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OZET Aragtirma Makalesi

Bu arastirmada, Parkinson hastaligi ile iligkilendirilen apha-

synuclein (AS)’ in PreNAC(46-56) fibril boliitii Molekiiler Dinamik Makale Tarihgesi
Simtulasyon yontemi kullanilarak incelenmistir. Calismadaki, ilk Gelig Tarihi  : 14.05.2020
amag PreNAC tizerine gelecekte yapilmasi muhtemel ¢aligmalar i¢in Kabul Tarihi :03.07.2020

en uygun kuvvet alaminmin  belirlenmesidir. Literatiirde
biyomolekiillerin simiilasyonlarinda siklikla kullanilan yedi kuvvet
alanm1 tzerinden yapilan degerlendirmede, basta CHARMMZ27 ve
GROMOS53A6 olmak tzere AMBER99SB ve AMBER99SB-ILDN
kuvvet alanlarinin ileriki ¢caligmalarda ele alinmasinin uygun olacag:
tespit edilmigtir. Calismanin diger amaci ise PreNAC araytz icin
konformasyonel 6zelliklerin molekiiler seviyede aydinlatilmasidir. Bu
kapsamda gézlemlenen 6nemli bulgulardan biri His50 amino asidinin
en fazla konformasyonel degisim gosteren amino asit olmasidir.
Ayrica literatiirde birden fazla ailesel mutasyon igerdigi tespit edilen
53. konumdaki Thr amino asidinin yiuksek konformasyonel kararliliga
sahip oldugu gozlemlenmistir. Bunlara ilaveten, ele alinan PreNAC
araylz i¢in tabakalar arasi elektrostatik etkilesimlerin ara ylzin
kararliligi i¢in baglica etkilesim tipleri oldugu tespit edilmistir. Sonug
olarak, elde edilen bulgularin AS’ nin PreNAC ve benzeri fibril
bolutlerinin gelecek ¢alismalarina 1sik tutmasi beklenilmektedir.

ABSTRACT

In this study, the PreNAC (46-56) fibril segment of Alpha-Synuclein
(AS) associated with Parkinson's disease was examined using the
molecular dynamic simulation method. The first goal of the study was
to determine the most suitable force field for future studies on
PreNAC. In this regard, we covered seven force fields that were widely
used in biomolecule simulations, and it was determined that it is
appropriate to treat the AMBER99SB and AMBER99SB-ILDN force
fields, mainly CHARMMZ27 and GROMOS53A6, for future studies.
Another goal of the study was to illuminate the conformational
properties of the PreNAC interface at the molecular level. One of the
most important discoveries observed in this context was that His50
was the most unstable amino acid. In addition, it was observed that
amino acid 53, which is known to contain more than one family
mutation, sustained high conformational stability. In addition, inter-
sheet electrostatic interactions were the dominant interaction type for
the stability of PreNAC interface. As a result, the findings in this
study are expected to shed light on future studies of PreNAC of AS
and its similar fibril segments.
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GIRIS
Amiloid fibril agregalarinin hiicre i¢i ve hiicre
digindaki varlhigi birgok dejeneratif hastalik ile

iligkilendirilmektedir (Glenner ve ark., 1984; Lang ve
Lozano, 1998). Alzheimer hastaligindan (AD) sonra en
sik rastlanilan dejeneratif hastalik olan Parkinson
hastaliginin (PD) gelisim asamasinda, insan beyninde
anormal sgekilde biriken alpha-synuclein (AS)
agregalari ¢cok énemli rol oynamaktadir (Cinar ve ark.,
2019; De Lau ve Breteler, 2006). Bu baglamda AS fibril
agregalari, PD hastaliginin teghisindeki baglica
patolojik isaretlerden biri olarak kabul edilirler
(Goedert ve ark., 2013; Spillantini ve ark., 1997).

AS proteinin tek bir amino asit zinciri 140 amino asit
icermektedir (Ulmer ve ark., 2005) ve cok sayida AS
proteinin diizenli bir sekilde istiflenerek
olusturduklari AS fibril agregalarini
disindigimizde ise fibril yapinin sahip oldugu
amino asit sayisinin on binlere hatta yiz binlere
ulagilabilecegi hayal edilmesi zor bir durum degildir.
AS fibrillerinin sahip oldugu bu yiiksek molekiler
agirhiklary, onlarin tam bir {ic boyutlu (3-B)
konformasyonel yapisinin deneysel olarak ortaya
konulmasini zorlagtiran baghca faktorlerden biridir.
Bundan dolay1 literatiirdeki AS konformasyonun
tespiti icin mevcut deneysel calismalarda, AS'nin tam
amino asit zinciri yerine ¢ogunlukla kuciuk AS fibril
bolutlerini tespit etmeye odaklanilmigtir. Ayrica bu
kiiclik amiloid fibril agregalar en muhtemel sitotoksik
biyolojik yapilar olarak kabul edilmektedir (Berhanu
ve Hansmann, 2012). Son zamanlarda Rodriguez ve
arkadaslar1 tarafindan ASnin PreNAC(47-56) olarak
adlandirilan kii¢ik bir fibril bélitintn 3-B kristal
yapisi rapor edilmistir (Rodriguez ve ark., 2015).
PreNAC(47-56) toplam on adet amino asitten
olusmaktadir ve tu¢ harfli kodlamayla amino asit
dizilimi Gly47-Val48-Val49-His50-Gly51-Val52-
Thr53-Thr54-Val55-Ala56 seklindedir. Ayrica,
PreNAC bolitiinin kapsadigi bu amino asit bolgesi,
PD hastaliginin su ana kadar bilinen yedi ailesel
mutasyondan besinin (H50Q (Appel-Cresswell ve ark.,
2013), G51D (Lesage ve ark., 2013), A53T
(Polymeropoulos ve ark., 1997), A53E (Pasanen ve
ark., 2014) and A53V (Yoshino ve ark., 2017)) amino
asit konumlarim tizerinde barindirmaktadir. Hatta bu
bolut dogrudan A53T mutasyonu igin tespit edilmigtir.
Sahip oldugu bu kritik 6zellikler bu béliitin énemini
daha da artirmaktadir.

Diger taraftan, yapilan bir¢cok c¢alismaya ragmen
karsilagilan deneysel zorluklar AS fibril agregasyon
strecinin ve AS fibril agregalari arasi etkilesme
mekanizmasinin yeterince anlagilamamasina neden
olmustur. Bu yiizden, PD igin gelistirilmis tam
anlamiyla engelleyici ya da tedavi edici bir terapotik
uygulama yoktur. Bu noktada, AS fibril agregalarinin
konformasyonel dinamiklerinin  6zellikle teorik
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yontemlerle molekiiler diizeyde incelenmesi buytk
onem arz etmektedir. Ayrica iyi bilindigi tzere, MD
simiilasyon (MD) yénteminin proteinlerin
termodinamik ve katlanma 6zelliklerini incelemek i¢in
kullanilan baglica teorik araglardan biridir.

Bu calismada PreNAC fibril arayiiz yapis1 (ki
protofibril aras: karsilikl etkilesim iceren fibril yapis1)
ele alinmis ve farkli kuvvet alanlar: (force field; enerji
fonksiyonlar1) icin karsilastirmali MD simiilasyonlar:
gergeklegtirilmigtir. Sunulan ¢alismanin  baslica
amaglarindan biri, gelecekte yapilmasi muhtemel ilag
ve fibril boliitiinden (ilgilenilen PreNAC ve ya benzeri
AS fibril béliitleri olabilir) olusan protein kompleks
sistemleri ile ilgili MD simiilasyon ¢aligmalari i¢in en
uygun kuvvet alanlarinin belirlenmesidir. Boylece PD
ve ailesel mutasyonlar1 uzerine yeni ila¢ geligtirme
calismalarinda o6nemli bir arastirma ilerlemesi
saglanabilir. Ayrica diger temel amacglarindan birisi de
ilgilenilen PreNAC ara yiiz yapisimin konformasyonel
ozellikleri ve arayiiz etkilesmelerini arastirarak, PD
ve diger dejeneratif hastaliklarin fibril etkilesme
mekanizmasinin anlagilmasina yardimci olmaktir.
Sonuc olarak, calismada elde edilen énemli bulgularin,
PD hastaliginin tedavisinde kullanilmasi muhtemel
rasyonel terapotik uygulamalar icin yeni firsatlar
saglamasi umut edilmektedir.

MATERYAL ve METOD
Simiilasyon Detaylar:

Ele alinan AS’ nin PreNAC(47-56) fibril ara yiizii igin,
Rodriguez ve arkadaglar: tarafindan belirlenip Protein
Data Bank (PDB)’ a 4ZNN kodu ile depo edilen fibril
bolitiniin kristal yapist kullamildi (Rodriguez vd.
2015). Daha sonra PyMOL programi (DeLano 2002) ile
birbirine anti paralel olarak olugturulan bu ara ytziin
¢ boyutlu (3-D) yapist sgekil 1 de sergilendi.
Tlgilendigimiz bu ara yuz sekilden de goriilecegi tizere
cift yaprakli (sheet) bir formda olup, her bir yaprak
basina bes iplik (strand) olmak {izere toplamda on tane
(10-mer) birbirinin aynisi olan iplikten olusan yapisal
bir motife sahiptir.

Bu calismada, PreNAC fibril arayiz yapis1 lizerine
gelecekte yapilmasi muhtemel simiilasyon ¢aligsmalari
icin  uygunlugunu test etmek lizere MD
simiilasyonlarinda siklikla tercih edilen yedi popiiler
kuvvet alani ele alindi. Segilen kuvvet alanlari ve onlar
i¢in 6nerilen su modeli kombinasyonlari; AMBERO3
(Duan ve ark., 2003)/TIP3P, AMBER99SB (Hornak ve
ark., 2006)/TIP3P, AMBER99SB-ILDN (Lindorff-
Larsen ve ark., 2010)/TIP3P, CHARMMZ27 (Best ve

ark., 2012; MacKerell Jr ve ark., 1998)/TIP3P,
GROMOS53A6 (Oostenbrink ve ark., 2004)/SPC,
GROMOS54A7  (Schmid ve ark., 2011)/SPC

(Berendsen ve ark., 1981) ve OPLS-AAL(Kaminski ve
ark., 2001)/TIP3P (Jorgensen ve ark., 1983) dir.
Ayrica, sunulan c¢alismadaki MD simiilasyonlarin
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timi GROMACS 4.6.5 (Pronk ve ark., 2013) programi
kullanilarak gerceklestirildi. MD simiilasyonlarda
integrasyon algoritmasi olarak Verlet algoritmasi

kullanildi ve molekiiler dinamik zaman adimi tim
simiilasyonlarda 2 fs olarak secildi (Verlet 1967).

Sekil 1. PreNAC(47-56) fibril arayiiziiniin 3-B gérseli

Figure 1. 3-D visualization of PreNAC(47-56) fibril interface

Simulasyonlara baglamadan o6nce ilk olarak
olusturulan 10-mer PreNAC Dbasglangic yapisi
6.3x6.3x6.3 nm boyutlarinda kiibik bir similasyon
kutusunun merkezine yerlestirildi. Bu yerlestirmede
10-mer yapinin herhangi bir atomu ile simiilasyon
kutusu arasindaki minimum uzaklhik 1 nm olarak
alindi. Daha sonra simiilasyon kutusunun igerisine,
kullanilan kuvvet alanina uygun su modelleri
kullanilarak sistemlere su molekilleri eklendi.
Icerisine su molekiilleri eklenmis bu sistemlerdeki,
kot temaslart ve uygun olmayan geometrileri yok
etmek i¢in iki asamali enerji minimizasyonlari
uygulandi. Bu iglem 50 kJ mol'lnm™ enerji gradiyenti
elde etmek icin 6nce “Steepest Descent” ardindan
“Conjuge Gradient” metodlar: ile 2000 zaman adim1
kullanilarak yapildi. Minimizasyon asamalarindan
sonra, enerjisi minimize olmus yapilar, 2 asamal
dengeleme similasyonlarina tabi tutuldu. Bilindigi
gibi, ilgilenilen sistemlerin baslangi¢c yoriinge ve
kogullari, iiriin simiilasyonuna baglamadan énce faz
uzayinda beklenen yoriinge konumu civarinda
bulunamayabilir. Sistemlerin faz uzay1 {zerinde
istenilen yoriingelere yerlesmesi ve duragan
durumlarini elde etmek i¢in dengeleme similasyonlar
yapilmaktadir. Bu dogrultuda gergeklestirilen
dengeleme simiilasyonlarimin ilk agamasi NVT
kiimede 1 ns simiilasyon stiresince gerceklestirildi. Bu
asamada sicaklhigi sabit tutmak i¢in v-rescale
termostat1 kullanildi (Bussi ve ark., 2007) ve ciftlenim
parametresi 0.1 ps olarak se¢ildi. Bu asama yapilirken
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konum

sisteme simirlamas1  getirildi. Konum
sinirlamas1  (position restrain), sabit pozisyonda
tutulan ozellesmis atomlarin harmonik
etkilesimleridir. Coziici eklenen sistemde konum
simirlamasi ile, su molekiillerinin simiilasyon kutusu

icerisinde serbestge dolagmasina imkan verilirken,

atom pozisyonlar: da siirlandirilarak,
makromolekiillerin i¢inin su ile kaplanmasi saglanda.
Her bir kuvvet alaninin NVT dengeleme

simiilasyonlarinda gergeklestirilen en 6nemli husus
ise, bu simiilasyonlarin basinda rastgele hiz
dagilimlarindan ¢ bagimsiz yoringe dosyasi
(trajectory) iiretilmesidir. Boylece, her bir kuvvet alam
sistem i¢in birbirinden bagimsiz gerceklestirilen
similasyonlar ile hem simiulasyonlarin givenilirligi
garanti altina alinmak istendi hem de her bir kuvvet
alam1 i¢in U¢ adet analiz seti elde edildi. NVT
dengeleme simiulasyonlar1 asmalarindan sonra,
dengeleme simiilasyonlarinin ikinci agamasi ise NPT
kiimede yine 1 ns similasyon siiresince
gerceklestirildi. Bu asamada sicaklik yine v-rescale
termostat1 ile 310 K’ de, basing Parrinello-Rahman
barostat: (Parrinello ve Rahman, 1981) ile 1 bar da
sabit tutuldu. Bu termostat ve barostat i¢in ¢iftlenim
sabitleri sirasiyla 0.1 ps ve 1 ps olarak secildi. Bu
asamada kullanilan simiilasyon protokollerinin
aynilari kullanilarak {iriin simiilasyonlarina gecildi ve
NPT kimede her bir kuvvet alami i¢in 100 ns
simiilasyon zamamnm uzunlugunda Ug¢ adet birbirinden
bagimsiz Uriin simiilasyonlar1 gerceklestirildi. Bagka
bir deyigle ele alinan her bir kuvvet alam sistemi igin
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3x100 ns lik similasyonlar yapildi. Boylece her bir
sistemin analizi i¢in birbirinden bagimsiz li¢ adet
yoriunge dosyasi elde edildi.

Bunlara ilaveten, dengeleme ve tlrin similasyon
asamalarinda uzun erimli (long-range ) etkilesimleri
betimlemek icin Particle Mesh Ewald (PME) (Darden
ve ark., 1993) metodu kullanildi ve kesim mesafeleri
(cut-off), coulomb etkilesmelerinde 0.9 nm ve van der
Walls etkilegsmelerinde ise 1.0 nm olarak secildi.
Ayrica, sistemlerdeki hidrojenler P-LINCS (Hess ve
ark., 1997) algoritmas: ile su molekiilleri SETTLE
(Miyamoto ve Kollman 1992) algoritmasi kullanilarak
siirlandirildi. Simitilasyonlardaki MD yo6riungeleri,
daha detaylh analizler yapabilmek i¢in 4 ps araliklarla
kaydedildi.

Veri Analizleri

Kaydedilen veriler GROMACS program paketi
icerigindeki analiz araglar1 kullanilarak analiz edildi.
Yapilan analizlerden simiilasyon zamanina bagh
olarak kare ortalama karekdk yer degistirme (RMSD,

root mean square deviation) hesab1 Esitlik 1.
kullanilarak yapailir.

21/2
RMSD(E) = [2 5, mi|ry(®) — 17 |'] Q)
Burada r;(t) 1. atomun ilgili simiilasyon zamanindaki,

riref ise 1. atomun referans yapisindaki konumunu
gosterir. Ayrica M yapinin toplam kitlesini, m; 1.
atomun kiitlesidir. Tim analizler i¢in referans yapisi
olarak enerjisi minimize olmus yap1 kullanildi. Diger
bir analiz kare ortalama karekok dalgalanma (RMSF,
root mean square fluctations) hesaplamalari ise Esitlik

2. kullanilarak hesaplanir.

(2)

Burada T toplam similasyon stiresi, ri(tj) 1. atomun j.
ref

211/2
RMSF, = [£¥]ln(t) =]

simiilasyon zamanindaki konumu ve r; ' i. atomun
referans yapisindaki konumudur. Yapilan
analizlerden bir digeri ise sistemlerin jirasyon yaricap
(Rg, Radius of gyration) degerleridir. Bu degerler
asagida verilen Egitlik 3. ile elde edilir ve esitlikteki m;
i. atomun kiitlesine ve r; i. atomun konumuna karsilik
gelir.

Timrf
R, = ’—‘
9 imy

Ayrica her bir residiinlin ¢ézeltiye maruz kalan ylizey
alanm (SASA, solvent accessible surface area) hesabi
Gromacs programinin g_sas modulia kullanilarak
yapildi. Bunlara ilaveten, PreNAC’ 1n fibril tabakalar
arasindaki baglanma serbest enerjisi, Rashmi Kumari
ve arkadaslari (Kumari ve ark., 2014) tarafindan
gelistirilen MM-PBSA (Molecular mechanics Poisson—
Boltzmann  surface area) yaklasim yéntemi
kullanilarak hesaplandi.

3

Grafiklerde sergilenen metrik analizlerin sonuglari,
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her bir kuvvet alam sistemi icin tUretilen t¢ farkh
yoringenin ortalamasi alinarak sunuldu. Ayrica, tg
boyutlu (3B) yapilarin goruntileme ve
gorsellestirilmesi PyMOL programi yardima ile yapildi
(DeLano 2002).

BULGULAR ve TARTISMA

Bu calismada, hem ilgilenilen popller kuvvet
alanlarinin ele alinan PreNAC araylz yapisinin
kararlihgr tzerine etkisini incelemek hem de bu
araylizin konformasyonel o6zellikleri hakkinda bilgi
sahibi olabilmek i¢in ilk olarak RMSD analizi yapilmis
ve sonuglar Sekil 2’ de sergilenmigtir. Protein
atomlarinin simiilasyon boyunca dogal
konformasyonel yapilarindaki konumlarindan ne
kadar wuzaklastigi hakkinda bilgi veren RMSD
sonuclari,  biyolojik  yapilarin = konformasyonel
kararlihk calismalar: i¢in kullanilan baglica analiz
araclarindan biridir (Berhanu ve Hansmann, 2012; Xi
ve ark. 2018). Sekil incelendiginde, simiilasyon
boyunca en istikrarli (en az dalgalanan) ve en diisiik
ortalama RMSD degerleri CHARMMZ27 kuvvet alani
icin elde edilirken, bu kuvvet alanina en yakin
sonuglar sirasiyla GROMOS53A6, AMBER99SB ve
AMBER99SB-ILDN icin elde edilmistir. Diger
taraftan, bu kuvvet alanlarindan yaklasik 6 kat ile en
yuksek ortalama RMSD degerleri GROMOS54A7
kuvvet alam i¢in elde edilirken, GROMOS54A7 den
sonra en ylksek degerler sirasi ile AMBERO03 ve
OPLSAA kuvvet alani i¢in elde edilmistir. Bu haliyle
RMSD sonuglari bagsta GROMOS54A7 olmak tizere
AMBERO03 ve OPLSAA kuvvet alanlarinin ilgilenilen
fibril araylz yapist i¢in kararli konformasyonel
ozelliklere sahip sistemler tretmedigini goésterirken,
kararli sistemler Urettigini varsayabilecegimiz diger
kuvvet alanlarindan CHARMMZ27 nin bir miktar daha
one ciktig soylenebilir. Literatiirdeki AS’ nin (68-78)
ve (69-77) fibril boliitii bélgeleri icin gerceklestirilen
bir ¢alismada, bizim ¢alismamizdakine benzer gsekilde
en disuk ortalama RMSD degeri CHARMMZ27 i¢in
elde edilmigtir. Ek olarak, bizim c¢alismamizda en
yiksek RMSD degerlerine sahip oldugunu tespit
edilen GROMOS54A7 kuvvet alanimin bahsi gegen
calismada en yiiksek degere sahip iki kuvvet
alanindan bir tanesi olmas:1 da dikkat cekicidir (Alica
2020). Ayrica, Alzheimer ile iligkilendirilen Amiloid-
Beta (AB) 16-22 fibril béliitii icin yapilan diger bir
calismada ise iki yaprakli araytizler i¢gin en disuk
degerler genellikle AMBER kuvvet alanlari igin elde
edilirken, CHARMMZ27 nin ise GROMOS ve OPLSAA
kuvvet alanlarina kiyasla daha makul degerler
sagladig1l rapor edilmistir (Berhanu ve Hansmann,
2012). Ozetle, dejeneratif hastaliklarin fibril boliitleri
i¢in ortalama RMSD degerleri tizerinden yapilan tiim
bu c¢ikarimlar dikkate alindiginda, yapilarinin
konformasyonel kararhilign bakimindan CHARMM27
nin genel anlamda 6n plana ¢iktig1 gézlemlenmistir.
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Sekil 2. PreNAC arayiz igin ortalama RMSD degerlerinin simiilasyon zamanina baglh olarak degigimi
Figure 2. Time evolution of the average RMSD for PreNAC interface
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Sekil 3. PreNAC arayiiz i¢in ortalama Rg degerlerinin simiilasyon zamanina bagh olarak degisimi.
Figure 3. Time evolution of the average Rg for PreNAC interface
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Tim  bunlara ilaveten AB nin katlanma ihtimalindfen d‘olayl gelecekteki ‘ yapllmam
ozelliklerinden yola cikilarak yapilan bir diger dustntlebilecek similasyon c¢aligmalari igin uygun
calismada ise, CHARMMZ27 (CHARMMZ22*) nin olmayabilecekleri diiguntlebilir. Diger taraftan,
deneysel NMR parametrelerini tretme konusunda CHARMM27 simulasyonlar ~sonunda en karah
diger kuvvet alanlarina gore daha basarili oldugu konformasyonlara savh1p ols.a. da, tipki RMSD
rapor edilmistir (Carballo-Pacheco ve Strodel, 2017). bulgularinda oldugu gibi GROMOS53A6,

AMBER99SB ve AMBER99SB-ILDN  kuvvet

Sunulan ¢alismada daha sonra ise ilgilenilen fibril
yapisin kompakliginin simiilasyon boyunca
degisiminin bir 6l¢lisii olarak sistemlerin Rg degerleri
incelenmigtir. Jirasyon yaricapr degerleri protein
sistemindeki her bir atomun, protein sistemin
geometrik merkezine olan uzakliklarinin kare
ortalama karekok degerlerini veren ve boylelikle
protein konformasyonunun boyutlar1 hakkinda bilgi
sahibi olunmasimi1 saglayan bir analiz yontemidir
(Lobanov ve ark., 2008). Ele alinan fibril ara yiiziiniin
dogal Rg degeri 1.22 nm dir. Buna gére dogal degerle
kiyaslandiginda, sistemlerdeki Rg degerlerindeki
artig, ya 10 iplikli yapidaki ipliklerin bir veya daha
fazlasinin sistemin kiitle merkezinden uzaklasarak
10-mer yapinin dagilmasina ya da her bir ipligin
diizenli  istif  dizilimlerindeki  siralanmiglarinin
bozuldugu ve yapidaki ipliklerin i¢ i¢e girerek diizenli
istif yapinin yok olmasina atfedilebilir. Kisacasi, her
iki durumda da yapmin diizenli istiflenmis 10-mer
butiinliginin bozulmasi s6z konusu olmalidir. Clinki
AS’ nin farkhi fibril bolutleri ig¢in rapor edilen
calismada, AMBER99SB-ILDN kuvvet alanin diger
kuvvet alanlarina gére énemli 6lgtide yiiksek degerlere

sahip oldugu ve bu duruma konformasyonel
bitinligin bozulmasinin eglik ettigi gézlemlenmigtir
(Alic1  2020).  Sekil incelendiginde,  &zellikle

CHARMM27 ve GROMOS53A6 dogal degere en yakin
sonucglar treten ve simiilasyonlar boyunca en az
dalgalanan yani PreNAC arayiiz i¢in en kararh
konformasyonel davraniglar tireten kuvvet alanlaridir.
Burada GROMOS54A7 ve AMBERO03 igin, dogal
degere kiyasla yiiksek ve oldukca fazla dalgalanan
degerler, ele alinan fibril ara yilizlinin 10-mer
bitinliginin bu kuvvet alanlari i¢gin bozuldugunun
acik gostergesidir. Hem bu durumun daha 1iy1
anlagilabilmesi hem de PreNAC ara yizun 10-mer
yapisinin butinligi hakkinda daha detayli bilgi
gorsel izlenim edinebilmek i¢in her bir kuvvet alanmi
sistemi i¢in yapilan tlcer adet simiilasyon setine ait
PreNAC arayiz i¢in similasyon sonundaki anlhik
goriintiiler (snapshots) Sekil 4 de sergilenmistir. Bu
anlik goruntiler incelendiginde, PreNAC’ in duzenli
istiflenmis 10-mer konformasyonun GROMOS54A7,
AMBERO3 ve OPLSAA kuvvet alanlarinin her bir
simiillasyonunda  6nemli  derecede  bozuldugu
gozlemlenmektedir. Bundan dolay1r bu kuvvet
alanlarinin muhtemel ila¢-arayiiz simiilasyonlarin da,

ila¢ hedef Dbolgeleri tzerinde ele alinan ilag
molekiillerinden kaynaklanmayan olumsuz
konformasyonel  etkilere sebebiyet  verebilme
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alanlarinin da makul kararl konformasyonel sonuclar
urettigi gozlemlenmektedir.

Aragtirma tizerine daha da detayli ve derinlemesine
bilgiler edinebilmek i¢in RMSF analizi yapilmis ve
Sekil 5 de sergilenmigtir. Bu analiz simiilasyonlar
boyunca protein yapilarinin her bir amino asidinin
ayr1 ayr1 dogal konformasyona gore konumlarindaki
degisimlerinin bir olgiisudiir, baska bir deyisle bu
analizle proteinlerin amino asit zincirlerindeki
konformasyonel degisimleri bolgesel olarak
degerlendirebilmek miimkiindiir (Yu ve ark., 2017;
Demir ve ark., 2018). Sekil incelendiginde
GROMOS54A7, AMBERO3 ve OPLSAA kuvvet
alanlari i¢in diger kuvvet alanlarina goére elde edilen
yuksek degerler o6nceki analizlerde oldugu gibi bu
kuvvet alanlarinin ele alinan PreNAC ara yuz
yapisinin konformasyonlarinmi istikrarsizlagtirdigini
gostermektedir. Ote yandan diger kuvvet alanlar icin
PreNAC ara ytiziin her bir amino asidi i¢in elde edilen
degerler benzerlik gostermektedir. Ayrica, bu turden
fibril yapilar1 i¢in u¢ bolgelerdeki amino asitlerin
merkezi bolgelerdeki amino asitlere gore daha yuksek
degerlere sahip olmasi beklenen bir durum olup, bu
davranmis genellikle ug¢ bolgelerdeki amino asitlerin
merkezi bélgelerdeki amino asitlere kiyasla daha fazla
cozeltiye maruz kalmasina atfedilmektedir (Zheng ve
ark., 2006). Burada, simiilasyonlarda kullanilan tim
kuvvet alanlar: i¢in ele alinan PreNAC ara yuziiniin
u¢ bolgelerinde konumlanan Gly47, Val48, Val55 ve
Ala56 amino asitleri i¢in elde edilen degerler bu genel
davranis egilimini destekleyen tutum sergilemektedir.
Bu analizde dikkat ¢eken diger bir nokta ise His50’ nin
tim kuvvet alanlari ig¢in, merkezi amino asit
bélgesindeki en yiliksek degerlere sahip amino asid
olmasidir. Bu uzun radikal gruba sahip ve hidrofilik
amino asitin ele alinan PreNAC fibril ara ylz lizerinde
su molekiilleriyle kolay etkilesebilecek bir konumda
bulunmas1 gergegi, ki bu durum Sekil 1’ den de agikga
goriilmektedir, bu amino asitin hidrofobik etkilesim
kaynakli konformasyonel degisime ugradiginin bir
igareti olabilir. Ayrica His50 i¢in elde edilen bu bulgu,
ele alinan PreNAC fibril ara ylziinin omurga yapisi
uzerindeki ilk bolgesel bozulmalarin bu amino asit
kaynakli olabileceginin bir gostergesi olabilir.

Ayrica yukarida bahsedilen ¢6zeltiye maruz
kalinmasindan kaynakli konformasyonel degisimlere
acikhik getirebilmek igin ¢6zeltiye maruz kalan yiizey
alan1 (SASA, solvent accessible surface area) analizi
gergeklestirilmis ve Sekil 6 da sergilenmigtir. Sekil
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incelendiginde, yukarida bahsedilen ug¢ bélge amino
asitlerinin yuksek SASA degerlerine sahip olmasi
hemen goze carpmaktadir. Ayrica His50 amino asidi
tim kuvvet alanlari icin PreNAC’ 1n en ylksek SASA
degerine sahip amino asidi olup, buradaki sonuclar bir
onceki RMSF analizinde ki sezgisel beklentimizi ¢ok
giclii bir gsekilde desteklemektedir. Burada 53 nolu
ailesel mutasyon amino asidi igin elde edilen yiksek

simiilasyon 1

simiilasyon 2

m

SASA degerleri ise dikkat c¢ekici diger bir nokta
olmakla birlikte, bu bulgu bu amino asitin RMSF
degerleri 1ile Dbirlikte degerlendirildiginde ¢o6zelti
etkisinin bu amino asit Uzerinde Onemli bir
konformasyonel degisim yaratmadigini
gostermektedir. Bu sonug, belki de bu amino asit
uzerinde birden fazla ailesel mutasyonun olusmasinin
nedenin bir igareti olabilir.

simiilasyon 3

Sekil 4. Tlgilenilen kuvvet alanlarinin her bir simiilasyonu i¢in simiilasyon sonundaki (100 ns) PreNAC ara yiizlerinin anlk
gériintiileri. Burada; (A) AMBERO3, (B) AMBER99SB, (C) AMBER99SB-ILN, (D) CHARMMZ27, (E) GROMOS53A6

(F) GROMOS54A7 ve (G) OPLSAA kuvvet alanlaridir

Figure 4. Final configurations for the PreNAC interface at the end of the (100 ns) MD simulations. In here; (A) AMBEROS, (B)
AMBER99SB, (C) AMBER99SB-ILN, (D) CHARMMZ27, (E) GROMOS53A6 (F) GROMOS54A7 and (G) OPLSAA

force fields
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Sekil 5. PreNAC’ in her bir amino asidi igin simiilasyonlar boyunca RMSF degerlerinin ortalama degisimleri
Figure 5. Average RMSF values per amino acid for PreNAC
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Sekil 6. PreNAC’ in her bir amino asidinin simiilasyonlar boyunca SASA degerlerinin ortalama degisimleri
Figure 5. Average SASA values per amino acid for PreNAC
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Son olarak, ele alinan PreNAC ara yuizlun iki yaprak
tabakasinin birbirine baglanma serbest enerji
degerleri hesaplanmigstir ve bu sayede hem ara ytiziin
konformasyonel kararliligi hem de bu kararlhiliktaki
baskin etkilesim tipleri hakkinda bilgi edinilmesi
amaclanmistir. Hesaplamalar MM-PBSA yaklasimi
kullanilarak yapilmigtir. Bu yaklasim, genellikle
deneysel verilerle iyi bir korelasyon sergiler ve hizl bir
sekilde baglanma serbest enerjisini hesaplamaya izin
verir. Bundan dolayi, bu yaklagim fibril yapilarinin
molekiiller aras: etkilesimleri arastirmak i¢in siklikla
tercih edilen bir yontemdir (Berhanu ve Masunov,
2012). Hesaplamalar sonucunda elde edilen PreNAC
ara ylUzun yapraklar1 arasindaki baglanma enerjisi
degerleri ve bu degerlere enerji tiplerinin katkilar:
Cizelge 1 de listelenmistir. Buradaki negatif degerler
baglanma enerjisine olumlu katkilara karsihik
gelirken pozitif degerler olumsuz enerji katkilarina
karsilik gelmektedir. Buna gore tiim hesaplamalar i¢in

AEps ile gosterilen polar solvasyon enerji katkilar
disinda, diger tim enerji tipi katkilar1 tabakalarin
birbirine baglanmasina olumlu enerji katkisinda
bulundugu gézlemlenmektedir. Burada AEVdW (van der
Waals) ve AEele (elektrostatik) etkilesimlerin enerji
katkilar1 toplam molekiler mekanik enerjiyi
olusturmaktadir. Molekiiler mekanik enerji
terimlerinden tiim hesaplamalar i¢in elektrostatik
etkilesimlerin oldukg¢a baskin oldugu tablodan acikg¢a
gozlemlenmektedir. Ayrica hesaplamalardaki AEsasa
polar olmayan solvasyon enerji katkilari olup,
molekiiler mekanik enerji tipleri kadar olmasa da
arayiz kararliligi i¢in olumlu katkilar sagladi
gozlemlenmektedir. Ayrica, literatiirdeki farkll fibril
béliitleri igin gerceklestirilen ¢calismalar i¢in de benzer
baglanma enerjisi katki dagilimlar1 gézlemlenmigtir
(Alic1 2020; Berhanu ve Hansmann, 2012; Berhanu ve
Masunov, 2012).

Cizelge 1. PreNAC ara yuzun yapraklar: arasindaki serbest baglanma enerjisi degerleri ve bu degerlere enerji

tiplerinin katkilar:

Table 1. The binding free energy values and its components (kJ/mol) between sheets for PreNAC interface

Enerji (kJ moll) (Energy (kJ mol?))

Sistem Simiilasyon AEvdW AEelek AEPps AEsasa Ebaglanma
System Simulation [FPinding
AMBERO03 1 -375.0+1.4 -3000.3+9.7 2356.71£9.6 -51.4+0.1 -1068.9+2.9
2 -368.6+1.2 -3505.4+9.6 2730.8+9.5 -51.4+0.1 -1194.3+2.9

3 -380.9+1.1 -3391.1+8.7 2713.3+8.0 -56.0+0.1 -1114.7+3.9

ortalama -374.8 -3298.9 2600.3 -52.9 -1126.0

AMBER99SB 1 -422.8+1.1 -3654.6+5.8 2941.0+6.2 -54.0+0.1 -1190.2+2.4
2 -431.1+1.1 -3701.2+5.2 2975.8+5.6 -55.1+0.1 -1211.7+2.2

3 -423.7+1.1 -3702.0+£5.2 2995.5+5.0 -54.6+0.1 -1184.6+2.6

ortalama -425.9 -3685.9 2970.8 -54.6.7 -1195.5

AMBER99SB-ILDN 1 -420.9£1.0 -3743.8+4.9 3001.7+5.4 -55.1+0.1 -1217.9+£2.2
2 -432.7+1.1 -3661.5+6.0 2970.7+5.6 -55.6+0.1 -1178.7+2.9

3 -421.1+1.1 -3620.9+7.9 2895.1+7.3 -53.9+0.1 -1201.3+3.0

ortalama -424.9 -3675.4 2955.9 -54.9 -1199.3

CHARMM27 1 -220.1+1.2 -4369.1+4.9 3525.56+5.1 -52.1+0.1 -1115.7+2.2
2 -220.2+1.2 -4397.7+4.9 3540.2+5.0 -52.1+0.1 -1130.0+2.2

3 -219.2+1.2 -4396.1+4.8 3533.1+4.9 -51.2+0.1 -1133.1+2.2

ortalama -219.8 -4387.6 3533.0 -51.8 -1126.3

GROMOS53A6 1 -342.4+1.1 -3915.6+6.2 3000.2+6.6 -53.2+0.1 -1311.3+2.9
2 -353.1+1.2 -3889.4+7.9 2996.7+6.9 -53.4+0.1 -1289.943.5

3 -367.7+1.2 -3963.6+4.8 3019.8+4.9 -53.9+0.1 -1365.4+2.2

ortalama -354.4 -3922.9 3005.6 -53.5 -1325.2

GROMOS54A7 1 -388.2+1.2 -1656.6+9.3 1375.0+8.6 -53.6+0.1 -723.7+5.8
2 -441.3+1.7 -2025.6+9.6 1597.4+8.9 -60.6+£0.2 -930.3+£5.0

3 -419.1+2.0 -1697.6+9.9 1430.8+9.0 -56.7+0.2 -741.6+£8.8

ortalama -416.2 -1793.3 1467.7 -57.0 -798.5

OPLSA 1 -406.5+1.6 -2560.4+9.6 2021.7+8.6 -62.1+0.1 -1006.9+£7.0
2 -434.2+1.4 -2940.3+9.4 2158.4+8.2 -61.7+£0.1 -1277.7+£3.4

3 -407.7+1.7 -2995.44+9.9 2259.5+8.9 -62.7+0.2 -1260.2+6.1

ortalama -416.1 -2832.0 2146.6 -62.1 -1163.6

Evdw; van der Waals enerji, Eele; elektrostatik enerji, Ers; polar solvasyon enerji, Es2s2; polar olmayan solvasyon enerji katkilar

ve Ebaglanma; gerhest baglanma serbest enerjisi.
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SONUC

Aragtirma sonuglarina gore; ele alinan PreNAC arayuz
tizerine yapilmasi muhtemel gelecek MD simiilasyon
calismalari i¢cin basta CHARMMZ27 ve GROMOS53A6
olmak tlizere AMBER99SB ve AMBER99SB-ILDN
kuvvet alanlarinin ele alinmasinin uygun olacag:
tespit edilmigtir. Ayrica ele alinan PreNAC araytiz igin
elde edilen konformasyonel o6zellikler hakkindaki
6nemli bulgular sunlardir. i) His50 amino asidi
bulundugu konum nedeniyle ¢6zeltiye daha fazla
maruz kalmasindan kaynakli olarak en fazla
konformasyonel degisim gosteren amino asittir. ii) 53
nolu konumdaki amino asidin ¢ézeltiye fazlaca maruz
kalmasina ragmen yuksek konformasyonel kararlilik
sergilemesi, bu amino asit pozisyonunda birden fazla
ailesel mutasyonun meydana gelmesinin nedeni
olabilir. iii)) Hesaplanan tabakalar arasi serbest
baglanma enerjisi analizine goére, tabakalar arasi
arayliz kararlhigi i¢in baskin etkilesim tipinin
elektrostatik etkilesimler oldugu gézlemlenmigtir.
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