilen sablon olduk¢a 6nem arz
etmekte ve hizalama islemi de dogru bir model olusturulmasi igin en 6nemli basamak

haline gelmektedir. Nav kanallarinda domainlerdeki aminoasitler kendi arasinda bag
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yaparken, domainler arasi bag olusumu da daha oOnce yapilan c¢aligmalarda
gosterilmistir (Mahdavi ve ark.,, 2015) MODELLER programinda model
olusturulurken NavMs kanalinda var olan bu baglar ve uzunluklar tespit edilip
Navl.4 kanalinda da korunanlar ile eslestirilmistir ven  MODELLERprogramina
kisitlama olarak verilmistir. Bdylece Navl.4 i¢in baz olarak kullanilan kanalin
yapisina uygun bir model ortaya ¢ikarilmistir. Modelin olusturulmasindan sonra
molekiiler dinamik simulasyonlar1 yapilmistir. MD prosediirii NavMs sisteminin
kurulmasiyla aynidir. Burada yapilan simiilasyondaki farklilik sadece konstraint
bilgisidir. Baslangicta omurga atomlarina ve filtredeki bag yapan Asp 400, Glu755,
Lys 1237, Thr 1527, Gly 1238, Trp 402, Asp 1532, Thr 1235, Trp 1531, Thr 398,
Trp 756, GIn 399, Met 1240 aminoasitlerin her bir atomuna 10 kcal/mol’lik bir
konstraint uygulanmistir. Omurga atomlarinda bulunan kisitlama ilk 10 ns boyunca
her 1 ns’de 1 kcal/mol azaltilarak 11.ns ’de sifirlanmistir. Bag yapan aminoasitlerde
bulunan atomlardaki kisitlamalar da ilk 9 ns noyunca her 1 ns’ de 1 kcal/mol
azaltilarak 10.ns’de 1 kcal/mol, 11.ns’de 0.5 kcal/mol konstraint olacak sekilde
birakilmistir. 12.ns’den itibaren bag yapan aminoasitlerde bulunan atomlardaki
kisitlama da kaldirilmistir ve bu zamandan sonra sistemde higbir kisitlama

uygulanmamustir.
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Sekil 4.2 : Segici filtrede bulunan rezidiilerin kendi aralarinda yaptikar1 bag
uzunluklar1 ve zamanla degisiminin gosterilmesi.

Sekil 4.2°de ilgili aminoasitlerdeki N-O atomlarinin bag uzunluklarimin 115 ns

boyunca zamanla degisimi goriilmektedir. Burada sigma ile verilen standart sapma
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Ve Xayg ortalama ile gosterilen ise bag uzunlugunu gostermektedir. Bag yapan Asp
400 (OD2), Glu 755 (OE2), Lys 1237 (NZ) ve Thr 1527 (OG1) aminoasitleri
Mahdavi (2015) calismasinda da gosterilmistir. Bunlara ek olarak konstraint
verilerek baslanan prosediir uygulandiginda Glu 755 (OE1l) ile Met 1240 (N), Thr
1235 (OG1) ile Trp 1531 (NE1), Thr 398 (OG1) ile Trp 756 (NE1) ve GIn 399
(NE2)ile — Thr 1527(0) baglarinin da kararli bir davranis olusturdugu gézlenmistir.

Tablo 4.1: NavMs ve Nav1.4 kanallar1 arasindaki sekanslarin hizalanmasi.

P1 Heliks SF P2 Heliks
Domain |
NavMs SLYTLFQVM TLESW SMGIVRPVMN
Navl.1 AFLSLFRLM TQDFW EN-LYQLTLR
Navl.2 AFLSLFRLM TQDFW EN-LYQLTLR
Navl.3 AFLSLFRLM TQDYW EN-LYQLTLR
Navl.4 AFLALFRLM TQDYW EN-LFQLTLR
Navl.5 AFLALFRLM TQDCW ER-LYQQTLR
Navl.6 AFLALFRLM TQDYW EN-LYQLTLR
Navl.7 AFLALFRLM TQDYW EN-LYQQTLR
Navl.8 AFLSLFRLM TQDSW ER-LYQQTLR
Navl.9 SFLAMIRLM TQDSW EK-LYQQTLR
Domain 11
NavMs SLYTLFQVM TLESW SMGIVRPVMN
Navl.1 SFLIVFRVL CGE-W IETMWDCMEV
Navl.2 SFLIVFRVL CGE-W IETMWDCMEV
Navl.3 SFLIVIRVL CGE-W IETMWDCMEV
Navl.4 SFLIVFRIIL. CGE-W IETMWDCMEV
Navl.5 AFLIIFRIL CGE-W IETMWDCMEV
Navl.6 SFLIVERVL CGE-W IETMWDCMEY
Navl1.7 SFLIVFRVL CGE-W IEITMWDCMEV
Navl.8 SFLIVERIL CGE-W IENMWACMEV
Navl.9 SFLVVTRIL CGE-W IENMWECMQE
Domain 111
NavMs SLYTLFQVM TLESW SMGIVRPVMN
Navl.l GYLSLLQVA TEKGW MD-IMYAAVD
Navl.2 GYLSLLQVA TFKGW MD-IMYAAVD
Navl.3 GYLALLQVA TFKGW MD-IMYAAVD
Navl.4 GYLSLLQVA TFKGW MD-IMYAAVD
Navl.5 GYLALLQVA TFKGW MD-IMYAAVD
Navl.6 GYLALLQVA TFKGW MD-IMYAAVD
Nav1.7 GYLSLLQVA THFKGW TI-IMYAAVD
Navl.8 GYLALLQVA TFKGW MD-IMYAAVD
Navl.9 AYLALLQVA TEFKGW MD-IIYAAVD
Domain IV
NavMs SLYTLFQVM TLESW SMGIVRPVMN
Navl.1 SMICLFQIT TSAGW D-GLLAPILN
Navl.2 SMICLFQIT TSAGW D-GLLAPILN
Navl.3 SMICLFQIT TSAGW D-GLLAPILN
Navl.4 SIICLFEIT TSAGW D-GLLNPILN
Navl.5 SMLCLFQIT TSAGW D-GLLSPILN
Navl.6 SMICLFQIT TSAGW D-GLLLPILN
Navl.7 SMICLEQIT TSAGW D-GLLAPILN
Navl.8 SMLCLFQIT TSAGW D-GLLSPILN
Navl.9 SMLCLFQIS TSAGW D-SLLSPMLR

4.2 NavPas Kanali ile Yapilan Calismalar

Tez caligmasi sirasinda yeni bir sodyum iyon kanal tiiri olan ve Periplaneta
americana’dan izole edilen NavPas kanalinin yapisinin bulunmasi (Sekil 4.3) ve
insan kanallar1 ile olan benzerliginin bakteriyel kanallara oranla daha fazla olmasi bu

kanalllar tizerine de bir calisma yapilmas1 geregi ortaya ¢ikarmistir.
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Sekil 4.3 : NavPas iyon kanali (Shen ve ark., 2017).

NavPas, secici filtresi lizerinde 6nemli etkisi olan DEKA rezidiilerinin ayn1 olmasi
ve ylksek oranda korunmus transmembran segmentler ile birlikte memeli
kanallarindan Navl1.1-1.9 ile %36-%43 oranlarinda aminoasit sekanslarinin
benzerligi vardir. Varyasyonlar ¢ogunlukla tekrarlar arasindaki hiicre ici
baglayicilarda bulunur. 1553 aminoasitten olusan NavPas, sekans uzunluklart 1800
ve 2050 arasinda degisen memeli ve diger bocek homologlarina kiyasla oldukea kisa
DI-DII ve DII-DIII baglayicilarina sahiptir. NavPas’in DIII-DIV baglayicisi, memeli
kanallariinkilerle ayni uzunluktadir, ancak hizli inaktivasyon i¢in kritik olan Ile /
Phe /Met / Thr (IFMT) veya benzer rezidiileri icermez. NavPas kanal1 secici filtre
(SF) bolgesinin iist kissminda Asp 375, Glu 701, Lys1061, Ala 1353 rezidiilerini
icermektedir ve her bir zincirde bu rezidiileri kendisinden sonra gelen iki aminoasitin
karbonil oksijenleri takip etmektedir. DEKA’nin iistiinde, Glu 378 ,Glu 704 , Gln
1065 , Asp 1356°dan olusan dis negatif halka SF vestibiiliiniin girisini koruyan bir
yapt olusturmaktadir. Memeli kanallarinda da korunan bu yapida Gln 1065 yerine

Asp aminoasiti karsilik gelmektedir.

Bakteriyel bir Nav kanalinin SF vestibiilii ayrica dis bolge i¢in yan gruplar ve i¢

bolge i¢in sekiz karbonil oksijen atomu icermektedir. Bununla birlikte 6karyotik Nav
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kanali SF vestibiilii bakteriyel muadillerinden yapisal konformasyon ve kimyasal
bilesim agisindan farklidir. Bu farklilik bakteriyel ve okaryotik kanallar arasindaki
secicilik mekanizmasinin arastirilmasi i¢in molekiiler temel saglar. Bu amagla Nav
kanallarinin ¢alisma mekanizmalarinda etkili olan tiim parametrelerin ortaya

¢ikarilmasi i¢in farkli kanallarin iizerinde ¢alisilmasi ihtiyaci ortaya ¢ikmustir.

Nav1.4 proteini ve Navpas kanallar1 arasindaki yap1 benzerligi proteinin tamami igin
%75ten fazladir. Toksin baglanma mekanizmasinda etkin oldugu diisiintilen (S5-S6
heliks) bolgelerinde benzerlik orani ise %90°dan fazladir. NavPas ve Navl.4
kanallar1 arasinda yapilan hizalama islemi Sekil 4.5°de verilmistir. Domain 1
bolgesinde segici filtrede yalnizca bir tane aminoasit farklidir. NavPas ve NavMs
yapisindan elde edilen Navl.4 kanallarinin aralarindaki zincir uzunlugu ve
benzerliklerin yani sira dnemli iki fark daha bulunmaktadir. Birincisi Domain I’de
filtre bolgesinde bulunan tirosin aminoasitinin yonelisi ikincisi ise hiicre dis1 bolge

olarak adlandirilan kistmin modellenebilmis olmasidir.

NavMs yapisinin sablon olarak kullanildigi modelden farkli olarak, NavPas yapisinin
daha uzun protein zinciri igeriyor olmasi nedeniyle, bu homoloji modelinde hiicre
disinda bulunan bolgenin modellenmesi de miimkiin olmustur. Nav1.4 yapisinda bu
bolge, Navpas yapisindan daha uzun bir protein zincirine sahip oldugu i¢in bu
bolgeyi modellerken ITASSER (Zhang ve ark., 2008) programi kullanilmis ve bu
bolge MODELLER programu ile olusturulan Nav1.4 yapisina eklenmistir.

Elde edilen Navl.4 homoloji modeli ve NavPas yapist arasinda RMSD hesab1
yapilmistir. Sekil 4.4 ile verilen grafiklerde en fazla RMSD degeri 3.36 A ile Domain

I’in hiicre dis1 bolgesinde oldugu tespit edilmistir.

Bu degerin fazla olmasindaki en 6nemli parametreler bolgenin hiicre disinda ve
hareket edebilme yeteneginin fazla olmasi ve Navl.4 ile NavPas yapilariin
sekanslarinda en fazla farkliligin bu bolgede bulunuyor olmasidir. Bu bdlge disinda
kalan bolgelerde RMSD degerleri yaklasik 1 A’dur ve hiicre zar igerisinde kalan
kisimda RMSD degerleri daha da azalmaktadir.
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Sekil 4.4 : NavPas ve Nav.14 kanallar1 arasinda yapilan RMSD hesabi.
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4.3 NavPas ve Navl.4 Kanallar i¢cin Yapilan PMF Hesaplamalari

Nav1.4 kanali i¢in sablon olarak kullanilan NavPas kanalinin mekanizmasinin daha
iyl anlasilmasi ve simiilasyon boyunca nasil bir davranis gerceklestirdigini
anlayabilmek  i¢cin  NavPas kanali i¢in de VMD  programi ile
palmitoyloleoylphosphatidylcholine  (POPC) lipitleri segilerek 100x100  AZ
boyutunda xy diizleminde bir lipit zincirinden olusan bilayer elde edildi ve protein bu
yapinin igerisine gOmiildii. Membran ig¢ine gomiilii yapiyr fizyolojik ortama
benzetmek i¢in sisteme su molekiilii eklemek suretiyle membran protein sistemi
olusturuldu ve sistemi notrallestirmek ve fizyolojik degeri saglamak amaciyla 0.15
Molarlik bir iyon konsantrasyonu eklendi ( 34 Na*, 24 CI atomu) ve NavMs sistemi
gibi yapilan 100x100x100 A3 bir sistem kurulmus MD simiilasyonunun basamaklari
tekrarlandi. 100ns MD simiilasyonu yapildi. MD simiilasyonunda bir sodyum
iyonunun simiilasyonun ilk basmaklarinda kanal i¢ine girdigi ve siirekli orada
bulundugu goézlemlendi. z koordinati 6 A’da bulunan bu iyon igin, NavMs ’de
kullanilan prosediiriin aynis1 kullanilarak filtre icindeki iyon kanal boyunca 0 A’dan
26.5 A’a kadar 0.5 A araliklarla semsiye ornekleme simiilasyonu metodu ile z
yoniinde 0.15 kcal/mol ’liikk bir konstraint ile ¢ekilerek PMF hesab1 yapilmistir. PMF
hesab1 9 ns boyunca tekrarlanmis ve kiimiilatif bir grafik ¢izilmistir. PMF hesab1
Sekil 4.6°da verilmistir.

5
— 25n8
— 3-5mns

E (kcal/mol)

A

Sekil 4.6 : NavPas tek iyon PMF.
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Sekil 4.7 : Navl.4 tek iyon PMF grafigi.

Yapilan PMF hesabindan goriildiigii lizere iyonun filtre i¢inde bulundugu bolgedeki
potansiyel kuyusunun derinligi yaklasik 4 kcal/mol olarak hesaplanmistir. Nav.14
kanali i¢in de 100x100x120 A®liik bir sistem olusturulmus ve NavPas sistemi ile
ayni prosediir olacak sekilde MD yapilmistir. 100ns yapilan MD sonucunda
Navl1.4’in filtre kisiminda bulunan tek iyon icin de PMF hesab1 yapilmistir. Kanal
boyunca z yoniinde -11 A *dan 53 A "a kadar iyon {izerine uygulanan z ydniinde 0.15
kcal/mol’lik bir konstraint ile PMF hesabi yapilmistir. Hesaplama 9 ns boyunca
tekrarlanmistir ve kiimiilatif bir grafik ¢izilmistir. Elde edilen grafik Sekil 4.7°de
verilmistir. Yapilan PMF hesabindan z yoniinde -2 A ve 0 A konumlarinda

potansiyel kuyular1 oldugu ve derinliklerinin de yaklasik olarak 7 ile 8 kcal/mol

oldugu bulunmustur.

4.4 Sonug ve Tartisma

NavPas yapisi iizerine kurulu Navl.4 kanalindan elde edilen PMF ile NavPas PMF
kiyaslandiginda enerji bariyerlerinin birbirlerine olduk¢a yakin olmasi kanallarin

birbirleriyle olan benzerligini bir kez daha ortaya koymustur. Navl.4 kanalinin
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homoloji modellemesi i¢in ¢alisilinan NavMs ve NavPas kanallarindan elde edilen
sonuglar gostermistir ki filtre yapisi1 iyon gegisinde ki en 6nemli bolgedir. Dogru bir
homoloji modelinin elde edilmesi ve dogrulugunun tespitindeki en onemli basamak
da yine bu bolgenin yapisinin ve aminoasitlerin yoneliglerinin tespitinden
gecmektedir. Iyonlarm filtre kistmina yonelmesinde ve kanalin aktif duruma
gecisinin kontrolii i¢in sadece filtredeki aminoasitler degil iyonlar1 bu bolgeye ¢eken
kimyasal ¢evre dolayisiyla kanalin filtre kisiminin disinda kalan diger bolgeler de
onem arz etmektedir. Bu nedenle NavPas yapis1 hem Okaryotik bir kanal olmasi
nedeniyle hem de Navl.4 kanali ile benzerliginin NavMs kanalina gore daha fazla
olmasi hasebiyle homoloji modeli olusturulmasinda ve daha gercek¢i bir memeli
kanalinin ortaya konulmasinda daha basarilidir. Bu da modellemede segilen ve
sablon olarak kullanilan kanalin 6nemini bir kez daha gdstermis ve yapilan calismada

dogru yolda olundugunun gostergesi olmustur.
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5 SONUC VE ONERILER

Nav kanallar1 biyolojik sistemlerde bircok fonksiyonun calismasinda etkili olan
protein yapilardir. Bu yapilardaki herhangi bir islev bozuklugu bircok hastaligin
meydana gelmesine neden olmaktadir. flag tasarimdaki ilk basamak, hastaliga neden
olan hedef yapmnin belirlenmesidir. Potansiyel ilag tasarimi yapilacak olan
bilesiklerin molekiiler yapisinin belirlenmesi i¢in hedef yapinin analizi 6nemlidir. Bu
yapilarin ¢aligma mekanizmalarinin aydinlatilmasi ve ila¢ baglanmasinda etkili olan
rezidiilerin belirlenmesi dogru bir ilag tasarimi i¢in gereklidir.

Bu tez calismasinda, birgok hastalikla ilintili olan memeli Nav kanallarinin
yapilarinin belirlenmesi ve calisma mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in Nav
kanallarinda iyon geg¢isinin incelenmesi ve ligand baglanmasi iizerine ¢alisilmistir.
Memeli Nav kanallarmin kristal yapilarinin olmayisi bu kanallarin ncelikle
homoloji modelinin gelistirilmesi gerekliligini ortaya ¢ikarmistir. Modelleme
yapilmadan Once sablon olarak kullanilan bakteriyel kanallarin da incelenmesi
yapilmis ve iyon gecisi ile ligand baglanmasi iizerine ¢alisiimistir. Bu bilgiler
151¢inda NavMs kanallarinda filtre kismimin 3 sodyum iyonu barindirabildigi
anlasilmis, 4. iyonun filtre kisminda karali olarak baglanamayacagi gosterilmistir.
NavMs ve TTX kompleksinin kararli konformasyonu bulunmus ve TTX bilesiginin
baglanmasinda etkili olan rezidiiler belirlenmistir. Komplekse dair elde edilen
sonuglarin deneysel ¢calismalarla uyumlu oldugu bulunmustur.

Tezin asil hedefi olan memeli Nav kanallarinin modellenmesi ig¢in bir baska kristal
yap1 olan NavPas kanali i¢in de serbest enerji hesaplamalar1 yapilmistir. NavMs ve
NavPas kanallarindan modellenen Nav1.4 kanallar1 karsilastirilarak, memeli Nav
kanallarinda sablon olarak kullanilacak yapinin dogru se¢iliminin &nemi
vurgulanmistir. Modellerin  karsilastirilmasiyla elde edilen sonu¢ homoloji
modellemesinde baz olarak kullanilacak yapinin, modellemesi yapilacak olan kanalla
benzerliginin en dnemli parametre oldugudur. Bu sonuglar 15181inda, mevcut kristal

yapilar arasinda NavPas kanal yapisinin memeli Nav kanallariin homoloji
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modellemesinde sablon olarak kullanilmasi dogru bir modelin ortaya ¢ikmasi igin
olduk¢a 6nemlidir.

Bu tez ¢alismasinin Nav kanallar1 lizerine yapilacak olan calismalara; yapilarin
mekanizmasi,  aktif  rezidiilerinin  belirlenmesiyle  deneysel  ¢alismalari
yorumlayabilmede ve ilag adayir olabileck bilesiklerin tasarlanmasinda teorik
calismalara baslangi¢ teskil etmesi agisindan yararli olacagi diisiiniilmektedir. Son
olarak tiim bilimsel ¢alismalarda, teorik ve pratik bilginin birlikte kullanilmasinin

dogru ve nitelikli sonuglara daha ¢abuk gotiirecegi vurgulanmak istenmistir.
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