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1. ÖZET

Bu çalışmada, hücre içi sinyal iletiminde rol alan ve daha çok merkezi sinir

sisteminde bulunan insan Go proteininin α, β ve γ altbirimlerinin yapısı benzeşim

modellemesi ile modellendi. Elde edilen model daha sonra yapılması planlanan

teorik yapı işlev çalışmalarında kullanılacaktır.

Benzeşim modellemesi için MODELLER yazılımı kullanıldı. Kalıp dizileri

olarak sıçan ve sığır proteinlerinin birleşiminden oluşa kimerik protein dizisi (PDB

ID: 3AH8)  ve insan protein dizisi (PDB ID: 2QNS) kullanıldı. Elde edilen en iyi

modelin enerjisi moleküler dinamik simülasyon yöntemi kullanılarak minimize

edildi. Enerji minimizasyonu için NAMD yazılımı kullanıldı.

Elde edilen βγ dimer ve αβγ heterotrimer üçüncül yapıların, X-ışını

kristalografisinden elde edilen benzer protein yapıları ile uyumlu olduğu görüldü.

Anahtar Kelimeler: G proteini, benzeşim modellemesi, moleküler dinamik

simülasyon, NAMD, MODELLER.
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2. SUMMARY

Determining the tertiary structure of beta/gamma subunits of G protein using

homology modelling

In this study, tertiary structure of α, β and γ subunits of human Go protein which

plays an important role in signal transduction and is found mostly in central nervous

system was modelled by homology modelling. The tertiary structure obtained from

modelling will be used for further studies on structure and function studies.

Homology modelling was done by MODELLER. Chimeric rat/bovine (PDB ID:

3AH8)  and human protein (PDB ID: 2QNS) sequences were used as template

sequences. Energy of the best model was minimized by molecular dynamic

simulation using NAMD.

Tertiary structures of βγ dimer ve αβγ heterotrimer are highly consistent with the

tertiary structures obtained by X-ray crystallography.

Key words: G protein, homology modelling, molecular dynamic simulation,

NAMD, MODELLER.
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3. GİRİŞ VE AMAÇ

Dünyada teknoloji geliştikçe insanlar arası iletişim yolları da çeşitlenmektedir.

İnsanın sosyal hayatındaki bu iletişim çeşitliliği net olarak bilinirken biyolojik

hücrelerin iletişim şekli ve çeşitliliği araştırma konusudur. Çok hücreli bir

organizmanın en küçük yapıtaşı olan hücrelerin iletişimi birçok açıdan önemlidir.

Hücreler ışık, koku, tat gibi çevresel uyarıcıları algılayabilmekte ve onlara tepki

verebilmektedir. Sinyal iletiminin incelikleri bilindikçe hücrenin yapısı ve ihtiyacı

daha iyi anlaşılmaktadır.

Biyolojik mekanizmalarda sinyal iletimi hücreye bir aracı molekül tarafından

mesaj gelmesi, mesajın alıcı molekül tarafından ilgili birime iletilmesi ve mesajın

biçimine göre hücrenin cevap vermesi şeklinde tanımlanabilir (Albert et al 2008).

Birçok biyolojik işlevde görev alan ve memelilerdeki sinyal ileti proteinlerinin

%30'unu oluşturan G proteinleri birçok hastalığın doğrudan nedeni veya

etkenlerinden biri olmaktadır. Hücre zarının sitoplazmik yüzünde bulunan G

proteinleri ,  ve  alt birimlerinden oluşan heterotrimerik proteinlerdir. Enzim ve

iyon kanalları gibi efektör moleküllerle etkileşerek hücresel yanıtların oluşumunda

rol oynarlar. Go altbirimi merkezi sinir sisteminde büyük oranda bulunmakta ve

işlevi henüz tam olarak bilinmemektedir (Gutkins 1998).

Mesajı alan ve ilgili birime ileten reseptör molekülü sinyal iletiminde önemli

görevler üstlenmektedir. Hücre yüzeyindeki reseptör ailesinin en geniş üyesi olan G-

protein kenetli reseptörler; GTP ve GDP bağladıkları için G protein ismi verilen

proteinlerle beraber sinyal iletiminde görev yaparlar. Binden fazla üyesi bulunan bu

reseptör ailesi çok sayıda sinyal molekülüne yanıt verebilmektedir. G protenlerinin

görme, koku, tat gibi duyularımızla alınan çevresel bilginin çevriminde görev aldığı

bilinmektedir. Hücrelerin bazı hormonlarla uyarılması sonucu hücresel yanıtların

oluşumunda işlevleri vardır (Milligan and Kostenis 2006).
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G proteinlerinin üçüncül yapısı kısmen belirlenmesine karşın yapının

iyileştirilmesi gereken birçok noktası bulunmaktadır.  altbirimlerini belirleme

çalışmaları  altbirimine göre daha az sayıdadır. 1 - 2 alt birimleri bu konuda en

fazla çalışma yapılan ve kristal yapısı bilinen proteinlerdir.

Proteinlerin yapısı deneysel olarak X-ışını kristalografisi, nükleer manyetik

rezonans (NMR) gibi yöntemlerle belirlenmektedir. Bu yöntemler yıllarca süren

çalışmalar, pahalı teknik alt yapı ve parasal kaynak gerektirmektedir. Ayrıca birçok

proteinin çözünür olmaması bu yöntemlere sınırlılık getirmektedir. Buna karşın

bilgisayar donanım ve bilimsel yazılımların olağanüstü gelişimi, deneysel

yöntemlerdeki kısıtlamalarla sınırlanmamış olması teorik yöntemleri gittikçe

yaygınlaştırmaktadır. Teorik yöntemler aynı zzamanda deneysel yöntemleri

bütünlemektedir. Bu nedenlerle, söz konusu çalışmada G proteini alfa/beta/gama

altbirimlerinin üçüncül yapısının benzeşim (homoloji) modellemesi ile belirlenmesi

amaçlanmıştır. Elde edilen üçüncül yapı Go proteinlerine ilişkin teorik olarak

yapılacak olan yapı/işlev çalışmalarında kullanılacaktır. Böylece Go proteininin

işlevlerinin, görev aldıkları biyolojik süreçlerinin belirlenmesine, ilgili birçok

hastalığın mekanizmasının anlaşılmasına katkı sağlayacak çalışmalara veri sağlaması

da amaçlanmaktadır.
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4. GENEL BİLGİLER

Sinyal ileti sisteminde görev alan G proteinleri Martin Rodbell’in

laboratuvarında 1960 yılında glukagon bağlanma deneyleri sırasında keşfedilmiştir.

Guanin nükleotidi bağlamaları nedeniyle G proteinlerine bu isim verilmiştir.

Adenilat siklaz enziminin etkinliği incelenirken G proteinin ATP’den daha fazla rol

aldığı anlaşılmış ve G protein üzerine yapılan çalışmalar hız kazanmıştır. Yapılan

araştırmalarda Mg+2 iyonunun G proteininin etkinliğini arttırdığı kanıtlanmıştır

(Birnbaumer 2007a). 1975 yılında Pfeufer ve Helmreich adenilat siklaz

birleşiminden GTP bağlayan bir proteini ayırmayı başarmşılardır (Noel, Hamm and

Sigler 1993).

1977 yılında Ross ve Gilman adenilat siklazın hormonal uyarılmasında, GTP

bağlayan bir proteini saflaştırarak karakterize etmişlerdir. O zaman Ns olarak

adlandırılan bu protein daha sonraları Gαs olarak adlandırılıp tanımlanan ilk G

proteini olmuştur (Birnbaumer 2007b).

G proteinleri, her birinin birden fazla alttipi bulunan α, β ve γ isimli üç

altbirimden oluşmaktadır ve bu nedenle heterotrimerik G proteini olarak

isimlendirilmektedir. β ve γ  altbirimleri birbirlerine sıkıca bağlı bir dimer olup ancak

güçlü deterjan çözücülerle ayrıştırılabilmektedir. α, β ve γ altbirimlerinin molekül

ağırlıkları sırasıyla 39-52 kDa, 35-36 kDa ve 7-10 kDa arasında değişmektedir

(Lambright, Noel, Hamm and Sigler 1994, Clapham and Neer 1997). Şimdiye kadar

16 çeşit α alttipi (Gs, Golf, 3 çeşit Gi, Ggust, Gz ve Go), 5 çeşit β alttipi (% 82-92’si

tanımlanmış Gβ1-4 ve % 50’si tanımlanmış Gβ5 ) ve 12 çeşit γ alttipi belirlenmiştir

(Bourne 1997, Birnbaumer 2007a).

Hücre birçok işlevini G protein kenetli reseptörler aracılığı ile yapmaktadır. G

proteinin eksik veya hatalı çalışması birçok hastalığa sebep olmaktadır. Troid, çeşitli

tümor hastalıkları, büyüme bozuklukları bu hastalıklar arasındadır (Weinstein, Chen,

Xie and Liu 2006). Kolera toksini G proteinleri ile ilgili en yaygın hastalık etkenidir.
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Hipertansiyon, boğmaca, damar tıkanıklıkları, kemik bozuklukları, Alzheimer,

endokrin sistem hastalıkları ve gece körlüğü de bu hastalıklar arasında sayılabilir

(Milligan and Kostenis 2006).

4.1. G Proteinlerinin Yapısal Özellikleri

Membrana bağlı reseptörlerden hücre içi efektör enzimlere bilgi aktarımını

sağlayan G proteinleri GTP-bağlayan bir α, β ve γ alt birimlerinden oluşur. β ve γ alt

birimleri βγ dimeri halinde birbirlerine bağlı halde kalırlar. Her üç alt birim de

fenilasyon adı verilen bir mekanizma aracılığı ile üzerlerindeki bir aminoasit yan

zincirine bağlanmış bir yağ asiti ile membrana tutunurlar. G proteinlerinin membran

iç yüzeyinde serbest bir şekilde difüze olduğu sanılmaktadır. Bu da bir hücre içinde

bulunan bir G protein popülasyonunun birden fazla reseptör ve efektör ile fazla seçici

olamayan bir ilişkiye girebileceğini öneren anahtar özelliğinde bir durumdur (Albert

et al 2008). Heterotrimerik guanin nükleotid bağlayan proteinler sinyal iletiminde

hücre içi ve hücre dışı sistemler arasında kilit konumundadır (Oldham and Hamm

2006).

G proteinleri, hücre zarını 7 kez kat eden G-Proteini-Kenetli-Reseptörler (G-

Protein-Coupled-Receptor) (GPCR) ile kenetli olarak çalışır. GPCR’ın karboksil

grubu (C terminal bölgesi) hücre içinde kalır ve fosforillenme bu bölgede olur. Hücre

dışındaki amino ucu ise (N terminal bölgesi) ligand bağlanma bölgesini oluşturur

(Noel, Hamm and Sigler 1993) (Şekil 1). Hücre zarını kat eden her birim (TM)

yaklaşık 20-27 aminoasit içerir. N terminal bölgesi 7-595 aminoasit, C terminal

bölgesi 12-359 aminoasit, hücre içindeki ve hücre zarı dışındaki halkalar da 5-230

amino asit içerir (Ji, Grossmann and Ji 1998).
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Şekil 1: (Albert et al 2008) G proteini-kenetli reseptörün hücre içi, hücre dışı ve hücre zarındaki

konumu

G proteini-kenetli reseptöre ligandın bağlanması reseptörün hücre zarı kısmında

biçimsel değişime ve onun G proteinine bağlanmasına neden olur (Bourne, Sanders

and McCormick 1991). Bu etkileşim G proteinini aktive eder. G protein ayrılarak

sinyali hücre içi bileşene efektörler aracılığıyla iletir (Rens-Domiano and Hamm

1995). GPCR’ler çok sayıdaki fizyolojik olayda görev alırlar. Dolayısıyla da birçok

hastalıkla ilişkileri vardır ve bu da onları çok sayıdaki ilacın hedefi haline

getirmektedir. (Şekil 2)

Şekil 2: (Lappano and Maggiolini 2011) G Proteini Sinyal İleti Yolakları
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Alfa alt birimi G proteininin aktivitesini düzenleyen guanin nukleotitlerini

bağlar. Uyarılmamış durumda alfa altbirimine GDP bağlıdır (Rens-Domiano et al

1995, Albert et al 2008) (Şekil 3). Hormon bağlanması reseptörde biçim

değişikliğine neden olur, reseptörün hücre içindeki bölümü G proteinle etkileşerek

GDP’nin serbest kalmasını ve GTP bağlanmasını sağlar. GTP bağlı alfa birimi beta

ve gama dimerinden ayrılır; ayrılan her iki birim hücre içi hedeflere yönelir ve onları

etkinleştirir. Alfa altbiriminin aktivitesi GTP’den fosfatın ayrılması ile son bulur.

Böylece G proteini tekrar inaktif duruma geçer (Kaziro, Itoh, Kozasa, Nakafuku and

Satoh 1991, Rens-Domiano and Hamm 1995). G proteinlerinin kristal yapıları

çözümlendikçe aktif ve inaktif konformasyonu daha iyi anlaşılmaktadır (Hamm

1998).

Şekil 3: (Albert et al 2008) G protein çalışma mekanizması

G proteinlerinin GTP hidroliz mekanizmalarının detayları farklı olabilir; fakat

tüm G proteinlerinde guanin nükleotidleri tanıyan korunmuş bölgeler vardır. G
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proteinlerde bağlanma bölgeleri ve GTP hidrolizi başlatan anahtar katalitik domain

bölgeler karşılıklı olarak yer değiştirir. GTP’ nin GDP’ye hidrolizlenmesi G proteini

sinyal düzenleyici molekülü ile sağlanır. Aktif ve inaktif durumlar arasındaki geçiş

GTP’nin hidrolizlenme hızı ile sınırlandırılır. GTP’nin hidrolizlenmesi GTPaz

aktifleyici proteinler (GAPs) veya efektör bağlanmasıyla hızlanır (Sprang 1997).

G protein α alt birimi GTPaz aktivitesini uyaran G protein sinyalini düzenleyici

proteinlere RGS ( RGS1, RGS2,...) adı verilmektedir. RGS ailesinin hepsinde ortak

olan bir bölge bulunmaktadır. Bu bölge α alt birimine bağlanır ve GTPaz etkinliğini

uyararak GTP hidroliz hızını düzenler. Normal olarak yavaş olan içsel GTP hidroliz

hızı, bir RGS proteinin bağlanması ile artar ve böylece etkin G protein sinyal süresi

azalır. Düzenleyici protein işlevindeki herhangi bir bozulma sinyal süresinin

artmasına neden olur. RGS proteinlerinin aşırı ekspresyonu, G protein kenetli

reseptörler aracılığıyla oluşan sinyali bloke eder (Koelle 1997, Dohlman and

Thorners 1997, Birnbaumer 2007a)

GTPaz aktivitesini düzenleyen RGS proteinleri birden fazla bölge içerebilir ve

çok fonksiyonlu çalışır. Örneğin GGL bölgesi (γ benzeri) RGS6,7,9 ve 11’ de

bulunur; Gγ5’ in işlevsel bir dimeri gibi çalışır (Birnbaumer 2007a).

4.2. Alfa Alt Birimi

G protein α alt birimi 39-52 kD ağırlığında olup, GTPaz ve helikal isimli 2 ayrı

bölgeden oluşmaktadır. Helikal bölge GTPaz bölgesine esnek bir şekilde bağlıdır.

GTPaz bölgesi üzerinde guanin nükleotid, efektör ve reseptör bağlanma bölgeleri

bulunur (Rens-Domiano and Hamm 1995). α alt biriminin aminoasit dizileri arasında

% 45-80 benzerlik vardır ve α alt birimleri, dizisel benzerliklerine göre 4 sınıfa

ayrılmaktadır: Gs, Gi/o, Gq, G12. Her aileye ait G proteinlerinin dokulardaki dağılımı

ve etkileştiği efektörü farklıdır (Tablo 1) (Milligan and Kostenis 2006).

GTPaz işlevsel bölgesi, GTPaz süperailesinin tüm proteinlerinde (protein sentez

faktörleri, ras proteinleri gibi) çok iyi korunmuş bir üçüncül yapıya sahiptir (Kaziro

et al 1991) (Şekil 4).
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Tablo 1 : Alfa alt birimlernin 4 sınıfı.

Şekil 4: Alfa alt birimi. Alfa alt birimi heliks ve GTPaz olmak üzere iki domenden oluşur.
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α alt birimi birçok proteinde korunmuş bölge olarak yer alır. Bu bölgeler GTP

bağlanmanın ve GTP hidrolizinin temel yapısını düzenler (Kaziro et al 1991).

α alt birimi GTPaz bölgesinde yapısal açıdan homolog olan G1, G2, G3, G4 ve

G5 olmak üzere beş farklı korunmuş bölge vardır. G1 bölgesi sadece GTP bağlayan

proteinlerde değil birçok nükleotid trifosfat kullanan enzimlerde de benzerdir. Ortak

motif G-X-X-X-X-G-K-S/T’dir. Bu bölge muhtemelen hidroliz sürecinde doğrudan

yer almaktadır. Bu bölge ras21 ile benzerlik gösterir. E bölgesi olarak da bilinen G2

bölgesi; Ras proteinin 32-42 aminoasit bölgesini oluşturur ve efektör (E) olarak

isimlendirilir. Ortak motif X-X-X-T-X-X-X’tir. G3 bölgesi Ras proteininde GTP

sürecinde de bulunur. D-X-X-G-Q motifi yüksek korunan ortak motiftir. G4 bölgesi

GTP’nin guanin zinciri ile doğrudan etkileşime girer. N-K-X-D motifi tüm GTP

bağlayan proteinlerde korunmuştur. G5 anahtar bölgesinin tüm GTPazlar için belirli

bir motifi bulunmamaktadır. β6-tabaka ve α5-sarmal arasındaki bir halkadır (Sprang

1997) (Tablo 2).

Tablo 2 :  (Sprang 1997) Ras proteini ve α alt birimindeki korunmuş bölgeler. (H: İnsan, B:
Sığır, M: Sıçan, Ec: E.Coli, Tr: Termofil)

Sinyal iletiminde yapısı ilk belirlenen proteinlerden Ras proteini (Birnbaumer

2007b); α alt biriminin GTPaz bölgesiyle yüksek benzerlik göstermektedir. Guanin

bağlanma bölgesi, Mg+2 tutunma yeri ve korunmuş bazı bölgeler ortaktır (Sprang

1997).
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4.3. βγ Kompleksinin Yapısı

-altbirimi 7 kanatlı bir pervaneye benzeyen bir yapıya sahiptir. Her bir pervane
40 adet WD (triptofan-aspartat) tekrarı içermektedir. Ayrıca -altbirimi 20 amino
asitlik bir heliks de içermektedir (Milligan and Kostenis, 2006; Clapham and Neer,
1997). 11 dimerinin kristal yapısı gama-altbiriminin -altbirimi ile N-terminal
halka ve -altbiriminin birçok amino asidi üzerinden etkileştiğini göstermiştir
(Sondek ve ark. 1996). 1-4 büyük ölçüde homolog olmasına karşın 5 görece daha
az homologdur. Bu da 5’in farklı bir işlevinin olabileceğini düşündürmektedir.
Diğerlerinin aksine farklı -altbirimleri ile etkileşebilen 5 aynı zamanda -
altbirimine benzeyen domen içeren RGS protein ailesinin üyeleriyle de etkileşime
girebilmektedir (Milligan and Kostenis, 2006). -altbirimi tek bir heliksten oluşan
oldukça basit bir yapıya sahiptir (Şekil 5).

Şekil 5: Beta/Gama dimeri. Beta alt birimi yedi kanatlı bir pervaneyi andırmaktadır.
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Yaklaşık 80 bölgeden oluşan β1γ2 birleşiminin üç boyutlu yapısı bir toroidal

yüzeye gömülmüştür. Pervane şeklindeki yapısı diğer proteinlerde de gözlenen bir

motiftir (Sprang 1997).

βγ alt birimi α alt biriminin etkileşimini azaltır. Bazı araştırmalar α alt biriminin,

G α hariç, cDNA expresyonu sırasında mirostillendiğini ve bunun α ile βγ

etkileşiminin arttırılmasında önemli rol oynadığını göstermektedir. βγ alt birimi

kovalent olmayan mekanizmalarla sıkıca etkileşir ve membran bağlanmasından ve α

alt biriminin proteolitik süreçlerinden önce hücresel olarak protein birleşimleri ortaya

çıkar (Kaziro et al 1991) .

βγ;  pheromone-stimulated MAP kinaz yolunun aktivatörüdür. N-terminal

bölgesinin Ste5 proteinine bağlandığı da biliniyor (Hamm He, 1998). βγ dimeri, Gα-

GDP’deki hidrofobik cebe bağlanır. GTP, Gα’ya bağlanarak hidrofobik cebi ortadan

kaldırır ve Gα’nın Gβγ kompleksine olan ilginliğini azaltır (Lambright et al 1994).

Tablo 3: Beta ve Gama alt birimlerinin insan vücudundaki dağılımı.
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5. YÖNTEM

Bu çalışmada protein yapı tayini için benzeşim modellemesi kullanıldı.

Benzeşim modellemesi için MODELLER (Sali and Blundell 1993) yazılımının 9v8

ve NAMD (Phillips et al 2005) yazılımının 2.7 sürümü ile çalışıldı. Yazılım için

gerekli parametreler Python programlama dili ile yazılan girdi dosyaları hazırlandı.

5.1. Benzeşim Modellemesi

Çalışmada kalıp dizi olarak 2QNS (Johnston et al. 2008) ve 3AH8 (Nishimura et

al. 2010) protein dizileri kullanıldı. 2QNS ve 3AH8 proteinlerinin kristal yapılarının

çözünürlükleri sırasıyla 3.0 Å ve 2.9 Å‘dür. İlk aşamada hedef olarak

BETA/GAMMA dimeri; ikinci aşamada hedef olarak ALFA/BETA/GAMMA

heterodimeri ile çalışıldı. BETA/GAMMA dimeri için hedef dizi olarak insan G

proteinindeki β3 alt birimi ile γ1 alt birimleri kullanıldı. ALFA/BETA/GAMMA

heterodimeri için hedef dizi olarak insan G proteinindeki Goα alt birimi, β3 alt birimi

ve γ1 alt birimleri kullanıldı.

, β ve γ altbirimlerinin kalıp dizilerinin hedef dizilere eşdeğerlilik (idendity)

oranları sırasıyla % 50, % 80 ve % 27 iken benzerlik (similarity) oranları sırasıyla %

70, % 91 ve % 45’dir. Eşdeğerlilik ve ve benzerlik hesaplamaları için PAM250

matrisi kullanılmıştır (Hall TA, 1999).

5.2. NAMD

Enerji minimizasyonu 300 K’de, 2 femtosaniye adım aralığı ile 500.000 adımda toplam

1 nanosaniye için gerçekleştirildi.
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6. BULGU

6.1. Benzeşim Modellemesi

Benzeşim modellemesi 4 aşama içerir. İlk iki aşamada kalıp dizilerin

belirlenmesi ve seçilmesi işlemleri yapılır. Bu çalışmada hedef dizilerle yüksek

benzerliği bulunan 2QNS ve 3AH8 protein dizileri kalıp olarak kullanıldı. Kalıp

diziler ile hedef diziler belirli olduğu için modellemeye 3. aşama olan hizalama

aşamasıyla başlandı. Dördüncü aşamada model oluşturuldu.

6.1.1. BETA/GAMMA alt birimlerinin modellenmesi

Modelin oluşturulması için kalıp dizi ile hedef dizinin amino asit dizilerinin

hizalanması gerekmektedir. Bu işlemi yapmak için "hizala.py" girdi dosyası

kullanıldı. Önce 2QNS proteini ile beta alt birimi daha sonra gamma alt birimi ayrı

ayrı hizalandı.

Beta alt birimi için hizala.py
from modeller import *
env = environ()
aln = alignment(env)
mdl=model(env, file='2qns', model_segment=('FIRST:B','LAST:B'))
aln.append_model(mdl,align_codes='2qnsB', atom_files='2qns.pdb')
aln.append(file='Human_GNB-3.ali', align_codes='Human_GNB-3')
aln.align2d()
aln.write(file='Human_GNB-3-2qnsB.ali', alignment_format='PIR')
aln.write(file='Human_GN3-3-2qnsB.pap', alignment_format='PAP')
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gamma alt birimi için “hizala.py”;
from modeller import *
env = environ()
aln = alignment(env)
mdl= model(env, file='2qns', model_segment=('FIRST:B','LAST:B'))
aln.append_model(mdl,align_codes='2qnsB', atom_files='2qns.pdb')
aln.append(file='Human_GNG-1.ali', align_codes='Human_GNG-1')
aln.align2d()
aln.write(file='Human_GNG-1-2qnsB.ali', alignment_format='PIR')
aln.write(file='Human_GNG-1-2qnsB.pap', alignment_format='PAP')

Her iki hizalama işleminin çıktıları sırasıyla Human_GNB-3-2qnsA.pap ve

Human_GNG-1-2qnsB.pap dosyaları ile görüntülendi.

Human_GNB-3-2qnsA.pap
_aln.pos            10        20        30        40        50        60
2qnsA ------LRQEAEQLKNQIRDARKACADATLSQITNNIDPVGRIQMRTRRTLRGHLAKIYAMHWGT
Human_GNB-3  MGEMEQLRQEAEQLKKQIADARKACADVTLAELVSGLEVVGRVQMRTRRTLRGHLAKIYAMHWAT
_consrvd          ********* ** ******** **         *** ******************** *

_aln.pos       70        80        90       100       110       120       130
2qnsA        DSRLLVSASQDGKLIIWDSYTTNKVHAIPLRSSWVMTCAYAPSGNYVACGGLDNICSIYNL---K
Human_GNB-3  DSKLLVSASQDGKLIVWDSYTTNKVHAIPLRSSWVMTCAYAPSGNFVACGGLDNMCSIYNLKSRE
_consrvd    ** ************ ***************************** ******** ******
_aln.pos           140       150       160       170       180       190
2qnsA        GNVRVSRELAGHTGYLSCCRFLDDNQIVTSSGDTTCALWDIETGQQTTTFTGHTGDVMSLSLAPD
Human_GNB-3  GNVKVSRELSAHTGYLSCCRFLDDNNIVTSSGDTTCALWDIETGQQKTVFVGHTGDCMSLAVSPD
_consrvd    *** *****  ************** ******************** * * ***** ***   **
_aln.pos      200       210       220 230       240       250       260
2qnsA        TRLFVSGACDASAKLWDVREGMCRQTFTGHESDINAICFFPNGNAFATGSDDATCRLFDLRADQE
Human_GNB-3  FNLFISGACDASAKLWDVREGTCRQTFTGHESDINAICFFPNGEAICTGSDDASCRLFDLRADQE
_consrvd      ** **************** ********************* *  ****** ***********
_aln.pos           270       280       290       300       310       320
2qnsA        LMTYSHDNIICGITSVSFSKSGRLLLAGYDDFNCNVWDALKADRAGVLAGHDNRVSCLGVTDDGM
Human_GNB-3  LICFSHESIICGITSVAFSLSGRLLFAGYDDFNCNVWDSMKSERVGILSGHDNRVSCLGVTADGM
_consrvd    *   **  ******** ** ***** ************  *  * * * ************ ***
_aln.pos      330       340
2qnsA        AVATGSWDSFLKIWN
Human_GNB-3  AVATGSWDSFLKIWN
_consrvd    ***************
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Human_GNG-1-2qnsB.pap;
_aln.pos            10        20 30        40        50        60
2qnsB ---------AQARKL---VEQLKMEANIDRIKVSKAAADLMAYCEAHAKEDPLLTPVPASENPFR
Human_GNG-1  MPVINIEDLTEKDKLKMEVDQLKKEVTLERMLVSKCCEEVRDYVEERSGEDPLVKGIPEDKNPFK
_consrvd                 **   * *** *    *  ***       * * ****    *   ***
_aln.pos       70
2qnsB ---------
Human_GNG-1  ELKGGCVIS
_consrvd

Çıkan hizalama sonuçları model yapımında kullanmak için hepsi tek girdi

dosyasında birleştirmek gerekmektedir. Her iki dosya BETA2-GAMMA1.ali girdi

dosyasında birleştirildi ve model.py girdi dosyası ile 20 model oluşturuldu.

BETA2-GAMMA1.ali
>P1;2qns
structureX:2qns.pdb::A::B::::
------LRQEAEQLKNQIRDARKACADATLSQITNNIDPVGRIQMRTRRTLRGHLAKIYAMHWGTDSRLLVSASQ
DGKLIIWDSYTTNKVHAIPLRSSWVMTCAYAPSGNYVACGGLDNICSIYNL---KGNVRVSRELAGHTGYLSCCR
FLDDNQIVTSSGDTTCALWDIETGQQTTTFTGHTGDVMSLSLAPDTRLFVSGACDASAKLWDVREGMCRQTFTGH
ESDINAICFFPNGNAFATGSDDATCRLFDLRADQELMTYSHDNIICGITSVSFSKSGRLLLAGYDDFNCNVWDAL
KADRAGVLAGHDNRVSCLGVTDDGMAVATGSWDSFLKIWN
/
---------AQARKL---VEQLKMEANIDRIKVSKAAADLMAYCEAHAKEDPLLTPVPASENPFR---------*
>P1;BETA2-GAMMA1
sequence:BETA2-GAMMA1::::::::
MGEMEQLRQEAEQLKKQIADARKACADVTLAELVSGLEVVGRVQMRTRRTLRGHLAKIYAMHWATDSKLLVSASQ
DGKLIVWDSYTTNKVHAIPLRSSWVMTCAYAPSGNFVACGGLDNMCSIYNLKSREGNVKVSRELSAHTGYLSCCR
FLDDNNIVTSSGDTTCALWDIETGQQKTVFVGHTGDCMSLAVSPDFNLFISGACDASAKLWDVREGTCRQTFTGH
ESDINAICFFPNGEAICTGSDDASCRLFDLRADQELICFSHESIICGITSVAFSLSGRLLFAGYDDFNCNVWDSM
KSERVGILSGHDNRVSCLGVTADGMAVATGSWDSFLKIWN
/
MPVINIEDLTEKDKLKMEVDQLKKEVTLERMLVSKCCEEVRDYVEERSGEDPLVKGIPEDKNPFKELKGGCVIS*
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Model.py
from modeller import *
from modeller.automodel import *
env = environ()
a = automodel(env, alnfile='BETA2-GAMMA1.ali',

knowns='2qns', sequence='BETA2-GAMMA1',
assess_methods=(assess.DOPE, assess.GA341))

a.starting_model = 1
a.ending_model = 20
a.make()

20 model arasından “dope score” değeri en yüksek olan BETA2-

GAMMA1.B99990018.pdb modeli seçildi (Şekil 6). Elde edilen modelin

Beta/Gama’nın genel topolojisine sahip olduğu görüldü (Şekil 7). Seçilen modelin

değerlendirilmesi model_değerlendir.py girdi dosyası ile yapıldı. Kalıp dizinin

değerlendirilmesi kalıp_değerlendir.py girdi dosyası ile yapıldı.

Şekil 6.: 20 modelin ekran çıktı listesi
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Şekil 7. Beta/Gama alt birimi modeli.

model_değerlendir.py
from modeller import *
from modeller.scripts import complete_pdb
log.verbose()    # request verbose output
env = environ()
env.libs.topology.read(file='$(LIB)/top_heav.lib')
env.libs.parameters.read(file='$(LIB)/par.lib')
mdl = complete_pdb(env,'BETA2-GAMMA1.B99990018.pdb')
s = selection(mdl)
s.assess_dope(output='ENERGY_PROFILE NO_REPORT', file='BETA2-

GAMMA1.profile',
normalize_profile=True, smoothing_window=15)
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kalıp_değerlendir.py
from modeller import *
from modeller.scripts import complete_pdb
log.verbose()
env = environ()
env.libs.topology.read(file='$(LIB)/top_heav.lib')
env.libs.parameters.read(file='$(LIB)/par.lib')
env.io.atom_files_directory = './:../atom_files'
mdl = complete_pdb(env, '2QNS.pdb', model_segment=('FIRST:A',

'LAST:A'))
s = selection(mdl)
s.assess_dope(output='ENERGY_PROFILE NO_REPORT',

file='2QNS.profile', normalize_profile=True, smoothing_window=15)

Model ve kalıp dizilerinin değerlendirme çıktıları .profil uzantılı dosyalara

yazıldı. Bu dosyaların içindeki potansiyel enerji değerlerleri kullanılarak kalıp dizi

ile modellenen dizinin DOPE potansiyel grafiği çizildi (Grafik 1).

0
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1 25 49 73 97 121 145 169 193 217 241 265 289 313 337 361 385 409

BETA/GAMMA
2QNS

Grafik 1 :  2QNS dizisi ile BETA/GAMMA alt biriminin dope potansiyel grafiği
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6.1.2. ALFA/BETA/GAMMA alt birimlerinin modellenmesi

ALFA/BETA/GAMMA alt birimleri ile 3AH8 dizisinin modellenmesi

BETA/GAMMA ile 2QNS dizileri için yapılan işlemlere benzer olarak yapıldı.

Öncelikle üç alt birim ile 3AH8 dizisi hizala.py girdi dosyaları ile ayrı ayrı

hizalandı.

Human_GoA ile 3AH8 dizileri için hizala.py
from modeller import *
env = environ()
aln = alignment(env)
mdl = model(env, file='3AH8',

model_segment=('FIRST:A','LAST:A'))
aln.append_model(mdl, align_codes='3AH8A',

atom_files='3AH8.pdb')
aln.append(file='Human_GoA.ali', align_codes='Human_GoA')
aln.align2d()
aln.write(file='Human_GoA-3AH8.ali', alignment_format='PIR')
aln.write(file='Human_GoA-3AH8.pap', alignment_format='PAP')

Human_GNB-3 ile 3AH8 dizileri için hizala.py
from modeller import *
env = environ()
aln = alignment(env)
mdl = model(env, file='3AH8',

model_segment=('FIRST:A','LAST:A'))
aln.append_model(mdl, align_codes='3AH8A',

atom_files='3AH8.pdb')
aln.append(file='Human_GNB-3.ali', align_codes='Human_GNB-3')
aln.align2d()
aln.write(file='Human_GNB-3-3AH8.ali', alignment_format='PIR')
aln.write(file='Human_GNB-3-3AH8.pap', alignment_format='PAP')
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Human_GNG-1 ile 3AH8 dizileri için hizala.py
from modeller import *
env = environ()
aln = alignment(env)
mdl = model(env, file='3AH8',

model_segment=('FIRST:A','LAST:A'))
aln.append_model(mdl, align_codes='3AH8A',

atom_files='3AH8.pdb')
aln.append(file='Human_GNG-1.ali', align_codes='Human_GNG-1')
aln.align2d()
aln.write(file='Human_GNG-1-3AH8.ali', alignment_format='PIR')
aln.write(file='Human_GNG-1-3AH8.pap', alignment_format='PAP')

Hizalama işleminin çıktı dosyaları;'Human_GoA-3AH8.pap', 'Human_GNB-3-

3AH8.pap' ve 'Human_GNG-1-3AH8.pap' ALPHAO-BETA2-GAMMA1.ali girdi

dosyasında birleştirildi.

Human_GoA-3AH8.pap
_aln.pos          10        20        30        40        50        60
3AH8A ------AEDKAAVERSKMIDRNLREDGERSRRELKLLLLGTGESGKSTFIKQMRIIHGSGYSDEDKR
Human_GoA  MGCTLSAEERAALERGKAIEKNLKEDGISAAKDVKLLLLGAGESGKSTIVKQMKIIHEDGFSGEDVK
_consrvd **  ** ** * *  ** ***       ****** *******  *** ***  * * **
_aln.pos   70        80        90       100       110       120       130
3AH8A      GFTKLVYQNIFTAMQAMIRAMDTLKIPYKYEHNKAHAQLVREVD--VEKVSAFENPYVDAIKSLWND
Human_GoA  QYKPVVYSNTIQSLAAIVRAMDTLGIEYGDKERKADAKMVCDVVSRMEDTEPFSAELLSAMMRLWGD
_consrvd       ** *      *  ****** * *     ** *  *  *    *    *      *   ** *
_aln.pos     140       150       160       170       180       190       200
3AH8A      PGIQECYDRRREYQLSDSTKYYLNDLDRVADPSYLPTQQDVLRVRVPTTGIIEYPFDLQSVIFRMVD
Human_GoA  SGIQECFNRSREYQLNDSAKYYLDSLDRIGAADYQPLEQDILRTRVKTTGIVETHFTFKNLHFRLFD
_consrvd   *****  * ***** ** ****  ***     * *  ** ** ** **** *  *      **  *
_aln.pos        210       220       230       240       250       260
3AH8A      VGGQRSERRKWIHCFENVTSIMFLVALSEYDQVLVESDNENRMEESKALFRTIITYPWFQNSSVILF
Human_GoA  VGGQRSERKKWIHCFEEVTAIIFCVALSGYDQVLHEDETTNRMHESLMLFDSICNNKFFIDTSIILF
_consrvd  ******** ******* ** * * **** ***** *    *** **  **  *     *   * ***
_aln.po  270       280       290       300       310       320       330
3AH8A      LNKKDLLEEKIMYSHLVDYFPEYDGPQRDAQAAREFILKMFVDLNPDSDKIIYSHFTCATDTENIRF
Human_GoA  LNKKDLFGEKIKKSPLTICFPEYTGPN-TYEDAAAYIQAQFESKNRSPNKEIYCHMTCATDTNNIQV
_consrvd  ******  ***  * *   **** ** *   *   *   *    * ** * ****** **
_aln.pos    340       350
3AH8A      VFAAVKDTILQLNLK-----
Human_GoA  VFDAVTDIIIANNLRGCGLY
_consrvd  ** ** * *   **
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Human_GNB-3-3AH8.pap
_aln.pos            10        20        30        40        50        60
3AH8B ----------AEQLKNQIRDARKACADATLSQITNNIDPVGRIQMRTRRTLRGHLAKIYAMHWGT
Human_GNB-3  MGEMEQLRQEAEQLKKQIADARKACADVTLAELVSGLEVVGRVQMRTRRTLRGHLAKIYAMHWAT
_consrvd              ***** ** ******** **         *** ******************** *
_aln.pos       70 80        90       100       110       120       130
3AH8B        DSRLLVSASQDGKLIIWDSYTTNKVHAIPLRSSWVMTCAYAPSGNYVACGGLDNICSIYNLKTRE
Human_GNB-3  DSKLLVSASQDGKLIVWDSYTTNKVHAIPLRSSWVMTCAYAPSGNFVACGGLDNMCSIYNLKSRE
_consrvd    ** ************ ***************************** ******** ******* **
_aln.pos           140       150       160       170       180       190
3AH8B        GNVRVSRELAGHTGYLSCCRFLDDNQIVTSSGDTTCALWDIETGQQTTTFTGHTGDVMSLSLAPD
Human_GNB-3  GNVKVSRELSAHTGYLSCCRFLDDNNIVTSSGDTTCALWDIETGQQKTVFVGHTGDCMSLAVSPD
_consrvd    *** *****  ************** ******************** * * ***** ***   **
_aln.pos      200       210       220       230       240       250       260
3AH8B        TRLFVSGACDASAKLWDVREGMCRQTFTGHESDINAICFFPNGNAFATGSDDATCRLFDLRADQE
Human_GNB-3  FNLFISGACDASAKLWDVREGTCRQTFTGHESDINAICFFPNGEAICTGSDDASCRLFDLRADQE
_consrvd      ** **************** ********************* *  ****** ***********
_aln.pos           270       280       290       300       310       320
3AH8B        LMTYSHDNIICGITSVSFSKSGRLLLAGYDDFNCNVWDALKADRAGVLAGHDNRVSCLGVTDDGM
Human_GNB-3  LICFSHESIICGITSVAFSLSGRLLFAGYDDFNCNVWDSMKSERVGILSGHDNRVSCLGVTADGM
_consrvd    *   **  ******** ** ***** ************  *  * * * ************ ***
_aln.pos      330       340
3AH8B        AVATGSWDSFLKIWN
Human_GNB-3  AVATGSWDSFLKIWN
_consrvd    ***************

Human_GNG-1-3AH8.pap
_aln.pos            10        20        30        40        50        60
3AH8G ----------QARKL---VEQLKMEANIDRIKVSKAAADLMAYCEAHAKEDPLLTPVPASENP--
Human_GNG-1  MPVINIEDLTEKDKLKMEVDQLKKEVTLERMLVSKCCEEVRDYVEERSGEDPLVKGIPEDKNPFK
_consrvd                 **   * *** *    *  ***       * *    ****    *   **
_aln.pos       70
3AH8G ---------
Human_GNG-1  ELKGGCVIS
_consrvd
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ALPHAO-BETA2-GAMMA1.ali
>P1;3AH8

structureX:3AH8:13:A:67:G::::

------AEDKAAVERSKMIDRNLREDGERSRRELKLLLLGTGESGKSTFIKQMRIIHGSGYSDEDKRGFTKLVYQ

NIFTAMQAMIRAMDTLKIPYKYEHNKAHAQLVREVD--VEKVSAFENPYVDAIKSLWNDPGIQECYDRRREYQLS

DSTKYYLNDLDRVADPSYLPTQQDVLRVRVPTTGIIEYPFDLQSVIFRMVDVGGQRSERRKWIHCFENVTSIMFL

VALSEYDQVLVESDNENRMEESKALFRTIITYPWFQNSSVILFLNKKDLLEEKIMYSHLVDYFPEYDGPQRDAQA

AREFILKMFVDLNPDSDKIIYSHFTCATDTENIRFVFAAVKDTILQLNLK-----

/

----------AEQLKNQIRDARKACADATLSQITNNIDPVGRIQMRTRRTLRGHLAKIYAMHWGTDSRLLVSASQ

DGKLIIWDSYTTNKVHAIPLRSSWVMTCAYAPSGNYVACGGLDNICSIYNLKTREGNVRVSRELAGHTGYLSCCR

FLDDNQIVTSSGDTTCALWDIETGQQTTTFTGHTGDVMSLSLAPDTRLFVSGACDASAKLWDVREGMCRQTFTGH

ESDINAICFFPNGNAFATGSDDATCRLFDLRADQELMTYSHDNIICGITSVSFSKSGRLLLAGYDDFNCNVWDAL

KADRAGVLAGHDNRVSCLGVTDDGMAVATGSWDSFLKIWN

/

----------QARKL---VEQLKMEANIDRIKVSKAAADLMAYCEAHAKEDPLLTPVPASENP-----------*

>P1;ALPHAO-BETA2-GAMMA1

sequence:ALPHAO-BETA2-GAMMA1:     : :     : ::: 0.00: 0.00

MGCTLSAEERAALERGKAIEKNLKEDGISAAKDVKLLLLGAGESGKSTIVKQMKIIHEDGFSGEDVKQYKPVVYS

NTIQSLAAIVRAMDTLGIEYGDKERKADAKMVCDVVSRMEDTEPFSAELLSAMMRLWGDSGIQECFNRSREYQLN

DSAKYYLDSLDRIGAADYQPLEQDILRTRVKTTGIVETHFTFKNLHFRLFDVGGQRSERKKWIHCFEEVTAIIFC

VALSGYDQVLHEDETTNRMHESLMLFDSICNNKFFIDTSIILFLNKKDLFGEKIKKSPLTICFPEYTGPN-TYED

AAAYIQAQFESKNRSPNKEIYCHMTCATDTNNIQVVFDAVTDIIIANNLRGCGLY

/

MGEMEQLRQEAEQLKKQIADARKACADVTLAELVSGLEVVGRVQMRTRRTLRGHLAKIYAMHWATDSKLLVSASQ

DGKLIVWDSYTTNKVHAIPLRSSWVMTCAYAPSGNFVACGGLDNMCSIYNLKSREGNVKVSRELSAHTGYLSCCR

FLDDNNIVTSSGDTTCALWDIETGQQKTVFVGHTGDCMSLAVSPDFNLFISGACDASAKLWDVREGTCRQTFTGH

ESDINAICFFPNGEAICTGSDDASCRLFDLRADQELICFSHESIICGITSVAFSLSGRLLFAGYDDFNCNVWDSM

KSERVGILSGHDNRVSCLGVTADGMAVATGSWDSFLKIWN

/

MPVINIEDLTEKDKLKMEVDQLKKEVTLERMLVSKCCEEVRDYVEERSGEDPLVKGIPEDKNPFKELKGGCVIS*
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ALPHAO-BETA2-GAMMA1.ali ve 3AH8 dizileri için model.py girdi dosyası ile

50 model oluşturuldu.

model.py
from modeller import *
from modeller.automodel import *
env = environ()
a = automodel(env, alnfile='ALPHAO-BETA2-GAMMA1.ali',

knowns='3AH8', sequence='ALPHAO-BETA2-GAMMA1',
assess_methods=(assess.DOPE, assess.GA341))

a.starting_model = 1
a.ending_model = 50
a.make()

Oluşturulan 50 model içinden 50. Model değerlendirme için seçildi (Şekil 8).

Şekil 8.: 50 modelin ekran çıktı listesi
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Elde edilen modelin Beta/Gama’nın genel topolojisine sahip olduğu görüldü

(Şekil 9). Modelin değerlendirilmesi model_değerlendir.py girdi dosyası ile

yapıldı. Çıkan sonuçlar 3AH8 dizisinin kalıp_değerlendir.py girdi dosyası ile

yapılan değerlendirme sonucu ile karşılaştırıldı ve grafiği çizildi (Grafik 2).

Şekil 9. Alfa/Beta/Gama alt birimi modeli.
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model_değerlendir.py
from modeller import *
from modeller.scripts import complete_pdb
log.verbose()
env = environ()
env.libs.topology.read(file='$(LIB)/top_heav.lib')
env.libs.parameters.read(file='$(LIB)/par.lib')
mdl = complete_pdb(env,'ALPHAO-BETA2-GAMMA1.B99990050.pdb')
s = selection(mdl)
s.assess_dope(output='ENERGY_PROFILE NO_REPORT', file='ALFAO-

BETA2-GAMMA1.profile', normalize_profile=True, smoothing_window=15)

kalıp_değerlendir.py
from modeller import *
from modeller.scripts import complete_pdb
log.verbose()
env = environ()
env.libs.topology.read(file='$(LIB)/top_heav.lib')
env.libs.parameters.read(file='$(LIB)/par.lib')
env.io.atom_files_directory = './:../atom_files'
mdl = complete_pdb(env, '3AH8-2.pdb', model_segment=('FIRST:A',

'LAST:A'))
s = selection(mdl)
s.assess_dope(output='ENERGY_PROFILE NO_REPORT', file='3AH8-

2.profile', normalize_profile=True, smoothing_window=15)
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Grafik 2:  3AH8 dizisi ile ALFA/BETA/GAMMA alt birimlerinin dope potansiyel grafiği

6.2 NAMD

Elde edilen modellerin enerji minimizasyonu için önce NAMD yazılımı için gerekli

girdi dosyaları oluşturulup uygun formata dönüştürüldü. Ardından moleküler

dinamik simülasyonu 300 K’de 2 nanosaniye adım aralığıyla 500.000 adımda 1

nanosaniye için gerçekleştirildi.

6.2.1. Beta/Gama Alt Birimi Modelinin Enerji Minimizasyonu

NAMD için gerekli girdi dosyaları Gobg.pgn betiği ile oluşturuldu.

Gobg.pgn
package require psfgen
topology top_all22_prot.inp
pdbalias residues HIS HSE
pdbalias atom ILE CD1 CD
segment U {pdb Gobg.pdb}
coordpdb Gobg.pdb U
guesscoord
writepdb modelbg.pdb
writepsf modelbg.psf
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Gobg.conf betiği ile NAMD’ye uygun parametreler verilerek enerji

minimizasyonu gerçekleştirildi.

Gobg.conf
coordinates C:/NAMD/modelbg.pdb
set temperature 300
paraTypeXplor off
paraTypeCharmm on

outputname modelbg_min
binaryoutput no
timestep 2
stepspercycle 10
structure C:/NAMD/modelbg.psf
cutoff 12
exclude scaled1-4
1-4scaling 1
parameters ./par_all22_prot.inp
temperature $temperature
switching on
switchdist 10

minimize 500000

6.2.2. Alfa/Beta/Gama Alt Birimi Modelinin Enerji Minimizasyonu

NAMD için gerekli girdi dosyaları Goabg.pgn betiği ile oluşturuldu.

Goabg.pgn
package require psfgen
topology top_all22_prot.inp
pdbalias residues HIS HSE
pdbalias atom ILE CD1 CD
segment U {pdb Goabg.pdb}
coordpdb Goabg.pdb U
guesscoord
writepdb modelabg.pdb
writepsf modelabg.psf
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Şekil 10. Moleküler dinamik simülasyonun enerji minimizasyonu ekran çıktısı

Goabg.conf betiği ile NAMD’ye uygun parametreler verilerek enerji

minimizasyonu gerçekleştirildi.

Gobg.conf
coordinates C:/NAMD/modelabg.pdb
set temperature 300
paraTypeXplor off
paraTypeCharmm on

outputname modelabg_min
binaryoutput no
timestep 2
stepspercycle 10
structure C:/NAMD-2/modelabg.psf
cutoff 12
exclude scaled1-4
1-4scaling 1
parameters ./par_all22_prot.inp
temperature $temperature
switching on
switchdist 10

minimize 500000
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Şekil 11. Moleküler dinamik simülasyonun enerji minimizasyonu için çıktısı
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7. TARTIŞMA VE SONUÇ

Protein yapı/işlev çalışmaları deneysel yöntemlerin teknik yetersizlikleri ve

büyük miktarda zaman ve maddi olanak gereksinimleri nedeniyle teorik yöntemlerle

de yürütülmektedir. Bilgisayar donanımındaki hızlı gelişim teorik yöntemlere olan

ilgiyi gittikçe arttırmakta, bu yöntemlerle elde edilen verilerin en az deneysel

yöntemlerden elde edilen veriler kadar güvenilir olmasını sağlamaktadır. Bu

çalışmada, insan Go proteinin üçüncül yapısı, daha ileri protein-protein ve protein-

efektör etkileşimlerinin DOCKING gibi teorik yöntemlerle belirlenmesinde

kullanılmak üzere, benzeşim modellemesi ve moleküler dinamik simülasyon

yöntemleriyle belirlenmiştir.

İnsan Go proteininin üçüncül yapısı X-ışını kristallografisi yöntemiyle

belirlenmesine karşın (Slep et al. 2008, PDB ID: 3C7K), deneysel yöntemlerle

belirlenen yapıların eksiklikleri nedeniyle aynı üçüncül yapıyı teorik yöntemlerle de

belirleme gereğini duyduk. X-ışını kristallografi tekniği en yaygın yöntem olmasına

karşın, sadece kristalleşebilen proteinlere uygundur. Oysa suda çözünemeyen

membran proteinlerini kristalleştirmek mümkün değildir. Bunun yanında kristal yapı

proteinin içinde bulunduğu doğal, fizyolojik bir yapı olmadığından, atomik

koordinatlar hakkında ciddi farklılıklara neden olabilmektedir. Oysa yapı/işlev

çalışmalarında koordinatların çok iyi bilinmesi gerekmektedir. Alternatif olarak

kullanılan nükleer manyetik rezonans (NMR) yönteminde protein sulu ortamda

bulunduğundan bu sorun aşılmaktadır. Ancak, NMR ile sadece 30 kDa altında

molekül ağırlığına sahip proteinler çalışılabilmektedir. Ayrıca NMR’ın çözünürlüğü

X-ışını kristallografiden her zaman daha kötüdür.

X-ışını kristallografisinden elde edilen insan Go proteininin üçüncül yapısının

yapı/işlev çalışmalarında kullanmak istemememizi dört ana nedeni bulunmaktadır.

Birincisi, daha serbest hareket edebilen amino asitlerin kristal oluşumunu

engellemesi nedeniyle proteinin yapısından 28 amino asit çıkarıldıktan sonra

proteinin kristalleştirilmesidir. Bu nedenle yapıda eksik amino asitler bulunmaktadır.
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Bu durumda yapı/işlev çalışmalarında bu amino asitlere denk düşebilecek

etkileşimler gözden kaçabilecektir.

İkincisi, kristallin 2.90 Å olan çözünürlüğü görece kötüdür. Bağ uzunlukları 2 Å

civarında olduğundan, etkileşim çalışmaları için kullanılacak yapının

çözünürlüğünün de 2 Å civarında olması tercih edilir.

Üçüncüsü, X-ışını kristallografisinden elde edilen yapılar aslında deney

verileriyle en iyi uyumu sağlayan modellerdir. Bu nedenle de bu yapının tamamen

gerçeği yansıttığı söylenemez. Keza, bu yapılar WHAT IF gibi yazılımlarla

değerlendirildiğinde çok sayıda anormal bağ uzunluğu ve açısı içerdiği

görülmektedir. Bu tür yapıların kalitesi serbest R değeri (Free R Value) denilen bir

parametre ile belirlenmektedir. İyi bir model için Serbest R değerinin 0.2’den küçük

ve çözünürlüğün % 10’nundan düşük olması gerekmektedir. Oysa söz konusu

proteinin serbest R değeri 0.311’dir. Bu nedenle elde edilen yapının deneysel

verilerle çok iyi uyuşmadığı, atomik koordinatların çok güvenilir olmadığı

anlaşılmaktadır.

Dördüncüsü, X-ışını kristallografisinden elde edilen yapıyı oluşturan atomların

serbestlik derecelerini gösteren B faktörünün (temperature factor) birçok atom

beklenenden çok büyük olmasıdır. Bu değerin 50-60’dan fazla olması, söz konusu

atomların atomik koordinatlarının büyük belirsizlikler içerdiğini ve diğer atomlarla

olan etkileşimleri hakkında anlamlı bir çıkarım yapılamayacağını gösterir.

Tüm bunlar göz önüne alındığında teorik olarak elde edilen üçüncül yapının

protein-protein ve protein-efektör etkileşimlerinde kullanılmasının uygun olduğu

görülmektedir. Özellikle hedef ve kalıp dizilerinin benzerliğinin yüksek olduğu

durumlarda, çok sayıda adımdan oluşan (~ 10.000.000 adım) moleküler dinamik

simülasyonlar oldukça güvenilir atomik koordinatların elde edilmesini

sağlamaktadır. Bu nedenle bu tez çalışması kapsamında yüksek dizisel benzerlik

içeren bir kalıp kullanılarak modelleme yapıldı ve model moleküler dinamik
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simülasyon kullanılarak iyileştirildi. Böylece protein-protein ve protein-efektör

çalışmalarında kullanılmak üzere insan Go proteinin tersiyer yapısı elde edildi.
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