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Oz

G protein eslikli reseptor (GPER) ailesinden olan Kemokin reseptérlerinin birgok ilag i¢in hedef bdlgesi teskil etme potansiyelleri
ve farkli hiicre tiplerini aktive ederek cesitli hastaliklarin olugmasinda 6nemli roller oynadiklar: bilinmektedir. Bu reseptérlerden biri
olan CXCR3 kemokin reseptériinin kristalografik yapisinin elde edilmis olmamasi CXCR3-ligand etkilegimlerinin agiklanmasini
ve bu reseptore yonelik ilaglarin geligtirilmesini zorlagtirmaktadir. Yapilan ¢alismalar, bu reseptérlerin 6zellikle hiicre diginda bulunan
N-terminal bélgesinin, baglanma afinitesi ve reseptér segiciliginin belirlenmesinin yan:i sira sinyal iletiminin diizenlenmesinde de
kritik roller oynadigini gostermistir. Bu bolgenin dogal ligandlariyla etkilesimi hakkinda bir¢ok ¢aligma olmasina ragmen, olduk¢a
esnek bir yapiya sahip olan CXCR3%in N-terminal bolgesinin katlanma mekanizmas: ve yapisal 6zellikleri hentiz tam olarak analiz
edilmemistir. Bu nedenle, farkli konformasyonlar gosterebilen bu esnek yapinin dinamik davramiglarini incelemek i¢in bolgenin
aminoasit sekanslarindan yola ¢ikarak bilgisayarli yontemler ile modellenmesi biyik énem tagimaktadir. Bu amagla ¢aligmamizda
Molekiiler Dinamik similasyon yontemiyle CXCR3’tin N-terminal bolgesinin aminoasit kompozisyonu modellenerek yapinin 300
K sicaklikta sulu ¢ozelti igindeki kararliligi ve dinamik davraniglari incelenmistir. Sonug olarak modellenen yapinin iyi bir sekilde
katlanarak kompakt bir form olusturdugu ve bu yapisal olusumda hidrojen baglarinin énemli rol oynadig gorilmistir. Elde edilen
bulgularin gelecekteki muhtemel ilag tasarim ve hedefleme caligmalarina rehberlik etmesi beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: CXCR3, G protein eslikli reseptor, Kemokin reseptorii, Molekiler dinamik, Similasyon

Abstract

Chemokine receptors are one of the members of the G protein-coupled receptor (GPCR) family, and these receptors are target regions
for many drugs. It is known that these receptors play an important role in the formation and treatment of various diseases by activating
different types of cell. The lack of crystallographic structure of the CXCR3 chemokine receptor from these receptors complicates the
explanation of CXCR3-ligand interactions and the development of drugs for this receptor. In addition, studies have shown that the
particularly extracellular N-terminal domain of these receptors play critical roles in determining binding affinity, receptor selectivity
and regulation of signaling activities. Although there are many studies on the interaction of this region with its natural ligands, the
folding mechanism and structural properties of the N-terminal region of CXCR3, which has a highly flexible structure, have not yet
been analyzed. For this reason, in order to investigate the dynamic behaviors of this region which can show different conformations,
it is very important to model this region by using computerized methods from the amino acid sequences. For this purpose, we
investigated the amino acid composition of the N-terminal region of CXCR3 by computationally modeled with the MD simulation
technique and researched its stability and dynamic behavior at 300 K temperature in solution. As a result, the hydrogen bonds play an
important role in the fact that the modeled structure folds well in a compact form. The findings are expected to guide future possible
drug design and targeting studies.
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1. Girig
G protein eslikli reseptorler (GPER) en genel anlamda

hiicre icindeki hedef enzimlere uyari iletiminden sorumlu
proteinlerdir (Baykal vd. 1996). Piyasadaki ilag gelistirme
caligmalarinin yaklasik %40’ 1 bu reseptorleri hedef alarak
gerceklestirilmektedir. Bilindigi gibi karakteristik olarak
bir GPER, dogal ligandlarin baglanmasinda 6nemli rol
oynayan bir hiicre dist N-terminal bolgesi, bir sitoplazmik
C-terminal bolgesi, t¢ hiicre digt ilmek ve biyolojik
aktivitelerinin gergeklestigi yedi trans-membran heliksten
olugmaktadir (Horuk 2001). Hedef enzimlere sinyalin
iletilmesi ve hucresel cevaplarin olugsmasi asamalarinda
birbirini takip eden ardisik reaksiyonlarin baglayabilmesi
icin GPER’ lerin hiicre dist bolgelerinin bir ligand ile
etkilesime girerek uyarilmlar: gerekmektedir. GPER lerin
bir grubu kemokin reseptérleri olup bu reseptorlerin dogal
ligand: kemokinlerdir. Literatiirde kemokin reseptérleri
tzerine yapilan caligmalar, 6zellikle hiicre zari diginda
kalan N-terminal bélgesinin, baglanma afinitesi, reseptor
seciciliginin belirlenmesi ve sinyal iletimi gibi aktivitelerde
kritik roller oynadiini gostermigtir (Blanpain vd. 1999,
Gozansky vd. 2005, Prado vd. 2007, Rajagopalan ve
Rajarathnam 2006, Szpakowska vd. 2012, Veldkamp vd.
2008, Veldkamp vd. 2006).

Ila¢ endiistrisinde GPER’ leri hedef alan birgok ilacin bu-
lunmasinin sebebi; bu proteinlerin bircogunun spektral
yontemlerle molekiler yapisinin biiytik 6l¢iide ortaya ¢ika-
rilmasidir (Higashijima vd. 1991, Noel vd. 1993). Bu yapilar
kullanilarak hem ilag¢ reseptor etkilesimi agiklanabilmekte
hem de ilag hedef bolgeleri bulunabilmektedir. Bilgimiz
dahilinde bulunan 15 adet kemokin reseptoriinden biri olan
CXCR3 reseptoriintn ise kristal yapist hentiz ¢6ziimlenme-
mis olup, bu durum CXCR3-ligand etkilesimlerinin agik-
lanmasini ve bu reseptére yonelik ilaglarin gelistirilmesini
zorlagtirmaktadir. Ayrica CXCR3 kemokin reseptorinin
kanser, karaciger fibrozu, melanom, meme ve prostat kar-
sinomlari, néroblastoma, ateroskleroz, multipl skleroz, pul-
moner fibrozis, tip-1 diyabet, otoimmiin miyastenia gravis,
nefrotoksik nefrit, akut kardiyak allogreft reddi ve ¢dlyak
gibi cesitli hastaliklarin olusmasinda 6nemli rol oynadig:
distinilmektedir (Hancock vd. 2000, Lammers vd. 2008,
Sun vd. 2010).

Yukarida bahsedilen tim bu 6zellikler ve 6neminden dolay:
bu ¢alismada CXCR3 kemokin reseptérinin N-terminal
bolgesi tUzerine odaklanilmigtir. Lasagni ve arkadaglari
tarafindan yapilan bir ¢alismada CXCR3’ tn, dogal
ligandlarina hiicre zari diginda kalan N-terminal bolgesi
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ve diger t¢ loop bolgesinden baglandiklari gosterilmistir.
Ayrica, bu hiicre zar1 diginda kalan alanlarin CXCR3’ iin
reseptor fonksiyonuna katkilarinin aragtirilmasinin 6nemi
ortaya konulmugtur (Lasagni vd. 2003). Son zamanlarda
yine CXCR3 reseptor-ligand sistemleri tzerine yapilan
bir ¢alismada, CXCR3 tun dogal ligandlariyla olan
kompleksleri modellenerek arastirilmig ve bu komplekslerin
kararlilig1, ligandlar ile CXCR3tin N-terminal bolgesi
arasindaki aromatik ve elektrostatik etkilesimlerle korudugu
gosterilmistir (Trotta vd. 2009). Ayrica CXCR3’ in g
ligand kompleksi ile yapilan bir bagka ¢aligmada ise
ligandlar ile etkilesime giren CXCR3’ iin yapisal bolgeleri
incelenmis ve iki ligandin CXCR3’tin N-terminal bélgesiyle
baglanabildigini gosterilmistir (Palladino vd. 2012). Dogal
ligandlar ile etkilesimleri ve yapisal 6zellikleri tzerinde
yapilan tim bu ¢aligmalara ragmen, CXCR3’in N-terminal
bolgesinin katlanma mekanizmasi hentiz tam olarak analiz
edilememistir. Bu durum bu bélgenin ¢ok hareketli ve
oldukga esnek dogasindan kaynaklanmaktadir (Szpakowska
vd. 2012). Bu tirden esnek yapilarin konformasyonlarini
elde etmek ve bazi etkilesim 6zelliklerini deneylerle izlemek
olduk¢a zor oldugundan, bilgisayar hesaplamali yontemler
ile bu tip yapiarin modellenmesi ve etkilesimlerinin
incelenmesi daha uygun bir teknik olarak goriilmektedir. Bu
baglamda, molekiiler dinamik (MD) simiilasyonu, protein
konformasyonu ve katlanma 6zelliklerinin ayrintilarini
anlamak icin en ¢ok tercih edilen simiilasyon tekniklerinden
biridir (Demir vd. 2018, Kilig ve Demir 2017). MD
similasyonu ayrica, yap: kararliligi ve hidrofobite bilgisine
dayanan ilaglar1 ve kompleks yapilari tasarlamak icin de
gelecek vaat eden bir arag olarak kabul edilmektedir.

Literatirde, CXCR3 reseptoriin N-terminal boélgesinde
bulunan ilk 48 aminoasitinin modellemesine yonelik bir
caligmada, 6ncelikle yapinin hiicre zari yiizeyine yakin bir
kismi (daha az esnek olan kismi) homoloji yontemiyle
modellenmistir. Yapinin geri kalan kismindaki aminoasit
dizilimi ise uzatilmig (sirasiyla ug uca eklenmis, extended)
yapidan baglayarak similasyon yontemiyle modellenerek
bu iki bilgiyle CXCR3 (1-48) sekansinin yapisi ortaya
konulmus ve o6zellikleri aragtirilmaya ¢aligilmistir (Raucci
vd. 2014). Bizim yaptigimiz bu ¢aligmada ise CXCR3lin
N- terminal bélgesinin aminoasit sekansinin tamamina
karsilik gelen 53 aminoasit extended yapidan baglanarak
modellenmeye ¢alisiimigtir. Incelenen aminoasit diziliminin
tek harfli kodlamasi “M-V-L-E-V-S-D-H-Q-V-L-N-
D-A-E-V-A-A-L-L-E-N-F-5-5-5-Y-D-Y-G-E-N-
E-S-D-S-C-C-T-S-P-P-C-P-Q-D-F-S-L-N-F-D-R”
seklindedir. Caligmamizda, ilgili bélgenin modellenmesi
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esnasinda, peptidin yapisal ozelliklerini ve katlanma
mekanizmasini dogru bir sekilde ortaya koyabilmek igin
MD simiilasyonlar: iki agamali olarak gerceklestirilmistir.
Bunlardan ilki vakum ortaminda benzetisimli tavlama (SA;
Simulated Annealing) yontemidir. SA algoritmasi kati
cisimlerin sogurken kazandiklar1 miikemmel sekilde atomik
diziliglerini 6rnek alarak tasarlanmigtir. Malzemelerin
atomlar: yiiksek sicakliklarda yiiksek enerji seviyelerindedir
ve diizglin dizilimler i¢in daha fazla hareket serbestligine
sahiptirler. Sicaklik dustigiinde ise atomik enerji azalir ve
dizgin yapili bir kristal saglandiginda sistem minimum
enerjiye sahip olur. Bu 6zelligi sayesinde biyiik oranda
yerel minimumlardan kurtulabilme kabiliyetine sahip
olan SA algoritmas: (Kirkpatrick vd. 1983), ozellikle
extended yapidan baglanilan similasyonlarda yapinin dogru
orneklenmesi bakimindan ¢ok elverisli bir yontemdir (Kili¢
vd. 2017). Caligmamizda bu ilk asamada SA yontemiyle
elde edilen yapr ikinci adimin baglangic yapisi olarak
kullamlmistir. Tkinci asamada ise proteinlerin fizyolojik
ortamina uygun olacak sekilde ¢6zelti ortaminda 300 K
sicaklikta MDD simulasyonlar: gergeklestirilmistir.

2. Gereg ve Yontem

Bitin MD similasyonlari OPLS-AA  kuvvet alan:
(Kaminski vd. 2001) varliginda GROMACS molekiiler
modelleme paketi 4.6.5 versiyonu (Van Der Spoel vd.
2005) kullanilarak gerceklestirilmigtir. PyMOL molekiiler
modelleme programiylaaminoasitler sirastylaugucaeklenmis
ve CXCR3 kemokin reseptoriinin N-terminal bolgesinin
extended 1-53 sekansi olusturulmustur (Delano 2002).
Peptidin katlanma ve yapisal 6zelliklerini ortaya koyabilmek
i¢in gergeklestirdigimiz iki agamali MD simiilasyonlardan
ilki vakum ortaminda SA yontemi kullanilarak, ikincisi
ise ilk agamadan elde edilen yap: kullanilarak fizyolojik
ortama uygun sekilde ¢ézelti ortaminda 300 K sicaklikta
gerceklestirilmistir.

Vakum ortaminda gergeklestirilen MD similasyonun ilk
adiminda uglar1 baglanan extended yapinin yakin van der
Wiaals temaslarini kaldirmak ve uygun olmayan geometrileri
yok etmek amaciyla sistemin enerjisi iki agamada minimize
edilmigtir. Bu enerji minimizasyon agamalari sirastyla 50 kJ
mol'nm™ enerji gradiyenti elde etmek i¢in 6nce “Steepest
Descent” ardindan “Conjuge Gradient” metodlar: ile 2000
zaman adimi kullanilarak yapilmigtir Daha sonra yine
vakum ortaminda, molekiler dinamikte konformasyonel
orneklemeyi gelistirmek icin peptid yiksek sicakliga
(1000K) 1sit1lmis ve daha sonra 40 ns lik simiilasyon zaman
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periyodunda SA yontemi ile yavasca oda sicakligina (300K)
sogutulmustur.

Bu adimdan sonra vakum ortamindan elde edilen son yap1
(frame) peptidin ¢ozelti ortamindaki similasyonu i¢in
baslangic yapist olarak segilerek ikinci agamaya gegilmistir.
Segilen yapi bu asamada ilk olarak 14x14x14 nm boyutlarinda
bir simiilasyon kutusunun merkezine yerlestirilmistir. Bu
yerlestirmede peptidin herhangi bir atomu ile similasyon
kutusu arasindaki minimum uzaklik 1 nm olarak alinmigtir.
Daha sonra similasyon kutusunun igerisine SPC216 su
modeli kullanilarak 9200 adet su molekili eklenmigtir.
Ayrica, dengeleme ve uriin similasyonlarinda ihtiyag
duyulan PME teorisi geregince yapiin nétralize olmasi
icin sisteme 10 tane Na+ iyonu “genion” programiyla
eklenmigtir. Notralize olmus ¢ozelti igerisindeki bu sistemin
enerjisi, vakum ortamindakine benzer sekilde iki agamada
minimize edilmistir. Daha sonra enerjisi minimize olmug
peptid, ilgilenilen sicakliklar i¢in 2 adimda dengeleme
similasyonlarma tabi tutulmugtur. Bilindigi gibi, bu
similasyonlar sistemlerin faz uzayr Uzerinde istenilen
yoriingelere yerlesmesi i¢in yapilmaktadir. Dengeleme
similasyonlarinin ilk agamasit NV'T kiimede 1 ns simiilasyon
stresince gerceklestirilmis olup sicakligi sabit tutmak igin
v-rescale termostat: kullanilmig ve ¢iftlenim parametresi
0.1 ps olarak se¢ilmistir (Bussi vd. 2007). ikinci agamas: ise
NPT kiimede 1 ns simiilasyon siiresince gergeklestirilmigtir.
Bu agamada sicaklifs sabit tutmak i¢in v-rescale termostati
(Bussi vd. 2007) basinci sabit tutmak ig¢in Parinello—
Rahman barostati (Parrinello ve Rahman 1981) kullanilmig
ve ¢iftlenim parametreleri sirastyla 0.1 ps ve 2 ps olarak
secilmigtir. En son agamada ise dengelenmis sistemin tiriin
similasyonlar1 ise 300 K sicaklikta NPT kiimede 300 ns
simiilasyon zamani uzunlugunda gerceklestirilmistir. Uriin
similaysonlar: stiresince sicaklik v-rescale termostat: ve 0.1
ps ciftlenim sabiti ile basing ise Parinello ~Rahman barostat:
ve 2 ns ¢iftlenim sabiti ile sabit tutulmugtur. Dengeleme ve
Uriin similasyon agamalarinda uzun erimli (long-range )
etkilesimleri betimlemek i¢in Particle Mesh Ewald (PME)
(Darden vd. 1993) metodu kullanilmis ve kesim mesafeleri
(cut-off), coulomb etkilesmelerinde 0.9 nm ve van der Walls
etkilesmelerinde ise 1.0 nm olarak se¢ilmistir. Ayrica, Lincs
(Hess vd. 1997) algoritmasi kullanilarak yapidaki kovalent

baglar sinirlandirilmugtar.

3. Elde Edilen Bulgular

Bu ¢aligma kapsaminda ilgilenilen insan kemokin resoptori

CXCRB3’tin N- terminal bolgesine karsilik gelen ilk 53 ami-
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noasit sekansinin olugturdugu peptid modellenerek, sistemin
yapisal ve dinamik 6zellikleri belirlenmeye ¢alisiimugtir. Bu
amag¢ dogrultusunda ilk olarak peptidin simiilasyon boyunca
kare ortalama karekok yer degistirme (RMSD, root mean
square deviation) degerleri incelenmistir. Bu analiz peptidin
baslangi¢ yapisindaki konumlarindan similasyon boyunca
ne kadar uzaklagtig1 hakkinda bilgi veren bir analiz aracidur.
Yani bu degerlere bakilarak yap: kararhiligi hakkinda bazi

0.6 T T T T T

RMSD (nm)

0.0 T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300

Simiilasyon Zamani (ns)

Sekil 1. RMSD degerlerinin simiilasyon zamanina bagli olarak
degigimi.

ipuglar1 elde edilebilir. Peptidin simiilasyon zamanina baglh
olarak RMSD degerlerindeki degisim Sekil 1'de verilmigtir.
RMSD degerleri incelendiginde ortalama degerin yaklagik
0.28 nm civarinda oldugu ve peptidin yaklasik 240 ns den
sonra daha kararli bir yapiya dontstigli gortlmektedir.
Bunun yaninda 0-100 ns, 100-240 ns ve 240-300 ns ara-
liklarinda gérilen farkl ¢ tip dalgalanmalarin, aminoasit
zincirlerinin ikincil yapilarindaki kokla degisimlerden kay-
naklandig1 soylenebilir. CXCR3%lin N-terminal bélgesinin
bilinen esnek dogas: géz 6ntne alindiginda, RMSD deger-
lerinde bu tip dalgalanmalarin gézlenmesinin dogal oldu-
gu ve similasyon boyunca yapinin 3 farkli korformasyon
sergiledigi distiniilebilir. Bundan dolay: peptidin kararlilig:
hakkinda daha fazla bilgi sahibi olabilmek i¢in similasyon-
lar boyunca ikincil yapilarindaki degisimler DSSP (the dic-
tionary of protein secondary structure) (Kabsch ve Sander
1983) analiz yontemiyle arastirilmis ve elde edilen bilgiler
Sekil 2’ de sunulmustur.

Peptid sekansinin ikincil yapi tiplerinin saptanmasi, peptidin
konformasyonel ve biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesinde
onemli bir rol oynamaktadir. Sekildeki disey eksen
aminoasit numarasina karsilik gelmekte iken yatay eksen ise
simiilasyon zamanini gostermektedir. Sekil 2’ de goruldugi
gibi, peptid sekansini olusturan aminoasitler similasyon
suresince genelde kivrilma (bend), donts (turn) ve rastgele
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Sekil 2. MD similasyon boyunca DSSP analizi.
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Cizelge 1. Tkincil yapr iceriklerinin ortalama popiilasyonlari.

Rastgele Sarim (%)
45.0

Kivrilma (%) Déniis (%)
45.6 8.6

B-Kopriisii (%) B-yaprag: (%) 3-heliks (%)
0.6 0.0 0.2

bobin (coil) ikincil yap: tiplerini gostermislerdir. Ayrica
ilk ve son aminoasitler tim similasyon siiresi boyunca
rasgele bobin ikincil yap: tipine sahiptir. Bu durum, bu
peptidin terminal aminoasitlerinin zwitter iyonik formda
olmasi gergeginden kaynaklanabilir. Tim bunlara ilaveten,
Leu20, Phe23 ve Asn32 aminoasitlerinin az miktarda
da olsa B-Koprisi (B-Bridge) yapisina sahip oldugu da
goézlemlenmektedir.

DSSP analizinden elde edilen veriler 15131nda peptidin 300
ns Urlin similasyonu boyunca sahip oldugu ikincil yap1
iceriklerinin ortalama popiilasyon oranlari hesaplanmig ve
elde edilen degerler Cizelge 1’ de sergilenmistir. Cizelge
incelendiginde kivrilma ve rastgele sarim ikincil yap:
tiplerinin sirasiyla yaklagtk %45.6 ve %45.0 ortalama
popiilasyon oranmi ile en sik rastlanilan ikincil yapi tipi
oldugu gorilmektedir. Dénts ikincil yap: tiplerinin orani
yaklasik %8.6 civarinda iken, az miktarda B-Koprisu (%0.6)
ve 3-heliks (%0.2) yapilar: da gézlenmistir

Daha sonra ise kararli bir konfromasyona dénistigiini
hakkinda bilgi

edinebilmek i¢in peptidin similasyon zamanimna bagh

distindigimiz peptidin  kompaktlig

olarak jirasyon yaricapi (Rg, radius of gyration) degerleri
hesaplanmis ve sonuglar Sekil 3'de gosterilmigtir. Sekil
incelendiginde jirasyon yaricap: icin elde edilen yaklasik
1,17 nm lik kigiik deger, peptidin kompakt bir halde
bulundugunun géstergesidir. RMSD sonuglarinda gozlenen
simiilasyon zaman araliklarindaki farkli 3 tip dalgalanma
burada da kendini géstermektedir. Bu sonuglar tamamen
extended yapidan Dbagslayarak sirdirilen similasyon
¢aligmamiz sonucunda, sistemin katlanarak kararli kompakt
bir yap: haline donistiglini ve dolayisiyla izledigimiz
simiilasyon prostidiiriiniin dogru oldugunu isaret etmektedir.

Katlanarak kompakt ve kararli bir konformasyona sahip
oldugunu diistindigimiz peptidin her bir aminoasidinin
similasyon boyunca konumlarindaki degisimlerin ortalama
bir ifadesi olarak kare ortalama karekok dalgalanma (RIMSE,
root mean square fluctations) degerleri incelenmis ve elde
edilen degerler Sekil 4'te gosterilmistir. Bu hesaplamalarda
referans yapisi olarak driin similasyonunun baslangic
yapist alinmigtir. Peptidin ug¢ bolgelerindeki aminoasitlerin
sahip oldugu degerlerin yiksek ¢ikmasi bu bélgelerin
peptidin diger bolgelere gore daha esnek dogasindan
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dolay1 beklenen bir sonugtur. Ayrica en yiksek deger
Glul5 negatif yikli aminoasidinde ~0.46 nm olarak
gozlemlenmistir. Gozlemlenen diger iki yiiksek pik degerine
sahip aminoasitler ise sirasiyla ~0.43 nm ile Asn50 ve ~0.32
nm ile Phe47 dir. RMSF degerlerinde rastlanilan bu yiiksek
degerler genellikle peptid sekansinin bu bélgesinin daha
fazla ¢ozeltiye maruz kalmasiyla agiklanabilmektedir. Bu
ama¢ dogrultusunda simiilasyon boyunca peptidin her bir
aminoasidinin ¢ozeltiye maruz kalan ylizey alani (SASA,
solvent accessible surface area) analizi yapilmis ve analiz
sonuglari Sekil 5’ de sergilenmistir. Bu grafik incelendiginde
cok fazla pikle kargilagilmaktadir ve bu piklerden 3 tanesi
RMSF degerleri fazla olan Glul5, Phe47 ve Asn50

1,30 . , . . . . . : . .

R_(nm)

T T T T
50 100 150 200 250
Simiilasyon Zamani (ns)

Sekil 3. Simiilasyon boyunca R_degerlerindeki degisimler.
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Sekil 4. Similasyon boyunca her bir aminoasidin RMSF degerleri.
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aminoasitlerine aittir. Pik degerlerine sahip olan diger
aminoasitler Val5, Leull, Asp13, Glu21, Tyr29 ve Leu49
olarak gézlemlenmektedir. En fazla ¢6zeltiye maruz kalan

yiizey alanina sahip aminoasitler ise ~1.56 nm? ile Tyr29 ve
~1.53 nm? ile Leu49 tir.

Su ana kadar yapilan analizler ile iyi bir sekilde katlanarak
kararli ve kompak bir form aldigini gésterdigimiz peptidin,
katlanmasinda 6nemli rol oynadigini distinilen hidrojen
baglarinin sayisiaragtirilmig ve bunlarin simiilasyon zamanina
gore degisimi Sekil 6’ da verilmigtir. Bu hesaplamalarda
alic1 ve verici atom arasindaki kesim agis1 30.0° ve mesafesi
0.35 nm olarak se¢ilmistir. Hesaplamalarda peptid-peptid
(P-P), ana zincir-ana zincir (A-A), ana zincir-yan zincir
(A-Y) ve yan zincir-yan zincir (Y-Y) arasindaki hidrojen
bag sayilarinin similasyon boyunca degisimi incelenmistir.
Sekilden gorildiga gibi peptidin toplam hidrojen bag
sayisini ifade eden P-P etkilesimi sayis1 simiilasyon boyunca
~30 adet hidrojen bagidir. Peptidin katlanmasinda énemli
rol oynayan bu etkilesimlerin biyiik ¢ogunlugunun ana
zincir atomlarinin kendi aralarinda yaptigi A-A hidrojen
baglarindan kaynaklandigi gorilmektedir. En az hidrojen
bag: ise A-Y atomlari arasinda meydana gelmektedir.
Bu dagilimi daha net goézlemleyebilmek icin hidrojen
baglarinin yuzdesel dagilimi $ekil 7’ de sergilenmistir.
Buna gére peptidin katlanmasinda 6nemli rol oynayan
toplam hidrojen bag sayisina en fazla katkiy1 %51.5 ile A-A
arasindaki hidrojen baglar1 verirken, bu degeri %38 ile Y-Y
arasindaki hidrojen baglar: takip etmektedir. %10.5 ile en az
katki ise A-Y arasindaki hidrojen baglarindan geldigi agik¢a
gorilmektedir.

Protein yapilarinin ayrintili bir sekilde incelenmesi ve
katlanma mekanizmalarin ortaya konulmasinda yukarida
kullanilan yaklagimlarin yani sira, yapilarin katlanmas: ve
kararlig1 hakkindaki bazi bilgiler, sistemlerin serbest enerjisi
ile de ortaya cikarilabilmektedir. Yiizlerce bag i¢eren protein
yapilari teorik olarak c¢ok sayida konformasyona sahiptir,
ancak biyolojik olarak bu konformasyonlardan birkag tanesi
baskindir. En digsik Gibbs serbest enerjili konformasyonlar
termodinamik olarak en kararli olanidir (Bilsel 2009). Bir
sistemin serbest enerji yizeyleri, Denklem (1)de verilen
sistemin Gibbs enerjisindeki degisimle elde edilebilir.

AG(R) = —ksT|In P(R) — In P, (1)

Burada ks Boltzman sabiti, T sicaklik, P “R” reaksiyon
koordinatlarinin olasilik dagilimi ve P ise AG=0 yapacak
sekilde secilen molekiiler sistemin maksimum olasilik

dagilimidir.
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Sekil 5. Simiilasyon boyunca her bir aminoasidin SASA degerleri.
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Sekil 6. Simiilasyon boyunca hidrojen bag sayilarindaki degisim.
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Sekil 7. Hidrojen bag sayilarinin ytizdesel dagilim.
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Sistemin en kararli katlanmig yap: populasyonlarini elde
edebilmek icin literatiirdeki poptler reaksiyon koordinat
secimlerine uygun olacak sekilde, sistemin RMSD ve Rg
reaksiyon koordinatlarina gére serbest enerji ylizeyleri Sekil
8 de sergilenmistir. Sekil en olast konformasyonlarin 2 farkl
bolgede yogunlastigini gostermektedir. Bunlardan “1” nolu
bolgede Rg degerleri ~1.10-1.13 nm ve RIMISD degerleri
~0.29-0.35 nm civarinda yer alirken, “2” nolu bolgede ise

20
— 15
g
£
a 10
n
=
a7
5
0
1.1 1.15 1.2 1.25
Rg (nm)

Sekil 8: RMSD ve Rg reaksiyon koordinatlarina gére serbest
enerji yizeyleri.

Sekil 9. En dusik serbest enerji yizeylerine karsihk gelen
bolgelerin konformasyonuna 6rnekler. Renklendirme: pembe; “1”
nolu, yesil; “2” nolu enerji yiizeyi bolgesi igin.
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Rg degerleri ~1.15-1.20 nm ve RMSD degerleri ~0.18-
0.28 nm araligina yerlesmigtir. “1” nolu bdlge degerleri
yaklagik 150 ile 200 ns simiilasyon zaman araligina karsilik
gelen konformasyonlar: igerirken, “2” nolu bélge 240-
300 ns similasyon zaman araligindaki konformasyonlari
genel olarak kapsamaktadir. Bu bolgelere kargilik gelen
konformasyonlara birer 6rnek Sekil 9 da sergilenmistir.
Sekilden de goriilecegi uzere en disik enerji degerlerine
sahip bolgelerin olas1 konformasyonlarinin benzer ti¢ boyutlu
yaptya sahip olmasi, simiilasyon sonucunda modelledigimiz
yapiun iyi bir sekilde katlanarak kararli ve kompakt bir
form aldiginin gostergesidir.

4. Sonuglar ve Oneriler

Bu ¢alismada CXCR3 insan kemokin reséptoriniin N- ter-
minal bolgesinin (1-53) tamamini i¢eren aminoasit sekansi-
nin MD yéntemler ile modellenmesi ve bu peptidin yapisal
ve katlanma ozelliklerinin aragtirilmasi amaglanmustir.
Hiicre zar1 disinda ytizeye yakin olan bu esnek yapi igin elde
ettigimiz RMSD ve R, degerleri simiilasyon boyunca yapi-
nin kabaca 3 farkli kararli konformasyona sahip oldugunu
gostermigtir. Caligmamizda elde edilen sonuglar ile Raucci
ve arkadaglari (2014) tarafindan yapilan ve bu bélgenin ami-
noasit sekansinin sadece bir kismini igeren (1-48) ¢alisma
sonuglari kiyaslandiginda, her iki ¢aligmada da elde edilen
R, davramglarinin benzer oldugu gorilmektedir. Bu uyumlu
sonuglar, her iki ¢alisma da yapilarin katlanarak kompakt bir
hal aldigini1 gostermenin yani sira, ¢alismamizda uyguladi-
gimiz similasyon prosediriinin ve kullanilan yontemlerin
dogrulugunu ortaya koymustur. Peptidin kompakt halinin
korunmast ve yapinin karaliliginin sirdirilmesinde 6nemli
rol oynayan toplam hidrojen bag sayilarinin ortalamalar:
kiyaslandiginda ise bizim c¢aligmamizdaki 53 aminoasitli
sekansin ~30 adet, Raucci ve arkadaglarinin 48 aminoasitli
calismasinin ise ~27 adet baga sahip oldugu gorilmustiir.
Sonuglar oldukga birbirine yakin olmakla beraber ¢aligma-
mizda elde edilen daha yiksek sonug, ele aldigimiz yapinin
similasyon boyunca hidrojen baglariyla daha karali bir
konformasyonel yapiya sahip oldugunu gosterebilir. Ayrica
her iki ¢aligma i¢in etkilesim tipine gore bu hidrojen bag-
larinin oransal kiyaslamas: Cizelge 2’ de verilmistir. Cizelge
incelendiginde A-A atomlar: arasinda kurulan hidrojen
bag sayilarinin yaklagik birbirine esit oldugu gézlemlen-
mektedir. Burada dikkat ¢ekici husus 53 aminoasitli bizim
calismamizdaki Y-Y hidrojen baglari %38 ve A-Y hidrojen
baglari %10.5 iken, Raucci ve arkadaglar1 tarafindan yapilan
48 aminoasitli ¢aligmada bu durum tersine dénerek Y-Y
hidrojen baglar1 %8.0 ve A-Y hidrojen baglar1 %36 olarak

Karaelmas Fen Miih. Derg., 2018; 8(2):606-614



Alict, Karacaoglan, Demir / Insan Kemokin Reseptori CXCR3’lin N-Terminal Bélgesinin (1-53) Molekiiler Dinamik Simiilasyon Yontemi ile

Modellenmesi ve Yapisal Analizi

Cizelge 2 Hidrojen bag yiizdelerinin kiyaslanmasi.

Aminoasit Sekans1 A-A (%) A-Y (%) Y-Y (%)
(1-53) 51.5 10.5 38.0
(1-48) 56.0 36.0 8.0

*Raucci ve arkadaslar: tarafindan yapilan calismadan alhman degerler (Raucci vd. 2014).

gozlemlenmis olmasidir. Bu da 1-53 sekansinin katlanma
mekanizmasinda yan zincir etkilesmelerinin, 1-48 sekansina
gore daha fazla rol oynadigini géstermektedir.

Ayrica peptidin en olas: kararli popiilasyonlarinin bir 6l¢tsi
olarak serbest enerji yiizeylerini kullanarak elde ettigimiz
konformasyonlar incelendiginde, en kararli konformas-
yonlarin birbirine ¢ok benzer iki ayr1 konformasyona sahip
oldugu gorilmektedir. Bu da c¢aligmamizda modellenen
yapinun iyi bir sekilde katlanarak benzer kararli konformas-
yonlar olugturdugunun gostergesidir.

Calisgmamizda MD simiilasyon yontemleri ile modellenen
53 aminoasite sahip CXCR3 insan kemokin reseptériiniin
N-terminal bolgesinin, ileriki ¢aligmalarda dogal ve
sentetik ligandlar ile etkilesim ozelliklerinin arastirilarak
ortaya konulmas: ve bu sayede muhtemel ilag hedefleme
caligmalarina rehberlik etmesi beklenmektedir.
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