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1.ÖZET 

 

Bu çalışmada, hücre sinyal ileti sisteminin en önemli bileşenlerinden biri olan, 

insandaki sinyal ileti proteinlerinin yaklaşık üçte birini oluşturan G proteinlerin 

efektörleri ile olan etkileşimleri üzerine çalışılmıştır. 

Birçok biyolojik işlevde görev alan G protenleri birçok hastalığın doğrudan 

nedeni veya etkenlerinden biridir. Go proteini büyük oranda merkezi sinir sisteminde 

bulunmakta ve işlevi henüz bilinmemektedir. Ancak Go’nun beyin dokusunda yoğun 

olarak bulunması, birçok fizyolojik ve patolojik nörolojik süreçte görevi 

olabileceğini düşündürmektedir. Go’nun etkileştiği bazı efektörler bildirilmiş 

olmasına karşın bulgular yetersiz ve eksiktir. Yapılan bu çalışma ile Go’nun 

etkileştiği düşünülen bu efektörler ile etkileşime geçip geçemeyeceğinin teorik olarak 

incelemesi yapılmış ve daha sonra da bunlar dışında etkileşime geçebileceği diğer 

efektörler araştırılmıştır. 

Çalışma kapsamında öncelikle Go ve efektör proteinlerin amino asit dizilerinden 

hareketle olası efektörler belirlenmiştir.  Sonraki aşamada Go proteninin ve efektör 

proteinlerin üçüncül yapılarından hareketle etkileşimin topografik olarak olası olup 

olmadığı docking algoritmaları ile test edilmiştir. Ardından moleküler dinamik ve 

kinetik simülasyonlar kullanılarak etkileşimin karakteristiği belirlenmiştir. Böylece, 

belirlenen olası efektör proteinlerin Go’nun işlevi hakkında önemli bilgiler sunması, 

G proteini ve efektör etkileşiminin daha net olarak anlaşılmasına katkıda bulunması 

amaçlanmış ve çalışma bu yönde gerçekleştirilmiştir. 

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

simülasyon, protein-protein etkileşimi. 
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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. 
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3. GİRİŞ ve AMAÇ 

 

Sinyal iletimi dünya üzerinde bulunan tüm canlıların yaşamsal faliyetlerini 

yerine getirebilmesi için ihtiyaç duydukları bir haberleşme ve reaksiyon 

mekanizmasıdır. Tek hücreli canlılarda çevresel uyarıları alma ve çevresel uyarı 

oluşturma için gerçekleşen sinyal iletimi süreci çok hücreli canlılarda daha karmaşık 

olup hala tam anlaşılamayan, araştırılmaya devam edilen bir konudur. Hücre dışı 

yada içi ufak bir uyaranla başlayan, zincirleme etkileşimlerle giderek güçlenen, 

anlam kazanan sinyal iletimi, belli hücrelerin işlevlerinin ve ihtiyaçlarının 

anlaşılması açısından önemlidir. 

Sinyal iletiminin temelinde gerçekleşen mekanizma bir hücrenin bir tür sinyal 

veya uyarıyı reseptörleri vasıtasıyla alması ve bunu bir başka sinyale 

dönüştürmesidir.  İlk sinyali sağlayan birinci haberci olarak adlandırılabilecek sinyal 

moleküllerinin alınmasından sonra oluşturulan bir diğer sinyal ikinci haberci 

moleküllerinin aracılığıyla iletilir. Böylece  ikinci bir sinyal yolu açılır ve zincirleme 

şekilde uyarı ilerletilir. Sinyal iletimi ilerledikçe iletime katılan molekül ve protein 

sayısı gittikçe artar ve bu da küçük bir sinyalin çok daha büyük bir tepki 

yaratabilmesini sağlar. 

Bu zincirleme mekanizmanın ilk basamağı olan gelen sinyalin  tanınması 

çoğunluğu hücre yüzeyinde bulunan sinyal taşıyıcı reseptörler tarafından sağlanır. Bu 

reseptörler büyüme faktörü, hormon ve neurotransmiterler gibi hücre dışı 

moleküllerin bağlandığı membran proteinleridir. Bu hücredışı moleküllerin 

reseptörlere bağlanmasıyla tanınan sinyal hücre içine transfer edilir ve uyarana özgü 

bir yanıt oluşturulur. 

Membrana bağlı sinyal iletim reseptörler ailelerinden biri olan G-proteinleriyle-

kenetli reseptörler birçok sinyal yolağında görev almaktadırlar. Başta görme ve 

koklama uyarılarının algılanması, nöral etkinlik, hormonal düzenleme, hücre 

büyümesi, farklılaşması gibi bir çok metabolik mekanizmada aracılık eden G-

proteinleriyle-kenetli reseptör ailesinin iki önemli özelliği vardır. Bunlardan birincisi 
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reseptörlerin membran üzerinde bulunan kısmı plazma membranını yedi kez 

geçmesidir. İkinci önemli özelliği ise hücre dışından alınan sinyal , G protein olarak 

adlandırılan ve homolog amino asid dizilerine sahip proteinlerden oluşan yaygın bir 

protein ailesinin iletiye katılmasıyla daha da kuvvetlenerek ve yeni yolaklar açılarak 

hücre içine iletilir. 

Guanin nükleotidleri (GTP veya GDP) bağladıklarından dolayı G proteini olarak 

adlandırılan bu proteinler üç farklı alt birimden oluşan heterotrimetik bir yapıya 

sahiptirler. α, β ve γ olarak bilinen bu altbirimler sırasıyla 39-46 kDA, 37 kDa ve 8 

kDA molekül ağırlığına sahiptirler (Hepler and Gilman 1992). GDP bağlı halde iken 

inaktif olan heterotrimetik G proteini GDP’ninGTP ile yer değiştirmesi ile aktiflenir 

ve α-altbirimi ve βγ dimeri olarak ayrılarak farklı sinyal yolaklarını etkinleştirir. 

G-proteinleriyle-kenetli reseptörlerin ve G proteinlerinin birçok sinyal yolağında 

görev alması nedeniyle bunların etkileştiği ligandların belirlenmesi ve etkileşimin 

yapısal olarak çözümlenmesi ilaç tasarımında ve sinyal ileti yolaklarının tam olarak 

belirlenmesinde oldukça önemlidir. Reseptörler ile ligandların yada G proteinler ile 

etkileşen efektörlerin arasındaki yapıya özgü etkileşimlerin açığa çıkarılmasında bu 

proteinlerin üçüncül yapısı ve bağlanma sonucu oluşan konformasyonel 

değişikliklerin belirlenmesi anahtar role sahiptir. 

Proteinlerin üçüncül yapılarının üç boyutlu yapısı deneysel olarak X-ışını 

kristalografisi, nukleer manyetik rezonans (NMR) yöntemleriyle belirlenmektedir. 

Ancak bu yöntemlerin uygulanması proteinlerin büyüklükleri ve birçok proteinin 

çözünür olmaması nedeniyle bu çalışmaları sınırlandırmaktadır. Bunun yanında bu 

çalışmaların gerçekleştirilmesi için yapılan deneyler yüksek bütçe ve yoğun iş gücü 

gerektirmektedir. Buna karşın teknolojinin bilgisayar donanımı ve yazılımı 

yönündeki gelişimiyle biyolojide yeni bir alan oluşmuştur. Bilgisayar destekli 

araçların geliştirilmesi uzun süreli hesaplamaların yapılmasında, simülasyon 

çalışmalarında, veri analizinde, gen dizisi analizinde ve buna benzer biyolojik 

alanlarda hızlı ve etkin çözümler üretilmesinde büyük destek olmuştur. 

Biyoinformatik olarak adlandırılan bu yeni alan moleküler etkileşimler konusunda da 

zaman ve maliyet koruyucu bir araçtır. Deneye başvurulmadan önce biyoinformatik 
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araçlar kullanılarak oluşabilecek etkileşimler araştırılıp daha fazla olasılığı olan 

yapılar belirlenebilmekte diğerleri elenebilmektedir. Bu şekilde deneysel araştırmalar 

için yol gösterici özellikte teorik olarak bir ön çalışma sağlanmış olur. Söz konusu 

çalışmada, deneysel araştırmalara belli bir öngörü sağlayabilmek için G Proteini α alt 

biriminin bir türü olan Go proteinin üçüncül yapısı baz alınarak olası efektörleri ile 

etkileşime girip giremeyeceğinin biyoinformatik araçlarla araştırılması 

amaçlanmıştır. Dizi benzerliği araştırılarak belirli efektörlerden başka yeni 

efektörlerin ve yolakların varlığı araştırılacaktır. Bu şekilse G proteinlerinin işlevleri, 

sinyal iletim mekanizması, ilaç tasarımı konularına veri sağlanması amaçlanmıştır. 
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4. GENEL BİLGİLER 

 

4.1. G Proteinleri 

Hormon, neurotranstmitter, glikoprotein gibi herhangi bir ligand membran 

yüzeyinde bulunan G-proteinleriyle-kenetli reseptörlerle etkileşime geçtiğinde bu 

etkileşim sonucu reseptörde stabilize edici yada indükleyici bir konformasyonel 

değişiklik oluşur. Bu konformasyonel değişiklik reseptöre kenetli olarak membranın 

iç yüzeyinde konumlanan ve α, β ve γ alt birimlerinden oluşan G proteinlerinin 

aktiflenmesine yol açar. (Hamm 1998) Heterotrimerik inaktif formda GDP Gα alt 

birimine bağlı olarak bulunur. Aktivasyonla birlikte GDP’nin salınımı ve yerine 

GTP’nin Gα’ya bağlanmasıyla Gα altbirimi  βγ dimerinden ve G-proteinleriyle-

kenetli reseptörden ayrılır. Gα-GTP de Gβγ dimeri de ayrı yolaklarda sinyal iletimini 

sağlamak üzere serbest kalırlar (Şekil1). Gα-GTP’nın sinyali ne kadar devam 

ettireceği kendisinde bulunan GTPaz aktivitesine bağlıdır. Buna göre Gα bu GTPaz 

etkinliği ile kendisine bağlı bulunan GTP’yi hidrolizleyerek GDP’ye dönüşmesine ve 

Gβγ dimeriyle tekrar birleşerek yeniden heterotrimetik yapıya geçmesine ve 

dolayısıyla inaktif forma geçmesine yol açar. Bu çevrimsel süreç ligand varlığında 

devam eder. 

 
Şekil 1: Heterotrimer G Proteinlerin GDP bağlı iken G Protein-kenetli reseptörle bağlanmış 
hali ve GDP’nin GTP’ye dönüşmesiyle ayrılan Gα-GTP de Gβγ’nın farklı efektörler ile 
etkileşime girmesi (Branden and Tooze 1999) 
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Yapılan çalışmalara göre Gα altbirimini kodlayan 16 gen bölgesi, Gβ alt birimini 

kodlayan 5 gen bölgesi ve Gγ alt birimini kodlayan 12 gen bölgesi saptanmıştır 

(Downes and Gautam 1999).  

4.1.1. Efektörler ile Etkileşim 

GTP bağlanmasıyla Gβγ  ve  Gα-GTP altbirimleri birbirinden  ayrılır. Gα’nın  

bu aktif konformasyona geçmesiyle yeni formda, efektörler ile etkileşime 

geçebileceği yeni bir  yüzey oluşur. Bu yeni konformasyon sayesinde efektörler ile 

etkileşimde GDP-bağlı halden 20-100 kat daha yüksek oranda bağlanma gerçekleşir 

(Skiba, Bae ve  Hamm 1996). 

Yapılan çalışmalarda adenilat siklaz (AC) fosfolipaz C (PLC) gibi pek çok 

efektörün Gα ile etkileşimi hem  yapısal hem de deneysel olarak incelenmiştir (Knall  

and Johnson 1998, Taussig and Zimmermann 1998)(Şekil 2). Kimi Gα ailelerinin tek  

bir efektörle etkileşimi görülürken kimi ailelerin bir çok efektörle ilişkisi ortaya 

çıkarılmıştır. Kimi efektörlerin de farklı ailelerden proteinlerle etkileştiği ancak farklı 

mekanizmaları etkilediği gözlenmiştir. Örneğin Gαs adenilat siklazı   aktive ederken, 

Gαi  adenilat siklazı inaktive etmektedir. 

 

Şekil 2 : G Proteinlerinin aktivasyonun  genel sinyal iletim mekanizması (Madamanchi 
2007) 
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4.1.2. Alfa Alt Birimi 

 
     Şekil 3: G Protein α altbiriminin genel görüntüsü 

Bu güne kadar 17 memeli G proteini tanımlanmıştır. Klasik olarak G proteinleri 

Gα altbirimlerinin dizisel benzerlik farklarına göre 4 ana aileye ayrılmaktadır: Gs, 

Gi/o, Gq, G12. Her bir aile oldukça spesifik ifade motiflerinden meydana 

gelmektedirler (Tablo 1). Aynı aileye ait üyeler yapısal olarak oldukça benzerdir ve 

fonksiyonel olarak da çoğunlukla aynı fonksiyon özelliklerini paylaşmaktadırlar 

(Wettschureck and Offermanns 2005). 
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Tablo 1 : G proteinleri Gα altbirimlerinin dizisel benzerliklerine göre ayrıldıkları protein 
aileleri (Wettschureck and Offermanns 2005). 
 

 

 

Gα altbirimi iki ana domenden oluşmaktadır: GTP’nin bağlandığı ve 

hidrolizlendiği bir GTPaz domeni ve GTP’nin proteinin merkez bölümüne 

gömüldüğü bir heliks domen. Heliks domen tüm Gα aileleri arasında en farklı 

özellikteki domendir ve bu da bu domenin reseptör-G protein ve efektör-G protein 

etkileşimlerindeki özgünlüğü doğrudan yönlendirebileceği düşünülmektedir. 

(Cabrera-Vera et al 2003) 

G proteinlerinin aktif ve inaktif formları üzerinde karşılaştırmalı olarak yapılan 

kristal yapı çalışmaları göstermiştir ki GTP’nin bağlı olduğu aktif konformasyonda 

daha sabit ve daha kararlı forma geçen üç esnek switch bölgesi bulunmaktadır (Noel 

et al 1993, Lambright et al 1994)(Şekil 4). Gα altbiriminin amino (N-) ve karboksil 

(C-)  sonlarıyla ilgili yapısal olarak çok fazla bilgi bulunmaktadır. Bunun nedeni bu 
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uçların kristal yapıda çıkarılmış olmalarıdır (Noel et al 1993, Lambright et al 1994, 

Sondek et al 1994, Coleman et al 1994). 

 

    Şekil 4 :GTP bağlı  Gα’nın genel görünümü ve switch bölgeleri. (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 oluşturur. Boğmaca ve kolera toksini etkilerini Gi/o 

ailesi üzerinden gösterir Go proteini de bu ailenin bir üyesidir. 

Adenilat siklaz inhibitörü G proteinleri yani Gi ailesi ilk defa Gilman ve 

Birnbaumer’in grupları tarafından saflaştırılmış ve tanımlanmıştır (Codina et al 1983, 

Bokoch, Katada, Northup, Hewlett and Gilman 1983). Go proteiniyle de sığır 

beyninden Gi proteinin saflaştırılması  çalışmaları sırasında karşılaşılmıştır(Neer, 

Lok and Wolf 1984, Sternweis and Robishaw 1984, Milligan and Klee 1985). Bunun 

devamında Go proteinini kodlayan ilk cDNA 1986 yılında fare beyninden 
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klonlanmıştır (Itoh et al 1986).  Devamında yapılan çalışmalar Go proteinin beyinde 

en  bol miktardaki G proteini olduğunu göstermiş ve fizyolojik rolünün belirlenmesi 

önem kazanmıştır (Jiang and Bajpayee 2009). 

Go proteini amino asit dizisi bir çok türde korunmuştur. Örneğin meyve 

sinekleri ve Caenorhabditis elegans Go proteini ile insan Go proteini %80 benzerlik 

göstermektedir (Tablo2). Diziler arası bu denli yüksek benzerlik görülmesi türler 

arası korunan Go’nun rol oynadığı sinyal ileti yolaklarının hücre dışı sinyallerin 

alınması, iletilmesi açısından büyük öneme sahip olduğunu düşündürmektedir. 

 

Tablo 2 : Go proteinin türler arası temsilcilerinin protein dizi hizalaması. Verilen yüzdeler 
benzerlik/homology  değerleridir. (Jiang and Bajpayee 2009) 

 

 

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

ve gustducin üyelerinden oluşmaktadır. Gi/o ailesinin özellikle Gi ve Go üyeleri 

başta olmak üzere üyelerinin oldukça yüksek oranda  homolog oldukları 

görülmüştür(Tablo3). Gi ile Go proteinlerinin birincil yapılarının homolog oluşu, in 
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vitro fonksiyonlarının benzer oluşu ve sadece hücresel dağılımda  farklılık 

göstermesi bu proteinlerin aynı sinyal yolaklarında aynı reseptör ve efektörlerle 

etkileşime geçiyor olabiliceklerini düşündürmüştür. Ancak fareler üzerinde yapılan 

ve Gi/o  ailesi α altbirimi genlerinin her biri için yapılan knockout çalışması bu 

proteinlerin her birinin ayrı biyolojik fonksiyonlarda görevli olduğunu göstermiştir 

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

 

Tablo 3 : Gi/o protein ailesinin dizi hizalama analizi ve alt aileler arasında değişmeyen motif 
bölgeleri. En alt satırda verilen yüzdeler benzerlik/homology değerleridir. (Jiang and 
Bajpayee 2009)  

 

 

Gαo ailesinin canlılardaki sinyal yolaklarında düzenlediği birkaç hücre içi 

efektör belirlenmiştir. Bunlar; kalsiyum kanalları, grin 1-2, adenilat siklaz, src tirozin 

kinaz ve tubulin. 
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5. YÖNTEM 

 

Bu tez çalışmasında protein-efektör etkileşimini belirlemek amacıyla moleküler 

dinamik simülasyonu (NAMD) (Phillips et al 2005), çoklu hizalama (CLUSTAL-

X2) (Larkin et al 2007) ve docking simülasyon (AUTODOCK) (Morris et al 2009) 

yöntemleri kullanılmıştır. Bunun yanı sıra internet üzerinden hizmet sunan sunucular 

üzerinden dizisel ve yapısal benzerliklere ilişkin arama yapılmıştır.  

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

al 2008) adresinde Go proteininin olası efektörleri elde edilmiştir. Bu efektör 

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

(Subramaniam 1998) adresinden BLAST algoritmasıyla belirlenmiştir. Bu efektör 

proteinler ve benzer efektör proteinler beraber ve ayrı olarak CLUSTAL-X2 (Larkin 

et al 2007) yazılımı kullanılarak çoklu hizalanmıştır. Böylece, efektör-protein 

etkileşiminde görev alması olası ortak bir motif belirlenmeye çalışılmıştır. Olası 

efektör proteinlerle Go-alfa proteinin etkileşimi AUTODOCK (Morris et al 2009) 

yazılımıya belirlenmeye çalışılmıştır.  

 

5.1 Çoklu Hizalama (Multiple Alignment) 

Ortak motifleri belirlemek için bilinen ve olası efektör proteinlerin amino asit 

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

diziler homo sapiens içindi. Diziler homolojilerine göre  

• Adenylate cyclase 

• G-protein-regulated inducer of neurite outgrowth (GRIN) 

• Src tyrosine kinase 

• Tubulin 

• Voltage dependent N, P/Q, R type calcium channel 

 

http://biophysics.biol.uoa.gr/gpDB/
http://workbench.sdsc.edu/
http://biophysics.biol.uoa.gr/gpDB/
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adı altında 5 gruba ayrılmıştı. Her grup kendi içinde CLUSTAL-X2 (Larkin et al 

2007) yazılımı kullanılarak hizalandı. Konsensüs dizilerler belirlendikten sonra 

BLAST yapılarak homolog diziler belirlendi. Elde edilen homolog diziler de daha 

sonra aynı gruba üye dizilerle birlikte hizalanarak ortak motifler belirlenmeye 

çalışıldı. Çoklu hizalama işlemi hem, bilinen ve olası efektör dizileri ayrı olarak hem 

de tümü beraber olarak gerçekleştirildi. Yazılımın 2.0.10 versiyonu kullanıldı. Çoklu 

hizalama parametre değerleri olarak şu değerler kullanıldı: 

 

 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 Benzeşim Modellemesi 

Yapısı bilinmeyen efektör proteinlerin üçüncül yapıları  MODELLER v.9.12 

(Sali and Blundell 1993) yazılımı kullanılarak benzeşim modellemesi yöntemiyle 

belirlenmiştir. BLAST yazılımıyla elde edilen en uygun kalıp dizileri hedef dizileri 

ile hizalanarak yazılıma girdi olarak verilmiştir. Her efektör protein  için 50 farklı 

model oluşturulmuştur. İçlerinden en düşük enerjili model moleküler dinamik 

simulasyonu için  kullanılmıştır.   

 

5.3 Moleküler Dinamik Simülasyon 

Bu tez çalışmasında kullanılan Go-alfa proteinin üçüncül yapısı daha Biyofizik 

Anabilim Dalında yürütülen bir yüksek lisans tez çalışmasından elde edilmiştir 
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(Macit 2012). Proteini oluşturan atomların koordinatlarını daha kesin olarak elde 

etmek için protein sulu ortamda, NAMD (Phillips et al 2005) yazılımı kullanılarak 

moleküler dinamik simülasyona tutulmuştur. Moleküler dinamik simülasyonu, atom 

üzerinde etkili olan kuvvetlerin bileşkesi sonucu atomun her adımda belirli bir süre 

boyunca hareketini stimüle eder. Bu yer değiştirme nedeniyle atomların yeni 

koordinatları belirlendikten sonra simülasyon bir sonraki adıma geçer. 

Moleküler dinamik simülasyonu sulu ortamda, 300 K’de 2 femtosaniyelik adım 

süresiyle 10.000.000 adımda, toplamda 20 nanosaniye için gerçekleştirilmiştir  

 

5.4 Docking Simülasyonu 

Efektör-protein etkileşimi AUTODOCK (Morris et al 2009) yazılımı 

kullanılarak Docking simülasyonuyla belirlenmeye çalışılmıştır. Olası efektör 

proteinleri oldukça büyük moleküller olduğundan simülasyona tüm protein değil, 

çoklu hizalama sonucunda elde edilen olası motif dizilerini içeren bölgeler dahil 

edilmiştir.  

Docking simülasyonu önce moleküller üzerinde anahtar-kilit benzetmesindeki 

gibi topolojik olarak uygun bölgeler belirledikten sonra etkileşimi atomlar 

seviyesinde belirlemeye çalışır.  

Simülasyon öncesinde proteinlerdeki su molekülleri çıkarılmıştır. Üçüncül yapı 

dosyalarında genellikle hidrojen atomları bulunmadığından moleküllere hidrojen 

atomları eklenmiştir. Efektör ve Go-alfa proteini rigid moleküller olarak kabul 

edilmiştir. Search ve Docking parametreleri Genetic Algorithms ve Lamarckian 

olarak seçilmiştir. Her farklı efektör için 10 etkileşim araştırılmıştır.  
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6. BULGULAR 

 

6.1 Çoklu Hizalama (Multiple Alignment) 

5 grup halinde ayrılan diziler çoklu hizalandı. Çoklu hizalama sonucu olası motif 

diziler (tüm dizilerde çok iyi korunmuş, ortak amino asitler) şekiller üzerinde “*”, “.” 

ve “:” simgeleriyle belirtilmişlerdir (Şekil 5-8). 

 

 
Şekil 5. Efektör olan adenilat siklaz proteinlerinin çoklu hizalanma sonucu. 
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Şekil 6. Efektör olan Src tirozin kinaz proteinlerinin çoklu hizalanma sonucu. 
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Şekil 7. Efektör olan tübilin proteinlerinin çoklu hizalanma sonucu. 
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Şekil 8. Efektör olan voltaj bağımlı N-tipi sodyum kanal proteinlerinin çoklu  hizalama 
sonucu                                      
                   

 

BLAST sonucu src tyrosine kinase ve adenilat siklaz ailesine benzer birer 

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

(olası efektör) üçüncül yapısı bilinmesine karşın (www.pdb.org, PDI: 2YT6)  

adenilat siklaz ailesine ait üyenin (adenilat siklaz 4) yapısı bilinmemekteydi. Bu 

nedenle bu proteinin üçüncül yapısı benzeşim modellemesiyle elde edildi. Her iki 

protein dizisi de kendi aile üyeleriyle yeniden hizalandı (Şekil 9-10). Bu hizalama 

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

için 3 motif belirlendi. 

http://www.pdb.org/
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Şekil 9. Efektör olan src tyrosine kinaze proteinleri  ile 2YT6 proteinin çoklu  hizalama 
sonucu. Motifler elips içinde gösterilmektedir.                  
 
                                       

 
Şekil 10. Efektör olan adenilat siklaz  proteinleri  ile olası efektör (adenilat siklaz 4)  
proteinin çoklu  hizalama sonucu. Motifler elips içinde gösterilmektedir 
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6.2 Benzeşim Modellemesi 

Yapısı bilinmeyen olası efektör adenilat siklaz 4’ün üçüncül yapısının elde 

edilmesi için benzeşim modellemesi yapılmıştır. Yapısı bilinen protein yapıları 

arasından elde edilen 1azs.pdb kodlu proteinin amino asit dizisi modellemede kalıp 

olarak kullanılmıştır. 50 farklı model elde edilip en düşük enerjili model çalışma için 

seçilmiştir (Şekil 11). 

 
Şekil 11. Benzeşim modellemesi sonucu elde edilen olası efektör (adenilat siklaz 4) modeli 
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6.3 Moleküler Dinamik Simülasyonu 

Go-alfa proteini sulu ortamda, 2 femto saniye adım aralığı ve 10.000.000.adımda  

toplamda 20 nano saniye moleküler dinamik simülasyonu tabi tutuldu. Simülasyon 

parametleri Tablo 4’de belirtilmiştir. Simülasyon sonucunda proteinin genel 

topolojisinin bozulmadığı görüldü (Şekil 12, 13). Olası efektör proteinin benzeşim 

modellemesinden elde edilen üçüncül yapısı da aynı şekilde moleküler dinamik 

simülasyonuna tabi tutulmuştur.  

 
Tablo 4. Moleküler dinamik simülasyon 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 $temperature 
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 $temperature 
langevinHydrogen off 
outputName $outputname 
outputEnergies 5000 
outputPressure 0 
restartname Go-alfa-rst 
restartfreq 5000 
restartsave yes 
minimize 5000 
run  10000000 
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Şekil 12. Go-alfa proteni moleküler dinamik simülasyon sonrasında (su molekülleri 
çıkarılmıştır). 

 

 
      Şekil 13. Go-alfa proteni moleküler dinamik simülasyon sonrasında (sulu ortamda). 
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6.4 Docking Simülasyonu 

Src tyrosine kinaze enzimine yüksek benzerlik gösteren “SH3_1 domain of 

Yamaguchi sarcoma viral (v-yes) oncogene homolog 1” (PID: 2YT6) proteini scr 

tyrosine kinaze üyeleriyle birlikte hizalanarak ortak motifler belirlendi (Şekil 9). 

2YT6 proteini docking simülasyonu için çok büyük olduğundan 5 motif bölgesi 

kesilip ligand olarak docking simülasyonuna tabi tutuldu. Docking simülasyonu 

sonucu her ligand için 10 adet olası protein-efektör etkileşimleri elde edilmiştir. Bu 

olası etkileşimlerden en düşük bağlanma enerjisine sahip etkileşimler seçilmiştir. 

Uygun görülen etkileşimler aşağıdaki şekillerde gösterilmiş olup bağlanma enerjileri 

şekil içindeki tabloda gösterilmiştir (Şekil 14-18).  

 

 

        Şekil 14. Olası Go-alfa-efektör (2YT6) etkileşimi. 
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           Şekil 15. Olası Go-alfa-efektör (2YT6) etkileşimi. 

 

           Şekil 16. Olası Go-alfa-efektör (2YT6) etkileşimi. 
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          Şekil 17. Olası Go-alfa-efektör (2YT6) etkileşimi. 

 

          Şekil 18. Olası Go-alfa-efektör (2YT6) etkileşimi. 
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Adenilat siklaz protein ailesine üye olan olası efektör proteini için belirlenen 3 

adet  motif ligand olarak docking simülasyonuna tabi tutuldu. Docking simülasyonu 

sonucu her ligand için 10 adet olası protein-efektör etkileşimleri elde edilmiştir. Bu 

olası etkileşimlerden en düşük bağlanma enerjisine sahip etkileşimler seçilmiştir. 

Uygun görülen etkileşimler aşağıdaki şekillerde gösterilmiş olup bağlanma enerjileri 

şekil içindeki tabloda gösterilmiştir (Şekil 19-21)  

 

Şekil 19. Olası Go-alfa-efektör (adenilat siklaz 4) etkileşimi. 
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Şekil 20. Olası Go-alfa-efektör (adenilat siklaz 4) etkileşimi. 

 

Şekil 21. Olası Go-alfa-efektör (adenilat siklaz 4) etkileşimi. 
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7. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

Protein-efektör etkileşimlerinin teorik yöntemlerle bilgisayar ortamında (in silico 

veya in algorithmico) belirlenmesi oldukça yaygınlaşmıştır. Bunun en önemli 

nedenleri olarak bilgisayar olanaklarının gerek donanım gerek yazılım olarak çok 

yetkinleşmesini, söz konusu çalışma alanındaki algoritma bilgisinin ve bilgi 

birikiminin ciddi bir sıçrama yapmasını sayabiliriz. Bu gelişmeler nedeniyle teorik 

yöntemlerden elde edilen veriler artık deneysel verilerle yarışabilir hale gelmiştir. 

Bunun da ötesinde teorik çalışmalar deneysel çalışmaları bütünlemekte, onlara yön 

vermektedir.  

In silico çalışmaların yaygınlaşmasının bir diğer nedeni de deneysel çalışmalara 

göre zaman ve maddi kaynaktan açısından büyük ölçüde tasarrufa olanak 

sağlamasıdır. In silico çalışmalarından gelen veriler çok zaman alan ve oldukça 

maliyetli olan laboratuar çalışmalarının bir kısmının yapılmasını gereksiz hale 

getirebilmektedir.   

Tüm bunların ötesinde in silico çalışmalar, oldukça karmaşık olan biyolojik, 

biyokimyasal, fizyolojik, genetik gibi yaşamsal süreçlerin anlaşılmasında yeni 

araçlar, yeni perspektifler sunmakta, canlılığın bir bütün olarak anlaşılmasına olanak 

sağlamaktadır. 

Bu tez çalışmasında Go-alfa proteinin etkileştiği efektör proteinler araştırılmıştır. 

Go-alfa proteini merkezi sinir sisteminde yaygın olarak bulunmasına karşın işlevi 

henüz tam olarak aydınlatılamamıştır. Etkileştiği efektör proteinlerinin bir kısmı 

bilinse de bunlar dışında çok sayıda efektörle etkileştiği düşünülmektedir. Eğer 

ektileştiği efektör proteinler bilinirse, bu efektörlerin görev aldığı biyokimyasal 

süreçler belirlenip Go-alfa’nın işlevi hakkında bilgi edinilebilir.  

Tez çalışmasında kullanılan Go-alfa proteininin üçüncül yapısı daha önce 

Biyofizik Anabilim Dalı’nda yürütülen bir yüksek lisans çalışmasından benzeşim 

modellemesi yöntemiyle elde edilmiştir (Macit 2012). Üçüncül yap moleküler 
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dinamik simülasyonla iyileştirildikten sonra çalışmada kullanılmıştır. Hizalama ve 

BLAST çalışmaları sonucu 2 aday efektör proteini belirlenmiştir. Belirlenen bu iki 

aday, efektör protein dizileri çoklu hizalamaya sokularak 8 adet motif belirlenmiştir. 

Efektör proteinleri oldukça büyük moleküller olduğundan tamamının docking 

simülasyonlarına sokulması simülasyon süresini oldukça uzatmaktadır. Bu nedenle, 

sadece motifleri içeren bölgeler simülasyona dahil edilmiştir.  

Docking simülasyonları sonucunda çok sayıda protein-efektör etkileşimi elde 

edilmiştir. Bunların büyük kısmı enerjetik ve topografik nedenlerle elenmiştir. Kalan 

etkileşimler enerjetik açıdan olası etkileşimlerdir. Ancak bu etkileşimleirn bağlnama 

enerjileri oldukça yüksektir. Bu nedenle bu etkileşimlerin zayıf olduğu 

düşünülmektedir. Yine de deneysel çalışmalarla doğrulanması önemli olabilir.  

Öngörülen bu etkileşimlerin deneysel olarak iki şekilde doğrulanması 

gerekmektedir. İlk olarak bu protein-efektör etkileşimlerinin pull-down assay, 

immün çöktürme, gibi deneysel yöntemlerle varlığının doğrulanması gerekmektedir. 

İkinci olarak da varlığı ispatlanan protein-efektör etkileşiminin hangi atomlar 

arasında gerçekleştiğinin belirlenmesi gerekmektedir. Docking simülasyonlarından 

etkileşimlerin hangi atomlar arasında olduğu öngörülmektedir. Bu atomları içeren 

amino asitler site-directed mutagenesis gibi yöntemlerle değiştirilerek bu 

etkileşimlerin bozulup bozulmadığı belirlenebilir.  

Bu doğrulama yöntemleri de göstermektedir ki, in silico çalışmalar deneysel 

çalışmalara yol gösterici olmakta, deneysel çalışmaları belirli noktalara 

odaklaştırabilmektedir. Oysa diğer durumda, olası  etkileşimler için gereğinden fazla 

proteinle çalışma zorunluluğu ortaya çıkmakta, belirlenen etkileşimin hangi atomlar 

arasında olduğunun belirlenmesi için çok sayıda amino asidin mutasyona 

uğratılmasına gerek duyulmaktadır. Böylece bu tez çalışmasında deneysel 

çalışmalarla doğrulanmaya gereksinimi olan Go-alfa proteini ile efektör protein 

etkileşimleri belirlenmiştir. Niteliği,  kullanılan simülasyon yöntemlerinin niteliğine 

bağlı olan bu etkileşimlerin bilimsel anlamda önemli olduğu düşünülmektedir.     
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