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1. OZET

GTP niikleotidi baglayan proteinler (G proteinleri) hiicre sinyal ileti sisteminin
onemli bilesenleridir. Bu proteinler G Proteini Eslikli Reseptorlerle (GPCR)
etkilesmektedir. Cok biiylik cesitlilige sahip ligandlardan birinin baglanmasiyla
uyarilan GPCR, G proteinini etkinlestirmektedir. Biiylik bir ¢esitlilige sahip G
proteinleri ve GPCR’lar hiicre boliinmesi, duyu sistemleri, hormonal siiregler,
norolojik islevler gibi ¢ok sayida fizyolojik siireglerde gorev almakta ve bu siireclerle
ilgili hastaliklarla dogrudan iliskisi bulunmaktadir. Bundan dolayi sinyal ileti sistemi

bilesenleri, 6zellikle GPCR’lar ¢ok sayida ilacin hedefi konumundadir.

G proteini o,  ve y olarak adlandirilan 3 alt birimden olugmaktadir. G proteini alfa
alt birimi aktif durumdayken GTP, inaktif durumdayken GDP niikleotidi
baglamaktadir. Cesitli mutasyonlar Go proteininin etkinligini degistirmektedir. Go
proteini G protein ailesinin bir iiyesi olup yaygin olarak merkezi sinir sisteminde

bulunmaktadir. Ancak islevi heniiz tam olarak bilinmemektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda R178A mutasyonunun Go proteininin alfa alt
biriminin etkinligini nasil degistirdigi incelendi. R178 amino asidine iliskin
mutasyonun ¢esitli hastaliklarda gorev aldigi bilinmektedir. Dort farkli durumdaki Go
alfa alt birimi benzesim modellemesi ile modellendi. Elde edilen modeller sulu
ortamda 100 ps’ye karsilik gelecek uzunlukta molekiiler dinamik simiilasyona tabi
tutuldu. Simiilasyonalar sonucunda R178A mutasyonunun GDP bagh inaktif proteini
daha kararsiz hale getirdigi ancak paradoksal sekilde GTP bagl aktif formu daha
kararl1 hale getirdigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: G proteinleri, benzesim modellemesi, molekiiler dinamik

simiilasyon, protein {i¢iinciil yapisi



2. SUMMARY

GTP nucleotide binding proteins (G proteins) are important components of the cell
signal transduction system. These proteins interact with G Protein Coupled Receptors
(GPCR). GPCR induced by the binding of one of a wide variety of ligands activates
the G protein. A wide variety of G proteins and GPCRs are involved in many
physiological processes such as cell division, sensory systems, hormonal processes,
and neurological functions, and are directly related to diseases related to these
processes. Therefore, signal transduction system components, especially GPCRs, are

targets of many drugs.

The G protein consists of 3 subunits called a,  and y. In active form, G protein
alpha subunit binds GTP while in inactive form, it binds GDP. Various mutations alter
the activity of the Go protein. The Go protein is a member of the G protein family and
is commonly found in the central nervous system. However, its function is not yet fully

known.

In this thesis, how the R178 A mutation changes the activity of the alpha subunit
of the Go protein was investigated. It is known that the mutation of the R178 amino
acid is involved in various diseases. The Go alpha subunit in four different states was
modeled by homology modelling. The resulting models were subjected to molecular
dynamics simulation with a length corresponding to 100 ps in aqueous. As a result of
the simulations, it was determined that the R178 A mutation made the GDP-bound
inactive protein more unstable, but paradoxically made the GTP-bound active form

more stable.

Keywords: G proteins, homology modelling, molecular dynamics simulation,

tertiary structure



3. GIRIS VE AMAC

Guanin niikleotidi baglayan heterotrimerik proteinler (G proteinleri) ailesi,
reseptor tarafindan iiretilen sinyallerin plazma zar1 boyunca iletilmesinde énemli bir
rol oynar. Heterotrimerik G-proteinleri, GPCR aktivasyonuna yanit olarak hiicre ici
sinyal ileti basamaklarini diizenleyen molekiiler anahtarlardir. a (alfa), B (beta) ve y
(gama) alt birimlerinden olusurlar ve Go alt biriminde bulunan GTP (aktif
konformasyon) veya GDP (inaktif konformasyon) icin bir baglanma bdlgesine
sahiptirler (Baltoumas, Theodoropoulou, & Hamodrakas, 2013). Aktiflenen G proteini
Ga ve GPy dimeri olarak ikiye ayrilir ve her iki birim de daha sonra cesitli efektor
molekiillerle etkilesime girerek ¢ok ¢esitli hiicresel ve fizyolojik tepkilere yol acar.
Ga'nin i¢sel GTPaz aktivitesi GTP'yi GDP'ye hidrolizlediginde Ga'y1 inaktif duruma
gelir ve sinyal sonlandirilmis olur (Hepler & Gilman, 1992).

Heterotrimerler tipik olarak Ga alt biriminin birincil dizi benzerligine dayali
olarak dort ana siifa ayrilir: Gaos, Gai, Gog ve Gaiz. Ga alt birimi, bir GTPaz domeni
ve bir heliks domeninden olusur. GTPaz domeni, monomerik G proteinleri ve uzama
faktorleri olmak iizere G protein siiper ailesinin tiim iiyelerinde korunur. Bu alan
GTP'yi hidrolizler ve GPy dimeri, GPCR'ler ve efektdr proteinleri i¢in baglanma
yiizeyleri saglar (Oldham & Hamm, 2008).

Gao, Gail-3 ve Gai'1 igeren Gai ailesinin bir iiyesidir. Goo, insan beyninde en bol
bulunan Ga alt birimi olmasina ragmen, gorev aldig1 yolaklar hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir. Ga, lizerinde bugiine kadar yapilan ¢aligmalarin ¢ogu, GBy alt birimi
iizerinden Ca™ kanallarinin aktivasyonunda bir rolii olduguna iliskin bulgular
sunmustur. Ek kanitlar, Gao'nun Al-adenosin reseptorlerinden, dopamin D2
reseptorlerinden (D2R) ve p-opioid sinyal ileti siirecinde gelen sinyallere dahil
oldugunu gostermektedir (Slep et al., 2008). Memeli beyninde biiyiime konisi norit
uzantisini destekleyen GRIN1 adli bir Gow efektor molekiilii rapor edilmistir (Nakata
& Kozasa, 2005). Goonun temel noérolojik ve bilissel siireglerde, GPCR ile
birlestirilmis yolaklarin bir diizenleyicisi olarak aldigi rol, onu farmasétik etkilesimler
icin ana hedef 6gelerinden birisi haline getirir. Hiicre i¢i sinyal ileti bilesenlerinin

molekiiler olarak anlasilmasi, yan etkileri en aza indirmek i¢in tek bagina veya GPCR
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hedefli ilaglarla birlesim halinde kullanilan ila¢ tedavisinin potansiyel terapotik

hedeflerini belirlemeye yonelik 6nemli bir adimdir (Slep et al., 2008).

G proteinin islevi, G proteini alt birimlerine ait gen mutasyonlarina, ekpresyon
diizeyindeki degisimlere, translasyon sonrast modifikasyonlara bagli olarak
degisebilir. G proteinine baglh yolaklardaki bozukluklar, diyabet, tiimor metastazi,
psikiyatrik bozukluklar, kardiyovaskiiler hastaliklar ve Alzheimer hastaligi olmak
tizere ¢ok cesitli bozukluklarla iligskilendirilmistir (Weinstein & Shenker, 1993).
Ozellikle Goo’nin, Alzheimer hastaliginda etkin role sahip olan APP reseptdr proteini
ile etkilesimde oldugu bilinmektedir. Bu nedenden dolay1r {i¢ boyutlu yiiksek
¢oziinlirliige sahip Gowo proteinin yapisi ve ¢alisma mekanizmasinin belirlenmesi 6nem

kazanmaktadir (Ramaker, Swanson, & Copenhaver, 2013).

Tez ¢aligsmasi kapsaminda R178 A mutasyonunun insan Gow alt biriminin etkinligi
tizerindeki etkisi aragtirilmistir. R178 kodonu Gow ile ayni aileden olan Goi proteininde
bulunan R179 kodonunun Gao proteinindeki karsiligidir. Gai proteinindeki R179
mutasyonu ¢esitli hastaliklarla iliskilendirilmis bir mutasyondur (Strittmatter,
Fishman, & Zhu, 1994). Tez c¢alismas1 kapsaminda 4 farkli Goo protein modeli

olusturuldu:
a) GTP baglh aktif Gowo - yabani tip (GoWildGTP)
b) GDP bagli inaktif Gow - yabani tip (GoWildGDP)
c) GTP bagl aktif Goo - R178 A mutant tip (GoR178GTP)
d) GDP bagli inaktif Gao - R178A mutant tip (GoR178GDP)

Bu 4 farkli durumdaki proteinler molekiiler dinamik simiilasyonuna tabi tutularak
gecirdikleri yapisal degisimler ve proteinlerin kararliliklar1 incelenerek, R178A
mutasyonunun protein islevi lizerindeki etkisi arastirildi. Boylece hem proteinin
yapisinin anlasilmasina katki saglanmasi hem de etkilesimlerde gorev alabilecek
amino asitlerin belirlenmesi hedeflendi. Buradan elde edilecek bilgi ileride yapilmasi

diisiiniilen protein etkilesim ¢aligmalarinda kullanilacaktir.

Bu konuyla ilgili bilimsel literatiirde bir¢cok calisma bulunmaktadir. Ancak

spesifik olarak Gao ile yapilan calisma sayist ¢ok kisitli ve elde edilen bulgular
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yetersizdir. Bu tlir ¢aligmalardan elde edilen veriler kalip olarak kullanilan tigiinciil
yapilarin ¢Oziiniirligii, molekiiler dinamik simiilasyonun parametreleri ve toplam
stiresi gibi ¢cok sayida degiskene baglidir. Bu ¢alisma kapsaminda Gowo proteini bir¢ok
farkli durumda molekiiler dinamik simiilasyonuna tabi tutularak gecirdigi

konformasyona ve kararliliga iliskin degisimlerin nedenleri arastirildi.

4. GENEL BIiLGIiLER

4.1. G Proteinleri

Tiim biyolojik sistemler, biiyiik miktarda bilgiyi isleme ve yanit verme yetenegine
sahiptir (Simon, Strathmann, & Gautam, 1991). Isik, koku, kimyasallar gibi dis
sinyaller, 6zellesmis duyu organlarindaki hedef hiicreleri uyarir, dolasimdaki veya
yerel olarak salinan hormonlar, nérotransmitterler ve biiyiime faktorleri ise yakin veya
uzak hiicreler arasinda kimyasal haberciler olarak gorev alir. Bu habercilerin hiicre
membrani yiizeyindeki 6zel reseptorlerle etkilesimi, transmembran sinyal iletisinin
altinda yatan molekiiler olaylar dizisinin sadece ilk adimin1 olusturur. Cogu durumda,
bu reseptorlerin uyarilmasi, hiicre iginde 6zgiil yaniti baslatan kimyasal ikincil
habercileri harekete gegiren efektor proteinlerin (6rnegin enzimler veya iyon kanallart)
aktivasyonu ile sonuglanir (Sekil 4.1.1). Tiim Ookaryotik organizmalarda,
heterotrimerik GTP baglayici ve hidrolize edici proteinler (G proteinleri) ailesi, birgok
hiicre yiizeyi reseptoriiniin hiicre zarindaki efektdr proteinlere baglanmasinda 6nemli
bir doniistiiriicti rol oynar (Hepler & Gilman, 1992). G proteinleri, protein sentezinde
yer alan uzama faktorii Tu (EF-Tu) ve p21ras gibi ¢ok sayida monomerik (20-25 kDa)
proteinleri de igeren daha biiyiik bir GTPaz siiper ailesinin parcasidir (Gilman, 1987).



Biyojenik aminler  Amino asit ve yonlar

Noradrenalin Glutamat . Cad+, Lipitier
dopamin. , GABA o . P - .
54T, histamin LPa, PAF, prostaglandinler, |3kotrienler, anandamin, S1P
Asetilkalin, \ Peptitler ve Proteinler
\ Anjiyotensin, bradikinin, trombin, bombesin, F5H, LH, T5H, endorfinier
Ny

—Digerleri
I5ik, kekular, feromonlar, ndkleatitler, afyonlar, kanabineidler, endorfinler

limi —

~—__, Iyon kanallan Biyolojik tepkiler

PI3KY, PLC-P Cogalma, farklilasma,
/ Adenil siklazlar gelisim, hiicre sagkalimi,
G-proteinden badimsz / ‘\ anjiyogenez, hipertrofi,
efektdrler | . \ kanser Y

- \
/L N\ . \
® @@ @ @ .|
aTe &TP GTP GTP n_ ~a Gen [fadesi Diizenleme
Adenil siklazlar, PLC-fi,  Adenil siklazlar,  RhoGEFs, R“'- @
CAMP inhibasyonu, o2 2T cAWP kansantrasyan Rhe ~~ Q.

Iyon kanallan, ‘e —
Fosfodiesteraziar, Ca™. arhig, .
Fosfalipazlar, FKC ~— i
T ekirdek

Transkripsiyon
Faktdrler

Sekil 4.1.1: G-protein - GPCR proteinleri ve efektor proteinlerle etkilesimi (Marinissen & Gutkind, 2001)

Heterotrimerik G-proteinleri a,  ve y alt birimlerinden olusur ve Ga alt biriminde
bulunan GTP (etkin konformasyon) veya GDP (etkin olmayan konformasyon) i¢in bir
baglanma bolgesine sahiptir. Molekiiler agirliklar: a alt birimi i¢in yaklasik 39-46 kDa,
B alt birimi i¢in yaklagik 37 kDa ve y alt birimi i¢inse yaklasik 8 kDa kadardir (Hepler
& Gilman, 1992). Memelilerde 16 gen tarafindan kodlanan 21 Ga alt birimi, 5 gen
tarafindan kodlanan 6 G alt birimi ve 12 Gy alt birimi vardir. G-proteinleri tipik
olarak Ga benzerligine bagl olarak Gas, Gaie, Gog/11 ve Gaiz/13 olmak lizere dort ana
siifa ayrilir. GPCR'lerin agonistler tarafindan uyarilmasi, Ga ve Gy dimerine ayrigan
G-proteinlerinin aktivasyonuna yol agar. Bu alt birimler daha sonra ¢esitli efektor
molekiillerle etkilesime girerek ¢ok cesitli hiicresel ve fizyolojik tepkilere yol agan
biyokimyasal reaksiyonlar: tetikler. Ga'nin igsel GTPaz aktivitesi GTP'yi hemen
GDP'ye hidrolizler ve boylece Ga'y1 inaktif duruma getirdiginden sinyal sonlanmig

olur (Sekil 4.1.2) (Baltoumas et al., 2013).
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Sekil 4.1.2: G-protein dongiisii (Oldham & Hamm, 2008).

Gas ailesinde iki liye vardir: Gos ve Gaolt. Gas (s stimiilasyon anlamina gelir) gogu
hiicre tipinde ifade edilirken, Gowoif (olf koku alma anlamina gelir) 6zel olarak koku
alma duyu noronlarinda ifade edilir. Gai ailesi, Gai1, Gaiz, Gaiz, Goo, Gow, Gag ve Go
olmak lizere en biiyiik ¢esitlilige sahip ailedir. Gai proteinleri (i inhibisyon anlamina
gelir) ¢cogu hiicre tipinde tespit edilmistir. Gao, ndronlarda yliksek oranda eksprese
edilir ve iki varyanti vardir: Gaoa ve Goos. Got (t, transducin anlamina gelir) iki
izoforma sahiptir. Gau, gozdeki ¢ubuk hiicrelerde, Gaw ise goziin koni hiicrelerinde
eksprese edilir. Gog (g, gustducin anlamina gelir) tat alici hiicrelerde bulunur. Goz,
noronal dokularda ve trombositlerde eksprese edilir. Insanlarda Gag ailesi Gag, Gau1,
Gaua ve Gaie'dan olusur (fare esdegeri Gaus'tir). Gagq ve Gaui her yerde ifade edilirken
Gaus ve Gousyieifadesi daha sinirlidir. Gous esas olarak bobrek, akciger ve karacigerde
ve Gaisie spesifik olarak hematopoietik hiicrelerde eksprese edilir. Gauz ailesinde,
cogu hiicre tipinde ifade edilen Gaui2 ve Gaus vardir (Tablo 4.1.1) (Syrovatkina, Alegre,
Dey, & Huang, 2016). Insan ve fare Ga alt birimlerinin filogenetik iliskisi ve ifadeleri
Sekil 4.1.3’de gosterilmistir (Syrovatkina et al., 2016).
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Tablo 4.1.1: G, ailesi ve alt birimleri (Syrovatkina et al., 2016).

Tablo 4.1.1
Galfa ailesi Alt aile birimleri Belirlenmis Yapilar
G0 G Goyy: 1GP2, 1GIA vhb.
Goys: 2V4Z, 2IHB  vb.
Gty Go: 1TAG, 2FQ]  vb.
G, Go,: 3CT K
Gty
Gots Grtg Cos: 1AZT, 1AZS vb.
Gty
Gotg/ Gog Gotg: 3AHS8, 2RCN b,
Gf{“
Gospe
Gohzis Gaya Goyo: 1ZCA
G'I]'j G')':]'_;.' 1ZCB, 3CX8 vb.

Aile Ekspresyon
o, } Her yerde
s Koku néronlan

uil\ Yayg_m_ d-l-é?;k_d_a-gﬂm;
O3 Her yerde

Yaygin olarak dagilmis

[ O‘.OA Noronlar

P R Néroendokrin
a-tl 1 Retinal gubuklar, tat
U’,g Retinal koniler
Tat hiicreleri
Néronlar, trombositler
e
o Her yerde
g |=m
Bobrek,akciger karaciger
o
14 1 a'q
————— ulq Hematopoietik hiicre
| — 0‘,1:51 Hematopoietik hiicre
Os) Her yerde
o [ 522
L L . : 13‘ Her yerde
a0 80 100

% Amino asit benzerligi

Sekil 4.1.3: Insan ve fare Ga alt birimlerinin filogenetik iliskisi ve ifadeleri (Syrovatkina et al., 2016).

Ga alt biriminin yapilari, bir GTPaz domeni ve bir heliks domeninden olusan
korunmus bir protein yapisina sahiptir. GTPaz domeni, Ga'nin GDP'ye bagl ve
GTPyS'ye bagli konformasyonlar1 arasindaki Onemli yapisal farkliliklarin
tanimlandigy, I, I1 ve III anahtarlar1 olarak adlandirilan {i¢ esnek dongii icerir. Heliks
domen, Ga proteinlerine 6zgiidiir ve niikleotid baglama cebi ilizerinde bir kapak
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olusturan ve bagh niikleotidleri proteinin ¢ekirdegine gdmen alt1 a-helis demetinden

olusur (Sekil 4.1.4) (Oldham & Hamm, 2008).

Sekil 4.1.4: Go’nin ikincil yapisi (Oldham & Hamm, 2008).

Gat hari¢ tim Go alt birimleri, N ucundaki yag asidi palmitat ile post-
translasyonel olarak modifiye edilir. Gai ailesinin tiyeleri de N ucunda miristoillenir.
Bu modifikasyonlar, membran lokalizasyonunu ve protein-protein etkilesimlerini

diizenler (Sekil 4.1.5) (Oldham & Hamm, 2008).

GTPaz
alan

Helikal |
alan

Sekil 4.1.5: Reseptor-G-protein ara yiizii (Oldham & Hamm, 2008)
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Gp alt biriminin iiyesi olan GP1, G2, GB3 ve GP4 alt birimleri yiiksek dizi
benzerliklerini paylasir (%80 ila 90 arasinda), Gfs ise diger Gp alt birimlerine ~%50
benzerdir. GBs esas olarak beyinde bulunurken, diger G alt birimleri daha yaygin
dagilmistir. Insan GP alt birimlerinin filogenetik iliskisi ve ifadeleri Sekil 4.1.6°da
gosterilmistir (Syrovatkina et al., 2016).

Ekspresyon

B Yaygin olarak, retina
1 gubuklan

Bz Yaygin olarak dagilim

IO Yaygin olarak, retina
| konileri

B3 Yaygzin olarak dagitilds

B Esas olarak beyin
5

50 70 20

%% aminoc asit benzerligi

Sekil 4.1.6: insan G alt birimlerinin filogenetik iliskisi ve ekspresyonu (Syrovatkina et al., 2016).

GP alt biriminin yapisi, yedi WD40 dizi tekrarindan ve bir sarmal N-terminalinden
olusan yedi kanath bir pervane seklindedir. Gy, N-terminaline ve Gf'nin 5. ve 6.
sarmalina baglanan iki a-helisinden olusan kii¢iik bir alt birimdir. G, Anahtar I ve II
tarafindan yapilan hidrofobik bir cebe ve ayrica N-terminalinin bir pargasina temas

ederek Ga'ya baglanir (Baltoumas et al., 2013).

Gy alt birimleri daha ¢esitlidir ve dizisel olarak aralarinda %20 ile %80 arasinda
benzerlik bulunur (Syrovatkina et al., 2016). Gy, bir halka ile birbirine baglanan iki a-
heliksinden olusur. Gy, GPCR/G protein etkilesimi ve membran hedeflemesi i¢in
gerekli olan bir C-terminal sisteininde prenile edilir. G-proteini 8 ve y alt birimleri,
Gy'nin N-terminali ile GB'nin N-terminali arasinda bir heliks-heliks etkilesimi ile bir
arada tutulan birlesik bir islevsel birim olusturur. Cogu G alt birimi, ¢ogu Gy alt
birimi ile etkilesime girebilse de, 60 olasi dimer kombinasyonunun tamami
bulunmamaktadir. GBy dimerleri ayn1 Ga izoformu ile etkilesime girebilir (Moreira,
2014). Insan Gy alt birimlerinin filogenetik iliskisi ve ifadeleri Sekil 4.1.7’de
gosterilmistir (Syrovatkina et al., 2016).
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Ekspresyon

le Yaygin olarak dagilim
,Y Yaygin olarak dagilim
7

78 Koku alma epiteli
F’ — 72 Her yerde
'Y4 Beyin, diger dokular

Beyin, diger dokular

79 Koku alma epiteli

{ Retina gubuklan, beyin
i

Yaygin olarak dagilim

713 Beyin, tat tomurcuklan

7]0 Yaygin olarak dagilim

75 Yaygin olarak dagilim

i i i

20 40 60 80 100
% amino asit benzerligi

Sekil 4.1.7: insan Gy alt birimlerinin filogenetik iliskisi ve ekspresyonu (Syrovatkina et al., 2016).

4.1.1. Gao alt biriminin reseptor proteinlerle etkilesimi

Insan genomunda yaklasik %4'liik bir paya sahip G proteini eslenikli reseptorler
(GPCR’lar) hiicre zarlarina gémiilii olarak bulunur ve dogadaki en yaygin sinyal ileti
mekanizmasini olusturur. GPCR’lar besinlerden hormanlara, feromonlardan ve 1s18a
kadar cok sayidaki hiicre dis1 sinyallere karst biyolojik bir sensor olarak gorev
yapmaktadir. Bu yiiksek c¢esitlilik, GPCR'lerin endokrin, sinir, kardiyovaskiiler,
duyusal ve bagisiklik sistemlerinin islevinde rol almasini saglamaktadir. GPCR’larin
bu 6nemli gorevi yerine getiriyor olmasi onu farmakolojik alandaki ¢aligmalarin en
Oonemli hedefi haline getirmektedir (Calebiro & Godbole, 2018; Schwartz & Sakmar,
2011).

Bu reseptorlerin fizyolojideki roliiniin klasik bir o6rnegi, kalp kasilmasinin
diizenlenmesinde yer almalaridir. Kardiyomiyositlerin yiizeyinde bulunan -
adrenerjik reseptorler, sempatik aktivasyonla salinan adrenalin ve noradrenalinin
pozitif iyonotropik ve kronotropik etkilerine aracilik eder. Gs proteinine bagli bu

reseptorlere adrenalin veya noradrenalinin baglanmasi, adenilil siklazlar1 aktive ederek
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protein kinaz A'y1 (PKA) uyarip cAMP'yi iiretir. PKA, sirayla, L-tipi Ca** kanallari,
fosfolamban ve troponin I dahil olmak iizere kardiyak kontraktilitede yer alan farkl
molekiilleri fosforile eder ve sonugta kardiyomiyosit kasilmasinin artmasina neden
olur. Parasempatik aktivasyon, Gino proteinlerine bagli muskarinik (M2) reseptorlere
baglanan ve bdylece adenilil siklaz aktivasyonunu inhibe eden asetilkolin salinimi

yoluyla bu etkilere kars1 koyar (Calebiro & Godbole, 2018).

Ek olarak, Gie aktivasyonu iizerine salinan By alt birimleri, iletken dokudaki
potasyum (GIRK) kanallarini aktive ederek membran potansiyelini kararli hale getirir.
Endokrin sistemde, GPCR'ler ¢esitli hormonlar, hipotalamik salinim faktorleri ve yerel
modiilatorler icin reseptorler olarak Onemli bir rol oynar. Bilinen tiim major
hipotalamik saliverici (TRH, GnRH, CRH, GHRH) ve inhibe edici (somatostatin,
dopamin) hormonlar, 6zgiil GPCR'ler araciligiyla etki eder. GH ve PRL disinda, 6n
(TSH, LH, FSH, ACTH, MSH) ve arka (vazopressin, oksitosin) hipofiz hormonlar1 da
GPCR'lerin aktivasyonu yoluyla sinyal verir (Calebiro & Godbole, 2018).

GPCR’lerin rolii, agonistlerin baglanmas1 sonucu 0zgiil heterotrimerik G
proteinlerinin aktivasyonunu saglayarak efektor proteinlerinin modiilasyonuna yol
acmaktir (Rosenbaum, Rasmussen, & Kobilka, 2009). Bir GPCR'nin yapist ii¢ kisma

ayrilabilir:

(1) N terminalinden ve {i¢ hiicre dis1 dongiiden (ECL1-ECL3) olusan hiicre dis1
bolge,

(2) 7 a-heliksten (TM1-TM7) olusan TM bdlgesi,

(3) 3 hiicre ici halka (ICL1-ICL3), bir amfipatik sarmal (H8) ve C ucundan olusan

hiicre i¢i bolge.

Genis anlamda, hiicre dis1 bolge ligand etkilesimini modiile eder; TM bdlgesi
yapisal c¢ekirdegi olusturur, ligandlar1 baglar ve bu bilgiyi konformasyonel
degisiklikler yoluyla hiicre i¢i bdlgeye iletir ve hiicre i¢i bolge sitozolik sinyal

proteinleri ile arayiiz olusturur (Venkatakrishnan et al., 2013).

Cesitli ¢alismalar, ICL2'min ve ICL3'in N- ve C-terminal bolgelerinin GPCR'ler

tizerinde G-protein etkilesimli bolgeler oldugunu ileri siirmiistiir. Bir ligandin hiicre
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dis1 bolgeye baglanmasi, transmembran cekirdek bolgesinde yapisal bir yeniden
diizenlemeye neden olur ve bu da sitoplazmik taraftaki hiicre i¢i bolgede
konformasyonel bir degisiklige yol agar. Bu da, G-proteinleri gibi hiicre i¢i efektorlerle

etkilesimi kolaylastirir (Syrovatkina et al., 2016).

Insan GPCR’lar1 filogenetik analiz ydntemleriyle belirlenmis olarak bes ana
reseptor ailesi i¢inde siiflandirilirlar. Bunlar: rodopsin, sekretin, glutamat, yapisma
ve kivrilmis tat-2 reseptorleridir (Sekil 4.1.1.1) (Oldham & Hamm, 2008).

Glutamat
(15}

Sekretin
{15

=g
GFANE GPRITE Gpénia
2 — MNTSR1

GPRTI

MPFF1 —— NPYSH
1 2
MPFF2— RCETRd J CokER CONAS
=]

RHRI iy
GHAHE —

Rodopsin
o1

Sekil 4.1.1.1: GPCR reseptor ailesi ve alt birimleri (Katritch, Cherezov, & Stevens, 2013).

Yapilan ¢alismalar ¢esitli Go alt birimlerinin opsin, B2 adrenerjik reseptor (B2AR),
adenosin Al reseptdrii (A1AR), adenosin A2A reseptorii (A2AAR), p-opioid
reseptorii (WOR), kalsitonin reseptorii, serotonin 5-HT1B reseptorii gibi ¢ok farkl
GPCR’lar ile etkilesime girdigini gostermistir (Tablo 4.1.1.1) (Wang & Miao, 2019).
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Tablo 4.1.1.1: G proteinleri veya G protein benzerleri ile kompleks olusturan GPCR'lerin yapilart

(Wang & Miao, 2019).
GPCR G proteini veya G proteini banzeri PDE ID | gheiindrik ) Metod Referans
Opsin ‘Ga transdisinin C-terminal peptid IDQB (3_1‘,1} Hray (Scheerer et al., 2008)
BoAR G, ve nanobody Nb33 35M6 (3.24) Horay (Rasmussen, DeVree, et al.. 2011)
AR Hanobody NbED 3P0G (3.54) Heray (Rasmussen, Chod, et al., 2011}
M2 HNanobody Nb9-3 AMQS (3.54) Heray (Bruse et al, 2013}
AR Manobody Nb6BY 4LDE f”__éé éL?AL}f‘ 14), Heray (Ring etal., 2013)
uOR Nanobody Nb39 SCIM (2.14) Hoay {Huang et al., 2015)
Ay AR Mini-G, 5GS3 (3.44) Horay (Carpenter et al, 2016)
GLP-1R G, SVAI (4.14) Crvo-EM (Zhang et al, 2017)
Kalsitonin reseptari G, SUZ7 4.14) Cryo-EM (Liang et al., 2017)
Rodopsin Arestin SWoP (3.9;\) Heray (Zhou et al , 2017)
GLF1 G, 6837 (3.34) Crvo-EM (Liang et al., 2018)
KOR Nanobody Nb39 6B73 (3.14) Horay (Che et al.. 2018)
uOR G 6DDE (3.54), 6DDF (3.54) Cryvo-EM (Koehl et al., 2018)
AAR G; SDYH (3.64) Cryo-EM (Draper-Joyce et al, 2018)
AL AR G, ve nanobody Nb35 6GDG (4.14) Cryo-EM (Garcia-Nafria, Lee, et al, 2018)
Rodopsin G SCMO (4.54) Crvo-EM (Eang etal.. 2018)
3-HT5 G, 6GTY (3.84) Crvo-EM | (Garcia-Nafiia, Nehmé, et al, 2018)

B2-AR ve Gos proteini arasindaki etkilesimler, reseptoriin TMS'inin karboksil-
terminal ucu boyunca meydana gelir. f2-AR'nin TMS5'ine ait Glu225, GIn229 ve
Lys232 kalintilari, Gos'n o5 sarmalinin karboksil-terminal ucunda bulunan Asp381,
GIn384 ve Arg385 ile giiclii elektrostatik etkilesime girmektedir. TM3'iin karboksil
terminalindeki Thr136 ve Ile135 kalintilarinin ana zincir oksijenleri de Gos'in Ras
bdlgesinin a5 sarmalinin Arg380 ve GIn384 ile polar

ayni etkilesim

gergeklestirmektedir (Syrovatkina et al., 2016).

4.1.2. Go’nin efektor proteinlerle etkilesimleri

G proteinleri ve efektorleri arasindaki etkilesimlerin yapisal temelleri hakkindaki
bilgi biiyiik o6l¢iide Ga-efektér kompleksinin kristal yapilarindan saglanmistir
(Baltoumas et al., 2013). Efektorler, Ga ve Gy ile etkilesimleri yoluyla ya ikinci
haberciler olarak hareket eden ya da dogrudan fizyolojik tepkilere yol agan ¢esitli bir

protein grubu olusturur. Adenilil siklazlar ve fosfolipazlar, iyon kanallari, yapigsma
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proteinleri ve tiibiilinler gibi enzimler dahil olmak iizere bir¢ok protein efektor olarak
gorev yapabilir (S. R. Sprang, 1997). Yapilan ¢esitli calismalar ¢ok sayida yeni G-
protein efektorii tanimlamistir. Her Ga ailesi ve GBy dimer bir dizi farkli efektore
baglanabilir ve bir¢ok efektdr birden fazla G-proteini tarafindan diizenlenebilir

(Baltoumas et al., 2013).

G proteinleri tarafindan efektor proteinlerinin aktivitesinin modiilasyonu dongiisel
bir islemdir. GBy heterodimer ile GDP'ye baglh bir Go alt birimi, G protein
heterotrimerik kompleksini olusturur. Bu kompleks birbirine bagliyken, hi¢bir bilesen
efektorlerle etkilesime girme yetenegine sahip degildir. Agonistle uyarilan GPCR'lerin
heterotrimer ile 6zel olarak baglanmasi, Ga'nin katalitik bolgesinde GTP’nin GDP ile
yer degisimi ve Ga'nin GBy'den tamamen veya kismen ayrilmasiyla sonuglanir. Bir
sinyal dongiisii, GTP'nin Ga tarafindan enzimatik hidrolizi ile sonlandirilir, bu da G-
GDP'nin efektorden ayrilmasina ve GPy ile yeniden birlesmesine neden olur (Stephen

R. Sprang, Chen, & Du, 2007).

Ga alt birimine GTP niikletidi baglanmasi iizerine I-III anahtar bolgelerinde
gerceklesen konformosyonel degisimler Ga tarafindan hiicre icindeki efektorlerinin
Ozgiil olarak taninmasina izin verir. Ga-GTP bagh yapida Goa i¢indeki 02 ve a3
sarmallar1 tarafindan olusturulan yiiksek oranda korunmus olan hidrofobik araligin
efektor baglantisi icin evrensel bir bolge olusturdugu goriilmiistiir. Ek efektor baglama
bolgeleri, Ga'nin a2/a4 ve a3/a5 sarmallar tarafindan olusturulur (Tablo 4.1.2.1)
(Johnston & Siderovski, 2007). Bununla birlikte, a3-B5 dongiisi, aileler arasinda hem
dizi hem de yap1 olarak farklilik gdsterir ve G-proteinlerinin efektorlerine karsi

seciciliginde bir anahtar oldugu 6ne siiriilmiistiir (Baltoumas et al., 2013).

19



Tablo 4.1.2.1: G alfa proteini ve etki ettigi efektor yapilar1 (Wettschureck & Offermanns, 2005).

Isim Gen Ekspresyon Efektdr
- Mthirimberi
li'ﬂ,. sneh
l‘rf‘:“ (NAS AC Iim tipder | 1
Gy (ZNASKL) AC 1
[ (GNAL AC 1
Gay, sandh . . .
[ GGNALT Yaygm wlarak dagims AC( tip LILVVLVILIX) | (Direkt dizenbeme
oy, (GNAIZ Har yarde
[V GNAL Yaygm clarak dagimeg
Ga_ GNAD Niranal, ndroend okrin YDOC |, GIRE T [ Gy arochgyla )
G, NAZ Maranal, tramibas ither AC (e VNT) | [ direkt diizenleme ) RaplGAP
I.'r::ﬂm (NAT3 Tat hilcreler sag hicrelen
[Ea GNATI Retinal gubuldar, tat hijcreler
Gy GNAT2 Restin.al b
Gty sandf o
ZNAQ Har yards
GGNALL Yalayik olarak her yarde
GNALSY Dibarek, aheigerdalak
GNALG (Grald) Geanallikle beyin
GGNALZ Her yerda POZ-RhoGERTARG, Btk, Gaplm, cadherin
GNALR Har yarda pl15RhoGEF, PDE-RhoGERTARG, radixin

4.1.3. Gao aktivasyon mekanizmasi

GTP niikleotidinin hiicre i¢i derisimi GDP niikleotidinden daha fazla olmasi
nedeniyle GPCR tarafindan uyarilan G proteini ¢ok hizli bir sekilde GDP-GTP
niikletid degisimini gergeklestirir. GTP'nin Ga alt birimine baglanmasi, Ga(GTP), GBy
ve reseptoriin yapisal olarak yeniden diizenlenmesine neden olur, bu da reseptorden
ayrilmaya ve efektor ile etkilesime izin verir. G proteini {izerindeki 3 anahtar
bolgesinde meydana gelen konformasyonal degisiklikle birlikte Ga ve Py alt birimleri

birbirinden ayrilirlar (Oldham & Hamm, 2008).

Guanin niikleotit baglanma ve ayrilma, G-proteinlerinin Ras-benzeri domeninde
gerceklesir ve bu Ras-benzeri domen hem guanin niikleotid baglanmasi hem de GTP
hidrolizinde bir platform goérevi goriir. Bu Ras benzeri domen, tipik bir o/f niikleotid
baglama katidir ve her iki tarafta yer alan bes halkali alt1 seritli bir B-tabakadan olusur.
Guanin baglama bdlgeleri i¢in iki dnemli motif bulunmaktadir. Birincisi, aspartik
asidin guanin baziyla catall1 bir H bag1 olusturdugu diisiiniilen bir N/TKXD motifidir
(burada X herhangi bir amino asittir). ikincisi, Walker A motifi olarak da bilinen

GXXXXGKS/T dizi motifini igeren yiiksek oranda korunmus P-dongii bolgesidir. Bu
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motife sahip G proteinleri “P-halkasi1 igeren niikleotid trifosfat hidrolaz siiper ailesi’ne

aittir. (Syrovatkina et al., 2016).

Guanin niikleotidi degisim faktorleri (GEF), niikleotidin afinitesini zayiflatmak
icin ¢alisir. G-proteinlerinin GDP igin yiiksek bir afinitesi vardir, bu da GDP ayrilma
siirecinin yavaslamasina neden olur. Bu engelin iistesinden gelmek i¢in G-proteinleri,
bagli GDP i¢in ilginligini azaltan ve daha sonra yliksek hiicresel derisimi nedeniyle
trifosfat parcasinin baglanmasini saglayan GEF'lerin etkisini kullanir (Sekil 4.1.3.1).
G-proteinleri ile GDP veya GTP arasindaki etkilesim ¢ok yiiksek olmakla birlikte,
GEF'in her iki niikleotide bagli durumdaki G-proteinine ilginligi ¢ok daha diisiiktiir.
GEF'ler, G-proteinlerinin iki anahtar bolgesinde bozulmalara neden olur. Bagli GDP,
Switch I ve Switch II olarak adlandirilan iki dongii bolgesi tarafindan kapsanir ve bu
bolgelerin ikincisi korunan N/TKXD motifinin konumudur. Anahtar bolgeleri, P-
dongiisii ile birlikte, bagh niikleotidin fosfatlar1 ve ayrica koordine edici bir Mg**
iyonu ile etkilesime girer. Bir Ras siiper ailesi GTPaz'in degisim reaksiyonunda, bir
GEF, GDP'ye bagli GTPaz ile, niikleotidin baglanma bdlgesinden kismen rekabet
edecegi sekilde arayiiz olusturur. Daha spesifik olarak, Mg®" iyonu, GTPaz iizerinde
bulunan kalintilar tarafindan yer degistirir ve P-dongii bolgesi ile niikleotit fosfatlar
arasindaki etkilesimlerde bozulmaya neden olur. Bu, anahtar bolgeleri ve niikleotid
arasinda bir "itme-¢ekme" etkisi yaratir. GTPaz'in niikleotit icin ilginligi, baglanma
bolgesinden gevsetildiginde azalir ve niikleotit sonunda serbest birakilir. Son olarak,
GTP'yi baglamakta serbest olan GEF ve GTPaz arasinda yiiksek ilginlikli bir ikili
kompleks olusur (Syrovatkina et al., 2016).

GDP niikleotidi, Ga alt birimine bagli olarak farkli oranlarda heterotrimerik G
proteininden kendiliginden salmir. Ornegin, Gao GDP salim hiz1 (kofr) 0.19 dak™ iken
Gaiz salim hiz1 0.072 dak™"'dir. Bununla birlikte, Go. alt birimlerinin etkin olmayan
durumu, Gy baglanmasiyla kontrol edilir (Cabrera-Vera et al., 2003). Higashijima ve
ark. Mg?" yoklugunda GBy'nin Gao'nun GPCR’a olan afinitesini yaklasik 300 kat
arttirdigin1 gostermistir (Higashijima, Ferguson, Smigel, & Gilman, 1987). GDP
salinimi, G proteininin reseptor aktivasyonu ile biiylik oOlc¢lide kolaylastirilir

(Sekil.4.1.3.1) (Cabrera-Vera et al., 2003).
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Hiicre digi ;‘)1'.,." GPCR

" GDP
> GTP

Sitoplazma

Go-GDP -y

Efektorler

Efektorler

Sekil.4.1.3.1: G protein dongiisii (Syrovatkina et al., 2016)

4.2. Go, Alt Birimi

Ga ve GPy alt birimlerinden olusan heterotrimerik G proteinleri fonksiyonel
olarak hiicre yiizeyi reseptorlerinden aldigi sinyali hiicresel efektdr yapilara, enzimlere
ve iyon kanallarina iletir. Ga alt birimlerinden biri olan Gao ilk olarak tanimlandigi
yer olan beyinde son derece bol miktarda bulunur. Beyin hiicrelerinin yani sira kalp,
hipofiz bezi ve pankreasta da ifade edilir. Beyin proteinlerinin %0,2-0,5'ini ve biiylime
konisi zarmmin %10'unu olusturan sinir sisteminde son derece bol bulunan bir
proteindir. Sinir sisteminde Gao ¢esitli gdrevler almaktadir. Sinir hiicrelerinde norit
biliylimesin iizerinde etkisi oldugu bilinmektedir (Nakata & Kozasa, 2005). Go’nun
diger bir islevi, kalsiyum kanallarinin diizenlenmesidir. Sinir sisteminde Goo'nun
noronal Ca?* ve K* kanallarim aktive ettigi de diisiiniilmiistiir. Goo alt birimi, y-
aminobiitirik asit tip B, muskarinik, opioid ve adrenerjik reseptorler gibi bir dizi hiicre

ylizeyi reseptorii ile etkilesime girer (Valenzuela et al., 1997).

Gao proteini Gi proteini ailesinin bir liyesidir ve ilk olarak 1986 yilinda sigir
beyninden bogmaca toksin substratlarinin saflastirilmasi ile izole edilip cDNA dizisi

yaymlanmigtir (Itoh et al., 1986) (Sekil 4.2.1).
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1 r:aec.nmmc.uoc.n'nlz'rsnmcm:u'n:mncnccnmm‘roecnctcrmmmmnmmncmoc’r GTC GT
1 Gly Lys Ser Thr lle Val Lys Gin Met Lys [le lle His Glu Asp Gly Phe Se7 Gly Gly Asp Val u-murs Pro val vai

BIITICIUCRHCHDCITCCIGTCICIGW‘(WCiﬂﬁﬁcﬁwﬂlTGﬂTﬂwﬁGmmW AT GGT GAG AGG AAG GCA GAC
30 Tyr Ser Asn Thr Ile Gln Ser Leu Ala Ala Ile Val Arg Ala Met Asp Thr Leu Gly Val Glu 'hrr Gly Mn L.vs Glu Arg Lys Ala Asp

IBOTBCIAGHTGGTGTGIGACGTGGTGWOG:ATGGAGGAC ICTGAACCATTCTC]‘G:IGAAC]’G“TTWGCCATG ATG CGA CTC TGG GGC
60 Ser Lya Met Val Cys Asp Val Val Ser Arg Met Glu Asp Thr Glu Pro Phe Ser Alas Glu Leu Leu Ser Ala Met Met Arg Leu Trp Gly

270 GAC TOG GGG ATC CAG GAG TGC TTC AAC CGA TCT CGG GAG TAT CAG CTC AAC GAC TCT GCC AAA TAC TAC CTG GAC AGC TTG GAT CGG ATT
90 Asp Ser Gly lle Gln Glu Cys Phe Asn Arg Ser Are Glu Tyr Glp Leu Asn Asp Ser Ala Lys ITyr Tyr Leu Asp Ser Ley Asp Arg lle

GGA GCC GCT GAT TAC CAG CCC ACC GAG CAG GAC ATC CTC CGA ACC AGG GTC AAA ACA ACT GGC ATC GTA GAA ACC CAC TTC ACC TTC AAG
lzn l:lv Ala Ala Asp Tyr Gln Pro Thr Glu Gln Asp lle Leu Arg Thr Arg Val Lys Thr Thr Gly Ile Val Glu Thr His Phe Thr Phe I..ys

450 AAC CTC CAC TTC AGG CTG TTT GAC maﬂeﬁcn:mrnmamnmna‘rmnﬁucrecncm:;n‘r GTC ACG GCC ATC ATC
150 Ml‘l Lr:ll His Phe Arg Leu Phe Asp Val Gly Gly Gln Arg Ser Glu Arg Lys Lys s Phe Glu Asp Val T

540 TTC TGT GIC GCA CTC AGC GGC TAT GACC‘GGTGCTCC!CGIGGACG‘A‘CCICG AAC CGC ATG CAC GAG TCT CTC ATG CTC TTC GAC TCC
180 Phe Cys Val Ala Leu Ser Gly Tyr Asp Gin Val Leu Hi: Glu Asp Glu Thr Thr Asn Arg Met His Glu Ser Leu Met Leu Phe Asp Ser

630 ATC TGT AAC AAC GTT'I'TTCATCGA'I'WCTCCITCQTTCTC“CCTCQ&CQM‘MWCTCITTW GAG AAG ATT AAG AAG TCA CCC
210 Ile Cys Asn Asn Lys Phe Phe Ile Asp Thr Ser ile Ile Leu Phe Leu Asn Lys Lys Asp Leu Phe Gly Glu Lys lle Lys Lys Ser Pro

72I!'I"I.'G hmh‘l’c']‘GCT‘I‘TOCI'G&QTICOCIGWTCCQIC!CCT&TGAA“CMAWMTACATCCARMQ CAG TTT GAA AGC AAA AAC CGC
240 Leu Thr lle Cys Phe Pro Glu Tyr Pro Gly Ser Asn Thr Tyr Glu Asp Ala Ala Ala Tyr lle Gin Thr Gln Phe Glu Ser Lys Asn Arg

B10 TCA CCC AAC AAA GAA ATT TiCTG'I.'CAICATG]L'I‘TGI‘GCCICAG&C!CGHITIIT ATC CAG GTG C GOC GTC ACC GAC ATC ATC
270 Ser Pro Asn Ly¥s Glu lle Tyr Crs His Met Thr Cr¥s Ala Thr Asp Thr Asn Asn lle Gin Val Vll. Plle MD Ala Val Thr Asp Ile lle

900 ATT GOC AAC AAT CTC CGG GGC TGT GGC TTG TAC ‘l'l;.l CCTCTTGTCCTGTATAGCAACCTATTTGACTGCTTCATGGACT CTTTGCTGT TGATGTTGATCTCCTGGTA
300 Ile Ala Asn Asn Leu Arg Gly Cys Gly Leu Tyr

1007 GCATGACCT TTGGCCTTTGTAAGACACACAGCCT TTCTGTACCAAGCOCCTGTCTAACCT ACGACCCCAGAGT GACTGACGGCTGTGTATT TCTGTAGAATGCTGTAGAATACGGTTTT
1128 AGTTGAGTCTTTACATTTAGAACT TTTAAAAAA 1173

Sekil 4.2.1: AGX3'ten (Ga,) EcoRI fragmaniin niikleotid ve amino asit dizisi. Niikleotit dizisinin
numaralandirilmasi, agik okuma ¢ergevesindeki ilk niikleotitte baslar. Cikarsanan amino asit dizisi,
niikleotid dizisinin altinda gosterilir. Amino asit dizisi, okuma ¢ergevesindeki ilk amino asit olan Glisin
ile baslar. Go, sigan beyninden elde edilen triptik peptitlerin amino asit dizilerinin alt1 ¢izilmistir (Itoh
et al., 1986).

Go proteininin hiicre i¢i fonksiyonlarindaki bozukluklarin gesitli hastaliklara
neden oldugu diisiiniilmektedir. Bu hastaliklardan biri olan Alzheimer hastaligina
(AD) beyin hiicreleri icerisinde amiloid dncii proteinlerinin (APP), biriken B-amiloid
peptitlerinin (AB) neden oldugu bilinmektedir. Yeniden diizenlenmis hiicre zarlarinin
kullanildig1 ¢alismalar, sitoplazmik alanda APP’nin heterotrimerik G proteini Gow ile
dogrudan etkilesime girebilecegini gosterilmistir. APP'nin hiicre dis1 alanma karsi
antikorlarin, endojen APP ligandlarini taklit ederek Gow aktivitesini uyarabildigi
gdsterilmistir. Insan beyni érneklerini kullanan biyokimyasal analizler, kronik olarak
aktive edilen yabani (Wild) tip APP veya AD ile baglantili mutant APP izoformlarinin
asir1 ekspresyonu, Go'ya bagli nérotoksik tepkileri tetikleyebilirken, AD hastalarinda
endojen APP-Go etkilesimlerinin bozuldugunu 6ne siiriilmiistiir (Copenhaver & Kogel,

2017).

Ga proteinin ve ek varyanti olan Goo1 proteinin gérme hiicreleri olan ON bipolar
ve OFF bipolar hiicreleri ile baglantis1 oldugu goriilmiistiir. Gao proteindeki goriilen
mutasyonlar bu hiicrelerle olan etkilesimini bozmakta ve hastaliga neden olmaktadir.
Kalp kasi hiicrelerinde de ifade edilen Goo proteinin mutasyonlari sonucu
kardiyovaskiiler hastaliklara neden oldugu bilinmektedir (Wettschureck &
Offermanns, 2005).
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Ga alt biriminin GTPaz domeninde GDP/GTP nin baglandig niikleotid baglama
bolgesinde bulunan G1, G2, G3, G4 ve G5 motifleri tim G proteinlerinde iyi
korunmaktadir (S. R. Sprang, 1997). Bu bolgelerin Goo’daki karsiliklar1 sdyledir:

G1: GAGESGKS (40-47 numaral1 amino asitler)

G2: RVKTTGI (178-184 numarali amino asitler)
G3: MFDVGGQR (198-205 numarali amino asitler)
G4: FLNKKD (267-272 numarali amino asitler)
GS5: THFTCAT (321-327 numaral1 amino asitler)

Tiim proteinlerde korunan amino asitler kalin fontla gosterilmistir. Tez ¢aligmasina
konu olan R178 amino asidi ise G2 bdlgesinin ilk amino asidi olup alt1 ¢izili olarak

gosterilmistir.

4.3. G Proteini Mutasyonlari

Heterotrimerik G proteinleri hiicre disi1 sinyallerin hiicre yiizeyi reseptorlerle
etkilesime girmesi sonucu hiicre i¢i sinyallesmeyi tetikleyecek efektdrlere baglanir.
Gen mutasyonlari, degistirilmis gen ifadesi veya bakteriyel toksinler tarafindan
modifikasyona ugrayan G proteinleri g¢esitli biyolojik sonuclara neden olur. Yapisal
aktivasyona veya fonksiyon kaybina yol agan G protein a alt birim genlerinde bir¢ok
mutasyon tanimlanmustir. Bu tiir G protein mutasyonlari, sporadik endokrin timdrler,
McCune-Albright sendromu ve Albright kalitsal osteodistrofi dahil olmak iizere

birgok insan hastaliginin patogenezinde rol oynar (Weinstein & Shenker, 1993).

G proteinlerinin aktive edici mutasyonlari, Gas (gsp) ve Goiz (gip), hipofiz

tiimdrlerinin alt gruplarinda rapor edilmistir (B. Kan et al., 2003).

Ga alt birimlerinin bakteriyel ekzotinler tarafindan translasyon sonrasi
modifikasyonlari, G proteinlerinin hastaliklarla iligkilendirilmesinin ilk 6rneklerini

olusturur. Gas Arg201 rezidiisiiniin kolera toksini tarafindan ADP ribozilasyonun
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katalize edilmesiyle i¢csel GTPaz aktivitesinde 6nemli Ol¢iide azalmaya bagli olarak
yapisal aktivasyona neden olur. Bogmaca toksini ADP, aio ailesinin {iyelerinin
karboksi terminalinden dort amino asitlik sistein amino asidini ribozillyerek G
proteininin reseptdrden ayrilmasina neden olur. Gergeklesen bu siiregler, sirasiyla V.
cholera ve B. pertussis enfeksiyonunun klinik belirtilerinden sorumludur (Weinstein

& Shenker, 1993).

GTPaz domenin B6-a5 dongiisiinde bulunan TCAT guanin niikleotid baglama
motifindeki rezidiilerin mutasyonlari, reseptérden bagimsiz olarak GDP salinimini
arttirir. Gos'de (A366S), Gai (A326S) ve Goao(C325S)’deki benzer aktive edici
mutasyonlar GDP salinimini artirir. Bu da bu bolgenin GDP saliniminin ortak bir
aracis1 olarak hizmet ettigini gosteriyor. TCAT motifine ek olarak, ayni zamanda
kendiliginden GDP saliniminin Ga alt birimlerinin N ve C terminal alanlar1 i¢indeki
kalintilar1 da tanimlamustir. Ornegin, Gai‘nin o5 heliksinin ice bakan yiizeyinde
bulunan {i¢ mutasyon artan reseptor katalizli niikleotit degisim hizina ek olarak bazal
niikleotit degisim hizinda dramatik bir artisa neden olur. Gos'deki IV anahtar1 sarmal
alan1 icindeki bes kalintinin mutasyonu, GDP salim, GTPyS baglanmasi1 ve GTP
hidroliz oranim azaltir ve boylece sarmal ve GTPaz alanlar1 arasindaki temaslarin

bozulmasi da bazal GDP ayrisma oranlarini etkiler (Cabrera-Vera et al., 2003).

Go'nin norit bilyiimesinde diizenleyici bir rolii olup olmadigini degerlendirmek
icin, Go proteinine Ozgili reaktifleri ve yapisal olarak aktive edilmis mutant
ekspresyonunu kullanilarak, Goo PC12 veya NIE-115 hiicrelerinde eksprese
edildiginde, norit biiylimesinin arttig1 gosterilmistir (Cabrera-Vera et al., 2003; Xie,
Li, Goshima, & Strittmatter, 1995). Sigan Ga, proteini ile yapilan ¢aligmalar R179C
mutasyonun etkinligi degistirici etkileri oldugunu gdstermektedir (Sekil 4.3.1)
(Strittmatter et al., 1994). Sigcan Goo’nun insandaki karsiligit R178 amino asididir.
Arjinin ¢ok uzun bir yan zincire sahip oldugundan herhangi bir amino asitle yer
degistirmesi yapisal ve diger amino asitlerle etkilesim anlaminda 6nemli olacagindan

tez calismasi kapsaminda R178 A mutasyonu kullanilmistir.
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RI79C 02850

alphay [ | T T s

i C G ]
179 285

alpha,, opiLART R uKTYGI Lrovce Q nscnkk
179 285

alpha;, OQOULART RUKTIG) o MFDUGG O RseERKK
281 227

alpha, 0DLLRC RuLTsGt——aeo MFDUGE O RDERRK

Sekil 4.3.1: Go alt birimlerinin aktive edici mutasyonlari. Ga, proteini ve R179C ve Q205L
mutasyonlarmi ¢evreleyen kalintilarin sematik bir diyagrami gosterilmistir. Sican o, a2 ve 0,A'nin
amino asit sekanslari, as ve ai'y1 aktive ettigi bilinen bu nokta mutasyonlarmin bolgeleri etrafindaki
yiiksek derecedeki tutarliligi gostermekte. GTP'nin baglanmasi ve hidrolizinde rol oynadig: diisiiniilen
alanlar A, C, G ve I olarak belirtilmistir (Strittmatter et al., 1994).
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5. GEREC VE YONTEM

Tez ¢aligmasi, Goo proteinin ti¢linciil yapisinin eksiksiz ve farkli durumlardaki
(mutant, yabani, aktif, inaktif) modellerine ihtiya¢ duydugundan iki temel yontemle

yuritiildii:
a) Benzesim (Homoloji) Modellemesi
b) Molekiiler Dinamik Simiilasyonu (MD)

Goo proteininin iiclinciil yapisinin modellenmesinde MODELLER (Sali &
Blundell, 1993) uygulamasinin 9.23 siiriimii kullanildi. MODELLER uygulamasi
aracigityla olusturulan Goo yabani-tip, Goo mutant-tipler {giinciil yapt modelleri
molekiiler dinamiklerinin belirlenmesi amaciyla NAMD (Phillips et al., 2005)

yazilimiyla molekiiler dinamik simiilasyona tabii tutuldular.

Python programlama dili kullanilarak uygulamalarda kullanilacak betikler
olusturuldu. Betiklerin ve diger uygulama dosyalarinin diizenlenip olusturulmasinda

Notepad++ uygulamasi kullanildi.

BioEdit v7.2.5 (Hall, 1999) uygulamas: kullanilarak Goo proteininin ikincil
yapisina benzer olan protein dizilerinin amino asit dizi hizalamalar1 yapildi. Ayni
yontemle Gi alt birimlerinde yaygin olarak goriilen R179C nokta mutasyonun ve G1-
G5 niikleotid baglanma bolgelerinin Goo alt birimindeki amino asit karsiliklarinin

belirlenmesi saglandi.

Ugiinciil yapilar1 olusturulan Goo proteinlerinin ii¢ boyutlu goriintiilenmesi
amaciyla Chimera v1.14r (Pettersen et al., 2004) ve VMD v1.9.3 (Humphrey, Dalke,
& Schulten, 1996) uygulamalarindan yararlanildi. Olusturulan modellerin
Ramachandran grafikleri SwissPDB v4.1 (Guex & Peitsch, 1997) uygulamasi ile

olusturuldu.

27



5.1. Benzesim (Homoloji) Modellemesi

Gal,o proteininin yapisit daha 6nce modellenmesine karsin (Beki Kan et al., 2011)
daha iyi ¢Oziiniirlige sahip yeni yapilar yayinlandigindan model bu kaliplar

kullanilarak yeniden olusturuldu.

Goao proteinin 354 amino asitlik dizisi FASTA formatina uygun olarak diizenlendi
ve bu dosya MODELLER yazilimina girdi olarak verilerek MODELLER veri

tabaninda Gowo‘ya benzer diziler arastirildi.

Elde edilen 2ode.pdb Goai (Soundararajan et al., 2008), 7jsn.pdb Goai (Gao et al.,
2020) dizileri kullanilarak MODELLER yazilimi1 ile GDP, GTP ve RI178A

mutasyonunu igeren dort farkli protein modeli olusturuldu:
1) Go-R178A-GDP
2) Go-R178A-GTP
3) Go-WildType-GDP
4) Go-WildType-GTP

Her proteinden 50 farklt model olusturuldu ve i¢lerinden en diisiik DOPE skoruna

sahip olan model molekiiler dinamik simiilasyonunda kullanilda.

2o0de’nm A zinciri ve 7jsn’nin E zinciri modelleme kalib1 olarak kullamldi. Iki
dizinin de ¢dziiniirliikleri sirasiyla 1,90 A ve 3,2 A’diir. R178’nin dizideki konumu

BioEDIT yazilimi ile belirlendi.

Once 2ode dizisi tek basina kullanilarak modeller olusturuldu. Ardindan 2ode ve
7ijsn dizileri ¢oklu kalip olarak kullanilarak modeller olusturuldu. Son asamada

modelde bulunan halka kisimlar MODELLER islevleri kullanilarak iyilestirildi.
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5.2. Molekiiler Dinamik Simiilasyonu

Benzesim modellemesi yontemiyle elde edilen Gowo Alt birimine ait 4 farkli protein
modeli i¢in gereken psf uzantili yap1 dosyalart VMD (v1.9.3) yazilimi1 (Humphrey et
al., 1996) kullanilarak elde edildi. Protein topoloji ve parametre dosyalart CHARMM
Kuvvet Alanlar’nin (CHARMM Force Field) son siiriimii (toppar c36 jul21.tgz)
icinde bulunan par all36m_prot.prm ve top all36 prot.rtf (Huang et al.,, 2017)
dosyalar kullanilarak elde edildi. Guanin niikleotidleri (GDP ve GTP) i¢in gereken
topoloji ve parametre dosyalar1 yine CHARMM Kuvvet Alanlar i¢inde bulunan
toppar_all36 _na nad ppi.str ve par all36 na.prm (Hart et al., 2012) dosyalar
kullanilarak elde edildi. Guanin niikleotidleri i¢in gereken topoloji verileri
toppar_all36 _na nad ppi.str’den elde edilen verilerden elle olusturuldu. Protein
modelleri VMD yazilim1 kullanilarak su kiiresiyle kaplandi. Su kiiresi GDP niikleotidi
iceren protein modellerinin en dista kalan atomunu 15 A, GTP niikleotidi iceren
protein modellerinin en dista kalan atomunu ise 25 A kadar kaplayacak sekilde
diizenlendi. Molekiiler dinamik simiilasyonu NAMD (v2.14) yazilimi (Phillips et al.,
2020) kullanilarak 2 fs adim aralig1 ile 50.000.000 adimda toplam 100 ps’ye karsilik
gelecek sekilde sulu ortamda gerceklestirildi. Molekiiler dinamik simiilasyonlar
Istanbul Teknik Universitesini’nin Ulusal Yiiksek Basarimli Hesaplama Merkezi nin
(UHeM) bilgisayar donanimi kullanilarak gergeklestirilmistir (Proje Adi: gpmdsl)
(https://www.uhem.itu.edu.tr/ Erisim tarihi: 19.12.2021).
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6. BULGULAR

6.1. Benzesim (Homoloji) Modellemesi

6.1.1. Ga, yabani-tip (WildType[WT]) iiciinciil yapisinin GDP ve GTP

niikleotidleri ile modellenmesi

354 amino asitten olusan insan Gaw protein dizisi (GenBank ID: J03238.1) FASTA
formatinda GoAlpha.ali olarak kaydedilip MODELLER vyazilimina girdi olarak

verildi.

GoAlpha.ali

[Ta =]

=Pl Golklpha

sequence:GoRlphar i :0.00: 0.00
MGCTLSAEDEAAVERSEMIDRNMLREDGEFAANEVELLLLGAGESGEST IVEQMETITIHED
GYSEDECEQYEVVVYSHTIQSITATTRAMGRLETDFGEAARADDARQLFVLAGSAEEGV
MTPELAGVIERLWRDGGVOALACFSRSREYQLNDSASYYLNDLDRT SQSHNY T FTQODVLRT
RVETTGIVETHFTFEDLYFEMFIVGGORSEREENIHCFEGVTATIFCVALSDYDLVLAE
DEEMNEMHE SMELFDSICHNEWFTETSIILFLNEEDLFEEEIERSPLTICYPEYTGSNHT
YEEAARAYTOQCOFEDLNRREDTEEIYTHFTCAT DTENVOFVEFDAVTI DVI IENNLEECGLY ®

MODELLER veri tabaninda Ga, alt birim proteininin ikincil yapisina %98 oraninda
benzer olan 2ode dizisi elde edildi. Bu dizi Align2d.py Python betigi ile MODELLER

yazilimina verilerek her iki dizinin hizalanmasi saglandi.

Align2d.py

Erom modeller import *

env
aln
mcl

aln.
aln.
aln.
aln.
aln.

environ(})

= alignment (env)

= model (env, file='Zode', model segment=("FIRST:4'
append model (mdl, align codes="ZodsA', atom files='Zods
append(file="GolAlpha.zali', align codes="Gollpha')
align2d()

write(file="0_c ali', alignment format='FIR"}

write(file="0{c pap', alignment format='FREF'")



Yiiriitiilen betik sonucunda ‘GoAlpha-2odeA.ali’ ve ‘GoAlpha-2odeA.pap’ hizalama

dosyalar elde edildi. Boylece proteinlerin dizisel olarak hizalanmalar1 saglanmis oldu.

GoAlpha-2odeA .ali

>Fl;2oded

structureX:2ode.pdb: 33 :A:+4316 :h::::

———————————————————————————————— EVELLLLGAGESGESTIVEQMEITHEDGY SEDECEQYEVWVVYS
HNIIQSIIATIRAMGRLEIDFGEARRADDARQLFVLAGSAEEGVMT PELAGVIERLWRDGEVOACFSRSREYQLND
SASYYLNDLDRISOSHYIPTOODVLRTRVEITGIVETHFIFEDLYFEMFDVGGORSEREEWIHCFEGVIAITFCY
ALSDYDLVLAEDEEMNRMHE SMELF DS ICHNEWFIETSIILFLNKKDLFEEKIKRSPLTICYPEYTGSNIYEERR
& AYIQCQFEDLNRREDTKEIYTHFTCATDIENVOQFVFDAVIDVIIEKNNL-——-—--— *

[

R T S

O

10 >Pl;GoAlpha

sequence : Gollpha: HEH 1o 0.00: 0,00
MGCTLSAEDEARAVERSEMIDENLREDGEKARKEVELLLLGAGESGESTIVEQMEITHEDGYSEDECEQYEVVVYS
13 NTIIQSIIAITRAMGRLEIDFGEAARADDARQLFVLAGSAEEGVMIPELAGVIKRLWRDGGVQRCFSRSREYQLND
14 SASYYILNDLDRISOSNYIPTOODVLRTRVETTGIVETHF TFEDLY FEMFDVGGORSERKEWIHCFEGVTATIFCYV
AL SDYDLYVLAEDEEMHNRMHE SMELF DS ICHNEWFTETSIILFLNEEDLFEEKIERSPLTICYPEYTGSNTYEERR
AYTOCOFEDLNRREDTEEIYTHFTCATDTENVOEVEFDAVIDVITENNLEECGLY *

R A

I
-1 m

GoAlpha-2odeA.pap

_aln.pos 10 20 30 40 50 L<11]
Z2oder - EVELLLLGAGESGESTIVEQOMEITHEDGYSEDECKQ
GoAlpha MGCTLSAEDKARVERSEMIDRNLEEDGEFARKEVELLLLGAGESGESTIVEQMEITHEDGYSEDECEQ

consrwvd LR R R

[ R % =)

s

_aln.p 70 80 a0 100 110 120 130
2odel YWY SHTIQSITATIRAMGRLEIDFGERRRADDARQLFVLAGSAEEGVMT PELAGVIERLWEDGGY
8 GoAlpha YWY SHTIQSITATIRAMGRLEIDFGERRRADDARQLFVLAGSAEEGVMT PELAGVIERLWEDGGY

COTLS WOl R R R R R R R R A R R R R R R R R R A R R R R R R R R R AR R R R R

-1 o tn

]

_aln.pos 140 150 le0 170 180 190 200
Zodel QACFSRSREYQLNDSASYYLNDLDRISQSNYIPTOODVLRTRVETITGIVETHFT FEDLYFEMFDVGGQ
13 GoAlpha QACFSRSREYQLNDSASYYLNDLDRISOSHNYIPTOQODVLRTRVETTGIVETHF T FEDLY FEMFDVGGD

1 CONSIva FEAE A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AAA A A A A LA AAA AN A AL AAAA R TR

VN % I S ]

s

_aln.pos 210 220 230 240 250 260 270
17 Zodel RESERKEWIHCFEGVIAIIFCVALSDYDLVLAEDEEMNEMHE SMELFDSICHNNEWFTET SITILFLNEED

18 GoAlpha RSERKFWIHCFEGVIAIIFCVALSDYDLVLAFRDEEMNEMHE SMELFDSICHNEWFTET SITLFLNEED
g COTLSTrCl R R AR R R ok R R R R R R R R R R R R ok R R

F
1 &noin

_aln.pos 280 290 300 310 320 330 340
Zodel LFEEKIKRSPLTICYPEYTGSNITYEEARAY TQCOFEDLNRREDTKE IYTHFTCAT DTENVQEVEDAVT
GoLlpha LFEEKIKRSPLTICYPEYTGSNTYEEARAY TQCOQFEDLNRREDTRE IYTHFTCAT DTENVOQEVEDAVT

CONSIva FEAE A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AAA A A A A LA AAA AN A AL AAAA R TR

CU I VT |
I S

s L

_aln.pos 350
2odel DVITEMNL-——————
Gohlpha DVITIKMNLEECGLY

consryo ®FEEEEEEE

[WUT O T O T O T O T % T S T
53] 1 on tn

=]
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Daha sonra Gow proteininin niikleotid icermeyen {i¢iinciil yapis1 model-single.py
Python betigi ve ‘GoAlpha-2odeA.ali’ hizalama dosyasi kullanilarak MODELLER

uygulamasi ile olusturuldu.

model-single.py

1 from modeller import #

2 from modeller.automodel import *

3 #from modeller import soap _protein od

4

5 env = environ()

& a = automodel {env, alnfile="GoAlpha-Zodeh.zli’',

T knowns="2Zodek', sequence='Gohlpha',
8 assess_methods=(assess.DOPE,

] #suap_protein_od.Scorer(],
10 assess.ER341))
11 a.starting model = 1
12 a.ending model = 1
13 a.make ()
14

Olusturulan niikleotid icermeyen Ga, protein yapt dosyasi GAlpha M.pdb dosyasi

olarak yeniden adlandirildi.

Sekil 6.1.1.1: Niikleotid icermeyen Ga, alt birim proteinin Chimera uygulamasi ile goriintiisii.
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Goao proteinin GDP niikleotidi ig¢eren {igiinciil yapisinin olusturulmasi igin
‘GoAlpha-20deA2.ali’ hizalama dosyas: diizenlendi. 2ode yap1 dosyasindan AlF4

molekiilii ve Mg** iyonu ¢ikarildi.

GoAlpha-20deA2.ali

1 »Pl;2oded

2 structureX: Zode.pdb: 33 A:+319 :h:r:i::

I EVKLLLLGAGESGKSTIVEQMEKITHEDGYSEDECKOYEVVVYS
4 NTIQSIIAIIRAMGRLEIDFGEAARRADDARQLFVLAGSAEEGVMTPELAGVIKRLWREDGGVQACFSRSREYQLND
> SASYYLNDLDRISQSNYIPTOQODVLRIRVKITGIVETHFIFKDLYFEMFOVGGORSERKEWIHCFEGVIAILIFCV
& ALSDYDLVLAEDEEMNRMHESMKLFDSICNNEWFTETSIILFLNEKDLFEEEIKRSPLTICYPEYTGSNTYEERRA
7T AYIQCQFEDLNRREDIKEIYTHFICATDTENVQFVFDAVIDVIIENMML-———--— Foo.*

E >Pl;GoAlpha M

10 structureX:GoAlpha M.pdb: H :oi:: 0.00: 0.00

11 MGCTLSAED{AAVERS{HIDRNLREDGE{ARAEV?LLLLGAGESG(STIV?DH&IIiEDGYSEDEC(QY{VVVYS
12 NTIQSIIATIRAMGRLEIDFGEAARADDARQLFVLAGSAEEGVHMTPELAGVIERLWNRDGGVQACFSRSREYQLND
13 SASYYLNDLDRISOSNYIPTOODVLRTRVEITGIVETHFTFEDLYFEMFDVGGORSEREEWIHCFEGVTIAITIFCV
14 ALSDYDLVLAEDEEMNRMHE SMELFDSICHNEWFTETSITILFLNEEDLFEEEIERSPLTICYPEYTGSNTYEERAR
1L AYIQCQFEDLNRRKDIKE IYTHFTCATDTENVOQFVFDAVIDVIIENNLEKECGLY /———*

o

1 >Pl;Goklpha

sequence:Goklpha: : r:: 0.00: 0.00
HGCTLSAED(AAVERS{MIDRNLREDGE{ARAEv?LLLLGAGESG(STI??DHﬁII{EDGYSEDEC<QY{VVVY5
NTIQSIIATIRAMGRLEIDFGERARADDARQLFVLAGSAEEGVHMTPELAGVIERLWRDGGVQACFSRSREYQLND
SASYYLNDLDRISOSNYIPTOODVLRTRVEITGIVETHFTFEDLYFEMFOVGEORSEREEWIHCFEGVTAITFCV
ALSDYDLVLAEDEEMNRMHE SMELFDSICHNEWFIETSIILFLNEKDLFEEEIKRSPLTICYPEYTGSNTYEEAR
AYTQCQFEDLNRREEDTKEIYTHFTCATDTENVOQFVFDAVIDVITENNLEECGLY, . . . ®

TS}

Eklenen ve diizenlenen parametrelerle birlikte 2ode protein yapisinda bulunan
GDP niikleotid molekiilii yapis1 Gao alt birim proteininde karsilik gelen amino asitlerle
bag olusturacak sekilde modele eklenmis oldu. Boylece GDP igceren WildType model
(GoWildTypeGDP.pdb) olusturulmus oldu.
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Sekil 6.1.1.2: GDP niikleotid bagli WildType Ga, (GoWildTypeGDP.pdb) proteinin Chimera
uygulamasi ile goriintiisii.

Olusturulan modelin N-ucundan ilk 32 amino asidin kalip yapilarda karsilig
olmadigindan elde edilen modelin bu kismu giivenilir degildir. O nedenle bu 32 amino
asitlik dizi modelden ¢ikarilmistir. Boylece molekiiler dinamik simiilasyonlarda bu
bolgeden kaynaklanabilecek dengesizlikler ortadan kaldirilmistir. Bu bdlgenin bilinen
herhangi bir islevi ve diizenli bir ikincil yapist olmadigindan modelden ¢ikarilmasi

calismanin kapsam ve giivenilirligini etkilemeyecektir.

Modelde 141-150 ve 287-295 numarali amino asit dizi araliklarina karsilik gelen
iki  halkanin {giinciil yapilar1  loop_refine.py betigi ile MODELLER’da
iyilestirilmistir. Her halka i¢in 50°ser adet model olusturulup DOPE skorlarina gore en

diisiik enerjili liglinctil yapilart se¢ilmistir.
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Loop_refine.py

# Loop refinement of an existing model

m.loop.md level = refine.slow # loop refinement method; this yvields
# models guickly but of low gquality:;
# use refine.slow for better models

W

m.make ()

2 from modeller import *

3 from modeller.automodel import #

4

o log.wverbose ()

3 env = environ()

7 env.io.hetatm = True

g # directories for input atom files

10 env.io.atom files directory = '"./:../atom files'

12 # Create a new class based on '"loopmodel’ sSo that we can redefine
13 ¥ select_loop_ atoms (necessary)

14 class MyLeoop (loopmodel) :

15 # This routine picks the residues to be refined by loop modeling
1l def select loop atoms(self):

8 return selection(self.residue_range('14] P

18 self.residue_range ('287:R",
20
21 m = MyLoop(env,
22 [f inimodel ', # initial model of the target
23 sequence="GcoRhlpha' # code of the target
24 loop assess_methods = assess.DOPE
25 m.loop.starting model = 1 # index of the first loop model
26 m.loop.ending model = 50 # index of the last loop model

[ I i

GTP iceren modelin olusturulmasi iceren GTP i¢eren 7jsn proteinin E zincir yapisi
kalip olarak kullanildi. MODELLER’a verilen kalip dosyalarinin ardindan GoAlpha-
mult.pap ve GoAlpha-mult.ali dosyalar ¢ikt1 olarak elde edildi.
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GoAlpha-mult.pap

Y S U %

-1 &

[¥ =" WU % T P RV ]

[
[} -1 &

B B O

-1 &

s

_aln.pos 10 20 30 40 50 60
T EVELLLLGAGESGKST IVEQMKI THEDGY SEDECKQ
TISRE e e e e e e -

GolAlpha MGCTLSAEDEAAVERSEMIDENLEEDGEEAAREVELLLLGAGESGESTIVEQMEITHEDGY SEDECED

consrvd EAEERARUAEABLARRARARRALEL KAKE  AE
_aln.p 70 80 L} 100 110 120 130
2odelh YEVVVYISNTIQSIIAIIRAMGRLEIDFGEAARADDARQLFVLAGSAEEGVMT PELAGVIKRLWRDGGV
7jsmg.~ --—-———-——-—————————
GoRhlpha YEVVVYISNTIQSIIAIIRAMGRLEIDFGEAARADDARQLFVLAGSAEEGVMT PELAGVIKRLWRDGGV

consrvad L L W " o w W R E W " o w W - w oEmww W W
_aln.pos 140 150 160 170 180 150 200
Zodek QACFSRSREYQLNDSASYYLNDLDRISOSNYIFTQQIVLRTRVEITGIVETHFTFEDLYFEMFDVGGQ
7jsmg --———-——-——-—————
GolAlpha QACFSRSREYQLNDSASYYLNDLDRISQSNYTPTQODVLRTRVEITGIVETHFTFEDLYFEMFDVGGED

consrvd *AEE b kkEkkkEE kEdk Kk & ok kkEREE ARk EEE kA ok kkEE & ARkEEE
_aln.pos 210 220 230 240 250 260 270
2odelh RSERKEWIHCFEGVIAIIFCVALSDYDLVLAEDEEMNRMAE SHELFDS ICHNKWFTET SIILFLNEEKD
7jspE =

GolAlpha RSERKEWIHCFEGVIAITFCVALSDYDLVLAEDEEMNEMHE SHMELFDSICHNEWFTET SITILFLNEED

COnSrvd FEFAAAXAAAAAAAAAAAAALAAAAAAAAL A& A& & AAAALAE A% AAAAAAALE AAAAAAAAAAR

_aln.pos 280 290 300 310 320 330 340
Zodeh LFEEXTKRSPLTICYPEYTGSNTYEEAAR Y IQCQFEDLNRREDTEE IYTHFTCAT DTENVQEVEDAVT
TISNE -

GolAlpha LFEERIRRSPLTICYPEYIGSNIYEEARAY TQCOFEDLNRREDTRE INTHFTCATDTRKNVQEFVEDAVT

consryvd FEhddddd dkEk kEk ok &k Ak kEkd Aok R o R ok R kR ER Ok RRAEAEE Eh RARA R R

_aln.pos 350
2odel DVIIENNL.$-———-x
7jspf = = ————————————— ¥

GolAlpha DVITENNLEECGLY -
_consrvd ¥ W%

GoAlpha-mult.ali

[ ¥V oS

W

-1 & n

=

»P1;2oded

structureX:2ode.pdk: 33 tRr+31le :Ri:::

———————————————————————————————— EVELLLLGAGESGKSTIVECQMKIIHEDGY SEDECKQYEVVVYS
NTIQSITATIRAMGRLEIDFGEAARADDARQLFVLAGSAEEGVHMT PELAGVIKRLWRDGGVQACFSRSREYQLND
SASYYLNDLDRISQSNYIPTQODVLRTRVKTITGIVETHFTFEKDLY FEMFIVGGORSERKEWIHCFEGVIATIIFCV
ALSDYDLVLAEDEEMNRMHE SMELFDSICNNEWFIETSIILFLNEKDLFEEKIKRSPLTICYPEYTGSNTYEERA
AYIQCQFEDLNRREDTHEEIYTHFTCATDTENVQEVEFDAVIDVIIFENNL—————— f=*

>P1;7jsnE
structureXl:7isn.pdb: 36 (E: 351 :E::::

»>P1;GoAlpha

seguence :Gollpha: HE- : o 0.00: 0.00
MGCTLSAEDEAAVERSEMIDENLREDGEEAAKEVE LLLLGAGE SGESTIVEQMEITHEDGYSEDECEQYEVVVY S
NTIQSIIATIRAMGRIEIDFGEAARADDAROLFVLAGSAFEGVHMT PELAGVIERLWRDGGVOACFSRSREYQLND
SASYYLNDLDRISQSHYIPTOODVLRTRVET TGIVETHFIFEDLYFEMFDVGGORSERKEWIHCFEGVIAIIFCY
ALSDYDLVLAEDEEMMEMHE SMELFDSICHNEWEF IETSIILFLNEKDLFEEKIKRSPLTICYPEYTGSNTYEERD
AYIQCQFEDLHRREDTEEIYTHFTCATDTENVOQFVFDAVIDVI IKNHLEECGLY, . *
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Eklenen ve diizenlenen parametrelerle birlikte 7jsn proteinin E zincirinde bulunan
GTP niikleotidi Gao proteininde karsilik gelen rezidiilerle bag olusturarak modele

eklenmis oldu.

Sekil 6.1.1.3: GTP niikleotid baghh WildType Go, (GoWildTypeGTP.pdb) proteinin Chimera
uygulamasi ile goriintiisii.

GDP i¢eren modele benzer sekilde modelin N-ucundan ilk 32 amino asit modelden
cikarilmig, 141-150 ve 287-295 numarali amino asitlere karsilik gelen iki halkanin
iiclinctil yapilart MODELLER yazilimi ile iyilestirilmigtir. Her iki halka i¢in 50’ser
farkli model olusturulup i¢lerinden en diisiik DOPE enerjisine sahip olan modeller

secilmistir.
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6.1.2. Go, mutasyonlu iiciinciil yapisinin GDP ve GTP niikleotidleri ile

modellenmesi

Yaygin olarak bulunan bir Gi mutasyonu olan R179 amino asidinin Goo‘daki
karsilig1 BioEDIT yazilimi ile R178 olarak belirlenmistir (Sekil 6.1.2.1) Tez ¢alismast

kapsaminda 178 numarali Arjinin amino asidi Alanin olarak (R178A) degistirilmistir.

$? Biokdit Sequence Alignment Editor - [C:\BioEdit\Temp\~out.tmp] - X
% Flle Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World Wide Web Options Window  Help -8 x

=D

o & =B 2total sequences

Mode:|Select/Sice = B Nberwgad None i

& I DID §on 2SRRI AESE ¢ et SwE f;;ﬂm ‘,ESH
T T T i [ P e i e e
7{ 160 170 180 190 200 210 220 230

IPTQQDVLRTRVKTTGIVETHFTFKDLY FKMFDVGGQRSERKKWIHCFEGVTATIFCVALSDYDLVLAE
NYIPTQQDVLRTRVKTTGIVETHETFKDLY FKMFDVGGQRSERKKWIHCFEGVTAITFCVALSDYDLVLAE

Goalpha Human, LNDLDR
20DE 1l|Chains A /LNDLDRIS(

Sekil 6.1.2.1: Go, proteinin amino asit dizisi ile 2ode amino asit dizisinin BioEdit uygulamasiyla
hizalanmasi. Kirmizi ¢izgi Go; alt birimdeki R179 amino asidinin Go,, alt birimindeki amino asit
karsiligini gdstermektedir.

Goao alt birimi amino asit dizisinde karsilik gelen nokta mutasyonu, modelleme
icin kullanilacak kalip dosyasinda ve hizalama dosyalarinda yeniden diizenlendi. Gowo
alt biriminin mutasyonlu ve GTP niikleotidli {igiinciil yapisinin olusturulabilmesi i¢in
Guao alt birimi ikincil yapisi, 2ode A zinciri ve 7jsn E zinciri yapilari ¢oklu kalip olarak
MODELLER uygulamasi ile hizalandi. R179AGoGTP.py Python betik dosyasi
MODELLER uygulamastyla yiiriitiilerek ‘GoAlpha-mult.pap’ ve ‘GoAlpha-mult.ali’

¢ikt1 dosyalar1 olusturuldu.
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R179AGoGTP.py

o W R

-1 ™

o

TR

[
o Wk O

k
= m

S

[ R R R R R SR
o L Bk

# Illustrates the SALIGH multiple structure/ssguence alignment

from modeller import *

log.verbose ()

env = environ()
env,.io.atom _files_directory = ['.", '../atom files/"]
aln = alignment {enwv)

{code, chain)} in {({'Zcde', "4"'), ('Tisn', 'E'"}):

for
T mdl = model (env, file=code, model segment=('F

"+chain,

: "+chainy)

aln.append model (mdl, atom files=code, align codess=code+chain)

aln.write(file="0C:
aln.write (file='

, alignment format='FLE")
, alignment format='FIR"}

aln.salign(rms_cutoff=1.0, normalize_pp_scores=False,

rr file="5(LIE)/asl.sim.mat', overhang=30,

gap penalties_1ld=(-450, -50), gap_ penalties_3d=(0, 3),
gap_gap score=0, gap residue score=0, dendrogram file="1li
alignment tType='] szive', feature_welghts=[0]*&,
improve alignment=False, fit=False, write fit=True,

write whole_ pdb=False, output='C "y

GoAlpha-mult.pap

3
=

(1LY ST R

-1 m

TOeil

s

o

_aln.pos
ZodeR
TisnE
GoAlpha
_consrvd

_aln.p
Zodeh
7isnE
Gollpha

_consrvd

_aln.pos
ZodeR
T7isnE
GoAlpha

_consrvd

_aln.pos
2odelh
7i=nE
Godlpha

_consrvd

_aln.pos
Z2odeR
TisnE
GoAlpha

_consrvd

_aln.pos
ZodeR
74snE
GoAlpha

_consrvd

10 20 30 40 50 &0
________________________________ EVELLLLGAGESGESTIVEQMEIIHEDGYSEDECKD

MGCTLSAEDEAAVERSKMIDENLREDGEKALKEVELLLLGAGESGE ST IVECMEITHEDGY SEDECKQ
N S

70 80 Q0 100 110 120 130
YEVVVYSNTIOSIIATIRAMGRLEIDFGEAARADDAROLFVLAGSAEEGVMT PELAGVIERLWRDGGV

YEVVVYSNTIOSIIATIRAMGRLEIDFGEAARADDAROLEFVLAGSAEEGVHT PELAGVIERLWRDGGV

doEE kR Rk m AR W e Rk R R R & wa R e w omEw E R

140 150 160 17a 180 1590 200
QLCFSRSREYQLNDSASYYLNDLDRISQSNYIPTOODVLRTRVEKITGIVETHF T FEDLYFEMFDVGGO

QACFSRSREYQLNDSASY Y LNDLDRISOSNY IPTOQODVLRTRVEI TGIVETHFTFEDLYFEMFIVGGD
BEEE R REAAREEE ERER KR W womE REEEE  RAREEE wA B REEE B REREEE

210 220 230 240 250 280 270
RSERKEWIHCFEGVIAITFCVALSDYDLVLAE DEEMNEMHE SMELFDSICNNEWFTET SIILFLNEED

RSERKFWIHCFEGVIAIIFCVALSDYDLVLAE DEEMNRMHE SHELFDSICHNNEWFTETSIILFLNERD

EEEEAAABAAAAAAAAAAAAAALEAAAES AR AR K AARAAAE AR RAAARAAAE RAAREEEEAER

280 250 300 310 3z0 330 340
LFEEKIKRSPLTICYPEYTGSNIYEEARAYTQCOFEDLNRREDTKEIYTHFTCATDTENVOFVEDAVT

LFEEKIKRSPLTICYPEYIGSNTIYEERALAY TQCOFEDLNEREDTRE IYTHF TCATDTENVOQEFVEDAVT
REEEEEE EREE RE W A RAREEEEE  RE  AE KRR R B REEE & REEEEE AR REEAEEE

350
DVIIENNL.$--—-X
______________ v
DVITENNLEECGLY-

R R
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GoAlpha-mult.ali

>P1;2odel

structureX:2ode.pdb:33 thAr+3le Az

———————————————————————————————— EVELLLLGAGE SGKSTIVEKQMEITHEDGY SEDECKQYEVVVYS
HTIQSIIAIIRAMGRLEIDFGERARRADDAROLFVLAGSAEEGVMT PELAGVIERLWRDGGVQRCFSESREYQLND
SASYYLNDLDRISQSNYIPTOODVLRTRVETTGIVETHFTFEDLYFEMFINGGORSEREEWIHCFEGVTAITFCV
ALSDYDLVLAEDEEMNRMHE SMELFDSICHNNEWFTETSIILFLNEKDLFEEKIKRSPLTICYPEYTGSNTYEERA

AYTQCQFEDLNEREDTEEIYTHFTCATDTENVOFVFDAVIDVIIENNL————— S

>P1;7jsnE

structureX:7jsn.pdb: 36 :E: 351 :E::::
——————————————————————————————————————— GAGESGKESTIVE-————————————————————
———————————————————————————————————————————————————————————————————————— LNHD
sacy¥-—-——————————.—————_————_—————————— . — ——
————————————————————— HMTCATD-—————————————————————————f | ®

>P1;Goklpha

sequence:GoAlpha: HEH : i 0.00: 0,00
MGCTLSAEDEAAVERSEMIDENLREDGEFARKEVELLLLGAGE SGEST IVEQMEITHEDGY SEDECEQYEVVVYS
HTIQSIIAIIRAMGRLEIDFGERARRADDAROLFVLAGSAEEGVMT PELAGVIERLWRDGGVQRCFSRSREYQLND
SASYYLNDLDRISOSHYIPTQODVLETAVE I TGIVETHFTFEDLYFEMFDVGEORSEREEWIHCFEGVIAIIFCY
ALSDYDLVILAEDEEMNRMHE SMELFDSICHNEKWFTETSIILFLNEEDLFEEEIKRSPLTICYPEYTGENTYEERAR
AYIQCQFEDLNEREDTEEIYTHFTCATDTENVOFVFDAVIDVIIENNLEECGLY . *

Coklu sablon kullanilarak gerceklestirilen hizalama islemi sonrasinda Gao GTP

niikleotidli alt biriminin R178A mutasyonlu ii¢ilinciil yapisi, model-mult.py Python

betigi yiiriitillerek ve ‘GoAlpha-mult.ali’ hizalama dosyasi kullanilarak MODELLER

uygulamasi ile olusturuldu.

model-mult.py

PO OO

from modeller import *
from modeller.automodel import *

env = environ()

env.io.hetatm = True

a automodel (env, alnfile='GoAlpha-mult.ali',
knowns=('Z2odelh',"7jsnE" ), sequence='GoAlpha')

a.starting model = 1

.ending model = 10

a.make ()

1]

Olusturulan 10 model arasindan DOPE skorlarina gére en uygun iigiinciil yap1

secildi. Olusturulan R178 A mutasyonlu GTP niikleotid molekiili bagli model

yapisinin N-ucundan ilk 32 amino asit modelden ¢ikarilmistir.
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Sekil 6.1.2.2: GTP niikleotid bagli R178 A Go, (GoR178AGTP.pdb) proteinin Chimera uygulamasi ile
gorintiisi.

GDP niikleotidi baglt Goo alt biriminin R178 A mutasyonlu iiciinciil yapisinin
olusturulmasinda 20DE (Gi) alt birimi sablonundaki GDP molekiilii ve A zinciri harig
diger yapilar olan AIF* molekiilii ve Mg" atomu silinerek, bahsedilen yontemlerle

GDP niikleotid bagli yap1 olusturuldu.

Sekil 6.1.2.3: Ga, alt biriminin GDP niikleotid molekiilii bagli R178 A mutasyonlu iigiinciil yapisinin
Chimera uygulamasi ile goriintiisii.
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Gao alt biriminin GDP ve GTP niikleotid molekiilii bagli (WT) ve mutasyonlu
tctlinciil  yapilarmin  olusturulmasini  takiben SwissPDB Viewer uygulamasi
kullanilarak, olusturulan modellerin Ramachandran grafikleri elde edildi. Rezidiiler
arasinda peptid bagina iliskin Psi ve Phi a¢ilarinin beklenen deger araliginda oldugu

goriildi (Sekil 6.1.2.4 ve Sekil 6.1.2.5).

Go (WT)GDP I’ Go(WT)GTP X

1 ! |
0 150 120 -a0

Sekil 6.1.2.4: Go, (WT) alt biriminin GDP (sol) ve GTP (sag) niikleotid molekiil bagl iiciinciil
yapilarinin Ramachandran grafikleri.

Go R178A GDP X | Go R178A GTP x

Sekil 6.1.2.5: Go, R178A mutasyonlu alt biriminin GDP (sol) ve GTP (sag) niikleotid molekiil bagl
liciinciil yapilarinin Ramachandran grafikleri.
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6.2. Molekiiler Dinamik Simiilasyonu

Benzesim modellemesi yontemiyle elde edilen 4 farkli Gao modeli, ayr1 ayr
olarak, su kiiresi ile kaplandiktan sonra 300 K derecede 2 fs adim araligi ile 50.000.000
adimda NAMD yazilimi ve CHARMM kuvvet alan1 kullanilarak molekiiler dinamik
simiilasyona tabi tutuldu. Her model i¢in toplam 100 ps simiilasyon siiresine ulasilmis
oldu. Simiilasyon sonrasinda her modelin biitiinii, niikleotid baglanma bolgeleri (G1-
G5 bolgeleri), biitiin proteinin her bir amino asidi ve G1-G5 bolgelerinin amino asitleri
icin ayr1 ayri1 olarak RMSD degisimleri belirlendi. 50.000.000 adimdan olusan
simiilasyon siiresince her 5000 adimda bir parametre ¢iktis1 alindi. Analiz sirasinda bu
c¢iktilarin her 5 tanesinden biri VMD yazilimina yiiklendi. Her simiilasyon i¢in bdylece
25.000 adimda bir veri alinarak 2000 cergeve elde edildi. Bu veriler kullanilarak aktif
ve inaktif proteinlerin sulu ortamdaki davranisi ve bunun mutasyondan nasil
etkilendigi degerlendirildi. RMSD degeri s6z konusu atom veya molekiiliin ortalama

olarak ne kadar yer degistirdiginin ifadesidir.

6.2.1. GDP bagh yabani-tip Ga, proteininin (GoWildGDP) molekiiler

dinamik simiilasyonu

Simiilasyon sonrast GDP iceren proteinin su kiiresi ile kaplanmis ve kaplanmamis
halleri sirastyla Sekil 6.2.1.1 ve Sekil 6.2.1.2°de verilmistir. Protein biitiinliiglinii
korumakta ve GDP dogru yerde bulunmaktadir.
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Sekil 6.2.1.1: Molekiiler dinamik simiilasyon sonrasi su kiiresi ile ¢evrelenmis Go, proteini. Protein
GDP baglamaktadir.

Sekil 6.2.1.2: Molekiiler dinamik simiilasyon sonrasit Go, proteini. Protein GDP baglamaktadir. Su
molekiilleri gdsterilmemektedir.
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Proteinin tamamu, niikleotid baglanma bolgeleri (G1-G5 bolgeleri), proteindeki her
bir amino asit ve G1-G5 bolgelerinin amino asitleri i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere elde
edilen RMSD degisimleri sirasiyla Sekil 6.2.1.3, Sekil 6.2.1.4, Sekil 6.2.1.5 ve Sekil
6.2.1.6’da verilmektedir. Biitiin protein kompleksinin RMSD verileri proteinin
simiilasyonun ardindan kararli bir konformasyona ulastigin1 gostermektedir (Sekil
6.2.1.3).

GoWildGDP
4,50
4,00
3,50
3,00
-
<L 2,50
o
(52}
= 2,00
o
1,50
1,00
0,50
0,00
R I T i T e B T T ™ T o B = O O Vi T T O TN T T 5 2 T O ) N ™ T T O T ¥ 0 O B = Y ™0 N0 o B =2 T V0 T B B )
<rcnqcnqoornoomooNhNr\Nno‘-nu:-uwomomoqmqmgmmmmmmrxwl\mw
H A NN NS S NN OO0 0 NN MM T BV 5 RS = o o o~ e e
Lo o B B B B I I B ]
Cerceveler

Sekil 6.2.1.3: Tiim protein kompleksine iligkin RMSD verisi.

Benzer sekilde G1-G5 boélgelerine de biitliin olarak bakildiginda simiilasyon
stiresince sistemin hep kararli oldugu goriilmektedir (Sekil 6.2.1.4). Simiilasyonun
sonuna dogru RMSD degeri ¢ok az artmasina karsin RMSD’nin 2 A degerinin altinda

olmasi sistemin oldukga kararli oldugunu gostermektedir.
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GoWildGDP_G1-G5

1,60

1,40

419

97
145
193
241
289
337
385
433
481
529
577
625
673
721
769
817
865
913

—
=]
=]

1009
1057
1105
1153
1201
1249
1297
1345
1393
1441
1489
1537
1585
1633
1681
1729
1777
1825
1873
1921
1969

Cerceveler

Sekil 6.2.1.4: Niikleotid baglama bdlgesine iliskin RMSD verisi.

Proteini olusturan her bir amino asidin RMSD degerlerine bakildiginda C-
ucundaki birkag amino asit disinda diger RMSD degerlerinin diisiik oldugu
goriilmektedir (Sekil 6.2.1.5). Bu da sistemin kararli bir konformasyona sahip
oldugunu gostermektedir. C-ucundaki amino asitlerin yiiksek RMSD degerlere sahip
olmasi s6z konusu bdlgenin biiyiik serbestlige sahip bir halka olmasi nedeniyle

beklenen bir durumdur.

GoWildGDP
25,00
20,00
g15,00
o
w
=
@ 10,00
5,00
0,00
M OO~ MM AN M A0~ MN -~ d~ND M dAMRIMdA MWD M-S0 mMm
NSt TN O~ C HNANMS INW OO0 N MSE SN OO O o NN M S W
™o e e e e e NN NN NN N NN NN NN M MMM N N onon
Amino Asit Dizisi

Sekil 6.2.1.5: Proteini olusturan tiim amino asitlerin her birine iliskin RMSD verisi.
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Niikleotid baglanma bolgelerine bakildiginda ise neredeyse tiim bdlgenin kararlt
bir yapida oldugu goriilmektedir (Sekil 6.2.1.6). G2’de bulunan K180 ve G3’te
bulunan R205 amino asitlerinin RMSD degerli ¢ok az da olsa yiiksek olmasina karsin
genelde niikleotid baglanma bdlgesinin kararli oldugu goriilmektedir. Niikleotid
baglanma bolgesinin simiilasyon dncesinde kararli durumda olmast GDP’nin buradaki
atomlarla kurdugu hidrojen baglarinin bir sonucudur. GDP’nin varligi bu baglar

araciligryla bolgeyi kararl kilmaktadir.

GoWildGDP_G1-G5

4,00
3,50 -1
3,00 62
g 2,50
2 2,00 ——03
z 150 —e—G4
1,00 v\'
- == (5
0,00

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35
GDP/GTP Baglanma Bdlgeleri

Sekil 6.2.1.6: Niikleotid baglanma bdlgesini olusturan tim amino asitlerin her birine iligkin RMSD
verisi.

6.2.2. R178A mutasyonu iceren GDP bagh Ga, proteininin (GoR178GDP)

molekiiler dinamik simiilasyonu

Simiilasyon sonrasi1 GDP igeren proteinin su kiiresi ile kaplanmis ve kaplanmamis
halleri sirastyla Sekil 6.2.2.1 ve Sekil 6.2.2.2°de verilmistir. Protein biitliinliigiinii
korumakta ve GDP dogru yerde bulunmaktadir.
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Sekil 6.2.2.1: Molekiiler dinamik simiilasyon sonrasi su kiiresi ile ¢evrelenmis Go, proteini. Protein
GDP baglamakta ve R178A mutasyonu igermektedir.

Sekil 6.2.2.2: Molekiiler dinamik simiilasyon sonras1 Ga, proteini. Protein GDP baglamakta ve R178A
mutasyonu icermektedir. Su molekiilleri gosterilmemektedir.
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Proteinin tamamu, niikleotid baglanma bolgeleri (G1-G5 bolgeleri), proteindeki her
bir amino asit ve G1-G5 bolgelerinin amino asitleri i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere elde
edilen RMSD degisimleri sirasiyla Sekil 6.2.2.3, Sekil 6.2.2.4, Sekil 6.2.2.5 ve Sekil
6.2.2.6’da verilmektedir. Biitiin protein kompleksinin RMSD verileri proteinin
simiilasyonun sonuna dogru kararli bir konformasyona ulastigin1 gdstermektedir
(Sekil 6.2.2.3). Ancak yabani tip proteinin RMSD degerleri (Sekil 6.2.1.3) ile
kiyaslandiginda mutant proteine ait RMSD degerlerinin gorece daha yiiksek oldugu

goriilmektedir.

GoR178GDP
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Cerceveler

Sekil 6.2.2.3 Tiim protein kompleksine iliskin RMSD verisi.

Benzer sekilde G1-G5 bolgelerine de biitiin olarak bakildiginda simiilasyonun
sonuna dogru kararli bir duruma geldigi goriilmektedir (Sekil 6.2.2.4). Yine yabani
tiple kiyaslandiginda (Sekil 6.2.1.4) mutant proteine ait baglanma bdlgesinin RMSD

degerlerinin gorece daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
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GoR178GDP_G1-G5
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Cergeveler

Sekil 6.2.2.4: Niikleotid baglama bdlgesine iliskin RMSD verisi.

Proteini olusturan her bir amino asidin RMSD degerlerine bakildiginda bazi
amino asitlerin RMSD degerlerinin oldukg¢a biiyiikk oldugu goériilmektedir (Sekil
6.2.2.5). Ozellikle yabani tip proteinin amino asitlerine iliskin RMSD degerleriyle
karsilagtirildiginda belirli bolgelerdeki amino asitlerin biiyiik bir hareketlilige sahip
oldugu goriilmektedir. Bu bolgeler 142-148, 234-238 ve 285-293 numarali amino asit
araliklarina karsilik gelmektedir. S6z konusu bu bolgeler niikleotid baglanma

bolgesine yakin bolgelerdir.

GoR178GDP
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Sekil 6.2.2.5: Proteini olusturan tiim amino asitlerin her birine iliskin RMSD verisi.
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Niikleotid baglanma bdlgelerine bakildiginda G3’te bulunan R205 ve G4’de
bulunan D272 amino asitleri disindaki amino asitlerin kismen kararli olduklari, s6z
konusu iki amino asidin ise gorece yiiksek RMSD degerlerine sahip oldugu
goriilmektedir (Sekil 6.2.2.6). Ancak yabani tip proteine ait baglanma bolgesi amino
asitlerin RMSD’lerine kiyasla daha ytiksek degerlere sahiptirler. Niikleotid baglanma
bolgesinin simiilasyon Oncesinde kismen kararli durumda olmasi GDP’nin buradaki
atomlarla kurdugu hidrojen baglarinin bir sonucudur. GDP’nin varli§i bu baglar

aracilifiyla bolgeyi kararli kilmaktadir. R178 amino asidi G2’de bulunmaktadir.

GoR178GDP_G1-G5
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GDP/GTP Baglanma Bolgeleri

Sekil 6.2.2.6: Niikleotid baglanma bdlgesini olusturan tim amino asitlerin her birine iligkin RMSD
verisi.

6.2.3. GTP bagh yaban tip Goa, proteininin (GoWildGTP) molekiiler dinamik

simiilasyonu

Simiilasyon sonras1t GTP igeren proteinin su kiiresi ile kaplanmis ve kaplanmamis
halleri sirastyla Sekil 6.2.3.1 ve Sekil 6.2.3.2°de verilmistir. Protein biitiinliigiini

korumakta ve GTP dogru yerde bulunmaktadir.
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Sekil 6.2.3.1: Molekiiler dinamik simiilasyon sonrasi su kiiresi ile ¢evrelenmis Go, proteini. Protein
GTP baglamaktadir.

Sekil 6.2.3.2: Molekiiler dinamik simiilasyon sonras1 Go, proteini. Protein GTP baglamaktadir. Su
molekiilleri gosterilmemektedir.
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Proteinin tamamu, niikleotid baglanma bolgeleri (G1-G5 bolgeleri), proteindeki her
bir amino asit ve G1-G5 bolgelerinin amino asitleri i¢in ayr1 ayri olmak iizere elde
edilen RMSD degisimleri sirasiyla Sekil 6.2.3.3, Sekil 6.2.3.4, Sekil 6.2.3.5 ve Sekil
6.2.3.6’da verilmektedir. Biitiin protein kompleksinin RMSD verileri proteinin
simiilasyonun son kismi harig, simiilasyon siiresince kararli bir konformasyona sahip
oldugunu gostermektedir. Ancak sonlara dogru RMSD’nin artma egiliminde oldugunu

goriilmektedir (Sekil 6.2.3.3).

GoWildGTP
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Cerceveler

Sekil 6.2.3.3 Tiim protein kompleksine iliskin RMSD verisi.

G1-GS5 bolgelerine biitiin olarak bakildiginda simiilasyon baglarinda kararli olan
sistemin sonlara dogru kararsizlasma egilimine girdigi ancak tekrar kararli bir

konformasyona dogru ilerledigi goriilmektedir (Sekil 6.2.3.4).
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Sekil 6.2.3.4: Niikleotid baglama bolgesine iliskin RMSD verisi.

Proteini olugturan her bir amino asidin RMSD degerlerine bakildiginda ise bir¢ok
bolgenin yiiksek RMSD degerlerine sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 6.2.3.5). Bu da

sistemin pek kararli bir konformasyona sahip olmadigini1 gostermektedir.
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Amino Asit Dizisi

Sekil 6.2.3.5: Proteini olusturan tiim amino asitlerin her birine iliskin RMSD verisi.

Niikleotid baglanma bolgelerine bakildiginda ise G2 bolgesinin ve yine sirastyla

G3 ve G4’de bulunan R205 ve D272 numarali amino asitlerin kararsiz olduklari
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goriilmektedir (Sekil 6.2.1.6). G1 ve G5 bolgelerinin ise oldukea kararl olduklari, cok
diistik RMSD degerlerine sahip olduklar1 goriilmektedir.

GoWildGTP_G1-G5
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Sekil 6.2.3.6: Niikleotid baglanma bdlgesini olusturan tim amino asitlerin her birine iligkin RMSD
verisi.

6.2.4. R178A mutasyonu iceren GTP bagh Go, proteininin (GoR178GTP)

molekiiler dinamik simiilasyonu

Simiilasyon sonras1t GTP igeren proteinin su kiiresi ile kaplanmis ve kaplanmamis
halleri sirastyla Sekil 6.2.4.1 ve Sekil 6.2.4.2°de verilmistir. Protein biitiinliigiini

korumakta ve GTP dogru yerde bulunmaktadir.
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Sekil 6.2.4.1: Molekiiler dinamik simiilasyon sonrasi su kiiresi ile ¢evrelenmis Go, proteini. Protein
GTP baglamaktadir.

Sekil 6.2.4.2: Molekiiler dinamik simiilasyon sonrasi Go, proteini. Protein GTP baglamaktadir. Su
molekiilleri gosterilmemektedir.

56



Proteinin tamamu, niikleotid baglanma bolgeleri (G1-G5 bolgeleri), proteindeki her
bir amino asit ve G1-G5 bolgelerinin amino asitleri i¢in ayr1 ayri olmak iizere elde
edilen RMSD degisimleri sirasiyla Sekil 6.2.4.3, Sekil 6.2.4.4, Sekil 6.2.4.5 ve Sekil
6.2.4.6’da verilmektedir. Biitiin protein kompleksinin RMSD verileri proteinin
simiilasyonun son kismi harig, simiilasyon siiresince kararli bir konformasyona sahip
oldugunu gostermektedir. Ancak sonlara dogru burada da yabani tipteki proteinde

oldugu gibi RMSD’nin artma egiliminde oldugunu goriilmektedir (Sekil 6.2.4.3).

GoR178GTP
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Cerceveler

Sekil 6.2.4.3: Tim protein kompleksine iligkin RMSD verisi.

G1-GS5 bolgelerine biitlin olarak bakildiginda simiilasyon baslarinda kararli olan
sistemin sonlara dogru kararsizlasma egilimine girdigi goriilmektedir (Sekil 6.2.4.4).

RMSD degeri simiilasyonun sonlarinda yaklasik olarak iki katina ¢ikmaktadir.
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Sekil 6.2.4.4: Niikleotid baglama bdlgesine iliskin RMSD verisi.

Proteini olusturan her bir amino asidin RMSD degerlerine bakildiginda ise yabani
tip proteinde oldugu gibi bir¢ok bolgenin yiiksek RMSD degerlerine sahip oldugu
goriilmektedir (Sekil 6.2.4.5). Bu da sistemin pek kararli bir konformasyona sahip

olmadigini gostermektedir.
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Sekil 6.2.4.5: Proteini olusturan tiim amino asitlerin her birine iliskin RMSD verisi.
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Niikleotid baglanma bolgelerine bakildiginda ise G2 bolgesinin kararsiz oldugu
goriilmektedir. (Sekil 6.2.4.6). G3 de bulun Q204 ve R205 numarali amino asitlerin de
gorece kararsiz olduklar1 gériilmektedir. Diger bolgelerin ise oldukga kararli olduklari,

cok diisiik RMSD degerlerine sahip olduklar1 goriilmektedir.

GoR178GTP_G1-G5
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GDP/GTP Baglanma Bolgeleri

Sekil 6.2.4.6: Niikleotid baglanma bdlgesini olusturan tim amino asitlerin her birine iligkin RMSD
verisi.

6.2.5. R178A ve R178 amino asitleri ile GDP ve GTP arasinda kurulan H*
baglan

R178-GTP ve R178-GDP amino asit ve niikleotid ciftleri arasinda kurulan
hidrojen baglar1 sirasiyla Sekil 6.2.5.1 ve Sekil 6.2.5.2°de gosterilmistir. Sekil 6.2.5.3
ve Sekil 6.2.5.4’de goriildiigi lizere R178 A-GTP ve R178A-GDP amino asit ve
niikleotid ¢iftleri arasinda hidrojen bagi tespit edilememistir. Arjinin amino asidi
oldukc¢a uzun bir yan zincire sahip olmasina karsin alanin amino asidinin yan zinciri
kisadir. Yan zincirler arasindaki bu biiylik fark nedeniyle arjinin amino asidi yerine
gecgen alanin amino asidinin benzer hidrojen baglar1 kuramamasi biyofiziksel agidan

beklenen bir durumdur. Hidrojen baglar1 Chimera yazilimu ile belirlenmistir.
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Sekil 6.2.5.1 R178: (Arjinin) amino asidi ile GTP arasinda kurulan hidrojen baglar.
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Sekil 6.2.5.2: R178 (Arjinin) amino asidi ile GDP arasinda kurulan hidrojen baglari.
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Sekil 6.2.5.3: R178A (Alanin) amino asidi ile GTP arasindaki etkilegim.

Sekil 6.2.5.4: R178A (Alanin) amino asidi ile GDP arasindaki etkilesim.
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7. TARTISMA VE SONUC

Tez ¢alismasinda R178 A mutasyonunun insan Go proteini alfa alt birimi (Gow)
tizerindeki etkisi arastirildi. R178 amino asidi sican Gi proteini alfa alt birimindeki
(Gai) R179 amino asidinin insan Goo proteinindeki karsiligidir. R179 mutasyonuna
iliskin yapilan caligmalar bu mutasyonun onkojenik oldugunu diisiindiirmektedir
(Strittmatter et al., 1994). Onkojenik G proteini mutasyonlar1 ¢ogunlukla GDP/GTP
baglanma bolgelerinde bulunan amino asitlere denk diismektedir. Bu bdolgedeki
mutasyonlarin GTP’nin hidrolizini engelleyerek proteinin siirekli aktif kalmasina
neden oldugu ve fizyolojik etkilerinin bunun sonucunda ortaya c¢iktig1 ileri
stiriilmektedir (Demeure, Doffek, Komorowski, & Gorski, 1996). Tez ¢alismasinda
R178A mutasyonunun proteinin genel yapisini, G1-GS5 dizilerinden olusan baglanma

bolgesinin yapisini nasil etkiledigi incelendi.

GDP bagl yabani tip Go alfa alt birimi modelinin (GoWildGDP) molekiiler
dinamik simiilasyon sonuglar1 proteinin genel olarak kararli bir yapiya kavustugunu
gostermektedir (Sekil 6.2.1.3). Tim amino asitlerin (C-unundaki birka¢ amino asit
hari¢) RMSD degerlerinin diisilk ve benzer olmasi da (Sekil 6.2.1.5) bu ¢ikarimi
dogrulamaktadir. Niikleotid baglanma bolgesinde ise, 6zellikle G2 ve G3’te, az da olsa
RMSD degerlerinde artis bulunmaktadir (Sekil 6.2.1.6). Go-GDP kompleksi G
proteinin inaktif formu oldugundan fizyolojik kosullarda tek basina degil, Py dimeri
ile birleserek heterotrimerik yapida bulunur. Bu birlesmenin yapiy1 daha kararli hale
getirdigi gbz Oniine alinirsa simiilasyonun proteini kararli bir yapiya kavusturdugu

sOylenebilir.

R178A mutasyonu igeren GTP bagli, yani aktif durumdaki Go alfa protein
modelinin (GoR178GDP) molekiiler dinamik simiilasyonuna bakildiginda ise
proteinin tam kararli yapiya kavusamadigi (Sekil 6.2.2.3), ozellikle niikleotid
baglanma bolgesinin daha da kararsiz bir yapisinin bulundugu goriilmektedir (Sekil
6.2.2.4). Bircok amino asidin RMSD degerinin olduk¢a yiiksek olmasi da (Sekil
6.2.2.5) kismi kararsizlifa isaret etmektedir. Yabani tip protein yapisiyla
kiyaslandiginda niikleotid baglanma bolgesinde de artan RMSD degerleri soz
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konusudur. Tiim bu bulgular goz 6niine alindiginda R178 A mutasyonunun Goo-GDP

protein kompleksini kismen kararsiz hale getirdigi sdylenebilir.

R178A mutasyonunun Goo-GDP iizerindeki bu etkisi GDP’nin G2 bdlgesinin bir
amino asidi olan R178 ile hidrojen baglari iizerinden gerceklesen etkilesimiyle
aciklanabilir. Yabani tip proteinde R178 amino asidi GDP ile 2 adet hidrojen bagi
kurmaktadir (Sekil 6.2.5.2). Oysa mutant proteinde arjininin yerini alan alanin amino
asidi, yani R178A, yan zinciri arjinine kiyasla ¢ok kisa oldugu i¢in GDP ile hidrojen
bagi kuramamaktadir (Sekil 6.2.5.4). Protein yapilarinda yapisal kararlilik temelde
hidrojen baglar1 tarafindan saglandigindan, hidrojen bagi sayisindaki azalma kararlik
izerinde olumsuz etkiye neden olacaktir. Bu etkene karsilik iki nokta da g6z oniinde
bulundurulmalidir. Birinci nokta GDP’nin fizyolojik kosullardaki {igiinciil yapist ile
ilgilidir. GDP bagli Goo proteini inaktif durumdadir ve inaktif Gao tek basina
bulunmaz, Py dimeri ile heterotrimerik kompleks yapmak zorundadir. Oysa
simiilasyon tek basina Go, lizerinde yiiriitiilmiistiir. Dolayisiyla By dimerinin kararlilik
{izerine olan etkisi simiilasyon sonucuna yansimamaktadir. Ikinci nokta ise simiilasyon
stiresi ile ilgilidir. Kimi proteinlerin kararlt duruma gelmesi daha uzun simiilasyon
stirelerinin sonunda ger¢eklesmektedir. Simiilasyon siiresi daha arttirilabilirse mutant
Goao proteini daha kararli bir yapiya kavusmasi olasiliklardan biridir. Bunu

belirlemenin tek yolu simiilasyon siiresini arttirmaktir.

GTP baglh yabani tip Gao proteininin (GoWildGTP) simiilasyon sonuglari,
proteinin tamami kararli durumdayken simiilasyonun sonunda (RMSD degerinin
artma egilimine girmesinin de gosterdigi gibi) kararsiz hale ge¢me egiliminde
oldugunu gostermektedir (Sekil 6.2.3.3). Bu belirsizlik ancak simiilasyon stiresi
uzatilarak giderilebilir. Yine de RMSD degerinde c¢ok dik bir artisin olmamasi
nedeniyle yapimin kararli oldugu sdylenebilir. Niikleotid baglanma bolgesinde ise
kararl1 yapinin kisa siireligine (1450 numarali ¢ergeve civarinda) kararsizlastigi ancak
sonra tekrar, kismen de olsa, kararli bir yapiya ulastig1 goriilmektedir (Sekil 6.2.3.4).
Tek tek amino asitlerin RMSD degerlerine bakildigindaysa belirli amino asitlerin
bliyiik RMSD degerlerine sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 6.2.3.5). Niikleotid
baglama bolgesinde ise G2 bolgesinin bilyiik RMSD degerlerine sahip oldugu, G3 ve
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G4 bolgelerinin kismen yiiksek RMSD degerlerine sahip oldugu, G1 ve G5’in ise ¢ok
kararli oldugu gortilmektedir (Sekil 6.2.3.6).

Oysa GTP bagli mutant Ga, proteininin (GoR178GTP) simiilasyon sonuglar1 daha
kararli bir yapiy1 gostermektedir. Proteinin biitiine bakildiginda simiilasyon sonuna
dogru RMSD degerlerinde hafif bir artis olmasina ragmen protein kararli bir yapiya
kavusmaktadir (Sekil 6.2.4.3). Benzer bir RMSD profili niikleotid baglanma bdolgesi
icin de gozlenmektedir (Sekil 6.2.4.4). Simiilasyon sonlarina dogru artan RMSD
degerleri sonrasinda kararli hale gelmektedir. Biitiin protein yapisindaki RMSD
profilinin nedeni biiyiik olasilikla niikleotid baglanma bolgesindeki bu hareketliliktir.
Tek tek amino asitlerin RMSD profilleri de yabani tip proteininkine benzer sekilde
kimi amino asitler i¢in yiiksek degerler icermektedir (Sekil 6.2.4.5). Ancak niikleotid
baglama bolgesi yabani tipe gore G3 ve G4 bolgeleri baglaminda daha kararh
goriinmektedir. Diger bolgeler benzer bir profile sahiptir (Sekil 6.2.4.6).
GoR178GTP’nin GoWildGTP’ye gore daha kararli olmasi bolgelerin hidrojen bagi
yapilarina bakildiginda paradoksal bir durumdur. GoWildGTP modelinde R178 ile
GTP arasinda 3 hidrojen bagi bulunurken (Sekil 6.2.5.1), GoR178GTP modelinde
R178A ile GTP arasinda hidrojen bagi bulunmamaktadir (Sekil 6.2.5.3). Hidrojen
baglarim1 kaybetmesine ragmen GoR178GTP modelinde baglanma bolgesi daha
kararl1 bir yapiya ulagmig goriinmektedir. Bu paradoksal durum da dikkate alinarak
GDP bagli modellerde de oldugu gibi, 2 noktay1 gdz dniinde tutmak gerekmektedir.
Birinci nokta, GTP bagl aktif proteinin RGS proteini ile etkilesimidir. Aktif Goo’da
igsel GTPaz etkinligi hemen devreye girerek GTP’yi GDP’ye hidrolizlemeye
calisacaktir. Ancak bu etkinlik ¢cok yavas gerceklestiginden Gao proteini RGS
proteinine gereksinim duymakta, enzimatik etkinlik bu protein araciligi ile
diizenlenmektedir. Oysa simiilasyon siireci RGS proteinin icermemekte, RGS’nin Gao
lizerine olan etkisi simiilasyon tarafindan goz ardi edilmektedir. ikinci nokta da, daha
onceki tartismada da oldugu gibi, simiilasyon siiresi ile ilgilidir. Daha uzun simiilasyon
stireleri simiilasyon siiresinin sonlarinda ortaya ortaya ¢ikan kararhilikla ilgili

egilimleri agiga kavusturabilir, proteinlerin daha farkl davrandiklarini gosterebilir.

Simiilasyon siireci ile ilgili kisitliliklara kargin, elde edilen simiilasyon sonuglari

R178A mutasyonunun GDP bagli inaktif haldeki proteini kararsiz hale getirirken GTP
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bagl aktif haldeki proteini daha kararli hale getirdigini gostermektedir. inaktif formun
artan kararlilig1 hidrojen baglarinin azalmasi ile agiklanabilirken aktif formun artan

kararlig1, hidrojen baglarinin sayis1 baglaminda, ¢eliskili goriinmektedir.
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