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HnRNPA2’in LC(286-291) Domain Fibrili ve Onun D290V Mutasyonu Hakkinda Teorik Bir
Cahisma

Hakan ALICI*

OZET: Son zamanlarda, hnRNPA'lerin islevindeki bozukluklar basta amiyotrofik lateral skleroz (ALS)
ve frontotemporal demans (FTD) olmak {iizere bircok noérodejeneratif hastaliklar ile
iligkilendirilmektedir. hnRNPA'lerin diisiik karmasiklik (LC) domainlerinin fibrillesme egilimlerinin bu
islev bozukluklarinin temel nedeni oldugu diisiiniilmektedir. Bu ¢alismada atomik yapisi ¢ok yakin
zamanda ortaya konulmus D290V mutasyonuna sahip hnRNPA2'nin LC(286-291) fibril domaininin bir
polimorfu (pdb kod:6WPQ) ve bu poliformun mutasyonsuz yani vahsi tip (WT) fibril formu hakkinda
bir molekiiler Dinamik (MD) simiilasyon calismasi sunuyoruz. MD simulasyon sonuglarina gore

onerilen fibril polimorf yapisi icin D290V mutasyonun kararli bir konformasyona sahip oldugu ancak
onun WT formun bu fibril polimorf yap: konformasyonu i¢in kararsiz oldugu tespit edilmistir. Sonug
olarak ¢aligmada elde edilen bulgular gelecekteki muhtemel ila¢ ¢alismalari i¢in yalnizca D290V fibril
yapisinin hedef yap1 olarak ele alinabilecegini isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Diisiik karmasiklik alani, molekiiler dinamik, simiilasyon, D290V
A Theorotical Study bout LC(286-291) Domain of hnRNPA2 and its D290V Mutation

ABSTRACT: Recently, disorders in the function of hnRNPAs have been associated with many
neurodegenerative diseases, especially amyotrophic lateral sclerosis (ALS) and frontotemporal
dementia (FTD). In addition, the fibrillation tendency of the low complexity (LC) domains of hnRNPAs
is thought to be the root cause of these dysfunctions. In this paper, we present a molecular dynamic
(MD) simulation study for the recently crystalized a fibril polymorph of the LC (286-291) domain (pdb
id:6WPQ) of hnRNPA2 with the D290V mutation and its wild-type (WT) fibril form, that is no
mutation. According to the MD simulation results, it was detected that fibril polymorph with D290V
mutation has stable conformations, but WT is unstable for this fibril polymorph. As a result, the findings
of the study indicate that only the D290V fibril structure can be considered as the target structure for
possible future drug studies.
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GIRIS

Heterojen niikleer RNA (hnRNA) komplekslerinin bilesenlerinden biri olan hnRNPA2 proteini,
RNA’nin stabilizasyonunda, baglanmasinda, translasyonunda ve niikleo-sitoplazmik taginmada gorev
alir (Burd ve Dreyfuss 1994; Guil ve Caceres 2007; White ve ark., 2008; Kato ve ark., 2012; Jean-
Philippe ve ark., 2013; Kim ve ark., 2013; Jain ve ark., 2017; Amaya ve ark., 2018; Purice ve Taylor
2018). Ayrica mesajct RNA (mRNA)'larin korunmasinda 6nemli igleve sahip olup, membransiz organel
(MLO) olarak adlandirilan sitoplazmik stres graniillerinin de bir bilesenidir (Kato ve ark., 2012; Gomes
ve Shorter 2019).

HnRNPA?2 341 adet aminoasite sahip olup yapisal olarak iki RNA tanima motifi (RRM'ler), bir
RNA baglama alan1 (RBD) ve C-terminal diisiik karmagiklik (LC) alan1 olmak iizere dort domainden
olusmaktadir (Purice ve Taylor, 2018). HnRNPA'in niikleo-sitoplazmik taginmada veya dinamik faz
ayriminda arizalanmasi, anormal amiloid toplanmasina ve ndrodejenerasyona yol ac¢maktadir.
HnRNPA'in LC alaninin ise hem dinamik sivi-sivi faz ayrigmasini hem de amiloid fibril toplanmasin
(Kim ve ark., 2013; Molliex ve ark., 2015; Xiang ve ark., 2015; Duan ve ark., 2019; Gui ve ark., 2019)
yonlendirdigi diisiiniilmektedir. Ayrica hnRNPA2’1n hem hiicresel stres altinda hem de nérodejeneratif
kosullarda mutasyona ugramis formda fibril yapilari olusturduklart da bilinmektedir (Gilks ve ark.,
2004; Kim ve ark., 2013). Ancak bu hastalik mutasyonlarmin atomik diizeyde fibril agregalarinin
polimorflart iizerinde nasil yapisal degisime neden oldugu hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Sahada
yapilan tiim deneysel ¢abalara ragmen, agregalarin amorf halde olmalarindan dolay1 standart protokoller
kullanilarak bu polimorflarin atomik diizeyde mikroskobik ayrintilarla karakterize edilmesini
zorlagtirmaktadir. Bundan dolay1 protein yapi1 ve 6zelliklerini molekiiler seviyede aragtirmak i¢in yaygin
olarak kullanilan baslica alternatif stratejiler arasinda, bilgisayar simiilasyonlar1 giderek artan bir 6neme
sahiptir.

Bu ¢alismada atomik yapisi ¢ok yeni olarak ¢oziilmiis olan hnRNPA2’nin LC domaininin 286-
291 aminoasit dizilimini igeren bir fibril segment polimorf yapisini ele aldik (Pdb kod: 6WPQ (Lu ve
ark., 2020)). Bu fibril segmenti D290V mutasyonunu i¢ermektedir ve dolayisiyla bu fibril agrega
konformasyonun bu mutasyona sahip hastalar i¢in muhtemel tedavi edici ilag molekiilleri i¢in hedef
fibril yapilar olarak ele alinmas1 muhtemeldir. Ancak buna ilaveten bu fibril polimorfunun mutasyonsuz
vahsi (dogal) tip yapisinin benzer konformasyonel formda bulunup bulunamayacagini tespit etmek
D290V i¢in tasarlanmas1 muhtemel ila¢ molekiillerinin vahsi tip i¢inde kullanilip kullanilamayacagini
gosterebilir.

Bu baglamda bu g¢aligmanin baglica amact Molekiiler Dinamik (MD) simiilasyon yontemi
kullanarak vahsi tip ve D290V mutasyonuna sahip hnRNPA2’nin LC(286-291) domain fibril
segmentlerininin konformasyonel yap1 6zelliklerini ve onlarin kararliliklarini arasgtirmaktir. Bu amag
dogrultusunda c¢alismada elde edilen bulgulara gore vahsi tipin bahsi gecen fibril formunda
bulunamayacagi dolaysiyla gelecekteki ilag gelistirme ¢alismalarinda yalnizca D290V mutasyonlu fibril
yapisinin ele alinabilecegi sonucuna varilmistir.

MATERYAL VE METOT

Sunulan ¢alismadaki LC(286-291) domain fibril kesitinin 3B (ii¢ boyutlu) yapis1 i¢in Protein Data
Bank (PDB)’ a 6WPQ kodu ile depo edilmis olan X-ray kristal yapist kullanilmistir (Lu ve ark., 2020).
Bu kristal yapisinin 290. aminoasidi D290V hastalik mutasyonunu icermektedir. Caligmamizda
mutasyonlu yap1 ile kiyaslama yapabilmek i¢in bu fibril kesitinin mutasyonsuz vahsi tip fibril kesiti
PyMOL (DeLano, 2002) programi kullanilarak elde edilmis ve bu sistem ¢alismamizda “WT” olarak

1081



Hakan ALICI 11(2): 1080-1089, 2021
HnRNPA2’in LC(286-291) Domain Fibrili ve Onun D290V Mutasyonu Hakkinda Teorik Bir Calisma

adlandirilmigtir. Bahsi gecen fibril polimorf sistemleri karsilikli yerlestirilmis iki adet protofilament
yapragindan olugsmakta olup her bir yaprak tabakasi da diizenli olarak {ist {iste istiflenmis bes LC(286-
291) domain ipligine sahiptir. MD simiilasyonlarina baslangi¢ yapisi olarak kullanilan D290V ve WT
sistemlerinin 3B yapilart Sekil 1’de sunulmustur. Sekilde yapilarin aminoasit dizilimleri ve
calismamizda yapraklarin ve ipliklerin ele alindig1 sekliyle adlandirilislar: ayrintili olarak verilmistir.
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L iplikC
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Sekil 1. hnRNPA2’nin LC(286-291) domain WT fibrili ve onun D290V mutasyonlu fibril yapilarinin konformasyonlariin
3B’lu gorsellestirmesi

MD simiilasyon ¢alismalart GROMACS programi (Abraham ve ark., 2015) ile gergeklestirilmistir.
Simiilasyonlarda atomik etkilesimleri tanimlayabilmek icin CHARMM36 enerji fonksiyonu (Huang ve
ark., 2017) ve TIP3P ¢o6zelti modeli (Jorgensen ve ark., 1983) kullanilmistir. Sekilde verilen baslangig
yapilarinin GROMACS’ in pdb2gmx modiilii kullanilarak hidrojen atomlar1 once silinmis daha sonra
CHARMM36’ya uygun olacak sekilde yeniden eklenmistir. Daha sonra WT ve D290V sistemlerinin bu
yapilart 6.5x6.5x6.5nm boyutlarinda kiibik bir simiilasyon kutusunun merkezine yerlestirilmistir.
Simulasyonlarda PBC (Periodic Boundary Coundition) kullanilmis olup PBC’nin ger¢ek olmayan bir
atomik etkilesime sebebiyet vermemesi igin simiilasyon kutusu ile protein atomlari arasindaki minimum
uzaklik Inm olarak ayarlanmigtir. Daha sonra simiilasyon kutularina GROMACS’1n solute modiilii
kullanilarak 5246 adet su molekiilii eklenmistir. Ayrica simiilasyonlarda uzun erimli etkilesimleri
tanimlayabilmek i¢in PME (Particle Mesh Ewald) teorisi (Darden ve ark., 1993; Essmann ve ark., 1995)
kullanilmis olup bu teori noétralize olmus simiilasyon sistemleri gerektirmektedir. D290V sistemi
kendiliginden notralize iken -10 yiike sahip olan WT sistemine 10 adet Na+ iyonu eklenerek WT sistemi
de noétralize edilmistir. Daha sonra noétralize olmus sistemlerdeki protein atomlar1 arasindaki kotii
temaslart ve uygun olmayan geometrik yonelimlerini yok etmek i¢in “Steepest Descent” metodu
kullanilarak enerji minimizasyonu yapilmistir. Sistemlerin enerji minimizasyonularmin ardindan ve
gercek (lirtin) dinamik simiilasyonlar oncesinde, ¢ozelti atomlarinin ve iyonlarin protein atomlari
etrafinda gevsemesini saglayabilmek adina iki asamali dengeleme dinamik simiilasyonlar1 yapilmistir.
Bu simiilasyonlarin her biri 2ns simiilasyon siiresine sahip olup sirasiyla NVT ve NPT istatiksel
topluluklarda gerceklestirilmiglerdir. Dengeleme dinamik simiilasyonlar1 tamamlandiktan sonra
deneysel kosullara en yakin istatiksel topluluk olan NPT de 150ns’lik iiriin dinamik simiilasyonlari
gergeklestirilmistir. Dinamik simiilasyonlarda sicaklik v-rescale termostati (Bussi ve ark., 2007) ile 310
K’ de, basing Parrinello-Rahman barostati (Parrinello ve Rahman 1981) ile 1 bar da sabit tutulmustur
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Ayrica bilindigi gibi, MD simiilasyonlarinin sonuglarinin deterministtik olmasi beklenilir, bu
nedenle giivenilir simiilasyon bulgular1 i¢in ilgilenilen sistem i¢in yalnizca bir MD simiilasyonunun
calistirilmasi ¢ok riskli sonuglar ortaya ¢ikarilabilir. Bu nedenle, simiilasyon sonuglariin giivenilirligini
saglamak i¢in klasik MD simiilasyonlarinin farkli baslangi¢ kosullarinda birden fazla kez tekrarlanmasi
gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. Bu baglamda WT ve D290V sistemlerinin her biri i¢in fakli baglangi¢ hiz
dagilim setine sahip ikiser adet simiilasyon olusturulmustur. Boylece, sistemlerin birden fazla bagimsiz
simiilasyon calismastyla, bulgularin sadece bir simiilasyon ¢aligmasiyla tesadiifen elde edilmedigini
garanti etmis olmaktayiz.

Sunulan ¢aligmada grafiklerde sergilenen metrik analizlerin sonuglari, tiim sonuclarin ayni skala
tizerinde gozlemlenebilmesi i¢in Logl0 dlgeginde cizdirilmistir. Ayrica. 3B gorsellestirilmeler igin
PyMOL programi kullanilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Calismada ele alinan fibril arayliz sistemlerinin konformasyonel kararliligini arastirmak icin ilk
olarak RMSD (kok ortalama kare sapmasi: root mean square deviation) analizi gergeklestirilmistir.
RMSD analizi protein konformasyonundaki atomlarin simiilasyona baslamadan onceki yani dogal
konumlarindan simiilasyonlar boyunca ne kadar uzaklastiginin bir gostergesidir. Baska bir deyisle
RMSD analizi protein konformasyonundaki dinamik degigimleri takip etmeye imkan saglamaktadir. WT
ve D290V sistemlerine ait ikiser adet simiilasyon i¢in 150ns simiilasyonlar boyunca RMSD degerleri
Sekil 2°de verilmistir. Sekil incelendiginde her bir sistemin kendine ait simiilasyon setlerinin benzer
RMSD deger davranisina sahip oldugu acik¢a gozlemlenmektedir. Bu durum simiilasyonlar sonucunda
elde edilen bulgularin giivenilebilirligini temin etmektedir. LoglO skalasinda sergilenen RMSD
degerlerinin degisimleri incelendiginde WT sistemine ait simiilasyonlar i¢in elde edilen degerlerin
ozellikle 45ns’den sonra ¢ok yiiksek degerlere dogru gitmeye basgladigini yaklagik 140ns’ den sonra ise
~14nm gibi asir1 derecede yiiksek bir degere ulasarak bu degerde sabit kaldig1 gézlemlenmektedir.
Literatiirde bu tlirden yiiksek ve degisken RMSD degerleri protein konformasyonlarindaki koklii
degisimlere atfedilmektedir (Alic1 ve ark., 2018). Buna gére WT sistemin 10 adet diizenli istiflenmis
fibril ipligine sahip konformasyonundaki tiim ipliklerinin birbirinden ayrildig1 ve bdylece diizenli istif
yapisinin bozuldugu sdylenebilir. Burada, D290V mutasyon sistemine ait simiilasyonlarin RMSD
degerlerindeki diisiik ve kararli (az degisen) degerler ise dikkat cekicidir. D290V sistemine ait ilk
simiilasyonunun ortalama RMSD degerlerinin ~0.45nm ikinci simiilasyonun ise ~0.51nm civarinda
oldugu gozlemlenmektedir.

Calismamizda ele aldigimiz WT ve D290V fibril sistemlerin konformasyonlarindaki degisimler
lizerine yapilan aragtirmamizi derinlestirebilmek adina, ikinci olarak Rg (jirasyon yarigapi: Radius of
gyration) analizi yapilmistir. Rg analizi proteini olusturan atomlar ile proteinin kiitle merkezi arasindaki
uzakliklarin simiilasyonlar boyunca degisimlerinin bir ol¢iisiidiir. Baska bir ifadeyle Rg analizi ile
protein konformasyonunun boyutlarindaki degisimleri simiilasyonlar boyunca gézlemlemeye olanak
saglar. Sekil 3 WT ve D290V sistemleri i¢in Rg degerlerinin simiilasyonlar boyunca degisimlerini
gostermektedir. Sekil 3 incelendiginde Rg degerlerinin simiilasyonlar boyunca degisim davranislarinin
RMSD degerlerinde elde edilen davranis egilimine benzer oldugu goriilmektedir. Literatiire gére Rg
degerlerindeki artis protein yapisindaki genislemeye azalma ise protein konformasyonundaki
biiziismeye karsilik gelmektedir (Lobanov ve ark., 2008). Ozellikle WT sistemi icin elde edilen dnemli
derecede yiiksek degerler bu sistemdeki fibril ipliklerinin birbirinden uzaklastiginin agik bir
gostergesidir. RMSD ve Rg analizleri sonucunda elde edilen bulgular birlikte degerlendirildiginde, ele
alman fibril polimorfu i¢in D290V mutant fibril sistemi kararli konformasyonlara sahip iken WT
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konformasyonun bu polimorf yapisinda var olamayacagi sdylenebilir. Dolayisiyla ilgilenilen polimorf
yapist i¢in yalnizca D290V mutant sistemin ila¢g hedef yapisi olarak ele alinabilecegini sonucu

c¢ikarilabilir.
Logyg

PR |

H OO NOWO

D290V_simiilasyon1
D290V_simiilasyon2

WT_simiilasyon1

RMSD (nm)

WT_simiilasyon2

PR R |

I ' I ' I ' I ! | !
60 90 120 150
Zaman (ns)

Sekil 2. hnRNPA2’nin LC(286-291) domain WT fibrili ve onun D290V mutasyonlu fibril yapilar igin gergeklestirilen
150ns’lik simiilasyonlar boyunca RMSD degerlerinin degisimi
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Sekil 3. hnRNPA2’nin LC(286-291) domain WT fibrili ve onun D290V mutasyonlu fibril yapilari i¢in gergeklestirilen
150ns’lik simiilasyonlar boyunca Rg degerlerinin degisimi
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Ayrica RMSD ve Rg analizlerinden elde edilen bulgularin daha iyi 6ziimsenebilmesi i¢in fibril
sistemlerinin 150ns’lik simiilasyonlarinin sonundaki 3B konformasyonlarinin bir gérsellestirilmesi Sekil
4’de sergilenmistir. Sekil incelendiginde D290V sisteminin konformasyonel kararligini her iki
simiilasyonu i¢in de biiylik 6l¢iide korudugu sdylenebilir. Ancak yine de D290V sistemi i¢inde bazi
ipliklerin dogal konformasyonel konumlarini bir miktar kaybettigi gézlemlenmektedir. Ote yandan WT
sistemi ic¢in gerceklestirilen her iki simiilasyonun sonunda fibril ipliklerinin birbirinden ayrilarak
uzaklastig1 ise agikca goriilmektedir.

D290V simulasyonl WT simulasyonl
m’wg}iﬂ
o
B
¥ &
D290V simulasyon2 WT simulasyon2
-
;{ ”‘3{"
a2

Sekil 4. hnRNPA2’nin LC(286-291) domain WT fibrili ve onun D290V mutasyonlu fibril yapilari igin gergeklestirilen
150ns’lik simiilasyonlarin sonundaki anlik 3B goriintiileri

Ayrica fibril konformasyonlarindaki diizenli istifli yapilardaki bozulmalarin hangi ipliklerde daha
once basladigini ve hangi fibril ipliginde daha fazla bozulma meydana geldigini tespit edebilmek biiyiik
onem arz etmektedir. Bu amag dogrultusunda fibril sistemlerinin her bir ipligi i¢in ayr1 ayr1 aminoasit
basina RMSF (kok ortalama kare dalgalanma: root mean square fluctations) analizleri yapilmistir. RMSF
analizleri protein yapisindaki her bir aminoasitin dogal konumlarinin simiilasyonlar boyunca ortalama
olarak degisimlerinin bir Olgilisii olup bu analiz sayesinde fibril konformasyonlarinin kararliliginin
bolgesel (lokal) olarak degerlendirilebilmesi miimkiindiir. Bu baglamda, ilk olarak fibril sistemlerindeki
diizenli istif yapisindaki bozulmalarin hangi fibril ipliklerinde meydana geldiginin tespit edilebilmesi
icin aminoasit basina RMSF degerleri her bir iplik i¢in birbirinden bagimsiz olarak Sekil 5’de
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sergilenmistir. Sekil incelendiginde WT sistemi i¢in elde edilen yiiksek degerler diger analizlerde oldugu
gibi yapidaki ipliklerin birbirinden ayrildigmi gostermektedir. D290V  mutant sistemine
odaklanildiginda her bir yapragin en istiindeki ve en altindaki bolgelerde bulunan (bakiniz Sekil 1:
yaprak 1 i¢in iplik A, E ve yaprak 2 i¢in iplik F, J) fibril ipliklerinin her bir yapragin merkez bolgelerinde
bulunan fibril ipliklerine gore daha yiiksek degerlere sahip oldugu goriilmektedir. D290V sistemi i¢in
gbzlemlenen diizenli istif yapilarindaki bozulmalarin ug bolgedeki fibril ipliklerinden baslamasi durumu
aslinda beklenilen bir sonug olup literatiirde bir Alzhemier hastalik fibrili i¢cin de benzer davranis egilimi
gozlemlenmistir (Xi ve Hansmann, 2017). Ciinkii bu ipliklerin bir yiizii, merkezdeki ipliklere gore
¢ozeltiyle daha fazla temas halindedir ve iplikleri bir arada tutan atomik etkilesimlere daha az maruz
kalmaktadir. Ayrica, D290V sistemi i¢in elde edilen simiilasyon sonundaki 3B goriintiilerden de
bozulmanin bu ug¢ kisimlarda bulunan ipliklerden basladigini rahatlikla goriilebilir.

-+—— yaprak1 - | - yaprak2 ——————»
Logsy A B c D E F G H I J
.......................................... AR EE R R E s e
10 -
| = [ -
5 : = i | PO— ™ | e T
4 = R ——
3
———
2 4 e —~—
E i | ld |
= %_ D290V_simiilasyon1
% §’7 ] D290V_simiilagsyon2
E gg ] —— WT_simiilasyop1
0.4 1 — WT_simiilasyop2
0,3 -
T o T o = = o S e e
iplik indeksi
Sekil 5. hnRNPA2’nin LC(286-291) domain WT fibrili ve onun D290V mutasyonlu fibril yapilarindaki her bir ipligin ayr1
ayr1 RMSF degerleri

Daha sonra konformasyonel degisimleri aminoasit bazinda inceleyebilmek i¢in her bir aminoasitin
on iplik i¢in elde edilen RMSF degerlerinin ortalamasi Sekil 6’da sergilenmistir. Bu analiz sayesinde
ilgilenilen fibril yapilarinin konformasyonel degisimlerine, aminoasit pozisyonlarinin katkilarini
degerlendirmek miimkiin olacaktir. Diger analizlerin sonuglarinda oldugu gibi WT sistemi yliksek
degerlere sahiptir ve dolayisiyla bu sistem igin bu RMSF analizlerinden de bir sonug¢ ¢ikarmak ¢ok
mimkiin degildir. D290V sistemi degerlendirildiginde ise bu sistemin her iki simiilasyonda da
aminoasitlerin benzer dinamik bir davranisi sergiledigi sdylenebilir. Fibril yapraklarinin terminal
aminoasitleri olan Gly286 ve Phe291’nin diger aminoasitlere kiyasla bir miktar yliksek sonuglari
vermesi bu bolgelerin daha esnek olmasina atfedilmis olup literatiirdeki trend raporu ile uyumludur
(Zheng ve ark., 2006). Ote yandan, tamamu fibril tabakalar1 arasinda kalan ve karsilikl1 tabakalar arasi
etkilesime sahip olan Asn289 ve Val290 aminoasitlerinin (bakiniz Sekil 1) en diisiik degerlere sahip
oldugu goriilmektedir. Bu tiirden kararli konformasyona sahip fibril yapilarinin ¢6zeltiye daha az temas

1086



Hakan ALICI 11(2): 1080-1089, 2021
HnRNPA2’in LC(286-291) Domain Fibrili ve Onun D290V Mutasyonu Hakkinda Teorik Bir Calisma

halinde olan fibril merkezi (core) bolgelerinin diisiik degerler vermesi beklenilen bir sonu¢ olup
literatiirde farkli hastaliklar igin tespit edilmis fibril yapilarinin simiilasyon sonuclart ile tutarlidir
(Berhanu ve ark., 2012; Demir ve ark., 2018). Ote yandan, WT sisteminin 290. aminoasit pozisyonunda
bulunan negatif yiiklii Asp aminoasidinin sahip oldugu elektrostatik etkilesimlerin yaprak tabakalari
arasinda olumsuz bir etkiye sahip olma ihtimalinin ¢ok yiiksek oldugu sonucu ¢ikarilabilir ki yiikli
aminoasitlerin fibril tabakalari {izerindeki bu tiirden olumsuz etkileri literatiirde daha 6nceden rapor
edilmistir (Alict, 2020). Ayrica fibril tabakalar lizerindeki fakli mutasyonlarin fibril yapilarini farkl
polimorflara indiikleyebilecegi rapor edilmistir (Fitzpatrick ve ark., 2013; Alred ve ark., 2014). Ozetle
yapilan tiim analizler sonucunda elde edilen bilgiler 1sinda WT nin farkli bir sekillenime sahip fibril
polimorf yapisinda bulunacag agiktir.

Log
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w A~ OO
1 I B

—+— D290V_simiilasyon1
2 D290V_simiilasyon2
—*— WT_simiilasyon1

—+— WT_simiilasyon2

ortalama RMSF (nm)
o
~

0,1 - =
! I I I ! |
286 287 288 289 290 291

Aminoasit indeksi
Sekil 6. hnRNPA2’nin LC(286-291) domain WT fibrili ve onun D290V mutasyonlu fibril yapilarindaki her bir

aminoasidinin ortalama RMSF degerleri

SONUC

Bu calismada kristal yapisi ¢ok yakin zamanda ¢6ziilmiis olan HnRNPA2’ nin LC domaininin 286-
291 aminoasit dizilimini igeren bir fibril polimorf yapisi ele alinmistir (Pdb kod: 6WPQ). Bu polimorf
icin D290V mutasyonunu iceren fibril yapisi ve mutasyonsuz vahsi tipteki fibril formunun yapisal
ozelliklerini ve kararligin1 arastirmak i¢cin MD simiilasyon yontemi kullanilmistir. Simiilasyon
sonuglarina gore, D290V yapisina sahip fibril formunun ilgili polimorf i¢in kararli, vahsi tipin ise
kararsiz bir konfigiirasyona sahip oldugu, dolayisiyla bu fibril polimorfu i¢in yalnizca D290V
mutasyonlu fibril konformasyonun gelecek ilag c¢aligmalari i¢in hedef yap1 olabilecegi sdylenebilir.
Ayrica, D290V yapisindaki diizenli istiflenmis fibril yapisindaki bozulmalarmm her bir yaprak
tabakasindaki bes ipligin en list ve alttaki ipliklerinden basladig1 gézlemlenmistir. Dahasi, RMSF
sonuglarina goére D290V mutasyonundaki Asn289 ve Val290 aminoasitlerinin yiiksek bolgesel
kararliliklar fibril biitiinliigiiniin korunmasinda 6nemli rol oynadig tespit edilmistir.
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Simulasyonlar sonucunda elde edilen tiim bulgularimizin literatiir ile biiyiilk uyum gosterdigi
sOylenebilir. Sonu¢ olarak ¢alismamizin bulgularinin, HnRNPA2’nin LC domaininin farkli fibril
polimorf yapilarini hedef alacak gelecekteki muhtemel ilag tasarim caligsmalari i¢in anahtarlar 6nseziler
saglamasini umut etmekteyiz.

TESEKKUR

Bu calismaya 2015-22794455-03 nolu Altyap: Projesi ile maddi kaynak saglayan Zonguldak
Biilent Ecevit Universitesi Bilimsel Arastirmalar Proje Birimi’ne tesekkiir ederiz.

Cikar Catismasi
Makaleye ait galismanin planlanmasi, yiiriitiilmesi ve makalenin yazilmasi asamalarinda herhangi
bir ¢ikar ¢catismasi olmadigini beyan ederim.

Yazar Katkisi
Makalenin planlanmasi, yiiriitiilmesi ve yazilmasi makale tek yazari olarak tarafimca yapildigi
beyan ederim.
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