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ONSOZ

Genetik, epigenetik, stres ve ¢evresel ve biyolojik bir¢ok faktore bagli olarak gelisen kanser
hastalig1 insan yasamini tehdit eden anormal hiicre biiyiimesidir. Meme kanseri sadece
kadina 6zgii bir hastalik degildir. Erkek bireylerinde meme kanseri olabileceginin bilinci
gelistirilmelidir. Ulusal Meme Kanseri Kurumuna gore her 8 kadindan 1’ine meme kanseri
tanis1 konmaktadir. Yakalanma riski bu kadar yiiksek olan bir hastalik icin yeni

terapotiklerin arastirilmasi son derece onem arz etmektedir.

Bu nedenle, bu tez ¢aligmasi kapsaminda meme kanserinin bir alt tipi olan {iglii negatif meme
kanseri tedavisi i¢in RSK1 ve RSK2 hedeflerine yonelik yeni ve segici inhibitorlerinin in
siliko yontemler ile belirlenmesi ve in vitro etkinlik incelenmesi c¢alismalari

gerceklestirilmistir.
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OZET

Meme Kanseri Tedavisine Yonelik Potansiyel Ribozomal Protein S6 Kinaz (RSK)

Inhibitorlerinin In Siliko Tarama ile Belirlenmesi ve In Vitro Etkinlik incelenmesi

Sevil KALIN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tibbi Sistem Biyolojisi Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Dr. Ogretim Uyesi Ferah COMERT ONDER
16/01/2023, 110

90 kDa Ribozomal S6 Kinaz (RSK) ailesi Ras-MAPK sinyal yolaginin asagi akis
efektorleri olup yiiksek oranda korunmus Ser/Thr kinazlarin bir grubudur. Dort izoformdan
(RSK1-4) olusan p90RSK ailesinin her bir izoformu NTKD ve CTKD kinaz alanlarina
sahiptir. Cesitli hiicresel sinyal yolaklarinin diizenlenmesinde rol alan p90RSK'lar birgok
niikleer ve sitosolik hedefi fosforile ederek hiicre hayatta kalmasi, bitylimesi, hareketliligi ve
cogalmasini diizenlemektedir. RSK ifadesi ve aktivitesinin meme kanseri dahil olmak tizere
birgok kotii huylu tiimorde diizensiz oldugu bulunmustur. Boylece, RSK dikkat ¢ekici bir
terapotik hedef haline gelmistir. Bu nedenle, bu tez ¢alismasi kapsaminda RSK hedefli
kanser tedavisi i¢in yeni potansiyel inhibitér adaylarimin in siliko sanal tarama ve molekiiler
modelleme yontemlerinin kullanilmast ile belirlenmesi ¢aligmalar1 Schrédinger ve
Discovery Studio programlar1 yardimiyla GLIDE/SP, CDOCKER ve Libdock algoritmalari
kullanilarak gergeklestirilmistir. In siliko sonuglar standartlar ile karsilastirildiginda
potansiyel RSK1 ve RSK2 inhibitorleri belirlenmistir. Belirlenen inhibitér adaylarinin in
vitro etkinlik ¢alismalart MDA-MB-231, BT-549, BT20 ve MCF7 hiicre hatlar1 kullanilarak
yapilmigtir. [n siliko verilerden elde edilen sonuglara goére leflunomide, karvedilol,
ticagrelor, rutin, katesin, kersetin bilesiklerinin meme kanseri hiicre hatlarinda koloni
olusumu inhibisyonu, sitotoksisite ve hiicre gogii engelleyici etkileri gézlemlenmistir. EK
olarak, RSK3 ve RSK4 izoformlar1 i¢in homoloji modelleri yapilmistir. Sonug olarak,

gerceklestirilen in siliko ve in vitro galismalar sonraki ¢alismalara onciiliik edebilecektir.

Anahtar Kelimeler: p90RSK ailesi, UNMK, Sanal Tarama, Molekiiler Yerlestirme,

Homoloji Modelleme
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ABSTRACT

Identification of Potential Ribosomal Protein S6 Kinase (RSK) Inhibitors for Breast
Cancer Therapy with In Silico Screening and Investigation of In Vitro Activity

Sevil KALIN
(Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Medical System Biology
Supervisor: Assist. Prof. Ferah COMERT ONDER, Ph.D.
16/01/2023, 110

The 90 kDa Ribosomal S6 Kinase family is a group of highly conserved Ser/Thr
kinases that are downstream effectors of the Ras-MAPK signaling pathway. Each isoform
of the p9ORSK family which consists of four isoforms (RSK1-4), has NTKD and CTKD
kinase domains. POORSKSs which are involved in the regulation of various cellular signaling
pathways, regulate cell survival, growth, motility, and proliferation by phosphorylating
many nuclear and cytosolic targets. The expression and activity of RSK have been found to
be dysregulated in many malignant tumors including breast, prostate, and lung cancers. Thus,
RSK has become an attractive therapeutic target. Therefore, within in the scope of this thesis,
the determination of new potential inhibitor candidates for RSK-targeted cancer treatment
by using in silico virtual screening and molecular modeling methods was carried out using
GLIDE/SP and CDOCKER and Libdock algorithms with the help of Schrodinger and
Discovery Studio programs. Potential inhibitors of RSK1 and RSK2 were identified when
in silico results were compared with standards. In vitro efficacy studies of identified inhibitor
candidates were performed using MDA-MB-231, BT-549, BT20 and MCF7 cell lines.
According to the results obtained from in silico data, colony formation inhibition,
cytotoxicity, and cell migration inhibitory effects of leflunomide, carvedilol, ticagrelor,
rutin, catechin, and quercetin compounds were observed in breast cancer cell lines. In
addition, homology models for RSK3 and RSK4 isoforms have been performed. As a result,

in silico and in vitro studies performed may lead to further studies.

Keywords: p90RSK family, TNBC, Virtual Screening, Molecular Docking,
Homology Modelling
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

Biyoinformatik, biyolojik veriler, matematik, yazilim miihendisligi ve bilgisayar
teknolojisini birlestiren disiplinler aras1 ¢alismalar1 kapsar (Searls, 2000). 1970 Yilinda
Paulien Hogeweg isimli bir bilim insani1 tarafindan ilk defa biyoinformatik adi kullanilmistir
(Hogeweg, 2011). 21. Yiizyilin baglarinda bilimde biyoinformatige duyulan ilgi 2001 yilinda
ortaya ¢ikan insan genom projesinden sonra artig gostermeye baglamistir (Hogeweg, 2011).
Giiniimiizde ise biyoinformatigin bir alt dali olan Bilgisayar Destekli Ilag Tasarmm
(BDIT)’na bagli olarak potansiyel yeni ila¢ adaylarinin kesfi ve tasarimi igin yapilan in siliko
caligmalar biiyiikk 6nem kazanmistir. Biyoaktif etkinligi bilinen veya bilinmeyen binlerce
bilesik ve hedef arasindaki molekiiller arasi etkilesimler in siliko yontemler ile
aydinlatilabilmektedir. BDIT’in temeli binlerce aday molekiiliin diisiik maliyet ve kisa bir
zaman diliminde bilgisayar ortaminda taranmasma ve hedefe yonelik baglanma
potansiyellerinin  arastirilmasina  yonelik  ¢esitli  algoritmalara ve programlara
dayanmaktadir. Boylece, hedefe yonelik arastirmalarda istenilen sonuglara daha kisa bir
zaman zarfinda ulagsmak miimkiin olabilmektedir. Bilgisayar ortaminda taranan binlerce
aday molekiiliin hedefe yonelik baglanma potansiyellerinin arastirilmasi ile segilen hit
molekiillerin laboratuvar ortamina taginmasi arastirmacilarin basari oranlarini arttirmaktadir.
Kanser (Comert Onder vd., 2020, 2021a, 2021b, 2022; Mert, 2021), Covid-19 (Lazniewski
vd., 2022), Alzheimer (Kumar vd., 2018; Comert Onder vd., 2022) gibi bir¢cok hastaligin
tedavisinde hedefe yonelik ilag aragtirmalarinda in siliko yontemlerden yararlanilmaktadir

ve in siliko yontemler biiyiik nem tasimaktadir.

Hiicre ici sinyal iletim yolaklarinda rol alan 520’den fazla protein kinaz diizenleyicileri
rapor edilmistir (Blume-Jensen ve Hunter, 2001). Protein kinazlarin ¢ogunun bilinen timor
baskilayici genlerin ve onkogenlerin yukari ya da asagi akis efektorleri olarak rol oynadigi
(Futreal vd., 2001) ve hareketlilik, boliinme, hiicre farklilasmasi, apoptoz gibi hiicresel
stireclerin olusumuna protein kinaz genlerinde meydana gelen degisikliklerin sebep oldugu
bildirilmistir (Hanahan ve Weinberg, 2000). 4 Farkli izoformdan olusan 90 kDa Ribozomal
protein S6 kinaz (RSK) ailesi ise Ser/Thr protein kinazlarin bir grubudur. RSK’lar hiicrede
bircok sinyal yolagini diizenlerler ve biyolojik siiregler ile iliskilidirler. Ras-MAPK
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yolaginin 6nemli asag1 akis yonlii efektorleri olarak RSK izoformlariin kanser i¢in dikkat
cekici birer terapotik hedef oldugu bildirilmistir (Reipas vd., 2013; Romeo ve Roux, 2011;
Sulzmaier ve Ramos, 2013). Bilinen RSK izoformlarinin ifadesi ve aktivitesinin meme,
prostat ve akciger kanseri dahil olmak {izere bir¢ok ké&tii huylu tiimorde diizensiz oldugu
rapor edilmistir (Sung vd., 2021; Zhao vd., 2016; Houles ve Roux vd., 2018). Birden fazla
sinyal yolagi iizerinde etkili olan p90RSK ailesi izoformlar1 ile ¢alismak kanserde ortak
sinyal yolaklarin1 hedef alabilmek adina kanser terapi i¢in son derece dnem arz etmektedir.
Bununla beraber, RSK inhibisyonu kanser tedavisinde umut verici bir terapotik stratejidir.
RSK izoformlarinin bilinen inhibitérleri olmasina ragmen bunlarin higbiri su anda in vivo
kullanim i¢in uygun degildir (Youn vd., 2021). Bundan dolay1, kanser tedavisinde daha etkili
ve spesifik RSK inhibitdrlerinin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir. Literatiirde ihtiya¢ oldugu
bildirilen hedefe yonelik segici RSK inhibitorlerinin belirlenmesi igin in siliko ¢alismalardan

yararlanilmaktadir.

Bu tez caligmasinda meme kanserindeki diizensizligi nedeniyle umut verici bir
molekiiler hedef olarak dikkat ¢eken RSK1 ve RSK?2 i¢in potansiyel secici kiiclik molekiil
inhibitor adaylarinin in siliko verilere dayanarak ortaya ¢ikartilmasi ve in vitro etkinliklerin
incelenmesi hedeflenmistir. Bu tez ¢alismasi sonrasinda elde edilen in siliko sonuglar ile
protein-ligand arasindaki molekiiller arasi etkilesimler aydinlatilmistir ve yeni molekiillerin
tasarlanmasi i¢in sonraki ¢alismalara onciiliik edilebilmistir. RSK3-NTKD ve RSK4-CTKD

i¢in olusturulan homoloji modeller sonraki in siliko ¢alismalara 6rnek teskil edebilecektir.

Sonug olarak, iilkemizin dncelikli alanlarindan biri olan Saglik/Tip/Ilag alaninda
RSK1 ve RSK2 hedefli meme kanseri tedavisi i¢in 6nerilebilecek yeni inhibitor adaylarinin
in siliko yontemler ile arastirilabilecek olmasi zaman kazanci ve maliyetin diisiiriilmesine de

katki saglayabilecek olmasi bu tezin 6nemini ortaya koymaktadir.

Buna gére, bu tez calismas1 kapsaminda ii¢lii negatif meme kanseri (UNMK) tedavisi

icin RSK hedefine yonelik gergeklestirilen ¢alismalar i¢in is akis semasi1 asagida verilmistir.
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IKiNCi BOLUM
KURAMSAL CERCEVE/ONCEKI CALISMALAR

Kanser, kontrolsiiz ve anormal hiicre biiylimesi olarak tanimlanan ve insan yasamini
kotii etkileyen oliimciil bir hastaliktir. Bu boliimde genel hatlari ile in siliko yaklagimlar ve
p90RSK izoformlar1 (1-4) anlatilmistir. Ek olarak, in siliko yaklasimlarin ve p90RSK

ailesinin UNM kanserindeki dnemine ve dnceki ¢alismalarina deginilmistir.

2.1. In Siliko Yaklasimlar

BDIT son yillarda oncelikli alanlar arastirma konular1 arasinda yerini almustir.
Geleneksel ilaca giden yol, klinik 6ncesi ve klinik denemeleri i¢ceren hem 6ncii bilesiklerin
kesfi ve optimizasyonu hem de hedef belirleme ve dogrulama agisindan riskli ve zaman alic1
bir siirectir (Tang vd., 2006). Geleneksel ilag tasariminin yeni bir ilaci piyasaya siirmek i¢in
yiiksek maliyet (Paul vd., 2010), yetersiz ila¢g emilimi, dagilimi, metabolizmasi, atilimi ve
toksisitesi (ADMET) ve zayifilag etkinligi (Giri ve Bader, 2015) ile sinirlamalari s6z konusu
olabilmektedir. BDIT ile yapilan c¢alismalara artan ilginin temel sebepleri arasinda
geleneksel ilag tasarimu ile karsilastirildiginda zaman ve maliyeti azaltmaya yardimci olmast
dolayisiyla, geleneksel ilag¢ tasariminda karsilasilan sorunlarin en aza indirilebilecek olmasi
yer almaktadir (Shaker vd., 2021). Bir diger onemli husus bilgisayar ortaminda gesitli
kimyasal kiitiiphanelerin taranmasiyla potansiyel ilag¢ adaylar1 ve ilag hedefleri arasindaki
iliskinin sayisal veriler, tahmini toksisiteleri ve optimizasyonlar1 agisindan in siliko
degerlendirilerek in vitro ve in vivo calismalara onciiliik etmesidir (Shaker vd., 2021). BDIT
yaklasimlari arasinda yer alan Ligand-Esasl Ilag Tasarimi (LEIT) (Vidal vd., 2011) ve Yapi-
Esasli Ilag Tasarimi (YEIT) (Jhoti ve Leach, 2007) hedef proteinin yapisi ve etkinligi bilinen
ligand bilgisi ile iligkilidir.



2.1.1. Ligand- ve Yapi-Esash ila¢c Tasarim

LEIT’in temel mantig1 benzer biyolojik etkilere sahip yeni ilaci tahmin etmek icin
bilinen ilaglarin fiziksel, yapisal ve kimyasal 6zellikleri gibi 6n bilgilerini kullanmaya
dayanmaktadir (Martin vd., 2002). LEIT benzerlik taramasi, kantitatif yapi-aktivite iliskisi
ve farmakofor modelleme olarak smiflandirilmistir (Shaker vd., 2021). LEIT
yontemlerinden biri olan farmakofor modelleme ve farmakofor 6zellikler ila¢ molekiiliiniin
genel yapisini anlamak igin olusturulmus kavramlardir. ilag bilesiginin katalitik aktivitesinin
belirlenmesi adina kullanilan farmakofor modelleri hidrojen bagi verici ve alici, hidrofobik
bolge, iyonlasabilir grup (pozitif-negatif) ve aromatik halka (Martin vd., 2002) gibi
fizikokimyasal 6zellikleri icerir. Meme kanserine yonelik LEIT yaklagimlarinin kullanildig
son yillarda yapilan bazi ¢alismalardan &rnek olarak bahsedilmistir. Buna gére, UNM
kanserine yonelik yapilan bir c¢alismada MELK hedef proteini {izerinden QSAR
matematiksel modelleri olusturulan partenolid tiirevlerinin standart ilag olarak doksorubisine
gore daha yiiksek baglanma ilgisi gosterdigi bildirilmistir (Lawal vd., 2021). T47D meme
kanserinde yliksek ifadeye sahip olan RON hedefi i¢in bilinen inhibitorii LCRF-0004’{in

yapisi esas alinarak benzerlik tarama ¢aligmasi rapor edilmistir (Zarei vd., 2022).

LEIT ten farkli olarak YEIT hedef proteinlerin kristal yapilarini kullanarak hedef
proteinin baglanma bdlgesi ile ligandlar arasindaki baglanma ilgisini hesaplamaya yonelik
bir yaklagimdir (Rognan, 2010). Meme kanseri iliskili HER4/ErbB4 kinaz ve Era protein
hedeflerine yonelik cesitli bitkilerin igerdikleri 62 tane dogal iirliniin yap1 esasli sanal tarama
caligmasi yapilmistir. ErB4 igin -9,41 baglanma ilgisi ile en iyi izopropiliden ve rografolid
molekiilii bildirilmistir (Roy vd., 2022).

2.1.2. In Siliko Sanal Tarama Calismalari

Bilgisayar ortaminda milyonlarca molekiilii kapsayan sanal tarama g¢aligmalar1 i¢in
cesitli kiitiphaneler olusturulmustur. Sanal tarama stratejileri ligand ve hedef proteinin
yapisal bilgilerine gore ligand- ve yapi-esasli olmak iizere iki sekilde siniflandirilir (Vazquez

vd., 2020). LEIT yaklasiminin alt basamaginda yer alan ligand-esasli sanal tarama etkinligi
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bilinen liganda gore bilgisayar ortamindaki milyonlarca molekiiliin filtrelenmesi adina
onemli bir basamaktir. Ligand-esasli sanal tarama bilinen ligandin 3 boyutlu (3B) yapis1 ve
belirlenen fizikokimyasal Ozelliklerini esas alarak kiitiiphanelerdeki bilesiklerin bilinen
ligandla olan molekiiler benzerliklerine gore filtrelenmesini saglamaktadir (Johnson ve
Maggiora, 1990). Bununla beraber, YEIT yaklasimin alt basamaginda yer alan yapi-esasli
sanal tarama bilinen ligandindan bagimsiz olarak hedef proteinin 3B yapisi {izerindeki aktif
bolgeye baglanma ilgisi gosterebilen molekiillerin taranmasini saglamaktadir. Meme
kanserine yonelik yapilan sanal tarama calismalarinda ZINC (Sohrab ve Kamal, 2022),
ChEMBL ve ChEBI (Ibrahim vd., 2022), InterBioScreen (Fu vd., 2022) gibi bir¢ok veri

tabanindan yararlanilmistir.

2.1.3. flac Benzerligini Tanimlama

Bilgisayar ortaminda yapilan bazi analizler molekiillerin insan saglig1 a¢isindan zarar1
olup olmadigimin bir gdstergesini tagimaktadir. Bunlar arasinda en basta ADMET
(Absorpsiyon, Dagilim, Metabolizma, Atilim ve Toksisite), Lipinski ve Veber kurallar1 ve
Toksisite testleri gelmektedir. ADMET tanimlayici parametreleri kan-beyin bariyeri (BBB),
hepatoksisite, plazma protein baglanmasi (PPB), sulu ¢oziiniirliik, CYP2D6, insan bagirsak
emilim (HIA) olarak siralanabilir (Pannon vd., 2013). Piyasaya ¢ikma siirecindeki aday
ilaglarda goriilen sorunlar genelde istenmeyen toksisite ve farmakokinetik gibi
problemlerdir. Bu sorunlarin erken bir sekilde belirlenmesi ilag gelistirilmesi siirecinde son
derece avantajli olmaktadir. ADMET tahminlerinin in siliko olarak belirlenmesi aday ilag
molekiillerinin viicuda olan toksik etkilerinin ya da aktif olmayan baska metabolitlerinin
olugmasi ve hiicre membranini1 gecemeyecek olanlarin belirlenmesidir. Bu siirecin bilgisayar
ortaminda yapilmasi ila¢ adaylarinin farmakokinetik profillerinin belirlenmesinde zaman

acisindan biiyiik kazang saglamaktadir (Pannon vd., 2013).

Lipinski’nin bes kurali (Ro5) aday ila¢ molekiillerinin ilaca olan benzerliklerini
saptamak adina molekiiler tanimlayici olarak kullanilan kurallardir (Lipinski vd., 2001). Bu
kurallarin, olast bir ilag adaymin etkinliginin yan1 sira seciciligini artirmak iginde

kullanilmas1 gereklidir ve aday ilaglarin fizikokimyasal Ozelliklerini belirleyerek ilag



tasariminda yardimei olabilmektedir (Chowrasia vd., 2021). Tablo 1’de Lipinski’nin bes

kural1 (Ro5) verilmistir.

Ames mutajenite (Ames mutagenicity (AMES)), Kemirgen karsinojenite (Rodent
carcinogenicity (based on the U.S. National Toxicology Program (NTP) dataset)) ve
Gelistirilen toksisite potansiyeli (Developmental Toxicity Potential (DTP)) gibi cesitli
toksisite testleri in siliko yontemler ile yapilmast miimkiindiir. Yapilan bu toksisite testlerinin
amaglar1 dogrultusunda in siliko belirlenen 6ncii molekiillerin toksik ve mutajen etkilere
sahip olup olmadiklari ileri in vivo ¢alismalarinda kemirgen siniflarina karsinojen etki
yaratip yaratmadiklar1 gibi parametreler ile degerlendirilebilmektedir. Birkag¢ ¢alismada bu
testler Discovery Studio programinda TOPKAT modiilii ile gergeklestirilmistir (Wu vd.,
2021; Zhong vd., 2022). Meme kanserinde ila¢ benzerligini tanimlamak adina sentezledikleri
4-oksokuinolin-3-karboksamit asikloniikleosit fosfanat hibritleri ile MCF7 hiicre hattinda in
vitro calisilmis ve toksisite degerleri in siliko hesaplanan bir molekiil (159) igin oncii yeni
ve potansiyel antikanser ajan olabilecegi bildirilmistir (Machado vd., 2022). HER2’ye
yonelik bir ¢alismada inhibitorlerini belirlemek i¢in molekiiller ADMET, Lipinski ve AMES
gibi ila¢ benzerlik testlerinden gecirilmistir (Sohrab ve Kamal, 2022).

Tablo 1
Lipinski’nin 5 (Ro5) kurali
(Ozkan,2019)

No Lipinski’nin S kural

1  Bilesik 10'dan az H-bag alicisina sahip olmasi (total Azot ve Oksijen atomlar1)
Bilesigin 5'ten az H-bag vericisine sahip olmasi (total NH ve OH gruplar)

2  Bilesik LogP degerinin 5'ten az olmasi
3 Bilesik molekiiler agirligir 500'den az olmasi
4 Donebilen bag sayisinin 10’dan az olmasi

5  Kutuplasmus yiizey alan1 (TPSA) A2 ‘nin 140 A%’den kiigiik olmas1




2.1.4. Molekiiler Yerlestirme

Molekiiler yerlestirme hedef makromolekiil ile molekiillerin etkilesimini incelemek
icin kullanilan bir yontemdir. Molekiiler yerlestirme anahtar-kilit modelini (Morrison vd.,
2006) kullanarak ligand- ve yapi-esasl sanal tarama yaklasimlari ile belirlenen molekiillerin
hedef protein ile baglanma ilgisinin belirlenmesini saglamaktadir. Bununla birlikte, ligand
ve proteinin en uygun konformasyonlarinin simiilasyonunda proteinlerin ve ligandlarin
serbest enerjilerini en aza indirerek en kararli yapinin elde edilmesine olanak tanimaktadir
(Morris ve Lim-Wilby, 2008; Audie ve Scarlata, 2007). Molekiiler yerlestirme ¢alismalart
icin cesitli yazilimlar ve algoritmalar gelistirilmistir. Yaygin olarak kullanilan molekiiler
yerlestirme yazilimlarindan bazilarina Autodock (Morris vd., 2009), Autodock Vina (Trott
ve Olson, 2010), CDOCKER ve LibDock (Lv vd., 2021)), Glide (Halgren vd., 2004), Gold
(Verdonk vd., 2003), RDOCK (Li vd., 2003), ZDOCK (Chen vd., 2003) 6rnek olarak
verilebilir. Molekiiler yerlestirme siki yerlestirme, esnek yerlestirme, esnek-siki yerlestirme
olarak siniflandirilmaktadir (Fan vd., 2019). Glide yazilimi alan bilgisini kullanarak ekstra
hassasiyet (XP-extra precision), standart hassasiyet (SP- standard precision) OPLS
(Optimized potentials for liquid simulations) kuvvet alani ile esnek yerlestirme olanag:
saglamaktadir (Halgren vd., 2004). CDOCKER yazilimi ise CHARMm (Chemistry at
Harvard macromolecular mechanics) kuvvet alanini kullandigi bildirilmistir (Wu vd., 2003).
Bununla beraber Libdock yaziliminin siki yerlestirme ve CDOCKER yaziliminin yar1 esnek
olarak molekiiler yerlestirmede kullanildig1 bildirilmektedir (Lv vd., 2021). Bir ¢alismada
MDA-MB-231 hiicre hattindaki ishal onleyici Loperamide i¢in molekiiler mekanizmasi in
vitro ve in siliko yontemler ile MDR 1 ve JNK 1 hedeflerine yonelik aydmlatilmistir (Elia vd.,
2022). Benzer bir ¢calismada hedef olarak kullanilan p-glikoprotein ile dogal bir iiriin olan
Glabratephrin arasindaki baglanma etkilesimleri fenilalanin 322, glutamin 721 amino asit
(aa) kalintilar1 tizerinde belirlenmistir ve baglanma enerjisi -10,95 kkal/mol olarak
hesaplanmistir (Abd-Ellatef vd., 2022). Meme kanserinde 6nemli bir hedef olan HER2’ye
kars1 ZINC43069427 ve ZINC95918662 baglanma enerjileri sirastyla -11.0 kkal/mol ve -
8.50 kkal/mol olarak bildirilmistir. Bununla beraber Lapatinib ile karsilastirildiginda
Asp863, Thr798, Leu726, Gly804 vb. aa kalintilarinda ortak etkilesimleri rapor edilmistir
(Sohrab ve Kamal, 2022).



2.1.5. Homoloji Modelleme

Bir proteinin in siliko olarak calisilabilmesi igin kristal yapisinin olmadigi
durumlarda 6ncelikle homoloji modelinin tanimlanmis olmasi gerekmektedir. 3 Boyutlu
(3B) yapilarinin tahmini i¢in ¢esitli homoloji modelleme algoritmalar1 gelistirilmistir
(Wiltgen, 2018). MODELER, SwissModel, Mod web ve Phyre2 programlari araciligiyla
homoloji modellerin yapilmasi miimkiin olabilmektedir (Shaker vd., 2021; Wiltgen, 2018).
flag tasarimi ve gelistirilmesi igin yeni hedeflerin 3B yapilarin: literatiire kazandirmak yeni
hedeflere yonelik caligmalara dnciiliik etmektedir. Bu durum, homoloji modellemenin BDIT
yaklagimlar1 i¢in Onemini ortaya koymaktadir. Protein Veri Bankasi (PDB) homoloji
modellemesi i¢in sablon olarak kullanabilecegimiz 3B yap1 elde etme imkani sunmaktadir

(https://www.rcsh.org/).

p90RSK ailesi her iki u¢ kinaz alanlarina baglanabilme potansiyeline sahip 6zel bir
protein kinaz grubudur. Hiicre i¢i sinyal yolaklarinin ortak bilesen proteini olan RSK
izoformlarimin aktivasyonlarini durdurmak adma hem C-u¢ hem de N-u¢ homoloji
modellerini belirlemek sinyal yolaklarini inhibe edebilmek adina son derece kritiktir. NTKD
AGC ailesi grubundan iken CTKD CAMK ailesine aittir. 1995 yilinda Zhao ve arkadaslar
insandan izole ettikleri RSK3 sekansini rapor etmislerdir (Zhao vd., 1995). Bu sekans NCBI
veri tabaninda NP_066958.2 ribosomal protein S6 kinase alpha-2 isoform a [Homo sapiens]
dizisi olarak yer almaktadir. Jagilinki ve arkadaglar1 2016 yilinda ayni sekansi kullanarak
RSK3 izoformu C-ug kinaz alani i¢in 2WNT PDB kodunu sablon olarak kullanarak modeller
programi ile homoloji model olusturduklarini bildirmislerdir (Jagilinki vd., 2016). Ek olarak,
bir ¢calismada 4JG8 kristal yapisi kullanilarak RSK3-CTKD homoloji modeli Schrodinger
programi araciligiyla olusturulmustur (Yoon vd., 2021). Buna gére PDB’de p90RSK
ailesinin RSK1, RSK2 ve RSK4 izoformlarina ait rapor edilen bazi kristal yapilar1 Tablo

2’de verilmistir.


https://www.rcsb.org/

Tablo 2

Asagidaki tabloda p90RSK ailesi i¢in rapor edilen bazi kristal yapilar1 verilmistir.

PDB Kod Tanimi Coziiniirliik Kaynak

2Z7Q AMP-PCP’ye bagli insan RSK1’in N-ug 2A Ikuta vd.,
kinaz alaninin kristal yapis1 2007

3RNY Insan RSK 1 C-ug kinaz alaninin Kristal 2.7 A Livd., 2012
yapisi

4ANUS LJH685 ile kompleks RSK2 N-ug kinaz 2.39A Aronchick
alanmi vd., 2014

3G51 p90 ribosomal S6 kinaz 2’nin N-u¢ kinaz 1.8A Malakhova
alaninin aktif konformasyonunun yapisal vd., 2009
cesitliligi

ANWG 2-Amino-7-siibstitiie benzoksazol bilesik 1.74 A Costales vd.,
27 ile kompleks RSK2 N-ug kinaz alani 2014

4D9T (E)-Metil 3-(4-amino-7-(3- 24 A Serafimova
hidroksipropil)-5-p-tolil-7H-pirol[2,3- vd., 2012
d]pirimidin-6-il)-2-siyanoakrilat
inhibitori ile RSK2 C-ug kinaz alani

6G78 AMP-PNP ile kompleks RSK4 N-ug 25A Chrysostomou
kinaz alan1 S232E vd., 2021

6G77 AMP-PNP ile kompleks RSK4 N-ug 2499 A Chrysostomou
kinaz alani vd., 2021

Buraya kadar anlatilan ¢alismalar i¢in sematik bir gosterimi asagida verilmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. BDIT is akis1 sematik gosterimi.
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2.2. p90 Ribosomal Protein S6 Kinaz (RSK) Ailesi

p90RSK ilk kez bir kurbaga tiirii olan Xenopus laevis oositlerinde 40S ribozomal alt
birimini fosforile eden hiicre i¢i protein S6 kinaz olarak kesfedilmistir (Erikson and Maller,
1985). Moller ve arkadaglar1 tarafindan 1994 yilinda insandaki RSK izoformlari
tanimlanmistir (Moller vd., 1994). p90RSK ailesi Ser/Thr protein kinazlarin bir grubudur ve
memelilerde RSK1, RSK2, RSK3 ve RSK4 olmak iizere 4 izoformu rapor edilmistir (Mao
vd., 2022). RSK'lar, hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinazin (ERK) asag1 akis efektorleridir
ve ¢ogalma, hareketlilik, farklilagma, hayatta kalma ve tiimdrigenez diizenlenmesi dahil
olmak iizere Ras/MAP kinaz yolunun biyolojik islevlerine aracilik ettikleri bildirilmistir
(Gawecka vd., 2012; Houles ve Roux, 2018; Lara vd., 2012). Ayrica, RSK’lar bir¢ok niikleer
ve sitosolik hedefleri fosforile ederek ¢esitli hiicresel siireglerin diizenlenmesinde yer alirlar
(Clark vd., 2005). RSK’lar kansere neden olan i¢ ve dis etkenler sinyalleri ¢cekirdege iletmek
icin MAPK sinyal kaskatin1 aktive ve modiile eder (Cho, 2007). Anahtar bir sinyal yolag1
olan MAPK yolagi, normal hiicre hayatta kalmasi, cogalmasi, biiylimesi ve farklilagsmasinin
diizenlenmesinde rol alir. Ras-MAPK sinyal yolundaki sinyal bilesenlerinin bircogunda
go6zlenen mutasyonlar veya agir1 ifadesi ile gesitli insan hastaliklarinin ve kanserlerinin ayirt
edici 6zelligi olmasindan dolay1 yogun arastirmalarin konusu olmustur (Anjum ve Blenis,
2008). RSK izoformlari, yaklasik 100 amino asit baglayict bolge ve amino- ve karboksil- ug
kisimlari tarafindan ayrilan iki 6zdes olmayan kinaz alani ile benzer bir genel yapiya sahiptir.
Bu durum izoformlar1 yapisal olarak benzersiz kilmaktadir. N-u¢ kinaz alan1 (NTKD) nin
AGC protein kinaz ailesi ile yakindan iliskili oldugu digerinin ise C-ug kinaz alan1 (CTKD)
kalmodulin protein kinaza (CAMK) homolog oldugu bildirilmistir (Houles ve Roux, 2018;
Smith vd., 2005; Romeo vd., 2012; Tkuta vd., 2007). Dort RSK izoformuda, diizenleyici bir
baglayici alanla baglanan NTKD ve CTKD igerir (Casalvieri vd., 20017; Fisher ve Blenis,
1996). RSK, en ug¢ karboksil ucunda ERK i¢in bir yerlestirme yeri igerir ve RSK'nin ERK
fosforilasyonu i¢in gereklidir (Smith vd., 1999). p90 RSK izoformlarinin bir baglayici bolge
ile baglanan iki fonksiyonel alant CTKD ve NTKD verilmistir (Sekil 3). Bununla beraber
RSK’lar alt1 adet korunmus fosforilasyon bolgesi ve C-ug kuyrugunda ERK 1/2 yerlestirme
alan1 olan PDZ-baglama motifi ve KIM motifi igerdikleri rapor edilmistir (Youn vd., 2021).
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Homoloji
735a.a 100% RSK1

740a.a 73% RSK2

733a.a 70% RSK3

745aa 65% RSK4

ERK PDZ

Aktivasyon D&niis motifi Hidrofobik Aktivasyon al-sarmali yerlestirme  Baglanma - Motifler
dongisii motif dongusi motifi motifi
PDK1 ERK1/2? CTKD FGFR3 ERK1/2 FGFR3 NTKD . -Kinazlar

Sekil 3. insanda dért p9ORSK izoformunun alan yapisi.

(Youn vd., 2021)

RSK2 izoformu i¢in rapor edilen aktivasyon dongiisii su sekildedir. ERK, RSK2-
CTKD iizerinde bulunan MAPK yerlestirme bolgesine baglanir ve baglayic1 bolgedeki
Ser369 ve Thr577'deki kalintilar1 fosforile ederek CTKD aktivasyon dongiisiinii baslatir.
Thr577min fosforilasyonu daha sonra Ser386'y1 fosforile ederek CTKD'yi aktive eder.
Ser386'nin fosforilasyonu, aktivasyon dongiisiinde Ser227'de NTKD'yi fosforile etmek igin
PDK1'i uyaran PDK1'in yerlestirilmesine izin verir. PDK1 daha sonra ayrisir ve pSer386,
NTKD'yi aktif bir konformasyonda stabilize etmek i¢in aktivasyon dongiisiinde pSer227 ile
koordine ederek kinaz aktivitesini uyarmak igin sinerji olusturarak NTKD'de bir fosfat
baglama bdlgesini baglar. Aktive edilmis RSK2 cok ¢esitli sitoplazmik ve niikleer
substratlar1 fosforile eder (Huynh vd., 2020a). Basitlestirilmis RSK2 aktivasyon modeli
Sekil 4’te verilmistir.
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Sekil 4. RSK?2 aktivasyon modeli.

(Huynh vd., 2020a)

2.3. Uclii Negatif Meme Kanseri

UNMK tiim meme kanserlerinin %15-20sini olusturan en agresif alt tipidir. UNMK
teshisi, meme kanseri hiicrelerinin biiylimesini tetikledigi bilinen dstrojen reseptorleri (ER),
hormon epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 (HER-2) ve progesteron reseptorleri (PR)
i¢in yapilan test sonuglarin negatif ¢ikmasi ile konmaktadir. Genellikle meme kanserinin
yiksek oOliim orani, meme kanseri hiicrelerinin metastazi ve ilag direncinden
kaynaklanmaktadir (Mamounas vd., 2012; Holohan vd., 2013) UNMK hiicreleri bu
reseptorlerden yoksun oldugu i¢in hormon tedavileri ve belirtilen reseptorleri hedef alan

ilaglara olumlu yanit vermedikleri bildirilmistir https://www.nationalbreastcancer.org/triple-

negative-breast-cancer,2022.
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2.4. p90 Ribosomal Protein S6 Kinaz (RSK) Ailesinin Uclii Negatif Meme

Kanserindeki Rolii

p90RSK ifadesi ve etkinliginin meme kanseri dahil olmak iizere birgok kétii huylu
timorde diizensiz oldugu bildirilmistir (Sung vd., 2021; Zhao vd., 2016; Houles ve Roux
vd., 2018). RSK (1-4) izoformlarinin kanserlerde farkli ifade seviyelerine sahip oldugu
bildirilmistir (Zhao vd., 2016; Houles ve Roux, 2018; Clark vd., 2005; Lopez-Vicente vd.,
2009). Bir calismada, RSK’nin dstrojen reseptér ER+ meme kanserindeki terapotik dnemine
deginilmistir (Faltas ve Holz, 2022). Birgok deneysel yaklasimin bulgular1 p90RSK ailesini
Ras/MAPK sinyal yolaginin 6nemli bir asagi regiile efektdrii olarak agikca ortaya
koymaktadir. Bununla beraber, RSK’larin birden fazla insan hastaligindaki 6nemli rolleri
oldugu giderek daha belirgin hale gelmektedir (Anjum ve Blenis, 2008). MAPK sinyal yolu
UNMK’de oldukg¢a aktiftir ve calismalar MAPK sinyal yolunun asag1 akis iiyesi olan
RSK2’nin UNMK igin énemli bir ila¢ hedefi oldugunu gostermektedir (Huynh vd., 2020a,
2020b). p90RSK izoformlart MAPK ve PI3K gibi kanserdeki ana yolaklar1 diizenledikleri
icin MAPK ve PI3K yolaklari ile iliskili semast verilmistir (Sekil 5). Buna gére MAPK ve
PI3K sinyal yolaklar1 RSK ve YB-1’in aktivasyonunda birlesmektedir. RSK2’nin
fosforilasyonunda (P) yer alan bilesenleri ve asag1 akis hedeflerini gostermektedir. Biiylime
faktorii ligandlarinin hiicre yilizeyindeki reseptorlere baglanmasini takiben hem MAPK hem
de PI3K yolaklari aktive olur ve sitoplazmada asagi akig substratlart {izerinde bir dizi
fosforilasyon olaylarinin olusmasina yol acar. Coklu fosforilasyon bolgelerindeki Ser/Thr
kalintilar1 {izerinde fosforile olan aktiflestirilmis RSK2, YB-1’i fosforile eder ve takibinde
YB-1 ¢ok ¢esitli hiicresel fonksiyonlarda yer alan genlerin transkripsiyonunu diizenler
(Huynh vd., 2020a).
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Sekil 5. MAPK ve PI3K yolaklarinin semasi.

(Huynh vd., 2020a)

2.4.1. RSK1

P90RSK olarak bilinen p90 ribozomal S6 kinaz 1 (RSK1) dort p90RSK ailesi
izoformundan biridir (Casalvieri vd., 2017; Anjum ve Blenis, 2008). RSK1, hiicre dis1
sinyalle diizenlenen kinazin (ERK1-2) dogrudan asag1 akis efektoriidiir ve Ras/MAPK sinyal
yolaginda 6nemli bir rol oynar (Shimamura vd., 2000). RSK1 inhibisyonunun kanser
hiicrelerinde cogalmay1 engelledigi ve apoptozu indiikledigi bildirilmistir. /z vivo yapilan bir
calismada RSK1 izoformonun UNMK kanserinin biiyiimesini ve metastastik yayilimini ve
in vitro olarak hiicre gogiinii destekledigi rapor edilmistir (Czaplinska vd., 2018). Ayni
caligmada UNMK tedavisi i¢in anti-RSK 1 bazli terapétik stratejilerin gelistirilmesi gerektigi
vurgulanmistir (Czaplinska vd., 2018). Ayrica meme kanserine ek olarak RSK1’in kolon
kanserinde asir1 ifade edildigi rapor edilmistir (Jin vd., 2020). Bununla birlikte RSK1
izoformunun diizensizligi pankreas kanseri (Cheng vd., 2021), 16semi (Watanabe vd., 2019),
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servikal kanser (Mayer vd., 2021), akciger kanseri (Lara vd., 2011), prostat kanseri (Shiota
vd., 2014) gibi kanser tiirleri ile de iliskilendirilmektedir.

2.4.2. RSK2

p90 Ribozomal protein S6 kinaz 2 (RPS6K A3, RSK2)in asir1 ifadesi, hematolojik ve
epitelyal kotii huylu tiimoériin birgok tipinin geligimi ile iliskilendirilmistir (Sulzmaier ve
Ramos, 2013). Kanser tedavi yontemlerinin arasinda yer alan hedefe yonelik terapi kanser
tiiriine bagh olarak iliskili kanser tiirlinde asir1 ifade gosteren proteinlerin inhibisyonunu
hedeflemektedir. RSK izoformlarindan biri olan RSK2'min lokal ileri meme kanserli
hastalarin %70'inde (Stratford vd., 2012) ve UNMK tiimérlerinin %85'inde (Smith,2005)
aktif oldugu bulunmustur. Literatiirde meme kanseri ile RSK2 arasindaki iliskiyi
aydinlatmaya yonelik birgok ¢alisma yer almaktadir (Mao vd., 2012; Zhao vd., 2021; Huynh
vd., 2020a). MAPK/PDK1 sinyal yolagindaki biitiinleyici rolii g6z 6niine alindiginda, RSK
metastatik UNMK icin potansiyel bir kinaz hedefidir (Beeram vd., 2022). Bir ¢alismada,
H2A.X kinaz1 olarak Ser/Thr kinaz ribozomal S6 kinaz 2'nin (RSK2) Ser19 bolgesinde Akt
tarafindan fosforile edilebilecegini gostermistir. Ayrica Akt, H2A.X'in fosforilasyonunu
inhibe etmek i¢in RSK2'nin fosforilasyonunu pozitif olarak diizenledigini, boylece RSK2 ile
substrat histonu arasindaki ilgiyi etkileyerek meme kanseri hiicrelerinin hayatta kalmasini
ve gociinii tesvik ettigini rapor etmislerdir (Guo ve Kong, 2021). Bununla birlikte, RSK2'nin
Akt aracili fosforilasyonu H2A.X'in fosforilasyonunu diizenleyerek onkojenik aktiviteyi
tesvik ettigini ve bu bulgunun meme kanserinin patogenezini ve tedavi mekanizmalarini
anlamak i¢in yeni bakis acilar1 sagladigi bildirilmistir (Guo ve Kong, 2021). Bir ¢calismada,
arastirmacilar RSK2’yi tiimor hiicrelerinde yeni bir otofaji  kontrolciisii  olarak
tanimlamislardir. Bununla birlikte, meme kanseri hiicrelerini otofaji ve ER stres yolaklarini
kullanarak paklitaksele kars1 daha duyarli hale getirdigi bildirilmistir (Li vd, 2020). Stratford
ve arkadaslarmin yaptiklar1 bir calismada UNMK’de RSK2 inhibisyonunun tiimor baslatan
hiicreleri ortadan kaldirarak hiicre 6liimiinii tesvik ettigi rapor edilmistir (Stratford vd.,
2012). MCF7 meme kanseri hiicrelerinde Her2/Erk1/2'nin artan ifadesi/ aktivasyonu ile
RSK2'in aktivasyonu, tipik olarak zayif metastatik olan bu hiicrelerde oldukc¢a metastatik
bir fenotip gelisimini destekledigi bildirilmistir (Mao vd., 2012). RSK2, siRNA araciligiyla

diger meme kanseri alt tiplerine kiyasla UNMK 'nin biiyiimesi i¢in énemli bir kinaz olarak
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tanimlanmistir. RSK2, UNMK iginde ideal bir molekiiler hedef olarak belirlenmistir (Huynh
vd., 2020a). Ayn1 zamanda RSK2’nin yliksek ifadesi, meme kanserinde daha kotii sagkalim
ile iliskilendirilmistir. RSK2'nin inhibe edilmesi meme kanserinin biiylimesini
engelleyebilir. Bu yilizden, RSK2 gibi meme kanserinde metastazt veya ila¢ direncini
etkileyen hedefler ile ¢alismak meme kanseri tedavisini gelistirmek acisindan son derece
onem arz etmektedir. Sonug¢ olarak, RSK2 meme kanseri i¢in ideal bir hedeftir. RSK2
izoformuyla ilgili UNMK (Zhao vd., 2021), servikal (Mayer vd., 2021), karaciger (Liv d.,
2019), mide (Wang vd., 2019) ve cilt (Zhao vd., 2021) gibi ¢esitli kanser tiirlerinde in siliko

calismalar1 mevcuttur. RSK?2 iligkili in siliko ¢alismalar Boliim 2.7 anlatilmastir.

2.4.3. RSK3

p90 Ribozomal protein S6 kinaz A2 (RPS6KA2) olarak bilinen RSK3 izoformu
hiicre dongiisii ilerlemesinde rol oynamaktadir (Pancholi ve digerleri, 2008). RSK3, 6q27
kromozomu tizerinde yer alir ve kalp, beyin, kas ve akcigerde yiiksek ifade diizeyine sahiptir
(Moller vd., 1994). RSK3 izoformunun hiicre dongiisii, hayatta kalmasi, ¢ogalmasi ve
farklilagma gibi bir¢ok hiicresel siireci 6nemli bir efektdr olarak diizenledigi bildirilmistir
(Wang vd., 2020; Romeo vd., 2012; Kwon vd., 2018). RSK3 izoformunun meme kanserinde
asag1 yonli diizenlendigi ve hastaligin ilerlemesi ile iliskili oldugu bildirilmistir (Zhao vd.,
2016). Bir ¢aligmada, UNMK’de MPN etki alanlar1 1 (MYSM1)’in RSK3’ii baskiladig,
RSK3-fosfo-BAD yolu araciligryla hiicresel apoptozu tesvik ederek cogalmayi baskiladigi
ve cis-platine kars1 olan hiicre direncinin azaldigi rapor edilmistir (Guan vd., 2022). Ek
olarak, RSK3 izoformonun yumurtalik kanserinde tiimor baskilayici oldugu rapor edilmistir
(Bignone vd., 2007). RSK3 inhibisyonu pankreas kanserinde pro-apoptotik ve anti-
proliferatif etkiler gostermistir (Riedel vd., 2018). Ote yandan, RSK3 ve EGFR
inhibitdrlerinin kombine tedavisinin pankreas kanseri i¢in kullanilabilecegi bildirilmektedir
(Riedel vd., 2018).
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2.4.4. RSK4

p90 ribozomal S6 kinaz ailesinin bir Ser/Thr kinazi olan ribozomal S6 protein kinaz 4
(RSK4, RPS6KAG), X kromozomu (Xq21.1) iizerinde bulunur ve Ras/MAPK sinyal
yolunun asagi akisinda onemli bir efektor oldugu gdosterilmistir (Sun vd., 2013). RSK4
izoformu i¢in meme kanserindeki biyolojik roliiniin tam olarak anlasilamadigini ve
caligmalarin arttirllmasi1 gerektigi vurgulanmistir (Xu vd., 2021). Bir calismada RSK4
mRNA seviyesinin iyi huylu meme lezyonlarina gore invaziv meme karsinomunda yiiksek
oranda ifade edildigi bildirilmisticr (Thakur vd., 2007). Bazt calismalar, RSK4
inhibisyonunun meme kanserinde ila¢ direncini tedavi edici terapétik etkisi oldugunu
bildirmislerdir (Serra vd., 2013; He vd., 2019). Ote yandan, Mei ve arkadaslar1 RSK4
izoformu i¢in yiiksek ifadesinin meme kanserinde PI3K/AKT sinyal yolagi araciligiyla
doksorubisin direncini tersine ¢evirdigini bildirmislerdir (Mei vd., 2020). Bu durum meme
kanserinde RSK4 izoformunun hem onkogen hem de tiimor baskilayict 6zellik
gosterebilecegini diistindiirmektedir. Akciger ve mesane kanserleri ila¢ direncinin erken
gelismesi ve metastatik yayilma nedeniyle ¢ogunlukla tedavi edilememektedirler. RSK4
akciger ve mesane kanserleri icin ilag direnci ve metastazin destekleyicisi olarak
tanimlanmistir.  RSK4 kinazin CRISPR yolu ile susturulmasi kanser hiicrelerini
kemoterapiye duyarli hale getirdigi ve in vitro ve in vivo deneylerinde metastazi engelledigi
rapor edilmistir (Chrysostomou vd., 2021). Akut myeloid 16semide (AML) RSK4 ifadesinin
saglikli bireylere gore dnemli Olcilide diisiik oldugu ve AML hastalarinda RSK4 ifadesinin
diisiikliigiiniin 16semiye yol agabilecegi rapor edilmistir (Rafiee vd., 2016). Ek olarak RSK4
izoformu bobrek (Ma vd., 2020; Ma vd., 2021), beyin (Chen vd., 2020), mide (Liang vd.,
2020; Hu vd., 2020), kolorektal (Ye vd., 2018), tiroid (Yin vd., 2020), 6zofagus skuamoz

hiicreli karsinomu (Yuan vd., 2021) gibi ¢esitli kanser tiirleri ile iliskilendirilmistir.

Genel olarak RSK izoformlarmin islevsel farkliliklart kanserde belirgindir. RSK1
ve/veya RSK2’nin ifadesi ve aktivitesi timor bliylimesini ve hayatta kalmasini desteklerken
RSK3 ve RSK4 tiimor baskilayicilar olarak etki gosterdigi rapor edilmistir (Bignone vd.,
2007). Ornegin, RSK2'nin lokal ileri meme kanserli hastalarin %70'inde (Stratford vd., 2012)
ve UNMK tiimérlerinin %85'inde (Smith vd., 2005) aktif oldugu bulunmustur. Ayrica, klinik

sonuglar meme kanserinde RSK1-3'in asir1 ifade edildigini gostermistir (Zhao vd., 2016).
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Bir ¢alismada, UNM kanserinde cis-platin ila¢ direncinin duyarliligini arttirmak i¢in RSK 1
ve RSK2 izoformlarinin hedeflenmesinin iyi bir strateji olacagi vurgulanmistir (Jin vd.,
2019). Ozetle, RSK1 ve/veya RSK2 bir dizi kanserde yiiksek seviyelerde ifade edilir ve
tliimor biiyiimesini ve hayatta kalmasini destekler. Bu nedenle, RSK1 ve RSK2 umut verici
antikanser hedefleridir. RSK3 ve RSK4'iin genellikle tiimdr baskilayici olarak hareket ettigi
rapor edilmistir ve tiimorlerde ifade eksikligi kotii prognoz ile sonu¢lanmaktadir (Houles ve
Roux, 2018). Tim bu sonuglar, RSK aktivitesine bagli olarak tiimor hiicrelerinin
cogalmasinin RSK'nin tiimor ilerlemesine kars1 potansiyel bir terapotik hedef olabilecegini

gostermektedir.

2.5. Bilinen Bazi p90RSK Inhibitorleri ve Kanser Iliskisi

RSK'lar bir¢ok kanser tiirlinde etkiledikleri sinyal yolaklar1 araciligiyla 6nemli roller
oynarlar. Bugiine kadar, NTKD veya CTKD'yi hedef alan birkag kii¢iik molekiil p90RSK
inhibitorii tanimlanmistir (Houles ve Roux, 2018; Casalvieri vd., 2017). Bunlar arasinda
SL0101, BI-D1870, BIX 02565, LJH685 ve LII308 NTKD'nin yarigsmali inhibitorleri olarak
davranirlar (Houles ve Roux, 2018; Sapkota vd., 2007; Hilinski vd., 2012). Florometilketon
FMK, RSKI1, RSK2 ve RSK4'{in CTKD'nin ATP-baglanma bdlgesindeki bir sistein
kalintisina tersinmez olarak baglanir (Houles ve Roux, 2018; Casalvieri vd., 2017).
Literatiirdeki p90RSK inhibitorlerinin hi¢birinin RSK izoformlar i¢in segicilik gostermedigi
(Houles ve Roux, 2018; Casalvieri vd., 2017) ve bu durumun sonuglarinin hem antitimor
hem de pro-tiimér etkilere yol agabilecegi vurgulanmistir (Smith vd., 2005; Dunn vd., 2020;
Hilinski vd., 2012). Bununla birlikte, bunlarin higbiri su anda in vivo kullanim igin yararl
olmadig1 bildirilmistir (Youn vd., 2021). Bu durum mevcut p90RSK inhibitdrlerinin
antikanser ajanlar olarak etkinliklerini sinirlayabilecegi i¢cin RSK izoformlari i¢in hedefe
yonelik secici ve potansiyel molekiillerin belirlenmesi gerekmektedir. Asagida bazi

antikanser etki gosteren p90RSK inhibitorleriyle ilgili yapilan ¢alismalardan bahsedilmistir.
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2.5.1. PMD-026

PMD-026 su anda RSK2 i¢in bilinen metastatik UNMK’de faz I asamasina ge¢mis
tek molekiildiir (Beeram vd., 2022). PMD-026, RSK2'yi hedef alan ilk oral biyoyararli kiigiik
molekiil inhibitdrii olarak belirlenmistir (Dunn vd., 2020). UNMKyi tedavi etmek icin
gelistirilmistir ve su anda ileri meme kanseri i¢in Faz 1/1b klinik denemesindedir (Beeram
vd., 2022). PMD-026, RSK2 igin yiiksek secicilige sahip faz1/b asamasinda olan tersinir ilk
kiigiik molekiil RSK1-4 inhibitoridir (Huynh vd., 2020a; Dunn vd., 2020; Cho, 2007).
Molekiiliin kimyasal yapisi i¢in heniiz literatiirde bir bilgi yer almamaktadir. PMD-026, RSK
ailesi izoformlari i¢in yiiksek se¢icilik gosterdigi ve in vivo deneylerde toksik etkiye sahip
olmadig bildirilmistir (Dunn vd., 2020; Youn vd., 2021). Baska bir ¢aligmada, bu molekiil
icin prostat kanseri iizerindeki kombine terapilerdeki etkisi arastirilmistir (Ushijima vd.,
2022). 22RV1 hiicre hattinda 72 saat i¢in 2 uM Enzalutamide ve 5 uM PMD-026 ya da
Darolutamide kombinasyonlarinda sitotoksik etkilerinin tek basina PMD-026’dan daha
yliksek oldugu bildirilmistir (Ushijima vd., 2022). Jayanthan ve arkadaslar1 RSK2’nin HR+
meme kanserinin %80’ninde ifade edilmesinden dolay1 calistiklart T47D ve MCF7 hiicre
hattinda in vitro biiyiimelerinin PMD-026’nin 3,7 ile 10,1 uM arasinda degisen ICso
degerlerinde inhibe ettigini rapor etmislerdir (Jayanthan vd., 2022).

2.5.2. SL0101

Flavonol rhamnoside SL0101, tropikal bitki Fosteronia refrakta’dan izole edilmis
hiicre gecirgen bir kaemferol glikozittir. SLO101 tanimlanan ilk pan-RSK inhibitoriidiir
(Youn vd., 2021; Smith vd., 2007). SL0O101 analogu olarak tasarlanan bilesigin MCF7 meme
kanseri hiicre hattinda SLO101’e gore 25 pM'da 2 kat daha iyi antiproliferatif etkiye sahip
oldugu rapor edilmistir (Mrozowski vd., 2013). SLO101’in MCF7 hiicre hattindaki ECsp
degeri yaklasik 50 uM olarak bildirilmistir (Smith vd., 2005). Bu calismaya kiyasla
SLO101’in bir analogu olan 3Ac-SL0101 bilesiginin 25 pM'da MCF7 biiylimesini inhibe
ettigi ve normal meme epitel hiicresi MCF-10A {izerinde inhibisyon gostermedigi rapor
edilmistir (Smith vd.,2007). Bir diger ¢alismada analog olan C500-n-propil siklitol SL0101
bilesiginin MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in hayatta kalma veya ¢ogalmasini inhibe ettigi
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bildirilmistir (Ludwik vd., 2016). Bir ¢alismada ise SLO101 molekiiliiniin analoglar1 basarili
bir sekilde gelistirilmistir (Hilinski vd., 2012). SL0101 molekiiliiniin RSK1 ve RSK2'nin
NTKD'sini hedefledigi gosterilmistir (Smith vd., 2007). Ayrica, SLO101’in RSK2
izoformunun NTKD bélgesine baglandigi 1.5 A ¢dziiniirliikteki kristal yap1 rapor edilmistir
(Utepbergenov vd., 2012). RSK2’nin ilk secici inhibitorii olan SLO101 saglikli insan meme
kanseri hiicre hattt olan MCF-10A iizerinde inhibitor etkinligi gostermezken ER+ MCF7
meme kanseri hiicre hattinda ¢ogalmay1 inhibe ettigi bildirilmistir (Clark vd., 2005). Ayrica,
SLO0101 LNCaP ve PC-3 prostat kanseri hiicre hatlarinda da ¢gogalmasi {izerine inhibisyon
etki gostermistir (Clark vd., 2005).

2.5.3. BI-D1870

Dihidropteridinon BI-D1870 NTKD’yi hedefleyen bir ATP-rekabet¢i pan-RSK
inhibitoriidiir (Sapkota vd., 2007). BI-D1870, tiim RSK izoformlarmin etkinliklerini ortadan
kaldirir ve diger AGC kinaz proteinlerine gore RSK’lar i¢in secicilige sahiptir (Bain vd.,
2007). BI-D1870 ile yapilan bir ¢alismada ICso degerlerinin RSK 1, RSK2, RSK3, RSK4
izoformlari i¢in sirastyla 31 nM, 24 nM, 18 nM ve 15 nM oldugu ve tiim RSK aktivitesinin
inhibisyonu i¢in 10 nM derisimde etki ettigi rapor edilmistir (Sapkota vd., 2007). BI-
D1870’in diflorofenolpiridin tiirevleri olan LJH685 ve LJI308 molekiilleri literatiirde RSK
inhibitorleri olarak tanimlanmiglardir (Aronchik vd., 2014). BI-D1870, antikanser ilaglara
kars1 direncin iistesinden gelinmesine yardimci oldugu ve P-glikoproteinin kararliligini
azalttig1 bildirilmistir (Katayama vd., 2016). Bir ¢alismada, BI-D1870 inhibitoriiniin HL60
hiicrelerinde mitotik durdurmay1 indiikleyerek AML ¢ogalmay1 inhibe ettigi ve fosforile
RSK seviyelerinin AML hiicrelerinde normal CD34+ kemik iligi hiicrelerinden daha yiiksek
oldugu rapor edilmistir (Chae vd., 2020). A549 insan akciger adenokarsinom hiicrelerinde
BI-D1870 ve cis-platin kombinasyonu ile apoptozu indiikledigi rapor edilmistir
(Abdulrahman vd., 2020). Bir ¢alismada BI-D1870 inhibitoriiniin hedef dis1 etkisi
bildirilmistir (Neise vd., 2013). Farelerde, BI-D1870 inhibitoriiniin iyi tolere edildigi ve kan-
beyin bariyerini (BBB) gectigi bildirilmistir (Pambid vd., 2014). Kronik lenfositik 16semi
hiicrelerinde BI-D1870’in oldiiriicii etkisi gézlenmistir (Steele vd., 2011). Mantle hiicreli
lenfomada RSK2’ye yonelik antikanser etkisi gozlemlenmistir (Matsumura-Kimoto vd.,
2020). Bununla birlikte, BI-D1870'in BTK (ibrutinib), AKT (ipatasertib) ve BCL2
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(venetoklaks) inhibitorleri ile hiicre karakteristigine bagli olarak biiyiime Onleyici etkileri
rapor edilmistir (Matsumura-Kimoto vd., 2020). Sapkota ve arkadaslar1t RSK izoformunun
NTKD’1 inhibe eden BI-D1870 RSK seg¢ici inhibitoriinii gelistirmislerdir. Bu bilesiklerin
diger protein kinazlarida inhibe ettigi bulunmustur (Sapkota vd., 2007). Bir ¢alismada,
kombine terapi igin RSK2'nin N-ug kinaz alan1 (NTKD) ve AKT i¢in sirasiyla BI-D1870 ve
ipatasertib inhibitorlerinin insan ¢oklu miyeloma hiicre hatlar1 (HMCL) {izerine uygulanmis
antikanser etkisi ve BIM ve BID aktivasyonu ile apoptotik indiiksiyonda artis gdzlemlendigi

bildirilmistir (Isa vd., 2022).

2.5.4. LIH685 ve LJI308

LJH685 ve LJI308, BI-D1870 molekiiliinden tiiretilen psddo-analoglaridir (Aronchik
vd., 2014, Cui vd., 2022). BI-D1870 molekiilinden ¢ok daha az hedef dis1 etki gosterdikleri
bildirilmistir (Aronchik vd., 2014). LJH685 igin in vitro yararli in vivo deneylerde kullanissiz
oldugunu rapor etmislerdir (Jain vd., 2015). LJH685 inhibitorii esas alinarak sentezlenen
bilesiklerin molekiiler yerlestirme ¢alismasinda bir bilesigin UNM kanserinde anti kanser
etkisi gosterdigi bildirilmistir ve baglanma enerjisi LJH685 icin -35,7467 kkal/mol
hesaplanirken 7d molekiilii igin —32,8855 kkal/mol olarak hesaplanmigtir (Cui vd., 2022).
Bu calismada ayrica RSK’nin substrati olan p-YB1 i¢inde 7d molekiiliiniin inhibisyon etkisi
gosterdigi bildirilmistir (Cui vd., 2022). LJH685 ve BI-D1870 molekiillerinin melonom

hiicreleri tizerindeki kombine terapétik etkileri arastirilmistir (Kosnopfel vd., 2017).

LJI308 inhibitoriiniin UNMK igin geleneksel kemoterapi ile kombinasyon halinde
kullanilmasi onerilmistir (Davies vd., 2015). Bir ¢alismada meme kanserinde T359/S363'te
RSK'nin fosforilasyonunu ve S102°de Y-box binding (YB-1) proteinini inhibe ettigi
bildirilmistir (Lettau vd., 2021). Mide kanserinde SL0O101 ve LJI308 tarafindan inhibe edilen
RSK1 izoformunun PLK1 proteini fosforilasyonuna etkisi olmadigi rapor edilmistir (Zhu

vd., 2017).
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2.5.5. FMK

Pirolopirimidin, 1-[4-amino-7-(3-hidroksipropil)-5-(4-metilfenil)pirol[2,3-d]
pirimidin-6-il]-2-floroetanon (FMK) RSK1, RSK2 ve RSK4 CTKD katalitik bolgesindeki
bir sistein kalintisina tersinmez olarak kovalent bag yapan bir inhibitoriidiir (Cohen vd.,
2005) (Cohen vd., 2005). Bir pan-RSK inhibitorii olmadigi bildirilmistir. Bunun sebebi
RSK3 izoformunun diger izoformlarda bulunan sistein yan zincirinden yoksun olmasidir
(Jain vd., 2015; Cohen vd., 2005). FMK substratt YB1'in fosforilasyonunu giiglii bir sekilde
inhibe ederken tam inhibisyona ulasamaz; bu da arastirmacilara aktivitenin RSK3'ten
kaynaklandigini diisiindiirmiistiir (Cohen vd., 2005). FMK ile yapilan bir in vitro ¢caligmada
ICs0 degeri 15 nM ve hiicresel ECso degeri 200 nM olarak RSK2’yi reaktif elektrofilik FMK
kismi ve CTKD'min ATP-baglanma bdlgesinde Cys436'nin tiyol grubu ile kovalent
baglanarak inhibe ettigi bildirilmistir (Cohen vd., 2007). Bununla birlikte, RSK2’nin FMK

molekiilii ile olan kovalent bagi aydinlatilmistir (Lee ve Grossmann, 2012).

2.5.6. BRD7389

BRD7389, RSK1, RSK2, RSK3 inhibitorii olarak bilinmektedir (Fomina vd., 2010).
BRD7389 inhibitoriiniin 16semide apoptozu indiikledigi rapor edilmistir (Chae vd., 2020).
Ayni zamanda, BRD7389 ve BI-D1870 molekiillerinin melanom hiicrelerde ¢ogalmay1
inhibe ettigi bildirilmistir (Theodosakis vd., 2017). Bir c¢alismada, BRD7389 kolon

kanserindeki hiicre ¢gogalmasini azalttig1 gosterilmistir (Park ve Cho, 2012).

2.5.7. Diger p90RSK inhibitorleri

Yukaridaki RSK inhibitorleri disinda bazi RSK inhibitorlerinin (GF1090203X,
SB216763, staurosporin, NSC356821, NSC51023, indirubin-3'-oksim, purvalanol, Ro31-
8220) oldugu bilinmektedir (Nyugen vd., 2006; Nyugen, 2008). P90ORSK ailesinin CTK
alanina yonelik yapilan bir calismada ruxolitinib (INCB18424), SB-203580 ve TG-100-115

ATP yarigmali inhibitorlerinin yiiksek hassasiyet gosterdikleri bildirilmistir (Fruergaard vd.,
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2022; Davis vd., 2011). CFI-400945 polo benzeri kinaz 4 (PLK4) inhibitoriiniin RSK
ailesine baglandig1 bolge molekiiler yerlestirme ¢alismalariyla gosterilmistir (Abdullah ve
Guruprasad, 2021). Mide kanseri ile yapilan bir ¢alismada, karnosol molekiiliinii gii¢lii
RSK2 inhibitérii olarak rapor etmislerdir (Li vd., 2018). Bununla birlikte, luteolin meme
kanserinde yeni RSK inhibitorii olarak bildirilmistir (Reipas vd., 2013). Manzamine A
(MZA) molekiiliiniin RSK2 izoformuna kiyasla RSK1 izoformunun N- ve C-ug bdlgeleriyle
olusturdugu kompleksin 10 kat daha etkili oldugu rapor edilmistir (Mayer vd., 2020). Son
zamanlarda, AEQ007 isimli molekiil kanserde etkili yeni RSK2 inhibitérii olarak
kesfedilmistir (Li vd., 2022). Sekil 6’da p90RSK ailesi izoformlarina yonelik bilinen bazi

inhibitorlerin agik yapilari, ICso ve ECsp degerleri verilmistir.

2.6. RSK1 Hedefine Yonelik Gergeklestirilen In Siliko Cahsmalar

RSK1 hedefine yonelik yapilan ¢esitli in siliko ¢alismalarda genellikle 2Z7R, 2Z7Q),
3RNY PDB kodlar1 kullanilmigtir. RSK1 izoformunun C-ug kinaz alanina yonelik molekiiler
yerlestirme caligmalar1 sinirlidir. 3RNY homoloji modelinin kullanildigit Mayer ve
arkadaglar1 RSK1 izoformu i¢in MZA bilesigini hem N- hem de C-ug kinaz alaninda
molekiiler yerlestirme ¢alismalarin1 Autodock vina programi araciligiyla gerceklestirmistir.
Bunun sonucunda sirastyla —62,132 kkal/mol ve —55,497 kkal/mol hesaplamiglardir (Mayer
vd., 2021). Bir ¢alismada farkli olarak ERK2 ve RSK1’in heterodimerik yapisi (PDB:4NIF)
kullanilmistir (Boston vd., 2011; Jafari vd., 2021). Bir¢ok kanser tiiriinde etkili olan hedefler
arasinda yer alan RSK1 ve diger hedefler i¢in sentezledikleri 63 tane piriazol tiirevinin
molekiiler yerlestirme g¢alismasi yapilmistir ve RSK1’e (PDB:2Z7R) yonelik bulgular
bilinen inhibitorii APIO-EE-07 -9,4 kkal/mol ile karsilagtirmali olarak piriazol tiirevleri -5,2
kkal/mol ve -9,3 kkal/mol arasinda hesaplanmigtir (Bennani vd., 2022). RSK1-NTKD
(PDB:2Z7Q) hedefine yonelik Glide/SP algoritmas1 kullanilarak yapilan bir ¢alismada
Luteolin, Apigenin ve Kaempferol sirasiyla -7,99 kkal/mol, -7,63 kkal/mol ve -7,54 kkal/mol
olarak hesaplanmislardir ve etkilesimleri Asp205, Thr204, GIn70, Aspl42, Leuld4 aa
kalintilarinda gézlemlemislerdir (Reipas vd., 2013).
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Sekil 6. Antikanser etki gosteren bazit RSK inhibitorlerinin agik yapilari ve in vitro etkinlik
degerleri. 1) BRD7389, 2) SL0101, 3) Ro31 8220, 4) LJI308, 5) GF1090203X, 6) LIJH68S,

7) BI-D1870, 8) FMK, 9) Carnasol, 10) AE007, 11) MZA

(Yuan vd. 2021, Youn vd., 2021, Robert vd., 2005, Li vd., 2018, Li vd., 2022, Mayer vd.,
2020)
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Ilag yeniden konumlandirma c¢alismasinda FDA onayli LDK378 bilesigini ceritinib ile
kiyasli olarak RSKI1-NTKD(PDB:2Z7R) hedefinde molekiiler yerlestirme caligmasini
gerceklestirmiglerdir ve -10 kkal/mol ve -30 kkal/mol baglanma enerjileri ile ceritinib’ten
daha iyi baglandigini rapor etmislerdir (Sahrawat ve Kaur, 2019). Sekil 7°de RSK1 ve RSK2

izoformlarinin bazi molekiiler yerlestirme pozlar1 6rnek olarak verilmistir.

Sekil 7. Baz1t RSK inhibitdrlerinin molekiiler yerlestirme pozlari. (1) RSK1 (PDB 2Z7Q) ile
MZA (mavi) molekiiler yerlestirmesi (Mayer vd., 2021). (2) RSK2 (PDB 4NW6) ile bilesik
C2 molekiiler yerlestirmesi. (3) RSK2 (PDB 4NW6) ile bilesik C12 molekiiler yerlestirmesi
(Zhao vd., 2021).

2.7. RSK2 Hedefine Yonelik Gergeklestirilen In Siliko Calismalar

Hesaplamali yontemlerle RSK2 inhibitorii belirlemek i¢in yapilan bazi ¢aligmalarda,
bir polifenol olan kersetinin RSK2'ye baglandigi bildirilmistir (Chen vd., 2012). Benzer
sekilde, yesil ¢aydan tiiretilen bir polifenol olan epigallokatesin gallat (EGCG)’in RSK2
katalitik bolgelerine karsi etkili olabilecegini belirlemek icin molekiiler yerlestirme ve
tarama calismalar1 yapilmistir ve baglanma enerjilerini RSK2-CTKD (PDB:2QR8) igin -
13,95 kkal/mol ve RSK2-NTKD (PDB:3G51) i¢in -13,17 kkal/mol olarak hesaplamiglardir
(Chen vd., 2015). Nicel yapi-etkinlik iliskisi (QSAR), ligand ve yap1 esasl sanal tarama,
molekiiler yerlestirme, MD, kuantum mekanigi, parca tabanli ila¢ tasarimi yontemleri gibi

hesaplama yaklagimlari, kinazlarin konformasyonel goriis, yapisal gereksinimleri hakkinda
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ayrintili bilgiler saglar (Gagic vd., 2020). Arba, M. ve digerleri tarafindan 2019 yilinda
yaptiklar1 3D-kantitatif yapi-etki iliskisi (QSAR) [karsilastirmali molekiiler alan analizleri
(CoMFA) ve karsilastirmali molekiiler benzerlik indeksleri analizi (CoMSIA)] kullanarak
21 adet diflorofenol piridin tiirevlerini RSK2 inhibitérii olarak modellemislerdir. Bu
caligmada RSK2 kristal yapis1 (PDB:4NUS) kullanilarak molekiiler kenetleme caligmasi
sonucu 21 bilesik arasindan bilesik 18’in uygun oldugu ve MD simulasyon c¢aligsmalar ile
de bu bilesigin yeni RSK2 inhibitorii olabilecegi bildirilmistir (Arba vd., 2019). Cuello ve
digerleri biyoinformatik yaklagimlar ile CTKD RSK inhibitéri olan FMK tiirevini
gelistirerek rapor etmislerdir (Cuello vd., 2007). Casalvieri ve digerlerinin yaptiklar
caligmalarda RSK inhibisyonu iizerine yapi-etkinlik iliskisi kurmak amagli siibstitiie
pteridion ve pirimidinlerin in siliko, sentez ve in vitro ¢aligmalarini rapor etmislerdir
(Casalvieri vd., 2020a; Casalvieri vd., 2020b). Dogal iiriin olan kaemferol ile yapilan
molekiiler yerlestirme ¢alismasinda kaemferol ve SLO101’in RSK2 NTKD aktif paketi
tizerine molekiiler yerlestirme degerleri sirasiyla -12,8 kkal/mol ve -13,3 kkal/mol olarak
bulunmustur. Her iki bilesigin in vitro hiicre ¢ogalmasi tizerine ¢alismasi gerceklestirilmistir
(Yoo vd., 2015). Zhao ve arkadaslar1 ligand- ve yapi-esasli sanal tarama ile yaptiklar1 bir
calismada ve bilinen RSK2 biyoaktif inhibitorlerinin yapilarina dayali olarak modeller
gelistirmislerdir. ADMET ve molekiiler yerlestirme sonuclarina dayanarak 30 molekiil segip
denedikten sonra meme kanseri ve cilt kanseri hiicreleri tizerinde 5 bilesigin RSK2’ye kars1
inhibe edici etki sergiledigini rapor etmislerdir (Zhao vd., 2021). BI-D1870, LJI308 ve
LJH685 inhibitorlerinin farmakofor modelleri kullanilarak RSK2 (4NUS) in siliko
caligmalar1 yapilmistir ve l6semi, HEK293 hiicre hatlarinda in vitro c¢alismalari
gergeklestirilmistir (Casalvieri vd., 2021). Benzer bir ¢calisma ayni inhibitorlerin farmakofor
modelleri kullanmilarak gerceklestirilmistir (Warfield vd., 2021). Ek olarak, LJH685’in
farmakofor modeli kullanilarak sanal tarama ve molekiiler yerlestirme ¢aligsmasi yapilmistir
(Ece, 2016). Meme kanserinde caligilan bir diger hedef olan RSK2’nin asagi akisinda
bulunan okaryotik uzama faktor 2 kinaz (eEF2K) hedefli yeni inhibitorlerin gelistirilmesi
icinde yapilan in siliko, sentez ve in vitro ¢alismalar rapor edilmistir (Comert Onder vd.,
2021a, 2021b 2020). Literatiirde RSK2 iliskili proteinlerine yonelik yapilan in siliko
caligmalarin olmasi son derece onemlidir. RSK2 i¢in daha once yapilmis molekiiler
yerlestirme ¢aligmalarinda elde edilen bazi pozlari ve protein-ligand kompleksi arasindaki

etkilesimler verilmistir (Sekil 8).
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Sekil 8. 1) 14 tane BI-D1870 bazli bilesikler (koyu gri renkli karbon atomlari), 2) RSK2
NTKD'nin ATP-baglama bdlgesi (mavi serit gosterimi) 17 tane piirin ve pirolopirimidin
bazli bilesikler, amino asit kalintilarinin (karbon atomlar1 acgik gri renkli) ve BI-D1870

ligandinin referans i¢in turuncu renkte molekiiler yerlestirmesi.

(Warfield vd., 2021)

2.8. RSK2 iliskili Diger insan Hastaliklarina Yonelik Inhibitorii

BIX02565 bir RSK2 inhibitoriidiir (Kirrane vd., 2012). Gebelikle iligki bir grup timor
hiicrelerinde BIX02565 molekiiliiniin reaktif oksijen tiirleri (ROS) birikimini indiikledigi ve
SOX8 ifadesini azalttigi rapor edilmistir (Wu vd., 2021). Bir ¢alismada, BIX02565
molekiiliintin kalp igin hedef dig1 baglanmalarinin oldugu ve bu yiizden in vivo kullanimda
yararli olmadig bildirilmistir (Fryer vd., 2012). Kirrane ve ark. kalp yetmezligi tedavisi i¢in
BIX02565 molekiiliiniin dikkat ¢ekici bir terapotik oldugunu vurgulamislardir (Kirrane vd.,
2012). Ote yandan baska bir ¢alismada BIX02565 molekiiliiniin kardiyo koruyucu etkisine
deginilmis ve kalbi iskemi/reperfiizyondan koruyacagi varsayilmistir (Shi vd., 2016).
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2.9. UNMK Hiicre Hatlar

MDA-MB-231 iglii negatif B alt tipinde adenokarsinom, BT-549 icli negatif B
tipinde invaziv duktal karsinom ve BT-20 iiglii negatif A alt tipinde invaziv duktal
karsinomdur (Dai vd., 2017). Ek olarak, meme kanseri hiicre hatt1 olan 6strojen reseptor
pozitif (ER+) MCF7 hiicre hatt1 ¢alismalarimizda kullanilmistir. Calismalarimizda

kullanilan UNMK MDA-MB-231 hiicre hatti mikroskobik goriintiileri verilmistir (Sekil
9a,b).

Sekil 9. UNMK MDA-MB-231 hiicre hatt: mikroskobik gériintiileri. A) 4X B) 40X
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

Bu boliimde in siliko ve in vitro galismalarda kullanilan materyaller ve yontemler yer

almaktadir.

3.1. MATERYAL

Bu kisimda tez kapsaminda yapilan in siliko ¢alismalarda kullanilan programlar ve

in vitro ¢alismalarda kullanilan kimyasallar ve cihazlar verilmistir.

Tez kapsaminda molekiiler modelleme ¢alismalari i¢in Discovery Studio 2021 (DS)
ve Maestro (Schrodinger Release 2021-4) programlari kullanilmigtir. RSK3-NTKD ve
RSK4-CTKD izoformlarina yonelik homoloji modelleme i¢in DS 2021 ve agik erisim
kaynak Swiss model kullanilmistir (https://swissmodel.expasy.org/interactive). Elde edilen
homoloji modellerin dogrulanmasi icin Prosa web server

(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) kullanilmistir.

In vitro hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan hiicre hatlari: UNMK (MDA-MB-
231, BT-549 ve BT-20) ve ER+ (MCF7). Hiicre hatlar1 Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM)/F12 (1:1) (Gibco-11320074), Fetal sigir serumu (FBS) (Serox-SF101-
500) ve penisilin-streptomisin  (PS) (Sigma-P4333) ile desteklenmistir. Kolonilerin
boyanmasinda kristal viyole ve sitotoksisite testi icin MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolyum bromiir) (Sigma-M5655) reaktifi kullanilmistir.

In vitro galismalarda kullanilan cihazlar, inkiibatér (Panasonic-MCO-18AC), ters
(inverted) mikroskop (Zeiss primo vert), Sogutmali santrifiij (Centurion K2015 Serisi),
mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific Multiskan GO) kullanilmistir.
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3.2. YONTEM

Tez kapsamindaki in siliko ¢alismalar RSK1 ve RSK2 izoformlarinin PDB’de verilen
kristal yapilar1 ve bilinen inhibitdrleri kullanilarak Farmakofor Modelleme, Sanal Tarama,
ilag olabilme ozellikleri (ADMET, Lipinski ve Veber Kurallari, Toksisite tahminleri)
caligmalar1 gergeklestirilmistir. Belirlenen molekiiller i¢in Molekiiler Yerlestirme ¢aligsmasi
yapilmistir. RSK3 ve RSK4 izoformlarinin homoloji modellemeleri gerceklestirilmistir. Bu
tez ¢aligmasi kapsaminda ilk asamada yapilan in siliko ¢alismalarin verilerine gore baska
hastaliklar i¢in terapotik etkisi bilinen ilaglarin ve kersetin, katesin ve rutin gibi dogal

iiriinlerin temin edilmesi ile UNMK hiicrelerinde in vitro incelemesi gerceklestirilmistir.

3.2.1. In Siliko Cahismalar

Ligand- ve Yapi Esash Sanal Tarama

LEIT yaklasimi kullamlarak yapilan in siliko arastirmalar dogrultusunda p90RSK
ailesi i¢in bilinen inhibitérlerinin (BI-D1870, LJH685, FMK, BIX02565, SL0101,
BRD7389) farmakofor modellerinin ve Ozelliklerinin olusturulmasi, ilag benzerliklerinin
tanimlanmasi, ligand esasli sanal tarama, molekiiler yerlestirme c¢alismalari
gerceklestirilmistir. YEIT yaklasimi kullanilarak yapilan arastirmalarda ise farmakofor
modellerden bagimsiz olarak ¢esitli veri tabanlarina ilag benzerliklerini tanimlama filtreleri

uygulanmus filtrelenen ligandlar ile molekiiler yerlestirme galismalar1 gergeklestirilmistir.

LEIT ve YEIT yaklasimi kullanilarak yapilan in siliko arastirmalar dogrultusunda
PDB’de mevcut olan RSK1-CTKD (3RNY), RSK1-NTKD (2Z7R, 2Z7Q), RSK2-CTKD
(4D9T), RSK2-NTKD (4NUS, 5D9K, 3UBD) p90RSK ailesi izoformlarinin kristal yapilari
kullanilmistir. PDB’de mevcut olmayan RSK3-NTKD ve RSK4-CTKD izoformlariin
homoloji modellemeleri yapilmistir. Kristal yapilar1 belirlenen RSK izoformlari i¢in yapi-

esasli sanal tarama, molekiiler yerlestirme ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir.
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RSK3 ve RSK4 Homoloji Modelleme

Dizisi ya da sekans1 bilinip 3B yapis1 bilinmeyen yapilari olusturmak i¢in cesitli
homoloji modelleme araglart mevcuttur. Tez kapsaminda RSK3-NTKD i¢in NP_066958.2
(korunmus alan1) NCBI sekansina dayanarak SWISS-MODEL ile 10 tane model
olusturulmustur. Yiiksek benzerlikte olan PDB sablonlarindan N-u¢ olusturmak i¢cin 4NW6
(RSK2-NTKD) PDB kodu sablon olarak secilmistir. Modeller Ramachandran plot grafigi,
Z-skoru benzerlik oranlari dikkate alinarak degerlendirilmistir. Olusturulan homoloji
modelin yapist Prosa web server ile dogrulanmistir. DS 2021 programinda PSI-BLAST
modiilii ile NP_066958.2 korunmug RSK3 sekansinin PDB veri bankasina yonelik benzerlik
oranlarinin tahmini ve sablon se¢imi igin yapilmistir. Yiiksek benzerlikte olan PDB
sablonlarindan N-u¢ olusturmak icin 4NW6 (RSK2-NTKD), PDB kodu sablon olarak
secilmistir. Secilen sablonlar daha sonra RSK3 sekansi ile hizalanip Building Homology

Model ile homoloji modelleri yapilmis verify 3D modiili ile yapisi dogrulanmistir.

RSK4-CTKD kristal yapisini elde etmek i¢in tez kapsaminda CAG38803.1 (korunmus
alan1) NCBI sekansina dayanarak SWISS-MODEL ile 14 tane model olusturulmustur.
Yiiksek benzerlikte olan PDB sablonlarinin arasindan 2WNT sablon olarak seg¢ilmistir.
Modeller Ramachandran plot grafigi, Z-skoru benzerlik oranlari dikkate alinarak
degerlendirilmistir. Prosa web server ile olusturulan homoloji modelin yapisi dogrulanmistir.
DS 2021 programinda PSI-BLAST modiilii ile CAG38803.1 korunmus RSK4 sekansinin
PDB veri bankasina yonelik benzerlik oranlarinin tahmini ve sablon se¢imi i¢in yapilmistir.
Yiiksek benzerlikte olan PDB sablonlarindan C-ug olusturmak i¢in 4D9T (RSK2-CTKD),
PDB kodu sablon olarak se¢ilmistir. Secilen sablonlar daha sonra RSK4 sekansi ile hizalanip
Building Homology Model ile homoloji modelleri yapilmis verify 3D modiilii ile yapisi

dogrulanmistir.

Farmakofor Model Olusturulmasi

Tez kapsaminda yapilan farmakofor modellemede RSK izoformlar1 i¢in bilinen

inhibitorleri (SLO101, BI-D1870, FMK, BIX02565, BRD7389 ve LJH689) i¢in DS 2021
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programinda farmakofor modeller olusturulmustur ve ligandlarin farmakofor 6zellikleri
belirlenmistir. PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)’den SDF formatinda indirilen
bilinen ligandlarin 3D yapilart kullanilarak Auto Pharmacophore Generation modiilii ile her
bir ligandin farmakofor modelinin hidrojen bag alicis1 ve vericisi, hidrofobik 6zellik, negatif
ve pozitif iyonlasabilir 6zellik, aromatik halka gibi potansiyel 6zellikleri yansitan en iyi
farmakofor modeli elde edilmistir. Bu modiil sayesinde Genetik Fonksiyon Y aklasimi model

tahminine gore en yliksek segicilige sahip olan ilk farmakofor yapisi sec¢ilmistir.

Farmakofor Haritalama, Sanal Tarama ve Ila¢c Benzerligini Tanimlama

Cesitli kiiciik molekdil kimyasal veri tabanlar1 yardimiyla ligand- ve yapi-esasl sanal
tarama calismalar1 yapilmistir. Ligand- ve yapi-esasli sanal tarama caligmalar igin NCI,
Selleckchem, ChEMBL, ChemDiv, Enamine, InterBioScreen, Drugbank, OTAVA, Apexbt
gibi ¢esitli kimyasal veri tabanlar1 Ligand Pharmacophore Mapping modiilii ile farmakofor
haritalama ve Screen Library modiilii ile sanal tarama ¢alismalart DS 2021 programinda
gergeklestirilmistir. Eslesen ligandlara gore belirlenen molekiiller i¢in filtreleme yapilarak
farmakokinetik ve ilag olabilme 6zellikleri incelenmistir. ADMET, Lipinski ve Veber kurali
(ROS5) ve toksisite tahminleri (AMES mutajenite, rodent karsinojenite, toksisite geligimi)
sirastyla ADMET tanimlayici, Lipinski’s and Veber kurallar1 ve Toksisite tanmin modiilleri
ile gerceklestirilmistir. Yapi-esasli tarama calismalarinda Selleckchem, InterBioScreen,
Apexbt, ChEMBL, Drugbank, ChemDiv veritabanlar1 ligandtan bagimsiz olarak ROS kurali

ve toksisite tahminleri filtrelemeleri uygulanmistir.

Molekiiler Yerlestirme

Molekiiler yerlestirme ¢alismalari i¢in iki farkli program kullanilmigtir. DS 2021 ve
Maestro programlar1 yardimiyla gerceklestirilmistir. Molekiiler yerlestirme calismasi
yapilmadan oOnce protein ve ligandlar en kararli ve en diisiik enerjili konformerlerini
belirlemek i¢in hazirlanmistir. Protein hazirlamak i¢in RSK1, RSK2 molekiillerinin kristal
yapilar1 (PDB)’tan RSK1-CTKD (3RNY), RSK1-NTKD (2Z7R, 2Z7Q), RSK2-CTKD
(4D9T), RSK2-NTKD (4NUS, 5D9K, 3UBD) alinarak DS 2021 ve Maestro programinda su
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molekiillerinin uzaklastirilmasi ve eksik hidrojenlerin eklenmesi sonucu fizyolojik pH 7,4'te
hazirlanmiglardir. Ligand hazirlanmasi i¢in DS 2021 programinda Prepare ligand, Full
minimization modiilleri ve Maestro programinda Ligprep modiilii kullanilmistir. Kuvvet
alanlar1 DS 2021 icin CHARMM esaslt iken Maestro i¢cin OPLS-2005 olarak ¢aligmalar
gerceklestirilmistir. RSK1 (PDB:3RNY) ve RSK2 (PDB:4D9T) izoformlarinin C-ug
bolgelerinin kristal yapilari kullanilarak sanal taramadan ¢ikan aday molekiiller ile
molekiiler yerlestirme ¢aligmalar1 DS 2021 programinda CDOCKER ile yapilmistir. Cikan
sonuglar 2B etkilesim diyagramlari, CDOCKER degerleri baglanma konformasyonlari
acisindan degerlendirilerek elde edilmistir. Etkilesim ve baglanma enerjileri kkal/mol olarak
hesaplanmistir. Ligand ile protein arasindaki molekiiller arasi etkilesimlerin ayrintili analizi
2B ligand etkilesimi ile belirlenmistir. Yerlesen ligandlar DS Visualizer yardimiyla
gorsellestirilmistir. Hedef-esash ¢aligmalarda RSK1-NTKD (PDB:2Z7R, 2Z7Q), RSK2-
NTKD (PDB:4NUS, 5D9K) izoformlarmin N-u¢ kinaz bdlgelerinin kristal yapilari
kullanilarak sanal taramadan ¢ikan aday molekiiller ile molekiiler yerlestirme ¢alismalari
Maestro Glide/SP yontemi ile yapilmistir. Sonuclar baglanma enerji degerlerine gore
degerlendirilmistir. Libdock ile yapilan molekiiler yerlestirme RSK1-NTKD (PDB:2Z7Q)
ve RSK2-NTKD (PDB:4NUS) izoformlarmin kristal yapilari kullanilarak yapi bazl
caligmalar i¢in DS 2021 programinda yapilmustir.

3.2.2. In Vitro Calismalar

Tezin uygulama kisminda ise in siliko yontemler ile belirlenen RSK1 ve RSK2
potansiyel inhibitorleri igerisinden temini miimkiin olabilecekler ile RSK1 ve RSK2 nin asir1
ifade oldugu MDA-MB-231, BT-549 ve MCF7 hiicre hatlarinda ¢aligmalar
gergeklestirilmistir. Ayrica, BT20 hiicre hattinda ¢alismada kullanilan ilag etken
maddelerinin sitotoksik etkileri incelenmistir. UNMK MDA-MB-231, BT-549 ve BT-20
kanser hiicreleri ile doz- ve zaman- bagimli olarak kisa zamanli hiicre ¢cogalmasi ve hayatta
kalma ile koloni inhibisyonu ve ¢ogalmasi {izerine c¢alismalar Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi — Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi Kok Hiicre

Laboratuvar1 (COMUDAM)’nda gerceklestirilmistir.
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Hiicre Kiiltiir Calismalar

Hiicre kiiltiirii calismalar1 icin UNMK (MDA-MB-231, BT-549 ve BT20) ve MCF7
hiicre hatlar1 ¢alisilmistir. Hiicrelerin biiytitiildiigii besi yerleri igin DMEM-F12 (1:1) medya
kullanilmistir. Her bir medyanin igerigi %1 PS ve %10 FBS olarak ayarlanmistir. Hiicrelerin
kiiltiire edilmesi igin T75 ve T25’lik flasklar kullanilmistir. Hiicreler %5 CO2 ve 37 °C
sicakliktaki inkiibatorde inkiibe edilmistir (Comert Onder vd., 2021a).

Koloni Olusumu Inhibisyonu ve Cogalmasi

Koloni olusumu ve inhibisyon deneyi i¢cin 12 ve 24 kuyucuklu plakalar
kullanilmistir. Uygulama igin 10 ile 150 pM araliginda farkli derisimler ile uygulamalar
yapilmigtir. Ayrica, MDA-MB-231 ve BT-549 hiicre hatlarinda kombine terapi ¢alismalari
rutin (20 pM) sabit tutularak ila¢ etken maddeleri (1:1) ile gerceklestirilmistir. Hiicreler 12
veya 24 kuyucuklu plakalarda kiiltiire edilmistir (10-12 giin). Hiicrelerin boyanmasi i¢in
kristal viyole metanol igindeki %1°lik ¢ozeltisi kullanilmistir (Comert Onder vd., 2021a).

Sitotoksisite Analizi

MTT hiicre canliligini degerlendirmek i¢in kullanilan kalorimetrik bir yontemdir.
Mitokondriyal metabolizmada rol alan NAD(P)H'ye bagli hiicresel oksidorediiktaz enzimleri
indirgenme reaksiyonu ile 3-(4,5-dimetil tiazol -2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir olan

tetrazolyum boyas1t MTT'yi ¢dziinmeyen formazanina doniistiirtir.

Bu tez kapsaminda UNMK (MDA-MB-231, BT-549 ve BT-20) hiicre hatlar1 24 saat
inkiibe edildikten sonra c¢esitli derisim araliklarinda 100 pM’a kadar ilag dozlar
uygulanmustir. Ilaclarin sitotoksik etkilerini (24-72 saat) belirlemek icin hazirlanan MTT
¢ozeltisinden her bir kuyucuk igerisine 10 uLL MTT eklenip 2-4 saat 37 °C’de %5 COz igeren
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inkiibatorde inkiibe edilmistir. Her bir kuyucuga 100 uLL DMSO eklenerek 96 kuyucuklu
plaka ELISA okuyucu ile 570 nm dalga boyunda okutulmustur (Cémert Onder vd., 2016).

Hiicre Gocii Analizi

Hiicre gocii analizi 6 kuyucuklu plakalarda gergeklestirilmistir. Pipet ucu yardimiyla
ortasina ¢izik atilan hiicreler 6li hiicreleri uzaklagtirmak i¢in PBS ile yikanip tek veya
kombine dozlarda ila¢ uygulamalar1 yapilmistir. Uygulamadan sonra 0, 24 ve 48. saat

araliklari i¢in mikroskop goriintiileri alinmistir.

Veri Toplama Teknikleri

Tez ¢alismasi kapsaminda in siliko veriler ¢esitli yazilimlarin kullanimina iliskin elde
edecegimiz tekrarli sonuglarin gorsellestirilmesi ve tablolastirilmasi ile elde edilmistir. In
vitro hiicre kiiltiir ¢aligmalar1 mikroskop iizerinde gozlemlenmistir. In vitro ¢alismalarda
istatistiksel analizler GraphPad Prism ile yapilmistir ve P<0.05 veya p<0.01 anlaml

sonuclar1 degerlendirilmistir.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

Bu béliimde potansiyel p90ORSK1 ve p90RSK?2 inhibitér aday molekiillerinin in siliko
tarama ve UNM kanserine yonelik in vitro etkinlik sonuglarina yer verilmistir. p9ORSK3 ve

p90RSK4 izoformlarinin homoloji model sonuglarina yer verilmistir.

4.1. In Siliko Calismalar

p90RSK ailesine yonelik LEIT ve YEIT ¢alismalar1 DS 2021 ve Maestro araciligiyla
gerceklestirilmistir. RSK3 ve RSK4 izoformlari i¢in homoloji modellemeleri SwissModel

ve DS 2021 programlar araciligiyla elde edilen sonuglardan asagida bahsedilmistir.

4.1.1. Farmakofor Esash Calismalar

LEIT yaklasimlarindan biri olan farmakofor modelleme caligmalarinda p90RSK
ailesi izoformlar1 i¢in bilinen 5 inhibitoriiniin (BI-D1870, BRD7389, FMK, LJHG685,
SLO101) farmakofor modelleri, farmakofor haritalama ve sanal tarama g¢alismalarinda

kullanabilmek i¢in olusturulmustur. Farmakofor modeller Sekil 10-14’te verilmistir.
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_ VERICISI

Sekil 10. BI-D1870 farmakofor modeli ve 6zellikleri.

SAROMATIK_HALKA

' VERICIST

Sekil 11. BRD7389 farmakofor modeli ve 6zellikleri.
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HPROFOBIK

~*HB_VERICISI
ICIST

Sekil 12. FMK farmakofor modeli ve 6zellikleri.

Sekil 13. LJH685 farmakofor modeli ve 6zellikleri.
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Sekil 14. SLO101 farmakofor modeli ve ozellikleri.

Sekil 10-14’te verilen farmakofor modellere gore sirasiyla BI-D1870 ve FMK
ligandlar i¢in hidrojen bag alic1 ve vericisi, aromatik halka ve hidrofobik bolge, LIJH685
ligand: icin hidrojen bag vericisi, hidrofobik bolge, aromatik halka, pozitif iyonlagabilir
ozellik belirlenirken SLO101 ligandi i¢in hidrojen bag alicis1 ve vericisi, BRD7389 ligand

icin hidrojen bag alicis1 ve vericisi, aromatik halka gibi 6zellikleri belirlenmistir.

Farmakofor Haritalama, Sanal Tarama, Ilac¢ Benzerligini Tanimlama ve

Toksisite Tahmin Testleri

p90RSK izoformlari i¢in bilinen 5 inhibitor (BI-D1870, BRD7389, FMK, LJH685,
SL0101) kullanilarak Boliim 3.2.1.°de verilen kiiclik molekiil kimyasal veri tabanlarina ait
cesitli kimyasal kiitliphanelerinden DS 2021 programi araciligiyla yapilan farmakofor-esash
sanal tarama c¢alismalar1 ile yaklagik 800.000 molekiil taranmistir. Bilinen ligandlarin
farmakokinetik 6zelliklerine gore eslesen molekiillerin ADMET, ROS ve toksisite testleri ile
yapilan filtrelemelerinin sonuglaria bu bdliimde yer verilmistir. ADMET/ROS sonuglari
AlogP98 (hiicre gecirgenligi), kan-beyin bariyeri, sulu ¢oziiniirliik, bagirsak emilimi,
hepatotoksisite, sitokrom P450 inhibitdrii, plazma protein baglanmasi sayisal verileri esas
almarak degerlendirilmistir. AlogP98 degeri 5’ten kiiciik ise hiicre gecirgenligi ideal; sulu
¢cOziintirliik seviyesi degerleri 2 (az), 3 (iyi); Kan Beyin Bariyeri (KBB) seviyesi degerleri 2
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(orta), 3 (az); 4 (Tamimlanmamis); Sitokrom P450 2D6 seviyesi: 1 (inhibitor), 0 (non-
inhibitdr), Hepatoksisite: True (inhibitor); False (non-inhibitdr) insan Bagirsak Absorpsiyon
seviyesi: 0 (iyi), 1 (orta) 2 (az,; 3 (¢ok az); Plazma Protein Baglanmasi: 0 (zayif); 1 (gliclii)
olarak kabul edilmistir. Filtrelenen molekiillerin kemirgenler i¢in karsinojenitelerine,
mutajenite ve toksisiteleri in siliko tahmin edilmistir. FMK farmakoforuna bagli olarak
triazol, indol tiirevleri ve protein mimetics kiitiiphanelerinden ¢ikan en iyi ilk 10 ligand Ek

Tablo 21-24’te verilmistir.

Ek Tablo 21°de verilen RSK2 protein mimetics ADMET sonuglarina gore ilk 10
ligandin AlogP98 degeri 5’ten kiigiik olup hiicre gegirgenlikleri idealdir. Bununla beraber
KBB, sulu ¢oziiniirliik ve absorbsiyon degerleri normal seyir halindedir ve higbiri sitokrom
P450’nin inhibitori degildir. Ek Tablo 25’te verilen toksisite sonuglarina gore
Compound1199, Compound4104 ve Compound5787 bilesiklerinin potansiyel inhibitor

adaylar1 olabilecegi ongdriilmektedir.

Ek Tablo 22’de verilen RSK1 triazol ADMET sonuglarma goére ilk 10 ligandin
AlogP98 degeri 5’ten kiiglik olup hiicre gegirgenlikleri idealdir. Bununla beraber KBB, sulu
¢Oziinlirlik ve absorpsiyon degerleri normal halinde olup sitokrom P450’nin inhibitorii
degildir. D291-0052 ligandi harig diger 9 molekiil toksisite testlerini gegmislerdir (Ek Tablo
26).

Ek Tablo 23-24’te verilen indol tiirevleri ADMET sonuglarina gére RSK1 ve RSK2
icin ¢ikan ilk 10 ligandin birkag tanesi disinda AlogP98 degerleri 5’ten biiyiik olup hiicre
gegcirgenligi i¢in ideal degillerdir. Bununla beraber KBB, sulu ¢oziiniirliik ve absorpsiyon
degerleri normal halinde olup sitokrom P450’nin inhibitorii degildir. Ek Tablo 27°de verilen
in siliko toksisite tahminlerin sonuglarina gore indol tiirevleri genellikle toksik olarak
hesaplanmislardir. Bunun disinda, V013-5841 ve V029-0817 ligandlar1 toksik olmayan
potansiyel olarak degerlendirilebilir. Sanal taramada taranan triazol ve indol tiirevli
bilesikler farmakofor potansiyeli yiiksek anti-kanser bilesikler olarak literatiirde yer
almaktadir (Jia vd., 2020; Sumrra vd., 2020). Terapoétik etkisi bilinen indol tiirevli ilaglar

lizerine rapor edilen kombine in siliko ve in vitro bir ¢alismada antikanser aktivite
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gosterdiklerini destekler niteliktedir (Comert Onder vd., 2022). Triazol ve indol bilesikleri
karsilastirildiginda ise Ek Tablo ADMET sonuglarina gore belirlenen ilk 10 ligandtan triazol
ve protein mimetics ligandlar1 indol tiirevlerine gore ilag olabilme potansiyelleri daha yiiksek

oldugunu diistindiirmektedir.

Molekiiler Yerlestirme Calismalari

Bu tez kapsaminda (Maestro ve DS 2021) programlari ile 3 farkli yontem (CDOCKER,
Glide/SP, Libdock) kullanilarak p90RSK izoformlari ig¢in molekiiler yerlestirme ¢aligmalari
gerceklestirilmistir ve sonuglarina yer verilmistir. DS 2021 programinda hazirlanan RSK1-
CTKD (PDB:3RNY), RSK2-CTKD (PDB:4D9T) izoformlarina yonelik RSK ailesinin C-ug
bolgesine inhibitor olarak tanimlanan FMK ligandi i¢in taranan molekiillerin molekiiler
yerlestirmesi CDOCKER algoritmas1 ile gerceklestirilmistir. Ayrica, Libdock modiilii
kullanilarak RSK1-NTKD (PDB:2Z7Q) ve RSK2-NTKD (PDB:4NUS) izoformlari igin
yapi-esasli sanal tarama calismasi yapilmistir. DS 2021 programinda CHARMm esash
kuvvet alaninda etkilesim ve baglanma enerjileri kkal/mol olarak hesaplanan ligandlarin
tablolar1 ve yerlesen bazi ligandlarin DS Visualizer yardimiyla gorsellestirilmis 2B ligand

etkilesim diyagramlart EKLER bdliimiinde verilmistir.

Schrodinger programinda hazirlanan RSK1-NTKD (PDB:2Z7Q, 2Z7R), RSK2-
NTKD (PDB:4NUS, 5D9K, 3UBD) izoformlar1 i¢in RSK ailesinin N-u¢ bolgesine inhibitor
olarak tanimlanan BI-D1870, LJH685 ve SLO101 ligandlar1 kullanilarak taranan molekiiller
kullanilmistir. Ayrica, cesitli veri tabanlart ile yap1 esasli sanal tarama OPLS-2005 kuvvet
alaninda Glide/SP yerlestirme skorlar1 kkal/mol olarak hesaplanan ligandlarin tablolar

EKLER boéliimiinde verilmistir.
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DS 2021 Programu ile Yapilan Molekiiler Yerlestirme Calismalari

RSK1-CTKD (PDB:3RNY) ve RSK2-CTKD (PDB:4D9T) izoformlarinin C-ug
kinaz bolgelerinin kristal yapilar1 kullanilarak FMK ligandina dayali sanal taramadan ¢ikan
aday molekiiller ile molekiiler yerlestirme ¢alismalar1 CDOCKER algoritmasi ile
yapilmistir. Libdock modiilii kullanilarak RSK1-NTKD (PDB:2Z7Q) ve RSK2-NTKD
(PDB:4NUS) izoformlari igin yap1 esaslt sanal tarama ¢alismasi yapilmistir. Cikan sonuglar
2B etkilesimleri, CDOCKER, CDOCKER etkilesim degerleri baglanma konformasyonlari

acisindan degerlendirilerek elde edilmistir.

RSK1 ve RSK2 Hedefine Yonelik Molekiiler Yerlestirme Calismalari

RSK1-CTKD (PDB:3RNY B) (Li vd., 2012) kristal yapist kullanilarak yapilan
molekiiler yerlestirme calismalarinda C-ug spesifik bilinen FMK inhibitorii ile taranan
ligandlar kullanilmigtir. FMK farmakofor modeline dayanarak RSK1-CTKD ile ChemDiv
veri tabaninda yapilan molekiiler yerlestirme sonuglar1 EKLER béliimiinde Ek Tablo 1 ve
Ek Tablo 2’de verilmistir. Eslesen ligandlarin sirasiyla triazol ve indol tiirevleri
kiitiiphanelerinin 2B etkilesim diyagramlar1t Ek Sekil 1 ve Ek Sekil 2°de verilmistir. Ek
sekillerde verilen 2B etkilesim diyagramlarin1 degerlendirdigimizde tiim ligandlarda
geleneksel H-bagi, van der Walls, w-alkil ve alkil etkilesimleri ortak olarak gézlemlenmistir.
Bununla beraber, farkli olarak n-sigma, m-stilfiir, siilfiir, ©-n, m-anyon ve n-katyon gibi
etkilesimlerde bulgularimiz arasindadir. Genelde, ortak olarak RSK1-CTKD ve RSK2-
CTKD izoformlar1 i¢in Ile424, Cys432, Ser539, Asn540, Val426, Asp557 gibi amino asit
(aa) kalintilarinda etkilesimler gézlemlenmistir. Li ve arkadaslart RSK1-CTKD i¢in 3RNY
PDB kodlu B zincirindeki baglanma cebinde yer alan Lys447, Glu459, Asp557, Asp535,
Asn540, Glu496, Leu691, Arg503, Asp499, Cys432, Cys556, Thr489 aa kalintilarini rapor
etmislerdir (Li vd., 2012). Daha o6nceden yapilan RSK1-CTKD (3RNY) kristal yapist
kullanilarak MZA ile yapilan molekiiler yerlestirme ¢aligmasinda RSK1-MZA kompleksi
icin giiclii hidrojen bagi ve n-istifleme etkilesimleri bildirilmistir. Bununla beraber, 6zellikle
AsSp557 ve Arg454 ile hidroksil grubu hidrojen baglari olustugu rapor edilmistir. Sonug
olarak, Phe560 ve MZA nin polisiklik grubu arasinda alifatik-aromatik etkilesimler rapor
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edilmistir (Mayer, 2021). Glu 496, 3RNY-ATP baglama cebi i¢inde yer alirken, 4D9T'nin
Glu 500 kalintisina karsilik gelmektedir (Mayer, 2021).

RSK2-CTKD (PDB:4D9T) kristal yapist kullanilarak yapilan molekiiler yerlestirme
caligmalarinda C-ug i¢in spesifik bilinen FMK inhibitorii ile taranan ligandlar kullanilmistir.
Homoloji modelinin olusturuldugu ¢alismada RSK2-CTKD igin baglanma cebinde Arg50,
Thr493, Glu500, Glu463, Pro696, Cys560, Cys436, Lys451, Asp561, Asp539, Asp503,
Asn544 aa kalintilar1 tanimlanmistir (Serafimova vd., 2012). Ayrica, ayni ¢alismada
MZA'nin RSK2-CTKD'si ile tahmin edilen baglanma ilgisinin RSK1’den daha diisiik
olmasin1 Glu500, Phe564, Val300 gibi aa kalintilar1 tizerindeki gézlemledikleri daha az ve
zayi1f etkilesimleri ile agiklamiglardir (Mayer, 2021). FMK farmakofor modeline dayanarak
RSK2-CTKD (PDB:4D9T) ile yapilan molekiiler yerlestirme sonuglart igin site-1 baglanma
konumu i¢in indol ve protein mimetics kiitiiphanelerinin sonuglar1 Ek Tablo 3 ve 4’te

verilmistir. Ek Sekil 3 ve 4’te ve 2B etkilesim diyagramlar1 verilmistir.

RSK1-CTKD ve RSK2-CTKD ile yapilan farmakofor esaslt sanal tarama Drugbank
sonuglarinda ortak molekiiller elde edilmistir. Piyasadan temini miimkiin olan ticagrelor ve
karvedilol molekiilleri in vitro ¢alismalarda kullanilmistir. RSK1 ve RSK2 izoformlari i¢in
-CDOCKER etkilesim enerji degerleri sirasiyla ticagrelor (-56,17 kkal/mol), ticagrelor (-
49,90 kkal/mol); karvedilol (-56,25 kkal/mol), karvedilol (-44,03 kkal/mol) olarak

hesaplanmustir.

Iki izoform i¢in 2B etkilesim diyagramlari karsilastirildiginda farkli aa kalintilarinda
farkli etkilesimler oldugu belirlenmistir. Ticagrelor-RSK1 kompleksi i¢in énceki RSK1-
CTKD calismasiyla uyumlu olarak Cys556, Lys447, Thr489, Cys432 aa kalintilarinda C-H
bagi, m alkil, alkil, van der Walls etkilesimleri gozlemlenmistir. Ligandin baglanma

bosluguna yerlesmesi ve baglanma etkilesimleri Sekil 15°te verilmistir.
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Sekil 15. A) RSK1-CTKD ve Ticagrelor kompleksi. B) 2B etkilesim diyagramu.

Karvedilol-RSK1 kompleksinde 6nceki RSK1-CTKD ¢alismasi ile uyumlu olarak
Cys556, Cys432, Glu496, Asp557, Asn540, Asp535, Lys447 aa kalintilarinin tizerinde
cekici yiik, tuz kopriisi, geleneksel H-bagi gibi etkilesimler gézlemlenmistir. Ligandin

baglanma bosluguna yerlesmesi ve baglanma etkilesimleri Sekil 16’da verilmistir.
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Sekil 16. A) RSK1-CTKD ve Karvedilol kompleksi. B) 2B etkilesim diyagrami.

Ote yandan, Ticagrelor-RSK2 kompleksi igin Ser434, Asp561, Lys700, Val430,

Phe564, Argd58, Asp539 vb. gibi aa kalintilarinda geleneksel H-bagi, n- m, m-alkil

etkilesimleri gozlemlenmistir. Ligandin baglanma bosluguna yerlesmesi ve baglanma

etkilesimleri Sekil 17°de verilmistir.
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[] ven der waals I Fi-Pi T-shaped
I conventional Hydrogen Bond [ Ayl
[] carbon Hydrogen Bond [ Pi-Alkyl

Sekil 17. A) RSK2-CTKD ve Ticagrelor kompleksi. B) 2B etkilesim diyagramu.

Bunlarla birlikte, Karvedilol-RSK2 kompleksi i¢in Phe564, Asp539, Lys541, Asn544
gibi aa kalintilarinda van der Walls, alkil ve geleneksel H-bagi etkilesimleri belirlenmistir.
Sonug olarak ayni molekiillerin farkli izoformlar i¢in baglanma ilgilerinin ve baglanma
konumlarinin farkli oldugu sonucuna varilmigtir. RSK2-CTKD (Seramifova vd., 2012) i¢in
bulgularimiz 6nceki ¢alismalari ile uyumludur. Ligandin baglanma bosluguna yerlesmesi ve

baglanma etkilesimleri Sekil 18’de verilmistir.
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Sekil 18. A) RSK2-CTKD ve Karvedilol kompleksi. B) 2B etkilesim diyagramu.

Schrodinger Programu ile Yapilan Molekiiler Yerlestirme Calismalar:

Bu bolimde ligand esasli sanal tarama stratejisi ile RSK2-NTKD (PDB:4NUS,
SD9K, 3UBD) izoformlarinin kristal yapilar1 kullanilarak RSK ailesinin N-u¢ bolgesine
inhibitor olarak tanimlanan BI-D1870, LJH685 ve SL0101 ligandlari ile Glide/SP baglanma

enerjileri kkal/mol olarak elde edilmistir.

RSK2 Hedefine Yonelik Molekiiler Yerlestirme Calismasi

RSK2-NTKD (PDB.4NUS, 5D9K, 3UBD) kristal yapilar1 ile yapilan molekiiler
yerlestirme ¢aligmalarinda kristal yapilarin kendi ligandlart LJIH685, BI-D1870 ve SL0101
farmakofor modelleri kullanilarak boliim 3.2.1.°deki veri tabanlarina ait gesitli kimyasal

kiitiiphanelerindeki ligandlar taranmistir. Sonuglar EKLER boliimiinde verilmistir.
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Glide/SP modiilii ile hesaplanan RSK2-LJH685 kompleksinin baglanma enerjisi -9,27
kkal/mol olarak bulunmustur. RSK2-NTKD (4NUS) kristal yapis1 ile yapilan molekiiler
yerlestirme ¢alismasinda LIH685 farmakofor modeli kullanilarak veri tabanlarinin kimyasal
kiitliphanelerindeki en iyi baglanma ilgisine sahip ligandlar1 se¢ilmistir. Compound289 (-
9,26 kkal/mol), DB03916 (-9,04 kkal/mol), DB11871 (-9,01 kkal/mol), Compound1926 (-
8,72 kkal/mol), DB08774 (-8,54 kkal/mol), DB12868 (-8,19 kkal/mol), DB05414 (-8,03
kkal/mol) olarak hesaplanan ligandlarin (Ek Tablo 10) potansiyel RSK2-NTKD inhibitorii
olabilecekleri LJH685 baglanma enerjilerinin yakinligindan dolayr diistiniilmektedir.
LJH685 ve RSK2-NTKD arasinda Asp154, Asp211, Lys100, Leul50 aa kalintilar1 ile H bagi
etkilesimleri gozlemlenmistir. Ek olarak, 4NUS i¢in ligand baglanma cebinde Phel56,
Thrl57, Glul97, Leu200, Gly75, Leu74, Val82, Phe212, Thr210, Ala98, Val131, Aspl48,
Phel49, Leul47 aa kalintilarinin da yer aldig1 saptanmustir.

5D9K-BI-D1870 kompleksinin baglanma enerjisi -9,36 kkal/mol olarak Glide/SP
modiilii ile hesaplanmistir. BI-D1870 farmakofor modelinden elde edilen ligandlarin en iyi
baglanma ilgisine sahip olanlar1 InterBioScreen ve OTAVA chemicals veri tabanlarindan
secilmistir. Sonuglar Ek Tablo 14-16’da verilmistir. Segilen ligandlarin baglanma ilgileri
STOCK1N-66635 (-9,62 kkal/mol), STOCK1N-66821 (-9,62 kkal/mol), STOCK1N-70762
(-9,04 kkal/mol), STOCK1N-66563 (-8,94 kkal/mol), STOCK1N-66623 (-8,94 kkal/mol);
Compound57219 (-8,81 kkal/mol), Compound56963 (-8,80 kkal/mol), Compound57221 (-
8,77 kkal/mol), Compound56297 (-8,76 kkal/mol), Compound56292 (-8,74 kkal/mol);
Compound99035 (-8,83 kkal/mol), Compound231146 (-8,81 kkal/mol), Compound230822
(-8,80 kkal/mol), Compound231149 (-8,77 kkal/mol), Compound229959 (-8,76 kkal/mol)
olarak hesaplanmislardir. BI-D1870 bilinen inhibitdriine olan baglanma enerjilerinin
yakinhigindan dolayr potansiyel RSK2-NTKD inhibitér adaylart olabilecekleri
ongoriilmektedir. SD9K kristal yapisi i¢in baglanma cebinde yer alan aa kalintilar1 Val82,
Lys100, Ala98, Phe79, GIn76, Phe212, Asp211, Thr210, Val131, Gly75, Leu74, Leul4?7,
Phel49, Aspl48, Leul50, Glyl53, Argl51 olarak belirlenmistir. 5D9K-BI-D1870
kompleksi i¢in Leul50, Aspl48, Asp2l1 aa kalintilarinda H-bagi etkilesimleri

gbzlemlenmistir.
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3UBD-SL0O101 kompleksinin baglanma enerjisi -9,41 kkal/mol olarak Glide/SP
modiilii ile hesaplanmistir. SLO101 farmakofor modelinden elde edilen ligandlarin en iyi
baglanma afinitesine sahip olanlari ¢esitli veri tabanlarindan secilmistir. Sonuglar Ek Tablo
19’da verilmistir. Segilen ligandlarin baglanma ilgileri Kersitrin (-11,14 kkal/mol), DB1266
(-10,94 kkal/mol), DB16403 (-10,84 kkal/mol), DB02485 (-10,00 kkal/mol), DB01698
(rutin) (-9,96 kkal/mol), DB15919 (-9,73 kkal/mol), Rutin hidrat (-9,96 kkal/mol), Rutin
(Rutoside)-1 (-9,96 kkal/mol), STOCK1N-90894 (-8,023 kkal/mol), L865-0118 (-8,016
kkal/mol) olarak hesaplanmislardir. Segilen ligandlarin SLO101 bilinen inhibitériine olan
baglanma enerjilerinin yakinligindan dolay1 potansiyel RSK2-NTKD inhibitér adaylar
olabilecekleri 6ngoriilmektedir. Segilen ligandlarin arasindan temin edilebilen rutin bilesigi
meme kanserine yonelik in vitro ¢alismalarda kullanilmistir. Onceki calismalarda MOE1
programi aracilifiyla yapilan RSK2 (PDB:3UBD) hedefine yonelik molekiiler yerlestirme
caligmasinda 3UBD baglanma cebinde yer alan Asn198, Thr210, Phe212, Glu197, Leu200,
Vall3l, Leu214, Ala98, Leul00, Asp148, Leul47 aa kalintilarin1 ve SLO101 ve Rutin igin
sirastyla Asp148, Glul97, Lys100, Phe79, Leu200 aa kalintilarinda H-H bag1, n- n ve n-H,
Aspl48 H-H bagi etkilesimlerini bildirmislerdir. Bununla beraber SL0O101 ve Rutin igin
sirastyla -8,311 kkal/mol ve -5,695 kkal/mol baglanma enerjileri hesaplanmistir (Osman vd.,
2020). 3UBD homoloji modelinin olusturuldugu ¢alismada SL0101 ve RSK i¢in Phe79,
Vall31, Leuld47, Leul50, Leu200 korunmus amino asitleri ve Phe79’un RSK2
inhibisyonundaki rolii rapor edilmistir (Utepbergenov vd., 2012). Ayni ¢alismada baglanma
cebi i¢in Leul55, Leul50, Leu200, Leul02, Leul47, Phe212, Phe79, Vall31, ILe50, Ile52,
Leu214, Aspl48, Lys100, Glul97 aa kalintilart bildirilmistir (Utepbergenov vd., 2012).
Segilen ligandlar ile 3UBD kompleksinin 3B goriintiisii Sekil 19 ve ko-kristal ligandi ile
kompleksleri ve kurdela modelleri Sekil 20°de verilmistir.
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Sekil 19. 3UBD ve yerlesen ligandlarin kompleksi.

Sekil 20. 3UBD ve ko-kristal ligand1 ile kurdela modelleri. A) SL0101, B) Kersitrin, C)
Rutin hidrat.
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4.1.2. Hedefe Yonelik Sanal Tarama Calismalari

Bu boliimde p90RSK ailesi izoformlarinin bilinen kristal yapilar1 kullanilarak
yapilan sanal tarama sonuglar1 verilmistir. DS 2021 ve Schrodinger programlarinda RSK1
(PDB:2Z7Q, 2Z7R) ve RSK2 (PDB:4NUS, 5D9K) kristal yapilar1 kullanilarak Glide/SP ve
RSK1 (PDB:2Z7Q), RSK2 (PDB:4NUS) kristal yapilar1 kullanilarak Libdock ile hedefe

yonelik sanal tarama caligmalar1 yapilmistir.

DS 2021 Programi ile Yapilan Yapi Esash Sanal Tarama Calismalari

Bu tez kapsaminda Libdock modiilii kullanilarak yapilan yapi esaslt sanal tarama
caligmalarinda Selleckchem ve Apexbt veri tabanlar1 kullanilmistir. Elde edilen sonuglar Ek
Tablolarda verilmistir. Calismalarda RSK1 (PDB:277Q) ve RSK2 (PDB:4NUS) N-u¢ kinaz

alani kristal yapilar kullanilmistir.

RSK1 ve RSK2 Hedefine Yonelik Molekiiler Yerlestirme Calismasi

Yapi esasl sanal tarama ¢alismalarinda SelleckChem ve Apexbt veri tabani ile DS
2021 Libdock yontemleri kullanilmistir. Veri tabani bilinen ligandindan bagimsiz olarak
ADMET ve ROS ile ilag aday1 olamayacak molekiillerin filtrelenmesi saglanmistir ve
molekiiler yerlestirme ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Sonuglari Ek Tablo 5 ve Tablo 6’da
verilmistir. RSK1-NTKD (2Z7Q), RSK2-NTKD (4NUS) izoformlarinin Libdock sonuglari
sirastyla RSK1 i¢in Apexbt veritabani kinaz inhibitdrleri kiitliphanesi kullanilmistir. Secilen
molekiillerden bazilarinin  Libdock skorlar1  Compound253 (138,67 kkal/mol),
Compound250 (138,39 kkal/mol), Compound148 (130,60 kkal/mol) olarak hesaplanmistir.
Sirastyla RSKI1-NTKD ile gosterdikleri etkilesimleri Asp187, Phe206, Alal17, Phe73 aa
kalintilarinda halojen, H bagi, n-n ve Asp187, Phe206, Alal17, Phe73 aa kalintilarinda C-H
bagi, m-anyon, n-t, Asp187, Asp205, Phe73, Phe206, Argl86 aa kalintilarinda n-anyon, n-
alkil, van der Walls olarak belirlenmistir. RSK2 izoformu i¢in SelleckChem veri tabaninin

biyoaktif bilesikler kiitiiphanesi kullanilmistir. Segilen molekiillerden bazilarinin Libdock
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skorlar1 Andarine (113,22 kkal/mol), Vatalanib (109,67 kkal/mol), Rucaparib (106,305
kkal/mol), Leflunomide (93,20 kkal/mol) olarak hesaplanmigtir. RSK2-NTKD ile sirasiyla
gosterdikleri etkilesimleri Asp154, Phe212, Lys195 aa kalintilarinda n-anyon, n-alkil, n-rt
gibi Leu74, Glu197, Leu200, Phe212 aa kalintilarinda n-katyon, n-sigma, alkil gibi Asp154,
Leu200, Lys72, Leul50 aa kalintilarinda m-anyon, C-H bagi, n-r, alkil olarak belirlenmistir.
Bunlar arasindan, romatizma ilaci olarak kullanilan Leflunomide etken maddesi in vitro
caligmalara dahil edilmistir. Leflunomide Glu197, Leu200, Leul50, Argl51 aa kalintilarinda
alkil, C-H bagi, halojen, n-alkil etkilesimleri gézlemlenmistir. Ligandin baglanma bosluguna

yerlesmesi ve etkilesimleri Sekil 21°de verilmistir.
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Sekil 21. A) RSK2-NTKD ve Leflunomid ile kompleksi. B) 2B etkilesim diyagrami.
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Schrodinger Programu ile Yapilan Yapi Esash Sanal Tarama Cahsmalar

Bu tez kapsaminda Glide/SP yontemi ile yapilan molekiiler yerlestirme
caligmalarinda RSK1 (PDB:2Z7Q, 2Z7R) ve RSK2 (PDB:4NUS, 5D9K) N-ug¢ kinaz alani

kristal yapilar1 kullanilmistir. Elde edilen sonuglar Ek Tablolarda verilmistir.

RSK1 Hedefine Yonelik Molekiiler Yerlestirme Calismasi

RSK1-NTKD (PDB:2Z7R) kristal yapist kullanilarak yapilan yapi esasli sanal
tarama calismasinda secilen ligandlarin baglanma enerjileri CHEMBL2105759 (-8,88
kkal/mol), CHEMBLS535 (-8,75 kkal/mol), CHEMBL1789941 (-8,57 kkal/mol)
CHEMBL723 (-8,07 kkal/mol); B1051 (-9,90 kkal/mol), B1540 (-9,51 kkal/mol), C4009 (-
9,23 kkal/mol), A8412 (-9,05 kkal/mol), A4604 (-8,98 kkal/mol) olarak hesaplanmislardir.
Sonuglar, sirasiyla Ek Tablo 7 ve Ek Tablo 8’de verilmislerdir. Bu tezde, temin edilebilen
CHEMBL723 (karvedilol) in vitro ¢alismalarda kullanilmistir.

RSK1-NTKD (PDB:2Z7Q) kristal yapisi ile taranan Apexbt ve CheMBL veri
tabanlarinda baglanma enerjileri en iyi olan molekiiller A8412 (-10,48 kkal/mol), A4115 (-
8,92 kkal/mol), B1540 (-8,69 kkal/mol), CHEMBL1201774 (-8,75 kkal/mol),
CHEMBL1208646 (-8,55 kkal/mol), CHEMBL190 (-8,55 kkal/mol), CHEMBL311498 (-
7,71 kkal/mol) olarak belirlenmistir. Sonuglar, Ek Tablo 9’da verilmistir. Bu tezde temin
edilebilen CHEMBL311498 (katesin) in vitro ¢alismalarda kullanilmistir.

RSK2 Hedefine Yonelik Molekiiler Yerlestirme Calismasi

4NUS kristal yapist ile veri tabanlarindan taranan molekiillerin yerlestirme degerleri

Ek Tablo 11-13 verilmistir. Boliim 4.1.1.’de verilen LJH685 baglanma enerjisine yakin

olarak yap1 esash sanal taramadan elde edilen veriler G731-0269 (-8,81 kkal/mol), G731-

0126 (-8,76 kkal/mol), G731-0389 (-8,71 kkal/mol); N1842 (-10,10 kkal/mol), N1841 (-

9,475 kkal/mol), A8394 (-9,475 kkal/mol), N1828 (-9,47 kkal/mol), C4445 (-9,33 kkal/mol);
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CHEMBL311498 (-9,72 kkal/mol), CHEMBL535 (-8,70 kkal/mol); Orantinib (-8,90
kkal/mol), Resveratrol (-8,18 kkal/mol) olarak hesaplanmiglardir. CHEMBL311498
(katesin) ve N1841 (kersetin) in vitro ¢alismalarda kullanilmigtir. N1842, kersetin ve katesin
bilesiklerin baglanma bosluguna yerlesmesi ve 2B etkilesim diyagramlar Sekil 22’de

verilmistir.
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Sekil 22. A) N1842 (Turuncu), Kersetin (Yesil) ve Katesin (Mavi) bilesiklerinin 4NUS ile
kompleksi. B) Taksifolin 2B etkilesim diyagrami. C) Katesin 2B etkilesim diyagrami. D)

Kersetin 2B etkilesim diyagrami.

SD9K kristal yapist ile veri tabanlarindan yapilan yapi esasli sanal tarama
calismalarinda elde edilen sonuglar Ek Tablo 17-18 verilmistir. Boliim 4.1.1.de verilen BI-

D1870 baglanma enerjisine yakin olarak DB14128 (-10,19 kkal/mol), DB15688 (-9,28
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kkal/mol), DB02483 (-9,21 kkal/mol), DB16325 (-9,19 kkal/mol), DB00157 (-9,15
kkal/mol); STOCK1N-02221 (-9,61 kkal/mol), STOCK1N-06786 (-8,82 kkal/mol),
STOCK1N-00557 (-8,76 kkal/mol) olarak hesaplanmiglardir.

Son olarak bilinen meme kanseri ilaglar1 ve meme kanseri ilag adaylar1 PubChem
veri tabanindan taranmistir. Taranan bilesikler ve kimlik numaralar1 yanlarinda verilmistir.
Goserelin asetat (16052011), Sunitinib (5329102), Ruxolitinib (25126798), Rucaparib
(9931954), Merck5 (5494425), BI-2536 (11364421), Ribociclib (44631912), 6-
Mercaptopurine (667490), LGK974 (46926973), Entinostat (4261), Celecoxib (2662),
ML364 (70789348), Lenvatinib (9823820), PRI-724 (71509318), Lapatinib (208908),
Niraparib (24958200), Ipatasertib (24788740), Iniparib (9796068), Idelalisib (11625818),
Enzalutamide (15951529), Camptothecin (24360), Pablociclib (5330286), Anastrozole
(2187), Methotrexate (126941), ICG-001 (11238147), Epirubicin (41867), Olaparib
(23725625), Fulvestrant (104741), Pazopanib (10113978), Nitroxoline (19910),
Fluorouracil (3385), Curcumin (969516), Alpelisib (56649450), Afatinib (10184653),
Regorafenib (11167602), Talazoparib (135565082), Prednisolone (5755), Pyrotinib
(51039030), Docetaxel (148124), Gemcitabine (60750), Veliparib (11960529), Paclitaxel
(36314), Axitinib (6450551), Osimertinib (71496458), Capivasertib (25227436),
Abemaciclib (46220502), Exemestane (60198), Taselisib (51001932), Raloxifene (5035),
Toremifene (3005573), Onc201 (73777259), Nilotinib (644241), Bicalutamide (2375), HCQ
(3652), Telmisartan (65999), Dabrafenib (44462760), Doxorubicin (31703), Taxane
(9548828), Letrozole (3902), Crizotinib (11626560), Losartan (3961), Mitomycin (5746),
Daunorubicin (30323), Cobimetinib (16222096), Erlotinib (176870), Topotecan (60700),
Dasatinib (3062316), Tucatinib (51039094), 5-Nitrothiazole (541661), TTI-101 (1324494),
Sorafenib (216239), Abiraterone (132971), Nazartinib (72703790), Gefitinib (123631),
Melatonin (896), Avitinib (72734520), SRI137892 (41550022), Ceritinib (573793459), CQ
(2719), Pablociclib (5330286), Ixabepilone (6445540), Vinblastine (13342), Olmutinib
(54758501), Gedatolisib (44516953), Cabozantinib (25102847), Bosutinib (5328940),
Vandetanib (3081361), Trametinib (11707110), 2-deoxy_D_glucose (82756). Belirlenen bu
ilaglar RSK2-NTKD (PDB:4NUS) ve RSK1-NTKD (PDB:2Z7R) kristal yapilari
kullanilarak p90RSK ailesine yonelik bilinen inhibitorleri ile karsilastirmali olarak Glide SP

algoritmasi ile molekiiler yerlestirme ¢alismasi yapilmistir.
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Elde edilen sonuglara géore RSK1’e en iyi baglanan ilk 5 meme kanseri ilaci sirasiyla
Gosereline asetat (-8,93 kkal/mol), Sunitinib (-8.75 kkal/mol), Merck5 (-8,60 kkal/mol)
Ruxaolitinib (-8,57 kkal/mol), Capivasertib (-8,50 kkal/mol) olarak hesaplanmistir. Bununla
beraber, bilinen NTKD inhibitorleri BRD7389 (8,02 kkal/mol), BI-D1870 (-7,70 kkal/mol),
SL0101(-7,29 kkal/mol), LJH685 (-6,13 kkal/mol) olarak hesaplanmustir. ilaglarin baglanma
enerjilerine gore elde edilen sonuglar1 Kkarsilastirildiginda RSK1 i¢in hesaplanan
CHEMBL2105759 (-8,88 kkal/mol), CHEMBL535 (-8,75 kkal/mol), CHEMBL1789941 (-
8,57 kkal/mol); B1051(-9,90 kkal/mol), B1540 (-9,51kkal/mol), C4009 (-9,23 kkal/mol),
A8412(-9,05 kkal/mol), A4604 (-8,98 kkal/mol) degerlerin meme kanseri ilaglarina gore
yakin oldugu ve etkilesimlerinin benzer veya ayni oldugu goriilmiistir. Buna gore
belirledigimiz bu sonuglar ile potansiyel ila¢ adaylarmin ileriki ¢aligmalar i¢in Onciilitkk

edilebilecegi ongodriilmektedir.

RSK2-NTKD hedefi igin hesaplanan en iyi 5 meme kanseri ilaci skorlart Sunitinib (-
8,11 kkal/mol), Rucaparib (-7,83 kkal/mol), Ruxolitinib (-7,80 kkal/mol), Gosereline asetat
(-7,66 kkal/mol) ve Gefinitib (-7,51 kkal/mol) olarak belirlenmislerdir. Meme kanseri
ilaglariin RSK2-NTKD’si i¢in bolim 4.1.1°deki bilinen in siliko belirlenen ligandlardan
daha diisiik baglanma enerjisine sahip oldugu tespit edilmistir. Bununla beraber, 4.1.1. ve
4.1.2. boliimlerde belirlenen 6rnek olarak G731-0389 (-8,71 kkal/mol); N1842 (-10,10
kkal/mol), N1841 (-9,475 kkal/mol), A8394 (-9,475 kkal/mol), N1828 (-9,47 kkal/mol),
C4445 (-9,33 kkal/mol); CHEMBL311498 (-9,72 kkal/mol), CHEMBL535 (-8,70 kkal/mol)
hesaplanan degerlerin yliksek ve yakin oldugundan dolay1 potansiyel ilag adaylari olarak

ileriki caligmalari i¢in Onciiliik edilebilecegi ongoriilmektedir.

4.1.3. Homoloji Modelleme

Bu boliimde tez kapsaminda SwissModel ve DS 2021 programlart araciligiyla

olusturulan RSK3-NTKD ve RSK4-CTKD homoloji modellerinin sonuglari verilmistir.
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RSK3 Homoloji Modellemesi

Tez kapsaminda RSK3 i¢in yapilmasi planlanan homoloji modelleri farkli sablonlar
kullanilarak olusturulmustur. En 1yi modeli se¢ilmistir. Modeller Ramachandran plot grafigi,
Z-skoru benzerlik oranlar1 dikkate alinarak degerlendirilmistir. RSK3-NTKD igin en iyi
sonucun sekans benzerligi % 90,42 ile ANW6.1.A sablonu ile olustugu belirlenmistir (Sekil
25). Z-skoru -6,97 (Sekil 23) ve Ramachandran degeri % 96,42 (Sekil 24) olarak elde

edilmistir.

-Score: -6.97
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Sekil 23. RSK3-NTKD i¢in Z-skoru.

(https://prosa.services.came.shqg.ac.at/prosa.php)
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Sekil 24. RSK3-NTKD i¢in Ramachandran Plot grafigi.

Sekil 25. RSK3-NTKD homoloji modeli.
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RSK4-CTKD Homoloji Modellemesi

RSK4-CTKD i¢in CAG38803.1 (NCBI-korunmus alan) sekansi ile SwissModel
araciligtyla 14 farkli sablon kullanilarak homoloji modeller olusturulmustur. Modeller
Ramachandran plot grafigi (Sekil 27), Z-skoru benzerlik oranlari ve yap1 analizleri (prosa
web server) dikkate alinarak degerlendirilmistir. Tiim veriler degerlendirildiginde en iyi
sonucun sekans benzerligi % 72,22 ile 2WNT.1.A sablonu ve yap1 analizi dogrulamasi -7,84
Z-skor (Sekil 26) degeri ile olustugu belirlenmistir. Ramachandran degeri % 96,23 olarak

belirlenmistir. Sekil 28’de olusturulan homoloji model verilmistir.

Z-Score: -7.84

10

X-ray
R NVR

-5 4

Z-score

0 200 400 600 800 1000
Number of residues

Sekil 26. RSK4-CTKD icin Z-skoru.

(https://prosa.services.came.sbhg.ac.at/prosa.php)
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Sekil 27. RSK4-CTKD i¢in Ramachandran Plot Grafigi.

Sekil 28. RSK4-CTKD homoloji modeli.
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DS 2021 Homoloji Model Sonuclar:

RSK3-NTKD ve RSK4-CTKD izoformlari1 i¢in homoloji modelleri DS2021
programi kullanilarak ayrica yapilmistir. Daha 6nceden yapilan ¢aligmalarda sablon olarak
RSK3-CTKD i¢in 4JG8 (RSK2-CTKD) (Yoon vd., 2021) ve 2WNT (Jagilinki vd., 2016)
kullanilmistir. Bununla beraber, Chrysostomou ve arkadaslart RSK4-NTKD i¢in 6G76,
6G77 ve 6G78 PDB kodlu homoloji modelleri rapor etmislerdir (Chrysostomou vd., 2021).
Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada, RSK3-CTKD i¢in RSK3I inhibitorii tantmlanmistir
(Yoon vd., 2021). Ayn1 ¢alismada RSK3-CTKD grid i¢in Lys534, Arg531, Arg585, Leu623
ve Pro615 aa kalintilart rapor edilmistir. Benzer bir ¢alismada, RSK3-CTKD aktif bolgesi
icin Lys534, Asp532, Thr574, Thr570 (fosforilasyon kalintis1) olarak bildirmislerdir
(Jagilinki vd., 2016). Bu tez ¢aligmasinda farkli olarak daha onceden yapilmamis RSK3-
NTKD i¢in 4ANW6 ve RSK4-CTKD i¢in 4D9T sablonlar1 kullanilarak homoloji modeller
olusturulmus en iyileri secilmistir (Sekil 29-30). Olusturulan homoloji modellerin bilinen
ligandlar1 ile CDOCKER c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Ligand-izoform komplekslerinin
CDOCKER sonuglari ve 2B etkilesim diyagramlar1 asagida ayrintilandirilmistir.

Sekil 29. RSK3-NTKD homoloji modeli.

63



Sekil 30. RSK4-CTKD homoloji modeli.

Sonug olarak, BRD7389 i¢in CDOCKER degeri -22,95 kkal/mol olarak hesaplanmis
ve Val73, Ala89, Leul4l, Leul91, Aspl45, Thr201 gibi aa kalintilarinda m-anyon,
geleneksel H-bagi, van der Walls, m-alkil gibi etkilesimleri gézlemlenmistir (Sekil 32).
RSK3-NTKD ve BRD7389 kompleksi Sekil 31°de verilmistir.

Sekil 31. RSK3-NTKD 3D modeli ve BRD7389’un baglanma bosluk bolgesine yerlesmesi.
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Sekil 32. RSK3-NTKD-BRD7389 etkilesimleri.
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Ayrica, FMK i¢in CDOCKER degeri -16,84 kkal/mol olarak hesaplanmis ve Asn548,

Asp565, Cys564, 11e432, Ser547 gibi aa kalintilarinda w-alkil, alkil, halojen, geleneksel H-
bagi ve van der Walls etkilesimleri gozlemlenmistir (Sekil 34). RSK4-CTKD ve FMK

kompleksi Sekil 33°te verilmistir.

Sekil 33. RSK4-CTKD 3D modeli ve FMK’nin baglanma bosluk bolgesine yerlesmesi.
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Sekil 34. RSK4-CTKD- FMK etkilesimleri.

Protein veri bankasinda homoloji modelleri olmayan RSK3-NTKD ve RSK4-CTKD
izoformlari i¢in elde edilen sonuglara gore RSK3 i¢in sablon olarak DS2021 ve SwissModel
uyumlu c¢ikmigtir. Fakat, RSK4-CTKD i¢in SwissModel’de 2WNT izoformonu sablon
olarak kullanirken DS 2021 programinda RSK4-CTKD i¢in 4D9T izoformunu sablon olarak
kullanilmistir. Olusturulan homoloji modellerin dogrulanmasinda literatiirle uyumlu olarak
p90RSK ailesinin CTKD inhibitorii olan FMK ligandi RSK4-CTKD izoformu ile baglanma
gostermistir (Houles ve Roux, 2018; Casalvieri vd., 2017). Literatiirde belirtildigi iizere
RSK3-NTKD baglanmasina sahip olan BRD7389 baglanmasi in siliko olarak
gorsellestirilmistir. Boylece, RSK3 ve RSK4 izoformlari i¢in ileride yapilacak in siliko

caligmalara Onciiliik edilebilecektir.

4.2. RSK2 Iliskili Diger insan Hastahklarina Yénelik Adaylar

Kardiyovaskiiler hastaliklarda RSK2-NTKD inhibitorii olarak etkinligi bilinen
BIX02565 ligandina yonelik yapilan LEIT ¢alismasinda olusturulan farmakofor modeli igin
hidrojen bag vericisi, hidrofobik bdlge, aromatik halka, pozitif iyonlasabilir 6zellik gibi

farmakokinetik 6zellikleri belirlenmistir.
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Sekil 35. A) BIX02565’in agik yapisi. B) BIX02565 ligandinin farmakofor modeli ve
ozellikleri.

BIX02565 ile farmakofor haritalama calismasi cesitli veri tabanlari araciligiyla
gergeklestirilmistir. ADMET ve Ro5 testleri ile filtrelenen molekiillerin daha sonra Glide/SP
yontemi ile OPLS-2005 kuvvet alaninda RSK2-NTKD (PDB:5D9K) kristal yapist ile
molekiiler yerlestirme ¢alismast yapilmistir. RSK2 ve BIX02565 ligandi arasindaki
baglanma enerjisi (-6,57 kkal/mol) olarak hesaplanmistir. Standarda gore yiiksek baglanma
enerjilerine sahip molekiiller sirasiyla DB11871 (-8,64 kkal/mol), DB07812 (-7,53
kkal/mol), DB08073 (-7,47 kkal/mol), DB02112 (-7,30 kkal/mol), DB15982 (-7,30
kkal/mol), DB03231 (-7,287 kkal/mol), DB08569 (-7,13 kkal/mol,) DB02155 (-7,01
kkal/mol) , Z250-1340 (-6,99 kkal/mol), K822-0251 (-6,98 kkal/mol), J047-0203 (-6,96
kkal/mol) (ChemDiv), Compound133176 (-6,84 kkal/mol) (OTAVA), Ipatasertib (-6,57
kkal/mol) (Selleckchem) olarak hesaplanmistir. Standart ve RSK2 arasinda Aspl48 aa
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kalintisinin iizerinde H-bag1 etkilesimi gozlenmistir. Baglanma enerjileri Ek Tablo 20’de

verilmistir.

4.3. In Vitro Cahismalar

Bu boliimde boliim 4.1.1. verilen sonuglara gore in siliko ¢alismalarin sonucu olarak
temin edilebilen ve ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan karvedilol, leflunomide ve
ticagrelor gibi ilag etken maddelerinin ve kersetin, katesin, rutin gibi dogal biyoaktif
bilesenlerin farkli derisimlerde 24-72 saat araliginda UNMK hiicre hatlar1 (MDA-MB-231,
BT-549 ve BT20) ile MTT sitotoksisite analizi ve MDA-MB-231, BT-549 hiicre hatlari
koloni inhibisyonu ve gogalmasi ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Ek olarak, ER+ meme
kanseri hiicre hattinda (MCF7), RSK2 yiiksek ifade gosterdigi i¢in bu hiicre hattinda da in
vitro calismalar gergeklestirilmistir. Ticagrelor (Brilinta), Karvedilol (Arlec) kalp ve

Leflunomide (Arava) romatizma hastaliklarinda kullanilan FDA onayli ilaglardir.

4.3.1. Koloni Olusumu inhibisyonu ve Cogalmasi

Bu tezde leflunomide, karvedilol, ticagrerol, rutin, kersetin, katesin bilesikleri
degisen derisimlerde (5-150 uM) UNMK MDA-MB-231, BT-549 ve ER+ MCF7

hiicrelerinde koloni olusumunu inhibe edici etkilerinin doz bagimli ¢alismas1 yapilmistir.

Kersetin ve ilag¢ (karvedilol, leflunomide ve ticagrerol) etken maddelerinin MDA-
MB-231 hiicre hatt1 {izerinde koloni olusumu iizerine inhibisyon etkisi sirasiyla 10 uM, 50
uM, 50 uM ve 50 uM gozlemlenmistir. Dogal iiriin rutin ise 75 uM’da inhibisyon etki

gostermemistir. Sonuglar Sekil 36°da verilmistir.
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Leflunomide

Sekil 36. Karvedilol, leflunomide, ticagrelor, kersetin ve rutin bilesiklerin UNMK MDA -

MB-231 hiicre hattinda koloni olusumu tizerine inhibisyonu.

BT-549 hiicre hattinda yapilan koloni olusumu inhibisyonu ¢alismasinda bulgularimiz
arasinda kersetin i¢in 50 pM’da koloni sayisinda azalma ile 75 pM’da inhibisyon etkisi
gostermeye baglamistir. Leflunomide ve karvedilol bilesikleri 100 uM’da etki gdsterirken
ticagrelor 125 puM, katesin bilesigi 20 uM’da etki gostermistir. Sonuglar Sekil 37°de

verilmistir.
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Sekil 37. Katesin, leflunomide, karvedilol, ticagrelor ve kersetin icin UNMK BT-549 hiicre

hattinda koloni olusumu inhibisyonu etkisi.

ER+ MCF7 hiicre hattinda denenen bilesiklerden kersetin 20 uM’da inhibisyon etkisi
gostermeye baslamistir. Leflunomide ise MCF7 hiicrelerinin ¢ogalmasin1 100 pM’da inhibe

ettigi gozlemlenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 38°de verilmistir.
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Sekil 38. Kersetin ve leflunomide bilesiklerinin ER+ MCF7 hiicre hattinda koloni
inhibisyonu.

Koloni inhibisyon deneylerinin sonucuna gére MDA-MB-231 hiicre hattinda Rutin
bilesigini 20 pM’da sabit tutarak diger bilesiklerin derisimlerine goére kombinasyon
caligmalar1 gerceklestirilmistir. Daha 6nceden MDA-MB-231 ve MCF7 hiicre hatlarinda
yapilan kombinasyon ¢alismalarinda rutin bilesiginin adjuvan ajan oldugu rapor edilmistir
(Iriti vd., 2017). Bulgularimiz bu ¢alismay1 destekler niteliktedir. Rutin bilesigi MDA-MB-
231 hiicre hattinda 50 uM’da etki gosteren ticagrelorun etkinligini 20 uM’a kadar diistirdiigii
gozlemlenmistir. Daha onceki yapilan bir ¢alismada MDA-MB-453 hiicre hattinda 20 uM
flutamide ile kombinasyon halinde ¢aligilan SLO101 20 uM i¢in hiicre canliligini anlaml
derecede inhibe ettigi rapor edilmistir (Naderi ve Liu, 2010). RSK2 bilinen inhibitérii olan
SLO101 bilesigi ile yapilan kombinasyon galismasinda inhibisyon etkisinin rapor edilen

deger ile uyumlu olarak 20 uM’da gozlendigi goriilmektedir (Sekil 39).
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Sekil 39. Bilesiklerin kombinasyonu ile UNMK hiicre hatlarinda koloni olusumu
inhibisyonu. A) MDA-MB-231, B) BT-549.

4.3.2. Hiicre Canhlik Analizi (Sitotoksisite testi)

UNMK hiicrelerinde romatizma ve kalp hastaliginda kullanilan ilag etken maddeleri
leflunomide ve karvedilol ile rutin, kersetin ve katesin dogal {irinlerinin ve bilinen RSK2
inhibitéri SLO101 icin MTT testi ile sitotoksisite analizi gergeklestirilmistir. Bu bilesikler
icin artan derisimlerde (5-50 uM) kisa zamanli hiicre ¢ogalmasi tizerine sitotoksik etkileri
MDA-MB-231, BT549 ve BT-20 hiicre hatlar tizerinde ¢alisilmistir. Grafikler GraphPad
Prism7 programi ile ¢izilmistir. Anlamli sonuglar students t-testi ile (p<0,05) yildiz isareti

ile verilmistir.

Zaman-bagimli olarak yapilan uygulamalar sonrasi 72 saat i¢in kersetin MDA-MB-
231 hiicre hattinda 20 uM’da sitotoksik etki gostermistir (Sekil 40). Bununla beraber MDA-
MB-231 hiicre hattinda katesinin 48 saat uygulamasi i¢in 20 pM’da rutine gore sitotoksik
etkisinin daha fazla oldugu gézlemlenmistir (Sekil 41).
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Sekil 40. Kersetin ile UNMK MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in 72 saat sitotoksisite analizi.
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Sekil 41. Katesin ve rutin ile UNMK MDA-MB-231 hiicre hatt1 icin 48 saat sitotoksisite

analizi.
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BT-549 UNMK hiicre hattinda 72 saat uygulama sonrasinda elde etti§imiz verilere
gore p90RSK ailesi igin inhibitér olan SLO101’in 50 uM’da sitotoksik etkisi

gozlemlenmistir. Kersetin BT-549 hiicre hattinda 50 pM’da, ticagrelor ve karvedilol 90

uM’da etki gostermeye baslamistir (Sekil 42).
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Sekil 42. SL0101, kersetin, karvedilol ve ticagrelor ile UNMK BT-549 hiicre hatt1 igin 72

saat sitotoksisite analizi.

BT-20 hiicre hattinda denenen dogal iiriinler rutin ve katesin bilesikleri 24 saat icin

sirastyla 30 uM ve 10 uM’da sitotoksik etki gostermeye baslamistir (Sekil 43).
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Sekil 43. Rutin ve katesin ile UNMK BT-20 hiicre hatt1 igin 24 saat sitotoksisite analizi.

BT-20 hiicre hattinda 72 saat icin yapilan hiicre canlilik analizi sonuglarina gore
karvedilol (~25 uM) ve kersetin (~20 uM) bilesiklerinin diger bilesiklere gore yiiksek
sitotoksik etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir. Bir ¢alismada, SL0101’in BT-20 hiicre hatt1
icin etkili oldugu bildirilmistir, fakat in vitro degerini rapor etmemislerdir (Lommel vd.,
2016). Bulgularimiz bu yayini destekler niteliktedir. Sonug olarak, SLO101 bilesiginin 50
puM’a yakin sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. Sonuclar Sekil 44°te verilmistir.
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Sekil 44. Kersetin, karvedilol ve SL0101 ile UNMK BT-20 hiicre hatt1 i¢in 24 saat

sitotoksisite analizi.

BT-20 hiicre hattinda uygulanan rutin ve katesin bilesiklerinin diger bilesiklere gore

sitotoksik etkileri daha az oldugu gézlemlenmistir (Sekil 45).
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Sekil 45. Katesin ve rutin ile UNMK BT-20 hiicre hatt1 icin 24 saat sitotoksisite analizi.

Kanser tedavisi i¢in kemoterapide sik¢a kullanilan doksorubisin ve ilaglarin etkin
dozlarini diisiirmeye yonelik kombine bir sekilde MDA-MB-231 ve MCF7 hiicre hatlarinda
sitotoksisite ¢alismalar1 yapilmistir. Ornek olarak, daha énceden MDA-MB-231 ve MCF7
hiicre hatlar1 kullanilarak yapilmis bir ¢aligmada 10 uM platikodin D bilesigi ile 5 pM’daki
doksorubisin bilesiklerinin kombine terapisinin daha giiglii antiproliferatif etki gosterdigi
bildirilmistir (Tang vd., 2014). MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in sabit tutulan ila¢ dozlarinda
degisen 5 ve 10 uM’lik dozlarda doksorubisin uygulanmistir. Elde edilen bulgular 1s1ginda
5 uM kersetin ve 5 uM doksorubisin kombinasyonunun en diisiikk dozda MDA-MB-231
hiicresinde sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 46a). MCF7 hiicre hattinda ise
0,5 uM’da sabit tutulan doksorubisinle kombine halde artan dozlarda ila¢ uygulamasi
yapilmistir. Sonug olarak, doksorubisin ile ilag kombinasyonlarinin 25 uM igin ilag etken
madde dozlarinin azaldig1 gozlemlenmistir (Sekil 46b). Bu sonuglara gore 231 ve MCF-7
hiicrelerinde doksorubisin derisiminin sirastyla 1 ve 0,1’e diisiiriilmesi daha uygun IC50

degerini verecektir.
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Sekil 46. Doksorubisin ve bilesikler ile MDA-MB-231 ve MCF7 hiicre hatlar1 i¢in 48 ve 72
saat sitotoksisite analizleri. A) MDA-MB-231 B) MCF7
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4.3.3. Hiicre Gocii Analizi

Yapilan koloni inhibisyonu ve sitotoksisite sonucunda etki degerleri belirlenen ilaglar
tek ve kombine olarak MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicre gog¢li analizi igin
kullanilmislardir. Onceki ¢alismalarda Rutin bilesigini yeni C-met inhibitdrii olarak ve
MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicre go¢iiniin 100 nM, 200 nM ve 300 nM’da sirastyla %
43,4, % 59,3 ve % 78,8 inhibe ettigi rapor edilmistir (Elsayed vd., 2017). Norepineprin ile
kombine olarak kullanilan karvedilol MDA-MB-231 ve MCF7 hiicre hatlarinda doz ve
zaman bagimli olarak hiicre gogii ve istilasinda inhibisyon gosterdigi bildirilmistir (Dezong
vd., 2014). Bununla birlikte, kersetinin MDA-MB-468 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde 24
saat i¢in 10 veya 50 uM’da yara iyilesmesini azalttig1 rapor edilmistir (Srinivasan vd., 2016).
Mitokondriyal fizyon hiicre go¢iinii azalttigindan dolay1 leflunomidin mitokondriyal fizyon
proteinlerinin aktivatorii oldugunu buna bagli olarak hiicre gogiinii azalttig1 rapor edilmistir
(Humphries vd., 2020). Bulgularimizda, rutin (20 uM) ile kombinasyon olarak uygulanan
leflunomide (1 uM) ile hiicre gogiinii azalttig1 yoniindedir. Elde edilen sonuglar Sekil 47°de
verilmistir. Karvedilol ise 50 pM’da etki gdstermistir (Sekil 48).

79



NT- 0. saat NT- 24. saat NT- 48. saat

R (20puM) + L(1puM)- 0. saat R (20uM) + L(1aM)- 24. saat R (20uM) + L(1pM)- 48. saat

Sekil 47. Hiicre gogti tizerine rutin (20 uM) ve leflunomidin (1 uM) kombinasyon sonuglari.

Karvedilol 50 pM- 0. saat Karvedilol 50 uM- 24. saat Karvedilol 50 pM- 48. saat

Sekil 48. Hiicre gocii lizerine karvedilolun (50 uM) etkisi.
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Bilinen kinaz inhibitorleri ile genellikle hedef dis1 baglanmalar sonrasinda 6zgiinliik
ve secicilik sorunlar1 ortaya cikmaktadir. Bu nedenle, hedefe 6zgii ve daha giivenli
inhibitorler gelistirmek 6nem kazanmaktadir. Bilgisayar destekli calismalar gelecek vadeden
ila¢ adaylarinin belirlenebilmesi i¢in giderek artan bir dneme sahiptir. Glintimiizde in siliko
caligmalar ile yeni ve giivenli ila¢ adaylarinin rasyonel tasarimina yardimci olmak,
pazarlanan ilaglar1 yeniden konumlandirmak, in vitro ve in vivo arastirmalara onciiliik etmek
mimkiin olabilmektedir. In siliko yaklagimlar uygulanabilir, genellikle daha ucuz ve
deneysel ila¢ kesif yontemlerinden daha hizlidir. Boylelikle, biyomolekiillerin aktivitesini
aciklamak, ila¢ hedefi ile etkilesim i¢in molekiiler belirleyicileri tanimlamak ve daha verimli
ilag adaylar gelistirmek i¢in farmakofor modelleme, sanal tarama, molekiiler yerlestirme ve
molekiiler dinamik simiilasyon gibi in siliko yontemlerin kullanimi ile mimkiin
olabilmektedir (Gagic vd., 2020). ilag kesif calismalarinda in siliko calismalarin basaril bir
sekilde uygulandig: rapor edilmistir (Gagic vd., 2020; Lu vd., 2018).

Bu tez c¢alismasinda in siliko ¢alismalar sonucunda elde edilen veriler
degerlendirildiginde p90RSK ailesi izoformlar1 i¢in bilinen 6 inhibitoriiniin (BI-D1870,
BIX02565, BRD7389, FMK, LJH685, SL0101) en iyi farmakofor 6zelliklerine sahip olan
modelleri sec¢ilmistir. Boylelikle farmakofor haritalama ve sanal tarama g¢alismalarina
oncliliik etmesi hususunda fiziksel ve kimyasal 6zellikleri belirlenebilmistir. Bir ¢caligmada,
BI-D1870’in yap1 iskelesi olarak kullanilmasiyla daha uzun 6miirliit RSK inhibitorlerinin
gelistirilmesi Onerilmistir (Pambid vd., 2014). Buna gore, BI-D1870 ve BI-D1870 tiirevli
LJH685’in farmakofor modelleri kullanilmistir.

Onceki calismalarda, RSK2 igin Leu74, Leul50 ve Lys195 aa kalintilarinda
etkilesimler gozlemlemislerdir (Li vd., 2022). Ikuta ve arkadaslar1 tarafindan RSKI
izoformu icin Aspl42, Asp205, Leul44 ve Asnl92 aa kalintilarinda etkilesimler
gozlemlenmigtir (Ikuta vd., 2007). MNZA ile yapilan RSKI-NTKD ve RSK2-NTKD
molekiiler yerlestirmelerinde RSK1 i¢in Asp148, Gln 70, L6sin194, Leu68 ve Phel150 RSK2
icin Asp154, Leu74, Phel49 etkilesimleri gézlenmistir (Mayer vd., 2021). Bir ¢alismada,
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Kaemferol, RSK2'nin N-ucuna baglandigini, RSK2 N-u¢ alaninin ve kiigiik molekiil
yerlestirme ve homoloji modellemesinin sonuglari mutajenez deneyleriyle dogrulandigini ve
Val82 ve Lys1001in kaemferol baglanmasi ve RSK2 aktivitesi i¢in kritik amino asitler
oldugunu rapor etmislerdir (Yao vd., 2009). C-ug ile yapilan bir calismada RSK2 ve dogal
ligand kompleksinin etkilesimleri Cys436, Thr493, Cys560 olarak belirlenmistir
(Seremifova vd., 2012). Bu durumda p90RSK ailesi gibi ¢ift yonlii 6zel proteinlerin N- ve
C-uc¢ baglanma farkliliklarin1 da in siliko olarak belirlenebilmektedir. Farkli ligandlar ile
eslesen farkli uglarin etkilesim gozlemleyebildigimiz aa kalintilarinda farkli oldugunu

sOylememiz miimkiindiir.

ANUS-LJH685 kompleksinin baglanma etkilesimleri Glide/XP yontemi kullanilarak
Lys100, Leul50 aa kalintilart ile bildirilmistir (Guttula vd., 2020). Glide/XP ile yapilan diger
bir caligmada LJH685 -12.28 kkal/mol olarak hesaplanmistir (Ece, 2016). Glide/SP yontemi
kullanarak yapilan etkilesim bulgularimizda ise 4NUS-LJH685 kompleksi i¢in Leul50,
Lys100, Asp154, Asp211°dir ve ko-ligandi -9.27 kkal/mol olarak hesaplanmistir. Ote yandan
5D9K-BI-D1870 kompleksinin baglanma etkilesimleri Leu-150, Asp-148, Asp-211 olarak
bildirilmistir (Guttula vd., 2020). Buna esdeger olarak bulgularimiz 6nceki c¢alisma ile
ortiismektedir (Guttula vd., 2020). RSK2 NTD modelinin riboz bdlgesinde Asp154'iin yan
zincir karboksilat grubu ve Glul97'nin oksijen atomu hidrojen baglar1 olusturacak sekilde
konumlandirildig: rapor edilmistir (Nyugen, 2006). Leul50'nin frekanst RSK2 proteini ve
molekiiliiniin baglanmasi i¢in dnemli bir aa kalintis1 olarak rol oynamaktadir (Guttula,
2020). RSK2-NTKD i¢in bir anahtar aa kalintisinin Leul50 oldugu bildirilmistir (Guttula,
2020). Guttula ve arkadaslari, RSK2 proteini ve ligandlar arasinda Gly-75, Leu-147, Gly-
153, Phe-149, Leul50, GIn-76, Asp-154, Val-82, Ala-98, Lys-100 Leu-74, Glu-197 aa
kalintilar1 lizerinde ¢esitli etkilesimler rapor etmislerdir. Bir bagska ¢alismada, BI-D1870
tiirevleri ve RSK2 (PDB:5D9K) arasindaki etkilesimler Asp148, Leul50, Asp154, Asp211,
Gly213, Phe212, Glul97, Lys72, Asn198 aa kalintilar1 iizerinde gdzlemlenmistir (Casalveri
ve digerleri, 2020). Bu tez ¢alismasi kapsamindaki sonuglara gore literatiirle uyumlu olarak
Leul50, Aspl54 ve Aspl48 gibi anahtar aa kalintilar1 ile etkilesimlerin oldugu

gbzlemlenmistir.
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Boliim 4.2.1°deki sonuglara gore farkli hedefler i¢in bilinen meme kanseri ilaglarinin
molekiiler yerlestirme degerlerinin Sunitinib (-8.11 kkal/mol), Rucaparib (-7,83 kkal/mol),
Ruxolitinib (-7,80 kkal/mol), Gosereline asetat (-7,66 kkal/mol) ve Gefinitib (-7,51
kkal/mol) bilinen kendi ligandlarinin LJH685 molekiiler yerlestirme degerlerine yakin
oldugu saptanmistir. Buna gore, LJH685 farmakoforundan veya 4NUS kristal yapisinin
kullanildig1 yap1 esash sanal tarama c¢alismalarindan secilen G731-0389 (-8,71 kkal/mol);
N1842 (-10,10 kkal/mol), N1841 (-9,475 kkal/mol), A8394 (-9,475 kkal/mol), N1828 (-9,47
kkal/mol), C4445 (-9,33 kkal/mol); CHEMBL311498 (-9,72 kkal/mol), CHEMBL535 (-
8,70 kkal/mol) ligandlarinin bilinen meme kanseri ilaclarina yakin potansiyel ila¢ adaylari

olabilecekleri diisiiniilmektedir.

In siliko c¢aligmalarin sonuglarina gore terapdtik etkisi bilinen ilaglarin ikincil
etkilerinin kanser hiicrelerinde belirlenebilmesi amaciyla RSK’larin asir1 ifade edildigi
UNMK MDA-MB-231 ve BT-549 hiicre hatlarindaki sitotoksik etkisi, koloni inhibisyon ve
cogalmasi tizerine etkileri doz- ve zaman-bagimli calismalar ile degerlendirilmistir.
Literatiirde RSK1 ve 2’nin ifadesinin yiiksek oldugu MDA-MB-231 hiicre hatti ile
calismalarin sayisi fazla olsa da BT-20 (Lommel vd., 2016) ve BT-549 (Jin vd., 2019) hiicre
hatlar1 ile RSK iligkisini arastiran ¢alismalarda mevcuttur. Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda
UNMK BT549 ve BT20 hiicre hatlar1 ile karsilastirmali calismalar gerceklestirilmistir. Ek
olarak, RSK ifadesinin yiiksek oldugu bildirilen ER+ MCF7 hiicre hattinda c¢aligmalar
gerceklestirilmistir.

Boliim 4.4.2.°de verilen MTT analiz sonuglart p<0,001 ve p<0,005 ve anlaml
sonuglar1 a¢isindan degerlendirilmistir. Leflunomide 24 saat i¢in diisiik dozlarda MDA-MB-
231 hiicre hattinda etkili oldugu saptanmistir. 72 saat i¢in BT-549°da kersetin ve SL0101
bilesikleri sitotoksik etki gostermislerdir. Bununla beraber, BT-20 igin sitotoksisite
caligmalar1 yapilan bilesikler arasinda kersetin, karvedilol ve SLO101 p<0,001 anlamh

degerleri ile gosterdikleri sitotoksik etkileri bulgularimiz arasindadir.

Literatiirde farkli ¢alismalar ile rapor edilen romatizma ilaci olarak kullanilan

leflunomid bilesiginin iyi bir anti-tiimdr ajan oldugu vurgulanmisgtir (Zhang ve Chu, 2018).
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Bir bagka ¢alismada ise leflunomide nanopartikiillerinin MDA-MB-231 hiicre hattindaki
anti-tiimor etkisi rapor edilmistir (Zewail vd., 2022). Kalp ilac1 olarak satilan karvedilol igin
trastuzumab ile tedavi edilen HER2 pozitif meme kanserli hastalarda kardiyo toksisiteyi
onledigi bildirilmistir (Guglin vd., 2019). Karvedilol i¢cin MCF7 ve MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hatlarinda yapilmis daha onceki c¢alismalarinda hiicre gogii ve istilasi
potansiyelini 6nemli olglide azalttigi ve iki farkli hiicre hatti igin a- veya B-adrenerjik
reseptorii bloke ederek iki fakli sinyal yolunu inhibe ettigi rapor edilmistir (Dezong vd.,
2014). Bu tez kapsaminda farkli olarak leflunomide ve karvedilol bilesiklerinin RSK ailesine
yonelik potansiyel inhibitor adaylar1 olduklart in siliko ¢aligmalarca desteklenmistir. Bunun
1s1¢inda Boliim 4.4.te verilen in vitro sonuglara gére RSK2’nin yiiksek ifade edildigi
UNMK ve ER+ meme kanser hiicre hatlarinda farkli dozlarda géstermis olduklari inhibisyon

etkileri dogrultusunda in siliko ¢alismalarimizin dogrulugunu gostermektedir.

Rutin UNMK C-met inhibitérii olarak tanimlanmis ve antikanser etkinligi
vurgulanmistir (Elsayed vd., 2017). Ayrica, rutin i¢in daha 6nceden yapilmis bir calismada
MDA-MB-231 ve MCF7 meme kanserinde 20 puM’da ila¢ direncini tersine cevirdigi
bildirilmistir (Iriti vd., 2017).

Bir ¢aligmada katesin’in meme kanserindeki roliine ve potansiyel terapétik etkisine
deginilmistir (Xiang vd., 2016; Romano ve Martel, 2021). Baska bir ¢alismada MDA-MB-
468 ve MCF7 hiicre hatlarinda 500 uM’da katesin hidrat bilesiginin UNMK MDA-MB-468
ve ER+ MCF7 hiicre hattina gore daha ¢ok antikanser etki gosterdigini rapor etmislerdir
(Ramirez-Medrano vd., 2021). Bu tez kapsaminda Boliim 4.4.’te elde edilen verilere gore
BT-549 hiicre hatt1 i¢in koloni inbisyonunu destekledigi ve BT-20 ve MDA-MB-231 hiicre

hatlarinda hiicre canliligini azalttigin1 gostermektedir.

Daha 6nceki calismalar kersetin bilesiginin UNMK hiicreleri iizerindeki etkisini
bildirmislerdir (Srinivasan vd., 2016; Kundur vd., 2019). Srinivasan ve arkadaslar1 kersetin
ile 1uM i¢in MDA-MB-231 hiicre hattinda anti-proliferatif etki rapor etmislerdir (Srinivasan
vd., 2016). Kundur ve arkadaslari kersetin ile MDA-MB-231 hiicre hattinda yaptiklari koloni
olusumu deneyinde 20 uM derisimde azalma gozlemlemislerdir (Kundur vd., 2019).
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Kersetin bilesiginin rapor edilen bilgisayar destekli ¢alismalarinda RSK2 i¢in -9,40 kkal/mol
olarak hesaplanmistir ve potansiyel inhibitér oldugu vurgulanmistir (Chen vd., 2012;
Amanzadeh vd., 2019). Bundan farkli olarak bu tezde kersetin i¢in Glide/SP -9,48 kkal/mol
baglanma enerjisi hesaplanmistir. Bizim ¢aligmalarimiz da bu skoru destekler niteliktedir.
Bu tezde kersetin diger meme kanseri hiicrelerine karsi aragtirilmistir ve inhibisyon etkisi
gozlemlenmistir. Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada fisetin ve kersetinin kombine
calismas1 4T1, MDA-MB-231, T47D, BT549 ve MCF7 hiicre hatlarinda denenmistir
(Hosseini vd., 2022). Daha 6nceden BT-20 hiicre hatti ile yapilan bir ¢calismada kersetin 24
saat i¢in 50 uM’lara kadar p < 0,05 anlamli degerini rapor etmislerdir (Satapel vd., 2013).
Bulgularimiz kersetin bilesiginin BT-20 hiicre hatt1 i¢in 20 pyM’da p < 0,01 anlaml

degerinde oldugunu gostermektedir.

Gareau ve arkadaslar1 Ticagrelor bilesiginin farkli meme kanseri hiicre hatlarindaki
(MCF-7, MDA-MB-468, MDA-MB-231, fare 4T1) etkisini arastirmislardir. Insan meme
kanseri hiicre hatlarinda bu bilesigin tiimor hiicresi-trombosit etkilesimlerinin 6nlenmesini
ve meme kanseri yayilmasinin Ticagrelor kullanimi ile azaldigimi sOylemislerdir (Gareau
vd., 2018). Timor hiicresi kaynakli trombosit kiimelesmesinin kanserin metastatik
potansiyelini arttirdig1 ve buna baglh olarak Ticagrelor bilesiginin kolon ve meme kanseri
hastalarinda metastatik yayilimi1 azaltmak icin kullanilabilecegini rapor etmislerdir
(Chauhan vd., 2019). Bir baska ¢alismada MCF-7 ve HT-29 hiicrelerinde Ticagrelor’un
biiyiik tiimor hiicresi kaynakli trombosit-trombosit kiimelerinin olusumunu 6nemli 6lgiide
inhibe ettigi bildirilmistir (Wright vd., 2020). Bu tezde ise ticagrelor MDA-MB-231 BT-549
hiicre hattinda koloni inhibisyonu ve rutinle kombinasyonu c¢alisilmistir. Bulgularimiz,
MDA-MB-231 igin ticagrelorun ve rutinin sadece ticagrelordan daha fazla inhibisyon etkisi

gosterdigi yoniindedir.

RSK2 proteini hem kardiyovaskiiler hem de kanser hastaliklar1 i¢in potansiyel bir
hedeftir. Elde ettigimiz bulgulardan yola ¢ikarak RSK2’nin hem meme kanseri hem de kalp
hastaliklarindaki olan rolii bize kalp hastaliklarinda kullanilan karvedilol ve ticagrelor

bilesiklerinin UNMK hiicre hatlari iizerindeki inhibe edici etkisini gdstermistir.
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Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda in siliko ¢alismalar ve in vitro deneyler arasinda bir
korelasyon elde edilmistir. Bilinmeyen ¢esitli potansiyel inhibit6r adaylari ise in siliko sanal
tarama ve molekiiler yerlestirme calismalarimizla belirlenmistir. Molekiiler yerlestirme
caligmalarinda (-9,36 kkal/mol) olarak hesaplanan B1-D1870 bilinen inhibitoriine en yakin
¢ikan STOCKIN-66635 (-9,62 kkal/mol), STOCK1N-66821 (-9,62 kkal/mol), STOCK1N-
02221 (-9,61 kkal/mol), STOCK1N-70762 (-9,04 kkal/mol), DB14128 (-10,19 kkal/mol),
DB1568 (-9,28 kkal/mol), DB02483 (-9,21 kkal/mol), DB16325 (-9,19 kkal/mol), DB00157
(-9,15 kkal/mol) ligandlarinin potansiyel RSK2-NTKD inhibitér adaylar1 olabilecekleri

diistiniilmektedir.

Boylelikle, Ulkemizin éncelikli alanlari igerisinde yer alan Saglik/Tip/ilag alaninda
RSK hedefli kanser tedavisi i¢in Onerilebilecek yeni inhibitorlerin in siliko yontemler ile
arastirllmas1 ve ayrica zaman ve emek kazanci ile maliyetin disiiriilmesine katki
saglayabilecek olmasi agisindan tezin 6nemini ortaya koymaktadir. Meme kanserine yonelik
literatiirde gecen RSK2 iligkili in siliko ¢alismalar yetersizdir. Bu kadar 6nemli bir hedef
olan RSK?2 izoformu i¢in yeni ve se¢ici inhibitorlerinin gelistirilmesi ve arastirilmalarin

arttirtlmasi gerekmektedir.

Tez kapsaminda in siliko belirlenen ila¢ etken maddeleri ve dogal {irtinlerin in vitro toplu

sonuglar1 Tablo 3’te verilmistir.
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Tablo 3

In siliko belirlenen ve in vitro ¢alisilan ilag etken maddeleri ve dogal iiriinlerin toplu sonucu.

PDB kodu ve Hiicre Hatlar1 ve in vitro etkin dozlar
No Ligand Yontem Yerlestirme (Koloni inhibisyonu ve ¢ogalmas, Hiicre gocii
Skorlar1 analizi, Kombinasyon, Sitotoksisite)
(kkal/mol) MDA-MB-  BT-549 BT20 MCF7
231
1 Karvedilol CDOCKER  4D9T (-44,03) 50 uM 100 pM (KI) 20uM -
ve 3RNY (-56,25) (Ki)ve (H) 75 uM (M) (M)
Glide/SP 2Z7R (-8,07)
2 Ticagrelor CDOCKER  4D9T (-49,90) 50 uM (KI) 100 uM (Ki) - -
3RNY (-56,17) 75 uM (M)
3 Leflunomide  Libdock 4NUS (93,20) 50 uM (KI) 100 uM (Ki) - 100 uM
(KI)
4  Katesin Glide/SP 4NUS (-9,72) 20 uM (M) 20 uM (K1) - -
277Q (-7,71)
5  Kersetin Glide/SP 4NUS (-9,48) 10 uM (Ki)  75puM (Ki)  20uM 20 uM
10puM (M)  50uM (M) (M)  (Ki)
6 Rutin Glide/SP 3UBD (-9,96) R 20 uM* R- 20 uM* - -
(Adjuvant) + +
SL-20uM  Kar -20 upM
Ve Ve
R-20 uM* R --20 uM*
+ +
T-20 M T-20 uM
(K) (K)
R 20 uM*
+
Lef-1 uM
(H)
30 uM (M)
7  SL0101 Glide/SP 3UBD (-9,41) - 40 uM (M) 50uM -
(bilinen (M)
inhibitor)
8 Doksorubisin Dox-5 uM* - - 0,5 uM*
(kontrol) + +
Ker 5 uM Lef-25uM
Lef-20 uM Kar-25uM
Kar-20 uM T-25uM
Kat-25uM
Dox-10uM* (K)
+
Ker 5 uyM
Lef-20 uM
Kar-20 uM
T-20 uM
(K)

Sabit deger: *, Dox:Doksorubisin , Koloni Inhibisyonu ve Cogalmast: (Ki), MTT: (M), Kombinasyon: (K), Hiicre Gogii Analizi: (H),
Ticagrelor: (T), Karvedilol: (Kar), Leflunomide: (Lef), Rutin: (R), SL0101: (SL), Kersetin: (Ker), Katesin: (Kat)
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EKLER

Ek Tablo 1

FMK farmakofor model esasli RSK1-CTKD (PDB:3RNY) ve ChemDiv veri tabani triazol
kiitiiphanesi molekiiler yerlestirme sonuglari

No Ligands -CDOCKER No Ligands -CDOCKER
(kkal/mol) (kkal/mol)
1 D217-0760 28,40 11 D217-0160 24,17
2 D291-0052 27,05 12 D291-0211 24,03
3  Y508-3163 26,25 13 D291-0027 23,98
4  D291-0057 25,93 14 D291-0209 23,44
5 D291-0181 25,84 15 D217-0310 22,69
6  Y500-5836 25,47 16  4027-0010 22,61
7  D217-0301 24,95 17 D291-0179 21,95
8 D291-0210 24,94 18 7445-0113 20,27
9 D291-0079 24,69 19 C592-1980 17,90
10 D217-0151 24,53 20 (C592-1983 16,94
Ek Tablo 2

FMK farmakofor modeli esasli RSK1-CTKD (PDB:3RNY) ve ChemDiv veri tabani indol
kiitiiphanesi molekiiler yerlestirme sonuglari

No Ligands -CDOCKER No Ligands -CDOCKER
(kkal/mol) (kkal/mol)
1 V022-8669 51,84 11 V014-1497 39,59
2 V013-5841 49,25 12 P091-0574 36,92
3 V014-1486 48,51 13 P095-0553 36,30
4 V012-2291 47,14 14 V031-0867 35,72
5 V019-4827 45,06 15 V015-3605 35,20
6 \014-4714 44,99 16 V029-5925 33,95
7  V011-9716 44,88 17 V029-0817 33,88
8 V015-3610 4421 18 V029-7257 32,82
9  V013-5456 42,36 19 V031-0947 32,67
10 L881-0368 39,87 20 \V031-0891 32,64




Ek Tablo 3

FMK farmakofor modeli esasli RSK2-CTKD (PDB:4D9T) ve Chemdiv veri tabani indol
kiitiiphanesi molekiiler yerlestirme sonuglari

No Ligands -CDOCKER No Ligandlls -CDOCKER
(kkal/mol) (kkal/mol)

1 V012-2291 43,18 10 V029-0817 25,97

2 V013-5841 39,09 11 V031-0947 25,53

3 V022-8669 38,75 12 V015-3605 23,02

4 V015-3610 38,68 13 V031-0866 22,94

5 V014-4714 31,98 14 V029-0805 22,04

6 \V031-0867 31,30 15 V029-7257 20,13

7  V013-5456 30,07 16 V029-5876 18,76

8  V031-0937 28,26 17  Y040-3130 16,70

9 1881-0368 26,45

Ek Tablo 4

FMK farmakofor modeli esasli RSK2-CTKD (PDB:4D9T) ve Enamine veri tabani protein
mimetics kiitliphanesi molekiiler yerlestirme sonuglari

No Ligands -CDOCKER No Ligands -CDOCKER
(kkal/mol) (kkal/mol)

1  Compound4818 43,53 7 Compound6682 29,01

2 Compound131 40,69 8 Compound6461 28,40

3  Compound1199 35,02 9 Compound2493 22,46

4  Compound1089 31,06 10 Compound5304 20,49

5 Compound4104 29,49 11  Compound7164 11,86

6 Compound5787 29,49

Ek Tablo 5

RSK1-NTKD (PDB:2Z7Q) ve Apexbt veri tabani ile molekiiler yerlestirme sonuglari

N Ligands M.A. Libdock No Ligands M.A. Libdock
0 Score Score
(kkal/mol) (kkal/mol)

1 Compound253 415,37 138,67 6 Compound10 366,41 123,56

2 Compound250 396,87 138,39 7 Compound33 481,01 121,68

3 Compoundl4 326,37 130,60 8 Compound5 488,74 121,47

4  Compound27 380,53 126,78 9 Compound113 359,41 114,32

5 Compundl4 366,41 126,42 10 Compound8 428,92 105,96

M.A.: Molekiil Agirligt



Ek Tablo 6.

RSK2-NTKD (PDB:4NUS) ila¢ yeniden konumlandirma ¢alismasi1 molekiiler yerlestirme
sonugclari

N Ligands M.A. Libdock No Ligands M.A. Libdock
0 Score Score
(kkal/mol) (kkal/mol)
1 Andarine 441,36 113,22 6  Selumetinib 457,68 97,35
2 Vatalanib 346,82 109,67 7 Vismodegib 421,29 95,86
3 Rucaparib 323,37 106,31 8  Belinostat 318,35 94,34
4 Vorinostat 264,33 105,39 9  Leflunomide 270,21 93,20
5 Linifanib 324,34 98,70 10 Veliparib 244,30 89,77

M.A.: Molekiil Agirlig

Ek Tablo 7
RSK1-NTKD (PDB:2Z7R) ve ChEMBL veri tabani ile Glide/SP molekiiler yerlestirme

sonuglar1
No Ligands Glide/SP No Ligands Glide/SP
(kkal/mol) (kkal/mol)
1 CHEMBL2105759 -8,88 8 CHEMBL483254 -8,22
2 CHEMBL535 -8,75 9 CHEMBL1229517 -8,16
3 CHEMBL1789941 -8,57 10 CHEMBLA477 -8,14
4 CHEMBL1208646 -8,44 11  CHEMBL1493 -8,11
5 CHEMBL190 -8,44 12 CHEMBL4066936  -8,11
6 CHEMBL1201273 -8,33 13  CHEMBL1540 -8,10
7 CHEMBL15870 -8,22 14 CHEMBL723 -8,07




Ek Tablo 8
RSK1-NTKD (PDB:2Z7R) ve Apexbt veri tabani ile Glide/SP molekiiler yerlestirme

sonuglar1
No Ligands Glide/SP No Ligands Glide/SP
(kkal/mol) (kkal/mol)
1 B1051 -9,90 11 A8307 -8,78
2 B1540 -9,51 12 B1523 -8,74
3  C4009 -9,23 13 A3135 -8,72
4 A8412 -9,05 14  A4115 -8,66
5 A4604 -8,98 15  A3556 -8,64
6 A4143 -8,93 16  A4152 -8,60
7 B3288 -8,92 17  A3741 -8,60
8 A4141 -8,88 18 B6007 -8,60
9 B6099 -8,86 19  A3760 -8,58
10 A8617 -8,79 20 A3012 -8,57
Ek Tablo 9

RSK1-NTKD (PDB:2Z7Q) ve Apexbt ve ChEMBL veri tabanlari ile Glide/SP molekiiler

yerlestirme sonuglari

No Ligands Glide/SP No Ligands Glide/SP
(kkal/mol) (kkal/mol)

1 A8412 -10,48 1 CHEMBL1201774  -8,75

2 A4115 -8,92 2 CHEMBL1208646  -8,55

3 B1540 -8,69 3 CHEMBL190 -8,55

4  A8565 -8,38 4 CHEMBL713 -8,06

5 A3135 -8,36 5 CHEMBL1752 -8,02

6  A5096 -8,34 6 CHEMBL727 -7,89

7  B5929 -8,33 7 CHEMBL221959 -7,82

8 A30l16 -8,32 8 CHEMBL1789941  -7,78

9 B6099 -8,29 9 CHEMBL311498 -7,71

10 A3760 -8,23 10 CHEMBL1540 -7,69

11 C4009 -8,03




Ek Tablo 10

LJHG685 farmakofor modeli esasli RSK2-NTKD (PDB:4NUS) ve Apexbt ve Drugbank veri
tabanlar1 ile Glide/SP molekiiler yerlestirme sonuglari

No Ligands Glide/SP No Ligands Glide/SP
(kkal/mol) (kkal/mol)

1 LJH685 -9,27 8 DB07146 -8,18

2  Compound289 -9,26 9 DB05414 -8,03

3 DB03916 -9,04 10 DBO07567 -7,86

4  DB11871 -9,01 11 DB09272 -7,81

5 Compound1926 -8,72 12 DB15982 -7,79

6 DBO08774 -8,54 13 DBO07809 -7,78

7 DB12868 -8,19

Ek Tablo 11

RSK2-NTKD (PDB:4NUS) ve Chemdiv veri tabani ile Glide/SP molekiiler yerlestirme

sonuglari
No Ligands Glide/SP No Ligands Glide/SP
(kkal/mol) (kkal/mol)
1 G731-0269 -8,81 11 G731-0418 -8,39
2 G731-0126 -8,76 12 G731-0319 -8,30
3 G731-0389 -8,71 13 G731-0260 -8,26
4  G731-0252 -8,57 14 C301-3986 -8,18
5  F688-0005 -8,48 15  8007-1839 -8,18
6  8020-1592 -8,46 16  G731-0140 -8,16
7  Y512-4796 -8,46 17 3996-0040 -8,14
8 G731-0151 -8,41 18  G731-0461 -8,13
9  7790-2744 -8,40 19 G731-0114 -8,12
10 8017-1180 -8,40 20  G731-0082 -8,11




Ek Tablo 12
RSK2-NTKD (PDB:4NUS) ve Apexbt veri tabani ile Glide/SP molekiiler yerlestirme

sonugclari
No Ligands Glide/SP No Ligands Glide/SP
(kkal/mol) (kkal/mol)
1 N1842 -10,10 10  A2168 -8,60
2 N1841 -9,48 11  B5389 -8,56
3 A83%4 -9,48 12 A2689 -8,56
4 N1828 -9,47 13 A8640 -8,52
5 C4445 -9,33 14 A3392 -8,47
6  A5803 -9,26 15  A3847 -8,39
7  B1540 -8,99 16 N1958 -8,34
8 B2062 -8,86 17 N1852 -8,32
9 A3353 -8,83 18 A3792 -8,32
Ek Tablo 13

RSK2-NTKD (PDB:4NUS) ve cesitli veri tabanlan ile Glide/SP molekiiler yerlestirme
sonugclari

No Ligands Glide/SP No Ligands Glide/SP
(kkal/mol) (kkal/mol)
1 CHEMBL311498 -9,72 3 CHEMBL535 -8,70
2 Orantinib -8,90 4 Resveratrol -8,18
Ek Tablo 14

BI-D1870 farmakofor modeli esasli RSK2-NTKD (PDB:5D9K) ve InterBioScreen veri

tabani natural compound kiitiiphanesi ile Glide/SP molekiiler yerlestirme sonuglari

No Ligands Glide/SP No Ligands Glide/SP
(kkal/mol) (kkal/mol)
1  STOCKI1N-66635 -9,62 11  STOCKI1N-56104 -8,41
2 STOCKIN-66821 -9,62 12 STOCK1N-89882 -8,31
3 STOCKI1N-70762 -9,04 13  STOCK1N-84176 -8,28
4  STOCKI1N-66563 -8,94 14  STOCKI1N-66728 -8,19
5 STOCKI1N-66623 -8,94 15  STOCKI1N-66738 -8,19
6 STOCKIN-69124 -8,83 16  STOCKI1N-79967 -8,18
7  STOCKIN-77544 -8,48 17  STOCKI1N-67118 -8,18
8 STOCKIN-66090 -8,46 18  STOCKI1N-73733 -8,13
9 STOCKIN-66557 -8,46 19  STOCKI1N-66572 -8,10
10 STOCKI1N-97012 -8,44 20 STOCKIN-95674 -8,09

Vi



Ek Tablo 15
BI-D1870 farmakofor modeli esasli RSK2-NTKD (PDB:5D9K) ve OTAVA veri tabani

drug-like green collection kiitiiphanesi ile Glide/SP molekiiler yerlestirme sonuglart

No Ligands Glide/SP No Ligands Glide/SP
(kkal/mol) (kkal/mol)
1 Compound57219  -8,81 11 Compound59824 -8,43
2 Compound56963  -8,80 12 Compound56812 -8,42
3  Compound57221  -8,77 13  Compound152398  -8,30
4  Compound56297  -8,76 14  Compound152399  -8,30
5 Compound56292  -8,74 15  Compound165804  -8,28
6 Compound56965  -8,72 16  Compound147686  -8,21
7  Compound56966  -8,66 17 Compound134741  -8,14
8  Compound56962  -8,65 18  Compound134160  -8,13
9 Compound82902  -8,62 19  Compound137822  -8,04
10 Compound56943  -8,54 20 Compound139217  -8,04
Ek Tablo 16

BI1-D1870 farmakofor modeli esasli RSK2-NTKD (PDB:5D9K) ve OTAVA veri tabani in-

house stock kiitiiphanesi ile Glide/SP molekiiler yerlestirme sonuglari

No Ligands Glide/SP No Ligands Glide/SP
(kkal/mol) (kkal/mol)
1 Compound99035  -8,83 11  Compound234108  -8,64
2 Compound231146 -8,81 12 Compound45717 -8,62
3  Compound230822 -8,80 13  Compound230795  -8,54
4  Compound231149 -8,77 14  Compound230825  -8,47
5 Compound229959 -8,76 15  Compound234446  -8,43
6 Compound229954 -8,74 16  Compound230636  -8,42
7  Compound230827 -8,72 17 Compound241533  -8,30
8  Compound230828 -8,66 18  Compound241534  -8,30
9  Compound230826 -8,65 19  Compound43448 -8,28
10 Compound230821 -8,65 20  Compound160935  -8,21

Vil



Ek Tablo 17
RSK2-NTKD (PDB:5D9K) ve Drugbank veri tabani ile Glide/SP molekiiler yerlestirme

sonugclari
No Ligands Glide/SP No Ligands Glide/SP
(kkal/mol) (kkal/mol)
1 DB14128 -10,19 11 DB01767 -8,81
2 DB15688 -9,28 12 DB13138 -8,80
3 DB02483 -9,21 13  DBO03797 -8,76
4 DB16325 -9,19 14  DB12988 -8,76
5 DB00157 -9,15 15 DBO02812 -8,75
6 DB01690 -8,93 16  DBO03546 -8,72
7 DB07618 -8,92 17 DB04518 -8,67
8 DB07268 -8,88 18 DBO07648 -8,66
9 DB14859 -8,85 19 DB16390 -8,65
10 DB02323 -8,84 20 DB04716 -8,64
Ek Tablo 18

RSK2-NTKD (PDB:5D9K) ve InterBioScreen veri tabani natural compound kiitiiphanesi ile

Glide/SP molekiiler yerlestirme sonuglari

No Ligands Glide/SP No Ligands Glide/SP
(kkal/mol) (kkal/mol)
1  STOCK1N-02221 -9,61 11  STOCKI1N-03516  -8,46
2  STOCKI1N-06786 -8,82 12 STOCK1N-08624  -8,45
3 STOCKI1N-00557 -8,76 13  STOCK1N-07076  -8,43
4 STOCK1N-02076 -8,73 14 STOCK1N-10445 -8,43
5 STOCKI1N-14887 -8,63 15  STOCK1N-11604  -8,38
6 STOCKI1N-02016 -8,62 16  STOCKI1N-11580  -8,33
7 STOCKIN-13181 -8,57 17  STOCK1N-01207  -8,25
8 STOCKI1N-04109 -8,53 18  STOCKI1N-14707  -8,24
9 STOCKIN-12131 -8,52 19 STOCKI1N-12003  -8,22
10 STOCKIN-07194 -8,47 20 STOCKIN-08753  -8,20

Vil



Ek Tablo 19

SLO101 farmakofor modeli esasli RSK2-NTKD (PDB:3UBD) ve ¢esitli veri tabanlar ile
Glide/SP molekiiler yerlestirme sonuglari

No Ligands Glide/SP No Ligands Glide/SP
(kkal/mol) (kkal/mol)
1  Kersitrin-1 -11,14 13 DB04158 -9,40
2 DB12665 -10,94 14 DB03300 -9,33
3 DB16403 -10,84 15 DB03020 -9,21
4 DBO02485 -10,00 16 DB02421 -9,16
5 DBO01698(Rutin) -9,96 17 DB02930 -8,94
6  Rutin hydrate 1 -9,96 18 DBO01763 -8,91
7  Rutin (Rutoside)-1 -9,96 19 DB02082 -8,85
8 DB15919 -9,73 20 DB03488 -8,82
9 DB01792 -9,67 21 DB12895 -8,63
10 DB16120 -9,61 22 DB04071 -8,63
11 DBO03461 -9,50 23  STOCK1N-90894 -8,02
12 DB01690 -9,43 24 L865-0118 -8,02
Ek Tablo 20

BIX02565 farmakofor modeli esasli RSK2-NTKD (PDB:5D9K) ve cesitli veri tabanlari ile
Glide/SP molekiiler yerlestirme sonuglari

No Ligands Glide/SP No Ligands Glide/SP
(kkal/mol) (kkal/mol)
1 BIX02565 -6,57 12 J047-0203 -6,96
2 DB11871 -8,64 13 Compound133176  -6,84
3 DBO07812 -7,53 14 Ipatasertib -6,57
4  DB08073 7,47 15 DDR1-1IN-1 -6,50
5 DB02112 -7,30 16  Brivanib alaninate -6,48
6 DB15982 -7,30 17  STOCK1N-82073 -6,47
7 DB03231 -7,30 18  Compound163854  -6,47
8 DB08569 -7,13 19  Y508-0610 -6,31
9 DB02155 -7,01 20  D291-0052 -6,19
10 Z250-1340 -6,99 21  C272-0016 -6,07
11 K822-0251 -6,98 22 6011-0830 -6,03
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