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Ozet: Parkinson hastaliginin (PD) baslica patolojik isaretlerinden biri beyinde kiimelenmis alfa-
siniiklein agregalarmin olusturduklart fibril yapilardir. Bu ¢alismada PreNAC olarak
adlandirilan bir alfa-siniiklein fibril kesiti ve onun 53. aminoasidinin A53C, A53E, A53G,
A53T ve A53V mutasyon fibril yapilari tizerine odaklanilmigtir. Ele alinan tiim fibril Kesiti
sistemlerinin yapisal kararliliklart ve yaprak tabaklari arasindaki etkilesimler Molekiiler
Dinamik (MD) simiilasyon yontemi kullanilarak incelenmistir. Boylece ilgilenilen fibril
kesitlerinin gelecekteki muhtemel ilag gelistirme caligsmalari i¢in hedef yap1 olabilme ihtimalleri
degerlendirilmistir. Calismada elde edilen bulgulara gore, vahsi tip fibril kesiti ve onun kalitsal
mutasyonlarini igeren AS5S3E, A53T, A53V fibril kesitlerinin simiilasyonlar boyunca 6nemli
olgtide konformasyonel formlarimi kararli bir sekilde korudugu gozlemlenirken 6te yandan
A53G mutasyonunun fibril kesitini dagitic bir etki gosterdigi tespit edilmistir.
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Investigation of the Structural Stability of PreNAC and its A53C, A53E, A53G,
A53T, A53V Mutant Fibril Segments Associated with Parkinson's Disease

Abstract: A pathological hallmark of Parkinson's disease (PD) is the fibrillar structures formed
by alpha-synuclein aggregates accumulated in the brain. In this study, we focused on an alpha-
synuclein PreNAC fibril segment and it’s A53C, A53E, A53G, A53T and A53V mutations. The
structural stability and the interactions between sheets of all fibril systems studied in this paper
were examined using the Molecular Dynamic (MD) simulation method and thus the possibilities
of these fibril segments to be target structures for future drug development efforts was
evaluated. According to the findings obtained from our MD simulations, it was determined that
the wild type (WT) fibril segment and its A53E, A53T and AS53V fibril structures with
hereditary mutations preserved significantly their stable conformational structure along the
simulations, whereas the A53G mutation had a disruptive effect on the fibril segment.
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1. Giris

Parkinson hastaligi (PD), Alzheimer hastaligindan (AD) sonra diinyada insanlarin
maruz kaldigi en yaygin nérodejeneratif hastaliktir[1,2]. PD hastalarinin beyinlerinin
substantia nigra (SN) bolgesinde, anormal sekilde biriken Lewy cisimcikleri (LB) ve
Lewy noritler (LN) olarak bilinen sitotoksik ipliksi protein fibril kiimelerine
rastlanilmaktadir[3]. Ayrica bilindigi lizere LB ve LN’lerin temel fibril bilesenleri ise
alfa-siniiklein fibril agregalaridir. Bu sebeple, alfa-siniiklein fibril kiimeleri PD’nin
baslica patolojik isaretlerinden biri olarak kabul edilmektedir[4,5].

Tek bir alfa-siniiklein proteinin asit zinciri 140 aminoaside sahip olup bu yap1
literatiirde ti¢ farkli domainle smiflandirilmaktadir[6]. Bunlardan N-terminal domaini,
alfa-siniiklein’in  1-60 aminoasitlerini kapsayan ve c¢ogunlukla pozitif yiikli
aminoasitlerden olusan bir bolge iken alfa-siniiklein’in C-terminal kuyrugu ise 96-140
aminoasitlerini kapsayan ¢ogunlukla negatif yiiklii aminoasitlerden olusan asidik bir
domaindir. NAC (non-amyloid-p component) olarak bilinen ve proteinin g¢ekirdek
bolgesi olan domain ise alfa-siniiklein’in 61-95 aminoasitlerini igermekte olup alfa-
sintiklein fibril yapilarinin olusumu ve onun agregasyonu ile iliskilendirilmektedir[7-
10]. Sunulan bu c¢alismada, alfa-siniiklein’in N-terminalinin bitisindeki ve NAC
domainin hemen oncesindeki (47-56) aminoasitleri igermesinden dolay1 PreNAC olarak
adlandirilan bir alfa-siniiklein fibril Kkesiti tizerine odaklanilmigtir[8]. Literatiirdeki
arastirmalara gore bu kiiglik fibril kesitinin fibril tabakalari arasi bir arayiiz bolgesi
olabilme ihtimali ¢ok yiiksektir[8,10] ve bundan dolayr PreNAC fibril kesiti arayiiz
yapilariin cesitli yontemlerle incelenmesi alfa-sintiklein fibril kiimelerinin birbiri ile
etkilesim mekanizmasini aydinlatilabilmesi i¢in biiyiikk 6nem arz etmektedir.

Ote yandan, PD’nin gelisimi esnasinda fibril agregasyon siirecine beyindeki
dopaminerjik hiicrelerin (dopamin salgilayan sinir hiicreleri) zarar gorerek oliimlerinin
eslik ettigi gozlemlenmektedir. Bilindigi iizere insanlarda yaslanmaya bagli olarak
beyindeki dopaminerjik hiicrelerin 6liimiiniin gerceklesmesi sonucu, 65 yas tizeri
insanlarda PD’ye daha ¢ok rastlanilmaktadir. Ancak kalitsal (aileden gelen) mutasyona
sahip bireylerde erken baslangigli PD goriilmektedir. Literatiirde su ana kadar tespit
edilmis yedi kalitsal mutasyondan ii¢line alfa-siniiklein’in 53. aminoasidinde
(A53E[11], A53T[12], A53V[13]) rastlanilmigtir, dolayisiyla bu aminoasidin erken
baslangi¢li PD igin 6nemi agiktir. Bu durum, alfa-siniiklein’in 53. aminoasidini tizerinde
barindiran PreNAC (47-56) fibril kesitinin 6nemini daha da artmaktadir.

Ayrica, iyi bilindigi tizere deneysel yontemlerdeki kisitlamalar ve Kkarsilasilan
zorluklardan kaynakli olarak hastaliklara yol acan bu ve benzeri fibril agregalarinin
etkilesim mekanizmasi hala tam olarak aydinlatilamamigtir. Bundan dolayr bu tiirden
etkilesimlerin derinlemesine incelenebilmesi i¢in fibril sistemlerinin teorik yaklasimlar
ile irdelenmesi gereksinimi ortaya c¢ikmaktadir. Bu noktada ise Molekiiler Dinamik
(MD) simiilasyon yontemi biyolojik sistemlerin yapisal karakterlerinin incelenmesi ve
zaman igindeki davramislarinin  gozlemlenmesi igin kullanilan baslica teorik
yaklagimdir.

Bu baglamda sunulan ¢alismada, hem kalitsal A53E, A53T, A53V mutasyonlarin hem
de bunlara ilaveten A53C, AS53G mutasyonlarinin, PreNAC fibril kesitinin
konformasyonu iizerindeki etkisini atomik seviyede gozlemlemek iizere Molekiiler
Dinamik  (MD)  simiilasyonlar  gerceklestirilmistir. ~ Sunulan  Simiilasyon
calismalarimizdan elde edilen bulgular A53G disindaki ilgilenilen tiim mutasyonlara bu

67



fibril kesitinde rastlanabilecegini gostermektedir. Bu baglamda, PreNAC fibril kesitinin
gelecekteki muhtemel ilag gelistirme c¢alismalart i¢in  hedef yap1 olarak
kullanilabilecegini sonucu ¢ikarabilir.

2. Materyal ve Metot

Bu c¢alismadaki PreNAC(47-56) fibril kesiti icin 4ZNN kodu ile Protein Data Bank
(PDB)’a depo edilen kristal yapis1 kullanilmistir[8]. Bu fibril kesiti birbirine anti paralel
olarak yerlestirilmis ¢ift yaprak tabakali (sheet) bir formda olup, her bir yaprak
tabakasinda bes PreNAC (47-56) iplik (strand) yapis1 bulunmaktadir. Bagka bir deyisle
ele aliman fibril kesiti yapisi, toplamda on tane (10-mer) PreNAC (47-56) ipligi
icermektedir. Sunulan bu ¢alismada dogal aminoasit dizilimdeki PreNAC (47-56) fibril
yapist literatiire uygun olarak WT (wild-type) olarak adlandirilmistir. Calismada
ilgilenilen fibril mutasyon yapilari, WT yapisinin 53. aminoasidi olan Alanin’in
PyMOL programi kullanilarak her bir mutasyon sitemine uygun olacak aminoasit ile yer
degistirilmesiyle olusturulmustur[14].

Sunulan ¢aligmadaki fibril kesiti yapilarinin simiilasyonlarinda, atomik etkilesimler i¢in
CHARMMZ27[15,16] kuvvet alami ve bu kuvvet alami ig¢in kullanilmasi Onerilen
TIP3P[17] ¢6zelti modeli kullanilmistir. Daha 6nceki ¢aligmalarimizda, PreNAC ve
benzeri kii¢iik fibril kesitleri icin CHARMM?27 kuvvet alanin daha makul sonuglar
verdigi  gosterilmistir[18,19].  Arastirmamizdaki MD  simiilasyonlarmn  timi
GROMACS.v4.6.5[20] program1  kullanilarak  gerceklestirilmistir. Ayrica
simiilasyonlardaki integrasyon algoritmasi olarak Verlet algoritmasi kullanilmis[21] ve
integrasyon zaman adimi 2 fs olarak ayarlanmigtir.

Simiilasyonlarin baslangicinda tiim sistemler 6.3x6.3x6.3 nm boyutlarinda kiibik bir
simiilasyon kutusunun merkezine yerlestirilmis ve bu yerlestirmede fibril kesitlerinin
herhangi bir atomu ile simiilasyon kutusu arasindaki minimum uzaklik 1 nm olarak
alimmigtir. Daha sonra simiilasyon kutularimin igerisi su molekiilleri ile doldurulmus,
ardindan nétr olmayan sistemleri simiilasyonlarda kullanilan PBC (Periodic Boundary
Coundition) ve PME[22,23] (Particle Mesh Ewald teorisi) geregince noétralize etmek
icin, sistemlere gereken miktarlarda Na+ veya CI- iyonlar1 eklenmistir. Daha sonra,
notralize haldeki tiim sistemlerdeki kotii temaslart ve uygun olmayan geometrileri
dinamik simiilasyonlar 6ncesinde ortadan kaldirmak adma sistemlerin enerjileri ardigik
olarak “Steepest Descent” ve “Conjuge Gradient” metotlar1 kullanilarak minimize
edilmistir. Enerji minimizasyon asamalarindan sonra ise her biri Ins’lik iki asamali
dengeleme simiilasyonlarma gecilmistir. Dengeleme simiilasyonlarinin ilk agamasi
NVT istatiksel kiimede ikinci asamasi ise NPT istatiksel kiimede gerceklestirilmistir.
Bilindigi gibi MD simiilasyonlarin igerdigi stokastik yaklagimlar nedeniyle yalnizca bir
yoriinge dosyasi kullanilarak yapilan analizler yeterince nicel olmayabilir. Bundan
dolayr simiilasyon sonuglarini daha giivenilir kilabilmek i¢in, NVT dengeleme
simiilasyonlarinin basinda her bir fibril sistemi i¢in rastgele hiz dagilim fonksiyonlarina
sahip ti¢ bagimsiz yoriinge dosyasi (trajectory) tiretilmistir. Boylece her bir fibril sistemi
i¢in birbirinden bagimsiz dengelenmis ii¢ simiilasyon setine sahip olunmustur. Daha
sonra NPT kiimede her bir sistem i¢in 300ns uzunluklara sahip ii¢ birbirinden bagimsiz
irtin - simiilasyonlar1  yiritilmistir. Dinamik simiilasyonlarda sicaklik v-rescale
termostati[24] ile 310 K’de, basing Parrinello-Rahman barostat1 [25] ile 1 bar da sabit
tutulmustur. Calismada {irlin simiilasyonlardaki MD yoériingeleri, analizler i¢in 20 ps
araliklarla kaydedilmistir.
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Grafiklerde sergilenen metrik analizlerin sonuglari, aksi belirtilmedik¢e her bir fibril
sistemi i¢in iretilen {ic adet birbirinden bagimsiz yoriinge i¢in elde edilen verilerin
ortalamasin1  gdstermektedir. Ayrica, sistemlerin {i¢ boyutlu (3-B) yapilarin
gorsellestirilmesi PyMOL programi kullanilarak elde edilmistir[14].

3. Bulgular

llgilenilen fibril sistemlerin konformasyonlarinin dinamik &zelliklerini inceleyebilmek
igin ilk olarak kok-ortalama-kare sapmasi (RMSD: root-mean-square deviation) analizi
yapilmistir. Bu analiz proteinlerin konformasyonlarindaki degisimleri tespit edebilmek
icin kullanilan baglica analizlerden biri olup, protein omurgasindaki (backbone)
atomlarin simiilasyon boyunca dogal konformasyonlarindan ne kadar uzaklastiginin bir
Olclistidiir. Her bir fibril sistemi igin yapilan RMSD hesaplamalarinin ortalama
degerlerinin simiilasyon boyunca degisimi Logio 6l¢eginde Sekil 1 de sergilenmistir.
Sekil incelendiginde, WT ve kalitsal mutasyonlu fibril yapilariin iki tanesi AS3E ve
A53V’nin RMSD degerlerinin simiilasyonlar boyunca benzer istikrarli (kararl)
degerlere (= 0.15 nm) ve davraniglara sahip oldugu goézlemlenmektedir. Bir bagka
kalitsal mutasyonlu fibril sistemi olan A53T ise, genel anlamda 230ns’ye kadar WT ve
diger iki kalitsal mutasyonlu fibril sistemleriyle benzer RMSD degerlerine ve onlarin
degisimlerine sahiptir. Ancak AS53T’nin, 230ns’den simiilasyon sonuna kadar gegen
siirede, bahsi gecen diger sistemlerden hem daha yiiksek hem de daha degisken
(istikrarsiz) degerlere sahip oldugu gozlemlenmektedir. Bu calisma da ilgilenilen diger
mutasyonlu fibril sistemleri A53C ve A53G ise WT ve onun kalitsal mutasyona sahip
sistemlerinden hem daha yiiksek hem de istikrarsiz RMSD degerlerine sahiptir.
Ozellikle A53G fibril sistemi i¢in elde edilen degerlerin, bahsi gecen tiim sistemlerden
elde edilen verilerden 6nemli Olclide fazla oldugu acik¢a goriilmektedir. Bu durum,
ilgili fibril yapisinin 53. aminoasit pozisyonundaki Gly mutasyonun, yapinin kararligini
onemli 6l¢iide etkileyerek fibril biitiinligiinii dagittiginin bir isareti olabilir.
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Sekil 1. Ortalama RMSD degerlerinin simiilasyon zamanina bagli olarak degisimi.

Daha sonra, fibril sistemlerindeki konformasyonel degisimleri daha derinlemesine
aragtirabilmek i¢in Rg (jirasyon yaricap1) analizi yapilmistir. Bu analiz proteinin
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omurgasindaki atomlarinin simiilasyon boyunca proteinin kiitle merkezine gore
konumlarindaki degisimin bir gostergesi olup proteinin boyutlari baska bir deyisle
kompakligi hakkinda onemli bilgiler saglar. Bu analizlerin sonuglart S$ekil 2’de
sergilenmis olup, A53G fibril sistemi i¢in elde edilen degerler (ortalama = 1.79 nm) ¢ok
yiiksek oldugundan bu mutasyonun Rg degerleri bu grafige konulamamistir. Bu yiiksek
deger yapinin ipliklerinin kiitle merkezine gore dogal konumlarindan 6nemli ol¢iide
uzaklastigi gostermektedir dolayisiyla bu durum RMSD bulgularindan elde ettigimiz
A53G mutasyonu igin fibril biitiinliigiiniin bozulmus olabilecegi hakkindaki sezgisel
beklentiyi desteklemektedir. Ayrica, sekilde sergilenen tiim sistemler i¢in elde edilen
degerlerin yaklasik simiilasyon boyunca benzer deger araligi (1.21nm<Rg<1.23nm)
icinde kaldig1r goriilmekte olup, bu sistemlerdeki fibril yapilarimin 10 iplikli
bitlinliikklerini  koruduklar1  sdylenebilir. Bu  durumun daha derinlemesine
gozlemlenebilmesi igin, her bir fibril sistemi igin birbirinden bagimsiz olarak
gergeklestirilen iiger adet simiilasyon setinin her birinin 300 ns’lik simiilasyonlarinin
sonundaki 3-B konfigiirasyonlarinin anlik goriintiileri (snapshots) Sekil 3°de
sergilenmistir.  Ayrica  sekilde, simiilasyon  sonundaki konfigiirasyonlarla
kiyaslayabilmek icin her bir sisteminin simiilasyon baslangiclarindaki dogal
konformasyonlarinin 3-B gorselleri de sergilenmistir. Sekil incelendiginde WT ile
birlikte onun kalitsal mutasyon fibril sistemleri AS5S3T, AS3E ve AS53V’nin
gerceklestirilen {ic simiilasyon seti i¢inde dogal diizenli istiflenmis konformasyonel
dizilimlerini biiylik dl¢lide korudugu soylenebilir. AS3C fibril sistemi i¢in ise, basta
ticlincii simiilasyonu olmak tizere dogal fibril konformasyonun bir miktar bozuldugu ve
fibril iplikg¢ilerinin az bir miktarda da olsa diizenli istif yapisini1 kaybettigi sdylenebilir.
Ote yandan, A53G sistemi incelendiginde ise bu sistemin ii¢ simiilasyonu igin de
iplikgiklerin i¢ ice girerek ya da birbirinden uzaklasarak diizenli istif yapisinin ortadan
kalktig1 gozlemlenmektedir. Tiim bu gozlemler, RMSD ve Rg analizleri sonucu elde
edilen bulgular desteklemektedir.
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Sekil 2. Ortalama Rg degerlerinin simiilasyon zamanina bagli olarak degisimi.
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Sekil 3. Ilgilenilen WT ve onun mutant sistemlerinin her bir simiilasyonu i¢in simiilasyon sonundaki (300
ns) anlik goriintiileri. Burada; (a) WT, (b) AS3E, (c) AS3T, (d) AS53V, (e) AS3C ve (f) AS3G
sistemleridir.

Yukarida yapilan analizlere ek olarak, fibril sistemlerindeki her bir aminoasitin ayr1 ayri
konformasyonel degisimlerini inceleyebilmek ve boylece fibril sistemlerinin
konformasyonlarindaki bolgesel bozulmalari tespit edebilmek igin kok-ortalama-kare
dalgalanma (RMSF, root mean square fluctations) analizi yapilmis ve Sekil 4 de
sergilenmistir. Bu sekilde yatay eksen aminoasit numaralarini gdsterirken diisey eksen
Logio skalasinda onlarin RMSF degerlerini gosterir. Sekil incelendiginde diger
analizlerden de beklenildigi gibi en yiiksek degerler AS3G fibril mutasyon sistemi igin
elde edilmistir. Bu yiiksek RMSF degeri, fibril ipliginin 53 nolu pozisyonundaki Alanin
aminoasidinin, yan zincirinde sahip oldugu yalnizca bir Hidrojen atomu ile en basit ve
en kiiciik aminoasit olan Glisin ile yer degistirmesinin iplik omurgasinin
esneklesmesine neden olmus olabilecegini diislindiirmektedir. Dolaysiyla AS53G
sisteminde gozlemlenen fibril biitiinligliniin bozulmasindaki temel etkenin yiiksek
ihtimalle bu oldugu sdylenebilir. Bundan 6nce sundugumuz RMSD ve Rg analizlerinde,
A53C fibril mutasyon sisteminin WT ve diger kalitsal mutasyon fibril sistemlerine
kiyasla bir miktar daha yiiksek degerlere sahip oldugu gozlemlenmisti. Bu tutumun
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RMSF degerlerinde de devam ettii ancak fibril ipliginin bdlgesel konformasyonel
davraniginin diger sistemler ile benzer davranis egilimine sahip oldugu goriilmektedir.
En diisitk RMSF degerlerine sahip WT sistemi ve onun AS3E, A53T ve A53V kalitsal
mutasyona sahip fibril sistemleri, yapilardaki her bir aminoasidinin konformasyonel
davraniglarina  bakilarak kendi aralarinda kiyaslandiginda asagidaki sonuglara
ulasilmaktadir;

e Iplik iizerindeki ilk alt1 aminoasitin (Gly47-Val48-Val49-His50-Gly51-Val52)
bu dort sistem i¢inde benzer konformasyonel davranis egilime sahip oldugu ve
genel anlamda bahsi gegen aminoasitler icin WT ve A53V sistemlerinin A53E
ve A53T den bir miktar daha diisiik degerlere sahip oldugu soylenebilir.

e Mutasyonlarin gergeklestigi 53 nolu aminoasitler i¢cin WT, AS53V, AS53T
sitemlerinin hemen hemen ayn1t RMSF degerlerine sahip oldugu goriilmektedir.
Ancak Glu ikamesi ile A5S3E sistemin daha yiiksek degerlere sahip olmasi dikkat
cekicidir.

e Kalisal mutasyon fibril sistemlerinin iplik tizerindeki son 3 aminoasit (Thr54-
Val55-Ala56) i¢in WT’ ye kiyasla nispeten daha kiiciikk degerlere sahip oldugu
ve bundan dolayr ailesel mutasyonlarin bu aminoasit bolgesi tizerindeki
konformasyonel karalilig1 artiracak etkisi oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4. Ilgilenilen WT ve onun mutant sistemlerinin RMSF degerlerinin degisimleri.

Ayrica ilgilenilen PreNAC fibril sisteminin yaprak tabakalari arasindaki etkilesimlerin
kararliginin bir 6l¢iisii olarak yaprak tabakalar1 arasi serbest baglanma enerjisi degerleri
hesaplanmis ve serbest baglanma enerjisi degerlerine katki veren enerji tipleri de dahil
olmak iizere elde edilen sonuglar Tablo 1°de listelenmistir. Bu hesaplamalarda, Kumari
ve arkadaslari tarafindan gelistirilen MM-PBSA yaklagim metodu kullanilmistir[26]. Bu
metot su ve iyonlart acik¢a hesaba katmadigi i¢in, bu yaklasimda su veya iyonlarin
salinmasi veya tutulmasi nedeniyle olusan entropik katkilar ihmal edilmektedir. Icerdigi
birtakim smirlandirmalara ragmen, termodinamik integrasyon veya serbest enerji
pertiirbasyon yontemlerinden hem daha az hesaplama zamanina ihtiyag duymasi hem de
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saglamis oldugu makul sonuclar bu yaklasimi 6n plana ¢ikarmaktadir. Tiim bunlar
dikkate alindiginda MM-PBSA, protein-protein[18,27] ve protein-ligand[28,29]
komplekslerinin serbest baglanma enerjilerinin hesab1 i¢in en ¢ok tercih edilen yaklasim
yontemlerinden birisidir. Bu baglamda g¢alismamizda ilgili hesaplamalar1 yapabilmek
icin, ilk olarak yoriinge dosyalarindan su ve iyonlar kaldirilmis ve yalnizca proteini
icerecek sekilde her 100 ps de bir esit araliklarla toplamda 3000 anlik goriintii
(snapshots) elde edilerek, bu snapshots’lar {izerinden hesaplamalar ger¢eklestirilmistir.
Tablodaki yiiksek negatif degerler baglanmadaki yiliksek olumlu katkilara karsilik
geliyorken, pozitif degerler baglanmadaki olumsuz katkilara karsilik gelir. Tablo
incelendiginde, tiim fibril sistemi igin yapilan hesaplamalarda AEP® (polar solvasyon
enerjisi) degerlerinin pozitif degerlere sahip olmasi bu enerji bileseni katkisinin fibril
sisteminin yapraklar1 arasindaki kararliligi olumsuz yonde etkiledigini géstermektedir.
Bunun disindaki tiim enerji bilesenlerinin katkilari negatiftir yani yaprak tabakalarinin
birbirine baglanmasindaki kararliligi olumlu anlamda destekleyici tiptedir. Ayrica
tablodan AE®'® (elektrostatik) etkilesimlerinin fibril sistemlerinin yaprak tabakalar1 arasi
kararlilik igin en baskin etkilesim tipi oldugu agik¢a goriilmektedir. Bu davranis tutumu
literatiirdeki bazi kiigiik fibril segment sistemleri i¢inde benzerdir [18,28]. Fibril
sistemlerinin E#ama deserleri incelendiginde bundan onceki analizlerde diizenli istif
yapisinin bozuldugu tespit edilen A53G fibril sisteminin her bir simiilasyon ¢alismasi
icin en diisiik degerlere sahip oldugu gézlemlenmektedir. WT, A53C, A53T ve A53V
fibril sistemleri i¢in elde edilen baglanma degerleri ise birbirine yakin ve en yiiksek
degerler olduklar gézlemlenmektedir. AS3E sistemi ise bu sistemlerden bir miktar daha
diisiik negatif degere sahip olup bu duruma AE®® degerlerinin diger sistemlerden daha
diisiik olmasi yol agmaktadir. Bu durum A53E’nin sahip oldugu yiikli Glu mutasyonun
her bir yaprak igindeki ipliklerin birbirine negatif-negatif itici etkilesim uygulamasindan
kaynaklanmis olabilecegine dair sezgisel bir beklentiye atfedilebilir.

Tablo 1. PreNAC ara yiiziin yapraklar: arasindaki serbest baglanma enerjisi degerleri (kJ mol™) ve bu
degerlere enerji tiplerinin katkilar

Sistem  Simiilasyon AEVIW AE®K AEP AEs2 Ebaglanma
WT 1 -221.6+3.1  -4379.2+15.4 3516.2+14.2 -52.1+0.2 -1136.7+6.5
2 -217.5+4.0 -4392.7+15.6 3519.9+15.8 -51.5+0.2 -1141.7+6.9
3 -221.3+3.8  -4415.2+15.4 3544.9+15.2 -52.0+0.2 -1143.6+6.5

ortalama -220.1 -4395.7 3527.0 -51.9 -1140.7
A53E 1 -227.4+3.7  -4226.2+15.2 3463.8+15.6 -53.7+0.2 -1043.5+7.9
2 -218.7+4.1  -4279.6+16.3 3475.0+15.8 -52.2+0.3 -1075.5+8.4
3 -215.4+4.2 -4261.2+16.3  3469.5+15.0 -52.4+0.3 -1059.4+8.4

ortalama -220.5 -4255.7 3469.4 -52.8 -1059.5
AB3T 1 -233.5+£3.6 -4380.7+17.8  3508.5+17.1 -51.94+0.2 -1157.6+6.8
2 -226.9+3.7  -4348.1+18.9 3488.6x17.1 -51.3+0.3 -1137.7+7.6
3 -235.0+£3.6  -4426.2+17.0 3549.5+17.1 -52.7+£0.2 -1164.4+6.8

ortalama -231.8 -4385.0 3515.5 -52.0 -1153.3
A53V 1 -198.8+4.2 -4443 4416.0 3536.5+£15.5 -49.2+0.3 -1154.84+6.3
2 -205.5+£3.7 -4443.6+15.7 3548.7£15.7 -50.2+0.3 -1150.6+£6.3
3 -210.7+4.7 -4426.5+£16.1 3533.7£15.6 -50.5+0.3 -1154.0+£5.9

ortalama -205.0 -4438.8 3540.0 -50.0 -1153.8
A53C 1 -229.5+4.0 -4081.3£31.5 3288.4+£23.7 -50.3+0.3 -1072.6£11.7
2 -237.8+4.3  -4227.2+15.8 3394.9+14.8 -51.8+0.3 -1121.7+8.1
3 -228.7+1.2  -4469.0+15.4 3567.6+15.6 -52.4+0.2 -1182.5+6.1

ortalama -232.0 -4259.2 3417.0 -51.5 -1125.6
A53G 1 -209.9+4.0 -3380.7£86.5 2766.5+69.9 -45.4+0.5 -869.5£19.8
2 -204.3£5.0  -2860.5+47.7 2403.1+38.2 -42.2+0.6 -703.9+14.7
3 -196.2+4.2  -3779.8453.2 3037.7+43.5 -45.2+0.6 -983.4+15.6

ortalama -203.5 -3340.3 2735.7 -44.3 -852.3

73



Evdw: van der Waals enerji, E®"*; elektrostatik enerji, EP; polar solvasyon enerji, E®?; polar olmayan
solvasyon enerji katkilar1 ve EP*4mma; serbest baglanma serbest enerjisi.

Son olarak her bir sistemin yaprak tabakalari arasindaki 0.4nm etkilesim mesafesi
icerinde birbiri ile kontak halindeki atomlarin sayisim1 veren kontak sayisi analizi
yapilmis ve Sekil 5’te sergilenmistir. Bu analizde elde edilen kontak sayilari, sistemde
bulunan her bir atom i¢in ayr1 ayr1 elde edilmis kontak sayilarinin toplamina karsilik
gelmektedir. Kontak analizi ile yapilan simiilasyonlar boyunca yaprak tabakalari
arasindaki konformasyonel kararligi dinamik olarak gozlemlemek miimkiindiir.
Simiilasyonlarin baslangicinda her bir sistemde yaprak tabakalar1 arasinda <7000 atom
kontagi bulunmaktadir. Elde edilen degerler incelendiginde daha onceki analizlerden
fibril biitlinliigliniin bozuldugunu tespit ettigimiz A5S3G mutasyonu i¢in beklenildigi gibi
yaprak tabakalari arasindaki kontak sayisinda ciddi degisken ve azalan degerler
gozlemlenmektedir. A5S3G mutasyonlu fibril siteminin yaprak tabakalar1 aras1 kontak
sayisinda gozlemlenen bu diisiis ~253ns civarinda =3850 ile en diisiik degerine
ulasmaktadir. Ote yandan, diger sistemler i¢in elde edilen degerlerin birbirine yakin
oldugu ve ayrica simiilasyon baslangicindaki dogal kontak sayist degerlerini korudugu
sOylenebilir.
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Sekil 5. Yaprak tabakalar1 arasindaki kontak halindeki atomlarin sayilarinin simiilasyon zamanina bagli
olarak degisimi.

4. Sonug¢ ve Yorum

Bu ¢alismada PreNAC fibril sistemi ve onun 53. aminoasidinin mutasyonunu igeren
AS53C, A53E, A53G, AS53T ve AS53V isimli bes farkl fibril sistemi i¢in karsilastirmali
MD simiilasyonlar1 yapilmistir. Yapilan simiilasyonlarda bu mutasyonlarin ilgilenilen
fibril sistem konformasyonlarinin dinamik davranislar iizerine etkileri hakkinda bilgi
edinilmesi amaglanmistir. Bu kapsamda elde edilen bulgulara gore kalitsal mutasyonlu
fibril sistemleri A53E, A53T ve A53V’nin vahsi tip fibril sistemine (WT) benzer
davraniglar sergileyerek diizenli istif yapilarini korudugu tespit edilmistir. Bu da kalitsal
mutasyonlara, ilgili fibril formunda rastlanabilecegini dolaysiyla bu kalitsal
mutasyonlara sahip hastalara yonelik ilag gelistirme ¢alismalar1 i¢in PreNAC mutasyon
fibril formlarinin hedef yapilar olarak ele almabileceginin acik gostergesidir. Ote
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yandan ailesel mutasyon disinda ele alinan AS53G fibril mutasyon sisteminde, Gly
mutasyonun, fibril yapisinin kararhigimi 6nemli 6lciide etkileyerek fibril sisteminin
diizenli istif yapisin1 bozdugu ve hatta fibril biitiinligiinii dagittigi gozlemlenmistir.
Diger ele alinan mutasyon sistemi A53C i¢in ise, Cys mutasyonun diizenli istif yapisini
kararli sistemlere kiyasla bir miktar bozdugu ancak bu bozulmanin fibril biitiinliigiinii
etkileyecek Ol¢iide olmadigi sOylenebilir. Bunlara ilaveten MM-PBSA yaklasimi
kullanilarak elde edilen fibril sisteminin yapraklari arasi serbest baglanma enerjisi
analizine gore, yaprak tabakalari arasi kararliligin korunmasinda olumlu katkiya sahip
etkilesim tipleri arasinda elektrostatik etkilesimlerin daha baskin etkilesim tipi oldugu
sOylenebilir. Calismamizin bu haliyle, PD ve diger nérodejeneratif hastaliklarin tedavisi
icin PreNAC ve benzeri fibril sistemlerini hedef alacak gelecekteki muhtemel ilag
tasarim ¢alismalar1 i¢in anahtar bilgiler saglayacag diisiiniilmektedir.
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