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OZET

Voltaj Bagimli Sodyum Kanallarina Spesifik Toksinlerin Etkisinin Yapisal
Olarak Incelenmesi

Sezer, Selin

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Aanabilim Dal1
Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Saliha Ece Acuner Zorluuysal
Haziran, 2023.

Bu calismada hedeflenen voltaj kapili sodyum kanallar1 (NaV), hiicrelerde Na+
iyonlarmin akisina izin verir ve norolojik fonksiyonun anahtar transmembran
proteinleridir. Sodyum kanal proteinlerinin aktivasyonu, sinyallerin
iletilmesindeki aksiyon potansiyelinin ilk ytikselisine neden olur ve bu da kas
kasilmas1 ve noronal ateslemeye yol acan diger fizyolojik olaylar: tetikler. Bu
kanallarda meydana gelen bozulmalar epilepsi, agri, miyotoni, kardiyak aritmiler
ve yetersizlikler ile kanserin de dahil oldugu bir dizi hastalig1 icerir ve tedavisi
icin NaV transmembran proteinleri onemli terapotik hedefler arasindadir [1].

Zehirli hayvanlardan veya bitkilerden gelen sayisiz toksin, voltaj kapili sodyum
(NaV) kanallarin1 hedeflemek tizere evrilmistir. NaV kanallarinda olusan
sorunlar cesitli hastaliklara sebebiyet vermektedir ve bu hastaliklarin
tedavilerinde yiiksek potansiyel tasiyan toksin peptidleri yeni tedaviler igin bize
onemli bir kaynak sunmaktadir. Bu alandaki calismalar yapisal ve fonksiyonel
olarak hentiz aydmnlatilamamustir.

Onerilen tezde sodyum kanallar1 ile yapi-fonksiyon iligkileri incelenecek olan
tarantula zehrinde bulunan delta-theraphotoxin-Hmla (Hmla), delta-
theraphotoxin-Hm1b (Hmlb) peptidleri [2] ve akrep zehrinde bulunan delta-
buthitoxin-Hjla (Hjla) peptidi [3] voltaj kapili sodyum kanallarindan Nav1.1i
hedef aldig1 yapilan calismalarda 6ne ¢ikmistir. Hmla peptidi direk olarak bu
kanal1 hedef alirken diger sodyum kanallari, kalsiyum ya da potasyum kanallar:
ile etkilesim gostermedigi de belirtilmistir. Bu sayede hedefe yonelik tedavilerde
toksin peptidlerinin ytiiksek potansiyele sahip oldugu diistintilmektedir.

Bu tez calismasi ile secici baglanma mekanizmasi molekiiler kenetlenme
calismalariyla ilk defa molekiiler seviyede gosterilmistir. Protein-ligand yapilar1
incelenen voltaj bagimli sodyum kanallar1 ve bu kanallar1 spesifik olarak
hedefleyen Hmla, Hjla ve beta/delta-theraphotoxin-Prela (Prela) toksinleri
arasindaki molekiiller arasi etkilesimler kenetlenme calismalar1 ile belirlenmis,
baglanma bolgeleri agiga ¢ikartilmistir. Calismanin devaminda yapilan molekiiler
dinamik simiilasyonlar: ile cesitli toksinlerin kanal aktivitesi tizerindeki etkisi
ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Voltaj Bagimli Sodyum Kanallari, Toksin peptidleri, Peptid
ﬂag Tasarimi, Molekiiler Kenetlenme, Molekiiler Dinamik Simiilasyonu



ABSTRACT

A Structural Analysis Of The Effect Of Specific Toxins On Voltage Dependent
Sodium Channels

Sezer, Selin

Master Thesis, Department of Bioengineering
Consultant: Dr. Ogr. Uyesi Saliha Ece Acuner Zorluuysal
June, 2023.

The voltage-gated sodium channels (NaV) targeted in this study allow the flow of
Na+ ions in cells and they are key transmembrane proteins of neurological
function. Activation of sodium channel proteins causes an initial rise of the action
potential in the transmission of signals, which triggers other physiological events
that lead to muscle contraction and neuronal firing. Disruptions in these channels
can cause epilepsy, pain, myotonia, cardiac arrhythmias and deficiencies, and a
number of diseases, including cancer. NaV transmembrane proteins are among
important therapeutic targets for its treatment [1].

Numerous toxins from venomous animals or plants have evolved to target
voltage-gated sodium (NaV) channels. Problems in NaV channels cause various
diseases and toxin peptides with high potential in the treatment of these diseases
offer us an important resource for new treatments. Studies in this area have not
yet been clarified structurally and functionally.

In the proposed thesis, the structure-function relationships with sodium channels
will be examined, and the delta-theraphotoxin-Hmla (Hm1la), Hm1b peptides in
tarantula venom [2] and delta-buthitoxin-Hjla (Hjla) peptide [3], found in
scorpion venom, has come to the fore in studies that target Nav1.1, one of the
voltage-gated sodium channels. It was also stated that while the Hmla peptide
directly targets this channel, it does not interact with other sodium channels,
calcium or potassium channels. In this way, it is thought that toxin peptides have
a high potential in targeted therapies.

In this thesis, the selective binding mechanism was demonstrated for the first
time at the molecular level by molecular docking studies. Intermolecular
interactions between voltage-dependent sodium channels and Hmla, Hjla and
beta/delta-theraphotoxin-Prela (Prela) toxins that specifically target these
channels, whose protein-ligand structures were examined, were determined by
docking studies, and their binding sites were revealed. In the continuation of the
study, the effect of various toxins on channel activity was revealed by molecular
dynamics simulations.

Keywords: Voltage Dependent Sodium Channels, Toxin peptides, Peptide Drug
Design, Molecular Docking, Molecular Dynamics Simulation
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GIRIS

Voltaj kapili sodyum kanallari, sodyum iyonlarina segici olarak gegirgen olan ve zar
potansiyelindeki degisikliklere yanit olarak agilan veya kapanan iyon kanallaridir. Bu
kanallar, noronlar ve kas lifleri gibi uyarilabilir hiicrelerin zarlarinda bulunur ve burada
aksiyon potansiyellerinin baslatilmasinda ve yayilmasinda ¢ok O6nemli bir rol oynarlar.
Membran potansiyeli daha pozitif hale geldiginde sodyum iyonlarinin hiicreye hizli
akigina izin vererek, boylece zari depolarize ederek ve bir aksiyon potansiyelinin
baslamasimi tetikleyerek islev goriirler. Voltaj kapili sodyum kanallari, c¢oklu alt
birimlerden olusur ve hem voltaj hem de diger ¢esitli sinyal molekiilleri tarafindan
dizenlenir [4].

NaV kanallarinda olusan sorunlar epilepsi, agri, miyotoni, kardiyak aritmiler ve
yetersizlikler, kanser gibi cesitli hastaliklara sebebiyet vermektedir [5]. Bu kanallardaki
bozukluklar ve NaV kanallarin1 6nemli birer terap6tik hedef haline getirmektedir.

Bir¢cok toksin ve zehir bileseni, hiicre dis1 veya transmembran alanlarla etkilesimler
yoluyla kanalin aktive edilmis konformasyonunu stabilize ederek bu aktivasyon
mekanizmasini ele gegirmek igin evrimlesmistir. Bu bilesikler, kanalin elektrofizyolojik
ozellikleri iizerindeki spesifik etkiler dnemli 6lgiide degisebilmesine ragmen, net kanal
etkinlestiricisi ya da engelleyicisi olarak islev goriir [6], [7]. Zehirli hayvanlardan veya
bitkilerden gelen sayisiz toksin, voltaj kapili sodyum (NaV) kanallarin1 hedeflemek iizere
evrilmistir.

Yapilan ¢alismalarda NaV kanallarinda, altis1 ¢esitli toksinler i¢in reseptor bolgeleri olan
voltaj sensor domain 2 ve 4 basta olmak lizere en az sekiz farkli baglanma bdolgesi
onerilmistir [2]. Bu baglanma bolgelerinin tanimi genellikle karmagiktir, ¢iinkii bunlar,
kanalin diger baglanma boélgeleriyle 6nemli dl¢lide Ortlisen ¢oklu alanlar1 ve segmentleri
uzerindeki 6nemli amino asitleri igerir [2]. NaV kanal hastaliklarin tedavilerinde yiiksek
potansiyel tasiyan toksin peptidleri yapilan caligmalarda kanitlanan hedefe spesifik
molekiiller oldugundan yeni tedaviler i¢in bize 6nemli bir kaynak sunmaktadir. Bu
alandaki ¢calismalar yapisal ve fonksiyonel olarak heniiz aydinlatilamamastir.

Ilag gelistirmede 6ncii bir molekiil olabilmesi icin, bir molekiiliin hedef proteine sikica
baglanabilmesi gerekir; yani yiiksek bir afiniteye sahip olmalidir. Bir reseptor (6rnegin
bir protein) ve onun baglanma ortagi (6rnegin ilag veya inhibitdr) arasindaki ¢ekim
derecesi, ayrilma sabitinin (Kd) termodinamik degeri ile veya inhibitérler durumunda
(Ki) ifade edilebilen baglanma afinitesi ile Ol¢iiliir. Bir protein-ligand kompleksinin
baglanma afinitesini (inhibisyon sabiti, ayrisma sabiti ve baglanma enerjisi gibi) tahmin
etmek, verimli ve etkili rasyonel ilag¢ tasarimu i¢in kritik 6neme sahiptir [8].

Yapilan tez calismasinda sodyum kanallar1 ile yapi-fonksiyon iligkileri incelenen
tarantula zehrinde bulunan Hmla, Hmlb peptidleri [3]; akrep zehrinde bulunan Hjla
peptidi [3], voltaj kapili sodyum kanallarindan Nav1.1’i hedef aldig1 yapilan ¢alismalarda
one ¢ikmistir. Hmla peptidi direkt olarak bu kanali hedef alirken diger sodyum kanallari,
kalsiyum ya da potasyum kanallari ile etkilesim gostermedigi de belirtilmistir. Bu sayede
hedefe yonelik tedavilerde toksin peptidlerinin yiiksek potansiyele sahip oldugu



diisiiniilmektedir. Bu se¢ici baglanma mekanizmasi molekiiler kenetlenme calismalariyla
molekdler seviyede ilk defa bu tez ¢alismasinda gosterilmistir.

Bu tez calismasinda kullanilacak yapilar PDB veri bankasindan elde edilmis, PYMOL ¢
boyutlu yap1 gorsellestirme ve analiz araci kullanilarak diizenlmis, HADDOCK
kenetlenme programi ile molekiiler kenetlenme ¢alismalar1 yapilmistir. Toksin ve
sodyum kanallarinin aktif bolgeleri baglanma noktalar1 agiga ¢ikartilarak belirlenmistir.
Son olarak kenetlenme sonuglari arasindan segilen yapilar MD simiilasyonlari igin
hazirlanmis, GROMACS ile yapilan MD simiilasyon g¢alismalart sonucunda yukarida
bahsedilen konularda elde edilen veriler degerlendirilmistir.

Yapilan galismalar sonucunda protein-ligand yapilarinin incelenerek, molekiiller arasi
etkilesimlerin belirlenmis, kenetlenme calismalar1 yapilarak baglanma bdlgeleri aciga
cikartilmistir. Kigiikk molekiillerin belirli biyolojik hedeflere baglanma afinitesini
hesaplamali olarak tahmin etme yetenegi, matematiksel bir modelin protein-ligand
etkilesimlerinin belirlemesine izin verdiginden, ilag kesfinin ilk agamalarinda son derece
yararlidir. Yapilan caligmalar, bu toksin peptidlerinin terdpotik ilag potensiyellerini
anlamamizda bize katki saglamaktadir. Ayn1 zamanda voltaj kapili sodyum kanallar1 ve
toksin peptidler arasindaki fonksiyonel yap1 iligkilerinin tanimlanmasinda literatiire katki
saglamaktadir.



1. LITERATUR OZETI
1.1. Voltaj Bagimh Sodyum Kanallar

Voltaj kapilt sodyum (NaV) kanallari, uyarilabilir ve uyarilabilir olmayan hiicrelerde Na+
akigina izin veren anahtar transmembran proteinlerdir. Sodyum kanal proteinlerinin
aktivasyonu, sinyallerin iletilmesindeki bilesik aksiyon potansiyelinin ilk yiikselisine
neden olur ve bu da kas kasilmasi ve ndronal ateslemeye yol agan diger fizyolojik
olaylar1 tetikler. Voltaja bagimli sodyum kanallar1 zar potansiyelinin ayarlanmasi,
aksiyon potansiyelinin baslatilmasi ve yayilmasi, hiicre hareketliligi ve ¢ogalmasi gibi
o6nemli gorevlere sahiptir [1].

Sodyum kanallari, akson baslangi¢ segmentinde (AIS) ve miyelinli néronlarin Ranvier
diigiimlerinde konsantrasyon ile ndronal hiicre zarinda lokalizedir. Aksiyon potansiyelleri
AlS'de baslatilir ve iki yonde yayilir. Distal AIS'den (hiicre gévdesinden daha uzaga)
ileriye dogru yayilma, aksondan sinir terminaline dogru iletimi baslatir [9].

Insanlarda 9 farkli voltaja duyarli sodyum kanali tanimlanmustir. Sirasiyla NaV1.1,
NaV1.2, NaV1.3, NaVv1l.4, 12 NaV1l.5, NaV1.6, NaVv1.7, NaV1.8 ve NaV1.9 kanallari

SCN1A, 13 SCN2A, SCN3A, SCN4A, SCN5A, SCN8A, SCN9A, SCN10A ve SCN11A
genleri tarafindan kodlanmakta ve farkli ifade profillerine sahiptir [1], [6].
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Sekil 1. Sodyum kanal yapisi.

Her kanal, 6 a-sarmal transmembran segmenti (S1-S6), Gozenek alan1 (Pore Domain
(PD)) ve voltaj algilama alan1 (VSD) icerir. Dizi, her biri yiiksek sekans korumali 5
hidrofobik segment (S1, S2, S3, S5, S6) ve bir pozitif yukli segment (S4) iceren 4 dahili
tekrar icerir [6]. Yapida diisiik sekans korumali iki biiyiik sitoplazmik (hcre i¢i) dongd,



yiiksek oranda korunmus bir inaktivasyon kapisi bulunur (Sekil 1). Voltaj kapili sodyum
kanallar1 normalde iyon iletim gozeneklerini olusturan bir alfa alt biriminden ve kanal
gecidi modiilasyonu da dahil olmak iizere gesitli islevlere sahip bir ila iki beta alt
biriminden olusur. Noronal hiicre zarinda SCN1B, SCN2B, SCN3B ve SCN4B genleri
tarafindan kodlanan B-alt birimleri, o-alt birimleri ile iliskilidir. B-alt birimleri, a-alt
birimlerinin elektrofizyolojik 6zelliklerini etkiler, ancak kendileri kanal aktivitesine sahip
degildir. Yalnizca alfa alt biriminin ifadesi, islevsel bir kanal olusturmak igin yeterlidir.

v
Sekil 2. NaV kanal gorinimi. a. Kanalin alttan goériiniimii, 4 homolog alan ve gbzenek alami (Pore
Domain). b. Kanalin yandan goriinimii, kirmizi renkte boyali sarmallar pozitif yiiklii S4 segmentini
gostermektedir.

NaV kanallarmmin aktivatorii membran voltajidir. Yikiin membran ¢ift katmanlan
boyunca dagilimi sirayla yiiklii transmembran segmentlerinin pozisyonunu etkileyerek
merkezi Na+ gec¢irgen gézenegin acgilmasina veya kapanmasina yol agar. Bunu saglayan
pozitif yiiklii S4 segmentinin membran voltajina bagl olarak asagi ve yukar1 hareketidir
(Sekil 2) [10].

1.2. Voltaj Bagimh Sodyum Kanallari ile iligkili Hastaliklar

Sodyum kanallari, insan genomundaki en yliksek diizeyde evrimsel olarak korunan genler
arasindadir ve omurgasiz ve prokaryotik sodyum kanallarina dizi 6zdesliginin bir¢ok
bolgesini korur. Normal kanal islevinden sapmalar, ndbetler, zihinsel yetersizlik, davranig
anormallikleri ve hareket bozukluklar1 dahil olmak iizere 6nemli klinik sonuglara yol agar
(Tablo 1).

Tablo 1. Voltaj kapili sodyum kanali alfa alt birimlerinin terminolojisi ve baz1 iglevleri [11].

Protein Gen Ifade profili Iliskili insan kanalopatileri

Febril epilepsi, GEFS+, Dravet sendromu,
sinirda SMEI (SMEB), West sendromu,
Doose sendromu, inat¢1 gocukluk cagi
epilepsisi genellestirilmis tonik-klonik
noébetler (ICEGTC), Panayiotopoulos
sendromu, ailesel hemiplejik migren
(FHM), ailesel otizm, Rasmussens ensefaliti
ve Lennox-Gastaut sendromu [12]

Merkezi néronlar, [periferal

NaV1l.l SCNIA noronlar] ve kardiyak
miyositler



Merkezi noronlar, periferik

Kalitsal atesli ndbetler, epilepsi ve otizm

NaVl.2  SCN2A noéronlar spektrum bozuklugu
Merkezi néronlar, periferik . .
NaVli3 SCN3A néronlar ve kar diysk Epilepsi, agr1, beyin malformasyonlar1[13],
miyositler [14]
Hiperkalemik periyodik felg, paramiyotoni
NaV1l.4 SCN4A Iskelet kas1 konjenita ve potasyumla agirlastiriimig
miyotoni
Kardiyak miyositler, Kardiyak: Uzun QT sendromu Tip
innerve edilmemis iskelet 3, Brugada sendromu, progresif kardiyak
kas1, merkezi noronlar, iletim hastalig1, ailesel atriyal fibrilasyon ve
NaVl.5  SCNSA gastrointestinal diiz kas idiyopatik ventrikuler fibrilasyon [15]
hiicreleri ve Cajal'in Gastrointestinal: Irritabl bagirsak sendromu
interstisyel hicreleri [16]
Merkezi néronlar, dorsal
NaV1.6 SCNSA ﬁgl:oﬁzilgflgl’glzrlli;p criferik Epilepsi [17], ataksi, distoni, titreme[18]
hicreleri
Dorsal kok gangliyonlari, Efltromelaljl, PEPD, kanalopati ile iliskili
sempatik agriya kars_l_ d_uyarsuhk ve y_akln zamanda
NaV1.7 SCNOA néronlar, Schwann hiicreleri fibromiyaljinin engelleyici bir formu
ve néroendokrin hiicreler kesfedildi (rs6754031 polimorfizmi)
[19]7.07.2023 00:08:00
NaV1.8 SCNI0A Dorsal kok gangliyonlari Agr1 [14], noropsikiyatrik bozukluklar
NaV1.9 SCNI1A Dorsal kék gangliyonlari Agr [14]

SCNIA (Navl.l'! kodlayan), SCN2A (Navl.2'yi kodlayan) ve SCN8A (Navl.6'yr
kodlayan) genleri birlikte beyin sodyum kanali transkriptlerinin %95'inden fazlasin
olusturur ve beyindeki bilinen sodyum kanalopatilerinin ¢ogundan sorumludur. Yapilan
bir ¢aligmada, epilepsi ve norogelisimsel bozuklugu olan 8.565 kisinin %5'i bu genlerden
birinde bir varyant tasidig1 tespit edilmistir [20].

NaV1.1'1 kodlayan gen olan SCNI1A'min bir alelindeki de novo fonksiyon kaybi
mutasyonlar1 Dravet sendromuna (DS) neden olur [21]. DS, ¢ocukluk ¢aginda baslayan
polimorfik ndbetlerle iliskili, genellikle viicut sicakligindaki kiiciik bir artigla
hizlandirilan, katastrofik bir epileptik ensefalopatidir [22]. DS'lu hastalar daha sonra
bilissel eksiklikler, psikomotor gerileme, otistik 6zellikler ve artmis erken Olim riskKi
dahil olmak tzere c¢oklu noropsikiyatrik hastaliklar gelistirir. DS'nin tanimlayici
ozelliklerinden biri, cogu anti-epileptik ilaca direngli olmasidir [2].

Agr1, mevcut veya potansiyel doku hasar1 nedeniyle rahatsiz edici bir duyusal deneyim ile
iligkili dogal bir savunma mekanizmasidir. Bu mekanizma, periferik sinir sistemindeki
iyon kanallar1 ve reseptorler yoluyla zararli uyaranlari algilayan birincil duyusal ndronlari
ve aksonlar1 igerir ve bu sinyallesmede NaV kanallar1 dnemli bir rol oynar. Daha yakin
zamanlarda yapilan arastirmalar, bazi NaV kanallarinin alt tiplerinin agr1 yollarina
katilimini daha ayrintili olarak gostermistir [23].

SCN3A, CNS gelisiminin erken donemlerinde yiiksek diizeyde ve yetiskin CNS'de daha
diisiik bir seviyede ifade edilen bir sodyum kanalini kodlar. Kiiciik ama artan sayida



SCN3A mutasyonu, epileptik ensefalopati [24] ve polimikrogiri ve mikrosefali [13] dahil
olmak iizere kortikal malformasyonlarla iliskilendirilmistir.

1.3. NaV Kanal ile iliskilendirilen Toksinler

NaV kanallarinda olusan sorunlar ¢esitli hastaliklara sebebiyet vermektedir ve bu
hastaliklarin tedavilerinde segici baglanma o&zelliklerinden dolayr yiksek potansiyel
tasiyan toksin peptidleri yeni tedaviler i¢in bize Onemli bir kaynak sunmaktadir.
Literatiirde ¢esitli canlilardan elde edilen birgok toksinin NaV kanallar1 tizerindeki etkisi
arastirilmistir.

Voltaj kapili sodyum kanali bozukluklar1 ve toksinler karmasik bir iligskiye sahiptir. NaV
kanallarin1 hedefleyen toksinler, spesifik 0Ozelliklerine bagli olarak hiicreler ve
organizmalar iizerinde ¢esitli etkilere sahip olabilir. Bazi1 toksinler kanallar1 bloke ederek
aksiyon potansiyellerinin baglamasini engelleyebilir ve felce veya oliime yol agabilirken,
digerleri kanallarin asir1 aktivasyonuna neden olarak nobetlere veya diger semptomlara
yol agabilir. Bu toksinlerin 6rnekleri arasinda alkol, bocek ilaglar1 ve bazi ilaglar bulunur.
Ote yandan, baz1 toksinler de anormal kanallarin aktivitesini bloke ederek bu bozukluklar
iizerinde terapotik etkilere sahip olabilir. Ornegin, kabuklu deniz hayvanlarinda bulunan
saksitoksin toksini, sinir hasarinin neden oldugu agri i¢in bir tedavi olarak kullanilmistir.
Ek olarak, zehirden tiiretilen bazi bilesikler, cesitli kanalopatiler ve ndropatik agr1 i¢in
tedavi potansiyeli gostermistir. Ozetle, bazi toksinler voltaj kapili sodyum kanallarina
zararli olabilirken, digerleri de faydali olabilir ve terapotik uygulamalari olabilir [25].
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Sekil 3. NaV kanallarinin voltaja duyarl alanlar1 (VDS) ile etkilesime giren toksinler ve etkileri.

Genel olarak, Nav kanali islevini etkileyen toksinler, bunu iki farkli mekanizma
araciligiyla yapar. Gozenek bloke edici toksinler, dis girise veya iyon iletim gdzeneginin
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Sekil 4. NaV kanallarinin gozenek (pore) bolgesi ile etkilesime giren toksinler ve etkileri.

icine baglanarak Na+ akisini engellerken [26], gegit degistirici (gating-modifier) toksinler
ise kanalin agilmasi sirasinda konformasyon degistiren bir bolge ile etkilesime girer [27].

Ornegin (Sekil 5) koni salyangoz zehirinde bulunan gdzenek bloke edici p-konotoksin
peptitleri, en iyi karakterize edilmis Nav kanali antagonistleri arasindadir. NaV kanali
gOzenek bloke edici yeni koni salyangozu zehirlerinin belirlenmesi, 700 koni salyangoz
tirti igin olusturulan molekiiler filogeni ¢ergevesi kullanilarak miimkiin olmustur [27].

Dogal olarak olusan deniz toksinleri tetrodotoksin (TTX) ve saksitoksin (STX), Na+
gecirgenlik yolunu tikamak icin Nav kanali gozenek bdlgesi ile giiglii bir sekilde
etkilesime girer [28]. ATX-Il, Anemonia Sulcata deniz anemonunda bulunur ve Nav
kanalinin hizl etkisizlestirilmesini engeller [27].

Batrachotoxin (BTX) ozellikle kurbaga tiirlerinde bulunur. BTX iyon gegirgenlik yolunu
kismen tikayabilir ve bdylece Na+'nin bir kisminin gézenekten gegmesi i¢in yer birakir.
BTX gozenek bolgesi icinde baglanabilse de toksin ayni zamanda hizli ve yavag
inaktivasyonu ortadan kaldirir ve NaV kanal agikligini normalde kapali oldugu voltajlara
kaydirir. Boylece in vivo olarak tekrarlanan depolarizasyonlara ve kaslar noronal
sinyallere kars1 duyarsiz hale geldik¢e nihai felce yol agar. BTX, ilag tasarimi i¢in uygun
olmasada, radyoaktif BTX, dokularda ve vezikillerde NaV kanal tanimlamasi i¢in ve
potansiyel terapotiklerin taranmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir [27], [29].

Yaklagik 400 milyon yillik evrim boyunca akrepler, memeli veya bocek iyon kanali
ailelerini spesifik ve gii¢lii bir sekilde hedeflemek icin peptit toksinlerini gelistirdiler. Bu
nedenle, akrep zehri iizerine yapilan klasik arastirmalar, Nav kanali voltaj sensorii



islevine miidahale edebilen toksinlerin varligin1 kabul etmistir [30], [31]. Islevsel
etkilerine dayali olarak iki Nav kanali akrep toksini sinifi tanimlanmistir [32].

Ilki, a-akrep toksinleri, deniz anemonu
toksinlerine benzer bir sckilde NaV
kanallar1 tizerinde hareket eder ve bu
nedenle ayni konuma baglanmak i¢in
rekabet ettikleri bulunmustur [32].
u-Konotoksin Tetrodotoksin Akrep zehirinde bulunan ikinci bir Nav
kanali1 toksinleri sinifi, aktivasyonun
voltaj bagimliligini daha negatif zar
potansiyellerine kaydirarak esik alt1
kanal acilmasini destekleyen [-akrep
toksinleridir. Bu ¢esit bir toksine bagl
kanalda hiperpolarize voltaja bagh
aktivasyon gozlenir [33].

Oriimcek toksinlerinin memeli NaV
kanali voltaj sensorleri ile etkilesime

* girdigi  mekanizmalar  digerlerine

. kiyasla ~ daha  yakin  zamanda

L B kesfedilmistir. Hangi voltaj

Hjla ProTx-I sensorlerinin ~ hedeflendigine  ve
Hj2a Hmla bunlarin  genel Nav kanal gecis
LqTX Prela stirecine nasil baglandiklarina bagh

olarak, oOrimcek toksinlerinin Nav

kanali islevi iizerinde Ui¢ farkli etkisi

Sekil 5. NaV kanallari ile etkilesime giren farkli olabilir. En sik gdzlemlenen, toksinin

canlilardan elde edilen toksin ¢esitleri membran  depolarizasyonuna  yanit

olarak kanal agilmasini engellemesidir [34], [35]. Diger bir sonug ise toksinin alan IV

hareketini bozarak hizli inaktivasyonu geciktirmesidir [36]. Son olarak toksin, aktivasyon
voltajini daha hiperpolarize degerlere kaydirarak kanal agilmasini kolaylastirabilir [37].

1.4. Toksinlerin Sodyum Kanallarn Uzerindeki Etkilerini Gosteren Deneysel
Cahismalar

Yapilan bir ¢alismada ilging bir sekilde ProTx-I, sigan DRG ndéronlarinda Nav1.9 aracili
akimlarn giiclendirirken, diger TTX direncli kanal Nav1.8’i inhibe etiigi tespit edilmistir
[35]. ilgili tarantula toksini ProTx-II, incelenen diger Nav kanali izoformlarma kiyasla en
az 100 kat daha yiiksek bir afinite ile cesitli agr1 sendromlarinda yer alan bir NaV kanali
izoformu olan Nav1.7'yi segici olarak hedefledigi bildirilmistir [38].

Bir cesit tarantula Heteroscodra Maculata'dan elde edilen Hmla toksin peptidinin
NaV1.1 tzerindeki seciciligini dogrulamak i¢in yapilan bir ¢alismada, xenopusoositlerde
Navl.1-1.8 a alt birimlerini heterolog olarak ifade edilmistir. Hmla, hNavl.1
inaktivasyonunu giiclii bir sekilde inhibe etmistir, hNav1.2 ve hNavl.3 iizerinde zayif
etkiler tespit edilmis ve hNavl.4 iizerinde higbir etkisi olmadigi goriilmiistiir. Hmla



peptidi direk olarak Nav1.1 kanalin1 hedef alirken diger sodyum kanallari, kalsiyum ya da
potasyum kanallar1 ile 6nemli 6lgude etkilesim gostermedigi de belirtilmistir [23].

Hjla ve Hj2a, NaVl1.l'in giicli agonistleridir ve kanalin hem aktivasyon hem de
inaktivasyon o&zelliklerini degistirerek ikili o/f aktivitesi sunarlar [3]. Ornegin,
SCN1A'nin heterozigot fonksiyon kaybi mutasyonlari, siddetli bir pediatrik epilepsi olan
Dravet sendromuna (DS) yol acabilmektedir. Yakin zamanda Hjla peptidinin fareye
enjeksiyonu ile NaV1.1 inaktivasyonunun segici inhibisyonu saglanmistir ve DS fare
modelinde ndbetleri ve erken 6limii onledigini gosterilmistir. Bu nedenle toksinlerin,
NaVl1.1'in seg¢ici modiilatorleri, altta yatan molekiiler agig1 hedefledikleri i¢cin DS'nin
tedavisi i¢in faydali terapdtikler olabilecegi diistinilmektedir [2].

Prela, NaV1.3'in hizli inaktivasyonunu tercihen inhibe ettigi, NaV1.2, NaV1.6 ve
NaV1.7'nin aktivasyonunu inhibe ettigi ve NaV1.1'in hem aktivasyonunu hem de hizli
inaktivasyonunu inhibe ettigi ndronal NaV kanali alt tipleri arasinda benzersiz ve
karmasik bir farmakolojik profil sergiledigi goriilmiistiir. Yapilan deneylerde Prela’nin
mikromolar alt1 konsantrasyonlarda NaV1.4 veya NaV1.5 iizerinde etkisi olmadigi tespit
edilmistir[39]. Bu islevsel profil, NaV kanali VSD'lerinin DII ve DIV S3-S4 ddnguleri ile
klasik etkilesimler tarafindan belirlenir. Baglanma bdlgelerinin analizi yoluyla, NaV
kanallar1 arasindaki S1-S2 dongiilerinin degiskenliginin, 6zellikle hizli etkisizlestirme ile
ilgili Prela seciciligine biiylik Olctide katkida bulundugu belirtilmistir. DIV S2
sarmalindaki bir serin aminoasitinin, Prela'nin NaV1.1 ve 1.3"in hizli inaktivasyon siireci
tizerindeki giiclii ve secici inhibitor etkisini agiklamak igin yeterli oldugu bildirilmistir
[39].

1.5. Toksinlerin NaV iizerindeki potansiyel baglanma bélgeleri

Terdpotik hedef olan NaV kanallarinda toksin baglanma bélgelerinin tespiti igin floresan
bazli testler ve otomatik yama-kelepce elektrofizyolojisi dahil olmak Uzere NaV kanal
modulatorlerinin aktivitesini taramak ve profillemek icin birka¢ yuksek verimli analiz
gelistirilmistir [40], [41]. Floresan bazli deneyler, floresan boya ile membran potansiyeli
veya hiicre i¢i sodyum iyonu konsantrasyonundaki degisiklikleri saptayarak NaV kanal
fonksiyonunun dolayl bir 6l¢limiinii saglar [40].

Yapilan ¢oklu dizi hizalamasi deneylerinde, NaV1.1 ve NaV1.2 alan IV S1-S2 hiicre dis1
dongulerinin Lghll ve Hm1la toksin peptidleri baglanmasinda dnemli aminoasit rezidiiler
icerdigi bildirilmistir (Sekil 6). Farkli NaV kanallarinda alan IV S3 - S4 hiicre dist
dongistinun &-6riimcek toksinleri Cgla, Cg3a ve Hmla B-pompilidotoxin, the o-scorpion
toxins LgTx, Lghll and Lghlll, the 8-conotoxin SVIE, ve deniz anemonu toksinleri ATX-
Il and ApB baglanmasinda énemli rezidiiler icerdigi bildirilmistir (Sekil 7) [1].

Simdiye kadar karakterize edilen NaV kanali modiile edici orlimcek zehiri peptitlerinin
¢ogu, inhibe edici sistein diigiimiiniin (ICK) ortak bir yapisal motifini paylasir ve kismen
tanimlanmis reseptor bolgelerinde dort VSD'den biriyle etkilesime girer [35], [42].

Tarantula Psalmopoeus reduncus'un zehirinden B/3-TRTX-Prela'yr (Prela) kullanilarak
NaV kanallar tizerindeki etkisi incelenmistir. Yapilan c¢aligmalar sonucunda Prela’nin
NaV kanali VSD'lerinin DII ve DIV S3-S4 dongiileri ile etkilesime gectigi bildirilmistir.
Bununla birlikte kanitlar S1-S2 dongiilerinin Prela tarafindan gosterilen izoform



seciciligini i¢in kritiktir. Bu nedenle Prela, NaV kanal ailesinin tiyeleri arasindaki DII ve
DIV etkilesim sitelerindeki ince farklari incelemek igin degerlidir [39].

Genel olarak, akrep toksinleri, belirli durumlarda NaV kanallariin voltaj sensorlerini
stabilize etmek igin S3 ve S4 arasindaki hiicre dig1 dongiilerle etkilesime girer [32]. a-
akrep toksinlerinin alan 1V voltaj sensérinde ayni konuma baglanmak i¢in rekabet
ettikleri bulunmustur [32]. p-akrep toksinlerinin alan Il voltaj sensori icindeki kirek
motifini hedefledigi ve onu aktif bir durumda yakaladig diistiniilmektedir [33].
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Sekil 6. Farkli toksinler i¢in 6nerilen DIV S1-S2 alani hedef baglanma bolgeleri. J.R. Deuis ve ark. 2017
yilinda yaptig1 ¢alismadan alinmigtir[1].
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Sekil 7. Farkli toksinler i¢in 6nerilen DIV S3-S4 alani hedef baglanma bolgeleri. J.R. Deuis ve ark. 2017
yilinda yaptig1 ¢alismadan alinmustir[1].

1.6. Peptitler icin Molekiiler Kenetlenme

Protein-peptit etkilesimleri, sinyal iletimi, hiicresel lokalizasyon, bagisiklik sistemi ve
apoptotik yollar1 igeren cesitli biyolojik siireglerde esastir. Bu tiir etkilesimler, tiim
makromolekiiler etkilesimlerin yaklasik %40'inda yapisal bilesenler olarak islev goriir.
Peptitler, istenmeyen protein-protein etkilesimleri nedeniyle proteinlerin fonksiyon
bozuklugunu igeren hastaliklar1 6nlemek i¢in kullanilabilir. Gegmiste spesifik olarak
peptit bazli terapotikler alaninda birgok veri tabani ve algoritma gelistirilmistir. Cesitli
hastaliklarin tedavisi i¢in FDA tarafindan onaylanan 200'den fazla terapotik peptit vardir.

Peptitler, proteinlerden daha esnektir ve c¢ok sayida konformasyon benimseme
egilimindedir. Bu nedenle, protein-peptit etkilesimlerinin modellenmesi zorlu ve zaman
alan bir istir. Bir peptit-protein kompleksinin olusumu, genellikle reseptore baglandiktan
sonra esnek peptitin katlanmasini igerir [43]. Peptid-protein etkilesiminin atomik tanimi
ve Onemli atomistik etkilesimlerin (6rnegin hidrojen baglari, tuz kopriileri ve hidrofobik
etkilesimler) 6zetlenmesi ¢ok 6nemli bir adimdir.
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Protein-peptit komplekslerinin yapisal tayini i¢in ge¢miste ¢ok sayida yerlestirme
yontemi gelistirilmistir. Genel olarak, bu yontemler asagidaki 3 kategoride
smiflandirilabilir; i) protein-peptit kenetlenmesi, ii) protein-protein kenetlenmesi ve iii)
protein-kuciik  molekul kenetlenmesi. HADDOCK][44], PepATTRACT [45],
FlexPepDock [46], PEP-SiteFinder [47], vb. gibi protein-peptit yerlestirme yontemleri
bulunmaktadir. Benzer sekilde, kiiciik molekiilleri bir proteine yerlestirmek igin
gelistirilen baz1 yazilimlar, peptidi bir proteine yerlestirmek i¢in de kullanilabilir, 6rnegin
AutoDock Vina [48].

Ozetle, dogrudan veya dolayli olarak peptidi bir protein iizerine yerlestirmek icin
kullanilabilen ¢ok ¢esitli yerlestirme yontemleri gelistirilmistir [49]. Peptid aracili
etkilesimler, proteinler arasindaki dinamik etkilesimleri iceren bir¢ok diizenleyici
sirecteki baskin rolleri nedeniyle artan ilgi gérmektedir. Bu tiir etkilesimlerin yapilari,
karakterizasyonlari ve manipiilasyonlari i¢in miikemmel bir baslangi¢ noktasi saglar ve
hedeflenen inhibitér tasarimi i¢in ipuglari saglayabilir. Nispeten az sayidaki deneysel
olarak belirlenmis peptit-protein kompleks yapilari, son yillarda artan dogruluk ve her
zamankinden daha fazla sisteme uygulanabilirlik ile tanitilan modelleme yaklasimlarinin
gelismesi ile tamamlanabilir.

Peptidin omurga yapisi hakkinda ¢ok az veya hi¢ 6n bilgi bulunmadiginda, dogala yakin
yapilarin ziyaret edildiginden emin olmak i¢in drneklemenin arttirilmasi gerekir. Rosetta
FlexPepDock ab-initio [50], herhangi bir keyfi omurga konformasyonundan baslayarak,
bir sorgu peptidinin Onerilen bir baglama cebine es zamanl olarak baslangictan itibaren
katlanmasimni ve yerel olarak yerlestirilmesini gerceklestirir. Lokal baglanma yeri,
katlanmamis peptidi yakinina yerlestirerek veya Rosetta yaziliminin standart baglanma
yeri smirlamalart kullanilarak belirlenebilir. HADDOCK yazilimi kullanilarak, bu peptit
konformasyonlarinin her biri daha sonra bir HADDOCK kisitlama seti olarak belirtilen
bilinen baglanma bolgesi iginde gevsetilir ve rafine edilir[51].

Caligmalarda genel olarak baglanma bolgesini belirlemede yiliksek bir basar1 orani
bildirilse de model gelistirme dahil edilmis olsa da, elde edilen modellerin kalitesi
oldukea smirlidir. Tyilestirmeye direngli peptit modelleri, genellikle kusurlu sekonder yap1
omurga konformasyonuna isaret eder [52]. Bu nedenle, FlexPepDock ab-initio ve
HADDOCK gibi bilinen bir baglanma bdlgesinde kapsamli omurga orneklemesi igin
optimize edilmis yerel yerlestirme yontemleriyle kolaylikla gelistirilebilirler [51].

Cogu yerlestirme araci, model siralamasi i¢in enerji tabanli puanlama yontemleri kullanir.
Ornegin, Rosetta FlexPepDock, Rosetta enerji fonksiyonunu veya onun modifikasyonunu
ab initio degiskeninde [50] kullanir;, HADDOCK, Poisson—Boltzmann yilizey alani
algoritmasi [53] ile hesaplanan baglanma serbest enerjisine dayali bir yontem kullanir; ve
pepATTRACT, kisa MD simiilasyonlarindan [54] tiiretilen karmasik baglanma enerjisine
gore en iyl modelleri seger. Enerji bazli puanlama disinda, bazi protein-peptit yerlestirme
aracglari, model se¢imini iyilestirmek i¢in yapisal kiimeleme ve en biiyiik kiimelerin
secimi [55], [56], birlikte evrimsel bilgilerin dahil edilmesi [57] veya mutajenez verileri
[58] gibi ek yontemler kullanir [59].
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1.7. Molekuler Dinamik Similasyonu (MDS)

Son yillarda, protein dinamiklerini anlamak i¢in proteinlerin dogal konformasyonel
esnekligi hakkinda bilgi veren NMR gevsemesi, floresans spektroskopisi ve zamana bagl
X-151n1 kristalografisi gibi birka¢ deneysel yontem olusturulmustur [60]. Ancak, bu
deneysel yontemlerin sagladigi sinirli bilgi nedeniyle, nanosaniyeden mikrosaniyeye
dinamikleri aydinlatmak i¢in bilgisayar simiilasyon teknikleri tercih edilmektedir.
Yontemin gelistirilmesinden bu yana, MDS en yaygin ve iizerinde c¢alisilan hesaplamali
simiilasyon teknigidir [60], [61]. MD'de, protein molekiillerinin zamanin bir fonksiyonu
olarak nasil yeniden diizenlendigini simiile etmek i¢in fizik tabanli potansiyel enerji
fonksiyonu kullanilir [62]. Baska bir deyisle, MD tiim atomlarin konumlarinin
izlenmesine veya gerekirse tiim atomlarin, biiyiilk makromolekiiler kompleksler veya
membrana goémiilii proteinler dahil olmak iizere degisen zamanla birlikte kaba taneli
temsiline izin verir [63].

Simiilasyonlar, proteinlerin ve diger biyomolekiillerin davranigini tam atomik ayrintida ve
¢ok ince zamansal ¢Ozlnlrlikte yakalayarak karmasik bir ortam i¢inde ligand
etkilesimleriyle reseptoriin serbest enerji degerlerini olusturur [64]. Biyoaktif peptitlerin
etkilesimleri gibi karmagik sistemler s6z konusu oldugunda MDS, hedef proteinlerle,
kuvvet alan1 (FF) denklemlerini kullanarak sistemdeki her parcacigin (6rnegin atomlar ve
molekdiller) hareket denklemlerini ¢dzebilen cok glclu bir tekniktir [65]. GUnimizde
MDS, peptitlerin etrafindaki sicaklik ve iyonlardan, su, organik g¢ozicller veya iyonik
stvilar gibi ¢oziicliniin hacmi, geometrisi ve tiirii gibi sistem parcaciklarinin gomiuldiigi
¢Oziiciiniin Ozelliklerine kadar deneyin fiziksel kosullarini hassas bir sekilde kontrol
edebilmektedir. Ayrica, in vitro ve in silico deneylerle karsilastirmak i¢in MDS,
peptitlerin baslangi¢c koordinatlari, protonasyon durumlari, iyonlar ve =zarlar gibi
cevreleyen pargaciklar, sicaklik, elektrik potansiyelleri, voltaj kapilari, membran
potansiyelleri gibi diger ozellikler tizerinde fiziksel ve kimyasal kisitlamalar getirebilir
[66].

Newton'un ikinci hareket yasasina (Denklem 1) dayanan temel MD algoritmasi ve

teknolojideki gelismeler, MD simiilasyonlarinin kullanimimin biiyiik 6l¢iide artmasina
neden olmustur [63], [67].

1/2 2
m; mﬂ?iw
(191:5) B (27kaBT) &xp (_ QkBT)

Denklem 1. Maxwell-Boltzmann dagilim denklemi. p(8ix), x yoniinde 0ix hizina sahip mi kiitleli i par¢acigi
olasihigidir, T ilgili sicakliktir ve kg, Boltzmann sabitidir.

MD simiilasyon siireci, sistemin hazirlanmasi ile baslar. Gerekli ilk atomistik koordinatlar
cogunlukla niikkleer manyetik rezonans (NMR), kristalografik veya homoloji modelleme
verilerinden toplanir ve yapi, MD simiilasyonundan 6nce minimizasyona tabi tutulur [67].
Ilk koordinatlarin yani sira, baslangic hizlarmma da ihtiya¢ vardir ve bunlar Maxwell-
Boltzmann dagilimindan rastgele atanabilir [68].

Sistem kurulduktan sonra her adim i¢in potansiyel enerji fonksiyonu kullanilarak her bir
atoma etki eden kuvvetler hesaplanir (Sekil 9) [63]. Dahasi, kuvvet alanlart atomik
konumlarin bir fonksiyonu olarak potansiyel enerji fonksiyonlaridir ve atomlar arasindaki

12



bagli ve bagli olmayan etkilesimleri 0yle basitlestirilmis bir sekilde temsil ederler ki
bilgisayar giici MD simulasyonunu surdirmek icin yeterlidir [68]. Gunimizde MD
simiilasyonlarinda kullanilan AMBER, CHARMM ve GROMOS gibi ¢oklu kuvvet
alanlar1 bulunmaktadir [67]. Herkes tarafindan kullanilan enerji fonksiyonu denklemi
basitce asagidaki gibi gosterilebilir (Sekil 8) [68], [69].

U(R): Z:k,,(r—req)2 Bag L
Bag
3 Zkg( —Heq)z Agi \"b
Agi
4 Z k, (1 3 cos[n¢ - y]) Dihedral
Dihedral
T Z k, (a) -, Uygunsuz
Uygunsuz
12 6
Atom v P
+ ;a,j i =2 i Vander Waals @y .. @
L 94,
+ ; 47180]",-,- Elektrostatik ~ @@-— @

Sekil 8. MD simiilasyonlari i¢in kullanilan klasik kuvvet alanlari: (Sagda) bir kuvvet alanindaki potansiyel
enerji terimleri ve (Solda) molekiiler hareket i¢in atomik kuvvetleri tiiretmek igin kullanilan enerji
fonksiyonu. r bag uzunlugudur; 8 atomik agidir; ¢ dihedral agidir; ® uygun olmayan dihedral agidir; rij, i ve
j atomu arasindaki mesafedir; ki, ko , Ky, V& ko, kuvvet sabitleridir; reg, 0eq ve weq denge konumlaridir;
dihedral terim, bir kuvvet sabiti (k,), ¢okluk (n) ve faz kaymasi (y) ile karakterize edilen periyodik bir
terimdir; ejj, Lennard-Jones kuyu derinligi ile ilgilidir; rm, potansiyelin minimuma ulastig1 mesafedir; q; ve
gj ilgili atomlarin yiikleridir; ve g dielektrik sabitidir [69].

Enerji fonksiyonunu hesaplamak icin gerekli parametreler, deneysel verilere veya ab-
initio kuantum kimyasal hesaplamalarina gore belirlenir ve en yaygin kullanilan kuvvet
alanlari, denklemde kullanilan enerji terimlerinin sayisi ile kullanilan parametrelerin
modellenmesine gore birbirinden ayrilir.

1.7.1. MDS Yoringe Analizleri

MDS sonrasi yapilan en 6nemli analizlerden biri olan ortalama karekdk sapmasi (RMSD
(Root Mean Square Deviation)), iki proteinin omurga karbon alfa atomlarini veya ayni
proteinin farkli konformasyonlarini karsilastirmak icin bir 6l¢iidiir. MD yoriinge analizi
icin, her konformasyonun omurga atomlari, baslangi¢c yapisinin omurga atomlarina
hizalanarak hesaplamalar yapilir [70]. RMSD hesaplamalarinda kullanilan denklem
asigadaki gibidir (Denklem 2).
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n
1
RMSD(CL + b) = EZ(aix - bix)2 + (aiy - biy)2 + (aiz - biz)2
i=1

Denklem 2. Basit gosterim ile RMSD esitligi. Formiilde, a; sirastyla 1. molekiiliin atomlarini ve b; sirastyla
2. molekiiliin atomlarini ifade eder. X, y, z alt simgeleri, her atom igin x-y-z koordinatlarin1 belirtir.

Bir diger analiz ¢esidi olan ortalama karekok dalgalanmasi (RMSF), bir pargacigin
(6rnegin bir protein rezidlsu) bir referans konumundan (tipik olarak pargacigin zaman
ortalamali konumu) zaman ig¢indeki ortalama sapmasini 6lgerek yanmin esnekligi ve
hareketliligi hakkinda bilgi sunar [71]. RMSF, yapinin ortalama yapisindan en fazla (veya
en az) dalgalanan kisimlarini analiz eder. RMSF hesaplamalarinda kullanilan denklem
asagidaki gibidir (Denklem 3).

E(xi(tj)_xref)z
T

RMSF =

Denklem 3. Basit gosterim ile RMSF esitligi. Formiilde, T zamandir, xi(tj) i atomunun t zamanindaki
konumudur ve Xrr atomun ortalama konumudur.

2. MATERYAL VE METOT

Bu tez calismasinda ilk olarak tarantula ve akrep gibi farkli canlilardan elde edilen ve
yapilan literatiir taramasinda voltaja bagimli sodyum kanallarima olan 6zgilligi
kanitlanmis toksinler belirlenmistir. Terapotik ilag potansiyeli en yiliksek goriilen ii¢
toksin ve hastaliklar ile iliskilendirilen 7 farkli voltaja bagimli sodyum kanali ¢alismada
kullanilmak tizere secilmistir.

Tezin ilk asamasinda toksinlerin etkilerini molekiiler diizeyde incelemek ve farkl
kanallara olan ilgisini belirlemek icin molekiiler kenetlenme c¢aligmalar1 yapilmastir.
Literatiirde toksinlerin hedefledigi belirtilen, reseptor tizerinde bulunan 2 farkli baglanma
bolgesi denenmistir. Cok tekrarli olarak gerceklestirilen kenetlenme calismalar
incelenerek farkli toksinlerin farkli kanallar ile yapmis oldugu hidrojen baglari, tuz
kopriileri ve bagli olmayan etkilesimler tespit edilerek analiz edilmistir. Boylelikle
toksinler ve NaV kanallari i¢in aktif bolgeler, baglanmada yliksek 6neme sahip aminoasit
rezidiileri belirlenmistir. Ayrica yapilar gorsellestirilerek baglanma modelleri incelenmis
ve degerlendirilmistir.

Ikinci kenetlenme calismasi oncesinde yapilardaki eksik rezidii kisimlari homoloji
modelleme ile tamamlanmistir. Daha once kullanilan aktif bdlgelere kisitlamalar
getirilerek ikinci bir kenetlenme ¢aligmasi yapilmis ve baglanma sonuglarinda iyilestirme
saglanmistir. Tezin ikinci asamasinda NaV kanallarina baglanan toksinlerin kanal
aktivitesi Uzerinde yarattig1 etkileri gérmek i¢in molekiiler dinamik simiilasyon (MDS)
calismalar1 yapilmistir. Gergege yakin bir model olusturmak adina kanal proteinleri hiicre
zarl ile ¢evrelenmistir. Olusturulan hiicre zarinin lipid igerigi literatiirde belirtilene yakin
olacak  sekilde diizenlenmistir. MDS  Oncesinde optimizasyon basamaklari
tamamlanmistir. MDS ¢alismalar1 TUBITAK Yiiksek Basarimli ve Grid Hesaplama
Merkezi, Truba sistemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Son olarak elde edilen veriler
RMSD, RMSF, etkilesim enerjisi analizleri ile degerlendirilmistir.
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Bu tezde yapilan ¢alismalar Sekil 9’da 6zetlenmistir.

6. Kenetlenme i¢in kullanilan hedef
bolge (aktif rezidiiler) ilk sonuclar

—

1. Yapilar PDB veri

bankasindan elde
& edildi. ‘2

2. Kenetlenme ¢aligmalar:
HADDOCK yazilimi ile
yiiriitildia.

.........
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3. En cok tekrar eden etkilegim
bolgeleri ve rezidiiler PDBsum
generate ile belirlendi.

l

4. Sonuclar degerlendirildi.
Calismanin devaminda kullanilacak
olan NaV-toksin ciftleri secildi.

5. Segilen kanallar igin yapilardaki
eksik rezidiiler Swissmodel ile
yeniden olusturuldu.

dikkate alinarak daratildi.

l

7. Yeniden modellenen secilmis
kanallar ve daha az sayida secilmis
aktif rezidiiler ile kenetlenme
calismalar tekrarlandi.

l

8. Yapilan ikinci kenetlenme
calismasinda yapilar arasinda
olusan etkilesimler tespit edildi.

9. Charmm-gui ile bu
yapilara hiicre zar1 eklendi.

l

10. Optimizasyonlar yapilarak
MDS Gromacs ile gergeklestirildi.
Gromacs ile analizler
gerceklestirildi.

Sekil 9. Caligma basamaklar1 ve kullanilan yontemlerin 6zet gosterimi.



2.1. Voltaja Bagimh Sodyum Kanallar1 ve Toksinlerin Secilmesi

Yapilan literatiir taramasinda Ozellikle Hmla, Hjla ve Prela toksin peptidlerinin
NaVl1.1’e olan ilgileri dikkat ¢ekmistir. Yapilan deneysel caligmalar bu toksinlerinin
spesifik bir hedef belirledigini diisiindiirtmektedir. Calisma igin se¢ilen bu ii¢ toksin
NaV1.1’in aktivitesinde degisiklige sebep olurken diger kanallar ile daha kisith bir
etkilesimde bulunmaktadir.

Hjla ile NaV1.1l inaktivasyonunun segici inhibisyonu saglandigi yapilan hayvan
deneylerinde kanitlanmistir [2]. Aymi sekilde Prela’nin hizli inaktivasyon siirecinde
NaV1.1 ve NaV1.3 iizerinde secici bir etkisi vardir [39]. Hm1a toksin peptidinin NaV1.1
ve NaV1.3 (daha diisiik oranda) ile etkilesime girdigi bunun haricinde diger sodyum ve
potasyum kanallarinin aktivitesinde bir degisiklik olusturmadigi literatiirde belirtilmistir
[23]. Spesifik hedef sectigi bilinen ve faydali terapétikler olarak goriilen bu toksin
peptidlerinin molekiiler diizeydeki etkileri kesfedilmeye degerdir.

Voltaja bagimli sodyum kanallarindan hastaliklar ile en ¢ok iliskilendirilen Navl.I,
NaV1.2, NaV1.3, NaV1.4, NaV1.5, NaV1.6 ve NaV1.7 ¢alismalarda kullanilmak tizere
sec¢ilmistir. Bu ¢alismada toksinler hem hedef sectikleri kanallar ile, hem de aktivitesini
etkilemedigi bilinen diger kanallar ile denenecektir.

2.2. Voltaja Bagimh Sodyum Kanallarinin Karsilastirmasi

Yapilan literatiir taramasindan elde edilen sonuglara gore secilen toksinler i¢cin DIV S1-
S2 ve DIV S3-S4 hedef baglanma bolgesi olarak onerilmistir. Bu bolgeler farkli sodyum
kanallar1 i¢cin EMBL-EBI sunucusundaki Clustel Omega Multiple Squence Alignment
[72] kullanilarak belirlenmistir (Sekil 10). Toksinlerin segtikleri kanala yonelik spesifik
baglantilar olusturmasini dizilerdeki aminoasit farkliliklart etkilemektedir. Homolog
alanlardaki benzer hiicre dis1 dongiilerindeki dizi farkliliklari toksinlerin neden alan IV
tizerinde baglanma egilimi oldugunu agiklamaktadir (Tablo 2).

Gen Gen Dizisi No
sp|P35498 | SCN1A HUMAN MKKLGSKKPQKPIPRPGNKFQGMVEFDFVTRQVFDISIMILICLNMVTMMETDDQSEYVT 1570
sp Q99250 | SCN2A HUMAN MKKLGSKKPQKPIPRPANKFQGMVEDFVTKQVEFDISIMILICLNMVTMMYETDDQSQEMT 1560
sp\Q9NY46\SCN3A:HUMAN MKKLGSKKPQKPIPRPANKFQGMVEDFVTRQVEDISIMILICLNMVTMMYETDDQGKYMT 1555
sp|P35499|SCN4A HUMAN MKKLGSKKPQKPIPRPQONKIQGMVYDLVTKQAFDITIMILICLNMVTMMETDNQSQILKV 1382
sp|Q14524 | SCN5A HUMAN MKKLGSKKPQKPIPRPLNKYQGFIFDIVTKQAFDVTIMFLICLNMVTMMYETDDQSPEKI 1557
sp\Q9UQDO\SCN8A:HUMAN MKKLGSKKPQKPIPRPLNKIQGIVFDFVTQQAFDIVIMMLICLNMVTMMYETDTQSKPME 1551
sp|Q15858 | SCN9A HUMAN MKKLGSKKPQKPIPRPGNKIQGCIFDLVTNQAFDISIMVLICLNMVTMMYEKEGQSQHMT 1544

DIV S1-S2 loop
Kk hkkhkhkkhkhkkhkhkxkkxkx * % * % ::A:*‘)\.W.kf: ‘k*.****x*kw*k‘k*.: A.
sp|P35498 | SCN1IA HUMAN TILSRINLVFIVLFTGECVLKLISLRHYYFTIGWNIFDFVVVILSIVGMHLAELIEKYFV|1630
sp Q99250 | SCN2A HUMAN NILYWINLVFIVLFTGECVLKLISLRYYYFTIGWNIFDFVVVILSIVGMHLAELIEKYFV| 1620
Sp|QINY46|SCN3A HUMAN LVLSRINLVFIVLFETGEFVLKLVSLRHYYFTIGWNIFDFVVVILSIVGMHLAEMIEKYFV| 1615
sp|P35499 | SCN4A HUMAN DILYNINMIFIIIFTGECVLKMLALRQYYFTVGWNIFDFVVVILSIVGLALSDLIQKYFV| 1442

sp|Q14524|SCN5A HUMAN
sp | Q9UQDO | SCN8A_HUMAN
sp Q15858 | SCN9A_HUMAN

NILAKINLLEVAIFTGECIVKLAALRHYYFTNSWNIFDFVVVILSIVGTY
NILYWINLVEVIFFTCECVLKMFALRHYYFTIGWNIFDEFVVVILSIVGME

EVLYWINVVFIILFTGECVLKLISLRHYYFTVGWNIFDEVVVIISIVGME

LSDIIQKYFF
LADIIEKYFV
LADLIETYFV

.k Kk ook okk Kk e eks ekk KkKkK kK ok ok ok ok ok ok ok ke ok ok ok ok

DIV S3-54 loop
R

Sekil 10. Farkli NaV kanallarinda DIV S1-S2 ve DIV S3-S4 bélgesinde bulunan aminoasitler.
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Tablo 2. Homolog alanlarda ve farkli NaV kanallarinda S1-S2 ve S3-S4 hiicre digi dongiilerinin aminoasit

icerikleri.
Alan | Alan I
S1-S2 S3-S4 S1-S2 S3-S4
NaVv1.1 TMSNPP EFVDLGNVSA EHYPMT GLANVEGL
NaVv1.2 TMSNPPDWT FVDLGNVSAL EHYPMTEQ ANVEGL
NaVv1.3 TLSNPPDW EFVSL--VSA EHYPMTEQ SNVEGL
Nav1i.4 TMSDPPPW DLGNISA MEHYPMT ANVQGLS
NaVv1.5 AQHDPPPWT EFVDLGNVSAL  EHYNMYS SRMSNLSVL
NaVv1.6 TFSNPPD FVNLGNV EHHPMTP LADVEGL
NaVv1.7 TMNNPPD FVNLG MEHHPM LFL-----LS
Alan il Alan IV
S1-S2 S3-54 S1-S2 S3-54
NaVv1l.1 LAFEDIYIDQRKT  GYSELG ETDDQS LAELIEKYFVS
NaVv1.2 EDIYIEQRKTI YSELGA ETDDQS EKYFVS
NaVv1.3 EDYIEQRKT GYSELG ETDDQG KYFVS
Nav1l.4 LAFEDIYIEQRR GYSELGPIKSL ETDNQS YFVSPTL
NaVv1l.5 LAFEDIYLEERK FAEMGP ETDDQS SDIQKYFFSPTL
NaVv1.6 FEDIYIEQR GYSELG ETDTQS EKYFVS
NaVv1l.7 LAFEDIYIERKK GYSDLGP EKEGQS FVS

2.3. Kanal ve Toksin Yapilarinin Elde Edilmesi

Bu tez ¢alismasinda kullanilan 7 adet voltaja bagimli sodyum kanali X-Ray yapilar1 ve 3
farkli toksinin (Hmla, Hjla ve Prela) NMR yapilar1 PDB veri bankasindan ‘pdb’
formatinda elde edilmistir. Yapilara ait detayli bilgiler asagidaki tabloda bulunmaktadir
(Tablo 3 ve 4). Calismaya baslandiginda NaV1.6 i¢in deneysel yapi olmadigindan
AlphaFold [73] yap1 tahmini ile modellenen NaV1.6 (AlphaFold: Q9UQDO) ¢alismalarda

kullanilmistir.

PDB Kodu Kanal Proteini Aminoasit Sayisi Modellenmis Rezidii

7dtd Nav1.1 2280 1249

6j8e Nav1.2 2186 1277

7w7f NaVv1.3 2433 1424

6agf Nav1.4 2097 1311

7dtc NaVv1.5 2059 1151
QouQDbo NaV1.6 1980 1980

6j8h Nav1.7 2464 1433

Tablo 3. Calismada kullanilan NaV Kanallarina iligkin bilgiler

Tablo 4. Calismada kullanilan se¢ilmis toksinlere iliskin bilgiler

PDB Kodu Toksin Aminoasit Sayisi
2n6o Hm1la 35aa
60hx Hjla 67 aa
5ilx Prela 36 aa
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2.4. Yap1 Dosyalarinin Diizenlenmesi

Kenetlenme calismasi oncesinde yapi dosyalar1 calisma i¢in uygun hale getirilmistir.
Kullanilan yapilarin diizenlenmesi igin HADDOCK kurucusu Bonvinlab’in sunmus
oldugu PDB Tools versiyon 2.3.1 [74] kullanilmistir. Diizenleme Oncesinde c¢aligmay1
engelleyen farkli zincir numaralari, toksinlerde ayni rezidulerin g¢oklu formlar1 gibi
hatalar bu sayede giderilmistir. Yapilan diizenlemeler sonucu rezidii numaralarinda
kaymalar olusmustur. Calismanin devami bu kaymalar dikkate alinarak yapilmustir.

2.5. Kenetlenme Cahsmalarinda Kullamlacak Hedef Bolgelerin Belirlenmesi

Yapilan literatiir taramasindan elde edilen verilere gore ¢cogunlukla DIV S1-S2 ve DIV
S3-S4 oriimeek ve akrep toksinleri i¢in baglanma bolgesi olarak onerilmistir. Tezin 6n
calismalarinda bu iki alan hedeflenmistir. Devaminda ise en iyi baglanma gosteren bolge
secilerek calismaya devam edilmistir.

2.6. Molekller Kenetlenme Calismalari

Tim yerlestirme c¢alismalari, HADDOCK, yulksek belirsizlikle calisan biyomolekiiler
kenetlenme, (High Ambiguity Driven protein-protein Docking) web sunucusu (surim
2.1) kullanilarak gergeklestirilmistir. HADDOCK, gii¢ alan1 yaklagimlarini kisitlamayla
yonlendirilen yerlestirme ile birlestirir ve biyomolekiiler komplekslerin tahmini i¢in
yaygin olarak kullanilir. HADDOCK, NMR'den gelen mesafe ve yonlendirme bilgilerinin
yani sira ¢apraz baglama caligmalarindan veya bolgeye yonelik mutagenezden elde edilen
deneysel verileri kullanarak ¢alismaktadir.

Sisteme verilen deneysel veriler, kenetlenme siirecini yonlendirmek ig¢in kullanilan
belirsiz etkilesim kisitlamalar1 (AIR'ler) koleksiyonuna veya belirli, yiiksek diizeyde
givenilir, kesin mesafe kisitlamalarma (UDR'ler) doniistiiriiliir. AIR, bir molekil (A)
uzerindeki belirli bir rezidi (veya atom) ile baska bir molekiil (B) iizerindeki potansiyel
etkilesim ortaklar1 (rezidiler veya atomlar) arasindaki bir kisitlamadir. Arayiizlerdeki
rezidiler "aktif" ve "pasif" olarak adlandirilir: Aktif kalintilar kullanici tarafindan segilir
ve normalde baglanma ile iliskili oldugu deneysel olarak gosterilen rezidulerdir. Pasif
reziduler, kullanici tarafindan saglanabilir veya HADDOCK tarafindan otomatik olarak
secilebilir. AIR'ler, her bir aktif rezidiiniin ortak molekal Gzerindeki bir veya daha fazla
aktif/pasif rezidiye yakin (belirli bir esik mesafesi i¢inde) olmasini saglamak igin
kullanilir [44], [75].

HADDOCK sistemine veri girisi {ic asamada gergeklestirilir. ik asamada reseptdr ve
ligand sisteme yiiklenir veya tanimlanir. Bu kisimda ligand ve reseptor i¢in ek bilgiler
girilebilir. Yapilan ¢alismada ligand her seferinde peptit olarak tanimlanmistir. Boylelikle
sistem tarafindan oOnerilen, peptitler i¢in 6zellestirilmis ayarlar otamatik olarak atanmustir.
Sisteme ligand eklenirken NMR yapist bozulmamistir. Farkli 20 ligand konformasyonuna
sahip dosya tek dosya halinde sisteme yiiklenmistir.

Veri girisinin ikinci asamasinda ligand ve reseptOr icin aktif veya pasif rezidileri
belirleyebilecegimiz alan bulunur. Yapilan ilk kenetlenme c¢aligmalarinda sodyum
kanallart i¢in alan 1V Gzerinde bulunan S1-S2 ve S3-S4 hiicre dis1 dongiileri (Tablo 5),
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toksinler icin ise batin reziduler aktif bolge olarak tanimlanmistir. Diger aktif ve pasif
bolgeleri tanimlayabilmesi i¢in sisteme izin verilmistir.

Tablo 5. Caligmada kullanilan NaV aktif bolgeleri

Alan IV (DIV)
$1-S2 Rezidii Numarasi S3-S4 Rezidii Numarasi
NaVi.1 VETDDQS 1014, 1015, 1016, 1017, LAELIEKYEVS 1075, 1076, 1077, 1078, 1079, 1080,
avl Q 1018, 1019, 1020 1081, 1082, 1083, 1084, 1085
1026, 1027, 1028, 1029,
NaV1.2 VETDDQS 1030, 1031, 1032 EKYFVS 1092, 1093, 1094, 1095, 1096, 1097
1196, 1197, 1198, 1199,
NaV1.3 ETDDQG 1200, 1201 KYFVS 1262, 1263, 1264, 1265, 1266
4 7
NaVv1l.4 VETDNQS 903, 90 9'09802'0?306' 907, YFVSPTL 971, 972,973, 974, 975, 976, 977
917,918, 919, 920, 921, 979, 980, 981, 982, 983, 984, 985,
NaV1l.5 VETDDQS 922,923 SDIIQKYFFSPTL 986, 987, 988, 989, 990, 991
1541, 1542, 1543, 1544,
NaV1.6 VETDTQS 1545,1546,1547 EKYFVS 1607, 1608, 1609, 1610, 1611, 1612
1027,1028,1029,1030,1031,
NaV1.7 VEKEGQS 1032,1033 FVS 1096, 1097, 1098

Veri giriginin ligiincli asamasinda ise sistemin peptit-protein kenetlenmesi i¢in onerdigi
ayarlar degistirilmeden kullanilmistir. Tezin bu kisminda 3 farkli toksin peptidi, 7 farkl
sodyum kanali ve 2 farkli baglanma boélgesi kullanilmis ve biitiin ¢alismalar 3 tekrarli
olacak sekilde yapilmistir. Toplamda 126 kenetlenme c¢alismasi yuritllmistir. Her
calisma i¢in en iyi 10 kiimelenmeyi ve her kiimelenme i¢in en iyi 4 baglanma yapisini
HADDOCK ‘pdb’ formatinda bize sunmaktadir. Yapilan her ¢aligma icin en 1yi baglanma
enerjisine sahip her 2 kiimenin 4’er en iyi sonucu saklanmistir. Kisaca her kenetlenme
calismasi i¢in 8 olasi sonug elde edilmistir.

2.7. Etkilesim Noktalarinin Aciga Cikartilmasi

Kenetlenme sonrasi toksinler ve NaV kanallar1 arasinda olusan etkilesimlerin en hizli ve
dogru sekilde belirlenebilmesi, yapisal analizlerin gerceklestirilebilmesi i¢in PDBsum
Generate [76] arayiizii kullanilmigtir. PDBsum Generate, kendi PDB bi¢imli dosyamizi
sisteme yikleyerek eksiksiz bir yapisal analiz seti olusturmamiza olanak tanir. Ayrica
kullanic1 tarafindan yiliklenen PDB dosyalarini isleyerek yaklasik 3 ay boyunca parola
korumali olarak saklayabilmektedir. Tuz kopriileri, disiilfit baglari, hidrojen baglari ve
diger bagli olmayan etkilesimleri listeler ve bu bilgileri dosya halinde, ‘txt’ formatinda
indirmemize olanak saglar (Sekil 11).

Chain B

' GIn1608

) Ser1609 @D
A . Asp1607 @D @D Hisl8
' Glu1610 @ - @D Lys17
Tyrlell @ O Cyslo

@D Levs
Trp3s7 @ 1rp30
— Tuz Distlfit . Hidrojen ___ Baglh Olmayan
Képrisi  Bag Bagi Etkilesimler

Sekil 11. PDBsum analiz sonuglar1 6rnegi
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PDBsum, PROCHECK [77] ve ProMotif [78] programlarmmin ¢iktilarini kullanarak
Ramachandran grafigi, 1 ve x2 burulma agilarinin ¢izimleri ve bozuk geometriye sahip
herhangi bir bagi, aciyr veya diizlemsel grubu gosteren diyagramlar olusturmakta ve

bdylece bir protein yapisinin kalitesiyle iliskili bir dizi stereokimyasal 6zellik analizi
sunabilmektedir [76].

Kenetlenme ¢aligmalarinda her iki bolge i¢in de en iyi enerji degerine sahip 6 yapi
PYMOL gorsellestirme araci ile gorsellestirilerek ve Ornek bir membrana oturtularak
incelenmistir. Buna gore S3-S4 bolgesi sonuglar1 gercege uyumsuz ¢ikmistir. Baglanti
noktalarinin analizleri S1-S2 bolgesi icin yapilmistir. Spesifik baglanma yapabildigi
yoniinde literatiirde dikkatimizi ¢eken Hmla peptinin farkli kanallardaki etkilesim
noktalar1 agi8a cikartilmistir. 7 farkli NaV kanali ve Hmla peptit toksini arasinda en ¢ok
etkilesimde bulunan, tekrar eden rezidiiler oransal olarak tespit edilmistir. Tekrar
yiizdeleri hesaplanmustir.

Kenetlenme ¢aligmasi ilk sonuglarina gore dikkat ¢eken bir diger baglanma NaV1.1- Hjla
arasinda olugsmustur. NaV1.1-Hjla ikilisi i¢in de en ¢ok etkilesimde bulunan, tekrar eden
rezidiler oransal olarak tespit edilmistir.

2.8. Kanal Proteinlerinin Yeniden Modellenmesi

Protein yapilarinin modellenmesi genellikle yapisal biyolojide kapsamli uzmanlik ve
modelleme siirecinin her bir adimi i¢in son derece uzmanlasmig bilgisayar programlarinin
kullanilmasimi gerektirir. Farkli kokenlerden gelen proteinler ¢cok benzer dizilere sahip
olabilir ve genel olarak ylksek dizi benzerliginin farkli yapi benzerligi tarafindan
yansitildigr kabul edilir. Bu gergek, ilgili aile {iyelerinin bilinen 3 boyutlu yapisindan
(sablonlar) yeni bir (hedef) dizi i¢in yapinin ekstrapolasyonundan olusan karsilastirmali
protein modelleme yontemlerinin gelistirilmesi igin baslangi¢ noktasi olusturmustur.

Karsilastirmali protein modelleme siireci, SWISS-MODEL [79] homoloji modelleme
sunucusu ile otomatiklestirilmis ve uygulanmustir. Stirekli gelistirilmekte olan SWISS-
MODEL, protein modelleme hizmeti, internet tabanli, entegre uzman bilgisine sahip,
kullanim1 kolay, bir otomatik modelleme tesisi ve ¢alisma alamdir. Halka agik en yaygin
kullanilan modelleme sunucusudur [80].

Siireg, hedef dizi ile dizi benzerliklerine dayali olarak uygun sablon yapilarinin
tanimlanmasiyla baglar. Bu, dizi hizalama araglarn BLAST [81] ve FASTA [82]
kullanilarak, bilinen 3 boyutlu yapiya sahip dizilerin bir veritabaninda arama yapilarak
elde edilir. Daha sonra, ProMod'un (Protein Modelleme araci) [83] 3 boyutlu
sUperpozisyon modiilii kullanilarak sablonlarin yapisal olarak diizeltilmis c¢oklu dizi
hizalamasi olusturulur. Hedef sekans daha sonra SIM [84] kullanilarak yukaridaki ¢oklu
hizalamaya eklenir. Bu son hizalama, her hedefin ve sablon kalintisinin uzamsal
karsiliklarini tanimlar ve model olusturma prosediirii i¢in kilavuz gorevi goriir.

Model koordinatlarinin iiretimi ProMod'da otomatiklestirilmistir ve su adimlart takip
eder: (i) bindirilmis sablon yapilardan ortalama bir ¢er¢evenin olusturulmast; (ii) yukarida
aciklanan c¢oklu dizi hizalamas1 kullanilarak ortalama gerceveden tiiretilen atomik
koordinatlarin olusturulmasi; (iii) yapisal homoloji aragtirmalar1 yoluyla korunmamis
dongulerin (hem eklemeler hem de silmeler dahil) "saplarindan" yeniden olusturulmasi;
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(iv) en iyi X-isim yapilarindan (<2A ¢ozinirlik) elde edilen omurga elemanlar
(pentapeptitler) kiitiiphanesi kullanilarak ana zincirin tamamlanmasi; (V) eksik yan
zincirlerin yeniden olusturulmasi ve izin verilen rotamerler kiitiiphanesi kullanilarak
mevcut olanlarin diizeltilmesi [85].

MDS caligsmalarinda eksik rezidiiler kabul edilmemektedir. MDS c¢alismas1 yapilacak olan
NaV1l.1l ve Navl.2 kanal proteinleri SWISS-MODEL [86] kullanilarak yeniden
modellenmigstir. NaV1.1 ve NaV1.2 hedef dizi olarak FASTA formatinda sisteme
girilmistir. Arayiiziin sag tarafindaki mentide bulunan kullanici sablonu béliimiine ‘pdb’
formatindaki sablon eklenmistir. Kanal proteinlerimizden NaV1.6 (AlphaFold:
Q9UQDO), yapisinda eksik rezidii bulunmadigindan modellemede sablon olarak
kullanilmistir. Tamamlanmis modeller ve modellere iliskin yap1 analizleri sistem
tarafindan bize saglanmistir.

2.9. Tekrarlanan Kenetlenme Calismasi

Yapilan ikinci kenetlenme calismast igin ilk ¢alismanin sonuglart degerlendirilmistir.
Daha iyi sonuclara sahip alan (S1-S2 hiicre dis1 dongiisii) iizerine yogunlasilmstir. flk
calismanin prosediiriinden farkli olarak hem toksin hem de NaV kanalar igin aktif
bolgeler kisitlanmistir. Reseptdr olarak yeniden modellenen sodyum kanal yapilari
kullanilmistir. Tekrarlanan kenetlenme ¢alismasinda kullanilan aktif bolgeler NaV1.1 ve
NaV1.2 icin Tablo 6 ve Hmla ve Hjla toksinleri i¢cin Tablo 7’daki gibidir. Modelleme
sonrasi rezidii numaralarinda degisiklikler olusmustur. Sonuglar degerlendirilirken bu
degisiklik dikkate alinmistir.

Tablo 6. NaV1.1 ve NaV1.2 icin secilen aktif bolgeler

Aktif Rezidiiler
DIV S1-S2 hiicre digi donguist

NaV1.1 MVETDDQS 1602,1603,1604,1605,1606,1607,1608,1609
NaV1.2 MVETDDQS 1592,1593,1594,1595,1596,1597,1598,1599

Rezidii Numarasi

Tablo 7. Hmla ve Hjla icin segilen aktif bolgeler

Aktif Reziduler
Hm1la 17, 27,31
Hjla 8,18, 61, 64, 65

2.10.Yapilarin Membrana Oturtulmasi

Glikolipidler (glikogliserolipidler, glikosfingolipidler ve glikosilfosfatidilinositol gibi) ve
lipoglikanlar (lipopolisakkaritler (LPS), lipooligosakkaritler (LOS), mikobakteriyel
lipoarabinomannan ve mikoplazma lipoglikanlar1 gibi) tipik olarak hiicre zarlarinin
yiizeyinde bulunur ve ¢esitli hiicresel fonksiyonlarda ¢ok 6nemli roller oynarlar.

Hiicre zar1 yapilarin1 ve dinamiklerini molekiiler diizeyde karakterize etmek, kanal
proteinlerinin biyolojik rollerini anlamak ig¢in esastir, ancak glikolipid ve lipoglikan
yapilarinin olusturulmasi, lipit yapilar1 ve glikan dizilerindeki (karbonhidrat tiirleri)
bliyiik farkliliklar nedeniyle zordur. Halka acik bir web tabanli arag olan CHARMM-GUI
[87] Membrane Builder, 2007'deki ilk siirimiinden bu yana, karmasik membran
sistemlerinin olusturulmasini biiylik Ol¢iide kolaylastirmistir. Membrane Builder artik
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fosfolipitler, fosfoinositidler, kardiyolipin, sfingolipidler, bakteriyel lipitler, ergosterol,
yag asitleri ve deterjanlar dahil olmak tizere 400'den fazla lipit tipi kullanarak proteinli
veya proteinsiz heterojen ¢ift katmanlari desteklemektedir.

Kanal proteinleri ve toksinler arasindaki iligkinin gergege en yakin bir bigimde
degerlendirilebilmesi adina CHARMM-GUI Membrane Builder [88] kanal proteinlerinin
etrafin1 zar ile ¢evrelemek igin kullanilmis, glikolipitdLPS/LOS yapilari olusturulmustur.
Literatiirden elde edilen ¢esitli ndronal membrane lipit siiflarinin yapilart Membrane
Builder sisteminin destekledigi yapilar ile karsilastirilmis ve gercege en yakin model
olusturulmustur. Literatlirde onerilen ndronal membran lipit kompozisyonu Sekil 12°de
Ozetlenmistir [89], [90].

_Kolesterol; 21,4%

Spingomiyelin; 4,3%

/,,Lizofosfotidilkolin; 0,4%

___Fosfotidilserin; 9,6%

Seramid ve
Glukozilseramid; 6,0%
7 | ~_Fosfotik Asit; 0,1%

Diger; 0,5%_—

Fosfotidilkolin; 28,6% |/

Sekil 12. Néronal membran lipidleri

Sistemi kullanma yontemimiz ve ¢alisma basamaklart su sekildedir; Hiicre zarim
olusturmak  icin  Membrane  Builder yazilimi  altinda  bulunan  ‘bilayer
builder’kullanilmistir. Ilk olarak membran eklenecek yapi sisteme ‘pdb’ formatinda
verilir. Bir sonraki basamakta sistem ylikledigimiz yapiya dair bilgileri 6nlimiize ¢ikartir
ve onaylayarak devam etmemizi bekler. Onay sonrast manipiilasyon secenekleri
karsimiza ¢ikar, burada herhangi bir degisiklik yapmadan ilerlemeye devam edilir.
Membran eklemenin ilk basamagi burada baglar. Her adimda sistem yapmis oldugu isleri
goriintlilememize izin verir ve adim adim bir sikinti olusup olusmadigi bu kisimdan
kontrol edilmelidir. Yap1 kontrol edildikten sonra adim 1’de ‘Oryantasyon Segenekleri’
kisminda ‘Run PPM 2.0’ secilir ve bir sonraki agsamaya gecilir. Adim 2’de olusturulacak
membranin lipit igerigi girilir. ‘Sistem Biiyiikliigii Belirleme Segenekleri’ altinda bulunan
3. madde ‘XY'nin uzunluguna bagli olarak: Lipit bilesenlerinin sayisi’ segilir. Sisteme
girilen lipid kompozisyonu yaklasik olarak Tablo 8’deki gibidir. Her kanal igin lipit
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sayilarinda ufak oynamalar gerekebilmektedir. Sistem bilgisini goster butonu ile sistem
blytikligl hesaplanir optimum sisteme ulasildiginda bir sonraki asamaya gecilir. Adim
3’te sisteme eklemek istedigimiz iyonlar secilir. Bu asamada NaCl iyonlar1 sisteme
eklenmistir. Coziicli kompozisyonu hesaplatilarak bir sonraki agsamaya gegilir. Adim 4’te
membranin biitiin bilesikleri olusturulmus olur. Adim 5’te Membrane Builder sistemi;
CHARMM [91], GROMACS [92], NAMD [93], AMBER [94], OpenMM [95],
GENESIS [96] ve LAMMPS [97] gibi cesitli MD programlart i¢in iyi dogrulanmis
simulasyon girdilerini kullaniciya saglayarak MD simiilasyonu gergeklestirmelerine
olanak tanir [87]. Buradan calismanin devaminda kullanacagimiz GROMACS ¢ikt1
dosyalar1 ‘Giris Olusturma Segenekleri’ altindan segilir ve son asamaya devam edilir. Son
olarak 6. adimda dosyamiz indirilebilir hale gelmis olur.

Tablo 8. CHARMM-GUI ile olusturulan membranlarda kullanilan lipitler ve yaklagik miktari

Ust Yaprak Uzerindeki  Alt Yaprak Uzerindeki

Lipid Sayisi Lipid Sayisi
Steroller
Cholesterol 134 130
PC (fosfatidilkolin) Lipitler
PE (fosfatidiletanolamin) Lipitler
YOPE 127 119
PS (fosfatidilserin) Lipitler
OEPS 53 50
SM (sfingo) ve Seramid Lipidleri
PSM 30 26
CER160 39 36

Yapilan ilk kenetlenme ¢aligmasi sonuglarmma gore dikkat ¢eken 12 yapiya membran
eklenerek yapisal olarak incelenmistir. Yapilan ikinci kenetlenme c¢alismasi sonrast
toksinsiz NaV1.1 ve NaV1.2 kanallari, toksin iceren NaV1.1-Hmla, NaV1.1-Hjla ve
NaV1.2-Hmla protein-peptid ciftleri icin tekrardan membran eklenerek molekiler
dinamik simiilasyonlar1 gerceklestirilmistir.

2.11.Molekdiler Dinamik Simulasyonlari

Daha 6nce de belirtildigi gibi MDS i¢in gerekli biitiin dosyalar CHARMM-GUI’den ayr1
bir dosya halinde elde edilmistir. Bu dosya, GROMACS formatli CHARMM36 kuvvet
alanlarini (force field), PDB yapisinin optimize edilmis halini, gerekli biitiin parametre ve
GROMACS girislerini igerir. Bu sayede topoloji dosyalarinin hazirlanmasi, kutunun ve
¢ozeltinin tanimlanmasi, iyon eklenmesi basamaklari atlanmis ve dosyalar uygun formatta

elde edilebilmistir. Lipit membran MDS ¢aligmalarinda daha optimum sonuglar vermesi
sebebiyle CHARMMB36M kuvvet alani kullanilmustir.

23



MDS calismalart TUBITAK biinyesinde bulunan Yiiksek Basarimli ve Grid Hesaplama
Merkezi, Truba sistemi kullanilarak gerceklestirilmis, GROMACS 2021 versiyonu
hesaplamalar i¢in kullanilmistir. Sirasiyla enerji minimizasyonu ve sistem esitlemeleri
yapilarak molekiiler dinamik simiilasyonlar1 yiiriitiilmiistiir. Gerekli kodlar ve islemler
icin GROMACS’in sundugu 6gretici ¢alisma takip edilmistir [98].

Truba sisteminin bize sundugu hesaplama kiimelerinden ‘Barbun-cuda’ ve ‘Akya-cuda’
bu caligmada kullanilmistir. Barbun-cuda ve Akya-cuda hesaplama kiimeleri guclu ekran
kartina sahip, giliglii ve agir islem yiikiine dayanabilen grafik islemci birimini (GPU)
kullandigindan bu ¢alisma i¢in uygun goriilmiistiir.

2.11.1. Enerji Minimizasyonu, Sistem Esitlemeleri

Gromacs ile yapilan enerji minimizasyonu gromacs fonksiyonlari su sekildedir;

mpirun gmx mpi grompp -f step6.0 minimization.mdp -o minim.tpr -c
step5 input.gro -r stepS input.gro -p topol.top -n index.ndx
mpirun gmx mpi mdrun -v -deffnm minim

Gromacs ile yapilan sistem esitlemeleri (basing, sicaklik) 6 adimda tamamlanmistir.
Bunun igin kullanilan gromacs fonksiyonlari su sekildedir;

mpirun gmx mpi grompp -f step6.0 minimization.mdp -o minim.tpr -c
step5 input.gro -r step5 input.gro -p topol.top -n index.ndx
mpirun gmx mpi mdrun -v -deffnm minim

mpirun gmx mpi grompp -f step6.l equilibration.mdp -o el.tpr -c
minim.gro -r minim.gro -p topol.top -n index.ndx
mpirun gmx mpi mdrun -deffnm el

mpirun gmx mpi grompp -f step6.2 equilibration.mdp -o e2.tpr -c el.gro -
r el.gro -p topol.top -n index.ndx
mpirun gmx mpi mdrun -deffnm e2

mpirun gmx mpi grompp -f step6.3 equilibration.mdp -o e3.tpr -c e2.gro -
r e2.gro -p topol.top -n index.ndx
mpirun gmx mpi mdrun -deffnm e3

mpirun gmx mpi grompp -f step6.4 equilibration.mdp -o ed4.tpr -c e3.gro -
r e3.gro -p topol.top -n index.ndx
mpirun gmx mpi mdrun -deffnm e4

mpirun gmx mpi grompp -f step6.5 equilibration.mdp -o e5.tpr -c e4.gro -
r e4d.gro -p topol.top -n index.ndx
mpirun gmx mpi mdrun -deffnm e5

mpirun gmx mpi grompp -f step6.6 equilibration.mdp -o e6.tpr -c e5.gro -
r eS.gro -p topol.top -n index.ndx
mpirun gmx mpi mdrun -deffnm e6

mpirun gmx mpi grompp -f step’7 production.mdp -o md 1l.tpr -c e6.gro -r
e6.gro -p topol.top -n index.ndx
Ayrica sisteme girilen parametreler su sekildedir;

#SBATCH --nodes=1

#SBATCH --ntasks=40
#SBATCH —--gres=gpu:4
#SBATCH —-time=14-00:10:00
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#SBATCH --output=slurm-%j.out
#SBATCH --error=slurm-%j.err

2.11.2. Simiilasyonlarin Yiiriitiilmesi

Son olarak biitiin bu iglemler tamamlandiktan sonra ‘mdrun’ fonksiyonu ile simiilasyon
yiirlitiilmistiir. Dosyalarin kontroliinii saglamak amaciyla baslangigta her ¢aligma i¢in 10
nanosaniyelik (ns) kisa calismalar yliriitilmiistiir. Asil ¢alisma i¢in her yap1 i¢in 200 ns
stiren MDS c¢alismasi yapilmistir (Tablo 9). Makromolekiiller i¢in optimum adim boyutu
olan 2 femtosaniyede (fs) araliklar ile yani 100.000 adimda 1 cergeve (frame) alinmis
olup, toplamda 200 ns i¢in 1000 ¢ergeve elde edilmistir.

Tablo 9. MDS i¢in kullanilan yapilar ve ¢alisma siireleri

ilk Yapr MD Calisma Siiresi

NaV1.1l 200 ns

NaV1.2 200 ns
NaV1.1l-Hmla 200 ns
NaV1.1 - Hjla 200 ns
NaV1.2 - Hmla 200 ns

2.11.3. Yoriinge Analizlerinin Yapilmasi
Y oriinge analizlert GROMACS ile yaplmistir.

RMSD hesaplamasi i¢in asagidaki komut kullanilmistir. Bu komutla birlikte yap1
iskeletini (backbone) yap1 iskeleti ile karsilastir segcenegini secerek RMSD degerleri
hesaplatilmigtir.

gnx rms -s md 0 1.tpr -f md 0 1 noPBC.xtc -o rmsd.xvg —-tu ns

RMSF hesaplamasi igin asagidaki komut kullanilmistir. Bu komutla birlikte alfa karbon
secenegini secerek RMSF degerleri hesaplatilmistir.

gmx rmsf -s md 0 1.tpr —-f md O 1 noPBC..xtc -o rmsf.xvg

3. BULGULAR
3.1. Potansiyel Bolgelerde Molekiiler Kenetlenme Sonuclari

7 farkli sodyum kanal1 ve 3 farkli toksin kullanilarak gergeklestirilen, NaV kanallarinda
DIV S1-S2 hiicre dis1 dongiilerini hedef alan kenetlenme ¢aligmast HADDOCK skorlari
Tablo 10’daki gibidir. DIV S3-S4 hiicre dis1 dongiilerini hedef alan kenetlenme ¢aligmasi
HADDOCK skorlar1 Tablo 13’deki gibidir. Her kanal ve toksin kenetlenmesi icin
caligmalar {i¢ tekrarl olarak yapilmistir. Tablo 10 ve 13’de bulunan enerji degerlerinin
ortalamasi alinarak siitun grafikleri olusturulmustur (Tablo 11, 14). Ortalama enerji
sonuglarmin 1s1 haritas1 Tablo 12 ve 15’te gosterilmektedir.

Sonuglarin degerlendirilebilmesi i¢in benzer bir etkilesim HADDOCK programi ile
denenmistir. Deneysel yapisi bilinen toksin bagli bir voltaja duyarli potasyum kanali skor
karsilastirmasi i¢in kullanilmistir. Bu 6rnek ¢alismanin sonuglarina gore afinite degeri ya
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da HADDOCK skoru -100 veya daha disiik degerler afinitesi yiiksek olarak
degerlendirilmistir.

Farkli bolgelerde yapilan kenetlenme sonuglart iki bolge i¢in de iyi enerji degerlerine
sahip NaV-Toksin ¢iftlerinin oldugunu gostermektedir. S1-S2 hiicre dis1 dongiisiinde
Hmla’nin NaV1.2 ve Navl.5 ile, Prela’nin NaV1.6 ile, Hjla’nin NaV1.1 ile diger
etkilesimlere gore daha iyi bir afiniteye sahip oldugu gorilmektedir (Tablo 12). S3-S4
hiicre dis1 dongiistinde Hmla’nin NaV1.4 ve Navl.5 ile, Prela’nin NaV1.2 ile diger

etkilesimlere gore daha iyi bir afiniteye sahip oldugu goriilmektedir (Tablo 15).

Tablo 10. DIV S1-S2 bolgesinde gergeklestirilen kenetlenme galismalart HADDOCK skorlart

DIV S1-S2 Hm1la Prela Hjla
-108.4 +/-32.1 -62.8+/-9.4 -131.5+/-13.4
NaV 1.1 -101.7 +/-10.1 -118.7 +/- 6.3 -133.3+/-2.5
-114.4 +/-16.1 -108.6 +/- 6.9 -132.9+/-3.3
-161.9 +/-14.2 -104.7 +/- 4.4 -101.7 +/-12.5
NaV 1.2 -102.0+/-9.4 -104.4 +/- 2.8 -91.5+/-9.1
-149.1+/-7.9 -106.5+/-7.8 -84.0 +/-11.0
-84.7+/-7.3 -112.7 +/-3.1 -82.6 +/-3.7
NaV 1.3 -84.9+/-4.8 -106.3 +/- 3.3 -85.1 +/-10.0
-79.4+/-7.5 -102.0+/- 1.5 -69.8 +/-5.3
-114.0+4/-7.3 -94.5+/-21.0 -72.3+/-12.8
NaV 1.4 -75.1+4/-7.7 -99.2 +/-4.7 -67.6 +/- 16.8
-106.5 +/- 19.8 -103.5 +/-9.8 -83.1+/-5.4
-140.1 4/- 4.2 -117.6+4/-12.1 -104.5 +/-17.6
NaV 1.5 -129.5+/-1.1 -105.8 +/-9.7 -103.9 +/-11.5
-148.1+/-9.1 -114.2 +/-9.6 -98.3+/-13.8
-94.6 +/-17.4 -131.8+/-6.4 -73.8+/-21.4
NaV 1.6 -114.2 +/- 18.8 -126.8 +/- 2.2 -70.7 +/-9.5
-118.2 +/- 5.8 -130.0+/- 6.4 -53.8+/-5.6
-79.0+/-7.8 -102.7 +/-17.2 -73.7 +/-6.2
NaV 1.7 -93.8+/-7.7 -80.6 +/-31.1 -63.4 +/-4.5
-79.2 +/-8.3 -122.6+/-5.1 -71.1+/-5.7
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Tablo 11. S1-S2 hiicre dis1 dongiisiinde yapilan kenetlenme ¢aligmalarinin ortalama enerji degerleri

0.00

-20.00

-40.00

-60.00

-80.00

HADDOCK Skoru

-100.00

-120.00

-140.00

-160.00

m2N60
m 511X
B 60HX

Nav1.1

-108.17
-96.70

-132.57

NaV1.2

-137.67

-105.20
-92.40

NaV1.3 NaV1.4 NaV1.5 NaV1.6 NaV1.7
-83.00 -98.53 -139.23 -109.00 -84.00
-107.00 -99.07 -112.53 -129.53 -101.97
-79.17 -74.33 -102.23 -66.10 -69.40

H2N60 m5I1X m60HX

Tablo 12. S1-S2 hiicre dist dongiisiinde yapilan kenetlenme galigmalarinin ortalama enerji degerleri ve 1s1

haritasi

Hmla

Prela Hjla

Navi.1

-108,17

-96,70

-101,97
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Tablo 13. DIV S3-S4 bolgesinde gergeklestirilen kenetlenme ¢alismalart HADDOCK skorlari

DIV $2-S3 Hm1la Prela Hjla
101.6+/- 13.5 -92.1+/-11.1 -79.1+/-9.0

NaV 1.1 99.5 +/-13.1 -88.7 +/-32.9 -83.8 +/- 8.9
902 +/- 8.1 90.9 +/-9.6 -84.9 +/-8.1

81.2+/-9.2 -111.9 +/- 20.6 -86.6 +/- 2.0

NaV 1.2 97.7+/-13.9 -115.1+/-9.6 -93.2+/-7.7
76.64/-5.5 -108.9 +/- 14.4 -94.5 +/-10.9

-69.9 +/- 8.3 -103.1+/-5.3 -53.9 +/- 3.9

NaV 1.3 772 4/-8.0 91.3+/-7.0 -58.4 +/-6.3
70.2 +/-3.7 -99.8 +/-6.3 -50.4 +/-2.3

-122.0 4/- 15.1 -99.3+/-6.2 -67.6 +/-0.5

NaV 1.4 1103 +/-6.6 -96.8 +/-17.2 -70.9 +/-11.1
98.9+/-6.4 -98.1+4/-9.2 -68.3+/-11.4

95.9 +/-24.1 -99.0 +/- 6.8 -66.6 +/- 10.6

NaV 1.5 127.7+/-25.8 -98.4 +/- 8.5 -75.7 +/-13.4
107.94/-7.2 -110.2 +/- 6.3 -76.9 +/-22.7

97.5+/-4.8 90.1 +/- 4.4 54.7 +/-12.3

NaV 1.6 86.8+/-8.9 91.3 +/-13.5 69.2 +/- 6.4
-102.6 +/-3.0 -102.4 +/-15.3 71.6 +/-5.7

-76.8 +/- 10.7 -72.1+/-3.6 -73.2 +/- 8.7

NaV 1.7 5324/ 4.4 -75.2 +/-9.1 -79.5 +/- 15.2
5714/ 6.4 -90.1+/-10.4 -76.6 +/- 7.8
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Tablo 14. S3-S4 hiicre dis1 dongiisiinde yapilan kenetlenme ¢aligmalarinin ortalama enerji degerleri

0.00

-20.00

-40.00

-60.00

-80.00

HADDOCK score

-100.00

-120.00

-140.00

H2N60
m 511X
B 60HX

L

NaV1.1 NaV1.2 NaV1.3 NaVv1l.4 NaV1.5 NaV1l.6
-97.10 -85.17 -72.43 -110.40  -110.50 -95.63
-90.57 -111.97 -98.07 -98.07 -102.53 -94.60
-82.60 -91.43 -54.23 -68.93 -73.07 -65.17

B 2N60 m 511X m60HX

NaV1.7
-62.37
-79.13
-76.43

Tablo 15. S3-S4 hiicre dig1 dongiisiinde yapilan kenetlenme ¢alismalarinin ortalama enerji degerleri ve 1st

haritas1

Hm1la Prela Hjla

Navi1.1 -97,10 -90,57 -82,60
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3.2. Membran Eklenen Kenetlenme Sonuclarinin Yapisal Analizi

S1-S2 ve S3-54 bolgesinde yapilan kenetlenme calismalarindan elde edilen en iyi 6 sonug
PYMOL ile gorsellestirilmistir. S3-S4 bolgesine baglanan farkli toksinlerin bir kism1 ya
da tamami membrana gomiilii pozisyonda durmaktadir (Sekil 14). S1-S2 baglanma
bolgesini hedefleyen caligsmalarda sonuglarda herhangi bir uyumsuzluk goriilmemistir
(Sekil 13). Bu da S1-S2 hiicre dist dongiisiiniin segmis oldugumuz 3 toksinin baglanmasi
icin daha uygun oldugunu distindiirtmektedir.

Sekil 13. Aktif bolge olarak tanimlanan S1-S2 hiicre dis1 dongiisii, kenetlenme sonuglarinin PYMOL
kullanilarak gorsellestirilmesi

Sekil 14. Aktif bolge olarak tanimlanan S3-S4 hiicre dig1 dongiisii, kenetlenme sonuglarinin PYMOL
kullanilarak gorsellestirilmesi
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3.3. NaV Kanallar1 ve Hm1la Arasinda En Sik Tekrarlayan Etkilesim Bolgeleri

Hmla’nin NaV kanallar1 ile en ¢ok etkilesime girdigi bdlgeler tezin 2.7. kisminda
aciklandigr gibi hesaplanmistir. Her ikili i¢in ii¢ tekrarli yapilan kenetlenme calismasinin
en iyl ilk 2 kiimelenme sonucunun 4’er en iyi yapisi alinarak ‘PDBsum generate’
sisteminde analiz edilmistir. Yani her bir ikili i¢in toplamda 24 farkli yapi1 analiz
edilmistir. Bu sayede bu tekrarli calismalarda en ¢ok tekrar eden rezidiiler ve baglanti
noktalart oransal olarak belirlenmigtir. Tekrar yiizdeleri 24 ¢alisma {izerinden
hesaplanmustir.

Hmla ve 7 farkli sodyum kanali arasinda en ok tekrar eden 3 etkilesim Sekil 13 ve 14°te
hidrojen bag1 ve tuz kopriileri i¢in ayr1 sekilde gosterilmektedir.

GLU1021 -THR12 GLU1092-LYS26

LYS320 -AsP31 45,8% SP294 HIS18
66,7%

ARG270-ASP31 ASP1029-LEUS
70,8%
GLN1034- GLY8 ASP1199 SER23
GLN1034-GLU1 M

@ LYS1202-CYS15
Hidrojen
LY51029—ASP31

Bag1 LYSlZOZ-ASP24

GLU303-TRP30 & ﬂ SER909-ASP31

LYS1548-TYR4 ASP914-ARG22

GLU1551- HI518 66 7% LY5912 THR12

ASN210- SER35 ASP921-LEUS
ASN157 -TYR4

Sekil 15. Hmla ve 7 farkl1 NaV kanali arasindaki hidrojen bag: etkilesimleri
LYS282-ASP31 ASP294-His18

LYS320-ASP31 w W GLU1092-LYS26

ARG270-ASP31 LU298-LYS17

G
50, 0%
GLU295- LY517@ LY51202 ASP24

HIS1035-ASP24 M 20,8% ASP1199-ARG22
M Tuz

LYS1029-ASP31 '\ KOpI'USU 0 11 ARGA456-ASP24

GLU1607- LY517 ASP172 HIS18
20 8%

GLU1542-HIS18 LYS912-ASP31

ASP301- LYSl7 ASP914 ARG22

GLU918- LYSl7 ASP187 HIS18
AR6993 ASP31

Sekil 16. Hmla ve 7 farkli NaV kanal1 arasindaki tuz kdpruleri
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3.4. NaV1.1 ve NaV1.2’nin Yeniden Modellenmesi

Swissmodel ile yeniden modellenen NaV1.1 ve NaV1.2 kanal yapilarina ait analizler
Sekil 17 ve 18’de gosterilmektedir. Ramachandran grafigi ile modellenen protein
yapilarimizdaki rezidilerin enerji olarak tercih ettikleri burulma agilart (phi (¢) ve psi
(y)) gosterilmektedir (Sekil 17a, 18a). Ramachandran uygunluk ytizdesi NaV1.1 igin
%86,95, NaV1.2 i¢in %86,8 1olarak hesaplanmistir.

Olusturulan model bir membran diizleminde olacak sekilde NaV1.1 (Sekil 17b) ve
NaV1.2 (Sekil 18b) i¢in gorsellestirilmistir. Kalite tahmini analizleri Sekil 17¢ ve 18c’de
bulunmaktadir. QMEAN, tek bir modelden hem biitiin yap1 igin hem de her bir rezidu icin
kalite tahminlerini yapan bir puanlama islevidir. NaV1.1 ve NaV1.2 igin olusturulan
modellerde giivenilir olmayan kisimlar istenilenden fazladir. Fakat detayli olarak
incelendiginde bu az giivenilir kisimlar, bizim ilgi alanimiz olan kanal ve baglanma
bolgelerinde degildir. NaV kanal yapilarinda bulunan 2 biiyiik hiicre i¢i dongiisii az
giivenilir kisimlar1 olusturmaktadir. Bu sebeple modellenen kanallarin tezin sonraki
kisimlarinda kullanilmasinin sorun teskil etmedigini diistinmekteyiz.

a. Ramachandran Grafigi % 86,95 b. Olusturulan Model

Giivenilir Az Giivenilir

180°

c. Kalite Tahmini
QMEANDIsCo Global: @ +0.050

QMEAN Z-Scores
QMEAN I:::::] -5.42 Comparison with Non-redundant
Set of PDB Structures
co T "M ;
i B
soivation I . . | 0.1 3 3

3
torsion [ T T T M-s.16 | Proten Sze (Resiues)

Sekil 17. NaV1.1 kanalina ait homoloji modelleme analiz sonuglari.
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a. Ramachandran Grafigi

b. Olusturulan Model

b .

1500 L oeere 8 o y PR i
-180° o 180° Giivenilir _ Az Giivenilir
()

c. Kalite Tahmini

QMEAN Z-Scores

avean IR T Tl 578

csc HEEEETT Mo

A atom IR . . M 105 R ,
om ’

solvaticn‘:::l:' 0.14
torsion 564

Protein Size (Residues)

Sekil 18. NaV1.2 kanalina ait homoloji modelleme analiz sonuglart.

3.5. Kisitlanms Aktif Bolgeler ile Tekrarlanan Kenetlenme Calismasi

Ikililer arasinda ii¢ tekrarli olarak yapilan ikinci kenetlenme ¢alismalarindan elde edilen
sonuclar Tablo 16, 17 ve 18’de gosterilmistir. Degerlendirme 3.5.1. boliimde yapilmustir.

Tablo 16. Hmla ve NaV1.1 ikinci kenetlenme ¢alismasi sonuglar

Hmla - NaVv1.1

1. Deneme 2. Deneme 3. Deneme
HADDOCK skoru -150.0 +/- 9.5 -114.5 +/- 7.5 -124.4 +/- 8.1
Kime Boyutu 6 5 5
Genel en dusUlk enerji
” 0.4 +/- 0.3 1.4 +/- 0.0 1.5 +/- 0.1
yapisindan RMSD / / /

Van der Waals enerjisi -58.4 +/- 3.4 -43.9 +/- 3.4 -49.8 +/- 7.4
Elektrostatik eneriji -287.5 +/- 64.2 -241.4 +/- 31.3 -213.1 +/- 47.6
Cozlinme Enerijisi -40.7 +/- 6.8 -27.7 +/- 7.2 -38.3 +/- 3.2

Kisitlama ihlali enerjisi 66.6 +/- 19.5 54.0 +/- 55.1 63.0 +/- 26.9

Gomila yuzey alani

Z-Skoru

2101.0 +/- 140.6

-2.8
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1913.3 +/- 169.6
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Tablo 17. Hmla ve NaV1.2 ikinci kenetlenme ¢alismasi sonuglari

HADDOCK skoru

Kime Boyutu

Genel en dlsuk enerji
yapisindan RMSD

Van der Waals enerijisi

Elektrostatik enerji

Cozliinme Enerjisi

Kisitlama ihlali enerjisi

Gdémdlu ylzey alani

Z-Skoru

Hm1la - NaV1.2

1. Deneme

-121.5 +/- 20.4

1.5 +/- 0.2

-41.0 +/- 5.7

-249.8 +/- 49.5

-34.2 +/- 9.2

36.4 +/- 16.8

1760.8 +/- 141.9

-1.7

2. Deneme

-123.3 +/- 16.1

25

1.6 +/- 0.0

-37.3 +/- 8.6

-331.4 +/- 27.8

-20.8 +/- 8.4

11.3 +/- 5.2

1649.5 +/- 28.3

-2.1

3. Deneme

-118.6 +/- 4.1

26

1.7 +/- 0.0

-42.6 +/- 6.4

-280.5 +/- 49.8

-22.2 +/- 5.9

23.2 +/-17.6

1770.7 +/- 121.0

-1.9

Tablo 18. Hjla ve NaV1.1 ikinci kenetlenme ¢alismasi sonuglari

HADDOCK skoru

Kiime Boyutu

Genel en dlsuk ener;ji
yapisindan RMSD

Van der Waals enerjisi

Elektrostatik enerji

Cozlinme Enerjisi

Kisitlama ihlali enerjisi

GOmulu ylizey alani

Z-Skoru

Hjla- NaV1.1

1. Deneme

-150.2 +/- 2.9

29

1.2 +/- 0.2

-51.0 +/-7.2

-357.8 +/- 47.7

-29.2 +/- 8.0

15.8 +/- 11.7

2023.5 +/- 107.6

-2.0

34

2. Deneme

-112.1 +/- 5.9

31

1.7 +/- 0.0

-37.5+/-7.9

-298.2 +/- 33.9

-15.3 +/-7.9

3.6 +/-1.9

1777.5 +/- 167.8

-2.0

3. Deneme

-117.5 +/- 12.3

0.4 +/- 0.2

-47.5 +/- 8.0

-210.0 +/- 37.9

-31.1 +/- 5.1

30.6 +/- 19.5

1807.2 +/- 125.6

-1.8



3.5.1. Kenetlenme Calismalariin Karsilastirilmasi

Birinci ve ikinci kenetlenme ¢alismalarindan elde edilen en iyi sonuglar NaV1.1-Hm1a,
NaV1.2-Hmla ve NaV1.1-Hjla ¢iftleri igin sirasiyla Tablo 19, 20 ve 21°de karsilastirmali
olarak gosterilmektedir. Haddock skor NaV1.1-Hmla ve NaV1.1-Hjla ciftlerinde artis
gOstermistir. NaV1.2-Hmla icin Haddock skor azalmis olmasina ragmen istenilen
dizeydedir.

Tablo 19. Hmla ve NaV1.1 birinci ve ikinci kenetlenme ¢alismalarinin karsilastirilmasi
NaV1.1 - Hmila

1. Kenetlenme Calismasi = 2. Kenetlenme Caligmasi

HADDOCK skoru -114.4 +/- 16.1 -150.0 +/- 9.5
Kime Boyutu 5 6
ngslsel: stk ener 0.7 +/- 0.4 0.4 +/- 0.3
Van der Waals enerjisi -59.6 +/- 3.0 -58.4 +/- 3.4
Elektrostatik enerji -253.6 +/- 66.2 -287.5 +/- 64.2
Cozinme Enerjisi -27.4 +/- 5.1 -40.7 +/- 6.8
Kisitlama ihlali enerjisi 232.8 +/- 53.0 66.6 +/- 19.5

Gomula yiizey alani 1765.6 +/- 132.5 2101.0 +/- 140.6
Z-Skoru -1.9 -2.8
Tablo 20. Hmla ve NaV1.2 birinci ve ikinci kenetlenme ¢alismalarinin karsilastiriimasi

NaV1.2 - Hmla

1. Kenetlenme Calismasi = 2. Kenetlenme Caligmasi

HADDOCK skoru -161.9 +/- 14.2 -123.3 +/- 16.1
Kiime Boyutu 26 25
G‘;gs:s‘fg stk enerl 0.5 +/- 0.3 1.6 +/- 0.0
Van der Waals enerijisi -70.3 +/- 9.0 -37.3 +/- 8.6
Elektrostatik eneriji -361.7 +/- 27.9 -331.4 +/- 27.8
Gozinme Enerjisi -33.2 +/- 4.3 -20.8 +/- 8.4
Kisitlama ihlali enerjisi 139.1 +/- 75.2 11.3 +/-5.2

GOmilu ylizey alani 2327.1 +/- 136.7 1649.5 +/- 28.3

Z-Skoru -2.0 -2.1
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Tablo 21. Hjla ve NaV1.1 birinci ve ikinci kenetlenme ¢alismalarinin karsilagtirilmasi
NaV1.1 - Hjla
1. Kenetlenme Caligmasi 2. Kenetlenme Calismasi
HADDOCK skoru -133.3 +/- 2.5 -150.2 +/- 2.9

Kiime Boyutu 44 29

Genel en dusuk enerji

yapisindan RMSD 0.5 +/- 0.3 1.2 +/-0.2
Van der Waals enerijisi -86.5 +/- 6.5 -51.0 +/- 7.2
Elektrostatik eneriji -342.0 +/- 37.6 -357.8 +/- 47.7
Cozinme Enerijisi -25.6 +/- 2.8 -29.2 +/- 8.0
Kisitlama ihlali enerjisi 472.3 +/- 120.1 15.8 +/- 11.7
Gomula yizey alani 2279.6 +/- 70.5 2023.5 +/- 107.6
Z-Skoru -2.4 -2.0

3.6. ikinci Kenetlenme Calismasindan Elde Edilen Etkilesim Noktalar

Her ikili icin (¢ tekrarli yapilan kenetlenme caligmasinin en iyi ilk 2 kimelenme
sonucunun 4’er en iyi yapisi alinarak ‘PDBsum generate’ sisteminde analiz edilmistir.
Yani her bir ikili i¢in toplamda 24 farkli yap1 analiz edilmistir. Bu 24 sonugtan elde edilen
veriler analiz edilmis, en sik tekrar eden etkilesim noktalar1 belirlenmistir.

Birinci ve ikinci kenetleme ¢alismalarinda olusan hidrojen bagi ve tuz kopriileri Tablo 22,
23 ve 24’°te karsilagtirmali olarak verilmistir. Yapilan analizler sonucu her bag tiirii, her
kenetlenme calismas1 ve her protein toksin etkilesimi i¢cin en ¢ok etkilesime girdigi
belirlenen ilk 5 rezidu tablolarda gosterilmektedir. Tablolarda gosterilen rezidilerden ilki
kanal proteinine ait, ikincisi toksin peptidine aittir. Tekrar sayisi, her bir etkilesim i¢in 24
farkli caligsma sonucu i¢indeki tekrar miktarini gdstermektedir. Tekrar yiizdesi, 24 ¢aligma
tizerinden tekrar sayis1 oranlanarak hesaplanmistir.
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Tablo 22. Hmla ve NaV1.1 arasindaki etkilesim noktalari

H Bagi
Etkilesim

R274-D31

K353-D31

E1567-T12
51566-H18

Y1568-E1

Tuz Koprisii
Etkilesim
R274-D31
K353-D31
K315-D31
K315-D24
K315-D14

NaV1l.1- Hmla

1. HADDOCK Caligmasi

Tekrar Sayisi

17
16
11
8
8

Tekrar Yiizdesi

70.8
66.7
45.8
333
333

1. HADDOCK Caligmasi

Tekrar Sayisi

12

N N W W

Tekrar Yiizdesi
50.0
12.5
12.5
8.3
8.3

Etkilesim

E1626-R22
R1636-D31
R1639-D31
E1567-Y17
K353-D31

Etkilesim
E1626-R22
E1567-Y17
R1636-D31

K353-D31
R1639-D31

2. HADDOCK Caligmasi

Tekrar Sayisi

15
12
11
10
7

Tekrar Yiizdesi

62.50
50.00
45.83
41.67
29.17

2. HADDOCK Caligmasi

Tekrar Sayisi
9

N 00 00 O

Tablo 23. Hjla ve NaV1.1 arasindaki etkilesim noktalar

NaV1.1- Hjla

H Bagi 1. HADDOCK Calismasi
Etkilesim Tekrar Sayisi Tekrar Yiizdesi
S1566-Y8 16 66.7
D1563-G64 14 58.3
D1564-K61 13 54.2
$1566-K61 11 45.8
E1567-K40 10 41.7
Tuz Kopriisu 1. HADDOCK Calismasi
Etkilesim Tekrar Sayisi Tekrar Yiizdesi
E1567-K40 9 37.5
D366-K65 5 20.8
E1567-K61 5 20.8
D313-H18 4 16.7
D1564-K61 4 16.7

Tekrar Yiizdesi
37.50
37.50
33.33
33.33
29.17

2. HADDOCK Caligmasi

Tekrar Yiizdesi
87.5
70.8
62.5
45.8
45.8

Tekrar Yiizdesi
62.5
54.2
41.7
25.0

Etkilesim Tekrar Sayisi
D1564-K65 21
K353-S44 17
D1563-545 15
E1567-K61 11
S1566-G64 11
2. HADDOCK Caligmasi

Etkilesim Tekrar Sayisi
D1564-K65 15
E1567-K61 13
E288-K31 10
D313-H13 6
E1626-K40 4

Tablo 24. Hmla ve NaV1.2 arasindaki etkilesim noktalari

H Bagi
Etkilesim
E1616-K26
D317-H18
D1553-L5
Q1557-W30
Q1557-K27
Tuz Képrisii
Etkilesim
D317-H18
E1616-K26
E321-K17
D317-K17
E1551-H18

NaV1.2- Hmla

1. HADDOCK Galismasi

Tekrar Sayisi Tekrar Yiizdesi
9 37.5
6 25.0
6 25.0
6 25.0
5 20.8

1. HADDOCK Calismasi

Tekrar Sayisi Tekrar Yiizdesi
8 333
6 25.0
4 16.7
4 16.7
4 16.7
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Etkilesim

K355-Y31
D317-R22
Q1557-Y27
E1616-K17
R1626-Y31

Etkilesim
K355-Y31
E1616-K17
D317-R22
R1626-Y31
E1616-R22

16.7

2. HADDOCK Caligmasi

Tekrar Sayisi Tekrar Yiizdesi
14 58.3
11 45.8
11 45.8
11 45.8
9 37.5

2. HADDOCK Caligmasi

Tekrar Sayisi Tekrar Yiizdesi
9 37.5
9 37.5
8 333
7 29.2
4 16.7



Elde edilen sonuclar PYMOL gorsellestirme aract ile gorsellestirilerek incelenmistir.
NaV1.1-Hmla iliskisi Sekil 19’da, NaV1.2-Hmla iligkisi Sekil 20°de, NaV1.1-Hjla
iligkisi Sekil 21°de gosterilmistir. a ve b’deki gorseller toksin baglanma bolgesini
gostermektedir. Gorsellerdeki ¢ ve d kismi ise Tablo 22, 23 ve 24’te tespit edilen siklikla
etkilesime giren reseptor rezidiilerini gostermektedir. Mavi renk ilk kenetlenme
sonuclarindan, mor renk ikinci kenetlenme sonuglarindan elde edilen verileri temsil eder.

a. b.

Sekil 19. NaV1.1- Hmla etkilesim noktalarinin PYMOL ile gorsellestirilmesi. a ve b’de mavi ile gosterilen
toksin ilk kenetlenme ¢alismasinin, mor ile gosterilen toksin ikinci kenetlenme caligmasinin en iyi
sonuglarindan elde edilmistir. ¢’de mavi (ilk kenetlenme ¢aligmasi) ve mor (ikinci kenetlenme ¢alismasi)
olarak gosterilen rezidiiler reseptore aittir ve toksinler ile siklikla etkilesime girdigi tespit edilen rezidiilerdir
(Tablo 22). d, ¢’nin daha detayli gosterimidir.
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Sekil 20. NaV1.2- Hmla etkilesim noktalarinin PYMOL ile gorsellestirilmesi. a ve b’de mavi ile gosterilen
toksin ilk kenetlenme caligmasinin, mor ile gosterilen toksin ikinci kenetlenme caligmasinin en iyi
sonuglarindan elde edilmistir. ¢’de mavi (ilk kenetlenme g¢alismasi) ve mor (ikinci kenetlenme galigmasi)
olarak gosterilen rezidiiler reseptore aittir ve toksinler ile siklikla etkilesime girdigi tespit edilen rezidiilerdir
(Tablo 23). d, ¢’nin daha detayli gosterimidir.
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Sekil 21. NaV1.1- Hjla etkilesim noktalarmim PYMOL ile gorsellestirilmesi. a ve b’de mavi ile gosterilen
toksin ilk kenetlenme caligmasinin, mor ile gosterilen toksin ikinci kenetlenme caligmasinin en iyi
sonuglarindan elde edilmistir. ¢’de mavi (ilk kenetlenme g¢alismasi) ve mor (ikinci kenetlenme galigmasi)
olarak gosterilen rezidiiler reseptore aittir ve toksinler ile siklikla etkilesime girdigi tespit edilen rezidiilerdir
(Tablo 24). d, ¢’nin daha detayli gosterimidir.

3.7. Molektler Dinamik Simulasyonu Sonuglari

Genel olarak yapilan literatiir taramasina gére yapilan deneysel arastirmalarda secilen
toksinler NaV1.1 kanali ile etkilesime girerek aktivitede degisiklik yaratmaktadir.
Yapilan kenetlenme sonuglarinda Hmla toksin peptidinin NaV1.2 kanali ile yaptigi
etkilesimin enerji skoru ilgi ¢ekiciydi. MDS caligmalari ile toksin etkilesimi olmayan
NaV kanali ve toksin ile etkilesimde olan NaV kanal yapist karsilagtirilarak
degerlendirilmistir.
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Ayni kanal proteinin toksinli ve toksinsiz hali, omurga karbon alfa atomlar
karsilastirilarak, yani RMSD hesaplamalar1 ile incelenmis, yapilar arasindaki farklar
ortaya konmustur (Sekil 22, 23). Ayrica yapilarin toksinli ve toksinsiz halinin esnekligi ve
hareketliligi RMSF analizleri ile ortaya konmustur (Sekil 24, 25).

3.7.1. RMSD Analizi

NaV1.1- Hjla
1.8
1.6
1.4
12
£,
2 08
E 0.6
0.4
0.2
0

0.00 20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00 140.00 160.00 180.00 200.00

Zaman (ns)
NaV1l.l e==NaV1.1-Hjla

Sekil 22. NaV1.1 ve Hjla etkilesimi i¢in simiilasyon sonrast RMSD analiz grafigi

Toksin baglanmasi ile birlikte genel hareket 6nemli 6l¢iide azalmastir.

NaV1.2 - Hmla

0.00 20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00 140.00 160.00 180.00 200.00
Zaman (ns)

NaV1l.2 —=—NaV1l.2-Hmla

Sekil 23. NaV1.2 ve Hmla etkilesimi i¢in simiilasyon sonrast RMSD analiz grafigi

NaV1.1l-Hmla

0.00 20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00 140.00 160.00 180.00 200.00
Zaman (ns)

NaV1l.l —Navl.1-Hmla

Sekil 24. NaV1.1 ve Hmla etkilesimi i¢in simiilasyon sonrast RMSD analiz grafigi



Toksin baglanmasi ile birlikte yaban tipin gosterdigi dinamik degisiklikler, NaV1.1-Hmla’ya gore, ¢ok
kiigiik boyutta da olsa sinirlandirmustir. Kanal protein yapisinin etkilendigi acik bir sekilde goriilmektedir.
Sistem dengeye geldiginde her ne kadar hareketler aymi diizeyde goriilse de o raddeye gelene kadar kanal
yapisinda degisime neden olan bir toksin etkisinin varhigim sdylemek mimkiindr.

3.7.2. RMSF Analizi

1 201 401 601 801 1001 1201 1401 1601 1801 2001
Rezidli Numarasi

—NaV1l.1l ——NaV1l.1-Hjla

Sekil 25. NaV1.1 ve Hjla etkilesimi i¢in simiilasyon sonras1t RMSF analiz grafigi

2.5

RMSF (nm)

1 201 401 601 801 1001 1201 1401 1601 1801 2001
Rezidli Numarasi

—NaV1l2 ——NaV1l.2-Hmla

Sekil 26. NaV1.2 ve Hmla etkilesimi i¢in simiilasyon sonrast RMSF analiz grafigi

1 201 401 601 801 1001 1201 1401 1601 1801 2001
Rezidii Numarasi

—NaV1l1l =—NaV1l.l-Hmla
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Sekil 27. NaV1.1 ve Hmla etkilesimi i¢in simiilasyon sonrast RMSF analiz grafigi

Sekil 25, 26 ve 27°de gosterilen RMSF grafikleri iizerinde hareketliliginde artis veya
azalis oldugu belirlenen rezidiiler ok isaretleri ile gosterilmistir. Grafiklerde koyu lacivert
ile cizilen grafik toksin etkisi altinda olmayan kanal proteinini temsil ederken, acik mavi
ile cizilen farkli grafikler farkli toksinlerin etkisi altinda olan kanal proteinlerini temsil

eder.

NaV1.1-Hjla etkilesimi i¢in 1 ve 3 numarali oklar ile gosterilen bolgelerde bulunan
rezidiilerin hareketliliginde azalma olurken, 2 ve 4 numaral1 ok ile gosterilen bolgelerdeki
rezidiilerin hareketliliginde artis gozlenmektedir (Sekil 25).

NaV1.2-Hmla etkilesimi i¢in 1 ve 3 numarali oklar ile gosterilen bolgelerde bulunan
rezidiilerin hareketliliginde azalma olurken, 2 ve 4 numarali ok ile gdsterilen bolgelerdeki
rezidiilerin hareketliliginde artig gozlenmektedir (Sekil 26).

NaV1.1l-Hmla etkilesimi i¢in 2 ve 3 numarali oklar ile gosterilen bolgelerde bulunan
rezidiilerin hareketliliginde azalma olurken, 1 ve 4 numarali ok ile gosterilen bolgelerdeki
rezidiilerin hareketliliginde artis gézlenmektedir (Sekil 27).

3.7.3. Baglanma Enerjisi Degisimi

NaV1.1- Hjla
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Sekil 28. NaV1.1- Hjla etkilesiminin MDS boyunca toplam baglanma enerjisi degisim grafigi. Kirmizi
kesikli ¢izgi ortalama baglanma enerjisini gostermektedir.
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Sekil 29. NaV1.2- Hmla etkilesiminin MDS boyunca toplam baglanma enerjisi degisim grafigi. Kirmizi
kesikli ¢izgi ortalama baglanma enerjisini gostermektedir.

NaV1l.1l-Hmila

-8

|
—
=)

g —24
>~
© 32
O
~
— 40
T
o 48
w
—56 — TOTAL
--- Mov. Av.
—64
849 852 855 858 861 864 867 870 873 876
Cerceve

Sekil 30. NaV1.1- Hmla etkilesiminin MDS boyunca toplam baglanma enerjisi degisim grafigi.

Total enerji, molekiler-mekanik enerjiler ve ¢oziinme enerjisinin toplamindan elde edilir.
Molekiler-mekanik enerjiler, i¢ enerji (baglar, agilar ve dihedraller), van der Waals ve
elektrostatik etkilesimlerdir. CoOzinme enerjisi ise elektrostatik ve polar olmayan
etkilesim enerjilerini icermektedir.

NaV1.1-Hjla etkilesiminden elde edilen ortalama enerji -60.32, NaV1.2-Hmla
etkilesiminden elde edilen ortalama enerji -38.89 olarak belirlenmistir.

4. TARTISMA

Hmla toksin peptidinin NaV1.2 ile olan etkilesiminin kanal iizerinde bir degisiklik
yaratmamas1 beklenir. Elde edilen sonuglar bunu destekler niteliktedir. RMSD
degerlerine bakildiginda Hmla toksin peptidi NaV1.2 kanali {izerinde fark yaratici bir
etki olusturmamistir. RMSF degerlerinde hareketliliginde degisim tespit edilen bolgeler
280-310, 470-500, 510-560 ve 610-640 aras1 rezidilerdir.

Hjla toksin peptidinin NaV1.1 kanali ile etkilesime girmesi kanal yapisinin hizli bir
sekilde stabil hale gelmesini saglamistir. Elde edilen sonuglar toksinler ile etkilesime
giren ve girmeyen yapidaki farki ortaya koymaktadir. RMSF degerlerinde hareketliliginde
degisim tespit edilen bolgeler 460-510, 590-630, 650-700 ve 1050-1080 arasi
reziddlerdir.

Hmla toksin peptidinin NaV1.1 kanali ile etkilesime girmesi kanal yapisinin dinamigini
etkilemektedir. Elde edilen sonuglar toksinler ile etkilesime giren ve girmeyen yapidaki
farki ortaya koymaktadir. RMSF degerlerinde hareketliliginde degisim tespit edilen
bolgeler 238-268, 418-478, 997-1037 ve 1887-1937 arasi rezidiilerdir.

Sekil 31, Sekil 32 ve Sekil 33’de NaV1.1 ve NaV1.2 kanal proteinlerinin Hjla ve Hmla
toksin peptidlerinin iligkileri ¢alismalardan elde edilen bilgilere gore tanimlanmistir. Bu
tanimlamalar toksin bagli olmayan ve toksin bagli yapilarin simiilasyonlar1 sonuclar
karsilagtirilarak yapilmistir. Etkilesime girdigi belirlenen kanal proteini rezidiileri sari
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renk ile vurgulanmistir. Her bir sekil i¢in ac¢ik mavi ile vurgulanan rezidiiler RMSF
sonuglarina gore hareketliliginde degisim oldugu belirlenen bolgeleri temsil etmektedir.

NaV1.1 Hjla
287 288 289 312 313 314 s 352 353 354 ..
...... L E E .. F D W .. .. V K A ..
460 461 462 463 464 ... o e 506 507 508 509 510
Q A A T A e e Q K E Q S
590 591 592 593 594 ... ... e 626 627 628 629 630
F A D D BT T S R S S) R
650 651 652 653 654 ... .. o 696 697 698 699 700
) ) S L A e e A S F H ) S
1050 1051 1052 1053 1054 ... oo e 1076 1077 1078 1079 1080
P L D D L | oo oo | oo | owom L K D V N
,,,,,,,,,,,, 1559 1560 1561 1562 1563 1564 1565 1566 1567 1568 ... ...
M V E T|ID D Q|S E Y . ..
1621 1622 1623 1624 1625 1626 1627 1628 1629 1630 1631 1632 1633 1634

L A E L I E K Y F VvV s P T L

Sekil 31. NaV1.1 ve Hjla baglanmasinda en sik tekrarlayan etkilesim noktalari (sar1 vurgu ile
gosterilmistir) ve etkilenen bolge (agik mavi ile vurgulanmustir.) analizi

NaV1.2 Hmla

.................. 316 317 318 ... ... 354 355 356 ... ... ...
W D E . V._.K A

280 281 282 283 284 oo o o 306 307 308 309 310
Q W P P D .. T F N R T
470 471 472 473 478 oo o e 496 497 498 499 500
E1 S | RID [ | ol oo cwm oo K S E K E
510 511 512 513 514 o e e e 556 557 558 559 560
Q K E Q S i W | @ | S | L L
610 611 612 613 614 o e e 636 637 638 639 640
S L F VvV P .. P | L P M
,,,,,,,,,,,, 1549 1550 1551 1552 1553 1554 1555 1556 1557 1558 ... ...
............ M M E T D D Q S Q E

1614 1615 1616 1617 1618 1619 1620 1621 1622 1623 1624 1625 1626 1627
L | E K Y F Vv s P T L F R V

ekil 32. NaV1.2 ve Hmla baglanmasinda en sik tekrarlayan etkilesim noktalari (sar1 vurgu ile
g Y gu
gosterilmistir) ve etkilenen bolge (acik mavi ile vurgulanmistir.) analizi
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NaV1.1 Hmla
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Sekil 33. NaV1.1 ve Hmla baglanmasinda en sik tekrarlayan etkilesim noktalar1 (sar1 vurgu ile
gosterilmistir) ve etkilenen bolge (agik mavi ile vurgulanmistir.) analizi

Her bir sekil i¢in kirmizi ile yazilan rezidiiler S1-S2 hiicre dis1 dongiiyii, lacivert ile
yazilan rezidiiler S3-S4 hiicre dis1 dongiiyii gostermektedir. Yapilan bu {ii¢ farkl
calismada, toksinler S1-S2, S3-S4 hiicre dis1 alan ve cevrede bulunan rezidiler ile
etkilesime girmistir. Bu etkilesimler sonucunda MDS c¢alismalar1 ile belirlenen yapisal
degisimlerin hiicre i¢i dongii boliimlerinde oldugu tespit edilmistir (agik mavi ile
vurgulanan rezidii kisimlar1). Bu MDS calismasi ile hiicre disi1 toksin baglanmalarinin
hiicre i¢i yapilarin hareketlerini etkiledigini sanal ortamda gézlemlemis olduk.

Prela, Hjla ve Hmla toksinlerinin bagh oldugu farkli sodyum kanal yapilari sanal ortam
kullanilarak ilk defa olusturuldu. Boylelikle toksinlerin seg¢ici baglanma mekanizmasi ilk
defa molekiiler seviyede gosterilmistir. Molekiiller aras1 etkilesimler kenetlenme
caligmalart ile belirlenmis, baglanma bolgeleri aciga g¢ikartilmistir. Birinci ve ikinci
kenetlenme ¢alismasi sonuglarinda yapilan incelemeler sonucunda belirlenen etkilesim
noktalarinin tamaminin ayni bolgede oldugu tespit edilmistir. Yapilan ikinci kenetlenme
calismasi ile analiz degerlerinde iyilesmeler tespit edilmistir (Haddock skor ve 6zellikle
ilk kenetlenmede beklenenin ¢ok Ustiinde olan kisitlama ihlali enerjisi), boylelikle elde
edilen verilerin giivenirligini arttirdigimiz1 disiiniyoruz. Literatlirden elde edilen
deneysel verilere gére Hmla'nin diger toksinlere gore daha spesifik hedef segtigi
diisiiniilmektedir. Kenetlenme sonuglarmma gore Hjla NaV1.1’i spesifik olarak
hedeflerken diger NaV kanallarina olan afinitesinin diisiik oldugu tespit edilmistir.
Kenetlenme ¢aligmalart ile S1-S2 ve S3-S4 hiicre dist dongiilerinin  toksin
baglanmasindaki Onemi ortaya konmustur. Her ne kadar hedef bolgelerde kisitlamalar
yapmis olsak da kenetlenme g¢aligmalarindan elde edilen sonuglar, her iki bolgenin de
toksin baglanmalarinda rol aldigini1 géstermektedir.

Hareketli ve uzun aminoasit dizisine sahip hiicre i¢i ve hiicre dis1 dongiileri icinde
barindirmasi sebebi ile sodyum kanal proteinleri tamamen modellenmis yapilara sahip
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degildirler. Bu calisma ile NaV1.1 ve NaV1.2 sodyum kanal protein yapilar ilk kez
modellenmistir.

MDS calismalarinda NaV1.1-Hjla etkilesiminde bu baglanmadan etkilendigi belirlenen
rezidiilerin hiicre i¢i dongiilerde bulundugu yapilan incelemeler ile tespit edilmistir. Bu
bolgeler hareketli bolgeler oldugundan heniiz deneysel olarak modellenmis bir yapiya
sahip degildirler. Fakat elde edilen sonuclara gore belirtilen bolgelerin kanal hareketliligi
tizerinde etkisi oldugunu disiinmekteyiz. Her ne kadar NaV1.2- Hmla kenetlenmesi
yiiksek enerji degerine sahip olsa da, genel olarak kanal hareketliliginde dnemli 6l¢iide
bir degisim yaratmadigi MDS c¢alismalarinda belirlenmistir. Elde edilen sonuclar
literatlirti destekler niteliktedir. NaV1.1-Hmla baglanmasi diger baglanmalardan farkli
olarak DI S5-S6 (izerinde bulunan 238-268 ve 418-478 nolu rezidilerin hareketlerini
etkilemistir. Gozenek bolgesinde bulunan bu alanlar kanal aktivitesi tizerinde etki sahibi
olabilir. Yapilan kenetlenme ¢alismalar1 sonucunda Hm1a toksininin basta NaV1.1 olmak
Uzere diger voltaja duyarli kanal yapilar ile etkilesime gegtigi belirlenmistir. Baglanma
enerjisi yiiksek olsa dahi etkilesimde bulundugu rezidiilerin kanal hareketliligindeki
Oonemi agik¢a ortaya konmustur. Yapilan analizler ile toksinlerin hiicre dis1 alanlara
baglanarak hiicre i¢i dongiilerin hareketlerini etkiledigi tespit edilmistir.

Kanal proteinleri ve toksinler biiyiik protein yapilarina sahiptirler ve bundan dolay1
etkilesimdeki bag enerjilerinin yiiksek olmasi gerekir. Calisma yaptigimiz yapilardan
NaV1.1-Hjla ve NaV1.1-Hmla ikililerinden elde ettigimiz ortalama enerji degerlerinin
istenilen diizeyde oldugunu, giiglii bir baglanma gerceklestirdigini soyleyebiliriz. Buna
kiyasla NaV1.2-Hmla ortalama enerji degeri diisiik kalmaktadir ve digerlerine gore daha
zayif bir baglanma gergeklestirdigini soylemek mimkundir.

Bu tez ¢aligmasi ile elde edilen bulgular ve gesitli spesifik baglanma sonuglari, yapisal
detaylarin tahmininde bize yol gosterecek olup, bu mekanizmalarm fonksiyonel
Ozelliklerini anlamada temel bir adimdir. Yapilan ¢alismalar, bu toksin peptidlerinin
teropotik ilag potensiyellerini anlamamizda bize ve literatiire katki saglamaktadir.

5. SINIRLAMALAR

Sodyum kanallarinin toksin baglanma bolgeleri ile ilgili literatiirde sinirli bilgi
bulunmaktadir, bu da ¢ok fazla deneme ¢aligmasi yapmay1 gerektirir. Ilgili toksinler ile
ilgili her ne kadar deneysel calisma olsa da molekiiler diizeydeki isleyis mekanizmalari,
hedefledikleri baglanma bolgeleri ve toksin aktif bdlgeler gibi dnemli bilgiler henlz
aydinlatilmamustir.

Biiyiikk protein ve peptid yapilarindan dolay1r kenetlenme ve molekiler dinamik
similasyonu galismalar1 zaman alicidir. Ancak yiksek CPU giciine sahip bilgisayarlar ya
da bize bunu saglayan bir yazilim kullanilarak kenetlenme ¢alismalar gerceklestirilebilir.
MDS c¢alismalar1 yapilarin ¢ok biiyiikk olmasindan dolayr Truba sistemi kullanilarak
yapilmigtir. Buna ragmen hem bu ortak kullannm alaninda sira bekleme, hem de
calismanin tamamlanmasi i¢in gereken uzun zaman g¢alismay1 zorlastirmaktadir. MDS
calismalari igin gerekli olan tamami modellenmis deneysel yapilar bulunmamaktadir. Bu
gibi yapilar uzun ve hareketli aminoasit dizilerine sahip kisimlar igerdiginden
modellenmesi zordur.
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6. GELECEK CALISMALAR VE ONERILER

Bu tez calismasinda kullanilan toksinler olasi yeni ilaglar olarak yuksek potansiyele
sahiptir ve bu galismalar ile yeni ila¢ kesfine hiz kazandirmay1 umuyoruz.

Farkli homolog domainler ve bu calismada denemesi yapilmayan S5-S6 hiicre disi
dongiilerinde toksin baglanmasi ve etkisi benzer caligmalarla incelenecektir. Yiiksek
kenetlenme enerjisine sahip heniiz MDS ¢alismasi yapilmayan yapilarin simiilasyona tabi
tutularak incelenecektir. Yapilan MDS calismalarinda potansiyel vadeden yapilarin daha
uzun siiren simiilasyonlara alinarak ve farkli iyon konsantrasyonlarinda denenecektir.
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