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ONSOz

Molekiler modelleme ve hesaplamali yapisal biyoloji alaninda kendimi gelistirme serliveninde
karsima cikan her zorlukta daha fazla motive olarak ve daha fazla 6grenerek heyacanli
yolculuguma devam etmeyi basarmamda gecmisten gelen birikim ve deneyimlerimin
yadsinamaz bir yeri vardir. Bu zorlu multi disipliner 6grenme slrecinde attigim her adimda
ufugun aslinda ne kadar uzakta oldugunu daha iyi anliyorum. Zorlu ve bir o kadar da heyecan
verici yeni ve Tibbi Biyoloji icin siradisi hesaplamali yapisal biyolojik bilimler yaklagimini
benimseyip kendimi daha ileriye gétirmemde motivasyonumu hep daha yukariya taslyan
Sevgili Danismanim Dog. Dr. Zuhal Eroglu’nun payi ¢cok biyuktlr. Ayrica Tibbi Biyoloji bolim
icindeki tim hocalarim ve arkadaslarim, deneysel calismalar yerine bolim icin ¢ok siradisi olan
hesaplamali yaklasimi tercih etmemde beni hep destekleyerek basarili olacagima olan
inanclarini bana gostererek moral ve motivasyonumu sUrekli yiksek tutarak calismalarimin

tamamlanmasinda buyUk paya sahip oldular.

Hesaplamali yapisal biyoloji Tirkiye’de cok yeni fakat cok hizli ilerleyen ve ilerledikce
daha fazla ilgi ceken bir bilim dali olarak arastirmalarda daha fazla kendine yer bulmaktadir.
Dinyada hizla gelisip yayginlasan bu alani doktora tezimde kullanarak Tibbi Biyoloji’de bu
alanin kullanilip yayginlasmasinda gelecekte roll olabilecek yenilikgi insanlar arasinda yer
almayi hedefleyerek motivasyon ve calisma azmimi hep yiksek tutmaya, boylece llkem icin

hep en iyisini yapmak yolunda tim enerjimi harcamaya devam edecegim.

Zorlu ama bir o kadar da heyecan verici bu bilim yolculugunda katkilarini esirgemeyen
herkese ve 6zellikle bu strecte tum sikintilarima katlanip sevgi ve saygisini eksik etmeyerek

beni yalniz birakmayan Sevgili Esim Havva DUZGUN’e ¢ok tesekkiir ederim.

izmir, Ocak 2019 Zekeriya DUZGUN



Ozet

IRE1-JNK Yolagi Protein-Protein ve Protein-Ligand Etkilesimlerinin Molekiler Dinamik
Similasyon Yontemiyle Arastirilmasi
IRE1-JNK yolagi Endoplazmik Retikulum (ER) stresine karsi hiicrenin yanit verdigi en giicli
sinyal yolagidir. Hipoksi gibi kosullarda asiri ER stresine bagli olarak bu yolak lzerinden
apoptotik mekanizma tetiklenerek hiicre 6limi meydana gelmektedir. Kardiyovaskiler
hastaliklarda hiicreler asiri ER stresine maruz kalabilmekte ve apoptoza bagli hiicre ve doku
kaybi meydana gelebilmektedir. Kardiyovaskiiler hastaliklarda etkili Statin, ACE inhibitérleri,
Anti-Aritmik ilaglar ve Flavonoid’lerin IRE1-JNK yolagi tizerindeki IRE1, ASK1 ve JNK1 ile
etkilesimi tam olarak bilinmemektedir. Ayrica IRE1-JNK yolaginin en énemli baslatici ya da
durdurucu faktérii olan BIP-IREILD baglanmasi bilinmesine karsin baglanmanin molekiiler
mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir. Calismamizda kardiyovaskiiler hastaliklarda
etkili etken maddeler ve Flavonoid’lerin kendi etkileri disinda IRE1-JNK vyolaginin
inhibisyonunda rol oynayip oynamadiklarini belirlemek amaciyla IRE1, ASK1 ve JNK1 ile
etkilesimleri molekiler kenetleme, molekiiler dinamik similasyon ve serbest enerji
hesaplamalariyla arastirildi.  Ayrica BiP’in konformasyonel dinamigi ve BIiP-IRE1LD
etkilesiminin molekiler mekanizmasini aydinlatmak hedefiyle molekdiler dinamik similasyon
ve serbest enerji hesaplamalari yapildi. Olasi BIP-IRE1LD baglanma paternlerini belirlemek
amaciyla iri taneli model ve kibik oryantasyonda molekiler dinamik simuilasyonlar
gerceklestirildi. Yaptigimiz ¢alismada BiP’in yiiksek esneklikteki SBDa alt domaininin kisa
sureli burkulmasi ve tekrar eski durumuna déonmesi sonucu serbest enerji ylizeyinde minima
meydana geldigi gozlendi. Baglanma konformasyonu bilinen farkh bliytklik ve esneklikte
olan Ddil ubikuitin benzeri (UBL) domaini-ubikuitin kompleksi (2MWS), ubikuitin-USP2
kompleksi (2HD5), kimerik SDZ CHI621'in fab fragmenti (1MIM) ve Sil1-BiP komplekslerinin
(3QML) baglanma paterniniiri taneli kiibik oryantasyon yaklasimi ile dogru tahmin etmek icin
istatistiksel olarak ROC egrisi ile hesaplandiginda F-degeri ve dogrulugu (ACC) 0,88 olarak
olclildii. AUROC degeri ise 0,94 olarak belirlendi. BiP-IRELD etkilesiminin olasi baglanma
paternleri taneli kiibik oryantasyon yaklasimi ile arastirildiginda, IRE1LD’in 4. bolgesi icinde
yer alan diizensiz domainin BIP-NBDIIB agik formunun kapali forma gére daha yiiksek afinite
ile baglandigi ayrica BiP-SBDa alt domainin baglanmada direkt rol oynadigi gdzlendi. IRE1,
ASK1 ve JNK1 ile kardiyovaskiler hastaliklarda kullanilan etken maddeler ile Flavonoid’lerin
etkilesimlerinin arastirildigi bu calisamada proteinlerin fosforilasyonunun inhibisyonunda
Statinler’in en etkili molekiiller olabilecegi gézlendi. Ayrica yaptigimiz Umbrella Ornekleme

Serbest Enerji Hesaplamlarinda Statin’lerden Atorvastatin ve Pitavastatin ile Flavonoid’lerden



Norizalpin, Chrysin ve Luteolin’in yiksek ortalama kuvvet potansiyelleriile IRE1-JNK yolaginin
inhibisyonunda gliclii aday molekiiller olabilecegi gosterildi. Yaptigimiz bu calismalar ile
belirlenen BiP-IRE1LD baglanma paterninin BiP ve IRELILD hedefli ileri terdpatik calismalara
1sik tutacagl, iri taneli kiibik oryantasyon yaklasiminin hizl ve kolay kullanimi igin algoritmalar
yazilarak yiksek esneklikteki protein-protein etkilesimlerinin belirlenmesinde kullaniminin
faydali olabilecegi ve IRE1-JNK yolagi etken madde etkilesimleri sonucu elde edilen veriler
Isiginda Statinler Gzerinden gelistirilerek etken tirev maddelerin ER stresi kaynakli apoptozun

onlenmesinde etkili olabilecegine inanmaktayiz.

Bu arastirmada yer alan kismi niimerik hesaplamalar TUBITAK ULAKBIM, Yiiksek Basarim ve

Grid Hesaplama Merkezi'nde (TRUBA kaynaklarinda) gercgeklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler

Molekiler Dinamik Similasyon; Endoplazmik Retikulum Stresi; Katlanmamis Protein Tepkisi;
Kardiyovaskiler hastaliklar, Statinler; Flavonoidler



Abstract

Investigation of Protein-Protein and Protein-Ligand Interactions in IRE1-JNK Pathway by
Molecular Dynamic Simulation Method

The IRE1-JNK pathway is the strongest signaling pathway to respond to ER stress in the cell.
Due to excessive ER stress in some conditions such as hypoxia, cell death occurs by initiating
the apoptotic mechanism via this pathway. In cardiovascular diseases, cells may be exposed
to excessive ER stress. Therefore, cells and tissue loss may occur due to apoptosis. The
interaction of statins, ACE inhibitors, anti-arrhythmic drugs and flavonoids that effective in
cardiovascular diseases with IRE1, ASK1 and JNK1 on the IRE1-JNK pathway is not fully known.
In addition, binding of BiP-IRE1LD complex that is most important initiating or stopping factor
of the IRE1-JNK pathway is known, but the molecular mechanism of the binding is not fully
elucidated. In our study, the interactions of IRE1, ASK1 and JNK1 with the small molecule
drugs and flavonoids were investigated by "molecular docking", "molecular dynamics
simulation" and "free energy calculations" to determine whether these drugs and flavonoids
could play a role or not in the inhibition of the IRE1-JNK pathway in cardiovascular diseases.
In addition, molecular dynamic simulation and free energy calculations were performed to
elucidate the conformational dynamics of BiP and molecular mechanism of BiP-IRE1LD
binding interaction. In the coarse-grained model and cubic orientations, Molecular dynamic
simulations were carried out to determine possible BIP-IRE1LD binding patterns. In our study,
short term bending of highly flexible SBDa subdomain and returning to the old state was
observed that there was a minima on the free energy surface of BiP. Whether correctly
predicted the binding pattern of the four different protein complexes that are Ddil ubiquitin-
like (UBL) domain-ubiquitin complex (2MWS), ubiquitin-USP2 complex (2HD5), fab fragment
(1MIM) of chimeric SDZ CHI621 and Sil1-BIP complexes (3QML) known with their binding
conformation by coarse-grained cubic orientation approach were statistically measured with
F-value and accuracy (ACC) and calculated as 0,88. AUROC value was determined as 0.94.
When the possible binding patterns of the BIiP-IRELD interaction were investigated by the
coarse-grained cubic orientation approach, the disordered domain of the IRE1LD IV. region
was bound to the BiP-NBDIIB open form with a higher free energy difference in comparison
with closed form, in addition BiP-SBDa sub-domain played a direct role to the binding of
IREILD. In the study of the interaction of small molecule drugs and Flavonoids that are
effective in cardiovascular diseases with IRE1, ASK1 and JNK1, it was obsorved that Statins
could be the most effective molecules in the inhibition of phosphorylation of these proteins.

Furthermore, free energy calculations by umbrella sampling were shown that Norizalpine,



Chrysin, Luteolin from flavonoids and Atorvastatin, Pitavastatin from Statins could be strong
candidate molecules in the inhibition of IRE1-JNK pathway with high potential of mean force.
The BIP-IREILD binding pattern determined by these studies will shed light on BIP and
IRE1LD-targeted therapeutic studies. It may be useful to write algorithms for rapid and easy
use of coarse-grained cubic orientation approach to determination of high flexible protein-
protein interactions. In the light of the data that we have obtained from result of small
molecule interactions with the IRE1-JNK pathway, the molecules to be derived from Statins

could be thought effective in preventing severe ER stress induced apoptosis.

The numerical calculations reported in this paper were partially performed at TUBITAK

ULAKBIM, High Performance and Grid Computing Center (TRUBA resources).

Key words

Molecular Dynamic Simulation; Endoplasmic Reticulum Stress, Unfolded Protein Response;
Cardiovascular diseases, Statins; Flavonoids
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1.1. Giris

Endoplazmik retikulum (ER) stresine karsi hiicrenin en glicli sinyal yaniti olan IRE1-JNK yolagi,
protein katlanmasina yardimci olan saperon ve dizeltilemeyen proteinlerin yikimindan
sorumlu ER iliskili bozulma (ERAD) aktivasyonu ile Proteostasisin diizenlenmesinde olduk¢a
onemli role sahiptir. Bununla birlikte ER stresi kosullarinda JNK (Janus N Terminal Kinaz)
fosforilasyonunu takip eden pro-apoptotik siirecin baslaticisi rollini Gstlenir. Hipoksi ve glikoz
yetersizligi gibi cok farkli kosullarda hiicre siddetli ER stesine bagli olarak apoptoza
suriklenebilmektedir. Bu durum sinir sisteminde noérodejenerasyon, kardiyovaskiler

sistemde kardiyak hicre kaybina ve pek ¢ok hastaligin olusumuna neden olabilmektedir.

Kardiyovaskiler hastaliklarda kullanilan etken maddelerin bilinen etkileri yaninda diger
faydali ya da zararli yan etkileri 6nemli bir arastirma konusudur. Statinler, ACE inhibitorleri
ve anti-aritmik ilaglarin bilinen etkileri disinda ER stresi ve 6zellikle IRE1-JNK yolagi lizerindeki
potansiyel etkileri belirsizligini korumaktadir. Ayrica kardiyovaskiler hastaliklarda olumlu
etkileri gosterilmis Flavonoid grubu molekillerin IRE1-JNK yolagi tizerindeki etkilesimi tam

olarak gosterilememistir.

IRE1-JNK sinyal yolaginin en énemli mekanik baslaticisi, BiP’in (Baglanan immiinglobulin
Protein) IRE1 (inositole Gereksinim Duyan Enzim 1)’den ayrilmasidir. Ayrilma siirecinden
sonra IRE1 o6nce dimerize sonra oligomerize olarak IRE1 sitoplazmik domaininde oto
fosforilasyon meydana gelerek yolagin aktivasyonu baslatiimis olur. BIP-IRE1 baglanmasi
imminopresipitasyon, floresan rezonans enerji transferi (FRET) gibi metodlarla ortaya
cikarilmasina karsin baglanma paterni ve baglanmanin molekiler mekanizmasi heniiz

aydinlatilamamistir.

Protein-protein etkilesimlerinin molekiiler mekanizmasi glnimiizde cryo-elektron
mikroskobisi gibi cok pahali ve uygulamasi zor ydontemlerle gosterilebilirken molekiiler
dinamik simiilasyon vyaklasimi protein-protein ve protein-ligand etkilesimlerinde
hesaplama, zaman maliyetlerinin diismesi ve algoritmalarin gelismesiyle giiclu bir alternatif
olarak goriilmektedir. Esnek protein-protein etkilesimlerinde mevcut molekiiler kenetleme
algoritmalari bazi durumlarda yeterli olmayabildiginden protein-protein etkilesimlerinde yeni

yaklasimlarin gelistirilmesi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.

Calismamizda BiP’in olasi konformasyonel durumlarini, BiP-IRE1 etkilesiminin baglanma
paternlerini ve IRE1-JNK yolagi lizerindeki IRE1, ASK1 ve JNK1’in kardiyovaskdler hastaliklarda

kullanilan etken maddeler ile Flavonoid’lerin molekiiler etkilesimini arastirmak icin molekdler
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dinamik similasyon ve serbest enerji hesaplamalari gerceklestirerek BiP hedefli farmasotik
¢alismalara rehberlik etmeyi, IRE1-JNK yolaginin blokajinda ve ER stresi kaynakli apoptozun
onlenmesinde etkili olabilecek molekil tiirevlerinin sentezlenmesi ve gelistiriimesi

slreclerine 1sik tutmayi hedeflemekteyiz.

BiP-IRE1 etkilesimini dogru sekilde belirlemek amaciyla mevcut molekiiler kenetleme
yaklagimlarinin yetersiz kalmasi ve kullanim zorlugu nedeniyle yeni bir yaklagimin
gelistirilmesiyle ve esnek yapidaki proteinlerin birbiriyle etkilesimlerinin arastiriimasiyla

alternatif aciklamalar getirilebilenecegine inaniyoruz.

1.2. Genel Bilgiler
1.2.1. IRE1-JNK Yolagi

Okaryotik hiicrelerde ER (Endoplazmik Retikulum) ribozomlarindan sentezlenip ER liimenine
gecen proteinler endojen ve eksojen kaynakli etmenlerle katlanmamis veya hatali katlanan
protein birikimleri ile Endoplazmik Retikulumda stres olustururlar. Ancak hiicreler ER
stresinin olumsuz etkilerinden kurtulmak igin katlanmamis protein cevabi (UPR) olarak
bilinen (i¢ farkli sinyal yolagini aktive ederler. Bu sinyal yolaklari icinde IRE1 (inositole
gereksinim duyan enzim 1), PERK (PKR benzeri Endoplazmik Retikulum Kinaz) ve ATF6
(Transkripsiyon Faktor 6’yi aktiflestiren)’ya kiyasla evrimsel siiregte en iyi korunmus olan
sinyal yolagidir. Okaryotik hiicreler IRE1 sinyal yolaginda IRE1a ve IRE1B olmak lizere yapisal
benzerlige sahip ancak fonksiyel farklihgi olan iki IRE proteini icerir. IRE1a bitin hiicrelerde
ve dokularda eksprese edilirken, IRE1B spesifik olarak intestinal epitelyumda ifade edilir.
IRE1a’nin RNAz domaini konformasyonel degisiklige ugrayarak aktif hale gelir ve cerceve
kaymasi ile olusan l6sin farmuar iceren XBP1 (X-box baglayici protein 1) transkripsiyon
faktorini ifade etmek icin mRNA’dan 26 niikleotidlik intron bolgesini ¢ikarir. IRE1p ise 28S
rRNA kesilmesine ve translasyonal azalmaya aracilik eder (Kadowaki & Nishitoh, 2013). XBP1
sirayla protein katlanmasi, kalite kontrol, protein sekresyonu ve ERAD (ER ile iliskili protein
degradasyonu) ile baglantili UPR hedef genlerinin transkripsiyonunu yukari regiile ederek
stresi azaltmaya calisir. Sekil 1’de goriildugi Gzere IRE1a ayrica TRAF2 (tiimor nekroz faktori
reseptor iliskili faktor 2) ile etkilesime girerek JNK (janus N terminal kinazi) yolagini aktive
eder. ER stresi ile gergeklesen bu aktivasyon, ASK1 (apoptoz sinyalini regiile eden kinazl) -
JNK sinyalizasyon yolunda bir dénistlrici olan AIP1 (ASK1 etkilesimli protein-1) varliginda
meydana gelir. IRE1 sinyal yolaginin aktivasyonu ER’de bulunan bir saperon proteini olan
BiP’in (baglanan immiinglobulin protein) IRE1'in luminal domaininden ayrilmasiyla tetiklenir.

Ayrilan BIP ve oligomerize IRE1, katlanmamis ya da yanlis katlanmis proteinler ile etkileserek



katlanmaya yardimci olurlar. Dimerize ve oligomerize olan IRE1 otofosforile olarak RNaz
domainini aktive eder (Bravo vd., 2013; Kadowaki & Nishitoh, 2013). IRE1a'nin RNaz domaini
ayni zamanda spesifik sekans ve ikincil yapiyi iceren bir islev olarak bilinen "diizenlenmis
IRE1'e bagh bozulma (RIDD)" veya RIDD'In direkt endoniikleolitik kesme reaksiyonunu
diizenler. RIDD'nin XBP1 mRNA birlestirmesine karsi yaniti, RNaz aktivitesinin varligini

disindirmektedir (Hetz & Papa, 2018).
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Sekil 1. IRE1-JNK yolagi sematik gérinimi (Coelho & Domingos, 2014)

1.2.1.1.IRE1 Uzerinden Apoptoz Sinyal Yolag

IRE1a, apoptozu tetiklemek icin gerekli ve yeterliyken PERK ve ATF6 apoptoz aktivasyonunda
gerekli olmayarak PERK tzerinden CHOP (C/EBP-homolog protein) genlerinin aktivasyonu ile
de apoptoz tetiklenebilir (Y. Chen & Brandizzi, 2013). Hicre IREla Uzerinden XBP1
aktivasyonu ile protein katlanmasi ve kalite kontrol ile ilgili genlerin aktivasyonu ile ER
stresiyle bas etmeye calisirken, uzun sireli ER stresi meydana geldiginde IREla sitozolik
domaini TRAF2 ile etkilesime girerek IRE1-TRAF2 kompleksini olusturur. Bu kompleks, ASK1’in
fosforillenmesini, fosforile ASK1 de JNK1’in fosforillenmesini tetikleyerek JNK yolaginin
aktivasyonuna yol agar. Bunun yaninda gesitli proapoptotik Bcl-2 ailesi tyeleri IRE1a’nin
RNaz/kinaz aktivitesini yukari regiile eder. Bu da XBP1 mRNA’sinin kesilerek XBP1
transkripsiyon faktorl olarak hedef genlerin aktivasyonuna, JNK fosforilasyonuna ve
apoptoza neden olur. Prokaspaz-12'den TRAF2'nin ayrilmasi, kaspaz-12'nin kiimelenmesini

ve aktivasyonunu saglar. Aktif kaspaz -12, kaspaz -9'u aktive eder ve kaspaz -9 da kaspaz -3'U



aktive ederek hiicreyi apoptoza surukler (Kadowaki & Nishitoh, 2013; C. Y. Liu & Kaufman,
2003). Ayrica IRE1, mitokondride dolayli olarak BAX ve BAK ile IRE1 aracili sitokrom c

salinimiyla, ER'de ise dogrudan etkilesim igindedir (Scull & Tabas, 2011).
1.2.1.2. BIiP (immiinoglobulin Agir Zincir Baglayici Protein) Proteini

imminoglobulin agir zincir baglayici protein (BiP), isi soku protein (HSP70) ailesi iginde yer
alan HSPAGS alt grubu tyesidir. ER liimeninde hidrofobik rezidiler ile etkilesime girip peptitleri
secici olarak baglayarak islev goren bir ATP bagimli saperon proteinidir (Lewy, Grabowski, &
Bloom, 2017). BiP'nin baslangigta 6ncii-B hiicrelerinin immiinoglobulin agir zincirlerine
baglandigi bulunmustur. BiP, ER iizerindeki ribozomlarda yeni sentezlenmis proteinlerin
katlanmasi ve yeni sentezlenen polipeptitlerin translokasyonlarinda rol oynar ve ayrica ER
stresi olmayan hiicrelerde PERK, IRE1 ve ATF6’yi baglayarak aktivasyonlarini inhibe eder. ER
stresinde ve yanlis katlanmis protein birikiminde, BiP bu proteinlerden salinarak aktive olur.
BiP’in bir 1s1 soku protein olup olmadigi tartismali bir konudur. Bunun nedeni rezidii dizisi
karsilastirmalarinda HSP70 ile aralarinda %60 yapisal homoloji benzerliginin bulunmasidir.
Homolojik benzerlik agirlikh olarak ATP baglanma bolgesinden kaynaklanmaktadir. Ayrica
BiP’in 1s1 soku durumlarindan etkilenmemesi de bunu desteklemektedir. BiP’'in en giigli
kimyasal indlkleyicileri, kalsiyum iyonoforu A23187; N-baglh protein glikosilasyonunu bloke
eden tunikamisin; ve ATPaz pompasini inhibe eden thapsigargin (Tg)'dir (Lee, 2005). Son in-
vitro ¢alismalar, BiP’in antiapoptotik mekanizma icerdigini, ateroskleroz ve kardiyovaskiiler
hastaliklarda apoptozdan kaginmada énemli rol oynayabilecegini géstermistir (Lee, 2005).
BiP proteinin atomik diizeyde yapisal incelenmesi ve konformasyonel analizi ayrica cesitli
kiicik molekdller ile etkilesimleri son vyillarda molekiler dinamik (MD) simiilasyon
yontemleriyle arastirilmaya baslanmistir. MD simulasyonlar daha ¢ok HSP70 proteinleri
izerinde odaklansa da BIP etkilesimleri lrerine MD simiilasyon ve serbest enerji
hesaplamalari yayginlasmaya baslamistir. Ornegin yapilan bir calismada Epi Gallo Katesin
Gallat (EGCG) Flavonoidinin BIP (GRP78)’i ATP’ye karsi yarismali olarak inhibe ettigi MD

similasyon yontemiyle gosterilmistir (Gurusinghe, Mishra, & Mishra, 2018).
1.2.1.2.1. BiP’in Fonksiyon ve Yapisi

BiP proteini, karboksi terminalinde substrat baglama domaini (SBDa ve B) ve amino
terminalinde niikleotid baglayici domain (NBD) olmak lizere iki fonksiyonel domaine sahiptir.
NBD’de ATP hidrolizi gercekleserek BiP aktif hale gelirken, SBD’ye peptit yapidaki substrat
baglanmasi ile yanhs katlanmis proteinlerin diizeltilmesine yardimci olacak konformasyonel

degisikler meydana gelir. Bunun yaninda BiP’in saperon aktivitesi j-proteini (HSP40) ve



niikleotit degistirme faktorleri (NEF) tarafindan regiile edilerek kolaylastiriimaktadir. BiP’te
ATP hidrolizi gerceklestikten sonra NEF, ATP’nin BiP’e geri dénisiinii hizlandirmaktadir. J-
proteininin ise BiP’in ATP hidrolizini kolaylastirdigi gosterilmistir. NBD, ATP’nin baglandig
katalitik bélgenin orta i¢ bolgesinde kalan iki blytk lob (NBD-I ve Il) ve bu loblar da iki alt
domaninden (NBD-a ve B) olusur. [Sekil 2]. Yapilan ¢alismalar, BiP’e ATP baglanmasinin, NBD
ve SBD arasinda etkilesim meydana getirdigini ve bunun da SBD'de peptit substratinin
baglanmasini ve salinmasini hizlandiran hizli yapisal degisikliklere yol actigini gostermektedir.

BiP’in aktivitesi, ATP ile indiiklenen bu allosterik etkilesim ile iliskilidir. (Yang vd., 2017).
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Sekil 2. BiP proteini ve alt domainleri

1.2.1.2.2. BIP-IRE1 Etkilesimi

BiP-IRE1 etkilesiminde iRE1’in protein katlanmasindaki rolii tartismali olmasina karsin gesitli
modeller dnerilmistir. Birinci modele goére BiP, IRE1’e baglanarak IRE1’in deaktivasyonunu
saglamaktadir. ER stresi durumunda BiP, IRE1’den ayrilarak katlanmamis ya da yanlis
katlanmis proteinlerle etkilesime girerek katlanmalarina yardimci olur. IRE1 ise dnce dimerize
olarak otofosforile olur daha sonra oligomerizasyon meydana gelir. Yapilan
imminopresipitasyon deneyleriyle normal kosullarda iRE1’in BiP’e bagh oldugu ancak ER
stresi kosullarinda BiP’in iIRE1’den ayrildiginin gdsterilmesiyle birinci model desteklenmistir.
Diger bir modelde ise proteinin yeniden katlanmasinda IRE1’inde rol oynadigini 6nerir. Buna
gore; katlanmamis proteinler IRE1’in limainal domainine baglanir ve IRE1 oligomerize olarak
yolagin asagi reglilasyonunu aktive eder. Bu modelin énerilmesinin en saglam dayanagi IRE1
[iminal domaininin peptit baglayici oluga sahip olabilecegine iliskin deneysel ¢alismalardir.

in-vitro mutagenez deneyleri gdstermistir ki olugu meydana getiren rezidiiler sinyalizasyon



icin gereklidir. Son yillardaki ¢calismalar onceki iki modeli de destekleyen hibrit bir modeli
dnermektedir. Bu modele gore BiP ve IRE1, katlanmamis proteinlere baglanarak yeniden
diizenlenmelerinde rol oynar. BiP iIRE1’den ayrilarak katlanmamis proteinler ile etkilesime
girerken IRE1 ise 6nce dimerize sonra oligomerize olarak protein katlanmasina yardimci olur.
Ayni zamanda da otofosforilasyon ile aktive olarak sinyal kaskati baslar. Yapilan ¢alismalar
sinyal iletim mekanizmasinin bir cok yéniinii ortaya koymasina karsin BiP-IRE1 etikilesiminin
tutarli bir modeli tam olarak ortaya konamamistir (Pincus vd., 2010). BiP-IRE1 etkilesiminin
atomik konfiglirasyonunu gosteren deneysel bir calisma ile elde edilmesinin zorlugu
nedeniyle literatlirde henliz yer almamaktadir. IRE1’'in deaktivasyon kinetiginin
belirlenmesinde BiP’in roliinii arastirmak icin yapilan bir calismada in-siliko modeller

olusturulsa da baglanma kinetigi belirlenememistir (Pincus vd., 2010).
1.2.1.3. IRE1 (inositole Gereksinim Duyan Enzim 1) Proteini

IRE1 sitoplazmada ER limeninde UPR’de gorev alan {i¢ transmembran ‘sensor’
proteinlerinden biridir. IRE1, N-terminal limen domaininde tek gegisli transmembran domain
ve Ser/Thr protein kinaz domaini ile endoriboniikleaz (RNase) domainini olusturan C-terminal
sitoplazmik domainden olusur. IRE1'in ER luminal domaini ER’de Hsp70 saperon BiP’e
baglanarak inaktif monomerik durumda tutulur. ER'de yanlis katlanmis protein birikiminin
BiP 'in salinmasina ve luminal domainin oligomerizasyonuna neden oldugu diisiiniilmektedir.
Sitoplazmik dimerizasyon kinaz alt domaini trans otofosforilasyonunu kolaylastirir, bu da
RNaz bolgesinin aktivasyonu ile sonuglanir. IRE1’in endoniikleaz domaini, Xbp1l mRNA'dan 26
nikleotidi ekstrakte eder. Yeniden diizenlenmis olan Xbpl, UPR hedef genlerinin
ekspresyonunu yukari regiile eden transkripsiyon proteinini kodlar. IRE1 aktivitesi
katlanmamis protein yolaginin ne kadar ve ne siddette devam edecegini belirlemektedir (Ali

vd., 2011).

Zhou ve ark. yaptiklari ¢calismada insan IRE1 luminal domainin (IRE1LD) X isini kristalografisi
le yapisini belirlemislerdir. Bu yapiya gore liggen bir gériinime sahip olan domainde lig
yapisal motif 6ne ¢cikmistir [Sekil 3A]. Amino terminal ucu N motifi olarak isimlendirilirken bu
motif bes anti paralel levhanin bir araya gelmesi ile varil gérinimi sergilemektedir.
Karboksiterminal taraftaki motif ise C motifi olarak isimlendirilir. Bu motif de varil katlanma
icermekte ve birbirine dogru Uc¢li antiparalel tabaka olusturmaktadir. Ortada yer alan motif
ise M olarak adlandirilip yapiyi boydan boya kat eden antiparalel levhalardan meydana
gelmektedir. Bu ¢ motifin timd, belirgin bir ayrim olmaksizin birbirlerine sikica sarilir (Zhou

vd., 2006). Sekil 3B’de IRE1 aminoasit sekansi ve sekansa karsilik gelen sekonder yapinin



sematik gorimana verilmistir. X ile gosterilen harfler 2HZ6 kodlu X-RAY protein yapinin kayip

rezidilerini ifade etmektedir (Zhou vd., 2006).
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Sekil 3. (A) IRE1 luminal domaini “cartoon” gérinimi ve (b) aminoasit sekansi (Zhou vd.,
2006)

Maruf Ali ve ark tarafindan insan IRE1la'nin sitoplazmik domaini (rezidi 547-977) bocek
hiicrelerinde eksprese edilmis, kromatografik olarak saflastirilarak, defosforile edilerek Mg?*-
ADP iceren bir tamponda buhar difiizyonu ile kristallestirilmistir. insan IRE1la sitoplazmik
domaini, N-terminal B-tabaka lobu ve a-sarmal C-terminal lobu arasindaki yarikta ATP-
baglanma domaininin maya IRE1'e cok benzer genel yapiya sahip oldugu gésterilmistir. insan
IRE1 maya’dan farkh olarak karboksiterminal domaininde ek bir helikal domaine sahip olup
Xbpl mRNA’sinin kesiminde rol oynayan endoriboniikleaz aktivitesi gosterir (Ali vd., 2011).
GUnUmuzde IRE1’in kiglik molekdl inhibisyonu ile ilgili calismalarda hesaplamali biyolojiden
daha fazla yararlanilmaya baslanmistir. Cross ve arkadaslari yaptiklari calismada deneysel ve
molekiler dinamik similasyon yaklasimi ile IRE1’in kofaktér baglanmamis apo durumunu ve

498c molekili ile stabil baglantisini gdstermislerdir (Cross vd., 2012).
1.2.1.4. ASK1 (Apoptoz Sinyal Diizenleyici Kinaz 1) Proteini

MAPK Kinaz Kinaz (MKKK) kinaz ailesinin bir yesi olan ASK1, endoplazmik retikulum stresi
gibi stres uyaricilari tarafindan aktive edilir. ASK1’in JNK ve p38’i fosforile ederek JNK yolagini
aktive ettigi gosterilmistir. insan ASK1 hem amino hem de karboksi terminallerinde merkezi
serin/treonin kinaz domaini ve sarmal bobin domaininden olusan 1,374 rezidu iceren bir

polipeptittir. Sekil 4A’da ASK1 ve inhibitorl olan Staurosporin kompleksi gosterilmistir.



Sinyalozomda ASK1, karboksiterminal ve aminoterminal sargili bobin domaini igeren
etkilesimlerle oligomerize edilir. ASK1 aktivasyonu Thr845 rezidiisi lizerindeki fosforilasyon
ile gerceklesir (Singh vd., 2013). ASK1, ASK1 sinyalozomunu icerisinde yer alan ¢ok sayida
proteinle etkilesime girer. Normal kosullarda ASK1, karboksi terminal ucundaki sarmal bobin
domainiile homodimer olusturur. Amino terminal domaini, tioredoksin (TRX) ile baglanarak
ASK1'i inhibe eder. ASK1'in nérodejenerasyon ve kardiyovaskiiler gibi hastaliklarda dnemli rol
oynadigl gosterilmistir (Bunkoczi vd., 2007). Literatlirde ASK1'in hesapsal biyoloji ile
incelenmesinde protein-protein etkilesimlerinde daha c¢ok kigik molekil inhibitorleriyle
baglanma mekanizmalari tizerinde odaklaniimistir. Okamoto ve ark. kanser, kardiyovaskiler
hastaliklar ve noérodejeneratif hastaliklarda potansiyel teropatik hedef olan ASK1’in aday
olabilecek inhibitorlerini sanal tarama yontemiyle arastirmislardir (Okamoto vd., 2011). Sekil
4B’de ASK1 aminoasit sekansi ve sekansa karsilik gelen sekonder yapinin sematik gosterimi
verilmistir. X ile gosterilen harfler 4BF2 kodlu X-RAY protein yapinin kayip rezidilerini ifade
etmektedir (Singh vd., 2013).

Sekil 4. (A) ASK1 ve inhibitori Staurosporin kompleksinin “cartoon” gésterimi ve (B) ASK1
aminoasit sekansi

1.2.1.5. JNK1 (C-Jun N-Terminal Kinaz 1) Proteini

Mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) siper ailesinin bir lyesi olan c-Jun N-terminal
protein kinazi (JNK), JNK1-2-3 olarak adlandirilan (¢ izoforma sahiptir. JNK, cesitli hiicre dis
uyaranlara yanit olarak bir MAP kinaz kaskati araciligiyla sirali olarak protein fosforilasyonu
ile aktive olur. JNK1’in U¢ boyutlu sematize gériinimu ile SCH772984 inhibitoéri Sekil 5A’da
gosterilmistir. JNK icin iki MAP kinaz tanimlanmistir. JNK, gen ekspresyonundan apoptoza
kadar bircok hiicresel aktivitenin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. JNK, cesitli

transkripsiyon faktorlerinin yani sira Bcl-2 ailesinin Uyeleri gibi diger faktorlerin aktivitelerini



de dizenlemektedir. JNK'in hiicre sag kaliminda ve apoptozda kritik rol oynadigini gésteren
kanitlar ¢ok fazladir (J. Liu, Minemoto, & Lin, 2004). Kardiyovaskiiler ve norodejeneratif
hastaliklarin 6nlenmesinde, JNK1’in antiapoptotik hedef olmasindan dolayi kiiglik molekiil ile
inhibisyon arastirmalarinda hesaplamali biyolojiden ¢ok fazla yararlaniimaktadir. Madhavan
ve Katari’in yaptigi calismalar bunlardan sadece bir kagidir. Madhavan ve ark. CoMFA ve
CoMSIA kontur haritalari olusturup sanal tarama analizleri gergeklestirerek elde ettikleri aday
molekdillerde fenil halkasinda elektropozitif gruplarin konformasyonunun o6nemini ve
pirimidin halkasina hidrofobik gruplarin eklenmesinin aktivite artisindaki 6nemini
gostermislerdir (Madhavan, Chung, Kothandan, Gadhe, & Cho, 2012). Katari ve ark. 1683
bilesik arasindan molekiler kenetleme yazilimi ile rijit reseptor yerlestirme metoduna gore
17 aday molekiil se¢cmislerdir. Bu aday molekiller, kuantum polarize edilmis ligand
yerlestirme (QPLD), induklenmis fit yerlestirme (IFD) ve molekiiler mekanik / genellestirilmis
Born yiizey alani (MM-GBSA) yaklasimlari ile ayrintili olarak incelenerek en iyi skora sahip
molekil belirlenmistir (Katari vd., 2016). Sekil 5B’de JNK1 aminoasit sekansi ve sekansa
karsilik gelen sekonder yapinin sematik gosterimi verilmistir. X ile gésterilen harfler 4QTD

kodlu X-RAY protein yapinin kayip rezidilerini ifade etmektedir (Chaikuad vd., 2014).
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Sekil 5. (A) JNK1 ve SCH772984 inhibitor kompleksinin “cartoon” gosterimi ile (B) JNK1
aminoasit sekansi
IRE1-JNK Yolaginin Kardiyovaskiiler Hastaliklarla iliskisi

Son calismalar UPR tarafindan baslatilan apoptozun, kardiyak hipertrofi, kalp yetmezligi,

ateroskleroz ve iskemik kalp hastaligi gibi kardiyovaskdiler hastaliklar dahil olmak tizere cesitli



insan hastaliklarinin patofizyolojisinde rol oynadigini géstermistir (Minamino & Kitakaze,
2010). Hipoksiya ve iskemik stres; ER stres yolunda, disulfid bag olusumu ve ER'de yeni
sentezlenen proteinlerin  N-glikosilasyonu gibi protein modifikasyon siireglerinin
bozulmasindan dolayi, indukleyici faktor olarak dikkat ¢ekmektedir. JNK/p38 MAP kinaz
yolagi, preapoptotik dénem boyunca inflamasyonun indiksiyonunda rol oynamaktadir
(Gotoh, Endo, & Oike, 2011). Yapilan bir calismada JNK susturulmus fibroblastlarda
mitokondriyal apoptozun baslatiimasinin yetersiz oldugu boylece JNK’'nin bu sirecte 6nemli
bir rol oynadigini gosterilmistir. JNK1 / 2 / 3'lin yukari regilasyonunda ASK susturulmus ve
H,0, ve TNF-a ile indiklenen hiicrelerde apoptotik olliimlerin 6nemli Ol¢lide azaldig
belirtilmistir. Bu gozlemlerle tutarli olarak, JNK1 inhibisyonunun kardiyak miyositleri iskemiye
bagli apoptozdan korudugu, JNK2 inhibisyonunun ise hicbir etkisinin olmadigi bildirilmistir.
Benzer sekilde, H9C2 miyositlerinde JNK'nin inhibisyonunun, stres ile uyarilan apoptosisi
bloke ederken, yetiskin kardiyak miyositlerin negatif yonde JNK eksprese eden adenoviris ile
enfekte edilmesiyle H,0; ile indiklenen apoptozu antagonize ettigi gosterilmistir. Paradoksal
olarak, MEKK1 baskilanmis embriyonik kok hiicrelerde (MEKK1, MKK4 ve MKK7'nin dogrudan
yukari yonla aktivatori), kardiyak miyositlere farkhlastiriimis oksidatif strese bagli apoptoz
gostermistir ki, MEKK1- /- fareler, asiri basing yiikselmesinden sonra daha fazla kardiyak
apoptoza maruz kalmaktadir. Bu nedenle, her iki etkinin literatirde genel hakimiyetinin in
vivo olarak direkt kalpte gosterilmemis olmasina ragmen, JNK sinyallemesinin hem pro- hem

de antiapoptotik etkilere sahip oldugu gérilmektedir (Kaiser vd., 2005).
1.2.2. Kardiyak ilaglar

Diinya genelinde milyonlarca koroner kalp (KKH) hastasi ¢ok uzun sireler kardiyovaskiler
ilaglar kullanmaktadir. Bu ilag gruplarini Statinler, ACE inhibitorleri, antiaritmik ilaglar
olustururken Flavonoid bazli tedavi yaklagimlari da son yillarda artmaktadir. Diinyada en ¢ok
kullanilan ve en yiiksek harcama kalemini olusturan bu ila¢ gruplarinin uzun vadeli faydal ya
da zararh etkileri ile ilgili calismalar yeterli dizeyde degildir. (McCullough vd., 2012; Rossello,
Pocock, & Julian, 2015).

1.2.2.1. Statinler

3-hidroksi-3-metil glutaril koenzim A rediktaz inhibitorleri olarak bilinen Statinler, yaygin
olarak kardiyovaskiiler hastaliklarinin tedavisinde kullanilan etkinligi iyi bilinen ilaglardir.
Statinler kolesterol sentezini azaltarak diisiik yogunluklu lipoproteinlerin alimini arttirirlar.
(Wood, Igbavboa, Muller, & Eckert, 2013). Son yillarda Statinlerin koroner kalp hastaliklari

(KKH) Gzerindeki yararl etkilerinin, plazma kolesterol seviyelerini diisirme yetenekleri ile
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sinirli olmadigl, bunun yaninda plak trombojenitesinin azaltiimasi, hiicresel proliferasyon ve
gocln onlenmesi dahil ateroskleroz lizerinde ¢esitli pleiotropik etkiler sergiledikleri ve

apoptozu baskiladiklari gésterilmistir (Hasegawa vd., 2003).
1.2.2.2. ACE inhibitérleri

Anjiyotensin donilstiricl enzim (ACE), anjiyotensin I'in anjiyotensin Il'ye donustirerek kan
basincinin  dizenlenmesinde rol oynamaktadir. Anjiyotensin donustlrici enzim
inhibitorlerinin  (ACE-I) mekanizmasi tam olarak bilinmemesine karsin, anjiyotensin
dondstirici enzim ile yarismalh olarak ACE’yi inhibe ettigi ve Renin-anjiyotensin sistemine
miidahale ederek kan basincini distrdigl bilinmektedir (Herman & Bhimji, 2018; Lépez-
Senddn vd., 2004; Ruschitzka & Taddei, 2012). ACE inhibitorleri ve reseptor etkilesimi
arastirmalarinda son yillarda hesaplamali biyolojiden daha fazla vyararlanilmaya
baslaniimistir. Yapilan bir calismada hesaplamali molekiiler kenetleme yaklasimi ile mevcut
ACE inhibitorlerinin reseptor baglanma aktivitelerinin deneysel verilerle yliksek koralasyon
gosterdigi diger bir calismada ise yeni ACE inhibitori aday taramalarinin yapildig
belirtilmistir. (Jia, Wu, Yan, & Gui, 2015; Politi, Durdagi, Moutevelis-Minakakis, Kokotos, &

Mavromoustakos, 2010).
1.2.2.3. Antiaritmik ilaglar

Genellikle K* veya Na* kanallarini bloke eden ajanlar Antiaritmik ilaglar olarak
adlandiriimaktadir. GUnumuzde gelistirilen ilaglarin ¢ogu, kanal yapi veya dinamigini
degistiren iyon kanallari Uzerinde etkilidir. Bu tiir ajanlar Singh-Vaughan Williams
siniflamasina gore dort sinifa ayrilmistir: Bu siniflar siralanacak olursa Sinif-l icinde Na* kanal
blokerleri, Sinif-1l icinde beta-adrenoseptor antagonistleri, Sinif-Ill icinde K* kanallarini baskin
olarak bloke eden ilaglar ve Sinif IV icinde Dihidropiridin olmayan L-tipi Ca%* kanal blokérleri

yer alir (Dan vd., 2018).
1.2.2.4. Flavonoidler

Flavonoidler, polifenolik yapiya sahip bitki sekonder metabolitleridir. Bitkilerde bakteri plagi
olusumuna karsi savunmada rol aldiklari diistiniimektedir. Flavonoidler meyveler, sebzeler
ve cay gibi bitkilerde bol miktarda bulunur; bu nedenle diyet flavonoidleri olarak
adlandinlirlar. Kanser, alzheimer hastaligi, ateroskleroz gibi cesitli hastaliklarla iliskili
biyokimyasal ve antioksidan etkileri vardir. Hiicresel enzimleri modile edebilme yetenekleri
ve giiclii antioksidan 6zellikleri nedeniyle iilag sanayinde ve kozmetik uygulamalarda tiirevleri

sikhkla kullanilmaktadir. (Panche, Diwan, & Chandra, 2016).
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1.2.3. Protein-Protein ve Protein-Ligand Etkilesimine Hesaplamali Yaklagim

GuUnlUmuzde makromolekiler yapilarin gorintilenmesi ve cesitli hesaplama araclari ile
karsilastirmali analizleri biyolojinin anlasiimasinda 6nemli bir noktaya gelmistir. 50°li yillarin
baslangicindan itibaren hem protein hem de niikleik asit diinyasinda, makromolekdiler ve
molekdler yapilar hakkindaki bilgiler artarak devam etmektedir. Glinimiizde, protein veri
bankasinda (rcsb.org) 120.000'den fazla protein, 7.000’den fazla protein-niikleik asit, tek
basina veya kompleksi olmak {izere 140.000'den fazla molekiliin yapi bilgisi kaydedilmigtir
[Grafik 1]. Bu derece biiyik ve sirekli genisleyen bilgi sayesinde membranlar, misel yapilar
ve ribozomlar gibi biylik molekdllerin insaasi, enzimatik etkilesimlerin nasil meydana geldigi
ve naslil etkilesime girdigi gibi temel biyo aktivitelerin anlasiimasi kolaylasmakta ve bircok
hesaplamali analiz araglari ile incelenmeye devam edilmektedir. Protein-protein ve protein-
ligand etkilesim calismalari modern hesaplamali yapisal biyolojide biliylyen ve hizla
popilerlesen alanlardan biridir. Deneylerden elde edilen l¢ boyutlu biyomolekdler yapilarin
basit konformasyonel analizi ile basaril ¢alismalar ortaya cikmistir. Deneysel olarak elde
edilen G¢ boyutlu biyomolekiler yapilarin pdb.org veri bankasinda depolanmasi, bu
biyomolekillerin icerdigi her bir atomun konum bilgisini iceren dosya formatina
donistirilmesine baglidir. Bu dosya formati pdb uzantilidir ve hesaplamali yaklasimlarda bu
dosya kullanilmak zorundadir. Veri bankasinda ¢ok fazla biyomolekdl bilgisi depolanmasina
karsin bu bilgi biyolojik sistemlere kiyasla ¢ok kiigiik bir kismi olusturmaktadir. Ozellikle
protein-protein komplekslerin XRAY olarak elde edilmesi son derece zor oldugundan ¢ok fazla
eksik yapi bulunmaktadir. Veri bankasindaki bu boslugu doldurmak icin arastirma gruplari
protein-protein etkilesim (PPE) tahminleri icin cesitli algoritmalar ve server’lar gelistirmis ve
gelistirmeye devam etmektedirler. Hatta iki yilda bir diizenlenen CAPRI (Critical Assessment
of Prediction of Interactions) olarak bilinen PPE etkinligi dizenlenmektedir. Proteinler esnek
biyomolekiller oldugundan bu esneklikleri onlara bir takim dinamik 6zellikler
kazandirmaktadir. Proteinler bu dinamik 6zelliklerini konformasyonel degisiklikler yaparak
sergilerler. Buna ilaveten allosterik aktiviteleri de bu dinamik 6zellikleri ile ortaya ¢cikmaktadir
(Hospital, Goiii, Orozco, & Gelpi, 2015). Hesaplama algoritmalarindaki iyilestirmeler,
hesaplama kaynaklarinin gliclinlin artmasi ve bu kaynaklara ulasimin kolaylasip
yayginlagsmasi, hesaplamali yaklasimlarin popdileritesini hizla arttirmaktadir. Martin Karplus,
Michael Levitt ve Arieh Warshel, biyomolekiiler etkilesimlerin tahmininde kullanilan gigli
algoritmalara ortam hazirladiklari icin 2013’te Nobel-kimya oduli alarak bu ilginin
glnimizde katlanarak artmasina yardimci olmuslardir. Hesaplamali bir yaklasim olan

molekiler dinamik (MD) simulasyon giliniimizde, proteinlerin yapisal dinamiklerini atomik

12



¢Ozunurulikte nano, mikro, hatta milisaniye zaman olgeklerinde dahi arastirmamiza izin
vermektedir. Bu yontembilim yapisal biyoloji alaninda yaygin olarak kullaniimaktadir (Ode,

Nakashima, Kitamura, Sugiura, & Sato, 2012).
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Grafik 1. rcsb.org veri bankasinda biyomekiil sayilarinin yila gore artis grafigi (rcsb.org)

1.2.3.1. Molekiiler Dinamik (MD) Simiilasyon

Bu yontembilim, Newton'un hareket denklemlerini ¢6ziimleyerek, molekiler sistemdeki
atom hareketlerini hesaplamamizi saglar. Ginimizde biyomolekillerdeki atomik yer
degistirme hareketlerinden konformasyonel degisimler ve molekiiller arasi etkilesime kadar
piko-mili saniye araliginda dinamik davraniglari analiz edip anlamamizda 6nemli bir arag
olarak 6ne ¢ikmaktadir. MD simiilasyon yaklasiminda, atomlar genellikle sabit yUklu kireler,
atomlar arasi baglar ise Uzerine harmonik kuvvet uygulanan yaylar olarak varsayilir. Bu
sistemde atomlarin yapabilecegi bag sayisindan bag agisina, olusturacagl dihedral
geometrisine, kismi ylklere ve atomlar arasi bag ¢esidi ve 6zelligine, atomlar arasi etkilesim
turlerine kadar bircok parametre, deneysel ve kuantum mekanik hesaplamalar ile elde
edilerek “kuvvet alani” olarak adlandirilan dosyalarda muhafaza edilmekte ve
biyomolekdllerin simiilasyonunda bu veriler kullanilmaktadir. Literatiirde AMBER, CHARMM
ve GROMOS kuvvet alan c¢alismalarina sikilikla rastlanmaktadir. MD simdlasyonlarin ilk
uygulamalari 70’li yillarin sonlarinda baslamistir. Hesaplama kaynaklarinin ¢ok zayif olmasi
nedeniyle ilk donemlerde kendine literatlirde c¢ok fazla yer bulamayan yaklasim, son
dénemde hizli donanimsal ve vyazilimsal gelismeler ile birlikte glinimiizde atomik
¢Ozlinlirlikte etkilesim hesaplamalarinda altin stadandart haline gelmistir. MD
similasyonlarda biyomolekiiler etkilesimlerin hesapsal dogrulugu kuvvet alanina baghdir. ilk

zamanlardaki ciddi parametrik hatalar giderilerek dogru dihedral acilari, elektrostatik,
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Lennard-Jones potansiyel fonksiyonlari gibi veriler ¢ok daha saglikli analizlerin Uretilmesine
imkan tanimistir. Son ¢alismalar, kuvvet alanlarin en son siirimlerinin miikemmel olmasa da,
deneysel verilerle yiiksek diizeyde tutarli sonuclar verdigini gostermektedir (Ode vd., 2012).
MD similasyonun yirutiilmesinde bircok kritik 6neme sahip parametre vardir. Bunlardan
bazilari; molekiler etkilesimleri belirleyen algoritmalari olusturan denklemler, sistem
tasarimi icin gerekli gruplar, potansiyel fonksiyonlar, kuvvet alanlari, periyodik sinir kosullari,

termostat ve barostatlardir (Hospital vd., 2015).
1.2.3.1.1. Molekiiler Etkilesimler

Atomlar ve molekiiller arasinda etkilesimler iki ana grupta toplanmaktadir. Bunlar bagh ve
bagh olmayan gruplar olarak adlandirilirlar. Bagl ve bagl olmayan bu etkilesimlerin MD
similasyonda kullanilabilir olabilmesi igin gerekli parametreler, kuantum mekanik
hesaplamalari, niikleer manyetik rezonans deneyleri ve temel fizik yasalari sonucu elde

edilmistir.
1.2.3.1.1.1. Bagh Atomlar Arasi Etkilesimler

Temel kimyadan da iyi bilindigi lGzere bir veya daha fazla ortak elektrona sahip atomlar
aralarinda bag olustururlar. Eger bag yapan atomlar metalse bu bag metalik; eger metal sinifi
disindaki atomlar bag yapmissa kovalent bag olarak siniflandirilir. Klasik molekiler mekanikte
bu atomlar arasindaki baglarin harmonik gerilimi, lic atomlu yapida atomlar arasindaki aginin
daralip genislemesi, dort atomlu yapida ise dihedral olarak adlandirilan dizlemlerin agisi

kuvvet alanlari vasitasiyla parametrize edilmistir [Grafik 2] (Allen, 2004).
1.2.3.1.1.2. Bagh Olmayan Atomlar Arasi Etkilesimler

Bagli etkilesimler disinda kalan ve sistemin potansiyel enerjisini olusturan tiim etkilesimler
bagh olmayan etkilesimlerdir. Bu etkilesimler genellikle polar ve non polar etkilesimlerdir.
MD similasyonunda polar etkilesimleri temsilen elektrostatik-coulomb ve non-polar
etkilesimleri temsilen Lennard-Jones potansiyeli hesaba katilmaktadir. Klasik MD kuvvet
alanlarinda bu etkilesimler fikse edilerek hesaplama hizinda avantaj saglanir. Buna karsin
dipol ve multipol yik hesaplamalarinda kuantum mekanik hesaplamalara gére sapmalar
ortaya ¢ikmaktadir. Ginimizde bu problemi ¢ozmek icin gelistiriimis Amoeba ve Druid gibi

polarize kuvvet alanlari gittikce yayginlasmaktadir (Braun vd., 2018).
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1.2.3.1.1.3. Elektrostatik Etkilesimler

Elektrostatik etkilesimler anyonlar ve katyonlar arasinda gerceklesmektedir. Grafik 2’de de
gosterildigi gibi yilklerin  blyUkligine ve zithgina goére itme ve c¢ekme eylemi
gerceklesmektedir. Bu etkilesimlerde yiklli atomlar arasi mesafe arttikca ki mesafeyi R olarak
varsayarsak etki kuvveti 1/R2 oraninda azalir. Tuz koprileri, dipolar etkilesimler, katyon-N

etkilesimleri ve hidrojen baglari bu etkilesimler arasinda yer almaktadir (Leach, 2001).
1.2.3.1.1.4. Lennard-Jones Potansiyeli ve Van Der Waals Etki Alani

Van Der Waals etki alani atom gruplarinin elektron bulutlari arasindaki etkilesimlerini ifade
eder. Cekimler ¢ok kisa mesafeli ve zayif olmasina karsin proteinler gibi buyik 6lcekli atom
gruplari arasinda cok buyilk ylzey alanlarini olusturdugundan toplam potansiyel enerjinin
%70’ini olusturabilmektedir. Van Der Waals etki alani protein-protein etkilesimlerinde son
derece 6nemli bir yere sahiptirler. Bu tip cok kisa mesafeli etkilesimler en iyi olarak Lennard-
Jones tarafindan agiklanmigtir. Lennard-Jones modeli; dik bir itme ve yumusak bir ¢cekme
doénemini aciklar [Grafik 2]. Bu model hesapsal basitligi ve gorece dogrulugu sebebiyle bircok
giincel kuvvet alaninda kullaniimaktadir. Lennard-Jones potansiyeli, V(r)=4€[(o/r)**~(o/r)]
seklinde ifade edilmektedir. Denklemde V, iki atom arasindaki potansiyeli; €, iki atomun
birbirini cekme gliclinii; o, iki atom arasi potansiyelin sifir oldugu mesafeyi; r ise her iki
parcacik arasindaki ayrilma mesafesini belirtmektedir. (“Lennard-Jones Potential - Chemistry

LibreTexts”, y.y.).
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Grafik 2. Kuvvet alaninin potansiyel enerji terimleri. Grafiklerde sirayla soldan saga; bag, ac,
dihedral, uygunsuzluk, vdW ve elektrostatik etkilesimleri sematik olarak gosterilmistir (Y.
Wang & McCammon, 2012).

Yukaridaki sekilde gosterilen atom tipleri: bag icin C-0, agi icin CA—C-0, dihedral icin CA—C—
N—CA, uygunsuzluk icin C—CA-N-O olarak gosterilmis ve karsilik gelen enerji degerleri
CHARMM kuvvet alanina gore belirtilmistir (Y. Wang & McCammon, 2012).

1.2.3.1.2. Sistem Tasarimi igin Gerekli Topluluklar (Ensembles)

MD Similasyon sisteminin olusturulmasinda makro durumlari belirleyen, yapilacak isin
niteligine gore birtakim etkenler kullanilimaktadir. Bu etkenler; basing (P), hacim (V), enerji
(E), partikul sayisi (N), kimyasal potansiyel (u), ve sicakhk (T) olarak tanimlanmistir. Bunlarin
hepsi topluluklari (ensemble) olusturmaktadir. Mikro durumlar ise momenta (p) ve pozisyon
(r) olarak tanimlanmistir. Termodinamik topluluklar ayni makroskopik durumu olusturan
mikroskobik durumlarin koleksiyonudur. Termodinamik topluluklarin baslicalari; buylk
kanonik (sabit p, P, T), mikrokanonik (sabit N, V, E), kanonik (sabit N, V, T) ve izotermal-
izobarik topluluktur (sabit N, P, T). Kanonik ve izotermal-izobarik topluluklar MD

simulasyonlarda en sik kullanilan termodinamik topluluklardir (Cuendet, y.y.).

Bliylik kanonik topluluk, termodinamik dengedeki mekanik pargacik sisteminin olasi
durumlarini temsil eder. Sistemin enerijisi ve partikiller bir rezervuar vasitasi ile degiskenlik
gosterebileceginden toplam enerji ve parcacik sayisi degiskenlik gosterebilir ancak sekil,
hacim ve diger koordinatlar sabittir. Blyiik kanonik toplulugun termodinamik degiskenleri;
mutlak sicaklk (T) ve kimyasal potansiyel (1) ve hacimdir (sembol: V) ve toplulugun sabitleri
olduklarindan uVT toplulugu olarak da adlandirilirlar. Mikrokanonik toplulukta sistemin
enerjisi veya pargaciklari izole oldugundan degistirilemez, sistemin bilesimi, enerjisi ve hacmi
tim olasi durumlarda aynidir. Bu nedenle sistem enerjisi zamana bagli olarak bilinebilir.
Makroskobik degiskenler ise toplam pargacik sayisi (N), hacim (V) ve toplam enerjidir (E) ve
toplulugun sabitleri olduklarindan NVE toplulugu olarak da adlandirilirlar. MD
similasyonlarinda denge fazinin olusturulmasinda en ¢ok kullanilan NVT toplulugu olarak ta
adlandirilan kanonik toplulukta sistem sabit bir sicaklikta termal denge olup sistem
varsayimsal bir 1s1 banyosu icinde isi alisverisi yapar. Bundan kaynakl olarak toplam enerji
degiskenlik gosterir ve bu toplulukta baslica termodinamik degisken sicakliktir (T). Bunun
yaninda pargacik sayisi (N) ve hacim (V) de bu toplulugun diger degiskenleridir. izotermik-
izobarik toplulukta sabit basing¢ ve sicaklik uygulanir bunun yaninda partikil sayisi sabittir.

MD simiilasyonlarda NPT toplulugu olarak ta adlandirilan bu toplulukta kimyasal reaksiyonlar
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sabit basing altinda gerceklestigi icin tGretim asamasinda en sik kullanilan topluluktur (Gibbs,

1902; Leach, 2001).
1.2.3.1.3. Kuvvet Alanlari

Kuvvet alani, sistem enerjisinin partikiil koordinatlarina goére durumlarini agiklayan
matematiksel ifadeler batlunltgidir. Molekiler sistemlerde, intra ve inter biyomolekdiler
kuvvetlerin nispeten basit dort bilesenli gorintileri yorumlanmaktadir. Bu inter ve intra
biyomolekiler kuvvetler icin gerekli parametreler; yari-deneysel kuantum mekanik
hesaplamalar, X-isini, elektron kirinimi, NMR, kizil 6tesi, notron spektroskopisi, vb. gibi
deneysel calismalardan elde edilir. Enerjetik sapmalar, aci ve baglarin referans degerlerinden
sapmaslyla ortaya cikmaktadir. Molekdller, basit harmonik kuvvetler tarafindan bir arada
tutulan atomlar olarak tanimlanan basitlestirilmis modellerdir. Bununla birlikte sistemin
karmasikligi kuvvet alanlarina gore farkhlik géstermesidir. Ornegin karbon atomuna bagl
hidrojen baglari dahil edilmeyen modeller united atom modeli olarak isimlendirilirken,
yapilarina goére 4 atom basina bir referans tanecik olacak sekilde toplam tanecik sayisinda
azaltilmaya gidilen model ise iri taneli model olarak taminlanmistir. Tipik bir kuvvet alani

asagidaki sekilde formile edilmektedir.

I I 2 Va '
U= Z Ekb(r —rn) + Z Eku(() —0o)” + Z ?I I+ cos(ng — 4]

bonds angles torsions

2 6

X g (d-2)epa
improper LI ij ij elec

ilk dért terim, dihedral, bag gerilimi, aci biikiilmesi ve uygunsuz burulmalari hesaba katarak

toplam enerjiye intra-molekiiler veya yerel katkilari ifade ederken son iki terim kolombik-

elektrostatik etkilesimler ile itici-van der waals etkilesimlerini ifade eder. Van Der Waals

etklesimleri ile kuvvet alanlarinda Lennard-Jones potansiyeli ifade edilmektedir (Gonzalez,

2011).

Yukaridaki denklemde gosterildigi gibi, baglarin esnekligi ve gerilimi ve agi bikilmeleri
genellikle basit bir harmonik fonksiyonla temsil edilir. Bu denklemdeki yay sabiti terimi raman
sacilimi ve kizilotesi spektroskopi deneylerinden elde edilirken, ro terimi X 1sIN1 Kirinim
deneylerinden elde edilir. Agi bikiilmelerinde bazi durumlarda trigonometrik potansiyel de
tercih edilebilmektedir. Bag gerilimi ve acgi bikilmelerinde harmonik fonksiyon
kullanilmasinin olumsuz yani baglarin kirilmaz olarak varsayilmalaridir. Bu vylzden
similasyonlarin kisitlayici en biylk faktori budur ve biyokimyasal reaksiyonlar MD

simiilasyonlarda gosterilemez. Harmonik potansiyele alternatif olarak mors potansiyeli gibi
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farkli algoritmalar kullanilabilse de biylik hesapsal ylik bindireceginden siklikla basit
harmonik potansiyel tercih edilmektedir. Bag gerilmeleri ve acgi bukllmeleri, torsiyonel
hareketler bag gerilim hareketlerine gore yizlerce kat daha yavas gerceklesir. Rotasyonel
hareketlerden kaynaklanan ana konformasyonel degisikliklerde torsiyonel hareketler
onemlidir. Torsiyonel parametreler genellikle kuantum mekanik hesaplamalarindan elde
edilir ve vibrasyonel spektra deneyleriile validasyonlari yapilabilir. Aromatik halka ve karbonil
gruplardaki sp2 hibritlesmelerinin dizlemselligini belirtmede normal torsiyonel terimler
yetersiz kalmaktadir. Bu tir uygun olmayan burulma durumlari igin asagidaki ifade
kullanilmaktadir (Gonzalez, 2011).

k imp

Uimp = Z — [1+4 cos(Rw — m)]
impropers

Farkli molekillere ait iki atomun elektron bulutlari arasindaki itme ve ¢cekme kuvvetleri Van
Der Waals kuvvetleri olarak adlandirilir. Bu etkilesimleri temsil etmek icin 12-6 Lennard-Jones
(L)) potansiyeli siklikla kullaniimaktadir. Kuvvet alani denklemlerindeki son terim elektrostatik
etkilesimleri tanimlamaktadir. Ab-initio kuantum kimyasi yontemleri ile etkilesimlerin
elektronik yogunluklari cok basarili sekilde hesaplanirken, MD kuvvet alanlarinda ifade
edilecek dizeyde sadelestiriimesi gerekmektedir. Cozim olarak her cekirdege kismi bir yiik
verilmektedir. Verilen bu kismi yiklerin toplam enerjiye katkilari Coulomb yasasina gore
hesaplanir. Kiiciik molekiillerde bu kismi yikler deneysel termodinamik verilerden elde
edilebiliyorken biylk molekillerin kismi yiikleri deneysel olarak elde edilemediginden kismi
ylkler kuvvet alanlarina gore farkhliklar gostermektedir. Bu problemin ¢éziimiinde Amoeba
ve Druid gibi polarize kuvvet alanlari gelistirilmistir, fakat bu tir kuvvet alanlarinin
hesaplamalar yliksek maliyetlidir. MD simiilasyonlarinda genellikle belli bir kesme degeri
kullanilmaktadir. Cogu durumda atomlar arasindaki Van der Waals ve elektrostatik olan
intramolekdiler etkilesimlerde atomlar arasindaki baglar 3’ten fazla (<1-4) ifade edilmektedir.
1-2 ve 1-3 ciftleri ihmal edilirken 1-4 etkilesimleri (li¢ kovalent bag ile bagh) nadir olarak

hesaba katilir veya dlceklendirme vektérinin dahil edilmesiyle ihmal edilir (Gonzalez, 2011).

Amber, Gromos, Charmm gibi klasik kuvvet alanlari glinimizde ¢ok yaygin kullanilmasina
karsin polarize kuvvet alanlari hesaplama giictiniin de artmasiyla kullanim alanlari artmaya
baslamistir. Cevrenin degisken dielektriklerine karsi molekiler cevap olusturulma gerekliligi,
polarize kuvvet alanlarinin gelistirilmesi ihtiyacini ortaya ¢cikarmistir. Hidrofobik i¢ cevrenin su
ile temasinda dis ylzeyin dielektrigi cok farkli oldugundan proteinlerin katlanma

modellemelerinde bu etki kritik 6neme sahiptir. (Lopes, Guvench, MacKerell, & Jr., 2015).
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Klasik kuvvet alanlari kimsayal reaksiyonlari belirmede yetersiz kalmaktadir. Kimyasal
reaksiyonlarin modellenmesinde Ab-inito kuantum mekanik ydntemler en glvenilir
metodolojiler olarak 6ne ¢iksa da sistemin biliylkligu son derece sinirli kalmaktadir. Ayrica
similasyon uzunlugu pikosaniyeler seviyesindedir. Bu kisitlama protein-ligand etkilesimleri
gibi biyomolekiler durumlari modellemede biiyik engel teskil etmektedir. MM-QM gibi multi
Olcekli yaklasimlar da kismen probleme ¢6ziim getirmektedir. Ginimizde gelistiriimeye
devam eden RWFF (Reactive force field for water), ReaxFF (Reactive force field) ve EVB
(Empirical valence bond) goéreceli olarak ¢ok daha hizli ve kabul edilir dizeyde deneysel
verilerle uyumlu reaktif kuvvet alanlaridir (Hofmann, Kuleshova, & D’Aguanno, 2007; Senftle

vd., 2016; Warshel & Florian, 2004).

Protein-protein etkilesimleri, fosfolipid misel modelleri, protein-membran etkilesimleri ve
protein katlanmasi gibi ¢ok fazla partikil iceren, mikro ve mili saniyelerde gerceklesen
sistemlerin tam atomik similasyonlarinin makul sireler icinde ydiritilmesi ginimiz
bilgisayar glici ile bile ¢ok zordur. Yiksek hesaplama maliyetinin azaltilmasinda bazi
arastirma gruplari iri taneli modeller olarak adlandirilan birtakim ¢éziimler 6nermistir. Go
modeli protein katlanma similasyonlari igin uzun zaman 6nce tasarlanmis bir model olarak
ortaya ¢ikmistir. Bu modelde her aminoasit tek bir boncuk olarak temsil edilir ve aminoasitler
arasinda basit gekici ve itici kuvvetler ile bagli olmayan etkilesimlerin dogal konfiglirasyonu
elde edilmeye calisilir. Bu son derece basitlestirilmis model ile katlanma yollarinin ve
katlanma termodinamiginin dogal yapi ile benzerlik gostermesi, basarili galismalarin ortaya
¢tkmasini saglamistir. Proteinin enerji ylzeyi ile deneysel enerji ylizeyi benzerlik gosterir.
GUnUmuzde gelistirilen tek boncuklu modeller (her rezidi tek bir boncuk tarafindan temsil
edilir) go modelinden gelistirilmis daha karmasik fonksiyonlara sahip modelleridir. Bir diger
modelde rezidliniin yan zincirine ikinci bir boncuk eklemek suretiyle lokal etkilesimlerin
O0zgllluginin arttirilmasi hedeflenmistir. Bahar ve Jernigan tarafindan gelistirilen bu iki
boncuklu model, referans konfiglirasyonundan bagimsiz olmasina karsin enerji terimi cok
komplekstir(Bahar & Jernigan, 1997). Zacharias, modele bir boncuk daha ekleyerek yan
zincirlerin daha kompleks olmasini saglamis ve protein-protein baglanma ve etkilesim
modellerinde bu modeli kullanmistir (Zacharias, 2003). iki ve {¢ boncuklu modellerin
kompleksliligini artirmak amaciyla daha fazla boncuklu modeller literatiirde 6nerilmis ve dort
boncuklu yaklasimlar ortaya atilmistir. Bunlardan birinde yan zincir tek bir boncukla temsil
edilirken kalan ¢ boncuk omurgay! temsil etmektedir. Bu metodoloji ile hidrojen baglari
tanimlanarak proteinde ikincil yapilarin konformasyonu daha dogru tahmin edilebilmektedir

(Tozzini, 2005; Voegler Smith & Hall, 2001). Alti boncuklu baska bir modelde hidrojen baglari
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basitlestirilmisken hidrofobik etkilesimler daha fazla dikkate alinmistir. De-novo protein
yapilarinin belirlenmesinde Monte-Carlo metodu kullaniimaktadir (Irback, Samuelsson,

Sjunnesson, & Wallin, 2003; Tozzini, 2005).

GUnUmuzde iri taneli modeller icinde en yaygin kullanima sahip olani Marrink ve arkadaslari
tarafindan gelistirilen MARTINI"dir. Ekip ilk galismalarini lipid ve siirfaktan molekillerinin iri
taneli modellenmesi lizerinde yapmislardir (Siewert J. Marrink, Alex H. de Vries, & Mark,
2003). Daha sonraki yillarda etkilesim matriksini genisleterek fosfolipid, kolesterol gibi
membran bilesenlerinin parametrelerini gelistirerek kuvvet alani gelistirmeyi basarmislar ve
bir yil sonra da bu kuvvet alanina protein parametrelerini ekleyerek gliniimiziin en popiiler
iri taneli (Coarse Grained) kuvvet alanini literatiire kazandirmislardir (Monticelli vd., 2008;
Siewert J. Marrink, H. Jelger Risselada, Serge Yefimov, D. Peter Tieleman, & Vriest, 2007). Bu
model de daha 6nce anlatilan 4 boncuklu modeller ile benzerlik géstermektedir. Buna karsin
bu modelde halkasal yapilar gibi bazi 6zel yapilarda farkli haritalama tercih edilmektedir.
Modelde yikli (Q), polar (P), apolar (C) ve yikli olmayan (N) seklinde dort etkilesim tlri
hesaba katilmistir. Atomik etkilesimlerin daha dogru hesaplanabilmesi icin alt tipleme tercih
edilmistir. Toplam 18 adet alt tip vardir. Bu alt tipler harfler ile sembolize edilmistir. Buna
gore d: dondr, a: alicl, da: her ikisi, 0: yok polarite derecesine gore 1: duslik polarite, 5: ylksek
polarite olarak ifade edilir. Bu modele gére aminoasitlerin iri taneli gdsterimi ve etkilesim

turl sekil 6’da gosterilmistir (Siewert J. Marrink vd., 2007).

Martini modelinde bagli olmayan etkilesimlerde kaydirilmis Lennard-Jones (L)) 12-6

)12 a0
U= 4‘1"[(;’.) - (_J) ] . . . . . .
: Whr r /1 potansiyel enerji fonksiyonu tercih edilmektedir. Apolar ve

yuakla partikiller arasindaki etkilesimlerde hidrasyon kabuklarini daha iyi muhafaza
edebilmeleri icin istisna olarak itme araligi o = 0.62 nm olarak tercih edilir. Lennard-Jones

etkilesimlerine ilave olarak yikll gruplar icin relatif dielektrik sabiti er = 15 olan kaydiriimis

Coulombic Potansiyel Enerji fonksiyonu Y kullanilir. Bagl etkilesimler,
asagidaki potansiyel enerji fonksiyonlari ile formile edilmistir. Bagli alanlar arasi i, j, k ve | ile;
denge mesafesi db ile acl ¢a ve dihedral acgilari yd ve Yid ile; kuvvet sabitleri K ile ifade

edilmistir (Monticelli vd., 2008).
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Sekil 6. Amino asitlerin iri taneli gdsterimi (Farkli renkler etkilesim tiirlini temsil
etmektedir) (Monticelli vd., 2008).

1.2.3.1.4. Periyodik Sinir Kosullari

Gergek hayatta biyolojik sistemlerin biylklikleri nano 6lgekte devasadir ve ginimiz
teknolojisi ile bu devasa sistemleri modellemek imkansizdir. Periyodik sinir kosullari (PBC),
kiicik MD sistemlerde ortaya ¢ikan sinirlilik probleminden kaginmak icin sistemi sonsuz
biyiklikteymis gibi gdsterir. Ornegin kiibik bir MD sisteminde, sistem her kiibiin kopyasi
kiiblin ylzeyine komsu olacak sekilde farz edilir ve bdylece bir molekil kiibin bir ylizeyinden
ciktigl anda karsit yizden tekrar sisteme girer. Boylelikle sistemdeki toplam partikil sayisi
degismeksizin kip sonsuz buyiklikteymis gibi davranir [Sekil 7]. Bu sistemde partikiliin
hizini, ivmesini ve yoniini degistirecek bir ylizey olmadigindan sistemin toplam enerijisi ¢ok

daha dogru sekilde hesaplanir (Leach, 2001).

A

Sekil 7. (A) Periyodik sinir kosullarina gore partikdllerin hareketi, (B) Birim zaman sonraki
partikillerin yeni konumu
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1.2.3.1.5. Termostat ve Barostatlar

MD simiilasyonlarinda sistemin gercek laboratuvar kosullarina benzetimi icin, belirli sicakhk
ve basing degerlerinin sistem igindeki tiim atomlara uygulanarak termodinamik uyum ve
hesaplanabilirlikleri saglanmaktadir. MD similasyonda sicaklik genel olarak asagidaki
teoreme gore ¢ozimlenmektedir (Braun vd., 2018).

3 — fe— ] PR
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Formilasyonda gosterilen acili braketler (< ve >) sicakligin zamana bagli bir ortalama olarak
ifade edildigini gdstermektedir. Ornegin, MD similasyonunda bir anin sicakhg
hesaplandiginda sicaklik ortalamasi gosterilmis olacaktir. Termostat algoritmalari, genel
olarak Newton hareket denklemlerinin farkh varyantlar ile calismaktadir. Termostatlar
rastgelelik ilkesine gore deterministik ya da stokastik olarak siniflandirilabilir. Ayrica sistemin
ne kadarina etki edip etmedigine gore global ya da lokal olarak isimlendirilir. Velocity
Rescaling, Berendsen, Andersen, Langevin ve Nosé-Hoover gibi bircok popiler termostat
algoritmalari gelistirilmistir. Sistemin denge asamasina getirilme sirecinde daha c¢ok
Berendsen ya da Velocity Rescaling kullanilirken, Gretim similasyonlarinda termodinamik

dogrulugu nedeniyle Nosé-Hoover kullaniimaktadir (Braun vd., 2018).

Deneysel ¢alismalar laboratuvarlarda genel olarak atmosferik kosullarda gergeklesmektedir.
MD similasyonlarda bu tip bir ortamin benzetiminde barostat algoritmalari kullanilmaktadir.
Barostat algoritmalarinin kullanildigt MD similasyonlarda gecerli topluluklara izotermal-
izobarik topluluklar adi verilmektedir. Bu tiir sistemler tipki bir piston vasitasiyla
sikistiriliyormus gibi varsayilmaktadir. Termostatlara benzer olarak barostatlarda da zamana
bagh bir ortalama deger ifade edilmektedir. Anlik basin¢ degeri, slirekli dalgalanan degerin
zamana bagh ortalamasi olarak hesaplanmaktadir. Andersen, Berendsen, Martyna-
Tuckerman-Tobias-Klein (MTTK) ve Parrinello-Rahman literatiirde kullanilan barostatlardan
bazlaridir. Sicakhk algoritmasindan farkli olarak denge asamasinda dahi siklikla Parrinello-
Rahman barostat tercih edilmektedir. Berendsen algoritmasi sistemi ¢ok hizli dengeye
getirmesine karsin termodinamik olarak uygunsuzlugu nedeniyle tercih edilmemektedir.
Parrinello-Rahman barostat algoritmasi Andersen’in genisletilmis bir versiyonudur.
Andersen’den farkli olarak similasyon kibinin sekil ve hacminin anizotropik

olceklendirilmesini desteklemektedir (Braun vd., 2018).
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1.2.3.1.6. Molekiiler Dinamik Simiilasyonunun Ana Adimlari

MD similasyonlarda ana adimlar galisilan sistemin zorluklari ve belirlenen farkh durumlara
gore cesitlilik gosterse de genel olarak dort adimdan olusmaktadir ve bu adimlar
similasyonun gergeklestirildigi GROMACS, AMBER, NAMD gibi yazilimlara gore degiskenlik
gostermemektedir. Bu adimlar sirayla probleme gore sistemin icerecegi protein, membran,
ligand gibi molekil parametrelerinin kuvvet alanina gore belirlenmesi ve sistemin ¢ozlicl ve
iyon gesitliligi ve miktarinin ayarlandigi sistem hazirligi evresi; bu molekillerin atomlarinin bir
biriyle carpismasini diizeltmek ve sistemi termodinamik olarak rahatlatmak yani potansiyel
enerjiyi en aza indirmek i¢in minimizasyon evresi; sistemin izobarik-izotermal yani sicaklik ve
basing yoniinden dengeye getirildigi ve molekdllerin termodinamik olarak kararli duruma
getirildigi dengeleme evresi ve son olarak problemin ¢6zimiine donik molekil
etkilesimlerinden elde edilen ciktilarin olustugu en uzun basamak olan iretim evresinden

olusmaktadir (Allen, 2004).
1.2.3.1.6.1. Sistem Hazirlhig

Sistem hazirligi, kullanilacak uygun similasyon yazilimina gére molekiillerin baslangi¢ yapisi,
icerdigi ¢ozlicl, iyon cinsi ve miktari, uygulanacak kuvvet alani ve parametre secimi gibi kritik
islemleri icermektedir. Hazirlik genel anlamda iki kisma ayrilabilir. Bunlardan ilki molekiler
baslangi¢ konfiglirasyonunun hazirlanmasi digeri ise secilecek uygun kuvvet alanidir. Ornegin
sistem eger lipid iceriyorsa charmm36 genellikle tercih edilirken, salt protein
similasyonlarinda ff99SB-ildn ya da en glincel amber kuvvet alani olan ff14SB
kullanilmaktadir (Petrovi¢, Wang, & Strodel, 2018). MD similasyon asamalarinin en hassas
ve 6nemli kismini bu asama olusturmaktadir. Bu adimda yapilacak bir hata tiim sonuglari

olumsuz yonde etkileyebilmektedir (Braun vd., 2018).
1.2.3.1.6.2. Minimizasyon / Gevseme

Minimizasyon adiminda temel amag sistemin toplam potansiyel enerjisinin Lokal Minimum’a
indirgenmesidir. Boylelikle atomlar arasinda baglar arasi mesafeden dihedral acilara ve
rotamerlerin konformasyonuna, atomik cakismalara kadar sistem konformasyonel olarak
kuvvet alaninin 6ngordigu sekilde ideal hale getirilir. Siklikla bu islem i¢in dik-inis (Steepest-

Descent) algoritmasi kullanilir (Braun vd., 2018).
1.2.3.1.6.3. Dengeleme

Simiilasyonun gercek anlamda baslatildigi asama dengeleme asamasidir. ilk hizlar Maxwell-

Boltzmann dagilimina uygun olarak belirlendikten sonra secilen termodinamik topluluga
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(NVT, NVE, NPT) gore simiilasyon baslatilir ve bu sartlara uygun analizler icin veriler
toplanmaya baslanir. Sistemdeki atomlarin baslangic hizlarinin dogru dagitiimasi kinetik ve
potansiyel enerjinin dogru hesaplanmasi icin yeterli olmamakta bunun yaninda sisteme
sicaklik girisi veya cikisinin olmasi gerekmektedir. Bunun icin nihayetinde NVE toplulugu
kullanilacaksa dahi denge asamasinda termostat kullanilmasi zorunludur. Dengeleme
asamasinda basing ve sicakligin yaninda sistemin kinetik ve potansiyel enerji degisimi de
izlenebilir. Bu parametrelerdeki dalgalanmalarin azalarak stabil hale gelmesi sistemin
dengeye getirilmesinde 6nemli bir isaret sayilabilir. Bunun yaninda molekiillerin zamana bagl
kok ortalamasinin kare sapmasi (RMSD) ve biyomolekiil-su molekilleri arasi hidrojen bag
olusumu da incelenerek sistemin denge halinde olup olmadigina bakilir. Genel olarak
gozlemlenen degiskenlerde hala sistemik bir egilim devam ediyorsa dengelemenin

tamamlanmadigi anlasilmalidir (Braun vd., 2018; Leach, 2001).
1.2.3.1.6.4. Uretim

Dengeleme asamasi basari ile tamamlandiktan sonraki asamada artik kullanilabilir veri elde
edilebilmektedir. Literatir i¢in kullanilabilir ve saklanabilir veri bu asamada elde edilebildigi
icin Uretim asamasi olarak adlandiriilmaktadir. Bazi c¢alismalarda kullanicilar Gretim
asamasinin ilk verilerini g6z ardi ederek daha dengeli similasyon verisi elde etmeyi
amagclamaktadirlar. Atom hizlarinin yeniden atanmasi ve dlgeklendirilmesi islemi kesinlikle bu
asamada tekrarlanmamalidir. Hesaplama kaynaklarinin en fazla tiketildigi en uzun asama
Uretim asamasidir. Her MD simiilasyonun sistem baslangici, farkli hiz ve momentum vektorii
ile basladigindan tretim asamalarinin birkag kez en bastan tekrarlanip karsilastiriimalari veri

glvenilirligi agisindan biylik 6nem tasimaktadir (Braun vd., 2018; Frenkel & Smit, y.y.).
1.2.3.2. Sanal Tarama ile Protein-Ligand Etkilesiminin Belirlenmesi

GUnUmuzde ilag gelistirmede kiicik molekillerin hedefledigi makromolekiliin katalitik
merkezine konformasyonel degisikler yapip yerlestirerek skorlama yapan hesaplamali
yaklasimlar rutin olarak kullanilmaktadir. Bu yaklasimlarin ¢ogu iki yolla basitlestirilmistir.
Birincisi; konformasyonel kisitlanma uygulamasi olup esneklik sinirlandirilarak hesaplama
maliyeti ¢ok biiylik oranda disirilmektedir. Bunun yaninda kii¢lik molekiiller de tam esnek
yapida degildir. Ornegin bu molekiillerde baglara belirli bir agi verilerek déniisiin sadece o
acida gerceklesmesi saglanir. Boylelikle konformasyon gesitliliginin sonlu hesaplanabilir hale
gelmesiyle etkin konformasyon taramasi gerceklestirilir. Genellikle makromolekil tamamen
kati kabul edilip kigik molekil ligandlarda ise belirli agi katlari seklinde esneklik

tanimlanmaktadir. ikinci yaklasim ise genellikle ampirik baglanma enerjisine dayali
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basitlestirilmis skorlama fonksiyonlari ve konformasyon arayisinda olusan etkilesime gore
baglanmanin otomatik olarak hizli bir sekilde skorlanmasi prensibine dayanir. Bu yaklagim ile
ylksek hiz icin blylk kisitlamalar yapilmasi ve sonucun deneysel verilerden uzaklasabilme
riski nedeniyle, arastirmacilar elde edilen skorlara gore aday olabilecek molekdillerin
validasyonu icin molekiler dinamik similasyon ve serbest enerji hesaplamalarini da
yapmaktadir (Forli vd., 2016). AutoDock, Dock, Glide, Gold, Igemdock gibi yazilimlar
glinidmdizde ila¢ kesfinde ve arastirmalarda yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu tip yazilimlar
konformasyonel tarama yapmak icin gesitli yaklasimlar kullanmaktadir. Bu yaklasimlara; tim
serbestlik derecelerini dikkate alarak aktif merkeze ligandlar vyerlestiren sistematik
yontemler; donebilen baglarin torsiyonel doénislerini stokastik olarak Monte-Carlo ve
evrimsel secilim prensibine gore arastiran genetik algoritmalar ve molekilin enerji ylzey
alanini arastirmak igin molekiler dinamik simiilasyon ve enerji minimizasyonu gergeklestiren
metodlar 6rnek verilebilir. Olusan konformasyonlarin dogru sekilde skorlanmasi igin ise yine
birtakim  yaklasimlar  gelistirilmistir. ~ Glinlimuizde vyaygin  kullanilan  skorlama
fonksiyonlarindan 6nemli olanlari; molekiiller arasi elektrostatik, Van Der Waals ve hidrojen
baglarini hatta entropi ve ¢oziinme katkilarini da hesaba katan kuvvet alani temelli
yaklasimlar; hidrofobik temaslar, hidrojen bag sayisi gibi molekdller arasi etkilesim tirlerinin
kac kere gerceklestigine gére hesap yapan ampirik skorlama fonksiyonu; molekdller arasi
etkilesimleri istatistiksel olarak degerlendiren bilgiye dayahl fonksiyonlar ve hatta bu tip
fonksiyonlarin iki veya daha fazlasini kombine eden yaklasimlardir (Lionta, Spyrou, Vassilatis,
& Cournia, 2014). Sanal tarama yaklasiminda en 6énemli amag cok fazla sayidaki aday
molekiliin makromolekiil ile etkilesimi sonucu anlamli etki potansiyeline sahip az sayida
molekdlu filtrelemektir. Hata oranini azaltmak igin (i¢ veya daha fazla farkh skorlama ve
konformasyonel tarama algoritmalarina sahip molekiler kenetleme yazilimlari, paralel
ylratilmekte ve bu yazihmlarin elde ettigi sonuglar tizerinde genellikle konsensiis olusmus
molekdiller tercih edilerek bundan sonraki asamada spektroskopik deneysel analizler ya da

absolit serbest enerji hesaplamalari ile validasyon ¢alismalari yapilmaktadir.
1.2.3.3. Serbest Enerji Hesaplamalari

Serbest enerji, termodinamikte en 6nemli deger olarak kabul edilmektedir. Serbest enerji
genellikle Helmholtz (A) ve Gibbs fonksiyonu (G) olarak ifade edilir. Gibbs fonksiyonu NPT
toplulugu iceren sistemlerde kullanilirken Helmholtz fonksiyonu daha ¢ok basincin ihmal
edildigi NVT topluluklarinda tercih edilmektedir. MD similasyonlarda serbest enerji
hesaplamalarinda genellikle Gibbs fonksiyonu kullaniimaktadir. Gibbs serbest enerijisi

G=H-TS olarak ya da daha agik ifade ile G=U+PV-TS olarak formiile edilir. Bu denklemde H,
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joule cinsinden entalpiyi; T kelvin cinsinden sicakhgi; S, joule/kelvin cinsinden entropiyi; U,
joule cinsinden ic enerjiyi; P, pascal cinsinden basinci; V, m?® cinsinden hacmi temsil
etmektedir (Leach, 2001). MD simiilasyonlarda serbest enerji hesaplamalari ile protein-
protein ya da protein ligand etkilesimlerinde konformasyonel gegislerin ve baglanma sonucu
olusan son durumlarin termodinamik olarak uygunluklari gosterilebilmektedir.
Termodinamigin ikinci yasasina uygun olarak sistem siirekli olarak entropisini artirma
egiliminde oldugundan, gibbs serbest enerji denkleminden de hareketle protein-protein ve
protein-ligand etkilesimlerinde negatif G degerinin gerceklesebilme egilimi ifade
edilmektedir. Eger bu negatif deger daha yiksek olursa bu durum etkilesimin daha kararli
oldugunu bize ifade eder (Leach, 2001). MD similasyonlarda serbest enerji hesaplamalarinda
cesitli metodolojiler gelistirilmistir. Bu metodlar; son durum okuma, absoliit kantitatif okuma
olarak iki sinifa ayrilabilir. Son durum okumasi gergeklestiren molekiler mekanik/Poisson-
Boltzmann ylizey alani (MM/PBSA) ve dogrusal etkilesim enerjisi (LIE) metodlar kantitatif
Olclimlerde basarili olamamalarina karsin kiyaslamalh dlcimlerde oldukca basarili sonuglar
ortaya cikarmaktadir (Genheden & Ryde, 2015; Wickstrom, Gallicchio, & Levy, 2012). Absolit
kantitatif okuma gerceklestirebilen metodlar arasinda “Thermodynamic integration, Free
Energy Perturbation ve Potential Of Mean Force” sayilabilir (Chodera vd., 2011). Bu tir 6l¢lim
metodolojilerine genel olarak simyasal (alchemical) 6lgim metodlari da denmektedir. Bunun
nedeni fiziksel etkilesimin serbest enerjisini hesaplamak icin bu metodolojilerde fiziksel

olmayan argiimanlarin kullaniimasidir.
1.2.3.3.1. Umbrella Ornekleme

Glnlmuzde serbest enerji hesaplamalarinda, sistem enerjisinin Lokal Minimum’dan Global
Minimum’a slriklenmesinde enerji bariyerinin asilmasi dnemli bir problem olarak karsimiza
¢itkmaktadir. Gilnidmiizde Umbrella 6rnekleme, konformasyonel degisiklikler ve baglanma-
ayrilma etkilesimleri gibi durumlarin sonucunda ortaya ¢ikan serbest enerji degisimlerinin
arastirilmasinda glicli ve rutin bir metodoloji olarak kullanilmaktadir. Umbrella 6rnekleme
(US) metodunda, bir reaksiyon koordinati belirlenerek bu koordinat boyunca ek bir harmonik
potansiyel (Ewias) €nerjisi eklenerek enerji bariyerinin asilmasi hedeflenir. Calisilan biyolojik
konuya gore bu kuvvet; mesafe, dihedral ya da aci ile sinirlandirilabilmektedir. Reaksiyon
koordinati ({) boyunca belirli noktalarda sistem tekrar simile edilerek pencere aciimis olur.
Genellikle esit acl ya da mesafede bolimlenen bu pencerelerin belirli bir harmonik kuvvet
sabiti ile simiilasyonda her pencere igin ayri ayri enerji verileri toplanmakta ve bunlarin
dagihmlari histogramlar Gzerinde Ust Uste binmektedir. Bu pencerelerdeki sistemin enerjisi

su sekilde tanimlanir: Eys=Esys+Ebias, Evias=k/2(- Tn)?. Bu denklemde; Eus; Umbrella 6rnekleme
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enerjisini, Ess; sistemin enerjisini, Epias ise harmonik potansiyel enerjiyi temsil etmektedir. ¢
sistemin sinirlanan degiskenin degerini, k; harmonik potansiyelin kuvvet sabitini, (i ise belirli
penceredeki sinirlandiriimis degiskenin sabit degeridir. Her pencere igin G degeri farkhlik
gostermektedir (Ziada, Braka, Diharce, Aci-Seche, & Bonnet, 2018). Umbrella 6rneklemede
her bir pencereden elde edilen enerji verileri agirliklandirilmis Histogram Analiz Metodu
(WHAM) yardimi ile Epias enerijisi ¢ikarilip kombine edilerek Ortalama Kuvvet Potansiyeli (PMF)
elde edilmektedir MD sistemde reaksiyon koordinati boyunca olusan PMF farki serbest enerji

degisimi olarak iliskilendirilebilir (Kumar, Rosenberg, Bouzida, Swendsen, & Kollman, 1992).
1.2.3.3.2. MM/PBSA

Absoliit ligand-reseptor baglanma affinitelerinin hesaplanmasi, protein-protein ve protein
ligand etkilesimlerinin analizinde yilksek dogrulukta glvenilir metod olmasina karsin, son
durum okumasini gerceklestiren MM/PBSA metodolojisi hesapsal olarak yliksek verimde
calismasi nedeniyle yaygin olarak kullaniimaktadir. Molekiiler Mekanik/Poisson-Boltzmann
Yizey Alani (MM/PBSA), ortiuli ¢ozilme modeli (implicit solvent) serbest enerji
hesaplamalarinda kullanilan bir metottur. Ayrica protein-ligand ve protein-protein
etkilesimlerinde basariyla uygulanmaktadir (F. Chen vd., 2016; Genheden & Ryde, 2015). Bu
metod ile gerceklestirilen protein-protein baglanma calismalarinda ZDOCK gibi popdler
molekiler kenetleme araglarindan daha iyi performans sergiledigi ve Termodinamik
integration, FEP gibi yontemlere gére ¢ok daha az hesaplama maliyeti sebebiyle giiniimiizde
6n plana ¢cikmistir (F. Chen vd., 2016). MM/PBSA, Umbrella 6rnekleme ve Termodinamik
integration gibi metodlara kiyasla daha az giivenilir olmasina karsin diisiik hesaplama maliyeti
ve bagil serbest enerji kiyaslamalarindaki basarisi nedeniyle dikkat ¢ekmeyi basarmistir.
Hesaplama maliyetinin ¢ok daha disik olmasinin nedeni sadece ilk ve son durumlarin
okunarak hesaba katilmasidir. Bu sekilde hesaplama hizi ¢ok yiiksek olmasina karsin kantitatif
Olciim icin uygun bir yontem olmayip ayni sistemde farkli ligandlarin baglanma serbest
enerijilerinin birbirine kiyaslamali 6lgimunde oldukca basarilidir. MM/PBSA'da reseptér ve
ligand kompleksinin baglanma serbest enerijisinin Olcimiinde asagidaki formilasyon

kullanilmaktadir (T. Hou, Wang, Li, & Wang, 2011).

AGyy = AH — TAS = AEy, + AG,, — TAS

+ AE

“electrostatic

+ AE

“vdw

AE, = AE,

“imternal

AG,, = AGpy s + AGs,
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Denklemde AEwm ; gaz fazi MM enerjisindeki degisikligini, AGsoi ; ¢oziinme serbest enerjisini,
-TAS ise Konformasyonel Entropiyi ifade etmektedir. AEmwm ifadesi, AEinternal, AEelectrostatic, ve AEvdw
enerjilerini icermektedir. AGs. ifadesi, elektrostatik ¢oziinme enerji ortalamasi (AGrs/cs) ve
elektrostatik olmayan ¢6zlinme enerji ortalamasini icermektedir (AGsa). Polar katki
Poisson-Boltzmann modeliile hesaplanirken polar olmayan katki ise Solvent Erisilebilir Yiizey
Alani Metodu (SASA) ile hesaplanmaktadir. Konformasyonel entropi degisikligi (—TAS) ise MD
similasyonlardan elde edilen konformasyonel enstantanelerin normal mod analizi ile

hesaplanmaktadir (T. Hou vd., 2011).
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BOLUM II
2.1. Geregve Yontem

2.1.1. Protein-Protein Etkilesimleri

2.1.1.1. CG-MMPBSA Kiibik Eksende Oryantasyon Simiilasyonlari

Calismamizda bu yeni yaklasima goére, protein kompleksinde molekil agirlhigl daha biyik olan
protein merkezde ve kiiglik olan protein kibik eksene gore merkezdeki proteinin ¢evresinde
olacak sekilde 6 farkli oryantasyon olusturuldu [Sekil 8]. Proteinler martini kuvvet alanina
gore coarse-grained (CG) olarak modellenerek her bir oryantasyon ayri ayri en az ikiser mikro-
saniye simile edildi. Simillasyon sonunda her bir oryantasyondaki protein-protein
etkilesimlerinin serbest enerjilerinin similasyon boyunca degisimi MM/PBSA metoduna gore

hesaplandi.

6. Oryantasyon

4. Oryantasyon
/_1 1. Oryantasyon

3. Oryantasyon

2. Oryantasyon - Merkez Protein

- Yanal Protein

Sekil 8. iki proteinin kiibik eksene gére oryantasyonlarinin sematik gésterimi

5.0ryantasyon

2.1.1.1.1. Validasyon Seti

BIP-IREILD etkilesimini arastirmak icin gelistirdigimiz iri taneli kibik oryantasyon
metodolojinin validasyonu i¢in konformasyonu bilinen 2MWS, 2HD5, 1MIM ve 3QML kodlu
dort farkli boyutttaki protein kompleksi tercih edildi (Mikol, 1996; Nowicka vd., 2015;
Renatus vd., 2006; Yan, Li, & Sha, 2011). Bu kompleksleri tercih etmemizin sebebi; her biri
farkl boyutta oldugundan boyut farkinin ve 1MIM gibi yiiksek esneklikteki proteinlerin
esnekliginin yaklasimimizdaki etkisini gozlemekti. Her bir kompleks icin kiibik eksende alti
farkli oryantasyon icin ayri ayri 5’er mikro saniye (us) similasyon gerceklestirildi. Ayrica
protein dimerlerinin dogal yapilari da 5 ps boyunca simile edildi. Her simulasyon igin 5 us
boyunca gerceklesen protein-protein etkilesimlerinin serbest enerji degisimleri MM/PBSA
metoduna gore hesaplandi. Tiim similasyonlar iki kez daha tekrarlandi. Dogal form ve kiibik

eksende yerlestirilmis 6 farkl konformasyon, dort protein kompleksi lizerinde olmak lzere
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28 farkh oryantasyonda tekrarlariyla beraber toplamda 420 ps’lik similasyon

gercgeklestirilmis oldu.
2.1.1.1.2. Validasyon Galismasinda Kullanilan Protein Kompleksleri

BiP-IREILD baglanma etklesimlerini arastirmak icin gelistirdigimiz kibik oryantasyon
yaklasiminin dogrulugunu test etmek amaciyla asagidaki baglanma paterni bilinen farkh

blyukliklerde 4 protein kompleksi ile validasyon ¢alismalari gerceklestirildi.
2.1.1.1.2.1. Ddil Ubikuitin Benzeri (UBL) Domaini-Ubikuitin (Ub) Kompleksi (2MWS)

DNA hasari indiklenebilir 1 proteini (Ddil), proteazomal degradasyon icin
poliubikuitinlenmis substratlari hedefleyen mekik proteinleri ailesine ait bir proteindir. Bu
protein tipik UBL-reseptorleri ile etkilesime girmemesine karsin beklenmedik bir sekilde,
ubikuitin'i hidrofobik etkilesim ve zit ylkli rezidilerini tuz kdprileri ile baglar (Nowicka vd.,
2015). Sekil 9A’da gosterildigi gibi DdilUBL-Ub’in dogal baglanma konformasyonu beta
tabakalarin yiiz ylze gelmesiyle meydana gelirken helikal yapilar baglanmaya katilmayarak
zit yonlerde kalmaktadir. Hidrofobik ytizeyleri dikkate alindiginda Sekil 9B ve C'de gosterildigi
Uzere turuncu renk yiiksek hidrofobikligi, mavi renk ise hidrofilik 6zelligi temsil ettiginden
ubikuitinin ylizeyinde daha fazla hidrofobik alan yer alirken DdilUBL’nin ise daha hidrofilik
oldugu goruldi. Sekil 10’da goruldiigu gibi 2MWS A ve B zinciri yliksek homolojik benzerlige

sahip olmasina karsin amino asit sekanslari farklilik gdstermektedir.

A B
\ >
= .
¢
C

Sekil 9. (A)2MWS 2mws kodlu DdilUBL-Ub’nin biyoaktif baglanma paterni, (B) Ubikitin ve
(C) Ddi1UBL’'nin “cartoon” olarak sematik gérinimi
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Sekil 10. 2MWS pdb kodlu Ddi1UBL-Ub kompleksinin aminoasit sekansi. A zinciri ubikitin’i
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temsil ederken B zinciri DdilUBL'yu temsil etmektedir.

2.1.1.1.2.2. Ubikuitin-USP2 Kompleksi (2HD5)

Ubikuitin uzaklastirici proteazlar protein ubikuitinasyonunu tersine gevirirler ve hedef

proteini proteozom yikimindan kurtarirlar. Ubikuitin spesifik proteaz-2 (USP2) bir sistein

proteazidir ve ubikuitin spesifik proteaz ailesinin bir Uyesidir. Prostat kanserinde asiri

eksprese olur ve bunun sonucunda bazi agresif prostat kanserlerinin habisligine bagli olan

yag asidi sentazini stabilize eder. USP2, ubikuitin ile kovalent olmayan bir kompleks olusturur.

Ubiquitin, USP2 ile iki bolgesiyle etkilesime girer (Renatus vd., 2006). Sekil 11C’de gosterildigi

gibi USP2-Ub’in dogal baglanma konformasyonu, USP2’nin sol el gibi Ub’yi hidrofobik ylizey

agirlikh avug icinde kavramasi seklindendir. Hidrofobik ylizeyleri dikkate alindiginda Sekil 11A

ve B de gosterildigi lzere turuncu renk yiiksek hidrofobik 6zelligi mavi renk ise hidrofilik

ozelligi temsil etmektedir.
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Sekil 11. (A) Ubikitin, (B) USP2 ve (C 2HD5) pdb kodlu Ubikuitin-USP2 kompleksinin biyoaktif
baglanma paterni’nin “cartoon” formatta sematik gériinimi

Ubikuitin-USP2 kompleksinin aminoasit sekansi kayip rezidi icermemekle beraber USP2 13
alfa helikal, 20 beta plakadan olusmakta; B zincirini olusturan ubikuitin ise 5 beta plaka, 2 alfa

helikal yapidan meydana gelmektedir [Sekil 12].
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Sekil 12. 2HD5 pdb kodlu Ubikuitin-USP2 kompleksinin aminoasit sekansi. A zinciri USP2'yi
temsil ederken B zinciri ubikuitin’i temsil etmektedir.

2.1.1.1.2.3. Kimerik SDZ CHI621'in Fab Fragmenti (1MIM)

SDZ CHI621, bobrek transplantasyonunu takiben ilk birkag hafta icinde akut rejeksiyona karsi
profilaktik immun baskilama amacli interlokin-2 (IL-2) reseptoriine (CD25) baglanan kimerik
monoklonal antikordur (mAb). iki alt domainden olusan fab fragmenti birbirlerine hidrofobik
agirhkli i¢ yuzeyleri ile tutunarak hetero dimer olustururlar [Sekil 13A]. Her biri 19 beta
katlanma motifi ve 4 helikal motiften olusan iki domainin ylksek homoloji benzerligine
ragmen sekans benzerligi % 29,52’dir. Her bir domainin aminoasit sekansi Sekil 13C’de

gorilmektedir.
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Sekil 13. (A) 1MIM pdb kodlu Kimerik SDZ CHI621'in Fab fragmentinin biyoaktif dimer
formu, (B) her domainin hidrofobik bolimlerinin gdsterimi ve (C) aminoasit sekansi

34



2.1.1.1.2.4. Sil1-Bip Kompleksi (3QML)

Sil1, 6karyotik hiicrelerde ER’de BIP icin bir NEF (niikleotid degisim faktorii) olarak islev goriir.
Sil1, Bip'in ATPase alani ile dogrudan etkileserek ADP salimini BiP'den katalize edebilir. Sil1-
BiP kompleks yapisinda Sil1 molekiilli, BiP ATPase alaninin lob Ilb'sini baglayan bir 'kelepce’
olarak islev gérir (Yan vd., 2011). BiP agirlikh hidrofilik yiizey alani ile 18 beta, 11 alfa
sekonder motife sahipken Sill 13 alfa sekonder motife sahiptir ve hi¢ beta motif icermez.
Ayrica BiP’e gére daha fazla hidrofobik yiizey alanina sahiptir [Sekil 14]. BiP-Sil1 aminoasit

dizisi sekil 15’te gosterilmistir.

Sekil 14. (A, B) 3QML kodlu Sil1-Bip kompleksinin her bir domaininin hidrofobik ylizey
alaninin gérinidmi ile (C) biyoaktif baglanma paterninin “cartoon” formatta gosterimi
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Sekil 15. 3QML kodlu Sil1-Bip kompleksinin aminoasit sekansi

2.1.1.1.3. Validasyon Galisma Sistemi

Tim molekiler dinamik simulasyonlar HP Z640 is istasyonu ve Tibitak TRUBA bilgisayar
kiimelerinde gercgeklestirildi. Protein-protein etkilesimleri Coarse Grained ¢ozinurlikte
simuile edildi. Coarse Grained sistem CHARMM-GUI(CHARMM-GUI.org) web sunucusunda

martini maker araci ile olusturuldu.
2.1.1.1.4. Homoloji Modelleme

Validasyon c¢alismasinda kullanilan 4 kompleksten sadece 2HD5 kodlu protein dimerindeki
ubikitin karboksil terminal hidrolaz domainindeki 324-335 arasi ve 394-399 arasi kayip
rezidilerinin bulunmasi nedeniyle, homolojik yeniden modelleme i¢cin Chimera yazilimiicinde
yer alan MODELLER (Andre Sali) programi kullanildi. Diger komplekslerde protein
bitlnliginla etkileyen kayip rezidiler bulunmadigindan homoloji modellemeye gerek

duyulmad:.
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2.1.1.1.5. Alti Eksenli Kiibik Oryantasyonlarin Hazirlanmasi

Chimera yazilimi araciligi ile her dort protein kompleksi icin merkezde en bliyiik molekiler
agirliga sahip protein ortalama 5 A - 15 A mesafede, dogal dimer yapida etkilesime giren
ylizeyi merkeze doniik olacak sekilde agirligi daha distk olan proteinler kiibik eksene gore 6
farkli oryantasyonda yerlestirildi [Sekil 16]. Her bir oryantasyon PDB formatinda kaydedilerek
tim atomik modelden CG modele doéniisiminin vyapilacagi CHARM-GUI internet

sunucusuna gonderildi.

2MWS 2HDS5

1MIM 3QML

Sekil 16. Validasyon setindeki dimer yapilarin kiibik oryantasyona gore dizilimi
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2.1.1.1.6. CG Modellerin Hazirlanmasi ve Simiilasyonu

CG modellerin hazirlanmasinda MARTINI modeli tercih edildi. Martini-CG modellerinin
hazirlanmasi igcin CHARMM-GUI internet sunucusunda yer alan Input Generator>Martini
Maker> Martini Solution Maker araci segilerek ydnergeler takip edildi. ilk seskmede yer alan
dort farkl Martini Modeli segeneginden Elnedyn modeli polarize modele gore hizli olmasi ve
simiilasyon sonunda proteinin sekonder yapisinin stabil kalmasi nedeniyle tercih edildi. Tim-
atomik yapidaki oryantasyon, sunucuya vyiklendikten sonra 5 asamada modelleme
gerceklestirildi. Asamalar sirayla PDB Bilgisi, CHARMM PDB, ¢6zlicli, PBC ve Denge-Dinamik
olarak siralandi. ilk asamada tiim proteinler secilerek PDB manipiilasyon secenekleri icinden
sadece terminal uglarin yikli olmasi tercih edildi. CHARMM PDB asamasinda ici su dolu kibik
similasyon sisteminin boyutu protein boyutuna sigdirildi ve kdselerden proteine en yakin
mesafe 12 A olarak ayarlandi. Sistem icine 150 mM NACI eklendi. iyon yerlestirme metodu
olarak “Distance” secildi. Cozlici asamasinda sistemin hacmi ve icerdigi iyon kontrol
edildikten sonra PBC asamasina gegcildi. PBC asamasinda NPT Ensemble sicakhgl 300 Kelvin
olarak tercih edildi. Denge-Dinamik asamasinda ise CG model ve similasyon igin gerekli
parametreleri iceren tim dosyalar “Charmm-gui.tgz” olarak bilgisayara indirilip molekiler

dinamik simiilasyon i¢in Tbitak-Ulakbim TRUBA sunucularina gonderildi.
2.1.1.1.6.1. Molekiiler Dinamik Simiilasyon

Tiim similasyonlar GROMACS yazilimi ile yuritildi. CG-Molekiler Dinamik Similasyonu igin
gerekli tim parametreler CHARMM-GUI sunucusundan alindi. CHARMM-GUI
parametrelerine gére simiilasyon toplam 4 kisimdan olusmaktadir. ilk iki asama atomlar arasi
uzaklik ve acilarin optimum seviyeye getirildigi minimizasyon; Uclinci asama sistemin
enerjetik olarak denge konumuna getirildigi dengeleme; dordinclii asama ise sistemin
dengede oldugu ve verilerin toplanacagi Gretim asamasidir. Birinci minimizasyon kisminda
entegrator olarak “Steepest Descent” (steep) algoritmasi kulanildi. Entegrasyon icin zaman
araligi adimi 20 fs, komsu atom aramada kesim semasi olarak “Verlet”, tim yon periyodik
sinir kosullari, sicaklik eslestirme algoritmasi icin stokastik olarak hizi yeniden odlgeklendiren
“V-Rescale”, basing eslestirme algoritmasi olarak “lzotropik Berendsen” tercih edildi. Toplam
similasyon adimi 30,000 yapildi. 1. ve 2. asamadaki yumusak gegcisli minimizasyon igin
serbest eneriji aktif olarak ayarlandi. ikinci minimizasyon asamasinda birinci asamadan farkli
olarak sadece serbest enerji kapatildi diger parametreler degistirilmedi. Ugiincii asamada
sitemin dengeye getirilmesi icin Newton'un hareket denklemlerini birlestiren Stokastik Leap-

Frog Entegratori kullanildi. Entegrasyon icin zaman araligi adimi 20 fs, komsu atom aramada
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kesim semasi olarak “Verlet”, tiim yon periyodik sinir kosullari, sicaklik eslestirme algoritmasi
icin stokastik olarak hizi yeniden olceklendiren “V-Rescale”, basing¢ eslestirme algoritmasi
olarak “lzotropik Berendsen” tercih edildi. Toplam simtilasyon adimi 50,000 yapildi. Bu kisma
kadarki tim similasyonlarda atomik kisitlama, tretim kisminda ise sadece atomlar arasi
baglar icin kisitlama algoritmasi LINCS kullanildi. Dordiincli adim olan dretim kisminda
dengeleme kismindan farkli olarak basing eslestirme algoritmasi olan izotropik Parrinello-
Rahman tecih edildi. Toplam similasyon adimi olarak 250 milyon ayarlandi. Toplam Gretim

similasyonu 5,000 nanosaniye (ns) stirdd.
2.1.1.1.7. Serbest Enerji Hesaplamalari

Her Uc protein dimeri icin Molekiiler Mekanik Poisson Boltzmann Yiizey Alani (MM / PBSA)
yontemini kullanarak MD yoriingesinin enstantanelerinden baglanma serbest enerji

hesaplamalari gergeklestirildi (Kollman ve ark. 2000).

Dimer oryantasyonlari ve dogal dimer baglanma serbest enerjilerinin hesaplanmalari, Kumari
ve arkadaslari tarafindan gelistirilen g_mmpbsa araci kullanilarak, toplam enerji hesabi icin 5
us boyunca; entropik etkilesimin hesaplanmasi icin ise son 500 ns’deki MD similasyonu ile
analiz edildi. MM / PBSA hesaplamalarinda, desolvasyonun kutupsal bileseni, PB modelleriyle
hesaplandi. Izgara boyutu 0,5 A'ya ayarlandi. PB hesaplamasinda kullanilan proteinlerin kismi
yukleri, kuvvet alani parametrelerinden alindi. Vakum elektrostatik hesaplamada ¢6zlinen
dielektrik sabiti 2, ¢ozlicli dielektrik sabiti ise 80 olarak ayarlandi. G_mmpbsa serbest enerji
hesabi, vdW, elektrostatik, polar ve apolar enerjiler de dahil olmak lzere birka¢ enerji
bilesenini icerir. Baglanma enerjisi, asagidaki denkleme dayanarak hesaplandi: Gbind =
AEMM + AGpsolv + AGnpsolv - TAS. AEMM, Van Der Waals ve elektrostatik etkilesimlerin
toplamidir. Entropi Katkisi (TAS) nin oldugu ve olmadig iki hesaplama bigimi kullanildi. Pahal
hesaplama maliyeti nedeniyle, entropi terimi (TDS) baglanma enerjisi hesaplamalarina dahil

edilmedi.
2.1.1.1.8. istatistiksel Analiz

iri taneli Kiibik oryantasyon yaklasimin validasyonunun istatistiksel dl¢iimii icin ROC (receiver
operating characteristic) egrisi cizildi. Egrinin cizilebilmesi icin esik (cut-off) degerleri olarak
0, -1000, -1500, -2000, -2500, -3000, -3500 kj/mol degerleri belirlendi. 1. oryantasyon ve
dogal formun minimum serbest enerjisi eger esik degerin altindaysa gercek pozitif,
Ustiindeyse yanls pozitif; 2-6 arasi oryantasyonlarda minimum serbest enerji esik degerin
altindaysa yanhs negatif, Ustliindeyse gercek negatif olarak degerlendirilerek hesaplama

gerceklestirildi. Her protein icin ayri ayri yapilan degerlendirmede esik deger olarak

39



oryantasyonlarin Toplam Serbest Enerjilerinin birbirine gére durumlari ele alindi. Eger 1.
oryantayonun veya dogal formun toplam serbest enerjisi diger oryantasyonlardan distikse
gercek pozitif, ylksekse yanlis pozitif, 2-6 oryantasyonlarin Toplam Serbest Enerjisi 1.
oryantasyondan disikse yanlis negatif, ylksekse gercek pozitif olarak hesaplamalar

gerceklesti.
2.1.1.1.9. iri Taneli Yapidan Tiim Atomik Yapiya Déniisiim

CG similasyon ve serbest enerji hesaplamalarindan sonra son enstantanelerin atomik
etkilesimlerinin analizi ve gosterimi igin yapilarin, iri tanecikli yapidan tiim atomik yapiya
donistirilmesi gerceklestirildi. Bunun icin CHARMM-GUI internet sunucusunda yer alan
Input Generator>Martini Maker> Martini to All-Atom Converter araci kullanildi. Sistem tipi
sollisyon secildi. PDB manipilasyon seceneklerinde “Terminal Group Patching” kutusu
isaretlendi. Bilesen yapi seceneklerinde Na iyonu tercih edildi. PME FFT icin otomatik olarak
Izgara bilgisi olusturuldu. Kuvvet alani se¢eneklerinden Charmm36m tercih edilerek Gromacs
kutusu isaretlendi. Tim atomik similasyon icin gerekli tim dosyalar Gromacs formatinda

elde edildi.

2.1.1.2. BIP-IRE1LD Etkilesiminin CG-MMPBSA Kiibik Eksen Oryantasyon Simiilasyonlan
2.1.1.2.1. BIP ve IRE1LD’nin Yeniden Yapilandiriimasi

BiP proteini icin PDB.org (rcsb.org) veri sunucusundan 5e84 kodlu yapi tercih edildi (Yang,
Nune, Zong, Zhou, & Liu, 2015). 5e84 icindeki 7 es protein yapidan Molprobity skora gére en
yuksek skora sahip b Chain tercih edildi (skorlar tablo 7’de gosterildi). 5e84_b’de 427. residi
olan THR, pdb dosyasinda isim olarak GLU girildigi icin tekrar THR olarak diizeltildi. THR-428,
VAL-429, val-433, LYS-576, LEU-579, LYS-582 residilerinde kayip atomlar Chimera Rotamer
araci ile Dunbrack Rotamer Library metoduna gére tamamlandi (Dunbrack & Karplus, 1993).
insan ve maya IRE1 dimerizasyon domainlerinin yiiksek benzerliginden dolayi; IRE1 maya
2bel luminal domaini referans olarak alinarak 103-124 no’lu residiler ve 2HZ6 kodlu insan
IRE1 luminal domaini referans kabul edilerek 38-42, 58-62, 83-87 no’lu residuler modeller
homoloji modelleme araciyla yeniden modellendi (Credle, Finer-Moore, Papa, Stroud, &
Walter, 2005; Webb & Sali, 2014; Zhou vd., 2006). 308-378 arasindaki disordered domain igin
de-novo yap! tahmini |-Tasser ile gerceklestirildi (Y. Zhang, 2008). insan IRE1 aminoasit
sekansi Uniprot’tan (75460) temin edildi (The UniProt Consortium, 2017).

Acik ve kapali konformasyonlara sahip olan BiP NBD domainindeki kapali olan NBD-IIB alt
domaini agik konformasyon ile degistirildi. Acik konformasyonlu 31UC kodlu BiP NBD domaini
ve kapali 6ASY, Chimera yazilimi ile agildi (Pettersen vd., 2004; Wisniewska vd., 2010; Yang
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vd., 2017). NBD-IIB disindaki tim rezidller segilerek hizalandi. 6ASY’de 1-4 arasi rezidiiler
31UC'ye gore bosta kaldigindan silindi. Rezidii numaralari iki yapi icin de ayni olacak ve 1’den
baslayacak sekilde tekrar numaralandi. 6ASY’de 1-378 arasi rezidiiler silindi. iki yapi kombine
edilip tek bir yapi olarak ve Chain kodlari ayni olacak sekilde tekrar isimlendirildi. Elde edilen
PDB dosyasinin otomatik optimizasyonu icin VMD programi ile acilip PDB formatinda BiP-
NBDIIB-agik olarak kaydedildi. Sekil 17’de BiP’in NBDIIB domaini modifiye edilmis (agik form)
aminoasit sekansi ile 6ASY ve 5E84 pdb kodlu proteinlerin aminoasit sekansi karsilastirmali
olarak gosterildi (Yang vd., 2017, 2015). Endscpript programina gore 5e84 ve 6ASY arasinda
ortalama Ozdeslik %99.83, ortalama benzerlik %99.92 ve RMS 1.2 iken olusan farklilik ise
5e84’te NBD domaininin ATP baglanma bolgesindeki ATP-ADP doniisiimiinde 229. aminoasit
pozisyonunda tireonin yerine alaninin yer almasindan kaynaklandi. BiP_NBD-IIB degistirilmis
(acik) ile 6ASY arasindaki ortalama 6zdeslik ve benzerlik %100’diir. Sekil 19’da BiP proteinin
NBD-1IB kapali ve agik konformasyonlarinin {ist ve yanlardan goriinimi “cartoon” formatta

ve konformasyonel degisikligine ugrayan NBD II-A ve |I-B sari renkte gosterilmektedir.
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Sekil 17. BiP_NBD-IIB degistirilmis (acik), 5e84 ve 6ASY sekanslarinin hizalanmis gériintiisi
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BIP-NBD-IIB agik ve kapali yapilari hizalandiginda NBD-IIA ve NBD-IIB alt domaini iceren
yapilar arasinda agisal olarak 12,45%lik fark olusmaktadir [Sekil 18]. Bu aginin olusmasinin
nedeni ATP hidrolozi sonucu aciga ¢ikan eneriji ile BiP NBD domaininde meydana gelen
konformasyonel degisikliklerdir.

Sekil 18. BIP-NBD-IIB acik ve kapali yapilarinin hizandiktan sonraki agisal farki

BiP-NBD-IIB kapali BiP-NBD-IIB agik
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= ~H ebdond olf Somr mnd

Sekil 20. (A) IRELLD proteinin cartoon bigiminde yapilandiriimis, (B) yapilandiriimamis
gorintlsu

Sekil 20A’da 2hz6 pdb kodlu IRELILD proteininin kayip rezidilerinin homoloji modelleme

metodu ile yeniden yapilandiriimis hali “cartoon” formatta sematize edildi. Sari renk beta
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sekonder motifleri, turuncu renk alfa helikal motifleri, mavi renk ise cok esnek olmasindan
dolayl “disordered” domaini gostermektedir. Sekil 20B’de ise 2hz6 pdb kodlu IRE1LD

proteininin yapilandiriimadan dnceki hali sematize edildi.
2.1.1.2.2. IRE1LD Model Validasyonu

Gromacs 5.1.4 molekiler dinamik yazilimi daha 6nce belirtildigi kosullarda 200 ns boyunca
IRELLD dimerizasyonunun similasyonu gergeklestirildi. Protein yapisal kalitesinin élgiimi igin
Molprobity Skor kullanildi. Dimer formda 200 ns simiile edilen IRE1ILD homoloji modeli Mol
Probity Server ile valide edildi. MD similasyon ile 5,000 adim Stepest Descent enerji

minimizasyonu gerceklestirildi.
2.1.1.2.3. BIP Proteini igin Normal Mod Analizi

BiP dinamiginin yapi temelli analizi icin Prody araci kullanildi (Bakan, Meireles, & Bahar,
2011). Normal Mode Wizard (NMWiz) araci ile ise Temel Bilesen Analizinin (PCA) grafiksel

gosterimi yapildi.
2.1.1.2.4. BiP-IRE1LD Oryantasyonlari ve Acik, Kapali Konformasyonlarinin Hazirlanmasi

BiP merkezde olmak {izere Sekil 21 ve 22’de gériildiigii gibi kiibik eksene gére IRE1LD (IRE1LD
luminal domaini) proteini BiP’in cevresine 10-15 A mesafe olacak sekilde yerlestirildi. BiP’e
baglanmada rolii oldugu disiiniilen 5. Bélge BIP proteinine doéniik olarak yerlestirildi. Sekil 23
belirtilen her bir BiP-IRELILD oryantasyonlari ayri ayri en az 2 ps olacak sekilde iri taneli
(Coarse Grained) ¢oziinirliikte simiile edildi. BiP’in acik ve kapali konformasyonu igin iki ayri
oryantasyon kiimesi hazirlandi. Bunun icin sadece merkezdeki BiP proteinlerinin NBDIIB agik
ve kapal formlarinin yeri degistirildi ancak IRE1ILD proteinlerinin konumlari degistirilmedi.
Ayrica aclk ve kapali konformasyonlarin simulasyonu igin ilave olarak iki oryantasyon daha
eklenerek toplam 8 oryantasyonun [Sekil 24,25], 5 us uzunlukta 3 tekrarl similasyonlari

yapildi
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Oryantasyon-4

Oryantasyon-6
Oryantasyon-1

Oryantasyon-5
Oryantasyon-3

-
- IRE1
Oryantasyon-2

Sekil 21. BiP ve IRE1LD’nin alti eksende kiibik oryantasyonun sematik gdsterimi

/. Oryantasyon
I

/‘ 1. Oryantasyon

2. Oryantasyon /

Sekil 22. BiP ve IRE1LD’nin alti eksende kiibik oryantasyona gére dizilimi sonucu
konformasyonel gériinimi
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1. Oryantasyon

3. Oryantasyon

5. Oryantasyon 6. Oryantasyon

Sekil 23. BiP ve IRE1LD’nin her bir oryantasyonunun uzakliklarinin gésterimi (kapali form)

2.1.1.2.5. BIiP/IRE1ILD Agik ve Kapali Oryantasyonlarinin Kiibik Eksende Hazirlanmasi ve

Simiilasyonu

Onceki 6'l kiibik oryantasyon calismasindan farkli olarak 4. oryantasyondaki IRE1LD’nin farkli

ylzeylerinin NBDIIB ile etkilesimlerinin de gozlenmesi amaciyla kiibik olarak farkl
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eksenlerinin BiP’e déniik konformasyonlarinin belirlenmesi icin 1. ve 6. olmak tizere iki yeni
oryantasyon ilave edildi diger oryantasyonlarin pozisyonlarinda degisiklik yapilmadi.
Oryantasyon isimleri yeni eklemeler nedeniyle 12, 23, 334, 45, 557, 658 olarak
degistirildi.

1. Oryantasyon

4. Oryantasyon 6. Oryantasyon

7. Oryantasyon 8. Oryantasyon

Sekil 24. BiP-NBD-IIB-kapali /IRE1LD oryantasyonlari simiilasyon éncesi pozisyonlari
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1. Oryantasyon

6. Oryantasyon

7. Oryantasyon 8. Oryantasyon

Sekil 25. BiP-NBD-IIB-agik /IRE1LD oryantasyonlari simiilasyon dncesi pozisyonlari

2.1.1.2.6. BIP/IRE1ILD Acik ve Kapali Oryantasyonlarinin NBD-IIB Ekseninde Hazirlanmasi

ve Simiilasyonu

IRELILD’in BiP NBD-IIB ekseninde IRE1LD dikdértgen prizma gibi disiinilerek IRE1’in dar
ylzleri NBD-11B domainine bakacak sekilde y ekseninde her oryantasyon igin 90° cevirilerek 4

ylz oryante edildi. Ayrica z ekseninde 180° cevrilerek simetrik gérinimleri de oryante
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edilerek toplam 8 oryantasyon elde edildi. Ayniislem NBD-II1B/acik ve kapali konformasyonlar

icin de ayri ayri gergeklestirildi [Sekil 26].

180°

BIP-NBDIIB

BIP-SBDa

Sekil 26. BiP-NBDIIB ekseninde IRE1LD oryantasyonlarinin sematize gdriinimii

Her bir oryantasyonun konumlandinlmis hali sekil 27’de gésterildi. BiP bitiin

oryantasyonlarda sabitken IRELD, BiP-NBDIIB {izerinde olacak sekilde konumlandirildi.

BiP NBD-IIB kapali oryantasyonlar

X
1. Oryantasyon
1. Oryantasyon

(Y ekseninde 90° gevrildi)

2.0ryantasyon 3.0ryantasyon

BiP NBD-IIB acik oryantasyonlar

X
1. Oryantasyon

(Y ekseninde 90° cevrildi)

2.0ryantasyon

3.0ryantasyon
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5.0ryantasyon

7.0ryantasyon 7.0ryantasyon

8.0ryantasyon 8.0ryantasyon

Sekil 27. BIP/IRE1LD acik ve kapali oryantasyonlar

2.1.1.2.7. Coarse Grained Sistemin Hazirlanmasi

Coarse-Grained MD similasyonu iki minimizasyon; bir dengeleme ve prodiksiyon
asamasindan olusmaktadir. Coarse Grained MD similasyonunu gerceklestirmek igin
proteinlerin Tim Atomik Cozlinlrlikten Coarse Grained ¢ozinirlige dondstirilmesi
gerekmektedir. Bunun igcin CHARMM-GUI server kullanildi (charmm-gui.org). Elnedyn Martini
kuvvet alani tercih edildi. Model/Domain segme sekmesinde tiim domainler secildi. PDB
maniplilasyon sekmesinde terminal uglar yikli olarak tercih edildi. Su sisteminin boyut
secenekleri diktortgen olarak, sistemde en yakin mesafeler 14 A ve NaCl iyon konsantrasyonu
0,15 M olarak tercih edildi. Periodik Boundrary kosullari sekmesinde sicaklk 300 K° tercih
edildi. Elde edilen Coarse Grained modellerin simiilasyonu TRUBA sunucularinda ya da HP-

2640 is istasyonunda yurutuldi.
2.1.1.2.8. Molekiiler Dinamik Simiilasyon

IRE1 yapi refine islemi ve BiP SBDa mobilite validasyonu icin Tiim Atomik MD ve IRE1-BiP
etkilesimi icin Coarse Grained MD simiilasyonlari GROMACS 5.1.4 yazilim paketi kullanilarak

gerceklestirildi. Bu similasyonda Tim Atomik MD similasyonlarda kuvvet alani olarak
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ffamber99.ildn star, su modeli olarak tip3p, Coarse Grained MD similasyonlar icin ise
Martini22 kuvvet alani ve Martini su modeli, protein stabilitesi icin Elnedyn22 elastik network
model 0,9 nm cutoff ve elastik bag glic sabiti olarak 500kjoule/mol kullanildi. 20 fs zaman
adimi ayarlandi. Coarse Grained modellerin olusturulmasi icin Charmm-Gui server tercih

edildi.

Tum atomik simtlasyonlara 0,15 M NACI eklenerek sistem notralize hale getirildi. Uzun
donem elektrostatik etkilesimler icin Particle Mash Ewald algoritmasi kullanildi. Wander
Waals etkilesimleri Lennard Jones potanseiyelinde tanimlandigi gibi 10 A cut-off mesafe
uygulandi. Enerji ve basing icin Dispersion Correction uygulandi. Sistem icin box yapi tercih
edildi. 2 fs zaman adimi ayarlandi. 5,000 adim Stepest Descent minimizasyon uygulamasindan
sonra 100 ps NVE ve 100 ps NPT Equilibration gerceklestirildi. NVE Ensemble’da 300 K’'de V-
Rescale termostat algoritmasi NPT Ensemble’da ilave olarak 1 bar basingta Berendsen
Termostat Algoritmasi kullanildi. MD Uretim asamasinda 300 K’de Noose Hover Termostat ve

1 atmosfer basingta Perinello Rahman Barostat Algoritmasi tercih edildi.
2.1.1.2.9. BIP Proteini Serbest Eneriji Yiizeyi Alani Hesaplanmasi

Oncelikle BiP proteininin 100 ns boyunca Tim Atomik Simiilasyonu yapildi. Simiilasyon
boyunca proteindeki konformasyonel degisikligi gozlemek icin RMSD analizi gercgeklestirildi.
aSBD domaininde konformasyonel degisiklikte rol oynadigi distinilen 113-579, 113-581,
113-578 ve 114-582. rezidiler arasindaki 100 ns boyunca gerceklesen mesafe degisimleri
hesaplandi ve RMSD-mesafe grafigi elde edildi. BiP’in NBD domaini ve SBD domaini
arasindaki serbest enerji etkilesimi 100 ns boyunca MM/PBSA metoduna gore hesaplandi.

RMSD, mesafe ve enerji degiskenlerini iceren li¢ boyutlu matriks grafigi elde edildi.
2.1.1.2.10. MD Trajectory Analizi

MD simiilasyon boyunca konformasyonel degisimleri belirlemek amaciyla Gromacs yazilim
araclariile yapilar arasindaki RMSD ve RMSF analizleri yapilarak imajlar ve yapisal gosterimler

VMD ve Chimera ile hazirlandi.
2.1.1.2.11. BiP-IRE1LD Oryantasyonlarinin Serbest Enerji Hesaplamalari

Her bir oryantasyonun MD simiilasyon sistemi Uzerinde Serbest Baglanma Enerji
Hesaplamalari, molekiler Mekanik Poisson Boltzmann Yizey Alani (MM/PBSA) ydntemi
kullanilarak MD yériingesinin enstantanelerinden elde edildi (Kollman ve ark. 2000). BIP ve
IRELLD oryantasyonlarinin baglanma serbest enerijileri, Kumari ve ark. tarafindan gelistirilen

g_mmpbsa araci kullanilarak, Entropik Enerji hesaplamalarinda son 500 ns; Total Enerji
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hesaplamalarinda ise 2,000 ns’lik MD similasyonlardan 10 ns araliklarla anhk gorintiler
alinarak analiz edildi. MM/PBSA hesaplamalarinda, desolvasyonun kutupsal bileseni, PB
modelleriyle hesaplandi. lzgara boyutu 0,5 A'yva ayarlandi. PB Hesaplamasinda kullanilan
proteinlerin kismi yukleri, kuvvet alani parametrelerinden alindi. Vakum Elektrostatik
Hesaplamada ¢oziinen dielektrik sabiti 2 olarak, ¢ozlicli dielektrik sabiti ise 80 olarak
ayarlandi. VdW, elektrostatik, polar ve apolar enerjiler de dahil olmak Uzere birkag¢ enerji
bilesenini iceren G_mmpbsa, bag enerijilerini degerlendirmek icin kullanildi ve her rezidiiniin
bag enerjisine verdigi enerji katkisi hesaplandi. Baglanma enerjisi, bGbind = AEpym + AGpson +
AGrpsow — TAS denklemine gore hesaplandi. AEwm, Van Der Waals ve elektrostatik
etkilesimlerin toplamidir. Bu ¢alismada entropi katkisi (TAS)'nin oldugu ve olmadigi seklinde
iki hesaplama yapilarak, baglayici enerjiyle karsilastirilabilir oldugundan rezidi katkisini
degerlendirmek icin her bir rezidinin AEmm katkisi kullanildi. Pahali hesaplama maliyeti

nedeniyle, Entropi terimi (TDS) baglanma enerjisi hesaplamalarina dahil edilmedi.

2.1.1.2.12.iri Tanecikli Yapidan Tiim Atomik Yapiya Doniisiim ve Vakum Ortaminda MD

Simiilasyonu

BiP-IRE1LD oryantasyonlarinin CG simiilasyon ve serbest enerji hesaplamalarindan sonra en
distk enerjili oryantasyonun atomik etkilesimlerinin analizi ve gdsterimi icin yapilarin iri
tanecikli yapidan tiim atomik yapiya dontstirilmesi gerceklestirildi. Bunun icin CHARMM-
GUI internet sunucusunda yer alan Input Generator>Martini Maker> Martini to All-Atom
Converter araci kullanildi. Bu serverda sistem tipi sollisyon segildi, PDB manipiilasyon
seceneklerinden “Terminal group patching” ve bilesen yapi se¢eneklerinden Na iyonu tercih
edildi. PME FFT icin otomatik olarak 1zgara bilgisi, kuvvet alani segceneklerinden Charmm36m
tercih edilerek Gromacs kutusu isaretlendi. Tim atomik simiilasyon igin gerekli tiim dosyalar
Gromacs formatinda elde edildi. Charmm-Gui protokoliine gére MD simulasyon 10 ns
uzunlugunda susuz olarak vakum ortaminda gerceklestirildi. Bu protokole gére 6nce 5,000
adimhk dik inis algoritmasina (Steepest Descent) gére minimizasyon daha sonra 25,000
adimhk dengeleme gerceklestirildi, dengeleme fazinda sicaklik eslestirme algoritmasi olarak

Nose-Hoover tercih edildi. Sicaklik 300K’e ayarlandi.

2.1.2. Protein-Ligand Etkilesimleri
2.1.2.1. Kardiyovaskiiler Sistem Uzerinde Etkili ilaglar ve Bazi Flavonoidlerin IRE1-JNK
Yolag: Uzerindeki IRE1, ASK1 VE JNK1 Proteinleri ile Etkilesimlerinin Molekiiler Kenetleme,

Molekiiler Dinamik ve Serbest Enerji Metoduyla Arastiriimasi
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Bu calismamizda kardiyovaskiler sistem (izerinde etkili olan Statinler, ACE inhibitorleri,
Aritmi ilaglari ve Flavonoidlere ait toplam 43 etken maddenin IRE1, ASK1, JNK enzimleri ile
etkilesimleri ve enzim inhibitorleri ile karsilastiriimalari, molekiiler docking, molekiler

dinamik simiilasyon ve serbest enerji metodlari kullanilarak arastirildi.

Molekiiler Docking (molekiiler kenetleme) hesaplamalari, Autodock4, Autodock Vina,
iIGEMDOCK ve GOLD olmak ulzere dort farkli hesaplama algoritmasi kullanilarak
gerceklestirildi. Her bir ilag grubunda en yiliksek afiniteye sahip molekiil icin Molekiler
Dinamik Simdlasyon islemleri GROMACS 5.1.4, serbest enerji hesaplamalari ise g_mmpbsa
aracl ile MM/PBSA metoduna gore hesaplandi. Molekiiler docking hesaplamalarindan elde
edilen yuksek affiniteli ligandlar icin MM/PBSA (Poisson-Boltzmann surface area) ve

Umbrella 6rnekleme metodlari serbest enerji hesaplamalarinda kullanildi.
2.1.2.1.1. Proteinlerin Yapilandiriimasi

Proteinlerdeki kayip rezidilerin tekrar yapilandirilmasi amaciyla sirayla 4U6R, 4BF2 ve 4QTD
PDB kodlu insan IRE1, ASK1, JNK1 enzimlerinin XRAY kristalografik yapilari protein
databanktan (rcsb.org) temin edilerek homoloji modellemeleri yapildi (Chaikuad vd., 2014;
Harrington vd., 2015; Singh vd., 2013). 4U6R kodlu IRE1 proteininde loop bolgelerinde kayip
residiler olmadigi icin homoloji modellemeye gerek duyulmadi. IRE1’den sitoplazmik ken
domaini gikarilarak sadece kinaz domaini birakildi. 4BF2 kodlu ASK1 proteininde 714-723 ve
831-836. residileri ile 4QTD kodlu JNK1 proteininde 176-178. kayip residileri MODELLER

programi kullanilarak eklendi.

MODELLER programinda ASK1 (4bf2) proteini referans alinarak uniprot Q99683 kodlu insan
ASK1 aminoasit sekansina gére homoloji modelleme gergeklestirildi. INK1 (4qtd) proteini ise
Uniprot P45983 (The UniProt Consortium, 2017) kodlu insan aminoasit sekansina gore
modellendi. Elde edilen her bir yapi icin 50 model icinden en iyi skora (z-skor) sahip model

tercih edildi.
2.1.2.1.2. Calismada Kullanilan Etken Maddeler

Calismada kullanilan etken maddeler 4 grup altinda toplandi. ilaglarin 2 boyutlu yapi dosyalari
sdf formatinda insan Metabolom Veri Tabanindan (http://www.hmdb.ca) temin edildi
(Wishart vd., 2018). Veri tabaninda bulunmayan etken maddeler ve dogal inhibitorler

Pubchem’den alindi (S. Kim vd., 2016). Bu etken maddeler Tablo 1-5’te gosterildi.
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Tablo 1. Flavonoidlerin HMDB kodu, kimyasal formll, molektl agirliklari ve iki boyutlu

gorunimi
Molekuler
Kimyasal Iki boyutlu
Gruplar Molekiil ismi HMDB ID agirhg
Formdald yapisl
(8/mol)
Apigenin HMDB02124 C15H1005  270.2369
Catechin HMDB02780 C15H1406  290.2681 "
L
Chrysin HMDB36619 ~ C15H1004  254.2375 (1.
Daidzein HMDB03312 C15H1004  254.241 iy
Epicatechin  HMDBO1871  C15H1406  290.2681 '\ - -
_ Genistein HMDB03217 C15H1005  270.24 ey
.
5
‘© ey
§ Hesperetin HMDB05782 C16H1406 302.2788 e
T
Kaempferol ~HMDBO05801 C15H1006  286.2363 )
Luteolin HMDBO05800 C15H1006  286.2363
Naringenin ~ HMDB02670 ~ C15H1205 2722528 “(rr"
P
Norizalpinin ~ HMDB29521 ~ C15H1005  270.2369 1 i’
Quercetin  HMDB05794 C15H1007  302.2357 i
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Taxifolin

PubChem
CID:439533

C15H1207 304.254

Tablo 2. Statinlerin HMDB kodu, kimyasal formili, molekil agirhklari ve iki boyutlu

gorunimu
Molekiiler
Kimyasal )
Gruplar Molekilismi  HMDB ID agirhg Iki boyutlu yapisi
Formuli
(/mol)
Atorvastatin HMDB05006  C33H35FN205 558.6398
PubChem
Cerivastatin C26H34FNO5 459.558
CID: 446156
Fluvastatin HMDB15227  C24H26FNO4 411.4659 -
5 Lovastatin HMDB14372  C24H3605 404.5396 N
X2
':—_6 s o Yo
&
Q.
Pitavastatin ~ HMDB41991  C25H24FNO4 421.4608
Pravastatin HMDB05022 C23H3607 424.5277
Rosuvastatin HMDB15230 C22H28FN306S 481.538
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Simvastatin

HMDB14779

C25H3805

418.5662

e

Lo

»z'/\HL‘i . g
do, 2] -
N

Tablo 3. Ace inhibitorlerilerinin HMDB kodu, kimyasal formli, molekdl agirliklari ve iki
boyutlu gérinimi

Molekdil Kimyasal Molekiiler ki
Gruplar . . HMDB ID y" . agirhg boyutlu
ismi Formali
(g/mol) yapisl
Benazepril HMDB14682 C24H28N205  424.4895
. PubChem
Captopril CID: 44093 C9H15N03S 217.283
Cilazapril HMDB15433 C22H31N305 417.4986
Enalapril HMDB14722 C20H28N205 376.4467 LR
Fosinopril HMDB14635 C30H46NO7P  563.6625
E
:§
2 imidapril HMDB41907  C20H27N306  405.4449
C
.g |
< et
Lisinopril HMDB01938 C21H31N305 405.4879 o
[
Perindoprii HMDB14928  C19H32N205 368.4678
‘j'“ e
Quinapril HMDB15019 C25H30N205 438.5161 ]{
9]
Ramipril HMDB14324 C23H32N205 416.5106
Trandolapril HMDB14660  C24H34N205  430.5372
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PubChem

Zofenopril

CID: 92400

C22H23N0O4S2 429.549

Tablo 4. Antiaritmik ilaglarin HMDB kodu, kimyasal formili, molekdl agirliklari ve iki
boyutlu gérinimi

Kimyasal Molekiile iki boyutlu
Gruplar  Molekiilismi ~ HMDB ID yasa r agirlig y
Formdld yapisi
(g/mol)
Amiodarone HMDB15250 C25H29I12NO3 645.3116
Diltiazem HMDB14487 C22H26N204S 414.518
Flecainide HMDB15326 C17H20F6N203 414.3427 : ,{
Lidocaine HMDB14426  C14H22N20 2343373 -
Ly
‘ -
Metoprolol HMDB01932 C16H21NO2 259.3434 &
5
O
= L
x
£ Procainamide HMDB15169 C13H21N30 235.3253 '
& Y
IS
<
e
Propafenone  HMDB15313 C21H27NO3 341.444 e
)
94
Propranolol HMDB01849 C16H21NO2 259.3434 [J.f_
-t
e
Quinidine HMDB15044 C20H24N202 324.4168 "
Sotalol HMDB14632 C12H20N203S 272.364 *“
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Verapamil HMDB14799

C27H38N204

454.6016

Tablo 5. Enzim inhibitérlerinin PubChem CID kodu, kimyasal formiilii, molekdil agirliklari ve
iki boyutlu gérinimi

.. . PubChem Kimyasal Moulekljle iki boyutlu
Gruplar  Molekiil ismi D Eormilii r agirhig ADIs|
(g/mol)  YP
4u8C 12934390 C11H804 204.181
E GSK2850163 73291790 C24H29CI2N30 446.416
STF-083010 6537512 C15H11NO3S2 317.377
5 MSC_2032964A 25214468 C16H13F3N60O 362.316
:
£
<
£
£ £ noom 5522952  C19H13NO4 319.316
S <
Staurosporine 44259 C28H26N403 466.541
INK_Inhibitor_V 11422035 C20H16N6S 372.45
—
4
<
SCH772984 24866313 C33H33N902 587.688
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SP600125 8515 C14H8N20 220.231

2.1.2.1.3. Molekiiler Kenetleme (Docking)

Yukarida belirtilen 43 etken madde ve proteinlerin dogal inhibitorlerinin affinitelerinin
hesaplamasinda 4 farkli molekiler kenetleme algoritmasi kullanildi. Molekiler kenetleme
oncesi tim etken madde ve inhibitorlerin enerji minimizasyonu Open Babel yazilimi ile
gerceklestirildi (O’Boyle vd., 2011). Enerji minimizasyon algoritmasi olarak “Ghemical” tercih
edildi. Her bir molekdil i¢in 50,000 adim minimizayon islemi gergeklestirildi ve daha sonra

molekdller mol2 formatinda kaydedilerek molekiler kenetleme islemine gegildi.

Autodock Vina ile yapilan hesaplamada islemlerin otomatik yiritilmesi icin pyrx yazihimi
kulanildi (Dallakyan & Olson, 2015; Trott & Olson, 2010). Bunun icin “Vina Wizard”
sekmesinde Vina ¢alistirma modu olarak “lokal “ segmenti, IRE1 (4u6r), ASK1 (4bf2) ve JNK1
(4qtd) proteinleri ayri ayri secildi (Chaikuad vd., 2014; Credle vd., 2005; Singh vd., 2013). Her
protein igin molekiller ayri ayri yiklenerek hesaplama islemine gegildi. Hesaplama isleminde
“Exhaustiveness” 40 olarak ayarlandi. IRE1 ve ASK1’in Grid hacmi 17, JNK1’in ise 20 A3

(Angstrom kiip) olarak ayarlanarak proteinlerin katalitik merkezi hedeflendi.

Autodock4 ile yapilan hesaplamada pyrx uygulamasinda her protein icin “Autodock Wizard”
sekmesi secilerek autogrid sekmesine gegcildi. Proteinlerin katalitik merkezi hedeflenip grid
boslugu 0,375 A olarak ayarlandi. Daha sonra Autodock sekmesine gegilerek Lamarckian
Genetik Algoritmasi (GA) secilerek ylrGtme sayisi 10, tekil poplilasyon sayisi ise 150 olarak
belirlendi. Maksimum enerji degerlendirme sayisi 250,000, maksimum jenerasyon sayisl

27,000, atlama orani 0,8 olarak ayarlandi (Morris vd., 2009).

iIGEMDOCK v2.1 ile yapilan hesaplamada protein segilip ligand baglama bdlgesinin hazirla
butonuna basilarak protein ligand etkilesiminin hesaplanacagl alan belirlendi. Baglanma
bolgesi boyutu 8 A olarak ayarlandi. “Generic Evolutionary Method” (GE) ile popilasyon
boyutu 200, jenerasyon 80 ve ¢6ziim sayisi 3 olarak komutlandi. Her bir protein i¢in minimize
edilmis tim etken maddeler ve inhibitorler segilerek hesaplamalari yapildi (Hsu, Chen, Lin, &

Yang, 2011).
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GOLD v5 ile yapilan kenetleme hesaplamalarinda Hermes yazilimi iginde yer alan “GOLD
Docking Wizard” araci calistirilarak 6nce protein secildi, hidrojen ekle butonu ile proteine
hidrojen eklenmesi saglandi. Su molekilleri ve diger rezidli disi atomlar silindi. Ligand
ekstrakte edilerek baglanma bolgesinin otomatik tanimlanmasi, “Cavity Detection” kutusu
isaretlenerek yazihmin proteinin katalitik merkezini ve boyutunu otomatik tanimlamasi ve
proteinin tamamen rijid yapida olmasi tercih edildi. Daha dnce minimize edilen ligandlar
eklenerek uygunluk fonksiyonu olarak farkh dogrulama test setlerine gére hem poz tahmini
hem de sanal tarama deneyleri icin en yiksek ortalama basari oranlarini vermesi nedeniyle
“CHEMPLP” (Piecewise Linear Potential) secildi. Ligand esnekligi “Full Flexible” olarak tercih
edildi. Genetik algoritma parametreleri varsayilan olarak secilerek hesaplama yapildi (Jones,

Willett, Glen, Leach, & Taylor, 1997).
2.1.2.1.4. MD Simiilasyon icin Etken Maddelerin Topolojilerinin Olusturulmasi

Daha o6nce GOLD molekiiler kenetleme  vyazilimi ile elde edilen protein-ligand
komplekslerinden ligandlar Chimera yazilimi ile ekstrakte edildi (Jones vd., 1997; Pettersen
vd., 2004). Chimera yazilim araci olan Dock-Prep ile hidrojen eklenerek ligandlar nétralize
edildi. Bag hatalarina karsi Steepest Descent algoritmasina gdére minimizasyon yapild.
Molekiller mol2 formatinda kaydedildikten sonra ACPYPE ligand topoloji olusturma yazilimi
ile AMBER kuvvet alanina uygun olarak ligand topolojileri elde edildi. ACPYPE yazilimi Sousa
da Silva & Vranken tarafindan gelistirilen Ambertools yazilim paketi icindeki yari ampirik sqm
araci ile QM olarak organik molekiillerin topolojileri hesaplandi (Sousa da Silva & Vranken,
2012). ACPYPE.py moduliinin galismasi igin ligandin toplam yiikiiniin “0” olmasi ve bag
hatalarina karsi enerji minimizasyonu gerekmektedir ancak ¢alismamasi durumunda PDB
formatinda kaydedilip Antechamber araci ile mol2 formatina donistirulerek tekrar denenir.
Notralizasyon hatasi durumlari genellikle N'un 4 bag yapiyor gibi gorlinip H atomu

baglamasindan kaynaklanmaktadir.
2.1.2.1.5. Enzim Ligand Komplekslerinin MD Simiilasyonu

Tim simlasyonlar periyodik sinir kosullarinda (PBC) GROMACS 5.1.4 yazilimiile "Leap Frog"
entegrasyonu kullanilarak 2 fs zaman adimi ile gergeklestirildi. Sistem "Rhombic
Dodecahedron" bigiminde, protein-ligand kompleksinin kosesi ve kiip uzakligi 1 nm olacak

sekilde “TIP3P” su modeli kullanilarak hazirlandi. Sistem 0,15 mM Na-Cl ile nétralize edildi.

MD simulasyonu 4 asamada gerceklesti. Bu asamalar enerji minimizasyonu, NVT, NPT ve MD
tretim kisimlarindan meydana gelmektedir. ilk asamada 50,000 adim Steepest Descent

algoritmasina gore enerji minimizasyonu yapildi. Maksimum kuvvet farki 10 kj/mol/nm
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olarak uygulandi. NVT asamasinda LINCS kisitlama algoritmasi ile 1,000 kj/mol kuvvetinde
tim baglar ve atomik pozisyonlar sabitlenerek 300 ps simiilasyon 2 fs aralikh olarak
gerceklestirildi. Basing Eslestirme Algoritmasi off olarak ayarlandi. NPT asamasinda LINCS
Kisitlama Algortimasi ile sadece baglar sabitlendi, atomik pozisyonlar serbest birakildi. Cut-
off semasi olarak Verlet, sicaklik eslestirme algoritmasi olarak Nose-Hoover algoritmasi
kullanildi ve sicaklik 300 K’e ayarlandi. Basing eslestirme algoritmasi olarak izotermal
sikistirilabilirlige sahip Perinello-Rahman algoritmasi tercih edildi ve basing 1 atmosefere
ayarlandi. NPT asamasindan farkli olarak kisitlama algoritmasi kaldirildi ve 50 ns’lik Molekiiler
Dinamik Simulasyon gerceklestirildi. Genis aralikh elektrostatik algoritma olarak “Particle-
mesh-Ewald” kullanildi. Van Der Waals ve kisa siireli elektrostatik etkilesimler ise 10 A'da

kesildi.
2.1.2.1.6. Enzim Ligand Komplekslerinin Serbest Enerji Hesaplamalari

Enzim ligand etkilesimlerinin serbest enerijileri kalitatif olarak MM/PBSA ve kantitatif olarak

da Umbrella 6rnekleme metodlarina gére hesaplandi.
2.1.2.1.6.1. ICs¢’den AG’ye Déniisiim Hesaplamalari

Serbest enerji hesaplamalarinda yarismali enzim inhibisyonunun 1Cso degerlerinin AG’ye
donlisimi igin Geschwindner ve arkadaslari tarafindan daha 6nce bahsedilmis olan Ki degeri
ICso degeri ile esit varsayillarak AG=RT In ICso formilasyonuna goére hesaplamalari
gerceklestirildi (Geschwindner, Ulander, & Johansson, 2015). Denklemde R; gaz sabiti=
1.9872036(11) x1072 kcal K*mol™, T; kelvin cinsinden sicaklik, In; e tabaninda logaritma, 1Cso;

maksimal inhibitér konsantrasyonunun yarisini simgelemektedir.
2.1.2.1.6.2. MM/PBSA Ydntemi ile Serbest Enerji Hesaplamalari

Her bir ilag grubunda en yiiksek affiniteye sahip molekil icin Kumari ve ark. tarafindan
gelistirilen, GROMACS ve APBS paketlerinden gerekli tiim alt yordamlari iceren g_mmpbsa
araci ile MD similasyon sistemi tizerinde Molekiiler Mekanik Poisson Boltzmann Yiizey Alani
(MM/PBSA) yontemi kullanilarak MD yoriingesinin enstantanelerinden gerceklestirilen
baglanma serbest enerji hesaplamalari End Point olarak gerceklestirildi (Kumari, Kumar,
Lynn, & Lynn, 2014). Baglanma serbest enerjileri, entropik katkiyi da icerecek sekilde 50 ns’lik
Tim Atomik MD similasyonlarin son 10 ns’si baz alinarak 100 ps araliklarla toplam 100
enstantane gorintist  hesaplanarak analiz edildi. MM/PBSA hesaplamalarinda,
desolvasyonun kutupsal bileseni, PB modelleriyle hesaplandi. Izgara boyutu 0,5 A'ya

ayarlandi. PB hesaplamasinda kullanilan proteinlerin  kismi yikleri, kuvvet alani
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parametrelerinden alindi. Vakum elektrostatik hesaplamada ¢oziinen dielektrik sabiti 1,
vakum elektrostatik hesaplamada ¢ozlici dielektrik sabiti ise 80 olarak ayarlandi. Polar
olmayan katkinin tahmin edilmesi igin Cozlci-Erisilebilir Ylzey Alani (SASA) segcildi.

G_mmpbsa serbest enerji hesabi; vdW, elektrostatik, polar ve apolar enerjiler de dahil olmak

Uzere birkag enerji bilesenini icermektedir. Gkompleks, protein-ligand kompleksinin,
Gprotein V€ Gligand ise sirasiyla ayrigtirilan protein ve ligandin toplam enerjisidir. Her bir

Giompleks, Gprotein Ve Giigand'In serbest enerjisi su sekilde hesaplanir: Giompieks = <Ewmm> +
<Gsolvasyon™- Emm, Vakum ortaminda ortalama molekiiler mekanigin potansiyel enerjisinin temsilidir
ve Gsonasyon, SOIVasyonun serbest enerjisidir. Molekiler mekanigin potansiyel enerjisi vakum
ortaminda Emm = Evagii + Ebagh oimayan = Ebagn + (Evaw + Eelex) formliiyle hesaplanir. Enaz formiili bag,
acl, dihedral ve hatali etkilesimlerden olusan baglanma etkilesimlerini, Epagi omayan, Sirasiyla
Coulomb ve Lennard-Jones (LJ) potansiyel fonksiyonlari kullanilarak modellenen elektrostatik
(Eelec) ve Van Der Waals (EvdW) etkilesimlerini icermektedir. Solvasyonun serbest enerijisi
(Gsonvasyon), elektrostatik solvatsiz serbest enerjinin (Gpoer) Ve apolar solvasyon serbest enerjisinin
(Gronpotar) toplami olarak belirlenir (Gsowation = Gpolar + Gronpolar). Gpolar V€ Gronpolar, SIFasiyla serbest
¢ozlinme enerijisine karsi elektrostatik ve elektrostatik olmayan katkilardir. Ggoiar, Poisson —
Boltzmann (PB) denklemi ve Coziicu Erisilebilir Yizey Alani (SASA) ¢oziilerek belirlenir (Sousa

da Silva & Vranken, 2012). Baglanma serbest enerjisi asagidaki denklemlere dayanarak

hesaplanir.
AGbaélanma = Gkompleks - (Gprotein + Gligand)
AEIVIM = AEElektrostal‘ik'I- AEvdW

AGBaélanma, s = AH-TAS = AEI\/IM + AGBaglanma, solv TAS

AGBaglanma, solv = AG;oolar + AGnon—polar

2.1.2.1.6.3. Yonlendirmeli Molekiiler Dinamik Simiilasyon (Steered Molecular Dynamic

Simulation)

Yonlendirmeli molekiler dinamik similasyonlar (SMD), serbest enerji degisimlerini
hesaplamak icin kullanilan yéntemlerden biridir. SMD, molekiler dinamik simtlasyon
uygulanan sistemin yapisinda bir degisiklige neden olmak icin ¢cekme kuvveti kullanir. Bu
yontemde belirlenmis atomlar belirli bir koordinatta hareket ettirilerek 6rneklenebilir.
Teorik olarak, similasyon sirasinda degisim kendilig§inden olusabilir ancak bunun

gozlenebilmesi icin ¢ok uzun sire beklemek zorunda kalinabilir. SMD ydntemi, sistem
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enerjisinin nasil degistiginin anlasilmasi icin islemi hizlandirmaktadir. Atom gruplarina
kuvvet uygulandiginda ve bir koordinat boyunca hareket olustugunda, sistemin potansiyel
enerjisi hesaplanir. Hesaplamalarda Ortalama Kuvvet Potansiyeli (PMF), serbest enerji

degisimini gostermektedir (Isralewitz, Gao, & Schulten, 2001).

2.1.2.1.6.3.1. Molekiilleri Proteinden Cekme islemi

Proteinler ile etkilesime giren molekdller onlari ya inhibe etmekte ya da kofakt6r gorevi
gorerek aktivitelerini arttirmaktadir. Molekiler dinamik similasyonla bu sirecin mili
saniyeler icinde gerceklesmesi ve belirli bir enerji bariyerini asmasinin goézlenmesi ¢ok
yliksek hesaplama maliyeti gerektirmektedir. Bu duruma alternatif olarak proteinin aktif
merkezine yerlestirilmis bir molekiile bir itme kuvveti uygulayarak cekmek, benzer serbest
enerji farkinin olusmasina katki saglamaktadir. Bu cekme isleminde molekiilin merkezden

uzaklastirilmasinin dogal yapisina uygun olmasi icin harmonik potansiyel kullanilmaktadir.

Calismamizda Molekiiler Kenetleme (docking) hesaplamalarindan her protein icin elde
edilen yuksek affiniteli 5 etken madde (IRE1 i¢cin Amiodarone, Atorvastatin, Norizalpinin,
Propafenone ve Zofenopril; ASK1 icin Amiodarone, Atorvastatin, Pitavastatin, Chrysin ve
Fosinopril; JNK1 icin Amiodarone, Atorvastatin, Pitavastatin, Luteolin ve Fosinopril) ve
kinaz inhibitériniin (IRE1 igin Siilfanomid; ASK1 icin Staurosporine; JNK1 icin SCH772984
ve SP600125) IRE1, ASK1, JNK1 protein komplekleri Gizerinde Yonlendirmeli Molekiler
Dinamik Simulasyon islemi gergeklestirildi. Bu islem igin tiim ligand molekdllerinin topolojik
parametreleri yari kantitatif Anthechamber yazilim araci ile elde edildi. Sistem igin
Amber99SB-ildn kuvvet alani, TIP3P su modeli ile beraber kullanildi. 50,000 adim Steepest
Descent enerji minimizasyonunu takiben 300 ps NVT, 1,000 ps NPT similasyonu
gerceklestirildi. Sistem denge konumuna getirildikten sonra 800 ps’lik Yonlendirmeli
Molekiiler Dinamik Similasyonu (SMD) vyapildi. Molekilleri, proteinlerin katalitik
merkezinden uzaklastirmak amaciyla 500 kj mol™® nm kuvvet uygulayarak 5 nm/ns hizda
Harmonik Bias Kuvveti uygulandi. Sekil 28’de molekiilleri proteinden cekme islemine 6rnek
olarak Norizalpinin IRE1 proteininin kinaz domaininin aktif merkezinden ¢ekilmesinin anlik

gorlintlsl gosterildi. Agik ve koyu mavi noktalar Na ve Cl iyonlarini géstermektedir.
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Sekil 28. IRE1 katalitik merkezindeki Norizal pinin ¢ekilme gorintist.

2.1.2.1.6.4. Umbrella Ornekleme Yontemi ile Serbest Enerji Hesaplamalari

Klasik MD similasyonu kullanilarak iki molekiliin ayrismasinin anlasiimasi hesaplama
acisindan zaman alan bir islemdir. Yonlendirmeli Molekiler Dinamik (SMD)
Similasyonlarinda bu islemi hizlandirmak igin bir dis kuvvet uygulanmaktadir. SMD
similasyonlari, cesitli sistemlerde basariyla uygulanmistir (Park & Schulten, 2004). Diger
yontem Kumar ve arkadaslari tarafindan onerilen Agirliklandiriimis Histogram Analiz
Yontemi (WHAM) 'dir (Kumar vd., 1992). Son yillarda, WHAM yontemi, ligand baglanma
serbest enerjisini hesaplamak icin etkili bir sekilde uygulanmaktadir (Hub, de Groot, & van
der Spoel, 2010; John D. Chodera, William C. Swope, Jed W. Pitera, Chaok Seok, & Dill]|,
2006). Bu arastirmada acik ¢Oziici (Explicit solvent) icinde reseptor ve ligand iliskisini
irdelemek icin reseptér ve ligand atomlari Gzerinde Harmonik Mesafe Kisitlama
Algoritmasina dayali bir dizi Umbrella Ornekleme Simiilasyonlari gerceklestirildi. GOLD ile
gerceklestirilen molekiiler kenetleme hesaplamalarindan elde edilen protein ligand
kompleksleri, SMD veya kitle merkezi (COM) ¢cekme similasyonu igin kullanildi. Kutunun
boyutlari, uzay dizleminde y yoniinde ¢ekise uyum saglamak igin yeterli alan saglamak
Uzere degistirildi. Tim SMD similasyonlari, ff99SB-ildn (Lindorff-Larsen vd., 2010) kuvvet
alani parametreleri kullanilarak GROMACS 5.1.4 (Pronk vd., 2013) 'te gergeklestirildi.
Cekme similasyonundan once, her sistemin MD simiilasyonu yapilarak NVT ve NPT
gruplarinda 300 ve 1,000ps'lik similasyonlar gerceklestirilerek sistem dengeye getirildi.
Segcilen ligandi proteinden uzaklastirmak icin kiitle merkezleri belirlenerek (Center of Mass,
COM) Cekme Similasyonu gerceklestirildi. Her sistem icin COM ¢ekme similasyon siresi,
referans grubu ile ¢ekilen grup arasindaki hedef ¢cekme mesafesine bagl olarak 800 ps
stirdii. Tim similasyonlar i¢in 500 kJ mol™ nm2 harmonik kuvvet sabiti ve 0.005 nm/ps
¢cekme hizi kullanildi. Tim reaksiyon koordinati boyunca 0,2 nm aralilikh ortalama 20-25

Umbrella penceresi lizerinde her pencere icin 10 ns’lik MD similasyonlari yapildi. Her bir
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ornekleme pencerelerinden elde edilen “Biased” olasilik dagilimlari ortalama kuvvet
potansiyelini (Potential of Mean Force) vermek icin daha 6nce Hub ve arkadaslari
tarafindan da kullanilan Agirlikli Histogram Analizi yontemi (WHAM) kullanilarak kombine
edildi (Hub vd., 2010). istatistiksel hatanin dogru hesaplanabilmesi icin “Bootstrapping”
100 olarak ayarlandi. Her bir reseptor-ligand kompleksi icin iki Umbrella Ornekleme
Similasyonu yapildi ve hesaplanan PMF'deki istatistiksel belirsizlikler iki grubun Umbrella
Ornekleme Simiilasyonundan elde edilen sonuglarin standart sapmasi ile belirlendi. Tek bir

reseptor-ligand kompleksinin PMF'sini hesaplamak icin kullanilan toplam simiilasyon siresi

~0,6-1 us'dir.

BOLUM llI
3.1 Bulgular

3.1.1. Protein- Protein Etkilesimleri
3.1.1.1. CG-MM/PBSA Kiibik Eksende Oryantasyon Simiilasyonlari
3.1.1.1.1. Test Seti

Yapilan 5’er ps’lik MD similasyonlar ve iki bagimsiz tekrarlarindan sonra her oryantasyon igin
baglanma paternleri olustu (Sekil 29). Baglanma sekli protein kompleksinin kararhhg
hakkinda bilgi vermediginden similasyon boyunca gerceklesen serbest enerji degisimi
MM/PBSA metodolojisine gére hesaplandi. Olusan paternler ve serbest enerji degisimleri
protein komplekslerinin dogal formlari ile karsilastirilarak analiz edildi. Yapilan analizlerin
sonucunda 2HD5 ,1MIM ve 3QML pdb kodlu protein komplekslerinin dogal formlarinin en
diistk serbest enerjiye sahip oldugu, her bir oryantasyonun similasyonu sonunda ise dogal
forma yakin konformasyona sahip olan oryantasyonun dogal forma yakinlik derecesine gore
distuk serbest enerjilerine sahip oldugu gozlendi. 2MWS kodlu protein kompleksinin dogal
formunun CG simuilasyonu sonunda hesaplanan serbest eneriji, beklentinin disinda kalarak
diger oryantasyonlarin serbest enerjileri ile benzer diizeyde oldugu hesaplandi. Tim
similasyonlarin serbest enerjileri incelendiginde dogal formlarin serbest enerjilerinin 2,000
kj/mol’tin altinda oldugu, dogal forma yakin 1. oryantasyonun da benzer enerji diizeyine

sahip olmasi nedeniyle 2,000 kj/mol esik deger olarak kabul edilerek grafiklerde kirmizi gizgi

ile belirtildi.
3.1.1.1.1.1. Ddil Ubikuitin Benzeri (UBL) Domaini-Ubikuitin Kompleksi (2MWS)
3.1.1.1.1.1.1. Molekiiler Dinamik Simiilasyon

Proteinler 2mws b alt domainine gore hizalandiginda oryantasyonlarinin 5 ps’lik simtilasyonu

sonunda a alt domainlerinin birbirine goére durumlarn Sekil 29'da gosterildi. CG-MD
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simiilasyonunda dogal formun 5 us’lik similasyonu sonunda belirgin konformasyonel
degisim gozlenmezken, 5 A uzaklikta yerlestirilmis olan 1. oryantasyonun dogal form
konformasyonu ile uyumlu olmadigi gbzlendi. Bunun yaninda 1. oryantasyona gore 90° aciyla
farkl konumlandiriimis 4. oryantasyonun 5 ps CG-MD simiilasyon sonunda dogal forma ¢ok
yakin sekilde etkilesime girdigi gozlendi. 3, 5. ve 6. oryantasyonda Sekil.29’daki protein
konumlari, proteinlerin daha net goriinebilmesi icin dogal forma gore x ekseninde 90°
dondirilda. Dogal formun 5 ps’lik similasyonu sonrasinda, son ve ilk yapi arasindaki RMSD
degeri Dali Serverda (Holm & Laakso, 2016) 3,4 A olarak hesaplandi. Diger oryantasyonlarin
RMSD degerleri, iri taneden tim atomik yapiya geciste Charmm-GUI server kullandi ancak

donlisiim esnasinda olusan rezidiel farkhliklar nedeniyle net olarak hesap edilemedi.

2.0ryantasyon

4.0ryantasyon 5.0ryantasyon 6.0ryantasyon

Dogal Form (RMSD: 3.4)
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Sekil 29. Ddil ubikuitin benzeri (UBL) domaini-Ubikuitin kompleksinin 5 ys’lik CG-MD
simiilasyonu sonunda olusan baglanma paternleri

3.1.1.1.1.1.2. Serbest Enerji Hesaplamalari

Ddi1 ubikuitin benzeri (UBL) domaini-Ubikuitin kompleksinin kiibik oryantasyonlarinin 5 ps’lik
CG-MD simiilasyonu ve iki bagimsiz tekrari sonunda protein etkilesimlerinin simtlasyon
boyunca MM/PBSA serbest enerji degisimleri hesaplandi. Tum oryantasyonlar ve dogal
formun 5 ps boyunca gerceklestirdigi serbest enerji degisimi incelendiginde 2,000 kj/mol
degerinin altina inmedigi ve enerji degisiminin dogal form da dahil olmak tzere genellikle

1,000-1,500 kj/mol degerlerinde seyrettigi gozlendi [Grafik 3].
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2MWS Kiibik Oryantasyonlarinin 5us Boyunca MM/PBSA Serbest Enerji Degisimi
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Grafik 3. Ddil ubikuitin benzeri (UBL) domaini-Ubikuitin kompleksinin 5 ps’lik CG-MD
simulasyonu sonunda MM/PBSA serbest enerji degisimleri
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Grafik 4. 2MWS oryantasyonlarinin son 1 ps’deki ortalama toplam mm/pbsa serbest enerji
degisimi

2MWS kibik oryantasyon similasyonlarinin son 1 us’si incelendiginde herhangi bir
oryantasyon ve dogal formun serbest enerjisinde belirgin bir ayrisma gozlenmedi [Grafik 4].
Ubikuitin dimerlerini igeren 2PE9, 2PEA, 2XK5, 3M3J, 5KHY, 1AAR, 3AUL, 3NS8, 2MBO, 2MBQ
ve 2MWS arasinda baglanma konformasyonu bakimindan uyum géstermemesi ubikuitinin
¢oklu baglanma bolgesine sahip oldugunu sergilediginden bu ¢calismada da oryantasyonlarin
similasyonu sonunda serbest enerji farklari hesaplandiginda aralarinda belirgin bir fark
gozlenemedi. Bunun disinda protein dimerlerinin kiiglik boyutta olmasi da yeterli Yiizey Alani

Etkilesimi (VdW) nin olmamasinin etken olabilecegi sonucuna varildi.

3.1.1.1.1.2. Ubikuitin-USP2 Kompleksi (2HD5)
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Ubikuitin-USP2 kompleksinin 5 A ve 15 A mesafede yerlestirilmis 6 farkli kiibik
oryantasyonlari ve dogal formunun 5 ps’lik similasyonu ve MM/PBSA serbest eneriji

hesaplamalari iki bagimsiz tekrarla beraber gergeklestirildi.
3.1.1.1.1.2.1. Molekiiler Dinamik Simiilasyon

Ubikuitin-USP2 kompleksinin 5 A ve 15 A mesafede vyerlestiriimis 6 farkli kiibik
oryantasyonlari ve dogal formunun 5 ps’lik simiilasyonu sonunda baglanma paternleri olustu,
baglanmanin gerceklesmemesi durumunda ise similasyon tekrarlandi. 5 A mesafede
yerlestirilen 1. oryantasyon ile dogal yapi kiyaslandiginda 2.7 A RMSD, 15 A mesafede ise 4.4
A luk RMSD sapmasi olusturdugu belirlendi [Sekil 30,31].

=

5
R i

1.0ryantasyon (RMSD :2.7) 2.0ryantasyon 3.0ryantasyon

p

5.0ryantasyon 6.0ryantasyon

Dogal Form (RMSD: 2.9)

sekil 30. Ortalama 5 A mesafede yerlestirilmis Ubikuitin-USP2 kompleksi oryantasyonlarin
simiilasyonu sonucu olusan baglanma paternleri

Sekil 30’da 2.,3. ve 6. oryantasyon proteinleri daha net goriinebilmesi i¢in x eksenine gore
90° donddrildi. 1. oryantasyon disindaki diger oryantasyonlarda konformasyonel benzerlik

olusmadigindan RMSD degerleri hesaplanamadi. Dogal formun 2.9 olan RMSD degerinin 1.
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oryantasyondan (RMSD:2.7) daha yiksek ¢ikmis olmasinin nedeninin 1. oryantasyonda iri
taneden tim atomik vyapiya donidsim sirasinda olusan rezidiel farkhliklardan

kaynaklanabilecegi degerlendirilmesi yapildi.

1.0ryantasyon (RMSD: 4.4) 2.0ryantasyon 3.0ryantasyon

5.0ryantasyon 6.0ryantasyon

Dogal Form (RMSD: 2.9)

sekil 31. Ortalama 15 A mesafede yerlestirilmis Ubikuitin-USP2 kompleksi oryantasyonlarin
simiilasyonu sonucu olusan baglanma paternleri

Sekil 31’de 2. ve 6. oryantasyonlardaki proteinler yukardakine benzer nedenlerle x eksenine
gore 90° dondirildi. 1. oryantasyonda yaklasik 15 A mesafede yerlestirilen ubikuitin,
similasyon sonunda USP2 tarafindan avug ici seklinde kavrar formda igeri cekilerek

konformasyonel benzerlik 4.4 A luk RMSD degerine ulastig belirlendi.

3.1.1.1.1.2.2. Serbest Enerji Hesaplamalari
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Ubikuitin-USP2 kompleksinin 5 A ve 15 A mesafede yerlestirilmis 6 farkh kiibik oryantasyon

ile dogal formun 5 us’lik similasyonu sonunda, hesaplanan dogal formun MM/PBSA serbest

enerji degisimi 3,000 kj/mol iken buna en yakin degerin 1. oryantasyonda yaklasik -2500

kj/mol oldugu gozlendi [Grafik 5].
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2HDS5 Kiibik Oryantasyonlarinin 5us Boyunca MM/PBSA Serbest Enerji Degisimi
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Grafik 5. Ubikuitin-USP2 kompleksinin kiibik oryantasyonlarinin 5 pus boyunca MM/PBSA
serbest enerji degisimleri

5 A mesafede yerlestirilen 1. oryantasyonda ubikuitinin USP2 (izerinde konformasyonel
hareketi 2 us slirdi ve bu siire boyunca serbest enerji degeri strekli azalis gostererek 2,500
kj/mol degerine kadar indi [Grafik 5]. Kalan 3 ps boyunca belirgin bir konformasyonel degisim
gozlenmezken belirgin bir serbest enerji farki olusmadi. 15 A mesafede yerlestirilen 1.
oryantasyonda ubikuitinin USP2 lzerinde avug igine kavrar sekilde konformasyonel hareketi
yine gozlenirken buna karsin serbest enerjide hizli bir distisiin ardindan yatay bir seyir izledigi
gozlendi ve maksimum serbest enerji degisimi 2,000 kj/mol olarak gerceklesti. 5 A mesafede
yerlesimde Son 1 us boyunca toplam MM/PBSA serbest enerji degisimleri incelendiginde 1.
Oryantasyonun belirgin farkla diger oryantasyonlardan daha fazla serbest enerji farki
olusturdugu gozlendi [Grafik 6]. 15 A mesafede yerlesimde ise dnceki kadar olmasa da en

diistk serbest enerji 1. Oryantasyona ait olarak ol¢lldi [Grafik 7].

2HD5 Oryantasyonlarin Ortalama Toplam MM/PBSA Serbest Enerji Degisimi (5A) (Son 1 pys)
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Grafik 6. Ubikuitin-USP2 kompleksinin 5 A mesafede yerlestirilen kiibik oryantasyonlarinin
son 1 us boyunca MM/PBSA serbest enerji degisimleri ortalamasi
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2HD5 Oryantasyonlarin Ortalama Toplam MM/PBSA Serbest Enerji Degisimi (15 A) (Son 1 ps)
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Grafik 7. Ubikuitin-USP2 kompleksinin 15 A mesafede yerlestirilen kiibik oryantasyonlarinin
son 1 us boyunca MM/PBSA serbest enerji degisimleri ortalamasi.

Bu yedi oryantasyonun son 1 ps’leri incelendiginde 5 A ile 15 A mesafede yerlestirilen

ubikuitinin serbest enerijileri arasindaki fark 1,000 kj/mol’a yakin hesaplandi.
3.1.1.1.1.3. Kimerik SDZ CHI621'in Fab Fragmenti (1MIM)

Kimerik SDZ CHI621 Fab dimerinin 5 A mesafede yerlestirilmis 6 farkh kiibik oryantasyon ve
dogal formun 5 ps’lik simtilasyonu ve MM/PBSA serbest enerji hesaplamalari iki bagimsiz

tekrar yapilarak gergeklestirildi.
3.1.1.1.1.3.1. Molekiiler Dinamik Simiilasyon

Kimerik SDZ CHI621 Fab dimerinin 5 A mesafede vyerlestirilmis 6 farkh kiibik
oryantasyonlarinin 5 us’lik iri taneli simulasyonlari ve iki bagimsiz tekrari sonunda cesitli
baglanma paternleri meydana geldi. Dogal formun iri Taneli Simiilasyonu boyunca kismi
konformasyonel degisim meydana gelerek simiilasyon sonunda 5 A RMSD farki meydana
geldi. 5 A mesafede yerlestirilen 1. oryantasyonun 5 ps’lik iri taneli simiilasyonu sonunda
dogal forma yakin bir baglanma paterni olusturdugu goézlendi. iri taneden tiim atomik yapiya
donlisiim sirasinda olusan rezidiel farkhliklar nedeniyle saglikl RMSD degeri hesaplanamadi.
Sekil 32’de goruldigu gibi kirmizi rankle belirtilmis olan domain dogal yapiy! temsil ederken
mavi renkle gosterilen yapinin simiilasyonu sonunda domainin konformasyonel olarak
degismis halini gostermektedir. 1. oryantasyonun dogal yapiya nazaran daha siki kenetlendigi

gozlenirken diger konformasyonlarda zayif bir baglanma gozlendi.
3.1.1.1.1.3.2. Serbest Enerji Hesaplamalari

Kimerik SDZ CHI621'in Fab fragmentinin tim simulasyonlarinin MM/PBSA toplam serbest

enerijileri ayri ayri hesaplandi. Dogal formun en dislik -2862,66 kj/mol enerjiye sahip oldugu
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hesaplanirken diger en disiik deger 1. oryantasyonda -3016 kj/mol olarak hesaplandi. Buna

karsin diger oryantasyonlarda belirgin bir enerji diislisii gézlenmezken 2. oryantasyondan 6.

oryantasyona kadar sirayla en distk degerler -1560.35, -1552.666, -482.186, -838.788 ve -

635.386 kj/mol olarak hesaplandi. Similasyon ve serbest enerji hesaplamalari bagimsiz

olarak tekrarlandiginda sonuglarda énemli degisikliklerin olmadigi gbzlendi. 1. oryantasyon

ve dogal formun tekrar en disilik toplam serbest enerjiye sahip oldugu gézlenmesine karsin

3. tekrarda 2. oryantasyonun -2307 kj/mol ile 1,25 ps’den itibaren yaklasik 1,5 ps’ye kadar

hizli bir dislis gostererek dogal forma yakin serbest enerji degerine yaklastigi belirlendi

[Grafik 8]. Konformasyonel baglanma incelendiginde iki dimerin birbirine paralel amiloid

baglanmalara benzer sekilde baglandig gorulda (Sekil 32). Grafik 9 da gorilecegi gibi son 1

us’deki serbest enerji degisimi en yiiksek 1. Oryantasyonda gozlendi.

4.0ryantasyon

5.0ryantasyon

6.0ryantasyon
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Dogal Form (RMSD: 5) | 2. Oryantasyon (3.Tekrar)

sekil 32. Ortalama 5 A mesafede yerlestirilmis kimerik SDZ CHI621'in Fab fragmenti
dimerinin oryantasyonlarin simiilasyonu sonucu olusan baglanma paternleri

Proteinlerin daha net goriinebilmesi icin 3. ve 4. oryantasyonda sekil 32’deki protein

konumlari dogal forma gore x ekseninde 90° dondirtildi.
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Grafik 8. Kimerik SDZ CHI621'in Fab fragmenti dimerinin kiibik oryantasyonlarinin 5 us
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Grafik 9. Kimerik SDZ CHI621'in Fab fragmenti dimerinin kiibik oryantasyonlarinin son 1 ps
boyunca MM/PBSA serbest enerji degisimleri ortalamasi.
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3.1.1.1.1.4. Sil1-BiP Kompleksi (3QML)

Sil1-BiP kompleksinin 5 A mesafede yerlestirilmis 6 farkli kiibik oryantasyon ve dogal formun
5 us’lik similasyonlari ve MM/PBSA serbest enerji hesaplamalari iki bagimsiz tekrar yapilarak

gerceklestirildi.
3.1.1.1.1.4.1. Molekiiler Dinamik Simiilasyon

Tiim oryantasyonlarin 5 ps’lik MD simlasyonlari sonunda gesitli baglanma paternleri olustu.
Dogal formun RMSD degeri simiilasyon sonunda 2,8 A iken buna en yakin deger 4 A ile 1.
oryantasyonda gozlendi [Sekil 33]. Diger baglanma paternlerinin benzerligi dogal yapidan ¢ok

uzakta oldugundan RMSD degerleri hesaplanamad..
3.1.1.1.1.4.2. Serbest Enerji Hesaplamalari

Tam iri taneli similasyonlarin sonucunda dogal formun toplam MM/PBSA serbest enerijisi
tim oryantasyonlar icinde en distik enerji olan -3246.5 kj/mol olarak hesaplanirken bu
degere en yakin deger olarak 3. tekrarda 1. oryantasyonun toplam MM/PBSA serbest enerijisi
-2959,19 kj/mol olarak bulundu. Bununla birlikte diger oryantasyonlarda genellikle -1500
kj/mol degerinin altina gecilmezken istisnai olarak 2. tekrardaki 2. oryantasyonun -2684
kij/mol en dusuk degere kadar ulastig gozlendi. Yaklasik 2.8 ps’ye kadar -1500 kj/mol
degerlerinde izlerken aniden 100-150 ns icinde -2000 kj/mol degerlerine kadar dramatik bir
dusis meydana gelerek devaminda yavas bir sekilde -2500 kj/mol’e dogru asagi yonli seyri
gozlendi [Grafik 10]. Son 1 ps’deki toplam serbest enerji degisimi incelendiginde en yuksek

toplam serbest enerji degisimi 1. Oryantasyonda gozlendi [Grafik 11].

1.0ryantasyon (RMSD: 4.2) 2.0ryantasyon 3.0ryantasyon
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5.0ryantasyon 6.0ryantasyon

2.0ryantasyon

Dogal Form (RMSD: 2.8) (2. tekrar)

sekil 33. Ortalama 5 A mesafede yerlestirilmis Sil1-Bip kompleksi oryantasyonlarin
similasyonu sonucu olusan baglanma paternleri

Sekil 33’de gri renkli BiP dogal BIP yapisi ile hizalanarak sill proteinlerinin birbirine gére
konumlari gorintilendi. Kirmizi renkli sill dogal yapiyl, mavi renkli sill ise simiilasyon
sonunda olusan paterni gostermektedir. Sari renkli sill dogal formun similasyonu sonucu

konumunu temsil etmektedir. son 1

3QML Kiibik Oryantasyonlarinin 5us Boyunca MM/PBSA Serbest Enerji Degigimi

—— Oryantasyon-1

J\\ —— Oryantasyon-2

B
= b {IiY, ‘ bl —— Oryantasyon-
% -1000 v W Bk a“ ‘\‘ mwm u‘ w‘ w‘ } M,M ‘ ! H vwm m §;%1T:§2§:1n-2
iy -1500-
g J \ M\ |mu Al ﬂ‘ W hn “.u | Anl M \lu ﬂnllhwmmwwmw“ Esik deger
B O i B

_ M
- W | iy M \M\W w M[ M w W WF (ﬁf\l i W W iy

-3000

e 0 1000000 2000000 3000000 4000000 5000000

Zaman (ns)

78



3QML Kiibik Oryantasyonlarinin 5us Boyunca MM/PBSA Serbest Enerji Degisimi
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Grafik 10. Sil1-Bip kompleksinin kibik oryantasyonlarinin 5 us boyunca MM/PBSA serbest
enerji degisimleri
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Grafik 11. Sil1-BiP kompleksinin kiibik oryantasyonlarinin son 1 us boyunca MM/PBSA
serbest enerji degisimleri ortalamasi
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3.1.1.1.1.5. iri Taneli Kiibik Oryantasyon Simiilasyonlarinin ROC Analizi

Dort protein kompleksinin 0, -1000, -1500, -2000, -2500, -3000, -3500 kj/mol olarak
belirlenen esik degerlere gore ROC egrisi cizildiginde Grafik 12 elde edildi. Bu grafige gore
yaklasim igin optimum deger olarak -2000 kj/mol belirlendi. Bu degere gbre F-degeri ve
dogruluk (ACC) 0.88 olarak olglldi. ROC egrisi altinda kalan alanin 6lglisi AUROC yaklasik
degeri ise 0,94 olarak belirlendi. Her protein kompleksi ayri ayri degerlendirildiginde ise
2HD5’in F-degeri: 1.00, dogrulugu (ACC): 1; 3QML’in F-degeri: 0.88, dogrulugu (ACC): 0.9;
1IMIM’in F-degeri: 0.88, dogrulugu (ACC): 0.89; 2MWS’in F-degeri: 0.23, dogrulugu (ACC):
0.48 olarak hesaplandi [Grafik 13].
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Grafik 12. iri taneli kiibik oryantasyon validasyon setinin minimum toplam serbest enerijileri
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Grafik 13. Her Protein Kompleksi Igin Ayri Ayri Roc Degerleri

3.1.1.2. BIP-IRE1 Etkilesiminin iri Taneli (CG) Kiibik ve NBDIIB Eksende Oryantasyon

Simiilasyonlari ve MM/PBSA Serbest Enerji Hesaplamamalari

BiP-IRE1 etkilesimlerinin simiilasyonundan énce 5e84 PDB kodlu BiP proteini tizerindeki eksik
atomlar ve 2HZ6 kodlu IRE1LD’deki kayip rezidiiler yeniden yapilandirildiktan sonra BiP’in
tiim atomik MD simiilasyonu ve konformasyonel analizleri gergeklestirildi. Daha sonra BiP-
IRE1LD etkilesiminin NBDIIB ve kiibik eksenli oryantasyonlarinin 2-5 ps’lik CG simUlasyonlari

gerceklestirildi ve baglanma paternlerinin MM/PBSA serbest enerji degisimleri hesapland..

3.1.1.2.1. BIiP-IRE1LD Oryantasyonlarinin iri Taneli Molekiiler Dinamik Simiilasyonlari
3.1.1.2.1.1. Homoloji Modelleme ve Validasyon

BiP ve IRE1 proteinleri {zerindeki kayip atom ve rezidiiler yeniden yapilandirilarak
similasyona hazir hale getirildi. Ramachandran Plot’a gore residller %99,1 kabul edilebilir,
%94,5 favori bolgede yer aldi [Grafik 14]. Referans yapida ise bu degerler %96,7 kabul
edilebilir, %79,3 favori olarak goésterildi [Tablo 6]. MD simiilasyon’da 6 es BiP (HSPA5)
proteinin yapisal kalitesine gore b zinciri tercih edildi. Eksik residiiye sahip olmadigi icin
homoloji modellemeye gerek duyulmadi. Buna karsin 428, 429, 433, 576, 579 ve 582.
residilerdeki eksik atomlar Dunbrack Rotamer Library ile tamamlandi. Sekil 34A’da
gorilecegi Uzere kirmizi renkli yapi PDB.org’tan temin edilen 2HZ6 kodlu proteini temsil
ederken mavi renkli yapi homoloji modelleme sonrasi elde edilen eksiksiz IRELILD proteinini
temsil etti. Tablo 6 ve 7’de IRE1LD ve BiP’in referans yapilarinin homoloji modelleme sonrasi

olusturulan modeller ile kiyaslamali yapisal analizi gosterildi.
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Sekil 34. A-IRE1LD referans yapi (kirmizi) ve homolojik olarak modellenmis yeni modeli
(mavi) B- IRE1ILD modellenmis ve referans yapinin aminoasit sekansi

Tablo 6. IRE1LD referans yapi ve homoloji modelinin molprobity skoruna goére
karsilastirilmali analizi

REFERANCE STRUCTURE (2Hz6)

HOMOLOGY MODEL OF IRE1 LUMINAL DOMAIN

All-Atom Clashscore, all atoms: 41.95 0.18]
Contacts

Poor rotamers 20| 12.20% 7 2.34%

g Favored rotamers 131 79.88% 278 92.98%

g Ramachandran outliers 8| 3.32% 3] 0.86%

& Ramachandran favored 191 79.25% 329 94.54%

'5 MolProbity score” 3.67 1.22

g CB deviations >0.25A 0 0.00% 2 0.61%

Bad bonds: 0/ 1859 0.00% 0/2824 0.00%

Bad angles: 3/ 2555 0.12% 16/ 3847| 0.42%

Peptide | brolines: 1/14 7.14% 1/21 4.76%
Omegas

Low-resolution |CaBLAM outliers 12 5.24% 1/ 328 0.30%

Criteria CA Geometry outliers 2 0.87% 2/349 0.57%

" MolProbity score combines the clashscore, rotamer, and Ramachandran evaluations into a single score, normalized to be on the same scale as X-ray resolution. Lower is better

Tablo 7. BiP referans yapi ve refine edilmis modeli molprobity skoruna gore karsilastirilmali

analizi
REFERANCE STRUCTURE CHAINS (5E84]
A B c D E F MODEL
All-Atom Contacts Clashscore, all atoms: 3.5 2.98, 3.19 3.73 3.84/ 4.26 0.11
Poor rotamers 18 3.50% 21 4.11% 23 4.50% 20| 3.91% 18 3.53% 20| 3.91% 14| 2.94%
- Favored rotamers 457| 88.74% 450| 88.06% 449| 87.87% 444 86.89% 451) 88.43% 451) 88.26% 432|  90.76%
E Ramachandran outliers 9 1.49% 3 0.50% 6) 0.99% 9 1.49% 6 0.99% 8| 1.32% 5 0.83%
2 Ramachandran favored 566| 93.71% 569| 94.21% 562| 93.05% 561 92.88% 560| 92.72% 564| 93.38% 580| 96.03%
o
£ MolProbity score” 1.97, 1.95 2.05 2.06 2.05 2.09 1.17|
]
§ CB deviations >0.25A 2| 0.36% 0| 0.00% 0| 0.00% 4] 0.72% 0| 0.00% 1 0.18% 2| 0.36%
a
Bad bonds: 7/4777 0.15%| 3/4767 0.06%| 1/4767 0.02%| 4/4767 0.08%| 1/4763 0.02%| 3/4767 0.06% |0/ 4787 0.00%
Bad angles: 10/6446 0.16%| 6/6432 0.09%| 4/6432 0.06%|15 / 6432 0.23%| 4/6428 0.06%| 10/6432 0.16%(28 / 6457 0.43%
Cis Prolines: 1/23 4.35%| 1/23 4.35%| 1/23 4.35%| 1/23 4.35%| 1/23 4.35%| 1/23 4.35%| 1/23 4.35%
Peptide Omegas
Twisted Peptides: 1/605 0.17% 13 2.16%|3/ 605 0.50%|2 / 605 0.33% 13 2.16%|3/ 605 0.50%|2 / 605 0.33%
CaBLAM outliers 15| 2.49% 3 0.50% 14| 2.33% 18 2.99% 3| 0.50% 11 1.83%
Low-r Criteria
CA Geometry outliers 3 0.50% 4 0.66% 4 0.66% 5 0.83%

 MolProbity score combines the clashscore, rotamer, and Ramachandran evaluations into a single score, normalized to be on the same scale as X-ray resolution.

. Lower is better
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Grafik 14. A- IRE1LD’in homoloji modelinin (A) Ramachandran ve (B) QMEAN grafigi

3.1.1.2.1.2. BiP MD Simiilasyonu ve Konformasyonel Analizi

BiP proteininin 100 ns’lik Tim Atomik MD Similasyonu sonucu meydana gelen
konformasyonel degisikliklerin analizi yapildi. Grafik 15’te gorildigi lzere yaklasik 40. ns’de
RMSD degerinin 6 A arttigi ve RMSD degerinin tekrar hizla diistigi gozlendi. Bu degisikligin
nedeni BiP-SBDa domainin yaklasik 90° bikilerek tekrar eski haline gelmesi olarak
yorumlandi. Bu hareket CG simiilasyonlarda ve BiP’in farkh tiim atomik simiilasyonarinda
farkl zaman araliklarinda tekrarlandi. BiP-SBDa domaininde biikiilme meydana geldiginde
113. ve 114. rezidiiler ile 578., 579., 581., 582. rezidiiler arasindaki mesafenin 3 A seviyelerine
kadar distigi ve 113-579., 113-581., 113-578. ve 114-582. residiiler arasinda hidrojen bagi
olustugu gozlendi. Bununla birlikte proteinin toplam konformasyonel RMSD degerinin ise
ortalama 4 A seviyelerinden 10 A seviyelerinin tizerine ciktigi gorildi. RMSD ve 4 farkli
rezidinin GLN 113 ile THR 114 arasi mesafelerinin birbirine gére durumlari grafikte
gosterildiginde BiP’in 100 ns boyunca meydana gelen konformasyonel gegisi belirlendi [Grafik
16]. Grafikte her bir nokta, MD similasyonda 40 ps’lik zaman dilimini ifade etmektedir.
Grafige bakildiginda BiP’in zamanin biyik kismini 1. konformasyonda gecirdigi 2.
konformasyonda ise kisa siireli kaldigi gézlendi. BiP’in 100 ns MD simiilasyonunun MM/PBSA
toplam serbest enerjisi hesaplandiginda VdW enerjisinin bikilme esnasinda hizla distigu
belirlendi. Mesafe, RMSD ve VdW enerjisi beraber Grafik 17’te gosterildiginde BiP’in iki
konformasyonunun disik enerjiye sahip oldugu gorildi. Grafikte mavi alan dislik, kirmizi

alan ise ylksek serbest enerjiyi temsil etmektedir.
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Grafik 15. BiP’in 100 ns boyunca Tiim Atomik MD Simiilasyon’unun RMSD ve mesafe grafigi
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Grafik 16. BiP’in 100 ns boyunca tiim atomik MD simiilasyonunun RMSD-mesafe grafigi
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BIP Serbest Eneriji Yiizeyi
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Grafik 17. BiP proteinin 100 ns boyunca konformasyonel gegisinin serbest enerji yiizey
haritasi

Haritada koyu mavi renkteki iki bélgede disiik enerji gézlenirken bu bélgeler BIP proteinin iki

farkl konformasyonel durumu ile uyumludur.

Sekil 35. Prody’ye gore yapi temelli BiP dinamiginin oklar ile gésterimi

BiP dinamiginin yapi temelli analizi i¢in Prody araci kullanildi (Bakan vd., 2011). Normal Mode
Wizard (NMWiz) araci ile temel bilesen analizinin (PCA) grafiksel gosterimi yapildi. Sekil 35’de

goraldugi Gzere kirmizidan maviye dogru proteinin konformasyonel hareketliligine gére renk
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skalasi olusturularak en hareketli bolgelerde daha uzun oklar ile gésterim gergeklestirildi.

aSBD domaini, BiP’te en ¢ok konformasyonel degisime ugrayan bdlge olarak dikkat ¢ekti.

Sekil 36. BiP-NBD-IIB agik(PDB:3IUC) ve kapali(PDB:6ASY) yapilari hizalandiginda TYR 209
rezidlsliniin konformasyonel degisimi

Sekil 37. BiP NBDIIB agik ve kapali formu hizalandiginda 209-217 arasi rezidiilerin
konformasyonel gériinimi

6ASY kodlu BIP proteinine gére 209-217 arasi rezidiiler hizalandiginda bu rezidiiler arasindaki
RMSD degeri 2,226 A, 28-208 arasi rezidiller hizalandiginda 0,558 A, 218-392 arasi rezidiiler
hizalandiginda ise 0,585 A olarak hesaplandi. Bu duruma bakildiginda BiP NBDIIB kapali
formdan (6ASY) acik forma (3IUC) konformasyonel gegiste diger rezidilere kiyasla 209-217
arasi rezidllerde 6nemli konformasyonel degisiklik olusturdugu gozlendi[Sekil 37]. Ayrica

Sekil 36’da gorilecegi lizere 209. TYR rezidislinde neredeyse 180° lik donis oldugu goraldi.
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BiP’te mentese rolii géren 209-217 arasi rezidiilerde 209. rezidiiniin dramatik agisal déniisi
sonucu biikiilme meydana geldigi ve BiP NBDIIB domainindeki bu biikiilme sonucu agildig

gozlendi.

3.1.1.2.2. BIP/IREILD Oryantasyonlarinin Kiibik Eksende iri Taneli Simiilasyonu ve

Mm/Pbsa Serbest Enerji Hesaplamalari

BiP merkezde olacak sekilde IRE1LD kiibik eksende BiP’in etrafinda IREILD 4. bélge BiP’e
doniik olacak sekilde oryante edildi. Her bir oryantasyonun 2 ups boyunca iri taneli

similasyonu gergeklestirildi. Similasyon sonunda baglanma paternleri Sekil 38’de gosterildi.

1.0rientation 2. Orientation 3. Orientation

4, Orientation 5. Orientation 6. Orientation

Sekil 38. 2 us’lik Coarse Grained simiilasyon sonunda farkl oryantasyonlardaki BiP-IRE1
komplekslerinin son durumu

3.1.1.2.2.1. Serbest Enerji Hesaplamalari

Her bir oryantasyonun 2 us’lik iri taneli MD similasyonu boyunca MM/PBSA toplam serbest
enerji degisimi Grafik 18’da gosterildi. 6. oryantasyon, -2,000 kj/mol toplam serbest enerijisi
ile en dlslik degere sahip olarak diger oryantasyonlardan belirgin sekilde ayrilirken bu degeri
-1250 kj/molile 4. oryantasyon takip etti. MM/PBSA serbest enerjisine polar ve apolar ¢ozlicu

etkisi de dahil edildiginde sonuglarda degisiklik gbzlenmedi (Grafik 19).
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Grafik 18. 2 ps’lik Coarse Grained simiilasyon boyunca BiP-IRE1 kompleksinin toplam
serbest enerji degisimi
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Grafik 19. BIP-IRE1 oryantasyonlarinin son 500 ns’deki entropik, elektrostatik, Van Der
Waals enerjileri ile bunlarin toplami olan baglanma enerjileri ortalamalari
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Sekil 39. 6. oryantasyonun baglanma paterni (mavi: BiP, kirmizi: IRE1LD)

Sekil 40. CG-AA doniisiimi sonrasi 10 ns’lik vakum ortaminda MD simiilasyon sonunda
IRE1’in agisal degisimi ve BiP-Sil1 protein kompleksinin gériinimii

6. oryantasyonda BiP’in (mavi) IREILD (kirmizi) ile etkilesiminde a helikal SBD alt domainin
bikilerek IRE1ILD’e baglandigi, NBDIIB alt domainin ise 4. bolge ile etkilesime girdigi gozlendi
[Sekil 39]. Similasyon sonunda olusan iri taneli kompleksin iri taneli modelden Tiim Atomik
Modele donusimi gergeklestirildikten sonra 10 ns’lik Tim Atomik MD Similasyonu
gerceklestirildiginde IRE1LD’in 59,71°lik hareketle saat yonlinde agisal hareket ettigi gdzlendi

[Sekil 40]. Olusan yeni patern BiP-Sil1 kompleksi ile hizalandiginda baglanma bigimlerinin Sil1

89



ile benzer oldugu belirlendi. Baglanmada BiP NBDIIB ile SBDa domainin direk rol oynadigi

goruld.

Sekil 41. 10 ns’lik vakum ortaminda MD simiilasyon sonunda BiP-IRE1LD kompleksi ile
3QML BiP-Sil1 kompleksinin BiP proteinine gére hizalanmasindan sonraki pozisyonlarinin
cesitli acilardan goériinimii (yesil: Sil1, kirmizi: BiP, mavi: IRE1LD)

BiP-IRE1LD baglanmasi farkli agilardan BiP-IRE1LD kompleksi ile kiyaslanarak bakildiginda da
benzerlik net olarak gozlendi (Sekil 41). 4. ve 6. oryantasyonlarin alti bagimsiz tekrarinin 5 ps
CG-MD similasyonu boyunca MM/PBSA Toplam Serbest Enerji Degisimi hesaplandiginda en

fazla serbest enerji degisimi 4. oryantasyonun 2. tekrarinda gozlendi [Grafik 20].
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4. ve 6. Oryantasyonun 5ps iri Taneli Simiilasyonlari boyunca MM/PBSA Toplam Serbest Enerjileri

—— 42
1500 A —— 43
4-4
1000 —— 45
5 I —— 46
£ 500 i "'.' 47
X
= iy —— 6-2
5] 01 Wl l—6-3
c
Lu il ——6-4
g -500 6-5
Q —— 66
% -1000 4 6-7
-1500 4
-2000

T T T 1
0 500000 1000000 1500000 2000000
Zaman (ps)

Grafik 20. 4. ve 6. oryantasyonlarin alti bagimsiz tekrarinin 5 us CG-MD simiilasyonu
boyunca MM/PBSA Toplam Serbest Enerji Degisimi
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Sekil 42. 4. oryantasyonun 2. tekrarinin 5us CG-MD simiilasyonu sonunda olusan baglanma
paterni

Oryantasyonlarin simiilasyonu sonucunda etkili oldugu goriilen 4. ve 6. oryantasyonlarinin
simUlasyonu ve MM/PBSA serbest enerji hesaplamasi 6 kez bagimsiz olarak tekrarlandiginda
-1,500 kj/mol enerji esik degerinin sadece 4. oryantasyonun 2. tekrarinda kismen asildigi
gozlendi. Oryantasyonun similasyonu sonucunda olusan baglanma paternine bakildiginda
IRELILD dimerizasyon domaini etkilesime girmezken BiP-SBDa ve BiP-NBDIIB domainlerinin
zayif etkilesimde oldugu belirlendi [Sekil 42]. BiP-IREILD NBDIla-agik kiibik
oryantasyonlarinin 5us boyunca MM/PBSA serbest enerji degisimi incelendiginde esik degeri

3. tekrardaki 6. oryantasyonun gectigi gbzlendi [Grafik 21].
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3.1.1.2.3. BIP/IREILD Acik ve Kapali Oryantasyonlarinin Kiibik Eksende iri

Taneli

Simiilasyonu ve MM/PBSA Serbest Enerji Hesaplamalari

3.1.1.2.3.1. BIP/IRELLD Agik Oryantasyonlarinin Kiibik Eksende iri Taneli Simiilasyonu ve

MM/PBSA Serbest Enerji Hesaplamalari

BIP-IRE1LD (NBDIIB-acik ) Kiibik Oryantasyonlarinin 5us Boyunca MM/PBSA Serbest Enerji Degisimi
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Grafik 21. BIP-IRE1LD NBDIla-acik kiibik oryantasyonlarinin 5us boyunca MM/PBSA serbest

enerji degisimi
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Sekil 43. BIP-IRE1LD (NBDIIB-acik) kiibik oyantasyonlarinin 5ps’lik CG-MD simiilasyonu
sonunda meydana getirdikleri baglanma paternleri

BiP-NBDIIB domaini agik konformasyonu ile IREILD énceki oryantasyonlardaki gibi 8 farkl
konumda kiibik eksende hizalandiginda ve oryantasyonlar 5us’lik CG-MD similasyon
sonunda baglanma paternleri sekil 43’de gorildigli gibi meydana geldi. 5us CG-MD
simulasyonlari boyunca meydana gelen MM/PBSA Toplam Serbest Enerji Degisimi
hesaplandiginda, sadece 6. oryantasyonun 1. ve 3. tekrarda esik deger olan -2,000 kj/mol
degerini astigl, 6. oryantasyonun 2. tekrarda -1,500 kj/mol degerine en cok yaklasan
oryantasyon oldugu gozlendi. 8. oryantasyonun sadece 1. tekrarinda esik degere yaklastigl,

3. oryantasyonun 1. tekrardaki serbest enerjisinin ise 4,5 ps’nin son 250 ns'si icinde hizla

93



diserek esik degere ulastigl belirlendi. Sekil 44 ve 45’te gorildigu gibi baglanma paterni,
IRE1LD’in BiP-SBDa ve BiP-NBDIIB alt domainleri arasinda yiiksek esneklikteki 4. bélge BiP-

NBDIIB ile baglanarak meydana geldi. Dimerizasyon domainin ise disarda kaldigi gozlendi

BIP-NBDIIB

IRE1-LD
Dimerizasyon
Domaini

BIP-SBDa

B Rre1LD
| Bl

Sekil 44. BIP-IRE1LD (NBDIIB-acik) kiibik oyantasyonlari icinde 6. oryantasyonun 5us CG-MD
similasyonu sonunda olusan baglanma paterni.

BIP-NBDIIB

IRE1-LD
Dimerizasyon
Domaini

BIP-SBDa

B Re1D
| Bl

Sekil 45. BiP-IRE1LD (NBDIIB-acik) kiibik oyantasyonlari icinde 6. oryantasyonun 3.
tekrarinin 5us’lik CG-MD similasyonu sonunda olusan baglanma paterni.

Tekrarlariyla beraber tiim oryantasyonlarin Toplam Serbest Enerji Degisimleri incelendiginde
6. oryantasyonun hem en diisik MM/PBSA Toplam Serbest Enerjiye sahip oldugu hem de

bunu 3. tekrarda da benzer baglanma paterni ile tekrarladig1 gozlendi.
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3.1.1.2.3.2. BIP/IRELLD Kapali Oryantasyonlarinin Kiibik Eksende iri Taneli Simiilasyonu ve
MM/PBSA Serbest Enerji Hesaplamalar

BiP-NBDIIB domaininin kapali konformasyonu, IRE1LD acik konformasyonun oryantasyonlari
ile ayni konumda olacak sekilde kiibik eksende hizalandiktan sonra oryantasyonlarin 5us’lik
CG-MD similasyonu sonunda baglanma paternleri Sekil 46’de goruldigi gibi meydana geldi.
Acik oryantasyonlarda genellikle baglanma paternleri meydana gelmesine karsin kapali
konformasyonlu oryantasyonlarda 3.,7. ve 8. oryantasyonlarda baglanma meydana gelmedi.
Kapali konformasyonlu oryantasyonlarda hicbir similasyonda esik deger olan -2,000
kj/mol’luk degere yaklasmazken 3. tekrardaki ilk similasyonlardan 4. oryantasyon ile 8.
oryantasyonun toplam serbest enerijisi -1,500 kj/mol’e yaklastigi belirlendi [Grafik 22]. Agik
konformasyonlu oryantasyonlarda 6. oryantasyon en dusik MM/PBSA toplam enerjisiyle
dikkat cekerken kapali konformasyonlu oryantasyonlarin similasyonlarinin  MM/PBSA

toplam serbest enerjisinin en dislk -500 kj/mol’e kadar diistigi gozlendi.
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BIP-IRELLD (NBDIIB-kapali ) Kiibik Oryantasyonlarinin 5us Boyunca MM/PBSA Serbest Enerji Degigimi
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Grafik 22. BiP-IRE1LD NBDIlIb-kapali kiibik oryantasyonlarinin 5ps boyunca MM/PBSA

serbest enerji degisimi
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Sekil 46. BIP-IRE1LD (NBDIIB-kapal) kiibik oyantasyonlarinin 5us CG-MD simiilasyonu

sonunda meydana getirdikleri baglanma paternleri
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NBDIIB-kapali kiibik oryantasyonlarinin CG-MD similasyonlari sonucunda 1. oryantasyonda
baglanma, dimerizasyon domainin NBDIIb ile etkilesimi seklinde gergeklesirken, 2.
oryantasyonda BiP-SBDa ile SBDb’nin IRE1LD ile, 4. oryantasyonda ise IRE1LD genis yiizeyinin
SBDb ile etkilesime girdigi belirlendi. 5. oryantasyonda BiP NBD st yiizeyi IREILD ile
baglanirken, 6. oryantasyonda NBDIIb direk olarak IRELLD ‘in 4. bolgesi ile baglanma paterni
olusturdu [Sekil 46]. 3., 7. ve 8. oryantasyonlarda herhangi bir baglanma paterni meydana

gelmedi.

3.1.1.2.4. BIiP/IREILD Acik ve Kapali Oryantasyonlarinin NBD-IIB Ekseninde iri Taneli

Simiilasyonu ve MM/PBSA Serbest Enerji Hesaplamalari

BiP/IREILD acik ve kapali oryantasyonlarin kiibik eksende iri taneli MD simiilasyonlari
yapildiktan sonra en iyi etkilesimin BiP-NBDIIB acik konformasyonun 6. oryantasyonunda
meydana geldigi ve bu sonucun 3.tekrarda da ayni oldugu gériildii. BiP-NBDIIB alt domaininin
actk ve kapali konformasyonlarinin bu baglanmada etkili olup olmadigini arastirmak icin
IRELLD’in 4 farkh yiizii ve 180° cevrilerek toplam 8 farkli oryantasyonu BiP-NBDIIB’nin agik ve
kapali konformasyonlarina doénik olacak sekilde konumlandiriip 5 ps’lik CG-MD
simulasyonlar gerceklestirildi. Similasyonlarin sonunda MM/PBSA Toplam Serbest Enerjileri
incelendiginde NBD-IIB a¢ik konformasyonunun oldugu grubun toplamda daha distik serbest
enerjiye sahip oldugu ve 8. oryantasyonun en fazla serbest enerji farkinin NBD-IIB acik ve

kapali konformasyonlar arasinda oldugu belirlendi.

3.1.1.2.4.1. BIiP/IRE1LD Agik Oryantasyonlarinin NBD-IIB Ekseninde iri Taneli Simiilasyonu
ve MM/PBSA Serbest Enerji Hesaplamalari

BiP/IRE1LD NBD-Iip (acik) ekseninde oryantasyonlarinin 5us’lik CG-MD simiilasyonu sonunda
baglanma paternleri Sekil 47°da goruldigu gibi gerceklesti. NBD-IIB ile etkilesim bitiin
oryantasyonlarda meydana gelmesine karsin baglanma sonunda en disiik MM/PBSA toplam
serbest enerjisi 6. oryantasyonda gerceklesti. -1,500 kj/mol degerini asan oryantasyonlarin
5., 6. ve 8. oryantasyonlar oldugu belirlendi. En diistik Toplam Serbest Enerjiye sahip olan 6.
oryantasyonun baglanma paterni incelendiginde IRE1ILD’in NBDIIB ve SBDa ile dogrudan
etkilesimde oldugu IRE1LD’in ise yatay konumda NBD ile baglanma meydana getirdigi
gozlendi. Sekil 48’de gorildiigu gibi 6. oryantasyonun MD simiilasyonu sonunda IRE1LD’in
BiP-SBDa ve BiP-NBDIIB alt domainleri arasinda kalarak yatay sekilde yerlestigi gézlendi. 8.
oryantasyonun MD Simiilasyonu sonundaki etkilesimi incelendiginde ise tipki Sekil 44 ve

45’te gozlendigi gibi IRE1LD’in BiP-SBDa ve BiP-NBDIIB alt domainleri arasinda kalacak sekilde
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ve IRE1LD yiiksek esneklikteki 4. bélgesi BIP-NBDIIB’ye kenetlenerek ve IRE1LD dimerizasyon

domaini disarida kalacak sekilde baglanma paterni olustugu gozlendi (Sekil 49).
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Grafik 23. BIP-IRE1LD oryantasyonlarinin NBDIIB-acik ekseninde 5us boyunca MM/PBSA
Serbest Enerji Degisimi
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Grafik 23’teki BiP-IRE1LD oryantasyonlarinin NBDIIB-acik ekseninde 5us boyunca MM/PBSA
serbest enerji degisimi incelendiginde sadece 1. tekrardaki 6. oryantasyonun esik degeri

gectigi gozlendi.
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4. Oryantasyon 5. Oryantasyon 6. Oryantasyon

7. Oryantasyon 8. Oryantasyon

Sekil 47. BIP-IRE1LD oryantasyonlarinin NBDIIb-acik ekseninde 5us’lik CG-MD simiilasyonu
sonunda meydana getirdikleri baglanma paternleri
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Sekil 48. NBDIIA-acik eksenli BiP-IRE1LD 6. oryantasyonunun baglanma paterni
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Sekil 49. NBDIIB-acik eksenli BIP-IRE1LD 8. oryantasyonunun baglanma paterni
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3.1.1.2.4.2. BIP/IRELLD Kapal Oryantasyonlarinin NBD-IIB Ekseninde iri Taneli

Simiilasyonu ve MM/PBSA Serbest Enerji Hesaplamalari

BiP/IREILD NBD-IIB (kapali) ekseninde oryantasyonlarinin 5us’lik CG-MD simiilasyonu
sonunda baglanma paternleri Sekil 50’de goriildigii gibi gerceklesti. ilk (ic oryantasyondaki
baglanma paternleri, NBD-1IB (agik) eksenindeki oryantasyonlar ile benzer paternler
olusturmasina karsin son bes oryantasyonda benzerlik gortilmedi. NBD-IIB kapali
konformasyonlu oryantasyonlarin MM/PBSA Toplam Serbest Enerji Degisimleri, BiP/IRE1LD
NBD-IiB (acik) eksen oryantasyonlarinin Toplam Serbest Enerji Degisimleri ile kiyaslandiginda
kapali formlarin daha dislik toplam serbest enerji degisimine sahip olduklari gortlda [Grafik
24,27]. Oryantasyonlarin NBD-IIB ekseninde tek tek kiyaslamali Serbest Enerji degisimleri
incelendiginde sadece 1. ve 7. oryantasyonlarda acik formun kapali forma gore daha dusik
serbest enerji degerleri gozlendi [Grafik 28]. BIP-IREILD kiibik eksenli oryantasyon
similasyonlarinin enerji degisim ortalamalari toplami aglk ve kapali form igin
degerlendirildiginde acik formun toplam serbest enerji degisiminin kapali forma gore ¢ok
fazla oldugu gorildi [Grafik 25]. BIiP-IREILD kiibik eksenli oryantasyonlarin enerji
ortalamalari ayri ayri degerlendirildiginde ise 6zellikle 6. oryantasyonda acik ve kapali form

arasinda ¢ok yiksek enerji farki gdzlendi [Grafik 26].
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BIP NBDIIp-kapali eksenli Oryantasyonlarinin 5us Boyunca MM/PBSA Serbest Enerji Degisimi
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Grafik 24. BIP-IRE1LD oryantasyonlarinin NBDIIB-kapali ekseninde 5us boyunca MM/PBSA

serbest enerji degisimi
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Sekil 50. BIP-IRE1LD oryantasyonlarinin NBDIIb-kapali ekseninde 5ps CG-MD simiilasyonu

sonunda meydana getirdikleri baglanma paternleri
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BiP-IRE1LD Kiibik Eksenli Oryantasyon Simiilasyonlarinin Eneriji
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Grafik 25. BIP-IRE1LD kiibik eksenli oryantasyon simiilasyonlarinin enerji degisim
ortalamalari toplami
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Grafik 26. BIP-IRE1LD kiibik eksenli oryantasyonlarin enerji ortalamalari
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NBDIIB Eksenli Agik ve kapali BiP-IRELD Oryantasyon
Similasyonlarinin Enerji Degisim Ortalamalari Toplami
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Grafik 27. NBDIIB eksenli agik ve kapali BIP-IRELD oryantasyon simiilasyonlarinin enerji
degisim ortalamalari toplami
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Grafik 28. BIP-IRE1LD NBDIIB eksenli oryantasyon simiilasyonlarinin enerji degisim
ortalamalari
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3.1.2. Protein-Ligand Etkilesimleri

ER’ da hatali katlanan veya katlanmamis proteinlere karsi olusturulan yanlis katlanmig protein
(UPR) cevabinda en 6nemli sinyal yolagi olan IRE1-JNK yolagi (izerinde kritik role sahip IRE1,
ASK1 ve JNK1 proteinlerinin kardiyovaskuler hastaliklarda etkinilaglar ile etkilesimi Molekiler
Kenetleme ve Serbest Enerji hesaplama yaklasimlar ile arastirildi. Molekiiler Kenetleme
yaklasimlarinda proteinlerin katalitik merkezleri ile ligandlarin etkilesimleri Autodock Vina,
Autodock 4, IgemDOCK ve GOLD yazilimlari kullanilarak hesaplandi. Bu galismada her bir
kenetleme algoritmasi kendine 6zgii bir skor degerine sahip oldugu i¢in skorlarin toplanmasi
veya ortalamalarinin alinmasi istatistiksel olarak mumkin gorilmedi. Bunun yerine
siralamaya goére puan verilerek normalizasyon yapildi. Molekilin siralamadaki yeri puan
olarak hesaplandi. Ornegin Autodock Vina’da JNK1 proteinine karsi en iyi skora sahip olan
SCH772984 inhibitoéri 1 puan alarak 1. sirada, en koétii skora sahip Captopril 58 puan alarak
son sirada yer aldi. Tum molekiller algoritma ve proteine gbre yeniden puanlanarak
hesaplamalari gergeklestirildi. Proteinlerin dogal inhibitorlerinin pozitif kontrol olarak
kullanildigi calismada inhibitorler en iyi skoru alirken inihibitorleri Statin grubu ilaglar takip
etti. Serbest enerji hesaplamalarinda etken maddeler ve Flavonoidler gruplandirildiginda her
grup icin en iyi skora sahip molekiiller tercih edildi. MM/PBSA ve Umbrella Ornekleme
yaklagsimlarinin  kullanildigi Serbest Enerji hesaplamalarinda da Statin grubu Uyesi
Atorvastatin’in IRE1’e karst MM/PBSA yaklasiminda dogal inhibitdriinden sonra en dusuk
baglanma serbest enerjisine sahip oldugu, ASK1 ve JNK1’e karsl ise Pitavastatin’in Umbrella
Ornekleme yaklasiminda inhibitdrden sonra en disiik baglanma serbest enerjisine sahip

oldugu gorulda.

3.1.2.1. IRE1, ASK1 VE JNK1 Proteinleri ile Etkilesimlerinin Molekiiler Kenetleme

Hesaplamalari

Flavonoidler, Statinler, Antiaritmik ilaglar, Ace inhibitérleri ve Dogal inhibitérlerin IRE1-JNK
sinyal yolagi tizerindeki 6nemli proteinleri olan IRE1, ASK1 ve JNK1 ile etkilesimleri Autodock
Vina, Autodock 4, IgemDOCK ve GOLD algoritmalari kullanilarak hesaplandi. Flavonoid grubu
ile proteinlerin etkilesimleri incelendiginde Autodock Vina’ya gore genellikle molekiillerin
benzer skorlara sahip oldugu gorilirken Quercetin, Catechin ve Epicatechin’in kismen daha
disiuk degerler aldig1 gorildi. Autodock 4’e gére molekillerin IRE1 ile etkilesimde diger
proteinlere gére belirgin derecede disiik degerler aldigi gozlenirken, ASK1 ve JNK1 ile
etkilesim degerlerinin ise birbirine ¢ok yakin oldugu gorildi. IGEMDOCK'a gore yine

Autodock 4’te de goruldigla gibi IRE1 ile etkilesim sonucu elde edilen skorlarin diger
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proteinlere gore kismen dislik oldugu gozlendi. Chrysin ile IRE1 ve ASK1 etkilesimleri
programin hata vermesi nedeniyle hesaplanamadi. GOLD-CHEMPLP algoritmasina gore ise
IGEMDOCK ve Autodock 4’ten farkli olarak JNK1’in belirgin diizeyde diger proteinlerden daha
distk skora sahip oldugu gozlendi. Normalize sonuglara gore tim algoritmalar
degerlendirildiginde IRE1 ile etkilesimde Norizalpin’in en disik degerle en iyi skora sahip
olurken, ASK1’de Chrysin, JNK1’de ise Luteolin en iyi skorlara sahip molekdller olarak éne ¢ikti
[Tablo 8]. Tim algoritma ve proteinlerin genel ortalamasina bakildiginda ise Flavonoid grubu

icinde Luteolin’in en iyi normalize skora sahip molekiil oldugu belirlendi.

Tablo 8. Flavonoidler

GOLD-CHEMPLP-
Autodock Vina AUTODOCK-4 IGEMDOCK SCORE
IRE  ASK

Ligandlar 1 1 ASK1 JNK1

Norizalpinin_mmff94_E=63.68 -8.6 -84 -9.0 -7.8 -74 -6.7 -924 -915 -90.7 550 595 464

Chrysin_mmff94_E=160.19 -85 -85 -9.0 -7.7 -69 -7.6 -82.2 542 56.5 509

Hesperetin_mmff94_E=54.15 -83 -85 -9.2 -7.2 -74 -74 -89.7 -1079 -97.6 61.7 60.6 56.2

Daidzein_mmff94_E=42.94 -82 -89 -84 [64 -79 -75 -824 -90.6 -83.8 557 635 484

Genistein_mmff94_E=35.83 -82 -88 -89 68 -76 -7.4 -85.1 -92.9 -878 528 63.6 481

Luteolin_mmff94_E=18.18 -82 -86 93 -69 -76 -7.6 -90.9 -99.2 -93.8 622 615 611

Taxifolin_mmff94_E=63.87 -81 -84 -87 |65 -72 -7.1 -91.8 -98.6 -983 61.7 644 52.8

Apigenin_mmff94_E=20.75 -80 -84 91 (65 -73 -74 -86.4 -91.0 -919 575 61.8 59.6

Kaempferol_mmff94_E=52.57 -8.0 -85 -9.0 -64 -73 -6.9 -90.1 -95.5 -96.7 59.3 61.0 54.6

Naringenin_mmff94_E=35.49 -8.0 -84 -9.0 -7.0 -74 -74 -87.4 -91.8 -925 583 622 536

Quercetin_mmff94_E=54.39 -79 -82 -89 [-65 -74 -7.2 -97.2 -98.1 -100.3 63.0 64.0 53.5

Catechin_mmff94_E=51.98 -7.7 -7.7 -89 |63 -69 -7.0 -89.0 -100.5 -92.4 603 64.1 525

Epicatechin_mmff94_E=5191 -76 -80 -86 66 -74 -75 -91.5 -103.3 -959 629 614 5538
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Tablo 9. Statinler

Autodock Vina AUTODOCK-4 IGEMDOCK GOLD-CHEMPLP-SCORE

Ligandlar IRE1 ASK1 JNK1 IRE1 ASK1 JNK1 |IRE-1 ASK-1 JNK-1 [IRE1 ASK1  JNK1
Atorvastatin_mmff94_E=36.48 -

Cerivastatin_mmff94_E=38.32 73 -7.8 -8.1

Fluvastatin_mmff94_E=20.56 -7.8 -8.1 -9.2

Lovastatin_mmff94_E=18.92 .78 -8.3 -8.9

Pitavastatin_mmff94_E=60.38 -7.6 -9.2 9.8 -8.1 -8.3 -114.8 -127.0 -117.7 70.4 [844 703

Pravastatin_mmff94_E=-9.58 -76 -7.9 -8.0 -7.3 -7.2 -113.4 -1185 -1209 749 64.0

o
o -
.

Rosuvastatin_mmff94_E=-

108.08 -7.7 -84 -8.9 -7.7 -118.4 -105.5 -1231 73.0 713 58.0

Simvastatin_mmff94_E=28.56 -83 -8.7 -8.6 81 -89 9.5 -99.6 -113.4 -108.0 60.5 63.0 52.1

Statin grubu molekillerin tim algoritmalarin protein-ligand etkilesimleri incelendiginde
Autodock Vina'da JNK1 ile kenetlenme skorlarinin diger proteinlere gore belirgin diizeyde iyi
oldugu goriliirken, ASK1 ikinci, IRE1 ise liglincl sirada yer aldi. Kenetlemede, Simvastatin’in
IRE1 ile Pitavastatinin ise ASK1 ve JNK1 ile en iyi skora sahip molekiller oldugu hesaplandi.
Autodock 4 ile yapilan hesaplamamalarda IRE1 ile olan etkilesimler en kotl skoru alirken,
ASK1 ve JNK1'in molekil etkilesimleri genellikle benzer skorlara sahip oldugu belirlendi.
Molekil diizeyde bakildiginda Simvastatin ve Lovastatinin IRE1 ile etkilesimde -8.1 ile en iyi
skora sahip molekdiller oldugu goriliirken, Simvastatin ASK1 ile etkilesimde -8.9, JNK1 ile
etkilesimde ise -9.5 puan ile en iyi skora sahip molekiil olarak degerlendirildi. IGEMDOCK ile
yapilan hesaplamalarda IRE1 ile etkilesimlerde genellikle en kot skorlar 6lglliirken ASK1 ve
JNK1 ile olan etkilesimlerde genellikle benzer sonuglar elde edildi. IRE1’de -130.1, ASK1'de -
152.6 ve JNK1’de -147.6 puan alan Atorvastatin en iyi skora sahip molekil olarak éne ¢ikti.
GOLD-CHEMPLP algoritmasi ile yapilan ¢galismada JNK1 ile olan etkilesimler en kétl skorlara
sahipken, Pravastatin, Rosuvastatin ve Simvastatin disindaki tim molekillerin ASK1 ile
etkilesimlerinde en iyi skorlar elde edildi. Atorvastatin, IRE1 ve ASK1 ile kenetlenmede 89.6

ve 95.1 puan ile en iyi skoru alirken, JNK1 ile etkilesimde Fluvastatin’in 74.6 puan ile

en iyi skora sahip molekil oldugu hesaplandi [Tablo 9].
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Tablo 10. Antiaritmik ilaglar

Autodock Vina AUTODOCK-4 IGEMDOCK GOLD-CHEMPLP-SCORE

Ligandlar IRE1 ASK1 JNK1 IRE1 ASK1 IRE-1 ASK-1 IRE1  ASK1 JNK1

Amiodarone_mmff94_E=93.37 86 -7.3 -86 -86 -7.5 -8.5 -108.8 -100.9 -1145 784 782 64.2
Diltiazem_mmff94_E=101.92 78 60 55 -7.2  -69 -7.0 -105.7 -93.1  -110.5 704  42.9 49.7
Flecainide_mmff94_E=100.66  -78 -83 -88 -62 6.2 6.2 -110.1  -103.9 -107.1 629 713 65.3
Lidocaine_mmff94_E=63.68 69 -66 -66 50 52 -5.6 -77.3 838 755 549 528 38.6
Metoprolol_mmff94_E=77.27 77 -72 7.7 -71 5.6 -6.0 -90.7 -85.1 -836 646 633 56.0
Procainamide_mmff94_E=20.13 69 -62 67 53 49 -5.2 -76.3 809 772 510 53.0 433
Propafenone_mmff94_E=97.08 .81 -75 -81 -75 |-58 -6.4 -115.5 -102.1 -98.8 850 787 59.6
Propranolol_mmff94_E=77.27 .77 -72 -76 -68 5.8 5.4 913 -87.2 893 639 645 535
Quinidine_mmff94_E=115.28 86 -81 -84 -71  -6.9 -7.8 930 937 -962 66.6 593 61.1
Sotalol_mmff94_E=-7.66 65 65 65 -65 58 -5.7 -82.8 -89.8 -81.8 481 531 43.5
Verapamil_mmff94_E=136.49 -70 -70 -78 -64 6.7 6.8 945  -104.6 -1216 739 596 76.5

Antiaritmik ilaglarin ASK1, JNK1 ve IRE1 ile etkilesimleri her bir algoritma icin ayri ayri
incelendiginde Autodock Vina’da protein bazinda genellikle benzer sonuglarin alindigi
gozlendi. IRE1 ile etkilesimde Quinidine ve Amiodarone -8.6 ile en iyi skora sahip olurken,
ASK1 ve JNK1 ile etkilesimde Flecainide -8.3 ve -8.8 ile en iyi skora sahip molekiiller olarak
hesaplandi. Autodock 4 ile yapilan ¢alismada Amiodarone, IRE1’de -8.6, ASK1’'de -7.3,
JNK1’de ise -8.6 puan ile en iyi skora sahip olmasi nedeniyle diger molekillerden belirgin
sekilde ayrildi. IGEMDOCK ile yapilan ¢galismada Propafenone IRE1 etkilesiminde -115.5 puani
hesaplanarak en iyi skor elde edildi. ASK1 ve JNK1 ile etkilesimde Verapamil sirayla  -104.6
ve -121.6 ile en iyi skora sahip molekil olarak hesaplandi. GOLD-CHEMPLP ile hesaplamada
JNK1 ile etkilesim de genel olarak en disik skorlar elde edilmesine karsin Verapamil-JNK1
etkilesiminde 76.5 puan ile diger proteinlere gére en iyi skor oldugu belirlendi. Propafenone,
IRE1 ile etkilesimde 85 puan ile diger molekiillere gore belirgin dlizeyde iyi skora sahipken

ASK1 ile etkilesimde 78.7 puan ile en ylksek skoru elde etti [Tablo 10].
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Tablo 11. Ace inhibitorleri

Autodock Vina

Ligandlar IRE1 ASK1

JNK1

IRE 1

AUTODOCK-4

ASK1

JNK1

IRE-1

IGEMDOCK

ASK-1

JNK-1

GOLD-CHEMPLP-

SCORE
IRE1 ASK1

JNK1

Benazepril_mmff94_E=114.03 -86 -7.9 -90 6.3 64 -7.9 -113.7 -107.4 -114.8 821 754 57.5
Captopril_mmffo4_E=2.65 60 53 54 51 49 56 -69.8 -780 -63.8 434 444 369
Cilazapril_mmffo4_E=14351 -90 -7.7 -88 -63 -61 65 -1065 -99.5 -101.6 759 63.0 53.4
Enalapril_mmffo4_E=94.54 75 -74 -81 |53 -54 67 -1022 -969 -1041 66.9 633 58.1
Fosinopril_mmffo4_E=268.51 -85 -7.8 -88 -6.5 -7.8 88 -1125 -119.0 -118.8 82.7 89.8 79.8
imidapril_mmffo4_E=12.11 77 77 -82 |58 54 65 -1116 -922 -116.2 757 66.7 56.4
Lisinopril_mmff94_E=76.39 79 74 79 64 |46 61 -1254 -1209 -112.7 72.6 72.8 54.1
Perindopril_mmffo4_E=87.70 -7.9 -65 -7.2 -70 |52  -6.2  -1039 -1040 -97.4 710 57.6 458
Quinapril_mmffo4_E=112.60 9.1 -82 9.7 -69 6.7 -7.7 -1183 -109.5 -1085 79.1 68.1 62.6
Ramipril_ mmffo4_E=110.58  -8.7 -81 -81 -7.1 56 -72 -1142 -1052 -112.8 756 745 56.3
Trandolapril_mmffo4_E=111.63 -89 -81 -81 -7.0 -62 -7.5 -1160 -105.8 -107.4 81.8 69.2 64.4
Zofenopril_mmffo4_E=56.20 9.0 -7.9 -84 -84 -7.2 80 -1163 -113.8 -108.3 77.2!58.4

Ace inhibitorlerinin ASK1, JNK1 ve IRE1 ile kenetlenmesi ve skorlamasi icin kullanilan
algoritmalar teker teker incelendiginde, Autodock Vina ile yapilan hesaplamada Quinapril-
IRE1 kenetlenmesi ile -9.1, Quinapril-ASK1 kenetlenmesi ile -8.2, Quinapril-JNK1
kenetlenmesi ile ise -9.7 skorlari en iyi skorlar olarak degerlendirildi. Autodock 4 ile yapilan
protein ligand kenetleme hesaplamalarinda genel olarak koti skorlar alinmakla beraber
Zofenopril IRE1 ile etkilesiminde -8.4 puan ile en iyi skora sahip oldu. ASK1 ile etkilesimde
Fosinopril -7.8 ile en iyi skora sahipken yine Fosinopril INK1 ile etkilesiminde -8.8 degeriyle
en iyi skora sahip molekil olarak belirlendi. IGEMDOCK ile yapilan hesaplamalarda her
molekdl igin protein basina benzer skorlar alindi. Lisinopril’in IRE1 ile etkilesimi sonucu -
125.4, ASK1 ile etkilesimi sonucu ise -120.9 puani ile en yiksek skorlar elde edildi. JNK1 ile
kenetlenme etkilesimlerinde -118.8 puant ile Fosinopril en yliksek skora sahip molekil oldugu
gozlendi. GOLD-CHEMPLP skoru kullanilan ¢alismada IRE1 etkilesimlerinin genel olarak
belirgin diizeyde daha iyi oldugu belirlendi. Buna karsin JNK1 ile etkilesimlerin tamaminda en
kotl skorlar elde edildi. Fosinopril, IRE1 ve JNK1 ile sirayla 82.7 ve 79.8 puani ile etkilesimde
en iyi skorlara sahip olurken, ASK1 etkilesiminde Zofenopril’'in 91.7 puan ile en yiiksek skora
sahip molekil oldugu belirlendi. Captopril ise tim proteinlerde ve her bir algoritmada ayri

ayri en koti skorlara sahip molekdl olarak dikkat ¢ekdi [Tablo 11].
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Tablo 12. Dogal inhibitérler

GOLD-CHEMPLP-

Autodock Vina AUTODOCK-4 IGEMDOCK SCORE
Ligandlar IRE1 ASK1 JNK1 IRE1 ASK1 JNK 1 IRE-1  ASK-1  JNK-1 IRE1  ASK1 JNK1
ASK1_inhibitor_MSC_2032964A_mmff94_E=32.53 -8.8 -8.8 -9.1 -8.1 -6.6 135.7 -1253 -104.1 653 725 488
ASK1_inhibitor_NQDI_1_mmff94_E=45.12 79 91 96 -73 -7.9 -8.5 111.4 -947  -98.9 519 653 578
ASK1_inhibitor_Staurosporine-1.pdb 121.7 -131.5 -127.1 41.0 846 56.2

IRE1_inhibitor_4u8C_mmff94_E=52.12 61 -63 -75 -63 -6.3 -6.3 1285 -

IRE1_inhibitor_GSK2850163_mmff94_E=-22.12 -80 -85 92 -10.8 -85 9.1 -84.1

INK1_inhibitor_SCH772984_mmffo4_E=13053 104 9.3 | 11.1 .-10.4 4102 130.1

INK1_inhibitor_SP600125_mmff94_E=76.04 68 -7.7 93 -65 -6.8 -7.4 -86.8

IRE1_inhibitor_STF-083010_mmff94_E=35.96 <75 -79 91 -79 -7.9 -8.4 134.0 -109.7 -83.0 53.7 61.0 57.8
JNK1_inhibitor_JNK_Inhibitor_V_mmff94_E=-
36.70 -85 9.7 101 -9.7 -8.5 -9.0 134.0 -108.8 -114.2 738 764 753

Skorlarin validasyonunda protein inhibitérlerinin kullanildigi ¢alismada genelde ortalama
olarak en iyi skorlar elde edildi. Algoritmalar ayri ayri incelendiginde Autodock Vina ile yapilan
calismada SCH772984 IRE1 ve JNK1 ile etkilesimde sirayla -10.4 ve -11.1 degerleriyle en iyi
skorlara sahipken, ASK1 ile etkilesimde JNK inhibitér V’'in en iyi skora sahip molekil oldugu
hesaplandi. IRE1 inhibitori 4u8C ise tim proteinlerde en koti skoru elde etti. Autodock 4 ile
yapilan hesaplamalarda her molekil igin protein basina benzer skorlar elde edildi.
SCH772984, IRE1, ASK1 ve JNK1 ile olan etkilesimlerinde sirayla -11.8, -10.4 ve -10.2 puani ile
Ug proteinde de en iyi skorlara sahip molekil olarak hesaplandi. IRE1 inhibitdri 4u8C her (g
proteinde de -6.3 puani ile en kotl skora sahip molekil olarak gézlendi. IGEMDOCK ile
yapilan kenetleme hesaplamalari incelendiginde ASK1 inhibitorii MSC-2032964A, IRE1 ile
kenetlendiginde en iyi skor olan -135.7 puani Olglldi. ASK1 ve JNK1 ile olan etkilesimlerde
SCH772984 icin sirayla -144.6 ve -150.2 puanlari en iyi skorlar olarak 6l¢tildii. SP600125, her
Uc¢ proteinde de en distk skorlara sahip molekil olarak hesaplandi. GOLD-CHEMPLP
algoritmasi ile yapilan hesaplamalarda SCH772984 molekuli IRE1, ASK1 ve JNK1'de sirayla
82.2, 94.2 ve 90.2 puanlari ile U¢ proteinde de en yiliksek skorlara sahip molekil oldugu
gozlendi. Buna karsin 4u8C molekiili ise her (¢ proteinde de en distik skorlara sahip molekail

olarak hesaplandi [Tablo 12].
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Tablo 13. Molekiiler Kenetleme Algoritma Skorlarinin Normalize Tablosu (diisik deger daha
iyi)
GOLD-CHEMPLP-
Autodock Vina AUTODOCK-4 IGEMDOCK SCORE TOPLAM SKOR

ASK JNK IRE-

Ligandlar IRE1  ASK1 JNK1 IRE1 1 1 1 ASK-1  JNK-1 IRE1 ASK1 JNK1 IRE1 ASK1 JNK1 ORT

INK1_inhibitor_SCH772984

ASK1_inhibitor_Staurosporine-
1

INK1_inhibitor_JNK_Inhibitor_V

IRE1_inhibitor_GSK2850163

ASK1_inhibitor_NQDI_1

IRE1_inhibitor_STF-083010 93 106 110 103

ASK1_inhibitor_MSC_2032964A 19 153 118

INK2_inhibitor_SP600125 33 39 153 171

IRE1_inhibitor_4u8c

Fosinopril

Zofenopril

Quinapril

Trandolapril

Benazepril

Ramipril

Lisinopril

Cilazapril

imidapril

Enalapril

Perindopril

Captopril
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Her bir kenetleme algoritmasinin puanlama sistemi farkli oldugundan skorlar etkinlik
siralamasina gore yeniden normalize edildi. Yeni skorlara gére Tablo 13’te goruldigu gibi
koyu mavi renkli puanlar yiksek skoru, kirmizi renkli puanlar ise duslik skoru temisil
etmektedir. Normalizasyondan sonra her protein igin toplam skor hesaplanip siralama
yapildiginda JNK1 inhibitorli olan SCH772984 en iyi skora sahip molekiil olarak en 6n sirada
yer aldi. Genel olarak inhibitorler en disik degerleri almalarina karsin iyi bilinen bir JNK1
inhibitorl olan SP600125 ile laboratuvarlarda sik tercih edilen IRE1 inhibitorii 4u8c protein
etkilesiminin en kot skorlara sahip oldugu goézlendi. inhibitérlerden sonra Statin grubu
molekdillerin proteinler ile kenetlenmede en etkin ajanlar oldugu kenetleme calismalari ile
gosterildi. Buna karsin Antiaritmik ilaglarin ise genellikle en kot skorlari aldigi gézlendi [Tablo
13]. Etken madde gruplarinin IRE1, ASK1 ve JNK1 Uizerinde toplam etkinligi normalize skorlara

gore degerlendirildiginde kinaz inhibitorleri 73,51 puan ile en yiiksek skora sahip oldugu
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gozlendi. Statinlerin ise 83,59 puan ile inhibitorlerden sonra en yiiksek skoru alan ikinci grubu
olusturdu. ACE inhibitorleri 121,69 puanla Uclinci sirada yer alirken onu Flavonoidler ve
Antiaritmik ilaclar takip etti [Grafik 29]. Etken maddelerin etkinliklerine gére IRE1 lzerinde
elde ettikleri normalize skorlarin grafigi incelendiginde Kinaz inhibitorleri 76.08 puani ile en
ylksek skor elde edildi. ACE inhibitorlerinin 100 puanla ikinci en iyi skora sahip oldugu
goralurken Statinlerin ise 104.56 ile lglncl en iyi skora sahip etken maddeler oldugu
gozlendi. Flavonoid ve Antiaritmik ilaglarin ise 147 ve 140 ile oldukca kotli degerlere sahip
oldugu belirlendi [Grafik 30]. ASK1 etken madde etkilesimlerinin normalize skor grafigi
incelendiginde ilging bir sekilde Statin grubu etken maddelerin 68.9 ile en yiksek skora sahip
oldugu goruldi. Kinaz inhibitorlerinin ise 71.4 ile ¢ok az farkla ikinci sirada yer aldigi, ACE
inhibitorleri, Flavonoidler ve Antiaritmik ilaclarin ise sirayla 137, 124 ve 160 ile Statinlere
kiyasla oldukg¢a kot degerlere sahip oldugu belirlendi [Grafik 31]. JNK1 ile etken madde
etkilesiminden elde edilen skorlar kiyaslandiginda Kinaz inhibitorleri 73.1 ile en iyi skora
sahipken, Statinler 77.3 puanla ikinci en iyi skora sahip grubu olusturdu. ACE inhibitorleri,
Flavonoid’ler ve Antiaritmik ilaglarin ise sirayla 128.3, 135.8 ve 156.9 puanla diger
proteinlerde oldugu gibi Statin grubuna kiyasla koti skorlara sahip olduklari gorilda [Grafik
32].
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Grafik 29. Etken maddelerin etkinliklerine gére tim proteinler lzerinde toplamda elde
ettikleri normalize skorlarin grafigi (distk deger daha iyi)

114



160

140

= =
o N
o o
1 1

Ortalama Skor
N (o)) [e0]
o o o
1 1 1

N
o
1

Etken Madde Gruplarinin IRE1 Etkinligi

T

_

|

T

/

/K/

T

_

o

T
Kinaz-inh

T
statinler

T
ACE-inh

T
flavonoidler

Etken Madde Gruplari

Grafik 30. Etken maddelerin etkinliklerine goére IRE1 (zerinde elde ettikleri normalize

skorlarin grafigi (dislik deger daha iyi)
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Grafik 31. Etken maddelerin etkinliklerine gére ASK1 lzerinde elde ettikleri normalize

skorlarin grafigi (duslik deger daha iyi)
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Etken Madde Gruplarinin JNK1 Etkinligi

180 ~

160 T

140—- T
| L 7 O
120

i [

T T T T T T T T
Kinaz-inh statinler ACE-inh flavonoidler AAI

Etken Madde Gruplari

Ortalama Skor
|
1

Grafik 32. Etken maddelerin etkinliklerine gore JNK1 lizerinde elde ettikleri normalize

skorlarin grafigi (dislik deger daha iyi)
3.1.2.2. Enzim Ligand Komplekslerinin Serbest Enerji Hesaplamalari

Etken maddeler Statin, Flavonoid, Antiaritmik ilaglar, ACE inhibitorleri ve Kinaz inhibitorleri
olarak siniflandirildiktan sonra molekiler kenetleme hesaplamalari sonucu elde edilen
normalize skorlari degerlendirilerek proteine 6zgli her gruba ait en yilksek skora sahip
molekdillerin Serbest Enerji hesaplamalari yapildi. Ayni grup icinde en yiksek skorlara yakin
degerlere sahip iki molekiil oldugunda ikisi de tercih edildi. Buna gore IRE1l-ligand
etkilesimlerinde Kinaz inhibitériin’den; Sulafonomide, Flavonoid’lerden; Norizalpin’in,
Antiaritmik Ajanlar’dan; Amiodarone ve Propafenone, ACE inhibitér’lerinden; Zofenopril ve
Statinler’'den;  Atorvastatin  tercih  edildi. ASK1-ligand etkilesimlerinde Kinaz
inhibitér’'lerinden; Staurosporine, Flavonoid’lerden; Chrysin, Antiaritmik Ajanlar’dan;
Amiodarone, ACE inhibitdr’lerinden; Fosinopril ve Statin’lerden; Atorvastain ve Pitavastatin
tercih edildi. JNK1-ligand etkilesimlerinde Kinaz inhibitér’lerinden; SP600125,
Flavonoid’lerden; Luteolin, Antiaritmik Ajan’lardan; Amiodarone, ACE inhibitdr’lerinden;

Fosinopril ve Statin’lerden de Atorvastain ve Pitavastatin tercih edildi.
3.1.2.2.1. MM/PBSA Hesaplamalari

IRE1 ligand etkilesimlerinde her bir grup icin segilen molekillerin MM/PBSA Baglanma
Serbest Enerjileri hesaplandiginda Kinaz inhibitérii ajanlarindan Siilfanomid’in -167.7 kj/mol

ile en dislik baglanma serbest enerjisine sahip molekil olarak hesaplanirken, Silfanomid’i
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-150,8 kj/mol ile Atorvastatin takip etti. Zofenopril -84.8 kj/mol ile en yiksek baglanma

serbest enerjisine sahip molekil olarak hesaplandi [Grafik 33].
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Grafik 33. IRE1-ligand etkilesimleri MM/PBSA Baglanma Serbest Enerijileri

ASK1 ligand etkilesimlerinde her grup icin secilen etken maddelerin MM/PBSA Baglanma
Serbest Enerjileri hesaplandiginda Staurosporin inhibitériintin -200,1 kj/mol degeri ile en
diisiik baglanma serbest enerjisine sahip molekiil oldugu hesaplandi. ACE inhibitérii olan
Fosinopril ise -132,3 kj/mol ile ikinci en diisik baglanma serbest enerjisine sahip molekuil
oldu. Statin grubu icinde Pitavastatin -88,1 kj/mol ile en yliksek baglanma serbest enerjisine
sahipken Atorvastatin ile etkilesim degeri -107,3 kj/mol olarak hesaplandi [Grafik 34]. JNK1
ligand etkilesimlerinde ise Pitavastatin -152.6 kj/mol ile en dlistik baglanma serbest enerjisine
sahip olurken Luteolin, Fosinopril, Atorvastatin ve Amiodarone sirayla -92.5 -94.8 -107 ve -
127.8 kj/mol degerlerine sahip oldugu belirlendi. INK1 inhibitori SP600125 ile etkilesimde
ise -110,7 kj/mol ile beklenenden daha k&ti baglanma serbest enerjisine sahip oldugu

gozlendi [Grafik 35].
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Grafik 34. ASK1-ligand etkilesimleri MM/PBSA baglanma serbest enerijileri
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Grafik 35. JNK1-ligand etkilesimleri MM/PBSA baglanma serbest enerijileri

3.1.2.2.2. Umbrella Ornekleme Hesaplamalari

Molekiler kenetleme hesaplamalarindan sonra normalize edilen etken madde skorlari
incelenerek her bir grup icin proteinlere karsi en iyi skoru alan molekiiller segilerek protein
etken madde etkilesimlerinin Baglanma Serbest Enerijileri, Ortalama Kuvvet Potansiyeli (PMF)
cinsinden Umbrella Ornekleme vyaklasimina gore hesaplandi. IRE1 etken madde
etkilesimlerinin Ortalama Kuvvet Potansiyelleri incelendiginde Silfanomid inhibitér,
Amiodarone, Atorvastatin ve Norizalpinin sirayla -10.2, -9.8, -10.7 ve -10.9 kcal/mol ile yakin

degerler aldig1 gozlendi. Buna karsin Propafenon ve Zofenoprilin ortalama kuvvet potansiyeli
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sirayla -6.7 ve -7.54 kcal/mol olarak hesaplanarak daha kotl degerlere sahip olduklari

gozlendi [Grafik 36-37].
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Grafik 37. IRE1-etken madde etkilesimlerinin PMF ortalamalari

ASK1 etken madde etkilesimleri, Umbrella Potansiyeli ve yapilan tekrara gore incelendiginde
her iki hesaplamada da ASK1 inhibitori Staurosporinin -13.4 ve -.13.5 kcal/mol ile en dlstik
baglanma serbest enerjisine sahip oldugu gériildi. inhibitér disinda en disiik baglanma
enerjisi Pitavastatin ile etkilesimi ortalama -10.2 kcal/mol olarak diger bir Statin grubu
molekilu olan Atorvastatin’in PMF degeri ise ortalama -6.9 kcal/mol olarak hesaplandi. Diger
molekillerden Amiodarone, Chrysin ve Fosinopril’in ortalama PMF degerleri ise sirayla -7, -

8.3 ve -6 kcal/mol olarak hesaplandi [Grafik 38-39].
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Grafik 38. ASK1-Etken Madde Etkilesimlerinin ortalama kuvvet potansiyelleri
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ASK1-Etken Madde Etkilesimlerinin Umbrella Ornekleme Ortalama PMF Degerleri

Staurosporin Amiodarone Atorvastatin Pitavastatin Chrysin Fosinopril
1 1 1 1 1 1

N
~
1

[y
N
Il

I} =
@ o
Il Il

PMF (kcal/mol)
&

Grafik 39. ASK1-Etken Madde Etkilesimlerinin PMF ortalamalari

JNK1 etken madde etkilesimleri, Umbrella Potansiyeli ve yapilan tekrara gore incelendiginde
JNK1 inhibitdri olan SCH772984’in ortalama serbest enerji degisimi -8.2 kcal/mol ile en disiik
degere ulasilirken inhibitor disinda en dusik PMF degeri -7.6 kcal/mol ile Luteolin-JNK1
etkilesiminde meydana geldi. Diger molekiillerden Amiodarone, Atorvastatin, Simvastatin ve
Fosinopril’in ortalama PMF degerleri sirayla -5.8, -5.7, -6,7 ve -3,2 kcal/mol olarak hesaplandi

[Grafik 40-41].
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JNK1-etken madde etkilesimlerinin Umbrella Ornekleme PMF degerleri
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Grafik 40. JNK1-Etken Madde Etkilesimlerinin ortalama kuvvet potansiyelleri

JNK1-Etken Madde Etkilegimlerinin Umbrella Ornekleme Ortalama PMF Degerleri
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Grafik 41. JNK1-Etken Madde Etkilesimlerinin PMF ortalamalari
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BOLUM VI
4.1 Tartisma

IRE1-JNK vyolagl ER stresine karsi katlanmamis veya yanlis katlanmis protein cevabi
olusturmada en énemli sinyal yolagidir. BiP’in bu sinyal yolaginda IRE1LD’e bagl halde kalarak
sinyalizasyonu 6nledigi bilinmektedir. Bununla birlikte bu yolagin aktivasyonu sonucunda
JNK1 fosforilasyonu ile hiicre apoptoz mekanizmalari aktif hale gelebilmekte ve kardiyak
hicrelerde iskemi gibi patolojilerde siddetli ER stresi kosullarinda apoptoz sonucu hiicre
hatta doku kaybi meydana gelebilmektedir (Tabas & Ron, 2011). Yapilan calismalar ile bu
yolagin dogrudan BIP {izerinden veya IRE1-JNK yolagi {izerinden protein fosforilasyonunun

blokajinda apoptozun azaldigi gosterildi (L. Chen vd., 2014; Sun vd., 2006).

Calismamiz protein-protein ve protein-ligand etkilesimlerinin arastirilmasi olarak iki kisimdan
olusturuldu. Protein-protein etkilesiminin arastirildigi ilk kissimda, IRE1 luminal domaine bagli
halde IRE1-JNK yolagini pasif halde tutan BiP’in bu baglanmadaki molekiiler mekanizmasi ve
konformasyonel analizi, molekiiler dinamik similasyon ve MM/PBSA serbest enerji
hesaplama metodu ile arastiriimasi hedeflendi. Protein-protein etkilesim hesaplamalari igin
ylksek hesaplama maliyetine gereksinim duyulmasi ve hesaplamalarin ¢ok uzun siirmesi
nedeniyle sadece BIP-IRELD etkilesimi ve BiP’in konformasyonel analizi gerceklestirilebildi.
Protein-ligand etkilesimlerinin arastirildigi ikinci kisimda ise kardiyovaskiiler hastaliklarin
tedavisinde sikikla kullanilan Statinler, ACE inhibitorleri, Antiaritmik ilaclar ve baz
Flavonoidlerin IRE1-JNK yolagi lzerindeki IRE1, ASK1 ve JNK1 proteinleri ile molekiler
etkilesimleri ve bu proteinlerin dogal inhibitorleri, molekiler kenetleme, molekiler dinamik
similasyon ve serbest enerji hesaplama yontemleri isiginda arastirilmasi ayrica bu
molekdllerin IRE1-JNK yolaginin blokajinda etkili olup olamayacaklari analiz edilerek ilaglarin
kendi etkilerinin disinda ER stresi kaynakli apoptozun azaltilmasinda roli olup olamayacaklari

konusuna 6ncil olunmasi amaglandi.

Protein-protein baglanmasinin hesaplamali biyolojik yo&ntemler ile arastiriimasinda
giinimizde genellikle kenetleme algoritmalari yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu
algoritmalar icinde HADDOCK, Cluspro, Pydock, Zdock ve Swarmdock gibi algoritmalar tercih
edilmekte ve CAPRI'de performanslari sinanmaktadir (Lensink vd., 2016). Calismamizda bu
bes algoritma kullanilarak BiP-IRELD etkilesimleri arastirildiginda, bu algoritmalarin protein
yapilarini genellikle rijite yakin kismi esneklikte kabul ederek hesaplama yapmasi nedeniyle
ve algoritma sonuglari arasinda tutarlilik bulunamadigindan dolayi elde ettigimiz verilerin cok
givenilir olamayacagi disiincesine varildi. BiP’in allosterik bir yapiya ve IRE1LD’in esnek

dordiincii bolgeye sahip olmasi, protein-protein etkilesim ¢alismalarinda protein esnekligini
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de gbz oninde bulundurmamizi zorunlu hale getirdi. Yukarida bahsedilen algoritmalar
icerisinde  HADDOCK algoritmasi  protein-protein  etkilesimlerine kismi  esneklik
saglayabilmektedir. Fakat bu 6zelligin basarih olarak kullanilabilmesi icin en az uzmanlik
seviyesinde kullanim yetkisi gerekmektedir, o ylizden bu ¢alismada bu algoritmanin basit
araylzd kullanildi (Cyril Dominguez, Rolf Boelens, & Bonvin*, 2003). Protein-protein
etkilesimlerinin yiksek esneklikte analizi i¢in ileri islemci giicine ihtiya¢ duyulmasi yaninda
yanlis pozitif sonug¢ alma olasiligi da dramatik olarak artmaktadir. Marze ve arkadaslari
gelistirdikleri yeni Monte Carlo-plus minimizasyon algoritmasi ile bu probleme yanit olarak
Rosettadock 4.0 ‘I gelistirmislerdir. Bu metodolojide protein yapilari iri taneli olarak
modellenerek hesaplama maliyeti dastrdlmis ve alti boyutlu skorlama fonksiyonu
kullanilmistir. Arastirma ekibi farkl esneklikte 88 proteini bu metodoloji ile analiz ettiklerinde
rijit yapilarda %77 basari saglamalarina karsin yiiksek esneklikteki protein etkilesimlerinde
%31 basari yakalayabilmislerdir (Marze, Roy Burman, Sheffler, & Gray, 2018). Yiiksek
esneklikte konformasyonel tarama kabiliyetindeki bu azalma ve hesaplama maliyetindeki
dramatik artis arastirma ekiplerini protein esnekligini sinirlama yontinde zorlamaktadir. Fakat
protein esnekliginin sinirlanmasi rijit yapilarda yiksek basarimda calismasina karsilik esnek
proteinlerde basari yerini hayal kirikligi yaratabilmektedir. Ciemny ve ekibi protein-peptid
etkilesimlerinde bu problemin ¢6ziiminde yeni bir ¢6ziim 6nerisi sunmuslardir. HADDOCK
gibi bazi glclu algoritmalarda lokalizasyonun dnceden tanimlanmasi gerekirken bu ¢6zim
Onerisine gore 6nceden bir lokalizasyon belirlemek gerekmemektedir. CABS-dock olarak
adlandirilan bu yaklasimda peptid tamamen esnek olarak ele alinirken reseptérde ise sadece
omurgada kigik dalgalanmalara misaade edilmistir. Bununla birlikte gelismis seceneklerde
reseptoriin belirli domaininde esneklik saglanabilmektedir. Ayrica CABS-dock algoritmasinin
en 6nemli 6zelligi protein ve peptid yapilari igin dnerdikleri iri taneli modelleme yaklasimidir
(Ciemny, Kurcinski, Kozak, Kolinski, & Kmiecik, 2017). Bu yaklasim ile protein etkilesimleri ile
olusan serbest enerji ylizey alani tim atomik modellere gére daha pirizsiz olabilmekte ve
enerji gecisleri daha kolay meydana gelerek global minimuma bir diger deyisle genellikle
dogal baglanma formuna daha kolay ulasilabilmektedir (Kmiecik vd., 2016). Arastirmamizda
bu protein-protein etkilesim yaklasiminda iri taneli modelleme tercih edilerek ve serbest
enerji gecislerinde yumusamadan faydalanarak dogal formu yakalamada avantaj elde
edilmesi planlandi. Ayrica iri taneli modelleme tercih edilmesinde bir diger dnemli neden ise
hesaplama maliyetinin 6nemli dlc¢lide distrilmesi oldu. Bu yaklasim icin kullandigimiz MD
simiilasyon yazilimi Gromacs olmasi nedeniyle bu yazilim icin en uygun ve en yaygin kulanilan
iri taneli model olan MARTINI yaklasimi tercih edildi (Monticelli vd., 2008). MARTINi modeli

ile protein-protein etkilesimlerinde oldukc¢a basarili sonuglar alinmasina ve binlerce yayinin
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literatlire kazandirilmasina karsin arastirmacilar iri taneli modelleme yaklasimlarinda yanlig
protein agregasyonu gibi 6nemli bir problem ile yiz yize kalabilmektedirler (Javanainen,
Martinez-Seara, & Vattulainen, 2017). Protein agregasyonu olusma nedenleri arasinda sistem
hacminin ¢ok fazla olmasi nedeniyle termodinamik denge uyumsuzluklari, tim atomik
similasyonlara gore uzun simtlasyon zamani ve ¢ok fazla eksik rezidllere sahip proteinlerin
yanlis modellenmesi gosterilebilir. Calismamizda BIiP proteininin eksik rezidiiye sahip
olmamasina karsin IRELD’de proteinin bes farkli boélgesinde homoloji modelleme
gerceklestirildi. Dort bolge ¢cogunlukla loop motifleri icerdiginden énem arz etmezken 308-
378 arasindaki disordered domain icin de-novo yapi tahmini, fragment tabanl en iyi yapi
tahmini yapan [|-TASSER araci ile gergeklestirildi (Y. Zhang, 2008). Kimata ve Carrara
gruplarina gore IRE1 4. bolgesi icinde yer alan bu bolge, yiksek esnekligi nedeniyle Zhang ve
ekibinin elde ettigi insan IREILD X-RAY kristalografisinde belirlenememistir (Carrara vd.,
2015; Kimata, Oikawa, Shimizu, Ishiwata-Kimata, & Kohno, 2004; Zhou vd., 2006). Bu
¢alismada da homoloji modelleme sonrasi elde edilen protein yapisinin stabilitesinin test
edilmesi igin 100 ns’lik tim atomik MD simUlasyonu gergeklestirildi. Daha sonra simiilasyon
analiz edilerek protein stabilitesi valide edildi. Ayrica deneysel verilerle de uyumlu olarak
modellenen disrodered yapidaki 4. bolgenin yiksek esneklikte oldugu gozlendi. Zhou ve
arkadaslariinsan IRE1LD’in XRAY kristal yapisini elde ettikleri calismalarindaki hipotezlerinde
bu yiiksek esneklikteki disordered domainin BiP’e baglanmada rol oynayabilecegini 6ne
sirmislerdir (Zhou vd., 2006). Carrara ve arkadaslari da 2. ve 4. bolgenin baglanmada 6nemli
rol oynayabilecegini 6ngérmislerdir (Carrara vd., 2015). Kimata ve ekibi maya hiicrelerinde
yaptiklari calismada diger iki gruptan farkh olarak IRE1ILD’in membrana uzanan peptid
zincirinin baglanmada rol aldigini vurgulamiglardir. insan ve maya IREILD yapilarinin
dimerizasyon domaininin oldugu bélgede ylksek homolojik benzerlige sahip olamamalarina
karsin diger bolgelerde bu benzerlik gorilememektedir. Bunun yaninda iki yapi arasindaki
rezidiel benzerlik %17 seviyelerindedir. Arastirmamizda dimerizasyon domainindeki yiiksek
benzerlik nedeniyle insan IRELILD dimerizasyon domaini lzerindeki kayip rezidiileri maya
referans alinarak tamamlama yoluna gidildi. Disordered domain disinda kalan ¢ kisim, ikincil
yapilaricinde esnek dénisleri icerdiginden problem olusturmadi. Fakat disordered domamini
iceren 4. bolge maya IRE1LD’de olmadigindan homoloji modelleme yerine ab-initio de-novo
modelleme yoluna gidildi. Arastirma gruplari arasinda IRE1LD’in BiP’e baglanma bdlgesi
konusunda meydana gelen bu ¢eliskinin ana nedeni olarak yiksek esneklikteki bu 4. bolgenin
iki protein yapida da farkl motiflere sahip olmasi olarak disindilebilir. Yaptigimiz ¢calismada

insan IREILD protein yapisi kullanildigindan yiiksek esneklikteki 4. bolgenin BiP ile
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baglanmasindaki rolii kabul edilerek 4. bélge BiP’e déniik olacak sekilde BiP-IRE1LD kiibik

oryantasyonlari hazirlandi.

Calismamizda protein-protein etkilesimlerinin arastiriimasinda gozlemlenen ikinci 6nemli
noktanin yiiksek esneklik potansiyelinin BiP SBDa domaininde oldugu belirlenmesi oldu.
Birbirinden bagimsiz yapilan tiim atomik ve iri taneli similasyonlarda bu domainin ilging bir
sekilde stirekli esnek olarak hareket etmedigi sadece belli asimetrik zaman periyotlarinda hizli
bir sekilde biikiilme gerceklestirip tekrar eski haline dondiglu gozlemlendi. Preissler ve
arkadaslari elde ettikleri 504p kodlu BiP XRAY kristal yapisinda SBDa domaini icindeki 549-
654 arasi rezidileri yliksek esneklik nedeni ile dahil etmemislerdir (Javanainen vd., 2017).
Yaptigimiz calismada ise hizalanma sonrasi biikiilmenin 553. rezidliden itibaren gerceklestigi
belirlendi. Bu durumda SBDa domainin belli bir konformasyonda stabil kalmadigi ve belli bir
hareketlilige sahip oldugu gosterilmesi nedeniyle calismamiz deneysel olarak desteklenmis
oldu. Eger bu domain sirekli olarak hareketli bir karaktere sahip olsaydi XRAY kristal
yapilardaki esnek rezidilerin elde edilmesindeki bliylik zorluktan dolayi 5e84 kodlu yapidaki
gibi tiim yapi elde edilemeyecekti. Bu durumun da bu domaindeki hareketliliginin ortam
sartlarina gore yari stabil oldugunu yani hareketliligin siirekli olarak devam etmediginin

gosterilmesi ¢calismamizi destekledi.

BiP-IRE1LD etkilesiminde IRE1LD’in disordered domaini ve BiP’in SBDa domainin yiiksek
esneklikte olmasi ve baglanmada potansiyel rol oynayabilecekleri diislincesi ile gilincel
docking algoritmalari yerine MD similasyon tabanli protein-protein etkilesimlerinin
arastiriimasi tercih edildi. Protein-protein etkilesimlerinde MD similasyon genellikle tahmin
yerine validasyon amagli kullanilmaktadir. Tahmin amagli kullanilmamasinin ana nedeni ¢ok
ylksek hesaplama maliyetidir. Buna karsin Abriata ve arkadaslari Nature’da yayinladiklari
makalede farkh tuz konsantrasyonlarindaki non-kovalent ubikuitin dimerizasyonlarini 600 ns
gibi olduk¢a uzun periyotta MD similasyonlarini gergeklestirdiklerini aciklamislar ve
similasyon sonucunda tiim simulasyonlarda agregat olusumunu goézlemislerdir (Abriata &
Dal Peraro, 2015). Protein-protein baglanmalarinda etkilesimi biylk oranda hidrofobik yizey
etkilesimleri belirlediginden tim atomik similasyon yerine daha basite indirgenmis iri taneli
modellerin simdilasyonlari tercih edilebilir. Baaden ve Marrink bu konuda vyazdiklari
derlemede ¢ok blyuk olcekli iri taneli similasyonlarda protein agregat olusumu Uzerinde
durmuslardir. Ayrica serbest enerji veya PMF hesaplamalar ile etkilesimlerin
siniflandirilabilirligini géstermislerdir (Baaden & Marrink, 2013). Bu siniflandirma ile bu
etkilesimin dogru baglanma olup olmadigini valide edebilmemiz mimkiin olabilmektedir.

Validasyon icin kullanilan serbest enerji hesaplama metodlari icinde End Point okuma

126



gerceklestirilen MM/PBSA ve LIE gibi yontemlerde daha az hesaplama maliyeti gereksinimi
dogmasina karsin sonug kantitatif olmaktan uzaktir. Yani elde edilen sonug, deneysel veriden
uzaktir. Fakat elde edilen sonuglar birbiri ile kiyaslandiginda en disik degerin dogal forma
yakinligi ile basarih olabildigi sergilendi. Chen ve arkadaslari da 46 protein-protein
kompleksinin etkilesimini MM/PBSA yaklasimina gore arastirmislar ve bu yaklasimin ZDOCK
skorundan daha iyi calstigini gostermislerdir (F. Chen vd., 2016). Yaptigimiz calismada
etkilesimin MM/PBSA serbest enerjisini hesaplamada Chen ve arkadaslarindan farkl olarak
tim atomik model yerine iri taneli model tercih edildi. Béylece hesaplama dogrulugundan
cok fazla feragat etmeden yizlerce kat daha hizli ve daha az maliyetli hesaplama basarildi.
Patel ve Ytreberg kullandigimiz metodolojiye benzer sekilde iri taneli modeller kullanarak MD
similasyonlar gerceklestirmis ve baglanma serbest enerjilerini hesaplamislardir (Patel &
Ytreberg, 2018). Klasik tim atomik similasyona gore ¢ok hizli olan metodolojide genel
konsept, yaptigimiz calisma ile benzerlik gdsterse de 6nemli farkliliklar icermektedir. Ekip iri
taneli kuvvet alani olarak MARTINI yerine SIRAH kullanmayi tercih etmistir. Darre ve
arkadaslari tarafinda gelistirilen bu yeni model, kirmizi sarap yapiminda kullanilan “syrah”dan
esinlenilerek MARTINI modeline de ince bir gonderme yapilarak isimlendirilmistir. Gelisim
kronolojisinde MARTINI’nin arkasindan takip eden bu model, algoritma olarak MARTINi ile
onemli farkliliklara sahiptir. MARTINI modelinde haritalama stratejisi 4 atomun tek atom
olarak varsayilmasi ve bazi halkasal karmasik yapilarda detaylandirma tzerine kurulu iken
SIRAH modelinde karmasik bir modelleme tercih edilmektedir. Ornegin su molekili igin
karsilastirma yapilacak olursa MARTINi modelinde 4 su molekiilii bir molekiil olarak
haritalanirken SIRAH modelinde 11 su molekili her biri kismi yik tasiyan dort adet baglantiya
sahip bir boncuk olarak haritalanmaktadir. WT4 olarak isimlendirdikleri bu su modeli ile
dielektrik gecirgenlik potansiyeli, iyonik kuvvet ve osmotik basing gibi degerler korunmaya
calisilmaktadir. Protein haritasina baktigimizda ise yine MARTINI modelinde fonksiyonel
gruplar disinda amino asitlerde 4 atomun bir atom olarak farz edildigi basite indirgenmis
haritalama tercih edilirken, SIRAH modelinde peptid baglarinda oksijen, azot ve alfa karbonun
pozisyonunun korundugu dislik graniiler haritalama tercih edilerek yan zincirlerde ise daha
diistk detay derecesinde modelleme ile genel bir kural belirlemek yerine her amino asit igin
Ozel bir haritalama tercih edilmektedir. Ekibin tercih ettigi bu strateji sayesinde hidrojen bagi
benzeri etkilesimler ihmal edilmediginden proteinin ¢ boyutlu yapisi sekonder yapilarin
stabil kalabilmesi sayesinde bozulmamaktadir (Darré vd., 2015). MARTINI kuvvet alaninda
hidrojen baglari ihmal edildiginden bunun yerine elastik network yaklasim ile stabilite
korunmaya calisiimaktadir. SIRAH modelinde tercih edilen bu detay sayesinde protein

katlanma simiilasyonlari MARTiINi"den ¢ok daha basarili sekilde gerceklestirilebilmektedir.
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MARTINI modelindeki hidrojen bagi olusturamama eksikligi protein stabilitesi yoniinden
blylk bir problem olarak ortaya ciksa da Marrink ve ekibi bu problemin (stesinden
gelistirdikleri Elnedyn elastik network modeli ile gelmislerdir (Periole, Cavalli, Marrink, &
Ceruso, 2009). SIRAH modeli daha ¢ok protein katlanma simdilasyonlarinda basari ile
uygulanirken protein-protein etkilesimlerinde iki model de basarili sonuglar vermektedir.
Calismamizda protein-protein etkilesimlerinde yiiksek performansa ve SIRAH ile benzer
basarima sahip olmasi yaninda GROMACS MD similasyon yazilimi ile tam uyumlu ve kolay

uygulanabilir olmasi nedeniyle MARTINI modeli tercih edildi.

Patel ve Ytreberg'un protein-protein etkilesiminde kullandiklari SIRAH modeli ile
gerceklestirdikleri MD simiilasyonda baglanma serbest enerjisini hesaplamak icin Umbrella
Ornekleme kullanmislardir (Patel & Ytreberg, 2018). Bizim yaptigimiz ¢calismada Umbrella
Ornekleme yerine MM/PBSA yaklasimi tercih edildi. Umbrella Ornekleme, absoliit baglanma
enerjisini hesaplamada MM/PBSA yaklasimina gére ¢cok daha Ustiin olmasina karsin en az 20
kat daha fazla hesaplama maliyetine ihtiyag¢ duymaktadir. Bunun nedeni reaksiyon
koordinatindaki her pencere icin ayri ayri similasyon yapilmasi gerekliligidir. MM/PBSA’da
ise tek bir simiilasyon ile end-point okuma gergeklestirilebilmektedir. Umbrella Ornekleme
glicli bir metod olmasina karsin karsilastirmali yaklasimda MM/PBSA ile benzer basariya
sahiptir (Brice & Dominy, 2011). Ayrica ¢alismamizda kullandigimiz BiP ve IRE1LD yiiksek
esneklige sahip oldugundan Umbrella Ornekleme igin gerekli olan proteinleri birbirinden
uzaklastirmak igin kullanilan steered MD uygulanmasinda problemler ortaya ¢ikabilmektedir.
Yiiksek hesaplama maliyeti, yiksek esneklikte proteinlerin etkilesimlerinde uygulama zorlugu
ve karsilastirmali serbest enerji hesaplamalarinda MM/PBSA yaklasimi ile benzer basarima
sahip olmasi nedeniyle ¢calismamizda Umbrella Ornekleme yerine MM/PBSA yaklasimi tercih

edildi.

MARTINi modeli ve MM/PBSA vyaklasimini kullandigimiz protein-protein etkilesimi
¢alismamizda MD similasyonda agregat olusturma yeteneginden faydalanilarak birbirinden
5 A - 15 A uzaklikta vyerlestirilen proteinlerin baglanma konformasyonlari ve bu
konformasyonlarin serbest enerji hesaplamalari yiratildi. Protein-protein etkilesimlerinde
baglanmada VdW etkilesimlerinin roli %70 civarindadir (Nilofer, Sukhwal, Mohanapriya, &
Kangueane, 2017). Buna karsin MD simlasyonlarda VdW etkilesimlerinde kesme algoritmasi
uygulanmaktadir. Vdw cekme kuvveti cok yakin mesafede gercgeklestiginden ve genellikle 1.4
A degerinde kesme yapildigindan, calismamizda proteinler arasi mesafe 5-15 A arasinda
alindi. 15 A Gizeri aralikli simiilasyonlarda baglanma cogunlukla gézlenmedi. Dogru baglanma

paternini arastirmak icin iki proteinden biylik olani merkezde kabul edilerek diger protein bu
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merkeze 5 A -15 A mesafede belli oryantasyonlarda vyerlestirildi. Bu oryantasyonlari
olusturmak icin proteinleri rastgele yerlestirmek yerine standardizasyon igin proteinleri kiibik
olarak varsayilarak vyerlesim kibik eksende gergeklestiriimesine karar verildi. MD
similasyonlarinin yiksek maliyetli olmasi ve kisa mesafede proteinlerin genis bir ylizey
araliginda baglanma olasiligl nedeniyle kiibik eksende alti farkli oryantasyonda dizilim yeterli
bulundu. Literatlirde bu dizilime benzer protein-protein etkilesim tahmin etme yaklasimina
rastlanmadi. Belli bir dizilime gore degil de rastgelelik esasina dayali fiziksel tabanli protein
baglanma ve ayrilma paternlerini arastirmak amaciyla Plattner ve arkadaslari Nature
Chemistry’de bir calisma yayinlamislardir. Bu ¢alismaya gore ekip konformasyonel baglanma
iliskisi cok iyi bilinen Riboniikleaz Barnase ve onun inhibitori Barstarin atomik ¢dzinurliikte
protein-protein birlesme ve ayrisma kinetigini mikroskobik olarak uyarlamali yiiksek verimli
MD simdilasyonlari ve bu similasyonlarin sonucuna goére olusturulmus markov
modellemelerini birlestirerek aciklamislardir. Plattner ve arkadaslari yaptiklari bu calismaile
mili saniye Olceklerinde uyarlamali MD similasyonlar gerceklestirerek deneysel olarak
protein-protein baglanma ve ayrismalarinda olusabilecek tiim olasi durumlari yani ara
baglantilari, yanhs baglanmalari, gevsek dogal baglanma konformasyonuna vyakin
baglanmalari ve siki sikiya bagh kristalografik durumlari ve bu baglantisal gecislerde meydana
gelen ayrismalari olcimleyebilmislerdir. Bu calisma bize iki proteinin baglanmasinda basit
direkt baglanma meydana gelmedigini, ara baglanmalar ve ayrismalar ile dogal forma dogru
bir gecis havzasi meydana geldigini net bir sekilde gdstermesi agisindan ¢ok énemli bilgiler
sundu. Plattner ve ekibin calisma sistemine ve kullandiklari hesaplama kaynagina bakacak
olursak calismanin rutine indirgenmesi ginimiz teknolojisi ile ¢ok zordur. Yaptiklari
¢alismada randomize olarak ayrismis durumda yerlestirilmis 1892 farkli oryantasyonun tiim
atomik MD similasyonu 1 ps uzunlukta GPU tabanl bilgisayar kiimelerinde gergeklestirilmis
ve bu similasyonlarin 74 tanesinde dogal form meydana gelmistir. Bununla birlikte 797 adet
200 ns uzunlukta dogal formun uyarlanabilir MD simiilasyonu, 756 adet 200 ns uzunlukta
randomize olarak ayrismis oryantasyonlarda uyarlanabilir MD similasyonu gergeklestirilmis,
E73 mutant formunun gizli markov modeli igin ise 1500 adet 200 ns’lik uzunlukta farkli meta
durumlardaki similasyonlar kullanilmislardir (Plattner, Doerr, De Fabritiis, & Noé, 2017). Biz
calismamizda yaklasik bir milyon cekirdek saat gibi kayda deger bir hesaplama kaynagi
kullanmamiza karsilik Plattner ve ekibinin bizden binlerce kat daha fazla hesaplama kaynagi
kullandigi agiktir. Ekip glinimuzdeki en yiksek ¢ozinirlik olan tim atomik similasyonlar
gerceklestirdigi icin yapilan binlerce similasyona karsilik elde edilen dogal yapilarin azlig
konformasyonel enerji ylizeyindeki bariyerlerin iri taneli modele gére daha buyik ve keskin

olmasindan kaynakl olabilir. Buna karsin atomik olgekte mili saniye diizeyinde deneysel
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olarak uyumlu boyle bir ¢alismanin yirttilmesi MD simiilasyonlarin geleceginin ¢cok umut
verici oldugunu gostermektedir. Yaptigimiz calismada ayrismis durumdaki proteinlerin
similasyon boyunca dogal form olusturma olasiliginin fazlaligi konformasyonel enerji
ylzeyindeki bariyerlerin daha yumusak olmasindan kaynaklandigini duslndirmustar
(Kmiecik vd., 2016). Proteinleri kiibik olarak diisinip 5 A -15 A uzunlukta tiim olasi
oryantasyonlari duslindigiimizde 36 farkli similasyon ile tim konformasyonlar
arastirilabilmektedir. Fakat eger bu iki protein homolojik olarak yiksek benzerlikte ya da ayni
protein yapisinda ise 6 farkl oryantasyon ile tiim olasi konformasyonlar arastirabilmektedir.
Yaptigimiz validasyon calismasinda hesaplama kaynaklarinin kisithligi nedeniyle, her protein
kompleksi i¢in 6 oryantasyonlu similasyonlari kiigiik proteinin tim yizleri yerine sadece
biyoaktif yuzleri bliyik proteine donik olacak sekilde gerceklestirildi. Bununla birlikte
kimerik SDZ CHI621'in Fab fragmenti homolojik olarak ylksek benzerlikte iki proteinden
olusan konformasyonlari gosterilerek dogal forma yakin gerceklesen baglanma paternlerinin

serbest enerjilerinin diger baglanma paternlerinden ¢ok daha diisiik oldugu gozlemlendi.

BiP-IREILD etkilesimini arastirmak icin gelistirilen metodoloji, hesaplama maliyetinin
disukligl ve dogal formu tahmin etmede fizik tabanl atomistik yaklasimlara gére avantaja
olustursa da bazi eksikliklere ve dezavantajlara sahiptir. Yaklasimdaki en bilylk eksiklik
proteinlerin birbirine gére konumlari dizenlenirken merkezdeki proteinin gevresinde kibik
olarak dlizenlenmesinin yeterli olmayabilecegidir. Clinkii kiibik olarak oryante edildikten
sonra kiiglik proteinin ayrica 90 derece acilarla kiibik ylzi blylk proteine doniik olacak
sekilde 4 kez dondiiriilerek her oryantasyon igin ilave 3 similasyon daha yapilmasi ve
sonuglarin incelenmesi gerekebilir. Bu durumda tiim olasi oryantasyon similasyonlarinin
sayisinin 36 degil 144 olmasi gerekmektedir. Fakat proteinler arasi uzaklikta yeterli serbestlik
derecesi oldugundan ve proteinler arasi uzun mesafe etkilesimin proteinleri belli dogrultuda
baglanmaya iteceginden simiilasyon sayisinin artiriimasina gerek duyulmayabilir. Buna
ragmen tim olasi konformasyonlarin hesaplamalarinin yapilmasi istenmesine ragmen
hesaplama kaynagi ve zaman kisithligi nedeniyle test etme imkani bulunamadi.
Calismamizdaki dezavantajlarin ilki; 5 ps’lik similasyon uzunlugunun yanlis pozitif sonug
alinmasina sebep olabilecegidir. Validasyon setlerinde 5 ps uzunlugunda toplam 84 bagimsiz
iri taneli similasyon yapilmasina karsin Ddil ubikuitin benzeri (UBL) domaini-Ubikuitin
kompleksi oryantasyon similasyonlarinin asagida bahsedilen 6zel durumu goéz ardi
edildiginde sadece iki yanhs pozitif sonug elde edildi. Bu iki yanhs pozitif sonugtan ilki; Kimerik
SDZ CHI621'in Fab fragmentinin oryantasyonlarinin similasyonlarinin 3. tekrarinda 1 us’den

itibaren 2. oryantasyonda toplam serbest enerjide hizli bir diisiis meydana gelerek dogal
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formun serbest enerjisine yakin degerler elde edilmesidir. Diger yanlis pozitif sonug alinan
calisma ise Sil1-BIP kompleksi oryantasyon similasyonlarinin ikinci tekrarinda 2.
oryantayonun toplam serbest enerjisinin 2,5 ps’den itibaren hizla azalarak dogal formun
serbest enerjine ulasmasidir. Protein-protein etkilesimi calismamizdaki bir diger dezavantaj,
diger fizik tabanh tim atomik kenetleme yaklasimlarina gére ¢alismamiz yliksek basarim ve
performansa sahip olmasina karsin klasik protein-protein kenetleme algoritmalarina gore ¢ok
fazla hesaplama maliyeti olmasi ve zaman almasidir. Bu durumun Ustesinden gelmek ve 144
oryantasyonu da iceren tim olasi konformasyonel paternleri belirleyebilmek amaciyla, ileri
calismalarda yaklasimimizin gelistirilmesi ve bunun igin 6ncelikle simiilasyon sisteminde ¢ok
fazla hesaplama maliyeti olusturan suyun g¢ikarilarak similasyonlarin vakum ortaminda
gerceklestirilip dogal formlar ile karsilastiriimasi olacaktir. Su olmadigi icin baglanma
paternleri daha hizli olusacagindan similasyon zamanlarini 5000 ns’den 500 ns'ye
duslrilecek boylece simiilasyon basina 100 kata kadar hesaplama maliyetinde azaltim
hedeflenecektir. Ayrica tek bir komutla 144 oryantasyonluk bitiin sistemlerin giris dosyalarini
olusturacak bir algoritma yazilmasi planlanmaktadir. Ayrica bu olusan oryantasyon
sistemlerini bilgisayar kiimelerinde es zamanli galistirip analiz edecek bir bash scripti
yazilmasi onceliklerimiz arasinda olacaktir. Daha ileri ¢alismalarda hedefimiz bu yaklasimi

server tabanli olarak kullanici dostu arayiizi ile arastirmacilara sunmaktir.

Eksiklikleri ve avantajlari irdelenen protein-protein etkilesiminde, iri taneli kiibik oryantasyon
yaklasimiyla dort farkli protein kompleksinin dogal formlariyla kiyaslanmasi test edilerek

validasyonlari gerceklestirildi.

Ddi1 ubikuitin benzeri (UBL) domaini-Ubikuitin kompleksinin oryantasyon simiilasyonlarinda
elde edilen sonuglardan farkli olarak dogal form ile oryantasyonlarin similasyonlarinin
toplam serbest enerji degisimleri arasinda belirgin bir fark gézlenmedi. Abriata ve arkadaslari
ubikuitin dimerlerinin non-kovalent baglanma ve ayrilma etkilesimlerini tim atomik
¢Ozunirlikte simile ettikleri calismalarinda her bagimsiz similasyonda ubiquitinin farkli
agregatlarinin olustugunu goézlemlemisler ve bunun kuvvet alani optimizasyon eksikliginden
kaynaklandigini iddia etmislerdir (Abriata & Dal Peraro, 2015). Farkli ubikuitin dimerlerinin
XRAY kristalografileri incelendiginde Ubikuitin dimerlerini iceren 2PE9, 2PEA, 2XK5, 3M3J,
5KHY, 1AAR, 3AUL, 3NS8, 2MBO, 2MBQ ve 2MWS kodlu dimer yapilar arasinda baglanma
konformasyonu bakimdan uyum gozlenmemesi ubikuitinin ¢coklu baglanma bolgesine sahip
oldugunu gostermektedir. Calistigimiz diger protein komplekslerinden farkh olarak ¢oklu
baglanma paternlerinin olmasi kovalent ve non-kovalent baglanabilme kabiliyetine sahip

ubikuitinin baglanacagi proteine gore farkli baglanma paterni gosterdigini agiklamaktadir.
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Ayrica ubikuitinin birden fazla baglanma paternine sahip olmasi onun poliubikuitinasyonunu
da acgikladigindan, calismamizda da ubikuitin ve ubikuitin benzeri proteinin etkilesiminde
birden fazla dogal form olusabilecegini net bir sekilde gostererek deneysel kristal yapilarin

neden birden fazla baglanma konformasyonuna sahip oldugu gosterildi.

Ubikuitin-USP2 kompleksi oryantasyonlarinin ve dogal formunun 5 A ve 15 A uzaklikta iki
grubun iri taneli similasyonu sonunda elde edilen sonuglari irdelendiginde dogal formun iri
taneli MD similasyonunun serbest enerji degisiminin en disik deger olan -3000 kj/mol
degerine yaklastigi gozlemlendi. Ona en yakin degerin ise dogal forma gore 15 A mesafe
uzaklikta yerlestirilen oryantasyonda -2500 kj/mol degerinin altiyken 5 A mesafede ise -2900
kj/mol degerlerine kadar dustligli gozlendi. Bu durum oryantasyonlarin ayarlanmasinda
dogal forma gore protein uzakliklari arttikca simiilasyon sonunda olusacak yeni baglanma
paterninin dogal forma benzerliginin azalacagl yoniinden 6nemlidir. Diger 6nemli konu ise
MM/PBSA serbest enerji hesaplamalarinin dogal formu tahmin etmede basarili olusudur.
Ubikuitin-USP2 kompleksinin tim iri taneli similasyonlari incelendiginde dogal baglanma
paternine vyaklastikca serbest enerji degisiminde artisi net sekilde gozlendi. Diger
oryantasyonlarin iri taneli MD simulasyonlarinin MM/PBSA serbest enerji degisimlerini
inceledigimizde hig birinin -2000 kj/mol’Un altina inmedigi gézlendi. Bu durumdan dolayi -
2000 kj/mol degeri esik deger olarak kabul edilerek bu degerin altina inen oryantasyon

simulasyonlari dikkate alindi.

Kimerik SDZ CHI621 Fab dimerinin kiibik oryantasyonlari ve dogal formunun iri taneli MD
simulasyonlarinin MM/PBSA toplam serbest enerji degisimleri incelendiginde dogal formun
serbest enerji degisimi -2862,66 kj/mol olarak hesaplanirken 1. oryantasyonda bu deger -
3016 kj/mol olarak hesaplandi Dogal forma gore proteinlerin 5 A kadar birbirinden
uzaklastinldigl 1. oryantasyonun similasyon sonunda baglanma paterninin benzerliginin ok
yakin olmasina karsin 1. oryantayonda iki zincirden birinin digerinin icine dogru bukilerek
dogal formdan daha siki bagladigi gozlendi. Bunun haricindeki oryantasyonlarda -2000 kj/mol
olarak belirlenen esik degere ulasilamazken 3. tekrardaki 2. oryantasyonda amiloid forma
benzer sekilde bir baglanma paterni olusarak esik degere yakin serbest enerji degerleri
Olclildii. Bundan da anlasilacagi lizere daha 6ncede bahsedildigi gibi simiilasyon uzunlugu
arttikga yanlis pozitif sonug verebilme olasiliginin arttig1 gorildi. 1.2 ps’lere kadar toplam
serbest enerji -1000 kj/mol duzeylerinde seyrederken 1.5 ps’ye dogru hizli disus ile esik
degere ulasildiginin goézlenmesi similasyon uzunlugunun yanls pozitif sonuglar elde
edilmemesi amaciyla kisa tutulmasi gerektigini gosterdi. Ayrica validasyon setimizin en esnek

yapisi olan fab fragment kompleksinin simtlasyonu sonucu elde edilen veriler dogal formu
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tahmin etmede protein esnekliginin sonucu olumsuz etkilemedigini bize gostermesi

acgisindan dnemliydi.

BiP’in Sil1 ile baglanma paterninin test edildigi 4. ve son validasyon calismalarinda, {ic tekrarli
kiibik oryantasyonlarin simllasyonunda dogal formun iri taneli MD simiilasyon sonucu olan
-3000 kj/mol’tin en yiiksek serbest enerji degisimi oldugu gozlemlendi. Yine dogal forma gore
5 A mesafede yerlestirilen 1. oryantasyonun serbest enerji degisimi -3000 kj/mol’e yaklasarak
dogal forma yakin baglanma paternleri elde edildi. Buna karsin 2. tekrarda 1. oryantasyonda
baglanma paternine rastlanmazken 2. oryantasyonun serbest enerji degisimi 2.5 us’den
itibaren hizla artarak esik degerin altina ulasti. Daha 6nce de belirtildigi gibi bu komplekste
de similasyon uzunlugundaki artisin yanlis pozitif sonu¢ vermesi agisindan 6nemli bir
dezavantaj olarak degerlendirildi. Bu yaklasim, BiP-Sil1 etkilesim hesaplamalarinda da dogru
baglanma paterninin yakalanmasi ¢alismamizin ana bashg olan BIP-IRELD etkilesiminin

arastirilmasinda bizi dogru sekilde yonlendirdigini gosterdi.

iri taneli kiibik oryantasyon yaklasimi eksiklik ve dezavantajlarina ragmen 4’lii validasyon
setinin 3’Unde cok basarili sekilde dogru baglanma paternini tahmin etmede bize rehberlik
etti. Dort farkll protein kompleksinin tim oryantasyonlarinin ROC egrisi incelendiginde
dogruluk 6lgisi -2000 kj/mol’de 0,88 ile validasyon igin ¢ok iyi bir deger olarak hesaplandi.
Bu durum da gelistirilen iri taneli kiibik oryantasyon yaklasimi, yanlis pozitif ve negatif

durumlarin ayirici gliciinlin gosterilmesinde ¢ok gii¢lii oldugunu gosterdi.

BiP-IRE1LD kiibik oryantasyon calismamiza baslamadan énce 5e84 kodlu BiP ve 2hz6 kodlu
IRE1LD’in yapisal eksikliklerini gidermemiz gerekti (Yang vd., 2015; Zhou vd., 2006). BiP
proteininde bazi rezidllerin fonksiyonel gruplarinda eksiklikler gézlemlendi ve bu eksiklikler
Dunbreak ve arkadaslari tarafindan gelistirilen rotamer kitiphanesi ile tamamlandi
(Dunbrack & Karplus, 1993). IRE1LD’in ise daha 6nce bahsedildigi sekilde kayip rezidileri
tekrar modellendi. Proteinlerin X-RAY kristal yapilarinda “disordered” olarak tanimlanan
proteinlerin diizensiz motifleri ylksek esneklikte olduklarindan koordinatlarinin belirlenmesi
X-RAY kristalografi metoduyla mimkin olamayabilmektedir. Bunun yaninda proteinlerin bu
diizensiz domainleri genellikle baglanmada yada bazi katalitik aktivitelerde ¢ok kritik Gneme
sahip olabilmektedir (Wright & Dyson, 2015). iki proteini yeniden yapilandirdiktan sonra
yapisal validasyonu i¢in molprobity skor kullanilmasinin nedeni bu metodolojinin koti
rotamerlerden ramachandran grafigine, kotl bag ve acilardan cis prolin durumlarina gore bir
¢ok yapisal durumu inceleyip yapinin saglamhgl ve stabilitesi konusunda dogru bilgi

verebilmesidir (V. B. Chen vd., 2010). Yaptigimiz calismada yeniden yapilandirma sonucunda
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molprobity skora gore iki proteinde ilk durumlarina gore daha iyi skorlar alindi. Yeniden
yapilandirmada en ¢ok zorlanilan kisim IRE1LD’in diizensiz 4. bolgesi oldu. Bu bolgenin
yeniden modellenmesinde I-TASSER veri sunucusu icinde yer alan QUARK moduli kullanildi.
De-novo yapi tahmininde QUARK sunucusunu kullanilmasinin gerekgesi ise homoloji modeli
icin referansi olmayan yaplilar icin 6zellikle gelistirilmis olan QUARK veri sunucusun, CASP9 ve

CASP10 deneylerinde serbest modelleme kategorisinde birinci olmasidir (Xu & Zhang, 2012).

BiP’in yapisal analizinin gerceklestirildigi calismamizda tiim atomik MD similasyon
sonucunda SBDa domaini genellikle stabil kalirken kisa bir siire icin bikilme meydana
getirdigi ve tekrar eski haline déndiigii gézlendi. Ustelik bu hareket iri taneli simiilasyonda ve
6ASY kodlu BiP’i simiile ettigimizde de gozlendi. Farkli kuvvet alani ile ve farkli galisma
gruplarina ait BiP’in yapisinda benzer biikiilmenin gdzlenmesi, bize bu durumun kuvvet alani
yada proteinin yanlis yapilandirlmasindan kaynaklanmadigini gosterdi. Ayrica BiP’in
similasyon boyunca RMSD degisimi, blikiilme aninda 113. ve 578. rezidilerin birbine gbre
konumlari ve ayrica SBD ve NBD domainlerinin similasyon boyunca serbest enerji degisimi
ile birlikte grafik izerinde gosterildiginde (grafik 15) iki konformasyonel durum daha net
sekilde gozler onine serildi. Serbest enerji ylzeyi, icerdikleri derin cukurlar, dizlikler ve
tepeler ile proteinlerin konformasyonel gegisleri hakkinda &nemli bilgiler vermektedir.
Konformasyonel faz uzayinda protein molekilinin enerji ylizeyinin matematiksel gésterimi
80’lere kadar dayanmaktadir. Ooi ve arkadaslari heniz bilgisayarlarin yayginlik kazanmadigi
ve sadece Ozel laboratuvar ve kurumlarin biinyesinde bulundurabildigi dénemde
yayinladiklari makalede kiguk bir protein olan sigir pankreatik tripsin inhibitérinin dihedral
acilari, ¢s ve Ps’in konformasyonel enerjilerini faz uzayinda matematiksel olarak
hesaplamayi basarmislardir. Bu calisma ile ortada en duslk global minimuma sahip iki
boyutlu bir grafik elde edilmis ve konformasyonel gecislerin pirizsiz bir yizeyde ilerledigini
gostermislerdir (Ooi & Nishikawa, 1981). Bu grafik calismamizda ¢ boyutlu olarak ele alinmis
olsaydi ortada derin bir gukur olan huniye benzer bir sekil elde edilmis olurdu. Bu sekilde
derin bir cukurun varhgi, bu proteinin bir konformasyonel dogal formunun oldugunu, global
minimum olarak adlandirilan derin gukurun dibinde proteinin en diisiik enerjiye sahip stabil
dogal formda oldugunu bize gosterecekti. Proteinlerin enerji ylizeylerinin belirlenmesinde
Ustte bahsedildigi gibi birgok degisken kullanilabilmektedir. Biz yaptigimiz ¢alismada 6zellikle
SBDa burkulmasinin zamana bagli enerjetik degisiminin gézlenmesi amaciyla RMSD, mesafe
ve Van der Waals enerji terimlerini kullanildi. Ayrica iki minima arasinda da yliksek tepelerin
varligl iki durum arasinda konformasyonel gegisin termodinamik olarak ¢ok kolay olmadigini

gostermesi acisindan dnemliydi. Elde edilen enerji ylizey haritasinda iki minimanin olmasi,
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proteinin iki dogal stabil forma sahip oldugu izlenimi verse de VdW enerji terimi yerine
toplam enerji kullanildiginda harita tizerinde iki yerine bir tane derin minimum bir tane de
yiizeysel minima bélgesinin olustugunun gdzlenmesi aslinda BiP’in iki stabil konformasyonel
duruma sahip olmadigini, asil stabil durumunun SBDa’nin dogrusal yapida oldugunu, lokal
minima bodlgesinde gerceklesen SBDa’nin burkuldugu durumun bir gecis konformasyonu

oldugunu ifade etti.

BiP-SBDa alt domainin yiiksek esnekligi Prody (Bakan vd., 2011) adl yapisal dinamik analizi
yazilimi ile de gésterildi. Prody ile BiP-SBDa’nin 100 ns boyunca gozlenen konformasyonel
hareketinin normal mod analizi gergeklestirildiginde hareketli rezidileri oklar ile sematize
edildiginde uzun oklarin SBDa’nin ylksek esneklige sahip oldugu goriildi. Bahar ve ekibi
tarafindan gelistirilen Prody’nin kullandigi “Anisotropic network” modeli ile ylksek
korelasyonda deneysel uyumluluga sahip oldugu gosterilmistir (Meireles, Gur, Bakan, &

Bahar, 2011).

BiP’in ATP ve ADP bagli iki konformasyonunda ATP bagli formda BiP -NBDIIB kapal konumda
yer alirken ATP hidrolizi sonrasi ADP bagli formunda ise BiP -NBDIIB’da konformasyonel
degisiklik meydana gelerek disa dogru aciima olusmaktadir (Macias vd., 2011). Bu iki acik ve
kapali formu birlikte incelendiginde konformasyonel degisikligin kaynaginin 209-217
rezidileri arasinda kalan ve mentese olarak adlandirilan loop motifinin oldugu gozlendi. Bizi
bu sonuca iten durum ise bu iki protein rezidiilerinin N-terminal ug tarafindaki rezidiler ile C-
Terminal ug tarafindaki rezidiiler hizalandiginda 0.5 A civarinda yapisal benzerligin bulunmasi
oldu. Oysa iki protein icin 209-217 arasi rezidileri hizalayip RMSD degeri hesaplandiginda 2
A’nun ustiinde bir sonuca ulasildi. Ozellikle bu mentese yapisinin basinda yer alan TYR 209’un
degisken grubunun anahtar gibi donus gergeklestirmesi ATP hidrolizini kolaylastirip
NBDIIB’nin agilmasini saglayan j domaini iceren HSP40 kosaperonunun bu rezidlinin farkh bir
rotamerini olusturmada rolii olup olmadigini dusiindiirdi. BiP’in acik ve kapali
konformasyonunu gosteren bir ¢ok calisma literatiirde yer almasina ragmen mentese
bblgesinin bu konformasyonel acilmadaki roliinden bahsedilmemistir (Wisniewska vd., 2010;
Yan vd., 2011; Yang vd., 2015). Ayrica Alderson ve arkadaslari allosterik hsp70 ve onun
yardimci saperonu hsp40’in yapisi ve bir birleriyle etkilesimi lzerinde yogunlastiklar
derlemede HSP40 j domainin BiP-NBD 185-195 araligindaki rezidiiler ile degil BiP -SBD
“linker” rezidu dizisi ile etkilesim kurdugu hipotetik model tizerinde durmuslardir (Alderson,
Kim, & Markley, 2016). BiP ile zayif etkilesim kurdugu icin kompleks olarak elde edilemeyen
HSP40 j domainin literatiirde genel olarak BIP -SBD linker domaini ile kompleks olusturarak

ATP hidrolizini tesvik ettigi distnilmesine karsin Malinverni ve arkadaslarinin 2017’de
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yayinladiklari makale bu ezberi bozmustur. (Alderson vd., 2016; Jiang vd., 2007; Malinverni,

Jost Lopez, De Los Rios, Hummer, & Barducci, 2017).

Malinverni ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada iri taneli molekiiler dinamik similasyon ile
hsp40 j domaininin heliks 1l kismi ile NBDIIA lobunun etkilesim icinde oldugunu
gostermislerdir. Bu literatlir bilgisiyle baglanma paterninin HSP70’in acgik ve kapali
konformasyonlarinda mentese rollii olan bdlge ile ilgili olmasi sonuglarimizi destekledi

(Malinverni vd., 2017).

Literatiirii arastirdigimizda BiP’in kiiciik molekiil inhibisyonlari yada IREILD disinda baska
proteinler ile etkilesimlerinin kristalografik yada molekiler dinamik simiilasyon ¢alismalarina
rastlanmasina karsin BiP’in IRE1LD ile molekiiler dinamik etkilesimini gdsteren bir ¢calismaya
rastlanmadi (Bhattacharjee, Devi, & Mishra, 2015; Schuermann vd., 2008). Literatiirde BiP’in
IRE1LD ile etkilesiminin 6zellikle NBD domaini tzerinden gergeklestigi bilinmesine ragmen
baglanmanin molekiler mekanizmasi ve nasil gergeklestigi anlasilamamistir (Carrara vd.,
2015). Calismamizda BiP-IRE1LD’in kiibik ve BiP NBDIIB eksenli oryantasyonlarinin iri taneli
molekiler dinamik similasyonlarinin gerceklestiriimesiyle literatlrdeki bu konudaki
eksikligin giderilebilecegi disinildi. Gelistirilen iri taneli kibik oryantasyon yaklasiminin
daha 6nce gerceklestirilen validasyon ¢alismamizda basarili oldugu gosterildikten sonra bu
yaklasim ile baglanma paterni bilinmeyen BiP ve IRELLD etkilesiminin arastirmasina karar
verildi. Daha énce de bahsedildigi gibi IREILD’in diizensiz domaininin yer aldigi ve BiP
baglanmasinda rolii oldugu diistiniliilen 4. bélge BiP proteinine déniik olacak sekilde kiibik
yerlesim yapilarak kiibik oryantasyonlari diizenlendi. Proteinler arasi mesafeyi 5 A yerine 10-
15 A olarak alinmasinin nedeni protein etkilesiminde farkli baglanma paterni olusturma
olasihgini artirmakti. Bdylece IRE1LD’in BiP’e déniik yiziinin ayrica farkh agcilardan
baglanabilmesine imkan taninmis olundu. Calismaya bagslanildiginda BiP’in SBDa domainini
de iceren 5e84 kodlu kristal yapt mevcuttu. O dénemde baska bir alternatif olmadigindan bu
proteinin protein- protein etkilesimlerinde kullanilmasina karar verildi (Yang vd., 2015). insan
IRELLD yapisi olarak ise hala daha muadili ortaya ¢ikarilamamis olan 2hz6 kodlu kristal yapisi

tercih edildi.

Carrara ve arkadaslari yaptiklari calismada BIP ATPaz domaininin IRE1LD’e baglanmada
roliinii immuno presipitasyon ve FRET deneyleri ile arastirmislar ve ATP bagh BiP’in IRE1LD’in
2-4 bolgesine baglandigini gbstermislerdir. Grup, Kimata ve arkadaslarinin aksine IRE1LD 5.
bolgenin baglanmada 6nemli olmadigini yaptiklari in vitro mutagenez calismalari ile ortaya

cikarmislardir (Carrara vd., 2015; Kimata vd., 2004). Ayrica Zhou ve ekibi insan IRE1LD’in
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kristal yapisini ortaya koyduklari calismada 4. bolgenin yer aldigi yiksek esneklikteki C
terminal uctan Val-307’ye kadar olan kismin BiP ile etkilesmede rolii oldugunu &ne
sirmuslerdir (Zhou vd., 2006). Bizim de bu calismalardan hareketle BiP-IRE1LD
etkilesimlerinde olasi baglanma paternlerinin arastirmasi amaciyla daha 6nce valide edilen
protein-protein kenetleme yaklasimi ile iri taneli kibik oryantasyonlu molekiler dinamik
similasyonlari gerceklestirildi. Calismamizin basinda BiP merkezde ve kiip gibi dustinilerek
IREILD’nin 4. bolgesi bu kiibiin her bir yiiziine déniik olacak sekilde 10 A -15 A uzaklikta
toplam alti oryantasyonu hizalanip iri taneli 6lcekte 2 ps boyunca molekiiler dinamik
similasyonlari gergeklestirildi. Simtlasyon sonunda tiim oryantasyonlarda baglanma
paternleri olustu fakat baglanma paternleri hangisinin dogru form oldugu hakkinda bilgi
vermediginden baglanmalarin  serbest enerjisi MM/PBSA metoduyla belirlendi.
Oryantasyonlarin simiilasyonu sonunda baglanma serbest enerjileri hesaplandiginda 6.
oryantasyonun -2000 kj/mol olan esik degere yaklasarak en disik toplam serbest enerjisine
sahip oldugu ve baglanmanin 6zellikle BiP NBDIIB ve SBDa alt domainleriyle IRE1LD’in direkt
etkileserek gergeklestigini gosterdi. Ayrica 4. bolgenin iginde yer alan IRE1LD esnek
disordered domainin de baglanmada rol aldigi gosterilerek baglanmanin Zhou ve Carrara’nin
calismalari ile uyumlu oldugu sonucuna varildi (Carrara vd., 2015; Zhou vd., 2006). 6.
oryantasyonun MD similasyonu sonunda elde edilen baglanma paterni iri taneli modelden
atomik ¢ozlinlirlige dondlstiirtildikten sonra vakum ortaminda 10 ns simile edildiginde ilging
bir sekilde IREILD konumunun 59,71° acisal hareketle yer degistirdigi ve Sil1’in baglanma
paternine benzer bir patern olusturdugu goézlendi (Yan vd., 2011). Calismanin sulu degilde
vakum ortaminda gerceklestiimesinin nedeni protein kompleksinin konformasyonel

degisikligini daha hizli gbzlemlemekti.

Calismamizda etkili olan 4. ve 6. oryantasyon 6’sar kez tekrar edildiginde en distk toplam
serbest enerjinin 4. oryantasyonun 2. tekrarinda gozlendi fakat bu deger -1500 kj/mol
degerine ancak ulasabilmisti. Wetzel ve arkadaslari 2017 sonlarinda yaptiklari ¢alismada
ERdj4’iin j domaininin BiP’e baglanarak ATP hidrolizini hizlandirdigini ve BiP’in hidroliz sonrasi
kapali formdan acik forma gecerek IRE1 ile baglanma afinitesinin arttigini géstermislerdir
(Amin-Wetzel vd., 2017). Ayrica Jiang ve arkadaslari ATP hidrolizi sonrasinda SBD ve NBD
etkilesiminin Swain ve arkadaslarinin aksine bagl kalmaya devam ettigini belirtmislerdir
(Jiang vd., 2007; Swain vd., 2007). Yaptigimiz calismada BiP kapali form ile IRE1LD etkilesimi
arastirildi. Daha 6énce detayl olarak anlatilan BiP’in acik ve kapali formlar dikkate alinarak
¢alismamiz her form igin Ug tekrarl olacak sekilde dizayn edildi. Ayrica 6nceki ¢calismadaki en

iyi baglanma paternini gozeterek 6’l kiibik oryantasyona iki oryantasyon daha eklenip

137



simiilasyon uzunlugu 5 ps’ye cikarildi. Calisma sonunda BiP’in acik ve kapali formlarin IRE1LD
ile baglanma paternleri incelendiginde kapali formda baglanmanin daha az gerceklestigi
gozlendi. Ayrica tiim oryantasyonlar hesaba katilarak toplam serbest enerjileri gz 6nline
alindiginda, toplam serbest enerjilerinin agik formun olusturdugu baglanma paternlerinden
dramatik olarak daha distk oldugu belirlendi. Bu bulgumuz Wetzel ve arkadaslarinin yaptig
calismadaki gibi neden acgik formun IRE1LD’e baglanmada daha yiiksek afiniteli oldugunu
acitklamasi yoninden dnemlidir (Amin-Wetzel vd., 2017). Ayrica dnceki iki kiibik oryantasyon
calismasinda da etkili oldugu goriilen BiP-NBDIIB domaini merkez olarak kabul edilerek
IRELD’in dort ylizl ayri ayri merkeze donik olacak sekilde ve her yilizi 180° dondurilerek 8’li
iri taneli oryantasyon simiilasyonlari gerceklestirildi. Calisma sonunda yine 6nceki ¢alismalar
ile uyumlu olarak en distk toplam serbest enerjinin acik formundaki baglanma paterninde
olustugu gozlemlendi. Agik ve kapali formlarin tiim oryantasyonlarinin ortalama serbest
enerjilerinin toplami incelendiginde ise yine acgik formlarin toplam enerjisinin daha disik
oldugu gozlendi. Literatiirde BiP’in ve bagli bulundugu HSP70 ailesinin baska proteinler ile
baglanma paternleri incelendiginde NBDIIB’'nin baglanmada rol aldigi gériildii. Schuermann
ve arkadaslari Hsp110: Hsc70 kompleksinin X-RAY kristal yapisini ortaya ¢ikarmislardir. Kristal
yap! incelendiginde HSP110’nun SBDa domaininin NBDIIB domaini ile birlikte HSC70 ile
baglanmasinda rol aldigi net sekilde gorilmektedir. Kristal yapida HSP110’nun SBDa domaini
icindeki 568-579 arasi rezidiler T278/Q279 ve HSC70’in NBDIIB alt domaininin 289-
304/307’ci heliks | rezidileri ile 8 hidrojen bagi ve dort yuk cifti ile kontak kurmaktadir. Ayrica
HSC70 NBDIIB alt domaininin agik konformasyon rezidlleri D285 ve E283, pozitif yikli
Hsp110 NBD reziduleri (K56/K110/R262) ile iyonik etkilesim olusturmaktadir (Schuermann
vd., 2008). Bir baska ¢alismada Polier ve arkadaslari Sselp-Hsp70 kompleks yapisinin kristal
yapisini aydinlatmislar ve bu galismada Sselp'nin ¢ sarmal bobin domaininin HSP70 NBDIIf
alt domaini ile kenetlendigini gostermislerdir (Polier, Dragovic, Hartl, & Bracher, 2008). Yan
ve arkadaslari ise BiP’in, Sill ile olusturdugu kompleksin kristal yapisini aydinlattiklari
calismada Sil1’in BiP ATPaz alaninin 1IB alt domainini kelepge gibi kavrayarak bagladigini ve
bu baglanmaile IIB lobunda 13.5°'lik rotasyon meydana getirildigini gbstermislerdir (Yan vd.,
2011). Tim bu calismalar gdstermektedir ki BiP ve onun (st ailesi HSP70’in NBDIIB alt
domainin diger proteinler ile baglanmada onemli role sahiptir. Ayrica bu baglanmanin

stabilitesinde SBDa domainin de rol oynadigi gériilmektedir.

Yapilan ¢alismalar IRE1-JNK yolaginin ileri derece ER stresi kosullarinda hiicreyi apoptoza
surikledigini ve IRE1-JNK yolagina bagimli apoptozun kardiyak sistemi olumsuz yénde

etkiledigi gosterilmistir (Y. Chen & Brandizzi, 2013; Minamino & Kitakaze, 2010; Scull & Tabas,
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2011). Bu bilgilerden hareketle, kardiyovaskiiler hastaliklarda etken madde olarak kullanilan
ilag ve bu tir hastaliklarda etkileri siklikla galisilan Flavonoid tiirevi molekiillerin IRE1-JNK
yolagi Uzerindeki IRE1, ASK1 ve JNK1 ile olan etkilesimleri molekiiler kenetleme, molekiiler
dinamik simtlasyon ve serbest enerji hesaplamalari ile arastirildi. Glinimiizde hesaplama
kaynaklarinin hizla artmasi, ucuz ve ulasilabilir olmasinin yaninda algoritmalarinda hizla
geliserek deneysel veriler ile yiiksek derecede uyumlu hale getirilmesi ve bu yaklasimlarin
poplleritesinin  hizla literatiirde yayllmasi nedeniyle calismamizda protein-ligand
etkilesimlerini belirlemede hesaplamali biyolojiden vyararlaniimasina karar verildi
(Markowetz, 2017). Calismamizin basinda protein-ligand etkilesimlerini belirlemede genel bir
fikir vermesi amaciyla hizli bir metod olan molekiler kenetleme yaklasimlari kullanildi. Bu
asamada dort farkli algoritma kullanilmasinin sebebi tiim algoritmalarin normalize giktilarinin
ortalamalarini alarak yanlis pozitif sonuclarinin olusmasinin azaltiimasiydi. Ayrica elde edilen
normalize sonuglarin dogrulugunun test edilmesi amaciyla ¢alismamizda dogal Kinaz
inhibitérleri de kullanildi. Calisma sonunda normalize degerler incelendiginde Kinaz
inhibitér’lerinin en yiiksek afiniteli molekiiller olarak hesaplandigi goriildii. Bu da pozitif
kontroliin dogru calistigini gostermesi acisindan 6nemliydi. Sanal tarama olarak adlandirilan
bu yaklasimlar en iyi molekilin belirlenmesi amaciyla blyik 6lgekteki protein ligand
havuzlarinin etkilesim hesaplamalarinin hizli ve diislik hesaplama maliyetle yapilmasina izin
verdigi icin siklikla tercih edilmektedir. Buna karsin hizli ve efektif olmasinin yaninda yanlis
pozitif sonuglar Uretebilmektedir (Lionta vd., 2014). Calismamizda Kinaz inhibitérleri,
Flavonoidler, Statinler, Anti-Aritmik ilaclar ve ACE inhibitérlerinin Ui¢ protein igin ayri ayri
molekiler kenetleme hesaplamalari yapilip normalize edilerek gruplandirildiktan sonra
etkinlikleri incelendiginde Kinaz Inhibitér’lerinin en disiik skor ile en yiiksek afiniteli
molekdller oldugu belirlendi. Bu sonuglar dort farkh algoritmadan elde edilen toplam
normalize sonucun dogrulugunu gosterdi. Sonuglar her protein igin ayri ayr
degerlendirildiginde etkinliklerin IRE1’de ASK1 ve JNK1'den daha farkli oldugunu gézlendi. ve
bunun nedeninin IRE1’in kinaz domaini olmasina karsin diger proteinler gibi MAP kinaz ailesi
icinde yer almamasi ve katalitik merkezindeki rezidi yerlesiminin farkli olmasi olarak
yorumlandi. Kinaz inhibitor’leri IRE1 ve JNK1’de en etkili molekiiller olarak gorilirken, ASK1
ile olan etkilesiminde ilging bir sekilde cok az farkla Statin’lerin arkasinda kaldigi saptandi.
Statin’lerin genel etkinligi ve her protein icin ayri ayri etkinlikleri incelendiginde, ASK1 ve
JNK1’de Kinaz inhibitérleri kadar etkin olduklari, IRE1’de ise ¢ok belirgin bir etkinlige sahip
olmadiklari belirlendi. Bu sonuglardan hareketle Statin’lerin IRE1 yolagl Uzerinde JNK
fosforilasyonunu azaltacagl ve apoptozu azaltmada roli olabilecegi gosterilmis oldu.

Literatilire bakildiginda Statinlerin kardiyak hiicrelerde JNK1 fosforilasyonunu inhibe etmede,
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apoptozu baskilamada rolii lizerine calismalara rastlanmaktadir. Zhang ve arkadaslari
kardiyomiyositlerde Atorvastatin’in etkinligini arastirdiklari calismada, hiicreleri H,0, (600
uM) ile muamele edip daha sonra farkli dozlarda Atorvastin ilave etmislerdir. Ekip
Atorvastatin ile muameme edilmis ve edilmemis hiicreleri kiyasladiklarinda Atorvastatin ile
muamele edilen hiicrelerde H;O, bagimli apoptozun anlamli dizeyde dustiglini
gozlemislerdir (L. Zhang vd., 2015). Calismada ER stresinin roliine deginmemelerine karsin
oksidatif stresin ER stresi ile beraber meydana geldigi ve uzun donem ER stresi ile aktive olan
UPR’In apoptoz yolaklarini aktif hale getirdigi belirtilmektedir (Cao & Kaufman, 2014). Li ve
arkadaslari abdominal aort anevrizmasi (zerine yaptiklari calismada Atorvastatin ve
Simvastatin’in aort dokusu ve RAW 264.7 hiicre hatlari (izerinde etkilerini gbzlemek amaciyla
abdominal aort anevrizmasi modeli olusturmuslar ve apoptoz deneyleri yapmislardir. Calisma
sonunda Atorvastatin ve Simvastatin ile muamele edilen doku ve hiicrelerde ER stresi
kaynakli apoptozun anlamh diizeyde azaldigini gostermislerdir (Li vd., 2017). Malik ve
arkadaslari Pitavastatin’in ratlarda iskemi-reperfiizyon Uzerine etkilerini arastirdiklari in-vivo
¢alismalarinda, Pitavastatin ile muamele sonrasi RAT’larda NF-kB protein ifadesi ve
proapoptotik Bax ve Caspase-3 ekspresyonunun anlamli diizeyde azaldigini antiapoptotik Bcl-
2'nin ekspresyonunun arttigini gostermislerdir (Malik vd., 2011). Malik ve arkadaslari
calismalarinda ER stresi yolaklarina deginmemelerine karsin Tam ve arkadaslarinin yaptiklari
calismada IRE1-JNK vyolaginin inhibisyonunda Pitavastatin’in ER stresi ve apoptozun
azalmasinda roll olabilecegini duslindlirdli (Dhanasekaran & Reddy, 2008; Tam, Mercado,
Hoffmann, & Niwa, 2012). Dislincemizi destekler sekilde Song ve arkadaslar yaptiklari
calismada ratlar tizerinde kalp yetmezligi modeli olusturmuslar ve bu modelleri Atorvastatin
ile muamele ettiklerinde ER stresi yanitini asagl regiile ederek apoptozu azalttiklarini
gostermislerdir (Song vd., 2011). Yapilan molekiiler kenetleme ¢alismasinda Statinlerin Kinaz
inhibitorleri ile benzer etkinlik gdstermesi bize Statinlerin potent map kinaz inhibitorleri
olabilecegini disindirdi. Kibayashi ve arkadaslari da insan aortik endotel hiicrelerinde C-
reaktif protein ile map kinaz yolagini aktif ettikleri ¢alismada, hicreleri Pitavastatin ile
muamele ettiklerinde map kinaz protienleri JNK, p38 ve ERK’in fosforilasyonunun anlamli
dizeyde dustlginli gozlemislerdir (KIBAYASHI vd., 2005). Statinlerin ER stresi kaynakli
apoptozu azaltici etkileri izerine galismalar olmasina karsin bunun tam tersini savunan
calismalara da rastlanmaktadir. Liang ve arkadaslari Lovastatin’in makrofajlar Gzerinde
etkilerini arastirdiklari calismada Lovastatin’in JNK yolagini aktive ederek Racl ve Cdc42'nin
ekspresyonunu arttirip apoptozu indiikledigini géstermislerdir (Liang, Liu, & Zhou, 2006). Bir
baska calismada Godoy ve arkadaslari Lipofilik Statin Atorvastatin ile hidrofilik Statin,

Pravastatin’in kardiyak miyositler Uzerindeki etkilerini arastirdiklarinda, Atorvastatin’in
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ERK1/2, AktSerd73 ve mTOR sinyal yolaklarini inhibe ederek sag kalimi azalttigi ve apoptozu
arttirdigini, Pravastatin’in her hangi bir etkisinin olmadigini gostermislerdir. Bu ¢alisma
Atorvastatinin kinaz inhibisyonunu gostermesi agisindan ¢alismamiz ile uyumlu iken
apoptotik yolak Uzerindeki etkileri konusundaki dislincelerimiz ile c¢eliskili bulundu.
Literatlirdeki bu celiskili duruma dikkat ceken Wood ve arkadaslari Statinlerin bcl-2 ailesi
Uyelerinin seviyelerini degistirerek kanser hiicrelerinde apoptozu tesvik ederken, kanser
olmayan hiicrelerde tam tersi olarak apoptozu engelledigini gosteren calismalari
incelemislerdir. Wood ve ekibi arastirmasinda kanser hiicrelerinde Statinlerin apoptoz tesvik
edici 6zelligininin yiksek doz uygulanmasindan kaynaklandigini disinmuslerdir (Wood vd.,
2013). Anti kardiyovaskiiler ilaglarin IRE1 yolagi Uzerine etkinlikleri ile ilgili hesaplamali
¢alismalara baktigimizda her hangi bir yayina rastlanilmamistir. Bunun disinda bu etken
maddeler ile ilgili diger hesaplamali calismalar incelendiginde Medina ve arkadaslari
Simvastatin ve Rosuvastatin’in HMG-CoA rediiktazin katalitik merkezi lizerindeki etkilerini a-
Asarone ile karsilastirmali olarak molekiiler kenetleme yaklasimi ile arastirmislar a-asaron
yapisindan hareketle HMG-CoA rediiktaz inhibitor aktivitesini gelistirmek igin
modifikasyonlar 6nermislerdir (Medina-Franco vd., 2005). Baska bir calismada Wang ve
arkadaslari Atorvastatin analoglarinin HMG-CoA rediiktaz lzerinde etkinliklerini gostermek
amaciyla molekiler kenetleme ve molekiiler dinamik hesaplamalar yapmislardir (Z. Wang
vd., 2014). Hou ve arkadaslari ise vyaptiklari hesaplamali ve deneysel calismada
Flavonoid’lerin potent kinaz inhibitori olabilecegini gostermislerdir (D.-X. Hou & Kumamoto,
2010). Bizim yaptigimiz calismada ise Flavonoid grubu etken maddelerin IRE1, ASK1 ve JNK1

Gzerinde belirgin bir etkinligi olmadigi buna karsin Norizalpin’in ortalama kuvvet potansiyeli
-12 kcal/mol’den dusiik olmasi nedeniyle IRE1’e oldukca yiiksek afinite gosterdigi belirlendi.

Molekiiler kenetleme ¢alismalarindan sonra her grup i¢in en iyi molekiiller belirlendikten
sonra etken maddelerin IRE1, ASK1 ve JNK1 lizerinde etkinlikleri daha gliclii bir metod olan
MM/PBSA serbest enerji hesaplamalari ile arastirildi. Protein-ligand komplekslerinin atomik
molekiler dinamik similasyonlarina dayanan bu yaklasim molekiler kenetleme
hesaplamalarinin  devaminda kullanilmasi tavsiye edilmesine karsin termodinamik
integrasyon ve Umbrella Ornekleme yaklasimlari kadar giivenilir degildir. Elde edilen degerler
deneysel verilere gore cok yiiksek olmasina karsin deneysel “ki” degerleri ile korelasyonlari
iyi seviyededir. Elde edilen serbest enerji hesaplama sonugclari degerlendirildiginde IRE1 ve
ASK1’'de Silfanomid ve Steurosporin kinaz inhibitorleri beklendigi gibi en disik serbest
enerji degerlerine sahip olurken, JNK1-sp600125 etkilesiminde koti bir deger elde edildi. Bu

sonu¢ molekiiler kenetleme ve ileride bahsedecegimiz Umbrella Ornekleme
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hesaplamalarimizda da karsimiza gikti. Bunun nedeni bu tir etkilesimlerinin yarismali degil
yarismasiz inhibisyon olabilecegidir. Yarismasiz inhibisyonlarda genellikle protein ve etken
madde arasinda kovalent bag meydana gelmekte ve protein tamamen islevsiz hale
gelebilmektedir. Bu tiir yarismasiz inhibisyonlar QM/MM gibi multi 6l¢ekli kuantum mekanik
hesaplamalar ile gosterilebilmektedir (Lodola & De Vivo, 2012). Bunun yaninda goéreceli
olarak daha kiiclik molekillerin deneysel afiniteleri yliksek ¢ikabilmesine ragmen hesaplamali

yaklasimlarda bu afiniteler genellikle daha diistk ¢ikabilmektedir (Carlson vd., 2008).

MM/PBSA ile etken madde-protein etkilesimlerini inceledigimizde IRE1 ile etkilesimde
Atorvastatin, ASK1 ile etkilesimde Fosinopril ve JNK1 ile etikilesimde Pitavastatin en iyi
afiniteye sahip molekdller oldugu gozlendi. Bu sonug molekiiler kenetleme hesaplamalari ile
genel olarak tutarh goriinmesine karsin ASK1’'de Statin etkinliginin zayif olmasi kenetleme
hesaplamlari ile geliski olusturdu. Calismamizda ASK1’de Fosinopril géreceli olarak en yiiksek
afiniteli molekdil olarak hesaplanmasina karsin literatiirde bu molekiiliin Kinaz inhibisyonu ya
da ER stresi Uzerine etkisi Gzerine bir calismaya rastlanmadi. Yapilan MM/PBSA hesaplamalar
Statin grubu etken maddelerin IRE1-JNK yolaginin inhibisyonunda etkili olabilecegini gosterdi.
Ayrica diger etken madde gruplarinin proteinlere afinitelerinin distik ¢ikmasinin yaninda
yaptigimiz literatlr taramasinda da Flavonoidler disinda herhangi bir ER stresinin azalmasina
neden oldugu ya da Kinaz inhibisyonu ile ilgili bir calismaya rastlanmadi. Flavonoidlerin
kardiyo koruyuculugu ile ilgili literatlirde bir ¢ok yayin yer almaktadir. Kim ve arkadaslari
Biochanin A, Daidzein, Genistein, Luteolin, Quercetin ve Kaempferol’iin h9c2 kardiyak kas
hicreleri Gzerindeki etkilerini arastirdiklari calismada Flavonoid ile muamele sonucunda anti-
apoptotik protein Bcl-2'nin ekspresyon seviyesinin 6nemli Olclide arttigini buna karsin
proapoptotik Bax ve GRP78, XBP1, IRE1 gibi ER stresi proteinlerinin asagi regile oldugunu
gostermislerdir (D.-S. Kim vd., 2008, 2010). Yaptigimiz molekiler kenetleme ve MM/PBSA
serbest enerji calismalarinda Flavonoidlerin ¢ok fazla etkili olamadiklari buna karsin Umbrella
Orneklemede Flavonoid’lerden Norizalpin’in (galangin) IRE1 Uzerinde etkili oldugunu

gozlendi.

MM/PBSA serbest enerji hesaplamalarindan sonra literatlirde en glivenilir yontemlerden
olan Umbrella Ornekleme hesaplamalari gergeklestirildi. Umbrella Ornekleme ile protein-
ligand etkilesimlerini tahmin etme yaklasimi giinimizde en gli¢li yaklasimlar arasinda yer
almaktadir (Wu, 2010). Umbrella Orneklemenin en énemli avantaji lokal minima bariyerini
asarak global minimuma gegcisin mimkiin olabilmesidir. Umbrella Ornekleme ile Kinaz
inhibitér’lerinin afinitelerini hesapladigimizda IRE1’in inhibitérii olan Silfanomid’in PMF

degerini-10,15 kcal/mol olarak hesaplandi. Stlfanomid’in deneysel baglanma serbest enerjisi
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ise 13 nM olan IC50’den kcal/mol degerine donusturitldiginde -10,76 kcal/mol oldugu
bildirilmektedir (Harrington vd., 2015). JNK1 inhibitori olan SCH772984'in PMF degeri -
8.17 kcal/mol olarak hesaplandi. Siilfanomid’in deneysel baglanma serbest enerjisi ise 1080
nM olan IC50’den kcal/mol degerine donustiraldigiinde ise -8.14 kcal/mol oldugu
belirtilmektedir (Chaikuad vd., 2014). Elde edilen degerler ile deneysel IC50 verileri
kcal/mol’e donusturuldiginde  degerlerin ¢ok yakin olmasi validasyon agisindan iyi
gérinmesine karsin, 1C50-kcal/mol dénitsiminiin yaklasik deger vermesinde kullanici,
pipetleme hatalari, ortam basinci ve sicakligi gibi deneysel kosullarin tam bilinmemesi
nedeniyle gercek anlamda sapmalar olusturabilecegi gbze alinmalidir. Fakat bu sapmalarin
ortalama 1-2 kcal/mol kadar olabilecegi de g6z o6ninde bulundurulmalidir. Bu gibi
nedenlerden dolayl kantitatif degerler yerine bagil degerler daha anlamli olabilmektedir.
Bizim ¢alismamizda da inhibitorlerin baglanma serbest enerjileri diger etken maddeler ile
kiyaslanarak analiz edildi. Bu nedenle bilinen kinaz inhibitorlerinin baglanma serbest
enerjisinin diger etken maddelerden daha disik olmasinin ¢alismamizda validasyon igin
gerekli ve yeterli oldugu disinildi. Kantitatif Umbrella 6rnekleme ¢alismamizda deneysel
veriler ile uyumlu sonuglar alinmasina karsin bazi bilinen enzim inhibit6rlerinin IC50 degerleri
kcal/mol degerine dénistiiriildigiinde sapmalar gozlendi. Ornegin ASK1 inhibitérii olan
Staurosporin’in PMF degerini -13.45 kcal/mol olarak hesaplandi, deneysel baglanma serbest
enerijisi ise 5.31 nM olan IC50’den kcal/mol degerine donlstirildiginde -11,29 kcal/mol
oldugu belirlendi (Vin vd., 2014). Bu hesaplamada yaklasik 2 kcal’lik bir sapma goriilmesine
karsin Staurosporin’in diger etken maddeler ile kiyaslandiginda en disilik baglanma serbest
enerjisine sahip olmasinin validasyon icin yeterli oldugu diisiincesi olustu. Buna karsin JNK
inhibit6éri olan SP600125’in 40 nM olan IC50 degerini kcal/mol’e dénustiraldiginde -10.09
kcal/mol degerine karsilik -4,37 kcal/mol degeri hesaplandi. Elde edilen bu geliskili sonucun
kiicik molekil agirlkli etken maddelerin Umbrella Ornekleme hesaplamalarinda hatali
hesaplamalara neden olabilecegi seklinde yorumlandi. Ligand pozlama hatalari, ligandin
proteinden uzaklastirilmasinda, protein konformasyonunda bozulmalar gibi hatalar PMF
sonuglarini 6nemli derecede etkileyebilmektedir. Bunun yaninda daha az yilike sahip
ligandlarin Umbrella Orneklemede daha kétii performansa sahip olduklari bilinmektedir
(Brown, Shirts, & Mobley, 2010). Bu nedenle Sp600125’in asiri yike sahip olmamasi Umbrella

Orneklemede basarisiz sonug alinmasinda etken olabilecegi distiniildi.

Etken maddelerin PMF degerleri incelendiginde ozellikle Statin ve Flavonoid grubun diger
gruplara gore daha etkili oldugu gozlendi. Statin grubu icinde Atorvastatin’in IRE1’de etkili ,

ASK1 ve JNK1'de ise etkisiz oldugu belirlendi. Buna karsin Pitavastatin’in ise ASK1’de en etkili
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molekil oldugu JNK1’de ise ikinci etkili molekul oldugu gézlendi. MM/PBSA hesaplamalarinda
ise tam tersi sekilde Pitavastatin, JNK1'de etkiliiken ASK1’de etkisiz oldugu saptandi. Literatir
incelendiginde ise daha 6nce de bahsedildigi gibi Statinlerin JNK inhibisyonunda roli oldugu

ile ilgili calismalar mevcuttur (Fromigué, Hamidouche, & Marie, 2008; KIBAYASHI vd., 2005).

Umbrella Ornekleme hesaplamalarimizda Flavonoid grubu icinde yer alan Norizalpinin’i
IRE1’de en etkili molekiil, Chrysin’in ASK1’'de ikinci etkili molekiil, Luteolin’in ise JNK1’'de en
etkili molekiil oldugu gézlemlendi. Umbrella Ornekleme hesaplamalarinda Flavonoidler etkili
gbzlenmesine karsin molekiler kenetleme ve MM/PBSA hesaplamalarinda etkili olmadigini
belirlendi. Literatirde Flavonoid’lerin JNK’t inhibe ettigini gosteren calismalara
rastlanmaktadir (Schroeter, Spencer, Rice-Evans, & W.illiams, 2001). Ha ve arkadaslar
milkroglia hiicreleri Uzerinde vyaptiklari calismada Chrysin’in  JNK’'y1 inhibe ettigini
gostermislerdir (Ha, Moon, & Kim, 2010). Ando ve arkadaslari ise adipositler ve makrofajlar
Gzerinde yaptiklari calismada Luteolin’in JNK fosforilasyonunu inhibe ederek makrofajlarda
inflamatuar mediatérlerin Gretimini baskilandigini belirtmislerdir (Ando vd., 2009). Yu ve
arkadaslari rat kalbi Gizerinde yaptiklari ¢alismada Luteolin’in ROS tarafindan aktive olmus
map kinaz yolagini ve dolayisiyla JNK fosforilasyonunu bloke ettigini saptamislardir (Yu, Li,
Tian, Liu, & Shang, 2015). Norizalpin’in ise IRE1-JNK yolaginin inhibisyonu ile ilgili her hangi
bir c¢alismaya rastlanmamistir. Arastirmamizda Statin ve Flavonoid grubu disindaki
molekdllerden olan Amiodarone, Propafenone, Zofenopril ve Fosinopril’in PMF &lglimlerine
gore etkin olmadiklari belirlendi. Bu molekdilliilerin IRE1-JNK yolagi ya da map kinaz enzimleri

Gzerine etkinlikleri ile ilgili herhangi bir calismaya da rastlanmamistir.

IRE1-JNK yolagi etken madde etkilesimlerini hesapladigimiz ¢alismaya genis cergeveden
baktigimizda Statinlerin en dikkat ¢ekici molekdiller oldugunu goézlemlendi. Flavonoidler
Umbrella Orneklemede daha etkili hesaplanmalarina karsin diger yaklasimlarda hicbir
etkinliginin gézlenmemesi ve Statinlerin tim yaklasimlarda da genel anlamda etkili olmalari
ayrica literatlirde de JNK inhibisyonu ile ilgili calismalara rastlanmasi ve Flavonoidlerin JNK
inhibisyonu ile ilgili calismalarina rastlanmasina karsin bu inhibisyonun ROS iliskili olmasi
Statinleri Flavonoidlerin 6nline tasimistir. Atorvastatin ve Pitavastatin gibi Statinler (izerinden
gelistirilebilecek yeni etken maddelerin IRE1-JNK yolagi gibi map kinaz yolaklarinin blokajinda
etkili olabilecegi duslincesini dogurdu. Map kinaz vyolaginin inhibisyonu hiicre
proliferasyonunu olumsuz etkileyeceginden kanser hiicrelerinin ¢cogalmasinin 6nlenmesinde
etkili olurken kardiyak hicrelerde IRE1-JNK yolaginin inhibisyonu ile ER stresi kaynakli
apoptoz sonucu hiicre kaybinin 6niine gecilebilir (Dhillon, Hagan, Rath, & Kolch, 2007,

Minamino, Komuro, & Kitakaze, 2010).
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BOLUM V
5.1 Sonug ve Oneriler

Galismamizda ER stresine bagl olarak gelisen katlanmamis protein yanitinda en énemli roli
olan IRE1-JNK yolaginda sinyal baslatmada etken BiP proteininin yapisal analizi, BiP ve IRE1LD
etkilesimi ve kardiyovaskiiler hastaliklarda kullanilan ila¢g ve Favonoid’lerin bu yolak
Uzerindeki IRE1, ASK1 ve JNK1 proteinleri ile etkilesimleri hesaplamali biyolojik
yaklasimlardan olan molekiler dinamik similasyon yéntemiyle coarse-grained ve atomik

Olcekte arastirildi.

Molekiiler dinamik simiilasyon yéntemiyle BiP’in konformasyonel yapisi incelendiginde BiP
SBDa alt domaininin ¢ok yiiksek esneklikte hareket ettigi ve kisa siireli burkulmalar meydana
getirdigi gdézlendi. Bu konformasyonel degisimde BiP, SBD ve NBD domainlerinin birbirine
gore serbest enerji degisimleri incelendiginde BiP’in iki farkli konformasyonel durumu
godzlendi. Ayrica BiP’in NBDIIB acik ve kapali konformasyonlari karsilastirildiginda TYR 209’un

konformasyonel gegiste anahtar rol oynayabilecegi belirlendi.

BiP ve IRE1LD etkilesiminlerinin gézlenmesi amaciyla geleneksel protein-protein kenetleme
algoritmalari kullanmak yerine yilksek esneklikte iki proteinin etkilesimine izin veren ve
atomik simtlasyonlara gére cok daha hizli ve enerji bariyerlerini asmada daha yumusak gecis
yetenegine sahip Iri taneli kiibik oryantasyon yaklasimindan faydalanildi. Bu yaklasimda iki
protein kibik olarak varsayilip biyldk olan protein merkeze vyerlestirilerek kiglk olan
proteinin baglanmada aktif olan kibik ytzli biylk proteinin kibik yizine doniik olacak

sekilde 5 A - 15 A mesafede yerlestirilerek 5 ps’lik simlasyonlari gerceklestirildi.

Gelistirdigimiz iri taneli kiibik oryantasyon yaklasiminin dogrulugunun test edilmesi amaciyla
farkl buyutklik ve esneklikte olan Ddil ubikuitin benzeri (UBL) domaini-ubikuitin kompleksi
(2MWS), ubikuitin-USP2 kompleksi (2HD5), kimerik SDZ CHI621'in fab fragmenti (1MIM) ve

Sil1-BiP komplekslerinin (3QML) simiilasyonlari ile validasyonlari yapildi.

Calisma sonunda elde edilen verilerin istatistiksel analizi ROC egrisi ile hesaplandiginda F-
degeri ve dogrulugu (ACC) 0.88, AUROC degeri ise 0.94 olarak o6lc¢iildi. Elde edilen bu
dogruluk orani yeterli gériilerek BiP-IRE1LD etkilesiminin arastiriimasina karar verildi. Bunun
icin BiP proteini merkezde, IRE1LD'i BiP’in kiibik yizlerine 10 A- 15 A mesafede yerlestirilerek,
IRELLD ile etkilesimde etkin oldugu varsayilan yiizii BiP’e déniik olacak sekilde en az 2 ps’lik
molekiiler dinamik similasyonlari gerceklestirildi. Calisma sonunda BiP’in NBDIIB alt domaini

actk konumdayken IRELILD’in 4. bolge icindeki cok ylksek esneklikteki alt domainin diger
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baglanma paternlerine goére daha yiiksek affinite ile baglandigi ayrica bu baglanmada BiP

SBDa alt domaininin IRELLD ile etkilesimde direkt olarak rol oynadigi gdzlendi.

Kardiyovaskiler hastalilarda kullanilan etken maddeler ve Flavonoid’lerin ER stresi kaynakli
apoptozda etkili IRE1-JNK yolaginin blokajinda roli olup olamayacagi molekiler kenetleme
ve serbest enerji hesaplamalariyla arastirildi. Dort farkli molekiler kenetleme algoritmasi
Autodock 4, Autodock Vina, IgemDOCK ve GOLD kullanilan calismada Statinler en etkili etken
maddeler olarak gozlenirken serbest enerji hesaplamalarinda Statin grubu Gyesi
Atorvastatin’in IRE1’in inhibisyonunda ve Pitavastatin’in ise ASK1 ve JNK1'in inhibisyonunda
etkili molekiller oldugu gozlendi. Flavonoid’ler molekiler kenetleme ve MM/PBSA serbest
enerji  hesaplamalarinda  etkili goriinmezken  kantitatif Umbrella  Ornekleme
hesaplamalarinda en etkili molekdller olarak dikkat cekti. Calismada pozitif kontrol olarak
kullandigimiz kinaz inhibitorlerinin en yilksek afiniteli molekdller olarak hesaplanmasi ve
Statin ve Flavonoid grubunun JNK fosforilasyonunun blokajindaki roli ile ilgili literatlirdeki

deneysel verilerin calismamizi destekledigi belirlendi.

Daha ileri calismalarda BIP NBD TYR 209 rezidiisiiniin éneminin arastirilmasi, in-vitro
mutagenez olusturulmasi, BIP-IRE1LD etkilesiminin belirlendigi iri taneli kiibik oryantasyon
yaklasiminin genel protein-protein etkilesimlerinin ortaya konmasi amaciyla algoritmalarin

gelistirilerek ve internet veri sunucusu ile kullanicilara yardimci olunmasi hedeflenmektedir.

IRE1-JNK yolagi etken madde etkilesimleri sonucu elde edilen veriler i1siginda Statinler
Gzerinden gelistirilecek etken tiirev maddelerin ER stresi kaynakli apoptozun énlenmesinde

etkili olunabilecegi diistintlmektedir.

Bu tezde yer alan kismi niimerik hesaplamalar TUBITAK ULAKBIM, Yiiksek Basarim ve Grid
Hesaplama Merkezi'nde (TRUBA kaynaklarinda) gerceklestirilmistir.
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