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ONSOz

2018 Dinya Alzheimer Raporuna gére 50 milyon insan, demans rahatsizliindan muzdariptir
ve bu sayinin 2050°'de ¢ kat artarak yaklasik 152 milyona ulasilacagl tahmin edilmektedir.
2018'de dunya capinda demansin tahmini toplam maliyeti 1 trilyon dolar oldugu tespit
edilirken, bu rakam 2030'a kadar 2 trilyon dolara ylkselecedi dusulmektedir. Bu veriler g6z
onlne alindidinda bu hastaliklarin tedavisinde daha etkin ve ucuz maliyetli ilag molekilleri
bulmanin énemi de ortaya ¢ikmaktadir. TUBITAK destegi ile tamamlanan bu projede
nérodejeneratif hastaliklarda dnemli bir rol oynayan NMDA (N-metil-D-aspartat) reseptorinin
hesaplamali metotlar vasitasiyla iyon iletimine kapali ve acik hallerinin konformasyonel
degisimleri hakkinda bilgi elde edilmistir. NMDA reseptorleri sinaptik aralia salinan glutamat
konsantrasyonu artmasi sonucu, reseptdrlerinin asiri uyariimasi ile ndéronlar éldiriicu bir
eksitasyonla karsi karsiya birakir. Bu tip nérodejenerasyon ve buna bagl sinir hiicre dluimlerio
demans tipi hastaliklar olan Alzheimer, Parkinson ve Huntington olusumundaki temel
mekanizmalardandir. Bu projeden elde edilen sonuglar ise nérodejenerasyon icin gelistirilmis
acik kanal inhibitérlerinin tasarim ve gelisimini kolaylastiracaktir. Projeye desteklerinden 6tird
TUBITAK’a tesekkiir ederiz.
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OzZET

Bu projenin amaci glutamat ve glisin nérotransmitterleri ile aktive olan tetramerik yapidaki,
ligant kapili iyon kanali ailesinin bir Gyesi olan NMDA (N-metil-D-Aspartat) tipi glutamat
reseptor iyon kanalinin, iyon iletimine kapali ve acik hallerinin hesaplamali metotlar ile
karakterize edilmesi Uzerinedir. Projede bilgisayar bazli sayisal metotlar kullanilarak
reseptorde ligant baglanmasi sonucu gerceklesen lokal ve global hareketler hakkinda bilgi elde
edilmistir. Projenin ilk basamaginda NMDA reseptorinin yeni ¢ézimlenmis olan iki X-Ray
yapisi baz alinip, homoloji modellemesi ydntemi kullanilarak insan tipi NMDA modeli elde
edilmistir. Daha sonrasinda proteinin dominant hareketlerini belirlemek i¢in normal mod
analizini kullanilmistir. Proteinler dinamik bir sistem oldugundan sayisal benzetim yéntemi olan
molekuler dinamik metoduyla ligant-olmayan ve ligant-bagl iki sistem simule edilmistir. 1300
nanosaniye kosturulan sistemlerde ligant baglandigi bolgede kapanmaya sebep olurken, bu
hareketin baglayicilar tarafindan iyon kanalina iletildigi gézlemlenmistir. Bu simulasyonlarin
sonucunda gozlemledigimiz bir diger etki ise, ligant baglandigi bolgeyi daha stabil hala

getirerek reseptorin diger bolgelerinin etkilesimlerini artirmaktadir.

Anahtar kelimeler: GIuR reseptorleri, molekiler dinamik simulasyonlari, Alzheimer hastahg,

normal mod analizi, nérotransmitter, iyon kanali, membran proteini, protein yapi modellemesi,
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ABSTRACT

The aim of this project is to characterize structural states of the NMDA (N-methyl-D aspartate)
type receptors by using computational methods. NMDA receptors are tetrameric family
members of the ligand-gated ion channel family which is activated by glutamate and glycine.
In this project, local and global motions of receptor upon ligand binding event is studied using
computer based numerical methods. In the first step of the project, human type NMDA receptor
structure is modeled by homology modeling based on two recent X-Ray structures of NMDA
receptor. Since proteins are not static but dynamic entities in solution, ligand-free and ligand-
bound systems are simulated in explicit water and lipid environment via 1300 nanoseconds
molecular dynamics simulation. It is observed that ligand keeps two lobes of the ligand binding
site together and this motion is reflected to ion channel through linkers which are connecting
transmembrane segment of the protein to extracellular side. Also, ligand binding stabilized the

ligand binding domain and enhanced interactions with other regions of the receptor.

Key words: GIuR, molecular dynamics, normal mode analyis, Alzhemier's disease,

neurotransmitter, ion channel proteins, membrane proteins, protein structure modeling
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1. GIRIS
Bir proteinin ¢ozelti icindeyken aldigi konformasyonlar ve bu konformasyonlar arasindaki
gecise sebep olan dinamik yollar, herhangi bir proteinin veya peptitin biyolojik islevine baghdir.
Proteinlerin hareketleri, ligantlarin baglanmasi ve serbest birakiimasi, diger proteinlerle
birlesme ve ayrisma ayni zamanda kimyasal reaksiyonlarin katalizi gibi kritik sireclerde rol
oynamaktadir. Proteinin yapisal bilginin ve dinamiginin anlagiimasiyla, proteinin biyolojik
islevini nasil yerine getirdigi sorusunun ¢éziminde yardimci olabilmektedir. Bu bilgi birikimi
bilimsel arayislari daha ileriye tasirken protein mihendisligi veya ila¢ tasarimina yardimci
olabilmektedir. Bu calisma da NMDA reseptoérinin dinamigini anlamak igin hesaplama

yontemlerinin kullanimina odaklanmaktadir.

N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorl, merkezi sinir sistemi boyunca dagilan bir ligant-kapili
iyon kanalidir. AMPA ve kainat reseptorlerini iceren iyonotropik glutamat reseptorleri
familyasinin bir Gyesi olan NMDA, ismini selektif agonist olan N-metil-D-aspartattan
almaktadir. Reseptor, iki NR1 alt birimi ve iki NR2 alt biriminden olusan bir tetramer proteindir.
Reseptdre glutamat ve glisin baglanmasi ile beraber iyon kanali acilir ve katyonlar (sinapsta
agirlikh olarak kalsiyum) hicre igine dogru kanal yardimiyla gecebilirler. NMDA reseptord,
sinaptik plastisite, 6grenme, motor koordinasyonu ve bellek acisindan kritik bir rol
oynamaktadir. Reseptorin fonksiyon bozuklugu epilepsi, inme, sizofreni, Parkinson,
Huntington ve Alzheimer hastaligi gibi nérolojik rahatsizliklara sebep olmaktadir (Gillessen vd.,
2002). NMDA reseptor fonksiyonun CNS deki genis capli etkisi, yeni gelistirilecek olan

tedaviler icin reseptéri hedef haline getirmektedir.

Bu projede reseptdrli aktif hale getiren glutamat ve glisin molekilinin proteine nasil
baglandigini ve reseptérin iyon iletimine agik ve kapall halleri protein katlama metotlari
kullanarak saptamaya calisiimistir. Ayni zamanda, ligant badlanmasinin sonucu reseptérin
hucrenin disindaki kisminda meydana gelen degisimlerin, hicre membran kisminda bulunan
kanala nasil iletildigini incelenmistir. ilk basamakta insan GIUNR1/GIuUNR2A NMDAR
reseptdériiniin membran iginde kapali iyon kanal hali, 2014 yilinda tetramer halde ¢ézimlenen
2 X-ray yapisi kullanarak “MODELLER” (Sali vd., 1995) programi kullanilarak modellenmigtir.
Homoloji modellemesi deneysel olarak ¢ézumlenen 3 boyutlu (3D) protein yapilarini baz
alarak, hedeflenen proteinin 3D yapisini belirlemeye yardimci bir hesaplamali metottur.
Modeller déngl yapilari olmadan yaratiimis ve en iyi model DOPE (Fiser ve Sali, 2003)
skorlama yontemiyle secilmistir. DOPE, homoloji modelini degerlendirmek igin kullanilan
istatistiksel bir ydntemdir. Model, “HOLE” (Smart vd., 1996) ve “PROCHECK” (Laskowski vd.,
1993) programlari kullanilarak valide edilmistir. HOLE, kanalda ve kanalin membrana dogru
yoniinde 6nceden tanimlanmis noktalari baz alir ve kanalin baslangig ve bitis taraflarini analiz
etmedir. PROCHECK, proteinin rezidulerin acilarini (phi ve psi acilari) hesaplamak igin

1
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kullanilan bir yazilimdir ve bunlarin ramachandran grafiklerinin farkl bolgelerine gore
dagilimini analiz etmektedir. Optimize edilen modele gerekli déngtler “ROSETTA” (Rohl vd.,
2004) programi ile eklenmistir. Protein fonksiyonunu dizenleyen yapisal varyasyonlarin
dinamiklerini anlamak igin elastik ag analizi kullanilmistir. Proteinin yavas modalari
hesaplanmistir ve membranin varliginda en mimkin goérilen iyon kanali hareketleri
incelenmistir. Daha sonrasinda 1300 nanosaniye (ns), ligant-olmayan (apo) ve ligant- bagli
(halo) iki sistem olusturulmus ve molekiler dinamik yéntemiyle simile edilmistir.
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2. LITERATUR OZETi

I~ a NMDA reseptori membran disinda amino
terminal bolgesi (ATD) ve ligant baglanma

sl bolgesi  (LBD), hiicre icinde ise

s transmembran bolgesi (TMD) ve karboksil

5 ‘ﬁﬁv“:‘ terminal alani (CTD) iceren 4 tane alt-

Uniteye  sahiptir  (Sekil 1). NMDA

Extraceliutar reseptoriinin LBD (istiridye kabuguna

T™D fﬁ benzeyen) kismina ligant baglandiginda

S eliular e aktive olur ve TMD bdlgesi membran digsina

D jios fecamee dogru ittirilir. Kanalin agilmasini saglayan

] bu hareket katyonlarin membrandan hicre

Sekil 1. NMDA reseptdriin topolojisi. 2GIuN1 ve icine akmasini sa§lar. Bu mekanizma
2GIu2NB olmak uzere 4 subunit. “konformasyon dalga hareketi” olarak

aciklamistir (Traynelis vd., 2010).

NMDA biyolojik mekanizmasinin anlagiimasi nérolojik hastalilarin tedavisi icin Gnemlidir ¢inku
NMDA normal seviyede calismalari normal beyin fonksiyonlari agisindan hayati énem
tasimaktadir. Fakat NMDA asiri uyarilmasi ise noérolojik rahatsizliklara sebep olmaktadir. Bu
ylzden bu proteinlerin acik kanal hali bloke edilmeli ve bu ilaglar proteinlerin normal fonksiyon
derecelerini koruyarak calismak zorundadir. Bu yuzden ac¢ik kanal yapisin kapal kanal

yapisindan farkliliklarinin anlamak ¢ok énemlidir.

NMDA aktivasyon mekanizmasinin anlasilmasindaki en temel engel glutamat molekull
baglanmis iyon iletimine acgik, aktif, butlin reseptdr yapisinin deneysel olarak bulunmamasidir
(Schmidt ve Hollmann, 2008). NMDA bir membran proteinidir ve membran proteinlerinin X-
Ray gibi deneysel yapi ¢alismalari kiiresel proteinlere gére daha zordur. 2014 yilina kadar tim
protein X-ray yapisi bilinen tek glutamat reseptéri AMPA idi (Sobolevsky vd., 2009). 2014
yilinda yapilan galismalar sayesinde 2 tane heterotetramer NMDA reseptori ¢ézimlenmistir
(Karakas ve Furukawa, 2014; Lee vd., 2014). Bu yapilardan biri 4 Angstréom ve digeri ise 3.7
Angstrém civarinda ¢dzimlenmistir. iki yapida LBD bélgesinde glutamat ve glisin, ATD
bélgesinde ise modulatér icermesine ragmen inaktif haldedirler. Ayni zamanda iki proteinde
sekansinda bulunan dénguler esneklikleri yliziinden X-ray yapisinda ¢ézimlememistir. Bir
diger problem ise X-ray calismalari sirasinda protein Uzerinde gerceklestirilen mutasyonlar
proteinin yapisini da etkilemektedir. Kurbaga Uzerinden modellen yapida TMD daha duzgun

¢bzumlenirken, fare modelinde ise TMD bazi heliks kisimlari eksiktir. Bu agidan modelleme
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yaparken dikkatli ¢calisilmis mutasyonlar ve loop kisimlarinda etkin modelleme metotlarindan

faydalaniimistir.

Batln reseptdr yapisinin aksine, reseptoriin izole edilmis kapali ve acik LBD X-Ray yapilari
mevcuttur (Furukawa ve Gouaux, 2003; Furukawa vd., 2005). ATD kismi i¢in de izole edilmis
farkli agonist/antagonist baglanmis hallerde bulunan birgok X-Ray yapisi mevcuttur (Karakas
vd., 2009; Karakas vd., 2011). LBD igin ligant seciciligi (Lau ve Roux, 2011), yari-etken agonist
aktivitesi (Postila vd., 2011) ve agonist tarafindan tetiklenen LBD iki lobunun kapanmasi
Uzerine (Dravid vd., 2010; Frydenvang vd., 2009) calisiimis molekiler dinamik similasyon
calismalari bulunmaktadir. Bunlara ek olarak glutamatin GluR2 LBD kismina baglanmasinda,
hangi amino asitlerin etkin oldugu gosteren arastirmalarda bulunmaktadir (Okada vd., 2012).
Ayrica kismi agonistlerin LBD bi-lob yapisinin (clamshell, Sekil 1) kapanma derecesinde,
AMPA reseptdrlerinin aksine, NMDA reseptor yapilarinda tam-agonist kadar etkin olabildikleri

gosteren simulasyon galismalari da yuratalmastur.

ATD bolgesi ile ilgili yapisal arastirmalar bu proje dnerisinden beri ¢cok hizlanmistir. NMDA
reseptoriinde ATD bolgesi, AMPA ve kainate reseptorlerine gore farkl bir rol Gstlenmistir. ATD
kismi NMDA reseptoriinde kanalin aktivasyonuna direk olarak etki edebilirken, AMPA ve
kainate reseptorlerde iyon kanali aktivasyonunda belirgin bir rolt yoktur (Dutta vd., 2012). Son
yapilan yapisal ¢alismalarda GIuN1/GIuN2B NMDA reseptorlerinin, farkli ATD bdlgesi igin
ligant kombinasyonlar ile stabilize edilmig, ¢esitli fonksiyonel durumlardaki konformasyonel
hareketine odaklaniimistir (Karakas ve Furukawa, 2014; Lee vd., 2014; Tajima vd., 2016;
Zhu vd., 2016).

Calismamizda kullandigimiz reseptor, GIuN1 ve GIuN2A alt tiplerinden olusan heterotetramer
yapidadir. 2014 vyilinda ¢6zimlenen, ATD bdlgelerinde allosteric inhibitér iceren,
GIuN1/GIuN2B yapilari kullanilarak modellenmigtir (Karakas ve Furukawa, 2014; Lee vd.,
2014). Lee ve arkadaglarinin ¢ozimledigi yapida (Lee vd., 2014) Ro25-6981 inhibitoru bagl
iken, Furukawa ve arkadaslarinin ¢éziimledikleri X-Ray yapisinda (Karakas ve Furukawa,
2014) yine bir allosterik inhibitér olan ifenprodil baglidir. ifenprodil ve R025-6981 bilesikleri,
GIuN1/GIuN2B ATD ara yuzine baglanmaktadir (Karakas ve Furukawa, 2014; Karakas vd.,
2011; Lee vd., 2014).

LRET kullanilarak yapilan baska bir ¢calismada ise ¢inko ve ifenprodil benzer konformasyon
degisikliklerine sebep olarak, NMDA reseptorlerini inhibe ettikleri dne stralmusttr (Sirrieh vd.,
2015). Yapilan galismalarda, ifenprodilin NMDA reseptdrine baglandiginda GluN1 ATD'nin
genel konformasyonunu etkilemezken, GIuN2 ATD'nin dst ve alt loblarinin arasindaki

mesafede azalma saptanmistir (Sirrieh vd., 2015). ATD boélgesi ile ilgili bu ¢alismalar bu
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projenin iP 8 ve IP 9 etkiledi. ATD bélgesine sadece bir bélgeden degil iki farkli baglanma

bdlgesinden incelenmesi gergeklestirildi.

Ek olarak 2018 yapilan bir calismada MK-801 ve memantin NMDA iyon kanallarini nasil bloke
edildigi molekiler dinamik yontemiyle ¢ahlsiimistir. MK-801 ve memantin molekdllerini TMD
vestibuline baglanip, iyon kanalini fiziki olarak tikamaktadirlar. M3-helix tarafindan olusturan
iyon kanal kapisinin kapatiimasiyla, kanal bloke olmaktadir. Bu ¢alismada ATD kismi kesilerek
protein kristalize edildiginde, proteinin aktif yapisindan baska simetride bir TMD/LBD yapisi
elde edilmistir. Bu ¢ok ylksek kristal veren, ama fizyolojik dnemi tartismali ATD icermeyen bir
yapidir (Song vd., 2018).

ATD bdlgesi i¢in yapilan bu yeni calismalar ile bu projede ATD bdlgesine dok edilecek

molekuller Uzerindeki calismamizi etkiledi.

3. GEREG VE YONTEM

3.1 Homoloji ve Dongu Modellemesi

ClustalW c¢oklu sekanslama programi (Thompson vd., 1994) kullanilarak, GIuN1/GIuNR2A
insan sekanslari ve 4TLM ve 4PE5 X-Ray sekanslari hizalanmistir. (Ek 1’de her bir zincir i¢in
hizalama sonuglari bulunmaktadir.) Elde edilen hizalama MODELLER (Fiser ve Sali, 2003)
programi yardimiyla homoloji modellemesi igin kullanildi. Homoloji modellemesi kiyaslamali
bir protein modelleme teknigidir. Sablon yapi ve girdi sekansi hizalandiktan sonra Modeller
programi sablon yapidan elde ettii geometrik ve kimyasal kisitlarin saglanmasi Uzerine
kurulmus bir fonksiyonu optimize ederek girdi yapisi igin model olusturur. Ek olarak sablon
yapilarda bulunmayan déngu yapilari icin ROSETTA (Rohl vd., 2004) ve MODELLER (Sali
vd., 1995) programlari birlikte kullanildi. MODELLER sablondan modelleme yaparken,
ROSETTA ise “ab-initio” yani sablonsuz modelleme konusunda bu alanda altin standart olarak
kabul edilen protein modelleme programlaridir. ROSETTA sablonda var olmayan déngu
kisimlari igin daha klglk fragmentlerden olusan bir kutiphane kullanir. Daha sonra bu
fragmentlerin yardimiyla iki kopuk kisim birbirine sistematik konformasyonel arama ile optimize

edilerek baglanir.

Bu projede homoloji modellemesi igin iki farkli strateji test edildi; tetramer olarak modelleme,
tek tek monomerleri modelleyerek simetri operasyonlari ile tetramer yapiyi elde etme.
Monomer olarak modelleme yapildiginda, problem daha kiglk oldugundan ve optimizasyon
teknigi kiguk sistemde daha iyi caligtigi igin daha iyi kalitede modeller olugmasina ragmen,
zincirler birbirleriyle tetramer olarak etkilesimi bu tip modellemede disarda birakiimis olur.

Dolayisiyla, tetramer olarak modelleme de, komsu atomlarin optimizasyonunu daha titizlikle

5
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karakterize edildigi icin daha dogru gorinmektedir. Bu iki stratejiyi kullanarak MODELLER
programi ile 100 model Uretildi. Tetramer olarak elde edilen yapidan daha iyi skor elde edildigi

icin bu modelin kullanilmasina karar verildi.

Daha sonra bu modelde X-Ray yapisinda bulunmayan loop/déngl yapilari kesilerek
modelleme yapildi. Bu da transmembran kisimlarini birbirine baglayan 2 dénglu ve amino
terminal bolgesi ile ligant baglanma bélgesi arasindaki bir déngldir. Bu basamakta proteinin
diger kisimlari sabit tutuldu ve Rosetta ve MODELLER’ dan elde edilen tim déngu yapilari
yine MODELLER ‘in skorlama fonksiyonu ile degerlendirilerek tim sistem icin en iyi model
olusturuldu. Sekil 2° de bu modelleme stratejisi ile C zincirinden modellenen iki déngu/loop
yapisinin MODELLER loop refinement ve ROSETTA sonuglari gosterilmistir. Bu grafikte x
ekseni aminoasit indeksi, y ekseni ise DOPE MODELLER’ in skorlama fonksiyonudur. Farklilk
sadece loop/dongu bolgesinde gorilir. En duguk skor en iyi modeli gostermektedir. Ayni
sekilde her bir zincir icin modelleme Rosetta ile tamamlanip MODELLER’ in skorlama
fonksiyonu ile tekrar degerlendirilerek tim loop yapilari elde edilmigtir. Ek olarak, DOPE
skorlama yontemi ile secilen modeller PROCHECK (Laskowski vd., 1993) programi ile
incelenmigtir. Bu metot ile elde edilen yapinin analizlerine bulgular kisminda tekrar

deginilecektir.

P L
A) L M ess /. i B) 2 'J?L ¢
S = 24
L".&V\{ ‘?}."(‘~

I [TPrare—

Sekil 2. Modeller programinda sadece dongu modellemesi ile amino asit
skorlama grafigi. A) Kirmizi (Baslangi¢ yapisi), Mavi (Rosetta ile elde edilen
en iyi dongu yapisi) ,Koyu yesil (MODELLER ile elde edilen déngu yapisi)
B) C zinciri Uzerinde modellenen en iyi 20 dongl yapisi mavi ile

gosterilmistir.
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3.2 Elastik Network Analizi ve Molekiiler Dinamik Simiilasyonu
NMDA reseptorii esnek bir protein olup
birden fazla gegis konfirmasyonu vardir.
.o i Bu ylzden ilk olarak Proteinin dominant
d 2 -5 hareketlerini tahmin etmek icin elastik
network analizi metodunu kullandik. Bu
analizde protein sadece alfa karbon
atomlari tarafindan temsil edilmektedir.
Potansiyel enerji ~ fonksiyonu 20
Angstromden yakin her bir alfa karbon
atomu birbirine harmonik yay ile baglanir.
Daha sonra olusturulan kuvvet sabiti

matrisi diagonalize edilerek eigen deger

ve vektorler hesaplanir. Biz de 4TLM

yapisinin geometrik olarak minimize

R SR P A K olmus haline alarak bu analizi kendi
ML St g Nl G SO LTIH3 L1 0
¥ % TR eyt e g K99RL . . . . .
o o =2 f ogiite- kodumuz ile gergeklestirdik. Proteinin
° ' id

blyUkligu agisindan bir web programini
kullanmayr uygun goérmedik. Buradan

Sekil 3. Protein ve membranin su igerisine o
elde ettigimiz ilk 20 mod detayli olarak

yerlestirilmis hali. Dis kisimdaki beyaz ylzey |
incelemeye alinmigtir.
gOsterimi suyu ifade etmektedir. Sistemdeki

sodyum iyonlari kiigiik toplarla gdsterilmistir. Daha sonrasinda homoloji modellenen

yaplya agonist ve co-agonistler dok edildi.
MD simulasyonu igin ligant-olmayan (apo) ve ligant-bagl (halo) iki sistem hazirlanmigtir.
Sistemler hazirlanirken MD simulasyonu igin dnem tasiyan birbirine yakin sistein reziduleri
arasindaki disulfit kdpruleri yaratiimistir. X-ray yapisinda onerilen rezidiler arasindaki disulfit
koprulerinin tamami sisteme uygulanmigtir. Histidin (HIS) ve diger yukli reziddlerin (GLU,
ASP, LYS ve ARG) protonasyon durumlari PROPKA (Olsson vd., 2011) web sunucusu
tarafindan belirlendi. Her iki model de dengelenmemis bir membranin (POPC) igine yerlestirildi
ve TIP3P su molekilleri ile ¢dzllmustar. Sistemlerin icine Na + ve CI iyonlari eklenerek
sistemler nétralize edilmistir. Sonunda, yaklasik 230.000 atomdan olusan bir sistem elde
edilmigtir (Sekil 3).

Ardindan iki sistem igin similasyonlar baslatiimigtir. Protokol 1 de sirasiyla 2 pikosaniye (ps)
minimizasyon ve 2 ns MD olacak sekilde 300 K sabit sicaklikta ve sabit hacimde ve 2

femtosaniye (fs) adim arali@ kullanilarak lipit kuyruklari eritilmistir. ikinci basamakta sadece
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protein atomlarina harmonik kisit uygulanarak (sirasiyla 1, 0.5 ve 0.25 kcal / mol / A?), sirasiyla

2 ps minimizasyon ve 2 ns MD simulasyonu 300 K sabit sicaklikta ve 1 atm sabit basing¢ altinda

kosturulmustur. Ardindan Gglincl basamakta, protein atomlarinin Gzerindeki kisit tamamen

kaldirilarak batun sistem atomlari serbest haldeyken, sistem basing (1 atm) ve sicaklik (310

K) sabit tutularak (NPT) 5 ns kosturulmustur. Sonrasinda ise basing (1 atm), sicakhk (310 K)

ve ek olarak lipit alani da sabit tutularak birbirinin devami olan 5 ns’lik 50 simulasyon (toplamda

350 ns) kosturulmustur.

Tablo 1'de ilk similasyonlarimizi hangi basamaklar halinde tamamladigimiz Protokol 1 ile

gOsterilmistir. Lipid simulasyonlariicin GridMAT-MD (Allen vd., 2009) programi kullanilarak lipit

basina digen alan ve lipid katmaninin kalinligi simalasyon boyunca gdzlemlenmistir.

Tablo 1. MD simulasyon protokolleri

Protokol 1

Protokol 2

1.Basamak

(Lipit Kuyruklarinin

Dengelenmesi)

Minimizasyon: 2 ps
MD: 2 ns

Lipit kuyruklari harig buttn

atomlar sabit

Minimizasyon: 2 ps
MD: 2 ns

Lipit kuyruklari harig buttin

atomlar sabit

2.Basamak

(Protein Kisith)

Minimizasyon: 2ps, MD: 1 ns

Protein atomlari Gzerindeki yay
sabiti: 1 kcal/mol/A?

MD: 0.5 ns

Protein atomlari Gzerindeki yay
sabiti: 0.5 kcal/mol/A?

MD: 0.5 ns

Protein atomlari Gzerindeki yay
sabiti: 0.25 kcal/mol/A?

Minimizasyon: 2ps, MD: 2 ns

Protein atomlari Gizerindeki

yay sabiti: 1 kcal/mol/A?
MD: 2 ns

Protein atomlari Uzerindeki
yay sabiti: 0.75 kcal/mol/A?

MD: 2 ns

Protein atomlari Gzerindeki
yay sabiti: 0.5 kcal/mol/A2

MD: 2 ns




®

TUBITAK

Protein atomlari Gzerindeki
yay sabiti: 0.25 kcal/mol/A?

MD: 5 ns MD: 5 ns
3.Basamak
) NPT sistem, Lipit Alani NPT sistem, Lipit Alani
(Protein Serbest) .. ..
Degisken Degdisken
MD: 5 ns x 260 = 1300 ns
4.Basamak MD: 5 ns x 70 = 350 ns
NPT sistem, Lipit Alani Sabit
(Protein Serbest) NPT sistem, Lipit Alani Sabit

Protokol 1 kullanirken ligantlardan birinin baglanma bélgesinde ¢iktigi géralmustur. Bu sorunu
¢6zmek igin ligantin baglama pozu en iyi skorlanan poz degil X-ray yapisindaki posa benzeyen
olarak alinarak ve simulasyonlar yeniden protokol 2 ‘de 6zetlendigi gibi kisitlari daha uzun slre

tutarak tekrar baglatiimistir.

TUm Molekiiler Dinamik similasyonlar, baglanmamis bir vdW kesikli 12 A ve CHARMM (Feller
ve MacKerell, 2000) (lipid ve protein igin v27) kuvvet alani ile NAMD (Phillips vd., 2005)
programi kullanilarak yapiimistir. Partikil agr Ewald elektrostatik ayarlari her iki sisteme
uygulanirken, kisitli hidrojen atomlari igin SHAKE algoritmasi kullaniimigtir. Her iki simulasyon
da 300ns sonra dengeye ulagsmaktadir. Bu ylzden kalan 1000ns analiz i¢in kullaniimistir.
Butin molekiler dinamik simiilasyonlari Lawrence Livermore National Laboratory

super bilgisayar merkezinde 1024 ¢ekirdek kullanarak yiirutualmustur.

3.3 Temel Bilegen Analizi

Molekuller dinamik simulasyonlari sonucunda buyuk datalar (MD yoéringeleri) elde
edilmektedir. Buyuk ve fazla miktarda olan verilerin boyutlarini azaltarak daha kiguk veriler ile
temsil edilmesini saglayan temel bilesen analizi (PCA), MD “trajektorilerinin” analizi i¢in uygun
bir ydntemdir. ik olarak, yériingede bulunan her konformasyonunun, referans yapi ile (st liste
hizalanmasi gerekmektedir. Ardindan, her konformasyonun ortalama yapidan sapmalari
hesaplanarak, kovaryans matrisini (C) olusturulur (Denklem 1). N atomu bulunan bir sistemin
matris boyutu 3Nx3N olarak hesaplanir. Son olarak, matrislerin diyagonalize edilmesi ile 3N’

ye ait eigen degerler ve eigen vektorler elde edilir.
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AMBER yaziliminin PTRAJ programi kullanilarak, MD “trajektorileri” icin PCA uygulandi (Case
vd., 2005). Kovaryans matrisini (C) denklem 1 kullanilarak hesaplandi. X; ve X, i ve j

rezidulerinin atom koordinatlarini ifade etmektedir.
Cij = ((Xi — (X ). — (X;)) Denklem 1

P eigen vektorleri, A ise eslesen eigen degerleri bulunduran diagonal matrisi ifade etmektedir
(Denklem 2).

C = PAPT
Denklem 2
Sistemin korelasyon analizi Denklem 3. ile yapildi. U degeri, eigen vektérlerin matrisini, 2

degeri ise eigen degerlerin diyagonaliz matrisini ifade etmektedir. Korelasyon haritalari,

proteinin farkli kisimlari arasindaki hareketin korelasyonunu gostermektedir.

10 Uil
=1 _Q”

Cij =

Denklem 3

N[ =

UmUim 1 UinU;
10 Zim7jmy5 (yv10 injn
e (21 )
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4. BULGULAR

4.1 X-Ray Yapilarinin Analizi ve Modelleme

2014 yilinda, iki tane butin NMDAR X-RAY vyapisi 4 ve 3,7 Angstrom olarak ¢ozilmus,
bunlardan biri Science (Karakas ve Furukawa, 2014) ve digeri Nature (Lee vd., 2014)
dergilerinde yayinlanmistir. insan NMDA reseptori ile kurbagadan elde edilen X-Ray yapisi
(4TLM) sekans 6zdesligi, insan NR1 ve NR2A ile %92 ve %81 civarinda, fareden elde edilen
yapida (4PE5) ise, her iki zincir i¢in de %98 civarindadir. Bu projede 6ncelikli olarak bu yapilar
incelenmistir. Fare yapisi sekans benzerligi daha fazla olmasina ragmen iyon kanali igin
gerekli olan M2-M1 baglayici, fare yapisinda ¢ézimlenmemistir. Ayni zamanda 4PE5
yapisinda TMD de ikinci dar bdlge gozlemlenememistir (Sekil 4). Analizlerimizin sonucu olarak

TMD yapisinin daha detayli ve eksiksiz gOsterilmesi nedeniyle 4TLM yapisi sablon olarak

secilmigtir.
Lee et al.: Nature 511,191 (2014)) Karakas and Furukawa: Science 344, 992 (2014)
A B

Sekil 4. A) 4TLM (sar1) ve B) 4PE5 (kirmizi) yapisinin transmembran kisminin por profili. Bu
grafikler HOLE programi ile yaratilmistir (Smart vd., 1996).

Reseptorle sablon (4TLM) sekans benzerligini yiksek olmasina ragmen proteinin buyudklugu
ve bazi déngu/loop yapilarinin X- Ray yapisinda ¢ézimlenmemis, olmasi modellemede bazi
sorunlar yaratmistir. Bu ylizden homoloji modellemesi igin tetramer halinde ve monomer
halinde olmak tzere iki farkh yol izlenmistir. Fakat tetramer halde modellendiginde dihedral agi
kombinasyonlari %77 iken monomer halinde her bir zincir i¢in averaj olarak %86 olmaktadir.
Bu yuzden ikinci bir plan olarak insan yapisi tetramer halinde, X-ray yapisinda bulunmayan
loop/déngu kisimlari kesilerek modellenmistir. Loop/DAngu yapilari ile elde edilen modeldeki
Z-Dope skoruna gore daha iyi bir skorda model elde edilmistir. Ayni zamanda Ramachandran
grafiklerinde izin verilen dihedral a¢i kombinasyon bélgelerinde bulunan amino asit yizdesi

model igin %90 a gikmistir (Sekil 5). Daha sonra bu tetramer halinde modellenmis yapiya

11
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loop/déngu yapilari eklendikten sonra, modelin izin verilen agilar bélgesindeki agi yizdesi %89
olup, “ek olarak izin verilen bolgeler” %7,9 olarak hesaplanmistir (Son modelin Ramachandran

grafikleri, 3. Gelisme Raporu Sekil 1’de detayl olarak gosterilmistir). Bu model kullanilarak

simulasyon kismina gegildi.

Ddngilii model

Z-Dope sonuglari
=1.06

Procheck
sonuglarn =77%

Ddéngisiiz model

Z-Dope sonuglari
=-0.3

Procheck
sonuglari = 90%

Ramachandran Plot
HUMAN.B99990021 _fit
T T ]

Psi (degrees)

IS o \* i

s
.“."., o g . 1-
Maggdeg o | |
2180 135 90 45 0

Phi (degrees)

Doéngiisiiz Modelin

Ramachandran Grafigi

Sekil 5. Loop/Déngu yapilari iceren ve kesilip tetramer olarak modellenen yapilar.
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4.2 Elastik Network Analizi

Elastik network analizi sonucu alinan 20 moddan bizim i¢in énemli olan hangisinin TMD girdle
kisminin acabildigidir. Bu modlarin icinde en dikkat ¢ekici olan Gglincu en yavas Mod 3
olmustur (Sekil 6 ve Ek 2 mpg video). Bu modda hem TMD Ust bdlgesi hem de alt bdlgesi
acildigr gézlemlenmektedir. Bu acilmanin diger bolgeler ile korelasyonuna baktigimizda ise
LBD kisminda a¢i ‘da bir kapanma ve M3-TMD linker bolgesinde bir uzama
gbzlemlenmektedir. Bu mod iyon kanalinin agiimasi igin uygundur. Sonug olarak her iki girdle
'in agilmasini saglayan, LBD de kapanma ve M3-TMD linker uzamasi hareketleri ilintilidir.
Ayrica bu moda TMD kismindan bakildiginda kanal ekseni boyunca bir dénme hareketi
gozlemlenirken, ATD ve LBD kisimlari beraber hareket ederek ayni eksende ama ters yonde

bir hareket yapmaktadirlar. Sekildeki sari oklar bu mod hareketinin yonunu géstermektedirler.

Sekil 6. Elastik network analizi 3. Mod A) alttan iyon kanali

bdlgesinden gérintu. B) ATD yani Ust taraftan goruntu.

Kanalin agilmasi igin mimkun goérinen ikinci mod ise Mod 9 olarak tespit edilmistir. Mod 9 ise
ayni Mod 3 gibi, TMD iki dar bélgesi, LDB ve M3-TMD ddnguleri arasinda korelasyon vardir.
Sdyle ki, bu mod kanal ekseni boyunca bir nefes alma hareketi ya da genlesme hareketi olarak
dagundlebilir. Biz bu modlar incelerken iyon kanalinin membran boyunca uzanmasi
dolayisiyla, hareketlerin membrani penetre edemeyeceklerini dislinerek se¢cmeye c¢alistik.
Mod 9 da genlesme kanal ekseni boyunca oldugu igin olasi bir harekettir. 2015 yilinda Ivet
Bahar ve arkadaglari (Dutta vd., 2015) tarafindan benzer bir analiz AMPA ve NMDA
reseptorlerin elastik modlari Uzerine yapildi. Fakat bu modlarda, kanal agilmasi Uzerine
calisiimamistir. Ek 2’de saglanan mpg videolarinda olarak yukarida bahsedilen mod 3 ve mod

9 hareketleri gdsterilmistir.

13
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4.3 Molekiiler Dinamik Simiilasyon ve Sonuglari

Yontem kisminda Protokol 1 uygulanan halo simulasyonunda 80 ns civarinda, RMSD
degerinde bir ziplama oldugu goézlemlenmistir. Yoringe incelendiginde ligantin baglandigi
yerden ¢iktigr goériimektedir (Sekil 7 A). Bu sorunu ¢ézmek igin molekdlinin oryantasyonu
degistirilmis (X-ray yapisindaki oryantasyon alinmigtir) ve Protokol 2 kullanilarak yeni

simulasyonlara baglanmistir.

o
o 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300
Nanosecond (ns)

Sekil 7. A) Ligantin baglanma bolgesinden kagma yoringesi. B) Co RMSD grafigi (apo

kirmizi ile, halo yesil ile gosterilmigtir).

Bu projede halo ve apo simulasyonlar igin 1300 ns tamamlanmistir. RMSD grafikleri Sekil 7 B
gOsterilmistir. Sonrasinda 300 ns olarak alinan dengeleme suresi atildiktan sonra, 1000 ns
olan similasyon yéringeleri incelemeye baslandi. Bu bdlimdeki bulgular bu “trajektori”

analizinden elde edilmistir.

14



4

TiBiTAK

Angstrom (A

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 ) 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Nanosecond (ns) Nanosecond (ns)

GluN1 GluN2B

GluN2B GluN1

] 100 200 300 400  S00 600 700 800 900 1000 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Nanosecond (ns) Nanosecond (ns)

Sekil 8. Simulasyon igin bakilan yapisal parametreler A) Transmembran bélgesinin
“tube” reprezentasyonuyla Z ekseninden 90° dondurllerek Ustten ve (B) alttan
gérinimi. Ust kisimda bulunan dar bdlgeyi olusturan reziduler kirmizi toplarla, alt
kisimdaki dar bolgeyi olusturan reziduler yesil toplarla gésterilmistir. Bu uzakliklarin
apo (kirmizi) ve halo (yesil) similasyonlari degisiminin grafikleri gosterilmistir. (C)
Amino terminal bdlgesindeki GIuN1 ve GIuN2A zincirlerden secilen agirlik merkezleri
turuncu ve mavi dairelerle gosterilmistir. Altinda bu noktalar arasindaki uzakliklarin
degisimini gbsteren grafik apo (kirmizi) ve halo (yesil) similasyonlari i¢in ¢izilmistir.
(D) Ligant baglanma bdlgesi lzerinden secilen rezidiler arasi élgllen uzakhklarin

degisimini gosteren grafik apo (kirmizi) ve halo (yesil) similasyon icin cizilmistir.

15
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ilk olarak iyon kanali boyunca degisikliler incelendi. iyon kanalinda st ve alt olmak iizere iyon
gegcisini kontrol eden iki kapi bulunmaktir. Sekil 8'deki grafiklerde yesil ¢izgi ile halo, kirmizi ile
ise apo simiilasyon boyunca bu dar bélgelerdeki degisimler gdsterilmistir. iyon kanali M1,M2,
M3 ve M4 olarak adlandirilan 4 tane hidrofobik heliksden olusmaktadir. Grafiklerde géraldugu
gibi Ustteki dar bélge halo yapida 33-34 Angstrom’da seyrederken, apo simiilasyonda 31
Angstrom degerlerinde seyretmektedir (Sekil 8A). Alttaki dar bodlge ise apo ve halo
simUlasyonlarda benzer degerler gdsterirken, halo simulasyonda bu bdlge yaklasik bir 200-

300 ns zaman aralidinda agiimaktadir (Sekil 8B).

Sekil 8C’de amino terminal kismindaki (ATD) hareketleri iziemek i¢in her zincirdeki ATD’lerin
ayri ayri agirhk merkezleri hesaplanmis ve bu agirhk merkezleri arasindaki uzakliklarin
toplamlarinin grafigi cizilmistir. Amino terminal kisminda apo simulasyonda daha genis bir cap
gbzlemlenirken, halo similasyonundan bu ¢ap daha kiguk kalmistir. Sekil 8D’de ise ligant
baglanma boélgesindeki (LBD) degisimler icin her zincir Gzerinden literatirde belirlenmis
rezidller (Lee vd., 2014) secilmis ve karsilikli zincirlerdeki rezidllerin aralarindaki uzakliklar
Olclimustar. Sekilde LBD Uzerinden secilen reziduler siyah toplarla, karsilikli zincirlerdeki
reziduler arasi Olgulen uzakliklar kesikli gizgilerle gdsterilmistir. Apo simulasyonunda LBD
capraz mesafesi (Sekil 8D'de kirmizi cizgi ile gdsterilmistir) 65 Angstrom civarlarinda
seyretmektedir. Halo similasyonunda ise (Sekil 8 D'de yesil ¢izgi ile gbsterilmistir) yaklasik 70
Angstrom civarlarinda baslamis 200 ns sonra 80 Angstrom c¢ikmistir. Daha sonra ise 75
Angstrom civarlarinda dalgalanmaya devam etmistir. Apo similasyonundaki bu parametre
halo similasyonuna kiyasla daha az dalgali gérinmektedir ve apo'da mesafe ¢ogunlukla
dusuk kalmigtir; bu, LBD kisimlarinin daha kompakt bir yaplya sahip oldugu anlamina
gelmektedir.
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B)

Angstrom (A)

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 440 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Nanosecond (ns) Nanosecond (ns)

Sekil 9. A) K216C mutasyon bdlgesi. ATD ve lizin rezidllerinin arasindaki mesafe
“cartoon” ¢izim yontemiyle gosterilmigtir. B) LBD aralik agisi. LBD ve TMD’nin “cartoon”
gOsterimi. Oklar, LBD heterodimerlerinin “two-fold” eksenini temsil etmektedir. Eksenler

arasindaki agi degisimi “cartoon” gizimiyle gosterilmistir.

Gozlemlenen bir baska parametre ATD alt birimlerindeki lizin reziduleri (997/GluN2A: ve
2586/GIuN2A;) arasindaki mesafelerdir. 4TLM yapisi kristalize edilirken bu lizin reziduleri
sistein reziduleriyle degistirilerek disulfit bagi yapmasi saglanmistir (Lee vd., 2014). Bu
rezidulerin atomlari arasindaki mesafe sekil 9A da grafige dokulmustur. Halo simllasyonunda
mesafe, 200 ns' ye kadar 12A kadar dalgalanmistir ve ardindan yoriingenin geri kalani igin 5A
dismustur. 250 ns' den sonra apo simulasyonunda (Sekil 9A da kirmizi ¢izgi ile gdsterilen)
ortalama daha blylk bir mesafe (~ 9 A) gézlenmistir. Yani, lizin rezidlleri, (ATD'ler arasindaki

mesafe) halo similasyonunda birbirine daha yakin bulunmaktadir.

GIuN1,/GIuN2A; ve GIuN1yGIuN2A; LBD heterodimerleri arasindaki agi, dengelenmis
yoringe boyunca Sekil 8B de izlenmistir GIuN12/GIUN2A; ve GIuN1i/GIUN2A;
heterodimerlerinin arasinda iki vektor olusturulmustur. Daha sonra Uretilen iki vektor arasindaki
acl hesaplanmistir. Halo similasyonda agi (Sekil 9B’de yesil gizgi ile gosterilen), 52 dereceden
baglamistir ve 200. ve 450. ns arasinda 55 dereceye yukselmistir. Apo simulasyonunda ise
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agl (Sekil 9B'de kirmizi ile gosterilen), 55-56 derecede dalgalanirken, 60 derecede

sonlanmistir. Apo ya goére halo da yaklasik 5 derece kapanma gdzlenmektedir.

Sekil 10A’da ise ligant baglanma bolgesinde iki lobun kapanma acilari kiyaslanmistir. GIuN1
zincirlerinde bu acllar arasinda apo ve halo similasyon arasinda bir fark goérilmezken, GIuN2A
glutamatin baglandigi boélgede farkliliklar gézlemlendi. Her bir GIuUN2A zinciri icin bu aginin
halo simulasyonda 4 derece daha kapali olugu gdézlemlendi (sekil 10A en altta gdsterilen
grafik). Bu ligant baglanmasinin iki lobu daha fazla bir arada tuttugunu gosteriyor ve iki tip

zincir i¢in farkhlik gézlemlenmistir.

Sekil 10B’de ise ligant baglanma bdlgesini transmembran helikslere baglayan linker
bdlgelerinin uzunlugu incelenmistir. Apo simulasyonlardaki uzaklklar kirmizi, halo yapidakiler
ise yesille gdsterilmistir. Burada yine GIuN2A zincirinde bu uzakhdin apo similasyonda halo
simiilasyona gore kisa kaldigi gézlenmemistir. ilk simiilasyon arasinda yaklasik 10 A bir fark

vardir.
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Subunit A Subunit C

Apo GIluN1,/GluN1, M3-S2 linker
Halo GIuN1,/GluN1, M3-S2 linker
Apo GIuN2A, /GIuN2A, M3-S2 linker ——-— -
Halo GIuN2A,/GIuN2A, M3-S2 linker ———

Nanosecond (ns)

GIuN2A

Angstrom (A)

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Nanosecond (ns)

Sekil 10. A) LBD D1 ve D2 loblari arasindaki agi farki GIuN1 ve GIuN2A zincirleri igin
grafiklerde gdsterilmistir. B) Alt tipler arasindaki M3/S2 linker mesafe degisimi. Alt
iplerin M3/S2 baglayicilari arasindaki mesafenin (siyah gubuklar) apo (kirmizi) ve halo

(yesil) simulasyonlari boyunca nasil degistiginin grafikleri gosterilmistir.
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G|U\2A,

[

GluN2A; 2
" GluN1,

Sekil 11. Kanal yapisi analizi (A/B/C) Alt kapinin en dar(Halo-gri) ve en genis(Halo-renkli)
hallerinin hizalanmasi. Sari GIuN11, mavi GIuN2A1, yesil GIuN12 ve mor GIuN2A2
zincirlerini belirtmektedir A) Kanal alt tarafindan, M3 ve M2 heliksleri opak halde, M4 ve M1
heliksleri transparan olarak, B) Kanal yandan ve M4 heliksleri opak olarak, C) M2 heliksleri
opak M1 ve M4 heliksleri transparan gosterilmistir.M3 heliksleri ise C) resminde
gosterilmemektedir. (D/E/F/G) Ust kanalin en dar(Apo-gri) ve en genis (Halo-renkli) hallerinin
hizalanmasi ve M3/ M2 helikslerinin gdsterimi. Mavi GluN11, kirmizi GIuN2A1, mor GluN12
ve sarl renk GIUN2A2 zincirlerini tayin etmektedir. D) kanalin alt E) kanalin Ust F) ve G) ise

kanalin yan goruntuleridir.

Sekil 11A’da, halo TMD alt kapinin en genis ve éncesinde en dar oldugu zaman araligindan 2
kare segcilip hizalanmigtir. Sekil 11A incelendiginde, GluN1; (sari toplar) M2 heliksi sola dogru
tilt hareketi yapmaktadir. Bu hareket M2 ye bagli olan ve kanaln alt kisminda dar bdlgeyi
olusturan loop (ilmek) yapisini geriye gekerek kanal genigligini artmaktadir. GIuN2A; (mor) M2
heliksi saat yonunun tersine dogru kaymaktadir (Sekil 11C). GluN1, (yesil) M2 ve M3 ve
GIuN2A: M2 heliksleri ise kanalin merkezine dogru yaklagsmaktadir. Sekil 11B de GluN1:ve
GIuN2A; M4 helikslerinin sola dogru tilt hareketi yaptigi gézlemlenmektedir. Tim bu bulgular
dahilinde hareketin saat yonunun tersinde, yana dogru kayma hareketi yaptigi goériimektedir.
lyon kanali hareketini daha iyi gézlemleyebilmek igin Ust kapinin halo yapisinda en genis
oldugu ve apo yapisinda da en dar oldugu araliktan 2 gérinti alinip birbirlerine hizalanmistir.
(Sekil 11D/E/FIG). Apo yapisindan halo yapisina gecerken gbéze c¢arpan en net hareket,
GluN1: ve GIuN1: zincirlerinin M3 heliksleri, disariya dogru acilip kanalin merkezinden
uzaklasmasidir (Sekil 11G). Bu ¢ekilmede M2 helikslerini disari dogru itmektedir. Kanala Ust
kisimdan bakildiginda ise kanalin daha simetrik bir pozisyon aldigi fark edilmistir.
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4.4 Temel Bilegsen Analiz Sonuglarn (PCA)

Apo ve halo simulasyonlarina ait dengeye gelmis yoriingelerin, baslangicindan 300 ns aralidi

¢ikarilarak, geriye kalan 1000 ns i¢cin PCA analizi yapilmistir. Sistemin tamami 3189 rezidiiden

meydana gelmigstir. 9567 adet eingendegeri ve eingenvektéri, AMBER molekiler dinamik

programinin PTRAJ uygulamasi kullanilarak hesaplanmistir. Literattirde yer alan ¢alismalarda

ilk 10 eigendegerlerinin proteinin en yavas hareketini veya “fluctuationlar’” (dalgalanmalarr)

ifade etmek igin yeterli oldugu gérilmuastir (Hayward ve de Groot, 2008; Issack vd., 2012). Bu

calismada apo ve halo similasyonlarinin toplam dalgalanma degerleri %64,5 ve %77,43'dlr.

Analiz sonucu elde edilen ilk 10 eigendegeri Tablo 2’ de yer almaktadir. Kovaryans matrisi, ilk

10 eigenvektor ve eigendegerleri kullanilarak hesaplanmistir.

Tablo 2. ilk 10 eigen degerin PCA'daki tiim eigendegerleri arasindaki ylizdelik katkisi.

Apo (1000ns) Halo (1000ns)
2988.41 8338.03
1131.90 1685.92
568.17 929.20
455.64 597.01
371.79 489.97
343.41 412.79
286.32 317.33
231.82 245.30
169.42 218.63
157.33 180.32
64.60% 77.43%

Sekil 12 deki sonuglar, Ca atomlarini baz alinarak
normalize edilmis kovaryans matris degerlerini ifade
etmektedir (Denklem 3). Ayrica, LBD'ye ligant
baglanmasindan sonra iligkili hareketlerin nasil
etkilendigini gostermektedir. Korelasyon grafiklerinde
diyagonal segmentler, proteinin uzamsal olarak yakin
segmentleri, diyagonal olmayan segmentler ise uzak
bolumler arasindaki korelasyonlarini gdstermektedir.
Grafiklerin sagindaki renkli c¢ubuklarda +1 yonlne
dogru bdlimlerin tamamen korelasyonlu bir sekilde
hareket ettigini, -1 yénune dogru ise anti korelasyonlu
hareketler gosterdigi anlamina gelmektedir. Sekiller
korelasyon derecesine goére renklendiriimektedir. +1

kirmizi ile temsil edilirken, -1 mauvi ile temsil edilir.
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Sekil 12. Tim alt birimlerinin i¢in apo ve halo simulasyonlarinin
korelasyon grafikleri. A) GluN1; apo B) GIuN1; halo C) GIuN2A;
apo ve D) GIuN2A; E) GluN1; apo F) GluN1; halo G) GIuN2A;

apo ve H) GIuN2A; halo similasyonlarini géstermektedir.

|
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GIluN1,'in capraz korelasyon grafigine gore, halo simulasyondaki korelasyon hareketlerinde iki
belirgin artig vardir. Bolge A LBD de S1 kismini, bdlge B ise LBD’nin S2 kismina denk
gelmektedir. S1 LBD’yi M1’e, S2 ise M3'U M4 heliksine baglayan déngulerdir. Bélge A ve B ye
go6re LBD ile ATD arasinda korelasyon halo simulasyonunda artmaktadir (Sekil 12A/B).

Sekil 12 C/D sirasiyla apo ve halo simulasyonlarin GIluN2A,'deki korelasyonlarini
g6stermektedir. iki bélgede korelasyon artisi gdzlenmektedir. C bélgesi, LBD’nin biitin S1 ve
S2 bolgeleri arasindaki korelasyonu gostermektedir. Bu korelasyonun halo ‘da arttigi
gorulmektedir. D bdlgesi ise LBD’nin S1 bolgesi ile ATD bdlgesi arasindaki hareketin apo ‘ya

kiyasla halo simulasyonunda daha fazla iligkili oldugu anlatmaktadir.

GIuN1, ve GIUN2A, alt Unitelerinde de GIuN2A,'de gdzlenen ayni bdlge (C Bolgesi), halo
simllasyonunda daha yuksek korelasyon gdstermektedir (Sekil 12). Ek olarak, GIuUN2A,'de
halo simulasyonunda, M1-M3 ve M4 helisleri arasindaki korelasyonda bir artis da

go6zlenmektedir.

Sekil 13 ‘de ise PCA analizindeki en buylk varyansa sahip mod farkli subunitler igin
gosterilmistir. Bu iki resim icin ek olarak video da ek olarak sisteme ylklendi (Ek3 gif). Burada
g6zlemlenen ise halo simulasyonlarinin apo simulasyonlara goére “collective and concerted” bir
hareket yaptigi olmustur. Ek olarak halo similasyonlar tek basina incelendiginde, GIluN1 ve
GIuN2A zincirlerinin bir tanesinde daha blylk hareketler gézlemlendi. Bunlar Sekil 13 A’da
mor ile gosterilen zincir ve 13 B’de yesil ile gosterilen zincirlerdir. Bu iki zincir molekildeki
simetrinin birbirine komsu olan zincirlerde gdzlemlendigidir. Sekil 13’de oklarla gosterilen

hareket ayni zamanda Ek 3'de mpeg olarak da saglanmigtir.
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Sekil 13. PCA ilk modun her iki simtlasyon igin kirpi “porcupine” gésterimi.
A) GIuN1 alt tiplerini gdsterilmektedir. GIuN1, mavi GIuN1, mor renk ile
gOsterilmistir. B) GIuN2A alt tiplerinin porcupine grafigi gosterilmektedir.
GIuN2A, yesil, GIuN2A,sari renk ile gdsteriimektedir.

4.5 ATD Bolgesinde Yapisal Degisiklikler

ATD bélgesindeki ligantlar, ifenprodil GIuN1/GIuN2B ara yizine baglanirken, c¢inko
GIuN2A’nin Ust ve alt loblari arasina yuksek afinite ile baglanmaktadir (Choi ve Lipton, 1999;
Rachline vd., 2005) (Her bir ATD zinciri yine ligant baglanma bdlgesinde goéruldigu gibi
istiridye kabugu gibi iki lobdan olugsmaktadir). ifenprodilin baglanmasi igin GIuN2 bi-loblarin
“yeterince kapall” olmasi gerekmektedir(Romero-Hernandez vd., 2016). Cinko bagl GIuN2A
ATD bi-loblarinin GIuN2B ATD bi-loblarina gore 13 derede daha acik oldugu ve GIuN2B ATD
loblari kadar kapanamadidi belirtiimistir (Romero-Hernandez vd., 2016). (GIuN2 ATD’nin
loblari acik oldugunda GIuN1-GIuN2 ara yuz alani daralmaktadir.). Ayni zamanda
GIuN1/GIuN2A ATD' sinin tum yapisi, ifenprodil bagh GIuN1/GIuN2A ATD’ sine goére, 12
derece rijit gévde rotasyonu yapmaktadir. Bu konformasyon degisikligi GIuN1/GIUN2A ara

yuzunde bulunan GluN1-a3 ve GIuN2A-a2 heliksleri arasindaki mesafeyi kisaltarak, ifenprodil
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baglanma bdlgesini daraltmaktadir. Bu bulgular géz énine alinarak, GIuUN1/GIuN2A ATD ve
GIuN1/GIuN2B ATD arasindaki ara yuz mimarisindeki fark, ifenprodilin, GIuN2B iceren
reseptorlere spesifik olarak baglanmasinin sebebi oldugu séylenmigtir (Romero-Hernandez
vd., 2016).

ifenprodilin ATD bdlgesine baglanmasi, GluN1-a3 ve GluN2-a2 helikslerinin arasindaki
uzakliga baglidir(Romero-Hernandez vd., 2016). ifenprodil bagli GLUN1/GLUN2B yapida
(Karakas vd., 2011) ,bu iki heliksin kiitle merkezleri aralarindaki mesafe 12.36 Angstrom iken,
GLUN1/GLUN2A yapisinda (Romero-Hernandez vd., 2016) 9.7 Angstromdur. Asagidaki
sekiller tim simulasyon yoéringesi boyunca iki heliksin kitle merkezleri arasindaki uzaklik

degisimini géstermektedir.

| L' Ui

8.5

Angstrom (A)

'-'HI"'M' HM'

9.5
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300
N:

8
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 lanosecon d (ns)
Nanosecond (ns)

Sekil 14. A) GluN1;-a3 ve GluN2A:-a2 ve B) GIuN1:;-a3 ve GIuN2A;-a2

helikslerinin kitle merkezleri arasindaki mesafe degigimi

Sekil 14A ve sekil 14B’'ye gbére, NMDA vyapimizda ifenprodilin sidacagi kadar yer
bulunmaktadir. Bu bulgular baz alarak ¢inko ve ifenprodil, halo yapimiza dok edilip aralarindaki
yapisal farkliliklarin gézlemlenmesi planlanmaktaydi. Bu basamagi kanal yapisinin tam agik

hali elde edildikten sonra uygulamamanin daha uygun olacagi distnulmastir.

25



®

TUBITAK

5. TARTISMA VE SONUC
Bu projede elde edilen sonuglar genel olarak iki bdlime ayrilabilir: Proteinin modellenmesi ve
yapinin dinamik 6zelliklerinin arastiriimasi. Asagida her bir is paketi ile iligkilendirerek sonuclar

sunulmustur.

is paketi bazinda bakildiginda, iP 1, yani kapali iyon kanali yapi modellenmesi, yapinin
modellenmesi beklenen 3 aylik stireden daha uzun bir stirede tamamlanabildi. YurGitici daha
once gamma-amino btrik asit reseptoriinin, ki o reseptér de yine ayni burada modellenen ve
simule edilen yapi gibi ligant-bagh bir iyon kanalidir, modellenmesi lGizerine deneyim sahibidir
(Ayan ve Essiz, 2018). Fakat burada elde edilen X-ray yapilarinin mutasyon, disulfit kdprusu
ve bazi buylk donglu yapilari kesilmesi gibi metotlara basvurularak kristalize edildigi
gOzlemlendi. Ek olarak transmembran kisminda, kanalin alt kismini siralayan amino asit
¢6zinarltklerinde de problemler ile karsilagiimistir. Bu da homoloji ve loop/ddngi modellemesi
kisminin yani iP 1 ‘in éngoriilen siireden daha uzun siirede tamamlanmasina sebep olmustur.
Bu kisimda diger yapilara gére ¢ok daha detayli bir analiz yapilmasi gerekti. Sonugta iki sablon
yap! kullanilarak ve ROSETTA programi kullanilarak loop/déngl “ab-initio” modellenmesi
basamaklari projeye eklendi. Bu kisimlarda iki farkl programin MODELLER ve ROSETTA ‘nin
skorlama fonksiyonu kros-validasyon icin kullanilarak, sonu¢ modeli tetramer olarak elde
edildi.

IP 5, normal mod teknigi ile iyon kanali agik yapisinin elde edilmesi, bu yapi elde
edildikten hemen sonra yapilmigtir. Bu mod analizinde iyon kanali yapisinda agilmaya sebep
olan iki mod gézlemlendi. ilki en yavas 3. frekansa sahip Mod 3, ikincisi ise en yavag 9. Mod
olan Mod 9'dur. ilk modda TMD kismi biitiin halinde rotasyon yaparken, LBD ve TMD birlikte
onun ters yoninde hareket etmektedirler. Mod 9 ise daha ¢ok bir tilt ile genlesme hareketidir.
Her iki modda ortak gézlemlenen ise TMD zincirlerini LBD zincirlerine baglayan bdlgedeki

dongulerin bu hareketler sonucunda uzayip kisalmasidir.

IP 2 yani protein yapisinin stabilite icin harmonik kisith molekiiler dinamik ile sinanmasi,
IP 4 yani iyon kanali yapisinin iyon iletimine kapalilik testi yani iyon kanalinin kapali iyon
yapisinin 1 mikro saniye RBD simiilasyonu ve iP 6 yani iyon kanalina glutamat/glisin
doklanmasi ve yapinin 1 mikro-saniye RBD simiilasyonu icin éngériilen 1 mikro saniye
simulasyonlar tamamlanmigtir. Bu simulasyonlarda ligant molekulu baglanma bdlgesinden
ayrildigi icin protein ve ligant molekullerinin Uzerindeki kisitlarin daha uzun sure tutuldugu
dengeleme simulasyonlari (Yéontem, Tablo 1, Protokol 2) yapilmasi gerekti. Ligant
molekulinin baglanma bdlgesini terk etmesi, projeye basvurdugumuzda dngdérebildigimiz bir
risk degildi. Fakat harmonik kisitlari dengeleyerek bu sikinti asildi ve toplam 1300 ns

simulasyonlar apo ve halo yapilar icin bagari ile tamamlandi. Molekuler dinamik simulasyonlar,
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Lawrence Livermore National Laboratory (LLNL) stper bilgisayar merkezinde 1024 cekirdek
kullanarak Cab ve Syrah isimli makinelerinde kosturulmustur. Cab makinesi her biri 2.6 Ghz
islemci saat hizina sahip 20,736 ¢ekirdek ile her makine 32 GB olmak Uzere toplamda 41,472
GB ram bellek icermektedir. Syrah makinesi ise her biri 2.6 Ghz islemci saat hizina sahip 5,184
cekirdek ile her makine 64 GB olmak Uzere toplamda 20,736 GB ram bellek icermektedir. Her

5 ns similasyon yaklasik 3 saatte tamamlandi.

Bu asamada IP 3’den bahsetmek uygun olacaktir. Proje 6nerisinde daha hizli bir metot
olacak rigit blok uygulamasinin (RBD) uygulanip similasyonlarin hizlandiriimasini
planlamistik. Ama LLNL’deki stper bilgisayar sisteminin yenilenmesi ve bize verilen bilgisayar
zamaninin yaklasik 2 kat artirilmasi sebebi ile boyle bir metodu uygulamaya gerek kalmadi.
Bu ag¢idan similasyonlar “all-atom” MD ile tamamlandi, “coarse-grained” RBD metotu
kullaniimadi. RBD metodunun yaklasik bir metot olmasi sebebiyle bilgisayar kapasitesinin

yettigi bir durumda bu metodun kullaniimasi tercih edilmemisgtir.

IP 7°de bahsedilen simiilasyon sonuglarinin analizleri bu projenin esas dnemli bulgularidir.
Proteinin halo ve apo yapilarini hem farkli yapisal parametrelerdeki degisikliklere hem de elde
ettigimiz yoringelerin farklarini inceleyerek ¢ézimlemeye calistik. NMDA reseptérinin iyon
kanali kismi potasyum KcsA kanalinin kapali yapisinin “upside-down” haline benzetilebilir
(Zhou vd., 2001). M3 heliklerisinin kros ettigi yer NMDA kanalinda Ustte iken, potasyum
kanalinda alttadir. Potasyum kanalinin aktive olmasi kanalin digindaki voltaj sensorlt heliks
yapilarina baglidir. Fakat NMDA sisteminde voltaja bagh bir kapanip agilma degil, ligant
baglanmasina bagli bir kapanip agilma s6z konusudur. Normalde bu tip kanallarin similasyon
suresince acgilip kapanmasi genelde zor gdzlemlenir (Bdyle bir voltaj degisikligini gergekgi bir
sekilde simule etmekteki sikintilardan dolayi). Bizim simulasyonlarimiz da kanalin tam acik

yapisini elde edilemedi. Fakat ilk agilma yani ‘semi-open’ kanal yapilari gézlemlendi.

Sekil 11 A, B ve C'de, halo alt kapinin en genis ve en dar oldugu zaman araligindan 2 kare
segilip hizalanmistir. Sekil 11A incelendiginde, GLUN11 (sari toplar) M2 heliksin sola dogru tilt
hareketi yaptigi gozlenmektedir. Bu hareket araciligiyla, M2 ye bagli olan ve kanalin alt
kisminda dar bdlgeyi olusturan loop (ilmek) geriye c¢ekilerek kanal genisligi artmaktadir.
GLUN2A; (mor) M2 heliksi saat yoninun tersine dogru, kayma hareketi yapmaktadir. (Sekil
11C). GLUN1; (yesil) M2 ve M3 ve GLUN2A; M2 heliksleri ise kanalin merkezine dogru
yaklagmaktadir. Sekil 11B de GLUN1; ve GLUN2A; M4 helikslerinin sola dogru tilt hareketi
yaptid1 gozlemlenmektedir. Tum bu bulgular dahilinde hareketin saat yonunun tersinde, yana
dogru kayma hareketi yaptigi gorulmektedir ve temel olarak acgilmanin N1 zincirinden

kaynaklandigi gdzlemlenmistir.
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lyon kanali hareketini daha iyi gézlemleyebilmek igin Gst kapinin halo yapisinda en genis
oldugu ve apo yapisinda da en dar oldugu araliktan 2 gérintd alinip birbirlerine hizalanmigtir.
(Sekil 11 D, E, F,G ayni gorunti farkl agilardan goésterilmistir). Apo yapisindan halo yapisina
gecerken goze carpan hareket, GluN1; ve GIuN1: zincirlerinin M3 heliksleri, disariya dogru
acihp kanalin merkezinden uzaklasmasidir. Bu c¢ekilmede M2 helikslerini disari dogru
itmektedir. Ozelikle bu hareket GIuN1; zincirinde daha net gozlenmektedir. GLUN2A; ve
GIuN2A, M3 heliksleri kanalin merkezine dogru yaklagsmasina ragmen M2 helikslerinin yana
tilt hareketi kanalin dar kismini olusturan looplarini (ilmeklerini) asadiya dogru cekmektedir.

Kanala Ust kisimdan bakildiginda ise kanalin daha simetrik bir pozisyon aldigi fark edilmistir.

Twomey ve arkadaslarinin 2017 yilinda yaptiklari calismada, AMPA reseptorinin Cryo-EM
yapilar ¢ikartiimis ve gating mekanizmasini incelenmigtir (Twomey vd., 2017). Cézumlenen
yapilarda iyon kanali agik ve kapali halde bulunmaktadir. Bu ¢alismada alt tiplerin iyon kanal
acilimindaki etkisini saptayabilmek i¢in, membrana paralel (B ve D zincirleri arasi) ve dikey (A
ve C zincirleri arasi) olan M3-S2 linkerlarin (baglayici ilmekler) arasindaki mesafe farki
Olciimustir. Kapali yapidan agik yapiya gecgerken dikey M3-S2 linkerlarin arasindaki
mesafenin 23 A ‘dan 24 A'ya, paralel olanda ise 56 A dan 68 A’ya degistigi goriimustir. (Sekil
10B). Bu gozleme dayanarak, paralel M3-S2 linkerlarin, iyon kanall agiimasinda merkezi rol
oynadigi belirtilmistir. Ayni analiz bu projedeki apo ve halo simulasyonlarin yériingeleri igin
uygulanmistir (Figure10 B grafik). GLUN2A1//GLUN2A; M3-S2 baglayici ilmeklerin arasindaki
mesafe, simiilasyon boyunca halo yapisinda, apo’ ya gére 12 Angstrom daha genistir.
GLUN11/GLUN1, M3-S2 baglayici ilmekleri i¢in belirgin bir fark goérilmemistir. Bu da kanalin
linkerlardan c¢ekilerek M3 helixleri boyunca acildiginin gézlemlenmesidir. Bu sonug agik

yapisi elde edilen AMPA reseptorii ile bire bir 6rtiismektedir.

Bir diger 6nemli sonu¢ da ligant baglanma bolgesinin hareketlerindedir. Sekil 10 A ‘da farkh 4
zincir igin LBD bdlgesinde bulunan iki lob’un kapanma agilari arasindaki fark hesaplanmigtir.
Sadece GIuN2A zincirleri i¢in bu ac¢inin halo similasyonda apo yapiya gore 4 derece daha
kapall olugu gbézlemlendi (Sekil 10 A sol panel en altta gdosterilen grafik). Bu ligant
baglanmasinin iki lobu daha fazla bir arada tuttugunu gdsteriyor ve iki tip zincir igin GIuN1 ve
GLUNZ2A icin farkhlik gdsteriyor. SOyle ki LBD bolgesindeki iki lobun kapanmasi, TMD-LBD
zincirlerinin ¢ekilmesine, bu da sekil 10 B'de gosterilen uzakhigin halo similasyonda daha
genis olmasina sebep olmustur. Bu potasyum kanalindaki gibi TMD bolgesindeki helikslerinin
yukariya dogru cekilerek acilmasi hareketidir. Fakat sadece iki lobun kapandigi N2A

zincirlerinde bu gekme hareketi gézlemlenmektedir.

Diger 6nemli bir bulgu ise temel bilesen analizinde ortaya ¢ikmistir. Bu analizde Tablo 2’'de

gosterilen 6z-degerler incelendiginde, ilk eigen-vektdrin halo similasyonda diger modlara
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gore daha baskin oldugu goézlemlendi. Apo ve halo simulasyon kiyaslandiginda, ligant
baglanmasi hareket agisindan benzer olan iki modu (en yavas mod), halo simulasyonda daha
baskin hale getirmistir. Hareketin kendisi ise, karsilikli zincirler igin Sekil 13’de gdsterilmigtir.
Sekil 13 A’da karsilikli N1 zincirleri, sekil 13 B'de ise karsilikl N2A zincirleri gbsterilmistir. Yesil
ile gosterilen N2A zinciri ile mor ile gosterilen N1 zincirinde, LBD bdlgesinin tek bir vicut olarak
rotasyonu ve TMD bdlgesindeki heliksleri gekme hareketi gézlemlenmektedir. Bu AMPA
yapisinda Twomey ve arkadagslarinin 2017 yilinda (Twomey vd., 2017) yaptiklari ¢alismada,
AMPA’ nin her bir zinciri icin 6nerilen mekanizmaya benzerdir. Ayni sekilde LBD’deki alt lobun
kapanmasinin TMD’ deki zincirleri gekmesi (izerine kapali iyon yapisindan agik iyon yapisina
gecilmistir. Son olarak korelasyon grafiklerinde de, sekil 12, halo similasyondaki farkli bélgeler
arasindaki korelasyonlarin artirttigini gézlemlendi. Halo simulasyonda ATD ve LBD arasindaki
hareketlerin korelasyonlarinin apo simulasyona goére ¢ok fazla oldugu gézlemlendi. Halo
simullasyonda ligant molekdillerinin LBD’nin iki lobunu bir arada tutarak hareket etmesi
sonucunda, ATD ve TMD kisimlari ile etkilesimlerini artirmistir. Yani ligant baglanmasi LBD

kismini bir arada tutan bir yapistirici gibi yorumlanabilir.

Sonug olarak, iyon kanalinin tam olarak agilmasinin bu slrede gerceklesen simulasyonlarda
gbzlenememesine ragmen, iki zincirde ilk acilma hareketleri gdézlemlenmigtir. Bu projenin
devami igin planlanan ise bu simtlasyon sirelerini uzatmak degil, kanall daha énce deneysel
olarak galigilan mutasyonlarla agmak olacaktir. M3 helikslerin kros ettigi yerde lurcher motifi
denilen korunmus SYTANLAAF sekansi bulunur. Bu sekansta daha oénceki mutasyon
calismasinda vyapilan bir mutasyon in-silico olarak yapilarak ©nce kanalin agiimasi
saglanacaktir (Murthy vd., 2012). Cunkd bu kanali standart bir simulasyon ile agmak voltaj

sensorund taklit edememekten dolayi zor gérinmektedir.

Son olarak IP 8 ve 9da planladigimiz doklama kismini, yukarida bahsedilen, halo
simllasyonda mutasyon sonrasi tam acgik iyon kanalini elde ettikten sonraya birakildi (Bu
calisma TUBITAK’a yeni bir 1001 projesi icin yollanacaktir). ATD bélgesinde ifenprodil
baglanma bdlgesi olan iki zincir arasi ara yiz ve ¢ginkonun baglanma bdlgesi olan zincir iginde
iki loblu yap1 ara yuz, kaguk molekulleri dok edebilmek i¢in gerekli ara ylz alanina, sadece
halo similasyonlarda sahiptir. Apo similasyon bu molekiillerin baglanmasi icin gereken alani
saglamamaktadir. PCA analizinde godzlemlenen ilk mod (Bknz. Ek 3 videolar), halo
simllasyondaki hareketteki ATD bdlgesine baglanan bir molekilin ‘foot-in-door’ gibi bir
mekanizma ile ATD VE LBD aktivasyonunu direk etkileyebilecegini gdéstermistir. Bu projeden
elde ettigimiz bulgular, ATD bdlgesine doklama galigmalarina mutasyonlu yapidan

sonra devam edilmesinin uygunlugunu 6ngérmektedir.
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