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ONSOz

Bu projede calisilan biyolojik sistem, bir hiicre zar reseptori olan p.-adrenerjik reseptoridur.
Molekiler diuzeyde modelleme ve simulasyon yontemleri yardimiyla proteindeki onemli
alosterik bélgeler ortaya c¢ikartilmistir. Ayrica, proteine ait daha 6nce tanimlanmamis yeni bir
inaktif yapinin son derece kararli olan yapisi ilk defa gosterilmisti. Bunun yani sira,
uygulanan doking hesaplari sonucunda antagonist/ters agonist molekillerin kesfedilmesinde

kullanilacak reseptoriin secici konformasyonlari ortaya ¢ikartiimistir.

TUBITAK 1001 destekli 213M544 no’lu bu proje, Kadir Has Universite biinyesi altinda,
Bogazici Universitesi ile ishirligi cercevesinde 1 Nisan 2014 - 1 Ekim 2016 tarihleri arasinda
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OZET

Onemli bir hiicre zari proteini olan p.-adrenerjik reseptorii (kisaca B.-AR), G protein
baglantili reseptdr (GPCR) ustfamilyasindan olup, farkli sinyal aktarim yollarinda baslangic
konumundadir. Lipid hicre zari icine gdmili yedi sarmal ve, hiicre ici ve disina bakan loop
bolgelerden olusan tersiyer yapisi, reseptorde sinyal baslatimi icin gerekli konformasyonel
esnekligi saglamaktadir. insana ait p.-AR’In Ui¢ boyutlu yapisi 2007'den bu yana bir cok defa
hem aktif, hem de inaktif hallerindeyken ortaya cikartilmis olmasina ragmen,
konformasyonel cesitliligi godsteren ara yapilar ve allosterik mekanizma tam olarak
¢cobzulememistir. Diger tarafta, hiicre icine bakan ve proteinin dinamik karakterini 6nemli
Olcide etkileyen 32 rezidulik bir loop bdlgesi olan ICL3 hi¢ bir deneysel ve similasyon
calismasinda dikkate alinmamistir. Bu ¢alismanin en temel hedefi, hiicre igi ve hiicre disina
bakan bolgeler arasindaki allosterik etkilesimi bu son derece 6nemli ICL3 bolgesiyle beraber
ortaya cikartmak ve aktif/inaktif gegislerdeki ara halleri belirleyerek ila¢ tarama

calismalarinda daha etkin olacak reseptor yapilari belirlemektir.

Bu projede toplam 4 mikrosaniyeyi bulan 9 farkli Molekiler Dinamik similasyonu (NAMD)
gerceklestirilmistir. Bunun sonucunda, ICL3 bélgesinin reseptorin alt kisminda kapali oldugu
inaktif yapinin son derece kararli oldugu, bunun da ICL3 ile besinci ve altinci transmembran
heliksler (TM5 ve TM6) arasindaki ¢cok sayida hidrojen bagi sayesinde gerceklestigi ortaya
cikartilmistir. Bunun yani sira, reseptérin hiicre disina yakin olan ligant baglama bélgesinde
yer alan cok sayida kritik reziduler arasina belirli derecelerde uzakhk kisitlamalari
getirilmistir. Bu kisitlamalarin, reseptoriin ICL3'U de icine alan hiicre icine bakan alt bélgesini
ciddi bicimde etkiledigi, bunun da allosterik etkilesimler sonucunda gerceklestigi gérulmustur.
4 mikrosaniye gibi bir veri kaynagi kullanilarak, sadece ligant baglama bolgesindeki
rezidiulere go6re yapilan bir kimeleme yontemiyle, reseptorin birbirinden cok farkl
konformasyonlar elde edilmistir. Elde edilen her konformasyon, ligant baglama bdlgesi icin
degisik ara halleri temsil etmektedir. Kicik capta bir veri bankasi kullanilarak yapilan
taramalar sonucunda, konformasyonlardan bazilarinin bilinen kristal yapilardan ¢ok daha

segici oldugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: f;-adrenerjik reseptori, GPCR, allosterik mekanizma, Molekiler

Dinamik similasyonu, ICL3 loop bdlgesi, konformasyonel degisim
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ABSTRACT

As the member of G protein coupled receptor (GPCR) superfamily, human p.-adrenergic
receptor (B2-AR) plays an important role as the starting point of many distinct signaling
pathways. Its tertiary structure composed of seven transmembrane helices and several intra-
and extracellular loop regions allows the receptor the conformational flexibility necessary for
initiation of the signaling. The crystal structure had been determined several times since
2007 in both active and inactive states, yet intermediate states representing the full
conformational space of the receptor and the allosteric mechanism were not fully resolved.
Moreover, the relatively long intracellular loop (ICL3) composed of 32 residues was missing
in all crystallographic experiments and most of simulation studies reported so far. The
project's main goal was to investigate the allosteric coupling that exists between intra- and
extracellular parts of the receptor in the presence of ICL3 and furthermore, determine distinct

conformations that would be used as effective targets in drug screening experiments.

In this project, we performed independent simulation runs adding up to 4 ps using NAMD
Molecular Dynamics simulation tool. Results indicated that the receptor’s alternative inactive
state where ICL3 was packed/closed, was preserved at all times due to strong hydrogen
bonds connecting ICL3 to receptor’s core region, suggesting an inhibition of the receptor’s
acitivity. Furthermore, specific bond restraints were imposed between key residues at the
ligand-binding site. These restraints had some significant impact on the intracellular G
protein binding site, due to strong allosteric coupling betwen intra- and extracellular parts of
the receptor. Finally, distinct conformations were determined after clustering 4 ps long
trajectory based on RMSD value of some key residues at the ligand-binding site. Some of
these conformations were shown to be more selective as target molecules in drug screening
experiments than the known inactive crystal structures in detecting antagonists or inverse

agonists.

Keywords: f(.-adrenergic receptor, GPCR, allosteric mechanism, Molecular Dynamics
simulation, ICL3 loop region, conformational variation



1. GIRIiS

insana ait p.-adrenerjik reseptoril (B-AR), G protein baglantili  reseptér (GPCR)
Ustfamilyasindan olup Okaryotik sinyal yollarinda baslangic noktasindadir. Adrenalin ve
noradrenalin hormonlari dogal slbstratlar olup, akciger ve kalp kaslarinin gevsemesi gibi
onemli birtakim fizyolojik etkilere sebep olan bir dizi hiicresel olayin tetikleyicisidir. GPCR
ailesindeki diger tim reseptorler gibi 7TM olarak adlandirilan bir yapisal motife sahiptir. Bu
yapisal motif, hiicre zari igcine gdmull yedi alfa sarmaldan ve bu sarmallari birbirine baglayan
loop bolgelerinden olusmaktadir. Loop bdlgelerinden hiicre icine bakan ve 32 rezididen
olusan ICL3 loop bdlgesinin reseptorin islevinde oldukca 6nemli bir yeri olmasina ragmen
hem kristalografik deneylerde hem de bir ¢cok similasyon calismasinda géz ardi edilmistir.
Bu calismada ise ICL3 bdlgesinin bir modeli olusturularak reseptore entegre edilmis ve

simulasyonlar bu yeni model ile gerceklestirilmistir.

Reseptdre ait her bir alfa sarmal, hiicrenin icinden disina dogru uzanan bir dizlemde diger
sarmallara yaklasik paralel bir sekilde konumlanmistir. Bu yedi sarmaldan olusan buketimsi
yapilanma ile beraber, reseptorin islevi icin kritik 6neme sahip alosterik bir kenetlenme
ortaya cikmistir. Bu kenetlenme, sarmallarin konformasyonel esnekli§i sayesinde, hiicre
disindan gelen ligant molekullerin (hormonlar, ilag molekilleri vs...) reseptére baglandig
kavite ile hiicre icine dogru uzanan ve G protein ile etkilesim icine girdigi ICL3'Un de icinde
bulundugu bélge arasinda goézelmelenmistir. 2007°'den bu yana birgcok kere reseptérin
kristalogragrafik yapisi hem aktif hem de inaktif hallerde belirlenmis olmasina ragmen,
hicbirinde aktif/inaktif gegisler sirasinda meydana gelen konformasyonel degisimler ayrintil
bir sekilde ortaya konamamistir. Bu galisma sayesinde ilk defa ICL3 ile birlikte reseptoriin en

gercekci dinamik hareketleri ve alosterik kenetlenmenin ayrintilari incelenmistir.

GPCR ailesine ait reseptorler, ¢ok farkli sinyal yollarinin baslangi¢c noktalari olmasindan
dolay! ilag endustrisinde Uzerinde en fazla calisilan sistemler olmuslardir. Ancak,
kristalografik gérunttler molekulin anlik géruntileri olduklarindan, alosterik kenetlenme ya
da konformasyonel cesitlilik gibi dinamik bilgilerden yoksundurlar. Dolayisiyla, molekdler
dinamik simulasyonlarindan elde edilen goéruntiler bu agigr kapamada oldukca faydali
yontemlerdir. Bu projede, sanal tarama yontemlerinin en buyidk eksigi olan farkh
konformasyonlarin ortaya cikartilmasi bu sayede miumkin olmustur. Elde edilen farkli
Ozellikteki goruntilerin, tarama yontemlerinde cok daha etkin bir sekilde kullanimi

gerceklestirilmistir.



2. LITERATUR OZETi

Hormonlar tarafindan aktive edilen ilk kristalografik GPCR yapisi p.-adrenerjik reseptérine
(B2-AR) aittir ve reseptoriin inaktif yapisini temsil etmektedir (Rasmussen vd., 2007;
Cherezov vd., 2007). Daha sonraki yillarda, gelistirilen teknikler sayesinde reseptérin aktif
haldeki kristalografik yapisi da ortaya cikartilabilmistir (Rasmussen vd., 2011a, 2011b).
Ancak, bu sonuclar reseptoriin ara halleri hakkinda detayh bir bilgi vermemektedir. Klasik
reseptor teorisine gore aktif konformasyon (R*) G protein ve {8 arrestin gibi proteinlerle
etkilesime gecerek sinyal aktarim yolunu aktive etmektedir. Farkli etkilere sahip agonistler ve
antagonistler aktif/inaktif (R/R*) konformasyonlar arasindaki dengeyi farkli sekillerde
tutmaktadir (Samana vd., 1994). Son yapilan calismalar ligant aktivitesinin bu klasik iki
modelli yaklasimdan farkli olarak, reseptoriin aktif ve inaktif halleri disinda ¢ok sayida farkh
konformasyonlar Uzerinde etkisini gosterdigi ve her bir ligantin birbirinden ¢ok farkh sinyal
yollarini tetikledigini gdstermistir (Kenakin, 2007; Violin and Lefkowitz, 2007; Kahsai vd.,
2011; West vd., 2011). Ozellikle 2012'de single-molecule force mikroskopi (SMFS vd DFS)
ile yapilan deneysel calismada Zocher ve arkadaslari (Zocher vd., 2012) bes farkli ligant
molekulin (agonist, antagonist ve inverse agonist) reseptore baglanmasiyla, reseptdrde
karmasik bir etkilesim agi olusturduklari ve bunun sonucunda her bir molekulin reseptorde
farkli bolgelerin kinetik, enerjik ve mekanik 6zelliklerinin degismesine sebep oldugunu

gOzlemlemistir.

Kristalografik calismalar, 6lciim icin elverisli kristaller elde edebilmek icin protein yapisina
bazi kisitlamalar getirmektedir. Ornegin, p.-AR’da bulunun ve islevsel agidan kritik bir bolge
olan ICL3 loop bdlgesinin kirpilarak yerine T4 lizozimin getiriimesi p.-AR’daki esnekligin ciddi
anlamda azalmasina yol acmistir (Rasmussen vd., 2007, 201la; Cherezov vd., 2007).
Dolayisiyla, kristal yapilar, dogadaki esnek ve dinamik p.-AR yapisindaki bilgilerden
yoksundur ve bu durum c¢ok farkli konformasyonel degisimlerin gdézlemlenmesini imkansiz
kilmaktadir. Yaklasik bir ay 6nce Ekim 2016’da yayimlanan deneysel bir ¢calismada, T4L ile
kristalize edilen B.-AR ile dogadaki (3.-AR arasinda islevsel anlamda 6nemli birtakim lokal

konformasyonel degisimler arasinda ciddi farklar oldugu gdsterilmistir (Eddy vd., 2016).

ICL3 bolgesinin reseptorin dinamigi Gzerindeki belirgin etkileri, Ozcan ve arkadaslar
tarafindan yapilan Molekuler Dinamik similasyon calismalarinda da gosterilmistir (Ozcan
vd., 2013). Bu calismada ICL3 bdlgesi kirpildiktan sonra serbest kalan TM5 ve TM6 uclari

birbirlerine kovalant bagla baglanmis. ICL3 bélgesi kirpilmadan énceki ve sonraki modellerle



yapilan simulasyon sonuclari karsilastiriimis ve kirpilmis modelin dinamiginde belirgin bir

azalma oldugu gozlenmistir.

ICL3 bdlgesinin dlguimlerde dikkate alindigi deneysel bir calisma da, West ve arkadaslarinin
gerceklestirdikleri kiutle spektroskopisi ile yapilan diferansiyel hidrojen/deuteryum dénisim
(HDX) olcuimleridir [9]. Bu ¢alismada, p.-AR’daki ICL3 bolgesinin reseptdriin antagonist ya
da ters agonist baglanmasiyla inaktif hale gegmesi sonucunda, lokal birtakim yapilanmalar
sonucunda daha kararli bir yapiya donistiguni ve ice kapandigini gosterilmistir. Bir agonist
baglandiginda ise, ICL3'teki kararsizlik ve ortama daha ac¢ik olmasi, bilinen aktivasyon
sirasindaki konformasyonel degisimle ile uyum gostermektedir, nitekim ICL3'Un iki uctan
bagh oldugu besinci ve altinci sarmallar (TM5 ve TM6) yana dogru acilarak G protein
baglanti bdlgesine gecit vermektedir. Bu deneysel sonuclarda gézlemlenen ICL3’teki benzer
konformasyonel degisimler, Ozcan ve arkadaslari tarafindan yapilan Molekiler Dinamik

simuilasyon c¢alismalarinda da gosterilmistir (Ozcan vd., 2013).

ICL3 bolgesi ile ilgili bir diger deneysel calismada ise, amino asit dizisinde 259-273 rezidiler
arasi bir bolgede bulunan ICL3’e karslilik gelecek sekilde sentezlenmis bir peptit zincirinin G
proteinlere baglanarak onlari aktif hale getirdigi, hormonlar olmadan da sinyal aktarimini
baslatabildikleri gdsterilmistir (Okuda vd., 2002; Kim vd., 2013; Bhattacharya ve Vaidehi,
2014). Bir diger peptit calismasinda ise, benzer sekilde ICL3 bdlgesine karsilik gelen peptit
zincirlerinin kendi iclerinde sarmal yapilar olusturabildikleri ve bu sayede sarmalin bir
tarafinda toplanan pozitif yUkli rezidiler araciligiyla, Gos alt birimindeki negatif yukli
rezidilerle etkilesime gectikleri gosterilmistir (Niesen vd., 2001; Liu vd., 2012). Bu tirden bir
yapilanma Ozcan ve arkadaslarina ait simiilasyon calismasinda da gozlemlenmistir (Eddy
vd., 2016).

B2-AR icin gerceklestirilen bilgisayar destekli ila¢ tasarim calismalari 2007°de insana ait ilk
kristalografik yapi ortaya c¢ikartildiktan sonra biyuk bir ivme kazandi (Topiol ve Sabio, 2008;
Sabio vd., 2008; Katritch vd., 2009; Reynolds vd., 2009; Kolb vd., 2009; Weiss vd., 2013).
Bu ilk kristal yap! inverse agonist carazolol'iin bagli oldugu reseptdrin inaktif halini temsil
ediyordu. Deneysel yontemlerle edilinen bilgiler 1s1ginda olusturulan reseptoriin aktif modeli
ise, 2010 yilinda belirlenen aktif halin kristalografik yapisi ile dogrulandi (PDB id: 3SN6)
(Rasmussen vd., 2011). Yeni agonist ve antagonist’lerin kesfi icin ¢cok sayida aday molekil,
reseptoriin bilinen kristalografik yapilarina dock edilerek tarandi. En iyi baglanma afinitesi
gOsteren ligantlarin aktiviteleri deneysel o6lcimlerle dogrulandi. Ancak elde edilen

kristalografik yapilarin birbirlerine goére olan RMSD farklarinin sadece 1-2 A seviyelerinde



oldugu dikkate alinirsa, konformasyonel cesitlilik agisindan yetersiz bir veri kaynag! oldugu
acikca gorulmektedir. Ayrica elde edilen yapilarin higbirinde, yukardaki bahsedilen kritik
ICL3 bolgesi dikkate alinmamistir. Bu projede ise, farkli olarak, reseptdrin aktif ve inaktif
hallerinin yani sira, bir dnceki similasyon calismamizda (Ozcan vd., 2013) ilk defa
gOzlemlenen inaktif konformasyon ila¢ tasarim calismalarina dahil edilmistir. Olasi farkli
konformasyonlar ortaya cikartiimis ve en iyi baglandiklari ligant molekiliin etkisine gore

siniflandirilarak, 6nemli baglanti noktalari belirlenmistir.

Cok sayida MD simulasyonlari sonucunda elde edilen konformasyonlar, RMSD degerlerine
gore kimeleme (clustering) algoritmasi kullanilarak siniflandirilip, her siniftan temsili bir yapi
secilmis ve doking uygulamalarinda kullaniimistir. Burada amac, FDA onayl etkisi bilinen
ilagc molekdllerinin en iyi baglanma afinitesi gosterdigi konformasyonlari ortaya ¢ikartmaktir.
Sonuclardaki hassasiyeti arttirmak amaciyla, birden fazla doking algoritmalari ve skoring
fonksiyonlari kullanilmis ve guvenilir ortak bir sonuca varilmistir. Etkisi bilinen ilag
molekulinin en iyi baglandi§i konformasyon ve ilag-reseptér arasindaki kritik baglant
noktalari, ilag tasarim calismalarinda ayni etkiye sahip ilag molekillerinin  kesfinde
kullanilabilecek onemli bilgi kaynaklari olarak belirtiimistir. Ayrica, bu sayede farkli sinyal
aktarim yollarinin baslamasina sebep olan ila¢ molekullerinin baglandiklari farkh rezidilere

bakilarak, her sinyal aktarim yoluna 6zgu allosterik bolgeler ortaya ¢ikartiimistir.



3. GEREG VE YONTEM

Projede kullanilacak baslica iki teknik Molekiler Dinamik (MD) simulasyonlari ve doking
(yerlestirme/yanastirma) hesaplaridir. Molekiler Dinamik simulasyonlari paralelize edilebilen
NAMD (Nanoscale Molecular Dynamics) paket programi ile gerceklestirilmistir (Phillips vd.,
2005). NAMD buytk biyolojik sistemlerin yiiksek basariml similasyonu i¢in tasarlanmis bir
programdir. Charm++ olarak bilinen bir paralel isleme aracini kullanarak, ytzlerce islemcili
yuksek performansli stper bilgisayarlardan, Gigabit eternet kullananan siradan PC’lerden

olusan Obeklere kadar her turll sisteme kolayca ve verimli bir sekilde dlgeklenebilmektedir.

Doking uygulamalari icin AutoDock (Morris vd., 2009), GOLD (Jones vd., 1997) ve Glide
(Friesner vd., 2004) yazihm programlari ve bunun yani sira, DSX (Gohlke vd., 2000)
skorlama fonksiyonu kullaniimistir. Molekdllerin gérintilenmesi ve similasyonun analizi,
VMD (Humphrey vd., 1996) ve Pymol (v1.5.0.4, Schrodinger, LLC) programlari ile

gerceklestirilmistir. Her bir teknik, ayrintilari ve 6n calismalariyla asagidaki gibi sunulmustur.

3.1 Molekiiler Dinamik (MD) Simiilasyonlari (Harmonik Kisitlamalarla ve Kisitlamasiz)

Bir hiucre zari protein olan p2-AR, icinde bulundudu fosfolipid hiicre zari (POPC) ve
cevresindeki su molekdlleri ve iyonlar (Na* ve CI) ile birlikte hazirlanmistir. Protein very
bankasinda 2RH1 kodu ile kayith ve reseptorin inaktif halini temsil eden kristalografik yapi
kullaniimistir (Cherezov vd., 2007; Rasmussen vd., 2007). Bagll oldugu yari ters agonist
carazolol ¢ikartilmis ve reseptériin apo hali, baglangi¢ yapisi olarak secilmistir. Bu sayede,
aktif/inaktif arasi olusan bir dizi konformasyonel c¢esitlilik bu serbest haldeki yapi sayesinde
kolaylikla g6zlemlenebilecektir. Bunun yani sira, 2RH1 kodlu yapi, p.-AR'a ait ilk
kristalografik yapidir. Daha sonraki yillarda (Hanson vd., 2008; Wacker vd., 2010; Bokoch
vd., 2010), reseptorin 5 farkh inaktif yapisi ortaya cikartilmis, ancak konformasyonel
RMSD'leri ilk yapiya gore hesaplandiginda 2 A altinda kalmis, 6zellikle baglanma bélgesinde
bu farkin daha da azaldigi ortaya ¢ikmistir. Simulasyonlarin baslangi¢ evresi olan dengeye
ulasma evresinde reseptorde meydana gelen daha buyik konformasyonel degisimler g6z
onlnde bulunduruldugunda herhangi bir kristal yapinin kullanilacak olmasi sonuclari

etkilemeyecektir.

Kirstal yapida reseptdrin bagl oldugu T4 lizozim ¢ikartilmis, hiicre igine bakan ICL3 loop

bolgesi MODELLER programi (Narayanan vd., 2003) ile modellenerek resepttre



baglanmistir. 32 amino asitten olusan uzun bir loop bélgesi olarak ICL3, son derece hareketli
bir yapiya sahip oldugundan kristalografik yontemlerle kesin bir konformasyon tespiti simdiye
kadar mumkun olmamigtir. Dolayisiyla, bu bélgenin deneyden ©nce proteinden kesilerek
¢ikartilmasi standart bir uygulama haline gelmistir. Ancak, reseptoriin dogadaki yapisini en

iyi sekilde temsil edebilmek icin simulasyonlara dahil edilmesi 6nemlidir.

Hucre zari bir palmitoyl-oleoyl-phosphatidylcholine (POPC) molekiludir ve VMD'nin
Membrane Plug-in Tool programi ile olusturulmustur. Su molekulleri hem hicre icinde hem
de hiicre disinda olacak sekilde VMD’nin Solvate modull ile eklenmistir. Son olarak Na* ve
ClI iyonlari sistemin toplam yukunu sifirlamak icin sisteme katiimistir. Bu islem, elektrostatik
enerji hesaplarinda kullanilacak Particle-Mesh Ewald yontemi icin gereklidir. Molekdiler
Dinamik simulasyonlari 1 atm basing ve 310 K sicaklikta (NPT) gerceklestirilmistir. 5,055
protein atomu, 20,770 lipid (hiicre zari) atomu, 42,135 su atomu, ve sistemin toplam yukunu
sifirlamak icin 41 adet Na* ve CI iyon olmak Uzere toplam 68.001 atom bulunmaktadir.
Proteinin yaklasik boyutu 56 A x 57 A x 71 A, reseptér-hiicre zari-su Ucli sistemi icin
olusturulan periyodik kutu boyutu ise 86 A x 86 A x 86 A’dir. Sitemin kurulumu, VMD grafik

programinin farkli modulleri kullanilarak gergeklestirilimistir. (Humphrey vd., 1996).

Hiicre disi

+z

v

Hiicre ici

Sekil 1. Proteinin lipid tabaka icine gdmult baslangi¢ yapisi (t = 0). +z ekseni, lipid tabaka

boyunca ve hucre disindan hiicre igine dogru uzanmaktadir.

Sicakhgin sabit tutulmasi i¢in Langevin dinamigi, basinci sabit tutmak igcinse Nose-Hoover

Langevin piston kullaniimistir. Bir zaman adimi 2 fs olarak alinmis, ve veriler her 200 ps’de

bir toplanmistir. Kullanilacak kuvvet alani proteinler icin CHARMM22 (Mackerell vd., 1992



1998), lipidler icinse CHARMM27 (Foloppe ve Mackerell, 2000) olarak belirlenmistir. Su

molekdlleri TIP3P ile modellenmistir (Jorgensen vd., 1983).

Oncelikle, kisitlamalar olmadan, bir énceki calismamizda gergeklestirilen 1 us’lik simiilasyon
yukarda bahsedilen kosullar altinda 500 ns daha uzatimistir. Bu uygulama birbirinden
bagimsiz kosturulacak iki similasyon ile gerceklestirilmistir. Similasyonlardan c¢ikan
gidisizleri analiz edilerek, RMSD, RMSF grafiklerinin yani sira, ICL3 ve transmembran heliks
6'daki konformasyonel degisimler elde edilmistir. Bir énceki 1 us’lik similasyon ilk 500 ns ve
son 500 ns olarak ikiye bélinerek, ICL3 hareketiyle beraber reseptoriin diger bolgelerinde
meydana gelen konformasyonel degisimler ile (hidrojen bad sayisi, helikslerin birbirlerine

gore hareketi gibi) karsilastiriimistir.

Toplam alti adet olan harmonik kisitlamali similasyonlarin her biri 500 ns olacak sekilde
gergeklestirilmistir (Tablo 1). Ligant baglanma kavitesinde bulunan kritik rezidiler arasina
harmonik uzaklik kisitlamalari uygulanmistir. Bu uzaklik degerleri deneysel ydntemlerle
Olculmis reseptorin aktif haldeyken bilinen degerleridir (Elling vd., 1999; Liapakis vd., 2000;
Gouldson vd., 1995; Wieland vd., 1996).

Tablo 1. Kisitlamali ve ksntlamasiz MD simulasyonlarin tanimi ve baslangi¢ yapilari.

*

K(:fu Run Name Siire (ns) (13:?/1;1;113 Baslangic Yapisi
1 MD1us* 1000 Yok inaktif kristal yapi, 2RH1
2 MD1us_contl 500 Yok Kosu #1'in son gorintisi
3 MD1us_cont2 500 Yok Kosu #1’in son goriintiisii
4 rstrl 500 Var Kosu #1’in ilk goriintiisii
5 rstr2 500 Var Kosu #1’in ilk goriintiisii
6 rstr3 500 Var 470’inci ns’deki goriintii (Kosu #1)
7 rstr4 500 Var 470’inci ns’deki goriintii (Kosu #1)
8 MD500ns 500 Yok Kosu #7’nin son gériintlisii
9 rstrb 500 Var Kosu #1'’in son goriintiisii

Bu simulasyon Ozcan ve arkadaslari (Ozcan vd., 2013) tarafindan gergeklestiriimistir. 2-9
arasi simulasyonlar birincideki sistem kullanilarak yapilimistir.

Yedi farkh rezidu cifti arasinda secilen uzakliklar reseptdriin similasyondaki baslangic haline
uygulanacaktir (Tablo 2, Sekil 2). Kisitlamalar icin uygulanacak kuvvet sabitleri, 50, 60 ve 65
gibi farkh degerler icin denenecek, dereceli olarak arttirilacak ve sistemin bu sabitler altinda
nasil davranacag! gozlemlenecektir.

Table 2. Kisitlamali MD simulasyonlarindaki bag kisitlamalari ve deneysel 6lcimlerdeki
uzakhk degerleri



Kristal yapilardaki
uzakliklar (A) Bag Kisitlamalan (A)
Deney.? | inaktif Aktif
Residue cifti (A) (PDBid: | (PDBid: |rstrl |rstr2 | rstr3 | rstr4 | rstr5
2RH1) 3SN6)

Ser2030"*-Asp113C** | 8.0-10.0 11.2 10.3 |17 8 17 17 8
Ser2040Y-Asp113CY | 8.0-10.0 14.2 124 |14 10 14 14 10
Ser2070Y-Asp113CY | 8.0-10.0 11.5 104 |11.7 |8 11.7 | 117 8
Ser207C%-Asp113C* N/A 12.2 120 |- - - 17 -
Asn293CP!-Asp113CF | 8.0-10.0 13.6 140 |14 15 14 14 8
Phe289CP-Asp113CP | 8.0-8.4 11.7 12.3 |13 12 13 13 8
Asn312 CP-Aspl113CP | 8.0-8.4 9.1 8.6 10 9 10 10 8
Phe289CP-Asn312CP | 8.0-8.4 5.5 5.5 5.5 5.5 5.5 5.5 8

»

YYan zincirlerdeki y Oxygen, B ve y Carbon atomlari
2 Daha 6nceki deneysel calismalarda olculmus uzaklik degerleri.
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Sekil 2. Ligant baglanma bélgesinin hiicre disindan goérintisu, (a) Kritik rezidiler ve 7 adet

kisitlanan uzakliklar, (b) kristal yapisi bilinen inaktif haldeki (PDB kodu: 2RH1) carazolol'un

(a)’'dakine benzer bir agidan goruntusu

3.2 Kiimeleme Uygulamasi




Molekiler Dinamik (MD) simulasyon ¢alismalarinin sonucunda elde edilen konformasyonlar,
doking uygulamasi 6ncesi, ligant baglanma bdlgesindeki yapisal farkliliklara gore
gruplandiriimis ve her gruptan secilen temsili yapilar doking uygulamasi icin hazirlanmistir.
Kimeleme yontemi k-means clustering (Feig vd., 2004) olarak belirlenmistir ve reseptorin
ligant baglanma bdlgesini olusturan rezidilerin atomistik koordinatlarinin toplam Root Mean
Square Deviation (RMSD) degerine gb6re yapimistir. k-means kimeleme, veri
madenciliginde kullanilan populer bir kime analiz yontemidir. Bu islemde, n adet
konformasyon, cok daha az sayida olan k adet kiimeye paylastiriimaktadir. iteratif bir
yontemdir ve her adimda o kiimeye ait yeni bir ortalama (mean) deder hesabi yapilmaktadir.
Bu dogrultuda birtakim uzaklik dlgtimlerinden faydalanilir. Bu calismada, kiimeleri birbirinden
ayirt edici 6zellik (uzakhk) baglanma bolgesindeki rezidulerin RMSD degeri olarak
belirlenmigtir. RMSD degeri, secilecek bir esik degerin altinda olan MD konformasyonlari
ayni kimede toplanmistir. Ardindan, her kiimenin ortalama bir yapisi (centroid) hesaplanmis
ve her konformasyon, kendine en yakin olan centroid’'in kiimesine yerlestirilmistir. Centroid
hesaplamal/yeniden yerlestirme dongist sonucglar dedismeyene kadar devam etmistir.
Bunun sonucunda, her kiime iginde centroid’e en yakin olan konformasyon (RMSD degeri
en dusuk olan) secilerek doking uygulamalarinda kullaniimistir. Esik RMSD degeri 1.5 A
degerinde tutularak toplam 13 adet farkli konformasyon belirlenmigtir.

3.3 Doking Uygulamalari

Doking hesaplari i¢in AutoDock (Morris vd., 2009), GOLD (Jones vd., 1997) ve Glide
(Friesner vd., 2004) yazilim programlarindan ve AutoDock pozlarini yeniden degerlendirmek
tzere DSX (Gohlke vd., 2000) skoring fonksiyonundan faydalaniimistir. Molekiler Dimanik
simulasyonlarindan elde edilen konformasyon toplulugu 4 ters agonist, 5 antagonist ve 5

agonist molekule dok edilmigstir (Sekil 1).

AutoDock vyazilim programi, konformasyonel tarama icgin bilgisayar ve yapay zeka
alanlarinda oldukga yaygin olarak kullanilan genetik bir algoritma kullanmaktadir
(Lamarckian genetik algoritmasi). Bu algoritma dogal evrim sirecini taklit ederek disuk
enerjili konformasyonlara ulasmaya calisir. Baslangicta liganttaki déndurilebilen baglar icin
rastgele secilen torsiyon (dénme) acilar ile yine rastgele secilen ligantin konumu
sonucunda, 200 degisik ligant konformasyonundan olusan bir popullasyon olusturulmustur.
istatistiksel acidan giivenilir sonuclar elde edebilmek igin, her bir doking deneyinde
birbirinden bagimsiz 100 doking kosturulmustur. Skoring islemi AutoDock programinda
AMBER kuvvet alanini (Cornell vd., 1995) temel alan yari empirik bir fonksiyon ile

yapilmaktadir. Sonugclarin gavenilirligini arttirmak amaciyla, AutoDock’'tan c¢ikan 100 farkl



pozun her biri DSX skoring fonksiyonu kullanilarak tekrar degerlendirilmistir. Yeniden skoring

(rescoring), son derece yaygin bir 6lcim yontemi olarak kullaniimaktadir.

Sekil 3. Kristal ve MD konformasyonlara dok edilecek ligant molekiiller. 4 ters agonist
(1) Jsz, (2) ICI 118,55, (3) timolol and (4) carazolol, 4 antagonist (5) alprenolol, (6) nebivolol,
(7) butaxamine and (8) esmolol ve 5 agonist (9) formoterol, (10) salbutamol, (11)

hydroxybenzylisoproterenol, (12) BI-167107 and (13) epinephrine.

GOLD doking programi konformasyonel tarama icin AutoDock gibi stokastik genetik bir
algoritma kullanmaktadir. Ayrica ChemPLP, ChemScore, GoldScore ve ASP olmak Uzere
dort farkli skoring fonksiyonu secenekleri sunmaktadir. Diger taraftan, Glide doking programi
sistematik bir tarama algoritmasi kullanmaktadir ve en iyi sonuca ulasirken farkli tirde
kriterleri  hiyerarsik adimlarla birbiri arkasina uygulamaktadir. Kullandigi skorlama
fonksiyonu, ChemScore temel alinarak gelistiriimis olup, sterik ve elektrostatik
uyusmazliklari da dikkate alacak sekilde tasarlanmis GlideScore isminde 06zel bir

fonksiyondur.

Tum doking sonuglarinin en fazla kesistigi ortak bir sonuca varilarak her bir ligant molekultin
en iyi baglandigi reseptdr konformasyonu belirlenerek, ligant-reseptér arasi etkilesimler

ayrintili bir sekilde gosterilmistir.



3.4 Sanal Tarama ve Analiz

Doking uygulamalarinin sonucunda segiciligi en yiksek olarak belirlenen konformasyonlar,
GLIDA (Okuno vd., 2008) ve CHEMBL veribankasindan segilen ve yapisal olarak
birbirlerinden oldukca farkli 50 agonist/parsiyel agonist ve 50 ters agonist/antagonistten
olusacak bir veritabaninin taratiimasi icin kullanilmistir. Secilecek molekullerin kimyasal
yapilarinda olabildigince farkliliklarin olmasi g6z o©niinde bulundurulmasi gereken bir
konudur. Bunun icin yapisal yonden gruplandirildiginda gruplar arasi benzerligin %30’un
altinda kalacak sekilde olmasi ve ayni gruptan iki molekilin kullanilacak veri tabaninda
olmamasi blyuk énem tasimaktadir. Bunun yani sira, kristal yapisi bilinen aktif (PDB id:
3SN6) ve inaktif haldeki (PDB id: 2RH1) reseptdr yapilari da tarama calismalarina dahil
edilerek bir karsilastirma yapilmistir. Bu calismanin sonucunda, agonist molekulleri,
antagonist'lerden en iyi sekilde ayirt edebilen konformasyonlar ROC egrileri araciligiyla

ortaya cikartiimistir.

3.5 Allosterik Sinyal Aktarim Yollarinin Belirlenmesi

iITU’den Yard. Do¢. Ozge Kirkciioglu Levitas'in arastirma grubunda gelistiriimis olan C#
dilindeki kullanici arayiiziine sahip yazihm kullanilarak en kisa yol izleri hesaplanmistir.
Hesaplamalar, Sekil 14’'te gosterildigi gibi U¢ adimda gerceklestiriimektedir:

1. Modelleme: Kaba-o6lcekli modelde amino asit rezidileri alfa-karbon atomlari ile temsil
edilmektedir ve olusacak ag yapinin nod’laridir (Kurkcuoglu vd., 2009). Ag yapida birbiri
ile komsu olan rezidu ¢iftleri belirlenirken, rezidi atomlarinin arasindaki mesafeye bakilir.
Eger bu mesafe 4.5 A'dan daha yakin ise, rezidiilerin birbirine komsu oldugu kabul edilir.
4.5 A degeri atomlar arasi etkilesim kuvvetlerinin etkisinin belirgin oranda azaldigi sinir
degere gore belirlenmistir (Chennubhotla vd., 2007; Heringa ve Argos, 1991) Bu sekilde
protein yapisi icin birbiriyle farkli derecelerde temas eden diagimlerden olusan bir ag

yapisi olusturulur.

Atomlari birbiriyle etkilesen iki rezidl i ve j olmak Uzere, i’'nin toplam atom sayisi N; ve
J'nin toplam atom sayisi N; ile gosterilir. Bu iki rezidinin atomlari arasindaki etkilesen
atom ciftlerinin toplam sayisi, Nj olarak ifade edilir. Daha fazla sayida atomu etkilesen
rezidu ciftlerinin sinyali iletmede beraber ¢alisma olasiligi daha fazla olacagindan, i ve j
rezidilerinin temas derecesi a(i,j) ile temsil edilerek digumler arasi mesafe hesabl icin
kullanihir. Rezidu ciftlerinin (ag yapidaki digimler) arasindaki uzaklik veya skor, temas

derecesi a(i,j) ile ters orantil olarak asagidaki gibi hesaplanmaktadir:
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Dugumler arasi uzaklik bu formille hesaplanarak uzakliklar matrisi olusturulduktan sonra
belirlenen baslangi¢c ve bitis noktalari arasindaki yolizlerinin toplam uzunlugu, yolizinin
gectigi tim dugumlerin arasindaki uzaklik (skor) toplanarak hesaplanir. Bu durumda her
yol izi icin hesaplanacak toplam skorlar icindeki en disik skor, en kisa yola, dolayisiyla
en olasl yola isaret etmektedir.

En kisa yolizinin hesaplanmasi: Dijkstra algoritmasi ile (Dijkstra, 1959) birbirinden uzak

olan iki konum/rezidlui arasindaki en kisa yol (shortest path) hesaplanir. Bu yontem, n
tane dugumu (rezidli) ve m tane degisik uzunlukta (skor) kenari olan bir grafik ag yapi
icin, tek bir kaynaktan tek bir hedefe giden yollar arasindan en kisa yolu hesaplar. Bu
yaklasim proteinlerde alosterik  yolizlerinin  belirlenmesi igin  yaygin  olarak
kullaniimaktadir.

Alternatif yolizlerinin hesaplanmasi: Sonraki asamada ise k kisa yol algoritmasi (Yen,
1971) ile istenilen sayida alternatif kisa yollar hesaplanir. Bu yéntem bir ag yapi
Uzerindeki iki belirli dugum arasinda k adet en kisa yolu hesaplamak icin O(n) defa
Dijkstra algoritmasini uygular. Bu teknik cok yakin bir calismada gen ag yapilarina
uygulanmis ve hucre igi en kisa haberlesme yollari hakkinda 6nemli bulgular elde
edilmistir (Shih et al.,, 2012). Bu algoritma protein yapisi icindeki alternatif kisa
haberlesme yollarini 6ngérmek acisindan uygun gortulmektedir.

Aminoasitlerin frekanslarinin_hesaplanmasi: Elde edilen alternatif yolizlerinde yer alan
her rezidinin kac¢ adet yolizinde yer aldigi belirlenerek, en ¢ok gorilen rezidiler
belirlenmektedir. Ardindan literatirdeki diger deneysel veya hesaplamali calismalarda
s6zu gecen fonksiyonel reziduler ile karsilastinimasi yapilmaktadir. Aminoasitlerin

frekanslarina gore renklendiriimesi ile olasl ana sinyallesme yollari ve alternatif yollarin

gorsellestiriimesi saglanmaktadir.
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atomlar: kullamilarak hesaplanir. (k = 20)

Sekil 4. Kisa yol izi hesabi icin kullanilan model ve 0Ozeti (grafik goriintuleme igin Pymol

programi ile kullaniimistir, v 1.7.4 by Schrodinger, LLC)



4. BULGULAR

4.1 Molekiiler Dinamik (MD) Simiilasyonlari ve Analiz (is Paketleri 1 ve 2)

4.1.1 Kisitlamasiz MD Simiilasyonlari

Bu projeye zemin hazirlayan Tablo 1'de MD1us olarak gosterilen bir énceki 1 us'lik
Molekuler Dinamik simulasyon calismasinda (Ozcan vd., 2013), son 500 ns'de g6zlemlenen
ICL3 bolgesinin reseptorin merkezine dogru yaklasarak kendi icine kapanmasi yeni bir
inaktif halin ilk defa gozlemlenmesine yol acmistir [Sekil 2]. ICL3 bélgesinde bu
konformasyonel degisimin gerceklestigi anlarda, reseptoriin ligant baglanma bdolgesinde
ciddi bir genisleme gdortlmistir. Bu genisleme baglanma kavitesindeki kritik reziduler
Ser207-Aspl113 arasindaki uzakligin profilinden de anlasiimaktadir. Bilinen inaktif kristal
yapilarda bu deger 11-12 A civarinda degisirken, genislemeden sonra 17-18 A’'a kadar
ctkmustir.

t=0ns t =500 ns t= 1000 ns

Sekil 5. ICL3 bolgesinin orijinal MD1 us similasyon sirasinda farkli zamanlardaki gorintusu

Projede yapilan ilk calismalardan biri, bu yeni inaktif hali ve ligant baglanma bdlgesi ile
ICL3'U de icine alan G protein baglanma bdolgesi arasindaki alosterik etkilesimi biraz daha
yakindan incelemek amaciyla, iki bagimsiz 500 ns’lik similasyonlar olmustur. Bir 6nceki 1
ps’lik similasyonun (MD1us) son anindaki konum ve hizlar, ilkinde baslangic konum ve
hizlar olarak alinmig, dider bir deyisle, MD1us'de kaldigi yerden 500 ns daha devam
ettirilmistir. ikinci simiilasyonda ise, birinciye benzer sekilde baslangic konumu, MD1us'de
son andaki konumdur, fakat farkhh baslangic hizlar verilmistir. Bu sayede, ikinci

simulasyonda daha farkl konformasyonlarin ortaya ¢ikartiimasi mimkiin olabilecektir.

Ik devam simiilasyonunda (MD1us ctdl, Tablo 1), ICL3 son kaldi§i kapali konumunu

korumus ve oldukca hareketsiz bir halde 500 ns boyunca kalmistir (Sekil 5a). G proteinin



bolgesinin ICL3 tarafindan 500 ns boyunca kesintisiz bir sekilde bloke edilmis olmasi,

reseptoriin aktivitesinin tam olarak engelledigini gostermektedir.
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Sekil 6. RMSD profilleri (a) MD1us_ctd1, (b) MD1us_ctd2, orijinal MD1 us ile birlikte
gOsterilmistir, (¢) ICL3 kapanmasinin simulasyon basinda (kirmizi), ortasinda (beyaz) ve

sonunda (mavi) hicre icinden goéruntileri.

TUm RMSD hesaplari, her bir MD gdérunttsinin t=0 anindaki ilk goérintlye en az hareketli
olan transmembran bdlgesine gore hizalandiktan sonra gergeklestiriimistir. All, Core ve
Tmemb seklinde isaretlenmis RMSD prdfilleri, sirasiyla, tim reseptérdl, ICL3 disinda kalan
bolgeyi ve tim loop bélgeleri disarda kalacak sekilde 7 sarmaldan olusan transmembran

bolgesini temsil etmektedir.

ikinci devam simiilasyonunda (MD1us_ctd?2) ise, 200’iincii ns civarinda, RMSD profilinde
yaklasik 5 A gibi bir degisim yasanmustir. Bu degisim Sekil 5¢’de goruldigi gib ICL3'teki
hafif bir agcilma olarak kendini gostermektedir. Ancak bu acilma ¢ok kisa stirmustir (~20 ns)
ve ICL3 hizlh bir sekilde baslangic konumuna yakin ama alternatif bir bdlgeye dogru
kapanmis ve similasyonun sonuna kadar da burada kalmistir. Bu degisiklik, farkl bir
baslangi¢c hizinin kullanilmasinin bir sonucu olarak distnulebilir. Ancak, her iki similasyon

da ICL3'Un son derece kararli ve az dalgalanmalarla konumunu korudugu gérdlmustir. Tam



bunlar olurken, reseptoriin ligant baglanma bolgesindeki genisleme de benzer sekilde
korunmustur.

Bir diger énemli bulgu da, her iki devam similasyonunda da ICL3'teki hareketliligin orijinal
simulasyona gore ¢ok daha dusuk oldugudur. Bununla beraber, reseptdrdeki dnemli diger iki
loop bdlgesindeki (hiicre disina bakan ECL2 ve hicre icine bakan ICL2) hareketlilikte de
benzer dususler olmustur. Reseptoérin transmembran bolgeleri bile az daha olsa bu

durumdan etkilenmis ve hareketliliklerinde bir azalma meydana gelmistir.

ICL3'teki bu kararlihdin sebepleri biraz daha yakindan incelenmek Uzere, detayli bir hidrojen
bag analizi yapilmistir. Sekil 6'da gosterildigi gibi similasyon boyunca reseptérde hidrojen
bagi yapan tim rezidiler tespit edilmistir. En ciddi konformasyonel degisim ICL3 lzerinde
gerceklestigi icin, 220-280 rezidl araligina bakilmigtir. ICL3 bu aralkta 230-262 rezidu
araliginda yer almaktadir. ICL3'Un orijinal MD simulasyonda kapanmaya basladigi 600-700
ns araliinda, 8 adet yeni hidrojen bagi ICL3 ve reseptérin TM5 ve TM6 alfa sarmallarina
denk gelen bolgeleri arasinda olusmustur. ilk devam similasyonunda (MD1us_ctd1), bu
hidrojen baglarinin tamami korunmustur. ikincisinde ise (MD1us_ctd2), baglarin hemen
hemen yarisi kaybolmus, zira bu tam da ICL3'Un hafif bir agilma gosterdigi ana denk
gelmektedir. ICL3 yeni bir alternatif pozisyona gectiginde ise, hidrojen baglarinin ¢ogu
yeniden kurulmustur.
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Sekil 7. Hidrojen bag profilleri. Her iki devam simulasyonlart (MD1us_ctd1 ve MD1us_ctd2),
sirasiyla [1000-1500] ve [1500-2000] zaman araliginda gdsterilmistir. Orijinal MD1us
simulasyon ise [0-1000] araligindadir. Hidrojen bagi olusturan gruplar, alici ya da verici

olarak, sirasiyla yesil ve kirmizi noktalarla ayirt edilmistir.



Simulasyon calismalarimizda gozlemlenen en dikkat ¢ekici bulgu, ICL3’tin hareketiyle altinci
sarmal TM6’nin hicre icine bakan pargasinin hareketi arasinda ciddi bir eslesme oldugudur.
ICL3 kapandidi anlarda, TM6'nin bu parcasi reseptoriin merkezine dogru bir hat boyunca
yaklasik 7.5 A hareket etmistir. Bu kimildanma, TM6’nin deneysel élgiimlerle (Glu268'in alfa
karbon atomu Uzerinden [1]) aktivasyon sirasinda gozlemlenen lipid tabakaya dogru olan 14
A’luk hareketin tam tersi yoéndedir. TM6, her iki devam simiilasyonunda da, kazandi§i bu
yeni konumu korumustur. Diger taraftan, ICL3’lUin kapanmasiyla meydana gelen diger bir
durum, TM5'in ligant baglanma bolgesine denk diisen ve hiicre disina bakan kisminda lipid
tabakaya dogru olusan bir bikilme olmustur. Bu degisim baglanma kavitesinin
genislemesine yol acmis ve bu konformasyon her iki devam similasyonunda korunarak
kalmistir. Ancak, TM6'nin aksine, TM5'in hiicre i¢ine bakan kisminda ¢ok ciddi bir degisim

meydana gelmemistir.

Ligant baglanma bdlgesindeki kritik rezidulerden ikisi TM3 tzerindeki Asp113 ve TM5
Uzerindeki Ser207'dir (Sekil 2a) ve hem agonist, hem de antagonist molekdller ile hidrojen
bag! kurmakta ya da yakin mesafeli etkilesimler icine girmektedirler. Baglanma kavitesinin
her iki ucunda yer alan bu rezidiiden Ser207 baglanan bir ligant molekiliin aromatik grubuna
yakin durmakta, Asp113 ise ayni ligant molekiliin polar ucuyla birden fazla hidrojen bagi
yapmaktadir (Sekil 2b). Dolayisiyla bu iki rezidii arasindaki mesafe ligant molekilin
baglanma kapasitesini belirlemektedir. Deneysel dl¢climler, Ser207’e ait yan zincir atomu Oy
ile Asp113’e ait Cy atomu arasindaki mesafenin aktif halde [8 A - 10 A] arasi, inaktif hale
gecildiginde ise 11 A — 12 A civarina yiikseldigini gostermistir [24, 25]. Bu da, mesafenin her

iki devam similasyonu boyunca izlenmesinin 6nemini ortaya koymaktadir.

Orijinal MD1us similasyonunda, bu mesafe degeri ile TM6'nin hiicre i¢ine bakan alt kismi
arasinda yakin bir ortisme oldugu gosterilmistir (Sekil 7a); ICL3 kapanmaya dogru
hareketine basladigi anlarda TM6’nin alt kismi reseptdriin merkezine dogru uzanmis,
Ser207-Oy ve Aspl113-Cy arasindaki mesafe ise, daha ¢cok TM5'in lipid tabakaya dogru
egilmesinin bir sonucu olarak 17-18 A seviyelerine yiikselmistir (Sekil 7c). Her iki devam
simiilasyonunda bu mesafe 14-18 A aralijinda degisim gostermis, inaktif kristal yapida

gorulen 11-12 A degerlerinin ¢ok ustiinde kalmis, TM6 ise kapali konumunu korumustur.
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Sekil 8. Reseptérin hiicre ici ve disina bakan bolgelerindeki es zamanl konformasyonel
degisimler. a) ve b) TM6'nin alt kisminin RMSD degerine karsi S2070y-D113Cy arasi
mesafenin degisimi. Orijinal similasyon kirmizi noktalarla, devam similasyonlari yesil
noktalarla gosterilmigstir. c) Hiicre disindan baglanma boélgesinin goruntusu, d) TM6’nin aktif

(yesil), similasyonun basindaki (mavi) ve sonundaki goriintileri (macenta)

4.1.2 Kisitlamali MD Simiilasyonlari

Reseptorin hicre ici ve disina bakan bolgeleri arasindaki alosterik etkilesmenin daha iyi
anlasiimasi icin, Tablo 2 ve Sekil 2'de de gdsterildigi gibi ligant baglanma bolgesinde
bulunan 7 kritik rezidilye mesafe kisitlamasi getirilmistir. Bu kisitlamalar, secilen iki rezidi
icin belirlenen mesafenin similasyon boyunca korunmasi igin kuvvet uygulanmasiyla
gerceklesmektedir. Bu kuvvet bir harmonik fonksiyonla belirtiimistir ve mesafenin istenilen

deger etrafinda kiigik dalgalanmalar yapmasina izin vermektedir.

ik kisitlamali simulasyonda (rstr1, Tablo 1), S203-Oy ve D113-Cy arasindaki uzaklik
asamali olarak 16 A’dan (ilk 200 ns) 17 A’a (son 300 ns) ¢ikartilmistir. Diger mesafeler
bilinen inaktif kristal yapidakiyle ayni tutulmustur. Mesafenin 17 A gibi bir degerde

tutulmasinin sebebi, daha dnce gtzlemlenen TM6 ve ICL3 Uzerindeki alosterik etkiyi ortaya



cikartabilmektir. Beklenildigi gibi, ICL3 200 ns gibi ¢cok kisa bir siirede reseptoriin merkezine
dogru hareket ederek G protein baglanma bolgesinin Gzerine kapanmistir. Bu degisim
orijinal simllasyonda g6zlemlenen degdisimden 400 ns daha erken meydana gelmistir.
ICL3'teki kapanmay! daha iyi gorselleyebilmek amaciyla, ICL3'Un agirlik merkezinin -x ve -y
koordinatlari similasyon boyunca kaydedilmistir (ICL3'Un hicre yizeyine dik -z koordinati
boyunca ciddi bir hareketi yoktur). Sekil 8a’da gosterildigi gibi, farkli renkteki noktalar farkh
zaman araliklarina denk gelmektedir. Ayrica, G proteinin reseptér ile etkilesime giren alfa
sarmal kisminin gorintiist de sadece -x ve -y koordinatlari alinarak cizgi seklinde sekle
eklenerek, ICL3'Un G protein baglanma bdlgesine gore nerede konumlandigi hakkinda daha
iyi fikir vermesi saglanmistir. Sekil 8b ve 8c’de ise similasyon boyunca esit araliklarla alinan
toplam 20 gdruntt (her bir gérintl arasi 25 ns) yandan ve hiicre disindan olacak sekilde
verilmistir. Kirmizidan beyaza ve daha sonra maviye donisen goruntiler ICL3'teki

kapanmayi acikca gdstermektedir.

(ns)
500

450
400
350
300
250
200
150
100

dhbNONBO®

y coordinate of ICL3's center of mass (A)
=
o

I TR T I | L L 0
5-3-1 13 5 7 9111315171921 23252729 31

x coordinate of ICL3's center of mass (A)

Sekil 9. 500 ns uzunlugundaki ilk kisitlamali MD simulasyonu (rstr1) sonuglari. (a) ICL3'Un
agirlik merkezinin -x ve -y bilesenlerinin zamana gore degisimi. G protein’e ait alfa sarmal
yapi (aktif kristaldeki 3SN6 PDB kodlu yapidan) duz cizgilerle gosterilmistir. Esit araliklarla

alinan toplam 20 goérunti (b) yan cepheden ve (c) hlicre icinden.



ikinci kisitlamali MD simiilasyonunda (rstr2), ilkinde kullanilan baslangic yapisi kullaniimistir.
Bu sefer, ligant baglanma bolgesini daraltacak yonde bir uzakhk kisitlamasi getirilmistir. Bu
degerler, Asp113-Cy ile TM5 Uzerindeki tg¢ ayr kritik rezidii (S203-Oy, S204-Oy, S207-Oy)
arasinda sirasiyla 8 A, 10 A ve 8 A seklinde tutulmustur. 500 ns kosturulan bu ikinci
kisitlamali similasyon icin de Sekil 8'dekine benzer bir sekilde ICL3'Un agirlik merkezinin
konumu kaydedilmistir (Sekil 9). ICL3 yine beklenildigi gibi bir kapanma gdstermemis ve ilk

anlardaki agik konumunu korumustur.
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Sekil 10. 500 ns uzunlugundaki ikinci kisitlamali MD simulasyonu (rstr2) sonugclari. (a)
ICL3’Un agirlik merkezinin -x ve -y bilesenlerinin zamana gore degisimi. G protein’e ait alfa
sarmal yapi (aktif kristaldeki 3SN6 PDB kodlu yapidan) duz cizgilerle gosterilmistir. Esit
araliklarla alinan toplam 20 gorunti (b) yan cepheden ve (c) hucre iginden

Burada, alosterik etkilesim modeline gore bekledigimiz bir diger durum, ICL3’Un aktif haldeki
gibi ilk konumundan daha da acik bir konuma gecmesi, yani reseptériin merkezinden
uzaklasmasiydi. Ancak, bu tirden bir degisimin kendiliginden olmayacagi, yapilan birgok

deneysel ve similasyon calismalariyla desteklenerek ortaya konulmustur (Dror vd., 2011;



DeVree vd., 2016; Bhattacharya vd., 2016). Agonist molekuliin bagliyken tek basina
reseptorin alt kisminda bir agilmaya sebep olamadigi, sayet reseptdr bir G protein ile
etkilesim icindeyse, ancak o zaman agonist molekulin bagl bulunmasinin reseptorin aktif
halini daha kararl yaptigi gosterilmistir. Dolayisiyla, ICL3'Un oldugu yerde kalmasi, tek
beklenilen sonu¢ olmalidir ve reseptdriin st ve alt kisimlari arasinda az da olsa bir alosterik

etkilesimin varligina isaret etmektedir.

Reseptdrdeki bu 6nemli alosterik etkilesimin yapilan birgcok similasyon ve deneysel
calismalarda, inaktiften aktife dogru gecis sirasinda azaldigi yéninde olmustur
(Bhattacharya ve Vaidehi, 2014; Bhattacharya vd., 2016). Bu azalmanin varhgi, yaptigimiz
iki similasyonla daha carpici bir bicimde ortaya konmustur, zira ilk kisitlamali similasyonda,
reseptoriin en yuksek derecede inaktif oldugunu disundigimiz bir yapida, ligant baglanma
bdlgesine uygulanan bir kisitlamanin etkisi cok kisa bir stirede ICL3 lizerinde kendisini
gostermistir. Oysa, aktif hali temsil eden bir kisitlama, ICL3'Un daha da agilmasi igin yeterli
etkiyi gosterememis, ancak yine de alosterik modelin tersi yontinde bir durum

olusturmayacak kadar da etkisiz kalmamistir.

Reseptoriin ICL3 bolgesine baglh TM5 ve TM6 uclari, reseptor serbest haldeyken (ligant ya
da G protein bagl degilken) inaktif kristal yapisinda gérulen konumun etrafinda kiiguk
salinimlar gosterdigi, aktif haldeki kadar bir agiimanin kendiliginden olmadigi
distndlmektedir. Yapilan ¢alismalarin hi¢ birinde ICL3 dikkate alinmadigi icin ICL3’Un
durumu hakkinda bir bilgi verilmemistir. Ancak TM5 ve TM6’nin konumundan ICL3’ln bizim
modelimizdeki serbest haline yakin bir konumda oldugu tahmin edilebilir. Aktif hale gegis,
hiicre icinden reseptdriin alt kismina yaklasan bir G proteini sayesinde meydana
gelmektedir. G protein, TM6’nin hareketiyle acilip kapanan baglanma bdlgesine yaklastikca,
o bdlgenin aciimasini tetikleyici bir takim konformasyonel degisimlere yol agmaktadir, diger
bir deyisle, reseptorde acik hale dogru bir konformasyon kaymasina sebep olmaktadir.
Bunun sonucunda G protein reseptore baglanmak icin gereken esik enerjiyi kazanarak,

baglanma tepkimesini gerceklestirebilmektedir.

ICL3 kapanmasiyla birlikte gozlemledigimiz bir diger degisim de TM5’in ligant baglanma
bdlgesine denk gelen st yarisinin lipid tabakaya dogru uzanmasiyla olusan bukilmedir. Bu
bikilme sonucunda, TM5 Uzerindeki Ug kritik serin rezidisu ile TM3 tzerindeki Asp113
birbirlerinden uzaklasmis, bu da baglanma kavitesinin genislemesine yol agmistir. TM5'in Ust
yarisinda meydana gelen disa bikulme alt yarisinda da ice dogru bikilmeye yol acmistir.

Bu tipki bir buket yapisina benzetilebilir; Gst bolim sikilinca alt kisim genigliyor, ya da tam



tersi. TM5’in alt yarisinin ice donusuyle beraber TM6'nin alt yarisi da ice dogru
yakinlagsmistir. TM6’daki bu ice dogru olan bikulme, ligant baglanma bdélgesinden itibaren
zincirleme bir konformasyonel degisimin bir sonucu olarak gorilmelidir ve TM6'nin yani sira
TM5'i de igine almaktadir. Tim bu degisimlerin bir sonucu olarak gértlen her iki sarmalin alt
yarisinda gorilen ice dogru hareket, ICL3’'in merkeze yonelmesini tetikleyici bir rol

oynamaktadir.

Ucuinci bir kisitlamali simiilasyonda (rstr3), rstrl ile ayni kisitlamalara sahip olmakla beraber
farkli bir baslangic yapisina sahiptir. Bu yapida ICL3 reseptoriin merkezine daha yakin
durmaktadir (Sekil 10a,b). Ancak ICL3'teki beklenilen kapanma bu similasyonda
gerceklesmemistir. Sekil 10c’'de gosterildigi gibi, ICL3 ¢ok farkli konformasyonlari taradiktan
sonra 500 ns sonunda ilk konumuna yakin bir yerde kalmistir.
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Sekil 11. 500 ns uzunlugundaki tUg¢uncu kisittamali MD simulasyona (rstr3) ait baslangic
yapisinin (macenta) ilk kisitlamali (rstr1) simulasyona ait baslangi¢ yapisi ile karsilastiriimasi
(a) yandan ve (b) hicre iginden goruntiler (c) ICL3’Un agirhk merkezinin -x ve -y
bilesenlerinin zamana gore degisimi.
Bunun sebeplerini daha iyi anlayabilmek icin, similasyonun ilk ve son gorintileri Ust Uste
getirilerek hem hiicre icinden (Sekil 11a) hem de hiicre disindan bakilmistir (Sekil 11b).
Hucre disindan bakilinca TM5'teki lipid tabakaya dogru acilimin yetersiz oldugu
gorilmektedir, zira bu uzaklk kisitlamasi sadece TM5'in degil TM3'lin de hareketini mimkin
kilmaktadir. Dolayisiyla, TM5’le birlikte TM3'te de lipid tabakaya dogru bir yénelme
gOrilmustir. Bunun sonucunda, TM5'teki yeteriz konformasyonel degisim alt yarisina
yayllacak kadar kuvvetli olamamistir. Sekil 11b'de gorildigu gibi TM5'in alt kisminin ilk ve
son goruntileri arasinda neredeyse hic fark olmamistir. TM6’nin ice dogru yénelmesi ise
ICL3'teki kapanmay tetiklemek icin tek basina yetersiz kalmistir. Dolayisiyla, ICL3'Un
kapanmasi TM5 ve TM6'nin icinde bulundugu bir bélgede meydana gelen zincirleme

konformasyonel degisimlerin bir sonucu olarak gértilmektedir.

(b)

Sekil 12. Uclincii kisitlamali simiilasyonda (rstr3), ilk ve son goruntiilerin karsilastiriimasi (a)

hiicre disindan (b) hiicre icinden alinan gortnttler. TM5, TM6 ve ICL3 bolgelerine

odaklaniimis.

Bir sonraki denememiz, beklenilen bukilmenin gergeklesmedigi U¢incl simulasyon

kisitlamalarina ilave bir kisitlama daha getirmek olmustur. Tablo 2'de goruldigu gibi bu yeni



uzaklitk kisittamasi, Ser207 ve Asp113 rezidilerine ait alfa karbonlar (Ca) arasina
getirilmistir. Simdiye kadarki kisitlamalar her seferinde yan zincir atomlari arasina
konulmustu. Ancak TM5'teki istenilen bukilmenin gergceklesmesi icin daha sabit olan ana
zincir Gzerindeki atomlar tercih edilmistir. Gergekten de istenilen bukiulme elde edilmis, ve
bunu takiben TM5 ve TM6'nin alt bolgelerindeki ice yonelme sonucunda ICL3'teki kapanma
100 ns gibi kisa bir sirede gerceklesmistir (Sekil 12).
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Sekil 13. 500 ns uzunlugundaki dérduncu kisitlamali MD simiilasyonu (rstr4) sonuglari. (a)
ICL3'Un agirlik merkezinin -x ve -y bilesenlerinin zamana goére degisimi. G protein’e ait alfa
sarmal yapi (aktif kristaldeki 3SN6 PDB kodlu yapidan) duz cizgilerle gosterilmistir. Esit

araliklarla alinan toplam 20 gorunti (b) yan cepheden ve (c) hicre iginden.

Bu similasyondaki bir diger 6nemli bulgu da, ICL3 bélgesinin G protein baglanma boélgesinin
tam ortasina denk gelecek sekilde kapanmis olmasidir. Bu alternatif baglanma seklindeki
ICL3'Un ne kadar kararli bir yapiya sahip oldugunu test etmek amaciyla, similasyonun son

konformasyonu tim kisitlamalar kaldirilarak 500 ns boyunca kosturulmustur (Tablo 2’'de run



#8). Beklenildigi gibi ICL3 konumunu ¢ok iyi bir bicimde 500 ns boyunca korumustur (Sekil
13).
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Sekil 14. Kisitlamalarin kalktigi 500 ns’lik MD simulasyonunda (MD500ns) ICL3'Un agirlik
merkezinin -x ve -y bilesenlerinin zamana gore degisimi. G protein’e ait alfa sarmal yapi

(aktif kristaldeki 3SN6 PDB kodlu yapidan) diz cizgilerle gosterilmistir.

Son kisitlamali simiilasyonumuzda (rstr5), ligant baglanma bélgesini daraltacak yonde 8 A
civari kisitlamalar kullanilarak, kapall konumdaki ICL3 bélgesini bulundugu yerden
kurtararak serbest hale getirmektir. Bunun icin baslangi¢ yapisi olarak, orijinal MD1 us
simulasyonun son konformasyonu kullaniimistir. Ancak hi¢ bir deneme ICL3'( agmada
basarili olamamistir. Sekil 14'te de gosterildigi gibi ICL3 baslangicta bulundugu konumda
500 ns boyunca kalmistir. Agikca goriluyor ki, ICL3 ¢ok kararli bir konumda birden fazla
hidrojen bagi kurarak reseptoriin hiicre igine bakan taban bélgesiyle gugclu bir etkilesim icine
girmektedir. ICL3'Un bu kuvvetler toplulugundan kendini kurtarmasi icin bir alosterik
etkilesimden ¢cok daha bulyuk bir dis kuvvete gereksinimi vardir. Bunun yani sira, reseptore
bir agonist baglanmis olmasinin reseptorin aktif hale ge¢gmesini tetikleyecek kadar gugli bir
alosterik etkilesim olmadigi da bir¢cok similasyon ve deneysel calismalarinda gosterilmistir
(Dror vd., 2011; DeVree vd., 2016; Bhattacharya vd., 2016).
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Sekil 15. 500 ns uzunlugundaki dérduncu kisitlamali MD simiilasyonu (rstr4) sonuglari. (a)
ICL3’Un agirlik merkezinin -x ve -y bilesenlerinin zamana gore degisimi. G protein’e ait alfa

sarmal yapi (aktif kristaldeki 3SN6 PDB kodlu yapidan) diiz gizgilerle gdsterilmistir.



4.2 Molekiiler Dinamik Gidisizlerinin Kiimelenmesi ve Farkli Reseptor

Konformasyonlarinin Belirlenmesi

Farkh reseptdr konformasyonlarinin belirlenmesi igin simdiye kadar yapilan tim kisitlamasiz
Molekuler Dinamik simulasyonlari bir araya getirilmistir. Bu simulasyonlara bir dnceki orijinal
MD1us similasyonu (Ozcan vd., 2013) da dahildir. Reseptoriin serbest haldeyken taradigi
0zglun dinamigi temsil etmesi agisindan kisitlamalarin olmadigi simulasyonlar kullaniimistir.
Buna gore 7 farkh simulasyon gidisizi kullaniimistir. Bunlar sirasiyla;

1) Orijinal MD1us

2) ilk devam simiilasyonu (MD1us_ctd1, 500 ns)

3) ikinci devam simillasyonu (MD1us_ctd2, 500 ns)

4)-6) 3'er adet 100 ns’lik kisa MD simulasyonlar

7) kisitlamalarin kaldinlldigi simtlasyon (MD500ns, Tablo 2'de run#8)

Tum konformasyonlar, 1ns araliklarla okunmustur. Toplamda 2800 ns’lik bir zaman dilimi igin
2800 adet MD konformasyonu bir araya getirilerek k-clust algoritmasi ile gruplara ayrilmistir.
Bunun icin ligant baglanma bdlgesindeki 5 kritik rezidinin (Aspl13, Valll7, Ser203,
Ser207, Asn312) RMSD degeri kullaniimistir (Sekil 15a). RMSD kritik degeri 1.5 A olarak
alinmigtir. Kontrol amagch, 5 inaktif (PDB kod: 2RH1, 3D4S, 3NY8, 3NY9, 3NYA) ve 7 aktif
(3P0G, 3SN6, 3PDS, 4LDE, 4LDL, 4LDO, 4QKX) kristal yapi da 2800’luk gruba dahil
edilmistir. Bunun sonucunda toplam 14 kiime olusmustur (Sekil 15b). Bu kiimelerden birinde
(cluster #2, Sekil 15¢) sadece 6 aktif yapi bulunmaktadir. Her kimeden o kiimenin ortalama
yapisina (centroid) en yakin olan konformasyon doking c¢alismalarinda kullanilmak (zere

segcilmistir.
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Sekil 16. Kimeleme sonucu olusan 13 temsili yapidan alinan ve kiimele igin kullanilan

o

(@) 5 kritik rezidii (b) tim reseptér konformasyonu (c) olusan kimeler ve barindirdiklari
konformasyonlar.



4.3 Doking Calismalari: Konformasyonlarin ilag Molekiiliiniin Etkisine Gére

Siniflandiriimasi

Doking/skoring uygulamalarina baslamadan ©nce bu programlarin tahmin gucini ve
seciciliklerini test etmek amaciyla, kristal yapilari bilinen reseptérlere ait ligant molekulleri
hem kendi reseptoérlerine hem de diger reseptérlere dok edilmistir. Bu molekiller, Tablo 3'te
gOsterildigi gibi 2 yari ters agonist, 2 ters agonist, 1 antagonist ve 4 farkli agonistten

olusmaktadir.

Tablo 3. Bilinen 5 inaktif ve 6 aktif kristal yapilardaki ligant trleri, aktivite ve biyolojik etkileri

PDB Ligant ismi Ligant Turi Aktivite Biyolojik etki

Kodu
2RH1 | Carazolol yari ters agonist Inaktif azalan bazal aktivite
3NY8 [ICI 118,551 ters agonist inaktif | azalan bazal aktivite
3NY9 | JSZ ters agonist Inaktif azalan bazal aktivite
3NYA | Alprenolol antagonist Notr degismeyen bazal aktivite
3D4S | Timolol yari ters agonist Inaktif azalan bazal aktivite
3P0G | BI16707 yuksek afiniteli agonist | Aktif artan bazal aktivite
3SN6 | BI16707 yuksek afiniteli agonist | Aktif artan bazal aktivite
4LDE | BI16707 yuksek afiniteli agonist | Aktif artan bazal aktivite
4LDL | isoproterenol | yiksek afiniteli agonist | Aktif artan bazal aktivite
4L.DO | L-epinephrine | disik afiniteli agonist | Aktif artan bazal aktivite
4QKX | 35V kovalant agonist Aktif artan bazal aktivite

Her doking sonucunda en yuksek puanli ligant poz ya da konformasyonun reseptorde Kritik
oldugu bilinen rezidilerle (6r. Ser 207 ya da Asp 113) etkilesim i¢inde bulunup
bulunmadigina bakilmis, bulunmayanlar ilk adimda elenmistir. Geriye kalan
konformasyonlar, skor degerlerine gére gore siralanmis ve skor degeri en yiksek 5 kristal
yapinin (top 5) aktivitesine bakilmis. Sayet dok edilen bir agonist molekdl ise, aktif kristallerin
inaktiflere gore daha fazla olmasi uygulanan doking programinin segici oldujuna isaret
etmektedir. Ayni sekilde dok edilen bir ters agonist ya da antagonist ise ilk 5’tekilerin
cogunlugunun inaktif kristal yapilar olmasi beklenmektedir. Bu siniflandirma protokolu Sekil
16’daki gibi 6zetlenmistir.
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Sekil 17. Doking galismalarinda uygulanan siniflandirma protokolu

Bu protokolun ilk uygulandigr molekil bir yari ters agonist olan carazolol'dur. Tablo 4'te 7
farkli doking sonucu verilmistir. Tabloda eksik olan bazi konformasyonlar baglanma testini
gecememis olanlardir. Buna goére siralamada en yuksek skor degerine sahip ve baglanma
testini gecmis ilk 5 konformasyona bakildiginda tim doking programlarinin beklenildigi Uzere
yuzde yuz inaktif yapilari se¢cmis oldugu gorilmektedir. Bu tahmin basarisi iki sebepten
kaynaklanabilir. Birincisi carazolol'un inaktif yapilar aktif yapilara tercih etmesi, diger bir
deyisle daha fazla sayida bagd kurarak siki bir etkilesimde olmasi, ikincisi ise kullanilan
programin ya da fonksiyonun bu farklihgi ortaya ¢ikartacak tahmin gticine sahip olmasidir.

Her ikisi de ayni anda olunca, Tablo 4'teki gibi bir goriintl ortaya ¢ikmaktadir.

Tablo 4. Carazolol molekulinin kristal yapilara gerceklestirildigi doking sonuglari.

Sira | AutoDock | ChemPLP | GoldScore | ChemScore | DSX/CSD | DSX/PDB | Glide
1 3D4S 2RH1 3D4S 3NYA 2RH1 3D4S 2RH1
2 2RH1 3D4S 2RH1 2RH1 3D4S 2RH1 3D4S
3 3NY9 3NY9 3NYA 3NY9 3NYA 3NY9 3NYA
4 3NYA 3NYA 3NY8 3D4S 3NY9 3NYA 3NY9
5 3NY8 3NY8 3NY9 3NY8 3NY8 3NY8 3NY8
|2 o o R S W s s e W s s s W s W s s T W s e e
6 3SN6 4LDL 3SN6 3P0G 3SN6 3SN6
7 3P0G 3SN6 4LDE 4LDE 4L DE 4L.DE
8 4L.DO 4L.DE 3SN6 41 DL 4L DL
9 4LDE 4QKX 4QKX
10 3P0G 3P0G
11 4L.DO 4L.DO




Buna benzer tablolar diger molekdller i¢in de ¢ikartilmis ve tim sonuclar Tablo 5'teki gibi bir
araya getirilmistir. Buna gore, 6érnegin ICI 118,551 isimli ters agonist icin AutoDock ilk beste
4 inaktif yapi bulmus, buna karsilik Gold programina ait GoldScore fonksiyonu ilk beste hig
inaktif yapi ¢ikartamamistir. ICI 118,551 icin olan sonuglar genelde tim doking
programlarinda benzer dl¢iide basarisiz olmustur. Bu durum programin tahmin giictintin
yetersizliginden cok, ligant molekilin seciciliginin az olduguna isaret etmektedir. Buna

benzer bir durum, antagonist molekul alprenolol icin de gérilmusttr

Tablo 5. Kristal yapilari bilinen 8 ligant molekil i¢in doking sonuglarinin 6zeti

. DSX/ DSX/ .
Ligand AutoDock | ChemPLP | GoldScore | ChemScore CSD PDB Glide
CAU 5 5 5 5 5 5 5
ICI 4 3 0 2 1 3 3
JSZ 5 5 5 5 5 5 4
Alprenolol 4 5 1 3 3 4 2
TIM 4 5 4 3 5 5 4
POG 5 4 5 3 3 3 5
XQC 5 5 4 5 5 5 5
ALE 5 5 5 5 5 5 5
Total 37 37 29 31 32 35 33

Bir sonraki asamada, Sekil 3'de de gosterildigi gibi 4 antagonist (butaxamine, esmolol,
nebivolol, carvedilol) ve 2 agonist (formoterol, salbutamol) molekuliin daha bilinen kristal
yapilara dok edilmistir. Burada da amag, ligant molekullerin seciciliklerini test etmektir. Ama
bundan Once, Tablo 5'te gOsterilen sonuclara bakarak, siralamada ilk 5'te en disiuk
tahminleri yapan tc¢ program elenmistir. Bunlar GoldScore, ChemScore ve DSX/CSD
olmustur. Geriye kalan programlar AutoDock, ChemPLP, DSX/PDB ve Glide ile doking
hesaplarina devam edilmistir. Tablo 6'dan goruldugu gibi, ters agonist ICI ve antagonist
butaxamine seciciligi en az ligant molekullerdir. Biyolojik etkilerine gére U¢ gruba ayirarak

bakildiginda ise segiciligi en az olan grubun antagonistler oldugu goérilmektedir.

Tablo 6. Kristal yapisi bilinen 8 ligant ve bilinmeyen 6 ligant molekiliin doking sonuglari.



Biological Ligand

Effect e AutoDock Chem?PLP DSX/PDB Glide Tokal
CAU s s & s 2
Inverse TIM 4 s s 4 2
Agonist icI 4 3 2 a o
=2 g g s 4 19
Alprenolol 4 s 4 2 16
Nebivolol 3 4 4 & .8
Antagonist Butoxamine o) 3 1 & -
Esmolol 4 o s s e
Carvedilol s 3 3 4 -
Formoterol s § s 3 -
Salbutamol s s s 4 "
Agomnist XQc s s s s 20
Po s 4 3 P 19
ALE s s s P 2

TOTAL £9 57 s% .

Bolim 4.2'de belirlenen 13 temsili MD konformasyonu ICI ve butaxamine disinda kalan
molekullerin her birine segilen 4 ayri program ile dok edilmistir. Baglanma testini gegenler
daha sonra, kristal yapilarla birlikte skor degerlerine gore siralanmistir. Carazolol i¢in yapilan
hesaplar sonucunda belirlenen siralama Tablo 7’deki gibi gosterilmistir. 11 kristal yapiyla
birlikte toplam 24 farkh reseptér konformasyonu bulunmaktadir. Buna gére listede en yiksek
skorlu ilk 11 konformasyonu dikkate aldigimizda, carazolol i¢in baglanmaya elverisli 4 adet
MD konformasyonu ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar sirasiyla, 9'uncu (fr9), 715’inci (fr715),
1365'inci (fr1365) ve 1648'inci (fr1648) konformasyonlardir. Benzer sekilde bir analizi diger
ligant molekullerine yaptiktan sonra, her ligant molekul icin en az 3 doking programindan ilk
11'de ¢ikan MD konformasyonlari belirlenmis ve Tablo 8'deki gibi biraya getirilmistir (Tablo
8).

Doking ¢calismalarinda gtze carpan édnemli bir bulgu da kristal yapilarin skor degerlerinin MD
konformasyonlara gore daha yiksek ¢ikmis olmasidir. Bunun sebebi, kristal yapilarin ligant
ile kompleks haldeyken elde edilmis olmalari, bundan dolay! da, ligant ile optimum etkilesim
icin gerekli her turlt konformasyonel degisime ugramis olmasidir. Oysa MD
konformasyonlari ligant molekulleri olmadan optimize edilmis yapilardir. Dolayisiyla, kristal
ve MD yapllar arasindaki bu fark olagan bir durumdur.

Tablo 7. Carazolol igin 11 kristal yapi ve 13 MD konformasyonuna yapilan doking sonuglari



Sira AutoDock ChemPLP DSX/PDB Glide
1 3D4$ 2RH1 3D4$ 2RH1
2 2RH1 3D4$ 2RH1 3D4$
3 3NY9 3NY9 3NY9 3NYA
4 3NYA 3NYA 3NYA 3NY9
§ 3NYF  friZes 3NYF® fr7is
6 _ 3NY¥ frieas frieas
7 friess fr7is 35N6 3NYE
¥ fr71s frieas fr71s ir$31
9 35N6 4LDL fro
10 3P0G fro 4LDE fr2231
11 frs31 freqq fr210 fro
12 £r2231 SSNE LDl frezs
13 4LD0 4LDE 4QKX fr210

14 4LDE fras11 3P0G
15 freaq frews frss1
16 fro frs31 fri3es
17 frsws fr210 4LD0o
1% fr2311 fr2311
19 fra210 freaq
20 frsws
21 frae661

Tablo 8. Ligant molekiillerin doking sonuclarinda ilk 11'de yer alan ve en az t¢ doking

programinda ¢ikan MD konformasyonlari

Mackmfn.sm e frat fr#t b b | be# | B b bra | b
of Action 9 210 £31 §%5 | 715 | ¥44 1365 1479 | 164%
Carazolol v v v
Inverse
ju) ¥ A v v
Alprenolol v %
Nebivolol v
Antagonist o
Esmolol
Carvedilol v
Formoterol
Salbutamol
Agonist XQC
PoG
ALE v




4.4 Sanal Tarama ve Analiz

Tablo 8'de goruldugu gibi 715 ve 1648inci MD konformasyonlari doking sonuglarinda 4
doking programindan en az tgunde siralamada ilk 11'de ¢ikmistir. Bir sonraki ¢calisma, bu iki
konformasyon ile 50 agonist ve 50 antagonist/inverse agonist molekdillerinden olusan bir veri
bankasi taranmistir (Gatica ve Cavosotto, 2012). Burada amag, secilen bu iki
konformasyonun ne derece secici olduklarini ortaya c¢ikartmaktir. Kullanilan skoring
fonksiyonu ChemPLP olarak secilmistir, zira diger U¢ programa goére en hizli olanidir.
Sonuclar ROC egrileriyle Sekil 17°'deki gibi gosterilmistir. Kontrol amacli, bir aktif kristal yapi
(PDB kod: 3SN6), bir de inaktif kristal yapi (PDB kod: 2RH1) icin de benzer hesaplar
yapilarak ROC egrileri ¢ikartiimistir.

ROC egrisi (receiving operating characteristic), tarama sonuclarinin analizinde siklikla
kullanilan bir 6lcim tekngidir. x ve y axis’leri sirasiyla, belirli bir ytizdelik dilimde (top %) true
positive’lerinin  yuzdesine (TP/(TP+FN)) karsilik false positive’lerin ylzdesine karsilik
gelmektedir (FP/(FP+TN)). Buna gore, eger aranilan molekdlin tirl bir antagonist/inverse
agonist ise, o halde TP degeri bakilan yltzdelik dilimde antagonist/inverse agonist’lerin
toplam antagonist/inverse agonist’lere oranini vermektedir. FP ise ylzdelik dilimde ¢ikmis
agonist’lerin toplam agonistlere oranidir. ilk denememizde, inaktif kristal yapi (2RH1), 3SN6,
fr715 ve fr1648 Sekil 17a’daki gibi gosterilmistir. Buna gore, her iki MD konformasyonu da,
antagonist ya da ters agonistler icin inaktif kristal yapi olan 2RH1’'dan daha yuksek segicilige
sahiptir.
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Sekil 18. Kristal yapilar ve MD konformasyonlari icin ROC egrileri (a) normalize edilmemis
(b) N°®ile normalize edilmis skor degerleri igin

Skor degerleri, molekulin boyutuyla dogru orantili bir sekilde yukselmektedir. Dolayisiyla,
bdyuk bir molekiliin tarama c¢alismalarinda ilk siralarda yer almasi kacinilmaz olmaktadir.
Skor degerlerinin molekiler agirlikla (ya da Hidrojen disindaki agir atomlarin sayist)
normalize edilmesi sonucunda, her bir atomun toplam skor degerine olan katkisi elde edilir
ve bu deger o molekulun agirhgindan bagimsiz bir baglanma afinitesidir. Bu ¢alismada, iki
farkli normalizasyon denendi. Birincisinde her bir molekiliin skor degeri (S) o molekuldeki
toplam agir atom sayisinin (N; hidrojen atomlari disinda kalan tim atomlar) kare kokine
(SIN®®) bolundl. ROC egrisi bu yeni skor degerlerine gore hesaplaninca Sekil 17b’deki bir
goruntl ortaya c¢ikti. Roc egrilerinin yikseldigi agikca gorilmektedir. Benzer sekilde fr1648

ve fr751, 2RH1 kristal yapidan daha secici davranmaktadir.

Roc egrilerinden gorilen bir diger bulgu da, 3sn6 aktif kristal yapisinin agonist molekuller
icin oldukca secici davrandigidir. Buna benzer bir bulgu, Cavasotto ve arkadaslari tarafindan
yapilan tarama calismalarinda da ortaya konmustur (Gatica ve Cavasotto, 2012).
Dolayisiyla, 3SN6 kodlu aktif yapi, agonist taramalarinda basariyla kullanibilecek bir
konformasyona sahiptir. Diger taraftan 2RH1 kodlu inaktif yapi, antagonist/ters agonist
bulmak icin yeterli secicilipe sahiptir ve kesinlikle tarama c¢alismalari icin kullanilabilecek bir
hedef molekil degildir. Ancak, MD konformasyonlari, ligant ile optimize edilmemis bir
konformasyonu temsil etmelerine ragmen, segicilik konusunda olduk¢a basarili bir
performans sergilemislerdir.



Deneme amach secilen diger 4 MD konformasyonlari da benzer bir ¢alismaya tabii tutularak
ROC egrileri hesaplanmistir. Sekil 18'de toplam 4 konformasyon (fr210, fr531, fr844, fr1365)
ile birlikte 2RH1 inaktif yapi gosterilmistir. Bu konformasyonlardan, sadece fr531 2RH1
kristal yapidan biraz daha iyi secicilige sahiptir, ancak fr751 ya da fr1648 kadar etkili degildir.
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fr1365

True Positive (%)

60 80 100
False Positive (%)

Sekil 19. MD konformasyonlari igin ROC egrileri. N®®ile normalize edilmis skor degerleri igin.
inaktif kristal yap! ile beraber gosteriimis.

Bu calismanin sonucunda, daha kapsamli veri bankalarini antagonist/ters agonist bulmak
icin vyapilacak tarama calismalarinda kullanilacak iki farki MD konformasyonu
onerilmektedir. Ancak bu iki konformasyon, bir ligant ile optimize edilmemis oldugundan,

taramadan 6nce dok edilmis bir antagonist ya da ters agonist ile kisa bir MD simulasyonu
yapilmasi tavsiye edilir.



4.5 Allosterik Sinyal Aktarim Yollarinin Belirlenmesi

Bu yeni is paketi projemizde sunulan calismaya Onemli katki yapacaginda gerekli
gorulmustur. B.AR’daki allosterik sinyal aktarim yollarinin farkli bir yontemle belirlenmesi
projede hedeflenen allosterik mekanizmanin daha iyi anlasiimasina katki saglayacagi

dustnulmistir.

Bu calismada, B-AR'In literatirde mevcut aktif ve inaktif kristal yapilarina (Rasmussen vd.,
2007; Cherezov vd., 2007) ek olarak onceki is paketlerinde bahsedilen MD simulasyon
gidisizlerinin kiimelenmesi sonucu elde edilen farkli konformasyonlar kullaniimistir. Ozellikle
ortosterik ligant baglanti bdlgesi ile G-protein baglanti bolgesi arasindaki en kisa haberlesme
yollari incelenmistir. MD simulasyonlarindan elde edilen konformasyonlar, literattirdeki x-1sin
kristal yapilarda yer almayan ve transmembranin kollektif dinamigini oldukca etkiledigi
bilinen hucre igcine bakan ICL3'U icermektedir (Ozcan vd., 2013). Bu da, c¢alismanin
benzerlerinden farkll olarak allosterik mekanizmanin daha dogru ve detayli incelenmesine

olanak saglamistir.

En kisa yol hesabi icin baslangi¢ noktasi olarak carazolol'un baglandigi bdlge alinmis ve g
farkl bitis noktasi belirlenmistir. Bitis noktalari sirasiyla, TM5, TM6 ve TM7 sarmallarinin
hucre igine bakan en ug noktalaridir; GLN229, LEU266, ve Ser329 (Sekil 19).

Hiicre disi
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G Protein
G(I)/G(S)/G(T)
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Sekil 20. G Protein baglanma bdélgesi ve segilen bitis noktalarinin géruntusi



Sekil 20’de ise, her ¢ durum icin hesaplanan en kisa (skor degers en disiik) 20 haberlesme
yolunda bulunan rezidilerin ortalama gorilme sikliklari hesaplanmistir. Buna gére, TM5’in
ucuna gidecek bir sinyalin sectigi en kisa yol, ICL3’Un kapali oldugu konformasyonlar igin,
sadece TM5 Uzerinden gecgerken, ICL3'Un agik oldugu durumlarda, (6r. fr210) TM3'U de
tercih etmistir. Bu sonuca daha dikkatli bakildiginda sinyal aktariminin blyik bir kismi TM3
Uzerinden gecmis, TM5’e son anda gecis yapmistir. Kristal yapilarda benzer bir durum inaktif

olanda gorulmustdr.

GLN229 - frequency map
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Ser329- Frequency map
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Sekil 21. En kisa 20 haberlesme yolunda bulunan rezidulerin ortalama gorilme sikliklari (a)
GLN229, (b) LEU266, ve (c) Ser329

TM6'nIn sonuna giden aktarim yoluna bakildiginda, sinyalin TM6’dan farkli olarak TM7’e ve
TM3’e sigradigl gorulmektedir. Cogunlukla sinyal aktarimi, baslarda TM3’e bir gegis
yapmakta, daha sonra kesintisiz TM6 Uzerinde devam etmektedir. Hem kristal yapilarda,
hem de MD konformasyonlarinda blytk bir cogunlukla TM6 izerinde ilerliyor. Bu da
TM6’nin sinyal aktariminda oldukgca etkili oldugunu gostermektedir. Onemli bir diger bulgu
da, kristal yapilarin hicbirinde TM3'e gecisin olmamasidir. Bu durum, kristal yapilarda
sarmallar arasi etkilesimin daha zayif oldugunun bir gdstergesidir. MD konformasyonlar,
reseptoriin dogadaki salinimlarini daha iyi temsil ettiginden, TM3'Un TM5 ile etkilesimi

muhtemeldir ve bu aktarim yolunda secilmesinin beklenen bir durum oldugu sdylenebilir.

TM7’nin sonuna giden (Ser329) sinyal aktariminin buyuk bir cogunlugunun TM7 Uzerinden
gecmesi 6nemli bir bulgudur. Buna gére TM7 ile baglantili g-arrestin aktarim yolunun G
protein aktarim yolundan tamamen bagimsiz oldugu goérilmektedir. Bu bulgulari destekleyen
¢cok sayida deneysel calisma mevcuttur [38-44]. TM7 konum itibariyle diger sarmallarla ¢ok

yakin temasta degildir ve bu da iki bagimsiz sinyal aktarim yolunu ortaya ¢ikartmistir.

Her konformasyon igin en distk skorlu ilk 20 yol secilmis ve analiz edilmistir. En disuk skor

degerleri (cost) reziduler arasi en yuksek baglanti miktarilarini ifade etmektedir. Sekil 21a’da



gosterildigi gibi, bu degerler sinyalin TM5'’in sonuna gittigi durum igin kapal ICL3
konformasyonlarinda biraz daha disuktir. Bu durum, TM5 tzerinden gegen yolun Gzerindeki
rezidu-rezidu etkilesimlerinin daha yuksek oldugunu gostermektedir. Benzer bir durum
TM6’nin ucuna giden sinyal aktarim yollari i¢in de sdylenebilir. ICL3 konformasyonu kapali
hale gectikge, sarmal Gizerindeki baglar biraz daha siklasiyor, bu da skor degerinin
diusmesine yol aciyor. Bunu daha da kayganlasan, en az ¢aba sarfederek gecis imkani
veren bir yol gibi distnebiliriz. Diger taraftan, TM7’nin sonuna giden yol i¢in ICL3’Un agik ya
da kapall olmasinin bir sey farkettirmedigi, ancak ICL3'Un her iki durumunda da TM5 ve
TM6’daki yollardan daha dustk skorlu olduklari gorilmektedir. Bu dusuklik, TM7’nin daha

kisa bir sarmal olmasindan da kaynaklanmaktadir.

Cumulative distribution of path costs from CAU to GLN229 on all MD and crsytal structures
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Cumulative distribution of path costs from CAU to LEU266 on all MD and crsytal structures
T

7 T T T
65
s
6 |
= | [
£
®
124 |
5 55 T
b |
= S—
S | |
=
@ 1
g s =
(o]
@ |
£
% |
w451
@
Q
(&)
4
35
3 1 1 1 1
actives inactive opens closeds
groups of beta2AR structures
(b)
2 Cumulative distribution of path costs from CAU to SER329 on all MD and crsytal structures
T T T T
65
6 =

Costs of the 20 shortest paths
o
T

— R
|
45
| I
o T [ —1
|
35 *
3 | | | |
actives inactive opens closeds

groups of beta2AR structures
(€)
Sekil 22. En kisa 20 haberlesme yolu i¢in hesaplanan skor degerlerinin dagilim grafigi (a)
GLN229, (b) LEU266, ve (c) Ser329



4.6 Yonlendirilmis MD (steered MD) Ydntemiyle ICL3’liin Serbest Baglanma Enerjisinin
(AG) Hesaplanmasi

Yonlendirilmis MD similasyonlarinda, ICL3'Un Gzerine uygulanan bir kuvvet ile kapall
konumdan agik konuma getirilmesi hedeflenmektedir. Bilindigi Gzere, ICL3 bolgesi kapal
hale gectikten sonra gerceklestirilen bircok MD similasyonunda kapali konumu korumus ve
genel hareketliliginde ciddi bir diisiis meydana gelmistir. Bu ¢alismada, ICL’U kapali
konumdan agik konuma getirmek icin gereken aktivasyon enerjisi hesaplanmistir. Oncelikle,
ligant baglanma bolgesine Tablo 2'de rstr5 simulasyonu icin kullanilan bdlgeyi daraltacak
sekilde 8 A civarinda olan kisitlamalar getirilmistir. Ardindan, (g farkli hizda, 1 A/ns, 2.4 A/ns
ve 10 A/ns, ICL3 lipid tabakaya dogru cekilmistir.

4.6.1 Ligant Baglanma Bolgesini Daraltacak Sekilde Kisitlamali 24 A Yoénlendirilmis
MD Analizi

2.4 Alns hizla ligant baglanma bélgesindeki kisitlama serbest birakilarak gerceklestirilmis
olan yénlendiriimis MD simulasyonlarinda, Ser246-Co atomu 24 A cekilmesi sonucunda
Thr68-Ca. ve Ser246-Co. arasindaki mesafe 49.85 A kadar agiimistir. Gergeklestirilen is
simualasyonlarinin standart sapmasi 98.76 kcal/mol olarak hesaplanmistir. Elde edilen kuvvet
ve is profilleri Sekil 22’de gosterilmistir.

2.4 Alns 24 A Cekis Kuvvet Profilleri
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2.4 Ains 24 A Cekis is Gidisizleri
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Sekil 23. 10 A/ns hizda gerceklestirilen simiilasyonda (a) kuvvet profilleri (b) is gidisizleri

4.6.2 PMF Hesaplari: 24 A Yénlendirilmis MD Analizi

Reaksiyon koordinati sabitlenerek gerceklestiriimis olan yonlendirilmis MD analizlerinde 2.4
Ains hizla 24 A cekilmis, tcuinci hiicre ici dugimuniin acik konformasyona gecmesi icin
asllmasi gereken enerji bariyerleri saptanmistir. 24 A cekiste toplam 10 simiilasyon
gerceklestirilmistir. Gaussian Drift yontemiyle arindiriimis kuvvet verileri Gizerinden
gerceklestirilen PMF dlciimleri Dogrusal Olmayan En Kigciik Kareler Yontemiyle (NonLinear
Least Squares Method) ile 5. dereceden yeniden yapilandiriimistir. (Gullingsrud vd., 1999)
10 6lgiim tzerinden Gaussian olarak uyarlanan PMF verisi ile ham PMF verisinin 0.9443 r-

square guven arahginda saptanmistir (Sekil 23a).
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Sekil 24. (a) 2.4 Ains 24 A cekis uygulanmis dlciimlerin ham PMF verisi ile yapilandiriimis
PMF karsilastirmasi, 6l¢ctimler 10 simulasyon tzerinden gergeklestirilmistir. (b) PMF1 is
gidisizi Gzerinden hesaplanan ilk set PMF2 is gidisizi Uzerinden hesaplanan ikinci set PMFT:

toplam gergeklestirilen is gidisizleri zerinden hesaplanan set

Yonlendirilmis MD yontemiyle yapilan PMF hesaplarinda MD similasyonlarinin gekis miktari
ve cekis suresi enerji bariyerlerinin hesaplanmasinda ve uyarlanan PMF verilerinin
hassasiyet araliklarinin gercekgiliginde énemli rol oynamaktadir. Sekil 23b’de gdzlemlenen
13 A ve 15 A tepe noktalar bir rampa olustururken 18 A, 20 A ve 22 A’'luk mesafelerde 3
farkl enerji bariyeri gbzlemlenmektedir. Elde edilen verinin giiven araligini saptamak igin
gerceklestirilen similasyonlardan 5’erli is gidigizlerinin ve toplam is gidigizlerinin Jarzinsky
Esitligi'ne gore PMF hesabi karsilastirmasi Sekil 23b’de gosteriimektedir. Hesaplanan g
farkll PMF degeri 16 A sonrasinda birbirlerine yakin degerler vermektedir. Niceliksel olarak
buradan 16 A’a kadar olan enerji diizleminde SMD atomunun hareket alaninda izleyebilecegi
farkli yollarin 16 A sonrasinda gézlenen enerji bariyerine gére daha fazla oldugu séylenebilir.
Ayrica uygulanan 24 A cekis miktari ICL3’Un aclik konformasyonun da étesinde oldugu igin
buradaki enerji bariyeri proteinin tersiyer yapisini korumak adina olusturdugu bir enerji

bariyeri olabilecegi de stylenebilir.



5. TARTISMA/SONUGC

Protein islevlerini belirleyen dinamik yapinin ve allosterik mekanizmalarin anlasiimasi ilag
tasarim calismalari acisindan biyiik 6nem tasimaktadir. Ozellikle ilag enddistrisinin tizerinde
en fazla calisma yaptigi GPCR ailesinden olmasina ragmen, B2-AR dinamigi ve isleyis
mekanizmasi hakkinda daha bir ¢cok bilinmeyen mevcuttur. Bu projenin amaci, p2-AR
reseptorini olabildigince dogal haliyle modellemek ve dinamik yapi hakkinda en gergekgci
tahminlerde bulunarak deneysel calismalara destek vermektir. Bu kapsamda elde edilen

onemli sonuglar asagida gibi 6zetlenmistir:

1. ICL3'lUn protein dinamigindeki kritik énemi similasyon calismalarinda gdsterilmistir.

2. Bir onceki similasyon ¢alismasinda ortaya ¢ikan yeni inaktif yapinin son derece
kararl ve olasi bir yapi oldugu ortaya cikmistir.

3. Reseptdrun ligant baglanma boélgesinden baslayarak ICL3'U icine alan, G protein
baglanma bélgesine dogru yayilan sinyal aktarim yolunun transmembran sarmallar
TM5 ve TM6 Uzerinden gectigi anlasiimistir.

4. Ligant baglama bdlgesinin yeni gozlemlenen inaktif yapidaki gibi genis tutulmasi
sonucu ICL3'teki kapanma yeni bir alosterik etkilesim ortaya ¢ikartmistir. Bu alosterik
mekanizma, TM5'in Ust yarisinin lipid tabakaya dogru bukilmesinin ardindan, TM5
Uzerinden TM6'1 icine alacak sekilde hiicre icine dogru yaylimaktadir. ICL3 loop
boélgesi, bu iki sarmalin arasinda 32 reziduluk bir yer kapladigindan, her iki sarmalda
merkeze dogru olan yénelme, ICL3'Un de merkeze ydnelmesine ve kapanmasina yol
acmaktadir.

5. ICL3'Un kapali konformasyonu, reseptérin aktivitesini tamamen ortadan
kaldirmaktadir, zira G protein baglanma bolgesini butlintyle bloke etmektedir.

6. Kapal haldeki ICL3'lin kendiliginden ya da ligant baglanma bdolgesinin tetiklemesi
sonucu serbest kalmasi similasyon kosullarinda mimkin degildir. Ancak disardan
bir kuvvet ile bu mimkin olmustur (yonlendirilmis, steered MD).

7. Reseptorin alt ve Ust kisimlarindaki alosterik etkilesimin en yiiksek oldugu durum
yeni inaktif yapiya aittir. Reseptor bu yapidan uzaklastikca, list ve alt yarilarin
korelasyonu da dismektedir.

8. MD konformasyonlarindan bazilarinin seciciliginin kristal inaktif yapininkinden daha
iyi oldugu goérulmastir. Sanal tarama calismalarinda hedef molekul olarak
kullanildiklarinda basari oranini yikseltecektir.

9. Reseptdrun en kisa yolizlerine bakildiginda, TM7’nin ucuna dogru giden bir sinyalin

TM5 ve TM6’dan bagimsiz bir yol izledigi ve sadece TM7 lizerinde gittigi



gorulmektedir. Bu da, G-protein baglanma yolundan tamamen bagimsiz olan beta-

arrestin sinyal aktarim yolunun varligini desteler niteliktedir.

Projeyle ilgili konular kapsaminda devam edilmesini disindigumuiz ¢alismalar asagida gibi
siralanmistir:

1. Yonlendirilmis (steered) MD calismalarina daha kapsamli bir sekilde devam edilecek.
Ozellikle, ICL3, TM5, TM6 ve TM7'nin st bolgesine uygulanacak kuvvetlerle
reseptoriin dinamik yapisi hakkinda daha detayl bilgiler ortaya cikartilabilecektir.

2. Bu projede elde ettigimiz ve sanal taramada basarili olan konformasyonlar, dok
edilecek molekiillerle birlikte kisa bir MD similasyonuna tabii tutularak optimize
edilecek, bu sayede kristal yapilardaki kadar ylksek skor degerleri elde
edilebilecektir. Daha sonra, bu konformasyonlarla daha kapsamli ve buyuk bir veri
bankasi taramasi yapilacaktir.

3. Reseptorun dimer yapisi daha dnceki bir calismamizda (Koroglu ve Akten, 2015)
tahmini birden fazla modeli olusturulmus ve en olasi model secilmistir. Bu dimer

modelin MD simulasyonlariyla dinamik yapisinin ¢alisiimasi planlanmaktadir.
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Onemli bir hiicre zari proteini olan ?2-adrenerijik reseptérii (kisaca ?2-AR), G protein
baglantili reseptdr (GPCR) Ustfamilyasindan olup, farkli sinyal aktarim yollarinda baslangi¢
konumundadir. Lipid huicre zari igine gémuli yedi sarmal ve, hiicre i¢i ve disina bakan loop
boélgelerden olugan tersiyer yapisi, reseptorde sinyal baslatimi i¢in gerekli konformasyonel
esnekligi saglamaktadir. Insana ait 22-AR?n (ig boyutlu yapisi 2007?den bu yana bir gok
defa hem aktif, hem de inaktif hallerindeyken ortaya ¢ikartilmis olmasina ragmen,
konformasyonel ¢esitliligi gésteren ara yapilar ve allosterik mekanizma tam olarak
¢bzulememigtir. Diger tarafta, hiicre igine bakan ve proteinin dinamik karakterini dnemli
Olgude etkileyen 32 rezidllik bir loop bdlgesi olan ICL3 hig bir deneysel ve similasyon
calismasinda dikkate alinmamigtir. Bu galismanin en temel hedefi, hiicre i¢i ve hiicre digina
bakan bélgeler arasindaki allosterik etkilesimi bu son derece 6nemli ICL3 boélgesiyle beraber
ortaya cikartmak ve aktif/inaktif gegislerdeki ara halleri belirleyerek ilag tarama ¢alismalarinda
daha etkin olacak reseptor yapilari belirlemektir.

Bu projede toplam 4 mikrosaniyeyi bulan 9 farkli Molekuler Dinamik similasyonu (NAMD)
gerceklestiriimistir. Bunun sonucunda, ICL3 bdlgesinin reseptorin alt kisminda kapali oldugu
inaktif yapinin son derece kararli oldugu, bunun da ICL3 ile beginci ve altinci transmembran
heliksler (TM5 ve TM6) arasindaki ¢cok sayida hidrojen badi sayesinde gergeklestigi ortaya
cikartilmigtir. Bunun yani sira, reseptorin hicre disina yakin olan ligant baglama bdlgesinde
yer alan ¢ok sayida kritik rezidUler arasina belirli derecelerde uzaklik kisitlamalari getirilmigtir.
Bu kisitlamalarin, reseptoriin ICL37?0 de igine alan hicre igine bakan alt bdlgesini ciddi
bicimde etkiledigdi, bunun da allosterik etkilesimler sonucunda gergeklestigi gértuimustur. 4
mikrosaniye gibi bir veri kaynagi kullanilarak, sadece ligant baglama boélgesindeki rezidulere
gbre yapilan bir kimeleme ydntemiyle, reseptdriin birbirinden ¢ok farkli konformasyonlari elde
edilmigtir. Elde edilen her konformasyon, ligant baglama bdlgesi i¢in degisik ara halleri temsil
etmektedir. Kiiguk gapta bir veri bankasi kullanilarak yapilan taramalar sonucunda,
konformasyonlardan bazilarinin bilinen kristal yapilardan ¢ok daha segici oldugu
gOsterilmistir.

Anahtar Kelimeler:

?2-adrenerjik reseptori, GPCR, allosterik mekanizma, Molekiler Dinamik similasyonu, ICL3
loop bolgesi
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Projeden Yapilan Yayinlar:

1- Conformational Transitions of 32-AR using Targeted Coarse-grained Simulations (Bildiri -
Ulusal Bildiri - Poster Sunum),

2- Constrained MD to Investigate the Allosteric Mechanism of Human 32-adrenergic Receptor
(B2-AR) (Bildiri - Uluslararasi Bildiri - Poster Sunum),

3- Constrained MD to Investigate the Allosteric Mechanism of Human 32-adrenergic Receptor
(B2-AR) (Bildiri - Uluslararasi Bildiri - Poster Sunum),

4- Discovery of High-Affinity Ligands for R2-adrenergic receptor (32AR) via Pharmacophore-
Based High Throughput Virtual Screening and Docking (Bildiri - Uluslararasi Bildiri - S6zl{
Sunum),

5- INVESTIGATION OF ALLOSTERIC COUPLING IN BETA-2 ADRENERGIC RECEPTOR
THROUGH MOLECULAR DYNAMICS SIMULATIONS (Tez (Arastirmaci Yetistiriimesi) -
Yiksek Lisans Tezi),

6- Investigation of allosteric coupling in human beta(2)-adrenergic receptor in the presence of
intracellular loop 3 (Makale - Indeskli Makale),

7- CONFORMATIONAL TRANSITIONS OF PROTEINS USING MULTI-SCALE MODELING
APPROACHES (Tez (Arastirmaci Yetistiriimesi) - Doktora Tezi),

8- CONFORMATIONAL TRANSITIONS OF PROTEINS USING MULTI-SCALE MODELING
APPROACHES (Tez (Arastirmaci Yetistiriimesi) - Doktora Tezi),

ARDEB PROJE TAKIP SISTEMI




