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1. OZET

Bu calismada, hucre igi sinyal iletiminde rol alan ve daha ¢ok merkezi sinir
sisteminde bulunan insan Go proteininin a, B ve y altbirimlerinin yapisi benzesim
modellemesi ile modellendi. Elde edilen model daha sonra yapilmasi planlanan

teorik yapi islev ¢alismalarinda kullanilacaktir.

Benzesim modellemesi i¢cin MODELLER vyazilimi kullanildi. Kalip dizileri
olarak si¢an ve sigir proteinlerinin birlesiminden olusa kimerik protein dizisi (PDB
ID: 3AH8) ve insan protein dizisi (PDB ID: 2QNS) kullanildi. Elde edilen en iyi
modelin enerjisi molekiiler dinamik similasyon yontemi kullanilarak minimize

edildi. Enerji minimizasyonu i¢cin NAMD yazilimi kullanildi.

Elde edilen By dimer ve ofy heterotrimer Gctncil yapilarin, X-isini

kristalografisinden elde edilen benzer protein yapilari ile uyumlu oldugu géralda.

Anahtar Kelimeler: G proteini, benzesim modellemesi, molekiler dinamik
simulasyon, NAMD, MODELLER.



2. SUMMARY

Determining the tertiary structure of beta/gamma subunits of G protein using

homology modelling

In this study, tertiary structure of a, B and y subunits of human Go protein which
plays an important role in signal transduction and is found mostly in central nervous
system was modelled by homology modelling. The tertiary structure obtained from

modelling will be used for further studies on structure and function studies.

Homology modelling was done by MODELLER. Chimeric rat/bovine (PDB ID:
3AH8) and human protein (PDB ID: 2QNS) sequences were used as template
sequences. Energy of the best model was minimized by molecular dynamic
simulation using NAMD.

Tertiary structures of By dimer ve apfy heterotrimer are highly consistent with the

tertiary structures obtained by X-ray crystallography.

Key words: G protein, homology modelling, molecular dynamic simulation,
NAMD, MODELLER.



3. GIRIS VE AMAC

Diinyada teknoloji gelistikce insanlar arasi iletisim yollari da cesitlenmektedir.
insanin sosyal hayatindaki bu iletisim cesitliligi net olarak bilinirken biyolojik
hicrelerin iletisim sekli ve cesitliligi arastirma konusudur. Cok hicreli bir
organizmanin en kiguk yapitasi olan hicrelerin iletisimi birgok agidan dnemlidir.
Hucreler 151k, koku, tat gibi cevresel uyaricilari algilayabilmekte ve onlara tepki
verebilmektedir. Sinyal iletiminin incelikleri bilindikge hicrenin yapisi ve ihtiyacl

daha iyi anlagilmaktadir.

Biyolojik mekanizmalarda sinyal iletimi hicreye bir aract molekil tarafindan
mesaj gelmesi, mesajin alici molekul tarafindan ilgili birime iletilmesi ve mesajin

bigimine gore hicrenin cevap vermesi seklinde tanimlanabilir (Albert et al 2008).

Bircok biyolojik islevde gorev alan ve memelilerdeki sinyal ileti proteinlerinin
%30'unu olusturan G proteinleri birgcok hastaligin dogrudan nedeni veya
etkenlerinden biri olmaktadir. Hucre zarinin sitoplazmik yuzinde bulunan G
proteinleri o, B ve y alt birimlerinden olusan heterotrimerik proteinlerdir. Enzim ve
iyon kanallari gibi efektor molekillerle etkileserek hiicresel yanitlarin olusumunda
rol oynarlar. Goa altbirimi merkezi sinir sisteminde blyuk oranda bulunmakta ve

islevi henuiz tam olarak bilinmemektedir (Gutkins 1998).

Mesaji alan ve ilgili birime ileten reseptér molekili sinyal iletiminde 6nemli
gorevler Ustlenmektedir. Hiicre ylizeyindeki reseptor ailesinin en genis tyesi olan G-
protein kenetli reseptorler; GTP ve GDP bagladiklari icin G protein ismi verilen
proteinlerle beraber sinyal iletiminde gorev yaparlar. Binden fazla tyesi bulunan bu
reseptor ailesi ¢cok sayida sinyal molekiline yanit verebilmektedir. G protenlerinin
gorme, koku, tat gibi duyularimizla alinan cevresel bilginin ¢evriminde gorev aldigi
bilinmektedir. Hucrelerin bazi hormonlarla uyarilmasi sonucu hicresel yanitlarin

olusumunda islevleri vardir (Milligan and Kostenis 2006).



G proteinlerinin  Gcuncul yapisi kismen belirlenmesine karsin  yapinin
iyilestirilmesi gereken birgok noktasi bulunmaktadir. By altbirimlerini belirleme
calismalari oo altbirimine gore daha az sayidadir. B1 - y2 alt birimleri bu konuda en

fazla calisma yapilan ve kristal yapisi bilinen proteinlerdir.

Proteinlerin yapisi deneysel olarak X-isini kristalografisi, nikleer manyetik
rezonans (NMR) gibi yontemlerle belirlenmektedir. Bu yontemler yillarca siren
calismalar, pahali teknik alt yapi ve parasal kaynak gerektirmektedir. Ayrica birgok
proteinin ¢ozunidr olmamasi bu yontemlere sinirlilik getirmektedir. Buna karsin
bilgisayar donanim ve bilimsel yazilimlarin olaganlstu gelisimi, deneysel
yontemlerdeki kisitlamalarla sinirlanmamis olmasi teorik yontemleri gittikce
yayginlastirmaktadir. Teorik yontemler ayni zzamanda deneysel yontemleri
bitunlemektedir. Bu nedenlerle, s6z konusu ¢alismada G proteini alfa/beta/gama
altbirimlerinin Gglincil yapisinin benzesim (homoloji) modellemesi ile belirlenmesi
amaclanmistir. Elde edilen uguncil yapi Go proteinlerine iliskin teorik olarak
yaptlacak olan yapi/islev calismalarinda kullanilacaktir. Boylece Go proteininin
islevlerinin, go6rev aldiklari biyolojik streclerinin belirlenmesine, ilgili bircok
hastaligin mekanizmasinin anlasiimasina katki saglayacak calismalara veri saglamasi

da amaclanmaktadir.



4. GENEL BILGILER

Sinyal ileti sisteminde gorev alan G proteinleri Martin  Rodbell’in
laboratuvarinda 1960 yilinda glukagon baglanma deneyleri sirasinda kesfedilmistir.
Guanin nikleotidi baglamalari nedeniyle G proteinlerine bu isim verilmistir.
Adenilat siklaz enziminin etkinligi incelenirken G proteinin ATP’den daha fazla rol
aldigi anlasilmis ve G protein Uzerine yapilan calismalar hiz kazanmistir. Yapilan
arastirmalarda Mg* iyonunun G proteininin etkinligini arttirdigi kanitlanmistir
(Birnbaumer 2007a). 1975 vyilinda Pfeufer ve Helmreich adenilat siklaz
birlesiminden GTP baglayan bir proteini ayirmayi basarmsilardir (Noel, Hamm and
Sigler 1993).

1977 yilinda Ross ve Gilman adenilat siklazin hormonal uyariimasinda, GTP
baglayan bir proteini saflastirarak karakterize etmislerdir. O zaman Ns olarak
adlandirllan bu protein daha sonralari Gas olarak adlandirilip tanimlanan ilk G
proteini olmustur (Birnbaumer 2007b).

G proteinleri, her birinin birden fazla alttipi bulunan a, f ve y isimli g
altbirimden olusmaktadir ve bu nedenle heterotrimerik G proteini olarak
isimlendirilmektedir. 3 ve y altbirimleri birbirlerine sikica bagli bir dimer olup ancak
guclu deterjan ¢ozuculerle ayristirilabilmektedir. a, B ve y altbirimlerinin molekdl
agirhklart sirastyla 39-52 kDa, 35-36 kDa ve 7-10 kDa arasinda degismektedir
(Lambright, Noel, Hamm and Sigler 1994, Clapham and Neer 1997). Simdiye kadar
16 cesit a alttipi (Gs, Gorr, 3 gesit Gi, Ggust, Gz Ve Gy), 5 cesit B alttipi (% 82-92’si
tanimlanmis G4 ve % 50’si tanimlanmis G5 ) ve 12 gesit y alttipi belirlenmistir
(Bourne 1997, Birnbaumer 2007a).

Hicre birgok islevini G protein kenetli reseptorler aracithgi ile yapmaktadir. G
proteinin eksik veya hatali ¢calismasi bir¢ok hastaliga sebep olmaktadir. Troid, gesitli
timor hastaliklari, blyiime bozukluklari bu hastaliklar arasindadir (Weinstein, Chen,

Xie and Liu 2006). Kolera toksini G proteinleri ile ilgili en yaygin hastalik etkenidir.



Hipertansiyon, bogmaca, damar tikanikhklari, kemik bozukluklari, Alzheimer,
endokrin sistem hastaliklari ve gece korlugu de bu hastaliklar arasinda sayilabilir
(Milligan and Kostenis 2006).

4.1. G Proteinlerinin Yapisal Ozellikleri

Membrana bagh reseptdrlerden hicre ici efektdr enzimlere bilgi aktarimini
saglayan G proteinleri GTP-baglayan bir a, B ve y alt birimlerinden olusur. B ve y alt
birimleri By dimeri halinde birbirlerine bagli halde kalirlar. Her G¢ alt birim de
fenilasyon adi verilen bir mekanizma araciligi ile tzerlerindeki bir aminoasit yan
zincirine baglanmis bir yag asiti ile membrana tutunurlar. G proteinlerinin membran
i¢ yuzeyinde serbest bir sekilde diflize oldugu sanilmaktadir. Bu da bir hiicre iginde
bulunan bir G protein populasyonunun birden fazla reseptor ve efektor ile fazla segici
olamayan bir iliskiye girebilecegini 6neren anahtar 6zelliginde bir durumdur (Albert
et al 2008). Heterotrimerik guanin nukleotid baglayan proteinler sinyal iletiminde
hicre ici ve hiicre disi sistemler arasinda kilit konumundadir (Oldham and Hamm
2006).

G proteinleri, hicre zarini 7 kez kat eden G-Proteini-Kenetli-Reseptorler (G-
Protein-Coupled-Receptor) (GPCR) ile kenetli olarak calisir. GPCR’In karboksil
grubu (C terminal bolgesi) hiicre icinde kalir ve fosforillenme bu bélgede olur. Hiicre
disindaki amino ucu ise (N terminal bélgesi) ligand baglanma bdlgesini olusturur
(Noel, Hamm and Sigler 1993) (Sekil 1). Hiicre zarini kat eden her birim (TM)
yaklasik 20-27 aminoasit icerir. N terminal bolgesi 7-595 aminoasit, C terminal
bolgesi 12-359 aminoasit, hiicre icindeki ve hiicre zari disindaki halkalar da 5-230

amino asit icerir (Ji, Grossmann and Ji 1998).



Sekil 1: (Albert et al 2008) G proteini-kenetli reseptérin hiicre ici, hiicre disi ve hiicre zarindaki

konumu

G proteini-kenetli reseptdre ligandin baglanmasi reseptoriin hiicre zari kisminda
bicimsel degisime ve onun G proteinine baglanmasina neden olur (Bourne, Sanders
and McCormick 1991). Bu etkilesim G proteinini aktive eder. G protein ayrilarak
sinyali hucre ici bilesene efektorler aracithgiyla iletir (Rens-Domiano and Hamm
1995). GPCR’ler ¢ok sayidaki fizyolojik olayda gorev alirlar. Dolayisiyla da bircok
hastalikla iliskileri vardir ve bu da onlarn ¢ok sayidaki ilacin hedefi haline
getirmektedir. (Sekil 2)

HE-EGH MMPs
4

gen yazilim

TR AR AT

Sekil 2: (Lappano and Maggiolini 2011) G Proteini Sinyal ileti Yolaklari



Alfa alt birimi G proteininin aktivitesini dizenleyen guanin nukleotitlerini
baglar. Uyarilmamis durumda alfa altbirimine GDP baglidir (Rens-Domiano et al
1995, Albert et al 2008) (Sekil 3). Hormon baglanmasi reseptdrde bigim
degisikligine neden olur, reseptérin hicre icindeki bolimi G proteinle etkileserek
GDP’nin serbest kalmasini ve GTP baglanmasini saglar. GTP bagh alfa birimi beta
ve gama dimerinden ayrilir; ayrilan her iki birim hicre ici hedeflere yonelir ve onlari
etkinlestirir. Alfa altbiriminin aktivitesi GTP’den fosfatin ayrilmasi ile son bulur.
Boylece G proteini tekrar inaktif duruma gecer (Kaziro, Itoh, Kozasa, Nakafuku and
Satoh 1991, Rens-Domiano and Hamm 1995). G proteinlerinin kristal yapilari
cozimlendikge aktif ve inaktif konformasyonu daha iyi anlasiimaktadir (Hamm

1998).
GTP
hidrolizi

G protein
(aktif |
durumda

hedef proteinler

reseptdr

G protein
inaktif durumda

FH__,hDrmun

reseptdr -

nikleotid
dedigimi

G protein
inaktif dururmda

Sekil 3: (Albert et al 2008) G protein ¢alisma mekanizmasi

G proteinlerinin GTP hidroliz mekanizmalarinin detaylari farkl olabilir; fakat

tim G proteinlerinde guanin nikleotidleri tantyan korunmus bdlgeler vardir. G



proteinlerde baglanma bdlgeleri ve GTP hidrolizi baslatan anahtar katalitik domain
bolgeler karsilikli olarak yer degistirir. GTP’ nin GDP’ye hidrolizlenmesi G proteini
sinyal dizenleyici molekilu ile saglanir. Aktif ve inaktif durumlar arasindaki gegis
GTP’nin hidrolizlenme hizi ile sinirlandirihir. GTP’nin hidrolizlenmesi GTPaz

aktifleyici proteinler (GAPs) veya efektor baglanmasiyla hizlanir (Sprang 1997).

G protein a alt birimi GTPaz aktivitesini uyaran G protein sinyalini dizenleyici
proteinlere RGS ( RGS1, RGS2,...) adi verilmektedir. RGS ailesinin hepsinde ortak
olan bir bélge bulunmaktadir. Bu bélge a alt birimine baglanir ve GTPaz etkinligini
uyararak GTP hidroliz hizini duzenler. Normal olarak yavas olan i¢sel GTP hidroliz
hizi, bir RGS proteinin baglanmasi ile artar ve boylece etkin G protein sinyal siiresi
azalir. Duzenleyici protein islevindeki herhangi bir bozulma sinyal siresinin
artmasina neden olur. RGS proteinlerinin asirt ekspresyonu, G protein kenetli
reseptorler aracthgiyla olusan sinyali bloke eder (Koelle 1997, Dohlman and
Thorners 1997, Birnbaumer 2007a)

GTPaz aktivitesini dizenleyen RGS proteinleri birden fazla bolge icerebilir ve
cok fonksiyonlu calisir. Ornegin GGL bolgesi (y benzeri) RGS6,7,9 ve 11’ de
bulunur; Gy5’ in islevsel bir dimeri gibi ¢alisir (Birnbaumer 2007a).

4.2. Alfa Alt Birimi

G protein a alt birimi 39-52 kD agirliginda olup, GTPaz ve helikal isimli 2 ayri
bolgeden olugsmaktadir. Helikal bdlge GTPaz bdlgesine esnek bir sekilde baglidir.
GTPaz bolgesi Uzerinde guanin nikleotid, efektdr ve reseptér baglanma bdlgeleri
bulunur (Rens-Domiano and Hamm 1995). a alt biriminin aminoasit dizileri arasinda
% 45-80 benzerlik vardir ve a alt birimleri, dizisel benzerliklerine gére 4 sinifa
ayrilmaktadir: Gs, Gy, Gq, G12. Her aileye ait G proteinlerinin dokulardaki dagilimi
ve etkilestigi efektord farkhidir (Tablo 1) (Milligan and Kostenis 2006).

GTPaz islevsel bolgesi, GTPaz superailesinin tim proteinlerinde (protein sentez

faktorleri, ras proteinleri gibi) ¢ok iyi korunmus bir tguncil yapiya sahiptir (Kaziro
et al 1991) (Sekil 4).



isim Doku Efektor

o-Altbirimleri

Guo_ ailesi

Go, Her yerde AC (tiim tipleri) *
Ga, Néroendokrin AC +
Ga Koku epitelyumu, beyin AC +
Ga,, ailesi
Ga,, Oldukea yaygin AC (tp LIILVVIVIILIV) + (Direkt
diizenlenme)
Ga,, Her yerde Gfy aracilifi ile diger bazi efektérler ditzenlenir.
G, Oldukea yaygin Uyarilmis Ga, ‘den serbestlenir.
Ga, Néronal. néroendokrin VDCC + . GIRK + (Py aracilig ile)
G, Néronal, trombositler AC (e.g., VVI) * (direkt diizenlenir); RaplGAP
Ga, Tat hiicreleri, sag hilereleri PDE f"? . (GPy aracilifi ilg diger efektorler 7)
Ga, Retinal cubuklar, tat hitereleri PDE 6 ( v altbirim ¢ubulk) f
Ga, Retinal koniler PDE 6 ( v altbirim ¢ubuk)

Gu__ ailesi
q11

Ga, Her yerde PLC-p1-4
Ga,, Hemen hemen her yerde PLC-p1-4
G, Bobrek, karaciger, PLC-p1-4
Gty Hematopoietik hiicreler PLC-B1-4
Ga,,,,, ailesi
G, Her yerde PDZ-RhoGEF/LARG, Btk, Gaplm, cadherin
Go, Her yerde p115RhoGEF, PDZ-RhoGEF/LARG, radixin

Tablo 1 : Alfa alt birimlernin 4 sinifi.

GTPaz
Domen i

Sekil 4: Alfa alt birimi. Alfa alt birimi heliks ve GTPaz olmak tizere iki domenden olusur.
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a alt birimi bir¢cok proteinde korunmus bolge olarak yer alir. Bu boélgeler GTP

baglanmanin ve GTP hidrolizinin temel yapisini dizenler (Kaziro et al 1991).

a alt birimi GTPaz bdélgesinde yapisal agidan homolog olan G1, G2, G3, G4 ve
G5 olmak Uzere bes farkli korunmus bélge vardir. G1 bolgesi sadece GTP baglayan
proteinlerde degil bircok nikleotid trifosfat kullanan enzimlerde de benzerdir. Ortak
motif G-X-X-X-X-G-K-S/T’dir. Bu bdlge muhtemelen hidroliz siirecinde dogrudan
yer almaktadir. Bu bolge ras21 ile benzerlik gosterir. E bolgesi olarak da bilinen G2
bolgesi; Ras proteinin 32-42 aminoasit bolgesini olusturur ve efektor (E) olarak
isimlendirilir. Ortak motif X-X-X-T-X-X-X’tir. G3 bolgesi Ras proteininde GTP
surecinde de bulunur. D-X-X-G-Q motifi yuksek korunan ortak motiftir. G4 bolgesi
GTP’nin guanin zinciri ile dogrudan etkilesime girer. N-K-X-D motifi tum GTP
baglayan proteinlerde korunmustur. G5 anahtar bélgesinin tim GTPazlar icin belirli
bir motifi bulunmamaktadir. 6-tabaka ve a5-sarmal arasindaki bir halkadir (Sprang
1997) (Tablo 2).

Protein G-1 G-2 G-3 G4 G-5
H Ras 10 GAGGVGKS 32 YPDTIED 35 [ LDTAGQE 114 VGNKCD 142 YIETSAK
H Rap-1A 10 GSGGVGKS 32 YDPTIED 55 [ LDTAGTE 114 VGNKCD 140 FLGSSAK
H Ran 17 GDGGTGKS 40 YVATLGV 63 NWDTAGQE 120 CGNKVD 146 YIETSAK
H ARF-1A 24 GLGAAGKT 45 TIPTIGF 63 VWDVGGQD 124 FANKQD 135 IQATCAT
Ec EF-Tu 18 GHVDHGKT 38 RGITINT 79 HVDGPGHA 133 FLNKCD 169 IVRGSAL
Tt EF-G 19 AHIDAGKT 61 RGITITA 81 [ IDTPGHV 135 FANEMD 258 VFLGSAL
B Guw 47 GAGESGKS 201 RVLTSGI 221 MFDVGGQR 290 FLNKQD 361 PHETCAV
B Gy 40 GAGESGKS 178 RVKTTGI 198 L FDVGGQR 267 FLNKEKED 321 THF TCAT
B Gy 36 GAGESGKS 174 RVKTTGI 194 MFDVGGQR 263 FLNKED 317 SHMTCAT
B Gue 40 GAGESGKS 179 RVKTTGI 199 MFDVGGQR 268 FLNKKD 321 CHMTCAT
H Gz 40 GTSNSGKS 179 RDMTTGI 199 MVDVGGQR 268 FLNKED 322 SHF TCAT
M Gge 40 GTGESGKS 177 RVPTTGI 197 MVDVGGQR 266 FLNKED 320 SHF TCAT

Tablo 2 : (Sprang 1997) Ras proteini ve a alt birimindeki korunmus bélgeler. (H: insan, B:
Sigir, M: Sican, Ec: E.Coli, Tr: Termofil)

Sinyal iletiminde yapisi ilk belirlenen proteinlerden Ras proteini (Birnbaumer
2007b); a alt biriminin GTPaz bolgesiyle yiiksek benzerlik gdstermektedir. Guanin
baglanma bolgesi, Mg*? tutunma yeri ve korunmus bazi bélgeler ortaktir (Sprang

1997).
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4.3. By Kompleksinin Yapisi

B-altbirimi 7 kanath bir pervaneye benzeyen bir yapiya sahiptir. Her bir pervane
40 adet WD (triptofan-aspartat) tekrari icermektedir. Ayrica B-altbirimi 20 amino
asitlik bir heliks de icermektedir (Milligan and Kostenis, 2006; Clapham and Neer,
1997). B1lyl dimerinin kristal yapisi gama-altbiriminin (-altbirimi ile N-terminal
halka ve vy-altbiriminin bircok amino asidi Uzerinden etkilestigini gostermistir
(Sondek ve ark. 1996). B1-p4 buyiik 6lcude homolog olmasina karsin 35 gorece daha
az homologdur. Bu da B5’in farkli bir islevinin olabilecegini dustindirmektedir.
Digerlerinin aksine farkli y-altbirimleri ile etkilesebilen B5 ayni zamanda v-
altbirimine benzeyen domen iceren RGS protein ailesinin Uyeleriyle de etkilesime
girebilmektedir (Milligan and Kostenis, 2006). y-altbirimi tek bir heliksten olusan
oldukca basit bir yapiya sahiptir (Sekil 5).

Sekil 5: Beta/Gama dimeri. Beta alt birimi yedi kanath bir pervaneyi andirmaktadir.
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Yaklasik 80 bolgeden olusan B1y2 birlesiminin U¢ boyutlu yapisi bir toroidal
yuzeye gémilmdastur. Pervane seklindeki yapisi diger proteinlerde de gozlenen bir
motiftir (Sprang 1997).

By alt birimi a alt biriminin etkilesimini azaltir. Bazi arastirmalar a alt biriminin,

Gsa harig, cDNA expresyonu sirasinda mirostillendigini ve bunun o ile By

etkilesiminin arttiriimasinda 6nemli rol oynadigini gdstermektedir. By alt birimi
kovalent olmayan mekanizmalarla sikica etkilesir ve membran baglanmasindan ve o
alt biriminin proteolitik streclerinden 6nce hticresel olarak protein birlesimleri ortaya
cikar (Kaziro et al 1991) .

By; pheromone-stimulated MAP kinaz yolunun aktivatériddr. N-terminal
bolgesinin Ste5 proteinine baglandigi da biliniyor (Hamm He, 1998). By dimeri, Ga-
GDP’deki hidrofobik cebe baglanir. GTP, Ga’ya baglanarak hidrofobik cebi ortadan
kaldirir ve Ga’nin Gy kompleksine olan ilginligini azaltir (Lambright et al 1994).

B Altbirimleri

B, Retinal gubuklar
B, Oldukea yaygin
B, Retinal koniler
B, Oldukea yaygin
B; Esas olarak beyin ACtip 1 \ AC tip ILIVVII 4 PLC-p
v Altbirimleri (p3=p2=p1) + GIRK1-4 (Kir3.1-3.4) +

Retinal gubuklar, beyin kinazlar (GIRK 2 ve 3) * PI-3-K. f.y + Ttip
Retinal koniler, beyin

Yaygin
Beyin, kan (Ca 2.1-2.3) +
Beyin ve diger dokular
Yaygin

Yaygin

Koku/vomeronazal epitelyum
Yaygin

Yaygin

Y Yaygin
T Beyin, tat tomurcuklar:

AC, adenilat siklaz: PDE fosfodiesteraz: PLC, fosfolipaz C: GIRK, G proteini ile diizenlenen disar diizeltilmis potasyum kanali; VDCC.voltaj-
bagimli Ca® kanali: PI-3-K, fofoinositol 3-kinaz; GRK, G proteini ile diizenlenen kinaz; RhoGEF, Rho guanin niikleotit degis-tokus faktdrii

VDCC (Ca 3.2) v (GB,y2) N-,P/Q-R-tip VDCC

Tablo 3: Beta ve Gama alt birimlerinin insan viicudundaki dagilimi.
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5.YONTEM

Bu calismada protein yapi tayini icin benzesim modellemesi kullanildi.
Benzesim modellemesi icin MODELLER (Sali and Blundell 1993) yaziliminin 9v8
ve NAMD (Phillips et al 2005) yaziliminin 2.7 strimi ile calisildi. Yazilim igin
gerekli parametreler Python programlama dili ile yazilan girdi dosyalari hazirlandi.

5.1. Benzesim Modellemesi

Cahismada kalip dizi olarak 2QNS (Johnston et al. 2008) ve 3AH8 (Nishimura et
al. 2010) protein dizileri kullanildi. 2QNS ve 3AH8 proteinlerinin kristal yapilarinin
cozinurlikleri sirasiyla 3.0 A ve 2.9 Asdir. ilk asamada hedef olarak
BETA/GAMMA dimeri; ikinci asamada hedef olarak ALFA/BETA/GAMMA
heterodimeri ile calisildi. BETA/GAMMA dimeri icin hedef dizi olarak insan G
proteinindeki 33 alt birimi ile y1 alt birimleri kullanildi. ALFA/BETA/GAMMA
heterodimeri icin hedef dizi olarak insan G proteinindeki Goa alt birimi, 33 alt birimi
ve y1 alt birimleri kullanildi.

a, B ve y altbirimlerinin kalip dizilerinin hedef dizilere esdegerlilik (idendity)
oranlari sirasiyla % 50, % 80 ve % 27 iken benzerlik (similarity) oranlari sirasiyla %
70, % 91 ve % 45’dir. Esdegerlilik ve ve benzerlik hesaplamalari i¢cin PAM250
matrisi kullaniimistir (Hall TA, 1999).

5.2. NAMD

Enerji minimizasyonu 300 K’de, 2 femtosaniye adim araligi ile 500.000 adimda toplam

1 nanosaniye icin gerceklestirildi.
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6. BULGU

6.1. Benzesim Modellemesi

Benzesim modellemesi 4 asama icerir. ilk iki asamada kahp dizilerin
belirlenmesi ve secilmesi islemleri yapilir. Bu c¢alismada hedef dizilerle yuksek
benzerligi bulunan 2QNS ve 3AH8 protein dizileri kalip olarak kullanildi. Kalip
diziler ile hedef diziler belirli oldugu icin modellemeye 3. asama olan hizalama

asamaslyla baslandi. Dérdunci asamada model olusturuldu.

6.1.1. BETA/GAMMA alt birimlerinin modellenmesi

Modelin olusturulmasi icin kalip dizi ile hedef dizinin amino asit dizilerinin
hizalanmasi gerekmektedir. Bu islemi yapmak icin "hi zal a. py" girdi dosyasi
kullanildi. Once 2QNS proteini ile beta alt birimi daha sonra gamma alt birimi ayri

ayri hizalandi.

Beta alt birimi icin hizala.py

from modeller import *

env = environ()

aln = alignment(env)

mdl=model (env, file="2gns’, model_segment=(’FIRST:B”,’LAST:B”))
aln_append_model (mdl,align_codes="2qgnsB”, atom_Tfiles="2gns.pdb”)
aln._append(file="Human_GNB-3.ali”, align_codes="Human_GNB-37)
aln_align2d()

aln.write(file="Human_GNB-3-2qnsB.ali’, alignment_format="PIR”)
aln.write(file="Human_GN3-3-2qnsB.pap”, alignment_format="PAP”)
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gamma alt birimi icin “hizala.py”;

from modeller import *

env

environ()

aln = alignment(env)
mdl= model(env, file="2qns”, model_segment=(’FIRST:B”,”LAST:B”))
aln.append_model (mdl,align_codes="2qnsB”, atom files="2qgns.pdb”)

aln.append(file="Human_GNG-1.ali”, align_codes="Human_GNG-17)
aln_align2d()

aln.write(file="Human_GNG-1-2gnsB.ali”, alignment_format="PIR”)
aln.write(file="Human_GNG-1-2qnsB.pap”, alignment_format="PAP~)

Her iki hizalama isleminin ciktilari sirasiyla Human_GNB- 3- 2gnsA. pap Ve

Human_GNG 1- 2gnsB. pap dosyalari ile gorintilendi.

Human_GNB-3-2gnsA.pap

_aln.pos
2qnsA
Human_GNB-3

_consrvd

_aln._pos
2qnsA
Human_GNB-3

_consrvd

_aln._pos
2qnsA
Human_GNB-3

_consrvd

_aln._pos
2gnsA
Human_GNB-3

_consrvd

_aln.pos
2qgnsA
Human_GNB-3

_consrvd

_aln.pos
2qgnsA
Human_GNB-3

_consrvd

10 20 30 40 50 60
—————— LRQEAEQLKNQIRDARKACADATLSQITNNIDPVGRIQMRTRRTLRGHLAKTYAMHWGT
MGEMEQLRQEAEQLKKQIADARKACADVTLAELVSGLEVVGRVQMRTRRTLRGHLAKTYAMHWAT

*k *k E *

70 80 90 100 110 120 130
DSRLLVSASQDGKL I IWDSYTTNKVHAIPLRSSWVMTCAYAPSGNYVACGGLDNICSIYNL---K
DSKLLVSASQDGKL I'VWDSYTTNKVHAIPLRSSWVMTCAYAPSGNFVACGGLDNMCS 1 YNLKSRE

*k

140 150 160 170 180 190
GNVRVSRELAGHTGYLSCCRFLDDNQIVTSSGDTTCALWDIETGQQTTTFTGHTGDVMSLSLAPD
GNVKVSRELSAHTGYLSCCRFLDDNNIVTSSGDTTCALWD IETGQQKTVFVGHTGDCMSLAVSPD

*okk * x Hkk *k

200 210 220 230 240 250 260
TRLFVSGACDASAKLWDVREGMCRQTFTGHESD INAICFFPNGNAFATGSDDATCRLFDLRADQE
FNLFISGACDASAKLWDVREGTCRQTFTGHESD INAICFFPNGEAICTGSDDASCRLFDLRADQE

** *

270 280 290 300 310 320
LMTYSHDNI ICGITSVSFSKSGRLLLAGYDDFNCNVWDALKADRAGVLAGHDNRVSCLGVTDDGM
LICFSHESI ICGITSVAFSLSGRLLFAGYDDFNCNVWDSMKSERVGILSGHDNRVSCLGVTADGM

* ** **x * * k h hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkAhk hhkk

330 340
AVATGSWDSFLKIWN
AVATGSWDSFLKIWN

e e e
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Human GNG-1-2gnsB.pap;

_aln._pos 10 20 30 40 50 60

2qgnsB 0 ———m - AQARKL---VEQLKMEAN IDRIKVSKAAADLMAYCEAHAKEDPLLTPVPASENPFR

Human_GNG-1 MPVINIEDLTEKDKLKMEVDQLKKEVTLERMLVSKCCEEVRDYVEERSGEDPLVKG IPEDKNPFK
consrvd ool i fallatail *ox falakaid *o AR

_aln._pos 70

2qgnsB 0 ———m——

Human_GNG-1 ELKGGCVIS

_consrvd

Cikan hizalama sonuclari model yapiminda kullanmak icin hepsi tek girdi

dosyasinda birlestirmek gerekmektedir. Her iki dosya BETA2- GAMVAL. al i

dosyasinda birlestirildi ve nodel . py girdi dosyasi ile 20 model olusturuldu.

BETA2-GAMMAL.ali
>P1;2gns

structureX:2gns.pdb::Az:B::::

—————— LRQEAEQLKNQIRDARKACADATLSQITNNIDPVGRIQMRTRRTLRGHLAKTYAMHWGTDSRLLVSASQ
DGKL I IWDSYTTNKVHAIPLRSSWVMTCAYAPSGNYVACGGLDNICS1YNL---KGNVRVSRELAGHTGYLSCCR
FLDDNQIVTSSGDTTCALWDIETGQQTTTFTGHTGDVMSLSLAPDTRLFVSGACDASAKLWDVREGMCRQTFTGH
ESDINAICFFPNGNAFATGSDDATCRLFDLRADQELMTYSHDN I ICGITSVSFSKSGRLLLAGYDDFNCNVWDAL
KADRAGVLAGHDNRVSCLGVTDDGMAVATGSWDSFLK IWN

>P1;BETA2-GAMMAL

sequence:BETA2-GAMMALl::z::::::
MGEMEQLRQEAEQLKKQIADARKACADVTLAELVSGLEVVGRVQMRTRRTLRGHLAKTYAMHWATDSKLLVSASQ
DGKL IVWDSYTTNKVHAIPLRSSWVMTCAYAPSGNFVACGGLDNMCS 1 YNLKSREGNVKVSRELSAHTGYLSCCR
FLDDNNIVTSSGDTTCALWD IETGQQKTVFVGHTGDCMSLAVSPDFNLFISGACDASAKLWDVREGTCRQTFTGH
ESDINAICFFPNGEAICTGSDDASCRLFDLRADQEL ICFSHES I ICGITSVAFSLSGRLLFAGYDDFNCNVWDSM
KSERVGILSGHDNRVSCLGVTADGMAVATGSWDSFLK IWN

/
MPVINIEDLTEKDKLKMEVDQLKKEVTLERMLVSKCCEEVRDYVEERSGEDPLVKG IPEDKNPFKELKGGCV 1S*

girdi
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Model . py
from modeller import *

from modeller_automodel import *

env = environ()

a = automodel(env, alnfile="BETA2-GAMMAl.ali”,
knowns=~2qgns”, sequence="BETA2-GAMMAl~,
assess_methods=(assess.DOPE, assess.GA341))

a.starting_model =1

a.ending_model = 20

a.make(Q)

20 model arasindan “dope score” degeri en yiuksek olan BETA2-
GAMMAL1.B99990018.pdb modeli secildi (Sekil 6). Elde edilen modelin
Beta/Gama’nin genel topolojisine sahip oldugu gorildi (Sekil 7). Secilen modelin
degerlendirilmesi model_degerlendir.py girdi dosyas! ile yapildi. Kalip dizinin

degerlendirilmesi kal1p_degerl endi r . py girdi dosyasi ile yapildi.

Sekil 6.: 20 modelin ekran c¢ikti listesi
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Sekil 7. Beta/Gama alt birimi modeli.

model degerlendir.py

from modeller import *

from modeller.scripts import complete pdb

log.verbose() # request verbose output

env = environ()

env. libs.topology.read(file="$(LI1B)/top_heav.lib?)

env. libs._parameters.read(file="$(LIB)/par.lib”)

mdl = complete_pdb(env, ’BETA2-GAMMA1.B99990018.pdb~)

s = selection(mndl)

s.assess_dope(output="ENERGY_PROFILE NO_REPORT”, file="BETA2-

GAMMA1 .profile”,

normalize_profile=True, smoothing_window=15)
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kalip degerlendir.py

from modeller import *

from modeller_scripts import complete pdb
log.verbose()

env = environ()
env.libs.topology.read(file="$(LIB)/top_heav.lib”)
env.libs.parameters.read(file="$(LIB)/par.lib”)
env.io.atom_files_directory = >_./:._./atom_files”’

mdl = complete_pdb(env, ”20NS.pdb”, model_segment=(’FIRST:A",
LAST:A%))

s = selection(mdl)

s.assess_dope(output="ENERGY_PROFILE NO_REPORT”,
File="20NS_profile”’, normalize_profile=True, smoothing_window=15)

Model ve kalip dizilerinin degerlendirme ciktilari . profi | uzantili dosyalara
yazildi. Bu dosyalarin igindeki potansiyel enerji degerlerleri kullanilarak kalip dizi
ile modellenen dizinin DOPE potansiyel grafigi ¢izildi (Grafik 1).

/\/\J\} —__2QNS

0 4
1 25 49 73 97 121 145169 193 217 241 265 289 313 337 361 385 409

|
3 M Mingip /\J\A/\ M\M\MAIJ \\ ] I —— BETAIGANMA

Grafik 1 : 2QNS dizisi ile BETA/GAMMA alt biriminin dope potansiyel grafigi
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6.1.2. ALFA/BETA/GAMMA alt birimlerinin modellenmesi

ALFA/BETA/IGAMMA alt birimleri ile 3AH8 dizisinin modellenmesi
BETA/GAMMA ile 2QNS dizileri icin yapilan islemlere benzer olarak yapildi.
Oncelikle g alt birim ile 3AH8 dizisi hizal a. py girdi dosyalari ile ayri ayri

hizalandi.

Human GoA ile 3AH8 dizileri icin hizala.py

from modeller import *
env = environ()
aln = alignment(env)

mdl = model(env, Ffile="3AH8~,
model_segment=("FIRST:A”,”LAST:A”))

aln.append_model (mdl, align_codes="3AH8A~”,
atom_files="3AH8.pdb”)

aln.append(file="Human_GoA.ali”, align_codes="Human_GoA”)
aln.align2d()

aln.write(file="Human_GoA-3AH8.ali’, alignment_format="PIR”)
aln_write(file="Human_GoA-3AH8_pap”, alignment_format="PAP”)

Human_GNB-3 ile 3AH8 dizileri icin hizala.py

from modeller import *
env = environ()
aln = alignment(env)

mdl = model(env, file="3AH8”,
model_segment=("FIRST:A”,”LAST:A”))

aln.append_model (mdl, align_codes="3AH8A~,
atom_files="3AH8.pdb”)

aln.append(file="Human_GNB-3.ali”, align_codes="Human_GNB-37)
aln.align2d(Q)

aln.write(file="Human_GNB-3-3AH8.ali”, alignment_format="PIR”)
aln.write(file="Human_GNB-3-3AH8.pap”’, alignment_format="PAP”)
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Human GNG-1 ile 3AH8 dizileri icin hizala.py

from modeller import *

env

aln
mdl

environ()
alignment(env)
model (env, file="3AH8”,

model _segment=(’FIRST:A”,”LAST:A%))

aln.append_model (mdl, align_codes="3AHB8A~”,
atom_files="3AH8.pdb”)

aln_append(file="Human_GNG-1.ali”, align_codes="Human_GNG-17")
aln.align2d(Q)

aln.write(file="Human_GNG-1-3AH8.ali”, alignment_format="PIR”)
aln.write(file="Human_GNG-1-3AH8.pap”, alignment format="PAP”)

Hizalama isleminin ¢ikti dosyalari; * Human_GoA- 3AHS. pap' , ' Human_GNB- 3-

3AHS8. pap' ve ' Human_GNG 1- 3AHS8. pap' ALPHAO BETA2- GAMVAL. al i girdi

dosyasinda birlestirildi.

Human GoA-3AH8.pap
_aln.pos 10 20 30 40 50 60
3AHBA - AEDKAAVERSKMIDRNLREDGERSRRELKLLLLGTGESGKSTFIKQMRI IHGSGYSDEDKR
Human_GoA MGCTLSAEERAALERGKAIEKNLKEDGISAAKDVKLLLLGAGESGKST IVKQMK I ITHEDGFSGEDVK
_consrvd Ak ok ko ek dekk FoAskk dkskkdk Sk dkk ok ok ek
_aln.pos 70 80 90 100 110 120 130
3AHBA GFTKLVYQNIFTAMQAMIRAMDTLKIPYKYEHNKAHAQLVREVD--VEKVSAFENPYVDAIKSLWND
Human_GoA QYKPVVYSNTIQSLAAIVRAMDTLG IEYGDKERKADAKMVCDVVSRMEDTEPFSAELLSAMMRLWGD
consrvd el ol aakaiaiala i falal * * el
_aln._pos 140 150 160 170 180 190 200
3AHBA PGIQECYDRRREYQLSDSTKYYLNDLDRVADPSYLPTQQDVLRVRVPTTGI I1EYPFDLQSV IFRMVD
Human_GoA SGIQECFNRSREYQLNDSAKYYLDSLDRIGAADYQPLEQDILRTRVKTTGIVETHFTFKNLHFRLFD
consrvd * falad falalel FoK KKk ke ekl kK kol
_aln.pos 210 220 230 240 250 260
3AHBA VGGQRSERRKWIHCFENVTS IMFLVALSEYDQVLVESDNENRMEESKALFRT I ITYPWFQNSSVILF
Human_GoA VGGQRSERKKWIHCFEEVTAIIFCVALSGYDQVLHEDETTNRMHESLMLFDSICNNKFFIDTSIILF
consrvd Fk K dekdkk dekdkokk K okl ol
_aln.po 270 280 290 300 310 320 330
3AHBA LNKKDLLEEKIMYSHLVDYFPEYDGPQRDAQAAREF I LKMFVDLNPDSDK I 1 YSHFTCATDTENIRF
Human_GoA LNKKDLFGEKIKKSPLTICFPEYTGPN-TYEDAAAY 1QAQFESKNRSPNKEIYCHMTCATDTNNIQV
_CONSrvd  FRRERR kkk ok dkekeok ek *ook k% KoKk Sk kkdkokdkok ek
_aln.pos 340 350
3AHBA VFAAVKDTILQLNLK-----
Human_GoA VFDAVTDI 1 IANNLRGCGLY
_consrvd ** ** x ox *x
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Human GNB-3-3AH8.pap

_aln._pos
3AH8B
Human_GNB-3
_consrvd
_aln.pos
3AH8B
Human_GNB-3
_consrvd
_aln.pos
3AH8B
Human_GNB-3
_consrvd
_aln.pos
3AH8B
Human_GNB-3
_consrvd
_aln._pos
3AH8B
Human_GNB-3
_consrvd
_aln._pos
3AH8B
Human_GNB-3

_consrvd

10 20 30 40 50 60
—————————— AEQLKNQIRDARKACADATLSQITNNIDPVGRIQMRTRRTLRGHLAKTYAMHWGT
MGEMEQLRQEAEQLKKQIADARKACADVTLAELVSGLEVVGRVQMRTRRTLRGHLAKTYAMHWAT

b b Kkk *

70 80 90 100 110 120 130
DSRLLVSASQDGKL I IWDSYTTNKVHAIPLRSSWVMTCAYAPSGNYVACGGLDNICSTYNLKTRE
DSKLLVSASQDGKL I'VWDSYTTNKVHAIPLRSSWVMTCAYAPSGNFVACGGLDNMCS 1 YNLKSRE

** **

140 150 160 170 180 190
GNVRVSRELAGHTGYLSCCRFLDDNQIVTSSGDTTCALWDIETGQQTTTFTGHTGDVMSLSLAPD
GNVKVSRELSAHTGYLSCCRFLDDNNIVTSSGDTTCALWD IETGQQKTVFVGHTGDCMSLAVSPD

E = * * *khk *k

200 210 220 230 240 250 260
TRLFVSGACDASAKLWDVREGMCRQTFTGHESD INAICFFPNGNAFATGSDDATCRLFDLRADQE
FNLF 1 SGACDASAKLWDVREGTCRQTFTGHESD INAICFFPNGEAICTGSDDASCRLFDLRADQE

** *

270 280 290 300 310 320
LMTYSHDNI1CGITSVSFSKSGRLLLAGYDDFNCNVWDALKADRAGVLAGHDNRVSCLGVTDDGM
LICFSHESI1CGITSVAFSLSGRLLFAGYDDFNCNVWDSMKSERVG I LSGHDNRVSCLGVTADGM

* ** **x * ECEE I S = e e

330 340
AVATGSWDSFLKIWN
AVATGSWDSFLKIWN

FAAAAAAAAAAAAA*X

Human GNG-1-3AH8.pap

_aln._pos
3AH8G
Human_GNG-1
_consrvd
_aln._pos
3AH8G
Human_GNG-1

_consrvd

10 20 30 40 50 60
—————————— QARKL---VEQLKMEAN IDR IKVSKAAADLMAYCEAHAKEDPLLTPVPASENP--
MPVINIEDLTEKDKLKMEVDQLKKEVTLERMLVSKCCEEVRDYVEERSGEDPLVKG I PEDKNPFK

b * hkk K * Kkk * x E * Kk

ELKGGCVIS
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ALPHAO-BETA2-GAMMAl.ali

>P1;3AH8

structureX:3AH8:13:A:67:G:-:-::

—————— AEDKAAVERSKMIDRNLREDGERSRRELKLLLLGTGESGKSTFIKQMRI IHGSGYSDEDKRGFTKLVYQ
NIFTAMQAMIRAMDTLK IPYKYEHNKAHAQLVREVD--VEKVSAFENPYVDAIKSLWNDPGIQECYDRRREYQLS
DSTKYYLNDLDRVADPSYLPTQQDVLRVRVPTTGI IEYPFDLQSV I FRMVDVGGQRSERRKWIHCFENVTS IMFL
VALSEYDQVLVESDNENRMEESKALFRT I I TYPWFQNSSV I LFLNKKDLLEEK IMYSHLVDYFPEYDGPQRDAQA

AREFILKMFVDLNPDSDK I IYSHFTCATDTEN IRFVFAAVKDT ILQLNLK——---

—————————— AEQLKNQ IRDARKACADATLSQITNNIDPVGRIQMRTRRTLRGHLAK I YAMHWGTDSRLLVSASQ
DGKL I ITWDSYTTNKVHAIPLRSSWVMTCAYAPSGNYVACGGLDNICS1YNLKTREGNVRVSRELAGHTGYLSCCR
FLDDNQIVTSSGDTTCALWDIETGQQTTTFTGHTGDVMSLSLAPDTRLFVSGACDASAKLWDVREGMCRQTFTGH
ESDINAICFFPNGNAFATGSDDATCRLFDLRADQELMTYSHDN I ICGITSVSFSKSGRLLLAGYDDFNCNVWDAL

KADRAGVLAGHDNRVSCLGVTDDGMAVATGSWDSFLKIWN

>P1;ALPHAO-BETA2-GAMMAL

sequence :ALPHAO-BETA2-GAMMAL: - : 22 0.00: 0.00
MGCTLSAEERAALERGKAIEKNLKEDG I SAAKDVKLLLLGAGESGKST IVKQMK 1 IHEDGFSGEDVKQYKPVVYS
NTIQSLAAIVRAMDTLG IEYGDKERKADAKMVCDVVSRMEDTEPFSAELLSAMMRLWGDSG IQECFNRSREYQLN
DSAKYYLDSLDRIGAADYQPLEQDILRTRVKTTGIVETHFTFKNLHFRLFDVGGQRSERKKWIHCFEEVTAILIFC
VALSGYDQVLHEDETTNRMHESLMLFDS ICNNKFFIDTS 1 I LFLNKKDLFGEKIKKSPLT ICFPEYTGPN-TYED
AAAY IQAQFESKNRSPNKE I YCHMTCATDTNN IQVVFDAVTDI I IANNLRGCGLY

/

MGEMEQLRQEAEQLKKQ IADARKACADVTLAELVSGLEVVGRVQMRTRRTLRGHLAKIYAMHWATDSKLLVSASQ
DGKL IVWDSYTTNKVHA IPLRSSWYMTCAYAPSGNFVACGGLDNMCS 1 YNLKSREGNVKVSRELSAHTGYLSCCR
FLDDNNIVTSSGDTTCALWD IETGQQKTVFVGHTGDCMSLAVSPDFNLF I SGACDASAKLWDVREGTCRQTFTGH
ESDINAICFFPNGEAICTGSDDASCRLFDLRADQEL ICFSHES I I1CGITSVAFSLSGRLLFAGYDDFNCNVWDSM
KSERVG I LSGHDNRVSCLGVTADGMAVATGSWDSFLK IWN

/

MPVINIEDLTEKDKLKMEVDQLKKEVTLERMLVSKCCEEVRDYVEERSGEDPLVKG IPEDKNPFKELKGGCV IS*
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ALPHAO- BETA2- GAMVAL. al i Ve 3AH8 dizileri i¢in nodel . py girdi dosyasi ile

50 model olusturuldu.

model . py

from modeller import *

from modeller.automodel import *

env = environ()

a = automodel(env, alnfile="ALPHAO-BETA2-GAMMAl.ali’
knowns=~"3AH8”, sequence="ALPHAO-BETA2-GAMMA1~,
assess_methods=(assess.DOPE, assess.GA341))

a.starting_model = 1

a.ending_model = 50

a.make()

Olusturulan 50 model icinden 50. Model deg@erlendirme icin secildi (Sekil 8).

1ly produce

799980881 . 321 31: 1.88888
? 1 1.888808
1.888686

i

. BRRBE
slalslols)
B

29 7. Sd. 7 B
2798888 . L 4 3412 6 1. BBBBA
99980889 . pdb 1.880808
F990818. L 3287 . s 1.88888

BEG0
alalslals]

E - B8888

FITED db 1. 88888
FIEEL : 1. 88888
-B99990018 . . 22 - Baaaa
A aaaaa

51506 75]

- BaBAA

- 88888

- 88888

1. 88868

1.88888

B8

1. BEBBE
. ARABE
. aBAaR

515

-B8888
1.888808
1. 8886868
1.888808

1

i

1. 88888
1. 888688
1.88888

1 Lila]s
1.88888
1 o

Sekil 8.: 50 modelin ekran ¢kt listesi
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Elde edilen modelin Beta/Gama’nin genel topolojisine sahip oldugu goralda
(Sekil 9). Modelin degerlendirilmesi model_degerlendir.py girdi dosyasl ile
yapildi. Cikan sonuglar 3AH8 dizisinin kal 1p_degerlendir.py girdi dosyasi ile

yapilan degerlendirme sonucu ile karsilastirildi ve grafigi cizildi (Grafik 2).

Sekil 9. Alfa/Beta/Gama alt birimi modeli.
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model degerlendir.py

from modeller import *

from modeller_scripts import complete pdb

log.verbose()

env = environ()
env.libs.topology.read(file="$(LIB)/top_heav.lib”)
env.libs.parameters.read(file="$(LIB)/par.lib”)

mdl = complete_pdb(env, >ALPHAO-BETA2-GAMMA1 .B99990050.pdb~)
s = selection(mndl)

s.assess_dope(output="ENERGY_PROFILE NO_REPORT”, file="ALFAO-

BETA2-GAMMAL .profile’, normalize profile=True, smoothing window=15)

kalip degerlendir.py

from modeller import *

from modeller._scripts import complete pdb
log.verbose()

env = environ()
env.libs.topology.read(file="$(LIB)/top_heav.lib”)
env.libs._parameters.read(file="$(LIB)/par.lib”)
env.io.atom_Ffiles_directory = >./:../atom_files’

mdl = complete_pdb(env, *3AH8-2_pdb”, model segment=("FIRST:A",
LAST:A%))

s = selection(ndl)

s.assess_dope(output="ENERGY_PROFILE NO REPORT”, file="3AH8-
2.profile’, normalize_profile=True, smoothing_window=15)
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Grafik 2: 3AHS8 dizisi ile ALFA/BETA/GAMMA alt birimlerinin dope potansiyel grafigi

6.2 NAMD

Elde edilen modellerin enerji minimizasyonu i¢in 6nce NAMD yazilimi igin gerekli
girdi dosyalari olusturulup uygun formata donustirildi. Ardindan molekiler
dinamik similasyonu 300 K’de 2 nanosaniye adim araligiyla 500.000 adimda 1

nanosaniye icin gerceklestirildi.

6.2.1. Beta/Gama Alt Birimi Modelinin Enerji Minimizasyonu

NAMD icin gerekli girdi dosyalari Gobg.pgn betigi ile olusturuldu.

Gobg.pgn

package requi re psfgen

t opol ogy top_all 22 prot.inp
pdbal i as resi dues H' S HSE
pdbal i as atom | LE CD1 CD
segnent U {pdb Gobg. pdb}
coor dpdb Gobg. pdb U
guesscoord

writepdb nodel bg. pdb

writ epsf nodel bg. psf
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Gobg. conf betigi ile NAMD’ye uygun parametreler verilerek enerji

minimizasyonu gerceklestirildi.

Gobg.conf
coor di nat es

set tenperature
par aTypeXpl or
par aTypeChar mm

out put nane
bi nar yout put
ti mestep

st epspercycl e
structure
cut of f

excl ude
1-4scal i ng
par anet ers

t enperature
swi t chi ng
SwW t chdi st

mnimze

C. / NAMD/ nodel bg. pdb
300

of f

on

nodel bg_m n

no

2

10

C. / NAMD nodel bg. psf
12

scal edl-4

1
.Ipar_all 22 prot.inp
$t enper at ure

on

10

500000

6.2.2. Alfa/Beta/Gama Alt Birimi Modelinin Enerji Minimizasyonu

NAMD icin gerekli girdi dosyalari Goabg. pgn betigi ile olusturuldu.

Goabg.pgn

package require psfgen

t opol ogy top_all 22 prot.inp
pdbal i as resi dues H' S HSE
pdbal i as atom | LE CD1 CD
segnent U {pdb Goabg. pdb}
coor dpdb CGoabg. pdb U
guesscoord

writ epdb nodel abg. pdb
writepsf nodel abg. psf
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> - E_2
B Yonetic: Komut Istemi - namd2 abg.conf E-E

Low global exclusion count, possible erropt
Thiz warning is not wnusual during minimization.
Increasing pairlistdist or cutoff may avoid this.
146 1954887 5587 28381 .2614 2364.8676
-11221.6523 358848857 A.8a80 A.80a
2A83258. 2086 2083250, 2886

20@3250.2086 B.P808
LINE MINIMIZER BRACKET: DX 1.12974e-0886 1.01676e—-085 DU —-1276.27 2.28112e+886 DU
DX —3.345%81e+08% 2.78234e+089 3.55332e+0108
The last position output <seq=146)> takes B.BAB seconds,. 52.7%3 MB of memory in u

1834.8875
A.88080
a.8880

: Low globhal exclusion count, possible erropr?
Thiz warning is not wnusual during minimization-
Increasing pairlistdist or cutoff may avoid this.
147 1957546 . 4968 20821977741 2364 .3487
—11228.4193 329442989 a.68860 A.880a
2002888 . 6478 2082888 .6478

2AA2888 .6478 B.P80RA
LINE MIMIMIZER BRACKET: DX 7.27988e-007 4_01747e-087
.345%81e+809 —6.4695%e+088 2.78234e+009
The last position output <(seqg=147) takes B.808 seconds,. 52.793 MB of memory in u

1834.1566
A.88080
a.88808

DU -1637.83 361.561 DUDX -3

: Low globhal exclusion count, possible erropr?
This warning is not wunusuwal during minimization.
Increasing pairlistdist or cutoff may avoid this.

148 1956987.8241 28253 .4298 2364.459% 1834.1381

—-11228.6787 33438.9754
2082857.2474 A .8880

.4695%e+888 —-§.85631e+807

A .8000 A.8800 a.a080808
28828572474 2882857.2474 A .8880

LINE MINIMIZER BRACKET: Dxﬁiﬁg"?‘e—ﬂﬁﬂ 3.17738e-087 DU -31.4004 392 _961 DUDX -6

LINE MINIMIZER REDUCING GR

e +A@?
FROM 3.68%621e+818 TO 3.8%621e+887

The last position output <(seqg=148) takes B.801 seconds,. 52.793 MB of memory in u

S8

Sekil 10. Molekuler dinamik similasyonun enerji minimizasyonu ekran giktisi

Goabg. conf betigi ile NAMD’ye uygun parametreler verilerek enerji

minimizasyonu gerceklestirildi.

Gobg.conf
coor di nat es

set tenperature
par aTypeXpl or
par aTypeChar mm

out put nane
bi nar yout put
ti mestep

st epspercycl e
structure
cut of f

excl ude
1-4scal ing
par anet ers

t emperat ure
swi t chi ng
SW t chdi st

mnimze

C:. / NAMD/ nodel abg. pdb
300

of f

on

nodel abg_m n

no

2

10

C. / NAMD- 2/ nodel abg. psf
12

scal edl-4

1

./ par_all 22 _prot.inp
$t enper at ur e

on

10

500000
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Bl VD 1.9 OpenGL Display (=2 [t

Sekil 11. Molekiiler dinamik similasyonun enerji minimizasyonu igin ¢iktisi
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7. TARTISMA VE SONUC

Protein yapli/islev calismalari deneysel yontemlerin teknik yetersizlikleri ve
blylk miktarda zaman ve maddi olanak gereksinimleri nedeniyle teorik yéntemlerle
de yaratulmektedir. Bilgisayar donanimindaki hizli gelisim teorik yontemlere olan
ilgiyi gittikge arttirmakta, bu yontemlerle elde edilen verilerin en az deneysel
yontemlerden elde edilen veriler kadar givenilir olmasini saglamaktadir. Bu
calismada, insan Go proteinin tglncil yapisi, daha ileri protein-protein ve protein-
efektor etkilesimlerinin  DOCKING gibi teorik yodntemlerle belirlenmesinde
kullaniimak Gzere, benzesim modellemesi ve molekiler dinamik simulasyon

yontemleriyle belirlenmistir.

insan Go proteininin iigiinciil yapist  X-isini kristallografisi  yontemiyle
belirlenmesine karsin (Slep et al. 2008, PDB ID: 3C7K), deneysel yontemlerle
belirlenen yapilarin eksiklikleri nedeniyle ayni tglncil yapiyi teorik yontemlerle de
belirleme geregini duyduk. X-isini kristallografi teknigi en yaygin yontem olmasina
karsin, sadece kristallesebilen proteinlere uygundur. Oysa suda c¢6ziinemeyen
membran proteinlerini kristallestirmek mimkin degildir. Bunun yaninda kristal yapi
proteinin icinde bulundugu dogal, fizyolojik bir yapr olmadigindan, atomik
koordinatlar hakkinda ciddi farkliliklara neden olabilmektedir. Oysa yapi/islev
calismalarinda koordinatlarin ¢ok iyi bilinmesi gerekmektedir. Alternatif olarak
kullantlan nukleer manyetik rezonans (NMR) yonteminde protein sulu ortamda
bulundugundan bu sorun asiimaktadir. Ancak, NMR ile sadece 30 kDa altinda
molekil agirhgina sahip proteinler calisilabilmektedir. Ayrica NMR’In ¢6zunurlagu

X-1sini1 kristallografiden her zaman daha kotadur.

X-1sini kristallografisinden elde edilen insan Go proteininin ¢uncil yapisinin
yapi/islev calismalarinda kullanmak istemememizi dort ana nedeni bulunmaktadir.
Birincisi, daha serbest hareket edebilen amino asitlerin kristal olusumunu
engellemesi nedeniyle proteinin yapisindan 28 amino asit cikarildiktan sonra

proteinin kristallestirilmesidir. Bu nedenle yapida eksik amino asitler bulunmaktadir.
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Bu durumda vyapl/islev calismalarinda bu amino asitlere denk disebilecek

etkilesimler gbzden kacabilecektir.

ikincisi, kristallin 2.90 A olan ¢ézinirligi gorece kotiidur. Bag uzunluklari 2 A
civarinda oldugundan, etkilesim calismalari icin  kullanilacak  yapinin

¢ozinurlaginun de 2 A civarinda olmasi tercih edilir.

Uclinctisii, X-isini kristallografisinden elde edilen yapilar aslinda deney
verileriyle en iyi uyumu saglayan modellerdir. Bu nedenle de bu yapinin tamamen
gercegi yansittigr soylenemez. Keza, bu yapilar WHAT IF gibi yazilimlarla
degerlendirildiginde ¢ok sayida anormal bad uzunlugu ve acisi icerdigi
gortlmektedir. Bu tur yapilarin kalitesi serbest R degeri (Free R Value) denilen bir
parametre ile belirlenmektedir. iyi bir model icin Serbest R degerinin 0.2’den kiiciik
ve ¢Ozundrligin % 10’nundan dusik olmasi gerekmektedir. Oysa s6z konusu
proteinin serbest R deQeri 0.311°dir. Bu nedenle elde edilen yapinin deneysel
verilerle cok iyi uyusmadigl, atomik koordinatlarin cok givenilir olmadig

anlasiimaktadir.

Dordiincusi, X-isint kristallografisinden elde edilen yapiyr olusturan atomlarin
serbestlik derecelerini gosteren B faktorinin (temperature factor) bircok atom
beklenenden cok biyik olmasidir. Bu degerin 50-60’dan fazla olmasi, s6z konusu
atomlarin atomik koordinatlarinin biyuk belirsizlikler icerdigini ve diger atomlarla
olan etkilesimleri hakkinda anlamli bir ¢ikarim yapilamayacagini gosterir.

Tum bunlar géz 6nine alindiginda teorik olarak elde edilen Uglncul yapinin
protein-protein ve protein-efektor etkilesimlerinde kullaniimasinin uygun oldugu
gorulmektedir. Ozellikle hedef ve kalip dizilerinin benzerliginin yiiksek oldugu
durumlarda, cok sayida adimdan olusan (~ 10.000.000 adim) molekuler dinamik
similasyonlar oldukca guvenilir atomik koordinatlarin  elde edilmesini
saglamaktadir. Bu nedenle bu tez calismasi kapsaminda yuksek dizisel benzerlik

iceren bir kalip kullanilarak modelleme yapildi ve model molekiler dinamik
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simulasyon kullanilarak iyilestirildi. Bdylece protein-protein ve protein-efektor

calismalarinda kullaniimak Gzere insan Go proteinin tersiyer yapisi elde edildi.
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