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1.0ZET

Bu ¢alismada, hiicre sinyal ileti sisteminin en 6nemli bilesenlerinden biri olan,
insandaki sinyal ileti proteinlerinin yaklagik {igte birini olusturan G proteinlerin

efektorleri ile olan etkilesimleri {izerine ¢aligilmustir.

Bir¢cok biyolojik islevde gorev alan G protenleri bir¢ok hastaligin dogrudan
nedeni veya etkenlerinden biridir. Go proteini bilyiik oranda merkezi sinir sisteminde
bulunmakta ve islevi heniiz bilinmemektedir. Ancak Go’nun beyin dokusunda yogun
olarak bulunmasi, bir¢ok fizyolojik ve patolojik norolojik siiregte gorevi
olabilecegini diislindiirmektedir. Go’nun etkilestigi baz1 efektorler bildirilmis
olmasina karsin bulgular yetersiz ve eksiktir. Yapilan bu calisma ile Go’nun
etkilestigi diisliniilen bu efektorler ile etkilesime ge¢ip gecemeyeceginin teorik olarak
incelemesi yapilmis ve daha sonra da bunlar disinda etkilesime gecebilecegi diger

efektorler arastirilmistir.

Calisma kapsaminda oncelikle Go ve efektor proteinlerin amino asit dizilerinden
hareketle olas1 efektorler belirlenmistir. Sonraki asamada Go proteninin ve efektor
proteinlerin ii¢linciil yapilarindan hareketle etkilesimin topografik olarak olasi olup
olmadig1 docking algoritmalart ile test edilmistir. Ardindan molekiiler dinamik ve
kinetik simiilasyonlar kullanilarak etkilesimin Karakteristigi belirlenmistir. Bdylece,
belirlenen olas1 efektor proteinlerin Go’nun islevi hakkinda 6nemli bilgiler sunmasi,
G proteini ve efektor etkilesiminin daha net olarak anlasilmasina katkida bulunmasi

amaclanmis ve calisma bu yonde gerceklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: AUTODOCK, docking, G proteini, molekiler dinamik

simiilasyon, protein-protein etkilesimi.



2. SUMMARY

Determination of Possible Effectors of Go Protein Alpha Sub-Type by

Bioinformatic Tools

In this study, the interactions of one of the most important components of the
cell signal transduction system, the G proteins' - that constitute one third of the

human signal transduction proteins- with its effectors is studied.

G proteins that are involved in many biological functions are the directly reason
of many illnesses or one of the factors of illnesses. Go proteins are mostly in nervous
system and their functions are not known yet. However Go is being in brain tissue
densely, it is thought that it has many functions in physiological and pathological
neurological process. Altough some of the effectors that has interacted with Go are
reported, findings are inadequate and incomplete. With this study it is theoretically
researched if Go’s possible effectors can be interacted with Go or not. And then It is

researched that if there are any other effectors that can be interacted with.

In the study firstly potential effectors are determined from the Go and effector
proteins amino acid sequences. In the next stage it is tested if the interactions are
topographicly potential or not with the help of tertiary structures of Go proteins and
effector proteins. Then, characteristic of the interaction is determined by using the
kinetic simulations and molecular dynamics. Thus, determined possible effector
proteins offer important information about the function of Go proteins and increase
understanding of G protein and effector interactions. And the study conducted in this

direction.

Key words: AUTODOCK, docking, G protein, protein-protein interaction,

molecular dynamic simulation.



3. GIRIS ve AMAC

Sinyal iletimi dinya Uzerinde bulunan tiim canlilarin yasamsal faliyetlerini
yerine getirebilmesi icin ihtiyagc duyduklar1 bir haberlesme ve reaksiyon
mekanizmasidir. Tek hicreli canlilarda ¢evresel uyarilari alma ve g¢evresel uyari
olusturma i¢in gergeklesen sinyal iletimi siireci ¢ok hiicreli canlilarda daha karmagik
olup hala tam anlasilamayan, arastirilmaya devam edilen bir konudur. Hiicre disi
yada ici ufak bir uyaranla baslayan, zincirleme etkilesimlerle giderek glclenen,
anlam kazanan sinyal iletimi, belli hiicrelerin islevlerinin ve ihtiyaglarinin

anlasilmasi agisindan énemlidir.

Sinyal iletiminin temelinde gergeklesen mekanizma bir hiicrenin bir tiir sinyal
veya uyartyl reseptorleri vasitasiyla almasi ve bunu bir bagka sinyale
doniistiirmesidir. ilk sinyali saglayan birinci haberci olarak adlandirilabilecek sinyal
molekillerinin alinmasindan sonra olusturulan bir diger sinyal ikinci haberci
molekullerinin araciligiyla iletilir. Béylece ikinci bir sinyal yolu agilir ve zincirleme
sekilde uyar ilerletilir. Sinyal iletimi ilerledikce iletime katilan molekiil ve protein
sayis1 gittikce artar ve bu da kiiciik bir sinyalin ¢ok daha biylk bir tepki

yaratabilmesini saglar.

Bu zincirleme mekanizmanin ilk basamagi olan gelen sinyalin taninmasi
cogunlugu hiicre yiizeyinde bulunan sinyal tastyici reseptorler tarafindan saglanir. Bu
reseptorler buylme faktorl, hormon ve neurotransmiterler gibi hiicre disi
molekiillerin baglandigi membran proteinleridir. Bu hiicredisi  molekiillerin
reseptorlere baglanmasiyla taninan sinyal hiicre icine transfer edilir ve uyarana 6zgu

bir yanit olusturulur.

Membrana bagli sinyal iletim reseptorler ailelerinden biri olan G-proteinleriyle-
kenetli reseptorler bir¢ok sinyal yolaginda gérev almaktadirlar. Basta gorme ve
koklama uyarilarinin algilanmasi, ndral etkinlik, hormonal diizenleme, hiicre
bliylimesi, farklilagmasi gibi bir ¢ok metabolik mekanizmada aracilik eden G-

proteinleriyle-kenetli reseptor ailesinin iki 6nemli 6zelligi vardir. Bunlardan birincisi



reseptorlerin  membran iizerinde bulunan kismi plazma membranini yedi kez
gecmesidir. ikinci 6nemli 6zelligi ise hiicre disindan alinan sinyal , G protein olarak
adlandirilan ve homolog amino asid dizilerine sahip proteinlerden olusan yaygin bir
protein ailesinin iletiye katilmasiyla daha da kuvvetlenerek ve yeni yolaklar agilarak

hicre igine iletilir.

Guanin nukleotidleri (GTP veya GDP) bagladiklarindan dolay1 G proteini olarak
adlandirilan bu proteinler ii¢ farkli alt birimden olusan heterotrimetik bir yapiya
sahiptirler. a, B ve y olarak bilinen bu altbirimler sirasiyla 39-46 kDA, 37 kDa ve 8
KDA molekiil agirligina sahiptirler (Hepler and Gilman 1992). GDP bagli halde iken
inaktif olan heterotrimetik G proteini GDP’ninGTP ile yer degistirmesi ile aktiflenir

ve a-altbirimi ve By dimeri olarak ayrilarak farkli sinyal yolaklarini etkinlestirir.

G-proteinleriyle-kenetli reseptorlerin ve G proteinlerinin birgok sinyal yolaginda
gorev almasi nedeniyle bunlarin etkilestigi ligandlarin belirlenmesi ve etkilesimin
yapisal olarak ¢oziimlenmesi ilag tasariminda ve sinyal ileti yolaklarinin tam olarak
belirlenmesinde olduk¢a dnemlidir. Reseptorler ile ligandlarin yada G proteinler ile
etkilesen efektorlerin arasindaki yapiya 6zgi etkilesimlerin agiga ¢ikarilmasinda bu
proteinlerin  {igiinciil yapist ve baglanma sonucu olusan konformasyonel

degisikliklerin belirlenmesi anahtar role sahiptir.

Proteinlerin tglinciil yapilarinin ii¢ boyutlu yapisi deneysel olarak X-igimi
kristalografisi, nukleer manyetik rezonans (NMR) yontemleriyle belirlenmektedir.
Ancak bu yontemlerin uygulanmasi proteinlerin biiyiikliikleri ve birgok proteinin
¢Oziiniir olmamasi nedeniyle bu ¢alismalar1 sinirlandirmaktadir. Bunun yaninda bu
calismalarin gerceklestirilmesi i¢in yapilan deneyler yiiksek biitge ve yogun is giicli
gerektirmektedir. Buna karsin teknolojinin bilgisayar donanimi ve yazilimi
yoniindeki gelisimiyle biyolojide yeni bir alan olugmustur. Bilgisayar destekli
araglarin gelistirilmesi uzun siireli hesaplamalarin yapilmasinda, simiilasyon
calismalarinda, veri analizinde, gen dizisi analizinde ve buna benzer biyolojik
alanlarda hizli ve etkin c¢oziimler {retilmesinde biiyilk destek olmustur.
Biyoinformatik olarak adlandirilan bu yeni alan molekiiler etkilesimler konusunda da

zaman ve maliyet koruyucu bir aragtir. Deneye bagvurulmadan 6nce biyoinformatik



araclar kullanilarak olusabilecek etkilesimler arastirilip daha fazla olasiligi olan
yapilar belirlenebilmekte digerleri elenebilmektedir. Bu sekilde deneysel arastirmalar
icin yol gosterici 0zellikte teorik olarak bir 6n ¢alisma saglanmis olur. S6z konusu
calismada, deneysel arastirmalara belli bir 6ngorii saglayabilmek i¢in G Proteini o alt
biriminin bir tiirii olan Go proteinin {igiinciil yapist baz alinarak olas1 efektorleri ile
etkilesime  girip  giremeyeceginin  biyoinformatik  araglarla  arastirilmasi
amaclanmistir. Dizi benzerligi arastirilarak belirli efektorlerden bagka yeni
efektorlerin ve yolaklarin varligr arastirilacaktir. Bu sekilse G proteinlerinin islevleri,

sinyal iletim mekanizmasi, ila¢ tasarimi konularina veri saglanmasi amag¢lanmaistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. G Proteinleri

Hormon, neurotranstmitter, glikoprotein gibi herhangi bir ligand membran
ylzeyinde bulunan G-proteinleriyle-kenetli reseptorlerle etkilesime gegtiginde bu
etkilesim sonucu reseptorde stabilize edici yada indiikleyici bir konformasyonel
degisiklik olusur. Bu konformasyonel degisiklik reseptore kenetli olarak membranin
iI¢ ylzeyinde konumlanan ve o, B ve y alt birimlerinden olusan G proteinlerinin
aktiflenmesine yol acar. (Hamm 1998) Heterotrimerik inaktif formda GDP Ga alt
birimine bagli olarak bulunur. Aktivasyonla birlikte GDP’nin salinimi ve yerine
GTP’nin Go’ya baglanmasiyla Ga altbirimi By dimerinden ve G-proteinleriyle-
kenetli reseptorden ayrilir. Ga-GTP de GPy dimeri de ayr1 yolaklarda sinyal iletimini
saglamak tlizere serbest kalirlar (Sekill). Ga-GTP’nin sinyali ne kadar devam
ettirecegi kendisinde bulunan GTPaz aktivitesine baglidir. Buna gére Ga bu GTPaz
etkinligi ile kendisine bagli bulunan GTP’yi hidrolizleyerek GDP’ye doniismesine ve
GPy dimeriyle tekrar birleserek yeniden heterotrimetik yapiya gegmesine ve
dolayisiyla inaktif forma ge¢cmesine yol acar. Bu ¢evrimsel siire¢ ligand varliginda

devam eder.

receptor ~ effectors

Ga

Gopy

Sekil 1: Heterotrimer G Proteinlerin GDP bagli iken G Protein-kenetli reseptdrle baglanmig
hali ve GDP’nin GTP’ye doniismesiyle ayrilan Ga-GTP de GBy’nin farkl efektorler ile
etkilesime girmesi (Branden and Tooze 1999)



Yapilan ¢aligmalara gére Ga altbirimini kodlayan 16 gen bolgesi, Gf alt birimini
kodlayan 5 gen bdlgesi ve Gy alt birimini kodlayan 12 gen bolgesi saptanmistir
(Downes and Gautam 1999).

4.1.1. Efektorler ile Etkilesim

GTP baglanmasiyla GBy ve Ga-GTP altbirimleri birbirinden ayrilir. Ga’nin
bu aktif konformasyona ge¢mesiyle yeni formda, efektorler ile etkilesime
gecgebilecegi yeni bir ylizey olusur. Bu yeni konformasyon sayesinde efektorler ile
etkilesimde GDP-bagli halden 20-100 kat daha yliksek oranda baglanma gerceklesir
(Skiba, Bae ve Hamm 1996).

Yapilan ¢aligmalarda adenilat siklaz (AC) fosfolipaz C (PLC) gibi pek cok
efektoriin Ga ile etkilesimi hem yapisal hem de deneysel olarak incelenmistir (Knall
and Johnson 1998, Taussig and Zimmermann 1998)(Sekil 2). Kimi Ga ailelerinin tek
bir efektorle etkilesimi goriiliirken kimi ailelerin bir ¢ok efektorle iliskisi ortaya

cikarilmigtir. Kimi efektorlerin de farkli ailelerden proteinlerle etkilestigi ancak farkli

mekanizmalari etkiledigi gdzlenmistir. Ormegin Gag adenilat siklazi aktive ederken,

Gaoj adenilat siklazi inaktive etmektedir.

@ @ 0 Activation of ion channels
e {’1 ) ) Activation of MAP kinases

- Reguiation of AC

Activation of AC Inhibition of AC Activation of PLC-} Activation of
Increase in cAMP Decrease in cAMP Rac/Rho
concentration concentration

Sekil 2 : G Proteinlerinin aktivasyonun genel sinyal iletim mekanizmasi (Madamanchi
2007)



4.1.2. Alfa Alt Birimi

Sekil 3: G Protein a altbiriminin genel gorintiisii

Bu giine kadar 17 memeli G proteini tanimlanmigtir. Klasik olarak G proteinleri
Ga altbirimlerinin dizisel benzerlik farklarina gore 4 ana aileye ayrilmaktadir: Gs,
Gi/o, Gg, Gi2. Her bir aile oldukca spesifik ifade motiflerinden meydana
gelmektedirler (Tablo 1). Ayn aileye ait iiyeler yapisal olarak olduk¢a benzerdir ve
fonksiyonel olarak da ¢ogunlukla ayni fonksiyon ozelliklerini paylasmaktadirlar

(Wettschureck and Offermanns 2005).



Tablo 1 : G proteinleri Ga altbirimlerinin dizisel benzerliklerine gore ayrildiklar1 protein
aileleri (Wettschureck and Offermanns 2005).

isim Doku Efektiir

g-Altbirimleri

Ga, ailesi
Ga, Her yerde AC (tim tipleri) +
Gao,, Néroendokrin AC +
Ga, Koku epitelyumu, beyin AC +
Ga, ailesi
G, Oldukga yaygin AC (tip LIILVVLVIILIV) + (Direkt
diizenlenme)
Guo,, Her yerde Gy aracih@ ile diger baz efektérler dizenlenir.
Ga,, Olduke¢a yaygin Uyarilmis Go, "den serbestlenir.
Ga, Noronal, néroendokrin VDCC * , GIRK + (Py aracihg ile)
Gu‘ Nironal, trombositler AC (e.g., VNVI) '& (direkt diizenlenir); RaplGAP
Gu!m Tat hiicreleri, sa¢ hiicreleri PDE *'.’ ; (Gfy aracihg ile diger efektérler 7)
Ga, Retinal gubuklar, tat hiicreleri PDE 6 ( y altbirim cubuk)
Go, Retinal koniler PDE 6 ( y altbirim ¢ubuk)
Guqm ailesi
Ga, Her yerde PLC-pl-4
Ga,, Hemen hemen her yerde PLC-fil-4
Ga,, Biébrek, karaciger, PLC-[i1-4
LEL . Hematopoietik hiicreler PLC-pl-4
Ga,,,, ailesi
Ga,, Her yerde PDZ-RhoGEF/LARG, Btk, Gaplm, cadherin
Ga,, Her yerde pl15RhoGEF, PDZ-RhoGEF/LARG, radixin

Ga altbirimi iki ana domenden olusmaktadir: GTP’nin baglandigi ve
hidrolizlendigi bir GTPaz domeni ve GTP’nin proteinin merkez bolimune
gomiildiigi bir heliks domen. Heliks domen tim Ga aileleri arasinda en farkli
Ozellikteki domendir ve bu da bu domenin reseptdr-G protein ve efektor-G protein
etkilesimlerindeki  6zgilinliigi dogrudan yonlendirebilecegi  diistinilmektedir.
(Cabrera-Vera et al 2003)

G proteinlerinin aktif ve inaktif formlan iizerinde karsilagtirmali olarak yapilan
kristal yap1 ¢alismalar1 gostermistir ki GTP’nin bagh oldugu aktif konformasyonda
daha sabit ve daha kararli forma gegen ti¢ esnek switch bolgesi bulunmaktadir (Noel
et al 1993, Lambright et al 1994)(Sekil 4). Ga altbiriminin amino (N-) ve karboksil

(C-) sonlariyla ilgili yapisal olarak ¢ok fazla bilgi bulunmaktadir. Bunun nedeni bu



uclarin kristal yapida ¢ikarilmis olmalaridir (Noel et al 1993, Lambright et al 1994,
Sondek et al 1994, Coleman et al 1994).

switch 11

helical domain

swilch |1

Sekil 4 :GTP bagli Ga’nin genel goriintiimii ve switch bolgeleri. (Branden and
Tooze 1999)

4.1.3. Gi/o Ailesi

Go ailesi merkezi sinir sisteminde en bol bulunan G proteindir. Memeli beyni
membran proteinlerinin %1 ini olusturur. Bogmaca ve kolera toksini etkilerini Gi/o

ailesi Gzerinden gosterir Go proteini de bu ailenin bir Gyesidir.

Adenilat siklaz inhibitérii G proteinleri yani Gi ailesi ilk defa Gilman ve
Birnbaumer’in gruplari tarafindan saflastirilmis ve tanimlanmistir (Codina et al 1983,
Bokoch, Katada, Northup, Hewlett and Gilman 1983). Go proteiniyle de sigir
beyninden Gi proteinin saflastirilmasi ¢alismalar1 sirasinda karsilasiimistir(Neer,
Lok and Wolf 1984, Sternweis and Robishaw 1984, Milligan and Klee 1985). Bunun
devaminda Go proteinini kodlayan ilk c¢cDNA 1986 yilinda fare beyninden

10



klonlanmistir (Itoh et al 1986). Devaminda yapilan ¢alismalar Go proteinin beyinde
en bol miktardaki G proteini oldugunu gostermis ve fizyolojik roliiniin belirlenmesi

onem kazanmustir (Jiang and Bajpayee 2009).

Go proteini amino asit dizisi bir ¢ok tiirde korunmustur. Ornegin meyve
sinekleri ve Caenorhabditis elegans Go proteini ile insan Go proteini %80 benzerlik
gostermektedir (Tablo2). Diziler arasi bu denli yiiksek benzerlik goriilmesi tiirler
aras1 korunan Go’nun rol oynadig: sinyal ileti yolaklarinin hiicre disi sinyallerin

alinmasi, iletilmesi a¢isindan biiyiik 6neme sahip oldugunu diisiindiirmektedir.

Tablo 2 : Go proteinin tiirler aras1 temsilcilerinin protein dizi hizalamasi. Verilen yiizdeler
benzerlik/homology degerleridir. (Jiang and Bajpayee 2009)

Gi/o ailesi 2 Go proteini, 3 Gi proteini, Gz proteini , 2 transdusin(rod ve cone)

ve gustducin Uyelerinden olusmaktadir. Gi/o ailesinin 6zellikle Gi ve Go Uyeleri
basta olmak iizere {iyelerinin oldukca yiiksek oranda  homolog olduklar

goriilmiistiir(Tablo3). Gi ile Go proteinlerinin birincil yapilarinin homolog olusu, in

11



vitro fonksiyonlarmin benzer olusu ve sadece hiicresel dagilimda  farklilik
gostermesi bu proteinlerin aynmi sinyal yolaklarinda ayni reseptor ve efektorlerle
etkilesime geciyor olabiliceklerini diisiindlirmiistiir. Ancak fareler {izerinde yapilan
ve Gi/o ailesi o altbirimi genlerinin her biri igin yapilan knockout calismasi bu
proteinlerin her birinin ayr1 biyolojik fonksiyonlarda goérevli oldugunu goéstermistir

(Jiang, Spicher, Boulay, Wang and Birnbaumer 2001).

Tablo 3 : Gi/o protein ailesinin dizi hizalama analizi ve alt aileler arasinda degismeyen motif
bolgeleri. En alt satirda verilen yilizdeler benzerlik/homology degerleridir. (Jiang and
Bajpayee 2009)

Gol  MGCTLSAEERAALERSKATEKNLKEDGISAAKDVKLLLL[AGESGKS[TVKQMK ITHEDGFSGEDVKQYKPVVY SNTIQSLAATVRAMDTLG 92
S - 92
Gil — ===--m-- DK--V----M-DR--R---EK--RE ----A-Y-E-EC----A---------1I--I---GR-K 92
GiZ  -==-V---DK--A----M-D---R---EK--RE -Y-E-ECR--RA 92
Gi3  mmmmmmmm DK--V----M-DR--R---EK-—-E ~Y=EDEC-===V=m=====mm II--I---GR-K 92
GZ ---RQ-5--KE-AR--RR-DRH-RSESQRQRRE T TSN- ---8G--NL-AC-E---LIIY-A-D--TR-I--LAA-R 92
Gt --5GA---DKELAK---EL--K-Q--ADKE--T ---Q--Y-P-ECLEF-AII-G-VL--IL--I---T--- 92
Ggust --SGI-5-SKESAK---EL--K-(Q--AERD-RT -—-KN-Y-EQECMEF-A-I----L--IL---K--T--- 92

8]

IEYGDKERKADAKMVCDVVSEME DTEPF SAELL SAMMRLWGDSG IQECFNRSREYQLNDSAKYY LDSLDRIGAADYQPTEQDILRTRVETTG 184

Gol
G02  mmmmmmmm e m e e e -- 184
Gil -DF --SA-AD--RQLFVLAGAA- EGFMTAELAGVI K---K---V-A-=--—==—---——- A---ND----AQPN-I--Q--V-—----=-- 183
GiZ  -DFA-PS-AD--RQLFALSCTA-EQGVLPDD-SGVIR-=-A-H-V-A-=G-========== A== =ND-E--AQS-=I=-Q==V========= 184
Gi3  -DF-EAA-AD--RQLFVLAGSA-E GVMTP—-AGVIK---R-G-V-A--§---=-—====- §===ND-===-5QSN-I-=Q==V=m==mm=mm 183
GZ -DFHNPD-AY--VQLFALTGPA-SKGEI TP--=GV-R-=-A-P-A-A- --H-EDN-A---ND-E--A----I--VE- DM--- 184
Gt -D-AEPSCAD-GRQLNNLADSI-EGTMP P--VEVIR---K-G-V-A--E-AA-—---——- §---NQ-E--TDPE-L-5§---V--§---——- 183
Ggust -D-VNPRSAE-QRQLYAMANTL--GGMT PQ-AEVIK---R-P---A--E-AS--—-----= A== =ND-=-=T=5G-V-N--=V-HS 183
Gol TVE THFTFKNLHF RLEDV GGRS ERKKW THCFE DVTAT I FCVALSGYDQVLHEDETTNRMAESLMLFDS ICNNKFFIDTS ITLFLNKKDLFG 276
GOZ  mmmmmmmm K---- W-T--- I-E 276
Gil — mmmmmmmm- L T — e ——— D--LV-A---EM-- MK---- W-T=-= -E 275
Gi2  mm—mmmm-- D-—-KM-f— === -——-- Gmmmmmm———-— A--LV-A---EM-- MK---- W-T-- -E 276
Gi3  mmmmmmmm- g T e e e ——— D--LV-A---EM-- MK---- W-TE- -E 275
GZ -==NK--=-E-T- KMV~ —-|- == ===-~- G -—-E-----L--Y--NQ-S§--A---R---=--== NW--N--L LA 276
Gt ~I==K=5V=D=N= =M= === === G==C====RA===A==MV-V==DEV=======H==N====H===BA~ ==V -E 275
Ggust -I--0Q-5--D-—--M-f==cf-moou- G==C====RA===A==MV-V== =EV=======H==N====H-Y=§T-= =¥ -0 275
Gol EKTKKSPLTICFPEYTGPNTYEDAAAYIQAQFESKNRSPN KEIYCHMTCATDTNNIQVVEDAVTDITIANNLRGCGLY 354 -

Go2 =~ mmmmmmmmmmm—m—me—o SAFTE-V------Y-—=-K-AH ---=§-V-----=--—- I V--~F-—------ 354 943 / 97%
S Y===A=§====E=m=mm -DL-KRKDT====T=F======K=V=F=======Y==K=---KD---F 354 72% / 83%
Gi2  ===TH===========-A=K-DE-=3-==5K-=DL-KRKDT====T=F~=====K=V=F=======Y==K-=-KD---F 355 69% / 81%
Gi3  ====Remm--- Ymmmmm §=-==E--=m-m= C-=-DL-=REDT====T=F======K=V=F=======V==K---KE---- 354 0% / B3%
GZ ---RRI---------K-Q----E--V---R---DL--NKET----§-F---===§-==F-=---=-=V--(Q-—-KYI--C 355 59% / 72%
Gt =~ mm—-- VH-§-=-=--==D-N-5-D--GN--KS--LDL-MRKV--~- Q-VKF KE--KD---F 354 60% / T6%
Ggust --VT-VH-S------ T--=--F-=-GN--KN--LDL-LKKED-—--=5--- Q-VKF KE--KD---F 354 61% / 77%

Ga, ailesinin canlilardaki sinyal yolaklarinda diizenledigi birka¢ hiicre igi

efektor belirlenmistir. Bunlar; kalsiyum kanallar1, grin 1-2, adenilat siklaz, src tirozin

kinaz ve tubulin.
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5. YONTEM

Bu tez ¢alismasinda protein-efektor etkilesimini belirlemek amaciyla molekiiler
dinamik similasyonu (NAMD) (Phillips et al 2005), ¢oklu hizalama (CLUSTAL-
X2) (Larkin et al 2007) ve docking simulasyon (AUTODOCK) (Morris et al 2009)
yontemleri kullanilmistir. Bunun yani sira internet iizerinden hizmet sunan sunucular

tizerinden dizisel ve yapisal benzerliklere iligkin arama yapilmistir.

http://biophysics.biol.uoa.gr/gpDB/ (Elefsinioti et al 2004 , Theodoropoulou et

al 2008) adresinde Go proteininin olasi efektorleri elde edilmistir. Bu efektor

proteinlere dizisel benzerlik gbsteren proteinler http://workbench.sdsc.edu/

(Subramaniam 1998) adresinden BLAST algoritmasiyla belirlenmistir. Bu efektor
proteinler ve benzer efektdr proteinler beraber ve ayri olarak CLUSTAL-X2 (Larkin
et al 2007) yazilimi1 kullanilarak ¢oklu hizalanmistir. Bdylece, efektdr-protein
etkilesiminde gorev almasi olas1 ortak bir motif belirlenmeye calisiimistir. Olasi
efektor proteinlerle Go-alfa proteinin etkilesimi AUTODOCK (Morris et al 2009)

yazilimiya belirlenmeye ¢aligiimstir.

5.1 Coklu Hizalama (Multiple Alignment)

Ortak motifleri belirlemek i¢in bilinen ve olas1 efektor proteinlerin amino asit

dizileri http://biophysics.biol.uoa.gr/gpDB/ internet sitesinde elde edildi. Elde edilen

diziler homo sapiens igindi. Diziler homolojilerine gore
e Adenylate cyclase
e G-protein-regulated inducer of neurite outgrowth (GRIN)
e Src tyrosine kinase
e Tubulin

e Voltage dependent N, P/Q, R type calcium channel
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adr altinda 5 gruba ayrilmisti. Her grup kendi iginde CLUSTAL-X2 (Larkin et al
2007) yazilimi kullanilarak hizalandi. Konsensls dizilerler belirlendikten sonra
BLAST yapilarak homolog diziler belirlendi. Elde edilen homolog diziler de daha
sonra ayni gruba iiye dizilerle birlikte hizalanarak ortak motifler belirlenmeye
calisildi. Coklu hizalama islemi hem, bilinen ve olas1 efektor dizileri ayri olarak hem
de tiimii beraber olarak gergeklestirildi. Yazilimin 2.0.10 versiyonu kullanildi. Coklu

hizalama parametre degerleri olarak su degerler kullanildi:

Gap Opening [0-100] : 10

Gap Extension [0-100] :0.2

Delay Devirgent Sequences (%) : 30

Protein Weight Matrix : BLOSUM

Clustering Algorithm : UPGMA (Unweighted Pair Group

Method with Arithmetic Mean) (Sokal and
Michener 1958, Murtagh 1984)

5.2 Benzesim Modellemesi

Yapisi bilinmeyen efektor proteinlerin {igiinciil yapilar1 MODELLER v.9.12
(Sali and Blundell 1993) yazilimi1 kullanilarak benzesim modellemesi yontemiyle
belirlenmistir. BLAST yazilimiyla elde edilen en uygun kalip dizileri hedef dizileri
ile hizalanarak yazilima girdi olarak verilmistir. Her efektor protein i¢in 50 farklh
model olusturulmustur. Iglerinden en diisiik enerjili model molekiiler dinamik

simulasyonu icin kullanilmistir.

5.3 Molekuler Dinamik Simulasyon

Bu tez calismasinda kullanilan Go-alfa proteinin iigiinciil yapist daha Biyofizik

Anabilim Dalinda yiiriitiilen bir yliksek lisans tez calismasindan elde edilmistir
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(Macit 2012). Proteini olusturan atomlarin koordinatlarin1 daha kesin olarak elde
etmek icin protein sulu ortamda, NAMD (Phillips et al 2005) yazilimi kullanilarak
molekiiler dinamik simiilasyona tutulmustur. Molekiiler dinamik simiilasyonu, atom
Uzerinde etkili olan kuvvetlerin bileskesi sonucu atomun her adimda belirli bir slre
boyunca hareketini stimiile eder. Bu yer degistirme nedeniyle atomlarin yeni

koordinatlar1 belirlendikten sonra simiilasyon bir sonraki adima geger.

Molekdler dinamik similasyonu sulu ortamda, 300 K’de 2 femtosaniyelik adim

stiresiyle 10.000.000 adimda, toplamda 20 nanosaniye i¢in gergeklestirilmistir

5.4 Docking Simulasyonu

Efektor-protein etkilesimi AUTODOCK (Morris et al 2009) yazilimi
kullanilarak Docking simiilasyonuyla belirlenmeye c¢alisilmigtir. Olas1 efektor
proteinleri olduk¢a biiyiik molekiiller oldugundan simiilasyona tiim protein degil,
coklu hizalama sonucunda elde edilen olast motif dizilerini igeren bdlgeler dahil

edilmistir.

Docking similasyonu énce molekdller Gzerinde anahtar-kilit benzetmesindeki
gibi topolojik olarak uygun boélgeler belirledikten sonra etkilesimi atomlar

seviyesinde belirlemeye calisir.

Simiilasyon &ncesinde proteinlerdeki su molekiilleri ¢ikarilmistir. Uciinciil yapi
dosyalarinda genellikle hidrojen atomlar1 bulunmadigindan molekiillere hidrojen
atomlar1 eklenmistir. Efektor ve Go-alfa proteini rigid molekiller olarak kabul
edilmistir. Search ve Docking parametreleri Genetic Algorithms ve Lamarckian

olarak secilmistir. Her farkli efektor igin 10 etkilesim arastirilmagtir.
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6. BULGULAR

6.1 Coklu Hizalama (Multiple Alignment)

5 grup halinde ayrilan diziler ¢oklu hizalandi. Coklu hizalama sonucu olas1 motif

cc*n A1)

diziler (tiim dizilerde ¢ok iyi korunmus, ortak amino asitler) sekiller iizerinde

(Y41

ve “:” simgeleriyle belirtilmislerdir (Sekil 5-8).

*: . . *
EFF0002 MACAP REGGCCCECACEPGE. 80
EFF0003 MAGAP RGGGGGGGCAGEPGE. mﬁ Eﬁmﬂuﬁ 80
EFF0039 SGLLVPEVDER WEERNED REMSCLR-—-D PSPIFPAGPPRCPWQDDAFIRRE 74
EFF0030 svsppexm nl@apmmssmnnsm }mPGGmn_IﬂGGa QQQQHI-BHH‘H‘ESDDDDD 80
............... 200 .......300 ... 0L B0 L B0 L T0L ... B0
* .
EFF0002 LEGAPGPAPGL PVHCVLELALL LALLF| am.cc:vramﬂp 159
EFF0003 LGAPGPAPGL PVHCVLFLALL mﬁ“ wam.cc:prnmap 159
EFF0039 GPGHG RAVALGFEDTEVIETT EvﬂDAWHSGHSCﬁmWWQSKQIHBﬂmIﬂ!FmE 154
EFF0030 PPLIG mmr@rmsnm —mmsnnqmmslmpmmmmmm 151

Erroctz  WELLOVERVIMALLEVY HUATGRGLYVAMGTLCVARIVEARRETINGALLIVEVIMGGIEILEY 236

EFF0039 LMRVLVLLEAVLLAF HALP \NVALLACARALFVELMVVCNRHSFR VVSYVVLEILARVQVGGALAADPRS 234
EFF0030 RPRSVEVGLEERRGKGRAAD auﬁmmameqsansqaamm ACCLALLQIFRSKKFPSDELERLY@ 231
....... 170.......180.......190.......200.......210.......220.......230.......240

EFF0002 ——— 255
EFF0003 gﬁm—— 255
EFF0039 WCPVFFVEIAYTLLPI-—— 255
EFF0030 |!m1m55mvrm:.mv 255

Sekil 5. Efektor olan adenilat siklaz proteinlerinin ¢oklu hizalanma sonucu.
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EFF0852
EFF0856
EFF0853
EFF0857
EFF0854

EFF0852
EFF0856
EFF0853
EFF0857
EFF0854

EFF0852
EFF0856
EFF0853
EFF0857
EFF0854

EFF0852
EFF0856
EFF0853
EFF0857
EFF0854

METWNGTERV A TKILKPGTH SPEAF LYEAQ VMKKL RHEKL VOL¥AVVSEEPTY IVIENMS KGSLLDFLKG EXGKY LRLPQ

B Li) DT B Sh ipl o siofrdnd o]

LVDMAAQTASGMA¥VERMNY VHRBLRAANT LVGEN LVCKVADFGL ARLIE DNERE ARQGA KFP TKWEAP - EAL¥ GRFIET

CoeRLEREL _Saw o mninms i
LMPWFHEKITREQAERLLYP nvn-ﬂmcvamqwmmn.am

........ 90.......100.......110. ..., .. Eateea ceeee . 1400000, 018001

. *
KSDVWSFGILLTELE TKGRVPEP HG!HHPCPPECPESL LMCQCHREE-——— PEERF TFEYL
MV HGYHIIPCPPECPESL IJQ: EP——— TFEYL
b | =4t IT
Snewe et B o mﬂﬁ
DADGLCEIRLI EF ALNMKELKLLOTIGK VECIK
....... 110.......150.......190.......200.......210....... ceeee . 230.0......240
* it ]
! QPGENL—————— 251
sm QPGENL-—————— 68
ADGLCHRLTTVCPESEP QT 255
WA ADELCHELTTVCP———— 255
SNLVQLLEVI—— 255
....... 250, . .....260. ..., ..

Sekil 6. Efektdr olan Src tirozin kinaz proteinlerinin coklu hizalanma sonucu.
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a0
78
78

159

146
152
158

230

226
232
230



EFF1127
EFF1133
EFF1128
EFF1132
EFF1135
EFF1136
EFF1129
EFF1130
EFF1137
EFF1131
EFF1126
EFF1134

EFF1127
EFF1133
EFF1128
EFF1132
EFF1135
EFF1136
EFF1129
EFF1130
EFF1137
EFF1131
EFFl1126
EFF1134

EFF1127
EFF1133
EFF1128
EFF1132
EFF1135
EFF1136
EFF1129
EFF1130
EFF1137
EFF1131
EFF1126
EFF1134

EFF1127
EFF1133
EFF1128
EFF1132
EFF1135
EFF1136
EFF1129
EFF1130
EFF1137
EFF1131
EFF1126
EFF1134

IGNA IQPDEOMPSIE—————TI SFNTFF. PRAVF
IGNA IQPDEQMPSBK———————TI SFNTFF. PRAVF
IGAK. 15 IDPTE e RI PRAIL
IGAK IS IDPSE §————] RI g8 PRAIL
TIGCCEFWD! VNQKG AISSFFR-] VVEDGEGS ISKEK ICSLEARAVL
IGCCFWD! VNOKG umq— WVVEDGEES ISKGK ICSLKARAVL
IGRKFWEVIS IDSAG §—————————HLOLERINVE¥NEAS GGRYVPRAVL

IL

-MRECLSIHIGQAGI QIGDACWELYCLEHG IQPNG VVLDT QQDQLENAKMEHTHA SFDTF FCETR AGKHVFRALF VOLEP

MFRETI ITLQLGPCCHPIGFE FWKOLCARHG ISPEG IVEEF AT—————————EGTHRKDVE FYJADDEHY I PRAVL LOLEP
1ooo.... 10, ..., 20........ 30........ 40.. ... ... S0........ BD........ 0. 80

TVIDG IREGOBRSLF HPEQL LEGKED——A2

BrL. 3
SPEAKLENPENI ¥1.5EHGGGAGNNWAS G—FEQGEK THEDIFD I IDREADGSD'S
a0 100 110 120 130 140

RVIHEILN

IL
TL GD!
P GD!

LGETV
GD

VITSP

I¥P
P
F
P
—AFR A
—AP B
BOD!

I.h' FP PGFAP

LAVIMVE R LF PG A7 TSRO BOQYRAL V7 ELRGHFBOKMAAA GO R
EWWIWLBWVIWHYIEWIWW&W-P-
reee 270, ..., 280..... .. 290.. ... .. 300....... 310....... 320

Sekil 7. Efektdr olan tubilin proteinlerinin ¢oklu hizalanma sonucu.
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160
160
160
160
160
160
160
160
160
160
160
160

240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240

320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
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EFF1444
EFF1445
EFF1446
EFF1447
EFF1450
EFF1454
EFF1459%
EFF1460
EFF1443
EFF1452
EFF1449
EFF1451
EFF1453
EFF1448

EFF1444
EFF1445
EFF1446
EFF1447
EFF1450
EFF1454
EFF145%
EFF1460
EFF1443
EFF1452
EFF1449
EFF1451
EFF1453
EFF1448

EFF1444
EFF1445
EFF1446
EFF1447
EFF1450
EFF1454
EFF1459%
EFF1460
EFF1443
EFF1452
EFFl449
EFF1451
EFF1453
EFF1448

Sekil 8. Efektor olan voltaj bagimli N-tipi sodyum kanal proteinlerinin ¢oklu hizalama

sonucu

DHLANAQELTED
DHLANAQELTED
HEE' mWHEIHI.SCI.SNQ EQANA
Comdrmeraco st ona oot
VEFMHTLFS!
EF.
EF.
LENHQPREFHCDLETSGIVIVGPMHTLF ST
MVEFGBELGGREGGP GGGER ARGGGAGGAGEPEPGELYPGORVLY KJS IAQRAREMALENP IPVRQNCFEVNRSLFVFSE
QOGP SPEYRM
1.0 10, ..o v 20, 0000 30,000 ... 40, .. 00 580, . e [0 L 80

EARBGRLALQKAKEY ABVSE MOAAN 1S TAAEVEQA

VEFIFLCSFLMLHNLFVAVIMD] SILG
PTIGRLAREQGEPARVSKLNLESY --——VRGQEASSTGE
e

QIERELN
QIERELN:
RNVIRMGSQF POPNT IVHIP VMLEGPLGEATVVEE

Ewn:.nn:nwp FFEYMILATI IANCIVLALEQHLPDGDKTF MEERLDDIEP YF IGI FCFEAGIRII ALGFVFHKGE

SIFYVVEFVVFPFFFVNIFVALI ITTFQEQGDK
............... 00.......110.......120.......130.......140.......150.......160

RQQNS AKARS VWEQRASQLRLONLRASCER.
————————-RGTVSR S55VS SVNSP ROQNS AKARSVWEQRASQLR LONLRASCER

————————DFIVVSGALVAFAFSSFVG— —GSKGEDINT IKSLRV
————————DFIVVSGALVAFAFS— —-GSKGEDINT IKSLRV
PAACCRI SLLRCIAP FVGLERNCPR
—————-———PHHLDEF IRVW PAACCRI mmmpmmnmummz NEDMT VHFTS
wmuﬂwmvmnmsapm IVP¥SSMECLSE RECHY YFEVVILVVIA—————————
LESQA EGKKEVEADDVMRSGPRP IVPYSSMECLSP RECHY YFEVV ILVVIA-————————
GYLEWIFKAEEVMLAEEDRNAEEKSPLDA 5
P

GYLEWIFKAEEVMLAEEDRNAEEKSPLD -
LEKNVCLF LLESMVEDER SEVIR IVFFL——————————
¥DP AACGR I S¥NDMFEMLEEMSPPLG
YLENGWNVMDEVVVL TEILARAGTDFDLRT LRAVRVLRPLELVSE IPSLOVVLKS IMKAMVPLLO IGLLLFFATLMFAT I
——vusmammznraxsannmqnnqmmmappmlrmm

....... 170.......180.......180.......200.......210.......220.......230.......240

a0
80
a0
80
80
80
80
80
80
80
a0
80
a0
80

160
160
160
160
160
160
160
160
160
160
160
160
160
160

240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240

BLAST sonucu src tyrosine kinase ve adenilat siklaz ailesine benzer birer

protein elde edildi. Bu proteinlerden Src tyrosine kinaz ailesine Uye olan proteinin

(olas1 efektor) tiglinciil yapisi bilinmesine karsin (www.pdb.org, PDI: 2YT6)

adenilat siklaz ailesine ait tyenin (adenilat siklaz 4) yapisi bilinmemekteydi. Bu

nedenle bu proteinin {igiinciil yapist benzesim modellemesiyle elde edildi. Her iki

protein dizisi de kendi aile Uyeleriyle yeniden hizalandi (Sekil 9-10). Bu hizalama

sonucu docking simulasyonu icin src tirozin kinaz ailesi icin 5, adenilat siklaz ailesi

icin 3 motif belirlendi.
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EFF0853
EFF0857

2¥T6_A|PDELD | CHAIN| SEQUENCE

EFF0852
EFF0856
EFF08 54

EFF0853
EFF0857

2¥YTE_AIPDEID|CHAIN|SEQUERCE

EFF0852
EFF0856
EFF08 54

EFF0853
EFF0857

2¥YTE_AIPDEID|CHAIN|SEQUERCE

EFF0852
EFF0856
EFF0854

EFF0853
EFF0857

2YT6_AIPDEID|CHAIN|SEQUERCE

EFF0852
EFF0856
EFF0854

ERPTFEY— ——————-] 5|
ERPTFEY- e s
AVECIEN

2

76
76
18
76

66

218
224
109
222

219

Sekil 9. Efektdr olan src tyrosine kinaze proteinleri ile 2YT6 proteinin ¢coklu hizalama
sonucu. Motifler elips icinde gosterilmektedir.

EFF0030
EFF0039
EFF0003
HUMAN

EFF0030
EFF0039
EFF0003
HUMAN

EFF0030
EFF003%
EFF0003
HUMAN

EFF0030
EFF0039
EFF0003
HUMAN

] * "
SEEKP GEAVIPQOQORLASRWRSDD

Dn.pp PLAGGFEFSFREKSAWQERGEDDCERESRR STRALPF AGGGG SAGGTEVRPRSVE
LGLRAVALGFEDTEVETTAGGTAEV APDAVPRSGR SCWRR LYQVE QSKQF ERLEQRYFFOMNQSE
ml;.r.mmmm VHCVLFLALLVVTNVRSLQV VGQLALLFSL TFALLCCPFALGGPARGSAGAAGEF

FSLLLGLASREQRLQRI LEGLVWVALL ALGHAFLFTE-——GVVEAWD QVSHF LFVIF TAYAMLE ARVAGLAS
........ - SRS P [ [ PSRN C i SOPUNRPEVINS o L] OIS ) DA o | PR | ) SR X

RRGKGRAADELEAGAVEGGEGSGDEESSAD s—alsmenummmnqmp snn]m.!]nm
VLVLLEAVLLAFHAAPARP QP—AYVALLA C-AAA LFVGLMVVCNRESFR Ol SMWVVSYV VLG ILAAVOVGGALA

NVTFVSEALLPVRS LLAIGFGLVV A-ASHLLVTATLVP— ——AKRPRLWRILGANALLF VEVHMYGVEV
SLSHL |plsmmp|mmmmmmummnwnlussmsnmmmm
........................................................ 240

WLVLVCLV— — 255
ADP! WCEVEFVEIANTLLPI- 255

. o

Sekil 10. Efektor olan adenilat siklaz proteinleri ile olasi efektor (adenilat siklaz 4)
proteinin ¢oklu hizalama sonucu. Motifler elips icinde gosterilmektedir
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6.2 Benzesim Modellemesi

Yapis1 bilinmeyen olas1 efektdr adenilat siklaz 4’tin {iglinciil yapisinin elde
edilmesi i¢in benzesim modellemesi yapilmistir. Yapist bilinen protein yapilari
arasindan elde edilen lazs.pdb kodlu proteinin amino asit dizisi modellemede kalip
olarak kullanilmistir. 50 farkli model elde edilip en diisiik enerjili model ¢alisma i¢in

se¢ilmistir (Sekil 11).

Sekil 11. Benzesim modellemesi sonucu elde edilen olasi efektor (adenilat siklaz 4) modeli

21



6.3 Molekiler Dinamik Simulasyonu

Go-alfa proteini sulu ortamda, 2 femto saniye adim araligi ve 10.000.000.adimda
toplamda 20 nano saniye molekiler dinamik simulasyonu tabi tutuldu. Similasyon
parametleri Tablo 4’de belirtilmistir. Simiilasyon sonucunda proteinin genel
topolojisinin bozulmadigr gorildi (Sekil 12, 13). Olasi efektdr proteinin benzesim
modellemesinden elde edilen {giinciil yapis1 da aym sekilde molekiiler dinamik

similasyonuna tabi tutulmustur.

Tablo 4. Molekuler dinamik similasyon parametreleri

cwd /Desktop/NAMD/Go-alfa
structure Go-alfa.psf
coordinates Go-alfa.pdb
set temperature 300

set outputname Go-alfa
binaryoutput no
firsttimestep 0
paraTypeCharmm on
parameters par_all22_prot.inp
temperature Stemperature
exclude scaled1-4
1-4scaling 1.0

cutoff 12.

switching on

switchdist 10.

pairlistdist 13.5
numsteps 5000
timestep 2

rigidBonds all
nonbondedFreq 1
fullElectFrequency 2
stepspercycle 10

langevin on
langevinDamping 5
langevinTemp Stemperature
langevinHydrogen off
outputName Soutputname
outputEnergies 5000
outputPressure 0
restartname Go-alfa-rst
restartfreq 5000
restartsave yes

minimize 5000

run 10000000
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Sekil 12. Go-alfa proteni molekiiler dinamik simiilasyon sonrasinda (su molekiilleri
¢ikarilmistir).

Sekil 13. Go-alfa proteni molekiiler dinamik simiilasyon sonrasinda (sulu ortamda).
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6.4 Docking Simulasyonu

Src tyrosine kinaze enzimine ylksek benzerlik gosteren “SH3 1 domain of
Yamaguchi sarcoma viral (v-yes) oncogene homolog 1” (PID: 2YT6) proteini scr
tyrosine kinaze tiyeleriyle birlikte hizalanarak ortak motifler belirlendi (Sekil 9).
2YT6 proteini docking simulasyonu igin ¢ok buylk oldugundan 5 motif bolgesi
kesilip ligand olarak docking simulasyonuna tabi tutuldu. Docking similasyonu
sonucu her ligand igin 10 adet olas1 protein-efektor etkilesimleri elde edilmistir. Bu
olas1 etkilesimlerden en diisiik baglanma enerjisine sahip etkilesimler seg¢ilmistir.
Uygun goriilen etkilesimler asagidaki sekillerde gosterilmis olup baglanma enerjileri

sekil igindeki tabloda gosterilmistir (Sekil 14-18).

& Conformation 4 Info E

binding_energy=3.73
ligand_efficiency=0.1
intermal_energy=-2.83
vdw_hb desolv_energy=-2.72
electrostatic_energy=-0.11
total _internal=-13.88
torsional_energy=56.56
unbound_energy=-13.88
filename=goa.dlg
clRMS=0.0
refRMS=32.22
rseed1=None
rseed2=None

Sekil 14. Olas1 Go-alfa-efektdr (2YT6) etkilesimi.
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“r¢ Conformation 2 Info |i|

binding_energy=-0.33
ligand_efficiency=-0.01
inhib_constant=574 .8
inhib_constant_units=mh
intermal_energy=-5.7
wvdw_hb desolv_energy=-5.72
electrostatic_energy=0.02
total_internal=-8.03
torsional_energy=5.37
unbound_energy=-5.03
filename=goa2 dig
clRMS=0.0
refRIMS=58_4
rseed1=Mane
rseed2=MNane

74 Conformation 3 Info | &

binding_energy=6_66
ligand_efficiency=0.12
intermol_energy=-2.29
vdw_hb_desolv_energy=-2.9
electrostatic_energy=0.61
total_internal=-16.02
torsional_energy==8.95
unbound_energy=-16.02
filename=goa3.dig
cIRMS=0.0
refRMS=51.26
rseed1=MNone
rseed2=MNone

Sekil 16. Olast Go-alfa-efektor (2YT6) etkilesimi.
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& Conformation 4 Info

binding_energy=2.13
ligand_efficiency=0.05
intermal_energy=-4.13
vdw_hb_desolv_energy=-4.09
electrostatic_energy=-0.05
total_internal=-9.45
torsional_energy=6.26
unbound_energy=-9.45
filename=goa4 _dlg
clRMS=0.0
refRMS=52.67
rseed1=MNone
rseed2=Mone

4% Conformation 5 Info

binding_energy=2.93
ligand_efficiency=0.07
intermol_energy=-3.63
vdw_hb_desolv_energy=-3.01
electrostatic_energy=-0.62
total_internal=-12.12
torsional_energy=6.56
unbound_energy=-12.12
filename=goa5.dlg
clRMS=0.0
refRMS=61.46
rseedi=None
rseed2=None

Sekil 18. Olas1 Go-alfa-efektor (2YT6) etkilesimi.
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Adenilat siklaz protein ailesine lye olan olas1 efektdr proteini igin belirlenen 3
adet motif ligand olarak docking simulasyonuna tabi tutuldu. Docking similasyonu
sonucu her ligand i¢in 10 adet olas1 protein-efektor etkilesimleri elde edilmistir. Bu
olasi etkilesimlerden en diisiik baglanma enerjisine sahip etkilesimler se¢ilmistir.
Uygun goriilen etkilesimler asagidaki sekillerde gdsterilmis olup baglanma enerjileri

sekil igindeki tabloda gésterilmistir (Sekil 19-21)

conrormation & i
L _ x

binding_energy=3.35
ligand_efficiency=0.07
intermol_energy=-2.02
vebw_hb_desalv_energy=-2.04
electrostatic_energy=0.02
total_internal=-11.64
torsional_energy=5.37
unbound_energy=-11.64
filename=ac.dlg
cIRME=0.0
refRrS=90.24
reeedl=MNone
teeedz=Mone

Sekil 19. Olas1 Go-alfa-efektor (adenilat siklaz 4) etkilesimi.
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= Lonrormartion Int
M x

binding_energy=2.71
ligand_efficiency=0.07
intermol_energy=-3.56
wohw_hb_desolv_energy=-3.64
electrostatic_energy=0.08
total_internal=-10.29
torzional_energy=6.26
unbound_energy=-10.29
filename=acz.dlgy
CIRkS=0.0
refRkdS=73.13
rseedl=Mone
rseedz=Mone

Sekil 20. Olas1 Go-alfa-efektor (adenilat siklaz 4) etkilesimi.

= LONTOrmation 3 1Nl -

hinding_energy=0.22

ligand_efficiency=0.0
intermol_energy=-6.35

vifw_hb_desoly_eneryy=-6.36
electrostatic_energy=0.01
total_internal=-6.42
torsional_energy=6.56
unbound_energy=-5.42
filename=ac3.dly
CIRMS=0.0

refRkdS=69.27
rseedl=Mone
rseedZ=kone

Sekil 21. Olas1 Go-alfa-efektor (adenilat siklaz 4) etkilesimi.
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7. TARTISMA VE SONUC

Protein-efektdr etkilesimlerinin teorik yontemlerle bilgisayar ortaminda (in silico
veya in algorithmico) belirlenmesi olduk¢a yayginlasmistir. Bunun en Onemli
nedenleri olarak bilgisayar olanaklarinin gerek donanim gerek yazilim olarak ¢ok
yetkinlesmesini, s6z konusu calisma alanindaki algoritma bilgisinin ve bilgi
birikiminin ciddi bir sigrama yapmasini sayabiliriz. Bu gelismeler nedeniyle teorik
yontemlerden elde edilen veriler artik deneysel verilerle yarigabilir hale gelmistir.
Bunun da 6tesinde teorik calismalar deneysel calismalar biitiinlemekte, onlara yon

vermektedir.

In silico ¢alismalarin yayginlasmasinin bir diger nedeni de deneysel ¢alismalara
gore zaman ve maddi kaynaktan agisindan biiyiikk Olgiide tasarrufa olanak
saglamasidir. In silico caligmalarindan gelen veriler ¢ok zaman alan ve oldukca
maliyetli olan laboratuar calismalarinin bir kisminin yapilmasini gereksiz hale

getirebilmektedir.

Tiim bunlarin 6tesinde in silico ¢alismalar, olduk¢a karmasik olan biyolojik,
biyokimyasal, fizyolojik, genetik gibi yasamsal siire¢lerin anlagilmasinda yeni
araclar, yeni perspektifler sunmakta, canliligin bir biitiin olarak anlasiimasina olanak

saglamaktadir.

Bu tez calismasinda Go-alfa proteinin etkilestigi efektor proteinler arastirilmastir.
Go-alfa proteini merkezi sinir sisteminde yaygin olarak bulunmasina karsin islevi
henliz tam olarak aydinlatilamamistir. Etkilestigi efektor proteinlerinin bir kismi
bilinse de bunlar disinda ¢ok sayida efektorle etkilestigi diistiniilmektedir. Eger
ektilestigi efektor proteinler bilinirse, bu efektorlerin gorev aldigr biyokimyasal

strecler belirlenip Go-alfa’nin islevi hakkinda bilgi edinilebilir.

Tez c¢alismasinda kullanilan Go-alfa proteininin {giinciil yapisi daha once
Biyofizik Anabilim Dali’nda yiiriitiilen bir yiiksek lisans c¢alismasindan benzesim

modellemesi yontemiyle elde edilmistir (Macit 2012). Uglinctil yap molekiler
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dinamik simiilasyonla iyilestirildikten sonra ¢aligmada kullanilmistir. Hizalama ve
BLAST c¢alismalar sonucu 2 aday efektor proteini belirlenmistir. Belirlenen bu iki
aday, efektor protein dizileri coklu hizalamaya sokularak 8 adet motif belirlenmistir.
Efektor proteinleri oldukga biiyiik molekiiller oldugundan tamaminin docking
simiilasyonlarina sokulmasi simiilasyon siiresini oldukca uzatmaktadir. Bu nedenle,

sadece motifleri igeren bolgeler simiilasyona dahil edilmistir.

Docking simiilasyonlar1 sonucunda ¢ok sayida protein-efektor etkilesimi elde
edilmistir. Bunlarin biiylik kismi1 enerjetik ve topografik nedenlerle elenmistir. Kalan
etkilesimler enerjetik agidan olasi etkilesimlerdir. Ancak bu etkilesimleirn baglnama
enerjileri oldukca yulksektir. Bu nedenle bu etkilesimlerin zayif oldugu

diistintilmektedir. Yine de deneysel ¢alismalarla dogrulanmasi énemli olabilir.

Ongoriilen bu etkilesimlerin deneysel olarak iki sekilde dogrulanmasi
gerekmektedir. Ik olarak bu protein-efektdr etkilesimlerinin pull-down assay,

immiin ¢oktiirme, gibi deneysel yontemlerle varliginin dogrulanmasi gerekmektedir.

Ikinci olarak da varligi ispatlanan protein-efektdr etkilesiminin hangi atomlar
arasinda gergeklestiginin belirlenmesi gerekmektedir. Docking simiilasyonlarindan
etkilesimlerin hangi atomlar arasinda oldugu ongoriilmektedir. Bu atomlar1 igeren
amino asitler site-directed mutagenesis gibi yontemlerle degistirilerek bu

etkilesimlerin bozulup bozulmadig belirlenebilir.

Bu dogrulama yontemleri de gostermektedir ki, in silico ¢alismalar deneysel
caligmalara yol gosterici olmakta, deneysel calismalar1 belirli noktalara
odaklastirabilmektedir. Oysa diger durumda, olas1 etkilesimler i¢in gereginden fazla
proteinle ¢alisma zorunlulugu ortaya ¢ikmakta, belirlenen etkilesimin hangi atomlar
arasinda oldugunun belirlenmesi i¢in ¢ok sayida amino asidin mutasyona
ugratilmasina gerek duyulmaktadir. Bdylece bu tez c¢alismasinda deneysel
caligmalarla dogrulanmaya gereksinimi olan Go-alfa proteini ile efektdr protein
etkilesimleri belirlenmistir. Niteligi, kullanilan simiilasyon yontemlerinin niteligine

bagli olan bu etkilesimlerin bilimsel anlamda 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.
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