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Mycobacter৻um tuberculos৻s (Mtb) bakter൴s൴n൴n sebep olduğu tüberküloz zorlu ve 

ölümcül olab൴len b൴r hastalık olmakla beraber tedav൴s൴ mümkündür. Kullanımda olan ൴laçların 40 

yıl üzer൴nde b൴r geçm൴ş൴ olması, gel൴şen ൴laç d൴renc൴ ൴le b൴rl൴kte s൴nyal ൴let൴m süreçler൴n൴n ve 

mekan൴zmanın aydınlatılması yen൴ ൴laç keşf൴ noktasında öneml൴d൴r.  

Bu çalışmada Mtb’dek൴ ökaryot൴k benzer൴ 11 Ser/Thr k൴nazdan b൴r൴ olan Prote൴n K൴naz K 

(PknK)’ın s൴nyal ൴let൴m൴ndek൴ yer൴ ve bu ൴let൴ş൴mde V൴rS ൴le olan ൴l൴şk൴s൴n൴ moleküler modelleme 

(moleküler yerleşt൴rme ve moleküle d൴nam൴k) yaklaşımları ൴le araştırılması hedeflend൴. 

Fosforlamanın PknK’nın konformasyonundak൴ roller൴ ve bunun V൴rS ൴le moleküler tanımasına 

etk൴s൴ araştırıldı. Öncel൴kle PknK’nın ve v൴rS prote൴nler൴n൴n üç boyutlu yapıları homoloj൴ 

modelleme yaklaşımı ൴le tasarlandı. Moleküler d൴nam൴k hesaplsmalar PknK’dak൴ Thr179, 

Thr181, Ser187 artıklarının fosfor൴lasyonu sonucu prote൴n൴n anlamlı konformayonel değ൴ş൴kl൴ğe 

uğradığını gösterd൴. Bu değ൴ş൴kl൴kler൴n V൴rS’nın tanınmasında öneml൴ olab൴leceğ൴n൴ düşündürdü. 

Benzer b൴r şek൴lde moleküler d൴nam൴k hesaplamalar V൴rS’nın Ser252, Ser311, Thr327, Thr248 

artıklarındak൴ fosfor൴lasyonunun bu prote൴nde anlamlı konformasyonel değ൴ş൴kl൴klere neden 

olduğunu gösterd൴. Bu değ൴ş൴kl൴kler൴nde V൴rS’n൴n MymA operonundak൴ DNA fragment൴ne 

bağlanmada öneml൴ rol oynayacağı düşünüldü. 

 

Anahtar Kel൴meler: PknK, V൴rS, Moleküler D൴nam൴k S൴mülasyon, Tüberküloz,  Homoloj൴ 

Modelleme 



III 
 

 

ABSTRACT 

THE INVESTIGATION OF THE ROLE OF PROTEIN KINASE K IN SIGNAL 
TRANSDUCTION IN Mycobacterıum Tuberculos৻s BY MOLECULAR MODELLING 

APPROACHES 

 

Msc THESIS 

 

Alev ARSLANTÜRK BİNGÜL 

 

DEPARTMENT OF CHEMİSTRY   
INSTITUE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES 

DICLE UNIVERSITY 
 

2019 

 

Tuberculosis is a disease caused by the bacterium of Mycobacterium tuberculosis. The 

fact that the drugs in use have a history of more than 40 years and the elucidation of the drug 

resistance as well as the signal transmission processes and the mechanism are important for the 

discovery of new drugs. The current study has an objective to investigate the role of 

phosphorylation of Protein Kinase K (PknK), which is one of these 11 kinases, in the molecular 

recognition of its main substrate by molecular modelling approaches. First of all, because of the 

lack of 3D structures of PknK and VirS, the homology modelling was applied to have these 

structures for both proteins. The results indicated that the phosphorylation of corresponding 

threonine and serine has a significant impact on the recognition of VirS. Ass൴sted Model 

Bu൴ld൴ng w൴th Energy Ref൴nement (AMBER) was appl൴ed throughout the calculat൴ons. 

MD calculations as in periodic box for both proteins (PknK and VirS) design by 

homology modelling indicate that both models have been constitute in a good manner. 

Phosphorylation at Thr179, Thr181, Ser187 res൴dues caused s൴gn൴f൴cant changes on the 

conformat൴on of the prote൴n wh൴ch maybe the dr൴v൴ng force ൴n the recognat൴on of V൴rS. The 

conformat൴onal changes ൴ndused by the phosphprylat൴on of Ser252, Ser311, Thr327, Thr248 

res൴ues ൴n V൴rS. The b൴nd൴ng to MymA operon. 

Key words:  Tuberculosis, Homology Modelling, Moleculer Dynamic Simulation, PknK, VirS 
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            1.GİRİŞ 

1.1. Tüberküloz 

 Dünyanın en eski ve en ölümcül hastalıklarından biri olma özelliğini halen 

koruyan Tüberküloz (TB), insan alveolar makrofajlarında hayatta kalan ve çoğalan basil 

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) bakterisinin neden olduğu bulaşıcı bir hastalıktır. 

Mtb bakterisinin neden olduğu hastalık, 1882 yılında Robert Koch tarafından 

keşfedilmiş (Koch 1884, Koch 1982) ve 1905 yılında Koch`a tıp alanında Nobel 

ödülünü kazandırmıştır. Bu nedenle Koch bacillus olarak da tanınan bakterinin genomu 

1999 yılında çözülebilmiştir. Mtb bakterisinin en önemli özelliklerinden biri hücre 

duvarında çok miktarda mikolik asit içermesidir. Mycobacterium tuberculosis ve leprae 

bakterilerinin tek konakçıları insandır.  

 Tüberküloz Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ)’nün 2018 yılı raporlarına göre, 2017 

yılında tahmini 1.3 milyon kişinin ölümüyle sonuçlanmasının yanı sıra üç yüz bin 

HIV’li hastanın ölümüne de sebep olduğu belirlenmiştir. 2017 yılında dünya genelinde 

1 milyonunu 15 yaşından küçük çocukların oluşturduğu tahmini 10 milyon kişi 

hastalığa yakalanmıştır. %9’unu HIV’li hastaların oluşturduğu %90’lık yetişkin kesim 

içinde   Afrika %72, Hindistan %27, Çin % 9, Endonezya %8, Filipinler %6, 

Pakistan % 5, Nijerya %4, Bangladeş %4 , ve Güney Afrika %3 oranında yer 

almaktadır. %3 Avrupa ve %3 Amerika oranları ile de tüm dünyada varlığını 

göstermiştir.  
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 Şekil 1.1. 2016–2020 yılları arasında Dünya Sağlık Örgütü tarafından TB, TB/HIV  ve 
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Şekil 1.3. Filipinler (6%), Pakistan (5%), Nijerya (4%), Bangladeş (4%) ve Güney Africa (3%) 

 

Mtb bakterisi birçok bileşiğe karşı geçirimsiz bir hücre duvarı ile çok yavaş bir 

şekilde bölünen bir bakteridir (Hett ve Rubin 2008). Mikroorganizma, aktif enfeksiyonu 

olan insanlardan yayılan bakteri içeren damlacıkların solunması yoluyla yayılır. 

Pulmoner alveollerde konağın makrofajları ile fagosite olur. Kapsüllenmiş bakteriler, 

bireyin içinde yıllarca uykuda kalma yeteneğine sahiptir. Enfekte bir bireyin bağışıklık 

sistemi yaş, bağışıklık sistemi baskılayıcı tedavi ya da HIV gibi faktörlerle zayıflarsa, 

enfeksiyon aktif hale gelebilir (Saunders ve Britton 2007). Uzun tedavi süresinin yanı 

sıra çeşitli yan etkilerin bir sonucu olarak,  çoklu dirence sahip tüberküloz (Multidrug-

resistant tuberculosis MDR-TB) gelişimini kolaylaştıran ilaç uygulama programlarına 

düşük bir bağlılık vardır. 

TB tedavisindeki ilk ilaç Streptomyces griseus’dan izole edilen bir antibiyotik 

olan Streptomycin (SM) dir (Youmans ve Williston 1946). 1943 yılında Selman A. 

Waksman tarafından keşfedilmiş ve 1952 yılında Nobel ödülüne layık görülmüştür 

(Schatz ve Waksman 1944). Kısa bir süre sonra ikinci anti-TB ilacı, para-amino salisilik 

asit (PAS), İsviçreli kimyager Jörgen Lehmann tarafından 1949 yılında keşfedilmiştir. 

1946 dan sonra İsoniazid (1952), Pyrazinamide (1954), Cycloserine (1955), Ethambutol 
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(1962) ve Rifampin (Rifampicin; 1963) başta olmak üzere yeni ilaçların keşfi devam 

etmiştir. Hem SM hemde PAS birincil ilaçlardan olmasa da halen kullanılmaktadır. 

SM’nin kullanımı ilaç direncine bağlıdır. 

 DSÖ’nün rapor ettiği üzere, tipik TB tedavisi, dört antibiyotikten oluşan altı 

aylık bir kombinasyonel terapi (Rifampisin, İzoniazid, Pirazinamid ve Etambutol) 

uygulamasından oluşmaktadır (Blumberg ve ark. 2003, Blasive ark. 2009). Rifampisin 

(RIF) terapinin temel bileşeni olarak bildirilmiştir  (Burman ve ark. 2001) (Petri ve ark. 

2001). İsoniazid, Pyrazinamide, Ethambutol ve Rifampicin ilk 2 aylık süreçte 

başlanarak, takip eden 4 ay ise tedavi Rifampicin ve İsoniazid kullanımıyla devam 

etmektedir. Isoniazid ve Ethambutol bakterinin hücre duvarı sentezini engellediği 

düşünülmektedir. Pyrazinamide (PZA)’nın hedefi çok belirli olmamakla beraber yağ 

asidi sentezini engellediği ya da zar (membrane) kuvvetlerini (energetics) 

değiştirebildiği ileri sürülmektedir. Rifampicin RNA polimeraz aktivitesini inhibe 

ederek gen transkripsiyonunu durdurarak (Petri ve ark. 2001). bakteriyel RNA sentezini 

hedef alır. İlaçların yan etkileri oldukça geniş bir spektrumda gözlenebilir. Cilt 

reaksiyonları, görme kalitesinde azalma, hepatit, karaciğerde fonksiyon bozuklukları, 

bulantı, kusma, karın ağrısı gibi mide bağırsak problemleri periferal nörotoksisite 

nörolojik rahatsızlıklar gibi hastanın yaşam şartlarını zorlaştıran yan etkiler, hastanın 

ilaçları gerekli şekilde kullanmasına engel olarak durumun ilaç direnci geliştirmesine 

kadar gitmesine sebep olabilmektedir. İlaç direnç gelişimi ilacın düzenli alınmaması, 

verilen tedaviye düzgün bir şekilde devam edilmemesi ile ortaya çıkabileceği gibi 

büyük bir bakteri topluluğu, tedaviye uygun olmayan ilaç ve dozların reçete edilmesi, 

ilaç sağlanamaması ve gelişmemiş sağlık hizmetlerinden de kaynaklanabilir (Saxena ve 

ark. 2014). 
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Şekil 1.4. Tüberküloz tedavisinde kullanılan birinci seviye ilaçlar 
 

Kullanılan birincil ve ikincil derece ilaçlara ilave olarak tüberküloza karşı 

geliştirilen ilk aşı Bacille Calmette-Guérin (BCG) yani BCG aşısıdır. (BCG) aşısı 80 

yıldır var olan bir aşı olmasına rağmen çocuklarda menenjite karşı koruma sağladığı ve 

tüberkülozun yayılmasına karşı koruyucu etkisi nedeniyle tüm aşılar içinde halen en çok 

kullanılan aşılardan biridir (Andersen 2005). Bu aşının önemi Dünya Sağlık Örgütünün 

(DSÖ) 2018 yılında yayınladığı aşı standartdizasyonu raporlarında vurgulanmış, aşının 

kontrolü ve üretimi için uluslararası şartlar belirlenmiştir. Buna karşın, BCG ilk 

enfeksiyonu engelleyememesi ve daha önemlisi kuluçka dönemindeki pulmonar 

enfeksiyonun aktif hale gelmesini durduramaması sebepleriyle bu aşısının etkisi 

sınırlıdır. Mtb ile insan konağı arasındaki ilişkinin daha iyi anlaşılmasıyla yeni deneysel 

aşılar araştırılmaya başlanmıştır. Yapılan çalışmalarla etkinliği BCG den daha fazla olan 

aşıların keşfi hedeflenmektedir. Yeni keşifler gerçekleşene kadar kulanımda olan BCG 

aşısı tavsiye edilmektedir (Kaufmann 2005). İlaca dirençli Mtb bakterisi, dünya sağlığı 

için her geçen yıl daha ciddi bir tehdit oluşturmaktadır. DSÖ’nün yayınladığı güncel 

rapora göre, 2017 yılında TB’a yakalanan beş yüz elli bin kişi hastalığa karşı kullanılan 

birincil seviye ilaçlardan Rifampicin’e direnç göstermiş bununla beraber bu beş yüz elli 



1. GİRİŞ                                                                                                                         

6 
 

bin kişinin %82 gibi büyük bir yüzdesi çoklu ilaç direnci göstererek durumun 

ciddiyetini üst seviyelere taşımıştır. Rifampicin (RIF) ve İsoniazid için tanımlanan 

çoklu ilaç direncinin (ÇİD) yanı sıra Fluoroquinolone türevleri ve enjekte edilebilen 

ilaçlardan olan Capreomycin, Kanamycin Andamikacin için gelişmiş ilaç direnci 

(extensively drug-resistant -XDR) tanımlanmıştır. Tedavi edilebilir bir hastalık olan 

TB’a karşı geliştirilen bu ilaç direnç kavramları tedaviyi ve hastalığın dünya genelinde 

sona erdirilmesini zorlaştırmaktadır (Youmans ve Williston 1946, Gillespie 2002).  

 



                                                                                                   ALEV ARSLANTÜRK BİNGÜL 

 

7 
 

2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

Mycobacterium tuberculosis patogenezinin önemli bir özelliği, makrofajlarda 

Mtb enfeksiyonu sırasında karşılaşılan stres ortamlarında sağkalımı sağlamak için 

büyüme hızını değiştirme konusundaki doğuştan gelen yeteneğidir (Beste ve ark. 2007). 

Olumsuz koşullar altında bakteri hücrelerinin büyümeyi yavaşlatma kabiliyeti nadir 

değildir, ancak Mtb için etkileri büyüktür. Tam olarak anlaşılmayan mekanizmalar 

sayesinde, Mtb, bugün gizli latent TB riskinin temelini oluşturan bir uyku hali veya 

devamlılık durumuna geçiş yapabilir (Ginsberg ve Spigelman 2007). Mikobakteriyel 

devamlılık/uyku haline yol açan düzenleyici mekanizmaların anlaşılması, TB 

araştırmalarının güncel odağıdır. Bu uyarlanabilirlikteki merkezi eleman, belirli 

ortamlardan gelen dış sinyalleri tanıma ve yorumlama ve bu sinyallerin transkripsiyonel 

aktivasyon veya engellemeye dönüştürülmesi yeteneğidir. 

2.1. Sinyal İletimi 

Sinyal iletimi, tüm canlı hücrelerin temel bir aktivitesidir. Genel olarak 

tanımlanmış olan sinyal iletimi, bir sinyalin veya girişin algılanması ve bunun hücre 

fizyolojisini değiştiren bir çıktıya veya tepkiye dönüşmesidir. Sensör, sinyali algılayan 

bir bölge yada moleküldür (tipik bir protein). Bölge, dönüştürücü sinyali bir tepkiye 

dönüştüren alandır. En yaygın olarak, sinyal iletimi, sitoplazmik membran ve hücre içi 

bir cevaba dönüşerek iletilen bir hücre dışı sinyalin algılanması anlamına gelir. Çevresel 

sinyallerin hücreye iletimi ve hücrede gen ifadesi/aktivasyonunda değişikliklere sebep 

olmasıyla sonuçlanan sinyal iletimi, hücresel adaptasyon için kritiktir.  

Organizmalar, sinyal iletimini düzenleyerek hayatta kalmalarını sağlamak için 

çevresel sinyalleri algılama ve bunlara yanıt verme kabiliyetine sahiptir. Değişen çevre 

koşullarına uyum sağlama, etkili izleme ve hızlı cevap gerektirir. Sinyal iletim 

mekanizması hücrelere yardımcı olur, onlar tarafından ortaya çıkan ve hücresel işleme 

dönüştürülen ekstra hücresel sinyalleri tespit eder. Mycobacterium tuberculosis (Mtb) 

dahil bakteriyel patojenler söz konusu olduğunda bu tepkiler, patojenlerin insan 

konakçısında enfeksiyon sırasında ve seyrinde patojen tarafından karşılaşılan ortamlarda 

büyümeye ve/veya hayatta kalmaya izin verir. Bakterilerdeki en yaygın olarak dağılmış 

ve yoğun olarak çalışılan hücre içi sinyalizasyon sistemleri iki bileşenli sistemlerdir 
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(West ve Stock 2001). Mtb bakterisinde transmembran sinyallemesinin diğer ana 

mekanizması, Serin/Treonin protein kinazlardır (STPK'lar). Neredeyse tüm bakteri 

filamentlerinde ana sinyalleşme mekanizması olan iki bileşenli sistemlerin aksine, 

STPK'lar farklı bakteri grupları arasında daha az yaygındır. Hem iki bileşenli sistemler 

hem de STPK lar bu organizmanın sinyal iletim mekanizmasında önemlidir. Sinyal 

iletiminin genel mekanizması Şekil 2.1.'de gösterilmektedir. 

 

 

Şekil 2.1. İki bileşenli sistemlerde ve Serin/Threonin Protein Kinazlarda sinyal iletimi (Bharati 

ve ark. 2013) Sol Taraf: İki Bileşenli Sistemler.  Sensör kinaz bölge sinyali algılar ve 

Histidinde otofosforillenme gerçekleşir. Fosfat, sinyal alıcı bölgedeki aspartat 

kalıntısına transfer olur. Çıkış bölgesinin aktive olmasıyla gelen sinyal hücresel cevap 

olarak iletilmiş olur. Sağ Taraf: Serin/threonin kinaz: Proteinin C-ucundaki sinyali 

alan bölge kinazın aktivasyon/konformasyonel değişikliğine neden olur. N ucundaki 

kinaz bölge, ATP ye bağlanır ve γ-fosfat substratın Ser yada Thr kalıntısına transfer 

edilerek cevap iletilir. 
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Hücre sinyali, çevresel sinyallerin hücrelere aktarıldığı, sonuç olarak gen ifadesi 

ve aktivitesinde değişikliklere yol açan bir süreçtir. Bunun gerçekleştiği başlıca 

mekanizmalardan biri, hücresel proteinlerin geri dönüşümlü fosforilasyonudur. 

Prokaryotlarda protein fosforilasyonu, kemotaksis, bakteriyofaj enfeksiyonu, besin 

alımı ve gen transkripsiyonu gibi çeşitli olaylarda düzenleyici bir rol oynar. Sinyal 

sistemleri genellikle hastalığın ilerlemesi sırasında bakterinin hastalık yapıcı 

(patogenik) virülans faktörünün aktivitesinin düzenlenmesinde rol oynar.  

Önceleri iki bileşenli sistemler bakterinin çevresel algılaması için bilinen tek 

araç iken (Stock ve ark. 2000), (Foussard ve ark. 2001), ökaryotlarda sinyal vermek, 

temel olarak, bir dizi Serin/Treonin/Tirozin kinazın ve bunlarla ilişkili fosfatazların 

koordineli eylemini gerektiren protein fosforilasyon basamakları ile gerçekleştirilir. Bu 

protein kinazlar, ATP veya GTP'den bir fosfat grubunu, bir protein substratının spesifik 

Serin, Treonin ve Tirozin aminoasitlerine transfer eder. Fosforilasyon işlevsel olarak 

substratı aktive eder ya da spesifik bir aktivite ya da hücresel lokalizasyonu 

gerçekleştirir. Buna ek olarak fosfat grubunu bir sinyal-cevap şeklinde devam eden 

basamaklı reaksiyonların bir basamağını başlatan aşağı bölgesindeki efektöre aktarır.  

Defosforilasyon ise aktivatörleri ve efektörleri, bir sonraki sinyal için sistemi hazırlayan 

başlangıç fazlarına geri getirir. Böylece kinazlar ve fosfatazlar spesifik sinyal iletim 

yollarını modüle ederek ON/OFF anahtarları olarak işlev görür (Huse ve Kuriyan 2002).  

Prokaryotik ve ökaryotik organizmalarda sinyal iletim mekanizmasının farklı 

mekanizmalara aracılık ettiği varsayılmaktadır. Bakteriyel patojenlerde ökaryotik 

benzeri sinyal sistemlerinin keşfedilmesi, fonksiyonlarını anlamada önemli rol 

oynamıştır. Çok sayıda Ser/Tre Protein Kinaz (STPK) inhibitörü, insanlarda kullanım 

için FDA (Food and Drug Administration) tarafından onaylanmıştır (Cheng ve Force 

2010) ve yaklaşık 150 kinaz inhibitörü de klinik deney sürecindedir (Sachsenmaier 

2001). STPK'lar da terapötik stratejilerdeki potansiyel araçlar araştırılmaktadır 

(McConnell ve Wadzinski 2009), (Lu ve ark. 2009), (Pham ve ark. 2012). Bu nedenle, 

insan patojenlerinde ökaryotik STPK'lar üzerine yapılan çalışmalar, gelecekteki anti-

infektif tedavilerde bu bileşenleri kullanma olasılığı nedeniyle önem kazanmıştır. 

STPK'ların bakteriyel üreme ve patojenezine olan katkısı, diğer sinyal sistemlerinde 

gözlendiği gibi çok yönlüdür. Bakterinin, enfeksiyonun farklı aşamalarında gizli bir 

enfeksiyon ve nihayet uykuda kalma durumundan resüsitasyon oluşturma yolunda ifade 
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edilen birçok virülans faktörü vardır. Genom sekans analizleri Mtb için dördünün 

(PknH, PknI, PknK ve PknG) hücre içi virulansa dahil olduğunu ortaya çıkarmıştır. 

PknH, PknI, PknK ve PknG STPK'ların genetik mutantları ile yapılan çalışmalar, 

enfeksiyon oluşturmadaki rollerini ortaya koymuştur. 

Reseptör protein kinazlar, hücre dışı etkilere cevap olarak hücre fizyolojisini 

düzenlemede rol oynar. Ökaryotik benzeri STPK’lar bakteri içindeki sinyallerde 

reaktivasyon, büyüme, varlığını sürdürme virulans gibi çok önemli roller alırlar. Bu 

Ser/Tre/Tyr kinazlar moleküler açma kapama düğmeleridir. Birçok yapısal olayda 

STPK’lar aktif durumda “ON”, inaktif durumda “OFF” konumdadır. Genel olarak 

Ser/Tre/Tro protein kinazlar OFF konumda bulunur. Sinyaller otoinhibisyonu hafifletir. 

Aktif yapıların tersine engellenen (inhibe edilen) durumlar çeşitlilik gösterir. Birkaç 

yapısal element ATP bağlanmasını, protein-substrat bağlanmasını ve katalitik grupların 

hizalanmasını kontrol etmek için aktif bölgede birleşir. Kapalı durumda, aktivasyon 

döngüsü (loop) genellikle aktif bölgeyi bloke eder veya esnek kalır. Buna karşılık, 

fosforlanmış aktivasyon döngüsü farklı bir konformasyon benimser. Aktif 

konformasyonu stabilize eden bir Tre bağlama bölgesini birleştirir. Bu konformasyonel 

düzenleme ATP erişimine izin verir, katalitik makinenin dağılmış elemanlarını bir araya 

getirir ve protein-substrat bağlama bölgesinin bir parçasını oluşturur (Banavali ve Roux 

2009).   

2.2. Protein Fosforilasyonu 

Protein fosforilasyonunun temel mekanizması dışarıdan gelen sinyallerin hücre 

içi cevaplara çevrilmesi işlemidir. Fosforilasyon, spesifik protein kinazlarla yapılırken 

tersi mekanizma olan defosfosforilasyon protein fosfatazlar ile yürütülür. Bakterilerde 

bu işlem histidin kinaz sensörleri ve bu sensörlerle ilgili cevapsal düzenleyicileri içeren 

iki bileşenli sistemler tarafından yapılır.  Ökaryotlarda ise protein fosforilasyonu serin, 

treonin ve tirozin kalıntılarınınn fosforillenmesiyle sonuçlanır. Ökaryotik protein 

kinazlar ve fosfatazlar sinyal iletiminin temel taşıdır. Daha önceleri Ser, Tre ve 

Tro’lerin ve onların fosfatazlarının sadece ökaryotlarda bulunduğuna inanılmasına 

rağmen artık biliniyor ki prökaryotlar da protein kinazları ve fosfatazları içerirler. 

Tersine çevrilebilir fosforilasyon, bir proteinin "açık" veya "kapalı" 

durumundaki aktivitesini düzenleyen bir ikili anahtar olarak işlev görebilir. 
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Fosforilasyon, substrata ve fosforilasyon bölgesine bağlı olarak aktifleştirici veya inhibe 

edici bir sinyal olarak işlev görebilir. Birçok protein, protein fosforilasyonu yoluyla 

ortak bir substrattan çoklu sinyal yollarının integrasyonunu mümkün kılan farklı protein 

kinazlar ile düzenlenen çoklu fosforilasyon bölgelerine sahiptir. Fosforilasyon, aktivite, 

üçüncül yapı ve hücre altı (subcellular) dağılımı dahil olmak üzere protein 

fonksiyonunun birçok yönünü etkiler. Fosforilasyon, proteinlerin son derece yaygın bir 

post-translasyonel modifikasyonu olup çoğu sinyal yolu boyunca bir veya daha fazla 

proteinin aktivitesini düzenler. Diğer biyolojik olayların yanı sıra, fosforilasyon ve 

defosforilasyon, metabolik enzimleri, hücre hareketliliğini, membran kanallarını, 

çekirdeğin düzenlenmesini ve hücre döngüsü ilerlemesini kontrol eder. Fosforilasyon 

bazı işlemleri başlatırken bazılarını durdurur. Her iki durumda da, hem bir protein kinaz 

tarafından bir fosfat eklenmesi hem de bir protein fosfataz tarafından uzaklaştırılması, 

düzenlenme için gereklidir. Tarihsel ve pratik nedenlerden ötürü, protein kinazları 

protein fosfatazlara göre incelemek daha kolay olmuştur. Ökaryotlarda, protein 

fosforilasyonunun % 99'undan fazlası Serin ve Treonin amino asitlerinde meydana gelir. 

Protein kinazlar, hedef proteinlere kovalent fosfat ilavesini kataliz eder ve bu 

olay, hücresel ve enzimatik fonksiyonun düzenlenmesi için merkezi bir mekanizmayı 

başlatır (Şekil 2.1). Ökaryotik organizmalar, fosfatı Serin ve Treonin aminoasitlerine 

aktaranlar ve fosfatı Tirozin aminoasidine aktaranlar olarak iki genel protein kinaz 

sınıfına sahiptir. Yirmi amino asitten sadece Serin, Treonin ve Tirozin fosforilasyon için 

uygun fonksiyonel grubu (OH) içerir. Protein kinazlarla fosforilasyon, proliferasyon, 

gen ekspresyonu, metabolizma, hareketlilik, membran taşınması ve apoptoz da dahil 

olmak üzere hemen hemen her ökaryotik hücre aktivitesinin düzenlendiği kritik bir 

mekanizma olarak kabul edilir. Fosforilasyon (1) metabolik hızı değiştirmek ve (2) 

sinyal çoğaltmak (örneğin, tek bir kinaz molekülünün aktivasyonu birçok proteinin 

fosforilasyonuna neden olabilir) için gerekli ve önemli iken, (3) hem tersinir hem de 

yüksek düzeyde koordine olan karmaşık fizyolojik süreçleri yönetmek için de oldukça 

önemli göreve sahiptir. Bu özellikler, enzimatik ve hücresel fonksiyonun fosforilasyonla 

düzenlenmesinin ve hücre içi sinyallere uygun şekilde yanıt vermenin bir yoludur. 
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Şekil 2.2. Proteinlere fosfat ilavesini katalize eden protein kinaz aktiviteleri ve proteinlerden 
fosfat çıkaran fosfataz aktiviteleri ile protein fosforilasyonunun düzenlenmesi. 
(Weber  2010) 

2.3. Serin Threonin Protein Kinazlar (STPK)  

On binden fazla üyesiyle bu protein ailesi bilinenlerin en büyüğüdür (Cheek ve 

ark. 2005) ve Mikobakteriel büyümenin anahtar düzenleyicileridir. Serin treonin protein 

kinazlar (STPK) yaklaşık 20 yıl önce keşfedilmiştir. STPK'lar, mikobakteriel büyüme 

uyumunu dikte eden kritik metabolik ve fizyolojik değişikliklerin yapılmasından 

sorumludur.  

Mtb. bakterisinde ökaryotik benzeri STPK'ların keşfi, bakteriyel patojenlerin, 

sadece konakçı-patojen etkileşimlerini etkileyen değil, aynı zamanda bakteriler içinde 

metabolik ve fizyolojik adaptasyonları mümkün kılan sinyal iletim mekanizmalarıyla 

donatıldığı inancını da doğrulamıştır. (Cole ve ark. 1998, Kumar ve ark. 2009, Malhotra 

ve ark. 2010, Walburger ve ark. 2004). Mtb STPK'ları ilk olarak ökaryotik STPK'lara 

olan sekans benzerliklerine dayanarak “ökaryotik benzeri” protein kinazlar olarak 

tanımlanmıştır ( Gay ve Everett  2000). Mtb genomunun sekans analizinde 11 ökaryotik 

benzeri Serine/Treonine protein kinaz, iki Tirozin protein fosfataz ve bir 

Serine/Treonine protein fosfataz bulunur. Bu kinazların dokuzu biyokimyasal olarak 

karakterize edilmiştir. Bunlar PknA, PknB, PknD, PknE, PknF, PknG, PknH, PknI, ve 

PknL olarak tanımlanmıştır. Mtb bakteri genomunda bulunan 11 STPK’ın 9 tanesi 

mikobakteriyel hücre içinde bulunan kinaz bölgeye yerleşmiş transmembran 

reseptörlerini ifade eder (PknA-PknL) (Gay ve Everett 2000). 

Mtb STPK'larından üç kinaz yapısı (PknB, PknE ve PknG) çözülmüştür. Bu 

yapılar Mtb STPK'larının aktif hale getirildiği ve düzenlendiği mekanizmalar hakkında 

Kinaz 

Fosfataz 

Fosforillenmis Protein Protein 
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önemli bilgiler sağlamıştır. Genetik ve biyokimyasal çalışmalar, bu kinazların hücre 

şekli ve morfolojisi, glikoz ve glutamin transportu, fagome-lizozom füzyonu ve 

transkripsiyon faktörlerinin ifadesi ve / veya aktivitesi dahil olmak üzere çeşitli hücresel 

süreçleri düzenlediğini göstermektedir (Chabave ark.2002, Gay ve ark. 1999, Peirs ve 

ark. 2000, Molle ve ark. 2003, Koul ve ark. 2001, Gopalaswamy ve ark. 2004, 

Narayanan ve ark. 2004,  Lakshminarayan ve ark. 2008). 

STPK ların prökaryotlarda patojenite, strese cevap ve büyümenin düzenlenmesi 

gibi üç farklı işleme dahil olduğu görülmüştür. Daha önce varsayımsal bir STPK 

kodlayıcı gen olarak açıklanmış olan ilave bir PknM geni, tanınabilir herhangi bir kinaz 

imzasına sahip değildir. PknI dışındaki tüm kinazlar aktif bölgede bir lisine sahiptir ki 

bu STPK'lerin özelliğidir. PknI, bu pozisyonda bir STPK için alışılmadık olan bir 

asparajine sahiptir; bununla birlikte, bölgedeki diğer korunan kalıntılar, PknI'nın bir Ser/ 

Tre kinaz olduğunu gösterir.  

Mtb STPK'larının ikisi dışındakilerinin hepsinde, hücre dışı bir sensör alanı ve 

hücre içi kinaz alanı (KD) olan tek bir transmembran alanı vardır. Bu yüzden, bu dokuz 

transmembran proteini, hücre dışı sensör bölgesinin ekstrasitoplazmik sinyalleri 

algıladığı, bu bilgiyi hücre içi KD'ye ilettiği ve substrat proteinlerinde kinazın 

aktivasyonuna ve Ser veya Tre kalıntılarının fosforilasyonuna yol açan reseptör tipi 

kinazlar olarak sınıflandırılabilir. Bu fosforilasyon, protein fonksiyonunu doğrudan 

değiştirebilir veya spesifik protein çiftleri arasındaki veya multiprotein kompleksleri 

arasındaki etkileşimlerde görev alabilir. Ser/Tre fosforilasyonunun çıktısı nadiren 

transkripsiyonun doğrudan düzenlenmesidir. Mtb STPK'ları tarafından algılanan 

sinyallerin ve hedeflenen proteinlerin bir kısmı bilinmektedir. Yine de, STPK'larınn Mtb 

fizyolojisini düzenlemedeki mekanizmaları ve işlevleri hakkında öğrenilecek çok şey 

bulunmaktadır.  

2.3.1. PknA, PknB ve PknD 

Tüm türlerde PknA, PknB, PknG ve PknL'nin varlığı, bu kinazların, 

mikobakteriyel fizyolojinin ana yönlerini düzenlemede önemli rol oynadığını, ancak 

sadece PknA ve PknB'nin Mtb’de gerekli olduğunu göstermektedir (Sassetti ve ark. 

2003) 
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Hem PknA hem de PknB, diğer bakterilerde peptidoglikan uzaması ve septum 

oluşumu arasındaki anahtarı kontrol eden bir operon içinde bulunur. Varsayılan bir 

Ser/Thr fosfataz geni, Rv0018c, bu işlemin fosforilasyon/defosforilasyon basamakları 

şeklinde düzenlenmesini öneren aynı operon tarafından kodlanır. Hücre uzamasının 

düzenlenmesinin bu şekli, daha önce başka bakterilerde tarif edilmemesine karşın M. 

leprae'deki hem PknA hem de PknB homologlarının aynı zamanda bir penisilin 

bağlayıcı protein genine bitişik olduğu ve bu organizmada benzer bir düzenleme 

modunu önerdiği görülmüştür. 

PknB, KD için tarif edilen ilk bakteri kinaz yapısıdır ve iki grup tarafından 2003 

yılında bağımsız olarak yayınlanmıştır  (Ortiz-Lombardia ve ark. 2003, Young ve ark. 

2003). Mtb PknB proteini ayrıca bir başka penisilin bağlayıcı protein olan PonA'ya 

(Rv0050) karboksi-terminal homolojisi de gösterir. Deneysel kanıtlar, PknB'nin serin 

kalıntısı üzerinden otofosforile olduğunu açıkça göstermiştir. PknB Mtb. bakterisinin 

normal büyümesi için önemlidir.  

Mtb STPK ailesinin üçüncü üyesi PknD nin, fosfat taşınmasının 

düzenlenmesinde görev aldığı önerilmiştir. Bir serin kalıntısı üzerinde otofosforilasyona 

uğradığı ve yapay substratları fosforillediği görülmüştür.  

PknD  Mtb’de transkripsiyonun düzenlenmesinde rol oynar (Greenstein ve ark. 

2007) ve virülens faktör transporter ın düzenlenmesi ile virülense dahil olur (Pérezve 

ark. 2006). 

2.3.2. PknE, PknF ve PknH 

PknE nitrik oksit stresini algılar ve konağın sinyal yollarına müdahale ederek 

apoptosizi engeller (Jayakumar ve ark. 2008).  

PknF, M. Tuberculosis'teki hücre büyümesi ve septum oluşumu ve glukoz 

taşınmasının düzenlenmesinde doğrudan/dolaylı bir rol oynar ve pknF'nin yanında 

bulunan ATP bağlayıcı bir kaset taşıyıcıyı fosforile eder (Molle ve ark. 2004, Deol ve 

ark. 2005). 

PknH, M. tuberculosis hücre duvarı bileşenlerinin sentezi ve üretimine katkıda 

bulunur (Gómez ve ark. 2013).Ayrıca patojenin stres koşullarına adaptasyonuna yardım 

eder (Sharma ve ark. 2004).  
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2.3.3. PknI, PknJ ve PknL 

PknI konağın çevresini algılar ve makrofajda bakteri büyümesini düzenler 

(Gopalaswamy ve ark. 2009). Ayrıca oksidatif stres sırasında redoks homeotaksisin 

korunmasını içeren sinyal mekanizmalarına da katılır (Venkatesan ve ark. 2016).  

PknJ, mycobakteria da glikolik çemberi kontrol eden önemli enzimlerden biri 

olan pirüvat kinaz A’nın düzenlenmesinde görev alır (Singh ve ark. 2014). 

PknL hücre duvarı sentezi ve hücre bölünmesini sinyal iletim basamaklarının 

düzenlenmesi ile ilgilidir (Canova ve ark. 2008).  

2.3.4. PknG and PknK 

Ailenin son iki üyesi PknG ve PknK, belirgin bir transmembran bölgeye sahip 

değildir ve bu nedenle çözünür proteinler olduğu tahmin edilmektedir. Bu gözlem, 

dokuz reseptör tipi kinazı kodlayan genlerin, gen çoğalması yoluyla tek bir ortak atadan 

türetilmiş olabileceğini, oysa PknG ve PknK'nın ayrı ayrı elde edilebileceğini ortaya 

koymaktadır. Hücre içi KD'lerin aksine, dokuz transmembran STPK'nin hücre dışı 

alanları, farklı ekstrastoplazmik moleküler sinyallere bağlandıklarını ve bunlara yanıt 

verdiklerini gösteren sekans benzerliği göstermezler. Her kinaz için tartışıldığı gibi, 

motifler, bazı hücre dışı alanların protein sekansında ve PknG ve PknK için KD dışı 

bölgelerde bulunur. Hücre dışı alanların bir kısmı için aday ligandlar tanımlanmıştır. 

PknG, TPR (tetratrikopeptid) bölgesi vasıtasıyla dimerize olur her birinden iki 

monomer uzaklıkta bulunan kinaz bölge protein-protein etkileşimleri yapısal bir motif 

içerir (Scherr ve ark. 2007). PknG, kinaz bölgesinden önce gelen bir amino-terminal 

bölgeye sahip olan tek STPK'dir (Aslund ve Beckwith 1999). PknG, patojenisitedeki 

rolü ve makrofaj içinde hayatta kalması nedeniyle özel ilgi konusudur. PknG, araştırma 

grupları ve ilaç şirketleri tarafından inhibitör taraması için ana hedeflerden biridir. Bu 

hit bileşik sonradan optimizasyon için kullanılmış ve makrofajlar içinde mikobakteriyel 

büyümeyi bloke etmede etkili bir dizi bileşik ortaya çıkmıştır. 

2.3.5. Protein kinase K (PknK) 

Protein kinaz K (PknK) 1100 aminoasitlik büyük bir proteindir. Molekül ağırlığı 

119.4 kDa olan PknK, Mtb bakterisindeki tahminen en büyük STPK'dır. PknG ile 

birlikte, bir transmembran alana sahip değildir ve bu sebeple basilin sitozolünde 
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lokalize olduğu tahmin edilmektedir. PknK’nın proteinleri fosforile etme kabiliyetinin, 

değişmeyen Lizin(Lys55) ve aktivasyon döngüsünde bulunan iki Treonin 

aminoaisitlerine bağlı olduğu bilinmektedir. PknK hücre duvarı fraksiyonuna lokalizedir 

ve bu da kinazın hücre zarı bölgesine muhtemel bir şekilde bağlanmasını gösterir.  

PknK'nın çeşitli in vitro stres ortamlarında ve farelerde kalıcı enfeksiyon 

sırasında Mtb.’nin büyümesini yavaşlatan düzenleyici yolaklara katıldığı Malhotra ve 

arkadaşlarının 2012 yılındaki çalışmasında belirtilmiştir. Çalışmada, PknK aracılı 

düzenlemelerin mekanizması üzerinde durulmuştur. Logaritmik ve durağan büyüme 

fazları sırasında doğal H37Rv ve bir PknK mutant türünün transkripsiyon profili 

vasıtasıyla, PknK'nın, tRNA genlerinin büyük bir alt kümesinin ekspresyonunu, 

hücresel enerji hali ve büyüme fazı ile senkronizasyonunu düzenlediği tespit edilmiştir 

(Malhotra ve ark. 2010). 

Mycobacterium smegmatis'te yabani tip Mtb, PknK (PknK Mtb) büyüme 

oranının önemli ölçüde gecikmesine ve koloni morfolojisinin değişmesine neden olur. 

PknK'nın translasyon kontrolündeki rolü araştırılmış ve in vitro transkripsiyon ve 

translasyon işlemlerinin inhibisyonunu fosforilasyon bağımlı bir şekilde yönlendirdiği 

belirlenmiştir. Artan ATP veya PknK konsantrasyonları, kooperatif etkiler sergiler ve 

PknK'nın inhibe edici fonksiyonunu arttırdığı gözlenmiştir. Ayrıca, PknK'nın kesilmesi 

ve mutasyon analizi, PknK'nın C-terminal bölgesi ile intramoleküler etkileşimler 

yoluyla otoregülasyon yaptığını ortaya koymuştur. Belirgin bir şekilde, değişmeyen 

lizin 55, sadece tam uzunluktaki PknK proteininde aktivite için gerekli olduğu 

görülerek, PknK otoregülasyonu için bir model önerilmiş ve tartışılmıştır. (Malhotra ve 

ark. 2010). 

Şimdiye kadar, kinazın kendisi biyokimyasal olarak karakterize edilememiş, bu 

nedenle PknK fonksiyonuyla ilgili tek sonuç genomik lokalizasyonundan ve bölgenin 

şeklinden alınabilmiştir.   

PknK karboksi-terminal bölgesi içinde bir P-loop ,AAA + ATPazların bağlama motifi, 

bir PDZ alanı ve bir tek tetratrikopeptid(TPR) tekrar dizisi içerir. (Marchler-Bauer A ve 

ark. 2011). PknK, P lobunda ATP/GTP bağlanma bölgesi ve PDZ bölgesi 368-375 ile 

465-533 aminoasitler arasındadır bulunur. PDZ alanları ve TPR alanları genellikle 

protein-protein etkileşimlerine katılırlar. TPR dizileri tipik olarak üç veya daha fazla 
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tekrarlı kümelerde meydana gelir ve protein-protein etkileşimlerine aracılık ederler 

(Blatch ve Lässle 1999). PDZ bölgesinin ve PknK'deki TPR motifinin işlev ve etkileşim 

ortakları bilinmemektedir.  

Diğer birçok Mtb STPK'ları gibi, PknK aktivasyon döngüsünde TXT 

motifindeki iki treonin kalıntısı üzerinden otofosforile olur ve bu kinaz aktivitesi için 

gereklidir (Kumar ve ark. 2009) PknK, kinaz bölgesinin içinde bir ATP bağlayıcı cep ve 

ATP bağlayıcı motif içerir (Av-Gay and Everett, 2000). Bu özel AAA alanı, sinyal 

moleküllerinin alt-membranöz bölgelere hedeflenmesi için gerekli olduğu gösterilen bir 

PDZ alanı içerir (Ponting ve ark. 1997).  PknK’nın N bölgesi 290 aminoasit ökaryotik 

benzeri Serin/Treonin kinaz bölgelere benzerdir. PknK, LuxR ailesinin transkripsiyonel 

düzenleyicilerinde bulunan düzenleyici bölgelere homoloji gösteren bir C bölgesi ile de 

karakterize edilir (Av-Gay and Everett, 2000). C bölgesi PknK’nın aktivitesi için çok 

önemlidir. PknK'nın karboksi bölgesi, Luxbs ailesinin, Klebsiella pneumoniae AcoK ve 

E gibi transkripsiyonel regülatörlerin düzenleyici bölgelerine homoloji gösterir ve 

Escherichia kolinin transkripsiyon düzenleyicisi MalT ile benzerlik gösteren 

moleküllerin karakteristiği bir ATP bağlayıcı motif (AAA) içerir.   

Her ne kadar PknK, MalT veya AcoK'nın DNA-bağlayıcı bölgelerine homoloji 

göstermese de, PknK geni, Mtb H37Rv 'de potansiyel bir virülans geni olarak 

tanımlanan transkripsiyonel regülatör VirS (Rv3082c)’ye yakın bir yerde konumlanır 

(Gupta ve Tyagi 1993). PknK geni, LuxA flavin mononükleotit (FMN) bağımlı 

monooksijen ailesinin üyelerine homolog olan birkaç Mtb geninden birinin (Rv3079c) 

doğrudan yukarı bölgesinde bulunur. Diğer bakterilerde, bu enzimler, Streptomyces 

türlerinde antibiyotik linkomisin gibi ikincil metabolitlerin üretimi ile ilgilidir. Bu 

nedenle, PknK, Mtb'te ikincil bir metabolitlerin üretimini düzenleyebilirler. 

Malhotra ve arkadaşları, bir PknK silme işleminin mutantın asidik pH, hipoksi, 

oksidatif ve sabit faz stresine karşı in vitro direnç artışı ve farelerde kalıcı enfeksiyon 

sırasında sağkalım artışı ile sonuçlandığını göstermiştir (Malhotra ve ark. 2010). Ayrıca, 

konakçı immün efektörleri üzerinde yapılan deneyler, farelerde akut enfeksiyon 

sırasında PknK'nin immünomodülatör bir fonksiyonunun olduğunu bildirmiştir (Alber 

2009). 
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LuxA ailesinin üyelerine homolog (flavin monükleotit metabolizmasında 

bulunan) bir genin pknK'nin genomik lokalizasyonu, PknK'nın sekonder 

metabolizmanın düzenlenmesinde rol oynayabileceği hipotezini desteklemektedir. 

Bununla birlikte, PknK ayrıca virülansa dahil olan transkripsiyonel regülatör ve 

mikobakteriyel monooksigenaz (mymA) operonunun ekspresyonunu düzenlediği 

bilinen VirS genine yakın bir şekilde yerleştirilmiştir (Av-Gay ve Everett, 2000, 

Narayan ve ark. 2007).  

VirS’nin PknK’nın en önemli substratı olduğu 2009 tarihli çalışmada 

gösterilmiştir (Kumar ve ark. 2009). Ayrıca MymA operonu tarafından kodlanan 4 

protein de PknK’nın substratıdır. Sonuçlar, VirS'nin in-vivo olarak PknK'nın iyi bir 

substratı olduğunu ve VirS'nin PknK aracılı fosforilasyonunun, mym promoter DNA'sı 

için afinitesini arttırdığını göstermektedir. VirS’nin PknK aracılı fosforilasyonu MymA 

operonunun afinitesini 2.5 kat arttırmıştır. Bu çalışmalar göstermiştir ki VirS nin PknK 

aracılı fosforilasyonu mymA operon genlerini exprese etmektedir (Kumar ve ark. 2009) 

2.4. Hesaplamalı Kimya 

Hesaplamalı kimya, molekül ve malzemelerin yapılarını ve özelliklerini 

incelemek için bilgisayar modelleme ve simülasyonun kuantum kimyasına dayalı ab 

initio yaklaşımlar ve ampirik yaklaşımlar dahil kullanımını açıklayan bir bilim dalıdır. 

Hesaplamalı kimya, molekül ve malzemelerin yapısını ve özelliklerini anlama amaçlı 

hesaplamalı teknikleri tanımlamak için de kullanılır.  

Kimyacıların yüzyıllardır hesaplamalar yapıyor olmasına rağmen bugün 

“hesaplamalı kimya” olarak bildiğimiz alan, dijital çağın bir ürünü olarak ortaya çıkmış 

Martin Karplus, Michael Levitt ve Arieh Warshel isimli üç bilim insanının 1970'lerde 

yaptıkları çalışma ile günümüzün klasik (Newton) fiziği ve kuantum fiziğinin 

prensiplerini birleştiren bilgisayar modellerinin temellerinin incelenmesiyle dikkat 

çekmiştir. Bu çalışmayla bu üç bilim insanı 2013'te Nobel Kimya Ödülü'nü kazanmıştır. 

Bu alana olan ilgi, 1995 yılında, üç hesaplamalı kimyacı, Paul Crutzen, Mario Molina 

ve F. Sherwood Rowland, ozonun atmosferde nasıl oluştuğunu ve ayrıştığını açıklamak 

için termodinamik ve kimyasal yasaları kullanan matematiksel modelleri kullanması ve 

Kimya Nobel ödülünü kazanmasıyla doruğa ulaşmıştır. Bununla birlikte, hesaplamalı 

kimya, Walter Kohn ve John Pople’ın sırasıyla “yoğunluk fonksiyonel teorisini 
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geliştirdiği” ve “kuantum kimyasında hesaplama yöntemlerini geliştirdiği” 

çalışmalarıyla Nobel Kimya Ödüllerini kazandığı zamana kadar genel olarak çalışma 

alanı olarak düşünülmüyordu. 

2.4.1. Moleküler Modelleme 

Moleküler modelleme, moleküllerin davranışını modellemek veya taklit etmek 

için teorik yöntemleri ve hesaplama tekniklerini ifade eden ortak bir terimdir. Teknikler, 

mikro kimyasal sistemlerden makro biyolojik moleküllere ve malzeme düzeneklerine 

kadar çeşitli moleküler sistemleri incelemek için hesaplamalı kimya, hesaplamalı 

biyoloji ve malzeme bilimi alanlarında kullanılmaktadır. En basit hesaplamalar elle 

yapılabilir, ancak kaçınılmaz olarak, herhangi bir makul büyüklükteki sistemin 

moleküler modellemesi için bilgisayarlar gereklidir. Moleküler sistemlerin atomistik 

seviyede açıklanması; moleküler modelleme tekniklerindeki ortak özelliktir. En düşük 

bilgi seviyesi ayrı atomlardır (veya küçük bir atom grubu). Bu, elektronların açıkça 

değerlendirildiği kuantum kimyasının (elektronik yapı hesaplamaları olarak da bilinir) 

tersini gösterir. Moleküler modellemenin faydası, sistemin karmaşıklığını azalttığı ve 

simülasyonlar sırasında daha fazla atomun göz önüne alınmasına izin vermesidir. 

2.4.2. Moleküler Dinamik Simulasyonu 

Moleküler dinamik simülasyonlarında, sistemin force field değeri ile ölçülen 

davranışı zamanla Newtonun hareket yasalarına dayanan kurallar kullanılarak izlenir. 

Molekül için elde edilen hesaplanan yörünge, proteinlerin zaman içindeki değişimleri ve 

konformasyonel değişimleri hakkında ayrıntılı bilgi verir. Moleküler dinamik 

simülasyonlar, 1950lerin sonlarında sert kürelerin etkileşimini incelemek için 

kullanılmaya başladığından beri biyolojik makromoleküllerin araştırılmasında yaygın 

bir araç olmuştur (Alder ve ark. 1957, Alder ve Wainwright 1959). Yıllar boyunca, 

gittikçe daha fazla moleküler simülasyon programı paketi geliştirilmiştir. Bir proteinin 

ilk moleküler dinamik simülasyonu, katlanmış sığır pankreas tripsin inhibitörünün 

(BPTI) dinamiklerinin simülasyonu ile 1977 yılında yapılmıştır (J.A. McCammon ve 

ark. 1977). Membrana gömülü bir peptidin ilk moleküler dinamik simülasyonunu 1994  

(Woolf ve Roux 1994) ve ilk integral membran proteinini 1995 yıllarında olmak üzere 

gerçekleştirmek için kaynakların mevcut olması 15 yıldan uzun sürmüştür (Edholm ve 
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ark. 1995) O zamandan bu yana, yapıların dinamiklerini araştırmak için moleküler 

dinamik simülasyonu kullanan birçok farklı çalışma yapılmıştır.  Moleküler dinamikler 

simülasyon gerçekleştirilmeden önce, simülasyon sistemindeki atomlar (protein, 

lipidler, su, iyon), konumları, sıcaklık, basınç ve simülasyonun gerçekleşeceği hücre 

hazırlanarak tanımlanmalıdır. Tüm bu parametreler simülasyon sırasında da değişebilir. 

Sistemi kurduktan sonra, force field ve moleküler simülasyon algoritması seçilmelidir. 

Force field seçimi önemlidir, çünkü test edilecek sistemi, simülasyonun ve zaman 

çizelgesinin amacını ve sağlayabileceğiniz hesaplama kaynaklarını içeren bir dizi 

faktöre bağlıdır. Simülasyon, sistemin başlangıç sıcaklığına ve basıncına bağlı olarak 

kuvvetin dağılımının tüm atomlara eklenmesiyle başlatılır (Scheraga ve ark. 2007). 

Moleküler dinamiklerin çoğunun simülasyonunda, daha uzun bir zaman ölçeğinde 

dengeye geldiği görülen bir sistemin kararlı olduğu düşünülür. Bununla birlikte, simüle 

edilecek zaman çizelgesi, modellerin gözlemlemek istediği etkilere ve mevcut bilgisayar 

gücüne bağlıdır (Shaw ve ark. 2009). En hızlı bilgisayarların kullanılması durumunda 

bile, yalnızca çok hızlı moleküler işlemler, atomik bir seviyede simüle edilebilir. 

Modellemenin herhangi bir yönü ile öngörülen dinamiklerin doğruluğu, modelin altında 

yatan varsayımların geçerliliğine bağlı olacaktır. Bu durumda, model esasen kullanılan 

kuvvet alanı tarafından tanımlanır. 

MD simülasyonlarının sonucunu yöneten faktörler: 

1. serbestlik derecelerinin seçimi 

2. kuvvet alanı parametreleri 

3. bağlanmamış etkileşimlerin davranışı 

4 çözme etkileri 

5. sınır şartları 

6. sıcaklık ve basınç davranışı 

7. entegrasyon zaman adımı 

8. konfigürasyonun  başlaması 

Modellemenin tüm yönlerinde olduğu gibi, öngörülen dinamiklerin doğruluğu 

modelin altında yatan varsayımların geçerliliğine bağlıdır. Bu durumda, kullanılan 
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moleküller arası etkileşimler (veya potansiyel enerji), model tarafından 

tanımlanmaktadır. Bu model, tüm atomların konumsal düzenlemesinde potansiyel 

enerjinin değerine nasıl bağlı olduğunu açıklayan, matematiksel bir fonksiyondur 

(kuvvet alanı=force field) (Werner ve ark. 2012). 

2.4.3. Homoloji Modelleme 

Homoloji modelleme kısaca daha önce bilinmeyen bir protein yapısını o 

proteinin sekansı ve bilinen bir yapıyı (template) kullanarak modelleme prosedürüdür. 

Yapıların deneysel olarak çözülmediği proteinlerin 3 boyutlu yapılarının 

modellenmesinde en yaygın kullanılan yaklaşımdır. PDB'deki her benzersiz protein için 

ortalama 20 başka homolog protein yapılabileceği tahmin edilmektedir. Genel olarak, 

sekans homolojisinin, homoloji modellemesi için başarıyla kullanılması için % 25 veya 

daha yüksek olması gerekir. Homoloji modellemesi, evrimsel olarak ilişkili proteinlerin 

(yani, amino asit dizilimi açısından birbirleriyle ilişkili proteinlerin) benzer yapılara 

sahip olma eğiliminde olduğu gözlemine dayanmaktadır. Bir proteinin çözülmemiş 

yapısı (hedef) ilgili bir proteinin çözülmüş yapısı (şablon) kullanılarak modellenebilir. 

Hedef ve şablon sırası evrimsel olarak ilişkili olmasa bile yapılar oluşturmak için farklı 

yöntemler kullanılabilir. Bunun nedeni, belirgin bir sekans ilişkisi olmasa bile, 

proteinlerin aynı katlamayı benimsemeleridir, çünkü yapı sekanstan daha fazla korunur. 

Homoloji modellemesi için en yaygın kullanılan yazılımlardan bazıları MODELER 

(Sali ve Blundell 1993) ve SWISS MODEL’dir (Waterhouse ve ark. 2007).  

PknK’nın fosforlanması ve bunun VirS ile ilişkisi deneysel olarak belirtilmesine 

rağmen bu detaylı mekanizma ile ilgili bilgi sınırlıdır.Protein fosforilasyonunun 

fosforlanan proteinde anlamlı konformasyonel değişiklikler yaptığı bilinmektedir.Biz de 

bu çalışmada PknK’nın Thr179, Thr181 ve Ser 187 nolu artıklarda fosforilasyonu 

sonucu konformasyonel değişimi ve hangi artığın fosforlanması ile VirS’ye 

bağlayacağını öngörmek için bu artıkların fosforlanmasını ve bunların Moleküler 

Dinamik hesaplamasında oluşabilecek konformasyon değişikliklerinin VirS’nin 

tanınmasına olan etkisini araştırılmasını hedefledik. 
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3. MATERYAL ve METOT 

            Chr൴st൴na El൴zabeth Baer tarafından 2010 yılında yazılmış Mechan൴sms of 

Mycobacter৻um tuberculos৻s Ser൴ne/Threon൴ne Prote൴n K൴nase Act൴vat൴on Un൴vers൴ty of 

Cal൴forn൴a, Berkeley teze göre Prore൴n K൴naz K nın kr൴stal൴ze yapısı aydınlatılmaya 

çalışılmış ancak Prote൴n Data Bank’ta bulunamamıştır. 

Un৻prot serverı (https://www.un৻prot.org) PknK’nın d൴z൴ anal൴z൴ bulundu. Bu 

aramada P9WI65 Mycobacter৻um tuberculos৻s (stra൴n ATCC 25618/H37Rv) stra൴n 

kullanılarak prote൴n ൴ç൴n homoloj൴ model yaklaşımı ൴le 3D yapısı LOMETS (Wu ve Zhang 

2007)  (https://zhanglab.ccmb.med.um൴ch.edu/LOMETS/) server aracığı ൴le yapıldı. Bu 

yapıya l൴teratür ver൴ler൴ne dayanarak magnezyum ൴yonu ASP167 ve ASN154 ൴le 

etk൴leşeb൴lecek şek൴lde prote൴ne yerleşt൴r൴ld൴. Benzer ൴şlemler v൴rS ൴ç൴n de yapıldı. 

SWISS-MODEL (https://sw൴ssmodel.expasy.org) kullanarak V൴rS ൴ç൴n 3D yapısı 

hazırlandı. V൴rS model൴ ൴ç൴n homoloj൴ modelleme sonucu 25 ൴le 334 arasında b൴r yapı 

öner൴ld൴.  

Prote൴n Data Bank’ta 3 boyutlu b൴r yapısı bulunamayan Prote൴n K൴naz K 

Homoloj൴ modelleme yapılarak elde ed൴ld൴. Sonra benzerler൴nde görüldüğü üzere Mg 

൴yonu ൴lave ed൴ld൴ ve manuel olarak yerleşt൴r൴ld൴.  

Un൴prot’tan P9WI65 kodlu PknK ve P9WMJ3 kodlu V൴rs yapıları kullanıldı. 

Moleküler d൴nam൴k (MD) hesaplamaların tümünde Ass൴sted Model Bu൴ld൴ng 

w൴th Energy Ref൴nement (AMBER v.18) (Case ve ark. 2018) paket programı 

kullanılmıştır. Prote൴nler൴n hesaplamaları ൴ç൴n ff99SB kuvvet alan kütüphanes൴nden 

faydalanıldı (Hornak ve ark. 2006) AMBER ൴ç൴nde bulunan Xleap programı 

kullanılarak, s൴stemler൴n MD hesaplamalar ൴ç൴n gerekl൴ toploj൴/parametre ve koord൴nat 

dosyaları hazırlandı. Nötraleşt൴rme ve s൴steme per൴yod൴k çözücü model൴n൴n eklenmes൴ 

൴ç൴n y൴ne aynı programdan yararlanıldı. Çözücü model൴ kutu boyutu oktahedral 10.0 Å 

olacak şek൴lde TIP3PBOX (Jorgensen ve ark. 1983) seç൴ld൴. S൴stem prote൴n kısmı sab൴t 

tutularak sırayla prote൴n kısmına 10 kcal mol-1 Å-2 l൴k b൴r kuvvet uygulanarak 1000 

adımda m൴n൴m൴ze ed൴l൴p sonrasında uygulanan kuvvet kaldırılarak 2500 adımda bütün 

s൴stem m൴n൴m൴ze ed൴ld൴. S൴stem 200 ps süreyle prote൴n kısmına kcal mol-1 Å-2 l൴k b൴r 

kuvvet uygulanarak 0 K’den 300 oK’e ısıtıldıktan sonra uygulanan kuvvet kaldırılarak 
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s൴stem 300 oK ve 1 atm’de PknK ve V൴rS ൴ç൴n 25 ns ve 25 ns süre ൴le canon൴cal 

ensemble modunda MD hesaplamalara tab൴൴ tutuldu. Sıcaklık ve basıncı dengelemek 

൴ç൴n Langev൴n termostatı ve barostatı kullanıldı. H൴drojen atomları ൴çeren bütün bağları 

sınırlamak ൴ç൴n SHAKE algor൴tması uygulandı (Cornell ve ark.1995). Per൴yod൴k kutu 

൴ç൴nde yapılan hesaplamalarda bağ yapmayan durdurma mesafes൴ (cutoff) değer൴ 10 Å 

olarak seç൴ld൴ ve uzun-mesafe elektrostat൴k etk൴leş൴mler yaklaşık 0.1 nm mesafel൴ b൴r 

hızlı Four൴er tranform gr൴dl൴ Part൴cle Mesh Ewald (PME) (Darden ve ark. 1993)  

metododu kullanılarak muamele yapıldı. Yolaklar൴n anlık görüntüler൴ her 0.2 ps'de b൴r 

alınıp anal൴z ed൴ld൴. 

MD hesaplamalardan elde ed൴len yolaklar൴n kümeleme anal൴zler൴nden elde 

ed൴len en kalabalık kümey൴ tems൴l eden yapı seç൴ld൴ ve bu prote൴nler ൴ç൴n ൴lg൴l൴ Thr/Ser 

artıkları Xleap kullanılarak fosforlandı. Fosforlanmış treon൴n ve ser൴n artıklarında 

l൴teratürdek൴ kuvvet alan kütüphaneler൴ne başvuruldu (Homeyerve ark. 2006).  PknK 

൴ç൴n Thr 181, Thr 179, Ser 187 ayrı ayrı ve üç kalıntının aynı zamanda fosforlanırken, 

v൴rS ൴ç൴n Ser 252, Ser 311, Thr 248, Thr327 ve artıkları fosforlandı. Bütün kümeleme ve 

görüntüleme ൴şlemler൴ CHIMERA (Pettersen ve ark. 2004) aracığıyla yapıldı. 

Fosforlanan yapılar yukarıda bel൴rt൴len şek൴lde per൴yod൴k kutu ൴ç൴nde 25 ns (PknK ൴ç൴n) 

ve 25 ns (V൴rS ൴ç൴n) süre ൴le s൴müle ed൴ld൴.  

Moleküler d൴nam൴k hesaplamalar sonucu elde ed൴len moleküler d൴nam൴k 

koord൴natlar kullanılarak CPPTRAJ ( Roe ve Cheatham) ൴le s൴stemler൴n Kök Ortalama 

Kare Sapma (RMSD)’ları hesaplandı. Graph Pr൴sm 4 programı kullanılarak, RMSD ve 

MD hesaplamalar boyunca zamana karşı enerj൴ değ൴ş൴mler൴ yapıldı.  
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4. BULGULAR VE TARTIŞMA 

PknK için LOMETS (Wu ve Zhang 2007) ile yapılan homoloji modelleme sonucu 

elde edilen yapı Şekil 4.1.’de görüntülenmektedir. Bu yapı için kalıpolarak sırasıyla 

3f69B, 5ijoJ ve 5o09C yapılarına benzerlik gösterdiği bulundu. Bu yapıya magnezyum 

ilave edildikten sonra 25 ns süreyle yapılan MD hesaplamaları sonucu elde edilen en 

kalabalık kümeye ait yapı Şekil 4.2.’de verilmiştir. Burada görüldüğü gibi hem katalitik 

bölgede hem de N- bölgesinde anlamlı şekilde konformasyonel değişiklikler olduğu 

fakat Mg içeren aktif bölgede anlamlı bir değişik olmadığı görülmektedir. Bu 

hesaplamalara ilişkin RMSD ve enerji değişimleri Şekil 4.3’te verilmiştir. Buradan da 

anlaşıldığı gibi sistemler kabul edilebilir bir şekilde dönüşüme uğramıştır. Yine Şekil 

4.3’te bütün proteine ait rmsd grafiğine bakıldığında rmsd’nin giderek yükselerek 

seyretmesi bölgeler arası loplardaki büyük değişikliklere ait olabilir.Her bir bölgeye ait 

rmsd’nin zamana bağlı değişimini 1-290 aa’ler arası, 291-710 aa’ler arası ve 758-1100 

aa’ler arası olarak bölgelere ayrılmış şekilde bakıldığında ise bütün bölgelerin kararlı bir 

şekilde seyrettiği görülüyor. 
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Şekil 4.1. PknK’nin LOMETS modeli 

 

Şekil 4.2. Mg içerenPknK’nin 25 ns süre ile 300 K de moleküler dinamik hesaplamalar sonucu elde 
edilen en kalabalık kümenin (mavi) homoloji model (açık kahverengi) ile üst üste çakıştırılmış 
görüntüsü. 
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Şekil 4.3. PknK-Mg’nin 25 ns süreyle yapılan MD hesaplamalardan elde edilen koordinatların zamana 
bağlı RMSD (sağ) ve enerji (sol) değişimleri. 

 

Mg iyonunun konformasyon üzerindeki etkisini gözlemlemek için protein Mg 

olmadan da 25 ns süre ile moleküler dinamik similasyona tabi tutuldu. Bu hesaplamalar 

sonucu en kalabalık küme Mg içeren yapı ile üst üste çakıştırıldı (Şekil 4.4). Burada 

görüldüğü gibi 290-550 artıkları arasındaki bölgede anlamlı bir şekilde konformasyon 

değişikliği görülmektedir. Yine Mg içeren bölgede anlamlı konformasyonel değişiklik 

olmadığı görülmektedir. Bu hesaplamalara ilişkin RMSD değişimleri Şekil 4.5’te 

verilmiştir. Buradan da anlaşıldığı gibi sistem kararlı bir dengeye ulaşmıştır. 
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Şekil 4.4. Mg içermeyen PknK’nın 25 ns süre ile MD hesaplamaları sonucu  en kalabalık kümeye ait 
yapının (açık mavi) PknK-Mg’un 25 ns süreyle 300 K’de  MD hesaplamalardan elde edilen en 
kalabalık kümeye ait yapıyla (açık kahve) çakıştırılması(1.288 A0 sapma ile) sonucu oluşan 
görüntü. 

 

 

Şekil 4.5. PknK’nin 25 ns süreyle yapılan MD hesaplamalardan elde edilen koordinatların zaman bağlı 
RMSD değişimleri 
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FosforlanmışPknK (THR179,THR181 ve SER187) yapıların periyodik kutu 

içinde 25 ns süreyle simüle edilen ve moleküler dinamik yolaklardan yapılan kümeleme 

işlemlerinden sonra en kalabalık kümeden elde edilen yapıların fosforlanmamış yapıyla 

üst-üste çakıştırılmış görüntüleri Şekil 4.6-4.8’de verilmiştir. Burada da görüleceği gibi 

fosforlanmış yapılar özellikle 290-550 artıkları arasındaki bölgede ciddi 

konformasyonal değişikliğe uğradığı görülürken Mg ve LYS55’in bulunduğu bölgede 

anlamlı bir konformasyon değişikliği görülmemektedir. Bu konformasyon değişikliğinin 

ilgili substratı tanıma ve fosforlamada önemli olabileceği kanısına varıldı. Bu 

fosoforlanmış yapıların MD hesaplamalar için zamana bağlı RMSD ve enerji 

değişimleri Şekil 4.9-4.11’de verilmiştir. Buradan da anlaşıldığı gibi sistemler kabul 

edilebilir bir şekilde dönüşüme uğramıştır. Buna karşın ilgili üç artığın (179, 

181,187)fosforlandığı yapının 20 ns boyunca  MD hesaplamalarından elde edilen  en 

kalabalık kümeye ait fosforlanmamış yapı ile üst üste çakıştırıldığı görüntü (Şekil 

4.12.). Bu yapının tek artığının fosforlandığı yapılara kıyasla 290-550 arasındaki 

bölgede değil 290-700 arasındaki bölgede ciddi konformasyonel değişikliğe yol açtığı 

görülmektedir. 

 

 

Şekil 4.6. T179P-PknK’nin 20 ns süreyle periyodik kutu içinde MD hesaplamalardan elde edilen yapının 
(açık kahve) aynı sürede periyodik kutu içinde MD hesaplamalardan elde edilen 
fosforlanmamış PknK (açık mavi)’nın çakıştırılması (1.323 A0 sapma ile) sonucu oluşan 
görüntü. 
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Şekil 4.7. T181P-PknK’nin 20 ns süreyle periyodik kutu içinde MD hesaplamalardan elde edilen yapının 
(açık kahve) aynı sürede periyodik kutu içinde MD hesaplamalardan elde edilen fosforlanmamış 
PknK (açık mavi)’nın çakıştırılması(1.272 A0 sapma ile) sonucu oluşan görüntü. 

 

 

Şekil 4.8. S187P-PknK’nin 20 ns süreyle periyodik kutu içinde MD hesaplamalardan elde edilen yapının 
(açık kahve) aynı sürede periyodik kutu içinde MD hesaplamalardan elde edilen 
fosforlanmamış PknK (açık mavi)’nın çakıştırılması(1.262 A0 sapma ile) sonucu oluşan 
görüntü 
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Şekil 4.9. THR179P-PknK’nın 20 ns süreyle yapılan MD hesaplamalardan elde edilen koordinatların 
zaman bağlı RMSD değişimleri (sağ) ve aynı hesaplamalardan elde edilen koordinatların zaman 
bağlı enerji değişimleri (sol). 

 

 

 

Şekil 4.10. THR181P-PknK’nin 23 ns süreyle yapılan MD hesaplamalardan elde edilen koordinatların 
zamana bağlı RMSD değişimleri (sağ) ve aynı hesaplamalardan elde edilen koordinatların zaman bağlı 
enerji değişimleri (sol). 
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Şekil 4.11. SER187P-PknK’nın 24 ns süreyle yapılan MD hesaplamalardan elde edilen koordinatların 
zaman bağlı RMSD değişimleri (sağ) ve aynı hesaplamalardan elde edilen koordinatların 
zaman bağlı enerji değişimleri (sol). 

 

 

 

Şekil 4.12. SER187-THR181-THR179P PknK’nın 20 ns süreyle periyodik kutu içinde MD 
hesaplamalardan elde edilen yapının (açık kahve) aynı sürede periyodik kutu içinde MD 
hesaplamalardan elde edilen fosforlanmamış PknK (açık mavi)’nın çakıştırılması(1.476 A0 
sapma ile) sonucu oluşan görüntü. 
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Şekil 4.13. SER187-THR181-THR179P PknK’nın 20 ns süreyle yapılan MD hesaplamalardan elde edilen 
koordinatların zaman bağlı RMSD değişimleri (sağ) ve aynı hesaplamalardan elde edilen 
koordinatların zaman bağlı enerji değişimleri (sol). 

 

VirS’nin SWİSS-MODEL Homology Modelling Report’a göre ProMod3 

Version 1.2.0. ile homoloji modelleme yapılması sonucunda 

AraCfamilytranscriptionalregülatör5chh.1.Akalıp ile %21.04 benzerlik görülmüştür. 

Sekans benzerliği 0.29 dur. Model için GMQE (Global Model Quality Estimate) 0.59, 

QMEAN -3.37’dir. Bu proteine ait üç boyutlu yapı Şekil 4.14’te verilmiştir. Bu yapının 

periyodik kutu içinde 24ns süre ile MD hesaplamalardan elde edilen en kalabalık 

kümeye ait yapı Şekil 4.15’te verilmiştir. Burada görüldüğü gibi MD hesaplamalar 

sonucu protein 222. artıktan sonraki kısımda anlamlı konformasyonel değişikliklere 

uğradığı görülmüştür. Bu yapının periyodik kutu içinde MD hesaplamalar için zamana 

bağlı RMSD ve enerji değişimleri Şekil 4.16’da verilmiştir. Buradan da anlaşıldığı gibi 

sistemler kabul edilebilir bir şekilde dönüşüme uğramıştır. 
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Şekil 4.14. Homoloji model hesaplamlar ile elde edilen VirS’nin 3 boyutlu yapısı. 

 

 

 

Şekil 4.15.VirS’nin 24 ns süre ile 300 K’ de moleküler dinamik hesaplamalar sonucu elde edilen en 
kalabalık kümenin (mavi) homoloji model (açık kahverengi) ile çakıştırılmasıyla oluşan 
görüntü 
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Şekil 4.16. VirS’nın 24 ns süreyle yapılan MD hesaplamalardan elde edilen koordinatların zaman bağlı 
RMSD değişimleri (sağ) ve aynı hesaplamalardan elde edilen koordinatların zaman bağlı enerji 
değişimleri (sol). 

 

THR248’de fosforlanmışVirS’nın (VirS-T248-P) periyodik kutu içinde sırasıyla 

25ns süreyle simüle edilen ve moleküler dinamik trajektörlerinden yapılan kümeleme 

işlemlerinden sonra en kalabalık kümeye ait yapısının fosforlanmamış yapıyla üst-üste 

çakıştırılmış görüntüsü Şekil 4.17’de verilmiştir. Burada da görüleceği gibi fosforlanmış 

THR248 yapının proteinin 218.artıktan sonraki bölgede anlamlı bir şekilde 

konformasyonal değişikliğe sebebiyet verdiği görülmektedir (Şekil 4.17). Bu yapının 

periyodik kutu içinde MD hesaplamalar için zamana bağlı RMSD ve enerji değişimleri 

Şekil 4.18’de sunulmuştur. Buradan da anlaşıldığı gibi sistemler kabul edilebilir bir 

şekilde dönüşüme uğramıştır. 
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Şekil 4.17. VirS-T248-P’nın 25ns süreyle periyodik kutu içinde MD hesaplamalardan elde edilen yapının 
(açık mavi) aynı sürede periyodik kutu içinde MD hesaplamalardan elde edilen 
fosforlanmamışVirS (açık kahve) ile çakıştırılmasıyla(1.068 A0 sapma ile) sonucu oluşan 
görüntü. 

 

Şekil 4.18. VirS-T248-P’nın 25 ns süreyle yapılan MD hesaplamalardan elde edilen koordinatların zaman 
bağlı RMSD değişimleri (sağ) ve elde edilen koordinatların zaman bağlı enerji değişimleri 
(sol). 
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SER252’de fosforlanmışVirS’nın (VirS-S252-P) periyodik kutu içinde sırasıyla 

25 ns süreyle simüle edilen ve moleküler dinamik trajektörlerinden yapılan kümeleme 

işlemlerinden sonra en kalabalık kümeye ait yapısının fosforlanmamış yapıyla üst-üste 

çakıştırılmış görüntüsü Şekil 4.19’de verilmiştir. Burada da görüleceği gibi fosforlanmış 

SER252 yapının proteinin 223. artıktan sonraki bölgede önemli derecede 

konformasyonal değişikliğe sebep olduğu görülmektedir (Şekil 4.19). Bu yapının 

periyodik kutu içinde MD hesaplamalar için zamana bağlı RMSD ve enerji değişimleri 

Şekil 4.20’de sunulmuştur. Buradan da anlaşıldığı gibi sistemler kabul edilebilir bir 

şekilde dönüşüme uğramıştır. 

 

Şekil 4.19. VirS-S252-P’nın 25 ns süreyle periyodik kutu içinde MD hesaplamalardan elde edilen yapının 
(açık mavi) aynı sürede periyodik kutu içinde MD hesaplamalardan elde edilen fosforlanmamış 
VirS (açık kahve) ile çakıştırılmasıyla(1.372 A0 sapma ile) sonucu oluşan görüntü. 
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Şekil 4.20.VirS-252-P’nın 25 ns süreyle yapılan MD hesaplamalardan elde edilen koordinatların zaman 
bağlı RMSD değişimleri (sağ) ve elde edilen koordinatların zaman bağlı enerji değişimleri 
(sol).  

 

SER311’de fosforlanmışVirS’nın (VirS-S311-P) periyodik kutu içinde sırasıyla 

24 ns süreyle simüle edilen ve moleküler dinamik trajektörlerinden yapılan kümeleme 

işlemlerinden sonra en kalabalık kümeye ait yapısının fosforlanmamış yapıyla üst-üste 

çakıştırılmış görüntüsü Şekil 4.21’de verilmiştir. Burada da görüleceği gibi fosforlanmış 

SER311 yapının proteinin 233. artıktan sonra ve özellikle fosforlamanın yapıldığı 

loopun bulunduğu kısımda anlamlı konformasyonal değişikliğe rastlanmıştır. (Şekil 

4.21). Bu yapının periyodik kutu içinde MD hesaplamalar için zamana bağlı RMSD ve 

enerji değişimleri Şekil 4.22’de sunulmuştur. Buradan da anlaşıldığı gibi sistemler kabul 

edilebilir bir şekilde dönüşüme uğramıştır. 
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Şekil 4.21. VirS-S311-P’nın 24 ns süreyle periyodik kutu içinde MD hesaplamalardan elde edilen yapının 
(açık mavi) aynı sürede periyodik kutu içinde MD hesaplamalardan elde edilen fosforlanmamış 
VirS (açık kahve) ile üst üste çakıştırılması (1.341A0 sapma ile)  sonucu elde edilen görüntü.
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Şekil 4.22. VirS-311-P’nın 24 ns süreyle yapılan MD hesaplamalardan elde edilen koordinatların zaman bağlı 
RMSD değişimleri (sağ) ve elde edilen koordinatların zaman bağlı enerji değişimleri (sol).  

 

THR327’de fosforlanmışVirS’nın (VirS-T327-P) periyodik kutu içinde sırasıyla 25 

nssüreyle simüle edilen ve moleküler dinamik trajektörlerinden yapılan kümeleme 

işlemlerinden sonra en kalabalık kümeye ait yapısının fosforlanmamış yapıyla üst-üste 

çakıştırılmış görüntüsü Şekil 4.23’te verilmiştir. Burada da görüleceği gibi fosforlanmış 

THR327 yapının proteinin 320. artıktan sonraki bölgede daha ziyada fosforlanmanın olduğu 

loopta anlamlı konformasyonal değişiklikler gözlenmiştir(Şekil 4.23). Bu yapının periyodik 

kutu içinde MD hesaplamalar için zamana bağlı RMSD ve enerji değişimleri Şekil 4.24’te 

verilmiştir. Buradan da anlaşıldığı gibi sistemler kabul edilebilir bir şekilde dönüşüme 

uğramıştır.  
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Şekil 4.23. VirS-T327-P’nın 25 ns süreyle periyodik kutu içinde MD hesaplamalardan elde edilen yapının (açık 
mavi) aynı sürede periyodik kutu içinde MD hesaplamalardan elde edilen fosforlanmamış VirS (açık 
kahve) ile çakıştırılmasıyla(1.288 A0 sapma ile) sonucu oluşan görüntü. 

 

 

Şekil 4.24. VirS-T327-P’nın 25 ns süreyle yapılan MD hesaplamalardan elde edilen koordinatların zaman bağlı 
RMSD değişimleri (sağ) ve elde edilen koordinatların zaman bağlı enerji değişimleri (sol).  
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Sonuç olarak homoloj൴ modelleme yaklaşımı ൴le Mtb Ser/Thr Prote൴n K൴naz K ve 

onun substratı olarak düşünülen V൴rS prote൴nler൴ ൴ç൴n üç boyutlu yapılar tasarlandı ve bu 

prote൴nler൴n moleküler d൴nam൴k hesaplamalarla yapısal özell൴kler൴ araştırıldı. Bu 

tasarlanan yapıların s൴nyal ൴let൴m൴ndek൴ roller൴n൴n araştırılması amacı ൴le ൴lg൴l൴ 

artıklardak൴ fosfor൴lasyonun bunların konformasyonlarına olan etk൴ler൴ ൴ncelend൴.  

Sonuçlar fosfor൴lasyonun her ൴k൴ prote൴n൴n konformasyonlarında anlamlı 

değ൴ş൴kl൴klere yol açtığını gösterd൴. MD s൴m൴lasyon sonucu PknK’nın Tre181,Tre179 ve 

Ser187 ve V൴rS’n൴n Sep252, Tre327, Tre248 ve Sep311 nolu artıklarında fosfor൴lasyon 

sonucu değ൴ş൴kl൴ğe uğradı.    

Gelecekte; 

 V൴rS’n൴n MymA operonundak൴ bağlanma bolges൴n൴ bularak DNA ൴le etk൴leş൴m൴n൴ 

göreb൴lmey൴ ve eğer yap൴y൴ aydınlatab൴l൴rsek, V൴rS’y൴ bloke ederek,  fosfor൴lasyonu 

engelleyerek, mymA operounda engellemeye g൴derek ൴laç öner൴s൴nde bulunmak 

hedef൴m൴z olacaktır yen൴ ൴laçların keşf൴ne yönel൴k çabalara ışık tutab൴lecek b൴lg൴ 

sağlayab൴l൴r. 
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