TURKIYE CUMHURIYETI
MARMARA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Go PROTEINI BETAGAMA ALT BiRiMININ ETKILESTIiGi
OLASI EFEKTORLERIN BiYOINFORMATIK
ARACLARLA BELIRLENMESI

GONCA GUZEL

YUKSEK LISANS TEZI

BIYOFiZIK ANABILIM DALI

DANISMAN
YRD. DOC. DR. CEVDET NACAR

ISTANBUL
2015



TURKIYE CUMHURIYETI
MARMARA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Go PROTEINI BETAGAMA ALT BiRiMININ ETKILESTIiGi
OLASI EFEKTORLERIN BiYOINFORMATIK
ARACLARLA BELIRLENMESI

GONCA GUZEL

YUKSEK LISANS TEZI

BIYOFiZIK ANABILIM DALI

DANISMAN
YRD. DOC. DR. CEVDET NACAR

ISTANBUL
2015



TEZ ONAYI

Kurum : Marmara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii

Programin seviyesi  : Yiiksek Lisans'

Anabilim Dali : Biyofizik

Tez Sahibi : Gonca Giizel .

Tez Baghgi : Go Proteini Befagama Alt Biriminin Etkilestigi Olas: Efekt(‘irllerin
Biyoinformatik Araglarla Belirlenmesi

Smav Yeri : Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik A.B.D

Sinav Tarihi :26.06.2015

Tez tarafimizdan okunmus, kapsam ve kalite yoniinden Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul

edilmistir.
Damigman (Unvan, Adi, Soyadi) Kurumu Imza
Yrd. Dog. Dr. Cevdet NACAR Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi 7 /} 1 /ﬂ/?
Biyofizik A.B.D
Sinav Jiiri Uyeleri (Unvan, Ad1, Soyad)
Dog. Dr. Ayse INHAN GARIP Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyofizik A.B.D “ﬁud”'
Yrd. Dog. Dr. Burak AKSU Marmara Universitesi Tip
Fakiltesi Tibbi 7L /é"w
Mikrobiyoloji A.B.D ‘

onaylanmgtir. e - Z
P ool

Prof. Dr. Feyza ARICYOGLU



BEYAN

Bu tez caligmasmin kendi c¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan
yazimina kadar biitiin sathalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin
bilgileri akademik ve etik kurallar iginde elde ettigimi, bu tez ¢alismasiyla elde
edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da
kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve

telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigi beyan ederim.

GONCA GUZEL



ONSOZ / TESEKKUR

Yiiksek lisansim boyunca ve tezimin her asamasinda engin bilgi birikimini
benimle sabirla paylasan ilgi ve destegini esirgemeyen tez danismanim Yard. Dog.

Dr. Cevdet NACAR’a;

Yasadigim erasmus deneyimim sirasinda beni ekibine kabul ederek her tiirli
olanagi sunan Prof. Dr. Paolo CARLONI'ye akademik alanda edindigim
tecriibelerime biiyiik katki saglayan Dr. Xiaojing Cong, Dr. Pablo Campomanes,
Dr. Rodrigo Casasnovas Perera basta olmak iizere tiim Computational
Biomedicine section at the Institute of Advanced Simulation (IAS-5) and at the
Institute of Neuroscience and Medicine (INM-9) and Computational Biophysics at

the German Research School calisanlarina;

Sadece bir oday1 paylasmakla kalmayip ayni zamanda hayati tim yonleriyle
paylastigimiz basta sevgili hocam Ars. Gor. Dr. Banu AYDIN ve tim oda

arkadaslarima;

Boliime bagladigim ilk gilinden itibaren giiler ylizleriyle yardimlarini ve
desteklerini eksik etmeyen, degerli hocalarim Dog. Dr. Ayse GARIP INHAN’a,
Dog¢. Dr. Hulya CABADAK’a, Do¢. Dr. Oya ORUN’a, Yard. Do¢. Dr. Pmar
Mega TIBER’e ve Selma BOZKURT ’a;

Benim bu giinlere gelmem i¢in harcadiklar1 caba ile birlikte; verdigim her
kararda, attigim her adimda bana saygi gOsteren ve her konuda beni destekleyen
annem Reyhan GUZEL, babam Ayduan GUZEL kiz kardeslerim Ash GUZEL ve
Pmar GUZEL'e

Kendisini tanidigim giinden bu yana hayatima kattig1 anlamla birlikte destegini
her zaman yanimda hissettigim Dr. Erol YILDIRIM 'a;

Ev arkadasi olmaktan hep mutluluk duydugum Bilge KENAR'a

Tez c¢alismas1 sirasinda bilgisayar olanaklarinda yararlandigim Marmara

Universitesi GEMHAM birimine

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



ICINDEKILER

Sayfa No
ONSOZ / TESEKKUR ........cooviiiieiieiieeeeee e es s tenes s enas st i
ICINDEKILER ..........ooviiiiiieeeeeeeeee ettt i
SEKIL LISTEST.......cooiiiiiiieeceeeeeet et enes st iv
TABLO LISTESI ....cooovuiitiiiiies e v
Lo OZET oo 1
2. SUMMARY ettt b e be e 2
3. GIRIS VE AMAC ..ottt 3
4. GENEL BILGILER..........ccocoviiiiiiiiiiiisnise e 4
4.1, G PrOtEINIEIT..ccuiiiiiiicc e 4
410, 00 Al BITIMI ..ttt 4
4.1.2. By AIEBINMI oo 8
4.2. G Proteiniyle Kenetli Reseptorler (GPCR).......cccooovviiiiiiiiiiicee 11
4.3. EfektOr Proteinleri.........ccooiiiiiiiiieiieii e 13
4.3.1. FOSTOlIPAZ C...ooveeee e 13
4.3.2. Kir/GIRK (G protein-Gated inwardly rectifying K+) proteini...... 14
4.3.3. Adenilaz SiKIAz..........ccoceoviiiiiiiiici 14
4.4. Molekiiler Dinamik SImUlasyon ...........cccoviiiiiiiiiiiici e, 15
4.4.1. Molekiiler Dinamik Simiilasyonlarda Kuvvet Alanlart................. 16
4.4.1.1. CHARMM Kuvvet Alani........cccooveeiiiiiicnieniienienene 18
5. YONTEM......oooiiiiiiiiiiiiiiti et 20
5. L B AST bbb 21
5.2. Benzesim Modellemesi ve MODELLER Programi .........ccccceevvveniennnne. 22

5.3. NAMD24
5.4. Docking SIMUlaSyOnU.........ccoeiiiiiiiiiiiiie e 24
6. BULGULAR ...ttt et nbeeenne e 26
6.1. Multiple AIGNMENT.......cooiiiiiie s 26
6.2. Benzesim Modellemesi.......cccueiiiiiiiiiiiiie e 31
6.3. Molekiiler Dinamik SimUlaSyonU ..........cccooverieiiiniiinieiinieseee e 35



6.4. DocKking SIMUlaSYONU .......cciiiuiiiiiiiiiiiieiiie e

7. TARTISMA VE SONUC
8. KAYNAKLAR ...............
OZGECMIS......ccccooeven,



SEKIL LISTESI

Sayfa No

Sekil 1 : Alfa alt birimi heliks ve GTPaz domeinlerinden olusur. ............cccccevieennnens 6
Sekil 2 : G proteinin aktif ve inaktif durumunda RGS proteini ile etkilesimi.

(Siderovski ve Willard; 2005)........ccoiriiiieriesiesieniesie e 7
SeKil 3 2 By Alt DIFTML cvoovviiiiiiiiciie s 8
Sekil 4 : Hiicre igerisinde Py alt biriminin dagilimi..........cccceeviieiiiiiiiiin e, 10
Sekil 5 : G proteinin aktif olmayan ve aktif durumlari............cccoovcviiniiiiiiiniiiienn, 12
Sekil 6 : Molekiiler Dinamik Simiilasyonda kullanilan kuvvetler, kuvvetlerin

denklemleri ve grafikIeri.........ccccoviveiieii i 17
Sekil 7 : Amino asitlerdeki R grup yapisinin Charm22 kuvvet alani altindaki atom

AEGISIMICTI. ..ot 19
Sekil 8 : Efektor proteinlerini olan Kir proteinlerinin ¢oklu hizalanma sonucu........ 27
Sekil 9 : Efektor proteinlerni olan Adenilaz Siklaz proteinlerinin ¢oklu hizalanma

10 31U PR 28
Sekil 10 : Efektor proteini olan ATP-sensitive inward rectifier potasyum kanal

proteinlerinin ¢oklu hizalanma SONUCU ........ccccovvvviiiii i 29
Sekil 11 : Efektor proteini olan Fosfolipaz C B proteinlerinin ¢oklu hizalanma

SONMUCU ...t e bbb 30
Sekil 12 : Olusturulan 50 modelin dope skor grafifi........ccccceevvriiiiiiiniiiiiiiiee 31

Sekil 13 : Fosfolipaz C beta i¢in olusturulan Kalip ve modelin karsilagtirilmast ..... 32
Sekil 14 : Olasi efektor Fosfolipaz C 3 proteinin benzesim modellemesi sonucu elde
EAHEN MOTEII ... 32
Sekil 15 : Kir 3.4(GIRK4) i¢cin olusturulan kalip ve modelin karsilastirilmasit......... 33
Sekil 16 : Olasi efektor Kir 3.4(GIRK4) proteinin benzesim modellemesi sonucu

elde edilen MOdeli.........ccooviiiiiiic 33
Sekil 17 : Fosfolipaz C beta proteininin Ramachadran grafigi...........cccccovvvviiinnnnn. 34
Sekil 18 : Kir 3.4(GIRK4) proteinin Ramachadran grafigi...........cccccoevvvniviiininnnnnn 34
Sekil 19 : Fosfolipaz C beta proteininin molekiiler dinamik simiilasyonu sulu ortama
300K de 2 ns olarak gergeklestirildi. ........cccoovveriiiiiiiiiiniiie e 35
Sekil 20 : Kir 3.4(GIRK4) modelinin Docking Simiilasyonu sonucu elde edilen olasi
baglanma sekli ve baglanma enerjisi ........ccooovvriveiiiniieniine e 36

Sekil 21 : Fosfolipaz C beta modelinin Docking Simiilasyonu sonucu elde edilen
olas1 baglanma sekli ve baglanma enerjisi........ccccvvveriiiiiiniiiiiciee 37



TABLO LISTESI

Sayfa No
Tablo 1 : G proteinlerinin o alt birimine ait protein aileleri, dokularda bulunma
yerleri ve etkilestikleri olast efektorler ........cocvviviiiiiiiii 5
Tablo 2 : Charm22 ve Charm27 karbon, azot, oksijen ve hidrojen i¢in farkli atom
cesitlerine iliskin OrnekIer. ........coovvveiiii i 18
Tablo 3 : Tez ¢aligmasi sirasinda izlenen yONtemM.........ccevververeriiesieresieseene e 20



1. OZET

Go Proteini Betagama Alt Biriminin Etkilestigi Olas1 Efektorlerin

Biyoinformatik Araclarla Belirlenmesi
Ogrencinin Ad: Gonca GUZEL

Danismani: Yrd. Dog. Dr. Cevdet NACAR
Anabilim Dali: Biyofizik

Amag: Sinyal iletisinde gorev alan G proteini By alt biriminin etkilestigi efektor
proteinlerin bir kismi1 belirlenmis olmasma karsin, elde edilen deneysel bulgular
eksik ve yetersizdir. Bu ¢alismada, Py alt biriminin etkilestigi efektor proteinler ve bu

proteinlerle olasi etkilesimleri hesaplamali yontemlerle belirlenmeye amaglanmustir.

Gereg ve yontem: Tez calismasi kapsaminda oncelikle olas1 efektor proteinlerin
amino asit dizileri elde edilmis, bu diziler ¢oklu olarak hizalanmig ve spesifik
motifler arastirilmistir. Bu veriler kullanilarak veri tabanlarindan benzer proteinler
belirlenmistir. Ugiinciil yapis1 bilinmeyen proteinlerin {iciinciil yapis1 benzesim
modellemesi ile elde edilmistir. Elde edilen yapilar sulu ortamda molekiiler dinamik
simiilasyon yontemi kullanilarak iyilestirilmistir. Daha sonra bu yapilarin By alt

birimi ile etkilesimi docking yontemi kullanilarak arastirilmistir.

Bulgular ve sonuglar: Docking simiilasyonu sonrasinda elde edilen veriler, olasi
baz1 efektor proteinlerin Py alt birimi ile etkilesime girme potansiyelleri oldugunu
diisiindiirmektedir. Bu potansiyel etkilesimlerin deneysel yontemlerle dogrulanmasi

gerekmektedir.

Anahtar Sozciikler: G proteini, docking simiilasyonu, molekiiler dinamik

simiilasyon, benzesim modellemesi.



2. SUMMARY

Investigating the Interactions between Beta-Gamma Subunit of Go Protein

and its Candidate Effector Proteins by Bioinformatics Tools
Student's Name/Surname: ~ Gonca GUZEL
Supervisor: Asst. Prof. Cevdet NACAR
Department: Biophysics

Aim: Although potential effectors that interact with By subunits of G proteins in
signal transduction are partially known, experimental findings are not enough to
elucidate the complete interactions. The aim of this study is to determine the other
probable effectors of By subunits of G protein and the interactions between Py

subunits and effector proteins using computational methods.

Materials and methods: During the study, amino acid sequences of potential
effector proteins were obtained and aligned by multiple alignment tools to determine
the specific motifs in the protein family. Using these data, similar protein sequences
were obtained from biological databases. The tertiary structure of effectors was
determined using homology modeling and refined by molecular dynamics
simulation. Then possible interactions between Go protein and effector proteins were

studied using docking simulation method.

Results and conclusions: Results obtained from docking simulations point out
some specific interactions between Go protein and effector proteins. All these
potential interactions need to be confirmed by experimental studies.

Keywords: G protein, docking, molecular dynamics simulation, homology

modeling.



3. GIRIS VE AMAC

fletisim kurabilmek tiim canlilarin temel gereksinimlerinden bir tanesidir. Tek
hiicreli canlilardan ¢ok hiicreli karmasik organizmalara kadar canlilarin timii
yasamlarint devam ettirebilmek icin iletisim kurmaya ihtiya¢ duyarlar. Bu iletisim
sekli canlilarin yapilarina, cesitlerine ve sekillerine gore farklilik gostermektedir.

Hiicreler arasindaki iletisim sekline sinyal iletisi denilmektedir.

Sinyal iletisi, hiicreye disaridan gelen bir uyaranin hiicre tarafindan algilanmasi,
bu uyarinin hiicre icine iletilmesi ve gelen uyariya gore hiicrede cevap olusmasi
seklinde meydana gelen ve giderek karmasiklasan bir reaksiyonlar zinciridir. Sinyal
iletisinin temel elemanlar1 olan reseptorler, Guanin-niikleotidi baglayan protein (G
proteini) ve efektor proteinleri hiicreye disaridan gelen sinyaller igin bir ¢esit agma-

kapama anahtar1 olarak gorev yapmaktadir.

Hiicre i¢ine giren sinyalin dogru bir sekilde anlam kazanmas1 ve gergeklesmesini
saglayan reaksiyon zincirinin temel halkalarindan birini G  proteinleri
olusturmaktadir (Raymond, 1994). G proteinlerinin tat, koku, gérme gibi duyularimiz
tarafindan algilanan g¢evresel verilerin islenmesi, baz1 hormonal uyarilarla hiicrenin
uyarilmasi gibi pekgok islevde rol aldigi bilinmektedir (Milligan and Kostenis 2006).
Sinyal iletisinde olduk¢a Onemli role sahip olan G proteinlerinin yapt ve
islevlerindeki bozukluklar da Onemli hastaliklara neden olmaktadir (Saggerson

1992).

G proteini ¢esitlerinden biri olan G, proteini ¢cogunlukla merkezi sinir sisteminde
bulunmasina karsin islevi tam olarak belirlenememistir. G, proteininin etkilestigi
efektor proteinlerinin saptanmasi, ilgili yolak ve yolagin goérev aldig fizyolojik ve
biyokimyasal islevlerin belirlenmesinin Oniinii acacaktir. Bu tez c¢alismasi
kapsaminda G, proteinin etkilestigi olas1 efektor proteinler biyoinformatik ve

hesaplamal1 yontemlerle belirlenmeye ¢alisiimistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. G Proteinleri

Membranin segici gegirgen yapisindan dolayr hiicreye disaridan gelen bir
sinyalin hiicre icine iletilmesi dogrudan gerceklesememektedir. iletilmek istenilen
sinyal ancak bir aracili sistem sayesinde aktarilmaktadir. Bu aracili sistem de sinyal
iletisi sirasinda membrana gémiilii olarak bulunan G-proteini kenetli reseptorler (G
protein—coupled receptors[GPCR]) ile saglanmaktadir. G proteinleriyle birlikte
calisan GPCR'lar ile gergeklesen sinyal iletisi, aracili transmembran sinyal iletimi
olarak da ifade edilmektedir. Hiicre iginde bulunan G proteinleri, membrana gomiilii
olarak bulunan GPCR ile kenetli olarak calisir. Hormon baglh reseptor aktivasyonu
sonucu GTP, GDP ile yer degistirir. GTP baglanmasi ile meydana gelen yapisal
degisme sonucunda heterotrimerik G proteini etkinlesir ve alt birimlerine ayrilir. Bu

alt birimler daha sonra kendilerine ait efektorlerle etkilesirler (Patel ve ark., 2001).

Heterotrimerik G proteinleri 37-42 kDa molekiiler agirlikta, bir guanin
niikleotid-baglanma cebi ile GTP baglayan ve bu GTP’yi hidroliz edebilme
yetenegine sahip igsel GTPaz aktivitesine sahip bir o alt birimi, 35 kDa molekiiler
agirlikta P alt birimi ve 8-11 kDa molekiiler agirlikta y alt birimine sahiptir. Beta ve
gama altbirimleri birbirlerinden ayrilmayan bir kompleks halinde ve genellikle tek

bir yap1 birimi gibi yani, bir dimer gibi bulunurlar (Entschladen ve ark., 2011).

G proteinleri ilk olarak 1960 yilinda Martin Rodbell tarafindan glukagon
etkilesimlerinin incelenmesi ile ilgili deneyleri sirasinda kesfedilmistir (Birnbaumer
ve Rodbell, 1969). Bu kesifle birlikte G proteinleri lizerinde yapilan aragtirmalarda
ivme kazanmustir. G proteinleri 1977 yilinda Ross ve Gilman’in gergeklestirdikleri
calismalar sonucu GTP baglayan bir protein olarak saflastirilip Kkarakterize
edilmislerdir. ilk zamanlarda N olarak isimlendirilen Gos, karakterize edilen ilk G
proteini olmustur. G proteinleriyle ilgili yaptiklar1 bu c¢aligmalarindan 6tiirii 1994
yilinda Gilman ve Rodbell Tip ve Fizyoloji alaninda Nobel o&diiliine layik
goriilmiislerdir (Ross ve Gilman, 1977).



4.1.1. o Alt Birimi

G proteinlerinde o alt biriminin amino asit dizilerinde benzerlik oranlarina
bakildiginda bu oranin % 45-80 civarinda oldugu belirlenmistir. G proteinleri bu
dizisel benzerlikler esas alinarak Gs, Gijo, G, G12 0lmak iizere 4 aileye ayrilmistir. Gs
ve Gj, aileleri a alt biriminin ilk belirlenen efektorlerinden birisi olan adenilaz
siklazi (AC) uyarma (stimulatory) ve inhibe (inhibitory) etmeleri nedeniyle bu
isimleri almiglardir. G proteinlerinin o alt biriminin farkli aileler ve dokulardaki
dagilimi ile AC ve diger etkilestigi efektorleri Tablo 1°de gosterilmistir (Milligan ve
Kostenis, 2006).

Tablo 1: G proteinlerinin a alt birimine ait protein aileleri, dokularda bulunma
yerleri ve etkilestikleri olasi efektorler

Isim Doku Efektor

a-Altbirimlen:

Ga, ailesi

Ga, Her yerde AC (tim tipler1) +
Ga Noroendokrin AC +
Ga,, Koku epitelyumu, beyin AC +
Ga,, ailesi
Ga, Oldukg¢a yaygin AC (tip LIIIVVIVIILIV) + (Direkt
diizenlenme)
Ga,, Her yerde GPy aracilig: ile diger bazi efektorler diizenlenir.
Ga,, Oldukga yaygin Uyanlmis Ga,) ;'den serbestlenir
Ga, Noronal, néroendokrin vDCC + . GIRK * (By aracilig1 ile)
Ga, Néronal, trombositler AC (e.g.. VVI) + (direkt diizenlenir); RaplGAP
Ga,,, Tat hiuicreler1, sag hiicreleri PDE + ?; (GPy aracilig: ile diger efektorler ?)
Ga; G Retinal ¢ubuklar. tat hiicreler: PDE 6 ( y altbirim ¢ubuk) f
Ga,, Retinal koniler PDE 6 ( y altbirim ¢ubuk)
Ga an ailesi
Ga, Her yerde PLC-B1-4
Ga,, Hemen hemen her yerde PLC-B1-4
Ga,, Bobrek, karaciger. PLC-B1-4
Gayg e Hematopoietik hiicreler PLC-p1-4
Ga,,,, ailesi
Ga,, Her yerde PDZ-RhoGEF/LARG, Btk, Gaplm, cadherin
Ga,, Her yerde p115RhoGEF, PDZ-RhoGEF/LARG, radixin

(Milligan ve Kostenis, 2006).



Gs, Giio, Gg, G12 olmak iizere siniflandirilan, aralarinda yapisal ve islevsel olarak
yiiksek oranda benzerlik bulunan a alt birimi ailesinin ayn1 zamanda her bir ailesinin

de kendine 6zgii motifleri bulunmaktadir (Wettschureck and Offermanns, 2005).

Ga alt birimi domen olarak tanimlanabilecek iki temel yapidan meydana
gelmektedir. Bunlardan birincisi GTP’nin baglandigi ve hidrolizlendigi GTPaz
domeni olarak adlandirilir. Ikincisi ise GTPaz domenine esnek bir sekilde bagl

olarak bulunan helikal domendir (Cabrera-Vera ve ark, 2003).

Sekil 1: Alfa alt birimi heliks ve GTPaz domeinlerinden olusur.

GTPaz 1 ftgiincil yapisina bakildiginda 5 a-heliks ve 6 B-sheet'ten meydana
gelmis oldugu gortilmektedir. GTPaz domeni iizerinde G1, G2, G3, G4 ve G5 olarak
adlandirilan 5 anahtar bolge bulunmaktadir ve bu bolgeler evrimsel siirecte ¢ok iyi
korunmustur. Tiim GTPaz cesitlerine bakildiginda, GTP 'nin baglandig1 bdlgede
GXGXXGKS, Mg*nin baglandigi bélgede DXXG, guanin halkasmin baglandigi
bolgede NKXD motiflerinin korundugu goézlenmistir (Sprang, 1997).

a alt biriminin yapisinda bulunan GTPaz domeni, sinyal iletisinde yapis1 ilk
analiz edilen proteinlerden biri olan ras proteini ile oldukg¢a benzer bir yapiya
sahiptir. Bu benzerlik 6zellikle Mg?* tutunma yeri, guaninin baglandig bolgeler ve

korunmus bazi bolgeler tizerindedir (Sprang, 1997).



G protein o alt biriminin GTPaz aktivitesi ayn1 zamanda G-protein-sinyalini
diizenleyici proteinler (Regulators of G protein signaling proteins [RGS]) tarafindan
da diizenler. RGS ailesinin 30°dan fazla {iyesi oldugu ve hepsinde ortak olan bir RGS
bolgesinin bulundugu bilinmektedir. Bu bolge a alt birimine baglanir ve GTPaz’1
uyararak GTP hidroliz hizin1 diizenler. Normal olarak yavas olan i¢sel GTP hidrolizi,
bir RGS proteinin baglanmasi ile artar ve RGS’ler boylece etkin G protein sinyal
stiresini kisaltarak pozitif sinyal diizenleyicileri olarak gorev yaparlar. RGS protein
ekspresyonunda ve islevinde herhangi bir bozulma, sinyal siiresinin uzamasina neden

olur (Koelle, 1997).

7 TM-Reseptor

) Ligand
|

a- alt birim By- alt birim

Aktif olmayan durum Aktif durum

Sekil 2: G proteinin aktif ve inaktif durumunda RGS proteini ile etkilesimi.
(Siderovski ve Willard; 2005)

RGS proteinleri a-alt birimine baglanarak GTPaz’in uyarilmasini saglarlar ve
bu sayede de GTP’nin hidroliz hizinin kontrol eder. Normal sartlarda diisiik hizda
gerceklesen bu olay, RGS proteinleri sayesinde daha hizli olarak gergeklesmektedir.
RGS proteinlerinde meydana gelen islevsel bozukluklar GTP hidroliz siiresini
etkileyeceginden dolay1 sinyal iletisinin siiresinde yavaslamaya neden olur (Dohlman

ve Thorners, 1997; Hollinger ve Hepler, 2002).



4.1.2. Py Alt Birimi

Sekil 3: py alt birimi

Ggy, B ve v alt birimlerinden meydana gelmis dimer yapida bir molekiildiir.
Gpy'ya ilk bakildiginda B alt biriminin sahip oldugu 7 kanatli pervane benzeri yapisi
dikkat ¢ekmektedir. Her bir kanatta triptofan ve aspartik asit tekrarindan olusan WD

motifti bulunmaktadar.

Bu motif yalmzca Gg'ya 6zgii bir motif degildir. WD tekrarlarindan meydana
gelmis proteinlerin ortak bir islevi bulunmamakla birlikte bu proteinler ¢ogunlukla
birden fazla alt birimden olusan kompleksler olarak bulunmaktadir (Clapham ve
Neer, 1997). B alt birimi 7 defa tekrar eden motifin disinda, N ucunda bulunan ve
yaklasik 20 amino asitten meydana gelmis bir heliks yap1 da icermektedir (Theresa
ve ark., 2003). y alt birimi ise G proteinini meydana getiren alt birimlerden en kiigiik

olanidir. Bu alt birim sadece a heliks yapidan meydana gelmektedir.

Memelilerde Gg ve G, alt birimlerinin sentezinde sorumlu gen sayis: C.elegans

ve diger basit canlilara gore oldukca fazladir. Insanda Gg altbirimi igin By, B2, Ba, Pas,



Ba, Ps, BsL olmak tizere 5 farkli, G, icin ise Gy 1-5 ve 7-13 olmak iizere 12 farkli gen
bulunur (Hurowitz ve ark., 2000). C. elegans ise her bir altbirim i¢in 2 farkli gene
sahiptir (Jansen ve ark., 2002). Buna gore evrim siireci boyunca gen duplikasyonu ve
bunu izleyen secilim boyunca yeni ve ayrik fonksiyonlara sahip yeni Gg, alt
birimlerinin olugsmus olmasi1 ve bu yeni gen olusumunun sadece bazi genlerin agik
okuma ¢ergevesi ile sinirli kalmamis olmasi olasidir. (Bastiani ve Mendel, 2006).
Buna ragmen Gg, ¢esitliligi ile ilgili bilgilerimiz heniiz tam netlesmemis olup, daha

¢ok standart sinyal yolaklarin1 anlamak iizerine kurulmustur.

Bu gen cesitliliginin farkli Gg, alt birimlerinin organizasyonu ve transkripsiyon
diizenleyici fonksiyonlar1 tizerine etkisi hakkinda yeterli ¢aligma bulunmamaktadir.
Gpy alt birimlerinin izole ve karmasik halde bir¢ok farkl: kristal yapisi elde edilmistir
(Lin ve Smrcka, 2011). Gg alt birimlerinde, WD pervane yapist ve onun G, (Sondek
ve ark., 1996) ve G, alt birimleri (Wall ve ark., 1995; Lambright ve ark., 1996) ile
birlesmesi ¢ok ses getirmistir. Tiim bu ¢alismalarda Ggi,1 veya Ggiyz kullanilmis ve
alt birim yapisinin ve g¢esitliliginin fonksiyonlarini nasil etkiledigi anlagilmaya
calisilmistir. G protein sinyal yolagindaki en kiigiik proteinler olmasina ragmen en

bariz gesitlilige sahip G, alt birimi bu konuda ayr1 bir merak uyandirmistir

G, alt birimlerinin iyi korunmamis 3 bolgesi bulunmaktadir. Bu bdlgeler N ucu,
C ucu ve her iki ugta bulunan heliks pargalarinin arasinda kalan halkadir. Heliks
pargalarinin arasinda kalan halka disa dogru, yani géreceli olarak daha iyi korunmus
olan G alt biriminden farkli yone yonelmistir. Disa dogru bakan bu halkalarin de bu
sayede ¢ok sayida birbirinden farkli ve 6zgiin efektor ile etkilesmesi miimkiin hale
gelmistir. Bu sekilde G, alt birimleri evrimleserek, Gg, alt birimlerinin farkli roller
almas1 icin gerekli olan daha fazla sayida yapisal cesitlilige sahip olmasi miimkiin
olmustur (Shahriar ve ark., 2013). G proteinlerinin Gg, alt birimlerinin farkl aileler

ve dokulardaki etkilestigi efektorleri Tablo 2'de gosterilmistir.



Tablo 2: By alt birimlerinin cesitleri viicuttaki dagilhimlar ve etkilestigi olasi

efektorler
—
I Isim I I Doku |
S altbirimleri
Retinal K

pl etinal gubuklar

yA Oldukgcayaygin

B Retinal koniler

B Oldukcayaygin

B Temelolarak beyin
B [ ook By alt birimlerinin Etkilestigi Olasi Efektorler
7 Altbirimleri islev Azaltici l islev Arttirici T
N Yroa e K o S ACtip| ACtip II, IV, Vil

Y4 Retinal konikler, beyin TtipVvDCC (Ca3.2) PLC-B (B3, B2, B1)

Yaygin RtipVDCC (Ca2.1-2.3) GIRK1-4 (kir3.1-3.4)

VEXR (GB2y2)N Kinazlar (GIRK2ve 3 )
7s Beyin, kan [ p/Q PI-3-K, B,y ]
A Beyin ve diger dokular

7s Yaygin

Ve Yaygin

YariTo Koku

Yo Yaygin

i Yaygin

%2 Yaygin

#3 Beyin, tat tomurcuklarn

B

( Milligan ve Kostenis, 2006).

Mitokondri >
QY

( 9:, Adenilat
N Siklaz

N Tipi
Kalsiyum
Kanah

Sekil 4: Hiicre icerisinde By alt biriminin dagilimi
( Khan ve ark, 2013)
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4.2. G Proteiniyle Kenetli Reseptorler (GPCR)

G proteinleri kendisi ile kenetlenerek calisan bir reseptor araciligiyla islev gortir.
Memeli genomu lizerinde, hiicre disindan igeriye dogru sinyalin iletiminin
gerceklesmesinde G proteinleri ile birlikte aracilik gérevi yapan ve membrani 7 kez
gecerek (7 TM) meydana gelmis GPCR’larin 1000’den fazla g¢esidi bulunmaktadir
(Fredriksson ve ark., 2003 ; Lagerstrom and Schioth 2008).

Lipidler, biyojenik aminler, peptitler, niikleotidler, koku veya 151k gibi ¢ok farkli
yapida temel uyaran tarafindan uyarilabilen GPCR’lar uyarilmanin ardindan guanin
niikleotitlerini baglayan heterotrimerik G proteinleri ile kenetlenirler. Reseptorleri ile
kenetlenen G proteinler, enzim ve iyon kanallart da dahil olmak iizere bir ¢ok farkl
efektoriin aktivitesinin diizenlenmesini saglarlar. Ayrica GPCR’ler kas kasilmasi,
metabolik islevler, salgi hiz1 kontrolii gibi kisa dénemli uyarimlarda rol aldig: gibi,

biiylime ve gelisme gibi daha yavas siire¢lerin diizenlenmesinde de gorev alirlar.

GPCR reseptorlerin en belirgin 6zelligi hiicreyi cevreleyen membram1 7 kez
gecen yapisidir. Yilana benzeyen bu yapisi sayesinde bu molekiillere serpentin de
denilmektedir (Patel, 2004).

GPCR'larin yapist 4 bolgeye ayrilir. Bunlardan hiicre disinda kalan N ucu
bolgesi (amino grubu) ligand ile baglanmanin gergeklestigi bolgedir. Bu boélgenin
amino asit sayist 7-595 arasinda degismektedir. GPCR'larin hiicre zarin1 gegen her
bir parcasina transmembran (TM) denir. Bu TM'ler yaklagik 20-27 amino asitten
olugmaktadir. C ug bolgesi (karboksil gurubu) hiicrenin i¢inde kalarak G proteinleri
ile etkilesime giren fosforillenmenin oldugu bolgedir. C ug bolgesi 12-359 amino asit
icerebilir. Son bolge ise halka bolgeleridir. Halka bolgeleri hiicrenin disinda kalanlar
ve i¢inde kalanlar olmak tizere 2 ¢esittir. Halkalar da ortalama 5-230 amino asitten
meydana gelmektedir (Ji TH ve ark. 1998).

Hiicreye disaridan gonderilen bir mesajin GPCR ile etkilesime girmesi sonucu
GPCR'm hiicre igine bakan C ucunda yapisal bir degisiklik meydana gelir. Bu
degisiklik daha kararli ya da uyarici sekilde bir etki yaratir. Inaktif durumdayken bir
arada bulunan G proteininin a, p ve y alt birimleri ligandin GPCR’da olusturdugu
yapisal degisikligin tetiklemesiyle Go ve GPy olarak iki par¢aya ayrilir (Hamm,
1998).
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Sinyal )

Molekuli l .
Reseptor
Protein

Aktif Olmayan G Proteini

Aktif G Proteini

....................................................

Sekil 5: G proteinin aktif olmayan ve aktif durumlari
('Nature Education http://www.nature.com/scitable/topicpage/gpcr-14047471; 2010)
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4.3. Efektor Proteinleri

G proteinlerinin alt birimleri, bir veya birden fazla efektorle etkilesime girmekte,
farkl1 doku ve organlarda eksprese olmakta ve birgok hastalikta rol almaktadir.
Ozellikle GPy alt biriminin etkilesime girdigi diisiiniilen efektor ve tez ¢alismasina

dahil edilen proteinlerinden bazilar1 sunlardir;

» Fosfolipaz C
» Kir, GIRK (G protein-Gated inwardly rectifying K+) proteini
» Adenilaz Siklaz

4.3.1. Fosfolipaz C

Hormon, biiylime faktorii, norotransmiter, antijen gibi bircok dis uyaranin
reseptOr araciligiyla etkinlestirdigi fosfolipaz C (PLC) enzimi, fosfotidilinisitol 4,5-
bifosfati (PIP2) ikincil ulak olarak adlandirilan diacilgliserol (DAG) ve inisitol-1,4,5-
trifosfat’a (IP3) hidrolizler (Harden and Sondek, 2006). DAG biitiin normal ve
anormal protein kinaz C etkinliklerinden sorumluyken, IP3 hiicre i¢i kalsiyum
salinimini saglar. Bu iki koldan ilerleyen siire¢ dollenme, boliinme, farklilagma ve
kemotaksis gibi genig bir hiicre aktivitesine neden olur. Ayrica fizyolojik olarak
tabaka olusumu ve birikimi, kas kasilmasi ve hormon salinimi gibi siireclerde rol alir.
PIP2 seviyeleri PLC tarafindan ayarlanarak Onemli biyolojik siiregler kontrol
edilebilir. Ornegin PLC katalizi ile PIP2 tiiketimi direkt olarak 20 nin iizerinde farkli
iyon kanalinin aktivesini kontrol eder (Gamper ve ark., 2004; Horowitz ve ark.,
2005; Kobrinsky ve ark., 2000; Suh ve Hille, 2005; Yue ve ark., 2002; Zhang ve ark.,
2003).

Insanda alt1 farkli siniftan (PLC-B, -y, -3, -€, -n ve -{) olmak iizere toplam 13
farkli PLC bulunmaktadir(Harden ve Sondek, 2006).

GPCR’den aldiklar1 sinyalleri hiicre igine ileten Gaq/11 ve GPy dimerleri,
heterotrimerik G-proteinlerden serbest kalarak PLC-B izoformlar ile direkt olarak
etkilesirler ve aktivasyonlarim1 saglarlar. PLC-n; ise sadece Gy tarafindan da tek
basina aktive edilebilir (Zhou et al., 2005, 2008). PLC-y izoformlar1 farkli reseptor
ve reseptor olmayan tirozin kinazlarin fosforilasyonu ile etkinlestirilir. PLC-g gibi

bircok PLC ise ras-iliskili GTPazlardan olan ras, rap ve rho tarafindan aktiflestirilir.
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PLC-B,, -P3, and -y, ise rac tarafindan aktiflestirilir (Harden and Sondek, 2006;
Piechulek et al., 2005). PLC-3 ve -C izoformlar1 i¢in bilinen herhangi bir uyarici
bulunmamakla birlikte bunlar sadece hiicre i¢i fizyolojik olarak gerekli miktardaki

kalsiyuma duyarhidirlar.

4.3.2. Kir/GIRK (G protein-Gated inwardly rectifying K+) proteini

GIRK proteinleri, ligandin gelerek GPCR'1 uyarmasiyla baslayan sinyal ileti
zincirinde yer alan, potasyum iyon kanallarindan sorumlu efektor ailesi
proteinleridir (Dascal N; 1997). Kalpte, merkezi ve gevresel sinir sisteminde yaygin
olarak bulunan bu kanal proteinlerin kontrolii GPCR araciligiyla gergeklesir. GIRK
kanallarinin uyarilmasi Gfy dimerinin dogrudan baglanmasi ile gergeklesir (Yamada
ve ark.; 1998). Literatiirde Kir3 proteinlerinin kir3.1(GIRK1), kir3.2(GIRK2),
kir3.3(GIRK3) ve kir3.4(GIRK4) olmak iizere 4 alt tipi olmakla birlikte kir3.1ve
kir3.4 i¢in farkli ¢esitleri de bulunmaktadir. Kir3.1 ve kir3.3 merkezi sinir sisteminde

yer alirken kir3.4 daha ¢ok kalpte bulunmaktadir.

4.3.3. Adenilaz Siklaz

Adenilaz siklaz (AC) adenozin trifosfatin (ATP) adenozin 3-5-monofosfata (cyclic
AMP [cAMP]) déniisiimiinden sorumlu bir enzimdir. Insanda ¢ok sayida izoformu
bulunmaktadir (Sunahara ve ark., 1996). Tim AC izoformlar1 benzer bir yapiya
sahiptir. Bir ¢esit membran proteini olan AC'larin membrana tutunmalarini saglayan
alt1 heliks yapidan meydana gelmis transmembran pargast bulunmaktadir. Ayrica
hiicre zarinin sitoplazmik tarafina dogru bakan iki de katalitik domeni (C1 ve C2)
bulunmaktadir (Krupinski ve ark., 1989).

Adenilaz siklazin aktivasyonu, cAMP'nin hiicre i¢i iretimine neden olur. Bu iiretim
hiicre yiizeyindeki reseptorlere hormonlarin baglanmasi ile baslatilir (Robison ve
ark.,1968). Epinefrin, dopamin, prostaglandin PGE2, adenozin ve glukagon,
membran reseptorlerine baglanarak AC’yi aktive eden bir¢cok proteinden sadece
birkagmi olusturur. Ornegin glukagon karaciger ve iskelet kasindaki glikojen
mekanizmasinin diizenlenmesinden sorumlu hormondur ve bu dokularda bulunan
membran reseptorlerini tanir. Belirgin bir etki gostererek AC’yi uyarir ve hiicre

icinde cAMP iiretimini saglar. Glukagon bagl reseptorler hiicre icinde bulunan G
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proteinleri ile iletisim halindedir (Gilman, 1987). Buna ek olarak kalsiyum iyonlar
da baz1 AC izoformlar icin gii¢lii diizenleyicilerdir ( Smit ve Iyengar, 1998). Bu
mekanizmada kalsiyum iyonu girisini kontrol eden voltaja-bagl kalsiyum kanallarini
diizenleyen G proteinleri, ayn1 zamanda AC aktivitesinin de regiilasyonunda gérev
alirlar (Qin ve ark., 1997). AC’lerin yapilart biiylik oranda karakterize edilmis ve
nasil c¢aligtiklarinin anlasilmasi ile ilgili 6nemli asama kaydedilmistir. Bu bilgiler
sayesinde belirlenen mekanizmalarin nasil isledikleri ve hatta ilaglara verdikleri
tepkiler detayli modelleme g¢alismalar1 ile teorik yontemler kullanilarak

anlagilabilecek duruma gelmistir

4.4. Molekiiler Dinamik Simiilasyon

Molekiiler dinamik simiilasyon, atomlarin elektron ve bulunduklari seviyeler
hesaba katilmaksizin, sert kiireler olarak kabul edilmesi ve klasik Newton hareket
denklemlerinin zamana bagli sayisal integrasyonu ile yerdegistirmelerin
belirlenmesidir. Newton denklemleri temel olarak a=#; , yani i pargagiginin
yerdegistirmesinin zamana bagl ikinci tiirevi ve U bu pargaciga etki eden toplam

potansiyel enerji olmak iizere,

denklemine dayanir. Bu denklemin ¢ok sayida farkli kuvvet ve pargacik i¢in belli
zaman adimlari ile belli bir siire boyunca ¢o6ziilmesiyle molekiiler dinamik
simiilasyon gerceklesir (Rapaport, 1995). Potansiyel enerji eklenebilir oldugundan,
¢ok sayida pargacik i¢in toplam potansiyel, 7j, j ve k pargaciklar1 arasindaki uzaklik

Ve Uy, j ve k pargaciklar arasindaki potansiyel olmak lizere
U= z Z Uik (i)
j k>
formiili ile ifade edilir. Tiim ikili potansiyellerin toplanmasi ve bir parcacik

kiimesine etki eden toplam kuvvetlerin sifir olmasindan yola ¢ikilarak molekiiler

dinamik simiilasyon denklemleri ¢oziiliir.
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fi= z duy; (ru) Zfl}

j=1
Molekiiler dinamik simiilasyonundaki bir diger temel soru hareket
denklemlerinin zaman ilerledik¢e nasil degisecegidir. Bu soru 2002 yilinda Frenkel
ve Smith (Frenkel ve Smit, 2002) tarafindan basit Verlet algoritmasinin molekiiler

dinamik simiilasyon programlarinda kullanilmasi ile ¢oziilmiisttir (Verlet, 1967).

4.4.1. Molekiiler Dinamik Simiilasyonlarda Kuvvet Alanlari

Molekiiler dinamik simiilasyonlar i¢in, sistemin hareket edecegi potansiyel
enerji yilizeyinin tim unsurlarinin tanimlandig bir kuvvet alani girdi olarak
tanimlanmalidir. Bu kuvvet alanlari, deneysel enerji fonksiyonlar1 ve parametreler
olarak programlarda tanimli dosyalar halinde bulunurlar. Kuvvet alanlar1 Chemistry
at Harvard Macromolecular Mechanics (CHARMM) (Brooks ve ark., 1983), ve
AMBER (Cornell ve ark., 1995) gibi kendi programlart igerisinde
kullanilabilecekleri gibi, NAMD (Phillipsve ark., 2005) gibi genel molekiiler
dinamik programlarina formatlanmis parametreler olarak transfer edilebilirler.
Kuvvet alanlarinin parametreleri, konformasyonel analizler, olusum enerjileri, NMR
gibi spektroskopik deneyleri veya kuantum mekanik hesaplamalarindan elde
edilebilirler. Elde edilen potansiyel enerji terimi tiim atomlar ve degiskenler ile

yazildiginda biitiin potansiyel enerji ylizeyini i¢eren bir kuvvet alan1 elde edilir.

V=ZViB+ Z VA + Z VP + z VE

bagi bag agist j burulmak dizlem—dist 1

+ (VCoulomb +Vlennard ]ones)

iki atom (r,s)

Sekil 6’da tiim kuvvetlerin fiziksel anlamlari, denklemleri ve grafikleri
verilmistir. Bag, bag agis1 ve diizlem-dis1 salimmlar harmonik potansiyeller olarak

ifade edilmistir. Burada bp iki atom arasindaki denge mesafesi, ®g bag agis1 ve (o
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diizlem dist denge agisini ifade eder. Burulma agilar1 yani dihedral biikiilmeler ise k

kuvvet sabitine sahip periyodik biikiilmeler olarak verilmislerdir.

4
[~— b —

Ve = _kb(b bo)?

V

= —ke(9 6,)?

H ky[1+ cos(ng — 8)]

]
A
J e_1 2
4 =§k¢(C_C0)
s
"
(/_’=’

1‘— r—~\ Ve = qiq;

® 6 " 4meqe,r

— r—

VL] s CIZ(i'j) C6(l'])
6 e iz e

Sekil 6: Molekiiler Dinamik Simiilasyonda kullanilan kuvvetler, kuvvetlerin
denklemleri ve grafikleri

( H.Grubmueller ve ark., 2004 )
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4.41.1. CHARMM Kuvvet Alani

Micheal Karplus ve grubu tarafindan gelistirilen Charmm kuvvet alan1 protein,
niikleik asit, lipid, membran ve ilag gibi ligandlar i¢in genis bir alanda kullanilan
biyomolekiil kuvvet alanlar1 setinin ad1 oldugu gibi molekiiler dinamik simiilasyon

kodu ve analiz paketinin de adidir.(Brooks ve ark., 1983).

Yazilimlarda kullanilmast miimkiin olan bu kuvvet alant bu ¢alismada NAMD
programi igerisinde kullanilmistir. Peptid ve proteinler i¢in Charmm22 ve
DNA/RNA simiilasyonlar1 i¢in Charmm27 kuvvet alanlart gelistirilmistir.
Karbonhidrat, ¢ozelti, kristal ve membran calismalar1 da basarili sonuglar
vermistir.(MacKerell ve ark., 1998; MacKerell ve ark, 2001).

Tablo 2: Charm22 ve Charm27 karbon, azot, oksijen ve hidrojen i¢in farkh
atom cesitlerine iliskin 6rnekler.

C polar (karbonil, peptit ana zincir)
CA aromatik

CC karbonil (Asn, Asp, GIn, Glu)
CPT halkalararasi karbon triptofan
CP1, CP2, CP3 o6zel tetrahedral, prolin
CT1 CH’da bulunan alifatik sp3

CT2 CH2’de bulunan sp3

CT3 CH3’de bulunan sp3

CN1 niikleik asit karbonik karbonu
CN3 niikleik asit aromatik karbonu

O karbonil

OC Karboksilat

Oksijen OHL1 hidroksilat

ONG6 niikleik asit deoksiriboz halka oksijeni
ONG6B niikleik asit riboz halka oksijeni

N prolin

NH1 peptit

NH2 amid

Azot NNI niikleik asit amid azotu

NN2 niikleik asit protonlanmis amid azotu

Karbon

H polar

HA nonpolar

HP aromatik

Hidrojen HS tiol hidrojeni

HNI niikleik asit amin protonu

HN2 niikleik asit halka amin protonu
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(T. Schlick, Molecular Modeling and Simulation: An Interdisciplinary Guide,
Springer- Verlag New York, Inc. Secaucus, NJ, USA, sayfa 256.)

Charmm?22 ve Charm27 kuvvet alaninda 160 ¢esit atom bulunur. 62 ¢esit karbon
atomu, 31 ¢esit hidrojen atomu, 28 cesit azot, 18 cesit oksijen, 4 cesit siilfiir, 3 cesit
forfor, 6 ¢esit, florin, 1 heme demir ve 7 farkli iyon kuvvet alan1 bulunur. Bu da

kuvvet alaninin ne kadar hassas oldugunun bir baska gostergesidir (MacKerell ve
Banavali 2000).

Bu kuvvet alanlariin bazi aminoasitlere uygulanmasi ile ilgili 6rnekler (sekil 7)
asagida verilmistir. Burada amino asitlerdeki R grup yapis1 ve Charm22 kuvvet alani

atandiktan sonraki atom ¢esitleri goriilmektedir.

Alanin R: TA A
—CT3—HA .
CH . I
3 ||4A Valin R: HA—CTa—HA
I
_ HA HA—(I:Ta— HA
Serin R: I HA
—(I:Tz—om—H

Asparagin R: Sistein R: HA
|
HA

HP, HP
A CA=CA
—CT2—CA CA=HP
[ N V4
HA CA—CA
r AY
HP HP
|
Triptofan R: HP
H HA da
C. . I - _HP
CHz—cI:I—ItI:’ “‘*-:I: H _C'Tz_ClT_CITT *“CIA
Ho S~ 7~ Cy HA CA_  CPT_ _CA_
H c HP - Tca HP
H | 1
H HP

Sekil 7: Amino asitlerdeki R grup yapisinin Charm22 kuvvet alani altindaki
atom degisimleri

( MacKerell ve ark., 2004; Schlick, 2002)
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5. YONTEM

Tablo 3: Tez calismasi sirasinda izlenen yontem

Segme ve
gruplandirma

* Gfy alt biriminin etkilestigi olasi efektérleri belirlendi ve gruplandirildi. ]

* Her bir proteininikincil yapisi kullanilarak Blast yapildi ve proteinlere ait kristal
yapinin olup olmadigi ayrica benzer olan diger protein yapilari incelendi.

* Ayni grup icinde yer alan efektor proteinlerinin kendilerine 6zgil motiflerinin

Multiple belirlenmesiicin multiple alligment yapildi.
Alligment J

N 3
e Uclncil yapisi bilinmeyen proteinler arasindan yapisi belirlenmekistenilen
. proteinin Modeller programi kullanilarak medellendi.
v,
* Elde edilen modelin daha kararli bir hal alabilmesiicin NAMD programi
kullanilarak Charm22 kuvvet alani uygulandi.
* Modeliolusturulan efekt6r proteini ve Gy alt biriminin Autodock programi
Al kullanilarak etkilesime girip girmedikleri belirlenmeye calisildi.

Bu tez caligmasi1 sirasinda oOncelikle GPy alt biriminin etkilestigi olas1 efektor
proteinleri belirlenmis ve bu proteinler gruplandirilmistir. Bu islemler i¢in gerekli
veriler http://bioinformatics.biol.uoa.gr/gpDB/ (Margarita ve ark., 2008; Elefsinioti
ve ark., 2008) internet adresinden elde edilmistir. Belirlenen proteinlerle dizisel
benzerligi olan proteinleri belirlemek amaciyla Blast yapilmistir. Daha sonra
olusturulan gruplarin her biri ayr1 ayr1 ¢oklu hizalama ( multiple alligment) yapilarak
aynt grupta yer alan proteinlere Ozgli motifler belirlenmistir. Bu motiflerin
belirlenmesi {igiinciil yapist bilinmeyen proteinlerin yapilarint  belirlenmesi
asamasinda ve olusturulan modellerin dogruluklarinin test edilmesi asamasinda
kismen yol gosterici olmuslardir. Ugiinciil yapisi bilinmeyen proteinlerin {igiinciil
yapilart Modeller yazilimi kullanilarak elde edilmistir. Bu elde edilen yapilarin daha
kararl bir hale gelebilmeleri i¢in sulu ortamda molekiiler dinamik simiilasyonlari

NAMD programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Buradan elde edilen daha kararli
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yapidaki proteinlerin Gfy ile etkilesimi olup olmadigi Autodock programi

kullanilarak gerceklestirilen Doking simiilasyon ile incelenmistir (Tablo 3).

5.1. BLAST

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) yani temel yerel hizalama
aragtirma araci, en ¢ok kullanilan biyoinformatik algoritmalarindan olup protein,
DNA gibi biyolojik dizilerin karsilagtirillmasini saglar. Farkli proteinlerin aminoasit
dizileri ve farkli DNA niikleotid dizileri bu metot ile karsilastirilabilir. Bir BLAST
arastirmasi bize sorgulanan bir dizinin, bir kiitiiphane veya veri tabaninda bulunan
dizilerle hizli bir sekilde karsilastirilmasint  ve dizilerin  benzerliklerinin
belirlenmesini saglar. Bu benzerlik i¢in kullanici tarafindan belirlenebilen bir esik
degeri verilir. Bu esik degerinin iistiinde benzerlik gosteren diziler yazilim tarafindan

belirlenir.

Sorgulanan diziye bagli olarak farkli BLAST cesitleri uygulanabilir. Ornegin, bir
farenin yeni belirlenen ve daha once bilinmeyen bir geninin, insanda bir benzerinin
bulunup bulunmadig1 insan genomu veri tabani ve bir benzerlik esik degeri verilerek
arastirilabilir. BLAST insanda bulunan yakin dizilimleri, benzerlik degerine gore
belirler. Giliniimiizde kullanilan BLAST, Amerikan Saglik Enstitiisii tarafindan ilk
kez 1990’da denenmistir (Altschul ve ark., 1990). Biyoinformatigin en temel
sorularindan biri olan dizi benzerligi sorusuna cevap vermesi sayesinde basari
saglayan bu metod, giiniimiizde en fazla kullanilan dizilim aragtirma metoduna

dontismustiir (Casey, 2005).

BLAST algoritmalar1 dizilimler arasinda yerel benzerlik gosteren bolgeleri
bulmasinin yani sira, aynt zamanda niikleotid ve protein veri tabami ve
kiitiiphanelerini arastirarak buldugu benzer ve uyusan eslesmelerin ve dizilimlerin
istatistiksel anlamlilig1 ve benzerlik dagilimi gibi sonuglar da vermektedir. BLAST
bu sekilde birden fazla dizilimin fonksiyonel ve evrimsel iligkileri hakkinda sonug
cikarmamiza ve ayni zamanda gen ailelerinin iiyelerini tanimlamamiza yardimci

olur.
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BLAST sezgisel (heuristic) algoritmasi sayesinde diger yaklasimlardan daha
hizli bir sekilde sonu¢ vermektedir. Tahmin ve benzerlik algoritmalarinda hiz,
algoritmanin pratik kullanimi agisindan ¢ok onemli bir faktordiir. Ciinkii ancak bu
sekilde ulasilabilen ¢ok biiyiik genom veri tabani havuzlari taranarak sonug alinabilir.
BLAST’tan 6nce Lipman ve Pearson tarafindan gelistirilen FASTA yaygin olarak
kullanima girmigti (Lipman ve Pearson 1985). BLAST ve FASTA’nin
gelistirilmesinden once ise Smith-Waterman algoritmasi1 gibi tiim dizilimleri yerel
olarak sirayla tarama siirecine dayali algoritmalar kullanilmaktaydi ve bu
algoritmalarin veritabanlarin1 taramasi ¢ok uzun zaman almaktaydi (Smith ve

Waterman 1981).

Smith-Waterman benzeri algoritmalar sorgu ve veri tabanindan en iyi hizalama
benzeri hesaplarda BLAST’tan daha garantili, dogru ve kesin sonug verseler de,
giinlimiiz bilgisayarlarinda bile zaman ve hesaplama giicii cogu zaman yetersiz
kalmaktadir. BLAST hem bu metotlardan hem de FASTA’dan daha fazla hesaplama
zaman1 verimi saglar. BLAST dizilimde sadece onemli sablonlari tarayarak ve
karsilastirma hassasiyeti ile Ustiinliik saglar. Ayrica yaklasik dizilim eslestirmesi

gerektiren diger yazilimlarla birlikte kullanilabilir.

BLAST algoritmasi Amerikan National Center for Biotechnology Information
(NCBI) tarafindan siirekli gelistirilmektedir (Oehmen ve Nieplocha 2006). BLAST
yazilimini ¢alistirmak i¢in bir FASTA veya Genbank formatinda dizilim ve bir

agirlik matrisi girdi olarak verilmelidir.

HTML, diiz yazi veya XML formatlarinda ¢ikti alinabildigi gibi hizalama
basarim gostergeleri olarak bir grafik veya tablo olarak da alinabilir. Bu ¢iktida
dizilim belirleyici kisimlarin hizalama basarilar1 ve ilgilenilen dizilimin hizalama

basaris1 ve BLAST skorlar1 gibi sonuglar verilir.

5.2. Benzesim Modellemesi ve MODELLER Program

MODELLER v.9.14 (Sali and Blundell 1993) yazilimi kullanilarak benzesim
modellemesi yontemiyle G proteininin By alt birimi ile etkilestigini diisiindiigimiiz
efektor proteinlerine ait {iglinclil yapilar olusturulmustur. Bunun igin BLAST

sonucuna gore benzer oldugunu diisiindiiglimiiz proteinlerin {igiinciil yapilar
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http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do (Berman ve ark., 2000; Berman ve ark.,
2003) internet adresinden temin edilmis ve bu proteinlerin dizileri kalip olarak
kullanilarak 50 farkli model olusturulmustur. Bu modellerin arasinda DOPE

skorlarina bakilarak bir degerlendirme yapilmis ve en uygun model secilmistir.

Modeller yazilimi benzesim/karsilastirma modellemesi yontemi ile proteinlerin
3-boyutlu yapisini olusturmaktadir (Eswar ve ark. 2006; Marti-Renom ve ark, 2000).

Uciinciil yapis1 bilinen ve yapism belirlemeye calistigimiz proteine dizisel
benzerlik goésteren protein dizileri yazilima girdi olarak verilir. Sirasiyla kalip ve
hedef dizileri olarak adlandirilan bu diziler yazilima girdi olarak verilmeden 6nce
hizalanirlar. Bu hizalamanin kalitesi olusturulan modelin dogrulugunu belirleyen en
onemli faktordiir. Modeller bu girdi i¢in 3-boyutlu modeli hidrojen atomlar1 dahil
olmadan hesaplar. Modeller bunu yaparken 3-boyutta mekansal kisitlamalar1 dikkate
alir, yani atom-atom ¢akismalarini engelleyecek sekilde karsilastirmali modeller

olusturarak proteinin yapisini hesaplar (Sali ve Blundell, 1993)

Elde edilen bu modeller homolog yapilardir. Modeller programi ayrica de
novo/ab initio modelleme metodu ile olas1 diigiim ve halka kisimlarinin belirlenmesi
ve modellenmesi, farkli iyilestirme yOntemleri ile tanimlanan esneklige gore
geometrik iyilestirme, protein dizilerinin ¢oklu hizalama ile yapi, kiimelenme, veri
tabani aramasi, protein yapisi karsilastirmasit gibi gorevleri de yerine getirebilir.

(Fiser ve ark. 2000)

Daha genel bir ifade ile yazilima aminoasit dizisi ve bazen bir ligant diziliminin
yant sira uzaysal smirlar girdi olarak verilir. Bu sinirlar1 ve dizilimi en 1yi saglayan
¢ikt1 3-boyutlu bir yap1 olarak yazilim ¢iktist olur. Uzaysal sinirlar ve engeller birgok
farkl1 kaynaktan elde edilebilir. Bu kaynaklarin en onemlileri protein yapilarinin
karsilastirilmali modellenmesi, NMR deney sonuglart ve buradan elde edilen
detaylar, ikincil yapilarin olusumu ile ilgili bilinen kesin kurallar (kombinatoryonel
modelleme), capraz bag olusumu deneyleri, floresans spektrokopisi, elektron
mikroskobu ile imaj bicimlendirme, bolge-yonlendirmeli miitajenez, sezgisel
yontemler, rezidii-rezidii ve atom-atom potansiyellerinin ortalama kuvvetleridir. Bu
sinirlar dahilinde bir dizilim i¢in bag uzunluklari, agilar, donme agilar1 ve birbirlerine

gore durumlari ve atomlar tarafindan olusturulabilecek diger uzaysal davranig
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sekilleri elde edilir. Giiniimiiz Modeller siiriimleri tiim bu sinirlama ve engelleri

sadece hedef yapinin hizalanmasi ve bilinen yapilarla karsilastirilmasi ile elde eder.

3-boyutlu model ise, molekiiler olasilik yogunlugu fonksiyonu (pdf) adi verilen
bir fonksiyonun en iyi duruma getirilmesi ile elde edilir. Olas1 uzunluk, ag1, donme
gibi bilgileri igeren molekiiler olasilik yogunlugu fonksiyonu degisken hedef
fonksiyonu ile Kartezyen uzayda konjuge degisken, molekiiler dinamik ve
simiilasyonlu tavlama (isitip-sogutarak en iyi yapiyr elde etme) gibi degisen

yontemlerle en iyi duruma getirilerek 3 boyutlu bir yapiya doniistiirtiliir.

5.3. NAMD

Bu calismada Modeller yazilimi kullanarak olusturdugumuz proteinlerin daha
disik enerjili  ve kararli yapilarinm1  elde etmek amaciyla, NAMD
(NAnoscale Molecular Dynamics) molekiiler dinamik  simiilasyon  yazilimi
kullanilmistir. Charm++ paralel programlama modeliyle yazilan NAMD ¢ok sayida
islemcide ayni anda yiiz binlerce atomun simiilasyonuna izin vermektedir. (Phillips

ve ark., 2005)

Amerika, Urbana-Champaign’de bulunan University of Illinois Biyofizik grubu
tarafindan gelistirilen NAMD yazilimi, Visual Molecular Dynamics (VMD)
molekiiler modelleme ve gorsellestirme ve kuvvet alami gelistirme ve diizenleme
amagch Force Field Toolkit (ffTK) gibi yan programlarla kullanilabilmektedir. VMD
gerekli yapilar1 ve parametreleri hazirlamak lizere NAMD i¢in bir arayiiz gorevi

gortir. (Humphrey ve ark., 1996).

NAMD biyoinformatik araclari ile birlikte verimli bir sekilde kullanilabilmekte,
kuvvet alani, yap1 ve sonuglarin transferine izin vermesiyle calismalara hiz ve
esneklik kazandirabilmektedir. Ayrica simiilasyon sonunda ve sirasinda yapisal

etkilesim ve doniisiimler izlenebilmekte ve analiz edilebilmektedir.

5.4. Docking Simiilasyonu

Docking yani kenetlenme bir molekiiler modelleme yontemi olup, bir molekiiliin
baska bir molekiil ile kararli bir kompleks olusturmasi sirasinda tercih edecegi en

yiiksek olasilikli baglanma pozisyonun belirlenmesidir. (Lengauer ve Rarey, 1996)
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Tercih edilen baglanma pozisyonlar: bilgisi elde edilerek, baglanma giicii ve istegi

bir skorlama fonksiyonu olarak verilir.

Sinyal iletiminde birlesmeler ¢ok 6nemli bir yer tutmaktadir. Etkilesen iki
molekiiliin baglanma oryantasyonlar1 sadece yapisal bilgi degil, ayn1 zamanda
iretilen sinyalin tiirlinlin (agonist-antagonist) anlasilmasi agisindan da onemlidir.
Docking metodu en fazla kii¢lik ilag adayr molekiillerin protein hedeflerle etkilesim
istek ve aktivitelerinin belirlenmesi i¢in kullanilsa da (Kitchen ve ark. 2004) bu tez
caligmasinda oldugu gibi farkli biiyiikliikteki iki proteinin etkilesiminin anlasilmasi

icin de kullanilmaktadir.

Molekiiler docking problemi genel olarak ligandin anahtar, proteinin kilit oldugu
bir “anahtar-kilit” probleminin ¢6ziilmesidir. (Jorgensen, 1991) Fakat giiniimiizde
hem proteinin hem de ligandin esnek ve konformasyonel degisikliklere ugradigi daha
hassas docking metotlar1 mevcuttur. Bu da anahtar-kilit benzetmesinden daha ¢ok
eldiven-el benzetmesini dogru kilar (Wei ve ark. 2004). Docking siirecinde hem
protein yilizeyinin hem de ligandin konformasyonel ayarlamalarin yapildigi bu

docking ¢aligmalar1 daha dogru sonuglar vermektedir.

Iki temel docking yaklasimi bulunmaktadir. Bunlardan ilki proteinin yiizeyinin
tanimlanarak sekil tamamlayiciliginin ve topolojinin esas alindigi bigimsel uyumdur
(Goldman ve Wipke, 2000; Meng ve ark. 2004). Ikincisi ise belirlenen
konformasyonel uzaylarda ikili baglanma enerjilerinin belirlenmesinin esas alindigi

simiilasyon yontemidir.( Feig ve ark. 2004)

Bu ¢aligmada Autodock programi kullanilmistir. (Morris ve ark. 2009) Autodock
programi, olasi pozisyonlarin belirlendigi auto-grid ve bu pozisyonlara ligandin dock
edildigi auto-dock yazilimlarindan olusur. Bu programin lineer regresyon analizine
dayali serbest enerji skorlama metodu, bir giinde 40000 farkli esnek olmayan
pozisyonun denenebildigi hizli algoritmasi ile daha 6nce bir¢cok caligmada dogru

sonuglar verdigi gorilmistiir (Sotriffer ve ark. 2000).
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6. BULGULAR

6.1. Multiple Alignment

GBy'nin etkilestigini diistindiigiimiiz olasi efektor proteinlerine ait amino asit
dizileri gruplara ayrildi. Coklu hizalamasi yapilan efektdr proteinleri agagidaki
gibidir.

< Kir

X4

Adenilaz Siklaz

L)

*

ATP-sensitive inward rectifier potasyum kanal

L)

X4

Fosfolipaz C

L)

Kir3 proteinlerinin 6 ¢esidi ¢coklu hizalama yontemiyle karsilastirildi. Buna ait elde
edilen bulgular sekil 8'de gosterilmistir. Adenilaz siklaz proteinlerinin insanda
bulunan 9 ¢esidi kendi aralarinda ¢oklu hizalama yapildiginda elde edilen bulgular
sekil 9' da gosterilmistir. ATP-sensitive inward rectifier potasyum kanal proteinleri
icin elde edilen bulgular sekil 10'da, Fosfolipaz C B proteinleri i¢in elde edilen
bulgular da sekil 11'de gosterilmektedir. Amino asit dizileri arasinda iyi korunmus

(1% 4 (Y34

rezidiler sekillerin {izerinde goriinen , ve

[T L)

simgeleriyle ifade edilmistir.
Diziler arasindaki yiiksek benzerlik motiflerin belirlenmesini gii¢lestirmesine karsin iyi

korunan bu rezidiilerin motif 6geleri olmasi olasidir.
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Kir-3.4_GIRK4_-Homo-sapiens-1 - ba) YVPIATBRT, 51

Kir-3.4_GIRK4_ -Homo-sapiens-2 IP. 'YVPIAT 52
Kir-3.2_GIRKZ -Homo-sapiens SWM.QP-.LP 55
Kir-3.3_GIRK3 -Homo-sapiens B 23
Kir-3.1_GIRKl_ -Homo-sapiens-2 MSALRR-——------ KFGDDEQVVEES SSES6L0 45
Kir-3.1_GIRKl -Homo-sapiens-1 MT 19

I
Kir-3.1 GIRK1l -Homo-sapiens-2 FVDEN IFL AWLFMASMAWWV I 105
Kir-3.1_GIRKl -Homo-sapiens-1 FFP-— QRDELHSSPLIAP 67

. *
Kir-3.4_GIRK4_ -Homo-sapiens-1 lS LF !'Gl' IWWLI 110
Kir-3.4_GIRK4_-Homo-sapiens-2 LF FGFIWWLI 111
Kir-3.2_ GIRK2 -Homo-sapiens IF FGMIWWLI 114
Kir-3.3_GIRK3 -Homo-sapiens LF' FGAIWWLI 82
I-r lelr-r
................ 100.......110 120

Kir-3.4_GIRK4_ -Homo-sapiens-1 170
> Kir-3.4_GIRK4_-Homo-sapiens-2 QE'BII 171
Kir-3.2_GIRKZ2_ -Homo-sapiens IE| PS 174
Kir-3.3_GIRK3_-Homo-sapiens 142
Kir-3.1_GIRKl -Homo-sapiens-2 NKAHV 165
Kir-3.1_GIRKl -Homo-sapiens-1 MTNSKER'.NS- 115
: : * & * e *
Kir-3.4_GIRK4_ -Homo-sapiens-1 AIL = 230
Kir-3.4_GIRK4_ -Homo-sapiens-2 AIL 2 231
Kir-3.2_GIRKZ2_ -Homo-sapiens 2 234
Kir-3.3_GIRK3_ -Homo-sapiens AIL 2 202
Kir-3.1_GIRK1_-Homo-sapiens-2 §IL p 225
Kir-3.1_GIRKl -Homo-sapiens-1 LE 174

Kir-3.4_GIRK4 -Homo-sapiens-1 I
Kir-3.4_GIRK4 -Homo-sapiens-2 I

g n': - 255
: 255

Kir-3.2_ GIRK2Z -Homo-sapiens IRAKL! F I. 255
Kir-3.3_GIRK3 -Homo-sapiens IRA } F LSVGFDIGDDRLFLVEPLVISHEIDAAS 255
Kir-3.1_ GIRK1l -Homo-sapiens-2 AQI I.P LDVGF 255
Kir-3.1_ GIRK1l -Homo-sapiens-1 ARMEGNLPAKLRFMWNSDRET 194
....... 250.......260.......270.......280.......290...

Sekil 8: Efektor proteinlerini olan Kir proteinlerinin ¢oklu hizalanma sonucu
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Aden;’late—cycl ase-1l-Homosapiens-1
Adenylate-cyclase-1l-Homosapiens-2
Adenylate-cyclase-2-Homosapiens-1
Adenylate-cyclase-2-Homosapiens-2
Adenylate-cyclase-4-Homosapiens-2
Adenylate-cyclase-7-Homosapiens
Adenylate-cyclase-6-Homosapiens
Adenylate-cyclase-5-Homosapiens
Adenylate-cyclase-4-Homosapiens-1

Adenylate-cyclase-1l-Homosapiens-1
Adenylate-cyclase-1-Homosapiens-2
Adenylate-cyclase-2-Homosapiens-1
Adenylate-cyclase-2-Homosapiens-2
Adenylate-cyclase-4-Homosapiens-2
Adenylate-cyclase-7-Homosapiens
Adenylate-cyclase-6-Homosapiens
Adenylate-cyclase-5-Homosapiens
Adenylate-cyclase-4-Homosapiens-1

Adenylate-cyclase-1-Homosapiens-1
Adenylate-cyclase-l-Homosapiens-2
Adenylate-cyclase-2-Homosapiens-1
Adenylate-cyclase-2-Homosapiens-2
Adenylate-cyclase—4-Homosapiens—2
Adenylate-cyclase-7-Homosapiens
Adenylate-cyclase-6-Homosapiens
Adenylate-cyclase-5-Homosapiens
Adenylate-cyclase—4-Homosapiens-1

Adenylate-cyclase-l-Homosapiens-1
Adenylate-cyclase-l-Homosapiens-2
Adenylate-cyclase—-2-Homosapiens—1
Adenylate-cyclase-2-Homosapiens—2
Adenylate-cyclase-4-Homosapiens-2
Adenylate-cyclase-7-Homosapiens
Adenylate-cyclase-6-Homosapiens
Adenylate-cyclase-5-Homosapiens
Adenylate-cyclase-4-Homosapiens-1

rage s or s
Adenylate-cyclase-l-Homosapiens-1
Adenylate-cyclase-1l-Homosapiens-2
Adenylate-cyclase-2-Homosapiens-1
Adenylate-cyclase-2-Homosapiens-2
Adenylate-cyclase-4-Homosapiens-2
Adenylate-cyclase-7-Homosapiens

Adenylate-cyclase-6-Homosapiens

Adenylate-cyclase-5-Homosapiens

Adenylate-cyclase-4-Homosapiens-1

Adenylate-cyclase-l-Homosapiens-1
Adenylate-cyclase-1-Homosapiens-2
Adenylate-cyclase-2-Homosapiens-1
Adenylate-cyclase-2-Homosapiens-2
Adenylate-cyclase—4-Homosapiens-2
Adenylate-cyclase-7-Homosapiens
Adenylate-cyclase-6-Homosapiens
Adenylate-cyclase-5-Homosapiens
Adenylate-cyclase-4-Homosapiens-1

Sekil 9: Efektor

—————— MAGAPRCGGECCCEAGEP GGAERAA GISRRRGLRACDEEFACPELEALFRGYTL
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MR DRSEEAA GLPRS| S¥yYC

MWQEAM: DRSEEAA( GLPRS| S¥YC

YS

oL

MAR--LFSPRP —————————-] PPSE|

—————————————-MSGSKSVSPPGYAAQKTAAP APRGG--PEHRSAWGEADSRANGYPH
DAER
60

1.......10

RLE@AAT --LKALAVLS LLAGALALAELLGAPGP APGLAKGSHP VECVLFLALLVVENVR
RLEQAAT --LKALAVLSLLAGALALAELLGAPGP APGLAKGSHPVHCVLFLALL! VR
-MSi --LIVFLLLIVMGSCLALLAVFFALGLEVEDHVAFLITVPTALAIFFATIFILV
—-MSQOHP -—LIVFLLLIVMGS CLALLAVFFALGLEVEDHVAFLITVPTALAIFFAIFILYV
-Li --LLLLLLGIVLCALAALLAVAWASGRELTSDP SFLETVLCALGGF SLLLGLA

GP -~ LLLELLLVAATACVALII IAFS0G-DPSRHOATLGMAF LVLAVFARLSVLM
SPTPAGP PRCPWODDAF IRRGGPGKGKELGLRAVALGFEDTEVITTAGGTAEVAP DAVEPR

APGGSAR------GSIKKPGGAVIPOQQORLASRWRSDDDDDPPLSGDDPLAGGFGFSFR
SCSHLGT-—-—-MVEFAVALGSKLD VINKHSF NNF RLRVGLNHGPVVAGVIGAQKP Q¥D IW
........ 70........80........90.......100.......110.......120

|L|vaL|QvGQLA-—LHSLmum@EAIGGEnGﬁGuGGpn'AEQGﬁQLLLv.

SLOVPOLQOVGOLA--LLFSLTFALLCCPFALGGPARGSAGAAGGP GVWQLLLVT
CIESVFKKLLRLFS--LVIWICLVAMG C-————————-] FGG! SFFLFII
CIESVFKKLLRLFS--LVIWICLVAMG IC—— -FGG SFFLFII
BREQRLORWERPLS -—GLVWVALLALG F-— -IGG gl SYFLEVI
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130 170 180

EVS PVRSLLAIGFGLVVAASHLLVTATLVP AK-——RPRLWR TLGANALLFVGVNME
EVS PVRSLLAIGFGLVV. VTATLVP AK-——-RPRLWRTLG
TMLPFNMRDAIIASVLTSSSHTIVLSVCLSATPGGKEHLVWQILANVIIFICGNLA
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255
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hizalanma sonucu
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112
112
91
96
79
83
113
98
60

170
170
139
144
127
133
165
158

93

227
227
199
204
187
193
225
218
130

255
255
199
255
247
253
255
255
130

proteinlerni olan Adenilaz Siklaz proteinlerinin ¢oklu



ATP-sensitive-inward-rectifier-potassium-channel-12-HS MT. HE (N 51
ATP-sensitive-inward-rectifier-potassium-channel-14-HS MG RNG- Q W 57
ATP-sensitive-inward-rectifier-potassium-channel-11-HS ~MLS! ZRLAED v 40
ATP-sensitive-inward-rectifier-potassium-channel-8-HS —MLARKS- ARTAAEN---—LRKPRIRDRLE} SG 41
ATP-sensitive-inward-rectifier-potassium—channel-1-HS MNAS SRN- “LRMMRF!‘G.SRM L a7
ATP-sensitive-inward-rectifier-potassium-channel-10-HS-1 — MESVAK —--SRPLMGPG I RRA 34
ATP-sensitive-inward-rectifier-potassium-channel-10-HS-3 MESVAK ———SRPLMGPGT ' 35
ATP-sensitive MESVAK ———SRPLMGPGT 35
ATP-sensitive-inward-rectifier-potassi h 1-15-HS AIHI E'.I'PI.VK ———-HTAGAGL! SG 34

p AP || I 1) - | A 40000000 B0 080
ATP-sensitive-inward-rectifier-potassium-channel-12-HS QCHNIEF El VDI IF 'GIIFWVIAVAHG 110
ATP-sensitive-inward-rectifier-potassium-channel-14-HS HCNVREV] VIV C! 'GLAFWLIASLHG 116
ATP-sensitive-inward-rectifier-potassium-channel-11-HS IR VEL] 'LLIF L IAFAHG 98
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2

Sekil 10: Efektor proteini olan ATP-sensitive inward rectifier potasyum kanal

proteinlerinin ¢oklu hizalanma sonucu
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Fhospholipase-C-beta-1- l:lomo—sap:l.ens—B 134
Phospholipase—C-beta-3-Homo-sapiens-1 LEMFS. Il‘ERﬂNKLCL.E IDKI IGA 192
Phospholipase—C-beta-3-Homo—sapiens-2 LEMFS. NI.S II'ERI‘LNKLCLIP IDKI IGA 235
Phospholipase—C-beta-1-Homo—sapiens-1 ¥RLFS. LPSS IDNT 234
Phospholipase—C-beta-2-Homo—-sapiens-1 FQMEP. SAC.HJ'.P SI‘TJ-ISLCP IDEIFTS 237
Fhospholipase-C-beta-2Z-Homo-sapiens-2 FQOMFP ShC.BLP EP SFLMSLCP! I IFTS 230
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Fhospholipase-C-beta-3-Homo-sapiens-2 255
Phospholipase—C-beta-1-Homo-sapiens-1 255
FPhospholipase-C-beta-2-Homo-sapiens-1 255
Fhospholipase-C-beta-2-Homo-sapiens-2 255
Fhospholipase-C-beta-1-Homo-sapiens-2 30
Phospholipase—C-beta-l1-Homo-sapiens-3 LS 196
....... 250.......260.......270.......280.......290.......300
Phospholipase-C-beta-3-Homo-sapiens-1 255
FPhospholipase-C-beta-3-Homo-sapiens-2 255
Fhospholipase-C-beta-1-Homo-sapiens-1 255
Phospholipase-C-beta-2-Homo-sapiens-1 255
Phospholipase-C-beta-2-Homo-sapiens-2 255
FPhospholipase-C-beta-l1-Homo-sapiens-2 30
Fhospholipase-C-beta-l1-Homo-sapiens-3 196

Sekil 11: Efektor proteini olan Fosfolipaz C p proteinlerinin ¢oklu hizalanma
sonucu
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6.2. Benzesim Modellemesi

Fosfolipaz C beta ve Kir 3.4 (GIRK4) efektor proteinlerinin ayri ayrt modellerini
olusturabilmek i¢in kalip olarak belirledigimiz kristal yapisi bilinen protein ile kendi
proteinimizin hizalanmasina gereksinimimiz vardi. Bunu yapabilmek i¢in Modeller
yaziliminda modelin olusturulmast i¢in kalip dizi ile hedef dizinin ikincil yapilar

(amino asit dizileri) hizalandu.

Ucgiinciil yapis1 bilinmeyen olasi efektor proteini Fosfolipaz C beta igin benzesim
modellemesi yapildi. Blast verileri sonucu kalip olarak kullanilacak olan protein
yapist protein veri tabanindan elde edildi (3ohm.pdb) (Waldo ve ark., 2010).
Modelleme 6ncesi kalip olarak belirledigimiz protein ile kendi proteinimiz arasinda
hizalama gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar PhospholipaseCbeta-3ohmB.pap ¢ikti
dosyast {lizerinden degerlendirildi. Bu veriler kullamilarak 50 farkli model
olusturuldu. Olusturulan pdb modelleri DOPE skorlarina bakilarak karsilastirildi ve
degerlendirildi. Sekil 12°da goriildiigii gibi 45 numarali PDB nin DOPE skoru,
degerlerine gore en diisiik degere sahip olan oldugu i¢in olusturulan modeller

arasmdan bu model secildi.

-83000
83500 41357 9 111315171921 23252729313335373941434547 49

-84000
-84500
-85000
-85500
-86000
-86500
-87000
-87500

DOPE SCORE

PDB Numarasi

Sekil 12: Olusturulan 50 modelin dope skor grafigi

Elde edilen modelin ve kalibin yapilar1 karsilastirildiginda 6nemli 6lgiide
uygunluk gosterdikleri belirlenmistir (Sekil 13). Elde edilen modelin iigilinciil yapisi
Sekil 14°te gosterilmistir.
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== model-Phospholipase C

e kalip-30HM

X100

Sekil 13: Fosfolipaz C beta i¢in olusturulan Kalip ve modelin karsilastirilmasi

Sekil 14: Olasi efektor Fosfolipaz C p proteinin benzesim modellemesi sonucu
elde edilen modeli
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Benzer sekilde, elde edilen modelin ve kalibin yapilar1 karsilastirildiginda
onemli dl¢iide uygunluk gosterdikleri belirlenmistir (Sekil 15). Elde edilen modelin

tictinciil yapis1 Sekil 16°da gdsterilmistir.

X100
0
HANMO TN ONOOODODO A 6N OMmM S 1N O
Nt OO NS OO dA MWL NO A
_1 ™ e~ = — = N N N N NN
LA
‘l 2
3 v
\ e model - Kir 3.4(GIRK4)

-4 - f
\ V \ e kalip - 3SPC
-5

s

Sekil 15: Kir 3.4(GIRK4) i¢in olusturulan kalip ve modelin karsilastirilmasi

Sekil 16: Olasi efektor Kir 3.4(GIRK4) proteinin benzesim modellemesi sonucu
elde edilen modeli

Her iki modelin icerdigi ¢ ve y agilari Ramachandran grafigi ile

degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda bu agilarin biiyiik dlgiide protein
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ticlinciil yapisinda olmasi gereken deger araliklarinda kaldigi goriilmiustiir (Sekil 17,

18) (Humphrey ve ark., 1996).

o Bgf L o

o o
I:|n o
— Y @ o

Sekil 18: Kir 3.4(GIRK4) proteinin Ramachadran grafigi
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Ucgiinciil yapiya iliskin deneysel verilerin yetersizligi nedeniyle adenilat siklaz
efektér proteinin tiglinciil yapisi modellenememistir. Bu nedenle de docking

simiilasyonlar1 gerceklestirilememistir.

6.3. Molekiiler Dinamik Simiilasyonu

Fosfolipaz C beta proteini sulu ortama konularak, 1000 adimda minimize edildi.
Minimizasyon sonucu elde edilen en diisiik enerjili yapinin 2 ns simiilasyonu yapildi.
Bu simiilasyon 2 femto saniye araliklarla 1000000 adimda ve 300K de
gerceklestirilmistir (Sekil 19).

Sekil 19: Fosfolipaz C beta proteininin molekiiler dinamik simiilasyonu sulu
ortama 300K de 2 ns olarak gergeklestirildi.

6.4. Docking Simiilasyonu

Fosfolipaz C beta ve Kir 3.4(GIRK4) model proteinlerinin G proteinini By alt birim
ile olan etklesimlerini belirlemek i¢in AUTODOCK programi kullanilarak Docking

simiilasyonu yapildi. By alt biriminde efektor proteinleri ile etkilesime giren kisim vy
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olarak diisiiniildiigii i¢in olasi efektor Fosfolipaz C beta proteini rigid olarak tutuldu.
y alt birimi kismen daha kii¢iik oldugundan bu kisim docking edildi ve 250 farkli
etkilesim arastirildi. y alt birimi ile modelini olusturdugumuz proteinlerimizin ayri

ayr1 dockingleri sonucu her hangi bir etkilesim gézlemlenememistir.

Bunun iizerine Docking icin [ alt birimine ait heliks parcacig kullanilmis ve
etkilesimler belirlenebilmistir. Fosfolipaz C f'nin B altbirimine ait heliks pargacigiyla
olan etkilesimi Sekil 21'de gosterilmistir. Aynmi sekilde Kir 3.4(GIRK4) igin elde
edilen docking sonucuda sekil 20'de gosterilmistir. Kir 3.4(GIRK4)'lin sekil 20'de
alt birimine ait heliks pargacigi ile bir hidrojen bagi, Fosfolipaz C B'nin sekil 21'da B
alt birimine ait heliks parcacig@i iki hidrojen bagi yaptigi gorilmistir. Kir
3.4(GIRK4)'%in B alt birimi ile olusturdugu hidrojen baginda gorev alan amino asit
Sekil 8’de gosterilmistir. Fosfolipaz C B'nin olusturdugu hidrojen baginda gorev alan

amino asitler ise ti¢linciil yapida bulunmadigindan gosterilememistir.
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Sekil 20: Kir 3.4(GIRK4) modelinin Docking Simiilasyonu sonucu elde edilen
olas1 baglanma sekli ve baglanma enerjisi
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Sekil 21: Fosfolipaz C beta modelinin Docking Simiilasyonu sonucu elde edilen
olas1 baglanma sekli ve baglanma enerjisi
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7. TARTISMA VE SONUC

Sinyal ileti yolaklarmin 6nemli bilesenlerinden biri olan G proteinlerinin pek
cok fizyolojik, biyokimyasal yolakta gérev aldigi ve bu yolaklardan kaynaklanan
anomali ve hastaliklarin en Onemli nedenlerinden biri oldugu bilinmektedir. G
proteinlerinin bir tiirii olan ve Gij, alt ailesinin bir iiyesi olan Go proteinin yaygin
olarak merkezi sinir sisteminde bulundugu bilinmesine karsin islevi heniiz tam olarak
belirlenememistir. Yapilan ¢ok sayidaki deneysel calisma Go proteinin islevinin

belirlenmesine sinirh katkida bulunmus, yeni ¢alismalar1 gerekli kilmistir. (Slep ve
ark., 2008)

Deneysel protein caligmalar1 genellikle yapi bilgisi ve biiyiikk miktarda saf
protein gerektirdiginden zaman alict ve olduk¢a masrafli ¢alismalardir. Gelismis bir
altyapt gereksinimi ve 6zellikle kristallestirme ¢aligmalart i¢in gereken uzun siireler
de gbz Oniine alindiginda protein ¢aligmalarinin oldukg¢a giic ¢alismalar oldugu
anlasilmaktadir. Ozellikle son yillarda bilgisayar donanimlarindaki gelismelere bagl
olarak artan inanilmaz islem giicii ve oldukga yetkinlesen hesaplamali yontemler
yeni bir segcenek olarak ortaya ¢ikmaktadir. 2013 yilinda hesaplamali yontemlere
verilen kimya Nobel &diili bu yetkinligin en onemli kanitini olusturmaktadir.
Ekonomik olmasi, pahali alt yapiya gereksinim duymamasi, daha kisa siireli
calismalara olanak vermesi gibi avantajlarinin yani sira teorik caligmalarin en 6nemli
avantajlarinda biri de ilgili sistemin en ince ayrintisini bile kontrol etmeyi olanakl
kilmasidir. Bu olanak deneysel anlamda oldukga sinirli kalmakta, kimi zaman ise

mumkin olmamaktadir.

Teorik yontemler modelleme ve simiilasyon c¢alismalari i¢in deneysel
caligmalardan elde edilen verileri kullanmaktadir. Bu verilerin giivenilirligi ve
hassaslig1r teorik calismalar1 dogrudan etkilemektedir. Ayrica teorik ¢alismalar
deneysel calismalarla sinanabilecek Ongoriilerde bulunabildigi siirece anlamh
olmaktadir. Bu karsilikli etkilesim elde edildigi takdirde, teorik ve deneysel
caligmalar biiyiik bir potansiyeli ortaya koyabilmektedir. Tiim bu noktalar gz oniine
alinarak bu calismada, Go proteinin islevi teorik yontemler kullanilarak belirlenmeye

caligildi.
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Tez caligmasimin en kritik asamasi, Go proteini ile etkilesen mevcut efektor
proteinlere benzeyen proteinlerin belirlendigi asamaydi. Biyolojik veri tabanlarindaki
bliyiik hacimli veri yiginindan gerekli protein dizilerini elde etmek hem oldukca
zahmetli hem de ¢ok empirik bir siiregtir. Benzerligi belirleyen parametrelere
getirilen cut-off degerleri ¢ok yiiksek tutulursa benzer protein dizilerini gézden
kacirmak kacinilmaz olurken, diisiik cut-off degerleri de c¢alisilamayacak kadar ¢ok
sayida protein dizisini ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu nedenle sadece insana
Ozgii, belirli sayida aday efektor proteinleriyle calisildi. Bu anlamda tez ¢alismasi

daha kapsamli ¢alismalar i¢in potansiyel barindirmaktadir.

Diger bir kritik asama ise benzer isleve sahip benzer proteinlerin 6zgiil dizisel
motifler icerebilecegi esasina dayanan motif belirleme siireciydi. Motif belirleme de
cok empirik bir siirec olup motifleri kesin olarak belirleyen bir algoritma
bulunmamaktadir. Calisma kapsaminda kullanilan proteinlerin yiiksek dizisel
benzerlige sahip olmasi nedeniyle ¢cok 6zgiil motifler elde edilememistir. Yine de ¢ok
iyi korunan rezidiilerin motif 6gesi olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu anlamda da tez

calismasi ileri ¢alismalari onciillemektedir.

Ucgiinciil yapis1 bilinmeyen efektor protein adaylarinim iigiinciil yapis1 benzesim
modellemesi ile elde edilmistir. Kalip ve hedef protein dizilerinin benzerliginin
yiiksek oldugu durumlarda elde edilen model oldukca giivenilir olmaktadir. Tez
caligmasinda bu benzerlik yiiksek oldugundan benzesim modellemesinden elde

edilen modeller giivenilir modellerdir.

Benzesim modellemesinden elde edilen efektor protein modeli ile Go proteinin vy
alt birimi arasindaki etkilesim, docking simiilasyonu ile arastirilmigtir. Literatiirde y
alt biriminin daha biiyiik serbestlik ve esneklige sahip olmasi nedeniyle efektor
etkilesimlerinde esas roli tistlendigine iliskin 6ngoriiler bulunmaktadir ( Khan ve ark,
2013). Bu Ongoriiler esas alinarak dock simiilasyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen
olas1 etkilesimler deneysel olarak sinanabilir etkilesimlerdir. Ancak literatiirde
ongoriildiigii sekilde y alt-birimi ile yapisini belirledigimiz efektor proteinler arasinda
giiclii bir etkilesim belirlenememistir. Bu nedenle  alt birimi ve ilgili efektor
proteinleri arasindaki etkilesimler arastirtlmistir. Bunun sonucunda (3 alt biriminin

pervane yapisi disinda kalan heliks yapis1 ve ilgili efektorler arasinda daha giiclii bir
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etkilisgim bulunmustur. Bu da gelecek ¢alismalarin y alt-birimi kadar B alt-birimini de

kapsamasini gerekli kilmaktadir.

Tez galismasinda teorik yontemler basariyla kullanilarak aday efektor proteinler
belirlenmis olup, bu proteinlerin B alt birimi ile etkilesebilecegi gosterilmistir. Bu
bulgu da, efektor proteinlerin gorev aldigi biyokimyasal yolaklardan haraketle Go

proteinin iglevinin belirlenmesi i¢in ileri caligmalara onciiliik edebilir.
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