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OZET

Bu calismada Endoplazmik retikulum spesifik bir stres kinaz olan Tuzla
Indiiklenebilir Kinaz 2’nin (SIK2) Karaciger Kinaz B1 (LKB1) aracili
aktivasyonunda gerekli oldugu diisiiniilen Ubiquitin iligikli domeyn (UBA)’nin kinaz
domeyni ile olan iliskisi docking ve molekiler dinamik modelleme ile incelenmesi
ve ardindan bu etkilesimi bozmaya yonelik 6zgiin inhibitor adaylarin belirlenmesi
hedeflenmistir.

Adenozin monofosfat (AMP) ile aktive edilen protein kinaz (AMPK) ailesi alt
grubu olan SIK’lar, organizmada enerji dengesinde rol oynayan glukonegenez,
glukoz alimi, lipit metabolizmasi gibi kritik rollere sahiptirler. Basta SIK2 olmak
Uzere aile Uyelerinin kanser, depresyon, Omelanin sentezi, kemik olusumu ve
inflamasyon yanit1 olusumu gibi farkli birgok gorevini bildirmistir. SIK Gyelerinin (¢
boyutu yapisi heniiz aydinlatilmamis olmasi literatiirde bir bosluk yarattig1 gibi
gunimuizde hendz bilinmeyen rollerin arastirilmast ve tedavi amagh inhibit6r
calismalarinin yapilmasini da 6nemli 6l¢iide engellemektedir.

Calismamizda homoloji modelleme ile SIK2 i¢in gelistirilmis modeller,
dogrulama sonrasi UBA-kinaz domeynler arasi iliskinin incelenmesi amaciyla
mutant ve aday inhibitor ligand kenetli versiyonlar ile Molekiler Dinamik (MD)
simiilasyon uygulanmistir. SIK2’nin UBA domeyni ile kinaz lobiilii arasimndaki
arasindaki etkilesimin bozmaya yonelik olarak tasarlanan peptit inhibitorlerle elde
edilen diisiik baglanma afinitelerinin iistesinden gelmek amaciyla ZINC15 veri
tabaninda uygun bilesiklere taranmis ve kenetleme calismasi ile gelecek calismalara
on veri saglayacak bazi diisiik ve orta diizeyde afiniteye sahip molekiiler yapilara
dikkat cekilmistir. SIK2’nin enzimatik aktivitesinin uyarilmasi i¢in gerekli olan
LKB1 fosforilasyonunda UBA-kinaz etkilesiminin smirh gergeklestigi gosterilmis,
gorsel tarama caligmasiyla domeynler arasindaki etkilesim arayiiziinii kompetetif

allosterik inhibitdr tasarimi i¢in temel yapisal bilgiler elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Tuzla indiiklenebilir Kinazlar (SIK), Protein
Modelleme, Molekiiler Dinamik Simiilasyon, Ubikuitin ilisikli Domeyn (UBA),
Obezite.



SUMMARY

In this study, the relation of Ubiquitin-associated domain (UBA) with the
kinase domain, which is claimed to be required for the Liver Kinase B1 (LKB1)-
mediated activation of Salt Inducible Kinase 2 (SIK2), an Endoplasmic reticulum
stress kinase, was investigated by docking and molecular dynamics (MD) modeling.
Consequently, it was aimed to identify specific inhibitor candidates to disrupt this
interaction.

SIKs, a subgroup of the adenosine monophosphate (AMP)-activated protein
kinase (AMPK) family, have critical roles such as gluconeogenesis, glucose uptake,
and lipid metabolism, which play a role in energy balance in the organism.
Moreover, studies have also shown many different roles of SIK2, such as depression,
eumelanin synthesis, bone formation, and inflammatory response. The fact that the
three-dimensional structure of SIK members has not yet been known significantly
hinders the investigation of unknown roles and the conduct of therapeutic inhibitor
studies.

In our study, models developed for SIK2 with homology modeling and MD
simulation were applied with mutant and candidate inhibitor ligand-docking versions
to examine the relationship between UBA-kinase domains after validation. In order
to overcome the low binding affinities obtained with peptide inhibitors designed to
disrupt the interaction between domains, attention was paid to some moderate
affinity molecules that were searched in the ZINC15 database and will provide
preliminary data for future studies. It has been shown that the UBA-kinase
interaction is limited in LKB1 phosphorylation, and basic structural information for
the design of competitive allosteric inhibitors has been obtained by visual screening

study of the interaction interface between the domains.

Key Words: Salt Inducible Kinases (SIK), Protein Modeling, Molecular
Dynamic Simulation, Ubiquitin Associated (UBA) Domain, Obesity.
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1. GIRIS
1.1. Tezin Amaci, Katkis1 ve Icerigi

Yasamin ana bilesini olan proteinlerin yapilar1 ve islevleri arasindaki iliskinin
anlasilmas1 molekiiler biyolojinin en temel sorularindan biridir. Deneysel yontemler,
proteinlerin organizmadaki islevlerini goérmekte altin standart olmasina karsin
maliyetli ve uzun zaman alan metotlardir. Giiniimiizln gelisen teknolojisine ragmen
deneysel metotlarm sinirliliklart mevcuttur, her yapi ve hedefe uygulanamamaktadir.
Tum bu zorluklar deneysel metotlara alternatif olacak yontem arayiglarini
baslatmustir.

Son vyiizyillda hayatin her alaninda yer alan bilgi ve islem calismalari,
biyolojinin deneysel kisitliliklarina alternatif saglamistir. Gelisen teknolojiyle birlikte
biiyiik verilerin islenmesi, veri bankalarmin entegrasyonu ¢aligmalari hizlandirmis ve
basar1 oranimi yikseltmistir. Bilgisayar tabanli arastirma yontemleri ile elde edilen
sonuglarin deneysel sonuglarla desteklenmesi ¢alismalarin basarisi perg¢inlemekte ve
bir adim 6teye tasimaktadir.

Yapisal biyolojinin ilgi alanina giren proteinlerin katlanma — fonksiyon iliskisi;
basta epigenetik, farmakoloji, tibbi genetik, fizyoloji gibi birgok alanla iliskilidir.
Proteinlerin ¢ boyutlu (3D) yapilarmin bilinmesi; yapmin detaylari, islevi,
farmakolojik olarak hedeflenmesi, protein — protein etkilesiminin gésterilmesi gibi
bircok farkli alan ve islemde son derece 6nem arz etmektedir.

Tuzla Indiiklenebilir Kinazlar (SIK1-3), AMP ile aktive edilen protein kinaz
(AMPK) kinaz ailesine ait bir alt guruptur. SIK ailesi Gyeleri diger AMPK gibi N-
terminal ug¢ yerlesimli kinaz domeyni ve bitisik Ubiquitin ilisikli domeyni (UBA)
tagir ve katalitik aktivite gdsterebilmesi i¢cin Karaciger Kinaz B1 (LKB1) tarafindan
aktivasyon bolgelerinden fosforlanmalidir. Henliz deneysel olarak ubikitin baglanma
yetisi dogrulanmayan SIK ailesine ait UBA domeynleri bu fosforlanmada rol
oynayarak SIK aktivitesinin diizenlenmesinde rol aldig1 diistiniilmektedir. SIK ailesi
uyelerinin 3D kimyasal yapilar1 bugiine kadar ¢oziilememistir.

Bu galismada basta kanser ve obezite olmak Uzere bugline kadar birgcok
hastalikla iligkilendirilmis SIK2 i¢in homoloji modelleme yontemi ile gelistirilen

modeller iizerinden UBA domeyni ile kinaz domeyni etkilesiminin SIK2



konformasyonu ve katalitik fonksiyonu tzerine etkisinin kenetlenme ve molekiler
dinamik modellemeler ile atomik 6lgekte incelenmesi amaglanmustir.

SIK ailesi gerek {i¢ boyutlu yapilar1 bilinmemesiyle gerekse fizyolojik 6nemine
karsin bu kinaza spesifik mevcut inhibitorlerin bircok kinaz inhibitoriinde oldugu
gibi sadece molekiiliin ATP baglanma cebini hedef almasi kaginilmaz olarak farkli
tirden kinazlarinda paralelinde inhibisyonuna neden olarak tehlikeli bir yan etki
kaynagi olustrumaktadir. Calismamiz sonucunda elde edilen SIK2 nin homoloji
modellenmesi ile UBA ve N-kinaz domeynleri arasindaki etkilesim ara yiiziiniin
tanimlanmas1 ve ardindan bu etkilesimi komptetive olarak bozabilecek peptit veya
inorganik yapida molekiillerin taranarak baglanma enerjileri ve kinetik 6zeliklerini
olusturan parametrelerin belirlenerek inhibitdr ¢aligsmalart i¢in en uygun molekiiler

yapinin onerilmesi amaglanmistir.



2. TUZLA INDUKLENEBILIR KINAZLAR

Tuzla indiiklenebilir Kinazlar (SIK), Adenozin monofosfat (AMP) ile aktive
edilen protein kinaz (AMPK) kinaz ailesine ait serin/treonin kinaz tipli bir alt
guruptur. AMPK ailesi Uyeleri evrimsel siiregte korunmus, hlicrede Adenozin
trifosfat (ATP) fretimi ve tiiketimine gore hiicre enerji dengesinin baslica
dizenleyicileridir [Sakamoto ve ark., 2018]. Bu nedenle AMPK dUyeleri en ¢ok
calisilan kinaz gruplarindan biridir.

1999 yilinda Wang ve arkadaslar1 yiiksek tuzlu diyetle ile beslenen deneysel
sican modeli adrenal korteksinde ilk SIK tirind tanimlanmistir [Wang et al., 1999].
Bu yap1 SIK1 olarak adlandirilmistir ve ilerleyen yillarda ailenin diger iki liyesi olan
SIK2 ve SIK3 genomun diizeyinde yapilan homoloji taramalarinda ortaya
cikarilmistir. SIK dUyeleri tiim dokularda ifade edilmesine karsin SIK1 bobrek, SIK2
adipoz ve SIK3 beyin dokularinda diger dokulara nazaran ylksek oranda ifade
edildigi gortlmiistiir. SIK2 ve SIK3 devamli olarak ifade edilirken, SIK1 yiiksek tuz
alimi, hiicre depolarizasyonu, glukagon sinyali, sirkadiyen diizen ile uyarim sonucu
ifade edilir [Wein et al., 2018].

Yapilan c¢aligmalar SIK ailesi Uyelerinin basta lipit metabolizmasi, enerji
dengesi, hiicre dongiisiinlin diizenlenmesi, glukoneogenez, hiicrede insiilin cevabi
gibi bir¢ok fizyolojik rolii oldugunu gostermistir. Ayrica SIK kinaz aktivitelerinin
farkli hastaliklarda arttig1 ya da azaldigi bildirilmistir. Bu hastaliklar arasinda

depresyon, kanser ve obezite basta gelmektedir.
2.1. SIK Genleri ve Evrimsel Korunumu

Organizmada 6nemli metabolik rollere sahip diger AMPK iiyeleri gibi SIK
ailesi de evrimsel siiregte korunmustur. Calismalar, model organizma C. elegans’in
yalnizca SIK2 ortologu olan KIN-29 genini tasidigini gostermistir [Lanjuin ve
Sengupta, 2002]. Ilerleyen yillarda Okamoto ve arkadaslar1 bir diger model
organizma olan Drosophila melanogaster meyve sineginde SIK2 ve SIK3 genlerinin
her ikisinin de bulundugunu gostermistir [Okamoto ve ark., 2004]. Buna karsin

baliklar ve daha gelismis canlilar SIK’nin ii¢ izoformunu da tasimaktadir.



SIK2 ve SIK3 genleri tiim canlilarda ayn1 kromozomda ve birbirine yakmn yer
alirken SIK1 farkli bir kromozomda bulunmaktadir. Insan genomunda SIK2 ve SIK3
11. kromozomda, SIKI ise 21. kromozomda yer alir. Bu durum omurgali evriminde

SIK2 ve SIK3’iin beraber korundugunu diisiindiirmektedir.
2.2. SIK Domeynleri ve Islevleri

SIK ailesi tyeleri diger AMPK (Uyelerinde benzer sekilde N-terminal ug
yerlesimli kinaz domeyni ve bitisik UBA domeynine sahiptirler (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1: SIK ailesi iiyelerinde domeyn yerlesimi ve fosforilasyon alanlar1. N-
terminalden sirasiyla kinaz domeyni (gri), UBA domeyni (turuncu) ve noktasal
fosforilasyon alanlar1.

AMPK ailesi iyelerinin ¢ogu gibi SIK dyeleri de Kkatalitik aktivite
gosterebilmesi i¢in Karaciger Kinaz B1 (LKB1) tarafindan aktivasyon bdlgelerinden
fosforlanmaya ihtiyag duyar. Aktivasyon alaninda bulunan, LKBI1 tarafindan
fosforlanan treonin kalintist SIK (yelerinde sirasiyla Thr182, Thr175 ve Thr221
konumunda bulunur (Sekil 2.2). Bu kalintilarin alanin aminoasidi ile degistirilmesi
kinaz aktivasyonunu engellemekte olup bu yontem knock-in fare modellerinde kinaz-
inaktif canlilar gelistirmek i¢in sikga kullanilmaktadir [Lizcano ve ark., 2004].

SIK Uyeleri katalitik kinaz domeynde bulunan fosforlanma alanlar1 disinda C-

terminale yakin yerlesimli birden ¢ok fosforlanabilen farkli serin ve treonin



kalintilarina da sahiptir (Sekil 2.1). Bu alanlar SIK1’de Thr473 ve Ser575 olmak
tizere iki adet, SIK2’de Ser343, Ser358, Thr484 ve Ser587 olmak iizere dort adet ve
SIK3’te Thr469, Ser551 ve Ser626 olmak Uzere U¢ adet olarak tanimlanmistir.
Caligmalar bu alanlarinda basta Protein kinaz A (PKA) olmak iizere farkli kinazlar
tarafindan fosforlanabildigini gostermistir (Sekil 2.1).

Hucrenin fizyolojik ya da farmakolojik olarak uyarilmasi sonucu artan ikincil
haberci yapisi siklik Adenozin monofosfat (CAMP), SIK Uyelerinin PKA tarafindan
fosforlanmasmi1 ve bodylece inaktif olmasini saglar. SIK aktivitesinin ortadan
kalkmasiyla SIK aktivitesinin ortadan kalkmasiyla SIK substratlarmin iligkili
fosfotazlarin aktivitesi sonucu mevcut fosforlarmi kaybederek defosforile olurlar ve
asag1 akista yer alan yolaklarda farkli islevler tstlenir. Fosforlanan SIK Gyelerinin
14-3-3 proteine baglandigi gosterilmis ve bu baglanmanin inaktivasyon igin gerekli

ongorilmistir [Berggreen ve ark., 2012], [Sonntag ve ark., 2018].

LKB1
AMPK1 168 M M'S D E F R S
AMPK2 157 M MS D E F R S
SIK1 167 FIY K S E P S W
SIK2 160 F'F K s E L A W
SIK3 206 L F TP QL K W
MARK1 200 EE TV N K D F
MARK2 193 E BEENEN F G K D F
MARK3 196 E'E T V N K D F
MARK4 199 EIETL S K D F

Sekil 2.2: AMPK ailesi liyelerinin aktivasyon alanlar1 hizalama ¢alismasi. Katalitik
aktivite icin gerekli olan LKB1-Treonin fosforilasyonu (kirmizi), hizalama sonrasi
birebir uyum gosteren kalintilar (yesil), evrimsel korunmus kalintilar (mavi) ile
gosterilmistir. Otofosforilasyonda gorev alan serin kalintilar1 +4 ile isaretlenmistir.

Ote yandan 2008 yilinda SIK1 ve SIK2 igin aktivasyon alam igerisinde treonin
kalintisindan 4 birim uzakta serin kalintisinin otofosforillenme ile aktivite gosterdigi
bulunmustur [Hashimoto ve ark., 2008]. Evrimsel olarak korunmus aktivasyon
alaninda TxxxS motifi ayn1 zamanda birgok AMPK iiyesinde bulunur (Sekil 2.2).
Glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3) fosforillemesiyle gerceklesen bu otofosforilasyon,

SIK’ler i¢in pozitif bir geri besleme mekanizmasina firsat sagladig: disiiniilmektedir.



2.2.1. SIK UBA Domeyni

Tum insan genomu tarandiginda UBA domeynini kodlayan genlere sahip SIK
ailesi de dahil olmak Uzere yalniz on AMPK kinaz bulunur. SIK ailesi iyeleri
ubikuitin baglanmasi i¢in gerekli hidrofobik araylizii olusturacak aminoasit
kalintilarin1 tagimalarina karsin UBA domeynlerinin poli-ubikuitin veya diger
ubikuitin yapilartyla etkilesime girmedigi gosterilmistir [Jaleel ve ark., 2006]. Bu
durum SIK UBA domeynlerinin gdrevlerini merak konusu haline getirmistir. Onceki
calismalar elde ettikleri veriler 1513inda UBA domeyninin, SIK aktivitesi i¢in sart
olan LKB1 fosforlamasinda konformasyonel bir degisiklik icin gérev aldigi iddia
etmigtir [Jaleel ve ark., 2006]. Bugiine kadar UBA domeyninin LKB1-SIK iligskisinde

nasil bir rol aldig1 deneysel olarak gosterilememistir.

2.3. SIK Yukari ve Asagi Akislarn

SIK ailesi iiyelerinin kinaz aktiviteleriyle fosforladigi ve sahip oldugu diger
rollere gore daha ¢ok calisilmis baslica baslica iki substrat1 vardir. LKB1 tarafindan
fosforlanarak aktive hale gelen SIK, bu iki substrata fosforlar ve bir dizi asag: akis
sonucu farkli metabolik olaylar1 diizenler.

Siklik ~ AMP-cevap-cleman1  baglanma  proteini ~ (CREB)-regulasyon
transkripsiyonel ko-aktivatorler (CRTC1, CRTC2 ve CRTC3), SIK tarafindan
fosforlandiginda 14-3-3 proteinine baglanma egilimi gosterir ve CREB’ni aktivite
etmek Uzere nukleusa gecemezler. Boylece nukleusta bulunan ve bir dizi
transkripsiyonla belirli gen ifadelerini baslatacak olan CREB inaktif olur. SIK’nin
PKA tarafindan veya spesifik inhibitorlerle aktivitesinin engellendigi durumlarda
CRTC fosforlanmasinin diistiigii, nukleusa translokasyonunun gerceklestirdigi ve
CREB bagimli transkripsiyonun arttig1 gosterilmistir [Altarejos ve Montminy, 2011;
Clark ve ark., 2012; Luo ve ark., 2012; Henriksson ve ark., 2015; Sonntag ve ark.,
2017; Sonntag ve ark., 2018]. PKA, SIK ailesi tiyelerini fosforlayarak dolayli kontrol
saglayabildigi gibi dogrudan CREB’ine fosfor baglayarak da CREB bagimli gen
ifadesini artirabilir [Darling ve Cohen, 2021].

SIK ailesi Uyelerinin bir diger substrati olan smif 2a histon deagetilaz

(HDACA4/5/7/9)’1ar1 fosforlamast onlarin 14-3-3 proteinine baglanmasini saglar ve



boylece HDAC’lar nukleusa transloke olamazlar. SIK’lerin inaktif oldugu
durumlarda HDAC’lar nukleusa go¢ ederek miyosit gliclendirici faktor 2 (MEF2) ile
etkilesir ve MEF?2 ile ilisikli gen ifadelerini baskilar [Chan ve ark., 2003; Berdeaux
ve ark., 2007; Finsterwald ve ark., 2013; Henriksson ve ark., 2015].

CRTC-CREB ekseni ve HDAC-MEF?2 yolag: SIK (yelerinin en erken kesfedilen
gorevleridir. Bu iki yolakta SIK benzer etki gostererek proteinleri fosforlar ve onlarin
nukleusa gecisini engelleyerek bazi gen ifadelerini saglar ya da engeller. Tum
bunlara ragmen bu yolaklarda aydinlatilmamis harici substratlar ve etkilesimler
mevcut olabilir.

Henriksson ve arkadaslari, 2015 yilinda SIK2’nin Ser358 aminoasit
kalintismdan PKA tarafindan fosforlanmasiyla saglanan regilasyonun adipoz
hiicrelerde CRTC, HDAC uzerinden hiicrenin glukoz aliminda gorev aldigi
gostermistir [Henriksson et al., 2015].

Bugiine kadar yapilan c¢aligmalar SIK2’nin farkh fizyolojik siireclerde rol
aldigin1 gostermistir. En erken kesiflerden biri SIK2’nin obez veya insilin direncine
sahip bireylerde ekspresyonun distigudir (Sall ve ark., 2016). Bu ve benzeri
sonuglar SIK ailesi ve 6zellikle SIK2 nin metabolizmada énemli rollere sahip oldugu
gostermis, buna ek olarak ilerleyen yillarda farkli bir yolakta gorevleri
aydmlatilmastir.

Dogustan gelen bagisiklik sisteminin ana bilesenlerinden biri olan makrofajlarin
duzenleyicilerinden biri de SIK (yeleridir. PKA tarafindan fosforlanarak inaktif
edilen SIK2, CRTC’yi fosforlayamaz ve nukleusa transloke olan CRTC, CREB ile
birlikte interlokin 10 (IL-10) gibi anti-inflamatuar sitokinlerin ekspresyonuna firsat
verir [Clark ve ark., 2012], [MacKenzie ve ark., 2013]. Bu surecin diizenlenmesinde
prostaglandin E2 (PGE2), cAMP artirarak PKA {izerinden rol oynar. Yine inaktif
SIK etkisiyle serbest kalan HDAC, sitozolden nukleusa gecerek transkripsiyon
faktori nikleer faktor-kappa B (NF-xB) *ye baglanir ve timdr nekrosis faktor (TNF)
ile interlokinl2 (IL-12) DNA iizerinde bulunan baslatici bolgelere baglanmasini
engeller. BOylece NF-xB tarafindan gen ifadesi saglanan pro-inflamatuar gen
ifadeleri baskilanir [Luan ve ark., 2014].

Makrofajlara benzer sekilde mast hiicreleri deri, sindirim ve solunum
kanallarinda yer alan enfeksiyon durumunda sitokin ve kemokin salgilayan dogustan
gelen bagisiklik sistemleri elemanlaridir. Darling ve arkadaslar1 SIK2/3 ¢ift knock-

out (KO) fare modelinde mast hiicrelerinin aktivasyonun icin gereken interlokin 33



(IL-33)’lin 6nemli Ol¢iide azaldigini, buna gore mast hiicrelerinde SIK aktivitesinin
gerekli oldugu bildirilmistir [Darling ve ark. 2021]. Ilgin¢ bir sekilde SIK2 KO
canlilarda SIK3 ifadesi biliyiikk oranda artmistir. Bu durum SIK2 ve SIK3 ig¢in
birbirlerini kompanse ettigi fikrini destekler.

Kemik olusum ve onarim mekanizmalari parathormon (PTH) ve bir G protein
kenetli reseptdr yapisinda olan parathormon reseptori (PTHL1R) tarafindan
dizenlenir. PTH1R iiniin uyarilmasiyla kemik olusumunu artirmakta ve PTHIR
agonistleri osteoporoz gibi kemik hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir.
Yapilan calismalar PTH nin PKA {izerinden SIK2 fosforilasyonuna yol agtigi ve
inaktif hale gelen SIK’nin CREB-CRTC ve HDAC-MEF2 yolaklartyla kemik
olusumunda inhibitor etkiye sahip sklerostin ekspresyonunu baskiladig1 gosterilmistir
[Wein ve ark., 2016]. Bu sonuglar 1siginda SIK2 inhibitorlerinin  kemik
hastaliklarinda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Son yillarda yapilan hippokampiis arastirmalari, depresyon ve ndronal sag
kalimda CREB-bagimli gen ifadelerinin énemini gozler oniine sermektedir. Fare
depresyon modellerinde hippokampiisde SIK2 aktivitesinin arttigt ve CRTC-CREB
sinyali iizerinden olusan antidepresan aktivitenin baskilandig1 gosterilmistir [Jiang ve
ark., 2019]. Bu dogrultuda SIK aday inhibitéri ARN-3236’nin ayni deney
modellerinde antidepresan etkisi kanitlanmistir, ancak farmakokinetik Ozellikleri
yiiksek yan etkiye yol agmaktadir [Liu ve ark., 2020].

Ciltte bulunan melanosit hiicreleri, giinesten gelen ve hiicrede DNA hasari
yaratan ultraviyole 1siklara kars: cilt kanserinden koruyucu 6émelanin salgilar. Basta
SIK2 olmak Uzere SIK ailesi Uyeleri melanosit hiicrelerinde yiiksek oranda ifade
edilmektedir. Yapilan c¢aligmalar SIK2’nin CREB-bagimli gen ifadelerini
baskilayarak hiicrede melanin iretimini sinirladigini gosterilmistir. EK olarak SIK
inhibitorlerinin ciltte gilines kaynakli hasar ve kanser olusumunu azalttig
bildirilmistir [Horike et al., 2010].

Organizmada aclik-tokluk dengesi pankreastan salinan insiilin ve glukagon
kontroliinde gerceklesen glukoneogenez ile tamamlanir. Karaciger hicreleri
hepatositlerde glukoneogenez gen ifadesinin duzenleyicilerinden biri de SIK
uyeleridir. Beslenme durumunda artan insiilin sinyali ile SIK’ler, CRTC ve HDAC
yolaklar1 iizerinden glukonegenez igin gerekli enzimlerin transkripsiyonu azaltir.
Aclik durumunda ise glukagon sinyaliyle huicre ici CAMP artar, PKA aktife olarak
SIK’leri fosforlar ve inaktivasyonlarina sebep olur. Boylece SIK, CRTC ve HDAC



uzerinden FOXO ailesi gibi transkripsiyon faktorlerini baskilayamaz, glukoneogenez
ile glukoz uretimi gerceklesir [Sakamoto et al., 2018], [Haeusler et al.., 2010]. SIK
inhibitorii uygulanmis hepatosit hiicrelerinde glukonegenezin ve glikoz {iretiminin
arttigr  goOsterilmis, inhibitorlerin  hipoglisemi tedavisinde kullanilabilecegi
bildirilmistir. EK olarak adipoz dokularda insiilin sinyali sonrasi protein kinaz B
(AKT)’nin SIK2’yi fosforlayarak inaktive ettigi ve yine glukoneogenezi inhibe ettigi
gosterilmistir [Dentin et al., 2007]. SIK inhibitéri adipoz dokuda SIK aktivitesi
baskilandiginda hiicre glukoz alimindan sorumlu GLUT4 ekspresyonu azalmazken
glikoz alimi diismiistiir [Henriksson et al., 2015]. Bu sonugclar lipojenik genler ve
adipoz dokuda SIK2 aktivitesini kanitlayarak metabolizmada Onemli roliinii
vurgulamistir.

Basta SIK2 olmak {izere SIK ailesi liyelerinin bir¢ok kanser tiirtinde asir1 ifade
edilerek kanser progresyonunda rol aldig1 gosterilmistir [Chen et al., 2019]. Bilinen
bircok kanser belirteciyle etkilesen SIK2’nin, hiicrede apoptozu baskiladig1 ve hiicre
dongiisiinde hiicreyi G1 fazinda tutarak asir1 biiylimesine yol actigi bildirilmistir
[Gao et al., 2020].

Miranda ve arkadaslari, SIK2’nin, hiicre sag kalimi ve bdliinmesindeki roliiyle
kanserde aktif olan, fosfoinosit 3 kinaz (P13K) - protein kinaz B (AKT) yolaginda
PI3K’nin diizenleyici alt birimi olan p85 fosforladig1 ve over kanserinde yolagin asir1
aktif olmasini sagladigimi gostermistir [Miranda et al., 2016].

Hippo-YAP yolag: ilk olarak Drosophila melanogaster meyve sineginde
tanimlanmis; hiicre boliinmesi, organ boyutu, organ gelisiminde aktif bir hiicre sinyal
yolagidir. Yes ilisikli protein (YAP) bir¢ok kanser tiiriinde asir1 ifade edilirken
kontak inhibisyonu bozarak hiicre bdlinmesi ve metastaza neden olmaktadir. [Zeng
ve Hong, 2008], [Gumbiner ve Kim, 2014]. Yapilan ¢alismalar Drosophila sineginde
SIK2’nin, Hippo-YAP yolagmnin ana diizenleyicisi olan skafold protein Salvador
(SAV)’1 fosforlayarak veya dogrudan YAP Uzerinden, Hippo-YAP yolagmi aktive
ettigini gostermistir [Wehr et al., 2013]. Ayrica Hippo-Yap yolu ile PI3K-AKT
yolunun birbirleriyle etkilestigi, SIK2’nin her iki yoldaki roliiyle tiimor gelisimine
katkis1 gozler oniine serilmistir.

SIK Uyeleri CRTC-CREB ve PKA-HDAC yolaklari ile hiicrede metabolizma ve
inflamasyon yanit1 iizerinde kontrol saglar. Bu yollar ayn1 zamanda kanserde SIK ile
birlikte asir1 aktif olarak kanser hiicrelerinin yiiksek enerji ihtiyacini karsilamada

gorev alir.



Birgok ¢alisma SIK iiyelerinin kanserde onkogen roliine sahip oldugunu
gostermesine karsin Zohrap ve arkadaslari meme kanserinde mitojen aktive protein
kinaz (MAPK) — ekstraselller sinyal regulasyon kinaz (ERK) ve PI3K-AKT
yolaklarmin paralel inhibisyonunu diizenlemesiyle 06zellikle SIK2’nin timor
baskilayici oldugunu iddia etmistir [Zohrap et al., 2018]. Tim ¢alismalar ele
alindiginda SIK2 tiim6r olusumunda, kanser tiirt ve genetik temellere gore, timor
baskilayic1 veya onkogen olabilir. SIK-kanser iligskisi daha fazla ¢aligmaya ihtiyag
duymaktadir.

Kanserin olusum ve gelisim siireci tam olarak aydinlatilamadigindan giiniimiizde
tedavi metotlar1 molekiiler seviyede kanserde aktif protein tanimlanmasi ve
hedeflenerek baskilanmasi tizerinden ¢alisir. Bu baglamda SIK ailesi tiyeleri i¢in
tanimlanmis inhibitorler kanser tedavisi i¢in alternatif saglayacaktir. Ancak bu
inhibitorlerin diisiik spesifiteleri, hedeflenmeyen kinaz inhibisyonlariyla, daha fazla
arastirma ve farkli metotlara ihtiyaci artirmaktadir.

Basta SIK2 olmak iizere SIK aile iiyelerinin aydinlatilmamis bir¢ok fizyolojik
gorevlerinin olmas1 muhtemeldir. U¢ boyutlu yapisal modelleri bilinmeyen SIK’ler,
gerek inhibisyon gerekse heniiz aydinlatilmamis rollerinin arastirilmasi i¢in daha

fazla ¢calismaya ihtiya¢ duymaktadir.
2.4. Mikrotubul Affinite Regtlasyon Kinaz 1

Hiicrenin iskelet yapilari; boliinme, sentez, tasima ve protein trafigi gibi temel
hiicre fonksiyonlarinda gorev almaktadir. Yapisal destek gorevlerine ek olarak siki
baglantilar ile hiicre sinyalizasyonu ve haberlesmesine role sahiptir [Matsuuchi ve
Naus, 2013]. Aktin, intermediate filamentler ile birlikte hiicreyi “insa eden”
mikrotiibiiller; a-tubulin ve P-tubulinlerden olusur, mitoz, hiicre polarizasyonu,
organel taginmasi, hiicre farklilagmasi ve hiicre 6liimiinde kritik rol oynarlar [Tang et
al., 2013], [Etienne-Manneville 2010], [Su et al., 2012], [Drewes et al., 1995].

Mikrotibullerin dizenleyicileriden biri olan Mikrotubil Affinite Regulasyon
Kinazlar (MARK) ailesi, ilk olarak beyinde tau proteinin fosforlanmasinda
kesfedilmistir [Drewes, 1997]. llerleyen yillarda bu fosforilasyonun asir1 halini
Alzheimer hastaligi ile baglantisi ortaya ¢ikartilmistir [Timm et al., 2006].
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MARK ailesi, AMPK kinaz ailesi alt grubu olan Ca / Kalmodulin Bagimli
Kinazlar (CaMK) ‘a dahildir. Organizmada yaygin bulunan MARK’lar, Ca bagh
kalmodulin tarafindan aktive olarak farkli substratlar1 fosforlar [Marx et al., 2010].
Dort uyesi bulunan MARK ailesi (MARK1-4) alternatif ugbirletirme (splicing)
sonucu birgok izoform yapi1 olusturur [Braun ve Schulman, 1995]. MARK ’lar diger
AMPK ailesi iiyelerine benzer sekilde yapilarinda N-terminale yakin katalitik
aktiviteye sahip kinaz domeyni, kinaz domeyne yakin UBA domeyni ve diger
AMPK uyelerinden farkli olarak C-terminale yakin kinaz ilisikli (KA) domeyni tasir
[Web 1, 2021]. UBA domeyninin konformasyonel degisiklikle enzim aktivitesine
katki sagladigi diisiiniilmekte olup KA domeyninin ise hiicrede membran yapisinda
yer alan fosfolipidlerle etkilestigi, bu sayede lokalizasyon bagimli kinaz
diizenlemesinde gorev alabilecegi gosterilmistir [Moravcevic et al., 2010].
Caligmalar neredeyse tim AMPK iiyelerinde oldugu gibi, Maternal Embiryonik
Zipper Kinaz (MELK) disinda, MARK ailesi liyelerinde de LKB1 fosforilasyonunun
kinaz aktive i¢in gerekli oldugunu gostermistir. MARK ailesi iiyeleri (MARK1-4)
sirastyla Thr215, Thr208, Thr211 ve Thr214 alanlarindan LKBI1 tarafindan
fosforlanmaktadir (Sekil 1.2). Ayrica tiim domeynlere dagilmis sekilde, farkli
kinazlar tarafindan fosforlanan bir¢cok fosforilasyon alni tanimlanmistir [Uniprot
MARK1-4]. Calismalar KA domeyninin Kinaz domeyn Uzerine katlanarak yeni bir
arayiiz olusturdugunu, boyle otoinhibisyon yoluyla kendi Katalitik aktivitesini

diizenledigini gostermistir [Emptage et al., 2017], [Emptage et al., 2018].
2.5. SIK Inhibitér Tasarim Calismalar: ve Kisithhklar

AMPK ailesi iiyeleri yaygin fizyolojik rolleri ile uzun yillardir farmakolojik
hedef halindedir ve bu yapilar icin bugiline kadar onlarca inhibitér tasarimi
yapilmistir.  SIK ailesi Uyelerinin fizyolojik 6dnemini ortaya koydukca SIK hedefli
farmakoloji calismalar1 yillar i¢inde hizla yiikselmistir. Ozellikle kanser ve metabolik
hastaliklarda bozulmus SIK aktivitesinin diizeltilmesinin bu hastaliklara tedavi
olanag1 saglayacagi fikri hakimdir. Bu amagcla son yillarda SIK ailesi iiyelerine
spesifik inhibitor caligmalar1 yapilmaktadir (Sekil 2.3).

Web tabanli, iicretsiz, ticari olan bilesik tarama veri tabani ZINC15 veri

tabaninda SIK2 icin tarama yapildiginda 32 farkli potensiyel inhibitor yapisi
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listelenmektedir [Web 2, 2021], [Web 3, 2021], [Sterling ve Irwin, 2015]. Bu
inhibitorlerin ¢ogu AMPK ailesi iiyeleri icin gelistirilmis ve yapisal benzerligi
nedeniyle SIK (yelerinde de etki gostermesi ongorilmektedir. Inhibitorlerin cogu
tirevlendirme metodu ile birbirlerinden veya bazi temel kimyasal iskeletler
yapilarindan tiiretilmistir. Ancak bu inhibitorlerin segiciligi diisiiktiir, bu nedenle

klinik kullanima uygun degildirler.
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Sekil 2.3: Baz1 SIK inhibitorleri.

SIK spesifik inhibitér, HG-9-91-01, diger inhibitérlerden farkli olarak ATP
baglanma bolgesine yakin yer alan hidrofobik bir cep yaratan kapi-tutucu bdlgedeki
diger AMPK ailesi iiyelerinde bulunmayan treonin yapisini hedefler (Sekil 2.4)
[Darling ve Cohen, 2021]. Deneysel olarak treonin yapisinin mutasyona ugratilmasi
HG-9-91-01 inhibisyon etkisini ortadan kaldirmaktadir, bu nedenle HG-9-91-01’in
diger inhibitor yapilarla kombinasyon seklinde kullanilmasi 6nerilmektedir [Fogarty
et al.,, 2010]. Bu yiiksek segicilik ve inhibisyon basarisina karsm farmakokinetik
ozellikleri in vivo kullanimma uygun degildir. Yaygmn kullanim amaciyla
iyilestirilmis HG-9-91-01 analoglar;; YKL-05-099, YKL-06-061 ve YKL-06-062

gelistirme asamasindadir.
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Bir diger potansiyel SIK inhibitorleri ise giiniimiizde kronik miyeloid I6semi
gibi kanser tiirlerinde klinik kullanima giren dasatinib ve bosutinib, AMPK

iiyelerinde benzerlik gdsteren kapi tutucu alani hedefler.

Kap1-Tutucu

l

AMPK1 100 |
AMPK2 89
SIKI 99
SIK2 92
SIK3 138
MARK1 132
MARK?2 125
MARK3 128
MARK4 131

Sekil. 2.4: SIK ve diger bazt AMPK ailesi liyeleri Kapi-tutucu bolge benzerligi.

Bu inhibitorlerin ¢ogunun kinaz enzimlerin ATP baglanma bolgelerine kenetlenerek
alan isgali ve yarigimli inhibisyon saglamasidir. Diisiik secicilik, lipofilisite ve
molekiiler biiyiikliik ile sorunlar mevcut inhibitorlerin SIK icin yeterlili§ine engeldir.
Ek olarak tiim inhibitorler her bir SIK {iyesi igin ayni etkiye sahip degildir, mutant ya
da izoform yapilarda etkisi bilinmemektedir. Bu baglamda caliymamizda uygulanan
LKBI1 kaynakli SIK2 aktivasyonunu UBA ve kinaz domeynleri arasindaki arayiizde
allosterik olarak inhibe edebilecek oncul bir peptit veya inorganik bir molekdl
tanimlanmas1 bu alandaki konvansiyonel yaklagimlar yaninda dikkat cekici bir
uygulama olacaktir.

Caliymamizda heniiz kristal yapist ¢oziimlenmeyen SIK2 i¢in homoloji
modelleme, UBA-kinaz domeyn etkilesiminin molekiiler karakterizasyonu i¢in ise
kenetleme ve molekiiler dinamik modellemelere basvurulacaktrir. Ardindan fiziko
kimyasal Ol¢ekte karakterize edilen domeynler arasindaki etkilesimi yok etmeye
yonelik kompetetive karakterde allosterik inhibisyon metodu uygulanacaktir.
Gelistirilmesi hedeflenen aday inhibitdr veya Onciil molekiil yaklasim 6nemi her

gecen gilin anlasilan SIK ailesi basta olmak ilizere AMPK kinaz ailesinindiger
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iyelerinin iliskli biyolojik fonksiyonlarmin inhibisyonunda ATP baglanma
bolgesindeki hidrofobik cebi hedef alan konvansiyonel kinaz inhibitorlerine alternatif

saglayacaktir.
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3. MATERYAL ve METOTLAR

3.1. Kullamlan Programlar

Calismamizda homoloji modelleme metodu ile gelistirilen SIK2 modellerine
dogrulama islemiyle teyit edilecek ve olusturulacak mutant ile ligand kenetli
versiyonlariyla birlikte molekiiler dinamik (MD) simiilasyon uygulanacaktir.
Simiilasyon analizleri sonras1 gorsel tarama metot ve programlartyla domeynler arasi
etkilesimin yok edilmesi amaciyla aday inhibitor c¢alismasi yapilmasi, gelecek
calismalar i¢in On veri olusturulmasi amaglanmaktadir. Tiim islem basamaklar1 Sekil.

3.1.1°de gosterilmistir.

odel Gelistirm

SWISS-MODEL

Ligand Kenetli

AutoDock Vina |
T

Discovery Studio |
1
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3.1.1. Hizalama Cahsmas1 NCBI

Protein modellemenin ilk basamagi olan sablon se¢imi i¢in Ulusal Biyoteknoloji
Bilgi Merkezi (NCBI) tarafindan gelistirilen Temel Lokal Hizalama Arastirma Araci
(BLAST) araytzl uzerinden arama yapilmistir. SIK2’nin amino asit sekans1 UniProt
(uniprot.org) (Erisim Kodu Q9HOK1) iizerinden FASTA formatinda alinarak BLAST
Protein-Protein hizalama aracinda veri tabanlari {izerinden sekans benzerligi tarama
gerceklestirildi [Web 4, 2021].

BLAST programi her bir benzerlik arastirmasi icin Skor (Score), Beklenti
(Expect) ve Tutarlilik (Pozitives) verilerini hesaplamistir. Skor puanlamasi iki farkl
protein yapisi eslesmelerini tanimlar. Beklenti puani, O ile 1 arasinda, belirli bir nokta
tahmin 6l¢egidir ve skorun artmasiyla katlanarak azalir [Web 5, 2021]. Tutarlilik,

iki protein i¢in bire bir Ortligmelerin say1 ve toplam amino asit sayisina oranini igerir.

3.1.2. Homoloji Modelleme SWISS-MODEL

SWISS-MODEL (SIB, Biozentrum) son yillarda en yaygin kullanilan ticretsiz
erisimli web tabanli homoloji modelleme programidir. Bir¢ok protein veri tabani ile
iligikli olan SWISS-MODEL, homo ve hetero yapili proteinleri i¢in katlanma
modelleri gelistirmektedir.

SWISS-MODEL homoloji modelleme yaparken ProMod3 yontemini kullanir
[Studer et al., 2021]. Yontem amino asit dizisinde her biri kalintinin konumunu
bulmak i¢in 6ncelikle sablon konumlarini kullanilir. Sablon ile hedef sekans arasinda
uyumluluk olmadiginda Monte Carlo gibi istatistiksel yontemlere bagvurur. Son
olarak benzer olmayan yan zincir ya da alanlarda SwissModel veritabanlar1 taranarak
rotamer kitapligindan uygun pozisyon secilir [Web 6, 2021]. Sistem konumlandirma
sonrast potansiyel hatalar1 engellemek igin enerji minimizasyonu yapar. Tim bu
slirecte ProMod3 hesaplamalar1 ger¢eklestirmek i¢in OpenMM kitapligint [Eastman
et al., 2017] ve CHARMMZ22/CMAP [Mackerell et al., 2004] kuvvet alanini kullanir.

SWISS-MODEL gelistirilen modellerde potensiyel hatalar1 ve model
dogrulugunu 6lgmek i¢in Kantitatif Model Enerji Analizi (QMEAN) ve Kiresel
Model Kalite Tahmini (GMQE) olmak uUzere iki farkli puanlama sistemi saglar.

QMEAN skoru, yapi i¢in genel bir kalite 6l¢iitii olup benzer boyutlu deneysel olarak
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kanitlanmis proteinleri hedef protein ile karsilastirarak tutarlilik saglamaktadir.
Skorun sifira yakin olmasi basarili olarak ifade edilir (Waterhouse et al., 2018).
GMQE skorunda hedef-sablon hizalama sonuglar1 ve sablon yapisini sentezleyen bir
kalite Olcuttdir. O ile 1 araliginda bir deger alan GMQE, 1’¢ yaklastikga daha
bagarili olarak tanimlanmaktadir. GMQE modelleme tamamlanmadan program
tarafindan  hesaplanabilir, boOylece modelleme 0oncesi bir Olgit olarak
kullanilabilmektedir [Web 6, 2021].

SwissModel programi sablon se¢ilimi i¢inde Oncelikle kendi ve bagh oldugu
protein veritabanlarindan sekans benzerligi ile tarama yapar ve adaylar1 listeleyerek
secim ile model gelistirir. Listelenen tiim sablon adaylari, niikleer manyetik rezonans
(NMR) wveya X st kristilografi metotlariyla kanitlanmis, makale olarak

yayinlanmis ¢alisma tirtinleridir.
3.1.3. Modellerin Dogrulugunun Olgiilmesi ProSA

Modelleme yaklagimiyla gelistirilen protein yapilarinda potansiyel hatalarin
belirlenmesi ve model kalitesinin artirilmasi i¢cin model dogrulugunun o6l¢iilmesi
onemlidir. Protein yapilarmin iyilestirilmesi ve dogrulanmasinda siklikla kullanilan
web tabanli Protein Stucture Analyses (ProSA) programi, modelleri dogrularken X
1s1n1 kristalografisi, NMR gibi deneysel verileri kullanir ve tiim protein yapisini
tarayarak her bir aminoasit kalintis1 i¢in dogruluk hesaplamasi yapmaktadir
[Wiederstein ve Sipple, 2007].

Program protein yapismin tamami i¢in genel bir kalite 6l¢iitii olan Z puani Uretir.
Hesaplanan Z puani protein veri bankalarinda mevcut deneysel NMR ve X 1511
krsitalografi verileri gosteren tabloya yerlestirilir [Web 7, 2021].

Program tarafindan saglanan bir diger tablo “Dogal Proteinde Kalint1 Kalite
Puanlama”, her bir amino asit kalintis1 i¢in Kkalite Olcusini gosterirken pozitif
degerler siklikla ilgili bolgede hata ya da sorunu tanimlamaktadir. Cizgi ile ifade
edilen kalite, “merkez amino asit kalintisi, n”, devamindaki n+20 aminoasidin Kalite
puani ve n+40 puan ortalamasi ile mukayese edilerek diizlestirilmis sekilde gosterilir.
Bu hesaplama sonucu elde edilen n+40 kalin ¢izgi ile n+10 ince ¢izgiyle ifade

edilmistir [Web 7, 2021], [Sipple, 1993].
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3.1.4. Domeyn Etkilesimlerinin incelenmesi

Protein Veri Tabani (PDB), baslangigta Brookhaven Ulusal Laboratuvari
biinyesinde arsiv olarak 1971 yilinda kurulmus, gliniimiizde web tabanli kristal yap1il1
makromolekiillerin listelendigi bir protein veri bankasidir [Web 8, 2021], [Berman et
al., 2000]. 2021 yilinda 50. Yilina ulasan PDB, 175.000’den fazla deneysel olarak
gelistirilmis li¢ boyutlu protein yapisini barmdirarak tiim biyoloji alanlarina hizmet
etmektedir [Burley ve Berman, 2021].

Homoloji modelleme i¢in hizalama ¢aligsmasiyla sirasiyla 6C9D ve 2HAK PDB ID
kodlu sablon yapilarimiz, evrensel protein dosya formati olan .pdb formatinda
indirilerek makromolekiil goriintiileme programlar: ile incelenerek, domeynler arasi

etkilesimler listelenmistir.
3.1.5. Mutant ve Ligand Kenetlenmeli Model Gelistirilmesi

Gelistirdigimiz SIK2 homoloji modellerde, UBA domeyninin  belli
aminoasitlerinin kinaz domeyni ile daha anlamli kimyasal etkilesim kurdugu
goriilmiistiir. Bunun iizerine ilgili aminoasit kalintilarinin degistirilmesi yoluyla
mutant versiyonlarin yaratilmasi, boylece etkilesimin engellenmesi amaglanmstir.
Literatiirde yer bulan, deneysel ¢alismalarda siklikla kullanin alanin aminoasidi ile
degistirme metotuyla model I ve model II’de UBA domeyni i¢inde yer alan bazi
aminoasit kalintilar1 degistirilmistir. Gelistirilen mutant SIK2 modelleri ileriki
adimlarda kullanilmistir.

Mutasyon yaratilmis modellere ek olarak yine UBA - kinaz domeynleri arasinda
bulunan kimyasal etkilesimin kirilmasi amaciyla ilgili bolge hedefli ligand tasarimi
ve kenetlenme caligmasi yapilmustir. Hedef bolgede aktif etkilesen aminoasit
kalmtilarin1 iceren ligand tasarmimm alanin gerek sterik gerekse lipofilisite
ozelliklerine daha uyumlu olacag: diisiiniilmektedir. S6z konusu bdlge icin mevcut
aminoasitleri igeren bir tripeptit tasarimi segilmistir. Gelistirilen ligand AutoDock
Vina programi ile model I ve model II yapilarma kenetlenmis, etkilesimin

baskilanmasi amaglanmuistir.
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3.1.6. Molektler Dinamik Simulasyonlar1 Gromacs

Molekuler dinamik (MD) similasyonlari, bilesikleri olusturan atomlarin
molekiil i¢i ve molekiiler arasi fiziksel hareketlerini taklit eden bir hesaplama
metodudur. Son yillarda basta proteinler olmak tizere biyomolekiiller ve etkilesimleri
icin siklikla kullanilan molekiiler dinamik similasyonlarinin ilk biyolojik
uygulamalart McCammon ve arkadaglar1 tarafindan 1977 yilinda yapilmigtir
[McCammon et al., 1977]. Gunimizde MD simiilasyolari; ilag dizayni, protein
modelleme, protein-protein, protein-ligand etkilesimleri gibi sayisiz alanda altin
standart konumundadir.

MD simiilasyonlari, yapinin potansiyel enerjisini Shrodinger denkleminin
¢cozilmesi yerine Newton yaklasimiyla kuvvet etkilesimlerini esas alarak hesaplar
[Erdogan, 2020]. Bu tip hesaplamalar i¢in yillar i¢inde farkli birgok, basit ampirik
enerji fonksiyonu kimesi olan, kuvvet alanlar1 gelistirilmistir. Giinlimiizde yaygin
kullanilan baslica kuvvet alanlar1 ve kullanim amaclar1 Tablo 3.1°de listelenmistir

[Web 9, 2021].

Tablo 3.1: Baslica kuvvet alanlarinin kullanim amac1 ve gelistiricileri.

Kuvvet Alam Kullanim Amaci Gelistiren
AMBER | Assisted Model Biyomolekuller igin Cornell vd, 1995
Building and Energy | Molekiler Mekanik
Refinement (MM) hesaplama paketi
ve program seti
CHARMM | Chemistry at Genel kullanima uygun MacKerell vd.,
HARvard MM hesaplama ve analiz 1998
Macromolecular Ozellikli program paketi
Mechanics
GROMOS | GROningen Biyomolekiiller i¢in genig | Oostenbrink vd.,
MOlecular kullanimli simiilasyon 2004
Simulation paketi
OPLS Optimized Potential | Yogun faz simiilasyon Jorgensen vd.,
for Liquid icin 6zel gelistirilmis 1996
Simulations hesaplama paketi

Kuvvet alanlar1 farkli 6zellikler igerse de temelde ayni enerji hesaplamasma
sahiptir. Bu hesaplama bag yapan atomlarin agilari-bag giicii gibi bag enerjilerini ve

Van der Waals gibi bag olmayan enerji tiirlerinin genel toplamudir.
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Formiil 3.1°de verildigi iizere Newton’un hareket yasasinin sayisal ¢oziilmesi,
MD ’de molekiillerin zamana bagl hareketinin hesaplanmasina firsat verir. Formulde
ilk konumu 7 olan her bir atom i¢in tizerine uygulanan F kuvveti, kuvvet alan1 ile
hesaplanir [Erdogan, 2020]. Hesaplanan ivme a de dahil ettiginde, r, konumu her ¢t
zamaninda v hiziyla degisir ve yeni konum U (r,) olur. Belirlenen similasyon sureci
boyunca her atom igin hesaplama tekrarlanarak atomun hareket egilimi simiile edilir.
Verlet metodu bu hesaplama yontemlerinden biridir ve zamanin ileri-geri

doniigiimliliigl, alan koruma gibi 6zellikleri hesaplamaya dahil eder [Verlet, 1967].

)
P Call du,, d=r,

a=—Val = mya, = m, = m,— (3.1)
(3.2)

. ;?,

_ dl — ™ Ty

- fl §

l(h'r: EH'E

Groningen MAchine for Chemical Simulation (GROMACS) 1990’11 yillarda
Hollanda’da bulunan Groningen Universitesi tarafindan gelistirilmis, son yillarda en
yaygimn kullanilan Ucretsiz MD programdir [Van Der Spoel et al., 2005], [Bekker et
al., 1993]. Basta biyomolekiiller olmak tizere genis bir kullanim alani olan Gromacs,
acik kaynakli olmasi sebebiyle her gecen giin gelistirilmektedir [Abraham et al.,
2015].

Gromacs programi MD verilerini belli dosya formatlarinda isler ve simiilasyon
sonrast analiz i¢in farkl araglara sahiptir. En temel iki MD simiilasyon analizi
Sapmanm Karekok Ortalamasi (RMSD) ve Dalgalanmanin Karekok Ortalamasi
(RMSF)dir.

3.1.6.1. RMSD

RMSD, yapinin referans yapi olan ilk konumdan sapma miktarini 6l¢me yoluyla

kantitatif veriler olusturur. RMSD yapilari karsilagtirma igin en iyi yontemdir.
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3.1.6.2. RMSF

RMSF protein yapilarda aminoasit dizisini olusturan her bir kalint1 i¢cin zamana
gore ortalama konumundan sapma miktar1 hesabidir. RMSD hesaplamasinda toplam
yapmin hareketi incelenirken RMSF alt birimlerin  harekete katilimini

gostermektedir.
3.1.7. Protein — Ligand Kenetlenme AutoDock Vina

En yaygin kullanilan hesaplamali kimya metotlarindan biri olan molekiiler
kenetlenmede, makromolekiiller (reseptor) ile kiiciik molekiillerin (ligand) baglanma
egilimleri simule edilmektedir. Bu simiilasyon ile iki yapinin etkilesimleri ve
baglanma enerjileri tahmin edilebilir, veriler kimya ve biyoloji alanlarinda deneysel
calismalara alternatif olabilecek diisiik maliyetli, hizli ve tekrarlanabilir sonuglar
saglamaktadir [Trott ve Olson, 2009].

Molekuler kenetlenme biyolojide enzim-substrat, enzim-inhibitér, protein-
inhibitdr, protein-protein, protein-DNA gibi farkli bir¢ok yapmnin etkilesimlerinin
tahmini icin kullanilir. Ozellikle inhibitdr calismalar1 hastaliklarin tedavisi veya
arastirilmasi amaciyla proteinlere spesifik tasarimda giiniimiizde altin standarttir.

Kenetlenme g¢alismalarinda siklikla reseptor yapismnin baglarr ve temel iskelet
yapisi sabit tutulurken ligand yapisi en uygun konformasyonel sekil ile hedef bolgeye
miimkiin olan en iyi baglanma bi¢imiyle kenetlenir. Bu tip kenetlenme simiilasyonu,
rijit kenetlenme olarak bilinmektedir. Bazi ¢aligmalarda reseptor yapisindaki belli bir
bdlge ya da sinirli sayidaki aminoasit kalintis1 yine ideal baglanma konformasyonun
taklidi i¢in gorece serbest birakilir ve deneysel calismalara daha yakm bir sonug
amaclanir. Ilgili alanda gelistirilmis bu hareketli reseptdr — ligand yaklasimi esnek
kenetlenme olarak tanimlanir.

Temelinde kuvvet alanlarinda makromolekiillerin enerji degisimini hedefe alan
MD similasyonundan farkli olarak kenetlenme ¢alismalari, ideal baglanma
konformasyonu, baglanmanin serbest enerjisi tahmin eder, potansiyel kimyasal
etkilesimlere odaklanir.

Monte Carlo algoritmasi ile ¢alisan AutoDock Vina (The Scripps Research

Institute), gliniimiizde en yaygin kullanilan agik kaynakli molekiiler kenetlenme ve
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sanal tarama programidir [Sabe et al., 2021]. AutoDock Vina ayrica PyMol,
LIGANN, PyRx gibi farkli bircok programla esgiidiimli ¢alisabilir, boylece daha
genis bir kullanim alanina sahiptir.

Calismamizda gelistirilen SIK2 modellerinde UBA ile N-Kinaz domeynlerinin
etkilesimini kompetetif olarak ortadan kadirmak amaciyla AutoDock Vina programi
ile peptit veya inorganik yapiya sahip ligand molekiiller ile kenetlenme simiilasyonu
yapilmigtir. Bu simiilasyonlar ile aday inhibitorlerin hedef bolgeye baglanma
bicimleri ve baglanma enerjileri hesaplanarak, gelecekte SIK2’yi hedef alan ilag
gelistirme c¢aligmalarda kullanilabilecek oOncii molekiill ve muhtemel tiirevleri

hakkinda bir veri kaynag1 olusturulmasi hedeflenmistir.

3.1.8. Yardimc1 Programlar

Calismamiz siirecinde gerek modellerin gorsellestirilmesi gerekse verilerin

analizi amaciyla kullanilan birgok farkli program kullanilmistir.
3.1.8.1. Discovery Studio

Discovery Studio (Biovia) modelleme g¢alismalarinda gorsellestirme ve analiz
amagcl kullanilan, ticari bir programdir. Hesaplamali ¢caligmalarda kullanilan bir¢ok
araca sahip olan Discovery Studio ticari versiyonunda molekiil dizayni, homoloji
modelleme, MD, X-1sin1 kristalografi ¢alismalar1 i¢in analiz hizmeti saglar [Web 10,
2021].

3.1.8.2. Chimera

Kaliforniya Universitesi San Francisco (UCSF) tarafindan gelistirilen Chimera;
molekiillerin yaratilmasi, goriintiilenmesi, analizi gibi bir¢ok araca sahip akademik
kullanicilar i¢in iicretsiz kullanilabilen Python tabanli, agik kaynakli bir programdir
[Petterson et al., 2004]. MD, homoloji modelleme, kristalografi gibi hesaplamali

metotlarin analizi, gorsellestirilmesi amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir.
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3.1.8.3. PyMol

Python tabanli, {icretsiz molekiil gorsellestirme programi PyMol (Schrddinger),
veri analiz ve MD simiilasyonlarmin video haline getirilmesinde 6ne ¢ikmaktadir.
Temel araglarin iicretsiz olmasina karsin ticari versiyonu da bulunan PyMol, en

yaygin kullanilan gérsellestirme araglarindan biridir [Web 11, 2021].

3.1.8.4. VMD

Illinois Universitesi tarafindan gelistirilen, {icretsiz MD gérsellestirme ve analiz
programi VMD, Python taban destegiyle ek ara¢ kullanima firsat verir [Humphrey et
al., 1996]. Ucretsiz ve web tabanli erisimiyle yaygin kullanilan program simiilasyon

verilerini video film kayd1 yapabilmesiyle 6ne ¢ikmaktadir.
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4. SONUCLAR

4.1. NCBI Hizalama Calismas1 Sonuclari

NCBI tarafindan {icretsiz erisilen BLAST Protein araci ile SIK2 sekans
benzerlik taramasi sonucu MARK ailesi Uyeleri sirasiyla %74, %72, %72 ve %71
benzerlik ile liste bas1 gelmektedir (Sekil 4.1).

serine/threonine-protein kinase MARK1 isoform X7 [Homo sapiens] MAP/microtubule affinity-regulating kinase 2 [Homo sapiens]
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Sbict 199 VILYTLVSGSLPFDGQMLKELRERVLRGKYRIPFYMSTDCENLLKRFLVINPIKRGTLEQ 258  Sbict 202 VILYTLVSGSLPFDGHNLKELRERVLRGKYRVPFYMSTDCESILRRFLVINPAXRCTLEQ 261

Query 265 IKEMKW 270 Query 265 IKEHKW 270
[ Kil
Sbjct 259 IMKDRW 264 Sbjct 262 IMKDKW 267

Sekil 4.1: BLAST programi SIK2 — MARK ailesi sekans benzerlik analizi. Sirastyla
A, MARKI1 benzerlik oranm1 %74; B, MARK2 benzerlik oran1 %72; C, MARK3
benzerlik orani1 %72; D, MARK4 benzerlik orani1 %71.

4.2. Homoloji Modelleme Sonuglari

SWISS-MODEL fiizerinden gelistirilen SIK2 i¢in model taramasi yapildiginda
Sekil 3.2 goriildiigl iizere bugiine kadar gelistirilmis dort farkli modelleme sonucu
listelenmektedir. Bu modellerin sablonlar1 sirasiyla 2wzj.1.A (MARK?2), 4yom.1.A
(SAD), 5ezv.1.A (AMPK) ve 5yks.1.A (SNRK) ii¢ boyutlu protein yapilaridir.
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QYHOK1
Natural variant ) ¢
Active site 0
Nucieotide binding [l
InterPro
homo-2-mer
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homo-2-mer

monomer

4 Homology models

Oligo-state 4 Ligands ¢ QMEANDIsCo ¢ Template ¢ Range ¢ Seqid (%) ¢
homo-2-mer 0.68 2wzZj1.A ] 53.77

2 & Assess @ —

monomer 0.64 4yom.1.A - 4492

X B Assess ¥ =U

monomer 0.61 Sezv.1 A = 4482

2 B Assess @ =0

homo-2-mer 0.60 5yks.1.A =1 38.66

2 & Assess ¥ —4 )

Sekil 4.2: SWIS-MODEL model veri tabaninda mevcut SIK2 modelleri.

Calismamizda NCBI BLAST protein araciyla SIK2 ile yiiksek oranda sekans
benzerligi bulundugu kesfedilen MARKI1 sablonlar1 kullanilmistir. SWISSMODEL
veri tabanlarmda MARKI ait ticboyutlu protein verileri Sekil 4.3’de listelenmistir.

. Oligo- " R
Description T state ¥ Ligands ~ Structure ~ Range
Crystal structure of KA1-autoinhibited MARK1 kinase monomer 6cad ]
& Assess ¥ =0
Catalytic and ubigutin-associated domains of MARK1/PAR-1 monomer 2hak 1]
L3 Assess # =)
Structure of the Kinase Associated Domain 1 (KA1) from monomer 1=PEG; Jose l
MARK1 kinase 2xCL;

Sekil 4.3: SWISS-MODEL veritabanlarinda tanimli MARK1 deneysel modelleri.

6C9D PDB kodlu yapi, Emptage ve arkadasi tarafindan X-i1gin1 kristalografi
metoduyla elde edilmis bir MARKI yapisidir [Emptage et al, 2018]. 2.6 Angstrom
(A) ¢oziiniirliige sahip yap1 ve MARKI in kinaz, UBA ve KA domeynlerini igerir.
Yapmim ligand igermemesine ek olarak KA domeyni ile otoinhibe olmasi dikkat
cekicidir. Bir diger model olan SWISS-MODEL kodu 2HAK, 2006 yilinda yine X-
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1511 yontemiyle gelistirilmistir [Marx et al., 2006]. 2.5 A ¢oziiniirliige sahip model
MARKT’in yalnizca kinaz ve UBA domeynlerini i¢inde barindirir. Son olarak
ticlinci MARKI1 yapist olan 30SE, 2010 yilinda Moravcevic ve arkadaslari
tarafindan gelistirilmistir [Moravcevic et al., 2010]. 1.7 A gibi yiksek ¢ozunurlik
degerine sahip model, gerek yalniz UBA domeynini igermesi gerekse ligand

icerigiyle genel modellemelere uygun degildir.

SIK2 homoloji modelleme i¢in mevcut MARKI1 sablon yapilarindan 6¢9d ve
2hak kristal yapilar1 se¢ilmistir. Secilen sablon protein yapilar: ligand veya mutasyon
icermedigi i¢in modellemeye elverisli yapidadir. SWISS-MODEL programi
modellemede ikinci basamak olarak ilgili sablonlar i¢in hedeflenen protein ile

hizalama ¢alisma yapmustir (Sekil 4.4).

et ZSLQNKSVNP'AR V'LLV'RLKSHRSS’PV'QQ;DCQuRR’=T’»‘OTV;(AQTV’L?V*V“=°\VRLLRSA'L QASNVEAFSTPASGCQARERAFMEEECVDT <20

AFQSTRSGQRRETLSEVINQLVVMPGAGKIFSMNDSPSLDSVDSEYDMGSVQORD sas

NELEDNPSLKDIMLANQPS P RMTSPFISLRPINPAMQALSSQKREVENRSPVSFREGRRASDTSLTQGIVAFRQHLONLARTXGILELNKVQLLYEQIGPERDE ei0

Sekil 4.4: Modelleme sablon olacak MARKI yapilar1 ve SIK2 hizalama ¢alismasi.
6c9d sablonuyla gelistirilen Model I, monomer yapili ve -1.89 QMEAN skoruna

sahiptir (EKler B, Sekil 4.5). Model SIK2 amino asit dizisinde 13-341 alani igerir ve

bdylece kinaz ve UBA domeynlerini kapsar.
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Sekil 4.5: SIK2 homoloji modelleme, Model I.

Bir diger SIK2 katlanma modeli 2hak MARKZ1 yapist ile olusturulan Model
II’dir. Monomer protein yapisina sahip Model 11, SIK2 kinaz ve UBA domeynlerini
kapsayacak sekilde 15-336 bolgesi i¢in katlanma modeli saglar (Sekil 3.2.5). Model
I1, -1.87 QMEAN ve 0.15 GMQE degerlerine sahiptir (Ekler B).
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Sekil 4.6: SIK2 homoloji modelleme, Model II.

Gelistirilen modeller yapisal farkliliklarin daha iyi anlagilmasi i¢gin Chimera
(UCSF) programi ile iist iistte cakistirilarak UBA-kinaz domeyn etkilesimi
incelenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7: Chimera (UCSF) programi ile SIK2 homoloji modelleri ¢akistirma
caligmasi. Model | yesil, Model I UBA domeyni sar1 ile ifade edilirken Model 11
turuncu, Model 11 UBA domeyni mavi ile isaretlenmistir.

4.3. Model Dogrulugunun Ol¢iilmesi

Gelistirilen modellerdeki potansiyel hatalarin kesfi ve model kalitesinin
Ol¢lilmesi i¢in ProSA programi ile onaylanmasi yapildi. Program tarafindan model
icin hesaplanan, genel bir kalite Sl¢iitii olan, Z skoru sirasiyla Model I ve Model 11

icin Sekil 4.8 ve Sekil 4.9 sol panellerinde gorilmektedir.
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Sekil. 4.8: ProSA programi Model | dogruluk analizi sonuglari. Sol panelde siyah
nokta Z puanmi ifade etmektedir. Sag panelde kalin ¢izgi n+40 ince ¢izgi n+10
ortalamasini gostermektedir.

Model I i¢in ProSA kalite analizi sonucu hesaplanan Z puani -7.98 olup NMR
ve X 1s1m kristalografi verileri lizerinde siyah nokta ile isaretlenmistir (Sekil 4.8 sol
panel). Sekil 4.8 sag panelde her bir aminoasit kalintis1 i¢in n+40 kalin bir ¢izgi ile
n+10 ortalama kalite degeri ince bir ¢izgi ile gosterilmistir. n+40 verisi daha genel
bir kalite 6lgiitii oldugu icin Model I icin yalnizca baslica aminoasitlerde sifir
degerinin iizerine ¢ikarak potansiyel hataya isaret eder. Bolgesel degerlendirilmek
istendiginde n+10 verisi yaklasik 15 ile 40 ve 370 ile 390 numarali aminoasit
kalintilar1 arasinda kalan bolgelerde sifir degerine sahip orta ¢izgiyi asarak potansiyel

yerel katlanma hatalarin1 vurgular.

30



X-ray
B NMR

Z-score
o

Knowledge-based energy

0 200 400 600 800 100
Number of residues

Sequence position

Sekil. 4.9: ProSA programi Model Il dogruluk analizi sonuglari. . Sol panelde siyah
nokta Z puanmi ifade etmektedir. Sag panelde kalin ¢izgi n+40 ince ¢izgi n+10
ortalamasini gostermektedir.

ProSA programi tarafindan Model II kalite analizi sonucu hesaplanan Z puani -
8.03’tlir. Olas1 katlanma hatalarma isaret eden Sekil 4.9 sag panelde, kalin ¢izgi
sifir1 hi¢ agmayarak yapinin tutarliligni teyit etmistir. n+10 verilerine bakildiginda
Model I ile tutarli sekilde N-terminal ugta yer alan birkag kalintiya ek olarak yaklasik

160 — 175 aras1 ve yine 290 civarinda potansiyel hata olabilecegini bildirilmistir.
4.4. Domeyn Etkilesimlerinin incelenmesi

Discovery Studio programu ile acilan Model I domeynler arasi etkilesimleri ve
bag uzunlar1 agisindan degerlendirilmistir (Sekil 4.10).

Model I UBA domeyn ile N uctaki kinaz domeyninin Tyr323-Lys72, Tyr323—
Lys81, Tyr323-Val85 ve His325-GIn84 aminoasitleri arasinda olmak iizere 4 farkli
Hidrojen (H) bag: sirasiyla 2.678 A, 2.944 A, 2.865 A, 3.4 A bag uzunluklarma
sahiptirler (Sekil 4.11).
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UBA Domeyni

Kinaz Domeyni

Sekil 4.10: Model | domeynler arasi olusmus H baglari. UBA domeyni aminoasitleri
sar1 ile isaretlenmis, kinaz domeyni aminoasitleri yesil ile isaretlenmis.

HIS325

Sekil 4.11: Model I domeynler aras1 olusmus H baglar1 ve uzunluklari. UBA
domeyni aminoasitleri sar1 ile isaretlenmis, kinaz domeyni aminoasitleri yesil ile
isaretlenmis.
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Benzer sekilde Model 11 icin UBA-kinaz domeynlerinin Tyr323-Lys72 ve

Thr323-Val85 aminoasitleri arasinda olusan ve Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’te verilen iki
H bag1 sirastyla 2.848 A, 3.237 A uzunlugundadir.

\

UBA Domeyni

P

Kinaz Domeyni

/

Sekil 4.12: Model Il domeynler aras1 olusmus H baglari. UBA domeyni aminoasitleri
sar1 ile isaretlenmis, kinaz domeyni aminoasitleri yesil ile isaretlenmis.




Sekil 4.13: Model Il domeynler arasi1 olusmus H baglar1 ve uzunluklari. UBA
domeyni aminoasitleri sar1 ile isaretlenmis, kinaz domeyni aminoasitleri yesil ile
isaretlenmis.

4.5. Mutant ve Ligand Kenetlenmeli Model Gelistirilmesi

Yukarida Sekil 4.10-13"te verilen UBA ve kinaz domeynleri arasindaki mevcut
giiclii kimyasal etkilesimin kirilmasi1 amaciyla etkilestigi gosterilmis Asn320, Lys321,
Ser322, Thr323, Asn324 ve His325 kalintilar1 alanin ile degistirilmistir (Sekil 4.14).

Sekil 4.14: Modellerde domeynler arasi etkilesimde gorev aldigi gosterilmis bazi
aminoasitler alanin ile degistirilmis mutant model. Degistirilmis aminoasitler cubuk
formunda gorilmektedir.

Benzer amacla domeynler arasi etkilesimi baskilayacak inhibitér ligand tasarimi
yapilmistir. Domeynlerin birbirlerine ¢ok yakin olmasi nedeniyle hedeflenen alan sterik
kisitlamalara sahiptir. Bolgenin hidrofobik karakterli olmast gz oniine alindiginda her iki
modelde ortak varlik gosteren tirozin-valin etkilesimini igerir sekilde Oncelikle Tyr-Val-Thr

(TVY) swrali tripeptid yapili olarak tasarlanmistir (Sekil 4.15 sol panel). Farkli
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kombinasyona sahip ligand tasarimlar1 yapildiysa da en basarili kenetlenme (-7.4 kcal/mol
ve -7.2 kcal/mol) tripeptid yapili TVY ligand: ile saglanmistir. Autodock Vina programu ile
simiile edilen kenetlenme ve hesaplanan baglanma affinitesi puani kullanilarak tripeptid
yapili ligand icin Inhibitér Konsantrasyonu (Ki) degeri hesaplanmustir. Ki hesaplamasinda
baglanma affinitesi (AG), Ki = exp(AG/RT) formuliinde yerine konularak hesaplanmistir (R,
evrensel gaz sabiti, 1.985 x 107 kcal mol™' K™ ; T sicaklik (K), 298.15 K). Spesifik
baglanmanin %350 azaltilmasi ig¢in gerek inhibitér konsantrasyonu olan IC50 degeri,
kenetleme ¢alismamiz gibi allosterik ¢alismalarda Ki degerine esittir [Haupt et al., 2015].
Model I ve Model II baglanma affinitesi ve IC50 degerleri Tablo 4.1°de listelenmistir.

Ligand yapis1 UBA hedefli kenetlenmede bir H bagi olusturmus ve bir¢ok aminoasit
kalintistyla etkilesmistir (Sekil 4.15 sag panel).

Tablo 4.1: Model I ve Model II ligand kenetlenme baglanma affinitesi ve hesaplanan

IC50 degeri.
Model | Baglanma Affinitesi (kcal/mol) Hesaplanan 1C50
Model | -7,4 3,76 uM
Model 11 -7,2 5,27 uM
Leuss GLY2040
/il
\ ?’ A‘\ § PHES31
- "/\}
<
GLU33S
Qﬁ.\ ASPTS LYS81

Sekil 4.15 Tripeptid yapili ligand tasarmmi ve kenetlenme ¢alismasi. Sol panelde
strastyla tirozin, valin ve tireonin aminoasit kalintilarini igermekte olan ligand yapisi
gorulmektedir. Sag panelde SIK2 UBA hedefli kenetlenme galismasinda ligand ve
etkilestigi aminoasit kalintilar1 goriilmektedir.
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4.6. Molekdler Dinamik Simulasyon Sonuclari

MD simiilasyon verileri yine Gromacs programi ile islenerek basta simiilasyon
stirecine dair genel biri bilgi veren Potensiyel Enerji, Sicaklik, Basing, Yogunluk
grafikleri hazirlanmis ve sirasiyla Ekler B.1.3-6’te verilmistir.

MD simulasyon ¢alismalart OPLS kuvvet alanin alt tiplerinden olan OPLS All Atom
(OPLS-AA/L) alani igerisinde 310° Kelvin (K) sicaklikta 1 bar basing altinda simdile
edilmistir. Her iki model i¢in model basmma 200 nano saniye (ns) simiilasyon
ongorildu. Ancak model I RMSD verilerinin yetersiz gorilmesi nedeniyle ilgili
model i¢in simiilasyon siiresi 600 ns’ye ¢ikartildi.

Temel MD analizlerinden biri olan RMSD yapinin kimyasal olarak merkezi sayilan o
karbonun zamana gore ilk konumundan uzakligini ifade eder. RMSD grafigindeki
dalgalanma protein yapisinin kararsiz bir halde zamanla ilk halinden daha esnek ve
gorece agilmis haline isaret etmektedir.

Model I RMSD grafigi olan Sekil 4.16 incelendiginde simiilasyon siirecinde
her li¢ versiyonunda yliksek oranda hareket ettigi, 6zellikle ligand kenetli modelin
zamana bagl olarak farkli kaliplarda hareket ettigi goriilmektedir. Her biri MD
simiilasyonu ayr1 ayr1 gorsellestirme programlarinda film halinde izlendiginde
RMSD grafiklerine yansiyan hareketin cogunlukla domeynler disinda kalan alanlar
bolgelerde kaynaklandigi gorilmiistiir. Bu fikri destekler sekilde tiim simiilasyon
stirecinde her bir aminoasit kalintisinin harekete katkisini irdeleyen RMSF grafiginde
domeynler arasi kalan 270 — 295 bolgesi tiim yapmnimn en hareketli bolgesi olmustur

(Sekil 4.17).
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Sekil. 4.16: MD simiilasyonu Model | RMSD analiz sonuglar1. Yabanil model
siyah, mutant model yesil ve ligand kenetli model kirmizi renk ile isaretlenmistir.

Yine model I RMSF grafigi incelendiginde bazi aminoasit kalintilarinin alanin

ile degistirilmesiyle olusturulmus mutant modelde, mutasyon yaratilmig 320-325

araligi yabanil modele gore daha fazla hareket ederek istenildigi sekilde bdlgede
kimyasal etkilesimi zayiflatmistir (Sekil 4.17 yesil ¢izgi).

Ligand kenetli model gerek RMSD gerekse RMSF basarili bir kenetlenme

ile bolgeyi hareket serbestligi katmadigi, yabanil model ile mukayese edildiginde

siirlt degisime neden oldugu goriilmiistiir.
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Sekil. 4.17: MD simiilasyonu Model | RMSF analiz sonuglari. Yabanil model siyah,
mutant model yesil ve ligand kenetli model kirmiz1 renk ile isaretlenmistir.

Model IT RMSD grafigi model I ’e ait grafik ile mukayese ettiginde daha az
harekete isaret eden gorece durgun ¢izgiler model II yapisinin daha kararli yapisina
vurgu yapmaktadir. Sekil 4.18 RMSD grafiginde modeller kendi arasinda
kiyaslandiginda herhangi manipiilasyon bulunmayan yabanil modelin zamana bagli
hareketinin birbirini tekrarlayan paternde simiilasyon siirecinde iki defa gerceklestigi
goriilmektedir. Mutant model diger iki yapiyla karsilastirildiginda yapisal olarak
daha kararsiz ve daha hareketli izlenmektedir. Ligand kenetli model ise Model I
RMSD grafigine benzer sekilde c¢ogunlukla yabanil modele benzer bir hareket

egilimi gostermistir.
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Sekil. 4.18: MD simiilasyonu Model 11 RMSD analiz sonuglar1. Yabanil model siyah,
mutant model yesil ve ligand kenetli model kirmiz1 renk ile isaretlenmistir.

Sekil 4.19 RMSF grafigi incelendiginde Model II’'nin Model I’e gore daha az
hareket egiliminde oldugu tekrar goriilmektedir. Model I’e benzer sekilde hareketli
bolgelerin domeynler disinda kaldigi, mutant yapida mutasyona ugratilan bdlgenin
diger iki yapidan ayrildigi goriilmektedir. Ligand kenetli modelde diger iki yapidan
farkli olarak ve Model I’e benzer sekilde 280-295 bdlgesinin hareketliligi dikkat
cekicidir.
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Sekil. 4.19: MD simiilasyonu Model 11 RMSF analiz sonuglar1. Yabanil model siyah,
mutant model yesil ve ligand kenetli model kirmiz1 renk ile isaretlenmistir.

MD similasyon verileri VMD programu ile analiz edilerek domeynler arasi
etkilesim ve gelistirilen mutant, ligand gibi yapilarinin bu etkilesime etkisi incelemek
amaciyla kinaz-UBA domeynleri aras1 H bagi grafikleri olusmustur (Sekil 4. 20, 21).

Model I MD simiilasyonlar1 domeynler aras1 H bagi bakimindan incelendiginde
yabanil versiyonun sahip oldugu 3 farkli H bagi simiilasyon boyunca c¢ogunlukla
varligm stiriirken, Sekil 4.20°de kirmizi ile gosterilmis mutant bag yapan amino asit
kalintilarinin alanin ile degisimi sonucu H baglarin1 kaybetmis ve sinirli zamanlar 1
H bagima sahip olmustur. RMSD ve RMSF anali sonucuyla tutarli sekilde ligand
kenetli Model I yapisi, yabanil versiyona ile benzer davranig sergilemis ve

simiilasyon siirecinde domeynler aras1 ¢coklu H bag1 tagimistir.
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Sekil. 4.20: Model I MD similasyon kinaz-UBA domeynler arasi H bagi grafigi.
Yabanil model siyah, mutant model kirmizi1 ve ligand kenetli model yesil renk ile
isaretlenmistir.

Sekil 4.21°te gosterildigi tizere yabanil Model Il MD simiilasyonu sahip oldugu
2 domeynler aras1t H bagimi simiilasyon siireci boyunca siklikla korurken, mutant
versiyon beklenen ve Model I mutant versiyonuyla benzer sekilde gorece az sayida H
bagi bulundurmaktadir. Peptid yapili ligand kenetli Model II versiyonu ise hem
Model I hem diger verilerle tutarli, yabanil versiyonu benzer, sinirlig1 inhibisyonla H

baglarini1 korumustur.
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Sekil. 4. 21: Model I MD simulasyon kinaz-UBA domeynler aras1 H bagi grafigi.
Yabanil model siyah, mutant model kirmizi ve ligand kenetli model yesil renk ile
isaretlenmistir.

4.7. Inhibitor Tasarim

MD simiilasyon sonucunda tripeptid yapili ligandin sinirl basarisi, yeni ve daha
basarili ligand tasarimi arayigini baslatmistir. Bilgisayar destekli ilag gelistirme
calismalarinda sik¢a kullanilan sanal tarama metodu veri bankalarindan saglanan
coklu aday molekiiliin kenetlenme c¢alismasiyla puanlanmasinin ve hedef bolge
Ozelikleri dogrultusunda gelistirilmesini igerir.

ZINC15 kimyasal bilesik veri tabami SIK2 UBA-kinaz domeynler arasmi
hedefleyecek sekilde bolge Ozellikleri olan < 250 Dalton ve LogP < 2 seklinde
siirlandirildiginda 5 milyonun Uzerinde aday molekil bulunmaktadir [Web 12,
2021]. Aday molekiiller Amerikan Gida ve Ilag Idaresi (FDA) onayli olanlar seklinde
filtrelendiginde yalnizca 275 aday molekiil kalmaktadir. Bolgenin sterik ve
elektrokimyasal 6zelligi diisiiniildiiglinde iyon, izomer ve aminoasit yapili bilesikler

listeden ¢ikartilmistir, kalan 92 bilesigin kimyasal yapis1 Ekler B’de goriilmektedir.
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Aday molekiiller AutoDock programi ile Model II’ye kenetlenmis ve baglanma
affiniteleri tablo 4.2°de listelenmistir. Bilesiklerin farmakokinetik 6zellikleri SWISS-
ADME web tabanli veri bankasindan saglanmis ve yiiksek baglanma affinitesi
gosteren yapilarin kimyasal ozellikleri arasinda korelasyon aranmistir [Web 13,
2021].

Tablo 4.2: Aday molekillerin baglanma affiniteleri, hesaplanan IC50 degerleri ve
farmakokinetik 6zellikleri. Csp3, sp® hibritlesmis C atom sayisi/ toplam atom sayisi.
Log P, partisyon katsayisi, kimyasal yapilar i¢in lipofilisite dl¢iitii. Log S, suda
¢Oziiniirlik tahmini hesaplamasi.

= S5 = -

s | E22 5 %2 2| 3| 3

= n‘é <X > <
Kafein -4.3 07mMm | 19419 038 | -008 | -1,48
Aspartat -4,3 0,7 mM 1331 0,5 2,04 | 1,98
ZINC895040 -3,7 20 MM 180,16 1 2,13 0,62
Oksiprolin -4,4 0.6 mM 131,13 0,8 -1,66 1,41
Temodal -4,8 0,3mM 194,15 0,17 -0,84 -0,79
Ihd -2,7 01M 191,14 1 -1,09 | -0,64
Fujiglukon -4,1 1 mM 178,14 0,83 -1,88 0,4
Klavulanat -4,7 0,4 mM 199,16 0,5 -0,67 -0,03
Teofilin 47 04mMm | 180,16 029 | -019 | -1,46
Vasc -4,9 03mM | 17612 0,5 142 | 023
Ade -4,9 03mm | 13513 0 0,03 | -143
Hidrazid -5 0,2 mM 137,14 0 -0,35 -0,56
Mafenide 5,3 0,1 mM 186,23 0,14 0,03 -0,8
Avc -5 0,2 mM 172,2 0 -0,01 -0,85
5-fc -4,5 0,5 mM 129,09 0 0,01 | -0,51
Etiracetam -4,7 0,4 mM 170,21 0,75 0,1 -0,48
Allopurinol 4,7 0,4 mM 136,11 0 0,01 -0,93
ZINC100070937 -4,2 0,8 MM 133,12 0,8 -0,77 1,06
Carbaglu -4,8 0,3 mM 190,15 0,5 -1,3 0,88
Glumin -4,3 07mMm | 146,14 0,6 -1,82 15
Akamprosat -4,4 0,6 mM 181,21 0,8 -0,51 0,14
Carbachol -3,8 20 MM 147,2 0,83 -2,37 2,58
Eflornithin -4,4 06mM | 18217 0,83 | -0,83 1,2
Demser -5,4 01mMm | 19522 0,3 019 | 0,02
Metronidazol -4,6 0,4 mM 171,15 0,5 -0,23 -1
Aminohipurat -5,3 0,1 mM 194,19 0,11 0,08 -0,54
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Tablo 4.2: Devam.

Zarontin -4.6 0.4 mM 141,17 0,71 0,74 | -0,89
Btc -3,7 20 MM 161,22 086 | -1,18 | -0,59
ZINC6382803 -4,2 08mMm | 167,19 0 011 | -1,19
Dtic 4.7 0.4 mM 182,18 0,33 0,04 -0,9
Kuvan -5,6 50 NM 241,25 056 | -1,43 | -0,24
llopan -4.6 04mM | 20525 089 | -027 | -0,08
Asiklovir -4.8 0,3 mM 225,2 038 | -091 | -041
Arac -4,8 03mMm | 24322 056 | -1,71 | -0,14
Amilorid -4.4 06mM | 229,63 0 -0,82 | -0,99
Dilatrat Sr -4,4 06mMm | 236,14 1 1,21 | -1,87
Saproptein -5,2 0,2 mM 241,25 0,56 -1,24 -0,24
Minoksidil -5,5 90 nM 209,25 0,56 029 | -2,15
Epivir 4.7 04mM | 229,26 0,5 047 | -0,84
Stavudin -4.9 03mM | 22421 0,4 -0,03 | -0,87
Sulbaktam -4.,8 03mM | 233,24 075 | -0,33 | -0,58
Droksidopa 5,4 01mMm | 21319 022 | -1,55 | 0,78
Mileran -4,4 0.6 mM 246,3 1 0,52 -0,58
L-Dops 5,3 01mmMm | 21319 022 | -158 | 0,78
Emtriva -4.9 0,3mM 247,25 0,5 0 -1,13
Asetazolamid -4,5 0,5 mM 222,25 0,25 -0,62 -1,14
Videx 55 90 NM 236,23 0,5 -0,23 | -0,64
Karbidopa -5,6 90 nM 226,23 0,3 -1,01 0,11
Ethambutol -4 10 MM 204,31 1 0,6 -0,46
Hmm -4,8 03mMm | 210,28 0,67 094 | -2,96
Misolin -6 40 nM 218,25 0,33 0,97 -1,91
Zonegran -6 40 nM 212,23 0,12 0,37 -1,65
Banzel -6,6 10 nM 238,19 01 1,34 -2,03
Amd 6,1 30 nM 211,21 0,3 059 | 017
Kaptopril -4,5 0,5 mM 217,29 0,78 0,62 -1,14
Robaksin -5,4 01mMm | 24124 0,36 0,77 | -1,52
Tindamax -4.8 03mM | 247,27 0,62 0,07 | -1,05
Butabarbital -4,8 0,3mM 212,25 0,7 1,01 -2

Meprobamat -4,8 0,3mM 218,25 0,78 0,73 -1,11
Felbatol -5,5 90 M 238,24 0,27 0,81 -1,5
Butalbital -5 02mM | 224,26 0,55 1.2 -2,06
Nitrofurantion -5,9 50 nM 238,16 0,12 -0,66 -1,04
Brivaracetam -4,5 0,5 mM 212,29 0,82 1,04 -1,46
Silfasetamid -6 40 nM 214,24 0,12 0,84 -1,68
Makrobid -5,8 60 NM 238,16 012 | -064 | -1,04
Tipirasil -5,6 80 nM 242,66 0,44 061 | -1,06
Sitrat -4,4 06mM | 19212 0,5 -151 | 0,38
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Tablo 4.2: Devam.

Mannit -4.4 06mM | 18217 1 223 | 131
Karnitor -4 10 mM 162,21 086 | -176 | -0,05
Tekfider -4.8 03mM | 144,13 0,33 048 | -061
DMSA -3,6 20 MM 182,22 0,5 0,19 | -0,81
Fosfomisin -35 30 MM 138,06 1 0,76 | 0,24
Sabril -4,2 0,8 mM 129,16 0,5 -0,05 0,98
Hepin 4,4 06mMm | 13117 083 | -012 | 154
Listeda 47 04mM | 157,21 0,88 0,27 0,58
Metakolin -3,7 20 mM 160,23 0,88 -0,6 -0,95
Pralidoksim -4,3 07mm | 137,16 014 | -005 | -1,72
Edrofonyum 4.7 04mM | 166,24 0,4 0,58 | 0,89
Gabapentin -5,2 02mMm | 171,24 0,89 0,79 | -0,01
Amantadin -4,9 03mmMm | 151,25 1 2,18 | -2,31
Prokasil 5 02mmMm | 170,23 0,43 157 | -1,66
Rasagilin -5,6 80 NM 171,24 0,33 2,28 | -2,26
Lorzon 5,3 01mMm | 169,57 0 184 | -2,62
Baklofen -5,5 90 nM 213,66 0,3 128 | -061
Akzon -5,9 50 nM 248,3 0 1,55 -2,38
ZINC35024346 5,1 0,2 mM 244,31 0,8 0,82 -1,31
Guanfasin -6 40 nM 246,09 0,11 1,75 2,74
Trinitrifenol 5,1 0,2 mM 229,1 0 -0,66 -2,18
Vareniklin -6,1 30 nM 211,26 0,38 1,62 2,11
Frovatriptan -6,3 20 nM 243,3 0,36 1,58 -2,37
Pindolol 5,7 70 NM 248,32 0,43 1,94 | -2,46
Milnakipran -5,4 0,1 mM 246,35 0,53 2,01 -2,07

En yiiksek baglanma affinitesine sahip Banzel, Frovatripan, Vareniklin, Amd
gibi yapilarinin detayli analizlerinde domeynler arasi bolgede giiglii etkilesimlere
sahip oldugu gorilmiistir. Bu yapilar arasinda ortak Kkimyasal 6zelliklerin
belirlenmesi amaciyla yapilan korelasyon caligmalar1 sonucunda 92 aday molekiil
arasinda yer alan 53 bilesikte LogP degeri ile baglanma affinitesi arasmda %70
oraninda dogru oranti bulunmustur (Ekler B). Benzer sekilde LogS degeri ile
baglanma affinitesi arasinda %38, molekiil agirligi ve Csp3 degerleri ile yine

baglanma affinitesi arasinda %31 oraninda korelasyon goriilmiistiir.
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5. TARTISMA

SIK ailesi, iiyesi oldugu AMPK enzimlerine benzer sekilde bircok temel
metabolik rollere sahiptir. Bozulmus SIK aktivitesi bugiine kadar basta kanser,
obezite olmak ftizere farkli saglik sorunlariyla iliskilendirilmis olup aktivitenin
farmakolojik olarak duzeltilmesi bu hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi
diistiniilmektedir. Ancak SIK ailesi lyeleri sinirli ¢alisma ve fizyolojik zorluklar
nedeniyle tam olarak aydinlatilamamis ve {li¢ boyutlu yapisi ¢oziilemediginden
inhibitér ¢aligmalar1 {iyesi oldugu AMPK kinazlara benzetim (izerinden
gergeklestirilmistir.

Calismamiz literatiirdeki ticboyutlu yap1 modeli eksikligini doldurmak amagli,
protein katlanma modellemesinde sik¢a kullanilan, homoloji modelleme metodu ile
gelistirilmis modeller ve benzetim ile iretilen inhibitorlere alternatif saglamasi
amaclanan domeyn etkilesimlerinin kirilmasi ile olusturulmus allosterik inhibisyonu
denemesini icermektedir.

SIK2 i¢in homoloji modelleme ¢aligmasmin ilk basamagi olan sablon sec¢ilimi
amacli NCBI BLAST hizalama ¢alismamizda en yiliksek dizilim benzerligi MARK
ailesi liyesi olan MARKI ile ¢ikmistir. Protein veri bankalar1 incelendiginde bugiine
kadar MARKI1 kristal ii¢ boyutlu yapisini deneysel olarak ¢6ziimleyen dort farkl
calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalar arasinda herhangi ligand yapis1 ve mutasyon
icermeyen iki fakli MARKI1 yapisi (2hak ve 6c¢9d), SIK2 homoloji modelleme
calismamiza sablon se¢ilmis ve gelistirilen modeller sirasiyla Model I ve Model 11
olarak tanimlanmistir. Homoloji modelleme programi SWISS-MODEL ayni
zamanda daha Once gelistirilen modellerin listelendigi bir veri tabanidir. Gegmiste
yapilmig SIK2 modelleri gelistirdigimiz Model 1 ve Model II ile mukayese
edildiginde modellerimiz hem aminoasit dizisinde daha genis bir alan1 katlama
basaris1 gosterirken hem de yine SWISS-MODEL tarafindan saglanan kalite 0l¢iti
QMEAN ve GMQE puanlarma gore daha basarilidir. Bu baglamda gelistirilen
modellerin ilgili veri tabaninda yer almasi, ileride yapilacak ¢aligmalar i¢in bir model
ve mevcut yapilara alternatif saglayacaktur.

Gelistirdigimiz SIK2 modelleri homoloji modelleme metodunda sikca
karsilagilan potansiyel hatalar acisindan teyit etmek ve onaylamak icin protein

modeli validasyon araci olan ProSA ile 6l¢limlendi. Yapilan inceleme sonras1 ProSA
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aract tarafindan saglanan model Z puani literatiirde yer alan NMR ve x-1smi1
kristalografi verileri dagiliminda yer alarak modellerin tutarliligini teyit etmistir. Ek
olarak yine ProSA tarafindan aminoasit bagina dogru katlanma incelemesi n+40 ve
n+10 grafikleri 6zellikle UBA bdlgesinde negatif degerlerde kalarak ilgili bolgenin
dogrulugunu onaylar.

Protein veri bankas1 PDB iizerinden elde edilen, modellerimizde sablon olarak
kullanilmis, 2HAK ve 6C9D MARKI kristal yapilar1 Discovery Studio
gorsellestirme programinda incelenerek UBA ile N-kinaz domeynleri arasindaki
etkilesimler listelenmis ve bu etkilesimlerin SIK2 homoloji modellerinde varlig:
incelenmistir. Buna goére iki domeyn arasinda yer alan gorece kuvvetli kimyasal
etkilesimler mutasyon ve ligand kenetlenme calismalar1 kirilmas: hedeflenmistir. In
vitro laboratuvar caligmalarinda da siklikla yer bulmus alanin aminoasidiyle yer
degistirilmesi sonucu gelistirilmis mutant modeller, gorsellestirme programlari
PyMol programlar1 kullanilarak incelenmis, UBA ile kinaz domeynleri arasindaki
kritik H baglar1 yok edilerek muhtemel LKB1 kaynakli SIK2 aktivasyonunun
engellenmesi amacglanmistir. tripeptit seklinde tasarladigimiz ara yiizii bozmaya
yonelik yapilarla eldeettigimiz diisiik afinite ve yiikse IC50 degerlerine sahip
inhibitorler yerine iki domeyn arasindaki bosluga daha rahat giris saglayabilecek
dizlemsel inorganik inhibitorler ZINCI15 kimyasal bilesik veri bankasindan
saglanarak SIK2 ligand adaylar1 AutoDock Vina programi ile domeynler arasi
etkilesimi zayiflatmasi amaciyla modellerimize kenetlenmistir.

Homoloji modelleme ile gelistirdigimiz yabanil modellerimize ek olarak
mutant ve ligand kenetli olmak {izere ii¢ farkli modelde protein yapilarin1 daha
detayli incelemek igin MD simiilasyon uygulanmistir. Model I 600 ns ve Model Il 20
ns boyunca OPLS-AA/L kuvvet alaninda 310° K ve 1 bar basing altinda simiile
edilmigtir. Simiilasyon sonucu model I RMSD incelemesinde modelin yabanil,
mutant ve ligand kenetli versiyonlarinda ortak sekilde yliksek oranda sapma ve
hareket goriilmektedir. Yine model I RMSF grafiginde model her {i¢ versiyonu i¢in
bu hareketliligin hedeflenen UBA ve kinaz domeyn alanlar1 disinda kalan ug ve ara
bolgelerden kaynakligi  goriilmektedir. Model 1 versiyonlar1 birbirleriyle
karsilastirildiginda mutant versiyonda yabanil yapiya gore UBA — kinaz etkilesimi
zayiflamig ve bu durum domeynler arasi mesafeyi artrmustir. Tripeptiten olusan
ligandm, kenetli SIK2 model I yabanil yapili versiyon ile mukayese edildiginde

kenetlenmenin zay1f kaldig1i, domeynler arasi etkilesimi zayiflatamadigi goriilmiistiir.
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Model II i¢in gelistirdigimiz mutant ve ligand kenetli versiyonlar model I ile
ayni sartlar altinda MD simiilasyon uygulanmistir. Yine model I e benzer sekilde
mutant olusturulmus yap1 yabanil versiyona gore zayif ve esnetilmis bir domeynler
arasi etkilesime sahipken ligand kenetli versiyon gorece daha basarisiz kalmig, UBA
— kinaz domeyn iliskisini kiramamistir. Bu veriler 1s1ginda SIK2 modellerinin UBA
bolgesinde olusturulmus mutasyonun daha 6nceki deneysel ¢alismalarla uyumlu
sekilde domeyn etkilesimlerini zayiflattig1 gosterilmistir. Tripeptid yapili ligand
kenetli verisyonlarm ise bu baglamda daha zayif kaldigi, ligand yapismin
gelistirilmesiyle daha olumlu sonuglarin alinabilecegi goriilmiistiir.

Ligand yapismin gelistirilmesi i¢in hedef alan olan domeynler aras1 bdlgenin
sterik etkisine ve lipofilisitesine uyumlu aday bilesiklerin bulunmasi1 amaciyla
kimyasal bilesik kiitiiphanesi ZINC15 veri tabaninda arama yapilmis, bulunan iki
yiizin lizerinde aday bilesik arasindan doksaniki tanesi yine AutoDock Vina
programu ile kenetlenme calismasi yapilarak baglanma egilimi incelenmistir. Yiiksek
baglanma affinitesi gosteren aday molekiillerin kimyasal 6zellikleri incelendiginden
logP degeri vyiikselmesiyle es zamanli olarak kenetlenme basarisini arttigi
gosterilmistir. Adaylar arasinda daha basarili baglanma sergileyen bu yapilar temel
iskelet/dnciil molekiil olarak ele almabilir, sergilenen korelasyon veri dogrultusunda
farkli siibstitiientlerle tiirevlendirilebilir ve yeni tasarimlar i¢in c¢ikis noktasi
olabilirler.

Tim sonuglar ele alindiginda SIK2 caligmalarina alternatif saglamak amaciyla
homoloji modelleme ile modeller gelistirilmis, domeynler arasi etkilesimi
hedefleyerek mevcut ATP baglanmasini hedefleyen konvansiyonel kompetitif
inhibitorlere alternatif daha 6zgiin bir yaklasim denenmistir. Calismamiz, UBA
domeyninin SIK2’nin katalitik aktivasyonunda gorev aldigi fikriyle Ortiisiir bir
sekilde siki domeynler aras1 kimyasal etkilesimleri gostermis ve bu etkilesimlerin
kirilmasmin en azindan SIK2 nin LKBI aracili inhibisyonu i¢in kullanilabilecegini
ongormektedir. Peptid yapili ligand modeller i¢in yeterli baglanma ve baskilama
saglamamasina karsin veri tabanlarindan saglanan aday bilesikler gelecek caligmalar
icin ¢ikis noktasi olabilir. Caligma kapsaminda sectigimiz tripeptit yapidaki inhibitor
oncii molekiillerinin etkilesim ara yiiziindeki H baglar1 dondr ve akseptorlerini
kullanarak bunlar1 hedeflemeyi amaglamasina ragmen proteinin {i¢ boyutlu tersiyer
yapisindaki bu dizilerin ardisik olmadigi dolayist ile tripetid formlar1 ile

karsilastirildiginda rijitilerinin daha az oldugu dikkate almarak daha uzun pepetid
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ligandlarin vasitasi ile hareketliligin artirilmasi1 ve daha uygun kenetlenme
yapilabilecegi Onerilmektedir. Son olarak SIK2’nin LKB bagimli aktivasyonunu
Onlemeye yonelik allosterik bir inhibitdr gelistirme ¢abamiz dolayli olarak SIK2’nin
LKBI1 ile aktivasyonunun hastalik patojenitesi ile daha iligkili oldugu farkli kanser

tiirlerinde denenmesinin 6ncelikli hedefler arasina koymaktadir.
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Sekil B1.1: Model I’¢ ait homoloji modelleme detaylari.
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Sekil B1.2: Model 1I’ye ait homoloji modelleme detaylar.

58



(kJ/mol)

30000 ——T——T——T—
25000 -
20000 -
15000 - -

10000 — 1

5000 \\ 2]

1 | 1 | 1 | L |

0
0 2000 4000 6000 8000
Time (ps)

(kJ/mol)

30000

25000

20000

15000

10000

5000

40 60
Time (ps)

80

Sekil B1.3: MD Simulasyonlar ait enerji-zaman grafikleri. Model 1 sol panel (A), Model 11
sag panel (B). Yabanil model siyah, mutant model yesil ve ligand kenetli model kirmizi renk
ile igaretlenmistir.
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Sekil B1.4: MD Simulasyonlar ait sicaklik-zaman grafikleri. Model | sol panel (A), Model 11
sag panel (B). Yabanil model siyah, mutant model yesil ve ligand kenetli model kirmizi renk
ile isaretlenmistir.
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Sekil B1.5: MD Simiilasyonlar ait basing-zaman grafikleri. Model I sol panel (A),
Model II sag panel (B). Yabanil model siyah, mutant model yesil ve ligand kenetli
model kirmizi renk ile isaretlenmistir.

ll()() T I T [ T I T I I T ] I
1080 1080 — =
1060 — n
1060 — -
g g 1040 WWWWMW
<
g‘ 1040 — = <E &
£ 2 T -

[T ALY ALy LIl VN 1020 =
1020 {JW .

1000 — -

A 980 — B
980 L | 1 | 1 | L 1 | 1 | 1 | 1 | 1

0 50 100 150 20( 20 40 60 80 10C
Time (ps) Time (ps)

Sekil B1.6: MD Simulasyonlar ait yogunluk-zaman grafikleri. Model I sol panel (A),
Model 1T sag panel (B). Yabanil model siyah, mutant model yesil ve ligand kenetli
model kirmizi renk ile isaretlenmistir.
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