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1. ÖZET 

Go Proteini Betagama Alt Biriminin EtkileĢtiği Olası Efektörlerin 

Biyoinformatik Araçlarla Belirlenmesi 

Öğrencinin Adı: Gonca GÜZEL 

DanıĢmanı:  Yrd. Doç. Dr. Cevdet NACAR 

Anabilim Dalı: Biyofizik 

Amaç: Sinyal iletisinde görev alan G proteini βγ alt biriminin etkileĢtiği efektör 

proteinlerin bir kısmı belirlenmiĢ olmasına karĢın, elde edilen deneysel bulgular 

eksik ve yetersizdir. Bu çalıĢmada, βγ alt biriminin etkileĢtiği efektör proteinler ve bu 

proteinlerle olası etkileĢimleri hesaplamalı yöntemlerle belirlenmeye amaçlanmıĢtır.  

Gereç ve yöntem: Tez çalıĢması kapsamında öncelikle olası efektör proteinlerin 

amino asit dizileri elde edilmiĢ, bu diziler çoklu olarak hizalanmıĢ ve spesifik 

motifler araĢtırılmıĢtır. Bu veriler kullanılarak veri tabanlarından benzer proteinler 

belirlenmiĢtir. Üçüncül yapısı bilinmeyen proteinlerin üçüncül yapısı benzeĢim 

modellemesi ile elde edilmiĢtir. Elde edilen yapılar sulu ortamda moleküler dinamik 

simülasyon yöntemi kullanılarak iyileĢtirilmiĢtir. Daha sonra bu yapıların βγ alt 

birimi ile etkileĢimi docking yöntemi kullanılarak araĢtırılmıĢtır. 

Bulgular ve sonuçlar: Docking simülasyonu sonrasında elde edilen veriler, olası 

bazı efektör proteinlerin βγ alt birimi ile etkileĢime girme potansiyelleri olduğunu 

düĢündürmektedir. Bu potansiyel etkileĢimlerin deneysel yöntemlerle doğrulanması 

gerekmektedir. 

Anahtar Sözcükler: G proteini,  docking simülasyonu, moleküler dinamik 

simülasyon,  benzeĢim modellemesi. 



 

 2 

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 GÜZEL 

Supervisor:   Asst. Prof. Cevdet NACAR 

Department:   Biophysics 

Aim: Although potential effectors that interact with βγ 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 βγ subunits of G protein and the interactions between βγ 

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. 
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3. GĠRĠġ VE AMAÇ  

ĠletiĢim kurabilmek tüm canlıların temel gereksinimlerinden bir tanesidir. Tek 

hücreli canlılardan çok hücreli karmaĢık organizmalara kadar canlıların tümü 

yaĢamlarını devam ettirebilmek için iletiĢim kurmaya ihtiyaç duyarlar. Bu iletiĢim 

Ģekli canlıların yapılarına, çeĢitlerine ve Ģekillerine göre farklılık göstermektedir. 

Hücreler arasındaki iletiĢim Ģekline sinyal iletisi denilmektedir. 

Sinyal iletisi, hücreye dıĢarıdan gelen bir uyaranın hücre tarafından algılanması, 

bu uyarının hücre içine iletilmesi ve gelen uyarıya göre hücrede cevap oluĢması 

Ģeklinde meydana gelen ve giderek karmaĢıklaĢan bir reaksiyonlar zinciridir. Sinyal 

iletisinin temel elemanları olan reseptörler, Guanin-nükleotidi bağlayan protein (G 

proteini) ve efektör proteinleri hücreye dıĢarıdan gelen sinyaller için bir çeĢit açma-

kapama anahtarı olarak görev yapmaktadır. 

Hücre içine giren sinyalin doğru bir Ģekilde anlam kazanması ve gerçekleĢmesini 

sağlayan reaksiyon zincirinin temel halkalarından birini G proteinleri 

oluĢturmaktadır (Raymond, 1994). G proteinlerinin tat, koku, görme gibi duyularımız 

tarafından algılanan çevresel verilerin iĢlenmesi, bazı hormonal uyarılarla hücrenin 

uyarılması gibi pekçok iĢlevde rol aldığı bilinmektedir (Milligan and Kostenis 2006). 

Sinyal iletisinde oldukça önemli role sahip olan G proteinlerinin yapı ve 

iĢlevlerindeki bozukluklar da önemli hastalıklara neden olmaktadır (Saggerson 

1992). 

G proteini çeĢitlerinden biri olan Go proteini çoğunlukla merkezi sinir sisteminde 

bulunmasına karĢın iĢlevi tam olarak belirlenememiĢtir. Go proteininin etkileĢtiği 

efektör proteinlerinin saptanması,  ilgili yolak ve yolağın görev aldığı fizyolojik ve 

biyokimyasal iĢlevlerin belirlenmesinin önünü açacaktır. Bu tez çalıĢması 

kapsamında Go proteinin etkileĢtiği olası efektör proteinler biyoinformatik ve 

hesaplamalı yöntemlerle belirlenmeye çalıĢılmıĢtır. 
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4. GENEL BĠLGĠLER  

4.1. G Proteinleri 

Membranın seçici geçirgen yapısından dolayı hücreye dıĢarıdan gelen bir 

sinyalin hücre içine iletilmesi doğrudan gerçekleĢememektedir. Ġletilmek istenilen 

sinyal ancak bir aracılı sistem sayesinde aktarılmaktadır. Bu aracılı sistem de sinyal 

iletisi sırasında membrana gömülü olarak bulunan G-proteini kenetli reseptörler (G 

protein–coupled receptors[GPCR]) ile sağlanmaktadır. G proteinleriyle birlikte 

çalıĢan GPCR'lar ile gerçekleĢen sinyal iletisi, aracılı transmembran sinyal iletimi 

olarak da ifade edilmektedir. Hücre içinde bulunan G proteinleri, membrana gömülü 

olarak bulunan GPCR ile kenetli olarak çalıĢır. Hormon bağlı reseptör aktivasyonu 

sonucu GTP, GDP ile yer değiĢtirir. GTP bağlanması ile meydana gelen yapısal 

değiĢme sonucunda heterotrimerik G proteini etkinleĢir ve alt birimlerine ayrılır. Bu 

alt birimler daha sonra kendilerine ait efektörlerle etkileĢirler (Patel ve ark., 2001). 

Heterotrimerik G proteinleri 37-42 kDa moleküler ağırlıkta, bir guanin 

nükleotid-bağlanma cebi ile GTP bağlayan ve bu GTP’yi hidroliz edebilme 

yeteneğine sahip içsel GTPaz aktivitesine sahip bir α alt birimi, 35 kDa moleküler 

ağırlıkta β alt birimi ve 8-11 kDa moleküler ağırlıkta γ alt birimine sahiptir. Beta ve 

gama altbirimleri birbirlerinden ayrılmayan bir kompleks halinde ve genellikle tek 

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

G proteinleri ilk olarak 1960 yılında Martin Rodbell tarafından glukagon 

etkileĢimlerinin incelenmesi ile ilgili deneyleri sırasında keĢfedilmiĢtir (Birnbaumer 

ve Rodbell, 1969). Bu keĢifle birlikte G proteinleri üzerinde yapılan araĢtırmalarda 

ivme kazanmıĢtır. G proteinleri 1977 yılında Ross ve Gilman’ın gerçekleĢtirdikleri 

çalıĢmalar sonucu GTP bağlayan bir protein olarak saflaĢtırılıp karakterize 

edilmiĢlerdir. Ġlk zamanlarda Ns olarak isimlendirilen Gαs, karakterize edilen ilk G 

proteini olmuĢtur. G proteinleriyle ilgili yaptıkları bu çalıĢmalarından ötürü 1994 

yılında Gilman ve Rodbell Tıp ve Fizyoloji alanında Nobel ödülüne layık 

görülmüĢlerdir (Ross ve Gilman, 1977). 
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4.1.1. α Alt Birimi 

G proteinlerinde α alt biriminin amino asit dizilerinde benzerlik oranlarına 

bakıldığında bu oranın % 45-80 civarında olduğu belirlenmiĢtir. G proteinleri bu 

dizisel benzerlikler esas alınarak Gs, Gi/o, Gq, G12 olmak üzere 4 aileye ayrılmıĢtır. Gs 

ve Gi/o aileleri α alt biriminin ilk belirlenen efektörlerinden birisi olan adenilaz 

siklazı (AC) uyarma (stimulatory) ve inhibe (inhibitory) etmeleri nedeniyle bu 

isimleri almıĢlardır. G proteinlerinin α alt biriminin farklı aileler ve dokulardaki 

dağılımı ile AC ve diğer etkileĢtiği efektörleri Tablo 1’de gösterilmiĢtir (Milligan ve 

Kostenis, 2006).  

 

Tablo 1: G proteinlerinin α alt birimine ait protein aileleri, dokularda bulunma 

yerleri ve etkileĢtikleri olası efektörler 

 

(Milligan ve Kostenis, 2006).  
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Gs, Gi/o, Gq, G12 olmak üzere sınıflandırılan, aralarında yapısal ve iĢlevsel olarak 

yüksek oranda benzerlik bulunan α alt birimi ailesinin aynı zamanda her bir ailesinin 

de kendine özgü motifleri bulunmaktadır (Wettschureck and Offermanns, 2005). 

Gα alt birimi domen olarak tanımlanabilecek iki temel yapıdan meydana 

gelmektedir. Bunlardan birincisi GTP’nin bağlandığı ve hidrolizlendiği GTPaz 

domeni olarak adlandırılır. Ġkincisi ise GTPaz domenine esnek bir Ģekilde bağlı 

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

 

ġekil 1: Alfa alt birimi heliks ve GTPaz domeinlerinden oluĢur. 

 

GTPaz ın üçüncül yapısına bakıldığında 5 α-heliks ve 6 β-sheet'ten meydana 

gelmiĢ olduğu görülmektedir. GTPaz domeni üzerinde G1, G2, G3, G4 ve G5 olarak 

adlandırılan 5 anahtar bölge bulunmaktadır ve bu bölgeler evrimsel süreçte çok iyi 

korunmuĢtur. Tüm GTPaz çeĢitlerine bakıldığında, GTP 'nin bağlandığı bölgede 

GXGXXGKS,  Mg
2+

nin bağlandığı bölgede DXXG, guanin halkasının bağlandığı 

bölgede NKXD motiflerinin korunduğu gözlenmiĢtir (Sprang, 1997). 

α alt biriminin yapısında bulunan GTPaz domeni, sinyal iletisinde yapısı ilk 

analiz edilen proteinlerden biri olan ras proteini ile oldukça benzer bir yapıya 

sahiptir. Bu benzerlik özellikle Mg
2+

 tutunma yeri, guaninin bağlandığı bölgeler ve 

korunmuĢ bazı bölgeler üzerindedir (Sprang, 1997). 
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G protein α alt biriminin GTPaz aktivitesi aynı zamanda G-protein-sinyalini 

düzenleyici proteinler (Regulators of G protein signaling proteins [RGS]) tarafından 

da düzenler. RGS ailesinin 30’dan fazla üyesi olduğu ve hepsinde ortak olan bir RGS 

bölgesinin bulunduğu bilinmektedir. Bu bölge α alt birimine bağlanır ve GTPaz’ı 

uyararak GTP hidroliz hızını düzenler. Normal olarak yavaĢ olan içsel GTP hidrolizi, 

bir RGS proteinin bağlanması ile artar ve RGS’ler böylece etkin G protein sinyal 

süresini kısaltarak pozitif sinyal düzenleyicileri olarak görev yaparlar. RGS protein 

ekspresyonunda ve iĢlevinde herhangi bir bozulma, sinyal süresinin uzamasına neden 

olur (Koelle, 1997). 

 

ġekil 2: G proteinin aktif ve inaktif durumunda RGS proteini ile etkileĢimi. 

(Siderovski ve Willard; 2005) 

 

 RGS proteinleri α-alt birimine bağlanarak GTPaz’ın uyarılmasını sağlarlar ve 

bu sayede de GTP’nin hidroliz hızının kontrol eder. Normal Ģartlarda düĢük hızda 

gerçekleĢen bu olay, RGS proteinleri sayesinde daha hızlı olarak gerçekleĢmektedir. 

RGS proteinlerinde meydana gelen iĢlevsel bozukluklar GTP hidroliz süresini 

etkileyeceğinden dolayı sinyal iletisinin süresinde yavaĢlamaya neden olur (Dohlman 

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

Aktif durum Aktif olmayan durum 
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4.1.2. βγ Alt Birimi 

 

ġekil 3: βγ alt birimi 

Gβγ, β ve γ alt birimlerinden meydana gelmiĢ dimer yapıda bir moleküldür. 

Gβγ'ya ilk bakıldığında β alt biriminin sahip olduğu 7 kanatlı pervane benzeri yapısı 

dikkat çekmektedir. Her bir kanatta triptofan ve aspartik asit tekrarından oluĢan WD 

motifti bulunmaktadır. 

Bu motif yalnızca Gβ'ya özgü bir motif değildir. WD tekrarlarından meydana 

gelmiĢ proteinlerin ortak bir iĢlevi bulunmamakla birlikte bu proteinler çoğunlukla 

birden fazla alt birimden oluĢan kompleksler olarak bulunmaktadır (Clapham ve 

Neer, 1997). β alt birimi 7 defa tekrar eden motifin dıĢında, N ucunda bulunan ve 

yaklaĢık 20 amino asitten meydana gelmiĢ bir heliks yapı da içermektedir (Theresa 

ve ark., 2003). γ alt birimi ise G proteinini meydana getiren alt birimlerden en küçük 

olanıdır. Bu alt birim sadece α heliks yapıdan meydana gelmektedir. 

Memelilerde Gβ ve Gγ alt birimlerinin sentezinde sorumlu gen sayısı C.elegans 

ve diğer basit canlılara göre oldukça fazladır. Ġnsanda Gβ altbirimi için β1, β2, β3, β3S, 
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β4, β5, β5L olmak üzere 5 farklı, Gγ için ise Gγ 1-5 ve 7-13 olmak üzere 12 farklı gen 

bulunur (Hurowitz ve ark., 2000). C. elegans ise her bir altbirim için 2 farklı gene 

sahiptir (Jansen ve ark., 2002). Buna göre evrim süreci boyunca gen duplikasyonu ve 

bunu izleyen seçilim boyunca yeni ve ayrık fonksiyonlara sahip yeni Gβγ alt 

birimlerinin oluĢmuĢ olması ve bu yeni gen oluĢumunun sadece bazı genlerin açık 

okuma çerçevesi ile sınırlı kalmamıĢ olması olasıdır. (Bastiani ve Mendel, 2006). 

Buna rağmen Gβγ çeĢitliliği ile ilgili bilgilerimiz henüz tam netleĢmemiĢ olup, daha 

çok standart sinyal yolaklarını anlamak üzerine kurulmuĢtur. 

Bu gen çeĢitliliğinin farklı Gβγ alt birimlerinin organizasyonu ve transkripsiyon 

düzenleyici fonksiyonları üzerine etkisi hakkında yeterli çalıĢma bulunmamaktadır. 

Gβγ alt birimlerinin izole ve karmaĢık halde birçok farklı kristal yapısı elde edilmiĢtir 

(Lin ve Smrcka, 2011). Gβ alt birimlerinde, WD pervane yapısı ve onun Gγ (Sondek 

ve ark., 1996) ve Gα alt birimleri (Wall ve ark., 1995; Lambright ve ark., 1996) ile 

birleĢmesi çok ses getirmiĢtir. Tüm bu çalıĢmalarda Gβ1γ1 veya Gβ1γ2 kullanılmıĢ ve 

alt birim yapısının ve çeĢitliliğinin fonksiyonlarını nasıl etkilediği anlaĢılmaya 

çalıĢılmıĢtır. G protein sinyal yolağındaki en küçük proteinler olmasına rağmen en 

bariz çeĢitliliğe sahip Gγ alt birimi bu konuda ayrı bir merak uyandırmıĢtır 

Gγ alt birimlerinin iyi korunmamıĢ 3 bölgesi bulunmaktadır. Bu bölgeler N ucu, 

C ucu ve her iki uçta bulunan heliks parçalarının arasında kalan halkadır. Heliks 

parçalarının arasında kalan halka dıĢa doğru, yani göreceli olarak daha iyi korunmuĢ 

olan Gβ alt biriminden farklı yöne yönelmiĢtir. DıĢa doğru bakan bu halkaların de bu 

sayede çok sayıda birbirinden farklı ve özgün efektör ile etkileĢmesi mümkün hale 

gelmiĢtir. Bu Ģekilde Gγ alt birimleri evrimleĢerek, Gβγ alt birimlerinin farklı roller 

alması için gerekli olan daha fazla sayıda yapısal çeĢitliliğe sahip olması mümkün 

olmuĢtur (Shahriar ve ark., 2013). G proteinlerinin Gβγ  alt birimlerinin farklı aileler 

ve dokulardaki etkileĢtiği efektörleri Tablo 2'de gösterilmiĢtir. 
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Tablo 2: βγ alt birimlerinin çeĢitleri vücuttaki dağılımları ve etkileĢtiği olası 

efektörler 

 

( Milligan ve Kostenis, 2006).  

 

 

ġekil 4: Hücre içerisinde βγ alt biriminin dağılımı  

( Khan ve ark, 2013 ) 

βγ alt birimlerinin Etkileştiği Olası Efektörler 
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4.2. G Proteiniyle Kenetli Reseptörler (GPCR) 

G proteinleri kendisi ile kenetlenerek çalıĢan bir reseptör aracılığıyla iĢlev görür. 

Memeli genomu üzerinde, hücre dıĢından içeriye doğru sinyalin iletiminin 

gerçekleĢmesinde G proteinleri ile birlikte aracılık görevi yapan ve membranı 7 kez 

geçerek (7 TM) meydana gelmiĢ GPCR’ların 1000’den fazla çeĢidi bulunmaktadır 

(Fredriksson ve ark., 2003 ; Lagerström and Schiöth 2008). 

Lipidler, biyojenik aminler, peptitler, nükleotidler, koku veya ıĢık gibi çok farklı 

yapıda temel uyaran tarafından uyarılabilen GPCR’lar uyarılmanın ardından guanin 

nükleotitlerini bağlayan heterotrimerik G proteinleri ile kenetlenirler. Reseptörleri ile 

kenetlenen G proteinler, enzim ve iyon kanalları da dahil olmak üzere bir çok farklı 

efektörün aktivitesinin düzenlenmesini sağlarlar. Ayrıca GPCR’ler kas kasılması, 

metabolik iĢlevler, salgı hızı kontrolü gibi kısa dönemli uyarımlarda rol aldığı gibi, 

büyüme ve geliĢme gibi daha yavaĢ süreçlerin düzenlenmesinde de görev alırlar.  

GPCR reseptörlerin en belirgin özelliği hücreyi çevreleyen membranı 7 kez 

geçen yapısıdır. Yılana benzeyen bu yapısı sayesinde bu moleküllere serpentin de 

denilmektedir (Patel, 2004). 

GPCR'ların yapısı 4 bölgeye ayrılır. Bunlardan hücre dıĢında kalan N ucu 

bölgesi (amino grubu) ligand ile bağlanmanın gerçekleĢtiği bölgedir. Bu bölgenin 

amino asit sayısı 7-595 arasında değiĢmektedir. GPCR'ların hücre zarını geçen her 

bir parçasına transmembran (TM) denir. Bu TM'ler yaklaĢık 20-27 amino asitten 

oluĢmaktadır. C uç bölgesi (karboksil gurubu) hücrenin içinde kalarak G proteinleri 

ile etkileĢime giren fosforillenmenin olduğu bölgedir. C uç bölgesi 12-359 amino asit 

içerebilir. Son bölge ise halka bölgeleridir. Halka bölgeleri hücrenin dıĢında kalanlar 

ve içinde kalanlar olmak üzere 2 çeĢittir. Halkalar da ortalama 5-230 amino asitten 

meydana gelmektedir (Ji TH ve ark. 1998). 

Hücreye dıĢarıdan gönderilen bir mesajın GPCR ile etkileĢime girmesi sonucu 

GPCR'ın hücre içine bakan C ucunda yapısal bir değiĢiklik meydana gelir. Bu 

değiĢiklik daha kararlı ya da uyarıcı Ģekilde bir etki yaratır. Ġnaktif durumdayken bir 

arada bulunan G proteininin α, β ve γ alt birimleri ligandın GPCR’da oluĢturduğu 

yapısal değiĢikliğin tetiklemesiyle Gα ve Gβγ olarak iki parçaya ayrılır (Hamm, 

1998). 
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ġekil 5: G proteinin aktif olmayan ve aktif durumları 

( Nature Education http://www.nature.com/scitable/topicpage/gpcr-14047471; 2010) 

GPCR 

http://www.nature.com/nature_education
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4.3. Efektör Proteinleri 

G proteinlerinin alt birimleri, bir veya birden fazla efektörle etkileĢime girmekte, 

farklı doku ve organlarda eksprese olmakta ve birçok hastalıkta rol almaktadır. 

Özellikle Gβγ alt biriminin etkileĢime girdiği düĢünülen efektör ve tez çalıĢmasına 

dahil edilen proteinlerinden bazıları Ģunlardır; 

 Fosfolipaz C  

 Kir, GIRK (G protein-Gated inwardly rectifying K+) proteini 

 Adenilaz Siklaz  

4.3.1. Fosfolipaz C 

Hormon, büyüme faktörü, nörotransmiter, antijen gibi birçok dıĢ uyaranın 

reseptör aracılığıyla etkinleĢtirdiği fosfolipaz C (PLC) enzimi, fosfotidilinisitol 4,5-

bifosfatı (PIP2) ikincil ulak olarak adlandırılan diacilgliserol (DAG) ve inisitol-1,4,5-

trifosfat’a (IP3) hidrolizler (Harden and Sondek, 2006). DAG bütün normal ve 

anormal protein kinaz C etkinliklerinden sorumluyken, IP3 hücre içi kalsiyum 

salınımını sağlar. Bu iki koldan ilerleyen süreç döllenme, bölünme, farklılaĢma ve 

kemotaksis gibi geniĢ bir hücre aktivitesine neden olur. Ayrıca fizyolojik olarak 

tabaka oluĢumu ve birikimi, kas kasılması ve hormon salınımı gibi süreçlerde rol alır. 

PIP2 seviyeleri PLC tarafından ayarlanarak önemli biyolojik süreçler kontrol 

edilebilir. Örneğin PLC katalizi ile PIP2 tüketimi direkt olarak 20’nin üzerinde farklı 

iyon kanalının 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). 

Ġnsanda altı farklı sınıftan (PLC-β, -γ, -δ, -ε, -ε ve -δ) olmak üzere toplam 13 

farklı PLC bulunmaktadır(Harden ve Sondek, 2006). 

GPCR’den aldıkları sinyalleri hücre içine ileten Gαq/11 ve Gβγ dimerleri, 

heterotrimerik G-proteinlerden serbest kalarak PLC-β izoformları ile direkt olarak 

etkileĢirler ve aktivasyonlarını sağlarlar. PLC-ε2 ise sadece Gβγ tarafından da tek 

baĢına aktive edilebilir (Zhou et al., 2005, 2008). PLC-γ izoformları farklı reseptör 

ve reseptör olmayan tirozin kinazların fosforilasyonu ile etkinleĢtirilir. PLC-ε gibi 

birçok PLC ise ras-iliĢkili GTPazlardan olan ras, rap ve rho tarafından aktifleĢtirilir. 
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PLC-β2, -β3, and -γ2 ise rac tarafından aktifleĢtirilir (Harden and Sondek, 2006; 

Piechulek et al., 2005). PLC-δ ve -δ izoformları için bilinen herhangi bir uyarıcı 

bulunmamakla birlikte bunlar sadece hücre içi fizyolojik olarak gerekli miktardaki 

kalsiyuma duyarlıdırlar.  

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

GIRK proteinleri, ligandın gelerek GPCR'ı uyarmasıyla baĢlayan sinyal ileti 

zincirinde yer alan, potasyum iyon kanallarından sorumlu efektör ailesi  

proteinleridir (Dascal N; 1997). Kalpte, merkezi ve çevresel sinir sisteminde yaygın 

olarak bulunan bu kanal proteinlerin kontrolü GPCR aracılığıyla gerçekleĢir. GIRK 

kanallarının uyarılması Gβγ dimerinin doğrudan bağlanması ile gerçekleĢir (Yamada 

ve ark.; 1998). Literatürde Kir3 proteinlerinin kir3.1(GIRK1), kir3.2(GIRK2), 

kir3.3(GIRK3) ve kir3.4(GIRK4) olmak üzere 4 alt tipi olmakla birlikte kir3.1ve 

kir3.4 için farklı çeĢitleri de bulunmaktadır. Kir3.1 ve kir3.3 merkezi sinir sisteminde 

yer alırken kir3.4 daha çok kalpte bulunmaktadır. 

4.3.3. Adenilaz Siklaz 

Adenilaz siklaz (AC) adenozin trifosfatın (ATP) adenozin 3-5-monofosfata (cyclic 

AMP [cAMP]) dönüĢümünden sorumlu bir enzimdir. Ġnsanda çok sayıda izoformu 

bulunmaktadır (Sunahara ve ark., 1996). Tüm AC izoformları benzer bir yapıya 

sahiptir. Bir çeĢit membran proteini olan AC'ların membrana tutunmalarını sağlayan 

altı heliks yapıdan meydana gelmiĢ transmembran parçası bulunmaktadır. Ayrıca 

hücre zarının sitoplazmik tarafına doğru bakan  iki de katalitik domeni (C1 ve C2) 

bulunmaktadır (Krupinski ve ark., 1989). 

Adenilaz siklazın aktivasyonu, cAMP'nin hücre içi üretimine neden olur. Bu üretim 

hücre yüzeyindeki reseptörlere hormonların bağlanması ile baĢlatılır (Robison ve 

ark.,1968). Epinefrin, dopamin, prostaglandin PGE2, adenozin ve glukagon, 

membran reseptörlerine bağlanarak AC’yi aktive eden birçok proteinden sadece 

birkaçını oluĢturur. Örneğin glukagon karaciğer ve iskelet kasındaki glikojen 

mekanizmasının düzenlenmesinden sorumlu hormondur ve bu dokularda bulunan 

membran reseptörlerini tanır.  Belirgin bir etki göstererek AC’yi uyarır ve hücre 

içinde cAMP üretimini sağlar. Glukagon bağlı reseptörler hücre içinde bulunan G 
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proteinleri ile iletiĢim halindedir (Gilman, 1987).  Buna ek olarak kalsiyum iyonları 

da bazı AC izoformları için güçlü düzenleyicilerdir ( Smit ve Iyengar, 1998). Bu 

mekanizmada kalsiyum iyonu giriĢini kontrol eden voltaja-bağlı kalsiyum kanallarını 

düzenleyen G proteinleri, aynı zamanda AC aktivitesinin de regülasyonunda görev 

alırlar (Qin ve ark., 1997). AC’lerin yapıları büyük oranda karakterize edilmiĢ ve 

nasıl çalıĢtıklarının anlaĢılması ile ilgili önemli aĢama kaydedilmiĢtir. Bu bilgiler 

sayesinde belirlenen mekanizmaların nasıl iĢledikleri ve hatta ilaçlara verdikleri 

tepkiler detaylı modelleme çalıĢmaları ile teorik yöntemler kullanılarak 

anlaĢılabilecek duruma gelmiĢtir 

 

4.4. Moleküler Dinamik Simülasyon 

Moleküler dinamik simülasyon, atomların elektron ve bulundukları seviyeler 

hesaba katılmaksızın, sert küreler olarak kabul edilmesi ve klasik Newton hareket 

denklemlerinin zamana bağlı sayısal integrasyonu ile yerdeğiĢtirmelerin 

belirlenmesidir. Newton denklemleri temel olarak a=  ̈ , yani i parçaçığının 

yerdeğiĢtirmesinin zamana bağlı ikinci türevi ve U bu parçacığa etki eden toplam 

potansiyel enerji olmak üzere, 

  ̈        

denklemine dayanır. Bu denklemin çok sayıda farklı kuvvet ve parçacık için belli 

zaman adımları ile belli bir süre boyunca çözülmesiyle moleküler dinamik 

simülasyon gerçekleĢir (Rapaport, 1995). Potansiyel enerji eklenebilir olduğundan, 

çok sayıda parçacık için toplam potansiyel,    , j ve k parçacıkları arasındaki uzaklık 

ve    , j ve k parçacıkları arasındaki potansiyel olmak üzere 

  ∑∑        

    

 

formülü ile ifade edilir. Tüm ikili potansiyellerin toplanması ve bir parçacık 

kümesine etki eden toplam kuvvetlerin sıfır olmasından yola çıkılarak moleküler 

dinamik simülasyon denklemleri çözülür.  
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Moleküler dinamik simülasyonundaki bir diğer temel soru hareket 

denklemlerinin zaman ilerledikçe nasıl değiĢeceğidir. Bu soru 2002 yılında Frenkel 

ve Smith (Frenkel ve Smit, 2002) tarafından basit Verlet algoritmasının moleküler 

dinamik simülasyon programlarında kullanılması ile çözülmüĢtür (Verlet, 1967).  

4.4.1. Moleküler Dinamik Simülasyonlarda Kuvvet Alanları 

Moleküler dinamik simülasyonlar için, sistemin hareket edeceği potansiyel 

enerji yüzeyinin tüm unsurlarının tanımlandığı bir kuvvet alanı girdi olarak 

tanımlanmalıdır. Bu kuvvet alanları, deneysel enerji fonksiyonları ve parametreler 

olarak programlarda tanımlı dosyalar halinde bulunurlar. Kuvvet alanları Chemistry 

at Harvard Macromolecular Mechanics (CHARMM) (Brooks ve ark., 1983), ve 

AMBER (Cornell ve ark., 1995) gibi kendi programları içerisinde 

kullanılabilecekleri gibi, NAMD (Phillipsve ark., 2005) gibi genel moleküler 

dinamik programlarına formatlanmıĢ parametreler olarak transfer edilebilirler. 

Kuvvet alanlarının parametreleri, konformasyonel analizler, oluĢum enerjileri, NMR 

gibi spektroskopik deneyleri veya kuantum mekanik hesaplamalarından elde 

edilebilirler. Elde edilen potansiyel enerji terimi tüm atomlar ve değiĢkenler ile 

yazıldığında bütün potansiyel enerji yüzeyini içeren bir kuvvet alanı elde edilir. 

 

 

  ∑   
 

     

 ∑   
 

           

 ∑   
 

          

 ∑   
 

             

 

 

 ∑      
       

              

     
             

  

ġekil 6’da tüm kuvvetlerin fiziksel anlamları, denklemleri ve grafikleri 

verilmiĢtir. Bağ, bağ açısı ve düzlem-dıĢı salınımlar harmonik potansiyeller olarak 

ifade edilmiĢtir. Burada b0 iki atom arasındaki denge mesafesi, Θ0 bağ açısı ve δ0 
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düzlem dıĢı denge açısını ifade eder. Burulma açıları yani dihedral bükülmeler ise k 

kuvvet sabitine sahip periyodik bükülmeler olarak verilmiĢlerdir. 

 

ġekil 6: Moleküler Dinamik Simülasyonda kullanılan kuvvetler, kuvvetlerin 

denklemleri ve grafikleri 

( H.Grubmueller ve ark., 2004 )  
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4.4.1.1. CHARMM Kuvvet Alanı 

Micheal Karplus ve grubu tarafından geliĢtirilen Charmm kuvvet alanı protein, 

nükleik asit, lipid, membran ve ilaç gibi ligandlar için geniĢ bir alanda kullanılan 

biyomolekül kuvvet alanları setinin adı olduğu gibi moleküler dinamik simülasyon 

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

Yazılımlarda kullanılması mümkün olan bu kuvvet alanı bu çalıĢmada NAMD 

programı içerisinde kullanılmıĢtır. Peptid ve proteinler için Charmm22 ve 

DNA/RNA simülasyonları için Charmm27 kuvvet alanları geliĢtirilmiĢtir. 

Karbonhidrat, çözelti, kristal ve membran çalıĢmaları da baĢarılı sonuçlar 

vermiĢtir.(MacKerell ve ark., 1998;  MacKerell ve ark, 2001).  

Tablo 2: Charm22 ve Charm27 karbon, azot, oksijen ve hidrojen için farklı 

atom çeĢitlerine iliĢkin örnekler. 

Karbon 

C polar (karbonil, peptit ana zincir) 

CA aromatik 

CC karbonil (Asn, Asp, Gln, Glu) 

CPT halkalararası karbon triptofan 

CP1, CP2, CP3 özel tetrahedral, prolin 

CT1 CH’da bulunan alifatik sp3 

CT2 CH2’de bulunan sp3 

CT3 CH3’de bulunan sp3 

CN1 nükleik asit karbonik karbonu 

CN3 nükleik asit aromatik karbonu 

Oksijen 

O karbonil 

OC karboksilat 

OH1 hidroksilat 

ON6 nükleik asit deoksiriboz halka oksijeni 

ON6B nükleik asit riboz halka oksijeni 

 

 

Azot 

N prolin 

NH1 peptit 

NH2 amid 

NN1 nükleik asit amid azotu 

NN2 nükleik asit protonlanmıĢ amid azotu 

 

Hidrojen 

H polar 

HA nonpolar 

HP aromatik 

HS tiol hidrojeni 

HN1 nükleik asit amin protonu 

HN2 nükleik 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.) 

Charmm22 ve Charm27 kuvvet alanında 160 çeĢit atom bulunur. 62 çeĢit karbon 

atomu, 31 çeĢit hidrojen atomu, 28 çeĢit azot, 18 çeĢit oksijen, 4 çeĢit sülfür, 3 çeĢit 

forfor, 6 çeĢit, florin, 1 heme demir ve 7 farklı iyon kuvvet alanı bulunur. Bu da 

kuvvet alanının ne kadar hassas olduğunun bir baĢka göstergesidir (MacKerell ve 

Banavali 2000). 

Bu kuvvet alanlarının bazı aminoasitlere uygulanması ile ilgili örnekler (Ģekil 7) 

aĢağıda verilmiĢtir. Burada amino asitlerdeki R grup yapısı ve Charm22 kuvvet alanı 

atandıktan sonraki atom çeĢitleri görülmektedir.  

 

ġekil 7: Amino asitlerdeki R grup yapısının Charm22 kuvvet alanı altındaki 

atom değiĢimleri  

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

Tablo 3: Tez çalıĢması sırasında izlenen yöntem  

 

Bu tez çalıĢması sırasında öncelikle Gβγ alt biriminin etkileĢtiği olası efektör 

proteinleri belirlenmiĢ ve bu proteinler gruplandırılmıĢtır. Bu iĢlemler için gerekli 

veriler http://bioinformatics.biol.uoa.gr/gpDB/ (Margarita ve ark., 2008; Elefsinioti 

ve ark., 2008) internet adresinden elde edilmiĢtir. Belirlenen proteinlerle dizisel 

benzerliği olan proteinleri belirlemek amacıyla Blast yapılmıĢtır.  Daha sonra 

oluĢturulan grupların her biri ayrı ayrı çoklu hizalama ( multiple alligment) yapılarak 

aynı grupta yer alan proteinlere özgü motifler belirlenmiĢtir. Bu motiflerin 

belirlenmesi üçüncül yapısı bilinmeyen proteinlerin yapılarını belirlenmesi 

aĢamasında ve oluĢturulan modellerin doğruluklarının test edilmesi aĢamasında 

kısmen yol gösterici olmuĢlardır. Üçüncül yapısı bilinmeyen proteinlerin üçüncül 

yapıları Modeller yazılımı kullanılarak elde edilmiĢtir. Bu elde edilen yapıların daha 

kararlı bir hale gelebilmeleri için sulu ortamda moleküler dinamik simülasyonları 

NAMD programı kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. Buradan elde edilen daha kararlı 
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yapıdaki proteinlerin Gβγ ile etkileĢimi olup olmadığı Autodock programı 

kullanılarak gerçekleĢtirilen Doking simülasyon ile incelenmiĢtir  (Tablo 3).  

5.1. BLAST 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) yani temel yerel hizalama 

araĢtırma aracı, en çok kullanılan biyoinformatik algoritmalarından olup protein, 

DNA gibi biyolojik dizilerin karĢılaĢtırılmasını sağlar. Farklı proteinlerin aminoasit 

dizileri ve farklı DNA nükleotid dizileri bu metot ile karĢılaĢtırılabilir. Bir BLAST 

araĢtırması bize sorgulanan bir dizinin, bir kütüphane veya veri tabanında bulunan 

dizilerle hızlı bir Ģekilde karĢılaĢtırılmasını ve dizilerin benzerliklerinin 

belirlenmesini sağlar. Bu benzerlik için kullanıcı tarafından belirlenebilen bir eĢik 

değeri verilir. Bu eĢik değerinin üstünde benzerlik gösteren diziler yazılım tarafından 

belirlenir. 

Sorgulanan diziye bağlı olarak farklı BLAST çeĢitleri uygulanabilir. Örneğin, bir 

farenin yeni belirlenen ve daha önce bilinmeyen bir geninin, insanda bir benzerinin 

bulunup bulunmadığı insan genomu veri tabanı ve bir benzerlik eĢik değeri verilerek 

araĢtırılabilir. BLAST insanda bulunan yakın dizilimleri, benzerlik değerine göre 

belirler. Günümüzde kullanılan BLAST, Amerikan Sağlık Enstitüsü tarafından ilk 

kez 1990’da denenmiĢtir (Altschul ve ark., 1990). Biyoinformatiğin en temel 

sorularından biri olan dizi benzerliği sorusuna cevap vermesi sayesinde baĢarı 

sağlayan bu metod, günümüzde en fazla kullanılan dizilim araĢtırma metoduna 

dönüĢmüĢtür (Casey, 2005). 

BLAST algoritmaları dizilimler arasında yerel benzerlik gösteren bölgeleri 

bulmasının yanı sıra, aynı zamanda nükleotid ve protein veri tabanı ve 

kütüphanelerini araĢtırarak bulduğu benzer ve uyuĢan eĢleĢmelerin ve dizilimlerin 

istatistiksel anlamlılığı ve benzerlik dağılımı gibi sonuçlar da vermektedir. BLAST 

bu Ģekilde birden fazla dizilimin fonksiyonel ve evrimsel iliĢkileri hakkında sonuç 

çıkarmamıza ve aynı zamanda gen ailelerinin üyelerini tanımlamamıza yardımcı 

olur. 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Stephen_Altschul
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BLAST sezgisel (heuristic) algoritması sayesinde diğer yaklaĢımlardan daha 

hızlı bir Ģekilde sonuç vermektedir. Tahmin ve benzerlik algoritmalarında hız, 

algoritmanın pratik kullanımı açısından çok önemli bir faktördür. Çünkü ancak bu 

Ģekilde ulaĢılabilen çok büyük genom veri tabanı havuzları taranarak sonuç alınabilir. 

BLAST’tan önce Lipman ve Pearson tarafından geliĢtirilen FASTA yaygın olarak 

kullanıma girmiĢti (Lipman ve Pearson 1985). BLAST ve FASTA’nın 

geliĢtirilmesinden önce ise Smith-Waterman algoritması gibi tüm dizilimleri yerel 

olarak sırayla tarama sürecine dayalı algoritmalar kullanılmaktaydı ve bu 

algoritmaların veritabanlarını taraması çok uzun zaman almaktaydı (Smith ve 

Waterman 1981).  

Smith-Waterman benzeri algoritmalar sorgu ve veri tabanından en iyi hizalama 

benzeri hesaplarda BLAST’tan daha garantili, doğru ve kesin sonuç verseler de, 

günümüz bilgisayarlarında bile zaman ve hesaplama gücü çoğu zaman yetersiz 

kalmaktadır. BLAST hem bu metotlardan hem de FASTA’dan daha fazla hesaplama 

zamanı verimi sağlar. BLAST dizilimde sadece önemli Ģablonları tarayarak ve 

karĢılaĢtırma hassasiyeti ile üstünlük sağlar. Ayrıca yaklaĢık dizilim eĢleĢtirmesi 

gerektiren diğer yazılımlarla birlikte kullanılabilir.  

BLAST algoritması Amerikan National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) tarafından sürekli geliĢtirilmektedir (Oehmen ve Nieplocha 2006). BLAST 

yazılımını çalıĢtırmak için bir FASTA veya Genbank formatında dizilim ve bir 

ağırlık matrisi girdi olarak verilmelidir. 

HTML, düz yazı veya XML formatlarında çıktı alınabildiği gibi hizalama 

baĢarım göstergeleri olarak bir grafik veya tablo olarak da alınabilir. Bu çıktıda 

dizilim belirleyici kısımların hizalama baĢarıları ve ilgilenilen dizilimin hizalama 

baĢarısı ve BLAST skorları gibi sonuçlar verilir. 

5.2. BenzeĢim Modellemesi ve MODELLER Programı 

MODELLER v.9.14 (Sali and Blundell 1993) yazılımı kullanılarak benzeĢim 

modellemesi yöntemiyle G proteininin βγ alt birimi ile etkileĢtiğini düĢündüğümüz 

efektör proteinlerine ait üçüncül yapılar oluĢturulmuĢtur. Bunun için BLAST 

sonucuna göre benzer olduğunu düĢündüğümüz proteinlerin üçüncül yapıları 
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http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do (Berman ve ark., 2000; Berman ve ark., 

2003) internet adresinden temin edilmiĢ ve bu proteinlerin dizileri kalıp olarak 

kullanılarak 50 farklı model oluĢturulmuĢtur. Bu modellerin arasında DOPE 

skorlarına bakılarak bir değerlendirme yapılmıĢ ve en uygun model seçilmiĢtir. 

Modeller yazılımı benzeĢim/karĢılaĢtırma modellemesi yöntemi ile proteinlerin 

3-boyutlu yapısını oluĢturmaktadır (Eswar ve ark. 2006; Marti-Renom ve ark, 2000). 

Üçüncül yapısı bilinen ve yapısnı belirlemeye çalıĢtığımız proteine dizisel 

benzerlik gösteren protein dizileri yazılıma girdi olarak verilir. Sırasıyla kalıp ve 

hedef dizileri olarak adlandırılan bu diziler yazılıma girdi olarak verilmeden önce 

hizalanırlar. Bu hizalamanın kalitesi oluĢturulan modelin doğruluğunu belirleyen en 

önemli faktördür. Modeller bu girdi için 3-boyutlu modeli hidrojen atomları dâhil 

olmadan hesaplar. Modeller bunu yaparken 3-boyutta mekânsal kısıtlamaları dikkate 

alır, yani atom-atom çakıĢmalarını engelleyecek Ģekilde karĢılaĢtırmalı modeller 

oluĢturarak proteinin yapısını hesaplar (Sali ve Blundell, 1993) 

Elde edilen bu modeller homolog yapılardır. Modeller programı ayrıca de 

novo/ab initio modelleme metodu ile olası düğüm ve halka kısımlarının belirlenmesi 

ve modellenmesi, farklı iyileĢtirme yöntemleri ile tanımlanan esnekliğe göre 

geometrik iyileĢtirme, protein dizilerinin çoklu hizalama ile yapı, kümelenme, veri 

tabanı araması, protein yapısı karĢılaĢtırması gibi görevleri de yerine getirebilir. 

(Fiser ve ark. 2000) 

Daha genel bir ifade ile yazılıma aminoasit dizisi ve bazen bir ligant diziliminin 

yanı sıra uzaysal sınırlar girdi olarak verilir. Bu sınırları ve dizilimi en iyi sağlayan 

çıktı 3-boyutlu bir yapı olarak yazılım çıktısı olur. Uzaysal sınırlar ve engeller birçok 

farklı kaynaktan elde edilebilir. Bu kaynakların en önemlileri protein yapılarının 

karĢılaĢtırılmalı modellenmesi, NMR deney sonuçları ve buradan elde edilen 

detaylar, ikincil yapıların oluĢumu ile ilgili bilinen kesin kurallar (kombinatoryonel 

modelleme), çapraz bağ oluĢumu deneyleri, floresans spektrokopisi, elektron 

mikroskobu ile imaj biçimlendirme, bölge-yönlendirmeli mütajenez, sezgisel 

yöntemler, rezidü-rezidü ve atom-atom potansiyellerinin ortalama kuvvetleridir. Bu 

sınırlar dahilinde bir dizilim için bağ uzunlukları, açılar, dönme açıları ve birbirlerine 

göre durumları ve atomlar tarafından oluĢturulabilecek diğer uzaysal davranıĢ 
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Ģekilleri elde edilir. Günümüz Modeller sürümleri tüm bu sınırlama ve engelleri 

sadece hedef yapının hizalanması ve bilinen yapılarla karĢılaĢtırılması ile elde eder.  

3-boyutlu model ise, moleküler olasılık yoğunluğu fonksiyonu (pdf) adı verilen 

bir fonksiyonun en iyi duruma getirilmesi ile elde edilir. Olası uzunluk, açı, dönme 

gibi bilgileri içeren moleküler olasılık yoğunluğu fonksiyonu değiĢken hedef 

fonksiyonu ile Kartezyen uzayda konjuge değiĢken, moleküler dinamik ve 

simülasyonlu tavlama (ısıtıp-soğutarak en iyi yapıyı elde etme) gibi değiĢen 

yöntemlerle en iyi duruma getirilerek 3 boyutlu bir yapıya dönüĢtürülür. 

5.3. NAMD 

Bu çalıĢmada Modeller yazılımı kullanarak oluĢturduğumuz proteinlerin daha 

düĢük enerjili ve kararlı yapılarını elde etmek amacıyla, NAMD 

(NAnoscale Molecular Dynamics) moleküler dinamik simülasyon yazılımı 

kullanılmıĢtır. Charm++ paralel programlama modeliyle yazılan NAMD çok sayıda 

iĢlemcide aynı anda yüz binlerce atomun simülasyonuna izin vermektedir. (Phillips 

ve ark., 2005) 

Amerika, Urbana-Champaign’de bulunan University of Illinois Biyofizik grubu 

tarafından geliĢtirilen NAMD yazılımı, Visual Molecular Dynamics (VMD) 

moleküler modelleme ve görselleĢtirme ve kuvvet alanı geliĢtirme ve düzenleme 

amaçlı Force Field Toolkit (ffTK) gibi yan programlarla kullanılabilmektedir. VMD 

gerekli yapıları ve parametreleri hazırlamak üzere NAMD için bir arayüz görevi 

görür. (Humphrey ve ark., 1996). 

NAMD biyoinformatik araçları ile birlikte verimli bir Ģekilde kullanılabilmekte, 

kuvvet alanı, yapı ve sonuçların transferine izin vermesiyle çalıĢmalara hız ve 

esneklik kazandırabilmektedir. Ayrıca simülasyon sonunda ve sırasında yapısal 

etkileĢim ve dönüĢümler izlenebilmekte ve analiz edilebilmektedir.  

5.4. Docking Simülasyonu 

Docking yani kenetlenme bir moleküler modelleme yöntemi olup, bir molekülün 

baĢka bir molekül ile kararlı bir kompleks oluĢturması sırasında tercih edeceği en 

yüksek olasılıklı bağlanma pozisyonun belirlenmesidir. (Lengauer ve Rarey, 1996) 
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Tercih edilen bağlanma pozisyonları bilgisi elde edilerek, bağlanma gücü ve isteği 

bir skorlama fonksiyonu olarak verilir.  

Sinyal iletiminde birleĢmeler çok önemli bir yer tutmaktadır. EtkileĢen iki 

molekülün bağlanma oryantasyonları sadece yapısal bilgi değil, aynı zamanda 

üretilen sinyalin türünün (agonist-antagonist) anlaĢılması açısından da önemlidir. 

Docking metodu en fazla küçük ilaç adayı moleküllerin protein hedeflerle etkileĢim 

istek ve aktivitelerinin belirlenmesi için kullanılsa da (Kitchen ve ark. 2004) bu tez 

çalıĢmasında olduğu gibi farklı büyüklükteki iki proteinin etkileĢiminin anlaĢılması 

için de kullanılmaktadır. 

Moleküler docking problemi genel olarak ligandın anahtar, proteinin kilit olduğu 

bir “anahtar-kilit” probleminin çözülmesidir. (Jorgensen, 1991) Fakat günümüzde 

hem proteinin hem de ligandın esnek ve konformasyonel değiĢikliklere uğradığı daha 

hassas docking metotları mevcuttur. Bu da anahtar-kilit benzetmesinden daha çok 

eldiven-el benzetmesini doğru kılar (Wei ve ark. 2004). Docking sürecinde hem 

protein yüzeyinin hem de ligandın konformasyonel ayarlamaların yapıldığı bu 

docking çalıĢmaları daha doğru sonuçlar vermektedir. 

Ġki temel docking yaklaĢımı bulunmaktadır. Bunlardan ilki proteinin yüzeyinin 

tanımlanarak Ģekil tamamlayıcılığının ve topolojinin esas alındığı biçimsel uyumdur 

(Goldman ve Wipke, 2000; Meng ve ark. 2004). Ġkincisi ise belirlenen 

konformasyonel uzaylarda ikili bağlanma enerjilerinin belirlenmesinin esas alındığı 

simülasyon yöntemidir.( Feig ve ark. 2004) 

Bu çalıĢmada Autodock programı kullanılmıĢtır. (Morris ve ark. 2009) Autodock 

programı, olası pozisyonların belirlendiği auto-grid ve bu pozisyonlara ligandın dock 

edildiği auto-dock yazılımlarından oluĢur. Bu programın lineer regresyon analizine 

dayalı serbest enerji skorlama metodu, bir günde 40000 farklı esnek olmayan 

pozisyonun denenebildiği hızlı algoritması ile daha önce birçok çalıĢmada doğru 

sonuçlar verdiği görülmüĢtür (Sotriffer ve ark. 2000). 
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6. BULGULAR 

6.1. Multiple Alignment 

Gβγ'nın etkileĢtiğini düĢündüğümüz olası efektör proteinlerine ait amino asit 

dizileri gruplara ayrıldı. Çoklu hizalaması yapılan efektör proteinleri aĢağıdaki 

gibidir. 

 Kir  

 Adenilaz Siklaz  

 ATP-sensitive inward rectifier potasyum kanal   

 Fosfolipaz C β  

Kir3 proteinlerinin 6 çeĢidi çoklu hizalama yöntemiyle karĢılaĢtırıldı. Buna ait elde 

edilen bulgular Ģekil 8'de gösterilmiĢtir. Adenilaz siklaz proteinlerinin insanda 

bulunan 9 çeĢidi kendi aralarında çoklu hizalama yapıldığında elde edilen bulgular 

Ģekil 9' da gösterilmiĢtir. ATP-sensitive inward rectifier potasyum kanal proteinleri 

için elde edilen bulgular Ģekil 10'da,  Fosfolipaz C β proteinleri için elde edilen 

bulgular da Ģekil 11'de gösterilmektedir. Amino asit dizileri arasında iyi korunmuĢ 

rezidüler Ģekillerin  üzerinde görünen “*”, “.” ve “:” simgeleriyle ifade edilmiĢtir. 

Diziler arasındaki yüksek benzerlik motiflerin belirlenmesini güçleĢtirmesine karĢın iyi 

korunan bu rezidülerin motif öğeleri olması olasıdır. 
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ġekil 8: Efektör proteinlerini olan Kir proteinlerinin çoklu hizalanma sonucu 
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ġekil 9: Efektör proteinlerni olan Adenilaz Siklaz proteinlerinin çoklu 

hizalanma sonucu 
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ġekil 10: Efektör proteini olan ATP-sensitive inward rectifier potasyum kanal  

proteinlerinin çoklu hizalanma sonucu 
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ġekil 11: Efektör proteini olan Fosfolipaz C β proteinlerinin çoklu hizalanma 

sonucu 
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6.2. BenzeĢim Modellemesi 

Fosfolipaz C beta ve Kir 3.4 (GIRK4) efektör proteinlerinin ayrı ayrı modellerini 

oluĢturabilmek için kalıp olarak belirlediğimiz kristal yapısı bilinen protein ile kendi 

proteinimizin hizalanmasına gereksinimimiz vardı. Bunu yapabilmek için Modeller 

yazılımında modelin oluĢturulması için kalıp dizi ile hedef dizinin ikincil yapıları 

(amino asit dizileri) hizalandı.  

Üçüncül yapısı bilinmeyen olası efektör proteini Fosfolipaz C beta için benzeĢim 

modellemesi yapıldı. Blast verileri sonucu kalıp olarak kullanılacak olan protein 

yapısı protein veri tabanından elde edildi (3ohm.pdb) (Waldo ve ark., 2010). 

Modelleme öncesi kalıp olarak belirlediğimiz protein ile kendi proteinimiz arasında 

hizalama gerçekleĢtirildi. Elde edilen sonuçlar PhospholipaseCbeta-3ohmB.pap çıktı 

dosyası üzerinden değerlendirildi. Bu veriler kullanılarak 50 farklı model 

oluĢturuldu. OluĢturulan pdb modelleri DOPE skorlarına bakılarak karĢılaĢtırıldı ve 

değerlendirildi. ġekil 12’da görüldüğü gibi 45 numaralı PDB nin DOPE skoru, 

değerlerine göre en düĢük değere sahip olan olduğu için oluĢturulan modeller 

arasından bu model seçildi. 

 

 

ġekil 12: OluĢturulan 50 modelin dope skor grafiği 

 

Elde edilen modelin ve kalıbın yapıları karĢılaĢtırıldığında önemli ölçüde 

uygunluk gösterdikleri belirlenmiĢtir (ġekil 13). Elde edilen modelin üçüncül yapısı 

ġekil 14’te gösterilmiĢtir.  
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ġekil 13: Fosfolipaz C beta için oluĢturulan Kalıp ve modelin karĢılaĢtırılması 

 

 

 

 

ġekil 14: Olası efektör Fosfolipaz C β proteinin benzeĢim modellemesi sonucu 

elde edilen modeli 
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Benzer Ģekilde, elde edilen modelin ve kalıbın yapıları karĢılaĢtırıldığında 

önemli ölçüde uygunluk gösterdikleri belirlenmiĢtir (ġekil 15). Elde edilen modelin 

üçüncül yapısı ġekil 16’da gösterilmiĢtir.  

 

 

ġekil 15: Kir 3.4(GIRK4) için oluĢturulan kalıp ve modelin karĢılaĢtırılması 

 

 

ġekil 16: Olası efektör Kir 3.4(GIRK4)  proteinin benzeĢim modellemesi sonucu 

elde edilen modeli 
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üçüncül yapısında olması gereken değer aralıklarında kaldığı görülmüĢtür (ġekil 17, 

18)  (Humphrey ve ark., 1996). 

               

ġekil 17: Fosfolipaz C beta proteininin Ramachadran grafiği 

 

 

ġekil 18: Kir 3.4(GIRK4)  proteinin Ramachadran grafiği 
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 Üçüncül yapıya iliĢkin deneysel verilerin yetersizliği nedeniyle adenilat siklaz 

efektör proteinin üçüncül yapısı modellenememiĢtir. Bu nedenle de docking 

simülasyonları gerçekleĢtirilememiĢtir. 

6.3. Moleküler Dinamik Simülasyonu  

Fosfolipaz C beta proteini sulu ortama konularak, 1000 adımda minimize edildi. 

Minimizasyon sonucu elde edilen en düĢük enerjili yapının 2 ns simülasyonu yapıldı. 

Bu simülasyon 2 femto saniye aralıklarla 1000000 adımda ve 300K de 

gerçekleĢtirilmiĢtir (ġekil 19). 

 

 

ġekil 19: Fosfolipaz C beta proteininin moleküler dinamik simülasyonu  sulu 

ortama 300K de 2 ns olarak gerçekleĢtirildi. 

 

6.4. Docking Simülasyonu 

Fosfolipaz C beta ve Kir 3.4(GIRK4) model proteinlerinin G proteinini βγ alt birim 

ile olan etkleĢimlerini belirlemek için  AUTODOCK  programı kullanılarak Docking 

simülasyonu yapıldı. βγ alt biriminde efektör proteinleri ile etkileĢime giren kısım γ 
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olarak düĢünüldüğü için olası efektör Fosfolipaz C beta proteini rigid olarak tutuldu. 

γ alt birimi kısmen daha küçük olduğundan bu kısım docking edildi ve 250 farklı 

etkileĢim araĢtırıldı. γ alt birimi ile modelini oluĢturduğumuz proteinlerimizin ayrı 

ayrı dockingleri  sonucu her hangi bir etkileĢim gözlemlenememiĢtir.  

Bunun üzerine Docking için β alt birimine ait heliks parçacığı kullanılmıĢ ve 

etkileĢimler belirlenebilmiĢtir. Fosfolipaz C β'nın β altbirimine ait heliks parçacığıyla 

olan etkileĢimi ġekil 21'de gösterilmiĢtir. Aynı Ģekilde Kir 3.4(GIRK4) için elde 

edilen docking sonucuda Ģekil 20'de gösterilmiĢtir. Kir 3.4(GIRK4)'ün  Ģekil 20'de β 

alt birimine ait heliks parçacığı ile bir hidrojen bağı, Fosfolipaz C β'nın Ģekil 21'da β 

alt birimine ait heliks parçacığı iki hidrojen bağı yaptığı görülmüĢtür. Kir 

3.4(GIRK4)'ün  β alt birimi ile oluĢturduğu hidrojen bağında görev alan amino asit 

ġekil 8’de gösterilmiĢtir. Fosfolipaz C β'nın oluĢturduğu hidrojen bağında görev alan 

amino asitler ise üçüncül yapıda bulunmadığından gösterilememiĢtir. 

 

 

ġekil 20: Kir 3.4(GIRK4) modelinin Docking Simülasyonu sonucu elde edilen 

olası bağlanma Ģekli ve bağlanma enerjisi 
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ġekil 21: Fosfolipaz C beta modelinin Docking Simülasyonu sonucu elde edilen 

olası bağlanma Ģekli ve bağlanma enerjisi 
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7. TARTIġMA VE SONUÇ 

Sinyal ileti yolaklarının önemli bileĢenlerinden biri olan G proteinlerinin pek 

çok fizyolojik, biyokimyasal yolakta görev aldığı ve bu yolaklardan kaynaklanan 

anomali ve hastalıkların en önemli nedenlerinden biri olduğu bilinmektedir. G 

proteinlerinin bir türü olan ve Gi/o alt ailesinin bir üyesi olan Go proteinin yaygın 

olarak merkezi sinir sisteminde bulunduğu bilinmesine karĢın iĢlevi henüz tam olarak 

belirlenememiĢtir. Yapılan çok sayıdaki deneysel çalıĢma Go proteinin iĢlevinin 

belirlenmesine sınırlı katkıda bulunmuĢ, yeni çalıĢmaları gerekli kılmıĢtır. (Slep ve 

ark., 2008) 

Deneysel protein çalıĢmaları genellikle yapı bilgisi ve büyük miktarda saf 

protein gerektirdiğinden zaman alıcı ve oldukça masraflı çalıĢmalardır. GeliĢmiĢ bir 

altyapı gereksinimi ve özellikle kristalleĢtirme çalıĢmaları için gereken uzun süreler 

de göz önüne alındığında protein çalıĢmalarının oldukça güç çalıĢmalar olduğu 

anlaĢılmaktadır. Özellikle son yıllarda bilgisayar donanımlarındaki geliĢmelere bağlı 

olarak artan inanılmaz iĢlem gücü ve oldukça yetkinleĢen hesaplamalı yöntemler 

yeni bir seçenek olarak ortaya çıkmaktadır. 2013 yılında hesaplamalı yöntemlere 

verilen kimya Nobel ödülü bu yetkinliğin en önemli kanıtını oluĢturmaktadır. 

Ekonomik olması, pahalı alt yapıya gereksinim duymaması, daha kısa süreli 

çalıĢmalara olanak vermesi gibi avantajlarının yanı sıra teorik çalıĢmaların en önemli 

avantajlarında biri de ilgili sistemin en ince ayrıntısını bile kontrol etmeyi olanaklı 

kılmasıdır. Bu olanak deneysel anlamda oldukça sınırlı kalmakta, kimi zaman ise 

mümkün olmamaktadır.   

Teorik yöntemler modelleme ve simülasyon çalıĢmaları için deneysel 

çalıĢmalardan elde edilen verileri kullanmaktadır. Bu verilerin güvenilirliği ve 

hassaslığı teorik çalıĢmaları doğrudan etkilemektedir. Ayrıca teorik çalıĢmalar 

deneysel çalıĢmalarla sınanabilecek öngörülerde bulunabildiği sürece anlamlı 

olmaktadır. Bu karĢılıklı etkileĢim elde edildiği takdirde, teorik ve deneysel 

çalıĢmalar büyük bir potansiyeli ortaya koyabilmektedir. Tüm bu noktalar göz önüne 

alınarak bu çalıĢmada, Go proteinin iĢlevi teorik yöntemler kullanılarak belirlenmeye 

çalıĢıldı.   



 

 39 

Tez çalıĢmasının en kritik aĢaması, Go proteini ile etkileĢen mevcut efektör 

proteinlere benzeyen proteinlerin belirlendiği aĢamaydı. Biyolojik veri tabanlarındaki 

büyük hacimli veri yığınından gerekli protein dizilerini elde etmek hem oldukça 

zahmetli hem de çok empirik bir süreçtir. Benzerliği belirleyen parametrelere 

getirilen cut-off değerleri çok yüksek tutulursa benzer protein dizilerini gözden 

kaçırmak kaçınılmaz olurken, düĢük cut-off değerleri de çalıĢılamayacak kadar çok 

sayıda protein dizisini ortaya çıkmasına neden olmaktadır. Bu nedenle sadece insana 

özgü, belirli sayıda aday efektör proteinleriyle çalıĢıldı. Bu anlamda tez çalıĢması 

daha kapsamlı çalıĢmalar için potansiyel barındırmaktadır.  

Diğer bir kritik aĢama ise benzer iĢleve sahip benzer proteinlerin özgül dizisel 

motifler içerebileceği esasına dayanan motif belirleme süreciydi. Motif belirleme de 

çok empirik bir süreç olup motifleri kesin olarak belirleyen bir algoritma 

bulunmamaktadır. ÇalıĢma kapsamında kullanılan proteinlerin yüksek dizisel 

benzerliğe sahip olması nedeniyle çok özgül motifler elde edilememiĢtir. Yine de çok 

iyi korunan rezidülerin motif öğesi olabileceği düĢünülmektedir. Bu anlamda da tez 

çalıĢması ileri çalıĢmaları öncüllemektedir.  

Üçüncül yapısı bilinmeyen efektör protein adaylarının üçüncül yapısı benzeĢim 

modellemesi ile elde edilmiĢtir. Kalıp ve hedef protein dizilerinin benzerliğinin 

yüksek olduğu durumlarda elde edilen model oldukça güvenilir olmaktadır. Tez 

çalıĢmasında bu benzerlik yüksek olduğundan benzeĢim modellemesinden elde 

edilen modeller güvenilir modellerdir.  

BenzeĢim modellemesinden elde edilen efektör protein modeli ile Go proteinin γ 

alt birimi arasındaki etkileĢim, docking simülasyonu ile araĢtırılmıĢtır. Literatürde γ 

alt biriminin daha büyük serbestlik ve esnekliğe sahip olması nedeniyle efektör 

etkileĢimlerinde esas rolü üstlendiğine iliĢkin öngörüler bulunmaktadır ( Khan ve ark, 

2013). Bu öngörüler esas alınarak dock simülasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen 

olası etkileĢimler deneysel olarak sınanabilir etkileĢimlerdir. Ancak literatürde 

öngörüldüğü Ģekilde γ alt-birimi ile yapısını belirlediğimiz efektör proteinler arasında 

güçlü bir etkileĢim belirlenememiĢtir. Bu nedenle β alt birimi ve ilgili efektör 

proteinleri arasındaki etkileĢimler araĢtırılmıĢtır.  Bunun sonucunda β alt biriminin 

pervane yapısı dıĢında kalan heliks yapısı ve ilgili efektörler arasında daha güçlü bir 
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etkiliĢim bulunmuĢtur. Bu da gelecek çalıĢmaların γ alt-birimi kadar β alt-birimini de 

kapsamasını gerekli kılmaktadır. 

Tez çalıĢmasında teorik yöntemler baĢarıyla kullanılarak aday efektör proteinler 

belirlenmiĢ olup, bu proteinlerin β alt birimi ile etkileĢebileceği gösterilmiĢtir. Bu 

bulgu da, efektör proteinlerin görev aldığı biyokimyasal yolaklardan haraketle Go 

proteinin iĢlevinin belirlenmesi için ileri çalıĢmalara öncülük edebilir. 
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Lise  Tekirdağ Anadolu Öğretmen Lisesi 2007 

 

ĠĢ Deneyimi  

 Görevi  Kurum   Süre (Yıl - Yıl) 

1    

 

Yabancı Dilleri 
Okuduğunu 

Anlama* 
KonuĢma* Yazma* 

Ingilizce Iyi Iyi iyi 

    

 

 

Yabancı Dil Sınav Notu  

YDS ÜDS IELTS TOEFL IBT TOEFL 

PBT 

TOEFL 

CBT 

FCE CAE CPE 

         

 

 Sayısal EĢit Ağırlık Sözel 

ALES Puanı  74 71 63 

(Diğer)   Puanı    

 

Bilgisayar Bilgisi 

Program Kullanma becerisi 

NAMD, Modeller, AUTODOCK Çok Iyi 

Office Programları Çok Iyi 

 


