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ONSOZ:

Bu projede ¢alisilan biyolojik sistem, bir hiicre zar1 reseptorii olan 3;-adrenerjik reseptoriidiir.
Bilgisayar iizerinde gerceklestirilen simiilasyon ve modelleme c¢alismalart yardimiyla
proteinin dinamik yapist hakkinda Onemli bulgular elde edilmistir. Ayrica, yeni ilag
molekiillerinin  kesfedilmesi i¢in daha giivenilir sonuglar verecek reseptoriin yeni
konformasyonlari ortaya ¢ikartilmistir.

TUBITAK 1001 destekli 109M281 no’lu bu proje, Kadir Has Universite biinyesi altinda,
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OZET:

Bu projede P,-adrenerjik reseptoriin ($2-AR) dinamik yapis1 1 us’lik bir Molekiiler Dinamik
simiilasyonuna tabii tutulmus ve simdiye kadar deneysel yontemlerle kristalize edilmis
yapilarda gozlemlenmemis oldukga farkli bir konformasyonu ortaya cikartilmistir. Bu yap1
reseptoriin  “cok inaktif” diye adlandirdigimiz G proteine baglandigi hiicre igine bakan
bolgesinin tamamen kapali, hiicre digina bakan baglanma kavitesinin agik ve genis oldugu bir
konformasyondur.

Bir diger bulgu da, simdiye kadar herhangi bir yontemle etkisi arastirilmamis reseptordeki
ICL3 diigiim bolgesinin reseptoriin dinamigine olan etkisidir. Bu bolgenin etkisini gdstermek
amaciyla, reseptoriin ICL3 bolgesi kesilerek dogada olmayan bir modeli olusturulmus ve
benzer sekilde 1 us’lik Molekiiler Dinamik simiilasyonuna tabii tutulmustur. Bunun
sonucunda ICL3’siiz model ICL3’lii modelden oldukg¢a farkli bir dinamik yap1 sergilemistir.

Bu farkli dinamik yap1, anizotropik elastik ag modeli (ANM) ile analiz edilmis ve ICL3’{in
reseptore farkli bir kolektif hareket kazandirdigi gosterilmistir. Bu kolektif harekette,
reseptoriin hiicre i¢ine bakan kismindaki ICL3 ile reseptoriin hiicre disina bakan ve sinyal
molekiillerin baglandigi baglanma kavitesinin birbiriyle baglantili hareket etti§i ortaya
¢cikmustir.

Simiilasyon boyunca elde edilen farkli konformasyonlar reseptoriin bilinen inaktif yapisinin
disina ¢ikip aktif bir yap1 sergileyememistir. Ayrica bu konformasyonlarin hem agonist’lere
hem de antagonist’lere benzer sekilde baglandiklari, diger bir deyisle secici olmadiklar
docking ¢alismalari ile gdsterilmistir.

2-adrenerjik reseptorleri dogada homodimer, ve hatta oligomer yapilar i¢inde bulunduklar
deneysel yontemlerle gosterilmis, ancak bir araya geldiklerinde hangi bolgeleriyle etkilesim
icine girdikleri hakkinda kesin bir sonu¢ elde edilememistir. Bu c¢alismada, iki p,-AR
monomer yapi birbirlerine dock edilmis ve monomerlerin altinct heliks bolgelerinden
birbirlerine baglanmay1 diger bolgelere tercih ettikleri gosterilmistir. Bu sonu¢ daha once
yapilmis deneysel bir caligma ile de ortiismektedir.

Anahtar kelimeler: Docking, Molekiiler Dinamik, ICL3, B,-adrenerjik reseptorii
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ABSTRACT:

In this project, a 1 us long Molecular Dynamics simulation was performed on [,-adrenergic
receptor (f2-AR) in order to investigate its dynamic structure. A novel conformational state of
the receptor, which was not observed in any crystallographic form, was discovered. In this
new state called as “very inactive”, the intracellular region of the receptor that interacts with
G protein was narrow and completely blocked, while the extracellular binding site region was
wide open.

Another important finding was the effect of intracellular loop 3 (ICL3) on the receptor’s
dynamics, which was not reported in any experimental or simulation work, before. For that
purpose, a new model of the receptor called as “clipped” model was constructed and subjected
to a 1 us long Molecular Dynamics simulation. In this new model, the ICL3 region was
removed and the two open ends were covalently bonded. The simulation results showed a
completely different dynamics of the receptor when ICL3 was missing.

The distinct dynamics of the receptor was also revealed by anisotropic network model (ANM)
analysis and it was shown that the presence of ICL3 brought a different collective motion to
the receptor. The collectivity existed between the intracellular side (lower part) represented by
the motion of ICL3 and the extracellular side (upper part), which consists of the binding
cavity for signaling molecules. When the upper part of the receptor widened, the lower part
became narrower, and vice versa, as in a pair of pincers.

The distinct conformations sampled throughout the simulation could not escape from the
inactive state in order to make a transition to the experimentally known active state of the
receptor where the intracellular part is wide open to provide a binding cavity for G protein. In
addition, docking calculations showed that these conformers did not possess any specificity
for antagonists, as they can bind strongly to agonists as well as to antagonists.

Experimentally, it was determined that P,-adrenergic receptors also exist in nature in
homodimeric form, and even oligomeric form. However, no conclusive results were obtained
about the interfacial region at which these receptors come into contact. In this study, two [3,-
AR monomers have been docked to each other and it was shown that monomers prefer to
interact with each other on the transmembrane region 6 (TM6). This result agrees well with a
previously reported experimental finding.

Keywords: Docking, Molecular Dynamics, ICL3, B,-adrenergic receptor
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1. GIRIS:

Insan genomunda en kalabalik hiicre zar1 protein ailesi olan G protein bagli reseptdrlerin
yapist (GPCR, G protein coupled receptors), yedi adet hiicre zarma gomiilii transmembran
alfa heliks yapilar tarafindan karakterize edilmektedir. Hiicre disindan gelen sinyal
molekiillerin reseptore baglanmasinin ardindan, bir dizi konformasyonel degisim
transmembran heliksler aracilifiyla reseptoriin hiicre igine bakan kismina iletilir. Bu bolge,
reseptoriin hetero-trimerik G protein ile etkilesim i¢ine girdigi bolgedir. Hiicre disindan gelen
sinyal molekiil, G proteinin aktif hale gegmesine ve bununla baglantili olarak hiicre i¢inde bir
dizi kimyasal tepkimenin baglamasina sebep olur. Baglanan molekiiliin tiiriine goére kimyasal
tepkimeler farklilik gosterir. Cok farklt mekanizmalarin baslangic noktasi olduklarindan,
GPCR ailesine ait proteinler isleyislerindeki bir aksama yliziinden c¢ok farkli hastaliklara
sebep olabilmektedirler. Dolayisiyla, ila¢ endiistrisinde iizerinde en fazla g¢alisilan
reseptorlerden biri haline gelmislerdir.

Bu projede, daha 6nceden iizerinde deneysel ya da teorik bir ¢aligmanin olmadigi bir konu
olan ICL3 bolgesinin reseptoriin dinamik yapisina olan etkisi ele alinmigtir. ICL3 hiicre igine
bakan, besinci ve altinci heliksler arasinda kalan, diizenli bir yapis1 olmadig i¢in “digiim”
olarak adlandirilan bir bolgedir. ICL3, G protein baglant1 bolgesinde adeta bir kapak goérevi
gormektedir. ICL3’{in reseptoriin dinamigine olan etkisini gosterebilmek amaciyla, iki farkli
reseptor modeli olusturulmustur. Bunlardan birinde ICL3 bulunurken (“diigiim” model),
digerinde (“kirpik”) yoktur. Her iki model de 1 us’lik Molekiiler Dinamik simiilasyonuna
tabii tutulmustur. Simiilasyon gidisizleri, PCA analizi ile incelenmis ve MD gidisizinden
proteinin aktif ve inaktif hallerini temsil eden iki konformasyon segilerek bilinen agonist ve
antagonist’lere dock edilmistir. MD simiilasyon ¢alismalarinin yani sira, Anisotropic Network
Model (ANM) ile analizi yapilmis ve iki modeldeki farkliliklar ortaya konmustur.

B2-adrenerjik reseptorii dogada sadece monomerik halde degil, dimerik hatta oligomerik
hallerde de bulunmaktadir. Oncelikle dogadakini yansitmayan kristalografik ortamdaki dimer
hali ICL3 ile (“diigiim”) ve ICL3 olmadan (“kirpik™) iki farklt modeli olusturulmus ve ANM
ile karsilastirmali analizi yapilmistir. Kristalografik ortamdaki dimerik yapida, transmembran
helisklerden birinci ve yedinci sarmallar interfaz bolgesinde bulunmaktadir. Ancak, dogadaki
dimerik yapida reseptoriin hangi bolgelerden etkilestigi heniiz bilinmemektedir. Bunun igin,
iki monomer yap1 birbirlerine dock edilerek farkli dimerik yapilar olusturulmus ve en olasi
dimerik yap1 enerji hesaplari ile tespit edilmistir.

Son olarak, reseptoriin rezidii-tabanli kaba-taneli (residue-based coarse-grained) modeli
olusturulmus ve 6 us’lik MD simiilasyonu kosturulmustur. Secilen kaba-taneli dort
konformasyona “tersine haritalanma” (reverse-mapping) teknigi uygulanarak atomistik
modelleri elde edilmis ve her biri i¢in 100 ns’lik bir kisa MD simiilasyonu daha sistemin
dengeye ulasmasi i¢in kosturulmustur. Burada amag, konformasyonel tarama alanini
genisleterek reseptoriin 0zellikle baglanma bolgesi i¢in farkli konformasyonlarin1 ortaya
cikartmak ve bunu hizli bir sekilde yapabilmektir. Elde edilen farkli baglanma bolgeleri, ilag
tasarim caligmalarinda kullanildiginda daha spesifik baglanan ila¢ molekiillerinin ortaya
cikmasina olanak saglayacaktir.
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2. GENEL BILGILER:

Proteinin dinamik yapis1 biyolojik islevini belirleyen igsel bir 6zelliktir. Onceleri, ligant
molekiillerin proteine baglanmasiyla birlikte proteinde cesitli konformasyonel degisimlerin
tetiklendigi soylenmekte idi (Kohland, 1958 ve Daniel, 2003). Son yillarda yapilan deneysel
caligmalarda, bu ¢esitli konformasyonel degisimler ligant olmadan da gézlemlenebilmistir.
Diger bir deyisle, protein liganta bagli olsa da olmasa da, degisik yapilar icinde
bulunabilmektedir (Eisenmesser, 2005 ve Fetler, 2007). Bu igsel 6zellik, proteinin {i¢ boyutlu
yapisinda sifrelenmis olup proteinin islevsel oOzelliginde ve c¢evre molekiillerle olan
etkilesiminde belirleyici rol oynamaktadir.

Calisilan protein sistemi G protein baglantili reseptdér (GPCR) ailesinden [3;-adrenerjik
reseptoriidiir. Hormonlar ve norotransmiterler araciligiyla hiicre zarindan baslayan sinyal
aktariminda, baslangi¢ sinyalini hiicre i¢ine ileten onemli bir hiicre zar1 proteinidir. Hiicre
zarma goémiilii olup, hizli nabiz, gbz bebegi biiylimesi ve kan damarlarinin sikigmasi gibi bir
cok farkli biyolojik olay1 kontrol altinda tutar. Agonistleri tarafindan uyarildiginda, hiicre
icinde bitisikte duran G proteinlerini aktif hale getirir. G proteinleri de bu sinyali yakinindaki
proteinlere aktararak sinyal aktarim siirecini devam ettirir. Bu mekanizma tim GPCR
proteinleri i¢in aynidir.

Kristal yapisi ilk belirlenen GPCR, rodopsine aittir (Palczewski, 2000). Bunu 2007°de
yayinlanan insana ait inaktif (,-adrenerjik reseptorii (B2AR) izlemistir (Cherezov, 2007;
Rasmussen, 2007). 2007’den bu yana, 3;AR’mn farkli inaktif halleri (Rosenbaum, 2011) ve
son olarak aktif hali (Rasmussen, 2011) ortaya ¢ikartilmistir. Buna ragmen hi¢ bir model,
reseptoriin dinamik karakterini tam olarak ortaya koyamamamuistir; aktif halden inaktif hale
gecis sirasindaki yapisal degisimler, kolektif hareketler ya da sinyal molekiillerin
baglanmasiyla tetiklenen konformasyonel degisimler gibi. Bu projede gercgeklestirilen
Molekiiler Dinamik simiilasyonlar1 ve ANM analizleri reseptoriin farkli konformasyonlar1 ve
reseptordeki kolektif hareketleri ortaya ¢ikartmistir.

Reseptoriin G protein ile etkilesim i¢ine girmesinde onemli bir rolii olan ICL3 bolgesi hem
teorik hem de deneysel caligmalarda goz ardi edilmistir. Oysa, hiicre i¢cinde son derece
hareketli bir bolge olup, G proteinin reseptdre baglanacagi bolgeye gecisi saglayan bir kapak
gorevi gormektedir (O’Dowd, 1988 ve Liggett, 1991). Diizenli bir yapisi olmadigindan
kristalografik deneyler sirasinda kesilerek yerine T4 lizozim gibi proteinler ya da
nanocisimler eklenerek daha kolay kristalize olmasi saglanmaktadir. Floresan spektroskopi
Olctimleri agonist baglanmasi sonucu olusan konformasyonel degisimlerin T4 lizozim
kesildikten sonra da reseptorde var oldugunu gostermistir (Rosenbaum, 2007). Buna ragmen,
G protein ile dogrudan etkilesim iginde olmasi, ICL3 bolgesini aktivasyon/inaktivasyon
yolunda 6nemli bir yere koymaktadir.

Bu projede, ICL3’iin konformasyonel degisimlere olan etkisini arastirmak amaciyla
reseptoriin iki farkli modeli olusturulmustur. Her iki model de reseptdriin bilinen inaktif
kristal yapisindan yola ¢ikilarak elde edilmistir. “Diiglim” olarak adlandirilan ilk modelde 230
ve 262 rezidiiler arasinda eksik olan ICL3 bolgesi modellenmis, “kirpik” modelde ise iki acik
uc Dbirbirlerine kovalant baglarla birlestirilmistir. “Kirpik” model yakin zamanda
gerceklestirilen simiilasyon caligmalarinda siklikla kullanilmistir (Dror, 2009 ve Isin 2012).
Her iki model de birer mikrosaniyelik molekiiler dinamik simiilasyonuna tabii tutulmustur.
Hareketin temel bilesenleri belirlenerek, reseptordeki allosterik baglasimlar ortaya
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cikartilmistir. Simiilasyon gidisizinden secilen iki yapiya bilinen bir agonist ve bir antagonist
dock edilerek ligand baglanma mod’lar1 arasindaki fark gosterilmistir.

B2AR’larin diger tim GPCR molekiilleri gibi dimerik hatta oligomerik halde aktif hale
gecerek islevlerini gerceklestirdikleri bir¢ok deneysel ¢alismada gosterilmistir (Fung, 2009).
Reseptoriin dogadakini yansitmayan kristalografik ortamdaki dimer hali (Cherezov, 2007) her
iki model i¢in de olusturulmus ve benzer sekilde ANM ile incelenerek ICL3’lin dimerik
yapinin dinamigine olan etkisi incelenmistir. Dogadaki dimerik yapinin tahmini i¢in peptid-
protein ve protein-protein docking caligmalar1 yapilmis ve sonuglarin hem deneysel (Hebert,
1996) hem de simiilasyon (Nemoto, 2005) sonuglariyla ortiistiigii gosterilmistir. Buna gore,
altinc1 transmembran heliks olas1 bir interfaz bdlgesinde tercih edilen bolge olarak ortaya
cikmaktadir. Hebert ve arkadaglarinin deneysel ¢alismalarinda, altinci sarmalin rezidiilerinden
sentezlenen bir kisa peptidin reseptoriin dimerizasyonunu inhibe ettigi ortaya ¢ikmistir. Buna
sebep olarak peptidin dimer yapinin olusumu i¢in gereken interfaz bolgesini bloke ettigi one
stiriilmiistiir. Bu dogrultuda, docking c¢alismalar1 6ncesi TM6 bdlgesinden atomistik modeli
olusturulan bir peptit reseptore dock edilmis ve reseptérdeki TM6 bolgesini diger bolgelere
tercih ettigi gosterilmistir. Bir bagska modelleme ¢alismasi (Baldwin, 1993) TM6’nin
reseptorde hiicre zan ile en fazla temas eden bolgesi oldugunu One siirmiistiir. Tiim bu
deneysel ve simiilasyon calismalarinin sonuglart TM6 bdlgesinin interfaz bolgesinde olma
olasiligini arttirmaktadir.

Reseptoriin farkli konformasyonlarin1 ortaya c¢ikartmak amaciyla rezidii-tabanl kaba-taneli
(residue-based coarse-grained) bir modeli olusturulmus ve MD simiilasyonu kosturulmustur.
Burada amag, reseptoriin farkli konformasyonlarini daha hizli bir sekilde elde edebilmektir.
Kristalografik yontemlerle elde edilen aktif ve inaktif hallerine bakildiginda (Rosenbaum,
2011; Humprey, 1996), ozellikle baglanma bolgesinde oldukc¢a benzer konformasyonlar
goriilmektedir. Bu durum reseptdre tasarlanacak inhibitor molekiillerin agonistler arasindan
secilebilme isini zorlastirmaktadir. Kullanilan yontem o6zellikle baglanma bolgesinde daha
farkl1 konformasyonlarin ortaya c¢ikartilmasint mimkiin kildig1 i¢in, ilag tasarim
caligmalarinda kullanilacak daha segici hedef reseptor modelleri ile aday ila¢ molekiillerin
tespiti daha giivenilir olacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM:

3.1. ikinci is paketi: Reseptor ve cevre molekiillerden olusan sistemin atomistik
modelinin kurulmasi

Molekiiler Dinamik simiilasyonuna tabii tutulacak [(3,-adrenerjik reseptorii (f-AR) i¢in
oncelikle, dogada bulundugu ¢evre molekiillerle birlikte atomistik bir modeli olusturulmustur.
B2-adrenerjik reseptorii, GPCR (G-Protein Coupled Receptor) protein ailesinden bir hiicre
zar1 proteinidir. Iginde bulundugu fizyolojik ortamn, proteinin dinamik yapisi iizerinde
onemli bir etkisi bulunmaktadir. Bu yiizden, Molekiiler Dinamik simiilasyon hesaplarina
baslamadan Once protein gercege en yakin olacak sekilde lipid hiicre zar1 ve su molekiilleri ile
birlikte hazirlanmustir.

Reseptoriin simiilasyona tabii tutulan {i¢ boyutlu yapis1 Protein Veri Bankasi’ndan alinmistir
[PDB kod: 2RH1] (Cherezov, 2007). Bu yapida proteinin hiicre i¢ine bakan {iciincii diiglim
bolgesinin (231 ve 262 arasindaki rezidiilerden olusan ICL3) eksik oldugu ve bunun yerine T4
lizozim adl bir proteinin bagh oldugu goriilmektedir. B,-AR’1n son derece esnek olan yapisi
ve polar yiizey alaninin diisilk olmasindan dolayi, tek basina kristalize edilmesi miimkiin
olmamistir. T4 lizozimin baglanmasi sonucu proteinin hareketlili§i azalmig ve sistemin
toplam polar yiizey alan1 artmistir. Bunun sonucunda kristallesme islemi basariyla
gerceklesmistir. Bu calismada gercege yakin bir ,-AR modelleyebilmek i¢in T4 lizozim
kaldirilmis ve eksik olan diigiim bolgesi MODWEB (Pieper, 2009) homoloji modelleme
yontemiyle tamamlanmistir (Sekil 1a).

Kullandigimiz homoloji yontemi reseptor i¢in Sekil 1b’de gosterildigi gibi ikinci bir alternatif
model olusturmustur. Proje icin diisiindiiglimiiziin disinda gelisen bu modelde, eksik bdlgenin
bagli oldugu iki ucta bulunan Leu230 ile Lys263 rezidiileri peptid bagla birbirlerine
baglanarak eksik olan ICL3 bolgesine ait olan 32 adet rezidii modelden cikartilmistir.
Calismalar boyunca ilk olusan modeli “diiglim” model, ikinci olusan modeli ise “kirpik”
model olarak adlandirdik ve her iki modelin sonuclarini karsilastirarak, ICL3’nin proteinin
dinamigine olan etkisini ortaya ¢ikartmak istedik.

Simiilasyon ortamlari, proteinin her iki farkli modeli i¢in de benzer sekilde hazirlanmstir.
Reseptor model, hiicre zar1 i¢inde 6° derece egik bir aciyla duracak sekilde yerlestirilmistir
(Sekil 2a). Bu egik a¢1 bilgisi teorik hesaplar sonucunda elde edilmis ve OPM (Orientations of
Proteins in Membranes) veribankasina kaydedilmistir (Lomize, 2006).

Reseptoriin i¢ bolgesindeki su molekiilleri 7 sarmalin birbiriyle olan etkilesiminde rol
oynayarak, reseptoriin dinamigini, dolayisiyla sinyal aktarimini 6nemli Olciide etkiledigi
distiniilmektedir. Bu yilizden, c¢alismalarimizda reseptoriin i¢ bdolgesinde kristalografik
deneylerle tespit edilmis 15 adet su molekiilii sisteme dahil edilmistir. Sekil 2b’de gosterildigi
gibi su molekiilleri kritik i¢ bolgelerde bulunmakta olup en fazla korunmus rezidiilerle kritik
Hidrojen baglar1 olusturmaktadir.
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(@) (b)

Sekil 1. B,-AR’ilin (a) “digim” (ICL3 magenta renkte) ve (b) “kirpik” modelleri. Peptid bagi
Leu230 ve Lys263 rezidiilerine ait C ve N atomlar1 arasinda olup sirasiyla yesil ve turuncu
kiireler ile gosterilmistir.

(b)

Sekil 2. (bir sonraki sayfada devam ediyor)
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Sekil 2. B,-AR’lin (a) ana bileseniyle hiicre zarma dik olan z ekseni arasindaki ac1 6° dir (b)
kristal yapidaki (2RH1) su molekiilleri (c) hiicre zar1 ve su molekiillerinden olusan sistem x
yoniindeki periyodik imaji1 ile birlikte gdsterilmistir (lipid molekiillerin polar baslar1 sar1, su
molekiilleri mavi, protein macenta, lipid hidrokarbon uglar pembe ile resmedilmistir)

Hiicre zan c¢ift katmanli bir fosfatidilkolin fosfolipid (POPC) molekiiliidir ve VMD’nin
Membrane Plugin Version 1.1 programi ile olugturulmustur. Hiicre zarinin boyutlari, proteinin
boyutlarina gore belirlenmistir. Protein, hiicre zar i¢ine yerlestirildikten sonra ger¢ek ortami
simiile etmek amaciyla su molekiilleri ile bir ¢ozelti olusturulmustur (Sekil 2c). Su
molekiilleri protein ve hiicre zarmin z ekseninin her iki ydniinde 15 A (“kirpik model” i¢in
diigiim bolgesi olmadigindan 12 A) kalinlikta olacak sekilde eklenir. Proteinin z ydniindeki
minimum ve maksimum degerleri -33.3 ve 38.0 ise bu yondeki boyutu yaklasik 71 A’dur. Her
iki yondeki su kalinlig1 toplam 30 A olacagindan sistemin bu yondeki boyutu yaklasik 100 A
olacaktir. Proteinin her iki modeli i¢in x, y, ve z yoniindeki minimum ve maksimum degerleri,
yaklasik boyutlari, olusturulan hiicre zar1 ve sistemin boyutlar1 Tablo 1’deki gibi verilmistir.

Sistemin toplam net yiikii, VMD’nin Autoionize Version 1.2 programu ile sifira esitlenecek
sekilde, konsantrasyonu fizyolojik deger olan 0.154 mol/L’1 gegmeyecek sekilde belirli sayida
iyon Na" ve/ya CI" eklenmistir. Bunun sebebi, Molekiiler Dinamik simiilasyonu sirasinda
hesaplanan elektrostatik enerji hesaplari i¢in kullanilan PME (Particle-Mesh Ewald) toplama
yontemi i¢in sistemin toplam yiikiiniin sifir olmas1 gerekliligidir. Eklenen iyonlar, “digiim”
model i¢in 17Na’, 24CI, “kirpik” model i¢in 10Na’, 14C1" olmustur.

Tablo 1. Her bir model i¢in proteinin, hiicre zarinin ve sistemin boyutlari

Model | Protein Protein Protein Protein Hiicre Sistem

Xmin / Xmax | Ymin / Ymax | Zmin / Zmax | XyZ zar1 (xy) | boyutu (xyz)
Diigiim | -25.4/30.0 | -36.0/21.2 | -33.3/38.0 | 56x57x71 | 86x86 86x86x100
Kirpik | -25.9/20.7 | -18.6/20.9 | -33.1/32.9 | 47x39x66 | 77x69 77x69%90
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3.2. Uciincii is paketi: Molekiiler Dinamik simiilasyonun atomistik model icin
kosturulmasi

Simiilasyon NAMD v2.7 programi ile gerceklestirilmistir (Phillips, 2005). Sistemin
gorilintiilenmesi icinse VMD grafik goriintiileme programi kullanilmistir (Humphrey, 1996).
Reseptor, lipid ve sudan olusan karmasik sistem dengeye ulasmak i¢in ii¢ adimdan olusan bir
on hazirlik evresinden gecirilmistir. Bu 6n evrenin gercgeklestirilmesi i¢in NAMD’nin hiicre
zar1 proteinleri i¢in gelistirildigi prosediir izlenmistir. Birinci adimda, sadece lipid
molekiillerin hareketine izin verilerek 1000 adim minimizasyon ve 0.5 ns’lik MD simiilasyon
gerceklestirilmistir. Bu sayede, lipid hidrokarbon uglari “eritilerek” hiicre zarina daha
gercekei bir s1vi hal kazandirmistir. Zira, hiicre zar1 ilk olusturuldugunda gergegi yansitmayan
diizgiin siralanmis lipid molekiillerden olusmaktadir. ikinci adimda proteinin hareketi
kisitlanarak, hiicre zar1 ve ¢evre su molekiilleri serbest birakilmistir. Birinci asamadaki gibi
sistem bu haliyle 1000 adim minimizasyon ve ardindan 0.5 ns’lik bir MD simiilasyonuna tabi
tutulmustur. Asamali olarak serbest kalan sistemdeki bilesenlerin daha hizli bir sekilde lokal
minimum’a ulagmasi1 saglanmistir. Ciinkii bir protein ve bir lipid molekiilin ayn1 anda
dengeye ulagmasi miimkiin degildir. Son olarak, ii¢lincii adimda, sistemdeki tiim bilesenler
serbest birakilarak cevre molekiillerle birlikte 5 ns’lik kisa bir MD simiilasyonuna tabi
tutularak dengeye ulasmasi saglanmistir.

Lipid’lerin erimesi, su ve lipid’lerin gevsemesi ve hiicre zar1 yogunlugunun deneysel degere
gore ayarlanmasindan olusan ayrintili bir hazirlik evresinden sonra, her iki model i¢in de 1000
ns’lik (1 ws) bir Molekiiler Dinamik simiilasyonu baglatilmistir. Sistemdeki toplam atom
sayisin1 goz Oniinde bulundurdugumuzda (Tablo 2), varilmak istenilen simiilasyon siiresi
atomistik diizeyde bir model i¢in oldukga carpicidir. Simiilasyon analiz sonuglar1 “Bulgular”
basligi 4. is paketi altinda verilmistir.

Tablo 2. Protein, lipid ve su molekiilleri i¢in her iki modeldeki toplam atom sayisi

Model Protein Lipid Su fyon Toplam
Diigiim 5.055 20.770 42.135 41 68.001
Kirpik 4.551 13.400 24.726 24 42.701

3.3. Besinci is paketi: ANM elastik ag modelinin olusturulmasi

Anizotropik A Modeli (ANM) proteinlerin ve komplekslerinin kendi dogal yapilar
etrafindaki harmonik haraketlerini hesapsal olarak belirlemede son derece etkili bir
yontemdir. Proteinleri tam kati hal benzeri oOzellikte kabul ederek, sistem igindeki
etkilesimlere basit bir harmonik potansiyel uygulamalarma ragmen, proteinlerin biyolojik
olarak onemli olan kolektif hareketlerini basarili bir sekilde tahmin edebilmektedir (MA,
2005; TOBI, 2005; BAHAR, 2005).

Modeldeki anizotropi, hareketin x, y ve z koordinatlarina gore ii¢c boyutlu karakterini ifade
etmektedir. Kaba 0lgekli agin her bir nodu, bir rezidiideki C* atomunu temsil etmektedir.
Komsu nod ciftleri arasindaki uzaklik, énceden belirlenmis bir degerden daha diisiik olmak
zorundadir ve birbirlerine, ayn1 kuvvet sabitine sahip harmonik yaylarla baglanmislardir.
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Kuvvet sabiti, modeldeki tek ayarlanabilir parametredir. N tane rezidiiden olusan N nodlu bir
sistemin toplam potansiyel enerjisi asagidaki gibi tanimlanmaistir,

V=3 3 S ~R AR, =8R)" (1)

Burada, h(x) Heavyside adim fonksiyonu (A(x) = 1 eger x > 0; diger durumlarda 0), R; 1 ve ]
merkezleri arasindaki uzakliktir. Kesim mesafesi (r.,), daha onceki ¢alismada belirlendigi
gibi 13-15 A aralikta alinmaktadir. Toplamlar N adet nod iizerinden yapilmaktadir. Toplam
potansiyel enerji denkleminin diger bir sekli de Gaussian formunda asagidaki gibi
tanimlanmustir,

V = (" /2)ARTH AR )

Burada AR, bireysel nodlarin (1 <1 < N) konum vektorleri yoniindeki AR; dalgalanmalarin
3N boyutlu vektorii, AR' konum vektoriiniin devrigi, H tim etkilesim bolgeleri icin
potansiyelin ikinci tiirevinden olusan 3N x 3N boyutlu Hessian matrisidir. Hessian matrisi’nin
ortogonal ayristmindan 3N-6 adet Ozvektdor ve 3N-6 adet Ozdeger elde edilmektedir.
Ozvektorler tekil harmonik nodlardaki frekansi, dzdegerler ise tekil harmonik nodlardaki
hareketi ifade eder.

ANM’den elde edilen diistik frekansli modlar, dogal haldeki proteinin kolektif hareketlerinin
mekanizmasi ve olast konformasyonel gecisler hakkinda bilgi vermektedir. Belirli bir bolgeye
sinirlanmis yiiksek frekansli dalgalanmalar ise ancak birkag rezidii icermektedir ve proteinin
kararlilig1 icin 6nemli olan kinetiksel acidan sicak bolgeleri belirlemektedir. Bu bolgeler
genellikle evrimsel agidan korunmus rezidiilerden olusmaktadir.

Her bir i rezidii i¢in &£’inci mod’daki (uj) dalgalanmanin ortalamasinin karesi (“mean square
fluctuation”) asagidaki ifade ile elde edilir:

<AR}>=(k,T/N)Y, (”)"f) 3)

Burada k£ Boltzman sabiti, T sicaklik ve y genel yay sabiti, A; £’inci moda ait 6zdegerdir. Bu

deger, deneysel olarak oOlgiilebilen S faktoriine (ya da sicaklik faktorii) asagidaki ifade ile
baghdir:

87*(AR;]
/3—”—3‘> @

3.4. Altina is paketi: Docking icin sistemin kurulmasi

Docking i¢in AutoDock yazilim programi kullanilmistir (Morris, 1998; Goodford, 1985). Test
amacli olarak, beta-2 adrenerjik reseptoriine X-1smnl1 kristalografide ne sekilde baglh oldugu
bilinen {i¢ii inverse agonist (ICI 118,551/pdb id: 3NYS8, carazolol/pdb id: 2HRI ve yeni
kesfedilmis bir bilesik/pdb id: 3NY9), biri antagonist (alprenolol/pdb id: 3NYA) dort ayr
ligand molekiilii dock edilmistir. Bu sayede, programin en yiiksek skor degerini verdigi
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baglanma bi¢iminin dogada bilinen baglanma bi¢imine yakin olup olmadig1 gosterilerek
programin giivenilirligi test edilmistir.

AutoDock’ta hesaplanan en yiiksek skor degeri en diisliik baglanma serbest enerjisine denk
diismektedir. Tablo 3’de verilen ortalama deger, en diisiik serbest enerjili konformasyon ile bu
konformasyona benzer (RMSD’si 2 A veya daha az) diger konformasyonlarmn bir ortalamasi
alinarak hesaplanmistir. Her bir ligand i¢in toplam 100 docking programi kosturulmustur.
Tablo 3’deki degerlere bakilacak olursa, ortalama degerler 2 A degerin altindadir. Bilinen
yapiya oldukca yakin bir tahminin en yiiksek skorla bulunmus olmasi kullandigimiz docking
programinin giivenirliligini gostermektedir. Ayrica, en yiiksek skor tahmini yerine, ortalama
bir RMSD degerine bakmak her zaman daha giivenilir sonuglar verir. Zira 3NYA igin en
yiiksek skorlu konformasyonun RMSD’si 2.16 A olarak goriilmektedir. Bu deger, 2 A iistiinde
oldugundan iyi bir tahmin olarak gdriilmeyebilir, ancak ortalama tahmine bakildiginda 1.43 +
0.68 gibi bir deger oldukga basarili bir sonugtur. Dolayisiyla, bu ¢calismada docking sonuglari,
her zaman ortalama bir RMSD degerine gore yorumlanmustir.

Docking i¢in kullanilacak konformasyonlar 1 us’lik MD simiilasyon gidisizinden elde
edilmistir. Baglanma bdlgesinde olup agnist ve antagonist’lerle etkilesim i¢indeki iki kritik
rezidli olan Ser207 ve Aspl13 arasindaki uzaklik esas alinarak “aktif” ve “inaktif” yapilari
temsil edecek iki farkli konformasyon secilmistir. Bunlardan ilki iki rezidii arasindaki
uzakligin 8.6 A oldugu ve “kapali” olarak adlandirilan “aktif” konformasyondur. Bu tiirden
bir yapi, agonist’ler i¢in elverisli bir baglanma bolgesi olusturmaktadir, zira agonistlerin bu iki
rezidli ile aym1 anda etkilesim i¢inde olabilmesi i¢in daha dar bir ortamda bulunmalar
gerekmektedir. Buna karsilik, antagonist’ler daha biiylik molekiiller olduklarindan bir
“inaktif” yapinin sagladig1 genis baglanma kavitesi i¢in uygundurlar. “Inaktif” yapiy1 temsil
etmek iizere iki rezidii arasindaki uzakligin 16.3 A oldugu bir yap1 segilmistir.

Tablo 3. Dort inaktif kristal yapinin AutoDock ile docking sonuglari

Sistem (PDB id) En  yiliksek  skorlu | Birinci kiimedeki
konformasyon icin | konformasyonlarin
RMSD degeri ortalama RMSD
(A) degeri (A)

2RH1 0.77 0.99 £0.18

3NYS 1.29 1.47 £0.30

3NY9 0.77 1.02+0.15

3NYA 2.16 1.43 +0.68

Bunun disinda reseptoriin bilinen aktif halini gosteren kristal yapisi ile (PDN kodu: 3SN6),
inaktif kristal yapilar1 olan dort farkli yap1 (PDB kod: 2RHI1, 3NYS, 3NY9, 3NYA) docking
icin kullanilmistir. Dock edilen molekiiller Sekil 3’te gosterilen 3 antagonist (alprenolol, ICI
ve yeni bir antagonist tiirevi), 6 agonist (norepinephrine, epinephrine, isoproterenol,
salbutamol, POG, salmeterol) ve 1 partial agonist (dopamine, yar1 etkili agonist)’tir.

Her bir molekiil i¢in toplam 200 farkli docking kosturulmustur. Docking’den ¢ikan tiim
yapilar 2A RMSD degerine gére kiimelenmektedir. En dogru olarak secilen yapi, bilinen
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baglanma boélgesine en dogru sekilde konumlanmis konformasyondir. Bu her zaman en
ylksek skorlu birinci kiimedeki yap1 olmak zorunda degildir. Ancak secilen yapinin skor
degeri ile en yliksek skor arasindaki fark 1 kcal/mol’dan fazla olmamalidir. Analiz kisminda
farkli reseptorlerin ayn1 molekiile ya da farkli molekiillerin ayni reseptore ne sekilde farkli
baglandiklarina bakilmistir. Sonuglar “Bulgular” béliimiinde verilmistir.
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Sekil 3. (a) dopamine, (b) norepinephrine (6) (c) epinephrine (6) (d) isoproterenol (7) (e)
salbutamol (8) (f) POG (8) (g) salmeterol (19) and three antagonists (h) ICI (C;7H27NOy) (7)
(1) alprenolol (C;sH23NO;) (9) and (j) novel antagonist (C;sHysNOs) (10) ethyl 4-({(2S)-2-
hydroxy-3-[(1-methylethyl)amino]propyl}oxy)-3-methyl-1-benzofuran-2-carboxylate
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3.5. Sekizinci is paketi: Reseptoriin dimerik yapi1 tahmini icin yapilan docking
calismalan

3.5.1. Kisa peptid docking deneyleri:

Hebert ve grubunun 1996 yilinda yaptig1 deneysel peptid ¢aligsmalar1 [9] ve bunu izleyen diger
mutasyon ¢alismalar1  (Salahpour, 2004), B,AR’daki altinct sarmalin  (TM6)
homodimerizasyonda 6nemli bir rolii oldugunu ortaya ¢ikartmistir. 2005°te Nemoto ve grubu
tarafindan yapilan teorik ¢alismada ise altinci sarmalin iki monomer arasinda oldugu tahmin
edilen interfaz bolgesinde ortaya ¢ikmasi deneysel ¢alismalar1 destekler niteliktedir (Nemoto,
2005). Hiicre zar1 proteinleri i¢in dimerizasyon motifi olarak adlandirilan amino asit dizilimi
LIXXGVXXGVXXT ilk olarak glikoforin proteini i¢in oOne siiriilmiistiir (Senes, 2001).
Ardindan Hebert ve grubu B,AR i¢in LKTLGIIMGTFTL motifini 6ne siirmiistiir. Her dort
amino asitte bir tekrar eden Leu ya da Gly rezidiilerinin dimerizasyonda kritik rol oynadigi
diistiniilmektedir.

Bu veriler 15181nda, Hebert ve grubunun sentezledigi ve dimerizasyonu inhibe ettigi diisiiniilen
altinct sarmala ait 276-296 arasinda bulunan bdlge NH2-GIIMGTFTLCWLPFFIVNIVH-
COOH bilgisayar ortaminda olusturulmus ve hemen ardindan B;AR’a dock edilmistir.
Docking sirasinda peptitin farkli konumlarinin reseptoére baglanacag: iki farkli ortam, grid
kutusu araciligiyla olusturulmustur. Grid kutusu, docking isleminin siirlarini belirlemektedir.
Sekil 4a’da gosterildigi gibi, birinci ortamda grid kutusu, proteinin “diigiim” bolgeler disinda
kalan kismin1 kapsamaktadir. Dolayisiyla, peptit, proteinin her tarafina baglanma serbestligine
sahiptir. Bu tiir serbest docking islemleri “kér” docking (blind docking) olarak adlandirilir ve
baglanma bdlgesinin bilinmedigi durumlarda kullanmilir (Hetenyi, 2002). Ikinci ortamda ise
grid kutusu reseptorii, ¢cevresindeki bolge ile birlikte dort farkli bolgeye ayirmistir (Sekil 4b).
Her bolge i¢in docking islemi birbirinden bagimsiz olarak gerceklestirilmistir.

box #1 box #2

box #4 | box #3

(a) (b)

Sekil 4. B,AR monomeri (a) 0.45 A aralikl1 biiyiik grid kutusu (b) 0.375 A aralikli dort farkl
cakisan kiiciik grid kutular
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AutoDock v4.0, peptit docking islemlerinde kullanilmistir. Her bir grid ortami i¢in docking
islemi 200 kere kosturulmustur. Docking sirasinda, protein ve peptidteki donebilen baglarin
hepsi kapatilmistir. Zira, dimerizasyon sirasinda peptidin ve proteinin esnek olmasinin
dimerizasyonu olumsuz yonde etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. En yiiksek skorla baglanan
konformasyonlar daha sonra DSX ile yeniden degerlendirilmistir (Gohlke, 2000).

Molekiiler Dinamik simiilasyonu sonucu elde edilen gidisizinden 6rneklenen toplam 5608
yap1 ICL3 bolgesinin RMSD’sine gore k-clust algoritmasi ile kiimelenmistir. Bunun
sonucunda elde edilen farkli ICL3 konformasyonlarindan, ICL3 bdlgesinin reseptoriin alt
kismina dogru iyice paketlenmis olan1 (Sekil 4a), docking ¢alismasi i¢in se¢ilmistir.

Docking oncesinde, esit araliklarla boliinmiis li¢ boyutlu enerji 1zgarasi (grid box) AutoGrid
(Morris, 1998) programi ile olusturulmustur. Bu sayede, docking sirasinda en fazla zaman
alan enerji hesaplar1 ¢cok hizli bir bicimde gerceklestirilmektedir. Docking sirasinda kullanilan
konformasyonel tarama islemi, Lamarckian genetic algoritmasi (LGA) ile gerceklestirilmistir.

3.5.2. Uzun peptid docking deneyleri

Bir sonraki docking calismalari, daha uzun bir peptid kullanilarak gerceklestirilmistir. Burada,
her heliks bélgesinden bir peptid olusturulmus ve kisa peptidler i¢in kullanilan 0.45 A aralikli
bliyiik bir grid kutusu icinde (Sekil 4a) “koér” docking (blind docking) dedigimiz sekilde
gergeklestirilmistir. Toplam 7 transmembran heliks i¢in, her biri 200 kere kosturulan toplam 7
farkli docking deneyi yapilmistir.

3.5.3. Monomer-Monomer Docking Deneyleri:

B2AR dimerik yap1 tahmini i¢in uygulanan protein-protein docking algoritmasi FAST Fourier
transform  yontemini kullanmakta olan ZDOCK (Pierce, 2007) programi ile
gerceklestirilmistir. Bu program olasi tiim baglanma bdlgelerini translasyonel ve rotasyonel
uzayda taramaktadir. Programin girdisi AR monomer, ¢iktisi ise bir f,AR homodimer
yapidir. Program bir defada en fazla 2000 dimerik yap1 olusturabilmektedir. Daha fazla sayida
yap1 elde edebilmek icin program iki farklt B,AR monomer konformasyonu igin ve
reseptordeki farkli bolgelerin docking bolgesi disinda tutulmasi seklinde 8 defa calistirilmus,
dolayisiyla toplamda 16.000 homodimerik yapi elde edilmistir. Tablo 4’te bu farkliliklar
listelenmistir.

Tablo 4. B,AR’1n farkli konformasyonlar1 ve kisithi bolgeler i¢in yapilan docking deneyleri

Set | ICL3’nin varhig1 | Kisitlanan bolge Dimerik yap1 sayisi
1 Var Yok 2000
2 | Var Bir monomerdeki ECL2 ve ICL3 2000
3 | Var Bir monomerdeki tiim diigiim bolgeler 2000
4 | Var Her iki monomerdeki tiim diiglim bolgeler | 2000
5 | Yok Yok 2000
6 | Yok Bir monomerdeki ECL2 ve ICL3 2000
7 | Yok Bir monomerdeki tiim diigiim bolgeler 2000
8 | Yok Her iki monomerdeki tiim diiglim bolgeler | 2000
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Docking’den elde edilen 16.000 farkli yap1 “hiicre zar1 topoloji” siizgecinden gegirilmistir. Bu
testte reseptore ait iki 6zellige bakilir. Bunlardan biri egim agisi, digeri z-ofset degeridir. Bu
iki deger ikinci monomerin birinciye gore hiicre zar1 iginde uygun bir yerde olup olmadigini
test etmek i¢in kullanilir. Egim ag¢isi, proteinin hiicre zar1 yiizeyine dik yondeki temel bileseni
ile hiicre zar1 yiizeyine dik olan z-ekseni arasindaki egim acgisidir (Sekil 2a). z-ofset ise ikinci
monomerin geometrik merkezinin birinciye gore z ekseni boyunca yer degistirdigi miktardir.
0.4 radyan ve 6 A, egim acisi ve z-ofset i¢cin maksimum kabul edilen degerlerdir. 16.000
yapidan sadece 149 tanesi “hiicre zar1 topoloji” siizgecinden gegebilmistir.

149 dimerik yap1 incelendiginde bunlardan 47°sinde monomer’lerin birbirine goére paralel,
102’sinde ise antiparalel durdugu goriilmektedir. Interfaz bolgesini, diger bir deyisle iki
monomerin birbiriyle etkilesim i¢inde olduklar1 bélgeyi belirlemek icin, her rezidiiniin dimer
olusumu sirasinda SASA (solvent accessible surface area) degerindeki degisim asagida
verilen denklik ile hesaplanmaistir.

SASA,; — SASA.,
SASA, .

dSASA; =

Bu denklikte, SA4SA,,; ve SASA.; sirasiyla rezidii i’nin dimer olusumundan 6nceki ve sonraki
hallerdeki SASA degerleridir. dSASA “0” ile “1” arasinda degismektedir. “0” oldugu
durumlar, SASA degerinde bir degisim olmadigin1 gosterir. Dolayisiyla o rezidiiniin interfaz
bolgesinden uzakta oldugu anlasilmaktadir. “1” ya da 1’e ¢ok yakin oldugu durumlarda ise,
SASA.,; degeri sifira yakindir, diger bir deyisle rezidii i sivi ortamdan uzakta, gomiilii diger bir
deyisle interfazda bulunmaktadir.

149 dimerik yap1 6 A RMSD’e gére kiimelenmis, ve en kalabalik kiimelerde bulunan
yapilardaki interfaz bolgesinin hangi transmembran helikslerden olustugu ortaya
cikartilmistir. Son olarak, her bir 149 yapt ZRANK skor denkleme ile yeniden
degerlendirilmis ve en yiiksek skora sahip yapilar incelenmistir. Bu béliimde anlatilan yontem
Sekil 5’teki akis grafiginde 6zetlenmistir. Analiz sonuglari, “Bulgular” altinda verilmistir.
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Sekil 5. Protein-Protein Docking sonucu elde edilen dimerik yapilarin analizi i¢in izlenen
yontemin akis grafigi
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3.6. Dokuzuncu is paketi: sanal tarama prosediirii

Bu is paketinde, reseptdr i¢in yeni antagonist olabilecek aday molekiiller, ZINC veri
bankasinin (Irwin, 2005) farmakofor taramasi sonucu ortaya c¢ikartilacaktir. Segilecek
farmakofor modelindeki 6zelliklere sahip molekiiller segilecek, sahip olmayanlar elenecektir.
Bunun i¢in, reseptdriin bilinen bes inaktif kristal yapisi (PDB id: 2RH1, 3D4S, 3NYS, 3NY9,
3NYA) protein veri bankasindan almarak LigandScout programi (Wolber, 2005) ile
farmakofor modelleri olusturulmustur. Daha sonra bu bes farkli farmakofor modelde ortak
olan farmakofor Ozellikler kullanilarak temsili bir farmakofor model elde edilmistir. Sekil
6’da gosterilen bu modelde iki adet hidrofobik (sar1 kiireler), birer adet hidrojen bag alicisi
(kirmiz1 ok) ve vericisi (yesil ok), ve bir polarize bdlge (mavi ¢ubuklar) bulunmaktadir.
Bunun yani sira, gri kiireler disarilanmis hacim (excluded volume) olup bu bolgede yer
kaplayan reseptore aittir.

\/

Sekil 6. Sanal tarama i¢in olusturulan farmakofor model. “excluded volume™ (gri), hidrofobik
(sar1), H-bag alicis1 (kirmiz ok), H-bag vericisi (yesil ok), polarize bolge (mavi ¢ubuklar).

Olusturulan farmakofor modeli ZINC veribankasi taramasindan 6nce giivenilirlik testine tabii
tutulmustur. Bu testin amaci, kullanilan farmakofor modelin antagonist seciciligini 6lgmek,
diger bir deyisle veri bankasindan seg¢ilecek molekiillerin antagonist bir molekiil olma
olasiligini ortaya ¢ikartmaktir. Giivenilirlik testi i¢in aktivitesi bilinen 117 molekiilden olusan
bir veritabani olusturulmustur. Bu molekiiller GPCR ligand veritaban1 olan GLIDA’dan
alinmistir (Okuno, 2006). Bu veritabaninda 53 antagonist ve 64 agonist bulunmaktadir.
Inhibitér aktivitesi bilinen antagonist’ler “aktif veribankas1” adi altinda, inhibitdriin tersi
goreve sahip agonist’ler ise “inaktif veribankasi” adi altinda toplanmistir. Her bir farmakofor
modelinin bu iki veribankasini tarayarak bulduklari “hit” molekiiller arasinda gercekte aktif
inhibitdr olanlar “gercek pozitif”, olmayanlar ise “yanlis pozitif” olarak kabul edilmistir.
Farkli farmakofor skor degerleri i¢cin bu islem tekrar edilmis ve ROC egrileri (Receiver
Operating Characteristics) (Swets, 1996) elde edilmistir.
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ROC (Receiver Operating Characteristics) egrisinin kdse ¢izginin iistiinde yer almasi modelin
giivenilirligini destekler. Tam tersi bir durum olan kose ¢izginin altinda kalmasi modelin
giivenilir olmadigim1 gosterir. Tarama yapilirken degistirilebilen bir diger parametre ise
veritabanindaki bir molekiiliin “hit” olabilmesi i¢in modelde en fazla gbézardi edilebilecek
farmakofor sayisidir. Ornek verilecek olursa, eger bir model toplam 6 farmakofor dzelligi
tagtyorsa, bir molekiiliin hit olabilmesi i¢in bunlardan en az 4’line sahip olmasi gerekiyor,
dolayisiyla 6’da en fazla 2’si gézardi edilebiliyor.

“Bulgular” boliimiinde ayrintili olarak verilen ROC egrilerine bakarak farmakofor taramasi
icin gereken parametreler secilmis ve yaklasik 10 milyon civarinda molekiil igeren ZINC
veribankasi taranmistir. Bu veribankasindaki molekiiller “Lipinski’nin 5 kuralima” uymakta
olup, ila¢ olma potansiyeli yiiksek molekiillerdir. Sirasiyla bu ozellikler asagidaki gibi
verilmistir:

* 150 < Molekiiler agirlik <500

* xlogP <5

* H-bag dondr sayis1 <5

* H-bag akseptor sayis1 < 10

* tPSA (topolojik polar yiizey alani) < 150
* Donebilir bag sayis1 <7

Bu ozelliklere sahip toplam 9.928.465 molekiilden 727.983 adeti farmakofor model
taramasini  gegebilmistir, diger bir deyisle kullanilan farmakofor modeline uymaktadir.
727.983 molekiil daha sonra GOLD programi ile ChemPLP skoring fonksiyonu yardimi ile
dock edilmesine baslanmistir. Prosesler halen server’da devam etmektedir.

Yukarda bahsedilen farmakofor modeli bilinen 53 agonist’ten 37’si, 64 antagonist’ten ise 45’1
gecebilmistir. Bu testi gegebilen toplam 82 (=37+45) molekiill ChemPLP programi ile
2RH1’daki bilinen inaktif reseptor yapiya dock edilmistir. Bunun sonucunda her bir molekiil
icin elde edilen en yiiksek skora sahip konformasyonun, baglanma bolgesinde bilinen kritik
rezidiilerle yaptig1 etkilesimlere bakilmistir. Buna gore, Ser 203, Ser 204, Ser 207
rezidiilerinden en az biriyle ve Aspl13, Val 114, Asn312 rezidiilerinden en az biriyle
etkilesim iginde olan konformasyonlar baglanma testinden ge¢mektedir. Gegemeyen
molekiiller dogrudan listeden c¢ikartilmaktadir. Bu prosediir, yukarda halen docking prosesleri
devam eden 727.983 molekiil i¢cin de uygulanacaktir.

Testi gegen tiim molekiiller (ZINC veribankasindan gelenler ve bilinen 82 molekiil), skor
degerlerine gore siraya sokularak, belirli bir skor degerinin {istiinde olan molekiillerin agonist
ya da antagonist olup olmadiklarina bakilarak, docking programinin ve kullanilan skoring
fonksiyonun secicilik 6zelligi test edilir. Bu 6zellik Enrichment Factor (EF) denilen ve
asagidaki gibi bir denklemle ifade edilen istatistiksel bir degerle 6l¢iiliir.

EF = TP/n
A/N

Burada 7P taramadan ¢ikan “gergek pozitif” (true positive) sayisi, n veritabanindan segilen
molekiil sayisi, 4 veritabanindaki toplam aktif molekiiller (bu calismada toplam antagonist
molekiil sayis1), N ise veritabanindaki toplam molekiil sayisidir.
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3.7. Onuncu is paketi: Reseptoriin “Rezidii Tabanh Kaba Taneli” (Residue-Based
Coarse Grained) Modelinin olusturulmasi ve Molekiiler Dinamik simiilasyonu icin
sistemin hazirlanmasi

Atomistik modeler, tiim atomlar dikkate alindigindan simiilasyonlarda gilivenilir sonuglar
vermektedir. Ancak, bu tiir modeller daha biiylik sistemlere uyarlandiginda simiilasyon
siiresinde ciddi bir artis (sistemdeki atom sayisinin karesiyle orantili) gézlemlenmektedir.
Elimizdeki bilgisayarlarin giicii bu tiir simiilasyonlarin makul bir siire i¢inde sonlanmasi i¢in
yeterli olmadigindan basitlestirilmis modeller kullanmak kac¢inilmaz olmustur. Projede daha
once yapilmasi planlanmamis, ancak sonrada ihtiyag duyulmus bu caligma 10. is paketi
altinda toplanmistir.

Basitlestirilmis (Rezidii Tabanli Kaba Taneli) modelde proteindeki her bir rezidii iki etkilesim
noktas1 (CG tanesi) ile ifade edilmektedir. Bu etkilesim noktalarindan biri, protein zincirinin
omurgasint (backbone) olusturan atomlari, ikincisi ise yan zincirdeki atomlar1 temsil
etmektedir (Shih, 2006). Lipid, su ve iyonlar Marrinck’in modelini esas almaktadir (Marrink,
2004, 2007). Bu modelde her bir lipid molekiilii toplam 12 CG tanesi ile belirtilmektedir.
Bunlardan biri lipid molekiiliindeki kolin grubunu, bir digeri fosfat grubunu, iki CG tanesi iki
gliserol grubunu, kalan sekiz tanesi ise iki hidrokarbon ug¢larin1 temsil etmektedir. Ayrica bu
modelde, her dort su molekiilii bir CG tanesi ile, bir iyon molekiilii ise en yakininda bulunan
alt1 su molekiilii ile birlikte bir CG tanesi olarak ifade edilir. Sekil 7°de de gdsterildigi {izere,
yeni modeldeki toplam sayis1 68.003°den, 6.868’¢ diismiistlir. Yaklasik 1/10’luk bir sistem
kii¢iilmesi, hesaplama hizin1 yaklagik 500 kat hizlandiracaktir.

CG modelleme, “diiglim” model iizerine uygulanmistir. Lipid hidrokarbon uglarin “eritilmesi”
olan birinci adima gerek duyulmamistir, zira, CG model, hazirlik evresinin sonundaki
atomistik model temel alinarak elde edilmistir. Dolayisiyla, hiicre zarmin dogal diizensiz sivi
hali, tiretilen CG modele yansimistir. CG modelin hazirlik asamasinin ilk evresinde, proteinin
hareketi kisith tutulup hiicre zar1 ve ¢evre su molekiilleri serbest birakilarak 10,000 adim
minimizasyon ve ardindan 100 ns’lik bir MD simiilasyonuna tabi tutulmustur. Burada 1 MD
adimi 5 femtosaniye (fs) olarak alinmistir. Atomistik modelde bir MD adimin siiresi 2 fs
olarak alinmistir. CG modellerde bu zaman aralig1 25 fs’a kadar arttirilabilmektedir. Ancak, 5
fs {lizeri bir artig sistemin yapisinin bozulmasina sebep olmustur, dolayisiyla CG model ile
yapilan 6 ps’lik simiilasyon 5 fs ile gerceklestirilmistir.

Simiilasyon sabit NPT 1 atm basing ve 310 K sicaklikta NAMD programinin 2.7’inci siirimii
kullanilarak gerceklestirilmistir. Sistem 30 K’den 310 K’e asamali olarak isitilmistir, aksi
takdirde takdirde sistemin stabilitesi etkilenmektedir. Ardindan, 30.000 step’lik enerji
minimizasyonu (Conjugate Gradient algoritmasi) uygulanmistir. 6 ps’lik simiilasyon boyunca
aralikli olarak kaydededilen toplam 5929 konformasyon RMSD’lerine goére k-clust
algoritmasi kullanilarak kiimelenmistir (Feig, 2004). Kiimeleme proteinin dort ayr1 bolgesine
gore gergeklestirilmistir: core (ICL3 disinda kalan protein), ICL3, transmembran (hiicre zar1
icinde kalan helikal bolge), ve baglanma kavitesi. Her kiimeleme islemi sonucunda elde edilen
en kalabalik kiimeden secilen bir temsilci yapiya tersine doniisiim (reverse-mapping) yontemi
uygulanarak atomistik modeli elde edilmistir. Atomistik modelin dengeye ulasmasi i¢in, daha
once bahsedilen {i¢ hazirlik asamasindan gecirilmistir ve bunu takiben 100 ns MD
simiilasyonuna tabii tutularak denge ve iiretim sathalar1 elde edilmistir. Analiz sonuglari
“Bulgular” kisminda 10. is paketi baslig1 altinda verilmistir.
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(a) (b)
Sekil 7. Protein, lipid, su ve iyon molekiillerinden olusan sistemin (a) atomistik ve (b)
basitlestirilmis kaba taneli CG model ile gosterimi
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4. BULGULAR:

4.1. Dordiincii is paketi: MD simiilasyon analizi ve gidisizinden konformasyonlarin
tayini

4.1.1. MD gidisizinde yeni bir “ultra inaktif” yapinin ortaya ¢ikmasi:

“Diigim” modelde simiilasyonun son 300 ns’lik evresi, reseptoriin  daha Once
gozlemlenmemis bir yapisal halini ortaya cikartmistir. Bu yapisal hal, reseptdriin “ultra
inaktif” bir durumunu gostermektedir. Bu “ultra inaktif” halde, reseptoriin baglanma bolgesi
genislemis, hiicre i¢ine bakan alt kisim ise daralmistir. Diger taraftan, buna benzer bir durum
“kirpik” modelde gdzlemlenmemistir. Iki model arasindaki tek fark ICL3 diigiim bolgesidir.
“Kirpik” modelde bu bolge eksiktir.

Bunun yani sira, genelde reseptérden uzaga, yana dogru acilmis serbest bir konformasyonu
tercih eden ICL3 diiglim bolgesi, “diigim” modelin alt kismindaki daralma gergeklestigi
sirada, reseptoriin alt kismina kivrilarak kisithh bir konformasyonu tercih etmistir ve
simiilasyonun sonuna kadar da bu halde kalmistir. Konformasyonel degisimdeki bu ani
degisim Sekil 8’deki RMSD ve RMSF profillerinden de anlagilmaktadir. “Diiglim” modelin
RMSD degeri (Sekil 8a), simiilasyonun tam ortalarinda artmaya baslamis ve 300 ns’de 8 A
degerinde stabilize olmustur. Buna benzer bir degisim Sekil 8b’deki ICL3 RMSD profilinde
goriilmektedir. Dolayisiyla, bu degisime sebep olan bolgenin ICL3 bolgesi oldugu agiktir.

RMSF profilinde ICL3 iin hareketliligi ilk evrelere gore oldukca diismiistiir (Sekil 8c). ICL3
bolgesinin reseptoriin en hareketli bolgesi oldugu g6z oOniinde bulundurulursa, “digim”
modelin alt kismindaki daralmanin ICL3 iin i¢ce dogru kivrilmasi sonucu gerceklestigi, alt
kisimdaki bu daralmanin da st kismin genislemesine yol agtigr soylenebilir. Diger bir
deyisle, reseptoriin “ultra inaktif” yapiya ge¢mesini tetikleyen mekanizmanin ICL3 {in ige
dogru kapanma hareketi ile baslatilmis olmas1 muhtemel bir olasiliktir.

Reseptoriin st ve alt kism1 arasindaki bu yliksek korelasyon, teorik olarak bilinmektedir [1].
Alosterik bir reseptor olan B,AR bir sinyal yolunun baslama noktasidir. Hiicre digindan gelip,
reseptoriin  {ist bolgesindeki baglanma g¢ukuruna baglanan kiigiik boyutlardaki sinyal
molekiilleri, tipki bir kerpeten modelini andiran bu yapisal korelasyon sayesinde, reseptoriin
alt kisimlarina etki edebilmektedir. Ancak simdiye dek yayinlanmis hi¢ bir deneysel ya da
teorik modelleme ¢alismasinda reseptoriin bu “ultra inaktif” hali gézlemlenmemis, bu
degisimin 6zellikle ICL3 boélgesi ile baglantili oldugu ortaya ¢ikartilmamistir. Gézlemlenen
ilk “ultra inaktif ” yap1 olmas1 agisindan 6nemli bir sonugtur.

Reseptoriin inaktif halden aktif hale gecerken gosterdigi bilinen en ciddi konformasyonal
degisim altinc1 sarmalin (TM6) alt kisminda gergeklesmektedir (Cherezov, 2007; Rasmussen,
2011). Bilinen aktif (PDB 1id: 3SN6) ve inaktif (PDB id: 2RHI1) kristal yapilar
karsilastirildiginda altinct sarmalin alt kismi aktif haldeyken hiicre zarinin igine, reseptorden
uzaga dogru konumlanmaktadir (Sekil 9b). Bu durum, ii¢iincii sarmaldaki Argl31 ile altinc
sarmaldaki GIn268 arasindaki iyonik kilidin bozulmasina yol agarak reseptdriin hiicre igine
bakan alt bolgesinin agilmasina ve G protein i¢in uygun bir baglanma bdlgesinin olusumuna
sebep olmaktadir.
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Sekil 8. “Diigim” ve “kirpik” model i¢in (a,b) RMSD ve (c) RMSF profilleri. RMSD
profilleri reseptoriin farkli bolgelerine gore hesaplanmistir. Core: ICL3 disinda kalan
bolge. TMEMB: hiicre i¢ine gomiilii sarmallar. RMSF profili “diigiim” model i¢in iki farkli
zaman dilimi i¢in hesaplanmistir, tiim 1 ps’lik ve son 300 ns’lik evre.
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Bu calismada ise TM6 alt bolgesindeki hareket, yukarda bahsedilenin tersine bir yonde,
reseptoriin - merkezine dogru gergeklesmistir. Sekil 9a’da gorildiigi gibi  degisim
simiilasyonun ortalarinda baslamis ve simiilasyonun son 300 ns’lik evresinde stabilize
olmustur. Buna sebep olan konformasyonel degisimin ICL3 iin kendi i¢inde toparlanarak
reseptoriin alt kismima dogru kivrilmasi oldugu muhtemeldir. Zira ICL3 oldukga esnek ve
hareketli bir bolgedir ve termodinamik agidan ICL3 iin altinc1 sarmalin hareketini tetiklemesi
daha olasidur.
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Sekil 9. (a) TM6 alt bolgesinin aktif ve inaktif yapilara gore RMSD degisimi (b) TM6’nin
aktif (pembe), inaktif (mor), MD t=0 (mavi) ve t=1000ns (sar1) anindaki konformasyon
goriintiileri (c) ICL3 ve “cekirdek” bolge agirlik merkezleri arasindaki fark (xy diizleminde)

ICL3 diiglim bolgesinin distan ice dogru kapanmasi niimerik degerlerle Sekil 9c’de
gosterilmistir. Reseptor, ICL3 ve ICL3 disindaki “gekirdek” bolge olmak tizere iki farkli
bolgeye ayrilmistir. Her bir bolgenin agirlik merkezi hesaplanmis ve sadece hiicre yiizeyinde
(x ve y) iki bolgenin agirlik merkezlerinin farkinin simiilasyon boyunca degisimi
hesaplanmigtir. Sekil 9c’de y ekseni iki agirlik merkezinin y ekseni yoniindeki farkini, x
ekseni ise, iki agirlik merkezinin x ekseni yoniindeki farkini gostermektedir. Buna gore,
simiilasyon boyunca, ICL3 konum itibariyle 3 farkli konformasyon i¢inde gériilmektedir. Tlk
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470 ns’lik evrede ICL3 konformasyonu oldukca genis bir bolgede savrularak hareket ederken,
470ns-660 ns arasindaki ikinci evrede, yavas yavas toparlanmaya baslamistir. Son 340 ns’lik
evrede ise, ICL3 tam anlamiyla iceri dogru kivrilmis ve ¢ok az konum degistiren sabit bir hale
geemistir. Ugiincii ve son evre, Sekil 9a’da gdsterilen TM6°daki konformasyonel degisimle es
zamanli olusmustur. Bu kesinlikle rastlantisal olmayip, TM6 ve ICL3 hareketleri arasindaki
sik1 korelasyonu gostermektedir. Diger taraftan, “kirpik” modeldeki altinci sarmalda buna
benzer bir hareket olugsmamistir (Sekil 9a).

“Diigiim” modelin alt kismindaki kapanma, iist kissmdaki baglanma bolgesini genisletmistir.
Bu genisleme Sekil 10a’da gosterilen Ser207-Aspl13 arasindaki uzaklik profilinden de
anlasilmaktadir. Yaklasik 3 A’luk artis, simiilasyonun son evrelerinde (~ son 400-500 ns)
gerceklesmistir. Reseptoriin bu artistan hemen 6nceki ve sonraki halleri karsilastirildiginda,
kritik rezidiilerin birbirlerinden ne yonde uzaklastigi agikga goriilmektedir (Sekil 10b).
Uzakliktaki bu artig, alt kismin daraldigi, ICL3 iin i¢ce dondiigii, dolayisiyla TM6 alt kismin
ice dogru hareket ettigi zamana denk diismektedir. Reseptoriin iist ve alt bolgelerindeki bu iki
farkl1 konformasyonel degisim arasinda Sekil 10c’de goriildiigii gibi sik1 bir korelasyon
bulunmaktadir. Diger taraftan, “kirpik” modelin uzaklik profilinde ya da korelasyon
haritasinda ciddi bir degisim gozlemlenmemektedir (Sekil 10a, d).
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Sekil 10. (a) Ser207-Aspl13 uzaklik degisimi (b) Degisimden once (mavi) ve sonraki

(pembe) durum. TM6 alt kismin aktif hale gére RMSD’si ve Ser207-Aspl13 uzaklik
arasindaki korelasyonun (c) “diigiim” ve (d) “kirpik” modeldeki halleri.
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Besinci sarmaldaki Ser207 ve tigiincii sarmaldaki Asp113 hem agonist, hem de antagonist’ler
icin kritik rezidiilerdir. Ser207°nin yan grubundaki oksijen (OG) atomu, ligant molekiildeki
“catechol” aromatik grubundaki nitrojen ile hidrojen bagi kurarken, Aspl13 ise ligant
molekiiliin polar ucu ile etkilesmektedir. Deneysel ¢alismalarda, Ser207-Asp113 aras1 uzaklik
degeri, reseptdriin aktif formunda 8 A ve 10 A arasi, inaktif formunda ise 11-12 A civarinda
dlgiilmiistiir (Simpson, 2011). Inaktif halde bu degerin daha yiiksek olmasi, baglanma
bolgesinin aktif haldekine gore daha genis oldugunu isaret etmektedir. Bu genisleme,
agonistlere goére daha biiylik olan antagonistler icin bdlgeyi son derece elverisli hale
getirmektedir.

“Diigiim” model i¢in 1 us’lik simiilasyon disinda her biri farkli baslangic konum ve hizlardan
baslayan 100’er ns’lik ii¢ kisa simiilasyon daha kosturulmustur. Zira, bazen simiilasyonlar
uzun olsa da, sistem dar bir ¢ergevede kalarak, diger bir degisle enerji esigini asamayarak
yeterli sayida konformasyon taramasi yapamamaktadir. Oysa, kisa simiilasyonlar farkli
baslangi¢ kosullarindan basladigi icin, farkli enerji bolgelerinde bulunabilirler. Bu da farkh
konformasyonlar anlamina gelir.

Sekil 11°de her {i¢ simiilasyon i¢in Ser207-Asp113 uzaklik profili gosterilmistir. Profilin ilk
20 ns’lik evresinde goriilen degisim reseptoriin kerpeten modelini agik¢a destekler niteliktedir
(Bokoch, 2010). Dogada bilinen B,AR reseptorii iist kisim agikken alt kisim kapali (aksinde
de ayni) bir konformasyonu tercih etmektedir. Reseptdr, bu sayede islevsel 6zelligini
kazanmaktadir. Ancak, her ii¢ simiilasyonun baslangi¢ konformasyonuna bakildiginda hem
ist, hem de alt bolgenin agik bir konumda oldugu goriiliir. Bunun sebebi, reseptoriin ii¢ farkli
hazirlik asamasindan gegerken kisitlayici kosullar altinda kararsiz bir hal almasidir.
Simiilasyonun ilk 20 ns’lik evresinde hem 100’er ns’lik ii¢ simiilasyon hem de 1 us’lik
simiilasyon icin, Ser203 ve Aspl13 arasindaki uzaklik degerinde yaklasik 16 A’dan 11-12
A’a kadar diisiisler gdzlemlenmistir. Bu beklenen bir durumdur, zira reseptér iist kisim kapali,
alt kisim agik olan kararli haline gegmektedir.

) (M

Sekil 11. Ser203-Aspl13 uzaklik degerinin ii¢ adet 100’er ns’lik ve bir adet 1 us’lik
simiilasyon boyunca degisim grafigi.

“ICL3” diiglim bolgesinin dinamiginden reseptoriin etkilenen bir bagka bolgesi de ICL2
diigiim bolgesidir. Ugiincii ve dordiincii sarmallar arasinda bulunan bu bolge de ICL3 gibi
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hiicre i¢ine bakmaktadir, ancak daha kisa bir diiglimdiir. Sekil 12’de gosterilen ICL2 RMSD
degerine gore ¢izilen TM6 alt kismin RMSD degeri, bu iki bolge arasinda onemli bir
korelasyon oldugunu ortaya ¢ikartmaktadir. Her iki RMSD degeri de aktif yapiya gore
hesaplanmistir. Buna gore, simiilasyon boyunca “digim” model ii¢ farkli evreden
gecmektedir (Sekil 12a). ICL2, ICL3 iin i¢e dogru kapanmasiyla kenara g¢ekilerek ICL3 i¢in
yer agmaktadir (Sekil 12¢). Son evrede, ICL2 ilk konumuna az miktarda yaklagarak daha
kararli bir hal kazanmistir. Buna benzer bir degisim, “kirpik” modelde gozlemlenmemistir. Bu
da, “diigiim” modeldeki ICL2’nin konformasyonel degisiminin, ICL3 hareketi ve bunun
sebep oldugu TM6°daki degisim ile baglantili oldugunu gostermektedir.

noal sage

Anal stage

Sekil 12. ICL2 ve TM6 alt kismin (a) “diigim” ve (b) “kirpik” modelde aktif hale gore
RMSD degerleri, (¢) ICL2’nin (solda), ICL3 (sagda) ile birlikte hiicre i¢cinden goriintiisii.
Sekil 11a’daki ilk evre lacivert, ikinci evre mavi, son evre kirmizi ile gosterilmistir.
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Bir diger ilging bulgu da, ICL3 hareketinin ICL2 disinda hiicre digina bakan ECL2 hareketini
de etkilemis oldugudur. Bu durum Sekil 8c’de verilen RMSF profillerinde de anlagilmaktadir.
ICL3 iin son 300 ns’de hareketsiz evresine gecmesiyle birlikte, ICL2 ve ECL2’e ait
RMSF’lerde onemli bir diisiis gézlemlenmektedir. ECL2 hiicre disina bakan ve baglanma
bolgesine kapak gorevi goren bir yapidir. Bu yapinin “kirpik” modele gore “diiglim” modelde
cok daha hareketli olmasi (Sekil 8c), islevsel agidan reseptére avantaj saglamaktadir.
ECL2’nin “diigiim” modelde daha hareketli olmasinin tek nedeni ICL3 {in varligidir. ICL3
hareketliligi son 300 evrede 6nemli Olgiide azalirken, ECL2’deki hareket de benzer sekilde
azalmig, ama yine de “kirpik” modeldekinden daha diisiik olmamastir.

4.1.2. Argl131 ile Glu268 arasindaki iyonik bag molekiiler bir anahtar degildir.

Daha oOnceki deneysel c¢alismalarda TM3’teki Argl31 ile TM6’daki Glu268 rezidiileri
aradindaki iyonik bagin reseptoriin inaktif halden aktife hale gegerken kopmasi, bu bagin
molekiiler bir anahtar olarak gosterilmesine sebep olmustur. Ancak bu ¢alismada ve Dror ve
grubunun daha onceki bir ¢alismasinda da gosterildigi gibi (Dror, 2009), bu iyonik bagin
olusmasi ile reseptoriin aktif ya da inaktif halde olup olmamasi arasinda bir iliski yoktur. Zira,
simiilasyon boyunca, her iki modelde de bu bag bir olusup, bir kopmaktadir (Sekil 13a,b).
Bizim simiilasyonlarimizda aktif hale ge¢is gézlemlenmemektedir. Tam tersi, inaktif halden,
bilinmeyen yeni bir inaktif hale dogru gecis gerceklesmistir. Eger sanildigi gibi iyonik bag
inaktif hali temsil ediyor olsaydi, bu simiilasyonlarda iyonik bagin hi¢ kopmamasi gerekirdi.
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Sekil 13. TM3’teki Argl31 ile TM6°daki Glu268 rezidiileri aradindaki iyonik bagin uzunlugu
(a) “digim” ve (b) “kirpik” modelde C-alfa (kirmizi) ve yan zincir atomlar1t Argl31-N ve
Glu268-0 (yesil) ile gosterilmistir.
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Bu ¢alismada gosterilen dnemli bir diger sonug ise, iyonik bagin kopup tekrar olugsmasinin,
Glu268’e ait yan zincirdeki X acgis1 ile alakali oldugudur. Bu durum, Sekil 13¢ ve d’deki X
acis1 profilinden de anlasilmaktadir. Sonnug olarak, reseptoriin aktif hale ge¢ip gegmedigini
gosterecek en Oonemli parametre iyonik bag degil, Argl31 ve Glu268’deki C-alfa atomlar1
arasindaki uzakliktir. Zira, bu deger, inaktif halde 11-12 A’a kadar cikabilirken, aktif halde bu
deger 16 A olabilmektedir.

4.1.3. Temel dinamik (Essential dynamics) analizi “ultra inaktif” yapiya gecisi ilk temel
mod’da gostermektedir.

Simiilasyonun tiim kaydedilen goriintiileri t=0 anindaki goriintiiye gore hizalandiktan sonra,
sadece C-alfa atomlar1 kullanilarak, temel bilesen analizi (principal component analysis)
gerceklestirilmistir. Her iki modele de uygulanan bu analiz sayesinde ICL3 bolgesinin temel
dinamige olan etkisi agiklanabilmistir (Amadei, 1993). ilk temel mod “diigiim” ve “kirpik”
modelde, reseptdriin toplam hareketinin sirasiyla %69 ve %22’sini agiklamaktadir.

Sekil 14a ve 14b sirastyla TM6 alt kismin RMSD’si ve Ser207-Asp113 arasi uzaklik degeri
icin ti¢ farkli profil gostermektedir. Birinci olan asil gidisizinden (mavi, Sekil 9a’dakiyle
ayni), ikinci ve tigilincii profiller ise ilk mod’a (kirmizi) ve ilk bes mod’un toplamina (yesil)
olan izdiisiimlerinden elde edilen gidisizlerinden elde edilmistir. Ozellikle ilk bes modun
toplami reseptoriin toplam hareketini oldukga iyi agiklamaktadir. Sekil 14¢’de TM6 alt kismin
RMSD’sinin Ser207-Asp113 arasi1 uzaklik profili ile olan korelasyon haritas1 gdsterilmistir.
Buna gore, ilk mod’da ICL3 iin ige kapanmasi sonucu TM6 alt kismin kapanmasi ile
baglanma bolgesinin acgilmasi hareketlerinin ¢ok siki bir bi¢imde baglantili oldugu ortaya
¢ikmaktadir.

Ser207-Aspl13 arasindaki uzaklik baglanma bolgesinde agonist/antagonist molekiiller ile
etkilesim i¢inde olan iki kritik rezidiidiir. Bu iki rezidiiniin hem agonist hem de antagonist’ler
icin optimum birer uzaklik degeri bilinmektedir. Agonist’ler antagonist’lere gore daha kiiciik
molekiiller olduklarindan bu deger 8-10 A civarindayken, antagonist’ler icin 11-12 A
olabilmektedir. Bizim ¢alismamizdaki simiilasyonda ise bu deger 18 A’a kadar c¢ikmustir.
Daha once karsilasilmamis bir uzaklik degeri olmasindan dolayi ilging bir sonugtur. ICL3
bolgesinin beklenmedik bir bi¢imde reseptoriin alt kismina kapanip kalmasi bdyle bir sonucu
dogurmustur ve bunu da ilk bes temel bilesen agiklamaktadir (Sekil 14d). Buna karsilik,
“kirpik” modelde TM6 alt kismin RMSD’si ve Ser207-Asp113 arasindaki uzaklik arasinda
benzer bir korelasyon hig bir temel bilesen mod’unda goriilmemistir (Sekil 15).

4.1.4. MD gidisizinden alinan goriintiilerin kiimelenmesi “diigiim” modelde “kirpik”
modele gore daha fazla konformasyonel cesitlilik oldugunu gostermistir.

Her bir model i¢in kosturulan 1 us’lik simiilasyonlar ve ii¢ adet “diiglim” modele ait 100’er
ns’lik simiilasyonlardan elde edilen yaklasik 11500 konformasyon A-clust kiimeleme
algoritmasi ile reseptoriin farkli bolgelerine gore smiflandirilmistir. Sekil 16a-d arasi
gosterilen tiim kiimeleme profillerinde ilk 1000 ns “diigiim” modele, daha sonraki “1000” ns
“kirpik” modele, son 500 ns’lik {i¢ aralik ise “diiglim” modelin kisa simiilasyonlarina denk
gelmektedir.
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Sekil 14. “Diigiim” model i¢in (a) TM6 alt kismin RMSD profili (b) Ser207-Asp113 uzaklik
profili (c) RMSD ile uzaklik arasindaki korelasyon haritasi, original gidisizi (mavi), ilk bes
modun toplamina (yesil) ve ilk moda (kirmizi) olan izdiisiimden elde edilen gidisizlerinden
elde edilmistir (d) TM6 alt kismin ilk mod yoniindeki hareketi
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Sekil 15. “Kirpik” model i¢in (a) TM6 alt kismin RMSD profili (b) Ser207-Asp113 uzaklik
profili (c) RMSD ile uzaklik arasindaki korelasyon haritasi, original gidisizi (mavi), ilk bes
modun toplamina (yesil) ve ilk moda (kirmizi) olan izdiisiimden elde edilen gidisizlerinden
elde edilmistir (d) TM6 alt kismin ilk mod yoniindeki hareketi
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Kiimeleme, sirasiyla, hiicre i¢inde kalan “transmembran” bolgesine, reseptoriin alt kisminda
bulunan G protein baglandigi bolge, ICL2 ve ECL2 “diigiim” bolgelerine gore
gerceklestirilmistir. Kullanilan RMSD, sirasiyla 1.8 A, 1.8 A, 3.7 A ve 3.3 A degerindedir.
RMSD degerleri toplamda 4 kiime/grup verecek sekilde ayarlanmistir. Sekil 16a’da gosterilen
“transmembran” bolgesine gore olan kiime profili 1 us’lik “diigiim” model i¢in dort ayr1 kiime
ortaya c¢ikartmistir. Bunlardan ikisi [0-3000] ns ve [3000-5000] ns araliklarinda olup
simiilasyonun %54 ve %37 gibi biiylik bir boliimiinii teskil etmektedir. Diger taraftan,
“kirpik” modelde sadece iki kiime olusmustur ve bunlardan biri olduk¢a baskin olup
simiilasyonun %92’s1 boyunca goriilmektedir. “Diiglim” model i¢in olan kisa simiilasyonlarda
ise sadece bir adet kiime olup, farkli bir konformasyon olugsmamistir, zira 100 ns
konformasyonel cesitlilik i¢in yeteri kadar uzun bir simiilasyon degildir. Bunun yani sira,
“diigim” modelde ICL3 1in ige dogru kapandigi son evrelerde “transmembran” bolgesinin
ikinci farkl kiimede toplanmasi bir rastlanti degildir. Buna karsilik “kirpik” modelde sadece
tek bir baskin kiime olmasi, ICL3 iin eksikliginde “transmembran” bdlgesinin hareketsiz
kaldigin1 agikga gostermektedir.

Sekil 16. Reseptor bolgenin dort farkli bolgesinin RMSD degerine gore “diigiim” ve “kirpik”
modellerin 1’er us’lik ve “diiglim” modelin 100’er ns’lik ii¢ farkli simiilasyon gidisizinden
elde edilen konformasyonlarin kiimelenme profilleri
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Sekil 16b, reseptoriin G proteine baglanma bolgesine gore yapilmis kiimeleme sonuglarini
gostermektedir. Bu bolge reseptoriin hiicre i¢cine bakan kisminda olup G proteinle etkilesim
icinde oldugu rezidiilerden olugmaktadir. “Diigiim” modelde simiilasyon yaklasik {i¢ esit
kiimeye ayrilirken, “kirpik” modelde sadece tek bir kiime goriilmektedir. Reseptoriin alt
kisminin farkli konformasyonlar iginde bulunabilmesi, G protein ile olan etkilesimde 6nemli
bir faktordiir. Reseptore bu esnekligi kazandiran da ICL3 bolgesidir.

Sekil 16¢’de ICL2 bolgesine gore olan kiimeleme sonuglar1 gosterilmistir. Buna gore, her iki
modelde de iki baskin kiime olugmustur. Bu kiimeler, “diiglim” modelde simiilasyonun %29
ve %581, “kirpik” modelde ise %39 ve %59’u boyunca goriilmektedir. Bu sonuglar ICL3 iin
ICL2 bolgesinin taradig1 konformasyon uzayinda farklilik yaratmadigini gostermektedir.

Son olarak, sekil 16d’deki ECL2 bdlgesine gore elde edilen kiime profiline bakilacak olursa,
“diiglim” bolge i¢in simiilasyon ardisik gelen dort kiimeye ayrilmistir. Diger taraftan “kirpik”
modelde sadece tek bir kiime gozlemlenmektedir. ECL2 reseptoriin hiicre disina bakan
bolgesinde yer almaktadir ve baglanma ¢ukuru icin adeta bir kapak gorevini gormektedir.
Dolayisiyla kritik bir rolii vardir ve farkli konformasyonlar taramasi reseptor icin son derece
onemlidir (Sekil 17). Bu farkliliga sebep olan ICL3 diigiim bolgesidir, zira konformasyondaki
buna benzer bir farklilik “kirpik” modelde gézlemlenmemektedir.

Sekil 17. ECL2 bolgesinin hiicre disindan dort farkli kiime i¢in goriintiileri.
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4.2. Besinci is paketine ait ¢calisma: ANM ile normal mod analizi ve konformasyon
setinin olusturulmasi

Anizotropik Ag Modeli (ANM) ile yapilan ¢calismalar sonucunda her iki model i¢in benzer ve
farkl1 hareket yonleri tespit edilmistir. Sonuglar, Sekil 18a’da sicaklik (f) faktorii olarak
verilmistir. § faktorii tim mod’larin ortalamasi alinarak hesaplanmis ve deneysel  factor
degeriyle karsilastirilmistir. Buna gore, kullanilan teorik modelin deneysel sonuglarla uyumlu
oldugu goriilmiistiir. Ozellikle en hareketli tepe bolgeler (Sekil 18a) “kirpik” ve “diigiim”
modeler i¢in benzerlik gosterirken, deneysel verilerle de uyumludur. Bu tepe bolgelerin
proteinin ii¢ boyutlu yapisinda denk diistiigii yerler “kirpik” model icin Sekil 18b’deki gibi
kirmizi ile belirtilmistir.

300 \
— Clipped-ANM
230 Looped-ANM |
< 0| ~3045-EXP |
i
s 100 | |\ 2 3 A s |
\ [ ".. af” !'\.
S0 } ﬂ‘_'g.%,‘_-‘,;.:.'-'/“l%\‘_w} R ' "‘[ LN M’
0 " 3
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Residue Index

Sekil 18. “Diigiim” (looped, kirmizi) model ve “kirpik” (clipped, mavi) model i¢cin ANM
modeliyle ve deneysel yontemlerle hesaplanmis (3D4S-Exp, isyah) [ faktorlerin
karsilastirmali grafigi (b) “Kirpik” model i¢in (a)’daki en hareketli i¢ bolgelerin (2-7) protein
iizerindeki konumlari
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Diisiik frekansli (yavas) modlar proteinlerdeki kooperatif konformasyonel hareketler hakkinda
son derece bilgilendiricidir. Her iki model i¢in normalize edilmis toplam ilk 10 yavas modun

ortalamas1 alinarak hesaplanmis MSF degeri

Sekil 19a’daki gibi verilmistir. MSF

(dalgalanmalarin ortalamasimin karesi) 3 faktor degeri ile dogrudan iligkili bir degerdir.
Dolayisiyla, 3 faktor ve MSF grafikleri karsilastirildiginda tepe bolgelerini ayni bolgelerde
gormek beklenen bir durumdur. Her iki model igin hareketlilik benzer bolgelerde
yogunlasmistir. “Kirpik” modelde, “diiglim” modele gore hareketliligin siddeti 6zellikle 5. ve
7. bolgelere denk diisen tepe bolgelerde daha fazladir. Minimum MSF bolgeleri hareketi en
fazla kisitlanmis ama kolektif hareket icin kritik bolgeleri gostermektedir. Bu bolgeler,
beklenildigi gibi sarmallarin bulundugu bolgelere denk diismektedir.
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Sekil 19. Her iki model i¢in normalize edilmis (a) toplam ilk 10 yavas mod i¢in MSF (A)
profili. (b) “diigim” model i¢in 5-14 arasi, “kirpik” model i¢in 1-10 arasi yavas mod

alinmustir.
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“Diigiim” modele ait ilk 4 mod ICL3 bdolgesinin hareketini aciklamaktadir, dolayisiyla
“kirpik” modelde bulunmamaktadir. Sekik 19a’da hesaplanan MSF degerlerini her iki model
icin karsilastirirken “diigiim” modelde bu bolgenin ¢ikartilmasi daha saglikli bir karsilastirma
sonucu dogurur. Bu yiizden, “diiglim” modelin MSF degeri 5-14 aras1 modlarin ortalamasi
alinarak yeniden hesaplanmis ve Sekil 19b’de gosterilmistir. Beklenildigi iizere, iki modelin
MSF degerleri birbirlerine daha yakin ¢ikmustir.

Elastik ag modellerinde yiiksek frekansli (hizli) mod’lara bakildiginda yiiksek MSF’lere sahip
bolgelerdeki rezidiiler “sicak bolge” rezidiileri olarak adlandirilir (Bahar, 1998). Bu bolgeler,
proteinde en kisith bdlgelerdir ve ¢ogunlukla evrimsel agidan korunmus bolgelere denk
diismektedir. Sekil 20°de normalize edilmis toplam ilk 20 hizli mod i¢in hesaplanmis MSF
profillerinden, “kirpik” modelin MSF profilinin “diigiim” modele gore daha yukarda
oldugudur. Benzer durum yavas modlar i¢in de gézlemlenmistir. Ancak hizli mod’lar i¢in
diisiiniilecek olursa, yavas modlarin aksine yiiksek MSF degeri proteinin o bdlgelerde daha
fazla esnek olduguna isaret etmez. Aksine, en fazla korunmus ve proteinin kararl yapisini
korumada en kritik oldugu diisiiniilen bu bélgelerin “kirpik” modelde daha fazla kisitlanmis
(hapsolmus) oldugunu gosterir.
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Sekil 20. Her iki model i¢in normalize edilmis toplam ilk 20 hizli mod i¢in MSF (A?) profili.
(Kirpik=Clipped; Diigiim=Looped) (a) Asp130, Argl31, Glu268 ve Phe282 (b) Leu272,
Gly276, Gly280, ve Leu284

Sekil 20a’da gosterilen ve yiiksek MSF degerlerinden (0.01) birine sahip olan Phe 282
miitasyon g¢alismalarinda (Che, 2002) altinc1 sarmal iizerinde bulunmaktadir ve ii¢lincii ve
altinc1 sarmal arasindaki etkilesimde 6nemli bir rol oynadigir diisiiniilmektedir. Zira, bu
rezidlinlin miitasyona ugratilmasi1 sonucu iki sarmal arasindaki etkilesim zayiflayarak,
proteinin aktif hale gectigi gozlemlenmistir. Benzer bir durum, Asp 130, Arg 131 ve Glu 268
rezidiileri i¢in de gecerlidir. Asp130 — Glu 268 arasinda olusan tuz kopriisii tiglincii ve altinci
sarmallar arasindaki etkilesimi kuvvetlendirmektedir. Ugiincii sarmal iizerindeki Asp 130 -
Arg 131 arasindaki tuz kopriisii ise liclincii sarmali daha kararli yapmaktadir (Rasmussen,
1999). Sekil 20a’da goriildiigii gibi bu dort kritik rezidiiden {i¢iinlin MSF degeri 0.004’iin
tistiinde ¢cikmistir. Sadece Glu268 MSF degeri “diiglim” ve “kirpik” modelde sirastyla 0.0003
ve 0.0006 olarak beklenilenden diisiik ¢ikmistir. Buna ragmen, MSF degeri yiliksek olan
bolgenin yakininda bulunmaktadir. Sekil 20c’de “sicak™ bdlgelerin proteinin {izerindeki
konumu gosterilmektedir. Beklenildigi gibi, sicak bolgelerin ¢ogunlukla proteinin orta ve i¢
kisimlarinda kisith bir alanda yogunlasmis olduklar1 gériilmektedir.

Sekil 20b’de ayn1t MSF profili iizerinde, dort rezidii gosterilmistir. Bu rezidiiler, B,AR icin
LKTLGIIMGTFTL motifini olusturmus olup, glikoforin A proteini i¢in One siirlilen
LIXXGVXXGVXXT dimerizasyon motifinden yola ¢ikilarak belirlenmistir. Glikoforin A
icin bu motifin proteinin dimerizasyonu sirasinda monomerlar arasi etkilesimi sagladig1 ve
evrimsel acidan korunmus oldugu diisiiniilmektedir. Bir deneysel calismada (Hebert, 1996)
B2AR i¢in ortaya ¢ikartilan benzer motifin de ayni1 korunmus Ozellige sahip olabilecegi
diisiiniilerek bu motifi i¢inde barindiran bir peptid sentezlenmistir. Sonugta, peptidin bu
bolgeyi bloke edilerek reseptoriin dimerizasyonunu engellendigi goriilmiistiir. Dolayisiyla,
P2AR’daki bu motifin benzer sekilde dimerizasyonda o©Onemli bir rol oynayacagi
diistiniilmektedir. Beklenildigi tizere, ANM modeli, bu dort rezidiiniin hepsini MSF’in yiiksek
oldugu bolgelerde tahmin edebilmistir.
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4.2.1. Ortiisiim Matrisi (Overlap Matrix):

Iki modun benzerlik derecesini ortaya ¢ikartmak amacli hesaplanmaktadir ve iki mod’a ait
ozvektorlerin nokta ¢carpimlarindan elde edilir (u;.#;). Bu degerin 1’e esit olmasi, iki vektoriin
aynm1 yonde, 0 olmasi ise ters yonlerde oldugunu gosterir. Sekil 21°deki grafiklerde [0-1]
aralifl, beyaz ve siyah arasindaki gri tonlar1 ile belirtilmis olup, “digim” ve “kirpik”
modeller i¢in belirlenen diistik frekansli modlar arasindaki benzerligi gostermektedir. Buna
gore, “diigiim” (looped) modelin ilk dort modu, “kirpik” modelin hi¢ bir modu ile benzesme
gostermezken, benzerlikler besinci mod’dan sonra ortaya c¢ikmaktadir. Ornegin “diigiim”
modelin besinci ve sekizinci modlari, sirasiyla “kirpik” modelin birinci ve iigiincii modlariyla
ortismektedir. Bu mod’lardaki hareketler Sekil 22 ve 23’de yonleri ve biiyiikliikleriyle
gosterilmistir. Bunun disinda, “diigiim” modelin “kirpik” modelde benzeri olmayan ilk dort
modu i¢in yon ve biiytikliikler Sekil 24°de verilmistir.

s

Sekil 21. “Kirpik” (Clipped) ve “Diigiim” (Looped) modellerin yavas modlar1 arasindaki
ortiisme matrisi. 0-1 degerleri, beyazdan siyaha dogru degisen ara gri tonlariyla gosterilmistir.
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(2)

(b)

Sekil 22. Her iki model i¢in farkli modlara ait 6zvektorlerin yon ve biiyiikliiklerinin protein

iizerindeki durumu (a) “Kirpik model, 1. yavas mod (b) “Diigiim” model 5. yavas mod

ia)

Sekil 23. Her iki model i¢in farkli modlara ait 6zvektorlerin yon ve biiyiikliiklerinin protein

iizerindeki durumu (a) “Kirpik model, 3. yavas mod (b) “Diigiim” model 8. yavas mod
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Sekil 24. “Diigiim” modelde olup “kirpik” modelde benzeri olmayan ilk 4 yavas mod
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4.2.2. Yonelimsel Capraz Korelasyon Haritalar1 (Orientational Cross-Correlation
Maps):

ANM normal mod analizinden ¢ikan modlar i¢in 1 ve j rezidiilerine ait MSF degerlerindeki
dalgalanma degerlerinin birbirleriyle olan iligkisi, C(i,j), -1’den 1’e degisen degerlerdedir.
Korelasyonun olmadigi durum 0, en yiiksek korelasyon 1 ve en yiiksek anti korelasyon -1
degerini almaktadir. Sekil 25a’da “kirpik” modelin ilk on modu i¢in korelasyon haritasi
cikartilmistir. Buna gore sarmallarin birbiriyle baglantili hareket ettigi goriilmektedir. Sekil
25b’de “diiglim” model i¢in korelasyon haritasina bakildiginda korelasyonun sadece belirli
sarmallarda yogunlagmis oldugu goriilmektedir. Bunlar sirasiyla, H3-HS5, H3-H6, H5-H6, H6-
H7 ve H6-H8 sarmal ciftleridir. “Kirpik” modeldeki gibi homojen bir goriinti
sergilememektedir.

(c) (d)
Sekil 25. Toplam on mod i¢in korelasyon haritasi. (a) “Kirpik” model i¢in ilk on mod, (b)

“diiglim” model i¢in ilk on mod (c¢) “Diiglim” model i¢in 5-14 aras1 (d) Sekil 25a ve Sekil
25¢’deki korelasyon haritalar1 arasindaki fark.

49

086



Ancak diigiim” model i¢in ilk on mod toplaminin i¢ginde “diglim” bolgeye 6zgii ilk dért mod
bulunmamaktadir. Bu durum, toplam korelasyonu sarmal boélgelerin bazilar1 i¢in zayiflatmis
bazilar1 icin de kuvvetlendirmistir. 1ki modelin korelasyon haritalarin1  birebir
karsilastirabilmek i¢in, her iki modelde uyusan on modu almak gerekmektedir. Bu yiizden
ayn1 harita, “diigiim” model i¢in 5-14 aras1 mod’lar alinarak tekrar olusturulmustur. Sekil 25a
ve 25¢’deki benzerlik, her iki modelin sarmal bolgelerinin toplam on mod i¢in olan kiimiilatif
hareketlerinin  korelasyonunun ayni derecede ve benzer bolgelerde yogunlagtigini
gostermektedir.

Dolayisiyla, sinyal aktarimini saglayan sarmal hareketlerin “diigim” bdolgesinden onemli
Olclide etkilenmedigi gosterilmistir. Sekil 25d’de gosterilen korelasyon haritalar1 arasindaki
fark bunu acikca ortaya koymaktadir. Diger bir deyisle, sinyal aktarimini gergeklestiren
sarmal yapiya 0zgii ve sarmallar arasi korelasyonun yogun oldugu bir hareketten bahsetmek
miimkiindiir. Ayrica bu hareket, proteinin sitoplazmaya bakan ve G protein gibi proteinlerle
etkilesimini saglayan “diigim” bolgeden bagimsiz bir sekilde gerceklesmektedir.

Reseptorii, ANM normal mod analizi ile elde edilen farkli mod’lar yoniinde belirli bir miktar
hareket ettirerek farkli konformasyonlarin elde edilmesi diisiiniilmiis, ancak bu islemin hiicre
zar1 ortam1 hesaplarda dikkate alinmadigindan ¢ok kesin sonuglar vermeyecegine karar
verilmistir. Bunun yerine onuncu is paketi olarak sunulan “rezidii-tabanli kaba taneli”
(Residue-Based Coarse Grained) Molekiiler Dinamik simiilasyonu ve analizi ger¢eklestirilmis
ve reseptoriin farkli konformasyonlar1 basariyla elde edilmistir.

4.3. Yedinci is paketine ait calisma: Docking sonu¢larinin analizi

Toplam 10 ligand molekiil (li¢ antagonist, 6 agonist ve 1 partial agonist), reseptoriin alt1 farkl
konformasyonuna dock edilmistir. Bu yapilardan iicli kristal yapis1 bilinen ii¢ inaktif (3NYS,
3NY9, 3NYA) ve bir tanesi biline aktif (3SN6) halini temsil etmektedir. Diger ikisi ise,
dordiincii is paketinde gergeklestirilen MD simiilasyon gidisizinden elde edilen bir olasi
inaktif ve bir olasi aktif yapidir. Bu yapilarin se¢imi i¢in baglanma bolgesindeki iki rezidii
Ser207-Aspl13 aras1 uzaklik degerinden faydalanilmistir. Buna gore, uzaklik degerinin en
diisiik (8.31 A) oldugu yapi olas1 aktif hal (“closed”) ve en yiiksek (18.63 A) oldugu olas1
inaktif hal (“open”)olarak iki konformasyon se¢ilmistir. Deneysel ¢aligsmalar (Simpson, 2011),
aktif haldeki reseptorde Ser207-Asp113 uzaklik degerinin 8-10 A aras1 degisebildigini, inaktif
haldeki reseptdrde ise bu degerin 11 A civarinda kaldigin1 gostermektedir. Buna gore docking
icin se¢ilen konformasyonlarin baglanma bdlgesi birinde aktif hali, digerinde ise ‘“ultra”
inaktif” hali temsil etmektedir (Sekil 26). Her bir reseptor yapist i¢in elde edilen docking
sonuglart agsagidaki gibi verilmistir.

4.3.1. Antagonist’ler i¢in docking sonuclari:

Antagonist’lerden ICI, bilinen inaktif hallere (3NYS8, 3NY9, 3NYA) Sekil 26a-c’de
gosterildigi gibi basartyla dock etmistir. Her bir docking konformasyonu, ayni zamanda ICI
molekiiliiniin 3NY8’teki bilinen yapisiyla (mavi renkte) birarada gosterilmistir. ICI bilinen
aktif hale basarisiz bir sekilde dock etmistir, docking bdlgesinde yanlis rezidiilerle etkilesim
icindedir. MD simiilasyondan elde edilen olasi inaktif yap1 (open) icin elde edilen sonug
bilinen inaktif haller i¢in elde edilenlerle benzerlik gostermektedir. ICI, baglanma bolgesinde
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dogru bir sekilde konumlanmistir (Sekil 27¢). Daha kisith olan olasi aktif hal dedigimiz
“closed” konformasyona dock edildiginde Sekil 26f’de goriildiigii gibi yanlis bir
konformasyon elde edilmistir. Bu da 3SN6 gibi aktif hallerin kisitli baglanma bolgelerinden
dolay1 biiyiik antagonist molekiiller icin elverisli olmadiklarin1 gostermektedir. Benzer bir
sonug, antagonist’lerden alprenolol ve JSZ icin elde edilmistir. Sekil 28, alprenolol i¢in elde
edilen konformasyonlar1 gostermektedir.

Sekil 26. Docking uygulanan reseptoriin agik (mavi) ve kapali (sar1) konformasyonlari. Sag
daki Ser207 ve soldaki Asp113 rezidiileri bilya-sopa (ball and stick) seklinde gdsterilmistir

Sekil 27. Antagonist molekiil ICI icin reseptoriin alt1 farkli konformasyonuna dock edilmis
halleri. Her sekilde gosterilen mavi renkteki ICI molekiilii 3NY8’teki bilinen dogal hali. (a)
3NYS8 (yesil) (b) 3NY9 (acik mavi) (c) 3NYA (macenta) (d) 3SN6 (sar1) (e) olasi inaktif hal
“open” (gri) (f) olas1 aktif hal “closed” (pembe)
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(a) (b) (c)

(d) (e) (M)
Sekil 28. Antagonist molekiil alprenolol i¢in reseptoriin alti farkli konformasyonuna dock
edilmis halleri. Her sekilde gosterilen mavi renkteki ICI molekiilii 3NY8’teki bilinen dogal
hali. (a) 3NYS8 (yesil) (b) 3NY9 (acik mavi) (¢c) 3NYA (macenta) (d) 3SN6 (sar1) (e) olasi
inaktif hal “open” (gri) (f) olas1 aktif hal “closed” (pembe)

4.3.2. Agonist’ler icin docking sonuclari:

POG, Sekil 3’te de gosterildigi gibi bir agonist olmasina ragmen boyut olarak antagonist’lere
benzemektedir. Docking sonuglarina bakilacak olursa, tiim bilinen aktif ve inaktif kristal
yapilara ve olas1 inaktif (open) yapiya basariyla dock etmis, sadece olas1 aktif (closed) yapida
yanlis bir yonde konumlanmistir (Sekil 29). Bir agonist molekiiliin hem aktif hem de inaktif
bir yapiya basariyla dock etmesi, bu yapilarin baglanma bdlgelerindeki benzerlikle yakindan
ilgilidir. Ancak, antagonist bir molekiil i¢in veritabani taramasi yapiliyorsa ve inaktif kristal
yapilardan biri kullaniliyorsa, agonist bir molekiilii false positif olarak se¢gme olasiligini goz
oniinde bulundurmak gerekir. Bu hatay1 ortadan kaldirmanin yollarindan biri docking 6ncesi
bir farmakofor model taramasi yapmaktir. Zira, POG antagonist bir molekiil kadar biiyiik olsa
da, farmakofor modeli bir antagonist’inkine uyum gdstermediginden elenecektir.

Benzer sekilde ufak bir molekiil olan epinephrine, “open” hal disinda tiim alt1 yapiya basariyla
dock etmistir (Sekil 30). Bu sonug, agonist molekiil i¢in veritabani1 taramasi yapilacaksa,
kullanilmas1 gereken reseptor yapisinin dikkatli secilmesi gerektigini isaret etmektedir. Zira,
bilinen kristal inaktif yapilar da bir aktif yap1 kadar basarili bir sekilde bir agonist molekiilii
baglanma bolgesinde barindirabilmektedir. Bu da bilinen kristal inaktif hallerin tam bir inaktif
hal olmadiklari, ama aktifle inaktif hal arasinda bir gec¢is halini temsil etme olasiliklarin
ortaya c¢ikartir.
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(d) () ()

Sekil 29. Agonist molekiil POG i¢in reseptoriin alti farkli konformasyonuna dock edilmis
halleri. Her sekilde gosterilen mavi renkteki ICI molekiilii 3NY8’teki bilinen dogal hali. (a)
3NYS8 (yesil) (b) 3NY9 (acik mavi) (c) 3NYA (macenta) (d) 3SN6 (sar1) (e) olas1 inaktif hal
“open” (gri) (f) olas1 aktif hal “closed” (pembe)

(a) (b)

Sekil 30. Agonist molekiil epinephrine i¢in reseptoriin alti farkli konformasyonuna dock
edilmis halleri. (a) 3NYS8 (yesil) (b) 3NY9 (a¢ik mavi) (c) 3NYA (macenta) (d) 3SN6 (sar1)
(e) olasi inaktif hal “open” (gri) (f) olas1 aktif hal “closed” (pembe)

MD simiilasyonundan elde edilen olas1 aktif hal (“closed”), dar baglanma bolgesinden dolay1
biiyiik antagonist molekiilleri barindiramamaktadir. Dolayisiyla, bir veritabani taramasinda
nispeten biiyiik olan antagonist molekiilleri bu olas1 aktif yapiy1 kullanarak elemek daha olasi
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goziikkmektedir. Benzer sekilde olasi inaktif hal (“open”), genis baglanma bolgesinden dolayi,
kiiciik agonist molekiilleri elemek i¢in kullanilmalidir. Sekil 31°de agonist epinephrine ve
antagonist ICI molekiillerinin bu iki farkli yapiya dock edilmis goriintiileri verilmistir.
Epinephrine, kiiclik bir molekiil oldugundan genis baglanma bdlgesi olan inaktif hale dock
edildiginde, baglanma ¢ukurunun diplerine dogru ilerlemistir. ICI ise, dar baglanma bdlgesine
sahip aktif hale dock edildiginde baglanma c¢ukuruna sigamadigindan, ¢ukurun agzinda
kalmustir.
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Sekil 31. (a,b) Epinephrine ve (c,d) ICI molekiillerinin olasi aktif ve inaktif hallere dock
edilmis konumlarinin hiicre disindan ve yandan goriintiileri verilmistir.
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4.4. Sekizinci is paketine ait ¢calisma: Reseptoriin dimerik yapisinin olusturulmasi ve
benzer yontemlerin uygulanmasi

4.4.1. Kristalografik homodimerik yapiya uygulanan ANM analizi:

B2AR dahil olmak iizere birgok GPCR ailesine ait proteinin dimerik hatta oligomerik yapida
bulundugu deneysel olarak gozlemlenmistir (Angers, 2000; Goerge, 2002). Monomerlerin
birbirlerine gore olan konumu, diger bir deyisle iki monomerin etkilesim bélgesinin dogadaki
hali heniiz bilinmemektedir. Kristalografik ¢alismalardan elde edilen dimerik yap1 diizgiin
kristal bir yapidan elde edilmistir ve dogadaki halini yansitmamaktadir. PDB veri bankasinda
monomer yap1 i¢in koordinatlarin yani sira, ikinci monomeri olusturmak i¢in gereken simetri
operasyonu z ekseni iizerinde 180° olarak verilmistir. ikinci monomerin konumu y ekseni
iizerinde yer degistirerek elde edilmistir. Buna gore birinci ve yedinci sarmallar interfaz
bolgesinde bulunmaktadir. Ancak interfaz bolgesinin dogadaki bir ;AR dimerik yapida nasil
oldugu heniiz bilinmemektedir. Burada yapilan ¢aligmanin amaci, her iki model (“digiim” ve
“kirpik™) i¢in Sekil 32’deki gibi olusturulan dimerik yapilarin dinamikleri arasindaki farkini,
buradan yola ¢ikarak ICL3 bolgesinin dimerik yapida ne gibi degisikliklere sebep oldugunu
ortaya ¢ikartmaktir.

Sekil 32. B,AR reseptoriiniin kristalografik calismalardan elde edilen dimerik yapisi (a)
“kirpik” ve (b) “diigiim” model i¢in verilmistir.
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5. 1s paketinde monomer yapiya uygulanan ANM analizi, yukarda olusturulan dimerik yapilar
icin de gerceklestirilmistir. Bunun sonucunda belirlenen mod’lar ortiisme matrisi araciligiyla
karsilastirilmistir. Iki modun benzerlik derecesini ortaya ¢ikartmak amacl kullanilan Jrtiisme
degeri, iki mod’a ait 6zvektorlerin nokta ¢arpimlarindan elde edilir (u;.u;). Bu degerin 1’e esit
olmasi, iki vektoriin ayn1 yonde oldugunu, 0 olmasi ise ters yonlere baktigini gosterir. Sekil
33’teki grafiklerde [0:1] araligi, beyaz ve siyah arasindaki gri tonlar1 ile belirtilmis olup,
“digim” ve “kirpik” modeller i¢in belirlenen diisiik frekansli modlar arasindaki benzerligi
gostermektedir. Buna gore, “kirpik” (clipped) modelin 1. ve 2. ve 3. modlari, sirasiyla
“diigim” (looped) modelin 1. 2. ve 7. modlanyla ortiismektedir. Bu mod’lardaki hareketler
Sekil 34-36°da yonleri ve biiyiikliikleriyle gosterilmistir.

Dimerik yapilarda, monomer yapidaki gibi “diigim” modelde olup ta “kirpik” modelde
olmayan ICL3 hareketini agiklayan ilk dort mod ortaya ¢ikmamistir. Her iki modele ait ilk
mod’lar birbirleriyle ortiismektedir. Ozellikle “kirpik” modelin ilk dért modu, “diigiim”
modelin ilk on moduyla az ya da c¢ok ortiismektedir. Bu sonug, ICL3 bélgesinin monomer
yapida oldugu gibi dimerik yapida baskin olmadigini gosterir. Diger bir deyisle, dimerik
yapinin dinamigi, ICL3 disinda kalan bolgeler tarafindan belirlenmektedir.
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Sekil 33. “Diigiim” ve “kirpik” model dimer yapilar i¢in yavas modlar arasindaki Ortiisme
matrisi. 0-1 degerleri, beyazdan siyaha dogru degisen ara gri tonlariyla gosterilmistir.
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Sekil 34. Her iki model i¢in belirli modlara ait 6zvektorlerin yon ve biiyiikliiklerinin protein
tizerindeki durumu (a) “Kirpik model, 1. yavas mod (b) “Diigiim” model 1. yavas mod
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Sekil 35. Her iki model i¢in belirli modlara ait 6zvektorlerin yon ve biiyiikliiklerinin protein
tizerindeki durumu (a) “Kirpik model, 2. yavas mod (b) “Diigiim” model 2. yavas mod
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Sekil 36. Her iki model i¢in belirli modlara ait 6zvektorlerin yon ve biiyiikliiklerinin protein
tizerindeki durumu (a) “Kirpik model, 3. yavas mod (b) “Diigiim” model 7. yavas mod

Dimerik yapinin reseptoriin dinamigine olan etkisini anlayabilmek i¢in, dimerik yapi iginde ve
tek basina hareket eden iki monomerin ilk 20 mod’u karsilastirilmistir. Bu her iki model i¢in
de yapilmistir. “Diiglim” model i¢in Sekil 37a’da verilmis ortiisme matrisine gore, dimer ile
hareket eden monomer’deki ilk iki yavas mod, tek basina hareket eden monomerde
goriilmemektedir. Bu da ilk iki modun dimere 6zgii hareketleri temsil ettigini gosterir (Sekil
34b, 35b). “Kirpik” model i¢in ortiisme matrisi Sekil 37b’deki gibidir. Buna gore, dimer ile
hareket eden monomerdeki ilk dort yavas mod dimer yapiya 6zgidiir, zira tek basina hareket
eden monomerde goriilmemektedir. “Kirpik” modelde daha ¢ok modun dimer yapiya 6zgii
ctkmasi, ICL3’lin monomer yapinin dinamigine olan etkisinden kaynaklandig1 sdylenebilir.

12
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Looped - Monomer of Dimer
Clipped - Monomer of Dimer

o

L
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2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Looped-Monomer Clipped - Monomer
(a) (b)

Sekil 37. (a) Diigiim ve (b) Kirpik model i¢in dimerik yapidaki monomer ile serbest haldeki
monomerin 1lk20 yavas mod’u arasindaki ortiisme degerleri.
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4.4.2. B,AR dimerik yap1 tahmini:

ANM analizi yapilan bu homodimerik model, dogada bilinen bir yap1 degildir. Deneysel
caligmalar dimerik yapinin interfaz bolgesinin altinci sarmal (TM6) olabilecegini isaret
etmektedir. Hebert ve grubunun 1996 yilinda yaptig1 deneysel peptit calismalar1 (Hebert,
1996) ve bunu izleyen diger mutasyon calismalar1 (Salahpour, 2004), B,AR’daki altinci
sarmalin homodimerizasyonda énemli bir rolii oldugunu ortaya ¢ikartmistir. 2005°te Nemoto
ve grubu tarafindan yapilan teorik ¢alismalarda TM6’nin interfaz bolgesinde ortaya ¢ikmis
olmas1 deneysel ¢aligmalar1 destekler niteliktedir (Nemoto, 2005).

Hiicre zar1 proteinleri i¢in dimerizasyon motifi olarak adlandirilan amino asit dizilimi
LIXXGVXXGVXXT ilk olarak glikoforin proteini i¢in One siirlilmiistiir (Senes, 2001).
Ardindan Hebert ve grubu B,AR i¢cin LKTLGIIMGTFTL motifini 6ne slirmiistiir. Her dort
amino asitte bir tekrar eden Leu ya da Gly rezidiilerinin dimerizasyonda kritik rol oynadigi
distiniilmektedir. Bu veriler 1s18inda, Hebert ve grubunun sentezledigi ve dimerizasyonu
inhibe  ettigi  diisiinilen TM6’a  ait  276-296  arasinda  bulunan  NH2-
GIIMGTFTLCWLPFFIVNIVH-COOH peptitin bilgisayar ortaminda atomistik bir modeli
olusturulmus ve hemen ardindan B,AR’a dock edilmistir. Docking i¢in uygulanan prosediir
“GEREC ve YONTEM” kisminda anlatilmstir.

4.4.2.1. TMVI’dan modellenen kisa peptit docking sonuclari:

Tablo 5’te docking sonuglar1 bir biiyiik ve dort kiiciik grid kutular i¢in verilmistir. Gird
kutularinin reseptdr ile olan goriintiileri “GEREC ve YONTEM” kisminda Sekil 4’te
gosterilmistir. En yiiksek skorlu birinci kiimedeki konformasyon ve en kalabalik kiimedeki
(eger birinci kiimden farkliysa) konformasyon igin AutoDock ve DSX skor puanlari, 5 A
yakinindaki transmembran (TM) bdlgesi ve ayrica her kiimede bulunan eleman sayisi
verilmistir. Her docking deneyinde toplam 200 birbirinden bagimsiz docking kosumu
sonucunda elde edilen 200 dock edilmis konformasyon 2 A RMSD degerine gore
kiimelenmektedir. Diger bir deyisle, RMSD degeri birbirinden 2 A veya daha az olan
konformasyonlar aynm1 kiime altinda toplanmaktadir. En yiiksek skorlu konformaysonu
barindiran kiime “birinci kiime”, en kalabalik konformasyon sayisina sahip kiime ise “En
kalabalik kiime” olarak adlandirilmistir.

Tablo 5. TM6’dan modellenen (276-296 arasi rezidiiler) kisa peptit icin docking sonuglari.

Docking Kutu Birinci kiime En kalabalik kiime
. 1 | TM AD’ DSX" 1 | TM AD’ DSX"
deneyi No Boyut Konumu® | Skor Skor Boyut Konumu® | Skor Skor
Blind
(bir biiyiik | - 66 5,6 -10.47 | -80.81 | 84 1,5,6,7 -10.20 | -74.88
erid kutusu)

1 38 2,34 -10.61 |[-71.25 | 109 3,4,5 -9.14 -34.47
Dort  kiigiik | 2 199 5,6 -10.61 | -85.05 | - - - -
grid kutusu | 3 197 6,7 -10.35 | -69.87 | - - - -

4 43 3.4 -10.60 | -77.12 | 73 2,3 -10.60 | -52.95

" kiimedeki dock edilmis konformasyon sayisi

? Dock edilmis konformasyonun 5 A yakinindaki transmembran (TM) bélgesi.
3 AutoDock skor (kcal/mol)

* DSX skor (birimsiz)
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“Blind” docking sonuclarina bakilacak olursa, -10.47 kcal/mol ile en diisiik baglanma
enerjisine (en yiiksek skor) sahip konformasyonun monomer iizerinde en fazla tercih ettigi
bolgenin TMS ve TM6 oldugu goriilmektedir. En kalabalik kiimedeki konformasyonun enerji
degeri -10.20 kcal/mol olup, tercih ettigi bolge yine TM5-TM6 civarindadir, ve ayrica TM1
ve TM7 ile de etkilesim i¢indedir. Bu iki konformasyonun reseptor lizerindeki konumu ve
kacinci rezidiilerle etkilestigi Sekil 38°de gosterilmistir.
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Sekil 38. (a,b) birinci ve (c,d) en kalabalik kiimeden secilen konformasyonlarin (sirasiyla,
yesil ve turuncu renkte) reseptor iizerindeki konumlari ve etkilestikleri rezidiiler. TM6 kirmizi
renkte gosterilmistir.

Yukarda bulunan konformasyonlara daha yakindan bakildiginda, peptitin TM6’daki rezidii
dizilimine gore ters yonde (N-ucu hiicre i¢ine dogru) konumlandig1 gériilmektedir. Bu tarz bir
antiparallel dizilim, iki monomerin dimerik yapida benzer bir antiparallel dizilimde
olabilecekleri ihtimalini dogurmaktadir. Oyle ki, timolol ve kolesterol molekiilleri ile ortaya
cikartilan kristal yapida da, buna benzer bir antiparallel dizilim goézlemlenmistir (Hanson,
2008).

Reseptoriin dort farkli bolgeye boliinmesiyle ortaya ¢ikan dort farkli docking calismasinin
sonuglarma bakildiginda (Tablo 5), TM6’nin en fazla tercih edilen bdlge oldugu
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goriilmektedir. Docking bolgesi icinde TM6’nin oldugu iki farkli deney sonucunun (Tablo
5’te ikinci ve tiglincii grid kutulari) her ikisinde de TM6 bolgesi tercih edilen bolgeler arasinda
cikmistir. Bunun yani sira, baglanma degerleri ikinci ve ii¢lincii deneyler i¢in sirasiyla -10.61
ve -10.35 kcal/mol gibi yiiksek skor degerlerdir ve bulunduklar1 kiimedeki eleman sayis1 199
ve 197 (200 iizerinden) olarak en kalabalik kiimelerdir. Ayrica ikinci kutu ile yapilan deneyin
sonucuna ait DSX skor degeri -85.05 ile Tablo 5’te goriilen en yliksek DSX skor degeridir.

Bunun yani1 sira, TM6’nin grid kutusu i¢inde olmadigi durumlar s6z konusu oldugunda (Tablo
5’te kutu no 1 ve 4), tercih edilen bolge TM2, TM3 ve TM4 olarak bulunmustur. Ancak
burada birinci kiimedeki konformasyon sayisi 50°nin altinda ¢ikmistir ve en kalabalik
kiimedeki konformasyona bakildiginda DSX skorun oldukga diisiik oldugu goriiliir. Tim bu
peptit docking sonuclari, peptitin TM6’a yakin boélgeleri en fazla tercih ettigini isaret
etmektedir.

4.4.2.2. Her bir TM bélgesinden modellenen uzun peptit sonuclari:

Her bir TM bdlgesi bir peptit olarak yeniden modellenmis ve reseptére “blind” bir sekilde
dock edilmistir. Tablo 6’da dock edilen her bir peptite ait ilk ve en kalabalik kiimeler i¢in
eleman sayisi, AutoDock ve DSX skor degerleri ve her bir kiimeyi temsil eden
konformasyonun 5 A yakimindaki transmembran (TM) bdlgesi verilmistir. Buna gére, tiim
docking deneylerinden c¢ikan en yiiksek skorlu (ve en kalabalik kiimeye ait olan)
konformasyonlarin her seferinde TM6 bolgesin yakininda olmasi dikkat ¢ekicidir. Bunun yan
sira, TM6 peptiti dock edildiginde -67.24 gibi bir DSX skoru elde edilmistir. Bu

-71.97°den sonraki en yiiksek ikinci degerdir. En yiiksek deger, TM7’nin docking sonucunda
goriilen en kalabalik kiime icin elde edilmistir. TM6 disinda docking sonuglarinin hepsinde
olmasa da cogunda tercih edilen iki diger bolge TMS5 ve TM7 olarak goriilmektedir. Sekil
39°da, TM6’dan elde edilen peptitin dock edilmis en yiiksek skorlu ve en kalabalik kiimeden
elde edilen konformasyonlarin reseptordeki kirmizi renkli TM6’a gore konumlari
gosterilmistir.

Tablo 6. Transmembran bolgelerden modellenen uzun peptitler i¢in docking sonuglari

Docked Firstcluster Highest-populated cluster

Peptide Size' TM. . AD DSX Size' TM. . AD DSX
Position Score Score Position Score Score

T™M1 104 | 5.6 -9.52 -49.92 - - - -

TM2 178 |5,6,7 -9.78 -33.11 - - - -

TM3 136 |5,6,7 -10.66 | -20.09 - - - -

T™M4 162 |5,6,7 -9.79 -18.65 - - - -

TMS5 14 1,5,6,7 -8.34 -31.80 52 5,6,7 -7.95 -61.32

TM6 62 6,7 -9.14 -67.24 73 5,6,7 -8.81 -55.74

TM7 9 6,7 -9.22 -49.23 58 5,6,7 -8.80 -71.97
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(a) (b)

Sekil 39. TM6’dan elde edilen peptitin (a) en yiiksek skorlu (mavi) ve (b) en kalabalik
kiimeden (magenta) elde edilen konformasyonlari. Reseptordeki TM6 kirmizi renkte
gosterilmistir.

4.4.2.3. ZDOCK ile protein-protein docking sonucglari:

ZDOCK araciligiyla elde edilen 16.000 homodimerik yapidan 149 tanesi hiicre zar1 topoloji
filtresinden (Bakimiz “Gere¢ ve Yontemler”) gecmistir. Bu yapilara daha yakindan
bakildiginda 47 tanesinde monomer’ler ayni yonde (paralel), 102 tanesinde ters yonde
(antiparalel) konumlanmiglardir. 147 adet kompleks yap1 paralel ve antiparalel olmak {iizere
iki gruba ayrilmis ve her grup kendi i¢inde 6 A RMSD degerine gore kiimelenmistir. Paralel
grup i¢in 20, antiparalel grup i¢in 56 farkli kiime elde edilmistir. Sekil 40’taki gibi gosterilen
kiimelerde, paralel yonde olanlar i¢in en kalabalik kiimedeki eleman sayis1 7°dir ve her iki
monomerin TM6’s1 interfaz bolgesinde bulunmaktadir. Her iki monomerin TM6’sinin
interfaz bolgesinde oldugu durumda o kiimeye ait dikey ¢izgi kirmizi renkte gosterilmistir.
Antiparallel yonde olanlara ait en kalabalik kiimede ise 8 adet konformasyon bulunmustur ve
interfaz bolgesinde monomerlerden sadece birinin TM6’s1 interfazda bulunmaktadir. Boyle
bir durumda o kiimeye ait dikey ¢izgi turuncu renk ile gosterilmistir. interfaz bolgesinde
TM6’nin bulunmadig1 kompleks yapilara ait kiime ¢izgisi ise mavi renk ile gosterilmistir.

117 kompleks yapida interfaz bolgesinin reseptoriin hangi sarmalina denk diistiiglinii
kantitatif bir yolla belirlemek amaciyla, her 76 kiimeden temsili bir yap1 secilerek, dSASA;
degerleri hesaplanmistir. Paralel ve antiparallel yapilardan elde edilen en kalabalik
kiimelerden birer temsili yap1 segilerek, Sekil 41°teki gibi dSASA; profilleri ve monomerlerin
birbirlerine gore olan konumlar1 gosterilmistir. dSASA4; degeri 0’dan biiylik olan bolgelerin
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interfaz bolgesinde oldugu goz Oniine alinirsa, paralel yonde olan dimerik yapida,
monomerlerden birinde TM5 ve TM6 interfazda iken, ikinci monomerde TM5, TM6 ve TM7
interfaz bolgesinde yer almaktadir. Benzer sekilde, antiparalel yonde olan dimerik yapida
(Sekil 41b), monomerlerden birinde TM3 ve TM4, digerinde ise TMS, TM6 ve TM7 interfaz

bolgede bulunmaktadir.

uimmi 5

moer for paraliel d

@

Al ‘l|--1__11:||--i;||‘:|_4.|.<ulnr

(b)

Sekil 40. (a) paralel ve (b) antiparalel yondeki monomerlerden olusan dimerik yapilar icin
kiime profilleri. Interfaz bolgesinde TM6’nin olup olmamasma gore renklendirilmistir.
Kirmizi: her iki monomerin TM6’s1 interfazda, turuncu: tek monomerin TM6’s1 interfazda,
mavi: hi¢ bir monomerin TM6’s1 interfazda olmadig1 durum.
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Sekil 41. En kalabalik kiimelerden secilen paralel ve antiparalel dimer yapilarin (a,c)
konumlar1 ve (b,d) her bir rezidii i¢in dSASA; degerleri. TM6 kirmizi renk ile gdsterilmistir.

Son olarak, her bir 149 dimerik yap1 i¢in Z-rank skor degeri hesaplanarak, bu yapilar iginde
en yliksek Z-rank skoruna sahip yapilar en yiiksek olasilikla goriilmesi beklenen dimerik bir
olusum olarak Onerilmistir. Z-rank skor degeri eksi yonde arttik¢a o yapiin goriilme olasiligi
ylksek olacaktir, diger bir deyisle en diisiik negatif deger Onerilecek dogru sonucu isaret
edecektir. Sekil 42°de paralel ve antiparallel yapilar i¢in hesaplanan Z-rank skor degerleri
verilmistir. Buna gore paralel dimerik yapilar i¢in en diisiik Z-rank skor degerlerinin oldugu [-
100:-80] araliginda dort dimerik yap1 bulunmaktadir ve bunlarin hepsinde her iki monomere
ait TM6 interfaz bolgesinde bulunmaktadir. ikinci en diisiik Z-rank skor araligma [-80:-60]
bakilacak olursa yine dort yap1 goriilmektedir. Bunlarin ikisinde her iki monomere ait TM6
interfaz bolgesindedir, diger ikisinde ise bir monomerin TM6’s1 interfaz bolgesinde
bulunmaktadir. En diisiik skor degeri -104.2 olarak hesaplanmistir ve Sekil 42b’de gosterildigi
gibi antiparalel bir dimer yapiya aittir. Bu en olas1 dimerik olusum ayni zamanda bir 6nceki
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adimda yapilan 6 A RMSD degerine gore kiimeleme analizi sonucunda en kalabalik kiimenin
bir elemani olarak ortaya cikmustir, dolayisiyla iic boyutlu hali Sekil 41c¢’de gosterilen
konformasyona benzemektedir (RMSD <6 A)

e

-rank Scor

Score

-rank

Sekil 42. 47 adet paralel ve 102 adet antiparalel dimer yap1 i¢in Z-rank skor degerleri.
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4.5. Dokuzuncu is paketine ait calisma: sanal tarama ve analiz

“Gere¢ ve Yontem” kisminda bahsedilen farmakofor modeli, GLIDA veribankasindan elde
edilen 117 molekiilden olusan kii¢iik veribankasi taramasinda kullanilmistir. Sonug olarak, 53
agonist’ten 36’si, 64 antagonist’ten ise 46’1s1 gecebilmistir. Kullanilan farmakofor modelin
giivenilirligi ise Sekil 43°te gosterilen ROC egrisi ile dogrulanmistir. Bu egride ok isareti ile
belirtilen nokta, fit skor degerinin 0.64 oldugu noktadir ve bu tarama g¢alismalarinda esik
degeri olarak sec¢ilmistir. Diger bir deyisle taramada farmakofor modeli ge¢mis olsa bile, skor
degeri 0.64’iin altinda ise taramada elenecektir. Zira, ROC egrisi bu esik degeri i¢in, “true
positive” %83 “false positive” ylizdesini ise %27 olarak vermektedir. Bu esik degerinin
istiine ¢ikildiginda, “true positive” ylizdesi artarken, bir yanda da “false positive” yiizdesi
artacaktir. Dolayisiyla, true positive/false positive oranim1 kabul edilebilir sinirlar i¢inde
optimum bir degerde tutmak gerekir.

<0.08 S0.0% &0.0% 82.0% L00.0n

4
i d

Sekil 43. Secilen farmakofor modeli ile yapilan tarama sonucunda elde edilen ROC egrisi.
117 molekiilden 82’si hit olarak geri donmiistiir.

Farmakofor taramasini gegen 82 molekiil, daha sonra GOLD programi ve ChemPLP skor
fonksiyonu yaridimiyla bilinen inaktif yapt 2RH1’a dock edilmistir. Her molekiil i¢in en
ylksek skora sahip konformasyon se¢ilmis ve baglanma bdlgesinde kritik rezidiilerden
Ser203, Ser204, Ser207, Aspl13, Vall14 ve Asn312 ile etkilesim icinde olup olmadiklarina
bakilmistir. Ser203, Ser204, Ser207 grubundan en az biriyle ve Aspl13, Vall14 ve Asn312
grubundan en az biriyle etkilesim i¢inde olan 32 agonist ve 42 antagonist testi gegmis, geriye
kalan 4 agonist ve 4 antagonist elenmistir.

Tablo 7’de baglanma farmakofor testinin yan1 sira baglanma kriteleri testini gegen molekiiller
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ChemPLP skor degerlerine gore siraya sokulmustur. Agonist ve antagonistlerin birbirlerinden
ayirt edilebilmesi igin sirasiyla kirmizi ve mavi renklerle gosterilmistir. En yliksek ChemPLP
skor degeri 127.9 olup bir antagonist’e aittir. Skor degeri 88’1n listiinde olanlara bakildiginda
14’1 antagonist ve 7’si agonist olacak sekilde toplam 21 molekiil bulunmaktadir. Bu durumda
EF degeri, EF = (14/42)/(21/74) = 1.17 olarak hesaplanir. Bu degerin 1’den biiylik olmasi, 88
skor degerinin tarama i¢in bir esik degeri olarak giivenle kullanilabileceg§ini isaret eder.
Dolayisiyla, toplam 9.928.465 molekiilden 727.983 adeti farmakofor modeli gegmistir ve bu
molekiillere ChemPLP ile docking yaptigimizda skor degeri 88 ve iistli olanlar kabul edilecek,
altinda kalanlar ise elenecektir.

Tablo 7. Farmakofor taramasini ve baglanma kriterlerini gecen 32 agonist (kirmizi) ve 42
antagonist (mavi)

Ligand Name ChemPLP Ligand Name ChemPLP Ligand Name ChemPLP

Score Score Score
'C37H42CIN505' 127.90 'C23H25N0O2' 82.57 'C19H29NO5' 71.06
'C28H30F4N204' 115.20 'C22H24N204"' | 81.73 'C16H24N202' 70.59
'C28H32N405' 112.58 'C16H22N403" | 81.24 'C18H27CI2N502' 69.90
'C38H44CIN307' 105.32 'C19H21N50O' 80.25 'C22H31NO4' 69.56
'C29H38N203' 103.41 'C20H27N306' | 79.96 'C20H26N40' 68.78
'C29H33N305' 101.84 'C24H28N203" | 78.63 'C18H29N305' 67.95
'C27H33NO4' 101.78 'C19H23NO5' 78.63 'C14H22N203' 67.87
'C28H34N206' 99.43 'C20H28N404" | 78.45 'C16H2605S' 67.72
'C24H26N204' 98.73 'C18H31IN303" | 77.74 'C18H22N2' 64.14
'C30H46N209' 98.50 'C18H22N40' 77.63 'C14H21N303' 63.41
'C24H27CI2N302"' | 98.01 'C19H24N203" | 77.29 'C17H18Br2FN303S' | 63.18
'C23H25F3N405' 97.86 'C18H29NO3' 76.93 'C15H20IN302' 62.58
'C26H33N504' 97.54 'C16H25N309" | 76.82 'C13H21INO3' 61.20
'C25H32N406' 97.42 'C20H20N203" | 76.35 'C14H22CINO2' 61.10
'C29H33N508' 97.29 'C20H24N204"' | 75.63 'C14H23NO4' 60.81
'C23H29F2N30S' 95.52 'C19H22CINOS' | 75.07 'C10H12N203S' 60.28
'C25H31BrCIN305' | 92.99 'C17H3IN304" | 74.97 'C13H24N4038' 60.05
'C22H28CIF3N202' | 89.94 'C14H20N202" | 74.42 'C12H7CI2NO3' 58.58
'C20H23CIN406S2' | 88.77 'C21H27NO2' 74.22 'C12H24N2028' 58.19
'C25H30CIN503' 88.30 'C18H29NO4' 73.76 'C11HI7NO3' 57.06
'C22H25F2NO4' 88.02 'C17H27NO4' 73.53 'C10H11IN204' 56.74
'C21H24N204S' 87.64 'C15H22N206" | 73.11 'C11H23NO3' 54.04
'C19H24FNO4' 86.19 'C17H26FNO3' | 72.92 'COH13NO3' 51.18
'C25H28N202' 84.39 'C15H23NO2' 72.20 'C10H15NO' 49.13
'C18H20N203S' 82.68 'C21H23NOS' 72.15
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4.6. Onuncu is paketine ait calisma: Reseptoriin “Rezidii Tabanh Kaba Taneli”
(Residue-Based Coarse Grained) Molekiiler Dinamik simiilasyonu ve analizi

Coarse-grained (CG-MD) simiilasyondaki denge ve iiretim safhalar1 RMSD profiline
bakilarak Sekil 44’teki gibi gosterilmistir. Ug¢ farkli RMSD degeri, reseptoriin ii¢ farkli
bolgesine gore hespalanmistir. Bunlar sirasiyla, tiim reseptor yapisi (All), ICL3 bolgesi
disinda kalan yap1 (Core) ve ICL3 bolgesidir. ICL3 disinda kalan bdlge simiilasyon ¢ok erken
evrelerinde dengeye ulasirken, ICL3 8-10 A araliginda dalgalanmaktadir.

AB L an)

Sekil 44. CG-MD simiilasyonu boyunca baslangi¢ konformasyonuna gore ii¢ farkli bolge icin
hesaplanan RMSD profilleri. (All: tiim yap1, Core: ICL3 disinda kalan ve ICL3)

Sekil 45. (a) CG ve Atomistik (FAL) simiilasyonlara ait RMSF profilleri (b) RMSF
profilindeki tepe noktalarin ii¢ boyutlu yap1 iizerindeki konumlari
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CG modelin 6 us’lik simiilasyon boyunca hareketliligi ise Sekil 45°teki RMSF profili ile
gosterilmis ve 1 us’lik atomistik simiilasyona (5. is paketinde) ait RMSF profili ile
karsilastirilmistir. Buna gore, 16 A gibi yiiksek degerlere eriserek en fazla hareketliligi
gosteren ICL3 bolgesi CG modelde 4 A gibi ortalama bir degerde kalmaktadir. ICL2 ve ECL2
diglim bolgeleri de benzer sekilde CG modelde atomistik modele gore daha hareketsiz
kalmislardir. Buna ragmen her iki modelin transmembran bdlgelerindeki duraganlik
benzesmektedir (Sekil 45°te cukur bolgeler).

CG-MD gidisizinden reseptoriin dort farkli konformasyonu se¢ilmis ve tersine-gonderim
(reverse-mapping, RM) yontemi ile atomistik modeli elde edilmistir. Dort RM ve daha 6nceki
atomistik (FA) simiilasyonlarindan elde edilen yapilar reseptoriin ‘core’, ICL3, transmembran
ve baglanma bolgelerinin RMSD degerlerine gore kiimelenmistir. Sekil 46 dort farkli kiime
profilini gostermektedir. Burada en dikkat c¢ekici sonug, RM yontemi ile geri kazanilmis
atomistik modellerin yapisal olarak diger atomistik modellerden ayrildigidir. Bu tiim bolgeler
icin gegerlidir.
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Sekil 46. Atomistik (FAL, FAS1, FAS2, FAS3) ve tersine gonderimli atomistik
konformasyonlarin (RM1, RM2, RM3, RM4), farkli reseptor bolgelerine gore kiimelenmesi.
(a) ICL3 disinda kalan ‘core’ (b) transmemran (c) baglanma ve (d) ICL3 bolgeleri.
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Yapisal olarak bir karsilastirma yapmak amaciyla bilinen inaktif kristal yapt 2RH1 ile RM
sonucu elde edilen atomistik yapilardan biri {istiiste ¢akistirilmistir. Sekil 47°de gosterildigi
gibi, tiim yap1 i¢in RMSD degeri 5.47 A olarak hesaplanmistir. Ayni1 zamanda her heliks
bolgesi 2RH1’daki heliks bolgesi ile cakistirilmis ve RMSD degerleri belirlenmistir. Buna
gore, birinci, ikinci ve becinci heliksler hari¢ diger dort heliks Kristal yapidaki haliyle
uyumludur. TMI, TMII ve TMV sekonder yapilar1 simiilasyon islemleri sirasinda
bozulmustur. Ancak bu bozulma baglanma bolgesindeki yapiy1 bozacak kadar ciddi degildir.
Sekil 48°de bes farkli konformasyona ait hiicre disindan baglanma bolgesinin goriintiileri
verilmistir. Her bir konformasyon 2RH]1 ile {stiiste gelecek sekilde ve carazolol molekiilii ile
birlikte gosterilmistir. Simiilasyon boyunca her bir yapiin enerji degerleri sabitlenmis,
dolayisiyla kararli yapilar1 temsil etmektedir. Ug ayr1 helikste sekonder yapilarin bozulmasi
simiilasyonda kullanilan enerji denklemindeki parametrelerin sekonder yapiy1 kararli yapacak
nitelikte olmadigi, bu ylizden yeniden gézden gecirilmesi gerektigini isaret eder.

H3 s HS H6 N7

RMSD « 547 3.73 416 205 1.54 503 | 6% 246

Sekil 47. 2RH1 (gri) ile tersine gonderimli atomistik konformasyonlardan birinin (RM4,
kirmiz) iistiiste cakistirilmig goriintiisii, RMSD degerleri ile birlikte verilmistir.

REX

Sekil 48. 2RH1 (gri) ile listiiste goriintiileri verilmis bes farkli atomistik konformasyon.
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5. TARTISMA/SONUC:

B2AR hiicre zar1 reseptoriiniin iki farkli modeli ile yapilan 1’er mikrosaniyelik uzun
simiilasyonlarin sonucunda reseptoriin daha once agiklanmamis “ultra inaktif” bir yapisi
ortaya ¢cikmistir. Simiilasyonun ikinci yarisinda, ICL3 bolgesi reseptoriin i¢ kismina dogru
kapanarak G proteine baglanma bolgesini kapatmistir. Bunun sonucunda, ICL3 {in bitisiginde
duran TM6 sarmalin alt kismi1 da reseptoriin i¢ kismina dogru yaklagsmistir. TM6’daki bu
konformasyonel degisim, aktivasyon sirasinda meydana gelen, reseptorden uzaga, hiicre
zarma dogru olan hareketinin tam tersi yondedir.

Bir diger 6nemli bulgu, reseptoriin iist kisminda kalan baglanma bélgesi ile alt kisimdaki G
proteine baglanma bolgesinin yiiksek bir korelasyon ile hareket etmesidir. ICL3 bdlgesinin G
protein baglanma kavitesini kapattigi anlarda reseptoriin iist kismindaki baglanma bdolgesi
genislemistir. Bu genisleme agonist/antagonist baglanmasinda énemli roy oynayan iki kritik
rezidii Ser207 ve Aspl13 arasindaki uzaklik degerine bakilarak Olgiilmistiir. Bu “ultra
inaktif” yapiya gecis evresi simiilasyonun ortalarinda baglamis ve 100 ns gibi bir siirede
tamamlanmistir. Son 300 ns’lik evresinde ise, simiilasyonun basindan beri en fazla hareketli
bolge olarak goriilen ICL3, bu kapali konumunu korumustur. 1 us’lik MD gidisizine
uygulanan temel bilesen analizi sonucunda, ilk temel mod’un reseptdriin tiim hareketinin
%69’unu agikladigr ve “ultra inaktif” yapiya gecisin bu ilk mod’da gerceklestigi ortaya
¢ikmustir.

Buna karsilik, ICL3 bolgesinin eksik oldugu “kirpik” modelde buna benzer bir
konformasyonel degisim gozlemlenmemistir. Bir sonraki ¢alisma “diigiim” modele odakli
gerceklestirilecektir. Burada amag, reseptoriin iist kisminda baglanma bolgesindeki iki kritik
rezidii Ser207 ve Asp113 arasindaki mesafeyi aktif halde bilinen 8-10 A arasinda bir degerde
sabit tutarak, reseptoriin alt kismindaki konformasyonel degisimi molekiiler dinamik
simiilasyonu yardimiyla gozlemlemek olacaktir. Beklenen degisim ICL3 bdlgesinin kapali
halden, simiilasyonun basindaki agik ve serbest haline geri doniisiidiir.

Anizotropik Ag Modeli (ANM) ile yapilan ¢aligmalarin sonucunda, ICL3 bdlgesinin hareketi,
“diiglim” modelde ilk dort mod ile agiklanmistir. Diger bir deyisle ICL3 dinamigi reseptoriin
en dominant hareketi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Her iki modeldeki ICL3 disinda kalan
bolgelerin dinamik yapisi birbiriyle olduk¢ca benzesmektedir. B faktorii tim mod’larin
ortalamas1 alinarak hesaplanmis ve deneysel §§ factor degeriyle karsilastirilmistir. Buna gore,
kullanilan teorik modelin deneysel sonuglarla uyumlu oldugu goriilmiistiir. Yiiksek frekansh
mod’lardan tespit edilen ve proteinde en kisitli ve evrimsel agidan en korunmus “sicak bolge”
rezidiileri ¢ogunlukla ikici, ligiincii, altinc1 ve yedinci sarmallar iizerinde bulunmustur.
Ozellikle {igiincii ve altinc1 sarmallar, hem sinyal molekiillerle etkilesim iginde olan, hem de
sinyal aktarimin yolu iizerinde olan kritik rezidiileri barindirmaktadir. Son olarak, sinyal
aktarimi icin son derece Onemli olan sarmal yapiya 0zgii ve sarmallar arasi korelasyonun
yogun oldugu bir hareketten bahsetmek miimkiindiir. Ayrica bu hareket, proteinin ICL3
bolgesinden bagimsiz bir sekilde gergeklesmektedir.

Docking c¢alismalarindan ¢ikan en g¢arpict sonug, bilinen aktif ve inaktif hallere ait baglanma
bolgelerinin ciddi bir farklilik gostermedigidir. Antagonist molekiiller i¢in yapilacak bir
veritaban1 taramasinda nispeten biiyiik olan agonist’leri antagonist’lerden ayirt etmede
basarisiz olduklar1 goriilmiistiir. Benzer sekilde, kiiciik agonist’ler, inaktif hale de aktif
haldeki kadar dogru konumlarda dock edebilmektedir. Molekiiler Dinamik simiilasyon
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calismasinin sonucunda elde edilen biri aktif, digeri “ultra” inaktif yapilarin, kristal yapilarin
tersine ayirt edici 6zelliklere sahip olduklar1 gdsterilmistir. Baglanma bolgesi dar olan aktif
yapi, biliylik antagonist molekiilleri barindirmakta basarisiz olup, ufak molekiilleri segmede
daha basarilidir. Ancak bdyle bir yapi, POG gibi nispeten biiyiik olan agonist molekiilleri
veritabanindan ¢ekip ¢ikartmada basarisiz olacaktir. Baglanma bolgesi genis olan inaktif yapi,
kiiciik agonist molekiiller i¢in uygun degildir, ancak biiyiik antagonist’lerin yami sira biiyiik
agonist yapilar1 da true positif olarak se¢gme olasiligi vardir. Bu yiizden docking taramasi
oncesi bir farmakofor taramasi bu tiir hatali sonuglar1 azaltmak icin her zaman gereklidir.

B2AR monomer yapiya uygulanan Anizotropik Ag Modeli (ANM) ile yapilan analiz
caligmalarinin benzeri ;AR dimerik yapisi i¢in gergeklestirilmistir. Reseptoriin dogadaki
dimerik yapist heniiz bilinmemekte olup, bu c¢alisma i¢in kullanilan dimerik yapi,
kristalografik deneylerde olusturulan kristal paketlenme seklinden alinmistir. Her iki model
icin de olusturulan dimerik yapilarda ilk mod’lar birbirleriyle oOrtiismektedir. Monomer
yapidaki gibi “diiglim” modele 6zgli modlar ortaya ¢ikmamistir. Bu sonug, ICL3 bolgesinin
monomer yapida oldugu gibi dimerik yapida baskin olmadigini gosterir. Diger bir deyisle,
dimerik yapinin dinamigini belirleyen ICL3 disinda kalan bolgelerdir.

Deneysel calismalar dogrultusunda interfaz bolgesinde oldugu tahmin edilen TM6 bolgesi,
peptit docking ve protein-protein docking caligmalar1 ile desteklenmistir. Peptitin en fazla
tercih ettigi bolge TM6 olmustur. Protein-protein docking ¢alismalarinda ise en yiiksek skorlu
dimerik yapida TM6’nin interfazda oldugu goriilmistiir.

Reseptoriin “Rezidii Tabanli Kaba Taneli” (Residue-Based Coarse Grained) Molekiiler
Dinamik simiilasyonu ve analizi sonucu, farkli konformasyonlar ve baglanma bdlgeleri
belirlenmistir. Bu konformasyonlar enerjik ag¢idan kararhidir ve {i¢ boyutlu yap1 simiilasyon
boyunca korunmustur. Ancak, helikslerden bazilarinin sekonder yapilarinda bozulmalar
goriilmiistiir. Bu yapisal bozulmalar, baglanma bolgesini etkileyecek kadar ciddi olmamustir.
Sonug olarak, bu yontemle daha kisa bir siirede, reseptor i¢in daha genis bir konformasyonel
tarama gergeklestirilebilmis ve farkli konformasyonlar elde edilebilmistir.
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Oz (en ¢ok 70 kelime)

Bu projede P,-adrenerjik reseptdriin ($,-AR) dinamik yapisi 1 mikrosaniyelik bir Molekiiler Dinamik
simiilasyonuna tabii tutulmus ve simdiye kadar deneysel yontemlerle kristalize edilmis yapilarda
gozlemlenmemis oldukga farkli bir konformasyonu ortaya ¢ikartilmistir. Bu yapi1 reseptoriin “gok inaktif”
diye adlandirdigimiz G proteine baglandigi hiicre igine bakan bdlgesinin tamamen kapali oldugu bir
konformasyondur. Bir diger bulgu da, simdiye kadar herhangi bir yontemle etkisi arastirilmamis
reseptordeki ICL3 diiglim bolgesinin reseptoriin dinamigine olan etkisidir. Bu bolgenin etkisini gostermek
amaciyla, reseptoriin ICL3 bolgesi kesilerek dogada olmayan bir modeli olusturulmus ve benzer sekilde 1
mikrosaniyelik Molekiiler Dinamik simiilasyonuna tabii tutulmustur. Bunun sonucunda ICL3’siz model
ICL3’li modelden oldukga farkli bir dinamik yap1 sergilemistir.

Bu farkli dinamik yapi, anizotropik elastik ag modeli (ANM) ile analiz edilmis ve ICL3’nin reseptore farkli
bir kolektif hareket kazandirdigi gosterilmistir. Bu kolektif harekette, reseptériin hiicre ic¢ine bakan
kismindaki ICL3 ile reseptoriin hiicre digina bakan ve sinyal molekiillerin baglandigi baglanma kavitesinin
birbiriyle baglantili hareket ettigi ortaya ¢ikmistir.

Simiilasyon boyunca elde edilen farkli konformasyonlar reseptoriin bilinen inaktif yapisinin disina ¢ikip
aktif bir yap1 sergileyememistir. Ayrica bu konformasyonlarin hem agonist’lere hem de antagonist’lere
benzer sekilde baglandiklari, diger bir deyisle seg¢ici olmadiklar1 docking ¢alismalari ile gosterilmistir.

P.-adrenerjik reseptorleri dogada homodimer, ve hatta oligomer yapilar i¢inde bulunduklari deneysel
yontemlerle gosterilmis, ancak bir araya geldiklerinde hangi bolgeleriyle etkilesim i¢ine girdikleri hakkinda
kesin bir sonug¢ elde edilememistir. Bu ¢alismada, iki ,-AR monomer yap1 birbirlerine dock edilmis ve
monomerlerin altinci heliks bolgelerinden birbirlerine baglanmay1 diger bdlgelere tercih ettikleri
gosterilmistir. Bu sonug daha 6nce yapilmis deneysel bir ¢alisma ile de ortiismektedir.

Anahtar Kelimeler: Docking, Molekiiler Dinamik, ICL3, 3,-adrenerjik reseptorii
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